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Razumevanje procesov, ki vplivajo na diverziteto zdruzb talnih mikroorganizmov, ima pomembno
vlogo pri napovedi odzivov ekosistemov in njihovih funkcij na okoljske spremembe. Tovrstne
raziskave so v naravnih ekosistemih tezavne zaradi specifi¢nih lastnosti tal, saj so selekcijski pritiski
v tleh redko Casovno in prostorsko usmerjeni in se pogosto prekrivajo z drugimi talnimi
karakteristikami. Naravni izviri CO, (mofete) so ekstremni ekosistemi, kjer ogljikov dioksid (CO,)
geoloSkega izvora doseze povrsino tal in povzroca dolgoro¢ne spremembe v sestavi talnega zraka.
Ker se CO, prezracuje skozi tla, najprej prizadene korenine rastlin in talne organizme. Za nase
raziskave diverzitete in ekologije zdruzb talnih mikroorganizmov smo izbrali vrstno pestre in
funkcionalno pomembne skupine mikrobov; arbuskularne mikorizne (AM) glive, arheje, bakterije in
kvasovke. Sestavo zdruzb AM gliv smo na obmocjih izbranih lokacij mofet v Sloveniji, Italiji in
Republiki Ceski dolo¢ili z metodo pirosekvenciranja (454 GS-FLX, Roche), sestavo zdruzb arhej in
bakterij smo dolocili na obmocju slovenskih mofet v okolici StaveSincev s konvencionalnim
pristopom na podlagi PCR, kloniranja in sekvenciranja po Sangerju. Kvasovke smo na obmocju
slovenskih mofet izolirali z uporabo vec razli¢nih tehnik izolacije in razli¢nih gojis¢ ter identificirali
z molekulskimi pristopi. Najpomembnejsi okoljski dejavniki, ki vplivajo na sestavo zdruzb AM gliv,
arhej in bakterij na obmocjih naravnih izvirov CO,, so koncentracija CO, v talnem zraku, hipoksija
in pH tal. Dodatno smo ugotovili, da na variabilnost v sestavi zdruzb AM gliv vplivajo tudi razlike
med leti vzoréenja, medtem ko razlik med razlicnimi meseci vzorCenja in vpliva geografske
oddaljenosti med mofetami nismo opazili. V zdruzbi AM gliv smo ugotovili ve¢jo biodiverziteto
(glede na izra¢unana Hillova Stevila) na kontrolnih obmoc¢jih, medtem ko razlik v biodiverziteti med
zdruzbami arhej in bakterij na obmocjih z razliéno koncentracijo CO, nismo opazili. Identificirali
smo osem izolatov kvasovk, med njimi tudi kvasovko Occultifur species sp. nov., ki velja za novo,
do sedaj Se neopisano vrsto. Rezultati nase Studije kazejo, da ima lahko izhajanje geoloskega plina
pomembne ekoloske posledice, ki nastanejo =zaradi sprememb v sestavi zdruzb talnih
mikroorganizmov. Te se dogajajo v smeri vecje abundance anaerobnih in metanogenih
predstavnikov arhej in bakterij, vecje StevilCnosti fermentativnih kvasovk in trajnih sprememb v
sestavi zdruzb vseh raziskovanih mikrobnih skupin v smeri ve¢je abundance ekoloskih specialistov.
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Understanding the processes that regulate the diversity of soil microorganisms is essential for predicting
ecosystem responses to environmental changes. Research in natural ecosystems is difficult to conduct due
to the specific characteristics of soil, where selection pressures in soils are rarely temporally and spatially
oriented and often tend to overlap with other soil characteristics. Natural CO, springs (mofettes) are
extreme ecosystems, where carbon dioxide (CO,) of geological origin reaches the soil surface resulting in
long term changes in soil gas composition. Because CO, vents through the soil, plant roots and soil
organisms are the first to be affected by this CO, source. For this study on diversity and ecology of
communities of soil microorganisms, species-rich and functionally important groups of soil microbes;
arbuscular mycorrhizal (AM) fungi, archaea, bacteria, and yeasts were chosen. The AM fungal
community composition from selected mofette areas in Slovenia, Italy and the Czech Republic, was
determined using Roche 454 GS-FLX pyrosequencing. The community composition of archaea and
bacteria from the area of Slovenian mofettes near Stavesinci village was determined using PCR, cloning
and Sanger sequencing. Yeasts from the area of Slovenian mofettes were isolated using several isolation
techniques and different growth media and identified using molecular approaches. The most important
environmental factors influencing AM fungal,, archaeal, and bacterial community composition from
natural CO, springs are the concentration of CO, in soil air, hypoxia and soil pH. In addition, we have
found that AM fungal community composition was different between the two years of sampling, but no
significant compositional changes in AM fungal community were observed among different months, or
among geographically distant mofettes. AM fungal communities sampled from control locations showed
higher biodiversity (according to Hill's numbers) while no significant difference in biodiversity of archaea
and bacteria among locations with different CO, concentrations was observed. We have identified eight
yeast isolates, including the yeast Occultifur species sp. nov., a new, previously undescribed species. The
results of our study show that the emission of geological gas can have significant ecological
consequences arising from the changes in the soil microbial community composition. This is shown by a
shift towards a greater abundance of anaerobic and methanogenic archaea and bacteria and higher number

of fermentative yeast species and also a permanent changes in community composition of all researched
microbial groups towards a greater abundance of ecological specialists.
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1 UVOD

V razli¢nih kopenskih ekosistemih potekajo Stevilni procesi, kot so krozenje ogljika in
mineralnih hranil, ki so mo¢no odvisni od talnih mikroorganizmov in njihove diverzitete
(Fitter, 2005; Nielsen in sod., 2011). Tla in zdruzbe organizmov, ki jih naseljujejo, so
kompleksen in nedostopen sistem, ki ga je tezko preucevati. Zavedanje o bogastvu
biodiverzitete v tleh je vedno vecje, prav tako pa naraS€a tudi potreba po boljSem
razumevanju delovanja talnih habitatov.

Raziskovanje procesov, ki vplivajo na diverziteto zdruzb razlicnih skupin organizmov, je
ze dolgo v srediS¢u ekoloskih Studij (npr. Hutchinson, 1953). Razumevanje teh procesov
pa ima pomembno vlogo pri napovedi odzivov ekosistemov na spremembe v okolju, npr.
klimatske spremembe (Rands in sod., 2010; Mace in sod., 2012). Studije biodiverzitete so
obi¢ajno bolj osredotocene na makroorganizme (npr. Emerson in Gillespie, 2008) kot na
mikroorganizme. Razlogov za to je veC; v preteklosti so bile omejitve predvsem
metodoloske, kar je skupaj z dinamiko talnega habitata pri preucevanju mikrobne
biodiverzitete omejilo razumevanje procesov, ki vplivajo na diverziteto in funkcijo
mikrobnih zdruzb v talnih sistemih (Fitter, 2005). Razvoj molekulskih metod je
pripomogel k boljSemu poznavanju diverzitete talnih mikroorganizmov (npr. Schloss,
2009; Lemos in sod., 2011), ob vse ve¢jem poudarku na povezovanju mikrobne
biodiverzitete s procesi na nivoju zdruzb (Jerman in sod., 2009; Dumbrell in sod., 2010a;
Hofferle in sod., 2010; Macek in sod., 2011; Mandi¢ - Mulec in sod., 2012; Sibanc in sod.,
2014). Kljub temu je podrobnejSe razumevanje vpliva abiotskih dejavnikov okolja na
strukturiranje zdruzb talnih mikroorganizmov Se vedno omejeno in potrebno nadaljnjih
raziskav.

Tovrstne raziskave so v naravnih ekosistemih tezavne zaradi specifi¢nih lastnosti talnih
ekosistemov, kjer so mocni, usmerjeni selekcijski pritiski, redko Casovno in prostorsko
usmerjeni in se pogosto tudi prekrivajo z drugimi karakteristikami tal. V nasi raziskavi smo
uporabili specificne ekosisteme (naravne izvire CO; ali mofete), ki omogocajo usmerjeno
raziskovanje vpliva abiotskih dejavnikov okolja na organizme v okoljskih razmerah.
Mofete so obmoc¢ja z izhajanjem Ccistega CO, geoloskega izvora, zaradi Cesar so
spremembe v koncentraciji talnih plinov relativno konstantne in dolgotrajne (Vodnik in
sod., 2006) in zato predstavljajo dober modelni sistem za raziskave vpliva abiotskih
dejavnikov okolja na dinamiko v sestavi mikrobnih zdruzb (Macek in sod., 2011).

Za naSe raziskave smo izbrali §tiri vrstno pestre in funkcionalno pomembne skupine talnih
organizmov: (1) arbuskularne mikorizne (AM) glive, (2) arheje, (3) bakterije in (4)
kvasovke. AM glive so obligatni rastlinski endosimbionti in splo$no razSirjena skupina
talnth gliv, ki kolonizira korenine pribliZzno dveh tretjin kopenskih rastlin
(Vandenkoornhuyse in sod., 2002). AM glive pridobivajo ves ogljik od rastlinskega
partnerja in v zameno nudijo rastlinam vrsto koristi, med drugim tudi povecan privzem
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mineralnih hranil iz tal, kar mo¢no vpliva na dinamiko in diverziteto rastlinskih zdruzb
(npr. Fitter, 2005; Rosendahl, 2008; Smith in Read, 2008). Morfoloska identifikacija AM
gliv v rastlinskih koreninah ni mozna (Merryweather in Fitter, 1998), zato karakterizacija
zdruzb AM gliv, ki kolonizirajo korenine rastlin v razliénih okoljih, temelji na analizi
DNK (Helgason in sod., 1998). Ceprav je bilo izvedenih kar nekaj okoljskih raziskav
diverzitete AM gliv v $tevilnih kopenskih habitatih (Opik in sod., 2006; Dumbrell in sod.,
2010a; Opik in sod., 2010), tudi v povezavi z raziskavami vplivov okoljskih dejavnikov na
sestavo njihovih zdruzb (Lekberg in sod., 2007; Fitzsimons in sod., 2008; Schechter in
Bruns, 2008), so prostorsko in ¢asovno dinamiko v sestavi mikrobnih zdruzb upostevali le
v redkih Studijah (Santos - Gonzalez in sod., 2007; Dumbrell in sod., 2011).

Tla naseljujejo tudi drugi mikroorganizmi (npr. druge skupine gliv, arheje in bakterije),
med katerimi Stevilne Zivijo v interakciji z rastlinskimi koreninami v obmocju rizosfere,
nekateri pa tudi v interakciji z AM glivami, npr. endosimbiontske bakterije (Miransari,
2011). Bakterije in arheje so najStevilénejSi organizmi v tleh in vplivajo na Stevilne
biokemic¢ne procese v tleh in na Stevilne biogeokemijske cikle. Arheje so bile sprva
opredeljene kot prebivalke ekstremnih obmocij (Chaban in sod., 2006). Kasneje se je
izkazalo, da so prisotne v Stevilnih ekosistemih, kjer lahko vplivajo tudi na krozenje dusika
in ogljika (Chaban in sod., 2006; Francis in sod., 2007). Za razliko od simbiontskih AM
gliv se Stevilne druge skupine gliv, npr. kvasovke, pojavljajo v razli¢nih substratih, iz
katerih so bile tudi uspeSno izolirane (Spencer in Spencer, 1997). V tleh imajo
filamentozne glive ve¢jo abundanco kot kvasovke (Gams, 1992), zato je tla tezko definirati
kot habitat kvasovk. Kljub temu pa pojav specificnih vrst kvasovk, ki so bile veckrat
izolirane samo iz talnih vzorcev, kaze na pogosto pojavljanje kvasovk tudi v talnem
habitatu (Phaff in Stramer, 1987).

Talni mikroorganizmi so lahko aerobni, anaerobni ali fakultativho anaerobni. Mikorizne
glive veljajo za aerobne organizme (Smith in Read, 2008). Fakultativno anaerobni
organizmi (nekatere arheje, bakterije in kvasovke) lahko, v doloCenih primerih,
fermentirajo tudi v aerobnih razmerah, bolj znadilna pa je fermentacija v anaerobnem
okolju (Maier in sod., 2009). Med anaerobne organizme spadajo tudi metanogeni
mikroorganizmi, ki v anoksi¢nih razmerah kot stranski produkt v metaboli¢nih procesih
tvorijo metan. Med taka anaerobna okolja spadajo, do neke mere, tudi obmocja mofet (npr.
Sibanc in sod., 2014).
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Pri raziskavah v okviru doktorskega dela smo si zastavili ve¢ izhodi$¢nih hipotez.

* V koreninah rastlin na obmocjih z visoko koncentracijo talnega CO; je kolonizacija
korenin z mikoriznimi glivami manjSa od tiste v koreninah rastlin s kontrolnih
obmocij. Tudi v koreninah rastlin, vzor¢enih na obmo¢jih z visoko koncentracijo
CO,, so prisotne karakteristicne morfoloske strukture (arbuskuli), ki kazejo na
fizioloSko aktivno simbiozo in izmenjavo hranil med rastlino in AM glivami.

e Taksoni AM gliv, ki so bili v dosedanjih raziskavah zdruzb AM gliv z obmocij
mofet v StaveSincih potrjeni izklju€no v vzorcih z obmo¢ij z mocno povecano
koncentracijo CO,, so prisotni tudi v kontrolnih vzorcih. Ti taksoni so na obmocjih
kontrolnih koncentracij CO, redki in so bili zato pri dosedanjih raziskavah
spregledani in pod mejo detekcije uporabljenih konvencionalnih molekulskih
pristopov (kloniranja in sekvenciranja po Sangerju). Lahko pa redke taksone
zaznamo z uporabo nove generacije visokozmogljivega paralelnega sekvenciranja
(npr. 454 GS-FLX, Roche).

* Sestava zdruzb AM gliv, arhej in bakterij se na obmoc¢jih z visoko koncentracijo
CO; razlikuje od sestave kontrolnih zdruzb. Primarni dejavnik, ki na obmocjih
naravnih izvirov CO; doloca sestavo zdruzb AM gliv, arhej in bakterij, je prisotnost
geoloskega plina in posledi¢no talna hipoksija in ne druge karakteristike tal.

* Glavni dejavnik, ki vpliva na sestavo zdruzb AM gliv in variabilnost med njimi na
geografsko oddaljenih naravnih izvirih CO, (Ceska, Italija, gozdni izviri na
StaveSinskem vrhu in travniSki izviri v okolici StaveSincev), je prisotnost
geoloskega plina in ne geografska oddaljenost obmocij oziroma drugi talni
dejavniki.

* V tleh, ki so izpostavljena visokim koncentracijam CO, geoloSkega izvora, v
zdruzbah arhej in bakterij prevladujejo anaerobni in acidofilni taksoni.

* Diverziteta arhej je ve¢ja na obmocjih z visoko koncentracijo CO, (ekstremofili),
medtem ko je diverziteta bakterij na teh obmocjih manjsa.

* Sposobnost kvasovk, v nasi raziskavi izoliranih iz obmo¢ja naravnih izvirov CO,,
da rastejo v atmosferi s poveCano koncentracijo CO,, kaze na potencialno
povezanost z njihovo fermentativno sposobnostjo. Na obmocju visoke
koncentracije CO, na travniSkih mofetah je vec¢ja abundanca fermentativnih kot
nefermentativnih vrst kvasovk.
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2 PREGLED OBJAV
2.1 NARAVNIIZVIRI CO,

Naravni izviri CO; (mofete) so ekstremni ekosistemi, kjer ogljikov dioksid (CO;)
geoloskega 1zvora doseze povrSino tal in povzro€a bistvene spremembe v sestavi talnega
zraka (npr. Vodnik in sod., 2006, 2009). Pojavljajo se na mestih vulkanske aktivnosti in jih
v Evropi lahko najdemo v Avstriji, na Ceskem, v Franciji, Gréiji, Islandiji, Italiji, na
Madzarskem, v Nem¢iji, na Portugalskem, v Romuniji, Sloveniji in Spaniji (Pfanz in sod.,
2004). Za te ekosisteme je znacilno, da CO, izvira iz podzemnih bazenov plina, ki je ujet v
plascu zemeljske skorje. Tam nastaja zaradi taljenja karbonatnih kamnin, izpostavljenih
visoki temperaturi in tlaku (Marini, 1997). Na povrsje prihaja skozi povrSinske razpoke.
Koncentracija CO, v tleh pogosto moc¢no preseze obiCajne talne in atmosferske
koncentracije tega plina, kar vpliva tudi na koncentracije drugih talnih plinov, kot na
primer kisika (O), katerega koncentracija je obratno sorazmerna s koncentracijo
geoloskega CO; (Vodnik in sod., 2009; Macek in sod., 2011). Geoloski CO, povzro¢a na
mofetah tudi zakisanost tal (Jamnik, 2005). Ze v zaletku devetdesetih let prejinjega
stoletja so se pojavile prve objave o uporabi naravnih izvirov CO, za preucevanje
dolgoro¢nih vplivov povecane koncentracije atmosferskega CO; na rastline (Miglietta in
sod., 1993; Raschi in sod., 1997), medtem ko so se raziskave, osredotoCene na talne
mikroorganizme, pojavile kasneje (npr. Macek in sod., 2005; Videmsek in sod., 2006;
Macek in sod., 2009, 2011; Kriiger in sod., 2009a; Oppermann in sod., 2010; Frerichs in
sod., 2013; Magek, 2013; Sibanc in sod., 2014).

Mofete predstavljajo relativno stabilno lokalno spremembo abiotskega okolja tal in so se v
prvih Studijah teh obmocij primarno uporabljale kot modelni sistem za preucevanje
posledic dolgotrajne povecane atmosferske koncentracije CO; na fiziologijo rastlin (Raschi
in sod., 1997). Prve Studije, izvedene na obmoc¢ju mofet, so pokazale negativne ucinke
izpostavljenosti rastlin geoloSkemu plinu na fotosintezo pri razli¢nih rastlinskih vrstah
(npr. niZja neto fotosinteza, niZja u€inkovitost karboksilacije in vi§ja kompenzacijska tocka
CO,), zmanjSano sposobnost privzema mineralov, manjSo rast rastlin (Vodnik in sod.,
2002a, 2002b; Pfanz in sod., 2004, 2007) in inhibicijo dihanja korenin (Macek in sod.,
2005). Zanimivo je, da je bila ve€ina zacetnih raziskav na mofetah osredotocena skoraj
izklju¢no na procese v nadzemnih delih rastlin. Ker je CO, v mofetah geoloskega izvora in
se prezracuje skozi tla, najprej prizadene korenine rastlin in talne organizme (Macek, 2004;
Macek in sod., 2005). Rastline, ki rastejo na obmocjih mofet, so sposobne anatomskih
prilagoditev na dane razmere, npr. tvorbe nadomestnih, adventivnih korenin, obenem lahko
kisik transportirajo do korenin preko specializiranih prezracevalnih tkiv — aerenhimov
(Videmsek in sod., 2006). Na teh obmocjih prihaja do kopicenja nerazgrajene organske
snovi zaradi zmanjSane aktivnosti talnih mikroorganizmov in manjSe mikrobne biomase
(npr. Macek in sod., 2009). Prav tako morajo biti mikrobi, ki Zivijo na teh obmo¢;ih,
sposobni preziveti v ekstremnih razmerah (Macek in sod., 2009; Videmsek in sod., 2009;
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Macek in sod., 2011, 2012; Kriiger in sod., 2009a; Oppermann in sod., 2010; Frerichs in
sod., 2013; Sibanc in sod., 2014). Do sedaj je bilo usmerjenih relativno malo raziskav v
preucevanje biodiverzitete in ekologije talnih mikroorganizmov v tem okolju (Oppermann
in sod., 2010; Macek in sod., 2011; Frerichs in sod., 2013; Sibanc in sod., 2014).

2.1.1 Pomen raziskav na naravnih izvirih CO,

Naravne izvire CO, lahko uporabljamo kot modelni sistem, s katerim lahko preucujemo
potencialni vpliv dolgotrajnega uhajanja CO; iz podzemnih rezervoarjev sistemov za zajem
in shranjevanje CO, (CCS) na ekosisteme (Kriiger in sod., 2009a; Oppermann in sod.,
2010; Frerichs in sod., 2013).

Ogljikov dioksid predstavlja najpomembnejSi antropogeni toplogredni plin v atmosferi;
njegove vrednosti so se povecale iz 278 ppm (pred letom 1750) na 393 ppm (2012), s
povprecnim prirastom (10-letno povprecje) 2,02 ppm letno (WMO, 2013). Jasno postaja,
da potrebujemo reSitve, kako hitro zmanjSati emisije toplogrednih plinov, in sicer taksne,
ki hkrati dopuS¢ajo nadaljnjo gospodarsko rast in razvoj alternativnih virov energije.
Direktno zajetje ogljikovega dioksida iz elektrarn na fosilna goriva ter njegovo
shranjevanje v poroznih geoloskih formacijah je ena izmed moZnosti, ki veliko obetajo. Z
nacini zajemanja, transporta in shranjevanja CO; in prav tako s stabilnostjo in z varnostjo
sistemov zajemanja in shranjevanja ogljika na industrijskih obmocjih se je ukvarjalo veliko
raziskav, kar je v preglednem clanku opisal Pires in sod. (2011). Da bi lahko tehniko
zajemanja in shranjevanja ogljika uporabili kot globalno reSitev, je potrebno uposStevati vse
varnostne vidike in potencialne vplive na okolje, kar pa zajema tako preuCevanje samega
rezervoarja, v katerem se shranjuje CO, kot tudi, sicer malo verjetno, uhajanje CO, iz teh
rezervoarjev in vpliv tega na okolje (Lal, 2008; Patil in sod., 2010; Al-Traboulsi in sod.,
2012; Noble in sod., 2012).

V zadnjih letih so zaceli uporabljati naravne izvire CO, predvsem kot modelne sisteme pri
preucevanje odzivov rastlin in talnih mikrobov na potencialno uhajanje CO; iz sistemov
CCS (npr. Lal, 2008; Kriiger in sod., 2011; Noble in sod., 2012). Noble in sod. (2012) so v
preglednem c¢lanku objavili pregled razli¢nih tehnik, ki so primerne za bioloski monitoring
potencialnega uhajanja CO, iz sistemov CCS. Te tehnike vkljuCujejo tako vegetacijske
popise, Stetje bakterijskih celic in razli¢ne tehnike profiliranja mikrobnih zdruzb, ki so bile
do sedaj izvedene na naravnih izvirth CO,, kot modelnih sistemih za preucevanje
potencialnega uhajanja CO; ali na plitvih mestih, kjer shranjevanje CO, ze poteka (Noble
in sod., 2012).

Naravni izviri CO, tako predstavljajo edinstven primer za preucevanje odzivov rastlin in
talnih organizmov na dobro karakteriziran (Vodnik in sod., 2006, 2009), lokaliziran,
dolgotrajen selekcijski pritisk (Macek in sod., 2011; Macek, 2013). To pa poleg
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aplikativnih raziskav, povezanih s sistemi CCS, omogoca tudi povsem bazi¢ne raziskave
razliénih podroé€ij v ekologiji tal in razlicnih mehanizmov, ki vplivajo na diverziteto talnih
organizmov v naravnih ekosistemih (Macek, 2013). S tem lahko pripomorejo k boljSemu
razumevanju talne biodiverzitete in njenih ekoloskih funkcij.

2.1 BIODIVERZITETA MIKROBNIH ZDRUZB

Pestrost vrst je Stevilo razli¢nih vrst na dolo¢enem prostoru, medtem ko je biodiverziteta
celotna pestrost Zivih organizmov, vklju¢no s pestrostjo ekoloSkih kompleksov, v katerem
zivijo. Biodiverziteta je tako pestrost v najSirSem pomenu besede, (i) na ravni genoma, kjer
med osebki spoznavamo razlike v razporeditvah in frekvencah alelov na posameznih
lokusih, (i1) na ravni osebkov in njihovih razlik v Zivljenjskih strategijah, (iii) na ravni
populacij, kjer opisujemo razli€ne ekotipe, podvrste, (iv) na ravni vrst, kjer je
biodiverziteta enaka vrstni pestrosti, (v) na ravni zdruzb, kjer spoznavamo pestrost
interakcij med posameznimi vrstami, (vi) na ravni ekosistemov, kjer obravnavamo pestrost
razli¢nih odzivov zdruzbe kot celote na okolje in (vii) na ravni biomov (Tome, 2006). V
poenostavljeni obliki pa biodiverziteti pripisujemo tri glavne ravni pestrosti: gensko, vrstno
in ekosistemsko (Tome, 2006). Vecja pestrost vrst v zdruzbi pomeni vec¢jo biodiverziteto.
Kljub razlikam med pojmoma pestrost vrst in biodiverziteta, slednjo pogosto
predstavljamo kar s Stevilom vrst v zdruzbi.

Poznamo tri oblike pestrosti vrst: alfa, beta in gama diverziteto.

Alfa diverziteta ali lokalna diverziteta je Stevilo vrst in osebkov znotraj malega,
relativno uniformnega obmocja (Tome, 20006).

Beta diverziteta ali medobmocna diverziteta je skupno Stevilo vrst v dveh sosednjih
obmo¢jih, ki opisuje, za koliko se pestrost spremeni, ko se premaknemo z obmocja z eno
zdruzbo na sosednje obmocje z drugo zdruzbo. Pomembno pri tem je, koliko vrst imata
zdruzbi skupnih in koliko jih Zivi samo v eni ali drugi (Tome, 2006).

Gama diverziteta ali regijska diverziteta je Stevilo vrst na razlicnih obmo¢jih Sirokega
geografskega prostora in opisuje pestrost na ve¢ razlicnih obmocjih v SirSem geografskem
prostoru, ki so nizana eno ob drugem (Tome, 2006). Vsebinsko povezuje alfa in beta
diverziteto.
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2.1.1 Problematika molekulske karakterizacije mikrobnih zdruzb

Natan¢na identifikacija mikroorganizmov je bistvenega pomena pri raziskavah
biodiverzitete in funkcije mikroorganizmov v ekosistemih. Identifikacija je problemati¢na
predvsem pri skupinah mikroorganizmov, kjer ve€ina taksonomije temelji na sekvencah,
pridobljenih v molekulskih $tudijah, kar je znacilno tako za AM glive kot za arheje in
bakterije. Pri filogenetskih raziskavah mikroorganizmov se najpogosteje uporablja jedrna
DNK, ki kodira ribosomske RNK (rRNK) (Schloss in Westcott, 2011). Mala podenota
ribosoma SSU rRNK je ena najbolj ohranjenih regij DNK. Uporablja se za konstrukcijo
vej filogenetskih dreves, ki vkljucujejo kraljestva, debla, razrede in redove (Hwang in Kim,
1999). 5'8S rRNK je podobno ohranjena kot SSU, vendar je s priblizno 150 bp prekratka
za zadostno koli¢ino filogenetskih informacij (Hwang in Kim, 1999). Velika podenota
ribosoma LSU rRNK je daljsa od SSU in omogoca raziskovanje filogenetskih odnosov na
ravni redov ali druzin. Domeni D1 in D2 predstavljata delno nukleotidno zaporedje 26S
ribosomske RNK (LSU). Skupaj obsegata priblizno 600 baz. Za reSevanje odnosov blizje
sorodnih taksonov, torej lo¢evanje rodov, vrst in populacij, so primerne regije, ki obsegajo
dve notranji prepisni vmesniski regiji 1 in 2 (ITS1, ITS2), IGS in domeno 2 (D2) 26S
rRNK (LSU) (Hwang in Kim, 1999; preglednica 1). Regije ITS so zaradi manjSega
evolucijskega pritiska zelo variabilne, nabirajo nevtralne mutacije, zato se jih uporablja za
loCevanje vrst znotraj rodu (Kranjec, 2008). Nukleotidna zaporedja regije ITSI in regije
medgenskega vmesnika (IGS) se uporabljajo pri dolo¢anju odnosov med populacijami
znotraj iste vrste (Hwang in Kim, 1999). Ugotovili so, da pri molekulski sistematiki ne
omogocajo vse regije identifikacije izbrane taksonomske ravni (Hwang in Kim, 1999). Na
podlagi razlicne hitrosti evolucije znotraj genoma se lo¢ijo odseki genoma, katere lahko
uporabljamo za lo¢evanje taksonov na razli¢nih ravneh (preglednica 1).
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Preglednica 1. Regije uporabe posameznega molekulskega oznacevalca oz. gena za locevanje taksonov na
razli¢nih ravneh (povzeto po Kranjec, 2008).

Table 1. Regions of gene marker, for different depth of taxon identification (according to Kranjec, 2008).

Kraljestvo  Deblo Razred Red Druzina  Reod Vrsta Populacija

Jedrna rRNA
SSU (16-18S)
LSU (23-28S)
5.8S
IGS
ITS
Mitohondrijska rRNA
rDNA
128

16S —

Protein
Kodirajo¢i geni
ND1
ND2
COlI
COolIl
Cytb

Legenda: polne Crte predstavljajo obmocja obcutljivosti molekulskega oznacevalca oz. gena, Crtkane pa
redkeje pojavljajo¢a obmocja.

Okrajsave: molekulski oznacevalec jedrne ribosomske RNK — mala podenota ribosoma (16-18S SSU),
velika podenota ribosoma (23-28S LSU), 5'8S, medgenski vmesnik (IGS), notranji prepisani vmesnik (ITS);
molekulski oznacevalec mitohondrijske ribosomske RNK — mala podenota ribosoma (12S), velika
podenota ribosoma (16S) in molekulski oznacevalec genov za proteine — NADH dehidrogenaza (ND1, 2),
citokrom oksidaza (COI, II) in citokrom b (Cytb).

Poznamo dva pogosto uporabljena pristopa grupiranja sekvenc v gruce (Schloss in
Westcott, 2011), na podlagi njihove podobnosti referenénim sekvencam, kjer
identificiramo filotipe oziroma taksone ali na podlagi njithove podobnosti drugim
sekvencam v zdruzbi, kjer identificiramo molekulske operativne enote — MOTU (Schloss
in Westcott, 2011). Vecina mikrobiologov raje izbere metode, ki temeljijo na identifikaciji
filotipov, saj te omogocajo primerjavo sekvenc s sekvenco opisanega in kultiviranega
mikroba (Schloss in Westcott, 2011). Tu se lahko pojavi problem, saj lahko imajo
organizmi, ki pripadajo isti vrsti razlicne fenotipe, oziroma lahko organizmi, ki imajo iste
fenotipe, pripadajo razlicnim taksonomskim linijjam (Schloss in Westcott, 2011). Ker pa
vecina taksonomske identifikacije temelji na kultiviranih organizmih, se pojavi problem,
saj se veliko talnih mikrobov ne da gojiti v Cistih kulturah. Sem spadajo tako arheje
(Bintrim in sod., 1997), bakterije (Janssen in sod., 2002) kot tudi arbuskularne mikorizne
glive (Kriiger in sod., 2009b). Iz tega sledi, da je zelo tezko dolociti vrste mikrobov in Se
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tezje nato konsistentno definirati njihove druZine, rede in razrede. Metode, ki temeljijo na
grupiranju (»clustering«) sekvenc v MOTU, premostijo veliko tezav, ki se pojavljajo pri
filotipskih metodah. Glavna prednost je doloc¢anje vseh gru¢ MOTU na podlagi iste metode
grupiranja, neodvisno od tega ali so sekvence primerljive z reprezentativnimi sekvencami
znotraj taksonomsko dolo¢enih in opisanih vrst ali ne. Metode MOTU temeljijo na
grupiranju sekvenc in ne na njihovi klasifikaciji. To pomeni, da je pojav dveh sekvenc v
isti gru¢i MOTU odvisen samo od drugih sekvenc v tej gruci.

V predstavljeni doktorski disertaciji temelji molekulska karakterizacija zdruzb AM gliv na
DNK nukleotidnem zaporedju 18S, oziroma pri arhejah in bakterijjah na DNK
nukleotidnem zaporedju 16S ribosomske RNK male podenote ribosoma (SSU). 1z gruce
sekvenc male podenote ribosoma rRNK genov smo na podlagi vsaj 95 (arheje, bakterije)
oz. 97 % (AM glive) podobnosti med sekvencami dolocili molekulske operativne
taksonomske enote (MOTU). Iz gruc MOTU smo nato izbrali najbolj abundantno
sekvenco, ki torej predstavlja reprezentativno sekvenco posameznega MOTU. To nam
omogoca, da na podlagi sekvenc DNK opiSemo pojav doloCenega organizma v okolju,
&eprav identifikacija do vrste ni mogoca (Opik in sod., 2013).

V nasprotju z AM glivami, arhejami in bakterijami temelji molekulska identifikacija
kvasovk na domeni D1 in D2 delnega DNK nukleotidnega zaporedja 26S ribosomske RNK
velike podenote ribosoma (LSU). Pri kvasovkah se uporabljata izklju¢no regiji D1 in D2
26S rRNK, ki predstavljata standardni fragment za identifikacijo kvasovk. Ker pa je veliko
kvasovk Ze izoliranih in opisanih, nam to omogoca identifikacijo na nivoju vrste.
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2.2 TALNI MIKROORGANIZMI NA OBMOCJIH MOFET

Studij, ki bi se osredotogile na vpliv povedane koncentracije talnega CO, na zdruzbe talnih
mikroorganizmov, je malo. Povzetek raziskav vpliva abiotskega stresa na talne mikrobe, ki
so potekale v zadnjem desetletju na razliénih obmoc¢jih mofet po svetu, je opisan v
preglednem c¢lanku (Macek, 2013; preglednica 2), objavljenem v reviji Acta Agriculturae
Slovenica. Ce povzamemo na kratko, so bile raziskave vpliva abiotskega stresa na razli¢ne
mikrobe v tleh opravljene tako na mofetah v okolici StaveSincev, kot Se vsaj na Stirih
lokacijah mofet v Evropi, te so Cheb basin (Republika Ceska), Bossoleto in Latera Caldera
(Italija) in Laacher See (Nemcija) ter eni mofeti na obmocju Mammoth Mountain v
Zdruzenih drzavah Amerike in eni mofeti na obmoc¢ju Hakanoa v Novi Zelandjiji.

Preglednica 2. Seznam $tudij s podrocja raziskav mikrobiologije in biodiverzitete talnih mikroorganizmov na
obmo¢jih mofet (povzeto po Macek, 2013).

Table 2. A list of studies on the different aspects of microbial biology and diversity in mofette soils
(according to Macek, 2013).

Skupine Regija rRNK gena in / ali Lokacija . "
. . Literatura
mikrobov uporabljena metoda mofete
. g.en 16S rRNK, T- RFLP, Stavesinci, SI, Magek in sod., 2013
AM glive pirosekvenciranje (454 GS-FLX, Bossoleto, IT, &ibanc in sod.. 201
Roche), knjiznica klonov Cheb basin, CZ ~ Sibanc insod., 2013
) kolonizacija k i tlin, o .
AM glive olonizacija korefiin rastiin Stavesinci, SI  Madek in sod., 2012

koncentracija glomalina v tleh

gen 16S rRNK, RFLP, knjiznice

AM glive . . . Stavesinci, SI Macek in sod., 2011
klonov, kolonizacija korenin rastlin
gen 26S rRNK domena D1/D2,

Glive kvasovke sekvenciranje, tehnike izolacije in Stavesinci, SI Sibanc in sod., 2012
kultivacije
kolonizacija k i li Hak

AM glive 0 omzacqal orenin .rast in, a anc.)ja, Nova Rillig in sod., 2000
koncentracija glomalina v tleh Zelandija

Talni mikrobi Stevilo celic (QPCR) in meritve Larcher See, DE Kriiger in sod., 2009,

aktivnosti, geni nirK, DGGE 2011

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 2: Seznam $tudij s podrocja raziskav mikrobiologije in biodiverzitete talnih
mikroorganizmov na obmocjih mofet (povzeto po Macek, 2013)

Arheje in bakterije gen 16S rRNK, DGGE, meritve

. . Larcher See, DE  Frerichs in sod., 2013
v tleh aktivnosti

Arheje in bakterije gen 16S rRNK, T- RLFP, klonske

vy Stavesinci, SI Sibanc in sod., 2014
v tleh knjiznice

Bakterije, ki

fiksirajo CO, gen chbL, RFLP Stavesinci, SI Videmsek in sod., 2009

s substratom inducirana respiracija

Talni mikrobi (SIR)

Stavesinci, SI Macek in sod., 2009

lipidni biomarkerji in analiza °C,

Latera Caldera,  Beaubien in sod., 2008,
Talni mikrobi Stevilo celic (QPCR), biomasa in atera Laldera caubien in so

. . . IT Oppermann in sod., 2010
meritve aktivnosti
gen 16S-23S rRNK (ITS), Automated
Ri 1T i M h
Talni mikrobi ibosomal Intergenic Spacer ammot McFarland in sod., 2013
Analysis (ARISA), qPCR, PLFA, Mountain, ZDA

analiza encimov

“Seznam literature je v &lanku Macek, 2013, Acta Agriculturae Slovenica 101 — 2, str: 209-217.

Raziskav, ki so bile s tega podro¢ja izvedene na travniSski mofeti v StaveSincih, ki je
najbolj raziskano obmocje tudi v sklopu tega doktorskega dela, je pet. (1) Macek in sod.
(2009) so prvi porocali o manjSem SIR (s substratom induciranim dihanjem) v tleh na
obmocju travniSke mofete v okolici StaveSincev, kar kaze na manjSo mikrobno biomaso in
manjSo mikrobno aktivnost v tleh, ki so izpostavljena visokim koncentracijam CO,
geoloskega izvora. (2) Videmsek in sod. (2009) so preucevali Stevilénost in raznolikost
genov cbbL, ki kodirajo veliko podenoto RuBisCO pri bakterijah. Opazili so manjSe
Stevilo kopij cbbL. genov (avtotrofnih, CO,-fiksirajoCih bakterij) v tleh na obmocju z
najve¢jimi koncentracijami CO; v primerjavi s kontrolnimi obmocji. (3) Macek in sod.
(2011), ki so raziskovali diverziteto in sestavo zdruzb AM gliv, porofajo o pojavu
specificnih taksonov AM gliv na obmocjih z visoko koncentracijo geoloskega CO, v tleh,
kar kaze na prilagajanje AM gliv na abiotske dejavnike v tleh, predvsem pomanjkanje
kisika, kot posledica odziva na dolgotrajni abiotski selekcijski pritisk. (4) Macek (2012) so
preucevali kolonizacijo korenin z AM glivami ter koncentracijo glomalina v tleh na
obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev. Med koncentracijo talnega CO, ter
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kolonizacijo korenin z AM glivami in s koncentracijo glomalina v tleh niso ugotovili
statisticno znaGilne povezave. Zadnja objava, (5) Sibanc in sod. (2014), ki izhaja iz
raziskav sestave in diverzitete talnih zdruzb arhej in bakterij, ki so potekale v okviru
predmetne doktorske disertacije, je podrobneje predstavljena v nadaljevanju v poglavjih
3.41in4.3.

2.2.1 Arbuskularne mikorizne glive (deblo Glomeromycota)
2.2.1.1 Arbuskularna mikoriza

Mikoriza je sozitje rastlin in gliv. Delimo jo na ektotrofno (ektomikorizo) in endotrofno
(endomikorizo). Za endotrofno mikorizo je znacilno, da hife gliv vstopajo v celice
primarne skorje vse do endoderma ne pa tudi do centralnega cilindra korenine. Sem
uvr§c¢amo orhidejsko, erikoidno in arbuskularno mikorizo.

Arbuskularne mikorizne (AM) glive so obligatni simbionti, kar pomeni, da za rast
potrebujejo rastlinskega partnerja. AM glive tvorijo samostojno, monofiletsko deblo
Glomeromycota (Schiifler in sod., 2001), ki je enakovredno drugima velikima debloma
gliv Ascomycota in Basidiomycota. Arbuskularna mikoriza je najbolj pogost in najstarejsi
tip mikorize, zato jo lahko imenujemo tudi mati vseh kopenskih simbioz (Parniske, 2008).
Ocenjujejo, da je nastala pred ve¢ kot 400 milijoni let (Remy in sod., 1994). Razvijala se je
v Casu, ko so rastline kolonizirale kopno in je imela pomemben vpliv pri sprejemanju
mineralnih hranil v rastline, saj prve kopenske rastline Se niso imele pravih korenin, ampak
rizome (Parniske, 2008). V kopenskih ekosistemih je simbiontski odnos med rastlinami in
mikoriznimi glivami prisoten skoraj povsod, pri ¢emer 90 % vseh rastlinskih vrst tvori
razliCne tipe mikorize (Smith in Read, 2008). Velika vecina kopenskih rastlin prejme
anorganska hranila s posrednim vnosom prek simbiontskih AM gliv in ne z neposrednim
¢rpanjem iz tal s koreninami (Smith in Read, 2008; Neumann in George, 2010). V zameno
rastline zagotavljajo do 20 % ogljikovih hidratov glivam kot edini vir njihove energije
(Bago in sod., 2000). Izmenjava hranil v rastlinske celice korenin poteka predvsem na
glivno-rastlinskem simbiontskem stiku, ki se tvori okoli fino razvejanih glivnih arbuskulov
(Parniske, 2008). AM glive tvorijo v tleh mrezo nitastih hif, ki tvorijo zunajkoreninski
micelij. Hife na povrSini korenine tvorijo apresorije, preko katerith mehansko prodirajo v
epidermalne celice korenin. Pri arbuskularni mikorizi tvori gliva v koreninski skorji
znacCilne morfoloske strukture, arbuskule, v€asih tudi vezikle. Arbuskuli predstavljajo
mocno stanjSane in razvejane hife gliv, pri ¢emer se ustvari velika membranska povrSina,
ki sluzi izmenjavi snovi med obema partnerjema v simbiozi, medtem ko vezikli sluzijo
shranjevanju rezervnih snovi. Gliva se lahko razmnozuje s sporami, ki so pomembne tudi
za morfoloSko doloc¢evanje posameznih vrst (taksonov) in so taksonomski znak. Spore AM
gliv so lahko velike tudi do nekaj sto um in vsebujejo veliko Stevilo celicnih jeder (povzeto
po Macek, 2009).
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AM glive pomembno vplivajo na ekosistemske procese, kot so krozenje hranil,
produktivnost in kompeticija rastlin (Hartnett in Wilson, 1999; van der Heijden in sod.,
2003; Scheublin in sod., 2007) in na diverziteto rastlin (van der Heijden in sod., 1998;
Klironomos in sod., 2000; O’Connor in sod., 2002). Kljub ekoloSkemu pomenu mikorize
je znano presenetljivo malo o ekoloskih in fizioloskih odzivih mikoriznih gliv na hipoksijo
(Macek in sod., 2011, 2012), ki je v tleh pogosta (Perata in sod., 2011).

2.2.1.2 Molekulska identifikacija AM gliv

Tradicionalno so za identifikacijo arbuskularnih mikoriznih (AM) gliv sluzile morfoloSke
znacilnosti spor. V odsotnosti spor lahko glivne strukture znotraj korenin identificiramo
samo do druzine (Merryweather in Fitter, 1998), vendar tudi ta identifikacija ni zanesljiva.
Nastanek spor je odvisen od fizioloskih lastnosti AM gliv ter od okoljskih razmer. V
dolo¢enih razmerah in tekom doloCenega obdobja v letu lahko nekatere taksonomske
skupine AM gliv tvorijo veliko Stevilo spor, vendar se pogosto zgodi tudi, da AM glive ne
tvorijo spor (Redecker in sod., 2003). Druga ovira pri morfoloski identifikaciji AM gliv je,
da so spore v naravnem okolju pogosto parazitirane ali prestare za dobro identifikacijo. To
tezavo lahko premostimo z vzpostavitvijo t. i. »trap kultur« oz. mikorize v lon¢nih kulturah
z gostiteljskimi rastlinami. Tudi v primeru, da imamo na razpolago dovolj zdravih spor,
nam to ne omogoca zanesljive identifikacije AM gliv, saj je slednja na podlagi morfoloskih
znakov pri Stevilnih AM glivah Se vedno pomanjkljiva (Redecker in sod., 2003), nekatere
glive pa spor sploh ne tvorijo.

Molekulska identifikacija omogoca identifikacijo AM gliv v koreninah rastlin. Temelji na
ribosomski RNK (rRNK), ki se nahaja v jedru genoma. Geni, ki kodirajo to genomsko
regijo, so dostopni v velikem Stevilu kopij in vsebujejo veliko ohranjenih kot tudi
variabilnih regij, kar omogoca locevanje taksonov na razli¢nih ravneh. Prve sekvence male
podenote ribosoma (18S SSU) AM gliv so dolocili Simon in sod. (1992). Do danes je bilo
objavljenih kar nekaj razliénih zacetnih oligonukleotidov za pomnoZevanje odsekov
sekvenc, specifi€nih za razlicne skupine AM gliv. Najpogosteje uporabljen par zacetnih
nukleotidov male podenote ribosoma (18S SSU) v okoljskih raziskavah je AM1 (Helgason
in sod., 1998) in NS31 (Simon in sod., 1992), kjer je dolzina pomnoZenega fragmenta
DNK priblizno 550 baznih parov. NS31 pomnoZuje sekvence vseh evkariontov, medtem
ko AMI1 izkljuCuje druzini Archaeosporales in Paraglomerales (Schiiler in sod., 2001).
Za ta par zacetnih oligonukleotidov je znacilno, da pomnoZzujejo tudi precej za AM glive
nespecificnih  fragmentov, kar je bil tudi povod za izdelavo novih zacetnih
oligonukleotidov AML1-AML2 (Lee in sod., 2008; dolzina pomnoZenega fragmenta DNK
je ~800 bp), ki vsebujejo tudi fragment AMI-NS31, in pomnozuje predstavnike vseh
druzin AM gliv. Sledile so Se objave drugih zacetnih nukleotidov za specificno
pomnozevanje DNK razli¢nih taksonomskih skupin AM gliv, tako na mali (SSU), kot na
veliki podenoti ribosoma (LSU), ter na notranjem prepisnem vmesniku (ITS) (slika 1).
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Slika 1. Shematski pregled kombinacij razli¢nih zacetnih oligonukleotidov, ki se uporabljajo pri raziskavah
arbuskularnih mikoriznih gliv. Na vrhu slike so prikazani molekulski oznacevalci jedrne ribosomske RNK —
mala podenota ribosoma (16-18S SSU), velika podenota ribosoma (23-28S LSU), 5.8S medgenski vmesnik
(IGS) in notranji prepisani vmesnik (ITS). Trikotniki prikazujejo smer in mesto prijemanja zacetnih
oligonukleotidov (povzeto po Stockinger, 2010).

Figure 1. Schematic overview of different primer combinations used in arbcuscular mycorrhizal research.
Above the figure, molecular markers of nuclear ribosomal RNA are shown — small subunit (SSU), large
subunit (LSU), 5.8S intergenic spacer (IGC) and internal transcribed spacer (ITS) are shown. Triangles show
priming site and direction (according to Stockinger, 2010).

Ribosomska RNK (rRNK) je v posamezni spori AM gliv zelo polimorfna, kar pomeni, da
so DNK sekvence rRNK gena med posameznimi taksoni AM gliv moc¢no variabilne
(Tisserant in sod., 2013). Dokazano je tudi, da imajo AM glive ve¢jedrne hife, ki vsebujejo
na stotine jeder (Tisserant in sod., 2013). Zaradi polimorfizma trenutno razpoloZljivih
genskih markerjev je vrsto AM gliv tezko doloc€iti z molekulskimi metodami. V vecini
okoljskih Studij zdruzb AM gliv te identificiramo kot skupine sorodnih sekvenc (npr.
molekulske operativne taksonomske enote — MOTU), ki pa ne ustrezajo nivoju posamezne
vrste AM gliv, ampak verjetno bolj ustrezajo posameznim rodovom (npr. Kriiger in sod.,
2009b). V nekaterih novejSih Studijah so uporabili tudi zacetne oligonukleotide, ki
pokrivajo vse regije jedrne ribosomske RNK (LSU, SSU in ITS; preglednica 1), in
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omogocajo identifikacijo AM gliv na nivoju vrste (npr. Kriiger in sod., 2009b). Te skupine
sekvenc potem ustrezajo morfotipom AM gliv. Baza objavljenih podatkov teh sekvenc
(baza National Center for Biotechnology Information — NCBI;
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), kjer lahko i§¢emo z uporabo iskalnega algoritma
BLAST tudi samo izolirane AM glive, je zaenkrat Se relativno majhna in zato ne omogoca
primerjave razliénih okoljskih Studij med seboj; predvsem mnoZice tistih, kjer so bile v
preteklosti uporabljene druge regije (ITS in LSU > 70 objav, Opik in sod., 2013). Najve¢
okoljskih raziskav (> 170 objav, Opik in sod., 2013) diverzitete AM gliv je bilo izvedenih
s pomnoZzevanjem SSU regije (npr. Schwarzott in Schupler, 2001; Helgason in sod., 2002;
Husband in sod., 2002; Vandenkoornhuyse in sod., 2002; Opik in sod., 2006) tudi z
uporabo pirosekvenciranja 454 GS-FLX (npr. Opik in sod., 2009; Dumbrell in sod., 2011).
Ko rezultati filogenetske Studije pokazejo, da sekvenca pade znotraj klastra sekvenc z
definiranim morfotipom, jo lahko identificiramo precej zanesljivo. To pa je mozno samo,
ko imamo na voljo dovolj klonskih sekvenc iz izolata definiranega morfotipa (Redecker in
sod., 2003). Trenutno poznamo 252 morfotipov AM gliv, dolocenih na podlagi morfologije
spor (http://schuessler.userweb.mwn.de; 14. 1. 2014). Na podlagi molekulskih analiz pa
lahko ocenimo, da je to Stevilo v okolju bistveno veje in znotraj baze MaarjAM
(http://maarjam.botany.ut.ee) vsebuje 341 virtualnih taksonov (Opik in sod., 2013). Baza
MaarjAM (Opik in sod., 2010) je najvedja internetna baza s sekvencami AM gliv, ki
izvirajo iz ekoloskih $tudij o diverziteti AM gliv 1z okoljskih vzorcev in taksonomskih
raziskav, ki temeljijo na izoliranth AM glivah. Omogoc¢a nam klasifikacijo sekvenc rRNK
genov AM gliv z uporabo virtualnih taksonov, implementiranih znotraj baze MaarjAM
(Opik in sod., 2010). Klasifikacija sekvenc genov rRNK z uporabo virtualnih taksonov, ki
so dolo¢eni na podlagi baze MaarjAM (Opik in sod., 2009, 2010), nam omogo¢a poenoten
sistem poimenovanja filotipov SSU rRNK, ki jih lahko v ekoloSkih Studijah uporabimo za
najboljsi priblizek identifikaciji do vrst (Opik in sod., 2013).

2.2.1.3 Diverziteta in sestava zdruzb AM gliv

Molekulske raziskave so pokazale veliko taksonsko pestrost AM gliv v naravnih
ekosistemih (Opik in sod., 2006, 2010; Dumbrell in sod., 2011), vendar so osredotoéene
predvsem na raznolikost AM gliv v povezavi z vrsto gostiteljske rastline in so prezrle vpliv
drugih okoljskih dejavnikov, ki lahko vplivajo na sestavo zdruzb AM gliv (npr. Helgason
in sod., 2002). AM glive so zaradi Siroke micelijske mreze v tleh mo¢no podvrzene vplivu
abiotskih okoljskih dejavnikov (Dumbrell in sod., 2010a; Macek in sod., 2011). Z
razvojem molekulskih metod za identifikacijo AM gliv (npr. Helgason in sod., 1998; Lee
in sod., 2008; Dumbrell in sod., 2011; Kriiger in sod., 2012), predvsem novih generacij
visokozmogljivega paralelnega sekvenciranja (Dumbrell in sod., 2011) se je povecalo naSe
poznavanje diverzitete talnih mikroorganizmov (npr. Schloss, 2009; Lemos in sod., 2011),



16

Sibanc N. Biodiverziteta arbuskularnih ... gliv in ... rizosfernih mikroorganizmov na naravnih izvirih CO,.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

kar sedaj omogoca laZjo in natancnejSo karakterizacijo mehanizmov, ki strukturirajo
zdruZbe mikroorganizmov v okoljskih vzorcih.

Da bi razumeli, kaj vpliva na strukturo zdruzb AM gliv v okolju in tudi napovedovali
njihov razvoj, je potrebno odkriti sploSne zakonitosti oz. pravila, po katerih se taksoni AM
gliv razvrstijo v zdruzbi (Weiher in Keddy, 1995). Pri tem je pomembna tako sama
struktura novonastalih zdruzb kot tudi pogostnost oz. abundanca vsake od prisotnih vrst
(povzeto po Eler, 2007). Poznamo dve glavni teoriji, ki opisujeta procese, ki strukturirajo
naravne zdruzbe; teorija ekoloskih ni§ in nevtralna teorija. Teorija ekoloSkih ni§ osvetljuje
pomen deterministicnih procesov (npr. pH tal, hipoksija), medtem ko nevtralna teorija
biodiverzitete poudarja stohasti¢ne, tj. v veliki meri nakljuéne procese (npr. Dumbrell in
sod., 2010a). Teorija ekoloskih ni§ predvideva delovanje razlicnih ekoloskih filtrov, ki iz
regionalnega vrstnega fonda na podlagi ekoloSkih zahtev vrste in medsebojnih odnosov
med vrstami izlocCijo tiste, ki so znotraj posamezne ekoloSke niSe najbolj kompeticijsko
uspesne. Pri tem teorija pojmuje ekoloSke niSe kot produkte izkljucevanj dolo¢enih znakov
vrst, zaradi katerih je posamezna zdruzba organizmov uspeSna v eni funkcionalni lastnosti,
slabsa pa zato v ustrezni drugi, prav tako pomembni za prezivetje vrste in ohranjanje
velikosti njene populacije (povzeto po Eler, 2007). Po teoriji ekoloSke niSe na
strukturiranje zdruzbe in njeno vrstno sestavo delujeta torej simultano dve nasprotujoci si
sili. Na eni strani razli¢ni ekoloski filtri, od najbolj grobih, klimatskih, talnih in
topografskih do finejSih na lokalnem nivoju (motnja), selekcionirajo ¢imbolj ekolosko
podobne vrste in zmanjSujejo funkcionalno pestrost zdruzbe. Na drugi strani pa je med
vrstami, ki uspejo preiti te abiotske filtre, kompeticija tem mocnejSa, ¢im ekolosko
sorodnejSe so (skrajno velika je znotrajvrstna kompeticija), kar vpliva na obraten proces —
izginevanje manj kompetitivnih vrst kljub njihovi ekoloski primernosti za dane abiotske
razmere (povzeto po Eler, 2007).

Ce teorija nie predpostavlja, da je zdruzba strukturirana, da vsaka vrsta zasede doloden
segment v hiperprostoru ekoloskih dejavnikov in da je prekrivanja med vrstami karseda
malo, postavi nevtralna teorija kot svoje izhodiS¢e naslednjo trditev: vse vrste istega
troficnega nivoja so ekolosko enakovredne, kar pomeni, da je prekrivanje nis v ekoloSkem
hiperprostoru prakticno stoodstotno (povzeto po Eler, 2007). Nevtralna teorija je nastala
kot posledica dejstva, da teorija ekoloske niSe v doloCenih segmentih ne pojasnjuje vzorcev
v naravi dovolj dobro, oz. se napovedi modela niSe mnogokrat ne skladajo z realnim
stanjem (povzeto po Eler, 2007; Dumbrell in sod., 2010a).

Ce splosno teorijo prenesemo na zdruzbe AM gliv, nevtralna teorija predvideva, da bo na
spremembe v sestavi zdruzbe AM gliv pomembno vplivala geografska razdalja med
vzorci, kot posledica omejitve pri Sirjenju organizmov, in da bo abundanca vrst sledila
zero-sum multinomialni (ZSM) porazdelitvi (McGill in sod., 2006). Nevtralna teorija tudi
predvideva, da ne bo nobene povezave med sestavo AM zdruzb in identiteto gostiteljske
rastline ali karakteristikami talnih parametrov (Dumbrell in sod., 2010a). Na drugi strani,
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teorija ni§ predvideva, da se bodo razlike v sestavi zdruzbe AM gliv spreminjale v
odvisnosti od identitete gostiteljske rastline ali lastnosti talnih parametrov (npr. pH ali
hipoksije) ter da bo krivulja abundance vrst sledila lognormalni ali drugacni, za ekoloske
niSe znacilni porazdelitvi abundance vrst. Teorija ni$ tako predvideva, da sestava zdruzbe
AM gliv ne bo pod vplivom geografske razdalje med vzorci, temvec bodo na spremembe v
sestavi zdruzbe primarno vplivali okoljski dejavniki (Dumbrell in sod., 2010a).

V raziskavi, kjer so vzdolZ gradienta pH na obmocju Hetchell Wood (VB) analizirali
zdruzbo AM gliv v koreninah 425 posameznih rastlin, ki so pripadale 28 rastlinskim
vrstam, so Dumbrell in sod. (2010a) raziskovali, kateri od zgoraj naStetih mehanizmov
najbolje opisuje sestavo in strukturo zdruzb AM gliv. Ceprav so Dumbrell in sod. (2010a)
nasli dokaze, da tako mehanizmi, ki temeljijo na teoriji ni$, kot mehanizmi, ki temeljijo na
teoriji nevtralnih procesov, vplivajo na strukturo zdruzb AM gliv, so bili dokazi v prid
mehanizmom na podlagi teorije niS. Ta je pokazala, da diferenciacija ni§ temelji na vplivu
abiotskih dejavnikov okolja, predvsem pH reakcije tal, z zanemarljivim vplivom identitete
gostiteljskih rastlin. Njihova Studija je tudi pokazala, da se sestava zdruzbe AM gliv Se
vedno predvidljivo odziva na glavne abiotske dejavnike v tleh, kljub temu, da je v
naravnem okolju pod vplivom stohasti¢nih procesov (nevtralna teorija). Slednje osvetljuje
pomen deterministi¢nih procesov (teorija ekoloskih niS) pri strukturiranju zdruzb AM gliv
v razliénih kopenskih ekosistemih.

Pomen deterministi¢nih in stohasti¢nih procesov je bil opisan tudi v Studiji Dumbrell in
sod. (2011), kjer so raziskovali dinamiko sestave zdruzb AM gliv v razli¢nih obdobjih
tekom leta. Ugotovili so, da se na raziskovanem obmocju tvorita dve znacilni zdruzbi AM
gliv, poletna in zimska, kar je posledica sezonske niSe posameznih taksonov AM gliv.
Ugotovili so, da se poletna zdruzba AM gliv minimalno spreminja v sestavi. Morebitne
spremembe v zdruzbi znotraj tega obdobja so torej lahko posledica deterministi¢nih
odzivov AM gliv na lokalne abiotske talne dejavnike. Dodatno so dokazali, da se
izenaCenost in diverziteta zdruzbe AM gliv zmanjSujeta od zimske do poletne zdruzbe, ko
se zaloga ogljika povecuje. To pa se kaze tudi v prevladi enega taksona AM gliv v poletnih
zdruzbah, ki nastane kot posledica stohasti¢nih procesov (Dumbrell in sod., 2010b, 2011).
Tekom zime je na voljo manj svetlobe za vrSenje fotosinteze, s ¢imer se manjsa tudi zaloga
virov ogljika za rast in razvoj AM gliv. To vpliva na strukturo zdruzbe AM gliv in
zmanjSuje pojav dominance posameznih taksonov v zdruzbi AM gliv. Spomladi se na hitro
poveca dotok ogljika prek rastline do AM gliv. Tekom rastne dobe rastlin je tako AM
glivam na voljo vedno vecja koli¢ina ogljika, ki omogoca hitro rast dolo¢enim taksonom
AM gliv (znotraj nabora AM gliv, ki se pojavljajo znotraj doloCene ekoloske nise), torej
tistim, ki prvi dobijo vecji dotok teh asimilantov. Ta stohasticni vzorec, ki doloca sestavo
zdruzb AM gliv, se pogosto kaZze tudi v dominanci posameznih taksonov AM gliv
(Dumbrell in sod., 2010b) znotraj zdruzbe.



18

Sibanc N. Biodiverziteta arbuskularnih ... gliv in ... rizosfernih mikroorganizmov na naravnih izvirih CO,.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

2.2.1.4 Biogeografija AM gliv

V primerjavi z biogeografijo makroorganizmov je biogeografja mikroorganizmov slabse
raziskana (Fitter, 2005), Ceprav se je z uporabo molekulskih metod razumevanje mikrobne
biogeografije ze izboljSalo (Martiny in sod., 2006; Prosser in sod., 2007; Ramette in
Tiedje, 2007; Nemergut in sod., 2011). Na sploSno velja, da mikrobna biogeografija sledi
Baas-Backingovi hipotezi, ki pravi »vse je povsod, okolje izbira« (Baas-Backing, 1934),
kar natan¢neje pomeni, da mikroorganizmi niso prostorsko omejeni in da na izoblikovanje
mikrobne zdruzbe vpliva lokalno okolje. Nedavne raziskave kazejo, da so biogeografski
vzorci mikrobne zdruzbe bolj kompleksni, kot predlaga Baas-Backingova hipoteza.

V vec Studijah porocajo, da lahko rastline iste vrste, ki se so¢asno pojavljajo na enem
obmocju, gostijo razlicne zdruzbe AM gliv (Helgason in sod., 2002; Vandenkoornhuyse in
sod., 2002, 2003; Sykorova in sod., 2007; Opik in sod., 2009). V teh $tudijah se ponavadi
osredotoc¢ajo na zdruzbo AM gliv v rastlinah iste vrste samo iz enega ali dveh obmocij. 1z
tega je tezko sklepati, ali razlika v zdruzbi AM gliv med rastlinami iste vrste odraza samo
lokalne preference gostitelja ali lahko ta pojav opazimo tudi na vecji prostorski skali
(Sykorovéa in sod., 2007). Kivlin in sod. (2011) poro€ajo o znacilnem vplivu vrste
gostiteljskih rastlin in klimatskega obmodja na sestavo zdruzb AM gliv, medtem ko Opik
in sod. (2013) porocajo o vplivu razlicnih klimatskih obmocji tako med kot znotraj
kontinentov na sestavo zdruzbe AM gliv. Njihovi rezultati kazejo na vpliv biogeografije in
na vpliv okoljskih dejavnikov na variabilnost v sestavi zdruzb AM gliv na globalni skali,
kar potrjuje raziskavo Opik in sod. (2010). Rezultati Moora in sod. (2011) so potrdili
rezultate Opik in sod. (2009, 2010), da rastlinski generalisti, kamor spadajo tudi invazivne
rastline, pogosto najdejo glivne partnerje med geografsko razsirjenimi generalisti. Van der
Gast in sod. (2011) porocajo, da na prostorske vzorce AM gliv vpliva geografska
oddaljenost in razlicna raba zemljis€a, tako na lokalni ravni kot preko celotnega
analiziranega obmoc¢ja (razdalja najbolj oddaljenih vzor¢nih lokacij je bila 250 km).
Hazard in sod. (2013) so na 40 geografsko razlicnih lokacijah ocenjevali razlike v sestavi
zdruzb AM gliv pri plazeci detelji (Trifolium repens L.) in trpezni ljuljki (Lolium perenne
L.). Studija je bila izvedena na Irskem na razli¢nih tipih tal in obmogjih z razli¢no rabo tal.
Ugotovili so, da je sprememba v zdruzbi AM gliv odvisna od abiotskih dejavnikov v tleh,
torej pH, padavin in tipa tal, in ne od razli¢ne rabe tal ali geografske oddaljenosti, kar
podpira Baas-Backingovo hipotezo.

Meta analize o vplivu razli¢nih habitatov, klimatskih obmocij in gostiteljskih rastlin na
geografijo AM gliv so postale lazje z objavo baze MaarjAM, dostopne na
http://maarjam.botany.ut.ee (Opik in sod., 2010), ki poleg sekvenc AM gliv iz razli¢nih
ekoloskih Studij vsebuje tudi pripadajoce meta podatke.



19

Sibanc N. Biodiverziteta arbuskularnih ... gliv in ... rizosfernih mikroorganizmov na naravnih izvirih CO,.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

2.2.1.5 Raziskave arbuskularne mikorize na obmocjih mofet

O dolgoro¢nem vplivu naravno povecane koncentracije CO, na kolonizacijo korenin z
arbuskularno mikorizo ni veliko raziskav. Kolonizacijo korenin z AM glivami pri rastlinah
iz obmo¢ja naravnih izvirov CO, v StaveSincih je leta 2003 prva preucevala dr. Irena
Macek v svoji doktorski disertaciji (Macek, 2004; Macek in sod., 2012). Ugotovili so, da
so korenine rastlin, vzorene enakomerno iz prostorske mreze z resolucijo 1 m,
kolonizirane tudi na obmocjih s koncentracijo CO, do 37 % v talnem zraku, vendar
povezave med kolonizacijo korenin z AM glivami in koncentracijo CO; niso ugotovili
(Macek in sod., 2012). Poroc¢ajo tudi, da povecana koncentracija CO; ni znacilno vplivala
na odstotek kolonizacije korenin z AM glivami pri sejani koruzi na obmocju travniskih
mofet v okolici StaveSincev (Macek, 2004). O kolonizaciji korenin z AM glivami na
obmo¢jih z razliénim reZimom CO; poroca tudi Kosi (2012), ki je v svojem diplomskem
delu ocenjeval kolonizacijo korenin ruSnate masnice (Deschampsia caespitosa (L.) PB.) na
obmoc¢ju ceSkih mofet v okolici Cheba. Znalilnih razlik pri oceni kolonizacije med
obmo¢ji z razli¢no talno koncentracijo CO; ni bilo, saj so bile korenine ruSnate masnice
mikorizirane tudi na obmocjih visoke talne koncentracije CO,. Na obmocju travniske
mofete v StaveSincih je bila kolonizacija korenin posameznih rastlinskih vrst podrobneje
analizirana tudi leta 2007 (Macek in sod., 2011). Analiza je pokazala statisticno znacilne
razlike med kolonizacijo korenin z obmogij z ekstremno visoko (> 400 pmol CO, m™s™)
koncentracijo CO; in kontrolnimi obmocji za §tiri rastlinske vrste (sivozeleni muhvi¢ —
Setaria pumila (Pior.) Roem & Schult, navadna kostreba — Echinochloa crus-galli (L.) PB,
ozkolistni trpotec — Plantago lanceolata L. in navadna latovka — Poa pratensis L.).

Porocil o molekulskih analizah zdruzb AM gliv in njihovi diverziteti iz obmocja naravnih
izvirov CO,, mofet, z izjemo Studije Macek in sod. (2011), ni. Macek in sod. (2011)
porocajo o veliki beta diverziteti, kar kaze na razlicno sestavo zdruzb AM gliv med
obmocji z visoko koncentracijo CO; in kontrolnimi obmoc¢ji. Dodatno porocajo tudi o
Steviléni prevladi dveh specializiranih taksonov AM gliv v hipoksi¢nih tleh. Njihovo delo
kaze, da so abiotski talni delavniki (povecana koncentracija CO; in posledi¢no inducirana
hipoksija) glavni dejavniki, ki vplivajo na sestavo zdruzb AM gliv na mofetah in na njihov
filogeografski vzorec. Posledi¢no so dokazali tudi, da je sestava zdruzb AM gliv bolj
odvisna od sprememb v okolju kot pa od identitete gostiteljskih rastlin (Macek in sod.,
2011). Za predmetno Studijo so bile korenine vzorcene v ¢asu od junija do avgusta v letu
2007, vendar posamezni termini vzorcenja niso bili zajeti v analizo podatkov. Raziskave
sestave zdruzb AM gliv tekom leta ali celo znotraj posamezne rastne sezone so redke in
vecinoma ne vkljucujejo zimskega obdobja. Ena redkih izjem je Studija Dumbrell in sod.
(2011), kjer so ugotovili, da je poletna zdruzba AM gliv manj izenacena in ima manjSo
diverziteto kot zimska zdruzba iz istega obmocja. Prav tako so ugotovili, da se poletna
zdruZzba minimalno spreminja v sestavi tekom rastne dobe rastlin in da so morebitne
spremembe v zdruzbi znotraj tega obdobja lahko le posledica deterministi¢nih odzivov AM
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gliv na lokalne abiotske talne dejavnike. Podoben pojav opazimo tudi pri raziskavi Macek
in sod. (2011), kjer je beta diverziteta znotraj poletne zdruzbe pokazala dve razli¢ni
zdruzbi AM gliv (zdruzbo AM gliv z obmocij z visoko koncentracijo CO; in zdruzbo AM
gliv s kontrolnih obmocij), kar pa je lahko le posledica vpliva abiotskih dejavnikov na
obmocjih mofet (predvsem talne hipoksije), ki kaze na specificnost okoljske niSe z
razli¢nim plinskim rezimom. Raziskav sestave zdruzb AM gliv med razli¢nimi leti po nam
znanih podatkih ni, smo pa v predmetno doktorsko disertacijo vkljucili tako raziskave
vpliva talnih dejavnikov na sestavo zdruzb AM gliv med razlicnimi meseci tekom rastne
dobe (med mesecem aprilom in mesecem oktobrom) kot tudi med dvema zaporednima
rastnima dobama (v letu 2010 in v letu 2011). Dodatno smo v raziskavo vkljucili tudi
obmod¢ja geografsko oddaljenih mofet, v Republiki Ceski in mofeto Bossoleto v Italiji, saj
smo Zeleli preuciti tudi vpliv abiotskih dejavnikov na sestavo zdruzb AM gliv tudi na vecji
prostorski skali.

2.2.2 Arheje in bakterije

Tla predstavljajo okolje z najve¢jo biotsko diverziteto, ki lahko presega nadzemno
diverziteto za ve¢ velikostnih razredov. Velik del talne diverzitete predstavlja diverziteta
prokariontov, bakterij in arhej. Studij, ki bi se osredoto¢ile na vpliv pove¢ane koncentracije
talnega CO; na spremembe v zdruzbi talnih mikroorganizmov, je malo (preglednica 2).

Na obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev so Macek in sod. (2009) prvi porocali
o manjSem SIR (s substratom induciranim dihanjem) v tleh. Rezultati njihove raziskave
kaZzejo na manjSo mikrobno biomaso in manjSo mikrobno aktivnost v tleh, ki so
izpostavljena visokim koncentracijam CO, geoloskega izvora. Stevilénost in raznolikost
genov cbbl, ki kodirajo veliko podenoto RuBisCO pri bakterijah, so preucevali Videmsek
in sod. (2009). Opazili so manjsSe Stevilo kopij chbL genov (avtotrofnih, CO,-fiksirajocih
bakterij) v tleh na obmocju z najve¢jimi koncentracijami CO, v primerjavi s kontrolnim
obmoc¢jem. Dodatno porocajo tudi o razliki med diverziteto zdruzb avtotrofnih, CO,-
-fiksirajocih bakterij med obmocjem z visoko koncentracijo CO; in kontrolnim obmoc¢jem.
Ugotovili so, da se lahko samo del avtotrofnih, CO,-fiksirajo¢ih bakterij prilagodi na zelo
visoke koncentracije CO,, kar jim omogoca prezivetje v teh neugodnih razmerah na
obmoc¢ju mofet.

V Studijah o talnih bakterijah na obmocjih mofet porocajo vecinoma o zelo specifi¢nih
funkcionalnih vpraSanjih glede kroZenja ogljika v teh sistemih, kar je povezano z uporabo
mofet kot modelnega sistema za preucevanje vplivov uhajanja CO; iz sistemov za zajem in
shranjevanje CO, (sistemi CCS). V okolici Laacher See (Nemcija) so Kriiger in sod.
(2009a, 2011) raziskovali vpliv povecane koncentracije CO, na mikrobne zdruZbe v tleh.
Poroc¢ajo o manjSem Stevilu anaerobnih bakterijskih celic in ve¢jem Stevilu arhejskih celic
na obmoc¢jih z visoko koncentracijo CO,. NovejSa Studija o pogostnosti razli¢nih
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funkcionalnih in specificnih genskih markerjev na obmocju teh mofet je pokazala razlike v
sestavi talnih mikrobnih zdruzb, npr. zmanjSano prisotnost predstavnikov iz rodu
Geobacteraceae in povecano Stevilo sulfat reducirajocih taksonov v sredis¢u izvirov CO;
(Frerichs in sod., 2013). Na obmocju druge evropske mofete, Latere Caldera v centralni
Italiji, Beaubien in sod. (2008) porocajo o manjs$i biomasi adenozin trifosfata (ATP),
manjSem Stevilu bakterijskih celic in vecji aktivnosti striktno anaerobnih sulfat
reducirajo¢ih bakterij in metanogenih arhej na obmo¢jih z visoko koncentracijo CO, v
primerjavi s kontrolnimi obmo¢ji. Dodatno, iz tega obmocja Oppermann in sod. (2010)
porocajo o prisotnosti metanogenih arhej, Geobacteraceae in sulfat reducirajocih bakterij
na obmocjih z visoko koncentracijo CO,. Vsi ti rezultati kaZzejo na spremembe v sestavi
mikrobnih zdruzb v smeri vecjega Stevila predstavnikov anaerobnih in acidofilnih
mikroorganizmov, kot posledica dolgotrajne izpostavljenosti tal visokim koncentracijam
CO,.

[z obmo¢ja Mammoth Mountain na vzhodu Kalifornije (ZDA) pa avtorji (McFarland in
sod., 2013) v nedavni publikaciji porocajo o manjsi mikrobni biomasi na obmoc¢jih s
povecano koncentracijo CO,, in spremembi v populaciji arhej med obmocji z razli€no
koncentracijo CO..

Glede na razpolozljivo literaturo pa Se vedno pogreSamo podrobnejSo filogenetsko
karakterizacijo arhejskih in bakterijskih zdruzb z obmocij mofet ter razumevanje procesov,
ki uravnavajo njthovo diverziteto in strukturo. V naSi Studiji, izvedeni na obmocju
travniske mofete v okolici Stavesincev, Sibanc in sod. (2014) poro¢amo o spremembi
sestave zdruzb arhej in bakterij v smeri vecje abundance anaerobnih in metanogenih
predstavnikov na obmocjih z visoko koncentracijo CO,. Spremembe v sestavi zdruzb arhe;j
in bakterij imajo lahko velik vpliv na funkcionalnost ekosistema (npr. spremembe v
krozenju ogljika kot posledica sprememb v populaciji metanogenih arhej), zato je
razumevanje njihovih odzivov na dolgotrajne okoljske spremembe bistvenega pomena v
ekosistemskih $tudijah (Sibanc in sod., 2014). Metode dela in rezultati omenjene objave so
podrobneje predstavljeni v doktorski disertaciji v poglavjih 3.4 in 4.3.

2.2.3 Kvasovke

Glive predstavljajo pomemben deleZ mikrobne biomase tal (Ekelund in sod., 2001). So
pomembna komponenta diverzitete talnih mikroorganizmov (Fierer in sod., 2007).
Morfolosko delimo glive na makroskopske, filamentozne in enocelicne kvasovke (Domsch
in sod., 2007). Kvasovke so heterogena in polifiletska skupina. Uvr§€amo jih predvsem v
debli Ascomycota in Basidiomycota, pojavljajo pa se tudi v dimorfni obliki (rast v obliki
kvasnih celic in hif) v deblu Zygomycota (Botha, 2011). Spolno razmnozevanje pri
askomicetnih kvasovkah je mejoza, kjer poteka tvorba haploidnih askospor v asku (Botha,
2011). Poznamo S§tiri nacine enoceli¢ne nespolne rasti: z brstenjem, nastankom precnih



22

Sibanc N. Biodiverziteta arbuskularnih ... gliv in ... rizosfernih mikroorganizmov na naravnih izvirih CO,.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

sten, izstrelitvijo balistokonidijev in razpadom hif na mestih novonastalih sept (Botha,
2011).

Kvasovke so zelo razsirjene, saj kolonizirajo razli¢na okolja od kopenskih ekosistemov,
zra¢nih in vodnih okolij kot tudi povr§ino sadja, zelenjave, cvetov (Rodrigues in sod.,
2006). Najdemo jih tudi v ekstremnih okoljih, npr. v arkticnem ledu (Gunde - Cimerman in
sod., 2003; Butinar in sod., 2007), v tleh na Antarktiki (Connell in sod., 2008) in na solinah
(Gunde - Cimerman in sod., 2000; Butinar in sod., 2005). Ceprav raziskave o kvasovkah v
tleh potekajo Ze skoraj stoletje (Yurkov in sod., 2012), njihova ekoloska funkcija v tleh Se
ni Cisto pojasnjena. Vpliv abiotskih in biotskih dejavnikov na talne kvasovke je v
preglednem clanku opisal Botha (2011). Talne kvasovke vplivajo tako na rast talnih
mikroorganizmov kot na rast rastlin in vplivajo na strukturiranje talnih agregatov in
strukturo tal. Delujejo kot vir hranil za bakterijske plenilce in druge plenilce talne favne,
prispevajo k mineralizaciji organskega materiala in razgradnji ogljika. Nekatere kvasovke
vplivajo na dusikov in Zveplov cikel in so sposobne raztapljanja fosfatov do rastlinam
dostopnih oblik. Lastnosti in struktura talnega habitata imata tako pomemben vpliv na
diverziteto talnih kvasovk (povzeto po Botha, 2011). V naravnih okoljih imajo kvasovke
Sirok izbor virov ogljika za svojo rast (npr. alkohole, organske kisline, aminokisline),
vendar prednostno presnavljajo sladkorje (Rodrigues in sod., 2006).

Kvasovke fiziolosko klasificiramo na podlagi procesov proizvajanja energije pri presnovi
sladkorjev na nefermentativne, fakultativno in obligatno fermentativne (van Dijken in
Scheffers, 1986). Nefermentativne kvasovke presnavljajo samo z dihanjem in niso
sposobne alkoholne fermentacije glukoze (npr. Rhodotorula glutinis), medtem ko so
obligatno fermentativne kvasovke sposobne presnavljati glukozo samo preko alkoholne
fermentacije (npr. Candida slooffiae) (Rodrigues in sod., 2006). Vecina fakultativno
fermentativnih kvasovk se prilagaja rastnim razmeram, tipu in koncentraciji sladkorja in
razpoloZljivega kisika in lahko presnavlja samo z dihanjem ali s fermentacijo ali z obema
hkrati (npr. Saccharomyces cerevisiae).

Glavna okoljska dejavnika, ki mo¢no vplivata na presnovno fiziologijo kvasovk, sta torej
sestava sladkorjev in koli¢ina razpolozljivega kisika. Poznamo tri ucinke, ki so povezani s
proizvajanjem energije pri procesih, vklju¢enih v presnovo sladkorjev v povezavi z
razpoloZljivostjo kisika (Rodrigues in sod., 2006). To so Pasteurjev ucinek, Crabtreejev
uc¢inek in Custerjev ucinek. Pasteurjev ucinek je definiran kot inhibicija alkoholne
fermentacije ob prisotnosti kisika in poteka na dva nacina (Stickland, 1956). Prisotnost
kisika lahko delno ali popolnoma zavre tvorbo produktov anaerobnega razpada ogljikovih
hidratov (npr. glukoze). Lahko pa kisik le zmanjSa stopnjo razpada ogljikovih hidratov
(Stickland, 1956). Pri ve¢jih koncentracijah glukoze Pasteurjev ucinek nima vpliva, saj
takrat poteka le fermentacija. Crabtreejev ucinek je definiran kot alkoholna fermentacija
v aerobnih razmerah (Pronk in sod., 1996). Presnova glukoze je odvisna od koncentracije
glukoze v okolici. Pretvorba glukoze do etanola v aerobnih razmerah je pri nizkih
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koncentracijah glukoze zelo poCasna in omejuje tvorbo zadostne koli¢ine energije. Z
naras¢anjem koncentracije glukoze v okolici naras¢a tudi stopnja aerobne pretvorbe
glukoze v etanol. Pri koncentraciji glukoze, vecji od 3 %, se stopnja aerobne presnove
glukoze zelo poveca v eksponentni fazi rasti, obenem pa se stopnja dihanja zmanjSa (De
Deken, 1966, povzeto po Vozel, 2012). Cousterjev ucinek je poznan kot zaviranje
alkoholne fermentacije ob odsotnosti kisika. Uc¢inek je dobro opisan pri kvasovkah, ki
spadajo v rodova Brettanomyces in Dekkera, kjer poteka fermentacija glukoze v etanol in
ocetno kislino v aerobnih razmerah (Rodrigues in sod., 2006). Ob spremembi v anaerobno
okolje je fermentacija mo¢no upocasnjena, vendar se ob povecanju kisika zopet vzpostavi.

Ceprav je sposobnost, da fermentirajo glukozo pod omejenimi viri kisika, pogosta lastnost
kvasovk, se izkaze, da njihova rast v anaerobnih razmerah ni pogosta (Visser in sod.,
1990). Znano je, da lahko fakultativni anaerobi rastejo tako v aerobnih kot anaerobnih
razmerah tako, da uporabljajo molekulski kisik ali drugo spojino kot konéni sprejemnik
elektronov anaboli¢nih procesov (Rodrigues in sod., 2006). Fakultativno anaerobni
mikroorganizmi, kamor spadajo tudi kvasovke, fermentirajo tudi v aerobnih razmerah, bolj
znacilna pa je fermentacija v anaerobnem okolju. Stranski produkt procesa fermentacije je
tudi CO,, katerega lahko kvasovke Saccharomyces cerevisiale proizvedejo v uri in pol tudi
od 400 do 850 ppm (Smallegange in sod., 2010). Prav zaradi lastnosti pridobivanja CO;, s
katerim lokalno ustvarjajo tudi lastno atmosfero s povecano koncentracijo tega plina,
predpostavljamo, da so sposobne preziveti tudi v specificnem okolju, kot so obmocja
mofet. Znanstvenih objav o vplivu poveCane koncentracije CO, na rast in diverziteto
kvasovk v tleh nismo zasledili.

2.2.3.1 Identifikacija kvasovk z obmocja mofet

Taksonomija in filogenija kvasovk temeljita na primerjalnih analizah morfoloskih,
ontogenetskih in biokemijskih podatkov (Hawksworth, 1991). Identifikacija kvasovk
temelji ve¢inoma na morfoloskih znakih, za kar je potrebna gojitev na gojis¢u. Pomembne
znacilnosti kulture so barva, oblika in struktura kolonij in prisotnost izvenceli¢nega
polisaharidnega materiala. Za prepoznavo se uporablja razli¢ne znake, med katerimi sta
najpomembnejsa vrsta konidijev in konidiogeneza (proces tvorbe konidijev). Uporabljajo
se tudi znaki, kot so oblika vegetativnih celic in prisotnost specifi¢nih hifnih elementov
(povzeto po Kranjec, 2008). Stevilne glive kvasovke rastejo relativno hitro v &isti kulturi,
tako da je za prepoznavo in dolofevanje mozno uporabiti tudi fizioloSke in biokemijske
tehnike (Guarro in sod., 1999). Testi, ki temeljijo na fizioloskih metodah, se posluzujejo
razlik v rasti gliv pri razliénih temperaturah, vrednostih pH in parcialnem tlaku kisika. Med
biokemijske tehnike Stejemo vse od preprostega gojenja na agarnih plosc¢ah — uporaba
razli¢nih tipov gojiS¢ — do kompleksnih kromatografskih in elektroforeznih metod (Guarro
in sod., 1999). Uporabljamo jih kot pomoc¢ pri dolo¢evanju vrst, osnovanih na podlagi
morfoloSkih lastnosti, kjer se pojavljajo omejitve v morfoloSkem konceptu vrste.
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Razsirjena je tudi uporaba asimilacijskih testov API 20 C AUX za identifikacijo kvasovk
(Guarro in sod., 1999). Prepoznava vrst kvasovk s pomoc¢jo morfoloskih znakov je pogosto
mocno omejena; zato se vzporedno z morfoloSkimi znaki za prepoznavo oz. identifikacijo
uporabljajo fizioloske in biokemijske tehnike. Za razliko od njih so molekulske tehnike
splosno uporabne (Guarro in sod., 1999), saj so genotipski znaki prisotni povsod in so
neodvisni od ekspresije (povzeto po Kranjec, 2008).

Zlata doba molekulske glivne sistematike se je zacela z razvojem tehnik dolocevanja
nukleotidnega zaporedja DNK in RNK in racunalniS8kih programov, ki uporabljajo
nukleotidna zaporedja za dolocevanje filogenetskih odnosov med organizmi (povzeto po
Kranjec, 2008). V zadnjih letih je bil sistem klasifikacije kvasovk kot tudi ostalih gliv
prenovljen z uporabo molekulskih analiz nukleotidnih zaporedij, ki se tekom evolucije niso
toliko spreminjala, kot na primer rRNK gen. Prvo nukleotidno zaporedje, ki so ga v ve¢ji
meri uporabili pri teh Studijah, je bilo zaporedje DNK ribosoma, in sicer 5S rRNK.
Kasneje so v filogenetske Studije vkljucili tudi nukleotidni zaporedji rRNK gena male in
velike podenote ribosoma; 18S in 26S rRNK (povzeto po Kranjec, 2008).

Pri kvasovkah se uporabljata izkljuéno regiji D1 in D2 26S rDNK, ki predstavljata
identifikacijski standard pri doloCevanju kvasovk. KodirajoCe regije ribosomske RNK
(preglednica 1) so zaradi letalnosti vecine mutacij ohranjene s po€asno evolucijo. 5'8S
rRNK, del 26S rRNK in 18S rRNK so uporabni za oris vi§jih taksonomskih ravni, kot so
razredi in debla (preglednica 1). Kurtzman in Robnett (1998) sta dokazala, da lahko vecino
vrst kvasovk dolo¢imo s pomocjo raznolikosti nukleotidnih zaporedij teh regij (povzeto po
Kranjec, 2008).
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3 MATERIAL IN METODE

Za $tudijo biodiverzitete arbuskularnih mikoriznih (AM) gliv, arhej, bakterij ter kvasovk
smo izbrali travniSko lokacijo naravnih izvirov CO, (travniSke mofete) v okolici
StaveSincev (slika 2 in slika 4), kjer smo med leti 2009 in 2011 vzor¢ili tla in korenine
rastlin. Dodatno smo za raziskave vpliva abiotskih dejavnikov okolja na vecji prostorski
skali med leti 2008 in 2011 vzor¢ili korenine rastlin z AM glivami tudi na obmocju
gozdnih izvirov CO, (gozdne mofete) na StaveSinskem vrhu (slika 2 in slika 5),
imenovanih tudi Slepica ali Vrelci zZivljenja, ter v letu 2008 na obmoc¢ju naravnih izvirov
CO, v Bossoletu (slika 3 in slika 7), Italija (italijanska mofeta) in v okolici Cheba (slika 3
in slika 6), Ceska (¢e$ka mofeta).

V nadaljevanju so na kratko predstavljeni sklopi raziskav, ki so potekali med leti 2008 in
2013 na obmocju naravnih izvirov CO,. Podrobnejsi opisi posameznih lokacij in nacina
vzor¢enja so opisani v poglavjih 3.2, 3.3.1, 3.4.1 in 3.5.1.

1. Obmocje travniSkih mofet v okolici StaveSincev

a) Arbuskularne mikorizne (AM) glive

Na obmocju travniskih mofet v StaveSincih smo ocenili kolonizacijo korenin z
AM glivami. Korenine smo vzor€ili s treh mofet, imenovanih Mofeta 1, Mofeta
2 in Mofeta 3 (glej sliko 8). Na vsaki izmed mofet smo vzor¢ili korenine z
obmocja z visoko koncentracijo CO, in s kontrolnega obmocja. Vzorcenje
korenin je bilo izvedeno v aprilu, juniju, avgustu in oktobru leta 2010.

Izvedli smo tudi analizo sestave zdruzb in biodiverzitete AM gliv v meSanih
koreninskih vzorcih rastlin. Korenine smo vzorcili s treh mofet, imenovanih
Mofeta 1, Mofeta 2 in Mofeta 3 (glej sliko 8). Na vsaki izmed mofet smo
vzorcili korenine z obmocja z visoko koncentracijo CO; in s kontrolnega
obmocja. Vzorcenje korenin smo izvedli v aprilu, juniju, avgustu in oktobru leta
2010 in 2011.

b) Arheje in bakterije

Analizo sestave zdruzb in biodiverzitete arhej in bakterij smo izvedli v vzorcih
tal z obmocja z visoko koncentracijo CO,, srednjo koncentracijo CO; in s
kontrolnega obmocja. Vzorcenje tal je bilo izvedeno v novembru leta 2009.

c) Kvasovke

Na obmocju travniS8kih mofet smo izvedli tudi analizo biodiverzitete kvasovk.
Tla smo vzorcili z obmocja z visoko koncentracijo CO, in s kontrolnega
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obmocja. Vzor€enje tal smo izvedli v novembru leta 2009, isto¢asno kot
vzorcenje za analizo biodiverzitete arhej in bakterij, in v juniju leta 2010.

2. Obmocdje gozdnih mofet na StaveSinskem vrhu

Na obmoc¢ju gozdnih mofet smo izvedli analizo sestave zdruzb in biodiverzitete
AM gliv v koreninah rastlin meSanih rastlinskih vzorcev. Vzorcili smo z obmocja z
visoko koncentracijo CO; in s kontrolnega obmoc¢ja. Vzor€enje korenin je bilo
izvedeno v aprilu, juniju, avgustu in oktobru, leta 2010 in 2011.

3. Obmocje ¢eSkih mofet v okolici Cheba

Na obmocju ¢eskih mofet smo izvedli analizo sestave zdruzb in biodiverzitete AM
gliv v koreninah ruSnate masnice (Deschampsia caespitosa (L.) PB.). Vzor¢ili smo
korenine rastlin z obmocij z visoko koncentracijo CO, in s kontrolnih obmocij.
Vzor€enje korenin je v maju leta 2008 izvedla dr. Irena Macek.

4. Obmocje italijanske mofete Bossoleto

Analiza sestave zdruzb in biodiverzitete AM gliv je bila izvedena na vzorcih
korenin plazece Sopulje (Agrostis stolonifera L.), ozkolistnega trpotca (Plantago
lanceolata 1.), navadnega trsta (Phragmitas australis (Cav.) Trin. ex Steud.) in
blescecega glavinca (Centaurea alba L.). Rastline so bile vzorCene z obmocij z
visoko koncentracijo CO; in s kontrolnih obmo¢ij. Vzorcenje korenin je v juniju
leta 2008 izvedla dr. Irena Macek.
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Slika 2. Lokacija travniskih mofet v okolici StaveSincev in gozdnih mofet na StaveSinskem vrhu, Slovenija
(vir posnetka: Google Maps)

Figure 2. The location of meadow mofettes near StaveSinci and forest mofettes at StavesSinski vrh, Slovenia
(photo source: Google Maps)
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Slika 3. Lokacije travniskih, gozdnih, italijanskih in ¢e$kih mofet (vir posnetka: Google Maps).

Figure 3. The location of meadow mofettes, forest mofettes, Italian mofettes and Czech mofettes (photo
source: Google Maps).
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3.1 MERITVE KONCENTRACIJE TALNIH PLINOV IN PEDOLOSKA ANALIZA
TAL

Na zgoraj omenjenih lokacijah mofet smo vzorcili talne izvrtke, iz katerih smo izolirali
DNK AM gliv iz korenin rastlin, izoliranih iz teh izvrtkov (natan¢no vzorcenje za segment
AM glive je opisano v poglavju 3.3.1). Del tal iz izvrtkov smo posusili na 40 °C in shranili
za pedolosko analizo tal. Rezultate pedoloske analize tal iz obmocja travniSkih mofet smo
uporabili tudi pri raziskavah vpliva abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb arhej in
bakterij. V tem primeru smo uporabili podatke z obmocij, ki so v neposredni bliZini mest
vzorcenja tal za analizo biodiverzitete arhej in bakterij (vzorcenje tal za segment arheje in
bakterije je opisano v poglavju 3.4.1). Na enak nacin smo pridobili tudi pedoloske podatke
za raziskave biodiverzitete kvasovk (vzorCenje tal za segment kvasovke je opisano v
poglavju 3.5.1).

Na obmocjih mofet (glej poglavje 3.2. za opise posameznih lokacij mofet) smo za
identifikacijo mest vzorcenja, ki ustrezajo izbranim razredom koncentracij CO; v tleh, tj.
okvirno < 2 % CO; (kontrola), 15-25 % CO; (srednji CO;) in > 50 % CO; (visok CQO»),
s talno sondo premera 2 cm v tla izvrtali luknjo do globine 20 cm. Takoj, ko smo sondo
izvlekli, smo z izsesavanjem zraka s prenosnim analizatorjem plinov (GA2000+, Ansyco,
Nemdija) v nastali luknji v tleh izmerili sestavo plinov v talni atmosferi. Ce je izmerjena
koncentracija CO; v tleh ustrezala izbranemu razredu koncentracij CO, (kontrola, srednji
CO; ali visok CO,), smo z vecjo sondo (premera 10 cm) vzorcili talni izvrtek okoli mesta,
kjer smo predhodno izmerili sestavo plinov. Analizator plinov omogoca tudi isto¢asne
meritve koncentracij CO, in metana (CH4) na podlagi infrardeCe absorpcije plinov ter
meritev koncentracij kisika (O,), ogljikovega monoksida (CO) in vodikovega sulfida (H,S)
z notranjimi elektrokemijskimi celicami (Pfanz in sod., 2004; Vodnik in sod., 2006).

Pedoloska analiza tal je bila izvedena na Centru za pedologijo in varstvo okolja, Oddelka
za agronomijo, BiotehniSke fakultete, Univerze v Ljubljani. pH reakcija tal je bila
izmerjena v talni suspenziji v 0,01 M CaCl, (SIST ISO 10390, 2006). Skupni dusik (N) je
bil izmerjen z metodo suhega seziga (SIST ISO 13878, 1999). Lahko dostopni fosfor
(P20:s) je bil izmerjen v AL raztopini (Egnér in sod., 1960) s kolorimetri¢éno metodo (Kalra
in Maynard, 1991). Vsebnost vode v tleh (WHC) smo dolo¢ili gravimetri¢no iz razlike v
masi med svezZim vzorcem in vzorcem tal, ki smo ga 24 ur susili na 105 °C.

Rezultate pedoloSke analize smo obdelali z enosmerno analizo variance (ANOVA) ali s
Kruskal-Wallisovim testom, ki je neparametricna razli¢ica ANOVE. Da bi lahko ugotovili,
med katerimi podskupinami prihaja do statisticno znalilnih razlik, smo uporabili test
mnogoterih primerjav (Tukey). Za statisti¢ne izraCune smo uporabili programski jezik R
verzije 3.0.1 s paketom Rcmdr (R Development Core Team, 2011).
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3.2 OPIS LOKACIJ VZORCENJA
3.2.1 Travniski izviri CO, v okolici StaveSincev (travniSke mofete)

Travniski izviri CO, v okolici Stavesincev (slika 2 in slika 4) so v dolini reke S¢avnice, v
severovzhodnem delu Slovenije, ki je Ze od konca 19. stoletja poznan po naravni mineralni
vodi Radenski. Obmocje je del tektonsko aktivnega panonskega bazena, kjer je vecina
geoloskega CO, nastala v Casu pleiocenske in zgodnje pleistocenske post vulkanske
aktivnosti (Pezdi¢ in Zizek, 1993). Nastali CO, se je globoko v zemeljski skorji ujel v
miocenske in pliocenske porozne sedimente, kjer je pod visokim tlakom (100 do 110
barov) ostal do danes (povzeto po Macek, 2004).

Lokacija vzorcenja je del ravninskega kmetijskega zemljis¢a. ObstojeCo vegetacijo na
obmocju mofet sestavljajo trave, travniSka zeliS¢a in nekatere ruderalne rastlinske vrste
(Vodnik in sod., 2002a, 2002b; Pfanz in sod., 2007). V vegetacijski sestavi prevladujejo
navadna pasja trava (Dactylis glomerata L.), travniska latovka (Poa pratensis L.), volnata
medena trava (Holcus lanatus L.), navadno locje (Juncus effusus L.), sivozeleni muhvic¢
(Setaria pumila (Pior.) Roem & Schult) in navadna kostreba (Echinochloa crus-galli (L.)
PB) (Pfanz in sod., 2007). Na obmocjih z izhajanjem geoloskega plina so zaradi
ekstremnih razmer rastline manjSe in vegetacija nizja, kar je tekom vegetacijske sezone
jasno opazno (Pfanz in sod., 2004; Vodnik in sod., 2006).

Na preucevanem obmocju najdemo districna oglejena antropogena tla na kvartarnih
naplavinah z meljasto glinasto ilovnato teksturo, sestavljeno iz 9 % peska, 53 % melja in
38 % gline. Vsi talni horizonti (Ag-Br;-Br;) kazejo na redukcijske razmere, ki postajajo
izrazitejSe z globino tal in s povecevanjem koncentracije CO; v tleh (Videmsek in sod.,
2009; preglednica 7 in preglednica 13).

Na obmocju travnika je vec izvirov geoloskega plina, kjer preko geoloskih izvirov izhaja
Cisti CO,, le s sledovi vodikovega sulfida (H»S) in metana (CH4) in brez prisotnosti
ogljikovega monoksida (CO) (glej prilogo A). Neposredno ob izvirih se pogosto pojavlja
ekstremno visoka koncentracija CO; v tleh, ki doseze tudi do 99,9 % CO, v talnem zraku.
Atmosferska koncentracija CO, se v viSini travne vegetacije giblje med 0,036 in 1 %,
vendar se lahko zaradi vremenskih razmer hitro spreminja (Macek, 2004). V letih 2002 in
2003 so bile na manjsi ploskvi (60 m?) izvedene prostorske in Gasovne meritve talnih
koncentracij CO; in O, (Vodnik in sod., 2006, 2009). Primerjave podatkov med
posameznimi meritvami so pokazale, da so lokacije vrelcev in koncentracije geoloskega
CO; na obmocju mofet v okolici StaveSincev precej stabilne skozi daljSa Casovna obdobja.
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Slika 4. Obmocje travniskih mofet v okolici StaveSincev. Na sliki je prikazana mikrolokacija Mofeta 3, na
levi strani so oznake za kontrolne lokacije z ambientalno koncentracijo CO,, na desni strani so oznake lokacij
z visoko koncentracijo CO,.

Figure 4. Location of meadow mofettes near Stavesinci. Figure shows micro location of Mofette 3, on the left
side with labels of locations for control samples with ambient CO, concentration, on the right side with labels
of locations sampled for high CO, samples.

3.2.2 Gozdni izviri CO; na StavesSinskem vrhu (gozdne mofete)

Gozdni izviri CO; (slika 5) so priblizno 1,3 km severno od travniskih izvirov na obmocju,
imenovanem tudi Vrelci zivljenja ali StaveSinske slepice (slika 2). Izotopska sestava plinov
in vpliv geoloskega CO, na rast nekaterih rastlin (mahov, bora, smreke in vrbe) je bil iz
tega obmocja opisan Ze leta 1998 (Pezdi¢ in sod., 1998), kasnejSih objav pa nismo
zasledili. Za vegetacijo na obmocju je znacilna prisotnost migalicnega SaSa (Carex
brizoides L.) in dvolistne sencnice (Maianthemum bifolium (L.) F. W. Schmidt).

Na obmoc¢ju vzorcenja sta dva izvira CO,, napolnjena z vodo, ki kazeta vidne znake
izhajanja CO,. Prvi izvir (slika 5) je ve¢ji, man;jsi izvir pa je od prvega oddaljen 5 metrov.

Reakecija tal je na obmocju izvirov med pH 3,4 in 3,7. Koncentracija dostopnega fosforja je
bila na obmocju z visoko koncentracijo CO, precej visja, in sicer med 37 in 97 mg/100 g
suhih tal, medtem ko je bila na kontrolnem obmocju, ki je bilo 14 m juzno, med 6 in 9
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mg/100 g suhih tal. Prav tako smo dolocili vecji razpon skupnega dusika v tleh, med 0,4 in
0,9 % na obmocju z visoko koncentracijo CO; in med 0,3 in 0,5 na kontrolnem obmocju.
Natanc¢nejsi podatki o meritvah so predstavljeni v preglednici 10.

Slika 5. Gozdne mofete na StaveSinskem vrhu. Na sliki so prikazane tudi oznake vzorénih mest za vzorce z
visoko koncentracijo CO,.

Figure 5. Forest mofettes at StaveSinski vrh. Figure shows labels for samples taken at high CO,
concentrations.

3.2.3 Naravni izviri CO; na Ce$kem (fefke mofete)

Naravni izviri CO; (slika 6) se nahajajo v dolini Plesna v okolici Cheba na severozahodu
Ceske, 19 km vzhodno od kraja Frantiskovy Lazne (slika 3). Kot je v diplomski nalogi
opisal Kosi (2012), smo vzorcili korenine rusnate masnice (Deschampsia caespitosa (L.)
PB.) na travniku, na katerem je vegetacija pokoSena redno, enkrat ali dvakrat letno (Renner
in sod., 2011). Vegetacija je zaradi variirajoce sestave talne atmosfere precej heterogena in
sestoji 1z trajnih, negozdnih zeliS¢ in trav zdruzb Valeriano — Filipenduletum,
Arrhenateratalia ali Molinietalia, odvisno od koli¢ine podtalnice in prevladujocih plinskih
razmer v tleh (Renner in sod., 2011). ZdruZzba rastlin se v neposredni okolici izvirov CO,
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razlikuje od zdruzbe na kontrolnih obmocjih (Samannshausen, 2010). Za obmocje izvirov
geoloskega CO; je znacilen pojav mofetofilnih rastlinskih vrst, ki jih lahko uporabimo kot
rastlinski indikator povecanih talnih koncentracij CO, (Pfanz in sod., 2004).

Na obmocju, kjer smo vzor¢ili korenine za raziskave diverzitete AM gliv v koreninah, je
povsod prisotna rusnata masnica (Deschampsia caespitosa (L.) PB.). To je relativno
pogosta rastlinska vrsta, ki je prisotna na celotnem razponu koncentracij talnega CO,.
NajugodnejSa za rast te rastline so vlazna, mokra ali moc¢virnata humozna ali glinasta tla,
bogata ali revna s hranili, zmerno kisla. Dobro prenasa zmerno zasencenost in jo zato
najdemo, poleg travis¢, tudi v vlaznih gozdovih. Uspeva vse od nizin do alpinskega pasu
(Martincic¢ in sod., 2007). Posledica izhajanja geoloSkega plina je lahko talna hipoksija ali
celo anoksija, ki je znacilna tudi za z vodo nasicena tla. Verjetno je prav zato ta vrsta na
obmo¢ju naravnih izvirov CO, na Ceskem prisotna na vseh lokacijah, izpostavljenih
razliénim koncentracijam CO,, vklju¢no z najbolj ekstremnimi, z izmerjeno talno
koncentracijo CO; 99,9 %.

Prevladujo¢i tip tal, glinena ilovica, se je razvil iz re¢nih holocenskih sedimentov. pH v
tleh je povprecno 4.1, lahko se spusti do pH 3 ali pH 2, na obmog¢jih, kjer se koncentracije
CO, v tleh dvignejo do 100 %. Koncentracija skupnega ogljika v tleh je med 38 in 88 g/
kg (Russell in sod., 2011). Podrobnejsi podatki o meritvah koncentracije CO, in O, ter
podatki o ostalih talnih lastnostih so predstavljeni v preglednici 11.
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% v J
Slika 6. Ceske mofete v dolini Plesna v okolici Cheba (fotografirala I. Madek).

Figure 6. Czech mofettes in Plesna valley near Cheb (photo by I. Macek).

3.2.4 Naravni izviri CO; Bossoleto v Italiji (italijanske mofete)

Italijanski naravni izviri CO, Bossoleto (slika 7) so blizu kraja Rapolano v Toskani (slika
3). To obmocje je poznano po geotermalnih vrelcih in je v blizini term. Gre za udorno
dolino, ki ima v premeru priblizno 80 metrov in globino 20 metrov, kjer na dnu in na
pobocjih izhaja zelo €ist (99 %) CO, geoloskega izvora v velikih koli¢inah, tako da lahko
vrednosti v zraku dosezejo tudi od 80 do 90 %. Rastje v dolini sestavlja predvsem plazeca
Sopulja (Agrostis stolonifera L.), ozkolistni trpotec (Plantago lanceolata L.), ¢rnika
(Quercus ilex L.) in puhasti hrast (Quercus pubescens Willd.). Na dnu doline pa prevladuje
navadni trst (Phragmitas australis (Cav.) Trin. ex Steud.), vendar je rast rastlin tam, kjer je
izhajanje CO; najvecje, mocno omejena (povzeto po Plestenjak, 2006).

Zaradi oblike doline in nizjih temperatur zraka je tekom noc¢i koncentracija CO; na dnu
doline visoka. Kadar so koncentracije tako visoke, je mozno opaziti mejo med zrakom s
povecano koncentracijo CO; in zrakom z manj CO,. Do tega pojava pride zaradi razli¢nih
gostot zranih mas in se kaze kot meglica na dnu doline. To se dogaja vsak dan med 7. in
9. uro zjutraj, potem pa se zaradi poveCane temperature zraka in vetra koncentracija CO,
zmanjsSa (povzeto po Plestenjak, 2006).
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Za obmocje italijanske mofete Bossoleto je znacilno, da poleg CO, geoloskega izvora iz tal
izhajajo tudi povecane koncentracije vodikovega sulfida (H,S), Ceprav so bile te le malo
nad mejo detekcije (Haittenschwiler in sod., 1997).

Podrobne;jsi podatki o talnih lastnostih so predstavljeni v preglednici 12.

Slika 7. Obmocje italijanskih mofet Bossoleto v blizini kraja Rapolano (fotografirala I. Macek).

Figure 7. Italian mofettes Bossoleto near Rapolano (photo by I. Macek).
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3.3 ARBUSKULARNE MIKORIZNE GLIVE
3.3.1 Vzorcenje korenin
3.3.1.1 Travniske mofete v okolici StaveSincev

Z obmocja staveSinskih mofet smo vzor¢ili izvrtke tal (globine 10 cm in Sirine 15 cm) na
treh lokacijah, imenovanih Mofeta 1, Mofeta 2 in Mofeta 3 (slika 8). Iz vsake od teh
lokacij smo izbrali po 2 obmo¢ji, ki imata razliéno koncentracijo CO,, z ve¢ kot > 37 %
CO; (visok CQO»), izmerjenega v talnem zraku in manj kot 2,9 % CO; (kontrola). Vzorcili
smo na podlagi izmerjene koncentracije CO; in O, v talnem zraku (glej poglavje 3.1 za
opis meritev koncentracij talnih plinov) v sredini vsakega talnega izvrtka (preglednica 7)
med aprilom in oktobrom leta 2010 in med aprilom in oktobrom leta 2011 (od 29. 4. do 4.
5. 2010, od 29. 6. do 30. 6. 2010, od 16. do 18. 8. 2010, od 26. 10. do 29. 10. 2010, od 14.
do 20. 4. 2011, od 27. 6. do 29. 6. 2011, od 24. do 26. 8. 2011 in od 24. do 26. 10. 2011). Z
obmocja z visoko koncentracijo CO; in s kontrolnega obmocja smo vzeli po §tiri ponovitve
izvrtkov, na katerih smo najprej naredili popis rastlin (preglednica 9). [z izvrtkov smo nato
izolirali korenine rastlin tako, da smo talne izvrtke spirali pod tekofo vodo. Polovico
oc¢iS¢enih korenin smo shranili v 70 % etanolu, drugo polovico smo posusili na 40 °C
(vzor€enje leta 2010) ali pa hitro zamrznili v teko¢em duSiku in shranili na -20 °C
(vzorcenje leta 2011). Razdalja med lokacijama Mofeta 1 in Mofeta 2 je priblizno 14 m,
med lokacijama Mofeta 2 in Mofeta 3 priblizno 37 m in med lokacijama Mofeta 1 in
Mofeta 3 priblizno 46 m (slika 8). Znotraj lokacij je med obmo¢;ji z razli¢nim rezimom
CO; (visoka koncentracija CO, in kontrola) razdalja priblizno 4 m pri Mofeti 1, 14 m pri
Mofeti 2 in 6 m pri Mofeti 3 (slika 8).
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Slika 8. Obmocje travniskih mofet v okolici StaveSincev. Na sliki so prikazane posamezne lokacije
vzorcenja, Mofeta 1, Mofeta 2 in Mofeta 3 (vir posnetka: Google Maps).

Figure 8. Meadow mofettes near StaveSinci. Micro locations of Mofette 1, Mofette 2 and Mofette 3 are
shown (photo source: Google Maps).

3.3.1.2 Gozdne mofete na StaveSinskem vrhu

Vzorcenje na obmoc¢ju gozdnih mofet je bilo izvedeno na enak nacin kot na travniSkih
mofetah. VzorCili smo torej na eni gozdni lokaciji z dvema razlicnima plinskima
rezimoma. Visok CO, kjer so bile vrednosti CO; v talnem zraku > 58 %, ter kontrola s
koncentracijo CO, < 1,6 % (preglednica 10). Razdalja med gozdnimi mofetami in
travniSkimi mofetami v okolici StaveSincev je priblizno 1,3 km (slika 2). Razdalja znotraj
lokacije gozdnih mofet, med obmocjem z visoko koncentracijo CO, in kontrolnim
obmocjem, je 14 m.

3.3.1.3 Ceske mofete

Na travniku ceSkih mofet so bile 15. 5. 2008 vzorCene korenine ruSnate masnice
(Deschampsia caespitosa (L.) PB.). VzorCenje in meritve koncentracij talnih plinov je
izvedla dr. Irena Macek. Rastlina je bila prisotna na celotnem razponu koncentracij talnega
CO,. Vzor¢ili smo na obmocju z visoko koncentracijo CO; (78,7 £ 20,7 % CO,) ter na
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kontrolnem obmocju (0,8 = 0,6 % CO,) (preglednica 11). Korenine smo dobro oprali v
vodi, ter polovico korenin shranili v 70 % etanolu, drugo polovico pa posusili na zraku.
Oceno mikoriznega statusa korenin je v diplomski nalogi opisal Borut Kosi (2012),
molekulska analiza sestave zdruzb AM gliv je predstavljena v tej doktorski disertaciji.

3.3.1.4 TItalijanske mofete

Junija 2008 smo na obmocju italijanske mofete vzorcili korenine S$tirih vrst rastlin, na
obmoc¢ju z visoko koncentracijo CO; in na kontrolnem obmocju. Vzorcenje in meritve
izhajanja CO; iz tal je izvedla dr. Irena Macek. Vzorcili smo plazeco Sopuljo (Agrostis
stolonifera L.), ozkolistni trpotec (Plantago lanceolata L.), navadni trst (Phragmitas
australis (Cav.) Trin. ex Steud.) in blescecCi glavinec (Centaurea alba L.). Ozkolistnega
trpotca nismo nasli na obmogju z visoko koncentracijo CO, (> 170 umol m™ s™), tako da
smo ga vzoréili na obmogju s srednjo koncentracijo CO, (41 + 8 pmol m™ s™). Vzorci so
bili izbrani na podlagi izmerjenih fluksov CO; iz tal (preglednica 12) z aparatom Li-6400
(Licor, ZDA). Na obmoc¢jih visoke vrednosti CO; so se vrednosti toka CO;, v povprecju
gibale med 40 in 270 pmol CO, m™ s™. Na podlagi pozitivne povezave med tokom CO, in
koncentracijo CO; (Vodnik in sod., 2009) lahko podamo grobo oceno o koncentracij CO,
na obmocju visoke koncentracije CO, mofete Bossoleto, ki se giblje med 15 in 80 % CO, v
tleh. Korenine smo dobro oprali v vodi ter polovico korenin shranili v 70 % etanolu, drugo
polovico pa posusili na zraku ter kasneje uporabili za izolacijo DNK AM gliv in analizo
njihovih zdruZzb.

3.3.2 Ocenjevanje mikorizne kolonizacije v koreninah rastlin

Teste ocene mikorizne kolonizacije v meSanih vzorcih rastlinskih korenin smo izvedli na
vzorcih s travniSkih mofet v okolici StaveSincev, na vseh treh travniSkih lokacijah.
Korenine rastlin smo vzor€ili v mesecu aprilu, juniju, avgustu in oktobru leta 2010 na
obmoc¢jih z visoko koncentracijo CO; ter na kontrolnih obmocjih. Polovico korenin smo po
spiranju z vodo shranili v 70 % etanol za kasnejSe analize kolonizacije korenin z AM
glivami. Kolonizacijo z AM glivami smo ocenili v 5 koreninah dolZine 1 cm iz vsake
ponovitve, skupaj 20 korenin na posamezni plinski rezim (visok CO,, kontrola), za vsako
lokacijo (Mofeta 1, Mofeta 2, Mofeta 3) in za vzorcenje v vsakem mesecu (april, junij,
avgust, oktober).

Pred ocenjevanjem kolonizacije smo korenine 10 do 30 minut, odvisno od njihove
debeline, presvetljevali z 10 % KOH pri temperaturi 90 °C. Po presvetljevanju smo
korenine sprali z vodo in jih zakisali z 1 N HCl za 5 minut pri sobni temperaturi. Po
zakisanju smo korenine 10 minut barvali v 0,05 % raztopini tripan modro (v laktoglicerolu)
prav tako pri temperaturi 90 °C. Ko smo korenine po barvanju dobro izprali z vodo, smo



39

Sibanc N. Biodiverziteta arbuskularnih ... gliv in ... rizosfernih mikroorganizmov na naravnih izvirih CO,.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

jih shranili v laktoglicerolu (glicerol : mle€na kislina : voda v masnem razmerju 80 : 40 :
40) pri 4 °C do ocenjevanja kolonizacije.

Kolonizacijo korenin z AM glivami smo ocenjevali pod mikroskopom po metodi opisani v
publikaciji Trouvelot in sod. (1986). Iz posameznih vzorcev korenin smo vzeli po 5
koreninic dolzine 1 cm, ki smo jih razporedili na objektna stekelca, dodali kapljico
laktoglicerola ter jih pokrili s krovnim stekelcem. Pri posameznem vzorcu smo ocenjevali
dva parametra mikorizne kolonizacije: mikorizno kolonizacijo v razredih 0 do 5 ter gostoto
arbuskulov v razredih A0 do A3 (slika 9). Na podlagi tako pridobljenith ocen smo
izracunali frekvenco delov korenine z glivo (F %), intenziteto mikorize (M %), intenziteto
mikorize v koloniziranih delih korenin (m %), gostoto arbuskulov v delu korteksa z
mikorizno kolonizacijo (a %) in gostoto arbuskulov v koreninskem sistemu (A %).

[ MIKORIZNA KOLONIZACIJA ]

0 1 2 3 4 5
0% <1% <10% <50% >50% >90%
( GOSTOTA ARBUSKULOV )
Brez: AO g
Malo: Al X
Srednje: A2 a
Veliko : A3
Al A2 A3

Slika 9. Ocenjevanje mikorizne kolonizacije v koreninah. Kolonizacija korenin z arbuskularno mikorizo se
na podlagi % mikorizne kolonizacije v korenini rastline razvr$¢a v razred 0 (0 % kolonizacije), razred 1 (< 1
%), razred 2 (< 10 %), razred 3 (< 50 %), razred 4 (> 50 %) in razred 5 (> 90 %). Gostota arbuskulov se
razvrséa v razrede A0 (brez arbuskulov), razred A1 (malo arbuskulov), razred A2 (srednje veliko arbuskulov)
in razred A3 (veliko arbuskulov) (povzeto po Trouvelot in sod., 1986).

Figure 9. Estimation of root colonisation by AM fungi. Colonisation of roots with arbuscular mycorrhiza is
classified based on % of micorrhizal colonisation in plant root into class 0 (0 % colonisation), class 1 (< 1
%), class 2 (< 10 %), class 3 (< 50 %), class 4 (> 50 %) and class 5 (> 90 %). Arbuscule abundance is
classified into class AO (none arbuscules), class A1 (few arbuscules), class A2 (frequent arbuscules) and class
A3 (abundant arbuscules) (according to Trouvelot et al., 1986).
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Za izracun parametrov AM kolonizacije smo uporabili naslednje formule (povzeto po
Macek, 2004).

Frekvenca delov korenin z glivo
F (%) = (Stevilo mikoriziranih korenin / Stevilo vseh korenin) * 100 .. (D)

F (%) vrednost odraza razpolozljivost propagulov AM gliv v tleh.

Intenziteta mikorize
M (%) = (95 ns + 70 ns + 30 n3 + 5 n, + n;) / (3tevilo vseh korenin) ... (2)
Kjer je ns, n4, n3, ny in n; Stevilo fragmentov razvrS¢enih v posamezni razred.

M (%) nam daje informacijo, kolikSen del koreninske skorje celotnega koreninskega
sistema je koloniziran z AM glivami.

Intenziteta mikorize v koloniziranih delih korenine
m (%) =M * (Stevilo vseh korenin) / (Stevilo mikoriziranih korenin) =M * 100 / F ...(3)

m (%) nam pove, kolik$na je infektivnost glive, tudi ¢e glivnega inokuluma v tleh (F %) ni
veliko.

Gostota arbuskulov v delu korteksa z mikorizno kolonizacijo

a(%)=(100m A3 +50m A2+ 10m Al)/100 . (4
Kjer je:
m A3 =
[(95 ns A3 + 70 ny A3 +30 n3 A3 + 5 n, A3 + n; A3) / §t. mikoriziranih korenin] * 100 / m ... (5
n; A3, n; A3, ..., ns A3 = Stevilo fragmentov z gostoto arbuskulov v razredu A3 v

posameznih razredih za mikorizno kolonizacijo.

a (%) je gostota arbuskulov v delu korteksa z mikorizno kolonizacijo. Odraza potencial
mikoriznih simbiontov in kaZe nivo fizioloske kompatibilnosti.

Gostota arbuskulov v koreninski skorji

A (%) =a* (M/100) ... (6)
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A (%) je gostota arbuskulov v koreninskem sistemu, kvalitativna ocena mikorizne »in
Situ«.

Zgoraj opisane parametre smo izraCunali s pomocjo racunalniSkega programa Mycocalc
(Trouvelot in sod., 1986; dostopen na http://www?2.dijon.inra.fr/mychintec/Mycocalc-
prg/download.html).

3.3.2.1 Statisti¢na obdelava podatkov

Razlike med povprecji za posamezni parameter kolonizacije korenin z AM glivami smo
izraCunali z uporabo neparametricnega Kruskal-Wallisovega testa. Za izraCune smo
uporabili programski jezik R verzije 3.0.1 s paketom Recmdr (R Development Core Team,
2011).

3.3.3 Molekulska analiza zdruzb AM gliv v koreninah vzor¢enih rastlin

Za oceno sestave zdruzb AM gliv v vzorcih korenin smo wuporabili metodo
pirosekvenciranja (454 GS-FLX, Roche) (glej tudi opis postopka v poglavju 3.3.3.3).
Uporabili smo molekulski oznacevalec jedrne DNK ribosomske RNK (rRNK) — male
podenote ribosoma (18S SSU; slika 1). Regija je primerna za analizo sestave zdruzb AM
gliv z metodo pirosekvenciranja (454 GS-FLX, Roche) (Opik in sod., 2009; Dumbrell in
sod., 2011). Dolzina pomnozenega produkta PCR (opis v poglavju 3.3.3.2; slika 1) je 550
baznih parov. Ta dolzina ustreza sistemu GS-FLX Titanium XLR70 (Roche), ki omogoca
branje sekvenc do dolzine 600 baznih parov (www.454.com).

3.3.3.1 Ekstrakcija DNK

Iz 50 mg ocis¢enih, suhih in z mletjem v meSalnem mlinu (Retsch, Nemcija)
homogeniziranih korenin smo izolirali DNK z uporabo izolacijskih kitov MoBio
PowerPlant (korenine vzor¢ene v letu 2010) ali PowerSoil DNK (korenine vzorcene v letu
2011) (MoBio Laboratories, Inc., Carlsban, CA, ZDA), po navodilih proizvajalca.

3.3.3.2 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Za knjiznico DNK 18S SSU AM gliv smo uporabili delno gnezden protokol z verizno
reakcijo s polimerazo (PCR) in pirosekvenciranje (454 GS-FLX, Roche). Pomnozevali
smo 550 baznih parov dolg fragment DNK male podenote ribosoma (SSU rRNK) AM gliv
1z 1zolata (ekstrakta) celokupne DNK s parom zacetnih oligonukleotidov AM1 (specifi¢ni
zacetni oligonukleotid za AM glive; Helgason in sod., 1998) in NS31 (splosni evkariontski
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zacetni oligonukleotid; Simon in sod., 1992). PCR smo izvedli v 50 pl reakcijski meSanici,
kamor smo dodali 1 pl izolirane DNK, 5U polimeraze Hot start Taq (Promega Co.,
Madison, WI, ZDA ali Qiagen Ltd. Crawley, VB), 2 mM dNTPs, 10 pmol vsakega izmed
zacetnih oligonukleotidov. Pogoji pomnozevanja v aparatu za PCR Gradient96 Robocycler
(Stratagene, La Jolla, CA, ZDA) so bili: zaCetna denaturacija 95 °C za 2 min. (Promega
Taq) ali 5 min. (Qiagen Taq); denaturacija je potekala 35 ciklov pri 94 °C, 30 sek.,
prileganje pri 64 °C, 40 sek. in podaljSevanje pri 70 °C, 1 min.; kon¢no podaljSevanje pri
70 °C, 5 min. Produkte PCR smo ocistili (QIAquick PCR Purification Kit; Qiagen Ltd.
Crawley, VB). Na podlagi koncentracije DNK, dolo¢ene s spektrofotometrom (NanoDrop
ND 100; Thermo Scientific, ZDA) smo zdruZzili produkte PCR tehni¢nih ponovitev.

Temu je sledil drugi PCR, kjer smo dodali za sekventor (454 GS-FLX, Roche) specificne
fuzijske zacetne oligonukleotide, ki so bili sestavljeni iz adaptorja A in B, loCevalca MID
(multiplex identifiers) in zaCetnega oligonukleotida »WANDA« (slika 10; Dumbrell in
sod., 2011). Drugi PCR smo izvedli v 50 pul reakcijski meSanici ob prisotnosti encima
polimeraza Hot start Taq DNA (Promega Co., Madison, WI, ZDA ali Qiagen Ltd.
Crawley, VB), 1 ul produkta PCR (predhodno zdruzenih vzorcev), 2 mM dNTP-jev, 10
pmol vsakega zaCetnega oligonukleotida (slika 10). PomnoZevanje PCR je potekalo pri
naslednjih pogojih: 2 min. zafetne denaturacije pri 95 °C; 10 30 sek. ciklov pri 94 °C, 30
sek. prileganja pri 60 °C in 1 min. podaljSevanja pri 72 °C s kon¢nim 10 min.
podaljSevanjem pri 72 °C v aparatu za PCR Techne TC-512 (Techne Co, Stone, Staffs,
VB). Produkte PCR smo izrezali iz gela in ocistili (QIAquick Gel Extraction Kit; Qiagen).
Oc¢is€enim produktom PCR smo dolocili koncentracijo s kvantitativnim PCR (Q-PCR),
nato smo 24 vzorcev z enako koncentracijo produktov PCR, oznaCenimi z razlicnimi
lo¢evalci MID, nanesli v eno izmed osmih vrstic GS-FLX LR70 (titanium) plosce (454
Life Sciences / Roche Applied Biosystems, ZDA). Sekvenciranje je bilo opravljeno na
Univerzi v Yorku, Oddelku za biologijo (VB).
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Forward
5’-GCCTCCCTCGCGCCATCAG (10-bp MID) CAG-
CCGCGGTAATTCCAGCT-%3

Reverse

5’-GCCTTGCCAGCCCGCTCAG GTTTCCCGTAAG-
GCGCCGAA-3’

Slika 10. Uporabljeni fuzijski zacetni oligonukleotidi. »Forward« zacetni oligonukleotid je sestavljen iz
adaptorja A (prikazan z odebeljenim besedilom), ki je specificen za reakcijo pirosekvenciranja, sledi mu 10
baznih parov dolg locevalec MID (multiplex identifier) in »forward« zacetni oligonukleotid WANDA.
»Reverse« zacetni oligonukleotid je sestavljen iz adaptorja B (oznacen z odebeljenim besedilom), ki mu sledi
»reverse« zacetni oligonukleotid AM1 (Dumbrell in sod., 2011).

Figure 10. The fusion primers used for the secondary PCR. The forward primer comprises the A adaptor (in
bold type) for the pyrosequencing reaction, the 10bp MID (multiplex identifier) and forward primer
WANDA. The reverse primer comprises the B adaptor (in bold type) and the reverse primer AM1 (Dumbrell
etal., 2011).

3.3.3.3 Pirosekvenciranje s pomnoZevanjem na kroglicah (454 GS-FLX, Roche)

Gre za prvo tehnologijo sekvenciranja nove generacije, ki zamenja korak kloniranja DNK
z visoko ucinkovitim in vitro pomnozevanjem, poznanim kot emulzijski PCR (Griffiths in
Tawtik, 2006). 1z izolata DNK s fragmentacijo in ligacijo z adaptorjema A in B naredimo
krajSe in enojne fragmente DNK (slika 11). Nato izvedemo denaturacijo in vezavo
fragmentov na posamezne kroglice, ki vsebujejo oligonukleotide, ki so komplementarni
adaptorjem. Kroglice vklju¢imo v posamezne oljne kapljice, ki predstavljajo individualna
mesta za pomnozevanje s PCR. Vsaka posamezna kroglica se nato prestavi v svojo
vdolbinico na pikotiterski plos¢i, dodajo se encimi in substrati potrebni za
pirosekvenciranje (encimi polimeraza DNK, sulfurilaza ATP, luciferaza in apriaza ter
adenozin 5'fosfosulfat in luciferin). Uporaba pikotiterskih ploS¢ omogoca vzporedno
izvedbo vec sto tiso¢ pirosekvencnih reakcij (povzeto po http:// www.454.com).



44

Sibanc N. Biodiverziteta arbuskularnih ... gliv in ... rizosfernih mikroorganizmov na naravnih izvirih CO,.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Izolat DNK.
Izolat DNK

Nastanek krajSih fragmentov s
fragmentacijo in ligacija A in B
adaptorjev na enojne verige
fragmentov DNK.

Fragmenti

Denaturacija in vezava fragmentov
na posamezne kroglice. En fragment

Klonalna amplifikacija fragmenta,
ki je vezan na kroglico v
mikroreakciji (emulzijski PCR).

Ena kroglica gre v eno vdolbinico
na mikrotiterski plo§¢i. Ena kroglica

Sekvenciranje DNK na eni kroglici. Ena sekvenca

Slika 11. Pregled postopka pirosekvenciranja 454 (povzeto po http://www.454.com)

Figure 11. Overview of 454 sequencing workflow (according to http://www.454.com).
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3.3.4 Bioinformatika in statisticna obdelava podatkov

Zaradi velikega Stevila sekvenc smo sekvence najprej zbrali v gruce na podlagi 97 %
podobnosti med sekvencami. Iz teh gru¢ sekvenc smo nato izbrali reprezentativne
sekvence, katere smo identificirali na podlagi podatkovne baze MaarjAM.

Najprej smo sekvence dodelili posameznim vzorcem na podlagi locevalcev MID
(multiplex identifiers), nato smo odstranili sekvence slabe kvalitete, popravili napake
(Sume) na sekvencah in odstranili himerne sekvence, ki so artefakti verizne reakcije s
polimerazo (PCR). Prav tako smo odstranili sekvence, ki so bile krajSe od 400 in daljSe od
650 baznih parov. Za obdelavo sekvenc smo uporabili protokol QIIME (Caporaso in sod.,
2010).

Sekvence, ki so si bile med seboj podobne ve¢ kot 97 %, smo zbrali v gruco, imenovano
molekulska operativna taksonomska enota MOTU (ang. »Molecular Operational
Taxonomic Units«). Gruce MOTU smo dolo¢ili na podlagi 97 % podobnosti med
sekvencami z metodo Usearch (Edgar, 2010). 1z vsake gruce sekvenc smo izbrali najbolj
abundantno sekvenco, ki predstavlja reprezentativno sekvenco vsakega MOTU.
Reprezentativne sekvence vsakega MOTU smo primerjali z bazo podatkov NCBI
(National Center for Biotechnology Information) in s podatkovno bazo MaarjAM
(http://maarjam.botany.ut.ee; Opik in sod., 2010), in sicer z uporabo iskalnega algoritma
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; Altschul in sod., 1990). Na podlagi
rezultatov iskalnega algoritma BLAST smo izlo€ili sekvence, ki niso pripadale AM
glivam. Na podlagi primerjav reprezentativnih sekvenc MOTU s sekvencami v podatkovni
bazi MaarjAM smo lahko dolo¢ili njim najbliZje virtualne taksone (VTX; Opik in sod.,
2010), ki so implementirani znotraj podatkovne baze MaarjAM. Virtualni taksoni
predstavljajo poenoten sistem za poimenovanje filotipov oz. MOTU AM gliv, kar lahko
uporabimo kot priblizek za rod (Opik in sod., 2013), ko Zelimo med seboj primerjati
reprezentativne sekvence iz razli¢nih ekoloskih raziskav.

Za izdelavo filogenetskega drevesa smo reprezentativne sekvence vsakega MOTU in
sekvence njim najblizjih filogenetskih sorodnikov (glede na bazi MaarjAM in NCBI)
poravnali z uporabo metode ClustalW (Thompson in sod., 1994). Filogenetsko drevo smo
sestavili z uporabo stohasticnega modela za zamenjavo nukleotidov Jukes-Cantor (Jukes in
Cantor, 1969), distancne metode zdruzevanja najblizjega soseda »neighbor-joining« in z
metodo vezanja »bootstrap« smo na podlagi 1000 permutacij sestavili filogenetsko drevo.
Filogenetsko drevo smo koreninili z Corallochytrium limacisporum, biCkarjem
ovratni¢arjem, kot zunanjikom (»outgroup«) vseh gliv (Vandenkoornhuyse in sod., 2002).
Vse filogenetske analize smo izvedli s programom Geneious verzija 5.5.7 (Drummond in
sod., 2011).



46

Sibanc N. Biodiverziteta arbuskularnih ... gliv in ... rizosfernih mikroorganizmov na naravnih izvirih CO,.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Da bi lahko preverili, ali sta filotipa Glo85 in Glo86 (Macek in sod., 2011) podobna
kateremu izmed taksonov MOTU, smo reprezentativno sekvenco Glo85 (FN869895) in
reprezentativno sekvenco Glo86 (FN869896) primerjali z reprezentativnimi sekvencami
vseh 32 MOTU iz obmo¢ja travniSkih mofet v okolici StaveSincev. Primerjavo sekvenc
smo izvedli z uporabo iskalnega algoritma BLAST (Altschul in sod., 1990) tako, da smo
izbrali primerjavo ene sekvence Glo z vsemi sekvencami MOTU.

Za dolocitev razlik v Stevilu analiziranih sekvenc pri posameznem vzorcu smo Stevilo
sekvenc med vzorci z obmoc¢ji z razlitnim CO; rezimom analizirali z uporabo
neparametri¢nega Kruskal-Wallisovega testa.

Da bi preverili, kako dobro smo vzor¢ili obmocje naravnega izvira CO, v StaveSincih
(intenziteta vzorcenja), smo pri raziskavah sestave zdruzb in diverzitete arbuskularnih
mikoriznih (AM) gliv ter tudi arhej in bakterij izracunali krivulje kopic¢enja vrst (oz. v
naSem primeru Krivulje kopi¢enja MOTU) (slika 16). To je graf naraS€anja skupnega
Stevila odkritih vrst v dolo¢enem obmocju, kot funkcija skupne mere truda, vloZzenega v
njihovo iskanje oz. ucinkovitosti vzorcenja (Colwell in sod., 2004). Trud je lahko
predstavljen s Stevilom vzorcev, povrSino kvadratov, z urami opazovanja itd. Ko se
odkrivanje vrst kljub dodatnemu trudu ustavi, s ¢imer krivulja kopi€enja vrst ne narasc¢a
ve€, oziroma se pribliza asimptoti, na obmocju ne pric¢akujemo ve¢ odkrivanja novih vrst
(Colwell in sod., 2004). Zaporedna akumulacija posameznih vrst enega vzorca ali
zaporedno zdruZevanje vzorcev iz enega seta vzorcev omogoca izracun krivulje kopicenja
vrst, ki pa zaradi prostorske in Casovne razprSenosti in stohasticne narave zaplat ne bo
gladka (Colwell in sod., 2004). Krivulja kopicenja vrst torej prikazuje skupno Stevilo vseh
vrst, ki smo jih zabelezili tekom vzorcenja, tako da dodajamo posameznike ali posamezne
enote vzorcev v skupino vseh prej zabeleZzenih posameznikov ali vzor¢nih enot. Krivulje
kopi€enja vrst lahko temeljijo na posameznikih ali na vzorcih (Gotelli in Colwell, 2001) in
se pogosto predstavljajo s povprecjem in standardno napako.

Drugi tip krivulj, s katerimi lahko preverimo zadostno upoStevanje vpliva abundance vrst
in ucinkovitosti vzor€enja na rezultate pri kvantifikaciji in primerjavi vrstne pestrosti, so
krivulje redcenja vrst (oz. v nasSem primeru Krivulje redéenja MOTU) (Gotelli in
Colwell, 2001). Primer krivulje red¢enja vrst je slika 15. Tehnika red¢enja v ekologiji
ocenjuje pestrost vrst kot rezultat vzorcenja. Omogoca nam, da izraCunamo pestrost vrst
izbranega Stevila posameznih vzorcev. Ta izracun temelji na izdelavi krivulj redenja vrst.
Te krivulje predstavljajo graf stevila vrst kot funkcijo $tevila vzorcev. Ce se krivulja strmo
dviguje, je velik del diverzitete vrst ostal neodkrit, medtem, ko smo vecino diverzitete vrst
ze odkrili, ¢e se krivulja priblizuje asimptoti. To pomeni, da bolj intenzivno vzoréenje ne
bi pripomoglo k vecji diverziteti vrst. Krivulje red¢enja vrst nastanejo s ponavljajocim
nakljuénim jemanjem vzorcev iz bazena posameznikov ali vzorcev in tako beleZijo
povprecno Stevilo vrst, ki jih predstavlja 1, 2 ... N posameznikov ali vzorcev. Vzorcenje je
narejeno brez vracanja znotraj vsakega ponovnega jemanja vzorcev. Redcitev tako generira
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pricakovano Stevilo vrst znotraj majhnega nabora n posameznikov ali vzorcev nastalega
nakljucno iz velikega bazena N posameznikov ali vzorcev (Gotelli in Colwell, 2001).

Razlike v sestavi zdruzb AM gliv med obmoc¢ji z razli¢énim reZimom CO; smo vizualizirali
z uporabo kanoni¢ne korespondenc¢ne analize (CCA). CCA predpostavlja, da prisotnost
in Stevil¢nost vrst (oz. MOTU) vzdolz okoljskega gradienta sledi Shelfordovemu zakonu
tolerance, kjer (i) vsaka vrsta najbolje uspeva pri doloc¢eni vrednosti spremenljivke,
optimumu vrste, in ne more preZiveti, ¢e so vrednosti spremenljivke previsoke ali prenizke
in (i1) odvisnost med okoljsko spremenljivko in Stevil¢nostjo vrste je obiajno simetricno
unimodalna (Ter Braak, 1987). V CCA opiSemo vecrazseznost z veC okoljskimi
spremenljivkami, z njihovo kombinacijo pa z metodo CCA dobimo najboljsi sestavljeni
okoljski gradient kot linearno kombinacijo okoljskih spremenljivk, ki lo¢ijo niSe vrst
vzdolz gradienta (kanoni¢ne osi) (povzeto po Urbanic, 2004). Okoljski vektorji, prikazani
na ordinacijah CCA, so izracunani na podlagi 10.000 permutacij. Za izracune smo
uporabili programski jezik R verzije 3.0.1 s paketoma »vegan« in »stats« (R Development
Core Team, 2011).

Razlike v sestavi zdruzb AM gliv z obmocij z visoko koncentracijo CO, in kontrolnih
obmocij smo analizirali z diverzitetnimi indeksi, dolo¢enimi s Hillovimi Stevili (Hill,
1973). Po Hillovi (Hill, 1973) zaslugi je njihovo raCunanje poenostavljeno, zlasti pa
prakti¢no razumljivo, saj je poenotil raCunanje diverzitete pri najbolj pogosto uporabljenih
indeksih. Hillovo Stevilo 0 predstavlja pestrost vrst, Hillovo Stevilo 2 proporcionalno
abundanco vsake vrste (inverzni Simpsonov indeks) in Hillovo Stevilo c proporcionalno
abundanco najbolj pogosto zastopane vrste (inverzni Berger-Parkerjev indeks).
Diverzitetne indekse smo uporabili, da bi lahko dolocili, ali je diverziteta AM gliv
povezana z naras¢anjem koncentracije CO, v tleh. Kot osnovo za izracun Hillovih Stevil,
uporabljenih v doktorski disertaciji, smo uporabili naslednje indekse (Hill, 1973):

* Hillovo Stevilo 0 (N0)

Stevilo taksonov/vrst predstavlja pestrost vrst, torej skupno $tevilo vrst identificiranih v
vzorcu. 1/NO predstavlja harmoni¢no sredino relativne abundance.

¢ Hillovo Stevilo 2 (N2)

Predstavlja proporcionalno abundanco vsake vrste. 1/NO predstavlja aritmeti¢no sredino
relativne abundance in se lahko interpretira kot izenacenost vrst.
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Simpsonov indeks ocenjuje verjetnost, da dva posameznika, izbrana naklju¢no iz enega
vzorca, pripadata isti vrst.

D =1 - Simpson indeks (7

Hill N2 = 1/D .. (8)

¢ Hillovo Stevilo o« (Noo)

Berger-Parkerjev indeks predstavlja proporcionalno abundanco najbolj pogoste vrste in ga
lahko interpretiramo kot dominanco vrst.

Hill Noo = 1/Berger-Parkerjev indeks .9

Z analizo sekvenc in uporabo ve¢ analiti€nih pristopov (ordinacije in analize treh Hillovih
Stevil) smo z uporabo razpolozljivih metod uspeli kar se da najbolje dolociti in opisati
zdruzbo AM gliv (Bent in Forney, 2008). Kljub temu je cilj nase raziskave diverzitete AM
gliv primerjati zdruzbe na lokacijah z razlicnim CO; reZimom in ne samo vrednotiti
skupno diverziteto AM gliv v posameznih vzorcih. Analize diverzitete in zdruzbe so bile
narejene na podlagi Stevila sekvenc znotraj posameznega MOTU, z uporabo programskega
jezika R verzije 3.0.1 in standardnimi R paketi »vegan« (R Development Core Team,
2011).

Za preucevanje razlike v diverzitetnih indeksih med obmocji z razli¢nim rezimom CO,,
razliénimi meseci vzorcenja in razlicnimi leti vzorCenja smo uporabili vefsmerno
ANOVO. Kjer je bila razlika statisticno znacilna, smo uporabili Tukeyeve kontraste, da
smo dolocili povprec¢no razliko znotraj vzorcev iz posameznega obmocja in Kruskal-
Wallisov test rangov za doloCitev povprecne razlike med vzorci iz posameznega rezima
CO; (opis metod v poglavju 3.3.2.1). Statisticna analiza podatkov je bila narejena s
paketoma »Remdr« in »stats« programskega jezika R, verzije 3.0.1 (R Development Core
Team, 2011).

Da bi lahko potrdili statisti€éno znacilne razlike v sestavi mikrobnih zdruzb med obmocji z
razlicnimi koncentracijami CO,, smo uporabili permutcijsko multivariatno analizo variance
(PERMANOVA, imenovana tudi neparametricna MANOVA). Posamezna obmocja (visok
CO,, kontrola) smo glede na prisotnost in pogostost vrst primerjali s pomocjo Bray-
Curtisovega indeksa podobnosti. Vsakemu paru obmocij smo doloc¢ili indeks podobnosti,
ki predstavlja vrednost med 0 in 100 %. Ce obmogji nimata skupne niti ene vrste, je indeks
podobnosti enak 0 %, ¢e pa so na obmocjih prisotne enake vrste z enako abundanco, je
indeks podobnosti enak 100 %. Analizo PERMANOVE smo naredili z uporabo funkcije
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»vadonis«, ki je znotraj paketa »vegan« programskega jezika R, verzije 3.0.1 (R
Development Core Team, 2011).

Naslednje zgoraj opisane metode (Kruskal-Wallisov test, krivulje red¢enja vrst, Hillova
Stevila, ANOVA, PERMANOVA) so bile uporabljene tudi pri analizi sestave zdruzb in
biodiverzitete arhej in bakterij, kar je podrobneje opisano tudi v poglavju 3.5.10.

3.4 ARHEIJE IN BAKTERIE
3.4.1 Vzorcenje tal

Za analizo biodiverzitete zdruzb arhej in bakterij smo izvrtke tal vzorcili konec novembra
2009 na obmocju travniSskih mofet v okolici StaveSincev na treh lokacijah z razli¢nimi
plinskimi rezimi CO;, in sicer z vsaj 48 % CO, (85,5 £ 21,7 % COa, visok CO3), od 11 do
20 % CO; (13,8 = 3,2 % CO,, srednji CO,) in z manj kot 0,2 % CO, v talnem zraku (0,2 +
0,0 % CO,, kontrola). Vzorci so bili izbrani na podlagi meritev koncentracije CO; in O, v
sredini vsakega izvrtka tik pred vzorenjem (preglednica 13). Na vsaki od izbranih lokacij
smo vzor¢ili trikrat (n = 3 za visoko, srednjo in kontrolno koncentracijo CO;) in vsaki¢
smo odvzeli tri 5 cm Siroke in 15 cm globoke vzorce tal neposredno pod rastlinskimi
koreninami. Vzorce smo nato zdruzili in presejali skozi 8 mm sito. Vzorce tal smo pred
ekstrakcijo DNK hranili pri temperaturi -80 °C. Obmoc¢ja z visoko koncentracijo CO; in
kontrolna obmocja ter obmocja z visoko ter s srednjo koncentracijo CO; so si bila med
seboj oddaljena cca. 46 cm, medtem ko sta si bili kontrolna lokacija in lokacija s srednjo
izpostavitvijo geoloSkemu CO, oddaljeni 7 m.

3.4.2 Molekulska analiza arhejskih in bakterijskih zdruzb
3.4.2.1 Izolacija DNK

DNK smo izolirali iz 0,5 g tal (po dve ekstrakciji za vsak vzorec) z uporabo izolacijskega
kita PowerSoil DNA (MoBio Solano Beach, CA, ZDA) v skladu z navodili proizvajalca.
Izoliran DNK smo do nadaljnje analize hranili pri temperaturi -20 °C.

3.4.2.2 DolzZinski polimorfizem terminalnih restrikcijskih fragmentov (T-RFLP)

Preucevanje polimorfizma dolZine terminalnih restrikcijskih fragmentov (T-RFLP) tar¢nih
genov 16S rRNK je na podro¢ju mikrobne ekologije zaradi svoje filogenetske locljivosti in
enostavne analize velikega Stevila vzorcev vedno pogosteje uporabljena analiza. Z uporabo
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analize T-RFLP lahko torej preu¢imo vpliv razliénih okoljskih dejavnikov na strukturo in
dinamiko mikrobnih zdruzb.

Tipicno je analiza T-RFLP sestavljena iz petih korakov (slika 12):

1. 1izolacija in ¢iScenje DNK iz okoljskega vzorca,

2. pomnozevanje fragmentov DNK z fluorescentno oznafenimi zacetnimi
oligonukleotidi (na 5' koncu oznaceni s fluorokromom),

3. razrez produktov PCR z restrikcijskimi encimi, kjer se ustvarijo fluorescentno
oznaceni kon¢ni fragmenti;

4. loCevanje terminalnih fragmentov po velikosti in viSini, na ustrezni kapilarni ali
elektroforetski platformi,

5. laserska detekcija fluorescentnih signalov terminalnih fragmentov.

) =
@) | I O—
/’_\k ‘?T\ [zolacija { ,’ PomnoZevanje O———
(—) €\ t] DNK lﬂ‘ ‘/ DNK z oznaéenimi O ]
o '\ | zadetniminukleotidi O 1
&
Razrez produktov
PCR z
restrikeijskimi
= encimi
O 1
= =]
aserska Lodevanje O
detekeija terminalnih O ]
fragmentov -
[=£a]

Slika 12. Pregled postopkov pri analizi T-RFLP (povzeto po http://www.appliedbiosystems.com).

Figure 12. An overview of the T-RFLP technique (according to http://www.appliedbiosystems.com).

Da bi preverili, ali obstajajo znacilne razlike med sestavo in diverziteto v zdruzbi arhej in
bakterij, vzorcenih z obmocij z razlicno koncentracijo CO,, smo uporabili analizo
dolzinskega polimorfizma terminalnih restrikcijskih fragmentov (T-RFLP). Izbrana
zacetna oligonukleotida za pomnoZevanje bakterijskih genov 16S rRNK sta 27f in 927r, za
pomnoZzevanje arhejskih genov 16S rRNK pa 109f in 915t (preglednica 3), oznacena na 5'
koncu z 6-FAM (6-karboksifluorescein). MeSanico PCR smo pripravili v 25 pl reakcijah z
0,2 mM dNTP, 0,2 mM posameznega zaletnega oligonukleotida, 0,2 — 0,4 mg ml”
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govejega serumskega albumina (BSA), 2 mM MgCl,, 1x brezbarvnega pufra GoTaq
(vsebuje dodatnih 7,5 mM Mg) in 1 U polimeraze Taq DNK (Promega, Madison, WI,
ZDA). Pri PCR smo uporabili sledece temperaturne cikle: zaCetna denaturacija (6 min. pri
94 °C), 25 (22 v primeru bakterij) ciklov po 1 min. pri 94 °C, 1 min. prileganje pri 53 °C in
1 min. podaljSevanja na 72 °C, ¢emur je sledil kon¢ni korak podaljSevanja, 10 min. pri 72
°C. PomnoZevanje smo izvedli v termobloku Biometer UNO (Biotron, Goéttingen,
Nemcija). Oba produkta PCR smo zdruzili, da bi zmanjsali variabilnost PCR. Priblizno
200 ng fluorescen¢no oznacenega produkta PCR iz vsakega vzorca smo v 30 ml reakcijski
meSanici razrezali z restrikcijskima encimoma Haelll (MBI Fermentas, Litva) in Hhal
(MBI Fermentas, Litva) in jih nato ocistili z etanolno precipitacijo. Vzorcem smo primesali
0,5 ul velikostnega standarda GeneScan 500 ROX (Applied Biosystems, ZDA) in 10 ml
deioniziranega formamida. Pred analizo fragmentov smo vzorce denaturirali pri 95 °C za 2
min. in ohladili na ledu. Analizo velikosti in koli¢ine terminalnih restrikcijskih fragmentov
(TF) smo izvedli z analizatorjem ABI PRISM 310 (Applied Biosystems, ZDA).

Preglednica 3. Pregled uporabljenih zacetnih oligonukleotidov za pomnozevanje arhejskih in bakterijskih
genov 16S rRNK.

Table 3. Overview of primers used for amplification of archaeal and bacterial 16S rRNA gene.

Zacetni oligonukleotid Sekvenca (5' - 3") Referenca

27f *AGAGTTTGATCCTGGCTCAG Weisburg in sod., 1991
927r CCGTCAATTCCTTTRAGTTT Lane, 1991

109f *ACKGCTCAGTAACACGT Grobkopf in sod., 1998
915r GTGCTCCCCCGCCAATTCCT Stahl in Amann, 1991

* oznacen s 6-FAM (6 - karboksifluorescein) na 5' koncu za analizo T-RFLP.

3.4.2.3 Priprava knjiznic genov 16S rRNK

Po ugotovitvi, da obstajajo razlike v sestavi in diverziteti taksonov arhej ter bakterij med
lokacijami z razliénim plinskimi rezimi na podlagi analize T-RFLP (glej poglavje
Rezultati, slika 24 in slika 25), smo izdelali klonske knjiznice za vsako vzor¢eno lokacijo
(visok CO,, srednji CO; in kontrola), in sicer v treh ponovitvah. DNK smo izolirali
dvakrat, lo¢eno iz vsakega vzorca, in podvzorca zdruZili po uspes$ni amplifikaciji s PCR.
Uporabili smo enako kombinacijo zaCetnih oligonukleotidov kot za izvedbo analize T-
RFLP, vendar brez fluorescencnih oznacevalcev (preglednica 3) in enak protokol PCR.
Termocikliranje smo izvedli v termobloku Biometra UNO Thermoblock (Biotron,
Gottingen, Nemcija), in sicer je 6 min. zacetne denaturacije pri 94 °C sledilo 30 (za arheje)
0z. 23 ciklov (za bakterije) po 1 min. denaturacije pri 94 °C, nato 1 min. prileganja pri 53
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°C za arheje oz. 55 °C za bakterije, 1 min. podaljSevanja pri 72 °C ter zakljucna stopnja
podaljSevanja 10 min. pri 72 °C. Produkte obeh, med seboj loCenih in uspeSnih
amplifikacij s PCR, smo zdruZili, oc€istili z o¢iS€evalnim kitom PCR PureLink (Invitrogen,
Carlsbad, CA, ZDA), vstavili v vektor pGEM-T Easy Vector (Promega Co., Madison,
ZDA) in klonirali v celice bakterije Escherichia coli (JM109 High Efficiency Competent
Escherichia coli) (Promega Co., Madison, ZDA). Pozitivno transformirane celice smo
identificirali z uporabo standardne amplifikacije SP6-T7 PCR. 60 klonov iz vsake
bakterijske klonske knjiZnice in 68 klonov iz vsake arhejske klonske knjiznice smo izbrali

za sekvenciranje, ki ga je izvedlo podjetje Macrogen Inc. (Nizozemska).

3.4.3 Bioinformatika in statisticna obdelava podatkov

Profile T-RFLP posameznih vzorcev smo analizirali s programom Bionumerics, verzija 3.0
(Applied Maths), po postopku opisanem v Kraigher in sod. (2006).

Kakovost sekvenc smo vizualno pregledali in odstranili sekvence zacetnih
oligonukleotidov. Sekvence smo primerjali z bazo podatkov NCBI (National Center for
Biotechnology Information), in sicer z uporabo iskalnega algoritma Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST; Altschul in sod., 1990). Sekvence, ki niso pripadale arhejam in
bakterijam, smo izlo€ili. S protokolom QIIME (Caporaso in sod., 2010) smo definirali
gruce molekulskih operativnih taksonomskih enot — MOTU, in sicer po metodi Mothur na
podlagi 95 % podobnosti sekvenc. Taksonomsko opredelitev smo izvedli na podlagi
taksonomske klasifikacije iz baze Ribosomal Database Project (RDP) (Wang in sod.,
2007). Z uporabo iskalnega algoritma BLAST (Altschul in sod., 1990) smo primerjali
MOTU iz naSe raziskave z najblizjimi filogenetskimi sorodniki, prisotnimi v bazi NCBI.
Sekvence smo poravnali z uporabo metode ClustalW (Thompson in sod., 1997).
Filogenetsko drevo smo sestavili z uporabo stohasticnega modela za zamenjavo
nukleotidov Jukes-Cantor (Jukes in Cantor, 1969), distanéne metode zdruzevanja
najblizjega soseda »neighbor-joining« in z metodo vezanja »bootstrap« na podlagi 1000
permutacij. Filogenetsko drevo smo koreninili z arhejo, kot zunanjikom (»outgroup«) vseh
bakterij in bakterijo kot zunanjikom vseh arhej. Vse filogenetske analize smo izvedli s
programom Geneious verzija 5.5.7 (Drummond in sod., 2011).

Razlike v stevilu sekvenc med vzorci z obmo¢ji z razlicnim CO; reZimom smo analizirali z
uporabo Kruskal-Wallisovega testa. Podatke smo analizirali z uporabo statisticnega jezika
R (verzija 3.0.1) s standardnimi R knjiznicami in statisticnim paketom »Rcmdr« (R
Development Core Team, 2011).

Da bi preverili, kako dobro smo vzorcili obmocje travniSske mofete v okolici StaveSincev
(intenziteta vzorcenja), smo pri raziskavah sestave zdruzb in diverzitete arhej in bakterij,
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izraCunali krivulje kopifenja vrst (oz. v naSem primeru krivulje kopicenja MOTU)
(poglavje 3.3.4).

Razlike v splo$ni sestavi zdruzb arhej in bakterij smo analizirali na podlagi filogenetske
matrike UniFrac (Lozupone in Knight, 2005) ter vizualno prikazali z analizo glavnih
komponent (PCA). Z metodo PCA lahko poiS¢emo take linearne kombinacije opazovanih
spremenljivk, da kar se da mocno korelirajo z opazovanimi spremenljivkami, oziroma, da
pojasnijo kar se da veliko razprSenosti (variacije) opazovanih spremenljivk (Palmer, 2013).
Vhodni podatki za analizo PCA so v obliki matrike UniFrac (Lozupone in Knight, 2005),
ki meri filogenetsko razdaljo med pari vzorcev, kjer vsak vzorec predstavlja mikrobno
zdruzbo. Filogenetska razdalja se izmeri kot odstotek dolZine veje, ki vodi do prednika iz
enega ali drugega okolja, ki je predstavljen v filogenetskem drevesu, torej dela evolucije,
ki je edinstven eni mikrobni zdruzbi. Na ta nac¢in matrika odraZa razlike med linijami, ki se
prilagodijo na eno specificno okolje. Matrika UniFrac (Lozupone in Knight, 2005) se
uporablja za zdruzevanje razlicnih okolij, glede na podobnosti v sestavi zdruzbe. Spletna
aplikacija UniFrac (Lozupone in sod., 2006) omogoca tudi uporabo UniFrac statisticnih
testov in P-testov za dolo¢evanje znacilnosti razlik med mikrobnimi zdruZzbami (Lozupone
in sod., 2006).

Razlike v sploSni sestavi zdruzb arhej in bakterij smo analizirali tudi na podlagi
Jaccardovega indeksa in jih vizualno prikazali z analizo nemetricnega vecrazseznostnega
lestvicenja (NMDS). Nemetri€éno vecrazseznostno lestviCenje spada med nedirektne
gradientne analize. Metodo uporabimo, kadar je prikazovanje rezultatov v dveh ali treh
dimenzijah bolj pomembno od prikazovanja dejanskih razdalj med objekti (Legendre in
Legendre, 1998). Metodo lahko uporabimo, kadar Zelimo preveriti vnaprej doloceno
pripadnost vzor¢nih mest na podlagi podobnosti (povzeto po Urbani¢, 2004). Vhodni
podatki za analizo NMDS so v obliki matrike razli¢nosti, v naSem primeru v obliki
Jaccardove mere razli¢nosti, ki je izraCunana iz Jaccardove mere podobnosti. Za razliko od
drugih indeksov ta bolje operira s podatki z izdatnim Stevilom nicel (Zuur in sod., 2007).
Izbrali smo 10.000 permutacij, ki so bile ugnezdene glede na vzoréna mesta. Za prikaz
razmerij med vzorci smo uporabili prikaz z nemetri¢nim vecfrazseZnostnim lestvi¢enjem,
katerega permutacije smo izvedli neugnezdeno (permutiranje po celotnem setu podatkov)
(Anderson, 2001). Ta metoda je bolj primerna za analizo ekoloskih podatkov (z veliko
nicel) od svoje predhodnice, metode analize podobnosti (ANOSIM) (povzeto po Lustrik,
2010). Podatke smo analizirali z uporabo statisticnega jezika R (verzija 3.0.1) s
standardnimi knjiznicami. Analizo NMDS smo naredili z uporabo funkcije »metaMDS«,
znotraj paketa »vegan« programskega jezika R verzije 3.0.1 (R Development Core Team,
2011).

Razlike v sestavi arhejskih in bakterijskih zdruzb med obmocji z razli€énim plinskim
rezimom smo ovrednotili s permutacijsko multivariatno analizo variance (PERMANOVA;
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glej poglavje 3.3.4) na podlagi Jaccardovega indeksa razli¢nosti. Analizo PERMANOVE
smo naredili z uporabo funkcije »adonis«, ki je znotraj paketa »vegan« programskega
jezika R. verzije 3.0.1 (R Development Core Team, 2011).

Prostorske vzorce raznolikosti smo analizirali z diverzitetnimi indeksi (dolocenimi s
Hillovimi Stevili; Hill, 1973), kjer Hillovo Stevilo 0 predstavlja pestrost vrst, Hillovo
Stevilo 2 proporcionalno abundanco vsake vrste (inverzni Simpsonov indeks) in Hillovo
Stevilo oo proporcionalno abundanco najbolj] pogosto zastopane vrste (inverzni Berger-
Parkerjev indeks) (za podrobnejSi opis posameznih indeksov glej Hillova Stevila v
poglavju 3.3.4). Vse analize diverzitete smo izvedli na podlagi Stevila sekvenc v
posameznem MOTU z uporabo statisticnega jezika R (verzija 3.0.1) s standardnimi
knjiznicami. Uporabili smo funkcijo »renyi«, ki je znotraj specificnega paketa za analizo
mikrobnih zdruzb »vegan« (R Development Core Team, 2011).

3.5 KVASOVKE
3.5.1 Vzorcenje tal

Za raziskavo biodiverzitete kvasovk smo talne vzorce na travniSki mofeti v StaveSincih
vzor¢ili novembra 2009 in junija 2010.

V vzorcih, vzorCenih novembra 2009, smo diverziteto kvasovk analizirali z obmocja
visoke koncentracije CO; in v kontrolnih vzorcih. Pri tem smo uporabili del istega vzorca
tal kot tudi za analizo zdruzb arhej in bakterij v tleh (glej poglavje 3.4.1). Podatki o
koncentraciji CO, in O, v tleh ter podatki o drugih izmerjenih talnih parametrih so podani
v preglednici 13.

Junija 2010 (21. 6. 2010) smo vzor¢ili tri talne vzorce na obmocju ekstremnih koncentracij
CO; (99,9 % CO; na globini 20 cm) in tri kontrolne vzorce (1,2 % CO,). Vzorce tal smo
pred analizo zdruzili in homogenizirali z meSanjem. Podatki o talnih lastnostih so podani v
preglednici 14.

3.5.2 Izolacija kvasovk

Za izolacijo kvasovk iz talnih vzorcev smo uporabili ve¢ razli¢nih izolacijskih tehnik in
veC razliénih gojis¢, kot je natan¢neje razvidno iz preglednice 5. Da bi preverili rast
kvasovk, ki so specifi€ne za obmocje z visoko koncentracijo CO,, smo po uspesni izolaciji
preverili sposobnost rasti izolatov v atmosferi s pove€ano koncentracijo CO,.
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Izolacijske tehnike

V raziskavi smo uporabili Stiri razlicne izolacijske tehnike, da bi povecali uspeSnost
izolacije razli¢nih kvasovk iz okoljskih vzorcev.

1) Bogatitev

Pri tehniki bogatitve smo v tekoce YMA (Yeast-Mannitol Agar; preglednica 3) + Ch
(kloramfenikol; Sigma Chemical C., St. Luis, Mo., ZDA) dodali 1-2 g (eno malo Zlico)
vzorca tal.

2) Redcitev s fizioloSko raztopino

Vzorec tal (2 g) smo suspendirali v 10 ml fizioloski raztopini (0,9 % NaCl) in ga red¢ili do
107, 10 in 10”°. Red&ene raztopine smo nanesli na razli¢na gojis¢a (glej seznam spodaj) in
inkubirali pri 25 °C.

3) Flotacijska metoda

Flotacijska metoda je povzeta po Vicente in sod. (2008), kjer so jo uporabili kot metodo za
izolacijo €rnih kvasovk iz okoljskih vzorcev. V nasi raziskavi smo se drzali navedenega
protokola, z modifikacijo, da smo uporabili fizioloSko raztopino brez dodatka antibiotikov.

V sterilno fiziolosko raztopino (10 ml) smo dodali 20 g tal ter inkubirali pri sobni
temperaturi pol ure. Po inkubaciji smo dodali 20 ml sterilnega mineralnega olja. Sledilo je
5 min. intenzivno stresanje na stresalniku. Ko se je vsebina posedla, smo vzor¢ili nastalo
vmesno fazo med oljem, ki je vsebovalo tudi nekaj tal, in fizioloSko raztopino (slika 13),
ter vzorce nacepili na gojisca.
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Slika 13. Flotacijska metoda: plasti mineralnega olja s tlemi (zgoraj), fizioloska raztopina (na sredini) in talna
usedlina (na dnu).

Figure 13. Flotation method: layer of mineral oil mixed with soil (top), saline solution (middle part) and soil
sediment (bottom).

4) Vklop

Vzorec tal (10 g) smo suspendirali v 20 ml 0,9 % NaCl in primesali k 250 ml YMA + Ch
gojisca (50 °C) ter ga razlili v petrijevke. Te smo inkubirali pri sobni temperaturi.
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Gojisca

Po izolaciji smo kvasovke nacepili na razlicna gojisca v petrijevkah s premerom 10 cm,
tako kot je prikazano v preglednici 4. Po zacetni rasti smo jih precepili na gojis¢e YMA
(Yeast-Mannitol agar; preglednica 4) do €istih kultur in preverili njihovo rast v atmosferi s
povecano koncentracijo CO,.

1) Sestava gojis¢a YMA

4. Gojisce YMA smo uporabili tako pri izolaciji kvasovk kot tudi kasneje za vzdrzevanje
rasti izoliranith kvasovk. Pripravljeno gojis¢e smo avtoklavirali pri temperaturi 121 °C,
tlaku 1 bar, 15 min. dolgo.

Preglednica 4. Sestava gojis¢ YMA, ki smo jih uporabili pri izolaciji kvasovk.

Table 4. YMA media used in the study of yeast isolation.

Kvasni Sladni Glukoza  Agar Kloramfenikol pH

ekstrakt  ekstrakt gl g™ (mg1?)
€r) @
tekote YMA (2%) + Ch’ 3 3 20 / 150 3,5
YMA (1%) + Ch 3 3 10 20 150 4,5

*Ch — antibiotik kloramfenikol.

2) Sestava gojisc¢a PDA

Gojisce PDA (Potato-Dextrose Agar) smo pripravili po navodilu proizvajalca (Merck,
Darmstadt, Nemg&ija) in pred avtoklaviranjem dodali 0,05 g kloramfenikola I gojisca.
Sledilo je 15 minutno avtoklaviranje pri temperaturi 121 °C in tlaku 1 bar.

3) Gojisce MY-10-12

Za pripravo enega litra gojis¢a MY-10-12 s kloramfenikolom smo uporabili 20 g sladnega
ekstrakta, 5 g kvasnega ekstrakta (oba Biolife, Milano, Italija), 100 g natrijevega klorida,
120 g glukoze (oba Kemika, Zagreb, Hrvaska), 0,05 g antibiotika kloramfenikol (Sigma
Chemical C., St. Luis, Mo., ZDA) in 20 g agarja (Merck, Darmstadt, Nemcija) (Kurtzman,
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2011). Pripravljeno gojis€e smo 15 minut sterilizirali v avtoklavu pri temperaturi 121 pri
tlaku 1 bar.

4) Gojisée YEPD

Gojis¢e YEPD (Yeast Extract Peptone Dextrose) smo pripravili iz 1 g mesnega peptona
(Merck, Darmstadt, Nemcija), 1 g kvasnega ekstrakta (Biolife, Milan, Italija), 10 g glukoze
(Kemija, Zagreb, HrvaSka), 36 g natrijevega klorida (Sigma Chemical C., St. Luis, Mo.,
ZDA), 20 g agarja (Merck, Darmstadt, Nemcija) in 0,05 g kloramfenikola (Sigma
Chemical C., St. Luis, Mo., ZDA) v enem litru vode (Kurtzman, 2011).

5) Gojis¢ce DRBC

Gojis¢e DRBC (Dichloran Rose Bengal Chloramphenicol) smo pripravili po navodilih
proizvajalca (Oxois, Hampshire, VB) in mu dodali Se 5 g agarja ter 0,05 g kloramfenikola
(Sigma Chemical C., St. Luis, Mo., ZDA).

Preglednica 5. Pregled izolacijskih tehnik, uporabljenih za izolacijo kvasovk.

Table 5. Overview of isolation techniques used for isolation of yeasts.

Vzorcenje Izolacijska metoda Uporabljena gojisc¢a
november 2009 bogatitev YMA (2 % glukoza) tekoce
vklop YMA (2 % glukoza) + EtOH tekoce

YMA (1 % glukoza)

junij 2010 red¢itev s fizioloSko raztopino MY-10-12
flotacijska metoda YMA
YEPD
PDA
DRBC

3.5.3 Molekulska identifikacija kvasovk

Iz ¢istih kultur kvasovk smo izolirali DNK s kitom Prep Man Ultra Sample Preparation
Reagent (Applied Biosystems), kjer smo upostevali protokol proizvajalca. Z verizno
reakcijo s polimerazo (PCR) smo pomnozili gene za rRNK velike podenote ribosoma
(LSU rRNK; slika 1), in sicer domeno D1/D2. Produkte PCR smo poslali na sekvenciranje
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v Macrogen Inc. (Nizozemska). Za identifikacijo kvasovk smo uporabili iskalni algoritem
BLAST (Altschul in sod., 1990).

3.5.3.1 PCR protokol za gene rRNK za LSU

Reakcijska meSanica za PCR s kon¢nim volumnom 35 pl je vsebovala 0,5 ul MgCl, (25
mM), 3,5 ul pufra, 0,7 ul dNTPs (10 mM, Applied Biosystems), 1,4 ul zacetnega
oligonukleotida NL1 in 1,4 ul zacCetnega oligonukleotida NL4, oba v koncentraciji 10 pmol
ul™ (O'Donnell, 1993), 0,18 pl polimeraze Dream Taq (5 U pl”', Fermentas) in 1 pl
izolirane DNK. Zacetna denaturacija je trajala 2 min. na 95 °C, sledilo je 30 ciklov (45 sek.
na 95 °C, 30 sek. na 52 °C in 120 sek. na 72 °C). Kon¢no podaljSevanje je potekalo 4 min.
pri 72 °C.

3.5.4 Fermentacijski testi

Za potrditev hipoteze, da je sposobnost prezivetja kvasovk v okolju s povecano
koncentracijo CO, povezana s sposobnostjo fermentacije, smo preverili, ali so kvasovke,
izolirane z obmocja s povecano koncentracijo CO,, ki so sposobne rasti v atmosferi s
povecano koncentracijo CO», tiste, ki so sposobne fermentacije glukoze do CO,. Test smo
izvedli v Durhamovih epruvetah (slika 14), z 2 % (w/v) koncentracijo D-glukoze. Osnovno
gojisce je bilo sestavljeno iz 4,5 g kvasnega ekstrakta, 7,5 g mesnega peptona ter 40 ml
raztopine bromtimol (50 mg v 75 ml destilirane vode) v 1 1 vode. Odpipetirali smo 9 ml
osnovnega gojisca v velike epruvetke z Durhamovimi cevkami, avtoklavirali in dodali 1 ml
filtrirane (sterilizirane) glukozne raztopine (20 g D-glukoze v 100 ml vode). Na podlagi
spremembe barve iz zelene v rumeno in prisotnosti plina v Durhamovih cevkah, smo
dolo¢ili sposobnost kvasovk za fermentacijo glukoze (slika 14).
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Slika 14. Fermentacijski test. Rumena barva tekocCega gojis€a v epruveti prikazuje sposobnost kvasovk za
fermentacijo glukoze, kar se kaze tudi v prisotnosti plina v Durhamovih cevkah.

Figure 14. Fermentation test. Yellow colour of liquid media in tubes is indicating the capability of yeasts to
ferment glucose. In addition, glucose fermentation is indicated with the presence of gas in Durham tubes.

3.5.5 Asimilacijski testi za kvasovke

Za §tudije taksonomije kvasovk se poleg molekulskih markerjev ter fermentacijskih testov
uporabljajo tudi asimilacijski testi, na podlagi katerih dolo¢imo sposobnost kvasovk za rast
v medijih z razlicnimi viri ogljika in duSika. Asimilacijske teste smo izvedli na izolatu
Occultifur species sp. nov., ki je bil po identifikaciji z algoritmom BLAST najbolj soroden
kvasovki vrste Occultifur externus. Zeleli smo dodatno argumentirati, da gre res za novo,
do sedaj Se neopisano vrsto kvasovke.

.....

Bases; Sigma Chemical C., St. Luis, Mo., ZDA), 4 g agarja (Merch, Darmstadt, Nemcija)
in 180 ml destilirane vode. Po avtoklaviranju (121 °C, 1 bar, 15 min.) in ohlajanju na 50 °C
se osnovnemu gojis¢u doda sterilizirano raztopino vira ogljika ali vira dusSika.

* Vir ogljika se v kon¢ni koncentraciji 0,5 % pripravi tako, da se 1 g vira ogljika
raztopi v 20 ml destilirane vode in se nato steriliziranega (filtracija skozi filter s
porami 0,22 wm) doda k osnovnemu mediju.
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Uporabljeni viri ogljika so :

D-glukoza
D-galaktoza
L-sorboza
D-glukozamin hidroklorid
D-riboza
L-arabinoza
L-ramnoza

D (+) trehaloza

D (+) celobioza

D (+) melibioza
rafinoza

Skrob

glicerol

adonitol (ribitol)
D-manitol
myo-inozitol
sukcinat

citrat

dulcitol (galactitol)
fruktoza
D-sorbitol
D-glukuronska kislina (glukuronat)

* Osnovnemu gojis€u za asimilacijske teste se po avtoklaviranju doda filtrsko
steriliziran vir dusika, v koncentracijah prikazanih v preglednici 6.

Preglednica 6. Viri dusika, uporabljenega pri asimilacijskih testih.

Table 6. Sources of nitrogen used in assimilation tests.

Vir dusika Masa potrebna za 200 ml (g)
nitrat (KNO3) 0,156
nitrit (NaNO,) 0,052

L-lizin 0,112
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* Dodatno smo preverili tudi rast kvasovke Occultifur species sp. nov. na gojis¢u z
dodanim 5 % NaCl in 10 % NacCl.

e Testirali smo tudi rast na glukoznem gojis€u pri razli¢nih temperaturah. Glukozno
gojisce je bilo pripravljeno tako, kot je opisano v poglavju 3.5.5. Sposobnost rasti
smo opazovali pri temperaturah 5 °C, 15 °C, 25 °C in 37 °C.

* API 20C AUX test sevov Occultifur species sp. nov.

.....

asimilacijski test s komercialnim kitom API 20C AUX (bioM¢érieux SA, Francija).

V komoro API 20C AUX smo odpipetirali 5 ml sterilne destilirane vode. Polno zanko
kolonij za vsak sev Occultifur species sp. nov. smo suspendirali v 0,9 % NaCl in 100 pL
inokuluma odpipetirali v raztopino C (teko¢i medij) ter z njo napolnili vdolbinice testa.
Test smo inkubirali pri 25 °C 3 dni.

3.5.6 Tvorba Skroba

Sposobnost tvorbe Skroba kvasovke Occultifur species sp. nov. smo preverili na gojiscu z
glukozo, kjer smo po 9-dnevni inkubaciji na 25 °C dodali jod in ocenili spremembo iz
vijoli¢ne (ne tvori Skroba) v rumeno (tvori Skrob).

3.5.7 Ugotavljanje ureazne aktivnosti sevov Occultifur species sp. nov.

S testom dokazujemo aktivnost encima ureaza, ki cepi ureo v amoniak in ogljikov dioksid.
Seve kvasovke Occultifur species sp. nov. smo nacepili po sredini poSevne ploskve gojisca s
se¢nino po Christensenu. Ce se gojii¢e obarva roznato, to pomeni prisotnost ureaze, ¢e se
barva gojis€a ne spremeni, torej ostane rumena, pomeni, da ureaza ni prisotna.

3.5.8 Parjenje in sporulacija Occultifur species sp. nov.

Test parjenja med razli¢nimi sevi kvasovke Occultifur species sp. nov smo izvedli na
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na 37 °C preverili, ¢e so na mikroskopskih preparatih vidne hife, ki kazejo na uspesno
parjenje.

3.5.9 Velikost posameznih celic Occultifur species sp. nov.

Velikost posameznih celic smo v vodni raztopini izmerili s programsko opremo cell’B
(Olympus) pod mikroskopom.

3.5.10 Bioinformatika

Kakovost sekvenc smo pregledali in pri tem odstranili sekvence zaetnih oligonukleotidov.
Sekvence smo primerjali z bazo podatkov NCBI, in sicer z uporabo iskalnega algoritma
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST; Altschul in sod., 1990). Z uporabo iskalnega
algoritma BLAST (Altschul in sod., 1990) smo primerjali sekvence kvasovke Occultifur
species sp. nov. iz naSe raziskave z najblizjimi filogenetskimi sorodniki, prisotnimi v bazi
NCBI.

Za izdelavo filogenetskega drevesa smo sekvence poravnali z uporabo metode ClustalW
(Thompson in sod., 1997). Filogenetsko drevo smo sestavili z uporabo stohasticnega
modela za zamenjavo nukleotidov Jukes-Cantor (Jukes in Cantor, 1969), distan¢ne metode
zdruzevanja najblizjega soseda »neighbor-joining« in z metodo vezanja »bootstrap« na
podlagi 1000 permutacij. Vse filogenetske analize smo izvedli s programom Geneious
verzija 5.5.7 (Drummond in sod., 2011).
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4 REZULTATI
4.1 ABIOTSKI DEJAVNIKI OKOLJA

V nadaljevanju so predstavljeni rezultati meritev koncentracij CO; in O, v talnem zraku ter
rezultati standardnih pedoloskih analiz. Rezultati so prikazani v locenih sklopih za
arbuskularne mikorizne (AM) glive, arheje in bakterije ter za kvasovke. V sklopu
rezultatov o AM glivah so predstavljeni tudi vremenski podatki za obmoc¢je mofet v okolici
StaveSincev ter rezultati popisa rastlin iz obmocja travniske mofete v okolici StaveSincev.

4.1.1 Okoljski podatki, uporabljeni za raziskave zdruzb AM gliv

Med aprilom in oktobrom 2010 in med aprilom in oktobrom 2011 smo na obmocju
travniSke mofete v okolici StaveSincev vzor¢ili tla in korenine rastlin za kasnejSe analize
sestave zdruzb AM gliv v rastlinskih koreninah (glej poglavje 3.3.1).

Talni vzorci za pedolosko analizo so bili vzor¢eni isto¢asno kot korenine rastlin za analizo
biodiverzitete AM gliv, prav tako so bile opravljene meritve koncentracije plinov v tleh za
vsak posamezen vzorec. Rezultati pedoloske analize talnih vzorcev so bili uporabljeni pri
analizi vpliva abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb AM gliv. Rezultati kazejo, da
se povpreCne vrednosti razpolozljivega fosforja (P,Os) in skupnega duSika (N) niso
statisticno znacilno razlikovale med obmocji z visoko koncentracijo talnega CO; in
kontrolnimi obmo¢ji (preglednica 7), medtem ko lahko pri pH vrednosti opazimo
statisticno znacilne razlike v juniju (2010), aprilu (2011) in avgustu (2011). Koncentraciji
CO; in O, v talnem zraku sta bili statisticno znacilno razlicni med obmocji z visoko
koncentracijo CO; in kontrolnimi obmo¢ji pri vseh vzor€enih terminih (preglednica 7).
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Preglednica 7. Podatki o lastnostih tal travniske mofete v okolici StaveSincev, izpostavljenih visoki in
kontrolni koncentraciji CO,, uporabljeni pri analizi vpliva abiotskih dejavnikov okolja na biodiverziteto AM
gliv: prikazani so pH tal, razpolozljivi fosfor (P,Os), skupni dusik (N), % (v/v) ogljikovega dioksida (CO,) in
% (v/v) kisika (O,) v zraku. Podane vrednosti so povprecja + standardni odklon (n = 4). Statisticno znacilne
razlike med vrednostmi iz lokacij z visoko in kontrolno koncentracijo CO, so oznacene odebeljeno (P < 0,05;
Kruskal-Wallisov test).

Table 7. Soil characteristics data of the high CO, and control CO, exposed soils for the meadow mofette near
Stavesinci, used in the study of the impact of abiotic environmental factors on biodiversity of AM fungi: soil
pH, available phosphorus (P,0s), total nitrogen (N), % (v/v) carbon dioxide (CO,) and % (v/v) oxygen (O,)
in soil air. Values are means + standard deviation (n = 4). Significant differences between high and control
CO,; exposed samples are indicated in boldface (P < 0.05; Kruskal-Wallis rank sum test).

pH P,0; Skupni N CO, 0,

2010 mg/100g % % %
april kontrola 4,8+0,5 7,6 +4,6 0,32 £0,05 0,9 £0,5 20,0 £ 0,2
visok CO, 43+0,2 11,6 £5,4 0,35+ 0,06 59,2 +£18,2 8,2+3,0
junij kontrola 4,7+0,5 7,6 +3,5 0,32+ 0,06 1,1+1,0 19,2 + 0,7
visok CO, 4,2+0,1 12,2+53 0,37 £ 0,09 61,8 +11,6 7,0 +1,8
avgust kontrola 5,0+0,8 7,8+£53 0,29 + 0,06 0,6 £0,3 19,4 £ 0,2
visok CO, 42+0,2 14,5+ 6,6 0,35+0,08 67,3+153 7,7+23
oktober kontrola 49+0,7 9,2+472 0,30 +£0,07 0,6 0,3 20,3+ 0,4
visok CO, 42402 14,4 £ 6,6 0,33 +£0,06 75,7 £19,4 7,5+5,0

2011

april kontrola 4,8 +0,4 82+6,0 0,31 +£0,08 1,0 £ 0,6 19,8 +£0,5
visok CO, 4,2+0,2 11,7+5,5 0,33 £ 0,05 64,2 +11,9 9,6 + 3,0
junij kontrola 4,7+0,5 6,1 £3,7 0,30 +£ 0,07 1,6 £ 0,7 18,8+ 0,6
visok CO, 42+0,2 12,3+5,0 0,35+ 0,04 73,2 + 14,9 7,0 £2,7
avgust kontrola 4,8 +£0,4 8,3+4,3 0,33 +£0,09 0,5+0,3 19,3 + 0,6
visok CO, 4,0 +0,2 17,8 £10,5 0,41 £0,04 68,5 +17,2 7,2 +£3,5
oktober kontrola 4,6 +0,6 8,7+4,1 0,31 £ 0,05 0,6 £ 0,6 20,7 +0,2

visok CO, 4,0+£0,2 16,3+ 6,9 0,34 £ 0,06 73,2 +14,3 10,0 + 3,4
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Vremenski podatki (preglednica 8), izmerjeni za obdobje vzor¢enja med aprilom 2010 in
oktobrom 2011 iz 8 km oddaljene vremenske postaje Gornja Radgona. Pridobljeni so bili s
spletne strani Agencije Republike Slovenije za Okolje (ARSO; http://www.arso.gov.si). Da
bi lahko preucili potencialne povezave med sestavo zdruzb AM gliv in vremenskimi
razmerami, smo upostevali 30-dnevno povprecje, ki se konca na zadnji dan vzorcenja za
posamezni mesec. V analizah uposStevani vremenski parametri so: maksimalna temperatura
zraka, minimalna temperatura zraka, soncno obsevanje in skupna koli¢ina padavin 30-
dnevnega obdobja (preglednica 8).

Preglednica 8. Vremenski podatki za mofete v okolici StaveSincev, pridobljeni iz vremenske postaje Gornja
Radgona, uporabljeni pri analizi vpliva abiotskih dejavnikov okolja na biodiverziteto AM gliv. Prikazana so
povprecja (= SO) za 30-dnevno obdobje, loceno za maksimalno T, minimalno T in son¢no obsevanje, ki se
zakljuéi na zadnji dan vsakega vzorcenja (4. 5., 30. 6., 18. 8., 29. 10. 2010 in 20. 4., 29. 6., 26. 8., 26. 10.
2011), in skupna koli¢ina padavin za to 30 dnevno obdobje.

Table 8. Climate variables for StaveSinci mofette, obtained from Gornja Radgona weather station, used in the
study of the impact of abiotic environmental factors on biodiversity of AM fungi. Presented is average (+
SD) of 30 days, separately for T maximal, T minimal and sun hours, finishing on the last day of each
sampling (4. 5., 30. 6., 18. 8., 29. 10. 2010 and 20. 4., 29. 6., 26. 8., 26. 10. 2011) and sum of rainfall for this
30-day period.

Maksimalna T (°C) Minimalna T (°C) Son¢no obsevanje (h) Vsota deZja (mm)

april 2010 17,8 £5,0 6,2 +3,7 6,2+ 4,4 36,8
april 2011 18,6 3,9 3,5+£2,9 72+3,6 19,6
junij 2010 25,0452 13,7429 79458 86,4
junij 2011 25,9+ 2,6 13,6 £2,2 8,8+472 88,0
avgust 2010 26,4+32 15,0+ 1,7 7,143,9 123,4
avgust 2011 27,9+3,7 152422 8,9+3,8 97,6
oktober 2010 13,3£2,9 4,0+43 3,143, 46,7

oktober 2011 17,7+ 6,6 48+44 6,0 +4,2 84,2
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Preglednica 9. Popis rastlin iz talnih izvrtkov, vzor¢enih na travniski mofeti. Rastline, ki so se pojavile samo
na enem izmed obmocij (visok CO; ali kontrola), so oznacene z odebeljenim besedilom.

Table 9. Botanical survey conducted at meadow mofette. Plant species, found only at one CO, regime (high
CO; or control), are indicated in bold.

Obmocje z visokim CO,

Kontrolno obmocje

Achillea millefolium L.
Agrostis canina L.
Agrostis stolonifera L.
Betonica officinalis L.
Carex hirta L.

Centaurea jacea L.

Erigeron annuus (L.) Pers.

Juncus conglomeratus L.
Juncus effusus L.
Leontodon autumnalis L.
Leontodon hispidus L.
Lotus corniculatus L.
Lythrum salicaria L.
Plantago lanceolata L.
Poa annua L.

Poa pratensis L.

Polygonum arenastrum Boreau

Polygonum aviculare L.
Ranunculus repens L.
Scirpus sylvaticus L.

Solidago gigantea Aiton

Taraxacum officinale Weber in Wiggers

Trifolium pratense L.
Trifolium repens L.
Veronica officinalis L.

Vicia sp.

Achillea millefolium L.
Agrostis canina L.

Agrostis stolonifera L.

Ajuga reptans L.

Carex hirta L.

Centaurea jacea L.

Cerastium glomeratum Thuill.
Convolvulus arvensis L.
Dactylis glomerata L.
Echinochloa crus-galli (L.) PB
Erigeron annuus (L.) Pers.
Galium verum L.

Holcus lanatus L.

Juncus conglomeratus L.
Juncus effusus L.

Lathyrus pratensis L.
Leonthodon hispidus L.
Leucanthemum ircutianum (Turcz.) DC.
Lotus corniculatus L.

Lycopus europaeus L.
Lysimachia nummularia L.
Lysimachia vulgaris L.
Plantago lanceolata L.

Poa pratensis L.

Ranunculus repens L.

Scirpus sylvaticus L.

Solidago gigantea Aiton

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 9: Popis rastlin iz talnih izvrtkov, vzor¢enih na travniski mofeti. Rastline, ki so se
pojavile samo na enem izmed obmocij (visok CO, ali kontrola), so oznac¢ene z odebeljenim besedilom

Obmo¢je z visokim CO, Kontrolno obmocje

Stellaria media (L.) Vill.

Tanacetum vulgare L.

Taraxacum officinale Weber in Wiggers
Trifolium pratense L.

Trifolium repens L.

Veronica acinifolia L.

Veronica persica Poir.

Na enak nacin kot na obmocju travniskih mofet smo vzor¢ili tudi talne vzorce na obmocju
gozdnih mofet na StaveSinskem vrhu. Rezultati pedoloske analize talnih vzorcev za leto
2010 so bili uporabljeni pri analizi vpliva abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb
AM gliv na ve€ji prostorski skali (primerjava razlik med bolj oddaljenimi mofetami).
Rezultati kazejo, da se povpre¢ne vrednosti pH, razpolozljivega fosforja in skupnega
dusika niso statisticno znacilno razlikovale med obmocji z visoko koncentracijo talnega
CO; in kontrolnimi obmo¢ji (preglednica 10). Koncentracija CO; in O, v talnem zraku je
bila statisticno znacilno razlicna med obmoc¢ji z visoko koncentracijo CO, in kontrolnimi
obmocji pri vseh vzorcenjih (preglednica 10).
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Preglednica 10. Podatki o lastnostih tal gozdnih mofet na StaveSinskem vrhu, izpostavljenih visoki in
kontrolni koncentraciji CO,, uporabljeni pri analizi vpliva abiotskih dejavnikov okolja na biodiverziteto AM
gliv: prikazani so pH tal, razpolozljivi fosfor (P,Os), skupni dusik (N), % (v/v) ogljikovega dioksida (CO,) in
% (v/v) kisika (O,) v zraku. Podane vrednosti so povprecja + standardni odklon (n = 4). Statisticno znacilne
razlike med vrednostmi iz lokacij z visoko in kontrolno koncentracijo CO, so oznacene odebeljeno (P < 0,05;
Kruskal-Wallisov test).

Table 10. Soil characteristics data of high CO, and control CO, exposed soils for the forest mofettes at
Stavesinski vrh, used in the study of the impact of abiotic environmental factors on biodiversity of AM fungi:
soil pH, available phosphorus (P,Os), total nitrogen (N), % (v/v) carbon dioxide (CO,) and % (v/v) oxygen
(0,) in soil air. Values are means + standard deviation (n = 4). Significant differences between high and
control CO, exposed samples are indicated in boldface (P < 0.05; Kruskal-Wallis rank sum test).

pH P,05 Skupni N CO, 0,
2010 mg/100g % % Y%
april kontrola 3,5 55 0,38 0,4 +0,1 20,6 + 0,1
visok CO, 34 36,9 0,92 91,9 +5,8 3,3+1,7
junij kontrola 3,5 5,8 0,34 0,5+£0,3 19,8 +0,4
visok CO, 3,5 42,5 0,71 89,5+ 8,4 31+1,4
avgust kontrola 3,4 9,1 0,51 0,8+0,2 20,1 +0,1
visok CO, 3,7 96,8 0,44 78,6 £ 22,1 51+39
oktober kontrola 3,6 5,4 0,31 1,0+ 0,1 20,3+0,1
visok CO, 3,7 76,3 0,61 97,0 + 3,7 4,8+23
2011
april kontrola 0,5+0,2 20,3+0,1
visok CO, 72,5+4,3 12,5+0,9
junij kontrola 1,2+0,3 20,3 +0,2
visok CO, ni meritev 85,8 +12,9 6,5+4,1
avgust kontrola 0,5+0,1 20,0 0,2
visok CO, 91,4+ 12,4 3,0+2,0
oktober kontrola 0,6 0,2 20,6 0,2
visok CO, 77,4 £5,1 12,5+1,3

Rezultati pedolosSke analize talnih vzorcev, vzorcenih maja 2008 na obmocju ¢eskih mofet,
so bili prav tako uporabljeni pri analizi vpliva abiotskih dejavnikov okolja na sestavo
zdruzbe AM gliv na vecji prostorski skali (primerjava mofet med razliénimi drZzavami).
Vzorcenje tal je bilo opravljeno istoCasno kot vzorCenje korenin ruSnate masnice
(Deschampsia caespitosa (L.) PB.) (Kosi, 2012). Rezultati kazejo na statisticno znacilne
razlike pri vrednostih vseh lastnosti tal, med obmoc¢ji z visoko koncentracijo CO; in
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kontrolnimi obmoc¢ji (preglednica 11), medtem ko Kosi (2012) poroca o statisticno znacilni
korelaciji med koncentracijo CO; v tleh in koncentracijo O, v tleh in vsebnostjo organske
snovi v tleh, ter vsebnosti ogljika in duSika v tleh.

Preglednica 11. Podatki o lastnostih tal ¢eskih mofet, izpostavljenih visoki in kontrolni koncentraciji CO,,
uporabljeni pri analizi vpliva abiotskih dejavnikov okolja na biodiverziteto AM gliv: prikazani so pH tal,
razpolozljivi fosfor (P,Os), skupni dusik (N), % (v/v) ogljikovega dioksida (CO,) in % (v/v) kisika (O,) v
zraku. Podane vrednosti so povpre¢ja + standardni odklon (n = 6 ponovitev za kontrolna obmoc¢ja in n = 8
ponovitev za obmocja z visoko koncentracijo CO,). Statisti¢no znacilne razlike med vrednostmi z obmocij z
visoko in kontrolno koncentracijo CO, so oznacene odebeljeno (P < 0,05; Kruskal-Wallisov test).

Table 11. Soil characteristics data of high CO, and control CO, exposed soils for the Czech mofettes, used in
the study of the impact of abiotic environmental factors on biodiversity of AM fungi: soil pH, available
phosphorus (P,0:s), total nitrogen (N), % (v/v) carbon dioxide (CO,) and % (v/v) oxygen (O,) in soil air.
Values are means + standard deviation (n = 6 replicates for control samples and n = 8 replicates for high CO,
samples). Significant differences between high and control CO, exposed samples are indicated in boldface (P
< 0.05; Kruskal-Wallis rank sum test).

pH P,0; Skupni N CO, (0 )}
v CaCl, mg/100g % % %
kontrola 4,4 + 0,4 9,7+2,3 0,44 + 0,17 0,8+0,6 18,8+ 1,5

visok CO, 3,9+0,2 14,6 + 5,1 1,15 £ 0,26 78,7 £20,7 5,5+4,4

Talni vzorci iz italijanske mofete Bossoleto so bili vzorceni v juniju 2008, istoasno kot
korenine posamicnih rastlin (Agrostis stolonifera L., Phragmites australis (Cav.) Trin. Ex
Steud., Plantago lanceolata L., Centaurea alba L.). Tudi ti rezultati pedoloske analize
talnith vzorcev (preglednica 12) so bili uporabljeni pri analizi vpliva abiotskih dejavnikov
okolja na sestavo zdruzb AM gliv na vecji prostorski skali. Rezultati pedoloske analize so
pokazali statisticno znacilne razlike samo pri vrednosti pH tal na rasti$cih vrste Centaurea
alba, med obmocji z visoko koncentracijo CO, in kontrolnimi obmocji. Iztok (fluks) CO,
je bil statisti¢no znacilno razlicen med obmocji z visoko koncentracijo CO; in kontrolnimi
obmogji pri vseh vzor€enih rastlinah (preglednica 12).
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Preglednica 12. Podatki o lastnostih tal na obmocju italijanskih mofet, izpostavljenih visoki in kontrolni
koncentraciji CO,, uporabljeni pri analizi vpliva abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb AM gliv:
prikazani so pH tal, razpoloZljivi fosfor (P,Os), skupni dusik (N) in tok (umol CO, m™ s™) ogljikovega
dioksida (CO,). Podane vrednosti so povpre¢ja + standardni odklon (visok CO,: n = 3 pri talnih vzorcih
rizosfere Agrostis stolonifera, n = 4 za Phragmites australis, n = 4 za Plantago lanceolata, n = 3 za
Centaurea alba; kontrolno obmocje: n = 4 za Agrostis stolonifera, n = 2 za Phragmites australis, n = 3 za
Plantago lanceolata, n = 3 za Centaurea alba). Statisticno znacilne razlike med vrednostmi iz lokacij z
visoko in kontrolno koncentracijo CO, so oznacene odebeljeno (P < 0,05; Kruskal-Wallisov test).

Table 12. Soil characteristics data of high CO, and control CO, exposed soils for the Italian mofette, used in
the study of the impact of abiotic environmental factors on community structure of AM fungi: soil pH,
available phosphorus (P,Os), total nitrogen (N) and flux (umol CO, m™? s™) of carbon dioxide (CO,). Values
are means = standard deviation (high CO,: n = 3 for Agrostis stolonifera, n = 4 for Phragmites australis, n =
4 for Plantago lanceolata, n = 3 for Centaurea alba; control location: n = 4 for Agrostis stolonifera, n =2 for
Phragmites australis, n = 3 for Plantago lanceolata, n = 3 for Centaurea alba). Significant differences
between high and control CO, exposed samples are indicated in boldface (P < 0.05; Kruskal-Wallis rank sum
test).

Rizosfera rastline pH P,05 Skupni N CcO,
v CaCl, mg /100 g % pmol CO, m?s™.

Agrostis stolonifera
kontrola 6,5+0,2 246+11,8 2,19+0,10 16,05 £ 2,32
visok CO, 6,5+0,1 32,7+15,0 1,73 £ 0,65 171,56 + 59,89
Phragmites australis
kontrola 6,6 0,3 55,7 1,00 £ 0,15 21,93 + 5,64
visok CO, 4,2+0,8 107,5 £ 14,9 0,99 + 0,42 269,83 + 49,44
Plantago lanceolata
kontrola 7,0+0,2 32,0+ 14,2 1,32 +0,32 15,10 + 8,33
srednji CO, 6,7+0,3 19,4+ 17,1 1,33 +£0,52 40,70 + 7,74
Centaurea alba
kontrola 7,0 £0,2 32,0+ 14,2 1,32 +0,32 20,50 + 3,54
visok CO, 6,5 £0,1 32,7+15,0 1,73 £ 0,65 169,72 + 55,96
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4.1.2 Okoljski podatki, uporabljeni za raziskave zdruzb arhej in bakterij

Za analizo vpliva abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb arhej in bakterij smo
vzor¢ili tla za pedoloSke analize med aprilom in avgustom 2010 na obmocju travniSkih
mofet v okolici StaveSincev (preglednica 13), in sicer iz obmocja, kjer smo novembra 2009
vzorCili tla za analizo talne biodiverzitete arhej, bakterij in kvasovk. Rezultati analiz
kazejo, da se koncentracija CO; in O, v talnem zraku, vsebnost razpolozljivega fosforja
(P,Os) in vsebnost skupnega duSika (N) statisticno znacilno razlikuje med obmogji z
visoko koncentracijo CO; in obmo¢ji s srednjimi in kontrolnimi koncentracijami CO,.
Vrednost pH in vsebnost vode v tleh (WHC) je bila znacilno razli¢na med vsemi tremi
obmoc;ji (z visoko in srednjo koncentracijo CO; ter kontrolo).

Preglednica 13. Podatki o lastnostih tal na obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev, izpostavljenih
visoki, srednji in kontrolni koncentraciji CO,, uporabljeni pri analizi vpliva abiotskih dejavnikov okolja na
sestavo zdruzb arhej in bakterij: prikazani so % (v/v) ogljikovega dioksida (CO,) in kisika (O,) v zraku, pH
tal, razpolozljivi fosfor (P,0s), skupni dusik (N) in zadrzevalna kapaciteta tal (WHC). Podane vrednosti so
povprec¢ja + standardni odklon. Povprecne vrednosti v isti vrstici brez enake skupne ¢rkovne oznake (a, b, ¢)
so med seboj statisticno razli¢ne (P < 0,05; test mnogoterih primerjav Tukeyevi kontrasti).

Table 13. Soil characteristics data of high CO,, medium CO, and control CO, exposed soils from meadow
mofettes near StaveSinci, used in the study of the impact of abiotic environmental factors on community
structure of archaea and bacteria: % (v/v) carbon dioxide (CO;) and % (v/v) oxygen (O,) in soil air, soil pH,
available phosphorus (P,0s), total nitrogen (N) and water holding capacity (WHC) of soil are presented.
Values are means =+ standard deviation. Means within a row without common superscript letter (a, b, c) are
significantly different (P < 0.05) as determined by Tukey’s contrasts.

Visok CO, Srednji CO, Kontrola
CO, (%) (n="9) 85,5+21,7° 13,8+32° 02+0,0°
0, (%) (n=9) 44+45° 18,6 +0,5° 21,0+0,1°
pH (CaCl,) (n=4) 42+0,1° 44+0,1° 54+0,1°¢
P,0s (mg 100g™) (n=4) 155+22° 56+0,8° 3,6+0,7°
skupni N (%) (n=4) 0,31 +0,01° 0,40 +0,02° 0,38 £0,01°

WHC (gyoas/Su) (n=9) 0,41 +0,02° 0,44 + 0,00° 0,49 0,01
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4.1.3 Okoljski podatki, uporabljeni za raziskave biodiverzitete kvasovke

Za analizo biodiverzitete kvasovk smo vzorcili tla novembra 2009 (glej poglavje 4.1.2) in
junija 2010 (preglednica 14) na obmocju travniSke mofete v okolici StaveSincev.
Koncentraciji CO; in O, v talnem zraku sta bili statisti€éno znacilno razlicni med obmocji z
visoko koncentracijo CO; in kontrolnim obmocjem (preglednica 14).

Preglednica 14. Podatki o lastnostih tal na obmocju travniske mofete v okolici StaveSincev za mesec junij
2010, izpostavljenih visoki in kontrolni koncentraciji CO,, uporabljenih pri analizi biodiverzitete kvasovk:
prikazani so pH tal, razpolozljivi fosfor (P,Os), skupni dusik (N), % (v/v) ogljikovega dioksida (CO;) in %
(v/v) kisika (O,) v zraku. Podane vrednosti so povprecja + standardni odklon (rn = 4). Statisticno znacilne
razlike med vrednostmi iz lokacij z visoko in kontrolno koncentracijo CO, so oznacene odebeljeno (P < 0,05;
Kruskal-Wallisov test).

Table 14. Soil characteristics data of high CO, and control CO, exposed soils for the meadow mofette, used
in the biodiversity analysis of yeasts: soil pH, available phosphorus (P,0s), total nitrogen (N), % (v/v) carbon
dioxide (CO;) and % (v/v) oxygen (O,) in soil air. Values are means =+ standard deviation (n = 4). Significant
differences between high and control CO, exposed samples are indicated in boldface (P < 0.05; Kruskal-
-Wallis rank sum test).

pH P,0; Skupni N CO, 0,
v CaCl, mg/100g % % %
kontrola 4.4 10,6 0,27 2,6 +0,8 20,0 £ 0,0

visok CO, 4,1 13,3 0,32 99,9 + 0,0 1,4 £0,4
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4.2 RAZISKAVE KOLONIZACIJE  KORENIN, ZDRUZB IN

DIVERZITETE AM GLIV NA OBMOCIJIH MOFET

SESTAVE

4.2.1 Kolonizacija korenin rastlin z AM glivami

Za oceno kolonizacije korenin z AM glivami smo vzor¢€ili korenine rastlin (meSan vzorec
korenin ve¢ rastlinskih vrst) med aprilom in oktobrom v letu 2010 na obmocju travniskih
mofet v okolici StaveSincev. Analizirali smo po 5 korenin dolzine 1 cm za vsako mofeto
(Mofeta 1, Mofeta 2, Mofeta 3) znotraj posameznega obmocja (visok CO,, kontrola), torej
skupno 20 korenin za vsak termin vzorcenja za obmocje z visoko koncentracijo CO; in za
kontrolno obmocje (preglednica 15). Kolonizacija korenin z AM glivami se ni statisticno
znacilno (Kruskal-Wallisov test) razlikovala med obmocji z visoko koncentracijo CO; in
kontrolnimi obmo¢ji (preglednica 15).

Preglednica 15. Ocena kolonizacije korenin rastlin z AM glivami. V kolonizaciji korenin ni bilo statisti¢no
znacilnih razlik med rastlinami z obmoc¢ij z visoko in kontrolno koncentracijo CO, (P > 0,05; Kruskal-
-Wallisov test).

Table 15. Scoring results of plant root colonization with AM fungi. No significant differences in AM fungal
root colonisation between high and control CO, exposed samples was observed (P > 0.05; Kruskal-Wallis
rank sum test).

Obmocje April Junij Avgust Oktober
frekvenca delov visok CO, 100+ 0 100 £ 0 100 £ 0 100 £ 0
korenine z glivo (F %) kontrola 100+ 0 100 £ 0 100 £ 0 1000
intenziteta mikorize visok CO, 4727+6,81  41,81+745 4239+10,10 34,06+ 14.48
M %) kontrola 53,79+ 6,58  46,13+9,14  4524+358  42.47+972
intenziteta mikorize v visok CO, 4727+6,82 4181+745 4239+10,10 34,06+ 14,48
koloniziranih delih
Korenine (m %) kontrola 53,79+ 6,58  46,13+9,14  4524+358  42.47+972
gostota arbuskulov v visok CO, 31,21+16,15 35,02+16,72 26,42 £6,95 29,23 +£14,90
delu korteksa z
Em(l;o)”zno kolonizacijo  yontrola 47,73 + 14,78 4321+ 16,76 42,57+ 15,07 37,78 + 16,06

a /o

gostota arbuskuloy v visok CO, 15,16+943  1540+938  11,65+588 10,55+ 8,89
koreninski skotji (A %) yontrola 26,22 10,19 20,73+ 11,97 19,60 £8,53 10,42 +7,72
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4.2.2 Sestava zdruzb AM gliv

Na podlagi rezultatov sekvenciranja smo z uporabo programa QIIME (Caporaso in sod.,
2010) analizirali skupno 62.733 sekvenc iz obmoc¢ja travniSkih mofet v okolici
StaveSincev, gozdnih mofet na StaveSinskem vrhu, italijanskih mofet Bossoleto in ¢eSkih
mofet v okolici Cheba. Za preucevanje razlik v sestavi zdruzb AM gliv med obmocji z
visoko koncentracijo CO; in kontrolnimi obmoc¢ji smo prvotne sekvence na podlagi 10
baznih parov dolgih sekvenc locevalcev MID (multiplex identifiers, Roche) dodelili
posameznim vzorcem, odstranili smo himerne sekvence ter sekvence krajSe od 400 baznih
parov in sekvence daljSe od 650 baznih parov (glej poglavje 3.3.4). Nato smo odstranili Se
sekvence loCevalcev MID in sekvence zacetnih oligonukleotidov ter sekvence, ki niso
pripadale AM glivam. Tako smo dobili skupno 37 molekulskih operativnih taksonomskih
enot (MOTU) s skupno 37.757 sekvencami AM gliv dolZine med 400 in 650 baznih parov,
oziroma 32 MOTU s skupno 25.685 sekvenc (iz 44 vzorcev meSanih korenin vec
rastlinskih vrst) na obmoc¢ju travniskih mofet v okolici StaveSincev. Sledila so obmocja
gozdnih mofet (6.776 sekvenc iz 14 vzorcev meSanih korenin ve¢ rastlinskih vrst),
italijanskih mofet (4.368 sekvenc iz 8 vzorcev korenin posamezne vrste rastlin, lo¢eno za
posamezno rastlinsko vrsto in za obmocje z razli¢no koncentracijo CO,), in ¢eskih mofet
(928 sekvenc i1z 2 zdruZenih vzorcev, loceno za visok CO, in kontrolo, korenine vrste
Deschampsia caespitosa).

4.2.2.1 Kirivulje red¢enja vrst in krivulje kopicenja vrst za podatke iz obmocja travniskih
mofet

Tekom vzorcenja v letu 2010 smo opazili statistiéno znacilno razliko v Stevilu sekvenc AM
gliv med obmogji z visoko in kontrolno koncentracijo CO, (Kruskal-Wallisov test; y* =
14,5, s.p. = 1, P =10,000), kjer so razlike izvirale predvsem iz aprilskega (Kruskal-Wallisov
test; x> = 3,97, s.p. = 1, P = 0,046) in junijskega vzoréenja (Kruskal-Wallisov test; y* = 3,9,
s.p- = 1, P = 0,0495). Statisticno znacilnih razlik v Stevilu sekvenc med obmocji z visoko
in kontrolno koncentracijo CO, za vzor&enje v letu 2011 ni bilo (Kruskal-Wallisov test;
=1,1,s.p.=1,P=0,29).

Z vizualno oceno krivulj red¢enja vrst, s katerimi generiramo pricakovano Stevilo vrst
znotraj majhnega obmocja, lo¢eno za obmocje z visokim CO; in kontrolno obmocje (slika
15), smo potrdili, da se je vecina krivulj priblizala asimptoti. Predvsem je bilo to znacilno
za tiste, kjer je bilo ve¢ kot 200 sekvenc v posameznem MOTU.
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Slika 15. Krivulja redéenja MOTU (Stevilo MOTU v odvisnosti od §tevila analiziranih sekvenc) posameznih
vzorcev iz obmocja travniskih mofet, z lokacijo vzoréenja, prikazano ob koncu vsake krivulje. Lokacija
Travnik 1 ustreza Mofeti 1, lokacija Travnik 2 ustreza Mofeti 2 in lokacija Travnik 3 ustreza Mofeti 3, vse iz
obmocja travniskih mofet v okolici StaveSincev. Polna linija prikazuje vzoréenje v letu 2010, prekinjena
linijja pa vzorCenje v letu 2011. Razlicne barve krivulj prikazujejo razliéne mesece vzorcenja, modra za
aprilsko, zelena za junijsko, rdeCa za avgustovsko in rumena za oktobrsko vzorcenje. MOTU predstavljajo
sekvence grupirane na podlagi 97 % podobnosti.

Figure 15. MOTU rarefaction curves (number of MOTU based on the number of analysed sequences) of each
sample from meadow mofette, location of sampling is shown next to the corresponding curve. Location
Travnik 1 corresponds to Mofette 1, location Travnik 2 corresponds to Mofette 2, location Travnik 3
corresponds to Mofette 3, all sampled within meadow mofette near Stavesinci. Full line corresponds to 2010
samples, broken line to 2011 samples, with different colour of curves for each month sampled, blue for April,
green for June, red for August and yellow for October sampling. MOTU represent sequences clustered at 97
% sequence similarity.

se nadaljuje
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Slika 16. Krivulja redéenja MOTU (Stevilo MOTU v odvisnosti od §tevila analiziranih sekvenc) posameznih
vzorcev iz obmocja travniskih mofet, z lokacijo vzorcenja, prikazano ob koncu vsake krivulje. Lokacija
Travnik 1 ustreza Mofeti 1, lokacija Travnik 2 ustreza Mofeti 2 in lokacija Travnik 3 ustreza Mofeti 3, vse iz
obmocja travniskih mofet v okolici StaveSincev. Polna linija prikazuje vzoréenje v letu 2010, prekinjena
linijja pa vzorCenje v letu 2011. Razlicne barve krivulj prikazujejo razlicne mesece vzorcenja, modra za
aprilsko, zelena za junijsko, rdeCa za avgustovsko in rumena za oktobrsko vzorcenje. MOTU predstavljajo
sekvence grupirane na podlagi 97 % podobnosti.

Figure 16. MOTU rarefaction curves (number of MOTU based on the number of analysed sequences) of each
sample from meadow mofette, location of sampling is shown next to the corresponding curve. Location
Travnik 1 corresponds to Mofette 1, location Travnik 2 corresponds to Mofette 2, location Travnik 3
corresponds to Mofette 3, all sampled within meadow mofette near Stavesinci. Full line corresponds to 2010
samples, broken line to 2011 samples, with different colour of curves for each month sampled, blue for April,
green for June, red for August and yellow for October sampling. MOTU represent sequences clustered at 97

% sequence similarity.
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Skupno Stevilo vseh MOTU, ki smo jih zabelezZili tekom vzorcenja, smo prikazali s
krivuljami kopicenja vrst (slika 16). Krivulje kopicenja vrst, izraCunane lo¢eno za vsak
mesec (slika 16), prikazujejo povprecne vrednosti posameznih krivulj (£ interval zaupanja)
skupaj za vse tri vzorcene lokacije ter skupaj za vzorcenje v obeh letih. Krivulje kopicenja
vrst so se priblizale asimptoti v mesecu avgustu in v oktobru in so imele tudi manjsi
interval zaupanja v primerjavi z aprilskim in junijskim vzorcéenjem, kjer se krivulje niso
priblizale asimptoti. ManjSe intervale zaupanja lahko prav tako opazimo pri krivuljah
kopiCenja vrst za podatke iz vzorcenja v letu 2011, v primerjavi z vzor¢enjem v letu 2010
(slika 17).
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Slika 17. Krivulje kopi¢enja MOTU (Stevilo molekulskih operativnih taksonomskih enot — MOTU v
odvisnosti od Stevila vzorcev) prikazujejo povprecne vrednosti Stevila MOTU (+ interval zaupanja) vseh treh
vzorcenih lokacij ter vzoréenj v obeh letih, prikazane lo¢eno za vsak mesec. Polne linije prikazujejo krivulje
kopigenja, prekinjene linije prikazujejo intervale zaupanja. Crna barva krivulj oznaGuje obmodje z visoko
koncentracijo CO,, siva barva krivulj oznacuje kontrolno obmoc¢je. MOTU predstavljajo sekvence grupirane
na podlagi 97 % podobnosti.

Figure 17. MOTU accumulation curves (number of molecular operational taxonomic unit — MOTU based on
the number of analysed sequences) are showing the average number of MOTU (+ confidence interval) of all
three sampled locations and for both years of sampling, separated by month of sampling. Full line of the
accumulation curves and broken line for the confidence intervals. Black colour of curves indicates high CO,
samples and grey colour indicates control samples. MOTU represent sequences clustered at 97 % sequence
similarity.
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Slika 18. Krivulje kopi¢enja MOTU (Stevilo molekulskih operativnih taksonomskih enot — MOTU v
odvisnosti od Stevila vzorcev) prikazujejo povprecne vrednosti Stevila MOTU (+ interval zaupanja) vseh treh
vzorcenih lokacij, prikazane lo¢eno za vsak mesec in loCeno za obe leti vzoréenja. Polne linije prikazujejo
krivulje kopiGenja, prekinjene linije prikazujejo intervale zaupanja. Crna barva krivulj ozna¢uje obmogje z
visoko koncentracijo CO,, siva barva krivulj oznacuje kontrolno obmocje. MOTU predstavljajo sekvence
grupirane na podlagi 97 % podobnosti.

Figure 18. MOTU accumulation curves (number of molecular operational taxonomic units — MOTU based on
the number of analysed sequences) are showing the average number of MOTU (+ confidence interval) of all
three sampled locations, separated by month and by year sampled. Full line shows accumulation curves and
broken line is indicating the confidence intervals. Black colour of curve corresponds to high CO, samples and
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grey colour indicated control samples. MOTU represent sequences clustered at 97 % sequence similarity.
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4.2.2.2 Sestava zdruzb AM gliv na obmo¢ju travniskih mofet v okolici StaveSincev

Vpliv abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb AM gliv smo na obmocju travniskih
mofet v okolici StaveSincev ovrednotili s kanoni¢no koresponden¢no analizo (CCA). 68,29
% variabilnosti znotraj zdruzb AM gliv je pojasnjeno s prvima dvema osema ordinacije
CCA. Abiotski dejavniki okolja, ki so bili zajeti v analizo CCA, so talne lastnosti (pH,
skupni duSik, razpoloZljivi fosfor), vremenski podatki (minimalna temperatura,
maksimalna temperatura, koli¢ina padavin, dolzina soncnega obsevanja), leto in mesec
vzorCenja ter koncentracija CO; in koncentracija O, v tleh. Za dolocCitev okoljskih
dejavnikov, ki statisticno znacilno vplivajo na sestavo zdruzb AM gliv, smo uporabili
permutacijski test (10.000 ponovitev) okoljskih vektorjev za CCA (P < 0,005 pri
reduciranem modelu). Zdruzbe AM gliv iz obmocja travniSkih mofet se grupirajo v dve
gru¢i (ANOVA; P < 0,001) na prvi osi CCA, in tako predstavljajo zdruzbo AM gliv z
obmocij z visoko koncentracijo CO, in zdruzbo AM gliv s kontrolnih obmo¢ij (CCA; slika
18). Na ordinaciji CCA (slika 18) so prikazani izkljuéno tisti okoljski vektorji, ki
statisti¢no znacilno vplivajo na sestavo zdruzb (P < 0,05), tj. koncentracija CO; in Oy v
tleh, pH, razpoloZljivi fosfor, skupni dusik in vpliv leta vzor¢enja (P < 0,001 v vseh
naStetih primerih). Opazimo lahko tudi, da sta koncentraciji CO, in O, mo¢no povezani s
prvo osjo CCA, ki pojasni 46,19 % variabilnosti znotraj zdruzb AM gliv, saj z njo skoraj
sovpadata.

Edini okoljski dejavnik, ki znacilno vpliva na sestavo zdruzb in ni vezan na lastnosti tal, je
vzor&enje v razli¢nih letih (R* = 0,48).
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Slika 19. Ordinacija CCA (kanoni¢na korespondenc¢na analiza) zdruzb AM gliv iz obmocja travniskih mofet,
kjer CCA os 1 pojasni 46,19 % variabilnosti znotraj zdruzb AM gliv, in CCA os 2 pojasni 22,10 %
variabilnosti. Na grafu (a) tocke predstavljajo zdruzbo AM gliv na posamezni lokaciji vzoréenja, na grafu (b)
so vzorci zdruZeni po mesecih in so prikazana povprecja + standardni odklon vrednosti osi CCA. Statisti¢no
znacilni (P < 0,05) okoljski vektorji so prikazani na ordinaciji CCA s pus¢icami.

Figure 19. AM fungal community CCA (constrained correspondence analysis) plot for meadow mofette. The
CCA axis one explained 46.19 % of AM fungal variability in AM fungal community composition, and CCA
axis two 22.10 % of variability. In plot (a) all sampled community of AM fungi from meadow locations are
plotted separately, whereas in plot (b) samples are pooled by month, and points are representing average +
standard deviation of CCA scores. Significant (P < 0.05) environmental vectors are presented on CCA plot.
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4.2.2.3 Sestava zdruzb AM gliv na mofetah na vecji prostorski skali

Vpliv abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb AM gliv smo preucevali tudi na vec;ji
prostorski skali Stirth geografsko oddaljenih mofet (travniske mofete in gozdne mofete v
Stavesincih, italijanske mofete in ¢eSke mofete; glej poglavje 3.2 za opis lokacij). 84,39 %
variabilnosti znotraj geografsko oddaljenih zdruzb AM gliv na razliénih mofetah je
pojasnjeno s prvima dvema osema ordinacije CCA (kanoni¢na korespondenc¢na analiza).
Abiotski dejavniki okolja, ki so bili zajeti v analizo CCA, so: talni parametri (pH, skupni
dusik, razpolozljivi fosfor), datum vzorCenja ter koncentracija CO;, in O, v tleh (glej
poglavje 4.1.1). Za dolocitev okoljskih dejavnikov, ki statisticno znacilno vplivajo na
sestavo zdruzb AM gliv, smo uporabili permutacijski test (10.000 ponovitev) okoljskih
vektorjev za CCA (P < 0,005 pri reduciranem modelu). Na ordinaciji CCA (slika 19) so
prikazani okoljski vektorji, ki statisticno znacilno vplivajo na sestavo zdruzb AM gliv na
vseh obravnavanih mofetah. To so: koncentracija CO, in O, pH, razpoloZljivi fosfor in
skupni dusik (P < 0,05 v vseh naStetih primerih). Z ordinacijsko analizo (slika 19) nismo
opazili vidnih vzorcev biogeografije AM gliv med razlicnimi mofetami, najverjetneje
zaradi precej$nje variabilnosti v talnih parametrih med razlicnimi lokacijami (preglednica
7, preglednica 10, preglednica 11), manjSe koncentracije CO, na obmocju visokega CO,
pri italijanski mofeti (preglednica 12) in drugih, neznanih dejavnikih, ki jih nismo zajeli v
naSo Studijo. Bolj jasno sliko podajo povprecni vzorci (tj. povpre¢je vrednosti CCA osi
vzorcev iz razli€nih mofet; slika 19), prikazani loceno za obmoc¢ja z visoko koncentracijo
CO;, in kontrolna obmo¢ja za vsako izmed mofet. 1z slike 19 je razvidno, da se zdruzbe
AM gliv s kontrolnih obmocij, lo¢enih za vsako mofeto, razlikujejo od zdruzb z obmocij z
visoko koncentracijo CO, v smeri okoljskega vektorja CO,/O,, kar sicer ne velja za
italijansko mofeto. Pri italijanski mofeti se kaze mocnej$i vpliv talnih dejavnikov
(razpolozljivi fosfor, skupni dusik in pH). PodrobnejSa analiza okoljskih vektorjev nam
pokaze, da kljub razliki v talnih parametrih najve¢ variabilnosti znotraj geografsko
oddaljenih zdruzb AM gliv pojasni koncentracija CO, (R* = 0,98), sledi koncentracija O,
(R* = 0,91) in pH (R* = 0,86). Iz tega lahko povzamemo, da je dolgotrajna izpostavitev
povecani koncentraciji CO, tista, ki pojasni najve¢ variabilnosti znotraj sestave zdruzb AM
gliv, vzorcenih na Stirth geografsko oddaljenih mofetah, ki se razlikujejo tako po zdruzbi
rastlin kot tudi po talnih dejavnikih.
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Slika 20. Ordinacija CCA (kanoni¢na korespondencna analiza) zdruzb AM gliv iz obmocja Stirih mofet
(travniSkih mofet, gozdnih mofet, italijanskih mofet in ceskih mofet), kjer CCA os 1 pojasni 58,44 %
variabilnosti znotraj zdruzb AM gliv in CCA os 2 pojasni 25,95 % variabilnosti. Na sliki (a) tocke
predstavljajo zdruzbe AM gliv na razli¢nih lokacijah in ob razli¢nih terminih vzorcenja, na sliki (b) so tocke
zdruzene po mofetah in so prikazana povprecja + standardni odklon vrednosti osi CCA. Statisticno znacilni
(P < 0,05) okoljski vektorji so prikazani na ordinaciji CCA s pus¢icami.

Figure 20. AM fungal community CCA (constrained correspondence analysis) plot for mofette sites in four
different locations (meadow mofettes, forest mofettes, Italian mofettes and Czech mofettes). The CCA axis
one explained 58.44 % of variability in AM fungal community composition and CCA axis two 25.95 % of
variability. In plot (a) community of AM fungi from different mofettes are ploed separately, whereas in plot
(b) samples are pooled by mofette, and are representing average + standard deviation of CCA scores. Only
significant (P < 0.05) environmental vectors are presented on CCA plot.
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4.2.2.4 Diverziteta AM gliv na obmocjih mofet

Diverziteto AM gliv na obmocju travniSkih mofet v okolici StaveSincev smo ovrednotili s
Hillovimi Stevili 0, 2 in oo (slika 20), kjer Hillovo Stevilo 0 predstavlja pestrost MOTU,
Hillovo S§tevilo 2 izenacenost MOTU (inverzni Simpsonov indeks) in Hillovo Stevilo o
dominanco MOTU (inverzni Berger-Parkerjev indeks). Opazili smo statisticno znacilno
razliko med diverziteto AM gliv z obmocij z visoko koncentracijo CO; in s kontrolnih
obmoc€ij pri vseh treh analiziranih Hillovih Stevilih (ANOVA s koncentracijo CO,,
mesecem in letom kot faktorjem; P < 0,001). Dodatno smo pri Hillovem Stevilu 0 opazili,
da se je diverziteta AM gliv v koreninah rastlin, vzorcenih leta 2010, statisticno znacilno
razlikovala od diverzitete AM gliv v koreninah, vzor¢enih leta 2011 (P < 0,04). Statisti¢no
znacilnih razlik med razli€énimi meseci vzorcenja ni bilo.

Zdruzbe AM gliv, vzorcCene s kontrolnih obmocij, imajo vecjo pestrost MOTU (izracunano
s Hillovim Stevilom 0), vecjo izenacenost MOTU (izracunano s Hillovim Stevilom 2) in
vec¢jo dominanco MOTU (izrac¢unano s Hillovim Stevilom o) v primerjavi s tistimi
zdruzbami, ki so bile vzorCene z obmocij z visoko koncentracijo CO, (slika 20).
PodrobnejSa analiza podatkov o sestavi zdruzb AM gliv, ki izvirajo iz obmocij z visoko
koncentracijo CO», je pokazala statisti€no znacilne razlike v diverziteti AM gliv, izraCunani
s Hillovima Steviloma 2 in co med razli¢nimi datumi vzorcenj. Tega pa nismo opazili pri
diverziteti AM gliv, izracunani s Hillovim Stevilom 0, med razli¢nimi datumi vzorcenja
AM ¢gliv i1z kontrolnih obmocij (slika 20). Najbolj opazne so bile razlike med diverziteto
AM ¢gliv iz obmocij z visoko koncentracijo CO, v primerjavi z diverziteto AM gliv iz
kontrolnith obmocij, tako pri Hillovem Stevilu 2 kot oo, za meseca avgust 2010 in avgust
2011 ter oktober 2010 in oktober 2011. Tu smo opazili tudi najmanjSo diverziteto AM gliv
iz obmoc¢ij z visoko koncentracijo CO; in najvecjo diverziteto AM gliv iz kontrolnih
obmocij.

Analiza beta diverzitete, ki nam pove razliko v vrstni sestavi med razli¢nimi lokacijami
vzor¢enja, je pokazala znacilno razliko med sestavo zdruzb AM gliv z obmocij z visoko
koncentracijo CO; in kontrolnimi obmoc¢ji (PERMANOVA, izracunana na podlagi 10.000
permutacij; P < 0,001), kar skupaj z ordinacijo CCA in Hillovimi §tevili potrjuje statisticno
znacilno razliko v sestavi zdruzb AM gliv med obmoc¢ji z razlicnim reZimom CO..
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Slika 21. Diverziteta AM gliv na obmoc¢ju travniskih mofet v okolici StaveSincev, izrazena s Hillovim
Stevilom 0 (pestrost vrst), Hillovim $tevilom 2 (izenacenost vrst) in Hillovim $tevilom oo (dominanca vrst).
Statisticno znacilne razlike med diverziteto AM gliv, na lokacijah z visoko koncentracijo CO, in diverziteto
AM gliv na kontrolnih lokacijah (znotraj enega meseca), so prikazane z * (P < 0,05; Kruskal-Wallisov test).
Statisticno znacilne razlike (ANOVA, test mnogoterih primerjav — Tukey) v diverziteti AM gliv med
razli¢nimi meseci vzorcenja znotraj kontrolnih obmocij ali obmocij z visoko koncentracijo CO,, so prikazane
z razli¢no ¢rko (a, b, ¢, d).

Figure 21. Diversity of AM fungi in the meadow mofettes near Stavesinci as shown by the Hill’s number 0
(sample richness), Hill’s number 2 (species evenness), and Hill’s number o (species dominance). Significant
differences in diversity between AM fungal community sampled from high and control CO, sites within a
month are indicated with * (P < 0.05; Kruskal-Wallis rank sum test). Significant differences in diversity of
AM fungal community (ANOVA, post hoc Tukey contrasts) among different months and within high CO, or
control locations are indicated with different letters (a, b, c, d).
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4.2.2.5 Kvantifikacijski parametri v sestavi zdruzb AM gliv na obmocjih mofet

Vecjo diverziteto AM gliv, v vzorcih korenin rastlin s kontrolnih obmo¢ij v primerjavi z
diverziteto AM gliv, v koreninah rastlin z obmocij z visoko koncentracijo CO,, prikazujejo
tudi grafi porazdelitve proporcionalne abundance posameznih MOTU AM gliv (slika 21).
Rangi MOTU so razvr§€eni na nacin, da rang 1 pripada MOTU, ki je najbolj abundanten,
rang 2 pripada MOTU, ki je drugi najbolj abundanten in tako dalje. Opazimo lahko vecjo
izenacenost MOTU, ki je prikazana s pocasnejSim padanjem krivulje, in vecjo pestrost, ki
je prikazana z vecjim Stevilom rangov MOTU, v zdruzbi AM gliv, vzorcenih s kontrolnih
obmocij, v primerjavi s tistimi z obmocij z visoko koncentracijo CO; (slika 21). Razlika je
Se bolj ocitna pri zdruzbah AM gliv, vzorcenih v letu 2011, kot pri tistih iz leta 2010.
Razlog za razliko med obema letoma bi lahko bil tudi v statisticno znacilni razliki med
Stevilom analiziranih sekvenc v letu 2010 med obmocji z visoko koncentracijo CO;, in
kontrolnimi obmocji (2.275 sekvenc z obmoc€ij z visoko koncentracijo CO, in 8.641
sekvenc s kontrolnih obmocij), medtem ko v letu 2011 statisti¢nih razlik ni bilo (6.417
sekvenc z obmocij z visoko koncentracijo CO; in 8.055 sekvenc s kontrolnih obmocij). Na
sliki 20 so dodatno oznaceni najbolj abundantni MOTU s kontrolnih obmoc¢iy (MOTU3,
MOTU31, MOTUO) in najbolj abundantni MOTU z obmocij z visoko koncentracijo CO;
(MOTUS in MOTU22) (slika 21, slika 22), da lahko primerjamo njihovo pojavljanje glede
na rang pojavljanja tako v zdruzbi AM gliv z obmocij visoke koncentracije CO, kot tudi v
zdruzbi AM gliv s kontrolnih obmocij. Dodatno lahko primerjamo prisotnost najbolj
abundantnih MOTU tudi med letom 2010 in letom 2011. Opazimo lahko, da so MOTUO,
MOTU3 in MOTUS prisotni v zdruzbi AM gliv tako z obmocij z visoko koncentracijo CO;
kot s kontrolnih obmocij ter da so bili prisotni v obeh letih vzorcenja. To kaze na njihovo
konsistentno pojavljanje na tem obmocju, kar je lahko posledica mo¢nega vpliva abiotskih
dejavnikov okolja in s tem povezanih selekcijskih pritiskov na talne organizme. Takson
MOTU31, ki je drugi najbolj abundanten MOTU s kontrolnih obmocij, je bil v obeh letih
prisoten na kontrolnih obmo¢jih, medtem ko smo ga na obmocjih z visoko koncentracijo
zasledili samo v letu 2010. V letu 2010 se je MOTU22, drugi najbolj abundanten MOTU z
obmocij z visoko koncentracijo CO,, pojavil tako na obmocjih z visoko koncentracijo CO,
kot tudi na kontrolnih obmog¢jih, vendar ga v letu 2011 na obmocju travniskih mofet nismo
zasledili.
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Slika 22. Porazdelitev proporcionalne abundance MOTU iz obmocja travniskih mofet v okolici StaveSincev.
Porazdelitev je prikazana kot proporcionalna abundanca MOTU v odvisnosti od abundance rangov MOTU
na logaritemski skali. Siva barva krivulj oznacuje zdruzbo AM gliv s kontrolnih obmodij, ¢rna barva

oznacuje zdruzbo AM gliv z obmocij z visoko koncentracijo CO,. Razli¢ne barve krogov oznacujejo razli¢ne
MOTU.

Figure 22. MOTU proportional abundance distribution of the AM fungal community recorded at meadow
mofette near StaveSinci. MOTU proportional abundance distributions are displayed as rank-abundance plots
with relative abundance plotted on log-scale. Grey colour indicates AM fungal community from control CO,
locations, black colour indicates AM fungal community from high CO, exposed locations. Colour of
different circles corresponds to different MOTU.
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Na sliki 22 je prikazana porazdelitev abundance MOTU, loc¢eno za leto 2010 in leto 2011,
za lazjo interpretacijo sprememb v sestavi zdruzb AM gliv med posameznimi leti. Na sliki
smo z rdeco piko oznacili dva MOTU, ki sta najbolj podobna filotipoma Glo85 in Glo86 iz
objave Macek in sod. (2011), to sta MOTUS in MOTU?22 (slika 22).
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Slika 23. Porazdelitev abundance molekulskih operativnih taksonomskih enot — MOTU iz obmocja
travniskih mofet v okolici StaveSincev. Porazdelitev MOTU je prikazana kot abundanca rangov, kjer je
abundanca MOTU predstavljena za leto 2010 in leto 2011. Bela barva stolpcev predstavlja sekvence AM gliv
iz kontrolnih obmoc¢ij, ¢rna barva stolpcev predstavlja sekvence AM gliv z obmocij z visoko koncentracijo
CO,. Z rdecimi pikami smo oznacili MOTUS in MOTU22, ki sta najbolj podobna filotipoma Glo85 in Glo86
iz objave Macek in sod. (2011).

Figure 23. Molecular operational taxonomic unit - MOTU abundance distribution of the AM fungal
community recorded at meadow mofettes near StaveSinci. MOTU abundance distribution is displayed as
rank-abundance plot, with abundance in 2010 and 2011 plotted separately. White colour of bars represents
AM fungal sequences from control CO, locations, black colour of bars represents AM fungal sequences from
high CO, exposed locations. Red dots are indicating MOTUS5 and MOTU22, the most similar to Glo85 and
Glo85 from Macek et al. (2011).
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4.2.2.6 Filogenetska sestava zdruzb AM gliv na obmocju travniskih mofet

Na obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev smo analizirali 25.685 sekvenc AM
gliv, ki pripadajo 32 MOTU. Glede na podatkovno bazo MaarjAM
(http://maarjam.botany.ut.ee; Opik in sod., 2010) smo z uporabo iskalnega algoritma
BLAST razvrstili analizirane sekvence v 6 skupin AM gliv: Archaeosporaceae, Glomus
skupina B, Acaulosporaceae, Diversisporaceae, Gigasporaceae in Glomeraceae
(preglednica 16, slika 23). Najve¢ sekvenc (25.287) pripada druzini Glomeraceae, kjer je
8.949 sekvenc z obmocij z visoko koncentracijo CO, in 16.338 sekvenc s kontrolnih
obmocij. Samo znotraj skupin Glomus B in Diversisporaceae je bilo veC sekvenc z
obmoc€ij z visoko koncentracijo CO, kot s kontrolnith obmocij, vendar so Stevilke
premajhne, da bi lahko iz tega potegnili kaksne zakljucke (preglednica 16, slika 23).

Preglednica 16. Sekvence AM gliv z obmocij z visoko koncentracijo CO; in kontrolnih obmocij, glede na
bazo MaarjAM (http://maarjam.botany.ut.ee).

Table 16. AM fungal sequences from high CO, exposed locations and control locations, classified using
MaarjAM database (http://maarjam.botany.ut.ee).

Stevilo sekvenc iz obmoc¢ja

Skupina St. MOTU Visok CO, Kontrola Skupaj
Archaeosporaceae 3 4 34 28
Glomus skupina B 1 3 0 3
Acaulosporaceae 3 21 196 217
Diversisporaceae 1 4 0 4
Gigasporaceae 2 12 124 136
Glomeraceae 22 8.949 16.338 25.287

Skupaj 32 8.993 16.692 25.685
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Skupno Stevilo sekvenc Visok CO,
Corallochytrium limacisporum 142528
MOTU66 @ 1 0
986 100
I_ MOTU7 @ 29 3
38 MOTUS4 @ 8 1
Arch P Arch P VTX00005 AF131054
Glo80 FN869903
o G viscosum
MOTU64 @ 3 3
G luteum
Glomus group B Glomus lamellosum VTX00193 AJ276087
Acaulosp Acaulospora sp. VTX00231 AJ306440
100 A scrobiculata
Acaulosporaceae Acaulospora VTX00036 EU573716
621 514 MOTU41 @ 166 8
Acaulosporaceae Acaulospora VIX00017 AF074372
- MOTU20 @ 50 12
MOTU52 @ 1 1
MOTU43 @ 4 4
= Diversisporaceac Glomus versiforme VTX00061 X86687
- Libs G versiforme
24 MOTUS7 @ 133 12
S dipurpurescens |
MOTU68 @ 3 0
Gi margarita
Gigasp Gigaspora decipiens VTX00039 U96146
MOTUO @ 1815 169
Gl Glomus VTX00142 EF109862
Gl Glomus VTX00143 AM849290
Glod F
Glo89 FNR698RS
MOTU49 @ 163 0
MOTU42 @ > 0
MOTU31 @ 6671 2128
Glo2
Glo22 F
Gl Glomus VTX00053 DQ336485
i [ Glo20 FN869887
— Glomeraceae Glomus VTX00129 AM849265
56.5 MOTUI4 @ 203 24
MOTU4 @ 2 1
mr Glo10 FN869898
Glomeraceae Glomus VTX00219 AM849279
- MOTU17 @ 63 0
MOTUIS @ 3 0

slomeraceae Glomus VTX00222 AM849264
I— Glo88 FN869902
100
10511 MOTUS @ 497 26

Glomeraceae Glomus VTX00166 AJ418860
- s — Glods FN869884
Glomeraceae Glomus VTX00163 AM849298
Glomeraceae Glomus VTX00214 AF074370
MOTU34 @ 945 39
Glo7 FN869901

50.1
153.6|

G coronatu

Glomeraceae Glomus mosseae VTX00067 AJ306438
G mosseae
G caledonium
G fragilis

G geosporum
G verrucul

MOTU24 @ 32 32

Kontrola

26

158
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w

1646
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v

471

906
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nadaljevanje
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Slika 24. Filogenetsko drevo MOTU AM gliv iz obmocja travniskih mofet v okolici StavesSincev ter njihovih
filogenetsko najbliZjih sorodnikov (baza MaarjAM; Opik in sod., 2010). Filogenetsko drevo smo naredili z
uporabo distanéne metode zdruZevanja najblizjega soseda (»neighbor joining«). Stevilke ob razvejitvah
predstavljajo vrednosti metode vezanja (»bootstrap«) s 1000 permutacijami. Zeleni krogi predstavljajo
MOTU, kjer je ve€ina sekvenc s kontrolnih obmodij, rdeci krogi predstavljajo MOTU, kjer je ve€ina sekvenc
z obmocij z visoko koncentracijo CO,.

Figure 24. Neighbor-joining phylogeny of AM fungi MOTU recorded at StaveSinci meadow mofette and
their closest phylogenetic relatives (MaarjAM database; Opik et al., 2010). Bootstrap values (1000 replicates)
are shown above the branches and before the node to which they correspond. Green circles are representing
MOTU with the highest abundance of sequences from control locations, and red circles are representing
MOTU with the highest abundance of sequences from high CO, locations.
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4.3 RAZISKAVE SESTAVE ZDRUZB IN DIVERZITETE ARHEJ IN BAKTERIJ NA
OBMOCIJIH MOFET

Za analizo sestave zdruzb in biodiverzitete arhej in bakterij smo vzor¢ili tla na obmocju
travniSkih mofet v okolici StaveSincev z obmocij z visoko koncentracijo CO,, srednjo
koncentracijo CO, in kontrolnih obmocij. 1z tal smo izolirali DNK arhej in bakterij. Z
namenom, da bi ugotovili, ali se zdruzbe arhej in bakterij razlikujejo med obmocji z
razlicno koncentracijo CO,, smo najprej z metodo dolZinskega polimorfizma terminalnih
restrikcijskih fragmentov T-RFLP dolo€ili razlike v zdruzbi arhej in bakterij med obmocji
z razlicno koncentracijo CO,. Na podlagi ugotovljenih razlik smo izvedli natancnejSo
analizo sestave mikrobnih zdruzb v tleh s knjiZznico klonov 16S rRNA prisotnih arhej in
bakterij.

Rezultati tega segmenta doktorata so objavljeni tudi v ¢lanku avtorjev N. Sibanc, A. J.
Dumbrell, I. Mandi¢ - Mulec in 1. Macek z naslovom »Impacts of naturally elevated
soil CO, concentrations on communities of soil archaea and bacteria« v reviji Soil Biology
& Biochemistry, 68: 348-365 (2014).

4.3.1 Profili mikrobnih zdruzb

Za zacetno analizo razlik v sestavi zdruzb arhej ter zdruZzb bakterij med lokacijami z
razlicnim plinskim reZimom z vsaj 48 % CO; (85,5 + 21,7 % CO,, visok CO,), od 11 do
20 % CO; (13,8 = 3,2 % COa,, srednji CO,) in z manj kot 0,2 % CO, v talnem zraku (0,2 +
0,0 % CO,, kontrola), smo na obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev uporabili
metodo dolzinskega polimorfizma terminalnih restrikcijskih fragmentov T-RFLP (slika 24
in slika 25). Iz talnih vzorcev smo izolirali DNK ter pomnoZili DNK arhej in bakterij z
oznacenimi zacetnimi oligonukleotidi. O¢iS€ene produkte PCR smo razrezali z encimoma
Haelll (slika 24) in Hhal (slika 25). Rezultati so pokazali jasno lo¢evanje med zdruzbami
arhej in bakterij glede na lokacije vzorcenja in posledicno razlike v izpostavljenosti
geoloskemu CO,. Rezultati dodatno kazejo podobnost v sestavi zdruzb z obmocij s srednjo
koncentracijo CO; in kontrolnimi obmo¢ji. Tu se zdruZzbe tako bakterij kot arhej mocno
razlikujejo od zdruzb na obmocjih z visoko koncentracijo CO,. Na podlagi ugotovljenih
razlik smo izvedli natancnejSo analizo sestave mikrobnih zdruzb v tleh z metodo
kloniranja, ki ji je sledilo sekvenciranje po Sangerju.
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a) zdruzba arhej a) zdruzba bakterij
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Slika 25. Profili T-RFLP mikrobnih zdruzb, vzoréenih iz tal z obmocij z visoko koncentracijo CO, (visok
CO,), srednjo koncentracijo CO, (srednji CO,) in kontrolnih obmocij (kontrola). Produkte PCR smo razrezali
z encimom Haelll. a) zdruzba arhej in b) zdruzba bakterij. Podatki so bili analizirani s programom
Bionumeric 3.0. Vrednosti predstavljajo % podobnosti med profili vzorcev na podlagi Pearsonovih korelacij
in klasterskega algoritma UPGMA.

Figure 25. Microbial community T-RFLP profiles from the high CO, exposed soils (high), medium CO,
exposed soils (medium) and control soils (control). PCR products were digested using Haelll enzyme. a)
archaeal community and b) bacterial community. Data were analysed with Bionumeric 3.0 software.
Dendrogram represents % similarities between profiles of the samples, based on Pearson correlations with
the UPGMA clustering algorithm.
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Slika 26. Profili T-RFLP mikrobnih zdruzb, vzorcenih iz tal obmoc¢ij z visoko koncentracijo CO, (visok
CO,), srednjo koncentracijo CO, (srednji CO,) in kontrolnih obmocij (kontrola). Produkte PCR smo razrezali
z encimom Hhal. a) zdruzba arhej in b) zdruzba bakterij. Podatki so bili analizirani s programom Bionumeric
3.0. Vrednosti predstavljajo % podobnosti med profili vzorcev na podlagi Pearsonovih korelacij in
klasterskega algoritma UPGMA.

Figure 26.Microbial community T-RFLP profiles from the high CO, exposed soils (high), medium CO,
exposed soils (medium) and control soils (control). PCR products were digested using Hhal enzyme. a)
archaeal community and b) bacterial community. Data were analysed with Bionumeric 3.0 software.
Dendrogram represents similarities between profiles of the samples, based on Pearson correlations with the
UPGMA clustering algorithm.

4.3.2 Genska klonska knjiznica 16S rRNK

Sekvence 499 klonov bakterij smo grupirali v 259 bakterijskih molekulskih operativnih
taksonomskih enot (MOTU) in sekvence 351 klonov arhej grupirali v 47 arhejskih MOTU
z uporabo programa QIIME (Caporaso in sod., 2010). V skupnem Stevilu sekvenc klonov
med obmocji z visoko koncentracijo CO,, srednjo koncentracijo CO, in kontrolnimi
obmodji nismo opazili statistiéno znagilnih razlik (Kruskal-Wallisov test; arheje x* = 3,41,
s.p. =2, P=0,18; bakterije x> = 2,53, s.p. = 2, P = 0,28).

4.3.2.1 Kirivulje red¢enja vrst

Pri zdruzbah bakterij smo ugotovili bolj strme krivulje redéenja MOTU v primerjavi z
zdruZzbami arhej. V nobenem primeru pa se krivulje niso pribliZzale asimptoti (slika 26 za
arheje in slika 27 za bakterije). Pri bakterijah smo opazili manjse Stevilo razlicnih MOTU v
vzorcih tal z obmocij z visoko koncentracijo CO, v primerjavi s kontrolnimi obmodji,
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medtem ko je bilo Stevilo razlicnih MOTU pri arhejah ve¢je na kontrolnih obmocjih v
primerjavi z obmocji z visoko koncentracijo CO,.
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Slika 27. Krivulje red¢enja MOTU arhej iz obmocja z visoko koncentracijo CO, (¢rna barva; visok CO,),

srednjo koncentracijo CO, (siva barva; srednji CO,) in kontrolno obmoc¢je (bela barva; kontrola). MOTU
predstavljajo sekvence grupirane na podlagi 95 % podobnosti.

Figure 27. Rarefactions curve for archacal MOTU from the high CO, exposed soils (black colour; high CO,),

medium CO, exposed soils (grey colour; medium CO,) and control soils (white colour; control). MOTU
represent sequences clustered at 95 % sequence similarity.
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Slika 28. Krivulje redcenja molekulskih operativnih taksonomskih enot — MOTU bakterij iz obmocja z
visoko koncentracijo CO, (¢rna barva; visok CO,), srednjo koncentracijo CO, (siva barva; srednji CO,) in
kontrolno obmoc¢je (bela barva; kontrola). MOTU predstavljajo sekvence grupirane na podlagi 95 %
podobnosti.

Figure 28. Rarefactions curve for bacterial molecular operational taxonomic units - MOTU from the high
CO,; exposed soils (black colour; high CO;), medium CO, exposed soils (grey colour; medium CO,) and
control soils (white colour; control). MOTU represent sequences clustered at 95 % sequence similarity.

4.3.2.2 Ordinacijski prikaz razlik v sestavi zdruzb arhej in bakterij

Razlike v sestavi zdruzb arhej in bakterij smo analizirali na podlagi filogenetske matrike
UniFrac in Jaccardovega indeksa razli¢nosti (slika 28). Statistiéno znacilno grupiranje
MOTU (permutacijski test UniFrac, na podlagi 100 permutacij; P < 0,01) med obmocji z
visoko, srednjo ali kontrolno koncentracijo CO; smo opazili na ordinacijskem grafu analize
glavnih komponent (PCA), ki smo ga izdelali na podlagi matrike filogenetskih razdalj
UniFrac z uporabo spletne aplikacije UniFrac (Lozupone in sod., 2006). Prva os PCA je
pojasnila 36 % in 27 %, druga os PCA je pojasnila 18 % in 15 % variabilnosti v zdruzbi
arhej in bakterij. Prva os PCA je lo€ila vzorce z obmocij z visoko koncentracijo CO, od
ostalih obmocij, medtem ko je druga os PCA locila obmocja s srednjo koncentracijo CO,
od kontrolnih obmocij.

Statisticno znacilne razlike v sestavi zdruzb arhej in bakteri) med vzorci z obmocij z visoko
koncentracijo CO; in ostalimi obmocji (srednja koncentracija CO, in kontrola) lahko
opazimo tudi pri ordinacijskem grafu nemetricnega vecCrazseznostnega lestvicenja
(NMDS), ki smo ga izdelali na podlagi Jaccardovega indeksa (PERMANOVA z 10.000
permutacijami; P < 0,01). Opazili smo statisticno znacilno korelacijo med sestavo zdruzb
arhej oz. bakterij in koncentracijo CO, v tleh (P < 0,01; R* > 0,957) ter s P,Os (P < 0,01;
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R” > 0,953), O, (P < 0,01; R* > 0,962), N (P < 0,05; R* > 0,790) in v primeru arhej tudi s
pH (P < 0,05; R* > 0,583), kot je razvidno iz ordinacije NMDS (slika 28).
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Slika 29. Ordinacijski graf mikrobnih zdruzb, kjer (a, b) prikazuje zdruzbo arhej in (c, d) zdruzbo bakterij.
Grafa temeljita na filogenetski razdalji UniFrac, prikazani z ordinacijo PCA (a, c) in na Jaccadovem indeksu,
prikazanem z ordinacijo NMDS (b, d). Prikazani so vzorci iz obmocja z visoko koncentracijo CO, (¢rni
simboli), srednjo koncentracijo CO, (sivi simboli) in kontrolo (beli simboli). Statisti¢cno znacilni okoljski
vektorji so prikazani na ordinaciji NMDS (b, d) in predstavljajo koncentracijo CO; in O,, pH, skupni N in
dostopni P,Os. Najve¢ variabilnosti znotraj zdruzb tako arhej kot bakterij je bilo pojasnjene s koncentracijo
0, (R* > 0,962 v obeh primerih).

Figure 29. Microbial community ordination plots for archaea (a, b) and bacteria (c, d). Plots are based on
both UniFrac phylogenetic distances with PCA ordination (a, c¢) and Jaccard’s distance with NMDS
ordination (b, d). Samples from high CO, (black symbols), medium CO, (grey symbols) and control CO,
exposed soils (open symbols) are shown. Significant environmental vectors are presented on NMDS plots (b,
d), which include soil CO, and O, concentration, pH, N, and available P,Os. O, concentration was
consistently the best predictor of archaeal and bacterial community composition (R* > 0.962 in both cases).
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4.3.2.3 Diverzitetni indeksi

Med obmocji z visoko in srednjo koncentracijo CO, ter kontrolnim obmocjem ni bilo
razlik v diverziteti zdruzb arhej in bakterij, dolo¢enih s Hillovimi Stevili (slika 29)
(Kruskal-Wallisov test; P > 0,05 za zdruzbe arhej in bakterij). Edina izjema je diverziteta
arhej, izracunana s Hillovim S$tevilom 2 (P = 0,04), ki ga lahko interpretiramo kot
ekvivalent Simpsonovemu indeksu, torej merilu za izenacenost zdruzb. Diverziteta bakterij
(dolocena s Hillovimi Stevili 0, 2 in ) ni bila statisti¢no znacilno povezana s koncentracijo
CO, v tleh (Pearsonova korelacija; » = -0,49, P = 0,18 za Hillovo Stevilo 0; » = -0,53, P =
0,14 za Hillovo Stevilo 2; r = -0,44, P = 0,23 za Hillovo Stevilo o). Prav tako tudi
diverziteta arhej (doloCena s Hillovimi Stevili 0, 2 in o) ni bila statisticno znacilno
povezana s koncentracijo CO; v tleh (» = 0,64, P = 0,06 za Hillovo $tevilo 0; » = 0,55, P =
0,12 za Hillovo Stevilo 2; »=10,57, P = 0,11 za Hillovo Stevilo ).
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2 2 A arheje S A s | & arheje 5 A arheje
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Slika 30. Diverziteta mikrobnih zdruzb z obmocij z visoko koncentracijo CO,, srednjo koncentracijo CO, in
kontrolnega obmocja za bakterije (polni trikotniki) in arheje (prazni trikotniki). Prikazana so Hillova $tevila 0
(a; pestrost zdruzb), 2 (b; izenacenost zdruzb) in o (c; dominanca zdruzb).

Figure 30. Microbial diversity from high CO,, medium CO, and control CO, exposed soils, for bacteria (full
triangle) and archaea (empty triangle). Hill’s number 0 (a; species richness), 2 (b; species evenness) and « (c;
species dominance) are presented.

4.3.2.4 Filogenetska sestava zdruzb arhej in bakterij

Vecina sekvenc iz klonske knjiznice arhej (69 %) se najbolj ujema z razredom
Thermoprotei (deblo Crenarchaeota), ne glede na to, ali so vzorci izhajali iz obmocja z
visoko, s srednjo ali kontrolno koncentracijo CO, (preglednica 17 in slika 30). Sekvence iz
razreda Thermoprotei so prevladovale v vzorcih iz obmoc¢ja s srednjo koncentracijo CO;
(94 %) in kontrolnega obmocja (95 %). Medtem ko je bil razred Methanomicrobia (deblo
Euryarchaeota) edini, katerega sekvence so bile statistiéno znacilno pogostejSe v vzorcih
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1z obmoc¢ja z visoko koncentracijo CO; (58 %), kar kaze, da so organizmi, ki pripadajo
temu razredu, prilagojeni na visoke koncentracije CO; v tleh in na hipoksijo. Sekvence
razreda Thermoplasmata so bile statisticno znacilno Stevil¢nejSe na kontrolnem obmocju.
Klasificirali smo pet sekvenc iz debla Thaumarchaeota (Stiri na obmocju z visoko
koncentracijo CO; in eno na obmocju s srednjo koncentracijo COy), ki so bile vec kot 95 %
podobne izolatu Nitrosotalea devanaterra (Lehtovirta - Morley in sod., 2011). Na obmocju
z visoko koncentracijo CO, smo odkrili le eno sekvenco razreda Methanobacteria, medtem
ko 3 % sekvenc arhej nismo mogli uvrstiti v nobenega od poznanih debel (tj. 8 klonov iz
obmocja z visoko koncentracijo CO; in en klon iz obmocja s srednjo koncentracijo CO,).

Preglednica 17. Sekvence 16S rRNK arhej iz obmocja z visoko in srednjo koncentracijo CO, in kontrolnega
obmocja. Statisticno znacilna razlika v relativni abundanci taksonov je oznacena odebeljeno (P < 0,05).
Nadpisane ¢rke oznacujejo rezultate testov Tukeyevih kontrastov.

Table 17. Archaeal 16S rRNA sequences from high, medium or control CO, exposed soils. The relative
abundance of taxa highlighted in bold is significantly (P < 0.05) different across sites. Letters indicate results
of Tukey’s contrasts post-hoc tests.

Povprecno Stevilo sekvenc (= SD)

Deblo Razred Visok CO, Srednji CO, Kontrola Skupaj
Crenarchaeota Thermoprotei 15,7 +£3,2° 32,0+12,1* 333+4,5% 243
Euryarchaeota Methanobacteria 03+0,6% 0 0? 1
Methanomicrobia ~ 28,3+104*  0,7+0,6° 0° 87
Thermoplasmata 03+0,6% 0 1,7+0,6° 6
Thaumarchaeota 1,3+23% 0,3+0,6% 0? 5

Neklasificirani 2,7+25% 03+0,6"° 0? 9
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Slika 31. Filogenija MOTU arhej, vzorcenih na travniski mofeti v okolici StaveSincev. Filogenetsko drevo
smo naredili z uporabo distanéne metode zdruZevanja najblizjega soseda (»neighbor joining«). MOTU v
rdeci barvi so bili prisotni samo v vzorcih iz obmocja z visoko koncentracijo CO,, MOTU, oznaceni z modro
barvo, so bili prisotni samo na obmocju s srednjo koncentracijo CO,, MOTU v zeleni barvi so bili prisotni
samo na kontrolnem obmocju. MOTU v ¢rni barvi niso lokacijsko specificni. MOTU, ki jih nismo uspeli
klasificirati v deblo ali razred (z uporabo baze RDP — The Ribosomal Database Project), so prikazani s
prekinjeno vertikalno ¢érto na desni strani drevesa. Stevilke ob razvejitvah predstavljajo vrednosti metode
vezanja (»bootstrap values«) s 1000 permutacijami.

Figure 31. Neighbor-joining phylogeny of archaecal MOTUs recorded at StaveSinci mofette. MOTUs
highlighted in red colour were only recorded in the high CO, exposed soil, MOTUs highlighted in blue
colour were only recorded in medium CO, exposed soil and MOTUs highlighted in green colour were only
recorded in control soils. MOTUs in black colour are not location (CO, exposition) specific. RDP — The
Ribosomal Database Project unclassified MOTUs are marked with a brake in the line on the right side of the
figure. Bootstrap values (1000 replicates) are shown above the branches and before the node to which they
correspond.

Sekvence klonske knjiznice bakterij so bile v primerjavi s sekvencami klonske knjiznice
arhej klasificirane v vecje Stevilo razlicnih debel (preglednica 18 in slika 31). Sekvence so
bile porazdeljene med debli Proteobacteria (28 %), Acidobacteria (23 %), Actinobacteria
(13 %), Chloroflexi (9 %), Verrucomicrobia (6%), Firmicutes (3 %), Bacteroidetes (2 %),
Planctomycetes (2 %), Gemmatimonadetes (1 %), Caldiserica (1 %) ter Armatimonadetes,
Nitrospira in WS3 (po en klon iz vsakega). 11 % sekvenc je ostalo neuvrscenih, in sicer 20
klonov z obmocja z visoko koncentracijo CO,, 14 klonov z obmocja s srednjo
koncentracijo CO, ter 20 klonov s kontrolnega obmocja. Sekvence v deblih Chloroflexi in
Firmicutes so bile statisticno znacilno Stevil¢nejSe na obmocju visoke koncentracije CO,, v
primerjavi s kontrolnim obmocjem, medtem ko so bile sekvence v razredu
Deltaproteobacteria najStevil¢nejSe na kontrolnem obmocju.
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Preglednica 18. Sekvence 16S rRNK bakterij z obmocij z visoko in srednjo koncentracijo CO, in kontrolnega
obmocja. Statisti¢no znacilna razlika v relativni abundanci taksonov je prikazana z odebeljenim besedilom (P
< 0,05). Nadpisane ¢rke oznacujejo rezultate testa mnogoterih primerjav (Tukey).

Table 18. Bacterial 16S rRNA sequences from high, medium or control CO, exposed soils. The relative
abundance of taxa highlighted in bold is significantly (P < 0.05) different across sites. Letters indicate results
of Tukey’s contrasts post-hoc tests.

Povprecno Stevilo sekvenc (= SD)

Deblo Visok CO, Srednji CO, Kontrola Skupaj
Acidobacteria 13,0+ 1,0° 143+5,1° 10,7 +3,8° 114
Actinobacteria 4,7+3,1°% 9,7+3,.8* 80+£56% 67
Armatimonadetes 03+0,6% 0? 0? 1
Bacteroidetes 0,7+0,6% 0? 3,0+£2,0° 11
Caldiserica 1,0£1,7% 0? 0? 3
Chloroflexi 93+1,5° 4,7 +4,6™ 1,7+2,1° 47
Firmicutes 3,7+2,1° 1,3£0,6% 0,3+0,6° 16
Gemmatimonadetes 0? 1,0+1,7? 0,7+1.2% 5
Nitrospira 0? 0? 03+0,6% 1
Planctomycetes 0,7£0,6% 03+0,6" 2,7+3,1° 11
Proteobacteria 143+42%  11,7+0,6" 20,7+2,5° 140
Alphaproteobacteria 50+£2,6% 4,7+1,5% 80+4,6% 53
Betaproteobacteria 4,0+3,0% 2,7+1,2% 3,0+3,6% 29
Gammaproteobacteria 2,7+3,1° 1,7+1.2% 1,0+£1,7% 16
Deltaproteobacteria 2,7+2,6% 27+1,5% 8,0+£2,0° 40
Verrucomicrobia 0? 70+6,1% 2,3+1,5% 28
WS3 0° 0° 03+0,6% 1

Neklasificirani 6,7+3,5" 47+£32° 6,7+15* 54
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HF952320 MOTU157
HF952326 MOTU162
HF952327 MOTU163
HF952321 MOTU158

802
HF952322 MOTUI159
HF952325 MOTUI161
525 HF952324 MOTU160

HF952313 MOTU150
[ HF952315 MOTU152

l— AM412132.1 Aquabacterium sp.
HF952311 MOTU149
pooe—— HF952314 MOTUI151

HF952316 MOTU153

HF952318 MOTUI155
100 DQ386859.1 Sideroxydans lithotrophicus
HF952317 MOTU154
HF952308 MOTU146
AB548216.1 Steroidobacter sp.
HF952307 MOTU145
MOTU148

oop HF952310
X97356.1 Legionella sp.
o0 HQ603786.1 Acidithiobacillus ferrooxidans
HF952309 MOTU147

HF952328 MOTU164

100 EF100698.1 Thermomonas dokdonensis
HF952329 MOTU165

AJ969432.1 Dokdonella fugitiva
HF952330 MOTU166

100 FJ821731.1 Rhodanobacter sp.
HF952332 MOTU168

HQ909259.1 Metallibacterium scheffleri
HF952331 MOTU167

HF952306 MOTUI144

HF952305 MOTU143

HF952302 MOTU140

HF952289 MOTU129

636 100 HF952288 MOTU128
4@ AB681145.1 Melittangium lichenicola

HF952287 MOTU127

HF952235 MOTU33

Alphaproteobacteria

Betaproteobacteria

Gammaproteobacteria

Actinobacteria

Proteobacteria

se nadaljuje
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nadaljevanje

100 EF014495.1 Geobacter sp.
HF952300 MOTU139
HF952303 MOTU141

L T L— HF952287 MOTUI127

o NR042432.1 Desulfomonile tiedjei

AF148141.1 Delta proteobacterium
JQ346737.1 Syntrophus gentianae
HF952299 MOTU138

100 HF952297 MOTU136
HF952298 MOTU137
88— HF952291 MOTU130
994 ——— HF952293 MOTU132

HF952292 MOTU131
HF952295 MOTU134
HF952294 MOTU133

Deltaproteobacteria

57 HF952296 MOTU135
100 HF952280 MOTU120
100 NR042341.1 Byssovorax cruenta
HF952277 MOTU118
793 HF952278 MOTU119

o7

HF952286 MOTU126

NR024781.1 Haliangium tepidum
HF952284 MOTUI124
HF952285 MOTUI125

HF952283 MOTUI123

HF952282 MOTUI122

HF952281 MOTU121

0.05

Slika 32. Filogenija MOTU bakterij, vzor¢enih na travniSkih mofetah v okolici StaveSincev. Filogenetsko
drevo smo naredili z uporabo distancne metode zdruzevanja najblizjega soseda (»neighbor joining«). MOTU
v rdeci barvi so bili prisotni samo v vzorcih iz obmocja z visoko koncentracijo CO,, MOTU oznaceni z
modro barvo, so bili prisotni samo na obmocju s srednjo koncentracijo CO,, MOTU v zeleni barvi so bili
prisotni samo na kontrolnem obmoc¢ju. MOTU v ¢rni barvi niso lokacijsko specifi¢ni. MOTU, ki jih nismo
mogli klasificirati v deblo ali razred (z uporabo baze RDP — The Ribosomal Database Project), so prikazani s
prekinjeno vertikalno ¢érto na desni strani drevesa. Stevilke ob razvejitvah predstavljajo vrednosti metode
vezanja (»bootstrap«) s 1000 permutacijami.

Figure 32. Neighbor-joining phylogeny of bacterial MOTUs recorded at StaveSinci mofettes. MOTUs
highlighted in red colour were only recorded in the high CO, exposed soils, MOTUs highlighted in blue
colour were only recorded for medium CO, exposed soils and MOTUs highlighted in green colour were only
recorded in control soils. MOTUs in black colour are not location (CO, exposition) specific. RDP — The
Ribosomal Database Project unclassified MOTUs are marked with a brake in the line on the right side of the
figure. Bootstrap values (1000 replicates) are shown above the branches and before the node to which they

correspond.
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4.4 RAZISKAVE BIODIVERZITETE KVASOVK NA OBMOCJU MOFET

Na obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev smo z obmocij visoke koncentracije
CO; in s kontrolnih obmoc¢ij izolirali in identificirali 8 izolatov kvasovk. Testirali smo
sposobnost rasti teh kvasovk v atmosferi s povecano koncentracijo CO, ter doloc¢ili njihovo
sposobnost fermentacije D-glukoze. Dodatno smo pri kvasovki z najslabso identifikacijo z
iskalnim algoritmom BLAST, tj. pri kvasovki, identificirani kot Occultifur species sp.
nov., izvedli dodatne biokemijske teste ter jo primerjali z njenimi najblizjimi
filogenetskimi sorodniki z namenom, da bi potrdili, ali gre res za novo, do sedaj Se
neopisano vrsto. Podrobnejsi rezultati analiz sledijo v nadaljevanju.

4.4.1 Biodiverziteta kvasovk

Na obmocju travniSskih mofet v blizini StaveSincev smo z obmocij z visoko koncentracijo
CO; in s kontrolnih obmoc¢ij, z uporabo ve€ razli¢nih tehnik izolacije in vec razli¢nih gojis¢
(opis v poglavju 3.5.2), uspesno izolirali in identificirali 8 izolatov kvasovk (preglednica
19). Rezultati so pokazali, da smo z obmocij z visoko koncentracijo CO, izolirali tri
razli¢ne izolate kvasovk, in sicer: potencialno novo vrsto kvasovke Occultifur species sp.
nov. (najbolj podobna kvasovki Occultifur externus) ter vrsti Rhodotorula glutinis in
Wickerhamomyces anomalus. 1z kontrolnega obmocja smo izolirali Sest razlicnih vrst
kvasovk, in sicer: Candida sake, Candida vartiovaarae, Debaryomyces
pseudopolymorphus, Rhodotorula glutinis, Ustilago davisii in Williopsis saturnus. Na vseh
izolatih smo preverili sposobnost rasti v anaerobnih loncih s koncentracijo 74 + 16 % CO,
v atmosferi anaerobnega lonca. Vse izolirane kvasovke smo shranili v zbirki
ekstremofilnih gliv — EXF Katedre za molekularno genetiko in biologijo mikroorganizmov
Oddelka za biologijo Biotehniske fakultete Univerze v Ljubljani.

Pri kvasovki Occultifur species sp. nov. smo ugotovili najslabso identifikacijo z
algoritmom BLAST (podobnost sekvenc med kvasovko Occultifur species sp. nov. in njej
najblizjim filogenetskim sorodnikom (baza NCBI) je bila 98 %; preglednica 19), medtem
ko smo ostale izolate z algoritmom BLAST identificirali z vsaj 99 % podobnosti s
sekvencami najblizjega filogenetskega sorodnika. Na izolatu Occultifur species sp. nov.
smo zato izvedli dodatne biokemijske teste za primerjavo z drugimi vrstami kvasovk.
Izvedli smo asimilacijske teste virov ogljika in duSika, test sinteze Skroba, aktivnosti
ureaze, sposobnosti fermentacije D-glukoze ter test rasti v atmosferi s povecano
koncentracijo CO,.
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4.4.2 Fermentacija

Test sposobnosti kvasovk, da fermentirajo glukozo, smo naredili na treh izbranih izolatih
kvasovk; Occultifur species sp. nov., Candida vartiovaarae in Rhodotorula glutinis,
izoliranih iz tal travnisSke mofete. Rezultatom fermentacijskih testov izbranih kvasovk smo
dodali Se po literaturi povzeto sposobnost fermentacije D-glukoze (Kurtzman, 2011).
Rezultate fermentacijskih testov (preglednica 19) smo nato primerjali z rezultati
sposobnosti rasti v atmosferi s pove¢ano koncentracijo CO, (preglednica 19). Ugotovili
smo, da so kvasovke, ki so sposobne fermentirati D-glukozo, sposobne tudi rasti v
atmosferi s povecano koncentracijo CO, (preglednica 19). Z obmoc¢ij z visoko
koncentracijo CO; je to kvasovka Wickerhamomyces anomalus, s kontrolnih obmocij so to
kvasovke Candida sake, Candida vartiovaarae, Debaryomyces pseudopolymorphus in
Williopsis saturnus.
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Preglednica 19. Pregled izolatov kvasovk iz tal travniskih mofet v okolici StaveSincev ter pregled
uporabljenih izolacijskih metod, rezultatov fermentacijskih testov, sposobnosti rasti v atmosferi s pove¢ano
koncentracijo CO, ter terminov vzoréenja tal za izolacijo kvasovk.

Table 19. Overview of yeast isolates from soil of meadow mofette near StavesSinci with overview of isolation
techniques used, results of fermentation tests, results of ability to grow in the atmosphere with increased
concentration of CO, and dates of sampling the soil for yeast isolation.

Obmocje Identifikacija Stevilo Izolacijska Fermentacija Rastv Termin
vzor¢enja BLAST izolatov metoda’ glukoze2 atmosferi s vzoréenja3
(% prekritosti / 74+16 %
% podobnosti) co,
Occultifur species sp. 4 redcitev - - junij 2010
nov. (100/98)
visok CO2  Rhodotorula glutinis 5 red¢itev * - junij 2010
(100/100)
Wickerhamomyces 8 bogatitev +* + november 2009
anomalus (100/100)
Candida sake 15 redcitev + + november 2009
(100/99) flotacija junij 2010
bogatitev
Candida vartiovaarae 2 flotacija +* + junij 2010
(100/100)
Debaryomyces 1 redcitev + + junij 2010
kontrola  pseudopolymorphus
(99/99)
Rhodotorula glutinis 4 redcitev - - junij 2010
(100/100)
Ustilago davisii 2 redcitev - - junij 2010
(100/99)
Williopsis saturnus 14 bogatitev + + november 2009
(100/99)

* fermentacija glukoze je povzeta po literaturi (Kurtzman, 2011).
'zolacijske metode so podrobno predstavljene v poglavju 3.5.2.

? Fermentacijski testi so opisani v poglavju 3.5.4.

* Opis vzor&enja je opisan v poglavju 3.5.1.

- Ne fermentira glukoze. Ne raste v atmosferi z visoko koncentracijo CO,.
+ Fermentira glukozo. Raste v atmosferi z visoko koncentracijo CO,.
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4.4.3 Kvasovka Occultifur species sp. nov.

Kvasovka Occultifur species sp. nov. je imela najslabso identifikacijo z iskalnim
algoritmom BLAST. Da bi lahko potrdili, da gre res za novo, do sedaj Se neopisano vrsto,
smo primerjali rezultate biokemijskih testov med kvasovko Occultifur species sp. nov. in
njenimi najblizjimi filogenetskimi sorodniki (Occultifur externus).

4.43.1 Fermentacija, aktivnost ureaze in sinteza Skroba

Da bi lahko preverili, ali je kvasovka Occultifur species sp. nov. res do sedaj Se neopisana
vrsta, smo izvedli dodatne biokemijske teste na vseh Stirih izolatih (uspe$no smo izolirali 4
izolate kvasovke Occultifur species sp. nov). Rezultati fermentacijskih testov, ureaznih
testov in sinteze Skroba kvasovke Occultifur species sp. nov. so pokazali, da kvasovka ni
sposobna fermentirati glukoze (odsotnost CO, v Durhamovih cevkah, indikatorska barva je
ostala zelena) in ne sintentizira Skroba (jodavica je ostala vijoli¢na). Test ureaze je bil
pozitiven (sprememba barve iz roza v rumeno) za vse Stiri izolate Occultifur species sp.
nov.

4.43.2 Asimilacijski testi

Na gojis€a z razli¢nimi viri ogljika in duSika smo nacepili dva od Stirih izolatov kvasovke
Occultifur species sp. nov. Sposobnost rasti na razlicnih virih ogljika in duSika
(asimilacijski testi) dveh od Stirth izolatov Occultifur species sp. nov. (Zbirka
ekstremofilnih gliv — EXF: izolat s kataloSko Stevilko EXF 6436 in izolat s katalosko
Stevilko EXF 6437) smo nato primerjali z v literaturi zabelezenimi asimilacijskimi testi za
sposobnost rasti na razli¢nih virih ogljika in duSika (CBS 8732T in IGC 4817; Sampaio in
sod., 1999). Pregled rezultatov asimilacijskih testov je prikazan v preglednici 20.
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Preglednica 20. Asimilacijski in fermetacijski testi ter test sinteze $kroba dveh izolatov kvasovke Occultifur
species sp. nov. in dveh izolatov kvasovke Occultifur externus.

Table 20. Assimilation and fermentation test and starch formation test of two yeast isolates Occultifur species
sp. nov and two yeast isolates Occultifur externus.

Occultifur species sp. nov. Occultifur externus

EXF 6436' EXF 6437 CBS 8732T°  IGC 4817’
D-glukoza + + + +
D-galaktoza + + pocasna +
L-sorboza - - pocasna +
D-glukozamin - - - -
D-riboza - - - -
L-arabinoza + + pocasna +
L-ramneza - - - -
D (+) trehaloza + +
D (+) celobioza + +
D (+) melibioza - - } B
rafinoza Sibka Sibka -
Skrob - - - -
glicerol + + + +
adonitol (ribitol) + + + +
D-manitol + + + +
Myo-inozitol - - - -
sukcinat + + + +
citrat + pocasna
dulcitol (galactitol) - - - -
fruktoza + + ni podatka ni podatka
D-sorbitol Sibka Sibka ni podatka ni podatka
glukuronat + + + +
nitrat (Kne3) - - - -
nitrit (Nane2) - - - -
L-lizin + + + +
5 % NaCl - - ni podatka ni podatka
10 % NaCl - - pocasna/Sibka/-  ni podatka
5°C - - ni podatka ni podatka
15°C + + 25°C+ ni podatka
30 °C + + - +
37°C - - - 35°C -

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 20: Asimilacijski in fermetacijski testi ter test sinteze Skroba dveh izolatov
kvasovke Occultifur species sp. nov. in dveh izolatov kvasovke Occultifur externus

fermentacija

ne ne ne ne
glukoze
sinteza Skroba ne ne ne ne
aktivnost ureaze da da ni podatka da

+ Rast kvasovk na posameznem viru ogljika ali dusika.

- Odsotnost rasti.

Sibka rast pomeni, da komaj zaznamo rast kvasovk.

Pocasna rast pomeni, da so se znaki rasti zaceli kazati po nekaj dneh.

' Katalogka §tevilka izolata v zbirki EXF: Ekstremofilnih gliv, Oddelka za Biologijo, Biotehniske fakultete.
2 Katalogka $tevilka izolata v zbirki CBS: Centraalbureau voor Schimmelcultures, Nizozemska.

? Kataloska $tevilka izolata v zbirki IGC: Yeast Culture Collection, Portugalska

API 20C AUX asimilacijski test

Dodatno smo izvedli asimilacijski test tudi s komercialnim testom API 20C AUX, s
katerim smo testirali rast vseh Stirih sevov kvasovke Occultifur species sp. nov. na
razli¢nih virih ogljika (preglednica 21). Po 72-urni inkubaciji na 25 °C smo zabelezili
naslednje podatke o rasti vseh Stirih izolatov Occultifur species sp. nov.
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Preglednica 21. Asimilacijski testi §tirih izolatov kvasovke Occultifur species sp. nov.

Table 21. Assimilation test of four yeast isolates Occultifur species sp. nov.

Occultifur species sp. nov.

EXF 4636' EXF 4637' EXF4673' EXF4682!

glukoza (GLU) + + + +
glicerol (GLY) + + + +
2-keto-D-glukonat (2KG) + + + +
L-arabinoza (ARA) + $ + +
D-xylose (XYL) + + + +

adonitol/ribitol (ADO) - - - -
xylitol (XLT) - - - -
galaktoza (GAL) - - - -
inozitol (INO) - - - -
sorbitol (SOR) - § - -
alfa-metil-D-glucoside (MDG) - - - -

N-acetil-D-glukozamin (NAG)  § + + +
celobioza (CEL) - - - -
laktoza (LAC) - § - -
maltoza (MAL) § + + +
saharoza (SAC) - $ + $
trehaloza (TRE) § § + §
melozitoza (MLZ) § § § S
rafinoza (RAF) - - - -

+ Rast na izbranem viru ogljika

- Ni rasti.

»§« — Sibka rast.

' Katalogka §tevilka izolata v zbirki EXF: Ekstremofilnih gliv, Oddelka za Biologijo, Biotehniske fakultete.
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4.43.3 Parjenje

Vse Stiri izolirane seve kvasovke Occultifur species sp. nov. smo parili med seboj na

..........

.....

Dextrose Agar«) (Kurtzman, 2011), pri temperaturi 25 °C, 2 do 3 mesece. Zaradi
odsotnosti hif sklepamo, da ni priSlo do parjenja med izolati kvasovke Occultifur species
sp. nov. To pomeni, da ni priS§lo do sreCanja celice nasprotnega paritvenega tipa, kar je
potrebno za uspesno parjenje.

4.4.3.4 Velikost celic

Velikost celic Occultifur species sp. nov. smo izmerili s programsko opremo Cell'B
(Olympus) v vodnem mediju. Rezultati meritev so pokazali, da je povprecna dolzina
posamezne celice 4,78 + 0,67 um in povprecna Sirina posamezne celice 2,53 = 0,40 um. V
preglednici 22 so podane podrobnejSe meritve.

Preglednica 22. Dolzina in Sirina posameznih celic kvasovke Occultifur species sp. nov.

Table 22. Length and width of single cells of Occultifur species sp. nov.

Stevilo izmerjenih

Ponovitev DolZina (um) Sirina (um) celic
1 4,540274 + 0,927243 2,767056 £ 0,219795 10
2 5,17577 £ 0,385809 2,707268 £0,144321 50
3 4,741917 + 0,439685 2,552622 +0,238046 50
4 4,549508 + 0,468367 2,28886 £ 0,226933 50
5 4,431055 +0,67942 2,177308 £ 0,3182 50
6 4,588324 £ 0,959082 2,403045 £+ 0,496835 23
7 5,463456 + 0,439884 3,172095 £ 0,312268 15
8 5,284125 £ 0,528591 3,070225 £ 0,2239 17
skupaj 4,77989 £+ 0,666419 2,530707 £ 0,401973 268
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4.4.3.5 Occultifur species sp. nov. in najblizji sorodniki

Sekvence Stirih sevov Occultifur species sp. nov., EXF 6437, EXF 6436, EXF 6473 in
EXF 6482, izolirane z obmocij z visoko koncentracijo CO,, smo z uporabo iskalnega
algoritma BLAST primerjali z najblizjimi filogenetskimi sorodniki iz baze NCBI (National
Center for Biotechnology Information; slika 32). Rezultati analize so pokazali, da so Stirje
sevi Occultifur species sp. nov. najve¢ 98 % podobni najblizjim sorodnikom, kar skupaj z
asimilacijskimi testi kaze, da gre najverjetneje za novo, Se neopisano vrsto kvasovke.

AY464846.1 Uncultured fungus clone

EXF_6437

100

100
100] — EXF_6436

97

EXF_6473

66.5

EXF_6482

AF189909.1 Occultifur externus strain

AF189910.1 Occultifur externus strain

AF131062.1 Occultifur externus Sampaio in. sod. 1999
86
AY745723.1 Occultifur externus isolate

0.0040

Slika 33. Filogenija kvasovke Occultifur species sp. nov., vzorCene iz tal travniSske mofete v okolici
Stavesincev, ter najblizjih filogenetskih sorodnikov kvasovke Occultifur species sp. nov. Filogenetsko drevo
smo naredili z uporabo distanéne metode zdruZevanja najblizjega soseda (»neighbor joining«). Stevilke ob
razvejitvah predstavljajo vrednosti metode vezanja (»bootstrap values«) s 1000 permutacijami.

Figure 33. Neighbor-joining phylogeny of Occultifur species sp. nov. isolated from soil of meadow mofette
near StaveSinci and their closest phylogenetic relatives. Bootstrap values (1000 replicates) are shown above
the branches and before the node to which they correspond.
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4.4.4 Testiranje rasti anaerobnih in fakultativho anaerobnih kvasovk v atmosferi
CO,

Fakultativna anaerobnost je poznana pri velikem Stevilu kvasovk, od katerih lahko vecina
raste tudi v atmosferi CO, (Rodrigues in sod., 2006). Da bi ugotovili, ali obstaja povezava
med sposobnostjo prezivetja v atmosferi CO, in v literaturi zabeleZzeno fermentacijo, smo
iz zbirke ekstremofilnih gliv EXF, Oddelka za biologijo, BiotehniSke fakultete, izbrali 24
fakultativno anaerobnih kvasovk ter jih inkubirali pri atmosferi z 20 % O, in atmosferi s
povecano koncentracijo CO; (74 = 16 % CO, ). Rezultati testa (preglednica 23) so
pokazali, da vecina kvasovk (7 izolatov), ki rastejo v atmosferi CO,, tudi uspesno
fermentira sladkorje v alkohol in ogljikov dioksid, kar pa ni veljalo za tri izolate.

Preglednica 23. Test rasti izbranih izolatov kvasovk iz zbirke ekstremofilnih kvasovk — EXF v atmosferi CO,
(74 £ 16 %) in atmosferi O, (20 %) ter po literaturi povzeta fermentacija D-glukoze (Kurtzman, 2011).

Table 23. Growth test of selected yeast strains from the collection of extremophylic yeasts — EXF collection
in CO, atmosphere (74 + 16 %) and O, atmosphere (20 %) and their fermentation of D-glucose from
literature (Kurtzman, 2011).

Rast v atmosferi Fermentacija D-
glukoze
Ime vrste Druzina 0, CO, (povzeta po literaturi)

Candida ethanolica

Ascomycota + + i
Candida kefyr Ascomycota + + +
Candida shehatae var. insectosa Ascomycota + + +
Candida tropicalis Ascomycota + + +
Candida zeylanoides Ascomycota 4+ - -
Clavispora lusitaniae Ascomycota 4+ + +
Cryptococcus diffluens Basidiomycota 4+ -
Cryptococcus gilvescens Basidiomycota 4 -
Cryptococcus laurentii Basidiomycota F -
Debariomyces hansenii Ascomycota 4 + -
Guehomyces pullulans Basidiomycota + - -
Hanseniaspora uvarum Ascomycota 4 + +
Issatchenkia orientalis Ascomycota 4+ + +
Kazahstania unispora Ascomycota F + +
Kluyveromyces marxianus Ascomycota 4 + +
Metschnikowia pulcherrima Ascomycota + A +

se nadaljuje



119

Sibanc N. Biodiverziteta arbuskularnih ... gliv in ... rizosfernih mikroorganizmov na naravnih izvirih CO,.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

nadaljevanje
Rhodosporidium lusitaniae Basidiomycota _
Rhodotorula mucilaginosa Basidiomycota _
Saccharomyces bayanus Ascomycota +
Saccharomyces cerevisiae Ascomycota +
Saccharomyces cerevisiae Ascomycota +
Saccharomycodes ludwigii Ascomycota +
Torulaspora delbrueckii Ascomycota +
Zygosaccharomyces bailii Ascomycota +

CO, Atmosfera s povecano koncentracijo 74 = 16 % CO,,
0, Atmosfera z 20 % O,.

- Ne fermentira D-glukozo. Ne raste v atmosferi z visoko koncentracijo CO,.
+ Fermentira D-glukozo. Raste v atmosferi z visoko koncentracijo CO,.
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5 RAZPRAVA

Delo, ki je potekalo v okviru doktorske disertacije, je bilo osredotoceno predvsem na
raziskave vpliva razlicnih okoljskih dejavnikov na sestavo zdruzb arbuskularnih
mikoriznih (AM) gliv ter zdruzb arhej in bakterij v ekstremnih razmerah na obmocjih
naravnih izvirov CO, ali mofet. Zaradi izhajanja geoloskega plina so zdruzbe talnih
mikroorganizmov na teh obmocjih izpostavljene dolgotrajnim vplivom povecane
koncentracije talnega CO, ter s tem inducirane hipoksije. Dodatno smo v doktorsko
disertacijo vkljucili tudi raziskave diverzitete kvasovk, izoliranih iz tal travnisSkih mofet v
okolici StaveSincev. V nadaljevanju je diskusija razdeljena na tri sklope raziskav, lo¢eno za
AM glive, bakterije in arheje ter za kvasovke.

Vedji del raziskav je bil izveden na travniSkih mofetah v okolici StaveSincev. Dodatno
smo, za analizo vpliva abiotskih dejavnikov okolja na zdruzbe AM gliv na vecji prostorski
skali, v raziskavo vkljucili tudi gozdne mofete na StaveSinskem vrhu, ¢eSke mofete v
okolici Cheba ter italijanske mofete Bossoleto v Toskani.

5.1 ARBUSKULARNE MIKORIZNE GLIVE
5.1.1 Kolonizacija rastlinskih korenin z AM glivami

Kolonizacijo korenin z AM glivami smo ocenili na koreninah rastlin, vzoréenih z obmocja
travniSkih mofet v okolici StaveSincev v letu 2010. Ugotovili smo, da so z AM glivami
kolonizirane tudi korenine rastlin, ki rastejo na mestih, kjer smo v tleh izmerili zelo visoko
koncentracijo CO,, kar potrjujejo tudi druge raziskave (npr. Macek in sod., 2011, 2012).
Statisticno znacilne povezave med parametri kolonizacije korenin z AM glivami in
koncentracijo CO;, v tleh nismo ugotovili. Prav tako nismo ugotovili statisti¢no znacilne
povezave med parametri kolonizacije korenin in razli¢nimi meseci vzorenja. O manjsi
gostoti arbuskulov na obmocjih z visoko koncentracijo CO,, v primerjavi s kontrolnimi
obmocji, porocajo Macek in sod. (2011), kjer je bila povpre¢na gostota arbuskulov v delu
korteksa z mikorizno kolonizacijo, 37 % na obmocjih z visoko koncentracijo CO; in 76 %
na kontrolnih obmocjih (Macek in sod., 2011). Vrednosti so primerljive z naSo raziskavo,
kjer se je povprecna gostota arbuskulov gibala med 26 % in 35 % na obmocjih z visoko
koncentracijo CO; in med 38 % in 48 % na kontrolnih obmocjih (preglednica 15).

Na obmocju travniskih mofet smo naredili botani¢ni popis vrst (preglednica 9), kjer smo
zabelezili 27 razli¢nih rastlinskih vrst na obmo¢jih z visoko koncentracijo CO, in 34
razli¢nih rastlinskih vrst na kontrolnih obmoc¢jih. Po pregledu literaturnih podatkov o
filogenetski porazdelitvi in evoluciji mikoriznih in nemikoriznih rastlin (Wang in Qiu,
2006) in glede na botani¢ni popis lahko zaklju¢imo, da sta na obmoc¢jih z visoko
koncentracijo CO; prisotni samo dve vrsti gostiteljskih rastlin, ki veljata za nemikorizni, to
sta pohojena dresen (Polygonum arenastrum Boreau.) in gozdni sitec Scirpus sylvaticus L.
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ter na kontrolnih obmocjih klobcasta smiljka Cerastium glomeratum Thuill. in gozdni sitec
Scirpus sylvaticus L. Rastlina P. arenastrum se pojavi samo na obmocjih z visoko
koncentracijo CO,, medtem ko smo C. glomeratum nasli samo na kontrolnih obmo¢jih. V
dolocenih izvrtkih tal se lahko pojavijo korenine tako rastlinskih vrst, ki ne tvorijo
simbioze z AM glivami, kot tistih, ki jo. Znano je, da mikorizne rastline vplivajo na
nemikorizne in obratno (Lambers in Teste, 2013). Nemikorizne rastline lahko zac¢nejo
sproscati alelopatske snovi v tla in tako vplivajo na rast in razvoj AM gliv v tleh, oziroma
lahko olajSujejo mikoriziranim rastlinam pridobivanje fosforja in mangana iz tal (povzeto
po Lambers in Teste, 2013). Mikorizirane rastline pa lahko uporabijo AM glive v
kompeticiji za prostorsko prevlado nad nemikoriziranimi rastlinami (Veiga in sod., 2013;
povzeto po Lambers in Teste, 2013).

Znano je, da se nadzemna diverziteta rastlinske zdruzbe razlikuje od podzemne diverzitete
rastlin (Mommer in sod., 2008, 2011). Sestavo podzemne zdruzbe rastlin bi lahko dolo¢ili
na podlagi analize DNK korenin z uporabo ¢rtne kode trnLL (npr. Dumbrell in sod., 2010a;
Mommer in sod., 2011). Na ta nacin bi lahko povezali zdruzbo gostiteljskih rastlin s
kolonizacijo AM gliv v koreninah te rastlinske zdruzbe. Ker je bil glavni povod za oceno
kolonizacije korenin z AM glivami samo preliminarna potrditev, da lahko dokaZzemo
prisotnost AM gliv na obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev tudi z metodami, ki
temeljijo na morfologiji, smo uporabili majhno Stevilo analiziranih korenin (glej poglavje
3.3.2) iz talnih izvrtkov. Tako smo lahko potrdili prisotnost kolonizacije z AM glivami v
koreninah rastlin z obmocij z visoko koncentracijo CO; in s kontrolnih obmocij. Dodatno
smo tudi potrdili prisotnost arbuskulov v koreninah rastlin tudi na obmocjih z visoko
koncentracijo CO,. Na podlagi teh rezultatov smo se nato odlo¢ili narediti analizo sestave
zdruzbe AM gliv v koreninah rastlin, ki nam je omogocila molekulsko identifikacijo AM
gliv, kar je nemogoCe na podlagi same morfologije AM gliv v koreninah rastlin
(Merryweather in Fitter, 1998).

O razliki med parametri kolonizacije z AM glivami med obmo¢ji z razlicno koncentracijo
CO; ne moremo porocati, verjetno tudi zaradi premajhnega Stevila analiziranih fragmentov
korenin pri na$i raziskavi. Kolonizacija korenin z AM glivami lahko zelo variira, tako
prostorsko (Klironomos in sod., 1993; He in sod., 2002) kot ¢asovno (Klironomos in sod.,
1993; Husband in sod., 2002), zato pri oceni razlicnih parametrov kolonizacije korenin z
AM glivami lahko prihaja do velikih odstopanj, odvisno tudi od ¢asa in nacina vzorcenja.
V nasi raziskavi smo vzorcili korenine iz talnih izvrtkov, kar pomeni, da smo zajeli samo
dolocene dele korenin okoliskih rastlin. Rastline iste vrste, ki rastejo skupaj, lahko imajo
razli¢no sestavo zdruzb AM gliv (Vandenkoornhuyse in sod., 2003) in prav tako lahko
razlicne AM glive kolonizirajo razlicno velik odstotek korenine ene rastline (Helgason in
sod., 2002). To je lahko dodaten razlog, da med obmocji z visoko koncentracijo CO; in
kontrolnimi obmocji nismo opazili znacilnih razlik pri ocenah razliénih parametrov
kolonizacije korenin z AM glivami. V nasprotju z naso §tudijo so Macek in sod. (2011) na
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obmocju travniS8kih mofet v okolici StaveSincev preucevali kolonizacijo z AM glivami v
koreninah posameznih rastlinskih vrst. Rezultati njihove Studije so pokazali statisti¢no
znacilno manjSo kolonizacijo korenin z AM glivami na obmo¢jih z visoko koncentracijo
CO; v primerjavi s kontrolnimi obmoc¢ji. Vsekakor pa gre poudariti, da vse objavljene
Studije poroc¢ajo o prisotnosti AM gliv v koreninah posameznih rastlinskih vrst (Macek in
sod., 2011; Kosi, 2012) in koreninah meSanih rastlinskih vrst (Macek in sod., 2012),
vzor¢enih na obmocjih z mo¢no povecano koncentracijo CO, v tleh. Omenjene raziskave
tudi porocajo o prisotnih arbuskulih v koreninah rastlin vzor¢enih na obmoc¢jih z moc¢no
povecano koncentracijo CO,. Arbuskuli so indikator fizioloSko aktivne simbioze (Smith in
Read, 2008), iz Cesar lahko sklepamo, da tudi na najbolj ekstremnih lokacijah Se vedno
prihaja do izmenjave hranil med rastlinskim partnerjem in AM glivami.

5.1.2 Vpliv abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb AM gliv

Doktorska disertacija predstavlja prvo Studijo, v kateri smo variabilnost v sestavi zdruzb
AM gliv na obmo¢ju naravnih izvirov CO,, imenovanih tudi mofete, dolocili na podlagi
pirosekvenciranja (454 GS-FLX, Roche). Na obmocju mofet smo raziskovali vpliv
abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb AM gliv tako na manjsi prostorski skali, na
obmocju travniSkih mofet v okolici StaveSincev, kot tudi na vecji prostorski skali, kjer smo
poleg omenjene mofete vkljucili Se gozdne mofete na StaveSinskem vrhu, italijanske
mofete Bossoleto in ¢eSke mofete v okolici Cheba. Gre za prvo raziskavo, kjer smo na
obmocju travniskih mofet vzorc¢ili AM glive veckrat tekom rastne sezone (od aprila do
oktobra) v dveh zaporednih letih (2010 in 2011). Studij, ki poro¢ajo o spremembah v
sestavi zdruzb AM gliv tekom rastne dobe, ni veliko (Rosendahl in Stukenbrock, 2004;
Santos - Gonzélez in sod., 2007; Dumbrell in sod., 2011; Davison in sod., 2012), Se man;j
pa je Studij, ki so primerjale sestavo zdruzb AM gliv tako tekom rastne dobe kot tudi med
dvema rastnima dobama, tj. med leti (Dumbrell in sod., 2011).

Na obmo¢ju travniskih mofet smo opisali razlike v sestavi zdruzb AM gliv na podlagi
pirosekvenciranja (454 GS-FLX, Roche). Na podlagi 97 % podobnosti sekvenc smo
identificirali 32 MOTU (molekulskih operativnih taksonomskih enot) s skupno 25.685
sekvencami AM gliv. O podobnem Stevilu identificiranth MOTU na podlagi
pirosekvenciranja (454 GS-FLX, Roche) porocajo tudi v drugih Studijah, kjer so v razli¢nih
tipith traviS¢ identificirali 70 MOTU AM gliv na podlagi male podenote ribosoma (SSU)
rRNK (Dumbrell in sod., 2011) in 32 MOTU AM gliv na podlagi velike podenote
ribosoma (LSU) rRNK (Lekberg in sod., 2012). Krivulje redéenja MOTU so se v vecini
primerov na obmocju travniskih mofet priblizale asimptoti, zaradi ¢esar lahko povzamemao,
da bolj intenzivno vzor€enje ne bi identificiralo bistveno vecjega Stevila dodatnih MOTU
oziroma, da se pestrost MOTU ne bi povecala z dodatnim vzorcenjem. Krivulje red¢enja
vrst nam omogocajo standardizacijo razlicnih setov podatkov o pestrosti razlicnih vrst
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organizmov, kar nam tako omogoca primerjavo teh podatkov med seboj (Gotelli in
Colwell, 2001). Standardizacija podatkov o sestavi zdruzb organizmov je klju¢nega
pomena pri kvantifikaciji in primerjavi pestrosti vrst v ekoloskih Studijah (Gotelli in
Colwell, 2001). Ceprav je $e vedno veliko ekoloskih $tudij, kjer niso upostevali vpliva
abundance in intenzitete vzorcenja na pestrost vrst (npr. Orgiazzi in sod., 2013), je vecina
Studij preucevano obmocje dobro povzorcila (npr. Lekberg in sod., 2012). Nasi rezultati so
pokazali, da smo obmoc¢je travniSkih mofet dobro povzorcili, kar nam tako omogoca
primerjavo med sestavo zdruzb AM gliv z obmocij z visoko koncentracijo CO; in s
kontrolnth obmoc¢ij. Vizualna analiza krivulj redéenja MOTU (slika 15) in krivulj
kopi¢enja MOTU (slika 16 in slika 17) je pokazala, da smo v vzorcih korenin iz leta 2010
nasli manjSe Stevilo sekvenc AM gliv (10.916), v primerjavi z vzorci iz leta 2011 (14.769).
Eden od potencialnih vzrokov za manjse Stevilo sekvenc AM gliv v letu 2010 bi lahko bil
tudi ta, da smo v drugem letu vzorcenja (2011) oc¢iS¢ene korenine rastlin hitro zamrznili v
tekocem dusiku in jih do izolacije DNK shranili v zamrzovalniku (za dodatne analize RNK
iz istih vzorcev, kar pa ni obravnavano v sklopu te doktorske disertacije). Prav tako smo v
letu 2011 uporabili drug kit za izolacijo DNK iz korenin rastlin. Razli¢na priprava vzorcev
in uporaba razli¢nih izolacijskih kitov bi lahko vplivala na koli¢ino celokupne izolirane
DNK. Ta v primeru izolacije DNK iz rastlinskih korenin vsebuje meSanico tako rastlinske
DNK, DNK AM ¢gliv kot tudi DNK drugih mikroorganizmov, kot npr. DNK bakterijskih
endofitov (Manter in sod., 2010) in temnih septiranih glivnih endofitov (DSE) (Knapp in
sod., 2012). Ni pa razloga, da bi sklepali, da razlicna koli¢ina celokupne izolirane DNK
vpliva na boljSo ali slabSo ekstrakcijo in kasnejSo amplifikacijo DNK specificnih MOTU
AM gliv iz koreninskega materiala. Da bi to potrdili, smo normalizirali Stevilo sekvenc na
zgolj 200 sekvenc na vzorec in na ta nacin primerjali Stevilo sekvenc AM gliv v vzorcih,
vzor¢enih v letu 2010 in v letu 2011. V tem primeru razlik v Stevilu sekvenc med leti 2010
in 2011 nismo ve¢ opazili (rezultati niso prikazani). Iz tega lahko povzamemo, da razlika v
Stevilu sekvenc AM gliv med letoma 2010 in 2011 ni posledica uporabe razli¢nih tehnik
priprave vzorcev in uporabe razli¢nih izolacijskih kitov, kar skupaj z dejstvom, da se je
vecina krivulj red¢enja MOTU priblizala asimptoti kaze na to, da je bilo vzorcenje zdruzb
AM gliv iz obmo¢ja travniskih mofet v okolici StaveSincev dovolj intenzivno in tako
pridobljeni podatki zadoS¢ajo za nadaljnje analize in primerjave sestave zdruzb AM gliv iz
obmoc¢ja travniSkih mofet v okolici StaveSincev izpostavljeni razlini koncentraciji
geoloskega plina.

Deterministi¢ni procesi (teorija okoljskih niS), ki vplivajo na strukturiranje zdruzb
AM gliv na obmocju travniskih mofet

Rezultati naSe raziskave kazejo, da na obmoc¢ju travniSkih mofet v okolici StaveSincev
obstajata dva tipa zdruzb AM gliv, ki sta specificna in prilagojena na lokalne ekstremne
abiotske razmere. Prvi tip je z obmocij z visoko koncentracijo CO; v tleh in drugi tip s
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kontrolnih obmocij (kanoni¢na korespondencna analiza — CCA; lo¢evanje tipov zdruzb
AM gliv po CCA osi 1, slika 18). Prostorska in ¢asovna stabilnost talnih koncentracij CO,
in O, na obmocju travniSskih mofet je Ze bila potrjena (Vodnik in sod., 2006, 2009), zato
obmocje predstavlja dober modelni sistem za raziskave vpliva abiotskih dejavnikov okolja
na sestavo mikrobnih zdruzb (Macek in sod., 2011). Rezultati nase Studije potrjujejo, da
dolgotrajni abiotski selekcijski pritiski vodijo do trajnih sprememb v sestavi zdruzb AM
gliv.

Macek in sod. (2011) porocajo o pojavu specificnih taksonov AM gliv na obmocjih z
visoko koncentracijo geoloskega CO, v tleh, kar kaze na prilagajanje AM gliv na dolocene
abiotske dejavnike, kot posledico odziva na dolgotrajni selekcijski pritisk. Poroc¢ajo tudi o
statisticno znacilni razliki v sestavi zdruzb med obmocji z visoko koncentracijo CO; in
kontrolnimi obmocji (beta diverziteta), kar potrjujejo tudi rezultati ordinacijske analize v
nasi $tudiji. Ceprav je bilo najved variabilnosti znotraj zdruzbe AM gliv s celotnega
obmogja travniskih mofet pojasnjeno z vrednostjo pH v tleh (R? = 0,94), sta koncentraciji
CO, (R*=0,77) in O, (R? = 0,72) direktno korelirani s CCA osjo 1 v enaki smeri, kot sta
se zdruzbi AM gliv tudi znacilno loc¢evali (ANOVA; P < 0,001) (slika 18). Prav tako sta
bili koncentraciji CO; in O, konstantno statisti€éno znacilno razli€éni med obmoc¢ji z visoko
koncentracijo CO; in kontrolnimi obmocji pri vseh vzorcenih terminih, medtem ko to ni
veljajo za vrednost pH v tleh (preglednica 7). To kaze, da je razlika v sestavi zdruzb AM
gliv med obmoc;ji z visoko koncentracijo CO, in kontrolnimi obmocji primarno posledica
spremembe lokalnega plinskega rezima, torej povecane koncentracije talnega CO; in
posledi¢no inducirane hipoksije. Moc€an vpliv pH na razlike v sestavi zdruzb AM gliv s
kontrolnih obmocij (glej sliko 18) in dejstvo, da je zakisanje tal povezano s povecano
koncentracijo CO;, v tleh (Jamnik, 2005) pojasnita, zakaj se pH pojavlja kot okoljski
vektor, ki pomembno vpliva na sestavo zdruzb AM gliv. Pomen vpliva pH, kot glavnega
abiotskega dejavnika, na razlike v sestavi zdruzb AM gliv, so preucevali Dumbrell in sod.
(2010a). Raziskovali so, kateri procesi (za opis procesov glej poglavie 2.2.1.3),
deterministi¢ni procesi (teorija okoljskih ni§) ali stohasti¢ni procesi (nevtralna teorija),
najbolje pojasnijo spremembe v sestavi zdruzbe AM gliv, vzor€ene z obmocja z
gradientom pH vrednosti (od 3,72 do 8,04). Ceprav so nasli dokaze, da tako teorija
okoljskih niS§ kot nevtralna teorija vplivata na sestavo zdruzb AM gliv, so bili dokazi v prid
teoriji niS. Ta je pokazala, da diferenciacija ni§ temelji na vplivu abiotskih dejavnikov
okolja, predvsem pH z zanemarljivim vplivom gostiteljskih rastlin. Njihova Studija je tudi
pokazala, da se zdruzba AM gliv predvidljivo odziva na glavne abiotske dejavnike, torej
pH, vendar je tudi pod vplivom stohasti¢nih procesov. Nasi rezultati z obmocja mofet z
dolgoro¢nimi vplivi povecane koncentracije CO, v tleh, in s tem inducirane hipoksije na
sestavo zdruzb AM gliv, se v tem pogledu povsem ujemajo z ugotovitvami Dumbrell in
sod. (2010a). Kot kaze, so pri strukturiranju zdruzb AM gliv v naravnem okolju dale¢
najbolj pomembni deterministi¢ni procesi (torej abiotski dejavniki okolja), kar podpira
teorijo okoljskih nis.
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Stohasti¢ni procesi (nevtralna teorija), ki vplivajo na variabilnost v sestavi zdruzb
AM gliv

Sestavo zdruzb AM gliv med razliénimi leti so po nam znanih podatkih raziskovali
izklju¢no v S$tudiji Dumbrell in sod., (2011), medtem ko je Studij, ki porocajo o
spremembah v sestavi zdruzb AM gliv tekom rastne dobe, nekoliko ve¢ (Rosendahl in
Stukenbrock, 2004; Santos - Gonzalez in sod., 2007; Dumbrell in sod., 2011; Davison in
sod., 2012). V nasih podatkih opazimo znagilen vpliv leta (R* = 0,48) na sestavo zdruzb, ki
ima vecji vpliv na variabilnosti znotraj zdruzb AM gliv, kot ga imata razpolozljivi fosfor
(R* = 0,46) in skupni dusik (R* = 0,45) v tleh. Razliko v sestavi zdruzb AM gliv med
letoma 2010 in 2011 bi lahko razlozili z nevtralno teorijo, ki opisuje stohasti¢ne procese.
Torej, kateri AM takson iz celotnega nabora MOTU je prvi, ki po koncu zime pride do
najveC asimilatov, in je zato v tistem letu najbolj abundanten (Dumbrell in sod., 2011).
Tekom rastne dobe rastlin je AM glivam na voljo vedno vecja koli¢ina ogljika, ki omogoca
hitro rast dolo¢enim taksonom AM gliv (znotraj nabora MOTU dolo¢ene okoljske nise),
torej tistim, ki prvi dobijo vecji dotok teh asimilantov. Ta stohasti¢ni vzorec, ki doloca
sestavo zdruzb AM gliv, se pogosto kaze tudi v dominanci posameznih taksonov AM gliv
(Dumbrell in sod., 2010b) znotraj zdruzbe. Teorija pojasni rezultate, opisane v nasi Studiji.
Med dvema rastnima sezonama (leto 2010 in 2011) lahko opazimo spremembo v vrstnem
redu dominance najbolj abundantnih MOTU AM gliv (slika 21), medtem ko sam nabor
MOTU znotraj okoljske niSe (visok CO; ali kontrola) med leti ostaja podoben (slika 22).

V razli¢énih Studijah poro€ajo o razliénih vplivih sezone oz. letnega Casa na dinamiko
sestave zdruzb AM gliv (npr. Rosendahl in Stukenbrock, 2004; Santos - Gonzélez in sod.,
2007; Dumbrell in sod., 2011; Davison in sod., 2012; Bennett in sod., 2013). O vplivu
razliénih mesecev vzorCenja na dinamiko sestave zdruzb AM gliv porocajo v Studiji
Bennet in sod. (2013), medtem ko sprememb v sestavi zdruzb AM gliv tekom obdobja rasti
rastlin niso opazili Rosendahl in Stukenbrock (2004), Santos - Gonzalez in sod. (2007),
Dumbrell in sod. (2011) in Davison in sod. (2012). Na obmocju travnisSkih mofet v okolici
StaveSincev nismo opazili vpliva razlicnih mesecev vzorcenja (od aprila do oktobra, v
dveh zaporednih rastnih sezonah) na sestavo zdruzb AM gliv z omenjenega obmocja. V
Studiji, kjer so preucevali vpliv sezone na spremembo v sestavi zdruzb AM gliv (npr.
Dumbrell in sod., 2011), porocajo, da se na raziskovanem obmocju tvorita dva znacilno
razli¢na tipa zdruzb AM gliv, torej zimska (od meseca januarja do meseca aprila — prehod
zime v pomlad) in poletna (od meseca aprila do meseca novembra — obdobje rasti rastlin)
zdruzba AM gliv. Hitra sprememba v sestavi zdruzbe se je v $tudiji Dumbrell in sod.
(2011) zgodila v mesecu aprilu ob poviSanju temperature in s tem z ve¢jo razpolozljivostjo
fotoasimilatov v sistemu rastlina-AM glive. Na tem mestu je pomembno omeniti, da je bila
minimalna povpre¢na temperatura pred zimskim vzoréenjem > 1 °C, kar kaZe na blago
zimo (Velika Britanija), kjer tla tekom zimskega vzor€enja niso bila zamrznjena (Dumbrell
in sod., 2011), kot se to dogaja na nasih vzor¢nih lokacijah tekom zime. Sprememb v
sestavi zdruzbe AM gliv tekom obdobja rasti rastlin (od maja do oktobra) prav tako niso
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opazili Rosendahl in Stukenbrock (2004) (travisca), Santos - Gonzélez in sod. (2007)
(travisca) ter Davison in sod. (2012) (gozd). Sestava zdruzbe AM gliv se tudi v nasi Studiji
med razliénimi meseci vzorcenja (med aprilom in oktobrom) ni spreminjala, kar je v
skladu z ugotovitvami zgoraj navedenih objav.

Poleg same sestave lahko dinamiko zdruzb AM gliv in njihovo biodiverziteto v okoljskih
vzorcih pojasnimo tudi z diverzitetnimi indeksi. Dumbrell in sod. (2011) porocajo tudi, da
je imela poletna zdruzba AM gliv podobno alfa diverziteto (Simpsonov indeks —
izenacCenost vrst) ter podobno sestavo zdruzb AM gliv tekom vzorcenja. Skladno s temi
ugotovitvami tudi v naSi raziskavi nismo opazili statisticno znacilnih razlik v alfa
diverziteti AM gliv (Hillova Stevila, glej rezultate v poglavju 4.2.2.4) iz vzorcev, vzor¢enih
tekom rastne dobe (od aprila do oktobra) s kontrolnih obmocij. Prav tako ni bilo razlike v
alfa diverziteti MOTU (Hillovo Stevilo 0 — pestrost vrst) z obmocij z visoko koncentracijo
CO;, medtem ko smo opazili razliko med diverziteto AM gliv (Hillovo Stevilo 2 —
izenacenost vrst in Hillovo Stevilo o — dominanca vrst) z obmocij z visoko koncentracijo
COs. Diverzitetni indeksi, izraCunani na podlagi nasih rezultatov, torej potrjujejo (glej tudi
poglavje 5.1.3) obstojece raziskave, ki pravijo, da je variabilnost v sestavi zdruzb AM gliv
v Casu rastne sezone primarno posledica deterministicnih odzivov zdruzbe AM gliv na
lokalne abiotske dejavnike tal (Dumbrell in sod., 2010a), v naSem primeru na povecano
koncentracijo CO,, s tem induciano hipoksijo ter spremembami v pH tal.

Doktorska disertacija predstavlja prvo Studijo, kjer smo raziskovali tako vpliv abiotskih
dejavnikov na sestavo zdruzb AM gliv kot tudi variabilnost zdruzb AM gliv med dvema
rastnima dobama, torej med mesecema aprilom in oktobrom v dveh zaporednih letih.
Opazovali smo tudi spremembe v zdruzbi AM gliv tekom rastne dobe; in dodatno tudi
vpliv abiotskih dejavnikov okolja na variabilnost zdruzb AM gliv na ve¢;ji prostorski skali.
Na podlagi zgoraj opisanih in interpretiranih rezultatov lahko zaklju¢imo, da za obmocje
travniSkih mofet v okolici StaveSincev velja, da je sestava zdruzb AM gliv (a) primarno
odvisna od deterministiénih procesov vpliva abiotskih dejavnikov okolja. To velja
predvsem za vpliv pH tal ter koncentracijo CO, in z njo povezano hipoksijo. (b) Opazili
smo tudi, da se je zdruzba AM gliv med dvema rastnima dobama razlikovala. Ta razlika v
sestavi zdruzb AM gliv med letoma 2010 in 2011 se pojavi kot posledica stohasti¢nih
procesov, ko iz nabora MOTU prisotnih v koreninah rastlin tekom poletja dominirajo tisti,
ki so prvi dobili vecje koli¢ine asimilantov ob koncu zime. (c) Variabilnosti v sestavi
zdruzb AM gliv med zdruZzbami AM gliv vzor¢enimi v razli€énih mesecih tekom rastne
dobe nismo ugotovili.
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Vpliv abiotskih dejavnikov na variabilnost v sestavi zdruzb AM gliv na vedji
prostorski skali

Vpliv abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb AM gliv smo dodatno analizirali tudi
na vecji prostorski skali, tj. na geografsko oddaljenih mofetah (slika 19). Poleg ze
omenjenih travniSkih mofet v okolici StaveSincev smo vzorcili Se obmocje gozdnih mofet
na StaveSinskem vrhu, obmoc¢je ceskih mofet v okolici Cheba in obmocje italijanskih
mofet Bossoleto (glej poglavje 3.2 za opis lokacij in poglavje od 3.3.1 za opis vzorcenja
korenin rastlin). Na vseh lokacijah skupaj smo identificirali 37 MOTU s skupno 37.757
sekvencami AM gliv, kjer je vec¢ji del sekvenc izhajal iz vzorcev korenin, vzorcenih z
obmoc¢ij travniSkih mofet v okolici StaveSincev (25.658 sekvenc iz 44 vzorcev meSanih
korenin ve¢ rastlinskih vrst), sledila so obmoc¢ja gozdnih mofet (6.776 sekvenc iz 14
vzorcev meSanih korenin veC rastlinskih vrst), italijanskih mofet (4.368 sekvenc iz 8
vzorcev korenin posamezne vrste rastlin, loCeno za posamezno rastlinsko vrsto in za
obmocje z razli¢no koncentracijo CO,), in CeSkih mofet (928 sekvenc iz 2 zdruZenih
vzorcev, loCeno za visok CO; in kontrolo, korenine vrste Deschampsia caespitosa).
Izbranim obmoc¢jem mofet je skupna predvsem mocna abiotska selekcija, torej povecana
koncentracija CO; in s tem inducirana talna hipoksija. Lokacije se med seboj razlikujejo po
nekaterih talnih parametrih (preglednica 7, preglednica 10, preglednica 11 in preglednica
12) in po sestavi rastlinskih zdruzb gostiteljskih rastlin. Rezultati nase raziskave potrjujejo,
da na prakti¢no vseh obravnavanih obmoc¢jih mofet opazimo dva tipa zdruzb AM gliv,
zdruzbo z obmocij z visoko koncentracijo CO; v tleh in zdruzbo s kontrolnih obmocij, ki se
lo¢ujeta v smeri abiotskih vektorjev CO; ter O; (slika 19). Izjema je italijanska mofeta, kjer
je bilo vzoréenje izvedeno leta 2008 in imamo namesto koncentracij CO, v tleh, izmerjene
vrednosti toka CO; iz tal z aparatom Li-6400 (Licor, ZDA) (preglednica 12), ker v ¢asu
vzorCenja nismo imeli dostopa do analizatorja plinov GA2000+ (Ansyco, Nemcija), s
katerim sicer merimo koncentracije plinov v tleh. Vrednosti toka CO; so se na obmocjih
visoke vrednosti CO, v povpre&ju gibale med 40 in 270 pmol CO> m™ s in so neposredno
povezane s koncentracijo talnega CO; (Vodnik in sod., 2009). Vodnik in sod. (2009)
porocajo o pozitivni povezavi med koncentracijo CO; v talnem zraku in vrednostmi iztoka
(fluksa) CO; iz tal, na podlagi katere lahko podamo grobo oceno koncentracij CO;, na
obmocju mofete Bossoleto, ki se giblje med 15 in 80 % CO; v tleh. Slednje koncentracije
so primerljive s povpre¢nimi vrednostmi koncentracije CO,, ki so bile izmerjene na ostalih
obmocjih z visoko koncentracijo CO; (> 59 %, preglednica 7), ki smo jih zajeli znotraj te
doktorske disertacije.

Koncentracija CO; v tleh je statisticno znacilno negativno povezana s koncentracijo O, v
tleh (R*> = 0,95 za travniske mofete v okolici Stavesincev), zato koncentracijo O, v tleh
lahko izra¢unamo po formuli (% O, = -0,17 x % CO, + 19,8). Glede na vse podatke o
izmerjenih koncentracijah CO; in O; na travniSkih mofetah v okolici StaveSincev lahko
ugotovimo, da je pri koncentracijah okoli 20 % CO, Se 16 % O,, medtem ko je pri 60 %
CO; le Se 9 % Oo. 1z tega lahko sklepamo, da v primerih niZjih koncentracij CO,, npr. 20
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% CO,, vsebnost O, 16 % in je tako podobna koncentraciji O, v kontrolnih tleh, ki je okoli
20-22 % (preglednica 7). Koncentracija O, je eden glavnih abiotskih dejavnikov, ki
vplivajo na vse zZive organizme, vklju¢no z mikrobnimi zdruzbami arhej in bakterij na
obmodjih mofet (poglavije 4.3; Sibanc in sod., 2014). V primeru italijanskih mofet lahko
reCemo, da je koncentracija O, med obmocji z visoko koncentracijo CO, in kontrolnimi
obmocji bolj podobna kot pri ostalih naravnih izvirith CO,, saj smo na obmoc¢ju izmerili
niZje koncentracije CO, v primerjavi z ostalimi vzoréenimi mofetami. Prav tako je vecja
razlika tudi pri ostalih talnih dejavnikih (pH, P»Os in skupni N), kar je razvidno iz
ordinacije CCA (slika 19), saj se obmocje italijanskih mofet v smeri omenjenih talnih
dejavnikov odmika od ostalih mofet. Eden izmed talnih dejavnikov, ki bi Se lahko
pomembno vplival na sestavo zdruzb AM gliv na obmocju italijanskih mofet, je prisotnost
manjSih koli¢in vodikovega sulfida (H,S). Hattenschwiler in sod. (1997) porocajo, da
poleg CO; geoloskega izvora, izhaja iz tal tudi H,S, ¢eprav so bile te koncentracije le malo
nad mejo detekcije (Héttenschwiler in sod., 1997).

Na podlagi analize sestave zdruzb AM gliv iz §tirth neodvisnih obmocij mofet; travniskih
mofet v okolici StaveSincev, gozdnih mofet na StaveSinskem vrhu, ¢eSkih mofet v okolici
Cheba in italijanskih mofet Bossoleto, lahko torej prav tako zaklju¢imo, da je sestava
zdruzbe AM gliv primarno odvisna od deterministiénih procesov vpliva abiotskih
dejavnikov okolja na sestavo zdruzb AM gliv. V nasprotju z ordinacijo CCA za travniske
mofete v okolici StaveSincev (slika 18), kjer je najvec variabilnosti znotraj zdruzb AM gliv
pojasnil pH (R? = 0,94), je na vedji prostorski skali s podatki iz vseh mofet, obravnavanimi
v eni ordinaciji (slika 19), najmo¢nejSi kazalec sprememb v sestavi zduzb AM gliv
koncentracija CO, (R* = 0,98), sledjo mu koncentracija O, (R* = 0,91), vrednost pH v tleh
(R* = 0,86), skupni dusik (R* = 0,89) in razpolozljivi fosfor (R* = 0,60).

5.1.3 Alfa diverziteta AM gliv na obmocjih mofet

Na obmocjih z visoko koncentracijo CO, smo opazili statisticno znacilno manjSo
diverziteto taksonov AM gliv v primerjavi s kontrolnimi obmocji. To velja tako za pestrost
taksonov kot za izena¢enost in dominantnost taksonov AM gliv, torej parametre izraunane
s Hillovimi Stevili 0 (pestrost vrst), 2 (izenacenost vrst) in o (dominanca vrst) (slika 20).
Opazili smo tudi, da je bila v avgustu 2010 in 2011 ter v oktobru 2011 pri vseh treh
Hillovih Stevilih dosezena najvecja diverziteta taksonov AM gliv s kontrolnih obmocij ter
najmanjsa diverziteta taksonov AM gliv z obmocij, z visoko koncentracijo CO,. Ta je bila
v ve€ini omenjenih mesecev tudi statisticno znacilno manjSa od diverzitete taksonov AM
gliv s kontrolnega obmocja. Statistiéno znacilnih razlik v izenafenosti in dominanci
taksonov AM gliv (Hillovo §tevilo 2 in ) med razlicnimi meseci in leti vzoréenja nismo
opazili. Pestrost taksonov AM gliv (Hillovo Stevilo 0) se je znacilno razlikovala med
obmocji z razlicno koncentracijo CO; in med leti vzorcenja (slika 20). Macek in sod.
(2011), ki so na obmocju travniSkih mofet v okolici StaveSincev raziskovali vpliv hipoksije
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na sestavo zdruzb AM gliv, poroc¢ajo o statisticno znacilno manjsi diverziteti taksonov AM
gliv (diverzitetna indeksa Shannon-Wiener in Simpson) na obmocjih z visoko
koncentracijo CO; v primerjavi s kontrolnimi obmoc¢;ji. V nasi raziskavi smo na obmocjih z
visoko koncentracijo CO, opazili statisticno znac¢ilno manjSo pestrost taksonov ter manjso
izenaCenost in dominantnost taksonov AM gliv v primerjavi s kontrolnimi obmo¢ji, kar
potrjuje rezultate opisane v Macek in sod. (2011).

Macek in sod. (2011) so prvi raziskovali vpliv hipoksije na strukturo zdruzb AM gliv z
obmocja travniSkih mofet v okolici StaveSincev, ki je bilo vkljuceno tudi v Studijo te
doktorske disertacije. V raziskavi so Macek in sod. (2011) obravnavali 403 sekvence AM
gliv, ki so bile pridobljene s klasi¢énim postopkom — z metodo kloniranja in sekvenciranja
po Sangerjevi metodi. V svoji Studiji opisujejo prisotnost dveh pogostih filotipov,
poimenovanih Glo85 in Glo86, ki so ju nasli izklju¢no na obmocjih z visoko koncentracijo
CO,. Omenjena filotipa Glo85 in Glo86 sta v Casu njihove raziskave veljala kot
potencialna specialista obmocij z visoko koncentracijo CO,, saj sta bila detektirana samo
na obmocjih z visoko koncentracijo CO,. Razvoj novih metod pirosekvenciranja (454 GS-
FLX, Roche) nam je omogocil, da iz vzorca v krajSem casu dobimo vecje Stevilo sekvenc v
primerjavi s klasi¢nimi postopki. Obenem lahko obdelamo vecje Stevilo vzorcev, kar
mocno poveca resolucijo raziskav v naravnih okoljih. Z uporabo pirosekvenciranja (454
GS-FLX, Roche) smo na obmocju travniskih mofet analizirali 25.658 sekvenc, medtem ko
so v Studiji Macek in sod. (2011) z uporabo klasi¢nega pristopa, ki vkljucuje kloniranje in
sekvenciranje po Sangerju, uspesno analizirali 403 sekvence. V nasi Studiji smo zato lahko
preverili, ali so v ve¢jem setu sekvenc med 25.685 analiziranimi sekvencami tudi tiste, ki
so vsaj 97 % podobne sekvencam, ki pripadajo filotipoma Glo85 in Glo86 (Macek in sod.
2011), ter so, sicer redke, vendar prisotne tudi na kontrolnih obmo¢jih. Ugotovili smo, da
sta Glo85 in Glo86 najbolj podobna dvema taksonoma iz naSe Studije (MOTUS in
MOTU22, slika 23). 1z slike 22 je razvidno, da vsebujeta MOTUS in MOTU22 vecji delez
sekvenc z obmocij z visoko koncentracijo CO, kot s kontrolnih obmoc¢ij. To lahko opazimo
tako v vzorcih iz leta 2010 kot v vzorcih iz leta 2011. Z uporabo novih molekulskih metod,
tj. pirosekvenciranjem (454 GS-FLX, Roche), smo ugotovili (slika 22 in slika 23), da
MOTUS in MOTU22 vsebujeta tudi sekvence s kontrolnih obmocij, Ceprav so le-te
prisotne v manjSem Stevilu.

V studiji te doktorske disertacije smo potrdili, da sta filotipa Glo85 in Glo86, ki sta najbolj
podobna MOTUS in MOTU22 iz naSe Studije (slika 23), najbolj abundantna na obmocjih z
visoko koncentracijo CO,, vendar se v manjSem Stevilu sekvenc pojavljata tudi v
kontrolnih tleh. Prisotnost omenjenih taksonov smo zabelezili tako v letu 2010 kot v letu
2011 (slika 21, slika 22 in slika 23). Na ta nacin smo dodatno dokazali, da sta sestava
okoljskih zdruzb AM gliv in abundanca posameznega MOTU v zdruZbi primarno pogojeni
z okoljskimi parametri tal. Znano je, da so tla prostorsko variabilno okolje (Quinton in
sod., 2010), kjer je veliko talnih organizmov lokalno redkih, ker uspevajo na robu svoje
ekoloske nise. Ko se razmere spremenijo, se lahko poveca tudi abundanca in dominanca
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takih taksonov (npr. Dumbrell in sod., 2011). Zaradi izhajanja geoloSkega plina se
spremenijo kompeticijska razmerja med razliénimi taksoni znotraj prisotne zdruZbe in zato
v zdruzbi z obmocij visokih koncentracij CO, prevladajo ekoloski specialisti, ki uspejo
preiti te abiotske filtre. Med slednjimi so lahko bolj ali manj sorodni taksoni. Med bolj
sorodnimi je kompeticija vecja kot med manj sorodnimi, kar vpliva na izginevanje manj
kompetitivnih vrst kljub njihovi potencialni ekoloSki primernosti za prezivetje v danih
ekstremnih razmerah.

Potrditev prisotnosti Glo85 in Glo86, tj. njima najbolj podobnih taksonov MOTUS in
MOTU?22, tudi po 3 letih (torej ob vzorcenju v letih 2010 in 2011; Macek in sod., 2011 je
izvajala vzorCenje v letu 2007) kaZze na stabilnost zdruzb AM gliv na obmo¢jih z visoko
koncentracijo CO; (slika 21 in slika 22), ki je posledica dolgotrajne abiotske selekcije.
Zanimivo je, da se na kontrolnih obmo¢jih med letoma 2010 in 2011 vrstni red abundance
najbolj abundantnih MOTU, tj. MOTU3, MOTU31 in MOTUQO, ni spremenil, medtem ko
se je v zdruzbi AM gliv z obmocij visoke koncentracije CO; vrstni red v abundanci najbolj
abundantnih MOTU spremenil (slika 21). Zdruzba AM gliv s kontrolnega obmocja, ki ni
izpostavljena dolgotrajni abiotski selekciji, je tako bolj izenacCena, kar potrjuje tudi
diverziteta, vrednotena s Hillovim Stevilom 2 (slika 20). Diverzitetni indeksi kaZejo tudi,
da je zdruzba AM gliv s kontrolnih obmocij bolj dominantna od zdruzbe AM gliv z
obmocij z visoko koncentracijo CO,, kar smo opazili pri diverziteti, vrednoteni s Hillovim
Stevilom oo (slika 20) in pri vizualni analizi proporcionalne porazdelitve abundance (slika
21). Najbolj abundantna MOTU kontrolnih obmoc¢ij (MOTU3 in MOTU31; slika 21)
vsebujeta skupaj kar 62 % vseh sekvenc s kontrolnih obmocij, oziroma 40 % vseh
analiziranih sekvenc. V primerjavi s tem, vsebujeta najbolj abundantna MOTU z obmocij z
visoko koncentracijo CO, 82 % vseh sekvenc z obmocij z visoko koncentracijo CO;
oziroma 40 % vseh analiziranih sekvenc. Zdruzbe AM gliv imajo med leti podobno sestavo
(slika 22), s poudarkom, da so se MOTU z najvecjim Stevilom sekvenc premaknili v
vrstnem redu dominance (slika 21), kar potrjuje stohasticno naravo sestave zdruzb AM gliv
med razlicnimi leti. Na zacetku vegetacijskega obdobja je AM glivam na voljo vedno vecja
koliCina rastlinskih fotoasimilatov, ki omogocajo hitro rast dolo¢enim taksonom AM gliv,
torej tistim, ki prvi dobijo vecji dotok teh asimilantov, kar pa je lahko znotraj zdruzbe AM
gliv precej nakljuéno (najve¢ dobi tisti, ki je ob pravem cCasu na pravem mestu). Ta
stohasti¢na narava AM gliv se pogosto kaze tudi v dominanci posameznih taksonov AM
gliv (Dumbrell in sod., 2010b).

5.1.4 Filogenetska sestava zdruzb AM gliv na obmo¢jih mofet

Na podlagi analize filogenetske sestave zdruzb AM gliv (internetna baza raziskav
diverzitete arbuskularnih mikoriznih gliv; MaarjAM, http://maarjam.botany.ut.ee, Opik in
sod., 2010), vzorCenih z obmocja travniskih mofet v okolici StaveSincev, lahko sekvence
AM ¢gliv razdelimo v 6 skupin, Archaeosporaceae, skupina Glomus B, Acualosporaceae,



131

Sibanc N. Biodiverziteta arbuskularnih ... gliv in ... rizosfernih mikroorganizmov na naravnih izvirih CO,.
Dokt. disertacija. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, 2014

Diversisporaceae, Gigasporaceae in Glomeraceae (slika 23 in preglednica 16). Z izjemo
skupin Glomus B in Diversisporaceae, kjer je bilo veC sekvenc z obmocij z visoko
koncentracijo CO», je bilo pri ostalih skupinah vec sekvenc s kontrolnih obmocij (slika 23
in preglednica 16). Najve¢ sekvenc (25.287; 98,5 %) je znotraj druzine Glomeraceae, kjer
je 8.949 (35,4 %) sekvenc z obmocij z visoko koncentracijo CO, in 16.338 (64,6 %)
sekvenc s kontrolnih obmocij. V to druzino spadajo tudi MOTU, ki imajo najvecje Stevilo
sekvenc (slika 23). Najbolj abundantni MOTU, kjer je najvecje Stevilo sekvenc s
kontrolnih obmoc¢ij, so MOTU3, MOTU31 in MOTUO, najbolj abundantni MOTU, kjer je
najvecje Stevilo sekvenc z obmocij z visokim CO,, pa so MOTUS in MOTU22. MOTUS3 se
po bazi MaarjAM (Opik in sod., 2010) najbolj pribliza virtualnemu taksonu VIX00115,
znotraj katerega so tudi sekvence, izolirane iz zdruZenih korenin prerijskih rastlin,
vzor¢enih v Kanadi, iz korenin pionirskih in nepionirskih rastlin iz Tibeta ter z obmocja
neokrnjenega tropskega gorskega pragozda v Ekvadorju (povzeto po bazi MaarjAM; Opik
in sod., 2010). Naslednji najbolj abundanten MOTU je MOTU31, s pripadajo¢im
virtualnim taksonom VTX00219, kjer so bile sekvence izolirane iz korenin vinske trte, vrst
trav, ki dobro uspevajo na serpentinah, korenin dreves iz meSanega gozda in gozda
iglavcev v Etiopiji (povzeto po bazi MaarjAM; Opik in sod., 2010). Tretji najbolj
abundanten MOTU, ki ima najve¢ sekvenc s kontrolnih obmocij, je MOTUO, ki je najbolj
podoben virtualnemu taksonu VTX00172. Sekvence, ki pripadajo temu virtualnemu
taksonu, so bile izolirane iz korenin dreves bukovega gozda v Gruziji, macesnovega gozda
v Rusiji in pe3¢enih sukcesivnih tal v ZDA (povzeto po bazi MaarjAM; Opik in sod.,
2010). Najbolj abundantna MOTU, kjer je najve¢ sekvenc z obmoc€ij z visoko
koncentracijo CO,, sta MOTUS in MOTU22, oba najbolj podobna VTX00309, kjer so bile
sekvence izolirane iz korenin vinske trte in listopadnega gozda na Kitajskem (povzeto po
bazi MaarjaAM; Opik in sod., 2010). Ce povzamemo, bi lahko rekli, da so bile sekvence
najbolj podobne nasim, izolirane vecinoma iz korenin gozdnih dreves, kar bi lahko bilo
povezano z nizjo pH vrednostjo v gozdovih, obenem pa je bilo veliko §tudij molekularne
ekologije AM gliv z uporabo genskih markerjev za SSU rRNK (vkljuéno z uporabo
pirosekvenciranja) izvedenih prav v gozdnih habitatih (npr. Helgason in sod., 2002; Opik
in sod., 2003; Opik in sod., 2008; Opik in sod., 2009). V bazi MaarjAM (Opik in sod.,
2010), s katero smo nase podatke primerjali, je veliko sekvenc prav iz teh habitatov, kar
lahko vsaj delno pojasni opazeni vzorec.

Ugotovili smo, da so bili vsi MOTU iz naSe raziskave Ze detektirani drugje, tako da o
novih MOTU AM gliv z obmo¢ja travniskih mofet ne poro¢amo. O majhnem $§tevilu novih
MOTU poroéajo Opik in sod. (2009) in Dumbrell in sod. (2011). V obeh $tudijah porocajo,
da so reprezentativne sekvence MOTU, v veliki veCini primerov, Ze bile objavljene z
drugih obmocij. S klasi€énimi molekulskimi metodami (kloniranje in sekvenciranje po
Sangerju) nekateri MOTU zaradi majhne abundance niso bili detektirani, vendar sedaj
nove generacije sekvenciranja hitro povecujejo Stevilo sekvenc v bazah (npr. MaarjAM;
Opik in sod., 2010). Z vecanjem $tevila sekvenc v bazah (MaarjAM; Opik in sod., 2010)
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pa hitro narasca tudi odkrita diverziteta AM gliv (na podlagi okoljskih sekvenc). To je tudi
glavni razlog, zakaj so bili tako nasi MOTU, kot ve¢ina MOTU drugih raziskav (Opik in
sod., 2009; Dumbrell in sod., 2011), Ze detektirani na drugih obmocjih.

5.2 ARHEJE IN BAKTERIJE
5.2.1 Vpliv abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb arhej in bakterij

Doktorska disertacija in nedavno objavljen &lanek Sibanc in sod. (2014) v reviji Soil
Biology and Biochemisty predstavljata prvi opis zdruzb arhej in bakterij na obmocjih
mofet z uporabo analize sekvenc klonskih knjiznic. Nasi rezultati kazejo na prisotnost
razlicnih zdruzb arhej in bakterij v tleh z razli€éno koncentracijo CO;, v talnem zraku,
vzorcenih iz tal travniSkih mofet v okolici StaveSincev. Ti rezultati potrjujejo, da specifi¢ni
abiotski dejavniki okolja mo¢no pogojujejo sestavo zdruzb arhej in bakterij na obmocju
mofet. Ugotovitev je bila potrjena tako z razlicnimi molekulskimi metodami
(sekvenciranje markerjev 16S rRNK in analiza T-RFLP) kot tudi z nadaljnjimi analizami
sestave zdruzb, prikazanimi v ordinacijskih grafih (slika 28).

Obmocja z visoko koncentracijo CO; imajo statisticno razli¢no sestavo zdruzb arhej in
bakterij v primerjavi z obmocji s srednjo koncentracijo CO;, in kontrolnimi obmocji.
Dolgotrajni abiotski selekcijski pritisk vodi do sprememb v sestavi mikrobnih zdruzb, kar
je bilo ze dokazano na primeru opisov sestave zdruzb arbuskularnih mikoriznih (AM) gliv
na obmocju travniSkih mofet v okolici StaveSincev (opisano v poglavjih 4.2 in 5.1 ter v
Macek in sod., 2011) ter na primeru opisa mikrobnih zdruzb v tleh iz drugih naravnih
izvirov CO; (npr. Oppermann in sod., 2010; Kriiger in sod., 2011; Frerichs in sod., 2013).
Kljub temu pa Se ni pojasnjeno, ali na mikrobe v tleh vpliva neposredno CO, ali pa se
mikroorganizmi posredno odzivajo na spremljajoc¢e dejavnike, kot npr. lokalno inducirano
hipoksijo ali povisan pH. Vecja koncentracija geoloskega CO, na mofetah vedno sovpada s
talno hipoksijo. Ker je raven O, eden glavnih abiotskih dejavnikov, ki vplivajo na vse Zive
organizme, smo sklepali, da je ravno koncentracija O,, in ne neposredna izpostavljenost
visoki koncentraciji CO,, glavni dejavnik, ki pogojuje sestavo mikrobnih zdruZzb arhej in
bakterij na obmoc¢jih mofet (Macek in sod., 2011). Rezultati kazejo na lokalizirano
hipoksi¢no stanje na obmoc¢jih z najvi§jo koncentracijo CO,, ne pa tudi v manj oz.
neizpostavljenih tleh. V tleh, izpostavljenih visoki koncentraciji CO, geoloSkega izvora (>
86 % COs,), smo zabelezili samo 4 % O,, medtem ko smo v tleh, izpostavljenim srednjim
koncentracijam CO; (14 % CO,), zabelezili > 19 % O, kar je primerljivo z 21 % O, v
kontrolnih tleh. Koncentracije O, v tleh s srednjo in kontrolno koncentracijo CO;
omogoc¢ajo aerobno dihanje organizmov, ki zivijo na teh obmocjih, vendar Se vedno
obstaja moznost pojava mikrookolij s hipoksi¢nim ali celo anoksicnim stanjem znotraj
obmocja mofet tudi tam, kjer koncentracija CO; ni ekstremno visoka. Obratno pa v tleh,
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izpostavljenih visoki koncentraciji CO,, prevladuje skoraj v celoti hipoksi¢no oz.
anoksi¢no stanje (Vodnik in sod., 2009; Macek in sod., 2011, 2012).

Podobnost v koncentracijah O, med obmocji s srednjo koncentracijo CO; in kontrolnimi
obmocji, ki sta v obeh primerih bistveno drugacni od hipoksi¢nega stanja v tleh z visoko
koncentracijo CO,, se odraza v razlicnih sestavah mikrobnih zdruzb. Tako v primeru arhe;j
kot tudi v primeru bakterij je bila sestava zdruzb na obmocju srednje koncentracije CO, in
kontrolnega obmocja podobna, kar so pokazale vse analize: analiza T-RFLP profilov (slika
24 in slika 25), filogenetska sestava (preglednica 17 in preglednica 18) in ordinacijska
analiza (slika 28). Nasprotno pa so bile v tleh, izpostavljenih visoki koncentraciji CO,,
zdruZzbe arhej in bakterij statisticno znacilno razli€ne od zdruzb na ostalih dveh obmocjih.
Razpolozljivost O, je najmocnejsi kazalec sprememb v sestavi zdruzb arhej in bakterij na
obmogjih mofet (R* > 0,96, slika 28), kar pomeni, da so abiotski dejavniki (koncentracija
0O, in CO,) v tleh glavno gonilo sestave mikrobnih zdruzb. To je pokazala tudi ordinacija
NMDS (slika 28). Koncentracija CO, v tleh je bila mo¢no pozitivho povezana z
razpoloZljivim fosforjem v tleh ter negativno povezana s skupnim duSikom in vrednostjo
pH v tleh (slika 28 in preglednica 13). Spremembe slednjega so povezane z raztapljanjem
geoloskega CO, v vodi in posledicno s tvorbo ogljikove kisline. Z izjemo vsebnosti
razpoloZljivega fosforja v tleh zgoraj omenjene talne lastnosti niso bile bistveno razli¢ne
med obmocji z visoko koncentracijo CO; in obmoc¢ji s srednjo koncentracijo CO; ter
kontrolnimi obmog¢ji, kar jih uvr§€a med sekundarne regulatorje sestave mikrobnih zdruZzb.
Skupni dusik in pH tal sta se izkazala za pomembna dejavnika pri loCevanju sestave zdruzb
arhej v tleh, izpostavljenih srednji koncentraciji CO,, od tistih v kontrolnih tleh, Cesar
nismo opazili pri bakterijah (slika 28). Verjetno spodbujajo podobni ekoloSki mehanizmi
tudi v tej Studiji ugotovljene spremembe na nivoju zdruzbe, kar bi potrdila identifikacija
taksonov, za katere je znano, da so prilagojeni na talna okolja z nizko koncentracijo O, in
visoko koncentracijo CO,.

5.2.2 Alfa diverziteta zdruzb arhej in bakterij na obmocjih mofet

Mikrobna diverziteta se ni razlikovala med obmoc¢ji z razli¢no koncentracijo CO,, ¢eprav
je bila sestava zdruzb arhej bistveno bolj izenacena v tleh, izpostavljenih visokim
koncentracijam CO,. Analiza krivulj redéenja MOTU (sliki 26 in 27) je kljub temu
pokazala potencialne razlike med obmo¢ji z razlicnim reZimom CO,, tako za zdruZzbo arhe;j
kot za zdruzbo bakterij. Krivulja redéenja MOTU se je pri zdruzbah bakterij (slika 27) v
tleh z visoko koncentracijo CO; ze skoraj priblizala asimptoti, medtem ko je v kontrolnih
tleh krivulja Se vedno narascala. Ravno obraten pojav smo opazili pri arhejah (slika 26).
IntenzivnejSe vzor€enje bi torej lahko privedlo do zaznave vecjih razlik med diverziteto
arhej in bakterij v tleh, izpostavljenih visokim koncentracijam CO,, v primerjavi s
kontrolnimi tlemi. V tleh je veliko lokalno redkih talnih organizmov, ki se jim poveca
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abundanca, ko se razmere v okolici njihove niSe spremenijo (Dumbrell in sod., 2011).
Pestrost taksonov (kot tudi izenacCenost in dominanca taksonov) arhej narasca s
povecanjem koncentracije CO, v tleh (slika 26 in slika 29), kar nakazuje, da predstavlja
obmocje s povecano koncentracijo CO, preferen¢no niSo arhej na obmocju travniskih
mofet. Nasprotno bi lahko rekli za bakterije, kjer predstavljajo kontrolna obmoc¢ja na
travniSkih mofetah njihovo preferencno obmocje, saj se pestrost taksonov bakterij
zmanjSuje s povecanjem koncentracije CO, v tleh (slika 27 in slika 29). V tem primeru bi v
razli¢nih okoljih opazili po sestavi razli€ne zdruzbe, ki bi vkljucevale lokalno sicer redke
taksone, ki pa bi lahko, ob optimalnih razmerah v svoji niSi, tudi lokalno dominirali
(Dumbrell in sod., 2011; Macek in sod., 2011). Podobno smo pri vzorcih sestave
mikrobnih zdruzb opazili v na$i Studiji.

5.2.3 Filogenija zdruzb arhej in bakterij na obmocjih mofet

Analiza filogenetske sestave zdruzb arhej in bakterij, vzor¢enih na obmocju travniSkih
mofet v okolici StaveSincev, je pokazala spremembo v sestavi zdruzb arhej in bakterij v
smeri vecjega Stevila anaerobnih in metanogenih taksonov. Opazili smo statisticno
znacCilno vecje Stevilo sekvenc z obmocja z visoko koncentracijo CO, v razredu arhej
Methanomicrobia in v razredih bakterij Chloroflexi in Firmicutes. Slednja pogosto
vsebujeta anaerobne predstavnike (preglednici 17 in 18 ter sliki 30 in 31).

5.2.3.1 Arheje

Dosedanje raziskave na obmocjih mofet so pokazale vec¢ anaerobnih in acidofilnih skupin
mikrobov v tleh z visoko koncentracijo CO; (Kriiger in sod., 2009a, 2011; Oppermann in
sod., 2010; Frerichs in sod., 2013). Kljub temu je vecina Studij le posredno opisovala
spremembe v sestavi zdruzb talnih mikrobov, saj niso izvedli molekulske karakterizacije
mikrobnih taksonov. Izjema je pred kratkim objavljena Studija (Frierichs in sod., 2013), v
kateri so avtorji uporabili poliakrilamidno elektroforezo z gradientom denaturanta (DGGE)
za prepoznavanje sprememb v sestavi zdruzb arhej in bakterij v tleh s povecano
koncentracijo CO, geoloskega izvora in v kontrolnih tleh na obmocju naravnega izvira
CO; v blizini Laacher See v Nemciji. Analiza zdruzb arhej, ki so jo izvedli v tej Studiji, je
pokazala razlike v sestavi zdruzbe vzdolz gradienta naraS¢ajoCe koncentracije CO,, pri
¢emer so v neposredni blizini izvirov CO, prevladovali taksoni iz skupin Crenarchaeota in
Thaumarchaeota. Pojavljanje vecjega Stevila taksonov iz debla Thaumarchaeota so avtorji
tudi opredelili kot potencialni bioindikator prisotnosti CO, geoloskega izvora v tleh. Nase
ugotovitve podpirajo ta predlog, saj smo na obmocju travniskih mofet nasli predstavnike iz
debla Thraumarcheota izklju€no v tleh s srednjo in visoko koncentracijo CO; (preglednica
17), kar bi lahko povezali z zakisovanjem tal zaradi prisotnosti CO, in z obligatno
acidofilnostjo predstavnikov omenjene skupine arhej (Lehtovirta - Morley in sod., 2011).
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V nasprotju s poroanjem Frerichs in sod. (2013) je nasa Studija pokazala bistveno vecjo
prisotnost metanogenih predstavnikov debla Methanomicrobia in ve€jo abundanco
anaerobnih bakterijskih taksonov v povrSinskem sloju tal, izpostavljenih visoki
koncentraciji CO,. Zdruzbo arhej (preglednica 17, slika 30) na naSem obmocju sestavljata
vecCinoma razreda Thermoprotei in Methanomicrobia, od katerih so predstavniki slednjega
bistveno bolj pogosti v tleh, ki so izpostavljena visoki koncentraciji CO,, kot pa v
kontrolnih tleh. Predstavniki metanogenega razreda Methanomicrobia spadajo med striktne
anaerobne predstavnike Euryarchaeota, katerih presnova je omejena na pretvorbo CO; in
H, v metan (Thauer in sod., 2008). Tla, bogata s CO,, v mofetah zato predstavljajo njihov
potencialni habitat, kar je v skladu z ugotovitvami Beaubien in sod. (2008), ki so na
podlagi produkcije in oksidacije CH4 dokazali najvecjo aktivnost striktnih anaerobov, tj.
metanogenih arhej, v tleh izpostavljenih visokim koncentracijam CO,. Ugotovitve so
kasneje podprli rezultati analize lipidnih biomarkerjev (Opperman in sod., 2010), ki so
poleg dokazovanja prisotnosti drugih taksonov izpostavili prisotnost metanogenih arhej v
tleh, izpostavljenih visoki koncentraciji CO,. Premik proti zdruzbam, kjer v razmerah
visoke koncentracije CO, v tleh prevladuje razred Methanomicrobia, ima funkcionalne
posledice povezane s povecano proizvodnjo CHy. V nasi Studiji smo zasledili sledove CH4
ravno v tleh, izpostavljenih visokim koncentracijam CO;, ne pa tudi na drugih vzorénih
lokacijah (priloga A).

5.2.3.2 Bakterije

Podobno kot pri arhejah se je tudi zdruzba bakterij premaknila v smer, kjer prevladujejo
anaerobi, kar Se dodatno potrjuje ugotovitev, da je hipoksi¢no stanje v tleh glavni dejavnik,
ki vpliva na razlike v sestavi mikrobnih zdruzb na obmocjih mofet. Vseh 13 bakterijskih
debel iz naSe Studije (preglednica 18, slika 31), med katerimi imata ponavadi debli
Acidobacteria in Proteobacteria najvecjo abundanco sekvenc, se pogosto pojavlja v
talnem habitatu (npr. Janssen, 2006). Razred Deltaproteobacteria je edini, ki je bil
statisticno znacilno StevilénejSi v kontrolnih tleh, v primerjavi s tlemi, izpostavljenimi
visoki koncentraciji CO,. Predstavniki te skupine so zato verjetno obcutljivi na hipoksijo
tal. Tudi drugi avtorji poro¢ajo o manjsi abundanci predstavnikov druzine Geobacteraceae
v tleh, izpostavljenih visokim koncentracijam CO; (Oppermann in sod., 2010; Frerichs in
sod., 2013). Sekvence anaerobnih predstavnikov debla Chloroflexi (poleg sekvenc debla
Firmicutes) so bile najbolj pogoste v tleh, izpostavljenih visoki koncentraciji CO,. Deblo
Chloroflexi je povezano z dvema razredoma, in sicer z razredom Anaerolineae, ki uspeva v
strogo anaerobnih razmerah, ter katerega prisotnost so potrdili v anaerobnem blatu
(Yamada in sod., 2006), ter z aerobnimi Ktedonobacteria, ki uspevajo v mikroaerofilnih
okoljih (Chang in sod., 2011). Zanimivo je, da so Frerich in sod. (2013) v svoji Studiji
opazili vecji delez anaerobnih taksonov v globljih plasteh tal na obmocju mofet v okolici
Laacher See, Nemcija (do globine 60 cm), s primerljivo koncentracijo CO; v tleh, kot je na
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obmocju z visokim CO; travniskih mofet v okolici StaveSincev, ne pa tudi na povrsini, kjer
je delez CO, dosegal le 30 %. Poleg tega v Stevilnih Studijah, (npr. Oppermann in sod.,
2010; Kriiger in sod., 2011; Frerichs in sod., 2013), izvedenih na obmoc¢jih mofet, porocajo
tudi o vecji aktivnost in povecani prisotnosti sulfat reducirajo¢ih bakterij, Cesar pa nismo
opazili v na$i Studiji. V nasprotju z izviri CO, v Italiji (npr. Raschi in sod., 1997;
Oppermann in sod., 2010) in v Nem¢iji (npr. Kriiger in sod., 2011; Frerichs in sod., 2013)
so travniSke mofete v okolici StaveSincev znane po tem, da so ve¢inoma proste Zveplenih
spojin (Pfanz in sod., 2007) ter da so koncentracije H,S pod mejo detekcije (vrednosti
meritev so podane v prilogi A). V nasprotju s predhodnimi raziskavami (Kriiger in sod.,
2009a, 2011; Oppermann in sod., 2010) v nasi Studiji nismo opazili porasta Stevila
acidofilnih bakterij v tleh, izpostavljenih visoki koncentraciji CO,, kar se verjetno odraza v
podobni pH vrednosti med tlemi s srednjo in visoko koncentracijo CO,, ter v relativno kisli
reakciji v kontrolnih tleh.

5.3 KVASOVKE

Iz tal obmocja travniskih mofet v okolici StaveSincev smo uspeSno identificirali 8 vrst
kvasovk, med katerimi je bila tudi kvasovka Occultifur species sp. nov., ki je, kot kaze, do
sedaj Se neopisana vrsta kvasovke. Izvedli smo teste sposobnosti rasti kvasovk za rast v
atmosferi s povecano koncentracijo CO; ter testirali njihovo sposobnost fermentacije
glukoze. Pri izolatu kvasovke Occultifur species sp. nov. smo izvedli dodatne biokemijske
teste, da bi lahko potrdili, ali gre res za novo, do sedaj Se neopisano vrsto kvasovke.

5.3.1 Sposobnost prezivetja kvasovk v atmosferi s povecano koncentracijo CO; in
fermentacija glukoze

Iz tal z obmocij z visoko koncentracijo CO, smo izolirali dve vrsti kvasovk: Occultifur
species sp. nov. in Wickerhamomyces anomalus, 1z kontrolnih obmocij pet vrst kvasovk:
Candida sake, Candida vartiovaarae, Debaryomyces pseudopolymorphus, Ustilago davisii
in Williopsis saturnus ter z obeh omenjenth obmocij eno vrsto, Rhodotorula glutinis
(preglednica 19). Na izolatih smo nato preverili sposobnost rasti v atmosferi s povecano
koncentracijo CO, ter preverili njihovo sposobnost fermentacije glukoze. Z Zzeljo, da
preverimo, ali obstaja povezava med sposobnostjo fermentacije glukoze in sposobnostjo
rasti v atmosferi s poveano koncentracijo CO,, smo slednjo preverili tudi na izolatih
izbranih fakultativno anaerobnih vrst kvasovk iz Zbirke ekstremofilnih kvasovk - EXF
(Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta, UL). Pri kvasovki Occultifur species sp. nov.
smo izvedli Se dodatne biokemijske teste, saj je njena identifikacija z iskalnim algoritmom
BLAST imela najslabSo podobnost z njej najblizjimi filogenetskimi sorodniki (98 %
podobnost s kvasovko Occultifur externus).
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Analiza biodiverzitete kvasovk z obmocja travniSkih mofet v okolici StaveSincev je
pokazala, da ena od treh vrst kvasovk, ki smo jih izolirali z obmocja s povecano
koncentracijo CO; v tleh, ni sposobna rasti v atmosferi s povecano koncentracijo CO;
(preglednica 19). Prav tako je analiza pokazala, da so 4 od 6 vrst kvasovk, izolirane s
kontrolnih obmocij, sposobne rasti v atmosferi s povecano koncentracijo CO, (preglednica
19). Povezavo pa lahko najdemo med sposobnostjo rasti v atmosferi s povecano
koncentracijo CO, ter sposobnostjo fermentacije glukoze (preglednica 19 in preglednica
20). Rezultati so pokazali, da so kvasovke, ki smo jih izolirali z obmocja travniskih mofet
v okolici StaveSincev in so sposobne rasti tudi v atmosferi s povecano koncentracijo CO,,
sposobne tudi fermentacije glukoze (preglednica 19). Test smo ponovili tudi pri izbranih
fakultativno anaerobnih kvasovkah iz zbirke ekstremofilnih gliv (EXF), BiotehniSke
fakultete, Oddelka za biologijo (preglednica 23), kar je potrdilo nase rezultate o potencialni
povezavi med sposobnostjo fermentacije D-glukoze in sposobnostjo rasti v atmosferi s
povedano koncentracijo CO,. Ceprav je sposobnost kvasovk, da fermentirajo glukozo pod
omejenimi viri kisika, pogosta lastnost kvasovk, se izkaZe, da rast v anaerobnih razmerah
ni pogosto opazena (Visser in sod., 1990). Rezultati naSe Studije so pokazali, da temu ni
tako, saj smo opazili, da kvasovke, ki fermentirajo glukozo, tudi rastejo v atmosferi s
povecano koncentracijo CO; in posledicno zmanjSano koncentracijo O,. Visser in sod.
(1990) porocajo, da je le nekaj vrst fakultativno anaerobnih kvasovk sposobnih hitre rasti
pri omejenem viru kisika, medtem ko smo v nasi raziskavi opazili, da je izmed 23 razli¢nih
vrst fakultativno anaerobnih kvasovk, ve€ina, torej 16 vrst, sposobna rasti pri atmosferi s
povecano koncentracijo CO,.

5.3.2 Filogenija kvasovk

Analiza filogenetske sestave izoliranih kvasovk z obmocja travniskih mofet v okolici
StaveSincev je pokazala, da je kvasovka Wickerhamomyces anomalus edina, ki je bila
izolirana izklju¢no z obmoc¢ja z visoko koncentracijo CO,, sposobna tudi fermentirati
glukozo in rasti v atmosferi s povecano koncentracijo CO,. Kvasovka W. anomalus je bila
sicer v drugih raziskavah izolirana tudi iz cvetocih rastlin, povrSine sadja, crevesa Zuzelk,
¢loveskih tkiv in izlo€kov, mle¢nih in pekovskih izdelkov, odpadnih voda, drevesnih
izlockov, slane hrane in morskega okolja (Walker, 2011). Ustrezajo ji temperature med 3
do 37 °C, ter pH med 2 in 12, zaradi Cesar je v naravi zelo pogosta (Walker, 2011). Je
fakultativno anaerobna kvasovka, ki lahko raste v okolju s kisikom ter v okolju z omejenim
kisikom. V aerobnih razmerah je pogostejSa respiratorna rast, medtem ko se alkoholna
fermentacija pojavi le z omejitvijo kisika (Walker, 2011). Omenjeno kaze na lastnosti
Pasteurjevega ucinka in odsotnost Crabtreejevega ucinka (za podroben opis posameznih
ucinkov glej poglavje 2.2.3) pri tej kvasovki (povzeto po Walker, 2011). Pasteurjev u¢inek
pomeni, da pri visokih koncentracijah glukoze W. anomalus diha v aerobnih razmerah, ce
pa kvasovko prenesemo v okolje z manjSo koli€ino razpoloZljivega kisika, se bo njena
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presnova spremenila v fermentativno (Fredlund in sod., 2004). Na obmocjih z visoko
koncentracijo CO, na travniSkih mofetah v okolici StaveSincev se ob pojavljanju visoke
koncentracije CO; inducira hipoksija, na nekaterih mestih celo anoksija (Macek in sod.,
2011). Obmoc¢ja naravnih izvirov CO, zaradi poveCevanja koncentracije CO, in s tem
povezanega manjSanja koncentracije O, predstavljajo potencialni naravni habitat
fermentativnih kvasovk.

Na kontrolnem obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev sta bili najbolj abundantni
kvasovki Candida sake in Williopsis saturnus, ki sta bili sposobni rasti tudi v atmosferi s
povecano koncentracijo CO,. Kvasovka Candida sake je v literaturi najveCkrat omenjena
kot biokontrolni organizem za zatiranje skladiS¢nih patogenov (modre plesni) na jabolkah
(npr. Usall in sod., 2000). Kvasovka Williopsis saturnus je poznana po sposobnosti
inhibicije kvasovk, ki povzro€ajo kvarjenje hrane, ter po protimikrobnih sposobnostih (npr.
Guyard in sod., 2002), ima pa tudi vlogo pri fermentaciji vina (Erten in Tanguler, 2010).
Prav sposobnost fermentacije je razlog, da je kvasovka Williopsis saturnus sposobna rasti v
atmosferi s povecano koncentracijo CO,, kar je znaCilnost obmocja travniSkih mofet v
okolici StaveSincev.

Vsi Stirje izolati kvasovke Occultifur species sp. nov. so imeli najslabso identifikacijo po
iskalnem algoritmu BLAST z najbliZjimi filogenetskimi sorodniki. Pri izolatih kvasovke
Occultifur species sp. nov. smo naredili dodatne biokemijske teste, da bi potrdili, ali gre res
za novo vrsto. Primerjali smo rezultate asimilacijskih testov med izolati kvasovk z
obmocja travniSskih mofet v okolici StaveSincev s po literaturi (Sampaio in sod., 1999)
zabelezenimi podatki o asimilaciji razlicnih virov ogljika izolatov kvasovke Occultifur
externus (Sampaio in sod., 1999), izolirane iz listnega opada na Portugalskem. Nobena od
omenjenih kvasovk ni sposobna fermentirati glukoze, ne tvorijo Skroba, test ureaze je bil
pozitiven za vse. Razlike v asimilaciji sladkorjev so se pokazale pri D-galaktozi, L-sorbozi,
D-glukozaminu, celobiozi, laktozi, rafinozi in ribitolu. Izolirani Stirje sevi izolata
Occultifur species sp. nov. se med seboj niso parili, kar je bilo razvidno iz odsotnosti hif. Iz
omenjenih podatkov, predvsem iz razlike v asimilaciji razli¢nih virov ogljika (preglednica
20 in preglednica 23) in iz analize filogenetskega drevesa (slika 32), lahko povzamemo, da
je kvasovka Occultifur species sp. nov. res nova, do sedaj Se neopisana vrsta kvasovke.
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6 SKLEPI

Na podlagi rezultatov raziskav biodiverzitete in sestave zdruzb izbranih skupin talnih
mikroorganizmov na razlicnih obmoc¢jih naravnih izvirov CO, oz. mofet v okviru te
doktorske disertacije lahko sklepamo naslednje:

1.

Korenine rastlin, ki rastejo na obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev, so
kolonizirane z arbuskularnimi mikoriznimi (AM) glivami tudi na obmocjih z
visoko koncentracijo geoloskega CO,. V raziskavah nismo ugotovili statisti¢no
znaCilne povezave med parametri kolonizacije korenin z AM glivami in
koncentracijo CO, v tleh. V koreninah rastlin, vzoréenih na obmocjih z visoko
koncentracijo CO,, smo opazili prisotnost arbuskulov, kar kaZe na fizioloSko
aktivno simbiozo in izmenjavo hranil med rastlinami in AM glivami.

Sestava zdruzb AM gliv je statisticno znacilno razlicna med obmocji z visoko
koncentracijo CO, in kontrolnimi obmo¢ji (ANOVA; P < 0,001). Med razli¢nimi
talnimi parametri je najveC variabilnosti v sestavi zdruzb AM gliv z obmocja
travniskih mofet v okolici Stavesincev pojasnila vrednost pH tal (R = 0,96), sledijo
koncentracija CO, v tleh (R? = 0,78), koncentracija O, v tleh (R* = 0, 73), vpliv
vzoréenja v razli¢nih letih (R* = 0,48), razpolozljivi fosfor (R* = 0,46) in skupni
dusik (R> = 0,43). Nizanje vrednosti pH tal na obmo¢jih mofet je pogojeno s
prisotnostjo geoloSkega CO,. Zdruzbe AM gliv z obmocij travniSkih mofet se
razdelijo v dve statisti€éno znacilni skupini, prvo s kontrolnih obmo¢ij in drugo z
obmocij z visoko koncentracijo geoloskega CO; v tleh. Nasi rezultati so pokazali,
da imajo na obmocju travniS8kih mofet v okolici StaveSincev najvecji vpliv na
variabilnost znotraj sestave zdruzb AM gliv abiotski dejavniki okolja, predvsem
vrednost pH tal, koncentraciji CO, in O, v tleh (R* > 0,73). Opazili smo tudi vpliv
razli¢nih let vzordenja (R* = 0,48) na variabilnost znotraj sestave zdruzb AM gliv,
medtem ko razlik med razli€énimi meseci znotraj rastne sezone rastlin nismo opazili.

V analizo vpliva abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb AM gliv na
obmocjih mofet smo poleg travniskih mofet v okolici StaveSincev vkljucili tudi
gozdne mofete na StaveSinskem vrhu, ¢eSke mofete v okolici Cheba in italijjanske
mofete Bossoleto. Tudi v primeru geografsko oddaljenih mofet nam najvec
variabilnosti v sestavi zdruzb AM gliv pojasni koncentracija CO, v tleh (R* = 0,98),
sledi koncentracija O, (R* = 0,91) in pH tal (R* = 0,86).

Na kontrolnih lokacijah travniSkih mofet v okolici StaveSincev smo v zdruzbi AM
gliv ugotovili vecjo biodiverziteto (glede na izraCunana Hillova Stevila), ki se kaze
v ve¢ji pestrosti MOTU (izracunani s Hillovim Stevilom 0), vecji izenacenosti
MOTU (izraunani s Hillovim Stevilom 2) in ve¢ji dominanci MOTU (izra¢unani s
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Hillovim S$tevilom o) v primerjavi z zdruzbo z obmoc¢ij z visoko koncentracijo
CO,.

5. 'V nasi raziskavi smo ponovno potrdili prisotnost dveh Ze opisanih specialistov AM
gliv (Glo85 in Glo86, Macek in sod., 2011) na obmocju travniskih mofet v okolici
StaveSincev z zelo sorodnimi sekvencami (MOTUS in MOTU22), kljub nekaj
letnemu zamiku vzorcenja po Studiji Macek in sod. (2011) in uporabi novih
metodoloskih pristopov (z uporabo novih molekulskih metod tj. pirosekvenciranja;
454 GS-FLX, Roche), kar kaze na kompatibilnost obeh metod in dolgoro¢no
stabilnost sestave zdruzb AM gliv na obmocju mofet.

6. Rezultati nasih analiz so pokazali, da MOTUS in MOTU22 vsebujeta tudi sekvence
AM gliv s kontrolnih obmo¢ij, vendar so te v kontrolnih tleh redke. Na ta nacin
smo dodatno dokazali, da sta sestava okoljskih zdruzb AM gliv in abundanca
posameznega MOTU v zdruzbi primarno pogojeni z okoljskimi parametri tal.
Obenem sta pogojeni z naborom taksonov, ki so na razpolago v ozji okolici, v
naSem primeru z zdruzbo na obmocju kontrolnih koncentracij geoloSkega plina.
Zaradi izhajanja geoloskega plina se spremenijo kompeticijska razmerja med
razlicnimi taksoni znotraj prisotne zdruZzbe in zato v zdruzbi z obmocij visokih
koncentracij CO, prevladajo ekoloski specialisti, ki uspejo preiti te abiotske filtre.
Med slednjimi so lahko bolj ali manj sorodni taksoni. Med bolj sorodnimi je
kompeticija vecja kot med manj sorodnimi, kar vpliva na izginevanje manj
kompetitivnih vrst, kljub njihovi potencialni ekoloski primernosti za prezivetje v
danih ekstremnih razmerah.

7. Sestava zdruzb arhej in bakterij se je med obmo¢ji z visoko, srednjo in kontrolno
koncentracijo CO; statisticno znacilno razlikovala. NajveC variabilnosti v sestavi
zdruzb arhej oz. bakterij nam pojasni koncentracija CO, v tleh (R* > 0,957),
razpolozljivi fosfor (R* > 0,953), koncentracija O, v tleh (P < 0,01; R* > 0,962),
skupni dugik (P < 0,05; R* > 0,790) in v primeru arhej tudi pH tal (R* > 0,583).
Koncentracija O v tleh je glavni abiotski dejavnik, ki vpliva na razlike v sestavi
zdruzb arhej in bakterij med obmoc¢ji z visoko koncentracijo CO; in obmocji s
srednjo in kontrolno koncentracijo CO,, medtem ko imata koli¢ina skupnega dusika
in vrednost pH tal glavno vlogo pri lo€itvi zdruzb arhej med obmocji s srednjo in
kontrolno koncentracijo CO,.

8. Diverziteta arhej in bakterij (dolo¢ena s Hillovimi Stevili 0, 2 in o) ni bila
statisti¢no znacilno povezana s koncentracijo CO, v tleh, prav tako se ni razlikovala
med obmocji z visoko koncentracijo CO,, srednjo koncentracijo CO; in kontrolnimi
obmocji.
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9.

10.

1.

V tleh travniskih mofet v okolici StaveSincev, ki so izpostavljena visokim
koncentracijam CO,, je bilo v razredu arhej Methanomicrobia in deblih bakterij
Chloroflexi in Firmicutes statisti¢no znacilno vecje Stevilo sekvenc kot v kontrolnih
tleh, medtem ko je bilo v razredih bakterij Thermoplasmata in Deltaproteobacteria
statisticno znacilno vecje Stevilo sekvenc na kontrolnih obmocjih v primerjavi z
obmoc;ji z visoko koncentracijo CO,. Nasi rezultati kazejo na spremembo v sestavi
zdruzb arhej in bakterij v smeri vecjega Stevila anaerobnih in metanogenih
predstavnikov v zdruzbi arhej in bakterij na obmocjih visoke koncentracije CO; na
obmocju travniSkih mofet v okolici StaveSincev.

Kvasovke, ki so sposobne fermentirati D-glukozo, so v veliki ve€ini sposobne tudi
rasti v atmosferi s poveCano koncentracijo CO,. Dokazali smo, da je znotraj
anaerobnih obmocij, kamor do doloCene mere spadajo tudi obmocja travniskih
mofet v okolici StaveSincev, ve¢ vrst fermentativnih kvasovk, kot kvasovk, ki D-
glukoze ne fermentirajo.

Kvasovka Occultifur species sp. nov., izolirana iz tal z visoko koncentracijo CO, z
obmocja travniskih mofet v okolici StaveSincev, predstavlja novo, do sedaj Se
neopisano vrsto kvasovke, za katero je znacilno, da kljub temu, da je bila izolirana
iz tal z visoko koncentracijo CO,, ne fermentira D-glukoze. Od doslej znanih
sorodnih vrst se razlikuje v asimilaciji dolo¢enih sladkorjev (D-galaktozi, L-
sorbozi, D-glukozaminu, celobiozi, laktozi, rafinozi in ribitolu) kot tudi
filogenetsko, na podlagi primerjave sekvenc genov za veliko podenoto ribosoma
(LSU).
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7 POVZETEK (SUMMARY)
7.1 POVZETEK

Raziskovanje procesov, ki vplivajo na diverziteto zdruzb razli¢nih skupin organizmov, je
ze dolgo v srediscu ekoloskih §tudij, saj ima razumevanje teh procesov pomembno vlogo
pri napovedi odzivov ekosistemov na spremembe okolja. Kljub hitremu metodoloskemu
razvoju je razumevanje mehanizmov vpliva abiotskih dejavnikov okolja na strukturiranje
zdruzb talnih mikroorganizmov Se vedno omejeno in potrebno nadaljnjih raziskav.
Tovrstne raziskave so v naravnih ekosistemih tezavne zaradi specifi¢nih lastnosti talnih
ekosistemov, kjer so mocni, usmerjeni selekcijski pritiski redko €asovno in prostorsko
usmerjeni in se pogosto tudi prekrivajo z drugimi karakteristikami tal.

Naravni izviri CO; (mofete) so ekstremni ekosistemi, kjer ogljikov dioksid (CO;)
geoloskega izvora doseze povrSino tal in povzroca bistvene spremembe v sestavi talnega
zraka. Koncentracija CO; v tleh pogosto mocno preseze obiCajne talne in atmosferske
koncentracije tega plina. To vpliva tudi na spremembo koncentracij drugih talnih plinov,
kot je na primer kisik (O,), katerega koncentracija je obratno sorazmerna s koncentracijo
geoloskega CO,. Ze v zadetku 90. let prej$njega stoletja so se pojavile prve objave o
uporabi mofet za preucevanje dolgorocnih vplivov povecane koncentracije atmosferskega
CO; na rastline, medtem ko so se prve raziskave, ki so bile osredotocene na talne
mikroorganizme, pojavile skoraj 20 let kasneje. Veina dosedanjih raziskav je bila
osredotocena skoraj izkljucno na procese v nadzemnih delih rastlin. Ker je CO, v mofetah
geoloskega izvora in se prezracuje skozi tla, ta najprej prizadene korenine rastlin in talne
organizme. Za nasSe raziskave smo izbrali vrstno pestre in funkcionalno pomembne skupine
talnih mikroorganizmov, arbuskularne mikorizne (AM) glive, arheje, bakterije in glive
kvasovke.

Na obmocju travniS8kih mofet v okolici StaveSincev smo v koreninah rastlin ocenjevali
kolonizacijo korenin z AM glivami. V raziskavah nismo ugotovili statisticno znacilne
povezave med parametri kolonizacije korenin z AM glivami in koncentracijo CO; tleh.
Kolonizacija korenin z AM glivami je bila prisotna na obmocjih z visoko koncentracijo
CO; (> 60 % CO, v talnem zraku), kjer smo opazili tudi prisotnost arbuskulov, ki kazejo na
fizioloSko aktivno simbiozo in izmenjavo hranil med rastlino in AM glivami. Sestavo
zdruzb AM gliv smo na obmocju travniSkih mofet dolo¢ili z metodo pirosekvenciranja
(454 GS-FLX, Roche). Ugotovili smo, da je sestava zdruzb AM gliv statisticno znacilno
razli¢na med obmogji z visoko koncentracijo CO, (> 60 % CO,) in kontrolnimi obmo¢ji (<
2 % CO; v talnem zraku). Najve¢ variabilnosti v sestavi zdruzb AM gliv z obmocij
travniskih mofet je pojasnila pH reakcija tal (R* = 0,96), sledijo koncentracija CO, v tleh
(R* = 0,78), koncentracija O, v tleh (R* = 0, 73), vpliv vzoréenja v razli¢nih letih (R* =
0,48), koncentracija razpolozljivega fosforja (R* = 0,46) in skupnega dugika (R* = 0,43).
Nizanje vrednosti pH tal na obmocjih mofet je pogojeno s prisotnostjo geolosSkega CO,,
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zato povecana koncentracija CO; v tleh in s tem inducirana hipoksija predstavljata glavna
abiotska okoljska dejavnika, ki vplivata na locevanje zdruzb AM gliv. Da bi lahko preverili
vpliv abiotskih dejavnikov okolja na sestavo zdruzb AM gliv med geografsko oddaljenimi
mofetami, smo poleg omenjene travniSke mofete v okolici StaveSincev vkljucili v
raziskavo tudi gozdne mofete na StaveSinskem vrhu, ¢eSke mofete v okolici Cheba in
italijanske mofete Bossoleto. Tudi v tem primeru najve¢ variabilnosti v sestavi zdruzb AM
gliv med geografsko oddaljenimi mofetami pojasni razlika v koncentraciji CO, v tleh med
posameznimi obmo&ji znotraj mofet (R* = 0,98), sledita koncentracija O, v tleh (R* = 0,91)
in pH reakcija tal (R* = 0,86). Zdruzbe AM gliv, vzoréene s kontrolnih obmo¢ij travniskih
mofet v okolici StaveSincev, imajo tudi statisticno znacilno vecjo pestrost MOTU
(izracunano s Hillovim S$tevilom 0), ve¢jo izenacenost MOTU (izracunano s Hillovim
Stevilom 2) in ve¢jo dominanco MOTU (izracunano s Hillovim Stevilom o) v primerjavi s
tistimi zdruzbami, ki so bile vzor¢ene z obmocij z visoko koncentracijo CO,. Taksona
MOTU z najvecjim delezem sekvenc z obmocij z visoko koncentracijo CO, sta MOTUS in
MOTU22. Omenjena taksona MOTU sta najbolj podobna filotipoma Glo85 in Glo86, ki
sta bila opisana kot specialista obmocij z visoko koncentracijo CO, (Macek in sod., 2011).
Nasa raziskava potrjuje, da sta Glo85 in Glo86 (MOTUS in MOTU22) nekaj let po prvotni
raziskavi zdruzb AM gliv (Macek in sod., 2011) Se vedno najbolj abundantna na obmo¢jih
z visoko koncentracijo CO,, vendar smo z uporabo metode pirosekvenciranja (454 GS-
FLX, Roche) sedaj potrdili njuno prisotnost tudi na kontrolnih obmocjih, kjer sta sicer
redka in prisotna v majhnem Stevilu sekvenc.

Sestavo zdruzb arhej in bakterij smo na obmocju travniskih mofet dolocili na podlagi
analize dolzin terminalnih restrikcijskih fragmentov (T-RFLP) in izdelave klonskih
knjiznic (izolacija DNK, PCR, kloniranje, sekvenciranje po Sangerju). Sestava zdruzb
arhej in bakterij se je statisticno znacilno razlikovala med obmocji z visoko, srednjo in
kontrolno koncentracijo CO,. Glavni abiotski dejavniki, ki so statisticno znacilno vplivali
na sestavo zdruzb arhej in bakterij, so koncentracija O, v tleh, koncentracija CO; v tleh,
rastlinam dostopni fosfor, skupni dusik in v primeru arhej tudi pH reakcija tal. Diverziteta
arhej in bakterij (doloCena s Hillovimi Stevili 0, 2 in o) se ni statisticno znacilno
razlikovala med obmocji z visoko koncentracijo CO,, srednjo koncentracijo CO; in
kontrolnimi obmoc¢ji. Prav tako nismo opazili statisticno znacilne povezave med
diverziteto arhej in bakterij in koncentracijo CO, v tleh. Na obmo¢jih s povecano
koncentracijo CO, smo opazili statisticno vec¢je Stevilo predstavnikov metanogenega
razreda arhej Methanomicrobia in predstavnikov debla Chloroflexi in Firmicutes kot na
kontrolnih obmoc¢jih. Medtem ko smo na kontrolnih obmo¢jih opazili statisticno vecje
Stevilo predstavnikov razreda Thermoplasmata in Deltaproteobacteria, v primerjavi z
obmog¢ji z visoko koncentracijo COs,.

V nasi raziskavi smo ugotovili, da so kvasovke, izolirane iz tal travniSkih mofet, ki so
sposobne fermentirati D-glukozo, sposobne tudi rasti v atmosferi s povecano koncentracijo
COa,. Rezultate so dodatno potrdili tudi testi rasti izbranih fakultativno anaerobnih kvasovk
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iz zbirke EXF (Oddelek za biologijo, Biotehniska fakulteta) v atmosferi s povecano
koncentracijo CO,. Ugotovili smo, da se na obmocju travniSkih mofet pojavlja vecje
Stevilo fermentativnih kvasovk kot nefermentativnih kvasovk. Iz tal z obmoc¢ja z visoko
koncentracijo CO, smo uspeSno izolirali kvasovko Occultifur species, sp. nov., ki
predstavlja novo, do sedaj Se neopisano vrsto kvasovke.

Z raziskavami v okviru doktorske disertacije smo odgovorili na vec¢ino vpraSanj, ki smo jih
zastavili pri zasnovi poskusov. Arbuskularne mikorizne glive so prisotne na obmo¢jih z
visoko koncentracijo talnega CO,, kjer tvorijo tudi arbuskule. Abiotski dejavniki okolja,
koncentracija CO, s tem inducirana hipoksija in vrednost pH v tleh, predstavljajo
najmocnejsi kazalec sprememb v sestavi zdruzb AM gliv, arhej in bakterij na obmocjih
naravnih izvirov CO,. Ugotovili smo tudi, da na variabilnost v sestavi zdruzb AM gliv
vpliva tudi vzor€enje v razliénih letih, nismo pa opazili vpliva vzorCenja v razlicnih
mesecih znotraj posamezne rastne sezone. Na kontrolnih lokacijah travniskih mofet v
okolici StaveSincev smo v zdruzbi AM gliv ugotovili ve¢jo biodiverziteto (glede na
izraCunana Hillova §tevila) v primerjavi z zdruzbo, izpostavljeno ekstremnim razmeram na
obmoc¢ju mofet. Razlik v biodiverziteti med zdruzbami arhej in bakterij z obmocij razli¢nih
koncentracij CO, nismo opazili. V nasi raziskavi smo ponovno potrdili prisotnost dveh
specialistov AM gliv na obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev z zelo sorodnimi
sekvencami (Glo85 in Glo86 iz Studije Macek in sod., 2011, ki ustrezata MOTUS in
MOTU22), kljub nekaj letnemu zamiku vzorcenja. Rezultati naSe Studije kazejo na
pomembne ekoloske posledice, ki nastanejo zaradi spremembe v sestavi mikrobnih zdruzb
v smeri ve¢je abundance anaerobnih in metanogenih predstavnikov arhej in bakterij, kot
tudi vecjo Stevilénost fermentativnih kvasovk, ko koncentracije CO, v tleh doseZejo
zadosten nivo, da povzrocijo lokalno hipoksi¢no stanje. Te spremembe vplivajo tako na
sestavo zdruzb talnih mikroorganizmov kot tudi na njihovo funkcijo. Podrobnejse analize
vpliva teh sprememb na funkcijo mikrobnih zdruzb na obmocju mofet bi podale Se jasnejsi
vpogled v procese, ki potekajo v tleh teh zanimivih ekstremnih ekosistemov.
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7.2 SUMMARY

Examining the processes regulating the diversity of different groups of organisms has long
been one of the main aims of ecological research. Understanding these processes is
essential for predicting responses of ecosystems to environmental change. Understanding
the mechanisms of abiotic environmental factors influencing the structure of soil microbial
communities is still limited and needs further research, but recent advances in DNA based
methods have opened new avenues of research. However, conducting research in natural
ecosystems 1s difficult due to specific characteristics of the soil ecosystems, where
powerful and directed selection pressures are rarely temporally and spatially oriented and
often tend to co-vary with other soil characteristics.

Natural CO, springs (mofettes) are extreme ecosystems where carbon dioxide (CO,) of
geological origin reaches the soil surface, resulting in significant changes in soil gas
composition. Soil CO, concentrations often exceeds normal soil and atmospheric
concentrations. This also influences other soil gases, such as oxygen (O,) concentration,
which is negatively correlated with the concentration of geological CO,. The first
publication regarding the use of mofettes to study the long-term effects of elevated
concentrations of atmospheric CO; on plants emerged at the beginning of the 1990s, but
the first survey focusing on soil microorganisms occurred almost 20 years later. Most of
the research focused exclusively on the aboveground processes. However, because mofette
CO, is of geological origin and vents through the soil, plant roots and soil organisms are
the first to be affected by this CO, source. For our research we have therefore chosen
functionally important groups of soil microorganisms with high species diversity;
arbuscular mycorrhizal (AM) fungi, archaea, bacteria, and yeasts.

For the purpose of this study we have investigated the colonization of plant roots with AM
fungi within a meadow mofette near StaveSinci. There were no significant differences
between the parameters of AM fungal colonization and the concentration of CO, in soil.
Plant roots were also colonised with AM fungi in the locations with high CO;
concentration (> 60 % in soil air). In these locations we have observed arbuscules in plant
roots, which are indicators of a physiologically active symbiosis and nutrient exchange
between the plant and the AM fungi. AM fungal community composition at the meadow
mofette near StaveSinci was evaluated using pyrosequencing (454 GS-FLX, Roche). The
results show that the AM fungal community composition significantly differs between the
locations with high CO; concentration (> 60 % CO;) and control locations (< 2 % CO; in
soil air). The variability within the composition of AM fungal community was mostly
explained by the difference in soil pH (R* = 0.96), followed by soil CO, concentration (R*
= 0.78), soil O, concentration (R*> = 0.73), sampling in different years (R> = 0.48),
concentration of soil phosphorus (R*> = 0.46) and total nitrogen (R* = 0.43). Lower pH
values at mofettes are a consequence of high concentrations of geological CO,. In order to
investigate the influence of abiotic factors on the composition of AM fungal community
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between geographically distant mofettes, we have included into study also forest mofettes
at Stavesinski vrh, Czech mofettes near Cheb and Italian mofettes Bossoleto. The results of
the canonical correspondence analysis of the composition of AM fungal community have
shown that the wvariability in composition of AM fungal community between
geographically distant mofettes was mostly explained by the difference in concentration of
CO, in soil among different locations within the mofettes (R* = 0.98), followed by the
difference in soil O, concentrations (R* = 0.91), and in soil pH (R* = 0.86). AM fungal
communities sampled from the control locations of the meadow mofette near StaveSinci
were significantly more MOTU (Molecular operational taxonomic unit) rich (accessed
with Hill number 0), more even (accessed with Hill number 2) and more dominant
(accessed with Hill number o) when compared to the communities sampled at locations
with high CO, concentrations. The most abundant MOTUs with the highest number of
sequences from high CO, locations were MOTUS and MOTU22, which were found to be
the most similar to the phylotypes Glo85 and Glo86 previously described as high CO,
specialists (Macek et al., 2011). Our study confirms that Glo85 and Glo86 (i.e. MOTUS
and MOTU?22, respectively) are still the most abundant phylotypes on the locations with
high CO, concentrations. Pyrosequencing (454 FLX, Roche) enabled us to confirm their
presence also in the control locations, despite their rarity and the low number of their
sequences.

Archaeal and bacterial community composition in soil of the meadow mofette near
StaveSinci was determined using terminal restriction fragment length polymorphism (T-
RFLP) and by clone libraries (PCR, cloning, Sanger sequencing). The community
composition of archaea and bacteria was significantly distinct between locations with high
CO; concentrations, medium CO;, and control locations. The variability in microbial
community composition was mostly explained with the O, concentration in soil air, CO,
concentration, phosphorus availability, total nitrogen concentration and soil pH. Archaeal
and bacterial diversity (accessed with Hill's numbers) was not significantly distinct among
the locations with high, medium or control CO, concentrations. In addition, no correlation
between the diversity of archaea and bacteria and the CO, concentration in soil was
observed. A significant increase in abundance of Methanomicrobia and the predominantly
anaerobic Chloroflexi and Firmicutes was detected at the locations with high CO,
concentrations compared to the control locations. Conversely, Thermoplasmata and
Deltaproteobacteria were significantly more abundant in control locations compared to the
locations with high CO, concentrations.

Yeasts, isolated from the soil of the meadow mofette, which were able to ferment D-
glucose, were also capable to grow in an atmosphere with increased CO, concentration.
The results were further confirmed with growth tests of selected facultative anaerobic
yeasts from the EXF collection (Department of Biology, Biotechnical Faculty, University
of Ljubljana) in increased CO, concentration atmospheres. We found a higher abundance
of fermentative yeasts in the whole area of the meadow mofette compared to yeasts not
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capable to ferment D-glucose. Moreover, we have successfully isolated the yeast
Occultifur species sp. nov., from high CO; concentration mofette soil, which is, according
to all the tests performed within this study, a new, undescribed species.

This research, which was conducted in the context of the presented Ph.D. thesis, succeeded
in answering most of the questions raised. Arbuscular mycorrhizal fungi are present in
mofette locations with high CO, concentrations, where they also form arbuscules. Abiotic
environmental factors, such as soil CO; concentration, induced hypoxia, and pH value, are
the strongest predictors of the compositional changes across communities of arbuscular
mycorrhizal fungi, archaea and bacteria in the areas of natural CO; springs. In addition, we
have found that sampling in different years influenced the community composition of AM
fungi, but no significant impact of sampling performed in different months within one
vegetation season was observed. AM fungal community sampled from control locations
within the meadow mofette locations near StaveSinci were more diverse (according to
calculated Hill's numbers) compared to the AM fungal community sampled from locations
with high CO; concentrations, while no significant difference in diversity of archaea and
bacteria among locations with different CO, concentrations was recorded. In this study we
confirmed the presence of two AM fungal specialists in the meadow mofette near
Stavesinci with closely related sequences (i.e. MOTUS and MOTU?22). The results of our
study show significant ecological consequences caused by changes in the composition of
microbial community toward a greater abundance of anaerobic and methanogenic archaea
and bacteria, as well as toward a greater abundance of fermentative yeast, when the
concentration of CO; in the soil reaches sufficient level to cause localised hypoxia. These
changes affect both the microbial community composition and its ecological functions. A
more detailed study of the impact of these changes on the function of soil microbial
communities sampled from natural CO, springs will provide a clearer insight into the
processes taking place in the soil of these interesting extreme ecosystems.
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PRILOGA A

Sestava plinov v talnem zraku na mestih, kjer smo vzor¢ili tla za analizo sestave zdruzb arhej in bakterij na
obmocju travniskih mofet v okolici StaveSincev. Predstavljeni so podatki za kontrolna obmocja (kontrola),
obmocja s srednjo koncentracijo CO, (srednji CO,) ter obmoc¢ja z visoko koncentracijo CO, (visok CO,).
Stevilke (1, 2, 3) predstavljajo posamezne vzorce, medtem ko ¢rke (a, b, ¢) predstavljajo ponovitve, ki smo
jih zdruzili pred izolacijo DNK iz tal. Predstavljene so koncentracije ogljikovega dioksida (CO;), v % (v/v)
koncentracije kisika (O,) v % (v/v), koncentracije metana (CHy) v % (v/v) in koli¢ina vodikovega sulfida
(H,S) in ogljikovega monoksida (CO) v delih na milijon (ppm).

Vzorec CO; (%) 0, (%) CHy (%) H,S (ppm) CO (ppm)
Kontrola 1a 0,2 21,0 0 0 0
Kontrola 1b 0,2 21,0 0 0 0
Kontrola 1c 0,2 21,0 0 0 0
Kontrola 2a 0,2 21,1 0 0 0
Kontrola 2b 0,1 21,1 0 0 0
Kontrola 2¢ 0,1 21,0 0 0 0
Kontrola 3a 0,2 20,8 0 0 0
Kontrola 3b 0,2 21,0 0 0 0
Kontrola 3¢ 0,2 20,9 0 0 0
Srednji CO; 1a 12,6 18,6 0 0 0
Srednji CO, 1b 11,1 18,9 0 0 0
Srednji CO, 1c 12,0 18,8 0 0 0
Srednji CO, 2a 12,4 19 0 0 0
Srednji CO, 2b 20,2 17,5 0 0 0
Srednji CO,2¢ 18,1 18,1 0 0 0
Srednji CO, 3a 11,1 18,9 0 0 0
Srednji CO, 3b 13,9 18,5 0 0 0
Srednji CO, 3¢ 13,3 18,8 0 0 0
Visok CO, la 99,9 1,5 0,1 2 0
Visok CO, 1b 49L7 11,0 0 0 0
Visok CO, 1c 99,9 0,6 0,1 2 0
Visok CO, 2a 99,9 0,9 0,1 1 0
Visok CO, 2b 47,6 12,8 0 0 0
Visok CO, 2¢ 99,9 2,3 0,2 0 0
Visok CO, 3a 99,9 1,4 0,1 2 0
Visok CO, 3b 88,8 3,5 0,5 3 0
Visok CO, 3¢ 84,2 5,8 0,1 3 0




