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1. Uvod

Ovaj zavrsni rad je raden u sklopu HRZZ znanstvenog projekta ,,Dinaridski predgorski
bazen izmedu dva eocenska termalna optimuma: moguci scenarij za sjevernojadranski

bazen“ (BREEMECO).

U radu je opisana zajednica malih bentickih foraminifera iz sedimenta u
Savudrijskoj vali (sjeverni dio Jadranskog mora). Male benticke foraminifere se uvelike
koriste za rekonstrukciju recentnih i fosilnih ekolo3kih uvjeta, tako Sto se opisuju ekoloski
indeksi, primjenjuju multivarijatne analize ili transfer funkcije. Problem s malim bentickim
foraminiferama Sto teSko moZemo imati pravu sliku o zajednici u nekom okoliSu jer mlade
jedinke su tako sitne (u slucaju propagula, to je samo pocetna klijetka ili joS 1-2 klijetke, u
pravilu <32 pum) da je odredivanje vrsta gotovo nemoguce, te se postavlja pitanje koja je

najmanja frakcija koja se koristi za istraZivanja.

Cilj istraZivanja je utvrditi do koje mjere odabir frakcije (63 pm i 125 pm) koja se
analizira utjeCe na udio Zivucih jedinki bentickih foraminifera u ukupnoj zajednici, kao i
udio predstavnika podredova. Unato€ postojanju FOraminiferal Bio-Monitoring
(FOBIMO; SCHOENFIELD i sur., 2012) protokola uzorkovanja i laboratorijske obrade
uzoraka s bentickim foraminiferama, postoje dvojbe o odabiru frakcije koja ¢e pruZiti
najvjernije podatke za analizu i interpretaciju (LO GIUDICE CAPPELLI i AUSTIN,
2019). Brojni su radovi koji polemiziraju do koje mjere veliCina analizirane frakcije
bentickih foraminifera utjece na ekoloSki status i interpretaciju ekoloskih uvjeta
(KLOOTWIJK i ALVE, 2022 i reference u tom radu) budu¢i da se zna kako te
foraminifere reagiraju brzo na ekoloSke promjene i stoga su korisni alat za promatranje.
Specifi¢nosti mjesta uzorkovanja, kvalitete i raspoloZive koli¢ine uzoraka, natjerala je

istraZivaCe da i nakon objave protokola, traZe ucinkovitije metode.

U ovom istraZivanju opisano je na koji nacin izbor sita kod ru¢nog prosijavanja
uzorka utjeCe na omjer brojnosti zajednice Zivucih jedinki i zajednice praznih kucica u
plitkomorskoj zajednici u sjevernom dijelu Jadranskog mora. Uzorci su prikupljeni tijekom
travnja 2021. godine (autonomnim ronjenjem i ru¢nim utiskivanjem plasticnog korera) u
Koparskom zaljevu (odobalje Izole, slika 1). Prakticni dio rada je bio napravljen u proljece
2022. godine na GeoloSko-paleontoloskom zavodu GeoloSkog odsjeka Prirodoslovno-

matematickog fakulteta pod vodstvom prof.dr.sc Vlaste Cosovic.
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2. Geografski poloZzaj mjesta uzorkovanja

Uzorci prikupljeni za potrebe znanstvenog projekta te ovog zavrSnog rada su uzeti na
lokaciji Koparskog zaljeva (TrS¢anski zaljev, sjeverni dio Jadranskog mora), toCnije u
blizini grada Izole (koordinate 45.5344 N, 13.6563 E). Jadransko more kao takvo
predstavlja recentno epikontinentalno more i mladi marinski ekosistem te je istraZivanje
sjevernog dijela veoma zanimljivo za prouCavanje utjecaja Covjeka na okoliS. Jak utjecaj

na okoliS pogotovo ima luka Kopar koja uvelike pridonosi oneciS¢enju morskog dna.

Uzorci su prikupljeni na dubini od 24,6 metara u blizini aktivnhog podvodnog izvora
metana Bele Skale. Koparski zaljev je juzni dio veceg TrScanskog zaljeva. TrS¢anski zaljev
se nalazi na sjeveroistocnom dijelu Jadranskog mora. PovrSine je od 550 km? s najvecom
dubinom od 37 m. Morske struje u zaljevu se krec¢u u smjeru kazaljke na satu te na taj
nacin dovode zagadivace iz sjevernih urbaniziranih dijelova zaljeva koji ugroZavaju obalni
okoliS. Rijeke smjeStene uz slovensku obalu takoder uvelike doprinose oneciS¢enju
okoliSa. Obalni dijelovi zaljeva izgradeni su od srednjeeocenskih fliSkih naslaga. Vapnenci
starosti kreda — donji eocen izdanjuju uz juZne obale zaljeva uzduzZ Istarskog poluotoka, te
u jezgri antiklinale Izola i sjeverno od Trsta. Naslage koje grade zaljev su fluvijalne
naslage (pliocen — pleistocen), a tek lokalno nalazimo i marinske i brakicne sedimenta

(ZVAB ROZIC i sur., 2022).

Slika 1. Google karta s oznaCenom lokacija uzorkovanja

(https://www.google.com/maps/place/Dobrava)
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3. Materijali i metode istraZivanja

3.1. Priprema uzoraka

Uzorak je skupljen rucno, utiskivanjem plasti¢ne cijevi promjera 10 cm (plasti¢ni korer) u
sediment. Uzorkovanjem dobivene su 10 cm duge sedimentne jezgre. Sedimentne su jezgre
podijeljen u 2 cm debele poduzorke u laboratoriju Oddelka za geologijo
Naravoslovnotehniska fakulteta u Ljubljani. U ovom radu obraden je povrSinski sloj jezgre

(0-2 cm).

Slika 2. Potreban pribor za suho prosijavanje (dva sita, promjera rupica(63 i 125 pm)),

prosijavanje i standardizacija uzorka uz koristenje mikrosplitera (Izvor: vlastita fotografija)

Prikupljeni uzorak bio je tretiran u otopinom 70% etonala kojem je dodano Rose
Bengal bojilo (2g/L™). Uzorak je ostavljen 14 dana kako bi se Zive jedinke foraminifera
obojile i time razlikovale od praznih kuc¢ica. Nakon 14 dana, uzorak je ispran i osuSen te
prosijan na situ promjera rupica 63 pm. Prema nekim miSljenjima tako dobiveni uzorak se
standardizira i analizira. Za ovaj rad, uzorak je suho prosijan na dva sita, jedno sito
promjera otvora 63 pm dok je drugo veli¢ine 125 pm (Slika 2). Dobivena su dva

poduzorka. Nakon prosijavanja, zaostale taloge je trebalo skupiti i standardizirati.
3
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Standardizacija je umanjivanje uzorka na veli¢inu od nekih 300tinjak kuc¢ica koje su
metodom slucajnog odabira izdvojene. Tako se postiZe da mjesto uzorkovanja, tehnika
uzorkovanja ili laboratorij u kojem se obraduju ne utjeCe na veli¢inu uzorka koji se
analizira, pa se dobiveni rezultati mogu komparirati. Da nema tog procesa, usporedba bi
bila nemoguca. Metoda se naziva pacetvorenje i za to se koristi mikrospliter (slika 2).
Koriste¢i mikrospliter frakcija >63 pm je bila razdijeljena 8 puta (1/256) dok je frakcija
>125 pm bila razdijeljena 6 puta (1/64). Podijeljeni su uzorci bili istreseni pojedinacno na
pliticu. Na plitici je bilo potrebno uz pomo¢ stereoskopskog mikroskopa koristec¢i iglice
izdvojiti benticke foraminifere (slika 3), te ih prebaciti u odgovarajuce (,,Franckove
¢elije”). U poduzorku koji je sadrZzavao frakciju >125 pm izdvojeno je 300 jedinki, dok je

u poduzorku sa frakcijom >63 pm odvojeno 241 jedinki.

Slika 3. Izdvajanje foramininifera pomocu stereoskopskog mikroskopa Nikon u Franckove

¢elije u GeoloSko-paleontoloskom zavodu (Izvor: vlastita fotografija)

Odabrane kucice foraminifera fotografirane su na stereoskopskom mikroskopu Olympus

SZX7 s kamerom Olympus UTV1XC.
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3.2. Odredivanje udjela obojenih i neobojenih kucica - Prepoznavanje Zivih jedinki

Zajednica bentickih foraminifera svake frakcije je zatim promatrana na
stereoskopskom mikroskopu (slika 3). Foraminifere su grupirane prema tome da li su
prilikom uzorkovanja bile Zive (te su kucice obojene rozo-crveno) ili su ve¢ bile prazne
(one nakon tretiranja s organskim bojilom ostaju neobojene). Za razlikovanje stvarno
obojenih od praznih kuc¢ica vazno je bilo prepoznati na koji naCin ¢e se kucica jedinke
obojati u slucaju kad je jedinka bila Ziva. Primjena Rose Bengal bojila je jednostavna
metoda koja ima neke nedostatke. Dokazano je kako u okoliSima gdje postoji nedostatak
otopljenog kisika bojilo oboji i uginulu jedinku. Da bi se izbjeglo postavljeni su kriteriji:
stvarno obojana jedinka tretirana Rose Bengalom ce izgledati tako da ¢e svi dijelovi kucice
osim posljednje ili pretposljednje klijetke biti obojane specificnom crvenom do ruZic¢astom
bojom (slika 4; CAULLE i sur., 2014). Dodatno, kad postoje dvojbe da li je ku¢ica obojena
ili ne, potrebno ju je usporediti s pravilno obojenom kucicom iste vrste. Posebno je tesko
odrediti obojanost aglutiniranih i imperforatnih kucica, pa pravila nalazu da se kucice
razbiju kako bi se vidjelo da li sadrZe citoplazmu. U istraZivanim uzorcima primijenjeno je
pravilo ako je kucica bila obojana na bilo koji drugi nac¢in onda se jedinka smatrala

uginulom (slika 5, potpuno obojane kucice).

Slika 4. Primjer tri stvarno obojanih ku¢ica foraminifera u usporedbi sa prozirnim

neobojanim kuéicama. (Izvor: vlastita fotografija)
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Slika 5. Primjer praznih kucica u trenutku uzorkovanja koje su se kompletno obojile nakon

tretirana s bojilom Rose bengal. (Izvor: vlastita fotografija)

3.3. Odredivanje tipa bentickih foraminifera prema tipu stijenke

Tijekom prepoznavanja bilo je vaZno prepoznati benticke foraminifere prema tipu
stijenke. Foraminifere su jednostanicni organizmi, eukariote koji imaju ljuSturicu-skelet-
kucicu cija stijenka moZe biti organska, sastavljena od zrna razliitog mineralnog sastava

koja su povezna vezivom ili stijenka moZe biti kalcitna ili aragonitna.

Kucice izgradene od organske tvari su tanke i fleksibilne, karakteristiCne za
monotalamicne forme. Aglutinirane kucice su gradene na nacin da su zrna pijeska ili silta
medusobno povezana kalcitnim, tektinskim (organskim) ili silikatnim cementom (slika 6).
Kalcitnih ljuSturice su rezultat metabolizma jedinke. Od kalcitnih kuc¢ica razlikujemo
sitnozrnatu—vapnenacku (predstavnici podreda Fusulinina; iako nije potpuno objaSnjeno
mehanizam nastanka ove stijenke), imperforatnu koja je homogene i porculanaste teksture
(predstavnici podreda Miliolina), perforatnu (predstavnici podreda Rotaliina) sa staklastom
i prozirnom teksturom koja uz to moZe biti sastavljena od jednog sloja kristala, te
viSeslojnom (bilamelarnom do lamelarna kada se sa svakom novom klijetkom dodaje nova

lamina do odredenog maksimuma).
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S obzirom na tipove mineralnih skeleta foraminifere, (LOEBLICH I TAPPAN,

1988) razlikuju podred Rotaliina (foraminifere s perforatnom stijenkome), podred

Textulariina (foraminifere s aglutiniranom stijenkom) i podred Miliolina (foraminifere s
imperforatnom stijenkom).

y
arAm s
e Py
e
- = A
Yo A=wa=Pal

PN

Aglutinirana stijenka,
kompaktna

Aglutinirana stijenka s
alveolama.

Fusulinina

Sitnozmata, vapnenacka Sitnozrnata, al 1zdiferencirana
Miliolina

Vapnenacka, imperforatna:
OL= vanjski sloj; IL= unutrasnj:

Vapnenacka staklasta, Vapnenacka staklasta,
granulama fibroaksijalna

Slika 6. CrteZi grade aglutinirane, sitnozrnate-kalcitne, imperforatne i perforatne stijenke

kuéica foraminifera. (Izvor: V.Cosovi¢: Predavanja i viezbe Mikropalaeontologija)
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4. Rezultati

4.1. Zastupljenost tipova stijenki

Udio predstavnika pojedinih tipova stijenki malih bentickih foraminifera moze
posluZiti i kao mjera definiranje odredenih okoliSa u oceanima i morima. Najjednostavnija
metoda je primjena trokomponentnog grafa (slika 7) u kojem su pojedini okoliSi definirani

dominacijom foraminifera s odredenim tipom stijenke.
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Slika 7. Korelacija zastupljenosti predstavnika podreda Rotaliina, Miliolina i

Textulariina u pojednim okoliSima (AMSTRONG i BRASIER, 2005)

U istraZivanim uzorcima i to obje frakcije pronadene su foraminifere sa
aglutiniraniom stijenkom poput predstavnika roda Textularia koju odlikuju biserijalna
kucica i vidljivim suturama na povrsini kuc¢ice. Od rodova koje imaju porculanaste kucice
moZemo izdvojiti rod Quinqueloculina te Triloculina. Njihove stijenke su porcelanaste,
mlijecno bijele, glatke i ukraSene rebrima te se krajevi dviju sukcesivnih klijetki dodiruju
na polovima. U uzorku su najrasprostranjenije bile jedinke sa perforatnom stijenkom.

Predstavljene su rodovima Haynesina, Ammonia, Bolivina, Lagena, Bulimina te Rosalina.

4.2. Zastupljenost obojenih i neobojenih kucica

U poduzorku >63 pm izbrojano je 251 jedinki. Foraminifere s imperforathom
kuc¢icom su malobrojne i one predstavljaju 4.6% zajednice (Tablica 1), slijede ih
foraminifere s aglutiniranom stijenkom (6.2%), dok zajednicom dominiraju foraminifere s
perforatnom kucicom (86.2%). Obojenih kucica je 10.4% u istraZivanom poduzorku.
Brojnost obojenih kucica prema tipu stijenki odgovara ukupnoj zastupljenosti podredova u

poduzorku (Tablica 1), najbrojnije su kucice perforatnih foraminifera, slijede kucice s
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aglutiniranom stijenkom, a najmanju zastupljenost imaju kucice s imperforathom

stijenkom.

Slika 8. Zajednica foraminifera u poduzorku >63 pm, foraminifere a aglutiniranom

(A), imperforatnom (I) i perforatnom stijenkom (P).

Zastupljenost jedinki prema tome da li su bile Zive ili ne u trenutku uzorkovanja,
kao i udio foraminifera prema tipu stijenke za poduzorak >125 pm prikazan je u Tablici 2.

Od 300 izbrojanih jedinki koje predstavljaju ukupan broj, 10.33% foraminifera su bile

9
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obojane jedinke s perforatnom stijenkom, a 0.33% bile su jedinke sa aglutiniranim tipom
stijenke dok niti jedna foraminifera sa imperforathom stijenkom nije bila obojana.
Gledajuci zastupljenost jedinki prema tipu stijenke dobiveni su rezultati koji prikazuju da
je 84.3% foraminifera sa perforatnom, 6.0% s aglutiniranom, a 9.6% foraminifera s
imperforatnom stijenkom. Udio obojenih kucica se ne razlikuju previSe u oba poduzorka,

kao ni zastupljenost predstavnika podredova.

10
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Slika 9. Zajednica foraminifera u poduzorku >125 pm, raznolikost foraminiferskih

kucica s obzirom na tip stijenke (A= aglutinirana stijenka, I= imperforatna stijenka, P=

perforatna stijenka).

Tablica 1: Zastupljenost predstavnika podredova u poduzorku >63 pm, kao i udio Zivuc¢ih

prema uginulim jedinkama za taj poduzorak.

Tip kucice Imperforatne | Perforatne | Aglutinirane | Sveukupno
Broj jedinki 11 215 15 241
Broj obojanih jedinki 1 20 4 25
% obojanih jedinki u 0.4% 8.3% 1.7% 10.4%
odnosu na ukupan
broj jedinki
% jedinki prema tipu 4.5% 89.2% 6.2% 100%

stijenke u zajednici

Tablica 2: Zastupljenost foraminifera prema tipu stijenke i prema tome da li su obojane ili

ne za poduzorak >125 pm.

Tip kucice Imperforatne | Perforatne | Aglutinirane | Sveukupno
Broj jedinki 29 253 18 300
Broj obojanih jedinki 0 31 1 32
% obojanih jedinki u 0% 10.33% 0.33% 10.66%
odnosu na ukupan
broj jedinki
% jedinki 9.6% 84.3% 6% 100%
predstavnika

11



Mihovil Rakarié, Seminar II1

5. Rasprava

U ekoloskim i mikropaleontoloskim istraZivanjima koriste se razlicite se frakcije (>63,
>125 ili >250 pm) za opisivanje zajednica bentickih foraminifera. Poznato je kako sastav
zajednice uvelike ovisi o frakciji (LO GIUDICE CAPPELLI i AUSTIN, 2019). Koliko
ekoloski uvjeti utjecu na veli¢inu kucica foraminifera joS uvijek nije poznato. IstraZivanja
su brojna, posebno u zadnjem desetljecu (KLOOTWIJK I ALVE, 2022 i reference u radu).
U tom smislu istraZzuju se i zajednice iz Jadranskog mora (HLEBEC i sur., 2021;
RAKARIC i sur., 2022). Ostaje pitanje u kojoj mjeri kuéice malih dimenzija oslikava
zajednicu mladih jedinki ili opisuje okoliSne uvjete koji utjeCu na rast jedinki poput

oneciSc¢enja teSkim metalima ili nedostatak kisika.

IstraZivanje frakcije 63 um je zahtjevno s velikom nesigurnos¢u oko prepoznavanja
vrsta. Mnogi ipak obraduju tu frakciju jer sadrZi vrste koje su dobri pokazatelji ekoloSke
kvalitete okoliSa. IstraZivanja koja su napravljena na zajednicama iz dva norveska fjorda
(KLOOTWIJK i ALVE, 2022) su pokazala jako slican ekoloski status dobiven analizom

zajednica iz frakcije >63 i >125 um i time dala prednost koriStenju krupnije frakcije

Ponovno pacetvorenje poduzoraka do standarda potvrdilo je kako zajednica
bentickih foraminifera >63 pum je brojnija (standard je 1/256 uzorka, dok kod poduzorka
>125 pm je 1/64). U oba uzorka udio predstavnika podredova je podjednak (Slika 7). Ako
bismo usporedili zastupljenost foraminifera u poduzorcima ovisno o tipu stijenke moZemo
uociti da su rezultati koji pokazuju udio za foraminifere sa perforatnom i aglutiniranom
kuc¢icom bliski dok su rezultati za imperforatne foraminifere razliciti u smislu da postotak
jedinki imperforatnih kucica u frakciji <125 pm duplo ve¢i nego u frakciji <63 pm. Za
istraZivanja pracenja promjena u okoliSa koji koriste benticke foraminifere jako je vazno
znati koje su jedinke bile Zive, a koje ne kad je uzorkovanje provedeno (MURRAY, 2006).
Poznato je da Rose Bengal bojilo veZe molekule proteina i drugih makromolekula i u stvari
ne moZe razlikovati Zivuce od netom uginulih jedinki. Jednostavna primjena i Cinjenice da
najveci broj istraZivanja koristi to bojilo te su korelacije rezultata jednostavnije, metoda se
i dalje najviSe koristi. U istraZivanim uzorcima obojene-Zivuce jedinke u ukupnoj zajednici
i sitnije i krupnije frakcije predstavlja jednake vrijednosti (10.4 i 10.66%). Razlike su tek
vidljive u zastupljenosti prema podredovima. U okoliSu smanjenja koliCine kisika, udio
obojenih jedinki je veci u sitnijoj frakciji (CAULLE i sur., 2014). Tako naprimjer kod
aglutiniranih jedinki postoji veca razlika u postotku obojanih-Zivuc¢ih jedinki gdje je taj
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broj veéi u uzorku >63 um. Isto tako u uzorku >125 um nisu nadene obojane jedinke sa
imperforatnom stijenkom ali je zato postotak obojanih jedinki s perforatnom stijenkom
veci u uzorku >125 pm. Podatci iz Tablica 1 i 2 stavljeni u trokomponentni dijagram daju
prikaz okoliSa u kojem foraminifere Zive. Podjednaka zastupljenost foraminifera prema
tipu stijenki u obje frakcije rezultirala je slicnim poloZaje u trokomponentnom dijagramu
(slika 10). Dominacija predstavnika podreda Rotaliina karakteristicna je za Selfna mora,
normalnog saliniteta , ali i za brakiCne lagune i estuarije (MURRAY, 2006). To je u skladu

s mjestom uzorkovanja (slika 1).
Miliolina

100% e« Poduzorak >63 yim
‘ 90 ® Doduzorak =125 Um

10

100%4&= %
® 102030405060708090  100%
Rotaliina Textulariina

Slika 10. Prikaz zastupljenosti foraminifera ovisno o tipu stijenki na trokomponentnom

dijagramu (Murray, 2006)

IstraZivanja napravljena na uzorku iz Koparskog zaljeva (blizina izvora metana) su
pokazala da odabir frakcija nije imao utjecaj niti na zastupljenost podredova malih
bentickih foraminifera (imperforatne, perforatne i aglutinirane stijenke), ali niti na udio
Zivuce zajednice (obojene kucice) u ukupnoj zajednici. Rezultati istraZivanja idu u prilog
preporuci FOBIMO protokola o radu na frakciji >125 pm, koji omogucuje sigurnije

prepoznavanje vrsta i lakSe je za raditi.
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6. Zakljucak

Male benticke foraminifere iz Koperskog zaljeva (Savudrijska vala, dubina 24,6 m)
neposredno uz podmorski izvor metana su uzorkovane i analizirane kako bi se utvrdilo da
li postoji, i ako postoji kakav je utjecaj izbora frakcije na zastupljenost obojenih (Zivucih) i

neobojenih (praznih kucica) jedinki u zajednici koja se istrazuje.
IstraZivanja provedena na istom uzorku, ali na frakcijama >63 pm i >125 pm, su pokazala
podjednak udio obojenih (Zivucih jedinki) u ukupnoj zajednici (10.4 do 10.66%).

Nema ni znatne razlike u sastavu zajednice prema tipu stijenke u frakcijama. Zajednicom
dominiraju predstavnici podreda Rotaliina (84.3 u frakciji >63 pum do 89. 2% u frakciji

>125 pm).

Iz toga proizlazi da za istraZivanje zajednice malih bentickih foraminifera iz sjevernog
dijela Jadranskog mora, treba slijediti FOBIMO preporuke o primjeni frakcije >125 pm,

koja je lakSa za raditi i koja omogucuje sigurnije odredivanje vrsta.
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