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Al Potencialno toksi¢ne kovine (PTK) v Evropi in svetu predstavljajo eno glavnih onesnaZzil in

Stevilna podrocja so zaradi preseznih koncentracij PTK potrebna remediacije. Kot uspesna
metoda odstranjevanja PTK iz tal se je izkazalo pranje tal z vodno raztopino liganda
etilendiamin tetraacetat (EDTA). Da bi ugotovili vpliv remediacijskega postopka na strukturo
mikrobnih zdruZb in delovanje tal, smo v magistrski nalogi primerjali: (i) originalna tla (Orig)
s pove€animi vsebnostmi PTK; (ii) sveZe remediirana tla (R-sveZ), 2 meseca po remediaciji;
ter (iii) starana remediirana tla (R-star), 1 leto po remediaciji. Izbrana onesnaZena tla (Orig)
so vsebovala 4359 mg Pb kg!, 1901 mg Zn kg in 26 mg Cd kg'. S pranjem tal s 120 mM
EDTA so se skupne vsebnosti Pb in Cd znatno zmanjSale (Pb za 67 % in 69 % ter Cd za 61
% in 61 % v zaporedju R-sveZ in R-star), vsebnosti Zn pa manj (6 % oz. 18 %), spremenila
se je tudi porazdelitev PTK med frakcijami tal. V sveZe remediiranih tleh so bile vsebnosti
lahko dostopne frakcije Pb in Cd znacilno vecje kot v Orig in R-star tleh. Zaradi
remediacijskega postopka se je spremenila tekstura ter s tem nekatere lastnosti tal: Povecale
so se koncentracije organskega C (6,7, 8,2 oz. 6,8 %, podano v zaporedju Orig, R-sveZ in R-
star tla), mikrobne biomase (260,3, 303,0 in 207,9 ug g!), nitrata (104,5, 141,6 in 233,0 ug
g'!), kationska izmenjalna kapaciteta in sposobnost tal za zadrZevanje vode. Hitrost
mineralizacije modelne organske snovi (koruze) v tleh smo spremljali v 28-dnevnem
mikrokozem poskusu, kjer smo z IRMS-GC merili nastali CO; in njegovo izotopsko sestavo.
V kontrolnih tleh, t.j. brez dodane koruze, je mineralizacija potekala najhitreje v sveZzih
remediiranih tleh in najpoCasneje v originalnih tleh, ob dodatku koruze pa se tla v hitrosti
mineralizacije niso razlikovala med seboj. V sveZe remediiranih tleh smo zaradi vecje
vsebnosti organske snovi izmerili najve¢jo mikrobno biomaso kot tudi povec¢ano encimsko
aktivnost (celobiohidrolaz, B-glukozidaz in ksilozidaz). Po remediaciji se je spremenila
struktura in pestrost (T-RFLP) glivnih in bakterijskih zdruZb, nismo pa opazili razlik v
zdruZbah arhej. Zaklju€ujemo, da se razgradnja modelne organske snovi po pranju z EDTA
ni spremenila — kljub spremembam v strukturi mikrobnih zdruzb razlik v mineralizaciji
dodane organske snovi nismo ugotovili. V nadalnjih Studijah je potrebno raziskati vpliv pranja
tal Se na druge mikrobno pogojene procese, kot je na primer cikel N.
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LA sl
AL  sl/en
AB Potentially toxic metals (PTM) are among the most important pollutants in Europe and worldwide,

causing many locations to be in need for remediation. Soil washing with ethylenediaminetetraacetic
acid (EDTA) water solution has been demonstrated as a very successful remediation method. In order
to assess influences of remediation on microbial communities and soil function, this thesis compared:
(i) original soil (Orig), with high PTM concentrations; (ii) freshly remediated soil (R-sveZz), soil after
2 months past remediation; and (iii) altered remediated soil (R-star) 1 year after remediation. The
selected contaminated soil contained 4359 mg Pb kg!, 1901 mg Zn kg! and 26 mg Cd kg™
Remediation with 120 mM EDTA significantly decreased total Pb and Cd concentrations (Pb for 67
9% and 69 %, Cd for 61 % and 61 % for R-sveZ and R-star, respectively), but less Zn was removed (6
% and 18 %). Further, distribution of PTM between soil fractions was changed. In comparison to
original and altered remediated soil, concentrations of bioavailable Pb and Cd in fresh remediated
soil were elevated. Beside that, soil remediation changed soil texture and accordingly some soil
properties: Concentrations of organic C were increased (6,7; 8,2 and 6,8 % for Orig, R-sveZ and R-
star, respectively), as well as microbial biomass (260,3, 303,0 in 207,9 ug g!), nitrate (104,5, 141,6
in 233,0 ug g'!), cation exchange capacity and soil water holding capacity. In a 28-day microcosm
experiment, mineralization of easily degradable organic matter (maize) was monitored with CO,
concentration measurements (IRMS-GS) and its isotopic structure. In control soil, i.e. without added
maize, the highest rate of mineralization was measured in freshly remediated soil and the lowest in
the original soil. However, after maize addition there were no differences measured in mineralization
between the soils. The highest microbial biomass and also increased enzymatic activity
(cellobiohydrolase, B-glucosidase and xylosidase) were observed in freshly remediated soil due to the
highest organic matter content. Further, microbial structure and diversity (T-RFLP) of fungal and
bacterial communities changed after remediation but on the contrary, no differences were detected in
archaeal community structure. In conclusion, EDTA washing did not influence model organic matter
mineralization — despite the changes in microbial communities we determined no differences in
mineralization of added organic matter. In future, the effect of EDTA washing on other microbial
functions (such as e.g. N-cycle) should be investigated.
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1 UVOD

OnesnaZenje tal s potencialno toksi¢nimi elementi je v Evropi in svetu mo¢no prisoten in
zaskrbljujo¢ problem. Po ocenah je onesnazZenih kar 340 000 lokacij, ki so nujno potrebne
remediacije (European commission, 2009). Eno glavnih onesnaZzil predstavljajo potencialno
toksi¢ne kovine (PTK), katerih vir onesnaZenja je predvsem kovinska industrija. Dolgotrajna
rudniska in topilniSka dejavnost je svoj pecat pustila tudi v zgornji Meziski dolini, kjer
vsebnosti Pb, Cd in Zn precej presegajo kriticne imisijske vrednosti (Uredba ..., 1996).

Mikroorganizmi pomembno pripomorejo h kompleksnim talnim procesom, kot so na primer
biogeokemicni cikli elementov, ter s tem posledi¢no na preskrbo rastlin s hranili in
rodovitnost tal (Barillot in sod., 2013). Povefane vsebnosti PTK v tleh imajo na
mikroorganizme lahko negativne vplive, kot so zmanjSana encimska aktivnost, mikrobna
biomasa (Lee in sod., 2002), velikost in struktura mikrobnih zdruzb (Konopka in sod., 1999)
ter zmanjSana funkcionalna pestrost mikrobnih zdruzb, ki se odraza v izgubi specifi¢nih
funkcij (Kandeler in sod., 1996; Suhadolc in sod., 2000; Suhadolc in sod., 2004). Pri tem je
bolj kot skupna vsebnost kovin v tleh, pomembna njihova biodostopnost (Checkao in sod.,
1987; Vig in sod., 2003; Suhadolc in sod., 2004).

Samo zmanjSanje onesnazevanja Zal ne vodi tudi do zmanjSanja PTK v tleh. Kovine namre¢
niso kemicno niti biolosko razgradljive in se v tleh kopicijo (Popescu in sod., 2013). Ker tla
z mocno povecanimi vsebnostmi PTK (t.j. nad kriti€énimi imisijskimi vrednostmi (Uredba
..., 1996) niso primerna za pridelavo hrane in krme, je v zadnjem Casu potekalo intenzivno
odkrivanje metod za ¢iS€enje tal in njihov povratek v stanje pred onesnazenjem. Remediacija
tal s kemijsko-fizikalnimi metodami, kot je izpiranje tal z vodnimi raztopinami ligandov, je
precej ucinkovita metoda odstranjevanja PTK iz tal (Jelusi¢ s sod., 2013). Med njimi se je
za najbolj u¢inkovito izkazalo pranje tal z vodno raztopino EDTA. Vendar pa s pranjem tal
poleg PTK izperemo tudi potrebna hranila (Zhang in sod., 2010) in spremenimo fizikalno-
kemijske lastnosti tal (Tsang in sod., 2007). Vse to pa lahko mocno vpliva na mikrobne
zdruZbe, ki naseljujejo talni ekosistem in pomembno pripomorejo k njegovi funkciji.

V nasi Studiji smo se tako osredotocili na delovanje talnih mikroorganizmov pred in po
pranju tal z EDTA. Kot pomembno funkcijo tal smo za preucevanje izbrali proces
mineralizacije organske snovi, ter kot modelno organsko snov uporabili koruzno biomaso
(Zea mays), saj je to v Sloveniji najbolj razsirjena poljs¢ina (Porocilo o delu ..., 2011).
Spremljali pa smo tudi spremembe v strukturi in aktivnosti mikrobnih zdruzb bakterij, gliv
in arhe;j.
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1.1 NAMEN NALOGE

Z nalogo smo Zeleli ugotoviti vpliv remediacijskega postopka na strukturo in delovanje talne
mikrobne zdruzbe. V poskusu smo primerjali originalna (Orig), neremediirana tla s
povecCanimi vsebnostmi PTK; sveze remediirana tla (R-svez), 2 meseca po remediaciji; ter
starana remediirana tla (R-star), 1 leto po remediaciji.

V prvem delu naloge smo ugotavljali vpliv remediacije na fizikalno-kemijske lastnosti tal
ter skupne vsebnosti in dostopne oblike PTK. V drugem delu pa smo preiskovana tla
primerjali glede na hitrost mineralizacije lahko razgradljive organske snovi, strukturo
mikrobnih zdruzb bakterij, gliv in arhej ter njihovo encimsko aktivnost.

1.2 DELOVNE HIPOTEZE
V nalogi smo preverili naslednje hipoteze:

1. Izpiranje tal z vodno raztopino liganda EDTA, poleg skupne vsebnosti in dostopnosti
kovin, spremeni tudi fizikalno-kemijske lastnosti tal, pomembne za funkcioniranje
talnih mikrobnih zdruzb.

2. Mikrobna zdruZba, ki se razvije v remediiranih tleh, se razlikuje od mikrobne zdruzbe
v originalnih tleh.

3. Razlike v strukturi in velikosti mikrobne zdruzbe se odrazijo v mikrobni mineralizaciji
organske snovi, posebno takoj po remediaciji.

4. V staranih remediiranih tleh se vzpostavi mikrobna zdruzba, sposobna hitre
mineralizacije organske snovi.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 ONESNAZENIJE S KOVINAMI

Tla so vrhnja plast zemeljske skorje med kamninami in povrSino, sestavljajo pa jih mineralni
delci, organske snovi, voda, zrak in Zivi organizmi (Zakon o varstvu okolja, 2006). Tla
shranjujejo ve€ino kemijskih elementov, ki se pojavljajo v okolju, ter v terestricnem sistemu
predstavljajo njihov zadnji in klju¢ni ponor. Vendar pa tla nimajo neomejene zadrZevalne
kapacitete za te elemente. Ce jo preseZemo, tvegamo resne okoljske posledice, vkljuéno s
poveCano mobilnostjo v talnem sistemu, ter prenose v prehranjevalno verigo (Adriano,
1986).

Kovine so v okolju naravno prisotne in ne pomenijo nujno onesnazenja. Osnovno nacelo
toksikologije, ki ga je osnoval Ze Paracelsus (1493-1541) pravi, da je vsaka snov, vklju¢no
z ogljikom ter vsemi elementi in njihovimi derivati, lahko toksic¢na, ¢e je doza dovolj velika.
Tako tudi toksi¢nost kovin moc¢no variira od kovine do kovine in od organizma do
organizma, ¢iste kovine pa so same po sebi zelo redko toksi¢ne (Duffus, 2002). Nekatere so
za organizme esencialnega pomena. Esencialne kovine so v majhnih koncentracijah (nekaj
mikro- ali miligramov na dan) nujne za bioloSke in biokemijske procese v organizmih, v
katerih sodelujejo kot kofaktorji in aktivatorji encimov. Vendar pa se v preseznih
koncentracijah bioakumulirajo in postanejo toksi¢ne (Stankovic in sod., 2014, Nagajyoti in
sod., 2010). Za rastline esencialne kovine so Cu, Co, Fe, Mn, Mo in Zn, za Zivali pa poleg
teh Se Cr, F, Ni, Se, Sn in V (Adriano, 1986). Neesencialne kovine (Pb, Cd, As, Hg, (Cr))
nimajo bioloske funkcije in so za organizme toksi¢ne, preko bioakumulacije pa lahko
povzrocajo toksi¢nost tudi pri organizmih, vi§je v prehranjevalni verigi (Stankovic in sod.,
2014).

Prav zaradi tega potencialno toksi¢ne kovine (PTK) med drugimi onesnazili predstavljajo
enega glavnih razlogov za skrb. Njihova obstojnost in zmoZnost bioakumulacije sta zelo
visoki, in to predvsem zato, ker so PTK iz antropogenih virov mnogo bolj mobilni kot nativni
(iz pedogenih ali litogenih virov) (Kaasalainen in Yli-Halla, 2003). Kopicenje kovin v tleh
je zaskrbljujoce iz veC vidikov: njihovo fitotoksi¢no delovanje na rastline zavira rast
pridelka, negativno vplivajo na varnost hrane in seveda zdravje okolja ter talnih organizmov
(Nagajyoti in sod., 2010), saj z esencialnimi kovinami tekmujejo za vezavna mesta na
encimih in membranskih proteinih (Stankovic in sod., 2014), se veZejo na makromolekule,
kot so DNK, RNK in proteini ter katalizirajo nastanek radikalov (Kamal in sod., 2010).
Esencialne in neesencialne PTK lahko prehajajo v organizem z vdihovanjem prasnih delcev,
s kontaminirano hrano in vodo, preko ran in z geofagijo, namernim ali nenamernim
zauzitjem tal. Posledice zastrupitve s kovinami pri ljudeh so odvisne od doze in Casa
izpostavljenosti, najpogosteje pa se kaZejo kot obolenja kosti (Cd), ledvic (Cd, Pb),
mozZganov in nevralnega sistema (Pb, TI), sr€no-Zilne bolezni (As, Cd, Cr, Pb), rakava
obolenja (As, Cd, Cr) ter negativni vplivi na sposobnost reprodukcije in razvoja ploda (Cd,
Pb, Zn) (Oliver, 1997). Mikroorganizmi se, kot tudi drugi organizmi, med seboj razlikujejo
po obcutljivosti na toksicnost kovin. Dovolj velika kocentracija lahko zaradi motenj
esencialnih funkcij povzroci takoj$Snjo smrt celic in postopoma tudi zmanjSanje velikosti
mikrobne populacije zaradi manjSe viabilnosti in kompetentnosti celic. To pa ni le akutni
ucinek poviSane koncentracije kovin. V primerjavi z neonesnaZzenimi obmocji, se zmanjS$ana
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mikrobna biomasa in spremenjena struktura mikrobnih zdruzb pojavljata tudi na dolgotrajno
onesnazenih obmocjih z nizko stopnjo onesnazenosti (Giller in sod., 1998). Posledice
zmanjSane mikrobne zdruzbe ali njene aktivnosti se odrazijo v Stevilnih osnovnih funkcijah,
kot so niZja bazalna respiracija in sposobnost za mineralizacijo organskega C iz razli¢nih
substratov, med njimi tudi odmrlih rastlinskih ostankov, mineralizacija N, nitrifikacija,
denitrifikacija in fiksacija N, zmanjSana pa je tudi encimska aktivnost (Baath, 1989). Pri tem
je lahko zmanjSana sinteza encimov ali pa jih kovine inhibirajo z maskiranjem aktivnih
skupin, denaturacijo proteina, vplivajo na encimsko konfiguracijo ali za vezavo na encimu
tekmujejo z aktivatorskimi kovinskimi ioni (Tyler, 1981).

Naravna vsebnost PTK v tleh je moc¢no odvisna od mineralne sestave mati¢ne kamnine in
procesa preperevanja, ki spreminja mati¢no kamnino v tla (Adriano, 2001). Pod naravne vire
PTK v tleh pristevamo Se vulkanske izbruhe in gozdne poZare. Vendar pa se je vsebnost
PTK v tleh v zadnjih desetletjih znatno povecala zaradi antopogene dejavnosti. Antropogeni
prispevek je za kar nekajkrat vecji od naravnega (Hooda, 2010).

Vecina dokumentiranih antropogenih primerov onesnaZenja s kovinami izhaja iz rudarske
industrije, talilniStva in livarstva, saj so jalovina, pepel in aerosoli vir visokih koncentracij
potencialno toksi¢nih elementov (Nagajyoti in sod., 2010; Favas in sod., 2011),
onesnazevanje s kovinami pa se na obmocju rudarske dejavnosti ne preneha po iz€rpanju
talnih mineralov, kar se navadno zgodi po 5 do 15 letih, temvec se nadaljuje Se veC sto ali
tisoC let po iz¢rpanju teh neobnovljivih zalog (Peplow, 1999). Vir kovin v tleh je lahko tudi
kmetijstvo (primesi v gnojilih in fitofarmecevtskih sredstvih), neustrezno odlaganje
industrijskih odpadkov in emisije iz termoelektrarn (Hooda, 2010; Adriano, 1986, 2001).

2.1.1 Obnasanje kovin v tleh

Kovine se v tleh pojavljajo v eni ali ve¢ od naStetih kemijskih oblik: 1) raztopljeni v talni
raztopini, 2) adsorptivno vezani na izmenjalna mesta organskih ali anorganskih komponent.,
3) yjeti ali fiksirani v talnih koloidih, 4) precipitirani skupaj z drugimi komponentami tal, ali
5) inkorporirani v bioloski material. Kemijska oblika elementov bistveno doloca njihovo
dostopnost rastlinam in Zivalim ter obnaSanje v okolju, kot tudi toksi¢nost (Adriano, 1986).
Prosti joni v raztopini npr. veljajo za najbolj reaktivne v smislu reakcij s trdno fazo (Degryse
in sod., 2009). Mobilnost kovin in tako biodostopnost navadno doloca njihov potencial k
vezavi na druge minerale, vezava pa je mo¢no odvisna tudi od lastnosti tal in kemijskih
karakteristik talne raztopine (Committee in sod., 2003), prevdsem pH, kationske
izmenjevalne kapacitete (CEC), vsebnosti organske snovi, teksture tal ter vsebnosti in tipa
glinenih mineralov, Fe, Al in Mn oksidov ter redoks potenciala (Adriano, 1986).
Razporeditev kovin v razlicne faze uravnavajo naslednje reakcije: a) adsorpcija in
desorpcija, b) obarjanje in raztapljanje, c) formacija povrSinskih kompleksov, d) jonska
izmenjava, e) prodiranje v kristalne strukture mineralov ter f) bioloSka mobilizacija in
imobilizacija (Chao, 1984).

Prehod med izmenljivo (dostopno) in neizmenljivo (stabilno) frakcijo je dolgotrajen proces
(leta ali dlje). Dominantne reaktivne povrSine za vezavo kovin v tleh predstavljajo zZelezovi
oksihidroksidi in karbonati, talna organska snov pa jih veZe reverzibilno in tako omeji
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fiksacijo na Zelezove oksihidrokside. Fiksacija kovin je mo¢no odvisna od pH (od pH
odvisna difuzija v oksihidrokside in difuzija/koprecipitacija karbonatov) (Committee in sod.,
2003). V raztopini se prosti joni in joni v kompleksih z organskimi ali anorganskimi ligandi
lahko adsorbirajo na povrSino talnih delcev, organsko snov, (hidr)okside ali glinene
minerale. ZaCetne reakcije adsoprcije so hitre (minute, ure), sledijo pa jim pocasne
adsorpcijske reakcije (dnevi, leta). Tako so kovine postopoma v tleh vedno manj mobilne
(Degryse in sod., 2009). Pocasna adsorpcija na talne delce lahko zmanjSa biodostopnost
kovin, za ve¢ino dvovalentnih kationov namre¢ velja, da adsorbirani delez moc¢no presega
deleZ kovin, ki ostane v raztopini. Sicer pocasne reakcije sorpcije nimajo vecjega vpliva na
deleZ adsorbiranih kovin, mo¢no pa vplivajo na koncentracijo raztopine. NajpomembnejSe
reakcije adsorpcije in mobilizacije kovin so sprecificna sorpcija, kationska izmenjava in
precipitacija (karbonatov, fosfatov). Pri nizkih koncentracijah kovin, se te veZejo pretezno s
specificno sorpcijo. Ko pa je presezena meja topnosti mineralov, ki vezejo kovine, se kovine
oborijo (Buekers, 2007). Na mobilizacijo kovin v tleh vplivajo Se spremembe v kislosti,
jonski jakosti talne raztopine, redoks potencialu ter formacija kompleksov (Pickering, 1986).

2.1.2 OnesnaZenost tal s kovinami v Sloveniji

Tla v Sloveniji veljajo za onesnaZena takrat, kadar vsebujejo toliko Skodljivih snovi, da se
zmanjSa njihova samoociScevalna sposobnost, poslabsajo fizikalne, kemijske in bioti¢ne
lastnosti, zavirata ali prepreCujeta rast in razvoj rastlin, onesnazuje podtalnica oziroma
rastline, ali je zaradi Skodljivih snovi kako drugace okrnjena trajna rodovitnost tal (Uredba
..., 1990). Podzakonski akt, ki ureja vsebnost nevarnih snovi v tleh, razen za radioaktivne
snovi, pa je Uredba o mejnih, opozorilnih in kritiénih imisijskih* vrednostih nevarnih snovi
v tleh (Uredba ..., 1996). Ta omogoca vrednotenje onesnaZenosti tal v treh stopnjah (Pregl.
1) in tako postopno ter pravo€asno ukrepanje, Ce je katera od vrednosti preseZena.

® Mejna imisijska vrednost je gostota posamezne nevarne snovi v tleh, ki pomeni
takSno obremenitev tal, da se zagotavljajo Zivljenjske razmere za rastline in zivali, in
pri kateri se ne poslabSuje kakovost podtalnice ter rodovitnost tal. Pri tej vrednosti
so ucinki ali vplivi na zdravje Cloveka ali okolje Se sprejemljivi.

® Opozorilna imisijska vrednost je gostota posamezne nevarne snovi v tleh, ki pomeni
pri doloCenih vrstah rabe tal verjetnost Skodljivih ucinkov ali vplivov na zdravje
Cloveka ali okolje.

e Kriti¢na imisijska vrednost je gostota posamezne nevarne snovi v tleh, pri kateri
zaradi Skodljivih ucinkov ali vplivov na cloveka in okolje onesnaZena tla niso
primerna za pridelavo rastlin, namenjenih prehrani ljudi ali Zivali ter za zadrZevanje
ali filtriranje vode.
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Preglednica 1: Mejne, opozorilne in kriti¢ne imisijske vrednosti nevarnih snovi v tleh za kovine, ekstrahirane
z zlatotopko (razen Cr®), podane v mg kg™ (Uredba ..., 1996)

Nevarna snov Mejna vrednost Opozorilna vrednost Kriti¢na vrednost
(mg/kg suhih tal) (mg/kg suhih tal) (mg/kg suhih tal)

Cd in njegove spojine 1 2 12

Cu in njegove spojine 60 100 300

Ni in njegove spojine 50 70 210

Pb in njegove spojine 85 100 530

Zn in njegove spojine 200 300 720

celotni Cr 100 150 380

Sestvalentni Cr®* 25

Hg in njegove spojine 0,8 2 10

Co in njegove spojine 20 50 240

Mo in njegove spojine 10 40 200

As in njegove spojine 20 30 55

* Imisija snovi v tleh je gostota posamezne nevarne snovi v tleh in se izraZa v miligramih ali mikrogramih na
kilogram suhih tal.

Rezultati vzorenj v okviru projekta Raziskave onesnaZzenosti tal Slovenije (ROTS) so
pokazali, da tla v Sloveniji veinoma niso mo¢no onesnazena (Zupan in sod., 2008). Izjeme
pa so posamezna podrocja: Jesenice in Celje sta onesnazena s kovinami zaradi kovinsko-
predelovalne industrije, Idrija zaradi rudnika Zivega srebra, Litijo onesnaZzujeta nekdanji
rudnik in topilnica svinca. Zaradi dolvodnega izpljavljanja kovin, najdemo vzdolz reke Soce
in v Trzaskem zalivu poveCane vrednosti Zivega srebra ter svinca, cinka in kadmija vzdolz
reke Drave. Na obmocju Kopra je v tleh sadovnjakov in vinogradov povecana vsebnost
bakra zaradi dolgoletne rabe sredstev za varstvo rastlin, ob glavnih cestah velikih mest pa je
zaradi prometnih izpuhov povecana vsebnost talnega svinca. Na Koprskem in Goriskem so
preseZene opozorilne vrednosti za nikelj in krom, vendar ne zaradi antropogenega delovanja,
ampak zaradi naravnega procesa preperevanja fliSne kamninske osnove. Med najbolj
onesnazena obmocja tal pa spada MeZiSka dolina, ki jo je prizadela dolgoletna rudniska in
topilniSka dejavnost ter ji pustila tla, onesnazena s svincem, cinkom in kadmijem, ki krepko
presegajo kriti¢no imisijsko vrednost (Poroc¢ilo o okolju ..., 2009; Suhadolc in sod., 2010).
V Zerjavu so odkrili tudi onesnaZenje tal, ki so bila izven dosega emisij tamkaj$nje talilnice.
Vzrok je deponija jalovine, na kateri se med izdelavo gramoza, drugih gradbenih surovin in
njihovim transportom povzroca prasenje finih delcev in onesnazevanje okolice preko zraka
(Zupan in sod., 2009).

Leta 2008 so se v Zgornji Meziski dolini priceli sanacijski ukrepi. Osredotoceni so bili na
obmocja, ki so bila zaradi onesnazenosti na prioritetni listi, in na obmocja, kjer so bile v krvi
otrok izmerjene povecane vsebnosti svinca. Sanacija je obsegala prekrivanje makadamskih
povrsin z asfaltom in zamenjavo onesnaZene zemlje na povrSinah, namenjenim otrokom
(Zupan in sod., 2009).
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2.2 REMEDIACIJA TAL

Obstajajo Stiri moznosti, kako lahko ravnamo z onesnazenimi tlemi:
e Pustimo tla onesnazena in omejimo njihovo uporabo,
e onesnazilo imobiliziramo na mestu in izvajamo monitoring, da pravocasno preprec¢imo
potencialne prenose onesnazila (zrak/voda/rastline),
e odstanimo onesnaZena tla in jih shranimo na posebni deponiji ali pa
® odstranimo onesnazilo iz tal na samem mestu onesnazenja (in situ) ali tla izkopljemo
in ocistimo drugod (ex situ) (Abumaizar in Smith, 1999).

Za odstranjevanje onesnaZzil uporabljamo razlicne postopke remediacijskih tehnik
(remediatio, -onis (lat.): zdraviti, odpravljati), ki jih izbiramo glede na lastnosti obmocja in
tal, koncentracijo in vrsto onesnaZzila ter rabo tal (Mulligan in sod., 2001).Velikokrat se za
bolj u¢inkovito odstranitev onesnaZzil remediacijske metode med seboj tudi kombinirajo. Pri
izbiri metode pa ne gre zanemariti stroSkovnega vidika, saj prav cena velikokrat pogojuje
samo izvedbo remediacije (Khan in sod., 2004).

Pranje tal je enostavna in ucinkovita metoda za odstranjevanje kovin, adsorbiranih v tleh
(Ahn in sod., 2009), kar v glavnem kontrolirata procesa kationske izmenjave in specifi¢ne
sorpcije (Cline in Reed, 1995). Temelji na loCevanju talnih delcev po velikosti in kemi¢ni
ekstrakciji z vodnimi raztopinami surfaktantov, mineralnih kislin ali kelatorjev (LeStan in
sod., 2008). Navadno se ga izvede ex situ (v reaktorju ali na koloni), tako da se onesnazena
tla izkoplje, vecje delce, kot so kamni in prodniki, spere z vodo in vrne v okolje, z
ekstrakcijsko raztopino pa obdela frakciji melja in gline, ki navadno zadrzujeta najvecje
vsebnosti onesnazila. Polutant se izolira in odstrani ali razgradi, oCiS¢ena tla spere z vodo,
da se odstrani rezidualni kontaminant in ekstrakcijsko sredstvo, ter se jih koncno vrne na
mesto izkopa (Abumaizar in Smith, 1999; Peters, 1999). Ta metoda je primerna za
odstranjevanje kovin, delno hlapnih organskih snovi, PAH-ov, pesticidov in PCB-jev
(Baziar in sod., 2013).

Uporaba vodnih raztopin surfaktantov in mineralnih kislin pri pranju tal sta Ze v polni
uporabi, medtem ko so tehnologije pranja tal z uporabo kelatorjev Se ve¢inoma v fazi razvoja
(Lestan in sod., 2008). Kisline raztapljajo karbonate in druge talne frakcije, na katere so
adsorbirane kovine in izmenjujejo PTK iz povrSine talnih delcev, vendar pa z raztapljanjem
mineralov mo¢no spremenijo lastnosti tal in pospesijo mobilnost onesnaZzila (Abumaizar in
Smith, 1999). Z ekonomskega staliS¢a manj primerni kelatorji so ligandi z dvema ali ve¢
elektron donorskimi skupinami, ki tako lahko med ligandom in kovinskim ionom
vzpostavijo veC kot eno vez (Cline in Reed, 1995). Kelatorji iz trdne faze tal desorbirajo
kovine in z njimi tvorijo mo¢ne vodotopne komplekse, te pa iz tal lahko odstranimo z
uporabo tehnik pranja tal (LeStan in sod., 2008).

2.2.1 Pranje tal z raztopino EDTA

Med sinteticnimi aminopolikarboksilatnimi kelatorji se pri ex situ remediaciji najpogosteje
uporablja EDTA in njegovi homologi, saj lahko interagirajo z vecino toksi¢nih kovin
(Begum in sod., 2012). Pri ekstrakciji kovin zelo uspeSen EDTA je lahko dostopen in
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relativno cenovno ugoden (LeStan in sod., 2008), odlikuje pa ga tudi visoka termodinamic¢na
stabilnost nastalih kovinskih kompleksov, dobra topnost kompleksov in navadno nizka
adsorpcija kelatorja in njegovih kompleksov v tla (Mahvi in sod., 2005). Z razvojem metode

MoV W

kot procesne vode (Voglar in Lestan 2013; Pociecha in Lestan 2012).

PTK v tleh navadno niso popolnoma dostopni za kelatorje. Z EDTA lahko iz tal ekstrahiramo
bolj mobilne/biodostopne kemicne oblike PTK, ki jih v postopku remediacije nadalje
tretiramo, ne moremo pa ekstrahirati PTK, vezanih na silikatno talno frakcijo. Ti po
remediaciji ostanejo v tleh in se nahajajo v kemic¢no stabilnih mineralnih oblikah, vezani na
nelabilno talno frakcijo. Kot taki so manj mobilni, manj biodostopni in zato tudi manj
toksicni v primerjavi s stanjem pred remediacijo (LeStan in sod., 2008; Udovic in Lestan,
2012). Ker pa so tla dinamicen sistem, na katerega vplivajo Stevilni biotski (mikroorganizmi,
rastline) in abiotski dejavniki (podnebni, hidroloski), se poraja vpraSanje, ali je zmanjSana
mobilnost in biodostopnost rezidualnih PTK v tleh trajna ali le za¢asna posledica remediacije
tal (LeStan in sod., 2008).

Rezidualni EDTA, ki po poranju tal ostane v tleh, tako poraja Stevilna ekoloska vpraSanja.
Ker se EDTA uporablja predvsem v vodnih aplikacijah, obstaja nevarnost, da PTK, s
katerimi tvori mo¢ne komplekse, izpira v podtalnico in pitno vodo, poleg tega pa je v okolju
zelo obstojen (Egli, 2001). Sam EDTA se sicer ni izkazal kot toksi¢en (za Photobacterium
phosphoreum, Microtox bioassay) in zaradi ekstremne kelatorkse kapacitete tudi ni smiselno
navajati njegove toksicnosti v prosti anionski obliki. Nasprotno je kompleksiran s PTK kar
52 do 7700-krat bolj toksi¢en (odvisno od vrste kovine v kompleksu). Na toksicnost pa ne
vpliva stabilnost kompleksov s PTK, temve¢ toksi¢nost in lastnosti same kovine. Zelezo na
primer tvori zelo stabilen kompleks z EDTA, njegova toksi¢nost pa se je vseeno za kar trikrat
povecala, medtem ko kompleksacija ni vplivala na toksi¢nost Cd in je celo znizala toksicnost
Zn in Pb (Sillanpia in Oikari, 1996).

Kljub zelo dobrim rezultatom, ki jih EDTA dosega pri pranju tal (Voglar in Lestan, 2014),
je potrebno preuciti u¢inke pranja tal tudi na mikrobne zdruzbe in delovanje tal.

2.3 ORGANSKA SNOV TAL IN MINERALIZACIJA

Ogljik v naravi neprestano krozi med rastlinami, tlemi in atmosfero (Slika 1). V ogljikovem
ciklu gre za neprestane transformacije organskih in anorganskih ogljikovih spojin: Rastline
najprej s fotosintezo ogljik vezejo v organsko snov, ko pa odmrejo, odmrli rastlinski material
v tleh pospesi biolosko aktivnost. Tam se med razgradnjo organske snovi spro$¢ajo energija,
voda, hranila in CO», ki se spros¢a v atmosfero. Iz razgrajenega materiala se v procesu
humifikacije sintetizirajo bolj kompleksne spojine, veCina organske snovi pa se v procesu
mineralizacije popolnoma razgradi do CO> in enostavnih molekul. Odvecna hranila
mikroorganizmi pri tem spro$c¢ajo v talno raztopino, kjer so zopet dostopna rastlinam (Bot
in Benites, 2005).
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Struktura tal

Slika 1: Shema ogljikovega cikla, ki ponazarja kroZenje ogljika med tlemi, rastlinami in atmosfero, pri ¢emer
pomembno vlogo igrajo mikroorganizmi (Bot in Benites, 2005: 5)

2.3.1 Organska snov tal

Organsko snov tal sestavljajo Zivi mikroorganizmi, razli¢no razgrajeni rastlinski, Zivalski
ostanki in ostanki mikroorganizmov, njihovi eksudati ter stabilizirane kompleksne organske
spojine — humus (Bronick in Lal, 2005; Zech in sod., 1997). Ker je njen najvecji delez
rastlinskega izvora, je sestava talne organske snovi odvisna od rastlinskih vrst in delov rastlin
iz katerih nastaja (Berg in McClaugherty, 2008). Talna organska snov je nehomogena in jo
sestavljajo Stevilne spojine, zato pogosto za njeno dolocitev uporabljamo analizo vsebnosti
organskega C (Weil in Magdoff, 2004).

Organsko snov tal delimo na kemijsko nedefinirane huminske in kemijsko definirane ne-
huminske snovi. Slednje predstavljajo snovi s prepoznavnimi fizicnimi in kemicnimi
lastnostmi, kot so ogljikovi hidrati, proteini, peptidi, aminokisline, mascobe, voski in
organske kisline z nizko molekulsko maso (Schnitzer, 1975). V tleh so relativno neobstojne,
saj se nekatere (sladkorji, nizkomolekularni fenoli, K, Mn) hitro raztopijo in izperejo iz
organske snovi, porabljajo pa jih tudi hitro rasto¢i mikroorganizmi. Vecje molekule, kot so
celuloza, hemiceluloza in lignin, se razgrajujejo bolj pocasi (Berg in McClaugherty, 2008).

Organska snov v tleh vrsi Stevilne pomembne funkcije. Huminske snovi prispevajo k
prispevajo k preperevanju mineralnih tal. Organska snov je vkljuc¢ena v kroZenje rastlinskih
hranil, saj predstavlja njihov rezervoar in po mineralizaciji oskrbuje z N, P in S in drugimi
hranili. Pri tem nastanejo tudi drugi vmesni produkti, ki kot vir energije in hranil sluZijo
razli¢cnim mikrobnim populacijam, kar krepi raznolikost mikrobne zdruzbe. Organska snov
vpliva na puferno kapaciteto tal in pomaga pri zadrZevanju vode, povecuje tvorbo stabilnih
strukturnih agregatov in njihovo obstojnost ter povecuje sposobnost tal za zadrZevanje hranil
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(CEC) (Berg in McClaugherty, 2008; Vaughan in Ord, 1985; Bot in Benites, 2005). Med
razgradnjo organske snovi se v ozracje spros¢ajo pomembne koli¢ine CO», zato je nastajanje
in stabilnost humusa pomembno tudi iz okoljevarstvenega vidika (Schlesinger in Andrews,
2000).

2.3.2 Razgradnja organske snovi

Mineralizacija in imobilizacija organske snovi sta osnovna procesa vseh talnih heterotrofov,
ki organski material izkoris¢ajo za pridobivanje energije in ogljika (Robertson in Groffman,
2007). Popolna razgradnja organske snovi poteCe v aerobnih pogojih med aerobnim
dihanjem in jo lahko ponazorimo z Enacbo 1, kjer CH>O predstavlja generi¢en organski
material. Vendar pa organska snov poleg ogljika vsebuje tudi druga anorganska in mineralna
hranila (npr. amonij, sulfat), ki se tako poleg CO» sproscajo pri razgradnji (Kirchman, 2012).

CH,0 + 0, - CO, + H,0 . (D)

Kljucen proces v prehranskem ciklu je pretvorba hranil, organsko vezanih v odmrlo
biomaso, v enostavne, topne oblike, ki jih lahko privzamejo mikroorganizmi in rastline. To
konverzijo vr$ijo mikroorganizmi, ki odmrlo organsko snov izkori§¢ajo primarno kot vir
energije in ogljika za rast, kot stranski produkt pa sproS€ajo oz. mineralizirajo in
imobilizirajo hranila (Robertson in Groffman, 2007) ter sintetizirajo metabolite (enostavne
organske kisline, polisaharide, pigmente, ekstracelularne encime) (Sollins in sod., 1996).

Razgradnja organske snovi vkljuCuje procese depolimerizacije in oksidacije, ki vecje
molekule (ogljikovi hidrati, poliaromatske snovi, lipidi in proteini), bodisi znotrajceli¢ne ali
v talni raztopini, razgradijo v manjSe, manj kompleksne molekule, kot so karboksilne kisline,
aminokisline in CO; (Sollins in sod., 1996). Berg in Matzner (1997) sta razgradnjo organske
snovi raz€lenila v tri faze in fazo nastanka humusa. V zgodnji fazi najprej poteka razgradnja
topnih snovi ter snovi z nizko molekulsko maso. Sledi jim hemiceluloza, posebno tista z
veliko vsebnostjo arabinana, nato dominira razgradnja celuloze, na koncu, ko zmanjka lahko
razgradljivih snovi, pa prevladuje razgradnja lignina. Na to stopnjo povecana koncentracija
makrohranil (N, P, S), ki so glavna limitirajo€a hranila mikroorganizmov, deluje
stimulativno, mocan je vpliv klime, na vzorec razgradnje pa najverjetneje vpliva ureditev
komponent v organskih vlaknih — mikroorganizmi namre¢ najprej razgradijo bolj dostopne
ogljikovodike v zunanji strukturi. V pozni fazi, ko je organska snov Ze delno razgrajena,
hitrost njene razgradnje doloca hitrost razgradnje lignina. DuSik na razgradnjo lignina deluje
zaviralno tako, da zavira de novo sintezo lignoliti¢nih encimov in reagira z ligninskimi
ostanki, da tvori bolj odporne aromatske spojine. Vpliv klime je prakticno nicen.
Nerazgradljivih, stabilnih snovi v substratu je vedno vec in v predhumusni fazi (humus-near)
se stopnja razgradnje pribliza nuli (Berg in McClaugherty, 2008). Hitrost razgradnje s asom
upada zaradi spreminjanja razgrajajocega substrata, koncentracija slabse razgradljivih snovi
(npr. lignina) in tudi dusika se namre¢ povecuje. Spreminja pa se tudi mikrobna zdruzba, saj
prezivijo lahko le tisti mikroorganizmi, ki so sposobni tekmovati za substrat z dolo¢eno
kemijsko sestavo (Berg, 2000). Med razgradnjo s kondenzacijo fenolov, ligninskih ostankov
in privzetih hranil nastajajo tudi nove organske spojine. Vodotopne novonastale snovi
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(DOC) se izperejo iz substrata, a lahko ostanejo v tleh, ¢e se vkljucijo v humus ali
adsorptivno veZejo na glinene delce. Stabilni ostanki pa tvorijo humus (Berg in
McClaugherty, 2008).

Za sintezo proteinov, nukleinskih kislin in drugih celi¢nih komponent mikroorganizmi poleg
ogljika potrebujejo tudi druga hranila, predvsem duSik, ki se med razgradnjo in
mineralizacijo organske snovi spro$¢a v obliki amonijaka in drugih enostavnih, topnih
molekul (Robertson in Groffman, 2007). Mineralizacija pomeni transformacijo organsko
vezanih elementov (C, N, P, S) v anorganske komponente (CO2, CHs, NH*, NO*, SO4*,
H.S, HPO4>). Ce je organska snov bogata z dusikom, praviloma to pomeni C:N razmerje <
25:1, mikroorganizmi po privzemu ogljika zlahka zadostijo tudi svojo potrebo po dusiku,
viske pa spro§¢ajo v talno raztopino in mineralizacija organske snovi se nadaljuje. Ce pa
dusika v organski snovi primanjkuje (C:N > 25:1), je mikroorganizmi ne morejo popolnoma
razgraditi, saj za sintezo encimov potrebujejo dusSik. Tako morajo dodaten topen duSik
imobilizirati iz okolice, kar pa pomeni, da se koli¢ina rastlinam dostopnega dusika v talni
raztopini zmanjSuje (Robertson in Groffman, 2007).

2.3.2.1 Encimski sistem, vklju€en v razgradnjo rastlinskih ostankov

Najvedji delez rastlinske biomase (35-50 %) predstavljajo celulozna vlakna, ki so v celi¢ni
steni v matriks vklju¢ena skupaj z drugini strukturnimi biopolimeri, primarno s hemicelulozo
in ligninom. Koruzo (Zea mays) v polni zrelosti sestavlja priblizno 22 % surove vlaknine,
34 % hemiceluloze, 24 % celuloze, 5 % lignina, 33 % Skroba, 3% surovega pepela, 3 %
sladkorjev, 7 % surovih beljakovin, 2 % surove mascobe, C/N pa znaSa 46 (predstavljeni so
odstotki suhe mase) (Amon in sod., 2007). Najvecji del koruznice morfolosko predstavljajo
stebla (24 %), ki smo jih v naSem poskusu uporabili kot modelno organsko snov (Verbi€ in
sod., 1995).

Pri razgradnji celuloze sodelujejo tri glavne skupine hidroliticnih encimov. To so
endoglukanaze, eksoglukanaze in [-glukozidaze. Endoglukanaze (1,4-B-D-glukan-4-
glukanohidrolaze, EC 3.2.1.4) imajo v aktivnem mestu kataliticne domene navadno brazdo
ali razpoko, v katero se prilega kateri koli del celulozne verige. Ko prekrijejo celulozno
verigo tako s cepljenjem naklju¢nih glikozidnih vezi proizvaja razli¢no dolge oligosaharide
in tako nove nereducirajoce konce, ki so substrat za eksoglukanaze (celobiohidrolaze). Na
reducirajoCih ali nereducirajocih koncih celulozne verige dulujejo eksoglukanaze, njihovo
aktivnho mesto ima namre¢ obliko tunela in tako lahko verigo sprejmejo le preko njenih
koncev. Med eksoglukanaze sodita skupina celobiohidrolaz  (1,4-B-D-glukan
celobiohidrolaze, EC 3.2.1.91), ki iz B-glukana odceplja disaharid celobiozo in skupina
celodekstrinaz (1,4-B-D-glukan glukanohidrolaze, EC 3.2.1.74), ki iz [-glukana ali
celodekstrina odceplja glukozo. Kon¢no B-glukozidaze (B-glukozid glukohidrolaze, EC
3.2.1.21) hidrolizirajo celobiozo in druge vodotopne oligosaharide (trioze in tetroze) do
glukoze. Vsi trije tipi encimov delujejo sinergisti¢no, kar jim omogoca razgradnjo tako
kristalini¢ne kot amorfne oblike celuloze (Pregl. 2) (Bayer in sod., 2006; Eriksson in Wood,
1985, cit. po Eriksson, 1990; Lynd in sod., 2002; Schwarz, 2001).
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Ker je celi¢na stena rastlin kompozit tako celuloze kot hemiceluloze in ker v naravi teh dveh
tipov polisaharidov ne moremo zlahka lo€iti, se morajo mikrobni sistemi spopadati z obema
hkrati. Tako so pri razgradnji netopne celuloze tudi hemicelulaze nujni sodelavci celulaz. -
D-ksilozidaze (EC 3.2.1.37) spadajo med hemicelulaze in iz nereducirajo¢ega konca
hidrolizirajo ksilo-oligosaharide (veginoma dimerne ksilobioze) do ksiloze. Stevilne
ksilozidaze pa poleg P-ksilozidov hidrolizirajo tudi B-glikozide, B-galaktozide in a-
arabinozide ter delujejo na raznovrstnih substratih. Ti encimi so lahko intra- ali
ekstracelularni (Bayer in sod., 2006).

Preglednica 2: Aktivnost celulaz na razli¢nih substratih (Wood in Garcia-Campayo, 1991)

. Kristalini¢na Amorfna Celulozni .
Encim . - Celobioza
celuloza celuloza oligosaharidi
Celobiohidrolaze pocasi zelo aktivno aktivno ne
Endoglukanaze ne zelo aktivno aktivno ne
B-glukozidaze ne ne aktivno aktivno

2.3.3 Sprozilni ucinek

Mineralizacijo organske snovi v tleh lahko pospesi ali zavre interakcija med mikrobno
biomaso in dodanim/sveZe odmrlim organskim materialom. V Stevilnih Studijah so po
dodatku lahko razgradljive organske snovi v tla zasledili povecano razgradnjo talne organske
snovi kot sproS¢anje talnega CO>, NH4" ali NO3™ v primerjavi z mineralizacijo v tleh brez
organskega dodatka. Pojav, ki je v angleski literaturi poimenovan priming effect, pomeni
kratkotrajne, a moc¢no vidne spremembe v razgradnji talne organske snovi, ki jo povzrocijo
razmeroma majhne spremembe v tretiranju tal in jih pripisujemo povecani mikrobni biomasi
ali njihovi aktivnosti. Med sprozilnim u¢inkom se v zelo kratkem Casu v tla sprostijo ali se
imobilizirajo velike koli¢ine C, N in drugih hranil. Pri pozitivnem sprozilnem ucinku je
mineralizacija pospesena, poznamo pa tudi negativni sproZzilni u¢inek, pri katerem se hitrost
mineralizacije upocasni. Poteka namreC¢ imobilizacija, zaradi katere dodani C ali N ni
dostopen. Pri pozitivnem sproZilnem ucinku se takoj po dodatku lahko razgradljivih snovi
mikrobna razgradnja skokovito poveca, a ne pride do sprememb v razgradnji talne organske
snovi ali mikrobne biomase, kar imenujemo vidni sproZilni uéinek (apparent priming). Sele
Cez Cas pa se v znatnem obsegu spremeni razgradnja organske snovi tal (sprememba toka
CO,), Cemur pravimo pravi sprozilni ucinek (real priming) (Slika 2). Tako tudi po tem, ko
je dodani substrat Ze iz€rpan, nekateri mikroorganizmi ostanejo aktivni in naprej razgrajujejo
organsko snov tal (humus) (Kuzyakov in sod., 2000; Kuzyakov, 2010).
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Skupna mikrobna aktivnost

Populacija talnih
organizmov ali izpust CO,

Novi nivo
talnega
humusa

\ Stari nivo

Koli¢ina organske
snovi v tleh

,,prir.mnkg talnega
ucinel humusa
Talni humus
Dodani - Ostanki
sveZi . Cae dobro
ostanki humificirani

Slika 2: Shema sprememb v tleh po dodatku sveZe organske snovi. PuS¢ice ponazarjajo izmenjavo ogljika.
Med zacetno hitro razgradnjo organske snovi se vec€ina ogljika sprosti kot CO, nekaj pa se ga vkljuci v
mikrobno biomaso, njene produkte in potencialno v humus. PospeSena mikrobna aktivnost pospesi tudi
razgradnjo stabilne organske snovi tal (humusa), kar imenujemo sproZilni ucinek (priming effect). Na koncu
procesa pa je raven humusa glede na zacetno stanje vecja (Brady in Weil, 2008: 502).

Vendar pa je sproZzilni ucinek najbrz Se precej bolj kompleksen. V literaturi namre¢ lahko
zasledimo veliko nasprotujocih si izsledkov raziskav. Predvsem presenetljivo je dejstvo, da
je dodatek lahko razgradljivih snovi v tla, npr. glukoze, fruktoze in mineralnih hranil,
povzrocil nicen ali zelo majhen uc¢inek na mineralizacijo talne organske snovi v primerjavi
z ljuljko, celulozo in pSeni¢no slamo. Slednje namre¢ zaradi svoje polimerne strukture
skladiS$¢ijo manj lahko dostopne energije in bi zato pri¢akovali tudi manjsi »priming«. Tako
Fontaine in sod. (2003) predlagajo razumevanje sproZilnega ucinka z vidika tekme za
energijo in hranila med mikroorganizmi, ki so specializirani za razgradnjo sveze organske
snovi in tistih, ki razgrajujejo polimerno organsko snov tal. Po dodatku sveZe organske snovi
namre¢ veliko specializiranih mikroorganizmov raste hitro in razgrajuje samo lahko
dostopno svezo organsko snov, ki se v tla sproS¢a po razpadu mikrobnih, koreninskih in
zivalskih celic ter izpiranju topne organske snovi med razgradnjo. Na drugi strani pa
mikroorganizmi, ki rastejo pocasi, s proizvodnjo ekstracelularnih encimov razgrajujejo bolj
obstojne polimerne substrate, ki se v tleh zadrzujejo dalj Casa, razgradnja celuloze npr. traja
nekaj tednov, in tako prispevajo predvsem k razgradnji talne organske snovi (Slika 2).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 TLA

V poskusu obravnavana originalna tla (Orig), onesnazena s Pb, Cd in Zn, izhajajo
zelenjavnega vrta v Meziski dolini, vzor¢enega leta 2010, ki se nahaja v neposredni blizini
nekdanje talilnice svinca (x =489399 m, y =152300 m, po Gaup-Kriigerjevem koordinatnem
sistemu). Vzorcena je bila zgornja 30 cm plast tal. Tla so bila do remediacije shranjena na
prostem pod streho. Orig tla, remediirana 1 leto pred poskusom smo poimenovali starana
remediirana tla (R-star), Orig tla, remediirana 2 meseca pred poskusom, pa sveze
remediirana tla (R-svez).

Remediacija je potekala z metodo pranja tal s kelatnim ligandom etilendiamin tetraacetatom
(EDTA) v osmih korakih, kot porocata Voglar in Lestan (2014) in je shemati¢no prikazana
na Sliki 3: (I) Ekstrakcija tal s 120 mmol raztopino EDTA kg'. 30 kg suhih tal smo
ekstrahirali s 30 L raztopine kelata, pri cemer je bil uporabljen recikliran EDTA. Ekstrakcija
tal je potekala v meSalcu betona 2 h; (II) Procesno gos¢o smo presejali skozi 2 mm sito in
tako izlocili vecje kamenje, ki smo ga izprali najprej s procesno (korak (III)) in nato Cisto
vodovodno vodo ter ga zavrgli; (III) Locevanje faz je potekalo v filtrni stiskalnici. Trdno
fazo med plos¢ami filtrne stiskalnice smo sprali z 80 L vode, najprej z ociSceno procesno
vodo in na koncu s ¢isto vodovodno vodo, da smo iz tal izprali vse potencialno toksicne
kovine, vezane na EDTA; (IV) Bloke remediiranih tal smo odstranili iz filtrne stiskalnice,
jih z mlinom zmleli in presejali skozi 5 mm sito; (V) Procesno vodo iz koraka (III) smo
naalkalili z dodatkom apna (Ca(OH)>) do pH 12, pri ¢emer je priSlo do substitucije PTK s
Ca, in precipitirane kovinske hidrokside odstranili s centrifugiranjem. Del procesne vode se
je nato porabil za pripravo reciklirane raztopine za spiranje (korak (VIII)), del pa se je je v
sledecih korakih uporabilo za recikel EDTA in procesne vode; (VI) Kisla precipitacija (pH
1,8-2,2) EDTA zaradi dodatka H>SOys, filtracija in suSenje omogocijo recikel vecine kelata
iz procesne vode (H4EDTA); (VII) Preostali manjsi delez EDTA v procesni vodi smo
oksidativno razgradili v elektrolitski celici z uporabo elektrokemijskih naprednih
oksidacijskih procesov (ENOP), pri ¢emer se je EDTA oksidiral s hidroksilnimi radikali
('OH), PTK pa so se oborile na grafitno katodo. Precipitirane PTK in grafit smo odstranili s
filtracijo, posusili in preden smo jih zavrgli, stabilizirali z bitumnom, skupaj s peletom iz
koraka (V). Oc¢is¢ena procesna voda se tako nadalje uporablja za spiranje tal v koraku (III);
(VII) Ker zaradi absorpcije v tla v koraku (I) in oksidativne degradacije v koraku (VII)
tekom procesa izgubljamo EDTA, ga moramo v raztopini za spiranje nadomestiti s svezim
NaEDTA, da ohranjamo ucinkovitost, podobno svezi 120 mmol kg'1 raztopini EDTA.
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Slika 3: Procesna shema pranja tal z recikliranim EDTA in procesno raztopino (Voglar, 2013: 95)

Ker je bila v procesu remediacije pri R-star tleh peScena frakcija po koraku (II) nazaj
primeSana remediiranim tlem, pri R-svez tleh pa ne, smo Orig, R-star in R-sveZ tla presejali
skozi 2 mm sito, da smo jih izenacili glede na vsebnost skeleta.

Orig in R-star tla so bila uporabljena v loncnem poskusu (Jelusic in sod., 2014b), pri katerem
je bilo v vsak lonec z 8 kg suhih tal posejanih 20 semen Spinace (Spinacia oleracea). Lonce
so redno zalivali s priblizno 1800 mL vodovodne vode na teden. Po 45 dneh rasti v
rastlinjaku so Spinaco poZzeli in tla tedensko zalivali Se Sest mesecev, nadaljnje Stirl mesece
pa niso bila zalivana. Tla v poskusu niso bila gnojena.

3.2 ANALIZE TAL

Na Katedri za pedologijo in varstvo okolja na Oddelku za agronomijo Biotehniske fakultete
smo izvedli standardno pedoloSko analizo tal, z ekstrakcijo z zlatotopko dolocili vsebnost
svinca, cinka, kadmija, mangana in Zeleza ter s sekvencnimi ekstrakcijami kovin ocenili
dostopnost kovin v tleh. Dolo¢anje topnih oblik ogljika in duSika, merjenje encimske
celulazne aktivnosti in analiza Terminal restriction fragment length polymorphism (T-
RFLP) pa so potekali na inStitutu Environmental genomics raziskovalnega centra Helmholtz
Zentrum Miinchen, Nemcija.

3.2.1 Standardna pedoloska analiza

Pred dolocanjem osnovnih pedoloskih lastnosti tal smo vzorce Orig, R-star in R-svez tal
zracno posusili in jih presejali skozi 2 mm sito (ISO 11464, 2006).
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3.2.1.1 Suha snov tal

Za doloc¢anje odstotka suhe snovi v tleh (% SS) smo tla zatehtali v steklene posodice in jih
suSili na 105 °C do konstantne mase. Vzorce smo nato ohladili v eksikatorju, jih ponovno
stehtali ter po spodnji enacbi izracunali odstotek suhe snovi v tleh (Enacba 2) (ISO 11465,
2003).

% SS = m (suh vzorec) % 100 (2)

m (sveZ vzorec)

3.2.1.2 Merjenje pH

Analizo smo izvedli na podlagi standarda ISO 10390, 2005. Aktivnost H" ionov smo merili
elektrometri¢no v suspenziji tal z raztopino 0,01 M CaCl, v volumskem razmerju 1:2,5
(tla:CaCly).

3.2.1.3 Skupni organski C v tleh

Koli¢ino skupnega organskega ogljika v tleh (% org. C) smo dolocili z modificirano metodo
mokre oksidacije po Walkley-Blacku (SIST ISO 14235, 1999). Metoda temelji na oksidaciji
organske snovi v Zvepleno kislem okolju ob dodatku oksidacijskega sredstva (kalijev
dikromat) in redukciji do kromovega sulfata. Glede na vsebnost nastalega kromovega sulfata
smo nato izracunali koli¢ino organskega ogljika v tleh. Po tej metodi ne dolo¢imo visoko
kondenziranih oblik organskega ogljika in mineralnih oblik (karbonatov). Analizo smo
izvedli v treh ponovitvah.

3.2.1.4 Skupna vsebnost N v tleh

Skupni dusik v tleh (% skupni N) smo dolocali po Kjeldahlovem postopku mokre oksidacije
(SIS ISO 11261, 1996). Ta temelji na razgradnji organske snovi ob segrevanju talnega
vzorca in Zveplove kisline, pri cemer se v organski snovi vezan duSik reducira do amonijaka,
ta pa se veze v amonsulfat. V Kjeldahlovi destilacijski aparaturi amonsulfat nato destiliramo
ob dodatku natrijevega hidroksida. Pri tem se spro§¢a amoniak, ki ga zajamemo v borovo
kislino. Destilat titriramo z raztopino Zveplove kisline znane molarnosti in na osnovi porabe
titranta izraCunamo vsebnost skupnega dusika.

3.2.1.5 Izracun C/N razmerja

Razmerje ogljika in duSika v talnih vzorcih smo s pomocjo spodnje Enacbe 3 izracunali kot
produkt deleza v talnih vzorcih doloCenega organskega ogljika in deleza ogljika v organski
snovi (faktor), ki smo ga delili z deleZem celokupnega duSika, dolo¢enega v talnih vzorcih.

C/ =%org.C x 0,579 ... (3
N % skupni N
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3.2.1.6 Topne oblike C in N

Topne oblike C in N smo ekstrahirali z 0,01 M raztopnino CaCl, v razmerju tla:CaCl> = 1:5
(w:v) (DIN ISO 14240-2, 1999-10) in shranili na -18 °C do meritve. Topni organski ogljik
(DOC in 8'*C-DOC) smo v ekstraktih dolo¢ili s teko¢inskim kromatografom-IRMS (LC
IsoLink in MAT 253, Thermo Fisher Scientific, Nemcija) po protokolu, modificiranem po
Krummen in sod. (2004) ter Marx in sod. (2009). Kot izotopske standarde smo uporabili
saharozo (sladkor), benzojsko kislino (organska kislina) in fenilalanin (aminokislina) z
znanimi 8'°C vrednostmi. Ti laboratorijski standardi so bili vkljuéeni v vse meritve v rednih
intervalih in v razlicnih koncentracijah C. Laboratorijski standardi so bili kalibrirani s
sistemom IRMS/EA proti razliénim mednarodnim standardom. Skupni topni dusik (TDN),
nitratni (NO3™-N), nitritni (NO>-N) in amonijski duSik (NH4"-N) pa smo doloéili z
analizatorjem s kontinuiranim pretokom (Skalar Analytical, Nizozemska).

3.2.1.7 Mikrobna biomasa

Mikrobno biomaso (Cik) smo dolocili z metodo kloroformne fumigacije z ekstrakcijo (DIN
ISO 14240-2, 1999-10). Fumigacija s kloroformom (CHCI3) povzroci lizo mikrobnih celic
in tako iz njih sprosti organske snovi. Kot opisano zgoraj za topne oblike C in N (3.2.1.6),
je fumigaciji sledila ekstrakcija vzorcev s CaCly (0,01 M, w:v = 1:5) in meritve DOC in
8*C-DOC s tekocinskim kromatografom-IRMS. Z izradunom razlike v DOC med
fumigiranimi in nefumigiranimi vzorci (uporabljene meritve za DOC, 3.2.1.6) smo doloc¢ili
vsebnost mikrobnega ogljika (Enacba 4). DOCt oznacuje ekstrahirani C po fumigaciji,
DOC,¢ pred fumigacijo, kec pa faktor ekstrakcije za Cmix z vrednostjo 0,45.

(DOCg—DOCyy)
Conikc = # .. (@

3.2.1.8 Rastlinam dostopna K in P

Lahko dostopni kalij (K20) in fosfor (P20s) smo dolo¢ili z amon-laktatno metodo (ONORM
L 1087, 1993). Najprej smo K in P ekstrahirali z amon-laktatno ekstrakcijsko raztopino (0,1
M amonlaktat in 0,4 M ocetna kislina, pH 3,7) in nato P dolocili kolorimetri¢no
(PerkinElmer Lambda 25), K pa plamensko fotometri¢no (FLAPO 40). Meritve smo izvajali
v treh ponovitvah.

3.2.1.9 Kationska izmenjalna kapaciteta tal

Oceno kationske izmenjevalne kapacitete v tleh smo podali kot vsoto bazi¢no in kislo
delujo¢ih kationov. Izmenljive bazi¢ne katione (Ca**, Mg**, Na*, K*) smo dolo¢ali z uporabo
amonacetatne ((NH4OAc, pH 7) ekstrakcije, pri kateri kationi iz ekstrakcijske raztopine
izmenjajo katione, vezane na sorptivni del tal, ti pa tako prehajajo v talno raztopino. Sledi
kvantitativno doloCanje kationov v ekstrakcijski raztopini. Za dolo¢anje izmenljivih kislo
delujocih kationovsmo tla tretirali z ekstrakcijsko raztopino BaCl in trietanolamina (TEA)
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pri pH 8, pri ¢emer je pri§lo do substitucije H* ionov iz sorptivnega dela tal z Ba>* ioni, ter
deloma tudi do substitucije AI** ionov. Preostanek baze smo titrirali s solno kislino (HCI)
(Soil survey ..., 2004).

3.2.1.10 Tekstura tal

Teksturo tal smo v treh ponovitvah dolocali po sedimentacijski pipetni metodi (ISO 11277,
2009). Ta metoda temelji na hitrosti usedanja delcev razli¢nih velikosti v stoje¢i vodi.
Teoreticna osnova je Stokesov zakon, ki podaja zvezo med hitrostjo usedanja delcev in
njihovo velikostjo. Sedimentaciji suspenzije sledi kvalitativnho doloCanje uteznih delezev
posameznih velikostnih skupin s tehtanjem (Suhadolc in sod., 2007).

3.2.1.11 Vodno zadrzevalne lastnosti tal

Kapaciteto tal za zadrZevanje vode smo merili v svezih homogeniziranih vzorcih tal,
pripravljenih za mikrokozem poskus. Vzorce smo najprej navlazili do nasienja z 48 urnim
namakanjem v deionizirani vodi. Doloc¢ili smo masni odstotek vode pri dveh matri¢nih
potencialih, -0,33 (pF = 2,48) in -15 bar (pF = 4,2). Matri¢ni potencial -0,33 bar predstavlja
poljsko kapaciteto tal (PK), ko iz njih odteCe vsa gravitacijska voda, ostane pa kapilarno in
higroskopsko vezana voda. Tocko venenja (TV) predstavlja matri¢ni potencial -15 bar.
Takrat se voda nahaja le v najmanjSih mikroporah in rastline zaradi pomanjkanja njim
dostopne vode trajno ovenijo. Razlika med tema dvema tockama oznacuje rastlinam
dostopno vodo. Vodno zadrZevalne lastnosti tal smo dolocali z uporabo visokotlacne komore
s tlacno membrano, ki omogoca iztiskanje vode pod razlicnimi tlaki. Za izvedbo smo
uporabili modificiran postopek standarda ISO 11274, 1998.

3.2.2 Dolocanje kovin Pb, Zn, Cd, Mn, Fe

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

3.2.3 Frakcionacija kovin v tleh

Frakcionacijo/porazdelitev kovin Pb, Cd in Mn v talnih frakcijah smo dolo¢ili z modificirano
Seststopenjsko Tessierjevo metodo sekvencnih ekstrakcij (LeStan in sod., 2003). Prve
frakcije avtorji oznacujejo kot Sibkeje vezane na talne delce in zato mobilne ter biodostopne,
medtem ko zadnjim frakcijam pripisujejo mocnejSo vezavo na talne delce in tako tudi
relativno nemobilnost in nedostopnost (Pregl. 3). V analizi smo tako vsako frakcijo tal
ekstrahirali z reagentom, ki ponazarjajo vse ostrejse okoljske pogoje.
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Preglednica 3: Postopek Seststopenjske sekvencne ekstrakcije in ocena mobilnosti posameznih frakcij
(Tessier in sod., 1979)

Talna frakcija Ocena mobilnosti Ekstrakcijska raztopina Pogoji

I) Vodotopna Moc¢no mobilna 10 mL H,O 20C, 1 h, 200 rpm

IT) Izmenljiva Moc¢no mobilna 10 mL 1M MgNOs-6 H,O 20 C, 2 h, 200 rpm

IIT) Karbonatna Srednje mobilna, 10 mL IM NH4OAc (pH 5) 20 C, 5 h, 200 rpm
odvnisna od pH
okolja

IV) Fe- in Mn-oksidna Srednje mobilna, 20 mL 0.1M NH>OH-HCI (pH 2) 20 C, 12 h, 200 rpm
poviSana v
anoksi¢nih pogojih
(nizek Eh)

V) Organska Nizko mobilna, 3 mL 0,02 M HNOs + 5 mL 30 % H,O, 85 °C, 3 h segrevanje
poviSana v 15 mL 1 M NH40Ac 20 C, 2 h, 200 rpm
oksidirajoc¢ih
okoljih

VI) Ostanek Zelo nizko 21 mL HC1 (37 %) + 7 ml HNOs (65 %) 2 h, segrevanje

mobilen, kristalno
vezan

Kovine Pb, Cd in Mn smo ekstrahirali iz 1g zra¢no suhih tal, presejanih skozi 2 mm sito po
postopku v Pregl. 3. Po vsakem koraku smo vzorce centrifugirali 30 min na 3200 x g,
ekstrakte pa shranili na 4 °C do analize z atomskih absorpcijskim spektrometrom (AAS,
Varian AA240FS). Ostanek smo sprali z 8 mL deionizirane vode in ga uporabili v
naslednjem sekven¢nem koraku. Kontrolo meritev smo zagotovili s slepimi vzorci in
standardnim referen¢nim materialom. S primerjavo vsote koncentracij Pb, Cd oz. Mn v vseh
Sestih frakcijah s celokupno koncentracijo kovin po razklopu v zlatotopki smo izracunali
deleZ kovin, ekstrahiranih s sekvencnimi ekstrakcijami.

3.3  MIKROKOZEM POSKUS

Z mikrokozem poskusom smo merili hitrost mineralizacije organske snovi v Orig, R-svez in
R-star tleh, in sicer z meritvami koncentracije z dihanjem nastalega CO; in izotopske sestave
vzorcev. Opravili smo tudi pet vzorcenj mikrokozma in v vzorcih doloc¢ili delez suhe snovi,
mikrobno biomaso (Cmik), topne oblike C in N (DOC, TDN, NOs™-N, NO>-N in NH4*-N),
aktivnost encimov C-cikla in strukturo mikrobnih zdruzb z analizo T-RFLP. Poskus smo
izvedli na inStitutu Helmholtz Zentrum Muenchen, v raziskovalni skupini Okoljska
genomika (Environmental genomics), Nemcija.

R-svez tla so bila remediirana dva meseca pred zacetkom mikrokozm eksperimenta. V tem
¢asu smo Orig, R-sveZ in R-star tla kondicionirali in uravnavali na podobno vsebnost vode.
Stiri dni pred za¢etkom mikrokozm poskusa pa smo vlaZnost tal uravnali na 70 % poljske
kapacitete tal (PK). 6. dan poskusa se je vsebnost vode v tleh povec€ala na okrog 80 % PK in
do konca poskusa upadala nazaj na zacetno raven.

Kot organsko snov, ki smo jo dodali vzorcem v poskusu, smo uporabili tri posusena (105 °C
preko noci) in s krogli¢nim mlinom zmleta stebla koruze (Zea mays), nabrana 10 dni pred
zaCetkom poskusa na posestvu Scheyern, Nemcija. Vsebovala so 2,90 + 0,03 % N, 42,3 +
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0,4 % C, C/N razmerje je znasalo 14,6 +0,2 in 8'*C -12,49 + 0,06 %0 V-PDB. Kot kontrolna
tla smo uporabili Orig, R-sveZ in R-star tla brez dodatka koruze.

Mikrokozm poskus smo izvedli v 30 mL steklenih vialah, kamor smo zatehtali 10 g suhih
tal. K petim ponovitvam vsakega tipa tal smo, glede na splo$no kmetijsko prakso v Sloveniji
in delez ogljika v koruzi, primeSali 30 mg koruze. Preostalih pet ponovitev vsakega tipa tal
brez dodane koruze nam je sluzilo za kontrolo. Volumen tal smo uravnali na 10 mL, da smo
se pribliZali gostoti tal v MeZiski dolini (1,3 g cm™). Viale smo poloZili na mreZo eksikatorja,
pod katero smo za ohranjanje vlage dali ¢aSo z vodo in ga pokrili z aluminijasto folijo, ki
smo jo vsak dan za nekaj ur odkrili, da ni priSlo do anaerobnih razmer. Mikrokozem poskus
je potekal 28 dni na 14 °C.

Opravili smo 5 vzor€enj tal tekom mikrokozem poskusa (dan 0, 2, 6, 13 in 28), kjer dan 0
sicer pomeni vzorCenje tik po dodatku koruze, prakticno pa so bile meritve izvedene
priblizno pol dneva po dodatku. Analize talnih parametrov smo opravili na svezih tleh, za
T-RFLP analizo in analizo encimske aktivnosti pa smo vzorce tal zamrznili na -80 °C.

3.3.1 Mineralizacija organske snovi

Hitrost mineralizacije organske snovi v mikrokozmu smo spremljali z meritvami
koncentracije nastalega CO. in njegove izotopske sestave. Zastopanost 8'*C-CO, in
koncentracije CO> smo merili z masnim spektrometrom izotopskih razmerij (IRMS, delta
plus, Thermo Fisher Scientific, Dreieich, Nemcija), sklopljenim s plinskim kromatografom.
Steklene viale iz mikrokozma smo najprej prepihali z zrakom, da smo osvezili atmosfero,
jih neprodusno zaprli z gumijasto septo in jih inkubirali (14 °C) na posebnem pladnju,
sklopljenim z vzor&evalnikom CombiPAL autosampler (CTC, Zwingen, Svedska). Kot
izotopski standard je bil uporabljen CO: z znano izotopsko sestavo, raztopljen v heliju. Ta
CO2 je bil s sistemom z dvojnim dovodom kalibriran proti mednarodnim CO» standardom
RM 8562, RM 8563 in RM 8564 (IAEA, Dunaj). Meritve smo izvedli nadan 0, 1, 3, 4, 5, 6,
9, 13, 16, 20, 23 in 27 pri 30 naklju¢no izbranih vzorcih hkrati. Ob predpostavki, da ves
8'3C v spros¢enem CO; prihaja iz tal in iz dodane koruze, smo doloé¢ili tudi dele? CO», ki
se je mineraliziral iz koruze (Enacba 5) oz. iz tal (Enacba 6). Pri doloCanje koncentracij CO>
smo porabili tri interne standarde, kot izotopski standard pa je bil uporabljen CO> z znano
izotopsko sestavo, raztopljen v heliju.

813C+C - 613Ckont. (5)
813Ckoruza - 813Ckont.

relativni deleZ CO, iz koruze =

relativni deleZ CO, iz tal = (1 — (relativni deleZ CO, iz koruze)) .. (6)
813C,c oonnnnn vrednost 8'*C-CO; v vzorcu z dodano koruzo
83 Cont. ----.. vrednost 8'*C-CO, v kontroli brez dodane koruze

813 Croruza --- vrednost 8'*C-CO, koruze
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3.3.2 Analiza dolzinskih polimorfizmov terminalnih restrikcijskih fragmentov
(Terminal restriction fragment length polymorphism (T-RFLP))

Analiza dolZinskih polimorfizmov terminalnih restrikcijskih fragmentov (T-RFLP) je
molekularna metoda, s katero lahko ocenimo genetske razlike med skupinami organizmov.
Kot naznanja Ze samo ime, meri dolZinske polimorfizme terminalnih restrikcijskih
fragmentov, nastalih s pomnozevanjem v verizni reakciji s polimerazo (Polymerase chain
reaction, PCR) genetskega markerja. Uporabi se lahko kateri koli marker, ki ima
konzervirane sekvence domen in je primeren za aplikacijo z oligonukleotidnimi zacetniki.
Najpogosteje je v uporabi visoko konzerviran filogenetski marker 16S rRNK, ki je zaradi
relativno velike podatkovne baze njegovih sekvenc idealen kandidat. Po izbiri
oligonukleotidnih zac¢etnikov in PCR pomnoZevanju izbranega genetskega markerja pa sledi
restrikcija s skrbno izbrano restrikcijsko endonukleazo. Ta proizvaja terminalne fragmente,
ki jim velikost doloCamo na sekvencnih gelih/gelih za sekvenciranje visoke resolucije (+ 1
baza). Dimenzioniranje poteka na avtomatiziranih sistemih z digitalnim rezultatom, kot so
ABI gelski ali kapilarni elektroforezni sistem. Uporaba fluorescentno ozacenih
oligonukleotidnih zaCetnikov omejuje analizo samo na terminalne fragmente, nastale med
restrikcijo, njihovo dimenzioniranje pa je zelo natanéno zaradi uporabe velikostnega
markerja, ki vsebuje od vzorca razli¢en fluorofor in je vkljucen pri detekciji skozi celotno
analizo.

Analiza T-RFLP sestoji iz ve€ korakov. Najprej smo ekstrahirano DNA pomnozili v PCR
reakciji s fluorescentno oznacenim oligonukleotidnim zacetnikom in pomnoZke nato
razrezali z restrikcijskim encimom, specificnim za arheje, bakterije in glive. Fragmente smo
nato locili na gelu za sekvenciranje in od¢itano fluorescenco obdelali s programsko opremo
(Genemapper, T-REX).

3.3.2.1 Socasna ekstrakcija DNK in RNK

Socasno ekstrakcijo DNK in RNK smo izvedli pri treh vzorcenjih mikrokozma (dan 0, 13 in
28) po modificiranem Luedersovem protokolu (Lueders in sod., 2004). So¢asno ekstrakcijo
smo izvajali na ledu. Liza vzorcev tal je potekala v tubici Lysing Matrix E (MP biomedicas)
z ekstrakcijskim pufrom NaPOs (150 mM, pH 8) in TNS (pH 8) ter 30 s homogenizirali
(bead beating) (Precellys 24 lysis and homogenization, Bertin technologies, Francija) pri
hitrosti 5,5 ms!. DNK in RNK smo iz supernatanta ekstrahirali z meSanico
fenol:kloroform:izoamilni alkohol (25:24:1, pH 8) in ekstrakcijo za boljSo uspeSnost
ponovili z meSanico kloroform/izoamilni alkohol (24:1). Supernatant z ekstraktom
DNK/RNK smo precipitirali s PEG (2 h). Pelet smo nato sprali z ledeno hladnim 70 %
etanolom, etanol previdno odpipetirali in pelet susili v vakuumski centrifugi (Speed Vac
concentrator, Nemcija) 3-5 min. Ekstrakt DNK/RNK smo resuspendirali v 50 uL DEPC
vode in inkubirali 30 min na sobni temperaturi. Koncentracijo koekestahirane DNK/RNK
smo izmerili z NanoDropom 1000 (Peglab biotechnologie, Nemcija) in ga shranili na -20
°C.

Za separacijo in ¢iS¢enje DNK in RNK smo uporabili AllPrep DNA/RNA Mini Kit (Qiagen)
po navodilih proizvajalca. DNK, ki se je zadrzala na membrani AllPrep spin kolonic, smo
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ki se je izlocil skozi AllPrep spin kolonice. Za manjSo kontaminacijo z DNK smo opravili
Se digestijo z DNazo I (Qiagen), s katero smo eluat z RNK inkubirali na membrani kolonice
RNeasy mini 20 min. RNK smo po ¢iScenju raztopili v 30 uL DEPC vode, DNK pa v 100
puL pufra EB in na NanoDropu izmerili njune koncentracije. V RNK vzorcih smo preverili
potencialno kontaminacijo z DNK s PCR reakcijo (glivni oligonukleotidni zacetniki,
poglavje 3.2.6.3). Vzorce smo shranili na -80 °C.

3.3.2.2 Reverzna transkripcija izolirane RNK

Za sintezo cDNK smo uporabili High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied

Biosystems) po navodilih proizvajalca. Reverzno transkripcijo smo izvajali po programu
termobloka v Pregl. 4.

Preglednica 4: Program termobloka za reverzno transkripcijo vzorcev RNK

Korak 1 2 3 4
Temperatura 25 °C 37°C 85 °C 4°C
Cas 10 min 120 min 5s o0

3.3.2.3 Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

V vzorcih DNA (izolirane koncentracije 32-158 ng uL™') smo pomnoZevali 16S rRNK gen
arhej in bakterij ter gen za ITS regijo (internal transcribed region) gliv. Za pomnoZevanje
bakterijske 16S rRNK regije smo uporabili par oligonukleotidnih zacetnikov (Metabion
International, Nemcija):

o 27f-FAM (5'-AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3') in

¢ 1401r (5'-CGGTGTGTACAAGACCC-3"),

za 16S rRNK gen arhej smo uporabili par oligonukleotidnih zacletnikov (Metabion
International, Nemcija):

¢ 109f-FAM (5'-ACKGCTCAGTAACACGT-3') in

® 934r (5'-GTGCTCCCCCGCCAATTCCT-3"),

za glivno ITS regijo pa oligonukleotidna zacetnika (Metabion International, Nemcija):
e ITSIf-FAM (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") in
¢ ITS4r-HEX (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3').

PCR reakcije smo izvajali z neoznacenimi levimi in s fluorescentno znacko (FAM)
oznacenimi desnimi oligonukleotidnimi zacetniki, da smo pomnoZzke kasneje v sekvencni
reakciji lahko detektirali. Le pri pomnoZevanju glivne genske regije smo uporabili tudi leve
fluorescentno oznacene (HEX) oligonukleotidne zacetnike. V reakcijski meSanici za PCR
reakcijo (Pregl. 5) smo uporabili komercialni komplet reagentov TopTaq DNA Polymerase
(Qiagen, Nemcija) in meSanico deoksiribonukleotid trifosfatov (ANTP) (Thermo Scientific,
Nemcija). V PCR reakciji smo uporabili 20-krat red¢eno DNK pri PCR arhej in bakterij, pri
PCR glivne regije DNK nismo red¢ili.
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Preglednica 5: Sestava PCR meSanic za pomnoZevanje odsekov DNK arhej (Arh), bakterij (Bac) in gliv
(Gliv)

Reagent Arh 16S rRNK Bac 16S rRNK  Gliv ITS rRNK
Pufer Ix Ix 1x

Coral Load Concentrate 1x 1x 1x

Q-Sol 0,5x 0,5x /

MgCl 3 mM / 1 mM

dNTP 0,2 mM 0,1 mM 0,2 mM

F oligonuk. zacetnik 10 pmol 10 pmol 10 pmol

R oligonuk. zacetnik 10 pmol 10 pmol 10 pmol
TopTaq 1,25U0 25U 1,250

Kon¢ni volumen 50 uL 50 uL 50 uL

50 uL PCR mesanico, ki je vsebovala 10-20 ng matricne DNK, smo inkubirali v ciklicCnem
termobloku (PeqSTAT 96 universal, Peqglab biotechnologie, Nem¢ija) po programih,
prikazanih v Pregl. 6. Vsaki reakciji smo vedno dodali po tri negativne kontrole (DEPC
voda).

Preglednica 6: Programi termobloka za PCR reakcijo 16S rRNK genov arhej (Arh) in bakterij (Bak) ter ITS
regije gli (Gliv)

Korak v emperatura, tas Arh 16S rRNK Bak 16S rRNK Gliv ITS rRNK
Zacetek 94 °C, 3 min 94 °C, 3 min 94 °C, 4 min
Denaturacija 94 °C, 60 s

Prileganje 62 °C, 60 s x 20

PodaljSevanje 72 °C,60s

Denaturacija 94 °C, 60 s 94 °C, 60 s 94 °C,45s
Prileganje 52°C,60s x10  57°C,60s x30 55°C,45s x 32
PodaljSevanje 72 °C, 60 s 72 °C, 60 s 72°C,75s

Kon¢no podaljSevanje 72 °C, 10 min 72 °C, 10 min 72 °C, 5 min

Pavza 4°C, © 4°C, © 4 °C,

Po PCR reakciji smo vzorce analizirali z agarozno gelsko elektroforezo, da smo preverili
prisotnost in jakost elektroforetskih lih po pomnozevanju 16S oz. ITS regije. 2 % agarozni
gel smo pripravili v 1x TAE pufru (2 M Tris, 50 mM EDTA, 5,7 % ledocetna kislina, pH 8,
50-krat redCen) in dodali etidijev bromid (0,03 puL/mL). Ker je etidijev bromid
fotosenzitiven, prav tako pa tudi fluorescentne znacke oligonukleotidnih zacetnikov, smo
vse nadaljnje korake izvajali v temi. Gel smo prenesli v elektroforetsko kadicko, ga prelili z
1x TAE pufrom in v Zepke gela nanesli vzorce, negativne kontrole in velikostni marker (1
kb, Fermentas). Elektroforezo (Consort E835, 300 V-500 mA) smo pustili te¢i 35 min pri
120 V. Agarozni gel smo nato prenesli v transiluminator (Gel documentations system,
Biostep dark hood DH-40/50, Felix 600) in ga fotografirali ter preverili, ali so elektroforetske
lise vidne pri vseh vzorcih. Za vzorce z manjkajo¢imi in zelo slabo vidnimi lisami smo PCR
reakcijo ponovili.
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Po agarozni gelski elektroforezi smo vzorce Cistili s QIAquick PCR Purification Kitom z
uporabo vakuumske Crpalke (vacuum manifold, Qiagen), da smo odstranili ostanke
reagentov iz PCR reakcije. Postopali smo po navodilih proizvajalca. PCR produkte smo po
¢iS€enju raztopili v 30 uL. EB pufra in z NanoDropom pomerili koncentracijo DNA. Do
nadaljevanja smo vzorce shranili na -20 °C.

3.3.2.4 Razrez PCR pomnozkov z restrikcijskim endonukleazami

Pomnozene in ociS¢ene fragmente smo razrezali s specificnimi restrikcijskimi
endonukleazami (RE):

e S Hha I pomnozene fragmente arhej (restrikcijsko mesto: 5'...GCG|C...3’),

e 7 Mspl fragmente bakterij (restrikcijsko mesto: 5'...C|CGG...3’),

e s HpyCH4IV fragmente gliv (restrikcijsko mesto: 5'...A|CGT...3").

Restrikcijsko meSanico smo pripravili na ledu, kot je opisano v Pregl. 7. Do kon¢nega
volumna smo jo dopolnili z DEPC vodo. Restrikcijsko reakcijo smo inkubirali 3 h (arheje,
bakterije) oz. 2 h (glive) na 37 °C ter reakcijo inaktivirali z 20 min na 65 °C.

Preglednica 7: Sestava reakcijske meSanice za encimsko restrikcijo PCR pomnozkov. Za fragmente arhej
(Arh) smo uporabili pufer Buffer4 (Thermo Scientific) in encim Hhal (New England Biolabs), za bakterije
(Bak) Tango Buffer (Thermo Scientific) in encim MspI (Thermo Scientific), za glive (Gliv) pa Cut Smart
Buffer (New England Biolabs) in encim HpyCH41V (New England Biolabs). Pri arhejah in bakterijah smo
uporabili BSA (New England Biolabs).

Reagent Arh Bak Gliv

Pufer 1x Buffer4 1x Tango Buffer 1x Cut Smart Buffer
BSA Ix Ix /

RE 0,2uL 0,2uL 1 uL

PCR pomnozek 200-400 ng/reakcijo 200-400 ng/reakcijo 200-400 ng/reakcijo

Kon¢ni volumen

25 uLL

25 uLL

25 uL

Po restrikciji smo razrezane fragmente ocistili z MinElute Reaction Cleanup Kitom (Qiagen,
Nemcija) z uporabo vakuumske ¢rpalke po navodilih proizvajalca in jih raztopili v 10 uL
EB pufra. Koncentracijo razrezanih fragmentov smo izmerili z NanoDropom in jih do
nadaljevanja shranili na -20 °C.

3.3.2.5 Priprava plosce in analiza T-RFLP

Za T-RFLP analizo smo razrezane PCR pomnoZke razred¢ili na 4 ng uL! in jih po 1 pL
odpipetirali v mikrotitrsko plos¢o za sekvenciranje (96 luknjic). Pripravili smo 1:500 (v/v)
raztopino internega velikostnega markerja (MapMarker 1000 Rox Size Standard, Bio-
Ventures, Tennessee) v Hi-Di formamidu (Applied Biosystems, Kanada) in jo dodali
vzorcem na plos¢i. V termobloku smo plosco z vzorci denaturirali 5 min na 95 °C in jo takoj
postavili na led. Signale fluorescentno oznaceneih terminalnih restrikcijskih fragmentov (T-
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RF) smo odcitali s kapilarnim sekvenatorjem (ABI 3730 48 DNA Analyzer, Life
Technologies, Nemcija).

3.3.3 Encimska aktivnost

Pri vsakem vzor¢enju mikrokozm eksperimenta smo dolocali tudi aktivnost treh encimov C-
cikla: B-glukozidaz, celobiohidrolaz in ksilozidaz. Uporabili smo fluorescentno metodo
(Radl in sod., 2005), temeleCo na analogu substrata, ki se mu po encimski cepitvi spremeni
fluorescenca, kar lahko merimo. Uporabili smo substrate, ki temeljijo na 4-
metilumbeliferonu (MUF), ta pa je vezan na dolocene sladkorje. Medtem, ko molekula
substrata ne fluorescira, pa sam MUF daje mocen fluorescenten signal (na svetlobi razpada,
zato z njim rokujemo v temi), po tem, ko endonukleaza odcepi sladkorno molekulo. Pri
MUF-substratih je povecanje fluorescence proporcionalno delezu MUF, ki se sprosti po
encimski cepitvi substrata. V testu smo uporabili naslednje substrate: 4-metilumbeliferil-[3-
D-glukozid (MUF-B-D-glukozid) za doloCanje [-glukozidazne aktivnosti, 4-
metilumbeliferil-B-celobiozid (MUF-B-D-celobiozid) za dolocanje celobiohidrolazne
aktivnosti in 4-metilumbeliferil-B-D-ksilopiranozid (MUF-B-D-ksilopiranozid) za doloCanje
ksilozidazne aktivnosti (Pregl. 8). Ker je fluorescenca moc¢no odvisna od pH (merjenje MUF
optimalno pri pH > 9), smo inkubacijo z encimom sicer izvajali pri pH tal, pred merjenje
fluorescence pa smo vzorce naalkalili.

Koncentracijo substrata v encimskem testu smo dolocili s saturacijsko krivuljo, in sicer za
vsaka tla posebej. Tako smo namrec dolocili koncentracijo (Pregl. 8), pri kateri je substrat
saturiran in ga je dovolj, da encimski test do konca poteka brez inhibicij (prehod eksponentne
v stacionarno fazo). Dolocili smo tudi optimalni ¢as inkubacije, po katerem se razvije dovolj
mocna fluorescenca, primerna za merjenje (Pregl. 8).

Preglednica 8: Celulaze, katerih aktivnost smo dolocali v vzorcih mikrokozm eksperimenta, substrati, s
katerimi smo jih dolocali, njihove koncentracije in ¢as inkubacije encimskega testa

Encim Substrat 51%2::::;131{2] Cas inkubacije [h]
B-glukozidaza MUF-B-D-glukozid 400 2
Celobiohidrolaza MUEF-B-D-celobiozid 400 2
Ksilozidaza MUF-B-D-ksilopiranozid 600 1,5

Encimsko aktivnost smo merili v talni suspenziji, ki smo jo pripravili za vse tri tipe tal (Orig,
R-svez., R-star) iz zamrznjenih (-80 °C) vzorcev iz mikrokozm poskusa. En teden pred
izvedbo encimskega testa smo vzorce pocasi odtajali na ledu in jih klimatizirali na 14 °C, da
smo se pribliZali stanju in temperaturi tal pred zamrzovanjem. Ce je odstotek vode v tleh
precej odstopal od 70 % poljske kapacitete, smo tla navlazili. Talno suspenzijo smo pripravili
iz 0,5 mg tal in 40 mL miliQ vode, 15 min stresali na prekucnem mesalniku in 3 min
suspendirali v ohlajeni ultrasoni¢ni kopeli. Vecje talne delce smo odstranili s filtriranjem
skozi filter iz blaga. 50 puL talne suspenzije smo nato odpipetirali v ¢rno mikrotitrsko plosco
in ji v klimatizirani sobi (21 °C) dodali 100 pL substrata ter v stresalniku za mikrotitrske
plos¢e (Dynatech, Nemcija) v temi inkubirali 1,5 h oz. 2 h. Encimsko reakcijo smo nato
ustavili s 100 uL pufra Tris (1 M, pH > 10) (Pregl. 9). Delce talne suspenzije smo s kratkim
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centrifugiranjem (2420 x g, 5 min, 20 °C) posedli in nato merili fluorescenco (SpectraMax
Gemini EM microplate reader, Molecular devices, USA) pri Aex 365 nm (Sirina zdrsa 5 nm)
in Aem 450 nm (Sirina zdrsa 5 nm).

Da smo lahko mo¢ fluorescentnega signala preracunali v koncentracijo MUF (velja za
linearno odvisnost), smo naredili kalibracijsko krivuljo. Razli¢ne organske molekule v tleh
namre¢ lahko reagirajo z elektroni molekule MUF in tako spreminjajo mo¢ fluorescentnega
signala (duSenje ali avtofluorescenca). Za vsak tip tal oz. za vsako mikrotitrsko plos¢o z
vzorci smo naredili svojo kalibracijsko krivuljo. Pripravili smo jo iz seta red¢itev MUF v 2-
metoksietanolu (0, 100, 200, 300, 400, 500 in 600 pmol (100 uL)™!) in jih odpipetirali po 100
puL/luknjico ter dodali 50 uL talne suspenzije na luknjico. Nadaljnji koraki — inkubacija,
dodatek stop pufra Tris, centrifugiranje in merjenje fluorescence so enaki in so se izvajali
hkrati s tretiranimi vzorci.

Z upostevanjem kalibracijske krivulje in avtofluorescence substrata smo iz fluorescenc
vzorcev izradunali encimsko aktivnost v pmol MUF (mg suhih tal)! h! (Enacbe 7-10).

X; = izmerjena fluorescenca vzorca (D

X, — X1—avtofluorescenca substrata . (8)
2 0,5 mgxsuha masa tal

Xy = S22 ... (9)

X, =% .. (10)

tinkubacije

X ... fluorescenca vzorca (mg suhih tal)™!

n ..... zaCetna vrednost kalibracijske krivulje

k ..... naklon kalibracijske krivulje

X4 ... encimska aktivnost [pmol MUF (mg suhih tal)"! h'']

Preglednica 9: Shema pipetiranja inkubacijskih raztopin za merjenje encimske aktivnosti v ¢rni mikrotitrski
plosci

Raztopina Vzoree [uL] Kalibracijska krivulja Aytoﬂgorescencvalv
[uL] mikrotitrske plosce [uL]
Talna suspenzija 50 50
milliQ voda 150
Kalibracijske raztopine MUF 100
Prenos v klimatizirano sobo na 21 °C
Substrat 100
Stop pufer Tris 100 100 100
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3.4 STATISTICNA ANALIZA

Za statistino obdelavo rezultatov smo uporabili programa R (R Core Team, 2013). Talne
parametre (Pregl. 11) in aktivnosti encimov celobiohidrolaz, 3-glukozidaz in ksilozidaz smo
analizirali z enosmernim ANOV A testom za analizo varianc in Duncanovim testom. Razlike
med rezultati smo smatrali za signifikantne pri p < 0,05. Ce pri analizi tocke venenja pri
izvebi ANOVE enakih varianc ni uspela prikazati nobena transformacija, smo uporabili
permutacijski test in nato t-test za pare.

Rezultate talnih parametrov med mikrokozem poskusom smo zbrali v matriki s 150
vrsticami (vzorci) in 273 kolonami (spremenljivke). Vzorce smo razvrstili glede na tri
eksperimentalne faktorje: tla (Orig, R-sveZ, R-star; vsaka tla 50 vzorcev), obravnavanje
(dodatek koruze (+C) in kontrola brez dodatka; vsako tretiranje 75 vzorcev) in ¢as vzorcenja
(dan 0, 2, 6, 13, 28; v analizi DNK, RNK in TRF samo dan 0, 13, 28; vsaka ¢asovna tocka
30 vzorcev). Za analizo talnih parametrov: odstotek WHC, TOC, DOC, Cuik, NO3", NH4*,
TDN, DNK in RNK ter encimsko aktivnost CEL, XYL in -glu smo uporabili univariatni
ANOVA in LSD test (with multiple test correction). Kot faktorje smo uporabili tip tal,
obravnavanje in Cas vzorCenja, izkljucili smo osamelec R-star+C v Casu 0 in za mejo
signifikantnosti uporabili p < 0,01. Rezultati za nitrit so bili binerizirani (glede na vrednosti
pod in nad mejo detekcije) in analizirani s kontingen¢nim Fisherjevim testom.

Vse talne parametre in encimske aktivnosti smo primerjali v multivariatni analizi in jih
prikazali z analizo glavnih komponent (PCA) in diagonalno diskriminantno analizo.

Rezultate mineralizacije oz. produkcije CO2 med mineralizacijo v mikrokozm poskusu smo
logaritmirali in analizirali z enosmernim ANOVA testom.

Signale T-RFLP analize smo najprej analizirali s programom GeneMapper 3.5 (Applied
Biosystems). Preverili smo, Ce je bila detekcija velikostnega standarda (MapMarker 1000)
pravilna, ¢e so vsi vzorci znotraj razreda izbranega velikostnega standarda in ali moc
fluorescence ne presega vrednosti 30000. Ce kateri od teh pogojev ni bil izpolnjen, smo
analizo T-RFLP ponovili. Nato smo podatke o vzorcih in izmerjenih signalih uredili v tabelo

in prenesli v program T-REX (Culman in sod., 2009), kjer smo filtrirali ozadje, v izogib
primer-dimerom odstranili restrikcijske fragmente (TRF), krajSe od 50 bp, jih poravnali in
dolocili relativno zastopanost viSin vrhov za vsak TRF v obravnavanju. Podatki so bili nato
transformirani s Hellingerjevo transformacijo in v nadaljnjo statisti¢no analizo vkljuceni le
tisti z relativno zastopanostjo > 0,01 v vsaj enem vzor¢nem casu. Statisticno analizo smo
zaceli z multivariatnim ANOVA testom — permutacijsko multivariatno analizo varianc na
podlagi matrik razdalj (ang. distance matrices) in zaradi velikega Stevila spremenljivk
nadaljevali z diagonalno diskriminantno analizo. Za izbiro spremenljivk smo uporabili
univariatni ANOVA test s Holmovo metodo. Pestrost mikrobnih zdruzb smo prav tako
analizirali z multivariatnim testom.
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4 REZULTATI

4.1 VPLIV REMEDIACIJE NA SKUPNO VSEBNOST IN DOSTOPNOST KOVIN

V nasi Studiji smo uporabili mo¢no onesnazZena tla iz MeZiSke doline (Orig) in sicer s 4359
mg kg™ Pb, 1901 mgkg™! Znin 26 mg kg'! Cd (Pregl. 10). Po remediaciji s 120 mM raztopino
EDTA se je vsebnost kovin v tleh znatno zmanjSala, in sicer koncentracija Pb za 67 % v
sveze remediiranih tleh (R-sveZ) in 69 % v staranih remediiranih tleh (R-star) ter
koncentracija Cd za 61 % v obojih remediiranih tleh. Remediacija je odstranila le malo
preseZnega Zn, saj se je njegova koncentracija po remediaciji zmanjSala za samo 6 % oz. 18
% v R-sveZ oz. R-star tleh. Vsebnosti Mn so bile po remediacije manjSe, koncentracije Fe
pa se niso spremenile.

Preglednica 10: Vsebnost kovin, dolocena z ekstrakcijo z zlatotopko, podana za originalna, sveZe remediirana
in starana remediirana suha tla, n = 3.

Tla Pb (mg/kg) Zn (mg/kg) Cd (mg/kg) Mn (mg/kg) Fe (mg/kg)
Orig 24359 + 140 22901 £ 144 225,7+0,9 2710 £ 22 229316 + 1482
R-svez 1453 +3 22719 +42 ®10,5+£0,0 °323+11 230648 + 668
R-star 51345 £ 16 2383 £ 50 °10,1£0,1 ®330+4 230387 + 817

a5, ¢ Statistiéno razli¢ni rezultati, Duncanov test (p < 0,05).

S sekven¢nimi ekstrakcijami smo dolocili dostopnost kovin Pb in Cd tako, da smo jih glede
na njihovo mo¢ vezave na talne delce razporedili v Sest frakcij. Po remediaciji se je
koncentracija ekstrahiranih kovin v vseh talnih frakcijah zmanjSala ali ostala nespremenjena,
razen v prvi (I) frakciji R-svez tal (Pregl. 11). V prvi, vodotopni frakciji, so se koncentracije
kovin pomembno zmanjSala v R-star tleh, Cd celo pod mejo dolocljivosti, zanimivo pa so se
koncentracije kovin v R-sveZ tleh glede na Orig tla statisti¢no znacilno povecale (Pb, Cd).
Iz izmenljive (II.) frakcije so se kovine med remediacijo izprale: Koncentracija Pb v R-star
tleh se je zmanjSala pod mejo dolocljivosti, v R-svez tleh se ni spremenila, medtem ko so
bile koncentracije Cd v obojih remediiranih tleh niZje od vrednosti v originalnih tleh. V
zadnji (V1.), najmanj dostopni frakciji, so bile koncentracije Cd po pranju tal z EDTA vecje
za okrog 40 %. Pb je bil pred remediacijo in po njej skoncentriran v frakciji, vezani na
organsko snov (V. frakcija), Cd v frakciji, vezani na karbonate (IIl. frakcija), le v R-svez
tleh pa v V. frakciji.
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4.2 VPLIV REMEDIACIE NA FIZIKANO-KEMIJSKE LASTNOSTI TAL

Pranje tal z EDTA je mocno vplivalo na Stevilne lastnosti tal (Pregl. 12 in 13). V primerjavi
z originalnimi tlemi so se namre¢ spremenile vse lastnosti, doloCene s standardno pedolosko
analizo. Remediacijski postopek je spremenil razmerje med koli¢ino peska, melja in gline v
tleh (Pregl. 12). V remediiranih tleh se je zmanjSal odstotek peska (za 17 in 12,4 % v R-svez
in R-star tleh), medtem ko se je delez finega melja povecal (za 11,7 in 10,6 %).

Delez zadrzane vode se je po remediaciji povecal (Pregl. 12). Tako pri vodnem potencialu -
0,33 bar (PK), kot tudi pri -15 bar smo izmerili ve¢jo vsebnost vode v remediiranih kot v
originalnih tleh, kar je Se posebno izrazito pri TV v R-svez tleh. Rastlinam dostopna voda
ali efektivna poljska kapaciteta (EPK) pa se je tako v R-sveZ tleh zmanjSala.

Preglednica 12: Tekstura tal in vodno-zadrZevalne lastnosti tal za originalna, sveZe remediirana in starana
remediirana tla. Podane so povprecne vrednosti in standardni odklon, n = 3.

Lastnost tal Metoda Orig R-svez R-star
Glina (<0,002 mm) [%] 212,7+£0,9 2132+ 1,0 2143+0,2
Fini melj (0,002-0,02 mm) [%] . y 26,6 +4,5 1383+24 1372+24
Grobi melj (0,02-0,05 mm) [%] ~Scdimentacijska 15 5, 5, 4222+13 417,5+2,7
pipetna metoda

Pesek (0,05-2,00 mm) [%] 2434+ 1,0 €264 +2,1 531,0£1,2
Teksturni razred 1 MI MI

PK (w %) -0,33 bar, €35,2+0,1 241,3+04 ©372+0,1
TV (w %) -15 bar 5 14,6 +0,1 134,1+27 ©15,9+0,2
EPK (w %) 20,6 +£0,2 7,2+3,1 21,3+0,3

a.b.¢ Oznadujejo statisti¢no razli¢ne rezultate, Duncanov test (p < 0,05), za analizo toke venenja smo
uporabili permutacijski test in t-test za pare.

Postopek remediacije je vplival tudi na kemijske lastnosti tal, Se posebno R-svez tal (Pregl.
13). pH tal je bil v remediiranih tleh visji kot v originalnih, vendar Se vedno v nevtralnem
obmocju. V R-svez tleh smo izmerili tudi ve¢jo vsebnost organske snovi kot v Orig in R-
star tleh. Prav tako smo v remediiranih tleh glede na originalna izmerili ve¢jo vsebnost
skupnega N ter rastlinam lahko dostopnega P in K, predvsem v R-svez tleh. Tudi CEC je
bila v remediiranih tleh vecja, tako se je izmenjalo ve¢ bazi¢nih kationov (Ca, K, Na).
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Preglednica 13: Kemijske lastnosti originalnih, sveZe remediiranih in staranih remediiranih tal. Podane so
povprecne vrednosti in standardni odklon, n = 3.

Lastnost tal Metoda Orig R-svez R-star
pH v raztopini CaCl, v7.0+0,01 27,2 +0,01 27,2 +0,01
K0 [mg/100 g tal] Egner-Riehm-Domingu ¢ 133406 121,2+0,6 143 +0,6
. Mokra oksidacija po c a b
Nskupm [%] Kjeldahlu (HzSO4) 0,50 0,56 0,52
Mokra oksidacija po
Organski C [%] Walkley-Blacku v6,7+0,0 282 +0,3 6,8 +0,0
(KzCl’zO7)
C/N 28 28 28
Ca [mmol/100g tal] ©18,27£0,05 °22,19+£0,02 22530030
Mg [mmol/100g tal] i i 2491 +0,04 ©4,20 £ 0,08 4,50 £ 0,08
Kationska izmenalna
K [mmol./100g tal] kapaciteta (CEC) €0,21 £0,00 20,39 £ 0,01 0,28 +£0,00
Na [mmol/100g tal] €0,26 £ 0,01 2390+0,10 52,84 +£0,04
- amonacetatna ) . .
H [mmol./100g tal] ekstrakcija, 4,00 £ 0,40 3,90 £ 0,20 3,60 £ 0,20
S [mmol./100g tal] - ekstrakcija z BaCl, ©23,63+£0,06 °3290£0,40 232,87 +0,06
V [%] ©85,60+1,00 °8850£0,70 290,01 +0,60
CEC [mmol/100g tal] ©27,60£0,30 °34,60+0,20 236,50 +0,20

a5, ¢ Statistiéno razli¢ni rezultati, Duncanov test (p < 0,05).

4.3 VPLIV REMEDIACIJE NA MINERALIZACIJO ORGANSKE SNOVI

V mikrokozem poskusu smo spremljali mikrobno aktivnost z merjenjem mineralizacije
organske snovi v originalnih, sveze remediiranih in staranih remediiranih tleh. Vzorcem tal
smo dodali koruzno biomaso (zmleta koruzna stebla, +C), kontrolna tla so bila brez dodane
koruze.

Hitrost mineralizacije organske snovi smo spremljali 27 dni in sicer prek merjenja
spros¢enega CO2-C (Sliki 4 in 5). Dan 0 pomeni meritve, izvedene pribliZzno pol dneva po
dodatku koruze. V kontrolnih tleh se sproscanje CO»-C med obravnavanji znacilno razlikuje
(Slika 4). Ugotovili smo znacilno interakcijo med obravnavanimi tlemi (Orig, R-sveZ in R-
star) in ¢asom vzorcenja, tako lahko casovni potek sproscenega CO,-C za vsaka obravnavana
tla opiSemo s svojo linearno funkcijo: y = 3,147 —0,018x (R-svez), y = 3,111 —0,033x (Orig)
in y = 2,546 — 0,023x (R-star). Orig in R-svez tla so imela na dan 1 enako hitrost
mineralizacije, vendar so se zatem razlike povecevale. Najvecjo hitrost mineralizacije so
dosegla R-svez tla s sicer najbolj polozno premico, najpoCasneje pa je mineralizacija
potekala v R-star tleh (Slika 4).
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Slika 4: Spros¢anje CO,-C v originalnih, sveZe remediiranih in staranih remediiranih tleh brez dodanega
ogljika (kontrole), v 27. dneh trajanja mikrokozem poskusa. Prikazane so logaritemsko transformirane
povprecne vrednosti (n = 5) in prirejen linearni model s 95 % intervalom zaupanja.

V tleh z dodano koruzo je bila hitrost mineralizacije organske snovi znacilno vecja kot v
kontrolnih tleh, ni pa statisticno znacilnega vpliva obravnavanih tal na nastajanje CO>-C
(Slika 5). Mineralizacija je torej v vseh treh obravnavanih tleh potekala enako hitro.
Sproséanje CO2-C je 1. dan glede na zadetno stanje (dan 0, priblizno 1400 ng CO»-C h'! g'!)
skokovito upadla pod 500 ng CO>-C h'! gl in se od 4. dneva dalje niZala, da je po 27. dneh
dosegala le 2,7 %, 2,5 % oz. 2,2 % zacetne stopnje mineralizacije v Orig+C, R-svez+C oz.
R-star+C tleh.

V zacetku poskusa se je vecinski delez spros¢enega CO»-C mineraliziral iz koruze, najvec
iz Orig tal, medtem ko je po 3. dnevu eksperimenta vecina mineraliziranega CO»-C prihajala
iz tal (Priloga A). To je razvidno tudi iz poteka mineralizacije, saj se je hitrost mineralizacije
v tleh z dodano koruzo med 4. in 23. dnevom eksperimenta zmanjSevala linearno (y = 6,697
— 0,128x), medtem ko lahko v zaCetku poskusa opazimo najprej mocan padec v hitrosti
mineralizacije in nato plato (Slika 5). Sklepamo, da je dinamika povezana s preferen¢nim
substratom, ki so ga mikroorganizmi porabljali pri mineralizaciji. Na koncu poskusa (27.
dan) hitrosti ne moremo vec¢ opisati z linearnim upadom. Predvidevamo, da je bila hitrost
mineralizacije takrat blizu minimuma, saj se je hitrost mineralizacije zelo malo ali se ni (R-
svez) spreminjala. Podoben trend se nakazuje tudi v kontrolnih tleh brez dodatka koruze
(Slika 4).
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Slika 5: Produkcija CO,-C, merjena v ng CO»-C h'! ¢'! suhih tal, v originalnih, sveZe remediiranih in staranih
remediiranih tleh z dodano koruzo (+C), v 27. dneh trajanja mikrokozm eksperimenta. Prikazane so
logaritemsko transformirane povprecne vrednosti (n = 5) in prirejen linearni model za 4.-23. dan s 95 %
intervalom zaupanja.

S primerjavo ogljika, ki se je mineraliziral iz tal v obravnavanju z dodano koruzo in
povprecno produkcijo CO>-C v kontrolnih tleh, brez dodane koruze, smo opazili precejSnje
povecanje stopnje mineralizacije talnega ogljika zaradi dodatka svezZe organske snovi, kar
kaZe na t.i. sproZilni u¢inek (Slika 6). V poskusu se je tako v Orig+C tleh mineraliziralo 30,0
mg C, v R-star+C tleh 25,8 mg C in v R-svez+C 24,1 mg C, kljub temu, da smo v poskus s
koruzo dodali le 12,7 mg C. To povecanje mineralizacije talne organske snovi zaradi dodatka
sveze organske snovi je bilo statisticno znacilno glede na obravnavana tla in je s ¢asom
upadalo. Logaritmiranim vrednostim povecanja stopnje mineralizacije lahko priredimo
linearni model, ki opisuje njegov potek od 4. do 23. dne poskusa. Ker je interakcija
obravnavanih tal s ¢asom vzorCenja statisticno znacilna, lahko vsaka obravnavana tla
opiSemo s svojo linearno funkcijo: y = 3,017 - 0,091x (Orig), y = 2,437 — 0,123x (R-star) in
y=2,290-0,130x (R-svez). V zacetku so se vrednosti povecane mineralizacije gibale okrog
500-600 ng CO,-C h'! g!, ob koncu poskusa pa so znasale le okrog 10-20 ng CO>-C h'! g,
SproZilni ucinek je bil najvecji v R-star tleh, vendar se je po 9. dneh izenacil z Orig tlemi.
Sprozilni ucinek dodane organske snovi na mineralizacijo talnega C je bil najman;jsi v R-
svez tleh.
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Slika 6: Povecana stopnja mineralizacije talne organske snovi zaradi dodatka sveZe organske snovi (koruze),
podana relativno na povprecno produkcijo CO»-C v kontrolnih tleh brez dodane koruze (t.i. relativni sproZilni
ucinek) v 27. dneh trajanja mikrokozem poskusa v originalnih, sveze remediiranih in staranih remediiranih
tleh. Prikazane so logaritemsko transformirane povprecne vrednosti (n = 5) in prirejen linearni model s 95 %
intervalom zaupanja.

4.3.1 Vsebnost mikrobnega C ter skupnih in dostopnih oblik C in N

V mikrokozem poskusu smo v talnih vzorcih, poleg sproScanja CO», spremljali tudi vsebnost
skupnega topnega ogljika, mikrobnega C, skupnega topnega duSika, amonija, nitrata in
nitrita.

Remediacija je vplivala tudi na koncentracije topnega organskega ogljika (DOC), saj so se
tla med sabo statisticno znacilno razlikovala glede na ta parameter. Najvecje vsebnosti DOC
smo izmerili v R-star in najmanjSe v R-svez tleh. Dodatek koruze je glede na kontrolo
povecal izmerjene vrednosti DOC, saj smo s tem vnesli njegov dodaten vir, ki pa se je s
¢asom porabljal (Slika 7).

Pranje tal z EDTA je vplivalo na vsebnost mikrobnega ogljika (Cmik), ki se je med
obravnavanimi tlemi statisti¢cno znacilno razlikoval. Najve¢ Cnik smo izmerili v R-sveZ in
najmanj v R-star tleh. Na Cnix je znacilno vplival dodatek koruze, v tleh z dodano koruzo
smo izmerili ve¢jo mikrobno biomaso. Cnix se je znacilno spreminjal tudi s casom, posebno
izrazito je bilo povecanje mikrobne biomase 6. dan poskusa (Slika 7).
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Slika 7: Vsebnosti DOC in Cmik v originalnih, sveZe remediiranih in staranih remediiranih tleh, brez dodatka

(kontrola) in z dodano koruzo (+C) v 28-dnevnem mikrokozem poskusu. Prikazana so povpre¢ja in standardni
odkloni, n = 5.

Statisti¢nih razlik v skupnem topnem dusiku (TDN = DON + Niineral) med tlemi ni, saj so se
vsebnosti TDN v obravnavanih tleh v ¢asu razli¢no spreminjale. Zanimivo pa je, da so ves
Cas poskusa najvecje vsebnosti v R-star, tako v kontrolnih tleh, kot v tleh z dodano koruzo
(Slika 8). V obravnavanih tleh smo izmerili znacilno razli¢ne koncentracije sproScenega
nitrata (NO37), najvecje v R-star in najmanjSe v Orig tleh, ki se med poskusom v sploSnem
niso dosti spreminjale, kot tudi ne glede na obravnavanje (Slika 8).

V vsebnostih amonijskega iona (NH4*) se tla med seboj statisti¢no ne razlikujejo. Vendar pa
medtem, ko so bile izmerjene vrednosti amonija v kontrolnih tleh precej konstantne, so v
tleh z dodano koruzo s Casom upadale (Slika 8).

Izmerjene koncentracije NO;™ so bile majhne, kar 69 % meritev je bilo pod mejo detekcije.
V kontrolnih vzorcih so bile vsebnosti nitrita nad mejo detekcije dolocene le v R-star tleh.
Po dodatku koruze so vrednosti nitrita ostale najvecje v R-star+C tleh, sicer pa smo vrednosti
nad mejo detekcije izmerili le v dveh (Orig) oz. eni (R-sveZ) Casovni tocki (Slika 8).
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Slika 8: Koncentracije TDN, NH4*, NOs™ in NO;™ v originalnih, sveZe remediiranih in staranih remediiranih
kontrolnih tleh in tleh z dodano koruzo (+C) v 28-dnevnem mikrokozm eksperimentu. Rocaji prikazujejo
standardni odklon, n = 5.



Zadel U. Struktura mikrobne zdruZbe in mineralizacija modelne organske snovi po remediaciji ... tal. 37
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

4.4 VPLIV REMEDIACIJE NA STRUKTURO MIKROBNE ZDRUZBE

Za analizo strukture mikrobne zdruzbe v originalnih ter sveZzih in staranih remediiranih tleh
smo uporabili analizo polimorfizma dolZin kon¢nih fragmentov restrikcije (T-RFLP) gena
za 16S oz. ITS regijo rRNK, ki smo jo za ekstrakcijo DNK izvedli v treh vzor¢nih Casih, in
sicer na dan 0, dan 13 in na koncu mikrokozem eksperimenta, 28. dan. Ta tri vzoréenja smo
izbrali glede na rezultate meritev mineralnih oblik N in testov encimske aktivnosti, ki so se
pri teh vzorcenjih najbolj razlikovali med seboj.

Obravnavana tla se v izmerjenih koncentracijah DNK in RNK med sabo Sibko razlikujejo (p
=0,067 oz. 0,138), in sicer glede na interakcijo med obravnavanimi tlemi in obravnavanjem,
ki je mejno znacilna (Priloga B). To pomeni, da so se koncentracije DNK in RNK v
obravnavanih tleh po dodatku koruze razli¢no spremenile, vendar je iz grafov razvidno, da
so se nesignifikantno povecale (Slika 9).
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Slika 9: Vsebnosti DNK v originalnih, sveZe remediiranih in staranih remediiranih tleh v A: kontrolnih
vzorcih in B: z dodatkom koruze (+C) na zacetku mikrokozm eksperimenta (dan 0), 13. dan in kon¢ni, 28.
dan. Prikazana so povprecja in standardni odkloni, n = 5.
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Zastopanost glivnih, bakterijskih in arhejskih zdruzb (Slika 10, 11, 12, 13, 14) v Orig, R-
sveZ in R-star tleh smo ocenili na podlagi prisotnosti terminalnih restrikcijskih fragmentov
(TRF), ki smo jih detektirali po restrikciji 16S rRNK ali ITS regije, pomnozene s PCR.
Pestrost mikrobnih zdruzb pa smo ocenili kot Stevilo razli¢nih restrikcijskih fragmentov po
restrikciji.

Glivne zdruzbe v obravnavanih tleh se med seboj razlikujejo, tako v sestavi TRF kot njihovi
Stevilénosti. V kontrolnih tleh smo detektirali povprecno 47 razli¢nih TRF, po dodatku
koruze pa 30. V vseh obravnavanih tleh tekom trajanja mikrokozem poskusa opazimo
izginjanje nekaterih restrikcijskih fragmentov in pojavljanje novih (Slika 10). Z diagonalno
diskriminantno analizo smo dolo¢ili TRF, ki signifikantno vplivajo na razlike v strukturi
mikrobnih zdruzb med obravnavanimi tlemi (Slika 11). Najbolj se tla med seboj razlikujejo
glede na relativne zastopanosti fragmentov dolZin 264, ki prevladujejo v Orig tleh, 274, ki
prevladujejo v R-svez tleh ter fragmenta 385 in 280 bp, ki smo ju glede na ostala tla veliko
izmerili v R-star tleh (Slika 11). Razlike v glivni zdruzbi so se tekom mikrokozem poskusa
pojavile tudi med tlemi z dodano koruzo in kontrolnimi tlemi (Priloga C).
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Slika 10: Prikaz relativne zastopanosti (%) restrikcijskih fragmentov glivne ITS rRNK regije po T-RFLP
analizi za A: kontrolne vzorce brez dodatka koruze (originalna, sveZe remediirana in starana remediirana tla)

in B: za vzorce z dodano koruzo (+C). Vrednosti 0, 13 in 28 oznacujejo ¢as vzorcenja v dnevih. Prikazani so
restrikcijski fragmenti z relativno zastopanostjo > 3 %. Vsak restrikcijski fragment je oznacen s svojo barvo.
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Slika 11: Restrikcijski fragmenti glede na tip tal, A: Diagonalna diskriminantna anliza restrikcijskih
fragmentov glivne ITS regije rRNK s tipom tal kot skupinsko spremenljivko. Prikazani so samo signifikantni
(p <0,05) fragmenti. B: Kalibriran dvodimenzionalni diagram (biplot) za diagonalno diskriminantno analizo
restrikcijskih fragmentov glivne ITS regije rRNK s tipom tal kot skupinsko spremenljivko. Kalibracija je
narejena za restrikcijske fragmente 264 bp, 274 bp in 385 bp.

Bakterijske zdruzbe se med obravnavanimi tlemi razlikujejo (Slika 12). V kontrolnih tleh
smo dolocili povprecno 26 TRF, medtem ko smo jih v tleh z dodano koruzo detektirali
povprecno 29 TRF. Z diagonalno diskriminantno analizo smo dolo¢ili influenéne TRF, ki
pomenijo razliko v stukturi mikrobnih zdruzb med obravnavanimi tlemi (Slika 13). Mo¢ni
razlikovalni dejavniki so nekateri TRF, ki se v obravnavanih tleh razlikujejo po zastopanosti
(Slika 13 A), predvsem fragmenti dolZin 508, 141, 453, ti prevladujejo v Orig tleh (Slika 13
A in B), fragmenti dolZin 183 bp prevladujejo v R-star in fragmenti z dolZino 397 bp, ki
prevladujejo v R-svez tleh (Slika 13 A in B).
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Slika 12: Prikaz relativne zastopanosti (%) restrikcijskih fragmentov gena za bakterijsko 16S rRNK po T-
RFLP analizi za A: kontrolne vzorce brez dodatka koruze (originalna, sveZe remediirana in starana
remediirana tla) in B: za vzorce z dodano koruzo (+C). Vrednosti 0, 13 in 28 oznacujejo Cas vzorcenja v
dnevih. Prikazani so restrikcijski fragmenti z relativno zastopanostjo > 3 %. Vsak restrikcijski fragment je
oznacen s sV0jo barvo.
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Slika 13: A: Diagonalna diskriminantna anliza restrikcijskih fragmentov bakterijske 16S rRNK s tipom tal
kot skupinsko spremenljivko. Prikazani so samo signifikantni (p < 0,05) fragmenti. B: Kalibriran
dvodimenzionalni diagram (biplot) za diagonalno diskriminantno analizo restrikcijskih fragmentov
bakterijske 16S rRNK s tipom tal kot skupinsko spremenljivko. Kalibracija je narejena za restrikcijske
fragmente 183 bp, 397 bp in 508 bp.

Arheje so v naSi T-RFLP analizi izkazale zelo majhno raznolikost zdruzb v originalnih in
obojih remediiranih tleh. Detektirali smo le 6 razli¢nih restrikcijskih fragmentov. Po dodatku
koruze se je sicer nekoliko, vendar statisticno neznacilno, spremenila zastopanost nekaterih
fragmentov, recimo fragmentov z dolZzinama 190 in 794 bp. Sicer pa se zdruZzbe arhej med
seboj niso razlikovale ne glede na tip tal, ne glede na Cas vzorCenja, niti glede na
obravnavanje (Slika 14).
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Slika 14: Prikaz relativne zastopanosti (%) restrikcijskih fragmentov gena za arhejsko 16S rRNK po T-RFLP
analizi za A: kontrolne vzorce brez dodatka koruze (originalna, sveZe remediirana in starana remediirana tla)
in B: za vzorce z dodano koruzo (+C). Vrednosti 0, 13 in 28 oznacujejo ¢as vzorcenja v dnevih. Prikazani so
restrikcijski fragmenti z relativno zastopanostjo > 1 %. Vsak restrikcijski fragment je oznacen s svojo barvo.
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Ce spremljamo $tevilo TRF v &asu, kot grobo oceno spreminjanja pestrosti mikrobnih zdruzb
tekom mikrokozem poskusa, v obravnavanih tleh opazimo razli¢no spreminjanje pestrosti
tako glivnih kot bakterijskih zdruzb (Sliki 15 A in 16 A), pestrost arhej pa se tekom poskusa
ni spreminjala. Na pestrost je vplival tudi dodatek koruze. Stevilo glivnih TRF v tleh z
dodano koruzo je bilo glede na kontrolna tla manjse (Slika 15 B), zanimivo pa je bilo pri
bakterijskih zdruZzbah nasprotno, Stevilo bakterijskih TRF se je ob dodatku koruze povecalo
(Slika 16 B).
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Slika 15: Pestrost glivnih zdruZzb kot Stevilo razli€no dolgih restrikcijskih fragmentov glivne ITS rRNK regije
po analizi T-RFLP na dan 0, 13 in 28 glede na tip tal (A) in obravnavanje (B). Rocaji prikazujejo 1
standardno napako povprecja, Stevilo replikatov je n = 5.
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Slika 16: Pestrost bakterijskih zdruzb kot Stevilo razli¢no dolgih restrikcijskih fragmentov gena za
bakterijsko 16S rRNK po analizi T-RFLP na dan 0, 13 in 28 glede na tip tal (A) in obravnavanje (B). Rocaji
prikazujejo 1 standardno napako povprecja, Stevilo replikatov je n = 5.
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4.5 VPLIV REMEDIACIE NA ENCIMSKO AKTIVNOST

Kot pokazatelj mikrobioloske aktivnosti v originalnih in remediiranih tleh smo merili
aktivnost encimov C-cikla, ki sodelujejo pri razgradnji lahko razgradnjive organske snovi v
tleh. Merili smo aktivnost celobiohidrolaz (CEL), B-glukozidaz (B-glu) in ksilozidaz (XYL).

Multivariatna analiza je pokazala na podobno dinamiko vseh treh skupin encimov tekom
poskusa (Slika 18). Obravnavana tla se med seboj statisticno razlikujejo v CEL in XYL
aktivnosti, najve¢je encimske aktivnost smo izmerili v R-svez tleh, medtem ko je bila ta v
Orig in R-star tleh manjSa (Slika 17). Glede na kontrolna tla smo vecjo encimsko aktivnost
izmerili v tleh z dodano koruzo (Sliki 17 in 19), najvecje vrednosti 13. dan poskusa. Med
merjenimi encimi so najvecjo aktivnost izkazale B-glukozidaze s skoraj 10-krat vi§jo
aktivnostjo kot CEL in XYL.
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Slika 17: Celobiohidrolazna, B-glukozidazna in ksilozidazna encimska aktivnost v originalnih, sveZe
remediiranih in staranih remediiranih kontrolnih tleh in tleh z dodano koruzo (+C), izmerjena na dan 0, 2, 6,
13 in 28 trajanja mikrokozem poskusa. Roc¢aji oznacujejo standardni odklon, n = 5.
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4.6 VPLIV REMEDIACIE NA TALNE PARAMETRE

Z multivariatno analizo smo analizirali vse merjene parametre, spremljane med mikrokozem
poskusom, in med njimi ugotovili znacilne razlike (Slika 18 A). Moc¢no korelirane encimske
aktivnosti (CEL, XYL in B-glu) in vsebnost vode v tleh so imele najvecji vpliv v R-sveZ tleh
v primerjavi z Orig in R-star tlemi. TDN in NO3  sta med seboj tudi mocno povezana
parametra in sta najvec¢je vrednosti dosegla v R-star, srednje v R-sveZ in najmanjSe v Orig
tleh. Obravnavana tla se glede na merjene talne parametre med seboj razlikujejo, prav tako
pa se kontrolna tla razlikujejo od tal z dodano koruzo, kar lahko razberemo na diagramu
diagonalne diskriminantne analize (Slika 18 B) in dvodimenzionalnem diagramu,
kalibriranem za parametra nitrat in celobiohidrolazno aktivnost (Slika 19).

Vzorec R-star+C, vzorcni Cas 0, je bil glede na talne parametre DOC, TDN, NH4" in NO3
osamelec in je bil zato iz statisticne analize izkljuCen. Prav tako je bil izkljucen talni
parameter nitrit, saj se je 69 % meritev nahajalo pod mejo detekcije.

A B

Orig R-star ® R-svez Orig  ®Orig+C R-star ®R-startC ® R-svez ®R-svez+C

nitrat
TDN

. TOC
DOC

amonij
Cmik

PC2 (19.8%)

TOC

R

TDN

nitrat

PC1 (42.8%)

Slika 18: Multivariatna analiza talnih parametrov, A: Analiza glavnih komponent (PCA) prikazuje
medsebojno odvisnost talnih parametrov. B: Diagonalna diskriminantna analiza parametrov z interakcijo tal
in obravnavanja kot skupinsko spremenljivko. Prikazane so samo signifikantne spremenljivke (p < 0,05).
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" Orig " Orig+C R-star " R-star+C " Rsvez ® R.svei+C

Slika 19: Kalibrirani dvodimenzionalni diagram (biplot) diagonalne diskriminantne analize talnih parametrov
z interakcijo tal in obravnavanja kot skupinsko spremenljivko. Kalibracija je prikazana za talni parameter
NO?* in celobiohidrolazno encimsko aktivnost (CEL).
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S RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 VPLIV REMEDIACIE NA LASTNOSTI TAL

Vzorec tal iz MeziSke doline, uporabljen v nasi raziskavi, je bil mo¢no onesnazen s PTK in
sicer s 4358,9 mg kg! Pb, 25,7 mg kg'! Cd in 2900,7 mg kg'! Zn. Po pranju tal s 120 mM
raztopino EDTA so se vsebnosti kovin v tleh obCutno zmanjSale (Pregl. 10), in sicer
koncentracije Pb za 67 % in 69 %, koncentracije Cd za 61 % in 61 % ter koncentracije Zn
za samo 6 % in 18 % (v zaporedju R-sveZ in R-star tla). EDTA ima namre¢ do Zn manjSo
afiniteto za tvorjenje koordinacijskih vezi, poleg tega pa so Jelusic in sod. (2014b) pokazali,
da se Zn v istih tleh, kot so bila uporabljena v naSem poskusu, nahaja predvsem v nedostopni
rezidualni talni frakciji in ga je zato tezko ekstrahirati. Ker je EDTA neselektivni kelator,
lahko poleg kovin iz tal odstrani tudi katione, ki so za rast esencialnega pomena (Mn, Fe,
Ca, Mg, Al) (Zhang in sod., 2010). Podobno, kot porocajo Jelusic in sod. (2014b), se je po
remediaciji pomembno zmanjSala vsebnost esencialnega mikrohranila Mn, in sicer za 55 %
in 54 % v R-svez in R-star tleh, vsebnost Fe pa je ostala nespremenjena.

Bolj kot skupna vsebnost kovin v tleh, sta pomembni njihova dostopnost in mobilnost ter
posledi¢no prenos v organizme. Ena glavnih lastnosti EDTA pa je prav povecevanje teh dveh
parametrov (Zhang in sod., 2010). S sekven¢nimi ekstrakcijami smo dolocili razporeditev
kovin Pb, Cd in Mn v Sestih frakcijah originalnih in remediiranih tal (Pregl. 11). Po
remediaciji se je zmanjSala vsebnost kovin v skoraj vseh frakcijah. V prvi, vodotopni
frakciji, ki je tudi biodostopna, so bile vsebnosti Pb in Cd v R-svez tleh znacilno vecje v
primerjavi z Orig tlemi in R-star tlemi. Spiranje z EDTA namre¢ povzro¢i prerazporeditve
kovin med frakcijami, lahko celo iz stabilne rezidualne frakcije (Zhang in sod., 2010).
Vsebnosti PTK v dostopni frakciji lahko zmanjSamo s temeljitejSim spiranjem tal med
remediacijskim procesom (Jelusic in sod., 2013). Med remediacijo so se najbolj izprale
kovine, vezane na Fe in Mn okside (IV. frakcija), Pb in Cd pa sta bila sicer pred in tudi po
pranju tal z EDTA vezana predvsem na karbonate (III. frakcija) in organsko snov (V.
frakcija).

Remediacijski postopek je spremenil teksturo tal (Pregl. 12), zmanjsal je odstotek peska (za
17,0 in 12,4 % v zaporedju R-svez, R-star) in povecal odstotek finega melja (za 11,7 in 10,6
%). Do izgub pescene frakcije je priSlo v 2. koraku remediacijskega postopka, ko smo
procesno goSco presejali skozi 2 mm sito. Prav tako bi med postopkom lahko prislo do
raztapljanja karbonatov (Jelusic in sod, 2014b). PoveCanje organske snovi (za 1,5 % v R-
svez) in N (za 0,06 in 0,02 % v R-sveZ in R-star) po remediaciji bi lahko pripisali vezavi
EDTA na negativno nabito povrsino talnih delcev in organske snovi (Jez in sod., 2016).
Remediacija je tako s spremembo delezev finega melja in organske snovi tal statistino
znacilno povecala sposobnost tal za zadrZevanje vode, t.j. poljsko kapaciteto tal (Pregl. 12).
Povecanje sposobnosti tal za zadrZevanje vode je posebno izrazito pri R-svez tleh, kar lahko
pojasnimo z moc¢no povecanim delezem organske snovi po remediaciji. Iz literature je znano,
da se ob povec€anju organske snovi v tleh poveca tudi sposobnost tal za zadrZevanje vode
(Guenet in sod., 2011). V R-svez tleh smo ugotovili tudi mo¢no povecanje deleza vode pri
TV, kar se je odrazilo v zmanjSanju rastlinam dostopne vode (EPK) (Slika 12). Hudson
(1994) poroca, da se je ob dodatku organske snovi (pove€anje iz 0,5 na 3 %) rastlinam
dostopna voda ve¢ kot podvojila, in sicer se je voda, zadrzana pri poljski kapaciteti veliko
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bolj povecala glede na vodo, zadrzano pri tocki venenja, kar je v nasprotju z naSimi rezultati.
Domnevamo, da je remediacijski postopek (kemijska in mehanska obdelava) vplival na
lastnosti ponovno oblikovanih strukturnih agregatov in mikropornega prostora, kar je
posledi¢no vplivalo na TV. V remediacijskem postopku so strukturni agregati namre¢ v
raztopini razpadli, z mletjem tal in naknadnim ribanjem skozi sito pa smo jih ponovno
oblikovali.

5.2 MINERALIZACIJA ORGANSKE SNOVI V ORIGINALNIH IN REMEDIIRANIH
TLEH

Med mikrokozem poskusom smo spremljali hitrost mineralizacije v Orig, R-sveZ in R-star
tleh z merjenjem hitrosti sproS¢anja CO»-C v kontrolnih tleh in v tleh z dodano koruzo (+C)
(Slika 7). Hitrost mineralizacije se je med Orig, R-sveZ in R-star tlemi razlikovala v
kontrolnem obravnavanju (brez dodane koruze). Najvecja hitrost mineralizacije je bila v R-
svez, srednja v Orig in najmanjSa v R-star tleh. Hitrost mineralizacije sovpada s Stevil¢nostjo
mikroorganizmov, saj smo najve¢ mikrobne biomase (Cmix) izmerili v R-svez, srednje v Orig
in najmanj v R-star tleh (Slika 7). Kakor je znano iz literature, se ob ve¢ji razpoloZljivosti
organske snovi mikrobna biomasa poveca (Chander in Joergensen 2008; Pascual in sod.,
2000; Zech in sod., 1997). Razlog za vecje spros€anje CO2-C v R-svez tleh bi bili lahko tudi
ostanki EDTA po pranju tal. Jez in sod. (2016) so ugotovili, da je ostankov EDTA v tleh s
¢asom vedno manj, kar bi lahko bila posledica vezave na talne delce, ali pa njegove mikrobne
razgradnje, kar bi se tudi odrazilo v vec¢ji mikrobni aktivnosti in respiraciji. Miithlbachova
(2011) vpliv EDTA v onesnazenih ornih tleh primerja s stresom, navadno povzrocenim s
preseZnimi koncentracijami kovin, ki pove€ajo mikrobno respiracijo. Poleg tega pa bi na
vi§jo respiracijo lahko vplivale z EDTA mobilizirane kovine (Pb in Cd), ki smo jih v
dostopni frakciji R-svez tal izmerili tudi v naSem poskusu.

V tleh z dodano koruzo se je spro$€anje CO,-C tekom mikrokozem poskusa zmanjSevalo
(Slika 4 in 5), saj se je substrat porabljal, dodan pa ni bil nov vir C (Doelman in Haanstra,
1984). Hitrost mineralizacije dodane koruze je bila v vseh obravnavanih tleh enaka (Slika
5). Na mineralizacijo dodane koruze tako niso vplivale niti skupne vsebnosti kovin,
koncentracije Pb in Cd so bile namre¢ v remediiranih tleh ob¢utno manjSe (Pregl. 10), niti
povecane koncentracije Pb in Cd v biodostopni frakciji R-svez tal (Pregl. 11). Tudi Pérez de
Mora in sod. (2005) porocajo, da koncentracija topnih PTK ne kaze direktnega vpliva na
stopnjo mineralizacije. Po drugi strani pa tudi dodatek EDTA v tla, onesnazena s Pb, Zn in
Cu, ni imel signifikantnega vpliva na spro$¢anje CO2, mikrobno biomaso in ATP (Chander
in Joergensen, 2008). To pomeni, da je bil dodatek organskega C zadosten stimulus za
izenaCenje mikrobne aktivnosti v Orig in obojih remediiranih tleh, kljub razlikam v
lastnostih tal ter razlikam v biomasi in strukturi mikrobnih zdruzb. Podobno so Konopka in
sod. (1999) pokazali, da so bile v tleh z gradientom dodanega Pb (0,00039 do 48 mmol kg!
tal), kljub razlikam v strukturi, mikrobne zdruzbe sposobne aktivne mineralizacije '*C-
glukoze. Nasi rezultati potrjujejo, da razgradnjo lahko razgradljive organske snovi v tleh
izvaja velik spekter filogenetsko razlicnih mikroorganizmov oziroma so bili ti v
obravnavanih tleh dobro zastopani in odporni na spremenjene talne pogoje. Razlog, da
mineralizacija v R-svez tleh, kjer smo izmerili najve¢jo mikrobno biomaso, ob dodatku



Zadel U. Struktura mikrobne zdruZbe in mineralizacija modelne organske snovi po remediaciji ... tal. 51
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Studij biotehnologije, 2016

koruze ni bila Se hitrejSa, je morda v razli¢ni strukturi mikrobnih zdruzb ali negativnem
vplivu biodostopnih kovin.

Po pric¢akovanjih, je v tleh z dodano koruzo mineralizacija potekala hitreje kot v kontrolnih
tleh (Sliki 4 in 5), dodatek koruze pa je sprozil tudi mineralizacijo talne organske snovi, o
¢emer poroc€ajo tudi Stevilne druge Studije (Engelking in sod., 2007; Fontaine in sod., 2004,
2007; Schaeffer in Evans, 2005; Shen in Bartha, 1997). Za razlago tako imenovanega
sprozilnega ucinka, t. j. pospeSene mineralizacije talnega organskega C, je moZnih vec
mehanizmov. Prvi je potreba po N, ki jo spodbudi dodatek sveZze organske snovi.
Mikroorganizmi lahko z energijo, ki jo pridobijo z mineralizacijo sveZe organske snovi,
sintetizirajo encime, s katerimi nato dostopajo do N shranjenega v talni organski snovi
(Guenet in sod., 2012). V naSem poskusu do omejene preskrbljenosti z N ni prislo, nasprotno
smo opazili akumulacijo NOs3™ v vseh obravnavanih tleh (Slika 8). Z drugim mehanizmom
dodana organska snov pospesi rast mikroorganizmov in s tem produkcijo ekso-encimov, ki
razgrajujejo dodani substrat in sveze mikrobne ostanke, poleg tega pa naj bi bili sposobni
mineralizirati tudi talni C (Fontaine in sod., 2003, 2004). Povecana encimska aktivnost v
tleh z dodano koruzo, predvsem v R-svez tleh (Slika 18), kaZe na pospesSeno razgradnjo
organske snovi glede na kontrolna tla, ki je v naSem poskusu trajala celoten Cas poskusa
(Slika 5). Podobno Engelking in sod. (2007) porocajo, da je povecano spros¢anje CO2 po
dodatku celuloze trajalo ve¢ kot 30 dni, v nasprotju z nekaterimi Studijami, ko je sproZzilni
ucinek trajal manj ¢asa (Fontaine in sod., 2003; Kuzyakov in sod., 2000).

Vsebnost mikrobne biomase (Cmic) je po naSih meritvah mocno korelirana s hitrostjo
mineralizacije. Najvec¢jo koncentracijo Cmik smo izmerili v R-sveZz, najmanjSo pa v R-star
tleh (Slika 7) in tudi mineralizacija v kontrolnih tleh je potekala najhitreje v R-svez tleh in
najpocasneje v R-star tleh (Slika 4). Ob dodatku koruze so se koncentracije mikrobnega
ogljika povecale, prav tako pa tudi hitrost mineralizacije. Koncentracije Cmik pa ne odsevajo
stanja v tleh ob dodatku koruze, neglede na razlike v Cmik je mineralizacija v vseh tleh
potekala enako hitro (Slika 5). Povecane koncentracije Cmik v vseh obravnavanih tleh smo
opazili Sele od 6. dne dalje. Kot odgovor na dodatek lahko razgradljivega substrata
mikroorganizmi namre¢ povecajo metabolno aktivnost (npr. dihanje) v roku nekaj minut do
nekaj ur, razmnoZevanje pa se lahko zacne Sele nekaj ur ali dni kasneje (Blagodatskaya in
Kuzyakov, 2013).

Chik je bolj obcutljiv kazalec kakovosti tal kot vsebnost organske snovi, saj se na spremembe
odziva hitreje in mocneje (Pascual in sod., 2000). Vendar pa smo v poskusu med tlemi
izmerili tudi razlike v topnem organskem dusiku (DOC), Cigar porabljanje vodi v mikrobno
imobilizacijo, kot tudi mineralizacijo talnega C in N (Tian in sod., 2010). V tleh z dodano
koruzo smo v zacetku poskusa izmerili vecje koncentracije DOC kot v kontrolnih tleh (Slika
7), kar je pri¢akovano, saj odmrli rastinski ostanki vsebujejo veliko topnega organskega C v
celulozi, proteinih in polisaharidih (Aoyama, 1996; Boyer in Groffman, 1996).
ZmanjSevanje koncentracije DOC v tleh z dodano koruzo nakazuje hitrejSe porabljanje
topnega organskega C zaradi pospeSene mineralizacije in mikrobne rasti, medtem ko so bile
v kontrolnih tleh vsebnosti DOC relativno konstantne (Slika 7), ter hitrost mineralizacije
ob¢utno manjsa. Med stopnjo mineralizacije C in koncentracijo DOC so znane pozitivne
korelacije, kar pomeni, da je DOC substrat za produkcijo CO», ki nastaja med mineralizacijo,
relativno s porabo C (Cook in Allan, 1992; Lundquist in sod., 1999). To se sklada z naSimi
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rezultati, vendar je poraba DOC v R-star+C tleh nekoliko manjSa (Slika 7), kljub temu, da
je mineralizacija potekala v vseh tleh enako hitro (Slika 5).

S tem, ko mikroorganizmi porabljajo labilni/lahko dostopni C, energijo porabljajo za rast,
dostopni N pa imobilizirajo (Schaeffer in Evans, 2005). Ali se bo N s porabljanjem organske
snovi sproSc¢al (mineralizacija) ali se bo dodatni anorganski N asimiliral (imobilizacija)
doloCata dva pomembna dejavnika: 1) Rast mikrobne biomase na enoto porabljenega
substrata in 2) C/N razmerje substrata (Hooker in Stark, 2008). Porabljanje substrata
povecajo dostopna hranila in organska snov ter optimalna vsebnost vode v tleh (del Giorgio
in Cole, 1998; Six in sod., 2006), vse to pa se bolj kot v mineralizaciji odrazi v vecji
imobilizaciji N (Hooker in Stark, 2008). Takoj po dodatku lahko dostopnega substrata, kot
je celuloza, med hitro rastjo mikroorganizmov namre¢ nastane veliko mikrobnih ostankov
(Joergensen in sod., 1995b), v manjSi meri odmrle mikrobne biomase in v vec¢ji meri ekso-
encimov, v katere se transportira ve¢ina imobiliziranega N (Engelking in sod., 2007). V nasi
raziskavi pa smo nasprotno s pri¢akovanji o vecji imobilizaciji N, ki naj bi sledila ve¢jim
koncentracijam dostopnega C, izmerili akumulacijo NO3™ tekom celotnega poskusa, najvec
v R-star in najmanj v Orig tleh v obeh obravnavanjih (Slika 8). Podobno Hooker in Stark
(2008) porocata, da se je vecje spros¢anje N po dodatku sveZih odmrlih organskih ostankov
najverjetneje pojavilo zaradi razgradnje substratov z nizkim C/N razmerjem, kar je sprozilo
mineralizacijo. Topne komponente rastlinskih ostankov se sproscajo v zgodnjih fazah
razgradnje, medtem ko se polimeri, kot je celuloza, z ve¢jim C/N razmerjem razgrajujejo
pocasneje v kasnejSih fazah (Hooker in Stark, 2008). Ker pa je do najvecje akumulacije NO3
prislo v remediiranih, najmanjSa pa je bila v Orig tleh, je moZno tudi, da je pranje tal zEDTA
vplivalo na N-cikel in nitrifikacijo.

Ne smemo zanemariti, da smo mikrobni C ter dostopne oblike C in N ekstrahirali z 0,01 M
CaCly, zato moramo upostevati, da so izmerjene vrednosti Cmik, DOC, TDN, NH4*, NOs'in
NO:2 podcenjene. Glede na ekstrakcijo s KoSO4 lahko s CaCl; ekstrahiramo manj (tretjino)
DOC, rezultata pa sta sicer signifikantno korelirana (Joergensen, 1995a). Razlika v DOC
med fumigiranimi in nefumigiranimi vzorci pa je skoraj identi¢na, zato pri izraCunu
ekstrahiranega organskega C v mikrobno biomaso lahko uporabimo isti faktor. Tudi
vrednosti ekstrahiranega amonija so podcenjene, a dobro korelirane z vrednostmi ekstrakcije
s K2SO4 (Joergensen, 1995a).

5.3 STRUKTURA IN AKTIVNOST MIKROBNE ZDRUZBE IN FUNKCIJA TAL

V Orig in tudi remediiranih tleh so bile PTK Se vedno prisotne in kljub temu je v vseh
obravnavanih tleh ob dodatku koruze mineralizacija potekalo enako hitro, encimska
aktivnost pa je bila v R-svez tleh celo najvecja (Slike 5 in 19). Po dosedaj znanih dokazih,
so majhne koncentracije elementov v sledovih stimulatorne za rast mikroorganizmov, vecje
koncentracije pa nanje delujejo toksi¢no — najpogosteje gre za zmanjSanje mikrobne rasti,
sposobnosti razgradnje organske snovi in encimske aktivnosti (Kabata-Pendias in Pendias,
2000). Doelman je povzel izsledke Stevilnih Studij o ucinkih razli¢nih koncentracij PTK na
mikrobno aktivnost v tleh: Cd in Zn sta se, poleg Hg in Ni, izkazala za toksi¢na pri manjSih
koncentracijah kot druge kovine, saj inhibirata talno respiracijo Ze pri koncentracijah < 10
mg kg™!, vedno pa pri < 1000 mg kg! suhih tal. Pb jo zavre pri koncentracijah < 100 mg kg’
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!, vedno pa pri < 10000 mg kg™! suhih tal. Za Zn, Fe in Mn lahko posplosimo, da se najvedje
koncentracije, potrebne za Stevilne mikroorganizme (glive, bakterije, aktinomicete),
nahajajo okrog 100 uM, v tem rangu pa so tudi inhibitorne koncentracije teh elementov za
vegetativno rast in sekundarni metabolizem mikroorganizmov (Kabata-Pendias in Pendias,
2000). V nasem poskusu so bile koncentracije skupnih vsebnosti kovin vecje od spodnje
meje navedenih, zato predvidevamo, da so bolj kot skupne vsebnosti za mineralizacijo in
encimsko aktivnost pomembne biodostopne kovine. Kot smo pokazali s frakcionirano
ekstrakcijo kovin (Pregl. 11), sta bila Pb in Cd pred in tudi po remediaciji najbolj
akumulirana v slabo mobilni III. in V. frakciji, kjer sta bila vezana na karbonate in organsko
snov. V Orig in R-star tleh so bile koncentracije Pb in Cd v biodostopnih frakcijah (I. in II.)
majhne, zato smo tudi pricakovali dobro zastopano in aktivno mikrobno zdruzbo, kljub temu,
da veljajo Orig tla za onesnaZzena. V R-svez tleh bi sicer zaradi najvec razpoloZljive organske
snovi pri¢akovali najvecjo hitrost mineralizacije tudi ob dodatku koruze, vendar je moZno,
da so jo povecane koncentracije Pb in Cd v biodostopni frakciji do neke mere zmanjSale.
Suhadolc in sod. (2004) so na primer dokazali, da je povecanje biodostopnosti PTK znacilno
zmanjSalo stopnjo razgradnje in mineralizacije herbicida izoproturona.

V vseh obravnavanih tleh smo dolo€ili razli¢no relativno zastopanost glivnih in bakterijskih
TREF (Slike 14, 15, 16 in 17), kar kaZe na to, da originalna tla in tla po remediaciji naseljujejo
razli¢ne glivne in bakterijske zdruzbe. Ker imajo tudi R-star tla razlicen T-RFLP profil od
drugih tal sklepamo, da se po remediaciji, predvsem zaradi spremenjenih talnih fizikalno-
kemijskih lastnosti, zacnejo razvijati druge glivne in bakterijske zdruzbe, kot v Orig tleh.
Podobno Eichorst in Kuske (2012) porocata, da so sestava tal in talni pogoji velikega pomena
za oblikovanje bakterijskih in glivnih zdruzb, saj zaradi razli¢ne velikosti in rastnih oblik
naseljujejo razli¢ne talne niSe. Ker se na dodatek organskega materiala odzovejo razlicne
mikrobne zdruzbe, ki so ga sposobne presnoviti, bi bila njihova zastopanost lahko tudi
odgovor na enako hitrost mineralizacije v obravnavanih tleh ob dodatku koruze v
mikrokozem. Po poroc€anjih so se na dodatek celuloze odzvale razli¢ne bakterijske in glivne
zdruzbe in tako spremenile mikrobno strukturo, na kar je moc¢no vplivala predvsem vsebnost
organske snovi, nitrata in pH (Eichorst in Kuske, 2012), ki so bili tudi v naSem primeru po
remediaciji precej spremenjeni (Pregl. 12 in 13). Da je dodatek organskega C v mikrokozem
Ze sam po sebi velik selektivni faktor mikrobnih zdruzb so pokazali tudi Nakatsu in sod.,
(2005), ki so ugotovili, da so se spremembe v strukturi mikrobnih zdruzb zgodile predvsem
zaradi stimulatornega vira glukoze ali ksilena in ne zaradi dodatka kovine (Pb ali Cr).
Kakorkoli pa posledic onesnaZenja tal s kovinami na mikrobno zdruzbo ni lahko predvideti,
saj se na eni strani zmanj$a aktivnost dolo¢enih mikrobnih vrst, na drugi pa poveca toleranca
drugim (Kabata-Pendias in Pendias, 2000).

Pri T-RFLP analizi arhej smo detektirali le 6 razlicnih TRF, ki so bili prisotni v vseh
obravnavanih tleh (Slika 16). Raznolikost zdruzb arhej se ni spreminjala niti s Casom niti z
dodatkom koruznega materiala. Sicer so Studije talnega ekosistema odkrile zastopanost arhej
med 0 in 10 % vseh 16S rRNK sekvenc v razli¢nih ekosistemih in okrog 1 % v ornih tleh
(Bates in sod., 2011), pa vse do 38 % mikrobne populacije (Kemnitz in sod., 2007). Ceprav
so s qPCR izmerili visoko zastopanost arhej (38 %), pa je T-RFLP analiza v kislih gozdnih
tleh razkrila le 4 razlicne TRF (Kemnitz in sod., 2007). Sicer so zdruzbe arhej v tleh pogosto
precej stabilne in so prilagojene na spreminjajoce okoljske dejavnike, omejena hranila in
nizek pH (Ollivier in sod., 2011).
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Pestrost mikrobnih zdruzb, ki smo jo ocenili kot Stevilo razli€nih unikatnih TRF (Liu in sod.,
1997), se je v obravnavanih tleh tekom mikrokozem poskusa razlicno spreminjala. Zanimivo
je dodatek organske snovi v tla pestrost glivnih zdruzb zmanjSal, bakterijska pestrost pa se
je povecala (Sliki 16 B in 17 B). Tiedje in sod. (1999) so predlagali, da med najpomembnejse
faktorje, ki vodijo sestavo mikrobnih zdruzb sodijo razli€ni viri ogljika iz rastlinskih
ostankov, vpliv rizosfere in razi¢ne kemijske reakcije v talnem okolju, posebno talni pH in
kljuc¢na hranila. Glede na vrsto dodanega substrata tako spodbudimo specifi¢ne skupine gliv
in bakterij, ki so sposobne najbolje izkoristiti dodani vir ogljika (Pérez-de-Mora in sod.,
2006). Na specializacijo mikrobne zdruzbe glede na dodani substrat kaZze zmanjSanje glivnih
zdruzb na sredini poskusa, ko se je povecala mikrobna biomasa. Drugacna strategija bakterij
pa se odraZa v povecanju pestrosti hkrati s pove¢anjem mikrobne zastopanost ob dodatku
lahko razgradnjive organske snovi. Gréman in sod. (2001) porocajo, da so v primerjavi z
bakterijami glive bolj obcutljive na EDTA ali povecano biodostopnost kovin, ki jo ta
povzroca, Cesar z naSim poskusom sicer ne moremo potrditi. Vecjo odpornosti bakterij pa
pripisujejo njihovemu bolj raznolikemu metabolizmu, ki jim omogoca vecje prilagajanje na
spremenjene okoljske pogoje.

Vsaka analizna metoda ima svoje prednosti, vedno pa s seboj prinasa tudi napako meritve.
Za primerjavo strukture in pestrosti mikrobnih zdruzb predstavnikov vseh treh domen: gliv,
bakterij in arhej v originalnih in remediiranih tleh smo uporabili metodo T-RFLP. S to
metodo smo kvantificirali variabilnost v genu za malo podenoto (16S) ribosomske RNK in
ITS regiji, katere rezultat je bil rRNK odtisu mikrobne zdruzbe. Metoda T-RFLP je zelo
uporabna pri velikem Stevilu vzorcev in kvantifikaciji razlik v pestrosti in strukturi visoko
kompleksnih talnih zdruzb. Slabost te metode je, da podcenjuje diverziteto mikrobnih
zdruzb, saj lahko razloci le omejeno Stevilo elektroforetskih lis (bands), navadno 100 na gel.
Druga slabost je, da si mikrobne vrste lahko delijo filotipe. Rezultat T-RFLP metode pa je
mocno odvisen ne samo od variabilnosti markerskega gena, temve¢ tudi od izbire
restrikcijskega encima. Nizka izmerjena raznolikost arhejskih druzb bi tako lahko bila tudi
posledica obcutljivosti izbrane metode. Vendar pa metoda zagotavlja robusten indeks
mikrobne pestrosti, ki je navadno skladen s tistim iz klonskih knjiznic (Fierer in Jackson,
2006). Nezanemarljivo dejstvo je tudi, da smo v poskusu uporabili nesteriliziran organski
material, s katerim bi v mikrokozme z dodanim C lahko vnesli tudi dodatne mikroorganizme.
Vendar so se razmerja v mikrobni biomasi med tlemi ohranila tudi po dodatku koruze, razlik
pa nismo opazili niti v pestrosti mikrobnih zdruzb, zato ta vpliv najverjetneje ni znacilen.
Dinamiko koncentracij DNK naj bi odsevale spremembe v mikrobni biomasi med rastjo
(Blagodatskaya in Kuzyakov, 2013), vendar pa je uspesnost ekstrakcije DNK in RNK mocno
odvisna od tipa tal in inhibitornih snovi v njih, ki zmanjSujejo njeno uspesSnost. Glede na to,
da so se kocentracije dostopnih PTK, vsebnost organske snovi in druge pedoloske lastnosti
tal po remediaciji precej spremenile, je to najverjetneje tudi vplivalo na uspeSnost soCasne
ekstrakcije DNK/RNK (Slika 11, Priloga B). Kot merilo koncentracije mikrobne biomase
smo tako upoStevali Cuik, ki se Siroko uporablja za ocenjevanje kakovosti tal (Gil-Sotres in
sod., 2005).

EDTA je v Stevilnih Studijah izkazal fitotoksicen vpliv na rast in fizioloSke procese rastlin,
kot so kitajsko zelje (Brassica rapa), ¢rna detelja (Trifolium pratense) (Gréman in sod.,
2001), plazeca detelja (Trifolium repens L.) (Zupanc in sod., 2014) in son¢nica (Helianthus
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annuus) (Chen in Cutright, 2001), kot tudi negativen vpliv na talne mikroorganizme.
Preprecil je razvoj arbuskularne mikorize, opazili so toksicen vpliv na glive, ki so ga izmerili
kot zmanjSano viabilnost mikroorganizmov (Gréman in sod., 2001), zmanjSano kolonizacijo
korenin graha (Pisum sativum) z mikoriznimi glivami ter sploSno upad mikrobne biomase
(Miihlbachova, 2011) in spremembo mikrobne zdruzbe (Jelusic in sod., 2013, 2014a). Kot
navajajo avtorji, bi to lahko bile posledice toksi¢nosti samega kelatorja ali njegovih
kompleksov s kovinami, med tretiranjem nezadostno spranih iz tal, pomanjkanje in
fitodostopnost mikrohranil (Cu, Fe, Mn), ki se sperejo med remediacijo in spremenjene
fizikalne lastnosti tal zaradi postopka pranja tal. Medtem ko Jelusic in sod. (2013) poroc¢ajo
o obnovitvi mikrobnih zdruzb v 7 tednih po pranju tal z EDTA, pa nasi rezultati prav v teh
tleh (R-star), kjer smo v 1 letu po remediaciji pricakovali mikrobno obnovitev, kaZejo
najmanjSo vsebnost mikrobne biomase, kot tudi majhno pestrost mikrobnih zdruzb (Slike 7,
17 in 18). Vendar pa je v tleh s stimulacijo dodanega organskega C vseeno potekala aktivna
mienralizacija, enako kot Orig in R-svez tla (Slika 5). Podobno so z dodatkom gnoja in Sote
(Zupanc in sod., 2014) izboljsali rast rastlin na remediiranih tleh, z gnojili (N, K, Mn in Mg)
pa so delno obnovili tudi neto fotosintezno aktivnost, prevodnost listnih reZ in transpiracijo
pri Spinaci (Spinacia oleracea L.) (Jelusic in sod., 2014b). Razli¢ni mikroorganizmi so
namre¢ sposobni opravljati enake funkcije in ko se mikrobna zdruZzba zaradi drugacnih
okoljskih vplivov spremeni, prevzamejo njihovo vlogo v ekosistemu drugi mikroorganizmi
(funkcionalna redundanca). Generalno, so encimski sistemi, ki jih proizvajajo razli¢ni
mikroorganizmi za hidrolizo dolo¢enega polisaharida celi¢ne stene, sestavljeni iz podobnih
encimov iz istih druzin, kljub temu, da so ti sistemi med bolj kompleksnimi (od nekaj pa do
vec¢ kot 20 razli¢cnim encimov) (Warren, 1996).

Encimska aktivnost daje pomemben podatek o mineralizaciji v tleh, saj so mikroorganizmi
esencialni pri kroZenju hranil, celulazni sistem pa je primarnega pomena za razgradnjo
celuloznih materialov v tleh. Organizmi, ki razgrajujejo celulozo, navadno razgrajujejo tudi
hemicelulozo, zato celulaze in hemicelulaze Stejemo kot komponente sistema za razgradnjo
rastlinske celicne stene (Warren, 1996). Dinamika merjenih encimov (celobiohidrolaz, [3-
glukozidaz in ksilozidaz) je bila v vseh obravnavanih tleh zelo podobna (Slika 19). B-
glukozidaze pa so izkazale najvecjo aktivnost (Slika 19), v talnem C ciklu igrajo namrec
zelo pomembno vlogo, saj so s hidrolizo celobioze klju¢ne pri regulaciji hitrosti mikrobne
razgradnje celuloze do glukoze (Pérez de Mora in sod., 2005) in produkciji za
mikroorganizme lahko dostopnega DOC. Najvecjo B-glukozidazno aktivnost smo izmerili v
R-svez tleh, saj se produkcija teh encimov navadno poveca, Ce se v tleh poveca vsebnost
organske snovi in mikrobne biomase, kot so ugotovili s primerjavo kratkorocnih sprememb
v organski snovi med dvema kmetijskima praksama (Lagomarsino in sod., 2009).

Kovinski ioni lahko inhibirajo encimske reakcije tako, da reagirajo s proteinsko aktivno
skupino encima ali pa reagirajo s kompleksom encim-substrat (Deng in Tabatabai, 1995).
Bolj kot od skupnih, pa je encimska aktivnost odvisna od biodostopnih PTK (Aguilar in sod.,
2004). Zato je presenetljivo, da se povecane koncentracije Pb in Cd v prvi (Pb in Cd) ter
drugi (Pb) biodostopni frakciji R-svez tal niso odrazale v zmanjSani encimski aktivnosti,
ampak je bila ta, nasprotno, najvecja (Slika 19). V Studijah, kjer so merili encimske
aktivnosti razli¢nih encimov, zakljucujejo, da zaradi nekonsistentnih odgovorov encimske
aktivnosti za onesnazenje s PTK ni mogoce definirati markerskega encima (Majer in sod.,
2002). Nasa opazanja se skladajo tudi s porocanjem Pérez de Mora in sod. (2005), ki so
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ugotovili, da B-glukozidazna aktivnost pozitivno korelirana s Cmik, niso pa odkrili negativne
korelacije s koncentracijami kovin (Cd, Zn, Cu) v talni raztopini. Po njihovih opaZanjih je
na B-glukozidazno aktivnost najbolj vplivala vrsta dodanega organskega materiala. V nasem
eksperimentu je bila podobno, z encimsko aktivnostjo pozitivno korelirana koncentracija
Chik in vsebnost vode v tleh (Slika 10), ki sta se 6. dan poskusa, tako kot encimske aktivnosti,
precej povecali (Slika 7 in 19). Zato sklepamo, da sta to glavna parametra, ki sta vplivala na
encimsko aktivnost v naSem poskusu. Udovic in Lestan (2012) po remediaciji z EDTA v
tleh iz MeZiske doline opaZata zmanjSanje mikrobne aktivnosti (B-glukozidaze,
dehidrogenaze, kisle fosfataze), ki jo pripisujeta povecanju pH, ki ima sicer na mikrobno
aktivnost velik vpliv. pH se je po remediaciji povecal tudi v naSem eksperimentu, vendar je
bilo povecanje kljub signifikantnosti precej majhno (za 0,19 oz. 0,17), da bi mu lahko
pripisovali bioloski pomen. Metem ko tudi nekatere druge Studije porocajo, da EDTA
zmanjSuje mikrobno aktivnost in porabljanje substrata na Biolog plosc¢ah (Ultra in sod.,
2005), pa druge kazZejo, da prisotnost EDTA v tleh, dolgoro¢no onesnazenih z visokimi in
nizkimi koncentracijami Pb, Cd, Zn in Cu, nima vpliva na mikrobno biomaso, niti na
mineralizacijo C (Chander in Joergensen 2008).
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6 SKLEPI

Remediacija tal z vodno raztopino liganda EDTA je spremenila tako skupno vsebnost in
biodostopnost kovin, kot tudi fizikalno-kemijske lastnosti tal.

Mikrobne zdruzbe gliv in bakterij, ki so se razvile v remediiranih tleh, se razlikujejo od
zdruzb v originalnih tleh, ¢esar pa nismo dokazali za arheje.

Remediacija s kovinami onesnaZenih tal ni vplivala na mineralizacijo modelne organske
snovi (koruze), ne v sveZih ne v staranih remediiranih tleh, kljub razli¢ni strukturi in velikosti
mikrobnih zdruzb. V prihodnje bi bilo potrebno raziskati vpliv remediacije tal na
fizioloSko/filogenetsko ozek proces, ki ga izvaja omejeno Stevilo razlicnih organizmov.

Remediacija je vplivala na mineralizacijo v kontrolnih tleh brez dodatka organske snovi
(koruze). Najverjetneje zaradi razli€ne vsebnosti organske snovi ter razlicne mikrobne
strukture in zastopanosti v obravnavanih tleh.
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7 POVZETEK

Potencialno toksi¢ne kovine (PTK) v Evropi in svetu predstavljajo eno glavnih onesnazil. V
Sloveniji je eno takSnih obmocij zgornja MeZiSka dolina, ki je zaradi nekdanje rudarske in
talilniSke dejavnosti onesnazena s Pb, Zn in Cd. Ker kovine niso razgradljive in se v tleh
kopicijo, lokacije s preseZnimi koncentracijami PTK predstavljajo tveganje za zdravje okolja
in ¢loveka. Najbolj uporabljana ex situ remediacijska metoda je pranje tal z vodno raztopino
EDTA, ki je tudi zelo uspeSna pri odstranjevanju preseznih PTK iz tal. Vendar pa lahko
poleg PTK iz tal izpere tudi rastlinam in mikroorganizmom potrebna hranila ter spremeni
fizikalno-kemijske lastnosti tal. Z nalogo smo zato Zeleli preveriti vpliv remediacijskega
postopka na fizikalno-kemijske lastnosti tal, skupne vsebnosti in dostopne oblike PTK ter
strukturo in delovanje talne mikrobne zdruzbe, ki je esencialnega pomena pri kroZenju
hranil.

Zasnovali smo mikrokozem poskus, v katerem smo primerjali originalna tla, onesnazena s
4359 Pb, 1901 Zn in 26 mg kg'1 Cd, z remediiranimi tlemi (120 mM EDTA): sveZe
remediiranimi (2 meseca po remediaciji) in staranimi remediiranimi tlemi (1 leto po
remediaciji). Tlem smo kot modelno organsko snov dodali zmleto koruzo, za kontrolo pa
smo uporabili tla brez dodane koruze. V 28-dnevnem mikrokozm poskusu smo z IRMS-GC
merili spro$€¢anje CO: in njegovo izotopsko sestavo, merili pa smo tudi vsebnost mikrobne
biomase, DOC, TDN, amonija, nitrata in nitrita. Aktivnost mikroorganizmov smo spremljali
s testi encimske aktivnosti celobiohidrolaz, -glukozidaz in ksilozidaz ter s T-RFLP analizo
preverili spremembe v strukturi mikrobnih zdruzb in zastopanosti posameznih TRF.

Rezultati so pokazali, da je bilo z remediacijo odstranjenega le malo preseZnega Zn (6 % oz.
18 %), koncentracije Pb in Cd v svezih in staranih remediiranih tleh pa so se znatno
zmanjSale (Pb za 67 % in 69 % ter Cd za 61 %, podano za sveZa in starana remediirana tla).
Remediacija je vplivala na razporeditev kovin v talnih frakcijah, zanimivo je, da se je
povecCala koncentracija Pb in Cd v lahko dostopni frakciji sveZe remediiranih tal.
Remediacija je moc¢no vplivala tudi na talne parametre, spremenila se je tekstura tal,
povecala vsebnost organskega C, skupnega N, dostopnih hranil (P, K), CEC in sposobnost
tal za zadrZevanje vode

Med mikrokozem poskusom je v kontrolnih tleh najhitrejSa mineralizacija potekala v sveze
remediiranih tleh in najpocasnejSo v originalnih tleh, ob dodatku koruze pa se tla v hitrosti
mineralizacije niso razlikovala med seboj, kljub najve¢jim vsebnostim organske snovi,
mikrobne biomase in encimske aktivnosti v svezih remediiranih tleh. Vpliv remediacije na
talni sistem potrjujejo tudi spremembe v strukturi in pestrosti mikrobnih zdruzb gliv in
bakterij, ki so se razlikovale v vseh obravnavanih tleh. Razlik v zdruzbah arhej nismo
zaznali, saj so arheje v tleh precej stabilne in so se sposobne prilagajati spreminjajo¢im
okoljskim dejavnikom.

V splosnem naSi rezultati kaZzejo, da v tla dodani substrat spodbudi aktivnost
mikroorganizmov, ki so ga sposobni izkoristiti kot vir ogljika. Razgradnjo lahko razgradljive
organske snovi pa v tleh vrsi velik spekter filogenetsko razlicnih mikroorganizmov, ki so
dobro zastopani ob spremembi talnih pogojev. Glavni parametri, ki so vplivali na
mineralizacijo v nasem poskusu, so bili vsebnost organske snovi, mikrobne biomase in vode
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v tleh. Na mineralizacijo koruze v sveZe remediiranih tleh so morda vplivale povecane
koncentracije Pb in Cd v dostopni frakciji tal, in bi bila sicer zaradi najvecje vsebnosti
organske snovi in mikrobne biomase mineralizacija Se hitrejSa, morda pa gre ucinek pripisati
spremembam s strukturi mikrobnih zdruzb. Sicer negativnih vplivov EDTA na
mineralizacijo lahko dostopne organske snovi, kljub razlikam v strukturi mikrobnih zdruzb
in spremenjenih talnim fizikalno-kemijskim lastnostim, nismo ugotovili. V nadaljnjih
Studijah pa bi bilo dobro natanc¢neje raziskati u€inek remediacije z EDTA na cikel N in druge
procese, ki so specifi¢ni za filogenetsko 0Zji spekter mikroorganizmov.
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PRILOGA A

Mineralizacija organske snovi — deleZ ogljika, ki se je ob dodatku koruze mineraliziral
iz koruze oz. iz tal.
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A.1: Delez ogljika, ki se je med mikrokozem poskusom mineraliziral iz koruze v originalnih, sveZe
remediiranih in staranih remediiranih tleh. Prikazane so povprecne vrednosti, n = 5.
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A.2: Delez ogljika, ki se je med mikrokozem poskusom ob dodatku koruze mineraliziral iz tal v
originalnih, sveZe remediiranih in staranih remediiranih tleh. Prikazane so povpre¢ne vrednosti, n = 5.
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PRILOGA B

Koncentracije DNK in RNK, izolirane med mikrokozem poskusom.
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B.1: Koncentracije izolirane DNK in RNK, ki jih prikazujejo Sibke razlike v interakciji med tlemi in
obravnavanjem (+C ali brez dodatka organske snovi). Podatke smo statisti¢no obdelali z enosmernim
ANOVA testom. Za potrebe statisticne analize je bil izklju¢en osamelec staranih remediiranih tal z dodano
koruzo (R-star+C) v ¢asu 0. n = 5.
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tal.

PRILOGA C

Zastopanost glivnih restrikcijskih fragmentov po analizi T-RFLP
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C.1: Diagonalna diskriminantna analiza restrikcijskih fragmentov glivne ITS regije rRNK z obravnavanjem
kot skupinsko spremenljivko. Modro so obarvani fragmenti iz talnih vzorcev z dodano koruzo (+C), rdece
pa fragmenti iz vzorcev brez dodatka. Prikazani so samo signifikantni (p < 0,05) fragmenti: 273, 68, 174,
596, 275, 114, 420, 202 in 650 bp.
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C.2: Skatla z ro¢aji za zastopanost glivnih restrikcijskih fragmentov A: (OTU) 273 bp in B: 650 bp glede
na obravnavanje (dodatek koruze ali brez dodatka). +C oznacuje obravnavanje z dodatkom koruze.



