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Preucevali smo vpliv razlicnih kemijskih in fizikalnih dejavnikov tal na pestrost,
strukturo in aktivnost bakterijske ter glivne zdruzbe v tleh vinogradov. Vzor¢ili smo
zgornji sloj tal (do 15cm) v treh ekoloskih vinogradih, starih 3 (EKO3), 10
(EKO10) in 35 let (EKO35) ter v 35 let starem konvencionalnem vinogradu
(KON), v Vipavski dolini (Sempas). Tla ekologkih vinogradov in konvencionalnega
vinograda so se med seboj razlikovala v teksturi in pH. Ugotovili smo, da ta dva
dejavnika verjetno najbolj vplivata na strukturo mikrobne zdruzbe tal, saj so se
mikrobne zdruzbe izolirane iz tal vinogradov EKO v statisti¢ni analizi DAPC dobro
lo¢ile od mikrobnih zdruzb tal iz vinograda KON. Analiza DAPC je dobro lo¢ila
tudi mikrobne zdruzbe tal iz vinograda EKO3, ki je bil ob zasaditvi prekopan in ob
vzoréenju Se ni imel zelenega pokrova, od mikrobnih zdruzb tal starejSih ekoloskih
vinogradov s trajno ozelenitvijo. V tleh EKO3 je bila izmerjena tudi najnizja
mikrobna aktivnost. Domnevamo, da je na razlike v strukturi in aktivnosti
mikrobne zdruzbe tal vinograda EKO3 vplivala manj$a vsebnost organske snovi in
dostopnega fosforja. Vzorec z najveéjo mikrobno pestrostjo, ki smo jo ocenili s
Shannonovim indeksom, je pripadal vinogradoma EKO35 in KON, vzorec z
vinogradov mikrobna pestrost zelo variabilna in da v tleh med vrstnim in
medvrstnim prostorom ni znacilnih razlik v pestrosti in aktivnosti mikrobne
zdruzbe. Bakterijska in glivna zdruzba tal so se v vseh vinogradih, razen v
vinogradu EKO10, na okoljske dejavnike odzivale razlino, pri ¢emer je bila
bakterijska zdruzba na njih verjetno bolj obcutljiva.
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We studied the impact of different chemical and physical soil factors on diversity,
structure and activity of bacterial and fungal communities in vineyard soil. Soil
microorganisms within 15 c¢cm of soil depth were screened from three organic
vineyards, ages 3 (EKO3), 10 (EKO10) and 35 (EKO35) and from the 35 years old
conventional vineyard (KON), all in the Vipava valley (Sempas). EKO vineyards
and a vineyard KON were distinguished from each other in soil texture and pH.
These two factors had presumably the largest impact on the structure of microbial
communities in soil, as the soil microbial communities in vineyards EKO were well
separated from the vineyard KON by statistical analysis DAPC. The same analysis
also separated soil microbial communities in the vineyard EKO3, which soil was
tilled at grapevine planting and not fully covered with plants at sampling, from soil
communities in older ecological vineyards with permanent vegetation cover. The
lowest microbial activity was also measured for soil in EKO3. In our opinion, the
activity and structure of microbial communities in EKO3 was affected by lower
content of organic matter and available phosphorus. A soil sample with the highest
microbial diversity, which was estimated by Shannon index, belonged to the
vineyard EKO35 and KON, and a sample with the lowest index to vineyard
EKO10. We have also observed high variability in diversity indices within
vineyard, but no significant differences in soil microbial diversity and activity
between row and inter row space. In all vineyards, except in the vineyard EKO10,
bacterial and fungal soil communities responded differently on environmental
factors, whereby bacterial communities were probably more sensitive to it than
fungal.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI

6-FAM fluorescentno barvilo 6-karboskifluorescein

AM arbuskularno mikorizne glive (angl. Arbuscular Mychorizae)

ANOVA analiza variance (angl. Analysis of Variance)

ARISA avtomatizirana analiza notranje prepisane regije ribosomske
DNA (angl. Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis)

bp bazni par

BSA goveji serumski albumin (angl. Bovine Serum Albumin)

CeHsOs6 askorbinska kislina

Ca(OH), kalcijev hidroksid, gaseno apno

CO, ogljikov dioksid

CuSO4 bakrov sulfat

DA diskriminantna analiza (angl. Discriminant Analysis)

DAPC diskriminatna analiza glavnih komponent (angl. Discriminant
Analysis of Principal Components)

DF diskriminantna funkcija (angl. Discrimanant Function)

DGGE gelska elektroforeza v denaturacijskem gradientu (angl.
Denaturing Gradient Gel Electrophoresis)

dH,0 destilirana voda

DNA deoksiribonukleinska kislina (angl. Deoxyribonucleic Acid)

dNTP deoksinukleotidtrifosfat (angl. Deoxyribonucleotid
Triphosphate)

DSE temno septirani endofiti (angl. Dark Septate Endophyte)

EKO3 ekoloski vinograd, 3 leta v ekoloski obdelavi

EKO10 ekoloski vinograd, 10 let v ekoloski obdelavi

EKO35 ekoloski vinograd, 35 let v ekoloski obdelavi

FDA fluorescein diacetat

H Shannonov indeks pestrosti

ITS notranje prepisane regije ribosomske DNA (angl. Internal
Transcribed Spacer)

JOE fluorescentno barvilo 6-karboksi-4',5'-dikloro-2',7'-
dimetoksifluorescein

K;HPO, dikalijev fosfat

K(SbO) x C4H406 x 1/2H,O antimon kalijev tartrat

KCI kalijev klorid

KH,PO, kalijev dihidrogenfosfat

KON konvencionalen vinograd, star 35 let

MgCl, magnezijev Kklorid

N dusik

NH3 amonijak



Xl

Cesar T.Preucevanje bakterijskih in glivnih zdruzb tal v vinogradih z ekolosko pridelavo grozdja.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

NH,*

(N H4)5M07024 X 4H,0
Na,H,P,0;

NaHCO;

PCA

PCR

perMANOVA

PO,-P
RISA

RDA
rDNA

ren
rRNA
SSCP

TBE
T-RFLP

XRFS

amonijev ion

amonijev heptamolibdat

natrijev pirofosfat

natrijev hidrogenkarbonat

analiza glavnih komponent (angl. Principal Component
Analysis)

verizna reakcija S polimerazo (angl. Polymerase Chain
Reaction)

permutacijska multivariatna analiza varianc (angl.
Permutational Multivariate Analysis of Variance)

dostopni fosfat

analiza notranje prepisane regije ribosomske DNA (angl.
Ribosomal Intergenic Spacer Analysis)

redundanc¢na analiza (angl. Redundancy Analysis)
ribosomska deoksiribonukleinska kislina (angl. Ribosomal
Deoxyribonucleic Acid)

genomski lokus genov, ki kodirajo ribosomsko ribonukleinsko
kislino

ribosomska ribonukleinska kislina (angl. Ribosomal
Ribonucleic Acid)

enoverizni konformacijski polimorfizem (angl. Single-Strand
Conformation Polymorphism)

tris borat EDTA

polimorfizem dolzin terminalnih restrikcijskih fragmentov
(angl. Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism)
rentgenska fluorescencna spektrometrija (angl. X-ray
Fluorescence Spectrometry)
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KAZALO PRILOG

PRILOGA A: Fizikalno-kemijske lastnosti tal preuc¢evanih vinogradov S
povprecnimi vrednostmi in standardno napako (n = 35).

PRILOGA B: Gelska elektroforeze pomnozkov ITS regij ARISA PCR glivnih talnih
zdruzb vinograda EKO10 (vzorci zdruzb Z30, Z31, Z32, 7Z33. 734, 735
in negativna kontrola).

PRILOGA C: Gelska elektroforeze nekaterih pomnozkov ITS regij ARISA PCR
bakterijskih talnih zdruzb v vinogradu KON (vzorci Z1, Z2 73, 74, 75,
Z6, Z7).

PRILOGA D: : Preglednica enosmerne analize varianc (ANOVA) s post hoc testom
Tukey HSD mikrobne aktivnosti med posameznimi vinogradi.
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1 UvOoD

Tla so najbolj heterogen ekosistem, tako biolosko, fizikalno kot kemijsko. Raziskovalci
predvidevajo, da je v enem gramu tal ve& kot 10 razli¢nih vrst bakterij in ve& kot 10°
razli¢nih vrst gliv (Fierer in sod., 2007). Glive in bakterije so tudi najstevil¢nejsi organizmi
v tleh, za katere je znacilno, da vertikalno (v globino) in horizontalno niso razporejeni
homogeno, temvec¢ jih je na nekaterih mestih ve¢, nekje manj. Razlog za to so razlicni
bioloski in fizikalni dejavniki, kot je dostopnost hranil, vsebnost vode v tleh, pH, izlocki
rastlinskih korenin, toksi¢ne spojine, plenilci in Stevilni drugi. Pri¢akovali bi lahko, da bi
bili zdruzbi mikroorganizmov, ki sta bili vzorCeni blizu skupaj, bolj podobni, kakor
zdruzbi iz bolj oddaljenih vzor¢enih mest. Vendar pa temu ni nujno tako, saj je lahko v
sestavi mikrobnih zdruzb, ki so med seboj oddaljeni le nekaj centimetrov, vec razlik, kakor
med populacijami oddaljenih ve¢ kilometrov. Za razporeditev mikrobnih zdruzb so torej
kljuéni okoljski pogoji (McArthur, 2006).

Mikroorganizmi v tleh skrbijo za kroZenje hranil, razgrajevanje organske snovi, urejanje
strukture tal in razgradnjo potencialno Skodljivih u¢inkovin. Pomembni so tudi za uspesno
rast in razvoj rastlin, saj mikroorganizmi, kot so mikorizne glive omogocajo rastlinam lazji
dostop do hranil in vode ter jih varujejo pred patogenimi mikroorganizmi. Pomembne so
tudi dusik fiksirajoce bakterije, ki duSik iz atmosfere pretvorijo v amonij, ki ga rastline
vgradijo v svojo biomaso. To je ¢ posebno pomembno v ekoloSkem kmetijstvu, Kjer je
prepovedano gnojenje z duSikovimi mineralnimi gnojili in so dusik fiksirajoCe bakterije
pomemben vir dusika za rastline.

Poleg ze nastetih dejavnikov na mikrobno zdruzbo v tleh vplivajo tudi antropogeni
dejavniki, ki so prisotni v kmetijstvu, kot so gnojenje, mehanska obdelava tal, zatravljenje
povrsin in Skropljenje s fitofarmacevtskimi sredstvi. Osredoto¢ili smo se na bakterijske in
glivne zdruzbe v tleh ekoloskih vinogradov. Vinogradni$tvo je namre¢ v Sloveniji zelo
priljubljeno, pri ¢emer je vedno ve¢ vinogradov z ekoloskim na¢inom pridelave grozdja.
Velik tradicionalen in gospodarski pomen ima vinogradnistvo tudi v vinorodnem okoli§u
Vipavska dolina, ki je po povrsini vinogradov na drugem mestu v Sloveniji.
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1.1 NAMEN DELA

Nas namen dela je bil preuditi strukturo, pestrost in aktivnost mikrobne zdruzbe tal v
vinogradih z ekolosko in konvencionalno pridelavo grozdja. Osredotocili smo se na glivno
in bakterijsko zdruzbo, ki so v tleh od ostalih mikroorganizmov najpogosteje prisotni.
Strukturo in pestrost mikrobne zdruzbe smo doloc¢ili z metodo ARISA, v kateri smo s
fluorescentno oznacenimi zacetnimi oligonukleotidi v PCR reakciji pomnozil ITS regije
DNA glivnih in bakterijskih mikroorganizmov. Mikrobno aktivnost smo analizirali z
uporabo reagenta fluorescein diacetat, ki ob prisotnosti encimov hidrolizira do fluoresceina
in pri tem spremeni barvo.

Zanimalo nas je ali se lastnosti talne mikrobne zdruzbe razlikujejo glede na lokacijo

znotraj posameznega vinograda in kak$ne so razlike v mikrobni zdruzbi in kemijsko-
fizikalnih lastnostih med vinogradi, ki so razli¢no stari.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE

1.) Pestrost bakterijske in glivne zdruzbe tal znotraj vinogradov bo zelo variabilna.

2.) Pestrost in aktivnost mikrobne zdruzbe se bo v tleh pod vinsko trto (v vrsti
trsov) razlikovala od pestrosti v tleh med vrstami trsov (v medvrstnem
prostoru).

3.) Na strukturo bakterijske in mikrobne zdruzbe vpliva starost vinograda.

4.) Pestrost bakterijske in glivne zdruZzbe se na okoljske pogoje odziva podobno.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 VINOGRADNISTVO NA SLOVENSKEM

Pridelava grozdja in vina je bila Ze od nekdaj pomembna kmetijska dejavnost. Prvi nasadi
prave vinske trte (Vitis vinifera subsp. vinifera) so se pojavili Ze v 4. tiso¢letju pr.n.st. v
Egiptu in Mezopotamiji in nato $e v Gréiji (Domine, 2003). Od tam se je vinska trta z
Etruscani razsirila na obmoc¢je Rima in nato s pomoc¢jo Rimljanov poselila celo Evropo
(Callec, 2004). Tako se je vinogradnistvo v 4. stoletju pr.n.st. raz$irilo tudi na danasnje
slovensko ozemlje (Cunja, 1995).

V Sloveniji so vinogradniki po zadnjem popisu vinogradov iz leta 2015 obdelovali
15.688 ha vinogradov, kar predstavlja 3,4 % vseh kmetijskih zemljis¢ v uporabi. Obseg
obdelanih vinogradov je vsako leto manjsi in se je tako v zadnjih 10 letih zmanjSal za
4,9 % (Pridelava ..., 2016). Se posebno zaskrbljujode je, da te povriine niso ve¢ v
kmetijski obdelavi, ampak se zarasCajo in opuS¢ajo. Vedno manj je tudi obnovljenih
vinogradov, zaradi Cesar prevladujejo starejsi vinogradi, ki so stari ve¢ kot 10 let (Povr§ina
vinogradov ..., 2016).

2.1.1 Vipavska dolina

Vipavska dolina lezi na zahodu Slovenije, med Trnovskim gozdom in planoto Nanos ter
Krasom (Hrvatin, 2013). Spada v vinorodno deZelo Primorska in je drugi najvedji
vinorodni okoli§ v Sloveniji po povrsini vinogradov, kjer so leta 2015 obdelali 2244,7 ha
vinogradov (Povrsina, Stevilo ..., 2016). Zanjo je znaéilno submediteransko podnebje, z
zmerno vroc¢imi poletji in milimi zimami. Povprecna letna temperatura je 12 °C. Spada
med bolj namocene predele Slovenije, saj v povpreéju dobi priblizno 1500 mm padavin na
leto. Glede na mesecno razporeditev padavin, jih je najve¢ spomladi in jeseni, najmanj pa
februarja in julija (Povzetki ..., 2014). Za Vipavsko dolino je znaéilna burja, to je mocan,
hladen in vecinoma suh severovzhodni veter, ki pa se menja s toplim jugozahodnim
vetrom, mornikom (Podnebje, 2005). Vipavska dolina je delezna veliko son¢nih zarkov,
saj ima v povprecju preko 2200 ur son¢nega obsevanja, kar je nad slovenskim povpreéjem
(Povzetki ..., 2014). Vinogradniki najve¢ pridelajo rdeCega grozdja sorte 'Merlot', pa tudi
'Cabarnet sauvignon' in '‘Barbera’. Med belimi prevladuje sorta 'Rebula’, 'Beli Pinot' in
'Sauvignon'. Posebnost Vipavske doline sta avtohtoni sorti 'Pinela’ in 'Zelen'. Vinogradi so
v veliki ve€ini (65 %) urejeni v terase. DeleZ ozelenjenih vinogradov v Vipavski dolini se
je v zadnjem desetletju zelo povecal, a je kljub temu delez Se vedno med manjSimi v
Sloveniji, kjer je okrog 80 % vinogradniskih tal zatravljenih, v Vipavski dolini pa le okrog
55 % (Mavri¢ Strukelj in sod., 2012).
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2.2 KONVENCIONALNO IN EKOLOSKO VINOGRADNISTVO

Najbolj razsirjen nacin pridelave grozdja je konvencionalno vinogradnistvo, vedno ve¢
vinogradnikov pa se odlo¢a za ekolosko pridelavo, kar kazejo tudi podatki statisticnega
urada Republike Slovenije, saj se je od leta 2006 do leta 2015 povrSina ekoloskih
vinogradov povecala za 4 krat (Analiza ..., 2016).

2.2.1 Konvencionalno vinogradnistvo

Za konvencionalno vinogradni$tvo je znalilna intenzivna uporaba vseh kemi¢no
sintetiziranih pripravkov za varstvo vinske trte ter za zatiranje plevela, ki so na seznamu
registriranih fitofarmacevtskih sredstev (FFS) (Seznam registriranih ..., 2016). Za zas¢ito
in zdravljenje glivnih okuzb vinske trte se poleg bakrovih in Zveplovih pripravkov,
uporabljajo FFS, katerih pogoste aktivne snovi so ditiokarbamat, triazol in morfolin. Za
zas¢ito pred Skodljivimi zuzelkami je dovoljena uporaba sinteticnih insekticidov (npr.
piretroidi, organski fosforjevi estri, neonikotinoidi), za zatiranje plevela v vinogradu se
lahko uporabljajo herbicidi, med katerimi prevladuje aktivna snov glifosat. Vse nastete
uc¢inkovine, razen bakrovih in zveplovih pripravkov, so v ekoloskem vinogradniStvu
prepovedane (Seznam FFS ..., 2016; Seznam registriranih ..., 2016).

Za gnojenje rastlin se lahko uporabljajo vsa mineralna gnojila. To so spojine, ki se jih
dodaja tlom ali rastlinam, z namenom izboljSanja rasti, poveCanja pridelka, izboljSanje
kakovosti pridelka ali rodovitnosti tal in so proizvedena industrijsko (Gnojila, 2016). Med
njimi je dovoljena uporaba lahko topnih mineralnih gnojil, kot so dusikova, ki so v
ekoloski pridelavi prepovedana (Uredba sveta ..., 2007).

2.2.2 Ekolosko vinogradniStvo

Ekolosko vinogradniStvo je nacin trajnostnega kmetijstva, ki temelji na ravnovesju med
Clovekom, zivalmi, rastlinami in tlemi. Kot ze zgoraj omenjeno, je za zaSCito vinske trte
prepovedana uporaba kemi¢no sintetiziranih FFS in lahko topnih mineralnih gnojil, poleg
tega tudi gensko spremenjenih organizmov ter proizvodov iz takih organizmov (Integrirana
..., 2016).

V primeru glivne okuzbe vinske trte lahko ekoloski vinogradniki uporabijo
fitofarmacevtska sredstva, ki so na seznamu FFS dovoljenih v ekoloski pridelavi (Seznam
FFS ..., 2016). Tako kot v konvencionalnem vinogradni$tvu se najpogosteje uporabljajo
bakrovi in Zveplovi pripravki, ki so v vinogradni$tvu prisotni Ze od konca 19. stoletja
(Duplay in sod. 2014). Uporaba bakrovih pripravkov je skozi leta narascala, kar se sedaj
kaze v akumulaciji bakra v tleh vinogradov. Tako so v tleh vinogradov v Franciji, ob¢ini
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Bordeaux, izmerili kar 800 mg/kg skupnega bakra (Brun in sod., 1998). V mediteranskem
obmocju je izmerjena koncentracija nizja, in sicer 71-160 mg/kg (Rusjan in sod., 2007),
kar je Se vedno vi§je od dovoljene mejne vrednosti, ki je 60 mg/kg suhih tal (Uredba o
mejnih ..., 1996). Najve¢ bakra so nasli v tleh pod trtami in najmanj v medvrstnem
prostoru vinograda (Mackie in sod., 2013). Baker je v tleh slabo topen, zaradi ¢esar ga je
najve¢ V zgornjih delih tal in se z globino njegova koncentracija znizuje (Weingerl, 2010;
Duplay in sod., 2014; Ninkov in sod., 2014). Kljub temu obstaja moznost, da se s
padavinami ali erozijo izpere v globlje predele tal in kontaminira povrSinske vode (Duplay
in sod., 2014). V tleh je prisotna tudi frakcija mobilnega bakra, ki je dostopna
organizmom. Taka oblika bakra v visokih koncentracijah lahko povzro¢i stres na
makrofavno, mikroorganizme, encimsko aktivnost in postane fitotoksi¢na (Hinojosa in
sod., 2010).

Pri uporabi zveplovih pripravkov so Zveplova mo¢ljiva zrnca ucinkovita le 5-6 dni. Zaradi
tega je v ekoloskem vinogradniStvu potrebno Skropiti pogosteje kot v konvencionalnem,
kjer imajo sinteti¢na fitofarmacevtska sredstva daljSo karenco (Gustav in Miklavc, 2001).
Zaradi kopicenja bakra in slabSega delovanja Zvepla, se pojavljajo zahteve za zamenjavo
tovrstnih Skropiv z novimi formulacijami z niZjo vsebnostjo bakra ali z drugimi sredstvi.
Kot fungicid se zato uporabljajo tudi pripravki iz mikroorganizmov, kot sta glivi
Aureobasidum pullulans in Ampelomyces quisqualis. U¢inkovit fungicid je tudi kalijev
hidrogenkarbonat. Med insekticidi je dovoljena uporaba FFS, ki temeljijo na podlagi
rastlinski izlo¢kov (piretrin, azadirahtin), mineralov (kalijeve soli mascobnih kislin), olj
(olje navadne ogrs¢ice, parafinsko olje) ter mikroorganizmov (bakterija Bacillus
thuringiensis var. Kurstaki, gliva Beauveria bassiana, virus insekta Cydia pomonell)
(Seznam FFS,..., 2016). Za krepitev in za$¢ito rastlin se uporabljajo tudi sredstva, ki niso
zapisana Vv registru FFS. To je na primer ekstrakt koroma¢a in njivske preslice (Zezlina in
sod., 2010).

Za gnojenje rastlin in izboljSanje tal se v ekoloSkem kmetijstvu daje prednost organskim
gnojilom (hlevski gnoj) iz ekoloSke pridelave v potrebnem obsegu, ki je doloCen na
podlagi kemijsko-fizikalnih analiz tal in gnojilnega nacrta. Prepovedana je uporaba lahko
topnih mineralnih gnojil, kot so dusikova gnojila. V primeru, ¢e z organskimi gnojili,
biodinamic¢ni pripravki in oskrbo tal ni mogoce zadovoljiti potreb rastlin po hranilih, se
lahko uporabijo tezko topna mineralna gnojila (npr. surovi fosfati, kalijeva sol, kalcijev
sulfat) in ostali dodatki, ki so zapisani v Prilogi I Uredbe komisije (ES) st. 889 (2008).
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2.3 ZNACILNOSTI TAL

Tla so preperela plast, ki pokriva zemeljsko povrSino. So ena izmed najbolj mikrobno
pestrih okolij na Zemlji, saj so neizmerno fizikalno, kemijsko in biolosko heterogena.
Vsebujejo Stevilne mikrohabitate z razliénimi fizikalno-kemijskimi gradienti in okoljskimi
pogoji, ki omogocajo rast razlicnim talnim organizmom (Torsvik in @vreds, 2002).
Sestavljena so iz anorganske mineralne snovi, zraka in vode ter iz organske snovi. Glede
na velikost mineralnih delcev, so tla razdeljena v teksturne razrede. Po ameriski teksturni
klasifikaciji poznamo 3 osnovne skupine delcev: delce premera med 0,1 in 2 mm (pesek),
delce med 0,002 mm in 0,1 mm (melj) ter delce, ki so manjsi od 0,002 mm (glina) (Maier
in Pepper, 2009). Med organsko snov spada Ziva biomasa (Zivali, mikroorganizmi in
korenine rastlin), mrtve in razgradljive organske snovi (npr. ogljikovi hidrati, lipidi,
proteini, lignin) ter stabilne organske spojine humusa (huminske kisline, fulvo Kkisline,
humin). Humus je heterogena, zelo stabilna, visokomolekularna organska snov, ki nastaja s
humifikacijo iz razgradljive odmrle rastlinske biomase in mikrobnih izloc¢kov. V tleh
poteka tudi mineralizacija, pri ¢emer se iz biomase spros¢ajo mineralne snovi, CO», H,O in
amonij. Klju¢ni pri razgradnji in mineralizaciji organske snovi so talni mikroorganizmi, ki
organsko snov uporabljajo kot vir energije in hranil (Maier in Pepper, 2009).

2.4 MIKROORGANIZMI V TLEH

V tleh najvecji delez zive biomase predstavljajo mikroorganizmi. Delimo jih na evkarionte
in prokarionte. Med evkarionte spadajo glive, mikroalge in prazivali, med prokarionte pa
bakterije in arheje. Kot vir ogljika in energije za rast lahko izkoriS¢ajo organske snovi
(kemoheterotrofi), CO, in anorganske snovi (kemoavtotrofi) ali CO, in svetlobo
(fotoavtotrofi). Mikroorganizmi so sposobni preziveti v aerobnih in anaerobnih pogojih.
Ker imajo izredno raznolik metabolizem in so prilagojeni na izrabo razli¢nih virov
energije, jih lahko najdemo v vseh niSah tal, ki omogocajo zivljenje (Madigan in sod.,
2009). V okolju niso razporejeni nakljutno in enakomerno, ampak jih najdemo
strukturirane v skupine, v porah mikroagregatov, velikosti 2-20 um. Pore
mikroorganizmom zagotavljajo dostop do vode, hranil in Kisika ter jim nudijo zas¢ito pred
predatorji (Torsvik in @vreés, 2002). Njihova prostorska porazdelitev je zelo heterogena in
je posledica raznolikih lastnosti tal, obdelave tal in podnebnih sprememb. Tako je lahko v
enem vzorcu tal enako ali celo ve€ razlik v strukturi mikrobne zdruzbe, kot jih je v tleh, ki
so narazen ve¢ kilometrov (Frey, 2015).

V tleh so mikroorganizmi zelo pomembni, ker omogoc¢ajo krozenje hranil in mineralizacijo
organske snovi v oblike, ki so dostopne rastlinam. Zato je pomembno, da je poleg ustrezne
koli¢ine hranil v tleh tudi veliko razlicnih mikroorganizmov, saj brez njih, rastlina slabSe
privzema hranila (Madigan in sod., 2009). Sodelujejo tudi pri nastajanju strukture tal.
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Vecina (80-90 %) jih je pritrjenih na povrSine delcev tal. Med rastjo proizvajajo
eksopolisaharide, ki skupaj zlepijo sosednje delce tal v strukturne mikroagregate, s ¢imer
tla postanejo bolj prepustna in rahla (Maier in Pepper, 2009).

2.4.1 Bakterije

Najstevilénejsi talni organizmi so bakterije, in sicer je v enem gramu tal 103-10° bakterij
oziroma verjetno Se veC, saj vseh ne znamo gojiti. Prevladajo predvsem aerobne
heterotrofne bakterije. Najpogostejie bakterije (10°-10° celic/gram tal), so filamentozne
bakterije iz debla Actinobacteria, ki jih imenujemo aktinomicete. MorfoloSko so, zaradi
celic, ki se razvejajo v filamente in hife, podobne miceliju gliv, zaradi Cesar jih velikokrat
obravnavajo kot posebna skupina bakterij. Znacilnost aktinomicet je sposobnost razgradnje
kompleksnih organskih molekul, kot so hitin, celuloza in hemiceluloza. Zaradi njihovega
produkta geosmin ima zemlja svoj karakteristicni vonj. Eden izmed glavnih rodov
aktinomicet je Streptomyces. Poleg aktinomicet so v tleh med Stevilénej$imi prisotne tudi
bakterije iz rodu Arthrobacter, Pseudomonas in Bacillus (Maier in Pepper, 2009).

Bakterije v tleh skrbijo za razgradnjo odmrle organske snovi in za fiksacijo duSika iz zraka.
Prav slednje je v ekoloskem kmetijstvu zelo pomembno, saj je prepovedano vnaSanje
dusicnih gnojil. Ve¢ kot 100 razli¢nih vrst prostozivecih bakterij je sposobnih dusik iz
zraka (N) pretvoriti v amonij (NH4"). To sta na primer aerobni Azotobacter in anaerobni
Clostridium. Najbolj u¢inkovite so simbiotske bakterije Rhizobium, ki zivijo v soZitju v
rizosferi (prostor ob koreninah) rastlin metuljnic. V 1 letu lahko iz zraka fiksirajo kar
200-300 kg/ha dusika. Simbioza Rhizobium — metuljnice poteka v posebnih tvorbah v
koreninskih celicah, nodulih, ki nastanejo po vstopu bakterije v korenino. Tako lahko
rastlina direktno privzame amonij in ga vgradi v svoje celice (Maier, 2009).

Pri mikrobioloski razgradnji organske snovi nastanejo sladkorji, organske kisline in
preproste organske spojine. Te lahko bakterije vkljucijo v celicne stene ali pa se z
nadaljnjo degradacijo sprostijo kot CO,, H,O, NHj3 ali kot druge anorganske snovi. CO;
nato rastline s fotosintezo fiksirajo in ogljik vgradijo v svojo biomaso. Pri tem med
drugimi sodelujejo nitrifikatorji, ki amonij oksidirajo do biolosko dostopnega nitrata,
metanotrofi, ki oksidirajo metan in bakterije, ki oksidirajo Zveplo (Thiobacillus
denitrificans) ali Zelezo (Acidithiobacillus ferroxidans) (Maier, 2009).
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2.4.2 Glive

Poleg bakterij se v tleh nahajajo tudi aerobne glive, in sicer je v enem gramu tal 10°-10°
celic. Kljub manjsem $tevilu, glive zaradi svoje velikosti (velikost hife 2-10 um) obi¢ajno
predstavljajo vecji delez skupne mikrobne biomase v tleh. Kvasovke, ki imajo anaerobni
metabolizem so v tleh prisotne v manjsem Stevilu, in sicer do 10° celic v enem gramu tal.
Glive so v tleh zelo pomembne zaradi kroZenja hranil in razgradnje organske snovi. Ena
izmed najbolj pogostih rodov v tleh sta Aspergullis in Penicillium, ki sta tudi pomembna
pri tvorjenju strukture tal, saj glive s hifami fizi¢no ujamejo delce tal. Poleg razgradnje
kompleksnih molekul, kot so lignin in celuloza, so glive sposobne tudi razgradnje
onesnazevalcev. Take so glive bele trohnobe (Phanerochaete crysosporium). V tleh pa se
najdejo tudi patogene glive rastlin, kot so Fusarium spp., Phytium spp. in Rhizoctonia spp.
(Maier in Pepper, 2009).

NajpomembnejSe za rastline so mikorizne glive, ki so z rastlinami v mutualisticnem
odnosu, kar pomeni, da imata obe, gliva in rastlina od tega korist. Glive sluZijo kot
podaljsek koreninskega sistema, s Cimer rastlini pomagajo, da iz tal privzame ¢im vec
hranil, Se posebno fosfor, ki je slabSe dostopen. Glive tako lovijo hranila iz manj
koncentriranih obmocjih in jih z aktivnim transportom prenesejo do rastline. Sluzijo lahko
tudi kot skladiS¢e hranil. Rastlina glivo oskrbuje z ogljikovimi spojinami, vefinoma s
sladkorji. Mikorizne glive so postale endemi¢ne v skoraj vseh tleh in tvorijo obSirne mreze
glivnih hif, ki med seboj povezujejo rastline razli¢nih vrst. Se ve¢, isti koreninski sistem
lahko okuZzijo glive razli¢nih vrst. Poznamo $tevilne vrste mikoriznih gliv. Ene izmed njih
so arbuskularno mikorizne glive (AM) oziroma endomikorizne glive, ki se nahajajo v
notranjosti rastlinskih korenin. Za njih so znacilni vezikli in arbuskuli, ki sodelujejo pri
shranjevanju in prenosu hranil med glivo in rastlino. Glavna skupina AM gliv so iz redu
Endoganales (Maier in Pepper, 2009).

Pogosto prisotne mikorizne glive, ki zivijo v razli¢nih zivljenjskih okoljih, od arkti¢nih do
tropskih, so temno septirani endofiti (angl. Dark Septate Endophyte; DSE). To so
askomicetne glive, katerih hife se v koreninah razraséajo inter- in intracelularno, so
septirane in vsebujejo temen pigment melanin. Temno obarvani so tudi mikrosklerociji,
gosti prepleti gilvnih hif, ki jih DSE glive tvorijo v koreninskih celicah. Skupaj z ostalimi
mikoriznimi glivami kolonizirajo razli¢ne vrste rastlin, tudi nemikorizne. Take rastline so
sposobne vecjega privzema hranil in vode, so bolj odporne na suso ter visoke temperature.
Poleg tega so DSE glive sposobne zasCititi rastline proti herbivorom in rastlinskimi
patogeni. Vseeno njihova vloga $e vedno ni povsem razjasnjena, saj v nekaterih raziskavah
pozitivnih ué¢inkov na rastline niso opazili (Mandyam in Jumpponen, 2005).

AM glive imajo pomembno vlogo v vinogradu, saj Stevilni prejmejo malo vode in so
zasajeni na manj plodnih tleh (Schreiner, 2005). Inokulacija korenin vinske trte z AM
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glivami je povezana s pove€ano rastjo (Linderman in Davis, 2001), toleranco na su$o in
privzem hranil (Schreiner, 2005). Najpogosteje korenine trte kolonizirajo glive iz rodu
Glomus (Likar in sod., 2013), pa tudi Paraglomus/Archaeospora in Scutellospora
(Schreiner in Mihara, 2009).

2.4.3 Dejavniki, ki vplivajo na strukturo, pestrost in aktivnost mikrobne zdruzbe v
tleh

Sestava mikrobne zdruzbe je v kompleksnem ekosistemu, kot so tla, zelo dinamic¢na, saj tla
zajemajo Stevilne mikrohabitate z razli¢nimi fizikalno-kemijskimi gradienti in okoljskimi
pogoji, ki omogocajo Zivljenje razlicnim vrstam mikroorganizmov. Dejavniki, ki vplivajo
na sestavo mikrobne zdruzbe in aktivnost so biotski in abiotski. Med biotske uvr§¢amo
tekmovanje organizmov za hranilne snovi, med abiotske pa na primer pH, redoks
potencial, dostopnost vode, temperaturo, vsebnost organske snovi in prisotnost tezkih
kovin (Maier in Pepper, 2009). Med abiotskimi ima velik vpliv na mikrobno zdruzbo tudi
velikost talnih delcev, na katere so pritrjene bakterije (Sessitsch in sod., 2001).

2.4.3.1 Okoljski pogoji

Vpliv okoljskih pogojev, kot sta temperatura in vsebnost vode, lahko spremljamo preko
letnih ¢asov. Smit in sod. (2001) je ugotovil, da se bakterijska biomasa med letom ne
spremeni signifikantno. Dokazal pa je zmanjSan delez hitro-rasto¢ih bakterij v zimskem
¢asu in poveCan v poletnem Casu. Vpliv temperature na bakterijsko in glivno zdruzbo v
vinogradniskih tleh avtor Studije Corneo in sod. (2013) ni opazil, razlike so bile le v
Stevil¢nosti mikroorganizmov, in sicer jih je bilo manj pozimi, ko so bile temperature tal
okoli 0 °C. V tleh z vecjo koli¢ino vode, je povecan delez po Gramu pozitivnih in sulfat

reducirajo¢ih bakterij in znizan deleZ po Gramu negativnih bakterij in gliv (Drenovsky in
sod., 2010).

2.4.3.2 Talne lastnosti

Velikost talnih delcev, ki dolo¢ajo teksturo tal, ima velik vpliv na dostopnost vode in hranil
ter posledi¢no na mikrobno zdruzbo (Lauber in sod., 2008). Veé¢ja mikrobna pestrost je v
tleh z majhnimi delci (melj in glina), kot pa v tleh z ve¢jimi delci (pesek). Tako je ve€ina
mikrobne zdruzbe specifi¢na glede na velikost delcev. V tleh z najvecjim delezem melja in
gline prevladujejo bakterije razreda Holophaga, Acidobacterium in Prosthecobacter, v
peséenih tleh pa bakterije iz razreda Alphaproteobacteria (Sessitsch in sod., 2001).



10
Cesar T.Preucevanje bakterijskih in glivnih zdruzb tal v vinogradih z ekolosko pridelavo grozdja.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

Vsak mikroorganizem najbolje raste v dolo¢enem obmoc¢ju pH. Organizmi, ki optimalno
rastejo pri nizkih pH (pod 6) so acidofili, tisti, ki rastejo pri pH nad 9 pa alkalofili
(Madigan in sod., 2009). Glive so bolj tolerantne na spremembe pH kot bakterije, saj lahko
rastejo v SirSem obmo¢ju vrednosti pH (Rousk in sod., 2010). Na mikroorganizme lahko
pH vpliva tudi indirektno, preko drugih abiotskih dejavnikov v tleh, kot je dostopnost
organskega ogljika, hranil in tezkih kovin (Rousk in sod., 2009).

2.4.3.3 Oskrba tal

V vinogradni$tvu se za boljSo rodovitnost in zra¢nost tal uporablja mehani¢no obdelovanje
tal (prekopavanje, rahljanje tal), trajna ozelenitev (setev travno-deteljnih meSanic ali
naravna ozelenitev), zacasna ozelenitev (podorine) ali kombinacija nastetih (vsaka druga
vrsta) (Tehnoloska ..., 2013). Z mehanskim obdelovanjem se zgornje in spodnje plasti tal
premesajo, zaradi Cesar se koncentracije ogljika razredc¢ijo, kar lahko zmanjsa aktivnost
zdruzbe in mineralizacijo organske snovi v obdelanih tleh (Kandeler in sod., 2005). Poleg
tega so ugotovili, da mehansko obdelovanje povzroci prekinitev glivnih hif ter rasti rastlin
(Evans in Miller, 1990). V obdelanih kmetijskih povrSinah prevladujejo predvsem po
Gramu pozitivne bakterije, manj pa je gliv, kar Se dodatno kaze na ve¢jo obcutljivost
glivnih hif (Drenovsky in sod., 2010). Ucinki dolgotrajne mehanske obdelave so lahko
prisotni na sestavo mikrobne zdruzbe tudi desetletja po opustitvi obdelave tal (Buckley in
Schmidt, 2003).

Trajna in zaCasna ozelenitev tal preprecuje erozijo zaradi vode ali vetra, zmanjSa potrebo
po gnojenju (Ruiz-Colmenero in sod., 2013) in s tem tudi stroSek oskrbe vinograda.
Raziskave kazejo, da je v zatravljenih tleh mikrobna biomasa ve¢ja in struktura mikrobne
zdruzbe drugac¢na kakor v obdelovanih, pri ¢emer je mikrobna zdruzba povezana z vecjo
vsebnostjo organskega ogljika v tleh (Rejec, 2016). V zatravljenih tleh je vi§ja tudi
aktivnost mikrobne zdruzbe in $tevilénost bakterij in gliv (Moreno in sod., 2009; Mathew
in sod., 2012). Podobne uc¢inke ima zatravljenost tudi na pestrost AM gliv, ki Zivijo v
simbiozi z rastlinami (Lumini in sod., 2010).

2.4.3.4 Gnojila

Vrsta in koli¢ina organskih substratov, ki jih vnesemo v tla kot gnojila, zelo vplivajo na
Stevilénost mikrobnih skupin, pestrost in aktivnost. Dolgoro¢no organsko gnojenje namre¢
izboljsa kakovost tal in s tem tudi pove¢a mikrobno aktivnost (Béhme in sod., 2005; Chu
in sod., 2007; Freitas in sod., 2011) ter pestrost v tleh (Zhang in sod., 2012). Poveca se tudi
mikrobna biomasa, medtem ko nanjo mineralna gnojila nimajo vpliva (Peacock in sod.,
2001; Stark in sod., 2007; Zhang in sod., 2012). Podatki o sestavi mikrobne zdruzbe so
razli¢ni, saj so v nekaterih Studijah ugotovili, da v tleh z organskimi gnojili prevladujejo
glive (Zhang in sod., 2012) in po Gramu negativne bakterije (Peacock in sod., 2001;
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Bohme in sod., 2005; Zhang in sod., 2012), v drugih raziskavah pa po Gramu pozitivne
bakterije (Sessitsch in sod., 2001; Chu in sod., 2007; Zhong in sod., 2010).

2.4.3.5 Fitofarmacevtska sredstva

Kot Ze omenjeno Vv poglavju o varstvu vinske trte, ima lahko baker, ki je pogosta
ucinkovina FFS v vinogradniStvu, negativne ucinke na rast mikroorganizmov. V
raziskavah so ugotovili, da lahko zmanj$a mikrobno biomaso (Parat in sod., 2002) in
aktivnost v tleh (Brandt in sod., 2010). Vpliv na pestrost in sestavo mikrobne zdruzbe ni
povsem dokazan, saj v raziskavah Ellis in sod. (2003) in Mackie in sod. (2013) povezave
med bakrom in pestrostjo niso ugotovili, v drugih Studijah pa se strinjajo, da prisotnost
bakra zmanj$a mikrobno pestrost in spremeni njeno strukturo (Smit in sod., 1997; Tom-
Petersen in sod., 2003; Brandt in sod., 2010). Kontaminacija vinogradniskih tal z bakrom
je heterogena, saj lahko v tleh nastanejo vro¢e toc¢ke s poveCano vsebnostjo bakra.
Nekatere Studije so dokazale, da so se mikroorganizmi sposobni vro¢im to¢kam izogniti,
oziroma, da je v teh tockah prisotnih ve¢ mikroorganizmov, Ki so tolerantni na kovine
(Yamamoto in sod., 1985; Jacobson in sod., 2007). V tleh, ki so manj onesnazena z
bakrom, prevladujejo po Gramu pozitivne bakterije, v tleh, ki so bolj onesnaZena pa po
Gramu negativne bakterije (Dell’ Amico in sod., 2008).

Med sinteticnimi FFS, ki so v ekoloski pridelavi grozdja prepovedani, je najmanj strupen
mankozeb (ditiokarbamat) (Komarek in sod., 2010), medtem ko propikonazol (triazol)
lahko povzro¢i zmanj$anje mikrobne biomase v tleh (Ekelund in sod., 2000; Sukul, 2006).
Glede tebukonazola (triazol) so rezultati raziskav razli¢ni, saj nekatere ugotavljajo, da ta
uc¢inkovina nima u¢inka na mikrobno biomaso in strukturo bakterijske zdruzbe (Bending in
sod., 2007), v drugih raziskavah pa so ugotovili, da zmanjSuje $tevilo nitrifikatorskih
bakterij, dusik fiksirajo¢ih bakterij in $tevilo gliv (Cycon in sod., 2006).

Med FFS spadajo tudi herbicidi, ki se uporabljajo za zatiranje plevela v vinogradu. V
primeru, ko so tla zatravljena in jih enkrat na leto obdelamo s kemijskimi metodami
(glifosat), je v tleh nizja aktivnost talnih encimov (B-glukozidaza, dehidrogenaza), vendar
pa to ne vpliva na skupno aktivnost mikroorganizmov. Vecji vpliv imajo herbicidi na
mikrobno zdruzbo, ¢e jih uporabljamo v obdelovanih tleh, saj je v primerjavi z drugimi
nacini oskrbe tal, aktivnost in pestrost mikrobne zdruzbe nizja (Moreno in sod., 2009).
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2.5 METODE ZA DOLOCITEV STRUKTURE IN PESTROSTI MIKROBNE
ZDRUZBE

Klasi¢ne metode za analizo mikrobnih zdruzb temeljijo na gojenju mikroorganizmov na
razli¢nih gojis¢ih. Vendar z njimi ne moremo pridobiti informacij o Stevilénosti vseh vrst
mikroorganizmov in o pestrosti mikrobne zdruzbe, saj znamo gojiti manj kot 1 % talnih
bakterij (Pepper in sod., 2009). Zato se za analizo strukture mikrobne zdruzbe v tleh
pogosto uporabljajo molekularne tehnike, ki temeljijo na direktni izolaciji skupne talne
DNA in pomnozevanju oznaCevalnega gena z verizno reakcijo s polimerazo (angl.
Polymerase Chain Reaction; PCR). Za karakterizacijo kompleksnih mikrobnih zdruzb
okoljskih vzorcev se rutinsko uporablja analizo polimorfizma dolZin terminalnih
restrikcijskih fragmentov (angl. Terminal Restriction Fragment Length Polymorphism; T-
RFLP) (Widmer in sod., 2001) in avtomatizirano analizo rRNA intergenskih vmesnikov
(angl. Automated Ribosomal Intergenic Spacer Analysis; ARISA). Poleg teh dveh metod
sta za preucevanje talnih zdruzb uspe$ni tudi gelska elektroforeza v denaturacijskem
gradientu (angl. Denaturing Gradient Gel Electrophoresis; DGGE) in enoverizni
konformacijski polimorfizem (angl. Single-Strand Conformation Polymorphism; SSCP)
(Ranjard in sod., 2001). Metodi T-RFLP in ARISA sta visoke lo¢ljivosti, s katerima lahko
preucujemo vzorce mikrobne zdruzbe z veliko pestrostjo. Obe loCita podobno, vendar je
ARISA za dolocitev pestrosti velikega Stevila vzorcev hitrej$a, cenejSa in manj tehni¢no
zahtevna metoda, kakor T-RFLP, ki se jo veckrat uporablja za filogenetsko dolo¢itev talnih
mikroorganizmov (Hartmann in sod., 2005).

2.5.1 Metoda ARISA

ARISA je avtomatizirana razli¢ica metode RISA, ki temelji na pomnoZzevanju notranje
prepisanih regij ribosomske DNA (angl. Internal Transcribed Spacer; ITS), ki se med
vrstami mikroorganizmov razlikujejo po dolzini in zaporedju nukleotidov. Metodo sta
prvi¢ opisala Fisher in Triplett, leta 1999, ko sta preucevala pestrost in strukturo
bakterijske zdruzbe v vodnih okoljih. Bakterijska ITS regija lezi na operonu rrn, med
genoma, ki kodirata malo podenoto (16S) in veliko podenoto (23S) ribosomske RNA
(rRNA). Uspesno se uporablja tudi za preucevanje glivnih zdruzb. Glive imajo na jedrni
ribosomski DNA (rDNA) dve ITS regiji, ITS1 in ITS2, ki sta med genoma, ki kodirata
malo podenoto (18S) in veliko podenoto (28S) rRNA ter sta med seboj lo¢eni z genom, ki
kodira 5.8S rRNA (ITS1 - 5.8 rRNA — ITS2). Ker se regije ITS med posameznimi vrstami
mikroorganizmov razlikujejo po sekvenci in dolzini, saj so bakterijske regije velike
200-1200 bp in glivne 390-890 bp, jih lahko uporabljamo za tipizacijo mikrobnih zdruzb
na vrstnem nivoju (Ranjard in sod., 2001).
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Potek metode ARISA je prikazan na sliki 1. Princip metode je pomnozevanje ITS regij
izolirane DNA s PCR, pri cemer uporabimo fluorescentno oznacene zacetne
oligonukleotide, ki so komplementarni ohranjenim regijam v genu za 16S rRNA in 23S
rRNA pri bakterijah, oziroma 18S rRNA in 28S rRNA pri glivah. Dobljeni produkti PCR
so razlicno dolgi fluorescentno oznaceni fragmenti, ki jih nato kapilarna elektroforeza lo¢i
po velikosti in izmeri intenziteto fluorescence. Rezultat je v obliki elektroferograma, na
katerem so izrisani razli¢ni vrhovi, ki skupaj sestavljajo znacilen profil mikrobne zdruzbe v
posameznem vzorcu. Vsak vrh pripada najmanj enemu predstavniku te zdruzbe, kar
pomeni, da ¢im ve¢ je vrhov, vecja je pestrost zdruzbe. ViSina vrhov oziroma intenziteta
fluorescence prikazuje Stevilénost doloCenega organizma v zdruzbi. Vis§ji je vrh, bolj
dominanten je organizem v zdruzbi (Fisher in Triplett, 1999).

ARISA se od osnovne metode RISA razlikuje po uporabi fluorescentno oznacenih zacetnih
oligonukeotidov v PCR reakciji in po elektroforezi v avtomatiziranem sistemu (slika 1),

kar omogoca hitrejSo analizo vecjega Stevila vzorcev (Ranjard in sod., 2001), boljso
lo¢ljivost in ponovljivost (Ciesielski in sod., 2013).

vzorci razlignih Izolirana DNA iz enega
mikrobnih zdruzb vzorca

2) [ 16srDNA [ TS| 235rDNA |
3) [ 18SrDNA  [TTST] 5.85 [1TS2| 28SrDNA |
R =2
P\R\SPPC <
3
P)
Fluorescentno oznaceni
pomnozeni ITS Pomnozeni ITS
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Slika 1: Shema analize ARISA in RISA; izolacija skupne DNA iz vzorca (1), pomnozevanje ITS regij
bakterij (2) in gliv (3) s PCR, kon¢ni prikaz rezultatov v obliki elektroferograma (4) ali na gelu (5) (povzeto
po Community Fingerprinting, 2012).
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Omejitev metode ARISA je, da lahko podceni pestrost, saj imajo lahko nesorodni
mikroorganizmi enako dolge ITS regije. Lahko pa se zgodi ravno nasprotno, da so v
genomu enega mikroorganizma ITS regije razli¢nih dolzin, kar vodi v preveliko oceno
bogatosti (Kovacs in sod., 2010). Poleg tega ne omogoca identifikacije mikroorganizmov,
ki prevladujejo v mikrobni zdruzbi, kakor je to mozno z T-RFLP ali RISA (Hartmann in
sod., 2005).

2.6 DOLOCITEV AKTIVNOSTI MIKROBNE ZDRUZBE S FDA

Skupna mikrobna aktivnost kaZe kakSen je izkoristek razgradnje organske snovi v naravnih
habitatih, kjer priblizno 90 % energije v tleh krozi preko talnih mikroorganizmov.
Ocenimo jo lahko z encimskimi testi, s katerimi dolo¢imo prisotnost encimov v tleh,
katerih vir so mikroorganizmi. Fluorescein diacetat (30,60-diacetil fluorescein; FDA) je
brezbarvna spojina, ki jo razli¢ni prosti (eksoencimi) in membransko vezani encimi, kot so
proteaze, lipaze in esteraze, hidrolizirajo do rumeno-zelenega produkta, fluoresceina (slika
2), ki absorbira pri valovni dolzini 490 nm in ga lahko spektrofotometricno izmerimo.
Koncentracija nastalega fluoresceina je linearna mikrobni aktivnosti. Encimi, ki
hidrolizirajo FDA so vkljuéeni v razgradnjo razli¢nih snovi. Ve€inoma jih proizvajajo
glavni mikrobni razkrojevalci, bakterije in glive (Green in sod., 2006). Metoda se sicer
uporablja ze od leta 1982, ko sta Schniirer in Rosswall z njo dolo¢ila aktivnost v tleh in
slami, vendar ni bila primerna za vse vrste tal. Zato sta jo Adam in Duncan (2001)
izpopolnila, s ¢imer je metoda postala preprosta, hitra in dovolj obcutljiva za detekcijo
hidrolize FDA v Sirokem spektru tal.

o + HO0 — ‘ \ + 2(CH;COOH)
Il -

Fluorescein Diacetat Fluorescein

Slika 2: Hidroliza fluorescein diacetata (FDA) do fluoresceina (Green in sod., 2006).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 MATERIAL

a)

b)

Reagenti:

dH20

dNTP (Thermo FisherScientific, Inc.; ZDA)

Agaroza, AgaroseforRoutine Use (Sigma-Aldrich; Nemcija)

BSA (Thermo FisherScientific, Inc; ZDA)

GeneRuler "DNA Laddermix 1kb, #sm0313 (MBI Fermentas; Litva)
KH,PO, (MerckKgaA; Nemcija)

K;HPO, (Kemika; Hrvaska)

Fluorescein diacetat (Alfa Aesar; Nemcija)

Fluorescein (Sigma-Aldrich; Nemcija)

Kloroform (MerckKgaA; Nemcija)

Metanol (MerckKgaA; Nemcija)

Deioniziran formamid (MerckKgaA; Nem¢ija)

GeneScan  — 1000 ROX "Size standard (Thermo Fisher Scientific; ZDA)

Naprave:

Tehtnica (Domel, d.o.0.; Slovenija)

Vrtin¢nik Vorteks EV-100, Tehtnica (Domel, d.o.0.; Slovenija)
Homogenizator Minilys® (Bertin Technologies; ZDA)

Aparat za verizno reakcijo s polimerazo Minicycler™ (MJ Research; ZDA)
Laminarij (Iskra; Slovenija)

Elektroforezni sistem (AmershamBioscience; Velika Britanija)
Mikrovalovna pecica Supratonic M752 (Miele; Nemcija)
UV-Transluminator s fotoaparatom (UVI-tel; Velika Britanija)
Vodna kopel (Inko, Zagreb; Hrvaska)

Digestorij (Brest Engineering)

Centrifuga Sigma (Sigma Laborzentrifugen; Nemc¢ija)
Spektrofotometer UV-1800 (SHIMADZU; Japonska)

Kapilarna elektroforeza ABI PRISM 3100, AppliedBiosystems® (Thermo

Fisher Scientific Inc.; ZDA)

pH meter SevenEasy (Mettler Toledo; Svica)

Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.; ZDA)

Si(Li) detektor (EG&ORTEC, ZDA)

Kadmijev vir rentgenske svetlobe (Isotope Products Laboratories, ZDA)



16

Cesar T.Preucevanje bakterijskih in glivnih zdruzb tal v vinogradih z ekolosko pridelavo grozdja.

Mag.

delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehnigka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

c)

d)

9)

Kompleti:
e PowerSoil®Isolation Kit (MOBIO Laboratories; ZDA)

Pufri in druge raztopine:
e TBE pufer
o Etidijev bromid (Sigma-Aldrich; Nemcija)

Encimi:
e Taq Pol s pripadajo¢im 10X pufrom in MgCl, (Thermo Fisher Scientific Inc.;
ZDA)

Zacetni oligonukleotidi za glivno DNA (White in sod., 1990; Gardens in Bruns,
1993):

o ITS4 STCCTCCGCTTATTGATATGC 3', Tm=61,5°C

e ITS1-Ffluor. 5[JOE]JCTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA 3', Tm=56,6°C

Zacetni oligonukleotidi za bakterijsko DNA (Kovacs in sod., 2010; dopolnjeno po
ARB SILVA, 2013):

e BITSIr 5'CYG AAT RGG GRA RCC 3', Tm = 48°C

e BITSfFAM S'TGC GGC TGG ATC CCCTCCTT 3", Tm=61,6°C
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3.2 OPIS OBRAVNAVANIH VINOGRADOV IN VZORCENJE TAL

Vzoréenje je potekalo septembra 2013, v spodnji Vipavski dolini, v naselju Sempas,
obc¢ina Nova Gorica (GPS koordinate: 45°55'36.8«N, 13°44'34.1«E).

Vzor¢ili smo 4 vinograde (slika 3). Njihov opis je v preglednici 1.

Preglednica 1. Opis obravnavanih vinogradov EKO3, EKO10, EKO35 in KON (naéin pridelave grozdja,
starost vinograda, vrsta in koli¢ina gnojila, pogostost gnojenja, vrsta fitofarmacevtskih sredstev (FFS), $tevilo
Skropljenj s FFS, obdelava tal).

Opis vinogradov

Vinograd EKO3

Vinograd EKO10

Vinograd EKO35

Vinograd KON

Nacin pridelave
Starost vinograda

Vrsta gnojila

Koli¢ina gnojila

Pogostost
gnojenja

FFS

Stevilo skropljenj
/ leto

Obdelava tal

Trajna ozelenitev

ekoloski
3 leta

hlevski gnoj

2-3 kg natrto

ob sajenju trte

FFS dovoljena v
ekoloski pridelavi
(bakrovi in
zveplovi pripravki)
in pripravki na
bazi rastlinskih
izvleckov (kopriv,
kamilice,
komarcka itd.)

11-12

ob sajenju trt so
bila tla prekopana

ne

ekoloski
10 let

hlevski gnoj

2-3 kgnatrt

ob sajenju trte in
na vsake 4 leta

FFS dovoljena v
ekoloski pridelavi
(bakrovi in
zveplovi pripravki)
in pripravki na
bazi rastlinskih
izvleckov (kopriv,
kamilice,
komarcka itd.)

11-12

ob sajenju trt so
bila tla prekopana

da (od 3. leta
starosti naprej)

ekoloski
35 let

hlevski gnoj

2-3 kgnatrto

ob sajenju trte in
na vsake 4 leta

FFS dovoljena v
ekoloski pridelavi
(bakrovi in
zveplovi pripravki)
in pripravki na
bazi rastlinskih
izvleckov (kopriv,
kamilice,
komarcka itd.)

11-12

ob sajenju trt so
bila tla prekopana

da (od 3. leta
starosti naprej)

konvencionalen
35 let

hlevski gnoj in
mineralna gnojila

2-3 kg hlevskega
gnoja na trto;
koli¢ina
mineralnih gnojil
glede na gnojilni
nacrt

ob sajenju trte
(hlevski gnoj) in
vsako leto
spomladi
(mineralna gnojila)

FFS, ki so
zapisana Vv registru
dovoljenih
sredstev (ve€ina
dovoljenih v
integrirani
pridelavi)

7-9

prvih 10 let po
sajenju so bila tla
obdelana

da (od 10. leta
starosti naprej)




18
Cesar T.Preucevanje bakterijskih in glivnih zdruzb tal v vinogradih z ekolosko pridelavo grozdja.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

Vsi vinogradi so med seboj oddaljeni maksimalno 335 m. Glede na pedolosko karto
Slovenije (merilo 1:25.000) sklepamo, da ima vinograd KON evtricna rjava tla, na

starejSem ilovnatem aluviju, vinogradov EKO pa evtri¢na rjava tla, na eocenskem flisu
(Digitalna ..., 2016).

""

Slika 3: Satelitski posnetek mesta vzoréenja vinogradov EKO10, EKO35, EKO3 in vinograda KON (Google
Maps, 2016)

Vzor¢ili smo med trtami v eni vrsti (pet vzorcev na vrsto) in med vrstami (pet vzorcev med
dvema vrstama) (slika 4). Znotraj vrste smo vzorCili pri vsaki peti trti, tj. 4-5m
oddaljenosti. Pri vzoréenju med vrstami smo izpustili eno vrsto, razen pri vinogradu
EKO35, kjer smo zaradi goste postavitve (1 m), izpuscali dve vrsti. Tako smo v vsakem
vinogradu zbrali 35 vzorcev tal oz. skupno 140 vzorcev (oznacba Z1 — vzorec 1, Z2 —
vzorec 2...). Vsaka ploskev ima priblizno velikost 400 m.
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Slika 4: Shema vzoréenja

Vzorci tal so bili pobrani iz globine 0-15 cm skupaj z rastlinsko biomaso. Zemlja za
analize bakterijskih in glivnih zdruzb je bila takoj prenesena na —20 °C. Zemlja za analizo
mikrobne aktivnosti in fizikalno-kemijskih reakcij je bila prenesena na +4 °C.
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3.3 DOLOCANIE FIZIKALNO-KEMIJSKIH LASTNOSTI TAL

Fizikalno-kemijske lastnosti tal smo dolocili za vsak vzorec posebej in nato iz njih dolo¢ili
povprecno vrednost in standardno napako za vsak vinograd posebej. Pred analizami smo
vzorce tal posusili na zraku in v terilnici strli. Nato smo jih presejali skozi sito z odprtinami
premera 2 mm.

3.3.1 Dolocanje teksture tal

Teksturo tal obravnavanih vinogradov smo dolo¢ili z metodo sedimentacije (Kassem in
Nannipieri, 1995). Vzorcu tal smo najprej dodali natrijev pirofosfat (Na;H,P,O-) in pustili
¢ez no¢ na stresalniku. Suspenzijo smo pretresli skozi sito in sprali z destilirano vodo, da
so na situ ostali samo delci vecji od 0,2 mm, ki smo jih prenesli v predhodno posusen in
stehtan tehti¢. Ostali suspenziji smo dodali destilirano vodo do 1000 mL, pretresli in valj s
suspenzijo postavili na mizo. Po 44 sekundah usedanja delcev smo iz globine 10 cm
odvzeli 10 mL suspenzije in jo prenesli na tehti¢. Dobili smo prvo frakcijo, 0ziroma
delce < 0,05 mm. Valj smo ponovno stresali in po 4 minutah in 27 sekundah ponovili
vzoréenje, da smo dobili drugo frakcijo z delci < 0,02 mm. Se tretji¢ je sledilo stresanje
valja in nato vzoréenje po 7 urah in 35 minutah usedanja delcev, pri ¢emer smo dobili
tretjo frakcijo, z delci < 0,002 mm. Vse tehtiCe s frakcijami in delci iz sita smo posusSili v
pecici pri 105 °C ter nato stehtali, da smo dobili maso posameznih frakcij v 10 mL vzorca.
Izracunali smo deleze posameznih frakcij. Na podlagi ameriSkega teksturnega trikotnika
SMo na osnovi delezev peska, melja in gline dolocili teksturni razred.

3.3.2 Dolocanje aktivne in potencialne kislosti tal

Dolocali smo aktivno in potencialno Kislost talnega vzorca. Aktivna Kislost je dejanska
kislost talne suspenzije, potencialna pa vkljuduje Se lahko izmenljive vodikove ione (H"),
Ki so vezani na talne koloide. Za aktivno kislost smo posuSeni vzorec tal zmeSali z
destilirano vodo (1:2, v/v) in eno uro inkubirali pri sobni temperaturi. Nato smo pH
dolo¢ili s pH elektrodo. Potencialno Kislost smo izmerili enako kot aktivno, le da smo
namesto destilirane vode uporabili 1M KCI.
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3.3.3 Dolocanje vsebnosti vode v tleh

Koli¢ina vode v tleh je odvisna od vremenskih razmer in letnih ¢asov, zaradi ¢esar lahko
dolo¢imo le kak$no je trenutno vodno stanje tal. Metoda je povzeta po Kassem in
Nannipieri (1995). V stehtano petrijevko smo zatehtali 10 g vzorca tal in ponovno stehtali.
Nato smo vzorec pri 105 °C susili in ponovno stehtali. Dobili smo maso (M) posusenega
vzorca. Vsebnost vode smo izra¢unali po enacbi (Mt — Msuhin ta1)/Msunin tal) *100.

3.3.4 Dolocanje skupne organske snovi v tleh

Organsko snov smo dolocali spektrofotometri¢no S postopkom povzetem po Kandeler
(1995), ki temelji na mokri oksidaciji Metodo smo izvajali v digestoriju. V' erlenmajerico
smo zatehtali 0,5-2 g posuSenega vzorca tal in dodali 20 mL raztopine kalijevega
dikromata (0,33 M) ter premesali. Pazljivo smo dodali 15 mL koncentrirane Zveplove
kisline in pustili mirovati 2-3 ure. Nato smo mesanico razred¢ili z destilirano vodo do
100 mL, premesali in inkubirali ¢ez no¢ pri sobni temperaturi. Po inkbaciji smo z
destilirano vodol mL vzorca raztopine razred¢ili do 25 mL in premesali. Za umeritveno
krivuljo smo na enak nacin pripravili standardne raztopine z delezem organske snovi 0, 2,
4, 6 in 8%. S spektrofotometrom smo vzorcem in standardom izmerili absorbanco pri
valovni dolzini 570 nm. Delez organske snovi (%) smo izracunali iz umeritvene krivulje,
pri Cemer smo upostevali zatehtano maso vzorca tal.

3.3.5 Doloc¢anje vsebnosti rastlinam dostopnega fosforja (PO4-P)

Vsebnost dostopnega orto-fosfata smo dolo¢ali z metodo ekstrakcije z natrijevim
hidrogenkarbonatom (NaHCO3) in spektrofotometri¢no pri valovni dolzini 660 nm (Olsen
in Sommers, 1982).

V stekleni¢ko smo zatehtali 2 g vzorca tal in dodali 40 mL ekstrakcijske raztopine 0,5 M
NaHCOs s pH 8,5, zaprli ter 30 min stresali na stresalniku. Mesanice so takoj prefiltrirali
skozi filtrirni papir v nove steklenicke. Sledilo je spektrofotometriéno dolocanje fosforja.
V epruveto so odpipetirali 3 mL prefiltriranega ekstrakta in dodali 9 mL destilirane vode,
3 mL askorbinsko-amonmolibdatnega reagenta ter dobro premes$ali. Askorbinsko-
amonmolibdatni reagent smo dobili tako, da smo v vodi raztopljen amonijev heptamolibdat
((NH4)sMo07024 x 4H,0), antimon Kalijev tartrat (K(SbO) x C4H4Os x “2H,0) in zveplovo
kislino (H2SO4) zmesali skupaj z askorbinsko kislino (C¢HgOs). PO 10 min reakcije vzorca
z reagentom, smo na spektrofotometru izmerili absorbanco pri valovni dolzini 660 nm. Za
umeritveno krivuljo smo po istem postopku izmerili absorbanco standardnim raztopinam
POy-P, s koncentracijami 0,0 mg/L, 0,25 mg/L, 0,5 mg/L, 0,75 mg/L, 1,0 mg/L, 2,0 mg/L



22

Cesar T.Preucevanje bakterijskih in glivnih zdruzb tal v vinogradih z ekolosko pridelavo grozdja.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

in 4,0 mg/L. Koncentracijo fosforja Smo nato izracunali iz umeritvene krivulje in jo izrazili
v mg/kg tal.

3.3.6 Dolocanje skupne vsebnosti kovin v tleh

Skupne vsebnosti kovin (kalij, kalcij, krom, mangan, zelezo, nikelj, baker, cink, svinec) v
vzorcih tal smo dolocili z rentgensko fluorescen¢no spektrometrijo (XRFS). 1z vsakega
vzorca tal smo najprej pripravili tabletko. Naredili smo jo iz 0,5 g presejanega in v terilnici
zmletega talnega vzorca ter s pomocjo nerjavecega modela za tabletke in hidravli¢ne
stiskalnice. Pripravljen vzorec smo nato analizirali z fluorescen¢nim spektrometrom, Ki je
bil sestavljen iz Si (Li) detektorja z 25 mm debelim berilijevim oknom. Za vzbuditev
fluorescence smo uporabili kadmijev (***Cd, 300 MBq, 22,1 keV) obrogast radioizotopni
vir rentgenske svetlobe. Energijska lo¢ljivost spektrometra je bila 175 eV pri 5,9 keV.
Meritev spektra vsakega vzorca smo opravljali 3000 s in jih nato analizirali s programom
AXIL (Van Espen in Jansen, 1993). Kvantitativno analizo spektrov smo izvedli z
racunalniskim programom QAES (Kump in sod., 2007). Za zagotovitev natanc¢no
opravljene analize elementov z XRFS smo uporabili standardni referencni material NIST
SRM 1573a, CRM 129 in OU-10.

Rezultate analiziranih fizikalno-kemijskih lastnosti smo med seboj primerjali s statisticnim
testom enosmerna ANOVA in testom Tukey HSD. Statisticno znaéilne so bile lastnosti s
stopnjo znacilnosti p < 0,05. Statisticne analize smo izvedli s statisticnim programom IBM
SPSS Statistics 23.0

3.4 EKSTRAKCIJA DNA

Ekstrakcijo skupne mikrobne DNA smo izvedli s kompletom PowerSoil*DNA lIsolation
Kit (MO BIO Laboratories, Inc.) po navodilih proizvajalca. Uspesnost izolacije DNA smo
preverili agarozno elektroforezo v 1 % gelu z etidijevim bromidom. Agarozo (0,4 g) smo
raztopili v 40 mL 0,5X TBE pufra in v ohlajeno raztopino dodali 1,5 uL etidijevega
bromida ter vlili v model¢ek. Na strjen agarozni gel smo nanesli 5 uL vzorca in 1,5 pL
1 kb lestvice DNA. Do gladine gela smo dolili 0,5X TBE pufer in zaceli z elektroforezo.
Ta je potekala 30 min pri elektri¢ni napetosti 100 V. Ekstrakte smo do pomnoZzevanja s
PCR shranili na —20 °C.
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3.5 MERJENJE KONCENTRACIJE IN CISTOSTI DNA

Koncentracijo in c¢istost DNA smo izmerili s spektrofotometrom Nanodrop 1000
(ThermoScientific) v 1,5 uL alikvotih. Umerili smo z raztopino C6 (10 mM Tris) iz
kompleta PowerSoil*DNA Isolation Kit. Cistost DNA smo merili glede na razmerje
absorbance 260/280 in 260/230 s pomoc¢jo programa ND 1000 V3.7.1, ki nam je dolo¢il
tudi koncentracijo DNA v ng/ul.

3.6 1ZVEDBA METODE ARISA

Strukturo mikrobne zdruzbe smo dolocili z metodo ARISA, ki vkljuuje pomnoZevanje
regij ITS s fluorescentno ozna¢enimi zacetnimi oligonukleotidi. Pomnozene produkte smo
nato analizirali na kapilarni elektroforezi.

3.6.1 Verizna reakcija s polimerazo

Za ARISA smo potrebovali fluorescentno ozna¢ene pomnozke regij ITS. Zato smo glivno
DNA pomnozili z zacetnim oligonukleotidom ITS4 in z zacetnim oligonukleotidom
ITS1-F fluor., ki je na 5' koncu oznacen s fluorokromom JOE (Sigma).

PCR mesanica (25 pL) je vsebovala naslednje reagente:
e 25uL 10X PCR pufer
e 2,5mM MgCl,
e 200 uM dNTP
e 05uMITSI-F
e 05uMITS4
e 0,75 U Taq polimeraza
e Sterilna destilirana voda do 12,5 puL
e 12,5 pL izolirane DNA

V PCR mesanico kontrolnih vzorcev smo namesto izolirane DNA dodali sterilno vodo.
Pomnozevanje je potekalo z napravo PCR po programu napisanim v preglednici 2.



24

Cesar T.Preucevanje bakterijskih in glivnih zdruzb tal v vinogradih z ekolosko pridelavo grozdja.
Mag. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

Preglednica 2: Pogoji reakcije PCR za pomnoZevanje glivne DNA.

Stopnja PCR reakcije Temperatura (°C) Cas (min) Stevilo ciklov
Zacetna denaturacija 95 2 1
Denaturacija 95 1 35
Vezava zacetnih oligonukleotidov 62 1 35
Podaljsevanje 72 1 35
Kon¢no podaljsevanje 72 10 1
Ohranjaje produkta 4 / /

Bakterijsko DNA smo po programu (preglednica 3) pomnozili z zacetnim
oligonukleotidom BITSr in BITSf-FAM, ki je bil na 5' koncu oznacen s fluorokromom
6-FAM.

PCR mesanica (25 pL) za bakterijsko zdruzbo je vsebovala:
e 2,5 uL 10X pufer
e 2,5mM MgCl,
e 20 mg/L BSA (zavinograd 1 in 4), oz. 200 mg/L BSA (za vinograd 2 in 3)
e 200 uM dNTP
e 0,2 uM BITS{-FAM
e 0,2 uM BITSr
e 1U Taqpol
e 5 uL izolirane DNA

Preglednica 3: Pogoji reakcije PCR za pomnoZevanje bakterijske DNA.

Stopnja PCR reakcije Temperatura (°C) Cas (min) Stevilo ciklov
Zacetna denaturacija 94 5 1
Denaturacija 94 0,5 30
Vezava zacetnih oligonukleotidov 54 0,75 30
Podaljsevanje 72 1,5 30
Konéno podaljsevanje 72 7 1
Ohranjaje produkta 4 / /

PomnozZevanje smo preverili z gelsko elektroforezo, kjer smo poleg vzorcev na 1 %
agarozni gel z etidijevim bromidom nanesli tudi negativho kontrolo (namesto izolirane
DNA smo dodali destilirano vodo) in 1 kb DNA lestvico. Elektroforeza je potekala 30 min
pri 100 V. Nato smo gel osvetlili z UV-transluminatorjem in fotografirali.
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e Optimizacija PCR

Za boljso pomnozitev DNA smo ekstrahirane vzorce 10 ali 100-krat red¢ili, s ¢imer smo
zmanjsali inhibitorno delovanje moznih necisto¢ na pomnozevanje DNA. V PCR meSanico
za pomnozevanje bakterijske DNA smo dodali tudi goveji serumski albumin (BSA), ki
deluje protiinhibitorno in pospesuje pomnozevanje DNA (Kreader, 1996).

3.6.2 Locevanje fluorescentno oznacenih ITS regij s kapilarno elektroforezo

Produkte PCR (2 uL) smo zmesali z 8 pL deioniziranega formamida in 0,5 uL DNA
standarda ROX 1000. Nato smo vzorce 2 min pri 95 °C denaturirali in jih takoj ohladili na
ledu. Po standardnih pogojih proizvajalca smo po 2,5 ul denaturiranih vzorcev
elektrokineti¢no injicirali v kapilarno elektroforezo ABI PRISM 3100.

3.6.3 Analiza rezultatov ARISA

Po kapilarni elektroforezi smo dobili elektroferogram, ki smo ga s programom
GeneMapper pregledali in pretvorili v matriko m X n z elementom a;;, kjer i predstavlja
vzorec in j dolzino fragmenta. Element v i-ti vrstici in j-tem stolpcu tako predstavlja
intenziteto fluorescence, ki jo oddaja fragment j v vzorcu i. Fragmente, ki so bili krajsi od
50 bp smo izlocili, saj bi lahko interferirali z zacetnimi oligonukleotidi. Prav tako smo
izlo¢ili tudi fragmente, katerih fluorescenca ni presegala dvakratno standardno deviacijo
vrednosti fluorescence v bazni liniji. Podatke smo analizirali s statisti¢nimi testi, Ki so
dosegljivi znotraj programskega paketa R (R Development Core Team, 2009) z dodatnim
paketom Vegan (Oksanen in sod., 2010).

3.6.3.1 Shannonov indeks pestrosti

Za dolocitev pestrosti mikrobne zdruzbe v posameznem sistemu (vinograda) smo Vv
programu R izracunali Shannonov indeks pestrosti (H) in ga na obmoc¢ju posameznega
vinograda umestili v ustrezno vzor¢no mesto. Shannonov indeks je mera za pestrost na
ravni zdruzb, ki se je v ekologiji najbolj uveljavil. Uposteva Stevilo razlicnih vrst in
njihovo pogostost. Ce so v vzorcu organizmi ene vrste, je vrednost H enaka nic.
Maksimum doseze takrat, ko vsak osebek v vzorcu pripada razli¢ni vrsti (Robi¢, 2000).
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3.6.3.2 perMANOVA in beta pestrost

Za analizo pestrosti med vinogradi in pestrosti med vrsto ter medvrstnim prostorom, smo
uporabili neparametricni test permutacijske multivariatne analize varianc (angl.
Permutational Multivariate Analysis of Variance; perMANOVA). Podatke o intenziteti
fluorescence in dolzini fragmentov vsakega vinograda smo najprej z metodo
Bray-Curtisove razli¢nosti pretvorili v matriko razdalj. Matrike vseh 4 vinogradov smo
nato analizirali s testom perMANOVA, pri ¢emer smo uporabili 999 permutacij, ki so bile
ugnezdene glede na lokacije vinogradov. Analizo varianc smo izvedli s funkcijo adonis,
programskega paketa R Vegan.

Preverili smo tudi kaks$na je verjetnost, da so izracunani rezultati res posledica razlik v
razprSenosti razlicnih spremenljivk med vinogradi in ne posledica naklju¢ja v sestavi
vinograda. Za to smo uporabili test multivariatne homogenosti razprSenosti skupin,
funkcijo betadisper v paketu R Vegan, ki nam je ocenil beta pestrost. Ta nam pove kak$na
je vrstna pestrost med posameznimi vzorci znotraj vsakega vinograda.

3.6.3.3 DAPC

Za preucevanje genetske strukture bioloSke populacije smo uporabili diskriminantno
analizo glavnih komponent (angl. Discriminant Analysis of Principal Components;
DAPC), ki je sestavljena iz dveh korakov: analize glavnih komponent (angl. Principal
Component Analysis; PCA) in diskriminantne analize (angl. Discriminant Analysis; DA).
Je metodoloski pristop, ki povzame vse sposobnosti analize DA, brez njenih omejitev
(Jombart in sod., 2010). Za analizo smo uporabili R paket adegent.

Najprej smo podatke s pristopom PCA transformirali. PCA metoda ima sposobnost v
kratkem casu dolociti strukturo populacije iz velike podatkovne zbirke. Zagotovi nam, da
spremenljivke niso povezane in da je Stevilo spremenljivk manj$e od $tevila analiziranih
vzorcev. PCA lahko uporabimo za katere koli genetske podatke, ne da bi pri tem prislo do
izgube genetskih informacij. PCA iz spremenljivk oblikuje nove spremenljivke, t.i. glavne
komponente, ki opisujejo skupno varianco prvotne mnoZzice podatkov. Ker pa PCA
povzema celotno variabilnost populacije, kar vkljucuje razlike tako med skupinami kot tudi
znotraj skupin, temu sledi Se multivariatna metoda DA, ki glavne komponente razdeli v
gruce, klastre glede na njihove genetske razlike. Pri tem maksimira razlike med skupinami
in zanemari razlike znotraj skupin. To naredi tako, da pois¢e linearno kombinacijo
merjenih spremenljivk oz. diskriminantno funkcijo (angl. Discriminant Function; DF), Ki
vnaprej dolocene skupine med seboj maksimalno lo¢i in nato z najmanjSo napako
posamezne enote uvrsti v skupine. Diskriminantne funkcije so dolo¢ene tako, da prva
najbolj lo¢i med skupinami (ima najvecjo lastno vrednost), vsaka naslednja pa ima vedno
manj lo¢evalne moci. V praksi tako Zelimo, da je diskriminantnih funkcij ¢im manj.
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Diskriminantne spremenljivke omogocajo grafi¢ni prikaz, ki vizualno predstavi razlike
med skupinami in nam poda oceno genetske strukture populacije. Z metodo DAPC tako
dosezemo najboljso diskriminacijo posameznikov v skupine (Jombart in sod., 2010).

3.6.3.4 Analiza uspesnosti razlikovanja med vinogradi z DAPC

Da smo preverili kako dobro je DAPC loc¢il vinograde med seboj smo uporabili lo€itveni
test DAPC. Najprej smo iz vsakega vinograda odstranili 9 vzorcev (na¢in cik-cak) in
preostale analizirali z DAPC. Nato smo z odstranjenimi preverili, s kak$no uspe$nostjo je
funkcija DA sposobna uvrstiti neznane vzorce v posamezno skupino (vinograd).

3.6.3.5 Prokrustova analiza

S Prokrustovo analizo smo Zeleli preuditi ali so rezultati, ki smo jih dobili z analizo DAPC
povezani z lokacijo posameznega vinograda. Prokrustova analiza temelji na iskanju
najboljSega prileganje dveh podatkovnih matrik. Med tem ko je ena matrika fiksna (tar¢na
matrika), se druga s translacijam, zrcaljenjem in rotacijam spreminja, tako, da se ¢im bolj
ujema s fiksno matriko (Lisboa in sod., 2014). V nasem primeru smo za tar¢no matriko
uporabili matriko s podatki o mikrobni zdruzbi (matrika X) in jo uporabili v ordinaciji
redundanéne analize (angl. Redundancy Analysis; RDA). Primerjali smo jo z RDA
ordinacijo matrike fizi¢nih razdalj med vinogradi (matrika Y). Pri tem smo uporabili
Prokrustovo analizo (funkcija PROTEST), ki nam je transformirala matriko Y, tako da je
bila razlika vsote kvadratov ostanka med pripadajo¢im homolognimi koordinatami med
matrikama X in Y najmanj$a. Ce je ta razlika visoka, je povezava med dvema
podatkovnima matrikama $ibka in obratno (Lisboa in sod., 2014). Za analize smo uporabili
R paket Vegan.

3.6.3.6 Mantelov test

Zeleli smo preveriti ali so med glivno in bakterijsko zdruzbo genetske razdalje. V ta namen
smo z Mantelovim korelacijskim testom primerjali distanéni matriki (za ekolosko
relevantno razdaljo smo uporabili Bray-Cutrisov indeks razli¢nosti) obeh zdruzb za vsak
vinograd posebej. Uporabili smo 1000 permutacij. Test smo izvedli s programom R, paket
Vegan.
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3.7 DOLOCANIJE MIKROBNE AKTIVNOSTI S FLUORESCEIN DIACETATOM

Mikrobno aktivnost s fluorescein diacetatom (FDA) smo merili po prirejenim protokolom
po Adamu (Adam in Duncan, 2000). Postopek temelji na barvni reakciji. Prosti in
membransko vezani encimi hidrolizirajo brezbarvni FDA do kon¢nega rumeno obarvanega
produkta fluoresceina, ki ga lahko spektrofotometricno izmerimo. Enemu gramu
presejanega vzorca (d = 2 mm) smo dodali 7,5 mL 60 mM kalijevega fosfatnega pufra (pH
7,6) ter za zaCetek reakcije 0,1 mL raztopine 1000 ug/mL FDA. Negativne kontrole niso
vsebovale FDA. Po 20 minutni inkubaciji na 30 °C smo v digestoriju dodali 7,5 mL
meSanice kloroform/metanol (2:1) in ro¢no premesali, s ¢imer smo ustavili nadaljnji potek
reakcije. Vsebino steklenicke smo 3 min pri 2000 obr./min centrifugirali in supernatant
prefiltrirali v stekleno epruveto ter s spektrofotometrom filtratu izmerili absorbanco pri
490 nm. Delali smo v 3 ponovitvah.

Ker smo bili omejeni s koli¢ino zemlje smo si za to analizo izbrali 20 vzorcev iz vsakega
vinograda (skupaj 80 vzorcev). Za negativne kontrole smo si izbrali 5 vzorcev iz vsakega
vinograda (na vogalih vinograda in na sredini).

Za vsak vinograd posebej smo od izmerjene absorbance vzorca odsteli povprecje
absorbanc negativnih kontrol in koncentracijo nastalega fluoresceina izracunali iz
umeritvene krivulje (slika 5). Za to smo iz standardne raztopine 20 ug fluoresceina mL™
pripravili standardne raztopine fluoresceina v koncentracijah 1-5 mg/L in jim izmerili
absorbanco pri 490 nm. Konéne koncentracije smo izrazili v pg/g zemlje. Vpliv razli¢ne
obdelave vinogradov in polozaj vzorca v vinogradu (vrsta/medvrstni prostor) na mikrobno
aktivnost v tleh, smo ocenili z dvosmerno analizo variance (angl. Analysis of Variance;
ANOVA), Kkjer je prva neodvisna spremenljivka predstavljala posamezen vinograd in
druga spremenljivka polozaj vzorca v vinogradu. Da bi izvedeli med katerimi vinogradi je
mikrobna aktivnost statistitno znacilna, smo izvedli enosmerno ANOVA in test Tukey
HSD. Statisticno znacilne so bile mikrobne aktivnosti s stopnjo znacilnosti p < 0,05.
Statisticne analize smo izvedli s statisticnim programom IBM SPSS Statistics 23.0.
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absorbanca pri 490 nm

Slika 5: Umeritvena krivulja za izratun mikrobne aktivnosti s fluorescein diacetatom.
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4 REZULTATI
4.1 FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI TAL

Rezultati analiziranih fizikalno-kemijskih lastnosti tal obravnavanih vinogradov veljajo za
tla do globine 15 cm.

4.1.1 Tekstura tal

Teksturni razred na obmoc¢ju vinogradov EKO10, EKO35 in EKO3 je pes¢ena ilovica,
medtem Ko je teksturni razred na obmoc¢ju vinograda KON ilovica. V tleh vseh vinogradov
prevladuje delez peska, pri cemer ga je v tleh vinograda EKO3 70,1 %, v tleh ostalih
vinogradov pa 49,3-56,1 %. Najman;jsi delez v teksturi tal predstavlja glina in sicer v EKO
vinogradih 6,1-7,9 % ter v KON 11,3 %. Razlike v teksturi tal vrste in medvrstnega
prostora so zanemarljive.

412 pH tal

Ko govorimo o pH tal, obi¢ajno mislimo na aktivno kislost. Najvisjo vrednost pH tal (slika
6B) do globine 15 cm je bila izmerjena za vinograd EKO10 in EKO3 (pH 7,4). Tla v
vinogradu EKO35 so bila nevtralna (pH 6,9), medtem, ko so tla v vinogradu KON Kisla,
saj je pH 5,9. Potencialna kislost vseh tal je po pricakovanjih nizZja, in sicer v ekoloskih
vinogradih za priblizno 0,6 enote ter v konvencionalnem za eno enoto. Znotraj
posameznega vinograda razlike v pH med vrsto in medvrstnim prostorom niso bile
statisticno znacilne.

4.1.3 Vsebnost vode v tleh

Povpreéna vlaznost tal v vseh vinogradov je 21,5 % (slika 6A). NajniZjo vrednost imajo tla
v vinogradu EKO3 (15,3 %) in najvecjo v vinogradu KON (25,7 %). Delez vode v ostalih
dveh vinogradih se ne razlikuje statisti¢tno znaéilno in znasa 22,5 + 0,4 %. Prav tako ni
statisticno znacilnih razlik med vrsto in medvrstnim prostorom znotraj posameznega
vinograda (p < 0,05).

4.1.4 Organska snov v tleh

V tleh vinograda EKO10 in EKO35 se koncentracija organske snovi statisti¢no znac¢ilno ne
razlikuje in znasa 2,8 % (slika 6C). Najnizja koncentracija je bila izmerjena v tleh
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vinograda EKO3 (0,9 %), najvisja pa v tleh vinograda KON (3,3 %). Koncentracije
organske snovi v tleh se med vrsto in medvrstnim prostorom v vseh vinogradih statisti¢no
znac¢ilno ne razlikujejo.

4.1.5 Rastlinam dostopne vsebnosti fosforja (PO4-P) v tleh

Tla v vinogradih so razli¢no razpolozljiva s fosforjem (slika 6D). Najve¢ dostopnega
fosforja je na razpolago v vinogradu EKO35 (14,5 mg/kg suhih tal) in KON (9,2 mg/kg).
Najmanjsa koncentracija fosforja se nahaja v tleh vinograda EKO3 (3,3 mg/kg suhih tal).
Razlike v koncentraciji v tleh vrste in medvrstnega prostora niso statisticno znacilne.
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Slika 6: Lastnosti tal obravnavanih vinogradov EKO10, EKO35, EKO3 in KON glede na vzoréeno mesto v
vinogradu (vrsta/medvrsta): (A) delez vsebnosti vode, (B) pH, (C) delez organske snovi, (D) koncentracija
PQO,4-P. Prikazane so povprecne vrednosti in standardne napake (n = 35). Razli¢ne ¢rke predstavljajo
statisti¢no znacilne razlike (p < 0,05).

4.1.6 Skupna vsebnost kovin v tleh

Skupne vsebnosti analiziranih kovin v tleh so prikazane v preglednici 4. Najvecja vsebnost
skupnega kalija je v tleh vinograda EKO3, medtem ko se koncentracije kalija v tleh ostalih
vinogradov ne razlikujejo statisticno znacilno. Prav tako se med vinogradi statisti¢no
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znacilno ne razlikujejo koncentracije kalcija v tleh. Vsa vzorCena tla imajo podobno
koncentracijo kroma, in sicer 0,4 mg/g. Najve¢ mangana je Vv tleh vinograda EKO35
(2,7 mg/g). Razlike v koncentracijah med ostalimi vinogradi niso statisticno znacilne. V
vinogradu EKO3 je sicer koncentracija zeleza najvi§ja in v vinogradu EKO10 najniZja,
vendar ¢e v obzir vzamemo tudi standardno napako, so koncentracije v vseh vinogradih
podobne. Enake velja tudi za tla glede vsebnosti niklja. Najnizje koncentracije bakra smo
izmerili v tleh vinograda EKO3 (0,16 mg/g) in se statisticno znaéilno razlikujejo od
koncentracij v tleh vseh ostalih vinogradov. Razlike med koncentracijami bakra v tleh
vinogradov EKO10, EKO35 in KON niso statisticno znacilne. Prav tako med vinogradi
niso statisticno znacilne razlike koncentracij cinka (Zn) in svinca (Pb). Koncentracija Zn v
tleh znasa 0,13 mg/g in koncentracija Pb 0,07 mg/g.

Preglednica 4: Skupne vsebnosti kovin v tleh obravnavanih vinogradov EKO10, EKO35, EKO3 in KON (K-
kalij, Ca-kalcij, Cr-krom, Mn-mangan, Fe-Zelezo, Ni-nikelj, Cu-baker, Zn-cink, Pb-svinec). Prikazane so
povpre¢ne vrednosti s standardno napako (n = 35). Razlicne ¢rke prikazujejo lastnosti, Ki so statisticno
znacilno razli¢ne (p<0,05).

Analizirane kovine EKO10 EKO35 EKO3 KON

K (mg/g) 150 + 2,5° 153 + 3,1° 21,4 + 2,5 18,6 + 2,8
Ca (mg/g) 93 =+ 16° 12,1 + 6,2° 103 + 2,7° 69 + 14
Cr (mg/g) 04 =+ 01° 04 + 0,1° 04 + 0,1° 0,32 + 0,08°
Mn (mg/g) 1,4 + 03 27 + 0,3° 1,6 + 0,3° 1,7 + 0,2°
Fe (mg/g) 374 + 14° 427 + 1,3® 448 + 1,6° 403 + 1,5°
Ni (mg/g) 0,12 + 0,04° 0,10 + 0,04% 0,10 + 0,03% 0,08 + 0,02°
Cu (mg/g) 029 =+ 0,09° 0,28 + 0,08 0,16 + 0,04 0,27 + 0,05°
Zn (mg/g) 0,13 + 0,02 0,14 + 0,02° 0,12 + 0,02° 0,13 + 0,02°
Pb (mg/g) 0,06 =+ 0,01° 0,09 + 0,02° 0,08 + 0,02° 0,07 + 0,01*

4.2 KONCENTRACIJA IN CISTOST IZOLIRANE DNA

Povpreéna koncentracija izolirane DNA se med vinogradi statistiéno znacilno razlikuje .Z
enosmerno analizo varianc s post hoc testom Tukey HSD smo ugotovili, da se v tleh
vinogradov EKO10 in KON, koncentracija DNA ne razlikuje statisticno znacilno (p >
0,05), medtem ko je v tleh ostalih dveh vinogradov statisti¢no znacilna. V vinogradu
EKO10 in KON je tako koncentracija izolirane DNA 10,5 + 0,6 ng/uL. Najvi§jo smo
izmerili v tleh vinograda EKO35 (19,0 + 2,7 ng/uL), najniZjo pa v tleh vinograda EKO3
(2,4 £ 0,4 ng/uL), kjer je bila pri nekaterih vzorcih koncentracija pod mejo detekcije. Kljub
temu, smo ob dodatku BSA, ITS regije uspeSno pomnoZili.
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Cistost izolirane DNA smo dolo¢ili z razmerjem A260/A280 in A260/230. Pri vinogradih
EKO10, EKO35 in KON je bila ¢istost zadovoljiva (A260/A280 = 1,9 £ 0,1). V vzorcih
vinograda EKO3 je bila Cistost slabsa (A260/A280 = 1,3 + 0,4), kar je verjetno posledica
nizke koncentracije izolirane DNA.

4.3 DOLZINA FRAGMENTOV ITS REGIJ

Dolzino produktov ARISA PCR smo preverili z gelsko elektroforezo. Pomnozeni
fragmenti glivnih ITS regij so bili veliki 500-1000 bp, bakterijske ITS regije pa
500-1500 bp. Del vzorcev s pomnoZeno regijo ITS za glivne zdruzbe so predstavljeni v
prilogi B in za bakterijske zdruzbe v prilogi C.

4.4 PESTROST MIKROBNE ZDRUZBE ZNOTRAJ VINOGRADOV

Kaksna je pestrost mikroorganizmov vsakega vzorca znotraj posameznega vinograda smo
ugotavljali z dolo¢itvijo Shannonovega indeksa pestrosti, ki smo ga umestili v ustrezno
vzoréno mesto (Slika 7 in slika 8). Vecji kot je Shannonov indeks, vecja je pestrost in
obratno.

441 Pestrost glivne zdruzbe

Na sliki 7 so prikazani Shannonovi indeksi pestrosti glivne zdruzbe v vsakem vzorcu tal
razli¢nih vinogradov. Najvisji indeks pestrosti je bil izraCunan za vzorec tal iz vinograda
EKO35 (max H = 2,5), ki je tudi najstarejsi od vseh vzorcenih in iz vinograda KON (max
H = 2,1), ki ga obdelujejo konvencionalno. NajmanjSa pestrost (max H = 1,3) je bila
dolo¢ena v vinogradu EKO10. Edino v tem vinogradu so nekateri vzorci, Ki se nahajajo
blizu skupaj, imeli podoben indeks pestrosti, medtem ko so pri preostalih prisotne le
posamezne tocke z veliko ali majhno pestrostjo.
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Slika 7: Toplotni graf indeksov pestrosti Shannon (H) za glivno zdruzbo znotraj posameznih vinogradov: a)
vinograd EKO10, b) vinograd EKO35, c) vinograd EKO3, d) vinograd KON. Osi predstavljajo fizi¢no
razdaljo (m) , merjeno od vzorca 1, s koordinatami (0,0).

4.4.2 Pestrost bakterijske zdruzbe

Z razliko od glivne zdruzbe je pestrost bakterijske zdruzbe bolj razgibana (slika 8). V
vinogradih je namre¢ prisotnih ve¢ posameznih mest z visoko pestrostjo in ve¢ otokov z
nizko pestrostjo bakterijske zdruzbe kot glivne zdruzbe. V vzorcih tal, ki se nahajajo na
vogalih vinograda EKO35 in KON je pestrost visoka (H > 3). V vinogradu EKO10 in
EKO3 tako visokega indeksa ni, saj je tu maksimalni indeks 2. Opazimo pa lahko, da je

vinograd EKO3 najbolj razgiban glede raznolikosti, ker ima ve¢ mest z visokim in nizkim
indeksom.
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y (m)

Slika 8: Toplotni graf indeksov pestrosti Shannon za bakterijsko zdruzbo znotraj posameznih vinogradov: a)
vinograd EKO10, b) vinograd EKO35, ¢) vinograd EKO3, d) vinograd KON. Osi predstavljajo fizi¢no
razdaljo (m) , merjeno od vzorca 1, s koordinatami (0,0).

4.5 PRIMERJAVA PESTROSTI MIKROBNE ZDRUZBE MED VINOGRADI

Z analizo perMANOVA smo preverjali kakSna je pestrost mikrobnih zdruzb med
vinogradi. Ugotovili smo, da se pestrost tako glivne kot bakterijske zdruzbe med vinogradi
statisti¢no znacilno razlikuje (p < 0,05) (preglednica 5).

Preglednica 5: Analiza perMANOVA za glivno in bakterijsko zdruzbo glede na vinograd (Stevilo permutacij

= 999).
Vir variance Prostos.tne Vsota Srednja vrednost VrednostF R?  Vrednost p
stopnje kvadratov kvadratov
Glivna zdruzba
Vinograd 3 1,48 0,49 4,16 0,1 0,001
Ostanki 116 13,74 0,12 0,9
Vsota vrednosti 119 15,22 1
Bakterijska zdruzba
Vinograd 3 1,06 0,35 8,44 0,2 0,001
Ostanki 128 5,36 0,04 0,8
Vsota vrednosti 131 6,42 1
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Ne moremo pa izkljuciti, da so ti rezultati pridobljeni naklju¢no, saj je test multivariatne
homogenosti razprsenosti skupin (funkcija betadisper) pokazal visoko pestrost med vzorci
znotraj posameznega vinograda (preglednica 6), kar bi lahko vplivalo na rezultat analize
perMANOVA. Pestrost mikrobnih zdruzb je bila namre¢ statisticno znacilna ze med
samimi vzorci tal znotraj istega vinograda (p < 0,05).

Preglednica 6: Test multivariatne homogenosti razprsenosti skupin glivne in bakterijske zdruzbe glede na
vinograd ($tevilo permutacij = 999).

. . . V rednja vredn

Vir variance Prostostne stopnje kva(j?;etlov S eivﬁjraf:v ost Vrednost F Vrednost p
Glivna zdruzba
Skupine 3 0,54 0,18 6,03 0,00
Ostanki 116 3,46 0,03
Bakterijska zdruzba
Skupine 3 0,39 0,13 19,42 0,00
Ostanki 128 0,86 0,01

4.5.1 Primerjava pestrosti mikrobne zdruzbe tal v vrsti in prostoru med vrstami

Dodatno smo zeleli preveriti, ali se mikrobna pestrost tal v vrsti razlikuje od pestrosti v
medvrstnem prostoru znotraj vinograda.

Pri glivni in bakterijski zdruzbi je analiza perMANOVA pokazala, da ni znacilnih razlik v
pestrosti mikrobne zdruzbe med vrsto in medvrstnim prostorom, saj je pri obeh vrstah
zdruzb p > 0,05 (preglednica 7), kar pomeni, da je ni¢elna hipoteza (Ho = ni razlik v
varianci med vrsto in potjo) statisticno znacilna.

Preglednica 7: Analiza perMANOVA glivne in bakterijske zdruzbe glede na poloZaj znotraj vinograda (vrsta
ali medvrstni prostor) (Stevilo permuatcij = 999).

Vir variance Prostos_t ne Vsota Srednja vrednost Vrednost F R?  Vrednost p
stopnje kvadratov kvadratov
Glivna zdruzba
Polozaj 1 0,07 0,07 0,51 0,0 0,85
Ostanki 118 15,15 0,13 1,0
Vsota vrednosti 119 15,22 1,0
Bakterijska zdruzba
Polozaj 1 0,02 0,02 0,50 0,0038 0,86
Ostanki 130 6,40 0,05 0,9962

Vsota vrednosti 131 6,42 1,0
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Tudi test multivariatne homogenosti razprSenosti skupin je pokazal, da ni razlik v
variancah med posameznimi vzorci vrste in medvrstnega prostora znotraj vinogradov (p >
0,05) (preglednica 8).

Preglednica 8: Test multivariatne homogenosti razprSenosti skupin glivne in bakterijske zdruzbe glede na
polozaj znotraj vinograda (vrsta ali medvrstni prostor) (Stevilo permutacij = 999).

Vsota Srednja vrednost

Vir varian Pr n nj
ariance ostostne stopnje kvadratov kvadratov

Vrednost F Vrednost p

Glivna zdruzba

Skupine 1 0,05 0,05 1,41 0,25
Ostanki 118 3,95 0,03

Bakterijska zdruzba

Skupine 1 0 0 0,01 0,94
Ostanki 130 1,36 0,01

4.6 PRIMERJAVA STRUKTURE MIKROBNE ZDRUZBE MED VINOGRADI

Za primerjavo strukture mikrobne zdruzbe med vinogradi smo uporabili metodo DAPC, ki
nam je grafi¢no prikazala kako se vinogradi med seboj lo¢ijo glede na genetsko strukturo
glivne (slika 9) in bakterijske zdruzbe (slika 10). DAPC je razlikoval vinograde z
razlicnimi stopnjami uspesnosti.

4.6.1 Struktura glivne zdruzbe

Pri glivni zdruzbi nam je DAPC dolo¢il 2 diskriminantni funkciji (DA), ki imata visoko
lastno vrednost. Diskriminantna funkcija 1 z lastno vrednostjo 53,3 je dobro locila
vinograd KON od ostalih vinogradov. Tako so si vinogradi EKO10, EKO35 in EKO3 po
strukturi med seboj podobni, vinograd KON pa je razli¢en. Diskriminantna funkcija 2, ki
ima lastno vrednost 43,3 je uspe$no lo¢ila vinograd EKO10 in EKO3 od preostalih dveh.
DAPC je pokazal veliko prekrivanje vinograda EKO35 z ostalimi vinogradi. Tudi obe DA
sta vinograd EKO35 najslabse locili od preostalih. Po strukturi glivne zdruzbe se torej
vinograda EKO3 in KON najbolj razlikujeta od ostalih dveh, vinograd EKO35 pa je
ostalim najbolj podoben.
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Slika 9: Raztreseni graf diskriminantne analize glavnih komponent (DAPC) za glivno zdruzbo s centroidi
vsakega vinograda.

4.6.2 Struktura bakterijske zdruzbe

DAPC je pri primerjavi bakterijske zdruzbe (slika 10) vinograde lo¢il z vi§jo stopnjo kot
pri glivni zdruzbi, tako smo dobili jasnejSe lo¢itve med vinogradi, kar kaze vi§ja lastna
vrednost prve DA, ki znasa 307,3. Ta nam je zelo dobro lo¢ila vinograd KON od preostalih
treh, kar pomeni, da se struktura bakterijske zdruzbe v tleh vinograda KON zelo razlikuje
od strukture preostalih vinogradov. Manj uspesno je prva DA lo¢ila vinograd EKO10 od
vinograda EKO35 in EKO3, kar kaze, da so si ti vinogradi po strukturi podobni. Druga DA
z lastno vrednostjo 96,1 je med seboj uspesno locila vinograda EKO35 in EKO3.
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Slika 10: Raztreseni graf diskriminantne analize glavnih komponent (DAPC) za bakterijsko zdruzbo s
centroidi vsakega vinograda.

4.6.3 Uspesnost analize DAPC
4.6.3.1 Glivna zdruzba

V preglednici 9 so predstavljeni rezultati uspeSnosti razvr§¢anja neznanih vzorcev v
ustrezen vinograd za glivno zdruzbo. In sicer vidimo, da je funkcija DA manj uspesno
ustrezno uvrstila vzorce iz vinograda EKO10 in EKO35. 56 % vzorcev iz vinograda
EKO10 je funkcija DA pravilno uvrstila, 33 % vzorcev je uvrstila v vinograd EKO35 in
11 % vzorcev v vinograd KON. Se manj uspe$na je bila pri razvrianju vzorcev iz
vinograda EKO35, kjer je pravilno uvrstila le 33 % vzorcev, poleg tega je enak delez
uvrstila tudi v vinograd KON. Preostale vzorce je uvrstila v vinograd EKO10 in vinograd
EKO3. Iz tega lahko sklepamo, da sta si vinograd EKO10 in EKO35 po strukturi glivne
zdruzbe podobna. Pri ostalih dveh vinogradih je stopnja uspes$nosti visja. V vinograd
EKO3 je bilo pravilno uvrséenih 67 % vzorcev, 22 % jih je DA uvrstila v vinograd EKO35
in 11 % vzorcev v vinograd KON. Najbolj uspesno je DA uvrstila vzorce iz vinograda
KON, kjer je skoraj vse (89 %) uvrstila v ustrezen vinograd. Preostali del vzorcev iz
vinograda EKO pa je bil uvrs¢en v vinograd EKO35.
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Preglednica 9: Stopnja uspe$nosti (%) pravilne razvrstitve neznanih vzorcev glivnih zdruzb v ustrezen
vinograd na podlagi diskriminantnih funkcij pridobljenih z metodo diskriminantne analize glavnih
komponent (DAPC).

) Stopnja uspesnosti (%)
Vinograd
EKO10 EKO35 EKO3 KON
EKO10 56 22 0 0
EKO35 33 33 22 11
EKO3 0 11 67 0
KON 11 33 11 89

4.6.3.2 Bakterijska zdruzba

Malo bolje je DAPC razvrstil vzorce glede na strukturo bakterijske zdruzbe (preglednica
10). V vinogradu EKO35 in EKO3 je pravilno uvrstil 56 % vzorcev. Ostale je uvrstil v
sosednje vinograde. 22 % vzorcev iz vinograda EKO35 je uvrstil v vinograd EKO10 in
enak delez vzorcev v vinograd EKO3. Vzorci iz vinograda EKO3 pa so bili uvrséeni v
vinograd EKO10 in EKO35.

Zelo uspesno je locil vinograda EKO10 in KON, saj je 89 % vzorcev iz posameznega
vinograda uvrstil v ustrezen vinograd. 11 % vzorcev iz vinograda EKO10 je uvrstil v
vinograd EKO3 in enak odstotek vzorcev iz vinograda KON je uvrstil v vinograd EKO10.

Preglednica 10: Stopnja uspesnosti (%) pravilne razvrstitve neznanih vzorcev bakterijskih zdruzb v ustrezen
vinograd na podlagi diskriminantnih funkcij pridobljenih z metodo diskriminantne analize glavnih
komponent (DAPC).

] Stopnja uspesnosti (%)
Vinograd EKOL10 EKO35 EKO3 KON
EKO10 89 22 22 11
EKO35 0 56 22 0
EKO3 11 22 56 0
KON 0 0 0 89

4.6.4 Primerjava strukture mikrobne zdruzbe glede na lokacijo vinograda

Analiza Prokrustes je pokazala, da fizi¢na razdalja med vinogradi nima signifikantnega
vpliva na strukturo mikrobne zdruzbe. Rezultati so prikazani v obliki ordinacijskega
diagrama (slika 11 in slika 12), kjer pika ponazarja podatke iz matrike mikrobne druzbe,
konec pusc€ice podatke iz matrike fizicnih razdalj med vinogradi in dolzina pus¢ica velikost
ostankov (neujemanje med ordinacijskima diagramoma). Pri glivni in bakterijski zdruzbi
imata vinograda EKO10 in KON najmanjse prokrustove ostanke, kar pomeni, da sta med
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seboj in ostalima dvema vinogradoma dobro lo¢ena v obeh ordinacijah (zdruzba in
razdalja). Nasprotno, je analiza vinogradoma EKO35 in EKO3 dolo¢ila velike prokrustove
ostanke, kar kaze, da je kljub majhni fizi¢ni razdalji med vinogradoma, mikrobna zdruzba
v teh dveh vinogradih razli¢na in da na njuno zdruzbo v tleh lokacija vinograda nima
vpliva.

9 KON
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Slika 11: Ordinacijvski diagram (RDA) Prokrustove analize vpliva fizi¢ne razdalje med vinogradi na strukturo
glivne zdruzbe. Crne pike ponazarjajo ordinacijo glivne zdruzbe, konice puscic ordinacijo fizi¢nih razdalj
med vinogradi in dolZina pus¢ic velikost prokrustovih ostankov.
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Slika 12: Ordinacijski diagram (RDA) Prokrustove analize vpliva fizi¢ne razdalje med vinogradi na strukturo
bakterijske zdruzbe. Crne pike ponazarjajo ordinacijo bakterijske zdruzbe, konice pus¢ic ordinacijo fizi¢nih
razdalj med vinogradi in dolZina pus¢ic velikost prokrustovih ostankov.

4.7 PRIMERJAVA BAKTERIJSKE IN GLIVNE ZDRUZBE

Rezultati Mantelovega testa (preglednica 11), ki smo ga izvedli s primerjavo Bray-
Curtisovih matrik neenakosti med glivno in bakterijsko zdruzbo, so pokazali, da je v
vinogradih EKO35, EKO3 in KON korelacija med zdruzbama statisticno neznacilna (p >
0,05), v vinogradu EKO10 pa statisti¢no znacilna (p < 0,05).

Preglednica 11: Rezultati Mantelovega testa distanénih matrik (Bray-Curtisov indeks) med glivno in
bakterijsko zdruzbo za posamezen vinograd ($t. permutacij = 1000).

Obravnavani vinogradi

Mantelov R Vrednost p

EKO 10
EKO 35
EKO 3
KON

0,12
0,03
0,07
0,03

0,03
0,34
0,22
0,7
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4.8 AKTIVNOST MIKROBNE ZDRUZBE V TLEH

Mikrobno aktivnost smo dolocili spektrofotometricno z merjenjem koncentracije
fluoresceina, ki nastane po hidrolizi FDA. Koncentracija fluoresceina je linearna z
mikrobno aktivnostjo.

Dvosmerna analiza variance (ANOVA) je pokazala, da se mikrobne aktivnosti tal
razlikujejo med vinogradi (p < 0,05) (Priloga D). In sicer smo z enosmerno ANOVA s
testom Tukey HSD ugotovili, da se mikrobna aktivnost v tleh vinograda EKO3 statisticno
pomembno razlikuje od preostalin vinogradov, saj je p < 0,05. Tu smo tudi izmerili
najnizjo koncentracijo fluoresceina, ki je bila za priblizno polovico nizja kakor pri ostalih
vinogradih (slika 13). Najvisjo koncentracijo smo izmerili v tleh vinograda EKO10
(36,3 ng/g), vendar ni statisti¢no znacilna. Prav tako nismo ugotovili statisticno znacilnih
razlik med vrsto in medvrstnim prostorom (p > 0,05), kar pomeni, da je mikrobna aktivnost
neodvisna od mesta v vinogradu.

I
«
J

M vinograd
M vrsta

medvrsta

koncentracijafluoresceina(ug/g)

EKO10 EKO35 EKO3 KON
vinogradi

Slika 13: Koncentracije fluoresceina (pg/g) v vzorcih tal glede na celoten vinograd, vrsto, in medvrstni
prostor. Razli¢ne ¢rke predstavljajo statisti¢no znacilne razlike (p < 0,05). Prikazana so povprecja in
standardne napake.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA
5.1.1 Primerjava bakterijske in glivne zdruzbe v tleh znotraj vinograda

V preteklih raziskavah so ugotovili, da mikroorganizmi v tleh niso razporejeni
enakomerno, temvec so organizirani v skupine, vroce tocke, kjer so okoljski pogoji najbolj
ugodni za njihovo rast (Torsvik in @vreés, 2002). To velja tudi za nase vzoréene mikrobne
zdruzbe. Na podlagi Shannonovega indeksa pestrosti, s katerim smo ocenili biolosko
pestrost v eni mikrobni zdruzbi (v enem talnem vzorcu), smo namre¢ ugotovili, da je
pestrost znotraj posameznega vinograda zelo variabilna. Pri tem nismo opazili nobenega
specificnega vzorca, ki bi nam povedal v katerem predelu vinograda je pestrost vecja ali
manjSa. Tako je v vsakem vinogradu ve¢ mest, ki imajo zelo visoko ali zelo nizko
mikrobno pestrost. Bolj variabilno talno pestrost smo opazili pri bakterijski zdruzbi, kjer je
bilo v vinogradih prisotnih ve¢ toc¢k z visoko ali nizko mikrobno pestrostjo kot pri glivni
zdruzbi. Visoko mikrobno pestrost znotraj vinogradov nam je pokazal tudi test
multivariatne homogenosti razprSenosti skupin, ki nam je ocenil, da se mikrobne zdruzbe
statisti¢no znacilno razlikujejo med posameznimi vzorci. To smo pri¢akovali, saj o visoki
heterogenosti mikrobnih zdruzb v manjSem obmocju tal porocajo Stevilne raziskave (VoS
in sod., 2013), pri cemer se mikrobne zdruzbe tal med seboj razlikujejo celo na milimetrski
skali (Grundmann, 2004). Vrednosti izmerjenih indeksov bakterijske in glivne pestrosti so
podobne indeksom mikrobne pestrosti v tleh kmetijskih zemljis¢ (Babujia in sod., 2014;
Zhong in sod., 2010) in naravnih kopenskih ekosistemov (Fierer in Jackson, 2006).

5.1.2 Primerjava bakterijske in glivhe zdruzbe tal glede na vrsto in medvrstni
prostor v vinogradu

Pestrost in aktivnost bakterijske ter glivne zdruzbe tal se med vrsto in medvrstnim
prostorom ni razlikovala. V skladu s tem so tudi vse analizirane fizikalno-kemijske
lastnosti tal, ki se prav tako glede na lokacijo vzoréenja (vrsta/medvrstni prostor)
statisticno znacilno ne razlikujejo. Pri¢akovali smo ravno nasprotno, saj se v vrstah
obravnavanih vinogradov izvajajo drugaéni agrotehni¢ni ukrepi (uporaba FFS in gnojil),
kot v medvrstnem prostoru. Fitofarmacevtska sredstva se uporabljajo samo v vrstah
vinogradov za za$Cito vinske trte. Kljub temu se vsebnost skupnega bakra, ki se ga
najveckrat uporablja za zas¢ito vinske trte pred glivnimi okuzbami, v tleh vrste in
medvrstnega prostora ne razlikuje. Nasprotno so sicer ugotovili v raziskavi Mackie in sod.
(2013). Razlog za to je lahko zanos kapljic bakrovega pripravka pri Skropljenju v
medvrstni prostor, saj ne moremo prepreciti zanaSanja fitofarmacevtskih sredstev izven
ciljnega obmog¢ja tretiranja. Pri tem moramo poudariti, da so izmerjene koncentracije
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skupnega bakra v tleh vseh obravnavanih vinogradov visje od vsebnosti v mediteranskih
vinogradih (Rusjan in sod., 2007; Likar in sod., 2015) in celo vi§je od opozorilne emisijske
vrednosti (100 mg/kg) (Uredba o mejnih ..., 1996), kar kaze na kopiCenje bakra v tleh. Ker
je vsebnost skupnega bakra zelo visoka, sklepamo, da je le-ta vplival tudi na mikrobne
zdruzbe tal (Mackie in sod., 2013), saj je strupenost bakra za bakterije v Cisti kulturi lahko
vidna ze pri celokupni koncentraciji 0,05 mg/kg (Sato in sod., 1986), na bakterijsko
zdruzbo v tleh pa pri koncentraciji 10 mg/kg (Maliszewska in sod., 1985).

Gnojenje se izvaja samo Vv vrstah ob trtah in ne tudi v medvrstnem prostoru. Kljub temu se
pestrost in aktivnost mikrobne zdruZzbe tal v vrstah ni razlikovala glede na tla medvrstnega
prostora. Vpliva mineralnih gnojil na mikrobne zdruzbe tal, niso ugotovili Ze v raziskavah
Peacock in sod. (2001) in Stark in sod. (2007). V vinogradih EKO, kjer se vinske trte gnoji
z organskimi gnojili (hlevski gnoj), smo pricakovali, da bo v tleh vrste visja vsebnost
skupne organske snovi kakor v tleh medvrstnega prostora, a se kljub temu vsebnosti
statisti¢no znacilno niso razlikovale. Na podlagi nasih rezultatov sklepamo, da so lastnosti
tal in posledi¢no pestrost ter aktivnost mikrobni zdruzb v obravnavanih vinogradih
neodvisne od ukrepov, ki se jih izvaja v vrstah vinogradov.

5.1.3 Primerjava bakterijske in glivne zdruzbe tal med vinogradi

Pri primerjavi strukture mikrobne zdruzbe tal med vinogradi, smo ugotovili, da se
mikrobna zdruzba v tleh vinograda KON najbolj razlikuje od mikrobnih zdruzb ostalih
vinogradov. To velja za bakterijsko in za glivno zdruzbo. Vinograd KON je sicer
konvencionalen, vendar je bolj usmerjen v ekstenzivno vinogradniStvo, pri ¢emer poskusa
upostevati tudi smernice integriranega vinogradniStva, ki je vmesna stopnja med ekolosko
in konvencionalno pridelavo grozdja (Integrirana ..., 2016). Razlike v strukturi mikrobne
zdruzbe ne moremo pripisati drugatnemu nacinu pridelave grozdja, saj na podlagi
pedoloske karte Slovenije sklepamo, da imajo obravnavni ekoloski vinogradi drugacen tip
tal kakor konvencionalen (Digitalna ..., 2016). To pa lahko vpliva tudi na pH (Cerda,
1999) in posledi¢no na sestavo mikrobne zdruzbe (Fierer in Jackson, 2006; Rousk in sod.,
2010). Vrednost pH tal je namre¢ v vinogradu KON v povprecju za 1,5 enote nizja kot v
tleh ekoloskih vinogradov, zaradi Cesar je verjetno struktura mikrobne zdruzbe v tleh
vinograda KON druga¢na kakor v tleh ekoloskih vinogradov. Vrednost pH lahko vpliva
tudi na aktivnost mikroorganizmov (Rousk in sod., 2009), vendar pa nasi rezultati tega ne
kazejo, saj razlika v aktivnosti mikrobne zdruzbe med vinogradom KON in EKO35 ni
statisticno znacilna. pH tal ne vpliva na mikrobno zdruzbo samo direktno, ampak lahko
tudi preko ostalih lastnosti tal, kot je aktivnost encimov, dostopnost hranil, lastnosti
organskega ogljika in vsebnosti vode (Rousk in sod., 2009).
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Razlika v strukturi mikrobnih zdruzb tal med vinogradi bi bila lahko tudi zaradi razli¢ne
teksture tal. Vinograd KON ima namre¢ ilovnata tla, vinogradi z oznako EKO pa pes¢eno
ilovnata. Velikost delcev ne vpliva samo na strukturo mikrobne zdruzbe, temve¢ lahko tudi
na biomaso in pestrost mikroorganizmov tal, ki je vecja v frakcijah z manjSimi talnimi
delci (Sessitsch in sod., 2001). Vecja mikrobna pestrost bi torej morala biti v tleh
Vendar zaradi visoke variabilnosti mikrobnih zdruzb znotraj posameznega vinograda, Ki je
vplivala na rezultate statisticnega testa, ne moremo trditi, da so se vinogradi med seboj
razlikovali tudi po mikrobni pestrosti tal.

Struktura in aktivnost bakterijske in glivne zdruzbe je bila v tleh najmlajSega vinograda
(EKO3) drugac¢na kakor v tleh najstarejSega ekoloskega vinograda (EKO35). V slednjem
so prisotne tudi to¢ke z najvi§je izmerjenim indeksom mikrobne pestrosti. Kljub temu, da
lezita drug ob drugim, je njuna mikrobna zdruzba razli¢na, kar je potrdila tudi analiza
Prokrustes. Razliéno mikrobno zdruzbo tal med vinogradoma EKO3 in EKO35 smo
pricakovali, saj so vinograd EKO3 ob zasaditvi prekopali, kar je verjetno povzrocilo
prerazporeditev organske snovi in hranil, kot tudi mikroorganizmov (Kandeler in sod.,
2005). Poleg tega tudi tri leta od zasaditve, tla Se niso bila popolnoma zatravljena, saj je
bilo prisotnih le nekaj zelnatih trajnic. Rastlinska pestrost je bila tako manjSa kakor v
vinogradu EKO35, ki je imel po celotni povrsini zeleni pokrov. Razlika v strukturi in nizji
aktivnosti mikrobne zdruzbe v tleh vinograda EKO3 je tako verjetno posledica nizje
vsebnosti organske snovi v tleh zaradi manjSe koliCine rastlinskih ostankov in nizje
vsebnosti razpolozljivega fosforja, ki se je v vinogradu EKO3 zaradi obdelave tal verjetno
razredéil (Kuramae in sod., 2011; Moreno in sod., 2009; Mathew in sod., 2012; Rejec,
2016). Na spremembo v mikrobni zdruzbi kaze tudi nizja koncentracija izolirane DNA iz
vzorcev tal vinograda EKO3. Vi§ja mikrobna pestrost v tleh najstarejSega vinograda je
verjetno povezana z vi§jo rastlinsko pestrostjo (Lopez in sod., 2014), vendar pa tega ne
moremo zagotovo trditi, saj so v tleh vinograda EKO10, ki ima prav tako zeleni pokrov in

ey e

obravnavanih vinogradov.

Vinograd EKO3 lahko smatramo kot ekosistem, ki je na zaCetku sekundarne sukcesije. To
je vrsta ekoloske sukcesije, procesa obnove ekosistema, ki nastane po motnji, katera je
delno spremenila vrstno in funkcionalno sestavo zdruzbe (manjsi pozari v naravi, oranje
njiv) (Cline in Zak, 2015). Vinograd EKO35 je to stopnjo Ze presegel in so se med
organizmi v tleh in rastlinami verjetno ze vzpostavile stabilne interakcije. Da ekoloSka
sukcesija vpliva tudi na mikroorganizme in ne samo na rastline, ki so bile pogost predmet
raziskav o sukcesiji, so potrdile tudi novejse Studije (Kuramae in sod., 2011; Lozano in
sod., 2014; Cline in Zak, 2015). Vinograd EKO10 lahko predstavlja ekosistem, ki je na
vmesni stopnji sukcesije med zacetno stopnjo in stopnjo na kateri je vinograd EKO35. Zato
bi pricakovali, da bo struktura mikrobne zdruzbe podobna strukturi v tleh obeh vinogradov
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EKO3 in EKO35. To velja samo za bakterijsko zdruzbo, medtem ko je struktura glivne
zdruzbe v tleh vinograda EKO10 najbolj podobna zdruzbi tal vinograda EKO35, od
zdruzbe EKO3 pa je najbolj locena.

5.1.4 Primerjava strukture glivne zdruZzbe z bakterijsko zdruzbo v tleh vinogradov

Bakterijsko zdruzbo je test DAPC pri primerjavi vinogradov glede na strukturo boljse locil
kakor glivno zdruZzbo, kar kaZe, da je bakterijska zdruzba tal v primerjavi z glivno, bolj
obcutljiva na abiotske in biotske dejavnike, 0z. se nanje hitreje odzove. Bakterije naj bi
bile bolj obcutljive na spremembo v pH tal (Lauber in sod., 2008), saj so tolerantne na
spremembe v oZzjem spektru pH kot glive (Rousk in sod., 2010). Ugotovili smo, da se v
vseh vinogradih, razen v EKO10, glivna zdruzba tal na dejavnike, ki vplivajo na mikrobno
pestrost odziva drugace kakor bakterijska zdruzba. Dejavniki, ki imajo vec¢ji vpliv na
bakterijsko zdruzbo kot na glivno, so poleg pH, Se prisotnost tezkih kovin (Rajapaksha in
sod., 2004), vsebnost vode v tleh (Singh in sod., 2009) in pomanjkanje dusika (Carney in
sod., 2007). Obratno pa na glivno zdruzbo bolj vpliva obdelava tal (Hendrix in sod., 1986;
Drenovsky in sod., 2010).

V magistrski nalogi smo preucevali mikrobno zdruzbo tal do globine 15 cm, kjer je
Stevilénost in aktivnost mikroorganizmov najveéja (Frey, 2015). Kljub temu, bi bilo
zanimivo, analizirati tudi globlje predele, saj ve¢ina korenin vinske trte dosega globino
20-50 cm (Mullins in sod. 1992). Mikrobno zdruzbo bi lahko preudili $e podrobneje, tako
da bi z dolo¢itvijo znacilnega nukleotidnega zaporedja dolocili vrste bakterij in gliv, ki v
zdruzbi prevladujejo in poskusali ugotoviti kaksen vpliv ima ekoloska pridelava grozdja na
bakterije, ki fiksirajo dusik in na mikorizne glive, ki pomagajo rastlinam pri privzemu
hranil. MozZnost bi bila tudi preucitev zdruzbe arhej, ki so v tleh sicer manj Steviléne,
vendar imajo prav tako pomembno vlogo pri krozenju ogljika in dusika v tleh, S¢ posebno
aerobne krenarheje (Herrmann in sod. 2008).
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5.2 SKLEPI

- Pestrost bakterijske in glivne zdruzbe se med vinogradi razlikuje, vendar pa so
velike razlike v pestrosti tudi znotraj posameznega vinograda. Tako so v
posameznem vinogradu prisotne tocke z zelo visoko in zelo nizko mikrobno
pestrostjo tal.

- Razlike v mikrobni pestrosti in aktivnosti tal med vrsto in medvrstnim prostorom v
vinogradu niso statisticno znacilne, prav tako tudi ne razlike v fizikalno-kemijskih
lastnostih tal.

- Na strukturo bakterijske in glivne zdruzbe ima najvecji vpliv pH in tekstura tal.
- Struktura glivne in bakterijske zdruzbe je v tleh najstarejSega ekoloSkega vinograda
razli¢na od strukture v tleh najmlajSega vinograda, ki je brez zelenega pokrova. V

slednjem je izmerjena tudi najniZja mikrobna aktivnost.

- Bakterijska in glivna zdruZba tal se na okoljske dejavnike odzivata razli¢no.
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6 POVZETEK

Najbolj stevilcen in pester ekosistem so tla. V njih je najve¢ bakterij in gliv, pri ¢emer jih
je v 1 gramu prsti lahko tudi ve¢ kot 10* razli¢nih vrst. Tako velika pestrost je potrebna, e
zelimo, da so tla rodovitna, saj so mikroorganizmi klju¢ni pri razgradnji organske snovi in
mineralizaciji, s ¢imer omogocajo vracanje hranil nazaj v tla, da jih rastline lahko porabijo
za svojo rast. Velika pestrost pa je tudi dokaz, da je v tleh veliko mikrolokacij, v katerih
prevladujejo razli¢ni okoljski pogoji, na katere se morajo organizmi prilagoditi, ¢e Zelijo
preziveti. Tudi zaradi poseganja ¢loveka v naravo, so se fizikalno-kemijske lastnosti tal
spremenile in posledi¢no vplivale na sestavo zdruzbe mikroorganizmov, ki v takem okolju
funkcionirajo. Tak primer je vinogradniStvo, ki je v Vipavski dolini zelo pogosta kmetijska
dejavnost. Pri tem veliko veljavo dobiva ekoloska pridelava grozdja.

V na$i raziskavi smo preucevali pestrost, aktivnost in strukturo bakterijske in glivne
zdruzbe v zgornjem sloju tal (do 15 cm) ekoloskih vinogradov, ki so razlicno stari in v
konvencionalnem vinogradu, ki ima drugac¢no teksturo in pH. Ugotovili smo, da je
mikrobna pestrost znotraj posameznega vinograda zelo razli¢na in da so prisotne tocke,
kjer je pestrost zelo visoka ali zelo nizka. Mikrobna pestrost in aktivnost se kljub
druga¢nim vinogradniS$kim ukrepom (gnojenje, Skropljenje) v vrsti ne razlikuje od tal v
medvrstnem prostoru, kakor tudi ne fizikalno-kemijske lastnosti tal. Pri primerjavi
vinogradov med seboj smo opazili, da je struktura mikrobne zdruzbe v tleh
konvencionalnega vinograda drugac¢na kakor v tleh ostalih vinogradov, kar je verjetno
posledica razlik v talnih lastnostih, posebno pH in teksture tal. Ne moremo pa trditi, da je
to razlog zaradi razlicne pridelave grozdja. Vpliv na strukturo mikrobne zdruzbe ima
verjetno tudi starost vinograda, saj se je najmlaj$i vinograd po strukturi mikrobne zdruzbe
tal dobro locil od najstarejSega. Pri tem pa je glavni razlog Se ne popolnoma zarasla
povrsina z zelnatimi trajnicami po obdelavi tal in razred¢itev organske in mineralne snovi.
Med seboj so se boljse loc¢ile strukture bakterijskih zdruzb, kakor glivnih, na podlagi ¢esar
menimo, da so bakterije bolj ob¢utljive na abiotske in biotske dejavnike. Poleg tega smo
tudi ugotovili, da razen v vinogradu EKO10 med bakterijsko in glivno zdruzbo tal ni
statisticno znacilne korelacije, kar pomeni, da se zdruzbi na okoljske dejavnike odzivata
razli¢no.

V tem magistrskem delu smo dokazali, da so tla biolosko zelo heterogen ekosistem in da
na bakterijske ter glivne zdruzbe vplivajo lastnosti tal, Se posebno pH in tekstura tal.
Zanimivo bi bilo Se raziskati kako spremembe v lastnostih tal in mikrobnih zdruzbah
vplivajo na bioloske procese v tleh ter posledi¢no na rodnost vinske trte in kakovost
grozdja ter vina.
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PRILOGA A

Fizikalno-kemijske lastnosti tal preu¢evanih vinogradov s povpre¢nimi vrednostmi in
standardno napako (n = 35).

Delez peska (P), delez grobega peska (GP), delez finega peska (FP), delez melja (M), delez grobega melja
(GM), delez finega melja (FM), delez gline (G); koncentracije dostopnega fosforja (P) in skupna vsebnost
kovin (K-kalij, Ca-kalcij, Cr-krom, Mn-mangan, Fe-zelezo, Ni-nikelj, Cu-baker, Zn-cink, Pb-svinec).
Razliéne ¢rke prikazujejo lastnosti, ki so statisti¢no znacilno razli¢ne (p<0,05).

Lastnosti tal EKO10 EKO35 EKO3 KON

Tekstura tal peséena ilovica pescéena ilovica pescéena ilovica ilovica

P (%) 561 + 11° 541 + 1,3 701 + 17° 49,3 + 1,0¢
GP (%) 296 + 1,0° 17,3 + 0,9° 51,9 + 22° 218 + 0,5
FP (%) 2655 + 0,8 368 + 1,2° 182 + 0,9° 275 + 0,9°
M (%) 379 + 0,9° 380 + 1,1° 225 + 1,2° 39,4 + 1,0°
GM (%) 133 + 0,7° 10,2 + 0,8 58 + 0,9° 104 + 0,6°
FM (%) 246 + 05° 278 + 0,7 16,7 + 1,3 290 + 0,6°
G (%) 61 =+ 04° 79 + 0,6° 74 + 06° 11,3 + 0,4°
Aktivna kislost 7,48 + 0,028 6,91 + 0,06° 7,35 + 0,04° 585 + 0,06°
Potencialna kislost 6,94 =+ 0,01° 6,17 + 0,09° 6,75 + 0,05° 4,91 + 0,06
Vsebnost vode (%) 221 + 04° 228 + 1,0° 153 + 0,7° 257 + 0,6°
Razpolozljivi P (mg/kg) 6,44 =+ 0,82° 14,51 + 1,39 3,29 + 0,15° 9,23 + 0,57
Organska snov (%) 28 =+ 0,1° 2,84 + 0,09 0,90 + 0,04° 3,33 + 0,09°
K (mg/g) 150 + 2,5° 153 + 3,1° 21,4 + 25° 186 + 2,8°
Ca (mg/g) 93 =+ 1,6 121 + 62° 103 + 2,7 69 + 1,4°
Cr (mg/g) 04 =+ 01° 04 + 0,1° 04 + 0,11° 0,32 + 0,08
Mn (mg/g) 1,4 + 03 27 + 0,3° 1,6 + 0,3° 1,7 + 0,20
Fe (mg/g) 374 + 14° 42,7 + 1,3® 448 + 1,6° 403 + 1,5°
Ni (mg/g) 0,12 =+ 0,04 0,10 + 0,04 0,10 + 0,03 0,08 + 0,02%
Cu (mg/g) 0,29 =+ 0,09° 0,28 + 0,08° 0,16 + 0,04° 0,27 + 0,05
Zn (mg/g) 0,13 =+ 0,02° 0,14 + 0,02 0,12 + 0,02 0,13 + 0,02%
Pb (mg/g) 0,06 =+ 0,01% 0,09 + 0,02 0,08 + 0,02 0,07 + 0,01%
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PRILOGA B

Gelska elektroforeze pomnozkov ITS regij ARISA PCR glivnih talnih zdruzb vinograda
EKO10 (vzorci zdruzb 730, Z31, 7232, Z33. Z34, Z35 in negativna kontrola).

Neg.
230 231 232 733 234 Z35 kontrola
10000
bp

1500 bp X
1000 bp-
i . ‘ .

500 bp .
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PRILOGAC

Gelska elektroforeze nekaterih pomnozkov ITS regij ARISA PCR bakterijskih talnih
zdruzb v vinogradu KON (vzorci Z1, Z2 73, 74,75, 76, Z7).

10000
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1500 bp W
1000bp~‘1‘ 1 .
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PRILOGA D

Preglednica enosmerne analize varianc (ANOVA) s post hoc testom Tukey HSD mikrobne
aktivnosti med posameznimi vinogradi.

95% Interval zaupanja
n J) Razlika srednjih Standardna  Statisti¢na Spodnja Zgornja
vinograd vinograd vrednosti (1-J) napaka znacilnost meja meja
EKO10 EKO35 6,3714 2,54686 0,068 -0,3270 13,0698
EKO3 20,2733 2,54686 0,000 13,5749 26,9717
KON 5,9752 2,54686 0,097 -0,7232 12,6736
EKO35 EKO10 -6,3714 2,54686 0,068 -13,0698 0,3270
EKO3 13,9019 2,54686 0,000 7,2035 20,6003
KON -0,3962 2,54686 0,999 -7,0947 6,3022
EKO 3 EKO10 -20,2733" 2,54686 0,000 -26,9717 -13,5749
EKO35 -13,9019" 2,54686 0,000 -20,6003 -7,2035
KON -14,2982" 2,54686 0,000 -20,9966 -7,5998
KON EKO10 -5,9752 2,54686 0,097 -12,6736 0,7232
EKO35 0,3962 2,54686 0,999 -6,3022 7,0947
EKO3 14,2982 2,54686 0,000 7,5998 20,9966

*. Razlika srednjih vrednosti je statisticno znacilna pri p < 0,05.



