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[VADAS

Pilkyjy ruoniy, kaip ir kity juriniy Zinduoliy gyvybiniy ir
demografiniy parametry pokyc¢ius lemiantys fiziologiniai veiksniai,
pavyzdziui, individo energijos balansas, sveikata ir elgsena, yra svarbis
rodikliai jurinés ekosistemos augimo ir biiklés vertinimui (Benoit ir
kt., 2011; Donoghue ir Boutin, 1995; Hall ir kt., 2001; Haller ir kt.,
1996; Lang ir kt., 2011; Pavitt ir kt., 2014; Vincent ir kt., 2005). Pilkieji
ruoniai taip pat yra viena is trijy Baltijos juros ruoniy riisiy, reguliariai
stebima Lietuvos pajliryje ir jtraukta j saugomy Lietuvos rusiy sarasg
(Balc¢iauskas, 2021). Nors prie§ 50 mety Siy zinduoliy populiacija
pasaulyje, o ypa¢ Baltijos jiiroje, buvo labai sumazéjusi, paskutinj
deSimtmet; ji sparciai auga ir daro nemazg itaka Zuvininkystei (Bowen,
2018; Harding ir Harkonen, 1999). Taciau ruonius vis dar veikia tokie
antropogeniniai aplinkos veiksniai, kaip urbanizacija, povandeninis
triukSmas ir maistiniy medziagy pereikvojimas (Bowen, 2018; Hastie
ir kt., 2014). Negana to, prie neigiamo poveikio prisideda ir klimato
kaita, d¢l kurios pilkyjy ruoniy veisimosi metu maze¢ja juros ledo
dangos plotas ir storis, ruoniai yra priversti veistis sausumoje (Jiissi ir
kt.,2008; Meier ir kt., 2004). Dél padidéjusio individy tankio veisimosi
vietose i1Sauga suaugusiy individy tarpusavio agresija (Bishop ir kt.,
2015), grei¢iau plinta infekcinés ligos (Puryear ir kt., 2016), jaunikliai
priauga maziau kiino masés ir krenta jy i§gyvenamumo rodikliai (Hall
ir kt., 2002, 2001; Jissi ir kt., 2008). UZterStumas endokrining sistema
ardan¢iomis cheminémis medziagomis tiek Atlanto vandenyne, tiek ir
Baltijos jiiroje gali lemti neigiamus fiziologinius ir elgsenos pokycius
(Czerska 1r kt., 2013; Jenssen, 2006, 1996; Sermo ir kt., 2003). Tod¢l
svarbu gerai suprasti paciy pilkyjy ruoniy elgseng ir ja veikiancius
veiksnius, kad biity galima numatyti ir tinkamai prognozuoti neigiamy
aplinkos ir jvairiy stresoriy poveiki jy populiacijos dinamikai.

Pilkieji ruoniai yra socialtis Zinduoliai. Poravimosi metu patinai
siekia susiporuoti su didesniu pateliy skai¢iumi, taip padidindami
savo reprodukcinj s€kminguma, ir tam naudoja jvairias strategijas ir
taktikas, taip pat pasizymi individualiu elgsenos variabilumu (Bishop



ir kt., 2015; Boness ir James, 1979; Twiss, 1991). Suauge patinai
poruotis pradeda tik sulauke vidutiniskai 10 mety, pasieke reikalinga
kiino mase (Twiss, 1991) ir/ ar, remiantis kity ruoniy tyrimais, 1gij¢
patirties (Harcourt ir kt., 2007), taciau kaip ir kada ta patirtis jgyjama
pilkyjy ruoniy tarpe néra tirta.

Socialinis zaidimas — tai dominuojantis socialinés elgsenos tipas,
pasireiSkiantis ankstyvojo zinduoliy vystymosi periodu. Daugelio
mokslininky jis laikomas viena 1§ pagrindiniy salygy daugeliui
zinduoliy kaupti fiziologing ir socialing patirt] bei gerinti kognityvines
funkcijas (Burghardt, 2005; Pellis ir kt., 2010; Pellis ir Iwaniuk, 1999).
Jauny pilkyjy ruoniy socialiné elgsena, ypa¢ ne veisimosi periodu,
yra labai mazai iStirta (Wilson, 1974) ir beveik nieko neZinoma
apie veiksnius, turincius jtakos jy socialiniam Zaidimui, jo vietai ir
pobiidZiui, ZaidZianc¢iy individy amzin¢ ir lytiné struktiira.

Burghardt‘o zaidimo pertekliaus teorija (Burghardt, 2005) teigia,
kad socialinis Zaidimas vyksta tik esant uztektinai energetiniy resursy
ir saugioje aplinkoje, todél didziosios dalies Zinduoliy zaidimo
tevams. Vis délto pilkyjy ruoniy zindymas vidutiniskai trunka tik
18 dieny, o jaunikliai atjunkomi staigiai, motinai pasitraukus ] jiirg
maitintis, ir pereina ] laikino badavimo periodg, kurio metu lieka
veisimosi teritorijoje, nesimaitina ir yra mazai socialiai aktyvis
(Kovacs, 1987; Kovacs ir Lavigne, 1986), tad kada jvyksta pilkyjy
ruoniy socializacija, néra Zinoma. Neporavimosi sezonu pilkieji
ruoniai ] sausumg iSsilaipina kailio keitimui, termoreaguliacijai ir
poilsiui (Bowen, 2018). Gulyklose poilsiui pilkieji ruoniai buriasi 1
dideles grupes, taip vadinamus ,,haulouts®, kuriy pagrindiné funkcija,
manoma, yra greitesnés informacijos apie pavojy gavimas (da Silva
ir Terhune, 1988; Wolf ir kt., 2007). Remiantis Burghardt‘o Zaidimo
pertekliaus teorija buvo iSkelta hipoteze, kad gulyklos grupés dydis
yra svarbus faktorius nesiveisian¢iy jauny pilkyjy ruoniy individy
socialinio zaidimo elgsenai ir dazniui, o zaidimo sgveiky skaiCius
turéty teigiamai koreliuoti su grupés dydziu, o pats Zaidimas turéty
atspindéti elgseng, biidingg poravimosi sezonui.



Zuvimi mintantys jiriniai zinduoliai yra ypa¢ jautriis endokrinine
sistemg trikdan€ioms medZiagoms, kurios imituoja arba blokuoja
normalia hormone veikla (Fossi ir Marsili, 2003). Sie endokrinine
sistema trikdan¢ios medziagos veikia imituodamos jvairius, dazniausiai
steroidinius, hormonus prisijungdamos prie $iy hormony receptoriy
ar kitaip paveikdami hormony veikimo kelius Igsteléje. Steroidai
yra aktyviis lipofiliniai hormonai, panasiai veikiantys visy zinduoliy
fiziologija (Handa ir Weiser, 2014; Ruiz-Cortes, 2012; Solano ir Arck,
2020), taip pat ir socialinio zaidimo elgseng (Auger ir Olesen, 2009;
Meaney ir Stewart, 1981; Olesen ir kt., 2005). Steroidiniai hormonai,
ypac lytiniai, yra jautris jiiroje daznai sutinkamy polichlororganiniy
medziagy poveikiui (Fossi ir Marsili, 2003). Nors lytiniy steroidiniy
hormony lygis nesubrendusiuose individuose yra mazesnis nei
suaugusiuose, jie gali biiti aptinkami ir, manoma, vaidina svarby
vaidmen] elgsenos formavimuisi bei normaliam energetiniy resursy
paskirstymui, ypac¢ ankstyvojo vystymosi metu po gimimo (Bell,
2018). Tipiniy pilkyjy ruoniy jaunikliams budingy steroidiniy hormony
koncentracijy nustatymas gali padéti geriau jvertinti ankstyvajj
fiziologinj ir elgseninj pilkyjy ruoniy vystymasi bei jy poveiki nuo
lyties priklausanciai pirmy mety i§gyvenimo tikimybei (Hall ir kt..,
2001) ir elgsenos formavimuisi (Breed ir kt., 2009; Carter ir kt.,
2019, 2017; Trippel ir kt., 1996; Twiss ir kt., 2012). Nors kortizolio
koncentracijos jau buvo matuotos atjunkyty jaunikliy tarpe tiriant
streso jtakg energetiniy resursy pokyc¢iams (Bennett ir kt., 2012, 2013;
Nordey ir kt., 1990), jokie gliukokortikoidy tyrimai nebuvo daryti
zindomy jaunikliy tarpe. Taip pat nebuvo tirtos androgeny ir estrogeny
koncentracijos §ios riisSies zindomy ir atjunkyty jaunikliy tarpe.

Darbo tikslas

[Stirti jauny pilkyjy ruoniy (Halichoerus grypus) socialinés elgsenos
bei steroidiniy hormony, kaip vieno i§ elgseng veikianc¢iy veiksniy,
koncentracijy pokycius ankstyvosios ontogenezes laikotarpiu.



Darbo uzdaviniai

. Identifikuoti ZaidZian¢iy individy neporavimosi sezonu lyt] ir
amZiy bei socialinio Zaidimo elgsenos elementus.

. Nustatyti, kaip elgsena susijusi su pilkyjy ruoniy grupés dydziu ir
lytine/ amzZine sudétimi.

. I8tirti seiliy tinkamumg pilkyjy ruoniy steroidiniy hormony
tyrimames.

. Ivertinti komerciniy ELISA rinkiniy tinkamuma pilkyjy ruoniy
seiliy ir kraujo plazmos tyrimams, skirtingy matricy skiriamaja
geba bei keliy skirtingy kraujo plazmos steroidams tirti skirty
analizés metody suderinamumg tarpusavyje.

. Palyginti pilkyjy ruoniy jaunikliy elgsenos ir steroidy koncentracijy
priklausomybe Zindymo ir badavimo laikotarpiais.

Mokslinis naujumas

. Identifikuoti pilkyjy ruoniy jaunikliy socialinio Zaidimo sausumoje
elementai grupés formavimosi metu ne veisimosi sezonu.

. Nustatyta, kad seilés yra tinkama pilkyjy ruoniy jaunikliy steroidy
analizés matrica, tac¢iau jos tinkamos naudoti tik nelaisvés
salygomis, nes pats surinkimo metodas néra pakankamai efektyvus
ir ,,neinvazinis‘“ naudojimui nattiralioje gamtoje.

. Pirma kartg skirtingais metodais nustatytos zindomy ir atjunkyty
pilkyjy ruoniy jaunikliy lytiniy steroidy koncentracijos.

. Gautos tipinés anksCiau nenustatytos pilkyjy  ruoniy
gliukokortikoidy koncentracijy vertés ankstyvuoju vystymosi
periodu naudojant UPC,-MS/MS.

. Rastos pirmos sgsajos tarp gliukokortikoidy (11-deoxycortisolio,
kortikosterono, 11-deoxykortikosterono) ir jaunikliy elgsenos
zindymo ir badavimo periodais.

Tyrimo aktualumas ir praktiné svarba

. Sukurta 1Ssami pilkyjy ruoniy socialinio zaidimo elgsenos
etograma, kurig galima pritaikyti ir modifikuoti tiriant pilkyjy
ruoniy socialin] Zaidimg kituose kontekstuose.



. Pateiktos zinios apie ribotg seiliy tinkamuma laukiniy pilkyjy
ruoniy steroidy tyrimams renkant Siuos méginius laisveés sglygomis.
. Ivardinta galimyb¢ naudoti seiles steroidy, tokiy kaip estradiolis,
kortizolis ir galbiit progesteronas, tyrimams nelaisvéje su dresuotais
pilkaisiais ruoniais ir galbut kitomis irklakojy rasimis.

. Pritaikytas jautrus UPC,-MS/MS metodas, skirtas vienu metu
aptikti kelis steroidus, kuris ateityje galés biiti naudojamas pilkyjy
ruoniy ir kity jiiry Zinduoliy steroidy koncentracijy nustatymui.

. Nustatyti tipiniai pilkyjy ruoniy jaunikliy steroidiniy hormony
kiekiai ir kitimas, kurie galéty biiti naudojami kaip atskaitos taskas
tolimesniems tyrimames.

. Pilotiniy tyrimy metu gautos sgsajos tarp steroidiniy hormony
ir jaunikliy elgsenos suteikia galimybe nuodugniau tirti Siuos
procesus ateityje.
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1. PILKUJU RUONIU SOCIALINIO ZAIDIMO
ELGSENOS STEBEJIMAI NEVEISIMOSI LAIKOTARPIU

1.1. METODAI

1.1.1. Tyrimo vieta ir tyrimo objektas

Tyrimas atliktas Tentsmuir nacionaliniame gamtos rezervate (angl.
Tentsmuir National Nature Reserve) rytingje Skotijos pakrantéje
(56.43, -2.80). Atosliigio metu iSkylancios smélio seklumos tapdavo
pilkyjy ruoniy gulyklomis, kuriose ruoniai iSsilaipindavo poilsiui (1a
ir b pav.).

Tyrimo metu pilkieji ruoniai buvo priskirti tam tikrai amZiaus
ir lyties grupei pagal matomus iSorinius lytinius poZymius, pvz.,
lytiniy organy angas, kiino dydj, antrinius lytinius pozymius bei
kailio démétumo dimorfizma (Davies, 1957; Hewer, 1964). Lytiniy
organy angos, leidZiancios tiksliai nusakyti lyt;, buvo matomos apie
20 % stebéjimo atvejy (see Kenyon ir Maxwell, 1969). Jei lytiniai
organai nebuvo matomi, lytis biidavo priskiriama remiantis iSoriniais
antriniais lytiniais poZymiais bei kailio démétumu ir spalva (apie 80 %
visy atvejy). Suauge patinai yra stambesni nei suaugusios patelés ir
pasiekia apie 250 cm ilgj bei 350 kg svorj. Tuo tarpu patelés uzauga
iki 200 cm ilgio ir sveria iki 250 kg (Boness ir James, 1979; Bowen,
2018). Pateliy kailis daZniausiai yra Sviesiai pilkas su 1Ssiméciusiomis
juodomis démeémis, tuo tarpu patiny kailis — praktiSkai juodas, t. v.
tamsios démes susiliejusios tarpusavyje. Taip pat tarpas tarp vyriSkos
lyties individy akiy yra didesnis, snukis platus, uzsibaigiantis riesta
nosimi. Tuo tarpu pateliy kaklas siauras, snukis trumpesnis ir tiesesnis,
tarpas tarp akiy siauresnis (Hall ir Russell, 2018).

1.1.2. AmzZiaus ir lyties nustatymas

ISskirtos trys pilkyjy ruoniy amziaus grupés: (1) suauge (> 10
mety), (2) paaugliai (4-10 mety) bei (3) jaunikliai (< 4 metai). Patinai
stambiu, placiu ir randais nusétu sprandu, kaklu bei peciais buvo
priskirti suaugusiems (M A). MaZesni patinai, turintys siauresnj kakla

11
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1 pav. (a) Stebéjimy vieta (www.streetmap.co.uk); ir (b) schematinis gulyklos
vaizdas. Juodos linijjos Zymi apytikslj vandens lygj; skaiciai — laikg iki/
po atosliigio (0), kurio metu seklumos dalis (Sviesiai ruda spalva) pasiekia
maksimaly plotg vir§ vandens (mélyna spalva). Atskiros sausumos pilkyjy
ruoniy gulykly vietos paZymeétos raidémis A-H. Juodas kvadratas — Zymi
apytiksle sléptuves, 1§ kurios buvo vykdomi stebéjimai, vieta.
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nuseéty vos keliais randais, rodanciais, kad jie reciau kovési dél pateliy,
buvo priskirti prie paaugliy (Sub M). Akivaizdziai besilaukiancios
patelés buvo laikomos suaugusiomis (F A), tuo tarpu paauglés patelés
(Sub F) pasizymeéjo plokstesne pilvine dalimi ir buvo sglyginai
mazesnés. Visi mazi individai su neiSreikStais antriniais lytiniais
pozymiais buvo laikomi jaunikliais (Juv) (King, 1983). Jaunikliy lytis
nebuvo nustatoma. Paaugliai bei jaunikliai kartu buvo laikomi jaunais
individais. Nesant galimybés nustatyti suaugusiy ar paaugliy amziaus
ar lyties, ruoniai buvo priskirti prie ,,nezinomy* (Unkn).

1.1.3. Steb¢jimo procediira

Elgsenos stebéjimai vyko 2009 metais nuo birzelio 5 iki rugpjicio
6 Sviesiu paros metu (7 — 21 val.). Viso analizei panaudota 107
valandos stebéjimy medziagos. Steb¢jimy pradzia ir trukmé priklausé
nuo oro s3glygy bei potvyniy-atosliigiy laiko. Stebéjimai nebuvo
vykdomi esant riikui ar artimiausiai ruoniy grupei nutolus daugiau
nei 400 m. Stebéjimams naudoti Bushnell Zitironai (8 % 32 mm),
Optictron HR80 teleskopas (x 20 to 60) bei duomeny lapai elgsenos
registravimui. Steb¢jimai derinti su video medZiagos registravimu,
kuriam buvo naudota Sony Handycam (DCR-SR36) kamera su x 40
optiniu priartinimu, X200 skaitmeniniu priartinimu bei 40 GB vidiniu
kietuoju disku. Steb¢jimai vykdyti 1§ medinés sléptuvés, nutolusios
nuo artimiausios gulyklos A apie 200-300 m ir apie 10 m nuo potvynio
auksc¢iausios vandens ribos (1b pav.). Elgsenai ir kitiems kintamiesiems
registruoti naudoti du stebéjimo metodai:

Skanavimo metodas (Altmann, 1974; Martin ir Bateson, 1993)
buvo naudojamas rinkti informacija apie artimiausios gulyklos A
(1b pav.) lyting ir amzing struktiirg bei zaidZian¢iy individy skaiciy.
Steb¢jimai vykdyti 15 min. intervalais, kuriy metu registruota data,
paros laikas, apytikslis pilkyjy ruoniy skaicius, jy lytis ir amzius
bei socialiniy sgveiky, kurias steb€¢jimo metu sudar¢ du ZaidZiantys
individai (diados), skai¢ius. Steb¢jimai prasidédavo iSkart stebétojui
atvykus ] sléptuve. D¢l pusiau vandeninio socialinio Zzaidimo
pobiidZio ir trumpos skanavimo proceso trukmeés (iki 1-2 min.), ne

13



visada buvo galima nusakyti tikslig Zaidzian¢iy individy lytj ir amziy,
todel Sis indikatorius nebuvo naudojamas skanavimo metodu surinkty
duomeny analizei ir socialinio Zaidimo skaiciaus bei daznio pokyciui
laike vertinti.

Vandens lygio svyravimai potvynio-atosliigio metu buvo pagrindinis
ribojantis faktorius grupés formavimuisi gulyklose, kadangi ruoniai
galéjo iSsilaipinti ] sausumg tik esant atosliigiui. Vandens lygis ir po-
tvynio-atosliigio laikas registruoti naudojantis ,,Admiralty Easy Tide*
tinklalapio (http://easytide.ukho.gov.uk) prognozémis artimiausiame
stebéjimo taske (River Tay Bar, Skotija). Tirlamuoju periodu atoslaigio
metu (t. y. esant 0 valandy) vandens lygis nukrisdavo iki 1,38 m vir§
standartinio atskaitos tasko, o atosliigio metu, mazdaug + 6,18 val. nuo
atosliigio pakildavo vidutiniSkai iki 4,65 m vir§ atskaitos tasko (t. y. vir$
fiksuotos aukscio ribos vietinéje potvyniy-atosliigiy matavimo stotyje,
kur renkami visi vandens lygio svyravimy duomenys) (1b pav.). Paros
laikas buvo perskai¢iuojamas | nuo atosliigio priklausantj laikg ir 1S-
reiSkiamas valandomis iki (-)/ po (+) atosliigio (0).

Gulyklos grupés formavimosi pradzia laikoma, kai stebétojas
galéjo stebéti bent du individus issilaipinant j sausuma. Sie periodai
buvo registruoti 15 min. intervalais nuo formavimosi pradzios (0 val.)
ir apjungiami } 1 val. periodus analizés metu, vadinamuosius grupés
formavimosi periodus (HFP). ] grupés dydj j¢jo tiek jau iSsilaiping
individai, tiek sekliame vandenyje ZaidZiantys.

Ad libitum stebéjimo metodas (Altmann, 1974; Martin ir Bateson,
1993) tarp skanavimy buvo naudotas detaliems Zaidimo steb¢jimams.
Siy stebéjimy metu buvo jmanoma identifikuoti daugelio individy
amziy ir lyt] remiantis anksCiau iSvardintais pozymiais. Ad libitum
stebéjimo metu registruoti etogramoje (1 lentel¢) iSvardintais elgse-
nos elementais, kurta remiantis ankstesniais pilkyjy ruoniy jaunikliy
zaidimo elgsenos tyrimais (Wilson, 1974), suaugusiy pilkyjy ruoniy
steb¢jimais veisimosi periodu (Twiss, 1991) ir ankstesniais autores
steb¢jimais. Elgsenos stebé¢jimai prasidédavo iSkart atsitiktinai pasi-
rinkus zaidzian¢iy individy pora (diadg). Viso uzregistruotos 84 zaidi-
mo saveikos (PI) (1218,44 min. arba 20,31 val.), kurias sudaré 2425
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elgsenos elementai. Zaidimo elgsenos stebéjimas sustodavo, kai abu

individai pasitraukdavo 1§ matymo lauko j vanden;j arba giliai | kolo-

nijos vidy (60 %), abu gyvinai iSsilaipindavo | sausuma (angl. hauled

out) ir pereidavo ] ramybés biseng ar uzsiimdavo kita nesocialinio

tipo elgsena (23,53 %), arba individams i$siskyrus, t. y. vienam iSsi-

laipinus ] sausuma, o kitam pasitraukus 1§ matymo lauko (16,47 %).

1 lentelé. Pilkyjy ruoniy zaidimo elgsenos etograma.

Elgsenos | Simbolio
o yese Platus elgsenos
elemento |iSplétimas 1 ¢ ki
simbolis | (angl. k. / liet. k) | C C T ento paalskinimas
I. Judéjimas — judéjimas nuo/ link tam tikros lokacijos ar kito
individo.
Ch Persekioti (chase) | Vienas individas seka kita.
Jud¢jimas
Loc A nuo individo Judé¢jimas nuo kito individo.
(locomotion away)
Judéjimas j/
Loc W link vandens Judéjimas j/ link vandens.
(locomotion water)
Jud¢jimas
Loc L 1 sausuma Jud¢jimas | sausuma.

(locomotion land)

II. Inicijavimas — elgsenos elementai, kuriais inicijuojamas ar tesiamas

Zaidimas j

am sustojus.

A Priartéjimas Vienas individas juda kito individo link,
P (approach) priartéja prie jo.
Mz Prisilietimas snukiu | Vienas individas lieCia kitg savo snukiu ar
(muzzle) tisais.
Socialinis . o .. .
L . Vienas individas stebi ir uosto kitg per
SI tyrin€jimas (social oy Vo1 - .
. . nedidelj atstuma, galva Siek tiek nuleista.
investigation)

I11. Zaidimo pertraukimas — elgsenos elementai pertraukiantys
Zaidima arba nulemiantys Zaidimo pabaiga.

A

Budrumas
(alert)

Budrumo biisena, kai ruonio kiinas jsi-
tempes, kaklas iStiestas, galva stati; gyvii-
nas tikrina aplinkg (dairosi, uodzia org ir
klausosi).
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Elgsenos | Simbolio
o 1ale Platus elgsenos
elemento | iSpletimas elemento paaiSkinimas
simbolis | (angl. k. / liet. k.) P
Vienas individas Zaidimo metu energingai
. judina plaukmenj, juo liesdamas kita, save
Mosavimas . e o :
.. arba vandenj/org (kitoje situacijoje kartais
F plaukmenimi . T e :
(flippering) siekia nusiraminti, parodyti kitokig kryptj
'PPErng ar iSreiSkia agonisting elgseng); trunka il-
giau nei 4 sek.
Grasinimas praziota | Grasinimas kitam individui praziota bur-
OMT burna (open mouth |na, 1 prieki pakeltais Usais, daZniausiai
threat) skleidziamas garsas.
R Poilsis (rest) Neaktyvumo periodas.
IV. Zaidimo elgsena — elgsenos elementai priskirti tiesiogiai Zaidimo
elgsenai.
A. Kovos imitacijos zaidimas (angl. play-fight)
Gahnv1.u( P laukmeny Bandymas jkasti (Zaidimo metu daz-
kandZiojimas L LT . ..
BHF .. . niausial Zaismingai) | partnerio galinius
(biting hind .
. plaukmenis.
fippers)
Praziota burna Zaidimo metu gyvinas kurj laika laiko
OM (vokalizacija) praziotg burna, tsai kartais pakelti. Nors
(Voc) (open mouth per nuotolj garsas nebuvo girdimas, yra ti-
(vocalization)) kétina, kad daugeliu atvejy jis buvo sklei-
dziamas.
i Du individai imituoja kova, taciau be tie-
Imtynés (kovos ST . ..
Rt sioginés tikros agresijos pozymiy. Tipiniu
imitacija) o X . .
W : atveju jie stumdo vienas kitg kaklais ir
(wrestling (play- . v R
fight)) plaukmenimis, apZzioti kaklg ar imituoti
& kandima.
Ruoniy pora sukasi apie vienas kitg van-
denyje, kartais gaudo vienas kitg labai ne-
dideliu atstumu, kartais laiko vienas kitg
uimuis kel . g i o)
Ro W vandenyje (rolling p P

in the water)

cijos ir gaudyniy (angl. play-chase), kai
gyvunas turi daugiau erdvés judéti ir ap-
sisukti bei pakeisti poza nei sausumoje,
bet nepakankamas atstumas ir gylis, kad
gyvinai galéty vienas nuo kito begti.
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Elgsenos | Simbolio
o 1ale Platus elgsenos
elemento | iSpletimas elemento paaiSkinimas
simbolis | (angl. k. / liet. k.) P
L Smeigimas Trumpas staigus ir tiesus galvos judesys
(lunging) kito individo link.
B. Lytinis pobtdis
. . Tiriamasis ruonis uzlipa ant kito ruonio
Poravimosi » . _ . .
e 1§ nugaros, kartoja dubens stimimo jude-
1mmitacija . v - v
IM o sius, panasius ] kopuliacija (taciau $i nej-
(imitation of S
mating) vyksta), proceso metu gali jkasti ir laikyti
sgveikaujancio individo kaklo oda.
Mo Lipimas Vienas individas uZlipa ant kito 1§ nuga-
(mounting) 10S.
NB Kaklo sukandimas | Gyviinas apzZioja, priglaudzia nosj arba
(neck bite) Svelniau sukanda kito individo kakla.
C. Kiti zaidimo elementai
Vienas individas uZlipa ir prispaudzia kitg
. . individg prie zZemes, dazniausiai sekant
Prispaudimas . » .. . ..
P o vokalizacijoms, taSkymuisi, snukio prisi-
(pinning) . . .
lietimui, uostymui ar neagresyviam kan-
dziojimui, kaip apZiojimas.
B Kgn§1210J fmas Ruonis jkanda kitam ruoniui.
(bitting)
Galvos purtymas Engrgln%as ruonio galvpvs ir kaklf)f ka}r_alls
HS . ir viso ktino kraipymas j Sonus bei jvairio-
(head shaking) . ..
mis kryptimis.
Ridenimasis tolyn .. . .
Ro A . Ruonis juda tolyn nuo kito ruonio.
(rolling away)
Apsivertimas ant
Ro B nugaros (rolling on |Individas apsivercia ant nugaros.
the back)
Ridenimasis artyn
RoT kito individo Ruonis ridenasi artyn kito individo.

(rolling towards)

Didziojidaugumauzfiksuoty zaidimo elgsenos sgveiky truko maziau

nei 10 min., t. y. mediana lygi 4,52 min. (nuo 2,5 min. iki 47,25 min.).

LaukouzraSai (n=51 sgveika) buvonaudoti elgsenos elementy zaidimo

metu sekos ir sudéties tyrimams. Taip pat jy metu fiksuota bendra PI
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trukme, taigi Sie jrasai buvo naudojami skai¢iuojant elgsenos elementy
daZnj (elementai/ min.) bei dalj (%) nuo visy registruoty elementy, tuo
tarpu atskiry elementy trukmé buvo vertinama tik 1§ video jrasy, kurie
sudare¢ apie ketvirtadal] tyrimo medziagos (zaidimo sgveiky n = 26,
trukmée — 389,15 min. arba 6,49 val.). DidZioji dalis zaidimo elgsenos
stebéta artimiausios gulyklos pakrasciuose: 79,11 % stebéta sekliame
vandenyje (kai matoma bent 2/3 gyviino kiino) ir 20,89 % sausumoje,
dazniausiai kolonijos periferijoje. Zaidimo elgsena giliame vandenyije
nebuvo registruojama dél riboty galimybiy stebéti ir sekti gyviinus
zaidimo sgveikos metu.

1.1.4. Statistiné analizé

Statistiné duomeny analizé atlikta Excel (Microsoft Office, 2018),
STATISTICA (ver. 8.0.55, Statsoft Inc., USA) ir IBM SPSS Statistics
Version 22 (IBM Corp., 2013) programomis, kur p reikSmeés laikytos
reikSmingomis, kai a = 0,05.

Socialinés elgsenos analizé. Elgsenos duomenys, gauti naudojant
ad-libitum registravimo metoda, buvo naudoti skaiCiuojant atskiry
elementy elgsenos repertuaro dalj, elementy daznj (elementai/min.)
bei trukmeés dalj (%) vienos saveikos metu. Bendra elgsenos repertuaro
dalis yra tam tikros elgsenos elementy ir visy uZzfiksuoty skanavimo
vienety santykis, iSreikStas procentais. Elgsenos elementy daznis arba
tiesiog daznis (rate, elementai/min.) buvo apskaiCiuojamas dalinant
elgsenos elemento skanavimo vienety skaiCiy atitinkamos zaidimo
sgveikos metu iS Sios sgveikos trukmés (min). Elemento trukmeés dalis
(%) buvo apskaiCiuojama padalinus Zinomg atskiry elementy trukme
vienos sgveikos metu 1§ tos sgveikos trukmes (min.). Mediany testas
(¥») naudotas siekiant nustatyti skirtumus elgsenos elementy daznio
(elementai/min.) (N = 184) ir trukmés dalies (%) (N = 52) skirtumus
zaidimo sgveikos metu tarp skirtingos lyties ir amziaus individy.

Zaidimo pokycio laiko eigoje analizé. Analizés metu naudoti
absoliutaus Zaidimo sagveiky skaiciaus (PI), kontakty daznio (CR)
ir zaidzian¢iy individy proporcijos grup¢je tam tikru laiko periodu
rodikliai. CR apskaiCiuotas naudojantis formule, kur y, yra diadiniy
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zaidimo sgveiky skaicius, o N yra grupés skaicius tam tikru stebéjimo

laiku (1): .
a particular observation time (

2 %X

Neparametrinés statistinés analizés metodai, pavyzdziui, Friedmano
ANOVA su Kendall reik§mingumo koeficientu (2, Kendall W), buvo
naudojami siekiant palyginti skirtingos lyties ir amziaus individy
proporcijas artimiausioje A gulykloje (1b pav.) kiekvieno skenavimo
metu. Mann-Whitney U testas (U) buvo naudojamas siekiant rasti
reikSmingus grupés dydzio (HS) ir skirtingos lyties bei amziaus ruoniy
proporcijy skirtumus nesant socialinio zaidimo sgveiky (PI = 0) bei
esant bent vienai Zaidimo sgveikai (PI > 0). Kruskal-Wallis testas
(H) naudotas reikSmingiems gulyklos grupés dydzio (HS), skirtingos
lyties ir amziaus individy dalies (%) gulykloje, kontakty daznio (CR) ir
zaidimo sagveiky skaiciaus (PI) skirtumams rasti gulyklos/ grupés (A)
formavimosi laikotarpiu (HFP). Spearmano ranginé koreliacija (R)
naudota tikrinti koreliacijos stiprumui ir reikSmingumui tarp: 1) HFP
ir artimiausios gulyklos dydzio (HS), skirtingos lyties ir amziaus
individy dalies (%) grupéje, PI, CR; 2) tarp HS ir CR bei PI; 3) tarp
Pl ir CR; 4) tarp skirtingos lyties ir amzZiaus asmeny proporcijos ir PI,
CR. Rezultatai pateikiami kaip vidutinés vertés su kvartiliais (Q,-Q,),
nebent nurodyta kitaip.

Neigiamas binominis apibendrintas tiesinis modelis (NBGLM)
su log rySiu buvo naudojamas faktoriy, turin¢iy reikSminga poveiki
zaidimo sgveiky (PI) skaiCiui, vertinimui. Neigiama binominé
regresija daZznai naudojama modeliuojant per daug j kair¢ nukrypusius
imties kintamuosius. Modelis apraSomas supaprastinta formule:

— ( + + + + + + + + o+ )

kur PI yra stebéty zaidimo sgveiky skaic¢ius, HS — gulyklos dydis
(individy artimiausioje gulykloje skaicius), PropF — suaugusiy pateliy
dalis artimiausioje grup¢je (%), PropM — suaugusiy patiny dalis
artimiausioje grupéje (%), PropSF —paaugliy pateliy dalis grupeje (%),
PropSM — paaugliy patiny dalis grupéje (%), PropJ — jaunikliy dalis
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grupe¢je (%), ToD —paros laikas, D — data, HF'T— gulyklos formavimosi
laikas, TRT — nuo atosliigio (0) priklausantis laikas, parodantis
sausumos prieinamumg gulyklai formuotis. Geriausias NBGLM
modelis pasirinktas paSalinus 1§ modelio statistiSkai nereikSmingus
kintamuosius ir pasirinkus modelj su maziausia Akaike informacinio
kriterijaus (AIC) reikSme. Taip pat buvo naudojamas omnibuso testas
su chi-kvadratu, siekiant jvertinti, ar pasirinktas modelis yra geresnis
uz modelj be kintamyjy (angl. intercept only).

1.2. REZULTATAI

1.2.1. Socialinio Zaidimo saveiky analize

IS viso socialinio zaidimo diadiniy sgveiky metu stebéti 168
individai. Daugiausia tai buvo paaugliai patinai (61,76 %) ir patelés
(13,53 %). Reciau stebéti suauge patinai (10 %) ir jaunikliai (9,41 %).
Suaugusios pateles sgveiky metu stebétos nebuvo. Taip pat uZfiksuoti
septyni individai, kuriy lytis ir amzius nebuvo nustatyti. DaZniausios
saveikos uzfiksuotos tarp paaugliy patiny (35 arba 41,67 %) bei
tarp paaugliy pateliy ir patiny (18 arba 21,42 %). Suauge patinai
su paaugliais patinais sgveikavo — 8,33 % (7 saveikos), suauge su
suaugusiais patinais — 2,38 % (2 sgveikos), su paauglémis patelémis —
4,76 % (4 saveikos) atvejy. Jaunikliai su jaunikliais — 7,14 % (6 sav.),
su vyriskos lyties paaugliais — 4,76 % (4 saveikos), o su suaugusiais —
1,19 % (1 sgveikos) atvejy. Jaunikliai su paauglémis patelémis
nesgveikavo. Kitos sgveikos vyko su neZinomos lyties individais —
8,33 % (7 saveikos).

17,18 % PI metu uzfiksuoty elgsenos elementy priklause Zaidimo
iniciacijai, 13,81 % — zaidimo pertraukimui, 8,95 % — judé¢jimui, o
60,06 % elgesio elementy PI metu priklausé tiesioginei Zaidimo
elgsenai (2 pav.). Imtynés (W), sukimasis vandenyje (Ro W),
apsivertimas ant nugaros (Ro B) ir lipimas (Mo) buvo dazniausiai
stebéti elementai stebéty Zaidimy sgveiky metu.
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2 pav. FElgesio elementy dalis (%) socialiniy Zaidimy sgveiky metu.
Santrumpos paaiskintos 1 lentel¢je (zr. aukSciau).

Mediany testas (MT) buvo naudojamas reikSmingiems elgsenos
daznio skirtumams (kai p < 0,05) jvertinti tarp skirtingos lyties ir
amziaus individy. Elgsenos daznis (elgesena/min.) tarp skirtingy
amziaus ir lyties grupiy reikSmingai skyrési tik imtyniy (W) (y2 =
25,39, p < 0,001), plaukmeny judinimo (F) (¥2 = 20,34, p < 0,001),
jud¢jimo tolyn (Loc A) (32 = 12,65, p = 0,01), ried¢jimo link (Ro
T) kito individo (¥2 = 11,77, p = 0,02) bei grasinimo praZiota burna
(OMT) (%2 = 9,79, p = 0,04) elementams (5 lentel¢). Paaugliy patiny
W daznis buvo didZiausias (0,55 [0,57 (0-1,91)]), o paaugliy pateliy —
maziausias (0,06 [0 (0-0,5)]). Suauge patinai ir jaunikliai W panasiai
(M A:0,24 [0 (0-1)], Juv: 0,2 [0 (0-1,19)], Unkn: 0,19 [0,17 (0-0,41)]).
F elgsena daZniausiai pasireiSké tarp suaugusiy patiny 0,67 (0 (0-
5,56)) ir jaunikliy (0,64 (0 (0-10)), o reciausiai tarp paaugliy patiny
0,04 (0 (0-2,5)) ir pateliy 0,08 (0 (0-0,7)). Taip pat suauge patinai ir
nezinomi individai bei jaunikliai dazniau judédavo nuo kito individo
(Loc A, M A: 0,25 [0 (0-2,78)]; Juv: 0,15 [0 (0-0,83)]; Unkn: 0,41
[0,09 (0-2)]). Paaugliai patinai ir jaunikliai buvo link¢ dazniau riedéti
(Ro T) kito individo link (Sub M: 0,02 [0 (0-1)]; Juv: 0,06 [0 (0-
0,83)]), tuo tarpu kitoms lyties ir amZiaus grupéms $i elgsena nebuvo
uzfiksuota. Agonistiné sgveika, tokia kaip OMT, buvo dazniausia
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tarp suaugusiy patiny (0,05 [0 (0-0,89)]), paaugliy pateliy (0,05 [0
(0-0,68)]) ir jaunikliy (0,07 [0 (0-0,82)]), o paaugliams patinams ji
praktiSkai nebuvo stebima (0 [0 (0-0,05)]).

Mediany testas (MT) buvo naudojamas siekiant jvertinti
reikSmingus elgsenos elemento trukmes dalies skirtumus (kaip < 0,05,
paryskinti) tarp skirtingo amziaus ir lyties individy. D¢l mazo imties
dydzio elgsenos trukmes dalies (%) statistin¢ analizé buvo ribota. Tik
budrumo (A) (y2 = 10,93, p = 0,05) ir art¢jimo (Ap) (x2 = 15,55,
p < 0,01) elgsenos trukmes dalis reikSmingai skyrési tarp skirtingos
lyties ir amziaus individy, ir abiem atvejais jaunikliy $i elgsena truko
ilgiausiai. Sub M budrumo (A) elgsena sudaré 0,04 (0,02 (0-0,32); n=
54), Sub F — 0,02 (0,01 (0,01-0,05); n=6), M A—0,01 (0,01 (0-0,03);
n = 4), o jaunikliy 0,07 (0,06 (0,04-0,14); n = 6) zaidimo sgveikos
laiko. Sub M Ap elgsena sudar¢ 0,02 (0,01 (0-0,1); n = 39), Sub F —
0,06 (0,06 (0,03-0,08); n =2), M A - 0,01 (0,01 (0,01-0,02); n = 7),
Juv - 0,16 (0,07 (0,01-0,39); n = 6) Zzaidimo saveikos laiko.

1.2.2. Artimiausios gulyklos duomeny kiekio analiz¢

Gulyklos vietos A ir B (1b pav.) buvo naudojamos dazniausiai, nes
Sios vietos i8kildavo vir§ vandens pirmiausia. Pirmiausia individai is-
silaipindavo gulykloje A, 1§ kurios j gulykla B paprastai pasitraukdavo
likus mazdaug valandai ar dviem iki atosliigio. Kitos gulyklos vietos
buvo naudojamos tik 2-3 valandas pries ir po atosliigio pasirodZius
sausumai.

Per 21 stebéjimo dieng artimiausioje gulykloje A uZfiksuoti 441
individai. Stebéjimai vykdyti 4-9 valandas per dieng. IS Siy stebéjimy
304 atvejais gulykloje stebéti bent du iSsilaipinantys individai, o 137
atvejais buvo pastebétas tik vienas arba né vieno individo.

Steb¢jimy metu artimiausioje gulykloje A buvo vidutiniskai 61,5
(nuo 7 iki 211,5) individai. Maksimalus vienu metu artimiausioje
gulykloje uzfiksuoty ruoniy skaicius sieké 720 individy. Socialinis
zaidimas stebétas 27 % steb¢jimy (kai buvo matomi du ruoniai)
atvejy, tai sudar¢ vidutiniskai 2,22 % (0,99 - 3,53 %) pilkyjy ruoniy
artimiausiose gulykloje A. Vienu metu buvo uzfiksuota iki devyniy
diadiniy saveiky.
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1.2.3. Grupés dydzio jtaka kontakty dazniui, socialiniy
sgveiky skaiciui ir Zzaidimo pokyc¢iui laiko eigoje

Rastas nestiprus teigiamas rySys tarp grupés dydzio (HS) ir CR
(N =304, R = 0,40, p < 0,001) bei HS ir PI (N = 304, R = 0,46,
p < 0,001). Nesant PI artimiausig ruoniy grupe A sudaré 36 (6—107)
individai, tuo tarpu grupés dydis sieké 220 (106-312) individy, kai
buvo stebétas bent vienas socialinis PI (MW, N [CR = 0] = 225, N
[CR>0]=79,U=3594,p<0001).

Grupés formavimo procesa (HFP) gulykloje A buvo galima
stebéti 19 karty (N = 201 skenavimo vienety), registruojant HS kas
15 minuciy nuo bent dviejy ruoniy pasirodymo sausumoje. Grupés
formavimasis truko vidutiniskai 3 valandas (nuo 2,07 iki 4,44 val.).
Rastas teigiamas rySys tarp grupés dydzio ir HFP (R =0,5, p <0,001).
Vidutinis grupés dydis pirmaja HFP valandg sieké 15 (nuo 4 iki 115),
o po trecios valandos nuo grupés formavimo pradzios jis padidéjo iki
250 (nuo 60 iki 340) individy (KW, H = 43,33, p <0,001) (3 pav.).
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3 pav. Grupés dydzio (t. y. individy skaiciaus) pokytis (H = 43,33, p <
0,0001) gulyklos formavimosi laikotarpiu (HFP). Kvadratai Zzymi medianas;
dezutes — Q,-Q,, Gisai — min-max reikSmes, apskritimai — iSskirtinius, o
zvaigzduteés — ekstremumus. Imties dydziai nurodyti grafiko apacioje.
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Rastas silpnas rySys tarp CR ir HFP (Spearman, R =0,17,p=0,018)
bei tarp PI ir HFP (R = 0,22, p < 0,01). Nepaisant mazy vidutiniy
verciy ir reikSmingo CR pokyc¢io (KW, H=4,52, p =0,21) HFP metu
(4 pav.), antrg ir tre¢ig HFP valandomis CR buvo didziausias, o véliau
sumazéjo. Panasiai ir didziausias PI buvo stebimas trecig valanda, o
maziausias — pirmg valanda (KW, H = 8,42, p = 0,038) (4 pav.).

6 ; : : : 0.16

1014

1012

10.10

B [y 10.08

Fl
CR

10.08

0.04

+

e llalld

N =36 N=19
1 2 3 =3
Haul-out formation period (h)

0.02

0.00

4 pav. Zaidimo saveiky skai¢iaus (PI, balti langeliai) ir kontakty daznio (CR,
pilki langeliai) pokytis (H = 4,52, p = 0,21) HFP laikotarpiu. Kvadratéliai
zymi medianas, dézutés — Q,-Q,, Gisai — min-max, apskritimai — 1§skirtiniai, o
zvaigzdutes - ekstremumai. Grafiko apacioje nurodytas imties dydis.

1.2.4. Grupés sudétis ir socialinis zaidimas

Ruoniy skirtingos lyties ir amziaus individy dalis gulykloje
reikSmingai skyrési (Friedmano ANOVA, %2 = 830,93, p < 0,001;
Kendall W = 0,68). Suauge patinai sudar¢ 50 %, patelées — 31 %,
paauglés patelés — 2 %, patinéliai — 10 %, jaunikliai — 4 % grupés
individy skaiCiaus. Vyravo vyriSkos lyties individai (t. y. paaugliai
ir suaugusieji), kurie kartu sudaré¢ 60 % grupés. Suaugusieji sudaré
daugiau nei 80% individy gulykloje.
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Esant Zaidimo sgveikoms (CR > 0) ir joms nesant (CR = 0)
reikSmingai nesiskyré vienintelé suaugusiy patiny dalis grup¢je,
tuo tarpu suaugusiy pateliy dalis reikSmingai sumazéjo (2 lentele).
Aktyviausiy Zaidimo metu jauny individy (t. y. jaunikliy, paaugliy
patiny ir pateliy) dalis buvo 3 % didesn¢ esant Zaidimo sgveikoms,
nei joms nesant (2 lentel¢). Didziausias CR buvo pastebétas grupése,
kuriose jauni individai sudaré¢ mazdaug 33-66 % grupés 1§ 101-200
individy (5 pav.); tuo tarpu didZiausias PI skai¢ius buvo uzfiksuotas,
kai grupés dydis sieke 201 iki 300 individy, o ja sudaré nuo 0 iki 33%
jauny individy.

2 lentelé. Lentel¢je pateikta: a) skirtingy amziaus ir ly¢iy grupiy dalis (%),
iSreikSta mediana (Q,-Q;), kai CR = 0 (N = 225) ir CR > 0 (N = 79) bei
skirtumy tarp Siy grupiy statistiniai rodikliai (Mann-Whitney U testas); b)
Spearman ranginés koreliacijos (R) tarp skirtingo amziaus ir lyties individy
dalies (%) artimiausioje pilkyjy ruoniy grupéje ir CR rodikliai. ReikSmingi
skirtumai pazyméti zZvaigzdutémis (* < 0,05, ** < 0,01, ***<0,001).

pats oo (KHCRo0 Kai CR>0- || R
A== A== koreliacija
e |(3a%5614) @6 sa1m |09 |pTo0ss
Ilj:?eliiés (()0; 4) ?2,,5373;6,57) 4820 < 0,001 Il?:(ig(?l***
Ezglrlliiai ?(’)?716,22) (1;5877 1452 0999 <0.017 E: (%0117**
Jaunikliai ?(f%) ?3”934; 649) 7045 <0017 ﬁ:(?,’olf**
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5 pav. CR skirtingo dydzio artimiausios gulyklos pilkyjy ruoniy grupése (HS,
N = 304). Skaiciai PYI eilutéje po diagrama rodo skirtingas jauny individy
(PYI) proporcijas (%) artimiausioje pilkyjy ruoniy grupeje: 0, 0 % (N = 51);
1, 0 1ki 33 % (N = 201); 2, 33-66 % (N = 48); ir 3, nuo 66 iki 100 % (N =
4). Usai zymi didZiausias reikSmes; vidurio linijos — medianas; ir virSutiniai
bei apatiniai stulpeliai — virSutinius ir apatinius kvartilius. VirSutiniai skaiciai
rodo CR imties dydj.

1.2.5. Veiksniai, turintys jtakos kontakty
greiiui ir zaidimo sgveiky skaiciui

Geriausias modelis buvo apibudintas 3 reikSmingais kintamaisiais
(AIC = 485,25, Likelihood Ratio Chi-Square = 105,99, df = 3, p <
0,001) (3 lentelé). Zaidimy saveiky skai¢ius didéjo didéjant individy
skaiciui grupéje (grupés dydis) bei viso tyrimo metu (data), taciau
laikui einant maze¢jo priklausomai nuo atosliigio, t. y. didZiausias buvo
atosliigio pradzioje ir véliau émé mazéti.
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3 lentelé. NBGLM statistika PI (zaidimo sgveiky skaicius) veikianciy
faktoriy vertinimui. B + SE — modelio koeficientas su standartine paklaida,
Lower/Upper 95% Wald CI — apatinis ir virSutinis 95% pasikliautieji Wald
testo intervalai, Wald y2 — Wald chi kvadratu statistika, df — laisvés laipsniai.
Modelis yra fiksuotas, kai PI = 1.

Lower Upper Wald
Parametras | B+ SE 95 % Wald | 95 % Wald | df |p
CI CI £
- +
Intercept 1545322 - 8383,29 |-2761,17 |15,09 |1 |<0,001
Grupés dydis 8’88? * 0,004 0,007 53,26 |1 [<0,001
Nuo atosliigio 0.17 +
priklausantis ’ - 0,25 -0,1 20,05 |1 [<0,001
: 0,04
laikas
4,14E-07 +
Data 1.07E-07 2,05E-7 6,22E-7 1509 |1 [<0,001

1.3. DISKUSIJA

1.3.1. Pilkyjy ruoniy elgsenos zaidimo
elgsenos charakteristika

Siame tyrime pirma karta buvo aprasytas i§samus pilkyjy ruoniy
socialinio zaidimo repertuaras, kuris rodo jo svarbg ruoSiantis bisi-
mam dauginimosi sezonui. Paaugliai patinai buvo aktyviausi Zaidéjai,
nors jie nebuvo gausiausia lyties ir amzZiaus grup¢ artimiausioje guly-
kloje. Kaip ir kity 1 dideles grupes sausumoje linkusiy burtis irklakojy
zinduoliy rasiy (Arnold ir Trillmich, 1985; Harcourt, 2010) bei labora-
toriniy ziurkiy (Pellis ir Pellis, 1990), taip ir pilkyjy ruoniy jauni vyris-
kos lyties individai buvo socialesni ir daugiau laiko skyré zaidimui nei
patelés, grei¢iausiai dél to, kad daugelis fiziniy ir socialiniy Zaidimo
aspekty padeda jiems pasiruosti biisimoms kovoms veisimosi periodu,
tuo tarpu patelés anksti subresta ir pasizymi mazesniu tarpusavio soci-
aliniy sgveiky skai¢iumi (Pomeroy ir kt., 1999).
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Kaip ir daugelyje kity poliginija pasizyminciy kolonijiniy irklakojy
rusiy (Arnold ir Trillmich, 1985; Harcourt, 2010), netikros kovos arba
imtyneés yra vienas 1§ pagrindiniy zaidimo elementy, stebimy pilkyjy
ruoniy paaugliy patiny socialinio Zaidimo metu. Dar svarbiau, kad
socialinis zaidimas labai panaSus ] patiny elgseng veisimosi sezono
metu (Twiss, 1991). Socialinio zaidimo metu stebéti visi pagrindiniai
suaugusiems pilkiesiems ruoniams veisimosi sezono metu biidingos
elgsenos elementai: imtynés, mosavimas plaukmeniu, staigus galvos
iStiesimas, uZpakaliniy plaukmeny kandziojimas, kandziojimasis,
socialinis tyrin¢jimas ir grasinimas praziota burna, taiau visi
elementai skyrési savo intensyvumu, dazniu ir elgsenos pasekmémis.

Stebéjimy metu rastas reikSmingas skirtumas tarp skirtingo
amziaus ir lyties individy tik dar kartg jrod¢ zaidimo elgsenos svarba
pilkyjy ruoniy paauglystés laikotarpiu. Tiek suauge ruoniai, tiek
jaunikliai pasizyméjo dvigubai maZesniu pagrindinés — imtyniy —
elgsenos sausumoje dazniu. Vienas 1§ paaiskinimy gali biiti susijes su
skirtinga suaugusiy ruoniy socialinio zaidimo motyvacija, pvz. ziurkiy
gynybin¢ elgsena zaidimo metu yra buidinga neseniai atjunkytiems
jaunikliams ir jau brandos sulaukusiems individams (Pellis ir Pellis,
1998). Remiantis kity autoriy zaidimo elgsenos tyrimais, galima teigti,
kad egzistuoja jautrus vystymosi periodas, kai jauni individai pasizymi
didziausia motyvacija socialiniam zaidimui. Taip socialinis zaidimas
padeda sékmingai praktikuoti jgiidZius, svarbius prisitaikymui prie
esamos aplinkos (Ikemoto ir Panksepp, 1992). Galima teigti, kad
nepaisant fizinés brandos, jauni pilkyjy ruoniy patinai yra labiausiai
motyvuoti socialiniy jgidZziy sausumoje igijimui. Kita vertus,
jud¢jimas sausumoje reikalauja daugiau energijos iStekliy, palyginti su
ruoniy jud¢jimu vandenyje (Garrett ir Fish, 2015), tad tiek poravimosi
sezono laukiantiems suaugusiems patinams, tiek aukstu metabolizmu
pasizymintiems ir mazai resursy sukaupusiems jaunikliams yra svarbu
taupyti energija.

Seksualinio pobiidzio elgsenos elementai, kaip lipimas ant kito
individo 1§ nugaros, kaklo kandZiojimas, poravimosi imitacija,
dazniausiai gali buti stebimi tarp paaugliy pateliy ir patiny bei atkartoja
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elgseng veisimosi sezono metu, o tai rodo lytines elgsenos praktikavimo
svarbg (Twiss, 1991). Taciau, skirtingai nei tikra poravimosi elgsena,
kopuliacija Zaidimo metu niekada nejvykdavo, nes jaunos patelés ja
visada nutraukdavo atsitraukdamos nuo vyriskos lyties partnerio, nors
pats zaidimas ir nenutriikdavo. Yra maZzai zinoma, kur ir kada pilkyjy
ruoniy patelés yra pirmg kartg apvaisinamos. Poravimosi imitacija
zaidimo metu gali biiti pirmas bandymas jaunoms pateléms poruotis.

Kadangi Sio tyrimo metu apsiribojome elgsenos stebéjimu
sausumoje arba sekliame vandenyje, yra sunku jvertinti tikrg zaidimo
daznj, kadangi didzioji dalis Zaidimo sgveiky stebéjimy pasibaigé
individams pasitraukus 1§ stebéjimo lauko. Taigi negalima atmesti
tikimybeés, kad elgsena vandenyje gali sudaryti tokig pat didele, jei
ne didesng, Zaidimo elgsenos repertuaro dalj. Zaidimo elgsenos
elementai, pvz., imtynés, lipimas, kaklo kandZiojimas, ridenimasis
kartu ir guléjimas ant nugaros, yra susij¢ su labai artimu kontaktu tarp
individy, kuris tikétina daZniau matomas sausumoje, nes Zaidimas
vandenyje suteikia partneriams daugiau galimybiy pabégti bei laisvés
judéti. Nelaisveje laikomy atjunkyty jaunikliy socialiné sgveika
prasideda persekiojimo zaidimu vandenyje, o artimam kontaktiniam
zaidimui sausumoje reikia maziausiai ménesio (Surviliené, nepubl.
duom.). Taigi tikétina, kad pilkieji ruoniai turi jgyti socialinés patirties
sklandziai elgsenai sausumoje, nuspéti partnerio veiksmus ir galbut net
pazinoti partner]. Tai galéty paaiSkinti maZesn¢ jaunikliy, ZaidZianciy
sausumoje, dalj. Taip pat, kitaip nei vandenyje, Zaisti sausumoje
reikia daugiau energijos, nes tikryjy ruoniy (Sm. Phocidae) judéjimas
sausumoje yra ribotas (Garrett ir Fish, 2015). Tai galéjo nulemti, kad
jaunikliai pasizyméjo daznesne poilsio ir budrumo elgsena Zaidimo
metu, kurios metu atgaudavo jégas.

Suauge ir paaugliai patinai kartu sudaré apie 60 % artimiausios
gulyklos grupés visu stebéjimo laikotarpiu. PanaSi lytiné pilkyjy
ruoniy segregacija buvo stebéta ir kitose Jungtinés Karalystés vietose
(Leeney ir kt., 2010; Sayer ir kt., 2012). Daznai teigiama, kad pilkyjy
ruoniy segregacija atsiranda dél tarplytinés konkurencijos ir niSos
atsiskyrimo (Breed, 2008) bei nulemia skirtingg mitybg, nardymo
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pajégumus bei erdvinj paplitima (Beck ir kt., 2003). Sios hipotezés
daZznai neatsizvelgia 1 socialing elgsena, kaip potencialy faktoriy
agregacijoms formuotis. Ta¢iausocialiniai veiksniaii$ tiesy gali nulemti
tam tikrg lytine segregacija sausumoje, bent jau jauny pilkyjy ruoniy
tarpe, nes butent jauni pilkyjy ruoniy patinai dominuoja socialiniame
zaidime. Remiantis Ruckstuhl ir Neuhaus (2002) teorijomis, socialiné
saveika, pvz., socialinis Zaidimas, gali buti viena i$ priezasciy, dél
kuriy pilkieji ruoniai formuoja vyriskos lyties segregacijas ir kuriose
turi didesne tikimybe susitikti su potencialiais zaidimy partneriais (ir
biisimais varzovais). Kadangi pilkieji ruoniai yra prieraiSus prie tam
tikros konkrecios gulyklos (Sjoberg ir Ball, 2000), pasikartojancios
sgveikos su tais paciais partneriais gali nulemti ir socialiniy asociacijy
sudaryma.

Pagrindinis pilkyjy ruoniy iSsilaipinimo j sausuma tikslas yra kailio
keitimas, termoreaguliacija, poilsis ir, tikétina, virSkinimas (Brasseur
ir kt., 1996). Individy segregacija gulykloje leidZzia greifiau aptikti
galima pavojy ir tuo pat metu suteikia daugiau laiko poilsiui (Terhunet
ir Brilliant, 1996). Taigi pats grupés, kurig sudaro 80 % neaktyviy
suaugusiyjy, dydis veikia kaip jauny individy traukos objektas, nes
uztikrina jiems saugumg. Jauniklius ir paaugles pateles, kurios yra
labai atsargios ir iSsilaipina j sausumg tik antrgja grupés formavimosi
valanda, gali paskatinti iSsilaipinti jau ZaidZiantys individai krante
(pvz., paaugliai patinai), nes zaidimo elgsena paZzymi saugig aplinka
i8silaipinimui. Tai gali buti ypac¢ aktualu jaunoms pateléms, kurios
tur¢jo stipriausig teigiamg koreliacija su CR. Daugelio autoriy
nuomone (Pellis ir kt., 2010; Vanderschuren ir Trezza, 2013),
socialinis zaidimas palengvina socialiniy, kognityviniy, emociniy ir
motoriniy jgidziy jsisavinimg, ypac¢ geb¢jimg lanksc¢iai panaudoti
Siuos jgiidzius kintanc¢ioje ir sunkiai prognozuojamoje aplinkoje, o
pilkyjy ruoniy atveju tai gali biiti dar ir vienas 1§ saugios aplinkos
indikatoriy jaunikliams ir jaunoms pateléms iSsilaipinti ] sausuma.
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2. STEROIDINIYy HORMONU TYRIMAI
2.1. METODAI

2.1.1. Tiriamasis objektas ir tyrimo vieta

Pilkyjy ruoniy jaunikliy seiliy ir kraujo méginiai buvo rinkami
ilgameciy tyrimy (2012, 2016, 2017) ruoniy veisimosi sezonu
(spalio—gruodzio mén.) metu Isle of May saloje, Skotijoje (56°11°N,
02:33°W). Méginiai rinkti Sviesiu paros metu nuo 8:02 iki 17:10
GMT (vidurkis = SD = 13:57 + 2:20). Viso surinkta 134 kraujo
meéginiy 1§ 44 jaunikliy (24 patiny (n = 74) ir 20 pateliy (n = 60)) iki
keturiy karty (keturiy mitybiniy stadijy (angl. nutritional stage): S1 —
ankstyvo Zindymo, S2 — vélyvo Zindymo, W1 — ankstyvo badavimo,
W2 — vélyvo badavimo) Zindymo ir badavimo periodais. Méginiai
rinkti gyviinams esant 4-38 dieny amziaus. IS $iy kraujo méginiy 122
buvo panaudoti tolimesnei analizei. Pirmas méginys biidavo imamas
jaunikliui pasiekus 2—3 stadijg, kuri buvo nustatoma remiantis kiino
forma, bambagyslés nunykimo stadija ir iSsiSérimo laipsniu (Kovacs
ir Lavigne, 1986). Jei gimimo data nebuvo Zinoma, amzius buvo
apskaiciuotas remiantis jauniklio kiino mase (kg) ir amziaus stadija
pagavimo metu (Pomeroy ir kt., 1999), todél amzius nezZymiai variavo
Jvairiy mitybiniy stadijy metu. Vidutiné tirty jaunikliy kiino masé
tiriamuoju laikotarpiu buvo: S1: 23,62 + 3,54 kg, S2: 41,53 + 5,62 kg,
W1: 41,06 + 6,37 kg, W2: 37,02 £ 5,58 kg.

2.1.2. Méginiy rinkimas ir apdorojimas

Kraujo paéemimas ir apdorojimas. Tiriamosios patelés ir jy
jaunikliai gaudyti naudojant tinklus (patelés) arba specialius
krepSius (jaunikliai). Suaugusios patelés anestezuotos 1§ nuotolio
paleidziamomis orinémis strélytémis su automatiniu SvirkStu.
Strelyter pataikius ] raumenj, anestetikas (Zoletil 100, Virbac,
Pranciizija) budavo automatiskai suSvirkS¢iamas. Po suleidimo
patelé buvo palieckama ramybéje mazdaug 10 min. iki pradédavo
veikti vaistai. Tuo metu tyréjai, sieckdami sukelti kuo mazesn;j stresa,
laikydavosi per 20-30 metry atstuma nuo patelés ir jauniklio. Méginiai
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1§ patelés ir jauniklio rinkti paraleliai vienu metu. Jaunikliai bidavo
imobilizuojami rankiniu biidu, kraujo éminiy vieta dezinfekuota,
suleidZziamas anestetikas ir paimamas kraujas. Visi jaunikliy méginiai
(n = 107), 18skyrus 15 meginiy 1§ 10 skirtingo amZiaus individy,
imti jaunikliams gavus mazdaug 0,1 mg/kg intraveninio anestetiko
(Zoletil 100, Virbac, Pranciizija), t. y. saugig doze¢ Sios amziaus grupes
jaunikliams. Anestetikas buvo reikalingas paimti riebalinio audinio,
skirto geny ekspresijos vertinimui, méginj (Bennett ir kt., 2015). IS
neanestezuoty gyviiny buvo renkami tik kraujo méginiai. Tiksli kraujo
paé¢mimo trukmeé (jvertinta tik 1§ 7 2016 m. paimty méginiy) buvo apie
2 min. (vid. £ SD — 1,71 + 0,49 min.). Tai taip pat atitiko ankstesniy
analogisky tyrimy laika, kur kraujas paimtas per maziau nei 2 min.
(Bennettirkt., 2012). Kraujas buvo renkamas 1§ ekstraduralinés venos j
sterily 10 ml kalio etilendiaminotetraacto rugsties (EDTA) vakuteiner]
(Becton Dickinson, Oxon, JK). Surinkti kraujo méginiai keliy valandy
bégyje buvo centrifuguojami 15 min. 2000 g. Atskirta kraujo plazma
surinkta naudojant stiklines pastero pipetes ir iSskirstyta j 0,5-1,5 ml
talpos mégintuvélius bei nedelsiant uzsaldyta ir laikoma -20 °C (2012
m.) arba -80 °C (2016 m., 2017 m.) temperatiiroje iki ekstrahavimo
procediiros bei méginiy analizés.

Seiliy surinkimas ir apdorojimas. Seiliy méginiai buvo renkami
kiekvieno kraujo méginio €mimo metu tik 1§ anestezuoty gyviiny, nes
seiliy meéginiy rinkimas be anestezijos 1S judriy ir agresyviy jaunikliy
bty keles didelp stresg gyvinui bei suzeidimo rizikg tyréjui. Seiliy
meéginiai rinkti inertiniais polimeriniais cilindriniais tamponais (8§ mm
x 125 mm) (Salimetrics, JK). Tamponas buvo ikiSamas | anestezuoto
jauniklio burnos Song ir latkomas iki gyviinas pradédavo busti i§ miego
(ne ilgiau kaip 10 minuciy). Taigi seiliy meéginiy paémimo trukmeé buvo
iki 5 karty ilgesne (< 10 min.) nei kraujo paémimo trukme (< 2 min.).
Rinkimo metu vienas tampono galas buvo visuomet prilaikomas,
gyvinui leista minimaliai judéti ir tampong kramtyti. Prie$ iSimant,
tamponelis buvo naudojamas seiléms surinkti i§ burnos krasty. Tada
tamponas biidavo perkeliamas j; 5 ml talpos sterily Svirksta, kuris
buvo naudojamas seiléms iSspausti i§ tampono ; 2 ml mégintuvel;
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(Salicap, IBL International, Vokietija). Surinktas seiliy tiiris vertintas
atsizvelgiant 1 0,1 ml tikslumo meégintuveliy gradacijg. Pries kiekvieng
seiliy émimo procediirg buvo patikrinama burnos sritis ir Zilirima, ar
nesimato burnos gleivinés ar tarpdanciy pazeidimo ir/ ar kraujavimo.
Méginiai neimti, jei burnos ertméje ar aplink dantenas buvo matomos
kraujo zymés ar Sviezi kraujuojantys jbrézimai, o tamponéliai su
matomais kraujo pédsakais utilizuojami. Visos kitos priemaisos, kaip
zol¢ ar purvo dalelés, jei tokiy buvo, nebuvo plaunamos siekiant
iSvengti méginio atskiedimo. Apibendrinus, priezastys, dél kuriy eiliy
meéginiai lauko darby metu nebuvo sékmingai surinkti (traktuota, kaip
,hesurinkta®), buvo dvi: a) kraujo pédsakai arba b) nepakankamas
seiliy kiekis (taip vadinamas ,,sausos burnos* efektas). Po paémimo
kraujo ir seiliy méginiai laikyti aplinkos (kambario) temperatiiroje
vidutiniSkai 2 valandas 9 min. (nuo 25 min. iki 8 val. 49 min.) pries
juos apdorojant, véliau uzsaldyti -20 °C (2012 m.)/ -80 °C (2016 m.,
2017 m.) temperatiiroje iki méginiy analizes.

2.1.3. Etikos procediiros

Visi méginiai rinkti kompetentingy ir patyrusiy asmeny, turinciy
JK vidaus reikaly ministerijos licencija PPL 60/4009. Siam darbui taip
pat gautas St Andrews universiteto gyviiny geroves ir etikos komiteto
(AWEC) etikos leidimas. Darbas atliktas laikantis 1986 m. gyviny
(moksliniy procediry) akto (ASPA) ir ES direktyvos dél mokslo
tikslais naudojamy gyviiny apsaugos (2010 m. /63/ES).

2.1.4. ELISA analizé

2.1.4.1. Kraujo plazmos paruosimas ir
steroidiniy hormony ekstrahavimas

ELISA tyrimui plazmos EDTA méginiai buvo ekstrahuoti remiantis
Arbor Assays® (Miciganas, JAV) skystosios steroidy ekstrakcijos
instrukcijomis (Ankarberg-Lindgren ir kt., 2001; Kumar, 2020;
Norjavaara ir kt., 1996; Raivio ir kt., 2001). Ekstrakcijos metu 300 pl
meéginio sumaisyti su 1,5 ml dietilo eterio (santykiu 1:5), miSinys 10
min. purtytas, nucentrifuguotas (10 min. 3000 g) ir uzSaldytas -80°C
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temperatiiroje. Méginiy miSinio skystasis virSutinis sluoksnis buvo
nupiltas 1 individualius 2 ml polipropileno megintuvélius. Siekiant
geresnio ekstrakcijos efektyvumo, procediira kartota tris kartus, o
surinktas skystasis organinis sluoksnis iSgarintas naudojant vakuuminj
Eppendorf koncentratoriy 5301 (Hamburgas, Vokietija). ISgarinti
meéginiai laikyti -20°C (2012 m.) arba -80°C (2016 m., 2017 m.)
temperatiroje iki analizés. Analizés dieng méginiai atSildyti, iStirpinti
300 pl buferyje (Ibl-International, Hamburgas, Vokietija) ir purtyti 30
min. kambario temperatiiroje, siekiant, kad visi sausi komponentai
iStirpty ir visiS8kai susimaiSyty su buferiu. Véliau miSiniai buvo
centrifuguojami 10 min. 3000 g ir naudoti ELISA tyrimui.

2.1.4.2. Seiliy méginio paruoSimas analizei

Seiliy méginiai buvo kaitinami 1 val. 60°C prie§ ELISA pagal
gamintojo (Ibl-International, Hamburgas, Vokietija) rekomendacijas,
kad buty denaturuotos bet kokios analizei jtakg galinCios turéti
medziagos (pvz., gleivés ir baltymai, galintys turéti jtakos Sviesos
sugerciai irkt.). Méginiai buvo palikti atvésti iki kambario temperatiiros
ir nucentrifuguoti 3000 g 10 min.

2.1.4.3. Komerciniy ELISA rinkiniy
validavimas ir méginiy analizé

TB analizei buvo naudojami IBL-International (Tecan nuo 2019 m.,
Hamburgas, Vokietija) ELISA rinkiniai [kat. Nr. RE52151], TS [kat.
Nr. RE52631], EB [kat. Nr. RE52041], ES [kat. Nr. RE52601], CB
[kat. Nr. RE52061], CS [kat. Nr. RE52611] pagal gamintojo protokolus
be jokiy pakeitimy. PloksSteliy plovimui naudota automatiné ELx50
mikroploksteliy plovimo masina (Biotek Instruments, Nyderlandai).
Sviesos sugertis matuota mikroploksteliy optinio tankio skaitytuvu
ELx800™ (BioTek, Nyderlandai) ir analizuota naudojant programa
GenS ELISAver. 1.11.5 (,,BioTek Instruments®, Olandija). Standartiné
kreivé buvo nubrézta naudojant netiesing 4 parametry regresija.

Kiekvienas rinkinys buvo validuojamas pilkyjy ruoniy jaunikliy
seiliy ir plazmos tyrimy tinkamumui arba preciziSkumui vertinant —
vidinj (intra-CV) ir iSorinj (inter-CV) variabilumg (variacijos
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koeficienta — CV), skiedimo kreivés linijiSkumg (angl. linearity)
ir paralelizmg (angl. paralelism), tikslumg (angl. accuracy) ir
koncentracijos iSgavimo rodiklj (angl. recovery rate). Tam plazmos ir
seiliy méginiy misiniai (angl. pooled samples) buvo atskiesti gamintojo
pateiktu nuliniu standartu/ buferiu iki 0,75, 0,5 ir 0,25 neapdorotos
koncentracijos. Sis skiedimo diapazonas buvo pasirinktas siekiant
uztikrinti, kad matavimai atitikty standartinés kreivés ribas. Praskiestos
gautos koncentracijos buvo palygintos su teorinémis meéginiy misiniy
koncentracijomis. ISgavimo rodikliui méginiy miSiniai buvo sumaisyti
santykiu 1:1 su a) Zemu ir b) auk$tu gamintojo pateiktu standartu.
ISgavimo rodiklis buvo matuojamas lyginant teorines ir gautas
koncentracijas. Visi standartai ir méginiai buvo analizuojami dviem
pakartojimais bet kurioje nurodytoje 1¢kstel¢je.

ELISA validavimas ir plazmos méginiy matavimai buvo atlikti
dviejose lekstelése, kurios buvo analizuojamos dvejus metus i§ eilés
2014 m. (1 lentele) ir 2015 m. (2 lentele¢). Kraujo plazmos inter-CV
buvo jvertintas naudojant du meéginius. Visi seiliy méginiai buvo
iSmatuoti vienoje leékstel¢je tiek 2014 m., tiek 2017 m., tod¢l inter-CV
nebuvo matuotas. Gamintojo nurodytas steroidy jautrumo diapazonas
plazmos testosteronui (TB) buvo 0,12—16 ng/ml, seiliy testosteronui
(TS) — 2-760 pg/ml 2014 m. ir 2-900 pg/ml 2017 m., plazmos
estradioliui (EB) — 7 — 1000 pg/ml, seiliy estradioliui (ES) — 0,4 — 100
pg/ml, plazmos kortizoliui (CB) — 2,46 — 800 ng/ml, seiliy kortizoliui
(CS) — 0,015 — 4 pg/dl. Maziausia gamintojo nurodyta kiekybinio
pvertinimo riba (LOQ): ES — 0,4 pg/ml, TS — 2 pg/ml, CS — 0,005 pg/
dl, EB — 10,6 pg/ml, TB — 0,07 ng/ml, CB — 2,46 ng/ml. Gamintojo
nurodytas kryZminis reaktyvumas su kitomis medziagomis: ES ir EB —
estronas (6,86 %), estriolis (2,27 %); CS ir CB — prednizolonas 30 %,
11-desoksi-kortizolis — 7 %, kortizonas — 4 %; TS - 11p-testosteronas
(4,22 %), 11a-testosteronas (3,59 %); tuberkuliozei — 11-testosteronas
(8,67%), 11a-testosteronas (3,24%).

IS viso 1iStirtas 121 kraujo plazmos meéginys (2012 m. n = 60,
2016 m. n=30,2017 m.n=31) (11 lentel¢). Steroidy, ypa¢ EB ir TB,
koncentracijos skirtingose l¢kstelése labai skyrési; 2014 ir 2015 m.
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lekstelése nebuvo meéginiy, Zemesniy uz aptikimo ribg (< LOD), taCiau
2016 m. tokiy meéginiy buvo daugiau (3 lentel¢) [dauguma TB (n =
24)] ir nuo 2017 m. (4 lentel¢) (EB (n = 1) ir TB (n = 13)) ir jie buvo
pasalinti 1§ bet kurios analizés. Taip pat buvo koncentracijy, kurios
buvo mazesnés uz kiekybinio nustatymo ribg, pateikta gamintojy
protokoluose (LOQ) 2 I¢ksteléje (TB = 12), 3 leksteleje (EB =
5, TB = 3 1§ 6 likusiy méginiy) ir 4 lékstel¢je (EB = 22, TB = 15).
Taigi  §] tyrimg buvo jtrauktos koncentracijos, kurios pagal Sviesos
sugerties analizés programg buvo didesnés uz LOD, nors ir mazesnés
uz gamintojo nurodytas vertes. Méginiai, kuriy koncentracija buvo
mazesne¢ nei LOQ ir maZesné nei LOD, yra paminéti Priedy S1
lenteléje (< LOD).

Tyrimo metu surinkti skirtingy tiiriy seiliy méginiai. Surinkus
mazesnj nei 100 pl seiliy kiekj buvo jmanoma iStirti vieng i$ trijy
hormony, ir pirmenybé buvo teikiama kortizolio tyrimui mazesnio
meginio kiekio, reikalingo kortizolio analizei (2 % 25 ul) lyginant su
estradiolio (2 x 50 ul) bei dél pilotiniy tyrimy metu gautais patikimais
rezultatais. Kai surinktas seiliy kiekis leido analizuoti du steroidus,
antru variantu pasirinktas testosteronas, kurio, kaip ir kortizolio,
analizei reik¢jo mazesnio seiliy kiekio (2 x 25 ul). D¢l to galutinis
iStirty seiliy steroidy méginiy skaicius skiriasi. Daugiausia méginiy
iStirta CS (2012: n=37,2017: n=23) ir TS (2012: n=32,2017: n=
24), maziausiai ES (2012: n =31, 2017: n = 22).

2.1.5. Plazmos estradiolio ir
testosterono analizé naudojant RIA

17B-estradiolio (EB_RIA) ir testosterono (TB_RIA) radioimuniné
analizé (RIA) buvo atlikta Biologijos katedroje, NTNU (Norvegijos
mokslo ir technologijos universitetas, Trondheimas, Norvegija)
naudojant komercinius radioimuninio tyrimo rinkinius (MP
Biomedicals, Kalifornija, JAV) vadovaujantis gamintojo protokolais
(ImmuChem Testosterone DA, 07814891.2, Q15-042, A15-065 ir
Immu/Chem 17BEstradiol CT,07815381.6,Q16-031,A16-003 (2/17)).
Vidutinis EB_RIA ir TB_RIA variacijos koeficientas, gautas i$ trijy

36



kiekvieno méginio pakartojimy, buvo < 8,5 % ir 12,6 %. Aptikimy
ribos (LOD) buvo nustatytos pagal nurodytas rinkinio protokoluose —
22,8 pg/mL EB RIA ir 0,1 ng/mL TB_ RIA. Gamintojo nurodytas
kryzminis reaktyvumas EB_RIA nustatytas su estronu (6,2 %),
estrioliu (1,45 %) ir kitomis medziagomis < 0,01 %, o TB_RIA su
Sa-dihidrotestosteronu (3,4 %), Sa -Androstanas-3p, 17B-diolis
(2,2 %), 11-oksotestosteronas (2 %) ir kiti < 1 %.

IS viso RIA metodu buvo iStirtas 31 pilkyjy ruoniy jaunikliy
meéginys. EB_ RIA metodu S1 stadijoje s€kmingai nustatytos 8 (F =4,
M = 4) méginiy koncentracijos, S2 -7 (F=2,M=5), W1 -9 (F =3,
M=6)ir W2-7(F=3,M=4). TB_RIA koncentracijos S1 stadijoje
s¢kmingai nustatytos 3 (F < LOD, M = 3) méginiams, S2 — 1 (F =
1, M <LOD), W1 -2 (F=2,M<LOD). TB_RIA visos W2 rinktos
koncentracijos buvo maZzesnés uz aptikimo riba. Taigi visos EB_RTA
koncentracijos virsijo aptikimo ribg (LOD), tuo tarpu vir§ LOD gauti
tik 6 TB_RIA méginiai.

2.1.6. UPC,-MS/MS analizé

Ultrapajégios konverguotos chromatografijos ir tandeminés masiy
spektrometrijos (UPC,-MS/MS) metodu iStirtas 31 pilkyjy ruoniy
jaunikliy méginys (4 lentel¢). Tyrimas atliktas Norvegijos mokslo
ir technologijos universiteto Chemijos katedroje (Trondheimas,
Norvegija). Siuo metodu nustatyti 15 i§ 19 analizuoty steroidy
koncentracijas (4 lentel¢). Instrumentinis maZiausias aptikimo kiekis
(LOQ) buvo nustatytas vertinant maziausig tiesin¢je kalibravimo
kreivés diapazone gauta koncentracija, o LOD atitiko LOQ/3. Sis
analizés metodas leido nustatyti visy meéginiy vertes tik 3 steroidams —
COR, CORNE ir COS. Visy kity steroidy dalies méginiy koncentracijos
buvo mazesnés nei LOQ. Statistiniais tikslais nusprendéme naudoti
realiais < LOQ koncentracijas 11-deoxyCOR ir DOC steroidams,
nes jos buvo artimos > LOQ koncentracijoms ir suteiké geresnj
bendrg duomeny pasiskirstyma (Keizer ir kt., 2015). Kadangi likusiy
steroidy < LOQ koncentracija po kalibravimo turéjo neigiamas vertes,
statistinei analizei buvo naudojamos jy LOQ/2 reikSmés (4 lentel¢).
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4 lentelé. ISanalizuoty meéginiy skaiCius (N) ir méginiy skaicius <LOQ
skirtingiems steroidams kiekvienam mitybos etapui.

S1 [S2 (W1 |W2 |LOQ |LOQ/2
Imties dydis (N): 9 7 9 6 ng/ml | ng/ml
Meéginiy sk. < LOQ:
Kortizolis (COR) | - - - - 0,33 N/A
Kortizonas (CORNE) | - - - - 0,33 N/A
Kortikosteronas (COS) | - - - - 0,33 N/A
11-deoksikortizolis 4 ] 1 3 0,66 N/A
(11-deoxyCOR)
11-deoksikortikosteronas 3 4 6 5 0,33 N/A
(DOC)
Pregnenolonas (PREG) | 4 2 6 1 3,33 1,67
Progesteronas (P4) | 1 1 5 2 0,33 0,17
Androstenedionas (AN) | 6 6 7 4 0,33 0,17
Androstenediolis (A5) |4 2 6 2 3,33 1,67
Testosteronas (T) | 9 1 4 0,33 0,17
11-ketotestosteronas (KetoTS) | 8 5 9 0,33 0,17
Sa-dihidrotestosteronas (DHT) | 1 1 5 2 0,33 0,17
Dihidroepiandrosteronas 7 4 7 5 3,33 1,67
(DHEA)
1 7a-hidroksiprogesteronas 4 3 7 4 0,33 0,17
(17a-OHP)
Estronas (E1) |3 2 4 5 1,67 0,83
17B-estradiol (E2) |[N/A |N/A |N/A |[N/A |N/A |N/A
17a-estradiol (170-E2) | N/A |N/A |N/A |[N/A |[N/A |N/A
1 70-hydroxypregnenolone
Y yp(l S ORE Gy A [NAINIA [NJAINIAIN/A
Aldosterone (ALDO) IN/A |[N/A |N/A [N/A |N/A |N/A

2.1.7. Elgsenos tyrimo objektas ir metodai pilkyjy ruoniy
zindymo ir badavimo laikotarpiais

2.1.7.1. Tyrimo vieta

Isle of May saloje (56°11°S, 02:33°W) atsivesty pilkyjy ruoniy
jaunikliy elgsena buvo stebima 2017 m. veisimosi sezono metu
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(spalio-gruodzio mén.). Steb¢jimui pasirinkta konkreti salos vieta —
Tarbet Hole, kur veisimosi sezono viduryje vienu metu galima stebéti
apie Simtg pateliy ir jy jaunikliy. Teritorijoje taip pat skirtingu metu
ilsisi 3-7 dominuojantys patinai, saugantys apie 7-12 pateliy grupes
su jaunikliais. IS vienos pusés gulykla yra apsupta auksto skardzio ir
yra izoliuota nuo kity pilkyjy ruoniy gulykly, taip apribojant individy
migracijg. AukStesnis stebéjimo taskas nuo skardzio leidzia vienu
metu stebéti kelias deSimtis pateliy ir jaunikliy pory jy netrikdant
(6 pav.). Sio tyrimo rezultatuose pateikti tiek Zindymo, tiek badavimo
laikotarpiu stebéty 5 individy, 1§ kuriy rinkti ir kraujo méginiai,
leidziantys susieti steroidiniy hormony koncentracijas ir elgsena,
duomenys.

2.1.7.2. Stebéjimo metodika

Zindymo laikotarpis. Elgsena buvo registruojama $viesiu paros
metu nuo 8 iki 18 val. 1§ vieno stebéjimo tasko jaunikliai buvo stebimi
vidutiniSkai 2 valandas per dieng. Elgsenos registravimas prasidédavo
stebétojui atvykus ] steb&jimo vieta. Elgsenos registracijai pasirinktas
skanavimo metodas (Altmann, 1974), kurio metu jaunikliy elgsenos
elementai (Zr. etograma, 5 lentel¢) pakartotinai registruoti kas 5
min. Vienu metu buvo stebima iki 11 jaunikliy ir stebéjimy metu
fiksuota: 1) paros laikas, 2) jauniklio ID, 3) elgsenos elementai, 4) kiti
individai, jy amzius/ lytis/ ID (jei jmanoma), dalyvaujantys sgveikoje,
jei jauniklio elgsena buvo socialinio pobiidzio.

IS vienos steb¢jimo vietos buvo matyti tik pusé stebéjimo
kolonijos, todél steb¢jimo laikas buvo dalinamas tarp dviejy stebéjimo
viety (6 pav.). Kol elgsena buvo registruojama vietoje, kitoje ji buvo
fiksuojama auksStos raiSkos vaizdo kamera (Panasonic HDC-TM60
HD 1920 x 1080). V¢liau jrasai buvo analizuojami naudojant Solomon
Coder (Versija: beta 17.03.22, Andras Péter, 2017) elgsenos analizes
programa. Zindomy jaunikliy tapatybé buvo nustatoma remiantis
motinos tapatybe ir individualiais iSoriniais identifikaciniais Zenklais.
Nors zindymo laikotarpiu, ypac pradzioje, patelés retai atsitraukia nuo
jaunikliy, pateléms nutolus baltus jauniklius tapdavo sunku atskirti
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vieng nuo kito. Siekiant padidinti atpaZinimo tiksluma, tiriamieji
jaunikliai buvo pazymeéti priklijuojamais 5 cm skersmens skirtingos
formos juodo audinio lopinéliais. NusiSerusius jauniklius (4 stadija
pagal Kovacs ir Lavigne (1986)) tapdavo jmanoma atpaZinti pagal
individualy kailio rasta.

Badavimo laikotarpis. Atjunkyty jaunikliy elgsenos duomenys
rinkti Sviesiu paros metu nuo 9 iki 17 val. lapkri¢io 14 — gruodzio 9
dienomis naudojant tg pacig didelés raiskos vaizdo kamerg (Panasonic
HDC-TM60 HD 1920 x 1080), kaip ir zindymo laikotarpiu. Tiriamyjy
jaunikliy vieta buvo pasirinkta ad libitum, atsizvelgiant | gyvino 1D ir
tiriamyjy individy skaiciy stebimoje grupéje. Démesys buvo skiriamas
daugiau nei vieno jauniklio grupéms, siekiant iStirti socialinés
elgsenos daznj badavimo periodu. Kamera biidavo pastatoma taip, kad
netrikdyty individy ir pakankamai saugiai, kad gyviinas negaléty jos
pasiekti. Filmuojama buvo iki 6 val. per dieng. Siekiant palengvinti
tiriamo gyviino identifikacijg ir buvimo vietos nustatyma, tiriamieji
jaunikliai buvo pazymeéti nusiplaunanciais rodamino dazais. Elgsenai
analizuoti naudojant Solomon Coder (Versija: beta 17.03.22, Andras
Péter, 2017) elgsenos analizés programg ir taikant focal sampling
metodg, kurio metu registruota visa tiriamojo jauniklio elgsena
(5 lentelé). Sio konkretaus tyrimo metu badaujant po nujunkymo
1 analiz¢ buvo jtraukti 5 jaunikliy (2 pateliy ir 3 patiny) vaizdinés
medziagos rezultatai. Asmenys buvo stebimi 31 + 4 (vidurkis = SD)
dieny amziaus 0,96 = 0,12 (vidurkis = SD) valandy per dieng, viso
5,05 = 1,14 (vidurkis + SD) valandy vienam individui.
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6 pav. Dideles skiriamosios gebos Isle of May salos (apacioje) ir Tarbet hole
(virSuje) vaizdas su pazymétomis pateliy (roziniai apskritimai), jaunikliy
(balti apskritimai) ir suaugusiy patiny (raudoni trikampiai) buvimo vietomis.
Zali apskritimai rodo taskus, i§ kuriy vykdyti stebéjimai.
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5 lentelé. Pilkyjy ruoniy Zindanciy jaunikliy elgsenos etograma. Elgsenos

elementai priskirti Zindymo, badavimo ar abiem laikotarpiams.

Laikotar- | Trum- | Trumpas .

. y Ilgas apraSas

pis/-iai pinys |aprasSas

Zindymas | MP Motinos ir jau- | Fizinis kontaktas tarp jauniklio ir jo
niklio sqveika | motinos.

Zindymas | Skl Zindymas Zindymas.

Abu Loc |Judéjimas Judé¢jimas bet kuria kryptimi.

Abu A Budrumas Budrumo biisena, kai jauniklio kiinas
isitempes, kaklas iStiestas, galva pa-
kelta, tikrinama aplinka.

Abu SI - D |Socialinis ty- | Tiriamasis individas Siek tiek nulei-
rinéjimas per | des galva idémiai ziuri ] kita, uodzia
atstumqg kita individg i$ tolo. Kontaktas tarp

individy nevyksta.

Badavimas | SI - C | Socialinis ty- | Vienas individas uodzia kitg arba
rinéjimas per | rodo kitus susidoméjimo poZymius,
kontaktq lieCia vibrises, plaukmenis, snukj

savo snukiu ar dantimis. Matomas
fizinis kontaktas tarp individy.
Glaudus kontaktas tarp motinos ir
jauniklio Zymimas MP.

Abu NI Nesocialinis Aplinkos, t. y. negyvy aplinkos
tyrinéjimas objekty ar kitos riiSies atstovy tyri-

néjimas vibrisémis, snukiu, burna ar
priekiniais plaukmenimis.

Abu SP Socialinis Zai- |Bet koks socialinis Zaidimas tarp
dimas jaunikliy (Zindomy 1ir atjunkyty),

jskaitant zaidimo kovg ir poravimosi
imitavima.

Abu NP Nesocialinis Nesocialus zaidimas, nukreiptas ] ne-
Zaidimas gyvus objektus (akmenis, zole ir kt.),

iSreikStas jy griebimu, traukimu ir
métymu; taip pat apibréziamas specifi-
niais Zaidimui pasikartojanciais, perde-
tais, staigiais jauniklio kiino judesiais.

Abu Ag Agonistiné Bet koks agonistinis elgesys, nu-
elgsena kreiptas j kitg individa.

Abu R Poilsis Miegas.

Abu Voc Vokalizacija Jauniklis skleidZia garsa.
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2.1.8. Statistiné analizeé

Statistiné duomeny analizé¢ atlikta naudojant SPSS (IBM SPSS
Statistics for Windows, Version 22.0. Armonk, NY: IBM Corp.).
Statistiniai skirtumai laikomi reikSmingais, kai p < 0,05. ISsamesné
informacija apie statisting analize pateikiama toliau pateiktuose
skyriuose.

ELISA validavimas. Plazmos plokSteliy preciziSkumas (t.y.
kaip to paties méginio vertés atsikartoja tarp matavimy) vertintas
naudojant vidinj ir iSorin] variacijos koeficienta. ISorinis (inter-
CV) gautas naudojant du 2012 m. méginius, kiekvienas iSmatuotas
dviem egzemplioriais kiekvienoje 1§ dviejy plokSteliy. Vidutinis
vidinis variacijos koeficientas (intra-CV) kiekvienai l¢kStelei gautas
apskaiciavus kiekvieno méginio dviejy pakartojimy toje pacioje
leksteléje vidurkj, standartini nuokryp; bei iSvedus jy variacijos
koeficientg (CV) ir iSvedus visy méginiy CV vidurkj. Intra- ir inter-
CV tikslumas buvo laikomas priimtinu, kai < 20 %.

ParaleliSkumas buvo nustatytas vizualiai jvertinus grafikus,
kuriuose buvo pavaizduotas standartinés kreives bei seiliy ar plazmos
miSiniy optinis tankis esant tam tikram praskiedimui. Plazmos ir
seiliy rinkiniy tikslumas (t. y. kiek gautos vertés atitinka teorines arba
priimtinas) buvo nustatytas atliekant dviejy ploksteliy praskiesty
plazmos ar seiliy miSiniy (plazma: n = 6; seilés: CS, TS n = 6, ES =
5) gautas ir teorines koncentracijy) tiesinés regresijos analizg, kuri
turéty rodyti reikSmingg teigiama ryS$] su vienetui artimu nuolydziu
(nuolydis laikytas priimtinu kai 0,8-1,2, o r* > 0,95) (Hunt ir kt.,
2017; Kershaw ir Hall, 2016). Isgavimo rodikliui gautos ir teorinés
koncentracijos didelés ir maZos seiliy ir plazmos méginiuose
buvo palygintos naudojant suporuotg t testg. Skiedimo vertés buvo
laitkomos priimtinomis, jei jos nevirSijo 30 % gautos koncentracijos
esant maZoms koncentracijy vertéms, o meginiy iSgavimo rodiklis, jei
jos nevirsijo 20 % teorinés vertés (Yan, 2018).

Steroidy koncentracijy seilése ir plazmoje palyginimas. RyS$iui tarp
kortizolio koncentracijos seilése ir plazmoje nustatyti buvo naudojama
tiesin¢ regresin¢ analizé. Estradiolio ir testosterono koncentracijai
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seilése ir plazmoje palyginti buvo naudojama neparametriné Spearman
rango koreliacija. Rezultatai pateikti kaip bendras arba dalinis rySys
tarp seiliy ir skirtingy ELISA plokSteliy analizei (1 leksStele (surinkta
2012 m., analizuota 2014 m.), 2 1¢kstelé (surinkta 2012 m., analizuota
2015 m.), 4 1ékstelé (surinkta 2017 m. 2018 m.)).

Seiliy steroidy koncentracijos priklausomybé nuo méginio tirio.
ELISA gamintojas rekomenduoja analizei naudoti > 0,5 ml tiirio
seiliy meéginius. Taciau laukinéje gamtoje ne visada buvo gautas
reikiamas seiliy méginio tiiris, todél buvo naudojama Spearman rango
koreliacija, siekiant jvertinti, ar gautas seiliy méginio tiiris buvo susijes
su steroidy (ES, TS, CS) koncentracija. Rezultatai buvo pateikti kaip
bendra ir daliné koreliacija tarp seiliy surinkimo mety (2012 ir 2017).

Dviejy matricy jautrumo palyginimas. Apibendrintas linijinis
miSrus modelis (GLMM) buvo naudojamas norint jvertinti galima
mitybinés stadijos (S1, S2, W1, W2), maitinimosi periodo (Zindymo
ir po nujunkymo), jaunikliy lyties, kiino mases (kg), amZiaus (dienos)
ir paros laiko poveikj EB ir ES méginiy koncentracijoms (n = 27), bei
papildomai — plazmos lékstelés numerio (1 lentelé, 2 lentelé, 3 lentele)
CB ir méginiy émimo mety (2012, 2017) poveikj CS palyginamiems
meéginiams (N = 55). ES ir EB palyginamajai analizei buvo naudojami
tik 2012 m. méginiai, nes tarp 2017 m. rinkty méginiy skirtingy matricy
koreliacijos nebuvo. EB naudotas normalaus pasiskirstymo modelis su
tiesinio rysio funkcija, o CB, CS ir ES — gama paskirstymo modelis su
log rysio funkcija. Koreguotas Akaike informacijos kriterijus (AICc)
buvo naudojami renkantis geriausig modelj su reikSmingais faktoriais.

ELISA verciy palyginimas su steroidy vertémis, gautomis
alternatyviais analizés metodais. Skirtingy plazmos estradiolio (EB
RIA vs. EB) ir kortizolio (CB vs. COR) koncentracijy gauty skirtingais
metodais palyginimui buvo naudojamas ICC dvipusis miSrus modelis.
Naudotas lyginamasis tipas (angl. Consistency), o ne absoliutaus
sutapimo (angl. Absolute agreement), nes absoliu¢ios koncentracijos
skirtinguose metoduose skyrési. Cronbacho alfa buvo naudojamas
vidiniam ICC nuoseklumui (,,patikimumui*) matuoti. Koncentracijos
tarp dviejy metody buvo palygintos naudojant suporuoto meéginio

44



T testa (t). Testosteronas nebuvo jtrauktas 1 analize del didelio
koncentracijy, mazesniy uz aptikimo ribg (< LOD), skaiciaus taikant
abu metodus — ELISA (TB) ir RIA (TB_RIA).

Elgsenos analize. Friedmano 2 kryp¢iy ANOVA (¥2) su Dunn’s testu
buvo naudojama siekiant nustatyti reikSmingus skirtumus tarp skirtin-
gos elgsenos dalies (%) vidurkiy atskirai zindymo (n = 5) ir atjunkymo
(n = 5) laikotarpiais. Remiantis surinktais duomenimis, buvo stengia-
masi rasti sgsajas tarp pilkyjy ruoniy jaunikliy elgsenos proporcijos ir
steroidy koncentracijos naudojant paprasta Spearman rango koreliacija.
| palyginimg taip pat buvo jtraukta vidutin¢ kiino masé (kg) ir vidu-
tinis amzZius (dienomis). Naudotos steroidy koncentracijos buvo gau-
tos taikant RIA (EB_RIA), UPC,-MS/MS (DHEA, AN, A5, TS, DHT,
KetoTS, DOC, 11-deoksiCOR, ALDO, COS, CORNE, PREG, P4,
17a0-OHP, E1). CS, CB ir COR nebuvo itraukti 1 analize, nes kortizolis
buvo jautrus méginiy ¢émimo trukmei, TB ir TB_RIA buvo nejtraukti
dél mazo meginio dydzio, vir§ijanc¢io LOQ / LOD, ES nebuvo jtrauktas,
nes koncentracijos gautos tik 3 individams Zindymo laikotarpiu. Kore-
liacijos koeficientas ir reikSmingumo lygis (p) buvo lyginami siekiant
jvertinti reikSmingas koreliacijas vidutinei atskiro ruonio elgsenos ele-
menty daliai (%) su kiino mase, amziumi ir vidutine skirtingy steroidy
koncentracija Zindant (n = 5) ir po atjunkymo (n = 5).

2.2. REZULTATAI

2.2.1. Seiliy ir kraujo méginiy surinkimo
s¢kmingumo palyginimas

IS visy surinkty 102 plazmos méginiy (2012 m. — 71, 2017 m. —
31), kai buvo bandyta paraleliai imti seiles (2016 metais seilés nebuvo
renkamos), ELISA optimizavimui panaudota 11 meéginiy. Taigi 91
(2012 m. — 60, 2017 m. — 31) plazmos méginys buvo naudojamas
ELISA validavimui ir tolesnei statistinei analizei. S¢kmingai surinkti
62 méginiai (2012 m. — 38, 2017 m. — 24) arba 60,19 % (2012 m. —
54 %, 2017 m. — 77 %) visy 102 méginiy émimo atvejy. Nesékmingi
seiliy méginiy émimo atvejai (n = 40) atsirado dél per mazo surinkto
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seiliy kiekio tiriamyjy individy anestezijos metu arba de¢l méginiy
uzterStumo krauju. IS surinkty seiliy méginiy 9 (14,52 %) buvo
daliniai méginiai (Se$i méginiai, kai iStirti uzteko du steroidus ir keturi
meéginiai, kai buvo tiriamas tik vienas steroidas) ir 53 (84,48 %) pilni
seiliy meéginiai. Apibendrinus, pakankamai seiliy trijy steroidy analizei
surinkta ~ 52 % visy gyviiny kraujo émimo atvejy. Taip pat 2012
mety trys TS méginiai (du i§ S1 mitybos etapo ir vienas i§ S2) virsijo
aptikimo ribg, o méginio ar reagento nepakako analizés pakartojimui,
tad Sie meéginiai nebuvo jtraukti | tolimesng statisting analizg.

2.2.2. ELISA rinkiniy validavimas
kraujo plazmos ir seiliy steroidy tyrimams

Kraujo plazmos (EDTA) steroidy tyrimo validavimas. Analizés
metu s¢kmingai validuotas ELISA léksteliy estradioliui ir kortizoliui
panaudojimas. Intra-CV tyrimo metu buvo < 15 %, o sukeltiniy méginiy
realios koncentracijos skyrési maziau nei 20 % nuo teoriniy. Realios
ir teorinés sukeltinés abiejy steroidy koncentracijos reikSmingai
nesiskyré¢ (CB (n=4):t=0,24,df=3,p=0,83, EB (n=6): t=-0,24,
df=5,p=0,82). Skiedimo kreivés buvo lygiagrecios standartinéms CB
ir EB kreivéms. Realios ir teorinés atskiesty méginiy koncentracijos
parodé tiesinj ry$j su 1 artimu nuolydziu tiek kortizoliui (r* = 0,95,
df =5, p <0,01, nuolydis — 0,95), tiek estradioliui (r> = 0,97, df = 5,
p <0,001, nuolydis — 0,92). Inter-CV buvo 8 % EB ir 25 % CB.

TB intra-CV buvo < 11 % (iSskyrus auksta 23 % intra-CV 4
lekSteleéje, kurig galéjo nulemti labai Zemos méginiy koncentracijos),
o vidutinis koncentracijy iSgavimo rodiklis sieké 106 %. Realios ir
teorinés sukeltinés TB koncentracijos reikSmingai nesiskyré (n =
4,t=-0,642, df = 3, p = 0,57). Skiedimo kreivés buvo lygiagrecios
standartinei kreivei, o realios ir teorinés atskiesty meéginiy
koncentracijos parodé tiesinj rysj su 1 artimu nuolydziu 1 (r* = 0,99,
df =35, p <0,001, nuolydis — 0,99). Taciau inter-CV buvo nepriimtinai
didelis (86 %), todel Sis plazmos testosterono ELISA tyrimas nebuvo
sekmingai validuotas.
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Steroidiniy hormony koncentracijos atitiko schemg — CB vid. =
68,53 ng/ml (min-max: 16,56 — 161,25) > TB vid. = 0,39 ng/ml (min-
max: 0,01 — 1,12) > EB vid. 375,25 pg/ml (0,64 — 385,9), taciau
absoliuCios vidutinés vertés skyrési priklausomai nuo analizés mety
ir 1¢kstelés.

Seiliy steroidy tyrimo validavimas. Skiedimo kreivés buvo
lygiagrecios standartinéms visy steroidy kreivems seilése. Visi trys
rinkiniai buvo sékmingai validuoti. Visy steroidy CV buvo < 11 %.
Sukeltiniy koncentracijy iSgavimo rodikliai TS ir CS nevirSijo 20 %,
o ES — 30 %. Realios ir teorinés sukeltinés koncentracijos nesiskyre
visiems trims steroidams (CS (n=4):t=0,76,df=3,p=0,5, ES(n=
4):t=-1,09,df=3,p=0,36, TS (n=4): t = 0,01, df = 3, p = 0,99).
Realios ir teorinés atskiesty méginiy koncentracijos parod¢ tiesinj rysj
su 1 artimu nuolydziu — seiliy kortizoliui (r* = 93, df = 5, p < 0,01,
nuolydis — 0,96), estradioliui (r* = 0,88, df =4, p = 0,015, nuolydis —
0,94) ir testosterono (r* = 0,98, df =5, p < 0,001, nuolydis — 0,99).

Steroidiniy hormony koncentracijos seilése atitiko koncentracijy
dydzio pasiskirstyma kraujyje: CS vid. = 0,17 pg/dl (min-max: 0,05 —
0,479) > TS vid. = 108,76 pg/ml (min-max: 18,75 — 396,88) > ES
vid. = 13,56 pg/ml (min-max: 4,34 — 42,45). Visos seiliy steroidy
koncentracijos skirtingais metais skyrési.

2.2.3. Méginio tiirio, anestezijos ir
paros laiko poveikis steroidy koncentracijai seilése

Nebuvo rysio tarp paros laiko, kada buvo paimtas méginys, ir tirty
steroidy koncentracijos (ES: n=53, TS: n= 56, CS: n= 59, Spearman,
p > 0,05). Taip pat nebuvo reikSmingy tirty steroidy koncentracijy
skirtumy tarp anestezuoty ir neanestezuoty jaunikliy (ES: n =4, TS,
CS:n =5, MW, p > 0,05). Seiliy méginio tiiris reikSmingai neigiamai
koreliavo su ES (n =53, r=-0,41, p<0,01) ir TS (n =56, r = -0,52,
p <0,001) koncentracijomis, bet ne su CS (n= 60, r=-0,02, p=0,91).
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2.2.4. Koreliacijos tarp steroidy
koncentracijos seilése ir plazmoje

Dél riboto seiliy méginio tiirio buvo galima palyginti rysj tarp 55
kortizolio, 49 estradiolio ir 44 testosterono méginiy dviejose matricose.
Trijy 2014 m. analizés meéginiy TS reikSmés virSijo standartines
kreivés ribg (760 pg/ml), o méginio nepakako pakartotiniam tyrimui
praskiedus, todél ; analize jos nebuvo jtrauktos. Be to, nemaza
dalis 2017 m. plazmos méginiy buvo Zemiau aptikimo ribos, todel
koreliacijai buvo galima panaudoti tik nedidelj kiek; suderinty
meéginiy.

ReikSmingo bendro rySio tarp ES ir EB koncentracijy nebuvo (N =
49, Spearman R = -0,09, p = 0,54). Taciau koreliacijos stiprumas ir
reikSmingumas skyrési tarp léksSteliy: koncentracijos 1 Ilékstel¢je
parode¢ stipresnj rysj (1 Iekstelé: N =20, r= 0,61, p <0,01), bet jokio
rySio su koncentracija plazmoje, kuri buvo gerokai mazesné, likusiose
Iekstelése nepastebéta. Buvo geras reikSmingas bendras rySys tarp CB
ir CS (N =55,r=0,63, =04, F, ;;=34,66, p<0,001). TB ir TS
neparodé bendros koreliacijos (N = 44, Spearman r = 0,12, p = 0,44),
taip pat nebuvo pastebéta reikSmingy koreliacijy atskirose 1ekstelése.

2.2.5. Lyties ir mitybinés stadijos poveikis
steroidy koncentracijoms plazmoje ir kraujyje

Geriausias modelis, aprasantis EB koncentracijy poky¢ius, apéme
du reikSmingus kintamuosius (AICc = 260,61 vs. AICc, = 314,83).
EB koncentracija reikSmingai skyrési tarp mitybiniy jauniklio stadijy
(F;,,= 7,18, p < 0,01) ir moteriSkos lyties jaunikliy buvo reikSmingai
didesnis (F,,, = 4,42, p = 0,047). EB buvo didZiausias ankstyvuoju
zindymo laikotarpiu, i8liko Zemesnis ir stabilus vélyvojo Zindymo ir
ankstyvojo badavimo laikotarpiais ir vél sumazejo vélyvuoju badavimo
periodu (7a pav.). Mitybos stadija buvo vienintelis reikSmingas ES
koncentracijy pokycius aprasantis faktorius (AICc = 30,64 vs. AICc, =
56,23; F;,; = 14,44, p < 0,001). Didesnés ES koncentracijos buvo
ankstyvo ir vélyvojo Zindymo metu (7b pav.).
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7 pav. Pilkyjy ruoniy jaunikliy EB (a) ir ES (b) koncentracijos skirtingomis
mitybinémis stadijomis (S1, S2, W1, W2). Raudonos dézutés zymi pilkyjy
ruoniy moteriskos, mélynos — vyriSkos lyties jaunikliy EB koncentracija.
Skirtingos rodo reikSmingus (p < 0,05) skirtumus tarp steroidy koncentracijos
skirtingomis mitybinémis sglygomis. Viduriné linijja Zymi mediang, iSoriné
dézuté — tarpkvartilin] atstumag; tisai — 95 % pasikliautinuosius intervalus.
Imties dydis (N) kiekvienam mitybos etapui nurodytas grafiko apacioje.

49



60T %

,507] I

1
(et

CS, ug/dl

00 N=25 N=7 N=18 N=15
I T
Suckling Post-weaning fast
Nutritional period
(a)
*%

1757 I

*
150 r
1257 *

CB, ng/ml

100 —
e
»
J_ i

071 N=13 N=2 N=7 N=10 N=8 N=15

T !
Suckling Post-weaning fast

(b) Nutritional period

8 pav. Pilkyjy ruoniy jaunikliy CB (a) ir CS (b) koncentracijos skirtingais
mitybiniais periodais (suckling — zindymo, post-weaning fast — badavimo).
Skirtingos CB dézuciy spalvos Zymi skirtingas ELISA 1¢ksteles (mélyna — 1
lekstele (2014 m.), zalia — 2 1ekstelé (2015 m.), geltona — 4 Iekstele (2008 m.),
o skirtingos CS dézuciy spalvos Zymi skirtingg koncentracijg skirtingais
méginiy rinkimo metais (mélyna — 2012, zalia — 2017). * reikSmingi (p <
0,05) steroidy koncentracijy skirtumai tarp skirtingy (lekSteliy CB) arba
meéginio rinkimo mety (CS); ** reikSmingi steroidy koncentracijy skirtumai
(p < 0,05) tarp mitybiniy periody. Viduriné linija Zymi mediang, iSoriné
dézuté — tarpkvartilinj atstuma, tsai — 95 % pasikliautinuosius intervalus,
apskritimai — iSskirtinis, Zvaigzdutés — ekstremumai. Imties dydis (N)
kiekvienam mitybiniam periodui nurodytas kiekvieno grafiko apacioje.
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Geriausias modelis, apibiidinantis CB pokyc¢ius, apémé du reikSmin-
gus kintamuosius (AICc = 42,02 vs. AICc, = 101,04). CB reikSmin-
gai skyrési tarp 1€ksteliy (F, 5, = 29,05, p < 0,001) ir mitybinio periodo
(F,5,= 8,03, p <0,01). CB koncentracija buvo didZiausias 1 leksteleje
(2014 m.), o mazesn¢ likusiose, tarp kuriy reikSmingo skirtumo neras-
ta (8a pav.). Individo ID kaip atsitiktinis faktorius nepagerino modelio
ir buvo pasalintas. Mitybinis periodas (zindymas vs. badavimas, F, ;, =
18,42, p <0,001) ir metai (2012 m. vs. 2017 m., F, ;,= 14,48, p. <0,01)
buvo reikSmingi faktoriai paaiSkinantys CS koncentracijos pokycius
(AICc = 63,64 vs. AICc, = 89,36). Didesnés koncentracijos buvo stebi-
mos Zindymo laikotarpiu ir 2012 m (8b pav.). Atsitiktinis faktorius, nors
ir nereikSmingas, 1§ esmés pagerino model;.

2.2.6. Steroidy koncentracijy, gauty naudojant ELISA ir
alternatyviy metody (RIA, UPC,-MS/MS) palyginimas

EB koncentracijos mediana 9,06 pg/ml (IQR = 7,28, min = 0,64,
max = 40,17) buvo mazdaug deSimt karty maZesné¢ nei EB_RIA
koncentracijos mediana — 21,58 pg/ml (IQR = 14, 43, min = 5,53,
max = 54,94) (vidutinis EB_RIA ir EB skirtumas — 116,38 + 44,94
pg/ml, t= 14,42, df =30, p <0,001). ICC koeficientas buvo teigiamas
reikSmingas tiek individualiems (ICC = 0,26 (95% PI=-0,09 - 0,56)),
tiek vidutiniams (ICC = 0,42 (95% PI = -0,21 - 0,72)) matavimams
(Fs050= 1,72, p = 0,07). Kronbacho alfa — 0,42. Rasta gera teigiama
koreliacija (N = 31) tarp neapdoroy (EB_RIA) ir ekstrahuoty (EB)
meéginiy koncentracijy.

CB koncentracijos mediana 46,61 ng/ml (IQR =26,27, min=22,21,
max = 87,2) buvo mazdaug dvigubai didesné nei COR koncentracijos —
21,58 ng/ml (IQR = 14, 43, min = 5,53, max = 54,94) (vidutinis CB ir
COR skirtumas — 27,16 = 10,2 ng/ml, t = 14,82, df = 30, p < 0,001).
ICC koeficientas buvo teigiamas reikSmingas tiek atskiriems ICC =
0,73 (95% PI = 0,51 — 0,86), tiek vidutiniams ICC = 0,84 (95% PI =
0,68 - 0,93) matavimui (F, ,,= 6,4, p < 0,001). Kronbacho alfa yra
0,84. Labai gera koreliacija (N = 31) buvo pastebéta tarp neapdoroty
(COR) ir ekstrahuoty (CB) méginiy koncentracijy.

51



2.2.7. Steroidy koncentracijos,
iSmatuotos UPC,-MS/MS ir RIA metodu

UPC,-MS/MS metodu nustatytos 15 steroidy koncentracijy vertés
labai skyrési tarpusavyje (9 pav.). Didziausia koncentracija (apie 10-20
ng/ml) buvo rasta tarp gliukokortikoidy ir mineralokortikoidy — kortizo-
lio (COR), kortizono (CORNE), kortikosterono (COS). Jy pirmtaky —
11-deoksikortizolio (11-deoxyCOR) ir deoksikortikosterono (DOC) —
kiekis buvo daug mazesnis. Androstenediolis (A5) buvo gausiausias
androgenas (~10 ng/ml), taciau kity androgeny koncentracija labai
maza, dauguma jy < LOQ. Pregnenolonas (PREG) buvo gausiausias
progestogenas ir svyravo apie 5 ng/ml. Estronas (E1) buvo vienintelis

Stuo metodu aptiktas estrogenas ir jo koncentracija sieké apie 2 ng/ml.
koncentracija buvo < LOQ.

3071

20

107

Koncentracijos mediana, ng/ml

Iw/Bu ‘9 3xd
Iw/Bu ‘.
Iw/Bu ‘Do
jwbu ‘s0
jwBu ‘INHO
/B YO D]
Iw/Bu “y3IHO
[LfBU N,
JwBu gy,
Jwybu g
jwifbiu ‘g -03e
B LHa
jwBu L3,

|wyBu ‘Y oo hxosp-| L-{E—q

/B ‘dHO-eudes |

9 pav. Skirtingy steroidy koncentracijy medianos (su 95 % pasikliautinaisiais
intervalais), analizuotos UPC,-MS/MS. Spalvos atitinka skirtingas steroidy
klases: geltona — progestogenai, Sviesiai me¢lyna — pereinamasis steroidas tarp
gliukokortikoidy ir mineralokortikoidy, Zalia — gliukokortikoidai, tamsiai
meélyna — androgenai, violetiné — estrogenai. Steroidy trumpiniai paaiskinti
4 lentelé¢je.
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ReikSmingi koncentracijy skirtumai skirtingy mitybiniy stadijy
(S1, S2, W1, W2) metu nustatyti kortizonui (CORNE, S1: 14,95 +
5,76 ng/ml, S2: 12,49 + 1,85 ng/ml, W1: 9,85 £+ 3,63 ng/ml, W2:
8,74 £ 1,82 ng/ml, KW: p = 0,02), 11-deoksikortikosteronui (DOC,
S1: 0,48 = 0,18 ng/ml, 0,43 + 0,2 ng/ml, 0,27 + 0,13 ng/ml, 0,26 +
0,1 ng/ml, KW: p = 0,045) ir testosteronu (T2, S1: 8,11 + 6,6 ng/ml,
S2: 0,17 (LOQ/2), W1: 6,61 £ 9,63 ng/ml, W2: 5,48 + 5,46 ng/ml,
KW: p < 0,01). ReikSmingai tarp skirtingos lyties jaunikliy skyrési
androstenediono (AN) (patelés: 1,21 + 2,47, patinéliai: 0,18 £+ 0,04,
MW: p < 0,01) ir estradiolio, analizuoto radioimunoanalizés metodu
(EB_RIA) (pateles: 156,89 + 50,96 ng/ml, patinéliai: 112,35 + 45,45
ng/ml, p < 0,01), koncentracijos. DidZioji dalis pateliy jaunikliy (n =
11) androstenediono (AN) meéginiy koncentracija buvo didesn¢ uz
LOQ, taciau visy, iSskyrus vieng, vyriskos lyties jaunikliy méginiy
(N = 20) Sio steroido koncentracija buvo < LOQ.

2.2.8. Ankstyvosios pilkyjy ruoniy jaunikliy
elgsenos ir steroidiniy hormony saveika

Zindymo metu jaunikliy elgsenoje dominavo ramybés (R) elgsena,
kurig seké komforto judesiai (R-CM) ir zindymas (Skl). Skirtingy
elgsenos elementy dalis bendrame repertuare reikSmingai skyrési
(Friedmano y2 = 42,51, df = 10, p < 0,001). Po Dunn korekcijos
reikSmingi skirtumai rasti tik tarp R, R-CM, Skl lyginant su Ag, Voc
ir NP (10a pav.). ReikSmingy elgsenos skirtumy tarp skirtingos lyties
individy nerasta nei zindymo, nei badavimo periodais (MW, p > 0,05).

Stipri reikSminga teigiama koreliacija nustatyta tarp R ir
11-deoksikortizolio (11-deoksiCOR, r = 0,9, p = 0,037), o prieSinga
neigiama koreliacija — su progesteronu (P4, r = -0,9, p = 0,037).
Nustatyta neigiama reikSminga koreliacija tarp pregnenolono (PREG)
ir budrumo elgsenos (A, r = -0,9, p = 0,037), o ir prieSinga su
kortizonu (CORNE, r = 0,9, 0,37). Kortikosteronas (COS) teigiamai
koreliavo tiek su zindymu (Skl), tiek su motinos ir jauniklio sgveika
(MP) (r = 0,9, p = 0,037). Budrumo elgsena taip pat teigiamai (r =
0,89, p = 0,04), o zindymas neigiamai koreliavo (r = -0,89, p = 0,04)
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10 pav. Elgsenos elementy dalis (%) zindymo (a) (n=5) ir atjunkymo (b) (n=
5) periodais. Grafike pateiktos medianos su 95 % pasikliauties intervalais.
Skirtingos raidés identifikuoja reikSmingus skirtumus tarp grupiy (Dunn's
testas, p < 0,05).
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su dehidrotestosteronu DHT. Androstenediolis (AS) tur¢jo stiprig
teigiamg koreliacijg (r = 0,95, p = 0,23) su vokalizacijos elgsenos
proporcija (Voc). Zindymo laikotarpiu tarp kiino masés (kg) ir vidutinio
amziaus (dieny) reikSminga koreliacija nerasta nei su elgsena, nei su
skirtingy steroidiniy hormony koncentracija.

Budrumo busena (A), nesocialus tyrin¢jimas (NI) ir ramybés
biisena (R) buvo dazniausiai badavimo laikotarpiu stebima elgsena
(n = 5) (10b pav.). Nustatyti reikSmingi skirtumai tarp skirtingo
elgesio proporcijy (Friedmano y2 = 36,59, df =8, p < 0,001). Po MW
Dunn korekcijos buvo nustatyti reikSmingi skirtumai tarp NI ir SI_ C,
Voc ir SI_D. Taip pat, reikSmingai skyrési SI C ir R bei SI D ir R
dalis elgsenos repertuare. Nustatyta stipri teigiama koreliacija tarp
R CM ir 11-deoksikortizolio (11-deoksiCOR, r = 0,9, p = 0,037).
Tiek 11-deoksikortikosteronas (DOC), tiek kortikosteronas (COS)
identiskai teigiamai koreliavo su socialiniu tyrin¢jimu per kontakta
(SI_C) (r=0,98, p<0,01) bei socialiniu tyrinéjimu per atstuma (SI_D)
(r=1, p). <0,001) ir vokalizacija (Voc) (r = 0,89, p = 0,04). SI C
dalis teigiamai koreliavo (r = 0,9, p = 0,04) su dehidrotestosteronu, o
SI D koreliacija buvo neigiama su dihidroepiandrosteronu (DHEA)
(r =-0,89, p = 0,04). Androstenedionas (AN) tur¢jo stiprig teigiama
koreliacijg (r = 0,89, p = 0,04) su nesocialinio Zaidimo (NP) elgsena.
Si karta buvo nustatyta reik§minga teigiama koreliacija tarp vidutinés
jaunikliy kiino mases (kg) ir Voc (r = 0,89, p =0,04), o neigiama su R _
CM (r=-0,9, p = 0,04) ir 17a-hidroksiprogesteronas (17a-OHP) (r =
0,9, p = 0,037). Koreliacijos tarp vidutinio amZiaus (dieny) méginiy
eémimo procediiros metu po nujunkymo nenustatyta nei su elgesio
proporcija, nei su skirtingy steroidiniy hormony koncentracija.

2.3. DISKUSIJA

Informacija apie steroidy koncentracijg laukiniy irklakojy
zinduoliy organizme ir jg veikianCius veiksnius gali padéti lengviau
prognozuoti ir vertinti jy veisimosi, mitybos ir streso biikle (Bennett
ir kt., 2013; Kershaw ir Hall, 2016) bei elgseng (Klein ir kt., 1997).
Sis tyrimas yra pirmasis bandymas i§matuoti pilkyjy ruoniy jaunikliy
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lytinius ir streso steroidus dviejose skirtingose matricose — seilése
ir plazmoje. Seilés iki Siol nebuvo naudojamos laisveéje gyvenanciy
ruoniy steroidy koncentracijai vertinti. Tyrimo metu nustatyta, kad
estradiolis, testosteronas ir kortizolis yra aptinkamas ir gali buti
iSmatuojamas net jauny pilkyjy ruoniy jaunikliy seilése. Vis délto,
nors 1§ pirmo zvilgsnio seilés atrodo perspektyvi analitiné pilkyjy
ruoniy steroidiniy hormony tyrimo matrica, seiliy surinkimas trunka
ilgiau nei kraujo, jos gali biiti lengvai uzterSiamos krauju bei kitomis
priemaiSomis, atsitiktinai patekusiomis méginiy émimo metu. Kitaip
nei kraujui, seiléms surinkti gyviinai turi biti ilgiau tramdomi ir/ arba
slopinami anestetikais, tac¢iau net ir skyrus daugiau pastangy bei laiko
seiléms surinkti, pakankamas kiekis surinktas tik 60 % méginiy émimo
atvejy, palyginti su 100 % kraujo. Taip pat 1S ty surinkty méginiy tik
84 % pasieké vienam hormonui rekomenduoting 0,5 ml ar didesnj
kiekj, ir tik 3 % meéginiy pasieke trims hormonams rekomenduojamag
1,5 ml tiirj. Zema seiliy produkcija galéty paaiskinti risiai specifiniai
bruozai (pilkieji ruoniai pagrindinj savo grobj ryja, nekramto),
stresas, dél to gali sumaZzéti seiliy kiekis arba anestezijos poveikis.
Theodorou ir Atkinson (1998) savo tyrimo nelaisvéje metu pastebégjo,
kad anestezuotas ruonis iSskyré zymiai mazZesnj, steroidy analizei
nepakankama seiliy kiekj, nei nesant anestezijos. Seiliy paruo$imas
iki analizés buvo paprastesnis, nei kraujo, vis tik apibendrinus
anksCiau iSdestytus rezultatus galima teigti, kad laukiniy ruoniy
seiliy rinkimo metodas néra ,,neinvazinis* ir negali biiti pateisinamas.
Apibendrinus visg surinkimo procediirg laisvés sglygomis ir meéginiy
paruosima, laisveje gyvenanciy pilkyjy ruoniy jaunikliy seiliy
rinkimas nerekomenduojamas, nebent: 1) gyviinai anestezuojami del
kitos priezasties; 2) per tg laikg galima gauti seiliy taip, kad biity kuo
maziau kraujo ir kitokio uzter§Simo; 3) numatomai analizei gaunamas
pakankamai didelis tiiris.

Sio darbo metu taip pat nustatyta, kad estrogeno ir kortizolio
koncentracija pilkyjy ruoniy jaunikliy plazmoje ir seilése gali buti
iSmatuojama priimtinu tikslumu, o §iy hormony koncentracijos seilése
ir plazmoje koreliavo tarpusavyje. Vis tik, nors kortizolis turéjo gerg
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teigiamg koreliacijg tarp dviejy matricy nepriklausomai nuo méginio
rinkimo mety ar naudotos lekstelés, estradiolio koreliacija tarp dviejy
matricy priklausé tiek nuo naudotos lekstelés, tiek méginio rinkimo
mety. Sis koreliacijos nevienodumas galéty biti aiskinamas gauta labai
Zzema plazmos estradiolio koncentracija vélesniais metais, turéjusia
neigiamos jtakos koreliacijos jautrumui (Stanczyk ir kt., 2003).
Testosterono plazmos tyrimai buvo ne tokie sékmingi. Nors
TB praskiedimo efektyvumas ir seiliy bei plazmos koncentracijos
iSgavimo rodikliai variavo nuo priimtiny iki puikiy, testosterono
koncentracijy preciziSkumas arba atsikartojamumas tarp plazmos
tyrimo lekSteliy buvo labai prastas — vidutinis inter-CV sieke net 86 %.
Siuos testosterono koncentracijos skirtumus tarp analizuoty ploksteliy
gal¢jo nulemti skirtingas antikiiniy, naudojamy ELISA Sulin¢liy
padengimui, efektyvumas, atsirades skirtingose 1¢kSteliy partijose,
laboratorijos aplinkos svyravimai (Pavitt ir kt., 2014) ar testosterono
koncentracijos pokyciai laiko eigoje, nors paskutiné prieZastis mazai
tikétina, nes 1iSlieka stabiliis -20°C temperatiiroje net 40 mety (Stroud
ir kt., 2009). Taip pat nebuvo stebéta koreliacija tarp seiliy ir plazmos
testosterono koncentracijy. Nors $is faktas prieStarauja Theodorou ir
Atkinson (1998) tyrimams, kur gauta stipri koreliacija tarp suaugusiy
Havajy ruoniy vienuoliy (Neomonachus schauinslandi) seiliy ir
plazmos, taciau toks koreliacijos nebuvimas rastas ir keliose kitose
gyviny rasyse (Groschl, 2008). Sj nesutapima gali nulemti rasiai
specifinés steroidus suriSan¢ios medZziagos, skirtingas steroidy
metabolizmas bei laisvo ir suriSto testosterono santykis jaunuose
individuose (Wong ir kt., 1992) ar Zemos steroidy koncentracijos, dél
kuriy, kaip ir estradiolio atveju, prarandamas jautrumas (Stanczyk ir
kt., 2003). Taigi komerciniai ELISA rinkiniai yra tinkami estradiolio
ir kortizolio koncentracijoms kraujyje bei seilése, bei testosterono
koncentracijoms seilése, bet ne testosterono kiekiui plazmoje vertinti.
Vertinant steroidy koncentracijy jautrumg tarp skirtingy matricy,
tiek seiliy, tiek plazmos estradiolio ir kortizolio koncentracijos skyrési
tarp mitybiniy jaunikliy stadijy, taciau seiliy estradiolio skirtumy tarp
ly¢iy seilése nerasta. Tuo tarpu moteriSkos lyties jaunikliy plazmos
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estradiolio koncentracija buvo didesn¢, nei vyriSkos lyties jaunikliy.
Tad seiliy estradiolio maZesné¢ skiriamoji geba lyties atzvilgiu
apriboja jy panaudojimo naudingumg ateityje. Nepaisant kortizolio
koncentracijos skirtumy tarp ploksteliy, gauta panasi informacija tiek
1§ seiliy, tiek 1§ plazmos, parodanciy, kad pilkyjy ruoniy jaunikliams
kortizoliui identifikuoti Zindymo metu ir po atjunkymo 1§ principo
tinka bet kuri matrica.

Steroidy koncentracijos seilése buvo panaSios ] anks¢iau gautas
kitose juriniy zinduoliy grupése, nors tyrimy su irklakojy zinduoliy
seilémis néra daug. Seiliy testosterono koncentracijos buvo panasios
1 nelaisvéje laikomy amazonés lamantiny (Trichechus inunguis)
(Amaral 1ir kt., 2009) ir Havajy ruoniy vienuoliy (Monachus
schaunslandii) (Theodorou ir Atkinson, 1998). Amazonés lamantiny
pateliy estradiolio koncentracija buvo keliasdeSimt karty mazesné nei
gauta Sio tyrimo metu (Amaral ir kt., 2015). Delfiny seiliy kortizolio
koncentracijos buvo labai mazos, lyginant su gautomis §io tyrimo
metu, taCiau panaSios ] Kergeleninio jiiry lokio (Arctocephalus
gazella), kur seiliy kortizolis variavo tarp 5-8 ng/ml priklausomai
nuo sezono, tuo tarpu $io tyrimo metu ta variacija sieké tarp 10-30
ng/ml. Nors kity juriniy Zinduoliy plazmos steroidy koncentracijos
varijjuoja priklausomai nuo riiSies, tyrimo ar metodo, jos buvo
pakankamai artimos Siame tyrime gautoms testosterono (Bartsh ir
kt., 1992; Ferreira ir kt., 2005; Lydersen ir Kovacs, 2005), estradiolio
(Lydersen ir Kovacs, 2005; Reijnders, 1990), tiek kortizolio (Bennett
ir kt., 2012; Lidgard ir kt., 2008) koncentracijoms. Nepaisant analizés
metody skirtumy (dauguma steroidy tirti naudojant RIA), tiek seiliy,
tiek plazmos steroidy koncentracijos buvo palyginamos su anksciau
gautomis.

Plazmos kortizolio koncentracijos pasizymejo stipriy rySiu tarp
dviejy skirtingy metody (ELISA ir UPC,-MS/MS), taciau estradiolio
koncentracijos tarp dviejy skirtingy metody — ELISA ir RIA — nors
ir teigiamai, taciau nereikSmingai, koreliavo tarpusavyje. UPC,-MS/
MS metodas leido labai detaliai ir tiksliai iStirti kelis steroidus vienu
metu, taciau tam reikia daug iSankstinio méginiy paruos$imo, ilgesnio
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analizés laiko, patyrusio personalo ir didesniy kasSty. Be to, jis néra
toks jautrus kaip RIA arba ELISA, kai matuojamos Zemos vertes
koncentracijos, pvz., estrogenai ar aldosteronas.

Zindomy ir atjunkyty pilkyjy ruoniy jaunikliy elgsenos repertuaras
buvo panasus ] anksCiau apraSytg (Kovacs, 1987), kur didZiausiag
elgsenos dalj sudaré poilsis. Pagrindinés socialinés sgveikos vyko
zindymo ir motinos — jauniklio sgveiky metu, o tiesioginiy kontakty
su kitais individais zindymo laikotarpiu nepastebéta. Nesocialinis
tyrimas taip pat buvo pagrindiné nesociali veikla, kaip buvo pranesta
ankstesniame tyrime. Akivaizdziausias stiprus ir nuoseklus teigiamas
rySys buvo pastebétas tarp kortikosterono (COS) ir socialings
elgsenos. Tie jaunikliai, kuriy vidutiné COS koncentracija buvo
didesne, zindymo laikotarpiu ilgiau Zindé (Skl) arba kontaktavo su
motina (MP). PanaSiai ir atjunkyti jaunikliai, turintys didesng¢ COS
koncentracijg, daugiau laiko skyré socialiniam tyrinéjimui tiek per
atstumg (SI_D), tiek per kontakta (SI C) bei vokalizacijai (Voc).
Kortikosteronas yra labai svarbus ziurkiy pateliy elgsenai ir atminties
formavimuisi po jauniklio atsivedimo (Graham ir kt., 2006; Rees ir
kt., 2004). Tuo tarpu jaunikliy kortikosterono koncentracija kinta
priklausomai nuo motinos prieziiiros intensyvumo: sumaz¢jus motinos
priezitrai, padidé¢ja jaunikliy kortikosterono koncentracija (Stanton ir
Levine, 1988; Suchecki ir kt., 1995). Motinos buvimas (per oksitocing)
sumazina kortikosterono koncentracijg ir skatina jaunikliy prisiriSima
(Moriceau ir Sullivan, 2006). Tai reiksty, kad pilkyjy ruoniy jaunikliai,
turintys didesne kortikosterono koncentracija, siekia motinos artumo
per Zindyma ar kitokj kontakta su motina, arba, prieSingai, motinos
nebuvimas Salia i8Saukia didesne¢ kortikosterono koncentracija, tad
ilgainiui 1Sauga poreikis daugiau laiko praleisti su motina ar Zindyti.
Artumas ar kontakto palaikymas su kitu jaunikliu taip pat gali buti
susije su poreikiu sumazinti kortikosterono koncentracija.
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3. ISVADOS

. Didzigja dalj socialinio zaidimo sgveiky sausumoje atliko jauni
patinai (61,76 %) bei jaunos patelés (13,53 %). Didzigja dal;
socialinio Zaidimo repertuaro sausumoje sudaré¢ patiny kovos
imitacijos elgsena, kaip imtynés (14 %), dazniausiai pasireiskianti
paaugliy patiny tarpusavio sgveiky metu.

. Zaidimo saveiky skaiGiui reik§mingos jtakos turéjo tik grupés,
kurioje dominavo suauge patinai (50 %), dydis, sausumos plotas
bei laikas ar¢iau veisimosi sezono.

. Seiliy meéginiy émimas nereikalauja dirio, pasiZymi maza
infekcijos rizika ir trumpa apdorojimo laboratorijoje trukme, taciau
pats surinkimas yra ilgesnis ir pasiZymi mazesniu sékmingumu,
todél yra labiau tinkamas dresuotiems nelaisvéje laikomiems
gyvunams.

. Estradiolio ir kortizolio ELISA analizés rezultatai buvo geri, tad Sie
rinkiniai gali biiti naudojami jauny pilkyjy ruoniy jaunikliy steroidy
tyrimams tiek seilése, tiek kraujo plazmoje, taciau seiliy estradiolio
skirtamoji geba buvo maZesné nei kraujo plazmos; kraujo plazmos
kortizolio, bet ne estradiolio, koncentracijos, gautos naudojant
skirtingus analizés metodus, buvo suderinamos tarpusavyje.

. Stipriausi rySiai buvo rasti tarp gliukokortikoidy ir jauniklio
elgsenos.  Kortikosterono  koncentracijos buvo teigiamai
susijusios su pilkyjy ruoniy jaunikliy socialine elgsena, tuo tarpu
11-deoksikortizolio koncentracija teigiamai koreliavo su ramybés
biisenos elgsena.
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