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1. Uvod

1.1 Kompetitivna ekskluzijai problem rapidne evolucije

Podarcis siculus (Rafinesque-Schmaltz, 1810) ili primorska gusSterica, vrsta je
gustera koja spada u porodicu Lacertidae. Nativna je u ltaliji, Francuskoj, Sloveniji,
Svicarskoj, Bosni i Hercegovini, Crnoj gori i Hrvatskoj, dok je antropogenim
aktivnostima introducirana u Spanjolsku, Tursku, Libiju, Tunis, pa ¢ak i u Sjedinjene
Ameri¢ke Drzave (Crnobrnja-Isalovi¢ i sur., 2009; Jeli¢ i sur., 2012). Zauzima Sirok
spektar razliCitih staniSta. Nerijetko su populacije brojne i gotovo uvijek u porastu, sto
je na crvenogj listi kategorizira kao vrstu s najmanjim stupnjem zabrinutosti (Least

Concern, LC) (Crnobrnja-Isalovi¢ i sur., 2009).

Godine 1971. znanstvenici, vodeni teorijom oto€ne biogeografije, dizajnirali su
eksperiment s ciljem prikupljanja informacija o0 mehanizmima kompetitivne ekskluzije
koja je rezultat interakcije dviju vrsta gustera iz roda Podarcis. Svojevremeno je na
otoCi¢u Pod Kopiste bila prisutna populacija talijanske zidne gusterice P. siculus, dok
je na susjednom otocicu Pod Mr€aru bila prisutna populacija kr8ke zidne gusterice
Podarcis melisellensis. S ciliem pracéenja kompetitivnhe dinamike, izvrSena je
reciproCna translokacija gdje su znanstvenici s otoCi¢a Pod Kopiste prikupili 5 parova
(5 muzjaka i 5 zZenki) vrste P. siculus i s oto€i¢a Pod Mr&aru 5 parova (5 muzjaka i 5

Zenki) vrste P. melisellensis te ih recipri¢no translocirali (Nevo i sur., 1972).

Kompetitivha ekskluzija i dominantnost P. siculus su dokazani u
eksperimentalnim uvjetima, gdje je utvrdeno da je ponasanje primarni mehanizam
kompetitivne ekskluzije i smanjenja fitnesa (stopa rasta — povezana s koriStenjem

termalnih mikrostanista) jedinki vrste P. melisellensis (Downes i Bauwens, 2002).

Nakon 36 godina od eksperimenta recipro¢ne translokacije, analizom
mitohondrijske DNA ustanovljeno je da su na navedena dva otoci¢a preostale samo
populacije vrste P. siculus Sto takoder potvrduje predvidanja vezana uz kompetitivhu
ekskluziju. Uz ekskluziju, uo€eno je kako je novo formirana populacija P. siculus na
otoCicu Pod Mr€aru evolucijski divergirala u razliCitim fenotipskim znacajkama.

Ustanovljeno je kako jedinke na otoku Pod Mr€aru imaju jaCe glave i veca tijela u



odnosu na jedinke na otoku Pod Kopiste. Analizom prehrane i anatomskih struktura
vezanih uz probavu, znanstvenici su dosli do dokaza koji upucuju na to da jedinke iz
populacije na otoku Pod Mr€aru prakticiraju predominantno biljnu ishranu, kao i do
dokaza o postojanju cekalnih zalistaka (nabora u straznjem dijelu crijeva), struktura
neobicnih za tu vrstu. Cekalni zalisci su strukture koje usporavaju prolazak hrane i
osiguravaju fermentirajuce komore u kojima se nalaze komenzalni mikroorganizmi koji
vrSe konverziju celuloze do volatilnih masnih kiselina. Zanimljivo je da su zalisci
takoder pronadeni kod tek izlegnute, juvenilne jedinke (postavija se pitanje
heritabilnosti nasuprot fenotipskoj plasticnosti). Uz navedeno, doS$lo je do promjene
jaCine ugriza (potencijalna posljedica biljne ishrane) te do promjene u gustodi
populacije. Diskutiraju i o promjeni socijalne strukture (smanjena intraspecijska

kompeticija kao posljedica Sirokog spektra resursa) (Herrel i sur., 2008).

U povezanom eksperimentu znanstvenici su istrazivali utjecaj predatora i biljnog
pokrova na motoriCke sposobnosti vrste P. siculus. Utvrdili su kako pri simulacijskim
napadima predatora, jedinke s otoka Pod Mr&aru kasnije reagiraju na podrazaj te od
predatora prelaze manju udaljenost u odnosu na jedinke izvorne populacije.
Ustanovljeno je kako jedinke imaju manje maksimalne brzine sprinta $to je ujedno
povezano sa veli¢inom udova. Manji predacijski pritisak, viSe vegetacije i obilje biljne
hrane primjeri su kako promjena vrijednosti okoliSnih parametara direktno utjeCe na
morfolosku, fizioloSku, time i na bihevioralnu promjenu jedne vrste (Vervust, Grbac i
VanDamme, 2007).

Navedene cCinjenice upucuju na kompleksnost i slojevitost problema. Naime,
postavljaju se sljedec¢a pitanja: Da li je tu rije€C o genotipskom potencijalu koji se
izrazava u Sirokom spektru fenotipa kao odgovor na promjene okoliSnih uvjeta

(fenotipska plasti¢nost) ili se radi o evolucijskoj adaptaciji koja ima genetsko temelje?

1.2 Projekt ,,Genomicki aspekti brze evolucije primorske gusterice
(Podarcis siculus) - GENRALIZ ”

Prije svega, potrebno je naglasiti da je sadrzaj ovog diplomskog rada, dio veceg
projekta pod nazivom ,Genomicki aspekti brze evolucije primorske gusterice (Podarcis
siculus) - GENRALIZ ”.



Projekt GENRALIZ je projekt doc. dr. sc. Anamarije Stambuk, financiran od strane
Hrvatske zaklade za znanost (HRZZ). Upravo se tim projektom pokuSava doci do
odgovora na pitanje jesu li fenotipske razlike dviju populacija opisanih u prijasnjem
poglavlju rezultat rapidne adaptivne evolucije ili refleksija fenotipske plasti¢nosti vrste.
Uz navedeno, pokuSava se utvrditi kako fenotipska divergencija i efekt uskog grla
utjeCu na genomsku divergenciju populacija P. siculus. Eksperimentalni okvir ovog
projekta temeljen je na ,Eksperimentu u zajedni¢kom okolisu“ (eng. ,Common garden
experiment®) [ metodama populacijske genomike
(http://stambuk.biol.pmf.hr/research/research.html; Pristupljeno: 05.06.2020.; 19:07).

U sljede¢im ¢u poglavljima uvoda ukratko opisati vrstu P. siculus, njenu
taksonomiju, rasprostranjenost i ekologiju. Zatim slijedi poglavlje o socijabilnosti i
Cimbenicima koji potencijalno utjeCu na socijabilnost te poglavlje o potencijalnoj ulozi
transpozona u genomskoj fiksaciji svojstava. U zadnjem poglavlju ¢u opisati

eksperiment vezan uz ovaj diplomski rad, kao i hipoteze vezane uz isti.

1.3 Taksonomijai rasprostranjenost primorske gusterice Podarcis
siculus

Lacertidni rod Podarcis spada u grupu gustera koja je evoluirala i diversificirala u
Mediteranskom bazenu (Arnold 1973, 1989; Arnold i sur. 2007; Carretero 2008).
Trenutno navedenom rodu pripada 20 vrsta gustera, no brojka bi se u buducnosti
mogla povecati (Lymberakis i sur., 2008; Carretero 2008). Filogeografskim
istrazivanjima, znanstvenici su dosli do zakljucka da postoje Cetiri glavne
filogeografske skupine unutar roda Podarcis: Balkanska skupina, Talijanska skupina,
Tirensko — Balearska skupina i Ibero - Magrebianska skupina. Uz vrste Podarcis
muralis, Podarcis rafonei i Podarcis wagleriana, Podarcis siculus spada pod talijansku
filogeografsku skupinu (Harris i sur. 2005; Poulakakis i sur. 2005; Arnold i sur. 2007,

Carretero 2008). Tablica 1. prikazuje taksonomiju vrste P. siculus.


http://stambuk.biol.pmf.hr/research/research.html

Tablica 1. Taksonomija Podarcis siculus (Crnobrnja-Isalovi¢ i sur., 2009).

Kingdom Phylum Class Order Family

Animalia Chordata Reptilia Squamata Lacertidae

Na temelju morfoloskih razlika, u Hrvatskoj je opisano 24 podvrste primorske
gusterice (Brelih i DZuki¢, 1974). Neki se autori nisu slagali s postojanjem tolikog broja
podvrsta te su analizom 15 morfometrijskih znacajki Sest otoCnih populacija doSli do
zakljuCka da bi podjela u dvije grupe — sjevernu i juznu grupu, bila prikladnija (Thorpe,
1980). Novija filogenetska istrazivanja koja uklju€uju veéinu opisanih podvrsta na
hrvatskom podrucju razlikuju nekoliko skupina primorske gusterice — haplokladovi

Adria, dolina rijeke Po, SuSac i Catanzaro (Podnar i sur. 2005; Carretero 2008).

lako je vrsta kategorizirana pod status najmanje zabrinjavajuée vrste (LC), a
Cesto se spominje i kao invazivna vrsta, uvrstena je u Crvenu knjigu vodozemaca i
gmazova Republike Hrvatske. Razlog tome je postojanje dvije podvrste (Podarcis
siculus ragusae i Podarcis siculus adriaticus) koje su ocijenjene kao gotovo ugrozene
(NT) te se tretiraju kao zasebne konzervacijske jedinice sa specificnim uzrocima
ugrozenosti. Zbog svoje brojnosti i invazivnosti, nije zastiCena Zakonom o zastiti
prirode (NN 50/05; 139/08; 57/11). S druge strane, zbog endemskih podvrsta nalazi se
na Dodatku IV Direktive o zastiti prirodnih stanista i divlje faune i flore Europske unije
(Direktiva o stanistima) te na Dodatku |l Konvencije o zastiti europskih divljih vrsta i

prirodnih stanista (Jeli¢ i sur., 2012).

Primorska gusSterica je rasprostranjena u sljede¢im zemljama: Italija, Francuska,
Slovenija, Svicarska, Bosna i Hercegovina, Crna Gora, Hrvatska, Spanjolska, Turska,
Libija i SAD (Crnobrnja-Isalovi¢ i sur., 2009; Jeli¢ i sur., 2012).

U Hrvatskoj je rasprostranjena u obalnom pojasu i na otocima od Istre pa sve
do Neuma (Slika 1.) te je zabiljezena izolirana populacija kod Dubrovnika sa posebnom
kategorijom zastite — Podarcis siculus ragusae (Podnar i sur., 2005). Takoder, poznate
su introducirane populacije u Zagrebu i Karlovcu (Jeli¢ i sur., 2012). Danas$nja
rasprostranjenost primorske gusterice smatra se posljedicom djelovanja dvaju
mehanizama. Prvi mehanizam je prirodna kolonizacija iz Italije, dok je drugi slu¢ajno

Sirenje uzrokovano ljudskim utjecajem (Podnar i sur., 2005).
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Slika 1. Potencijalna rasprostranjenost primorske gusterice u Hrvatskoj (Jeli¢ i sur.,
2012).

1.4 Opisiekologija vrste

Primorska gusterica (Slika 2.) doseze maksimalnu duljinu od 9 cm od vrha njuske
do necisnice (Arnold i Overden, 2002). IzraZen je spolni dimorfizam u karakteristikama
poput veli€ine tijela, duzine repa i Sirine glave. Muzjaci u navedenim morfoloSkim
znacajkama veli¢inom nadmasuju Zenke (Arnold i Overden, 2002; Vogrin, 2005; Arnold
i sur., 2007). Kod ove vrste prisutan je polimorfizam. Ledni dio tijela je zelene,
maslinaste ili svijetlosmede boje s prugastim uzorkom koji se sastoji od tamnih i
svijetlih linija ili niza to¢aka. Neke populacije imaju mrezasti ili tockasti uzorak. Javljaju
se i uniformno obojane jedinke. Trbusni dio je bijele ili sive boje sa zelenkastim
prizvukom. Rubne trbusne plo¢e pune su plavih to€aka. U nekih jedinki i populacija
javlja se zuto ili naran¢asto obojenje, dok u nekih melanisti¢ko obojenje. (Radovanovig,
1951; Arnold i Overden, 2002; Krofel, 2005).



Nalazimo je na otvorenim staniStima, obradivim povrSinama, livadama sa
suhozidima, Zivicama i grmlju, na rubovima Suma, obalama i parkovima (Arnold, 1987).

Zivi na visinama od 0 m do 2000 m nadmorske visine (Gasc i sur., 1997).

Slika 2. Primrka géterica odarcis siculus (izvor: :éa\nngié).

RazmnoZavanje se odvija u travnju i svibnju kad muZzjaci postaju agresivni radi
kompeticije vezane uz pronalazak partnera. lako je agresivnost najéesée izrazena
izmedu muzjaka, za vrijeme parenja zenke nisu postedene agresije. Zabiljezeno je da
tijekom parenja, muzjaci Celjustima grizu Zenku Sto je uoceno kod viSe vrsta unutar
roda (Margus, 2009; Lau$ i Zadravec, 2011). U divljini ve€ina pripadnika dosezZe spolnu
zrelost u dobi od jedne godine. Cest je slu¢aj gdje muzjaci sazrijevaju sa navr$enom
jednom godinom, dok je Zenkama potrebno 1-2 godine. Zenka polaze do pet legla
godisnje po 2-12 (Cesto 5-6) jaja. U prvoj godini Zenka polaze do dva legla. Nakon 6-8
tiedana iz jaja se izlijezu mladunci koji istog trenutka postaju samostalni (Henle i
Klaver, 1986; Vervust i sur., 2007). Primije¢eno je da Zenke iz populacija sa otoka
Krka polijezu do dva legla s 3-7 jaja (Rado€aj i sur., 2011). Primorska gusSterica u

zato€enistvu preZivljava 13 godina (Henle i Klaver, 1986).

Postoje sluCajevi gdje se primorska gusterica pari i daje krizance s drugim
vrstama unutar roda. Zabiliezeno je krizanje sa vrstama P. melisellensis, P.

waglerianus, P. raffonei, P. tiliguerta. Navedeni sluCajevi predstavljaju izolirane
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populacije na stanistima koja su izmijenjena ljudskim djelovanjem (Capulai sur., 1993;
Capula, 2002).

Prehrana se uglavnom sastoji od beskraljeSnjaka i biljnog materijala (npr.
smokve). Na manjim otocima zabiljeZzeni su slu€ajevi kanibalizma koji ukljucuju
hranjenje mladuncima svoje vrste (Capula i sur., 1993; Rugiero, 1994; Grano i sur.
2011). Zabiljezena je i prehrana lis¢em ili cvijetovima (Zuffi i Giannelli, 2013). Uoceni
su neki ekstremni slucajevi prehrane poput hranjenja juvenilnom jedinkom kucnog
macaklina Hemidactylus turcicus te leSinom malog sisavca Suncus etruscus (Capula i
Aloise, 2011). Kao potencijalni predatori ove vrste navode se ptice grabljivice,

galebovi, zmije i sisavci (Jeli¢ i sur., 2012).

1.5 Socijalnost i socijabilnost

Temperament je skup bihevioralnih razlika kroz razli€ita vremenska razdoblja i
dogadaje te ukljuCuje karakteristike poput agresivnosti, izbjegavanja noviteta,
spremnost na rizik i socijalnost. Navedene karakteristike se mogu izmjeriti pomocu
seta korelacijskih, bihevioralnih ili psiholoskih varijabli (Réale i sur., 2007). Socijalnost
predstavlja koli¢inu motivacije jedinke da formira dugotrajne ili kratkotrajne grupe, u
principu s jedinkama iste vrste (Botreau i sur., 2007), §to sa sobom donosi mnogo

prednosti (Silk i sur., 2007), kao i mnogo rizika (Krause i sur., 2002).

Socijabilnost je pojam koji opisuje koli¢inu motivacije jedinke da ostane u
kontaktu s drugim jedinkama iste vrste (Sibbald i sur., 2006). Individualne razlike u
karakteristikama ponaSanja poput agresije i socijabilnosti, pronadene su kod mnogih
kraljeSnjaka (Bell i sur., 2009). Postoje indikacije da su varijacije u osobnosti nasljedne
(Dingemanse i sur., 2002; Drent i sur., 2003; Van Oers i sur., 2005) i imaju utjecaja na
fitnes vrste (Dingemanse i Réale, 2005; Smith i Blumstein, 2008). Jedinke, osim §to se
medusobno razlikuju, pokazuju mogucénost prilagodbe ponasanja ovisno o okoliSnim
uvjetima. Takva bihevioralna plastiCnost moze biti sli€na ili moze varirati izmedu
jedinki, takoder moze odrazavati razlike u osobnosti kroz odredeni okoli$ni gradijent
(Dingemanse i sur., 2010). Jedinke mogu varirati u plasti¢nosti u jednoj bihevioralnoj

dimenziji, ali isto tako pokazivati sli¢nosti u drugim dimenzijama (Biro i sur., 2010).



GustocCa populacije utjeCe na dostupnost resursa, intraspecijsku kompeticiju,
time i na adaptivni fithes (Cote, Dreiss i Clobert, 2008). Visoke gustoée populacije
imaju utjecaj na selekciju protiv temperamenta s visokom razinom agresije (Duckworth
i Badyaev, 2007) i protiv temperamenta s niskom razinom socijabilnosti (Cote, Dreiss
i Clobert, 2008). PovecCanjem gustoce populacije, jedinke s vecom razinom
socijabilnosti imaju veéi fitnes, Cime selekcija utjeCe na povecanje frekvencije
socijabilnog fenotipa u populaciji (Heino i sur., 1998). Gusto¢a muZjaka ¢e biti ve¢a na
podrucjima s ve¢om dostupnosti Zenki, dok ¢e gustoca Zenki biti ve¢a na mjestima
povoljnima za gnijezdenje i mjestima koja su bogata hranom (Clutton-Brock i Parker,
1992).

Za vrijeme parenja, muzjaci pokazuju niZe razine socijabilnosti. Pokazuju nisku
toleranciju prema drugim muzjacima te vecCu razinu agresije, u svrhu pronalaska
spolne partnerice. Zbog toga im se u sezoni parenja povecava teritorij, no van sezone
parenja, teritorij im se suzava te pada razina agresije. Smanjenjem aktivnosti izvan
sezone parenja, muzjacima se povecava moguénost preZivljavanja te moguénost

reprodukcije u nadolazecoj sezoni parenja (Aragén, Lopez i Martin, 2001).

1.6 Cimbenici koji potencijalno utjeéu na socijabilnost

U ovom ¢u poglavlju navesti nekoliko primjera koji su povezani s ulogom osjetila
mirisa i vida unutar roda Podarcis te nesSto o kemijskoj odnosno fizioloSkoj prirodi
ponasanja i socijabilnosti. Neki se primjeri odnose na druge vrste, no zbog visoke
srodnosti s vrstom P. siculus, mogu posluziti u daljnjoj analizi bihevioralnih

mehanizama nase vrste od interesa.

Za specifican komplet bihevioralnih svojstava odgovorni su konzervirani ziv€ani
mehanizmi (Libersat i Pflueger, 2004). Poveznica gena, mozga i ponasanja odredena
je medudjelovanjem tri razine, odnosno tri vremenske skale: fizioloSka, razvojna
(modifikacije genoma i razvoj mozga) i evolucijska (prirodna selekcija) (Robinson i sur.,
2008).

Gusteri su odli¢ni za prouCavanje rane evolucije socijalnosti kraljeSnjaka. Imaju
jednostavan obrazac ponaSanja koji se lako kvantificira, socijalno ponasanje nije

obligatno (neke vrste fakultativno ili povremeno Zive u skupinama - ¢esto povezano s
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razmnozavanjem), dovoljno je varijacija u socijalnim strategijama izmedu pripadnika
iste vrste kao i razliitih vrsta kako bi se komparativno doslo do validnih zaklju€aka o

evolucijskim procesima (Whiting i While, 2017).

1.6.1 Socijalno uéenje i agregacija

IstraZzivanje povezano sa socijalnim u¢enjem pokazalo je da su pripadnici vrste
P. siculus sposobni nauditi odredeni zadatak od pripadnika iste ili razliCite vrste unutar
roda. Dakle, interakcija s drugim jedinkama, gusterima olakSava preZivljavanje u
novom okoliSu. Jedinke promatraju okolinu, promatraju djelovanje drugih jedinki te u
skladu sa svojim interesima imitiraju odredeno ponasanje. Poznato je da je vrsta P.
siculus veoma uspjeSna invazivna vrsta te je navedeni mehanizam vjerojatno jedan od

faktora koji utje€e na uspjeSnu invaziju (Damas Moreira i sur., 2018).

Pripadnici vrste Coleonyx variegatus stvaraju agregacije. One navodno nisu
povezane s uspjeSnom reprodukcijom ili socijalnim prednostima veé sa fizioloSkim
prednostima. Naime, agregacijom gusteri smanjuju evaporaciju vode. Smatra se da je
fizioloSki benefit agregacije prekursor u evoluciji kompleksnijih socijalnih interakcija

(Lancester, Wilson i Espinoza, 2006).

1.6.2 Osjetilo mirisa

Gmazovi reda Squamata imaju dobro razvijene kemosenzorne mehanizme.
Kemijski podrazaji su vazan izvor informacija iz okolisa (osobito znac¢ajan u vrijeme

razmnozavanja) te time i bitan faktor u fitnesu vrste (Halpern, 1992; Schwenk, 1995).

Muzjaci vrsta Podarcis bocagei, Podarcis hispanica i Podarcis carbonelli imaju
sposobnost diskriminacije konspecijskih zenki od heterospecijskih (zaklju¢eno na
temelju indirektnog utjecaja mirisa), dok Zenke prve dvije navedene vrste ne
diskriminiraju konspecijske muzjake od heterospecijskih muzjaka. Moguce objasnjenje
je da zenke imaju reducirano kemosenzorno istrazivanje u novom okoliSu. Takoder
postoji moguénost da za diskriminaciju koriste neko drugo osjetilo, kao i da kemikalije
koje ispusStaju muzjaci nisu dovoljno evolucijski divergirale da bi ih Zenke bile u

mogucnosti razlikovati. Navedeno moze utjecati na reproduktivnu izolaciju vrsta.
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(Barbosa i sur., 2005; 2006). Takoder je poznato da juvenilne jedinke vrste P.
hispanica imaju sposobnost kemijskog razlikovanja poznatih jedinki od nepoznatih
(Font i Desfilis, 2002).

Podrazaji kemijske prirode omogucavaju vrsti P. hispanica pristup
informacijama o rodno bliskim jedinkama, statusu reproduktivnih Zenki, o
kompetitivnom potencijalu druge jedinke te kvaliteti teritorija (Font i Desfilis, 2002;
Cooper i Perez-Mellado, 2002). Muzjaci P. hispanica pokazuju agresivno i teritorijalno
ponasanje kao odgovor na miris konspecijskih jedinki, pogotovo u slu€aju pustanja

mirisa u sredi$njim dijelovima eksperimentalne kutije (Carazo, Font i Desfilis, 2008).

Kod vrste Podarcis liolepis, kemosenzorni sustav je bitan u muzjaka za
dobivanje informacija o drugim muZzjacima kompetitorima. Evolucija mirisnih oznaka
(specificnih  kemijskih spojeva) kod muZjaka uzrokovana je muzjak-muzjak
kompeticijom (intraspolnom selekcijom). Ustanovljeno je da Zenke u pravilu nemaju
vedi afinitet prema teritoriju koji je oznac¢en mirisom vecéih/dominantnih muzjaka, Sto
potencijalno znaci da miris ne igra znacajnu ulogu u pred-kopulacijskom pronalasku
partnera. Interspolne razlike u kemorecepciji ukazuju na dimorfizam podrucja mozga
povezanim sa kemosenzornim sustavom. Mirisni pupoljci muzjaka su veéi od onih u
Zenki i pokazuju stalan rast (sezonalni) pod utjecajem adultne neurogeneze (Font i
sur., 2012).

1.6.3 Osjetilo vida

lako je kemorecepcija kljuéna kod pronalaska partnera ili prepoznavanja
seksualnih rivala, kao i izbjegavanja intraspecijske agresivnosti, znac¢ajnu ulogu ima i
osjetilo vida (Labra i sur., 2001; Cooper i Perez-Mellado, 2002; Cooper i Garstka, 1987;
Verbeek 1972; Lopez i Martin, 2001; Barbosa i sur., 2006). Cinjenica je da su Zenke
roda Podarcis morfolo$ki sli¢nije no muzjaci te je moguce da je doslo do selekcijskog
pritiska koji kemorecepciju odreduje kao primarni mehanizam diskriminacije kod

muzjaka (Sa-Sousa, 2001; Sa-sousa i sur., 2002; Barbosa i sur., 2006).

Vrsta P. muralis pokazuje polimorfno obojenje (tri ventralna morfa: bijeli, zuti,
crveni). Ustanovljeno je postojanje razlika u kemijskom sastavu izlu€evina bedrene

Zlijezde kod razli¢itih morfova muzjaka. Takoder, razlike u kemijskom sastavu su
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uoCene i kod muzjaka razliCite starosti. Pretpostavlja se da su navedene razlike bitne

za intraspecijsku komunikaciju te seksualnu selekciju (Pellitteri-Rosa i sur., 2014).

Jedno istrazivanje vrste P. hispanica pokazuje kako je obojenje bitno za
daljinsko prepoznavanje, dok kemosenzorni mehanizam prevladava kod blizinskog

prepoznavanja (Lopez i Martin, 2001).

1.6.4 Uloga monoaminskih neurotransmitera u kompetitivnoj ekskluziji

Bazalni gangliji su kod kraljeSnjaka konzervirani sustavi koji su ukljuceni u
motoricko ucenje, donosenje odluka i selekciju ponasdanja. Oni su kontrolirani upravo

dopaminskim sustavom (Grillner i Robertson, 2016).

Zanimljiv je utjecaj monoaminskih neurotransmitera — serotonin, dopamin i
noradrenalin. Potencijalno utje€u na ishod interakcije vrste P. siculus i P. melliselensis.
Istrazivanjem koje se sastojalo od usporedbe koncentracija navedenih
neurotransmitera u mozgu tih dviju vrsta, ustanovljeno je da P. siculus sadrzi duplo
vece koncentracije dopamina u mozgu. Moguce da je razlika u koncentraciji dopamina

kljuéna za kompetitivno iskljucenje vrste P. melliselensis (Nikolic i sur., 2019).

1.7 Ulogatranspozona u genomskoj fiksaciji svojstava

Fenotipska plastiCnost je definirana kao kapacitet genotipa da se izrazi kroz Sirok
spektar fenotipa, kao odgovor na promjene okolisnih uvjeta (Agrawal, 2001; Bradshaw,
1965; Fordyce, 2006; Pigliucci, 2001, 2005; Pigliucci, Murren, & Schlichting, 2006;
Scheiner, 1993; Stearns, 1989).

Danas je poznato da organizmi posjeduju plasti¢na svojstva na razini morfologije,
fiziologije, razvoja i ponasanja. Varijacije navedenih setova koriste kao odgovor na
promjenu vanjskih uvjeta (West-Eberhard, 2003). Mnogi autori predlazu da okoliSno
uzrokovane fenotipske varijacije prethode evolucijskoj adaptaciji, naposljetku i
specijaciji (Levis i Pfennig, 2019; Pfennig i sur., 2010; West-Eberhard, 2003).

Pimpinelli i Piacentini (2020) navode mnogo primjera o ulozi transpozona kao

prepisivaca fenotipske plastinosti u genotipsku varijabilnost. OkolisSne perturbacije
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induciraju fenotipske varijacije putem epigenetske modulacije ekspresije gena te
istovremeno potiCu genetsku varijabilnost aktivacijom transpozona, zatim transpozoni
selektiraju specificne genetske varijacije te omogucuju nasljedivanje tih svojstava. U
zakljuCku autori predlazu da je upravo opisani mehanizam potencijalan odgovor na
pitanje fenotipske divergencije kod populacije P. siculus s otoka Pod Mr€aru. Takoder,
diskutiraju o ulozi mikrobiote u kontekstu hologenomske teorije koju su predlozili Zilber-

Rosenberg i Rosenberg (2008).

1.8 Testiranje socijabilnosti i hipoteze

Informacije o postojanju fenotipskih razlika izmedu dvije populacije, otvorile su
potrebu za testiranjem ponaSanja odraslih i juvenilnih jedinki. Socijabilnost je slabo
istrazena karakteristika osobnosti za koju se vjeruje da utjeCe na populacijsku
dinamiku (Cote i Clobert, 2007; Réale i sur., 2007). U nasem slu€aju, socijabilnost je
koli¢ina interakcije s drugim jedinkama. Za testiranje razlika u socijabilnosti, sluzio sam
se 3-komornim testom socijabilnosti (eng. ,,3-chambered sociability test®) koji je izvorno

dizajniran za prouc€avanje socijabilnosti laboratorijskog misa (Sahgal, 1993).

U ovom se radu istrazuju razlike u direktnoj socijabilnosti kod Cetiri skupine
juvenilnih jedinki koje predstavljaju prvu filijalnu generaciju (F1), uzgojenu u izoliranim
uvjetima. Potrebno je naglasiti da se u radu ne uzima u obzir informacija o spolu, vec
su jedinke podijeljene prema podrijetlu roditelja. Prvu skupinu &ine juvenilne jedinke
Ciji su roditelji s otocic¢a Pod Kopiste, drugu skupinu €ine juvenilne jedinke Ciji su roditelji
s otoka Pod Mrc€aru. Trecu i Cetvrtu skupinu €ine juvenilni hibridi nastali reciproCnim

krizanjem roditelja s oba otoka.

Gojak (2020) u svom diplomskom radu pod naslovom ,Socijabilnost u
zatoCenistvu populacija primorske gusterice, Podarcis siculus (Rafinesque, 1810), s
otoCi¢a Pod Kopiste i Pod Mr€aru“ utvrduje razlike u socijabilnosti izmedu populacija
te spolova unutar i izmedu populacija s dva otoCi¢a. Rezultati upuc€uju na vecu razinu
socijabilnosti muzjaka s Pod Mr€aru u odnosu na Zenke s oba otoka i muZjake s otoka
Pod Kopiste. Navedene jedinke su upravo roditelji juvenilnih jedinki koje obradujem u
mojem diplomskom radu. U raspravi ¢u diskutirati postoje li razlike izmedu juvenilnih

jedinki i njihovih roditelja.
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Ovaj pristup bi mogao pruzati informacije o slicnostima i razlikama u socijabilnosti,

kao i informacije o potencijalnoj heritabilnosti navedenih svojstava.

Informacije koje upucéuju na vecu gustocu populacije, vecu razinu socijabilnosti i
manju razinu agresivnosti kod populacije P. siculus na otoku Pod Mr€aru, kao i
informacije iz Gojakovog (2020) istraZivanja, predstavljaju temelje za postavljanje moje
hipoteze. Prema navedenom, hipotetiziram da postoje znac€ajne razlike u socijabilnosti
izmedu Cetiri skupine juvenilnih jedinki te da jedinke Ciji su roditelji s Pod Mrcaru,
pokazuju vecu razinu socijabilnosti. Potrebno je napomenuti da se navedene skupine
testiraju i nakon godinu dana, ¢ime dobivamo informacije o utjecaju starosti na

ponasanje. Medutim, to je istrazivanje koje slijedi iza ovog rada.

2. Ciljevi

1. Ustanoviti postoje li razlike u direktnoj socijabilnosti kod Cetiri skupine
juvenilnih jedinki P. siculus.
2. Diskutirati o dobivenim rezultatima izmedu navedene Cetiri skupine i

rezultatima dobivenim testiranjem njihovih roditelja.
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3. Materijali i metode
3.1 Odrzavanje gustera u izoliranim uvjetima

U naSem eksperimentu sudjelovalo je 78 juvenilnih jedinki P. siculus starih
mjesec dana. Tablica 2. prikazuje broj jedinki po pojedinim istrazenim skupinama i
podrijetlo roditelja. Naime, skupina KK predstavlja juvenilne jedinke Ciji su roditelji s
Pod Kopiste, dok skupina MM predstavlja juvenilne jedinke Ciji su roditelji s Pod
Mrc€aru. Skupine KM i MK predstavljaju juvenilne jedinke koje su rezultat recipro¢nog
krizanja roditelja s oba otoka. Roditeljska generacija je uz dozvolu Ministarstva zastite
okoliSa i energetike te etickog povjerenstva, ulovljena na otocima Pod Mréaru i Pod
Kopiste u ozujku 2017. godine. Roditeljske jedinke su dobile individualne oznake
(specificna slova i brojke) na temelju specifi¢nih informacija o jedinkama poput spola i

podrijetla.

Roditeljske jedinke su drzane u parovima u staklenim terarijima s UV lampom i
lampom za grijanje, posudom s vodom i sklonistem, u kontroliranim uvjetima
(temperatura 28-30 °C danju i 20-22 °C nocu te vlaznost zraka 40-60%) u prostorijama

Zooloskog vrta grada Zagreb. Hranjeni su Sturcima svaki drugi dan.

U terarij kao i u inkubator, postavljen je supstrat za polaganje jaja, vermikulit.
Jedinke su redovito pregledavane te se pratilo stanje Zenki kako bi se pravodobno
otkrivena jaja prebacila u inkubator gdje su bila drzana na temperaturi od 28 °C. Nakon
izljeganja, juvenilnim jedinkama su pridodane individualne oznake obzirom na
informacije o roditeljima. Jedinke su tretirane istim tretmanom kao i odrasle jedinke,
samo $to su hranjene juvenilnim Sturcima. Jedinke se krajem prosinca postepeno
pripremaju za hibernaciju, prestaje im se davati hrana, smanjuje se fotoperiod i
temperatura se smanjuje do 10-12 °C. Ostavljaju se samo halogene Zarulje koje su
upaljene tri sata, od 10-13h. Hibernacija traje do sredine oZujka kada se potpuno

produzi fotoperiod i temperatura.

Za vrileme trajanja testova ponasSanja, jedinke su premjesStene u prostorije
Zavoda za animalnu fiziologiju BioloSskog odsjeka Prirodoslovno-matematickog
fakulteta. Jedinke su ondje smjesStene u plasti¢ne terarije s podlogom od treseta,
posudicom s vodom i PVC cijevi koja na jednom kraju sadrzi otvor, dok je na drugom

kraju zatvorena ljepljivom trakom. Vlaga u zraku je bila 40-60%, svjetlost je pratila
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prirodni dnevno-nocni ritam pojedine sezone, dok je temperatura iznosila 30 °C danju

i 20 °C nocu. Jedinke su svaki drugi dan hranjene Sturcima.

Testiranje se vrSilo u razdoblju od pocCetka srpnja 2018. godine do kraja rujna

2018. godine. U trenutku testiranja, juvenilne jedinke su bile stare mjesec dana.

Tablica 2. Prikaz istrazivanih skupina. Prvi stupac predstavlja skupine od interesa,
drugi stupac predstavlja broj jedinki unutar pojedine skupine, dok trec¢i stupac podrijetlo
roditelja.

Skupine Broj jedinki Podrijetlo roditelja
KK 22 Q -Pod Kopiste X & - Pod Kopiste
KM 10 Q@ -Pod Mréaru X & - Pod Kopiste
MK 24 Q -Pod Kopiste X & - Pod Mréaru
MM 22 Q@ -Pod Mréaru X & - Pod Mréaru

3.2 Testiranje socijabilnosti

Socijabilnost je pojam koji u naSem slu€aju opisuje afinitet pojedinih jedinki prema

ostvarivanju kontakta s ostalim jedinkama.

U mojem eksperimentu postavio sam vremenska i prostorna ogranicenja. Sluzio
sam se 3-komornim testom socijabilnosti (eng. ,,3-chambered sociability test®). To je
ustvari eksperimentalna kutija s tri odjeljka, koja je izvorno dizajnirana za proucavanje
socijabilnosti laboratorijskog misa (Sahgal, 1993) (Slika 3.). Prozirna plasti¢na

vratasca izoliraju sredisnji odjeljak od ostalih odjeljaka.

Fokalni guster i guSter na Ciji se miris testira, njezno se umetnu u PVC cjev€ice u
svom terariju, gdje su izolirani dvije minute. S jedne strane kutije nalazi se odjeljak s
praznim kavezom, dok s druge strane odjeljak s kavezom u kojem je drugi guster (prvo
se guster rastr€i po odjeljku kako bi ostavio svoj miris) Ciji izgled i miris utjeu na
fokalnog gustera. U svakom pojedinom tretmanu jedinka fokalnog gustera se postavlja
u sredinu, gdje se pet minuta prilagodava na nove uvjete te ima moguénost vizualnog

pregleda ostalih odjeljaka (kroz prozirna vratasca). Nakon 5 minuta vrataSca se
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otvaraju i slijedi snimanje dinamike kretanja i reakcije gusStera u vremenskom

ogranienju od 20 min.

Prije svakog pojedinog testiranja potrebno je dezinficirati kutiju, postolje i kaveze
kako miris ne bi utjecao na testiranja koja slijede. Posto je testiranjem obuhvaéeno 78
gustera, kao rezultat dobivamo 78 snimki koje smo kasnije pregledali i ruéno obradili.
Podaci koje dobivamo su kumulativno vrijeme u pojedinim odjeljcima, kumulativno
vrijeme u zonama (zona predstavlja podrucje koje je udaljeno do jedan i pol kvadrat
od kaveza) gdje su kavezi (prazan ili pun), latencije (vrijeme potrebno da guster dode
prvi put u kontakt s pojedinim odjeljcima, zonama ili u kontakt s drugim gusterom) te
frekvencija kontakta (broj kontakata s gusterom u kavezu) i frekvencija ulaska (broj

ulazaka) u pojedine odjeljke ili zone (Slika 3.).

Slika 3. Prikaz 3-komornog testa socijabilnsti sfokalnim guSterom u srediSnjem
odjeljku i prezentiranim gusSterom u kavezu u lijevom odjeljku. Na slici, oznaka a
oznaCava odjeljak s prezentiranim gusterom (varijable: S_punim(t), S_punim(L),
S_punim(f)), oznaka b srediSnji odjeljak (varijable: Sredina(t), Sredina(f)), oznaka c
odjeljak s praznim kavezom (varijable: S_praznim(t), S_praznim(L), S_praznim(f)),
oznaka d oznacCava prolaze, odnosno vratasca, dok oznaka e oznacava zonu uz kavez

sa prezentiranim gusterom (varijable: Uz_pun(t), Uz_pun(L), Uz_pun(f)) te oznaka f

16



zonu uz prazan kavez (varijable: Uz_prazan(t), Uz_prazan(L), Uz_prazan(f)). Uz
navedeno, prati se frekvencija kontakta s guSterom u kavezu (Kontakt(f)). Nazivi u

zagradama predstavljaju imena testiranih varijabli.

3.3 Smjernice za analizu video snimki u programu EthoVision

Prije analize video snimki imamo pohranjenu (back-upanu) datoteku s .evxt
ekstenzijom. Potrebno je Ethovision USB prikljuciti u racunalo, otvoriti program te ¢im
se otvori prozor s raznim opcijama, odabrati opciju ,Restore backup...“. Pronademo
mjesto gdje smo tu datoteku spremili te ju otvorimo. U toj datoteci se nalaze video
snimke naseg eksperimenta. Zatim je potrebno kliknuti na karticu ,Aquisition® koja se
nalazi u izborniku ,Explorer® i aquirati (,zadobiti“) sve video snimke $§to moze potrajati

nekoliko sati (ovisno o koli€ini). Nakon toga su video snimke spremne za obradu.

Kao sljededi korak potrebno je otvoriti karticu ,Manual scoring settings“ (Slika 4.)
i dodavati ponaSanja od interesa, ona koja ¢emo kasnije biljeziti kroz video snimku.
Kliknemo na karticu ,Add behaviour®, odaberemo ime ponasanja, tip ponasanja koiji
moze biti tipa ,Start-stop“ (kontinuirano pona$anje gdje klikom odredujemo pocetak i
kraj ponasanja) ili ,Point event” (klikom odredimo to¢kasti dogadaj unutar trajanja video
snimke) (Slika 5.). Nakon Sto smo dodali ponaSanja, postoji stupac pod nazivom
»nitially active“ u kojem za svako pojedino pona$anje odredimo Zelimo li da bude
aktivirano od pocetka video snimke ili Zelimo ru¢no odrediti vrijeme pocCetka ponasanja
(Slika 4.). U stupcu ,Subject 1 odredujemo znakove sa tipkovnice kao komandne tipke
za svako pojedino ponaSanje. PoZeljno je za sva ponaSanja odabrati tipke koje nisu

previSe udaljene na tipkovnici, kako bi biljeZenje bilo olak$ano (Slika 4.).

Experiment Explorer T % Manual Scoring Settings

[zt Setup ' ! Add Beha\rior...' & Validate...
=l F n:iminx iﬁ'ﬁnn&
. . Beha Keys
L@ Manual Scoring Settings 2
L] Arena INgs *
k& Trial Co | Settings (2) Behav ame Type Description Initially Active Subject 1
5 = = Vrijeme s punim
[ Detect inr kavezam | d d
E| Trial List 1 Vrijeme s praznim
* kavezom D a a
Acquisition Vrijeme u sredini | 5 5
Vrijeme uz prazan
& Acquisition (10 acquired) kad’ez P ] 1 1
gﬂ' Track Editor Vrijeme uz pun kavez | 2 )
$ Manual Scoring Kontakt s gusterom
L& Track Smoothing Profiles (2) poletak
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Slika 4. Prikaz procesa dodavanja pojedinih ponasanja u programu EthovisionXT.

Add Behavior X

Mutually exclusive groups always have an active behavior, and scoring a
new behavior stops the active one. With start-stop behaviors, you have
to score the stop of the behavior.

Behavior name: Ime specifitnog ponasanja I

Behavior type: Start - Stop v

Description:

[Jinitially active

Cancel

Slika 5. Prikaz odabira pojedinog ponasanja u programu EthoVisionXT.

Nakon Sto smo definirali ponasanja i sukladno s njima pridodali specificne

znakove na tipkovnici, mozemo zapoceti s analizom ponasanja.

Za pocetak je potrebno otvoriti karticu ,Manual scoring“ (Slika .6.). Sucelje
»,manual scoring-a“ organizirano je na nacin koji omogucava jednostavno koristenje i
analizu video snimke. Pri samom vrhu, ispod naziva ,Manual scoring® nalazi se izbornik
koji sluzi odabiru pojedine video snimke odabrane datoteke. U ovom izborniku se
mijenjaju i spremaju snimke nakon zavrSetka obrade. Ispod navedenog izbornika
nalazi se video snimka koja nam vizualno pomaze pri odredivanju pojedinih
komponenti ponasanja. Ispod video snimke nalazi se pomicna traka na kojoj uz pomoc¢
lijevog klika i pomicanja miSa udesno ili ulijevo mozemo odrediti pomicanje video
snimke unaprijed ili unazad. Odmah desno, pored navedene trake, nalazi se ukupno

vrijeme trajanja video snimke.

Ispod trake nalaze se naredbe koje omogucuju detaljno pomicanje snimke
unaprijed ili unazad, pomicanje snimke na kraj ili na pocCetak te automatsku
reprodukciju snimke. Pored navedenih naredbi desno, nalazi se naredba za snimanije,
koju je potrebno ukljuciti lijevim klikom prije nego krenemo analizirati snimku
ponasanja. Desno od navedene naredbe, nalazi se naredba koja omogucuje regulaciju

brzine automatske reprodukcije snimke.
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Ispod navedenih naredbi nalazi se vremenska traka koja takoder odreduje
ukupno vrijeme trajanja snimke i koja se moze kontrolirati lijevim klikom miSa te
povlaCenjem ulijevo ili udesno. To je najceSci alat kojeg koristimo za anlizu snimke.
Navedena traka je podijeljena u redove koji predstavljaju pojedina ponasanja i
dogadaje koje smo prvotno odredili u izborniku ,Manual scoring settings® te kojima
smo pridodali odgovaraju¢e komandne tipke na tipkovnici. Ukoliko kliknemo na tipku
koja predstavlja ,Start-stop” dogadaj, nakon ¢ega pokrenemo snimku ili napredujemo
kroz snimku pomoc¢u misa, vrijeme odabranog ponasanja Ce rasti i snimka ¢e primicati

u smjeru najveceg vremena (kraja snimke).

U trenutku kad na snimci vidimo kraj odredenog ponaSanja, odgovarajuc¢om
tipkom (istom tipkom) prekinemo navedeno ponasanje i kliknemo tipku za novo
ponasanje koje primjecujemo kod gustera. Ukoliko kliknemo na komandu koju smo
prvotno odredili kao ,Point event®, na traci ¢e se dogadaj zabiljeziti u obliku crtice
(toCkastog dogadaja). Buduéi da taj dogadaj predstavlja frekvenciju, aktivnost nije
potrebno iskljuciti ponovnim klikom komandne tipke. Razli¢ita ponasanja se na traci
prikazuju razli¢itim bojama. Duplim klikom na traku koja predstavija jedno od
ponasanja, moguce je izbrisati dio koji se nalazi lijevo ili desno od vertikalne linije koja
oznacava odredeni trenutak snimke. Uvijek postoji mogucnost pogreske te je to dobar
nacin za izbrisati specificni segment unutar snimke. Nakon $to smo obradili sve snimke

jedne datoteke kliknemo na karticu ,Save“ koja se nalazi pored izbornika za snimke.

Playback Control x

1 00:04:25.920
*oax

Relztive Time [[f”
265.92 (sff) | p0.00 150.00 180.00 210.00 240.00 70.00 300.00 330.00 360.00 390.00
| | | | | | n | | |

Slika 6. Prikaz ru¢ne obrade video snimki.
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Nakon $to su snimke obradene potrebno je generirati tablicu koja ¢e nam sluziti
u daljnjoj statistickoj analizi podataka. Kako bi pri generiranju tablice dobili
odgovarajuce vrijednosti zadanih parametara, potrebno je kliknuti na karticu ,Analysis
Profiles® unutar koje kliknemo na karticu ,Distance & Time". Time dobijemo stupac sa
zavisnim varijablama (,Dependent Variables®). Unutar stupca nalazi se kartica koja se
zove ,Manually Scored Behavior®. Ispod navedene kartice se nalaze podkartice koje
treba pojedinacno otvoriti i oznaciti parametre predvidene za pojedina ponasanja.
Dakle otvorimo podkarticu, u novom prozoru odaberemo karticu ,Trial Statistics®,
unutar koje klikom odabiremo parametre poput frekvencije (,frequency”), kumulativhog
trajanja (,cumulative duration®) i latencije do prvog (,latency to first®), te kliknemo ,Ok*

za svako pojedino ponasanje (Slika 7.).

Hotation ]
] Analysis - Manually Scored Behav...

B Data Profiles (2) ‘u‘rqeme 5 punim kavez... |1_|

5 Analysis Profiles (3) Vrijeme s praznim kav... | __|

- : : Vrijeme u sredini |

bl Distance & Time Vrijeme uz prazan kavezr | |_|

% Movement Vrijeme uz pun kavez |

% Behaviours Kontakt s gusterom |

2 Results podetak __
4. Statistics & Charts =| Trial Control

%4 Track Visualization Trial Control event —

|

= Ve - Trial Control state
Slika 7. Odabir parametara koje Zelimo obuhvatiti u tablici.

Zatim kliknemo na karticu ,Results“, na podkarticu ,Statistics & Charts®, te u
otvorenom prozoru na Kkarticu ,Calculate® Cime se generira tablica s Zzeljenim
podacima. Tablicu je zatim potrebno izvesti klikom na karticu ,Export Data“ ¢ime

dobivamo Zeljene podatke u excel tablici (Slika 8.).
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Experiment Explorer & X statistics & Charts

el Setu Mo filter T Al Data ~ Distance Time - B Calculate Batch... H& Export Data...
gt Setup
&l Experiment Settings Trial Statistics | Group Statistics & Charts
E Manual Scoring Settings animal ID Vrijeme s punim Vrij 5
i i Vrijeme s punim Vrij 5
A Setti 1 =
a Arena el Fi oy | C ive Duratis Latency to First | Fr oy | C live Duration | Lateng
lew Trial Control Settings (2) s S =
0@ Detection Settings (1) Trial 1 KK 304 sa KM 306 3 630.7200 169.9200 1 142.0800 912,
= 3 Trial List Trial 2| MM 305 sa KM 307 0 0.0000 - 1 1071.3600 128,
= Trial 3| KM 308 na KK 300 1 314.4000 54.7200 3 668.1600 391.
ST Trial 4| KK301na MM 303 ] 762.2400 118.5600 2 1944000 651,
Result 1 Trial 5| KM 307 na KM 309 0 0.0000 - 1 571.2000 628,
Acquisition (10 acquired) Trial 6| KK 300na MM 302 4 355.2000 80.1600 4 344,6400 180.
E:d. Track Edit Trial 7| KM 306 na KM 308 1 153.6000 1046.4000 1 747.3600 250,
rack Bditer Trial 8 | MM 303 na MM 305 2 393.6000 101.7600 Fl 580.3200 128,
[ Manual Scoring Trial 9 | MM 302 na KK 304 1 1790400 404.1600 1 603.3600 596.
O Track Smoothing Profiles . Trial 10| MM 309 na KK 300 3 1977600 5764800 3 292,3000 202,
E] Analysis

[of Data Profiles (2)

L&d Analysis Profiles (3)
By Distance & Time
Bl Movement
Ba] Behaviours

(24 Results
m Statistics & Charts
@ Track Visualization
[&] Heatmap Visualizati...
5% Integrated Visualizati...

Slika 8. Generiranje tablice sa Zeljenim podacima.

3.4 Polozaj i biljezenje aktivnosti jedinke u prostoru

U prijasnjem poglavlju opisao sam kako koristiti su€elje programa EthoVisionXT
u svrhu istrazivanja socijabilnosti. U ovom poglavlju ¢u opisati kako biljeZiti pojedino
ponasanje kroz video snimku. Dakle, potrebno je postaviti granice koje predstavljaju

prijelaz iz jednog dogadaja u snimci u drugi dogada;.

Kao $to je ve¢ navedeno, postoje dvije vrste ponasanja: ,Start-stop“ dogada; i
.Point-event®.  Start-stop“ je kontinuirani dogadaj i odnosi se na odjeljke u kojima
fokalna jedinka provodi vrieme. Dokle god je jedinka cijelim tijelom u jednom od
predvidenih odjeljaka, pojedino ponasanije je uklju¢eno. U trenutku kad glava fokalnog
gustera prede u drugi odjeljak, iskljuCuje se vrijeme prijaSnjeg odjelijka i ukljuCuje

vrijeme novog.

U slu¢ajevima kad se fokalni guster nalazi u jednom od dva odjeljka s kavezom,
potrebno je ukljuciti vrijeme koje guster provodi uz kavez ukoliko glavom pride otprilike
jedan i pol kvadrat (na podlozi na kojoj se odvija eksperiment iscrtani su kvadrati) od

kaveza. U takvim sluajevima, dokle god fokalni guster provodi vrijeme uz kavez
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(Uz_pun ili Uz_prazan), simultano su uklju¢ena vremena uz kavez i vrijeme u odjeljku

s kavezom (S_punimili S_praznim).

U slucaju kad fokalni guster glavom ili jezikom dotiCe (ili postoje bilo kakve
indikacije da aktivno sudjeluje u socijalnoj interakciji) kavez u kojem se nalazi druga
jedinka, dogadaj se ukljuci putem komande na tipkovnici koja je predvidena za ,Point-
event®. Ukoliko jedinka duZe vrijeme zadrzava kontakt s drugom jedinkom, ,Point-
event® se ukljuCuje svake Cetiri sekunde. U slu€aju kad se subjekt nade iznad kaveza,
vrijeme uz kavez se mijeri, ali se to ne ubraja kao kontakt, stoga se ,Point-event® ne

ukljuCuje.

Sredina(t) predstavlja kumulativno vrijeme provedeno u srediSnjem odjeljku.
S _praznim(t) predstavlja kumulativno vrijeme provedeno u odjeljku s praznim
kavezom. S_punim(t) predstavlja kumulativno vrijeme provedeno u odjeljku s punim
kavezom. Uz_prazan(t) predstavlja kumulativno vrijeme provedeno uz prazan kavez.
Uz_pun(t) predstavlija kumulativho vrijeme provedeno uz kavez s prezentiranim

gusterom (Tablica 3.).

Posto se vrataSca koja djele dva odjeljka od sredidnjeg odjeljka podizu nakon
poCetka snimanja, pri obradi snimke potrebno je pri€ekati da se istrazivaC makne iz
kadra. Od tog trenutka, priceka se joS pet sekundi, nakon ¢ega krece vrijeme u sredini
(Sredina(t)). Generiranjem tablice, dobiva se varijabla pod nazivom Sredina(L) koja
predstavlja latenciju, odnosno vrijeme do pocetka biljezenja kumulativhog vremena u
sredini. Kako bi u tablici dobili ostale validne latencije, potrebno je kod svake snimke,
vrijednost navedene varijable (Sredina(L)) oduzeti od svih ostalih latencija. Iz toga
dobivamo sljedece latencije: S _punim(L), S_praznim(L), Uz_pun(L), Uz_prazan(L),
Kontakt(L) (Tablica 3.).

Frekvencija predstavlja broj ulazaka u odredeni odjeljak ili zonu, kao i broj
kontakata s drugim gusterom iz kaveza (S_punim(f), S_praznim(f), Sredina(f),
Uz_pun(f), Uz_prazan(f), Kontakt(f)) (Tablica 3.).
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3.5 StatistiCka obrada podataka

Za statistiCku obradu podataka, koristio sam racunalni program RStudio. RStudio
je integrirana razvojna okolina za programski jezik R. Za izradu box-plotova, koristio
sam paket ,ggplot2® (instalacija paketa: install.packages (,tidyverse®) ili
install.packages (,ggplot2“)). Pri statistickoj analizi koriStene su varijable opisane u
Tablici 3.

Podaci nisu zadovoljili uvjete potrebne za provedbu parametrijskog testa. Za
usporedbu Cetiri skupine po razli¢itim varijablama, koristio sam neparametrijski test
Kruskal — Wallis.

Kruskal — Wallis test predstavlja test analize varijance u kojem se umjesto
brojéanih mjernih podataka sluzimo rangovima. On predstavlja proSireni test sume
rangova (Petz, 1997). Koristi se kako bi se utvrdilo postoje li statistiCki znaCajne razlike
izmedu dviju ili viSe nezavisnih grupa koje se sastoje od jednakog ili razli¢itog broja
uzoraka. Rezultati testa pruzaju informaciju o postojanju razlika izmedu skupina.
Medutim, ukoliko ta razlika postoji, ne dobivamo detaljnu informaciju o razlici izmedu
pojedinih skupina. Informacije o razlikama izmedu pojedinih skupina dobivamo post —
hoc testovima (Field, 2009). Ovom sam testu podvrgnuo sve varijable. 1z dobivene
vrijednosti p mozZe se zakljuciti postoji li (za p<0.05) ili ne postoji (za p>0.05) statisticki

znacajna razlika izmedu Cetiri testirane skupine.

Kao post-hoc test, koristio sam Dunnov post-hoc test koji je kompatibilan s
Kruskal-Wallis testom te prilikom usporedbe Koristi iste rangove koji su prvotno doveli
do zakljuCka da postoji znac€ajna statisticka razlika izmedu skupina. U ovom koraku

dobivamo informaciju izmedu kojih skupina postoji razlika (Conover i Iman, 1979).

23



Tablica 3. Naziv i opis varijabla koriStenih u obradi podataka.

Varijabla
Sredina (t)
S_praznim (t)
S_punim (t)
Uz_prazan (t)
Uz_pun (t)
S_praznim (L)
S_punim (L)
Uz_prazan (L)
Uz_pun (L)
Kontakt (L)
Sredina (f)
S_praznim (f)
S_punim (f)
Uz_prazan (f)
Uz_pun (f)

Kontakt (f)

Opis varijable
Kumulativno vrijeme — odjeljak u sredini (s)
Kumulativno vrijeme — odjeljak s praznim kavezom (s)
Kumulativno vrijeme - odjeljak s punim kavezom (s)
Kumulativno vrijeme — zona uz prazan kavez (s)
Kumulativno vrijeme — zona uz pun kavez (s)
Latencija - odjeljak s praznim kavezom (s)
Latencija — odjeljak s punim kavezom (s)
Latencija — zona uz prazan kavez (s)
Latencija — zona uz pun kavez (s)
Latencija — kontakt s drugim gusterom (s)
Broj pristupa odjeljku u sredini iz drugih odjeljaka (n)
Broj pristupa odjeljku s praznim kavezom iz sredine (n)

Broj pristupa odjeljku s punim kavezom iz sredine (n)

Broj pristupa zoni uz prazan kavez iz odjeljka s praznim
kavezom (n)
Broj pristupa zoni uz pun kavez iz odjeljka s punim kavezom

(n)

Broj pristupa drugom gusteru (n)
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4. Rezultati

Obzirom da je cilj rada usporediti socijabilnost Cetiri skupine gustera, varijable

opisane u Tablici 3. podvrgnute su Kruskal-Wallis testu.

Tablica 4. prikazuje rezultate Kruskal-Wallis testa. Prvi stupac prikazuje pojedine
varijable, drugi stupac prikazuje pojedine hi kvadrat vrijednosti, p vrijednosti i stupnjeve
slobode.

Iz rezultata Kruskal-Wallis testa, vidljivo je da se Cetiri skupine gustera statisticki
znacajno ne razlikuju u niti jednoj testiranoj varijabli. Rezultati Dunn-ovog post hoc

testa takoder ne pokazuju znacajne razlike izmedu pojedinih skupina.

Na Slici 10. vidljivo je minimalno povecéanje kumulativhog vremena s praznim
kavezom (S_praznim(t)) kod skupine KM. Medutim, razlika nije znacajna. Sli¢ni
obrazac je vidljiv na Slici 11. koja prikazuje kumulativno vrijeme u zoni uz prazan kavez

(Uz_prazan(t)).

Slika 12. prikazuje minimalno povec¢anje kumulativhog vremena u odjeljku s punim
kavezom (S_punim(t)) kod skupine KK u odnosu na ostale skupine, ali razlika je

neznacajna.

Slika 16. vizualno prikazuje minimalno poveéanje vremena latencije do odjeljka s

punim kavezom (S_punim(L)) kod skupine KM, ali je razlika takoder neznacajna.

Unato€ nepostojanju znacajne razlike izmedu skupina prema razliCitim varijablama,
rezultate ¢u prikazati pomocu boxplot grafickih prikaza u svrhu vizualne procjene
razlika izmedu skupina. Nadolaze¢a poglavlja su podijeljena obzirom na informaciju,
odnosno tip podataka. Prvo slijede kumulativha vremena u pojedinim odjeljcima ili
zonama, zatim latencije pristupa pojedinim odjeljcima, zonama ili drugom gusteru te

frekvecije pristupa odjeljcima, zonama ili drugom gusteru.

Boxplot koristi medijan (horizontalna linija) kao mjeru centralne tendencije i
prikazuje raspone (kvartile) koji ukljuCuju po 25 % podataka. Prvi i Cetvrti kvartil se
prikazuju kao segmenti (eng. whiskers). Drugi i treéi kao boksovi, a dijeli ih medijan.
TocCke predstavljaju pojedine opservacije. ToCke koje se nalaze izvan dosega

segmenta predstavljaju atipi¢ne vrijednosti (eng. outliers).
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Tablica 4. Varijable koriStene pri obradi podataka i rezultati Kruskal-Wallis testa.

Varijabla Rezultati Kruskal-Wallis testa
Sredina (t) X°=4.43,p=0.22,df=3
S_praznim (t) X°=16.66,p =0.084,df =3
S_punim (t) X°=3.05,p=0.38,df =3
Uz_prazan (t) X°=6.22,p=0.1,df =3
Uz_pun (t) X°=1.48,p=0.69,df =3
S_praznim (L) X°=2.29,p=051,df=3
S_punim (L) X°=1.04,p=0.79,df =3
Uz_prazan (L) X°=4.09,p=0.25df =3
Uz_pun (L) X°=0.69,p=0.88,df =3
Kontakt (L) X>=059,p=0.9,df=3
Sredina (f) X>=0.87,p=0.83,df =3
S_praznim (f) X>=0.48,p=0.92,df =3
S_punim (f) X°=217,p=0.54,df =3
Uz_prazan (f) X>=6.06,p=0.11,df =3
Uz_pun (f) X>=13,p=0.73,df =3
Kontakt (f) X>=142,p=0.7,df =3
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4.1 Kumulativha vremena
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Slika 9. Boxplot prikaz kumulativnog vremena provedenog u sredini u sekundama

(Sredina(t)), prema skupinama.
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Slika 10. Boxplot prikaz kumulativhog vremena provedenog u odjeljku s praznim kavezom u

sekundama (S_praznim(t)), prema skupinama.
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Slika 11. Boxplot prikaz kumulativhog vremena uz prazan kavez u sekundama (Uz_prazan(t)),

prema skupinama.
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Slika 12. Boxplot prikaz vremena provedenog u odjeljiku s punim kavezom u sekundama

(S_punim(t)), prema skupinama.
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Slika 13. Boxplot prikaz vremena provedenog u odjeliku uz puni kavez u sekundama

(Uz_pun(t)), prema skupinama.
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4.2 Latencije
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Slika 14. Boxplot prikaz latencije pristupa odjeljiku s praznim kavezom u sekundama

(S_praznim(L)), prema skupinama.
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Slika 15. Boxplot prikaz latencije pristupa odjeliku uz prazan kavez u sekundama

(Uz_prazan(L)), prema skupinama.
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Slika 16. Boxplot prikaz latencije pristupa odjeliku s punim kavezom u sekundama

(S_punim(L)), prema skupinama.
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Slika 17. Boxplot prikaz latencije pristupa odjeljku uz puni kavez u sekundama (Uz_pun(L)),

prema skupinama.
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Slika 18. Boxplot prikaz latencije pristupa drugom gusteru u sekundama (Kontakt(L)), prema

skupinama.
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4.3 Frekvencije

Sredinalf.

KK KM MK MM
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Slika 19. Boxplot prikaz frekvencije ulaska u sredinu (Sredina(f)), prema skupinama.
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Slika 20. Boxplot prikaz frekvencije pristupa odjeljku s praznim kavezom (S_praznim(f)), prema
skupinama.
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Slika 21. Boxplot prikaz frekvencije pristupa zoni uz prazan kavez (Uz_prazan(f)), prema
skupinama.
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Slika 22. Boxplot prikaz frekvencije pristupa odjeliku s punim kavezom (S_punim(f)), prema

skupinama.
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Slika 23. Boxplot prikaz frekvencije pristupa zoni uz pun kavez (Uz_pun(f)), prema skupinama.
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Slika 24. Boxplot prikaz frekvencije kontakta (Kontakt(f)), prema skupinama.
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5. Rasprava

U ovom radu testirao sam postojanje razlika u socijabilnosti izmedu Cetiri grupe
juvenilnih jedinki prema razliitim varijablama koje uklju€uju kumulativho vrijeme,
latenciju i frekvencije pristupa odjeljcima, zonama ili gusteru u kavezu. Zbog utvrdenih
razlika u socijabilnosti izmedu dvije otoCne populacije, oCekivanja su bila da ce
postojati razlike kod testiranih skupina. Uz navedeno, dobivamo i informacije o
ponasanju hibrida, koje bi u buduéim istrazivanjima trebale dati odgovor na pitanje

nasljedivanja odredenih karakteristika od strane muskog ili Zenskog roditelja.

Frekvencija i latencija kontakta (Kontakt(f), Kontakt(L)), kumulativho vrijeme u
odjeljku s punim kavezom (S_punim(t)) i odjeljku uz pun kavez (Uz_pun(t)), kao i njima
sukladne varijable latencije i frekvencije, predstavljaju glavne varijable kod odredivanja
razlika u socijabilnosti. Neparametrijski testovi su u svim slu€ajevima pokazali
nepostojanje znacCajne statisticke razlike izmedu skupina. Naime, u mojem slu€aju su
testirane 22 jedinke u skupini KK, 10 jedinki skupine KM, 24 jedinke MK i 22 jedinke
MM skupine.

Nepostojanje razlika moze biti iz viSe razloga. Jedan od mogucih razloga je da su
dobiveni rezultati realna preslika populacijskih vrijednosti. Dakle, eksperiment je
odli¢no dizajniran te rezultati pokazuju realnu sliku socijabilnosti u prirodi. Drugi razlog
nepostojanja razlika moze predstavljati mala veli¢ina uzorka (posebice za skupinu
KM), koja nije obuhvatila dovoljnu razinu varijabilnosti unutar populacija. Naime, veci
je uzorak potreban kako bi dobili zadovoljavajuce uvjete za provodenje parametrijskih
testova koji u principu imaju vecu snagu no neparametrijski testovi. Treéi razlog
predstavlja duljina trajanja eksperimenta. Moguc¢e da pet minuta habituacije, kao i 20
minuta snimke eksperimenta nije dovoljno kako bi se izrazila prava slika socijabilnosti.
Cetvrti razlog je nepoznavanije spola testiranih jedinki. Peti razlog je ako je razlika u
ponaSanju vezana uz spolni dimorfizam koji se jo$ nije razvio u ovom juvenilnom

stadiju.

Svakako, potrebno je spomenuti kako je ovaj diplomski rad dio vecéeg istrazivanja.
Rezultati ponasanja ovih juvenilnih jedinki ¢e se naravno promatrati i analizirati uz
dodatne juvenilne uzorke te u usporedbi s adultnim jedinkama. Testiranje ¢e se vrSiti i
nakon godinu dana uz dodatnu informaciju o spolu jedinki, $to je potrebno kako bi dobili
informacije o utjecaju spola i starosti na ponasanje.
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Postoje mnogi dokazi da su varijacije u osobnosti nasljedne (Dingemanse i sur.,
2002; Drent i sur., 2003; Van Oers i sur., 2005). Kako bi dobili informacije o
nasljednosti, nuzno je poznavanje obrazaca ponasanja roditelja i potomaka. Razlike u
socijabilnosti se mogu proucavati in situ, ali prirodni okoli$ se sastoji od mnogo biotickih
i abiotickih podrazaja, koji mogu predstavljat problem pri donosenju validnih zaklju€aka
o razlikama u socijabilnosti, kao i naznakama heritabilnosti. Pronadeni cekalni zalisci
(Herrel i sur., 2008) su na primjer, direktan (vidljiv i opipljiv) dokaz da postoje razlike
izmedu populacija, koje se ne mogu osporit. Medutim, ponaSanje je potrebno istraZivati
u izoliranim uvjetima, ¢ime je moguce razliCite populacije testirati standardiziranim

testom, u uvjetima sa smanjenim intenzitetom okoliSnih podrazaja.

Gojak (2020) u svojem diplomskom radu ,Socijabilnost u zato€enistvu populacija
primorske gusterice, Podarcis siculus (Rafinesque, 1810), s otoCi¢a Pod Kopiste i Pod
Mrc€aru®, testiranjem razlika u socijabilnosti adultnih jedinki P. siculus sa dva otociéa,
iznosi zakljucke da muZjaci s oto€i¢a pod Mr€aru pokazuju znacajno viSu razinu
socijabilnosti od Zenki s oba otoka i muZjaka s otoka Pod Kopiste te da muZzjaci
opcenito pokazuju viSu razinu socijabilnosti u odnosu na Zenke. Inicijalna hipoteza da
su jedinke s Pod Mrc€aru neovisno o spolu socijabilnije no jedinke na otoku Pod Kopiste

je odbacena.

Moji rezultati, na Slici 22. pokazuju povecane vrijednosti ulaska i izlaska jedinki
skupine MK u odjeljak s punim kavezom (S_punim(f)). To su upravo jedinke Ciji je otac
s otoka Pod Mr€aru i majka s Pod Kopiste. A buduci da je Gojak (2020) zakljucio da
su muzjaci s Pod Mrc€aru socijabilniji od Zenki s oba otoka i muzjaka s Pod Kopiste,
moguce da je tu vidljiv utjecaj oca na socijabilnost i ponasSanje jedinki iz navedene
skupine. Medutim, moramo uzeti u obzir da je taj obrazac vidljiv samo kod navedene
varijable (S_punim(f)). Minimalno povecanje vrijednosti u navedenoj varijabli vidljivo je
i kod skupine MM. Svakako, za validno donoSenje zakljucka, u buduce je potrebno
utvrditi spol jedinki kako bi dobili uvid o u€inku spola na socijabilnost kod juvenilnih
jedinki.

S druge strane, vizualno je na Slici 12. koja prikazuje kumulativho vrijeme u
odjeljku s punim kavezom (S_punim(t)), vidljivo minimalno ali neznac¢ajno povecéanje
vremena kod skupine KK u odnosu na ostale skupine. Sli¢na situacija je vidljiva na
Slici 13. vezano uz kumulativno vrijeme uz pun kavez (Uz_pun(t)). Navedeno se kosi
s hipotezom da su jedinke iz skupine MM socijabilnije. No, potencijalno ukazuje na
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veCu agresivnost i teritorijalnost skupine KK. Takoder je mogucée da broj uzoraka nije
obuhvatio realnu varijabilnost unutar populacije te da bi povecanjem opservacija,
skupina MM pokazivala drugaciji obrazac ponasSanja, odnosno vecu razinu

socijabilnosti.

Vizualno je na Slici 11. koja prikazuje kumulativno vrijeme uz prazan kavez
(Uz_prazan(t)) vidljiva minimalna, ali statisticki neznacajna razlika izmedu skupine KM
i ostalih skupina. Razlika moze biti zbog toga Sto navedena skupina ima puno manji
broj opservacija u odnosu na ostale skupine. U slu€aju da je bilo viSe opservacija,
postoji mogucnost da bi se vrijednost varijable kod skupine KM ujednadila s

vrijednostima ostalih skupina.

Testiranje mora biti provedeno kroz viSe generacija. PoSto se uz juvenilne
jedinke testira i parentalna generacija, usporedba roditelja i potomka mogla bi pruzati
naznake heritabilnosti, samo na temelju fenotipskih razlika (promatranih odlika
ponasanja ili morfologije). Medutim, rezultate dobivene usporedbom pona$anja,
potrebno je diskutirati i analizirati rame uz rame sa istrazivanjima
genomal/transkriptoma uz koristenje alata populacijeske genetike, kako bi dobili jasniju
sliku o prirodi fenotipskih varijacija, kao i potencijalnoj nasljednosti svojstava (De

Viellemereuil i sur., 2016; Trapanese i sur., 2017).

Takoder je potrebno razmotriti ulogu epigenetskih procesa, kao i transpozona
kod rapidnih evolucijskih procesa (Pimpinelli i Piacentini, 2020). Zanimljiv je primjer
adaptivne radijacije Anolis gustera. Oni su podvrgnuti brzoj adaptivnoj radijaciji koja je
koincidirana sa visokom aktivno$¢u transpozona smijestenih u blizini Hox genskih
klastera, inaCe povezanim sa morfoloSkom adaptacijom organizama na razliCita
stanista (Feiner, 2016). Stoga, potencijalno imamo situaciju gdje okolidni stresori
proizvode nove fenotipe epigenetskim mehanizmima, nakon ¢ega slijede promjene
genotipa uzrokovane transpozonima koji poprimaju ulogu medijatora fenotipskih
adaptacija i akceleratora evolucijskih procesa (Capucci i sur., 2019; Fanti i sur., 2017,
Maggert, 2019; Piacentini i sur., 2014).

U ovom eksperimentu, na temelju dobivenih rezultata, odbacujem hipotezu da
postoje razlike u socijabilnosti izmedu istrazene Cetiri skupine juvenilnih jedinki P.
siculus te da juvenilne jedinke Ciji su roditelji s otoka Pod Mr€aru pokazuju viSu razinu

socijabilnosti. Potrebna su daljnja istrazivanja i interdisciplinarni pristup pri donoSenju
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zakljuCaka o varijacijama u ponasanju i socijabilnosti izmedu razli€itih skupina

juvenilnih jedinki i roditelja.
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6. Zakljuéci

1. Iz prilozenih rezultata vidljivo je nepostojanje statisticki znaCajnih razlika u

varijablama koje opisuju direktnu socijabilnost.
2. Testiranje je potrebno provesti i nakon godinu dana kako bi se istrazio utjecaj

starosti na socijabilnost.
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