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ĮVADAS

Pilkųjų� ruonių,� kaip� ir� kitų� jūrinių� žinduolių� gyvybinių� ir�
demogra¿nių� parametrų� pokyčius� lemiantys� ¿ziologiniai� veiksniai,�
pavyzdžiui,�individo�energijos�balansas,�sveikata�ir�elgsena,�yra�svarbūs�
rodikliai� jūrinės�ekosistemos�augimo�ir�būklės�vertinimui� (Benoît� 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�iš�trijų�Baltijos�jūros�ruonių�rūšių,�reguliariai�
stebima�Lietuvos�pajūryje�ir�įtraukta�į�saugomų�Lietuvos�rūšių�sąrašą�
(Balčiauskas,� 2021).� Nors� prieš� 50� metų� šių� žinduolių� populiacija�
pasaulyje,� o� ypač� Baltijos� jūroje,� buvo� labai� sumažėjusi,� paskutinį�
dešimtmetį�ji�sparčiai�auga�ir�daro�nemažą�įtaką�žuvininkystei�(Bowen,�
2018;�Harding�ir�Härkönen,�1999).�Tačiau�ruonius�vis�dar�veikia�tokie�
antropogeniniai� aplinkos� veiksniai,� kaip� urbanizacija,� povandeninis�
triukšmas�ir�maistinių�medžiagų�pereikvojimas�(Bowen,�2018;�Hastie�
ir�kt.,�2014).�Negana�to,�prie�neigiamo�poveikio�prisideda�ir�klimato�
kaita,� dėl� kurios� pilkųjų� ruonių� veisimosi� metu� mažėja� jūros� ledo�
dangos�plotas�ir�storis,�ruoniai�yra�priversti�veistis�sausumoje�(Jüssi�ir�
kt.,�2008;�Meier�ir�kt.,�2004).�Dėl�padidėjusio�individų�tankio�veisimosi�
vietose� išauga�suaugusių� individų� tarpusavio�agresija� (Bishop� ir�kt.,�
2015),�greičiau�plinta�infekcinės�ligos�(Puryear�ir�kt.,�2016),�jaunikliai�
priauga�mažiau�kūno�masės�ir�krenta�jų�išgyvenamumo�rodikliai�(Hall�
ir�kt.,�2002,�2001;�Jüssi�ir�kt.,�2008).�Užterštumas�endokrininę�sistemą�
ardančiomis�cheminėmis�medžiagomis�tiek�Atlanto�vandenyne,�tiek�ir�
Baltijos�jūroje�gali�lemti�neigiamus�¿ziologinius�ir�elgsenos�pokyčius�
(Czerska�ir�kt.,�2013;�Jenssen,�2006,�1996;�Sørmo�ir�kt.,�2003).�Todėl�
svarbu� gerai� suprasti� pačių� pilkųjų� ruonių� elgseną� ir� ją� veikiančius�
veiksnius,�kad�būtų�galima�numatyti�ir�tinkamai�prognozuoti�neigiamų�
aplinkos�ir�įvairių�stresorių�poveikį�jų�populiacijos�dinamikai.

Pilkieji� ruoniai� yra� socialūs� žinduoliai.� Poravimosi�metu� patinai�
siekia� susiporuoti� su� didesniu� patelių� skaičiumi,� taip� padidindami�
savo�reprodukcinį�sėkmingumą,�ir�tam�naudoja�įvairias�strategijas�ir�
taktikas,�taip�pat�pasižymi�individualiu�elgsenos�variabilumu�(Bishop�
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ir� kt.,� 2015;� Boness� ir� James,� 1979;� Twiss,� 1991).� Suaugę� patinai�
poruotis�pradeda�tik�sulaukę�vidutiniškai�10�metų,�pasiekę�reikalingą�
kūno�masę�(Twiss,�1991)� ir/�ar,� remiantis�kitų�ruonių� tyrimais,� įgiję�
patirties�(Harcourt�ir�kt.,�2007),�tačiau�kaip�ir�kada�ta�patirtis�įgyjama�
pilkųjų�ruonių�tarpe�nėra�tirta.�

Socialinis�žaidimas�–�tai�dominuojantis�socialinės�elgsenos�tipas,�
pasireiškiantis� ankstyvojo� žinduolių� vystymosi� periodu.� Daugelio�
mokslininkų� jis� laikomas� viena� iš� pagrindinių� sąlygų� daugeliui�
žinduolių�kaupti�¿ziologinę�ir�socialinę�patirtį�bei�gerinti�kognityvines�
funkcijas�(Burghardt,�2005;�Pellis�ir�kt.,�2010;�Pellis�ir�Iwaniuk,�1999).�
Jaunų� pilkųjų� ruonių� socialinė� elgsena,� ypač� ne� veisimosi� periodu,�
yra� labai� mažai� ištirta� (Wilson,� 1974)� ir� beveik� nieko� nežinoma�
apie� veiksnius,� turinčius� įtakos� jų� socialiniam� žaidimui,� jo� vietai� ir�
pobūdžiui,�žaidžiančių�individų�amžinė�ir�lytinė�struktūra.�

Burghardt‘o�žaidimo�pertekliaus� teorija�(Burghardt,�2005)� teigia,�
kad�socialinis�žaidimas�vyksta�tik�esant�užtektinai�energetinių�resursų�
ir� saugioje� aplinkoje,� todėl� didžiosios� dalies� žinduolių� žaidimo�
elgsena�pasireiškia�žindymo�metu�ir�atjunkymo�pabaigoje,�prižiūrint�
tėvams.� Vis� dėlto� pilkųjų� ruonių� žindymas� vidutiniškai� trunka� tik�
18� dienų,� o� jaunikliai� atjunkomi� staigiai,�motinai� pasitraukus� į� jūrą�
maitintis,� ir� pereina� į� laikino� badavimo� periodą,� kurio� metu� lieka�
veisimosi� teritorijoje,� nesimaitina� ir� yra� mažai� socialiai� aktyvūs�
(Kovacs,� 1987;�Kovacs� ir� Lavigne,� 1986),� tad� kada� įvyksta� pilkųjų�
ruonių� socializacija,� nėra� žinoma.� Neporavimosi� sezonu� pilkieji�
ruoniai� į� sausumą� išsilaipina� kailio� keitimui,� termoreaguliacijai� ir�
poilsiui� (Bowen,�2018).�Gulyklose� poilsiui� pilkieji� ruoniai� buriasi� į�
dideles�grupes,�taip�vadinamus�„haulouts“,�kurių�pagrindinė�funkcija,�
manoma,�yra�greitesnės� informacijos�apie�pavojų�gavimas� (da�Silva�
ir�Terhune,�1988;�Wolf�ir�kt.,�2007).�Remiantis�Burghardt‘o�žaidimo�
pertekliaus� teorija�buvo� iškelta�hipotezė,� kad� gulyklos�grupės�dydis�
yra� svarbus� faktorius� nesiveisiančių� jaunų� pilkųjų� ruonių� individų�
socialinio� žaidimo� elgsenai� ir� dažniui,� o� žaidimo� sąveikų� skaičius�
turėtų� teigiamai� koreliuoti� su� grupės�dydžiu,� o�pats� žaidimas� turėtų�
atspindėti�elgseną,�būdingą�poravimosi�sezonui.�
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Žuvimi�mintantys�jūriniai�žinduoliai�yra�ypač�jautrūs�endokrininę�
sistemą� trikdančioms� medžiagoms,� kurios� imituoja� arba� blokuoja�
normalią� hormone� veiklą� (Fossi� ir� Marsili,� 2003).� Šie� endokrininę�
sistemą�trikdančios�medžiagos�veikia�imituodamos�įvairius,�dažniausiai�
steroidinius,� hormonus� prisijungdamos� prie� šių� hormonų� receptorių�
ar� kitaip� paveikdami� hormonų� veikimo� kelius� ląstelėje.� Steroidai�
yra�aktyvūs�lipo¿liniai�hormonai,�panašiai�veikiantys�visų�žinduolių�
¿ziologiją�(Handa�ir�Weiser,�2014;�Ruiz-Cortes,�2012;�Solano�ir�Arck,�
2020),�taip�pat�ir�socialinio�žaidimo�elgseną�(Auger�ir�Olesen,�2009;�
Meaney�ir�Stewart,�1981;�Olesen�ir�kt.,�2005).�Steroidiniai�hormonai,�
ypač�lytiniai,�yra�jautrūs�jūroje�dažnai�sutinkamų�polichlororganinių�
medžiagų�poveikiui�(Fossi�ir�Marsili,�2003).�Nors�lytinių�steroidinių�
hormonų� lygis� nesubrendusiuose� individuose� yra� mažesnis� nei�
suaugusiuose,� jie� gali� būti� aptinkami� ir,� manoma,� vaidina� svarbų�
vaidmenį� elgsenos� formavimuisi� bei� normaliam� energetinių� resursų�
paskirstymui,� ypač� ankstyvojo� vystymosi� metu� po� gimimo� (Bell,�
2018).�Tipinių�pilkųjų�ruonių�jaunikliams�būdingų�steroidinių�hormonų�
koncentracijų� nustatymas� gali� padėti� geriau� įvertinti� ankstyvąjį�
¿ziologinį� ir� elgseninį� pilkųjų� ruonių� vystymąsi� bei� jų� poveikį� nuo�
lyties�priklausančiai� pirmų�metų� išgyvenimo� 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� atjunkytų� jauniklių� tarpe� tiriant�
streso�įtaką�energetinių�resursų�pokyčiams�(Bennett�ir�kt.,�2012,�2013;�
Nordøy� ir� kt.,� 1990),� jokie� gliukokortikoidų� tyrimai� nebuvo� daryti�
žindomų�jauniklių�tarpe.�Taip�pat�nebuvo�tirtos�androgenų�ir�estrogenų�
koncentracijos�šios�rūšies�žindomų�ir�atjunkytų�jauniklių�tarpe.�

Darbo tikslas
Ištirti�jaunų�pilkųjų�ruonių�(Halichoerus grypus)�socialinės�elgsenos�

bei� steroidinių� hormonų,� kaip�vieno� iš� elgseną� veikiančių�veiksnių,�
koncentracijų�pokyčius�ankstyvosios�ontogenezės�laikotarpiu.
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Darbo�uždaviniai�
1.��Identi¿kuoti� žaidžiančių� individų� neporavimosi� sezonu� lytį� ir�

amžių�bei�socialinio�žaidimo�elgsenos�elementus.�
3.��Nustatyti,�kaip�elgsena�susijusi�su�pilkųjų�ruonių�grupės�dydžiu�ir�

lytine/�amžine�sudėtimi.�
4.� Ištirti� seilių� tinkamumą� pilkųjų� ruonių� steroidinių� hormonų�

tyrimams.
6.��Įvertinti� komercinių� ELISA� rinkinių� tinkamumą� pilkųjų� ruonių�

seilių� ir� kraujo� plazmos� tyrimams,� skirtingų� matricų� skiriamąją�
gebą� bei� kelių� skirtingų� kraujo� plazmos� steroidams� tirti� skirtų�
analizės�metodų�suderinamumą�tarpusavyje.

7.��Palyginti�pilkųjų�ruonių�jauniklių�elgsenos�ir�steroidų�koncentracijų�
priklausomybę�žindymo�ir�badavimo�laikotarpiais.

Mokslinis naujumas
1.� Identi¿kuoti�pilkųjų�ruonių�jauniklių�socialinio�žaidimo�sausumoje�

elementai�grupės�formavimosi�metu�ne�veisimosi�sezonu.
2.� Nustatyta,�kad�seilės�yra�tinkama�pilkųjų�ruonių�jauniklių�steroidų�

analizės� matrica,� tačiau� jos� tinkamos� naudoti� tik� nelaisvės�
sąlygomis,�nes�pats�surinkimo�metodas�nėra�pakankamai�efektyvus�
ir�„neinvazinis“�naudojimui�natūralioje�gamtoje.

3.� Pirmą�kartą�skirtingais�metodais�nustatytos�žindomų�ir�atjunkytų�
pilkųjų�ruonių�jauniklių�lytinių�steroidų�koncentracijos.

4.� Gautos� tipinės� anksčiau� nenustatytos� pilkųjų� ruonių�
gliukokortikoidų� koncentracijų� vertės� ankstyvuoju� vystymosi�
periodu�naudojant�UPC2-MS/MS.

5.� Rastos� pirmos� sąsajos� tarp�gliukokortikoidų� (11-deoxycortisolio,�
kortikosterono,� 11-deoxykortikosterono)� ir� jauniklių� elgsenos�
žindymo�ir�badavimo�periodais.

Tyrimo�aktualumas�ir�praktinė�svarba
1. Sukurta� išsami� pilkųjų� ruonių� socialinio� žaidimo� elgsenos�

etograma,� kurią� galima� pritaikyti� ir� modi¿kuoti� tiriant� pilkųjų�
ruonių�socialinį�žaidimą�kituose�kontekstuose.

2.

3.

4.

5.
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2. Pateiktos� žinios� apie� ribotą� seilių� tinkamumą� laukinių� pilkųjų�
ruonių�steroidų�tyrimams�renkant�šiuos�mėginius�laisvės�sąlygomis.

3. Įvardinta�galimybė�naudoti� seiles�steroidų,� tokių�kaip�estradiolis,�
kortizolis�ir�galbūt�progesteronas,�tyrimams�nelaisvėje�su�dresuotais�
pilkaisiais�ruoniais�ir�galbūt�kitomis�irklakojų�rūšimis.

4.� Pritaikytas� jautrus� UPC2-MS/MS� metodas,� skirtas� vienu� metu�
aptikti�kelis�steroidus,�kuris�ateityje�galės�būti�naudojamas�pilkųjų�
ruonių�ir�kitų�jūrų�žinduolių�steroidų�koncentracijų�nustatymui.

5.� Nustatyti� tipiniai� pilkųjų� ruonių� jauniklių� steroidinių� hormonų�
kiekiai�ir�kitimas,�kurie�galėtų�būti�naudojami�kaip�atskaitos�taškas�
tolimesniems tyrimams.

6.� Pilotinių� tyrimų� metu� gautos� sąsajos� tarp� steroidinių� hormonų�
ir� jauniklių� elgsenos� suteikia� galimybę� nuodugniau� tirti� šiuos�
procesus�ateityje.
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1.�PILKŲJŲ�RUONIŲ�SOCIALINIO�ŽAIDIMO� 
ELGSENOS�STEBĖJIMAI�NEVEISIMOSI�LAIKOTARPIU

1.1.�METODAI

1.1.1.�Tyrimo�vieta�ir�tyrimo�objektas

Tyrimas�atliktas�Tentsmuir�nacionaliniame�gamtos�rezervate�(angl.�
Tentsmuir National Nature Reserve)� rytinėje� Škotijos� pakrantėje�
(56.43,�-2.80).�Atoslūgio�metu�iškylančios�smėlio�seklumos�tapdavo�
pilkųjų�ruonių�gulyklomis,�kuriose�ruoniai�išsilaipindavo�poilsiui�(1a�
ir�b�pav.).

Tyrimo� metu� pilkieji� ruoniai� buvo� priskirti� tam� tikrai� amžiaus�
ir� lyties� grupei� pagal� matomus� išorinius� lytinius� požymius,� pvz.,�
lytinių� organų� angas,� kūno� dydį,� antrinius� lytinius� požymius� bei�
kailio� dėmėtumo� dimor¿zmą� (Davies,� 1957;�Hewer,� 1964).� Lytinių�
organų�angos,� leidžiančios� tiksliai�nusakyti�lytį,�buvo�matomos�apie�
20�%� stebėjimo� atvejų� (see�Kenyon� ir�Maxwell,� 1969).� Jei� lytiniai�
organai�nebuvo�matomi,�lytis�būdavo�priskiriama�remiantis�išoriniais�
antriniais�lytiniais�požymiais�bei�kailio�dėmėtumu�ir�spalva�(apie�80�%�
visų�atvejų).�Suaugę�patinai�yra�stambesni�nei�suaugusios�patelės� ir�
pasiekia�apie�250�cm�ilgį�bei�350�kg�svorį.�Tuo�tarpu�patelės�užauga�
iki�200�cm�ilgio�ir�sveria�iki�250�kg�(Boness�ir�James,�1979;�Bowen,�
2018).�Patelių�kailis�dažniausiai�yra�šviesiai�pilkas�su�išsimėčiusiomis�
juodomis�dėmėmis,� tuo� tarpu�patinų�kailis� –�praktiškai� juodas,� t.� y.�
tamsios�dėmės�susiliejusios�tarpusavyje.�Taip�pat�tarpas�tarp�vyriškos�
lyties� individų� akių�yra�didesnis,� snukis�platus,�užsibaigiantis� riesta�
nosimi.�Tuo�tarpu�patelių�kaklas�siauras,�snukis�trumpesnis�ir�tiesesnis,�
tarpas�tarp�akių�siauresnis�(Hall�ir�Russell,�2018).

1.1.2.�Amžiaus�ir�lyties�nustatymas

Išskirtos� trys� pilkųjų� ruonių� amžiaus� grupės:� (1)� suaugę� (>� 10�
metų),�(2)�paaugliai�(4-10�metų)�bei�(3)�jaunikliai�(<�4�metai).�Patinai�
stambiu,� plačiu� ir� randais� nusėtu� sprandu,� kaklu� bei� pečiais� buvo�
priskirti�suaugusiems�(M�A).�Mažesni�patinai,�turintys�siauresnį�kaklą�
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�

(a)�

(b)�

1 pav. (a)�Stebėjimų�vieta�(www.streetmap.co.uk);�ir�(b)�schematinis�gulyklos�
vaizdas.� Juodos� linijos� žymi� apytikslį� vandens� lygį;� skaičiai� –� laiką� iki/�
po�atoslūgio� (0),�kurio�metu�seklumos�dalis�(šviesiai� ruda�spalva)�pasiekia�
maksimalų�plotą� virš� vandens� (mėlyna� spalva).�Atskiros� sausumos�pilkųjų�
ruonių� gulyklų� vietos� pažymėtos� raidėmis�A-H.� Juodas� kvadratas� –� žymi�
apytikslę�slėptuvės,�iš�kurios�buvo�vykdomi�stebėjimai,�vietą.
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nusėtą�vos�keliais�randais,�rodančiais,�kad�jie�rečiau�kovėsi�dėl�patelių,�
buvo� priskirti� prie� paauglių� (Sub� M).�Akivaizdžiai� besilaukiančios�
patelės�buvo�laikomos�suaugusiomis�(F�A),�tuo�tarpu�paauglės�patelės�
(Sub� F)� pasižymėjo� plokštesne� pilvine� dalimi� ir� buvo� sąlyginai�
mažesnės.� Visi� maži� individai� su� neišreikštais� antriniais� lytiniais�
požymiais�buvo�laikomi�jaunikliais�(Juv)�(King,�1983).�Jauniklių�lytis�
nebuvo�nustatoma.�Paaugliai�bei�jaunikliai�kartu�buvo�laikomi�jaunais�
individais.�Nesant�galimybės�nustatyti�suaugusių�ar�paauglių�amžiaus�
ar�lyties,�ruoniai�buvo�priskirti�prie�„nežinomų“�(Unkn).

1.1.3.�Stebėjimo�procedūra

Elgsenos�stebėjimai�vyko�2009�metais�nuo�birželio�5�iki�rugpjūčio�
6� šviesiu� paros� metu� (7� –� 21� val.).� Viso� analizei� panaudota� 107�
valandos�stebėjimų�medžiagos.�Stebėjimų�pradžia�ir�trukmė�priklausė�
nuo� oro� sąlygų� bei� potvynių-atoslūgių� laiko.� Stebėjimai� nebuvo�
vykdomi� esant� rūkui� ar� artimiausiai� ruonių� grupei� nutolus� daugiau�
nei� 400� m.� Stebėjimams� naudoti� Bushnell� žiūronai� (8� ×� 32� mm),�
Optictron�HR80�teleskopas�(×�20�to�60)��bei�duomenų�lapai�elgsenos�
registravimui.� Stebėjimai� derinti� su� video� medžiagos� registravimu,�
kuriam�buvo�naudota�Sony�Handycam�(DCR-SR36)�kamera�su�×�40�
optiniu�priartinimu,�×200�skaitmeniniu�priartinimu�bei�40�GB�vidiniu�
kietuoju�disku.� Stebėjimai� vykdyti� iš�medinės� slėptuvės,� nutolusios�
nuo�artimiausios�gulyklos�A�apie�200-300�m�ir�apie�10�m�nuo�potvynio�
aukščiausios�vandens�ribos�(1b�pav.).�Elgsenai�ir�kitiems�kintamiesiems�
registruoti�naudoti�du�stebėjimo�metodai:

Skanavimo metodas� (Altmann,� 1974;�Martin� ir� Bateson,� 1993)�
buvo� naudojamas� rinkti� informaciją� apie� artimiausios� gulyklos� A�
(1b�pav.)�lytinę�ir�amžinę�struktūrą��bei�žaidžiančių�individų�skaičių.�
Stebėjimai�vykdyti� 15�min.� intervalais,�kurių�metu� registruota�data,�
paros� laikas,� apytikslis� pilkųjų� ruonių� skaičius,� jų� lytis� ir� amžius�
bei� socialinių� sąveikų,�kurias� stebėjimo�metu� sudarė� du�žaidžiantys�
individai�(diados),�skaičius.�Stebėjimai�prasidėdavo�iškart�stebėtojui�
atvykus� į� slėptuvę.� Dėl� pusiau� vandeninio� socialinio� žaidimo�
pobūdžio� ir� trumpos� skanavimo� proceso� trukmės� (iki� 1-2�min.),� ne�
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visada�buvo�galima�nusakyti�tikslią�žaidžiančių�individų�lytį�ir�amžių,�
todėl�šis�indikatorius�nebuvo�naudojamas�skanavimo�metodu�surinktų�
duomenų�analizei�ir�socialinio�žaidimo�skaičiaus�bei�dažnio�pokyčiui�
laike vertinti.

Vandens�lygio�svyravimai�potvynio-atoslūgio�metu�buvo�pa�grindinis�
ribojantis� faktorius� grupės� formavimuisi� gulyklose,� kadangi� ruoniai�
galėjo� išsilaipinti� į�sausumą� tik�esant�atoslūgiui.�Vandens� lygis� ir�po-
tvynio-atoslūgio� laikas� registruoti�naudojantis�„Admiralty�Easy�Tide“�
tinklalapio� (http://easytide.ukho.gov.uk)� prognozėmis� artimiausiame�
stebėjimo�taške�(River�Tay�Bar,�Škotija).�Tiriamuoju�periodu�atoslūgio�
metu�(t.�y.�esant�0�valandų)�vandens�lygis�nukrisdavo�iki�1,38�m�virš�
standartinio�atskaitos�taško,�o�atoslūgio�metu,�maždaug�±�6,18�val.�nuo�
atoslūgio�pakildavo�vidutiniškai�iki�4,65�m�virš�atskaitos�taško�(t.�y.�virš�
¿ksuotos�aukščio�ribos�vietinėje�potvynių-atoslūgių�matavimo�stotyje,�
kur�renkami�visi�vandens�lygio�svyravimų�duomenys)�(1b�pav.).�Paros�
laikas�buvo�perskaičiuojamas�į�nuo�atoslūgio�priklausantį� laiką ir iš-
reiškiamas�valandomis�iki�(-)/�po�(+)�atoslūgio�(0).

Gulyklos� grupės� formavimosi� pradžia� laikoma,� kai� stebėtojas�
galėjo�stebėti�bent�du�individus�išsilaipinant�į�sausumą.�Šie�periodai�
buvo�registruoti�15�min.�intervalais�nuo�formavimosi�pradžios�(0�val.)�
ir�apjungiami�į�1�val.�periodus�analizės�metu,�vadinamuosius�grupės�
formavimosi periodus (HFP).� Į� grupės� dydį� įėjo� tiek� jau� išsilaipinę�
individai,�tiek�sekliame�vandenyje�žaidžiantys.�

Ad�libitum�stebėjimo�metodas�(Altmann,�1974;�Martin�ir�Bateson,�
1993)�tarp�skanavimų�buvo�naudotas�detaliems�žaidimo�stebėjimams.�
Šių� stebėjimų� metu� buvo� įmanoma� identi¿kuoti� daugelio� individų�
amžių� ir� lytį� remiantis� anksčiau� išvardintais� požymiais.�Ad libitum 
stebėjimo�metu� registruoti� etogramoje� (1� lentelė)� išvardintais�elgse-
nos�elementais,�kurta�remiantis�ankstesniais�pilkųjų�ruonių�jauniklių�
žaidimo�elgsenos� tyrimais�(Wilson,�1974),� suaugusių�pilkųjų� ruonių�
stebėjimais� veisimosi� periodu� (Twiss,� 1991)� ir� ankstesniais� autorės�
stebėjimais.�Elgsenos�stebėjimai�prasidėdavo� iškart� atsitiktinai�pasi-
rinkus�žaidžiančių�individų�porą�(diadą).�Viso�užregistruotos�84�žaidi-
mo�sąveikos�(PI)�(1218,44�min.�arba�20,31�val.),�kurias�sudarė�2425�
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elgsenos�elementai.�Žaidimo�elgsenos�stebėjimas�sustodavo,�kai�abu�
individai�pasitraukdavo�iš�matymo�lauko�į�vandenį�arba�giliai�į�kolo-
nijos�vidų�(60�%),�abu�gyvūnai�išsilaipindavo�į�sausumą�(angl.�hauled 
out)� ir� pereidavo� į� ramybės� būseną� ar� užsiimdavo� kita� nesocialinio�
tipo�elgsena�(23,53�%),�arba�individams�išsiskyrus,�t.�y.�vienam�išsi-
laipinus�į�sausumą,�o�kitam�pasitraukus�iš�matymo�lauko�(16,47�%).�

1�lentelė.�Pilkųjų�ruonių�žaidimo�elgsenos�etograma.

Elgsenos 
elemento 
simbolis

Simbolio 
išplėtimas� 
(angl.�k.�/�liet. k.)

Platus elgsenos  
elemento paaiškinimas 

I.�Judėjimas�–�judėjimas�nuo/�link�tam�tikros�lokacijos�ar�kito�
individo.
Ch Persekioti�(chase) Vienas�individas�seka�kitą.

Loc A
Judėjimas�
nuo�individo�
(locomotion away)

Judėjimas�nuo�kito�individo.

Loc W
Judėjimas�į/�
link�vandens�
(locomotion water)

Judėjimas�į/�link�vandens.

Loc L
Judėjimas�
į�sausumą�
(locomotion land)

Judėjimas�į�sausumą.

II.�Inicijavimas�–�elgsenos�elementai,�kuriais�inicijuojamas�ar�tęsiamas�
žaidimas�jam�sustojus.�

Ap Priartėjimas�
(approach)��

Vienas� individas� juda� kito� individo� link,�
priartėja�prie�jo.�

Mz Prisilietimas�snukiu
(muzzle)

Vienas�individas�liečia�kitą�savo�snukiu�ar�
ūsais.

SI
Socialinis�
tyrinėjimas�(social 
investigation)

Vienas� individas� stebi� ir� uosto� kitą� per�
nedidelį�atstumą,�galva�šiek�tiek�nuleista.

III.�Žaidimo�pertraukimas�–�elgsenos�elementai�pertraukiantys�
žaidimą�arba�nulemiantys�žaidimo�pabaigą.

A Budrumas� 
(alert)

Budrumo� būsena,� kai� ruonio� kūnas� įsi-
tempęs,�kaklas�ištiestas,�galva�stati;�gyvū-
nas�tikrina�aplinką�(dairosi,�uodžia�orą�ir�
klausosi).
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Elgsenos 
elemento 
simbolis

Simbolio 
išplėtimas� 
(angl.�k.�/�liet. k.)

Platus elgsenos  
elemento paaiškinimas 

F
Mosavimas 
plaukmenimi�
(Àippering)

Vienas�individas�žaidimo�metu�energingai�
judina�plaukmenį,�juo�liesdamas�kitą,�save�
arba�vandenį/orą�(kitoje�situacijoje�kartais�
siekia�nusiraminti,�parodyti�kitokią�kryptį�
ar� išreiškia�agonistinę�elgseną);� trunka� il-
giau�nei�4�sek.

OMT
Grasinimas�pražiota�
burna (open mouth 
threat)

Grasinimas�kitam�individui�pražiota�bur-
na,� į� priekį� pakeltais� ūsais,� dažniausiai�
skleidžiamas�garsas.�

R Poilsis�(rest) Neaktyvumo�periodas.
IV.�Žaidimo�elgsena�–�elgsenos�elementai�priskirti�tiesiogiai�žaidimo�
elgsenai. 

A.�Kovos�imitacijos�žaidimas�(angl.�play-𿿿ght)

BHF

Galinių�plaukmenų�
kandžiojimas
(biting hind 
Àippers)

Bandymas� įkąsti� (žaidimo� metu� daž-
niausiai� žaismingai)� į� partnerio� galinius�
plaukmenis.

OM 
(Voc)

Pražiota�burna�
(vokalizacija)
(open mouth 
(vocalization))�

Žaidimo� metu� gyvūnas� kurį� laiką� laiko�
pražiotą�burną,�ūsai�kartais�pakelti.�Nors�
per�nuotolį�garsas�nebuvo�girdimas,�yra�ti-
kėtina,�kad�daugeliu�atvejų�jis�buvo�sklei-
džiamas.�

W

Imtynės�(kovos�
imitacija)
(wrestling (play-
𿿿ght))

Du�individai�imituoja�kovą,�tačiau�be�tie-
sioginės�tikros�agresijos�požymių.�Tipiniu�
atveju� jie� stumdo� vienas� kitą� kaklais� ir�
plaukmenimis,� apžioti� kaklą� ar� imituoti�
kandimą.

Ro W
Sukimasis�
vandenyje�(rolling 
in the water)

Ruonių�pora�sukasi�apie�vienas�kitą�van-
denyje,�kartais�gaudo�vienas�kitą�labai�ne-
dideliu�atstumu,�kartais� laiko�vienas�kitą�
plaukmenimis� (pvz.� atsigulus� ant� šono).�
Tai� tarpinis� variantas� tarp� kovos� imita-
cijos� ir� gaudynių� (angl.� play-chase),� kai�
gyvūnas� turi�daugiau�erdvės�judėti� ir�ap-
sisukti� bei� pakeisti� pozą� nei� sausumoje,�
bet� nepakankamas� atstumas� ir� gylis,� kad�
gyvūnai�galėtų�vienas�nuo�kito�bėgti.�
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Elgsenos 
elemento 
simbolis

Simbolio 
išplėtimas� 
(angl.�k.�/�liet. k.)

Platus elgsenos  
elemento paaiškinimas 

L Smeigimas�
(lunging)

Trumpas� staigus� ir� tiesus� galvos� judesys�
kito�individo�link.

B.�Lytinis�pobūdis

IM

Poravimosi�
imitacija 
(imitation of 
mating)

Tiriamasis� ruonis� užlipa� ant� kito� ruonio�
iš�nugaros,�kartoja�dubens�stūmimo�jude-
sius,�panašius�į�kopuliaciją�(tačiau�ši�neį-
vyksta),�proceso�metu�gali�įkąsti�ir�laikyti�
sąveikaujančio�individo�kaklo�odą.

Mo Lipimas
(mounting)

Vienas� individas�užlipa�ant�kito� iš�nuga-
ros.

NB Kaklo�sukandimas
(neck bite)

Gyvūnas� apžioja,� priglaudžia� nosį� arba�
švelniau�sukanda�kito�individo�kaklą.

C.�Kiti�žaidimo�elementai

P Prispaudimas��
(pinning)

Vienas�individas�užlipa�ir�prispaudžia�kitą�
individą� prie� žemės,� dažniausiai� sekant�
vokalizacijoms,� taškymuisi,�snukio�prisi-
lietimui,� uostymui� ar� neagresyviam� kan-
džiojimui,�kaip�apžiojimas.�

B Kandžiojimas
(bitting) Ruonis�įkanda�kitam�ruoniui.

HS Galvos�purtymas
(head shaking)

Energingas�ruonio�galvos�ir�kaklo,�karais�
ir�viso�kūno�kraipymas�į�šonus�bei�įvairio-
mis�kryptimis.

Ro A Ridenimasis�tolyn�
(rolling away) Ruonis�juda�tolyn�nuo�kito�ruonio.

Ro B
Apsivertimas�ant�
nugaros�(rolling on 
the back)

Individas�apsiverčia�ant�nugaros.

Ro T
Ridenimasis�artyn�
kito�individo�
(rolling towards)

Ruonis�ridenasi�artyn�kito�individo.

Didžioji�dauguma�už¿ksuotų�žaidimo�elgsenos�sąveikų�truko�mažiau�
nei�10�min.,�t.�y.�mediana�lygi�4,52�min.�(nuo�2,5�min.�iki�47,25�min.).�
Lauko�užrašai�(n�=�51�sąveika)�buvo�naudoti�elgsenos�elementų�žaidimo�
metu�sekos�ir�sudėties�tyrimams.�Taip�pat�jų�metu�¿ksuota�bendra�PI�
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trukmė,�taigi�šie�įrašai�buvo�naudojami�skaičiuojant�elgsenos�elementų�
dažnį�(elementai/�min.)�bei�dalį�(%)�nuo�visų�registruotų�elementų,�tuo�
tarpu�atskirų�elementų�trukmė�buvo�vertinama�tik�iš�video�įrašų,�kurie�
sudarė�apie�ketvirtadalį� tyrimo�medžiagos� (žaidimo�sąveikų�n�=�26,�
trukmė�–�389,15�min.�arba�6,49�val.).�Didžioji�dalis�žaidimo�elgsenos�
stebėta�artimiausios�gulyklos�pakraščiuose:�79,11�%�stebėta�sekliame�
vandenyje�(kai�matoma�bent�2/3�gyvūno�kūno)�ir�20,89�%�sausumoje,�
dažniausiai�kolonijos�periferijoje.�Žaidimo�elgsena�giliame�vandenyje�
nebuvo� registruojama� dėl� ribotų� galimybių� stebėti� ir� sekti� gyvūnus�
žaidimo�sąveikos�metu.�

1.1.4.�Statistinė�analizė

Statistinė�duomenų�analizė�atlikta�Excel�(Microsoft�O൶ce,�2018),�
STATISTICA�(ver.�8.0.55,�Statsoft�Inc.,�USA)�ir�IBM�SPSS�Statistics�
Version�22�(IBM�Corp.,�2013)�programomis,�kur�p�reikšmės�laikytos�
reikšmingomis,�kai�α�=�0,05.

Socialinės�elgsenos�analizė. Elgsenos�duomenys,�gauti�naudojant�
ad-libitum� registravimo� metodą,� buvo� naudoti� skaičiuojant� atskirų�
elementų� elgsenos� repertuaro� dalį,� elementų� dažnį� (elementai/min.)�
bei�trukmės�dalį�(%)�vienos�sąveikos�metu.�Bendra�elgsenos�repertuaro�
dalis�yra�tam�tikros�elgsenos�elementų�ir�visų�už¿ksuotų�skanavimo�
vienetų�santykis,�išreikštas�procentais.�Elgsenos�elementų�dažnis�arba�
tiesiog� dažnis� (rate,� elementai/min.)� buvo� apskaičiuojamas� dalinant�
elgsenos� elemento� skanavimo� vienetų� skaičių� atitinkamos� žaidimo�
sąveikos�metu�iš�šios�sąveikos�trukmės�(min).�Elemento�trukmės�dalis�
(%)�buvo�apskaičiuojama�padalinus�žinomą�atskirų�elementų�trukmę�
vienos�sąveikos�metu�iš�tos�sąveikos�trukmės�(min.).�Medianų�testas�
(ꭓ2)� naudotas� siekiant� nustatyti� skirtumus� elgsenos� elementų�dažnio�
(elementai/min.)�(N�=�184)�ir�trukmės�dalies�(%)�(N�=�52)�skirtumus�
žaidimo�sąveikos�metu�tarp�skirtingos�lyties�ir�amžiaus�individų.�

Žaidimo� pokyčio� laiko� eigoje� analizė. Analizės� metu� naudoti�
absoliutaus� žaidimo� sąveikų� skaičiaus� (PI),� kontaktų� dažnio� (CR)�
ir� žaidžiančių� individų� proporcijos� grupėje� tam� tikru� laiko� periodu�
rodikliai.�CR�apskaičiuotas�naudojantis� formule,�kur�yi�yra�diadinių�
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žaidimo�sąveikų�skaičius,�o�N�yra�grupės�skaičius�tam�tikru�stebėjimo�
laiku�(i):

a�particular�observation�time�(

௜ܴܥ �= � 2�×�௬೔
ே೔

 

Nonparametric statistical analysis methods such as Friedman’s ANOVA Neparametrinės�statistinės�analizės�metodai,�pavyzdžiui,�Friedmano�
ANOVA�su�Kendall�reikšmingumo�koe¿cientu�(χ2,�Kendall�W),�buvo�
naudojami� siekiant� palyginti� skirtingos� lyties� ir� amžiaus� individų�
proporcijas�artimiausioje�A�gulykloje�(1b�pav.)�kiekvieno�skenavimo�
metu.�Mann-Whitney� U� testas� (U)� buvo� naudojamas� siekiant� rasti�
reikšmingus�grupės�dydžio�(HS)�ir�skirtingos�lyties�bei�amžiaus�ruonių�
proporcijų� skirtumus�nesant�socialinio�žaidimo�sąveikų�(PI�=�0)�bei�
esant� bent� vienai� žaidimo� sąveikai� (PI� >� 0).� Kruskal-Wallis� testas�
(H)�naudotas�reikšmingiems�gulyklos�grupės�dydžio�(HS),�skirtingos�
lyties�ir�amžiaus�individų�dalies�(%)�gulykloje,�kontaktų�dažnio�(CR)�ir�
žaidimo�sąveikų�skaičiaus�(PI)�skirtumams�rasti�gulyklos/�grupės�(A)�
formavimosi� laikotarpiu� (HFP).� Spearmano� ranginė� koreliacija� (R)�
naudota�tikrinti�koreliacijos�stiprumui�ir�reikšmingumui�tarp:�1)�HFP�
ir� artimiausios� gulyklos� dydžio� (HS),� skirtingos� lyties� ir� amžiaus�
individų�dalies�(%)�grupėje,�PI,�CR;�2)�tarp�HS�ir�CR�bei�PI;�3)�tarp�
PI�ir�CR;�4)�tarp�skirtingos�lyties�ir�amžiaus�asmenų�proporcijos�ir�PI,�
CR.�Rezultatai�pateikiami�kaip�vidutinės�vertės�su�kvartiliais�(Q1-Q3),�
nebent�nurodyta�kitaip.

Neigiamas� binominis� apibendrintas� tiesinis� modelis� (NBGLM)�
su� log� ryšiu�buvo�naudojamas� faktorių,� turinčių� reikšmingą�poveikį�
žaidimo� sąveikų� (PI)� skaičiui,� vertinimui.� Neigiama� binominė�
regresija�dažnai�naudojama�modeliuojant�per�daug�į�kairę�nukrypusius�
imties�kintamuosius.�Modelis�aprašomas�supaprastinta�formule:

ܫܲ = � ݁(ுௌ+௉௥௢௣ி+�௉௥௢௣ெ+௉௥௢௣ௌி+௉௥௢௣ௌெ+௉௥௢௣௃+�்௢஽+஽+�ுி்+்ோ்) 
kur PI� yra� stebėtų� žaidimo� sąveikų� skaičius,�HS� –� gulyklos� dydis�
(individų�artimiausioje�gulykloje�skaičius),�PropF�–�suaugusių�patelių�
dalis� artimiausioje� grupėje� (%),� PropM� –� suaugusių� patinų� dalis�
artimiausioje�grupėje�(%),�PropSF�–�paauglių�patelių�dalis�grupėje�(%),�
PropSM�–�paauglių�patinų�dalis�grupėje�(%),�PropJ�–�jauniklių�dalis�
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grupėje�(%),�ToD�–�paros�laikas,�D�–�data,�HFT – gulyklos�formavimosi�
laikas,� TRT – nuo� atoslūgio� (0)� priklausantis� laikas,� parodantis�
sausumos� prieinamumą� gulyklai� formuotis.� Geriausias� NBGLM�
modelis� pasirinktas� pašalinus� iš� modelio� statistiškai� nereikšmingus�
kintamuosius�ir�pasirinkus�modelį�su�mažiausia�Akaike�informacinio�
kriterijaus�(AIC)�reikšme.�Taip�pat�buvo�naudojamas�omnibuso�testas�
su�chi-kvadratu,�siekiant�įvertinti,�ar�pasirinktas�modelis�yra�geresnis�
už�modelį�be�kintamųjų�(angl.�intercept only).

1.2.�REZULTATAI

1.2.1.�Socialinio�žaidimo�sąveikų�analizė

Iš� viso� socialinio� žaidimo� diadinių� sąveikų� metu� stebėti� 168�
individai.�Daugiausia�tai�buvo�paaugliai�patinai�(61,76�%)�ir�patelės�
(13,53�%).�Rečiau�stebėti�suaugę�patinai�(10�%)�ir�jaunikliai�(9,41�%).�
Suaugusios�patelės�sąveikų�metu�stebėtos�nebuvo.�Taip�pat�už¿ksuoti�
septyni�individai,�kurių�lytis�ir�amžius�nebuvo�nustatyti.�Dažniausios�
sąveikos� už¿ksuotos� tarp� paauglių� patinų� (35� arba� 41,67� %)� bei�
tarp� paauglių� patelių� ir� patinų� (18� arba� 21,42� %).� Suaugę� patinai�
su� paaugliais� patinais� sąveikavo� –� 8,33�%� (7� sąveikos),� suaugę� su�
suaugusiais�patinais�–�2,38�%�(2�sąveikos),�su�paauglėmis�patelėmis�–�
4,76�%�(4�sąveikos)�atvejų.�Jaunikliai�su�jaunikliais�–�7,14�%�(6�sąv.),�
su�vyriškos�lyties�paaugliais�–�4,76�%�(4�sąveikos),�o�su�suaugusiais�–�
1,19� %� (1� sąveikos)� atvejų.� Jaunikliai� su� paauglėmis� patelėmis�
nesąveikavo.�Kitos� sąveikos� vyko� su� nežinomos� lyties� individais� –�
8,33�%�(7�sąveikos).

17,18�%�PI�metu�už¿ksuotų�elgsenos�elementų�priklausė�žaidimo�
iniciacijai,� 13,81�%�–� žaidimo�pertraukimui,� 8,95�%�–� judėjimui,� o�
60,06� %� elgesio� elementų� PI� metu� priklausė� tiesioginei� žaidimo�
elgsenai� (2� pav.).� Imtynės� (W),� sukimasis� vandenyje� (Ro� W),�
apsivertimas� ant� nugaros� (Ro� B)� ir� lipimas� (Mo)� buvo� dažniausiai�
stebėti�elementai�stebėtų�žaidimų�sąveikų�metu.
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2 pav. Elgesio� elementų� dalis� (%)� socialinių� žaidimų� sąveikų� metu.�
Santrumpos�paaiškintos�1�lentelėje�(žr.�aukščiau).

Medianų� testas� (MT)� buvo� naudojamas� reikšmingiems� elgsenos�
dažnio� skirtumams� (kai� p� <� 0,05)� įvertinti� tarp� skirtingos� lyties� ir�
amžiaus� individų.� Elgsenos� dažnis� (elgesena/min.)� tarp� skirtingų�
amžiaus� ir� lyties� grupių� reikšmingai� skyrėsi� tik� imtynių� (W)� (ꭓ2� =�
25,39,�p�<�0,001),�plaukmenų�judinimo�(F)�(ꭓ2�=�20,34,�p�<�0,001),�
judėjimo� tolyn� (Loc�A)� (ꭓ2� =� 12,65,� p� =� 0,01),� riedėjimo� link� (Ro�
T)�kito�individo�(ꭓ2�=�11,77,�p�=�0,02)�bei�grasinimo�pražiota�burna�
(OMT)�(ꭓ2�=�9,79,�p�=�0,04)�elementams�(5�lentelė).�Paauglių�patinų�
W�dažnis�buvo�didžiausias�(0,55�[0,57�(0-1,91)]),�o�paauglių�patelių�–�
mažiausias�(0,06�[0�(0-0,5)]).�Suaugę�patinai�ir�jaunikliai�W�panašiai�
(M�A:�0,24�[0�(0-1)],�Juv:�0,2�[0�(0-1,19)],�Unkn:�0,19�[0,17�(0-0,41)]).�
F� elgsena� dažniausiai� pasireiškė� tarp� suaugusių� patinų� 0,67� (0� (0-
5,56))� ir� jauniklių�(0,64�(0� (0-10)),�o�rečiausiai�tarp�paauglių�patinų�
0,04�(0�(0-2,5))�ir�patelių�0,08�(0�(0-0,7)).�Taip�pat�suaugę�patinai�ir�
nežinomi�individai�bei�jaunikliai�dažniau�judėdavo�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�linkę�dažniau�riedėti�
(Ro�T)� kito� individo� link� (Sub�M:� 0,02� [0� (0-1)];� Juv:� 0,06� [0� (0-
0,83)]),�tuo�tarpu�kitoms�lyties�ir�amžiaus�grupėms�ši�elgsena�nebuvo�
už¿ksuota.� Agonistinė� sąveika,� tokia� kaip� OMT,� buvo� dažniausia�
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tarp� suaugusių� patinų� (0,05� [0� (0-0,89)]),� paauglių� patelių� (0,05� [0�
(0-0,68)])� ir� jauniklių� (0,07� [0� (0-0,82)]),� o�paaugliams� patinams� ji�
praktiškai�nebuvo�stebima�(0�[0�(0-0,05)]).

Medianų� testas� (MT)� buvo� naudojamas� siekiant� įvertinti�
reikšmingus�elgsenos�elemento�trukmės�dalies�skirtumus�(kai�p�<�0,05,�
paryškinti)�tarp�skirtingo�amžiaus�ir�lyties�individų.�Dėl�mažo�imties�
dydžio�elgsenos�trukmės�dalies�(%)�statistinė�analizė�buvo�ribota.�Tik�
budrumo� (A)� (ꭓ2� =� 10,93,� p� =� 0,05)� ir� artėjimo� (Ap)� (ꭓ2� =� 15,55,�
p�<�0,01)�elgsenos� trukmės�dalis� reikšmingai�skyrėsi�tarp�skirtingos�
lyties�ir�amžiaus�individų,�ir�abiem�atvejais�jauniklių�ši�elgsena�truko�
ilgiausiai.�Sub�M�budrumo�(A)�elgsena�sudarė�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� jauniklių�0,07�(0,06�(0,04-0,14);�n�=�6)� �žaidimo�sąveikos�
laiko.�Sub�M�Ap�elgsena�sudarė�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)�žaidimo�sąveikos�laiko.

1.2.2.�Artimiausios�gulyklos�duomenų�kiekio�analizė

Gulyklos�vietos�A�ir�B�(1b�pav.)�buvo�naudojamos�dažniausiai,�nes�
šios�vietos�iškildavo�virš�vandens�pirmiausia.�Pirmiausia�individai�iš-
silaipindavo�gulykloje�A,�iš�kurios�į�gulyklą�B�paprastai�pasitraukdavo�
likus�maždaug�valandai�ar�dviem�iki�atoslūgio.�Kitos�gulyklos�vietos�
buvo�naudojamos� tik�2–3�valandas�prieš� ir�po�atoslūgio�pasirodžius�
sausumai.

Per� 21� stebėjimo� dieną� artimiausioje� gulykloje�A� už¿ksuoti� 441�
individai.�Stebėjimai�vykdyti�4–9�valandas�per�dieną.�Iš�šių�stebėjimų�
304�atvejais�gulykloje�stebėti�bent�du�išsilaipinantys�individai,�o�137�
atvejais�buvo�pastebėtas�tik�vienas�arba�nė�vieno�individo.

Stebėjimų�metu�artimiausioje�gulykloje�A�buvo�vidutiniškai�61,5�
(nuo� 7� iki� 211,5)� individai.� Maksimalus� vienu� metu� artimiausioje�
gulykloje� už¿ksuotų� ruonių� skaičius� siekė� 720� individų.� Socialinis�
žaidimas� stebėtas� 27� %� stebėjimų� (kai� buvo� matomi� du� ruoniai)�
atvejų,�tai�sudarė�vidutiniškai�2,22�%�(0,99�-�3,53�%)�pilkųjų�ruonių�
artimiausiose� gulykloje�A.�Vienu�metu� buvo�už¿ksuota� iki� devynių�
diadinių�sąveikų.
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1.2.3.�Grupės�dydžio�įtaka�kontaktų�dažniui,�socialinių�
sąveikų�skaičiui�ir�žaidimo�pokyčiui�laiko�eigoje

Rastas� nestiprus� teigiamas� ryšys� tarp� grupės� dydžio� (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�artimiausią�ruonių�grupę�A�sudarė�36�(6–107)�
individai,� tuo� tarpu�grupės� dydis� siekė�220� (106–312)� individų,�kai�
buvo�stebėtas�bent�vienas� socialinis�PI�(MW,�N�[CR�=�0]�=�225,�N�
[CR�>�0]�=�79,�U�=�3�594,�p�<�0�001).

Grupės� formavimo� procesą� (HFP)� gulykloje� A� buvo� galima�
stebėti�19�kartų� (N�=�201�skenavimo�vienetų),� registruojant�HS�kas�
15�minučių� nuo� bent� dviejų� ruonių� pasirodymo� sausumoje.�Grupės�
formavimasis� truko�vidutiniškai�3�valandas� (nuo�2,07� iki�4,44�val.).�
Rastas�teigiamas�ryšys�tarp�grupės�dydžio�ir�HFP�(R�=�0,5,�p�<�0,001).�
Vidutinis�grupės�dydis�pirmąją�HFP�valandą�siekė�15�(nuo�4�iki�115),�
o�po�trečios�valandos�nuo�grupės�formavimo�pradžios�jis�padidėjo�iki�
250�(nuo�60�iki�340)�individų�(KW,�H�=�43,33,�p�<�0,001)�(3�pav.).

3 pav.� Grupės� dydžio� (t.� y.� individų� skaičiaus)� pokytis� (H� =� 43,33,� p� <�
0,0001)�gulyklos�formavimosi�laikotarpiu�(HFP).�Kvadratai�žymi�medianas;�
dėžutės� –� Q1-Q2,� ūsai� –� min-max� reikšmes,� apskritimai� –� išskirtinius,� o�
žvaigždutės�–�ekstremumus.�Imties�dydžiai�nurodyti�gra¿ko�apačioje.
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Rastas�silpnas�ryšys�tarp�CR�ir�HFP�(Spearman,�R�=�0,17,�p�=�0,018)�
bei� tarp� PI� ir�HFP� (R�=� 0,22,� p� <� 0,01).�Nepaisant�mažų� vidutinių�
verčių�ir�reikšmingo�CR�pokyčio�(KW,�H�=�4,52,�p�=�0,21)�HFP�metu�
(4�pav.),�antrą�ir�trečią�HFP�valandomis�CR�buvo�didžiausias,�o�vėliau�
sumažėjo.�Panašiai�ir�didžiausias�PI�buvo�stebimas�trečią�valandą,�o�
mažiausias�–�pirmą�valandą�(KW,�H�=�8,42,�p�=�0,038)�(4�pav.).

4 pav.�Žaidimo�sąveikų�skaičiaus�(PI,�balti�langeliai)�ir�kontaktų�dažnio�(CR,�
pilki� langeliai)�pokytis� (H�=�4,52,�p�=�0,21)�HFP� laikotarpiu.�Kvadratėliai�
žymi�medianas,�dėžutės�–�Q1-Q2,�ūsai�–�min-max,�apskritimai�–�išskirtiniai,�o�
žvaigždutės�-�ekstremumai.�Gra¿ko�apačioje�nurodytas�imties�dydis.

1.2.4.�Grupės�sudėtis�ir�socialinis�žaidimas

Ruonių� skirtingos� lyties� ir� amžiaus� individų� dalis� gulykloje�
reikšmingai� skyrėsi� (Friedmano�ANOVA,� χ2� =� 830,93,� p� <� 0,001;�
Kendall�W� =� 0,68).� Suaugę� patinai� sudarė� 50� %,� patelės� –� 31�%,�
paauglės� patelės� –� 2�%,� patinėliai� –�10�%,� jaunikliai� –�4�%� grupės�
individų� skaičiaus.� Vyravo� vyriškos� lyties� individai� (t.� y.� paaugliai�
ir� suaugusieji),� kurie�kartu� sudarė� 60�%�grupės.�Suaugusieji� sudarė�
daugiau�nei�80%�individų�gulykloje.
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Esant� žaidimo� sąveikoms� (CR� >� 0)� ir� joms� nesant� (CR� =� 0)�
reikšmingai� nesiskyrė� vienintelė� suaugusių� patinų� dalis� grupėje,�
tuo� tarpu� suaugusių� patelių� dalis� reikšmingai� sumažėjo� (2� lentelė).�
Aktyviausių� žaidimo�metu� jaunų� individų� (t.� y.� jauniklių,� paauglių�
patinų� ir�patelių)�dalis�buvo�3�%�didesnė�esant�žaidimo�sąveikoms,�
nei�joms�nesant�(2�lentelė).�Didžiausias�CR�buvo�pastebėtas�grupėse,�
kuriose�jauni�individai�sudarė�maždaug�33–66�%�grupės�iš�101–200�
individų�(5�pav.);�tuo�tarpu�didžiausias�PI�skaičius�buvo�už¿ksuotas,�
kai�grupės�dydis�siekė�201�iki�300�individų,�o�ją�sudarė�nuo�0�iki�33%�
jaunų�individų.

2�lentelė.�Lentelėje�pateikta:�a)�skirtingų�amžiaus�ir�lyčių�grupių�dalis�(%),�
išreikšta�mediana� (Q1-Q3),� kai�CR�=�0� (N�=�225)� ir�CR�>�0� (N�=� 79)�bei�
skirtumų� tarp� šių�grupių� statistiniai� rodikliai� (Mann-Whitney�U� testas);� b)�
Spearman�ranginės�koreliacijos�(R)�tarp�skirtingo�amžiaus�ir�lyties�individų�
dalies�(%)�artimiausioje�pilkųjų�ruonių�grupėje�ir�CR�rodikliai.�Reikšmingi�
skirtumai�pažymėti�žvaigždutėmis�(*�<�0,05,�**�<�0,01,�***<�0,001).��

Dalis�(%): Kai CR�=�0
Q2�(Q1;�Q3)

Kai CR�>�0
Q2�(Q1;�Q3)

U p
Spearman�
ranginė�
koreliacija 

Suaugusios�
patelės

33,33�
(18,27;�50)

28 
(23,23;�34,78) 7330 0,02* R�=�-0,17�

p�<�0,01**

Suaugę�
patinai

48,94
(33,33;�56,14)

49,8�
(46;�54,17) 7581 0,052 R�=�0,11

p�=�0,055
Paauglės�
patelės

0 
(0;�4)

3,57�
(2,33;�6,57) 4820 <�0,001*** R�=�0,36

p�<�0,001***

Paaugliai�
patinai

8,77�
(0;�16,22)

10,87�
(8,57;�14,52) 6999 <�0,01** R�=�0,17

p�<�0,01**

Jaunikliai 3,59
(0;�8)

4,93�
(3,04;�6,49) 7045 <�0,01** R�=�0,16

p�<�0,01**
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5 pav.�CR�skirtingo�dydžio�artimiausios�gulyklos�pilkųjų�ruonių�grupėse�(HS,�
N�=�304).�Skaičiai�PYI�eilutėje�po�diagrama�rodo�skirtingas�jaunų�individų�
(PYI)�proporcijas�(%)�artimiausioje�pilkųjų�ruonių�grupėje:�0,�0�%�(N�=�51);�
1,�0�iki�33�%�(N�=�201);�2,�33-66�%�(N�=�48);�ir�3,�nuo�66�iki�100�%�(N�=�
4).�Ūsai�žymi�didžiausias�reikšmes;�vidurio�linijos�–�medianas;�ir�viršutiniai�
bei�apatiniai�stulpeliai�–�viršutinius�ir�apatinius�kvartilius.�Viršutiniai�skaičiai�
rodo�CR�imties�dydį.

1.2.5.�Veiksniai,�turintys�įtakos�kontaktų�  
greičiui�ir�žaidimo�sąveikų�skaičiui

Geriausias�modelis�buvo�apibūdintas�3�reikšmingais�kintamaisiais�
(AIC�=�485,25,�Likelihood�Ratio�Chi-Square�=�105,99,�df�=�3,�p�<�
0,001)�(3�lentelė).�Žaidimų�sąveikų�skaičius�didėjo�didėjant�individų�
skaičiui� grupėje� (grupės� dydis)� bei� viso� tyrimo�metu� (data),� tačiau�
laikui�einant�mažėjo�priklausomai�nuo�atoslūgio,�t.�y.�didžiausias�buvo�
atoslūgio�pradžioje�ir�vėliau�ėmė�mažėti.�

�
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3� lentelė.� NBGLM� statistika� PI� (žaidimo� sąveikų� skaičius)� veikiančių�
faktorių�vertinimui.�B ± SE�–�modelio�koe¿cientas�su�standartine�paklaida,�
Lower/Upper 95% Wald CI�–�apatinis�ir�viršutinis�95%�pasikliautieji�Wald�
testo�intervalai,�Wald�ꭓ2�–�Wald�chi�kvadratu�statistika,�df�–�laisvės�laipsniai.�
Modelis�yra�¿ksuotas,�kai�PI�=�1.

Parametras B ± SE
Lower 
95 % Wald 
CI

Upper 
95 % Wald 
CI

Wald 
ꭓ2 df p

Intercept -5572�±�
1434 -�8383,29 -2761,17 15,09 1 <�0,001

Grupės�dydis 0,005�±�
0,001 0,004 0,007 53,26 1 <�0,001

Nuo�atoslūgio�
priklausantis�
laikas

-0,17�±�
0,04 -�0,25 -�0,1 20,05 1 <�0,001

Data 4,14E-07�±�
1,07E-07 2,05E-7 6,22E-7 15,09 1 <�0,001

1.3.�DISKUSIJA

1.3.1.�Pilkųjų�ruonių�elgsenos�žaidimo�  
elgsenos charakteristika

Šiame�tyrime�pirmą�kartą�buvo�aprašytas� išsamus�pilkųjų�ruonių�
socialinio�žaidimo�repertuaras,�kuris� rodo� jo� svarbą� ruošiantis�būsi-
mam�dauginimosi�sezonui.�Paaugliai�patinai�buvo�aktyviausi�žaidėjai,�
nors�jie�nebuvo�gausiausia�lyties�ir�amžiaus�grupė�artimiausioje�guly-
kloje.�Kaip�ir�kitų�į�dideles�grupes�sausumoje�linkusių�burtis�irklakojų�
žinduolių�rūšių�(Arnold�ir�Trillmich,�1985;�Harcourt,�2010)�bei�labora-
torinių�žiurkių�(Pellis�ir�Pellis,�1990),�taip�ir�pilkųjų�ruonių�jauni�vyriš-
kos�lyties�individai�buvo�socialesni�ir�daugiau�laiko�skyrė�žaidimui�nei�
patelės,�greičiausiai�dėl�to,�kad�daugelis�¿zinių�ir�socialinių�žaidimo�
aspektų�padeda�jiems�pasiruošti�būsimoms�kovoms�veisimosi�periodu,�
tuo�tarpu�patelės�anksti�subręsta�ir�pasižymi�mažesniu�tarpusavio�soci-
alinių�sąveikų�skaičiumi�(Pomeroy�ir�kt.,�1999).
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Kaip�ir�daugelyje�kitų�poliginija�pasižyminčių�kolonijinių�irklakojų�
rūšių�(Arnold�ir�Trillmich,�1985;�Harcourt,�2010),�netikros�kovos�arba�
imtynės�yra�vienas�iš�pagrindinių�žaidimo�elementų,�stebimų�pilkųjų�
ruonių� paauglių� patinų� socialinio� žaidimo�metu.� Dar� svarbiau,� kad�
socialinis� žaidimas� labai� panašus� į� patinų� elgseną�veisimosi� sezono�
metu�(Twiss,�1991).�Socialinio�žaidimo�metu�stebėti�visi�pagrindiniai�
suaugusiems�pilkiesiems�ruoniams�veisimosi� sezono�metu�būdingos�
elgsenos�elementai:�imtynės,�mosavimas�plaukmeniu,�staigus�galvos�
ištiesimas,� užpakalinių� plaukmenų� kandžiojimas,� kandžiojimasis,�
socialinis� tyrinėjimas� ir� grasinimas� pražiota� burna,� tačiau� visi�
elementai�skyrėsi�savo�intensyvumu,�dažniu�ir�elgsenos�pasekmėmis.

Stebėjimų� metu� rastas� reikšmingas� skirtumas� tarp� skirtingo�
amžiaus�ir�lyties�individų�tik�dar�kartą�įrodė�žaidimo�elgsenos�svarbą�
pilkųjų� ruonių� paauglystės� laikotarpiu.� Tiek� suaugę� ruoniai,� tiek�
jaunikliai� pasižymėjo� dvigubai� mažesniu� pagrindinės� –� imtynių� –�
elgsenos�sausumoje�dažniu.�Vienas�iš�paaiškinimų�gali�būti�susijęs�su�
skirtinga�suaugusių�ruonių�socialinio�žaidimo�motyvacija,�pvz.�žiurkių�
gynybinė� elgsena� žaidimo�metu� yra� būdinga� neseniai� atjunkytiems�
jaunikliams�ir� jau�brandos�sulaukusiems�individams�(Pellis�ir�Pellis,�
1998).�Remiantis�kitų�autorių�žaidimo�elgsenos�tyrimais,�galima�teigti,�
kad�egzistuoja�jautrus�vystymosi�periodas,�kai�jauni�individai�pasižymi�
didžiausia�motyvacija�socialiniam�žaidimui.�Taip�socialinis�žaidimas�
padeda� sėkmingai� praktikuoti� įgūdžius,� svarbius� prisitaikymui� prie�
esamos� aplinkos� (Ikemoto� ir� Panksepp,� 1992).� Galima� teigti,� kad�
nepaisant�¿zinės�brandos,� jauni�pilkųjų�ruonių�patinai�yra�labiausiai�
motyvuoti� socialinių� įgūdžių� sausumoje� įgijimui.� Kita� vertus,�
judėjimas�sausumoje�reikalauja�daugiau�energijos�išteklių,�palyginti�su�
ruonių�judėjimu�vandenyje�(Garrett�ir�Fish,�2015),�tad�tiek�poravimosi�
sezono�laukiantiems�suaugusiems�patinams,�tiek�aukštu�metabolizmu�
pasižymintiems�ir�mažai�resursų�sukaupusiems�jaunikliams�yra�svarbu�
taupyti�energiją.�

Seksualinio� pobūdžio� elgsenos� elementai,� kaip� lipimas� ant� kito�
individo� iš� nugaros,� kaklo� kandžiojimas,� poravimosi� imitacija,�
dažniausiai�gali�būti�stebimi�tarp�paauglių�patelių�ir�patinų�bei�atkartoja�



29

elgseną�veisimosi�sezono�metu,�o�tai�rodo�lytinės�elgsenos�praktikavimo�
svarbą�(Twiss,�1991).�Tačiau,�skirtingai�nei�tikra�poravimosi�elgsena,�
kopuliacija�žaidimo�metu�niekada�neįvykdavo,�nes�jaunos�patelės�ją�
visada�nutraukdavo�atsitraukdamos�nuo�vyriškos�lyties�partnerio,�nors�
pats�žaidimas�ir�nenutrūkdavo.�Yra�mažai�žinoma,�kur�ir�kada�pilkųjų�
ruonių� patelės� yra� pirmą� kartą� apvaisinamos.� Poravimosi� imitacija�
žaidimo�metu�gali�būti�pirmas�bandymas�jaunoms�patelėms�poruotis.�

Kadangi� šio� tyrimo� metu� apsiribojome� elgsenos� stebėjimu�
sausumoje�arba�sekliame�vandenyje,�yra�sunku�įvertinti�tikrą�žaidimo�
dažnį,� kadangi� didžioji� dalis� žaidimo� sąveikų� stebėjimų� pasibaigė�
individams� pasitraukus� iš� stebėjimo� lauko.� Taigi� negalima� atmesti�
tikimybės,� kad� elgsena� vandenyje� gali� sudaryti� tokią� pat� didelę,� jei�
ne� didesnę,� žaidimo� elgsenos� repertuaro� dalį.� Žaidimo� elgsenos�
elementai,� pvz.,� imtynės,� lipimas,� kaklo� kandžiojimas,� ridenimasis�
kartu�ir�gulėjimas�ant�nugaros,�yra�susiję�su�labai�artimu�kontaktu�tarp�
individų,� kuris� tikėtina� dažniau� matomas� sausumoje,� nes� žaidimas�
vandenyje�suteikia�partneriams�daugiau�galimybių�pabėgti�bei�laisvės�
judėti.� Nelaisvėje� laikomų� atjunkytų� jauniklių� socialinė� sąveika�
prasideda�persekiojimo�žaidimu�vandenyje,�o�artimam�kontaktiniam�
žaidimui� sausumoje� reikia� mažiausiai� mėnesio� (Survilienė,� nepubl.�
duom.).�Taigi�tikėtina,�kad�pilkieji�ruoniai�turi�įgyti�socialinės�patirties�
sklandžiai�elgsenai�sausumoje,�nuspėti�partnerio�veiksmus�ir�galbūt�net�
pažinoti�partnerį.�Tai�galėtų�paaiškinti�mažesnę�jauniklių,�žaidžiančių�
sausumoje,� dalį.� Taip� pat,� kitaip� nei� vandenyje,� žaisti� sausumoje�
reikia�daugiau�energijos,�nes�tikrųjų�ruonių�(šm.�Phocidae)�judėjimas�
sausumoje�yra�ribotas�(Garrett�ir�Fish,�2015).�Tai�galėjo�nulemti,�kad�
jaunikliai� pasižymėjo�dažnesne� poilsio� ir� budrumo� elgsena� žaidimo�
metu,�kurios�metu�atgaudavo�jėgas.�

Suaugę� ir� paaugliai� patinai� kartu� sudarė� apie� 60�%� artimiausios�
gulyklos� grupės� visu� stebėjimo� laikotarpiu.� Panaši� lytinė� pilkųjų�
ruonių�segregacija�buvo�stebėta�ir�kitose�Jungtinės�Karalystės�vietose�
(Leeney�ir�kt.,�2010;�Sayer�ir�kt.,�2012).�Dažnai�teigiama,�kad�pilkųjų�
ruonių� segregacija� atsiranda� dėl� tarplytinės� konkurencijos� ir� nišos�
atsiskyrimo� (Breed,� 2008)� bei� nulemia� skirtingą� mitybą,� nardymo�
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pajėgumus�bei� erdvinį�paplitimą� (Beck� ir�kt.,�2003).� Šios�hipotezės�
dažnai� neatsižvelgia� į� socialinę� elgseną,� kaip� potencialų� faktorių�
agregacijoms�formuotis.�Tačiau�socialiniai�veiksniai�iš�tiesų�gali�nulemti�
tam�tikrą�lytinę�segregaciją�sausumoje,�bent�jau�jaunų�pilkųjų�ruonių�
tarpe,�nes�būtent�jauni�pilkųjų�ruonių�patinai�dominuoja�socialiniame�
žaidime.�Remiantis�Ruckstuhl�ir�Neuhaus�(2002)�teorijomis,�socialinė�
sąveika,� pvz.,� socialinis� žaidimas,� gali� būti� viena� iš� priežasčių,� dėl�
kurių�pilkieji�ruoniai�formuoja�vyriškos�lyties�segregacijas�ir�kuriose�
turi�didesnę�tikimybę�susitikti�su�potencialiais�žaidimų�partneriais�(ir�
būsimais�varžovais).�Kadangi�pilkieji�ruoniai�yra�prieraišūs�prie�tam�
tikros� konkrečios� gulyklos� (Sjöberg� ir�Ball,� 2000),� pasikartojančios�
sąveikos�su�tais�pačiais�partneriais�gali�nulemti�ir�socialinių�asociacijų�
sudarymą.

Pagrindinis�pilkųjų�ruonių�išsilaipinimo�į�sausumą�tikslas�yra�kailio�
keitimas,�termoreaguliacija,�poilsis�ir,�tikėtina,�virškinimas�(Brasseur�
ir� kt.,� 1996).� Individų� segregacija� gulykloje� leidžia� greičiau� aptikti�
galimą�pavojų�ir�tuo�pat�metu�suteikia�daugiau�laiko�poilsiui�(Terhunet�
ir� Brilliant,� 1996).� Taigi� pats� grupės,� kurią� sudaro� 80�%� neaktyvių�
suaugusiųjų,� dydis� veikia�kaip� jaunų� individų� traukos� objektas,� nes�
užtikrina� jiems� saugumą.� Jauniklius� ir� paaugles� pateles,� kurios� yra�
labai�atsargios�ir�išsilaipina�į�sausumą�tik�antrąją�grupės�formavimosi�
valandą,� gali� paskatinti� išsilaipinti� jau� žaidžiantys� individai� krante�
(pvz.,�paaugliai�patinai),�nes�žaidimo�elgsena�pažymi�saugią�aplinką�
išsilaipinimui.� Tai� gali� būti� ypač� aktualu� jaunoms� patelėms,� kurios�
turėjo� stipriausią� teigiamą� koreliaciją� su� CR.� Daugelio� autorių�
nuomone� (Pellis� ir� kt.,� 2010;� Vanderschuren� ir� Trezza,� 2013),�
socialinis� žaidimas� palengvina� socialinių,� kognityvinių,� emocinių� ir�
motorinių� įgūdžių� įsisavinimą,� ypač� gebėjimą� lanksčiai� panaudoti�
šiuos� įgūdžius� kintančioje� ir� sunkiai� prognozuojamoje� aplinkoje,� o�
pilkųjų� ruonių� atveju� tai� gali� būti� dar� ir� vienas� iš� saugios� aplinkos�
indikatorių�jaunikliams�ir�jaunoms�patelėms�išsilaipinti�į�sausumą.�
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2.�STEROIDINIŲ�HORMONŲ�TYRIMAI

2.1.�METODAI

2.1.1.�Tiriamasis�objektas�ir�tyrimo�vieta

Pilkųjų� ruonių� jauniklių� seilių� ir� kraujo� mėginiai� buvo� rinkami�
ilgamečių� tyrimų� (2012,� 2016,� 2017)� ruonių� veisimosi� sezonu�
(spalio–gruodžio�mėn.)�metu�Isle�of�May�saloje,�Škotijoje�(56◦11‘N,�
02◦33‘W).� Mėginiai� rinkti� šviesiu� paros� metu� nuo� 8:02� iki� 17:10�
GMT� (vidurkis� ±� SD� =� 13:57� ±� 2:20).� Viso� surinkta� 134� kraujo�
mėginių�iš�44�jauniklių�(24�patinų�(n�=�74)�ir�20�patelių�(n�=�60))�iki�
keturių�kartų�(keturių�mitybinių�stadijų�(angl.�nutritional stage):�S1�–�
ankstyvo�žindymo,�S2�–�vėlyvo�žindymo,�W1�–�ankstyvo�badavimo,�
W2� –� vėlyvo� badavimo)� žindymo� ir� badavimo� periodais.�Mėginiai�
rinkti�gyvūnams�esant�4–38�dienų�amžiaus.�Iš�šių�kraujo�mėginių�122�
buvo�panaudoti�tolimesnei�analizei.�Pirmas�mėginys�būdavo�imamas�
jaunikliui�pasiekus�2–3�stadiją,�kuri�buvo�nustatoma�remiantis�kūno�
forma,�bambagyslės�nunykimo�stadija�ir�išsišėrimo�laipsniu�(Kovacs�
ir� Lavigne,� 1986).� Jei� gimimo� data� nebuvo� žinoma,� amžius� buvo�
apskaičiuotas� remiantis� jauniklio� kūno�mase� (kg)� ir� amžiaus� stadija�
pagavimo�metu�(Pomeroy�ir�kt.,�1999),�todėl�amžius�nežymiai�variavo�
įvairių� mitybinių� stadijų� metu.� Vidutinė� tirtų� jauniklių� kūno� masė�
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.�Mėginių�rinkimas�ir�apdorojimas

Kraujo� paėmimas� ir� apdorojimas.� Tiriamosios� patelės� ir� jų�
jaunikliai� gaudyti� naudojant� tinklus� (patelės)� arba� specialius�
krepšius� (jaunikliai).� Suaugusios� patelės� anestezuotos� iš� nuotolio�
paleidžiamomis� orinėmis� strėlytėmis� su� automatiniu� švirkštu.�
Strėlytei� pataikius� į� raumenį,� anestetikas� (Zoletil� 100,� Virbac,�
Prancūzija)� būdavo� automatiškai� sušvirkščiamas.� Po� suleidimo�
patelė� buvo� paliekama� ramybėje� maždaug� 10� min.� iki� pradėdavo�
veikti�vaistai.�Tuo�metu�tyrėjai,�siekdami�sukelti�kuo�mažesnį�stresą,�
laikydavosi�per�20-30�metrų�atstumą�nuo�patelės�ir�jauniklio.�Mėginiai�
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iš�patelės�ir� jauniklio�rinkti�paraleliai�vienu�metu.�Jaunikliai�būdavo�
imobilizuojami� rankiniu� būdu,� kraujo� ėminių� vieta� dezinfekuota,�
suleidžiamas�anestetikas�ir�paimamas�kraujas.�Visi�jauniklių�mėginiai�
(n� =� 107),� išskyrus� 15� mėginių� iš� 10� skirtingo� amžiaus� individų,�
imti� jaunikliams� gavus� maždaug� 0,1�mg/kg� intraveninio� anestetiko�
(Zoletil�100,�Virbac,�Prancūzija),�t.�y.�saugią�dozę�šios�amžiaus�grupės�
jaunikliams.�Anestetikas�buvo� reikalingas� paimti� riebalinio� audinio,�
skirto�genų� ekspresijos�vertinimui,�mėginį� (Bennett� ir� kt.,� 2015).� Iš�
neanestezuotų�gyvūnų�buvo�renkami�tik�kraujo�mėginiai.�Tiksli�kraujo�
paėmimo�trukmė�(įvertinta�tik�iš�7�2016�m.�paimtų�mėginių)�buvo�apie�
2�min.�(vid.�±�SD�–�1,71�±�0,49�min.).�Tai�taip�pat�atitiko�ankstesnių�
analogiškų� tyrimų� laiką,�kur�kraujas�paimtas�per�mažiau�nei�2�min.�
(Bennett�ir�kt.,�2012).�Kraujas�buvo�renkamas�iš�ekstraduralinės�venos�į�
sterilų�10�ml�kalio�etilendiaminotetraacto�rūgšties�(EDTA)�vakuteinerį�
(Becton�Dickinson,�Oxon,�JK).�Surinkti�kraujo�mėginiai�kelių�valandų�
bėgyje�buvo�centrifuguojami�15�min.�2000�g.�Atskirta�kraujo�plazma�
surinkta�naudojant�stiklines�pastero�pipetes�ir�išskirstyta�į�0,5-1,5�ml�
talpos�mėgintuvėlius�bei�nedelsiant�užšaldyta�ir�laikoma�-20�°C�(2012�
m.)�arba�-80�°C�(2016�m.,�2017�m.)�temperatūroje�iki�ekstrahavimo�
procedūros�bei�mėginių�analizės.

Seilių� surinkimas� ir� apdorojimas.� Seilių�mėginiai� buvo� renkami�
kiekvieno�kraujo�mėginio�ėmimo�metu�tik�iš�anestezuotų�gyvūnų,�nes�
seilių�mėginių�rinkimas�be�anestezijos�iš�judrių�ir�agresyvių�jauniklių�
būtų�kėlęs� didelį� stresą� gyvūnui�bei� sužeidimo� riziką� tyrėjui.� Seilių�
mėginiai�rinkti�inertiniais�polimeriniais�cilindriniais�tamponais�(8�mm�
×�125�mm)�(Salimetrics,�JK).�Tamponas�buvo�įkišamas�į�anestezuoto�
jauniklio�burnos�šoną�ir�laikomas�iki�gyvūnas�pradėdavo�busti�iš�miego�
(ne�ilgiau�kaip�10�minučių).�Taigi�seilių�mėginių�paėmimo�trukmė�buvo�
iki�5�kartų�ilgesnė�(<�10�min.)�nei�kraujo�paėmimo�trukmė�(<�2�min.).�
Rinkimo� metu� vienas� tampono� galas� buvo� visuomet� prilaikomas,�
gyvūnui� leista�minimaliai� judėti� ir� tamponą�kramtyti.�Prieš� išimant,�
tamponėlis�buvo�naudojamas�seilėms�surinkti�iš�burnos�kraštų.�Tada�
tamponas� būdavo� perkeliamas� į� 5� ml� talpos� sterilų� švirkštą,� kuris�
buvo� naudojamas� seilėms� išspausti� iš� tampono� į� 2� ml� mėgintuvėlį�
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(Salicap,�IBL�International,�Vokietija).�Surinktas�seilių�tūris�vertintas�
atsižvelgiant�į�0,1�ml�tikslumo�mėgintuvėlių�gradaciją.�Prieš�kiekvieną�
seilių�ėmimo�procedūrą�buvo�patikrinama�burnos�sritis�ir�žiūrima,�ar�
nesimato�burnos�gleivinės�ar�tarpdančių�pažeidimo�ir/�ar�kraujavimo.�
Mėginiai�neimti,�jei�burnos�ertmėje�ar�aplink�dantenas�buvo�matomos�
kraujo� žymės� ar� švieži� kraujuojantys� įbrėžimai,� o� tamponėliai� su�
matomais�kraujo�pėdsakais�utilizuojami.�Visos�kitos�priemaišos,�kaip�
žolė� ar� purvo� dalelės,� jei� tokių� buvo,� nebuvo� plaunamos� siekiant�
išvengti�mėginio�atskiedimo.�Apibendrinus,�priežastys,�dėl�kurių�eilių�
mėginiai�lauko�darbų�metu�nebuvo�sėkmingai�surinkti�(traktuota,�kaip�
„nesurinkta“),� buvo� dvi:� a)� kraujo� pėdsakai� arba� b)� nepakankamas�
seilių�kiekis�(taip�vadinamas�„sausos�burnos“�efektas).�Po�paėmimo�
kraujo� ir� seilių� mėginiai� laikyti� aplinkos� (kambario)� temperatūroje�
vidutiniškai�2�valandas�9�min.�(nuo�25�min.�iki�8�val.�49�min.)�prieš�
juos�apdorojant,�vėliau�užšaldyti�-20�°C�(2012�m.)/�-80�°C�(2016�m.,�
2017�m.)�temperatūroje�iki�mėginių�analizės.

2.1.3.�Etikos�procedūros

Visi�mėginiai� rinkti�kompetentingų� ir�patyrusių�asmenų,� turinčių�
JK�vidaus�reikalų�ministerijos�licenciją�PPL�60/4009.�Šiam�darbui�taip�
pat�gautas�St�Andrews�universiteto�gyvūnų�gerovės�ir�etikos�komiteto�
(AWEC)� etikos� leidimas.�Darbas� atliktas� laikantis� 1986�m.� gyvūnų�
(mokslinių� procedūrų)� akto� (ASPA)� ir� ES� direktyvos� dėl� mokslo�
tikslais�naudojamų�gyvūnų�apsaugos�(2010�m.�/63/ES).

2.1.4.�ELISA�analizė

2.1.4.1. Kraujo plazmos paruošimas ir  
steroidinių�hormonų�ekstrahavimas

ELISA�tyrimui�plazmos�EDTA�mėginiai�buvo�ekstrahuoti�remiantis�
Arbor� Assays®� (Mičiganas,� JAV)� skystosios� steroidų� ekstrakcijos�
instrukcijomis� (Ankarberg-Lindgren� ir� kt.,� 2001;� Kumar,� 2020;�
Norjavaara�ir�kt.,�1996;�Raivio�ir�kt.,�2001).�Ekstrakcijos�metu�300�μl�
mėginio�sumaišyti�su�1,5�ml�dietilo�eterio�(santykiu�1:5),�mišinys�10�
min.�purtytas,�nucentrifuguotas�(10�min.�3000�g)�ir�užšaldytas�-80°C�
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temperatūroje.� Mėginių� mišinio� skystasis� viršutinis� sluoksnis� buvo�
nupiltas� į� individualius� 2� ml� polipropileno� mėgintuvėlius.� Siekiant�
geresnio� ekstrakcijos� efektyvumo,� procedūra� kartota� tris� kartus,� o�
surinktas�skystasis�organinis�sluoksnis�išgarintas�naudojant�vakuuminį�
Eppendorf� koncentratorių� 5301� (Hamburgas,� Vokietija).� Išgarinti�
mėginiai� laikyti� -20°C� (2012� m.)� arba� -80°C� (2016� m.,� 2017� m.)�
temperatūroje�iki�analizės.�Analizės�dieną�mėginiai�atšildyti,�ištirpinti�
300�μl�buferyje�(Ibl-International,�Hamburgas,�Vokietija)�ir�purtyti�30�
min.� kambario� temperatūroje,� siekiant,� kad� visi� sausi� komponentai�
ištirptų� ir� visiškai� susimaišytų� su� buferiu.� Vėliau� mišiniai� buvo�
centrifuguojami�10�min.�3000�g�ir�naudoti�ELISA�tyrimui.

2.1.4.2.�Seilių�mėginio�paruošimas�analizei

Seilių� mėginiai� buvo� kaitinami� 1� val.� 60°C� prieš� ELISA� pagal�
gamintojo�(Ibl-International,�Hamburgas,�Vokietija)� rekomendacijas,�
kad� būtų� denatūruotos� bet� kokios� analizei� įtaką� galinčios� turėti�
medžiagos� (pvz.,� gleivės� ir� baltymai,� galintys� turėti� įtakos� šviesos�
sugerčiai�ir�kt.).�Mėginiai�buvo�palikti�atvėsti�iki�kambario�temperatūros�
ir�nucentrifūguoti�3000�g�10�min.

2.1.4.3.�Komercinių�ELISA�rinkinių�  
validavimas�ir�mėginių�analizė

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� jokių�pakeitimų.�Plokštelių�plovimui�naudota�automatinė�EL×50�
mikroplokštelių�plovimo�mašina� (Biotek� Instruments,�Nyderlandai).�
Šviesos� sugertis� matuota� mikroplokštelių� optinio� tankio� skaitytuvu�
ELx800™� (BioTek,�Nyderlandai)� ir� analizuota� naudojant� programą�
Gen5�ELISA�ver.�1.11.5�(„BioTek�Instruments“,�Olandija).�Standartinė�
kreivė�buvo�nubrėžta�naudojant�netiesinę�4�parametrų�regresiją.

Kiekvienas� rinkinys� buvo� validuojamas� pilkųjų� ruonių� jauniklių�
seilių� ir�plazmos� tyrimų�tinkamumui�arba�preciziškumui�vertinant�–�
vidinį� (intra-CV)� ir� išorinį� (inter-CV)� variabilumą� (variacijos�
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koe¿cientą� –� CV),� skiedimo� kreivės� linijiškumą� (angl.� linearity)�
ir� paralelizmą� (angl.� paralelism),� tikslumą� (angl.� accuracy)� ir�
koncentracijos�išgavimo�rodiklį�(angl.�recovery�rate).�Tam�plazmos�ir�
seilių�mėginių�mišiniai�(angl.�pooled�samples)�buvo�atskiesti�gamintojo�
pateiktu� nuliniu� standartu/� buferiu� iki� 0,75,� 0,5� ir� 0,25�neapdorotos�
koncentracijos.� Šis� skiedimo� diapazonas� buvo� pasirinktas� siekiant�
užtikrinti,�kad�matavimai�atitiktų�standartinės�kreivės�ribas.�Praskiestos�
gautos�koncentracijos�buvo�palygintos�su�teorinėmis�mėginių�mišinių�
koncentracijomis.�Išgavimo�rodikliui�mėginių�mišiniai�buvo�sumaišyti�
santykiu� 1:1� su� a)� žemu� ir� b)� aukštu� gamintojo� pateiktu� standartu.�
Išgavimo� rodiklis� buvo� matuojamas� lyginant� teorines� ir� gautas�
koncentracijas.�Visi� standartai� ir�mėginiai�buvo�analizuojami�dviem�
pakartojimais�bet�kurioje�nurodytoje�lėkštelėje.

ELISA� validavimas� ir� plazmos� mėginių� matavimai� buvo� atlikti�
dviejose�lėkštelėse,�kurios�buvo�analizuojamos�dvejus�metus�iš�eilės�
2014�m.�(1�lentelė)�ir�2015�m.�(2�lentelė).�Kraujo�plazmos�inter-CV�
buvo� įvertintas� naudojant� du� mėginius.� Visi� seilių� mėginiai� buvo�
išmatuoti�vienoje�lėkštelėje�tiek�2014�m.,�tiek�2017�m.,�todėl�inter-CV�
nebuvo�matuotas.�Gamintojo�nurodytas�steroidų�jautrumo�diapazonas�
plazmos�testosteronui�(TB)�buvo�0,12–16�ng/ml,�seilių�testosteronui�
(TS)� –� 2–760� pg/ml� 2014� m.� ir� 2–900� pg/ml� 2017� m.,� plazmos�
estradioliui�(EB)�–�7�–�1000�pg/ml,�seilių�estradioliui�(ES)�–�0,4�–�100�
pg/ml,�plazmos�kortizoliui�(CB)�–�2,46�–�800�ng/ml,�seilių�kortizoliui�
(CS)� –� 0,015� –� 4� μg/dl.� Mažiausia� gamintojo� nurodyta� kiekybinio�
įvertinimo�riba�(LOQ):�ES�–�0,4�pg/ml,�TS�–�2�pg/ml,�CS�–�0,005�µg/
dl,�EB�–�10,6�pg/ml,�TB�–�0,07�ng/ml,�CB�–�2,46�ng/ml.�Gamintojo�
nurodytas�kryžminis�reaktyvumas�su�kitomis�medžiagomis:�ES�ir�EB�–�
estronas�(6,86�%),�estriolis�(2,27�%);�CS�ir�CB�–�prednizolonas�30�%,�
11-desoksi-kortizolis�–�7�%,�kortizonas�–�4�%;�TS�-�11β-testosteronas�
(4,22�%),�11α-testosteronas�(3,59�%);�tuberkuliozei�–�11β-testosteronas�
(8,67%),�11α-testosteronas�(3,24%).

Iš� viso� ištirtas� 121� kraujo� plazmos� mėginys� (2012� m.� n� =� 60,�
2016�m.�n�=�30,�2017�m.�n�=�31)�(11�lentelė).�Steroidų,�ypač�EB�ir�TB,�
koncentracijos� skirtingose� ��lėkštelėse� labai� skyrėsi;� 2014� ir� 2015�m.�
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lėkštelėse�nebuvo�mėginių,�žemesnių�už�aptikimo�ribą�(<�LOD),�tačiau�
2016�m.�tokių�mėginių�buvo�daugiau�(3� lentelė)�[dauguma�TB�(n�=�
24)]�ir�nuo�2017�m.�(4�lentelė)�(EB�(n�=�1)�ir�TB�(n�=�13))�ir�jie�buvo�
pašalinti� iš� bet� kurios� analizės.�Taip�pat� buvo�koncentracijų,� kurios�
buvo� mažesnės� už� kiekybinio� nustatymo� ribą,� pateiktą� gamintojų�
protokoluose� (LOQ)� 2� lėkštelėje� (TB� =� 12),� 3� lėkštelėje� (EB� =�
5,�TB�=�3� iš�6� likusių�mėginių)� ir�4�lėkštelėje� (EB�=�22,�TB�=�15).�
Taigi� į� šį� tyrimą�buvo�įtrauktos�koncentracijos,�kurios�pagal�šviesos�
sugerties�analizės�programą�buvo�didesnės�už�LOD,�nors�ir�mažesnės�
už� gamintojo� nurodytas� vertes.�Mėginiai,� kurių� koncentracija� buvo�
mažesnė� nei� LOQ� ir� mažesnė� nei� LOD,� yra� paminėti� Priedų� S1�
lentelėje�(<�LOD).

Tyrimo� metu� surinkti� skirtingų� tūrių� seilių� mėginiai.� Surinkus�
mažesnį� nei� 100� µl� seilių� kiekį� buvo� įmanoma� ištirti� vieną� iš� trijų�
hormonų,� ir� pirmenybė� buvo� teikiama� kortizolio� tyrimui� mažesnio�
mėginio�kiekio,�reikalingo�kortizolio�analizei�(2�×�25�µl)�lyginant�su�
estradiolio�(2�×�50�µl)�bei�dėl�pilotinių�tyrimų�metu�gautais�patikimais�
rezultatais.�Kai� surinktas� seilių� kiekis� leido� analizuoti� du� steroidus,�
antru� variantu� pasirinktas� testosteronas,� kurio,� kaip� ir� kortizolio,�
analizei� reikėjo�mažesnio� seilių�kiekio� (2�×�25�µl).�Dėl� to�galutinis�
ištirtų� seilių� steroidų�mėginių� skaičius� skiriasi.�Daugiausia�mėginių�
ištirta�CS�(2012:�n�=�37,�2017:�n�=�23)�ir�TS�(2012:�n�=�32,�2017:�n�=�
24),�mažiausiai�ES�(2012:�n�=�31,�2017:�n�=�22).

2.1.5.�Plazmos�estradiolio�ir�  
testosterono�analizė�naudojant�RIA

17β-estradiolio�(EB_RIA)�ir�testosterono�(TB_RIA)�radioimuninė�
analizė�(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�17βEstradiol�CT,�07815381.6,�Q16-031,�A16-003�(2/17)).�
Vidutinis�EB_RIA� ir�TB_RIA�variacijos�koe¿cientas,�gautas� iš� trijų�
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kiekvieno�mėginio�pakartojimų,�buvo�<�8,5�%� ir�12,6�%.�Aptikimų�
ribos�(LOD)�buvo�nustatytos�pagal�nurodytas�rinkinio�protokoluose�–�
22,8� pg/mL� EB_RIA� ir� 0,1� ng/mL� TB_RIA.� Gamintojo� nurodytas�
kryžminis� reaktyvumas� EB_RIA� nustatytas� su� estronu� (6,2� %),�
estrioliu� (1,45�%)� ir� kitomis�medžiagomis�<�0,01�%,� o�TB_RIA�su�
5α-dihidrotestosteronu� (3,4� %),� 5α� -Androstanas-3β,� 17β-diolis�
(2,2�%),�11-oksotestosteronas�(2�%)�ir�kiti�<�1�%.

Iš� viso� RIA� metodu� buvo� ištirtas� 31� pilkųjų� ruonių� jauniklių�
mėginys.�EB_RIA�metodu�S1�stadijoje�sėkmingai�nustatytos�8�(F�=�4,�
M�=�4)�mėginių�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�
sėkmingai�nustatytos�3�(F�<�LOD,�M�=�3)�mėginiams,�S2�–�1� (F�=�
1,�M�<�LOD),�W1�–�2�(F�=�2,�M�<�LOD).�TB_RIA�visos�W2�rinktos�
koncentracijos�buvo�mažesnės�už�aptikimo�ribą.�Taigi�visos�EB_RIA�
koncentracijos�viršijo�aptikimo�ribą�(LOD),�tuo�tarpu�virš�LOD�gauti�
tik�6�TB_RIA�mėginiai.

2.1.6.�UPC2-MS/MS�analizė

Ultrapajėgios�konverguotos�chromatogra¿jos�ir�tandeminės�masių�
spektrometrijos� (UPC2-MS/MS)� metodu� ištirtas� 31� pilkųjų� ruonių�
jauniklių� mėginys� (4� lentelė).� Tyrimas� atliktas� Norvegijos� mokslo�
ir� technologijos� universiteto� Chemijos� katedroje� (Trondheimas,�
Norvegija).� Šiuo� metodu� nustatyti� 15� iš� 19� analizuotų� steroidų�
koncentracijas�(4�lentelė).�Instrumentinis�mažiausias�aptikimo�kiekis�
(LOQ)� buvo� nustatytas� vertinant� mažiausią� tiesinėje� kalibravimo�
kreivės� diapazone� gautą� koncentraciją,� o� LOD� atitiko� LOQ/3.� Šis�
analizės�metodas�leido�nustatyti�visų�mėginių�vertes�tik�3�steroidams�–�
COR,�CORNE�ir�COS.�Visų�kitų�steroidų�dalies�mėginių�koncentracijos�
buvo�mažesnės�nei�LOQ.�Statistiniais� tikslais� nusprendėme�naudoti�
realiais� <� LOQ� koncentracijas� 11-deoxyCOR� ir� DOC� steroidams,�
nes� jos� buvo� artimos� >� LOQ� koncentracijoms� ir� suteikė� geresnį�
bendrą�duomenų�pasiskirstymą�(Keizer�ir�kt.,�2015).�Kadangi�likusių�
steroidų�<�LOQ�koncentracija�po�kalibravimo�turėjo�neigiamas�vertes,�
statistinei�analizei�buvo�naudojamos�jų�LOQ/2�reikšmės�(4�lentelė).
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4� lentelė.� Išanalizuotų� mėginių� skaičius� (N)� ir� mėginių� skaičius� <LOQ�
skirtingiems�steroidams�kiekvienam�mitybos�etapui.

S1 S2 W1 W2 LOQ LOQ/2
Imties�dydis�(N): 9 7 9 6 ng/ml ng/ml
Mėginių�sk.�<�LOQ:

Kortizolis�(COR) - - - - 0,33 N/A
Kortizonas�(CORNE) - - - - 0,33 N/A
Kortikosteronas�(COS) - - - - 0,33 N/A

11-deoksikortizolis�
(11-deoxyCOR) 4 - 1 3 0,66 N/A

11-deoksikortikosteronas�
(DOC) 3 4 6 5 0,33 N/A

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 4 0,33 0,17
5α-dihidrotestosteronas�(DHT) 1 1 5 2 0,33 0,17

Dihidroepiandrosteronas�
(DHEA) 7 4 7 5 3,33 1,67

17α-hidroksiprogesteronas�
(17α-OHP) 4 3 7 4 0,33 0,17

Estronas�(E1) 3 2 4 5 1,67 0,83
17β-estradiol�(E2) N/A N/A N/A N/A N/A N/A

17α-estradiol�(17α-E2) N/A N/A N/A N/A N/A N/A
17α-hydroxypregnenolone�

(17α-PREG) N/A N/A N/A N/A N/A N/A

Aldosterone�(ALDO) N/A N/A N/A N/A N/A N/A

2.1.7.�Elgsenos�tyrimo�objektas�ir�metodai�pilkųjų�ruonių�
žindymo�ir�badavimo�laikotarpiais

2.1.7.1. Tyrimo vieta

Isle� of�May� saloje� (56◦11‘Š,� 02◦33‘W)� atsivestų� pilkųjų� ruonių�
jauniklių� elgsena� buvo� stebima� 2017� m.� veisimosi� sezono� metu�
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(spalio-gruodžio�mėn.).� Stebėjimui� pasirinkta� konkreti� salos� vieta�–�
Tarbet�Hole,�kur�veisimosi�sezono�viduryje�vienu�metu�galima�stebėti�
apie�šimtą�patelių� ir�jų�jauniklių.�Teritorijoje�taip�pat�skirtingu�metu�
ilsisi�3-7�dominuojantys�patinai,� saugantys�apie�7-12�patelių�grupes�
su�jaunikliais.�Iš�vienos�pusės�gulykla�yra�apsupta�aukšto�skardžio�ir�
yra�izoliuota�nuo�kitų�pilkųjų�ruonių�gulyklų,�taip�apribojant�individų�
migraciją.� Aukštesnis� stebėjimo� taškas� nuo� skardžio� leidžia� vienu�
metu� stebėti� kelias� dešimtis� patelių� ir� jauniklių� porų� jų� netrikdant�
(6�pav.).�Šio�tyrimo�rezultatuose�pateikti�tiek�žindymo,�tiek�badavimo�
laikotarpiu� stebėtų� 5� individų,� iš� kurių� rinkti� ir� kraujo� mėginiai,�
leidžiantys� susieti� steroidinių� hormonų� koncentracijas� ir� elgseną,�
duomenys.

2.1.7.2.�Stebėjimo�metodika

Žindymo� laikotarpis.� Elgsena� buvo� registruojama� šviesiu� paros�
metu�nuo�8�iki�18�val.�iš�vieno�stebėjimo�taško�jaunikliai�buvo�stebimi�
vidutiniškai�2�valandas�per�dieną.�Elgsenos�registravimas�prasidėdavo�
stebėtojui�atvykus�į�stebėjimo�vietą.�Elgsenos�registracijai�pasirinktas�
skanavimo metodas� (Altmann,�1974),�kurio�metu� jauniklių�elgsenos�
elementai� (žr.� etogramą,� 5� lentelė)� pakartotinai� registruoti� kas� 5�
min.� Vienu� metu� buvo� stebima� iki� 11� jauniklių� ir� stebėjimų� metu�
¿ksuota:�1)�paros�laikas,�2)�jauniklio�ID,�3)�elgsenos�elementai,�4)�kiti�
individai,�jų�amžius/�lytis/�ID�(jei�įmanoma),�dalyvaujantys�sąveikoje,�
jei�jauniklio�elgsena�buvo�socialinio�pobūdžio.�

Iš� vienos� stebėjimo� vietos� buvo� matyti� tik� pusė� stebėjimo�
kolonijos,�todėl�stebėjimo�laikas�buvo�dalinamas�tarp�dviejų�stebėjimo�
vietų�(6�pav.).�Kol�elgsena�buvo�registruojama�vietoje,�kitoje�ji�buvo�
¿ksuojama� aukštos� raiškos� vaizdo� kamera� (Panasonic� HDC-TM60�
HD�1920�×�1080).�Vėliau�įrašai�buvo�analizuojami�naudojant�Solomon�
Coder�(Versija:�beta�17.03.22,�András�Péter,�2017)�elgsenos�analizės�
programą.� Žindomų� jauniklių� tapatybė� buvo� nustatoma� remiantis�
motinos�tapatybe�ir�individualiais�išoriniais�identi¿kaciniais�ženklais.�
Nors�žindymo�laikotarpiu,�ypač�pradžioje,�patelės�retai�atsitraukia�nuo�
jauniklių,� patelėms� nutolus� baltus� jauniklius� tapdavo� sunku� atskirti�
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vieną� nuo� kito.� Siekiant� padidinti� atpažinimo� tikslumą,� tiriamieji�
jaunikliai�buvo�pažymėti�priklijuojamais�5�cm�skersmens�skirtingos�
formos� juodo� audinio� lopinėliais.� Nusišėrusius� jauniklius� (4� stadija�
pagal� Kovacs� ir� Lavigne� (1986))� tapdavo� įmanoma� atpažinti� pagal�
individualų�kailio�raštą.

Badavimo laikotarpis.� Atjunkytų� jauniklių� elgsenos� duomenys�
rinkti�šviesiu�paros�metu�nuo�9�iki�17�val.�lapkričio�14�–�gruodžio�9�
dienomis�naudojant�tą�pačią�didelės�raiškos�vaizdo�kamerą�(Panasonic�
HDC-TM60�HD�1920�×�1080),�kaip�ir�žindymo�laikotarpiu.�Tiriamųjų�
jauniklių�vieta�buvo�pasirinkta�ad libitum,�atsižvelgiant�į�gyvūno�ID�ir�
tiriamųjų�individų�skaičių�stebimoje�grupėje.�Dėmesys�buvo�skiriamas�
daugiau� nei� vieno� jauniklio� grupėms,� siekiant� ištirti� socialinės�
elgsenos�dažnį�badavimo�periodu.�Kamera�būdavo�pastatoma�taip,�kad�
netrikdytų�individų�ir�pakankamai�saugiai,�kad�gyvūnas�negalėtų�jos�
pasiekti.�Filmuojama�buvo�iki�6�val.�per�dieną.�Siekiant�palengvinti�
tiriamo�gyvūno� identi¿kaciją� ir� buvimo�vietos�nustatymą,� tiriamieji�
jaunikliai�buvo�pažymėti�nusiplaunančiais�rodamino�dažais.�Elgsenai�
analizuoti�naudojant�Solomon�Coder�(Versija:�beta�17.03.22,�András�
Péter,� 2017)� elgsenos� analizės� programą� ir� taikant� focal� sampling�
metodą,� kurio� metu� registruota� visa� tiriamojo� jauniklio� elgsena�
(5� lentelė).� Šio� konkretaus� tyrimo� metu� badaujant� po� nujunkymo�
į� analizę� buvo� įtraukti� 5� jauniklių� (2� patelių� ir� 3� patinų)� vaizdinės�
medžiagos�rezultatai.�Asmenys�buvo�stebimi�31�±�4�(vidurkis�±�SD)�
dienų�amžiaus� 0,96�±�0,12� (vidurkis�±�SD)�valandų�per�dieną,�viso�
5,05�±�1,14�(vidurkis�±�SD)�valandų�vienam�individui.
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6 pav.�Didelės�skiriamosios�gebos�Isle�of�May�salos�(apačioje)�ir�Tarbet�hole�
(viršuje)� vaizdas� su� pažymėtomis� patelių� (rožiniai� apskritimai),� jauniklių�
(balti�apskritimai)�ir�suaugusių�patinų�(raudoni�trikampiai)�buvimo�vietomis.�
Žali�apskritimai�rodo�taškus,�iš�kurių�vykdyti�stebėjimai.

�
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5� lentelė.� Pilkųjų� ruonių� žindančių� jauniklių� elgsenos� etograma.�Elgsenos�
elementai�priskirti�žindymo,�badavimo�ar�abiem�laikotarpiams.

Laikotar- 
pis/-iai

Trum- 
pinys

Trumpas�
aprašas Ilgas�aprašas

Žindymas MP Motinos ir jau-
niklio�sąveika

Fizinis�kontaktas�tarp�jauniklio� ir� jo�
motinos. 

Žindymas Skl Žindymas Žindymas.
Abu Loc Judėjimas Judėjimas�bet�kuria�kryptimi.
Abu A Budrumas Budrumo�būsena,�kai�jauniklio�kūnas�

įsitempęs,�kaklas�ištiestas,�galva�pa-
kelta,�tikrinama�aplinka.

Abu SI�-�D Socialinis ty-
rinėjimas�per�
atstumą

Tiriamasis� individas� šiek� tiek�nulei-
dęs�galvą�įdėmiai�žiūri�į�kitą,�uodžia�
kitą� individą� iš� tolo.�Kontaktas� tarp�
individų�nevyksta.

Badavimas SI�-�C Socialinis ty-
rinėjimas�per�
kontaktą

Vienas� individas� uodžia� kitą� arba�
rodo� kitus� susidomėjimo� požymius,�
liečia� vibrises,� plaukmenis,� snukį�
savo� snukiu� ar� dantimis.� Matomas�
¿zinis�kontaktas�tarp�individų.
Glaudus� kontaktas� tarp� motinos� ir�
jauniklio�žymimas�MP.

Abu NI Nesocialinis 
tyrinėjimas

Aplinkos,� t.� y.� negyvų� aplinkos�
objektų� ar� kitos� rūšies� atstovų� tyri-
nėjimas�vibrisėmis,�snukiu,�burna�ar�
priekiniais�plaukmenimis.

Abu SP Socialinis�žai-
dimas

Bet� koks� socialinis� žaidimas� tarp�
jauniklių� (žindomų� ir� atjunkytų),�
įskaitant�žaidimo�kovą�ir�poravimosi�
imitavimą.

Abu NP Nesocialinis 
žaidimas

Nesocialus�žaidimas,� nukreiptas� į� ne-
gyvus�objektus� (akmenis,� žolę� ir�kt.),�
išreikštas� jų� griebimu,� traukimu� ir�
mėtymu;�taip�pat�apibrėžiamas�speci¿-
niais�žaidimui�pasikartojančiais,�perdė-
tais,�staigiais�jauniklio�kūno�judesiais.

Abu Ag Agonistinė�
elgsena

Bet� koks� agonistinis� elgesys,� nu-
kreiptas�į�kitą�individą.

Abu R Poilsis Miegas.
Abu Voc Vokalizacija Jauniklis�skleidžia�garsą.
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2.1.8.�Statistinė�analizė

Statistinė� duomenų� analizė� atlikta� naudojant� SPSS� (IBM� SPSS�
Statistics� for� Windows,� Version� 22.0.� Armonk,� NY:� IBM� Corp.).�
Statistiniai� skirtumai� laikomi� reikšmingais,� kai� p�<�0,05.� Išsamesnė�
informacija� apie� statistinę� analizę� pateikiama� toliau� pateiktuose�
skyriuose.

ELISA validavimas.� Plazmos� plokštelių� preciziškumas� (t.y. 
kaip� to� paties� mėginio� vertės� atsikartoja� tarp� matavimų)� vertintas�
naudojant� vidinį� ir� išorinį� variacijos� koe¿cientą.� Išorinis� (inter-
CV)� gautas� naudojant� du� 2012�m.�mėginius,� kiekvienas� išmatuotas�
dviem� egzemplioriais� kiekvienoje� iš� dviejų� plokštelių.� Vidutinis�
vidinis�variacijos�koe¿cientas� (intra-CV)� kiekvienai� lėkštelei�gautas�
apskaičiavus� kiekvieno� mėginio� dviejų� pakartojimų� toje� pačioje�
lėkštelėje� vidurkį,� standartinį� nuokrypį� bei� išvedus� jų� variacijos�
koe¿cientą�(CV)� ir�išvedus�visų�mėginių�CV�vidurkį.�Intra-�ir�inter-
CV�tikslumas�buvo�laikomas�priimtinu,�kai�<�20�%.

Paraleliškumas� buvo� nustatytas� vizualiai� įvertinus� gra¿kus,�
kuriuose�buvo�pavaizduotas�standartinės�kreivės�bei�seilių�ar�plazmos�
mišinių� optinis� tankis� esant� tam� tikram� praskiedimui.� Plazmos� ir�
seilių�rinkinių�tikslumas�(t.�y.�kiek�gautos�vertės�atitinka�teorines�arba�
priimtinas)� buvo� nustatytas� atliekant� dviejų� plokštelių� praskiestų�
plazmos�ar�seilių�mišinių�(plazma:�n�=�6;�seilės:�CS,�TS�n�=�6,�ES�=�
5)� gautas� ir� teorines� koncentracijų)� tiesinės� regresijos� analizę,� kuri�
turėtų� rodyti� reikšmingą� teigiamą� ryšį� su�vienetui� artimu�nuolydžiu�
(nuolydis� laikytas� priimtinu� kai� 0,8–1,2,� o� r2� >� 0,95)� (Hunt� ir� kt.,�
2017;�Kershaw� ir�Hall,� 2016).� Išgavimo rodikliui� gautos� ir� teorinės�
koncentracijos� didelės� ir� mažos� seilių� ir� plazmos� mėginiuose�
buvo� palygintos� naudojant� suporuotą� t� testą.� Skiedimo� vertės� buvo�
laikomos�priimtinomis,� jei� jos�neviršijo�30�%�gautos�koncentracijos�
esant�mažoms�koncentracijų�vertėms,�o�mėginių�išgavimo�rodiklis,�jei�
jos�neviršijo�20�%�teorinės�vertės�(Yan,�2018).

Steroidų�koncentracijų�seilėse�ir�plazmoje�palyginimas.�Ryšiui�tarp�
kortizolio�koncentracijos�seilėse�ir�plazmoje�nustatyti�buvo�naudojama�
tiesinė� regresinė� analizė.� Estradiolio� ir� testosterono� koncentracijai�
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seilėse�ir�plazmoje�palyginti�buvo�naudojama�neparametrinė�Spearman�
rango�koreliacija.�Rezultatai�pateikti�kaip�bendras�arba�dalinis�ryšys�
tarp�seilių�ir�skirtingų�ELISA�plokštelių�analizei�(1�lėkštelė�(surinkta�
2012�m.,�analizuota�2014�m.),�2�lėkštelė�(surinkta�2012�m.,�analizuota�
2015�m.),�4�lėkštelė�(surinkta�2017�m.�2018�m.)).

Seilių� steroidų� koncentracijos� priklausomybė� nuo�mėginio� tūrio. 
ELISA� gamintojas� rekomenduoja� analizei� naudoti� >� 0,5� ml� tūrio�
seilių� mėginius.� Tačiau� laukinėje� gamtoje� ne� visada� buvo� gautas�
reikiamas�seilių�mėginio�tūris,�todėl�buvo�naudojama�Spearman�rango�
koreliacija,�siekiant�įvertinti,�ar�gautas�seilių�mėginio�tūris�buvo�susijęs�
su�steroidų�(ES,�TS,�CS)�koncentracija.�Rezultatai�buvo�pateikti�kaip�
bendra�ir�dalinė�koreliacija�tarp�seilių�surinkimo�metų�(2012�ir�2017).

Dviejų� matricų� jautrumo� palyginimas.� Apibendrintas� linijinis�
mišrus� modelis� (GLMM)� buvo� naudojamas� norint� įvertinti� galimą�
mitybinės�stadijos�(S1,�S2,�W1,�W2),�maitinimosi�periodo�(žindymo�
ir�po�nujunkymo),�jauniklių�lyties,�kūno�masės�(kg),�amžiaus�(dienos)�
ir�paros�laiko�poveikį�EB�ir�ES�mėginių�koncentracijoms�(n�=�27),�bei�
papildomai�–�plazmos�lėkštelės�numerio�(1�lentelė,�2�lentelė,�3�lentelė)�
CB�ir�mėginių�ėmimo�metų�(2012,�2017)�poveikį�CS�palyginamiems�
mėginiams�(N�=�55).�ES�ir�EB�palyginamajai�analizei�buvo�naudojami�
tik�2012�m.�mėginiai,�nes�tarp�2017�m.�rinktų�mėginių�skirtingų�matricų�
koreliacijos�nebuvo.�EB�naudotas�normalaus�pasiskirstymo�modelis�su�
tiesinio�ryšio�funkcija,�o�CB,�CS�ir�ES�–�gama�paskirstymo�modelis�su�
log�ryšio�funkcija.�Koreguotas�Akaike�informacijos�kriterijus�(AICc)�
buvo�naudojami�renkantis�geriausią�modelį�su�reikšmingais�faktoriais.

ELISA� verčių� palyginimas� su� steroidų� vertėmis,� gautomis�
alternatyviais�analizės�metodais.�Skirtingų�plazmos�estradiolio�(EB_
RIA�vs.�EB)�ir�kortizolio�(CB�vs.�COR)�koncentracijų�gautų�skirtingais�
metodais�palyginimui�buvo�naudojamas�ICC�dvipusis�mišrus�modelis.�
Naudotas� lyginamasis� tipas� (angl.� Consistency),� o� ne� absoliutaus�
sutapimo�(angl.�Absolute agreement),�nes�absoliučios�koncentracijos�
skirtinguose� metoduose� skyrėsi.� Cronbacho� alfa� buvo� naudojamas�
vidiniam�ICC�nuoseklumui�(„patikimumui“)�matuoti.�Koncentracijos�
tarp� dviejų� metodų� buvo� palygintos� naudojant� suporuoto� mėginio�



45

T� testą� (t).� Testosteronas� nebuvo� įtrauktas� į� analizę� dėl� didelio�
koncentracijų,�mažesnių�už�aptikimo�ribą�(<�LOD),��skaičiaus�taikant�
abu�metodus�–�ELISA�(TB)�ir�RIA�(TB_RIA).

Elgsenos�analizė.�Friedmano�2�krypčių�ANOVA�(χ2)�su�Dunn’s�testu�
buvo�naudojama�siekiant�nustatyti�reikšmingus�skirtumus�tarp�skirtin-
gos�elgsenos�dalies�(%)�vidurkių�atskirai�žindymo�(n�=�5)�ir�atjunkymo�
(n�=�5)� laikotarpiais.�Remiantis�surinktais�duomenimis,�buvo�stengia-
masi�rasti�sąsajas�tarp�pilkųjų�ruonių�jauniklių�elgsenos�proporcijos�ir�
steroidų�koncentracijos�naudojant�paprastą�Spearman�rango�koreliaciją.�
Į�palyginimą� taip�pat� buvo� įtraukta�vidutinė�kūno�masė� (kg)� ir� vidu-
tinis� amžius� (dienomis).�Naudotos� steroidų�koncentracijos� buvo�gau-
tos�taikant�RIA�(EB_RIA),�UPC2-MS/MS�(DHEA,�AN,�A5,�TS,�DHT,�
KetoTS,� DOC,� 11-deoksiCOR,� ALDO,� COS,� CORNE,� PREG,� P4,�
17α-OHP,�E1).�CS,�CB�ir�COR�nebuvo�įtraukti�į�analizę,�nes�kortizolis�
buvo�jautrus�mėginių�ėmimo� trukmei,�TB�ir�TB_RIA�buvo�neįtraukti�
dėl�mažo�mėginio�dydžio,�viršijančio�LOQ�/�LOD,�ES�nebuvo�įtrauktas,�
nes�koncentracijos�gautos�tik�3�individams�žindymo�laikotarpiu.�Kore-
liacijos�koe¿cientas�ir�reikšmingumo�lygis�(p)�buvo�lyginami�siekiant�
įvertinti�reikšmingas�koreliacijas�vidutinei�atskiro�ruonio�elgsenos�ele-
mentų�daliai�(%)�su�kūno�mase,�amžiumi�ir�vidutine�skirtingų�steroidų�
koncentracija�žindant�(n�=�5)�ir�po�atjunkymo�(n�=�5).�

2.2.�REZULTATAI

2.2.1.�Seilių�ir�kraujo�mėginių�surinkimo�  
sėkmingumo�palyginimas

Iš�visų�surinktų�102�plazmos�mėginių�(2012�m.�–�71,�2017�m.�–�
31),�kai�buvo�bandyta�paraleliai�imti�seiles�(2016�metais�seilės�nebuvo�
renkamos),� ELISA� optimizavimui� panaudota� 11� mėginių.� Taigi� 91�
(2012�m.� –� 60,� 2017�m.� –� 31)� plazmos�mėginys� buvo� naudojamas�
ELISA�validavimui�ir�tolesnei�statistinei�analizei.�Sėkmingai�surinkti�
62�mėginiai�(2012�m.�–�38,�2017�m.�–�24)�arba�60,19�%�(2012�m.�–�
54�%,�2017�m.�–�77�%)�visų�102�mėginių�ėmimo�atvejų.�Nesėkmingi�
seilių�mėginių�ėmimo�atvejai�(n�=�40)�atsirado�dėl�per�mažo�surinkto�
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seilių� kiekio� tiriamųjų� individų� anestezijos� metu� arba� dėl� mėginių�
užterštumo� krauju.� Iš� surinktų� seilių� mėginių� 9� (14,52� %)� buvo�
daliniai�mėginiai�(šeši�mėginiai,�kai�ištirti�užteko�du�steroidus�ir�keturi�
mėginiai,�kai�buvo�tiriamas�tik�vienas�steroidas)�ir�53�(84,48�%)�pilni�
seilių�mėginiai.�Apibendrinus,�pakankamai�seilių�trijų�steroidų�analizei�
surinkta� ~� 52�%� visų� gyvūnų� kraujo� ėmimo� atvejų.� Taip� pat� 2012�
metų�trys�TS�mėginiai�(du�iš�S1�mitybos�etapo�ir�vienas�iš�S2)�viršijo�
aptikimo�ribą,�o�mėginio�ar�reagento�nepakako�analizės�pakartojimui,�
tad�šie�mėginiai�nebuvo�įtraukti�į�tolimesnę�statistinę�analizę.

2.2.2.�ELISA�rinkinių�validavimas�  
kraujo�plazmos�ir�seilių�steroidų�tyrimams

Kraujo� plazmos� (EDTA)� steroidų� tyrimo� validavimas.� Analizės�
metu�sėkmingai�validuotas�ELISA�lėkštelių�estradioliui�ir�kortizoliui�
panaudojimas.�Intra-CV�tyrimo�metu�buvo�<�15�%,�o�sukeltinių�mėginių�
realios�koncentracijos�skyrėsi�mažiau�nei�20�%�nuo�teorinių.�Realios�
ir� teorinės� sukeltinės� abiejų� steroidų� koncentracijos� reikšmingai�
nesiskyrė�(CB�(n�=�4):�t�=�0,24,�df�=�3,�p�=�0,83,�EB�(n�=�6):�t�=�-0,24,�
df�=�5,�p�=�0,82).�Skiedimo�kreivės�buvo�lygiagrečios�standartinėms�CB�
ir�EB�kreivėms.�Realios�ir�teorinės�atskiestų�mėginių�koncentracijos�
parodė� tiesinį� ryšį� su�1�artimu�nuolydžiu� tiek�kortizoliui� (r2�=�0,95,�
df�=�5,�p�<�0,01,�nuolydis�–�0,95),�tiek�estradioliui�(r2�=�0,97,�df�=�5,�
p�<�0,001,�nuolydis�–�0,92).�Inter-CV�buvo�8�%�EB�ir�25�%�CB.

TB� intra-CV� buvo� <� 11� %� (išskyrus� aukštą� 23� %� intra-CV� 4�
lėkštelėje,�kurią�galėjo�nulemti�labai�žemos�mėginių�koncentracijos),�
o� vidutinis� koncentracijų� išgavimo� rodiklis� siekė� 106�%.�Realios� ir�
teorinės� sukeltinės� TB� koncentracijos� reikšmingai� nesiskyrė� (n� =�
4,�t�=�-0,642,�df�=�3,�p�=�0,57).�Skiedimo�kreivės�buvo�lygiagrečios�
standartinei� kreivei,� o� realios� ir� teorinės� atskiestų� mėginių�
koncentracijos�parodė�tiesinį�ryšį�su�1�artimu�nuolydžiu�1�(r2�=�0,99,�
df�=�5,�p�<�0,001,�nuolydis�–�0,99).�Tačiau�inter-CV�buvo�nepriimtinai�
didelis�(86�%),�todėl�šis�plazmos�testosterono�ELISA�tyrimas�nebuvo�
sėkmingai�validuotas.�
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Steroidinių� hormonų� koncentracijos� atitiko� schemą� –�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),� tačiau�
absoliučios�vidutinės�vertės� skyrėsi�priklausomai�nuo�analizės�metų�
ir�lėkštelės.

Seilių� steroidų� tyrimo� validavimas.� Skiedimo� kreivės� buvo�
lygiagrečios� standartinėms� visų� steroidų� kreivėms� seilėse.�Visi� trys�
rinkiniai�buvo�sėkmingai�validuoti.�Visų�steroidų�CV�buvo�<�11�%.�
Sukeltinių�koncentracijų�išgavimo�rodikliai�TS�ir�CS�neviršijo�20�%,�
o�ES�–�30�%.�Realios�ir�teorinės�sukeltinės�koncentracijos�nesiskyrė�
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�teorinės�atskiestų�mėginių�koncentracijos�parodė�tiesinį�ryšį�
su�1�artimu�nuolydžiu�–�seilių�kortizoliui�(r2�=�93,�df�=�5,�p�<�0,01,�
nuolydis�–�0,96),�estradioliui�(r2�=�0,88,�df�=�4,�p�=�0,015,�nuolydis�–�
0,94)�ir�testosterono�(r2�=�0,98,�df�=�5,�p�<�0,001,�nuolydis�–�0,99).

Steroidinių� hormonų� koncentracijos� seilėse� atitiko� koncentracijų�
dydžio�pasiskirstymą�kraujyje:�CS�vid.�=�0,17�µg/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� seilių� steroidų�
koncentracijos�skirtingais�metais�skyrėsi.�

2.2.3.�Mėginio�tūrio,�anestezijos�ir�  
paros�laiko�poveikis�steroidų�koncentracijai�seilėse

Nebuvo�ryšio�tarp�paros�laiko,�kada�buvo�paimtas�mėginys,�ir�tirtų�
steroidų�koncentracijos�(ES:�n�=�53,�TS:�n�=�56,�CS:�n�=�59,�Spearman,�
p� >� 0,05).� Taip� pat� nebuvo� reikšmingų� tirtų� steroidų� koncentracijų�
skirtumų�tarp�anestezuotų�ir�neanestezuotų�jauniklių�(ES:�n�=�4,�TS,�
CS:�n�=�5,�MW,�p�>�0,05).�Seilių�mėginio�tūris�reikšmingai�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�steroidų�  
koncentracijos�seilėse�ir�plazmoje

Dėl�riboto�seilių�mėginio�tūrio�buvo�galima�palyginti�ryšį�tarp�55�
kortizolio,�49�estradiolio�ir�44�testosterono�mėginių�dviejose�matricose.�
Trijų� 2014� m.� analizės� mėginių� TS� reikšmės� viršijo� standartinės�
kreivės�ribą�(760�pg/ml),�o�mėginio�nepakako�pakartotiniam�tyrimui�
praskiedus,� todėl� į� analizę� jos� nebuvo� įtrauktos.� Be� to,� nemaža�
dalis� 2017�m.� plazmos�mėginių� buvo� žemiau� aptikimo� ribos,� todėl�
koreliacijai� buvo� galima� panaudoti� tik� nedidelį� kiekį� suderintų�
mėginių.

Reikšmingo�bendro�ryšio�tarp�ES�ir�EB�koncentracijų�nebuvo�(N�=�
49,�Spearman�R�=�-0,09,�p�=�0,54).�Tačiau�koreliacijos�stiprumas� ir�
reikšmingumas� skyrėsi� tarp� lėkštelių:� koncentracijos� 1� lėkštelėje�
parodė�stipresnį�ryšį�(1�lėkštelė:�N�=�20,�r�=�0,61,�p�<�0,01),�bet�jokio�
ryšio�su�koncentracija�plazmoje,�kuri�buvo�gerokai�mažesnė,�likusiose�
lėkštelėse�nepastebėta.�Buvo�geras�reikšmingas�bendras�ryšys�tarp�CB�
ir�CS�(N�=�55,�r�=�0,63,�radj2�=�0,4,�F1,53�=�34,66,�p�<�0,001).�TB�ir�TS�
neparodė�bendros�koreliacijos�(N�=�44,�Spearman�r�=�0,12,�p�=�0,44),�
taip�pat�nebuvo�pastebėta�reikšmingų�koreliacijų�atskirose�lėkštelėse.

2.2.5.�Lyties�ir�mitybinės�stadijos�poveikis�  
steroidų�koncentracijoms�plazmoje�ir�kraujyje

Geriausias�modelis,�aprašantis�EB�koncentracijų�pokyčius,�apėmė�
du� reikšmingus� kintamuosius� (AICc�=�260,61� vs.�AICc0� =�314,83).�
EB�koncentracija�reikšmingai�skyrėsi�tarp�mitybinių�jauniklio�stadijų�
(F3,22�=�7,18,�p�<�0,01)�ir�moteriškos�lyties�jauniklių�buvo�reikšmingai�
didesnis� (F1,22�=�4,42,� p�=� 0,047).�EB�buvo�didžiausias� ankstyvuoju�
žindymo�laikotarpiu,�išliko�žemesnis�ir�stabilus�vėlyvojo�žindymo�ir�
ankstyvojo�badavimo�laikotarpiais�ir�vėl�sumažėjo�vėlyvuoju�badavimo�
periodu� (7a� pav.).�Mitybos� stadija� buvo� vienintelis� reikšmingas� ES�
koncentracijų�pokyčius�aprašantis�faktorius�(AICc�=�30,64�vs.�AICc0�=�
56,23;� F3,23�=� 14,44,� p� <� 0,001).� Didesnės� ES� koncentracijos� buvo�
ankstyvo�ir�vėlyvojo�žindymo�metu�(7b�pav.).
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7 pav.�Pilkųjų�ruonių�jauniklių�EB�(a)�ir�ES�(b)�koncentracijos�skirtingomis�
mitybinėmis�stadijomis�(S1,�S2,�W1,�W2).�Raudonos�dėžutės�žymi�pilkųjų�
ruonių� moteriškos,� mėlynos� –� vyriškos� lyties� jauniklių� EB� koncentraciją.�
Skirtingos�rodo�reikšmingus�(p�<�0,05)�skirtumus�tarp�steroidų�koncentracijos�
skirtingomis�mitybinėmis�sąlygomis.�Vidurinė�linija�žymi�medianą,� išorinė�
dėžutė� –� tarpkvartilinį� atstumą;� ūsai� –� 95�%� pasikliautinuosius� intervalus.�
Imties�dydis�(N)�kiekvienam�mitybos�etapui�nurodytas�gra¿ko�apačioje.

(a) �

(b)� �
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8 pav. Pilkųjų�ruonių� jauniklių�CB�(a)� ir�CS�(b)�koncentracijos�skirtingais�
mitybiniais�periodais�(suckling�–�žindymo,�post-weaning fast�–�badavimo).�
Skirtingos�CB�dėžučių�spalvos�žymi�skirtingas�ELISA�lėkšteles�(mėlyna�–�1�
lėkštelė�(2014�m.),�žalia�–�2�lėkštelė�(2015�m.),�geltona�–�4�lėkštelė�(2008�m.),�
o� skirtingos� CS� dėžučių� spalvos� žymi� skirtingą� koncentraciją� skirtingais�
mėginių� rinkimo�metais� (mėlyna�–�2012,�žalia�–�2017).�*� reikšmingi� (p�<�
0,05)� steroidų� koncentracijų� skirtumai� tarp� skirtingų� (lėkštelių� CB)� arba�
mėginio�rinkimo�metų�(CS);�**�reikšmingi�steroidų�koncentracijų�skirtumai�
(p� <� 0,05)� tarp� mitybinių� periodų.� Vidurinė� linija� žymi� medianą,� išorinė�
dėžutė� –� tarpkvartilinį� atstumą,� ūsai� –� 95�%� pasikliautinuosius� intervalus,�
apskritimai� –� išskirtinis,� žvaigždutės� –� ekstremumai.� Imties� dydis� (N)�
kiekvienam�mitybiniam�periodui�nurodytas�kiekvieno�gra¿ko�apačioje.

(a)

(b)
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Geriausias�modelis,�apibūdinantis�CB�pokyčius,�apėmė�du�reikšmin-
gus� kintamuosius� (AICc�=�42,02�vs.�AICc0�=� 101,04).�CB� reikšmin-
gai�skyrėsi�tarp�lėkštelių�(F2,51�=�29,05,�p�<�0,001)�ir�mitybinio�periodo�
(F1,51�=�8,03,�p�<�0,01).�CB�koncentracija�buvo�didžiausias�1�lėkštelėje�
(2014�m.),�o�mažesnė�likusiose,�tarp�kurių�reikšmingo�skirtumo�neras-
ta�(8a�pav.).�Individo�ID�kaip�atsitiktinis�faktorius�nepagerino�modelio�
ir�buvo�pašalintas.�Mitybinis�periodas�(žindymas�vs.�badavimas,�F1,52�=�
18,42,�p�<�0,001)�ir�metai�(2012�m.�vs.�2017�m.,�F1,52�=�14,48,�p.�<�0,01)�
buvo� reikšmingi� faktoriai� paaiškinantys� CS� koncentracijos� pokyčius�
(AICc�=�63,64�vs.�AICc0�=�89,36).�Didesnės�koncentracijos�buvo�stebi-
mos�žindymo�laikotarpiu�ir�2012�m�(8b�pav.).�Atsitiktinis�faktorius,�nors�
ir�nereikšmingas,�iš�esmės�pagerino�modelį.

2.2.6.�Steroidų�koncentracijų,�gautų�naudojant�ELISA�ir�
alternatyvių�metodų�(RIA,�UPC2-MS/MS)�palyginimas

EB�koncentracijos�mediana�9,06�pg/ml�(IQR�=�7,28,�min�=�0,64,�
max� =� 40,17)� buvo� maždaug� dešimt� kartų� mažesnė� 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�koe¿cientas�buvo�teigiamas�
reikšmingas�tiek�individualiems�(ICC�=�0,26�(95%�PI�=�-0,09�-�0,56)),�
tiek�vidutiniams�(ICC�=�0,42�(95%�PI�=�-0,21�-�0,72))�matavimams�
(F30,30�=�1,72,�p�=�0,07).�Kronbacho�alfa�–�0,42.�Rasta�gera�teigiama�
koreliacija� (N�=� 31)� tarp� neapdoroų� (EB_RIA)� ir� ekstrahuotų� (EB)�
mėginių�koncentracijų.

CB�koncentracijos�mediana�46,61�ng/ml�(IQR�=�26,27,�min�=�22,21,�
max�=�87,2)�buvo�maždaug�dvigubai�didesnė�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�koe¿cientas�buvo� teigiamas� reikšmingas� tiek�atskiriems� ICC�=�
0,73�(95%�PI�=�0,51�–�0,86),�tiek�vidutiniams�ICC�=�0,84�(95%�PI�=�
0,68�-�0,93)�matavimui�(F30,30�=�6,4,�p�<�0,001).�Kronbacho�alfa�yra�
0,84.�Labai�gera�koreliacija�(N�=�31)�buvo�pastebėta�tarp�neapdorotų�
(COR)�ir�ekstrahuotų�(CB)�mėginių�koncentracijų.
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2.2.7.�Steroidų�koncentracijos,�  
išmatuotos�UPC2-MS/MS�ir�RIA�metodu

UPC2-MS/MS�metodu�nustatytos�15� steroidų�koncentracijų�vertės�
labai�skyrėsi�tarpusavyje�(9�pav.).�Didžiausia�koncentracija�(apie�10-20�
ng/ml)�buvo�rasta�tarp�gliukokortikoidų�ir�mineralokortikoidų�–�kortizo-
lio�(COR),�kortizono�(CORNE),�kortikosterono�(COS).�Jų�pirmtakų�–�
11-deoksikortizolio� (11-deoxyCOR)� ir� deoksikortikosterono� (DOC)�–�
kiekis� buvo� daug�mažesnis.�Androstenediolis� (A5)� buvo� gausiausias�
androgenas� (~10� ng/ml),� tačiau� kitų� androgenų� koncentracija� labai�
maža,�dauguma� jų�<�LOQ.�Pregnenolonas� (PREG)�buvo�gausiausias�
progestogenas�ir�svyravo�apie�5�ng/ml.�Estronas�(E1)�buvo�vienintelis�
šiuo�metodu�aptiktas�estrogenas�ir�jo�koncentracija�siekė�apie�2�ng/ml.�

9 pav.�Skirtingų�steroidų�koncentracijų�medianos�(su�95�%�pasikliautinaisiais�
intervalais),�analizuotos�UPC2-MS/MS.�Spalvos�atitinka�skirtingas�steroidų�
klases:�geltona�–�progestogenai,�šviesiai�mėlyna�–�pereinamasis�steroidas�tarp�
gliukokortikoidų� ir� mineralokortikoidų,� žalia� –� gliukokortikoidai,� tamsiai�
mėlyna�–�androgenai,�violetinė�–�estrogenai.�Steroidų�trumpiniai�paaiškinti�
4�lentelėje.

koncentracija�buvo�<�LOQ.�
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Reikšmingi� koncentracijų� skirtumai� skirtingų� mitybinių� stadijų�
(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).�Reikšmingai� tarp� skirtingos� lyties� jauniklių� skyrėsi�
androstenediono�(AN)�(patelės:�1,21�±�2,47,�patinėliai:�0,18�±�0,04,�
MW:�p�<�0,01)�ir�estradiolio,�analizuoto�radioimunoanalizės�metodu�
(EB_RIA)�(patelės:�156,89�±�50,96�ng/ml,�patinėliai:�112,35�±�45,45�
ng/ml,�p�<�0,01),�koncentracijos.�Didžioji�dalis�patelių�jauniklių�(n�=�
11)� androstenediono� (AN)� mėginių� koncentracija� buvo� didesnė� už�
LOQ,� tačiau� visų,� išskyrus� vieną,� vyriškos� lyties� jauniklių�mėginių�
(N�=�20)�šio�steroido�koncentracija�buvo�<�LOQ.

2.2.8.�Ankstyvosios�pilkųjų�ruonių�jauniklių�  
elgsenos�ir�steroidinių�hormonų�sąveika

Žindymo�metu�jauniklių�elgsenoje�dominavo�ramybės�(R)�elgsena,�
kurią� sekė� komforto� judesiai� (R-CM)� ir� žindymas� (Skl).� Skirtingų�
elgsenos� elementų� dalis� bendrame� repertuare� reikšmingai� skyrėsi�
(Friedmano� χ2� =� 42,51,� df� =� 10,� p� <� 0,001).� Po� Dunn� korekcijos�
reikšmingi�skirtumai�rasti�tik�tarp�R,�R-CM,�Skl�lyginant�su�Ag,�Voc�
ir�NP�(10a�pav.).�Reikšmingų�elgsenos�skirtumų�tarp�skirtingos�lyties�
individų�nerasta�nei�žindymo,�nei�badavimo�periodais�(MW,�p�>�0,05).�

Stipri� reikšminga� teigiama� koreliacija� nustatyta� tarp� R� ir�
11-deoksikortizolio�(11-deoksiCOR,�r�=�0,9,�p�=�0,037),�o�priešinga�
neigiama� koreliacija� –� su� progesteronu� (P4,� r� =� -0,9,� p� =� 0,037).�
Nustatyta�neigiama�reikšminga�koreliacija�tarp�pregnenolono�(PREG)�
ir� budrumo� elgsenos� (A,� r� =� -0,9,� p� =� 0,037),� o� ir� priešinga� su�
kortizonu�(CORNE,�r�=�0,9,�0,37).�Kortikosteronas�(COS)�teigiamai�
koreliavo�tiek�su�žindymu�(Skl),�tiek�su�motinos�ir�jauniklio�sąveika�
(MP)� (r�=�0,9,�p�=�0,037).�Budrumo�elgsena� taip�pat� teigiamai� (r�=�
0,89,�p�=�0,04),�o�žindymas�neigiamai�koreliavo�(r�=�-0,89,�p�=�0,04)�
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10 pav.�Elgsenos�elementų�dalis�(%)�žindymo�(a)�(n�=�5)�ir�atjunkymo�(b)�(n�=�
5)�periodais.�Gra¿ke�pateiktos�medianos� su�95�%�pasikliauties� intervalais.�
Skirtingos� raidės� identi¿kuoja� reikšmingus� skirtumus� tarp� grupių� (Dunn`s�
testas,�p�<�0,05).

(a)� �

(b)� �
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su� dehidrotestosteronu� DHT.� Androstenediolis� (A5)� turėjo� stiprią�
teigiamą� koreliaciją� (r� =� 0,95,� p� =� 0,23)� su� vokalizacijos� elgsenos�
proporcija�(Voc).�Žindymo�laikotarpiu�tarp�kūno�masės�(kg)�ir�vidutinio�
amžiaus�(dienų)�reikšminga�koreliacija�nerasta�nei�su�elgsena,�nei�su�
skirtingų�steroidinių�hormonų�koncentracija.

Budrumo� būsena� (A),� nesocialus� tyrinėjimas� (NI)� ir� ramybės�
būsena� (R)� buvo� dažniausiai� badavimo� laikotarpiu� stebima� elgsena�
(n� =� 5)� (10b� pav.).� Nustatyti� reikšmingi� skirtumai� tarp� skirtingo�
elgesio�proporcijų�(Friedmano�χ2�=�36,59,�df�=�8,�p�<�0,001).�Po�MW�
Dunn�korekcijos�buvo�nustatyti�reikšmingi�skirtumai�tarp�NI�ir�SI_C,�
Voc� ir�SI_D.�Taip�pat,� reikšmingai� skyrėsi�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)�
identiškai� teigiamai� koreliavo� su� socialiniu� tyrinėjimu� per� kontaktą�
(SI_C)�(r�=�0,98,�p�<�0,01)�bei�socialiniu�tyrinėjimu�per�atstumą�(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)�turėjo�stiprią�teigiamą�
koreliaciją�(r�=�0,89,�p�=�0,04)�su�nesocialinio�žaidimo�(NP)�elgsena.�
Šį�kartą�buvo�nustatyta�reikšminga�teigiama�koreliacija�tarp�vidutinės�
jauniklių�kūno�masės�(kg)�ir�Voc�(r�=�0,89,�p�=�0,04),�o�neigiama�su�R_
CM�(r�=�-0,9,�p�=�0,04)�ir�17α-hidroksiprogesteronas�(17α-OHP)�(r�=�
0,9,�p�=�0,037).�Koreliacijos�tarp�vidutinio�amžiaus�(dienų)�mėginių�
ėmimo� procedūros� metu� po� nujunkymo� nenustatyta� nei� su� elgesio�
proporcija,�nei�su�skirtingų�steroidinių�hormonų�koncentracija.

2.3.�DISKUSIJA

Informacija� apie� steroidų� koncentraciją� laukinių� irklakojų�
žinduolių�organizme�ir� ją�veikiančius�veiksnius�gali�padėti� lengviau�
prognozuoti�ir�vertinti�jų�veisimosi,�mitybos�ir�streso�būklę�(Bennett�
ir�kt.,�2013;�Kershaw�ir�Hall,�2016)�bei�elgseną�(Klein�ir�kt.,�1997).�
Šis�tyrimas�yra�pirmasis�bandymas�išmatuoti�pilkųjų�ruonių�jauniklių�
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lytinius� ir� streso� steroidus� dviejose� skirtingose� matricose� –� seilėse�
ir� plazmoje.�Seilės� iki� šiol�nebuvo�naudojamos� laisvėje�gyvenančių�
ruonių� steroidų� koncentracijai� vertinti.� Tyrimo�metu� nustatyta,� kad�
estradiolis,� testosteronas� ir� kortizolis� yra� aptinkamas� ir� gali� būti�
išmatuojamas� net� jaunų� pilkųjų� ruonių� jauniklių� seilėse.� Vis� dėlto,�
nors� iš� pirmo� žvilgsnio� seilės� atrodo� perspektyvi� analitinė� pilkųjų�
ruonių�steroidinių�hormonų�tyrimo�matrica,�seilių�surinkimas�trunka�
ilgiau�nei�kraujo,�jos�gali�būti�lengvai�užteršiamos�krauju�bei�kitomis�
priemaišomis,�atsitiktinai�patekusiomis�mėginių�ėmimo�metu.�Kitaip�
nei�kraujui,�seilėms�surinkti�gyvūnai�turi�būti�ilgiau�tramdomi�ir/�arba�
slopinami�anestetikais,�tačiau�net�ir�skyrus�daugiau�pastangų�bei�laiko�
seilėms�surinkti,�pakankamas�kiekis�surinktas�tik�60�%�mėginių�ėmimo�
atvejų,�palyginti�su�100�%�kraujo.�Taip�pat�iš�tų�surinktų�mėginių�tik�
84�%� pasiekė� vienam� hormonui� rekomenduotiną� 0,5�ml� ar� didesnį�
kiekį,�ir�tik�3�%�mėginių�pasiekė�trims�hormonams�rekomenduojamą�
1,5�ml�tūrį.�Žemą�seilių�produkciją�galėtų�paaiškinti�rūšiai�speci¿niai�
bruožai� (pilkieji� ruoniai� pagrindinį� savo� grobį� ryja,� nekramto),�
stresas,� dėl� to� gali� sumažėti� seilių� kiekis� arba� anestezijos� poveikis.�
Theodorou�ir�Atkinson�(1998)�savo�tyrimo�nelaisvėje�metu�pastebėjo,�
kad� anestezuotas� ruonis� išskyrė� žymiai� mažesnį,� steroidų� analizei�
nepakankamą� seilių� kiekį,� nei� nesant� anestezijos.�Seilių�paruošimas�
iki� analizės� buvo� paprastesnis,� nei� kraujo,� vis� tik� apibendrinus�
anksčiau� išdėstytus� rezultatus� galima� teigti,� kad� laukinių� ruonių�
seilių�rinkimo�metodas�nėra�„neinvazinis“�ir�negali�būti�pateisinamas.�
Apibendrinus�visą�surinkimo�procedūrą�laisvės�sąlygomis�ir�mėginių�
paruošimą,� laisvėje� gyvenančių� pilkųjų� ruonių� jauniklių� seilių�
rinkimas�nerekomenduojamas,�nebent:�1)�gyvūnai�anestezuojami�dėl�
kitos�priežasties;�2)�per�tą�laiką�galima�gauti�seilių�taip,�kad�būtų�kuo�
mažiau�kraujo�ir�kitokio�užteršimo;�3)�numatomai�analizei�gaunamas�
pakankamai�didelis�tūris.

Šio� darbo� metu� taip� pat� nustatyta,� kad� estrogeno� ir� kortizolio�
koncentracija� pilkųjų� ruonių� jauniklių� plazmoje� ir� seilėse� gali� būti�
išmatuojama�priimtinu�tikslumu,�o�šių�hormonų�koncentracijos�seilėse�
ir�plazmoje�koreliavo�tarpusavyje.�Vis�tik,�nors�kortizolis�turėjo�gerą�
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teigiamą�koreliaciją�tarp�dviejų�matricų�nepriklausomai�nuo�mėginio�
rinkimo�metų�ar�naudotos�lėkštelės,�estradiolio�koreliacija�tarp�dviejų�
matricų�priklausė� tiek�nuo�naudotos� lėkštelės,� tiek�mėginio�rinkimo�
metų.�Šis�koreliacijos�nevienodumas�galėtų�būti�aiškinamas�gauta�labai�
žema� plazmos� estradiolio� koncentracija� vėlesniais� metais,� turėjusia�
neigiamos�įtakos�koreliacijos�jautrumui�(Stanczyk�ir�kt.,�2003).�

Testosterono� plazmos� tyrimai� buvo� ne� tokie� sėkmingi.� Nors�
TB� praskiedimo� efektyvumas� ir� seilių� bei� plazmos� koncentracijos�
išgavimo� rodikliai� variavo� nuo� priimtinų� iki� puikių,� testosterono�
koncentracijų� preciziškumas� arba� atsikartojamumas� tarp� plazmos�
tyrimo�lėkštelių�buvo�labai�prastas�–�vidutinis�inter-CV�siekė�net�86�%.�
Šiuos�testosterono�koncentracijos�skirtumus�tarp�analizuotų�plokštelių�
galėjo� nulemti� skirtingas� antikūnių,� naudojamų� ELISA� šulinėlių�
padengimui,� efektyvumas,� atsiradęs� skirtingose� lėkštelių� partijose,�
laboratorijos�aplinkos�svyravimai�(Pavitt�ir�kt.,�2014)�ar�testosterono�
koncentracijos�pokyčiai�laiko�eigoje,�nors�paskutinė�priežastis�mažai�
tikėtina,�nes��išlieka�stabilūs�-20°C�temperatūroje�net�40�metų�(Stroud�
ir�kt.,�2009).�Taip�pat�nebuvo�stebėta�koreliacija�tarp�seilių�ir�plazmos�
testosterono�koncentracijų.�Nors�šis�faktas�prieštarauja�Theodorou�ir�
Atkinson�(1998)�tyrimams,�kur�gauta�stipri�koreliacija�tarp�suaugusių�
Havajų� ruonių� vienuolių� (Neomonachus� schauinslandi)� seilių� ir�
plazmos,� tačiau� toks� koreliacijos� nebuvimas� rastas� ir� keliose� kitose�
gyvūnų� rūšyse� (Gröschl,� 2008).� Šį� nesutapimą� gali� nulemti� rūšiai�
speci¿nės� steroidus� surišančios� medžiagos,� skirtingas� steroidų�
metabolizmas� bei� laisvo� ir� surišto� testosterono� santykis� jaunuose�
individuose�(Wong�ir�kt.,�1992)�ar�žemos�steroidų�koncentracijos,�dėl�
kurių,�kaip�ir�estradiolio�atveju,�prarandamas�jautrumas�(Stanczyk�ir�
kt.,�2003).�Taigi�komerciniai�ELISA�rinkiniai�yra�tinkami�estradiolio�
ir� kortizolio� koncentracijoms� kraujyje� bei� seilėse,� bei� testosterono�
koncentracijoms�seilėse,�bet�ne�testosterono�kiekiui�plazmoje�vertinti.�

Vertinant� steroidų�koncentracijų� jautrumą� tarp� skirtingų�matricų,�
tiek�seilių,�tiek�plazmos�estradiolio�ir�kortizolio�koncentracijos�skyrėsi�
tarp�mitybinių�jauniklių�stadijų,�tačiau�seilių�estradiolio�skirtumų�tarp�
lyčių� seilėse� nerasta.�Tuo� tarpu�moteriškos� lyties� jauniklių�plazmos�
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estradiolio�koncentracija�buvo�didesnė,�nei�vyriškos�lyties�jauniklių.�
Tad� seilių� estradiolio� mažesnė� skiriamoji� geba� lyties� atžvilgiu�
apriboja� jų� panaudojimo� naudingumą� ateityje.� Nepaisant� kortizolio�
koncentracijos�skirtumų�tarp�plokštelių,�gauta�panaši�informacija�tiek�
iš�seilių,�tiek�iš�plazmos,�parodančių,�kad�pilkųjų�ruonių�jaunikliams�
kortizoliui� identi¿kuoti� žindymo� metu� ir� po� atjunkymo� iš� principo�
tinka�bet�kuri�matrica.�

Steroidų� koncentracijos� seilėse� buvo� panašios� į� anksčiau� gautas�
kitose� jūrinių� žinduolių� grupėse,�nors� tyrimų� su� irklakojų�žinduolių�
seilėmis�nėra�daug.�Seilių�testosterono�koncentracijos�buvo�panašios�
į� nelaisvėje� laikomų� amazonės� lamantinų� (Trichechus� inunguis)�
(Amaral� ir� kt.,� 2009)� ir� Havajų� ruonių� vienuolių� (Monachus 
schaunslandii)�(Theodorou�ir�Atkinson,�1998).�Amazonės�lamantinų�
patelių�estradiolio�koncentracija�buvo��keliasdešimt�kartų�mažesnė�nei�
gauta�šio�tyrimo�metu�(Amaral�ir�kt.,�2015).�Del¿nų�seilių�kortizolio�
koncentracijos� buvo� labai� mažos,� lyginant� su� gautomis� šio� tyrimo�
metu,� tačiau� panašios� į� Kergeleninio� jūrų� lokio� (Arctocephalus�
gazella),� kur� seilių� kortizolis� variavo� tarp� 5-8� ng/ml� priklausomai�
nuo�sezono,� tuo� tarpu� šio� tyrimo�metu� ta�variacija� siekė� tarp�10-30�
ng/ml.� Nors� kitų� jūrinių� žinduolių� plazmos� steroidų� koncentracijos�
varijuoja� priklausomai� nuo� rūšies,� tyrimo� ar� metodo,� jos� buvo�
pakankamai� artimos� šiame� 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�analizės�
metodų�skirtumų�(dauguma�steroidų�tirti�naudojant�RIA),�tiek�seilių,�
tiek�plazmos�steroidų�koncentracijos�buvo�palyginamos�su�anksčiau�
gautomis.

Plazmos� kortizolio� koncentracijos� pasižymėjo� stiprių� ryšiu� tarp�
dviejų�skirtingų�metodų�(ELISA�ir�UPC2-MS/MS),�tačiau�estradiolio�
koncentracijos� tarp�dviejų� skirtingų�metodų�–�ELISA� ir�RIA�–�nors�
ir� teigiamai,�tačiau�nereikšmingai,�koreliavo�tarpusavyje.�UPC2-MS/
MS�metodas�leido�labai�detaliai�ir�tiksliai�ištirti�kelis�steroidus�vienu�
metu,�tačiau�tam�reikia�daug�išankstinio�mėginių�paruošimo,�ilgesnio�
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analizės� laiko,�patyrusio�personalo� ir�didesnių�kaštų.�Be� to,� jis�nėra�
toks� jautrus� kaip� RIA� arba� ELISA,� kai� matuojamos� žemos� vertės�
koncentracijos,�pvz.,�estrogenai�ar�aldosteronas.

Žindomų�ir�atjunkytų�pilkųjų�ruonių�jauniklių�elgsenos�repertuaras�
buvo� panašus� į� anksčiau� aprašytą� (Kovacs,� 1987),� kur� didžiausią�
elgsenos� dalį� sudarė� poilsis.� Pagrindinės� socialinės� sąveikos� vyko�
žindymo�ir�motinos�–�jauniklio�sąveikų�metu,�o�tiesioginių�kontaktų�
su� kitais� individais� žindymo� laikotarpiu� nepastebėta.� Nesocialinis�
tyrimas�taip�pat�buvo�pagrindinė�nesociali�veikla,�kaip�buvo�pranešta�
ankstesniame�tyrime.�Akivaizdžiausias�stiprus�ir�nuoseklus�teigiamas�
ryšys� buvo� pastebėtas� tarp� kortikosterono� (COS)� ir� socialinės�
elgsenos.� Tie� jaunikliai,� kurių� vidutinė� COS� koncentracija� buvo�
didesnė,� žindymo� laikotarpiu� ilgiau� žindė� (Skl)� arba� kontaktavo� su�
motina� (MP).� Panašiai� ir� atjunkyti� jaunikliai,� turintys� didesnę�COS�
koncentraciją,� daugiau� laiko� skyrė� socialiniam� tyrinėjimui� tiek� per�
atstumą� (SI_D),� tiek� per� kontaktą� (SI_C)� bei� vokalizacijai� (Voc).�
Kortikosteronas�yra�labai�svarbus�žiurkių�patelių�elgsenai�ir�atminties�
formavimuisi�po� jauniklio�atsivedimo� (Graham� ir�kt.,�2006;�Rees� ir�
kt.,� 2004).� Tuo� tarpu� jauniklių� kortikosterono� koncentracija� kinta�
priklausomai�nuo�motinos�priežiūros�intensyvumo:�sumažėjus�motinos�
priežiūrai,�padidėja�jauniklių�kortikosterono�koncentracija�(Stanton�ir�
Levine,�1988;�Suchecki�ir�kt.,�1995).�Motinos�buvimas�(per�oksitociną)�
sumažina�kortikosterono�koncentraciją�ir�skatina�jauniklių�prisirišimą�
(Moriceau�ir�Sullivan,�2006).�Tai�reikštų,�kad�pilkųjų�ruonių�jaunikliai,�
turintys�didesnę�kortikosterono�koncentraciją,�siekia�motinos�artumo�
per�žindymą�ar�kitokį�kontaktą� su�motina,�arba,�priešingai,�motinos�
nebuvimas� šalia� iššaukia� didesnę� kortikosterono� koncentraciją,� tad�
ilgainiui�išauga�poreikis�daugiau�laiko�praleisti�su�motina�ar�žindyti.�
Artumas� ar�kontakto�palaikymas� su�kitu� jaunikliu� taip� pat� gali� būti�
susiję�su�poreikiu�sumažinti�kortikosterono�koncentraciją.�
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3.�IŠVADOS

1. Didžiąją� dalį� socialinio� žaidimo� sąveikų� sausumoje� atliko� jauni�
patinai� (61,76� %)� bei� jaunos� patelės� (13,53� %).� Didžiąją� dalį�
socialinio� žaidimo� repertuaro� sausumoje� sudarė� patinų� kovos�
imitacijos�elgsena,�kaip�imtynės�(14�%),�dažniausiai�pasireiškianti�
paauglių�patinų�tarpusavio�sąveikų�metu.

2. Žaidimo� sąveikų� skaičiui� reikšmingos� įtakos� turėjo� tik� grupės,�
kurioje�dominavo�suaugę�patinai� (50�%),�dydis,�sausumos�plotas�
bei�laikas�arčiau�veisimosi�sezono.

3. Seilių� mėginių� ėmimas� nereikalauja� dūrio,� pasižymi� maža�
infekcijos�rizika�ir�trumpa�apdorojimo�laboratorijoje�trukme,�tačiau�
pats� surinkimas� yra� ilgesnis� ir� pasižymi�mažesniu� sėkmingumu,�
todėl� yra� labiau� tinkamas� dresuotiems� nelaisvėje� laikomiems�
gyvūnams.�

4.� Estradiolio�ir�kortizolio�ELISA�analizės�rezultatai�buvo�geri,�tad�šie�
rinkiniai�gali�būti�naudojami�jaunų�pilkųjų�ruonių�jauniklių�steroidų�
tyrimams�tiek�seilėse,�tiek�kraujo�plazmoje,�tačiau�seilių�estradiolio�
skiriamoji�geba�buvo�mažesnė�nei�kraujo�plazmos;�kraujo�plazmos�
kortizolio,� bet� ne� estradiolio,� koncentracijos,� gautos� naudojant�
skirtingus�analizės�metodus,�buvo�suderinamos�tarpusavyje.

5.� Stipriausi� ryšiai� buvo� rasti� tarp� gliukokortikoidų� ir� jauniklio�
elgsenos.� Kortikosterono� koncentracijos� buvo� teigiamai�
susijusios�su�pilkųjų�ruonių�jauniklių�socialine�elgsena,� tuo�tarpu�
11-deoksikortizolio�koncentracija�teigiamai�koreliavo�su�ramybės�
būsenos�elgsena.
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