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Fermentacijski ostanek (FO) je stranski produkt proizvodnje bioplina. Zaradi bogate organske
sestave je primeren za gnojenje kmetijskih povrSin, vendar pa vsebuje potencialno toksicne
kovine, ki lahko v presezku predstavljajo nevarnost za talne mikroorganizme. V magistrski
nalogi smo ovrednotili vpliv razli¢nih koncentracij kovin v FO (Zn in Cd) na strukturo,
Stevilénost in encimsko aktivnost mikrobne zdruzbe. FO smo dodali na povr§ino tal v
maksimalno dovoljenem odmerku glede na vsebnost N (170 kg N/ha), enak odmerek smo
uporabili za kontrolno obravnavanje (mineralno gnojilo NPK). Povecano vsebnost kovin v FO
smo dosegli z dodajanjem topnega Cd in Zn (10-, 100- in 1000-kratne koncentracije glede na
izvorni FO). Tri mesece po dodatku FO v lon¢nem poskusu s tatarsko ajdo (Fagopyrum
tataricum Gaertn.), smo ugotovili, da je skupna vsebnost in dostopnost kovin enaka v tleh s FO
in kontrolnih tleh z dodatkom NPK. FO prav tako ni vplival na strukturo in Stevilénost
mikrobnih zdruzb, kot tudi ne na encimsko aktivnost. Znacilen vpliv se je pokazal Sele v
obravnavanju s 1000-krat povec¢ano koncentracijo kovin v FO. Skupna vsebnost kovin v tleh je
v tem obravnavanju presegla zakonsko dolo¢eno opozorilno imisijsko vrednost, biodostopnost
Zn se je znacilno povecala. V obravnavanju s 1000-krat povecano koncentracijo kovin v FO
smo zaznali znaéilne spremembe v strukturi bakterij (T-RFLP), zmanj$anje $tevilénosti arhej
(QPCR) in med preu¢evanimi encimi vklju¢enimi v C-, N- in P-cikel, le zmanjsano aktivnosti
encima B-glukuronidaza. Rezultati so pokazali, da FO nima splosnih negativnih vplivov na
talno mikrobno zdruzbo, ¢e so koncentracije kovin v razponu do 100- krat koncentracij kovin v
izvornem FO.
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The biogas residue (BR) is a byproduct of the biogas production. Due to its organic
richness it is appropriate for fertilization, but potentially toxic metals that may be present
could have a negative impact on soil microorganisms. In our study we evaluated the effect
of BR with different concentrations of metals (Zn and Cd) on gene abundance, diversity
and enzymatic activity of soil microbial community. BR was spread over the soil surface at
the maximum dose allowed for N (170 kg N/ha). The same dose was used for the control
treatment (mineral fertilizer NPK). The increased metal content in the BR was
accomplished by adding soluble Zn and Cd (10-, 100- and 1000-fold concentration than in
original BR). Three mounts after the pot experiment with the Tartar buckwheat
(Fagopyrum tataricum Gaertn.) no significant differences between BR and control (NPK)
treatment were found in the total concentration, the bioavailability of the metals, as well as
in the diversity, gene abundance and enzyme activity of microbial population. Significant
impacts were measured only in the treatment with 1000-times higher Cd and Zn
concentrations in BR. The statutory warning value of Cd and Cd total concentration were
exceeded, and significant increase of Zn bioavailability was detected. Significant changes
in bacterial community structure (T-RFLP), reduction of the archaeal gene abundance
(QPCR) was detected. We did not detect inhibition of enzyme activities related to C-, N-
and P-cycle due to metal treatment, except for B-glucuronidase activity wich was
significantly reduced. Results show that application of BR had no general negative effect
on the soil microbial communities when the level of metals is up to 100x higher as found in
the original BR.
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OKRAJSAVE IN SIMBOLI
% (W/v) Masno volumski odstotek
4-MU 4-metilumbeliferon
Aem Valovna dolZina fluorescence
Nex Valovna dolzina absorbcije
Aoz Absorbanca pri valovni dolzini 230
Aoso Absorbanca pri valovni dolzini 260
bp Bazni par
BSA Goveji serumski albumin
CEC kationsko izmenjalna kapaciteta
DNA Deoksiribonukleinska kislina
E.coli Escherichia coli
dNTP Deoksiribonukleotid trifosfat (dATP, dGTP, dTTP, dCTP)
EDTA Etilen-diamin-tetraocetna kislina
FO Fermentacijski ostanek
g Sila gravitacije
LB Luria-Bertani gojisce
M Oznaka za enoto molarnost
m Predpona mili (10%)
mmol, Mili mol enovalentnih kationov
mol Oznaka za enoto mol
MQ Milli-Q; komercionalno ime za ultra ¢isto vodo “Tip 17

n Predpona nano (10°)
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Na Avogadrova konstanta

NF Voda brez nukleazne aktivnosti

NPK Mineralno gnojilo

obr/min Obrati na minuto

p Predpona piko (10™?)

PBS Fosfatni pufer

PCR Verizna reakcija s polimerazo

gPCR kvantitativni PCR v realnem ¢asu

Pogl. Poglavje

Pregl. Preglednica

RE Restrikcijska endonukleaza

rRNA Ribosomalna ribonukleinska kislina

S Sekunda

S.0.C. Gojis¢e SOB z 20 ml 1M raztopine glukoze
ss Suha snov

TAE Tris acetatni pufer z EDTA

PTK potencialno toksi¢ne kovine (tezke kovine)
T-RF Terminalni restrikcijski fragment

Tris Tris(hidroksimetil)aminometan

T-RFLP Polimorfizem dolZin terminalnih restrikcijskih fragmentov
U Enota za koli¢ino encima

uv Ultravijoli¢na svetloba

\Y/ Oznaka za enoto volt

M Predpona mikro (10°)
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1UVvOD

V zadnjem obdobju naras¢a pridobivanje elektricne energije iz obnovljivih in okolju
prijaznih energetskih virov. Med te vire pridobivanja elektri¢ne energije priStevamo tudi
bioplinarne. Poleg bioplina, ki je glavni produkt procesa, nastaja tudi stranski produkt —
fermetacijski ostanek (FO). FO, ki je zaradi sestave zelo hranilen, je potencialno primeren
kot gnojilo za kmetijske povrsine, vendar pa lahko vsebuje tudi nevarne snovi. Kljucen
problem predstavljajo potencialno toksi¢ne kovine (PTK). Le-te niso biorazgradljive in se
v tleh kopicijo. PTK v tleh so arzen, kadmij, krom, nikelj, kobalt, mangan, baker, svinec,
selen in cink (Alloway, 2013). Pred stirimi dekadami so bile objavljene prve Studije vpliva
toksi¢nosti PTK na talne mikroorganizme, rastline in zivali (Giller in sod., 2009). Kovine
imajo dolgoro¢no potencialno nevaren vpliv na zdravje talnega ekosistema (Khan in sod.,
2010). Vplivajo na mikrobne zdruzbe v tleh in s tem na rodovitnost tal in pomembne
procese v tleh, kot na primer fiksacijo dusika, razgradnjo kompleksnih organskih snovi in
krozenje elementov. Nekateri poljski poskusi z onesnazenimi tlemi so pokazali, da
povecana vsebnost kovin zmanj$a biomaso mikrobnih zdruzb, zmanjsa encimsko aktivnost
(Moreno in sod., 1999, 2003) in spremeni sestavo mikrobnih zdruzb (Sandaa in sod.,
2001). Med studijami o toksi¢nem vplivu kovin na mikroorganizme so velike razlike med
maksimalnimi  skupnimi  koncentracijami kovin v tleh, ki nimajo vpliva na
mikroorganizme, kot tudi minimalnimi koncentracijami z znacilnim vplivom na mikrobne
zdruzbe v tleh. Prvi razlog taksnih razlik je razli¢na biodostopnost kovin, drugi pa razli¢na
obcutljivost mikroorganizmov v tleh (Giller in sod., 1998).

Tako se je v preteklem obdobju v javnosti odprlo vpraSanje o primernosti uporabe
fermentacijskega ostanka iz bioplinarn za namen gnojenja kmetijskih povrsin, t.j. zaradi
vsebnosti PTK in patogenih mikroorganizmov, ter potencialne nevarnosti izpiranja nitratov
(Vezjak in sod., 2011; Salomun, 2012). S $tudijo zelimo preveriti vpliv dodatka FO tlem na
lazje dostopne oblike ogljika in dusika, skupno vsebnost in biodostopnost kovin Zn in Cd
ter posledi¢no vpliv morebitnega povecanja vsebnosti in/ali dostopnosti kovin na talno
mikrobno zdruzbo arhej, bakterij in gliv.

1.1 NAMEN DELA

V nalogi smo zeleli ugotoviti vpliv dodanega FO iz izbrane bioplinarne na skupno
vsebnost in dostopnost prisotnih kovin na talno mikrobno zdruzbo.

Preveriti smo Zeleli tudi vplive naras¢ajocih vsebnosti kovin v FO (10-, 100-, 1000-krat).
Preverili smo vpliv kovin na strukturo (T-RFLP) in Stevilénost (QPCR) arhej, bakterij in
gliv; ter mikrobno aktivnost z dolo¢anjem encimov vkljuéenih v cikel C (B-glukuronidaza,
B-glukozidaza in ksilanaza), cikel N (hitinaza) in cikel P (fosfataza) v tleh.


http://link.springer.com/search?facet-author=%22Brian+J.+Alloway%22
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1.2 DELOVNA HIPOTEZA

V nalogi smo preverili veljavnost naslednjih hipotez:

(i) Enkratni odmerek FO bioplinarne tlem v maksimalno dovoljenem odmerku za
obdelovalna zemljis¢a glede na vsebnost N (vnos ne sme presei 170 kg/ha letno)
statisti¢no znacilno ne poveca skupne vsebnosti kovin (Zn in Cd) v tleh.

(if) Zadostno povecane vsebnosti biolosko dostopnih oblik kovin Zn in Cd v tleh statisti¢no
znacilno spremenijo strukturo mikrobno zdruzbo arhej, bakterij in gliv.

(ili) Zadostno povecane vsebnosti biolosko dostopnih oblik kovin Zn in Cd v tleh
statisti¢no znacilno spremenijo Stevilénost mikrobne zdruzbe arhej, bakterij in gliv.

(iv) Zadostno povecane vsebnosti bioloSko dostopnih oblik kovin Zn in Cd v tleh
statisti¢no znacilno spremenijo encimsko aktivnost.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BIOPLIN IN FERMENTACHSKI OSTANEK

Bioplin nastane med fermentacijo, ki je anaeroben veéstopenjski proces razgradnje
organskih substratov (zZivalske fekalije, energetske rastline, rastlinski in lesni material), pri
katerem sodelujejo razli¢ni mikroorganizmi (Weiland, 2010). Glavni produkt je bioplin,
stranski pa fermentacijski ostanek (FO). Bioplin je meSanica metana in CO;, (Hobson,
1982), v manjsih koli¢inah vsebuje $e vodikov sulfid in amonij. Metan lahko zamenja
fosilna goriva, tako za proizvodnjo toplote in energije, kot tudi za pogonsko gorivo
(Weiland, 2010).

Stranski produkt — FO je bogat z makro (dusik, fosfor in kalij) in mikrohranili. Zaradi
hranilne sestave je potencialno primeren za gnojenje in lahko zamenja mineralna gnojila
(Massi, 2012). Ker vsebuje 40 — 50 % organske snovi (Massi, 2012), pripomore k
vzdrzevanju in formiranju humusa v tleh (Jej¢ic in Poje, 2009). V primerjavi z
neobdelanimi organskimi gnojili, ki se prav tako uporabljajo za gnojenje, ima FO visjo
varnost in manj neprijeten vonj, saj visje temperature med fermentacijo inaktivirajo
patogene mikroorganizme (Massi, 2012). Neprijeten vonj se zniza tudi do 80 % (Weiland,
2010). Poleg tega je izkoristek organske snovi zaradi homogene sestave, dostopnosti hranil
in razmerja C/N boljsi (Weiland, 2010). Pred uporabo je potrebno FO analizirati in slediti
zastavljenemu letnemu gnojilnemu nac¢rtu (Uredba o predelavi ..., 2013).

2.2 KOVINE V TLEH

Kovine so naravna komponenta vseh vrst tal. Koli¢ina je odvisna od geoloSke zgradbe in
preperevanja mati¢ne podlage (Gadd, 2005). Potencialno toksi¢ne kovine (PTK) v
presezku so toksicne za vec€ino organizmov (Lipman in Burgess, 1914, cit. po Giller in
sod., 1998). Antropogena kontaminacija, ki ima toksi¢en vpliv na talne mikroorganizme, je
povecini povezana z industrijsko dejavnostjo. V teh primerih vsebnost kovin moc¢no
preseze ozadje le-teh v tleh. Antropogeni vnosi kovin v tla pa so lahko tudi posledica
kmetijske dejavnosti - uporaba kemi¢nih gnojil, bioloskih gospodinjskih ostankov (Gadd,
2005) ter blata iz ¢istilnih naprav (Singh in Agrawal, 2008). Mikroorganizmi so sposobni
razgraditi ve€ino organskih polutantov, kar pa ne velja za kovine, ki se nalagajo in tako
predstavljajo selektivni pritisk (Gomes in sod., 2010).

V tleh so lahko kovine raztopljene, vezane na organske ali anorganske snovi ali pa
oborjene. Kovine v talni raztopini se pojavljajo kot kationi (Cu®**, Cd**, zn*"), ali kot
kompleksi z organskimi (humusna in fulvi¢na kislina, aromatske in alifatske komponente)
ali anorganskimi (SO4, CI', OH", PO,*, NO5™ in CO3?) ligandi (Mclean in Bledsoe, 1992).
Topnost, ki je odvisna od pH vrednosti tal, redoks potenciala in deleza organske snovi,
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vpliva na prenos kovin in na interakcije z bioto. Nedostopne oblike kovin so za organizme
manj toksi¢ne (Gadd, 2005).

2.2.1 Cink in kadmij

Kadmij (Cd) je PTK z neznano biolosko funkcijo. V naravi se pojavlja v majhnih
koli¢inah, 0,1 — 1 mg Cd kg® (Mertens in Smolders, 2013). Antropogene aktivnosti vodijo
v akumulacijo Cd v tleh in s tem vstop v prehranjevalno verigo. World Health
Organization (WHO) je dolo¢ila mejno dnevno koli¢ino Cd na 70 pg na dan (Vig in sod.,
2003). Cd je lahko dostopen, zato se hitro prenese po prehranjevalni verigi in v prekomerni
kolic¢ini negativno vpliva na delovanje ledvic pri ljudeh (Mertens in Smolders, 2013).

Cink (Zn) ima zelo pomembno vlogo v bioloSkih procesih in je nujen element za Zive
organizme (Raulin, 1869). Vkljucen je v Stevilne biokemi¢ne procese. Omogoca strukturno
in kataliticno funkcijo encimov (Vallee in Auld, 1990). Praviloma je v tleh med 10 — 100
mg Zn kg™. Tla s poviSano koncentracijo Zn ne predstavljajo nevarnosti za ¢loveka, saj
fitotoksi¢ni ucinek omeji prenos po prehranjevalni verigi. Potrebno pa je oceniti
ekotoksikolosko tveganje povisanih koncentracij Zn na talne organizme (Mertens in
Smolders, 2013).

2.2.2 Biodostopnost kovin

Skupna vsebnost kovin v tleh je slab pokazatelj njihove toksi¢nosti za mikroorganizme
(Giller in sod., 2009), pomembnejsi podatek je njihova bioloska dostopnost
(biodostopnost). Semple je s sodelavci (2004) definiral biolosko dostopno spojino v okolju,
kot spojino, ki lahko v danem trenutku preide celicno membrano mikroorganizma. Na njo
vplivajo Stevilni dejavniki v tleh; pH, organska snov, delez gline in Zelezovega oksida.
Najvecji vpliv ima pH, saj vpliva na topnost ionov. Na dostopnost vpliva Se kemi¢na
oblika kovin in ¢as (staranje tal) (Giller in sod., 1998). Biodostopnost se s ¢asom
izpostavljenosti kovin zmanjSuje (Vig in sod., 2003). Na splo$no velja, da so prosti ioni
dosegljivi in imajo neposredni vpliv na toksi¢nost. Velika skupna vsebnost kovin ima
lahko majhno biolosko dostopno frakcijo (Giller in sod., 1998).

Biodostopna frakcija Zn in Cd v tleh je v veliki meri odvisna od pH vrednosti, saj nizka pH
vrednost tal povisa njuno topnost (Vig in sod., 2003). Biodostopnost Cd se med tlemi
razlikuje tudi do 10-krat (Mertens in Smolders, 2013). V tleh imata oba elementa
oksidacijsko stanje 2" in se zato veZeta na negativho nabite okside in na povrino
mineralov gline. Z nizanjem pH vrednosti H" ioni zamenjajo vezan Cd in Zn in elementa
se sprostita — postaneta topna in s tem biodostopna (Vig in sod., 2003). Poleg pH vrednosti


http://www.who.int/
http://www.who.int/

Senekovi¢ Feréec P. Vpliv kovin Zn in Cd v fermentacijskem ostar}ku bioplinarne na talno mikrobno zdruzbo.
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Studij biotehnologije, 2015

ima vpliv na biodostopnost tudi organska snov. Vezava kovin v tleh z manjSo vsebnostjo
organskih snovi je nizja (Zeng in sod., 2011).

2.3 MIKROORGANIZMI V TLEH

Mikrobne populacije v tleh so izredno raznolike (Torsvik in sod., 1990). V tleh
mikroorganizmi zivijo, se razmnozujejo in odmrejo. Mikrobna stevilénost (Brookes, 1995)
in raznolikost je izrednega pomena za zagotavljanje stabilnega ekosistema (Walker, 1989),
saj ima velik vpliv na biogeokemijske transformacije tal (Beare in sod., 1995), kamor
priStevamo transformacijo dusSika, fosforja, Zvepla in zeleza (Giri in sod., 2005) ter
mineralizacijo (Kamal, 2010). Tla so habitat S$tevilnih in raznovrstnih skupin
mikroorganizmov, alg, bakterij, gliv in drugih. Manjsi mikrooganizmi (0,3 um) se pojavijo
posamezno, vecje bakterije v rizosferi, pa Se pojavljajo v manjsih kolonijah, vecjih
mikroporah ali pa so povezane z delci tal, povecini z organo-glinenimi kompleksi (Foster,
1988). Bakterije se povezujejo v biofilme in se s tem zavarujejo pred negativnim vplivom
okoljskih dejavnikov. Almas in sodelavci (2005) so pokazali, da so bakterijske celice
povezane v biofilm manj obc¢utljive na PTK (Cd in Zn), kot pa posami¢ne celice. AKtivnost
in interakcija z drugimi mikroorganizmi, ve¢jimi organizmi ter delci tal je odvisna od
stanja na mikrobnem nivoju in se lahko razlikuje med mikrohabitati na izredno majhni
razdalji (Wieland in sod., 2001). Mikrohabitat talnih mikroorganizmov sestavlja zunanja in
notranja povrsina delcev tal, ki so razli¢ne velikosti in sestave (Beare in sod., 1995). Vpliv
na Stevilo, sestavo in porazdeljenost mikrobnih populacij v tleh imajo dostopnost hranil,
mikroklimatski pogoji ter kemijske lastnosti in sestava tal (Wolters, 1991).

Bakterije so prevladujoca (Liesack in Stackebrandt, 1992) in izredno raznolika (Raynaud
in Nunan, 2014) skupina mikroorganizmov v §tevilnih vrstah tal (Liesack in Stackebrandt,
1992). V enem gramu tal v povpredju najdemo 10° bakterij (Raynaud in Nunan, 2014).
Lahko so autotrofne ali heterotrofne (Drews, 2011). Njihova stevil¢nost se zmanjSuje z
globino (Duineveld in sod., 2001), na Stevil¢nost pa vplivata Se temperatura in vlaznost tal.
V primeru izredno nizkih (arkti¢éna obmocja) oz. visokih (puscavska tla) temperatur lahko s
tvorjenjem spor preidejo v dormanto obliko (Moreno in sod., 1986). V tleh najdemo Se
cianobakterije, ki za razliko od po gramu negativnih bakterij, vr$ijo fotosintezo (Drews,
2011) in aktinomicete (Benson, 1988).

Do nedavnega so bile arheje v tleh manj preué¢ena skupina mikroorganizmov, saj je veljalo,
da so naselile samo ekstremna okolja (Giri in sod., 2005). KasnejSe Studije pa so pokazale,
da imajo ekolosko funkcijo tudi v neekstremnih okoljih, vklju¢no s tlemi. V tleh so s
filogenetsko analizo dolocili nov klaster znotraj kraljestva Crenarchaeota, imenovan
netermofilna Crenarchaeota (Buckley in sod., 1998). Dolocili pa so tudi veliko Se
neizoloranih arhej (Auguet in sod., 2010). Arheje imajo velik ekoloski pomen pri kroZenju
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dusika, saj vstopajo v prvi korak nitrifikacije — oksidacijo amonija (Leininger in sod.,
2006).

Glive so prisotne v vseh vrstah tal in so zelo raznovrstna skupina mikroorganizmov.
Posamezna hifa, ki je lahko eno-, dvo-, ali trijederna, sestavlja filamentozni micelij
(Hawksworth, 1991), lahko so prostozivece ali pa vezane ne korenine rastlin. Glive so
heterotrofi, njihova funkcija je razgradnja kompleksnih organskih komponent rastlinskega
in zivalskega izvora, kot so celuloza, lignin in hitin (Vig in sod., 2003), zato ima koli¢ina
in kakovost organske snovi neposreden vpliv na njihovo stevilénost. Glive, v primerjavi z
bakterijami in aktinomicetami, prevladujejo v tleh z nizjim pH-jem (Bolton in sod., 1993,
cit. po Giri, 2005), prisotne pa so tudi v tleh z nevtralnim in bazi¢nim pH-jem. Ker so glive
striktni aerobi, jih najdemo samo v dobro prezracenih tleh. V vlaznih tleh se njihova
StevilCnost precej zniza. Za glive je znacilna razslojenost vrst glede na globino tal. Redko
se zgodi, da bi vrsto, ki je pogostejSa v nizji globini nasli tudi na povrsju. Ta specifi¢na
porazdelitev je odvisna od dostopnosti organske snovi in od razmerja med kisikom in
ogljikovim dioksidom na razli¢nih globinah tal (Hawksworth, 1991). Steviléno je gliv v
tleh precej manj kot bakterij, lahko pa dosezejo visjo biomaso kot bakterije in aktinomicete
skupaj (Vig in sod., 2003).

2.4 KOVINE IN MIKROORGANIZMI

Mikrobi so v kontaktu s kovinami in metaloidi v vseh okoljih, zato morajo na neki nacin
sodelovati. V¢asih v korist mikroorganizmom, drugi¢ v njihovo Skodo. Nacin interakcij
med kovinami in prokarionti oz. evkarionti je razlic¢en. Oboji so sposobni vezati ione
kovin, ki so prisotni v okolju. Vezejo jih na povrsino celice ali pa jih prenesejo v celico,
kjer so potrebni za razlicne znotrajcelicne funkcije (Ehrich, 1997). Samo prokarionti
(eubakterije in arheje) vsebujejo organele, ki omogocajo oksidacijo (Mn(ll), Fe(ll), Co(ll),
Cu(l), AsO, , Se°, Se0s%) ali redukcijo (Mn(1V), Fe(l11), Co(ll1), AsO,*, Se0,*, SeO5?)
kovin. Energijo, ki nastane med temi reakcijami pa shranijo (Summers in Sugerman,
1974). Vsi mikroorganizmi so sposobni sprejema kovin, njihove vklju¢itve v metaloencime
in s tem aktivacije encimov. Nekateri prokarionti in eukarionti sintetizirajo kisline, Ki
raztapljajo kovine, vezane v mineralih. Spet drugi pa spros¢ajo anione (sulfidi, karbonati),
ki oborijo ione kovin. Nekateri prokarionti metilirajo kovine in metaloidne spojine in jih
uporabijo kot donorje ali sprejemnike elektronov (Ehrich, 1997).

Ce so kovine prisotne v presezku lahko imajo negativni vpliv na veéino organizmov. Prvi
podatki o vplivu kovin na mikroorganizme v tleh segajo na zadetek 20-tega stoletja
(Lipman in Burgess, 1914, cit. po Giller in sod., 1998). Mikroorganizmi so bolj ob¢utljivi
na PTK kot pa rastline in zivali (Giller in sod., 1998). Glede toksi¢nega vpliva
posameznega polutanta na mikrobne populacije velja, da ¢e se preu¢evan mikrobni
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parameter v 30 dneh od izpostavitve polutantu popolnoma izenai s stanjem pred
izpostavitvijo, polutant ni nevaren. Vsak negativni vpliv, ki se kaze po 60 dneh
izpostavitve polutantu pa predstavlja tveganje (Domsch in sod., 1983, cit. po Vig in sod.,
2003).

Toksi¢ni vpliv kovin je povezan z oviranjem funkcionalnih skupin biolosko pomembnih
molekul, tako encimov, kot tudi transportnih sistemov za prenos esencialnih elementov in
ionov. PTK se vezejo na aktivna mesta bioloskih molekul in drugih celi¢nih enot, kar vodi
v konformacijske spremembe, denaturacijo in inaktivacijo encimov ter motenje
membranske integritete (Ochiai, 1987, cit. po Gadd, 1993). Kovina lahko deluje kot
kofaktor in zviSa aktivnost encima (Dick in Tabatabai, 1983). Cd inhibira encime z vezavo
na aktivno mesto in na tak nac¢in moti metabolizem (McGrath, 1999, cit po Vig in sod.,
2003). Z vezavo na ligande (fosfati, cisteinski in histidinski ostanki proteinov) pa
negativno vpliva na strukturo in funkcionalost membrane (Collins in Stotzky, 1989, cit po
Vig in sod., 2003).

2.4.1 Metode dolo¢anja vpliva kovin na mikroorganizme v tleh

Giller in sod. (1998) ter Brookes (1995), ki so preucevali Stevilénost ali aktivnost
mikrobnih populacij v tleh so uporabljali metode spremljanja biomase mikrobnih
populacij, funkcije mikroorganizmov (respiracija, mineralizacija in izkoristek organskega
Cin N, fiksacija N,) in merjenje aktivnosti razli¢nih encimov.

Poleg zgoraj nastetih tehnik, se uporabljajo se molekularne metode, na osnovi DNA, RNA
in mas¢obnih Kislin za sledenje vpliva kovin na mikrobne zdruzbe v tleh. Med le-te
priStevamo profiliranje deleza (%) G in C (gvanin in citozin) (Sandaa in sod., 1999b),
molekularne metode iskanja prstnih odtisov  DNA (T-RFLP), metodo naklju¢nega
pomnozevanja polimorfne DNA (RAPD) (Malla in Varma, 2007), elektroforezo z
denaturacijskim gradientom (DGGE) (Gomes in sod., 2010) in PLFA analizo fosfolipidnih
markerjev in analizo FAME (masc¢obna kislina metilester) (Marschner, 2007).

Rezultati studij, kjer so dodali PTK Zn in Cd, so pokazali zmanj$anje 0z. nobene
spremembe mikrobnih zdruzb v tleh. Bakterije, glive in aktinomicete so razli¢no obcutljive
na povisane vrednosti Zn in Cd (Giller in sod., 1998). Stevilni avtorji so dokazali, da tako
kratkorocna kot dolgorocna izpostavljenost kovin vodi v zmanjSanje mikrobne
raznovrstnosti in aktivnosti v tleh (Gadd in Griffiths, 1978; Brookes 1995; Sandaa in sod.,
1999a; Gomes in sod., 2010). Povisana koncentracije kovin vodi v zmanj$ano
mineralizacijo ogljika, fiksacijo ogljika, transformacijo dusika, encimsko aktivnost (Giller
in sod., 1998), znizanje biomase in pojav ter povecanje rezistentnih vrst (Pennanen in sod,
1996). Kontaminacija ima razli¢en vpliv na glive in bakterije. Porocali so o zmanjsanju
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aktivnosti bakterij, aktivnost gliv pa se je v nekaterih Studijah celo zvisala (Rajapaksha in
sod., 2004). Spremembe V Stevilénosti mikrobnih populacij in posledi¢no njihova aktivnost
pa lahko vplivajo na druge pomembne procese, kot je razgradnja organske snovi (Brookes,
1995) in organskih polutantov (Jansen in sod., 1994). Vecina Studij vpliva kovin na
mikrobne zdruzbe v tleh se osredoto¢a na izgubo dolo¢ene funkcije, S tem pa se zamaskira
vpliv na raznovrstnost mikrobnih zdruzb, ki je prav tako pomemben (Giller in sod., 1998).

2.4.2 Razvoj odporosti na kovine

Ko govorimo o toleranci na kovine je potrebno razlikovati med razvojem nove tolerance v
zdruzbi in izborom posameznih sevov znotraj zdruzbe, Ki so bolj odporni na kovine.
Mikroorganizmi so razvili §tevilne mehanizme izogibanja, imobilizacije in izlocanja kovin,
ki jim omogocajo obstoj v tleh z razlicnimi koncentracijami kovin. Med te mehanizme
priStevamo vezavo kovine na proteine, ekstracelularne polimere ali celi¢no steno,
skladi$¢enje znotraj celice, oblikovanje netopnih sulfidov, zmanj$an vnos kovin v celico in
povisan prenos iz celice (Giller in sod., 1998; Kamal, 2010). Nekateri mikroorganizmi so
celo sposobni kopicenja, imobilizacije in kristalizacije kovin (Kamal, 2010). Diaz-Ravina
in Baath (1996) sta v Studiji opazila razvoj rezistence, ki se je s ¢asom izpostavitve Zn
visala. Po samo 2 dneh izpostavljenosti sta izolirala tolerantne bakterijske kolonije
(koncentracija 130 — 520 mg Zn kg™). Ob ob&utno visji koncentraciji (2080 mg Zn kg™*) pa
sta opazila povecano toleranco prva dva tedna in nato nobene spremembe do 28 meseca
izpostavitve. TakojSen vpliv Zn je posledica smrti obcutljivih bakterijskih vrst in
kompetitivne  prednosti in  prilagoditve prezivelih mikroorganizmov. Precej
mikroorganizmov lahko prezivi in raste v tleh s povisano koncentracijo kovin (Gadd,
2005). Cas potreben za razvoj tolerance se med vrstami razlikuje. V nekaterih tudijah se
kaze razvoj rezistence po nekaj dneh (Diaz-Ravina in Baath, 1996; Suhadolc, 2003), v
drugih pa tudi po nekaj letih (Doelman in Hanstra, 1979, cit. po Giller in sod. 1998).
Doloc¢ene funkcije lahko ob izgubi ene mikrobne zdruzbe v tleh, prevzeme druga in s tem
se spregleda vpliv toksi¢nosti na prvotno zdruzbo (Giller in sod., 1998).

2.5 ZAKONSKA UREDITEV VNOSA KOVIN V TLA

V sedemdesetih letih prejSnjega stoletja so v vecini evropskih drzav omejili uporabo blata
iz Cistilnih naprav, zaradi prisotnih kovin, z namenom zmanj$evanja tveganj prenosa kovin
v prehranjevalno verigo. Blato iz Cistilnih naprav je odpadek, ki nastane po ¢iS€enju
odpadne vode v Cistilnih napravah ali nastaja kot blato ob praznjenju greznic odpadne vode
iz gospodinjstev (Uredba o emisiji ..., 2008). Za blato iz Cistilnih naprav so dolocene
mejne vrednosti za koncentracijo kovin v obdelanem blatu, ki se uporabljajo v kmetijstvu
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za kovino Cd 1,5 mg/kg suhe snovi in za kovino Zn 1200 mg/kg suhe snovi (Uredba o
emisiji ..., 2008).

Na podlagi skupne vsebnosti kovin v tleh so bile dolo¢ene tudi najvecje dovoljene
vsebnosti kovin v tleh za pridelavo hrane in krme s stalis¢a Skodljivih uc¢inkov ali vplivov
na zdravje Cloveka ali okolje (Witter, 1992, cit. po Giller in sod., 1998). V Pregl. 1 so
predstavljene najveéje dovoljene vrednosti PTK Zn in Cd v tleh. Med primerjanimi
drzavami prihaja do manjsih razlik.

Preglednica 1: Slovenska uredba o mejnih, opozorilnih in kriti¢nih imisijskih vrednostih (mg/kg) nevarnih
snovi v tleh, ter najvecja dovoljena vsebnost (NDV) kovin (mg/kg) za nekatere evropske zakonodaje (Uredba
o mejnih ..., 1996, Direktiva Sveta ..., 19862 VSBo ..., 1986°, Code of ..., 1993%).

Slovenija EEC? Svica® Velika Britanija*
Kovina Mejna Opozorilna Kriti¢na NDV NDV NDV
vrednost vrednost vrednost
Cd 1 2 12 1-3 0,8 3
Zn 200 300 720 150-300 200 300

V zadnjem obdobju se, ob naras¢anju uporabe FO za namene gnojenja kmetijskih povrsin,
porajajo podobna vprasanja o prekomernih vnosih potencialno nevarnih elementov. FO
nastane po anaerobni razgradnji biolosko razgradljivih odpadkov iz kmetijstva, gozdarstva
in gospodinjskih odpadkov, uporabi se lahko tudi blato iz ¢iS¢enja odpadnih voda in
¢is¢enja industrijskih odpadnih voda, ¢e niso bila uporabljena sinteti¢na sredstva (Uredba o
predelavi ..., 2013). Ker lahko FO vsebuje PTK, ki se v tleh kopicijo, je zakonsko omejena
uporabo FO za gnojenje. V Sloveniji velja za FO Uredba o predelavi biolosko razgradljivih
odpadkov in uporabi komposta in digestata (Uredba o predelavi ..., 2013). Le-ta doloca, da
je uporaba FO iz bioplinarn za namene gnojenje dovoljena, vendar je potrebno uporabo
nadzorovati. Preden se FO uporabi za gnojenje njivskih povr$in, ga je potrebno analizirati.
Kakovost je nadzorovana tudi s skrbno izbiro vrste in koli¢ine vhodnih substratov. Uredba
doloc¢a vzorcenje vsake Sarze, uporabljenega substrata in kon¢no deklaracijo digestata 0z.
komposta z naslednjimi podatki: izvor, osnovne lastnosti materiala (pH, organska snov,
suha snov, delez vode, elektricna prevodnost, specifi¢na teza in kationska izmenjalna
kapaciteta), hranila (celotni dusik, fosfor in kalij), bioloski parameter (0dziv rastlin in
bioloska stabilnost), fizikalna onesnazevala (trdni delci iz stekla, plastike ali kovin,
mineralni trdi delci ve¢ji od 5 mm % suhe snovi), kemijska onesnazevala (Pb, Cd, Cr, Ni,
Hg, Cu in Zn), higineski vidik (Salmonella in Escherichia coli) in organska onesnezevala
(policikli¢éni aromatski ogljikovodiki, poliklorirani bifenoli). Letni vnos komposta ali
digestata v ali na tla ne sme presegati mejnih vrednosti letnega vnosa nevarnih snovi v tla
(Pregl. 2) (Uredba o predelavi ..., 2013). Prav tako letni vnos komposta ali digestata v ali
na tla ne sme povzroCiti preseganja mejnih imisijskih vrednosti nevarnih snovi v tleh v
skladu s predpisom, ki ureja mejne, opozorilne in kriti¢ne imisijske vrednosti nevarnih
snovi v tleh (Pregl. 1).
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Preglednica 2: Zakonsko dolo¢ene mejne vrednosti vnosa nevarnih snovi v kmetijska zemljis¢a (Uredba o
predelavi ..., 2013), Ki velja za deklariran kompost in digestat 1. kakovostnega razreda.

Nevarna snov Mejna vrednost letnega vnosa v g/ha na leto
Kadmij in njegove spojine, izrazene kot Cd 10
Baker in njegove spojine, izrazene kot Cu 700
Nikelj in njegove spojine, izrazene kot Ni 400
Svinec in njegove spojine, izrazene kot Pb 600
Cink in njegove spojine, izrazene kot Zn 3000
Zivo srebro in njegove spojine, izrazene kot Hg 10

Celotni krom (Cr) 60
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3 MATERIALI IN METODE
3.1 LONCNI POSKUS

V steklenjaku Biotehniske fakultete smo izvedli lon¢ni poskus s tatarsko ajdo (Fagopyrum
tataricum Gaertn.), v katerem smo tri mesece po dodajanju FO preverjali vpliv FO na
vsebnost kovin (Zn, Cd) ter strukturo, Stevilénost in aktivnost talnih mikroorganizmov.
Dolo¢ili smo pet obravnavanj (Slika 1), vsako v stirih ponovitvah. Prvo obravnavanje je
bilo kontrolno - tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK, drugo obravnavanje tla z
dodanim maksimalnim dovoljenim odmerkom FO, v naslednja tri obravnavanja smo v FO
dodali $e 10-, 100- 0z. 1000-krat povecano vsebnost raztopljenih kovin (Zn in Cd) kot smo
ju dolog¢ili v izvornem FO (Slika 1).

NPK FO FO+10TK FO+100TK FO+1000TK

Slika 1: Shematski prikaz lonénega poskusa. Talne vzorce petih razli¢nih obravnavanj (NPK, FO, FO+10TK,
FO+100TK in FO+1000TK) smo analizirali v 4 ponovitvah, torej smo skupaj obravnavali 20 enot vzorcenja.

Odmerek dodatkov tlem (NPK, FO) smo dolocili glede na maksimalno dovoljeni vnos
dusika (Uredba o varstvu ..., 2009), ki znasa 170 kg N/ha. Izracunali smo, da moramo v
poskusne lonce s povrsino 0,0361 m? dodati 0,6137 g N, kar ob analizi FO (Pregl. 12)
pomeni 102 ml FO/lonec (oz. 27700 L/ha) V kontrolno obravnavanje smo dodali
mineralno gnojilo NPK (N:P:K = 15:15:15) in sicer 4,1 g NPK/lonec. V obravnavanja z
dodanima kovinama smo FO dodali v vodni raztopini z 10-, 100- oz. 1000-krat povecano
vsebnost Zn in Cd kot smo ju dolo¢ili v FO (Pregl. 12). Tla, ki smo jih odvzeli v Beli
Krajini na njivski povr$ini v globini od 0 - 20 cm, smo homogenizirali ter jih razporedili v
20 poskusnih loncev. FO in FO z eksperimentalno dodanima raztopljenima kovinama smo
dodali kaplji¢no na povrsino tal, enako v vodi raztopljeno NPK gnojilo. V poskusne lonce
smo 6.7.2011 posadili semena tatarske ajde. Po treh mesecih (30.9.2011) je bila ajda
pozeta in odvzeli smo vzorce tal. Vzorce tal smo homogenizirali po globinah (0-2 cm in 2-
20 cm), del vzorcev smo zra¢no posusili za osnovne pedoloske analize (globina tal 0-2 cm
in 2-20 cm). Za molekularne analize in encimsko aktivnost smo vzorce (globina tal 0-2
cm) zamrznili v suhem ledu in nato shranili v zamrzovalniku na — 20 °C.
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3.2 PEDOLOSKE ANALIZE VZORCA TAL IN FO

Teksturo tal smo dolocili s sedimentacijsko pipetno metodo po ameriski teksturni
klasifikaciji (ISO 11277, 2009). Vlaznost tal pa s tehniko susenja na 105 °C do dosezene
konstatne teze tal (ISO, 11456). Vrednost pH smo izmerili v 0,01 M raztopini CaCl, (1:2,5
= v tal/v CaCly) (ISO 10390, 2005). Skupni organski ogljik v tleh smo dolo¢ili po
slovenskem standardu (SIST ISO 14235, 1999), po Walkley-Blacku. Metoda temelji na
mokri oksidaciji organskega ogljika v zvepleno kislem okolju ob dodatku oksidacijskega
sredstva (dikromata). Dolo¢ili smo porabo oksidacijskega sredstva, na osnovi katere smo
nato izracunali maso ogljika. Po tej metodi ne dolo¢imo visoko kondenziranih oblik
organskega ogljika (npr. oglje, grafit, premog) in mineralnih oblik C (karbonatov).
Organski C in N smo dolo¢ili s suho plamensko metodo in izmerili z elementnim
analizatorjem (Elementar vario MAX instrument) (1SO 10694, 1ISO 13878). Topne oblik C
in N smo ekstrahirali z 0,01 M raztopino CaCl, (ISO 10390, 2005). Topni organski C v
ekstraktu (DOC) smo dolocili z analizatorjem (DIMATEC, Nemcija). Nitratni N (NOs-N)
in amonijski N (NH4-N) pa fotometri¢no na analizatorju s kontinuiranim pretokom (Skalar
Analytical, Nizozemska). Topni organski dusik (DON) smo izracunali iz razlike med
skupnim N (TNb) in mineralnimi oblikami N. Rastlinam dostopna P (P,0s) in K (K20)
smo dolo¢ili z izmenjavo z amon-laktatom (ONORM L 1087, 1993). Kationska izmenjalna
kapaciteta (CEC) je izrazena kot seStevek izmenljivih kationov. Kationi so raztopljeni v
ekstrakcijski raztopini amonacetata (NH4,OAc, pH 7), adsorbirani H+ ioni pa z raztopino
BaCl; (Soil Survey ..., 2004).

3.3 SKUPNA VSEBNOST IN DOSTOPNOST KOVIN

Kovini smo dolocali po standardu ISO 11466 (1996) s plamensko atomsko absorpcijsko
spektrometrijo (AAS, Varian AA240FS). Skupno vsebnost Zn in Cd smo dolocali v
raztopini po ekstrakciji z zlatotopko (klorovodikova kislina : dusikova kislina = 3:1).

3.3.1 Seststopenjska sekvenéna reakcija potencialno toksi¢nih kovin

Ekstrakcija PTK je povzeteta po skupini Tessier in sod. (1979). V Sestih zaporednih
ekstrakcijah se izlocajo kovine glede na jakost vezave, pri ¢emer se v vsakem koraku
uporabi mocnejsi reagent. Avtorji metode prve frakcije oznacujejo kot mobilne in
biodostopne. Ostale so nemobilne (nedostopne), saj potrebujejo za izlocitev bolj agresivno
okolje (Pregl. 3).
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Preglednica 3: Zaporedni koraki $eststopenjske reakcije in ocena mobilnosti ter biodostopnosti posamezne
sekvence (Tessier in sod., 1979).

Zaporedna sekvenca Mobilnost

Lahko topne kovine (topna frakcija) Visoka mobilnost

Izmenijljive kovine Visoka mobilnost

Kovine vezane na karbonate Srednja mobilnost; velika odvisnost od pH vrednosti
v okolju

Kovine vezane na Fe- in Mn-okside Srednja mobilnost; pod anoksi¢nimi pogoji je
mobilnost veéja (nizek Eh)

Kovine vezane na organsko snov Nizka mobilnost; v oksidirajo¢ih okoljih organska
snov razpade in vezane PTK se lahko sprostijo v
okolje

Preostale kovine po razklopu z zlatotopko Zelo nizka mobilnost; za PTK vezane na to frakcijo
velja, da se v razumskem ¢asu ne bodo sprostile v
okolje

Topno frakcijo 1 g suhih tal smo izlo¢ili z 10 ml destilirane vode po 1 uri na stresalniku
(200 vrtljajev/min). Drugo frakcijo, izmenljivih ionov kovin iz talnih koloidov, smo izlo¢ili
z 10 ml 1 M Mg(NOs),-6H,0 po 2 urah na stresalniku (200 vrtljajev/min). Tretjo frakcijo
potencialno toksi¢nih kovin, vezanih na karbonate, smo izlo¢ili z 10 ml 1 M NH,OAC (pH
5) po 5-ih urah na stresalniku (200 vrtljajev/min). Izlo¢anje PTK v talno raztopino, vezanih
na Fe- in Mn-okside, je potekalo 12 ur na stresalniku (200 vrtljajev/min) v 20 ml 0,1 M
NH,OH-HCI (pH 2). Frakcijo, vezano na netopno organsko snov, smo izlo¢lili po
segrevanju raztopine tal v 3 ml 0,02 M HNOs in 5 ml 30% H,0, pri 85 °C, ki ji je sledila
ekstrakcija s 15 ml 1 M NH4OAC za 30 min na stresalniku (200 vrtljajev/min). Zadnjo
frakcijo smo dobili po razklopu z zlatotopko (20 ml 37 % HCI in 7 ml 65 % HNO; za 2
uri), pri ¢emer so se raztopili silikati in preostanek mineralov. Po vsakem ekstrakcijskem
koraku smo vzorce centrifugirali (30 minut pri 3200 x g) (Hettich, Nemcija), supernatant
pa shranili na 4 °C do merjenja vsebnosti PTK (Cd in Zn) z atomskim absorbcijskim
spektrometrom (AAS, Varian AA240FS), ostanek pa sprali z 8 ml destilirane vode in ga
uporabili za naslednje sekvenc¢ne reakcije.

3.4 MOLEKULARNE ANALIZE

3.4.1 lzolacija DNA

Za izolacijo DNA iz vzorcev tal smo uporabili komercialni komplet reagentov FastDNA
Spin Kit for Soil (MP Biomedicals, ZDA) in se drzali navodil proizvajalca.

3.4.2 Merjenje koncentracije in integritete DNA

Koncentracijo DNA smo izmerili s spektrofotometrom Nanodrop (Peglab, Nemcija).
Umerili smo z 1 ul vode brez nukleazne aktivnosti (NF) in izmerili koncentracijo vzorcem.
Racunalniski program je analiziral signal iz ¢italca ter izracunal koncentracijo vzorca,
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vrednost Az, Vrednost Azgo ter razmerje Azso/ Azgo (Merilo prisotnosti proteinov v izolatu)
in Agso/Azzo (merilo prisotnosti organskih spojin in kaotropnih soli v izolatu). Optimalno
razmerje Aoeol Asgg za Cisto DNAje 1,7-2,0.

3.4.3 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Za pomnozevanje izolirane DNA bakterij smo uporabili komercialni komplet reagentov
Taq DNA Polymerase and Taq PCR Core Kit (Qiagen, Diisseldorf, Nemcija) za arheje in
glive pa reakcijsko mesanico Taq DNA Polymerase (with W-1) (Life Technologies, ZDA).
Sledili smo prilozenemu navodilu proizvajalcev. Zacetne oligonukleotide za specificno
PCR pomnozevanje 16S rRNA arhej in bakterij ter 18S rRNA gliv smo narocili pri
nems$kem proizvajalcu Metabion International AG (Pregl. 4).

Preglednica 4: Seznam zagetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili pri PCR (in T-RFLP).

Genska regija in zacetni Zaporedje (5'— 3") Vir
oligonukletid

16S rRNA arhej

A934r-FAM GTG CTCCCC CGC CAATTCCT Chin in sod. (1999)
AL109f ACK GCT CAG TAACACGT Chin in sod. (1999)

16S rRNA bakterij

27f-FAM AGA GTT TGATCM TGG CTC AG Heuer in sod. (1997)
1401r GCG TGT GTA CAAGACCC Niibel in sod. (1996)
18S rRNA gliv

nu-SSU0817-FAM TTA GCATTG AAT AAT RRA ATA GGA Borneman in sod. (2000)
nu-SSU1536 AAT GCA ATG CYC TAT CCC CA Borneman in sod. (2000)

Izolirano DNA (koncentracija med 80 in 140 ng/ul) smo uporabili kot matrico za PCR
reakcijo. Za negativno kontrolo smo uporabili NF vodo, za pozitivho kontrolo pa izolirano
DNA arhej, bakterij in gliv (vir: Helmholtz Institut, Department fiir Okologie und
Lehrstuhl fiir Bodendkologie). PCR reakcija je potekala v termi¢nem pomnoZevalniku
(Biometra, Nem¢ija). Uspesnost reakcije smo preverli z gelsko elektroforezo. Dobljene
pomnozke PCR smo o€istili s komercialno dostopnim kompletom QIAquick® Purification
Kit (Qiagen, Diisseldorf, Nem¢ija) in jih shranili pri 4 °C.

Reakcijska meSanica za pomnozitev 16S rRNA regije arhej je vsebovala 1X PCR pufer,
vsaki deoksiribonukleotid trifosfat (ANTP) s koncentracijo 0,2 mM, 3 mM MgCl,, 0,3 %
goveji serumski albumin (BSA), par zacetnih oligonukleotidov (Pregl. 4) s koncentracijo
10 uM in 1,25 U Taq DNA polimeraze v kon¢nem volumnu 50 pl. Pomnozevanje 825
baznih parov dolgega zaporedja DNA arhej je optimizirano po ¢lanku Chin in sod. (1999).
Reakcija je potekala v termociklu za pomnozevanje DNA z za¢etkom na 94 °C za 3 min,
sledila je 35—kratna ponovitev temperaturnega ciklusa (94 °C za 60 s, 52 °C za 60 s, 72 °C
za 90 s) in zakljucek reakcije na 72 °C za 5 min.
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Reakcijska meSanica za pomnozitev 16S rRNA regije bakterij je vsebovala 1X PCR pufer,
vsaki dNTP s koncentracijo 0,2 mM, 0,3 % BSA, par zacetnih oligonukleotidov (Pregl. 4)
s koncentracijo 5 uM in 0,25 U Tag DNA polimeraze v kon¢nem volumnu 50 pl.
Pomnozevanje 1374 baznih parov dolgega zaporedja DNA bakterij je potekalo v
termociklu za pomnozevanje DNA z zacetkom na 94 °C za 3 min, sledila je 35—kratna
ponovitev temperaturnega ciklusa (94 °C za 60 s, 57 °C za 60 s, 72 °C za 90 s) in zakljucek
reakcije na 72 °C za 10 min.

Reakcijska mesSanica za pomnozitev 18S rRNA regije gliv je vsebovala 1X PCR pufer,
vsaki dNTP s koncentracijo 0,25 mM, 2,5 mM MgCl,, 0,3 % BSA, par zaletnih
oligonukleotidov (Pregl. 4) s koncentracijo 20 uM in 2,5 U of Taq DNA polimeraze v
kon¢nem volumnu 50 pl. Pomnozevanje 379 baznih parov dolgega zaporedja DNA gliv je
potekalo v termociklu za pomnozevanje DNA z za¢etkom na 94 °C za 3 min, sledila je 35—
kratna ponovitev temperaturnega ciklusa (94 °C za 45 s, 56 °C za 45 s, 72 °C za 45 s) in
zakljucek reakcije na 72 °C za 5 min. Temperaturni profil je povzet po ¢lanku Borneman in
sod. (2000).

Pomnozke DNA po metodi PCR in qPCR smo analizirali z agarozno gelsko elektroforezo.
S tem smo preverili prisotnost in velikost elektroforeznih lis, ki predstavljajo pomnozeno
regijo med izbranima zacetnima oligonukleotidoma. Pripravili smo 1% (w/v) agarozni gel
v 1X pufru TAE (2M Tris, 5,7 % ledocetna kislina, 50 mM EDTA; pH 8 red¢en 50-krat v
destilirani vodi) z dodatkom etidijevega bromida. Tako pripravljen gel smo prenesli v
elektroforezno kadicko (Peqlab, Nemcija) in prelili z 1X pufrom TAE. V Zepke agaroznega
gela smo nanesli vzorce z 1X nanaSalnim pufrom (MBI Fermentas, ZDA). Za ovrednotenje
velikosti pomnozkov smo na gel nanesli velikostni DNA standard (Roche, Svica).
Elektroforeza je tekla okoli 50 minut (odvisno od velikosti gela) pri stalni napetosti 100 V
(Consort E835, Belgija). Po koncani elektroforezi smo gel osvetlili z UV svetlobo in ga
fotografirali (Biostep Dark Hood DH-40/50, Nemcija).

3.4.4 Razrez PCR pomnozka z restrikcijskimi endonukleazami

Pomnozke PCR smo rezali z restrikcijskimi endonukleazami (RE), ki prepoznavajo to¢no
doloc¢ena restrikcijska mesta (Pregl. 5). Reakcijska meSanica je vsebovala matricno DNA,
1X reakcijski pufer (pufer 4 oz. Tango), RE (0,1 ul Hhal; 1 ul Mspl; 1 ul Alul), 1X BSA
(Sigma, Nemcija) in miliQ vodo (MQ) do kon¢nega volumna 50 pl. Rezali smo okoli 0,4
nug DNA. Restrikcije smo inkubirali 2 (bakterije) oz. 3 (arheje in glive) ure pri 37 °C, sledil
je korak inaktivacije RE na 65 °C za 20 min. Po restrikciji smo meSanice ocistili s
komercialno dostopnim kompletom MinElute® Reaction Cleanup Kit (Qiagen, Diisseldorf,
Nemcija) in jih shranili pri - 20 °C.
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Preglednica 5: Seznam uporabljen restrikcijskih endonukleaz, ki smo jih uporabili za T-RFLP.

Vrsta Restrikcijska endonukleaza Restrikcijsko mesto (5'— 3')
Arheje Hhal (New England Biolabs, USA) GCG|C
Bakterije Mspl (Thermo Scientific, US) C|CGG
Glive Alul (Fermentas, Burlington, Kanada) AG|CT

3.4.5 Polimorfizem dolZin terminalnih restrikcijskih fragmentov (T-RFLP)

Za analizo T-RFLP smo v mikrotitersko plos¢o z 96-timi vdolbinami (Nunc Life Science,
Danska) odpipetirali 1 uL inaktivirane reakcijske mesanice (koncentracija 5 ng/ul za arheje
in glive ter 20 ng/ul za bakterije) in DNA standard (MapMarker-1000 Rox Size Standard)
(Tech Dragov, Kitajska) v razmerju s formamidom (Life Technologies, ZDA) 1:300. Tako
pripravljeno plos¢o smo v termi¢nem pomnozevalniku denaturirali za 5 min pri 95 °C in
takoj prenesli na led. Sekvenator ABI 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, Kanada)
je odcital signale.

3.4.6 Kvantitativni PCR v realnem ¢asu (qPCR)

Z metodo qPCR smo dolocali prisotnost in Stevilénost 16S ribosomalne DNA (bakterije,
arheje) oz. 18S ribosomalne DNA (glive). Pred analizo qPCR smo DNA odistili S
komercialno dostopnim kompletom QIAquick® Purification Kit (Qiagen, Diisseldorf,
Nemcija). Reakcijo smo izvedli v termociklu za pomnoZzevanje DNA v realnem ¢asu 7300
Real-Time PCR System (Applied Biosystem, Kanada).

Standard za glive smo pripravili s kloniranjem DNA fragmenta 18S rRNA iz glive
Geotrichum candidum. Plazmide, ki smo jih uporabili kot standard za arheje smo izolirali
iz kolonij E. coli. Protokol za pripravo obeh standardov je opisan v naslednjih poglavjih.
Standard za bakterije pa smo dobili ze pripravljen (vir: Helmholtz Institut, Department fiir
Okologie und Lehrstuhl fiir Bodendkologie).

Kolonije celic arhej (pSC-A-Arc-16S) iz trdega Luria-Bertani (LB) gojis¢a smo prenesli v
tekoce LB gojis¢e z dodanim ustreznim antibiotikom (kanamicin) in kulturo ¢ez noc¢
stresali pri 37 °C. Po koncani inkubaciji smo plazmide izolirali s komercialno dostopnim
kompletom NucleoSpin® Plasmid/Plasmid (NoLid): Isulation of high-copy plasmid DNA
from E. coli (Macherey-Nagel, Diiren, Nemc¢ija) in se drzali navodil proizvajalca.

S Cistimi kulturami gliv (Beauveria bassiana, Penicillium, Geotrichum candidum,
Alternaria alternata) smo naredili PCR. Na osnovi rezultatov gelske elektroforeze smo
dolo¢ili kulturo, ki je najprimernejsa za izbrane zaéetne oligonukleotide (Pregl. 4).
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Dobljene pomnozke PCR smo o€istili s komercialno dostopnim kompletom QIAquick®
Purification Kit (Qiagen, Diisseldorf, Nem¢ija) in jih do nadaljne obdelave shranili pri 4
°C. S tehniko ligacije smo vnesli DNA fragment v plazmidni vektor. Za postopek
transformacije smo uporabili komercialno dostopen komplet TA cloning® Kit (Life
Technologies, Carlsbad, Kalifornija) in se drzali navodil proizvajalca.

Za dolocanje nuklotidnega zaporedja smo uporabili komercialni koplet Big Dye v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems, ZDA). Za oba univerzalna zacetna oligonukleotida
za sekvenciranje (M13R in M13F) (Promega Corporation, ZDA) (Pregl. 6) je potrebno
posebej pripraviti reakcijsko meSanico. Kon¢ne koncentracije reakcijske meSanice so
vsebovale 30 ng DNA, 1-kratni pufer za sekvenciranje, 10 pmol zacetnih oligonukleotidov
in Terminator Mix do kon¢nega volumna 5 pl. Ker smo reakcijsko mesanico delali v 5 pl
nismo dodali MQ vodo.

Preglednica 6: Seznam zacetnih oligonukleotidov, ki smo jih uporabili za skvenciranje.

Zacetni oligonukleotid Zaporednje (5'— 3')
M13r CAG GAA ACA GCT ATG ACC
M13f TGT AAA ACG ACG GCC ATG

Pomnozevanje DNA je potekalo v ciklicnem termostatu (Biometra, Nemcija) s 50—kratno
ponovitvijo temperaturnega cikla PCR sestavljenega iz treh zaporednih inkubacij 96 °C za
10 s, 50 °C za 5 s in 60 °C za 4 min, ki jim je sledilo takoj$nje ohlajanje na 4 °C do
naslednjega koraka. Reakcija se pri¢ne z zacetno denaturacijo na 96 °C za 1 min. PCR
pomnozek smo ocistili s 30 ul 100 % etanola, inkubirali na 4 °C za 15 min in centrifugirali
(15 min, 2000 x g). Supernatant smo odstranili in v vsako vdolbinico odpipetirali 125 pl 70
% etanola in centrifugirali (15 min, 2000 x g). Nato smo mikrotistrsko plos¢ico s 96-
vdolbinicami centrifugirali (30 s, 500 x g) ¢ez glavo. Odpipetirali smo 50 pl NF in
inkubirali na ledu za 15 min. Tako pripravljena plos¢a smo dali sekvencirati na Sekvenator
llumina hiseq 2000 (llumina, ZDA).

Z racunalniskim orodjem BioEdit (Biological sequence aligment editor) smo obdelali
zaporedje, tako da je ostal samo kvalitetno sekvenciran fragment. Poiskali smo zaéetna
oligonukleotida, zaporedje med njima pa analizirali s pomoc¢jo spletnega orodja Nucleotide
Blast (Basic Local Alignment Search Tool). Na osnovi prekrivanja zaporedja med genomi
dostopnimi na tej podatkovni bazi in sekvenciranim fragmentom smo dolo¢ili vrsto.

Reakcija qPCR v realnem casu za arheje, bakterije in glive je potekala v termociklu za
pomnozevanje DNA v realnem ¢asu (Applied Biosystem, Kanada).

Pogoji in reakcijska meSanica za qPCR arhej so bili optimizirani po ¢lanku skupine
Timmers in sod. (2012). Reakcijska meSanica je vsebovala par zacetnih oligonukleotidov
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(Pregl. 7) s koncentracijo 0,2 uM, 1X Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystem, Kanada), 0,6 % BSA in okoli 20 ng matri¢ne DNA do kon¢nega volumna 25

ul. Ustrezno red¢ene vzorce smo odpipetirali v mikrotitersko plosco in centrifugirali (1
min, 500 x g). Reakcija je potekala pod naslednjimi pogoji 95 °C za 10 min, 40 ciklov (95
°Cza20s,50°Cza60s, 72 °C za 30 s), signal smo merili pri 78 °C.

Pogoji in reakcijska mesanica qPCR bakterij so bili optimizirani po ¢lanku skupine Bach in
sod. (2001). Reakcijska meSanica je vsebovala par zacetnih oligonukleotidov (Pregl. 7) s
koncentracijo 10 uM, 1X Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystem,
Kanada), 0,6 % BSA in okoli 10 ng matricne DNA do kon¢nega volumna 25 ul. Ustrezno
redCene vzorce smo odpipetirali v mikrotitersko plosco in centrifugirali (1 min, 500 X g).
Reakecija je potekala pod naslednjimi pogoji 95 °C za 10 min, 40 ciklov (95 °C za 20 s, 57
°Cza30s, 72 °C za 45 s).

Pogoji in reakcijska meSanica QPCR gliv so bili optimizirani po ¢lanku skupine Borneman
in sod. (2000). Reakcijska meSanica je vsebovala par zacetnih oligonukleotidov s
koncentracijo 10 uM (Pregl. 7), 1X Power SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystem, Kanada), 0,6 % BSA in okoli 10 ng matricne DNA do konénega volumna 25
ul. Ustrezno redCene vzorce smo odpipetirali v mikrotitersko plos¢o in centrifugirali (1
min, 500 x g). Reakcija je potekala pod naslednjimi pogoji 94 °C za 3 min, 40 ciklov (94
°Cza45s,56°C za45s, 72 °C za 45 s).

Preglednica 7: Seznam za&etnih oligonukleotidov za qPCR.

Genska regija in zacetni Zaporedje (5'— 3) Vir
oligonukleotid

16S rRNA arhej

rSAf(i) CCT AYG GGG CGC AGC AG Nicol in sod. (2005)
958r YYC GGC GTT GAM TCC AATT Bano in sod. (2004)

16S rRNA bekterij

FP 16S rRNA GGT AGT CYA YGC MST AAAGC Bach in sod. (2001)

RP 16S rRNA GAC ARC CATGCASCACCTG Bach in sod. (2001)

18S rRNA gliv

nu-SSU0817 TTAGCATTG AAT AAT RRAATA GGA  Borneman in sod. (2000)
nu-SSU1536 AAT GCA ATG CYC TAT CCC CA Borneman in sod. (2000)

Za preverjanje kontaminacije smo uporabili NF vodo, ki smo jo odpipetirali namesto
vzorca. Reakcijska meSanica in pogoji reakcije so ostali enaki. Za kontrolni vzorec brez
matricne DNA velja, da kontaminacija ni prisotna, ¢e se pokaZe krivulja najman 8 praznih
ciklov za specifi¢nim signalom (Applied Biosystem, Kanada, USA) oz. po 35-tih ciklih
reakcije (Bach in sod., 2001). S tem prepre¢imo lazno pozitivno interpretacijo rezultatov.

Umeritveno krivuljo smo pripravili z redéitveno vrsto (red¢itve 10° do 10%) standardov.
Kot standard smo uporabili plazmide, izolacija in priprava le-teh je opisana v prej$njih
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odstavkih (str. 16-17). Standard za arheje je Methanobacterium, za bakterije Clavibacter
michiganesis in za glive Geotrichum candidum. S pomoc¢jo spodnjih enacb smo preracunali
Stevilo kopij plazmida:

Stevilo bp plazmida = (dolzina plazmida + dolZina fragmenta) ...(1)
Stevilo kopij = koncentracija DNA X NA /Stevilo bp plazmida X M ...(2)
Na (Avogadrova konstanta) 6,022 141 79(30) X 10% mol ™’

M (molekulska masa masa 1 bp) 660 g/mol
Stevilo kopij standarda za arheje je 2,9-10™°, za bakterije 2,12-10" in za glive 9,6-10°.

Reakcijska mesanica in pogoji za pripravo standarda za qPCR so enaki kot za vzorce. Na
osnovi rezultatov meritvene krivulje smo s programsko opremo 7300 System SDS preverili
uspesnost reakcije in analizirali dobljene podatke. Umeritvena krivulja je izra¢unana na
osnovi Sestih tock in §tirih tehni¢nih ponovitvah posamezne redcitve. Zanesljivost krivulje
smo preverili s ponovljivostjo pipetiranja vzorcev in z r? vrednostjo (statistiéni pokazatelj
predvidljivosti napovedi ene vrednosti glede na drugo) (Pregl. 8).

Uspesnost pomnozevanja posamezne PCR reakcije smo izraunali po nasledn;ji enacbi:

uspesnost = 10 (Hnaklon 1 ...(3)

Preglednica 8: Na osnovi vrednosti naklona (r’) izraunan izkoristek posamezne qPCR reakcije.

Sekvenca rl izkoristek (%)
16S rRNA sekvenca arhej -3,6 89
16S rRNA sekvenca bakterij -3,1 110
16S rRNA sekvenca gliv -3,6 89

3.5 ENCIMSKI TESTI

V vzorcih tal smo dolocali aktivnost encimov vkljucenih v cikel C (B-glukozidaza, B-
glukuronidaza, ksilanaza), cikel N (hitinaza) in cikel P (fosfataza) (Pregl. 9). Uporabili smo
metodo avtorjev Marx in sod. (2001) in Pritsch in sod. (2011), ki je primerna za pH tal nad
6. Metoda temelji na cepitvi vezi med za encim specificnim substratom in fluorescirajoco
molekulo, v nasem primeru 4-metilumbeliferon (4-MU). Encim sprozi cepitev vezi, pri
c¢emer se sprozi mocan fluorescirajo¢ signal, ki ga od¢ita detektor. Intenzivnost signala je
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premo sorazmerna s koli¢ino cepljenih vezi med substratom in fluorescirajo¢o molekulo.
Mo¢ fluorescence je odvisna od pH-ja. Za 4-MU je optimalno obmoc¢je pH med 6 in 9.

Preglednica 9: Seznam encimov, substratov uporabljenih pri meritvah, substratov, ki jih encimi v naravi
cepijo ter organizmi, ki posamezni encim sintetizirajo.

Encim Substrat Substrat lzvor
(encimski test) (v naravi)

Fosfataza MU-fosfat organski fosfat vsi organizmi

B-glukozidaza MU-glukozid skrob vsi organizmi

B-glukuronidaza MU-glukoronid pektin vsi organizmi

Hitinaza MU-N-acetilglukozamid hitin glive

Ksilanaza MU-ksilozid ksilan mikroorganizmi

Ustrezno koncentracijo substrata (Sigma Aldrich Chemicals, Francija) in ¢as inkubacije
smo doloc¢ili na osnovi testiranja vzorcev z razlicnimi koncentracijami substrata in ¢asom
inkubacije. Primerno koncentracijo substrata in ¢as inkubacije smo dolo¢ili pri prehodu iz
eksponentne v stacionarno fazo (Pregl. 10).

Preglednica 10: V preglednici so zbrane koncentracije substrata in ¢as inkubacije za posamezni encim, ki
smo jih dolo¢ili na osnovi rezulatov predtestov.

Substrat Koncentracija substrata (uM) Cas inkubacije (min)
MU-fosfat 400 45
MU-glukozid 400 60
MU-glukoronid 600 60
MU-N-acetilglukozamid 600 120
MU-ksilopiranozid 600 60

Globoko zamrznjene (- 80 °C) (Haierus, Kitajska) vzorce tal smo en teden klimatizirali na
14 °C. S tem smo se najbolj priblizali realnemu Stanju in s tem temperaturi svezih tal, ki je
za encimsko analizo najprimernej$a (neobjavljeni rezultati Helmholtz Institut, Department
fiir Okologie und Lehrstuhl fiir Bodendkologie). Po enem tednu smo 400 mg tal prelili s 40
ml MQ vode in jih resuspendirali s stresanjem za 15 min. VVzorce smo prenesli v ohlajeno
kopel in stresali z impulzi (VWR, ZDA) 3 min. Nato smo suspenzijo tal pipetirali (50 ul) v
mikrotitersko plos¢o (Nunc Life Science, Danska), dodali 100 ul substrata, plos¢e prenesli
v temnico (21 °C) in jih na stresalniku (Dynatech, Nemcija) inkubirali (Pregl. 10). Po
koncu inkubacije smo na vzorce odpipetirali 100 ul tris pufra (1,25 M, pH > 10) ter s tem
prekinili reakcijo. Mikrotiterske plos¢e smo centrifugirali (5 min, 2420 x g na 20 °C) in
izmerili fluorescenco (Aex 365 nm; Aem 445 Nm) (Molecular Devices, ZDA)

Umeritveno krivuljo smo pripravili s fluorescenénim substratom 4-MU (Sigma Aldrich
Chemicals, Francija). 50 ul substrata v koncentracijah (0, 100, 200, 300, 400, in 500
pmol/100 pL) in 50 ul vzorca tal (vsa obravnavanja) in 100 pL tris pufra smo odpipetirali
v mikrotitersko plosco in pomerili fluorescenco. Iz dobljenih vrednosti smo narisali grafe
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linearne odvisnosti med koncentracijo substrata in fluorescenco ter na osnovi enacbe (y =
nx) izracunali koncentracijo posameznega encima v vzorcu tal.

Koncentracijo encima v vzorcih tal smo izracunali po naslednjih enacbah:

X1 = izmerjena vrednost signala-avtoflourescenca 4-MU/0,4 mg- suha masa tal ...(4)
y = n-x (umeritvena krivulja za 4-MU) ...(5)
X2=1/n - X1

...(6)
X3 =X2/t ...(7)

X1 [emisija fluorescence mg™]

n [naklon premice umeritvene krivulje]
X2 [pmol MU mg tal™]

X3 [pmol MU mg tal*min™]

3.6 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

V Seststopenjski sekvencni reakciji doloc¢anja kovin Zn in Cd smo obravnavali 18 enot
vzorc¢enja (Stiri ponovitve za obravnavanja FO, FO+TK10 ter FO+TK100, obravnavanji
NPK in FO+TK1000 smo pripravili v treh ponovitvah). V vse ostale teste smo vkljucili 5
obravnavanj v 4 ponovitvah, razlikuje se le Stevilo tehni¢nih ponovitev — enot vzorcenja.
Tako smo v analizi DON in DOC obravnavali 60 enot vzoréenja, za mineralne oblike N pa
20. V merjenje encimske aktivnost smo vkljucili najve¢ 80 enot vzoréenja; 4 enote
vzoréenja za vsako ponovitev 0z. ne manj kot tri v primeru, da je bila razlika med
tehni¢nimi ponovitvami velika. V dolocanje Stevila kopij 16S rRNA arhej in 16S rRNA
bakterij smo vkljucili 60 enot vzorcenja, v analizo 18S rRNA gliv pa 40, pri analizi klastra
za arheje, bakterije in glive smo obravnavali 20 enot vzor¢enja.

Podatki so statisticno obdelani s programoma R (R Core Team, 2013) in Excel. Izracunali
smo geometrijsko sredino in standardne napake izmerjenih vrednosti koncentracije
Seststopenjske sekvencne reakcije preucevanih kovin (Zn in Cd) znotraj posameznega
obravnavanja. Z analizo variance za poskusno zasnovo slucajne skupine (ANOVA) smo
preverili, ¢e med obravnavanji prihaja do statisticnih razlik med povprecji izmerjenih
vrednosti za Seststpopenjsko sekvencno reakcijo, skupno vsebnost Zn in Cd, DON, DOC
mineralne oblike N, gPCR, T-RF in encime. Ce je analiza variance pokazala statisti¢no
znaCilnost med obravnavanji, smo analizo nadaljevali z Duncanovim testom mnogoterih
primerjav pri stopnji znacilnosti 0,05. Za spremenljivke, pri katerih predpostavka analize
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variance 0 enakosti varianc po obravnavanjih ni bila izpolnjena, smo uporabili
neparametri¢no Kruskal-Wallisovo analizo variance in test mnogoterih primerjav za
mediane. Homogenost varianc smo preverili z Levenovim testom.

S programsko opremo GeneMapper smo analizirali T-RFLP signale na grafih, ki jih je
odcital sekvenator. Najprej smo preverili, ¢e so vsi vzorci znotraj velikostnega razreda
izbranega standarda (MapMarker 1000), ¢e vrhovi izrisanih grafov na ordinatni osi ne
presegajo vrednost 30.000 ter Ce so signali na grafih modre ali rdece barve. V primeru, da
kateri od teh pogojev ni izpolnjen je bilo potrebno ponoviti T-RFLP. V naslednjem koraku
smo zdruzili poskusne enote posameznega obravnavanja v skupine, sovpadajo¢e vrhove pa
poravnali. Tako pridobljene podatke smo prenesli v Excel tabelo in jih analizirali s
programom T-REX (T-RFLP analysis expedited) (Culman in sod., 2008). Pravilno
oblikovano datoteko smo nalozili in obdelali podatke: filtrirali smo ozadje, odstranili vse
terminalne restrikcijske fragmente (T-RF) krajse od 50 bp in jih poravnali. Na koncu
program izdela matriko, v kateri je za vsako poskusno enoto izpisana visina vrha (e je le-
ta prisoten) za razli¢ne velikostni fragmentov DNA (v baznih parih). Z analizo razvr§€anja
v skupine smo na podlagi te matrike ugotavljali, ali se kazejo razlike v DNA med
razliénimi obravnavanji. Matrike smo grafi¢no predstavili z dvorazseznim dendrogramom.
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4 REZULTATI

Cilj magistrskega dela je bil doloc¢iti vpliv kovin Zn in Cd iz fermentacijskega ostanka
(FO) izbrane bioplinarne na sestavo, $tevilénost in aktivnost mikrobnih zdruzb v tleh. V ta
namen smo poleg enkratnega odmerka FO vzorcem tal dodali FO z naras¢ajo¢ima
koncentracijama Zn in Cd (10-, 100- in 1000-krat povecane vsebnosti kot so v FO). Za
kontrolo smo uporabili obravnavanje z mineralnim gnojilom NPK. Lastnosti tal, ki
predhodno niso bila tretirana s FO ali drugimi antropogenimi viri PTK, so predstavljene v
preglednici 11, lastnosti FO pa v preglednici 12. Vsebnost PTK (Zn in Cd) v mineralnem
gnojilu NPK je bila pod detekcijsko mejo.

Preglednica 11: Osnovne znadilnosti tal uporabljenih v lonénem poskusu.

Parameter Izmerjena vrednost
Kemiéne lastnosti tal

pH 6,1

Organska snov (%) 2,4

CEC (mmol/100 g tal) 14,1

C (%) 1,4

N (%) 0,2

CIN 7

Rastlini dostopni P (g P,Os/kg ss) 0,08

Rastlini dostopni K (g K,0/kg ss) 0,24

Zn (mg/kg) 87,7

Cd (mg/kg) 0,57
Fizikalne lastnosti tal

Tekstura tal Meljasta ilovica

Pesek (%) 2,1

Glina (%) 23,9

Grobi melj (%) 23

Fini melj (%) 51

Preglednica 12: Sestava fermentacijaskega ostanka.

Parameter Izmerjena vrednost
Suha snov (%) 6
Pepel (% v ss) 29,30
Organska snov (% v ss) 70,70
pH 7,7
Skupni N (g/kg ss) 103
Rastlini dostopni P (g P,Os/kg ss) 15
Rastlini dostopni K (g K,O/Kkg ss) 34
Cd (mg/kg ss) 1,2
Zn (mg/kg ss) 190

4.1 VPLIV FO NA LAZJE DOSTOPNE OBLIKE C INN V TLEH

Tri mesece po dodatku FO tlem je bila povpre¢na vsebnost topnega organskega ogljika
(DOC), topnega organskega dusika (DON), ter mineralnih oblik dusika (NH4" in NO3)
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enaka v kontrolnih tleh (NPK) in tleh z dodatkom FO (Pregl. 13). Zanimivo pa smo
dolo¢ili znacilno veéje povprec¢ne koncentracije DOC in DON v obravnavanju s 1000-
kratno povecano vsebnostjo PTK kot sta v izvornem FO (Pregl. 13). Analiza variance je
pokazala, da je povprecna koncentracija DOC v obravnavanju FO+TK1000 znacilno vecja
od ostalih obravnavanj, kljub veliki standardni napaki. Na tako veliko standarno napako
vpliva bistveno vec¢ja koncentracija v enem vzorcu tal in sicer v vseh treh tehni¢nih
ponovitvah. Analiza variance za DON je prav tako pokazala, znacilno vec¢jo povprec¢no
koncentracijo v obravnavanju FO+TK1000 kot v ostalih obravnavanjih (NPK, FO+10TK
in FO+100TK).

Preglednica 13: DOC, DON, NH," in NO5 v tleh po obravnavanjih na globini tal 0-2 cm: tla z dodanim
mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz bioplinarne ter tla s FO z 10-,
100- oz. 1000-krat pove¢ano vsebnostjo PTK kot je bila v izvornem FO. Prikazana so povpre¢ja in
standardne napake. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisticno znacilne razlike med obravnavanji po Duncanovem
testu (p<0,05).

Povprecje Povprecje Povprecje Povprecje

DOC DON NH,* NOs

(ng/g tal) (ng/g tal) (ng/g tal) (ng/g tal)
NPK 103,1+0,8 b 15,9+0,3 b 0,2+0,0 a 1,1+0,1 a
FO 108,6+2,3 b 19,0+£2,4 a,b 1,8+14 a 1,2+0,6 a
FO+10TK 94,1+2,1 b 15,9+0,3 b 1,319 a 1,0+0,1 a
FO+100TK 104,2+1,6 b 17,4+1,2 b 1,4+1,0 a 1,2+0,3 a
FO+1000TK 131,1+7,2 a 23,3+2,1 a 0,6+0,4 a 1,5+0,4 a

4.2 VPLIV FO NA SKUPNO VSEBNOST IN DOSTOPNOST KOVIN V TLEH

Tri mesece po dodatku FO tlem je bila povprecna vsebnost Zn in Cd enaka v kontrolnih
tleh (NPK) in tleh z dodatkom FO (Pregl. 14). Skupna vsebnost Zn v tleh je bila znacilno
vecja po dodatku FO s 100- in 1000-krat povecano vsebnostjo Zn. Skupna vsebnost Cd v
tleh pa je bila znaéilno veéja le v obravnavanju FO s 1000-krat povecano vsebnostjo Cd.
Povpre¢ne skupne vsebnosti Cd in Zn v tleh niso presegle mejne imisijske vrednosti obeh
kovin, t,j. 1 mg/kg za Cd in 200 mg/kg za Zn, razen v obravnavanju FO s 1000-krat
povecano vsebnostjo PTK, kjer v obeh primerih preseze opozorilno vrednost, ne pa tudi
kriticne (Pregl. 1 in 14).

Preglednica 14: Skupna vsebnost Cd in Zn po obravnavanjih na globini tal 0-2 cm: tla z dodanim mineralnim
gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz bioplinarne ter tla s FO z 10-, 100- oz.

1000-krat pove¢ano vsebnostjo PTK kot je bila v izvornem FO. Prikazana so povpredja in standardne napake.
Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisticno znacilne razlike med obravnavanji po Duncanovem testu (p<0,05).

Obravnavanje Cd (mg/kg) Zn (mg/kg)

NPK 0,5+0,1 a 86,5+18.4 a
FO 0,6+0,0 a 78,5+5,6 a
FO+10TK 0,6+0,0 a 85,1+8,1 a
FO+100TK 0,7+0,0 a 133,1+8,6 b
FO+1000TK 4,3£0,5 b 614,6£53,1 c
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Ker skupna vsebnost PTK ni najbolj$i pokazatelj strupenosti preuc¢evanih kovin
mikroorganizmom, smo s 6-stopenjsko sekvencno reakcijo ocenili njihovo (bio)dostopnost.
Glede na porocanje avtorjev (Tessier in sod., 1979) sekvenéne reakcije, sta prvi dve
frakciji lahko biodostopni, mobilnost naslednjih dveh pa je mo¢no odvisna od pogojev v
tleh. Rezultati kazejo, da enkratni odmerek FO ni povecal povprecne koncentracije
preucevanih kovin v nobeni od frakcij sekvenéne reakcije. Prav tako dodatek kovin v 10-,
100- in 1000-krat povecani vsebnosti kot je v FO, ni znacilno spremenil biodostopnosti Cd.
Znacilno se je povecala biodostopnost Zn in sicer le v obravnavanju z 1000-krat povecano
vsebnostjo kovin. V tretji in Cetrti frakciji, ki veljata za manj mobilni, smo izmerili
znacilno vec¢jo povprecno koncentracijo Zn in Cd v obravnavanju s 100- in 1000-krat
povecano vsebnostjo kovin (Pregl. 15 in 16).

Preglednica 15: Povpre¢ne koncentracije Cd v 6-stopenjski sekven¢ni reakceiji po obravnavanjih na globini tal
0-2 cm: tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz
bioplinarne ter tla s FO z 10-, 100- 0z. 1000-krat povecano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO. Prikazana
so povprecja (mg/kg) in standardne napake. Vrednosti s pisavo krepko oznacujejo statisti¢no znacilne razlike
med obravnavanji po Duncanovem testu (p<0,05). Meja detekcije je 0,07 mg Cd/kg.

Obravnavanje Cd-1.f Cd-2.f Cd-3.f Cd-4.f Cd-5.f Cd-6.f
NPK 0 0 0 0,2+0,17 0,1£0,1 0
FO 0 0 0 0,120,1 0,120,1 0
FO+10TK 0,1+0,01 0 0 0,2+0,2 0,2+0,1 0
FO+100TK 0,1+0,01 0 0,1£0,02  0,2+0,05 0,4:0,1 0
FO+1000TK 0,1+0,01 0 0,5+0,07 0,6+0,05 2,7+0,2 0

Preglednica 16: Povpre¢ne koncentracije Zn v 6-stopenjski sekvenc¢ni reakciji po obravnavanjih na globini tal
0-2 cm: tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz
bioplinarne ter tla s FO z 10-, 100- 0z. 1000-krat pove¢ano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO. Prikazana
so povpre¢ja (mg/kg) in standardne napake. Vrednosti s pisavo krepko oznacujejo statisti¢no znacilne razlike
med obravnavanji po Duncanovem testu (p<0,05). Meja detekcije je 0,01 mg Zn/kg.

Obravnavanje Zn-1.1 Zn-2.f Zn-3.f Zn-4.f Zn-5.f Zn-6.f

NPK 0 0 1,2+0,3 2,3£1,7 6,2+0,6 76,2 +4,9
FO 0 0 0,9+0,1 1,9+0,8 6,3+0,4 68,7+1,7
FO+10TK 0 0 1,2+0,1 3,5¢1,7 10,3+0,9 73,043,5
FO+100TK 0 0,301 5,2+0,8 11,8+52 33,6+5,8 83,4+5,3

FO+1000TK 034005 3,106 70,8488 94442  3052+199  153,0+83
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4.3 VPLIV FO NA STRUKTURO TALNIH MIKROBNIH ZDRUZB

Tri mesece po nanosu dodatkov tlem (NPK, FO, FO+10TK, FO+100TK, FO+1000TK)
smo ugotovili najvecji odziv na povecane koncentracije kovin v FO pri bakterijah, sledijo
arheje in glive z manjSimi razlikami v strukturi (Slika 3, 5, 7). Enkratni odmerek FO tlem
ne vpliva na strukturo arhej, bakterij in gliv v primerjavi s kontrolnim obravnavanjem
(NPK).

Dolo¢ili smo 14 T-RF arhej. Dvorazsezni dendrogram arhej ne kaze ocitnih razlik med
obravnavanji (Slika 3). Obravnavanja s 100- in 1000-krat povecano vsebnostjo kovin se
zdruzijo, vendar to ne velja za vse ponovitve. Na dendrogramu se tudi zdruzijo 3 ponovitve
obravnavanja z dodanim FO. Analiza posameznih T-RF kaze manjse spremembe v
pojavnosti in intenziteti merjenih signalov (Slika 2, 3). T-RF 538 je prisoten v vseh
obravnavanjih. T-RF 250 kaze povezanost s kovinami, saj se znaéilno zvisa intenziteta
merjenega signala v obravnavanjih s 10- in 1000-krat pove¢no vsebnostjo Zn in Cd.
Nasprotno pa intenziteta T-RF 88 in 190 z naras¢ajoco koncentracijo kovin pada in je v
obravnananju s 1000-krat poveCano vsebnostjo PTK =znalilno nizja. T-RF 143 v
obravnavanju z enkratnim odmerkom FO ni prisoten.

ey
A

Slika 2: Prese¢ni prikaz 14-dominantnih T-RF arhej na osnovi njihove znacilne razlike in pojavnosti med
obravnavanji. V primerjavo smo vkljuéili tri obravnavanja, ki se med seboj statistino znaéilno najbolj
razlikujejo; tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK (NPK), tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO)
iz bioplinarne ter tla s FO s 1000-krat povecano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO. Za prisotnost
posameznega T-RF smo upostevali statisticno znalilne razlike med obravnavanji po Duncanovem testu
(p<0,05) ter pojavnost signala v vseh 4 ponovitvah posameznega obravnavanja.
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Slika 3: Dvorazsezni dendrogram je podan na osnovi relativne prisotnosti 14-tih dominantnih T-RF
fragmentov arhej v odvisnosti od obravnavanj, na globini tal 0-2 cm. V $tudijo je vklju¢enih pet obravnavanj;
tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz bioplinarne ter tla
s FO z 10-, 100- oz. 1000-krat povedano vsebnostjo PTK kot je v FO. Podobnost med ponovitvami je
doloc¢ena z Bray-Curtis matriko. Relativne vrednosti fragmentov so opredeljene z barvno lestvico (Color
Key), ki je pojasnjena z legendo na vrhu slike.

Dolo¢ili smo 20 T-RF bakterij. Dendrogram bakterij (Slika 5) kaze, da se vse ponovitve s
1000-krat povecano vsebnostjo PTK kot je v FO zvrstijo v eno vejo in se lo¢ijo od ostalih
obravnavanj. Podobno se zdruzijo tudi ponovitve z 10- in 100-krat povecano vsebnostjo
kovin, z vrinjeno ponovitvijo obravnvanaja NPK in FO. Analiza posameznih T-RF kaze
spremembe v pojavnosti in intenziteti merjenih signalov (Slika 4, 5). T-RF 153 kaze
povezanost s FO in kovinami, saj ni prisotev v kontrolnem obravnavanju NPK, T-RF 81 pa
ima izrazito mocan signal samo v kontrolnem obravnavanju, nato smo znacilno nizji signal
dolo¢ili e v obravnavanju s 1000-krat povecano vsebnostjo kovin, v ostalih obravanavnjih
tega T-RF nismo izmerili. Intenzivnost T-RF 128, 142, 294 in 504 v odvisnosti od
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narasc¢ajoCe koncentracije PTK pada, kar lahko nakazuje povezanost z bakterijskimi
zdruzbami obcutljivimi na povisane koncentracije kovin. Tem T-RF smo doloc¢ili znacilno
nizji signal v obravnavanju s 1000-krat povecano vsebnostjo kovin kot je v FO, v
primerjavi s kontrolnim obravnvanjem NPK.

/\
A

Slika 4: Presecni prikaz 20-dominantnih T-RF bakterij na osnovi njihove znacilne razlike in pojavnosti med
obravnavanji. V primerjavo smo vkljucili tri obravnavanja, ki se med seboj statisticno znacilno najbolj
razlikujejo; tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK (NPK), tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO)
iz bioplinarne ter tla s FO s 1000-krat poveéano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO. Za prisotnost
posameznega T-RF smo upostevali statisticno znalilne razlike med obravnavanji po Duncanovem testu
(p<0,05) ter pojavnost signala v vseh 4 ponovitvah posameznega obravnavanja.
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Slika 5: Dvorazsezni dendrogram je podan na osnovi relativne prisotnosti 20-tih dominantnih T-RF
fragmentov bakterij v odvisnosti od obravnavanj, na globini tal 0-2 cm. V Studijo je vkljuéenih pet
obravnavanj; tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz
bioplinarne ter tla s FO z 10-, 100- 0z. 1000-krat pove¢ano vsebnostjo TK kot je v izvornem FO Podobnost
med ponovitvami je dolo¢ena z Bray-Curtis matriko. Relativne vrednosti fragmentov so opredeljene z barvno
lestvico (Color Key), ki je pojasnjena z legendo na vrhu slike.
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Dolo¢ili smo 9 T-RF gliv. Velika podobnost med obravnavanji kaze, da enkratni odmerek
FO in povisane koncentracije kovin (10-, 100-, 1000-krat) nimajo ocitnega vpliva na
zdruzbo gliv (Slika 7). Osem ponovitev z dodanimi kovinami se zdruzi tesno skupaj.
Analiza posameznih T-RF kaZze manjSe spremembe v pojavnosti in intenziteti merjenih
signalov (Slika 6, 7). T-RF 451 in 453 imata zelo mocan signal v vseh obravnavanjih. T-
RF 67, 136 in 308 se ne pojavijo v obravnavanju NPK, T-RF 559 pa samo v tem
obravnavanju. Intenzivnost signala 67 je znacilno visja v obravnavanju FO. Intenzivnost
signalov T-RF 97, 136, 282 in 308 naras¢a s koncentracijo kovin, v obravnavanjih brez
dodanih kovin pa je signal nizek. Ti T-RF lahko nakazujo na povezanost z glivnimi
zdruzbami manj obcutljivimi na povisane koncentracije kovin. Pri teh T-RF smo dolo¢ili
znacilno visji signal v obravavnju s 1000-krat povecano vsebnostjo kovin, pri T-RF 282 pa
tudi v obravnvanju s 100-krat povecano vsebnostjo kovin.

/<
N

FO+1000TK

Slika 6: reseéni prikaz 9-dominantnih T-RF gliv na osnovi njihove znadilne razlike in pojavnosti med
obravnavanji. V primerjavo smo vkljucili tri obravnavanja, ki se med seboj statisticno znacilno najbolj
razlikujejo; tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK (NPK), tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO)
iz bioplinarne ter tla s FO s 1000-krat povecano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO. Za prisotnost
posameznega T-RF smo upostevali statisticno znacilne razlike med obravnavanji po Duncanovem testu
(p<0,05) ter pojavnost signala v vseh 4 ponovitvah posameznega obravnavanja.
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Slika 7: Dvorazsezni dendrogram je podan na osnovi relativne prisotnosti 9-tih dominantnih T-RF
fragmentov gliv v odvisnosti od obravnavanj, na globini tal 0-2 cm. V $tudijo je vkljuéenih pet obravnavanj;
tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz bioplinarne ter tla
s FO z 10-, 100- oz. 1000-krat poveéano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO. Podobnost med ponovitvami
je dolo¢ena z Bray-Curtis matriko. Relativne vrednosti fragmentov so opredeljene z barvno lestvico (Color
Key), ki je pojasnjena z legendo na vrhu slike.
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4.4 \VPLIV FO NA STEVILCNOST MIKROBNIH ZDRUZB

FO ni vplival na povpre¢no Stevilénost preucevanih mikrobnih zdruzb v tleh tri mesece po
nanosu (Slika 8, 9, 10), prav tako ni imel vpliva FO z do 100-krat povec¢ano vsebnostjo
kovin. Medtem, ko je 1000-krat povecana vsebnost kovin v FO negativno vplivala na
Stevilénost arhej, znacilnih razlik pri bakterijah in glivah nismo zaznali (Slika 8, 9, 10).
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Slika 8: Povpre¢no Stevilo kopij 16S rRNA arhej po obravnavanjih ob koncu poskusa. Prikazana so
povprecja s standardno napako. V studijo je vkljuc¢enih pet obravnavanj, na globini tal 0-2 cm; tla z dodanim
mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz bioplinarne ter tla s FO z 10-,
100- oz. 1000-krat povecano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO. Razli¢ne ¢rke oznadujejo statistiCno
znacilne razlike med obravnavanji po Duncanovem testu (p<0,05). Izhodis¢e grafa se ne za¢ne iz 0.
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Slika 9: Povpreéno Stevilo kopij 16S rRNA bakterij po obravnavanjih ob koncu poskusa. Prikazana so
povprecja s standardno napako. V Studijo je vkljuéenih pet obravnavanj na globini tal 0-2 cm; tla z dodanim
mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz bioplinarne ter tla s FO z 10-,
100- oz. 1000-krat povecano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisticno
znacilne razlike med obravnavanji po Duncanovem testu (p<0,05). Izhodis¢e grafa se ne zaéne iz 0.
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Slika 10: Povpreéno S$tevilo kopij 185 rRNA gliv po obravnavanjih ob koncu poskusa. Prikazana so
povpredja s standardno napako. V $tudijo je vklju¢enih pet obravnavanj na globini tal 0-2 cm; tla z dodanim
mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz bioplinarne ter tla s FO z 10-,
100- o0z. 1000-krat povecano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO. Razli¢ne ¢rke oznadujejo statisti¢no
znacilne razlike med obravnavanji po Duncanovem testu (p<0,05). Izhodisce grafa se ne zacne iz 0.
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V Pregl. 17 so predstavljene povpre¢ne vrednosti in strandardne napake Stevila kopij 16S
rRNA arhej in baterij ter 18S rRNA gliv. Razli¢ne ¢rke predstavljajo znacilne razlike med
obavnavaniji.

Preglednica 17: Povpreéno Stevilo kopij 16S rRNA arhej in bakterij in 18S rRNA gliv po obravnavanjih na
globini tal 0-2 cm: tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO)
iz bioplinarne ter tla s FO z 10-, 100- oz. 1000-krat pove¢ano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO.
Prikazana so povprecja (Stevilo kopij/g tal) in standardne napake. Vrednosti z razliénimi ¢rkami oznacujejo
statisti¢no znacilne razlike med obravnavanji po Duncanovem testu (p<0,05).

Obravnavanje 16S rRNA arhej 16S rRNA bakterij 18S rRNA gliv

(5t. kopij/g tal) (8t. kopij/g tal) (St. kopij/g tal)
NPK 1,6:10%+1,7-107 a 3,2:10%+2,6-10° a 6,0-10£1,3-10° a
FO 1,7-10%+2,0-107 a 3,8:10%+1,7-107 a 56:10'48,8-10°  a
FO+10TK 9,4-107+7,3-107 b,c 3,4-10%£1,4-107 a 43-10+2,9-10° a
FO+100TK 1,2:10%+1,6-107 a,b 3,1-10%£2,1-107 a 5,5-10'+1,0-10°  a
FO+1000TK 5,5-10"+6,0-10° c 2,7-10%:1,2-107 a 7,7-10'+1,4-10°  a

Slika 11 prikazuje primerjavo povpre¢nega Stevila kopij genov med arhejami, bakterijami
in glivami. V tleh so steviléno najbolj zastopane bakterije, sledijo arheje in glive.
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Slika 11: Primerjava povpre¢ne $tevilénosti genov 16S rRNA arhej, 16S rRNA bakterij in 18S rRNA gliv.
Prikazana so povprecja s standardno napako. V studijo je vkljucenih pet obravnavanj; tla z dodanim
mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz bioplinarne ter tla s FO z 10-,
100- 0z. 1000-krat povecano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO.
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4.4 VPLIV FO NA ENCIMSKO AKTIVNOST

Tri mesece po dodatku FO tlem je bila povprecna aktivnost encimov enaka v kontrolnih
tleh (NPK) in tleh z dodatkom FO (Slika 12, 13). Negativnega vpliva kovin na povprec¢no
aktivnost encimov ksilanaza, B-glukozidaza, hitinaza in fosfataza nismo dolo¢ili (Slika 12).
1000-krat povecana vsebnost kovin v FO je znacilno negativno vplivala le na povpre¢no
aktivnost encima B-glukuronidaza (Slika 13).
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Slika 12: Povprecna izmerjena aktivnost encimov ksilanaza, B-glukozidaza, hitinaza in fosfataza po
obravnavanjih ob koncu poskusa. V $tudijo je vkljugenih pet obravnavanj na globini tal 0-2 cm; tla z
dodanim mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim fermentacijskim ostankom (FO) iz bioplinarne ter tla s
FO z 10-, 100- oz. 1000-krat povecano vsebnostjo PTK kot je v izvornem FO. Prikazana so povpredja in
standardne napake. Razli¢ne ¢rke oznacujejo statisticne razlike med obravnavanji po Duncanovem testu
(p<0,05). Izhodis¢e vseh grafov se ne zaéne iz 0.

Povpre¢na aktivnost encima B-glukuronidaza v obravnavanju FO+TK1000 je znacilno
nizja kot v obravnavanjih FO in FO+10TK (Slika 13).
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Slika 13: Povpre¢na aktivnost encima J-glukuronidaza po obravnavanjih ob koncu poskusa. V studijo je
vkljuéenih pet obravnavanj na globini tal 0-2 cm; tla z dodanim mineralnim gnojilom NPK, tla z dodanim
fermentacijskim ostankom (FO) iz bioplinarne ter tla s FO z 10-, 100- oz. 1000-krat pove¢ano vsebnostjo
PTK kot je v izvornem FO. Prikazana so povprecja in standardne napake. Razli¢ne ¢rke oznacujejo

statisticno znacilne razlike med obravnavanji po Duncanovem testu (p<0,05). Izhodisce grafa se ne zacne iz
0.
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5 RAZPRAVA

Evropska komisija si je zadala cilj povecanja proizvodnje energije iz obnovljivih virov na
20 % do leta 2020, v primerjavi z letom 2005, ko je proizvodnja dosegala 8,5 % (EREC,
2008). V Sloveniji smo v zadnjem letu sicer belezili rahel padec v pridobivanju bioplina, Ki
trenutno predstavlja 3,1 % energije pridobljene iz obnovljivih virov (ARSO, 2014).
Skladno bo s porastom pridobivanja bioplina narasc¢al stranski produkt — fermentacijski
ostanek. Zaradi bogate organske sestave in hranil je FO potencialno primeren kot sredstvo
za gnojenje. Vendar FO vsebuje tudi potencialno toksi¢ne kovine, ki imajo lahko v
preseznih koncentracijah negativni vpliv na talni ekosistem (Giller in sod., 1998). V naso
Studijo smo poleg obravnavanja z izvornim FO vkljuéili tudi obravnavanja z
eksperimentalno pove¢ano vsebnostjo kovin v FO, in sicer v koncentracijskem gradientu
10-, 100- in 1000- krat povecanih vsebnosti Zn in Cd v primerjavi z izvornim FO (1,2 mg
Cd/kg in 190 mg Zn/kg ss FO) Po treh mesecih smo ovrednotili vpliv FO in kovin na
Stevilénost, pestrost in encimsko aktivnost mikrobnih zdruzb arhej, bakterij in gliv v tleh.

Rezultati kazejo, da enkratni maksimalno dovoljeni odmerek FO (170 kg N/kg), dolo¢en
glede na koli¢ino dodanega N tlem, ni spremenil skupne vsebnosti Zn in Cd v tleh (Pregl.
14), se je pa njuna vsebnost znacilno povecala v obravnavanjih s 100-krat (Zn) in 1000-
krat eksperimentalno pove¢ano vsebnostjo kovin (Cd in Zn) kot je v bila v izvornem FO. V
obravnavanju s 1000-krat povec¢ano vsebnostjo kovin, skupna vsebnost obeh preucevanih
kovin doseze zakonsko doloCeno opozorilno vrednost, ne pa tudi kriticne. Rezultati nase
Studije so skladni z dolo¢ili Uredbe o imisijskih vrednosti nevarnih snovi v tleh (Uredba o
mejnih ..., 1996), saj smo le v obravnavanju FO+1000TK, kjer vsebnost Zn in Cd doseze
zakonsko dolo¢eno opozorilno vrednost, izmerili negativni vpliv na merjene mikrobne
parametre. Rezultati prav tako kazejo, da uporaba FO v zakonsko dolo¢enem maksimalno
dovoljenem odmerku, kot tudi z 10- in 100-krat povec¢ano vsebnostjo kovin, ne preseze
zakonsko dolo¢ene mejne vrednosti za posamezno kovino.

Avtorji porocajo (Giller in sod., 1998; Kashem in sod., 2007), da skupna koncentracija
kovin ni najprimernejsi parameter za ocenjevanje vpliva na mikroorganizme, saj je ve€ina
kovin v tleh vezanih na minerale in na organsko snov in so tako mikroorganizmom
nedostopni. Zato je primernej$i parameter za ocenjevanja vpliva na mikroorganizme
njihova biodostopnost. Skupina Tessier in sod. (1979) je dolo¢ila prvi dve frakciji
sekvencne reakcije kot najbolj mobilni in s tem biolosko dostopni. V nasi Studiji smo 3
mesece po dodajanju FO dolo¢ili znacilno vecjo biodostopno koncentracijo Zn (3,4 mg/kg;
Pregl.16) v obravnavanju s 1000-krat pove¢ano vsebnostjo PTK, pri Cd pa znailnih razlik
v biodostopnih frakcijah med obravnavanji ni bilo. Kot so Zze porocali Tessier in sod.
(1979), biodostopni frakciji PTK v na8i S$tudiji predstavljata majhen delez skupne
koncentracije posamezne kovine, in sicer 2,3 % skupne koncentracije Cd in 0,5 % skupne
koncentracije Zn.
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Nasi rezultati kazejo, da so bile 3 mesece po dodajanju FO, kovine Ze dobro vezane, saj so
se znacilno povecale biolosko manj dostopne oblike Cd in Zn (3-, 4-, 5-frakcija za Cd in
Zn 6-frakcija za Zn). Kar je skladno z rezultati Suhadolc (2003), ki poroc¢a, da so 3 mesece
po dodatku topnih oblik kovin vzorcem tal, le-te Ze mo¢no vezane in je posledi¢no njihova
biodostopnost manjsa, kot na zaCetku poskusa. Tudi avtorja Walter in Cuevas (1999)
porocata, da so se biolosko manj dostopne oblike Zn iz 15 % v kontrolnem obravnavanju
povecale na do 60 % v obravnavanjih z veéletnim dodajanjem blata iz Cistilnih naprav.
Enako so zakljucili za kovino Cd, kjer so lazje dostopne oblike pod mejo detekcije, vecino
te kovine pa so izmerili v biolosko nedostopni obliki (55 %).

Rezultati nase Studije so pokazali jasno spremembo v strukturi bakterij (Slika 5) v
obravnavanju s 1000-krat povecano vsebnostjo kovin, saj se ponovitve zvrstijo skupaj in
lo¢ijo od ostalih. V strukturi arhej in gliv smo zaznali manjSe spremembe (Slika 3, 7) v
odvisnosti od dodanih kovin. Podobno je tudi skupina Sandaa in sod. (1999a) zaznala
spremembe v zdruzbi arhej v odvisnosti od povecane koncentracije kovin (1,1 in 2,7 mg
Cd/kg, 226 in 359 mg Zn/kg). Analiza posamezih T-RF je pokazala znacilne razlike v
pojavnosti in intenziteti posameznih T-RF med obravnavanji mikrobnih zdruzb arhej,
bakterij in gliv. Pri zdruzbi bakterij smo dolo¢ili dva T-RF manj v odvisnostni od kovin kar
je v skladu s skupino Tipayno in sod. (2012). Ta skupina je pri populaciji bakterij v
odvisnosti od povecane koncentracije Cd (1,0; 2,3; 3,2 mg Cd/kg), ne pa tudi Zn (44,6;
52,6; 102,6 mg Zn/kg), zaznala manjse Stevilo T-RF. Najmanjse Stevilo T-RF so dolocili v
tleh z najve¢jo koncentracijo Cd. Odsotnost fragmentov v obravnavanjih z dodanima
kovinama Zn in Cd lahko nakazuje, da so mikrobi, povezani s temi T-RF, obcutljivi na
povecano vsebnost kovin. To lahko posledi¢no vodi v izgubo funkcije, ki je povezanana s
to skupino. Po drugi strani pa so se pri vseh preucevanih zdruzbah pojavili T-RF, ki jih v
kontrolnem obravnavanju NPK nismo zaznali in lahko kaZejo na pojav in rast za kovine
manj obcutljivih vrst ali pa na povezanost s FO. Najve¢ T-RF, ki kaZejo poozitivno
povezavo s kovinami smo dolocili pri zdruzbi gliv, in sicer 33 % T-RF, ki jih v kontrolnem
obravnanju nismo dolo¢ili.

Rezultati nase Studije vpliva FO in koncentracijskega gradinenta kovin Cd in Zn na
Stevilénost in strukturo mikrobnih zdruzb kazejo, da so glive najbolj odporna zdruzba
mikroorganizmov v tleh. Ceprav razlika ni statistiCno zna¢ilna, rezultati kaZejo celo
pozitivni trend med pove€ano koncentracijo kovin in Stevilénostjo kopij gena 18S rRNA.
Morda bi z ve¢jim Stevilom ponovitev in poskusnih enot med obravnavanji ta sklep tudi
potrdili. Prav tako smo dolocili 33 % novih T-RFjev, ki kazejo ocitno povezanost s
kovinami. Kljub temu na sliki dendrograma nismo videli jasne razlike med obravnavanji z
dodanimi kovinami in kontrolnim obravnavanjem. Z vedjim Stevilom restrikcijskih
encimov bi dobili bolj obsezen profil, ki bi morda pokazal jasne razlike. O pozitivni
korelaciji med kovinami in glivami so porocali tudi drugi avtorji (Ros in sod. 2009;
Rajapaksha in sod., 2004).
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Na osnovi rezultatov nase Studije lahko sklepamo, da dodatek FO brez eksperimentalno
dodanih PTK tlem, znacilno ne vpliva na Stevil¢nost preucevanih mikrobnih zdruzb (Slika
8, 9, 10 in Pregl. 17). Dodatek kovin Zn in Cd, v 1000-krat povecani vsebnosti kot sta v
FO, pa je znacilno zmanjsal Stevilénost arhej, ne pa tudi bakterij in gliv. V nasprotju z
rezultati nase Studije, skupina Ros in sod. (2009) porocajo, da se je Stevilo kopij 16S rRNA
bakterij v odvisnosti od povecane koncentracije Cd (6.5 mg/kg in 12.5mg/kg) zmanjsalo.
Pri glivah pa porocajo o pozitivnem trendu med Stevilénostjo 18S rRNA in povecano
koncentracijo Cd. Ker smo v nasi Studiji vzor¢ili samo enkrat, na koncu poskusa, nimamo
podatkov, kaj se je zgodilo z mikrobnimi zdruzbami takoj po dodatku FO in kovin Zn in
Cd. V literaturi lahko beremo (Diaz-Ravina in Baath, 1996), da se pri najbolj obcutljivih
vrstah takoj (po treh dneh) pokaze odziv na akutni stres. S Casom izpostavitve pa se
ponovno vzpostavi ravnovesje. V prihodnje je zato za bolj$o primerjavo smiselno vzor¢iti
tudi na zacetku poskusa in spremljati ¢asovno dinamiko odzivanja mikrobnih zdruzb na
stres. Poleg razli¢nega odziva mikrobnih zdruzb glede na Cas izpostavitve kovinam, se S
staranjem tal (Giller in sod., 1998) spreminja tudi biodostopnost kovin, kot smo diskutirali
v prej$njem odstavku (Suhadolc 2003; Walter in Cuevas, 1999)).

Iz nasih rezultatov je razvidno, da dodatek FO tlem, tudi z eksperimentalno dodanima
kovinama, v splosnem ni imel vpliva na aktivnost preu¢evanih encimov (Slika 12 in 13).
Kljub porocanju stevilnih avtorjev (Brookes, 1995, Giller in sod., 1998, Odlare in sod.
2008), da je merjenje encimske aktivnosti primerni indikator za zgodnje odkrivanje
stresnih dejavnikov v tleh, lahko slednje potrdimo le za encim B-glukuronidazo (Slika 12).
Aktivnost ostalih encimov vklju¢enih v Studijo (ksilanaza, B-glukozidaza, hitinaza in
fosfataza), se ni spremenila pod vplivom koncentracijskega gradienta kovin Zn in Cd.
Skladno z nasimi rezultati nekateri avtorji poro¢ajo (Moreno in sod. 1999; Nannipieri in
sod. 2002), da je lahko razlog nespremenjene encimske aktivnosti tvorba kompleksov med
organskimi snovmi in kovinami, s ¢imer se zamaskira negativni vpliv kovin. Yang in sod.
(2006) so preucevali vpliv meSanice kovin Zn, Cd in Pb in ugotovili, da se aktivnost
fosfataze zmanjSa v obravnavanjih z ve¢jim delezem Cd in poveca v obravnavanjih v
ve¢jim delezem Zn (4-50 mg Cd/kg in 70-700 mg Zn/kg). Encimu B-glukuronidaza, smo
izmerili znacilno manjSo povpreéno aktivnost v obravnavanju s 1000-krat povecano
vsebnostjo kovin kot je v FO. Manjsa aktivnost encima je lahko posledica zmanj$anja
sinteze encima ali pa inhibicije njegove aktivnosti. Avtor Frey s sod (2006) prav tako
poro¢a o manjsi aktivnosti encima B-glukuronidaza (88 %) v tleh z dodanimi kovinami
(okoli 300 pg Zn/g in manj kot 1 pg/g Cd). ZmanjSana encimska aktivnost -
glukuronidaze, ki je vkljucena v C-cikel, je najverjetneje razlog akumulacije DOC (Pregl.
13). V obravnavanju s 1000-krat povecano vsebnostjo kovin smo izmerili znaé¢ilno vecjo
koncentracijo topnega C. Na osnovi teh ugotovitev lahko sklepamo, da je bil proces
mineralizacije zaradi prisotnih kovin upocasnjen.
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6 SKLEPI

Tri mesece po dodajanju maksimalno dovoljenega odmerka FO tlem, le-ta ni znacilno
vplival na skupno vsebnost ter biodostopnost kovin (Zn in Cd) v tleh, niti ni vplival na
merjene mikrobne parametre — strukturo, Stevil¢nost in encimsko aktivnost mikrobnih
zdruzb.

Znacilne razlike v biodostopnih frakcijah in skupni vsebnosti PTK v tleh, kot tudi v
strukturi, Stevilénosti in aktivnosti mikrobnih zdruzb, smo ugotovili v obravnavanju z
eksperimentalno 1000-krat povecanima koncentracijama Zn in Cd v FO, medtem ko vpliva
pri 10- in 100-krat povecani vsebnosti PTK v splosnem nismo zaznali.

Najvedji (negativni) odziv na 1000-krat povecane vsebnosti PTK kot sta v FO, je bil pri
bakterijah in arhejah. Generalna bakterijska zdruzba se je jasno spremenila, dolo¢ili smo
tudi znacilno zmanjSanje intenzivnosti ve¢ T-RF, medtem ko do zmanj$anja Stevilénosti
bakterijske zdruzbe zaradi PTK ni prislo. Obratno pa smo pri arhejah dolocili znacilno
manjSe Stevilo kopij genov 16S rRNA, medtem ko so bile spremembe v strukturi zdruzbe
zaradi PTK manjse.

PTK v FO niso vplivale na generalno strukturo in Stevil¢nost gliv. Zanimiv je pojav treh
novih T-RF in povecanje intenzivnosti signalov nekaterih glivnih T-RF v obravnavanju s
1000-kratnim povecanjem PTK, kar kaze na razvoj na kovine tolerantnih zdruzb.

PTK v FO so zna¢ilno zmanj$ale aktivnost encima B-glukuronidaza, ki sodeluje v procesu
mineralizacije organske snovi, vendar le pri 1000-kratem povecanju vsebnosti kovin. Na
ostale encime (ksilanaza, p-glukozidaza, hitinaza in fosfataza) dodatek FO in
koncentracijski gradient kovin ni zna¢ilno vplival.
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7 POVZETEK

Proizvodnja bioplina narasca in skladno s tem tudi stranski produkt fermentacije —
fermentacijski ostanek. Zaradi bogate organske sestave je FO potencilano primeren za
gnojenje, vendar pa lahko vsebuje tudi potencialno nevarne kovine. Le-te pa lahko
negativno vplivajo na mikrobne zdruzbe v tleh in posledi¢no na kvaliteto in rodovitnost tal.
V ta namen smo v nalogi zeleli ovrednotiti vpliv kovin Zn in Cd v FO na skupno vsebnost
in biodostopnost kovin in na talne mikrobne zdruzbe. Preverjali smo vpliv na strukturo in
Stevilénost arhej, bakterij in gliv, ter mikrobno aktivnost z dolo¢anjem encimov vkljucenih
v C-, N- in P-cikel.

Zasnovali smo lon¢ni poskus s tatarsko ajdo, v katerega smo vkljucili pet obravnavanj z
naslenjimi dodatki tlem: mineralno gnojilo NPK (kontrolno obravnavanje), fermentacijski
ostanek (FO) izbrane bioplinarne, ter FO z eksperimentalno povecano vsebnostjo Zn in Cd
v koncentracijskem gradientu z 10-, 100- in 1000-krat povecane vsebnost PTK kot je v
izvornem FO. Odmerek NPK in FO je bil dolocen glede na maksimalno dovoljeni vnos N
v tla (170 kg N/ha). V poskusne lonce smo posejali tatarsko ajdo, jo po treh mesecih
pozeli, tla homogenizirali po globinah (0-2 cm in 2-20 cm), ter vzorce tal za molekularne
analize zamrznili v suhem ledu, za kemijske analize pa zra¢no posusili.

Sklepali smo, da bodo zadostno povecane vsebnosti biolosko dostopnih oblik Zn in Cd v
tleh znacilno vplivale na merjene mikrobne parametre. S T-RFLP markerji smo analizirali
morebitne spremembe v strukturi, z metodo gPCR v relanem c¢asu pa spremembe v
Stevilénosti mikrobnih zdruzb. Z encimskimi testi smo preverjali vpliv na mikrobno
aktivnost.

Rezultati nase Studije kazejo, da se je skupna vsebnost Cd znacilno povecala le v
obravnavanju s 1000-krat povecano vsebnostjo PTK kot je v FO, skupna vsebnost Zn pa v
obravnavnjih s 100- in 1000-krat povecano vsebnostjo kovin. Biodostopnost Cd se v
odvisnosti od koncentracijskega gradienta PTK ni znacilno spremenila, se je pa povecala
biodostopnost Zn v obravnavanju z eksperimentalno 1000-krat povecano vsebnostjo kovin.

V splo$nem nismo dolo¢ili vpliva na merjene mikrobne parametre v obravnavanjih z do
100-krat eksperimentalno povec¢ano vsebnostjo Zn in Cd kot je v FO. PTK v 1000-krat
povecani vsebnosti kot so v FO so znacilno vplivale na zdruzbo arhej in bakterij,
znacilnega vpliva na zdruzbo gliv nismo dolocili. Pri bakterijah se je struktura v
obravnavanju s 1000-krat povecano vsebnostjo PTK bistveno spremenila. Koncentracijski
gradient PTK ni ocitno spremenil strukture gliv in arhej. Pri vseh preuc¢evanih mikrobnih
zdruzbah smo izmerili znacilne razlike v pojavnosti in intenziteti posameznih T-RF. Pri
glivah smo tako doloc¢ili 33 % T-RF, ki kazjo povezanost s kovinami. Zn in Cd v 1000-krat
povecani vsebnosti kot sta v FO, sta znacilno zmanjsale Stevilo kopij 16S rRNA arhej,
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gradient PTK na Stevilo kopij 16S rRNA bakterij in 18S rRNA gliv ni vplival. Z
encimskimi testi smo dolo¢ili zmanj$ano aktivnost encima [B-glukuronidaza, pri ostalih
preuc¢evanih encimih (ksilanaza, B-glukozidaza, hitinaza in fosfataza) nismo izmerili
spremembe encimske aktivnosti v odvisnosti od FO in poveCane vsebnosti PTK. V
obravnavanju s 1000-krat povecano vsebnostjo kovin smo izmerili smo znacilno vecjo
vsebnost DOC in tudi DON, kar je posledica zmanjSane aktivnosti encima [-
glukuronidaza.

Rezultati Studije so pokazali, da enkratni maksimalno dovoljeni odmerek FO glede na
delez N znacilno ne spremeni skupne vsebnosti in biodostopnosti kovin Zn in Cd in nima
vpliva na DOC, v primerjavi s kontrolnim obravnavanjem NPK se poveca le vsebnost
DON. Enkratni dodatek FO prav tako znalilno ne spremni strukture, Stevilénosti in
encimske aktivnosti mikrobnih zdruzb. Na osnovi teh rezultatov lahko zaklju¢imo, da je
FO lahko primeren za gnojenje poljskih povrsin.
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