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[zvlecek:

Magistrsko delo o fitoplanktonski biodiverziteti na obmoc¢ju Luke Koper se je izvajalo v
okviru raziskav pristanis¢ PBS (angl. Port Baseline Survey) v sezonah pomlad, poletje, jesen
2014 in zima 2015. Namen naloge je bil pripraviti popis fitoplanktonskih vrst na obmoc¢iju
Luke Koper, vkljuéno z vrstami, ki lahko povzrocajo skodljiva cvetenja alg — HAB (angl.
Harmful Algal Blooms), med katerimi so tako avtohtone kot tujerodne vrste — NIS (angl.
Non-Indigenous Species). Dolo¢ili smo 184 taksonov (vrst in rodov) fitoplanktona, med
katerimi so prevladovale diatomeje (94) in dinoflagelati (78). Rezultati Studije so pokazali,
da je bil vpliv sezone na variabilnost zdruzbe vecji, kot pa vpliv morebitnih razlik med
vzor¢nimi mesti (5 postaj PBS) in da gre v preoblikovanem luskem akvatoriju za
fitoplanktonsko zdruzbo, ki je podobna zdruzbi v TrzaSkem zalivu. Med vsemi taksoni je
bilo 25 prepoznanih kot vrste HAB, med katerimi je najvec¢ takih, ki sintetizirajo DSP in
sorodne lipofilne toksine. Ena izmed vrst HAB je bila doloc¢ena kot NIS (Pseudo-nitzschia
multistriata). Ekoloske znaéilnosti najdenih organizmov HAB v koprskem pristanis¢u smo
primerjavo smo ugotovili, da ima fitoplanktonska zdruzba podobno sestavo in sezonsko
dinamiko. Rezultati Studije so pokazali, da obstaja moznost vnosa vrst NIS z balastnimi

vodami. Ta raziskava bo sluzila kot osnova za pristaniski monitoring v prihodnosti, ki se bo
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osredotoCil na najpomembnejSe in najbolj abundantne vrste HAB, omogocil pa bo tudi
monitoring morebitnih sprememb (NIS in HAB) v fitoplanktonski zdruzbi na tem obmocju.
Bodoci monitoring bo eden izmed postopkov sistema zgodnjega opozarjanja z namenom
omejevanja in preprecevanja Skodljivih posledic organizmov HAOP (angl. Harmful Aquatic

Organisms and Pathogens).
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Abstract:

Master's thesis on phytoplankton biodiversity in the area of the Port of Koper was part of the
port baseline survey (PBS) research that took place in the spring, summer and autumn of
2014 and winter of 2015. The objective of the thesis was to conduct a survey of the
phytoplankton species in the area of the Port of Koper, including the species that can lead to
harmful algal blooms (HAB). The latter include indigenous as well as non-indigenous
species (NIS). We specified 184 taxa (species and genera) of phytoplankton, of which
diatoms (94) and dinoflagellates (78) were most common. The results of the research have
shown that the effect of the season on the variability of community was larger than the effect
of the possible discrepancies between sample spots (5 PBS sampling stations) and that the
altered marine area is connected to phytoplankton community similar to the one in the Gulf
of Trieste. Among all taxa, 25 were recognised as HAB species, most of which synthesize
DSP and similar lipophilic toxins. One of the HAB species was defined as NIS (Pseudo-
nitzschia multistriata). Ecological characteristics of HAB organisms found in the Port of
Koper were compared against HAB multiannual pattern of occurrence at shellfish farm in
the Slovenian sea. By comparison, we have discovered similarities among phytoplankton
communities’ structure and seasonal dynamics. The results of the research have revealed the

possibility of the entry of NIS species with ballast water. This research provides the basis
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for future port monitoring, concentrating on the most important and abundant HAB species.

It will also enable monitoring of potential changes (NIS and HAB) in phytoplankton
community in the area. Future monitoring will serve as one of the methods of early warning
system (EWS) for restriction and prevention of damaging effects of HAOP organisms

(harmful aquatic organisms and pathogens).
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1 UVvOD

Ladijske balastne vode so priznane kot eden od pomembnih transportnih vektorjev za
globalni prenos vodnih organizmov, vklju¢no s skodljivimi vodnimi organizmi in patogeni
(angl. Harmful Aquatic Organisms and Pathogens — HAOP). Po kvalifikaciji med HAOP
sodijo potencialno $kodljive tujerodne vrste (angl. Non-indigenous species — NIS; sinonimi:
eksoti¢ne, neavtohtone, alohtone vrste), skodljive avtohtone ali domorodne vrste, kriptogene
vrste z nepoznanim izvorom ter patogeni (David in sod. 2013; Gollasch in sod. 2015).
Tujerodna vrsta je vrsta, podvrsta ali takson nizje kategorije, ki je vnesen zunaj obmoc¢ja
pretekle ali sedanje naravne razsirjenosti. To vkljucuje kateri koli razvojni stadij organizma
(npr. spore, ciste), ki lahko prezivi in je sposoben razmnozevanja (Cabrini in sod. 2018).
Podkategorija tujerodnih vrst, ki v novem okolju dokazano razvije svoj negativni potencial
pa so invazivne vrste (angl. Invasive Alien Species — IAS; sinonim: neofiti). Te se hitro §irijo
na nova obmocja in uspevajo v naravnih habitatih tako, da s svojo prisotnostjo in
Stevilénostjo povzrocajo negativne opazne spremembe na biodiverziteti, strukturi in/ali
funkciji ekosistema, druzbeno-ekonomskih vrednotah in/ali zdravju ljudi.

Negativne vplive na ekosisteme in razli¢ne ¢lovekove dejavnosti ter njegovo zdravje pa
imajo tudi skodljiva cvetenja alg (angl. Harmful Aquatic Blooms — HAB). Povzroditelji teh
cvetenj so poveCini mikroalge in z vidika Skodljivosti v nekem okolju njihov izvor ni
pomemben - so lahko avtohtone ali tujerodne vrste, vendar jih je v vsakem primeru treba
spremljati in blaziti njihove posledice.

Mednarodna pomorska organizacija (angl. The International Maritime Organization — IMO)
je leta 2004 sprejela »Mednarodno konvencijo 0 nadzoru in upravljanju balastnih voda in
sedimentov ladij« (angl. Ballast Water Management — BWM), katere namen je zmanjSati
upravljanje in nadzor ladijskih balastnih vod in sedimenta (IMO 2004). Konvencija BWM
je tudi vpeljala termin HAOP. Poleg konvencije BWM spremljanje organizmov NIS
opredeljujeta tudi Okvirna direktiva o morski strategiji (2008/56/ES) in Uredba o
prepre¢evanju in upravljanju vnosa in Sirjenja invazivnih tujerodnih vrst (Uredba (EU) t.
1143/2014) (Mozeti¢ in sod. 2017).

Prva raziskava, ki je vkljuc¢evala vzorcenje balastne vode ladij, sega v 70. leta prejSnjega
stoletja (Medcof 1975), sledile pa so ji Studije Carltona (1985, 1987), Hallegraeffa in Bolcha
(1991) in Subba Raota s sodelavci (1994). Rosenthal (1980) povzema znanja in tveganja,
povezana z namernim vnosom vrst NIS za potrebe ribogojstva, v nasprotju z balastnimi
vodami, ki so vektor nenamernega vnosa NIS. V studiji je bilo tudi ugotovljeno, da je razvoj
modernega ribogojstva v obalnem pasu ali v blizini pomorskih poti v nevarnosti zaradi

prenosa bolezni patogenov s pomocjo balastne vode. Organizmi NIS se ne prenasajo le z
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balastno vodo in sedimentom, ampak tudi kot obrasc¢ajo¢i organizmi na ladijskem trupu.
Ugotovljeno je bilo, da vecje svetovne tovorne ladje na letni ravni skupaj prenesejo 8-10
milijard ton balastne vode, kar kaze na globalno skrb za ta problem. Carlton in Geller (1993)
ter Gollasch (1996) so dokazali, da se v povpre¢ju od 3.000 do 4.000 vrst organizmov dnevno
prevaza z ladjami. Veliko Stevilo NIS je bilo vnesenih v severnoevropska morja. V zadnjih
150 letih je bilo zaradi ¢lovekovih dejavnosti v Baltsko morje vnesenih okoli 90 vrst NIS.
Vecina teh je bila nenamerno vnesena z balastnimi vodami ali z obraS¢enostjo ladijskih
trupov. Druge vrste pa so bile namerno vnesene za namene ribogojstva ali eksperimentalne
namene. Obmoc¢ja z manj$o biodiverziteto so bolj obcutljiva za vnos NIS in vzpostavitev
njihovih populacije kot obmocja z visoko biotsko raznovrstnostjo (Gollasch in Leppédkoski
1999).

Ker je tezko napovedati prihod in posledico Skodljivih organizmov, ki so prisotni v balastnih
tankih, je preventiva upravljanja z njihovimi vektorji (ladjami) in pristaniS¢i zaenkrat
najboljsa strategija. Trenutno je glavna zahteva izmenjava balastne vode, naérpane v tujem
pristani$cu, z oceansko vodo, na¢rpano na odprtem morju ter s tem zmanjsati Stevilcnost in
raznolikost obalnega planktona. Tako se zmanjSa verjetnost invazij, saj je Stevilcnost
posameznih vrst, ki so na¢rpane v balastne vode, pomemben dejavnik uspeha invazije (Casas
Monroy in sod. 2015).

Stevilnim morskim organizmom od patogenih bakterij, mikroalg do rib je olajsan prenos v
balastnih tankih na dolge razdalje in kasneje razsirjanje Cez biogeografske ovire, ki bi
drugace preprecile njihovo Sirjenje. Vneseni organizmi lahko prezivijo v tujih okoljih,
vendar je uspeh prezivetja vrst odvisen od ugodnih abiotskih dejavnikov, ustrezne preskrbe
s hrano in majhnega pritiska plenilcev (Cabrini in sod. 2018). V balastnih vodah v zdruzbi
planktonskih mikroalg, tj. fitoplanktona, prevladujejo diatomeje in dinoflagelati (Slika 1),
med katerimi je tudi sicer veliko vrst HAB, ki lahko negativno vplivajo na javno zdravije in
lokalno gospodarstvo (Hallegraeff in Bolch 1992).



Pagon L. Biodiverziteta fitoplanktona na obmocju Luke Koper.
Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2019 3
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Slika 1: Razli¢ne vrste fitoplanktona (ve¢inoma dinoflagelati, diatomeje in silikoflagelati) (vir:
http://blacksea-education.ru/SEM.htm).

Raziskave, ki obsegajo natancen popis biodiverzitete razli¢nih ekoloskih in taksonomskih
skupin organizmov v pristanis¢ih (angl. Port Baseline Surveys — PBS), s poudarkom na
Skodljivih tujerodnih ali avtohtonih vrstah, so bistveno orodje za podporo ucinkovitih
strategij upravljanja HAOP v pristani$¢ih in zraven leze¢ih obmogjih. S pomocjo PBS lahko
ugotovimo, kaksna je sestava zdruzbe v okolju (pristani$¢u), kar pa omogoc¢a kasnejSe
spremljanje sprememb v diverziteti same skupine organizmov. Cilj PBS je narediti popis
vseh organizmov v pristani§¢ih in oznaéiti HAOP — NIS, kriptogene in avtohtone patogene
ter HAB.

Eden od rezultatov PBS je tudi vzpostavitev rednega monitoringa, tj. spremljanja
pojavljanja, Stevilénosti in razsirjenosti HAOP v pristani$¢ih, kjer poteka &rpanje in
izmenjava balastnih vod zato, da se ustavi ¢rpanje vode, ko njihovo stevilo naraste.
Znacilnost teh studij je, da potekajo po to¢no predpisanih protokolih za vnesene, kriptogene
in avtohtone vrste, ki predpisujejo in vsebujejo nacrte raziskav, protokole vzorcenja in
ravnanja z vzorci, protokole za identifikacijo vrst ter prepoznavanje njihovih invazijskih poti
in vektorije.

Te raziskave in protokoli so nastali v okviru mednarodnega projekta BALMAS iz sheme
IPA Adriatic 2009-2013 (angl. Ballast Water Management System for Adriatic Sea
Protection). Cilj projekta BALMAS je bil vzpostaviti skupni ¢ezmejni sistem v Jadranskem
morju, ki bi povezal vse raziskovalce, strokovnjake in odgovorne nacionalne organe, da bi
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se izognili nezelenim tveganjem za okolje zaradi prenosa HAOP organizmov (Flander Putrle
in sod. 2015; Kraus in sod. 2018).

1.1RAZSIRJANJE FITOPLANKTONA Z BALASTNIMI VODAMI

Prvi zapis o morebitnem vnosu tujerodnega fitoplanktonskega organizma z ladijskimi
balastnimi vodami je bil objavljen na zacetku prejSnjega stoletja, ko so v Severnem morju
nasli do takrat nepoznano diatomejsko vrsto Odontella (Biddulphia) sinensis (Ostenfeld
1908). Diatomeja, ki je avtohtona v tropskih in subtropskih obalnih vodah Indijskega in
Tihega oceana, ni bila poznana v evropskih morjih vse do leta 1903, ko je povzrocila obsezno
cvetenje v Severnem morju. Ker je bilo malo verjetno, da bi to veliko diatomejo predhodno
prezrli in nemogoce, da bi jo lahko prinesli tokovi iz oddaljenih oceanov, je Ostenfeld (1908)
predpostavil, da je ta vrsta prisla z ladjo bodisi v obrasti na ladijskem trupu ali je bila, bolj
verjetno, izpuscena z vodo ali sedimentom iz balastnih tankov.

Vnos diatomeje O. sinensis je bil brez skodljivih posledic. Kasnejsi vnos v Severno morje
diatomeje Coscinodiscus wailesii je povzrocil tezave pri ribolovu zaradi zamasitve ribiskih
mrez z veliko koli¢ino sluzi, ki jo izloca ta diatomejska vrsta. Hallegraeff in sod. (1992)
opisujejo, da ¢e so toksi¢ne vrste, ki proizvajajo razli¢ne toksine (fitotoksine), vnesene v
obcutljiva ribogojna in ribolovna obmod¢ja, so lahko rezultati za komercialno gojenje
lupinarjev ali komercialni ribolov katastrofalni.

Konec osemdesetih let prejSnjega stoletja so se v avstralskih pristanis§¢ih pojavila prva
toksicna cvetenja dinoflagelatov: Hobart (povzrocitelj Gymnodinium catenatum),
Melbourne (povzrocitelj Alexandrium catenella) in Adelaide (povzrocitelj Alexandrium
minutum) (Hallegraeff in sod. 1988). V tanku balastne vode so nasli do 300 milijonov Zivih
dinoflagelatnih cist, najve¢ iz rodov Alexandrium in Gymnodium catenatum (Hallegraeff in
Bolch 1992). Dokazov, da je posamezna populacija dinoflagelatov neavtohtona je
Hallegraeff leta 1998 v raziskavi naSel premalo. Hallegraeff in sod. (1990) pa so prisli tudi
do ugotovitev, da v balastnih sedimentih, ki so bili shranjeni 6 mesecev v temi pri 4 °C, je
bilo Se mogoce najti diatomeje (npr: Chaetoceros, Odontella) in dinoflagelate (npr.
Protoperidinium, Scrippsiella), sposobne razmnozZevanja. Posebno skrb vzbujajoca je bila
najdba cist toksi¢nega dinoflagelata Alexandrium cf. tamarense.

Dinoflagelati (ime izhaja iz gr$¢ine in latin§¢ine — »vrtinéni bicek«) so ve¢inoma enoceli¢ni
organizmi, z dvema polovicama (epiteka in hipoteka), ki ju prekrivajo celulozne ploscice
(oklepni dinoflagelati) ali pa so te mo¢no reducirane oz. jih ni (goli dinoflagelati). Polovici
v horizontalni ravnini deli pre¢nim Zlebast utor, ventralni del hipoteke pa tudi vzdolZzni utor.
V obeh zlebastih vdolbinah se nahajata bicka. Prav tako imajo lahko razli¢ne morfoloske
oblike (bodice, rogove, krila) (Slika 1: npr. Protoperidinium steinii, Dinophysis rotundata,
Scrippsiella trochoidea). Nekatere vrste imajo bioluminiscenc¢ne lastnosti. Razsirjeni so v
tropskih, subtropskih in zmernih oceanih. Lahko so endosimbiotni v koralah ali pa imajo
endosimbionte (diatomeje) (Roy in sod. 2011).
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Zivljenjski cikel dinoflagelatov (Slika 2) obsega stiri glavne faze: rast (mioti¢na ali
nespolna), spolnost (meiotika), mirovanje (spolno ali nespolno nepremicna stopnja z nizko
stopnjo presnove, ki se imenuje cista) in staranje (upadanje populacije in smrt) (von Dassow
in Montresor 2011). Veéina dinoflagelatov ima haplontne Zivljenske cikle, kar pomeni, da
je vegetativna faza haploidna (Figueroa in Garcés 2010).

Za nekatere vrste zmanj$anje razpolozljivih hranil izzove prehod iz nespolnega v spolno
razmnoZevanje (Slika 2) in v novo fazo cikla. Ko se cvetenje priblizuje h koncu, vegetativne
celice tvorijo mirujoce stadije z debelimi stenami, imenovane ciste, ki se usedejo na dno in
zakopljejo v sediment. Te ciste lahko preZivijo leta v neugodnih Zivljenjskih razmerah, kot
so nizka koncentracija hranil, zelo nizke zimske temperature in tudi pritisk herbivornih
plenilcev. Ko se ugodne razmere ponovijo, ciste vzkalijo in naselijo vodni stolpec z novo
generacijo vegetativnih, fotosintetetsko aktivnih celic, pripravljenih na novo cvetenje in
kolonizacijo novega obmoc¢ja (WHOI 2012).

3 Sea surface
N \\ > \,\
/ \/ .- N N,
Gametes

/ M\ Fusion
(n) ’
- SEXUAL Planozygote
ASEXUAL FEASE
y PHASE (2n)
Vegetative Division

Binary fission Encystment
Excystment

Pe“ICle cyst ‘

Resistant cyst  Pellicle cyst
Slika 2: Zivljenjski cikel dinoflagelatov (spremenjen po Walker in sod. 1984) (Figueroa R.1. 2010).

Sediment

Diatomeje (ime izhaja iz gr§€ine in v prevodu pomeni »narezani na pol«) so enoceli¢ne ali
kolonijske kokoidne alge, ki jih pokriva posebna celi¢na stena iz kremena (SiO2) in delno iz
pektinskih snovi, imenovanih frustula. Je S$katlaste oblike z dvema prekrivajo¢ima se
polovicama, manjso hipoteko in ve¢jo epiteko. Frustule imajo razli¢ne oblike (Colnaste,
okrogle, podolgovate, kvadratne, trikotne, elipticne ali mnogokotne) in so znacilno
wokraSene«. Perforirane so s Stevilnimi majhnimi luknjicami, ki omogocajo, da voda,
raztopljeni material in trdne snovi (plini, anorganska hranila, organski substrati in izlo¢ki)
preidejo ali izstopijo v celico (Mann 2010; Slika 1: npr. Skeletonema costatum). Diatomeje
so Siroko razsirjene v morju in v vseh vrstah sladkih voda, kot tudi v tleh in drugih kopenskih
habitatih. Prepoznamo jih po pigmentu fukoksantin (Roy in sod. 2011).
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Relativni delezi klorofilov in fukoksantina povzro¢ajo rumeno-rjavo ali zelenkasto-rjavo
barvo plastidov. Vegetativne celice vseh vrst so diploidne in vse mitoze potekajo v diploidni
fazi (Slika 1: npr. Pseudo-nitzschia pseudodelicatissima). Povprecna velikost celic se
obi¢ajno zmanjSa z zaporednimi mitotinimi delitvami v zivljenjskem ciklu zaradi
konstrukcije silicijevega dioksida in na¢ina razdelitve celic (Mann in Marchant 1989). Ko
populacija doseze najmanjSo vrstno znacilno velikost, nastopi spolno razmnozevanje,
katerega rezultat je zelo velika in nabrekla zigota, imenovana avksospora.

Vegetativne faze fitoplanktonskih vrst imajo navadno omejeno stopnjo prezivetja v balastnih
tankih zaradi pomanjkanja svetlobe in hranil. Nasprotno, po¢ivajoci stadiji cist in spor, naj
bi preziveli zelo dolgo tudi v ekstremnih okoljskih razmerah. Diatomeje so ena
najstevilénejsih in ekolosko najpomembnejsih skupin organizmov v oceanih.
Zaradi cist je razSirjanje vrst NIS in vzpostavitev populacij v novem okolju toliko bolj
uspesno, kot Ce bi se raznaSale samo vegetativne celice (opis osmih korakov spodaj).
Scenarij za uspesSen vnos fitoplanktona, Se posebej toksi¢nega, z balastnimi vodami v novo
okolje obsega do 8 lo¢enih korakov (povzeto po Hallegraeff 1998):

1.) Prisotnost organizma v pristaniscu

2.) Crpanje v ladijski balastni tank

3.) PrezZivetje ¢rpanja

4.) Prezivetje potovanja v balastnem tanku

5.) PrezZivetje izpusta oz. izmenjave balastne vode

6.) Prezivetje v novem okolju

7.) Sposobnost razmnozevanja organizma in ustalitev v novem okolju

8.) Vpliv organizma na novo okolje

1. korak: Crpanje balastne vode med sezonskim cvetenjem fitoplanktona v donorskem
pristaniséu

Verjetnost ¢rpanja morske vode s toksi¢nimi dinoflagelati v balastne tanke je najbolj odvisna
od pojavljanja sezonskih fitoplanktonskih cvetenj v pristani§¢ih in prisotnost cist v
sedimentul.

Izsledki cist v mirovanju kazejo, da vecina cist v balastnih vodah izvira iz faze cvetenja
planktona v vodnem stolpcu (ocenjeno je, da je tako pri 90 % ladij). Nekatere ciste kalijo
Sele ez priblizno 6 mesecev, kar kaze, da so bile to na novo oblikovane ciste, ki so bile
podvrzene obveznemu obdobju mirovanja. Zrele ali odrasle ciste v balastnih tankih pa so
tiste, ki so direktno resuspendirane iz pristaniskih sedimentov (Hallegraeff 1998).

2. do 5. korak: Pot od vnosa do izpusta balastne vode

Med ¢rpanjem so fitoplanktonske celice izpostavljene visokim turbulencam, sledijo
neugodne razmere v balastnih tankih (pomanjkanje svetlobe, spreminjajoce temperature in
pogoji hranil ter pove€an pritisk paSe zooplanktona). Fitoplanktonski rodovi, ki se bolj
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nagibajo k prezZivetju, so miksotrofni in heterotrofni rodovi, kot so npr. Protoperidinium,
Phalacroma in Diplopsalopsis, ki se primarno hranijo z detritom. Na Zzalost je vecina
raziskav fitoplanktona iz balastnih voda temeljila izklju¢no na konzerviranih vzorcih in zato
niso mogli ugotoviti, ali so bili organizmi $e zivi ali ne. V Studiji Hallegraeffa iz leta 1998,
problem predstavljajo odporni fitoplanktoni — dinoflagelati v stadiju cist vrst, kot so:
Alexandrium catenella, A. minutum, A. tamarense in Gymnodinium catenatum. Crpanje
balastne vode v tank ne povzro¢i smrtnosti Cist, pa tudi pasa zooplanktona med potovanjem
ne bo vplivala na prezZivetje, ker obstojne ciste prezivijo prehod skozi ¢revesje Zivali in se
na koncu lahko izlo¢ijo v fekalnih peletkih. Smrtnost bi se zgodila, ¢e bi ciste kalile in bi se
vegetativne celice znaSle v neugodnih razmerah (anoksi¢ne razmere v sedimentih). Ciste iz
rodu Alexandium zahtevajo obvezno obdobje mirovanja od enega meseca do Sest mesecev
in zato niso izpostavljene temu tveganju. Odrasle ciste rodu Gymnodinium ali Alexandrium,
ki so zakopane v sedimentih pristaniSc¢a, kjer jim je onemogoceno kaljenje med anoksi¢nimi
pogoji, bi verjetno poskusile kaliti, ko bi ponovno prisle v druge balastne vode ali v okolje
z ugodnimi pogoji. Hitro zakopavanje sedimentov v balastnih tankih bi povecalo njihovo
nadaljnje prezivetje med potovanjem (Hallegraeff 1998).

6. in 7. korak: Uspes$na Kalitev cist, rast in razmnoZevanje fitoplanktonskih celic v
novem okolju

Pri toksi¢nih fitoplanktonskih organizmih, ki se v balastnih vodah pojavljajo v razmeroma
visokih koncentracijah, volumen prepeljane balastne vode ni nujno najboljsi indikator za
morebitni vnos celic v novo okolje. Med in po postopku izmenjave se ciste lahko zlahka
usedejo pod povrsino sedimenta v naravnem okolju, iz katerega se postopoma resuspendirajo
v vodni stolpec. Te ciste so lahko v naslednjih 10 do 20 letih izpostavljene ponavljajocim se
kalitvam, ki lahko povzrocijo Skodljiva cvetenja in kolonizacijo novega vodnega telesa
(Hallegraeff 1998).

8. korak: Nadaljnje Sirjenje s tokovi ali zdomac¢im ladijskim prometom
Najucinkovitej$i pristop za oceno verjetnosti, da bodo vneseni toksi¢ni organizmi v novem
okolju vzpostavili nove populacije, je spremljanje prisotnosti vrst, ki v donorskem okolju
sobivajo v sozitju s organizmi HAB.

Naslednji pristop bi bila primerjava sezonskih sprememb abiotskih dejavnikov (temperatura,
slanost, stabilnost vodnega stolpca) v obeh pristanis¢ih — v donorskem, kjer se ¢rpa balastna
voda in sprejemnem pristani§cu, kjer se izpusti balastna voda. Lokalni ladijski promet
predstavlja vecje tveganje za raznaSanje ze vzpostavljenih populacij organizmov NIS kot
mednarodni ladijski promet, ker so te razlike veliko manjse (Hallegraeff 1998).
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1.20RIS ZNACILNOSTI HAB ORGANIZMOV V SLOVENSKEM MORJU
V primerjavi s patogenostjo bakterij in virusov je patogenost (mikro) alg in gliv razmeroma
majhna, a vseeno nujna opozoril. Glavnino fitoplanktonskih HAOP predstavljajo organizmi
HAB, ki povzroc¢ajo skodljiva cvetenja alg.

Fitoplankton povzroca tezave, ko se nakopi¢i v velikem S$tevilu zaradi proizvajanja
endogenih toksinov ali zaradi nakopiCene nestrupene biomase, ki jo poleg razkrajanja
spremljajo Se druge negativne posledice ali pa zaradi fizi¢nih poskodb, ki jih povzrocijo
trdne strukture fitoplanktonskih celic (Glibert in sod. 2005).

Organizme HAB lahko uvrstimo v §tiri pomembne kategorije na podlagi $kodljivih u¢inkov,
ki jih dolocena toksi¢na vrsta povzroci (povzeto po Lassus in sod. 2016):

1.) Nestrupena, ampak masovna cvetenja vrst, ki lahko pomorijo morske organizme
zaradi deoksigenacije vode. Ta nastopi zaradi bakterijske razgradnje velike koli¢ine
organske snovi po koncu cvetenja.

2.) Vrste proizvajajo toksine, povezane z zastrupitvijo hrane pri ljudeh z nevroloskimi
ali gastrointestinalnimi simptomi. V to kategorijo lahko vrste proizvajajo toksine
povezane s PSP (Paralytic Shellfish Poisoning), DSP (Diarrhetic Shellfish
Poisoning), AZP (Azaspiracid Shellfish Poisoning), ASP (Amnesic Shellfish
Poisoning), NSP (Neurotoxic Shellfish Poisoning), CFP (Ciguatera Fishfood
Poisoning) in zastrupitev z cianotoksini, ki so veliko bolj pogoste v celinskih in
braki¢nih vodah.

3.) Vrste imajo Skodljiv mehanski u¢inek na ribe in morske nevretenéarje (lezije ali
zamas$itev $krg) ali izloCanje hemoliti¢nih spojin (angl. fish-killing algae).

4.) Vrste proizvajajo toksine, Ki vplivajo na ljudi prek stika, zlasti preko aerosolov, Ki
pridejo do obale (vpliv na respiratorni sistem).

Zastrupitve alg so pogosto povezane s tako imenovanim cvetenjem alg, ko se posamezne
HAB ali sorodne vrste prekomerno razmnoZijo. Najbolj znan primer takega cvetenja so rdece
plime dinoflagelatov. Izraz je nastal, ker prisotni organizmi vsebujejo rdece pigmente, ki v
visokih gostotah lahko obarvajo vodo rdece. Cvetijo tudi zeleno, rumeno ali rjavo, odvisno
od vrste alg in njihovih pigmentacij (Glibert in sod. 2005).

Tako kot pri cvetenjih na kopnem se tudi v morju celice Sirijo razli¢no zaradi kombinacij
fizikalno-kemi¢nih in bioloskih mehanizmov ter medsebojnih interakcij z drugimi
komponentami v prehranjevalnih verigah, kjer se akumulirajo toksini. Zaradi toksinov so
najbolj ogrozeni filtratorji (najbolj skoljke) in plenilske ribe.

Vsi do zdaj znani morski toksicni mikroorganizmi, ki povzrocajo rdefe plime so
fotoavtotrofi. Vrste dinoflagelatov so najpogostejsi povzrocitelji zastrupitev, toksi¢ne pa So
tudi diatomejske vrste iz samo enega rodu — Pseudo-nitzschia. I1zmed skoraj 1000 znanih
vrst je strupenih le nekaj vrst, te pa predstavljajo resen problem. Vecina toksi¢nih
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dinoflagelatnih vrst spada v druzine Prorocentraceae, Dinophysiaceae, Protogonyaulaceae,
Pyrodiniaceae in Gymnodiniaceae. Pripadniki slednje druzine (razred Dinophyceae, kamor
spadajo vrste rodu Gymnodinium) so filogenetsko blizu cianobakterijam in so med
dinoflagelati najprimitivnejsi (brez oklepa). Zaradi te podobnosti do njihovega cvetenja
najpogosteje prihaja v braki¢nih vodah. Kadar pride do cvetenja dinoflagelatnih alg,
Gymnodiniaceae po navadi predstavljajo ve¢ kot 80 % vsega fitoplanktona. Trajanje
toksi¢nih cvetenj je omejeno ali traja dalj casa oz. se v enem letu (vseh Stirih sezonah)
veCkrat ponovi. V nekaterih endemicnih in omejenih obmo¢jih so te alge lahko toksi¢ne
preko celega leta.

V slovenskem morju in tudi v severnem Jadranu se pojavljajo vrste mikroalg, ki so
potencialni povzrocitelji treh zastrupitev, ki nastopijo z uzivanjem oporecnih Skoljk:
paraliti¢na zastrupitev s Skoljkami (PSP), diarejogena zastrupitev s §koljkami (DSP) in
amnezijska zastrupitev s skoljkami (ASP).

V severnem delu Jadrana je bil leta 1994 zabeleZen edini pojav paraliticne zastrupitve Skoljk,
ki ga je povzrocila vrsta Alexandrium minutum (Honsell in sod. 1996), v slovenskem morju
te zastrupitve pa do zdaj nismo opazili.

Diarejogena zastrupitev s skoljkami je do zdaj edini primer tvorbe toksinov iz slovenskega
morja 0z. Trzaskega zaliva in je bila prvic¢ zabeleZzena leta 1989 (Sedmak in Fanuko 1991).
Vrste dinoflagelatov, ki proizvajajo DSP toksine se pojavljajo vsako leto praviloma od maja
do novembra z najvi§jo abundanco v zacetku poletja in jeseni. Raziskave Francé in Mozeti¢
(2006) so pokazale, da najve¢je abundance vrst rodu Dinophysis v Trzaskem zalivu
presezejo nekaj 100 celic/L, ob¢asno pa dosezejo ve¢ kot 1000 celic/L. V juznem delu
Jadrana pa vrste dosegajo maksimum z obi¢ajno vec kot 1000 celic/L.

Tvorbo toksinov okadaicne kisline (OA) in njenih derivatov dinofizistoksinov (DTX) so
zaenkrat naSli v vrstah planktonskih dinoflagelatov iz rodov Dinophysis in Phalacroma in
bentoskega rodu Prorocentrum. Med ekstrakcijo z nepolarnimi topili se izlo¢ajo Se drugi
toksini, pektenotoksini (PTX) in jesotoksini (YTX), ki jih proizvajajo Protoceratium
reticulatum in Lingulodinium polyedra.

Opozarjanje na moznost pojavov zastrupitve zgolj s spremljanjem abundance toksi¢nih vrst
je zlasti v primeru DSP zastrupitve tezavno, ker koli¢ina toksinov v tkivih skoljk ni povezana
z masovnim pojavljanjem toksi¢nih alg. Vrste iz rodu Dinophysis se v zimskem casu
pojavljajo isto¢asno z vrstami iz rodu Prorocentrum. Zato so nekateri predlagali, da naj bi
bile slednje alge, katerih populacija je stevilénejsa, bioloski indikator za so¢asno pojavljanje
alg iz rodu Dinophysis. Ta metoda predvidevanja se je izkazala za neuspesno. V prebavilih
toksi¢nih skoljk prevladujejo alge iz rodu Dinophysis, medtem ko jih je v morju zelo malo.
Veéja verjetnost pojava toksi¢nih cvetenj alg iz rodu Dinophysis je takrat, ko nastopi
temperaturna stratifikacija morja in ko ni izrazitih vetrov ter tokov, ki bi premesali vodni
stolpec. Pozno poleti in zgodaj jeseni, so v Trzaskem zalivu po navadi idealne razmere za
cvetenje teh alg (zlasti ¢e so poletja vroca in brez vetra). V juznem delu Jadrana pa vrste
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dosegajo viske pozimi, ko je vodni stolpec premesan in so koncentracije nutrientov visoke
(Caroppo in sod. 2001).

Vir amnezijskih toksinov (domoi¢na kislina) so vrste diatomej iz rodu Pseudo-nitzschia.
Glede na zmoznost tvorbe toksina domoic¢ne kisline, se sevi iste vrste iz razli¢nih obmo¢ij
lahko mocno razlikujejo. V slovenskem morju se redno pojavljajo Skodljive diatomeje in
tudi zacvetijo. Studija objavljena leta 2013, ki so jo predstavili Francé in sodelavci je
pokazala, da v skoljkah iz slovenskega Skolj¢is¢a/morja te vrste zastrupitve zaenkrat $e niso
zaznali.

1.3MONITORING HAOP V PRISTANISCIH ZA POTREBE BMW
KONVENCIJE

Dokler ne razvijemo ucinkovite, varne, finan¢no izvedljive in okolju prijazne metode za
obdelavo balastnih vod, je edina moznost zmanj$anje tveganja za raznasanje HAOP.
Monitoring organizmov HAOP v pristani§¢ih je prvi korak v sistemu zgodnjega opozarjanja
(angl. Early Warning System — EWS) (Castriota in sod. 2014). Priporocljivo je, da se
spremljajo vplivi balastnih vod tudi v ob¢utljivih obmocjih, kjer poteka ribogojna dejavnost
in morska zavarovana obmocja.

Monitoring se lahko izvaja:

a.) v donorskem pristani$¢u, kjer poteka ¢rpanje in izmenjava balastnih vod: tu se
osredotoc¢ajo na prisotnost toksi¢nih vrst v vegetativni fazi rasti in cist. Na splo$no je
vzoréenje organizmov Vv prosti vodi bolj reprezentativno kot vzor¢enje balastne vode
v tankih.

b.) na poti, ki traja med 10 in 20 dnevi: osredotocajo se na ciste toksi¢nih dinoflagelatov
v balastnih tankih. Ladijski tanki vsebujejo vodo ve¢ pristanis¢. Razvoj tehnike
fluorescen¢nega barvanja cist roda Alexandrium bo pripomogel k izbolj$anju
odkrivanja. Izvedljivost razvijanja hitrega diagnostiCnega testa bodisi na podlagi
imunoloSkega prepoznavanja proteinov specificnih celic na povrSini celic ali z
uporabo sond DNA za odkrivanje vrst, specifi¢nih za sekvence DNA/RNA v tar¢nih
celicah. Na tej stopnji se najbolje izvajajo tudi razlicne moZnosti za obdelavo
balastnih vod, zlasti pri mednarodnih poteh, medtem ko domace plovbe nudijo veliko
man;jsi obseg za obdelavo balastne vode.

C.) ob prihodu in pred izpustom v sprejemno pristani§ce: redno spremljanje prisotnosti
toksi¢nih organizmov v balastni vodi in sedimentu ladij ovira pomanjkanje
obcutljivega, natan¢nega in hitrega diagnosti¢nega testa, ki bi ga lahko uporabilo
usposobljeno osebje v pristanis¢u (Hallegraeff 1998).

1.4CILJI IN HIPOTEZE
Magistrska naloga je del obsezne studije PBS (angl. Port Baseline Survey) v edinem

slovenskem pristanis¢u — Luki Koper. Cilj naloge je pripraviti popis fitoplanktonskih vrst na

obmocju Luke Koper, vklju¢no s (potencialno) Skodljivimi mikroalgami (HAB), med
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katerimi so lahko tudi tujerodne. Ekoloske znacilnosti najdenih organizmov HAB v
pristanis¢u bomo primerjali z vecletnim vzorcem pojavljanja HAB-ov na izbranem
Skolj¢iscu v slovenskem morju. Ta raziskava bo sluzila kot osnova za prihodnje dejavnosti
monitoringa v pristani$¢u, saj bo na podlagi rezultatov Studije PBS mogoce prepoznati novo
vnesene tujerodne planktonske vrste ter sezonski vzorec cvetenj Skodljivih organizmov.
Bodoci monitoring bo eden od postopkov sistema zgodnjega opozarjanja (EWS) z namenom
omejevanja in prepre¢evanja skodljivih posledic organizmov HAOP.
HIPOTEZE:

1. Sestava fitoplanktonske zdruzbe v pristanis¢u, vklju¢no z organizmi HAOP/HAB,

sledi pri¢akovani sezonski dinamiki v JV delu Trzaskega zaliva.

2. Razlike med postajami na obmocju pristaniS¢a so odraz razlicnih abiotskih

dejavnikov.

3. Prvi¢ opazene vrste fitoplanktona v slovenskem morju so posledica vnosa z

ladijskimi balastnimi vodami.
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2 MATERIALI IN METODE

2.10PIS OBMOCJA VZORCENJA

Vzor¢enje na terenu je potekalo s pomocjo raziskovalnega plovila v Luki Koper. Luka Koper
je edino mednarodno ve¢namensko pristanisce v Sloveniji (Luka Koper 2005a). Nahaja se v
juznem delu TrzaSkega zaliva, tik ob mestu Koper na slovenski obali. Pristanis¢e je z dvema
pomoloma (pomol I, Il) razdeljeno na tri bazene (bazen 1, IlI, Ill), ki zagotavljajo
specializirane terminale za obravnavanje razli¢nih posiljk in blaga (Luka Koper 2005b, c).
Globina bazenov I in 11 je priblizno 14 m, bazena Il pa 18 m.

Reka Rizana se po glavnem kanalu izliva v bazen II in v manj$i meri preko razbremenilnega
kanala v bazen III. Zato je voda v bazenu II braki¢na priblizno do sredine bazena. Obmocje
sidriS¢a za ladje, ki ¢akajo na vstop v luko, se nahaja od dva do pet kilometrov izven
pristanis$c¢a, z globino od 17 do 19 m.

Koprsko pristanis¢e je zaCelo z operativnostjo leta 1957 in lezi v pol zaprtem Trzaskem
zalivu. Razcvet je dozivelo po letu 1967 zaradi povezanosti z Zeleznico v zaledju. Morje v
pristaniS¢u sega od 7 do 18 metrov globoko. V koprskem pristanis¢u je 12 specializiranih
terminalov: zabojnik in tovor na kolesih (angl. Roll-on/Roll-off — Ro-Ro terminal),
avtomobilski terminal, terminal generalnega tovora, sadni terminal, lesni terminal, terminal
za minerale, terminal za zita in krmo, terminal za aluminij, evropski energetski terminal,
terminal za Zivino in potniSki terminal. Glavna dejavnost zajema ravnanje s tovorom in
skladiScenje za vse vrste blaga, dopolnjeno z vrsto dodatnih storitev za tovor, ki zagotavljajo
celovito logisticno podporo za stranke. V letu 2015 je bilo obdelanih 20 milijonov ton blaga;
skupno Stevilo plovil je bilo 4611, od tega 4080 tovornih in 531 potniSkih ladij/trajektov.
Balastne vode, ki se izpu$¢ajo v pristani$¢u so skoraj v celoti od Sredozemskega morja (70%
od severnega Jadrana, 15 % od juznega Jadrana in skoraj 15 % od ne-jadranskih
sredozemskih obmocij); manj kot 1 % balastnih vod pa prihaja izven Sredozemlja. Rezultati
kazejo, da tudi pomorski promet in sestava (naravno okolje) pristaniS¢a/postaj vplivata na
podobnost fitoplanktonskih zdruzb. Spletna stran, kjer so zbrana vsa svetovna pristani$¢a
(ports.com) navaja, da pristaniS¢e spada med manjSa pristani$a a se razteza Cez ve¢ kot
2,8km? veliko obmodcje. Pristani§¢e za tovor sestoji iz treh bazenov s privezniki in 12
nakladalnih terminalov. Prvi bazen se uporablja za kontejnerske ladje (najvecja globina: 11m
pri privezih). Drugi bazen je namenjen pretovarjanju nafte, naftnih derivatov in lesa
(najvecja globina 14 m). Reka RiZana odvaja industrijske in komunalne odpadne vode v
notranji del pristaniSc¢a. JuZzno obmocje tretjega bazena je namenjeno pretovarjanju Zelezove
rude in premoga (maksimalna globina 17 m). Vecina blaga prihaja iz Sredozemlja in
Daljnega vzhoda ter oskrbuje srednje in jugovzhodne Evropske trge. V nasprotju z drugimi
evropskimi pristani$c¢i, ki jih upravljajo pristaniSke oblasti, se obmocje proste cone, obmocje
pristaniSca in operacije terminalov, upravljajo lo¢eno (Kraus in sod. 2018).
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2.2VZORCENJE V PRISTANISCU IN TERENSKE MERITVE

Pri nacrtovanju vzorcenja v Luki Koper smo sledili navodilom »Port Baseline Survey
Protocol, ki je nastal v okviru projekta BALMAS. Protokol PBS, ki temelji na protokolih
centra za raziskave vnesenih morskih vrst (angl. Centre for Research on Introduced Marine
Species — CRIMP), je bil prilagojen znacilnostim jadranskih pristanis¢. Podatki PBS so bili
uporabljeni za wvzpostavitev podatkovne baze jadranskih organizmov HAOP. Cilji
protokolov CRIMP so odkrivanje neavtohtonih, kriptogenih in avtohtonih vrst, doloCitev
porazdeljenosti vrst in identifikacija poti in vektorjev organizmov NIS. Za doseganje teh
ciljev je bilo vzorcenje opravljeno v pristaniscih, ki so najverjetneje prizadete in kolonizirane
na podlagi ekoloske prakse vzorCenja in eksperimentalnega oblikovanja (Kraus in sod.
2018).

Vzorcenje fitoplanktona je potekalo na petih vzorénih postajah na obmocju Luke Koper z
uporabo fitoplanktonske mreze z velikostjo o¢esa 20 um (KC Denmark). Tri postaje so se
nahajale na sredini bazenov z aktivnimi privezi (PBS1, PBS2, PBS3). Cetrta postaja je bila
na obmocju sidris¢a (PBS4), priblizno 2,5 km izven pristani$¢a (Slika 3). Na teh postajah so
bili vzorci vzeti z vertikalnim vlekom mrezice od dna do povrsine. Peti vzorec smo dobili s
horizontalnim vlekom planktonske mrezice na globini priblizno 2 m vzdolz 120 m dolgega
transekta med drugim in tretjim bazenom (PBS5; Slika 3). Dodatno smo za podrobnejse
kvantitativne analize toksicnih vrst fitoplanktona vzorcili morsko vodo vzdolz celotnega
vodnega stolpca s pomocjo sestavljene cevi (Sutherland in sod. 1992). Te integrirane vzorce
morske vode smo jemali na Stirih postajah (PBS1, PBS2, PBS3 in PBS4). Vse vzorce
fitoplanktona smo takoj nalili v temne 250 ml steklenice in jih fiksirali z nevtraliziranim
formaldehidom (Merck) konéne koncentracije 4 % za mrezne vzorce in 2 % za vodne vzorce.
Tako ohranjene vzorce smo hranili v hladilniku do nadaljnje obdelave.

Na vsaki postaji smo s pomocjo pet litrske Niskinove posode vzorcili morsko vodo Vv
povrsinskem sloju za dolo¢anje koncentracij hranilnih snovi in klorofila a.
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Slika 3: Zemljevid vzorénih mest PBS1, PBS2 in PBS3 znotraj Luke Koper, PBS4 na obmo¢ju sidris¢a
(rumena oznaka) in PBS5 za horizontalni poteg/vliek (rdeéa ¢rta) pred bazenoma Il in Il ter postaja

Nekatere spremljajoce fizikalne in kemicne dejavnike (temperatura, slanost in in vivo
fluorescenca) v vodnem stolpcu smo izmerili z multiparametri¢éno sondo CTD (CTD =
Conductivity, Temperature, Depth; Sea and Sun Technology, GmbH). Sonda ima pri hitrosti
spuscanja okoli 1 m/s vertikalno lo¢ljivost 3 cm. In vivo fluorescenco smo preracunali v
koncentracije klorofila a, ki je ocena za koli¢ino fitoplanktonske biomase. Rezultate smo
prikazali v globinskih profilih.

Tereni so bili izvedeni spomladi (09. maj 2014), poleti (28. julij 2014), jeseni (17. november
2014) in pozimi (09. februar 2015). Sezonska vzorcenja so omogocila spremljanje razlicnih
sezonskih razmer v vodnem stolpcu in v zdruzbi fitoplanktona.
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2.3LABORATORIJSKE ANALIZE

2.3.1 Taksonomska sestava fitoplanktonske zdruzbe

Fitoplanktonske vzorce smo pripravili in pregledali po Utermohlovi metodi (Utermohl 1958)
z invertnim epifluorescenénim mikroskopom (Axio Observer Z1, ZEISS) z vgrajeno kamero
AxioCam MRCS.
Mrezne vzorce smo uporabili za kvalitativne in semi-kvantitativne analize fitoplanktona.
Pripravili smo jih tako, da smo 2 ml dobro premeSanega vzorca natoCili direktno v
sedimentacijsko komorico in ga pustili usedati vsaj dve uri. Celotno dno komorice smo
pregledali pod 200-kratno povecavo in s pomog¢jo razlicnih dolo¢evalnih kljucev (npr.
Tomas 1996) dolocili fitoplanktonske vrste. Glede na njihovo pogostost smo jim pripisali
oceno abundance: od 1 za redko vrsto do 5 za zelo abundantno vrsto. Organizme smo
dolocali do vrste ali ko to ni bilo mogoce, do rodu (npr. rod Chaetoceros).
Abundanca fitoplanktonskih vrst za prvi dve obdobji vzor€enja (09.05.2014 in 28.07.2014)
je bila ocenjena med analizami vrst mreznih vzorcev. Za preostale datume vzorCenja
(17.11.2014 in 09.02.2015) je bila relativna Stevil¢nost doloCena na podlagi fotografij
posnetih z mikroskopom. Vrstam so bili dodeljeni razredi Stevil¢nosti:
1. redka vrsta: vrste, ki so predstavljale manj kot 1 % skupne koli¢ine fitoplanktona,
2. pogosta vrsta: vrste, ki so predstavljale od 1 do 10 % skupne koli¢ine fitoplanktona,
3. Steviléna vrsta: vrste, ki so predstavljale med 10 in 30 % skupne koliine
fitoplanktona,
4. zelo Stevilcna vrsta: vrste, ki so predstavljale med 30 in 50 % skupne koli¢ine
fitoplanktona in
5. prevladujoca vrsta: vrste, ki so predstavljale ve¢ kot 50 % celotne Stevilénosti
fitoplanktona.
Dolocitev fitoplanktona je temeljila na standardni fitoplanktonski literaturi: Hustedt 1930,
Rampi in Bernhard 1980, Dodge 1982, Tomas 1996, Faust in Gulledge 2002, Vili¢i¢ 2002,
Pompei in sod. 2003a, Pompei in sod. 2003b, McDermott in Raine 2006, Kraberg in sod.
2010, Larink in Westheide 2011.

Integrirane vodne vzorce smo uporabili za doloCanje in Stetje toksi¢nega fitoplanktona. Pri
tem smo v sedimentacijske valje natocili 50 ali 100 ml dobro premesanega vzorca in ga
pregledali po 24 ali 48 urah. Pod 200-kratno povecavo smo pregledali celotno komorico in
presteli vecje vrste (npr. Dinophysis spp., Lingulodinium polyedra, Alexandrium spp.). Vrste
iz rodu Pseudo-nitzschia smo presteli v 100 do 200 vidnih poljih pod 400-kratno povecavo.
Za dolocitev znacilnega sezonskega vzorca pojavljanja izbranih toksi¢nih vrst fitoplanktona

vvvvv

------

hrano, veterinarstvo in varstvo rastlin).
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2.3.2 Vsebnost nutrientov

Koncentracije hranilnih snovi v vzorcih smo dolocali spektrofotometriéno s segmentno
preto¢no analizo na avtoanalizatorju QuAAtro (Seal Analytical) po metodah, ki so opisane
v Grasshoff in sod. (1999). Dolo¢ili smo koncentracije nitrita (NO2), nitrata (NOz’), amonija
(NH4"), anorganskega fosfata (PO4%) in silikata (SiOs*).

2.4STATISTICNE ANALIZE

Za oceno pestrosti celotne fitoplanktonske zdruzbe na obmoc¢ju Luke Koper smo izracunali
vrstno pestrost (Richness — S; Krebs 1972) za vsak vzorec. Sestavo fitoplanktonske zdruzbe
na razli¢nih postajah in v razlicnih sezonah smo primerjali s pomoc¢jo Bray-Curtisovega
indeksa podobnosti (Bray in Curtis 1957) s pomoc¢jo statisticnega programa Primer 6
(Primer-E). Pred analizo smo podatke (relativne abundance vrst) logaritmirali po formuli
(log(x+1)). Podobnost je predstavljena z dendrogramom.

Dinamiko toksi¢nih vrst fitoplanktona v razlicnih sezonah in na razli¢nih postajah smo
ugotavljali s pomocjo nemetri¢nega multidimenzionalnega skaliranja (nMDS). Pri tem smo
podatke transformirali s kvadratnim korenom in razlicnost med vzorci izracunali s pomocjo
Bray-Curtisove razdalje. Naknadno smo s funkcijo envfit dolo¢ili povezanost te dinamike z
nekaterimi fizikalnimi in kemi¢nimi dejavniki. Da bi ugotovili znacilno letno dinamiko
toksi¢nih vrst fitoplanktona, smo analizo nMDS naredili tudi s podatki s postaje 0DB2 (Slika
2) iz daljSega obdobja 2006-2015. Pri tej analizi smo mese¢ne podatke o abundancah
toksicnih vrst fitoplanktona zdruzili v Stiri skupine glede na sezono: pomlad (marec, april,
maj), poletje (junij, julij, avgust), jesen (september, oktober, november) in zima (december,
januar, februar). Analize nMDS smo opravili s statistiécnim programom R, verzija 2.15.0 (R
Development Core Team 2012).

2.5POPIS HAOP ORGANIZMOV

Med fitoplanktonske organizme HAOP najdene v koprskem pristaniséu smo $teli skodljive
in potencialno $kodljive oz. potencialno skodljive vrste alg (HAB), NIS in kriptogene vrste.
Identifikacija (potencialno) skodljivih vrst je temeljila na literaturi Faust in Gulledge (2002)
in na bazi IOC-UNESCO Taxonomic Reference List of Harmful Micro Algae (Moestrup in
sod. 2009 in naprej).

Veljavna nomenklatura vrst je bila uporabljena v skladu z WoRMS — World Register of
Marine Species (WoRMS Editorial Board 2014).

V pomoc¢ za identifikacijo NIS in/ali kriptogenih vrst nam je bil odprt dostop v podatkovnih
bazah: Algaebase (Guiry in Guiry 2014), DAISIE — Delivering Alien Invasive Species
Inventories for Europe (DAISIE 2008) in ITIS — Integrated Taxonomic Information System
(ITIS 2014).
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3 REZULTATI

3.1FIZIKALNE IN KEMICNE ZNACILNOSTI MORSKE VODE NA
OBMOCJU LUKE KOPER

3.1.1 Koncentracije hranilnih snovi

Na Sliki 4 so prikazane koncentracije dusikovih soli skupaj, torej nitrit, nitrat in amonij kot

raztopljen anorganski dusik (angl. Dissolved Inorganic Nitrogen — DIN).

V povprecju so bile najvisje koncentracije na vseh §tirih vzorénih postajah v povrSinskem

sloju izmerjene spomladi. Postaja PBS2 jeseni in pozimi izstopa po najvisji koncentraciji

dusikovih soli. Poletne in zimske koncentracije hranilnih snovi na postajah PBS1, PBS3 in

PBS4 so si med seboj primerljive.

K najvi§jim koncentracijam DIN je v povpre¢ju doprinesel nitrat (v povprec¢ju 72,5 + 7,9 %),

sledi mu amonij (21 + 19,4 %) in najmanj nitrit z okoli 6,4 + 8,1 % (Slika 4).

Najvisje vrednosti nitratov so bile merjene na vseh postajah maja 2014 (povprecno

10,02umol/L, SD: 1,3) in $e posebej na postaji PBS2 iz vseh dni vzorcenja.

Samo v dveh primerih so bile izmerjene koncentracije amonija visje od nitrata: vrednosti

amonija so bile poviSane na postaji PBS2 in PBS3, najvi§ja vrednost pa je bila novembra

2014 izmerjena na postaji PBS1 (3,66 umol/L), najnizja pa na postaji PBS4.

Vzorci PBS1 so vsebovali veliko sedimenta.

DIN (raztopljen anorganski dusik)

pomlad poletje jesen zima

16,0
14,0
12,0
10,0

8,

umol/L
o

6,

o

o

4,

2,

o

0,0

W PBS1 mPBS2 PBS3 mPBS4

Slika 4: Koncentracije raztopljenega anorganskega dusika (DIN) v povrsinskem sloju na §tirih
postajah na obmoéju Luke Koper v vseh sezonah.

Najvisje koncentracije silikata so bile na vseh postajah izmerjene jeseni (v povprecju
8,7umol/L, SD: 4,3), najnizje pa poleti (v povprecju 1,5 umol/L, SD: 0,9), medtem ko so
bile pomladne in zimske koncentracije podobne (Slika 5). Vrednosti silikata na postaji PBS2



Pagon L. Biodiverziteta fitoplanktona na obmocju Luke Koper.

Univerza na Primorskem, Fakulteta za matematiko, naravoslovje in informacijske tehnologije, 2019 18

so bile vedno najvi§je v primerjavi z ostalimi tremi postajami in so bile med 2,74 in
17,22pmol/L.
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Slika 5: Koncentracije silikata v povrSinskem sloju na §tirih postajah na obmo¢ju Luke Koper v vseh
sezonah.

Najvisje koncentracije fosfata so bile na vseh postajah izmerjene jeseni (0,03-0,15 pmol/L),
najnizje, z izjemo postaje PBS2 pa spomladi in pozimi (< 0,01-0,02 pumol/L) (Slika 6). Po
najvi§jih koncentracijah fosfatov v vseh sezonah ponovno izstopa postaja PBS2 z najvisjo
koncentracijo pozimi.
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Slika 6: Koncentracije fosfata v povrsinskem sloju na $tirih postajah na obmoé¢ju Luke Koper v vseh
sezonah.
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3.1.2 Globinski profili temperature, slanosti in klorofila a

Vertikalne profile temperature, slanosti in klorofila a (iz in vivo fluorescence) smo pridobili
s spuscanjem sonde CTD vzdolz vodnega stolpa. Profili teh parametrov v posameznih
sezonah so se med seboj razlikovali (Slike 7, 8, 9, 10).

3.1.21 Pomlad

Dne 09.05.2014 je bilo na vseh postajah opaziti postopno znizanje temperature z okoli
18,2°C na povrsini na okoli 14,6 °C blizu dna (Slika 7a). Nasprotno se je slanost na vseh
postajah od povrSine proti dnu postopno zviSevala z okoli 32 na 37,2 (Slika 7b).
Koncentracija klorofila a se je na vseh postajah postopoma povecevala z okoli 0,8 pg/L na
povrsini do 3-6 ug/L blizu dna. Najmanjsi porast klorofila a proti dnu je bil izven luskih
bazenov na postaji PBS4. Signal Klorofilne fluorescence je pokazal kopienje biomase
fitoplanktona v plasti blizu dna na vseh mestih vzor¢enja (Slika 7c).

temperatura [°C] slanost [PSU] klorofil [ug/L]
0,0 50 100 150 20,0 250 32 34 36 38 1 3 3
-2,0 { -2,0
4,0 4.0 09.05.2014
6,0 6,0
8,0 -8,0
£ -10,0
—=10,0
3 12,0
©-12,0
=
09.05.2014 140
14,0 14,0
09.05.2014 150
16,0 16,0 e
150 180 18,0
-20,0
: -20,0 . .
200 gy p—-r) ———pB51 ——pBs2 ——pes1 ——res2
PBS3 PBS4 PBS3 PBS4

PBS3 PBES4

Slika 7: Globinski profili temperature (a), slanosti (b) in klorofila a (c) na postajah PBS1, PBS2, PBS3
in PBS4 na obmo¢ju Luke Koper z dne 09.05.2014.

3.1.2.2  Poletje

Dne 28.07.2014 so bili globinski profili temperature na vseh Stirih postajah zelo podobni.
Na povrsini (1-3 m globine) je bila na postajah PBS1 in PBS2 povpre¢na temperatura vode
23,7 °C (SD PBS1: 0,19, SD PBS2: 0,09). Voda na postaji PBS3 je bila najhladnejsa
(23,1°C), najtoplejsa pa na postaji PBS4 (24,1 °C). Temperatura se je proti dnu postopoma
znizZevala in je pri dnu (globina od 15 m do 19,2 m) na postaji PBS4 znasala povpre¢no
20,5°C (SD: 0,32) (Slika 8a). Povrsinska slanost je bila najnizja na postaji PBS2 (33,7),
najvisja pa na postaji PBS3 (34,9). Nato se je slanost v zgornjem delu vodnega stolpca z
nekaj preskoki postopno zvisevala. To je bil sloj halokline, ki se je raztezal od priblizno 2 m
do priblizno 8 m (PBS1, PBS2, PBS3) oz. 6 m (PBS4). Pod haloklino pa vse do dna je bil
vodni stolpec ponovno slanostno homogen (okoli 37,3) (Slika 8b). Signal fluorescence je
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pokazal na kopicenje biomase fitoplanktona nekoliko pod povrsino (na postajah PBS1, PBS2
in PBS4 na 3-6 m globine, na postaji PBS3 pa na 2 m globine). Poleg tega je na PBS4 vidno
povisanje koncentracije klorofila a blizu dna (Slika 8c).

temperatura [°C] slanost [PSU] klorofil [ug/L]
0,0 5,0 10,0 150 20,0 25,0 32 33 34 35 36 37 38 0.5 25 43
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Slika 8: Globinski profili temperature (a), slanosti (b) in klorofila a (c) na postajah PBS1, PBS2, PBS3
in PBS4 na obmodju Luke Koper z dne 28.07.2014.

3.1.23  Jesen

Jesenski globinski profili z dne 17.11.2014 kazejo na ve¢jo homogenost vseh parametrov
vodnega stolpca na vseh vzoréevalnih postajah. Temperatura vode je bila bolj ali manj
konstantna vzdolz vodnega stolpca, okoli 18 °C. Nekoliko izstopa postaja PBS4 z malo niZjo
povrsinsko temperaturo 17 °C (Slika 9a). Na tej postaji je bila tudi slanost v povrSinskem
vodnem sloju najnizja (35,6). Nekoliko niZja slanost je bila $e v povr§inskem sloju postaje
PBS2 (36,5). Od globine 2 m proti dnu je bila slanost na vseh postajah priblizno enaka (37)
(Slika 9b). Globinski profili klorofila a kazejo na podpovrsinski visek fitoplanktonske
biomase, ki pa je bil na posameznih postajah na razli¢nih globinah in razli¢no velik. Na
postaji PBSI je bil profil po globini $e najbolj homogen, z majhnim viskom na globini okoli
2 m. Viski na ostalih treh postajah so bili izmerjeni na globinah od 3 do 7 m (Slika 9c).
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Slika 9: Globinski profili temperature (a), slanosti (b) in klorofila a (¢) na postajah PBS1, PBS2, PBS3
in PBS4 na obmodju Luke Koper z dne 17.11.2014.

3124  Zima

Dne 09.02.2015 je bil vodni stolpec na vseh Stirih postajah temperaturno in slanostno
homogen (Slika 10a, b). Temperatura vode na vseh postajah je bila okoli 9 °C, slanost pa
okoli 37,3 (Slika 10b). Tudi koncentracije klorofila a so bile podobne na vseh postajah (od
okoli 0,7 ug/L na povrsini do okoli 1,4 ug/L pri dnu); visje povrSinske vrednosti so bile le
na postaji PBS1 (Slika 10c).
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Slika 10: Globinski profili temperature (a), slanosti (b) in klorofila a (c) na postajah PBS1, PBS2, PBS3
in PBS4 na obmo¢ju Luke Koper z dne 09.02.2015.
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3.2 BIODIVERZITETA FITOPLANKTONA NA OBMOCJU LUKE KOPER
V Casu raziskave smo v mreznih vzorcih na obmocju Luke Koper dolocili 184
fitoplanktonskih taksonov (Priloga A). V vecini primerov smo jih dolo¢ili do vrste, ko to ni
bilo mogoce, pa do rodu. Zaradi poenostavitve od tu dalje uporabljamo pojem »vrsta« za vse
taksone.

Vec kot polovico vrst je diatomej (94), sledi 78 vrst dinoflagelatov, 6 kokolitoforidov, 3
silikoflagelati, dve wvrsti sta iz skupine heterotrofnih bickarjev, ena vrsta pa iz razreda
ksantoficeje (Priloga A).

Nekaj diatomejskih vrst smo v slovenskem morju opazili prvi¢ (glej poglavje 3.3.3).
Stevilo vrst (S) fitoplanktona v vseh mreznih vzorcih (3tiri postaje, itiri sezone) je bilo med
13 in 68 (Preglednica 1). Razlike v $tevilu vrst med postajami so bile bistveno manjse kot
razlike med sezonami. Povprecno »letno« Stevilo vrst posamezne postaje je bilo 48 in 50. So
pa razlike v Stevilu vrst med sezonami vecje, od povpreé¢no 23 vrst pozimi do povprec¢no 63
vrst pomladi.

Preglednica 1: Stevilo vrst (S) fitoplanktona na postajah na obmo&ju Luke Koper v §tirih sezonah s
povpreénimi vrednostmi in standardno deviacijo (£ SD) za posamezne sezone in postaje (PBS1, PBS2,

PBS3, PBS4).
postaja

sezona PBS1 | PBS2 |PBS3 | PBS4 | povprecje |+ SD
pomlad 59 61 68 64 63 3,4
poletje 56 53 53 46 52 3,7
jesen 65 48 57 62 58 6,4
zima 13 30 22 27 23 6,4
povprecje 48 48 50 50

+SD 20,6 11,4 | 17,1 | 149

V vseh sezonah so na petih vzorénih postajah prevladovale diatomeje. Najvec jih je bilo v
jesenskem ¢asu, dinoflagelatov pa najve¢ spomladi. Zima je c¢as mirovanja pri
fitoplanktonskih zdruzbah (razen rodu diatomej, kjer je biodiverziteta enaka poletju), ker
smo nasli najmanj predstavnikov pozimi, 09.02.2015 (Preglednica 2).
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Preglednica 2: Pojavnost/prisotnost fitoplanktonskih taksonov med posameznimi sezonami na vseh
postajah (PBS1, PBS2, PBS3, PBS4, PBS5) obmocju Luke Koper.

pomlad | poletje | jesen | zima
diatomeje 48 42 58 42
dinoflagelati 48 41 35 14
kokolitoforidi 3 3 3 0
silikoflagelati 2 2 2 2
ksantoficeje 0 0 1 1
heterotrofni bi¢karji/ebriida 1 1 1 1

Z dendrogramom (Slika 11) smo prikazali podobnost oziroma razli¢nost fitoplanktonske

zdruzbe med vzorci. Iz dendrograma je razvidno znacilno grupiranje po sezonah. Sestava

zdruzbe je bila med postajami najbolj podobna spomladi, najbolj pa so bili vzorci med seboj

razli¢ni pozimi. Zimski vzorci se tudi najbolj razlikujejo od vzorcev iz ostalih sezon.
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Slika 11: Dendrogram podobnosti fitoplanktonske zdruzbe na obmoéju Luke Koper. Steviléne oznake
poleg imena postaj oznacujejo sezone: 1 — pomlad, 2 — poletje, 3 — jesen, 4 — zima.

3.3HAB IN NIS ORGANIZMI NA OBMOCJU LUKE KOPER

3.3.1 Organizmi HAB

Stevilo (potencialnih) taksonov HAB, najdenih v vseh vzorcih tekom $tudije PBS v Luki
Koper, je 25 (Preglednica 3, Slika 12). Najve¢ je dinoflagelatov, 19, vendar smo do ravni
vrste doloc¢ili 16. Nekatere vrste iz rodov Dinophysis in Alexandrium so ostale
neidentificirane, zato je Stevilo Skodljivih vrst dinoflagelatov na obmocju Luke Koper
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verjetno Se vecje. Veliko manjSe je Stevilo Skodljivih diatomejskih taksonov — le stiri. Poleg
vrste Chaetoceros wighamii, ki naj bi povzrocala pomor rib (»fish killing« vrsta), je na
seznamu tudi potencialno toksicen rod Pseudo-nitzschia z vsaj tremi vrstami, P. cf.
calliantha, P. fraudulenta in P. multistriata. Podobno kot pri dinoflagelatih, je tudi Stevilo
Skodljivih vrst iz tega diatomejskega rodu verjetno vecje in so »skrite« v taksonu Pseudo-
nitzschia spp. Na seznamu vrst HAB je tudi silikoflagelat Dictyocha speculum kot
povzrocitelj pomora rib (Preglednica 3).

Preglednica 3: Seznam (potencialno) $kodljivih vrst fitoplanktona (HAB), ki so bile najdene v mreZnih
vzorcih in vzorcih morske vode iz sestavljene cevi v okviru $tudije PBS na obmocju Luke Koper.
Podane so tudi informacije o $kodljivem vplivu vrst oz. rodov HAB in drugih bioloskih znacilnostih:
faza mirovanja (dinoflagelatne ciste in spore diatomej v fazi mirovanja). Oznake A-R se nanasajo na
fotografije vrst na Sliki 12.

vrsta zastrupitve/toksin/skodljivi
DINOFLAGELATI ucinek faza mirovanja
Alexandrium cf. minutum (A, B) toksini PSP da
Alexandrium insuetum (D) neznana da

fikotoksin, goniodomin A, deluje
Alexandrium pseudogonyaulax (C) protiglivicno da
Alexandrium spp. toksini PSP da
Dinophysis caudata (E, F) toksini DSP n.c.
Dinophysis fortii (G) toksini DSP n.c.
Dinophysis hastata (M) toksini DSP n.c.
Dinophysis sacculus (1) toksini DSP n.c.
Dinophysis tripos (H) toksini DSP da
Dinophysis spp. toksini DSP n.c.
Gonyaulax spp. masovno cvetenje da
cf. Heterocapsa triquetra amino kisline: BMAA da (zacasna)
Lingulodinium polyedra (J) jesotoksini da
Noctiluca scintillans (L) masovno cvetenje n.c.
Phalacroma mitra (O) toksini DSP ne/neznano
Phalacroma rotundatum (N) toksini DSP ne/neznano
Prorocentrum cordatum masovno cvetenje/tetrodotoksin da
Prorocentrum lima toksini DSP da
Protoceratium reticulatum (K) jesotoksini da
DIATOMEIJE
Chaetoceros cf. wighamii pomor rib da
Pseudo-nitzschia cf. calliantha toksin ASP ne
Pseudo-nitzschia cf. fraudulenta toksin ASP ne
Pseudo-nitzschia multistriata toksin ASP ne
Pseudo-nitzschia spp. (P, R) toksin ASP ne
SILIKOFLAGELATI
Dictyocha speculum ‘ pomor rib verjetno
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Slika 12: Mikroskopske fotografije dinoflagelatov in diatomej HAB, posnete v fluorescenéni UV (A, E)
in navadni svetlobi (vse ostale). Objekti na fotografijah A in E so pobarvani z barvilom Calcofluor
White M2R (glej Preglednico 3 za vrstno sestavo).
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Za natan¢no oceno abundance vrst HAB v celotnem vodnem stolpcu, smo le-te presteli v
vzorcih morske vode, vzoréenih s pomogjo sestavljene cevi. Skodljivi dinoflagelati so bili
najbolj steviléni pomladi in poleti z izjemo vrste Phalacroma rotundatum, medtem ko so
vrste rodu Pseudo-nitzschia dosegle vrhunec jeseni (Slika 13). V zimskem casu je bila
abundanca $kodljivih vrst zelo majhna; presteli smo zgolj 200 celic/L vrst iz rodu Pseudo-
nitzschia. Alexandrium cf. minutum je bil najden v spomladanskih vzorcih in jeseni v
zanemarljivo majhnih abundancah. Ta vrsta je bila spomladi najbolj Steviléna na postaji
PBS1, 800 celic/L in najmanj na PBS2, 240 celic/L. Dinophysis sacculus se je pojavljal samo
spomladi in poleti. Celic je bilo vedno manj kot 100 na liter. Vrsto Phalacroma rotundatum
Lingulodinium polyedra smo nasli v spomladanskih in poletnih vzorcih. lzstopala je postaja
PBS4 s kar 350 celic/L, medtem ko so bile abundance v spomladanskih vzorcih bolj
primerljive. Dinamiko in Stevil¢nost rodu Pseudo-nitzschia predstavlja vsota dolo¢enih in
nedolocenih vrst. Pseudo-nitzschia spp. se je pojavljala skozi vse leto, najstevilénejsa pa je
bila jeseni in sicer na postaji PBS3 (18.000 celic/L).
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Slika 13: Abundanca izbranih $kodljivih fitoplanktonskih taksonov na §tirih vzor¢nih postajah v $tirih
sezonah na obmodju Luke Koper (opomba: razli¢en razpon vrednosti abundanc na y oseh).

3.3.2 [Ekoloske znacilnosti HAB organizmov na obmoc¢ju Luke Koper

S pomocjo nemetri¢nega multidimenzionalnega skaliranja (NnMDS) smo preverili, ali se
vzorci iz razliénih postaj v razlicnih sezonah med seboj razlikujejo po vrstni sestavi
Skodljivega fitoplanktona. Ordinatni diagram nMDS prikazuje razvrstitev vzorcev na prvih
dveh ordinatnih oseh (Slika 14). Najvecji vpliv na razvrstitev ima sezona vzorcenja, saj so
vzorci iz iste sezone na diagramu vecinoma razvrsceni blizu skupa;.

S funkcijo envfit smo dodatno ugotavljali, kako na to razvrstitev vplivajo fizikalni in kemi¢ni
dejavniki. Razlozena varianca kaze, da je statisti¢no znacilna le temperatura, kar je glede na

to, da imamo samo S§tiri vzor¢enja v §tirih sezonah, pricakovano (Preglednica 4). Ostali
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parametri ne kaZejo pomembne vloge pri sezonski porazdelitvi vrst HAB. Se najveéje
povezave so s slanostjo.

Preglednica 4: RazloZena varianca (r), ki jo predstavljajo razli¢ni parametri, in njihova statisti¢na
znadilnost (P) pridobljeni z analizo envfit.

r? P
temperatura| 0,4072 0,042
slanost 0,2917 0,136
fosfat 0,0454 0,765
DIN 0,1616 0,353
silikat 0,1155 0,505

Pri visjih temperaturah v spomladanskih in poletnih vzorcih dominirajo vrste iz rodu
Alexandrium spp. in Dinophysis caudata ter Protoceratium reticulatum. Poleti dominirajo
miksotrofi: D. sacculus, D. fortii in L. polyedra. V jesenskih vzorcih smo nasli vrste:
Prorocentrum lima, Pseudo-nitzschia fraudulenta, P. calliantha in druge vrste iz tega rodu
(P. spp.), Phalacroma rotundatum ter nekatere vrste iz rodu Dinophysis (Slika 14).

I A NI S

NMDS2

PBS4_4

NMDS1

Slika 14: Diagram nMDS, ki prikazuje razvrstitev vzorcev in vrst na prvih dveh ordinacjskih oseh
glede na sestavo $kodljivih vrst (A. ins — Alexandrium insuetum, A. min — Alexandrium cf. minutum, A.
pse — Alexandrium pseudogonyaulax, A. spp — Alexandrium spp., D. cau — Dinophysis caudata, D. for —

Dinophysis fortii, D. sac — Dinophysis sacculus, D. spp. — Dinophysis spp., L. pol — Lingulodinium
polyedra, P. lima — Prorocentrum lima, P. ret — Protoceratium reticulatum, Ph. rot — Phalacroma
rotundatum, Ps. cal — Pseudo-nitzschia cf. calliantha, Ps. fra — Pseudo-nitzschia fraudulenta, Ps. sp. —
Pseudo-nitzschia sp.) fitoplankotna v povezavi z abiotskimi dejavniki. Oznake vzorcev: postaja_sezona
(1 — pomlad, 2 — poletje, 3 —jesen, 4 —zima) (npr.: PBS1_1). Stres: 0,106.
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3.3.3 Prvic¢ opazZene in tujerodne vrste (NIS)

V raziskavi PBS smo prvi¢ v slovenskem morju opazili pet diatomejskih vrst (Slika 15):
Dactyliosolen phuketensis, Lithodesmium undulatum, Meuniera membranacea, cf.
Pseudoguinardia recta in Pseudo-nitzschia multistriata.

- ¥

Slika 15: Prvi¢ opaZene vrste na obmo¢ju Luke Koper; a: Dactyliosolen phuketensis, b: Lithodesmium
undulatum, ¢: Meuniera membranacea, d: cf. Pseudoguinardia recta, e: Pseudo-nitzschia multistriata.

Z veliko mero verjetnosti smo kot NIS, ki je obenem tudi potencialno toksi¢na, dolo¢ili le
vrsto Pseudo-nitzschia multistriata z znacilno sigmoidno zavito obliko celic (Slika 16).

Slika 16: Celici Pseudo-nitzschia multistriata (svetlobni mikroskop) iz postaje 0DB2.

Med Ze prisotnimi neskodljivimi vrstami v slovenskem morju, ki so ze zacvetele, omenimo
Se vrsto Chaetoceros cf. pseudodichaetus. Ker je njen izvor neznan, smo jo dolo¢ili kot
kriptogeno vrsto.
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3.4POVPRECNA LETNA DINAMIKA  SKODLJIVIH  VRST
FITOPLANKTONA V JV DELU TRZASKEGA ZALIVA

Zato, da bi dobili bolj natancno sliko znacilne dinamike Skodljivih vrst mikroalg v

slovenskem delu Trzaskega zaliva, smo analizirali dolgoletno serijo podatkov (2006-2015)
o pojavljanju HAB in njihovi $tevil¢nosti v delu slovenskega morja, ki lezi blizu akvatorija
Luke Koper To je postaja 0DB2, ki je vkljucena v nacionalni monitoring spremljanja
temi podatki in s podatki o vrstah HAB iz Luke Koper lahko pripravimo naért monitoringa
HAOP v pristanis$¢u. V nadaljevanju predstavljamo povpre¢no letno dinamiko
najpogostej$ih potencialno toksi¢nih vrst fitoplanktona, ki lahko povzro¢ijo ASP, DSP in
PSP zastrupitve ter zastrupitev z jesotoksini. Znacilna letna dinamika na slikah 17-20 je
prikazana z mese¢nimi boxplot diagrami z mediano in roc¢icami, ki predstavljajo celoten
razpon (min-max) vrednosti abundanc v posameznem mesecu 10-letnega obdobja.

Vrste Pseudo-nitzschia spp. so najstevilénejSe v jesenskih mesecih (september — november,
mediana okoli 15.000 celic/L), drugi, manjsi sezonski viSek pa se pojavi v marcu (mediana
8.000 celic/L) (Slika 17). Cvetenja vrst Pseudo-nitzschia pa se lahko pojavijo skoraj v vseh
mesecih, razen januarja, februarja in avgusta in doseZejo tudi ve¢ milijonov celic/L. V rodu
Pseudo-nitzschia smo prepoznali vrste P. cf. calliantha, P. cf. fraudulenta in P. pungens, Ki
se vse praviloma pojavljajo v zimskih in jesenskih mesecih (Slika 21).
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Slika 17: Povpre¢na letna dinamika vrst iz rodu Pseudo-nitzschia, ki povzroéajo zastrupitev ASP na
postaji 0DB2 v obdobju 2006-2015.

Povprecna letna dinamika vrste Lingulodinium polyedra ima znacilen spomladansko-poletni
visek (Slika 18) z najvi§jo mediano v juniju (25 celic/L). Za te mesece je tudi nasploh
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zna¢ilno najveéji razpon Stevila celic, ki lahko doseze tudi 1.750 celic/L. V preostalih
mesecih, predvsem pa od novembra do marca, je abundanca L. polyedra zanemarljiva.
Znacilen spomladansko — poletni vzorec pojavljanja je razviden tudi iz diagrama nMDS
(Slika 21).
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Slika 18: Povpreéna letna dinamika vrste Lingulodinium polyedra, ki sinteizira jesotoksine, sorodne
toskinom DSP, na postaji 0DB2 v obdobju 2006-2015.

Vrste rodov Dinophysis in Phalacroma predstavljamo skupaj, ker oba povzrocata zastrupitve
DSP. Vrste so stevilénejSe od maja do decembra, Ceprav so prisotne tudi v prvi tretjini leta
(Slika 19). V mesecih z najve¢jimi abundancami in razponi so si mediane zelo podobne,
nekoliko pa izstopa julijska mediana (okoli 100 celic/L). Septembra 2010 je bila dosezena
najve¢ja abundanca (2.100 celic/L) in je bila skoraj izkljuéno zaradi cvetenja vrste
Dinophysis fortii, ki je znacilna jesenska vrsta (Slika 21). Poleg D. fortii so najbolj pogoste
vrste Se D. caudata, D. sacculus, D. tripos in Phalacroma rotundatum. D. sacculus in D.
tripos sta znacilni poletni vrsti, D. caudata se poleg D. fortii na diagramu nMDS razporedi
med jesenske vrste, medtem ko je vrsta P. rotundatum prisotna v vodnem stolpcu vse od
maja do decembra (Slika 21).
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Slika 19: Povpreéna letna dinamika vrst Dinophysis spp. in Phalacroma spp., ki povzro¢ajo zastrupitev
DSP, na postaji 0DB2 v obdobju 2006-2015.

Povpre¢na letna dinamika vrst iz rodu Alexandrium, ki je potencialni povzrocitelj zastrupitve
PSP, kaze na en letni viSek v spomladanskih mesecih (maj-junij, mediana 100 celic/L), ko
lahko obcasno dosezejo tudi nekaj 100 ali skoraj 2000 celic/L (Slika 20). V pozno jesenskih
in zimskih mesecih (izjema februar) so abundance zelo nizke. V vzorcih smo dolo¢ili tri
vrste: Alexandrium insuetum, A. cf. minutum in A. pseudogonyaulax.
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Slika 20: Povpre¢na letna dinamika vrst Alexandrium spp, ki povzro¢ajo zastrupitev PSP, na postaji
0DB2 v obdobju 2006-2015.
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Vse vrste iz rodu Alexandrium imajo priblizno enak sezonski vzorec pojavljanja — od
pomladi do jeseni, vendar je A. cf. minutum praviloma bolj $tevilcen maja, ostali dve vrsti
pa dosezeta viSek v naslednjih mesecih (junij-julij) (Slika 21).
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Slika 21: Diagram nMDS, ki prikazuje razvrstitev $kodljivih vrst fitoplanktona na postaji 0DB2 na
prvih dveh ordinacjskih oseh glede na sezono pojavljanja.
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4  DISKUSIJA

Cilj naloge je bil pripraviti popis fitoplanktonskih vrst na obmoc¢ju Luke Koper, vklju¢no s
skodljivimi organizmi — HAOP. Med mikroalgami so to tiste vrste, tako avtohtone kot
tujerodne, ki povzrocajo Skodljiva cvetenja (HAB). V nalogi smo se osredotoéili na
planktonske mikroalge, tj. fitoplankton. Ekoloske znacilnosti najdenih HAB organizmov v
pristaniS$¢u v $tirih sezonah (pomlad, poletje in jesen 2014 ter zima 2015) smo primerjali z
vecletno casovno serijo HAB-ov na izbranem skolj¢is¢u v slovenskem morju (Debeli rtic).
Nas namen je bil prepoznati znadilen sezonski vzorec pojavljanja in cvetenja HAB-ov na
Debelem rticu in ga »preslikati« na HAB organizme, najdene v pristaniScu, kar bi lahko
uporabili pri nacrtovanju monitoringa HAOP v sistemu zgodnjega opozarjanja (EWS) pri
ravnanju z balastnimi vodami na obmog;jih pristanisc.

Zastavili smo tri delovne hipoteze: 1. Sestava fitoplanktonske zdruzbe v pristaniscu,
vkljuéno z organizmi HAOP/HAB, sledi pricakovani sezonski dinamiki v JV delu Trzaskega
zaliva; 2. Razlike med postajami na obmocju pristaniS§¢a so odraz razli¢nih abiotskih
dejavnikov; in 3. Prvi¢ opazene vrste fitoplanktona v slovenskem morju so posledica vnosa
z ladijskimi balastnimi vodami.

4.1 BIODIVERZITETA IN SEZONSKA DINAMIKA

FITOPLANKTONSKE ZDRUZBE NA OBMOCJU LUKE KOPER
Najpomembnejsi rezultat popisa fitoplanktona v raziskavi PBS je seznam vrst in rodov
(Priloga A), ki bo sluzil kot referen¢na tocka za prihodnje upravljanje in monitoring
pristanis¢ iz vidika konvencije BWM (IMO 2004). Pristanis¢e Koper je tako kot druga
pristani$¢a in obalna obmocja po vsem svetu (Juliano in Garcia 2006; Huixian in sod. 2017,
Cabrini in sod. 2018), prepoznalo pomen izvajanja konvencije in pripravilo popis razli¢nih
skupin organizmov, ki vkljucuje tudi fitoplanktonsko zdruzbo.

Seznam vrst, pripravljen v tej Studiji za obmoc¢je Luke Koper, se glede na bogatost in sestavo
vrst v veliki meri sklada s predhodnimi precej obseznej$imi PBS popisi, ki so bili opravljeni
v lukah po celem Jadranu: Bari, Ancona, Benetke in Trst v Italiji; Koper v Sloveniji; Pula,
Rijeka, Sibenik, Split in Plo¢e na Hrvaskem; Bar v Crni gori; in Durrés v Albaniji (Mozeti¢
in sod. 2017; Cabrini in sod. 2018; Kraus in sod. 2018). Sicer ze po navedbah Vili¢i¢ in sod.
(2009) raznolikosti wvrst kokolitoforidov in drugih skupin fitoplanktonov ni mogoce
enostavno direktno primerjati med obmo¢ji zaradi razli¢nih metodologij vzor€enja, Stevila
vzorcev in protokolov identifikacije.

Tako ni presenetljivo, da je vsota taksonov dveh najstevilénejsih skupin iz nase Studije, to
sta skupini diatomej in dinoflagelatov (Ndiatomeje = 94, Ndinoflagelati = 78, Nskupno = 169) manjsa
od inventarja 782 taksonov, ki so ga predstavili Vili¢i¢ in sodelavci (2002), saj so dopolnili
seznam med obdobjem 1981-2000. Prav tako je velika razlika tudi v stevilu vrst iz skupine
haptofitov, kjer prevladujejo kokolitoforidi: 6 (nasa Studija) in 101 (Vili¢i¢ in sod. 2002).
Prav tako v nasi raziskavi PBS nekaterih fitoplanktonskih organizmov nismo uspeli
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fitoplanktona (Chaetoceros cf. pseudodichaetus) ni bilo na seznamu pregledane floristi¢ne
literature in zato smo jo uvrstili kot kriptogeno vrsto (Pociecha in sod. 2016). V nasem delu
smo zaznali tudi neidentificirane vrste iz rodu Gymnodinium (Thessen in sod. 2012),
predvsem pa najbolj znacilne vrste/taksone HAB: Alexandrium spp., Dinophysis spp.,
Pseudo-nitzschia spp. Zate taksone so v predhodnjih raziskavah pokazali njihovo prisotnost
tekom celega leta (Vili¢i¢ in sod. 2002, 2009; Cabrini in sod. 2018; Kraus in sod. 2018;
Mozeti¢ in sod. 2017).

Primerjava rezultatov iz naSe Studije z analizo desetletnih podatkov iz severnega Jadrana
(Mari¢ in sod. 2012) je potrdila podoben vzorec sezonskega pojavljanja naslednjih vrst iz
naSe Studije:

POMLAD - Chaetoceros spp., Cylindrotheca closterium, Cerataulina pelagica, Cyclotella
spp., cf. Oblea rotunda, Prorocentrum micans, Proboscia alata, Tripos furca in T. fusus;
POLETJE — Chaetoceros spp., Hermesinum adriaticum, Leptocylindrus danicus, P. alata,
T. furca, T. fusus in Thalassionema nitzschioides;

JESEN — Guinardia flaccida, Pseudo-nitzschia cf. calliantha in T. cf. horridus;

ZIMA — Eucampia zodiacus in T. cf. horridus.

Totti in sod. (2000) in studija Mozeti¢ in sod. (1998) so v vzhodnem delu srednjega Jadrana
prepoznali Chaetoceros kot rod, ki prevladuje spomladi, kar se ujema z nasimi ugotovitvami,
saj se Chaetoceros sp. abundantno pojavlja v spomladanskih in poletnih vzorcih. Povecana
dominanca vrst Chaetoceros je bila v zadnjem obdobju opaZena tudi v Trzaskem zalivu
(Mozeti¢ in sod. 2017; Cabrini in sod. 2018). Dejstvo, da sta bila diatomeja Lioloma
pacificum in silikoflagelat Dictyocha fibula oba ¢edalje pogosteje opazena preko 30-letnega
obdobja opazovanj v severnem Jadranu (Bernardi Aubry in sod. 2012) sovpada z naso
dolo¢itvijo obeh vrst, ki tako predstavljata pomemben del jesensko-zimske fitoplanktonske
zdruzbe. Razlike v sezonskih vzorcih med naso Studijo in drugimi omenjenimi Studijami iz
severnega Jadrana so bile v prevladujoCih nediatomejskih vrstah. Nekatere razlike lahko
pripiSemo razliénim metodoloSkim pristopom: v na$i analizi smo pregledovali mrezne
vzorce z velikostjo o¢es 20 um v planktonski mrezi, Vili¢i¢ in sod. (2009) pa so analizirali
vodne vzorce, v katerih so prevladovali manjsi (< 20 pm) dinoflagelati. Vrsta Hermesinum
adriaticum, ki je bila v Luki Koper pogosta v poletnih vzorcih, v prejs$njih raziskavah (ibid.)
ni bila prevladujo¢a v Jadranu. To kaze na stabilno in ponavljajoce se zaporedje
prevladujocih taksonov v jadranskih obalnih fitoplanktonskih zdruzbah. Na podlagi
rezultatov prisotnosti dveh sezonsko prevladujo¢ih rodov Chaetoceros spp. in Pseudo-
nitzschia spp., pri katerem je le z uporabo svetlobnega mikroskopa tezko identificirati vrsto,
sklepamo, da ima ta analitska nedolo¢enost lahko merljiv vpliv na nase rezultate. V obeh
rodovih je namre¢ skritih ve¢ vrst z razlicnimi optimumi rasti glede na abiotske parametre
in ki se glede na spremembe v okolju pojavljajo lahko v kratkem ¢asu ena za drugo (¢asovna
sukcesija). To zaporedno pojavljanje skozi ¢as so z uporabo podrobnih morfoloskih in/ali
molekularnih metod pokazali za vrsti Chaetoceros (Bosak in sod. 2016) in Pseudo-nitzschia
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(Grbin in sod. 2017). V nasi $tudiji smo na obmoc¢ju Luke Koper identificirali 18 skozi
Cas/sezone neenakomerno razporejenih vrst Chaetoceros in samo tri vrste Pseudo-nitzschia.
Na tem mestu je potrebno omeniti, da optimalna taksonomska resolucija lahko povzroci
navidezno prisotnost toksi¢nih predstavnikov rodu Pseudo-nitzschia v razli¢nih sezonah in
lokacijah vzorcenja, kar bi lahko resili le z uporabo kompleksnejsih molekularnih metod.
Treba je skrbno preuciti protokole zlasti za identifikacijo vrst Pseudo-nitzschia, saj se je
Stevilo opisanih vrst v zadnjih 30 letih v svetovnih oceanih ve¢ kot podvojilo, kar vkljucuje
tudi toksi¢ne vrste (Trainer in sod. 2012). Uporaba naprednih molekularnih metod za
odkrivanje filogenetskih odnosov pride v postev v primeru, kjer rutinska svetlobna
mikroskopija ne omogoca pravilne identifikacije. Najvecje cvetenje rodu Pseudo-nitzschia
nastopi novembra s stevilénostjo cca. milijon celic/L. Vrsta Lingulodinium polyedra naj ne
bi bila zdravju skodljiva a so vidne znacilne povisane vrednosti v juniju in juliju ter manjsa
Stevilénost v mesecu maju. Abundanca/Biodiverziteta Dinophysis spp. in Phalacroma spp.
je nizka, ciste niso znane (Francé in Mozeti¢ 2006). Tudi Alexandrium spp. je malo Stevilcen
in pri nas ne predstavlja problema. Pozno spomladanske vrste imajo stalni sezonski vzorec
(Slika 14, Slika 21).

Poleg rodu Pseudo-nitzschia in Alexandrium so bili vsi drugi taksoni lazje identificirani na
raven vrste. Dokler napredna tehnologija ne bo omogocila hitre identifikacije vrst med
rutinskim spremljanjem/monitoringom, je treba celotne rodove Steti za Skodljive. Posebno
pozornost je treba nameniti med procesom cvetenja vrst Pseudo-nitzschia, saj je znano, da
se proizvodnja domojske kisline pri Stevilnih vrstah povecuje prav v stacionarni fazi (Fehling
in sod. 2004 (a); Fehling in sod. 2004 (b); Besiktepe in sod. 2008). Zastopanost vrst
Dinophysis in Phalacroma v vzorcih iz nase Studije je bila podobna prej opisanim sezonskim
karakteristikam v vzorcih severnega Jadrana (Francé in Mozeti¢ 2006) in vzhodne obale
osrednjega Jadrana (Nincevi¢ Gladan in sod. 2008). Vrste Alexandrium so bile na splo§no
najbolj Steviléne poleti, zabelezene vedno v nizkih abundancah (pod 5000 celic/L). Zelo
redko so bili opisani primeri njihovega cvetenja, tj. nekaj milijonov celic na liter v obalnih
vodah Jadrana, kjer je po do sedaj zbranih podatkih vec¢ kot enkrat prislo do povzrocitve PSP
(Pavela Vranci¢ in Marasovi¢ 2004; Ujevi¢ in sod. 2012; Ujevi¢ in sod. 2018). Kljub
Stevilnim nereSenim vpraSanjem (taksonomija, toksikologija) in razmeroma nizki
Stevil¢nosti tega rodu, bi morali potencialni monitoring plani upoStevati ciste, za katere je
znano, da jih proizvajajo vrste Alexandrium in ki so pokopane v sedimentih (Mozeti¢ in sod.
2017).

Opisani sezonski vzorci posameznih predstavnikov fitoplanktonske zdruzbe kazejo, da so
bile razlike med postajami manjSe kot razlike med sezonami. Vse to nakazuje, da gre na
obmo¢ju Luke Koper za isto fitoplanktonsko zdruzbo kot SirSe v TrzaSkem zalivu. Z
zbranimi podatki in primerjavami z dostopno literaturo smo tako potrdili prvo zastavljeno
hipotezo, da sestava fitoplanktonske zdruzbe v pristanis¢u, vklju¢no z organizmi
HAOP/HAB, sledi pricakovani sezonski dinamiki v JV delu Trzaskega zaliva.
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4.2 VPLIV ABIOTSKIH DEJAVNIKOV NA FITOPLANKTONSKO
ZDRUZBO

V drugem delu raziskave smo se lotili analize podobnosti/razlike med vzorénimi postajami
na obmocju pristani§¢a preko meritev abiotskih parametrov. Na splosno so si bile postaje
glede na multivariatno grupiranje abiotskih dejavnikov med seboj precej podobne in so
tvorile skupke glede na Cas (sezono) vzoréenja (Slika 11). Na podlagi meritev in analiz tako
sklepamo, da ima od izmerjenih abiotskih dejavnikov, ki lahko vplivajo na razlike v sestavi
vrst HAB, najpomembnejsi vpliv temperatura vode, ki pa je sama po sebi v bistvu sezonske
narave. PodrobnejSi vzorec vejanja pokaze na najvefje podobnosti na nivoju abiotskih
parametrov med postajami, ki so v zalivu/bazenu/zaledju brez drugih vplivov (PBS3 in
PBS1). Izliv reke Rizane, kjer je posledicno voda braki¢na in onesnazena z nutrienti (Pockaj
2008), vpliva na karakteristike postaje PBS2. Na postaji PBSS smo vzor¢ili z s horizontalnim
vlekom, postaja PBS4 pa je Ze precej oddaljena od pristanisca, Saj je tam obmocje sidriS¢a
(Slika 3). Nasi rezultati primerjave koncentracije DIN (Slika 4) na vzor¢nih postajah
potrjujejo, da so le te bile izredno poviSane na postaji PBS2, kar potrjuje prej omenjeni vpliv
stalnega pritoka reke Rizane v vzoréevalni bazen (Pockaj 2008; Kraus in sod. 2018). Ce
primerjamo vrednosti hranil, izmerjenih med vzor¢enjem nase Studije PBS, z vrednostmi,
pridobljenimi v ¢asu spremljanja iste postaje v okviru monitoringa NIB, Kjer ni bilo opaziti
nobenega vpliva pristanis$¢éa v Kopru, smo v naSi Studiji opazili dva do Stirikrat visje
koncentracije amonija na postaji PBS2 (Slika 4) in na isti postaji skoraj dvakrat visji nitrat,
kjer med rednim monitoringom NIB ravno tako ni bilo zaznati negativnega vpliva Luke
Koper (Flander Putrle in sod. 2015). Postaja PBS4 je najbolj zunanja postaja in ni pod
neposrednim vplivom re¢nega izliva in vnosov hranil s kopnega, saj so bile koncentracije
vseh nutrientov praviloma vedno najnizje ali zelo nizke. Nasprotno pa koncentracije hranil
v povrSinskem sloju na postaji PBS2 kazejo na velik vpliv izliva reke Rizane. Postaja PBS1
je predstavljala najbolj plitvi del morja, kjer smo odvzeli vzorce, in Kjer se dviguje veliko
sedimenta.

Pregled podobnosti fitoplanktonskih zdruzb pokaze, da je njihova najveéja podobnost
spomladi in poleti. Na podlagi zbranih podatkov nimamo indicev, da bi to bilo neposredno
povezano z obsegom in frekvenco torej z intenzivnejSim ladijskim prometom (Slika 14, Slika
21). Na podobnost v fitoplanktonski zdruzbi med postajami znotraj ene sezone lahko
vplivajo: (i) naravni cikel fitoplanktonskih zdruzb (kar vkljuCuje sezonske spremembe
abiotskih dejavnikov), (ii) vnos dodatnih nutrientov s kopnega (reke) in (iii) antropogeni
transport vodnih mas preko balastnih tankov. Vendar je tezko oceniti, v kolik§ni meri
intenziven pomorski promet vpliva na sestavo zdruzbe fitoplanktona preko transporta
balastnih vod (tj. vnos tujerodnih organizmov), saj razSirjanja preko drugih poti, kot so
morski tokovi ne moremo izkljuciti. V prid antropogenemu vnosu vrst NIS z balastnimi
vodami govori dejstvo, da smo edino vrsto NIS iz naSe raziskave (Pseudo-nitzschia
multistrata), najdeno v prosti vodi, skoraj socasno odkrili tudi v balastnih tankih ladij, ki so
prispele v pristanis¢e Koper iz drugih sredozemskih pristanis¢ (Cabrini in sod. 2018).
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Zaznavanje vrste Pseudo-nitzschia multistrata v morskih vzorcih v pristaniscu bi zato preko
tega nacina prenosa pomenilo izkljuéno nakljucje ali uvodni/zacetni dogodek. Ta vrsta je
bila v severnem delu zaliva Ze zabeleZena leta 2005 (Mozeti€ in sod. 2017) in se od leta 2015
dalje redno spremlja v fitoplanktonskih zdruzbah jugovzhodnega dela Trzaskega zaliva. To
ni presenetljivo, saj planktonski organizmi zlahka kolonizirajo novo okolje tudi z naravnim
razprSevanjem/Sirjenjem enako kot avtohtone zdruzbe.

Na podlagi zbranih podatkov lahko ugotovimo, da druge delovne hipoteze ne moremo v
celoti potrditi, saj se je kot pomemben okoljski parameter, ki vpliva na sestavo planktonskih
zdruzb v nasi Studiji pokazala samo temperatura vode. Prav tako ne moremo opaZenih razlik
v fitoplanktonskih zdruzbah direktno povezati samo na ladijski promet.

4.3SKODLJIVE/HAB AVTOHTONE IN NEAVTOHTONE

FITOPLANKTONSKE VRSTE NA OBMOCIJU LUKE KOPER

Vrste HAB so bile prepoznane kot pomemben pojav od ¢asa prvih odkrivanj do njihovega
sploSnega raziskovanja in velikega povecanja Stevila opisanih vrst HAB (Hallegraeff 1993).
Nedavna zbirka vrst HAB v svetovnih oceanih, ki obravnava razlicne vidike HAB, od
taksonomije, biogeografije, ekologije, toksinologije in toksikologije do upravljanja in
druzbenih potreb (Lassus in sod. 2016), skupaj z taksonomskim seznamom 10C-UNESCO
(Moestrup in sod. 2009 in naprej) je predstavljala temelj za dolocitev vrst HAB v nasi PBS
raziskavi.

Na$ seznam (potencialnih) vrst HAB obsega 25 taksonov (Preglednica 3), od Kkaterih je
vecina (21) identificiranih do nivoja vrste. Vecina teh taksonov lahko proizvaja toksine,
kateri vplivajo na zastrupitve z morsko hrano (zlasti $koljke, ribe in raki) pri ljudeh ali imajo
lahko Skodljive ucinke na morske prostozivece zivali. Kljub potencialu za proizvajanje
kemi¢no raznolikih toksinov (Preglednica 3), so problemati¢ni le tisti, ki se pogosto
pojavljajo v vzorcih nad regulatornimi mejami v jadranskih $koljkah. To je skupina lipofilnih
toksinov — DSP toksini, pektenotoksini in jesotoksini (Francé in Mozeti¢ 2006; Ninéevi¢
Gladan in sod. 2008).

Skupina okadai¢ne Kisline in njenih derivatov dinofizistoksinov (Dickey in sod. 1992; Vale
in de M. Sampayo 2002; An in sod. 2010) povezanih z rodovi Dinophysis in Phalacroma ter
bentoskim Prorocentrum lima, povzroc¢ijo sindrome DSP. V nasi §tudiji smo nasli 9 vrst iz
teh rodov povezanih z izbruhi diaretinih zastrupitev s Skoljkami (Preglednica 3).
Jesotoksini, Ki jih proizvajajo Protoceratium reticulatum, Lingulodinium polyedra in
Gonyaulax spinifera pa nimajo dokazanega ucinka na ljudi (EFSA 2008), prav tako je tezko
razbrati, katere DSP sindrome povzrocajo pektenotoksini, ki jih sintetizirajo nekatere vrste
iz roda Dinophysis (Fernandez in sod. 2003). Jesotoksini so sicer bili prevladujo¢i toksini v
Skoljkah vzhodne jadranske obale leta 2000 (Nincevi¢ Gladan in sod. 2010). Redna kontrola
toksinov v morski hrani z nacionalnimi programi monitoringa je verjeten razlog za zelo
redke primere Cloveske zastrupitve z DSP toksini (Pistocchi in sod. 2012). Vrste Pseudo-
nitzschia so potencialni proizvajalci domoicne kisline, ki lahko povzrocijo sindrome ASP.
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Domoi¢na Kislina se obéasno odkrije v skoljkah iz Jadranskega morja (Arapov in sod. 2016),
vendar vedno pod predpisano mejo. Tudi toksine PSP, ki jih proizvajajo vrste Alexandrium
obcasno zaznajo (Ujevi¢ in sod. 2012) pri ¢emer je bil doslej le en prijavljen primer
zastrupitve s PSP (Mozetic¢ in sod. 2017). V skupino netoksi¢nih (»High biomass fish killing
species«) in potencialno $kodljivih vrst Hallegraeff in sod. (2004) smo razvrstili diatomeje
iz rodu Chaetoceros, silikoflagelat Dictyocha speculum in nekaj dinoflagelatov (npr.
geografsko razsirjena in abundantna vrsta Prorocentrum cordatum).

Stevilo HAB vrst na vzorénih mestih je sledilo enakemu vzorcu, kot v primeru celotne
fitoplanktonske zdruzbe: najvisja abundanca vrst na postaji PBS3 in najniZja na postaji PBS2
(Priloga A). Najbolj abundante vrste v nasi raziskavi na obmoc¢ju Luke Koper so bile
Alexandrium. cf. minutum, Dinophysis sacculus, Phalacroma rotundatum, Lingulodinium
polyedra in Pseudo-nitzschia spp. (Slika 13), ki se sicer tudi redno in v velikem Stevilu
pojavljajo v fitoplanktonski zdruzbi TrzaSkega zaliva (Francé in Mozeti¢ 2006), vklju¢no s
postajo 0DB2 (Slika 21). Vse postaje PBS so izrazile visoko stopnjo podobnosti v abundanci
in sezonskega pojavljanja dolo¢enih fitoplanktonskih zdruzb.

Z analizo nMDS smo skusSali doloc¢iti okoljske dejavnike, ki vplivajo na pojavljanje HAB
vrst. Ker je ve¢ina vrst na levi strani Slike 14 prednostno toplej$ih morskih vrst, je to lahko
posledica prevladujoce povrsinske cirkulacije v samem pristanis¢u v toplejSem delu leta
(McKinney 2007), kar se odraza tudi v povezavi med vsemi S$tirimi postajami spomladi.
Slanostna preferenca se pojavi jeseni prav tako na vseh Stirih postajah. Ostali abiotski
dejavniki (fosfat, DIN in silikat) ne kazejo statisti¢nih povezav (Slika 14, Preglednica 4).
Nobena izmed najdenih vrst ni izrecno izstopala in se pojavljala v vseh vzorcih v vseh
sezonah. Analiza razloZene variance je pokazala, da izmerjeni abiotski parametri, razen
temperature, niso bili statisti¢no znac¢ilno povezani z opisi biodiverzitete fitoplanktona.
Postaja 0DB2 kaZe zanesljiv indic za sezonski vzorec pojavljanja vrst HAB na podlagi
dolgoletne ¢asovne serije. Zato smo v tej Studiji ugotovljeno sezonsko porazdelitev za Luko
Koper primerjali s postajo 0DB2. Vrsta Dinophysis tripos nakazuje podrobnejSo
porazdelitev (poletje-jesen) in njegove absolutne stevilénosti na postaji 0DB2 (Slika 21). Za
nekatere seve vrste Pseudo-nitzschia multistriata iz Sredozemlja in Jadranskega morja je
bilo Zze ugotovljeno, da so sposobni proizvajanja toksinov (Pistocchi in sod. 2012). Glede
njihove dejanske Skodljivosti pa ne moremo sklepati, saj vse dosedanje analize toksinov v
Skoljkah niso zaznale vsebnosti ASP nad dovoljeno mejo (Francé in Mozeti¢ 2013). Pri obeh
analizah nMDS je bilo skupno 11 vrst (Slika 14, Slika 21). Od identificiranih vrst sta bili
samo dve vrsti Dinophysis tripos in P. pungens na postaji 0DB2 razvr§¢eni v povezanost
prisotnosti z abiotskimi dejavniki. Kljub dejstvu, da se vrsta P. multistriata pri nas Se ne
pojavlja kritiéno, je smiselno vzpostavitvi nadzor HAOP v pristanii¢ih. Se vedno so
problemati¢ne neprepoznavne vrste iz rodu Pseudo-nitzschia katere navajamo kot »spp.«.
Posebno pozornost je treba posvetiti razvoju cvetenja Pseudo-nitzschia, saj je znano, da se
proizvodnja domoi¢ne kisline v Stevilnih vrstah tega rodu povecuje v stacionarni fazi
(Trainer in sod. 2009).
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Vrste rodu Alexandrium so bile na splo$no najbolj razsirjene spomladi (PBS postaje) (Slika
13, Preglednica 5) in poleti (postaja 0DB2) (Slika 20). Identificirane vrste in neprepoznane
vrste, ki tvorijo skupek Alexandrium spp. so potencialno strupeni (za jadranski sev A.
minutum je potrjena toksi¢nost v kulturi; Pistocchi in sod. 2012). Vendar pa zelo redko
dosezejo obseg cvetenja ve¢ milijonov celic na liter v obalnih vodah Jadrana (Milandri in
sod. 2005). Kljub stevilnim odprtim vprasanjem (taksonomija, toksinologija) v zvezi s tem
rodom in relativno nizko Stevil¢nostjo bi morali potencialni naérti monitoringa upostevati
ciste, katere vrste Alexandrium proizvajajo ter so zakopane v sedimentu.

Za veliko ve¢ino vrst HAB, ki jih najdemo v koprskem pristanis¢u, lahko na podlagi
obseZznega literaturnega pregleda sklenemo, da so avtohtone. Zgolj eno vrsto, tj. Pseudo-
nitzschia multistriata smo dolo¢ili kot vrsto NIS, ki je tudi potencialno toksi¢na. P.
multistriata je bila prvi¢ opisana iz japonskih morij in prvi¢ opaZzena v obalnih vodah
Tirenskega morja leta 1995 (Orsini in sod. 2002; Zingone in sod. 2003). Kasneje so jo nasli
tudi v Gréiji v obdobju 2004-2008 (Moschandreou in Nikolaidis 2010) in leta 2006 iz
vzorcev zahodnega Jadrana prvic¢ iz nje izolirali domojsko kislino (Pistocchi in sod. 2012).
V obsezni PBS analizi jadranskih pristanis¢ je bila ta vrsta najdena le v najbolj severnih
pristanis¢ih (Benetke, Trst, Koper) (Mozeti¢ in sod. 2017), kar bi lahko nakazovalo
raznaSanje z ladjami zaradi intenzivnega pomorskega prometa med temi pristani$ci (Penko
in sod. 2016), lahko pa je to posledica tudi drugih poti vnosa.

Monitoring vrst HAB v pristani$¢ih bi moral biti osredoto¢en na ta diatomejski rod (Pseudo-
nitzschia), tudi z uporabo modernih, hitrih in zanesljivih genetskih metod, kar je za sistem
hitrega obvescanja (EWS) bistvenega pomena.

Na podlagi zbranih podatkov o abiotskih parametrih, sestavi fitoplanktonskih zdruzb,
prisotnosti specificnih vrst lahko potrdimo kompleksno interakcijo okolja z ladijskim
prometom na obmoc¢ju Luke Koper. Tretje delovne hipoteze, da so prvi¢ opaZene vrste
fitoplanktona v slovenskem morju izklju¢no posledica vnosa z ladijskimi balastnimi vodami,
ne moremo potrditi, saj poleg naravnih poti razsirjanja z morskimi tokovi ne moremo

izklju¢iti drugih nainov transporta (obrast na ladijskih trupih, vnos z rekami).
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5 SKLEPI

1. V sezonah (pomlad 2014-zima 2015) smo na obmo¢ju Luke Koper
(jugovzhodni del Trzaskega zaliva) spremljali biodiverziteto fitoplanktona.
Opisali smo sezonske vzorce fitoplanktonske zdruzbe. Razlike med postajami
so bile manjSe kot razlike med sezonami, kar kaze na to, da gre v
preoblikovanem luskem akvatoriju za isto fitoplanktonsko zdruzbo kot Sirse v
Trzaskem zalivu, ki jo oblikujejo podobni abiotski dejavniki. Ugotovili smo, da

sledi Ze raziskani in opisani sezonski dinamiki na obmocju TrzasSkega zaliva.

2. 'V fitoplanktonski zdruzbi na obmoc¢ju Luke Koper smo skupno dolo¢ili 184
taksonov. Med njimi je: 78 taksonov dinoflagelatov, 94 taksonov diatomej, 6
taksonov kokolitoforidov, 3 taksoni silikoflagelatov, 2 taksona heterotrofnih
bickarjev ter eno vrsto rumene alge. Med temi smo prepoznali 25 taksonov vrst
HAB.

3. Med 25 taksoni HAB, ki so po IMO konvenciji HAOP organizmi, so najbolj
pomembne tiste vrste, ki povzrocajo (ali bi lahko povzrocile) DSP, ASP in PSP
zastrupitve s Skoljkami (Dinophysis spp., Phalacroma spp., Lingulodinium
polyedra, Pseudo-nitzschia spp., Alexandrium spp.). Diatomeje iz rodu Pseudo-
nitzschia imajo tudi pomembno ekolosko vlogo v zdruzbi fitoplanktona, ker
tvorijo sezonska cvetenja.

4. Ugotovili smo, da ima med abiotskimi dejavniki, ki vplivajo na razlike v sestavi
vrst HAB, najpomembnejsi vpliv temperatura.

5. V PBS raziskavi smo za slovensko morje prvi¢ zabelezili pet vrst, med njimi
tudi potencialno toksi¢no diatomejo Pseudo-nitzschia multistriata. Gre za
tujerodno vrsto, za katero predpostavljamo, da se je iz drugih sredozemskih
obmocij, kjer je Ze vzpostavila stalne populacije, razsirila v severni Jadran z
balastnimi vodami, vendar drugih poti razSiritve (npr. morski tokovi) ne

moremo izkljuciti.

6. Primerjava izsledkov iz PBS Studije z rezultati dolgoletnega monitoringa vrst
podobno sestavo vrst HAB in njihovo sezonsko dinamiko. Vrste iz rodu
Pseudo-nitzschia so najstevi¢nejse in lahko tvorijo cvetenja v vseh letnih ¢asih.
Zato bi moral biti monitoring vrst HAB v pristanis¢ih osredotocen na ta
diatomejski rod, tudi z uporabo modernih, hitrih in zanesljivih genetskih metod,
Kar je za sistem hitrega obvesc¢anja (EWS) bistvenega pomena.
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PRILOGA

Priloga A: Rezultati popisa abundanc fitoplanktona v PBS raziskavi

Datum

09.05.2014

09.02.2015

Postaja

pBS1 | PBS2 | PBS3 | PBS4

PBS1 | PBS2 | PBS3 | PBS4

PBS1 | PBS2 | PBS3 | PBSA

PBS1 | PBS2 | PBS3 | PBS4

opomba: *vrsta najdena samo v vzorcih pobranih s cevjo

DIATOMEJE

Achnanthes sp. 1

Achnanthes sp. 2

Achnanthes sp. 3

Amphiprora sp.

Amphora sp.

Asterionellopsis glacialis

Asteromphalus flabellatus

Bacillaria paxillifera

Bacteriastrum cf. furcatum

Bacteriastrum sp.

Cerataulina pelagica

Chaetoceros spp.

Chaetoceros dffinis

Chaetoceros cf. curvisetus

Chaetoceros cf. diadema

Chaetoceros cf. pseudodichaetus

Chaetoceros cf. wighamii

Chaetoceros costatus

Chaetoceros diversus

Chaetoceros dadayi




Datum

09.05.2014

09.02.2015

Postaja

PBS1 | PBs2 | PBS3 | PBs4

PBs1 | PBS2 | PBS3 | PBs4

PBs1 | PBs2 | pBs3 | PBs4

PBS1 | PBs2 | PBs3 | PBs4

opomba: *vrsta najdena samo v vzorcih pobranih s cevjo

Chaetoceros decipiens

Chaetoceros densus

Chaetoceros didymus

Chaetoceros simplex

Chaetoceros cf. brevis

Chaetoceros sp. (cf. costatus)

Chaetoceros sp. (cf. lorenzianus)

Chaetoceros sp. (cf. messanensis)

Chaetoceros sp. (cf. similis)

Chaetoceros sp. 1

Chaetoceros tetractichon

Cocconeis sp.

Coscinodiscus centralis

Coscinodiscus marginatus

Coscinodiscus radiatus

Coscinodiscus sp.

Cyclotella sp.

Cylindrotheca closterium

WI(N|R|[R |k~

Dactyliosolen fragilissimus

Dactyliosolen phuketensis

Diploneis cf. bombus

N

Diploneis sp.

R IN[(R[Rr|R |~

Ditylum brightwellii

[y
[y

Eucampia cornuta

Eucampia zodiacus

N R




Datum

09.05.2014

09.02.2015

Postaja

PBs1 | pBs2 | pBs3 | PBsa

PBs1 | pBS2 | PBS3 | PBsa

PBs1 | PBs2 | pBs3 | PBs4

PBS1 | PBs2 | PBs3 | PBs4

opomba: *vrsta najdena samo v vzorcih pobranih s cevjo

Guinardia flaccida 1 1 1 1 1 1 1 2 1 2 1 2
Guinardia striata 1 1 1 1 1 1 2 1

Gyrosigma sp. 1 1 1 1

Gyrosigma sp. / Pleurosigma sp. 1

Hemiaulus hauckii 1 1 1 1 1 1
Hemiaulus sinensis 1 1 1
Lauderia annulata 1 1 1

Leptocylindrus danicus 1 1 2 2 2 2 2 1 1 1

Leptocylindrus danicus var. adriaticus prisotna samo v vzorcih iz postaje PBS5, dne 17.11.2014

Leptocylindrus mediterraneus 1

Leptocylindrus minimus 1 1

Licmophora sp. 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Lioloma pacificum 1 1 1 1 1

Lithodesmium undulatum 1 1 1

Lyrella lyra 1
Mastogloia sp. 1 1 1 1 1

Melosira nummuloides 1 1

Melosira cf. moniliformis/varians 1 1

Meuneria membranacea 1 1 1
Navicula sp. 1 1 1 1 1 1 1

Neocaliptrella robusta 1 1
Nitzschia cf. incerta 1 1 1 1 1 1

Nitzschia cf. longissima 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Nitzschia cf. reversa 1 1 1

Nitzschia lorenziana/sigmoidea 1 1 1 1




Datum

09.05.2014

09.02.2015

Postaja

PBs1 | pBs2 | pBs3 | PBsa

PBs1 | pBS2 | PBS3 | PBsa

PBs1 | PBs2 | pBs3 | PBs4

PBS1 | PBs2 | PBs3 | PBs4

opomba: *vrsta najdena samo v vzorcih pobranih s cevjo

Nitzschia sp. 1 1 1

Paralia sulcata 2 2 2 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1
Petrodictyon cf. gemma 1 1 1 1

Pleurosigma sp. 2 2 2 1 1 1 1 1 1 1 1
Podosira cf. stelligera 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Proboscia alata 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1

Proboscia indica prisotna samo v vzorcih iz postaje PBS5, dne 09.02.2015

cf. Pseudoguinardia recta 1 1 1 1
Pseudo-nitzschia cf. calliantha 1 1 1 2 2 1 1 2 2 2 3 2

Pseudo-nitzschia fraudulenta*

Pseudo-nitzschia multistriata 1 2 2 2 1

Pseudo-nitzschia spp.*

Pseudosolenia calcar-avis 1 1

Rhabdonema adriaticum 1

Rhizosolenia type imbricata 1 1 1 1 1 1
Rhizosolenia sp. 1 1 2

Skeletonema costatum s.|. 2 2 2 1 1 1 1

Striatella unipunctata 1 1 1 1 1
Surirella sp. 1 1

Synedra sp. 1 1

Thalassionema nitzschioides 1 1 2 1 2 2 2 2 2 1 1 2 1

Thalassiosira cf. rotula 1 1

Thalassiosira sp. 1 1 1 1 2 2 2 1 1 1 1 1

Toxarium undulatum 1




09.05.2014

09.02.2015

PBs1 | pBs2 | pBs3 | PBsa

PBs1 | pBS2 | PBS3 | PBsa

PBs1 | PBs2 | pBs3 | PBs4

PBS1 | PBs2 | PBs3 | PBs4

opomba: *vrsta najdena samo v vzorcih pobranih s cevjo

DINOFLAGELATI

Alexandrium cf. minutum 2 1 1 2 1 1 1 1 1
Alexandrium insuetum 1 1 1

Alexandrium pseudogonyaulax 1 1 2

Alexandrium spp. 1 1

Amylax cf. triacantha 1 1

Ceratocorys horrida 1

Ceratoperidiunium falcatum 1 1

Cochlodinium sp. 1
Dinophysis caudata 1 1 1 1 1 1
Dinophysis fortii 1
Dinophysis hastata*

Dinophysis parva prisotna samo v vzorcih iz postaje PBS5, dne 28.07.2014

Dinophysis sacculus 1 1 1 1 2 1 1

Dinophysis spp. 1 1 1
Dinophysis tripos*

Diplopsalis sp. 1 1
Dissodinium elegans 1

Goniodoma polyedricum 1 1 1

cf. Gonyaulax fragilis

Gonyaulax cf. monacantha

Gonyaulax kofoidii 1 1 1 1 1

Gonyaulax verior 1 1 1
Gonyaulax sp. 1 1 1 1

Gymnodinium spp. 1 1 1




Datum

09.05.2014

09.02.2015

Postaja

PBs1 | pBs2 | pBs3 | PBsa

PBs1 | pBS2 | PBS3 | PBsa

PBs1 | PBs2 | pBs3 | PBs4

PBS1 | PBs2 | PBs3 | PBs4

opomba: *vrsta najdena samo v vzorcih pobranih s cevjo

cf. Heterocapsa triquetra

prisotna samo v vzorcih iz postaje PBS5, dne 28.07.2014

Lingulodinium polyedra*

Noctiluca scintillans*

cf. Oblea rotunda 2 2 2 2 1 1
Oxytoxum curvatum prisotna samo v vzorcih iz postaje PBS5, dne 09.05.2014

Oxytoxum sceptrum 1 1 1 1

Oxytoxum sp. 1 1 1 2 2 2

Phalacroma mitra*

Phalacroma rotundatum 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Podolampas palmipes 1 1 1 1 1

Prorocentrum compressum 1 1 1 1 1

Prorocentrum cordatum*

Prorocentrum dactylus 1

Prorocentrum lima 1

Prorocentrum micans 3 3 3 2 2 1 2 1 1 1 1 1

Protoceratium reticulatum 1 1 1 1 1 1

Protoperidinium bipes 1 1 1 1 1

Protoperidinium cf. breve prisotna samo v vzorcih iz postaje PBS5, dne 28.07.2014

Protoperidinium cf. brevipes 1 1 1 1 1
Protoperidinium conicum 1 1 1 1 1 1

Protoperidinium cf. crassipes 1

Protoperidinium depressum 1

Protoperidinium diabolum 1 1 1 1 1 1 1 1 1
Protoperidinium divergens 1 1 1 1 1 1 1 1
Protoperidinium granii 1




Datum

09.05.2014

09.02.2015

Postaja

PBs1 | pBs2 | pBs3 | PBsa

PBs1 | pBS2 | PBS3 | PBsa

PBs1 | PBs2 | pBs3 | PBs4

PBS1 | PBs2 | PBs3 | PBs4

opomba: *vrsta najdena samo v vzorcih pobranih s cevjo

Protoperidinium mite

I

1|

[ [ ]

Protoperidinium oceanicum

prisotna samo v vzorcih iz postaje PBS5, dne 09.02.2015

Protoperidinium cf. ovum

prisotna samo v vzorcih iz postaje PBS5, dne 28.07.2014

Protoperidinium cf. pallidum 1 1

Protoperidinium cf. pellucidum 1 1

Protoperidinium cf. pyriforme 1 1

Protoperidinium cf. steinii 1 1 1 1 1 1 1

Protoperidinium steinii/longipes 1 1 1

Protoperidinium tuba 1 1 1

Protoperidinium spp. 1 1 1

Pyrocystis sp. 1 1 1 1

Pyrophacus horologium 1

Pyrophacus sp. 1 1 1

Scrippsiella sp. 1 1 1 1 1 1 1

Triadinium polyedricum 1 1 1

Tripos azoricus 1 1
Tripos candelabrus

Tripos cf. horridus 1 1 1 1 1 2 1 2 2

Tripos extensus 1

Tripos furca 2 2 2 2 1 1 1 1
Tripos fusus 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1
Tripos lineatus 2 1 1
Tripos cf. longipes

Tripos macroceros

Tripos minutus




Datum

09.05.2014

17.11.2014

09.02.2015

Postaja

PBs1 | pBs2 | pBs3 | PBsa

PBs1 | pBS2 | PBS3 | PBsa

PBs1 | PBs2 | pBs3 | PBs4

PBS1 | PBs2 | PBs3 | PBs4

opomba: *vrsta najdena samo v vzorcih pobranih s cevjo

Tripos muelleri

Tripos pentagonus

prisotna samo v vzorcih iz postaje PBS5, dne 09.02.2015

Tripos setaceus

1

Tripos trichoceros

KOKOLITOFORIDI

Calciosolenia brasiliensis

prisotna samo v vzorcih

iz postaje PBS5, dne 09.05.2014

Calciosolenia cf. murrayi

1 1 1

1

Ophiaster hydroideus

Rhabdosphaera clavigera

Syracosphaera cf. pulchra

Syracosphaera sp.

SILIKOFLAGELATI

Dictyocha fibula

Dictyocha speculum

Octactis octonaria

KSANTOFICEJE/RUMENE ALGE

Meringosphaera mediterranea

EBRIIDA

Ebria tripartita

Hermesinum adriaticum




