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1.1 Izhodisca

V obdobju od 1. septembra do 20. decembra 2013 smo na Morski bioloski postaji
Nacionalnega instituta za biologijo zelo intenzivno delali na nalogah 1.4.3 (pisanje
predloga programa spremljanja stanja za stalno presojo okoljskega stanja in razvoj
potrebnih metodologij) in 1.4.7 (priprava podatkovne baze v skladu z zahtevami Evropske
Komisije) projektne naloge za izdelavo strokovnih podlag za implementacijo Okvirne
direktive o morski strategiji (2008/56/ES) v letu 2013. Z naro¢nikom smo sodelovali tudi
pri nalogi 1.4.4 (priprava vsebin za sodelovanje z javnostmi). K sodelovanju pri nalogah
1.4.1 (sodelovanje pri nadaljnjem porocanju Evropski Komisiji), 1.4.2 (nadaljevanje
kvantifikacije okoljskih ciljnih vrednosti), 1.4.5 (usklajevanje z drzavami regije in pod-
regije), 1.4.6 (zagotovitev strokovne podpore Ministrstvu za kmetijstvo in okolje pri
pripravi programov ukrepov), ki predstavljajo delo z naro¢nikom in drugimi institucijami,

v tem obdobju nismo bili pozvani.

V ¢lenu 11 Okvirne direktive o morski strategiji (ODMS) je zapisano, da morajo drZave
Clanice na osnovi zacetne presoje pripraviti program spremljanja stanja svojih morskih
voda, oblikovan na podlagi okvirnega seznama iz Prilog Il in seznama iz Priloge V ter s

sklicevanjem na okoljske ciljne vrednosti, oblikovane v skladu s ¢lenom 10.

V preliminarnem porocilu o izboru elementov za vzpostavitev programa spremljanja stanja
morskega okolja (Orlando-Bonaca in sod., januar 2013) smo »program spremljanja stanja«
definirali kot »sistematsko merjenje biotskih in abiotskih parametrov morskega okolja, z
vnaprej doloenim ¢asovnim in prostorskim naértom« (Zampoukas in sod., 2012). Namen
je pridobivanje podatkovnih nizov, na katerih bodo uporabljene metode ocenjevanja
(vrednotenja) in se bodo nato napisali verodostojni sklepi (z doloCeno zanesljivostjo) o
tem, ali je/ni dosezeno dobro okoljsko stanje v zadevnem morskem obmocju. V tem smislu
»program spremljanja stanja« vkljucuje izbiro parametrov za merjenje, mest vzorcenja,
pogostost vzorcenja, obdelavo posameznega vzorca in merjenje vrednosti parametra. Po
Zampoukas in sod. (2012) pa program spremljanja stanja ne vkljuCuje izracun
indeksov/metrik in razvrstitev (Klasifikacijo). V tem porocilu smo pripravili predlog
programa spremljanja stanja, ki vkljucuje izbor indeksov/metrik za oceno stanja za tiste

elemente, za katere je razvoj metodologij ze koncan. Za elemente/indikatorje, za katere je
2
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metodologija za oceno stanja Se v razvoju, smo napisali poglavja le za metodologijo
vzorcenja in/ali laboratorijske obdelave vzorcev. Predlog programa spremljanja stanja
bomo v naslednjih letih sproti dopolnjevali z novimi metodologijami, ¢im bo razvoj

zakljucen. V Tabeli 1.1.1 so prikazani elementi, ki so obravnavani v tem poro¢ilu.

Za vse predlagane elemente in metodologije bo moralo $e potekati usklajevanje na nivoju
regije ali podregije. Metode za spremljanje ekoloskega/okoljskega stanja morajo biti
usklajene, da se s tem omogoci lazjo primerljivost rezultatov spremljanja v okviru morske

regije/podregije in morajo upoStevati relevantne ¢ezmejne vplive in ¢ezmejne lastnosti.

V Tabelah 1.1.2-1.1.9 prikazujemo mesta vzoréenja in frekvenco vzoréenja za
elemente/indikatorje, ki so relevantni za posamezen deskriptor. Geografske koordinate za
vsa mesta vzoréenja (Slike 1.1.1-1.1.4) na morskem dnu in v vodnem stolpcu so prikazane

v Prilogah 1 in 2.
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Tabela 1.1.1.: Elementi/indikatorji vkljuceni v predlog programa spremljanja stanja.

Deskriptorji
Indikatorji DI D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 D10

klorofil a

struktura fitoplanktonske zdruzbe

pozejdonka (Posidonia oceanica)
kolencasta cimodoceja (Cymodocea nodosa )

makroalge zgornjega infralitorala

makroalge spodnjega infralitorala
kostnice
hrustancnice

nevretencarji v sedimentnem infralitoralu

nevretencarji v cirkalitoralu - muljasto detritno dno

zooplankton

klobucnjaske meduze

mikrobni patogeni organizmi

temperatura

slanost

pH

alkalnost

raztopljeni kisik

skupni dusik (N-tot)

anorganski raztopljeni dusik (DIN)

skupni fosfor

anorganski raztopljeni fosfor ali ortofosfat (PO4-P)

silikat

partikulatni organski ogljik (POC)

skupni organski ogljik v sedimentu (TOC)

prosojnost morske vode

strizna napetost pri dnu (hidrografske spremembe)

onesnazevala v morski vodi, sedimentih in organizmih
biomarkerji

onesnazevala v morski hrani

Habitati

vodni stolpec

kamniti mediolitoral
sedimentni mediolitoral

sedimentni infralitoral

kamniti infralitoral

cirkalitoral - biocenoza muljastega detritnega dna
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Tabela 1.1.2.: Elementi, ki

so relevantni za biotsko raznovrstnost v vodnem stolpcu (deskriptor 1), mesta vzorcenja in frekvenca

vzorcenja.
mesto klobu¢njaske raztopljeni alkalnost mikrobni
L. klorofila  fitoplankton zooplankton : hranila ,p,J prosojnost temperatura slanost pH . Y . biomarkerji
vzorcenja meduze kisik titrimetricno patogeni
CTD profil CTD profil CTD profil CTD profil .
. . . . . 3globine (Om, R
glej tabelo za glej tabeloza vodni stolpec, glejtabeloza glejtabelo za vodnega . vodnega vodnega vodnega vodni stolpec,
00BF/000F N 1x meseéno 10 m, dno), 2x M
D5 D5 2x mesecno D4 D5 stolpca, 1x stolpca, 1x stolpca, 1x stolpca, 1x meseéno 1x mesecno
mesecéno mesecéno mesecno mesecéno
4 globine (Om, CTD profil CTD profil CTD profil CTD profil
3globine (0, 3globine (0, . vodni stolpec, 8 ( P P P P
vodni stolpec . 5m,15m, vodnega . vodnega vodnega vodnega
00T5 10m, dno), 10m, dno), . 1x mesecno; 1x mesecno
. . 1x mesecéno K dno), 1x stolpca, 1x stolpca, 1x stolpca, 1x stolpca, 1x
1x mesecno 1x mesecno videokamera . . . . .
mesec¢no meseéno mesecéno meseéno meseéno
4globine (Om, CTD profil CTD profil CTD profil CTD profil
5m,15m, vodnega . vodnega vodnega vodnega vodni stolpec,
CNO1 1x mesecno N
dno), 1x stolpca, 1x stolpca, 1x stolpca, 1x stolpca, 1x 1x mesecno
mesecno mesecéno mesecno mesecno mesecéno
4globine (Om, CTD profil CTD profil CTD profil CTD profil
5m,15m, vodnega . vodnega vodnega vodnega vodni stolpec,
CNO2 1x mesecno .
dno), 1x stolpca, 1x stolpca, 1x stolpca, 1x stolpca, 1x 1x mesecno
mesecno mesecéno mesecno mesecno mesecéno
glej tabelo
5 t
mes 2aD8.2
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Tabela 1.1.3.: Elementi, ki so relevantni za biotsko raznovrstnost na morskem dnu (deskriptor 1) in za neopore¢nost morskega dna

(deskriptor 6), mesta vzorcenja ter frekvenca vzorc¢enja.

. makroalge makroalge nevretencarji v nevretencarji v strizna napetost pri .
. . . kolencasta R . . . R . HT - kamniti
mesto vzorcenja pozejdonka . R zgornjega spodnjega kostnice sedimentnem sedimentnem dnu (hidrografske . .
cimodoceja . . . . . . . infralitoral
infralitorala infralitorala infralitoralu cirkalitoralu spremembe)
Posl 1x letno (poI'etJe)
na treh globinah
1x letno (poletje)
Pos2
na treh globinah
x| letj
Pos3 x letno (po fétje)
na treh globinah
Cyl 1x letno (junij/julij)
Cy2 1x letno (junij/julij)
Cy3 1x letno (junij/julij)
Cy4 1x letno (junij/julij)
Cy5 1x letno (junij/julij)
Cy6 1x letno (junij/julij)
Cy7 1x letno (junij/julij)
Cy8 1x letno (junij/julij)
Cy9 1x letno (junij/julij)
Cy10 1x letno (junij/julij)

se nadaljuje



Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI STRATEGIJI (2008/56/ES). Zakljuéno poroéilo.

nadaljevanje
. makroalge makroalge nevretencarji v nevretencarji v strizna napetost pri .
. . A kolencasta | ) ) i A . HT - kamniti
mesto vzorcenja pozejdonka R R zgornjega spodnjega kostnice sedimentnem sedimentnem dnu (hidrografske X R
cimodoceja ) ) . . . . . . infralitoral
infralitorala infralitorala infralitoralu cirkalitoralu spremembe)
2x |
DR2 X etr.10
(pomlad, jesen)
DR3 2x letno
(pomlad, jesen)
2x |
DRA X etr.10
(pomlad, jesen)
KP4 2x letno
(pomlad, jesen)
KP1 2x letno
(pomlad, jesen)
KP3 2x Ietr.10
(pomlad, jesen)
2x letno
PO8
(pomlad, jesen)
24 2x letno
(pomlad, jesen)
2x letno
RR1 .
(pomlad, jesen)
Pa2 2x letno
(pomlad, jesen)
PPa 2x Ietr.10
(pomlad, jesen)
2x letno
Porl .
(pomlad, jesen)
Por2 2x letno
(pomlad, jesen)
2x letno
Sel X

(pomlad, jesen)

se nadaljuje
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nadaljevanje
makroalge makroalge nevretencarji nevretencarji strizna napetost pri
. . . kolencasta . & .g . v. " v. " . R P pri HT - kamniti
mesto vzorcenja pozejdonka . . zgornjega spodnjega kostnice sedimentnem sedimentnem dnu (hidrografske . R
cimodoceja . . . . . . o infralitoral
infralitorala infralitorala infralitoralu cirkalitoralu spremembe)
1x letno -
o 1x letno (julij-
DR5 (jutij-
avgust)
avgust)
Ixletno 1x letno (julij
Svel (julij- Jui
avgust)
avgust)
... 1Ixletno —
1x letno (julij- o 1x letno (julij-
RR2 (julij-
avgust) avgust)
avgust)
... 1Ixletno —
1x letno (julij- R 1x letno (julij-
Pa3 (julij-
avgust) avgust)
avgust)
... 1Ixletno -
Fi3 1x letno (julij- (Gulil 1x letno (julij-
avgust) Juty avgust)
avgust)
... 1Ixletno -
1x letno (julij- . 1x letno (julij-
PP5 (julij-
avgust) avgust)
avgust)
2X letno (konec
VT2P2 maja/zadetek junija;
september)
2X letno (konec
VT2P3 maja/zadetek junija;
september)
2X letno (konec
VT3P2 maja/zadetek junija;

september)

se nadaljuje
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nadaljevanje

mesto vzoréenja

pozejdonka

kolencasta
cimodoceja

makroalge
zgornjega
infralitorala

makroalge
spodnjega
infralitorala

kostnice

nevretencarji v
sedimentnem
infralitoralu

nevretencarji v
sedimentnem
cirkalitoralu

strizna napetost pri
dnu (hidrografske
spremembe)

HT - kamniti
infralitoral

VT3P4

VT3P6

VT4P10

VT4P11

VT4P12

VT4P13

VT4P14

VT5P6

VT5P7

VT5P8

2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zadetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zadetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zadetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zadetek junija;
september)

2X letno (konec
maja/zadetek junija;
september)

se nadaljuje
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nadaljevanje

kolencasta

mesto vzorcenja . .
cimodoceja

pozejdonka

makroalge
zgornjega
infralitorala

makroalge
spodnjega
infralitorala

kostnice

nevretencarji v
sedimentnem
infralitoralu

nevretencarji v
sedimentnem
cirkalitoralu

strizna napetost pri
dnu (hidrografske
spremembe)

HT - kamniti
infralitoral

BNCL1

BNCL2

BNCL3

00C2 (=BNCL4)

00CZ (=BNCL5)

BNCL6

BNCL7

00F2 (=BNCLS8)

2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zadetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)

2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)

2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)

se nadaljuje
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nadaljevanje

mesto vzorcenja

pozejdonka

kolencasta
cimodoceja

makroalge
zgornjega
infralitorala

makroalge
spodnjega
infralitorala

kostnice

nevretencarji v
sedimentnem
infralitoralu

nevretencarji v
sedimentnem
cirkalitoralu

strizna napetost pri
dnu (hidrografske
spremembe)

HT - kamniti
infralitoral

BNCL9

BNCL10

BNCL11

Tri ali Stiri izbrane
lokacije ob obali
in pod glavnimi
plovnimi potmi

2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)

2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
2X letno (konec
maja/zacetek junija;
september)
Meritve med
obdobju mocnegain
Sibkega plimovanja
ter v situacijah z
mocnim jugom ali
burjo
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Tabela 1.1.4.: Elementi, ki so relevantni za morske prehranjevalne splete (deskriptor 4), mesta vzoréenja in frekvenca vzoréenja.

nevretencarji v nevretencarji v
mesto vzoréenja klorofil a fitoplankton zooplankton klobuénjaske meduze sedimentnem sedimentnem
infralitoralu cirkalitoralu

3 globine (0m, 10 m, 3globine (0m, 10m, vodnistolpec, 2x  vodni stolpec, 2x mesecno;
0OBF/000F

dno), 2x mesecno dno), 2x mesecno mesecno videokamera

K vodni stolpec, 1x mesecno;
videokamera

z vodni stolpec, 1x mesecno;
videokamera

2 vodni stolpec, 1x mesecno;
videokamera

Transekti v

v sodelovanju z zavodom za
ribistvo; frekvenca se
prilagodi

odprtih vodah
centralnega dela
TrzasSkega zaliva

Obalne vode vizualni cenzus 1x tedensko

glej tabelo za D1

13 mest
bentos

glej tabelo za D1

11 mest bentos
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Tabela 1.1.5.: Elementi, ki so relevantni za evtrofikacijo (deskriptor 5), mesta vzoréenja in frekvenca vzor¢enja. Za Spremljajoce parametre

(temperatura, slanost, pH) glej tabelo 1.1.6.

suspendiran makroalge . skupni organski
mesto i i . . R kolencasta . A . .
.. klorofil a fitoplankton hranila organski ogljik zgornjega ) . kisik pridnu prosojnost ogljik v
vzor€enja ) . cimodoceja .
(POC) infralitorala sedimentu (TOC)
3 globine (0 4 globine (O m,
& ( 3 globine (Om, & (
m, 10 m, 5m, 10m, .
O0OMA 10 m, dno), 1x 1x mesecno
dno), 1x . dno), 1x
. mesecno .
mesecno mesecno
senzor pri
3 globine (0 . 4 globine (0m, P
3 globine (O m, dnu
m, 10 m, 5m,15m, L .
00BF/000F 10 m, dno), 1x kontinuirano 1x mesecno
dno), 1x . dno), 1x
. mesecno . (nearreal
mesecno mesecno )
time)
3 globine (0 4 globine (O m,
& ( 3 globine (Om, & (
m, 10 m, 5m,10m, .
00C4 10 m, dno), 1x 1x mesecno
dno), 1x . dno), 1x
. mesecno .
mesecno mesecno
3 globine (0 4 globine (Om,
& ( 3 globine (O m, & ( 2 globini (Om,
000K m0m o m, dno), 1x o lom dno), 1x 1x mese&no
dno), 1x P dno), 1x :
. mesecno . mesecno
mesecno mesecno
3 globine (0 4 globine (O m,
& ( 3 globine (Om, & ( 2 globini (Om,
m, 10m, 5m,10m, .
0DB2 10 m, dno), 1x dno), 1x 1x mesecno
dno), 1x . dno), 1x .
. mesecno . mesecno
mesecno mesecno

se nadaljuje
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nadaljevanje
suspendiran makroalge skupni organski
mesto i i . usp ) : . R g kolencasta . A . up |"g !
.. klorofil a fitoplankton hranila organski ogljik zgornjega ) . kisik pridnu prosojnost ogljik v
vzor€enja ] . cimodoceja .
(POC) infralitorala sedimentu (TOC)
senzor pri
3 globine (0 . 4 globine (0m, . P
3 globine (Om, 2 globini (Om, dnu
m, 10 m, 5m,15m, L .
00Ccz 10 m, dno), 1x dno), 1x kontinuirano 1x mesecno
dno), 1x . dno), 1x .
. mesecno . mesecno (nearreal
mesecno mesecno )
time) #
3 globine (0 4 globine (Om,
& ( 3 globine (O m, & (
00F2 m, 10m, 10 m, dno), 1x >m, 15m, 1x mesecéno
dno), 1x P dno), 1x
. mesecno .
mesecno mesecno
2x letno
DR3 .
(pomlad, jesen)
KP1 2x letno
(pomlad, jesen)
124 2x letno
(pomlad, jesen)
RR1 2x letno
(pomlad, jesen)
PPA. 2x letno
(pomlad, jesen)
2x letno
Por2

(pomlad, jesen)

(# postavitev senzorja na SirSem obmocju osrednjega dela zaliva (preveri se moznost postavitve na PALOMA stolp ali na nove strukture

(boje), ki jih ARSO nacrtuje) se nadaljuje
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nadaljevanje
suspendiran makroalge skupni organski
mesto i i . P . R g kolencasta . A . P "g
vzoréenia klorofil a fitoplankton hranila organski ogljik zgornjega cimodoceia kisik pri dnu  prosojnost ogljik v
) (POC) infralitorala ! sedimentu (TOC)
oyl 1x letno
(junij/julij)
cy2 1x letno
(junij/julij)
oy3 1x letno
(junij/julij)
intersticielne povrsinski
1x letno .
Cy4 vode 1x letno L sediment 1x
o (junij/julij) .
(junij/julij) letno (junij/julij)
oys 1x letno
(junij/julij)
intersticielne povrsinski
1x letno )
Cy6 vode 1x letno o sediment 1x
. (junij/julij) o
(junij/julij) letno (junij/julij)
cy7 1x letno
(junij/julij)
cys xletno
(junij/julij)
intersticielne povrsinski
1x letno .
Cy9 vode 1x letno L sediment 1x
o (junij/julij) .
(junij/julij) letno (junij/julij)
1x letno
Cy10

(junij/julij)
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Tabela 1.1.6: Elementi, ki so relevantni za hidrografske pogoje (deskriptor 7), mesta vzor¢enja in frekvenca vzorcenja.

mesto vzorcenja

temperatura

slanost

hranila

raztopljeni kisik

prosojnost

pH

alkalnost strizna napetost pri

titrimetricno dnu

O00MA

000F

00C2

000K

0DB2

00cz

00F2

00C1

Tri ali Stiri izbrane
lokacije ob obali in
pod glavnimi plovnimi
potmi

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesec¢no

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

4 globine (Om, 5m, 10
m, dno), 1x mesecno

4 globine (0m, 5m, 15
m, dno), 1x mesecno

4 globine (Om, 5m, 15
m, dno), 1x mesec¢no

4 globine (0m, 5m, 10
m, dno), 1x mesecno

4 globine (0m, 5m, 10
m, dno), 1x mesecno

4 globine (Om, 5m, 15
m, dno), 1x mesecno

4 globine (0m, 5m, 15
m, dno), 1x mesecno

4 globine (Om, 5m, 10
m, dno), 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecéno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x meseéno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x meseéno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x meseéno

1x mesecéno

1x mesecno

1x mesecéno

1x mesecno

1x meseéno

1x mesecéno

1x mesecéno

1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesec¢no

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

CTD profil vodnega
stolpca, 1x mesecno

4 globine (0m, 5
m, 15m, dno), 1x
mesecno

4 globine (Om, 5
m, 15m, dno), 1x
mesecno

Meritve med obdobju
mocnega in Sibkega
plimovanja terv
situacijah z mo¢nim
jugom ali burjo

16



Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI STRATEGIJI (2008/56/ES). Zakljuéno poroéilo.

Tabela 1.1.7: Elementi, ki so relevantni za koncentracije onesnaZeval (deskriptor 8, merilo 8.1), mesta vzorcenja in frekvenca vzoréenja.

mesto Prednostnf\ organska Kovine (vkljuéno Orginokositrovej PAH YV -Kovvine Organol.('ositrove Prednostn? organska .Kovvine Organoliositrove
vzoréenja onesnaz.eval.';'l v Hg) v morski vodi spojine v r.norskl sedimentih (vklju.cno H.g) v sp.oune v onevsnafevala v (vklvjucrro Hg) v svpou.ne v
morski vodi vodi sedimentih sedimentih Skoljkah skoljkah skoljkah
0024 4x letno 4x letno 4x letno 1x letno 1x letno 1x letno
0035 4x letno 4x letno 4x letno 1x letno 1x letno 1x letno
0DB2 4x letno 4x letno 4x letno 1x letno 1x letno 1x letno
00cz 4x letno 4x letno 4x letno 1x letno 1x letno 1x letno
000K 4x letno 4x letno 4x letno 1x letno 1x letno 1x letno
00MA 4x letno 4x letno 4x letno 1x letno 1x letno 1x letno
0O0OF 4x letno 4x letno 4x letno 1x letno 1x letno
0014 1x letno 1x letno 1x letno
00C2 1x letno 1x letno
00F2 1x letno 1x letno
BNCL10 1x letno 1x letno 1x letno
00TM 1x letno 1x letno 1x letno
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Tabela 1.1.8: Elementi, ki so relevantni za vplive onesnazeval (deskriptor 8, merilo 8.2), mesta vzor¢enja in frekvenca vzoréenja.

mesto Acetilholin Glutation-S TBARS Mikronukleusi Testnevtralno
o Metalotioneini katalaza  peroksidacija Trajne poskodbe = Comettest rdece- stabilnost EROD ribe
vzorcenja esteraza transferaza L. . .
lipidov DNA lizosomskih
2xletno (zimain .. 2xletno, Skrge 2x letno, 2x letno, in .
) 2xletno(zimain | N . . 2 x letno, skrge 2x letno, 2x letno,
00TM poletje), . in prebavna Skrge in prebavna 2xletno, Skrge . . .
. poletje), Skrge . . . in hemolimfa hemolimfa jetra
prebavna Zleza Zleza prebavna Zleza Zleza
2xletno(zimain . . 2xletno, Skrge 2 x letno, 2x letno, in .
. 2xletno(zimain | N . . 2 x letno, skrge 2x letno, 2 x letno,
0024 poletje), . in prebavna Skrge in prebavna 2xletno, Skrge . . . .
. poletje), Skrge . . . in hemolimfa hemolimfa jetra
prebavna Zleza Zleza prebavna zZleza Zleza
2xletno(zimain .. 2xletno, skrge 2x letno, 2x letno, in .
. 2xletno (zimain N . . 2 x letno, Skrge 2x letno, 2x letno,
0035 poletje), . in prebavna Skrge in prebavna 2 x letno, skrge ) . . .
. poletje), Skrge . . . in hemolimfa hemolimfa jetra
prebavna Zleza Zleza prebavna Zleza Zleza
2xletno (zimain 2x letno, skrge 2x letno, 2x letno, in
(, 2xletno(zimain & N . . 2 x letno, skrge 2x letno, 2x letno,
00BF poletje), . in prebavna Skrge in prebavna 2 x letno, Skrge ) . . .
y poletje), Skrge . . . in hemolimfa hemolimfa jetra
prebavna Zleza Zleza prebavna Zleza Zleza
2xletno(zimain .. 2xletno, skrge 2x letno, 2x letno, in .
. 2xletno (zimain N . . 2 x letno, Skrge 2x letno, 2x letno,
0DB2 poletje), . in prebavna Skrge in prebavna 2 x letno, sSkrge . . . .
N poletje), Skrge . . . in hemolimfa hemolimfa jetra
prebavna Zleza Zleza prebavna Zleza Zleza

18



Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI STRATEGIJI (2008/56/ES). Zakljuéno poroéilo.

Tabela 1.1.9: Elementi, ki so relevantni za onesnaZevala v morski hrani (deskriptor 9), mesta vzoréenja in frekvenca vzoréenja.

. oy Prednostna . .
mesto Prednostnaorganska Kovine (vkljucno Hg) . Kovine (Cd in . .
L. . L. e onesnazevalav . biomarkeriji
vzoréenja onesnazevalav Skoljkah v Skoljkah fibah Hg) v ribah
0024 2x letno 2x letno
0035 2x letno 2x letno
0DB2 2x letno 2x letno
SLO morje 1x letno 1x letno
glej tabelo za
5 mest

D8.2
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Slika 1.1.1: Predlagana mesta vzor¢enja v vodnem stolpcu za program spremljanja stanja.
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Slika 1.1.2: Predlagana mesta vzor¢enja na morskem dnu za vegetacijo (makroalge in

kritosemenke) za program spremljanja stanja.
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Slika 1.1.3: Predlagana mesta vzorcenja na morskem dnu za kostnice, habitatni tip kamniti

infralitoral, bentoske nevretencarje in koncentracije onesnazeval v sedimentih.
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Slika 1.1.4: Predlagana mesta vzor¢enja v odprtih vodah za bentoske nevretencarje, D1 -

vodni stolpec in koncentracije onesnazeval v sedimentih.
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1.2 Makroalge na skalnatem dnu infralitorala

1.2.1 Uvod

Makroalge na skalnatem dnu zgornjega infralitorala so vkljucene v program spremljanja
stanja po Vodni Direktivi ze od leta 2007 (Mozeti¢ in sod., 2008). Za oceno stanja
makroalg se je uporabljal Indeks vrednotenja ekoloskega stanja (EEI) (Orfanidis in sod.,
2001). Vrednotenje z indeksom EEI temelji na predpostavki, da so morski bentoski
makrofiti bioindikatorji za antropogene pritiske v okolju, ki se odzivajo predvsem na
spremembe v vnosu hranil iz kmetijstva, industrijskih in komunalnih izpustov. Indeks EEI
je vkljucen v nacionalno metodologijo vrednotenja ekoloskega stanja obalnih voda z
makrofitskimi algami. Indeks EEI uposteva tako oportunisti¢ne kot ve¢letne makroalge.

Leta 2011 so avtorji indeks izboljsali, tako da sedaj ocenjuje stanje v ekosistemu z
neprekinjenimi stevili — od tod ime EEI-c oziroma EEI neprekinjena formula (continuous
formula) (Orfanidis in sod., 2011). EEI-c temelji na podrobnejsi razdelitvi rodov alg v
ekoloske razrede. Po novem je prvi razred ESG | razdeljen v tri podrazrede (1A, IB in IC),
drugi razred ESG Il pa v dva podrazreda (IIA in 1IB). Metodologija je bila potrjena in
sprejeta v okviru izvedene interkalibracije za metodologije vrednotenja ekoloskega stanja

obalnega morja za sredozemske drzave (MED-GIG, 2013).

Predlagamo, da se v program spremljanja stanja po ODMS vkljuéijo tudi makroalge na

skalnatem dnu spodnjega infralitorala, vendar z nizjo frekvenco vzorcenja.

Element makroalge je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1, D2, D5 in D6.

1.2.2 Izbira in velikost mesta vzoréenja

Vzorcenje bioloskega elementa makroalge se izvaja na skalnatem dnu.

Makroalge zgornjega infralitorala: Na odsekih s skalnatim dnom, obalno ¢érto razdelimo na

dolfinske segmente glede na poznane in mozne obremenitve (pomorski promet,

marikultura, komunalne odplake, marine, industrija, kmetijstvo, itd.) ter geomorfologijo
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obale in morskega dna (Lipej in sod., 2007). Glede na Stevilo obremenitev izberemo
razli¢no Stevilo dolzinskih segmentov.

Na vsakem dolzinskem segmentu nato izberemo mesto vzorcenja v velikosti 10 m X 10 m.
Na dolzinskih segmentih, kjer je kamnit infralitoralni pas Sirok, je priporo¢ljivo vzorcenje
na globini med 2. in 4. m. Na dolzinskih segmentih, kjer je v tem globinskem intervalu Ze
sedimentno dno, lahko vzorcujemo tudi na 1 m globine.

Vzoréenje makroalg poteka vecinoma v obalnih vodah tipa OM M1 (po Vodni direktivi),
kjer je v obalnem pasu prevladujoCe skalnato dno. Vzorcenje lahko poteka tudi v obalnih
vodah tipa OM M3 (Kjer ob obali prevladuje sediment), ¢e v vodnih telesih tega tipa trda
podlaga (tudi ¢e alohtona) pokriva vsaj 20 % obalne crte ali obalnih voda (do globine 4-5
m).

Vzorcenje izvedemo Vv naslednjih habitatnih tipih, skladno z EUNIS razvrstitvijo habitatov
(EEA, 2004):

A3.2 Kamniti infralitoral zmerno izpostavljen valovanju in/ali tokovanju in plimovanju;
A3.3 Kamniti infralitoral zasciten pred valovanjem in/ali tokovanjem in plimovanjem;

A5.5 - A5.53 Obalni travniki kritosemenk z dominantnimi makroalgami na kamnih.

Makroalge spodnjega infralitorala: Vzor¢enje poteka na skalnatem dnu v globinskem

razponu od 5 m do 8 m. V slovenskem morju je smiselno opraviti tovrstna vzorcenja le v
stirih predelih slovenskega morja: na piranski Punti, v Fiesi, v Pacugu in na rtu Ronek. Na

vsakem od omenjenih predelih izberemo mesto vzoréenja v velikosti 10 m x 10 m.
Vzoréenje izvedemo v habitatnem tipu, skladno z EUNIS razvrstitvijo habitatov (EEA,

2004):

A4.26 Sredozemske koraligene zdruzbe zmerno izpostavljene hidrodinami¢nim silam.
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1.2.3 Predlog mest vzoréenja

Za makroalge zgornjega infralitorala predlagamo, da se obdrzijo mesta vzorc¢enja, ki so Ze
vkljuCena v nacionalni monitoring po Vodni Direktivi (Tabela 1.2.1). Za makroalge
spodnjega infralitorala pa predlagamo nekatera od tistih mest, kjer so bila opravljena
vzoréenja za potrebe zacetne presoje stanja slovenskega morja (Tabela 1.2.1, glej tudi
Orlando-Bonaca in sod., 2012a).

Tabela 1.2.1: Predlog mest vzor¢enja za makroalge zgornjega in spodnjega infralitorala.

Fitalni pas Mesto vzorenja Zemlj. Sirina  Zemlj. dolZina  Globina St.
(N) (E) (m) paralelk

DR2 45°35.479' 13°42.067' 2-4 3

DR3 45°35.632' 13°42.697' 2-4 3

DR4 45°35.170' 13°42.543' 2-4 3

KP4 45°34.787' 13°43.672' 2-4 3

KP1 45°33.030' 13°43.528' 2-4 3

g KP3 45°32.804' 13°42.688' 2-4 3
‘s POS 45°32.769' 13°40.834' 2-4 3
é 24 45°32.475' 13°39.299' 2-4 3
S RR1 45°32.354' 13°37.137' 2-4 3
Pa2 45°31.586' 13°35.336' 2-4 3

Pp4 45°31.841' 13°33.924' 2-4 3

Porl 45930.774'  13935.039' 2-4 3

Por2 45930.752'  13935.094' 2-4 3

Sel 45930.234'  13935.511' 2-4 3

[ RR2 45°32.401' 13°36.901' 6 3
E Pa3 45°31.597' 13°35.294' 6 3
; Fi3 45°31579'  13°34.713' 6 3
K PPS 45°31.854'  13°33.959' 6 3
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1.2.4 Cas in frekvenca vzoréenja

Makroalge zgornjega infralitorala vzor¢imo dvakrat letno: v spomladanskem casu (maj —

junij) in konec poletja (avgust - september). Vzoréenje opravimo med 9. in 13. uro.
Frekvenca vzoréenja: vzoréenje poteka z razlicno letno frekvenco za posamezno mesto

vzorcenja, glede na potrebe trenutno veljavnega nacionalnega programa spremljanja stanja.

Makroalge spodnjega infralitorala vzoréimo enkrat letno, v poletnem casu (julij — avgust).

Vzor¢enje opravimo med 9. in 13. uro.

Frekvenca vzorcenja: predlagamo, da se vzorci vsaj 2x v 6 lethem ciklusu.

1.2.5 Metoda vzorcenja

Postopek vzorcenja je enak za makroalge zgornjega in spodnjega infralitorala. Vzorcenje
poteka tako, da na dno polozimo kvadrat 20 cm x 20 cm (400 cm?), kar predstavlja eno
paralelko. Ta povrSina velja za minimalno povr§ino vzoréenja za sredozemske
infralitoralne zdruzbe (Montesanto in Panayotidis, 2001). Povr$ino znotraj kvadrata pred
jemanjem vzorca posnamemo s podvodnim fotoaparatom.

S povrsine znotraj kvadrata s strgalom postrgamo vso floro do trdne podlage. Vse
nastrgane alge znotraj enega okvirja zacasno shranimo v plasticni vrecki, ki smo jo
predhodno oznacili z vodoodpornim pisalom (mesto vzoréenja, Stevilka paralelke, datum
vzorCenja). Na vsakem mestu vzorcenja poberemo po tri paralelke (en vzorec). Na
podvodno tablico zapisemo globino vsake paralelke.

Na obali/palubi na terenski list zapiSemo osnovne podatke o vzorcenju: mesto vzoréenja,
lokacija, datum, metodika, globine, delovna ekipa (vzoréevalci, fotografi,...), opombe in

morebitna druga opaZzanja.

1.2.6 Laboratorijska obdelava vzorcev

Postopek obdelave vzorcev je enak za makroalge zgornjega in spodnjega infralitorala. Po
prihodu iz terena Se sveze vzorce makroalg pregledamo v laboratoriju. Taksonomsko
dolocanje poteka s pomocjo binokularne lupe in mikroskopa. Makroalge dolo¢amo do rodu
oziroma, kjer je mozno, do vrste natan¢no. V ¢asu dolocanja vzorce hranimo v hladilniku.
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Za dolocanje taksonov uporabljamo naslednje kljuce in sezname: Ercegovi¢ (1952),
Giaccone (1973), Ribera in sod. (1992), Gallardo in sod. (1993), Battelli (1996, 1997,
2000), Bressan in Babbini (2003), Goémez Garreta in sod. (2001), Sfriso (2010, 2011).

Pregledane taksone shranimo v vodoodporni plasticni posodi primerne velikosti v 5%
raztopini nevtraliziranega formaldehida ali 70% raztopini etanola. V posodo dodamo
etiketo iz paos papirja, opremljeno s podatki o vzorcu. Izjema so vzorci koraligenih alg, ki

jih le posusimo na zraku, preden jih shranimo v primerno oznacene posode.

Za vsako doloceno vrsto 0ziroma takson ocenimo pokrovnost na kvadratu 20 cm x 20 cm
(vertikalna projekcija). Upostevamo samo tiste taksone, ki pokrivajo vsaj 1% povrsine (4
cm?) (Panayotidis in sod., 2004). Za vsako paralelko pokrovnost taksonov izradunamo

posebej.
1.2.7 UvrSc¢anje makroalg v razrede ekoloSkega stanja in izracun EEI-c ter REK

Pri oceni stanja makroalg zgornjega in spodnjega infralitorala uporabljamo Indeks
vrednotenja ekoloskega stanja (EEI) (Orfanidis in sod., 2001). Leta 2011 so avtorji indeks
izboljsali tako, da sedaj ocenjuje stanje v ekosistemu z neprekinjenimi stevili — od tod ime
EEI-c oziroma EEI neprekinjena formula (continuous formula) (Orfanidis in sod., 2011).
EEI-c temelji na podrobnejsi razdelitvi rodov alg v ekoloske razrede (ESG: Ecological
State Groups). Po novem je prvi razred ESG | razdeljen v tri podrazrede (1A, IB in IC),
drugi razred ESG Il pa v dva podrazreda (I11A in 11B).

EEI-c je bioloska metrika, ki se uporabi za modul obremenjenosti obalnih voda s hranili

(trofi¢nost).

Za izratun EEI-c indeksa v prvem koraku razporedimo vse prepoznane rodove makroalg v
ekoloske razrede (Orfanidis in sod., 2011). V ESG | se uvrscajo vrste, ki rastejo pocasi in
imajo dolgo vegetacijsko dobo. Za uvrscanje v podrazrede (IA, 1B in IC) upostevamo
njihovo prilagodljivost na svetlobne razmere. V ESG Il se uvrscajo vrste, Ki hitro rastejo in

imajo kratko vegetacijsko dobo 0z. oportunisti¢ne. Za uvr§¢anje v podrazrede (I1A in 11B)
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upostevamo njihovo stopnjo rasti (Orfanidis in sod., 2011). Seznam taksonov in njihova

razporeditev v ekoloske podrazrede sta prikazana v Tabeli 1.2.2.

Tabela 1.2.2: Seznam relevantnih taksonov za slovenske obalne vode in njihova
razporeditev v ekoloske razrede ESGI (IA, IB in IC) in ESG Il (I1A in 1IB) (po Orfanidis in
sod., 2011).

Takson ESG

zelene alge
Acetabularia acetabulum IC
Anadyomene stellata IC
Bryopsis spp. 1B
Chaetomorpha sp. 1B
Cladophora spp. 1B
Cladophora prolifera 1B
Codium bursa ]3]
Codium effusum 1B
Codium fragile subsp. tomentosoides ]3]
Codium vermilara ]3]
Flabellia petiolata IC
Halimeda tuna IC
Ulva intestinalis IIB
Ulva rigida 1B
Ulva sp. IIB
Valonia utricularis IIB

rjave alge
Cladostephus spongiosus f. verticillatus A
Cystoseira barbata IB
Cystoseira compressa IB
Cystoseira compressa var. rosetta IB
Cystoseira corniculata 1A
Cystoseira crinita 1A
Cystoseira crinitophylla 1A
Cystoseira sauvageauana 1A
Cystoseira spinosa var. compressa IA
Cystoseira sp. IA
Dictyopteris polypodioides A
Dictyota dichotoma A
Dictyota dichotoma var. implexa A
Dictyota linearis A
Padina pavonica IB
Sphacelaria spp. A
Stypocaulon scoparium A
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Takson ESG
Zanardinia typus A

rdece alge
Alsidium corallinum A
Amphiroa rigida IC
Antithamnion spp. 1B
Boergeseniella fruticulosa A
Botryocladia botryoides A
Ceramium spp. 1B
Champia sp. A
Chondria spp. A
Corallina officinalis IC
Gelidiella sp. A
Gelidium cf. latifolium A
Gelidium spinosum var. hystrix A
Gelidium sp. A
Gigartina sp. A
Gracilaria verrucosa A
Gymnogongrus sp. IB
Gracilaria bursa-pastoris A
Haliptilon virgatum IC
Halopithys incurva IB
Hydrolithon boreale IC
Hydrolithon farinosum IC
Jania rubens IC
Jania sp. IC
Laurencia obtusa 1A
Laurencia papillosa A
Laurencia spp. A
Lithophyllum corallinae IC
Lithophyllum cystoseirae IC
Lithophyllum pustulatum IC
Lithophyllum spp. IC
Lithothamnion spp. IC
Lomentaria sp. A
Neogoniolithon brassica-florida IC
Mesophyllum expansum IC
Nitophyllum punctatum A
Osmundea pinnatifida A
Peyssonnelia polymorpha IC
Peyssonnelia rosa-marina IC
Peyssonnelia rubra IC
Peyssonnelia squamaria IC
Phyllophora sp. A
Phymatolithon lenormandii IC
Pneophyllum fragile IC
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Takson ESG
Polysiphonia spp. 1B
Porphyra spp. 1B
Pterocladiella capillacea A
Rhodymenia sp. A
Wrangelia penicillata 1B
Titanoderma cystoseirae IC

Pri vrednotenju ekoloskega stanja ni pomembno le Stevilo taksonov iz prvega in drugega
ekoloskega razreda, ampak tudi pokrovnost (%) posameznih taksonov makroalg iz ESG |

inll.

Za kon¢ni rezultat pokrovnosti ekoloskih razredov ESG I in II v eni paralelki uporabimo

spodnji enacbi (1 in 2):
ESG I (% pokrovnost) = [(IA+1)+ (IB*0,8) + (IC = 0,6)]
ESG II (% pokrovnost) = [(IIA = 0,8) + (IIB * 1)]

Da bi se izognili diskretnim skokom na mejah med vnaprej dolo¢enimi ekoloskimi
kategorijami, je bil EEI-c opredeljen kot neprekinjena funkcija (Orfanidis in sod., 2011).
Hiperboli¢ni model je bil razvit s priblizevanjem vrednosti indeksa (Slika 1.2.1). Sestavljen
je iz dveh nelinearnih oblik (paraboli¢ni funkciji) - ESG | (x 0s) in ESG Il (y 0s) in iz
enega interakcijskega izraza (hiperboli¢na funkcija). Ker osi predstavljajo pokrovnost v
odstotkih, se EEI-c lahko dolo¢i prek drugega polinomskega reda (enacba 3):

pr.y)=a+b= (100) (ﬁ)z tdx (13/0) Ter (ﬁ)z tr (100) (ﬁ)
Kjer je:
X =rezultat za ESG I po enacbi 1,
y = rezultat za ESG II po enacbi 2,

a, b, ¢, d, einfso pa fiksne vrednosti (koeficienti hiperbole) in sicer:

a=0,4680
b=1,2088
c=-0,3583
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d=-1,1289
e =0,5129
f=-0,1869

V namen, da se p(x,y) vrednost ohrani pod 1, se p(x,y) vrednost vnese v enacbo 4 (0ziroma
se enostavno reze vrednosti, ki so visje od 1). Kon¢na EEI-c vrednost je med 2 in 10
(enacba 4):

EEl-¢; = 2 + 8 x min{1,p(x,y)}

Kjer je:

EEI-cj — vrednost indeksa EEI-c za j-to paralelko.

Po zgoraj opisanemu postopku dobimo EEI-c vrednost za posamezno paralelko. Za kon¢ni
EEIl-c rezultat posameznega vzorca je potrebno izracunati povprecje treh EEI-c vrednosti

paralelk (enacba 5):

", EEl-

n

EEl-c, =

Kjer je:
EEIl-cv — vrednost indeksa EEI-c za v-ti vzorec,
EEI-cj — vrednost indeksa EEI-c za j-to paralelko,

n — Stevilo paralelk v vzorcu.
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I High
Good
[] Moderate
B Low

I Bad

Slika 1.2.1: Prikaz EEI-c hiperboli¢ne funkcije (po Orfanidis in sod., 2011).

Vsako vrednotenje ekoloSkega stanja mora v konéni oceni opredeliti odstopanje od
referen¢nih razmer. Za prikaz tega odstopanja se uvede razmerje ekoloske kakovosti ali
REK vrednosti, kar se doseze z normalizacijo vrednosti posameznih metrik (indeksov). To
pomeni, da mora biti vsaka bioloSka metrika izraZena kot Stevilka med 0 (zelo slabo
ekolosko stanje) in 1 (zelo dobro ekolosko stanje). Za vsak izracun bioloske metrike na
mestu vzorcenja, ta razpon izhaja iz razmerja med opazeno vrednostjo in vrednostjo iste
metrike pod referencnimi pogoji.

Za normalizacijo vrednosti EEI-c indeksa se uporabi enacbo 6, ki predstavlja razmerje
ekoloske kakovosti EEI-C:

EEI
RC

EElc_REK =0125#(—2%)-0,25

kjer je:
EEI-c_REK = razmerje ekoloske kakovosti Indeksa ovrednotenja ekoloskega stanja,
EEI-c = izracunana vrednost Indeksa ovrednotenja ekoloskega stanja, in

RC = referen¢na vrednost (RC=10).
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Enako enacbo normalizacije se uporabi v vseh stopnjah klasifikacije v razrede ekoloSkega

stanja na podlagi makroalg.
1.2.8 Uvrstitev mesta vzoréenja v razred ekoloskega stanja

Mesto vzoréenja uvrstimo v razred ekoloskega stanja na podlagi enega bioloskega vzorca
tako, da izracunano vrednost EEI-c REK bioloskega vzorca primerjamo z mejnimi

vrednostmi razredov kakovosti, ki so prikazane v Tabeli 1.2.3.

V primeru, da so v posameznem letu na voljo rezultati ve¢ vzorcenj, izraCunamo najprej
letno povprecje vrednosti indeksa EEI-C za posamezno mesto vzorcenja (enacba 7) in nato

iz povprecja izraunamo REK vrednosti Indeksa vrednotenja ekoloskega stanja.

n_ EEl-c,

EEl-c; =
n

Kjer je:
EEI-ci — vrednost indeksa EEI-c za i-to mesto vzor¢enja za posamezno leto,
EEI-cv — vrednost indeksa EEI-c za v-ti vzorec,

n — Stevilo vzorcev v posameznem letu.
Dobljeno vrednost nato primerjamo z mejnimi vrednostmi razredov kakovosti. Podane

mejne vrednosti za EEI-c in REK so sprejele vse sredozemske drzave ¢lanice EU, ki

uporabljajo EEI-c.
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Tabela 1.2.3: Razpon EEI-c in REK za posamezne razrede kakovosti (MED-GIG, 2013).

Klasifikacija Razred

Razpon EEI-c_REK

aorl;t::nzc;i?tlic ekoloskega stanja Razpon EEl-c
Prvotno/normalno stanje Zelo dober 10 > EEl-c > 8,09
Blaga obremenitev 8,09 > EEl-c>5,84
Zmerna obremenitev Zmeren 5,84 > EElI-c>4,04
Mocna obremenitev Slab 4,04 > EEl-c>2,34

Pred izumrtjem 2,34 > EEl-c

12REK>0,76
0,76 > REK > 0,48
0,48 > REK > 0,25
0,25 > REK > 0,04
0,04 > REK
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1.3 Travnik pozejdonke med Koprom in lIzolo

1.3.1 Uvod

Prekomeren vnos nutrientov iz razli¢nih virov, kot so komunalne in industrijske odplake,
kmetijstvo in urbanizacija obalnih obmocij, predstavlja groznjo travnikom morskih trav po
vsem svetu. Najbolj pogosto so travniki prizadeti zaradi zmanjSanja razpolozljive svetlobe,
ki jo povzroci prekomerna razrast epifitskih in makrofitskih alg v plitkih obalnih obmocjih
ali cvetenje fitoplanktona v globljih obalnih vodah. Posredni uc¢inki evtrofikacije, ki Se
pospesijo izginjanje travnikov, so resuspenzija sedimenta, povecano dihanje v ekosistemu
in posledi¢no oksidativni stres, manjs$a izmenjava vodnih mas zaradi prekomerne algalne

razrasti, itd. (Burkholder in sod., 2007).

V slovenskem morju najdemo 4 vrste morskih kritosemenk: Posidonia oceanica,
Cymodocea nodosa, Zostera marina in Zostera noltei (Lipej in sod., 2007).

Morska trava pozejdonka je zaSCitena vrsta morskih kritosemenk, ki v Sredozemskem
morju tvori obsezne morske travnike v globinskem razponu od 0,5 do 30-40 m globine. Je
dolgoziveca vrsta z zelo pocasno rastjo (Marba' in sod., 2004). Ker se hitro odzove na
negativne drazljaje iz okolice, ki se jih da tudi izmeriti ter sprico dejstva, da gre za

dolgoZiveco vrsto, je uporabna indikatorska vrsta.

Po starejSih zapisih je pozejdonka poseljevala ve¢ obmocij v Trzaskem zalivu, po letu 1960
pa je priSlo do obsezne degradacije (Simonetti, 1966). Danes je v TrZzaskem zalivu navzoc
le Se en travnik pozejdonke (Vukovi¢, 1982), v blizini ceste, ki iz Zusterne vodi proti Izoli,
kjer raste v obliki ve¢jih ali manjsih »otockov« (Turk in Vukovi¢, 1998). Prvo kartiranje
travnika, ki je bilo opravljeno leta 1993 (Vukovi¢ in Turk, 1995), je pokazalo, da je travnik
priblizno 1 km dolg in razsirjen na globini od 0,5 do 4 m (50 m od obale). Travnik je
krpasto razprostranjen in obrobljen s travnikom kolencaste cimodoceje. Travnik

pozejdonke zajema priblizno 0,64 ha povrsine (T. Makovec, ustno sporocilo).

Element pozejdonka je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1 in D6.
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1.3.2 Izbira in velikost mesta vzoréenja

Zotraj travnika pozejdonke pri Zusterni izberemo tri mesta vzoréenja, v §irini 10 metrov.

Na vsakem mestu vzorc¢enja vzor¢imo v treh globinskih razponih.

1.3.3 Predlog mest vzoréenja

Predlagamo, da bi se travnik pozejdonke vzor€ilo na treh mestih, kjer so prisotni vecji

otocki pozejdonke (Tabela 1.3.1).

Tabela 1.3.1: Predlog mest vzorc¢enja za pozejdonko v infralitoralu.

Fitalni Mesto Zemlj. $irina  Zemlj. dolzina Globinski St.
pas vzorcenja (N) (E) ra(zr:?n paralelk

Posl 45°32.889' 13°41.704' 1-2 3

Posl 45°32.889' 13°41.704' 2-3 3

= Posl 45°32.889' 13°41.704' 3-4 3

g Pos2 45°32.893' 13°41.860' 1-2 3

% Pos2 45°32.893' 13°41.860' 2-3 3

:g Pos2 45°32.893' 13°41.860' 3-4 3

N Pos3 45°32.879' 13°42.157' 1-2 3

Pos3 45°32.879' 13°42.157' 2-3 3

Pos3 45°32.879' 13°42.157' 3-4 3

1.3.4 Cas in frekvenca vzoréenja
Travnik pozejdonke vzor¢imo enkrat letno, v poletnem ¢asu (od junija do septembra).

Vzorcenje opravljamo med 9. in 13. uro.

Frekvenca vzoréenja: predlagamo, da se vzorci vsaj 2x v 6 letnem ciklusu.
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1.3.5 Metoda vzorcenja

Vzor&enje pozejdonke poteka tako, da na dno polozimo kvadrat 20 cm x 20 cm (400 cm?),
kar predstavlja eno paralelko. Ta povrSina velja za minimalno povrSino vzorenja za
sredozemske infrolitoralne zdruzbe (Montesanto in Panayotidis, 2001). Zaradi
biogeografskih posebnosti travnika, ki je krpasto razprostranjen, je potrebno vzorciti na
tistih postajah, kjer so prisotni vecji otocki pozejdonke. Na vsakem mestu vzorcenja
prestejemo 3 vzorce v razli¢nih globinskih razponih. Prvi vzorec prestejemo v globinskem
razponu 1-2 m, drugega v globinskem razponu 2-3 m in tretjega v globinskem razponu 3-4
m. Vsak vzorec je sestavljen iz treh paralelk, torej skupno prestejemo 9 paralelk. Vzorcenje
je nedestruktivno, zato najprej s podvodnim fotoaparatom posnamemo povrSino znotraj
kvadrata. Nato prestejemo Stevilo Sopov na povrSini vzorCenja znotraj kvadrata. Na
podvodno tablico zapisemo Stevilo Sopov pozejdonke znotraj vsake paralelke in globino
vsake paralelke.

Za ugotavljanje globinske raz§irjenosti travnikov pozejdonke je nato potrebno na vsakem

mestu vzorcenja ugotoviti in zapisati spodnjo globinsko mejo pojavljanja Sopov trave.

Na obali/palubi na terenski list zapiSemo osnovne podatke o vzoréenju: mesto vzoréenja,
lokacija, datum, metodika, globine, delovna ekipa (vzorcevalci, fotografi,...), opombe in

morebitna druga opaZanja.

1.3.6 Laboratorijska obdelava vzorcev

Vzorcéenje je nedestruktivno in zato laboratorijsko delo ni potrebno.

1.3.7 Uvrs¢anje vzorcev pozejdonke v razrede ekoloSkega stanja

Najprej izraunamo povprecno Stevilo Sopov za vsak vzorec (povpreéje treh paralelk).

2 nato pretvorimo v gostoto na 1 m? Za oceno

Povprecno gostoto Sopov na 400 cm
ekoloskega stanje posameznega vzorca uporabimo klasifikacijo, ki jo je pripravil prof. dr.

P. Panayotidis (Tabela 1.3.2) ne glede na globino vzorcenja (Lipej in sod., 2007).
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Tabela 1.3.2: Kiriteriji za vrednotenje ekoloSkega stanja posameznega vzorca in mesta
vzoréenja znotraj travnika pozejdonke v slovenskem morju glede na §tevilo Sopov/m®

(prirejeno po Panayotidisu v Lipej in sod., 2007).

Zelo gosto Gosto Manj gosto Redko Zelo redko
Stevilo
| oevro > 750 500 — 749 250- 499 50-249 <50
Sopov/m
Razred
ekoloskega Zelo dober Zmeren Zelo slab
stanja

1.3.8 Uvrstitev mesta vzorcenja v razred ekoloskega stanja

Za uvrstitev mesta vzor¢enja v razred ekoloSkega stanja izraCunamo povprecno gostoto
Sopov pozejdonke na 1 m? v treh vzorcih iz razliénih globinskih razponov. To vrednost
nato uvrstimo v razred ekoloskega stanja na podlagi klasifikacije po Panayotidisu (Tabela
1.3.2).

Ekolosko stanje travnika podamo na osnovi ocene treh mest vzorcenja po Kriterijih, ki so

prikazani v Tabeli 1.3.3.

Tabela 1.3.3: Kriteriji za konéno oceno eckoloskega stanja travnika pozejdonke v

slovenskem morju glede na $tevilo opov/m?.

Ekolosko stanje

Mesto
vzorcenja 1

Mesto
vzorcenja 2

Mesto
vzorcenja 3

Skupno vrednotenje
stanja travnika

Zelo dobro Zelo dobro  Zelo dobro Zelo dobro
Zelo dobro Zelo dobro Dobro Zelo dobro
Zelo dobro Zelo dobro Zmerno

Zelo dobro Zelo dobro Slabo

Zelo dobro Zelo dobro Zelo slabo

Zelo dobro Dobro Dobro

Zelo dobro Dobro Zmerno
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Mesto Mesto Mesto

. . . . . . Skupna ocena travnika
vzorcenja 1 vzorcenja2 vzorcenja3

Zelo dobro Dobro Slabo _
Zelo dobro Dobro Zelo slabo Zmerno
Zelo dobro Zmerno Zmerno _
Zelo dobro Zmerno Slabo Zmerno
Zelo dobro Zmerno Zelo slabo Zmerno
Zelo dobro Slabo Slabo Zmerno
Zelo dobro Slabo Zelo slabo Zmerno
Zelo dobro Zelo slabo Zelo slabo
Dobro Dobro Dobro
Dobro Dobro Zmerno
Dobro Dobro Slabo Zmerno
Dobro Dobro Zelo slabo Zmerno
Dobro Zmerno Zmerno Zmerno
Dobro Zmerno Slabo Zmerno
Dobro Zmerno Zelo slabo Zmerno
Dobro Slabo Slabo Zmerno
Dobro Slabo Zelo slabo
Dobro Zelo slabo Zelo slabo
Zmerno Zmerno Zmerno Zmerno
Zmerno Zmerno Slabo Zmerno
Zmerno Slabo Slabo
Zmerno Slabo Zelo slabo
Zmerno Zelo slabo Zelo slabo
Slabo Slabo Slabo
Slabo Slabo Zelo slabo
Slabo Zelo slabo Zelo slabo Zelo slabo
Zelo slabo Zelo slabo Zelo slabo Zelo slabo
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1.4 Travniki kolencaste cimodoceje

1.41 Uvod

Med morskimi cvetnicami najve¢je in najgloblje segajoCe travnike tvori kolencasta
cimodoceja (Cymodocea nodosa), v njih pa pogosto najdemo tudi manjse Stevilo Sopov
male morske trave (Zostera noltei). V slovenskem morju so travniki kolenéaste cimodoceje
navzoci skoraj povsod, kjer je na globini od 0,5 m do 10 m pesceno dno.

Kolencasta cimodoceja je hitrorastoca trajnica, ki naseljuje peseno in blatno dno v
antropogeno razmeroma neobremenjenih pa tudi degradiranih obalnih voda (Orfanidis in
sod., 2007). Tako kot v travnikih pozejdonke so tudi stanje v travnikih cimodoceje v
Sredozemskem morju slabsa zaradi antropogenih pritiskov, ki vplivajo na razpolozljivost
svetlobe in hranilnih snovi (Orfanidis in sod., 2007). V iskanju primernih indikatorjev
antropogenih pritiskov v obalnih vodah so v Gr¢iji razvili indeks (Skewness index
SKLNRfLLA 1 jeaves ali CymoSkew), ki uposteva frekven¢no porazdelitev dolzine listov
kolencaste cimodoceje (Orfanidis in sod., 2007, 2010). Indeks temelji na dejstvu, da
dolzina listov naras¢a od travnika, ki je v najboljSem ekoloskem stanju do travnika, ki je v
najslabSem ekoloskem stanju. Ker smatramo, da pri CymoSkew indeksu ni bila uporabljena
pravilna statisti¢na obdelava podatkov, smo koncept nadgradili in razvili indeks MediSkew

(Orlando-Bonaca in sod., v recenziji).
Za redno spremljanje stanja travnikov kolencaste cimodoceje, predlagamo protokol
vzorc¢enja in laboratorijsko obdelavo vzorcev po Orfanidisu in sod. (2007, 2010) ter oceno

ekoloskega stanja travnikov ob uporabi novega indeksa MediSkew.

Element kolencasta cimodoceja je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1, D5
in D6.
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1.4.2 lzbira in velikost mesta vzoréenja

Kolencasto cimodocejo vzor¢imo v petih travnikih, ki so bili izbrani na podlagi zacetne
presoje stanja slovenskega morja (Orlando-Bonaca in sod., 2012a). V vsakem travniku
izberemo 2 mesti vzorCenja. Na vsakem mestu izberemo po 2 delovni toc¢ki (100 m
narazen, Slika 1.4.1). Na vsaki tocki, na konstantni globini 3 m, poberemo 5 paralelk, ki

predstavljajo en vzorec.

1.4.3 Predlog mest vzoréenja

Za Kkolencasto cimodocejo predlagamo, da se obdrzijo mesta vzor¢enja (Tabela 1.4.1), ki so
bila izbrana za zacetno presojo okoljskega stanja slovenskega morja (Orlando-Bonaca in

sod., 2012a).

Tabela 1.4.1: Predlog mest vzorcenja za kolencasto cimodoce;jo.

Fitalni pas Mevsto. Zemlj. $irina  Zemlj. dolZzina  Globina §te\£ilo St.
vzorcenja (N) (E) (m) tock paralelk

Cyl 45°31.609' 13°36.023' 3 2 10

Cy2 45°32.306' 13°36.607' 3 2 10

Cy3 45°28.921' 13°35.375' 3 2 10

Tg Cy4 45°30.214' 13°35.310' 3 2 10
E Cy5 45°34.927' 13°43.193' 3 2 10
; Cy6 45°35.649' 13°42.657' 3 2 10
go Cy7 45°32.900' 13°41.317' 3 2 10
Cy8 45°32.469' 13°40.318' 3 2 10

Cy9 45°30.915' 13°34.583' 3 2 10

Cy10 45°31.060' 13°34.092' 3 2 10

1.4.4 Cas in frekvenca vzorcenja

Travnike kolencaste cimodoceje vzor¢imo enkrat letno, ob zacetku poletja (junij-julij).

Vzor¢enje opravljamo med 9. in 13. uro.
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Frekvenca vzoréenja: predlagamo, da se vzorci vsaj 2x v 6 letnem ciklusu.

1.4.5 Metoda vzorcéenja

Metoda vzorcenja je shematsko prikazana na Sliki 1.4.1. V vsakem od 5 izbranih travnikov
kolencaste cimodoceje izberemo 2 mesti vzorCenja. Na vsakem mestu izberemo po 2
delovni toc¢ki, ki naj bosta 100 m narazen, na konstantni globini 3 m. Na vsaki delovni
tocki poberemo 1 vzorec, vsak vzorec je sestavljen iz 5 paralelk. Vzorcenje kolencaste
cimodoceje poteka tako, da na dno polozimo kvadrat velikosti 25 cm x 25 cm (Orfanidis in
sod., 2007), kar predstavlja eno paralelko. Znotraj kvadrata potrgamo vse Sope kolencaste
cimodoceje tako, da ne poskodujemo listov (Orfanidis in sod., 2007, 2010). Sope trave na
plovilu speremo s sladko vodo in shranimo v oznacene plasti¢ne vrecke, loceno za vsako
paralelko. Po vrnitvi s terenskega dela vrecke s Sopi trave shranimo v zamrzovalniku na -
20°C.

Travnik 1 Travnik 2 vsaj 10 km narazen

/N

Mestol  Mesto 2 1-2 km narazen

Totka 1 To&ka 2 100 m narazen

JIAN

5 kvadratov 25 x 25 cm na globini 3 m
vse Sope potrgamo tako,
da listi ostanejo neposkodovani
in jih shranimo v vrecko

Slika 1.4.1: Postopek vzorcenja za kolencasto cimodocejo.
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Predlagamo, da se na mestih vzoréenja Cy4, Cy6 in Cy9 vzor¢i Se sediment S pornimi
vodami. Ob zakljuc¢ku vzorcenja Sopov kolencaste cimodoceje, potaplja¢ na isti globini
zapici gravitacijski korer vsaj 10-12 cm globoko v sediment. VVzorce sedimenta vzamemo s

primernim gravitacijskim korerjem (primer: http://www.uwitec.at/html/frame.html).

Natan¢na metodologija vzor¢enja sedimenta in pornih voda je opisana v poglavju 1.13.10.
1.4.6 Laboratorijska obdelava vzorcev
Vzorce kolencaste cimodoceje odmrznemo dan pred obdelavo (pocasno odmrzovanje v

hladilniku).
Vsako paralelko pregledamo posebej. Med delom morajo biti Sopi cimodoceje potopljeni v

slani vodi v plasti¢ni banjici. Iz vsake paralelke naklju¢no izberemo 20 Sopov. Vsak Sop
pazljivo razpremo s pinceto in v banjico polozimo lo¢ene liste, od zunanjega (najdaljsega)
do notranjega (najkrajSega). Nato prestejemo Stevilo listov v Sopu in za vsak list
zabelezimo (Orfanidis in sod., 2007, 2010):
e dolzino lista (bazalnega in fotosintetsko aktivnega dela) v cm,
e Sirino lista v cm,
e Stevilo znakov posledic pase,
e starost lista, pri cemer upoStevamo: razviti (odrasli) oz. stari listi so daljsi od 5 cm
in imajo dobro razvit bazalni del; srednji listi so dalj$i od 5 cm in imajo komajda
viden bazalni del; mladi listi so krajs$i od 5 cm in nimajo razvitega bazalnega dela,

e stanje lista (list cel, poSkodovan).

Ko pregledamo 20 Sopov, preverimo, ali smo izmerili vsaj 60 neposkodovanih odraslih in

srednjih listov. V nasprotnem primeru pregledamo $e dodatno $tevilo Sopov.

Po obdelavi vse vzorce shranimo v plastine vrecke, jih etiketiramo in ponovno

zamrznemo na -20°C.

Natan¢na metodologija vzorcenja sedimenta in pornih voda je opisana v poglavju 1.13.10.
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1.4.7 Uvrscéanje vzorcev kolencaste cimodoceje v razrede ekoloskega stanja

Pri oceni stanja travnikov kolenc¢aste cimodoceje predlagamo uporabo indeksa MediSkew
(Orlando-Bonaca in sod., v recenziji). Novi indeks je kombinacija dveh metrik, ki temeljita
na dolzini listov kolen¢aste cimodoceje. Prva metrika predstavlja asimetrijo frekvenéne
porazdelitve dolzin listov (Skew), druga pa odklon dolzine listov od referen¢ne mediane.

Za izracun indeksa uporabimo podatke o dolzini fotosintetsko aktivnega dela odraslih in
srednjih listov. Oceno stanja podajamo za vsak vzorec (5 paralelk) in ne posebej za

posamezno paralelko.
Postopek je sledec:
a) dolzine listov v vzorcu (60 listov x 5 paralelk = 300 podatkov) In-transformiramo

in izraGunamo koeficient asimetrije (Fisher-Pearson standardized moment

coefficient), po enacbi 1:

nooo 3
G:(n—l)rzn—Z);(xls x)

Kjer je:

G = koeficient asimetrije In-transformiranih dolzin fotosintetsko aktivnega dela
odraslih in srednjih listov kolencaste cimodoceje v vzorcu (n = 300),

n = velikost vzorca (300) in

s = standardna deviacija vzorca.

b) izra¢unamo mediano nelogaritmiranih podatkov;
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c) dobljene vrednosti vnesemo v enacbo 2:

(Mdarea - MdRC)/ZO cm + |G|/2
2

MediSkew =

kjer je:

Mdarea = mediana dolzin fotosintetsko aktivnega dela odraslih in srednjih listov kolencaste
cimodoceje v enem vzorcu oziroma na eni tocki vzoréenja (n = 300),

Mdgrc = mediana dolzin fotosintetsko aktivnega dela odraslih in srednjih listov kolencaste
cimodoceje na referencni tocki za slovensko morje. Po iz¢rpnih analizah vseh
razpolozljivih podatkov je bila kot referen¢na tocka vzoréenja za slovensko morje
izbrana tocka DeRt 2, ki se nahaja v travniku kolencaste cimodoceje na Debelem rticu.
Vrednost mediane na tocki DeRt 2 je 10,2 cm.

|G| = absolutna vrednost koeficienta asimetrije In-transformiranih dolzin fotosintetsko
aktivnega dela odraslih in srednjih listov kolencaste cimodoceje v vzorcu (n = 300), ki

se izracuna po enacbi 1.

Obrazlozitev K enacbi 2:

Pri zdruzevanju koeficienta asimetrije in razlike med medianami je bilo potrebno metrikam
dodati ustrezno tezo. Zato smo obe metriki delili z dovolj visokim stevilom, da smo dobili
podoben obseg vrednosti (npr. od 0 do 1). Za razliko med medianami smo izbrali dolzino
20 cm, ker je bila najvecja izraCunana razlika med medianami za travnike v slovenskem
morju 18,7 cm.

Da bi dobili najvecjo teoreti¢no vrednost koeficienta asimetrije za dolzine listov kolencaste
cimodoceje, smo generirali 300 namisljenih dolzin listov v intervalu vrednosti realnih
dolzin, vendar z zelo negativno asimetricno vzor¢no porazdelitvijo. Za to teoreti¢no
porazdelitev je bila vrednost koeficienta asimetrije (izra¢unana po enacbi 1) enaka -2,007.
Ker je koeficient asimetrije lahko vegji ali manjsi od 0, smo v enacbi 2 upostevali njegovo
absolutno vrednost in jo nato delili s Stevilko 2 (teoreti¢no najvecji koeficient asimetrije). S
tem postopkom smo podvojili pomen razlike med medianami (2-kratna utez) v primerjavi s
pomenom koeficienta asimetrije. Da ima razlika median dolzine listov dvakrat vecjo tezo
kot koeficient asimetrije, nam je potrdila tudi analiza glavnih komponent (PCA), kjer sta

bili predlagani metriki v vlogi spremenljivk. V linearni kombinaciji spremenljivk prve osi
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glavnih komponent, ki je razlozila veliko vecino celotne variacije (92,6%), je imela
metrika razlike median dolzine listov 2-krat vecji koeficient (0,896) v primerjavi z metriko

koeficienta asimetrije (0,444).

1.4.8 Uvrstitev mesta vzorcenja v razred ekoloskega stanja

Najprej se izra¢una vrednost indeksa MediSkew (enacba 2) za posamezno tocko vzorcenja.
Za uvrstitev mesta vzoréenja v razred ekoloskega stanja se izraCuna aritmeti¢no povprecje
vrednosti indeksa MediSkew na dveh tockah vzor¢enja. Za uvrstitev travnika kolencaste
cimodoceje v razred ekoloSkega stanja Se izra¢una aritmeti¢no povprecje vrednosti indeksa
MediSkew na 4 tockah vzorcenja (2 mesti vzoréenja). Dobljene vrednosti se primerja z
mejnimi  vrednostmi med razredi ekoloskega stanja (Tablea 1.4.2) in uvrsti tocke

vzorcenja, mesta vzorcenja ali celoten travnik v primeren razred.

Tabela 1.4.2: Mejne vrednosti za MediSkew, po katerih podamo oceno ekoloSkega stanja

travnikov kolencaste cimodoceje v slovenskem morju.

Razred ekoloskega

stanja MediSkew
Zelo dober 0 £ MediSKew < 0,2
0,2 < MediSKew < 0,4
Zmeren 0,4 < MediSKew < 0,6
Slab 0,6 < MediSKew < 0,8

Zelo slab 0,8 < MediSKew <1

47



Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIJO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI
STRATEGNI (2008/56/ES). Zakljuéno porocilo.

1.5 Bentoski nevretencarji mehkega dna infralitorala

151 Uvod

Bentoski nevretencarji mehkega dna infralitorala so ze od leta 2007 vkljuCeni v program
spremljanja stanja po Vodni Direktivi (Mozeti¢ in sod., 2008). Metodologija vrednotenja je
uspesno prestala interkalibracijo znotraj MedGIG-a in je vklju¢ena v zadnjo Odlocbo
evropske skupnosti z dne 20.9.2013 (Odlo¢ba 2013/480/ES). Predlagamo, da se ta del
vkljuci tudi v program spremljanja stanja po ODMS, saj je uporaben za vrednotenje stanja
okolja po deskriptorjih D1, D2, D4 in D6.

1.5.2 Predlog mest vzoréenja

Del morskega dna na katerem poteka vzorCenje bentoskih nevretencarjev mehkega dna
infralitorala zaobjema obalna vodna telesa, ki so dolo¢ena na podlagi Vodne direktive in
vkljucujejo oba tipa obalnih vod (OM M1 in OM M3).

V vseh obalnih vodnih telesin (SI5VT2 — SISVTS) Ze poteka monitoring po Vodni
direktivi. Predlagamo, da se tudi za potrebe ODMS obdrzijo ta mesta vzorcenja (Tabela

1.5.1).
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Tabela 1.5.1: Predlog mest vzorcenja za bentoske nevretencarje mehkega dna infralitorala.

Mesto vzoréenja Zemlj. Sirina  Zemlj. dolzina  Globina St.
(N) (E) (m) paralelk
VT2P2 45°35.699' 13°42.576' 7-11 3
VT2P3 45°35.172' 13°42.405' 7-11 3
VT3P2 45°33.383' 13°43.540' 7-11 3
VT3P4 45°34.275' 13°43.931" 7-11 3
VT3P6 45°32.930' 13°42.494' 7-11 3
VT4P10 45°31.074' 13°34.057' 7-11 3
VT4P11 45°31.949' 13°35.946' 7-11 3
VT4P12 45°32.339' 13°37.264' 7-11 3
VT4P13 45°32.359' 13°38.933’ 7-11 3
VT4P14 45°32.835' 13°40.870' 7-11 3
VT5P6 45°29.224' 13°35.137' 7-11 3
VTSP7 45°30.722' 13°35.369' 7-11 3
VT5PS 45°30.891' 13°34.540' 7-11 3

1.5.3 Casin frekvenca vzorcevanja

Vzor¢enje poteka dvakrat letno, spomladi (konec maja, zacetek junija) ter konec poletja /
zacetek jeseni (zaCetek septembra).
Frekvenca vzoréenja mora biti vsaj 2x v 6 letnem ciklusu, za zagotovitev visoke stopnje

zaupanja. Najboljse je, da vsa mesta vzoréenja vzor¢imo Vv istem letu.

1.5.4 Metoda vzorcenja

Vzor€enje poteka na mehkem dnu infralitorala na globini med 7-11 m. Na vzor¢enem delu
morskega dna se ne smejo pojavljati morske cvetnice. Vzoréimo z Van Veenovim grabilom z
vzor&evalno povr§ino 0,1 m% Na vsakem mestu vzorcenja zajamemo tri vzorce. Vse nadaljnje
korake obdelave izvedemo loceno za vsak vzorec posebej.

Najprej izmerimo volumen pobranega vzorca. Dobljene vzorce sedimenta ze na palubi speremo

s slano vodo skozi sita z velikostjo odprtin 3,0 mm in 1,0 mm. Lo¢evanje na ve¢ velikostnih
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frakcij olajSa spiranje in prebiranje organizmov. Vecje in obcutljive organizme sproti poberemo
iz vzorca in shranimo v posodicah v 80% etanolu. Iz materiala, ki ostane na sitih (groba in fina
frakcija), odstranimo vecje kose kamnov in odmrlih lupin polzev in koljk, ostalo pa shranimo v
posodicah z 80% etanolom. Vse posodice ozna¢imo z etiketo na kateri je s svinénikom napisana
koda vzorca, sestavljena iz sezone in leta vzorcenja, ter vodnega telesa in mesta vzoréenja (npr.
J13VT2P2).

Vse podatke vezane na vzorCenje (datum, lokacija, vzorCevalci, stanje bibavice, globina
vzorCenja, znacilnosti sedimenta (volumen, barva, morebiten vonj, koli¢ina in znacilnost
materiala, ki ostane na sitih), prisotnost bentoskih makroalg in morebitne druge posebnosti v

vzorcu) vpisemo na terenski list.

1.5.5 Laboratorijska obdelava vzorcev

Obdelava vzorcev poteka v laboratoriju in je v grobem sestavljena iz treh faz: spiranja,
sortiranja in doloc¢anja. VVzorec vedno obravnavamo Kot celoto in ga ne delimo na podvzorce.
Vzorci so fiksirani z etanolom, zato jih pred sortiranjem najprej speremo z vodo na situ z
velikostjo odprtin 0,5 mm. Spiranje vzorca naj poteka pod majhnim tokom vode, oz. v kadicki z
vodo, zato da se zmanjSa verjetnost poskodb na zivalih. Zaradi visoke hlapljivosti etanola je
priporocljivo, da spiranje poteka v digestoriju.

Sprani vzorec razprostremo po banyjici. Iz banjice izlo¢imo organizme vidne s prostim o¢esom
ter jih razvrstimo po $irsih taksonomskih skupinah (mnogoséetinci, mehkuzci, raki, iglokozci).
Upostevamo samo tiste organizme, ki so bili ob vzorcenju Se zivi. Izloene in razvr$¢ene
organizme shranimo v 70% etanolu.

Dolocanje in Stetje organizmov poteka s pomocjo binokularne lupe in mikroskopa. Dolo¢amo
do najmanjSega moznega taksona s pomocjo ustreznih dolocevalnih klju¢ev in taksonomskih
zbirk. Pregledane in dolo¢ene osebke shranimo v 70% etanolu, v fiolah ali drugih primernih
posodicah za dolgotrajno shranjevanje. Posamezno posodico opremimo z etiketo iz pavs
papirja, ki vsebuje naslednje podatke: koda vzorca in taksonomsko ime. Pridobljene podatke

zapiSemo v excelovo ali drugo ustrezno tabelo z vrstami in njihovim $tevilom na vzorec.
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1.5.6 Metodologija vrednotenja ekoloSkega stanja

Pri vrednotenju ekoloskega stanja z bentoskimi nevretencarji mehkega dna infralitorala
uporabljamo multimetrijski indeks M-AMBI (Multimetric- Azti Marine Biotic Index).
Multimetrijski indeks M-AMBI temelji na faktorski analizi treh metrik:

- morskega bioticnega indeksa AMBI (Azti Marine Biotic Index), ki temelji na
razdelitvi makrobentoskih zivali v ekoloske skupine glede na stopnjo tolerance
oziroma obcutljivosti na narasc¢ajoco stopnjo okoljskega stresa,

- Stevila najdenih taksonov v vzorcu (S) in

- Shannon-Wienerjevega diverzitetnega indeksa (H").

Vsaka metrika je normalizirana z referencno vrednostjo izracunano posebej za slovenske
razmere (Tabela 1.5.2).

Izraun posameznih metrik in multimetrijskega indeksa M-AMBI izvedemo z uporabo
programske opreme AMBI index software, ki je prosto dostopen na spletni strani

(http://ambi.azti.es/). Za izratun multimetrijskega indeksa M-AMBI moramo imeti

excelovo tabelo s taksoni in njihovimi abundancami, v program pa moramo vnesti

referenéne vrednosti za vse tri metrike (AMBI, S in H”).

Tabela 1.5.2: Referen¢ne vrednosti metrik AMBI, S in H’

Metrika S H' AMBI

Referenc¢na vrednost 91 5,87 1,34/6*

* Pri AMBI se zaradi potrebe programske opreme navaja tako spodnja meja, ki je
referenc¢na vrednost, kot tudi zgornja meja

Na podlagi vrednosti indeksa M-AMBI vzorce oz. mesta vzoréenja razvrstimo v razrede
ekoloske kakovosti (za potrebe Vodne direktive) oz. dolo¢imo okoljsko stanje po MSFD.
Meje med petimi razredi ekoloske kakovosti so prikazane v Tabeli 1.5.3, razmejitev med
dobrim in slabim okoljskim stanjem pa se ujema z razmejitvijo med dobrim in zmernim

razredom ekoloske kakovosti (0,62).

51


http://ambi.azti.es/

Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIJO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI
STRATEGNI (2008/56/ES). Zakljuéno porocilo.

Tabela 1.5.3: Meje med posameznimi razredi kakovosti ekoloSkega stanja za bentoSke

nevretencarje v infralitoralu.

Razredi kakovosti Meje vrednosti med razredi kakovosti
Zelo dobro / Dobro 0,83
Dobro / Zmerno 0,62
Zmerno / Slabo 0,41
Slabo / Zelo slabo 0,20

Morju oz. doloenemu obmocju morja dolo¢imo okoljsko stanje s povprecenjem vseh REK
vrednosti mest vzoréenja, Ki se v njem nahajajo, za zeleno obdobje. Upostevati moramo tako

spomladanske kot tudi jesenske REK vrednosti.
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1.6 BentoSki nevretencarji mehkega dna cirkalitorala

1.6.1 Uvod

Bentoski nevretenCarji mehkega dna cirkalitorala niso $e vkljuceni v redni program
spremljanja stanja za slovensko morje. V cirkalitoralu smo vzor¢ili v letu 2011 za potrebe
priprave metodologije vzoréenja v okviru ODMS (Orlando-Bonaca in sod., 2012a). Na
podlagi vzoréenj v cirkalitoralu in izkuSenj iz vzor¢enj Vv infralitoralu predlagamo, da se
vzoréenje bentoskih nevretencarjev na mehkem dnu cirkalitorala vklju¢i v program
spremljanja stanja po ODMS. Bentoski nevretencarji mehkega dna cirkalitorala so
uporabni za vrednotenje stanja okolja po deskriptorjih D1, D2, D4 in D6.

1.6.2 Predlog mest vzorcenja

Del morskega dna na katerem poteka vzoréenje bentoskih nevretencarjev mehkega dna
cirkalitorala zaobjema vsa morska vodna telesa, ki so dolo¢ena na podlagi Vodne direktive.
Na tem delu morskega dna se pojavljata dve biocenozi: biocenoza obalnega detriti¢nega
dna in biocenoza muljastega detriti¢cnega dna. Morsko dno je v tem globinskem pasu
podvrzeno razli¢nim pritiskom, predvsem s strani pomorskega prometa velikih tovornih
ladij in ribiskih bark. Predlagamo, da se za potrebe monitoringa uporabi mreza 9-ih tock
(Tabela 1.6.1), ki odraza znacilnosti, ki so posledica razlicnih abiotskih dejavnikov in

antropogenih pritiskov.
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Tabela 1.6.1: Predlog mest vzorcenja za bentoske nevretencarje mehkega dna cirkalitorala.

Mesto vzorcenja Zemlj. irina  Zemlj. dolZina  Globina St.
(N) (E) (m) paralelk

BNCL1 45°34.665' 13°41.568' >20 3
BNCL2 45°33.442' 13°39.695' >20 3
BNCL3 45°35.606' 13°37.360' >20 3
BNCL4 (00C2) 45°34.800' 13°36.800' >20 3
BNCL5 (00CZ) 45°37.400' 13°37.930' >20 3
BNCL6 45°31.503' 13°31.803' >20 3
BNCL7 45°33.792' 13°29.615' >20 3
BNCLS (00F2) 45°35.000' 13°28.600' >20 3
BNCL9 45°32.702' 13°21.883' >20 3
BNCL10 45°27.915' 13°15.616' >20 3
BNCL11 45°21.235' 13°12.551" >20 3

1.6.3 Cas in frekvenca vzorcenja

Vzor¢enje poteka dvakrat letno, spomladi (konec maja, zacetek junija) ter konec poletja /
zaCetek jeseni (zacetek septembra).
Frekvenca vzoréenja mora biti vsaj 2x v 6 letnem ciklusu, za zagotovitev visoke stopnje

zaupanja. Najboljse je, da vsa mesta vzoréenja vzor¢imo V istem letu.
1.6.4 Metoda vzorcenja

Vzorcenje poteka na mehkem dnu cirkalitorala v obeh biocenozah (obalnega detriti¢nega dna
in muljastega detriti¢nega dna). Vzor¢imo z Van Veenovim grabilom z vzor¢evalno povrsino
0,1 m? Na vsakem mestu vzorSenja zajamemo tri vzorce. Vse nadaljnje korake obdelave
izvedemo loceno za vsak vzorec posebej.

Najprej izmerimo volumen pobranega vzorca. Dobljene vzorce sedimenta ze na palubi speremo
s slano vodo skozi sita z velikostjo odprtin 3,0 in 1,0 mm. Locevanje na ve¢ velikostnih frakcij
olajsa spiranje in prebiranje organizmov. Vecje in obcutljive organizme sproti poberemo iz

vzorca in shranimo v posodice v 80% etanolu. Iz materiala, ki ostane na sitih (groba in fina
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frakcija), odstranimo veéje kose kamnov in odmrlih lupin polzev in $koljk, ostalo pa shranimo v
posodicah z 80% etanolom. Vse posodice 0znacimo z etiketo na kateri je s svinénikom napisana
koda vzorca, sestavljena iz sezone in leta vzorcenja ter vodnega telesa in mesta vzorcenja (npr.
J13VT2P2).

Vse podatke vezane na vzorcenje (datum, lokacija, vzorevalci, stanje bibavice, globina
vzorcenja, znaCilnosti sedimenta (barva, morebiten vonj, koli¢ina in znacilnost materiala, Ki
ostane na sitih), prisotnost bentoskih makroalg in morebitne druge posebnosti v vzorcu)

vpisemo na terenski list.

1.6.5 Laboratorijska obdelava vzorcev

Obdelava vzorcev poteka v laboratoriju in je v grobem sestavljena iz treh faz: spiranja,
sortiranja in dolo¢anja. Vzorec vedno obravnavamo kot celoto in ga ne delimo na podvzorce.
Vzorci so fiksirani z etanolom, zato jih pred sortiranjem najprej speremo z vodo na situ z
velikostjo odprtin 0,5 mm. Spiranje vzorca naj poteka pod majhnim tokom vode, oz. v kadicki z
vodo, zato da se zmanjSa verjetnost poskodb na zivalih. Zaradi visoke hlapljivosti etanola je
priporo¢ljivo, da spiranje poteka v digestoriju.

Sprani vzorec razprostremo po banjici. Iz banjice izlo¢imo organizme vidne s prostim o¢esom,
ter jih razvrstimo po $irsih taksonomskih skupinah (mnogoséetinci, mehkuzci, raki, iglokozci).
Upostevamo samo tiste organizme, ki so bili ob vzorCenju Se zivi. IzloCene in razvrsene
organizme shranimo v 70% etanolu.

Dolocanje in Stetje organizmov poteka s pomoc¢jo binokularne lupe in mikroskopa. Dolo¢amo
do najmanjSega moznega taksona s pomocjo ustreznih dolocevalnih kljucev in taksonomskih
zbirk. Pregledane in dolocene osebke shranimo v 70% etanolu, v fiolah ali drugih primernih
posodicah za dolgotrajno shranjevanje. Posamezno posodico opremimo z etiketo iz paus
papirja, ki vsebuje naslednje podatke: koda vzorca in taksonomsko ime. Pridobljene podatke

zapiSemo v excelovo ali drugo ustrezno tabelo z vrstami in njihovim $tevilom na vzorec.

1.6.6 Metoda vrednotenja ekoloSkega stanja

Metoda vrednotenja Se ni razvita.
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1.7 Kostnice

1.7.1 Uvod

Pri pripravi kriterijev za oceno stanja elementa kostnic v slovenskem morju smo skusali
odgovoriti na vprasanja kot so kaksno ribjo zdruzbo lahko v nekem okolju pri¢akujemo, in
kolikSna je gostota rib neke vrste v dolocenem okolju. Sprico pomanjkanja rednega
monitoringa ribjith zdruzb v slovenskem morju (pri tem imamo v mislih predvsem
nekomestibilne vrste, ki predstavljajo veliko vecino rib), smo za poskus ovrednotenja
stanja uporabili le razpolozljive podatke, ki se nanasajo na popise obrezne ribje favne.

V obrezni ribji zdruzbi infralitorala predstavljajo Stiri glavne skupine obreznih rib skupaj
veliko vecino vseh ribjih vrst. To so babice (Blenniidae), glavaci (Gobiidae), Spari
(Sparidae) in ustnace (Labridae). Vecina babic domuje predvsem v zgornjem infralitoralu,
ze na meji mediolitorala, zato niso primerne kot indikatorski bioloski element. Glavace
najdemo povsod, vendar niso prevec izbiréni glede substrata. Podobno velja tudi za $pare,
Ki nimajo posebnih habitatnih preferenc, poleg tega pa jih najdemo tudi na sedimentnem
dnu in v morskih travnikih. Zato smo izbrali druzino ustna¢ (Labridae), katere izbor
argumentiramo z naslednjimi argumenti (Orlando-Bonaca in sod., 2012a).

Ustnace so:

a. redni in pogosti prebivalci obreznih habitatnih tipov (v povprec¢ju ve¢ kot 50% vseh
obreznih rib, ¢e ne upostevamo jatnih vrst);

b. povezava med njimi in mikrohabitatnimi ter makrohabitatnimi tipi je velika in tudi
statisticno oprijemljiva, kar izhaja iz njihovih ekoloSkih in bioloSkih posebnosti
(gnezdenje, prehranjevanje in skrivanje v vegetaciji). Prav vse ustnace, razen do
neke mere gnezdivka (Symphodus cinereus), ki preferira neporasle kamnite
mikrohabitatne tipe, so tesno povezane z omenjenimi habitatnimi tipi. Z uporabo
kanoni¢ne korespondencne analize (CCA) smo potrdili, da so vse vrste ustnac, z
izjemo omenjene gnezdivke, povezane z gosto algalno zarastjo v infralitoralu, zato
to Se dodatno potrjuje smiselnost uporabe ustnac kot indikatorjev;

c. vse vrste so lahko opazne in sprico tega dobro detektibilne, poleg tega je za
nekatere znacilna spolna dvoli¢nost;

d. potencialno zmanjSevanje populacije teh vrst v habitatnih tipih lahko povezujemo z

degradacijo habitatnega tipa, ki se posledi¢no odraza tudi v vrstah iz drugih druzin.
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Poleg omenjenega je potrebno upostevati tudi dejstvo, da ribja diverziteta ni enakomerno
porazdeljena v obreznem pasu, ampak so doloceni predeli znatno bolj bogati po Stevilu vrst
in tudi po Stevilu osebkov. Okolje, ki je bolj strukturirano, ima vecje Stevilo skrivalis¢,
posledicno vecjo Stevilénost osebkov in vrst, obenem pa tudi boljSe moznosti za
prehranjevanje in razmnoZzevanje (Macpherson, 1994).

Prisotnost ustna¢ je v veliki meri odvisna od vegetacijskega pokrova, za katerega
smatramo, da je na obravnavanem obmocju prvobitno stanje. S pojavom raznih motenj,

bodisi naravnih ali antropogenih, se bo ribja skupnost pric¢ela spreminjati, kar Se dodatno .

Element kostnice je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1, D2, D3 in D6.

1.7.2 1Izbira in velikost mesta vzorcenja

Vzoréenje kostnic se izvaja na skalnatem dnu. To utemeljujemo z dejstvom, da na ta nain
vzoréimo na obmocju dveh pomembnih biocenoz, ki sta najbolj bogati po vrstni pestrosti
in sicer v biocenozi fotofilnih alg (zgornji infralitoral) in prekoraligenski fazi koraligenske
biocenoze (spodnji infralitoral). VzorCenje v mediolitoralu (bibavi¢ni pas) ne bi bilo
smiselno, saj je tako okolje zaradi stresnih ekoloskih dejavnikov revno po Stevilu vrst. V
njem prebivajo predvsem Stevilne vrste babic, ki pa so zaradi velike variabilnosti ekoloskih
dejavnikov v okolju oportunisticne. Za vzorevanje na muljastem in peS¢enem dnu pa bi
morali uporabljati destruktivne metode vzoréenja, saj je Stevilo osebkov in Stevilo vrst v
takem okolju zelo skromno in jih s popisovalnimi tehnikami ne moremo kvalitetno
popisati.

Na vsakem mestu vzorcenja postavimo dva vertikalna transekta (med njima naj bo 150 m
razdalje). Velikost posameznega transekta obsega 100 m? na levo in 100 m? na desno

merilnega traka. Seznam mest vzoréenja je predstavljen v Tabeli 1.7.1.
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Tabela 1.7.1: Predlog mest vzorcenja za kostnice na skalnatem dnu v infralitoralu.

Zemlj. Sirina  Zemlj. dolZina

(N) (E)

Mesto vzorcenja

DR5 45°35.457' 13°42.028'
Svel 45°32.532' 13°39.339'
RR2 45°32.401' 13°36.901"
Pa3 45°31.597' 13°35.294'
Fi3 45°31.579' 13°34.713'
PP5 45°31.854' 13°33.959'

1.7.3 Cas in frekvenca vzorcenja

Vzoréenje mora potekati v poletnih mesecih in sicer julija in avgusta. Potekati mora v
dopoldanskih urah, najbolje med 9. in 12. uro, pred zafetkom maestrala. Predlagamo
vzorcenje 1 x letno.

Vzoréenje je potrebno nacrtovati v skladu z vidljivostjo; e je ta preslaba, je potrebno

vzorcenje prestaviti na primernejsi dan, ko je vidljivost primernejSa za popis ribjih vrst.

1.7.4 Metoda vzorcenja

Za popis obrezne ribje zdruzbe uporabljamo nedestruktivne metode vzorcenja (glej Lipej
in sod., 2003; Lipej in Orlando-Bonaca, 2006). To so podvodne metode, pri Kkaterih
popisujemo obrezno favno rib na mestu samem (in situ). Ker so nedestruktivne, jih lahko
uporabljamo tudi v zavarovanih obmocjih. V slovenskem morju so za obrezno ribjo
zdruzbo najbolj primerni vertikalni transekti, kadar popisujemo ribjo zdruzbo vzdolZ

razli¢nih habitatnih tipov (glej Orlando-Bonaca in sod., 2012a).

Za vertikalni transekt uporabimo 100 m merilnega traka na vodoodpornem nosilcu.
Raztegnemo ga od obrezja do 100 m oddaljenosti, pravokotno na obalo. Pri tem
poskrbimo, da je vzorCevalni meter karseda napet. Na koncu transekta nosilec metra
zasidramo s kovinskim klinom ali obtezimo s kamni. Nato zaChemo s popisom vedno na

desni strani merilnega traka, kjer popisujemo vse ribe na razdalji do 1 m. Ceprav smo za
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bioloski element izbrali ribe iz druzine ustnac¢, na transektu popiSemo primerke vseh vrst
rib. Na tak nac¢in dobimo poleg Zeljene gostote razli¢nih vrst ustna¢ tudi gostoto vseh ribjih
vrst na transektu. Tako dobimo podatek, kolikSen del celotne ihtiofavne predstavljajo
ustnace. Posebno pozornost posvetimo epibentoskim ribam in gostim sestojem alg, kjer se
prehranjujejo ali zadrZujejo ustnade. Plavamo s konstantno hitrostjo tik nad dnom. Casovni
potek enega transekta je odvisen od strukturiranosti habitatnih tipov, ki si sledijo vzdolz
transekta. Obicajno opravimo vertikalni transekt v 15 do 25 minutah. Ko pridemo do konca
transekta ponovimo popis ribje zdruzbe Se enkrat, na drugi strani merilnega traku, tokrat v
smeri proti obali. Po opravljenem popisu rib transekt posnamemo $e z videokamero, da
dobimo sosledje habitatnih in mikrohabitatnih tipov na transektu. Na tak nacin opredelimo
transekt z vidika dominantnih vegetacijskih in habitatnih tipov.

Za popis obrezne ribje favne moramo opraviti 2 vertikalna transekta (med njima naj bo 150

m razdalje) v obe smeri, skupno torej 4 transekte na vsakem mestu vzoréenja.

1.7.5 Laboratorijska obdelava vzorcev

Dobljene podatke o ribji favni na vseh opravljenih transektih prepiSemo iz potapljaske
knjizice oziroma tablice v podatkovno bazo v racunalniku in preraCunamo gostote
posameznih ribjih. Podatke izrazimo kot gostoto rib na 100 m?.

Originalne videozapise uredimo in opremimo z ustreznimi oznacbami. Posnetke
pregledamo na monitorju ali TV sprejemniku in dolo¢imo ter popiSemo vse habitatne tipe
od zacetka do konca transekta. Tako dobimo informacijo 0 pokrovnosti vegetacije in

pestrosti habitatnih tipov v katerih smo popisovali obrezno ribjo favno.

1.7.6 UvrScanje kostnic v razrede ekolo§kega stanja

Orlando-Bonaca in sod. (2008) so ugotovili statisticno znacilno korelacijo med
pokrovnostjo (%) alg iz rodov Cystoseira in/ali Halopithys in gostoto kosiric (Symphodus
roissali) na 100 m®. Podobno se je izkazala tudi dobra medsebojna povezanost $e za pisano
ustnaco (S. tinca), najboljso pa, ko smo upostevali gostoto vseh vrst ustna¢ (sestevek vseh
osebkov te druzine) na transektu (R? = 0,72) (Slika 1.7.1, po Orlando-Bonaca in sod.,
2012a). Za uvrséanje kostnic v razrede ekoloSkega stanja upoStevamo zato gostoto vseh
predstavnikov iz druzine ustna¢ na posameznem transektu (Tabela 1.7.2).
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Slika 1.7.1: Povezanost med gostoto ustnaé (tevilo osebkov na 100m?) in deleZem cistozir

na celotni povrsini pregledanega transekta.

Tabela 1.7.2: Kriteriji za oceno ekoloskega stanja morskih kostnic na podlagi kumulativne

gostote ustnac na vertikalnem transektu.

Razred ekoloskega Povprecna gostota
stanja ustna&/100m’
Zelo dober 32,1-
24,1-32
Zmeren 16,1-24
8,1-16
Zelo slab 0-8
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1.7.7 Uvrstitev mesta vzorcenja v razred ekoloskega stanja

Za uvrstitev mesta vzorcenja v razred ekoloskega stanja na podlagi kostnic izraunamo
aritmeticno povpreéje gostot ustna¢ na vseh Stirih vertikalnih transektih. Dobljene
vrednosti primerjamo z mejnimi vrednostmi med razredi ekoloSkega stanja (Tablea 1.7.2)

in uvrstimo mesto vzoréenja v primeren razred.
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1.8 Hrustanénice

1.8.1 Uvod

Hrustancnice se povsod po svetu soocajo z velikim in hitrim upadom populacij, predvsem
zaradi netrajnostne rabe naravnih virov. V tem oziru ogroza lovne vrste pretiran izlov
(prelov), $e bolj kriti¢en pa je prilov, ko se v ribiSke mreze kot netar¢ne vrste ujamejo tudi
hrustanénice (glej npr. Jardas in sod., 2008). Tudi Jadransko morje in njegov najseverne;jsi
del, ki zajema slovensko morje, glede tega ni izjema (Piccinetti in sod., 2012). Zaradi
malostevilnosti populacij hrustan¢nic je nacrtovanje vzorcenja zelo zahtevno in je skoraj v
celoti odvisno od naklju¢nega prilova hrustanénic. V slovenskem morju je dovoljen izlov
vseh vrst hrustanénic, razen belega morskega volka (Carcharodon carcharias) in
morskega psa orjaka (Cetorhinus maximus) (Ur.l., 46/2004). Dejanski obseg nacrtnega
lova na hrustanénice je zelo majhen in omejen predvsem na vrste iz rodu Mustelus, ki jih
izlavljajo predvsem z uporabo posebnih mrez za morske pse, tako imenovane »psare« ali

»cagnolere«.

1.8.2 Metoda vzorcenja

Metoda vzorcenja naj bi temeljila na spremljanju slucajnega izlova (prilova) morskih psov
in skatov. Za to je potrebno vzpostaviti primerno sodelovanje in komunikacijo z ribici, ki
bi sporocali potrebne podatke o pojavljanju hrustan¢nic in predali ulovljeni material. Vsaj
v Casu lova na dolo€ene vrste hrustan¢nic je potrebno zagotoviti prisotnost raziskovalcev
oz. strokovnjakov pri samem dviganju ulova, ki morajo oceniti Stevilo in vrstno sestavo
hrustan¢nic ter pobrati in izmeriti potrebne parametre (npr. dolo€iti spol, izmeriti teZo ter
glavne velikostne mere). Prav tako bi se spremljal ulov in prilov hrustancnic na terenih, ki
jih izvaja Zavod za ribistvo v okviru svojega monitoringa. Vsi pridobljeni podatki in
material morajo imeti dolo¢eno tudi (vsaj priblizno) lokacijo in ¢as pojavljanja oz. ulova in

metodo ulova.
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1.8.3 Laboratorijska obdelava vzorcev

Upostevaje dejstvo, da bodo v slovenskem delu Jadranskega morja tudi v bliznji
prihodnosti prisotne populacije razli¢nih vrst hrustanénic, je smiselno v zvezi s tem (za
zdaj) pripraviti standardne metode popisovanja hrustancnic. Primerke hrustanc¢nic (sveze
ali odtaljene, odvisno od prejema vzorcev) je potrebno najprej dolociti do vrste s pomocjo
identifikacijskih priro¢nikov kot so klju¢ za doloCevanje vretencarjev Slovenije (Lipej,
1999) ali dolocevalni klju¢ v monografiji Jadranska ihtiofauna (Jardas, 1996). Nato je
potrebno primerke stehtati do grama natan¢no in dolo¢iti spol. Pri samcih izmerimo
dolzine klasperjev do desetinke milimetra natan¢no in opiSemo stanje njihove potrdelosti
kot nekalcificiran ali kalcificiran klasper. Pri juvenilnih primerkih vrst, za katere je
znaCilna rumenjakova vreca, je potrebno preveriti ali je brazgotina na mestu, Kjer je bila
pritrjena rumenjakova vreca Se vidna ali ne. V kolikor je brazgotina $e vidna, zapiSemo ali
je sveza (nezaras¢ena in dobro vidna) ali zaraS¢ena. Nato opravimo osnovne biometri¢ne
meritve (glej Sliki 1.8.1 in 1.8.2). Pri lovnih vrstah, ki jih ribi¢i nato prodajo na trg, so
meritve omejene na tiste najnujnejSe (teza, celotna dolzina (total lenght) do razcepa repne
plavuti (fork lenght)), poleg tega pa opravimo Se fotografiranje osebkov z merilom za
poznejSe ovrednotenje doloc¢enih znalilnosti. Pri materialu, ki ga lahko zadrZzimo in
obdelamo v laboratoriju, pa izmerimo tudi druge biometri¢ne podatke, ki nam sluzijo tudi
za ugotavljanje (i) biometricnih lastnosti vrste, (ii) spolne dvoli¢nosti (pri nekaterth
vrstah), (iii) morfoloskih anomalij, (iv) oZje in SirSe biogeografske variabilnosti ter za (v)
opredelitev starosti. V SirSem smislu si s tako dobljenimi podatki lahko pomagamo pri
razumevanju velikostne porazdelitve, starostne in spolne strukture ter nekaterimi podatki o

razmnozevalni ekologiji.
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Slika 1.8.1: Primer biometri¢nih meritev za morske pse (po Compagno in sod., 1984).

64



Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIJO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI
STRATEGII (2008/56/ES). Zakljuéno poroéilo.

Slika 1.8.2: Primer biometri¢nih meritev za skate. Prirejeno po Mavricu in sod. (2004).'
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1.9 Fitoplankton

1.9.1 Uvod

Fitoplankton je pomemben bioloski element za opredelitev okoljskega stanja v vodnem
stolpcu, pri Cemer se najpogosteje uporabljajo parametri kot so biomasa, abundanca in
sestava fitoplanktona. Ti so tudi klju¢ni za doloCevanje ekoloSkega stanja obalnega morja
po Direktivi 2000/60/ES (v nadaljevanju Vodna direktiva). Zazdaj je bila na evropski ravni
(Aneks 2 Odlo¢be 2013/480/EU) potrjena le metodologija, ki vkljucuje en fitoplanktonski
parameter — biomaso, ki jo dolo¢a koncentracija klorofila a. Kljub vsemu se razvoj
metodologije, ki bo vkljucevala tudi abundanco in sestavo fitoplanktona nadaljuje, saj

zgolj biomasa ne zados¢a za opis znacilnosti fitoplanktonske zdruzbe nekega obmoc;ja.

Fitoplanktonski parametri se v Morski strategiji veckrat ponovijo in sicer v sledeCih
deskriptorjih za opredelitev stanja morskega okolja:

- deskriptor D1 - Biotska raznovrstnost: biomasa ter abundanca in sestava
fitoplanktona za stanje habitata vodnega stolpca (merilo 1.6, kazalnik 1.6.1),

- deskriptor D4 — Elementi morskih prehranjevalnih spletov: trend abundance
klju¢nih trofi¢nih skupin oz. vrst, kamor so vkljuceni vsi fitoplanktonski parametri,
saj opredeljujejo prvi trofiéni nivo pelaskega prehranjevalnega spleta (merilo 4.3,
kazalnik 4.3.1),

- deskriptor D5 - Evtrofikacija: Neposredni vplivi obogatitve s hranilnimi snovmi
(merilo 5.2, kazalnika 5.2.1 in 5.2.4); fitoplanktonski parametri so $e posebej
pomembni pri tem deskriptorju. Povecane koncentracije klorofila a so opredeljene
kot neposreden ucinek prekomerne obogatitve s hranilnimi snovmi, ki se lahko
kaze tudi v bolj pogostih in obseznejSih cvetenjih kakor tudi v spremenjeni sestavi

fitoplanktonske zdruzbe.

Fitoplankton se povezuje Se z drugimi deskriptorji, ¢eprav njihova merila in kazalniki
fitoplanktonskih parametrov eksplicitno ne omenjano in zato ni predvideno njihovo
spremljanje. Se pa podatki o biomasi in/ali abundanci in sestavi, pridobljeni v okviru

spremljanja zgoraj nastetih deskriptorjev, lahko uporabijo pri interpretaciji stanja morja
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tako glede tujerodnih vrst (deskriptor D2) kot trajnih hidrografskih sprememb na dolo¢enih
obmodjih (deskriptor D7).

V nadaljevanju opisujemo predlog spremljanja stanja 0z. monitoringa za fitoplanktonske
parametre po deskriptorjih D1, D4 in DS5. Predlog monitoringa vkljucuje izbor mest
vzoréenja, Cas in frekvenco glede na umeséenost elementa v posamezen deskriptor ter opis
analitskih metod in metodologije vrednotenja ekoloskega 0z. okoljskega stanja s

fitoplanktonom, kjer so te Ze razvite.

1.9.2 Parameter: biomasa fitoplanktona

1.9.21 Uvod

Kot ze omenjeno, je bila na evropskem nivoju znotraj sredozemske interkalibracijske
skupine (Med_GIG) in kasneje tudi na nacionalnem nivoju izbrana koncentracija klorofila

a (v nadaljevanju Chl a) kot pokazatelj fitoplanktonske biomase.

1.9.2.2 Predlog mest in globin vzorcenja

Deskriptor D1: Biotska raznovrstnost v vodnem stolpcu (Tabela 1.1.2.)

Predlagamo dve (2) mesti vzor€enja, ki sta reprezentativni za priobalni pas (obmocje

oceanografske boje »Vida«, mesto vzorcenja 00BF http://buoy.mbss.org/portal/), kateri

najblizje obstojeCe mesto vzorCenja V mrezi merilnth mest nacionalnega monitoringa
ekoloskega stanja obalnega morja je 000F; MKO/ARSO 2013) in za obmocje V
mednarodnih vodah (mesto vzor¢enja 00T5). Menimo, da obe predlagani mesti odrazata
antropogeno neobremenjene ali zelo malo obremenjene razmere vodnega stolpca in sta kot
taki primerni za spremljanje biotske raznovrstnosti v smislu njene ohranitve. Mesto
vzor¢enja v priobalnem pasu se prekriva s predlogom spremljanja stanja po deskriptorjih
D4 in D5, medtem ko je mesto vzorcenja 00T5 novo in do sedaj $e ni bilo vkljuceno v
noben monitoring ali projekt. Z vzor¢enjem tega mesta bomo pridobili povsem nove

podatke o biomasi fitoplanktona odprtih voda severnega Jadrana.
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Globina vzorc¢enja: predlagamo 3 globine (0 m, 10 m, dno), Ki se ponavljajo na vseh mestih
vzorcenja, ki vkljucujejo element fitoplankton. Veljavna metoda za vrednotenje ekoloskega
stanja po fitoplanktonu sloni na podatkih o povrSinskih koncentracijah Chl a (globina: 0 m).
Vendar predlagamo vkljucitev Se dveh globin vzor¢enja (10 m, dno), ki bosta, poleg
povrsinskega sloja, vkljuceni v razvoj multimetricnega indeksa za vrednotenja ekoloskega

stanja s fitoplanktonom (obveznost, izhajajoca iz Aneksa 2 Odlo¢be 2013/480/EU).

Deskriptor D4: Morski prehranjevalni spleti (Tabela 1.1.4.)

Za ta deskriptor predlagamo eno (1) mesto vzorcenja in sicer na obmocju oceanografske
boje (mesto vzorcenja 00BF, najblizje obstojeCe mesto vzorCenja V mrezi merilnih mest
nacionalnega monitoringa ckoloSkega stanja obalnega morja je 000F), ki se prekriva s
predlogom spremljanja stanja po deskriptorjih D1 in D5.

Globina vzorc¢enja: predlagamo 3 globine (0 m, 10 m, dno), ki se ponavljajo na vseh mestih
vzorcenja, ki vkljucujejo element fitoplankton. Vzoréenje na ve¢ globinah vodnega stolpca
za Chl a je tu Se posebej pomembno, saj bo s tem mozna primerjava s porazdelitvijo
zooplanktonske biomase, ki se vzor¢i vzdolZ celotnega vodnega stolpca. Vzor€enje za Chl
a samo na eni globini (npr. povrSina) bi podcenilo fitoplanktonsko biomaso vodnega

stolpa.

Deskriptor D5: Evtrofikacija (Tabela 1.1.5.)

Za ta deskriptor predlagamo sedem (7) mest vzoréenja. Sest mest je vkljuéenih v mrezo
merilnih mest nacionalnega monitoringa ekoloskega stanja obalnega morja za vzorcenje
fitoplanktona in podpornih splosnih fizikalno-kemijskih elementov po Vodni direktivi:
00MA, 000F, 00C4, 000K, 0DB2, 00CZ. Eno mesto vzor¢enja (00F2) pa je vkljuceno v
program spremljanja kakovosti morja po Barcelonski konvenciji in predstavlja najmanj
obremenjeno obmocje Trzaskega zaliva.

Globina vzoréenja: predlagamo 3 globine (0 m, 10 m, dno), ki se ponavljajo na vseh mestih

vzorcenja, ki vkljucujejo element fitoplankton.
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1.9.2.3 Cas in frekvenca vzorcenja

Ker se za vrednotenje okoljskega stanja s fitoplanktonom (koncentracija Chl a) uporablja
letna geometrijska sredina mese¢nih meritev (poglavje 1.3.2.6), je najmanjsa sprejemljiva
frekvenca 12 meritev na leto, tj. 1 krat na mesec v enem koledarskem letu. V nadaljevanju

podajamo cas in frekvenco vzorcenja za vsak deskriptor posebe;.

Deskriptor D1: Biotska raznovrstnost v habitatu vodnega stolpca (Tabela 1.1.2.)

Casovni okvir vzoréenja: eno leto

Frekvenca vzorCenja: 1-krat mesecno

Deskriptor D4: Prehranjevalni spleti (Tabela 1.1.4.)

Casovni okvir vzor¢enja: eno leto

Frekvenca vzorcenja: 2-krat mesecno

Deskriptor D5: Evtrofikacija (Tabela 1.1.5.)

Casovni okvir vzor¢enja: eno leto

Frekvenca vzorcenja: 1-krat mese¢no

1.9.2.4 Metoda vzorcenja

Vzorce morske vode za analizo fitoplanktonske biomase (in drugih fizikalnih, kemi¢nih in
bioloskih parametrov morske vode) vzor¢imo z vzoréevalnimi posodami znane prostornine
(npr. 5-litrske Niskinove posode) na posameznih globinah vodnega stolpca (dolocene v
poglavju 1.9.2.2). Priporo€ljiva je uporaba standardnega oceanografskega vzorcevalnika —
rozete, ki ima na svojem ogrodju vpete Niskinove posode. V racunalnik, ki je povezan z
rozeto, vnesemo globino vzorcenja, poseben mehanizem pa potem sprozi zapiranje
vzorCevalnih posod na izbranih globinah. Tako je omogoCeno zajemanje vzorcev na
razlicnih globinah vodnega stolpa le z nekaj sekundnim zamikom ob enkratnem vertikalnem
spustu rozete. Nato iz vsake vzorcevalne posode razdelimo vodo za nadaljnje laboratorijske
analize. Vzorce za analize Chl a (500 ml) hranimo na temnem in hladnem mestu (ladijski

hladilnik) do prihoda v laboratorij.
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1.9.2.5 Metoda dolocanja koncentracije Chl a

Koncentracija glavnega fotosinteznega pigmenta Chl a, ki ga vsebujejo vsi fotoavtotrofni
organizmi, vkljuc¢no s fitoplanktonom, sluzi za oceno fitoplanktonske biomase. Prednosti
uporabe koncentracije Chl a za oceno fitoplanktonske biomase v primerjavi z drugimi
parametri (npr. celi¢ni volumen, celi¢ni ogljik) so predvsem enostavno dolocanje, ki je bolj
poceni in hitro ter zahteva manj taksonomskega znanja v primerjavi z mikroskopskimi
analizami za dolocevanje celi¢nega volumna/ogljika. To je tudi glavni razlog za veliko
razSirjenost med laboratoriji. Poleg tega so mehanizmi povezave med obremenitvami iz
okolja in koncentracijami Chl a dobro poznani, kar omogoc¢a ucinkovitejSe nacrtovanje

ukrepov.

Koncentracijo Chl a in njegovih razgradnih produktov — feopigmentov dolo¢imo z uporabo
analitske fluorimetricne metode (prvi opisal Holm-Hansen in sod., 1965). To metodo
priporocamo zato, ker je zaradi svoje obcutljivosti primerna za dolocevanje zelo nizkih
koncentracij Chl a (proizvajalec Turner fluorimetra, ki sledi tej metodi, zagotavlja mejo
zaznavnosti in§trumenta 0,05 pg L™; Arar & Collins 1997) in je zato primerna za dolo¢anje
Chl a tudi v vodah Trzaskega zaliva, kjer je razpon koncentracij v sploSnem med 0,05-14

ng L™ (baza podatkov NIB-MBP).

Priprava vzorcev. Iz vzorca (500 ml), ki ga veckrat previdno premesamo, odmerimo v
plasti¢ni merilni valj Zeljen volumen morske vode (po navadi 400 ml) in filtriramo skozi
GF/F filter iz steklenih vlaken (nominalna velikost por 0,7 pm) pri nizkem vakuumu. Filter
in filtracijski nastavek nato speremo z majhno koli¢ino Mili-Q vode. Filter osuSimo,
prepognemo in zavijemo v alu folijo, ozna¢imo ime vzorca (mesto vzorcenja in globina),
datum vzoréenja in volumen prefiltrirane vode ter shranimo do nadaljnje ekstrakcije v

zamrzovalniku (-18 °C).

Potek ekstrakcije in meritev klorofila a. Ekstrakcija Chl a poteka v nepolarnem topilu -
90% raztopini acetona (9 delov acetona in 1 del Mili-Q vode), ki ga hranimo v hladilniku.
Med ekstrakcijo hranimo delovno raztopino acetona v posodi z ledom, da se med

homogenizacijo filter ne bi prevec segrel, saj poviSana temperatura vpliva na fluorescenco.
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Filter s fitoplanktonskimi celicami homogeniziramo s pomocjo tkivnega homogenizatorja
v epruveti za homogeniziranje, v katero nalijemo pribl. 3 ml 90% acetona. Homogenizacija
filtra poteka pribl. 1 min pri hitrosti 30 rpm, tako da je filter v celoti razbit na majhne
koscke. Razgrajen filter v acetonu nato prelijemo v plasticno centrifugirko, epruveto pa
nekajkrat speremo z majhno koli¢ino acetona, ki ga dodajamo v centrifugirko. Na koncu
centrifugirko dopolnimo z acetonom v skupnem volumnu 10 ml. Ekstrakcija Chl a poteka
najmanj 2 uri v temi, ne sme pa preseCi 24 ur. Po koncani ekstrakciji ekstrakt z
raztopljenim Chl a centrifugiramo 10 min pri 5000 rpm.

Fluorimeter vklju¢imo vsaj 20 min pred zaCetkom izvajanja meritev in ga umerimo na
fluorescenco Cistega topila. Po centrifugiranju supernatant pazljivo prelijemo v stekleno
kiveto z zamaskom in izmerimo fluorescenco vzorca pred zakisanjem (Fb). Z zakisanjem
(60 ul 0,1 M HCI) molekule Chl a razpadejo, novo nastale razgradne spojine — feopigmenti
pa fluorescirajo pri isti valovni dolzini kot Chl a. Za ponovno branje fluorescence
zakisanega vzorca (Fa) pocakamo 90 s in vsebino kivete dobro premesamo.

Konéno koncentracijo Chl a in feopigmentov izratunamo z uposStevanjem vrednosti
fluorescence pred (Fb) in po zakisanju (Fa), volumna prefiltriranega vzorca (ml), volumna
ekstrakta (ml) ter faktorja zadnje kalibracije inStrumenta. Nekateri modeli fluorimetrov
(npr. Turner Trilogy) Ze sami podajo kon¢ni rezultat v izbrani enoti (npr. pg/l), potem ko
vnesemo potrebne parametre enacbe.

InStrument kalibriramo z uporabo ¢Cistega Chl a — standarda znane koncentracije (SIGMA
Chlorophyll a from spinach) enkrat letno oz. ob vsaki znatni spremembi pogojev izvajanja

meritev.

1.9.2.6 Metodologija vrednotenja okoljskega stanja morja s fitoplanktonsko biomaso

Biomasa fitoplanktona je bioloska metrika, ki se po Vodni direktivi uporablja za modul
obremenjenosti obalnega morja s hranili oz. trofi¢nosti. Ker se Direktiva o morski
strategiji, natancneje deskriptor D5 o evtrofikaciji, in Vodna direktiva na tem podrocju
prekrivata, bomo za vrednotenje okoljskega stanja morja s fitoplanktonsko biomaso za
deskriptor D5 povzeli metodologijo vrednotenja ekoloskega stanja morja po Vodni
direktivi. Pri ostalih dveh deskriptorjih, D1 in D4, ki tudi vkljucujeta fitoplanktonsko

biomaso, bomo zazdaj sledili enakemu vrednotenju stanja, Ceprav so lahko poleg
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antropogenih pritiskov, Ki nastopajo pri deskriptorju D5, tudi drugi pritiski (npr. top-down

kontrola), ki lahko vplivajo na lastnosti fitoplanktonske zdruzbe.

Za oceno stanja po biomasi fitoplanktona so potrebni naslednji koraki:

Umestitev mesta vzorcenja v ekoloski tip obalnega morja: celotno slovensko morje in
s tem vsa mesta vzorcenja so bila s staliSca fitoplanktona umescena v en tip obalnega
morja, ki ni pod neposrednim vplivom sladkovodnih obremenitev, vendar je njihov
vpliv $e vedno zaznaven. Na nivoju sredozemske interkalibracijske skupine je to tip
IIA Adriatic. To pomeni, da za oba za oba sprejeta ekoloSka tipa slovenskega
obalnega morja, OM M1 in OM M3, veljajo v primeru fitoplanktonske biomase
enake referencne razmere.

Referencne razmere: vrednost Chl a, ki odraza enotne referen¢ne razmere na nivoju
Sredozemskega morja za tip 1A Adriatic, je 0,15 pg L™

Metrika: letna geometri¢na sredina koncentracij Chl a, obdobje in frekvenca
vzorcenja: celoletni cikel vzoréenja z 1-krat mese¢no frekvenco, globina: 0 m. K
izboru metrike letne geometri¢ne sredine koncentracij Chl a izmed drugih moznih
(npr. srednja vrednost, mediana, 90-ti centil oz. krajsa ali daljSa obdobja od enega
leta), je najve¢ prispevalo dejstvo, da se s povprecenjem koncentracij zmanjSajo
sezonska nihanja, ki so v primeru slovenskega obalnega morja vecja kot medletna.
Zaradi log-normalne porazdelitve koncentracij Chl a, je uporaba geometri¢ne sredine
najbolj upravicen pristop, ki je enaka aritmeti¢ni sredini logaritmiranih koncentracij.
Normalizacija metrike: vsaka bioloska metrika je izraZena kot Stevilka med 0 (zelo
slabo ekolosko stanje) in 1 (zelo dobro ekolosko stanje), ki predstavlja razmerje
ekoloske kakovosti — REK. Izraunamo ga iz razmerja med izmerjeno vrednostjo

metrike G(Chl_a) in referenéno vrednostjo Chl_a(RC):

Chl_a(RC)
G(Chl_a)

REK izr =
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- Transformacija metrike: ker so vrednosti Chl a podrejene logaritemski naravi
metrike, izracunani REK-i ne ustrezajo linearnim, tj. ekvidistan¢nim vrednostim, kot

jih dolo¢a Vodna direktiva. Zato je treba REK vrednosti transformirati po enacbi:

Biomasa_fitopl_REK = 0,1976 * In(REK _izr) + 1,0412

- Meje med razredi ekoloskega stanja: tako kot referencne razmere, so tudi meje med
razredi ekoloskega stanja enake za vse obalne vode tipa IIA Adriatic. Meje so bile
dolocene na podatkih iz skupne baze za Jadransko morje in z upoStevanjem
odvisnosti biomase fitoplanktona od antropogenega pritiska - skupni fosfor
(podroben opis v Francé in sod., 2011).

- Uvrstitev mesta vzorcenja v razred ekoloskega stanja: transformirane REK-e
(Biomasa_fitopl REK) se primerja z mejnimi vrednostmi, ki veljajo za vse obalne
vode tipa IIA Adriatic (Tabela 1.9.1.) in uvrsti mesto vzorenja v ustrezen razred
kakovosti ekoloskega stanja. Klasifikacija vodnih teles sloni na izratunu REK
vrednosti za posamezno mesto vzoréenja. Ce je v vodnem telesu le eno mesto
vzorcenja, se vodno telo ovrednoti enako kot mesto vzoréenja. V primeru, da ima
vodno telo dve ali ve¢ mest vzorCenja, se izrauna letno geometricno sredino
mese¢nih koncentracij Chl a vseh mest vzorcenja skupaj, nato pa se izracuna

REK _izr in Biomasa_fitopl_REK za vodno telo po zgornjih enacbah.

Tabela 1.9.1.: Razredi kakovosti ekoloskega stanja, pripadajoce mejne REK vrednosti in
mejne vrednosti fitoplanktonske biomase za posamezen razred kakovosti

Biomasa_ fitopl_REK Razred ekoloskega stanja Chla (pgL?)
1 Ref. vrednost 0,15
0,58 Dober 1,57
0,41 Zmeren 3,79
0,22 Slab 9,14

<0,22 Zelo slab >9,14
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Kot ze omenjeno, opisana metodologija povzema metodologijo vrednotenja ekoloskega
stanja obalnega morja po dolocilih Vodne direktive, katere najpomembnejsi cilj je doseci
dobro stanje kakovosti za vse vode v drzavah ¢lanicah do konca leta 2015. V konkretnem
primeru to pomeni, da bi za dosego tega cilja fitoplanktonska biomasa za vecletno obdobje
(npr. obdobje nadrta upravljanja voda) v povpredju ne bi bila niZja od 1,57 ug L™, torej ne
bi padla v zmeren razred kakovosti ekoloskega stanja. Za opredelitev dobrega okoljskega
stanja po Direktivi o morski strategiji predlagamo enak pristop: meja med dobrim in
slabim okoljskim stanjem je postavljena na meji med dobrim in zmernim razredom

kakovosti ekoloskega stanja.

1.9.3 Parameter: vrstna sestava fitoplanktona in abundanca

1.9.3.1 Uvod

Parameter vrstne sestave in abundance fitoplanktona je Se posebej uporaben za vrednotenje
posrednih posledic evtrofikacije, kot je npr. sprememba vrst v rastlinski sestavi (kazalnik
5.2.4). Ena od moznih posledic bogatenja morja s hranili je namre¢ tudi sprememba v
vrstni sestavi fitoplanktonske zdruzbe. V to skupino posledic evtrofikacije na primer sodijo
razlicna cvetenja fitoplanktona, predvsem se ob velikih vnosih hranilnih snovi, ob
zadostnem vnosu silikata, namnozijo — zacvetijo diatomeje. Ob porusenem razmerju med
hranilnimi snovmi, ko npr. primanjkuje silikata ob velikih vnosih duSikovi in/ali
fosforjevih hranil, pa lahko prevlada nediatomejski fitoplankton, kar se kaze kot narasc¢anje
deleza in /ali Stevilénosti dinoflagelatov (npr. Wasmund in Uhlig, 2003; Marasovi¢ in sod.,
2005) ali nanoflagelatov (Yunev in sod., 2007).

Za ovrednotenje opisanih sprememb smo za potrebe vrednotenja ekoloSkega stanja po
Okvirni vodni direktivi (Francé in sod., 2011) razvili in poskusno uporabili indeks visokih
abundanc fitoplanktona (lg). Indeks odraza obseg in frekvenco fitoplanktonskih cvetenj,
tudi takih, pri katerih ne pride nujno do visokih vrednosti biomase (denimo cvetenja
majhnih nanoflagelatov). Po drugi stani preko visokih vrednosti klorofilne biomase zazna
cvetenja vecjih vrst, ki ne presezejo nujno mejnih abundanc (denimo dolocene vrste

dinoflagelatov). Metodologija vrednotenja z indeksom Ig je Se v razvoju, predvsem je
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potrebno testiranje tega indeksa v SirSem obmocju severnega Jadrana, za kar je potrebno
tudi pridobivanje novih podatkov v slovenskem morju.

Vrstna sestava in abundanca fitoplanktona je pomemben parameter tudi pri ovrednotenju
trendov funkcionalno pomembnih trofi¢nih skupin v morskem prehranjevalnem spletu
(kazalnik 4.1.3). Kakrsnekoli spremembe pri primarnih producentih v vodnem stolpcu se
namre¢ odrazajo na spremembah na visjih trofi¢nih nivojih. Zato je pomembno spremljanje
vrstne sestave in abundance fitoplanktona tudi za potrebe vrednotenja stanja po
deskriptorju D4, ¢eprav metodologija vrednotenja posebej za ta deskriptor Se ni razvita.
Podobno velja za vrednotenje stanja po deskriptorju 1 (kazalnik 1.6.1).

Fitoplanktonski parametri sestavljajo celoto pri vrednotenju stanja v vodnem stolpcu, zato
so izbor mest vzoréenja, shema in metode vzoréenja za parameter biomasa fitoplanktona in

parameter vrstna sestava ter abundanca enaki.

1.9.3.2 Predlog mest in globin vzorcenja

Deskriptor D1: Biotska raznovrstnost v vodnem stolpcu (Tabela 1.1.2)

Predlagamo dve (2) mesti vzorcenja: 00BF 0z. najblizje obstojece mesto vzorcenja V mrezi
merilnih mest nacionalnega monitoringa ekoloSkega stanja obalnega morja 000F
(reprezentativno mesto za priobalni pas) in 00T5 (reprezentativno mesto za obmogje v
mednarodnih vodah).

Globina vzorc¢enja: predlagamo 3 globine (0 m, 10 m, dno), ki se ponavljajo na vseh mestih

vzorcenja, ki vkljucujejo element fitoplankton.

Deskriptor D4: Morski prehranjevalni spleti (Tabela 1.1.4)

Za ta deskriptor predlagamo eno (1) mesto vzorcenja in sicer na obmocju oceanografske
boje (mesto vzorcenja 00BF, najblizje obstojeCe mesto vzoréenja vV mrezi merilnih mest
nacionalnega monitoringa ekoloskega stanja obalnega morja je 000F), ki se prekriva s
predlogom spremljanja stanja po deskriptorjih D1 in D5.

Globina vzorc¢enja: predlagamo 3 globine (0 m, 10 m, dno), ki se ponavljajo na vseh mestih

vzorcenja, ki vkljucujejo element fitoplankton.
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Deskriptor D5: Evtrofikacija (Tabela 1.1.5)

Za ta deskriptor predlagamo sedem (7) mest vzoréenja. Sest mest je vkljuenih v mrezo
merilnih mest nacionalnega monitoringa ekoloskega stanja obalnega morja za vzorcenje
fitoplanktona in podpornih splo$nih fizikalno-kemijskih elementov po Vodni direktivi:
00MA, 000F, 00C4, 000K, 0DB2, 00CZ. Eno mesto vzorcenja (00F2) pa je vkljueno v
program spremljanja kakovosti morja po Barcelonski konvenciji in predstavlja najmanj
obremenjeno obmocje Trzaskega zaliva.

Globina vzorc¢enja: predlagamo 3 globine (0 m, 10 m, dno), ki se ponavljajo na vseh mestih

vzorcenja, ki vkljucujejo element fitoplankton.

1.9.3.3 Cas in frekvenca vzorcenja

Pri izracunavanju indeksa Ig je potreben delez vzorcenj, ko dolocena podmetrika preseze
mejno vrednost, zato je pomembna primerna Casovna razporeditev vzorCenj. Torej je
najmanjSa sprejemljiva frekvenca 12 meritev na leto, tj. 1 krat na mesec v enem
koledarskem letu. V nadaljevanju podajamo ¢as in frekvenco vzor¢enja za vsak deskriptor

posebe;j.

Deskriptor D1: Biotska raznovrstnost v habitatu vodnega stolpca (Tabela 1.1.2)

Casovni okvir vzoréenja: eno leto

Frekvenca vzor€enja: 1-krat mese¢no

Deskriptor D4: Prehranjevalni spleti (Tabela 1.1.4)

Casovni okvir vzorcenja: eno leto

Frekvenca vzor€enja: 2-krat mese¢no

Deskriptor D5: Evtrofikacija (Tabela 1.1.5)

Casovni okvir vzorcenja: eno leto

Frekvenca vzorCenja: 1-krat mese¢no
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1.9.3.4 Metoda vzorcenja

Metoda vzorcenja za kvalitativno in kvantitativno analizo sestave fitoplanktonske zdruzbe
je enaka kot pri biomasi: zajem morske vodo z vzoréevalnimi posodami znane prostornine
(npr. 5-litrske Niskinove posode) na posameznih globinah vodnega stolpca. Za vzorcenje na
ve¢ razli¢nih globinah ob enem vertikalnem spustu vzorc¢evalnika je priporo¢ljiva uporaba
standardnega oceanografskega vzorCevalnika — rozete, ki ima na svojem ogrodju vpete
Niskinove posode. Iz vsake vzoréevalne posode razdelimo vodo za nadaljnje laboratorijske
analize. Vzorce za analize sestave fitoplanktonske zdruzbe (2,5 1) hranimo na temnem in

hladnem mestu (ladijski hladilnik) do prihoda v laboratorij.

1.9.3.5 Dolocanje abundance in vrstne sestave fitoplanktona

Priprava vzorcev v laboratoriju in shranjevanje vzorcev fitoplanktona. Za kvantitativno
analizo fitoplanktona se iz vzorCevalne plastenke (2,5 1) odlije podvzorec v temno
steklenico z zamaSkom na navoj (500 ali 1000 ml), v Kkateri je fiksativ. Vzorce
fitoplanktona fiksiramo z nasi¢eno 37% raztopino formalina, nevtralizirano z dodatkom 20
g heksametilentetramina. Raztopino temeljito premeSamo, da se dodana snov popolnoma
raztopi (po potrebi se uporabi ultrasoni¢na kopel, ki pospesi razbitje delcev) in izmerimo
pH, ki mora biti v obmoc¢ju pH morske vode (8,1-8,2). Pred vsakokratno uporabo se tako
pripravljeno raztopino filtrira skozi filter v plasticnem ohisju za enkratno uporabo (velikost
por 0,22 um), ker se sicer heksametilentetramin v vzorcih morske vode s ¢asom obori.
Volumen dodanega nevtraliziranega formalina je odvisen od volumna vzorcev, velja pa, da
naj bo kon¢na koncentracija formalina 2%. Priprava fiksativa in fiksiranje vzorcev poteka

v digestoriju.

Zapis in hranjenje vzorcev. V terenski list se na terenu zapiSe naslednje podatke: datum,
Cas, vodno telo, postaja, geografske koordinate, globina, vrsta vzorca, hkrati pa tudi vse
opombe in opazovanja. Terenski list je del dokumentacije o vzorcenju in se ga hrani na
dogovorjenem mestu. Fiksirani vzorci za kvantitativno in kvalitativno analizo
fitoplanktona se do nadaljnje obdelave hranijo na policah v prezratevanem in temnem

skladis¢u za vzorce in se jih ¢im manj premika. Po opravljenih mikroskopskih pregledih se
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del vzorca prelije v 100 ml plastenko, ki sluzi za dolgotrajno (do 5 let) hranjenje in

morebitno preverbo ter se ga prav tako hrani v skladisc¢u za vzorce.

Kvantitativha analiza fitoplanktona. Kvantitativna analiza sluzi za dolo¢itev abundance
taksonov (vrsta, rod, razred) fitoplanktona v vzorcu morske vode, tj. Stevila celic na
volumsko enoto. V ta namen se uporabi Utermohlova metoda, ki omogoca prestetje
fitoplanktonskih organizmov v znanem volumnu podvzorca z uporabo invertnega
mikroskopa (Utermohl, 1958).

Vzorec, shranjen v temni steklenici in fiksiran z 2% nevtraliziranim formalinom, temeljito
premesamo (pribl. 100-krat pocasi obrnemo steklenico). V sedimentacijski valj znane
prostornine s sedimentacijsko komorico nato¢imo podvzorca ter pustimo usedati od 24 do
72 ur. Volumen podvzorca izberemo glede na predvideno gostoto fitoplanktonskih celic, ki
jo lahko ocenimo iz meritev koncentracij Chl a (in situ fluorescenca, analitska metoda
dolocanja Chl a). V¢asih je pri zelo veliki gostoti fitoplanktona vzorec potrebno predhodno
redCiti (2x, 4x, 8x...). To se izvede s Folsomovim razdelilcem, red¢enje pa se kasneje
uposteva pri izraCunavanju Stevilcnosti.

Po koncanem usedanju nato pod invertnim mikroskopom prestejemo fitoplanktonske celice
na dnu sedimentacijske komorice, v kateri je 2 ml koncentriranega vzorca. Pri §tetju vseh
predstavnikov fitoplanktonske zdruzbe z zelo raznoliko velikostjo in abundanco, Stejemo
po transektih, tj. po zaporednih vidnih poljih, ki si sledijo v navpi¢ni ali pre¢ni smeri ali
krizem ¢ez dno komore pri 400x povecavi. Drugi nacin je, da se nakljucno izbere polja
brez dolo¢enega vzorca. V vsakem primeru je klju¢no Stevilo pregledanih polj, ki vpliva na
velikost napake metode. Priporoc€ilo je pregledati 100 vidnih polj pri 400x poveCavi. V
primeru zelo redkih vrst je priporoéilo pregledati do 200 polj. Ce $tejemo le celice velikih
vrst z nizko abundanco (npr. Dinophysis spp., velikost > 40 pm), pa pregledamo celotno
dno komorice pri 200x povecavi.

Stevilénost fitoplanktona se izraduna po enacbi:

No.= N % (%) * (100()) * d

Kjer je:
No. - stevilo fitoplanktona, izrazen kot (celice/l),
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N - Stevilo prestetih celic v pregledanih vidnih poljih,

a - Stevilo vseh vidnih polj pri doloceni povecavi (npr. 2500 pri 400x povecavi),
b - stevilo pregledanih vidnih polj,

¢ - volumen sedimentiranega podvzorca (v ml),

d - faktor red¢enja (najveckrat 1).

Sestava fitoplanktona._ZaZelena stopnja dolocanja sestave je do vrste, v primerih, ko to ni
mogoce pa do prvega najnizjega taksona (rod, druzina itd.). Za dolocanje vrst fitoplanktona
je na razpolago Stevilna literatura: doloc¢evalni kljuci, priporocljivi so tudi znanstveni
Clanki s podroc¢ja taksonomije in sistematike, ki so po navadi novejsi in zatorej bolj

azurirani. Zelo priporoc¢ljiva je tudi spletna stran http://www.algaebase.org/, kjer lahko

preverimo veljavna imena taksonov.

1.9.3.6 Metodologija vrednotenja okoljskega stanja morja po vrstni sestavi in abundanci
fitoplanktona

Za vrednotenje stanja predlagamo uporabo indeksa visokih abundanc fitoplanktona (lg)
(prirejeno po Devlin in sod., 2007). Ta indeks uposteva razliéne podmetrike, ki jih
pridobimo iz podatkov o abundanci posameznih funkcionalnih skupin fitoplanktona in
posameznih vrst ter podatkov o klorofilni biomasi, nanasajo pa se na Stevilo dogodkov
(izmed vseh vzorCevanj), ko katera izmed podmetrik preseze dolo¢eno mejno vrednost.

Metodologija vrednotenja $e ni v celoti razvita, zato podajamo samo nacin izrauna

indeksa in poskusno razdelitev v razrede ekolo$kega stanja.

Izracun indeksa Iz. Indeks lg ocenjuje pogostost visokih abundanc fitoplanktona in

visokih vrednosti fitoplanktonske biomase. Indeks I vsebuje tri podmetrike:

1. podmetrika It: izraza delez vzorcenj, ko celokupna abundanca fitoplanktona preseze
mejno vrednost.
Mejna vrednost je bila doloc¢ena kot 90. centil vseh abundanc celotnega fitoplanktona v

obdobju 1990-2009 na referenénem mestu vzorcenja 000F. V podmetriki I+ se uporabi
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mejno vrednost 1,5x10° celic/l. Abundanca celotnega fitoplanktona je Stevilo vseh

fitoplanktonskih celic v litru vzorca. Podmetrika It se izra¢una po naslednji enacbi:

: St.vzortevanj z = 1,5 X 10° celic.eiotnega fitopr. |
T =

St.vseh vzorcevanj

2. podmetrika ls: izraza delez vzorCenj, ko katerakoli izmed vrst fitoplanktona preseze
mejno vrednost.
Mejna vrednost je bila dolo¢ena s pomocjo 90. centila abundanc skupine diatomej v
obdobju 1990-1994 na referenénem mestu vzoréenja 000F (9,1x10° celic/l) in 90.
centila abundanc skupine nanoflagelatov v obdobju 2005-2009 na referenénem mestu
vzoréenja 000F (1,0x10° celic/l). V podmetriki Is se uporabi mejno vrednost 1,0x10°
celic I". Pri izratunu podmetrike se celotna skupina nanoflagelatov uposteva kot ena
vrsta, pri drugih skupinah pa se uposteva abundanco posamezne vrste. Podmetrika Is se

izracuna po naslednji enacbi:

; St. UZOTéevanj z =21,0X 10° celicyaterekoti vrste I
S —_

St.vseh vzorcevanj

3. podmetrika Ich: izraza delez vzoréenj, ko koncentracija Chl a preseze mejno vrednost.
Mejna vrednost je bila dolocena kot 90. percentil letnih geometrijskih povprecij
integriranih koncentracij Chl a v obdobju 1984-2002 na referenénem mestu vzorcenja

000F, ki je 1,27 pg Chl a/l. Podmetrika Icp se izracuna po naslednji enacbi:

St.vzorlevanjz = 1,27 ug Chlal™!

I = v v .
Chl St.vseh vzorcevanj

Indeks Ig predstavlja povprecje vseh treh podmetrik in ga izrazamo v odstotkih:

g+ e

x 100
E 3

80



Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIJO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI
STRATEGII (2008/56/ES). Zakljuéno poroéilo.

Izracun REK. Vsaka bioloSka metrika je izrazena kot Stevilka med 0 (zelo slabo ekolosko
stanje) in 1 (zelo dobro ekolosko stanje), ki predstavlja razmerje ekoloske kakovosti — REK.
IzraCunamo ga iz razmerja med izracunano vrednostjo lg za posamezno mesto vzorcenja in

referenéno vrednostjo Ig(RC) po naslednji enacbi:

I (RC)

REK I = ——2
Ig

Referenéna vrednost je poskusno dolocena kot vrednost indeksa Ig v primeru, da je pri

vsaki od treh podmetrik 1-krat na leto presezena mejna vrednost (1g=8,33%). To je tudi

povprecna vrednost indeksa Ig, ki smo jo izraunali na referen¢nem mestu vzorcenja v

testnem obdobju.

Uvrstitev mesta vzorcenja v razred ekoloSkega stanja. Podajamo poskusno dolocanje
okoljskega stanja na podlagi indeksa Ig, saj je metodologija Se v razvoju. Za posamezno
mest vzoréenja se REK_Ig primerja z mejnimi vrednostmi, ki veljajo za vse obalne vode tipa
1A Adriatic (Tabela 1.9.2.), in se tako uvrsti mesto vzorcenja v ustrezen razred kakovosti

ekoloskega stanja.

Tabela 1.9.2.: Razredi kakovosti ekoloskega stanja, pripadajoce mejne REK vrednosti in

mejne vrednosti indeksa Ig.

REK Razred ekoloskega stanja Iz (%)
1 Ref. vrednost 8,33
0,66 Zelo dober 12,54
0,46 18,06
0,31 Zmeren 26,92
0,15 Slab 53,69
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1.10 Klobu¢njaske meduze

1.10.1 Uvod

Vedno veC raziskav v razlicnih morskih okoljih v zadnjih letih zakljucuje, da delez
Zelatinoznega planktona (meduze in rebrace; angl. jellyfish) naras¢a (Kogovsek in sod.,
2010; Brotz in sod., 2012) predvsem v ekosistemih z najve¢jimi antropogenimi vplivi
(Purcell, 2012). Zato je ta zooplanktonska skupina med pomembnimi kazalniki stanja
morskega okolja. Za meduze je znacilno, da se pogosto zdruzujejo v vecje skupine -
agregacije, kar otezuje njihovo spremljanje v naravnem okolju. V primerjavi z ostalimi
planktonskimi organizmi, so klobu¢njaki veliko vecji, njihovo Zelatinozno telo pa
velikokrat razpade, ko jih vzoréimo s standardnimi vzorCevalnimi metodami za
zooplankton (Harris in sod., 2000). Zaradi tega je spremljanje populacijske dinamike
klobu¢njaskih meduz tezavno, kvantitativnih podatkov je malo in vpliv masovnega
pojavljanja klobu¢njaskih meduz na pelaski prehranjevalni splet je relativno slabo
raziskan. Ob pomanjkanju splo$no uveljavljenih metodologij za monitoring klobuénjaskih
meduz, predlagamo za namen spremljanja stanja okolja po elementu klobu¢njaske meduze
tri metode: visualni cenzus, vertikalni pregled vodnega stolpca z video kamero ter
spremljanje Stevil¢nosti klobu¢njaskih meduz kot prilov v ribiskih mrezah.

Element klobu¢njaske meduze je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1, D2

in D4.

1.10.2 Predlog mest vzorcenja

Vizualni cenzus

Stetje meduz opravljamo na dveh transektih vzdolz slovenske obale. Prvi izbrani transekt
je umetna obala od Bernardina do vhoda v Piran, drugi pa ob regionalni cesti med lIzolo in
Koprom. Vsak transekt je razdeljen na tri odseke (50-100 m), ob katerih v morju ni
umetnih struktur (pomolov, valobranov, privezov itd). Vsak odsek transekta je podrobno
opisan; dolo¢imo globino morja, oznacimo njegovo zacetno in koncno tocko, izmerimo

viSino naSega stojis¢a nad morsko gladino ter lokacijo fotografiramo.
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Vertikalni profil z video kamero

Zaradi obi¢ajno neenakomerne prostorske razporejenosti klobu¢njaskih meduz je
porazdelitev vzorénih mest po vodnem telesu izredno pomembna, zato predlagamo 5
vzorénih mest, ki so razporejene vzdolz celotnega Trzaskega zaliva in se nahajajo tako v

obalnih kot tudi odprtih vodah (Tabeli 1.1.2 in 1.1.4 in Sliki 1.1.1 in 1.1.4).

Klobucnjaske meduze kot prilov v ribiskih mrezah

Spremljanje klobu¢njaSkih meduz kot prilov v ribiskih mrezah sovpada s spremljanjem
stanja okolja, ki ga bo izvajal Zavod za ribistvo Republike Slovenije, zato se mesto
vzorcenja prilagodi transektom, dolocenim za spremljanje stanja po elementih znotraj D3.

1.10.3 Cas in frekvenca vzoréenja

Vizualni cenzus

Predlagana frekvenca spremljanja klobu¢njaskih meduz s to metodo je dvakrat meseéno ob
dnevni svetlobi, visoki plimi ter stabilnemu vremenu (mirno ali rahlo vzvalovano morje,

odsotnost dezja).

Vertikalni profil z video kamero

V primeru spremljanja klobuénjaskih meduz v vodnem stolpcu je predlagana frekvenca
vzorcenja dvakrat mese¢no. Spremljanje stanja po tem elementu mora potekati isto¢asno s

spremljanjem stanja po drugih elementih (Tabela 1.1.2).

Klobucnjaske meduze kot prilov v ribiskih mreZah

Cas in frekvenca vzorcenja se prilagodi Casu in frekvenci spremljanja stanja, ki ga bo

opravljal Zavod za Ribistvo Republike Slovenije. Predlagana frekvenca je enkrat mese¢no.

1.10.4 Metoda vzorcenja

Vizualni cenzus

Pred zaCetkom opazovanja na vsakem odseku transekta dolo¢imo razdaljo med gladino
morja in nadim stojis¢em. Stevilénost klobuénjaskih meduz dolo¢amo v pasu morja znane
Sirine ob vsakem odseku transekta. Sirino pasu morja, ki ga opazujemo dolo¢imo tako, da
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si okoli pasu na bok pritrdimo palico znane dolzine in s pogledom pregledamo zgolj
povrsino gladine, ki ga na eni strani vidnega polja omejuje palica. Iz dolzine palice in
razdalje od pasu do viSine o¢i, lahko izraunamo kot, pod katerim pregledujemo okolico. 1z
izraCunanega kota in razdalje med gladino morja in nasimi ofmi nato izra¢unamo S§irino
pasu morja, ki ga spremljamo.

Stevilénost meduz dolo¢imo na podlagi prestetih organizmov v pasu morja znane plo§¢ine

in izrazimo kot Stevilo osebkov na enoto povrsine (§t/m2).

Vertikalni profil z video kamero

Kamero opremljeno z globinomerjem spus¢amo s plovila na petih postajah vzdolz
slovenskega dela Trzaskega zaliva (Tabeli 1.1.2 in 1.1.4, Sliki 1.1.1 in 1.1.3). Na vsaki
postaji naredimo dva lo¢ena posnetka, enega ob spuscanju in drugega ob dvigu kamere. Na
ohi§ju kamere je v vidnem polju na znani razdalji pritrjen okvir, s katerim omejimo vidno
polje in tako iz povrSine kvadrata, ki ga zajema okvir in viS§ino vodnega stolpca
izratunamo volumen vode, ki smo ga posneli. Stevilo meduz dolo¢imo iz posnetka, ki je
bil narejen ob dvigu kamere in kon¢no Stevilo organizmov izrazimo na volumsko enoto

(3t/m3).

Klobucnjaske meduze kot prilov v ribiskih mreZah

Dolocanje in Stetje klobu¢njaSkih meduz izvajamo na plovilu takoj, ko se oddvoji prilov.
Meduze dolo¢imo do vrste natan¢no in preStejemo. Pomembno je, da si zabeleZimo
koordinate potega mreZza ter izraCunamo koli¢ino prefiltrirane vode in koncno Stevilo

posamezne vrste izrazimo kot Stevilo organizmov na volumsko enoto (§t/km3) .

1.10.5 Laboratorijska obdelava vzorcev

Stevilénost organizmov se oceni na terenu ali iz posnetkov video kamere, zato

laboratorijsko delo ni potrebno.
1.10.6 Metoda vrednotenja ekoloSkega stanja
Metodologija vrednotenja ekoloskega stanja na podlagi elementa klobu¢njaske meduze je

Se v razvoju.
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1.11 Zooplankton

1.11.1 Uvod

Zooplanktonski organizmi so pomemben vezni ¢len v pelaskem prehranjevalnem spletu
med primarnimi producenti (fitoplanktonom) in organizmi visjih trofi¢nih nivojev od rib
do Zelv in nekaterih sesalcev. Spremembe v biomasi in sestavi zooplanktona pomembno
vplivajo na produktivnost in zdravje morskih ekosistemov. Zaradi relativno kratkega
zivljenjskega cikla je odziv zooplanktona na okoljske spremembe hiter in zato
predstavljajo dober indikator stanja v pelaskem okolju. Na povisanje biomase
zooplanktona vplivata dva pritiska: evtrofikacija in prelov planktivorih rib kot plenilcev
zooplanktona, na znizanje pa bi lahko vplivali nekateri drugi ekoloski procesi oz. vecja
prisotnost zooplanktivorih organizmov.

Za redno spremljanje biomase zooplanktona predlagamo splosno uveljavljen protokol
vzorCenja in laboratorijske obdelave vzorcev po Harrisu in sod. (2000), ter oceno
ekoloskega stanja z ovrednotenjem geometrijske srednje vrednosti letnih biomas

zooplanktona.

Element zooplankton je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1, D2 in D4.

1.11.2 Predlog mest vzorcenja

Zooplankton vzor¢imo na mestu vzorcenja, ki ima dolgo zgodovino vzorcenja in je bilo
izbrano na podlagi zacetne presoje stanja slovenskega morja (Orlando-Bonaca in sod.,
2012a). Mesto vzorcenja je locirano v odprtih vodah slovenskega morja in je od obale
oddaljeno priblizno 1 navti¢no miljo (Slika 1.1.1). Poleg omenjenega, predlagamo dodatno
mesto vzorCenja v odprtih vodah (vodno telo SI-AA-03, Slika 1.1.4), ki predstavlja

referencno mesto (Tabela 1.11.1).
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Tabela 1.11.1: Predlog mest vzor¢enja za zooplankton.

Zemlj. Sirina  Zemlj. dolzZina

(N) (E) Globina (m) St. paralelk

Mesto vzorcenja

00BF 45°32.928' 13°33.032' dno-0 1
00T5 45°27.150' 13°12.618' dno-0 1

1.11.3 Cas in frekvenca vzoréenja

Ker se za vrednotenje stanja na osnovi elementa zooplankton uporablja letna geometrijska
sredina mesecnih meritev, frekvenca vzorCenja ne sme biti nizja od 1x mesecno.

Predlagamo, da vzorcenje poteka dvakrat mese¢no v dopoldanskem casu.
1.11.4 Metoda vzoréenja

Zooplankton vzoréimo s standardno planktonsko mrezo (WP2) z ustiem 0,5 m? in
velikostjo okenc 200 um z vertikalnim potegom od dna do povrsSine. Vzorec Ze na terenu

fiksiramo s 3,5 % nevtraliziranim (heksamin) formalinom (Beers, 1976).
1.11.5 Laboratorijska obdelava vzorcev

V laboratoriju vzorec najprej skoncentriramo in razdelimo na polovici s Folsonovim
delilcem. Suho maso zooplanktonskih vzorcev dolo¢amo na ‘2 vzorca, ki ga prej
precedimo na mrezico in speremo pod tekoc¢o vodo, da izlo¢imo sol in fiksativ. MreZico z
vzorcem postavimo na papirnato brisaco in vzorec previdno postrgamo v zarilne loncke
znane zatehte. Vzorec suSimo na 60°C dokler se masa ne spreminja vec; obicajno je stalna
masa dosezena po 24-urnem susSenju (Harris in sod., 2000). Organski delez v vzorcu
dolo¢amo kot razliko med suho maso vzorca in maso po sezigu pri 500°C za 4 ure (Harris
in sod., 2000). Koli¢ino suhe mase in organskega deleZza v vzorcu izrazimo v standardni
enoti, t.j. mg/m®.

Preostalo polovico vzorca, namenjenega za taksonomijo, razred¢imo do standardnega
volumna (100 ml). PogostejSe vrste v mreznem zooplanktonu dolofimo s pomocjo

opticnega mikroskopa v treh podvzorcih (5 ml), za redkejSe organizme pa pregledamo
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celoten vzorec. Zooplanktonte doloCamo na podlagi standardnih dolo¢evalnih kljucev za
sredozemske planktonske organizme (Tregouboff in Rose, 1957) in specializirane kljuce za
posamezne skupine planktonskih organizmov. Stevilénost posameznih vrst oziroma visjih

taksonomskih skupin zooplankontov izrazimo kot Stevil¢nost na volumsko enoto (ét/mg).
1.11.6 Metoda vrednotenja ekoloskega stanja

Za vrednotenje ekoloskega stanja na podlagi elementa zooplankton, smo razvili lastno
vrednotenje. Iz letnih vrednosti biomase mreznega zooplanktona izraCunamo geometrijsko
sredino. Za doseganje dobrega okoljskega stanja, vrednost ne sme presegati vrednosti
veCletne geometrijske srednje vrednosti referen¢nega obdobja za Trzaski zaliv (17,8
mg/m®) (Orlando-Bonaca in sod., 2012a).

Metodologija vrednotenja ekoloskega stanja na podlagi vrstne sestave mreznega

zooplanktona je Se v razvoju.
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1.12 Mikrobni patogeni v morskem okolju

1.12.1 Uvod

Kakovost priobalnih morskih ekosistemov je v veliki meri odvisna od antropogenega
onesnazevanja, predvsem zaradi vnosa hranilnih spojin, organskih polutantov, tezkih kovin
in fekalnih odplak. Fekalne odplake prinasajo v okolje Stevilne saprofitno - simbiontske
¢revesne mikroorganizme, patogene bakterije, viruse, glive, parazite, njihove spore in ciste
(EPA, 2004). Kvantitativen pokazatelj fekalnega onesnazenja voda so indikatorske
koliformne bakterije (npr. Echerichia coli, Streptococcus faecalis, Clostridium
perfringensin, Entericoccus). Mikroorganizmi, ki se prenaSajo z vodo, predstavljajo
potencialno nevarnost za vse, ki prihajajo v stik z vodo ali uzivajo kontaminirano hrano. V
poletnih mesecih se poveca Stevilo plavalcev, deskarjev, jadralcev in potapljacev in s tem
potencialna moznost okuzb. V vecini primerov lahko pride do trebusnih obolenj, vnetja
dihalnih poti, oc¢esnih sluznic in uSes. Epidemioloske S$tudije, ki so proucevale mozne
okuzbe plavalcev v obalnih vodah juzne Kalifornije (Cabelli, 1983, Haile in sod., 1999) so
pokazale, da prihaja do okuzb Ze pri relativno nizkih koncentracijah koliformnih bakterij
(< 35/100mL) v 14 dneh po kopanju na kopalis¢ih v blizini izpustov odpadnih vod ali po
nevihtah, ko prihaja do vec¢jega izliva onesnazenih vod, ki se $irijo do kopalis¢. Podobni
primeri povecanih koncentracij indikatorskih mikroorganizmov po nevihtah so bili opazeni
na kopaliscih vzdolz Slovenske obale, ki so v neposredni blizini meteornih izpustov, kot
posledica neurejenih kanalizacij. Velika prepreka za pravocasno ukrepanje v primerih
vecje kontaminacije kopali$¢ predstavlja dejstvo, da rezultate analiz dobimo Sele 24-48 ur
po odvzemu vzorca. Studije v Kalifroniji so pokazale, da ukrepanja, dan po vzorgenju, ne
ustrezajo dejanskemu stanju kakovosti kopalis¢ v 70% primerov (Leecaster in Weisberg
2001). Stroski zdravljenja v primeru okuzb so visoki (Dwight in sod., 2005), zato je

smiselno izbolj$ati ukrepe za preprecevanje onesnazenja in hitrega zagotavljanja podatkov.

Monitoring programi dolo¢anja mikrobioloske kakovosti morske vode bazirajo na analizah
fekalnih indikatorskih bakterij kot so celokupni koliformi (TC), fekalni koliformi (FC), E.
coli in Entericoccus spp. Indikatorski mikroorganizmi sami po sebi niso patogeni za
¢loveka, vendar njihova prisotnost v okolju nakazuje na mozno prisotnost mikrobnih

patogenov. Vendar pa vecina rednih programom rednega spremljanja stanja ni
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osredotoéena na navzoénost patogenih vrst. Stevilne $tudije so pokazale, da se patogene
vrste lahko prezivijo v okolju brez gostitelja in da odsotnost indikatorski vrst ni nujno tudi
povezana z odsotnostjo patogenih vrst. Vsekakor so nujne dodatne analize patogenih vrst
tako v vodi kot tudi v sedimentu, kjer se mikroorganizmi lahko zadrzujejo in prezivijo dlje
Casa.

V morju nastopajo tudi Stevilne patogen vrste bakterij, ki vplivajo na zdravje morskih
organizmov in s tem tudi na zdravje ekosistema. Povecani pritiski, ki vplivajo na
evtorofikacija obalnega morja predstavlja nevarnost, da se Stevilo »naravnih« morskih
patogenov $e poveca in s tem okuzbe morskih organizmov (e.g., Kueh in sod., 1992).
Studije so pokazale, da se abundanca bakterijske skupine Vibrio v morski vodi znatno
poveca ob povecanju vnosa organiskih hranil, znatno se poveca tudi njihovo Stevilo v
okolici gojis¢ morskih organizmov, predvsem v sloju nad sedimentom (Eilers in sod.,
2000a; La Rosa in sod., 2001). Zato so celo predlagali Vibrio in druge aerobne heterotrofe

kot indikatorje povecanja vnosa hranil v morska okolja (La Rosa in sod., 2001).

Raziskave vrstne sestave mikrobnih zdruzb v morskih ekosistemi, ki temeljijo na dolo¢anju
vrstne pripadnosti na podlagi zaporedja 16S ribosomalne RNA (rRNA) so pokazale, da je
veliko morskih mikrobov sorodnih ¢loveskim patogenom. Morski ekosistem, s svojo
ogromno populacijo mikroorganizmov, ki se ucinkovito meSajo, lahko predstavlja
pomembno okolje v kateremu lahko nastajajo nove kombinacije virulentnih lastnosti.
Poleg tega cloveske aktivnosti, kot so povefani vnosi komunalnih voda in transport
balastnih voda, predstavljajo nacin vnosa in lahko pripomorejo k prenosu mikrobnih
patogenov tudi preko geografskih meja. Med 23 rodovi v domeni Bakterije, 6 rodov
vkljucuje ¢loveske patogene, od katerih so bili vsi odkriti tudi v morskem okolju (skupina
Bacteroides-Flavobacterium (Bernardet, 1998), spirohete, Gram-positivne bakterije,
klamidije (Johnson in Lepennec, 1995; Kent in sod., 1998), cianobakterije (Carmichael,
2001) in proteobakterije). Velika vec¢ina morskih mikrobih patogenov pripada razredu
gammaproteobakterij, med katerimi so najbolj zastopani v genusu Vibrio (V. cholera, V.
vulnificus in Vibrio parahaemolyticus), Aeromonas in Shewanella. Med pomembne Gram-
pozitivne patogene v morskem okolju spadajo Mycobacterium (sem med drugim spadajo
povzrocitelji tuberkuloze, koznih bolezni in bolezni rib ter morskih sesalcev) ter

Clostridia, Listeria, Rhodococcus, Streptococcus in bakterije iz skupine Mycoplasma.
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Za razumevanje pomena patogenih bakterij v morskem ekosistemu in vplivov le-teh na
morske organizme je potrebno posvetili posebno pozornost izboljsanju tehnik za detekcijo
mikrobnih patogenov z uporabo novejsih mikrobioloskih tehnik in spremljanju vpliva
sprememb okoljskih parametrov na ekologijo patogenov. V ta namen nameravamo vpeljati
tehnike, ki kot vir informacij izkori$¢ajo nukleinske kisline in omogoc¢ajo bolj natan¢no
raziskovanje mikrobne raznolikosti ter skupaj s klasi¢nimi in novimi tehnikami omogocajo
bolj neposreden pristop k ekoloSkim raziskavam. Razvoj metod iskanja prstnih odtisov
DNA (DNA fingerprinting) je omogo¢il $tudij raznolikosti mikrobnih zdruzb v naravnih
vzorcih. S pomoc¢jo metod iskanja prstnih odtisov DNA lahko spremljamo tudi spremembe
sestave mikrobnih zdruzb v prostoru in ¢asu. Omenjene metode temeljijo na izolaciji DNA
iz naravnih vzorcev in pomnozevanju dolo¢enih zaporedij bakterijske 16S rRNA z
zacetnimi oligonukleotidi s pomocjo verizne reakcije s polimerazo (PCR). Z namenom
izboljSanja detekcije mikrobnih patogenov v morskem okolju nameravamo vpeljati
uporabo specifi¢nih zacetnih oligonukleotidov s pomocjo katerih bi lahko iz DNA
bakterijske zdruzbe taréno pomnozili sekvence mikrobnih patogenov. Nato bi preko DNA
fingerprinting metod, kot so denaturacijska gradientna gelska elektroforeza (denaturing
gradient gel electrophoresis — DGGE) in/ali 16S rRNA bakterijske klonske knjiznice
spremljali prisotnost in spremembe v sestavi zdruzbe mikrobnih patogenov v morskem

ekosistemu.

Pri elektroforezi DGGE locevanje produkta PCR poteka na podlagi razlik v temperaturi
taliS¢a dvoveriZznih nukleinskih kislin in dejstva, da v matriksu gela enoveriZzne nukleinske
kisline potujejo pocasneje kot dvoverizne nukleinske kisline. Temperatura taliS¢a je
odvisna predvsem od deleza GC-parov v nukleotidnem zaporedju. Popolno locitev verig
nukleinskih kislin prepre¢imo z uporabo zacetnih oligonukelotidov PCR, ki imajo na 5'
koncu dodan GC-repek. Rezultat iskanja prstnih odtisov DNA je poenostavljen prikaz
raznolikosti mikrobne skupnosti, omejen s specificnostjo zafetnih oligonukleotidov, ki jih
uporabimo pri PCR. Vsaka lisa prstnega odtisa skriva informacijo o dolo¢eni sekvenci.
Liso lahko izreZemo iz gela, ponovno pomnoZimo in analiziramo s sekveniranjem. S
poznavanjem sekvenc lahko dolo¢imo tudi vrstno sestavo analizirane mikrobne zdruZzbe.
Rezultat primerjave zaporedij so pogosto filogenetska drevesa, ki ponazarjajo evolucijske

razdalje med mikrobnimi vrstami.
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Drugi pogosto uporabljen pristop je uporaba oznacenih sinteti¢nih oligonukleotidnih sond
specificnih za vrsto mikroorganizma (filogenetske sonde), s katerimi ,,ciljamo” to¢no
dolocene komplementarne sekvence, specificne za dolo¢eno skupino ali vrsto organizma.
Sonde nukleinskih kislin so enoverizni DNA (ss DNA) ali pa RNA oligonukleotidi, ki so
vsaj delno komplementarni doloCeni sekvenci na ciljnem genu in se lahko s to doloCeno
sekvenco hibridizirajo. Hibridizacija je prileganje identi¢nih ali podobnih zaporedij
nukleinskih Kislin preko tvorbe stabilnih baznih parov. Sonda reagira s ciljnim zaporedjem
v obliki ss DNA. Sonde so lahko oznagene radioaktivno (3P,**S, ®H), z encimi, z antigeni,
na osnovi kemiluminiscence ali fluorescentnim barvilom. Sondo pripravimo na osnovi
sekvence 16S rRNA iz sorodnega organizma (heterologne sonde).V mikrobni ekologiji so
se razvile Stevilne metode, ki temeljijo na hibridizaciji. S pomocjo sond DNA lahko
identificiramo prisotnost specificnega gena v individualnih mikroorganizmih, detektiramo
lahko prisotnost doloenega mikroorganizma v naravnih vzorcih ter s vzporednimi
sondami doloGamo raznolikost vrstne sestave v mikrobnih skupnostih. Tak pristop
uporabimo za hitro in specifi¢no prepoznavo ciljnega mikroorganizma v vzorcu, pa tudi za
odkrivanje in proucevanje mikroorganizmov, ki jih iz naravnih habitatov ne znamo

izolirati.

Ena od glavnih metod, osnovanih na hibridizaciji je fluorescentna in situ hibridizacija
(fluorescent in situ hybridization — FISH), s pomo¢jo katere lahko prepoznamo in
kvantificiramo specificne mikrobne taksonomske vrste v naravnih vzorcih. Pri metodi
FISH se za detekcijo 16S rRNA sekvenc wuporablja fluorescentno oznacene
oligonukleotidne sonde, ki prodirajo v celico in hibridizirajo z ribosomalno RNA
neposredno na ribosomu. Stopnja konzervativnosti ciljne sekvence sonde doloca
filogenetsko stopnjo skupine organizmov. Ustvarimo lahko sonde, specifi¢ne za vrsto, rod,
druzino, red in sonde, specifi¢éne samo za dolo¢eno domeno sekvence. V zadnjih 15-ih letih
je bilo objavljenih na stotine oligonukleotidnih rRNA sond za in situ detekcijo razli¢nih
prokariontov (na razli¢nih nivojih, od domen do vrste), ki so dostopne na spletu. Z uporabo
teh sond in priporoc¢enih pogojev hibridizacije lahko v pravilno fiksiranih naravnih vzorcih
s pomocjo epifluorescentnega mikroskopa ze v nekaj urah zaznamo specificne
mikroorganizme. Za zanesljivo detekcijo se priporoca uporabo razli¢nih sond, oznacenih z
razli¢nimi fluorescentnimi barvili, in jih tako lahko uporabimo isto¢asno na istem vzorcu.
Z istoCasno uporabo ve¢ razliéno oznafenih sond lahko z metodo FISH filogenetsko
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okarakteriziramo celoten ekosistem. Prednost metode FISH pred ostalimi tehnikami
mikrobne ekologije je v neposredni detekciji prisotnosti dolocenih mikroorganizmov v
vzorcu. Poleg uporabnosti v mikrobni ekologiji je metoda FISH postala priljubljena tudi

pri identifikaciji specifi¢nih patogenov v prehrambni industriji in v klini¢ni diagnostiki.

1.12.2 Predlog mest vzorcenja

Za spremljanje prisotnosti mikrobnih patogenov vodnem stolpcu TrzaSkega zaliva
predlagamo vzorCevalna mesta, ki so bila vzorCena za potrebe zacetne presoje stanja
slovenskega morja (Orlando-Bonaca in sod., 2012a); standardna vzorcevalna postaja v
obmocju BF/F ter dve vzorCevalni postaji v neposredni blizini podvodnega izpusta

komunalno onesnazenih vod (CN Piran: postaji CNO1, CN02).

Tabela 1.12.1: Predlog mest vzor¢enja za mikrobne patogene.

Zemlj. Sirina  Zemlj. dolzina

(N) (E) Globina (m)  St. paralelk

Mesto vzorcenja

00BF 45°32.928' 13°33.032' 5-20 1
CNO1 45°32.030' 13°31.850' 5-20 1
CNO2 45°32.090' 13°32.102' 5-20 1

1.12.3 Cas in frekvenca vzorcenja

Predlagamo, da se vzorce morske vode za analize prisotnosti mikrobnih patogenov v
vodnem stolpcu Trzaskega zaliva na standardni vzoréevalni postaji v obmocju BF/F vzorci
meseéno. V neposredni blizini podvodnega izpusta komunalno onesnazenih vod (CN
Piran), postaji CNO1 in CNO2 pa se vzoréi Stirikrat letno: zima (januar — marec), v
spomladanskem ¢asu (april — junij), poleti (julij — september) in jeseni (oktober —
december). Vzor¢evanje bi potekalo med med 9 in 13 uro.

Frekvenca vzorcevanja: predlagamo, da se vzorcuje enkrat na 3 do 6 let.
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1.12.4 Metoda vzorcenja

Vzoréenje poteka s pomocjo specializiranih oceanografskih vzoréevalnikov Niskin
(volumen 5L) pripetih na rozeto, katera omogoc¢a vzorcenje na globini 0 m, 5 m, 10 m, 15
m, in 20 m z enim vertikalnim potegom. Vzorec se iz Niskin-a prelije v sterilno posodo,
katero se prenese v laboratorij v najkrajSem moznem ¢asu (v ¢asovnem intervalu od 1 do 3

ur).

1.12.5 Laboratorijska obdelava vzorcev

Po prihodu v laboratorij vzorec morske vode takoj ustrezno pripravimo za nadaljnje
analize: za doloc¢anje Stevila indikatorskih mikroorganizmov (100 mL), za spremljanje
sestave bakterijske zdruzbe ter prisotnosti mikrobnih patogenov v bakterijski zdruzbi s

pomocjo DNA fingerprintinga (1L), ter za analize FISH in QPCR.

1.12.5.1 Dolocevanje stevila fekalnih indikatorskih bakterij

Stevilo E- coli in intestinalnih enterokokov dolo¢amo z metodo membranske filtracije po
kriterijih in navodilih Kopalne directive ( 2006/7/ES). Ustrezen volumen vode filtriramo
skozi sterilne filtre velikosti por 0,45 pum (Millipore) in bakterije gojimo 24 ur na
ustreznem gojis¢u in temperaturi (ISO 7899-1 ali ISO 7899-2, 1ISO 9308-3 ali 1ISO 9308—
1). Rezultat predstavlja Stevilo zraslih kolonij v 100 ml vzorca vode (cfu/100 ml).

1.12.5.2 Dolocevanje sestave bakterijske zdruzbe

Iz vzorcev morske vode izoliramo bakterijsko DNA po protokolu, opisanem v ¢lanku
Bostrom in sod. (2004) z nekaj modifikacijami. Podzvorec morske vode (1L) filtriramo na
0.2 um polietersulfonski filter (premer 47 mm, PALL Inc.). Bakterijske celice na filtru
liziramo z dodatkom pufra za lizo (400 mM NaCl, 750 mM sukroze, 20 mM EDTA, 50
mM Tris-HCI) ter z 30 minutno inkubacijo z lizocimom pri 37 °C. Nato filter inkubiramo

pri 55 °C 12 ur z detergentom SDS (konc¢na koncentracija 1%) in proteinazo K (konc¢na

93



Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIJO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI
STRATEGNI (2008/56/ES). Zakljuéno porocilo.

koncentracija 100 pg ml'l). Po celi¢ni lizi odstranimo filter ter precistimo celi¢ni ekstrakt z
zaporednim  spiranjem peleta z raztopino fenol/kloroform/izoamilalkohola ter
kloroform/izoamilalkohola. DNA nato precipitiramo dodatkom 0.1 V NaAc (pH 5.2) in 0.6
V izopropanola pri -20 °C 1h. DNA oborimo z dodatkom etanola in ponovno raztopimo v
1X TE pufru ter hranimo pri -20 °C.

16S rRNA namnozimo s pomocjo verizne reakcije s polimerazo (PCR) z uporabo
specifi¢nih zacetnih oligonukleotidov s PCR aparaturo (Applied Biosystems).

a) Za analizo sestave bakterijske zdruzbe z denaturacijsko gradientno gelsko
elektroforezo (denaturing gradient gel electrophoresis — DGGE) pomnozimo
bakterijske 16S rRNA gene z uporabo univerzalnih zacetnih oligonukleotidov
907R (5-CCGTCAATTCMTTTGAGTTT-3', Muyzer in sod., 1998) in 341F (5-
CGCCCGCCGCGCGCGGCCGCGCCCEGCEEGCGEGCACGGGGGGCCTACGG
GAGGCAGCAG-3', Muyzer in sod., 1993) ter soasno z uporabo specifi¢nih

zacetnih oligonukleotidov za mikrobne patogene (za indikatorske organizme).

b) Za izdelavo 16S rRNA bakterijskih klonskih knjiznic, s katerimi lahko
spremljamo prisotnost in spremembe v sestavi celotne bakterijske zdruzbe,
vkjuéno z mikrobih patogenov, pomnozimo bakterijske 16S rRNA gene s
pomocjo univerzalnih zacetnih oligonukleotidov:
27F (5’-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3’) in
1492R (5’-TACGGYTACCTTGTTACGACTT-3").

Reakcijska meSanica za PCR reakcijo vsebuje 1X reakcijski pufer (Tris KCIL,-MgCly,
Fermentas), 2 mM MgCl, (Fermentas), 0.2 mM dNTP (Fermentas), 1 uM vsakega
zaCetnega oligonukleotida (Sigma), Taq polimerazo (5 U uL'l Fermentas) in 2 pL of DNA
(50-100 ng). PCR program se sicer razlikuje za posamezne analize (temperature in Cas
posameznega koraka in cikla), vendar vedno potekajo naslednji koraki: 1. predhodna
denaturacija, 2. amplifikacija (znotraj katere v ciklih potekajo koraki denaturacije,
prileganja in pomnoZevanja) in kon¢no podaljSevanje. Kvaliteto in kvantiteto PCR

produkta nato preverimo z agarozno gelsko elektroforezo na 1,5 % agaroznem gelu.
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1.12.5.3 Denaturacijska gradientna gelska elektroforeza (DGGE)

DGGE elektroforeza PCR pruduktov bakterijske 16S rRNA poteka na 6% ali 8%
poliakrilamidnem gelu, ki je pripravljen iz 40% acrylamide:N,N’-methylbisacrylamide
37.5:1 (Sigma) in vsebuje empiricno dolocen vertikalni gradient denaturanta. 100%
denaturant je definiran kot 7M urea (Sigm) in 40% (v/v) deionizirani formamide (Sigma).
Polimerizacija poteCe po dodatku amonijevega perfuslfata (APS, Sigma) in TEMED-a
(Sigma) v denaturacijske raztopine. V posamezno nanasalno jamico nanesemo enako
koli¢ino posameznih PCR produktov. Elektroforeza te¢e pri 200V 6h v 1X TAE
elektroforeznem pufru pri 60 °C. Poliakrilamidni gel se nato barva z 1X SYBR Gold
nucleic acid stain (Invitrogen) 30 min v temi. Gele se vizualizira s pomoc¢jo UV
transiluminatorja (BioDocAnayze Gel documentation system, Biometra) z SyBr Green
filter setom. Prstne odtise (DNA fingerprinte) bakterijskih zdruzb iz posameznih vzorcev se
nato lahko primerja s pomocjo statisticnih metod. Vrsto pripadnost posameznih
bakterijskih skupin, ki jih predstavljajo posamezne lise na gelu, dolo¢amo tako, da
posamezne lise izrezemo iz gela ter jih prekonoci inkubiramo v 0.02um prefiltrirani
avtoklavirani dH,O (MilliQ). Nato DNA, ki smo jo preko no¢i eluirali iz gela, ponovno
pomnozimo z specificnimi zacetnimi oligonukletidi, te tako pridobljene PCR produkte

sekveniramo. Na sekvencah nato opravimo filogenetske analize.

1.12.5.4 Bakterijske 16 S rRNA klonske knjiznice

Bakterijske 16S rRNA klonske knjiznice izdelujemo s pomocjo komercialno dostopnega
TA Cloning kita (Cat. No. K2020-20, Invitrogen) po protokolu proizvajalca. Svez PCR
produkt ligiramo v pCR® 2.1 vektor (Invitrogen) in tranformiramo s pomoc¢jo principa
‘heat shock’ v kemi¢no kompetentne E.Coli TOP 10 cells (Invitrogen). Transformirane
celice gojimo preko noci pri 37 °C na LB gojiscu, Ki vsebuje antibiotic ampicilin in X-gal
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-B-D-galactopyranoside, Sigma). Na podlagi modro belega
testa nato izberemo samo bele kolonije in jih vzgojimo preko noci v svezem LB + Amp
gojiscu, kateremo dodamo tudi glycerol. Nato izoliramo plazmidno DNA posameznih
klonov ter sekveniramo vstavljene 16 S rRNA bakterijske gene.
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1.12.5.5 Filogenetske analize — dolocanje prisotnosti vrst mikrobnih patogenov

16S rRNA bakterijski geni delno sekveniramo z zacetnim oligonukleotidov M13F na 23
ABI 3730XLs sekvenatorju podjetja Macrogen Inc. Sekvence se precistimo s pomocjo
prosto dostopnega programa DNA baser (www. DNAbaser.com). Sekvence se prav tako
preveri za prisotnost kimernih sekvenc s pomocjo prosto dostopnega programa

Bellerophon (https://greengenes.Ibl.gov/). Identiteto oz. taksonomsko podobnost sekvenc

se i8¢e s pomocjo orodja Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) v javno dostopni
bazi podatkov National Center for Biotechnology Information (NCBI) (Benson et al.,
2008).

1.12.5.6 Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH)

V naravnih vzorcih morske vode neposredno doloc¢amo prisotnost izbranih skupin
indikatorskih bakterij z metodo fluorescentne in-situ hibridizacije (FISH). Takoj po
vzoréenju vzorec morske vode fiksiramo s formaldehidom (2% konc¢na koncentracija) in
jih shranimo preko noci na temperaturi -4 °C. Dolocen volume podvzorca filtriramo na 0,2
um polikarbonatni filter, dodamo paraformaldehida in inkubiramo 3 minute. VVzorec na
filtru spiramo s PBS pufrom in z destilirano vodo; tako pripravljene vzorce hranimo pri -20
°C. Hibridizacija sonde s celicno 16S rRNA na membranskem filtru: filter posameznega
vzorca razdelimo na enake dele, za hibridizacijo z razli¢nimi hibridizacijskimi sondami;
vsak del filtra ozna¢imo, postavimo na objektno steklo in mu dodamo hibridizacijske
sonde. Objektno steklo nato vstavimo v 50 ml epruveto in inkubiramo 3 ure v
hibridizacijski pec¢i pri 46 °C. Po koncani inkubaciji filtre prestavimo v tekocino za
spiranje, ki smo jo postavili v vodno kopel (48 °C) za 20 minut; nato filtre spiramo z
destilirano vodo in osu$imo na zraku. PosuSene filtre nato barvamo s fluorescentnim
barvilom DAPI (inkubiramo 3 minute); po barvanju filtre ponovno speremo z destilirano
vodo in posuSimo na zraku; tako pripravljene filtre nato pregledamo z epifluorescentnim

mikroskopom s uporabo razli¢nih setov filtrov, glede na razli¢ne fluorokrome.
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1.12.5.7 Q-PCR

V zacetni fazi poteka izolacija RNA po protokolu z uporabo ustreznega RNA izolacijskega
kita. Ustreznemu volumnu vzorca (140 pl) in negativni ekstrakcijski kontroli dodamo
reakcijsko mesSanico in po meSanju inkubiramo pri sobni temperature 10 minut. Nato
dodamo etanol, dobro premesamo in dodamo ustrezen volumen lizata. Po centrifugiranju
postopek ponovimo, s tem da vsakokrat zavrzemo filtrat in na koncu spiramo S$e z
razliénimi pufri (AW1 in AW2) in RNA-Cisto H,O. Nato sledi postopek RT-qPCR
amplifikacije z uporabo ustreznih primerjev in ustreznih sond. Reakcijsko meSanico
pripravimo z dolo¢enim volumnom oligonukleotidov, sond, RNA ¢iste H,O, PCR pufrov
in mesanice encimov. qPCR reakcija poteka s pomocjo aparature ABI prism 7900HT

(Applied Biosystems) po dolo¢enem inkubacijskem zaporedju.
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1.13 Fizikalno-kemijsko stanje

1.13.1 Uvod

Opis znadilnega fizikalno-kemijskega stanja temelji na meritvah temperature, slanosti,
prosojnosti, pH vrednosti, alkalnosti, raztopljenega kisika in hranil, pri ¢emer dobljeni
rezultati omogocajo razumevanje in spremljanje trenutnega, sezonskega in ve¢ letnega
stanja obravnavanega obmoc¢ja kot tudi identifikacijo trendov za posamezne merjene
parameter. Parametri kot so temperatura (toplotne razmere), prosojnost in slanosti
predstavljajo pogosto nujne spremljajoce parametre, ki so pomembni so za interpretacijo
drugih parametrov ter nadalje za razumevanje delovanja ekosistemov, odzivov bioloskih
elementov kakovosti ter opis ekoloskega stanja morja.

Ceprav klimatske spremembe ne sodijo v prevladujoe okoljsko stanje in zato niso predmet
morske strategije, morajo biti upostevani u¢inki klimatskih sprememb. Zaradi tega je nujna
priprava ustreznega programa spremljanja stanja, ki zagotovi SirSe ozadje sprememb.

Poleg tega pa lahko prej omenjene posamezne meritve predstavljajo le spremljajoce
parametre (podatke), ki so nujno potrebni za interpretacijo drugih parametrov oziroma
dane situacije. Vecja odstopanja od znacilnih razmer (poslabSanje stanja) odrazajo
obremenitev za bioloske elemente.

V severnem Jadranu in osrednjem delu Trzaskega zaliva so kisikove razmere v pridnenem
sloju ekolosko pomemben dejavnik, saj lahko pomanjkanju kisika (predvsem v
poznopoletnem ali zgodnjejesenskem obdobju) zaznamo hipoksi¢ne ali celo anoksi¢ne
razmere. Pomanjkanje Kisika najbolj prizadene organizme.

Razvoj obalnega obmoc¢ja (urbanizem, gradnja infrastruktur kot so pristanisc¢a, turisti¢ni
objekti, konstrukcije na morju,...) in druge ¢lovekove dejavnosti (odlaganje odpadkov v
morje, kréenje morskih povrSin, baraze, gradnja vetrnih elektrarn na morju, naftne in
plinske plos¢adi in mostovi, bagranje,...) pomenij temeljito spremembo hidrografskih
razmer.

Zato v programu spremljanja stanja po ODMS predlagamo spremljanje znacilnega
fizikalno-kemijskega stanja (izbrani parametri) za vrednotenje stanja po deskriptorjih: D1
(ovrednotenju stanja habitata vodnega stolpca), D5 (ovrednotenje antropogene

evtrofikacije) in D7 (ovrednotenje hidrografskih razmer).
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1.13.2 Vzorcenje - sploSno

Vzorcenje pomeni odvzem vzorca morske vode ali sedimenta oziroma uporabo terenskih
merilnih instrumentov.

Splo$ni _princip. Pri vzor¢enju je potrebno upoStevati protokol vzorcenja, ki mora biti del

sistema kakovosti. Podatke o vzor¢enju zapiSemo v terenski list, ki je del dokumentacije o
vzorcenju. Ti podatki so: datum, cas, Sifra vodnega telesa, Sifra postaje, geografske
koordinate, globina, vrsta vzorca in morebitne opombe in opazanja.

Mesta vzoréenja. Mreza mest vzorcenja je doloCena posebej za posamezen deskriptor po

ODMS ter je usklajena s programom nacionalnega monitoringa za spremljanje kemijskega in
ekoloskega stanja morja.

In situ meritve. Meritve temperature in slanosti obic¢ajno izvedemo s pomocjo oceanografske
CTD multiparametri¢ne sonde (CTD = Conductivity, Temperature, Depth) in situ, tj. na
samem mestu vzor¢enja. Dobljeni vertikalni profili izbranih parametrov odrazajo razmere v

celotnem vodnem stolpcu.

Za dolo€anje parametrov kot so koncentracije hranil pa moramo predhodno vzor¢iti morsko

vodo iz izbranega vodnega sloja.

Vzor¢enje morske vode poteka v skladu z doloCeno vzorCevalno shemo za posamezen

deskriptor, tj. v dopoldanskem ¢asu, obi¢ajno med 8. in 15. uro.

Za vzorcenje morske vode praviloma uporabimo Niskinov vzor¢evalnik ali drug primeren
vzorCevalnik. Za vzorCenje pridnene vode priporoamo uporabo Ruttnerjevega
vzorCevalnika. Kontinuirano zajemanje vzorcev na razlicnih globinah vodnega stolpa
izvajamo s pomocjo standardnega oceanografskega vzorcevalnika — rozete z ve¢jim Stevilom
vzor¢evalnih posod. Vzorce prelijemo v ustrezne posode in jih do transporta v laboratorij

hranimo na plovilu,v temnem in hladnem prostoru.

Vzoréenje sedimenta. Opis je podan v poglavju 1.13.10.3.
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1.13.3 Temperatura

1.13.3.1 Uvod

Podatki o temperaturi in opis temperaturnih razmer predstavljajo osnovne informacije za
pridobitev in razlago oceanografskih, bioloskih in kemijskih podatkov oz. stanja morskega
okolja. Kljub temu pa pri tem ni mozno postaviti meje med razredi za ta parameter, saj Se
temperatura sezonsko spreminja. Predlagamo, da se temperatura vode obravnava kot
»obvezni« spremljevalni parameter. Slednji je vkljucen v program spremljanja stanja po
ODMS za vrednotenje stanja po D1 (ovrednotenju stanja habitata vodnega stolpca), D5

(ovrednotenje antropogene evtrofikacije) in D7 (ovrednotenje hidrografskih razmer).

1.13.3.2 Predlog mest vzorcenja in frekvenc meritev

V slovenskem priobalnem pasu (v polzaprtih zalivih, ob ustju rek, v obalnem pasu in tudi v
osrednjih delih Trzaskega zaliva) so znaCilna velika nihanja in zelo spremenljive
temperaturne razmere, ki vodijo do hitrih bioloskih odzivov na spremenjene pogoje. Prav
zato je potrebno dane razmere v vodnem stolpcu dovolj pogosto in ustrezno spremljati, da
bi lahko zaznali realno stanje morskega okolja.

Ker temperatura vpliva na mnoge znalilnosti in procese, so te meritve (frekvenca in
vzor¢evalna mesta) usklajene oz. sovpadajo z vzor¢evalno shemo ostalih parametrov

(fitoplankton, pH...).

Za vrednotenje stanja (Tabela 1.13.1):

— po deskriptorju D1 (ovrednotenje stanja habitata vodnega stolpca) predlagamo 1-
krat mesecno merjenje temperature v celotnem vodnem stolpcu (CTD profil) na
stirih vzoréevalnih mestih,

— po deskriptorju D7 (ovrednotenje hidrografskih razmer) pa 1-krat mesecno

dolocitev CTD profila vodnega stolpca na osmih vzorcevalnih mestih.
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Tabela 1.13.1: Predlog mest vzoréenja in frekvenc vzorcenja za temperaturo.

Vrednotenje stanja _ . Frekvenca
- . Mesto vzorcenja Vodni stolpec ..
po deskriptorju vzorcenja
D1 00BF, 00T5, CNO1, CNO2 CTD profil 1-krat mesecno

0OMA, 000F, 00C2, 000K, . ]
o7 00B2, 00CZ, 00F2, 00C1 CTD profil 1-krat mese&no

1.13.3.3 Meritve temperature

Meritve temperature izvedemo in situ s pomoc¢jo CTD sonde.

1.13.3.4 Uvrscanje elementa v razrede ekoloskega stanja

Temperaturo opredeljujemo kot spremljevalni parameter.

1.13.4 Slanost

1.13.4.1 Uvod

Podobno kot temperatura je tudi slanost pomembna za morsko okolje. V priobalnih delih
se slanostne razmere lahko Se posebno hitro spreminjajo (v horizontalni, kot tudi v
vertikalni smeri), kar je najbolj vidno v obdobju obilnih padavin in slabega vremena. Re¢ni
vnosi zelo hitro spremenijo slanost celotnega obravnavanega obmocja. Dane slanostne
razmere pa Vv veliki meri vplivajo tudi na morske organizme. Prav zato je ta element
uporaben za vrednotenje stanja po D5 ter tudi po D1 in D7. Zaradi Sirokega razpona
vrednosti in velike €asovne variabilnosti predstavlja nujen spremljevalni parameter, pri

¢emer ni mogoce postaviti mej med razredi ekoloskega stanja.
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1.13.4.2 Predlog mest vzorcenja in frekvenc meritev

Podobno kot pri temperaturi predlagamo za vrednotenje stanja po deskriptorju D1 (vodni
stolpec) 1-krat mesecno vzorcenje na mestih vzorc¢enja 00BF, 00T5, CNO1 in CNO2 ter v
Stirih globinah (0 m, 5 m, 15 m in v pridnenem sloju). Po deskriptorju D7 (ovrednotenje
hidrografskih razmer) predlagamo 1-krat mese¢no dolocitev CTD slanostnega profila na
vzor¢evalnih mestih 0OMA, 00F, 00C2, 00K, 00B2, 00CZ, 00F2, 00C1 (Tabela 1.13.2).

Tabela 1.13.2: Predlog mest vzorc¢enja in frekvenc vzoréenja za slanost.

Vrednotenje stanja . . . Frekvenca
. ) Mesto vzorcenja Vodni stolpec ..
po deskriptorju vzorcenja
D1 O0BF, 00T5, CNO1, CNO2 CTD profil 1-krat mesecéno
D7 OOMA, 00OF, 00C2, 000K, CTD profil 1-krat mesecno

00B2, 00CZ, 00F2, 00C1

1.13.4.3 Meritve slanosti

Slanost merimo v celotnem vodnem stolpcu (z merjenjem prevodnosti oz.
konduktometri¢no, in situ) z uporabo CTD sonde. Pri tem slanost vode izraCunamo iz
izmerjene elektri¢ne prevodnosti vode, ki je odvisna od narave in koli¢ine prisotnih ionov

ter temperature.

1.13.4.4 Uvrscanje elementa v razrede ekoloskega stanja

Slanost opredeljujemo kot spremljevalni parameter.
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1.13.5 pH

1.13.5.1 Uvod

Glavni rezervoar ogljika v oceanih in morjih predstavlja raztopljeni anorganski ogljik, ki
vkljuCuje v vodi raztopljen ogljikov dioksid (COy), hidrogenkarbonatne (HCOj3) in
karbonatne (CO3%) ione. pH morske vode je tako odvisna od prevladujoce, prej omenjene,
vrste 0z. posredno od koncentracije atmosferskega CO,. Pri raztapljanju CO, v morski vodi
nastaja $ibka nestabilna ogljikova kislina (H,CO3), ki nadalje tvori (disocira na)
hidrogenkarbonatne in karbonatne ione. Vecja absorpcija ogljikovega dioksida v morje
tako vpliva na karbonatno ravnotezje, ki je pomembno za uravnavanje pH morja.
Povecanje koncentracije karbonatnih ionov prispeva k nizji pH vrednosti oz. ve¢ji kislosti
morja, kar bistveno vpliva na zivljenje in procese v morskih ekosistemih. Prav zato je tudi

nadaljnje spremljanje pH morja izredno pomembno.

Meritve pH morske vode so ze vkljuene v program spremljanja stanja, zato predlagamo,
da se meritve ohranijo tudi v programu spremljanja stanja morskega okolja po ODMS. Pri
tem pH predvidevamo kot spremljevalni parameter.

Ocena »Zakisanja morja« oziroma dolgorocnega upada pH vrednosti morske vode kot
posledico poveCanega raztapljanja atmosferskega ogljikovega dioksida pa zahteva
drugacen pristop. Samo pH kot podatek v tem primeru ne zadostuje. Za zadovoljiv in
popoln opis karbonatnega sistema v morju, ki je obenem tudi pufrski system, je potrebno
meriti vsaj dva od Stirih parametrov karbonatnega sistema omenjenih v uvodu. Poleg
merjenja pH vrednosti moramo vzporedno meriti Se alkalnost. Omenjen analitski pristop
omogoca izredno natanc¢nost in ponovljivost, ki je pomembna pri vseh nadaljnih analizah

podatkov in ugotavljanju dolgoro¢nih sprememb.

1.13.5.2 Predlog mest vzorcenja in frekvenc meritev

Predlagamo enako shemo vzorcenja kot v primeru parametrov temperatura in slanost
(Tabela 1.13.3).
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Tabela 1.13.3: Predlog mest vzorcenja in frekvenc vzoréenja za pH ob uporabi CTD
sonde.

Vrednotenje stanja . . Frekvenca
. . Mesto vzorcenja Vodni stolpec ..
po deskriptorju vzorcenja
D1 00BF, 00T5, CNO1, CNO2 CTD profil 1-krat mesecno

0OMA, 000F, 00C2, 000K, . Y
D7 00B2, 00CZ, 00F2, 00C1 CTD profil 1-krat mesecno

1.13.5.3 Dolocanje pH vrednosti

Meritve pH v celotnem vodnem stolpcu izvedemo in situ z uporabo CTD sonde opremljene
z ustreznim senzorjem.

1.13.5.4 Laboratorijska obdelava vzorcev

pH vrednost. Vzorcu morske vode lahko dolo¢imo pH vrednost tudi elektrometri¢no (pH

meter). V tem primeru vzor¢imo morsko vodo (glej poglavje 1.13.2) iz Stirih globin
(Tabela 1.13.4).

Tabela 1.13.4: Mesta in globine vzor¢enja morske vode za doloc¢itev pH vrednosti in

alkalnosti.
Vv . .
rednoten'je sta'nja Mesto vzorcenja Globine
po deskriptorju
D1 00BF, 00T5, CNO1, CNO2 0 m, 5m, 10 m, pridneni sloj

00MA, 000K, 00B2, 00C1, 0 m, 5m, 10 m, pridneni sloj

D7
000F, 00C2, 00CZ, 00F2 0 m, 5m, 15 m, pridneni sloj

Upostevamo navodila za uporabo izbranega laboratorijskega pH metra (spiranje itd.). Za

umerjanje uporabimo puferne raztopine, pripravjene z morsko vodo (Grasshoff et al.,
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1999). Izmerimo temperaturo vzorca in od¢itamo pH vrednost v mejah 0—14 ter oba

podatka ustrezno zabelezimo.

Alkalnost. Vsoto koncentracij karbonatnega, hidrogenkarbonatnega in hidroksidnega in

boratnega iona v morski vodi dolo¢amo titrimetri¢no(Grasshoff et al., 1999).

1.13.5.5 Uvrscanje elementa v razrede ekoloskega stanja

pH in alkalnost opredeljujemo kot spremljevalna parametra.

1.13.6 Prosojnost

1.13.6.1 Uvod

Poleg organizmov vplivajo na krozenje snovi in druge procese (npr. prosojnostne razmere)
tudi vnosi alohtone in avtohtone suspendirane snovi ter resuspenzija sedimenta pomembno.
Prosojnost morske vode vpliva na koli¢ino razpoloZljive svetlobe v vodnem stolpcu in pri
dnu ter s tem posledi¢no tudi na primarno produkcijo. Na prosojnost plitvega slovenskega
morja bistveno vplivata tako koncentracija raztopljene kot suspendirane (partikulatne)
snovi, zato je ta parameter v sploSnem uporaben za oceno okoljskega (evtrofi¢nega) stanja
morja. Program spremljanja ekoloskega in kemijskega stanja po Vodni direktivi Ze
vklju€uje spremljanje prosojnosti, prav tako predlagamo, da se ta ohrani tudi v programu
spremljanja stanja morja po ODMS. Element je uporaben za vrednotenje stanja po D1, D5
in D7.

1.13.6.2 Predlog mest vzorcenja in frekvenc meritev

Predlagamo 1-krat mese¢no dolocitev prosojnosti (Tabela 1.13.5) na mestih vzorcenja:
— O00BF, 00T5, CNO1 in CNO2 za ovrednotenje habitata vodnega stolpca (po
deskriptorju D1),
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— O0O0MA, 00BF, 00C4, 000K, 0DB2, 00CZ in 00F2 za ovrednotenje antropogene
evtrofikacije (po deskriptorju D5) ter

— 00MA, 000F, 00C2, 00K, 00B2, 00CZ, 00F2, 00C1 za ovrednotenje hidrografskih
razmer (po deskriptorju D7).

Tabela 1.13.5: Predlog mest vzorcenja in frekvenc vzor¢enja za prosojnost.

Vrednotenje stanja . . Frekvenca
. . Mesto vzorcenja -
po deskriptorju vzorcenja
D1 00BF, 00T5, CNO1, CNO2 1-krat mesecno

OOMA, 00BF, 00C4, 000K, 0DB2,

00CZ, 00F2 1-krat mesecno

D5

OOMA, 000F, 00C2, 000K, 00B2,

00CZ, 00F2, 00C1 1-krat mesecno

D7

1.13.6.3 Meritve prosojnosti

Prosojnost (transparenco) morske vode (in situ) dolocamo po standardnem postopku s
plosco Secchi (okrogla bela plosca s premerom 30 cm). Globino (Secchi-jeva globina), pri

kateri je oblika plosce Se vidna, uporabljamo za izraZanje prosojnosti vode.

1.13.6.4 Uvrscanje elementa v razrede ekoloskega stanja

Metodologija vrednotenja ekoloSkega stanja na podlagi/osnovi prosojnosti je Se v razpravi.

1.13.7 Skupna suspendirana snov (TPM) in suspendirani organski ogljik (POC)

1.13.7.1 Uvod

ODMS pri deskriptorju evtrofikacije predvideva tudi dolocitev koncentracij

suspendiranega organskega ogljika (POC). K vi§jim vsebnostim organskega ogljika
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bistveno prispevajo, fitoplanktonski viski, posebni pojavi kot so sluzenje morja, ter
organska onesnazenja. Znizane vrednosti pa so obi¢ajno odraz vecjega vpliva resuspenzije
sedimenta ali/in vnosov anorganskih delcev (preko vodotokov ali/in atmosfere).
Pomemben dodatni parameter, ki je povezan z dolocitvijo POC je koncentracija skupne
suspendirane snovi.

Omenjene meritve so bile v preteklosti del programa spremljanja stanja morja, vendar so
bile te kasneje opuscene. Analize kazejo, da ti podatki prispevajo k boljSem razumevanju
in razlagi dogajanja (procesov) v morski vodi, zato predlagamo njihovo ponovno
vkljucitev v program spremljanja stanja po ODMS. Element je uporaben za ovrednotenje

antropogene evtrofikacije (po deskriptorju D5).

1.13.7.2 Predlog mest vzorcenja, cas in frekvenca vzorcenja

Za vrednotenje stanja po deskriptorju D5 (ovrednotenje antropogene evtrofikacije)
predlagamo 1-krat mese¢no vzorc¢enje morske vode v povrsinskem in pridnenem sloju na

treh vzoréevalnih mestih 000K, 00DB2 in 00CZ (Tabela 1.13.6).

Tabela 1.13.6: Predlog mest vzorCenja in frekvenc vzoréenja za koncentracije
suspendirane snovi.

Vrednotenje stanja . . . Frekvenca
. . Mesto vzorcenja Globine . .
po deskriptorju vzorcenja
D5 0DB2, 00CZ, 00F2 0 m, pridneni sloj

1-krat mesecno

1.13.7.3 Metoda vzorcenja

Opis vzorcenja morske vode je podan v poglavju 1.13.2.
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1.13.7.4 Laboratorijska obdelava vzorcev

Vzorec morske vode iz posameznega nivoja prefiltriramo skozi predhodno prezgan filter (4
ure, pri 450°C) iz steklenih vlaken Whatman GF/F pri nizkem tlaku (npr. 0,027 MPa).
Volumen vzorca za filtracijo je odvisen od koncentracije suspendirane snovi. Praviloma
zadostuje 0,5-2 L vzorca.

Po filtriranju ostane na filtru suspendirana snov, ki je dogovorno opredeljena z velikostnim
razredom od 0,45-250 pum. Vzorec na filtru speremo z destilirano vodo ter ga nato shranimo
v posebne posodice za shranjevanje filtrov. VVzorce nato zamrznemo (—20 °C). Pred analizo
filtre z vzorci posusimo (liofiliziramo ali posusimo v pec¢i pri 60°C) ter suhe vzorce
izpostavimo param HCI, da odstranimo anorganski ogljik (Olli in sod., 2002). Nato
doloc¢imo organski ogljik z uporabo elementnega analizatorja.

Skupno suspendirano snov dolo¢imo gravimetri¢no, tj. s tehtanjem filtra pred in po

filtraciji vzorca.

1.13.7.5 Uvrscanje elementa v razrede ekoloskega stanja

Metodologija vrednotenja ekoloskega stanja na osnovi koncentracij suspendiranega

organskega ogljika je Se v razvoju.

1.13.8 Koncentracija raztopljenega kisika

1.13.8.1 Uvod

Aerobni organizmi potrebujejo za dihanje kisik. Ta se porablja $e pri razkrajanju organske
snovi in pri drugih oksidativnih procesih. V vodi poteka obnavljanje kisika z difuzijo iz
zraka in preko fotosinteze. Na dolocenem obmocju je obCasno lahko hitrost porabe kisika
veéja od hitrosti njegovega nastanka, zato pride do pomanjkanja kisika oziroma do
hipoksi¢nih (hipoksija) ali anoksi¢nih razmer (anoksija).

Meritve koncentracije raztopljenega Kkisika zagotavljajo osnovne podatke za oceno

kisikovih razmer v morju. Nekaterih avtorji opredeljujejo hipoksi¢ne vode (npr. Turner in
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Rabalais 1994) s koncentracijo raztopljenega kisika manjSo kot 2 mg/L (< 0,063 mmol/L
ali < 1,43 mL/L), drugi avtorji (npr. Diaz in Rosenberg, 1995) pa kot mejno koncentracijo
navajajo 2 mL/L (0,089 mmol/L ali 2,86 mg/L). Ce se koncentracija raztopljenega kisika

pribliza nic¢li, govorimo o anoksi¢nih razmerah.

Element je uporaben za vrednotenje stanja po D1, D5 in D7.

1.13.8.2 Predlog mest vzorcenja in frekvenc meritev

Predlagamo razsiritev dosedanje vzorCevalne sheme, saj obstojeCi program monitoringa
ekoloskega in kemijskega stanja ni zadosten v smislu spremljanja kisikovih razmer v
slovenskem morju. Pri tem predlagamo vkljucitev dodatnih kontinuiranih avtomatskih
meritev koncentracij raztopljenega kisika (namestitev senzorjev kisika tik nad morskim
dnom) v odprtih vodah Trzaskega zaliva (vzoréna mesta 00CZ in 00BF), kar bo omogocilo

boljse spremljanje in sledenje hitrim ¢asovnim spremembam.

Predlagamo sledece meritve koncentracij raztopljenega Kisika (Tabela 1.13.7):

— po deskriptorju D1 (ovrednotenje habitata vodnega stolpca): merjenje v celotnem
vodnem stolpcu (CTD profil), 1-krat mesec¢no in na $tirih vzorénih mestih (O0BF,
00T5, CNO1 in 00CN),

— po deskriptorju D5 (ovrednotenje antropogene evtrofikacije): kontinuirano
spremljanje koncentracij raztopljenega kisika v pridnenem sloju na vzorcevalnih
mestih 00BF in 00CZ ter

— po deskriptorju D7 (ovrednotenje hidrografskinh razmer): merjenje v celotnem
vodnem stolpcu (CTD profil), 1-krat mese¢no na vzoréevalnih mestih (OOMA,
000F, 00C2, 000K, 00B2, 00CZ, 00F2, 00C1).
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Tabela 1.13.7: Predlog mest vzorCenja in frekvenc vzoréenja za koncentracije
raztopljenega kisika.

Vrednotenje
. . . Frekvenca
stanja po Mesto vzorcenja Vodni stolpec ..
. . vzorcenja
deskriptorju
D1 O0O0BF, 00T5, CNO1, CNO2 CTD profil 1-krat mesecno

kontinuirano

D5 00BF, 00Cz pridneni sloj .
spremljanje

OOMA, 00F, 00C2, 00K, 00B2, ] 5
o7 00CZ, 00F2, 00C1. CTD profil 1-krat mesecno

1.13.8.3 Metoda vzorcenja

Koncentracijo raztopljenega kisika dolocamo z uporabo CTD sonde, tj. elektrometricno
(kisikov senzor).
Na izbrani lokaciji (npr. v pridnenem sloju) lahko podobno meritev izvedemo s pomocjo

fiksnega kisikovega senzorja za kontinuirane meritve.

1.13.8.4 Laboratorijska obdelava vzorcev

Koncentracijo raztopljenega kisika v vzorcih morske vode merimo titrimetri¢no
(Winklerjeva metoda). Metoda temelji na doloCanju koncentracije nastalega joda po
oksidaciji jodida s titracijo z Na-tiosulfatom ob prisotnosti Skrobovice kot indikatorja.
(Grasshoff in sod., 1999).

V tem primeru vzoréimo morsko vodo (glej poglavje 1.13.2) kot je navedeno v spodnji
preglednici (Tabela 1.13.8).
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Tabela 1.13.8: Predlog mest vzorcenja in globine za vzoréenje morske vode za dolo¢anje
koncentracije raztopljenega Kisika.

Vrednotenje stanja

. . Mesto vzorcenja Globine
po deskriptorju
D1 00BF, 00T5, CNO1, CNO2 0m, 5m, 10 m, pridneni sloj
D5 00BF, 00CZ pridneni sloj

O0MA, 000K, 00B2, 00C1 0m, 5m, 10 m, pridneni sloj

D7
000F, 00C2, 00CZ, 00F2 0m, 5m, 15 m, pridneni sloj

1.13.8.5 Uvrscanje elementa v razrede ekoloskega stanja

Metodologija vrednotenja ekoloskega stanja na osnovi koncentracij raztopljenega kisika je

Se v razvoju.

1.13.9 Koncentracije hranil

1.13.9.1 Uvod

Hranilne snovi so pomembne za rast in razvoj avtotrofov v morskem okolju. Poleg dusika
v plinastem agregatnem stanju (N,) vsebuje morje tudi majhne koli¢ine anorganskega in
organskega duSika v suspendirani in raztopljeni obliki. Skupni duSik vkljucuje anorganski
in organski dusik (v organskih spojinah). Delez organskih spojin lahko izracunamo iz
razlike med skupnim in anorganskim dusikom. Anorganski raztopljeni dusik (DIN) se v
morski vodi nahaja v obliki nitratnega (NOj3), nitritnega (NO;) in amonijevega iona
(NHy4"), zato vrednosti anorganskega dusika predstavljajo vsoto koncentracij nitrita, nitrata
in amonija (Nanorg. = NO2” + NO3” + NH,"). Skupni fosfor obsega organske in anorganske
fosforjeve spojine v raztopljeni in suspendirani obliki. Anorganski raztopljeni fosfor
predstavljajo ionizirani produkti fosforjeve(V) kisline (H3PO,). Silicij se v morski vodi
prav tako nahaja v raztopljeni (predvsem v obliki silikatnega iona; SiO,*) in v

suspendirani snovi.
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Povecan vnos hranil (iz tockovnih ali razprSenih virov) lahko vodi do pojava evtrofikacije.
Prav zato je merjenje koncentracij hranilnih snovi (skupnega dusika, nitratov, nitritov,
amonija, skupnega fosforja, fosfata in silikata) v vodnem stolpcu Ze vkljueno v program
spremljanja ekoloskega in kemijskega stanja po Vodni direktivi (2000/60/EC) na postajah
obalnega morja in v teritorialnih vodah, zato predlagamo, da se to ohrani. Kot dodatne

parametre predlagamo Se razmerja med posameznimi hranili.

Element je uporaben za vrednotenje stanja po D1, D5 in D7.

1.13.9.2 Predlog mest vzorcenja in frekvenc vzorcenja

Predlog vzor¢nih mest in globin ter frekvenc vzorcenja morske vode za nadaljnje analize
koncentracije hranilnih soli dusika (NO,, NOs, NH4", skupnega dusika), fosfata (PO,%,
skupnega fosforja), in silicija (SiO4") je predstavljen v Tabeli 1.13.9.

Tabela 1.13.9: Predlog mest vzoréenja in globine za dolo¢anje koncentracije hranil v
vodnem stolpcu.

Vrednotenje
. . . . Frekvenca
stanja po Mesto vzorcenja Globine . .
. . vzorcenja
deskriptorju
D1 00BF, 00T5, CNO1, CNO2 0 m, 5m, 10 m, pridneni sloj 1-krat
mesecno

OOMA, 00C4, 000K, 0ODB2 0 m, 5m, 10 m, pridneni sloj 1-krat

D
> 00BF, 00CZ, 00F2 0m,5m, 15 m, pridneni sloj mesecno

00MA, 000K, 00B2, 00C1, Om,5m, 10 m, pridneni sloj 1-krat

D7
000F, 00C2, 00CZ, 00F2 0 m, 5m, 15 m, pridneni sloj mesecno

Dolo¢ili smo Se dodatna vzor¢na mesta v obmocju z izkazanim slabSim ekoloskim stanjem
v povezavi z bioloskim elementom morske trave, tj. Cy4, Cy6, Cy9. Na slednjih
predlagamo meritve koncentracij hranilnih snovi v intersticielnih vodah sedimenta ter
dolocitev vsebnosti skupnega organskega ogljika v sedimentu. Podrobnejsi opis vzoréenja

sedimenta in prej navedenih analiz je vkljucen v poglavje 1.13.10).
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1.13.9.3 Metoda vzorcenja

Opis vzor¢enja morske vode je podan v poglavju 1.13.2.

1.13.9.4 Laboratorijska obdelava vzorcev

Za dolocanje vsebnosti hranil v morski vodi priporo€amo uporabo analiznih metod
navedenih v Hansen in Koroleff (1999, 2007), ki so bile tudi uporabljene v okviru dosedanjih
monitoringov in drugih raziskav slovenskega morja. Koncentracije hranilnih soli dusika
(NO5", NOg", NH,4*, skupnega dusika), fosfata (PO,>, skupnega fosforja), in silicija (SiOs*)
se v tem primeru dolo¢ajo kolorimetri¢no. Uporabimo lahko tudi drugo ustrezno
standardizirano/validirano metodo, ki je primerna za dolo¢anje hranil v morskem okolju. V
primeru uporabe avtomatskega preto¢nega analizatorja za hranila je potrebno vzorce morske
vode predhodno filtrirati oziroma posamezne analitske metode ustrezno izbrati ali
prilagoditi. Koncentracijsko obmocje posamezne analizne metode mora biti taksno, da so
koncentracije merjenih vzorcev vedno v tem obmocju, razpon koncentracij hranil je podan v
porocilu za ¢len 9 Okvirne direktive o morski strategiji« (Orlando-Bonaca in sod., 2012c).
Podatki temeljijo na meritvah hranil dolo¢enih na Stirih postajah slovenskega morja v
obdobju 1990-2010.

1.13.9.5 Uvrscanje elementa v razrede ekoloskega stanja

Metodologija vrednotenja ekoloskega stanja na osnovi koncentracij obravnavanih hranil je

Se (v razpravi in) v razvoju.

1.13.10Analize sedimenta (skupni organski oglik in hranila v intersticielnih vodah)

1.13.10.1 Uvod

Evtrofikacija se odraza tudi v znaacilnostih sedimenta kar nadalje vpliva na dnu zivece

organizme (npr. na morske trave).
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1.13.10.2 Predlog vzorc¢nih mest in frekvenc vzorcenja

Shemo vzorcenja je povzeta v Tabeli 1.13.10.

Tabela 1.13.10: Predlog mest vzoréenja sedimenta.

Vrednotenje stanja

. . Mesto vzorcenja Frekvenca vzorcenja
po deskriptorju

D5 Cy4, Cy6, Cy9 1-letno (junij/julij)

1.13.10.3 Metoda vzorcenja

Ob zaklju¢ku vzorcCenja Sopov kolencaste cimodoceje, potaplja¢ na isti globini zapici
gravitacijski korer vsaj 10-12 cm globoko v sediment. VVzorce sedimenta vzamemo s
primernim  gravitacijskim korerjem (glej primer na  spletni  strani:
http://www.uwitec.at/html/frame.html).

Jedra korerja moramo ¢im hitreje prenesti v laboratorij, kjer je potrebno lociti tekoco in
trdno fazo. Ves Cas transporta morajo biti ohranjena na temperaturi vode ob morskem dnu,
Kjer so bila nabrana.

V ustrezno pripravljeno posodo shranimo zgornjo plast sedimenta debeline 2 cm za analizo

skupnega organskega ogljika.

1.13.10.4 Laboratorijska obdelava vzorcev

a) Obdelava vzorcev sedimenta in pornih vod mora potekati po naslednjem
postopku
1. Sedimentno jedro v dusikovi atmosferi narezemo na zelene globinske intervale in

vzorce lo¢eno spravimo v zaprte centrufugirke.
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2.

V centrifugi pri 11000 rpm (cca 30 minut) lo¢imo trdno fazo sedimenta od porne
vode. V dusikovi atmosferi nato lo¢eno intersticielno vodo prefiltriramo z uporabo
45 um filtrov.

Prefiltrirane vzorce porne vode shranimo v hladilniku v plasti¢nih steklenickah za
nadaljnje analize.

Analize (hranila)* intersticielnih-pornih vod morskih sedimentov morajo biti
opravljene v skladu z veljavno metodologijo za morska okolja (npr. Grasshoff in
sod., 1999, 2007).

* Poleg hranil se priporo¢a tudi meritev pH in alkalnosti ter koncentracije sulfata.

b) Obdelava vzorcev sedimenta za analize skupnega organskega ogljika (TOC)

a)

b)

OdreZzemo zgornjo plast sedimenta debeline 1-2 cm in vzorec shranimo v ustrezno
posodo ter ga zamrznemo. Zamrznjeni vzorec kasneje posusimo v liofilizatorju.

Iz suhega vzorca sedimenta poberemo vse ostanke organske snovi (liste, vejice) ter
lupinice Skoljk ali polzev, ki jih odstranimo s pinceto. Preostanek vzorca v ahatni
tarilnici stremo in presejemo skozi sito z velikostjo por 200 um.

Analiza za TOC: Presejani vzorec (5-15 mg, odvisno od predvidene vsebnosti

organskega ogljika) zatehtamo v srebrne kasule (5x9 mm). Vzorec postopoma
nakisamo s HCI (od 0,1 do 6 M). Ko se po nakisanju s 6 M HCI (Pella in Colombo,
1978) (razred¢ena HCI; razmerje destilirana voda: kislina = 1:1) vzorec ne peni
veC, je vzorec pripravljen za analizo. Kapsule posuSimo v peci, zapremo in
analiziramo v CHNS analizatorju. Metodologija je povzeta po Ryba in Burgess
(2002).

1.13.10.5 Uvrscanje elementa v razrede ekoloskega stanja

Ker gre za na novo predlagane analize in nezadostnega Stevila obstojecih podatkov se bo

razvoj metodologije vrednotenja ekoloskega stanja na podlagi danega parametra Sele pricel

o0z. je Sele nacrtovan.
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1.13.11StriZna napetost pri morskem dnu

1.13.11.1 Uvod

Katerikoli monitorinski program, ki mora zadovoljiti zahteve deskriptorja 7 se ne sme
osredotociti zgolj na razSirjenost ali hitrost Sirjenja sprememb v bentoski zdruzbi, temvec
mora biti osredotoCen na spremembe v rezimu tokovanja in valovanja, ki te spremembe
povzroc¢ajo in so rezultat cloveske aktivnosti. Pridnena strizna napetost je dober indikator
dinamike pridnenega sloja. V obmocju, ki ga pokriva izkljuéno ODMS, je strizna napetost
prakti¢no edini parameter (poleg delovanja valov v obalnem pasu), s katerim lahko
ocenimo spremembe, seveda, ¢e so te rezultat cloveske aktivnosti.

Monitoring uéinka takih hidrografskih sprememb se ne sme in ne more osredotociti zgol]
na meritve v obravnavanem obmocju, temvec je potrebno osredotociti napore tudi v razvoj
modelov tokovanja in valovanja, s katerimi je mozno napovedovati trajnejs$i ucinek
nacrtovanih hidrografskih posegov. Seveda pa je vsak model potrebno ovrednotiti,
slednje pa omogocajo le terenske meritve. Meritve in modelske simulacije lahko
zagotovijo zadovoljivo oceno razseznosti sprememb kateregakoli parametra ali indikatorja.
Meritve so potrebne predvsem na obmocjih, kjer bodo lahko nacrtovane hidrografske
spremembe imele dovolj velik u¢inek na spremembe habitata.

Izvajanje monitoringa hidroloskih sprememb po vodni direktivi v obalnem pasu je enako
pomembno za zagotavljanje zahtev morske strategije, saj je glavnina hidrografskih
sprememb vezana na aktivnosti v obalnem pasu. V kolikor takega monitoringa zahteve
vodne direktive ne predvidevajo, bi moral to vrzel zapolniti monitoring za potrebe morske
strategije in obratno.

Izvajanje meritev pridnene strizne napetosti za izdelavo programa monitoringa naj se
izvaja v znacilnih situacijah visoke in nizke plime, ter v obdobju moc¢nih vetrov (burja,
jugo). Smiselno je izbrati take lokacije, kjer je iz objavljenih prostorskih nacrtov razvidno,
da so mozni posegi v morsko okolje in bi tako nacrtovane hidrografske spremembe
utegnile spremeniti reZim tokovanja in s tem vplivati na spremembe ekoloskih razmer v
morju. Spremenjene razmere bi bile lahko posledica zmanjSanega dotoka sveZze morske
vode s kisikom ali pa posledica poveCane erozije in s tem povefanega nanosa/prenosa

suspendiranega materiala zaradi povecanega valovanja ali tokovanja.
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V prvi fazi gre za izvajanje meritev hitrosti pridnenih tokov z uporabo visokofrekven¢nih
merilnikov tokov. Z meritvami tokov v pridnenem sloju je mozno oceniti horizontalne in
vertikalne komponente hitrosti in s tem strizno napetost pri morskem dnu. Obenem bodo
izmerjene strizne napetosti dobra osnova za drugo fazo — modelno resitev. Podatek o
motnosti v vodnem stolpcu je primarnega pomena, ko govorimo o resuspenziji in
transportu morskega sedimenta po dnu, ki je posledica sprememb striznih napetosti.
Element je uporaben za vrednotenje stanja po D1, D6 in D7.

Preliminarne meritve, s katerimi smo testiranje delovanja novih naprav na morskem dnu pa
kazejo, da lokalno lahko pomorski promet pomembno vpliva na erozijo in privzdigovanje
sedimenta ter stem poveca prdneno motnost in zmanjsa prodor svetlobe do morskega dna.
V primeru novih gradenj (podaljSevanje priveznih pomolov oz. povelevanje in
poglabvljanje bazenov plovnih poti Luke Koper) je zato potrebno prouditi ne le vpliv
samih konstrukcij na spremenjen rezim cirkulacije, ampak tudi vpliv spremembe
pomorskega prometa v Koprskem zalivu. Dolo¢iti je potrebno obmocja, ki bi postala bolj
ranljiva zaradi povecanega ladijskega prometa. Slednji ob nepravilni politiki upravljanja z
morskim okoljem, kamor sodi okolju Skodljiv rezim plovbe, lahko lokalno izjemno vpliva
na poslabSanje eckoloskih razmer pri morskem dnu. Preliminarne meritve pridnenih
napetosti v obmocju plovne poti so pokazale, da plovila lahko prehodno in lokalno v
globini 19 m pove&ajo pridneno napetost na enoto mase morske vode od 10 (m/s)? (3*10°
(m/s)2 ob poletni nevihti) do 10 (m/s)%. Konice poveganja pridnene napetosti v trajanju
nekaj deset sekund spremljajo izmerjeni sunki povecanja motnosti pri dnu ob dolo¢enih
prehodih plovil.

Se vegje spremembe pri¢akujemo ob manevrih plovil v plitvinah poleg poglobljenih
kanalov plovnih poti, kjer se plovila morajo obrniti, ali ob prihodu v batzen, ali ob
njegovem izhodu. Ta vidik vpliva pomorskega prometa, ki ima lahko po nekaterih
informacijah resne posledice na morsko okolje v omejenih bazenih (npr. Boka Kotorska,
problem erozije morskega dna v Kotorju z vpeljavo prihoda velikih potniskih plovil), Se ni
bil raziskovalno v zadostni meri obravnavan v svetovnem merilu. Sploh pa Se ni bil
upostevan pri standardih Morske strategije pri opredelitvi statusa dobrega ekoloskega
stanja, vendar menimo, da ga je zaradi pomembnosti potrebno v naslednjih letih

upostevati.
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Prve preiskave nakazujejo ve¢ vplivov povecanja pridnenih napetosti ob prehajanju plovil.
Prvi pojav je povezan zgolj z lokalno kratkotrajno spremembo gibanja vodne mase
(organizirano gibanje). Druga sprememba je posledica delovanja ladijskega vijaka —
vrtinéne sledi za njim, ki pri dnu pomeni povecano vertikano strizenje toka in s tem
povecanje pridnene napetosti. Tretji vpliv, ki ni vedno prisoten, pa je povezan s tvrobo
vrtincev za gibajo¢im se plovilom pod dolo¢enimi hidrodinami¢nimi pogoji gibanja plovil.
Gre za zaporedje von-Karmanovih alternirajocih vrtincev, kateri lahko sezejo do morskega

dna. Te vplive je potrebno podrobno preuciti, tudi s pomocjo tujih ekspertov.

1.13.11.2 Metodologija meritev

— meritve tokovanja na globinah do 20 m (v pridnenem sloju) z visokofrekven¢nimi
merilniki tokov,

— meritve motnosti vodnega stolpca s turbidimetri,

— meritve hitrosti posedanja re-suspendiranih delcev sedimenta z laserskim

merilnikom.

Meritve morajo biti opravljene predvidoma na obmocjih, kjer je iz prostorskih aktov
razvidno, da so nacrtovane hidrografske spremembe v naslednjih situacijah: V obdobjih
izrazitejSega plimovanja ter pred predvidenim moc¢nej$im vnosom sladkovodnih pritokov v

morje (pred napovedanim nevihtnim vremenom).

Iz Studije (Baeye et al., 2012) in komunikacije s strokovnjakom dr. Legrand-om
ocenjujemo, da sta pomembna dva vidika:

— ali se strizna napetost pri dnu spremeni za ve¢ kot 10% zaradi konstrukcijskega

posega v morsko okolje ter

— nihanje strizne napetosti ob baroklini¢nih spremembah in spremembah plime.
Robno obmog¢je, ki ga je potrebno preveriti naj ustreza kvadratnemu korenu povrsine, ki ga
zavzema, merjeno od zunanjega roba predvidenega obsega nove konstrukcije.
S takimi meritvami, bi lahko v naslednjih dveh letih pripravili referen¢ne vrednosti striznih

napetosti pri dnu za postavitev modelov za izracun povrSinske napetosti.
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1.13.11.3 Metodologija modeliranja

1. Postavitev cirkulacijskega modela z loc¢ljivostjo do 30 m za vsa izmed omenjenih
obmocij iz prve faze. Model mora biti ugnezden v modele Koprskega zaliva, ta v model
Trzaskega zaliva, slednji pa v model severnega Jadranan (NAPOM), ki je ugnezden v
model celotnega Jadrana. Z modelno resitvijo bo mo¢ primerjati izmerjene strizne
napetosti pri dnu (vrednosti pridobljene z meritvami) in vrednosti, ki so produkt
modela. Model bi poganjali:s simulacijo stanja v obdobju visokih in nizkih plim
(spomladanskih plim) ins simulacijo stanja v glavnih barokliniénih odzivih na
najpogostejse vetrove (burja, jugo).

2. Postavitve modela za povecanje pridnene napetosti zaradi gibanja plovil in njihovega
manevriranja. NajobiCajnejSa je raba modela povecanja pridnene napetosti zaradi
vrtin¢ne sledi za propelerji. Za modeliranje ostalih pojavov ob prehajanju plovil, ki
vplivajo na povecanje napetosti, pa moramo najprej prouciti mehanizme, ki povzrocijo
povecanje pridnene napetosti s pomocjo izvedenih meritev. Na tej osnovi se postavi

novi model. Uvrs§€anje elementa v razrede ekoloskega stanja

1.13.11.4 Uvrscanje elementa v razrede ekoloskega stanja

Dobro okoljsko stanje za hidrografske razmere je tezko dolo¢iti. Cetudi trenutno stanje ni
idealno na nekaterih obmocjih, ki so Ze bila moc¢no spremenjena zaradi Clovekove
dejavnosti, pa stanja ne moremo povrniti v preteklost. Zato je potrebno GES opredeliti kot
trenutno stanje ob sedanjih hidrografskih razmerah.

Potrebno je oceniti povezave med hidrografijo in biodiverziteto, upoStevati je potrebno
integriteto morskega dna in prehranjevalne verige.

Referen¢ne razmere za ta parameter niso poznane in predvsem se zelo spreminjajo z
naravo bazena/vodnega telesa, kamor sodijo obalne vode, vode v polzaprtih, oz. odprtih
zalivih, ali pa odprto morje. Spremembe in nihanja strizne napetosti pri dnu je potrebno
izmeriti in na podlagi meritev postaviti smiselne mejne vrednosti.

Metodologija vrednotenja ekoloSkega stanja na osnovi obravnavanega parametra je Sele v

fazi nacrtovanja.

119



Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIJO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI
STRATEGNI (2008/56/ES). Zakljuéno porocilo.

1.14 Koncentracije onesnaZeval

1.14.1 Uvod

Za potrebe nacrtovanja programa monitoringa v okviru deskriptorja 8 smo do sedaj
obdelali dosegljive podatke (porocila, strokovni in znanstveni ¢lanki, $e neobjavljeni
rezultati) o koncentracijah onesnazeval v morski vodi, sedimentih in organizmih. Dodatno
smo opravili Se nekatere analize, predvsem za onesnazevala, ki do sedaj niso bila kaj dosti
obdelana. V letu 2012 smo opravili Se dodatna vzoréenja sedimentov in organizmov,
analize so v teku. S tem Zelimo pregledati stanje onesnazenosti z dolocenimi skupinami
onesnazeval, ki so bila v preteklosti manj obdelana. Dobili smo/bomo tudi neko sicer
skromno informacijo o onesnaZzenju z nekaterimi skupinami onesnazeval, o katerih do
sedaj ni znanih podatkov (npr. dioksini, ostanki zdravil). V tem porocilu predstavljamo
izbor vzorCevalnih mest in predlog izbora vrst organizmov za namene monitoringa.
Metodologija vzoréenja in laboratorijske obdelave vzorcev je obdelana bolj na kratko, saj
obstajajo za te namene splosne, mnoge celo standardizirane metode. Zato menimo, da v tem
poro¢ilu ne moremo podrobno opisovati metod dela kot v primeru bioloskih parametrov, za

katere so bile metode celo razvite v okviru te projektne naloge.

Pregled dosedanjega programa spremljanja in vseh rezultatov (obstojecih in na novo
pridobljenih) je pokazal, da je bil nabor onesnaZeval do sedaj precej dobro izbran. Tako se
predlagani nov nabor ne razlikuje veliko od prej$njega. Kar bo v nadaljevanju napisano je
morda bolj Zelja raziskovalca, a enkrat bi bilo vseeno dobro narediti en pregled onesnaZenja
z »novejSimi« prednostnimi onesnazevali, za katera ni nobenih podatkov (v emisijskem
monitorigu, tezave pri pridobivanju podatkov o uporabi zascitnih sredstev v kmetijstvu),
¢eprav lahko sklepamo na mozne vire vnosa z rekami in iz komunalnih ¢istilnih naprav (npr.

sodobnejsi pesticidi, hormoni, ostanki zdravil).
V letu 2014 bomo predlog programa spremljanja stanja dopolnili in dodali predlog

metodologije za vrednotenje stanja okolja. Nekatere dodatne analize bodo pripomogle k

dolo€anju ozadja pri nesinteti¢nih onesnazevalih (npr. kovine) v sedimentih.
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1.14.2 Morska voda

1.14.2.1 Izbira mest vzorcenja

Pri izbiri mest vzorcenja smo najprej zeleli integrirati dolo¢ena mesta, ki so bila vkljucena
v dosedanjem monitoringu, da bi dosegli kontinuiteto monitoringa za kasnejsSe ugotavljanje
trendov. Poleg tega smo upostevali tudi predvideni izbor mest za ugotavljanje ucinkov
onesnazeval na organizme, kar bi v primeru opazenih ucinkov pomagalo pri iskanju
vzrokov. Predlagamo Se eno novo mesto 00C2, ker je bilo do sedaj to podrocje precej

nepokrito.

Predlagana mesta vzoréenja:
- 000K, 00CZ, 000F, 00MA (obstoje¢i monitoring),
- 0024, 0035, 0DB2 (ucinki na organizme, obstojeci monitoring).

1.14.2.2 Dolocanje nabora onesnazeval za spremljanje

Onesnazevala, ki jih predlagamo za spremljanje, so v glavnem prednostna onesnaZevala,
navedena v Prilogi X k Direktivi 2000/60/ES. lIzbor onesnazeval temelji na podatkih
emisijskega monitoringa 0 vnosu onesnazeval v nase morje. Poleg izbranih prednostnih
onesnazeval lahko izberemo tudi druga onesnaZevala, ¢e so poznani potencialni viri
njihovega vnosa. Predlagamo dolo¢anje izbranih prednostnih organskih onesnazeval, kovin

(tudi Hg) in organokositrovih spojin.

1.14.2.3 Cas in frekvenca vzorcéenja

Vzorc¢enje morske vode se izvaja enkrat mesecno.
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1.14.2.4 Metoda vzorcenja

Vzorcenje morske vode mora potekati v skladu s protokolom vzorcenja, ki mora biti del
sistema kakovosti.

Za vzorCenje uporabljamo Niskinov vzorevalnik ali drug primeren vzorcevalnik.
Priporocljiva je uporaba standardnega oceanografskega vzorCevalnika — rozete, z vecjim
Stevilom vzorCevalnih posod, kar omogoca kontinuirano zajemanje vzorcev na razli¢nih
globinah vodnega stolpca.

Morsko vodo vzor¢imo na povrSini ali pa zajamemo vzorec po celotni globini. V primeru
uporabe rozete lahko naredimo tudi kompozitni vzorec iz vzorcev na razli¢nih globinah.
Pogosto uporabljena globina za vzorcenje povrsinskih vzorcev je 1 m, saj je znano, da se
hidrofobne snovi koncentrirajo v tankem povrSinskem sloju.

Vzorce na plovilu hranimo v temnem in hladnem prostoru.

1.14.2.5 Laboratorijska obdelava in analiza vzorcev

Laboratoriji, ki izvajajo analize vzorcev, morajo uporabiti ustrezne postopke priprave
vzorca in ustrezne analizne metode, upostevajo¢ obmocje koncentracij dolocenih OSK in

zagotavljanje ustrezne kakovosti dela.

1.14.3 Sediment

1.14.3.1 Izbira mest vzorcenja

Tudi pri izbiri mest vzor¢enja sedimenta smo najprej zeleli integrirati dolo¢ena mesta, ki so
bila vklju€ena v dosedanjem monitoringu, kar bi omogocilo kasnejSe ugotavljanje trendov.
Poleg tega smo poskusali do dolocene mere upostevati tudi predvidena mesta/podrocja za
spremljanje stanja bentoskih nevretencarjev. Tako smo dodali tri nova mesta 00F2, 00C2
in BNCL10.
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Predlagana mesta vzorcenja:
- 000K, 00CZ, 000F, 0OMA, 0014 (obstojeci monitoring),
- 00C2, 00F2, BNCL10 (nova mesta).

1.14.3.2 Dolocanje nabora onesnazeval za spremljanje

Tudi v primeru sedimentov je smiselen izbor onesnazeval, za katere lahko predvidimo vire
onesnazevanja ali/in obstajajo podatki o njihovih virih iz emisijskega monitoringa. Ker je
pomorski promet zelo intenziven, je smiselno Se naprej spremljati ogljikovodike, tako
alifatske kot policikli¢ne aromatske (PAH). S tem, pa tudi z nekaterimi drugimi viri, so
povezane tudi kovine in organokositrove spojine. Slednje so Se vedno eden redkih
problemov onesnazenja nasega morja. Rezultati v primeru sedimentov bodo prispevali k
jasnejsi sliki onesnazenja nasega morja s temi spojinami. Dobljeni rezultati bodo uporabni
tudi za ugotavljanje trendov koncentracij teh spojin, glede na to, da za sedimente Se
nimamo ustreznih OSK. V primeru kovin je gotovo pomembno spremljanje Zivega srebra,
Ceprav gre v bistvu za naravni vir vnosa. Ti rezultati bodo pomembni za ugotavljanje
trendov in nacrtovanje morebitnih posegov v morskem okolju v prihodnje.

Poleg teh skupin onesnazeval lahko izberemo tudi druga prednostna onesnazevala, ¢e so
poznani potencialni viri njihovega vnosa. Rezultati analiz vzorcev sedimentov, opravljenih
lansko leto, nakazujejo, da verjetno ni smiselno spremljati skupin onesnazeval kot so PCB-
ji in DDT z derivati. Podobno je tudi z dialkilftalati, predstavniki katerih so tudi na
seznamu prednostnih onesnazeval. Za druga onesnazevala pa ni podatkov o virih in vnosih,
Ki bi utemeljevali njihovo spremljanje.

Predlagamo  spremljanje  alifatskih  ogljikovodikov,  policiklicnih  aromatskih
ogljikovodikov in kovin. Razmisliti velja tudi o spremljanju organokositrovih spojin na

dolocenih mestih, bolj v obalnem morju, saj so drugje koncentracije zelo nizke.

1.14.3.3 Cas in frekvenca vzorcenja

Vzoréenje sedimentov se izvaja enkrat letno, na koncu poletnega obdobja.
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1.14.3.4 Metoda vzorcenja

Vzorcenje sedimentov mora potekati v skladu s protokolom vzorcenja, ki mora biti del
sistema kakovosti. VVzorce sedimenta jemljemo z gravitacijskim jedrnikom ali z Van Veen-
ovim grabilom. Slednje je predvsem primerno za zajem vecje koliine vzorca. V ustrezno
pripravljeno posodo, najbolje stekleno, shranimo zgornjo plast sedimenta debeline 2 cm.

Vzorce na plovilu hranimo v temnem in hladnem prostoru.

1.14.3.5 Laboratorijska obdelava in analiza vzorcev

Laboratoriji, ki izvajajo analize vzorcev, morajo uporabiti ustrezne postopke priprave
vzorca in ustrezne analizne metode, glede na vrsto onesnazeval. Zagotavljati morajo

ustrezno kakovost dela.

1.14.4 Organizmi

1.14.4.1 Izbira organizmov in mest vzorcenja

Glede na rezultate dosedanjega monitoringa in rezultate, pridobljene v okviru pri¢ujoce
projektne naloge, predlagamo S$e naprej uporabo Skoljk uzitnih klapavic (Mytilus
galloprovincialis). V razli¢nih vrstah rib (sardon, sardela, skusa, cipelj, brancin) so sicer
enkratne meritve pokazale, da so koncentracije niZje. Pri ribah je tudi tezje zadostiti
pomembni zahtevi, da ribe dolo¢ene vrste Zivijo samo v naS§em morju. Tudi zagotavljanje
vzorcev s to€no doloCenih mest je lahko tezavno. Izbor uzitnih klapavic se zdi smiseln tudi
zato, ker se bodo ucinki onesnazeval sledili na isti vrsti.

Tudi pri izbiri mest vzorcenja Skoljk smo integrirali dolo¢ena mesta, ki so bila vkljucena v
dosedanjem monitoringu, kar bi omogocilo kasnejse ugotavljanje trendov. Ta mesta so
0DB2, 00TM, 0024 in 0035. Poleg teh mest bi bilo za razmisliti o0 enem novem mestu na
obmocju mesta Izola, saj je bilo to podro¢je do sedaj nepokrito, ceprav imamo opravka s

pomembnimi viri onesnaZevanja (marina, komunalni mandrac).
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Predlagana mesta vzorcenja:
- 0DB2, 00TM, 0024 in 0035 (obstojeci monitoring),

- novo mesto ob Izoli (v razmislek).

1.14.4.2 Dolocanje nabora onesnazeval za spremljanje

Predlagamo nadaljevanje spremljanja koncentracij policikli¢nih aromatskih ogljikovodikov
(alifatski ogljikovodiki v Skoljkah so precej nespecificni) in kovin; za dolocanje trendov
Cd in Hg. Potencialni viri teh snovi so pomorski promet, kuris¢a na kopnem, vode iz
komunalnih ¢istilnih naprav in industrijski izpusti.

Rezultati v primeru Skoljk bodo prispevali k jasnejsi sliki onesnazenja naSega morja s temi
spojinami. Dobljeni rezultati bodo uporabni tudi za ugotavljanje trendov koncentracij teh
spojin (kopicenje iz vodnega stolpca). Glede na to, da rezultati monitoringa morske vode
ne kazejo pomembnega onesnazenja z drugimi prednostnimi onesnazevali, menimo, da jih

ni potrebno redno spremljati v organizmih.

1.14.4.3 Cas in frekvenca vzorcenja

Vzorc¢enje Skoljk se izvaja dvakrat letno, na koncu poletnega obdobja in proti koncu

zimskega obdobja. Za dolo¢anje PAH-ov enkrat letno.

1.14.4.4 Metoda vzorcenja

Vzorcenje Skoljk mora potekati v skladu s protokolom vzorcenja, ki mora biti del sistema

vvvvvv

gojenih Skoljk. Vzorce je potrebno ¢imprej pripraviti za nadaljnjo analizo ali zamrzniti.
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1.14.4.5 Laboratorijska obdelava in analiza vzorcev

Laboratoriji, ki izvajajo analize vzorcev, morajo uporabiti ustrezne postopke priprave
vzorca in ustrezne analizne metode, glede na vrsto onesnazeval. Zagotavljati morajo

ustrezno kakovost dela.
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1.15 Bioloski ucinki onesnazil

1.15.1 Uvod

V okviru deskriptorja 8 »Koncentracije onesnazil so na nivoju, ki ne povzroc¢ajo ucinkov
onesnazenja« so nelocljivo povezane analize kemijskih onesnazeval in bioloski ucinki
onesnazeval (merilo 8.2). Merilo 8.2 opredeljuje ucinke onesnazenja in sicer kot
neposredne in/ali posredne $kodljive u¢inke onesnazeval na organizme v morskem okolju,
njihov skodljiv vpliv na morske ekosisteme, na izgubo biodiverzitete, skodljiv vpliv na
zdravje ljudi in vpliv na morske aktivnosti kot so ribistvo, turizem, rekreacija ter vpliv na
znizanje kvalitete morske vode, ki ovira trajnostno uporabo virov iz morja.

Monitoring v okviru deskriptorja 8 obsega vrednotenje koncentracij onesnazeval v
okoljskem matriksu (voda, sediment, tkiva organizmov) in kvantifikacijo bioloskih
u¢inkov onesnazeval na razli¢nih nivojih bioloske organizacije (glej preliminarno porocilo
avtorjev Orlando-Bonaca in sod., 2013). Izbira onesnazeval, tar¢nih vrst in bioloskih
ucinkov je odvisna glede na regijo in je v pristojnosti drzav. Zato je dopusceno, da se
prioritetni matriksi, kemijske in bioloske meritve med regijami razlikujejo glede na
probleme in okoljske pogoje v regiji. Vendar pa je postavljena zahteva, da je monitoring in
vrednotenje rezultatov med regijami usklajeno do najvi§je mozne stopnje in da je tako
omogocena primerjava med regijami (Law in sod., 2010).

Podatki iz monitoringa za deskriptor 8 so izraZeni kot koncentracije kemijskih onesnaZzil in
kot nivo bioloSkega odziva. Pri vrednotenju je potrebno upoStevati Environmental Quality
Standards (EQSs), ki so bili narejeni v okviru Water Framework Directive 2000/60/EC
(WFD), Environmental Assessment Criteria (EACs) kot jih opredeljuje OSPAR za vodo,
sediment in bioto ter regionalne konvencije za interpretacijo podatkov monitoringa.
Podatki o bioloskih ucinkih onesnaZenja se morajo zbirati na takSen nacin, da je mozno
ugotoviti Skodljive u€inke v tar¢nih organizmih. Namen tega monitoringa je, da lahko na
osnovi zbranih podatkov hitro detektiramo ucinke onesnaZenja, ki se pojavijo na
organizmu, populaciji, zdruzbi in na nivoju ekosistema ter nato z nadaljnimi ukrepi
prepre¢imo ucinke onesnaZenja.

Podatki iz monitoringa morajo biti ovrednoteni glede na koncentracije, ki predstavljajo
vrednosti ozadja za onesnazevala (razen za sintetiCna onesnazevala). Podatki o bioloskih

ucinkih morajo omogocati tudi razlago za vzrofne kemikalije, ki povzrocajo ucinke
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onesnazenja in omogociti zgodnje opozorilo za ucinke, ki se lahko razvijejo. Povecane
koncentracije onesnazeval povecujejo verjetnost, da bodo skodljivo vplivala na organizme.
Da bi lahko interpretirali podatke kemijskega monitoringa v smislu tveganja in posledic za
morske organizme so bili razviti standardi in mejne vrednosti (vrednosti ozadja, EQS,
Environmental Assessment Criteria (EACs) okviru Vodne direktive, OSPAR). Te
vrednosti odrazajo vrednosti ozadja in Kriterije, ki so opredeljeni tako, da zascitijo zdravje
obcutljivih tarénih organizmov. V monitoringu morajo biti ti kriteriji uporabljeni
skupaj s Kkriteriji za ocenjevanje bioloSkih ucinkov, kajti na ta nacin je moZna
interpretacija podatkov monitoringa na medsebojno povezan na¢in. Monitoring in
vrednotenje deskriptorja 8 mora vsebovati kemijske in bioloSke metode za
vrednotenje. Stanje, Ki opozarja na zgodnje spremembe mora ustrezati zahtevam
deskriptorja in vgrajeno v proces vrednotenja skozi analize ¢asovnih serij podatkov
iz monitoringa (Law in sod., 2010).

Z namenom, da bi zmanjSali koncentracije onesnazil v vodi, sedimentu in v bioti in s tem
tudi tveganje za Skodljive ucinke je potrebno natan¢no spremljanje in obdelava podatkov.
V okviru regionalnih konvencij so bile razvite robustne statisticne metode za analizo
podatkov iz ¢asovnih serij za detekcijo trendov in tak$ne metode je potrebno uporabiti tudi
v tem monitoringu (glej CEMP Assessment Manual: Co-ordinated Environmental
Monitoring Programme Assessment Manual for contaminants in sediment and biota,
OSPAR Commission, 2008).

Bioloski ucinki onesnazenja se nanasajo na razlina onesnazevala: kemijski elementi in
spojine ali skupine substanc, ki so toksi¢ne, obstojne in se lahko bioakumulirajo in na
substance ali skupine substanc, ki so lahko v koncentracijah, ki povzrocajo bioloske ucinke
(Water Framework Directive 2000/60/EC, definicija OSPAR in HELCOM). Izlo¢eni so
toksini morskih alg, ker so naravni proizvodi in ne kontaminanti (Law in sod., 2010).
Deskriptor 8 je preko ucinkov onesnazeval povezan z deskriptorjem 9 (koncentracije
onesnazil v morski hrani), prav tako kemijsko onesnazenje vpliva na biodiverziteto,

prehranjevalne splete in bentoske ekosisteme.

Konceptualni pristop

Vrednotenje GEnS temelji na programu monitoringa, ki poteka v vsaki regiji, ki jo
ocenjujemo in obsega koncentracije onesnazeval in bioloske meritve, ki so povezane z
ucinki onesnazeval na morske organizme. V monitoringu moramo uporabiti kombinacijo
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klasi¢nih in novih metod in metodologij za vrednotenje okoljskih koncentracij onesnaZeval
in omogoca prepricljiv in popoln pristop k deskriptorju 8. Pojavljanje stranskih u¢inkov na
razli¢nih organizacijskih nivojih (organizem, populacija, zdruzba in ekosistem) je potrebno
preprecCiti, shema monitoringa mora pokazati na priblizevanje kritiénim vrednostim kot
zgodnje opozorilo za $kodljive uéinke. Kjer je mozno, morajo biti v monitoring vkljuéeni
ucinki, ki so povzroceni S sinergisticnim ali kumulativnimi interakcijami med razli¢nimi

onesnazevali.

V Sredozemlju so se drzave podpisnice Barcelonske konvencije odlocile, da bodo
postopoma uvedle ekosistemski pristop v upravljanje ¢lovekovih aktivnosti, ki vplivajo na
morsko in obalno okolje Sredozemlja in na trajnostni razvoj. V skladu z deskriptorjem 8 to
pomeni, da morajo biti u€inki onesnazenja ugotovljeni na razli¢nih bioloskih nivojih
organizacije, ob upoStevanju interakacij med onesnazili in abiotskimi in biotskimi
dejavniki (Law in sod., 2010). Prav tako v Sredozemlju poteka »The Programme for the
Assessment and Control of Marine Pollution (MEDPOL)« in je del programa
»Mediterranean Action Plan« (MAP), njegov namen je obéasno ovrednotenje stanja okolja
na izbranih vrocih tockah in obalnih obmocjih, dolo€anje Casovnih trendov za izbrane
kontaminante z namenom, da se ugotovi ucinkovitost ukrepov in politik, in da se izboljsa
nadzor nad onesnazevanjem v skladu z drzavnimi in mednarodnimi predpisi. V okviru
pilotskega monitoringa je na nivoju Sredozemlja vzpostavljen MED POL program v
katerega so vkljuceni tudi bioloski u¢inki (MED POL Phase IV (trajanje od 2006 do 2013)
(MSCG/11/2013/09). Slovenija sodeluje samo z dvema biomarkerjema bioloskih u¢inkov.

Detekcija in kvantifikacija uéinkov povzro€enih zaradi izpostavljanja onesnazevalom

OnesnaZzevala vplivajo na procese od molekularnega nivoja do nivoja ekosistema. Redko je
najti direktno povezavo med koncentracijo onesnazil v tkivih in njihovimi ucinki (izjema je
izpostavljenost visokim koncentracijam), prav tako je Se vedno omejeno razumevanje
uc¢inkov meSanic onesnaZeval na organizme, interakcij med onesnazili in vpliv drugih
okoljskih dejavnikov. Kljub temu, pa je na voljo nabor metod, ki so bile razvite za
detekcijo ucinkov onesnazeval v bioloskih sistemih in nekatere so validirane in se

uporabljajo v drzavnih in mednarodnih monitoringih (ICES, 2007Db).
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Izbrane metode morajo omogocati razumevanje vzrocnih povezav med onesnazevali in
opazenimi ucinki, in tudi med ucinki onesnazeval in naravnimi procesi, to so nujne zahteve
za ucinkovit monitoring, upravljanje in obnavljanje okvarjenih ekosistemov. Toksi¢ni
ucinki onesnazeval v morskih organizmih so odvisni od sposobnosti organizmov, da
akumulirajo in presnavljajo onesnazila. Prenos toksi¢nih kemikalij skozi prehranjevalni
splet se nato kaze v bioakumulaciji kemikalij v ribolovnih virih in v prenosu do ¢loveka

(deskriptor 9).

Interpretacija bioloskih uéinkov onesnazeval

Ugotavljanje ucinkov onesnazeval je srediS¢e monitoringa za ugotavljanje bioloskih
ucinkov. Poleg metod, ki omogocajo detekcijo toksikolosko pomembnih onesnazeval v
abiotskih matrikah in detekcijo odziva na onesnazila v organizmih (glej preliminarno
porocilo avtorjev Orlando Bonaca in sod., 2013), poznamo tudi za nekatere odzive
(biomarkerje) obseg Skodljivih ucinkov in vplive na prezivetveno sposobnost (fitnes)
organizma. Metode s katerimi lahko detektiramo ucinke v organizmih lahko razdelimo na
dve kategoriji:

1. Metode, ki kazejo na subletalen odgovor zaradi onesnazeval, vendar s sedanjim
znanjem ne moremo predvideti nadaljnih skodljivih uc¢inkov na zdravje (metaboliti
PAHov v 7zol¢u, aktivnost citokromov P4501A v tkivih, Kkoncentracija
metalotioneinov v tkivih). V tej kategoriji sta mozna dva kriterija, ki locujeta
»neprizadete (normal)« in »prizadete (affected)« osebke.

2. Metode, ki kazejo na subletalne odzive in na podlagi mehanicisti¢ne razlage lahko
predvidimo Skodljive ucinke na zdravje organizma (stabilnost lizosomskih
membran, nekatere bolezni rib, poSkodbe DNA). V tej kategoriji lahko napovemo
glede na rezultat tudi stranske u¢inke na organizme in njihove posledice na visji
nivojih.

Zgoraj omenjeni kriteriji so bili postavljeni za nekaj vrst organizmov in metode v

okviru ICES/OSPAR (ICES, 2010).
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Izbor indikatorjev (biomarkerjev)

Indikatorji za bioloske ucinke onesnazenja morajo odrazati spremembe vzdolz kemijskega
degradacijskega gradienta, kar pomeni da indikator detektira odziv na koncentracijski
gradient onesnazeval. Bioloski odziv na onesnazevala pa je lahko pozitiven ali negativen
odvisno od merjenega odgovora, na primer izpostavljenost PAH-om vodi v povecano
aktivnost EROD in v krajsi ¢as zadrZzevanja nevtralno rdecega barvila v lizosomih.

V splosnem je odziv na subceli¢nem nivoju povezan s onesnazili, ki povzrocijo ta odgovor,
medtem ko je merjenje odziva na nivoju organizma manj specificno za kontaminante.
Ravno merjenje odziva na nivoju organizma je bolj povezano z ucinki na nivoju populacije
preko zmanjSane sposobnosti za prezivetje in razmnozevanje. Subceli¢ni odziv kot je
EROD, koncentracija metabolitov v zolcu in metalotioneini so biomarker;ji
izpostavljenosti, medtem ko je odziv na nivoju celotnega organizma in na nivoju tkiv jasen
biomarker u¢inka (Slika 1.15.1). Tak$no hierarhi¢no organiziranost indikatorjev prikazuje
Slika 1.15.1, poudariti je potrebno tudi, da koncentracija metabolitov v Zolcu odraza
specificnost za PAH-e, medtem ko aktivnost EROD odraza odziv na ve¢ skupin planarnih

kemikalij (PAH, PCB, dioksini itd.)
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Slika 1.15.1: Pregled metod, ki morajo biti vkljuCene v integriran program monitoringa za
Skoljke (povzeto po priporoc¢ilih WGBEC ICES 2006 in WGBEC ICES 2007).
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Glede na znane podatke o kemijskem onesnazenju slovenskega morja in glede na
priporoc¢ila (Law in sod., 2010, Davies in Vethaak, 2012) smo izbrali naslednje
biomarkerje za merjenje bioloskih ucinkov onesnazenja (glej Tabelo 1.15.1). Izbrani
biomarkerji so razdeljeni glede na bioloski ucinek, ki ga merijo. Ker mora monitoring
bioloskih ucinkov zajeti ¢imve¢ moznih ucinkov razli¢nih vrst onesnazeval je program
monitoringa urejen hierarhi¢no in vkljucuje kemijski monitoring in monitoring bioloskih
ucinkov. Najbolj sploSen vpogled v posledice onesnazevanje dajejo biomarkerji, ki sodijo

v skupino biomarkerjev splos$nega stresa (npr. stabilnost lizosomskih membran).

Pomembna je tudi izbira tar¢nih vrst. Glavna tar¢na skupina so mehkuzci in med njimi
klapavice, ki so uveljavljene ze v velikem Stevilu biomonitoringov in so tudi taréni
organizem v okviru MED POL programa. V okviru izvajanja Barcelonske konvencije je le
majhnen del namenjen biomonitoringu, Kjer se izvaja merjenje dveh biomarkerjev
(poskodbe DNA z alkalno elucijo in metalotioneini) in kot tarcna vrsta je izbrana klapavica
(Mytilus galloprovincialis). Predlagamo, da se obstoje¢i biomonitoring v okviru
Barcelonske konvencije vklju¢i v program izvajanja monitoringa v okviru Morske
strategije pod deskriptor 8.2. Obstojeci biomonitoring se mora nadgraditi, da bo ustrezal
metodoloskim zahtevam, zastarelo in nevalidirano metodo alkalne elucije je potrebno
zamenjati z validiranimi metodami za ugotavljanje genotoksi¢nih ucinkov (npr.

mikronukleusni test, kometni test).

Mesta vzorcenja so izbrana tako, da omogocajo hkratno zbiranje ¢imve¢ podatkov
(nekatera vzor¢na mesta so ze Vv programu biomonitoringa po Barcelonski konvenciji
(00TM, 0024, 0035). Za zacCetni preiskovalni monitoring predlagamo naslednja mesta
vzorcenja (glej Tabelo 1.15.2). Vzor¢enje mora potekati vedno ob istem ¢asu, da je mozna
primerjava med dobljenimi rezultati in izven stresnih fizioloskih dogajanj kot je npr.
razmnozevanje (Moore in sod., 2004b). Predlagani sta dve vzorcenji na leti (pozna zima in
pozno poletje). V preiskovalnem monitoringu je potrebno dolociti meje variabilnosti
posameznih predlaganih biomarkerjev in jih primerjati z rezultati z razli¢nih vzorénih mest

Vv regiji (severni Jadran, morda celo na nivoju celotnega Jadrana).
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Tabela 1.15.1: Pregled predlaganih biomarkerjev v klapavicah za monitoring bioloskih

ucinkov (merilo 8. 2).

Biomarker za

metoda tkivo onesnazilo referenca
ucinek
Zadrzevanje
nevtralno PAH, PCB, Moore in
Splosni stres hemocite
rdecega v tezke kovine Lowe, 2004
lizosomih
T pestiaidin
Aktivnost organofosfat
Nevrotoksi¢ni Bocquené in
acetilholin Skrge niin
ucinki Galgani, 1998
esteraze karbamatni,
tezke kovine
Glutation-S- prebavna Habig in
Tezke kovine
transferaza Zleza Jacoby, 1981
prebavna Cohen in sod.,
Katalaza Tezke kovine
Zleza 1996
Oksidativni stres
TBARS
prebavna Bouskill in
peroksidacija Tezke kovine
Zleza sod., 2005
lipidov
prebavna Lesser in sod.,
SOD Tezke kovine
Zleza 2010
Detoksifikacija prebavna Viarengo in
kovin metalotioneini Tezke kovine
ovi Zleza sod., 1997
Mikronukleusn Bolognesi in
Skrge
Genotoksicni i test Fenech, 2012
ucinki Fenzilli in
Komet test Skrge
sod., 2009
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1.15.2 Predlog mest vzorcéenja

Predlagana mesta so na standarnih mestih vzor¢enja 00TM, 0024, 0035 in 00BF (Tabela
1.15.2).

Tabela 1.15.2: Predlagana mesta vzor¢enja za monitoring bioloskih u¢inkov (merilo 8.2).

Mesto vzoréenja Zeml(jl.\Sirina Zemlj.(:)oliina ri':;::‘?::) St. paralelk
0DB2 45°35.899' 13°42.501' 2 5
00TM 45°33.031' 13°43.609' 2 5
0024 45°31.796' 13°35.751' 2 5
0035 45°29.353' 13°34.966' 2 5
OOBF 45°32.928' 13°33.032' 2 5

1.15.3 Cas in frekvenca vzorcenja

Vzor¢enje mora potekati izven Casa razmnozevanja klapavic. Predlagamo dvakrat letno
vzoréenje, ki mora potekati vedno ob istem cCasu, da so rezultati vzoréenj primerljivi.

Organizme je potrebno odvzeti pod mejo bibavice.

1.15.4 Metoda vzorcenja

Vzorcenje tarénega organizma mora biti standardizirano in v nadaljevanju je opisan nacin
vzor¢enja. Prvi predlagan tar¢ni organizem so klapavice, ki so Ze uveljavljen tar¢ni
organizem v Stevilnth monitoringih bioloskih ucinkov (ICES 2006, ICES, 2011). V
monitoringu je mozno uporabiti divjezivece klapavice ali pa se na mesto vzoréenja namesti
analizirati onesnaZevala in odziv biomarkerjev. Pri tem je pomembno, da so na vzorénem
mestu vedno vzorc¢ene divje Zivece ali klapavice namesScene v kletkah. Glede na majhnost
slovenskega morja in njegovo intenzivno rabo predlagamo, da se za monitoring uporabijo

divje zivece klapavice in klapavice iz gojisc.
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Za izvedbo predlaganega integriranega monitoringa, ki vklju¢uje onesnazila in bioloske
ucinke se zahteva standardizirano vzorcenje in analize. Pri tem moramo strogo upostevati
naslednje :
e Vedno je potrebno vzor¢iti in analizirati isto vrsto organizma in isto izbrano tkivo;
e Osebki za bioloske ucinke in za kemijske analize morajo biti vzorCeni iz iste
populacije (isto za ugotavljanje bolezni in populacijske strukture, vzoréeni morajo
biti ob istem ¢asu);
e Vzorcenje vode, vodnega stolpca in sedimenta mora biti opravljeno ob istem Casu
in na isti lokaciji kot vzorcenje biote;
e Cimbolj istotasno mora biti opravljeno vzoréenje in determinacija podpornih
parametrov (temperatura vode, slanost, koncentracija kisika) na izbranem vzoréem

mestu.

Klapavice naberemo previdno z roko ali grabilom. Velikost $koljk naj bo ¢imbolj enotna in
znotraj specificnega intervala glede na velikost Skoljk na mestu vzor¢enja. V hladni in
vlazni posodi jih ¢imprej transportiramo v laboratorij, za hlajenje in vlaZenje lahko
uporabimo vrecke z ledom ali mokre brisace. Klapavice lo¢imo iz Sopa tako, da prerezemo
bisusne niti. Trganje bisusnih niti povzro¢i poskodbe viscere, ki pomenijo stres za
organizem, Se posebej kadar opravljamo test zadrzevanja nevtralno rdecega barvila
(stabilnost lizosomskih membran). Klapavicam takoj izreZemo tkiva (Skrge, gonade) in jih
globoko zamrznemo v teko¢em dusiku ali na -80° C (za acetilholin esterazo, glutation-S-
transferazo, katalazo, peroksidacijo lipidov (TBARS), superoksid dismutazo,
metalotioneine). Tkiva morajo biti ves ¢as na ledu. Za nekatere analize potrebujemo Zive
Klapavice (npr. stabilnost lizosomskih membran, komet test, mikronukleusni test) in v tem
primeru lahko pustimo klapavice v hladnem in vlaZznem prostoru preko noci in nato takoj
opravimo analize. Kadar za test uporabimo hemocite (npr. stabilnost lizosomskih membran
in kometni test) je potrebno klapavico previdno odpreti in nato z iglo odvzeti hemolimfo iz
miSice zapiralke. Kadar uporabimo $krge, le te previdno izreZemo ter tkivo razgradimo na
posamezne celice z ustreznim encimom.

Ob vzorCenju tarCne vrste je potrebno zagotoviti Se meritve fizikalno kemijskih
parametrov: temperatura vode, kisik in slanost na globini. Te parametre je potrebno

izmeriti na globini 2 m.
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Pri vsakokratnem vzoréenju vzorcu klapavic (20 osebkov) izraCunamo kondicijski indeks,
ki je mera za splosni stres. Splosnega dogovora po kateri formuli izraunati kondicijski
indeks ni, zato je v priporo¢ilih JAMP (ICES, 2011) predlaganih ve¢ izracunov.
Predlagamo naslednjo formulo za izracun kondicijskega faktorja:

Cl=suha teza telesa/visina x dolzina x Sirina (Lobel, 1991)

1.15.5 Laboratorijska obdelava vzorcev

1.15.5.1 Standardiziran nacin merjenja telesa skoljk

Standardizirane so tudi meritve telesa Skoljke, ki jih nato uporabimo za izracun
kondicijskega indeksa. Za merjenje uporabimo kljunasto merilo. DolZina (lenght) pomeni
meritev od anteriornega dela do posteriornega dela lupine, visina (height) je meritev od
ventralnega do dorzalnega dela ter Sirina (width) je mera, ki zajema najdaljSo razdaljo med

obema lupinama (Sliki 1.15.2 in 1.15.3; Tabela 1.15.3).

Dorsal

e T mm e

Anterior

Umbe

Length Width

Slika 1.15.2: Standardizirane meritve lupine skoljk (Seed, 1968).

y

Slika 1.15.3: Prikaz merjenja lupine $koljk.
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Tabela 1.15.3: Predpisan standardiziran nacin meritev za Skoljke (ICES, 2011).

Parameter Natan¢nost meritve Komentar

Teza telesa do 0.1g

Dolzina/Sirina/viSina o
do najblizjega mm

lupine
Viscera je odstranjena
_ iz lupine in
Mokra teza viscere do 0,19 ) )
intervalvarna voda je
odcejena na papirju
Suha teza viscere do 0,01g Susenje do stalne teze
_ Voda odcejena na
Mokra teza lupine do 0,01g -
papirju
Suha teza lupine do 0,01g Susenje do stalne teze

1.15.5.2 Splosni stres

Stabilnost lizosomskih membran (test zadrZevanja barvila nevtralno rdece v

hemocitah)

V lizosomih se kopicijo kovine in organska onesnazila (PAH, PBC, kovine, azbest, ipd.),
ki v lizosomih povzroéijo Stevilne bioloske ucinke. Zaradi tega je odziv lizosomov
uporabljen kot biomarker u¢inka in odraZzajo splo$ni stres, ki je posledica onesnazenja
morskega okolja v vseh evkariontskih organizmih od kvasovk do ¢loveka (Cuervo, 2004).
Skoljke imajo kompleksen lizosomski sistem, ki sodeluje pri sprejemu in razgradnji hrane
in tudi pri procesiranju onesnazeval in njihovi detoksifikaciji, glavno vlogo imajo kisle
hidrolaze. Nekateri od teh encimov sluzijo kot obc¢utljiv detekcijski sistem za zaznavanje
bioloskih u¢inkov onesnazeval (N-acetil heksoaminidaze, 3-glukoronidaze, kisle fosfataze)
(Izagirre in Marigomez 2009). Odziv lizosomov na onesnazenje v okolju je viden kot:
povecana velikost lizosomov, zmanjSana stabilnost njihovih membran in spremembe v
vsebini lizosomov, lipidoza (patolosko kopicenje lipidov), lipofuscinoza (patolosko

kopiCenje pigmenta lipofuscina, ki je stresni pigment znacilen samo za mehkuzce ter se
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kopi¢i s starostjo zivali) (Marigomez in Baybay-Villacorta, 2003, Kohler in sod.. 2002;
Moore in sod., 2006). Kovine kot so baker, kadmij in Zivo srebro povzrocijo destabilizacijo
lizosomov v S$koljkah (Viarengo in so0d.,1981; 1985a,b) in kadar nastanejo nato Se

oksidativni radikali nastane lipofuscinoze .

Stabilnost lizosomskih membran je dober diagnosti¢en biomarker za oceno zdravstvenega
stanja osebka (Cajaraville in sod., 2000; Dondero in sod., 2006b; Galloway in sod., 2002,
2004; Marigomez in Baybay-Villacorta, 2003; Moore in sod., 2004). Okvare njihovega
delovanja lahko mehanicistiéno povezemo s Stevilnimi patoloSkimi spremembami
povezanimi s toksi¢nostjo in degenerativnimi spremembami (Cuervo, 2004; Kohler in sod.,
2002; Moore in sod., 2006a). Novejse Studije so potrdile, da je lizosomska avtofagija
naslednja obrambna linija zoper oksidativni stres (Cuervo, 2004; Moore in sod., 2006c) in
da je sposobnost ucinkovite regulacije tega procesa pomemben dejavnik, ki prispeva k

sposobnosti organizmov da lahko prezivijo v stresnem in onesnazenem okolju.

Biomarkerjev, ki so vezani na delovanje lizosomov je ve¢ in jih lahko razdelimo na
citokemi¢ne metode (ugotavljanje encimske aktivnosti N-acetyl-B-heksoaminidaze in -
glukoronidaze, kopicenje lipofuscina in nevtralnih lipidov) in in vitro test zadrzevanje
barvila nevtralno rde¢e v hemocitah. Za zac¢etni preiskovalni monitoring smo izbrali test
zadrzevanja barvila nevtralno rdece v lizosomih v hemocitah klapavic. Test je
standardiziran in je med veljavno metodologijo organizacije ICES (ICES. 2004).

Test smo tudi preizkusili na klapavicah s predlaganih mest vzor¢enja ob slovenski obali
(glej Tabelo 1.15.2). Test temelji na merjenju ¢asa, ko se barvilo nevtralno rdece zadrzi v
lizosomih hemocit iz klapavic. Pri odvzemu hemolimfe iz miSice moramo $koljko previdno
odpreti in paziti, da ne poSkodujemo lupine. V brizgo vzamemo 0,1 ml fizioloske raztopine
ter zabodemo v miSico in pocasi odvzamemo priblizno 0,1 ml hemolimfe iz miSice in jo
prenesemo V silikonizirano epico. Epico rahlo pretresemo in odpipetiramo 40ul vsebine ter
kanemo na objektno stekelce z polilizinom. Po¢akamo priblizno 10 minut in nato dodamo
Se 40 pl delovne raztopine nevtralno rdecega barvila in pokrijemo s pokrovnim stekelcem
ter opazujemo pod svetlobnim mikroskopom. Lizosomi so po privzemu barvila nevtralno
rdeCe vidni kot zrnca v citoplazmi. S ¢asom zrnatost upada, ker barvilo prehaja iz
lizosomov v citoplazmo in se zrnatost zmanjSuje. Pazljivo opazujemo celico in zabelezimo
v kolik§nem &asu zaéno lizosomi izpuséati barvilo (zmanj3a se zrnatost). Cas variira glede
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na stres, v katerem so bile $koljke, rezultat testa je ¢as v katerem pride do razbarvanja v
50% preiskanih hemocit. Najdalj$i dopusten ¢as opazovanja je 180 minut, kasneje postane
barvilo toksi¢no za hemocite. Za statisticno obdelavo uporabimo Tukey t-test na

transformiranih podatkih, Mann-Whitney U-test ali Kruskal-Wallis test.

Dopolnilni dejavniki

Stabilnost lizosomov je indikator zdravstvenega stanja in nanj lahko vplivajo tudi drugi
dejavniki, ki niso povezani z onesnazenjem: hudo pomanjkanje hrane, visoke temperature
(hipertermija) in dolga obdobja hipoksije, zaklju¢ni stadij gametogeneze in drstitev (Moore
in sod., 1980; Moore in sod., 2007). Medtem, ko je pri ribah minimalen vpliv teh
dejavnikov na stabilnost lizosomskih membran (K&hler, 1991).

Pri testu zadrzevanja nevtralno rdefega barvila je potrebno paziti, da ima fizioloska
raztopina enako ionsko jakost kot morska voda (isto slanost kot okolje) ali pa uporabimo

filtrirano morsko vodo iz okolja kjer so bile vzor¢ene Skoljke.

Kriteriji za vrednotenje naravnih vrednosti in kriterijev za vrednotenje

Stabilnost lizosomskih membran je biofizikalna lastnost membrane, ki obdaja sekundarne
lizosome in je v glavnem neodvisna od taksona. Za citokemi¢ne metode je sprejeto merilo,
da so testirane zivali zdrave, Ce je Cas zadrzevanja nad > 20 minut, v stresu, vendar Se
zmozne kompenzacije ¢e je pod <20 minut, vendar nad >10 minut in mo¢no pod stresom in
kazejo patoloske spremembe, Ce je Cas zadrzevanja pod <10 minut (Moore in sod., 2006a).
Kriteriji za test z nevtralno rde¢im barvilom so: Zivali so zdrave kadar je ¢as zadrzevanja
barvila nevtralno rde¢e nad >120 minut, v stresu vendar zmoZne kompenzacije, ¢e je Cas
pod <120 minutami vendar nad > 50 minutami in pod moc¢nim stresom, kadar je Cas

zadrzevanja pod <50 minutami (Moore in sod., 2006a) (Slika 1.15.4).
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Lysosomal Stability Assessment Criteria

NRR ={=120 mins <120 - =/= 50 mins

Cvt Ch >/= 20 min <20 - =/= 10 mins

Slika 1.15.4: Kriteriji za vrednotenje stabilnosti lizosomskih membran (NRR -
zadrzevanje barvila nevtralno rdece v lizosomih hemocit; Cyt Ch — citokemicne metode,

povzeto po Law in sod., 2010).

Zagotavljanje kvalitete

Medlaboratorijske primerjave tehnik za ugotavljanje stabilnosti lizosomskih membran so
bile opravljene v okviru ICES/UNESCOIOC- GEEP Bremerhaven Research Workshop in
UNEP-MEDPOL programa, in za metodo zadrZzevanje nevtralno rdecega v okviru GEF
Black Sea Environment Programme (Moore in sod., 1998, Viarengo in sod., 2000).
Medlaboratorijske primerjave so pokazale, da so metode primerne za uporabo in da je med
laboratoriji majhna variabilnost med rezultati. Kot standard se uporablja prebavna Zleza

klapavic ali hemocite.

1.15.5.3 Genotoksicni ucinki

Mikronukleusni test na §krgah klapavic (Mytilus galloprovincialis)

Biomarkerji genotoksi¢nih u¢inkov odraZajo poSkodbe genetskega materiala v organizmih
(Moore in sod., 2004). Poznamo razli¢ne metode za detekcijo dvovijacnih in enovija¢nih
prelomov v DNA (DNA addukti, mikronukleusi, kromosomske aberacije). Nastanek
mikronukleusov kaze an prelome v kromosomih, ki se nato lahko pokazejo tudi kot
teratogeni ucinki na sesalcih (Siu in sod., 2004). Mikronukleusi so acentri¢ni fragmenti

kromosomov ali celi kromosomi, ki se niso vgradili v héerinsko jedro med anafazo. Njihov
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nastanek je posledica aneugenih ali klastogenih ucinkov, ki jih povzro€ajo razlicna
onesnazila. Mikronukleusi nastanejo tudi zaradi napak v delitvenem vretenu, poskodb
centromere ali kromosomskih aberacij (Fenech, 2000). Klastogeno delovanje onesnazil
povzroci prelome v dvojni vijaénici DNA, nastanejo acentri¢ni fragmenti, ki se ne morejo
pritrditi na niti delitvenega vretena in nato integrirati v héerinsko jedro. Aneuploigene
snovi preprecijo tvorbo delitvenega vretena in tako so lahko v mikronukleusih celotne
kromatide ali pa nastanejo celo vecjedrne celice z razlicnim §tevilom kromosomov (Garcia
in Montero-Montoya, 2001).

Uporaba biomarkerjev genotoksi¢nosti v tar¢nih organizmih (ribe, nevretencarji in med
njimi predvsem Skoljke) omogocajo ovrednotiti genotoksi¢ne ucinke. Pojavljanje
mikronukleusov je indeks nakopicenih poskodb dednine v Zivljenju celice in omogoca
integriran odgovor na delovanje kompleksnih meSanic onesnazil. Mikronukleusni test je
zelo uporabljan v razli€nih programih spremljanja bioloskih u¢inkov onesnazenja in je tudi
standardiziran (ICES, 2011, Bolognesi in Fenech, 2012). Tar¢no tkivo so obicajno
eritrociti, Skrge, ledvice in jetrne celice v ribah in hemocite ali Skrge v Skoljkah.
Mikronukleusni test je razmeroma enostaven in hitrejSi kot mikroskopska analiza
kromosomskih aberacij v metafazi, Se posebej zato, ker ima veliko vodnih organizmov
majhne kromosome kar otezuje pregledovanje. Za mikronukleusni test rabimo celice v
interfazi ne glede na kariotip.

Za mikronukleusni test so potrebne Zive klapavice. Klapavicam takoj po vzorCenju
previdno izrezemo Skrge in jih speremo z ustreznim pufrom. Nato jih razreZemo na majhne
kos¢ke (1 do 2mm), nato dodamo raztopino ustreznega encima za razgradnjo. Celi¢no
suspenzijo nanesemo na objektna stekelca, fiksiramo in obarvamo. Stekelca nato
pregledamo pod svetlobnim mikroskopom (Bolognesi in Fenech, 2012, ICES, 2011).

Kriteriji za vrednotenje naravnih vrednosti in kriterijev za vrednotenje

Za ovrednotenje mikronukleusov veljajo kriteriji, Ki jih predpisuje ICES (ICES/OSPAR
SGIMC REPORT, 2011, Bolognesi in Fenech, 2012, Fenech in sod., 2003). Za dolocanje
mikronukleusov veljajo naslednji kriteriji: velikost mikronukleusa je manjSa od tretjine
glavnega jedra, ne sme biti fragmentiran, mikronukleus je viden v isti opti¢ni ravnini kot
glavno jedro, barvno enak glavnemu jedru, mikronukleus je okrogle ali ovalne oblike in se

nahaja v citoplazmi celice in niso povezani z glavnim jedrom. Pregledati je potrebno 1000
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celic iz vsakega osebka, Stevilo pregledanih osebkov je odvisno od jakosti onesnazenja in

je lahko od 10 in ve¢ osebkov na mesto vzorcenja (Venier in Zampieron, 2005; BarSiené in
sod., 2004, 2008a,b).

Kriteriji za vrednotenje naravnih vrednosti in kriterijev za vrednotenje

Rezultati znanstvenih Studij in podatki iz baze NRC so bili uporabljeni za izracun kriterijev
za ckolosko vrednotenje mikronukleusnega testa (ICES, 2011). Mejno vrednost za
mikronukleuse predstavlja 90 percentil naravne vrednosti in po veljavnih kriterijih pomeni
vsako poviSanje frekvence mikronukleusov nad to mejo poslabSanje stanja okolja (ICES,
2011). P90 je bil izracunan iz frekvenc mikronukleusov iz osebkov, ki so bili vzorceni na
neonesnazenih ali zmerno onesnazenih mestih (ICES, 2011). Izra¢unana meja
mikronukleusov za Sredozemlje je bila dobljena iz rezultatov za M. galloprovincialis iz
vzor¢nih mest ob Spanski obali. Zaradi majhnega Stevila analiziranih vzorénih mest velja
previdnostno nacelo, da je potrebno mejo 90P ponovno preveriti. Tako je postavljena meja
za neonesnazena mesta v Sredozemlju za M. galloprovincialis 1% pri temperaturi 15°C,
2% med 15°C in 20°C in 3% nad 20°C (Brunetti in sod., 1992, ICES, 2011). Zaenkrat $¢ ni

postavljena meja 90P za Jadransko morje.

Dopolnilni parametri

Stevilo mikronukleusov je odvisno od temperature morske vode.

1.15.5.4 Nevrotoksicni ucinki

Aktivnost acetilholin esteraze

Merjenje aktivnosti acetilholin esteraze (AChE; EC 3.1.1.7) v morskih organizmih je
primerna metoda za vrednotenje izpostavljenosti nevrotoksi¢nim snovem v vodnem okolju.
Razvite so obcutljive spektrofotometri¢ne tehnike s katerimi lahko merimo aktivnost
AChE v morskih organizmih in detektiramo inhibicijo AChE zaradi onesnaZeval, ki se

nahajajo v morskem okolju (Habig in sod., 1986). Spektrofotometri¢éna metoda za merjenje
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AChE je primerna za merjenje v razli¢nih vrstah in ima visoko ekoloSko relevanco zaradi
posledic inhibicije AChE na organizmih.

AChE se nahaja v razli¢nih tkivih, najve¢ v miSicah in v mozganih rib, adduktorski misici,
nogi, hemocitah in $krgah $koljk, abdominalni mi$ici pri rakih (Bocquené in Galgani,
1998), kjer je aktivnost tudi najvi§ja. MehkuZci imajo nizjo aktivnost v primerjavi z

vretencarji (Bocquené in sod., 1998).

AChE je indikator neurotoksi¢nih u¢inkov in je specificen biomarker izpostavljenosti
organofosfatom in karbamatnim pesticidom (Bocquené in Galgani, 1998; Printes in
Callaghan, 2004; Hoguet in Key, 2007). Inhibicijski ucinki teh onesnaznavel se pokaZzejo
pri nizkih koncentracijah nevrotoksi¢nih pesticidov (0.1 to 1 ugl™; Habig in sod., 1986). V
zadnjih letih je bilo dokazano, da je AChE tudi primeren biomarker za u¢inke tezkih kovin,
detergentov (Signa in sod., 2008), kar so potrdili s studijami v Baltiku (Schiedek in sod.,
2006; Kopecka in sod., 2006, Barsien¢ in sod., 2006).

Za meritve aktivnosti AChE je primerna tar¢na vrsta klapavica, primerno tkivo pa so Skrge.
Klapavice je potrebno vzor¢iti kot je opisano v poglavju 1.15.4, nato se takoj odvzame
Skrge, ki jih je potrebno takoj globoko zamrzniti (teko¢i N3 in nato na -80°C). Tkivo nato
stehtamo, homogeniziramo v pufru in centrifugiramo, da dobimo S9 frakcijo. Supernatant
nato lahko shranimo globoko zamrznjen. Aktivnost AChE merimo spektrofotometri¢no v
»in vitro« testu na mikrotiterskih plos¢icah (ICES, 2011, Bocquené in Galgani, 1998).
Obcutljivost metode je zelo visoka in moZno je izmeriti inhibicijo AChE, ki jo povzrocijo
koncentracije 100 ngL™ karbamatov in 10 ngL™ organofosfatov (Kirby in sod., 2000).
Aktivnost AChE merimo v supernatantu, ki mu dodamo substrat acetilholin klorid in 5,5
ditiobis-2-nitrobenzojsko Kislino. Spremembo absorbance merimo 2 minuti pri 405nm.

Aktivnost je izrazena v nmol hidroliziranega acetilholin klorida/min/mg beljakovin.

Inhibicija AChE povzroca neprestano stimulacijo v zivénih sinapsah in miSicah kar vodi v
tetanijo, paralizo in tudi v smrt. Subletalna izpostavljenost inhibitorjem AChE vodi v
spremenjeno vedenje zivali in zmanjasno zmoznost gibanja (Vieira in sod., 2009), kar
vpliva na razmnozevanje in na sposobnost prezivetja in je ekolosko pomemben biomarker.

Ovrednotenje aktivnosti AChE tako omogoca detekcijo bioloSkih u¢inkov onesnaZenja na
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razli¢na onesnazila in je primeren biomarker kot eden od prvih pokazateljev bioloSkih

ucinkov.

Dopolnilni dejavniki

Potrebno je poznati naravne meje variabilnosti AChE v tar¢ni vrsti, pri tem pa je potrebno
upostevati kateri dejavniki vplivajo na variabilnost. Med prepoznanimi dejavniki so spol,
velikost, razmnoZevanje, temperatura vode in slanost (Leinié in Lehtonen, 2005, Rank in
sod., 2007). Sezonska variabilnost je odgovor na razli¢ne naravne dejavnike in je bila
detektirana v razli¢nih vrstah (Dizer in sod., 2001; Burgeot in sod., 2006). V monitoringu
je tudi potrebno paziti na prisotnost biotoksinov v morski vodi (npr. toksini cianobakterij),
ki lahko inhibirajo aktivnost AChE (Dailianis in sod., 2003; Lehtonen in sod., 2003; Frasco
in sod., 2005). Prav tako je potrebno meritve aktivnosti AChE meriti vedno v istem tkivu,

ker je aktivnost odvisna od vrste tkiva, v klapavicah so najprimernejse tkivo skrge.

Kriteriji za vrednotenje naravnih vrednosti in kriterijev za vrednotenje

Bazalna vrednost za aktivnosti AChE mora biti dolocena na nivoju regije na podlagi
meritev na referennih vzorénih mestih v vsaj dveh sezonskih ciklih (priporocilo OSPAR
Background document and technical annexes for biological effects monitoring, Update
2013). Doloc¢ena je bazalna vrednost za vrsto Mytilus edulis na podlagi 3-letne Studije ob
obali Atlantika, ki znasa (35 nmol min™ mg prot™ , Bocquené in sod., 2004). Inhibicija
AChE za 20% (velja za ribe in nevretencarje) kaze na izpostavljenost nevrotoksi¢nim
onesnazilom (Zinkl in sod., 1987), medtem ko zmanj$anje aktivnosti za 20% do 50% kaze
na subletalne ucinke (Dizer in sod., 2001). Vendar pa so do sedaj izmerjene vrednosti v
vrstah Mytilus spp. razli¢ne glede na geografsko regijo in sezono (od 25 to 54 nmol min™
mg protein™) (OSPAR. 2013). Zato je potrebno najprej opredeliti vrednosti ozadja, nato
opredeliti BAC in nato Se EAC vrednost (10P), ki predstavlja pomembno inhibicijo
AChEin pomeni subletalne u¢inke na organizem (OSPAR, 2013).

Zagotavljanje kvalitete

OSPAR priporoca, da se standardizira metodologijo za merjenje aktivnosti AChE in opravi

medlaboratorijske primerjave za izbrane tar¢ne vrste v okviru razlicnih programov
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biomonitoringa (OSPAR, HELCOM, MEDPOL in MSFD). Objavljena metodologija je
lahko osnova za standardizacijo (Bocquené in Galgani, 1998). Nadalje je nujno dolociti
bazalno vrednost za specificna okolja v evropskih morjih in za izbrane tar¢ne vrste. V
okviru te pobude je bila tudi pripravljena delavnica v okviru projekta PERSEUS v letu
2013. V okviru te delavnice smo opravili meritve treh encimov AChE, katalaze in
glutation-S-transferaze na vecih tarénih vrstah (ribe in mehkuzci) z vecih regij ob
Sredozemskem morju ("Biochemical biomarker techniques for the assessment of pollution

effects in marine organisms” je potekala na Hellenic Centre for Marine Research v Atenah.

1.15.5.5 Detoksifikacija kovin

Metalotioneini

Metalotioneini so nizko molekularni proteini, ki so bogati s cisteinom in so najdeni v
vretencarjih in v nevretencarjih. Poznamo ve¢ izoform, ki se razlikujejo med vrstami in
med tkivi. SluZzijo za sekvestracijo kovin in sodelujejo v razli¢nih procesih:

- vregulacijskih procesih, kjer sodelujeta Zn in/ali Cu,

- zavezavo in detoksifikacijo kovin kot sta Cd, Hg in drugi,

- Verjetno sodelujejo pri obrambi pred prostimi radikali (zaradi velikega Stevila —-SH

skupin).

Za doloCanje metalotioneinov so v uporabi razlicne metode, ki so tudi vkljuene v
programe biomonitoringa. Za tar¢ne vrste so izbrani mehkuZci in ribe, primerna tkiva so
jetra (ribe) in prebavna Zleza (mehkuZzci) in Skrge (ribe in mehkuzci). Najbolj uporabljane
metode za dolo¢anje metalotioneinov so: diferencialna pulzna polarografija, substitucija
kovin in spektrofotometriéna sulthidrilna metoda (Viarengo in sod., 1997). V
biomonitoringu v okviru Barcelonske koncencije Ze od leta 1999 wuporabljamo
spektrofotometricno metodo za dolo¢anje metalotioneinov v klapavicah (Ramsak in sod.,
2012) in je tudi vkljuena v program MEDPOL. Predlagamo, da se obstojeca metoda
vklju¢i v program monitoringa v okviru Morske strategije. V okviru MEDPOL so bile tudi
organizirane medlaboratorijske primerjave za spektrofotometriéno metodo, enako so bile

organizirane medlaboratorijske primerjave za doloCanje metalotioneinov v ribah pod
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okrillem BEQUALM (OSPAR, 2013). Rezultati metod med sabo niso primerljivi
(spektrofotometricna metoda daje na istih vzorcih previsoke ali prenizke rezultate). Za
spektrofotometricno metodo Se niso narejeni kriteriji za ekolosko vrednotenje
koncentracije metalotioneinov (metoda je bila vklju¢ena v delavnico organizirano v okviru
PERSEUS ("Biochemical biomarker techniques for the assessment of pollution effects in

marine organisms").

Dopolnilni dejavniki

V nekaterih Studijah so ugotovili sezonsko spreminjanje koncentracije metalotioneinov v
tkivih glede na razmnozevalni cikel (Geffard in sod., 2005; Raspor in sod., 2004; Zorita in

sod., 2007b), zato je potrebno vzorciti vedno ob istem Casu.

1.15.5.6 Biomarkerji oksidativnega stresa

Delovanje onesnazil pogosto sprozi nastanek reaktivnih kisikovih zvrsti in kadar njihova
koncentracija preseZze obrambne sposobnosti celice nastane oksidativni stres, ki vodi v
Skodljive posledice (peroksidacija lipidov, poskodbe proteinov in DNA). Najpomembnejsi
encimi, ki se odzovejo na oksidativni stres so superoksid dismutaza, glutation-S-
transferaze, katalaza (Orbea in sod., 2002b; Regoli in sod., 2002; Geret in sod., 2002;
Orbea in Cajaraville, 2006). Merjenje encimske aktivnosti katalaze, glutation-S-
transferaze, superoksid dismutaze je pogosto v razli¢nih programih biomonitoringa v ribah
in v Skoljkah (Romeo in sod., 2000, Romeo in sod., 2003a,b). Zanje je znalilno, da se
njihova aktivnost ob onesnaZenju povisa, nato pa sledi upad aktivnosti zaradi povecanega
katabolizma in/ali inhibicija zaradi neposrednega toksi¢nega delovanja kemikalij na
encimske molekule. Uporaba teh biomarkerjev je vedno v povezavi z biomarkerji
sploSnega stresa (stabilnost lizomskih membran in kopicenjem lipofuscina) in omogoca
bolj integrirano interpretacijo uc¢inkov onesnazil (Viarengo in sod., 2007).

Predlagamo, da se v nabor biomarkerjev vklju¢i tudi merjenje encimske aktivnosti
katalaze, glutation-S-transferaze, superoksid dismutaze in tiobarbituratni test (TBARS) za

peroksidacijo lipidov.
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Klapavice vzor¢imo kot je opisano v poglavju 1.15.4, odvzamemo prebavno zlezo jo takoj
globoko zamrznemo. Iz tkiva kasneje pripravimo homogenat in ga centrifugiramo. Meritve
encimov opravimo Vv supernatantu.

Aktivnost glutation-S-transferaze merimo ob prisotnosti 1-kloro-2,4-dinitrobenzena in
substrata glutationa pri 340 nm. Rezultat izrazimo v nmolih nastalega reduciranega
glutationa/min/mg proteinov (Habig in Jacoby, 1981, Mc Farland in sod., 1999).

Katalaza omogo¢i razgradnjo H,O, in v encimskem testu dodamo encimskemu ekstraktu
znano koncentracijo substrata ter nato 2 minuti merimo razgradnjo H,O, pri 240nm.
Aktivnost izrazimo v pmol razgrajenega H,O,/min/mg proteinov (Cohen in sod., 1996).
TBARS test temelji na reakciji med 2-tiobarbituratno kislino (TBA) in malonaldehidom,
pri ¢emer nastane obarvan produkt, njegov nastanek merimo pri 530nm.

Aktivnost superoksid dismutaze merimo z kolorimetricno metodo, kjer dolo¢imo 50%
inhibicijo superoksid dismutaze. Absorbanco merimo pri 440nm in je proporcionalna
koncentraciji superoksidnega aniona.

Metode Se nimajo ovrednotenega razpona naravnih vrednosti (katalaza in glutation-S-
transferaza sta bili vkljuceni v delavnico v okviru projekta PERSEUS, namen je bil

ugotoviti njihovo aktivnost na razli¢nih geografskih obmocjih v Sredozemskem morju).
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1.16 Onesnazevala v ribah in drugi morski hrani

1.16.1 Uvod

Tudi za potrebe naértovanja programa monitoringa v okviru deskriptorja 9 smo do sedaj
obdelali dosegljive podatke (porocila, strokovni in znanstveni Clanki, Se neobjavljeni
rezultati) o koncentracijah onesnazeval v organizmih. Dodatno smo opravili Se nekatere
analize, predvsem za onesnazevala, ki do sedaj niso bila kaj dosti obdelana. Podatki
dosedanjega monitoringa so bolj skromni, saj se v ve¢ji meri nadzira kakovost morskih
organizmov Vv ribarnicah in trgovinah. Menimo, da je po tem deskriptorju pomembno
spremljanje morskih organizmov, ki so ulovljeni v nas§em morju, poleg tega pa so to tudi
rezidentne vrste in Zivijo stalno v naSem morju. V nadaljevanju podajamo predlog moznih

vrst za spremljanje po deskriptorju 9.

1.16.2 lzbira organizmov

Za spremljanje v okviru tega deskriptorja predlagamo najprej Skoljke uzitne klapavice
Tako bi zdruzili spremljanje pod deskriptorjema 8 in 9. V primeru rib podajamo mozen
izbor vrst, ki so isto¢asno reziden¢ne in pomembne v prehrani ljudi. Gre bolj za bentoske
vrste, ker pelaske ribe bolj migrirajo in so zato manj primerne za spremljanje. V razmislek
dajemo Se izbor morske bogomoljke, saj so opravljene dodatne analize nakazale, da bi bila
to lahko primerna vrsta za spremljanje. Tako predlagamo naslednje vrste:

e morski list (Solea solea)

e brancin (Morone labrax)

e cipel (Mugil cephalus)

e orada (Sparus auratus)

e sipa (Sepia officinalis)

e morska bogomoljka (Squilla mantis).
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1.16.3 Dolocanje nabora onesnazZeval za spremljanje

V tem primeru mora biti nabor onesnazeval skladen z Uredbama komisije EU 1881/2006
in 1259/2011.

1.16.4 Cas in frekvenca vzorcenja

Vzorcenje skoljk poteka dvakrat letno, usklajeno z vzoréenjem v okviru deskriptorja 8.

Tudi za druge organizme predlagamo vzorcenje dvakrat letno.

1.16.5 Metoda vzorcenja

Vzorc¢enje organizmov mora potekati v skladu s protokolom vzorcenja, ki mora biti del
verjetno najlazje kupiti od lokalnih ribicev.

1.16.6 Laboratorijska obdelava in analiza vzorcev

Laboratoriji, ki izvajajo analize vzorcev, morajo uporabiti ustrezne postopke priprave

vzorca in ustrezne analizne metode, glede na vrsto onesnaZeval. Zagotavljati morajo

ustrezno kakovost dela.
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1.17 Habitatni tip - kamniti mediolitoral v povezavi s hidromorfoloskimi

spremembami

1.17.1 Uvod

Trenutno je poznanih le malo raziskav, ki so obravnavale povezavo med spremenjenostjo
bentoske zdruzbe in morfolosko spremenjenostjo obalne ¢rte (Benedetti-Cecchi in sod.,
2001; Chapman, 2003; Chapman in Bulleri, 2003; Hiscock in sod., 2005; Kalkan in sod.,
2007). Zato v sklopu implementacije Vodne direktive zaklju¢ujemo razvoj metodologije za
vrednotenje hidromorfoloske spremenjenosti kamnite morske obale na podlagi bentoskih
nevretencarjev. V tem poroCilu podrobno predstavljamo metodologijo vzorcenja in
laboratorijske obdelave vzorcev.

V letu 2014 bomo predlog programa spremljanja stanja dopolnili z metodologijo za
vrednotenje stanja okolja, saj v teh mesecih nadgrajujemo indeks BIRS (Orlando-Bonaca in
sod., 2012b) in pripravljamo metodologijo razvr$¢anja v razrede ekoloskega stanja.
Nadalje bo potrebna validacija indeksa in sistema razvrscanja, za katero je predvideno
vzorcenje na petih mestih vzoréenja v treh pasovih. Zato trenutno ne bomo Se podali

predloga mest vzoréenja za program spremljanja stanja.

Habitatni tip kamniti mediolitoral je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1,
D2 in D6.

1.17.2 Cas in frekvenca vzorcenja

Vzor¢enje mora potekati maja / junija, torej ob koncu pomladi / zacetku poletja, pred
priCetkom kopalne sezone, ki bi lahko motila tako vzorcenja kot sam razvoj bentoske
zdruzbe na nekaterih izbranih odsekih obale. Vzor¢enje mora potekati vedno ob plimi, saj
se tako pridobi podatke tudi o aktivnih mediolitoralnih vrstah (npr. raki).

Frekvenca vzoréenja: predlagamo, da se vzorci vsaj 2x v 6 letnem ciklusu.
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1.17.3 Metoda vzorcenja

Vzorcenje mora biti razdeljeno na tri horizontalne pasove. Prvi pas zavzema zgornji
mediolitoral, drugi spodnji mediolitoral, tretji pa zgornji infralitoral. Vsi trije pasovi so
potrebni za pravilno oceno stanja.

Sirina pasov se spreminja glede na abiotske dejavnike, ki vplivajo na posamezno postajo.
Zato se pasove med seboj razlikuje na podlagi indikatorskih organizmov za posamezen pas
(Péres in Gamulin Brida, 1973; Bellan-Santini in sod., 2002).

V mediolitoralu vzoréimo z metodo kvadrata. Okvir 20 cm x 20 cm (400 cm?) velja za
minimalno povrs§ino vzoréenja za sredozemske zdruzbe (Bellan-Santini, 1969; Montesanto
in Panayotidis, 2001).

V infralitoralu vzor¢imo z okvirjem 20 cm x 20 c¢m ter s sorbono oz. zra¢no ¢rpalko.

V vsakem horizontalnem pasu poberemo pet vzorcev oz. paralelk (Chapman in Bulleri,

2003; Bianchi in sod., 2003). torej 15 vzorcev na vsakem mestu vzoréenja.

Terenski postopek:

Pred vzorCenjem s pregledom znacilnih sesilnih organizmov za posamezno biocenozo
dolo¢imo Sirino zgornjega in spodnjega mediolitorala. Zgornji infralitoral vzorc¢imo do 1 m
globine pod spodnjo mejo mediolitorala. Rezultate meritev zapiSemo na terenski list. Na
povrsini, Ki je Siroka toliko kot posamezni pas in dolga 10 m, naklju¢no poberemo 5 vzorcev.

Abiotski in biotski substrat upostevamo kot dve razli¢ni plasti.

Ob postavitvi okvirja za vzorenje posnamemo notranjost okvirja. Ce je pokrovnost
bioloskega materiala zanemarljiva 0z. nizka, ocenimo delez pokrovnosti anorganskih

substratov pred vzorcenjem (preden premikamo skale in kamne).

Vzor¢imo po naslednjem postopku:

o V mediolitoralu z zidarsko lopatico in geoloskim kladivom ves organski material
odstranimo s povrSine in shranimo v plasti¢ni vrecki ali gosti mrezi (ustrezno oznaceni).

o V infralitoralu znotraj okvirja 20 cm x 20 cm z zra¢no ¢érpalko posesamo vse
vagilne organizme. Nato s strgalom postrgamo Se vse pritrjene organizme in ponovno

posesamo z zrac¢no Crpalko. Odstranjeni material ujamemo v najlonsko mrezico, pritrjeno
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na koncu cevi zracne Crpalke. Po zakljucku sesanja, najlonsko mrezico zavezemo in

spravimo Vv plasti¢no vrecko.

Po vzorenju ponovno posnamemo stanje znotraj okvirja. Pri vzorcih z visoko
pokrovnostjo bioloskega materiala ovrednotimo delez pokrovnosti anorganskih substratov
po vzorcenju (vsota delezev mora biti enaka 100 %). Dejavniki so prirejeni po Larsonneuru
(1977 v: Unep, 1998):

e Sestava anorganskega substrata (beton; les; skale (>2 m; 1 m—-2m; 0,50 m—1 m);
kamni (10 cm — 50 cm; 2 cm — 10 cm); kamencki (0,2 cm — 2 cm); pesek (0,05 mm

—2 mm); mulj in glina (< 0,05 mm).

Pokrovnosti izracunane na terenu dodatno preverimo in popravimo s pomocjo analize foto-

posnetkov v laboratoriju.

Obdelava vzorca na terenu:

e Organizme odstranimo iz veéjih delov substrata, Ki jih bomo pustili na terenu (skale,
kamni, les, itd.). Kamencke pregledamo v laboratoriju. V primeru, da je na podlagi
pesek, ga poberemo le 1 cm globoko.

e ManjSe in nezne organizme, ki bi se v ve¢jem kupu poskodovali (npr. goli polzi),
shranimo v lo¢eno posodo ali vrecko.

e Vecje organizme, ki jih lahko dolo¢imo in preStejemo na terenu, popiSemo in vrnemo
v naravno okolje.

e Vzorce shranimo v formalinu (4 % kon¢na koncentracija formaldehida) ali v 96 %

etanolu (kon¢na koncentracija 70 %) in ustrezno ozna¢imo.

1.17.4 Laboratorijska obdelava vzorcev

V laboratorijih iz konzerviranih vzorcev speremo konzervirno sredstvo skozi sito 1 mm,
nato pa vsebino razprostrimo po banjicah. Iz posameznega vzorca organizme izlo¢imo in
po $irsih taksonomskih skupinah razvrstimo. UpoStevamo samo tiste organizme, za katere

smo prepricani, da so bili ob vzorCenju Se zivi. Tako razvr§¢ene organizme oz. skupine
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ponovno shranimo v etanolu. Na etikete napisemo podatke 0 mestu vzor¢enja in zaporedni

Stevilki vzorca.

Pri nadaljnjem dolo¢anju organizmov praznih lupin polzev, $koljk in mnogoscetincev ne
upostevamo. S pomocjo dolocevalnih klju¢ev in binokularne lupe dolo¢amo organizme do
najnizje mozne taksonomske kategorije.

Za makrozoobentos nato izracunamo abundanco taksonov v vzorcu, z izjemo kolonijskih
mahovnjakov (Bryozoa) in spuzev (Spongiaria), kjer izra¢unamo pokrovnost na kvadratu
20 cm x 20 cm.

Dolocanje postranic (Amphipoda) se je izkazalo za izjemno tezavno in zamudno. Zato Smo
se odlocili, da postranice ne uporabimo pri nadaljnjem razvoju metodologijie za oceno

stanja.
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1.18 Habitatni tip - sedimentni mediolitoral v povezavi s

hidromorfoloskimi spremembami

1.18.1 Uvod

V sklopu implementacije Vodne direktive smo v prejsnjih letih zaceli tudi z razvojem
metodologije za oceno spremenjenosti strukture in stanja obreznega pasu zaradi izgradnje
objektov in drugih antropogenih posegov na sedimentnem dnu na podlagi bentoskih
nevretencarjev. V teh mesecih potekajo zadnje faze razvoja metodologije za vrednotenje
hidromorfoloske spremenjenosti sedimentne morske obale na podlagi bentoske zdruzbe. V
tem porocilu podrobno predstavljamo metodologijo vzorcenja in laboratorijske obdelave
VZOrcev.

V letu 2014 bomo predlog programa spremljanja stanja dopolnili in dodali metodologijo za
vrednotenje stanja okolja, ¢im bo zakljucen razvoj indeksa (po enakem principu, kot je bil
narejen za kamnito dno) in bo pripravljena metodologija razvr§¢anja v razrede ekoloskega
stanja. Nadalje bo potrebna validacija indeksa in sistema razvr$Canja, za Kkatero je
predvideno vzorcenje na petih mestih vzoréenja v treh pasovih. Zato trenutno ne bomo Se

podali predloga mest vzor¢enja za program spremljanja stanja.

Habitatni tip sedimentni mediolitoral je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih
D1, D2 in D6.

1.18.2 Cas in frekvenca vzorcenja

Vzor¢enje mora potekati maja / junija, torej ob koncu pomladi / zacetku poletja, pred
pricetkom kopalne sezone, ki bi lahko motila tako vzorcenja, kot sam razvoj bentoske
zdruzbe na nekaterih izbranih odsekih obale. Vzor¢enje mora potekati vedno ob plimi, saj
se tako pridobi podatke tudi o aktivnih mediolitoralnih vrstah (npr. raki).

Frekvenca vzoréenja: predlagamo, da se vzorci vsaj 2x v 6 letnem ciklusu.
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1.18.3 Metoda vzorcenja

Vzoréenje naj bo razdeljeno na tri horizontalne pasove. Prvi pas zavzema zgornji
mediolitoral, drugi spodnji mediolitoral, tretji pa zgornji infralitoral. Vsi trije pasovi so
potrebni za pravilno oceno stanja.

Sirina pasov se spreminja glede na abiotske dejavnike, ki vplivajo na posamezno postajo.
Zato se pasove med seboj razlikuje na podlagi indikatorskih organizmov za posamezen pas
(Péres in Gamulin Brida, 1973; Bellan-Santini in sod., 2002).

Vzor¢imo z metodo box-korerja na sedimentnem dnu in z metodo kvadrata iste velikosti na
kamnitem dnu. Okvir 20 cm x 20 cm (400 cm?) velja za minimalno povr§ino vzordenja za
sredozemske zdruzbe (Bellan-Santini, 1969; Montesanto in Panayotidis, 2001).

V vsakem horizontalnem pasu poberemo pet vzorcev oz. paralelk (Chapman in Bulleri,

2003; Bianchi in sod., 2003), torej 15 vzorcev na vsakem mestu vzoréenja.

Terenski postopek:

Pred vzoréenjem s pregledom znacilnih sesilnih organizmov za posamezno biocenozo
dolo¢imo §irino zgornjega in spodnjega mediolitorala. Zgornji infralitoral vzorcimo do 1 m
globine pod spodnjo mejo mediolitorala. Rezultate meritev zapiSemo na terenski list. Na
povrsini, ki je Siroka toliko kot posamezni pas in dolga 10 m, naklju¢no poberemo 5 vzorcev.
Abiotski in biotski substrat upostevamo kot dve razli¢ni plasti.

Ob postavitvi okvirja za vzoréenje na kamnitem dnu posnamemo notranjost okvirja. Ce je
pokrovnost bioloskega materiala zanemarljiva oz. nizka, ocenimo delez pokrovnosti

anorganskih substratov pred vzoréenjem (preden premikamo skale in kamne).

Vzor¢imo po naslednjem postopku:
o Na sedimentnem dnu z box-korerjem poberemo sediment (velikost: 20 cm x 20 cm
x 10 cm). Na trdi podlagi z zidarsko lopatico in geoloskim kladivom ves organski material
odstranimo s povrSine in shranimo v plasti¢ni vrecki ali gosti mrezi (ustrezno oznaceni).
Po vzorcenju ponovno posnamemo stanje znotraj okvirja na kamnitem dnu. Pri vzorcih z
visoko pokrovnostjo bioloskega materiala ovrednotimo deleZ pokrovnosti anorganskih
substratov po vzorcenju (vsota delezev mora biti enaka 100 %). Dejavniki so prirejeni po
Larsonneuru (1977 v: Unep, 1998):
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Sestava anorganskega substrata (beton; les; skale (>2 m; 1 m—-2m; 0,50 m — 1 m);
kamni (10 cm — 50 cm; 2 cm — 10 cm); kamencki (0,2 cm — 2 cm); pesek (0,05 mm

—2 mm); mulj in glina (< 0,05 mm).

Pokrovnosti izracunane na terenu dodatno preverimo in popravimo s pomocjo analize foto-

posnetkov v laboratoriju.

Obdelava vzorca na terenu:

Pri vzorcih nabranih na sedimentnem dnu spiranje poteka takoj po vzorcenju, na
raziskovalnem plovilu. Skozi sito 0,5 mm z morsko vodo speremo sediment in
organski material takoj shranimo v 96 % etanolu (kon¢na koncentracija 70 %) ter
ustrezno oznac¢imo.

Pri vzorcih nabranih na trdi podlagi organizme odstranimo iz ve¢jih delov substrata,
ki jih bomo pustili na terenu (skale, kamni, les, itd.). Kamencke pregledamo v
laboratoriju. V primeru, da je na podlagi pesek, ga poberemo le do 1 cm globoko.
Vzorce shranimo v 96 % etanolu (kon¢na koncentracija 70 %) in ustrezno ozna¢imo.
Manjse in nezne organizme, ki bi se v vecjem kupu poskodovali (npr. goli polzi),
shranimo v loceno posodo ali vrecko.

Vecje organizme, ki jih lahko dolo¢imo in prestejemo na terenu, popiSemo in vrnemo

v naravno okolje.

1.18.4 Laboratorijska obdelava vzorcev

V laboratorijih iz konzerviranih vzorcev speremo konzervirno sredstvo skozi sito 1 mm

nato pa vsebino razprostrimo po banjicah. Iz posameznega vzorca organizme izlo¢imo in

po Sirsih taksonomskih skupinah razvrstimo. Upostevamo samo tiste organizme, za katere

smo prepri¢ani, da so bili ob vzorCenju Se zivi. Tako razvr§¢ene organizme oz. skupine

ponovno shranimo v etanolu. Na etikete napisemo podatke o mestu vzorcenja in zaporedni

Stevilki vzorca.
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Pri nadaljnjem dolo¢anju organizmov praznih lupin polzev, $koljk in mnogoscetincev ne
upostevamo. S pomocjo dolocevalnih klju¢ev in binokularne lupe dolo¢amo organizme do
najnizje mozne taksonomske kategorije.

Za makrozoobentos nato izratunamo abundanco taksonov v vzorcu, z izjemo Kkolonijskih
mahovnjakov (Bryozoa) in spuzev (Spongiaria), kjer izratunamo pokrovnost na kvadratu
20 cm x 20 cm.

Dolocanje postranic (Amphipoda) se je izkazalo za izjemno tezavno in zamudno. Zato Smo
se odlocili, da postranice ne uporabimo pri nadaljnjem razvoju metodologijie za oceno

stanja.
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1.19 Habitatni tip — kamniti infralitoral

1.19.1 Uvod

Na obmoc¢ju severnega Jadrana je le malo znanega o ekoloskih kazalcih, ki bi lahko
opredelili stanje skalnatega dna. Zato smo se pri raziskavi moznih dejavnikov, ki bi jih
lahko uporabili za opredelitev stanja v slovenskem morju, naslonili na razpoloZljiva lastna
vzoréevanja in na tak nacdin pridobljene izkusnje. Za opredelitev stanja kamnitega
infralitorala je potrebno vzorCiti v obreznem okolju, kjer je dobro razvita biocenoza
fotofilnih alg, saj izhajamo iz predpostavke, da je obras¢eno dno normalno stanje,
nerazrasle povrsine pa so posledice doloc¢enih naravnih ali antropogenih dejavnikov. Med
prve lahko priStevamo populacijske ekplozije dolo€enih rastlinojedih morskih Zivali kot so
npr. ¢rni morski jezki (Paracentrotus lividus), med druge pa posledice antropogenih
vplivov od sidranja, ko¢arjenja, onesnazevanja okolja in drugih. Biocenoza fotofilnih alg,
ki je znacilna in razSirjena infralitoralna biocenoza, je med najbogatejSimi zivljenjskimi
okolji v Sredozemskem morju. Tudi v slovenskem delu Jadranskega morja je razSirjena v
velikem obsegu, predvsem v zgornjem infralitoralu (Lipej in sod., 2006). Poleg biocenoze
fotofilnih alg najdemo v infralitoralu kamnitega dna Se nekatere druge pomembne
biocenoze, med katerimi je Se posebej zanimiv prekoraligen, ki je bil Se nedavno
ovrednoten kot inicialni stadij koraligenske biocenoze, novej$a spoznanja in usklajevanje
severnojadranskih strokovnjakov, pa so pokazala, da je upraviceno opredeljevati
prekoraligen kot pravo koraligensko biocenozo.

Za opredelitev ekoloSkega stanja kamnitega infralitorala smo izbrali kombinacijo
ekoloskih dejavnikov, ki po naSem mnenju kljuéno vpliva na kvaliteto danega okolja na
obravnavanem obmocju.

V zvezi s tem smo poskusno razvili indeks (glej Orlando Bonaca in sod., 2012a), ki
vkljucuje tri ekoloske dejavnike in sicer prostorsko heterogenost, vegetacijski pokrov in

gostoto ribjih zdruzb.

Habitatni tip kamniti infralitoral je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1, D2,
D5 in D6.
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1.19.2 Izbira in velikost mesta vzoréenja

Vzorcenje kamnitega infralitorala se izvaja na skalnatem dnu. Na vsakem mestu vzorcenja
postavimo dva vertikalna transekta (med njima naj bo 150 m razdalje). Velikost
posameznega transekta obsega 100 m® na levo in 100 m? na desno merilnega traka.

Seznam mest vzorcenja je predstavljen v Tabeli 1.19.1.

Tabela 1.19.1: Predlog mest vzor¢enja za kamniti infralitoral.

Zemlj. Sirina  Zemlj. dolzina

(N) (E)

Mesto vzorcenja

DR5 45°35.457' 13°42.028'
Svel 45°32.532' 13°39.339'
RR2 45°32.401' 13°36.901"
Pa3 45°31.597' 13°35.294'
Fi3 45°31.579' 13°34.713'
PP5 45°31.854' 13°33.959'

Vzoréenje izvedemo v naslednjih habitatnih tipih, skladno z EUNIS razvrstitvijo habitatov
(EEA, 2004):
A3.2 Kamniti infralitoral zmerno izpostavljen valovanju in/ali tokovanju in plimovanju;

A3.3 Kamniti infralitoral za$¢iten pred valovanjem in/ali tokovanjem in plimovanjem.

1.19.3 Cas in frekvenca vzoréenja

Vzoréenje mora potekati v poletnih mesecih in sicer julija ali avgusta. Potekati mora v
dopoldanskih urah, najbolje med 9. in 12. uro, pred zacetkom maestrala. Predlagamo
vzorcenje 1 x letno.

Vzorcenje je potrebno nacrtovati v skladu z vidljivostjo; Ce je ta preslaba, je potrebno

vzorcenje prestaviti na primernej$i dan, ko se razmere izboljsajo.
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1.19.4 Metoda vzorcenja

Za opredelitev pestrosti habitatnih tipov v kamnitem infralitoralu uporabljamo
nedestruktivne tehnike opazovalnih cenzusev, saj lahko tako vzorCujemo tudi znotraj
zavarovanih obmo¢ij. V ta namen je najbolj primerna metoda vertikalnega transekta, ki je
pravokoten na obalo. Za opravljanje tovrstnih metod so potrebni izkuSeni potapljaci, ki so
vesci uporabljanja podvodne videokamere in dobro poznajo obrezno ribjo zdruzbo.

Za vertikalni transekt uporabimo 100 m merilnega traka na vodoodpornem nosilcu.
Raztegnemo ga od obrezja do 100 m oddaljenosti, pravokotno na obalo. Pri tem
poskrbimo, da je vzorCevalni meter karseda napet. Na koncu transekta nosilec metra
zasidramo s kovinskim klinom ali obtezimo s kamni. Nato zaénemo s popisom ribje favne
vedno na desni strani merilnega traka, kjer popisujemo vse ribe na razdalji do 1 m. Ceprav
smo za bioloski element izbrali ribe iz druzine ustnac, na transektu popiSemo primerke
vseh vrst rib. Na tak nacin dobimo poleg Zeljene gostote razli¢nih vrst ustna¢ tudi gostoto
vseh ribjih vrst na transektu. Plavamo s konstantno hitrostjo tik nad dnom. Casovni potek
popisa enega transekta je odvisen od strukturiranosti habitatnih tipov, ki si sledijo vzdolz
transekta. Obicajno opravimo vertikalni transekt v 15 do 25 minutah. Ko pridemo do konca
transekta ponovimo popis ribje zdruzbe $e enkrat, na drugi strani merilnega traku, tokrat v
smeri proti obali. Po opravljenem popisu rib sledi popis habitatnih in mikrohabitatnih
tipov, ki jih potaplja¢ vzdolz transekta popise v potapljasko beleznico. Nato drugi potapljac
z videokamero posname sosledje habitatnih in mikrohabitatnih tipov na transektu. Na tak
nacin opredelimo transekt z vidika dominantnih vegetacijskih in habitatnih tipov.

Za popis obrezne ribje favne moramo opraviti 2 vertikalna transekta (med njima naj bo 150
m razdalje) v obe smeri, skupno torej 4 transekte na vsakem mestu vzoréenja.

Za popis habitatnih in mikrohabitatnih tipov ter posnetek sosledja habitatnih tipov z

videokamero je potrebno opraviti celoten dolzinski transekt enkrat (Samo v eno smer).

1.19.5 Laboratorijska obdelava vzorcev

Originalne videozapise uredimo in opremimo z ustrezniimi oznacbami. Posnetke
pregledamo na monitorju ali TV sprejemniku in dolo¢imo ter popiSemo vse habitatne tipe.
Na tak nacin dobimo zapis o sosledju razli¢nih makrohabitatnih tipov (biocenoza fotofilnih
alg, razlicne asociacije, prekoraligenski stadiji in druge oblike trdnega dna) in
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mikrohabitatnih tipov (razli¢ni tipi posameznega makrohabitatnega tipa, npr. pas goste
cistozire, balvani s cistoziro, prekoraligenske skale, itd).

Makrohabitatne tipe geografsko opredelimo s pomocjo raCunalniskega GIS programa
Manifold System. Pri tem s pomocjo digitalnih ortofoto posnetkov (DOF) 100 m pasu
obalne ¢rte, dolo¢imo izhodis¢ne tocke izmerjenih profilov, na katerih je bilo pod vodo
posneto naravno okolje. Nato iz globin in pridnenih razdalj med mejnimi tockami
posameznega makrohabitatnega tipa izraCunamo ustrezne razdalje na povrSini morja in jih

vrisemo na DOF posnetke.

Prostorska heterogenost

Na podlagi pregleda filmskih zapisov dobimo podatke o prostorski heterogenosti.
Prostorsko heterogenost dobimo, ko prestejemo vse mikrohabitatne tipe vzdolz linearnega
transekta. Pri tem upoStevamo prav vsak preskok iz enega v drugi mikrohabitat, ne glede
na dejstvo, Ce se je dolocen mikrohabitat na transektu veckrat pojavljal. Hipoteti¢no je
mozno (ob dejstvu, da smo za arbitrarno enoto najmanjSega mikrohabitata dolocili 1 m), da
na 100 m linearnem transektu doseZemo najvecjo vrednost prostorske heterogenosti, ki
potemtakem znasa 99. V okolju, kjer je prostorska heterogenost nizka, je vegetacijska
odeja obicajno enoli¢na, v okolju, kjer pa je prostorska heterogenost visoka, lahko
pricakujemo veliko Stevilo preskokov iz enega v drugi mikrohabitatni tip. Na podlagi
velikega §tevila analiziranih vertikalnih transektov smo dolocili vrednost 50 preskokov kot
zgornjo mejo mozne prostorske heterogenosti na transektu. Ker poskusamo opredeliti samo
kamniti infralitoral, upostevamo samo tiste dele transekta, ki so bili na kamnitem dnu,
oziroma dolZzino transekta do tocke, kjer se je zadnji¢ pojavil katerikoli tip kamnitega

mikrohabitata na transektu.

Vegetacija

Pestrost in pokrovnost vegetacije na transektih dobimo na podlagi pregleda filmskih
zapisov in podatkov, ki soj ih zapisali potapljaci. Vsem razlicnim vegetacijskim tipom na
transektu dodelimo ustrezno oceno stanja na podlagi klasifikacije, ki je prikazana v Tabeli
1.19.2. Klasifikacijski sistem za vegetacijo smo razvili na podlagi podatkov o vseh znanih
tipov vegetacijskega pokrova v slovenskem morju in v sodelovanju s specialisti iz trzaske

Univerze (glej Orlando-Bonaca in sod., 2012a).
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Tabela 1.19.2: Ocena stanja vegetacije v mikrohabitatnih tipih v infralitoralu.

Ocena
stanja

Mikrohabitatni tip

Pkg — prekoraligenska polica
Cy; — zelo gosta cistozira (> 66% pokrovnosti)
Cys — veliki balvani, pokriti s cistoziro
Ps1 — travnik pozejdonke
PsO — Sopi pozejdonke
Cy, — gosta cistozira (< 66% pokrovnosti)
Cy; — redka cistozira (< 33% pokrovnosti)
Cys — dominantna vrsta Halopithys incurva
Cy, — dominantna vrsta Padina pavonica od 3,5mglobine dalje
Cy; — dominanta Alsidium corallinum
Cnp — cimodoceja nastopa v posameznih Sopih
Cn; — redka cimodoceja (< 33% pokrovnosti)
Cy,; — dominantna vrsta Padina pavonica do 3,5mglobine
Cn, — gosta cimodoceja (< 66% pokrovnosti)
Cn3 — zelo gosta cimodoceja (> 66% pokrovnosti)
Cyp — dominanta Dictyopteris polypodioides
Ks . Pas teras iz peSc¢enjaka (Ks) in TURF
K4 -Pas alohtonih balvanov apnenca
Ks . Pas skal in balvanov in TURF
K, . Pas golih ali s spuzvami zaraslih kamnov
K; - Pas drobnih kamnov
P1_pescine
P2 - pescine zdrobnimi kamni
P;.pescine z organskim drobirjem
Po . Pas mivke
Ulva
Actinaria - pas vlasulje
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Gostota obreZne ribje favne

Na podlagi pregleda rezultatov prek 100 opravljenih paralelnih in vertikalnih transektov
(Orlando-Bonaca in sod., 2012a) smo ugotovili, da je med ustna¢ami kosirica (Symphodus
roissali) najboljsa indikatorska vrsta rib za kamniti infralitoral. Zato za izracun indeksa za
oceno stanja kamnitega infralitorala upoStevamo le podatke o povpre¢ni gostoti kosiric na

100 m? vertikalnega transekta.

1.19.6 Izracun indeksa za opredelitev stanja kamnitega infralitorala

Vstopni podatki, ki jih potrebujemo za izratun indeksa | za oceno stanja habitatnih tipov
na kamnitem infralitoralu so: povpre¢na ocena stanja vegetacije na dolZzinskem transektu
(glede na relativno povrSino v %, ki jo posamezni vegetacijski tip obsega), povpre¢na
vrednost prostorske heterogenosti, ki ustreza Stevilu preskokov iz enega habitatnega tipa v
drugi na dolzini transekta ter povpre¢na vrednost gostote kosiric na celotni dolzini
opravljenega transekta.

Pri zadetni presoji smo pri razvoju indeksa vsakemu od treh dejavnikov pripisali enako
tezo (Orlando-Bonaca in sod., 2012a). Nadaljnje testiranje je pokazalo, da si ekoloski
dejavniki med seboj niso enakovredni. Gostota kosiric in ocena vegetacije sta se izkazala
kot bolj pomembna dejavnika v primerjavi s prostorsko heterogenostjo. Pri tej namre¢
uposStevamo vse preskoke habitatnih (in mikrohabtatnih) tipov ne glede na to, ali se
doloceni mikrohabitatni tipi pojavljajo v enem ali ve¢ primerih. Zato je v primerih pogoste
izmenjave manjSega Stevila habitatnih tipov moZna napaka. Zato smo se odlocili, da damo
najvecjo tezo gostoti rib, saj le-ta temelji na direktnem zbiranju podatkov, medtem ko gre
pri vegetaciji za (sicer na podlagi stroke) preverjeno oceno, ki jo vsakemu vegetacijskemu

tipu pripiSemo. V Tabeli 1.19.3 so navedene utezi za vsak ekoloski dejavnik, ki ga

upostevamo za izradun indeksa lyt.
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Tabela 1.19.3: Utezi za tri ekoloSke dejavnike, ki se uporabljajo za izracun Indeksa za

oceno stanja habitatnih tipov v infralitoralu |4

Ekoloski dejavnik Utez
Prostorska heterogenost Ph 0,33
Kakovost vegetacije V 1
Gostota kosirice logD, 1,2

Indeks |yt izratunamo po spodnji enacbi:

Iut = (Gy +[VImax(V)] + Gpn «[Ph/max(Ph)] + G4 «[logDy/log(maxDy)]) / (G + Gpn + Gg)

Kjer je:

Gy = utez za vegetacijo,

V = ocena kakovosti vegetacije na transektu,

max (V) = 20 (maksimalna vrednost kakovosti vegetacije),

Gpn = utez za prostorsko heterogenost,

Ph = ocena kakovosti prostorske heterogenosti na transektu,

max(Ph) = 50 (maksimalna vrednost prostorske heterogenosti),

Gy = utez za gostoto kosiric na 100 m?,

logDy = ocena kakovosti gostote kosiric (logaritmirani podatki) na transektu, in

log (maxDy) = log(40) (log maksimalne vrednosti gostote kosiric).

Vrednost indeksa It je od 0 do 1, pri ¢emer pomeni vrednost blizu O slabo stanje,

vrednost blizu 1 pa odli¢no stanje.

1.19.7 Uvrstitev mesta vzorcenja v razred ekoloskega stanja

Za uvrstitev mesta vzorcenja v razred ekoloskega stanja na podlagi kamnitega infralitorala

izratunamo indeks |yt za posamezen transekt in nato izraSunamo aritmeti¢no povpredje
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vrednosti dobljenih na dveh transektih. Dobljeno vrednost nato primerjamo z mejnimi
vrednostmi med razredi ekoloSkega stanja (Tabela 1.19.4) in uvrstimo mesto vzoréenja v

primeren razred.

Tabela 1.19.4: Mejne vrednosti za indeks |, po katerih podamo oceno ekoloskega stanja

kamnitega infralitorala v slovenskem morju.

Razred ekoloskega |
stanja HT

Zelo dober 081<lyr<1

0,61<lyT<0,80
Zmeren 0,41<lyr<0,60
0,21 <lyT<0,40
Zelo slab 0<lyr=<0,20
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1.20 Habitatni tip — sedimentni infralitoral

Za vrednotenje stanja habitatnega tipa sedimentni infralitoral se uposStevajo ocene stanja
treh bioloskih elementov. To so: travnik pozejdonke, travniki kolencaste cimodoceje in
bentoski nevretencarji mehkega dna infralitorala. Za metodologijo vzoréenja,
laboratorijske obdelave vzorcev in metodologijo za oceno stanja posameznih bioloskih
elementov se upostevajo poglavja 1.3. 1.4 in 1.5.

Za oceno stanja sedimentnega infralitorala na doloCenem obmocju se izraCuna povprecje

ocen stanja posameznih bioloskih elementov, ki smo jih na tem obmocju vrednotili.

Habitatni tip sedimentni infralitoral je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1,
D2, D5, D6, D7 in D8

1.21 Habitatni tip — sedimentni cirkalitoral

Za vrednotenje stanja habitatnega tipa sedimentni cirkalitoral se upoSteva ocena stanja
bentoskih nevretencarjev mehkega dna cirkalitorala. Za metodologijo vzoréenja in

laboratorijske obdelave vzorcev se uposteva poglavje 1.6.

Habitatni tip sedimentni cirkalitoral je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1,
D2, D6, D7 in D8.

1.22 Habitat vodnega stolpca

Za vrednotenje stanja habitatnega tipa vodnega stolpca se uposteva ocena stanja sedmih
okoljskih in stirih bioloskih elementov (Tabela 1.1.2). Ti so: temperatura, slanost, pH,
kisik, hranila, prosojnost, biomarkerji ter fitoplankton, zooplankton, klobu¢njaske meduze
in mikrobni patogeni. Za metodologijo vzoréenja, laboratorijske obdelave vzorcev in
metodologijo za oceno stanja posameznih elementov se upostevajo poglavja 1.9, 1.10.
1.11,1.12,1.13.

Habitat vodnega stolpca je uporaben za vrednotenje stanja po deskriptorjih D1, D2, D4,
D5, D7 in D8.
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2 RAZVOJ METODOLOGIJ ZA SPREMLJANJE
OKOLJSKEGA STANJA SLOVENSKIH MORSKIH
VODA
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2.1 Uvod

Pomemben del projektne naloge je nadaljevanje razvoja metodologij za spremljanje stanja,
saj je bilo pri pripravi zacetne presoje, definiciji DOS in postavitvi okoljskih ciljev
ugotovljeno, da so dolo¢ene metodologije pomanjkljive, druge pa Se popolnoma nerazvite
ter neusklajene na pod-regionalnem nivoju.

V obdobju 2013-2015 na MBP-NIB zato nadaljujemo z razvojem metodologij za oceno
stanja po deskriptorjih 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8 in 9. Naslednja podpoglavja vsebujejo kratke
povzetke za delo, ki je potekalo v letu 2013.

2.2 Razvoj metodologije za oceno stanja kamene korale (Cladocora

caespitosa) — D1

Za oceno stanja sredozemske kamene korale (Cladocora caespitosa) smo poleti 2013
testirali razliéne biometricne indikatorje v smislu njihovega pomena pri poskusu
opredelitve ekoloskega stanja. V ta namen smo pionirsko testirali biometri¢ne podatke kot
so najmanj$i in najvecji premer kolonije, viSina kolonije ter premer ¢aSe. Poleg tega smo
na ve& razliénih lokalitetah ugotavljali populacijsko gostoto kamene korale na 100m?.
Izkazalo se je, da so bioloske znalilnosti kamene korale v najvecji meri odvisne od
doloc¢enih ekoloskih dejavnikov kot so tokovanje, razpoloZzljivost svetlobe, hranilne snovi
in nekaterih drugih, kot so npr. nekroze na kolonijah zaradi preras¢anja z algami, fizi¢nih

poskodb ali drugih dejavnikov.

2.3 Razvoj metodologije za oceno stanja hrustanc¢nic - D1

Ocena stanja hrustancnic je v najvecji meri odvisna od razpolozljivih podatkov o ulovu oz.
prilovu hrustan¢nic in analize na tak nacin pridobljenih primerkov. Obenem lahko
metodologija temelji le na malostevilnih vrstah, za katere je znano, da se (danes) v
slovenskem morju redno pojavljajo. Metodologija bi v primeru takih vrst temeljila na
ugotavljanju velikostne porazdelitve (juvenilni, mladostni primerki, odrasli), spolni

strukturi (delez samci: samice) ter delezu in stanju reproduktivnih samic.
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Najvecji problem pri tem elementu je zagotovitev zadostnega Stevila podatkov za korektno
vrednotenje stanja. Ulov hrustan¢nic v slovenskem morju je prisoten, prav tako pa se
hrustan¢nice pojavljajo kot prilov, vendar pa primernega zbiranja teh podatkov Se ni.
Potrebno bi bilo povecati komunikacijo z ribiéi, ter tako pridobiti potrebne informacije o
pojavljanju in pa konkreten material (ribe). Vsaj v ¢asu lova na dolocene vrste hrustan¢nic
in v Casu, ko sta njihovo pojavljanje in prilov povecana, bi bilo potrebno izvajati direktni
monitoring, tako da bi se zagotovila prisotnost raziskovalcev oz. strokovnjakov pri samem
dviganju ulova. V sodelovanju z Zavodom za ribiStvo bomo v tem smislu vzpostavili
sodelovaje z ribi¢i in pripravili ter zaceli izvajati okvirno shemo programa spremljanja

stanja hrustancnic.

2.4 Nadaljevanje razvoja metodologije za oceno stanja cirkalitoralnih
habitatnih tipov - D1

Nadaljevanje razvoja metodologije za oceno stanja cirkalitoralnih habitatnih tipov je
vezano tudi na vrednotenje velikosti pritiskov in njihove umestitve v prostor. V letu 2013
je bila glavnina razvojnega dela osredotoc¢ena prav na to, da v prostor umestimo pritiske
vezane na ribistvo in pomorski promet velikih ladij. Na podlagi teh rezultatov bomo
poskusili dobiti gradient pritiskov, ki ga bomo primerjali z rezultati o stanju bentoske
zdruzbe v cirkalitoralu. Na podlagi vrednotenja velikosti in razporeditve pritiskov v
prostoru in razporeditve dveh glavnih biocenoz v cirkalitoralu bomo lahko dolocili

najprimernej$a obmocja za vrednotenje stanja in izvajanje programa spremljanja stanja.

2.5 Razvoj metodologije za spremljanje vrstne pestrosti in abundance
tujerodnih organizmov in nivoja pritiska na avtohtone vrste in
habitate — D2

V letu 2013 smo nadaljevali z zbiranjem podatkov o tujerodnih vrstah, ki se pojavljajo v
slovenskem morju. Poleg tega smo ugotovili prisotnost novih tujerodnih vrst, ki se do sedaj
niso pojavljale. Za pripravo programa spremljanja stanja $e vedno ¢akamo na kakr$nekoli
smernice ostalih sredozemskih strokovnjakov. Za tujerodne vrste se nam namre¢ zdi

nesmiselno, da bi vsaka drzava ¢lanica EU pisala program spremljanja stanja brez
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sodelovanja/usklajevanja z ostalimi drzavami regije ali vsaj pod-regije. V kolikor tovrstne
smernice v naslednjih mesecih ne bodo podane, bomo program pripravili na podlagi

lastnega znanja in presoje.

2.6 Razvoj metodologije za oceno produktivnosti klju¢nih vrst ali
trofi¢nih skupin in deleza izbranih vrst na vrhu prehranjevalnih

spletov na nivoju sub-regije Jadransko morje - D4

1) Za element zooplankton Zelimo vpeljati metodo dolocanja glavnih taksonomskih skupin
s pomocjo vizualne identifikacije organizmov z Zooscanom. Prednost te pol-avtomatske
metode je v hitrejsi obdelavi in digitalizaciji vzorcev. Trenutno je v postopku
interkalibracija omenjene metode in metode, ki smo se je posluzevali do sedaj (dolocanje
organizmov pod opti¢nim mikroskopom). Do sedaj je bila z Zooscan-om posneta serija
vzorcev mreznega zooplanktona iz leta 2008, vendar rezultati Se niso bili ovrednoteni.
Pri¢akujemo, da bomo z interkalibracijo zakljucili v letu 2014.

2) V teku je razvoj metodologije za doloCanje stanja po elementu zooplankton v sklopu
D2. V letu 2013 smo dolocili vrstno sestavo mreznega zooplanktona v seriji vzorcev, ki
pokriva dobrih 6 let (2004-2010). Rezultate bomo podrobno analizirali v 2014.

3) Do sedaj smo okoljsko stanje znotraj D4 ovrednotili zgolj na podlagi dveh kljuénih
troficnih skupin: mreZnega (200pm) zooplanktona in klobu¢njaskih meduz. V prihodnje
zelimo vkljuciti tudi druge troficne skupine (hrustanénice in epibentosko zdruZzbo
nevretencarjev). V naslednjem letu bomo zbrali razpolozljive podatke in pripravili

smernice za sistemati¢no pridobivanje manjkajocih podatkov.

2.7 Interkalibracija metode za Stevilénost/razporeditev klju¢nih
troficnih skupin/vrst in ovrednotenje stanja na nivoju severnega

Jadrana v sodelovanju z drugimi drzavami - D4

Kljub pozitivnemu pristopu raziskovalcev sosednih drzav k pobudi za cezmejno
usklajevanje metodologij, uradnega sestanka Se ni bilo. Zato smo se raziskovalci institutov
na obeh straneh TrzaSkega zaliva v Sloveniji in Italiji (NIB-MBP, Piran in OGS, Trst)
dogovorili o implementaciji spremljanja stanja po elementu klobu¢njaske meduze z

170



Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIJO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI
STRATEGNI (2008/56/ES). Zakljuéno porocilo.

uporabo skupnega protokola, ki smo ga razvili v okviru EU FP7 projekta PERSEUS. V
okviru tega sodelovanja bomo tudi uskladili spremljanje meduz z uporabo videokamere in
programske opreme LabTrack, kar smo ze testirali med nasim terenskim delom v slanem

jezeru juznojadranskega otoka Mljet.

2.8 Pridobitev satelitskih podatkov in preucitev njihove uporabnosti za

ocenjevanje koncentracij klorofila a na nivoju subregije — D5

Preucili smo moznost uporabnosti satelitskih podatkov o povrSinskih koncentracijah
Klorofila a (Chl a_sat). Satelitski podatki omogocajo skoraj trenutno (near real-time) sliko
o porazdelitvi fitoplanktonske biomase na vecji prostorski skali, npr. na nivoju subregije
Jadranskega morja ali manjSe, na nivoju severnega Jadrana. V porocilu podajamo
preliminarne rezultate o poskusnem dostopanju do javno dostopnih podatkov o Chl a_sat.

Podatke smo pridobili na spletni strani evropskega projekta MyOcean2, ki uporabnikom

portala www.myocean.eu omogoc¢a dostop do razli¢nih morskih aplikacij kot so pomorska

varnost, morski viri, morsko in obalno okolje ter napovedovanje klime in vremena.

Povrsinske koncentracije Chl a sat so izmerjene spektroradiometricno (MODIS merilna
naprava) na satelitu Aqua (NASA, EU), ki obide Zemljino povrSino v enem ali v dveh
dnevih. Izbiramo lahko med razlicnimi produkti — algoritmi za preraCunavanje
spektroradiometricnith meritev v koncentracije Chl a sat, dostopnih na strani

http://www.myocean.eu/web/24-catalogue.php.

Posluzili smo se algoritma, izdelanega za Sredozemsko regijo (GOS-ISAC, CNR Rome):
OCEANCOLOUR_MED_CHL_L4 NRT_OBSERVATIONS_009 041 (Mediterranean
Sea Monthly and Weekly Interpolated means of Surface Chlorophyll Concentration from
Satellite observations), ki ponuja razlicne podatkovne baze z razlicno ¢asovno skalo in

prostorsko resolucijo.

Testirali smo dve varianti:
- 7-dnevni povpreéni podatki z resolucijo 1 km: podatkovna baza »dataset-oc-med-
chl-modis_a-14-medoc3_1km_weekly-rt-v01« (Slika 2.8.1),
- Dnevni podatki z resolucijo 4 km: podatkovna baza »dataset-oc-med-chl-modis_a-
l4-edoc3dineof_4km_daily-rt-v01« (Slika 2.8.2).
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Te rezultate (povrsinske karte satelitskih koncentracij Chl a) smo primerjali s pozicijami
obstojec¢ih mest vzorcenja nacionalnega monitoringa in zadnjimi opravljenimi meritvami z

analitsko fluorimetri¢no metodo (18.11.2013).
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Slika 2.8.1: PovrSinska karta satelitsko (MODIS) pridobljenih podatkov o tedenskih
povrsinskih koncentracijah Chl a (mg m™): 7-dnevno povpredje za obdobje 19.11. —
26.11.2013, resolucija meritev 1x1 km?. Vsi krogci oznaujejo pozicije mest vzor&enja iz
nacionalnega monitoringa ekoloSkega stanja obalnega morja in spremljanja kakovosti

morja v skladu z Barcelonsko konvencijo.
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Slika 2.8.2: PovrSinska karta satelitsko (MODIS) pridobljenih podatkov o dnevnih
povrsinskih koncentracijah Chl a (mg m™): 20.11.2013, resolucija meritev 4x4 km?.
Krogci s ¢rnim robom oznaéujejo pozicije mest vzorCenja iz nacionalnega monitoringa
ekoloskega stanja obalnega morja in spremljanja kakovosti morja v skladu z Barcelonsko

konvencijo.

V obeh primerih smo satelitske podatke interpolirali na pozicije mest vzorenja iz
nacionalnih monitoringov in dobili vrednosti koncentracij Chl a_sat prav na teh pozicijah.
Na obeh slikah sta iz meritev izpadli postaji v Koprskem zalivu (ERI2 in 000K; temno
modra krogca na Sliki 2.8.1), na Sliki 2.8.2 pa Se postaja na Debelem rti¢u (0DB2) (prazni
krogci na Sliki 2.8.2).

Podobno je tudi s pozicijo v Piranskem zalivu (0OMA), ki ima sicer na Sliki 2.8.1
numeri¢no vrednost (oranZen krogec), vendar menimo, da je visoka koncentracija na tem
mestu (7,29 mg m™), ki mo¢no odstopa od ostalih (2,30 — 3,81 mg m™), prej posledica
napacne interpolacije kot pa dejansko stanje. Ta priobalni pas je (vsaj na teh testnih slikah)

izven zajema podatkov s satelitom.
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Poleg prostorske pokritosti smo zeleli primerjati tudi zanesljivost satelitskih meritev in
njihovo morebitno uporabo v bodocih monitoringih namesto ¢asovno zamudnih in drazjih
laboratorijskin analiz. Primerjava z laboratorijskimi meritvami koncentracij Chl a_lab
(18.11.2013) je bila mozna samo v primeru dnevnih satelitskih meritev (20.11.2013),
Ceprav z 2-dnevnim Casovnim zamikom med obema meritvama. Rezultati kazejo veliko
razhajanje (Tabela 2.8.1). Poudariti moramo, da gre le za eno meritev, zato je to le groba

primerjava.

Tabela 2.8.1: Primerjava povriinskih koncentracij klorofila a (mg m™ = pg L7,
izmerjenih s fluorimetricno metodo v laboratoriju (Chl a_lab) na postajah nacionalnih
monitoringov in s satelitskim zaznavanjem (Chl a_sat; dataset-oc-med-chl-modis_a-14-
edoc3dineof_4km_daily-rt-v01). Te meritve so bile matemati¢no interpolirane na postaje

monitoringov. NaN — ni numeri¢ne vrednosti.

Mesto vzorcenja Chl a_lab (18.11.2013) Chl a_sat (20.11.2013)

00O0F 0,59 2,66

000K 0,92 NaN

00c2 0,59 2,79

oocz 0,96 2,24

00F2 0,85 1,87
00MA 0,74 2,56

0DB2 0,74 NaN

ERI2 0,44 NaN

Na podlagi tega prvega testiranja uporabnosti satelitskih podatkov o koncentraciji Chl a
lahko zaklju¢imo sledece:
- Satelitske meritve povrSinskih koncentracij Chl a so bolj uporabne za odprte
(oddaljenost od obale najmanj 1 NM) kot pa priobalne vode;
- Casovni okvir zajemanja podatkov s satelitom (tedensko/mesecno povprecje Vs.
dnevne meritve) se zdi manj pomemben od prostorske resolucije, zato je

pomembna pravilna izbira podatkovne baze;
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- Sibka plat satelitskih meritev: poleg slabega zaznavanja merjenih koli¢in v vodah
blizu obale, so tu Se krajsi ali daljsi izpadi meritev v primeru oblacnosti ali izpada
meritev zaradi tehni¢nih tezav;

- Mmoznost uporabe satelitskih koncentracij Chl a kot »absolutnih« za oceno stanja
lahko preuc¢imo le s primerjavo dolgih serij podatkov analizo kvalitete podatkov.
Predhodna analiza (opravljena sicer na SeaWiFS podatkih s prostorsko resolucijo
9x9 km?, obdobje 1998-2007) je pokazala, da satelitske Gasovne serije za dolodena
obmocja severnega Jadrana dokaj dobro reproducirajo laboratorijske ¢asovne serije
(korelacijski koeficient > 0,50), kvantitativno pa Vv povpreéju presegajo
fluorimetri¢ne meritve Chl a za okoli 16% (Mozeti¢ in sod., 2010);

- zaradi zgoraj naStetih znacilnosti satelitskih podatkov se nam v bodoc¢e zdi njihova
uporabnost dobrodosla za celovito (velika prostorska skala in majhna frekvenca,
npr. tedensko povpre¢je) in Kkontinuirano spremljanje w»relativne« biomase
fitoplanktona, za oceno dolgoroc¢nih trendov, za opazovanje nenadnih sprememb in
gibanj vodnih mas, nikakor pa ne za natancno vrednotenje okoljskega/ekoloskega

stanja s fitoplanktonom.

2.9 Razvoj metodologije za oceno stanja biogenega substrata

(sekundarno detritno dno) — D6

Nadaljevanje razvoja metodologije za oceno stanja sekundarnega detritnega dna (biogeni
substrat), ki se pojavlja na obmocju cirkalitorala, je vezano tudi na ovrednotenje velikosti
pritiskov in njihove umestitve v prostor. V letu 2013 je bila glavnina dela osredotocena
prav na to, da v prostor umestimo pritiske zaradi ribiStva in pomorskega prometa velikih
ladij. Na podlagi tega bomo v nadaljevanju ovrednotili pritisk na obmocju pojavljanja te
vrste biogenega substrata in dolocCili najprimernejSa obmocja za vrednotenje stanja in

monitoring.
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2.10 Nadaljevanje razvoja metodologije za oceno stanja bentoSkih

nevretencarjev (infavna in epifavna) v cirkalitoralu — D6

Nadaljevanje razvoja metodologije za oceno stanja bentoskih nevretencarjev (infavna in
epifavna) v cirkalitoralu je vezano tudi na vrednotenje velikosti pritiskov in njihove
umestitve v prostor. V letu 2013 je bila glavnina dela osredoto¢ena prav na to, da v prostor
umestimo pritiske zaradi ribistva in pomorskega prometa velikih ladij. Na podlagi teh
rezultatov bomo poskusili dobiti gradient pritiskov, ki ga bomo primerjali z rezultati o
stanju bentoske zdruzbe v cirkalitoralu. Na podlagi vrednotenja velikosti in razporeditve
pritiskov v prostoru in razporeditve dveh glavnih biocenoz v cirkalitoralu bomo lahko
dolocili najprimernejSa obmocja za vrednotenje stanja in izvajanje programa spremljanja

stanja.

2.11 Razvoj metodologije za oceno vplivov na ekosistem zaradi
hidrografskih posegov v morsko okolje. Izvajanje meritev hitrosti

pridnenih tokov z uporabo visokofrekvenénih merilnikov tokov - D7

V 2013 smo opravili nekaj preliminarnih meritev pridnenih tokov, s katerimi bo mozno
oceniti red velikosti pridnene strizne napetosti.

Meritve so bile opravljene v osrednjem delu koprskega zaliva. V 2014 bomo enake meritve
opravili e na obmocjih, kjer so v obalnem pasu predvidene hidrografske spremembe.

Analiza podatkov vseh meritev bo dobra osnova za postavitev zaetnih kriterijev.

2.12 Nadaljnji razvoj metodologij za D8.1 in D9

V letu 2014 bomo dopolnjevali metodologijo vrednotenja okoljskega stanja, predvsem po
deskriptorju 8, in uvrsc¢anja v razrede okoljskega stanja po deskriptorjih 8 in 9. V ta namen
smo opravili vzor¢evanja sedimentov na 15-ih mestih v slovenskem morju. Poteka tudi
zbiranje morskih organizmov (rib, Skoljk), da bi zagotovili dodatne rezultate za lazjo
izbiro/potrditev nabora onesnazeval in nabora vrst za program monitoringa. Vzor¢ili smo
tudi globinske vzorce sedimentov na obmocju oceanografske boje Vide. Rezultate analiz
teh vzorcev bomo uporabili za oceno naravnega ozadja v sedimentih (za kovine in
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ogljikovodike; nesinteticna onesnaZevala). Te rezultate bi povezali z drugimi rezultati
globinskih vzorcev (iz literature ali Se neobjavljenih naSih rezultatov). Nacrtujemo tudi
analizo zrnavosti vzor¢enih sedimentov, saj je znano, da velikost delcev sedimenta vpliva
na adsorpcijo nekaterih onesnazeval. Tu bo potreben razmislek, saj morda pogosto
uporabljen nacin (tudi standardiziran) obravnave frakcije pod 63 pm ni najboljsi, ¢e Zelimo

kemijske parametre povezati z bioloskimi.

V nadaljevanju podajamo kot primer novo tabelo z mejami med razlicnimi razredi
okoljskega stanja. Za novo oceno smo uporabili rezultate zadnjih osem let (2005-2012). V
tej fazi smo to naredili samo za PAH-e, saj so rezultati pokazali rahel padajoci trend
koncentracij. To se je odrazilo tudi v rahlem zniZanju mejnih koncentracij (Tabela 2.12). V
naslednjem letu bomo na tak nacin dokoncali metodologijo vrednotenja okoljskega stanja

tudi v primeru drugih izbranih onesnazeval.

Tabela 2.12: Predlagane meje med posameznimi razredi stanja okolja za primer PAH v

sedimentih in Skoljkah

PrejSnja ocena (2011) Nova ocena
Ekolosko stanje PAH sediment PAH skoljke PAH sediment PAH skoljke
ngg” ngg” ngg’ ngg’
Ref. razmere 322 690 300 440
Zelo dobro 658 1081 620 900
Dobro 803 1683 810 1210

2.13 Nadaljevanje razvoja metodologije za oceno stanja okolja po

deskriptorju 8, merilo 8.2

V letu 2013 smo nadaljevali delo na sezonski dinamiki biomarkerjev sploSnega stresa
(stabilnost  lizosomskih membran), biomarkerjev  genotoksi¢nosti, biomarkerja
nevrotoksi¢nosti aktivnost acetilholin esteraze in biomarkerjih oksidativnega stresa
(aktivnost katalaze in glutation-S-transferaze). V klapavicah smo merili encimsko
aktivnost acetlholin esteraze, katalaze in glutation-S-transferaze v spomladanskem obdobju
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(april), poletnem obdobju (julij) in v jesenskem obdobju (oktober). Meritve smo opravili v
tkivu Skrg in v prebavni Zlezi, klapavice pa smo vzorcili na Stirih standardnih mestih
vzor¢enja. Z meritvami bomo nadaljevali Se v januarju 2014, da bomo pridobili podatke iz
celotnega enoletnega cikla ter jih nato uporabili za vrednotenje naravnih vrednosti in za
izracun BAC in EAC. Pridobili smo Se nove podatke o pojavljanju mikronukleusov v
jesenskem delu (november), ki so potrebni za ovrednotenje naravnih vrednosti. Nadaljevali
bomo z delom na biomarkerjih oksidativnega stresa (peroksidacija lipidov TBARS in
superoksid dismutaza) ter na vpeljevanju dodatnega biomarkerja sploSnega stresa in sicer z
citokemijskim doloCanjem stabilnosti lizosomskih membran in genotoksi¢nostjo, ki sluzijo
tudi za identifikacijo bioloskih ucinkov, ki so posledica delovanja razli¢nih onesnazil —
tudi za sedaj Se neprepoznanih oziroma tistih, ki niso vkljuéeni v kemijske analize kot so

nanodelci.

2.14 Razvoj metodologije za detekcijo mikrobnih patogenov v morskem

ekosistemu

Vse pridobljene rezultate mikrobnih patogenih bomo ovrednotili na osnovi njihovega
Stevila in primerjali pridobljene rezultate z literaturnimi podatki in morebitnimi dodatnimi
testi patogenosti na izbranih organizmih. Izbrana metoda mora bit dovolj obcutljiva da
zazna populacijo mikrobnih patgenov pod mejo infektivne doze ter po drugo strani dovolj
specificna, da zazna zgolj taréni organizem in ne daje lazno pozitivnih rezultatov. Sama
detekcija pomeni mozno identifikacijo pri ali nad dolocenim koncetracijskim pragom,
medtem ko Stetje zahteva dolo¢eno fleksibilnost pri dolo¢evanju razpona nivoja populacije.
Pri oceni stanja mikrobioloske kakovosti voda sicer lahko upostevamo Kkriterije in
priporocila, ki veljajo v drzavah Evropske unije za kopalne vode (Kopalna direktiva
2006/7/ES). Mikrobioloska kakovost se v tem primeru ocenjuje na osnovi koncentracij

Escherichie coli in intestinalnih enterokokov (Tabela 2.14).
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Tabela 2.14: Ocena mikrobioloske kakovosti morskih vod.

Kakovost
Parameter Odlicna Dobra Zadostna
Escherichie coli 250%* 500%* 500%**
intestinalni enterokoki 100* 200%* 185**

*Na podlagi vrednotenja 95-ega percentila

**Na podlagi vrednotenja 90-ega percentila

Vzorci morske vode ne smejo vsebovati patogenih mikroorganizmov.
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3 PRIPRAVA PODATKOVNE BAZE V SKLADU Z
ZAHTEVAMI EVROPSKE KOMISIJE (CLENI 8. 11 IN

19.3) OZ. INSPIRE DIREKTIVE
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3.1 Uvod

Projekt razvoja podatkovne zbirke biotske raznovrstnosti in spremljajo¢ih parametrov

slovenskega morja (v nadaljevanju podatkovna baza, izvajalec DEZO Damir Dezeljin s.p.)

sestoji iz med seboj prepletenih sklopov kot sledi:

1.

2
3
4.
5

Zbiranje in analiza naro¢nikovih zahtev ter definicija funkcionalnosti produkta,
izgradnja strukture podatkovne zbirke,

uvoz dela histori¢nih podatkov,

razvoj uporabniskih in programskih vmesnikov, in

dokumentacija in izobrazevanje.

3.2 Zakljucene aktivnosti

Sklop definicije funkcionalnosti projekta (tocka 1 z zgornjega seznama) je zakljucen. V

nadaljevanju sledi povzetek tega sklopa.

3.2.1

Funkcionalna definicija produkta

Kon¢ni produkt bo pokril sledece sklope funkcionalnosti:

Centralna hramba biotskih podatkov in spremljajocih fizikalno-kemijskih podatkov
v vodnem stolpcu in sedimentih slovenskega morja.

Funkcionalnost bo omogocila korelacijo vseh podatkov na centralni imenovalec in
sicer ¢asa in lokacije. To bo posledi¢no omogocalo sledljivost podatkov, kakor tudi
enostavno medsebojno povezovanje z ostalimi podatki, to pa je v kon¢ni fazi temelj
za izvedbo prihodnjih raziskav.

Uporabniski vmesnik.

Gre za primarni nac¢in uporabnika za dostop do centralnih podatkov. Uporabniski
vmesnik bo omogocal enostaven vnos, iskanje in izpis o0z. izvoz v naprej
definiranih podatkovnih sklopov. Uporabniski vmesnik bo tako zadovoljil vec¢ino
hitrih poizvedb po podatkih; izvajanje naprednih poizvedb - za katere se korelacije
vnaprej ne dajo definirati - bo omogoc¢eno z uporabo namenskih orodij za direkten
dostop do podatkovne zbirke.

Izvoz podatkov.
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Uporabnik bo lahko podatke iz podatkovne zbirke izvozil z namenom prenosa
podatkov v namenske aplikacije kot so Matlab, Manifold, idr.

e Podpora nestrukturiranim podatkom.
Tekom izvajanja rednega znanstvenega dela in tehni¢nih aktivnosti povezanih z
biotskimi in podatki pritiskov na okolje se poleg strukturiranih podatkov, ki bodo
hranjeni v centralni zbirki, generirajo tudi drugi podatki kot so digitalne fotografije,
surovi podatki instrumentov, ipd. Vsi ti podatki se bodo obravnavali kot
nestrukturirani podatki in bodo hranjeni na namenskem zasebnem oblaku znotraj
NIB-a ter povezani s skupnim imenovalcem v podatkovni zbirki. To bo omogocalo
kasnejsi urejen dostop do takih podatkov.

e Ucno gradivo.
Pripravljeno u¢no gradivo bo vodilo uporabnika skozi prve korake dela z zbirko
podatkov biotske raznolikosti slovenskega morja prav tako bo tudi definiralo

osnovo za samostojno delo s podatki v drugih programskih orodjih.

3.3 Trenutne aktivnosti projekta

Pred kratkim je bil vzpostavljen zasebni oblak znotraj NIB-a, ki bo sluzil za hranjenje
omenjenih nestrukturiranih podatkov.

Trenutno poteka zasnova strukture podatkovne zbirke ter izgradnja prototipa enega sklopa
uporabniSkega vmesnika. Ravno slednje opravilo, torej izgradnja prototipa, je kljucna za
uspesno nadaljevanje projekta, saj bo prototip sluzil za preverbo arhitekturnih

odlo¢itevprav tako bo tudi omogocilo testiranje omenjenega zasebnega oblaka.

3.4 Prihodnje aktivnosti

V prihodnih tednih bo definiran podroben plan bodo¢ih nalog za izvedbo aktivnosti iz
odstavka funkcionalne definicije produkta. Do tedaj bo omenjeni prototip uporabniskega
vmesnika zakljuCen in preverjen. Temu bodo sledile razvojne aktivnosti produkta. S
februarjem 2014 se bodo zacele izvajati aktivnosti prenosa znanja za delo s podatki. Aprila

2014 bo pripravljeno u¢no gradivo ter predan projekt.
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5 Priloge

Priloga 1: Geografske koordinate mest vzorcenja na morskem dnu.

Mesto vzorcenja Zemlj. Sirina Zemlj. dolZina
Posl 45°32.889'N 13°41.704'E
Pos2 45°32.893'N 13°41.860'E
Pos3 45°32.879'N 13°42.157'E
Cyl 45°31.609'N 13°36.023'E
Cy2 45°32.306'N 13°36.607'E
Cy3 45°28.921'N 13°35.375'E
Cy4 45°30.214'N 13°35.310'E
Cy5 45°34.927'N 13°43.193'E
Cy6 45°35.649'N 13°42.657'E
Cy7 45°32.900'N 13°41.317'E
Cy8 45°32.469'N 13°40.318'E
Cy9 45°30.915'N 13°34.583'E
Cy10 45°31.060'N 13°34.092'E
DR2 45°35.479'N 13°42.067'E
DR3 45°35.632'N 13°42.697'E
DR4 45°35.170'N 13°42.543'E
KP4 45°34.787'N 13°43.672'E
KP1 45°33.030'N 13°43.528'E
KP3 45°32.804'N 13°42.688'E
POS8 45°32.769'N 13°40.834'E
1z4 45°32.475'N 13°39.299'E
RR1 45°32.354'N 13°37.137'E
Pa2 45°31.586'N 13°35.336'E
PP4 45°31.841'N 13°33.924'E
Porl 45°30.774'N 13°35.039'E
Por2 45°30.752'N 13°35.094'E
Sel 45°30.234'N 13°35.511'E
RR2 45°32.401'N 13°36.901'E
Pa3 45°31.597'N 13°35.294'E
Fi3 45°31.579'N 13°34.713'E
PP5 45°31.854'N 13°33.959'E
DR5 45°35.457'N 13°42.028'E
Svel 45°32.532'N 13°39.339'E

se nadaljuje
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nadaljevanje

Mesto vzorcenja Zemlj. Sirina Zemlj. dolzina
VT2P2 45°35.699'N 13°42.576'E
VT2P3 45°35.172'N 13°42.405'E
VT3P2 45°33.383'N 13°43.540'E
VT3P4 45°34.275'N 13°43.931'E
VT3P6 45°32.930'N 13°42.494'E
VT4P10 45°31.074'N 13°34.057'E
VT4P11 45°31.949'N 13°35.946'E
VT4P12 45°32.339'N 13°37.264'E
VT4P13 45°32.359'N 13°38.933'E
VT4P14 45°32.835'N 13°40.870'E
VT5P6 45°29.224'N 13°35.137'E
VT5P7 45°30.722'N 13°35.369'E
VT5P8 45°30.891'N 13°34.540'E
BNCL1 45°34.665'N 13°41.568'E
BNCL2 45°33.442'N 13°39.695'E
BNCL3 45°35.606'N 13°37.360'E

00C2 (=BNCL4) 45°34.800'N 13°36.800'E
BNCL7 45°33.792'N 13°29.615'E
BNCL6 45°31.503'N 13°31.803'E
00F2 (=BNCLS) 45°35.000'N 13°28.600'E
BNCL9 45°32.702'N 13°21.883'E
BNCL10 45°27.915'N 13°15.616'E
BNCL11 45°21.235'N 13°12.551'E
00CZ (=BNCL5) 45°37.400'N 13°37.930'E
000K 45°33.579'N 13°43.199'E
OOMA 45°30.009'N 13°34.326'E
OO0OF 45°32.300'N 13°33.000'E
0014 45°32.095'N 13°39.061'E

199



Orlando Bonaca in sod. (2013). STROKOVNE PODLAGE ZA IMPLEMENTACIJO OKVIRNE DIREKTIVE O MORSKI
STRATEGNI (2008/56/ES). Zakljuéno porocilo.

Priloga 2: Geografske koordinate mest vzorcenja v vodnem stolpcu.

vz“;lri“:s::ja Zemlj. Sirina Zemlj. dolZina
00BF 45°32.928'N 13°33.032'E
000K 45°33.579'N 13°43.199'E
00Cz 45°37.400'N 13°37.930'E
00F2 45°35.000'N 13°28.600'E
00MA 45°30.009'N 13°34.326'E
00c4 45°32.684'N 13°39.089'E
0DB2 45°35.899'N 13°42.501'E
00F2 45°35.000'N 13°28.600'E
000F 45°32.300'N 13°33.000'E
0oc2 45°34.800'N 13°36.800'E
ooc1 45°33.000'N 13°38.800'E
0024 45°31.796'N 13°35.751'E
0035 45°29.353'N 13°34.966'E
00TM 45°33.031'N 13°43.609'E
CNO1 45°32.030'N 13°31.850'E
CNO2 45°32.090'N 13°32.102'E
00T5S 45°27.150'N 13°12.618'E
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