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Distribucija vrst je ena izmed osrednjih tem v preucevanju biodiverzitete. Med
vzorci vrstne pestrosti ostaja nepojasnjena izrazita izmenjava povrSinske in
podzemeljske favne na stiku obeh ekosistemov. Distribucijo najveckrat razlagajo z
naborom okoljskih dejavnikov, medtem ko vedenje zivali pogosto ostaja prezrto.
Domnevamo, da bi razmejitev lahko pojasnili z mehanizmom izbire habitata,
naborom vedenjskih vzorcev, ki osebku omogocajo prepoznavo optimalnega
zivljenjskega prostora. Distribucijo bi torej lahko razumeli kot odraz izbire habitata
v prostoru. Svetloba najostreje razmejuje povrsinsko in podzemeljsko okolje in bi
lahko pomembno pripomogla k orientaciji osebkov vzdolz stika obeh ekosistemov.
Namen magistrske naloge je bil ugotoviti ali lahko z vedenjskim odzivom na
svetlobo pojasnimo distribucijo povrSinskih in podzemeljskih vrst. Pri desetih
vrstah podzemeljskih slepih postranic iz rodu Niphargus, ki jih najdemo na stiku
povrsinskega in podzemeljskega ekosistema, smo izmerili odziv na Sest jakosti
svetlobe ter ga primerjali z odzivom sobivajo¢ih povrSinskih postranic iz rodov
Gammarus in Echinogammarus. Podatke smo analizirali s posploSenim linearnim
meSanim modelom. Za razliko od izrazito fotofobnih podzemeljskih, so bile
povrsinske postranice fotonevtralne do Sibko fotofobne. Razlicen vedenjski odziv
obeh ekotipov verjetno vodi v loceno prostorsko razporejanje vzdolz svetlobnega
gradienta in pomembno prispeva k razmejitvi obeh favn. Nasi rezultati kazejo, da
vedenjski odziv lahko pomembno prispeva k celovitejSemu razumevanju
distribucije zivali, zaradi ¢esar se vedenje zivali kaze kot obetavno izhodisce za
nadaljnje mikro- in makroekoloske Studije.
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Species distribution is one of the central topics in biodiversity research. Among the
biodiversity patterns, sharp interchange of surface and subterranean fauna along the
contact zone of both ecosystems remains unexplained. Distribution is commonly
seen as a result of environmental factors, whereas the role of animal behavior
remains ignored. We presume that the habitat choice mechanism, a set of
behavioral patterns that enables each individual to identify its optimal habitat, could
also explain the distribution. Species distribution could therefore be interpreted as
an outcome of habitat selection. Since light is the sharpest factor delineating surface
and subterranean environment, it could contribute significantly to the orientation of
individuals along the contact zone of both ecosystems. The main focus of this study
was to determine whether the distribution of surface and subterranean species could
be explained with a behavioral response to the light. Response to six intensities of
light was measured on ten species of subterranean eyeless amphipods (Niphargus),
living along contact zone of surface and subterranean ecosystem, and compared to
the response of coexisting surface amphipods (Gammarus, Echinogammarus). Data
was analyzed with a generalized linear mixed model. Unlike the highly
photophobic subterranean, the surface amphipods were photoneutral to weakly
photophobic. A different behavioral response of both ecotypes most likely leads to
a separate spatial distribution along the light gradient, which could contribute
significantly to the interchange of both faunas. Our results illuminate behavioral
response as an important factor at explaining species distribution, as well as a
promising starting point for further micro- and macroecological studies.

vV



Novak L. Vpliv svetlobe na distribucijo podzemeljskih in povrSinskih postranic.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Ekologija in biodiverziteta, 2014

KAZALO VSEBINE
KLJUCNA DOKUMENTACIISKA INFORMACIJA (KDI).......o.ovvveveereeeeeeeeeereeeeene. 11
KEY WORDS DOCUMENTATION (KWD) ..ottt v
KAZALO VSEBINE ...ttt \Y%
KAZALO PREGLEDNIC ..ottt sttt s VI
KAZALOD SLIK ..ttt ettt sttt ettt st et et e st saeenbesatesaeenneas VI
KAZALO PRILOG ...ttt ettt ettt sttt et enee e VI
L UVOD uciitiniiinennininisissississisissssssissessessissssssssssssssssssssssssssssssssssesssssessssssssesssssssssssees 1
2 PREGLED OBJAY ...uiinininininsnnsnissississississississssssssisississssssssssssesssssssssssssssssssses 3
2.1 EKOLOSKA NISA IN DISTRIBUCIJA .......cooviuiieeeeieeeeeeeeeeeee e v 3
2.2 PROBLEMATIKA PREUCEVANIJA DISTRIBUCIJE VRST.......cccooevvrrrrerrnnne. 4
2.3 IZBIRA HABITATA ..ottt 5
2.4 1ZVIR KOT MODELNI SISTEM ZA PREUCEVANJE IZBIRE HABITATA ........ 6
2.5 SLEPE POSTRANICE IN SVETLOBA.......ccctoitiieeeeeeeeeee e 7
3 MATERIALI IN METODE ....cuuioiiniirrinsinsnicsnicnnssecssissesssncssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssns 9
3.1 1ZBOR VRST IN VZORCENIE .......c.ooiiiieieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeees s 9
3.2 AKLIMACITA ..ottt sttt et sb et naeens 11
3.3 MERJENJE VEDENJSKEGA ODZIVA NA SVETLOBO .......ccccovviiiiiiinieieee 12
3.3.1 Naprava za merjenje vedenjskega odziva na svetlobo .........cccceevcuveeecieeenneeenee. 12
3.3.2 Metodologija merjenja vedenjskega odziva na svetlobo............cocceeeiienienncnnne. 14
3.4 ANALIZA PODATKOV ..ottt 15
4 REZULTATL..uucouuiiiinninnicnnsensnecnnssecssecssessesssecsssssessssssssssessssssssssssssssssessassssssasssssssssssess 17
S RAZPRAV A ...uuoiiiticniienssesssisesssncssissssssesssissssssssssissssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssss 24
5.1 VEDENIJSKI ODZIV NA SVETLOBO IN DISTRIBUCIJA POSTRANIC............ 24
5.2 EVOLUCIJA FOTOFOBNEGA VEDENJA PRI PODZEMELJSKIH VRSTAH ..25
6 SKLEPI .. 26
T POVZETEK ....uuouuiiiiineisenninsnisnnssecssissssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssss 27
S LITERATURA ....ouirieeriicnicsnnsesssicssissesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 28
ZAHVALA
PRILOGE



Novak L. Vpliv svetlobe na distribucijo podzemeljskih in povrSinskih postranic.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Ekologija in biodiverziteta, 2014

KAZALO PREGLEDNIC

Pregl. 1: Seznam  lokacij  vzorCenja  sobivajocih  povrSinskih  (Gammarus,
Echinogammarus) in podzemeljskih (Niphargus) vrst postranic............ccceene.... 9

Pregl. 2: Primerjava vpliva zaporedja in tipa aklimacije na vedenjski odziv na svetlobo pri
povrSinskih (Gammarus, Echinogammarus) in podzemeljskih vrstah postranic
(IVIDRAFGUS ).ttt et ettt et et e e e e 18

Pregl. 3: Primerjava vedenjskega odziva na svetlobo med sobivajo¢imi vrstami
povrSinskih  (Gammarus, Echinogammarus) in podzemeljskih postranic
(IVIDRGFGUS ).ttt aae e st e e st eesaseeesnseeesnseeenseesnsaeens 19

Pregl. 4: Primerjava vedenjskega odziva na svetlobo med povrSinskim in podzemeljskim
EKOLIPOIM POSLIANIC ...ttt ettt et et s et e e e neeenes 22

Pregl. 5: Vrednosti PRys povrSinskih (Gammarus, Echinogammarus) in podzemeljskih
POSLTANIC (IVIPAGFGUS) ettt ettt et esvee e reeeenseeenneas 23

Pregl. 6: Vrednosti PR7s povrSinskega in podzemeljskega ekotipa postranic ................... 23

KAZALO SLIK

SI. 1: Shematicni prikaz analiti€nih pristopov k razlagi distribucije.........ccccceceeverienennncnee. 5

SL 2: Lokacije vzorCenja sobivajoCih povrSinskih (Gammarus, Echinogammarus) in

podzemeljskih (Niphargus) VISt POSLIANIC. ......cccuteruierciieiieeieeriieeie et 10
SI. 3: Protokol aklimiranja sobivajocih vrst postranic na razli¢ne svetlobne rezime.......... 11
Sl. 4: Naprava za merjenje vedenjskega odziva na svetlobo .........ccccceeeveiiinicniniicnnicnens 13
SI. 5: Potek merjenja vedenjskega odziva na svetlobo ...........cccvveeciiiiiiiieniiieie e 14

SL 6: Primerjava vedenjskega odziva na svetlobo med sobivajo¢imi vrstami povrSinskih
(Gammarus, Echinogammarus) in podzemeljskih postranic (Niphargus)................ 21

SI. 7: Primerjava vedenjskega odziva na svetlobo med povrSinskim in podzemeljskim
CKOtIPOIM POSLTAIIIC ...eeviiieeiiiieeiieecite et eiee et e et e e etee et eeesabeeesaseeennbeeesseeenneeennnes 22

KAZALO PRILOG

Pril. A: Seznam lokacij vzor€enja sobivajocih povrSinskih in podzemeljskih postranic
Pril. B: Fizikalni in kemijski parametri izmerjeni na lokacijah vzorcenja

Pril. C: Drevo filogenetskih odnosov povrSinskih in podzemeljskih postranic

Pril. D: Kontrola metodologije merjenja vedenjskega odziva na svetlobo

Pril. E: Vpliv odstopanj v jakosti svetlobe na meritve vedenjskega odziva

Pril. F: Casovna dinamika vedenjskega odziva na svetlobo pri sobivajo¢ih postranicah

VI



Novak L. Vpliv svetlobe na distribucijo podzemeljskih in povrSinskih postranic.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Ekologija in biodiverziteta, 2014

1 UVOD

Distribucija vrst je ena izmed osrednjih tem v raziskovanju biodiverzitete in je v zadnjem
desetletju v ospredju makroekoloskih raziskav (Holt in Keitt, 2005; Sexton in sod., 2009;
Jetz in sod., 2012; Kubisch in sod., 2014). Distribucija vsake vrste je tesno povezana z
njeno ekolosko niSo (Wiens, 2011), kombinacijo abiotskih in biotskih dejavnikov, v okviru
katerih vrsta lahko prezivi in se razmnozuje (Hutchinson, 1957). Za prezivetje vsakega
posameznika je zato klju¢no razlikovanje med optimalnimi in suboptimalnimi habitati
(Jones, 2001), ki ga omogoca mehanizem izbire habitata. Gre za nabor hierarhi¢no urejenih
vedenj, ki osebku omogocajo orientacijo vzdolz gradientov okoljskih dejavnikov in
preprecujejo naklju¢no disperzijo v suboptimalno okolje (Morris, 2003). Izbira habitata se
tekom evolucije razvije skupaj z ekolosko niso (Ravigné in sod., 2009) in tako klju¢no
povezuje ekoloSko niSo in geografsko razsirjenost vrste (Binckley in Resetarits, 2005).
Vedenjski odziv na okoljske dejavnike zato lahko pomembno prispeva k razumevanju
vzorcev vrstne pestrosti (Resetarits, 2005).

Vzorci vrstne pestrosti se Se posebej mo¢no spremenijo vzdolz ostrih gradientov okoljskih
ekosistemov (Risser, 1995; Carroll in Thorp, 2014). Eno izmed izrazitih sprememb
vzorcev vrstne pestrosti zasledimo na prehodu iz povrsinskega v podzemeljsko okolje, kjer
se vodna favna mo¢no spremeni na razdalji nekaj deset do sto metrov. Pri tem je izmenjava
povrsinske in podzemeljske favne nesimetricna — manj specializirana povrSinska favna
zaide razmeroma globoko v podzemlje (Sket, 1977; Sket, 1985), na podzemlje
specializirana favna pa je na povr§ju prisotna le v neposredni blizini podzemlja (Fiser in
sod., 2006; Fiser in sod., 2007).

Ekoloski dejavniki, ki dolo¢ajo zgoraj opisano izmenjavo favne, so slabo poznani. Sirjenje
povrsinske favne globlje v podzemlje verjetno omejujejo njihova na temo neprilagojena
cutila (Culver in Pipan, 2009), kot tudi fizioloski stres zaradi teme (Riesch in sod., 2011)
ter pomanjkanje hrane (Hiippop, 2000). Slabse razumemo dejavnike, ki dolocajo
distribucijo podzemeljske favne. Nekateri avtorji kot glavna dejavnika, ki podzemeljskim
vrstam onemogocata disperzijo v povrSinske habitate, izpostavljajo kompeticijo in
predacijski pritisk povrSinske favne (Sket, 2008), Cesar laboratorijski poskusi Se niso
nedvomno potrdili (Lustrik in sod., 2011). Drugi avtorji menijo, da ima osrednjo vlogo pri

prepreCevanju disperzije na povrs§je svetloba (Pipan in Culver, 2012). Zaradi reduciranih
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zaS¢itnih pigmentov v integumentu so podzemeljske vrste precej ranljive, saj svetloba
lahko povzroci fizioloski stres (Sim¢ic in Brancelj, 2007) in celo smrt (Ginet, 1960). Kljub
temu v povrSinskih habitatih pogosto najdemo stalne populacije podzemeljskih vrst, ki
sobivajo s povrsinsko favno (FiSer in sod., 2006; Fiser in sod., 2007).

Ceprav slabo razumemo vpliv posameznih dejavnikov na izmenjavo favne smemo sklepati,
da se je, tako pri predstavnikih povrsinske kot podzemeljske favne, skozi evolucijo pri njih
razvil mehanizem izbire habitata, ki preprecuje disperzijo v suboptimalen habitat (Doligez
in Boulinier, 2008). Predvidevamo, da ima pri izbiri habitata pomembno vlogo svetloba
(FiSer in sod., 2014), saj najostreje razmejuje podzemeljsko in povrsinsko okolje (Pipan in
Culver, 2012), kar bi lahko osebku omogocilo jasno prepoznavo ustreznega habitata. V
prid tej domnevi govori dejstvo, da se mnoge podzemeljske vrste, navkljub delno ali celo
popolnoma reduciranim o€em, ob izpostavljenosti svetlobi odzovejo fotofobno (Langecker,
1992; Borowsky, 2011; Friedrich in sod., 2011).

Namen magistrske naloge je ugotoviti, ali z vedenjskim odzivom na svetlobo, kot delom
mehanizma izbire habitata, lahko pojasnimo ostro prostorsko razmejitev povrSinskih in
podzemeljskih vrst. Vedenjski odziv podzemeljskih vrst smo primerjali z odzivom
ekosistemov. Za testne organizme smo izbrali sladkovodne postranice (Crustacea:
Amphipoda), ki so pogost in neredko dominanten del povrSinske in podzemeljske
sladkovodne favne (Vdindlé in sod., 2008). V Evropi pogosto najdemo v izvirih sobivajoce
predstavnike povrSinskih (rodova Gammarus in Echinogammarus) in na podzemlje
specializiranih slepih postranic (rod Niphargus) (FiSer in sod., 2006; Fiser in sod., 2007).
Ce je svetlobni gradient bistveno vplival na evolucijo njihove izbire habitata, lahko
predpostavimo, da (1) bodo za svetlobo ranljive podzemeljske postranice iz rodu
Niphargus izkazale moc¢no fotofobno vedenje, medtem ko se bodo (2) na povrsje
prilagojene postranice iz rodu Gammarus in Echinogammarus na svetlobo odzvale

fotonevtralno ali celo fotofilno.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 EKOLOSKA NISA IN DISTRIBUCIJA

Naravoslovci v zacetku 20. stoletja so mehanizme, ki vplivajo na distribucijo vrst,
poskusali razloziti z naborom okoljskih dejavnikov, ki dolocajo prezivetje vrste. Tako je
nastal pojem ekoloske niSe, znotraj katerega sta se izoblikovala dva, navidezno loc¢ena
koncepta. Grinnellov koncept ekolosko niSo enaci s tistimi abiotskimi dejavniki, znotraj
katerih vrsta lahko prezivi (Soberén, 2007; Peterson in sod., 2011). Nasprotno Eltonov
koncept izpostavlja vpliv biotskih dejavnikov na distribucijo vrste, pri ¢emer naj bi
ekolosko niSo dolocale medvrstne interakcije (Chase in Leibold, 2003; Soberdon, 2007).
Gordijski vozel med navidezno lo¢enima konceptoma je presekal Hutchinson (1957), ki je
v redefiniciji ekoloSke niSe zdruzil oba pogleda. Ekolosko niSo je definiral kot
multidimenzionalni hiperprostor, katerega dimenzije so doloCene z abiotskimi in biotskimi
dejavniki, ki kakorkoli vplivajo na organizem. Meje prostora predstavlja nabor vrednosti,
ki odrazajo meje ekoloske tolerance vrste (Blonder in sod., 2014). Ekoloska nisa je s tem
postala lastnost vrste (Colwell in Rangel, 2009) in ni ve¢ zgolj posledica abiotskih ali
biotskih dejavnikov. Teoreticni prostor, v katerem je vrsta genetsko prilagojena na vse
abiotske dejavnike in kjer bi, ob odsotnosti drugih vrst, lahko obstajala neskon¢no dolgo,
imenujemo temeljna niSa (Hutchinson, 1957; Aratjo in Guisan, 2006).

Vendar vrste ne zasedajo zgolj prostora, ki je z vidika abiotskih in biotskih dejavnikov
zanje optimalen. Pulliam (2000) je razkorak med teoreticno in dejansko distribucijo
razlozil z razli¢no disperzijsko sposobnostjo vrste in demografsko dinamiko populacij.
Zaradi omejene zmoznosti disperzije vrste ne morejo zasesti vseh primernih prostorov. Po
drugi strani lahko vrste zaradi neugodnih demografskih trendov izumrejo v zanje
optimalnem habitatu. Nenazadnje, nekatere populacije najdemo v suboptimalnih habitatih
zaradi disperzije iz obmoc¢ja demografskega presezka. Sodobna sinteza Hutchinsonovega
koncepta zato pri razlagi distribucije, poleg abiotskih in biotskih dejavnikov, vkljucuje Se
demografsko dinamiko populacije in disperzijsko sposobnost vrste (Anderson, 2013).
Prostor, ki ga vrste v naravi dejansko zasedajo, se imenuje realizirana niSa (Hutchinson,

1957; Aratjo in Guisan, 2000).
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2.2 PROBLEMATIKA PREUCEVANIJA DISTRIBUCIJE VRST

Kljub napredku v teoretiénem razumevanju niSe vecina raziskav v zadnjem desetletju
distribucijo in biodiverziteto Se vedno razlaga zgolj z omejenim naborom dejavnikov ter v
omejenem geografskem razponu, bodisi na lokalni ali regionalni ravni (Kubisch in sod.,
2014; Meineri in sod., v tisku). Pri tem sta se posebej uveljavila korelacijski in
mehanicisti¢ni pristop (Dormann in sod., 2012).

Korelacijski pristop (Slika 1.A) temelji na Grinnellovem konceptu niSe in distribucijo vrst
razlaga z abiotskimi dejavniki, najveckrat s klimatskimi parametri, kot je npr. minimalna
temperatura ali povprecna koli¢ina padavin (Guisan in Zimmermann, 2000; Guisan in
Thuiller, 2005; Dormann in sod., 2012). Ker abiotske dejavnike relativno enostavno
izmerimo, se je korelacijski pristop uveljavil pri analizi distribucije na regionalni
geografski ravni. Vendar abiotski dejavniki ve€inoma niso zadosti nadrobni, da bi pojasnili
vzorce vrstne pestrosti na lokalni ravni (Andreson, 2013). Dodatna pomanjkljivost
korelacijskega pristopa je tudi, da temelji na stati¢nih vzorcih distribucije in ne vkljucuje
niti fizioloskih zahtev posamezne vrste niti procesov, kot so medvrstne interakcije,
populacijska dinamika in disperzija (Cabral in Kreft, 2012). Zato s tem pristopom ne
moremo razumeti procesov, ki vplivajo na distribucijo vrste (Dormann in sod., 2012).
Mehanicisti¢ni pristop (Slika 1.B) temelji na Eltonovem konceptu niSe in poudarja pomen
dinamicnih biotskih dejavnikov, kot so npr. fizioloske potrebe (Kearney in Porter, 2009),
medvrstne interakcije (Wisz in sod., 2013) in populacijska dinamika (Pagel in Schurr,
2012). Vendar uporabnost mehanicisticnega pristopa omejuje zahtevno merjenje biotskih
dejavnikov, ki zahteva obsezno poznavanje biologije preucevane vrste (Holt, 2009) ter
¢asovno in finan¢no zahtevne eksperimente (Anderson, 2013). Biotske dejavnike zato
lahko izmerimo le v manjSem geografskem obsegu, zaradi ¢esar ne moremo pojasniti
vzorcev vrstne pestrosti na regionalni ravni.

Ovira k celostnemu razumevanju vzorcev vrstne pestrosti je tako analiticne narave, saj z
uporabo delnega nabora dejavnikov nase razumevanje distribucije omejimo na dolocen
geografski okvir (Soéberon, 2007). Razkorak v razumevanju lokalne in regionalne
distribucije bi lahko premostili s poznavanjem mehanizmov, ki delujejo na lokalni ravni in
znatno vplivajo na vzorce vrstne pestrosti na regionalni ravni. Eden od mehanizmov, ki
domnevno premosca lokalno in regionalno raven, je izbira habitata (Resetarits, 2005).

Slednja ostaja pri razlagi distribucije vrst pogosto prezrta (Roever in sod., 2014).



Novak L. Vpliv svetlobe na distribucijo podzemeljskih in povrSinskih postranic.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Ekologija in biodiverziteta, 2014

2.3 IZBIRA HABITATA

Bistvena za prezivetje vsakega osebka je sposobnost prepoznave okolja, v katerem lahko
obstane. Prepoznavo omogoca mehanizem izbire habitata (Morris, 2003). Gre za nabor
hierarhi¢no urejenih vedenj (Jones, 2001), s katerimi osebek izbira med habitati, v katerih
osebku omogoca prepoznavo zanj optimalnega in preprecuje disperzijo v suboptimalno
okolje. Izbira habitata se skozi evolucijo razvije skupaj z adaptacijo na lokalne okoljske
razmere (Ravigné in sod., 2009) in tako klju¢no povezuje ekoloSko niSo in geografsko
razSirjenost vrste (Binckley in Resetarits, 2005). Distribucija je v tem pogledu le prostorski
odraz izbire habitata (Slika 1.C) (Hamilton, 2010). Okoljski dejavniki, ki najizraziteje
opredeljujejo optimalen habitat doloCene vrste, imajo verjetno najvecjo informacijsko
vrednost pri orientaciji osebka v prostoru in so najbrz pomembno prispevali k evoluciji
mehanizma izbire habitata (Doligez in Boulinier, 2008). Poznavanje posameznega
vedenjskega odziva na doloCen okoljski dejavnik zato lahko pomembno prispeva k
razumevanju distribucije vrste (Binckley in Resetarits, 2005; Resetarits, 2005; Roever in

sod., 2014).

A) abiotski dejavnik  pojavljanje B) biotski dejavnik O) ekoloska nisa
algoritem odziv s adaptacija g
R3] o)
l l E 5
] e}
5 E

model ekoloske nise model ekoloske nise izbira habitata
l l £ 5
= 8

iskanje podobnih habitatov iskanje podobnih habitatov prostor
distribucija distribucija distribucija

Slika 1: Shematicni prikaz analiti¢nih pristopov k razlagi distribucije. Korelacijski pristop (A) z algoritmom
poisce vzrocne povezave med abiotskimi dejavniki in pojavljanjem vrste, na podlagi Cesar izra¢una model
ekoloske nise. Mehanicisti¢ni pristop (B) model ekoloske niSe izracuna na podlagi odziva na doloc¢en biotski
dejavnik. Pri obeh pristopih se model uporablja pri iskanju podobnih habitatov in razlagi distribucije. Razlaga
distribucije na podlagi vedenja temelji na dejstvu, da izbira habitata (C) osebku omogoca prepoznavo
optimalnega prostora. Distribucija je torej prostorski odraz izbire habitata (povzeto po Andreson, 2013;

Dormann in sod., 2012; Meineri in sod., v tisku).
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2.4 IZVIR KOT MODELNI SISTEM ZA PREUCEVANIE IZBIRE HABITATA

Mehanizem izbire habitata je smiselno preucevati v okolju s heterogenimi okoljskimi
dejavniki, saj bo izbira habitata mo¢neje izraZzena tam, kjer mora osebek aktivno izbirati
med optimalnimi in suboptimalnimi pogoji (Doligez in Boulinier, 2008). Dobro priloZznost
za preucevanje mehanizma izbire habitata v odvisnosti od posameznih okoljskih
kemijski in biotski gradienti, vzdolz katerih se izrazito spremenijo vzorci vrstne pestrosti
(Risser, 1995; Cadenasso in sod., 2003; Ries in sod., 2004).

Ena izmed izrazitih sprememb vzorcev vrstne pestrosti se zgodi na prehodu povrSinskega v
podzemeljski ekosistem (Carroll in Thorp, 2014). Vodna favna se v ekotonu med povr§jem
in podzemljem mo¢no spremeni na razdalji nekaj deset do sto metrov (Sket, 1977; Sket,
1985), a mehanizem, ki dolo¢a spremembo vzorca vrstne pestrosti, Se ni znan. Pogost in
neredko dominanten del evropske sladkovodne favne so povrsinske (rodova Gammarus in
Echinogammarus) in podzemeljske vrste postranic (rod Niphargus) (Viin6lid in sod.,
2008). Oba ekotipa postranic pogosto prideta v stik v ekotonih, kot so izviri, pritoki in
povirni deli potokov (Fiser in sod., 2006; FiSer in sod., 2007).

Prisotnost povrSinskih postranic v izvirih ni nepriakovana. Tu sta kompeticijski in
predacijski pritisk manjSa kot v nizjih delih vodotokov, manjSa so tudi nihanja okoljskih
dejavnikov (White, 2012; Carroll in Thorp, 2014). A povrSinske postranice razmeroma
redko zaidejo v podzemlje. Na temo neprilagojena cutila (Culver in Pipan, 2009),
pomanjkanje hrane (Hervant, 1997; Hiippop, 2000) in fizioloski stres zaradi odsotnosti
svetlobe (Riesch in sod., 2011) so najverjetneje dejavniki, ki preprecujejo povrSinskim
vrstam Sirjenje v podzemeljske habitate.

SlabSe razumemo prisotnost stalnih populacij podzemeljskih postranic na povrsju (FiSer in
sod., 2006; FiSer in sod., 2007). V izvirih naj bi aktivno iskale hrano (Kureck, 1967), pri
tem pa ni znano, kako uspejo tekmovati za iste vire hrane s Stevil¢nejSo in, domnevno,
kompeticijsko uspesnejSo povrSinsko favno (FiSer in sod., 2010). Fiziolosko so namrec
podzemeljske postranice na povrsje slabo prilagojene (Sket, 2008). Imajo reducirane
za8Citne pigmente v integumentu, zato izpostavljenost svetlobi lahko povzroci fizioloski
stres (Simci€ in Brancelj, 2007) in celo smrt (Ginet, 1960). Visoko smrtnost pri nekaterih
vrstah lahko povzrocijo tudi temperature, visje od 25 °C, ki jih nekateri vodotoki lahko

dosezejo v poletnih mesecih (Issartel, 2005).
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Pojavljanje specializiranih vrst izven njihovega specificnega habitata je svojevrsten
paradoks. Kljucno vpraSanje je, kateri mehanizmi omogocajo podzemeljskim specialistom
izkori§€ati prednosti povrSinskih habitatov, ne da bi jih pri tem prizadele fizioloske

omejitve in domnevno Skodljive medvrstne interakcije s povrsinsko favno.

2.5 SLEPE POSTRANICE IN SVETLOBA

Rod Niphargus Schigdte, 1847 (Crustacea: Amphipoda) je z ve¢ kot 300 opisanimi taksoni
najvecji rod sladkovodnih postranic na svetu (Vdindla in sod., 2008). Vsi predstavniki rodu
so troglobionti, kakor imenujemo na podzemlje specializirane vrste (Sket, 2008).
Zaznamuje jih moc¢no reduciran pigment v integumentu in popolnoma reducirane oci
(FiSer, 2012), po ¢emer je rod dobil slovensko ime slepe postranice. Poseljujejo vse tipe
podzemeljskih voda, od hipotelminoreika, podzemnih jezer, sistema epikraSkih Spranj do
intersticialnih, somornih, freatskih in termalnih voda, kot tudi povrSinske vode, kot so
izviri, pritoki in povirni deli potokov (Sket, 1999; Fiser in sod., 2006; Fiser in sod., 2007).
Zaradi velike pestrosti vrst, ki poseljujejo Siroko paleto vodnih habitatnih tipov, so postale
slepe postranice zanimivi modelni organizmi v ekoloskih in evolucijskih raziskavah (Fiser,
2012).

Pipan in Culver (2012) predvidevata, da pomanjkanje hrane in odsotnost sezonskih nihanj
abiotskih dejavnikov nista glavna selekcijska dejavnika v podzemlju, ampak naj bi
najvecjo vlogo pri evoluciji troglomorfnih znakov imela ravno odsotnost svetlobe. Popolna
tema naj bi pomembno prispevala tudi k reproduktivni izolaciji (Riesch in sod., 2011).
Zanimivo je, da so mnogi troglobionti sposobni zaznati svetlobo, ¢etudi imajo delno ali
celo popolnoma reducirane o¢i (Ginet, 1960; Langecker, 1992; Friedrich, 2011). Nekaj
skopih, a zanimivih raziskav je bilo narejenih tudi na slepih postranicah.

Ginet (1960) je osebke podvrste Niphargus orcinus virei Chevreux izpostavil neprekinjeni
osvetlitvi z jakostjo 20 000 lux in zZe po 72 urah zabelezil 100 % smrtnost. Nadalje je zivali
iste vrste izpostavil razliénim kombinacijam modre, zelene, oranzne, rumene in rdece
monokromati¢ne svetlobe, pri ¢emer so se osebki lahko prosto gibali med razli¢nimi
osvetlitvami. Zivali so imele mo&no preferenco do tiste osvetlitve, ki je imela v dani
kombinaciji monokromati¢nih svetlob najvecjo valovno dolzino. Svetloba z vecjo valovno
dolzino ima namre¢ manjSo energijo in je verjetno za nepigmentirano zival manj stresna.

NajmocnejSo preferenco so zivali pokazale do rdeCe monokomaticne svetlobe.
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Miiller in sod. (1963), Miiller (1966) in Kureck (1967) so med prvimi zabelezili diurnalno
ritmiko pri troglobiotskih nevretencarjih. Opazili so, da je Stevilcnost osebkov podvrste
Niphargus aquilex schellenbergi Karaman podnevi v potoku nizka, medtem ko ponoci
obcutno naraste. Kureck (1964) je pri isti podvrsti analiziral odziv na svetlobo in zabelezil
fotofobno vedenje pri relativno nizkem vzdraznem pragu 3,5 Im m?, pri tem pa so bili
osebki sposobni razlikovati med razlicnimi jakostmi svetlobe, a le ¢e je razlika v
osvetljenosti znasala ve¢ kot 17 %. Najizrazitejsi odziv Zivali na svetlobo je bil izmerjen
pri valovni dolzini 515 nm. Ker ima rodopsin podoben absorpcijski vrh, je Kureck (1964)
sposobnost zaznavanja svetlobe pri slepih postranicah pripisal prav temu proteinu.
Novejsih Studij, opravljenih na slepih postranicah, ni. Izjema je le Studija (Borowsky,
2011), ki je pri postranici Niphargus frasassianus Karaman, Borowsky & Dattagupta,
2010, potrdila fotofobno vedenje, a ni dokazala prisotnosti dorzalnega refleksa na svetlobo,
kot tudi ne pri vrsti Niphargus ictus Karaman G., 1985. Dorzalni refleks vodnim zivali
pomaga pri ravnotezju v vodnem stolpcu. Odsotnost refleksa pri slepih postranicah kaze,
da svetloba najbrz nima vloge pri ohranjanju ravnotezja, vlogo ravnoteznega organa pa so
najbrz prevzele statociste (Borowsky, 2011).

Navkljub relativno dolgi zgodovini preucevanja fotofobnega vedenja podzemeljskih zivali
fenomen slabo razumemo v $ir§em evolucijskem in ekologkem kontekstu. Ceprav imajo
predstavniki rodu Niphargus o¢i reducirane Ze ve¢ kot 30 milijonov let (Jazdzewski in
Kupryjanowicz, 2010), so sposobnost zaznavanja svetlobe ocitno ohranile vsaj nekatere
vrste, kar kaze na dolo¢en evolucijski pomen svetlobe. Ker je svetlobni gradient eden
izmed najostrejSih okoljskih gradientov (Pipan in Culver, 2012), ki locuje povrsje in
podzemlje, bi fotofobno vedenje lahko pomembno prispevalo k orientaciji postranic v

prostoru in bistveno pripomoglo k izbiri zanje ustreznega habitata.
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 IZBOR VRST IN VZORCENIJE

V raziskavo vpliva vedenja na distribucijo vrst smo vkljucili deset vrst podzemeljskih
postranic iz rodu Niphargus, ki sobivajo s povrSinskimi postranicami iz rodov Gammarus
in Echinogammarus v ekotonih med povrsinskim in podzemeljskim habitati, kot so izviri,
manjsi pritoki in povirni deli potokov (Preglednica 1; Slika 2; Priloga A).

Morebitno filogenetsko psevdoreplikacijo (Garland, 2001) smo znotraj rodu Niphargus
zmanjSali z izborom manj sorodnih, nesestrskih taksonov (Priloga C). V kolik$ni meri smo
se temu izognili pri povrSinskih postranicah, ni znano, saj so slednje zelo slabo
taksonomsko preucevana skupina. Vecina populacij iz slovenskih povrSinskih voda sicer
pripada kompleksu Gammarus cf. fossarum in Gammarus cf. balcanicus, vendar novejse
raziskave kripti¢ne biodiverzitete povrSinskih postranic (Mamos in sod., 2014; Weiss in
sod., 2014) razkrivajo, da gre za skupek vec¢ih, manj sorodnih vrst.

Zivali smo nabirali z neinvazivnimi metodami nabiranja (vre, ro¢no prebiranje listja,
mreze), s ¢imer smo preprecili morebitne poskodbe. Nabirali smo le odrasle zivali obeh
spolov. Na vsaki lokaciji smo odvzeli vodo in substrat (kamenje, prod, vejice, listje, mah)
ter izmerili osnovne fizikalne in kemijske parametre vode (Priloga B). Zivali smo prenesli
v jamski laboratorij (Katedra za zoologijo nevretencarjev, Oddelek za biologijo) najkasneje

v 24 urah. Da bi preprecili temperaturna nihanja in izpostavljenost svetlobi, smo Zivali med

Preglednica 1: Seznam lokacij vzorenja sobivajo¢ih povrSinskih (Gammarus, Echinogammarus) in

podzemeljskih (Niphargus) vrst postranic.

lokacija habitatni tip datum povrsinska postranica  podzemeljska postranica
Boljuncica sekundarni izvir 31.3.2014  E. cf. stammeri N. krameri
Gabrovski studenec  primarni izvir 10.4.2014  G. cf. fossarum N. novomestanus
Gracenica pritok 16.1.2014  G. cf. fossarum N. stygius

Iska pritok 8.1.2014 G. cf. fossarum N. cf. podpecanus
Janjusevo vrelo primarni izvir 26.6.2014  G. cf. balcanicus N. arbiter
Mocilnik primarni izvir 20.5.2014  G. cf. fossarum N. hadzii

Osevek pritok 13.3.2014  G. cf. fossarum N. slovenicus
Podpeski izvir primarni izvir 20.5.2014  G. cf. fossarum N. rejici

Skofijski potok povirni del potoka  12.3.2014  G. cf. balcanicus N. spinulifemur
Zelinjski potok izvir 20.6.2014  G. cf. fossarum N. sphagnicolus
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: Boljuncica:
Echinogammarus cf. stammeri

Niphargus krameri

: Gabrovski studenec:

Gammarus cf. fossarum
Niphargus novomestanus

: Gracenica:

Gammarus cf. fossarum
Niphargus stygius

: ISka:

Gammarus cf. fossarum
Niphargus cf. podpecanus

: JanjuSevo vrelo:

Gammarus cf. balcanicus
Niphargus arbiter

: Mo¢ilnik:

Gammarus cf. fossarum
Niphargus hadzii

: Osevek:

Gammarus cf. fossarum
Niphargus slovenicus

: Podpeski izvir:

Gammarus cf. fossarum
Niphargus rejici

: Skofijski potok

Gammarus cf. balcanicus
Niphargus spinulifemur

: Zelinjski potok:

Gammarus cf. fossarum
Niphargus sphagnicolus

Slika 2: Lokacije vzorCenja sobivajo¢ih povrSinskih (Gammarus, Echinogammarus) in podzemeljskih

(Niphargus) vrst postranic. Vzorcenje je potekalo na izbranih lokacijah v Sloveniji in na Hrvaskem.

transportom namestili v toplotno izolirano posodo, neprepustno za svetlobo. V jamskem
laboratoriju, termostatiranem na 10 °C, smo osebke vsake vrste postranic nakljucno
razdelili v dve enako Steviléni skupini in jih nato aklimirali na dva razlicna svetlobna
rezima (glej poglavje 3.2). Vsako skupino smo namestili v 1,5 | prezracevan akvarij z vodo

in substratom z mesta nabiranja, ki je Zivalim med aklimacijo sluZzil kot vir hrane in

skrivalisce.

10




Novak L. Vpliv svetlobe na distribucijo podzemeljskih in povrSinskih postranic.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Ekologija in biodiverziteta, 2014

3.2 AKLIMACIJA

Nekateri predstavniki slepih postranic imajo izraZzeno diurnalno ritmiko (Miiller in sod.,
1963; Miiller, 1966; Kureck, 1967). Ker ni jasno, kako slednja vpliva na osnovne
fizioloSke procese in vedenje, smo osebke vsake vrste naklju¢no razdelili v dve enako
Steviléni skupini: eno skupino smo aklimirali na dnevno-no¢ni svetlobni rezim (12 h-12 h),
aklimacija druge skupine pa je potekala v temi (24 h) (Slika 3). Aklimaciji sta potekali
socasno v namenskih komorah v jamskem laboratoriju pri 10 °C. Za vir svetlobe v dnevno-
no¢ni aklimacijski komori smo uporabili 18 W fluorescentno sijalko (Osram FD T26 L
18W-954 G13 Daylight), ki posnema spekter naravne svetlobe, ima temperaturo barve
5400 K in indeks barvnega odrazanja CRI > 90. Jakost svetlobe v komori je znasala 15
umol m™ s™. Meritve vedenjskega odziva na svetlobo smo izvedli sedmi dan aklimacije.
Odziv zivali, aklimiranih na dnevno-no¢ni svetlobni rezim, smo izmerili v temni fazi cikla.
Po meritvah smo Zivali ponovno aklimirali, a smo pri tem skupinama zamenjali svetlobni
rezim. S tem smo Zeleli preveriti morebiten vpliv vrstnega reda aklimacije na vedenjski

odziv. Sedmi dan spremenjenega rezima aklimacije smo ponovili meritve.

1. dnevno-no¢ni rezim (12 h-12 h) 1. temni rezim (24 h)

g ;) o

meritve
2. temni rezim (24 h) 2. dnevno-no¢ni rezim (12 h-12 h)
I i3 I; :

meritve

Slika 3: Protokol aklimiranja sobivajocih vrst postranic na razli¢ne svetlobne rezime. PovrsSinsko (E) in
podzemeljsko vrsto (H) smo v namenskih komorah sedem dni soc¢asno aklimirali na dnevno-noéni svetlobni
rezim (12 h-12 h) in temni rezim (24 h). Sledile so meritve vedenja. Nato smo Zivali ponovno aklimirali,

tokrat pri spremenjenem svetlobnem rezimu. Sedmi dan aklimiranja smo ponovili meritve.
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3.3 MERJENJE VEDENJSKEGA ODZIVA NA SVETLOBO

Napravo in metodologijo za merjenje odziva na svetlobo smo priredili po Borowsky (2011)
ter Friedrich in sod. (2011) in preizkusili na vrstah z ze znanim odzivom (Priloga D).
Princip tako zasnovanega pristopa je ponuditi opazovanemu osebku moznost izbire med
osvetljenim in zatemnjenim prostorom. Na podlagi izkazane preference smo nato

kvantificirali vedenjski odziv.

3.3.1 Naprava za merjenje vedenjskega odziva na svetlobo

Nasa naprava za merjenje vedenjskega odziva na svetlobo v osnovi sestoji iz vira svetlobe
in posode, razdeljene na osvetljeno in zatemnjeno polovico, v katero namestimo zival. Za
vir svetlobe (Slika 4.A) smo izbrali dve 36 W fluorescentni sijalki (Osram FD T26 L 36 W-
954 G13 Daylight), ki posnemata spekter naravne svetlobe, imata temperaturo barve 5400
K in indeks barvnega odrazanja CRI > 90. Efekt utripanja smo omejili z elektronsko
predstikalno napravo (Osram HF 2x36W 230-240V DIM T8 De Luxe), ki omogoca
takojSen prizig fluorescentih sijalk in zagotavlja frekvenco utripanja sijalk nad 25 kHz, kar
je priblizno dvestokrat vi§ja frekvenca od najviSje fuzijske frekvence, zabelezene pri
fasetnem ocesu rakov (Meyer-Rochow, 2001). Svetilo (Unolux UX-Simple TS-FD 2x36W
G13 EEI=A2 Electronic) s sijalkama je bilo names¢eno 40 cm nad delovno plosco (Slika
4.B), s ¢imer smo preprecili segrevanje vode. Svetlobno polje v obmocju meritev je bilo
homogeno in je pri poljubni jakosti svetlobe odstopalo za manj kot 10 % (Priloga E). Na
delovno plosc¢o smo pritrdili petrijevke s premerom 100 mm in viSino 20 mm (Slika 4.C),
¢ez katere smo namestili pokrov (Slika 4.D), ki jih je razdelil na dva enako velika dela —
osvetljeno in zatemnjeno polovico. Da bi preprecili lom in prehod svetlobe po steklu v
zatemnjeno polovico petrijevke, smo petrijevke v celoti premazali s ¢rno barvo. S
premic¢nimi pregradami (Slika 4.E) smo zivali pred meritvami omejili na osvetljeno stran
petrijevke. Med meritvami smo si opazovanje zivali olajsali z zrcali (Slika 4.F). Ko nismo
izvajali meritev, smo ez petrijevke poveznili zaslombo (Slika 4.G), s ¢cimer smo preprecili
osvetlitev zivali.

Jakost svetlobe smo uravnavali z logaritemskim potenciometrom (Osram HF DIM P
MCU) (Slika 4.H), ki je omogocal nastavitev poljubne jakosti svetlobe v razponu od 0 do
50 pmol m™ s™. Razpon jakosti smo izbrali na podlagi vrednosti, zabeleZenih na lokacijah

vzorcenja zivali (lastne meritve), ter literature o svetlobnih razmerah v zasencenih sestojih
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(Endler, 1993; Carroll in Thorp, 2014), saj slepih postranic ne najdemo na mestih,
izpostavljenih neposredni son¢ni svetlobi (FiSer in sod., 2014). Za delo v temi smo
uporabili ibko (0,01 pmol m? s™) svetlobo v rde¢em spektru, ki je izven zaznavnega
obmocja rakovega ocesa (Marshall in sod., 1999). Jakost svetlobe smo merili s
svetlomerom (Licor Li-1000 Data Logger) (Slika 4.1), ¢igar tipalo (LI-190 Quantum
Sensor) (Slika 4.J) je bilo nepremicno pritrjeno na sredino delovne plosce. Jakost svetlobe
smo merili na valovni dolzini med 400 in 700 nm, kar je v razponu vidnega spektra slepih
postranic (Kureck, 1964). S tem smo iz jakosti svetlobe izlocili prispevek valovnih dolZin,

ki so izven zaznavnega obmocja zivali.

/@Gsaaﬂooaﬁovoﬁcao@ua@ﬂoeumf>
T

noeopooopnoo

/@paaogooagooa@noonan@ggoag/

Slika 4: Naprava za merjenje vedenjskega odziva na svetlobo. Naprava sestoji iz vira svetlobe (A),
names¢enega 40 cm nad delovno plod¢o (B), na Kateri je bilo pritrjenih 20 &érnih petrijevk (C). Cez polovico
vsake petrijevke je bil namescen pokrov (D), ki je razdelil petrijevke na osvetljeno in zatemnjeno polovico.
Pred pricetkom meritev smo zivali s premi¢nimi pregradami (E) omejili na osvetljeno stran petrijevke.
Opazovanje zivali smo si olajsali z zrcali (F). Ko nismo izvajali meritev, smo ¢ez petrijevke poveznili
zaslombo (G) in preprecili osvetlitev zivali. Z logaritemskim potenciometrom (H) smo uravnavali jakost

svetlobe, ki smo jo merili s svetlomerom (I) in pripadajo¢im tipalom (J).
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3.3.2 Metodologija merjenja vedenjskega odziva na svetlobo

Meritve vedenjskega odziva na svetlobo so potekale v jamskem laboratoriju pri 10 °C in v
odsotnosti vseh zunanjih virov svetlobe. Odziv na svetlobo smo merili pri petih jakostih
svetlobe: 0,5, 5, 12,5, 25 in 50 pmol m? s, Za kontrolo nam je sluzila meritev, izvedena v
temi. Vedenjski odziv smo merili soasno na 10 osebkih povrSinske in 10 osebkih
podzemeljske vrste, ki sobivata v povrSinskih habitatih in sta bili aklimirani na enak
svetlobni rezim (glej poglavje 3.2). Pred zacetkom meritev smo v petrijevke nalili po 80 ml
prezracene, na 10 °C ohlajene vode iz lokacije. V vsako petrijevko smo po naklju¢nem
izboru namestili po eno Zival ter jo s pregrado omejili na osvetljeno polovico (Slika 5.A).
Cez petrijevke smo nato poveznili zaslombi. Tako name$ene osebke smo pred vsako
meritvijo pustili mirovati 15 minut. V tem c¢asu smo prizgali Iu¢ ter s svetlomerom
nastavili jakost svetlobe na zeleno vrednost (Slika 5.B). Pred koncem 15-minutne faze

mirovanja smo lu¢ ugasnili in odstranili zaslombo nad petrijevkami (Slika 5.C). Meritev se

Slika 5: Potek merjenja vedenjskega odziva na svetlobo. V temi smo v vsako petrijevko namestili po eno

Zival ter jo s pregrado omejili na svetlo polovico (A). Cez petrijevke smo poveznili zaslombo in Zivali pustili
mirovati 15 minut. V tem ¢asu smo prizgali lu¢ in s potenciometrom ter svetlomerom uravnali svetlobo na
zeleno jakost (B). Nato smo lu¢ ugasnili ter odstranili zaslombo (C). Merjenje vedenjskega odziva na
svetlobo se je pricelo s prizigom luéi in odstranitvijo pregrad (D). Po 15 minutah smo zakljucili z meritvami
in ugasnili lu¢. Postopek smo ponovili (A-D) za vse jakosti svetlobe. Med kontrolno meritvijo nismo prizgali

Iuéi.
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je pricela s prizigom luci in odstranitvijo pregrade. Ob tem se je zival lahko pricela prosto
gibati. Vsakih 30 sekund smo zabelezili, ali se osebek nahaja na osvetljeni ali zatemnjeni
strani petrijevke. Ce se je osebek nahajal na meji med osvetljeno in zatemnjeno polovico,
smo belezili, kot bi se nahajal na osvetljeni strani (Slika 5.D). Po 15 minutah smo zakljucili
z opazovanjem in ugasnili lu¢. Zivali smo ponovno omejili na osvetljeno stran petrijevke in
nato ¢eznje poveznili zaslombo (Slika 5.A). S tem se je zanje ponovno pricela 15-minutna
faza mirovanja v temi. Celoten postopek smo z istimi Zivalmi ponovili za vseh pet jakosti
svetlobe (Slika 5.A-D), v vrstnem redu od najnizje do najvi§je jakosti. Med kontrolno
meritvijo v temi je bil postopek enak, le da ob zacetku merjenja nismo prizgali luci (Slika
5.D, brez priziga luc¢i). Med predpripravami na meritve, odvzemom zivali iz komor,
names$canjem zivali v pregrade ter posameznimi meritvami je bila lu¢ za meritve
ugasnjena, zato smo si delo v temi olajsali s ibko (0,01 pmol m? s™) svetlobo v rdedem

spektru.

3.4 ANALIZA PODATKOV

Analizo podatkov smo opravili v programu R 3.0.3. (R Core Team, 2014). Podatke smo
analizirali s posploSenim linearnim meSanim modelom (GLMM) z binomsko
porazdeljenimi ostanki (binomial error distribution) in vezno funkcijo (link function) logit
v R paketu Ime4 (Bates in sod., 2014). Iz analize smo izlo€ili podatke prvih petih minut
meritev, saj odziv zivali takrat Se ni bil ustaljen (Priloga F). S tem smo preprecili morebitni
vpliv raziskovalnega vedenja na analizo odziva na svetlobo. Delez ¢asa, ki ga je osebek
prezivel v temnem delu petrijevke, smo obravnavali kot odvisno spremenljivko. Osebke
smo obravnavali kot naklju¢ni u¢inek (random effect), pri ¢emer smo upostevali naklju¢no
izhodisCe (random intercept) in tudi naklju¢ni naklon (random slope). Izra¢unali smo Stiri
GLMM modele, za katere smo teste mnogoterih primerjav izracunali s funkcijo glht v R
paketu multcomp (Hothorn in sod., 2008), pri ¢emer smo p-vrednosti popravili z metodo
single-step.

V prvi model (M1) smo vkljucili §tiri neodvisne spremenljivke: jakost svetlobe (zvezna
spremenljivka), ekotip (povrsinski, podzemeljski), tip aklimacije (dnevno-noc¢na, temna) in
zaporedje aklimacije (prva, druga), ter upostevali vse njihove interakcije. Jakost svetlobe
smo zaradi vrednosti 0 pmol m? s’ sprva linearno transformirali (iz 0, 0,5, 5, 12,5, 25, 50

v 1, 10, 100, 250, 500, 1000) in nato Se logaritmirali z desetiskim logaritmom.
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Zaporedje aklimacije ni vplivalo na vedenjski odziv (glej poglavje 4; Preglednica 2), zato
smo v drugem modelu (M2) to neodvisno spremenljivko izlocili. Na vedenjski odziv ni
vplival niti tip aklimacije (glej poglavje 4; Preglednica 2), zato smo v tretjem modelu (M3)
izkljucili Se to spremenljivko.

Napovedi tretjega modela smo uporabili za izratun vrednosti jakosti svetlobe (PR7s), pri
kateri je verjetnost, da se osebek na svetlobo odzove fotofobno, enaka 0,75. Vrednosti PR7s
smo izracunali za vsako vrsto posebej. Za izraCun vrednosti PR;s povrSinskega in
podzemeljskega ekotipa smo podatke vseh meritev zdruzili glede na ekotip postranice. Za
vrednosti PR7s smo izracunali 95 % interval zaupanja z metodo delta v R paketu msm
(Jackson, 2011).

S Cetrtim modelom (M4) smo testirali, ali se odziva na svetlobo pri podzemeljskem in
povrSinskem ekotipu postranic razlikujeta. Podatke vseh meritev smo zdruzili glede na
ekotip. Za neodvisni spremenljivki smo uporabili jakost svetlobe in ekotip (povrSinski,
podzemeljski). Lokacije, ekotip znotraj lokacije in osebke smo obravnavali kot hierarhi¢no
organizirane naklju¢ne ucinke (nested random effects), pri cemer smo upostevali nakljucno
izhodis¢e in naklon. Vse napovedi modelov in ostale grafe smo izrisali s funkcijami v R
paketu ggplot2 (Wickham, 2009).

Opisani statisti¢éni modeli vedenjski odziv na svetlobo predstavijo z logisti¢no krivuljo, pri
c¢emer je vedenjski odziv podan kot verjetnost, da Zival izbere zatemnjeno polovico
petrijevke. Podobno kot premico tudi logisti¢no krivuljo definiramo z dvema parametroma,
izhodis¢em in naklonom. V nasem primeru izhodisce opisuje vedenjski odziv zivali v temi
(kontrolna meritev), pri ¢emer naklju¢no izbiro med obema polovicama petrijevke
predstavljajo statisticno neznacilne vrednosti. Naklon logisti¢ne krivulje opisuje tip in mo¢
vedenjskega odziva na svetlobo. Fotofobno vedenje predstavljajo statisti¢no znalilne
pozitivne vrednosti naklona, fotofilno vedenje pa statisticno znacilne negativne vrednosti.
Neznacilne vrednosti so interpretirane kot fotonevtralen odziv. Primerjava vedenjskih
odzivov med razlicnima zaporedjema in tipoma aklimacije, med sobivajoima

postranicama in ekotipoma je podana kot razlika v naklonu logisti¢nih krivulj.
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4 REZULTATI

Pri kontrolnih meritvah v temi je bil vedenjski odziv postranic rezultat naklju¢ne izbire
med obema polovicama petrijevke. Le pri lokacijah Boljuncica, Gabrovski studenec in ISka
so 1imele povrSinske postranice statisticno znacilno pozitivne vrednosti izhodiS¢
(Preglednica 3). Ker pa so bila odstopanja zelo majhna, menimo, da je Slo zgolj za
posledico statisti¢ne regresije in jim ne pripisujemo nobenega bioloSkega pomena.

Vse slepe postranice so se na svetlobo odzvale izrazito fotofobno. Nasprotno je bil odziv
povrsinskih postranic vecinoma fotonevtralen, le postranice z lokacije Boljuncica,
Mogilnik in Skofijski potok so izkazale Sibko fotofobno vedenje (Preglednica 3; Slika 6).
Kljub variabilnosti v vedenjskem odzivu se je vsaka vrsta slepih postranic na svetlobo
odzvala statisticno znacilno bolj fotofobno kot povrSinska vrsta, s katero sobiva. Izrazito
razli¢na vedenjska odziva je potrdila tudi primerjava odzivov, zdruzenih po ekotipu. Odziv
povrSinskega ekotipa je bil namre¢ fotonevtralen, odziv podzemeljskega pa izrazito
fotofoben (Preglednica 4; Slika 7).

Razlicen vedenjski odziv med sobivajo¢ima vrstama postranic je bilo moc¢ razbrati tudi iz
jakosti svetlobe, pri kateri je verjetnost fotofobnega odziva testiranih osebkov enaka 0,75
(PR7s) (Preglednica 5). Vrednosti PRys pri slepih postranicah so bile nizke in so se gibale
med 0,22 in 3,42 pmol m™ s™, z izjemo vrst Niphargus cf. podpecanus in N. slovenicus, pri
katerih je PRys presegal 50 pmol m™ s'. Vrednosti PRys pri povrsinskih postranicah so bile

-1
, le

precej visje in so pri vseh vrstah iz rodu Gammarus presegale 50 umol m™ s
Echinogammarus cf. stammeri je imel nekoliko niZjo vrednost, 11,26 pmol m™ s™'. Tudi
podatki, zdruzeni po ekotipu, potrjujejo razli¢na vedenjska odziva. Podzemeljski ekotip je
imel izrazito nizko vrednost PRys, ki je znagala 0,77 pmol m™ s, medtem ko je ta pri
povriinskem presegala 50 umol m™ s (Preglednica 6).

Zaporedje aklimacije kot tudi tip aklimacije nista bistveno vplivala na vedenjski odziv
(Preglednica 2). Pri primerjavi vedenjskega odziva med razli¢nimi zaporedji aklimacije sta
le vrsti N. arbiter in N. stygius izkazali statisticno znacilen moc¢nejsi fotofoben odziv po
drugi aklimaciji. Odziv med aklimacijami na razlicen svetlobni rezim je bil statisti¢no
znalilno razli€en le pri vrstah N. arbiter, N. novomestanus in N. stygius. Vse so bile po
aklimaciji v temi bolj fotofobne kot po aklimaciji na dnevno-no¢nem svetlobnem rezimu.

Pri preostalih vrstah ni bilo statisticno znacilnih razlik, zato sklepamo, da zaporedje in tip

aklimacije nista bistveno vplivala na vedenje postranic.
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Preglednica 2: Primerjava vpliva zaporedja in tipa aklimacije na vedenjski odziv na svetlobo pri povrSinskih

(Gammarus, Echinogammarus) in podzemeljskih vrstah postranic (Niphargus). Analiza je opravljena z

GLMM modelom M1, ki primerja vedenjska odziva med prvo (1.) in drugo (2.) aklimacijo ter modelom M2,

ki primerja vedenjska odziva med razlicnima tipoma aklimacije (DN: dnevno-no¢ni svetlobni rezim, T:

tema). Pozitivne vrednosti oznacujejo vecji naklon logisti¢ne krivulje po 1. aklimaciji oz. DN, negativne pa

vecji naklon po 2. aklimaciji oz. T. Ocene parametrov so izrazene v logit skali s pripadajo¢imi p-vrednostmi.

lokacija sobivajoci vrsti 1.DN -2. DN 1.T-2.T DN-T
Boljuncica E. cf. stammeri -0,091 /0,968 0,013 /0,999 -0,109/ 0,143
N. krameri 0,561 /0,055 " -0,165/0,896 -0,084/ 0,671
Gabrovski studenec  G. cf. fossarum 0,240/0,517 -0,120/0,912 -0,018/ 0,944
N. novomestanus 0,255 /0,559 0,397 /0,268 -0,434 /< 0,001 ***
Gracenica G. cf. fossarum -0,104 /0,902 -0,065 /0,980 -0,110/ 0,106
N. stygius 0,409 /0,053 * -0,554 /0,009 ** -0,182/ 0,043 *
Iska G. cf. fossarum -0,007 /0,999 0,052 /0,959 0,046/ 0,657
N. cf. podpecanus 0,118 /0,560 -0,156 /0,278 -0,021/ 0914
Janjusevo vrelo G. cf. balcanicus  -0,159 /0,725 0,065 /0,983 -0,046/ 0,667
N. arbiter -0,480 /0,037 * 0,306/0,373 -0,346 /< 0,001 ***
Mocilnik G. cf. fossarum 0,044 /0,991 -0,026 /0,999 -0,041/ 0,720
N. hadzii -0,079 /0,942 0,095 /0,896 0,011/ 0,983
Osevek G. cf. fossarum 0,024 /0,999 0,017 /0,999 0,003/ 0,998
N. slovenicus 0,106 /0,766 -0,017 /0,999 -0,062/ 0,496
Podpeski izvir G. cf. fossarum -0,242 /0,568 0,099 /0,962 -0,010/ 0,983
N. rejici -0,529 /0,230 0,161/0,938 -0,032/ 0,959
Skofijski potok G. cf. balcanicus 0,030 /0,999 -0,378 /0,072 ° 0,128/ 0,057 "
N. spinulifemur 0,176 /0,687 -0,094 /0,946 -0,052/ 0,677
Zelinjski potok G. cf. fossarum -0,037 /0,996 -0,196 /0,352 -0,017/ 0,942
N. sphagnicolus 0,128 /0,761 0,293 /0,090 * 0,024/ 0910

70,05<p<0,1
*0,01 <p<0,05

*# 0,001 <p<0,01

*#% p <0,001
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Preglednica 3: Primerjava vedenjskega odziva na svetlobo med sobivajo¢imi vrstami povrSinskih

(Gammarus, Echinogammarus) in podzemeljskih postranic (Niphargus). Analiza je opravljena z GLMM

modelom M3. Izhodis¢e opisuje vedenjski odziv v temi, naklon pa tip in mo¢ odziva na svetlobo. Razlika

naklonov opisuje razliko v vedenjskem odzivu sobivajocih postranic, pri ¢emer pozitivne vrednosti razlik

oznacCujejo manj fotofoben, negativne pa bolj fotofoben odziv podzemeljske vrste glede na povrSinsko.

Ocene parametrov so izrazene v logit skali s pripadajocimi p-vrednostmi.

lokacija

sobivajoci vrsti

naklon

razlika naklonov

Boljuncica

Gabrovski studenec

Gracenica

Iska

Janjusevo vrelo

Mocilnik

Osevek

Podpeski izvir

Skofijski potok

Zelinjski potok

E. cf. stammeri
N. krameri

G. cf. fossarum
N. novomestanus
G. cf. fossarum
N. stygius

G. cf. fossarum
N. cf. podpecanus
G. cf. balcanicus
N. arbiter

G. cf. fossarum
N. hadzii

G. cf. fossarum
N. slovenicus

G. cf. fossarum
N. rejici

G. cf. balcanicus
N. spinulifemur
G. cf. fossarum

N. sphagnicolus

izhodisce

0,350/ 0,014 *
-0,004/ 0,999
0,377 /<0,001 ***
0,202/ 0,133
0,181/ 0,312
0,046/ 0,987
0,218 /<0,001 ***
0,025/ 0,981
0,055/ 0,967
-0,030/ 0,997
0,066/ 0,690
0,151/ 0,059 "
0,163/ 0,171
-0,047/ 0,955
0,012/ 0,999
-0,053/ 0,986
0,147/ 0,500
-0,102/ 0,792
-0,074/ 0,859
0,108/ 0,646

0,144 /

0,318/ 0,004 **

1,636 /<0,001 ***

0,150/ 0,348

1,282 /< 0,001 ***
0,232
1,106 / < 0,001 ***

0,002/ 0,999
0,154 /<0,001 ***
0,109/ 0,548

1,329 /< 0,001 ***

0,183/ 0,002 **
0,682 / < 0,001 ***
-0,029 /
0,344 / < 0,001 ***
0,238/ 0,070

0,933

1,327 /< 0,001 ***

0,229/ 0,017 *

0,757 /< 0,001 ***
-0,052 /
0,540 / < 0,001 ***

0,774

-1,318 /<0,001 ***

-1,132/<0,001 ***

-0,962 /< 0,001 ***

-0,152/

0,009 **

-1,220 /< 0,001 ***

-0,499 /< 0,001 ***

-0,372/<0,001 ***

-1,090 / < 0,001 ***

-0,528 /< 0,001 ***

-0,592 /<0,001 ***

70,05<p<0,1
*0,01 <p<0,05

*# 0,001 <p<0,01

*#% p <0,001
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Slika 6 se nadaljuje na naslednji strani.
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Slika 6: Primerjava vedenjskega odziva na svetlobo med sobivajo¢imi vrstami povrSinskih (Gammarus,

Echinogammarus) in podzemeljskih postranic (Niphargus) (A—J). Napovedi za vsaki sobivajoc¢i postranici so

izra¢unane z GLMM modelom M3. Vrednost 0,5 predstavlja fotonevtralen odziv na svetlobo, niZje vrednosti

fotofilno, vi§je pa fotofobno vedenje.
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Preglednica 4: Primerjava vedenjskega odziva na svetlobo med povrsinskim in podzemeljskim ekotipom
postranic. Analiza je opravljena z GLMM modelom M4. Izhodisce opisuje vedenjski odziv v temi, naklon pa
tip in mo¢ odziva na svetlobo. Razlika naklonov opisuje razliko v vedenjskem odzivu med ekotipoma, pri
Cemer pozitivne vrednosti razlik oznacujejo manj fotofoben, negativne pa bolj fotofoben odziv
podzemeljskega ekotipa glede na povrSinskega. Ocene parametrov s pripadajocimi p-vrednostmi so izrazene

v logit skali.

ekotip izhodisce naklon razlika naklonov
povrsinski 0,150 /<0,001 *** 0,128/ 0,603

-0,761 /< 0,001 ***
podzemeljski 0,037/ 0,786 0,889 /< 0,001 ***
**%* p < 0,001

povrsinski ekotip (—) & podzemeljski ekotip (—)
1,0 4
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
05+ ---------"---"-"-"-"-"-"-"-"-----
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Slika 7: Primerjava vedenjskega odziva na svetlobo med povrsinskim in podzemeljskim ekotipom postranic.
Napoved je izraCunana z GLMM modelom M4. Vrednost 0,5 predstavlja fotonevtralen odziv na svetlobo,

nizje vrednosti fotofilno, visje pa fotofobno vedenje.
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Preglednica 5: Vrednosti PR;s povrSinskih (Gammarus, Echinogammarus) in podzemeljskih postranic
(Niphargus). Vrednost PR;s opisuje jakost svetlobe, pri kateri je verjetnost, da osebek izkaze fotofoben

odziv, enaka 0,75. Za vsako vrednost PRs je podan 95 % interval zaupanja (I1Z).

lokaciia povrsinska PRss (1Z) podzemeljska PRss (1Z)
postranica [umol m?s™] postranica [umol m™? s

Boljuncica E. cf. stammeri 11,26 (10,87-11,64)  N. krameri 0,22 (0,13-0,31)
Gabrovski studenec  G. cf. fossarum > 50 N. novomestanus 0,24 (0,14-0,33)
Janjusevo vrelo G. cf. balcanicus > 50 N. arbiter 0,34 (0,24-0,44)
Podpeski izvir G. cf. fossarum > 50 N. rejici 0,35 (0,25-0,45)
Gracenica G. cf. fossarum > 50 N. stygius 0,43 (0,33-0,53)
Mocilnik G. cf. fossarum > 50 N. hadzii 1,21 (1,11-1,32)
Skofijski potok G. cf. balcanicus > 50 N. spinulifemur 1,91 (1,78-2,04)
Zelinjski potok G. cf. fossarum > 50 N. sphagnicolus 3,42 (3,29-3,54)
Osevek G. cf. fossarum > 50 N. slovenicus > 50

Iska G. cf. fossarum > 50 N. cf. podpecanus > 50

Preglednica 6: Vrednosti PR;s povrSinskega in podzemeljskega ekotipa postranic. Vrednost PR;s opisuje
jakost svetlobe, pri kateri je verjetnost, da osebek izkaze fotofoben odziv, enaka 0,75. Za vsako vrednost

PRys je podan 95 % interval zaupanja (I1Z).

ekotip PRs [pmol m™ s 1Z [umol m? s
povrsinski > 50 /
podzemeljski 0,77 0,66-0,88
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5 RAZPRAVA
5.1 VEDENIJSKI ODZIV NA SVETLOBO IN DISTRIBUCIJA POSTRANIC

Podzemeljske postranice so, skladno z naSo hipotezo, izkazale izrazito fotofobno vedenje.
Nasprotno je bil vedenjski odziv povrSinskih vrst fotonevtralen ali Sibko fotofoben
(Preglednica 3; Slika 6), kar le delno podpira izhodis¢no hipotezo, kjer smo predvidevali
fotofilno do fotonevtralno vedenje povrSinskih vrst. Fotofilnega vedenjskega odziva nismo
izmerili pri nobeni povrSinski vrsti postranice, poleg tega so se tri od desetih populacij
izkazale za fotofobne. Slednji odziv na svetlobo bi bil lahko prilagoditev na sobivanje z
ribami, za katere so povrSinske postranice pomemben vir hrane. Znano je, da ob prisotnosti
plenilcev postranice hitro razvijejo obrambno vedenje, kot je umik v substrat (Abjdrnsson
in sod., 2004), pri ¢emer bi fotofobno vedenje lahko igralo pomembno vlogo pri iskanju
ustreznih skrivalig¢. Cetudi so bili nekateri predstavniki povriinskih postranic fotofobni, je
bila sobivajoca podzemeljska vrsta vselej izrazito bolj fotofobna (Preglednica 3; Slika 6).
Razli¢en odziv povrsinskih in podzemeljskih vrst bi lahko pomembno vplival na njihovo
distribucijo tako na lokalni kot regionalni geografski ravni.

Na lokalni ravni bi bil lahko razlicen odziv povrsinskih in podzemeljskih vrst na svetlobo
vzrok za loceno prostorsko razporejanje obeh ekotipov vzdolz svetlobnega gradienta. To bi
pomembno prispevalo k ostri razmejitvi povrSinske in podzemeljske favne, saj bi slednjim
izrazit fotofoben odziv omogocal jasno prepoznavo primarnega habitata. Z zasedanjem
temnih mikrohabitatov, kot so nanosi listja ali Spranje v sedimentu vodotoka, bi
podzemeljske vrste lahko poselile tudi suboptimalne povrSinske habitate. Poselitev
razli¢nih mikrohabitatov lahko pomembno omejuje Skodljive medvrstne interakcije in
dolgoroéno omogoca kompeticijsko SibkejSim podzemeljskim vrstam sobivanje z
uspesnejso povrsinsko favno. Prostorska lo¢enost obeh favn v povrsinskih habitatih je sicer
ze dokumentirana, a so jo do sedaj poskusali razloziti kot posledico razlicne strukture
substrata in sprememb vodostaja (Plenet, 1992; Marmonier in sod., 2010).

Na regionalni ravni bi fotofobno vedenje lahko razlozilo fenomen majhnih arealov
podzemeljskih vrst (Lefébure in sod., 2007; Trontelj in sod., 2009). K slabi disperzijski
sposobnosti naj bi poglavitno prispevala moc¢na fragmentiranost podzemeljskega prostora
(Gibert in Deharveng, 2002). Pri tem bi disperzijo lahko mocno otezil tudi fotofoben odziv
na svetlobo, ki bi glavne disperzijske poti omejil na neosvetljene plitve podzemeljske

habitate, kot sta hiporeik in hipotelminoreik (Culver in Pipan, 2008). Vodni tok je tu
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mocno upocasnjen, zaradi ¢esar osebki niso podvrzeni plavljenju. Disperzija tako postane
neusmerjena in bolj individualizirana. Cetudi populacijo lahko zasnuje Ze ena sama ovigera
samica (Wellborn in Capps, 2012), uc¢inek populacijskega ozkega grla dolgorocno zmanjsa
verjetnost uspesne kolonizacije na oddaljenih zaplatah ustreznih habitatov (Pilgrim in sod.,
2013).

Vedenje zivali pogosto ostaja prezrt dejavnik pri preucevanju distribucije vrst, vendar nasa
Studija nazorno kaze, da vedenjski odziv lahko pomembno pripomore k celovitejSemu
razumevanju oblikovanja vzorcev vrstne pestrosti tako na lokalni kot tudi regionalni
geografski ravni. Zato vedenje zivali predstavlja obetavno izhodis¢e za nadaljnje mikro- in

makroekoloske Studije.

5.2 EVOLUCIJA FOTOFOBNEGA VEDENJA PRI PODZEMELJSKIH VRSTAH
Adaptacija na podzemeljsko Zivljenje pogosto vodi v redukcijo oci in pigmentov (Culver in
Pipan, 2009). Izguba funkcionalnosti struktur naj bi bila rezultat nevtralnih mutacij, ki se
kopicijo v odsotnosti svetlobe kot selekcijskega dejavnika (Langecker, 2000). Novejse
Studije kazejo, da redukcija o¢i poteka hitreje, kot bi lahko to pojasnilo zgolj kopicenje
nevtralnih mutacij. Relativno hitro regresijo pojasnjujejo z antagonisticnim pleiotropnim
uc¢inkom razvoja ekstraokularnih cutil, razvoj katerih je v podzemlju pod moc¢no pozitivno
selekcijo (Protas in sod., 2007; Jeffery, 2009; Klaus in sod., 2013). V luci regresivne
evolucije pojasnjujejo tudi fotofobno vedenje podzemeljskih vrst. Fotofobnost naj bi bila le
ostanek lastnosti predniSke vrste, ki se tekom evolucije v popolni temi reducira skupaj s
fotoreceptorji (Vawter in sod., 1987).

Slepe postranice imajo popolnoma reducirane o¢i ze vsaj 30 milijonov let (Jazdzewski in
Kupryjanowicz, 2010). V skladu z zgornjima teorijama bi tako pri slepih postranicah
morali pri€akovati popolno odsotnost fotoreceptorjev in posledi¢no tudi neodzivnost na
svetlobo. Nasprotno nas$i rezultati potrjujejo ohranjeno fotofobno vedenje, kar dokazuje
tako prisotnost Se neidentificiranih ekstraokularnih fotoreceptorjev kot tudi prisotnost
pozitivne selekcije za fotoreceptorje pri podzemeljskih vrstah.

Slednje me€e novo lu¢ na zapletenost adaptivne evolucije, saj kaZe moznost so¢asnega
delovanje regresivne evolucije na okularne fotoreceptorje, a tudi pozitivne selekcije za
ekstraokularne fotoreceptorje. Slepe postranice so prvi primer, pri katerem lahko posredno

dokazemo prisotnost pozitivne selekcije za fotoreceptorje pri podzemeljskih zivalih.
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6 SKLEPI

1) Metodologija za merjenje vedenjskega odziva na svetlobo je ustrezno zasnovana za
kvantificiranje poljubnega odziva na svetlobo.

2) Vrstni red in tip aklimacije, bodisi pod dnevno-no¢nim (12 h-12 h) ali temnim (24 h)
svetlobnim rezimom, ne vplivata na vedenjski odziv povrSinskih (rodova Gammarus in
Echinogammarus) in podzemeljskih slepih postranic (rod Niphargus) na svetlobo.

3) Pri povrSinskih postranicah je odziv na svetlobo fotonevtralen ali Sibko fotofoben,
medtem ko je odziv slepih postranic izrazito fotofoben.

4) Jakost svetlobe, pri kateri je verjetnost, da osebek izkaze fotofoben odziv, enaka 0,75
(PR7s5), je pri povriinskih postranicah ve&inoma visoka in presega 50 pmol m™ s™.
Nasprotno so vrednosti PR;s pri slepih postranicah vedinoma bistveno nizje in se
gibljejo med 0,22 in 3,42 pmol m™ s

5) Slepa postranica se je na svetlobo vselej odzvala izrazito bolj fotofobno kot povrSinska
vrsta postranice, s katero sobiva.

6) Razli¢en odziv na svetlobo verjetno vodi v medsebojno loceno prostorsko razporejanje
povrsinskega in podzemeljskega ekotipa postranic vzdolz svetlobnega gradienta, kar bi
lahko pomembno prispevalo k ostri razmejitvi obeh favn.

7) Na svetlobo ranljive slepe postranice bi lahko preko temnih mikrohabitatov poselile
zanje suboptimalno povrsje, kjer bi zaradi locene mikrodistribucije lahko sobivale s
kompeticijsko mocnejSo povrSinsko favno.

8) Fotofobno vedenje verjetno moc¢no otezi obseznejSo disperzijo slepih postranic preko
povrsja, saj jih omeji na temne mikrohabitate, kjer ni mocnejSih vodnih tokov. Slednje
zmanj$a disperzijsko sposobnost, kar bi lahko pojasnilo majhne areale slepih postranic.

9) Slepe postranice so prvi primer, pri katerem lahko posredno dokazemo prisotnost

pozitivne selekcije za fotoreceptorje pri podzemeljskih Zivalih.

26



Novak L. Vpliv svetlobe na distribucijo podzemeljskih in povrSinskih postranic.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Ekologija in biodiverziteta, 2014

7 POVZETEK

Distribucija vrst je ena izmed osrednjih tem v raziskovanju biodiverzitete. Ena
najizrazitejSih razmejitev vzorcev vrstne pestrosti se zgodi na prehodu povrSinskega v
podzemeljsko okolje. Ostro razmejitev favne so poskusali razloziti tako z abiotskimi
dejavniki, kot je svetloba, ki pri nepigmentiranih podzemeljskih vrstah povzroci fizioloski
stres in celo smrt, kot tudi z biotskimi dejavniki, kot je kompeticijsko izkljucevanje.
Domnevamo, da bi razmejitev bolje pojasnili z mehanizmom izbire habitata. Gre za nabor
vedenjskih odzivov, ki osebku omogocajo prepoznati optimalni habitat in preprecujejo
disperzijo v suboptimalnega. Distribucijo v tem pogledu lahko razumemo kot odraz izbire
habitata v prostoru. Predvidevamo, da na izbiro habitata pomembno vpliva svetloba, saj
najostreje razmejuje povrsinsko in podzemeljsko okolje, kar bi osebku lahko omogocalo
jasno prepoznavo zanj ustreznega zivljenjskega prostora.

Namen magistrske naloge je bil ugotoviti, ali lahko razmejitev povrSinskih in
podzemeljskih postranic razlozimo z vedenjskim odzivom na svetlobo. Izmerili smo
vedenjski odziv na Sest jakosti svetlobe pri desetih vrstah na podzemlje specializiranih
slepih postranic (Niphargus), ki zivijo v izvirih, ter odziv primerjali s sobivajo¢imi
povrSinskimi postranicami (Gammarus, Echinogammarus). Podatke smo analizirali s
posplosenim linearnim meSanim modelom. Odziv povrSinskih postranic na svetlobo je bil
fotonevtralen ali pa Sibko fotofoben, odziv slepih postranic pa izrazito fotofoben.

Razlicen odziv povrSinskih in podzemeljskih postranic na svetlobo bi bil lahko vzrok za
loceno prostorsko razporejanje obeh ekotipov vzdolz svetlobnega gradienta, kar bi
pomembno prispevalo k ostri razmejitvi obeh favn. Z zasedanjem temnih mikrohabitatov
bi slepe postranice lahko poselile tudi zanje suboptimale povrSinske habitate. Tu sobivajo s
kompeticijsko uspesnejSo povrSinsko favno, saj slednja zaseda osvetljene mikrohabitate.
Nadalje izrazita fotofobnost slepih postranic verjetno mo¢no otezuje obseznejSo disperzijo
preko povrsja, kar bi lahko pojasnilo tudi njihove majhne areale.

Distribucijo vrst najveCkrat razlagajo zgolj z omejenim naborom dejavnikov, pri ¢emer
vedenje Zivali pogosto ostaja prezrto. Iz rezultatov naSe raziskave je razvidno, da z
vedenjskim odzivom na dolocen okoljski dejavnik lahko celoviteje razlozimo vzorce vrstne
pestrosti tako na lokalni kot regionalni geografski ravni. Vedenje tako predstavlja obetavno

izhodisCe za nadaljnje mikro- in makroekoloske Studije.
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PRILOGA A

Seznam lokacij vzorcenja sobivajocih povrSinskih in podzemeljskih postranic.

1 — Boljuncica

sekundarni izvir Boljuncice, 300 m JZ od vasi Ivaniéi, Plomin, HrvaSka

koordinate WGS84: 45°8'28,04"N 14°9'47,71"E

datum: 31. 3. 2014; leg.: Teo Deli¢, Luka Novak, Simona Prevor¢nik, Maja Zagmajster
povrsinska postranica: Echinogammarus cf. stammeri Karaman S., 1931; det.: Boris Sket

podzemeljska postranica: Niphargus krameri Schellenberg, 1935; det.: Cene FiSer

2 — Gabrovski studenec

Gabrovski studenec, 100 m V od vasi Gabrovcec, Ivancna Gorica, Slovenija
koordinate WGS84: 45°52'51,20"N 14°47'56,80"E

datum: 10. 4. 2014; leg.: Cene Fiser, Luka Novak

povrsinska postranica: Gammarus cf. fossarum Koch, 1836; det.: Cene FiSer

podzemeljska postranica: Niphargus novomestanus Karaman S., 1952; det.: Cene FiSer

3 — Gracenica

pritok potoka Gracenica, 890 m JZ od vasi Repnje, Vodice, Slovenija
koordinate WGS84: 46°10'04,50"N; 14°28'12,40"E

datum: 16. 1. 2014; leg.: Luka Novak

povrsinska postranica: Gammarus cf. fossarum Koch, 1836; det.: Cene FiSer

podzemeljska postranica: Niphargus stygius (Schigdte), 1847; det.: Cene Fiser

4 —18ka

pritok reke ISka, 940 m V od vasi Lepi Vrh, Velike Bloke, Slovenija
koordinate WGS84: 45°48'49,50"N; 14°31'56,20"E

datum: 8. 1. 2014; leg.: Luka Novak

povrsinska postranica: Gammarus cf. fossarum Koch, 1836; det.: Cene FiSer

podzemeljska postranica: Niphargus cf. podpecanus, Karaman S., 1952; det.: Cene FiSer
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5 — JanjuSevo vrelo

izvir Janjusevo vrelo, 200 m JZZ od vasi Pecina, Li¢ko Lesc¢e, Hrvaska
koordinate WGS84: 44°47'44,38"N, 15°19'41,31"E

datum: 26. 6. 2014; leg.: Teo Deli¢, Maja Zagmajster

povrsinska postranica: Gammarus cf. balcanicus Schiferna, 1922; det.: Boris Sket

podzemeljska postranica: Niphargus arbiter Karaman G., 1985; det.: Cene FiSer

6 — Mocilnik

Mocilnik, izvir Ljubljanice, 430 m JZ od vasi Mirke, Vrhnika, Slovenija
koordinate WGS84: 45°57'14,44"N 14°17'32,13"E

datum: 20. 5. 2014; leg.: Cene FiSer, Simona Prevorénik

povrsinska postranica: Gammarus cf. fossarum Koch, 1836; det.: Cene FiSer

podzemeljska postranica: Niphargus hadzii Rejic, 1956; det.: Cene FiSer

7 — Osevek

pritok potoka Osevek, 700 m SSV od vasi Osevek, Kamnik, Slovenija
koordinate WGS84: 46°14'34,50"N 14°37'44,60"E

datum: 13. 3. 2014; leg.: Luka Novak

povrsinska postranica: Gammarus cf. fossarum Koch, 1836; det.: Cene FiSer

podzemeljska postranica: Niphargus slovenicus Karaman S., 1932; det.: Cene FiSer

8 — Podpeski izvir

izvir pritoka Podpeskega jezera, 630 m JJZ od vasi Jezero, Notranje Gorice, Slovenija
koordinate WGS84: 45°57'47,98"N 14°26'9,06"E

datum: 20. 5. 2014; leg.: Cene Fiser, Simona Prevorénik

povrsinska postranica: Gammarus cf. fossarum Koch, 1836; det.: Cene FiSer

podzemeljska postranica: Niphargus rejici Sket, 1958; det.: Cene FiSer
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9 — Skofijski potok

Skofijski potok, 550 m V od vasi Zgornje Skofije, Dekani, Slovenija

koordinate WGS84: 45°33'57,50"N; 13°48'24,20"E

datum: 12. 3. 2014; leg.: Ziga Fiser, Luka Novak

povrsinska postranica: Gammarus cf. balcanicus Schiferna, 1922; det.: Cene Fiser

podzemeljska postranica: Niphargus spinulifemur Karaman S., 1954; det.: Cene FiSer

10 — Zelinjski potok

izvir pritoka Zelinjskega potoka, 1600 m SZ od vasi Mlaka pri Kranju, Kranj, Slovenija
koordinate WGS84: 46°17'12,20"N; 14°20'16,70"E

datum: 20. 6. 2014; leg.: Luka Novak

povrsinska postranica: Gammarus cf. fossarum Koch, 1836; det.: Cene FiSer

podzemeljska postranica: Niphargus sphagnicolus Rejic, 1956; det.: Cene Fiser



Novak L. Vpliv svetlobe na distribucijo podzemeljskih in povrSinskih postranic.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Ekologija in biodiverziteta, 2014

PRILOGA B

Fizikalni in kemijski parametri izmerjeni na lokacijah vzorcenja.

Na lokacijah vzor€enja sobivajo¢ih vrst postranic smo z multimetrom (Waterproof
Handheld PCD 650 Meter) izmerili osnovne fizikalne in kemijske parametre vode

(Preglednica B1).

Preglednica B1: Fizikalni in kemijski parametri vode izmerjeni na lokacijah vzorcCenja. Izmerili smo
temperaturo (T), pH, nasienost in koncentracijo kisika (O,), elektroprevodnost (o) in skupne raztopljene

snovi (TDS).

lokacija datum ura T pH 0, 0, o TDS

vzorenja meritve  [°C] [%] [mgL'l [uSem™] [ppm]
Boljuncica 31.3.2014  15.20 12,3 7,69 100,3 10,88 553,8 492,6
Gabrovski studenec 10.4.2014  11.00 10,8 7,16 79,4 8,86 496,5 441,7
Gracenica 16.1.2014  11.30 9,8 7,95 91,5 10,13 293,3 260,9
Iska 8.1.2014 14.20 59 8,29 93,1 10,94 4445 395,2
Janjusevo vrelo 26.6.2014  15.00 9,2 7,42 81,5 8,92 549,7 489,5
Mocilnik 20.5.2014  10.05 10,9 7,60 86,6 9,37 348,0 309,0
Osevek 13.3.2014  13.55 6.9 7,87 91,1 10,87 236,5 210,7
Podpeski izvir 20.5.2014  12.00 10,5 7,3 91,0 9,92 653,0 404,0
Skofijski potok 12.3.2014  13.40 9,8 7,75 93,8 10,87 598,1 532,0

Zelinjski potok 20.6.2014  11.25 9,1 7,65 90,5 8,27 2272 202,1
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PRILOGA C

Drevo filogenetskih odnosov povrSinskih in podzemeljskih postranic.
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Slika C1: Drevo filogenetskih odnosov 79 taksonov rodu Niphargus, izratunanem po Bayesovi metodi na
podlagi jedrnega gena za 28S rRNA in mitohondrijskega gena za 12S rRNA. Stevilke prikazujejo podporo
posameznim kladom, izrazeno v posteriornih verjetnostih. Taksoni slepih postranic, zajetih v Studijo, so
oznaceni z rdeCo, povrSinska vrsta postranice pa z modro barvo. Vrsti Echinogammarus cf. stammeri ter

Gammarus cf. balcanicus nista prikazani. Prirejeno po FiSer in sod. (2008).
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PRILOGA D

Kontrola metodologije merjenja vedenjskega odziva na svetlobo.

Metodologijo za merjenje odziva na svetlobo smo preizkusili na vrstah z Zze znanim
fotofobnim in fotofilnim odzivom. S primerjavo meritev z obstojeco literaturo smo Zeleli
preveriti, ali lahko z zasnovano metodologijo izmerimo poljuben odziv na svetlobo. Za
kontrolo merjenja fotofobnega vedenja smo uporabili odrasle vodne oslicke (Asellus
aquaticus Linné, 1758), ki so znani po fotofobnem odzivu (Janzer in Ludwig, 1952). Z
osem dni starimi cebricami (Danio rerio Hamilton, 1822), ki so v juvenilnem stadiju
fotofilne (Brockerhoff in sod., 1995; Orger in Baier, 2005), pa smo preverili merjenje
fotofilnega odziva.

Zivali smo pred meritvami sedem dni aklimirali na dnevno-no¢ni svetlobni rezim (12 h-12
h) pri jakosti svetlobe 15 pmol m™ s™, vodne osli¢ke pri 10 °C in cebrice pri 26 °C.
Meritve so potekale pri enaki temperaturi kot aklimacija. Odziv na svetlobo smo izmerili
na 20 osebkih vsake vrste po metodologiji, opisani v poglavju 3.3.2. Podatke meritev smo
analizirali s posploSenim linearnim mesanim modelom (GLMM), podobno, kot je opisano
v poglavju 3.4. Pri vodnem oslicku smo iz analize izlocili podatke prvih petih minut, pri
cebrici pa prvih sedem minut meritev (Slika D1), saj odziv Zivali takrat Se ni bil ustaljen. S
tem smo preprecili morebitni vpliv raziskovalnega vedenja na analizo odziva na svetlobo.
Delez cCasa, ki ga je osebek prezivel v temi, smo obravnavali kot odvisno spremenljivko.
Za neodvisno spremenljivko smo uporabili jakost svetlobe. Osebke smo obravnavali kot
naklju¢ni ucinek ter upostevali naklju¢no izhodis¢e in naklon. Vedenjski odziv na svetlobo
opisuje logisti¢na krivulja. Izhodis¢e logisticne krivulje opisuje vedenjski odziv zivali v
temi, pri Cemer naklju¢no izbiro med obema polovicama petrijevke predstavljajo
statisticno neznacilne vrednosti. Naklon logisti¢ne krivulje opisuje mo¢€ in tip vedenjskega
odziva na svetlobo. Fotofobno vedenje predstavljajo statisticno znacilne pozitivne
vrednosti naklona, fotofilno vedenje pa statisti¢no znacilne negativne vrednosti.

Vodni oslicki so se na svetlobo odzvali fotofobno, juvenilne cebrice pa fotofilno
(Preglednica D1; Slika D2). Rezultati meritev so skladni z literaturo (Janzer in Ludwig,
1952; Brockerhoff in sod., 1995; Orger in Baier, 2005), na podlagi ¢esar sklepamo, da je
metodologija zasnovana ustrezno ter primerna za kvantificiranje poljubnega vedenjskega

odziva na svetlobo.
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Slika D1: Casovna dinamika vedenjskega odziva na svetlobo pri vodnih osli¢kih Asellus aquaticus (A) in pri
juvenilnih cebricah Danio rerio (B). Vrednost 0,5 predstavlja fotonevtralen odziv na svetlobo, nizje vrednosti

opisujejo fotofilno, visje pa fotofobno vedenje.

Preglednica D1: Vedenjski odziv na svetlobo pri vodnih osli¢kih Asellus aquaticus in pri juvenilnih cebricah
Danio rerio. Statisti¢no znacilne pozitivne vrednosti naklona opisujejo fotofobno vedenje, znacilne negativne

vrednosti pa fotofilno vedenje. Ocene parametrov so izrazene v logit skali s pripadajo¢imi p-vrednostmi.
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Slika D2: Vedenjski odziv na svetlobo pri vodnih oslickih Asellus aquaticus (A) in pri juvenilnih cebricah
Danio rerio (B). Vrednost 0,5 predstavlja fotonevtralen odziv na svetlobo, nizje vrednosti opisujejo fotofilno,

visje pa fotofobno vedenje.
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PRILOGA E

Vpliv odstopanj v jakosti svetlobe na meritve vedenjskega odziva.

Svetlobno polje nad petrijevkami (glej poglavje 3.3.1; Slika 4.C) je pri poljubni jakosti
svetlobe odstopalo za manj kot 10 % (Slika E1; Slika E2). Morebiten vpliv teh odstopanj
na meritve smo ocenili s primerjavo vedenjskih odzivov in odstopanj v jakosti svetlobe.

Variabilnost vedenja pri povrsinskih postranicah (rodova Gammarus in Echinogammarus)
je bila najve&ja pri jakosti svetlobe 50 pmol m? s™, pri podzemeljskih (rod Niphargus) pa
pri jakosti 0,5 umol m™ s (glej poglavie 4; Slika 6). Pri teh jakostih zato lahko
pri¢akujemo najvecji vpliv odstopanj v jakosti svetlobnega polja na vedenje zivali, zaradi
¢esar lahko med njima ocenjujemo morebitno vzrocno povezavo. Iz analize smo zavrgli
podatke prvih petih minut meritev, saj odziv Zivali takrat Se ni bil ustaljen (Priloga F). S
tem smo preprecili morebitni vpliv raziskovalnega vedenja na analizo odziva na svetlobo.
Podatke preostalih meritev pri omenjenih jakostih smo zdruZzili po posamezni petrijevki in
ekotipu postranice ter odziv primerjali z odstopanjem v jakosti svetlobe nad petrijevko.
Vrednosti v odstopanju jakosti svetlobe so podane kot razlika v odstotkih glede na jakost
svetlobe, izmerjene na sredini delovne plosce (glej poglavje 3.3.1; Slika 4.J). V primeru da
bi odstopanja v jakosti svetlobe vplivala na vedenje, bi v petrijevkah z vi§jo osvetlitvijo
pricakovali bolj fotofoben, v petrijevkah z manjSo osvetlitvijo pa manj fotofoben odziv.

Med odstopanji v jakosti svetlobe in vedenjskimi odzivi ni bilo premosorazmerne
odvisnosti (Slika E1; Slika E2), zato lahko sklepamo, da so bila odstopanja v svetlobnem
polju premajhna, da bi vplivala na vedenjski odziv zivali. Podobne rezultate navaja tudi
Kureck (1964), ki je pokazal, da so bili osebki podvrste Niphargus aquilex schellenbergi
Karaman sposobni razlikovati med razlicnimi jakostmi svetlobe, a le ¢e je razlika v

osvetljenosti znasala ve¢ kot 17 %.
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Slika E1: Vpliv odstopanj v svetlobnem polju na vedenjski odziv povrsinskih postranic (rodova Gammarus
in Echinogammarus). Meritve, izvedene pri jakosti 50 pmol m? s, smo zdruZili po petrijevkah. Odstopanje
v jakosti svetlobe za vsako petrijevko je podano kot razlika v odstotkih glede na jakost svetlobe, izmerjene na
sredini delovne plosce (rdece pike). Vrednost 0,5 predstavlja fotonevtralen odziv na svetlobo, nizje vrednosti

opisujejo fotofilno, visje pa fotofobno vedenje.
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Slika E2: Vpliv odstopanj v svetlobnem polju na vedenjski odziv podzemeljskih postranic (rod Niphargus).
Meritve, izvedene pri jakosti 0,5 pmol m™ s, smo zdruzili po petrijevkah. Odstopanje v jakosti svetlobe za
vsako petrijevko je podano kot razlika v odstotkih glede na jakost svetlobe, izmerjene na sredini delovne

plosce (rdeCe pike). Vrednost 0,5 predstavlja fotonevtralen odziv na svetlobo, nizje vrednosti opisujejo

fotofilno, vi§je pa fotofobno vedenje.
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PRILOGA F

Casovna dinamika vedenjskega odziva na svetlobo pri sobivajo¢ih postranicah.

Za vsak analiziran takson smo meritve, izvedene pri vseh jakostih svetlobe, tipih in

zaporedjih aklimacij, zdruzili v skupen odziv. Na podlagi ¢asovne dinamike vedenjskega

odziva smo ocenili ¢as prenehanja raziskovalnega vedenja pri posameznemu taksonu.

Pri vseh taksonih se je odziv na svetlobo ustalil najkasneje do 5. minute meritev (Slika F1).

Zato smo podatke prvih 5 minut meritev izlocili iz analize ter tako preprecili morebitni

vpliv raziskovalnega vedenja na analizo odziva na svetlobo.
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Slika F1 se nadaljuje na naslednji strani.
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Slika F1: Casovna dinamika vedenjskega odziva sobivajo¢ih postranic na svetlobo (A-J). Odziv se pri vseh
vrstah ustali najkasneje do pete minute izpostavljenosti svetlobi. Vrednost 0,5 predstavlja fotonevtralen odziv

na svetlobo, nizje vrednosti opisujejo fotofilno, visje pa fotofobno vedenje.
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