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Sazetak

Kao standardna metoda u istrazivanju morfometrijskih karakteristika organizama
dugo vremena primjenjivala se klasicna morfometrija. Medutim, u zadnje dvije decenije 21.
stolje¢a aktuelizirana je primjena geometrijske morfometrije zbog doprinosa rjesenju mnogih
bioloskih problema, naroc¢ito u pogledu naprednije kvantitativne analize oblika organizama.
Njen razvoj prati razvoj novih tehnologija i to prvenstveno racunarskih softvera. Geometrijska
morfometrija moze se definisati kao fuzija geometrije, biologije i informatike, te omogucava
proucavanje bioloskih oblika u dvodimenzionalnom ili trodimenzionalnom prostoru.
Morfometrijski karakteri oznacavaju proporcije tijela i pojedinih dijelova tijela koji se mjere
upotrebom odredenih mjernih jedinica. Cilj ovog rada jeste predstavljanje geometrijske
morfometrije i objasnjavanje njene primjene u ihtioloSkim istrazivanjima, te ukazivanje na
njene prednosti i moguénosti, na prakti¢an nacin.
Kljuéne rije¢i: geometrijska morfometrija, ihtiologija, bioinformatika, integrisan
taksonomski pristup

UvoD

Morfologija predstavlja jednu od najstarijih bioloskih disciplina koja u osnovi
obuhvata opisivanje morfoloskih cjelina, njthovo uporedno proucavanje ili komparaciju,
sagledavanje morfoloskih cjelina u odnosu na njihovu funkciju, zatim izvodenje zakljucaka,
kao 1 utvrdivanje prirode veza izmedu morfoloSkih cjelina (Ivanovi¢ i1 Kalezi¢, 2009).
Posljednih decenija doSlo se do velikog napretka u polju morfometrije, zasnovanog na
primjeni geometrijske morfometrije u razli¢itim oblastima istrazivanja kao §to su sistematika i
evoluciona biologija (Webster i Sheets, 2010). Prednost i popularnost geometrijske
morfometrije sadrZana je u moguénosti geometrijskog predstavljanja velikog broja podataka
koji se lakSe razumiju. Ova tehnika ima veliku statisticku osjetljivost, §to znaci da se njome
mogu otkriti i male promjene u morfoloSkim oblicima, koje nije bilo moguée konstatovati
primjenom klasi¢éne morfometrije (Klingenberg, 2002).
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Tradicionalna morfometrija svoj puni razvoj dozivjela je izmedu 1960. i 1970. godine,
I tada je pruzala mnostvo multivarijantnih statistiCkih alata za opisivanje varijacija oblika
unutar i izmedu razli¢itih grupa, medutim, jo$ uvijek je u tim analizama bilo puno nedostataka
(Adams i sar., 2004). U vezi s tim, javila se potreba za razvojem alternativnin metoda za
kvantifikaciju i analizu morfoloskih oblika, medu kojim se mogu istaknuti ,,truss network* i
geometrijska morfometrija.

Uvodenjem ,,truss network® metode u ihtioloska istrazivanja dolazi se do puno boljih
rezultata u tumacenju bioloskih razlika. Ova metoda zasnovana je na mjerenjima u okviru
mreze koja se dobija postavljanjem odredenih orijentira. Na ovaj nafin formira se sistem
susjednih cCelija ili ¢etverokuta po obliku tijela 1 prati se odredeno podudaranje u morfologiji
razli¢itih populacija (Abhijit 1 sar., 2020). Morfometrijske razlike medu vrstama, dobivene na
ovaj nacin, prepoznate su kao vazno orude za procjenu strukture populacija, ali 1 ribljeg fonda
(Rawat i sar., 2017).

Geometrijska morfometrijska revolucija dodala je sofisticiranost u kvantitativne
bioloske analize oblika organizama, dok je u isto vrijeme olakSala prikupljanje i analizu
podataka kako bi se odgovorilo na pitanja o fenotipskoj manifestaciji oblika (Laving i Polly,
2009). Geometrijska morfometrija predstavlja analizu kartezijanskih geometrijskih koordinata
morfoloskih struktura, a ne linearnih, povr$inskih ili volumetrijskih varijabli (Adams et al.
2004). Pod pojmom geometrijska morfometrija kombinuje se veoma heterogen skup alata.
Dostupni su alati za analizu orijentirnih tacaka, krivih, obrisa (u dvodimenzionalnim ili
trodimenzionalnim) i trodimenzionalnih povrSina (Laving i Polly, 2009). Metode
geometrijske morfometrije omogucavaju analizu veli¢ina 1 morfoloskih oblika kombinacijom
univarijantnin i multivarijantnih statistickih metoda i metoda direktnog grafickog
predstavljanja (Sekuli¢, 2013).

Organizmi mogu biti sli¢ni ili razli€iti u pogledu oblika ili veli¢ine zbog starosti, pola,
geografske lokacije, filogenetskih odnosa, bolesti ili mjera zastite. Geometrijska morfometrija
moze da identifikuje razlike u obliku i pomogne u istrazivanju uzroka varijacija unutar i
izmedu individua (Laving 1 Polli, 2009). U tom pogledu, brojni ihtiolozi Sirom svijeta koristili
su geometrijsku morfometriju u razli¢ite svrhe (da bi razlikovali vrste, da bi opisali
intraspecijske razlike ili polni dimorfizam i/ ili diferencijaciju na nivou populacije) (Martinez
i sar., 2013; Bover i Piller, 2015; Farre i sar., 2016; Takacs i sar., 2018; Seth i sar., 2019,
Delariva i Neves, 2020; Sanchez-Gonzalez i sar., 2021, itd.). Geometrijska morfometrija
takode moze biti veoma korisna za opisivanje novih vrsta riba (Chakrabarti i sar., 2010).

Geometrijska morfometrija moZe se integrisati zajedno sa upotrebom drugih
taksonomskih metoda radi rjesavanja sistematskih i filogenskih pitanja. U posljednje vrijeme,
molekularni taksonomski pristupi dobili su zamah u brojnim taksonomskim studijama.
Standardna mitohondrijska DNK (DNK bar kodiranje) veoma je uc¢inkovita u identifikaciji
vrsta. Upotreba viSestrukih genskih markera zajedno sa morfometrijskom analizom,
zasnovanom na orijentirima kao integrisanim taksonomskim pristupima, moze se koristiti u
buducnosti za identifikaciju vrsta koje je veoma tesko razlikovati (Panda i sar., 2021).

Medutim, pored svih prednosti koje nudi geometrijska morfometrija pri istraZivanju
ribljih populacija, nema puno radova sa teritorija Bosne i Hercegovine u kojima je opisana ili
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primijenjena ova tehnika, tako da ovaj rad moze posluziti i kao osnova za buduca istrazivanja
(Bajri¢, 2017).

Osnovna hipoteza rada jeste da li geometrijska morfometrija ima znacajne prednosti u
odnosu na klasi¢cnu morfometriju i da li je raSirena njena upotreba medu ihtiolozima, ali 1
drugim profilima biologa u Bosni i Hercegovini. U vezi sa radnom hipotezom, rad je imao za
cilj aktuelizaciju geometrijske morfometrije prvenstveno medu ihtiolozima, da ukaze na
nacine provodnja metoda geometrijske morfometrije, kao 1 predsatvljanje njenih moguénosti
kroz obuhvaéne podatke iz literature.

Za potrebe ovog rada koriSteni su podaci iz literature koji tretiraju ovu tematiku
(Adams i sar., 2004; Laving i Polly, 2009; Webster i Sheets, 2010; Rawat i sar., 2017 itd.),
kao 1 podaci nasih ranijih istrazivanja (Bajri¢, 2017). Rad nije imao eksperimentalni karakter
u smislu da je geometrijska morfometrija primijenjena za rjeSavanje nekog konkretnog
ihtioloskog problema.

TEHNIKE U GEOMETRIJSKOJ MORFOMETRIJI

Za koriStenje geometrijske morfometrije u ihtiologiji potrebno je napraviti kvalitetne
fotografije istrazivanih riba. Citav dalji postupak istraZivanja zasniva se na manipulaciji
dobijenim fotografijama koje se ,,provlace” kroz razli¢ite programske pakete (Tabela 1) da
bismo u konacnici dosli do odredenih rezultata o promjeni oblika i veli¢ine istrazivanih vrsta
riba.

Tabela 1. Programski paketi koji se najcesce koriste u geometrijskoj morfometriji

Softver Svrha Referenca
Microsoft Office Excel — Raspon variranja
2007 — Raspon variranja, srednja vrijednost,

standardna devijacija Microsoft Office

— Graficki prikazi

Statistica 10 — Deskriptivna statistika:

— ANOVA - analiza varijanse
— Duzinsko-maseni odnosi,

StatSoft, Inc., 2011

— Graficki prikazi
TPSDig — Postavljanje dvodimenzionalnih taaka Rohlf, 2010a
TPSULil — Manipulacija sa Fps da}otekamg (spajanje Rohlf, 2012
dokumenata i uredivanje tacaka)
TPSRelw — Provjera ta¢nosti digitalizacije Rohlf, 2010b
CoordGen6f — Prokrustova analiza Sheets, 2000
CVAGen6j — Izraunavanje vrijednosti _CS (Centroid Size) Sheets, 2000
— CVAanaliza
MorphoJ - Izra_cunav_anje_: Prokrustgwh dlsFan(n Klingenberg, 2011
— Vizuelni prikaz promjene oblika
TwoGrup6h —Izra¢unavanje (_i_lstanm 1zm?du posmatranih Sheets, 2000
populacija (Goodall's F test)
Geomorph — Manipuliranje i digitlizacija orijentira

— Generiranje oblika
— Graficko opisivanje oblika
— Prikazivanje oblika i varijacija

Adams i sar., 2021
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Postupak sakupljanja informacija, stvaranja baze podataka i obavljanje PCA® analize
geometrijske morfometrije ima nekoliko faza.

Prvi korak svakako je prikupljanje odgovarajuc¢eg uzorka, odnosno izlov riba. Potom
se sve jedinke fotografiSu, uz obavezno koristenje odredene vrste brojcanog sistema.

Fotografisanje jedinki provodi se istim aparatom i uvijek sa iste udaljenosti.
FotografiSe se uvijek ista strana ribe koja je postavljena u srediste fokusa. Najbolje bi bilo
jedinke fotografisati odmah po izlovu, medutim najcesée se koriste ribe koje su prethodno
zamrznute $to u konacnici moze biti nedostatak jer se odmrznute ribe tesko postavljaju u
prirodan polozaj, posebno ako se radi o malim jedinkama. Fotografije riba za geometrijsku
morfometriju treba da sadrze oznaku lokaliteta ili broj jedinke, Sto zavisi od samog tipa
istrazivanja.

Dobijene fotografije potrebno je pohraniti na racunar, ¢ime se pravi baza podataka
potrebna za provodenje analize. Svaka fotografija mora se reimenovati u vidu Sifre koja ¢e
oznacavati broj individue, spol ili ime vrste ribe, ovisno od tipa analize. Za svaku populaciju
stvara se poseban folder, radi lakSeg poredenja.

Koliko je aktuelna geometrijska morfometrija u razli¢itim istraZivanjima u svijetu,
pokazuje 1 ¢injenica da su se mnogi programi od njenog predstavljanja pa do danas usavrsili.
Osim toga, neki od programa koje smo u istrazivanjima koristili tokom 2016. i 2017. godine
vise i nisu dostupni (CordGen, CVA gne, Twogroup isl.), ali ¢e svakako u radu biti pomenuti
s obzirom na ciljeve ovoga rada.

Jedan od aktuelnih 1 Siroko koriStenih paketa u geometrijskoj morfometriji jeste
Geomorph (Adams i sar., 2021). Ovaj paket omogucava 2D i 3D manipulaciju odabranim
tatkama.

Prvi u nizu programa za rad sa prikupljenim fotografijama jesu programi iz tps grupe,
koji omogucavaju postavljanje orijentira, njihovo grupisanje i spremanje za obradu u obliku
koordinata. To su programi: TpsDIG, TpsUtil, TpsRelw.

TpsDIG omogucava definiranje orijentira i njihovo spremanje u formatu u kojem ih
drugi programi mogu prepoznati (Slika 1).

Slika 1. TpsDIG: import fotografija

! PCA analiza (eng: principial component analysis) najéeséi je statisticki postupak koji se primjenjuje u geometrijskoj
morfometriji.
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Unosenjem fotografije u program pocinje se sa obiljezavanjem orijentira pomocu
ikone na toolbaru koja oznacava ,digitize landmarks®“. Nakon oznacavanja orijentira na
zeljenim mjestima, posljednja dva orijentira moraju biti na brojéanom sistemu kako bi se
mogla odrediti skala na osnovu koje se mjere duzine. Ta operacija vr$i se na ,lmage
tools“—,,Measurements* (Slika 2).
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Slika 2. TpsDIG: unoSenje orijentira

Sljedeci korak u procesu obradivanja fotografija za geometrijsku morfometriju jeste
spajanje svih zasebnih fotografija u jedinstven tps format, prema kojem ¢e se moci provijeriti
da 1i su svi orijentiri, oznaceni istim brojevima, na istim pozicijama. Sjedinjavanje svih
pojedinac¢nih tps formata vrsi se pomocu TpsUtill programa.

Zadnji korak u tps skupini programa jeste provjera da li su svi orijentiri postavljeni na
pravom mjestu, Sto se moze vidjeti u obliku pozicioniranih tacaka ukoliko su orijentiri
postavljeni na pravim pozicijama, ili izduzenih vektora ukoliko je doslo do greske (Slika 3).
Ovaj dio provodi se preko tps relative wraps (TpsRelw).
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Za koristenje fotografija u programima geometrijske morfometrije potrebno je uraditi
reskaliranje orijentira u odnosu na brojcanu skalu. U tu svrhu koristi se ekstenzija Matlab
programa CoordGen8, preko kojeg se za daljnju analizu dobijaju koordinate orijentira koje se
naposljetku unose u MorphoJ program (Slika 4). Program MorphoJ jedan je od najéesce
koriStenih programa za finalno dobijanje rezultata geometrijske morfometrije.

[ CoordGend, 6/3/2014, shests@canisius.edu, hsheets @bulfslo.edu, copynght 2000 - -] X
File Options  Figure Oplians  Faed Scale Tools  Cal Gther Toals  Help

Losd Dets TPS FLE Loaded.
o Zanim
2 Totsi ot 10 Specimen:
Landmarias 14
186
j5 13
8
o5 8- £
Lo
8
IR # ¥
- il
[ o & &
4 st T
&l r Ou s
posljednja 2 orijentira i brejéana —_—
s skala koju smo koristili fore
@xivi_cs
2
Coa Dt an et
#e Save Coordnales 'Save Cooranates of

L L L L L L L
03 -02 A1 o 01 02 03 04

Reimence.

Seve BC Labeed Save BC Rt
O mmcarson Lonomarts F—— e i
— oo ] P

8 B0 C5-1)
Bl Save BC (CS=1) Ref.

Save GLS Proc. Ret

Save Proc (Pa) Ret

=m Erow (BTN
[
- * & B

= o m

Slika 4. CoordGen8: reskaliranje orijentira

Fileovi napravljeni u CoordGen8 programu takode se mogu iskoristiti i u Microsoft
exelu, sto je zna¢ajno za eventualnu provjeru ili neka druga racunanja (Slika 4 i 5).
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Dobijene promjene oblika i veli¢ina upotrebom geometrijske morfometrije moguce je
predstaviti vizuelno (Slika 6), te i na taj nacin do¢i do saznanja da li su utvrdene razlike
izmedu populacija riba statisticki znacajne, a sve pomoc¢u navedenih racunarskih programa.
Tako da ¢e 1 najmanja promjena u morfologiji odredenog dijela tijela ribe biti konstatovana 1
vizuelno predstavljena. Dobijeni rezultati mogu posluziti u medupopulacionim istrazivanjima
jedne vrste, utvrdivanju morfometrijskih razlika izmedu srodnih vrsta, ali i istrazivanju
morfologije riba ¢iji sistematski polozaj nije do kraja siguran.
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Slika 6. Vizuelizacija utvrdenih morfoloskih promjena
PRIMJENA GEOMETRIJSKE MORFOMETRIJE U IHTIOLOGIJI

Da je geometrijska morfometrija nasla veliku primjenu u bioloSkim istrazivanjima,
govori i postojanje udzbenika koji je napisan za biologe (Zelditch i sar., 2004).

Ova publikacija predstavlja osnovu za koriStenje geometrijske morfometrije medu
studentima biologije sa minimalnom matematickom naobrazbom, s obzirom na to da su
mnoge druge publikacije koje tretiraju ovu problematiku namijenjene nekim drugim profilima
istrazivaCa. Poseban je znacaj ove publikacije u tome $to daje i ,linkove* za preuzimanje
besplatnih programa, ali i upute za njihovo koristenje.

Do danas se geometrijska morfometrija pokazala izvanredno popularnim setom alata
za §iroki spektar istraZivanja u biologiji. Ova popularnost proizlazi iz viSegodi$njeg nauc¢nog i
prakti¢nog interesa za morfologiju kao 1 suStinske snage geometrijskog pristupa analizi
oblika. Vremenom se sve viSe javljaju situacije u kojima su brze, tacne 1 geometrijski
sveobuhvatne analize morfoloskih varijacija potrebne u mnogim naucnim, inzenjerskim i
primijenjenim matemati¢kim poljima, ¢ak i u historijskom, kulturnom i umjetni¢kom
kontekstu.

Proucavanje promjene oblika u pocetku je bilo interesantno za bioloSku antropologiju,
medutim, kasnija interesovanja ukljucivala su kvantitativna istraZivanja prirodne varijacije 1
filogenetskih odnosa medu vrstama (Richtsmeier 1 sar., 2002).

Tulli i sar. (2009) istrazivali su biometrijske osobine Dicentrarchus labrax. Istrazivan
je ucinak sistema uzgoja na biometrijska svojstva i izraCunavanje prinosa. Rezultati su
pokazali da je geometrijska morfometrija dragocjen alat za opisivanje promjena u obiljezjima
oblika i procjene kvaliteta ribe.
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Fruciano i sar. (2011) geometrijskom morfometrijom otkrivaju morfoloske varijacije
donje faringealne Celjusti kod Coris julis (Teleostei, Labridae). Uprkos bliskoj geografskoj
udaljenosti 1 vjerovatno velikom genetskom protoku izmedu populacija, pronadene su
statisticki znacajne razlike, kako u veli¢ini tako i u obliku.

Bravi i sar. (2013) istrazivali su morfometrijske promjene nekoliko vrsta riba u Italiji.
Ontogenetska varijacija oblika opisana je multivarijantnom regresijom. Analize su pokazale
proporcionalne ontogenetske promjene u nekoliko morfometrijskin znakova u svim
analiziranim populacijama, te da nema varijacija geografskog oblika za svaku vrstu, ali i
odredene interspecijske razlike.

Prilikom analize ihtioloskih istrazivanja u Bosni 1 Hercegovini utvrdeno je da se
geometrijska morfometrija vrlo malo koristi, o ¢emu svjedo¢i vrlo mali broj objavljenih
radova. Bajri¢ (2017) je primijenio ovu metodu na morfoloskim istrazivanjima Sabanejewia
balcanica, gdje je ukazano na varijabilnost veli¢ine i oblika ove vrste.

Buj i sar. (2008) utvrdili su dva klasterska odnosa medu populacijama Sabanejewia
balcanica u Hrvatskoj. Prema pomenutim autorima jedan klaster ¢ine jedinke iz rijeke Drave i
PetrinjCice, a drugi jedinke iz rijeke Rijeke 1 Vocinske. U ovom slucaju rijec je o klasterima

Proucavanjem razlika u veli¢inama medu jedinkama Ameiurus melas, podijeljenim na
osnovu broja branhiospina i broja zraka u analnom peraju, pomo¢u geometrijske morfometrije
utvrdene su razlike medu lokalitetima ali ne 1 ,,vrstama* (Cvijanovi¢, 2009).

Prilikom proucavanja tri populacije crnke (Umbra crameri), kanonijskom analizom
varianse utvrdeno je da dolazi do razdvajanja medu njima i da kod odredenih populacija
postoje razlike u obliku tijela (Sekuli¢, 2013).

Istrazivanje pastrmki iz voda dunavskog sliva Hrvatske, na racun geometrijske
morfometrije, pokazalo je da izmedu atlantske i podunavske loze kao i njihovog hibrida
postoji znacajna razlika u obliku tijela. Najistaknutije razlike utvrdene su u dubini tijela,
duzini glave i veli¢ini o&iju (Spelié i sar., 2021).

Geometrijska analiza otkrila je vaznost prostornog rasporeda pjega na boku pastrmki u
razlikovanju mediteranskih pastrmki, Sto je iskoriSteno u utvrdivanju konzervacionog statusa
divljih populacija pastrmki (Lorenzoni i sar., 2019).

Takode je potrebno naglasiti da se geometrijska morfometrija moze primijeniti i na
druge grupe organizama, a narocito je aktuelna i u proucavanju insekata. Tako su Zahiri i sar.
(2006), geometrijskom morfometrijom istrazivali odredene populacije insekata u Iranu.
Analiza je pokazala znacajnu razliku izmedu spolova i izmedu populacija dvije provincije.
Uocena je direktna korelacija izmedu morfoloske i geografske udaljenosti.

Aytekin 1 sar. (2007) geometrijskom morfometrijom ukazali su na morfoloSke
karakteristike krila nekih insekata. Oni naglaSavaju da ovaj pristup moze pomoc¢i budu¢im
studijama u rjeSavanju problema njihove sistematike, u razumijevanju mehanizama leta
insekata, te acrodinamike razliCitih oblika krila insekata.
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ZAKLJUCAK

Iz svega navedenog moze se zakljuciti da geometrijska morfometrija u potpunosti
nadmasuje tradicionalnu morfometriju u smislu teorijske snage, metodologije i moguénosti
objasnjenja. Za njeno koristenje nije potrebno posebno i veliko znanje na polju informatike, i
ne zahtijeva velike finansijske izdatke, jer programi koji se koriste uglavnom su besplatni. U
te svrhu primjene potrebno je posjedovanje fotoaparata i racunara standardnih karakteristika.

Prednosti geometrijske morfologije u odnosu na klasi¢nu morfometriju:

e mogucnost manipulacije sa jako velikim brojem podataka;

e statistiCka osjetljivost;

e digitalna vizualizacija rezultata istrazivanja;

e manje vrijeme potrebno za dobivanje rezultata;

e prihvatljivija je, odnosno manje invazivna metoda u odnosu na organizme, jer je za
ovakve analize potrebno samo napraviti fotografije jedinki. Zrtvovanje jedinki se
zaobilazi §to je od neprocjenjive vrijednosti prilikom istraZivanja ugroZenih vrsta riba.
Geometrijska morfometrija naSla je svoju primjenu kako u bioloSkim istrazivanjima

tako i u mnogim drugim nau¢nim, inzenjerskim ili primijenjenim matematickim poljima.
Takode, njena saznanja mogu se koristiti ¢ak 1 u historijskom, kulturnom ili umjetnickom
kontekstu. U vezi sa navedenim namece se zaklju€ak da je jako bitno da se sa predstvaljenom
tehnikom upoznaju istrazivaéi svih profila.
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