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Al Uspesno naselitev zivali v podzemlje so omogocile njihove morfoloske, fizioloske in

vedenjske prilagoditve. Za raziskave evolucije in prilagoditev na podzemlje so
primerne zlasti vrste, ki so se tja vselile veckrat neodvisno in Se imajo povrSinske
prednike. Tak je enakonozni rak vodni oslicek, Asellus aquaticus (L.), pri katerem
podzemeljske in povrSinske populacije prihajajo v stik, genski pretok med njimi pa
je zanemarljiv. Preverili smo, ali bi razlike v izbiri hrapave podlage in zatoc¢is¢a lahko
pojasnile reproduktivno bariero med povrsinskimi (Cerknisko in Planinsko polje) in
podzemeljskimi (Rak in Pivka v Planinski jami) populacijami. V jamskem
laboratoriju (tema, 10 °C) smo pri rdeci svetlobi (630 nm) 2 uri snemali vedenje
posamicnih oslickov, 20 samcev in 20 samic iz vsake populacije. 1z posnetkov smo
zabelezili ¢ase prehodov iz gladke na hrapavo podlago oz. v zatoCisCe, ter Case
daljSega mirovanja (> 5 min). Rezultate smo statisti¢no obdelali s parametri¢nimi in
neparametri¢nimi testi, primerjali smo vedenje po spolu, populaciji in ekomorfu. Pri
opazovanju vedenja skupine po 20 samcev ali samic iz posamezne populacije smo
skrivanje v zatoCiS€u zabelezili po enem dnevu. Pri individualnih poskusih so vsi
vodni oslicki izbrali hrapavo podlago, a so se podzemeljski tam zadrzali statisticno
znactilno dlje. Ugotovitev je skladna s predvidoma mocnejSo selekcijo za oprijem v
podzemlju, od koder bi vodni tok Zivali odplavil na zanje neugodno povrsje. V
nasprotju s predvidevanjem pa se povrsinski oslicki niso skrili v zatocisce. Po
petrijevki so se gibali naklju¢no ali pa so se, kot tudi nekateri podzemeljski, zato¢iscu
celo izogibali. Nasprotno so se zlasti skupine povrSinskih osebkov po enem dnevu
zbrale v zato€iS€u, kar kaze na velik pomen medsebojnega stika pri vodnih oslickih.
Z opazenimi individualnimi razlikami ne moremo pojasniti reproduktivne izolacije
med obema ekomorfoma. Potrebne bi bile nadaljnje raziskave individualnega in
skupinskega vedenja vodnih osli¢kov.
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AB  Successful colonization of subterranean habitats by cave animals depends on their
morphological, physiological, but also behavioral adaptations. Multiple cave
invasions and extant surface ancestors make some species great models for studying
adaptations to this specific habitat. Such is the freshwater isopod Asellus aquaticus
(L.), in which little or no gene flow exists between surface and cave populations,
despite their contact. We examined the existence of a behavioral reproductive barrier
between two surface populations (Cerknisko and Planinsko polje) and their cave
couterparts (Rak and Pivka in the cave Planinska jama). We recorded the individual
substrate choice and shelter seeking behavior of 20 male and 20 female specimens
from each population in a speleolab (darkness, 10 °C) using dim red light (630 nm).
The time spent either on a rough surface or in a shelter as well as time of rest
(>5 min) were recorded. Parametric and nonparametric statistical tests were
performed. Behavior was compared by gender, population and ecomorph.
Observations of group behavior (20 males or females) were also conducted.
Individually, all water lice chose rough over smooth substrate, but the cave ecomorph
stayed there significantly longer. We confirmed our prediction that the grip is under
stronger selection in the cave specimens. It most likely prevents them from being
washed away to the unfavorable surface habitats. Contrary to expectations, the
surface water lice did not hide in the shelter; both ecomorphs wandered around
randomly or even avoided the shelter. Group behavior experiments, however, showed
that most of surface specimens aggregated in shelters after one day. The reproductive
isolation between both ecomorphs could not be explained by the observed behavior
of individuals. Further experiments are needed to analyze differences in individual
as well as group behavior.
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1UVvOD

Ekoloska speciacija je proces, v katerem do reproduktivne izolacije med populacijami ali
subpopulacijami pride zaradi divergentne naravne selekcije na racun razlik v okolju
(Schluter, 2001). Iskanje mehanizmov te speciacije predstavlja enega najvecjih izzivov
empiri¢nih raziskav v evolucijski biologiji (Schluter, 2001). Eden od moznih mehanizmov
je habitatna izolacija, ki prepre¢i genski pretok med populacijami. Osnova zanjo je
nezmoznost ene (pod)populacije, da zivi v okolju druge, kar bistveno omeji njun medsebojni
reproduktivni stik v ¢asu razmnoZevanja in posledicno zmanjSa ali onemogo¢i moznost
hibridizacije (Coyne in Orr, 2004). Do habitatne izolacije lahko privede razli¢na izbira
habitata, ki je definirana kot nabor hierarhi¢no urejenih vedenj (Jones, 2001), pri ¢emer se
osebek v enem tipu habitata nahaja dlje (tj. od pricakovanega ob naklju¢nem gibanju) kot v
drugem (Futuyma, 2001; Morris, 2003). Izbira habitata osebku omogoca prepoznavo zanj
optimalnega okolja in preprecuje disperzijo v zanj suboptimalno, s ¢imer se poveca njegov
fitnes.

V podzemlju in na povrsju zaradi izrazitih razlik v okoljskih dejavnikih na ziva bitja delujejo
razli¢ni selekcijski pritiski okolja. Podzemlje zato predstavlja edinstveni naravni laboratorij
za raziskave ekoloske speciacije, pa tudi drugih evolucijskih in ekoloskih vprasanj
(Verovnik in sod., 2005; Protas in Jeffery, 2012; Klaus in sod., 2013; Konec in sod., 2015).
Vecina dosedanjih spoznanj temelji na raziskavah vodnih jamskih zivali (t. i. stigobiontov),
npr. jamskih rib, postranic, rakov enakonozZcev in ¢loveske ribice, Stevilna vprasanja pa
ostajajo $e odprta (Trontelj, 2012). Ceprav so jamske Zivali tradicionalno prou¢evani primeri
delovanja evolucije, so jih v raziskave naravne selekcije zaceli intenzivno vkljucevati Sele v
zadnjih letih, najintenzivneje v okviru t. i. evolucijsko-razvojne biologije (ang. evolutionary
developmental biology, kratica evo-devo) (White in Culver, 2012), vedno ve¢ pa tudi v
okviru ekoloske speciacije (Riesch in sod., 2016). Mehanizme njihovega nastanka
raziskujejo s pomocjo modelnih vrst, ki poleg specifi¢nih prilagoditev na podzemlje
premorejo tudi povrSinske prednike in so podzemlje osvojile veckrat z neodvisnimi
vselitvami (Protas in Jeffery, 2012; Trontelj, 2012).

Med pomembnejse modelne vrste sodi tudi enakonozni rak vodni osli¢ek, Asellus aquaticus
(L.). Ceprav med podzemeljskimi in njihovimi predvidoma predniskimi povrsinskimi
populacijami ni fizi¢nih pregrad in lahko prihajajo v medsebojni stik, z molekulskimi
raziskavami med njimi niso dokazali genskega pretoka ali pa je bil ta zanemarljiv (Verovnik
in sod., 2003; Konec, 2015). Eden od moznih mehanizmov za njihovo reproduktivno
izolacijo je habitatna izolacija na racun razlik v izbiri habitata in s tem povezane razlike v
vedenjskih vzorcih.

Med povrsinskim in podzemeljskim habitatom predvidoma obstajajo razlike v stopnji in tipu
predacije. Na povrsini so tako oslicki izpostavljeni ve¢jemu Stevilu razli¢nih plenilcev
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(ribam, li¢inkam kacjih pastirjev, postranicam, ipd.), ki se pri lovu zanasajo predvsem na
vid. Nasprotno so plenilci v podzemlju (npr. ¢loveska ribica, slepe postranice) obi¢ajno man;j
Vrstno pestri in Stevil¢ni ter se pri lovu zanasajo na druga cutila. Na racun manj Stevilcnih in
slepih plenilcev je selekcija za skrivanje v podzemlju $ibka v primerjavi z mo¢no selekcijo
na povrsju, kjer se morajo zivali u€inkovito skriti pred ve¢jim Stevilom plenilcev, ki za lov
uporabljajo predvsem vid. S skrivanjem v zatoCiS¢u pa se lahko vodne zivali sofasno
izognejo tudi negativnemu vplivu vodnega toka. Ceprav ima odplavljanje osebkov ob
povecanem pretoku negativne posledice v obeh primerih, je za podzemeljske osebke izrazito
neugodnejSe; odplavljenje na povrsje zanje pomeni prisotnost moc¢nejSe kompeticije in
predacije, ki verjetno onemogocata njihovo prezivetje na povrsju (Sket, 2008). Na ta ratun
je selekcija proti odplavljanju pri podzemeljskih osebkih predvidoma mocnejsa kot pri
povrsinskih. Nastete pricakovane medsebojne razlike v izbiri habitata lahko sprva privedejo
do zmanjSanja in nato do prekinitve genskega pretoka med povrSinskimi in jamskimi zivalmi
0z. do reproduktivne izolacije.

V magistrski nalogi zelimo s preverjanjem vedenjskih razlik med povrSinskimi in

podzemeljskimi populacijami vodnega oslicka ugotoviti, ali bi lahko bile osnova za

obstojeco reproduktivno izolacijo. Pri tem smo se omejili na vedenjske razlike v izbiri ter
zadrzevanju v zatoCi$¢u in pa izbiri hrapave napram gladki podlagi. Pricakovali smo, da:

- se podzemeljski vodni osli¢ki zaradi sproscene selekcije za skrivanje ne bodo skrivali v
zatocisce, imeli pa bodo izrazito potrebo po oprijemu hrapave podlage zaradi mo¢nega
selekcijskega pritiska proti odplavljanju z vodnim tokom,

- se bodo povrsinski vodni oslicki zaradi mocne selekcije za skrivanje skrivali v zatocisce,
potreba po oprijemu hrapave podlage pa bo pri njih manj izrazita zaradi SibkejSega
selekcijskega pritiska proti odplavljanju z vodnim tokom.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 EKOLOSKA SPECIACIJA IN PODZEMLJE KOT NARAVNI LABORATORIJ
2.1.1 Ekoloska speciacija

Kljuéna vloga naravne selekcije za nastanek novih vrst v zadnjem casu ni ve¢ sporna,
pomembno odprto vpraSanje pa ostajajo mehanizmi, ki privedejo do speciacije (Schluter,
2009; Langerhans in Riesch, 2013). Ekoloska speciacija je proces, v katerem do
reproduktivne izolacije med populacijami ali subpopulacijami privede divergentna naravna
selekcija, na racun razlik v okolju (Schluter, 2001). Divergentna selekcija je lahko posledica
biotskih (npr. kompeticije, predacije) ali abiotskih (npr. podnebja, habitata, hrane) okoljskih
razlik (Rundle in Nosil, 2005; Schluter, 2009). Nastanek reproduktivne izolacije med
populacijami je dejansko stranski produkt njihove adaptacije na razli¢ne selekcijske pritiske
(Mayr, 1942; Dobzhansky, 1951). Najbolj znani modelni organizmi za raziskave ekoloske
speciacije so npr. Darwinovi S¢inkavci na Galapaskih otokih (rodovi Geospiza,
Camarhynchus, Certhidea, Pinaroloxias) in sladkovodna riba navadni zet (Gasterosteus
aculeatus), pri katerin so prilagoditve na razliéne okoljske dejavnike povzrocile
reproduktivno izolacijo med subpopulacijami in posledi¢no nastanek ve¢ razli¢nih vrst
(McKinnon in sod., 2004). Do izolacije lahko pride izjemno hitro, pri nevretencarjih celo ze
v nekaj deset generacijah (Hendry in sod., 2007), tezje pa je ugotoviti razlog(e) za prenehanje
razmnoZzevanja med novonastalimi vrstami. Podzemlje z nanj prilagojenimi zivalmi ponuja
odli¢no moznost za $tudij ekoloske speciacije.

2.1.2 Podzemlje in podzemeljske Zivali

Podzemelje je s svojim specifi¢énim zivalstvom dragocen modelni ekosistem za raziskave
nastanka vrst (Strecker in sod., 2012), adaptivne radiacije (Trontelj in sod., 2012) in drugih
evolucijsko-ekoloskih vprasanj (npr. moznost sobivanja in sestava zdruzb) (Fiser in sod.,
2012). Razlog njegove primernosti za reSevanje nastetih vprasanj so predvsem izrazite
ekoloske razlike med povr$jem in podzemljem, manjsa kompleksnost podzemeljskih
habitatov in s tem lazja prepoznava selekcijskih pritiskov.

Podzemlje se od povr§ja razlikuje predvsem po popolni temi, odsotnosti fotoavtotrofov
(primarnih producentov), vefinoma omejenem dotoku alohtonih organskih snovi in
sorazmerno konstantnih abiotskih okoljskih dejavnikih (Baldwin in Beatty, 1941). Za razliko
od teme, ki v podzemlju vrsi mocan selekcijski pritisk, je verjetno selekcijski pritisk drugih
okoljskih dejavnikov (odsotnosti ali manjse prisotnosti predatorjev in kompetitorjev ter
sorazmerne konstantnosti okoljskih razmer, vklju¢no z visoko relativno vlago) tu sproséen
(Trontelj, 2012). Ker so podzemeljski habitati manj kompleksni od povrSinskih, je
prepoznava selekcijskih pritiskov obi¢ajno lazja.



4
Lozej N. Razlike v izbiri podlage in iskanju zato¢is¢ med povrsinskimi in podzemeljskimi vodnimi osli¢ki.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2016

Vrste, ki jih najdemo izkljuéno v podzemlju, delimo na kopenske in vodne troglobionte
(imenovane tudi stigobioti) (Culver in Pipan, 2009). ClenonoZci so pogosti prebivalci
podzemlja, nanj so se Se posebej uspesno prilagodili raki, med njimi je namre¢ znanih ze
okoli 2900 troglobiotskih vrst (Gibert in Deharveng, 2002).

2.1.3 Jamske Zivali kot modelni organizmi

Kot modelni organizmi za evolucijsko-razvojne raziskave so jamske zivali primerne
predvsem zaradi svojih morfoloskih prilagoditev na jamsko okolje (t. i. troglomorfoz):
redukcije ali popolne izgube o¢i, depigmentacije in podaljSanja okonc¢in (Verovnik in sod.,
2003; Culver in Pipan, 2009), ki so se pri razli¢nih jamskih zivalih razvile konvergentno. Po
Protas in Jeffery (2012) so dodatne lastnosti za njihovo primernost Se: (i) ve¢inoma so se
razvile iz povrSinskih prednikov, kar omogoca predvidevanje o smeri evolucijske
spremembe, (ii) kljucni dejavnik za razvoj troglomorfoz, popolna in stalna tema, omogoca
povezavo dolocene prilagoditve s specificnim okoljskim dejavnikom in (iii) pri jamskih
predstavnikih, ki $e imajo na povr§ju ziveée predniske vrste, je mozna medsebojna
primerjava zacetne in konc¢ne faze evolucije.

Tudi za $tudij ekoloske speciacije so med modelnimi jamskimi zivalmi v ospredju tiste, ki
Se imajo zivece povrsinske prednike. V podzemeljski biologiji ekolosko speciacijo pogosto
obravnavajo kot hipotezo adaptivnega premika (adaptive shift hypothesis) (Howarth, 1987).
Znani so primeri iz tropov, kjer se povrsinske in podzemeljske vrste pojavljajo druga ob
drugi, tj. parapatri¢no (Rivera in sod., 2002; Juan in sod., 2010), v zmernem pasu pa je tak
primer vodni osli¢ek, Asellus aquaticus. Najbolj prouc¢evane podzemeljske vrste so: ribe iz
rodov Astyanax (druzina Characidae) (Protas in Jeffery, 2012) in Poecilia (druzina
Poeciliidae) (Kelley in sod., 2012), ribe iz druzine Amblyopsidae ter raki (npr. predstavniki
rodov Gammarus, Niphargus in Asellus). Najve¢ evolucijsko-razvojnih raziskav je bilo
doslej narejenih pri ribi Astyanax mexicanus (Rétaux in Casane, 2013), najve¢ raziskav
ekoloske speciacije pa pri ribi Poecillia mexicana (Riesch in sod., 2016).

2.1.4 Vodni oslicek kot modelni organizem

Vodni osli¢ek, Asellus aquaticus (Linnaeus, 1758) je rak enakonozec (Crustacea: Isopoda),
ki spada v druzino vodnih oslickov (Asellidae). Je evritopa, evritermna in ekspanzivna vrsta
(Henry in sod., 1996) ter eden najpogostejsih in vsesploSno razsirjenih sladkovodnih makro-
nevretencarjev (Turk-Prevor¢nik in Blejec, 1998; Prevor¢nik in sod., 2004; Verovnik in sod.,
2009). Poseljuje razli¢ne tipe povrsinskih in podzemeljskih sladkovodnih habitatov (Sket,
1994; Henry in sod., 1996) po skoraj celotnem obmoc¢ju Evrope (Birstein, 1951; Williams,
1962), z izjemo nekaterih predelov Mediterana (Argano, 1979; Henry & Magniez, 1983).
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Kljub razsirjenosti in pogostosti je taksonomija vodnega oslicka Se precej pomanjkljiva
(Prevor¢nik in sod., 2004; Verovnik in sod., 2009). Opisane so Stevilne podvrste (povzeto v
Sket, 1994), najveéjo morfolosko heterogenost in rasno diferenciacijo pa so ugotovili v
Sloveniji (Prevor¢nik in sod., 2004). Iz obmocja nasih raziskav sta opisani dve podvrsti,
povrsinski kranjski vodni oslicek, Asellus aquaticus carniolicus Sket, 1965 in jamski vodni
oslicek, A. a. cavernicolus Racovitza, 1925. Prvi, predvidoma predniski, zivi na izoliranih
kraskih poljih (Cerkniskem in Planinskem polju), drugi pa v podzemeljskih delih
Postojnsko-planinskega jamskega sistema (PPJS). Ze dalj &asa je znano, da v
podzemeljskem Raku in Pivki v Planinski jami pravzaprav zivita morfolosko (Prevorénik in
sod., 2004; Lasnik, 2012) in genetsko razli¢ni populaciji (Verovnik in sod., 2003, 2004;
Konec, 2015), ki sta se v podzemlje vselili neodvisno (Verovnik in sod., 2004).

Vrsta je opredeljena kot negativno fototakticna in pozitivno tigmotakticna (Janzer in
Ludwig, 1952; Novak, 2014). V ujetnistvu se vodni oslicki s Planinskega polja in Planinske
jame uspesno krizajo (Protas in sod., 2011), v naravnem okolju pa je genski pretok med
njimi minimalen ali pa ga sploh ni (Verovnik in sod., 2003; Konec, 2015). lIzolacija
povrsinskih in podzemeljskih vodnih oslickov zaradi razlik v izbiri habitata bi v naravi
verjetno zadostovala za ekolosko reproduktivno bariero, kljub odsotnosti fizi¢nih barier in
moznosti migracije med obema habitatoma (Trontelj, 2012).

Vodni osli¢ek se vedno bolj uveljavlja kot modelni jamski nevretencar v evolucijsko-
razvojnih in raziskavah ekoloske speciacije zaradi veckratnih neodvisnih vselitev v
podzemlje na majhnem geografskem obmocju, obstoja povrsinskih predniskih populacij,
dobrega poznavanja filogenetske zgodovine vrste, kratkega Zivljenjskega cikla ter uspesnega
parjenja med povrSinskimi in podzemeljskimi osebki v laboratoriju (Baldwin in Beatty,
1941; Verovnik in sod., 2004; Protas in Jeffery, 2012). Poleg tega je tako povrSinske kot
podzemeljske vodne oslicke relativno enostavno uspesno gojiti v laboratoriju (Protas in
Jeffery, 2012).

2.2 IZBIRA HABITATA

Pojem habitat (zivljenjsko okolje) je eden najpogosteje uporabljanih, a hkrati dvoumnih v
ekologiji. Ne glede na kontekst pa velja, da populacije iste vrste pogosto Zivijo v razli¢nih
zivljenjskih okoljih, saj imajo pri izbiri le-teh razli¢ne preference. Habitat mora biti torej
definiran glede na opazovane vrste in populacije ter na tak nac¢in, da odraza procese, ki
delujejo v doloc¢enih prostorskih in ¢asovnih okvirih (Morris, 2003). Ti procesi vkljucujejo
populacijsko dinamiko ter znotraj- in medvrstne mehanizme, ki vplivajo na lokalno
Stevilénost in porazdelitev posameznih osebkov. Morris (2003) je habitat definiral kot
podmnozZico prostorsko locCenih abiotskih in biotskih dejavnikov, ki s specificnimi
selekcijskimi pritiski vplivajo na populacijsko gostoto dolocene vrste. Habitati so lahko
prostorsko lo¢eni na razli¢nih nivojih, tako lahko ta izraz predstavlja biom, ekosistem,
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zdruzbo, pa tudi zelo omejene prostore, kot je npr. specifi¢en del gostiteljske rastline ali
zivali (Denno in sod., 1995). Pojem habitat se torej nanasa na dolo¢en nabor biotskih in
abiotskih okoljskih dejavnikov, ki jih vrsta uporablja za prezivetje in razmnoZevanje, pojem
izbira habitata pa na hierarhi¢no urejena vedenja, ki vodijo v ¢asovno neproporcionalno rabo
razli¢nih habitatov, s ¢imer se poveca fitnes osebkov (Hutto, 1985; Block in Brennan, 1993).

Izbira habitata osebku omogoca prepoznavo zanj optimalnega okolja in preprecuje disperzijo
v zanj suboptimalno (Novak, 2014). Klju¢ni okoljski dejavniki, ki opredeljujejo optimalen
habitat dolocene vrste, so najbrz pomembno prispevali k evoluciji mehanizmov izbire
habitata (Doligez in Boulinier, 2008). Primeri mehanizmov, ki privedejo do izbire habitata,
vkljuc€ujejo aktivno premikanje proti izbranemu habitatu, zmanjSano disperzijo, ko osebek
doseze izbrani habitat, pa tudi spremembo v ¢asu disperzije, ki vpliva na verjetnost prehoda
v drug tip habitata (Webster in sod., 2012). Vselitev v nov habitat lahko oslabi ali pa poveca
selekcijski pritisk na eno ali kombinacijo vecih lastnosti, pri ¢emer pride ali do njihove
izgube ali do pridobitve novih lastnosti. Ob hitrih spremembah zivljenjskega okolja so
nekatere vrste sposobne spremeniti svoje vedenjske odzive pri izbiri habitata. Jones in
Boulding (1999) sta na primer tovrstno fleksibilnost pri izbiri mikrohabitata ugotovila pri
morskih polZzih iz rodu brezenk, Littorina sitkana Philippi, 1846.

Izbira habitata, ki jo opredeljuje preferenca osebkov do Zivljenja v dolo¢enem habitatu, je
poleg sposobnosti adaptacije populacije na lokalne okoljske razmere kljucni moment
ekoloske speciacije (Rausher, 1984; Ravigné in sod., 2009). Privede lahko namre¢ do
habitatne izolacije, ki predstavlja ekolosko bariero za genski pretok med populacijami
(Webster in sod., 2012). O habitatni izolaciji govorimo, ¢e prostorska loCitev med dvema
taksonoma temelji na njunih medsebojnih bioloskih (torej genetskih) razlikah (Coyne in Orr,
2004). Osnova zanjo je nezmoznost enega taksona, da zivi v okolju drugega, zaradi: (i)
genetskih razlik v fitnesu osebkov, povezanih z rabo dolo¢enega okolja, (ii) kompeticije, Ki
sili simpatri¢ne taksone v rabo razli¢nih ni$ ali (iii) sposobnosti 0sebkov, da is¢ejo habitat
na katerega so najbolje prilagojeni. Bistvo habitatne izolacije je omejitev ali pa preprecitev
reproduktivnega stika med osebki razli¢nih (pod)populacij v ¢asu razmnozevalnja in s tem
bistveno zmanjsanje ali onemogocenje njihovega navzkriznega parjenja (hibridizacije).
Izbira habitata vpliva na nastanek reproduktivne izolacije preko divergentne selekcije, ki v
(pod)populacijah vzdrzuje stabilne polimorfizme, ter s pojavom izbirnega parjenja, pri
katerem imajo hibridni osebki nizji fitnes (Webster in sod., 2012).

2.2.1 Opazovanje izbire habitata
Opazovanje je raziskovalna metoda, s pomocjo katere zbiramo razline podatke o

opazovanem osebku. Lahko jo uporabljamo v naravnem ali laboratorijskem (kontroliranem)
okolju. Pri opazovanju vedenja is¢emo vedenjske vzorce, ki predstavljajo osebkov odnos do
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razli¢nih pojavov. Opisemo jih lahko kvalitativno ali kvantitativno, temu primerna je tudi
analiza zbranih podatkov.

Z razvojem opti¢ne tehnologije in racunalniSkih programov je postala ekologija gibanja
zivali (ang. movement ecology) priljubljena tema raziskav. Vedno zmogljivejse in
natan¢nejSe naprave za zaznavo lokacije namre¢ pripomorejo k boljSemu razumevanju
vplivov na gibanje in distribucijo Zivali (Nathan in sod., 2008; Schick in sod., 2008). Ceprav
so za tak$ne raziskave primerne predvsem vecje zivali (npr. ptice, Kiti, glodalci, velike zveri),
se je povecalo tudi Stevilo raziskav manjsih zivali, predvsem kopenskih nevretencarjev:
¢ebel, mravelj in rakov prasickov (Bozi¢ in Abramson, 2003; Zidar in sod., 2005; Robinson
in sod., 2008; Devigne in sod., 2011). Za njihovo opazovanje znanstveniki ve¢inoma
uporabljajo fotoaparat ali video kamero, ki sta names$¢ena nad "poskusno areno”, iz video
posnetkov pa s pomo¢jo racunalniskih programov analizirajo gibanje zivali (Martin, 2004).
Posamezne osebke pogosto dodatno oznacijo za lazje sledenje (Freilich, 1989).

Pri opazovanju vedenja vodnih zivali v laboratoriju se pojavijo nekatere tehni¢ne ovire, Ki
jih pri opazovanju kopenskih zivali ni, npr. zahtevnej$e oznacevanje osebkov ter lom in
odboj svetlobe na vodni gladini ob posledi¢no zahtevnejsi postavitvi vira svetlobe ter kamere
(Augusiak in sod., 2015). Verjetno so ravno metodoloske tezave razlog, da je tovrstnih
vedenjskih raziskav malo (npr. Englund and Hamback, 2004). Lagerspetz in Vainio (2006)
sta opozorila tudi na pomen zagotavljanja primerne podlage, ki bentoskim Zivalim med
opazovanjem vedenja zagotovi oprijem in normalno hojo. Do enakega zakljucka so prisli
tudi Friedrich in sod. (2011) pri vedenjskih poskusih s kopenskim troglobiotskim hro$¢em
Ptomaphagus hirtus iz druzine mrhar¢kov (Leiodidae). Holoyak in sod. (2008) pa so
opozorili na dejstvi, da vec¢ina raziskav gibanja nevretencarjev poteka s skupinami osebkov
(na nivoju populacij) in da ne upostevajo variabilnosti vedenja posami¢nih osebkov, kar
poslabsa razumevanje dejavnikov, ki vplivajo na vedenje.

Weww

2.2.2 Skrivanje v zato€i§¢u

Na zivali delujejo Stevilni neugodni abiotski (npr. poplave, onesnazenje, pomanjkanje hrane)
in biotski (predatorji, kompetitorji) dejavniki, katerih vplivom se poskusajo izogniti. Ena od

A4

moznosti je umik v zatoCiSCe. Ekoloska teorija predvideva, da bo obstoj populacije v

WtV W

dolo¢enem habitatu verjetnejsi, ¢e si tam osebki lahko enostavno poiséejo zatoCisce

(Fingerut in sod., 2015). Vedenjske vzorce iskanja zatoCiS¢a pogosto obravnavajo v
povezavi z ali pa povsem kot tigmotaksijo, ki je definirana kot usmerjen gibalni ali

orientacijski odziv organizma na fizi¢ni kontakt oziroma dotik (Simon in sod., 1994).

Organizem je pozitivno tigmotakti¢en, ¢e aktivno i$¢e stik z drugimi objekti. V zatociscu je
zival navadno z velikim delom telesa Vv fizicnem stiku z deli zatocis¢a. V prvotnih raziskavah
tigmotaksije so opazovali predvsem misi in druge glodalce, pri katerih je znan pojav gibanja

ob robu oziroma ob stenah zaprtega prostora (ang. wall-following behavior) (Simon in sod.,
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VW W

1994). Zatocisca nekaterih kopenskih nevretencarjev, npr. rakov enakonozcev iz rodov
Oniscus, Porcellio in Armadillidium poleg fizi¢nega stika obicajno zagotavljajo tudi nizjo
osvetlitev ter visjo vsebnost vlage, zaradi ¢esar so vzorci tigmotakti¢nega, fototakti¢nega in
higrokineticnega vedenja zivali tesno povezani (Friedlander, 1964). Pri vodnih
nevretencarjih vlaznost okolja ni razlog za iskanje skrivali§¢a, najpomembnejsa dejavnika
sta obi¢ajno predacija in povecanje hitrosti vodnega toka (Fingerut in sod., 2015). Skrivanje
v zato€iSCu sicer pomeni manjso verjetnost uplenjenja in odplavljenja, a tudi manj priloznosti
za hranjenje in razmnozevanje (Harris in sod., 2011).

2.2.3 Opazovanje izbire habitata pri vodnem oslicku

Fotofobijo in izbiro zato¢isca (Ki sta jo poimenovala tigmotaksija) sta pri povrsinskih vodnih
osli¢kih iz Nemcije opazovala Janzer in Ludwig (1952). V poskuse sta vkljucila vecje
skupine najmanj pigmentiranih in najbolj fotofobnih osli¢kov, ker sta preverjala t. i. teorijo
"pasti" za vselitev v podzemlje (Ludwig, 1942). Po njej naj bi temno podzemlje za te osebke
delovalo kot past, ki naj bi jo zapustili redkeje od mo¢no pigmentiranih in manj fotofobnih
osebkov. Ugotovila sta, da so vodni osli¢ki sicer fotofobni, a vendar njihova tigmotaksija
prevladuje nad fotofobijo. Tudi ob osvetlitvi so namre¢ osebki ostali zbrani pod prozornim
stekelcem (v zatoc¢i$€u) in se niso umaknili v neosvetljeni del akvarija (podzemlje).

Odziv nizozemskih vodnih oslickov na vodni tok so proucevali Peeters in sod. (2002).
Opazovali so medsebojne vplive strukture substrata in hitrosti vodnega toka na rast ter
prezivetje vodnih osli¢kov. Spremembe vedenja kot posledico kolonizacije novega habitata
ter povezavo s prisotnostjo plenilcev so pri povrsinskih vodnih osli¢kih na Svedskem
proucevali Harris in sod. (2011). Obravnavali so jih posami¢no. Osebki iz populacije, pri
kateri so glavni plenilci ribe (pomemben vid), so po simuliranem napadu aktivno bezali
daljsi ¢as kot osebki iz populacije, pri kateri so plenilci predvsem nevretencarske licinke
(pomembna dotik in vonj). S to ugotovitvijo so potrdili, da je razlika v habitatih s selekcijo
privedla do razli¢nih proti-plenilskih strategij in da na fenotipske spremembe ob kolonizaciji
novega habitata vplivajo predvsem razlike v prisotnih plenilskih vrstah, heterogenost
habitata, populacijska gostota in spolno vedenje. V podzemeljskih habitatih plenilcev, ki bi

VoW W

vec¢ kljucne vloge pri preZivetju posameznega osebka.

Eroukhmanoff in sod. (2011) so v raziskavi zgoraj omenjenih populacij vodnih oslickov
ugotovili, da je indirektna posledica prilagoditev na razlicne plenilske rezime izbirno
parjenje (ang. assortative mating) osebkov. Sklepali so, da je predparitvena izolacija med
osebki razli¢nih ekotipov posledica lokalne adaptacije in ne geografske izolacije, selitvena
modifikacija (ang. migration modification) pa ima pri tem vecjo vlogo kot izbira partnerja.
Rezultati njihovih poskusov in simulacij nakazujejo, da je reproduktivna bariera zaradi izbire
partnerja in habitata pomembna predvsem v zgodnji fazi divergence.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 VZORCENIJE IN AKLIMACIJA VODNIH OSLICKOV

Analizirali smo vedenje vodnih oslickov iz dveh povrsinskih populacij — Planinskega polja
in Cerkniskega polja — ter dveh podzemeljskih populacij — podzemeljskega dela ponikalnic
Pivke in Raka v Planinski jami (Slika 1).

Na Planinskem polju (Pla. p. na Sliki 1) smo oslicke nabrali 20. 11. 2015, v jarku pod cesto
Unec—Planina, pr. 600 m od mostu ¢ez Unico proti Planini. Muljnato dno jarka je bilo gosto
poraslo z vodnim rastlinjem. Isti dan smo nabrali tudi oslicke v Planinski jami, v obeh
ponikalnicah (Piv-PJ in Rak-PJ na Sliki 1), pr. 200 m gorvodno od njunega podzemeljskega
soto¢ja v jami. Dno je bilo prodnato-skalno. Na Cerkniskem polju (Cer. p. na Sliki 1) smo
oslicke nabrali 12. 12. 2015, v povrSinski strugi ponikalnice Strzen, pod mostom med
vasema Gorenje jezero in Laze pri Gorenjem jezeru. Dno je bilo muljnato in gosto poraslo s
trsti¢jem.

Slika 1: Zemljevid z ozna¢enimi lokacijami vzor¢enja vodnih oslickov, Asellus aquaticus. Pla. p. = Planinsko
polje, Piv-PJ = Pivka v Planinski jami, Rak-PJ = Rak v Planinski jami, Cer. p. = Cerkni$ko polje; rjavi
kvadrat = povrSinski ekomorf, beli kvadrat = podzemeljski ekomorf.



10
Lozej N. Razlike v izbiri podlage in iskanju zato¢is¢ med povrsinskimi in podzemeljskimi vodnimi osli¢ki.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij ekologije in biodiverzitete, 2016

Na povrsju smo vzor¢€ili Z vodno mrezico. Po odstranitvi vecjih kosov rastlinja in mulja iz
vzorca smo vzorec iz mrezice prestavili v banjico z vodo. Ve¢je (5—15 mm dolge) in na videz
neposkodovane vodne oslicke smo z Zli¢ko prelozili v plasti¢no posodo z vodo in nekaj listi
za oprijem med transportom. V jami smo vodne osli¢ke posesali s sesalko direktno iz skal
ali jih ujeli v mrezico po tem, ko smo jih nezno odstranili s skal z roko. Poleg tega smo
manjSe kamne vzeli iz vode, jih drzali tik nad banjico z vodo ter pocakali, da so oslicki sami
popadali vanjo ali pa smo jih nezno prestavili z mehko pinceto. Tudi tu smo v posodo dodali
nekaj vejic ali listov, ki smo jih nasli v blizini vzor¢nega mesta. VVodne oslicke smo prepeljali
v jamski laboratorij (tema, T = 10 °C) Katedre za zoologijo, Oddelka za biologijo
Biotehniske fakultete, Kjer je potekala aklimacija in vsi vedenjski poskusi. V posode smo
kot vir hrane dodali po nekaj razkrajajocih listov ¢rne jelse (Alnus glutinosa).

Vsem nabranim osebkom smo pod stereomikroskopom po obliki gonopodov dolo¢ili spol in
preverili, ¢e v njih ni bilo parazitov jezerilcev (Acanthocephala), ki bi lahko vplivali na
njihovo vedenje (Moore, 2002). Pred zacetkom izvajanja poskusov smo iz vsake populacije
izbrali po 40 neposkodovanih odraslih osebkov, 20 samic in 20 samcev. Vsak osebek smo
dali v svojo petrijevko (2r = 90 mm, v = 25 mm) z vodo (T = 10 °C) in razkrajajo¢im listom
¢rne jel$e ter mu dodelili unikatno identifikacijsko oznako. Aklimacija v lo¢enih petrijevkah
je trajala vsaj en teden, vedenjske poskuse pa smo izvedli med 17. 12. 2015 in 15. 2. 2016.
Med poskusi poginule in poSkodovane samce in samice smo nadomestili s samci in samicami
iz istih populacij, ki jih dotlej v poskusih $e nismo uporabili. 1zjema so bile samice iz Pivke
v Planinski jami, ki jih je po individualnih poskusih izbire zato¢is¢a poginilo ve¢ kot smo
jih lahko nadomestili. Zato smo pri individualnih poskusih izbire hrapave podlage pri tej
populaciji uporabili ve¢ samcev (24) kot samic (12).

3.2 VEDENJSKI POSKUSI

Izvedli smo dva tipa individualnih (tj. s posami¢nimi osebki) vedenjskih poskusov, izbiro
hrapave podlage in skrivanje v zatocisc¢u. Dodatno smo izvedli preliminarne skupinske (tj. s
skupinami vecih osebkov) vedenjske poskuse izbire hrapave podlage in skrivanja v

zatociscu.
3.2.1 Testni petrijevki za individualne poskuse
Osebke smo opazovali v dveh tipih za nase poskuse prirejenih petrijevk:

A) Petrijevka za preverjanje izbire hrapave napram gladki podlagi (Slika 2) je imela premer
90 mm in viSino 25 mm. Polovico dna smo zbrusili s finim brusilnim papirjem granulacije
P150. Tako so imeli oslicki na njej dober oprijem, Se vedno pa je bila dovolj prepustna za
svetlobo za uspesno video rekonstrukcijo gibanja (glej spodaj). Druga polovica dna je ostala
gladka in oslickom ni nudila oprijema.
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Slika 2: Petrijevka za preverjanje izbire hrapave (temno sive) napram gladki (svetlo sivi) podlagi pri vodnih
oslickih.

B) Petrijevka za preverjanje skrivanja v zato¢is¢u (Slika 3) je imela enake dimenzije, vendar
tokrat smo s finim brusilnim papirjem iste granulacije zbrusili celotno dno. To smo storili

Wtw v

zato, ker so oslicki sicer na gladkem dnu mrzli¢no iskali oprijem (npr. se oprijeli sti¢is¢a

zatoCiS¢a in petrijevke) in se na zato¢is¢e niso odzvali. S hrapavim dnom smo zagotovili
neovirano gibanje po celotni petrijevki in opazovanje odziva na zatocisce.

ZatoCiS¢e smo izdelali iz prozorne plasti¢ne plos¢e VIVAK (debeline 0,75 mm) in ga
namestili v polovico petrijevke. Zatoc¢is¢e je bilo od dna najbolj odmaknjeno na sredini
petrijevke (priblizno 1 cm), proti obodu pa se je enakomerno spuscalo do dna. Zaradi rahlega
naklona so lahko razlicno velike Zzivali s celim telesom priSle v stik z zatoCis¢em
("zagozdenje™). Na sredis¢nem robu je bila plastika zapognjena navzgor, kar je oslickom
preprecevalo prehod na zgornjo ploskev zatoc¢isca, zlezli so lahko le podenj. Ker je bilo
zatoCisCe prozorno, so bili oslicki dobro vidni tudi na video posnetkih (glej spodaj). Nacrt

za izdelavo zatocCiSc¢a je prikazan na Sliki Al v Prilogi A.

Vv

Slika 3: Petrijevka s hrapavim dnom in zato¢i§¢em za preverjanje skrivanja v zato¢i$¢u pri vodnih oslic¢kih.
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3.2.2 Postavitev individualnih poskusov

Postavitev poskusa za snemanje vedenja posami¢nih vodnih oslickov prikazuje Slika 4.
Podlago za petrijevke (50 x 50 cm) so sestavljali enakomerno razmaknjeni in zaporedno
vezani trakovi z rde¢imi LED diodami (pr. 630 nm, svetlobni spekter je prikazan na Sliki
B1 v Prilogi B), nad katerimi je bila plosca iz opalnega pleksi stekla (debeline 5 mm), ki je
svetlobo enakomerno razprsila. LED trakove je napajal laboratorijski napajalnik BaseTech
BT-305, ki smo ga postavili izven jamskega laboratorija. Nastavili smo ga tako, da je bila
svetloba §ibka (intenziteta = 0,15-0,25 pmol m 2 s1). Pol metra nad podlago za petrijevke je
bila namescena spletna kamera Logitech C930e FullHD, povezana z racunalnikom, Ki smo
ga postavili izven jamskega laboratorija.

ZUNANJA SOBA

racunalnik

laboratorijski napajalnik za
uravnavanje intenzitete svetlobe

Slika 4: Postavitev poskusa za snemanje vedenja vodnih osli¢kov.
3.2.3 Testna akvarija za skupinske poskuse

Pri preliminarnih skupinskih poskusih smo sledili nacinu postavitve v raziskavi, ki sta jo
izvedla Janzer in Ludwig (1952). Poskusi so potekali v kvadratnih steklenih akvarijih
dimenzije 20 x 20 cm, z visino vode 2 cm in z dvema zato¢is¢ema iz iz objektnih stekel
dimenzij 5 x 11 cm (Slika 5). Uporabili smo osebke iz individualnih poskusov. Pri prvem
in ju z vodoodpornim lepilnim trakom priévrstili nanju (slika 5A). Pri drugem tipu poskusa
smo polovico gladkega dna prelepili s hrapavo folijo. Tokrat smo uporabili samostojeci
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Slika 5: Akvarija za skupinske poskuse z vodnimi oslicki. A) Akvarij z gladkim dnom in dvema zatocis¢ema

ob steni. B) Akvarij s polovico dna hrapavega (sivo) in dvema zato¢i§¢ema na gladkem dnu.

3.2.4 Potek individualnih poskusov

Pri preverjanju obeh tipov vedenja smo na osvetljeno podlago za petrijevke vsaki¢ postavili
po 20 petrijevk (4 vrste po 5 petrijevk). V vrste smo vodne osli¢ke razporedili po spolu in
ekomorfu: po 5 povrsinskih samcev, 5 podzemeljskih samcev, 5 povrsinskih samic in 5
podzemeljskih samic. V poskus smo socasno vkljucili ali ekomorf s Planinskega polja in
podzemeljske Pivke ali ekomorf s Cerkniskega polja in podzemeljskega Raka. Pri vsakem
snemanju smo zamenjali polozaj zgoraj nastetih vrst; npr. pri prvem snemanju je bila
povrSinskim samcem namenjena zgornja vrsta petrijevk na podlagi, pri drugem druga, pri
tretjem tretja, pri Cetrtem pa spodnja vrsta, nakar smo vrstni red ponovili od zacetka. Tako
smo preprecili oziroma zmanj$ali morebitne nezelene Sistemati¢ne vplive na opazovano
vedenje. Vsakega osli¢ka smo dali v ro¢no izdelan plasti¢ni obro¢ek (2r=2 cm, v=2cm) z
zi¢natim drzalom, ki smo ga pri poskusu izbire hrapave podlage postavili na gladko polovico
petrijevke, pri poskusu skrivanja v zato¢is¢u pa na polovico brez zato¢is¢a. Oslicke smo
pustili v obroc¢kih priblizno 10 min, da so se umirili. Nato smo s pomocjo §tirih vzdolznih in
dveh pre¢nih lesenih palic odstranili vseh 20 obroc¢kov naenkrat, da so se oslicki po
petrijevkah zaceli gibati so¢asno (Slika 6), in zaceli snemati njihovo vedenje. Vsako
snemanije je trajalo 2 uri, video posnetke smo zajemali s programom VirtualDub 1.10.4 pri
nastavitvi 5 slik na sekundo. Za oba tipa poskusa smo 4x ponovili dveurni cikel snemanja,
da smo posneli oba tipa vedenja pri 20 samcih in 20 samicah iz vsake od 4 populacij. Med
potekom poskusa smo zagotovili, da v laboratorij ni nih¢e vstopil in tako vznemiril zivali ali
povzro¢il spremembe v temperaturi ali svetlobi. Po koncu vsakega snemanja smo vse osebke
prenesli nazaj v petrijevke s hrano in ustrezno identifikacijsko oznako.
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Slika 6: Zacetek individualnega vedenjskega poskusa z vodnimi osli¢ki. Osebki, lo¢eni po spolu in populaciji
¢akajo v obrockih, ki smo jih po 10 min hkrati dvignili iz petrijevk s pomocjo lesenih palic.

3.2.5 Potek skupinskih poskusov

Povrsinske vodne oslicke smo opazovali pri beli svetlobi (50 pmol m s?), podzemeljske pa
v temi s pomogjo Sibke rdece (0,01 pmol m™ st) naglavne svetilke Black Diamond ReVolt.
Vsaki¢ smo socasno opazovali po 20 samcev v enem in po 20 samic v drugem akvariju.
Osebke smo locili po spolu, saj se je sicer vedenje vodnih oslickov spremenilo na racun
iskanja partnerjev in nastanka prekopul. Pri prvem tipu poskusa (tj. akvarij z gladkim dnom
in dvema zatoc¢is§¢ema) smo opazovali le osebke iz obeh povrSinskih populacij (Planinskega
in Cerkniskega polja), pri drugem tipu poskusa (tj. akvarij s polovi¢nim hrapavim dnom in
polje) in ene podzemeljske populacije (Rak v Planinski jami). Pri vsakem poskusu smo vseh
20 osebkov prenesli v okroglo plasti¢no ogrado na gladkem dnu, ki smo jo po 10 min
odstranili, da so vsi osli¢ki hkrati zaceli s poskusom (Slika 7). Prve 3 ure smo na vsakih
10 min presteli, koliko osebkov se nahaja v zato¢is¢u in koliko prosto na hrapavem ali na
gladkem dnu. Nato smo jih ponovno presteli ob koncu poskusa, 24 ur po zacetku.
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Slika 7: Zagetek skupinskega poskusa z vodnimi osli¢ki. Osli¢ki so na gladkem dnu omejeni s plastiénim
obro¢em, ki smo ga po 10 min odstranili.

3.3 ANALIZA PODATKOV
3.3.1 Pregledovanje video posnetkov

Vse video posnetke smo izvozili v AVI formatu in jih pregledali s programom BSPlayer
2.70, in sicer pri 5-krat povecani hitrosti predvajanja. Za vsak osebek smo pregledali celoten
dveurni posnetek vedenja in na 5 s natan¢no zabeleZili ¢ase vseh prehodov iz ene na drugo
polovico petrijevke. Kot zadrZevanje na hrapavi polovici smo zabeleZili Ze, Ce se je osebek
vsaj z enim parom nog drzal hrapave podlage. Zadrzevanje na polovici petrijevke z
zatoCis¢em pa smo zabelezili Sele, Ce je bil osebek s celim telesom v zato¢is¢u. Na podlagi
tega smo lahko izracunali kolikokrat in koliko ¢asa je osebek izkazoval opazovano vedenje,
tj. izbira hrapave podlage oziroma skrivanje v zatoCis¢u. Spremljali smo tudi stopnjo
aktivnosti osebkov, ki smo jo belezili kot ¢as hoje in mirovanja. Mirovanje je pomenilo, da
se osebek ni premaknil vsaj 5 min. Vse vrednosti smo zabelezili v tabele v programu
Microsoft Excel, ki smo jih oblikovali tako, da so bile ¢im bolj uporabne za nadaljnje delo
Vv programu R.
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3.3.2 Statisti¢na analiza podatkov

Vse statisti¢ne analize za individualne poskuse smo naredili v osnovnem paketu (stats)
programa R 3.2.4 (R Core Team, 2016). Ker je bil odziv osebkov v prvih 30 min precej
neustaljen, smo te podatke iz analiz izlo¢ili. Za preostalin 90 min smo sesteli Case
zadrZevanja osebkov na testni polovici (na hrapavi podlagi oziroma v zato¢i$¢u) in iz
nadaljnje analize izlo¢ili osem osamelcev (ang. outliers), tj. podatkov z odmiki, ve¢jimi od
trikratnega interkvartilnega razmika (3Q). Pri poskusu izbire hrapave polovice smo izlo¢ili
podatke za enega samca in eno samico s Planinskega polja, enega samca iz Pivke v Planinski
jami in enega samca iz Raka v Planinski jami. Pri poskusu izbire zatocis¢a pa smo izlo¢ili
podatke za dve samici s Planinskega polja ter enega samca in ene samice iz Pivke v Planinski
jami. Predvidoma je na vedenje polovice izlo¢enih osebkov iz obeh tipov individualnih
poskusov vplivalo njihovo opazeno slabo fizi¢no stanje (tj. manjkajo¢e okoncine, prisotnost
parazita, pogin kmalu po koncu poskusa). Pri vseh statisti¢nih testih smo uporabili stopnjo

tveganja 5 %.

S Shapiro-Wilkovim testom (W) smo testirali normalnost porazdelitve posamicnih
populacij, locenih po spolu. Glede na rezultate tega testa smo zanje izracunali osnovni
statistiki: srednjo vrednost za ¢as zadrzevanja na testni polovici in pripadajoco mero
variabilnosti. Za normalno porazdeljene podatke (tj. pri poskusu skrivanja v zato¢is¢e) Smo
torej izracunali aritmeti¢no sredino in standardno deviacijo, za tiste, katerih porazdelitev ni
bila normalna (tj. pri poskusu izbire hrapave podlage), pa mediano in interkvartilne razmike.
Izracunali smo tudi deleze srednjih vrednosti zadrZevanja na testni polovici glede na celotni
Cas opazovanja (tj. 90 min).

Da bi preverili, ali gre za naklju¢no gibanje med obema polovicama petrijevke ali za znacilno
izbiro testne polovice, smo pri normalno porazdeljenih podatkih uporabili Studentov t-test,
pri ostalih pa Wilcoxonov test vsote rangov (Wi; obicajni kratici smo dodali podpisani "i" za
lo¢itev od Shapiro-Wilkove statistike), oba s Holmovim popravkom p-vrednosti. Z
omenjenima testoma smo preverili, ali so srednje vrednosti znacilno razli¢éne od polovice

opazovanega ¢asa (tj. 45 min).

Pri normalno porazdeljenih podatkih smo za nadaljnje analize uporabili samo podatke tistih
populacij, lo¢enih po spolu, pri katerih je bila izbira testne polovice statisticno znacilna. Pri
njih smo najprej z Bartlettovim testom preverili homogenost varianc. Nato smo izvedli
dvosmerno analizo variance (ang. two-way ANOVA) in z njo preverili vpliv ekomorfa, spola
ter njune interakcije glede na ¢as zadrzevanja na testni polovici petrijevke. Za primerjave
parov populacij, locenih po spolu, smo naredili parne Studentove t-teste z zdruzeno
standardno deviacijo in Holmovim popravkom p-vrednosti.
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Za podatke, ki niso bili porazdeljeni normalno, smo najprej z neparametri¢nim Kruskal-
Wallisovim H testom preverili, ali se podatki po spolu lo¢enih populacij med seboj
statisticno razlikujejo. Nato smo za primerjavo podatkov med samci in samicami
posameznih populacij opravili Fligner-Killeenov test homogenosti varianc s Holmovim
popravkom p-vrednosti. Za iste primerjave smo naredili tudi dodatni Wilcoxonov test vsote
rangov s Holmovim popravkom p-vrednosti. Glede na rezultate primerjav podatkov smo v
primeru, da ni bilo statisti¢nih razlik med spoloma istih populacij, zdruzili podatke za samce
in samice posameznih populacij ter ponovili vse analize, kot je opisano zgoraj. Zdruzili Smo
tudi podatke za obe populaciji vsakega ekomorfa (Planinsko s Cerkniskim poljem in Pivko
z Rakom v Planinski jami) ter ponovno ponovili zgoraj opisane analize.

Od podatkov o aktivnosti vodnih osli¢kov (trajanju hoje 0z. mirovanja med poskusom) smo
uporabili le podatke o skupnem ¢asu gibanja posameznih osebkov po hrapavi podlagi. Tako
smo zeleli preveriti, ali je bila izbira te podlage le posledica morebitnih razlik v stopniji
gibalne aktivnosti med podzemeljskimi in povrsinskimi osebki.

Vse grafikone kvantilov (t. i. okvire z rocaji, ang. box and whiskers plots) pri individualnih
poskusih smo izrisali v R paketu ggplot2 (Wickham, 2009). lzrisali smo t. i. "Tukeyev
grafikon kvantilov" (Field in sod., 2013), kjer spodnji in zgornji rob okvira prikazujeta prvi
(Q1) in tretji kvartil (Q3), odebeljena ¢rta v njem pa mediano. Prikazani sta tudi najnizja in
najvisja vrednost znotraj 1,5 kvartilnega razmika (1,5Q) od omenjenih kvartilov, do njiju
segajo t. i."rocaji" (navpiéni ¢rti). Dodatno prikazane tocke (®) so osamelci, ki so zunaj
intervala (Q, - 1,5Q, Q,+ 1,5Q), pri tem je Q = Q, - Q,.

Podatke skupinskih poskusov smo analizirali le graficno s programom Microsoft Excel, ker
jih nismo ponovili v zadostnem Stevilu za statisti¢no testiranje. Gibanje osebkov v prvih 3
urah poskusov smo prikazali z linijskim diagramom, nahajanje osebkov po preteku 24 ur pa
smo prikazali s tortnimi diagrami.
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4 REZULTATI
4.1 1ZBIRA HRAPAVE PODLAGE PRI INDIVIDUALNIH POSKUSIH
4.1.1 Zadrzevanje na hrapavi podlagi

Sestevki Casov zadrzevanja na hrapavi podlagi po populaciji in spolu lo¢enih vodnih
oslickov niso bili porazdeljeni normalno, vsi Shapiro-Wilkovi testi so bili namre¢ statisti¢no
znacilni (p < 0,05) (Preglednica 1).

Pri vseh zgoraj omenjenih oslickih je bil deleZ srednje vrednosti zadrzevanja na hrapavi
polovici glede na celotni ¢as opazovanja (rMe) zelo visok, torej so se ve¢ino ¢asa zadrzevali
na njej (Preglednica 1). Samci in samice iz obeh podzemeljskih populacij so se tam
zadrZevali skoraj ves Cas (rMe = 100 %). Najkrajsi ¢as so tam preziveli samci s Planinskega
polja, povprecno okoli 82 od 90 min (rMe = 91,39 %). Variabilnost tega vedenja je bila
najvec¢ja med samci s Cerkniskega polja (interkvantilni razmik = kr = 19,1 min), najmanjsa
pa med samicami iz Pivke v Planinski jami (kr = 0 min) (Preglednica 1).

Samci in samice iz vseh populacij so aktivno izbrali hrapavo polovico, naklju¢no izbiro smo
zavrnili s statistiéno znacilnimi Wilcoxonovimi testi vsote rangov (p < 0,05)
(Preglednica 1). Cas zadrzevanja na hrapavi polovici se je med populacijami statisti¢no
znacilno razlikoval (Slika 8, Kruskal-Wallisov test).

Preglednica 1: Osnovne statistike in rezultati Shapiro-Wilkovega testa normalnosti (W) in Wilcoxonovega testa
vsote rangov (W) za vodne oslicke, lo¢ene po populaciji in spolu. N = §tevilo osebkov, Me = mediana, rMe =
delez mediane glede na ¢as opazovanja (90 min), kr = interkvartilni razmik; Pla. p. = Planinsko polje, Cer. p.
= Cerknisko polje, Piv-PJ = Pivka v Planinski jami, Rak-PJ = Rak v Planinski jami, F = samice, M = samci.

. , . hapiro-Wilk Wilcoxon
Populacija N Me[min] rMe[%] kr [min] Shapiro-Wilkov test ilcoxonov test

W p Wi p
Pla.p. (M) 19 82,25 91,39 9,96 0,87 0,014 190 0,001
Pla. p. (F) 19 88,33 98,15 10,63 0,813 0,002 190 0,001
Piv-PJ (M) 23 90 100 0,33 0,56 <0,001 276  <0,001
Piv-PJ (F) 12 90 100 0 0,327 < 0,001 78 0,001

Cer.p.(M) 20 80,54 89,49 19,10 0,876 0,015 210 0,001
Cer.p. (F) 20 88,54 98,38 14,98 0,789 < 0,001 210 0,001
Rak-PJ (M) 19 90 100 0,67 0,58 < 0,001 190 0,001
Rak-PJ(F) 20 90 100 1,25 0,634 < 0,001 210 <0,001
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Slika 8: Cas zadrzevanja po spolu lo¢enih populacij vodnih osli¢kov na hrapavi podlagi in Kruskal-Wallisova
H statistika. Crna prekinjena ¢rta = polovica trajanja opazovanja, rde¢a prekinjena &rta = aritmeti¢na sredina
vseh meritev, modra prekinjena ¢rta = mediana vseh meritev. Pla. p. = Planinsko polje, Cer. p. = Cerknisko

polje, Piv-PJ = Pivka v Planinski jami, Rak-PJ = Rak v Planinski jami, F = samice, M = samci, N = §tevilo

Ker se samci in samice iz posameznih populacij niso razlikovali glede na ¢as zadrzevanja na

osebkov.

hrapavi polovici petrijevke (Preglednica 2: dodatni Wilcoxonov test), njihove variance pa so
bile homogene (Preglednica 2: Fligner-Killeenov test), smo podatke zanje zdruzili. Zgoraj
nastete statisti¢ne analize smo nato ponovili na podatkih, zdruzenih po populaciji.

Preglednica 2: Rezultati Fligner-Killeenovega testa homogenosti varianc (%) in dodatnega Wilcoxonovega
testa vsote rangov (W;) pri primerjavi populacij vodnega osli¢ka, lo¢enih po spolu. Pla. p. = Planinsko polje,
Cer. p. = Cerknisko polje, Piv-PJ = Pivka v Planinski jami, Rak-PJ = Rak v Planinski jami, F = samice,

M = samci.

Populacija (spol)

Fligner-Killeenov test

Wilcoxonov test

4 p Wi p
Pla. p. (M) —Pla. p. (F) 0,259 1,0 134,5 0,717
Piv-PJ (M) — Piv-PJ (F) 2,095 0,591 110,5 0,717
Cer. p. (M) —Cer. p. (F) 0,162 1,0 174 0,957
Rak-PJ (M) — Rak-PJ (F) 0,005 1,0 186,5 0,957
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Sestevki Casov zadrzevanja po populaciji zdruzenih vodnih osli¢kov na hrapavi podlagi niso
bili razporejeni normalno, vsi Shapiro-Wilkovi testi so bili ponovno statisti¢no znacilni
(p < 0,05) (Preglednica 3). Pri vseh populacijah je bil delez srednje vrednosti zadrZzevanja na
hrapavi polovici glede na celotni ¢as opazovanja (rMe) zelo visok, torej so se vecino Casa
zadrZevali na njej (Preglednica 3). Najdlje so se tam zadrZevali osebki iz obeh podzemeljskih
populacij (rMe = 100 %). Najkrajsi ¢as so tam preziveli osebki s Planinskega polja (rMe =
93,06 %), povprecno okoli 84 od 90 min. Variabilnost je bila najvecja pri osebkih s
Cerkniskega polja (kr = 18,67 min), najmanj$a pa pri osebkih iz Pivke v Planinski jami
(kr = 0 min) (Preglednica 3).

Osebki iz vseh populacij so izbrali hrapavo polovico, naklju¢no izbiro smo zavrnili s
statistiéno zna¢ilnimi Wilcoxonovimi testi vsote rangov (p < 0,05) (Preglednica 3). Cas
zadrzevanja na hrapavi polovici Se je med populacijami statisti¢cno znacilno razlikoval
(Slika 9, Kruskal-Wallisov test).

Preglednica 3: Osnovne statistike in rezultati Shapiro-Wilkovega testa normalnosti (W) in Wilcoxonovega testa
vsote rangov (W) za vodne oslicke, lo¢ene po populacijah. N = §tevilo osebkov, Me = mediana, rMe = delez
mediane glede na ¢as opazovanja (90 min), kr = interkvartilni razmik; Pla. p. = Planinsko polje, Cer. p. =
Cerknisko polje, Piv-PJ = Pivka v Planinski jami, Rak-PJ = Rak v Planinski jami.

Populacija N Me[min] rMe[%] kr [min] Shapiro-Wilkov test Wilcoxonov test

w p Wi p
Pla. p. 38 83,75 93,06 11,69 0,852 < 0,001 741 < 0,001
Piv-PJ 35 90 100 0 0,454 < 0,001 630 < 0,001
Cer. p. 40 84,17 93,52 18,67 0,836 < 0,001 820 < 0,001
Rak-PJ 39 90 100 1 0,611 < 0,001 780 < 0,001

Ker se osebki istega ekomorfa iz razli¢nih populacij niso razlikovali po ¢asu zadrzevanja na
hrapavi polovici petrijevke (Preglednica 4: dodatni Wilcoxonov test), njihove variance pa so
bile homogene (Preglednica 4: Fligner-Killeenov test), smo podatke zdruzili $¢ po ekomorfu.
Nato smo zgoraj nastete statistiCne analize ponovili §¢ na omenjenih zdruzenih podatkih.

Preglednica 4: Rezultati Fligner-Killeenovega testa homogenosti varianc (%) in dodatnega Wilcoxonovega
testa vsote rangov (W) pri primerjavi povr$inskih in podzemeljskih populacij vodnega osli¢ka. Pla. p. =
Planinsko polje, Cer. p. = Cerknisko polje, Piv-PJ = Pivka v Planinski jami, Rak-PJ = Rak v Planinski jami.

.. Fligner-Killeenov test Wilcoxonov test
Populacija 5
X p Wi p
Pla. p. — Cer. p. 2,037 0,307 7745 0,887

Piv-PJ — Rak-PJ 0,487 0,485 759 0,585
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Slika 9: Cas zadrzevanja povriinskih in podzemeljskih populacij vodnega osli¢ka na hrapavi podlagi in
Kruskal-Wallisova H statistika. Crna prekinjena ¢érta = polovica trajanja opazovanja, rde¢a prekinjena &rta =
aritmeti¢na sredina vseh meritev, modra prekinjena ¢rta = mediana vseh meritev. Pla. p. = Planinsko polje,
Cer. p. = Cerknisko polje, Piv-PJ = Pivka v Planinski jami, Rak-PJ = Rak v Planinski jami, N = §tevilo
osebkov.

Sestevki ¢asov zadrzevanja po ekomorfu lo¢enih vodnih oslickov na hrapavi podlagi niso
bili porazdeljeni normalno, Shapiro-Wilkovi testi so bili namre¢ statistiéno znacilni
(p < 0,05) (Preglednica 5).

Pri obeh ekomorfih je bil delez srednje vrednosti zadrzevanja na hrapavi polovici glede na
celotni ¢as opazovanja (rMe) zelo visok, torej so se vsi vecino Casa zadrzevali na njej
(Preglednica 5). Podzemeljski osebki so se tam zadrzevali dlje (rMe = 100 %) kot povrSinski
(rMe = 93,06 %). Variabilnost opazovanega vedenja je bila ve¢ja pri povrsinskih
(kr = 13,79 min) kot pri podzemeljskih osebkih (kr = 0 min) (Preglednica 5).

Osebki obeh ekomorfov so aktivno izbrali hrapavo polovico, naklju¢no izbiro smo zavrnili
s statisticno znacilnimi Wilcoxonovimi testi vsote rangov (p < 0,05) (Preglednica 5). Osebki
obeh ekomorfov so se po Casu zadrzevanja na hrapavi polovici petrijevke medsebojno
statisti¢no razlikovali (Slika 10, Preglednica 6: dodatni Wilcoxonov test), njihove variance
pa niso bile homogene (Preglednica 6: Fligner-Killeenov test).
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Preglednica 5: Osnovne statistike in rezultati Shapiro-Wilkovega testa normalnosti (W) in Wilcoxonovega testa
vsote rangov (W) za vodne osli¢ke, loene po ekomorfu. N = §tevilo osebkov, Me = mediana, rMe = deleZ
mediane glede na cas opazovanja (90 min), kr = interkvartilni razmik.

Ekomorf N Me[min] rMe[%] kr [min] Shapiro-Wilkov test ~ Wilcoxonov test

w p Wi p
povrsinski 78 83,75 93,06 13,79 0,848 <0,001 3081 <0,001
podzemeljski 74 90 100 0,46 0,53 <0,001 2775 <0,001
podzemeljski N=74 E : |

povrsinski N=78 E -« \JP;.‘.O’
6 3IO I 6IO : QIO
Cas zadr¥evanja na hrapavi podlagi [min]

Slika 10: Cas zadrzevanja obeh ekomorfov vodnih osli¢kov na hrapavi podlagi. Crna prekinjena &rta =
polovica trajanja opazovanja, rdeca prekinjena ¢rta = aritmeti¢na sredina vseh meritev, modra prekinjena ¢rta
= mediana vseh meritev; N = §tevilo osebkov.

Preglednica 6: Rezultati Fligner-Killeenovega testa homogenosti varianc (%) in dodatnega Wilcoxonovega
testa vsote rangov (W;) pri primerjavi obeh ekomorfov vodnega oslic¢ka.

Fligner-Killeenov test Wilcoxonov test
X p Wi p
povrsinski — podzemeljski 82,11 1,284 *10°%° 1309 3,657 *101°

Ekomorf
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4.1.2 Aktivnost vodnih osli¢kov

Ker smo z analizo casa, prezivetega na hrapavi in gladki polovici petrijevke, dokazali
statisti¢no znacilno izbiro hrapave polovice, smo ¢as, prezivet na gladki polovici, izvzeli iz
nadaljnje analize aktivnosti osebkov. Iz ¢asa aktivnega gibanja osebkov po hrapavi polovici
(Slika 11) lahko razberemo, da so tako povrsinski kot podzemeljski samci in samice vecino
Casa po tej polovici hodili in ne mirovali.

Rak-PJ (F) N=20

Rak-PJ (M) N=19 .

|
|
|
I
:
I
Cer. p. (F) N=20 i o | o
I
I
I
I
|
|

Cer. p. (M) N=20
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Piv-PJ (M) N=23 o e e e ol eee o . te w9

Pla. p. (F) N=19 =

Pla. p. (M) N=19 .
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Cas premikanja po hrapavi podlagi [min]

Slika 11: Cas aktivnega premikanja vodnih osli¢kov po hrapavi podlagi za populacije, loene po spolu. Crna
prekinjena Crta je polovica trajanja opazovanja. Pla. p. = Planinsko polje, Cer. p. = Cerkni§ko polje, Piv-PJ =
Pivka v Planinski jami, Rak-PJ = Rak v Planinski jami, F = samice, M = samci, N = §tevilo osebkov.

4.2 IZBIRA ZATOCISCA PRI INDIVIDUALNIH POSKUSIH
4.2.1 ZadrZevanje Vv zatoc¢iScu

Sestevki asov zadrZevanja po populaciji in spolu lo¢enih vodnih osli¢kov v zato¢iséu SO
bili razporejeni normalno, Shapiro-Wilkovi testi namre¢ niso bili statisticno znacilni
(p < 0,05) (Preglednica 7).

Nekatere po spolu lo¢ene populacije vodnih oslickov so se ve¢ ¢asa zadrzevale na polovici
z zatoCis¢em, nekatere pa na polovici brez zatocisca (Preglednica 7, Slika 12). Najdlje so se
v zatoCiS¢u zadrZevale samice iz Raka v Planinski jami (rAr = 63,36 %), povprec¢no okoli 57
od 90 min. Najkrajsi Cas so tam preziveli samci iz Pivke v Planinski jami (rAr = 24,6 %),
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povpre¢no okoli 22 od 90 min. Variabilnost tega vedenja je bila najvecja pri samcih iz Raka
v Planinski jami (SD = 28,02 min) in najmanjs$a pri samcih iz Pivke v Planinski jami
(SD = 11,8 min) (Preglednica 7).

Rezultati Studentovega t-testa (Preglednica 7) kazejo, da so samci s Planinskega polja ter
samci in samice iz Pivke v Planinski jami statisticno znacilno izbirali polovico petrijevke
brez zatocisca (p < 0,05), osebki iz preostalih populacij, locenih po spolu, pa so se po
petrijevki gibali naklju¢no (njihova izbira ene od polovic ni bila statisticno znacilna,
p > 0,05). Nadaljnje analize smo izvedli samo za oba spola populacij Planinsko polje in

Pivka v Planinski jami.

Preglednica 7: Osnovne statistike in rezultati Shapiro-Wilkovega testa normalnosti (W) in Studentovega t-testa
za vodne osli¢ke, lo¢ene po populaciji in spolu. N = §tevilo osebkov, Ar = aritmeti¢na sredina, rAr = deleZ
aritmeti¢ne sredine glede na ¢as opazovanja (90 min), SD = standardna deviacija; Pla. p. = Planinsko polje,
Cer. p. = Cerknisko polje, Piv-PJ = Pivka v Planinski jami, Rak-PJ = Rak v Planinski jami, F = samice, M =
samci.

Shapiro-Wilk test Student t test

Populacija N  Ar[min] TrAr[%] SD [min] W 0 t 0

Pla. p. (M) 20 31,64 35,15 16,96 0,955 0,447 -3522 0,014
Pla. p. (F) 18 43,75 48,61 12,66 0,949 0,403 -0,42 1,0

Piv-PJ (M) 19 22,14 24,60 11,80 0,939 0,25 -8,446 <0,001
Piv-PJ (F) 19 27,52 30,58 15,38 0,945 0,324 -4955 0,001
Cer. p. (M) 20 51,84 57,60 27,76 0,909 0,062 1,102 0,853
Cer. p. (F) 20 52,94 58,82 26,10 0,917 0,089 1,361 0,758
Rak-PJ (M) 20 46,63 51,81 28,02 0,959 0,524 0,26 1,0

Rak-PJ (F) 20 57,03 63,36 20,31 0,949 0,356 2,647 0,079

Rezultati Bartlettovega testa za vodne oslicke s Planinskega polja in Pivke v Planinski jami,
logene po spolu, niso pokazali statisti¢no znacilnih razlik med variancami (K2 = 3,007,
df = 3, p =0,391). Pri dvosmerni analizi variance interakcija med spremenljivkama ekomorf
in spol ni bila statisti¢no znacilna (F = 1,033, p = 0,313), zato smo njen vpliv izpustili iz
nadaljnje analize (Preglednica 8). Vpliv obeh posameznih spremenljivk je bil znalilen
(ekomorf: F=14,912, p = 0,0002; spol: F = 6,454, p = 0,013) (Preglednica 8).

Rezultati Studentovega t-testa z zdruzeno standardno deviacijo (Preglednica 9) so pokazali
statisticno znacilne razlike med samci in samicami s Planinskega polja (mejna vrednost) ter
med samicami s Planinskega polja ter samicami iz Pivke v Planinski jami.
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Slika 12: Cas zadrzevanja vodnih oslickov v zato&iséu za populacije, lodene po spolu. Crna prekinjena &rta =
polovica trajanja opazovanja, rdeca prekinjena ¢rta = aritmeti¢na sredina vseh meritev, modra prekinjena ¢rta
= mediana vseh meritev. Pla. p. = Planinsko polje, Cer. p. = Cerknisko polje, Piv-PJ = Pivka v Planinski
jami, Rak-PJ = Rak v Planinski jami, F = samice, M = samci, N = §tevilo osebkov.

Preglednica 8: Rezultati dvosmerne analize variance za populaciji Planinsko polje in Pivka v Planinski jami,
lo¢eni po spolu.

stopinje vsota povprecni

prostosti kvadratov kvadrat F P
ekomorf 1 11150862 11150862 14,912 0,0002
spol 1 4826265 4826265 6,454 0,013
ekomorf : spol 1 772199 772199 1,033 0,313
ostanki 72 53840603 747786

Preglednica 9: Rezultati Studentovega t-testa z zdruzeno standardno deviacijo za primerjavo vodnih oslickov
s Planinskega polja in Pivke v Planinski jami, lo¢enih po spolu. Pla. p. = Planinsko polje, Piv-PJ = Pivka v
Planinski jami, F = samice, M = samci.

Populacija (spol) Studentov t-test

t df p
Pla. p. (M) —Pla. p. (F) 2,51 34,87 0,051
Piv-PJ (M) — Piv-PJ (F) 1,21 33,74 0,235
Pla. p. (M) — Piv-PJ (M) -2,04 34,0 0,099

Pla. p. (F) — Piv-PJ (F) -3,51 34,36 0,005
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4.3 SKUPINSKI POSKUSI Z VODNIMI OSLICKI

Vodni osli¢ki so se v prvih treh urah vseh skupinskih poskusov gibali naklju¢no in se niso

umirili v zato¢i$¢u, zato je bila natan¢nejsa obdelava teh podatkov nesmiselna. Na Sliki C1
v Prilogi C je prikazan ¢asovni potek Stevila vodnih oslickov s Cerkni$kega polja na razli¢nih

WV W

delih akvarija s hrapavo polovico in gladko polovico z dvema zato¢is¢ema. Po 24 urah se je
vecina oslickov umirila na dolo¢enem delu akvarija. Pri poskusu z dvema zatocis¢ema na
gladkem dnu (prvi tip poskusa), je bila po enem dnevu pri obeh povrsinskih populacijah veé
kot polovica osebkov v zatocis¢ih: pri osebkih s Planinskega polja 78 % (Slika 13), pri tistih

s Cerkniskga polja pa 63 % (Slika 14). Preostali so bili na gladkem dnu.

Stevilo vodnih osli¢kov (N = 40):

O v zatociscu
O na gladkem
W mrtvi

d =samci
Q = samice

Slika 13: Razporeditev vodnih osli¢kov s Planinskega polja v akvariju z gladkim dnom in dvema zatoc¢is¢ema
po 24 urah skupinskega poskusa. V akvariju je bilo naenkrat po 20 samcev ali samic. N = skupno $tevilo
osebkov (samci + samice).

3d

Stevilo vodnih osli¢kov (N = 40):
128

vivyv

O v zatocCiscu
O na gladkem

W mrtvi

25 d =samci
Q = samice

Slika 14: Razporeditev vodnih oslickov s CerkniSkega polja v akvariju z gladkim dnom in dvema

zatoc¢is¢ema po 24 urah skupinskega poskusa. V akvariju je bilo naenkrat po 20 samcev ali samic. N =
skupno $tevilo osebkov (samci + samice).
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Slika 18B). Pri samcih s Planinskega polja se je v enem zatocCis¢u tesno skupaj drzalo 9

VoW v

osebkov, v drugem pa le trije, pri samicah je bilo v enem zato¢is¢u 16, v drugem pa le trije
osebki. Pri samcih s Cerkniskega polja sta se v enem zatoc¢is¢u nahajala dva, v drugem trije
osebki, preostali so bili na gladki podlagi, kjer se je ve€ina prehranjevala s tremi poginulimi
samci. Pri samicah s Cerkniskega polja se je v enem zatoCiscu stiskalo 16 osebkov (Slika

15), v drugem pa le 4 osebki, nobene samice ni bilo na gladki podlagi.

L - S T et A
Slika 15: Zbiranje samic vodnih osli¢kov s Planinskega polja (A) in CerkniSkega polja (B) v enem od

v

zatoCis¢ v akvariju z gladkim dnom in dvema zato¢is¢ema, po 24 urah skupinskega poskusa.

Ww W

Pri poskusu z dvema zatoc¢iséema na gladkem dnu in s hrapavo podlago na drugi polovici
akvarija (drugi tip poskusa), je bila po 24 urah pri povrSinski populaciji (Cerknisko polje)

vvvvv

preostali osebki pa so bili na gladki podlagi (Slika 16). Pri podzemeljski populaciji (Rak v

Planinski jami) je bila v zato¢is¢u manj kot polovica osebkov (45 %), prosto na hrapavem
dnu pa je bilo preostalih 53 % osebkov; en osebek je poginil (Slika 17).
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Stevilo vodnih osli¢kov (N = 40):

viv v

O v zatoliscu

@ na hrapavem
O na gladkem
B mrtvi

d =samci
Q = samice

Slika 16: Razporeditev vodnih oslickov s Cerkniskega polja v akvariju s hrapavo polovico in gladko polovico
z dvema zatocis¢ema po 24 urah skupinskega poskusa. V akvariju je bilo naenkrat po 20 samcev ali samic. N
= skupno $tevilo osebkov (samci + samice).

Stevilo vodnih osli¢kov (N = 40):

Ov zatociscu
Ena hrapavem

Ona gladkem

| 18 :
W mrtvi

2 d = samci

Q =samice

Slika 17: Razporeditev vodnih oslickov iz Raka v Planinski jami v akvariju s hrapavo polovico in gladko
polovico z dvema zato¢iséema po 24 urah skupinskega poskusa. V akvariju je bilo naenkrat po 20 samcev ali
samic. N = skupno Stevilo osebkov (samci + samice).

Tudi pri tem poskusu smo opazili neenakomerno zdruzevanje v zato¢i§¢ih, a manj izrazito

WV v

kot pri prvem tipu poskusa. Pri povrsinskih samcih se je v enem zatoc¢is¢u zbralo 7, v drugem
pa 8 osebkov (Slika 18A), pri samicah pa se je v enem zato¢is¢u zbralo 11, v drugem pa le

4 osebki (Slika 18B). Pri podzemeljskih samcih je bilo po enem dnevu v enem zato¢is¢u 8,
v drugem pa 5 osebkov, pri samicah pa v enem zatoc¢is¢u 5 osebkov, v drugem pa nobenega.
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5 RAZPRAVA

5.1 INDIVIDUALNA IZBIRA HRAPAVE PODLAGE PRI VODNEM OSLICKU

Med povrsinskimi in podzemeljskimi vodnimi oslicki smo opazili vedenjske razlike
predvsem pri izbiri tipa podlage. Da je ta za vodne nevretencarje pomemben, so doslej
ugotovili tako z nekaterimi terenskimi (Barnes in sod., 2013; Becerra-Mufioz in Schramm,
2007) kot laboratorijskimi raziskavami (Kley in sod., 2009; Long in sod., 2011). Kley in sod.
(2009) so na primer ugotovili, da so za izbiro podlage pri postranicah iz rodu Gammarus
pomembni velikost delcev, velikost por med delci in strukturiranost listov potopljenih
rastlin. Vpliv substrata na strukturo zdruzbe sladkovodnih rakov enakonozcev, med katere
sodi tudi vodni osli¢ek, so proucevali Cuffney in sod. (1984), Holomuzki in Short (1988) in
Zhao in sod. (2007). Slednji so ugotovili, da ima tip podlage v potoku velik vpliv na
Stevilénost raka Lirceus fontinalis Rafinesque-Schmaltz, 1820; najvecjo Stevilénost so
opazili na kamnih, poraslih z algami, manjSo na neporaslih kamnih, najmanjSo pa na
muljnatem in pes¢enem dnu.

Sladkovodni raki enakonoZci so bentoski detritivori, ki ve¢inoma poseljujejo plitvejSe dele
jezer, ribnikov ali mirnejSe predele tekoCih voda, kjer se hranijo z razkrajajoco alohtono in
avtohtono vegetacijo (Cuffney in sod., 1984; Findlay in sod. 1986). Za bentoSke
nevretencarje, ki po podlagi izklju¢no ali ve¢inoma hodijo, je Se posebej pomembno, da
podlaga omogoca dober oprijem in s tem normalno koordinacijo gibanja ter manjSo moznost
odplavljenja (Long in sod., 2011; Williams in Mundie, 1978). Ob tem je presenetljiva
izjemna redkost opozoril o nujnosti zagotavljanja primerne (tj. ne gladke) podlage v
vedenjskih poskusih z bentoskimi Zivalmi (npr. Lagerspetz in Vainio, 2006). Se vedno je
namre¢ pogosta izvedba tovrstnih poskusov v posodah z gladkim dnom (npr. Janzer in
Ludwig, 1952; Harris in sod., 2011; Augusiak in sod., 2015). Glede na rezultate nasih
poskusov menimo, da hoja po gladki podlagi med poskusom za te zivali pomeni dodaten
stres, kar lahko privede do delno ali povsem napacnih rezultatov.

Nedvoumna izbira hrapave podlage pri povrSinskih in podzemeljskih vodnih osli¢kih v nasi
raziskavi je potrdila njen pomen za oba ekomorfa. Za vodne oslicke tega doslej ni nihée
izpostavil. Zgolj posreden sklep o pomenu hrapave podlage za povrsinske vodne oslicke bi
bilo mozno postaviti na podlagi objave Peetersa in sod. (2002), ki so pri njih opazovali vpliv
pescene podlage napram prodnikom. Ugotovili so, da je tip podlage za vodne oslicke
pomemben, saj vpliva na njihovo rast, smrtnost in vedenje; niso pa preverili (ne)primernosti
gladke podlage, saj jih na njej niso opazovali.

Pri nasih poskusih smo tako pri povrsinskih kot podzemeljskih vodnih oslic¢kih opazili, da
so se med gibanjem po gladki podlagi vec¢ino Casa tis¢ali ob steno petrijevke, njihovo gibanje
pa je bilo negotovo in nerodno ter je véasih celo spominjalo na plavanje. To je v skladu z
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opazanji raziskave Starryja in sod. (1998), ki so pri postranicah vrste Gammarus roeseli
(Gervais, 1835) ugotovili, da te ob odsotnosti naravne podlage (proda in peska) plavajo ve¢
Casa kot obicajno in se pogosteje zadrzujejo ob robovih akvarija. Ob prisotnosti strukturirane
podlage so se vecino Casa skrivale v porah nesprijetega sedimenta (v intersticiju), Se posebe;j
ob prisotnosti plenilskih vrst rib. Ker postranice za razliko od vodnih oslickov ne hodijo,
ampak vecinoma plavajo, menimo, da je ustrezna podlaga za slednje toliko bolj pomembna.

Pri podzemeljskih vodnih oslickih je bila nezmoznost normalne hoje po gladki podlagi
zaradi njihovih podaljSanih nog Se posebej izrazita. OpaZena nemoc in stres podzemeljskih
vodnih oslickov sta se izrazila tudi v statistino znacilnem daljSem casu zadrzevanja na
hrapavi podlagi. Neredki osebki so se je kréevito oprijemali le z enim parom nog, vendar je
niso zapustili kljub so¢asnemu otipavanju gladke polovice z ostalimi nogami. Izrazitejsa
potreba tega ekomorfa po oprijemu je bila pri¢akovana. Ceprav so tekoée vode naravno
okolje obeh ekomorfov in je oprijem podlage zanju pomemben, da osebkov ne odnese vodni
tok (Peeters in sod., 2002), je selekcijski pritisk vodnega toka v podzemlju predvidoma
mocnejsi. Ob moc¢nem toku bi lahko namre¢ podzemeljske osebke odplavilo proti ali na
povrsje, kjer sta prisotna mo¢nejSa kompeticija in predacija, predvidoma glavna dejavnika,
ki onemogocata prezivetje podzemeljskih vrst na povrsju (Sket, 2008).

Opazeni vzorec izbire podlage se sklada tudi s terenskimi opazanji. Povrsinske vodne osli¢ke
smo namre¢ ob vzoréenjih najveckrat opazili hoditi ali se oprijemati razkrajajoCega se
rastlinja na muljnatem dnu mirnih delov vodotoka (Prevorénik, ustno). Tudi ostali viri kot
habitat povrSinskih vodnih oslickov navajajo pocasi tekoce niZinske vodotoke ali pa stojece
vode (Péarvulescu, 2009). Za razliko od njih so bili podzemeljski vodni oslicki mnozi¢ni na
skalnato-kamnitih odsekih, kjer so tudi v zelo mo¢nem vodnem toku na brzicah hodili ali pa
se trdno drzali izpostavljenih ploskev skal (Trontelj, Kuralt, Fiser Z. in Prevorénik, ustno).

Z dodatnim beleZenjem trajanja hoje in mirovanja med individualnimi poskusi smo potrdili,
da ¢as zadrZevanja na hrapavi podlagi pri podzemeljskih vodnih osli¢kih ni bil precenjen.
Tak uc¢inek bi namre¢ lahko imela gibalna neaktivnost (mirovanje) podzemeljskih osli¢kov;
po izbiri hrapave polovice bi imeli ti bistveno manjSo moznost ponovne izbire gladke
polovice kot gibalno aktivnej$i povrSinski osebki. Tako kot povrSinski so se tudi
podzemeljski osli¢ki po hrapavi podlagi vecino ¢asa gibali, ¢eprav nekoliko pocasneje.
Slednje ni presenetljivo, saj je upo¢asnjena presnova (metabolizem) podzemeljskih Zivali
ena od pomembnih prilagoditev na pomanjkanje hranil v podzemlju, ki se med drugim
odraza v zmanjSani gibalni aktivnosti teh zivali (Wilhelm in sod., 2006; Hiippop, 2012).
Menimo, da razlika v hitrosti gibanja ni bila tolikSna, da bi vplivala na opaZene razlike v
izbiri hrapave podlage pri obeh ekomorfih.

Ceprav so se povrinski in podzemeljski oslicki medsebojno razlikovali glede na njihovo
izbiro podlage, temu dejavniku ne pripisujemo prispevka k celokupni reproduktivni izolaciji
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med njimi. Nekoliko izrazitejSa izbira hrapave podlage pri podzemeljskih osebkih namrec¢
sama po sebi ne more predstavljati bariere genskemu pretoku med obema ekomorfoma. Kot
reproduktivna bariera je smiselna le ob predvidevanju, da so podzemeljski oslicki zaradi
izrazitejSe potrebe po oprijemu sposobne;jsi obstati v okolju s hitrej$im in nepredvidljivejsim
vodnim tokom, ki so mu v podzemlju izpostavljeni. Za preverjanje tega bi bilo treba
opazovati vpliv vodnega toka na povrSinske in podzemeljske vodne oslicke, ki bi se
oprijemali enake hrapave podlage. Podobne poskuse so izvedli ze Peeters in sod. (2002), a
le s povrSinskimi vodnimi oslicki. Rezultati njihove raziskave kazejo, da lahko pri najbolj
hrapavem in strukturiranem substratu (produ) osebki ostanejo oprijeti na podlagi tudi v zelo
moc¢nem vodnem toku ter da ima tip substrata vpliv na porazdelitev osebkov v prostoru.

5.2 INDIVIDUALNA 1ZBIRA ZATOCISCA PRI VODNEM OSLICKU

Skrivanje v zato¢is¢u za ve€ino vodnih nevretencarjev pomeni povecanje verjetnosti
prezivetja, Se posebej ob stohasticnih okoljskih motnjah, kot so na primer poplave in
povecana prisotnost plenilcev (Williams in Moore, 1982; Fingerut in sod., 2015). Ob tem
seveda obstajajo tudi negativne posledice skrivanja, kot sta zmanjSanje mozZnosti
prehranjevanja in iskanja partnerja (Harris in sod., 2011). Starry in sod. (1998) so dokazali,
da se postranice vrste Gammarus roeseli tako ob dejanski prisotnosti plenilskih rib kot tudi
ob prisotnosti za njih zna¢ilnih kemiénih drazljajev (kairomonov) v vodi, nemudoma skrijejo
v substrat (prodni intersticij).

Glede na zgoraj nasteta opazanja in pa poskus, Ki sta ga izvedla Janzer in Ludwig (1952) s
povrsinskimi vodnimi osli¢ki, smo zanje predvideli hitro in izrazito skrivanje v zatoc¢isce. V
nasprotju s predvidevanji pa se v nasih poskusih povrsinski vodni osli¢ki niso skrili v
zato¢isde in tam ostali vedji del trajanja poskusa. Se veé, nekateri so se zato¢iséa celo
izogibali. Tak$no odstopanje je lahko posledica ve¢ dejavnikov, najverjetnejsi med njimi pa
je Stevilo osebkov, ki so bili testirani socasno. Omenjena avtorja sta namre¢ izvedla
skupinski poskus z osebki obeh spolov, nasa raziskava pa je temeljila na vedenjskih odzivih
posamicnih osebkov. Znano je, da skupine osebkov na okoljske draZljaje reagirajo drugace
kot posamezni osebki (ve¢ o tem v poglavju 5.3). Odstopanje bi lahko povzrocile tudi
drugacne razmere ali ¢asovni potek poskusa, saj je njuna raziskava potekala pri moc¢nem
osvetljevanju, natan¢en ¢asovni potek poskusov pa ni podan.

Mozna razlaga za naklju¢no gibanje povrSinskih oslickov v naSih individualnih poskusih

Ww W

izbire zatoCisCa je, da ob odsotnosti svetlobnega drazljaja in potencialnega plenilca niso
imeli potrebe izbrati zatocis¢a. Enako ugodno so se ocitno pocutili na obeh polovicah
petrijevke. Za vedenje tistih, ki so se zatoc¢is¢a celo izogibali (populaciji Pivka v Planinski
jami in Planinsko polje), smiselne razlage nismo uspeli najti. Ena od moznih bi bila, da je

bilo z zatocis¢em nekaj narobe. Ker je bilo postavljeno nad polovico petrijevke (ne
premajhno) in sta bila dostop in stiskanje v reZo pod njim mozna ne glede na velikost zivali,
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bi pomanjkljivost glede dimenzij lahko izkljucili. Ker sta tudi Janzer in Ludwig (1952) za
simulacijo zato¢is¢a uporabila steklena prosojna objektna stekla, pod katera so se njuni vodni
oslicki hitro stisnili, je neustreznost materiala (umeten izvor), iz katerega smo izdelali

Vv v

zatoCiS¢e malo verjetna. Malo verjetna je tudi razlaga, da so se nekateri osebki v nasih
poskusih izogibali zatoCiS¢u zaradi izluzevanja ftalatov iz plastiCnega zatoCis¢a, saj SMO
vodo pred vsakim poskusom zamenjali, Cas trajanja poskusov pa je bil prekratek za tovrsten

ucinek ftalatov na vedenje oslickov.

V nasprotju s pricakovanji smo (mejno) statisti¢no razliko (p = 0,051) med spoloma uspeli
dokazati izkljuéno pri populaciji S Planinskega polja. Sicer naj bi za povrsinske vodne
oslicke veljalo, da samci prej zapustijo zato€is¢e in naj bi bili “pogumne;jsi”” od samic (Harris
in sod., 2011). Tudi Lasnik (2012) je pri podzemeljskih vodnih osli¢kih iz Planinske jame
ugotovila, da na soto¢ju obeh podzemeljskih rek le samci iz obeh populacij prehajajo na
obmocje sosednje populacije.

Se posebej zanimivo je bilo opaZzanje, da so osebki istega ekomorfa iz razliénih populacij
izbrali razli¢ni polovici petrijevke (z in brez zatoc¢isca), kar pomeni, da sta si bili glede na
vedenje bolj podobni povrSinska in podzemeljska populacija iz para (Pivka — Planinsko
polje, Rak — Cerknisko polje) kot pa podzemeljski oz. povrSinski populaciji medsebojno.
Ker je populacija s Planinskega polja filogenetsko blizje populaciji iz Pivke v Planinski jami,
populacija s CerkniSkega polja pa populaciji iz Raka v Planinski jami (Verovnik in sod.,
2003, 2004), bi to lahko razlozili kot posledico sorodnosti in Sibke selekcije za opazovano
vedenje v podzemlju. Pri tem je bila variabilnost vedenja med osebki v vseh populacijah

zelo velika.

Ker je bilo pri poskusu hrapavo celotno dno petrijevke, se vecina osebkov ni vedla tako kot
pri poskusu izbire hrapave podlage, kjer na gladki polovici petrijevke normalna hoja ni bila
mozna. Nismo torej mogli preveriti, ali je za vodne osli¢ke iskanje oprijema bolj ali manj

Vv v W v W

pomembno od iskanja zato¢is¢a. To bi lahko ugotovili le, ¢e bi bilo pod zato¢is¢em gladko
dno. Glede na rezultate nasih poskusov razlikam v izbiri zato¢is¢a ne moremo pripisati
delnega ali celo kljuc¢ega prispevka k celokupni reproduktivni izolaciji povrsinskih in

podzemeljskih vodnih osli¢kov.

5.3 SKUPINSKA 1ZBIRA ZATOCISCA PRI VODNEM OSLICKU

Pri skupinskih poskusih se je iskanje in skrivanje v zatociscu pri povrsinskih vodnih oslickih
izkazalo za pomembnega. Zal smo izvedli le preliminarne poskuse, saj smo imeli na voljo
premalo stevilo osebkov, da bi z veckratnimi ponovitvami omogoc¢ili izvedbo statisti¢nih

WtV v

analiz in potrditev hipoteze o pomenu skrivanja v zato¢is¢u.
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V poskusih s kopenskimi raki enakonozci (t. i. prasicki) so zdruzevanje v skupine (t. i.
Janzer in Ludwig (1952) sta porocala o zbiranju vecine povrSinskih vodnih osli¢kov v
zatoCi$¢u Ze po 30 min. V nasprotju z njunimi opazanji se oslicki v nasi raziskavi Se po nekaj
urah niso ustalili niti na hrapavi podlagi niti v zato¢is¢u, zato smo Stanje preverili po enem
dnevu. Sele takrat se je z ustalitvijo v zato¢ii¢u pokazala preferenca do zato¢isca pri
povrsinskih samcih in samicah. Ker smo (kot omenjena avtorja) za zatocis¢a uporabili
steklena objektna stekla, ¢asovnih razlik ne pripisujemo znacilnostim zatocis¢a. Mozni
razlogi za opazene Casovne razlike bi bili druga¢na spolna struktura zivali v poskusu (pri
njiju mesana skupina oslickov, pri nas loeni samci in samice) in razlicna ¢as ter nacin
privajanja na poskusno okolje. Zal natanénih podatkov o slednjem avtorja ne podajata.

VW W

Pri izbiri zato¢is¢a smo opazili zanimiv pojav ve¢jega zdruzevanja osebkov pod eno od dveh
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ponujenih zatoc¢i$¢, kar je pokazatelj pomembnosti stika z drugimi osebki v zatoc¢iscu.

VoW W

Osebki so se torej zadrzali v tistem zato¢iséu, v katerem so naleteli na drug osebek. Kljub
temu, da so imeli pod zatocis¢i dovolj prostora za medsebojen razmik, so bili pod njimi
navadno stisnjeni tesno skupaj. Podobno agregacijo so opazovali tudi pri pozidnem prasic¢ku
(Oniscus asellus) in navadnem prasicku (Porcellio scaber) (Friedlander, 1965; Devigne in
sod., 2011; Broly in Deneubourg, 2015). Povezali so jo tako s kemi¢nimi kot fizikalnimi
drazljaji, glavna razloga zanjo pa naj bi bila mo¢na pozitivna tigmotaksija in higrokineza.
Tesno zdruZeni osebki namre¢ zadrzijo veé¢ vlage kot posamezni, Kar je za te kopenske rake
Zivljenjskega pomena. Pri vodnih oslickih higrokineza ne more biti razlog za zdruzevanje,
mocno pozitivno tigmotaksijo (iskanje tesnega stika s celotnim telesom v zato¢iséu) pa Smo
z individualnimi poskusi izkljucili, zato bi iskanje razlag za ta pojav zahtevalo izvedbo
nadaljnjih raziskav.

Ker se povrsinski vodni oslicki na hrapavi podlagi niso zdruzevali v tesne skupine in je do
agregacije prislo le v zato¢i$€u na gladki podlagi, sklepamo, da za skupino vodnih osli¢kov
hrapava podlaga ni pomembnej$a od zatoc¢is¢a. Nasprotje z rezultati individualnih poskusov
nakazuje razlicno vedenje skupine in posami¢nih vodnih oslickov. Trden sklep o tem na
osnovi nasih individualnih poskusov ni mozen, saj se je ¢as opazovanja pri individualnih in
skupinskih poskusih bistveno razlikoval. Ker pa smo v preliminarnih poskusih enkrat izbiro
zatoCiSc¢a pri dvajsetih posamiénih osebkih belezili cel dan, rezultati pa so se skladali s tistimi
po dveh urah opazovanja, je nas sklep najverjetneje pravilen. To se sklada tudi z opazanji
raziskave vodnih osli¢kov, ki so jo opravili Augusiak in sod. (2015). Opazili so namrec¢
povecanje aktivnosti posamic¢nih vodnih osli€¢kov v primerjavi s skupinami, kar so razlagali
kot posledico iskanja drugih osebkov in zascite pred plenilci. Podobne raziskave vedenja
posamicnih osebkov in skupin so izvedli tudi s kopenskimi raki enakonozci (Broly in sod.,
2014). Ugotovili so sicer, da osebki zaradi teznje po stiku z drugimi pripadniki vrste ti lahko
izberejo tudi suboptimalne pogoje, a zaradi drugacne zasnove poskusa in uporabe kopenskih

modelnih zivali njihovi rezultati niso primerljivi z nasimi.
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Kljub le enkratni izvedbi skupinskega poskusa s podzemeljskimi (Rak v Planinski jami) in
povrsinskimi (CerkniSko polje) vodnimi oslicki, v njem vidimo moZznost za nadaljnje
raziskave in morebitno pojasnitev reproduktivne bariere. Lahko smo namre¢ opazovali
pricakovan vedenjski vzorec izbire habitata, v katerem so se povrsinski osebki v vec¢ji meri
(ca. 75% osebkov) zbirali v zato¢isc¢u kot podzemeljski (ca. 50% osebkov). Tovrstna razlika
bi lahko prispevala k reproduktivni izolaciji, saj bi razli¢na izbira habitata zmanjsala

moznost medsebojnega srecanja in parjenja obeh ekomorfov.

Za sklepe o razlikah ter boljse razumevanje vloge vedenja v ekoloski speciaciji bi morali
skupinske poskuse veckrat ponoviti. Pri tem bi se morali soociti z naravovarstveno
problematiénim zagotavljanjem zadostnega $tevila poskusnih Zivali. Se posebej to velja za
podzemeljske vodne oslicke, saj so v Sloveniji zavarovani vsi jamski habitati, vklju¢no s
tam zive¢imi vrstami (Zakon o varstvu podzemnih jam, 2004).

5.4 TEZAVE IN POMANJKLIJIVOSTI IZVEDENIH RAZISKAV

Augusiak in sod. (2015) so omenili le nekatere tezave pri izvedbi vedenjskih poskusov z
vodnimi nevretencarji, kot sta npr. lom in odboj svetlobe na vodni gladini, zaradi ¢esar sta
postavitev vira svetlobe in snemalne naprave zahtevna. V izogib teZavam so sicer predlagali
oznacevanje zivali in uporabo UV svetlobe, kar naj bi omogocilo lazje sledenje gibanju
zivali in poznejSo racunalniS$ko obdelavo posnetkov, vendar so s poskusi ugotovili, da
oznake lahko spremenijo vedenje vodnih nevretencarjev, zato se za to metodo nismo
odlocili. Da smo se izognili odbleskom in lomu svetlobe ter enakomerno osvetlili ved
petrijevk naenkrat, smo morali poskrbeti za homogeno rdeco osvetlitev pod petrijevkami.
Pri tem je bilo pomembno, da osvetlitev ni bila premocna, ker bi lahko povzroc€ila nezazeleno
segrevanje vode v petrijevkah in presvetljenost posnetkov. PreSibka osvetlitev po drugi
strani ne bi zagotovila dovolj kvalitetnih posnetkov za video analizo.

Ker smo poskusSali simulirati jamsko, torej popolnoma temno okolje, bi morali naceloma za
snemanje uporabiti toplotno IR kamero. Ker majhni vodni oslicki v vodnem mediju ne
oddajajo dovolj toplote, zmogljive IR kamere pa so zelo drage, smo bili za snemanje
primorani uporabiti osvetlitev. Odlo¢ili smo se za Sibko rdeco svetlobo, saj se povrsinski in
podzemeljski vodni osli¢ki ne odzivajo nanjo (Novak, 2014; Fier Z., ustno). Se boljse
pogoje bi lahko omogocili, ¢e bi osvetljevali z IR svetlobo (npr. 950 nm), Ki je gotovo izven
zaznavnega obmocja fotoreceptorskih pigmentov.

Za tezavno se je izkazala tudi zahteva, da v petrijevko nismo smeli poloziti neprozornih
objektov, na katerih vodni oslicki ne bi bili vidni; beleZenje njihove aktivnosti v tem primeru

ne bi bilo mozno. Kljub prozornim zato¢is¢em se za rac¢unalnisko video sledenje gibanju
nismo odlo¢ili. Po poskusu ra¢unalni$ke analize smo namre¢ ugotovili, da bi delni odblesk
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in lom svetlobe iz roba in sten petrijevke ter zatocis¢a vseeno moc¢no upocasnili in otezili
analizo prehojene poti s pomo&jo radunalniskih programov. Zal smo s tem izgubili moZnost
preverjanja gibalne aktivnosti vodnih osli¢kov na osnovi prehojene poti.

Naso raziskavo vedenja vodnih oslickov smo Zeleli zasnovati ¢im preprosteje in omogociti
preverjanje vedenjskega odziva osebkov na le en drazljaj. S tem smo osebke seveda
prikrajsali za vse ostale drazljaje, ki v naravnem okolju sinergisti¢no vplivajo na njihovo
vedenje in prezivetje (Peeters in sod., 2002). Opazovanje odziva na zatocis¢e smo V
predhodnih poskusih izvedli v petrijevkah z gladko podlago, da bi izklju¢ili vpliv hrapave
podlage. Izkazalo se je, da nam izbire zato¢is¢a na gladki podlagi sploh ni uspelo preveriti.
Za vodne oslicke je bilo najpomembnejse iskanje oprijema, zato so se oprijeli tudi stika
zatoCiSc¢a s petrijevko, njegovega stranskega roba ali celo majhne raze na dnu petrijevke, ki
jim je nudila oprijem. To vedenje je bilo Se posebej izrazito pri podzemeljskih osebkih.
Material, dimenzija in polozaj zato¢is¢a so se izkazali za velik izziv in zahtevali precej
predhodnih preizkusov ustreznosti.

Pri preliminarnem skupinskem poskusu, v katerem osebkov nismo lo¢ili po spolu, smo takoj
opazili tvorbo prekopul med samci in samicami, kar je vplivalo na vedenjski poskus izbire
zatoCis¢a. Ob izvedbi skupinskih vedenjskih poskusov pri rakih, ki tvorijo prekopulo, je torej
zelo pomembno tudi obdobje izvedbe poskusa. Pri skupinah, lo¢enih po spolu, smo
predvsem med samci opazili agresivno vedenje, ki se je koncalo s poginom nekaterih
osebkov. S temi so se preostali vodni oslicki hranili, kar je bistveno vplivalo na rezultat

vedenjskega poskusa. Podobna opazanja so pri vodnih osli¢kih zabelezili tudi Peeters in sod.
(2002).

Pri vedenjskih poskusih je zaradi kompleksnosti organizmov in tehni¢nih omejitev veliko
tezav, kar otezuje preverjanje navidezno preprostih predvidevanj oziroma zagotavljanje
ustreznosti poskusa za postavljanje neizpodbitnih sklepov. Dejstvo je, da so tudi opisi
spodletelih pripravljalnih poskusov in opozorila na napake dragoceni za vse, ki se ukvarjajo
s podobnimi raziskavami.
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6 SKLEPI

Rezultate nase raziskave vedenja vodnih oslickov (Asellus aquaticus) lahko strnemo v
naslednje ugotovitve:

- Tako pri povrsinskih kot podzemeljskih samcih in samicah smo pri individualnih
poskusih dokazali izbiro hrapave napram gladki podlagi. Za oba ekomorfa vodnih
oslickov je taka podlaga nujna za normalno gibanje in s tem tudi za izvedbo
vedenjskih poskusov.

- Izbira hrapave podlage je bila izrazitejsa pri podzemeljskih vodnih oslickih, ki so se
na njej zadrzevali statisti¢no znacilno dlje od povrsinskih. Vecja potreba po oprijemu
podlage predvidoma odraza vegji selekcijski pritisk za obstanek zivali v podzemlju
ob prisotnem moc¢nem vodnem toku.

- Pri izbiri zatocis¢a statisti¢no znacilnih razlik med povrSinskimi in podzemeljskimi
samci in samicami Vv individualnih poskusih ni bilo. Predvidenega skrivanja
povrsinskih osebkov v zatoCis¢u na racun mocnejse selekcije za skrivanje nismo
potrdili.

- Z ugotovljenimi individualnimi vedenjskimi razlikami med povrSinskimi in
podzemeljskimi vodnimi oslicki Zal ne moremo zadovoljivo pojasniti pojava
reproduktivne izolacije med njimi. Potrebne bi bile nadaljnje raziskave.

-V preliminarnih skupinskih poskusih se je po enem dnevu vecina povrSinskih samcev
in samic v tesnih skupinah ustalila v zato¢is¢u na gladki podlagi, tudi v primeru, ko
so imeli na voljo hrapavo podlago. Razlike med individualnimi in skupinskimi
poskusi pri tem nakazujejo bistven vpliv Stevila osebkov na vedenje vodnih osli¢kov.

- Pri skupini podzemeljskih osebkov se je v zato¢is¢u ustalila manj kot polovica
osebkov, ostali so izbrali hrapavo podlago. Razlike v izbiri podlage pri skupinah bi
lahko pojasnile pojav reproduktivne bariere med povrsSinskimi in podzemeljskimi
vodnimi osli¢ki. Potrebne bi bile nadaljnje skupinske vedenjske raziskave, ob

upostevanju nasih ugotovitev in priporocil.

- Vodni osli¢ek je s svojimi povrsinskimi in podzemeljskimi populacijami primerna
vrsta za opazovanje vedenjskih prilagoditev na razli¢na Zzivljenjska okolja In
raziskave ekoloske speciacije.
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7 POVZETEK

Ekoloska speciacija je proces, pri katerem divergentna naravna selekcija zaradi razlik v
okolju privede do reproduktivne izolacije med populacijami ali subpopulacijami. Iskanje
mehanizmov te speciacije ostaja izziv za empiri¢ne raziskave v evolucijski biologiji. 1zrazite
razlike med povr§jem in podzemljem so odli¢na osnova za $tudij ekoloske speciacije. Pri
tem so neprecenljivi modelni organizmi jamske zivali, z morfoloskimi prilagoditvami na
jamsko okolje (troglomorfozami) in Se zive¢imi povrsinskimi predniki. Kot modelni jamski
nevretencar se je uveljavil tudi vodni osli¢ek, Asellus aquaticus, rak enakonozec, ki poseljuje
mnoge tipe povrsinskih in podzemeljskih sladkovodnih habitatov po skoraj celotni Evropi.
Primeren modelni organizem je zaradi veckratnih neodvisnih vselitev v podzemlje na
majhnem geografskem obmocju, obstoja povrSinskih predniSkih populacij, dobrega
poznavanja filogenetske zgodovine vrste, kratkega zivljenjskega cikla ter uspesnega parjenja
med povrsinskimi in podzemeljskimi osebki v laboratoriju. Ceprav med podzemeljskimi in
predniskimi povrSinskimi populacijami ni fiziénih pregrad in zato lahko prihajajo v
medsebojni stik, z molekulskimi raziskavami med njimi niso dokazali genskega pretoka ali
pa je bil ta zanemarljiv. Eden od moznih razlogov za reproduktivno izolacijo bi lahko bila
razlika v izbiri habitata.

Izbira habitata je nabor hierarhi¢no urejenih vedenj, pri éemer se osebek v enem tipu habitata
nahaja dlje (tj. od pri¢akovanega ob nakljuénem gibanju) kot v drugem. Osebku omogoca
prepoznavo optimalnega okolja in preprecuje disperzijo v suboptimalno, s Cimer se poveca
njegov fitnes. Izbira razlicnega habitata lahko privede do habitatne izolacije, pri ¢emer
nezmoznost ene populacije, da zivi v okolju druge, bistveno omeji njun medsebojni
reproduktivni stik v ¢asu razmnoZevanja in posledi¢no zmanjSa ali onemogoci Nnjuno
krizanje. Skrivanje v zato¢iS¢u za vodne nevretencarje pomeni manjSo verjetnost uplenjenja
in odplavljenja, vendar manj priloznosti za hranjenje in razmnoZzevanje. Tudi boljsi oprijem
podlage za nevretencarje, ki hodijo po dnu, pomeni prednost. Namen nase raziskave je bil
preveriti, ali med povrsinskimi in podzemeljskimi vodnimi osli¢ki obstajajo bistvene razlike
v preferenci bodisi do zatocisc¢a bodisi do hrapave podlage, s ¢imer bi lahko pojasnili
reproduktivno izolacijo med njimi.

Analizirali smo vedenje vodnih oslickov iz dveh povrsinskih populacij (s Planinskega in s
Cerkniskega polja) ter dveh podzemeljskih populacij (iz rek Pivka in Rak v Planinski jami).
Iz vsake populacije smo izbrali po 20 neposkodovanih odraslih samic in samcev. Aklimirali
smo jih v jamskem laboratoriju v temi pri 10 °C. Izvedli smo dva tipa individualnih (tj. s
posamicnimi osebki) vedenjskih poskusov: (i) izbiro hrapave podlage v petrijevkah, ki smo
jim polovico dna zbrusili, da so imeli oslicki na njej dober oprijem in (ii) skrivanje v

zatoCiS¢u v petrijevkah z zbrusenim celotnim dnom, v katerih je polovico petrijevke
pokrivalo prozorno zatociscée, ki je vodnim oslickom omogo¢ilo stiskanje podenj.
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Pri obeh tipih individualnih poskusov smo petrijevke postavili na rdeco svetlobno podlago
in snemali vedenje vodnih oslickov s spletno kamero. Soc¢asno smo snemali po 20 petrijevk,
v katere smo razporedili vodne oslicke, locene po spolu in populaciji. S poshetkov smo
zabeleZili ¢ase vseh prehodov osebkov iz ene na drugo polovico petrijevke in za vsak osebek
izraCunali skupni ¢as zadrzevanja na posamezni polovici.

Podatke smo statisticno obdelali v programu R 3.2.4. Iz nadaljnje analize smo izlo¢ili
osamelce z odmiki, ve¢jimi od trikratnega interkvartilnega razmika. Podatke smo primerjali
po spolu, populaciji in ekomorfu. Normalnost porazdelitve podatkov smo preverili s
Shapiro-Wilkovim testom. Pri normalni porazdelitvi smo izracunali aritmeti¢no sredino in
standardno deviacijo ter uporabili Studentov t-test, Bartlettov test in izvedli dvosmerno
analizo variance. Za preostale podatke smo izrac¢unali mediano in interkvartilni rang ter
uporabili Wilcoxonov test vsote rangov, Kruskal-Wallisov H test in Fligner-Killeenov test.
Od podatkov o aktivnosti vodnih oslickov smo uporabili le podatke o ¢asu gibanja osebkov

po hrapavi podlagi.

V preliminarnih poskusih s skupinami vodnih oslickov smo uporabili kvadratne steklene

vvvvv

vvvvv

so potekali v jamskem laboratoriju, povrSinske osebke smo opazovali pri beli svetlobi,
podzemeljske pa v temi s pomocjo $ibke rdece naglavne svetilke. So¢asno smo opazovali po
20 samcev v enem in 20 samic v drugem akvariju. Stevilo osebkov v razli¢nih delih akvarija
po preteku 24 ur smo analizirali le graficno, ker za statisti¢no analizo nismo izvedli dovolj
ponovitev poskusov.

Pri individualnih poskusih smo med povrsinskimi in podzemeljskimi vodnimi osli¢ki opazili
vedenjske razlike predvsem v izbiri tipa podlage. Nedvoumna izbira hrapave podlage pri
samcih in samicah obeh ekomorfov je potrdila njen velik pomen zanje. To povezujemo z
zivljenjem v tekoCih vodah, kjer oprijem podlage zmanj$uje moznost odplavljanja zivali.
Izbira je bila opazno izrazitejsa pri podzemeljskih osebkih, kar lahko pojasnimo z moc¢nejsim
selekcijskim pritiskom vodnega toka v podzemlju. DolgotrajnejSe zadrzevanje na hrapavi
podlagi ni bilo posledica manjse gibalne aktivnosti podzemeljskih osli¢kov. Kljub razlikam
temu vedenju ne pripisujemo prispevka k celokupni reproduktivni izolaciji med obema
ekomorfoma.

V nasprotju s predvidevanji se povrSinski vodni oslicki niso skrili v zatoc¢isce, nekateri so se
ga celo izogibali. Mozna razlaga za njihovo naklju¢no gibanje je odsotnost svetlobe in
potencialnega plenilca, razlage za izogibanje pa nimamo. Domneve 0 nastanku
reproduktivne bariere zaradi razlik v izbiri zato¢is¢a med povrSinskimi in podzemeljskimi
vodnimi oslicki nismo potrdili.
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Zarazliko od individualnih poskusov, so se pri preliminarnih skupinskih poskusih povrsinski
vodni oslicki ustalili v zatociscu, a Sele po enem dnevu. Pri tem smo opazili zanimiv pojav

WV v

veéjega zdruzevanja osebkov pod enim od dveh ponujenih zato¢is¢ (agregacijo), kar kaze na

Vv W

pomembnost stika z drugimi osebki v zato¢is¢u. Opazili smo tudi razliko med Stevilom
povrsinskih in podzemeljskih osebkov v zato¢is¢u. Ta nakazuje pravilnost nasega osnovnega
predvidevanja o prispevku vedenjskih prilagoditev k nastanku reproduktivne bariere med
ekomorfoma. Za potrditev bi bile potrebne nadaljnje individualne in skupinske vedenjske

raziskave vodnih osli¢kov ob upostevanju nasih ugotovitev in priporocil.
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PRILOGA A
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Nacért za izdelavo zatoc¢isc¢a za individualne poskuse izbire zatociS¢a
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Slika Al: Naért za izdelavo zatocis¢a iz plasti¢ne plosée, ki smo ga namestili v petrijevko za individualne

N

poskuse izbire zato¢is¢a. Prekinjena ¢rta prikazuje pregib za 90°.
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PRILOGA B

Svetlobni spekter LED diod v podlagi za petrijevke, ki smo jo uporabljali pri
individualnih poskusih z vodnimi oslicki
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Slika B1: Svetlobni spekter LED diod v podlagi za petrijevke. 1zmerjeno z napravo Jaz spectrometer (Ocean
Optics).
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PRILOGA C

Primer ¢asovnega poteka skupinskega poskusa z vodnimi osli¢ki s Cerkniskega polja
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