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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

Corg - organski ogljik

DIC — raztopljen anorganski ogljik (angl. Dissolved Inorganic Carbon)
DOC — raztopljen organski ogljik

DOM - raztopljena organska snov (ang. Dissolved Organic Matter)
Niot — celotni dusik

OM - organski material

P — celotni fosfor

PN — suspendiran dusik

POC — suspendiran organski ogljik

POM - suspendirana organska snov (ang. Particulated Organic Matter)
B¢, PN — tezji izotop ogljika oz. dusika
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813Ck0p — izotopska vrednost kopenskega organskega materijala

€ — izotopski separacijski faktor
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1 UvVOD

Priobalna morja so pomembna podro¢ja za razumevanje biogeokemijskih krozenj, saj
zajemajo priblizno 20% povrSine vseh oceanov in so lahko vir natan¢nih geoloskih podatkov
za razumevanje klimatskih in okoljskih sprememb (Ostrom in sod., 1997). Obmocja, kot je
severni Jadran in Trzaski zaliv, so pomembna podrocja intenzivne primarne produkcije in
narascajoce evtrofikacije. Neposredni odraz teh sprememb je periodicno pojavljanje cvetenj
fitoplanktona, katerega posledica je v severnem Jadranu tudi obcasno pojavljanje
makroagregatov. Pri raziskavah v TrzaSkem zalivu je ugotovljeno (Mozetic, 1997), da se
fitoplankton na povecane zunanje vnose hranilnih snovi odzove s povecano klorofilno
biomaso, abundanco in primarno produkcijo. Razumevanje mikrobnih in biogeokemijskih
procesov, ki uravnavajo fitoplanktonsko biomaso in produkcijo, bi razjasnilo vzroke njihovih
sprememb in posredno nastanka makroagregatov. Ugotavljanje vzrokov za variacije izotopske
sestave ogljika in duSika v fitoplanktonu je ena od metod spremljanja fitoplanktona in

krozenja ogljika ter dusika v morskem okolju.

Stabilni izotopi ogljika in duSika se v vedno vecji meri uporabljajo v raziskavah z razli¢no
tematiko — od Studija prehranjevalnih verig do ocenjevanja preteklih koncentracij ogljikovega
dioksida (Sachs in sod., 1999, Thompson in Calvert, 1995; Laws in sod., 1994; Rau in sod.,
1997). "N/"N in "*C/"*C razmerja se uporabljajo za testiranje hipotez o biogeokemi&nih
ciklih dusika in ogljika v morskem okolju (Altabet, 1996). Popolno razumevanje teh procesov
pa zahteva poznavanje (1) izotopske sestave objekta raziskave in (2) smeri ter stopnje
izotopskih sprememb med procesi, v katere so vkljuCeni mikroorganizmi oziroma
fitoplankton. Vsekakor pa so Studije biogeokemijskih reakcij v naravnem okolju zahtevne
zato, ker so izotopske spremembe lahko posledica Stevilnih razlicnih reakcij in procesov

(Ostrom in sod., 1997).

Izotopska frakcionacija ogljika pri morskem fitoplanktonu je odvisna od vecih potencialnih
faktorjev (Popp in sod., 1997). Studije fitoplanktona poro¢ajo o velikem razponu &'"°C
vrednosti razli¢nih vrst, pri razliéni koli¢ini svetlobe, temperaturi, stopnji rasti, prepustnosti
membrane in razli¢nih poteh fiksacije ogljika (Thompson in Calvert, 1995). Po Ostrom in sod.
(1997) so spremembe v 8"°C suspendiranega organskega materiala povezane s spremembami

v vodnih masah, vrstni sestavi fitoplanktona, temperaturi, stopnji rasti in pCO,. Nakatsuka in
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sod. (1992) domnevajo, da je glavni faktor, ki kontrolira variacijo 8'°Cpoy med cvetenjem
fitoplanktona, stopnja produkcije suspendiranega organskega ogljika. Spremembe
raztopljenega anorganskega ogljika (DIC) (na primer v izotopski vrednosti DIC ali
molekularni koncentraciji CO,) naj ne bi bile zadosten razlog za variacije 8'°Cpop, Prav tako

naj ne bi imela pri tem bistvenega pomena vrstna sestava fitoplanktona.

Variacije dugikovih izotopov 8'°N pa naj bi predvsem odsevale vnos hranil fitoplanktona.
Casovne variacije 8 Npox so v najve&ji meri posledica izotopske diskriminacije med
fitoplanktonskim privzemom NOs™ (Nakatsuka in sod., 1992). Recikliranje duSika prav tako
kot fiksacija N, zniza 8'°N  povrinskih delcev in sicer zaradi izotopske frakcionacije pri

heterotrofnih procesih (Pantoja in sod., 2002).

1.1 NAMEN DELA

Cilj diplomske naloge je bil s pomoc¢jo izotopskih in kemijskih analiz spremljati dinamiko
fitoplanktonske asimilacije in produkcije v povezavi z biogeokemijskim krozenjem ogljika ter
dusika. Vzorce vode iz povrsinske plasti na stalni postaji »Z« v Piranskem zalivu smo
odvzemali v ¢asovnem razmaku priblizno 10. dni od februarja do septembra 2003 in 2004. V
suspendiranemu organskemu materialu (zajema tudi fitoplanktonsko organsko snov) smo
dolocili izotopsko sestavo, koncentracije suspendiranega organskega ogljika in
suspendiranega duSika, vsebnost proteinov in ogljikovih hidratov. Vzporedno smo merili
koncentracije raztopljenih hranilnih soli NOj, NH,", PO43', SiO44' ter celotni N in celotni P.
Doloc¢ili smo tudi koncentracijo in izotopsko sestavo raztopljenega anorganskega ogljika ter
izotopsko sestavo Stirih vrst kultur fitoplanktona iz Trzaskega zaliva. Z dolocanjem klorofila
a, znaCilnih sprememb izotopskih vrednosti in ostalih vrednosti smo vrednotili naslednje
pojave: cvetenje fitoplanktona, asimilacijo razli¢nih virov anorganskega dusika, mikrobne
razgradne procese, prisotnost hranil, prisotnost povecanega izlo¢anja ekstracelularnih snovi
in izvor organske snovi. Na podlagi ugotovljenih razlik (in analiz) v obdobju z odsotnostjo in
prisotnostjo makroagregatov v morju smo lahko potrdili hipotezo, da neravnovesje hranil kot
»stresno okolje« vodi do nastanka suspendiranih makroagregatov. V vodnih sistemih na
izotopsko sestavo nitrata in amoniaka vplivajo Stevilni procesi: asimilacija, denitrifikacija,
nitrifikacija in mineralizacija, kar zelo otezuje prepoznavanja njunega izvora. Vseeno pa sta
smer in stopnja izotopskih efektov pogosto dober pokazatelj prevladujocega mikrobnega

procesa (Ostrom, 1997).
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2 PREGLED OBJAV
2.1 PRIMARNA PRODUKCIJA V MORJU

Vsi avtotrofi so primarni producenti zato, ker predstavljajo vez med Zivim in nezZivim svetom.
Avtotrofi fiksirajo ogljik iz CO, (oksidiran) v organsko vezan ogljik (reduciran). Ogljikov
dioksid, ki ga primarni producenti pretvorijo v organsko snov, je osnova za skupno primarno
produkcijo (Atlas, 1998). Avtotrofni organizmi, ki so odvisni od son¢ne energije, so
fotoavtotrofi. Nekatere bakterije so sposobne redukcije anorganskega ogljika v temi brez
zunanjega vira organskega ogljika. To so kemoavtotrofi. Celoten prispevek kemoavtotrofov v
oceanu k nastanku organske snovi je manjsi od 1 odstotka celotne primarne produkcije v

dolo¢enem obdobju (Falkowski, 2005).

Celotna koli¢ina kemijske vezane energije, ki jo fitoplankton predstavlja skupaj z organsko
snovjo, ki jo proizvede, pomeni celotno (bruto) primarno produkcijo (GPP, ang. gross
primary production). Ta vrednost je celotna koli¢ina fiksiranega ogljika na povrSinsko enoto
oceana. Nekaj te energije pa porabi fitoplankton v procesu dihanja za svojo rast in razvoj.
Zato je kon¢ne primarne produkcije, ki je na voljo drugim, nekoliko manj kot GPP. Govorimo

o neto primarni produkciji (NPP).

Izvozena produkcija (ang. export production) je organski ogljik, ki izhaja iz evfotske cone
nizje v vodni stolpec. To so frakcije primarnih producentov in/ali heterotrofov, ki se potopijo
pod termoklino. Tone¢i organski material najveCkrat porabljajo heterotrofni mikrobi v
notranjosti oceana. V odprtih oceanih je navadno izvozne produkcije relativno malo (5-10%),
v obmocjih bogatih z nutrienti pa je izvozZene produkcije do 50%. Diatomeje in druge velike
in tezke celice lahko masovno cvetijo in hitro potonejo. V tem primeru pride do obogatitve
globinskega dela z anorganskim ogljikom, ki nastane v procesih oksidacije in remineralizacije
(Falkowski, 2005). Taka obogatitev se imenuje »bioloska ¢rpalka« in je izrednega pomena pri

vzdrzevanju ravnoteZzja z atmosferskim CO,.
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2.1.1 Fotoavtotrofi v morskem okolju

V oceanih so oksigeni fotoavtotrofi iz taksonomsko locenih skupin. Vefinoma gre za
enoceli¢ne fotosintetske organizme, ki lebdijo in se premikajo s tokom, imenujejo se
fitoplankton. Za razliko od kopenskih rastlin imajo predstavnike v relativno majhnem S$tevilu
vrst, ki pa so filogenetsko loCene. Prevladujoci fototrofni organizmi v vecini vodnih okolji so
mikroorganizmi; v oksi¢nih obmocjih so to predvsem cianobakterije in enoceli¢ne alge, v
anoksi¢nih obmog;jih pa anoksigene fototrofne bakterije (Brock, 1997). V priobalnih morjih je
glavna primarna produkcija v vodnem stolpcu zaradi fitoplanktona, medtem ko je na dnu

mozna primarna produkcija zaradi makrofitov in mikroskopskih alg (bentoski avtotrofi).

Globalno porazdelitev fitoplanktonskega klorofila spremljajo in dolo¢ajo satelitsko glede na
barvo morja. V odvisnosti od temperature in koncentracije klorofila dolo¢ajo globalno neto

primarno produkcijo (Falkowski, 2005).

Najpogostejse skupine fitoplanktona:

Diatomeje ali kremenaste alge

So glavni primarni producenti spomladi. Rjavo obarvane, enoceli¢ne alge, ki zivijo v sladki
vodi, v morju in v zemlji. So enoceli¢ne ali v verizicah, plavajoce ali pritrjene na povrsino,
celicno steno imajo iz silicija in pektina, velikosti 0.01 - 0.2 mm. Obstaja preko 1200

razli¢nih vrst diatome;.

Dinoflagelati ali oklepni bickarji

Enoceli¢ni bickarji, ki Zivijo predvsem v toplejsih morjih. So manj$i od diatomej in
nenavadnih oblik (trirogi, sodckasti, krilati, ledvicasti). Lahko parazitirajo ali so simbionti s
koralami ali fotosintetizirajo. Pri prekomernem razmnozevanju v spomladanskem ¢asu lahko

pride do obarvanja in svetlikanja morja zaradi morske iskrnice (Noctiluca miliaris).

Kokolitoforidi
So najmanjs$i morski protozoji. Ti pomembni enoceli¢ni producenti v oligotrofnih morjih —
uspevajo tudi v z nutrienti revnih obmocjih. Imajo oklep iz apnenca, so zelo ornamentni in so

lahko v Zelatinastem ovoju. So avtotrofi ali heterotrofi, veliko jih je obickanih.
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Silikoflagelati

Obicajni v hladnejSih morjih. So enoceli¢ni avtotrofi ali heterotrofi. Imajo silikatni oklep.

Cianobakterije

Cianobakterije, imenovane tudi modrozelene cepljivke ali modrozelene alge, spadajo med
evbakterije (za razliko od prejSnjih skupin, ki spadajo med evkariotske mikroorganizme). To
je skupina avtotrofnih bakterij z enako fotosintezo kot pri vi§jih rastlinah. Vsebujejo klorofil a
in fikobiline, ne pa klorofila b. Fotosintetska barvila so vgrajena v znotrajcelicne membrane
tilakoide, ki pa niso v kloroplastih kot pri rastlinah. Nekatere cianobakterije so enoceli¢ne, pri
drugih so celice povezane v skupnem Zelatinastem ovoju - galerti, Stevilne pa so nitaste, lahko
imajo bicke. Ti oksigeni fototrofi Steviléno prevladujejo med fotoavtotrofi v morskem okolju,
kar je zasluga njihove izredne prilagodljivosti. So dominantne poleti, nekatere fiksirajo dusik
(imajo heterociste) — na primer Anabaena. Celi¢na stena je iz hitina, lahko imajo plinske

vakuole. V morju so najpomembnejSe Synecoccus in Prochlorococcus.

Glede na velikost lo¢imo:
- pikoplankton (<2 pum): cianobakterije, bakterije;
- nanoplankton (2-20 um): diatomeje, kokolitoforidi, silikoflagelati;
- mikroplankton (20-200 um): diatomeje, dinoflagelati.

V vodnem sistemu lahko govorimo o kontinuumu organske snovi (mrezi iz polimernih
vlaken) v rangu delcev od nanometra do centimetra. V tem matriksu so bakterije razporejene
v obliki manjSih aktivnih otockov (ang. hot spots), kar omogoca visoko bakterijsko
raznolikost in aktivnost. Ker je organska snov vodnih sistemov primarno polimerna, imajo
bakterije, ki so se adaptirale na tako okolje, razliéne povrSinsko vezane encime (proteaze,
glukozidaze, lipaze, fosfataze, nukleaze). Zaradi delovanja ekstracelularnih encimov
bakterije nenehno spreminjajo organsko snov, ne da bi pri tem priSlo do znatnega pretoka
organske snovi v bakterijsko celico. Tako pri pojavu morske sluzi bakterije izlocajo veliko
hidrolaz, vendar je zaradi pocasne rasti in majhne porabe ogljika vecji del organskega
materiala raztopljen v obliki sluzi, kar posledicno zmanjSuje sedimentacijo tega materiala

(Stopar in Mandi¢-Mulec, 1999).
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Slika 1: Osnovne poti v evoluciji evkariontskih alg. Primarna simbioza cianobakterij z apoplastidnim
gostiteljem vodi v razvoj zelenih in rdecih alg. Linija zelenih alg vodi tudi do razvoja vseh zelenih
rastlin, iz linije rdecih alg pa izhajajo med drugim tudi diatomeje in kokolitoforidi. (Falkowski, 2005).

Krozenje ogljika je lahko dodatno regulirano preko delovanja bakterijskih encimov. Na
primer, delovanje proteaz in nukleaz je dokazano vecje od delovanja glukozidaz. To pomeni,
da je zivljenjski Cas proteinov krajsi kot zivljenjski ¢as polisaharidov. Zaradi tega se poveca

hitrost krozenja in koli¢ina dostopnega duSika in fosforja, kar omogoca vecjo primarno

produkcijo.
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Zanimiva je interakcija med bakterijami in diatomejami, ki lahko zelo spremeni
povrsinske karakteristike diatomej. Na primer bakterije, ki gostujejo na povrSini diatome;j
izlo¢ajo veliko hidrolaz, ki zmanjSujejo sluz diatomej. ZmanjSanje sluzi zmanjsuje agregacijo
in posledi¢no tonjenje, kar lahko poveca obstojnost cvetenja fitoplanktona (Stopar in Mandic-

Mulec, 1999).

2.1.2 Prehranjevalna veriga

Vsaka prehranjevalna veriga temelji na primarnih producentih (Atlas, 1998). Glavna

metabolna pot fotosintetske fiksacije CO; je Calvinov cikel.

Neposredno hranjenje s primarnimi producenti imenujemo pasa (ang. grazing), pasejo pa
se herbivori (primarni konzumenti). V naslednjem troficnem nivoju so predatorji ali
karnivori (sekundarni konzumenti), ki so plen vecjih predatorjev ali karnivorov (terciarni
komzumenti). Le 10 —15% vse biomase enega trofi¢nega nivoja se prenese v naslednjega; 85
—90% se porabi v respiraciji oziroma se izgubi skozi izlocke, feces ali z odmrtjem organizma
(pri razgradnji slednjih so najpomembnejsi mikroorganizmi). Veliko konzumentov se hrani z
organizmi iz razli¢nih trofi¢nih nivojev (doloCene ribe se hranijo z manjSimi ribami in
planktonom). Nekateri primarni producenti (fototrofni flagelati) so hkrati konzumenti
(fagotrofni flagelati). Sekundarni producenti so tudi heterotrofne bakterije, ki se hranijo z
izlocki fototrofov ali z raztopljeno organsko snovjo (ang. Dissolved Organic Matter - DOM),
ki ostane pri hranjenju drugih konzumentov (Atlas, 1998). Ostanki hranjenja rastlinojedega
zooplanktona in izlo¢ki DOM iz fitoplanktonskih celic se izlo¢ajo v vodni stolpec. DOM prav
tako z izlocCki prispevajo druge prazivali. Heterotrofne bakterije ves ta material reciklirajo in
tako izbolj$ajo ucinkovitost energijske porabe ter prispevajo k ohranjanju klju¢nih elementov

v prehranjevalni verigi.

Prav sposobnost asimilacije DOC (raztopljen organski ogljik) je kljuc¢en prispevek bakterij v
prehranjevalni verigi (mikrobni zanki). Tako je ogljik v obliki, ki je dostopna visjim troficnim

nivojem.
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Nedavne raziskave kazejo, da ekstremno majhne planktonske oblike vrSijo ve€ino primarne
in sekundarne produkcije ter respiracije v oceanih. Tako nanoplankton (< 20 pm) in
pikofitoplankton (< 2 pum) predstavljata vecino fitoplanktonske biomase. Zaradi ekstremno
majhnih velikosti tako primarnih (fototrofnih) kot sekundarnih (heterotrofnih) producentov v
morskem okolju, so fagotrofni protozoji (mikroflagelati, ciliati, foraminifere, radiolaria) tisti,
ki predstavljajo pomembno zvezo med drobnimi producenti in vi§jimi troficnimi nivoji

prehranjevalne verige. Imenujemo jih bakterivori (Atlas, 1998).

Razgradnja v prehranjevalni verigi vkljucuje razkroj nepopolno razgrajene organske snovi,
kot na primer fekalnih izloc¢ki ali uree, in razkroj mrtvih ostankov organizmov. Delez
biomase, ki se reciklira z razkrojem v primerjavi s tistim, ki ga porabijo konzumenti, se

razlikuje glede na habitat (slika 2).
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Slika 2: Biomasa v razli¢nih habitatih (vir: Atlas, 1998).

2.1.2.1 Klasi¢na in mikrobna prehranjevalna veriga

Pri klasi¢ni prehranjevalni verigi gre za povezavo med fitoplanktonom — zooplanktonom —
ribami. Sloni na davnih raziskavah, kjer so plankton lovili z mrezami, kamor so se ujeli le
delci vecji od 0,03 mm (velike diatomeje, dinoflagelati in drugo). Vendar pa predstavljajo ti
pklasi¢ni« avtotrofi (diatomeje, dinoflagelati) le manjsi delez fotosintetske aktivnosti. Njih
pojedo vecji predstavniki zooplanktona in ribe, kar predstavlja klasi¢no prehranjevalno
verigo. Prevladujo¢i (50-70%) nanofitoplankton (majhni flagelati) in pikofitoplankton
(cianobakterije) pa so plen heterotrofnih flagelatov in ciliatov, kar predstavlja mikrobno

zanko.
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Slika 3: Klasi¢na in mikrobna prehranjevalna veriga.

2.1.3 Odvisnost primarne produkcije od dostopnosti nutrientov in svetlobe

Vsa energija, ki je v oceanu na voljo, torej izvira iz primarnih producentov. Od njih je

odvisno, koliko energije in tudi kaksni elementi bodo v prehranjevalni verigi.

Fitoplanktonska produktivnost od dostopnosti svetlobe in hranil (nutrientov) ter razmerja med

primarno produkcijo in izgubami, ki so posledica pase, lize, njihovih izloc¢kov.

Nutrienti (esencialni elementi) so elementi, ki jih organizmi uporabljajo za rast in s tem
produkcijo organske snovi (Faganeli, 1999). Esencialni elementi so tisti, ki jih organizmi
prevzemajo z aktivnim transportom, neesencialni pa so tisti, katerih porazdelitev je odvisna
od geokemicnih procesov. V oceanografiji se izraz nutrienti uporablja izklju¢no za N, P in
Si. Glavne sestavine (C, S, O, H), vkljucene v bioloske procese, so v morski vodi prisotne v
veliki koli¢inah in njihova uporaba povzroci le neznatne spremembe koncentracij. N, P in Si
(predvsem za diatomeje) se porabljajo v bioloSkih procesih dokler ne postajajo limitni.

Nadaljnja rast organizmov je nato omejena v skladu z Liebigovim zakonom, ki pravi, da je
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koncentraciji. Esencialni elementi v sledovih (Fe, Mn, Cu, Zn, Co, Mo) v sploSnem ne
omejujejo rasti, ker jih organizmi le malo uporabljajo, izjemi sta Fe in Mn v nekaterih morjih.
Raziskave vsebnosti C, N in P v morski vodi in morskem fitoplanktonu so pokazale, da je
povprecno molsko razmerje C:N:P v morski vodi 1017:15:1 in v fitoplanktonu 106:16:1
(Redfieldovo razmerje). Stevilne raziskave (Faganeli, 1999) so pokazale, da je verjetno N tisti
element, ki omejuje fitoplanktonsko rast pred P, Ceprav jo P lahko omejuje v daljSem
¢asovnem obdobju, ker prihaja v morje s sladkovodnimi pritoki kot posledica preparevanja
kamnin. Fosfor se regenerira hitreje kot dusik in ta hitreje kot ogljik zaradi nizje energije vezi
C-P glede na C-N in C-C (Faganeli, 1999). Limitativnost Si za diatomeje, ki je potreben za

tvorbo lupin iz opala, je odvisna od koncentracije Si glede na razpolozljiv N in P.

2.1.3.1 Dusik kot limitni dejavnik

Morje je pomemben rezervoar duSika. Rezervoar anorgansko vezanega dusika, predvsem
NH," in NOj; je majhen. Fitoplankton pri intenzivni rasti porablja celoten raztopljen N in P v
morski vodi. Nadaljnja rast fitoplanktona potrebuje dodaten (»nov«) dusik ali pa
remineraliziran duSik. Primarna produkcija, ki temelji na uporabi NO;, je nova
produkcija, tista, ki temelji na uporabi NH,', pa regenerirana produkcija. Limitativnost

dusika se nanaSa predvsem na novo produkcijo (Faganeli, 1999).

V evfotski coni sta dva glavna vira nutrientov. V lokalnih procesih razgradnje (tako
mikroorganizmov kot ostalih organizmov) nastajajo dolocene koli¢ine anorganskih virov (tudi
dusika). Drug vir nutrientov pa predstavljajo tokovi globokomorskih vodnih plasti (ang.

upwelling) in pritoki kopenskega materiala z rekami ter padavinami (Falkowski, 2003).

Oblika anorganskega dusika, ki ga fitoplankton asimilira, je povezana s tema glavnima
viroma nutrientov. Fiksacija duSika je v morju relativno nizka, prav tako nastaja v procesu
nitrifikacije malo nitrata glede na potrebe fitoplanktona. Zato je dusik, ki nastane kot produkt
lokalne remineralizacije, porabljen (asimiliran) Se preden se utegne oksidirat. To je vzrok, da
je vecina regeneriranega dusika v obliki amonija ali uree. Nasprotno je globje v morju na
voljo dovolj Casa, da se anorganski duSik oksidira. Prav tako so kopenski izvori bogatejsi z

nitratom (Falkowski, 2003).
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N:P razmerje je namre¢ v vecini glavnih morskih bazenov ustaljeno na vrednosti 14,7. To
razmerje je posledica bioloskih procesov in ne obratno. Po Redfieldu so tokovi nutrientov
povezani z elementno stehiometrijo organske snovi, ki potone v notranjost oceana. V
notranjosti oceana je razmerje anorganskega dusika (v obliki NO5") proti PO4* v raztopljeni
fazi zelo blizu razmerju teh dveh elementov v Zivem planktonu. Od tod Redfieldova hipoteza,
da asimilacija fitoplanktona doloca anorgansko razmerje N:P v oceanu, oziroma da je
razmerje teh dveh elementov v raztopljeni fazi posledica tonece in remineralizirane
(oksidirane) organske snovi. Ogljik in dusik sta v zivih organizmih najveckrat v kemijsko
reducirani obliki, medtem ko sta v remineralizirani obliki najveckrat oksidirana. Zveza je

stehiometrijsko prikazana kot:

(CH,0)106(NHz)16(POy) + 1380, — 106 CO, + 122 H,0 + 16 NOy + PO + 16 H'

Reakcija naj bi v globokem morju potekala v desno, v evfotski coni pa v levo. Odstopanja od
opisane stehiometrijske enacbe so pogosta, ker elementna sestava fitoplanktona variira, pa
tudi razgradnja organsko vezanega N in P je hitrejSa od C. Zato je tudi razmerje C:N:P v

sedimentirani organski snovi visje (Falkowski, 2005).

Elementna sestava morskega fitoplanktona je konstantna ze od razvoja fitoplanktona.
Redfieldovo razmerje N:P v POM 16:1 je zgornja meja, ki je v notranjosti oceana ni.
Primanjkljaj raztopljenega anorganskega dusika v primerjavi s topnim fosfatom predstavlja
rahlo neravnovesje med fiksacijo N in denitrifikacijo na Sasovni skali 10°-10* let. Tako lahko
zaklju¢imo, da je prav razmerje med fiksacijo N in denitrifikacijo klju¢no za izmenjavo CO,
med atmosfero in oceanom (Falkowski, 2005). V sedimentih ostaja le malo trajno

deponiranega dusika.

Vodni bazeni z nizkimi koncentracijami nutrientov so oligotrofni, evtrofni pa so tisti bazeni,
kjer prihajajo vnosi vod bogatih z nutrienti iz okolice. Clovekova dejavnost z vnosom z
nutrienti bogatimi vodami (tudi odpadnimi) ima pomembno vlogo v evtrofikaciji obalnih

morij.
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2.1.4 Sezonske spremembe in prehranjevalne verige

Temperatura in slanost vplivata na gostoto morske vode. Z viSanjem temperature se gostota
zmanjSuje, s poveCanjem slanosti pa povecuje. RedkejSa voda je lazja in je zato nad tezjo

hladnejSo in gostejso vodo.

Pozimi hlajenje povrSinske vode poveca njeno gostoto in voda tone ter se meSa z globjimi
plastmi vode, ki so bogate s hranilnimi snovmi. Nutrientov je torej dovolj, kljub temu sta
nizki fitoplanktonska biomasa in primarna produkcija. Limitna je namre¢ svetloba. Majhen
vpadni kot son¢nih zarkov, kratki dnevi in dobra premeSanost vodnih plasti so razlogi za
manjSo dostopnost svetlobe. Pozimi se fitoplankton zaradi dobre premeSanosti ve¢ Casa
nahaja globje v vodnem stolpcu, pod kompenzacijsko globino in je zato omejen s svetlobo.
Kompenzacijska globina je tista globina, pri kateri je fotosinteza enaka respiraciji (to je takrat,
ko je na voljo le Se 1% povrSinske svetlobe). Do kompenzacijske globine je t.i. evfotska cona.
Pozimi je evfotska cona plitvejSa zaradi krajsih, oblacnejsih dni (Oh, what a tangled web we

weave!, 2001).

Spomladi, ko se povrsinska plast vode segreje in postane manj gosta, se vzpostavi termoklina
(in piknoklina). Vertikalna razslojenost zadrzi fitoplankton v povrsinskem delu. Vec svetlobe
in obilje nutrientov ustvarita razmere za obilno rast fitoplanktona Rezultat je pomladansko
cvetenje. Namnozijo se predvsem diatomeje in dinoflagelati (del »klasi¢ne« prehranjevalne
verige), posledicno pride do povecanja biomase herbivorov in nadaljnjih trofi¢nih nivojev.
Zaradi poveCane biomase se penetracija svetlobe zmanjsa in evfotska cona manjsa. V fazi
pospesene rasti pa fitoplankton hitro porabi nutriente, ki so na voljo v evfotski coni. Zaradi
vzpostavljene razslojenosti pa so vertikalni tokovi nutrientov iz globine omejeni. Na odprtem
morju je nitrat najpogostej$i limitni faktor za rast diatomej in dinoflagelatov. Zaradi
pomanjkanja nitrata Stevilo diatomej in dinoflagelatov upade, kar vpliva zaviralno tudi na
ostale dele klasicnega prehranjevalnega spleta. Drugace pa je v mikrobni zanki. Izlocki
zooplanktona in ostalih konzumentov poveéajo koncentracijo NH,", nano- in ultraplankton se
zacneta razmnozevati. Rezultat je cvetenje drobnega fitoplanktona. Plenilci slednjega so

navadno flagelati in ciliati (bakterivori), ki se posledi¢no namnozijo.
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Poleti mocno segrevanje povrSine morij stratifikacijo Se poveca. Pomanjkanje hranil kljub
veliki koli¢ini svetlobe povzroci nizko stopnjo fitoplanktonske rasti. Na pomanjkane hranil se
fitoplankton prilagaja tudi s pomikanjem vzdolZz vodnega stolpca. Tako se klorofilni
maksimum ustvari ob t.i. nitriklini. S porabo nitrata se nitriklina pomika navzdol, dokler ne
doseze kompenzacijske globine, kjer je limitni dejavnik zopet svetloba. Tako lahko
organizmi, ki sestavljajo »klasi¢no« prehranjevalno verigo, Se vedno obstajajo, vendar so
prisiljeni na zivljenje v ve¢jih globinah. Sicer je poleti fotosinteza dolocena s koli¢ino
nutrientov, ki pride v to, z nutrienti revno, povrSinsko obmocje. Anorganski nutrienti
nastanejo v procesu remineralizacije, ki jo vrSijo bakterije. Nastajajo nitrat, nitrit, amoniak,
fosfat, kalij, silikat, Zelezo idr. nutrienti potrebni za rast fitoplanktona. Hitrost razgradnje
zooplanktonskega fekalnega peleta in mrtvega fitoplanktona v povrSinskih slojih doloca
hitrost fitoplanktonske rasti v tem obmocju. Prav tako je pomembno neposredno izlocanje

amoniaka (Oh, what a tangled web we weave!, 2001).

Jeseni se povrsina morja ponovno ohladi. Gostotno meSanje vodnih mas povzro¢i povecan
donos nitrata in drugih hranil ter posledi¢no cvetenje fitoplanktona. Krajsi dnevi, nizje sonce
na horizontu, pove¢ano mesanje in vecje Stevilo herbivorov v primerjavi z okolis¢inami

spomladi so razlogi za manj intenzivno cvetenje.

V okviru prehranjevalnih verig ima pomembno vlogo bakterioplankton. Poleg uporabe DOM
in vklju¢evanje le-te nazaj v prehranjevalni sklop delujejo kot razkrojevalci organskega
materiala in s tem prispevajo k ohranjevanju elementov v zgornjih plasteh vodnega stolpca,

nujno potrebnih za rast fitoplanktona.

Bioloske procese (pomladansko in druga cvetenja, preklop iz klasiéne na mikrobno
prehranjevalno verigo, pomikanje klorofilnega maksimuma vzdolz vodnega stolpca) torej
usmerjajo fizikalni (spremembe v koli¢ini soncne svetlobe, vertikalna stratifikacija, meSanje
vodnega stolpca) in kemic¢ni procesi (dostopnost hranil, nastanek nitrikline, preklop iz porabe

NO;™ na porabo NH,").

Bimodalna dinamika primarne produkcije (spomladanski in jesenski visek), ki je znacilna
za morja zmernega pasu v letni ¢asovni skali, je v severnem Jadranu nekoliko spremenjena
zaradi sladkovodnega vnosa hranil (Gilmartin s sod., 1990). Primarna produkcija je najvisja v

obdobjih najvecjega pretoka Pada v pozno spomladanskih mesecih (maj, junij) in jeseni
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(oktober, november). Podobno dinamiko z obCasno najvecjo junijsko primarno produkcijo

opazimo tudi v TrzaSkem zalivu (Mozeti¢, 1993).

2.1.5 Odziv fitoplanktona na povecane zunanje vnose hranilnih snovi

V najSirSem pomenu je evtrofikacija nekega vodnega sistema posledica vnosa hranilnih
snovi kopenskega izvora, kar neposredno vpliva na povefano primarno produkcijo in
kopicenje biomase v prehranjevalni verigi. Dolgoro¢nejSe posledice evtrofikacije so lahko
veliko bolj neprijetne in $kodljive: sprememba sestave planktonske zdruzbe z zmanjSanjem
raznovrstnosti, masovna namnozitev ene ali nekaj fitoplanktonskih vrst (cvetenja ali blooms),
posedanje fitoplanktonske biomase na dno in bakterijska razgradnja, ki lahko privede do

pomanjkanja kisika in pogina bentoskih organizmov (Mozeti¢, 1997).

Nova primarna produkcija ekosistema kot posledica zunanjih vnosov hranilnih snovi je
pribliZzno enaka regenerirani primarni produkciji (kjer se porabljajo v vodnem stolpcu
regenerirane hranilne snovi), kar nakazuje obcutljivost severnega Jadrana za nadaljnje
antropogeno povecevanje vnosa hranilnih snovi (Gilmartin, 1990). V Trzaskem zalivu delez
nove in regenerirane primarne produkcije Se ni popolnoma raziskan (Cantoni et al., 2003),
vendar podobnost s severnim Jadranom in dosedanje raziskave potrjujejo vpliv sladkovodnih
pritokov na povefano koncentracijo hranilnih snovi v morju in s tem dinamiko

fitoplanktonske zdruzbe (Olivotti in sod., 1986; Malej, 1995).

Izmed vseh oblik evtrofikacije, ki se pojavljajo v severnem Jadranu, je zaenkrat najmanj
razjasnjen fenomen sluzastih makroagregatov (ang.gelatinous macroaggregates ali mucus).
V kolik$ni meri je pojavljanje sluzastih agregatov povezano z onesnazevanjem motja ni jasno,
saj so znana porocila o »umazanem morju«, ki je masilo ribiSke mreze ze leta 1729 (Fonda
Umani, 1989). Tudi neredno pojavljanje sluzastih agregatov v 20. stoletju prica o tem, da je
za njihov razvoj bolj kot kumulativna masa sladke vode in v njej raztopljenih hranilnih snovi,

najverjetneje pomembne;jsi recni pretok (Degobbis, 1995).

Kljub razli¢nim hipotezam o izvoru in nastanku sluzastih makroagregatov, so si znanstveniki
zdaj enotni, da je osnovna sestavina agregatov organska snov, ki izvira iz fitoplanktona

(Mingazzini & Thake, 1995).



Kukovec Katja - Frakcionacija stabilnih izotopov ogljika in dusika v fitoplanktonu Trzaskega zaliva Stran 15
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega Studija mikrobiologije, 2006

Pri raziskavah v Trzaskem zalivu je ugotovljeno (Mozeti¢, 1997), da se fitoplankton na
povecane zunanje vnose hranilnih snovi odzove pribliZzno v tednu dni s povecano
klorofilno biomaso, abundanco in primarno produkcijo, pri ¢emer je za ohranitev
visoke produktivnosti in biomase pomembna tudi vzpostavitev stabilnega vodnega
stolpca. V vseh primerih povecanega sladkovodnega vnosa hranilnih snovi se povecata
Stevilo in delez diatomej v primerjavi s sicer pravladujocimi mikroflagelati. Pikoplanktonske
cianobakterije postanejo uspesnejSe v hranilno osiromasenem okolju, kjer so koncentracije
hranilnih snovi prenizke za vecji fitoplankton. Hranilne snovi reénega izvora pokrijejo
potrebe dnevne primarne produkcije le na izlivnem obmodcju v zgornjem oslajenem sloju.
Tudi padavine povzroCijo spremembe v taksonomski sestavi zdruzbe, saj se poveca delez

diatome;.
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2.2 IZOTOPSKA FRAKCIONACIJA MED PRIMARNO PRODUKCIJO

Stabilni izotopi C in N so se izkazali za ucinkovite indikatorje biogeokemi¢nih procesov v
Stevilnih oceanskih in estuarijskih Studijah (Ostrom in sod., 1997). Popolno razumevanje teh
procesov pa zahteva poznavanje (1) izotopske sestave snovi raziskave in (2) smeri ter stopnje
izotopskih sprememb med procesi, v katere so vkljuCeni mikroorganizmi oziroma
fitoplankton. Vsekakor pa so Studije biogeokemicnih reakcij v naravnem okolju zahtevne
zato, ker so izotopske spremembe lahko posledica Stevilnih razlicnih reakcij in procesov

(izotopsko razmerje lahko spremeni na primer fotosinteza, troficni prehod ali razgradnja)

(Altabet, 1996).

2.2.1 Osnove izotopske biogeokemije

Izotopsko sestavo oziroma razmerje med delezem tezjega in lazjega izotopa v spojini
izrazamo s takoimenovano vrednostjo &, ki predstavlja relativno razliko izotopske sestave

raziskovanega vzorca (vz) glede na izbrani standard (s?) in jo izrazamo v promilih, %o:

R, -R
6X == = 1000 (D)

st

V zgornji enacbi pomeni X teZji izotop elementa (°C, '°N), R pa razmerje med teZjim in
lazjim izotopom v vzorcu in standardu (*C/**C, N/"N). Mednarodne standarde dologa
Mednarodna agencija za atomsko energijo (IAEA) na Dunaju in Nacionalni inStitut za
standarde in tehnologijo (NIST). Izbrani so tako, da imajo izotopska razmerja Cimbolj
podobna povprecni razsirjenosti doloCenega izotopa v naravi (Engel in Macko, 1993). Za
ogljik je bil privzet karbonatni standard fosila Belemnitelle Americana iz kredne formacije
PeeDee v Juzni Karolini (PDB — Pee Dee Belemnite) z vrednostjo Ry, = 0,0112372 (Craig,
1957), za dusik pa je kot standard privzet zra¢ni dusik (AIR) z vrednostjo Ry = 0,0036765
(Coplen, 1996). Zaradi premajhne koli¢ine PDB v naravi so izdelali umetni karbonat z enako
1zotopsko sestavo in ga oznacili z VPDB (VPDB — Vienna Pee Dee Belemnite), zato se vsi

rezultati podajajo na vrednost VPDB (Coplen, 1996).
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Pogosto se pri izotopskih vrednostih substanc uporablja izraz »osiromagen« s C ali °N. To
pomeni, da dolo¢ena (osiromasena) substanca vsebuje relativno manj teZjega izotopa "°C ali
N. Ekvivalenten izrazu osiromagen je tudi termin »lahek«. Nasprotno pa za substanco, ki
vsebuje relativno ve¢ tezjega izotopa, reCemo, da je obogatena (ali tezja). Razumeti pa je
treba, da noben od omenjenih izrazov (obogaten, osiromasen, lahek) ne daje podatkov o

absolutni koli¢ini '*C ali °N.

Izraz frakcionacija izraza razlicno porazdelitev izotopov med reaktante in produkte, ki med
reakcijo nastanejo. Proces, ki vodi do frakcionacije, pa je izotopski efekt. Slednji je povezan
z vecino vseh bioloskih, kemijskih in fizikalnih procesov, ki vkljucujejo stabilne izotope. Ni

nujno, da je frakcionacija vidna vedno, kadar je prisoten izotopski efekt.

Obstajata dve vrsti izotopskega efekta, ki vodita k frakcionaciji: (A) fizikalen izotopski efekt;
in (B) kemijski izotopski efekt. Slednjega lahko naprej delimo na efekt, ki se zgodi med: (a)
ravnotezjem; in (b) ireverzibilno kemijsko reakcijo. Fizikalna frakcionacija, ki se dogaja na
primer med difuzijo, je posledica dejstva, da se lazji izotop premika hitreje od tezjega.
Kemijska frakcionacija pa se zgodi zato, ker ima kemijska vez, ki vkljucuje tezji izotop, nizjo

vibracijsko frekvenco, oziroma je vez mocnejsa od ekvivalentne pri lazjem izotopu.

Veliko encimskih reakcij v fotosintezi in drugih biosintetskih poteh je povezanih z izotopskim
efektom. Med potekom reakcij pride do razlicnega razporejanja izotopa oziroma do izotopske
frakcionacije med substratom in produktom. Vecina biokemijskih reakcij favorizira lazji
izotop. Negativna izotopska frakcionacija se kaze kot osiromasenje s tezjim izotopom v

produktu v primerjavi s substratom.
Razliko med izotopsko sestavo dveh snovi opiSemo s faktorjem izotopske frakcionacije, a. V

primeru ireverzibilne reakcije, kjer prehaja spojina A v spojino B (A—B), faktor izotopske

frakcionacije, a, izrazimo z:
R
— A
Ay g= —— ...(2)
R,

kjer sta Ry in Rp koncentracijski razmerji med teZjim in laZjim izotopom ogljika (*C/**C,

PN/"N) v spojini A in spojini B.
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Ob upostevanju zgornje enacbe lahko izrazimo frakcionacijski faktor a z vrednostmi d in
dobimo:

S 1000 + &4
1000+ 0B

...(3)
kjer sta 0A in 0B izotopski sestavi spojin A in B. Zaradi lazje primerjave se frakcionacijske

faktorje pogosta izraza v promilih (%o) z vrednostmi ¢ in sicer:

& = (e —1)x1000
5,=5,-¢ (%)

Za anorganske reakcije je € funkcija reakcijskih pogojev, predvsem temperature. Pri bioloskih
procesih pa je € pogosto ne le funkcija encimske biokemije, temvec¢ tudi fiziologije

organizma.

2.2.2 Izotopi ogljika

2.2.2.1 Frakcionacija med fotosintezo

Primarni encim odgovoren za fiksacijo anorganskega ogljika je ribuloza 1,5-bifosfat
karboksilaza/oksigenaza (RuBisCO), ki katalizira reakcijo med ribulozo 1,5-bifosfatom in
CO,, pri ¢emer nastaneta dve molekuli 3-fosfoglicerata kot del Calvin-Bensonovega ciklusa
Encim moéno diskriminira teZji izotop "*C, tako da so vrednosti izotopske frakcionacije do
27%o v primerjavi z izotopsko vrednostjo izvornega ogljika. Obsegi dejanske frakcionacije so
spreminjajoci, saj so odvisni od dostopnosti ogljika in transporta anorganskega ogljika v
celico ter specificne karboksilatne poti (Falkowski, 2005). Ne glede na obseg se neto ucinek
fiksacije anorganskega ogljika kaZe v obogatitvi bazena anorganskega ogljika z °C, medtem

ko je nastali organski ogljik obogaten z '*C.

Izotopska frakcionacija fotosintetskega ogljika (27%o) zdruzuje izotopski efekt med difuzijo
CO; v rastlino (celico) in kombiniran izotopski efekt, ki poteka med fiksacijo CO, z RuBisCO
in fosfoenolpiruvat (PEP) karboksilazo. Rastline, ki uporabljajo C4 pot fotosinteze imajo
alternativni encim, fosfoenolpiruvat karboksilazo (PEP karboksilaza) za prvi korak fiksacije

CO; (v C; rastlinah, tudi morskemu fitoplanktonu, je RuBisCO edini encim, ki veze COy).
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Izotopski efekt, povezan s tem encimom (2.2%o) je veliko manjsi od efekta RuBisCO, zato
imajo C4 rastline bolj pozitivno izotopsko sestavo v obsegu od —8 do —18%o, povprecno —17%o

(Engel in Macko, 1993).

Izotopska frakcionacija v vodnih rastlinah je bolj kompleksna. Difuzija CO, v rastlino ali
celico je pogosto omejujo¢ korak, saj CO, difundira v vodi pocasneje kot v zraku. Vecina
vodnih rastlin ima membransko vezane mehanizme, ki aktivno transportirajo raztopljeni
anorganski ogljik (DIC) v fotosintezirajoco celico, kar omogoca visoko intenziteto fotosinteze
majhnim koncentracijam DIC (najve¢ v obliki CO, in HCOs’) navkljub. Kadar so
koncentracije DIC nizke, rastlina vklju¢i CO, ali HCOj;™ ¢rpalko, ki kopic¢i DIC v celici za
fotosintezo. Posledica aktivnega transporta DIC-a v celico je velik notranji bazen substrata
pripravljenega za fotosintezo. Vecina tega akumuliranega CO, ne zapusti celice dokler se z
encimom RuBisCO ne fiksira. Izotopska frakcionacija ogljika povezana z algami je zato
relativno majhna (~5%o), Ceprav je primarni encim za CO, fiksacijo RuBisCO (Engel in

Macko, 1993).

2.2.2.2 Interpretacija izotopske sestave ogljika organske snovi v okolju

Izotopska sestava ogljika v organski snovi v vodnih sistemih in sedimentih se pogosto
uporablja za sledenje poti organskega materiala od izvora do ponora (Engel in Macko, 1993).
Suspendirana organska snov (POM), ki vkljucuje detrit, fitoplankton, mikroheterotrofe in
zooplankton je prav tako pogosto predmet analiz. 8"°C morskega POM je v obmo&ju —20 do
—28%o, tipi¢na morska 8" Cpon vrednost naj bi bila —22%o (Altabet, 1996), v Trzagkem zalivu
pa je povpretna 8" Cpoym vrednost —21%o (Ogrinc in sod., 2005).Vzroki za take vrednosti

izotopske sestave so razlicni.

Mesanje kopenskega organskega ogljika (3"°C = —27%o, Ogrinc in sod., 2005) z in situ
izhajajo¢im ogljikom lahko vpliva na izotopsko vrednost organskega materiala ob izlivih rek
(Engel in Macko, 1993). Na odprtem oceanu pa so 8 °C vrednosti biomase neodvisne od

kopenskih izvorov.

Drug mozen regulator izotopske sestave POC (suspendiranega organskega ogljika) je
izotopska sestava DIC (raztopljenega anorganskega ogljika), ki je na voljo za rast

organizmov. Studije so pokazale (Quay in sod., 1986), da je 8"°C v DIC povrsinskih vod
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dolocen z ravnovesjem med fotosintetsko porabo in respiratorno produkcijo. Med pomladjo in
poletjem, ko je stopnja fotosinteze visoka, je DIC obogaten z *C, medtem ko jeseni, ko je
respiracija dominantna, postane 8"*C vrednost DIC bolj negativna, saj je bila organska snov

remineralizirana.

Verjetno se izotopske vrednosti POC ne more pripisati zgolj meSanju dveh po izvoru razli¢nih
organskih snovi (kopenske in morske) ali izotopski sestavi DIC. Kot Ze omenjeno, je
izotopska frakcionacija med fotosintezo odvisna od koncentracije CO,, ki je v celici na voljo
za fiksacijo. Zaradi bazi¢nega pH (8.2) morske vode je vecina DIC v obliki HCO3™ in ne CO,
(ki jo katalizira RuBisCO). Pri nizkih koncentracijah DIC fitoplankton za¢ne z aktivnim
transportom hidrogenkarbonata. Notranji (v celici) bazeni DIC so zato obogateni z B, saj je
izotopska vrednost HCO3™ za ~ 8%o bolj pozitivna od vrednosti raztopljenega CO,. Posledi¢no
se zmanjSa tudi izotopska frakcionacija ogljika.

Celica alge

5 =-37

organskl ©
RUEBFP karboksllaza g gl )l kowa anhldraza

cQ & HCO;
A% =-8 & =0

Slika 4: Model diskriminacije izotopov ogljika (RuBisCO in ravnovesje CO2, HCO3-) (Engel in
Macko, 1993).

Wong in Sackeltt (1978) sta dobila velik razpon v 8'°C vrednostih pri 17 razliénih vrstah
morskega fitoplanktona in sicer med —22,1 in —35,4%o, kar pripisujeta razliénim metabolnim

potem tega fitoplanktona.
Izotopska frakcionacija ogljika pri morskem fitoplanktonu je torej odvisna od vec
potencialnih faktorjev (Rau in sod. 1996). Slednji vklju€ujejo transport CO; v celico (pasivni

ali aktivni) in intracelularno encimsko frakcionacijo ter:

- obliko celic
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- stopnjo rasti
- permeabilnost membrane za CO,

- temperaturo, pH, slanost.

Dokazali so (Rau in sod., 1996) obratnosorazmerno odvisnost med izotopsko sestavo morske
8" Cpom in koncentracijo CO, ag» Ppod pogoji zmanjSane koncentracije CO; (o) pa aktivni

prevzem anorganskega ogljika in uporabo HCOs'.

V raziskavi so Popp in sod. (1997) zakljucili, da so alge (Symechococcus) v njihovem
eksperimentu zadovoljevale potrebe po ogljiku tako z difuzijo kot tudi z aktivnim transportom
CO; (aq) Cez plazmalemo. Menijo, da se lahko izotopsko frakcionacijo ogljika v morskem
fitoplanktonu kvantificira s poznavanjem (1) er (diskriminacije povezane s fiksacijo CO,), (2)

stopnje rasti, (3) koncentracije CO; (aq) in (4) razmerja volumna in povrSine.

Tudi druge $tudije fitoplanktona poro¢ajo o velikem razponu 8'°C vrednosti razli¢nih vrst, pri
razli¢ni koli¢ini svetlobe, temperaturi, stopnji rasti, prepustnosti membrane in razli¢nih poteh

fiksacije ogljika (Faganeli in sod., 1989; Thompson in Calvert, 1995; Rau in sod., 1997).

Pomanjkanje duSika se je izkazalo za dejavnik, ki aktivira mehanizem za koncentriranje
HCO;™ v fitoplanktonu. Z zviSevanjem stopnje pomanjkanja dusika se namre¢ znizuje
koli¢ina karboksilatnih encimov. Izotopska frakcionacija je torej odvisna tudi od dostopnosti
svetlobe in nutrientov, saj slednja vpliva na stopnjo fotosintetske produktivnosti, ki kontrolira

intracelularne koncentracije DIC (Engel in Macko, 1993).

.. v . . . 1 . veys
FizioloSke osnove za razumevanje povezanosti CO; () In 8 3CPOM je potrebno razloziti

natancneje (Altabet, 1996).

2.2.3 Izotopi duSika

2.2.3.1 Frakcionacija med fotosintezo

Izotopska diskriminacija med anorganskim virom in organskim duSikom v fotosintetskih
organizmih je rezultat frakcionacije, ki poteka v primarni asimilaciji dolocenega vira duSika
(N2, NO3, NO,, NH;"). Fiksacija anorganskega dusika poteka med fotosintezo preko

razli¢nih encimskih poti; je pa razumevanje izotopskih pojavov v zvezi z asimilacijo dusika Se
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precej na zacetku v primerjavi z meritvami CO,-fiksirajo¢ih encimov. Prav tako ima tudi
ravnovesje med NH;  in NHj velik vpliv na frakcionacijo izotopov poleg kinetiénega

encimskega efekta (Engel in Macko, 1993).

Amoniak se lahko vklju¢i v glutamat z encimom glutamat dehidrogenazo. Glutamin
sintetaza je drugi klju¢ni encim pri asimilaciji amoniaka in je odgovoren za ta proces pri
fitoplanktonu in bakterijah. NO,™ in NOs” sta prvotno reducirana z nitrat in nitrit reduktazama
do NHs;, ki se lahko fiksira v organsko snov. Vendar kompleksni reakcijski mehanizmi z
vidika izotopske frakcionacije teh dveh encimov Se niso jasni (Engel in Macko, 1993).

Podobno velja za encim nitrogenazo, ki je odgovoren za fiksacijo atmosferskega No.

Problemi pri meritvah v naravi pa so sledeci; suspendirani dusik, predvsem fitoplankton in
alge, je lahko pomesan tako z razli¢nimi fotosintetskimi in nefotosintetskimi organizmi kot
tudi z detritom. Prav tako so interpretacije podatkov lahko teZzavne zaradi majhnega Stevila
podatkov o 8"°N anorganskega dusika v morskem okolju. Ob dejstvu, da frakcionacija
dolocenega elementa poteka samo v primeru, da je tega elementa v izobilju, so naslednje
tezave jasne. DuSikovi nutrienti so pogosto limitni, zato so zgolj meritve izotopske sestave

organskega in anorganskega dusika lahko zavajajoce (Engel in Macko, 1993).

Regenerirana produkcija je odvisna od privzema NH,;" in DON, medtem ko privzem NO; in

N; fiksacija prispevata k novi produkciji (Pantoja in sod., 2002).

2.2.3.2 Asimilacija amonija in frakcionacija

Po teoretiénih predpostavkah naj bi produkt postal osiromasen s "N glede na substrat
(Owens, 1987). Prihaja pa do izjem, kot na primer pri fitoplanktonski asimilaciji amonija.
Tako naj bi se po podatkih Wada in Hattori (1978) izotopska sestava fitoplanktona pri
asimilaciji amonija gibala med —9,6 do +7,3%o0. Zaradi kationske izmenjave (kjer se v
adsorbirani NH," frakciji zadrzi ve¢ tezjega N v primerjavi z lazjim '*N) prihaja do
obogatitve fitoplanktona v primerjavi z substratom (amonijem), kar je v nasprotju s
frakcionacijsko teorijo. Macko s sod. (1987) navaja naslednje podatke; izotopska
frakcionacija med asimilacijo NH," pri algah zelo variira (od 0 do —27%o). Najvisje vrednosti
(od 0 do —13%0) so bile izmerjene, ko so bile koncentracije NH; v rastnem okolju

milimolarne. Nasprotno pa so bile nizke vrednosti (od —19 do —27%o) izmerjene v kulturi
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diatomej pri mikromolarnih koncentracijah NH4". Nekaj modelov, ki so bili razviti za opis
frakcionacije raztopljenega anorganskega duSika med rastlinsko asimilacijo, temelji na
difuzijskem transportu ¢ez celicno membrano in encimski kinetiki (Engel in Macko, 1993).
Ker so koncentracije amonija v sladkih in slanih vodah pod 100 uM, mora model vsebovati
tudi mehanizme aktivnega transporta. Pri meritvah izotopske frakcionacije glutamin sintetaze
je potrebno upostevati izotopski efekt ravnovesja med NH; in NH4", saj je NH; oblika dusika,

ki jo encim uporabi.

Visoke vrednosti '°N suspendirane organske snovi naj bi bile posledice asimilacije s °N
obogatenega amonija (Ostrom in sod., 1999). Poleg tega k visokim vrednostim &N
prispevajo Se izloCanje duSikovih spojin iz fitoplanktona, pasa mikrozooplanktona in

mikrobna razgradnja (vse komponente mikrobne zanke).

2.2.3.3 Asimilacija nitrata in frakcionacija

Po podatkih Wada an Hattori (1978) naj bi bile 8 ’N vrednosti fitoplanktona, ki asimilira
nitrat, vrednosti izotopske frakcionacije nitrata med —-1,4 in —18,5%0 (Owens, 1987).
Izotopska frakcionacija med fitoplanktonskim privzemom NO;™ vodi do znagilno niZjih §'°N
vrednostih suspendiranega dusika (PN) v primerjavi z NO;3™ (e za NOs™ je lahko tudi do 19%eo).
Izotopska frakcionacija je odvisna od vrste fitoplanktona. Diatomeje naj bi imela visji € (9 do
12%0), medtem ko naj bi bil € pri drugih vrstah povprecno med 1 in 3%o (Altabet, 1996).
Kadar je na voljo malo NOj3’, so vrednosti 815NN03_ viSje. ViSje oN vrednosti NO; pa
vplivajo na vije 8'°N vrednosti novo nastalega PN. Visje 8"°N vrednosti novo nastalega
PN pa so lahko tudi posledica preklopa iz asimilacije NOs" na NH4" (ki naj bi imel ve&jo
vsebnost teZjega izotopa v primerjavi z NO3) (Owens, 1987). Analogno z vertikalnimi
variacijami 615NN03_ s koncentracijo NOs’, so 8"°N vrednosti PN v evfotski coni najnizje na
spodnji meji te cone, kjer je koncentracija NOj najviSja, proti povrSini pa rastejo z

manjSanjem koncentracije nitrata.

Nitrat obogaten s "N je torej povezan z denitrifikacijo in asimilativno redukcijo nitrata (Sutka
in sod., 2003). Denitrifikacija naj bi bila povezana z visokim e (okoli 30%o), vrednosti 8'°N
nitrata pa naj bi bile okoli 18%o. Asimilativna redukcija pa naj bi imela € nekoliko nizji (od 0

do 19%).
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V nasprotju, pa pri cvetenju fitoplanktona prihaja tekom casa do vecjih sprememb v
vrednostih 8°N v nitratu in PN. Te spremembe so posledica pomanjkanja nutrientov in
frakcionacije povezane s porabo NOs". Gre za proces podoben Reyleighovi frakcionaciji in

ga lahko zapiSemo v obliki enacbe:
0" Nyo3-() = 0" No3—(s—1) —&- In(f) -.-(5)

kjer f predstavlja frakcijo porabljenega substrata — razmeje med trenutno in zacetno
koncentracijo nitrata ([NO3 Jirenuti/[NO3 Jzacetni)- V Zzaprtem sistemu postaja nakopic¢en produkt
postopoma manj osiromagen s N, tako da je takrat, ko ves substrat zreagira, 8'°N produkta
identi¢na 8'"°N substrata na zaetku reakcije (Owens, 1987). Drugage povedano, izotopska
diskriminacija se manjSa in v kolikor reakcija pote€e popolnoma, ni opazna nikakrSna
obogatitev niti osiromasenje produkta v primerjavi s substratom. Ob tem pa je bil izotopski

efekt ves Cas reakcije prisoten.

“tezj1”

obogatens "N substrat

trenutni
produkt
+
0
nakopicen
- produkt
“laij i”
osiromasens "N
1 f » 0

Slika 5: Diagram sprememb 3'°N substrata, trenutnega in nakopicenega produkta med ireverzibilno
reakcijo, kjer iz substrata nastaja produkt (Owens, 1987).
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2.2.3.4 Fiksacija N, in frakcionacija
Stopnja izotopskega efekta pri fiksaciji duSika je majhna, pogosto je frakcionacija nezaznavna
(Owens, 1987). Posledica tega je, da so vrednosti 8°N pri organskem dusiku, nastalem iz

fiksiranega atmosferskega dusika, blizu atmosferskim, kar pomeni blizu 0%eo.

2.2.3.5 Interpretacija izotopske sestave dusika organske snovi v okolju
Razporeditev dusikovih spojin v morju je odvisna od fizikalnih, kemijskih in bioloskih
faktorjev (Pantoja in sod., 2002). V evfotski coni je razporeditev odvisna od:

- vnosa nitrata iz globin

- privzema anorganskega dusSika s strani fitoplanktona

- heterotrofne mineralizacije organskega dusika

- izgube dusika zaradi tonjenja suspendiranega organskega dusika

(PON) in vertikalnih migracij organizmov
- transporta DON in
- bioloske N, fiksacije.

Izotopska sestava fototrofnega organskega materiala je torej odvisna od encimske
frakcionacije, difuzije in izotopskega efekta ravnotezja, ki doloCa izotopski sestavo med
primarno produkcijo. Problemi z interpretacijo meritev 8'°N vrednosti izhajajo tudi iz
spremenljivosti organizmov, ki preklopijo na primer iz porabe nitrata na porabo amonija

(Engel in Macko, 1993).

Kljub pomanjkanju informacij o izotopski frakcionaciji duSika pri fototrofni asimilaciji v
naravnem okolju, so bili podatki o 8'°N vrednostih partikuliranega dusika v primerjavi z 8'°N
raztopljenega organskega dusika koristni pri sledenju fiksacije N,, denitrifikacije, nove
primarne produkcije iz regeneriranega duSika in trofi¢nih transferjev v morskih ekosistemih

(Engel in Macko, 1993).

Dolocitev stopnje fiksacije N, je tezavna, saj je vzorcenje cianobakterij v morju tezavno,
Ceprav pa se z uporabo indirektnih metod ugotavlja, da je N, fiksacija pomembnejsa kot je
veljalo in sicer tako kot takojSen vir duSika v povrSinskem oceanskem sistemu kot tudi s
prispevanjem k novemu dusiku v notranjosti oceana (Pantoja in sod., 2002). Studije (Sutka in
sod., 2003) so pokazale pomembno vlogo fiksacije v primarni produkciji, nizke vrednosti

615NN03_ naj bi nakazovale fiksacijo.
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Njihovi rezultati (Sutka in sod., 2003) kaZejo na nitrifikacijo kot alternativno razlago nizkih
8"’ Nos. vrednosti, za razliko od fiksacije pa nitrifikacija ne prispeva k ve¢jemu rezervoaru
dostopnega dusika. Sklopljena procesa nitrifikacije/denitrifikacije naj bi prispevala k izgubi
dusika v evfotski coni in v kolikor se izkaze ta izguba za pomembno, ima povezanost teh

dveh procesov velik vpliv na PP in izvoz organskega materiala.

Razli¢ne raziskave so pokazale tudi mocnejsi kopenski signal ob izlivih rek zgodaj spomladi,
ko so tokovi najmoc¢nejsi. TerestiCna organska snov, ki jo prinese v Trzaski zaliv reka Soca, je
navadno osiromasena z dusikom, izotopske vrednosti pa so naslednje: 8"°N = 1,7%o, 8"°C =
—26%. Znagilni vrednosti fitoplanktona Trzaskega zaliva pa sta: 8°N = 7,3%o, 8"°C = —21%
(Ogrinc in sod., 2005).
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3 MATERIALI IN METODE
3.1  PODROCIJE RAZISKAV

Trzaski zaliv omejujeta rt Savudrija na jugu in GradeZ na severu. Je majhen (priblizno 500
m?) in najplitvej§i (maksimalna globina je 25m) severovzhodni del severnega Jadrana (Ogrinc
in sod., 2003). Smer toka v zalivu je pretezno nasprotna smeri urinega kazalca s hitrostjo 2-3
cm s (Malagi¢, 1991). Povrsinska plast (debeline priblizno 5 m) je podvrzena vetrovnim
tokovom, ki se gibljejo ob vzhodnih vetrovih v nasprotni smeri urinega kazalca, ob zahodnih
pa v smeri urinega kazalca (Malaci¢, 1991). Slanost vode v zalivu je med 33 in 38,5, znacilen
je velik temperaturni razpon za povrsinski (6-25°C) in pridneni sloj (6-20°C). Struktura
vodnega stolpca se spreminja sezonsko; za zimsko in zgodnje spomladansko obdobje je
znalilna izrazita vertikalna in horizontalna premeSanost, od maja do septembra pa se v
vodnem stolpcu vzpostavi vertikalna temperaturna in gostotna razslojenost, ki se lahko v
poletnem cCasu obcCasno porusi zaradi mocnih kratkotrajnih neviht (Malej in sod., 1997).
Posledica razslojenosti v poznem poletju je pogosta hipoksija (obCasno anoksija) v pridnenem
sloju (Faganeli in sod., 1985). Najvecji dotok sladke vode TrZzaskega zaliva predstavlja reka
So¢a s povpre¢nim pretokom 197 m® s ( INTERREG II, 2001). Koncentracije hranilnih soli,
Se posebej nitrata in silikata, sledijo sezonskemu nihanju recnih vnosov (na pomlad) in
obilnejSim padavinam (jeseni). Koncentracija hranilnih soli je najvecja v povrSinskem sloju
spomladi in jeseni ter poleti v pridnenem sloju pod termoklino, kot posledica regeneracijskih

procesov (Mozeti¢, 1997).

Sezonska spremenljivost se kaze tudi v taksonomski strukturi fitoplanktonske zdruzbe. V
vecjem delu leta prevladujejo mikroflagelati (Fanuko, 1981). To so goli, avtotrofni bickarji, ki
po velikosti sodijo med nanoplankton (2-20 um) (Mozeti¢, 1997). Taksonomsko pripadajo
razlicnim razredom. Obcasno se pojavijo izraziti diatomejski viski (Bacillariophyceae,
diatomeje ali kremenaste alge), ki so omejeni na krajSa ¢asovna obdobja in najveckrat
predstavljajo tudi absolutne viske celotne fitoplanktonske zdruzbe. Praviloma so ti viski
sezonsko omejeni na pomlad in jesen, kar je znacilno za obalna morja zmernega pasu
(Fanuko, 1981), vendar je bliskovit porast diatomej v Trzaskem zalivu povezan tudi s
kratkotrajnimi poletnimi nevihtami, povecanim vnosom hranilnih snovi in premeSanjem
razslojenega vodnega stolpca (Malej in sod., 1997). TakSne nenadne spremembe lahko

spremenijo sestavo in gostoto fitoplanktona. V zimskih mesecih prevladujejo kokolitoforidi
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(red Coccosphaerlaes). Dinoflagelati (Dinophyceae ali oklepni bickarji) so vedno prisotni
(Mozeti€, 1993). Silikoflagelati (Dictyochosphaerales) so prisotni jeseni in pozimi in Se tedaj
v zelo majhnem Stevilu. Enoceli¢ne prokariontske cianobakterije imajo manjsi viSek spomladi
in izrazit visSek v poletnih mesecih, ko njihov delez pri fiksaciji anorganskega ogljika v

hranilno osiromaSenem okolju preseze 70% (Malej in sod., 1995)

3.2  VZORCENJE

Vzorce vode smo odvzemali v povriinski plasti (v globini 0,3 m) na stalni postaji »Z« v
Piranskem zalivu (slika 6) s plasti¢énimi posodami v obdobju od februarja do septembra 2003
in 2004 v ¢asovnem razmaku priblizno 10 dni. Najve¢ meritev smo opravili v juniju, to je v
Casu intenzivnega sluzenja morja oziroma najvecje prisotnosti sluzastih makroagregatov.
Vzorec morske vode iz povrSinske plasti (6 x po 1 liter iz 10 litrskega izhodnega vzorca) smo
takoj po prihodu v laboratorij prefiltrirali skozi predhodno preZgan filter (4 ure pri temperaturi
480°C) iz steklenih vlaken Whatman GF/F (s povprecnimi porami 0,7 um) ali skozi
membranski filter Millipore HA (s povprec¢nimi porami 0,45 um) za dolocanje klorofila a pri
maksimalnem vakuumu 1,33 Pa, tako da ni priSlo do poskodb celic. Delce na filtru Whatman
GF/F smo spirali z destilirano vodo, da smo odstranili soli. Liofilizirane vzorce smo nato
uporabili za dologanje izotopske (°C in '"N) sestave suspendirane snovi, koncentracije
suspendiranega organskega ogljika (POC) in suspendiranega duSika (PN) ter vsebnost

proteinov in ogljikovih hidratov v suspendirani snovi.
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Slika 6: Piranski zaliv s tocko vzorcenja.

Za dolocanje izotopske sestave raztopljenega anorganskega ogljika smo vzorce vode filtrirali
skozi membranski filter s premerom por 0,45um. V odvzetih nefiltriranih vzorcih smo
vzporedno merili $e koncentracije raztopljenih hranilnih soli NOs , NH,", PO,>, SiO4* ter

celotni-N (Niy) in celotni-P (Pyor).

3.3 FITOPLANKTONSKE KULTURE (MIKROALG)

Mikroalge vrst Scrippsiella trochoidea, Provocentrum minimum, Thalassiosira pseudonana,
Skeletonema costatum, izolirane iz mreznega (najlonska mreza s porami 53 pm) fitoplanktona
v TrzaSkem zalivu, so rasle v kulturah z obogateno morsko vodo (medij “f/2”; Guillard in
Ryther, 1962) pod 20 W fluorescentnimi Zarnicami z 12 urnim dnevno-no¢nim ciklom pri
konstantni temperaturi 18 °C v Laboratoriju za morsko biologijo v Nabrezini pri Trstu. V
stacionarni fazi rasti smo kulture mikroalg prefiltrirali skozi predhodno prezgan stekleni filter

Whatman GF/F, mikroalge na filtru splaknili z destilirano vodo in liofilizirali.
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34  ANALIZE

3.4.1 Dolocanje izotopske sestave suspendirane organske snovi in fitoplanktonskih

kultur (8" Cpom, 8" Npom )

Vzorce za dolotitev izotopske sestave ogljiika POC in fitoplanktonskih kulturah, 8"°C, smo
pripravili po sledeCem postopku: vzorce smo nakisali z 1M HCIl, da smo odstranili
anorganski ogljik, in posusili. Nato smo jih zatehtali v posebne cinkove kapsule. Vzorce za
dolo¢itev izotopske sestave PN in fitoplanktonskih kulturah, 8'°N, smo brez predhodne
predpriprave zatehtali v cinkove kapsule. Nato smo meritve izvedli na masnem spektrometru
Europa 20-20 s preparativnim nastavkom ANCA-SL za trdne in tekoce vzorce. Rezultati
meritev izotopskih vrednosti so podani z vrednostmi & relativno glede na mednarodne
standarde (za ogljik VPDB, za dusik je to atmosferski duSik) in izrazeni v %o. Pravilnost
poteka meritev smo preverjali z delovnimi standardi in referenénimi materiali. Vrednosti 8"°C
preverjamo z delovnim standardom ureo katerega povpreéna 8'"°C vrednost je —30,5 + 0,2%o,
za dusik pa uporabljamo (NH4),SO,; z vrednostio 8N = 2,5 + 0,3%o in referenénim
materialom NBS 22 z vrednostjo 8°C = —-29,7 + 0,1%o ter IAEA N1 z vrednostjo 8"°N = 0,4

+ 0,3%o. Natancnost meritev znasa +0,1%o za §'3C vrednosti in +0,3%0 za 85N vrednosti.

3.4.2 Dolocanje izotopske sestave raztopljenega anorganskega ogljika (6"Cpic)

Metoda je razvita na osnovi kemijske reakcije med nasiceno kislino H3POy in vodo, kjer se
raztopljeni anorganski ogljik pretvori v CO, (Capasso in sod., 2003). Vzorce za doloCitev
izotopske sestave raztopljenega anorganskega ogljika, 8"*Cpyc, smo pripravili tako, da smo v
ampule s septumom volumna 12 ml dodali 2 kapljici nasicene H3;POy in jih prepihali s
helijem, da smo se znebili vpliva CO; iz zraka. Tako pripravljene ampule smo prelili s 6 ml
vzorca in izotopsko sestavo spros¢enega CO, izmerili iz plinske kape na masnem
spektrometru Europa 20-20 s preparativnim nastavkom ANCA-TG, ki se uporablja za meritve
plinastih vzorcev. Pravilnost priprave vzorca in poteka meritev smo spremljali s pripravo
delovnega standarda Na,COs, ki ima 513CDIC vrednost —10,8 + 0,2%o. Standard smo pripravili
podobno kot vzorce. Meritve izotopske sestave izvedemo tako, da v avtomatski vzorcevalnik

najprej damo standarde plina z znano izotopsko sestavo CO, z vrednostjo 8°Ccoy —5.2 +
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0,2%o, nato delovni standard Na,COs in set 10-tih vzorcev. Napaka meritev tako pripravljenih

vzorcev znasa £0,2%eo.

3.4.3 Dolocanje organskega ogljika in totalnega dusika

Vsebnost organskega ogljika in totalnega dusika v liofiliziranih in nakisanih (z 1 M HCI)
vzorcih smo dolocali z elementnim analizatorjem C, H, N, O, S Carlo Erba mod. EA 1108 pri

sezigni temperaturi 1020 °C (Hedges in Stern, 1984). Napaka meritev je £3%.

3.4.4 Dolocanje klorofila a

Koncentracijo klorofila a smo dolocili v ekstraktih z 90% acetonom fluorimetri¢no pri Ay =

485 nm in Aem= 685 nm (Holm-Hansen in sod., 1965) .Napaka meritev je +5%.

3.4.5 Dolocanje proteinov in ogljikovih hidratov v suspendirani snovi

Vsebnost proteinov smo dolocali v ekstraktih z destilirano vodo kolorimetricno z metodo
Coomassie Brilliant Blue (Setchell, 1981) z uporabo Piercovega reagenta (ZDA) in kazeina
(Sigma, ZDA) kot standarda. Vsebnost totalnih ogljikovih hidratov smo dolocali v
hidrolizatih z 1 M H,SOy4 (3,5 ure pri 100 °C; Pakulski in Benner, 1992) kolorimetri¢no z 3-
metil-2-benzotiazolinon hidrazon hidrokloridom - MBTH (Burney in McSeiburth, 1977). Kot
standard smo uporabili D-glukozo (Sigma, ZDA). Napaka meritev je £5%.

3.4.6 Dolocanje hranilnih soli

Hranilne soli NO5”, NH,4", PO43' n SiO44' smo dolocali kolorimetri¢no, celotni-N in —P v vodi
pa kolorimetri¢no po oksidaciji s K»S,Og s standardnimi postopki (Grasshoff in sod., 1983).

Napaka meritev je £3%.
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4 REZULTATI

4.1  §“CIN "N V POM, DIC IN IZBRANIH VRSTAH FITOPLANKTONA

Vrednosti 8 Cpowm so bile na zagetku obeh vzor&evalnih obdobjih podobne (Priloga A). Do
razlik je prislo v poletnih mesecih, ko so bile vrednosti 8°Cpoy v letu 2003 (—21,8%o) visje
od povprecne vrednosti istega obdobja naslednjega leta (—22,9%o0). Do novembra so se
vrednosti v obeh vzorcevalnih obdobjih ponovno znizale in dosegle tipicne pomladanske

vrednosti.

V letu 2004 so potekale meritve DIC koncentracij in izmerili smo tudi 813 Cpic. Casovne
variacije vrednosti 8"°Cpic so v obdobju junij-avgust nihale v razponu od —2%o do —6,1%o v
za&etku junija in se nato ustalile na priblizno 0%o. V nasprotju z vrednostjo 8 °Npow je vedina
variacij vrednosti 8 Crom posledica variacij vrednosti € v fiksaciji C in ne sprememb v
izotopski sestavi anorganskega vira (DIC), saj je v morju DIC prisoten relativno v izobilju. K
variacijam vrednosti 8"°C v razponu do 3%o prispeva ravnotezni izotopski efekt, odvisen od
temperature, med HCO;  in CO,(aq). Vrednosti 8Cycos. so za okoli 9%o vije od
raztopljenega CO,. V primeru, ko je vrednost 8"*Cpc priblizno 1,5%o, je vrednost 8"Ccos
med —7 in —10%o (Altabet, 1996). Ob intenzivni fotosintezi fitoplanktona zaradi vecje porabe
CO, ostajajo v vodi nizje koncentracije DIC, ki pa je zaradi frakcionacije obogaten s °C in
ima torej viSjo vrednost 8*Cpic. V nasem primeru lahko pri vi§jih vrednostih 8 Cpic
sklepamo na nizjo koncentracijo DIC oziroma na porabo DIC med cvetenjem poleti 2004.
Izrazit padec vrednosti 8" °Cpic v zaGetku junija pa lahko pomeni pomik od ravnoteZja med

HCOj;™ in CO,; zaradi razgradnje organske snovi (Priloga B). .

Vrednosti 8'"Npom so bile v celotnem meritvenem obdobju leta 2004 niZje (povpreéna
8" Npom je 4,4%o) kot leta 2003 (6,5%o), z izjemo izjemnega zniZanja julija 2003, ki ga najbr
lahko pripisemo fiksaciji N; (Priloga C).

Izotopsko sestavo ogljika in duSika smo izmerili tudi v nekaterih vrstah fitoplanktona v

Trzaskem zalivu. Rezultati so zbrani v Preglednici 1.
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Preglednica 1: Vrednosti 5"°C in §'°N v nekaterih vrstah fitoplanktona iz Trzaskega zaliva.

Oznaka Vrsta fitoplanktona 8"C (%o) 8"°N (%o)
SCR Scrippsiella trochoidea -20.0 3.7
PMNK Prorocentrum minimum —-18.1 3.8
THPN Thalassiosira pseudonana -25.4 1.2
SKE Skeletonema costatum 244 0.0
POM suspendirana organska snov —24.3 59

SCR je dinoflagelat, ki je na UNESCO-vi listi oznacen kot pogost povzrocitelj Skodljivega
cvetenja na prehodu zime v pomlad v z nutrienti bogatimi vodami. PMNK je potencialno
toksi¢en dinoflagelat, ki povzrofa spomladansko cvetenje rdece barve v priobalnih morjih
Sirom po svetu.THPN in SKE sta morski diatomeji razSirjeni po vseh svetovnih oceanih.
Nobena od kultur se ne ujema z vrednostjo suspendirane organske snovi, zato ne moremo

sklepati o prevladi dolo¢ene fitoplanktonske vrste.

Samo na podlagi &asovne odvisnosti 8'"°C vrednost POM ne moremo ugotoviti doloenega
procesa (na primer cvetenja fitoplanktona), prav tako ne moremo ugotoviti bistvenih razlik
med obema letoma raziskave. Dolocene trende pa lahko vidimo v povezavi z gibanjem
koncentracij klorofila a, Cr,, Nio, vodotopnih proteinov, totalnih ogljikovih hidratov in

vrednosti koncentracij anorganskih nutrientov (nitrati, fosfati).
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42  DINAMIKA KONCENTRACIJE KLOROFILA A, RAZMERJA Cy/N V
SUSPENDIRANI SNOVI, PROTEINOV IN OGLJIKOVIH HIDRATOV,
RAZMERJA NO;3 /PO IN RAZMERJA Nio/Pyo;

V letu 2003 sta izrazita spomladanski (april,maj) in novembrski viSek koncentracije klorofila
a. Drugace pa je v letu 2004, kjer so najvisje koncentracije klorofila a izmerjene v juniju in

avgustu (vmes v juliju koncentracije padejo).
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Slika 7: Graf ¢asovne odvisnosti koncentracije ¢ klorofila a (ug/1).
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Slika 8: Graf ¢asovne odvisnosti C/N,; vrednosti.

Visek razmerja C/Ny¢ je bil v letu 2003 julija (30,8), v letu 2004 pa aprila (45).
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Najvecje razlike v koncentracijah vodotopnih proteinov in totalnih ogljikovih hidratov med
letoma 2003 in 2004 so bile v mesecu juniju. V tem obdobju leta 2004 so bile prisotne
najvisje koncentracije (dva viska), v letu 2003 pa najnizje. Sicer so bile v letu 2003 povisane

koncentracije tako proteinov kot ogljikovih hidratov v mesecih april-maj in julij-avgust.
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Slika 9: Graf ¢asovne odvisnosti koncentracije ¢ proteinov (ug/l).
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Slika 10: Graf ¢asovne odvisnosti koncentracije ¢ ogljikovih hidratov (ug/l).
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Variacije razmerja NO3/PO4> so bistvene za rast fitoplanktona. Iz dobljenih vrednosti je
jasna razlika med obema obdobjema vzorcenja. Izrazita so spomladanska nihanja v 2004. V
letu 2004 je bila izjemno visoko zacetno razmerje koncem februarja (120,5), ponovna viska

pa v drugi polovici marca (79,3) in nato maja (106,0). Od junija dalje so bile vrednosti pod
23.
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Slika 11: Graf ¢asovne odvisnosti NO; /PO, vrednosti (umol/l).
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Slika 12: Graf ¢asovne odvisnosti Ny/Py vrednosti (umol/l).

V letu 2003 je bilo povprecno molsko razmerje Neot/Ptor 17,3 z vi§jimi vrednostmi od sredine
junija dalje. Povprecno razmerje v letu 2004 pa je bilo 28,7, z viskom v sredini maja (67,2) in

relativno visjimi vrednostmi junija.
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43  VPLIV KONCENTRACIJ NITRATA NA 3'"°Npoy VREDNOSTI
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Slika 13: 8'"°N vrednosti suspendiranega totalnega dusika v odvisnosti od koncentracije NO;". Na sliki
sta narisani tudi linearni regresiji za vzorcevalni obdobji 2003 in 2004.

Iz zgornjega grafa je razvidno, da v letu 2003 ni zna¢ilne odvisnosti 5 °Npoy od koncentracije
nitrata. Negativna korelacija v letu 2004 pa morda kaze asimilacijo nitrata. Kadar so

koncentracije nitrata visoke, fitoplankton asimilira nitrat in vrednosti 8'°Npowm padejo.

Da bi raziskali povezavo med 8°Npom vrednostmi in koncentracijami NOs3™ smo uporabili tudi
Rayleighjevo frakcionacijo. Kot smo omenili Zze v uvodu, z modelom Rayleighjeve destilacije
lahko opiSemo spremembo izotopske sestave substrata in nastalega produkta pri asimilaciji
dusika:

0" Nyos(r) = 0" Nyos—(—p) —&- In(f) ...(6)
in za nastali organski produkt uporabimo enacbo:

15 15
0 NPOM:a NN03_—8 (7)

kjer je f ostanek frakcije NOs’, €je bioloski frakcionacijski faktor porabe NO;™ za
fitoplanktonizrazen v %o. Enacbi, ki jih zdruZimo, zahtevata linearno povezavo med

vrednostmi 8'°Npoy in In[NOs], kjer naklon premice predstavlja frakcionacijski faktor
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€. Poudariti je potrebno, da Rayleighov model opisuje sistem, ko je koli¢ina reaktanta
omejena. V naSem primeru pa imamo stalen doprinos nitrata, kar pomeni, da je izraCunan

frakcionacijski faktor le priblizen.
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Slika 14: Vrednosti 8"°N suspendiranega totalnega dusika v odvisnosti od In[NO;] v vzoréevalnem
letu 2004.

Linearno odvisnost med vrednostmi 8'°Npoy in In[NO57] podaja slika 14. Izracunana vrednost
e = 0,8%o je nizka v primerjavi s podatki iz literature. Inkubacijski eksperimenti razli¢nih
kultur kazejo na velik razpon v vrednostih € med filogenetskimi skupinami (med 1 in 9%o;
Montoya, 1990) in pogoji rasti (med 0 in 16%0; Wada in Hattori, 1978). Vrednosti € na
odprtih in obalnih morjih so bile ocenjene na podlagi sezonskih vzoréevanj med 4 in 9%eo
(Altabet in Francois, 1993; Savoye in sod., 2003), nekoliko nizZje vrednosti &= 2,5%0 so
dobili v ekvatorialnem Pacifiku (Altabet in Francois, 1994) in v sladkovodnem okolju (e =
3,0%0; Teranes in Bernasconi, 2005). Nizka vrednost & je moZna posledica drugih

fitoplanktonskih vrst, drugacnih pogojev rasti ali pa posledica drugih procesov.
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44  IZVOR ORGANSKE SNOVI
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Slika 15: Odvisnost vrednosti 8 Npoy 0d 8'°Cpon skupaj z izotopsko sestavo planktonskih kultur in
vrednostmi za kopensko ter morsko organsko snovjo.

Iz grafa, kjer nanasamo vrednosti 8"°N v odvisnosti od 8"°C v suspendirani snovi (Slika 15),
lahko dolo¢imo razli¢ne izvore organske snovi. 1z slike je razvidno, da vsi rezultati padejo v
obmocje med kopenskim in morskim (fitoplanktonskim) izvorom organske snovi. Na sliki so
prikazane tudi vrednosti izotopske sestave posameznih fitoplanktonskih kultur izoliranih iz
TrzaSkega zaliva. Nadalje opazimo, da je bila v letu 2003 v poletnem mesecu nizka izotopska
sestava dusika (8'°N = 3.0%o) in vigja izotopska sestava ogljika (8"°C = —20.0%o) verjetno

povezana s prisotnostjo dinoflagelatov SCR Scrippsiella trochoidea.

Prispevek kopenskega oziroma morskega (fitoplanktonskega) organskega materiala lahko
izraCunamo z izotopsko masno bilanco ogljika. Izotopska masna bilanca dusika za to ni
najbolj primerna, ker je dusik bolj izpostavljen razlicnim biogeokemijskim procesom in se

zato tudi njegova izotopska sestava bolj spreminja. Za izra¢un uporabimo naslednji enacbi:

8" Cpom = 8" Crnor X X + 8" Ciop X Y, ..(8)
1=X+Y



Kukovec Katja - Frakcionacija stabilnih izotopov ogljika in dusika v fitoplanktonu Trzaskega zaliva Stran 40
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2006

Za skrajni vrednosti kopenskega in fitoplanktonskega organskega materiala sem uporabila
naslednji vrednosti (Ogrinc in sod., 2005); 6 13Ck0p = —-26%o 1n 6 13Cmor = —21%o, X predstavlja
delez morske organske snovi, Y pa delez kopenske organske snovi. Rezultati izraCuna so

zbrani v Preglednici 2 in 3.

Preglednica 2: Prispevek kopenske organske snovi (Y) k suspendirani organski snovi v vzoréevalnem
letu 2003.

Cas 133 | 213.1273.|44. |11.4.|174.|254.|304.|85. |155.]295.|5.6.

Y2003 0,73 | 0,64 | 0,69 | 0,66 | 0,85 | 0,72 | 0,76 | 0,65 | 0,67 | 0,70 | 0,65 | 0,48
(delez)

Cas | 12.6. | 27.6. | 4.7. | 10.7. | 18.7. | 25.7. | 7.8. | 29.8. | 4.11. | 5.11. | 13.11

Y 0,18 | 0,44 | 0,02 | 0,00 | 0,10 | 0,04 | 0,16 | 0,20 | 0,45 | 0,69 | 0,30

V letu 2003 je vecji delez kopenskega materiala prisoten spomladi, ¢eprav je manjsi od

doprinosa v naslednjem letu.

Preglednica 3: Prispevek kopenske organske snovi (Y) k suspendirani organski snovi v vzor¢evalnem
letu 2004.

Cas 23.2.|53. | 153.|253.|84. |294.|75. | 14.5.]19.5. | 27.5. | 3.6. | 9.6.

Y2004 0,29 10,67 0,97 | 1,00 | 0,59 | 0,76 | 0,68 | 0,64 | 0,71 | 0,71 | 0,30 | 0,36
(delez)

Cas | 16.6. | 23.6. | 30.6. | 9.7. | 15.7.| 22.7. | 28.7. | 4.8. | 2.9.

Y 0,36 | 0,51 | 0,56 |0,39|0,33 | 0,47 | 0,21 | 0,24 | 0,25

Iz rezultatov je razvidno, da je skozi celotno leto prisoten vnos kopenske organske snovi. Pred

ey

obdobju, ¢eprav so vidna obdobja vnosa kopenskega tudi v poletnem casu.



Kukovec Katja - Frakcionacija stabilnih izotopov ogljika in dusika v fitoplanktonu Trzaskega zaliva Stran 41
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medoddel¢nega $tudija mikrobiologije, 2006

5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1  VPLIV CVETENJA FITOPLANKTONA NA 8"Cpom IN 8 *Npoum

Kot je razvidno iz Casovnih variacij merjenih parametrov v obeh obdobjih raziskave je
biomasa fitoplanktona oz. primarna produkcija najpomembnejsi dejavnik, ki vpliva na

¢asovne variacije vrednosti 51 Cpom In 815NPOM v juznem delu Trzaskega zaliva.

Leta 2003 sta na podlagi meritev koncentracij klorofila a vidna dva viska; spomladanski
(april, maj) in jesenski (september). V aprilu so prav tako visoke koncentracije vodotopnih
proteinov in totalnih ogljikovih hidratov, viske dosezeta tudi C,, in N. Zacetna koncentracija
NO;™ je bila visoka, ki se je nato do junija enakomerno znizevala. Prav tako se je zaCetna
visoka koncentracija PO,’ nato znizala. Aprila je prislo do znizanja vrednosti 8" Npoy
(4,9%0). Podobno je bil minimum &' Npoy povezan s povisanimi koncentracijami PON in
izrazitim znizanjem koncentracije nitrata v Zalivu Conception v Kanadi (Ostrom in sod.,
1997). Avtorji domnevajo, da je vzrok frakcionacije N fitoplanktonska asimilacija nitrata. Pri
tem naj bi fitoplankton, ki raste nad ali rahlo pod nitriklino, kjer nitrat ni omejujoc¢i dejavnik,
vezal lazji izotop N. Mariotti s sod. (1984) je v svojih raziskavah v obalnem morju Severnega
morja proudeval sezonske variacije vsebnosti °N suspendirane organske snovi. Tako so bile
vrednosti 8"°N takoj po spomladanskem cvetenju fitoplanktona okoli +4%o, junija in julija na
visku cvetenja pa od +10 do +12%0. Do visoke stopnje frakcionacije naj bi prihajalo vse
dokler je na voljo dovolj anorganskega dusika, v pogojih pomanjkanja dusika (na vrhuncu
cvetenja) pa je frakcionacija majhna in izotopska sestava fitoplanktona je posledi¢no podobna
izotopski sestavi substrata (amonija ali nitrata). Tako naj bi bile vrednosti 8'*Npoy med
cvetenjem visje kot pred njim. Alternativna moznost je, da fitoplankton asimilira amonij, ko
zmanjka nitrata. V kolikor je amonij bogatejsi s "°N kot nitrat, je to lahko razlaga za povisane

vrednosti 3'°N ob cvetenju (Owens, 1987).

Vrednost 8" Cpon po vigjih vrednostih marca, je v zacetku aprilu padla in se sredi meseca
ponovno dvignila in ostala priblizno konstantna do junija. Vzrok za tako dinamiko lahko
poiséemo v dinamiki sezonskih sprememb vrednosti 8"°Cpoy v hladnem obalnem morju
(Ostrom in sod., 1997), kjer je znacilen visek 8" Cpoy jasno povezan z visoko koncentracijo
klorofila a, PON in POC ter nizjo koncentracijo DIC v obdobju marec-april. Gre najbrz za

porabo DIC v visoki primarni produkciji in je znacilen dvig vrednosti 8'"*Cpoy najverjetneje
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posledica znizane koncentracije raztopljenega CO,. Altabet (1996) ugotavlja, da poviSevanje
8"Cpom med cvetenjem fitoplanktona ni posledica izotopske obogatitve substrata, temveé je
neposredno odvisno od koncentracije COxaq). Drug faktor, ki tudi lahko vpliva na 8" Cpon
vrednosti, je sprememba v vrstni mikrobni sestavi med cvetenjem (prehod od diatomej k
flagelatom (Altabet, 1996). Nakatsuka in sod. (1992) so s Casovnim opazovanjem vrednosti

51 Cpom In 815NPOM opredelili tri faze v cvetenju fitoplanktona:

1. zgodnja faza cvetenja, ko je nitrata $¢ vedno v izobilju in so vrednosti 8'°Cpoym in
815NPOM Se visoke,

2. poznejia faza cvetenja, ko nitrat postane limiten in so vrednosti 8"’ Cpoy visoke a
8"’ Npom nizke in

3. faza kvazi-stacionarnega stanja, nekaj dni po iz&rpanju nitrata, ko je vrednost 8> Cpon

. 15 .
nizka, a & “Npowm visoka.

Podobno spreminjanje smo opazili tudi pri nasih raziskavah v mesecu marcu in aprilu. Ceprav
pa se vzorec poleti in jeseni ni ponovil. Julija so bile prisotne visoke vsebnosti Cor,, a nizke N
z izrazitim viSkom molskega razmerja C/N (30,8). Prav tako so bile visoke koncentracije
proteinov in ogljikovih hidratov. Po razmeroma visokih koncentracijah NO3 in PO, je
nastopil maksimum vrednosti 8" Cpom (—20%0), kar kaZe na cvetenje fitoplanktona, in izrazit
padec 8" Npowm (3%o). Fiksacija atmosferskega dusika (5'°N=0%o) lahko znatno prispeva k
nizji vrednosti 8"°N v morju (Pantoja in sod., 2002). Nizke vrednosti 8'°Nyos. in 8"°N v
fitoplanktonu v obalnem morju nakazujejo pomembnost fiksacije kot izvora dusika v primarni
produkciji (Ostrom in sod., 1997). Alternativno pa so lahko niZje vrednosti 8" Npoy tudi
posledica razgradnih procesov. Recikliranje dusika prav tako zniza vrednosti 8'°N povrsinskih
delcev in sicer zaradi izotopske frakcionacije v heterotrofnih procesih. Zooplankton naj bi
izlo¢al NH," z nizjo vrednostjo 8'"°N, kot jo ima njegov vir hrane, hkrati pa postaja vrednost
8N tkiva samega zooplanktona za pribl. 3%o vi§ja od njegove hrane. Amoniak z niZjo
vrednostjo 8'°N uporabi fitoplankton in ga tako zadrzi v povriinskem rezervoarju dusika.
Bogati "Npoy se izvozi (potone), na povriini pa ostaja POM z nizjo vrednostjo &' Npoy

(Pantoja in sod., 2002).
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Septembra 2003 pa cvetenje nakazuje visek v koncentraciji klorofila a, visje koncentracije
nitrata in fosfata. Sicer pa 813CPOM pade, SISNPOM so visoke, nizke so vrednosti Cre in N, prav

tako so nizke koncentracije ogljikovih hidratov in proteinov.

Sicer so za razliko od 2003 v 2004 najviSje koncentracije klorofila a poleti junija in spet
konec julija. V zacetku junija se je koncentracija klorofila a povecala zaradi cvetenja
fitoplanktona in vzporedno z njo sta nastopila viska koncentracije totalnih ogljikovih hidratov
in vodotopnih proteinov vzporedno z nastankom makroagregatov. V zacetku meseca je bil
izrazit padec koncentracije NOs’, kar kaze na njegovo porabo v fitoplanktonski produkciji. V
zaCetku meseca je bil prisoten visek vrednosti 813 Crom (—22,5%o0) in nato tudi 53 Npowm (6,7%o),
kar kaze na poznejSo oziroma ze stacionarno fazo v cvetenju fitoplanktona (Nakatsuka in sod.,
1992). Proti koncu meseca je bilo opaziti povisanje koncentracij NO3', NH., PO43', Niot 10 Py
ter razmerja Nio/Piot zaradi remineralizacije nutrientov ter znizanje koncentracij SiO44' zaradi
porabe v asimilaciji diatomej. V zacetku avgusta je bil prisoten ponovni maksimum

koncentracije klorofila a ob znizani vrednosti 8 *Npoy na 3,9%o.

52  VPLIV IZVORA ORGANSKE SNOVI NA 8"Cpom IN 8" Npom

V morskih okoljih so variacije razmerja C/N posledica razgradnje in mineralizacije odmrlega
planktona (Saino in sod., 1992; Boyd in sod., 1999) ter meSanja organske snovi iz razlicnih
izvorov (Ogrinc in sod., 2005). Znana je bakterijska preferen¢na mineralizacija N glede na C
(Newton in sod., 1994). Prav tako imajo zooplanktonski fekalni peleti vi§je razmerje C/N kot
pa zauziti fitoplankton (Checkley in Entzenroth, 1985). V TrzaSkem zalivu so Salvi in sod.
(1998) in Ogrinc in sod. (2005) ugotovili, da meSanje organskih snovi razli¢nih izvorov,
morskih in kopenskih, vpliva na razmerje C/N predvsem v severnem delu zaliva, ki je pod
vplivom vecjih re¢nih pritokov (Soce in Timave). Znacilna morsko C/N razmerje naj bi bilo 8

in C/N razmerje kopenskega izvora 18 (Ogrinc in sod., 2005).

Iz izraCunov izotopske masne bilance ogljika je razvidno, da je skozi celotno leto 2004
prisoten vnos kopenske organske snovi. Pred obdobjem pojava makroagregatov je vnos
kopenskega tudi v poletnem ¢asu. Visek C/N razmerja aprila 2004 je verjetno posledica vnosa
kopenske organske snovi, medtem ko je julijski visSek C/N v 2003 posledica razgradnih

procesov.
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Nizja izotopska sestava suspendiranega totalnega duSika je lahko posledica doprinosa
alohtone (re¢ne in kopenske) organske snovi oz. dusika (Ogrinc in sod., 2005), kar nakazuje
tudi pozitivna korelacija med 8 Cpom in 8 Npom v letu 2004 (Slika 15). Drugi moznosti sta
relativna poraba (pomanjkanje) nitrata (Altabet in Francois, 1994) ali pa tudi preferenc¢na
asimilacija NH4" v fitoplanktonu (Checkley in Entzeroth, 1985). Iz nasih rezultatov je
razvidno, da so bile v letu 2004 povisane koncentracije NH;" glede na leto 2003. Nara$¢anje
koncentracij NH4" je povezano z razgradnjo organske snovi, kar pomeni, da je izotopska
sestava NH; ' niZja v primerjavi z nitratom. Tako imajo organizmi, ki asimilirajo amonij, niZjo
izotopsko sestavo. Iz nasih rezultatov je razvidno, da povisane koncentracije NH;" niso
povezane s padanjem izotopske sestave suspendiranega totalnega dusSika in nizke vrednosti
8" Npom verjetno niso posledica asimilacije NH, ™ v fitoplanktonu. Za detajlnejso

interpretacijo bi morali izmeriti Se izotopsko sestavo nitrata in amonija.

53  POJAV MAKROAGREGATOV

Obe obdobji raziskave sta se vidno (fenomenolosko) loc¢ili po pojavljanju makroagregatov v
letu 2004. V vzorcevalnem obdobju v letu 2003 je bilo glede na leto 2004 bolj stabilno, z
manj padavinami in brez prisotnosti sluzastih makrogregatov. V letu 2004 smo izmerili v
povpre¢ju visje koncentracije hranilnih soli, ki so bile posledica predvsem vecje kolicine
padavin (ARSO) in s tem vecjih re¢nih pretokov glede na isto vzorCevalno obdobje
predhodnega leta. Povpre¢ne koncentracije klorofila a (1,1 + 0,36 ug/l) so bile tudi vi§je od
tistth iz predhodnega leta (0,2 + 0,38 pg/l). Pri tem smo zabelezili v letu 2003 visje
koncentracije pred mesecem junijem, v letu 2004 pa v juniju, to je v Casu intenzivnih
agregacijskih procesov, in v kasnejSem vzoréevalnem obdobju. Junijske koncentracije
suspendiranega organskega ogljika so bile tudi vi§je v letu 2004 s prisotnostjo

makroagregatov.

Raziskave kazejo, da fitoplanktonske celice sproscajo znatne koli¢ine organske snovi, med
katerimi so ogljikovi hidrati kvantitativno pomembni (Verdugo in sod., 2004).
Ekstracelularne ogljikove hidrate sproScajo zivi organizmi v okolje v vseh fazah rasti
(Myklestad in sod., 1989), zasledimo pa razlike med posameznimi vrstami. Rezultati Studija
fitoplanktonskih kultur kazejo tendenco porasta vsebnosti ogljikovih hidratov (v

suspendiranem in raztopljenem ogljiku) skozi rastni cikel in staranje kultur (Ittekkot in sod.,
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1981; Ittekkot, 1982). Velike koli¢ine raztopljenih polisaharidov se spro$cajo tudi v Casu
fitoplanktonskega cvetenja, njihova sestava pa se medtem tudi spreminja (Ittekott in sod.,

1981).

Rast in metabolizem fitoplanktona sta pravzaprav funkciji razmerja N/P. Nizke koncentracije
fosfata in visoka razmerja N/P, oznacCena kot stresmi faktor za fitoplanktonsko rast in
bakterijsko sposobnost razgradnje raztopljene organske snovi, so na splo$no znalilna za
severni Jadran (Cozzi in sod., 2004). Laboratorijske raziskave kazejo, da taka neravnovesja
koncentracij hranil ("stresno" okolje) vodijo do poveCanega izloCanja ekstracelularnih
izlo¢kov (Myklestad in Haug, 1972). Nekateri avtorji (Cozzi in sod., 2004) menijo, da so za
tak “stresni” fitoplanktonski odgovor bolj pomembne spremembe koncentracij limitirajocega
hranila in razmerij kot pa njihovo stalno pomanjkanje. Nasi rezultati kazejo ve€jo
variabilnost razmerja NO;/PO;" v vzorlevalnem obdobju leta 2004, tj. v letu s
prisotnostjo sluzastih makroagregatov. Najve¢je spremembe merjenih parametrov smo
zasledili po 19. maju, ko smo izmerili zelo visoko razmerje med raztopljenim nitratom in
fosfatom (NO3/PO,). Temu je sledil padec koncentracije klorofila a (“odziv na stres™) ter
nadaljnji porast koncentracij suspendiranega organskega ogljika, suspendiranega celotnega
dusika, suspendiranih ogljikovih hidratov ter suspendiranih proteinov. Obdobje intenzivnih
agregacijskih procesov (junij 2004) je tako sovpadalo s prisotnostjo visokih koncentracij
suspendiranih ogljikovih hidratov (109,7 + 13,7 pg/l), suspendiranega C, (24,0 £+ 3,5%) in
suspendiranega celotnega dusika (3,8 £ 1,4%), ki so bile precej visje od tistih izmerjenih v
juniju 2003 (68,0 = 19,2 pg/l; 12,6 £ 7,2; 1,3 £ 1,0 pg/l). Podoben trend kazejo tudi

koncentracije suspendiranih proteinov.

54  SKLEPI

Analiza suspendirane snovi iz spomladanskega in poletnega obdobja v Trzaskem zalivu v
letih brez in s prisotnostjo sluzastih makroagregatov kaze torej razli¢no kemijsko sestavo. Le-
ta je posledica razli¢nih pogojev v okolju, ki bistveno prispevajo k bioloski in nadalje h

kemicni sestavi suspendirane snovi.

Rezultati potrjujejo hipotezo, da neravnovesje hranil in posledicno variabilnost njihovih
razmerij NO3;/PO, predstavljajo »stresna okolja« za fitoplankton. Poslediéno verjetno

prihaja do povecanja izlocanja fitoplanktonskih ekstracelularnih izlockov, ki vodijo do
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visokih koncentracij raztopljene organske snovi ter nadalje do oblikovanja koloidne organske
snovi in tvorbe makroagregatov. V Casu intenzivnih agregacijskih procesov, tj. v juniju 2004,
smo izmerili najvi§je koncentracije ogljikovih hidratov, suspendiranega organskega ogljika in

dusika.

Doprinos organske snovi iz kopnega je bil bolj izrazit v letu 2004 kot v letu 2003. Najvecji
doprinos kopenskega organske snovi je zaslediti v zimskem in zgodnje spomladanskem casu,

kjer predstavlja priblizno 70%, v poletnem casu pa prevladuje morski plankton.

Glede vrednosti 8"°C in 8'°N v POM sklepamo, da je njihova dinamika odvisna od primarne
produkcije. V letu 2003 so bile najvigje vrednosti 8> Cpom izmerjene julija in avgusta. To je
lahko vezano na koncentracije COonq) ali spremembo v vrstni mikrobni sestavi med
cvetenjem (prehod od diatome;j k flagelatom) (Altabet, 1996). 8'*Npoy je bila izrazito najnizja
julija, kar bi lahko pomenilo fiksacijo dusika. NiZje vrednosti 8'*Cpowm leta 2004 v primerjavi
s prejSnjim letom lahko kazejo na vecji doprinos kopenskega organskega materiala. Na
izotopsko sestavo Npom v letu 2004 prav tako verjetno vpliva doprinos kopenske organske
snovi, glede vira anorganskega duSika pa ne moremo podati nobenih zakljuckov, saj bi za
ugotovitev preferenéne uporabe nitrata oziroma amonija v asimilaciji fitoplanktona

potrebovali Se izotopske vrednosti teh anorganskih virov dusika.
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6 POVZETEK

Obalna morja so pomembna podro¢ja za razumevanje biogeokemijskih krozenj, saj zajemajo
priblizno 20% povrsSine vseh oceanov. Poleg visoke primarne produkcije so ta podrocja
podvrzena dodatnim antropogenim vplivom. Zaradi c¢lovekovih dejavnosti prihaja do
dodatnega vnosa hranil, ki skupaj z reCnim vnosom nutrientov, vplivajo na primarno
produkcijo in narascajoCo evtrofikacijo. Neposredni odraz teh sprememb je periodi¢no
pojavljanje cvetenj fitoplanktona, katerega posledica je v severnem Jadranu tudi obcasno
pojavljanje makroagregatov. V Trzaskem zalivu se fitoplankton na povecane zunanje vnose
hranilnih snovi odzove s poveCano biomaso, abundanco in primarno produkcijo.
Razumevanje mikrobnih in biogeokemijskih procesov, ki uravnavajo fitoplanktonsko
biomaso in produkcijo, bi razjasnilo vzroke njihovih sprememb in posredno nastanka

makroagregatov.

Stabilni izotopi ogljika (C) in duSika (N) so danes uspes$ni pokazatelji mikrobnih in
biogeokemijskih procesov v morju. Za razumevanje teh procesov je potrebno poznati
izotopsko sestavo izvorne snovi in spremembe, ki nastopajo v mikrobnem procesu. Studij teh
procesov je veCkrat tezaven zaradi Stevilnih reakcij in procesov, ki potekajo v naravnem
okolju. Tako so lahko variacije izotopske sestave °C v fitoplanktonu posledica vrstne sestave,
temperature in karbonatnega ravnotezja v morju. Variacije "N so obi¢ajno vegje in
omogocajo natan¢no opredelitev prevladujocega mikrobnega procesa v krozenju N, ki v
morju obsega asimilacijo, nitrifikacijo, denitrifikacijo, mineralizacijo in fiksacijo
atmosferskega N,. Uporaba stabilnih izotopov C in N tako omogoca tudi proucevanje
procesov primarne produkcije in asimilacije pred in med cvetenjem fitoplanktona in posredno

tudi nastanka makroagregatov.

Glavni namen pri¢ujocega dela je bil preuciti mikrobne in biogeokemijske procese, ki
uravnavajo izotopsko sestavo C in N v fitoplanktonu v TrzaSkem zalivu. V ta namen smo v
vzorcih suspendirane organske snovi (POM) iz Trzaskega zaliva, ki vkljucuje tudi
fitoplanktonsko organsko snov, analizirali vsebnost >C in "’N. Vzorci suspendirane organske
snovi so bili odvzeti s priblizno tedensko frekvenco na povrSini na fiksni postaji v juznem
delu Trzaskega zaliva (pri Piranu) v obdobju marec-september 2003 (obdobje brez

makroagregatov) in marec-september 2004 (obdobje s prisotnostjo makroagregatov).
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Vzporedne analize so obsegale vsebnost organskega C in totalnega N, ogljikovih hidratov in
vodotopnih proteinov v suspendirani snovi, hranilni potencial (N, P, Si), karbonatni sistem z
izotopsko sestavo "°C ter fitoplanktonsko biomaso. Vzporedno smo analizirali akseniéne

kulture nekaterih tipi¢nih fitoplanktonskih vrst izoliranih iz Trzaskega zaliva.

Analiza suspendirane snovi iz spomladanskega in poletnega obdobja v Trzaskem zalivu v
letih brez in s prisotnostjo sluzastih makroagregatov kaze razlicno kemijsko sestavo, ki so
posledica razli¢nih pogojev v okolju. Rezultati raziskav potrjujejo hipotezo, da neravnovesje
hranil in posledi¢no variabilnost njihovih razmerij NO3 /PO, predstavljajo »stresna okolja«
za fitoplankton. Pri tem prihaja do pove€anja koncentracij raztopljene organske snovi, ki je
posledica poviSanega izloCanja ekstracelularnih izlockov in lize fitoplanktona in posledi¢no
do tvorbe makroagregatov. Kaksni procesi in v kolik$ni meri vplivajo na dinamiko vrednosti
5t Crom 1n 815NPOM nam ni uspelo ugotoviti. Vpliv organske snovi iz kopnega v letu 2003 ni
tako izrazen, kar je verjetno posledica meteoroloskih razmer. Ve¢ji del suspendirane organske
snovi (POM) v poletnem obdobju pripisujemo nastanku fitoplanktona. Nizka izotopska
sestava dusika (8'°Npom = 3.0%0) in visja izotopska sestava ogljika (8°Cpom = 20.0%o)
nakazuje na prisotnost fiksacije N, iz ozratja. Vrednosti 8"’ Npoy v letu 2004 kaZejo, na
porabo nitrata, ki ga fitoplankton asimilira. Poleg tega na izotopsko sestavo vpliva Se doprinos
kopenske organske snovi, ki je najbolj izrazita zgodaj spomladi in v jesenskem cCasu pade.
Ugotovili smo, da je vrednost frakcionacijskega faktorja g= 0,8, ki vpliva na izotopsko
sestavo N v fitoplanktonu, nizja kot drugod. To pripisujemo razli¢nim vrstam in pogojem rasti
fitoplanktona. Za podrobnejSo interpretacijo rezultatov bi potrebovali tudi meritve izotopske
sestave nitrata in amonija. Kljub temu, da so te meritve v nekaterih Studijah vkljucene, pa Se
vedno niso popolnoma razjasnjeni procesi, ki vplivajo na izotopsko sestavo C in predvsem N

v suspendirani organski snovi in s tem v fitoplanktonu v morju.
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PRILOGE

Priloga A

Graf ¢asovne odvisnosti 8'°C vrednosti POM
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Priloga A: Marca 2003 so bile vrednosti 8'°Cpoy okoli —24,4%o, v sredini aprila so nato padle na —
25,3%o in se nato do junija nekoliko zviSale na povpre¢no 8°C vrednost —24,5%o. Junija so se
vrednosti za¢ele ponovno zvisevati z manjsim viskom v sredini meseca (8"°C = —21,9%o). Julija so bile
vrednosti najvisje, z izrazitim viSkom sredi meseca (—20,0%o). Dalje so se vrednosti znizevale in so
novembra dosegle tipiéne pomladanske vrednosti. ZaGetna vrednost 3" °Cpoy je bila koncem februarja
visoka, nato se je v marcu znizala do —26,4%.. Aprila je narasla in do junija so bile vrednosti priblizno
—24.,4%o. V juniju, juliju in avgustu so bile vrednosti vi§je z dvema viskoma v zacetku junija (—22,5%o)
in ob koncu julija (—22,1%o). Sicer so bile poletne (junij, julij, avgust) vrednosti 3" *Cpoy s povpreéno
vrednostjo —22,9%o nizje od povprecne vrednosti istega obdobja prejSnjega leta (—21,8%o).
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Priloga B

Graf ¢asovne odvisnosti 8'°C vrednosti DIC v letu 2004.
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Priloga B: Vrednost 8" Cpic je bila v zacetku marca —1,7%o in je ob koncu meseca padla na —2,7%eo.
Nato se je do junija enakomerno povecevala. V zacetku junija je sledil oster padec na minimum
—6,1%o, ki Gasovno sovpada z visoko vrednostjo 8> Cpopm. Ob koncu junija je bila vrednost Ze na visku
0,7%o, 8" Cpic vrednosti se septembra spreminjajo okoli 0%o.
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Priloga C

Graf &asovne odvisnosti 8'°N vrednosti POM.
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Priloga C: Ob koncu marca smo ugotovili visoko vrednost 8" Npoy 7,6%o, ki je nato aprila padla na
4,9%o in se ob koncu meseca dvignila na 6,7%o. V zafetku maja je bila vrednost 5,9%o in se do sredine
meseca dvignila na 7,2%o0 in ob koncu meseca ponovno padla na 5,8%o. Junija so bile vrednosti
najvisje ( okrog 7%o), julija pa je sledil izrazit minimum (3%o), ki je sovpadal z maksimumom 8" Cpou.
Vrednost so Ze v drugi polovici meseca ponovno narasle na 7%o. Sledita dva viska, konec avgusta so
bile vrednosti 3°N okrog 7,9%o, novembra pa 9,2%o. Manja viska vrednosti 8'°Npoy sta bila prisotna
v zacetku marca (4,0%o) in v sredini maja (4,6%0), ob koncu maja pa smo zaznali padec vrednosti na
2,9%o. Junija je sledil velik porast vrednosti z maksimumom 6,7%o. V drugi polovici junija do konca
julija je sledila ustalitev vrednosti na okoli 5,1%o. V zacetku avgusta je bila vrednost 3,9%o in se je ob
koncu meseca zvisala na 5,4%. Vrednosti 8°Npoy so bile v celotnem odobju merjenja niZje
(povpregna 8" Npoy je 4,4%o) kot leta 2003 ( s povpreéno vrednostjo 3'"°N 6,5%o), z izjemo izjemnega
znizanja 8"°N vrednosti julija 2003.
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Priloga D

Graf ¢asovne odvisnosti Corg (%) vrednosti POM.
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Priloga D:V uteznih delezih organskega ogljika je razlika aprila, ko so vrednosti 2003 C,,, (19,7 +
9,2%) niZje od tistih v 2004 (31,8 £ 17,5%), in junija, ko so vrednosti 2003 C,, (12,6 + 7,2%) prav
tako nizje od tistih v 2004 (24,0 + 3,5%). So pa nasprotno julija 2003 visje (21,7 £ 6,2%) od 2004
(10,9 +2,1%).
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Priloga E

Graf ¢asovne odvisnosti N (%) vrednosti POM.
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Priloga E: N vrednosti so v 2003 nizje marca, aprila (1,3 £ 0,5%) in junija (1,4 = 1,0%) od istega
obdobja v 2004 (3,3 £ 0,9%, 3,8 + 1,4%).
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Priloga F

Graf Casovne odvisnosti NOs vrednosti (umol/l).
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Priloga F: Zacetna koncentracija v aprilu 2003 je bila 3,9 umol/l in je nato padla na enakomerno nizke
vrednosti (od 0,1 do 1,5 umol/l) razen pri izrazitem visku v sredini junija (4,4 pmol/l)_in novembra
(3,9 umol/l). V letu 2004 so bile koncentracije nitrata do junija izrazito visje kot prejsnje leto. Marca
je bila povprecna koncentracija 6,2 pmol/l, aprila pa maksimalna 11,8 pmol/l. Tudi maja so bile
koncentracije visje s povprecjem 4,3 umol/l. V zacetku junija je koncentracija padla (0,56 pmol/l),
nakar je sledil podoben visek kot v letu 2003. Koncentracije so bile nato do septembra nizke.
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Priloga G

Graf &asovne odvisnosti NH; " vrednosti (umol/l).
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Priloga G: V letu 2003 so bile koncentracije od aprila do novembra nizke, saj so nihale med 0,02 in
0,11 pumol/l, z izjemo viska ob koncu aprila (0,38 pmol/1).V letu 2004 je bila slika popolnoma
drugacna. Izrazita sta bila viska aprila (3,3 pmol/l) in junija (3,27 pumol/l). Sicer so bile koncentracije
visoke ze marca (1,85 pmol/l), po junijskem visku pa je bila povprecna koncentracija amonija do
septembra 1,02 pmol/l.
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Priloga H

Graf gasovne odvisnosti PO, vrednosti (umol/l).
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Priloga H: Zacetna koncentracija v aprilu 2003 je bila 0,22 pmol/l, nato je padla na 0,02 umol/l in je
bila v maju povprecno 0,05 umol/l. V juniju je nastopil visek (0,11 umol/l). Po padcu na 0,02 pmol/l
julija je nato enakomerno nara$¢ala do novega viska ob koncu meseca (0,1 umol/l). Koncentracija
PO,” so nato do novembra padale. V letu 2004 so bile koncentracije vseskozi visje kot prejinje leto (z
izjemo zacetne koncentracije v letu 2003). Visoke koncentracije fosfata so bile prisotne v maju (visek
0,25 umol/l) in juniju (visek 0,3 pmol/l). Tudi aprila, julija in avgusta so dosegale koncentracije
vrednost 0,15 pmol/l.



