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1 UVOD 
 

Tla so izjemno kompleksen in dinamičen ekosistem, ki ga sestavljajo anorganski mineralni 

delci, razkrajajoč se organski material ter živi organizmi (Atlas in Bartha, 1993). V tleh 

potekajo tudi kemijske reakcije med elementi, odgovorna so za kvaliteto podtalnice, 

prisotnost hlapljivih elementov v atmosferi, vplivajo pa tudi na zdravje rastlin in živali. 

(Verstraete in Mertens, 2004). Celotno kmetijstvo je odvisno od aktivnosti mikrobov, prav 

tako pa mikrobi igrajo glavno vlogo pri kroženju hranil v rastlinskem prehranjevalnem 

spletu, še posebej tisti, ki vsebujejo encime za pretvorbe ogljikovih, dušikovih in žveplovih 

spojin. Mikrobi v tleh in vodi pretvorijo te spojine do oblik, ki so dostopne rastlinam. 

Lahko pa mikrobi povzročajo tudi negativne učinke na zdravje rastlin in živali (Madigan in 

Martinko, 2006).  

 

Vendar v obsežnih raziskavah mikrobnih združb z različnimi molekularnimi metodami do 

sedaj niso podrobno preučevali, kako temperatura vpliva na naše zaznavanje mikrobne 

združbe s temi tehnikami. Preučevanje tal z mikrobno DNK, ki predstavlja prosto DNK v 

naravi in zamrzovanje ter odtaljevanje vzorcev v primerjavi z vzorci tal pri konstantnih 4 

°C, bo pokazalo vlogo temperaturnega nihanja preko zmrzišča na mikrobno aktivnost in 

pestrost mikrobnih združb v tleh. Glede na to, da so to temperature pri katerih živijo 

mikrobne združbe večji del leta, bodo prevladovale predvsem bakterije, ki so prilagojene 

na takšne razmere v okolju.  

 

Gulden in sod. (2005) so ugotovili, da se razgradnja DNK precej upočasni v zamrznjenih 

tleh. Kljub temu nekaj raziskovalcev domneva, da se proces razgradnje neha pri 0 °C, 

Henriksen in Breland (1999) pa sta našla znatno mikrobno aktivnost pri 0 °C in manj, 

Diaz-Ravina in sod. (1994) so ugotovili, da je minimalna temperatura mikrobne razgradnje 

DNK povezana z najnižjo temperaturo, pri kateri lahko bakterije izločajo timidin iz 

zmrznjenih tal (-8,4 °C). 

 

Pri temperaturah nižjih od 0 °C se v tleh zgodi marsikaj. Nastanejo kristali vode, ki 

pripomorejo k pokanju celic. Stres in sod. (2010) so ugotovili, da se število živih 
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bakterijskih celic zmanjša od 45- 48 %. Posledica je sprememba aktivnosti, sprememba 

koncentracije različnih celičnih nutrientov ter pokanje agregatov, kar pa znova povzroči 

sproščanje celičnih vsebin v okolje.  

 

Vzorec tal smo odvzeli meseca aprila 2009 na eksperimentalnem polju pri Biotehniški 

fakulteti. Ugotavljali smo aktivnost in strukturo mikrobne združbe v odvisnosti od 

inkubacije pri 4 °C, ciklov odtaljevanja in zmrzovanja ter prisotnosti DNK, ki ustreza lizi 

64 % prisotne bakterijske biomase (Bakken in Olsen, 1989). Ker klasične mikrobiološke 

metode, ki temeljijo na gojenju mikroorganizmov za to niso prišle v poštev (Amman in 

sod., 1995), smo določanje strukture mikrobne združbe uporabili tehniko imenovano T-

RFLP (terminal restriction fragment lenght polymorphism).  

 

Slika 1: Shematičen prikaz tehnike T-RFLP pri tipizaciji genov za 16S rRNA združbe (Grüntzig in 
sod.,  2006). 

 

 

Tehnika T-RFLP temelji na direktni izolaciji DNK iz tal, pomnoževanju gena 16S rRNK v 

reakciji PCR (polymerase chain reaction) s fluorescentno označenimi začetnimi 

Izolacija DNK iz 
mikrobne 

združbe 

PCR s fluorescentno 
označenim 16S 

primerjem 

Rezanje PCR 

produktov 

Ločevanje odsekov v 
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oligonukleotidi, razrezu teh pomnožkov z encimi restrikcijskimi endonukleazami in analizi 

nastalih fragmentov s kapilarno elektroforezo.  

 

Aktivnost mikrobne združbe smo merili preko razgradnje fluorescein diacetata (FDA), kjer 

iz brezbarvnega fluorescin diacetata nastanejo rumeno obarvani produkti.  

 

Ugotavljali smo osnovne fizikalno-kemijske lastnosti tal, kot so pH, vlažnost, tekstura, 

raztopljeni organski ogljik (KPK - kemijska potreba po kisiku), skupna koncentracija 

reduktivnih sladkorjev in razmerje absorbanc DOC. Prekrivajoče se podatke o osnovnih 

fizikalno-kemijskih lastnosti smo medsebojno primerjali z že objavljenimi podatki iz 

literature, da bi ugotovili, kako podobna so naša tla ostalim, že predhodno preučevanim 

tlem.  

 

Z eksperimentom smo ugotavljali vpliv nihanja temperature preko zmrzišča na strukturo in 

aktivnost mikrobnih združb; kot kontrola so nam služila tla pri 4 °C. Znano je, da rast 

kristalov vode poškoduje vaj 50 % celic, zaradi česar se v okolje sprosti njihova DNK 

(Stres in sod., 2010) , kar vpliva na signal, ki ga z molekularnimi tehnikami vidimo.  

 

 

1.1 NAMEN IN HIPOTEZA 

 

 

NAMEN 
 

Namen našega dela je bilo ugotavljanje vpliva proste DNK, ki bi predstavljala 64 % 

prisotne mikrobne združbe, na naše zaznavanje strukture mikrobne združbe ter njeno 

aktivnost v mineralnih tleh. Uporabili smo realni primer – nihanje temperature preko 

zmrzišča, kar povzroči cikle odtaljevanja in zmrzovanja tal. S tehniko merjenja hidrolize 

fluorescein diacetata smo želeli prikazati spreminjanje aktivnosti mikrobne združbe glede 

na čas, pogoje inkubacije (4 °C ali COZ) ter prisotnost/odsotnost ekstracelularne DNK.  
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Prav tako smo s tehniko T-RFLP želeli ugotoviti, ali se signal strukture mikrobne združbe, 

ki ga v takih pogojih vidimo, spreminja v odvisnosti od proučevanih parametrov. 

 

Da bi naše ugotovitve umestili širše, smo izmerili osnovne fizikalno-kemijske lastnosti tal 

in jih primerjali z velikim številom vzorcev tal iz srednje Evrope, hladnih in ekstremnih 

okolij ter ekvatorialnih vzorcev tal. 

 

HIPOTEZA 
 

1. Ho: Predvidevamo, da nihanje temperature preko zmrzišča in prisotnost zunajcelične 

DNK ne vplivata na strukturo in aktivnost mikrobne združbe v tleh. 

 

2. Ho: Predvidevamo, da se eksperimentalna tla po svojih osnovnih-fizikalno kemijskih 

lastnostih ne ločijo signifikantno od drugih obdelovanih tal srednje Evrope in ekstremnih 

okolij. 

 

3. Ho: Predvidevamo, da se struktura mikrobne združbe različno inkubiranih tal (i) in 

gojene frakcije mikrobne združbe (ii) ne bosta signifikantno razlikovala, prav tako pa bosta 

zelo podobna signalu mešanice DNK (i+ii). 
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2 PREGLED OBJAV 
 

2.1 OSNOVNE ZNAČILNOSTI TAL  

 

Tla so kompleksen in dinamičen ekosistem. Sestavljena so iz anorganskih mineralnih 

delcev, razkrajajočega se organskega materiala in živih organizmov (Atlas in Bartha, 

1993). Tla so “zavetnik življenja” in določajo kroženje elementov, kvaliteto podtalnice, 

prisotnost hlapljivih elementov v atmosferi, prav tako pa je od njih odvisno zdravje rastlin 

in živali. (Verstraete in Mertens, 2004).  Fizikalne in kemične lastnosti tal vplivajo na 

prezračevanje, dostopnost hranil, zadrževanje vode in tako biološko aktivnost kot odnose 

med organizmi v tleh. Najpomembnejše fizikalno-kemijske lastnosti so velikost delcev, 

poroznost, vlažnost, stopnja prezračevanja, kemijska sestava, delež gline, obseg kationsko 

izmenjevalne kapacitete in delež organske frakcije tal. Najpomembnejši dejavniki, ki 

vplivajo na nastanek tal so matična podlaga, podnebje, biološka aktivnost, topografija 

pokrajine in čas. Ločimo organska in mineralna tla. Organska vsebujejo najmanj 20 % 

organskega ogljika, mineralna pa manj (Sylvia in sod., 1999).  Tekstura mineralnih tal je 

opredeljena z velikostjo anorganskih delcev. Osnovne skupine so pesek (premer 0,05-2,0 

mm), melj (premer 0,002-0,5 mm) in glina (premer manj kot 0,002 mm). Tekstura je 

osnovna lastnost tal in se ne spremeni v kratkem časovnem obdobju. (Sylvia in sod., 1999). 

Skoraj vsaka kemijska transformacija v tleh vključuje aktivno sodelovanje 

mikroorganizmov, vendar so ti procesi odvisni od okoljskih pogojev. Za določanje 

kvalitete zemlje se uporabljajo tradicionalne fiziološko/biokemične metode in novejše 

metode, s katerimi izvajamo monitoring najpomembnejših parametrov v tleh in 

ugotavljamo kvaliteto zemlje. Če pogledamo mikroskalo, je v tleh veliko število 

raznoraznih habitatov in posledično veliko število rastlin, živali in mikroorganizmov. 

Nezmotljiv princip narave, da se za vsako naravno organsko komponento najde tudi pot 

razgradnje, nam ne sme biti izgovor, da ne spremljamo organskih onesnaževalcev. Obstaja 

preveč negotovosti o njihovi usodi, zato jih moramo redno spremljati, ker se lahko pojavijo 

tudi kakšni škodljivi intermediati. Kvaliteta tal mora podpirati trenutne oblike življenja in 

evolucijo (Verstraete in Mertens, 2004). 
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2.2 TALNI MIKROORGANIZMI 

 

V naravi lahko mikrobne celice zrastejo do stopnje, ki jim pravimo populacija. Metabolno 

sorodnim populacijam pravimo mikrobni cehi, več medsebojno povezanih cehov pa tvori 

mikrobno skupnost. Mikrobne skupnosti pa lahko v sodelovanju z skupnosti makro-

organizmov tvorijo celoten ekosistem. Energija lahko vstopa v ekosistem v obliki sončne 

svetlobe, organskega ogljika in reduciranih anorganskih snovi. Svetlobo uporabljajo 

fototrofni organizmi, da lahko sintetizirajo novo organsko snov, ki ni sestavljena samo iz 

ogljika, ampak tudi dušik, žveplo, fosfor, železo in ostale elemente (Madigan in Martinko, 

2006). 

Eden izmed najpomembnejših faktorjev, ki vplivajo na mikrobno aktivnost v tleh, je 

dostopnost vode. Vsebnost vode je ena izmed najbolj variabilnih komponent v tleh, ki je 

odvisna od sestave tal, padavin, prepustnosti in rastlinja na površini. Poznamo vodo, ki 

pade na površino ali pa tako imenovano prosto vodo, ki se nahaja v porah med delci tal. 

Takšna voda ima v sebi raztopljene različne snovi in tej raztopini lahko pravimo talna 

raztopina. V zračnih tleh, kjer je koncentracija vode precej manjša, pride v te pore veliko 

zraka in posledično tudi kisika in je talna raztopina dobro nasičena s kisikom. V z vodo 

nasičenimi tlemi je edini prisoten in mikroorganizmom dostopen kisik tisti, ki je raztopljen 

v talni raztopini in ga le-ti hitro porabijo. Okolje v tem primeru postane anaerobno in 

spremeni se tudi populacija mikroorganizmov. Drugi pomemben faktor, ki vpliva na rast 

mikroorganizmov, je količina hranil. Največja mikrobna aktivnost je v plasteh, ki so 

bogata z organskimi snovmi, še posebej v rizosferi in okoli nje. Količina oziroma število 

mikroorganizmov in njihova aktivnost je odvisna od ravnotežja vseh hranil, ki so prisotni. 

V nekaterih okoljih je limitni faktor ogljik, nekje fosfor, spet v drugih pa dušik. (Madigan 

in Martinko, 2006).  

Organizmi v nekem okolju so lahko indigeni oz. avtohotni ali vneseni oz. alohtoni. (Sylvia 

in sod., 1999). Najštevilčnejši organizmi v tleh so bakterije. Najdemo jih kar 106 do 109 na 

gram tal, sodelujejo pa pri kroženju in transformaciji ogljika, dušika, fosforja, žvepla, 

železa in drugih mineralov v tleh. Lahko so anaerobni, mikroaerofilni, fakultativno 

anaerobni ali aerobi. Najpomembnejši rodovi so: Acinetobacter, Agrobacterium, 
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Alcalignes, Arthtobacter, Bacillus, Brevibacterium, Caulobacter, Cellulomonas, 

Clostridium, Corynebacterium, Micrococcus, Mycobacterium, Pseudomonas, 

Streptococcus, Staphylococcus in Xanthomonas (Alexander, 1997). Aktinomicete 

predstavljajo 10-33 % delež bakterij v tleh in dajejo tlem tipičen vonj. Najpomembnejša 

rodova sta Streptomyces in Nocardia (Hattori in Hattori, 1973; Alexander, 1977). 

Pomembne so tudi fotoavtotrofne cianobakterije rodov Anabaena, Calothrix, Lyngbya, 

Nodularia, Nostoc, Oscillatoria in Plectonema. Arheje so ena izmed najmanj raziskanih 

skupin organizmov v tleh. Njihova fiziološka karakterizacija in ekološki pomen v talnih 

mikrobnih združbah sta še neznana. Glive lahko predstavljajo večji delež biomase v tleh 

kot bakterije (Domsch in sod., 1980). Razgrajujejo polisharide v ostankih rastlin, s hifami 

povezujejo talne delce, zadržujejo vlago in pomembno prispevajo k aktivnosti v kislih tleh. 

(Atlas in Bartha, 1993) najpogostejši so predstavniki rodov Aspergillus, Geotrichum, 

Penicillium in Trichoderma in pa askomicete in bazidiomicete. Kvasovke razgrajujejo 

rastlinske ostanke in z ekstracelularnimi izločki povezujejo delce tal. Najpomembnejši 

rodovi so Candida, Rhodotorula in Cryptococcus. Pogoste so tudi alohtone kvasovke, ki v 

tla vstopijo z rastlinskim materialom (Atlas in Bartha, 1993). Alge naseljujejo tako zgornje 

kot spodnje sloje tal (Trainor, 1978). Najpomembnejši predstavniki so iz rodov 

Chlorophycophyta, Rodophycophyta in Euglenophyta. Praživali so skupaj z nečlenarji 

pomembni plenilci bakterij, gliv, alg in drug drugega v tleh. Najdemo jih predvsem v 

zgornjih 15 cm, saj potrebujejo razmeroma visoke koncentracije kisika. Pomembni so za 

razgradnjo organskih materialov in polimerov, prezračevanja in homogenizacijo tal. Talne 

živali (žuželke, sesalci, deževniki ipd.) so pomembni za prezračevanje tal, kot plenilci in 

kot razgrajevalci organskih snovi (Atlas in Bartha, 1993).  

 

2.3 VSTOP DNK V TLA 

 

Zaradi uporabe gensko spremenjenih organizmov (Snow in sod., 2005), unikatnih 

nukleotidnih sekvenc rekombinantne DNK in sposobnosti, da lahko sledimo rekombinantni 

DNK v tleh (Lerat in sod., 2005), lahko rastlinsko rekombinantno DNK uporabimo kot 

okvir za razlago kroženja DNK v tleh. Rastlinska DNK vstopa v tla neprekinjeno in 

pretežno iz celic koreninskih vršičkov (Hawes, 1990; de Vries in sod., 2003), kot posledica 
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kolonizacije patogenov podzemne biomase (Polverari in sod., 2000; Kay in sod., 2002), 

preko peloda (Uribelarrea in sod., 2002; de Vries in sod., 2003) in med razgradnjo 

rastlinskih ostankov (Widmer in sod., 1997; Ceccherini in sod., 2003).  

 

Tudi mikroorganizmi prispevajo k prosti talni DNK. Talne bakterije kot so npr. 

Acinetobacter spp. in Bacillus subtilis izločijo prosto DNK v okolje preko plazmidne in 

kromosomalne DNK (Lorenz in sod., 1991; Hamilton in sod., 2005; Backert in Meyer, 

2006), infekcije z bakteriofagi (Redfield, 1988) in celične lize (Lorenz in sod., 1991; 

Steinmoen in sod., 2002). DNK se lahko sprosti v okolje tudi iz živih bakterijskih celic, če 

so izpostavljene prehranskemu stresu v čistih kulturah (Lorenz in sod., 1991). Na primer, 

Bacillus subtilis, ki raste na minimalnem gojišču, izloči DNK med lag fazo rasti čiste 

kulture (Lorenz in sod., 1991). Aktivno izločanje bakterijske DNK v tleh še ni bilo 

dokazano, vendar lahko do nje pride zaradi pomanjkanja hranil. Za obstoj proste 

bakterijske DNK v tleh je seveda v največji meri odgovorna celična liza, ki je poskrbi za 

preživetje tesno povezanih sevov v času stradanja (Recorbet in sod., 1993; England in sod., 

1995, England in sod., 1997). Končni rezultat vstopa DNK v tla je bazen zunajcelične 

DNK v medporni talni raztopini. Ne glede na vir zunajcelične DNK v tleh, se lahko ohrani, 

razgradi za potrebe v DNK krogu ali pa se preko naravne transformacije vključi v mrežo 

prenosov lateralnih genov (Levy-Booth in sod., 2007). 

 

Ko DNA vstopi v okolje, na njeno usodo vplivajo biološki, kemijski in fizikalni faktorji. 

Zunajcelična DNK se lahko v tleh veže preko kationskih vezi na talne minerale (Greaves in 

Wilson, 1969; Lorenz in Wackernagel, 1987; Crecchio in Stotzky, 1998), lahko se 

encimsko razgradi z zunajceličnimi DNazami mikrobnega izvora in služi kot hrana za 

rastline in mikrobno rast (Bowman in Cole, 1978; Romanowski in sod., 1991; Paget in 

sod., 1992; Redfield, 1993; Finkel in Kolter, 2001; Macfadyen in sod., 2001; Ceccherini in 

sod., 2003) ali pa vstopi v mikrobno DNK kroženje preko naravne bakterijske 

transformacije kompetentnih bakterij (Khanna in Stotzky, 1992; Lorenz in Wackernagel, 

1994; Gebhard in Smalla, 1998, Gebhard in Smalla, 1999; Dubnau, 1999; de Vries in sod., 

2001; de Vries in Wackernagel, 2004). Prosta DNK v okolju predstavlja veliko zalogo 

prostega P, hkrati pa s svojo razgradnjo izgube informacije, ki jih je včasih zapisovala. Po 

popolni razgradnji DNK v okolju ostanejo elementi C, O, N in P, ki pa se lahko uporabijo 



Godicelj A. Vpliv prostih nukleinskih kislin na zaznavanje strukture in aktivnosti mikrobnih združb. 
Dipl. delo. Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Enota medodd. štud. mikrobiologije, 2011 

9 

pri sintezi novih nukleotidov ali pa vstopijo v ustrezne prehranjevalne verige. Nukleinske 

kisline (DNK in RNK) predstavljajo 10 % huminsko vezanih organskih fosfatov v 

mineralnih tleh (Baker, 1977),  ekstracelularna in celično vezana DNK lahko predstavlja 

9–13 % in 53 % izločenega P v tundri (Turner in sod., 2004) in naravni močvirski prsti 

(Turner in Newman, 2005). 

 

Zunajcelično DNK kroženje v prsti vsekakor ni zaprt sistem. Znova in znova se dopolnjuje 

z novimi DNK iz živečih in razkrajajočih se organizmov, hkrati pa DNK zapušča krog z 

zunajcelično degradacijo ali pa jo uporabijo organizmi za izgradnjo novih nukleinskih 

kislin ali za razgradnjo v druge molekule (Levy-Booth in sod., 2007). 

 

2.4 OBSTOJNOST NUKLEINSKIH KISLIN V TLEH 

 

DNK se ohranja v tleh, če se veže na talne minerale (pesek, glina), huminske substance in 

organomineralne komplekse. Adsorpcija na mineralne in huminske snovi DNK zaščiti pred 

zunajceličnimi mikrobnimi DNazami, ki drugače nevezano DNK v talni raztopini 

razgradijo. Od števila možnih vezav in mehanizma le teh igra glavno vlogo pri določanju 

količine DNK, ki se bo vezala na delce. Na primer, pesek veže DNK v manjših količinah 

kot glineni minerali zaradi razlik v površini delcev in njihovemu naboju (Levy-Booth in 

sod., 2007). Adsorbcija DNK na delce je hitra in odvisna od ionskih razmer (Lorenz in 

Wackernagel, 1987). 

 

Več DNK se veže na talne delce, če je koncentracija soli višja ali pa je nižji pH (Aardema 

in sod., 1983). To dejstvo potrjuje tudi teorija, da je adsorpcija polimerov višja, ko je 

elektrostatska vez med pozitivno nabitim polimerom in negativno nabito površino 

zmanjšana z višanjem ionske moči ali zmanjševanjem vrednosti pH (Hesselink, 1983). 
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2.5 KROŽENJE DNK V TLEH 

 

Obstojnost in razgradnja DNK sta pomembna procesa, ki dopolnjujeta kroženje DNK v 

tleh. Razgradnja je lahko tako zunaj kot znotrajcelična. Žive celice lahko sintetizirajo DNK 

po dveh poteh: reševanja DNK in sinteze »de novo«. Zaradi energijskih potreb sinteze 

DNK po principu »de novo« (Henderson in Paterson, 1973), so predlagali, da pot reševanja 

DNK oz. sinteza DNK iz delnih razgradnih produktov DNK, igrajo temeljno vlogo v tleh 

(Kornberg, 1974; Redfield, 1993). Pot reševanja delno razgrajene DNK, kot so nukleotidi, 

nukleozidi, riboze in baze, omogoča, da se znova povežejo v nukleinske kislin brez 

nadaljnje razgradnje, po tem ko le-ta vstopi v celico (Levy-Booth in sod., 2007). 

 

2.6 GENSKA TRANSFORMACIJA DNK  V BAKTERIJSKI MIKROBNI ZDRUŽBI 

 

Naravna transformacija predstavlja drugi del za zaključek kroženja zunajcelične DNK v 

tleh. Je edini znani proces, s katerim lahko prokarionti sprejemajo, vključujejo in izražajo 

zunajcelično DNK. Do sedaj so naravno transformacijo odkrili v približno 90 različnih 

vrstah, vključno s talnimi bakterijami Bacillus subtilis in Acinetobacter spp. (de Vries in 

Wackernagel, 2004). Naravno transformacijo lahko delimo na 4 korake: vezava 

zunajcelične DNK na celično površino kompetitivne celice, sprejem proste DNK skozi 

celično steno in/ali membrano, vezava v bakterijski genom in izražanje tuje DNK v celici 

(Levy-Booth in sod., 2007). Dejstvo, da je kroženje medsebojno povezan in odprt, leži v 

dveh vzrokih. Prvi je ta, da njegove komponente vsebujejo veliko energije in hranilnih 

snovi, drugi pa se skriva v dejstvu, da nepoškodovane sekvence nosijo genske zapise, ki jih 

lahko preko naravne transformacije sprejmejo mikroorganizmi v bližini. Pod posebnimi 

pogoji lahko mikroorganizmi tuje sekvence vključijo v svoj genom, kar lahko privede do 

nepredvidenih okoljskih vplivov (Levy-Booth in sod., 2007). V tleh najdemo številne 

okoljske in fizikalne pregrade, ki preprečujejo prenos genov v talne mikroorganizme, kot 

so razgradnja DNK v prsti, omejen sprejem DNK ter pomanjkanje vključevanja in 

obstojnosti v genomu prejemnika. Nenazadnje je naravna transformacija tuje DNK v 

nativne talne mikrobne populacije pomemben del prokariotske evolucije (Levy-Booth in 

sod., 2007). 
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2.7 RAZGRADNJA DNK V TLEH 

 

Proces razgradnje DNK se prične z encimsko cepljenjem visokomolekularne, dvojno 

zavite DNK. (Greaves in Wilson, 1970; Blum in sod., 1997). Na kratko, nespecifične 

zunajcelične endonukleaze v tleh razcepijo DNK na manjše oligonukleotide, velike 

približno 400 bp (Blum in sod., 1997; Demaneche in sod., 2001). Pomemben rezultat 

cepitve je izguba genskih informacij (Levy-Booth in sod., 2007). Primarni mehanizem 

razgradnje zunajcelične DNK v tleh naj bi bile bakterijske DNaze (Blum in sod., 1997). 

Talne bakterije aktivno sproščajo nukleaze v tla, da povišajo dostopnost hranil, med njimi 

tudi zunajcelično DNK dostopnejšo encimom. Mikrobna rast in izločanje nukleaz se precej 

poviša, ko pride v tla DNK. Blum in sod. (1997) so odkrili, da se je število 

mikroorganizmov povečalo za en velikostni razred v 12 urah po dodatku DNK v ilovnata 

tla in med tem časom se je razgradilo približno 68 % od dodanih 50 mg DNK.  

 

Na kinetiko razgradnje DNK močno vpliva temperatura. Gulden in sod. (2005) so določili, 

da se razpolovna doba tarčnih sekvenc ekstracelularne DNK v izcednih vodah zniža s 

povišanjem temperature in predlagal, da je razgradnja sekvenc encimski proces, ki temelji 

na reakcijskih stopnjah. Poleg tega pa se razgradnja DNK precej upočasni v zamrznjenih 

tleh. Kljub temu nekaj raziskovalcev domneva, da se proces razgradnje neha pri 0 °C, 

Henriksen in Breland (1999) pa sta našla znatno mikrobno aktivnost pri 0 °C in manj, 

Diaz-Ravina in sod. (1994) pa so ugotovili, da je minimalna temperatura mikrobne 

razgradnje DNK povezana z najnižjo temperaturo, pri kateri lahko bakterije ekstrahirajo 

timidin iz zmrznjenih tal (-8,4 °C). Čeprav za encimsko razgradnjo DNK velja da upade ali 

preneha v zamrznjenih ali izsušenih tleh, pa procesi kot so kemijska hidroliza, kemijska 

oksidacija in cross-linking DNK vseeno razgradijo DNK (Hofreiter in sod., 2001). 

Willerslev in sod. (2004) so poročali, da bi lahko medverižno povezovanje preprečili 

pomnoževanje DNK po 400,000 letih. Teoretično obstojnost DNK v tleh, lahko potrdimo z 

dejstvom, da so našli nepoškodovano DNK mamuta v permafrostu, staro 13,775 let 

(Greenwood in sod., 1999). Razmerje G+C lahko prav tako vpliva na kinetiko razgradnje 

DNK v zamrznjenih tleh. Citozin je prav posebej občutljiv na hidrolitično deaminacijo in 

DNK iz gram pozitivnih aktinobakterij, ki imajo visoko vsebnost G+C baznih parov se je 
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izkazala za bolj obstojno v zamrznjenih tleh kot pa DNK iz gram pozitivnih 

Clostridiaceae, ki imajo nizko vsebnost G+C baznih parov (Hofreiter in sod., 2001). To 

lahko ima posledice za genetske študije mikrobne raznovrstnosti v zamrznjenih tleh in 

tundri (Levy-Booth in sod., 2007). 

 

2.8 RAZTOPLJEN ORGANSKI OGLJIK 

 

Celotni ogljik (TC) delimo na celotni anorganski ogljik (TIC) in celotni organski ogljik 

(TOC).  TOC pa delimo še naprej na raztopljen (DOC), neraztopljen (POC) in hlapljiv 

organski ogljik (VOC) (Lobnik, 2009). 

Raziskovalci so odkrili tudi potencialno izgubo ogljika zaradi povišanega sproščanja DOC 

iz šotnih tal. Predlagali so, da je povišana koncentracija DOC posledica povišane 

encimatske aktivnosti, še posebej β-glukozidaze, zunajceličnega encima, ki je vpleten v 

sproščanje ogljika iz organske snovi. Ta biološki mehanizem povzroča na koncu inkubacije 

višjo koncentracijo DOC kot na začetku, kar se tudi ujema s višanjem aktivnosti β- 

glukozidaze. Poleg tega med koncentracijo DOC in nalaganjem dušika na začetku 

inkubacije ni nobene povezave, po desetih dneh pa lahko opazimo pozitivno korelacijo. To 

dejstvo podpira izjavo, da povišana mikrobna aktivnost vpliva na sproščanje in posledično 

povišanje koncentracije DOC (Bragazza in sod., 2006). Tudi Schmitt in sod. (2008) so 

pokazali, da lahko COZ precej spremenijo vsebnost in količino organskih snovi v tleh. 

 

2.9 MIKROBNA AKTIVNOST PRI NIZKIH TEMPERATURAH 

Nizke temperature, ciklanje (prehajanje preko zmrzišča) ter hitre temperaturne spremembe, 

so uničujoče za mikroorganizme (Walker in sod., 2006) zaradi vodnih kristalov, ki vodijo 

do denaturacije proteinov, poškodb membrane, celične dehidracije in nizke metabolne 

aktivnosti (Nedwell, 1999; Rodrigues in Tiedje, 2008). Kljub temu se število bakterij v 

himalajskih tleh ne spreminja preveč niti po 50 ponovitvah COZ, ki ustrezajo okoljskim 

spremembam. Opaziti pa je vsaj 45- 48 % upad bakterijskih celic pri direktnem štetju v 

tleh zmernega pasu izpostavljenih himalajskemu nihanju temperatur (Stres in sod., 2010). 

Eksperiment je pokazal za 15 % znižanje osnovne respiracije pri vzorcu iz Himalaje, ter 
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kar za 90 % upad pri dveh vzorcih zmernega pasu, pri čemer se koncentracija prisotne 

DNK ni zmanjšala. Šele po inkubaciji pri 4 °C se je koncentracija DNK signifikantno 

zmanjšala, število celic pa ostalo nespremenjeno (Slika 2) (Stres in sod., 2010). 

 

Slika 2: Odnos med številom bakterijskih celic v himalajskem sedimentu (direktnim štetjem pod 
mikroskopom) ter koncentracijo DNK ekstrahirano iz okolja (Stres in sod., 2010). 

 

Zadnje študije so tudi pokazale, da se talna mikrobna respiracija v večini tal ne prilagodi na 

nizke temperature (Hartley in sod., 2008; Barcenas-Moreno in sod., 2009), tudi če jo 

spremljamo več mesecev. Eksperiment COZ je pokazal, da se metabolno vzorca 

mineralnih tal in barja v prvih 40 COZ močno spreminjata, na drugi strani pa so se 

himalajska tla le malo metabolno spremenila. Po 40 COZ so se močvirska in mineralna tla 

metabolno stabilizirala, vendar so ostala različna in se po metabolnih lastnostih niso 

približala himalajskim tlem. Mineralna in barjanska tla so imela veliko večji odziv na 

Direktno štetje (10Direktno štetje (10Direktno štetje (10Direktno štetje (108888 celic g celic g celic g celic g----1111))))    

 

Količina Količina Količina Količina 

DNK (ng gDNK (ng gDNK (ng gDNK (ng g----1111))))    
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organske kisline in ogljikove hidrate kot himalajska tla, bila pa so usmerjena k uporabi 

aminokislin. Mikrobna populacija iz Himalaje je bila veliko bolj odporna pri COZ v 

primerjavi z mikrobnimi populacijami iz barja in mineralnih tal, ki so bile prav tako 

izpostavljene COZ. Tukaj je opaziti velik upad celic in aktivnosti, vendar pa so preživele 

celice bile sposobne funkcionalne reorganizacije pri nizkih temperaturah. Posledica je bila 

toleranca na dodatne COZ, stalna aktivnost pri nizkih temperaturah in spremenjene, ampak 

stabilne fiziološke značilnosti na ravni skupnosti (Stres in sod., 2010). Še vedno pa ostaja 

odprto vprašanje, kaj se zgodi z DNK poškodovanih in odmrlih celic po COZ ter kako to 

vpliva na signal strukture mikrobnih združb, ki jih opazujemo. 

 

2.10 UČINKI CIKLOV ODTALJEVANJA IN ZAMRZOVANJA (COZ)  

 

Pri eksperimentu, kjer so iskali korelacijo mikrobnega dihanja in COZ, se je mikrobno 

dihanje strmo zniževalo s časom v vseh talnih vzorcih, tako da je bil CO2 še komaj 

zaznaven s titracijsko metode po sedmem COZ. Na začetku poskusa se je mikrobno 

dihanje po dodatku lignina podvojilo, po dodatku trave pa kar potrojilo. Medtem ko je 

mikrobno dihanje konstantno upadalo v kontrolnih vzorcih, je bila količina sproščenega 

CO2 povišana tik za ciklom odtaljevanja v COZ vzorcih. Posledično je bilo mikrobno 

dihanje COZ vzorcev višje v sredini cikla, vendar nižje ali podobno kontrolnim vzorcem, 

ki niso bili izpostavljeni COZ, na začetku in na koncu COZ (Feng, 2007).  

 

Ker v izbranih tleh niso zaznali anorganskega ogljika, so predvideli, da je količina 

organskega ogljika enaka izmerjenemu skupnemu ogljiku. Tako organski ogljik kot skupni 

dušik v talnih vzorcih se tekom poskusa nista spreminjala (Feng, 2007). 

 

Fosfolipidne maščobne kisline (PLFA) so bile izmerjene v vseh vzorcih, vendar v različnih 

koncentracijah. Bakterijski markerji za PLFA niso pokazali sprememb med vzorci v COZ 

in kontrolnimi vzorci. Med prostimi lipidi so indentificirali sterole, terpenoide, ogljikove 

hidrate, n-alkanojske kisline, n-alkanole in n-alkane. Koncentracija prostih lipidov se je 

povišala v vseh vzorcih na začetku, tekom poskusa pa upadala. Prav tako je dodatek trave 
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močno povišal koncentracijo prostih lipidov, čeprav je tudi dodatek lignina povzročil 

povišanje koncentracije. Spremljali pa so tudi obnavljanje mikrobne biomase po osmem 

COZ in ugotovili, da se tako bakterije kot glive skoraj popolnoma obnovijo pa 24 urah na 

17°C. Mineralizacija ogljika je bila prvi dan po odtalitvi še vedno nizka in konstantna 

vrednost PLFA ni imela povezave z mikrobnim dihanjem, ki je padalo tekom poskusa. Ti 

podatki kažejo na to, da mikrobno dihanje ni tesno povezano z mikrobno biomaso, ampak 

da ostali faktorji kot so dostopnost in kvaliteta substrata, bolj kontrolirajo to dihanje. Npr. 

na začetku poskusa je bila velikost mikrobne respiracije povezana s količino lahko 

razgradljivega substrata (prostih lipidov) v tleh (Feng, 2007). 

 

PLFA so biomarkerji za aktivne mikrobne celice, mikrobne dihanje pa označuje 

mineralizacijo ogljika s talnimi mikroorganizmi ali dejansko aktivnost živečih mikrobov. 

Mikrobno dihanje ni odvisno samo od števila aktivnih mikroorganizmov, odvisno je tudi 

od drugih okoljskih faktorjev kot so vlažnost tal, temperatura, dostopnost substrata in 

hitrost raztapljanja (Feng, 2007). 

 

Številne študije so pokazale, da COZ povzroča motnje mikrobne aktivnosti, kot so 

mineralizacija ogljika in dušika. Te motnje so ponavadi posledica povišane ravni 

nestabilnih substratov v tleh kot posledica poškodb mikroorganizmov pri zamrzovanju in 

odtaljevanju. Za proste lipide (veljajo kot lahko razgradljivi) ne moremo trditi, da imajo 

direktno vlogo pri izpustu CO2, ker velikost izpusta CO2 v poskusu Fenga in sod. (2007) ni 

sorazmerna s količino prostih lipidov v tleh. En vzorec je odstopal po količini prostih 

lipidov, vendar je imel enak izpust CO2. Kakorkoli, koncentracija prostih lipidov se je po 

nekaj COZ stopnjah močno zmanjšala v vseh vzorcih, kar nam pove, da je mikrobna 

aktivnost inducirana s COZ, uporabljala lahko razgradljive substrate v tleh, najverjetneje 

proste lipide, ki jih je pretvarjala v bakterijski ogljik. Prosti lipidi lahko torej posredno 

prispevajo k neznanemu viru  izpusta CO2. Podobno ugotovitvam sorodnih študij, je bil 

izpust CO2, induciran s COZ, kratkotrajen in hitro zmanjšan še pred upadom prostih 

lipidov. SOM frakcije (prosti lipidi, vezani lipidi in fenoli pridobljeni iz lignina) so se vse 

rahlo povečale na začetku poskusa, še najbolj pa so se povečali prosti lipidi. To povečanje 

je najverjetneje posledica poškodb talnih agregatov s COZ, kar je izpostavilo fizično 

varovane SOM bakterijam in kemijskimi reakcijami. Med tremi opazovanimi SOM 
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frakcijami so se edino prosti lipidi zmanjševali s ponavljajočimi COZ, medtem ko so 

vezani lipidi in ligninske komponente ostale nespremenjene (Feng, 2007). 

 

2.11 ODPRTA VPRAŠANJA, IZZIVI 

 

Zunajcelično DNK kroženje v tleh ni zaprt sistem. Venomer se dopolnjuje z DNK, ki jo 

oddajo v okolje živi in razkrajajoči se organizmi. DNK se lahko iz svojega kroženja 

odstrani z zunajcelično razgradnjo ali pa jo sprejmejo organizmi, ki jo reintegrirajo v DNK  

(reševanje in preoblikovanje) ali ostale molekule (razgradnja). Dejstvo, da je krog odprt in 

medsebojno povezan, je ključnega pomena iz dveh razlogov. Prvi je ta, da so njegove 

komponente hranilne in energijsko bogate. Razgrajena DNK ali ohranjeni stranski produkti 

igrajo pomembno vlogo v rasti mikroorganizmov in rastlin v nerodovitnih tleh. Drugi 

razlog pa je ta, da lahko nerazgrajen odsek DNK še vedno nosi zapis, ki ga lahko poberejo 

sosednji mikroorganizmi preko naravne transformacije. Pod posebnimi pogoji se lahko ta 

odsek vključi v DNK gostujoče celice. V tleh najdemo številne okoljske in fiziološke 

ovire, ki preprečujejo prenos genov v talne mikroorganizme, kot so degradacija 

zunajcelične DNK, omejen sprejem DNK in slabo povezovanje in obstojnost v genomu 

prejemnika. Nenazadnje, naravna transformacija tuje DNK v naravno mikrobno populacijo 

v tleh je pomembna komponenta prokariontske evolucije. Homologija rekombinantne 

DNK mikrobnih genov in selektivni pritisk na transgenih sistemih poljedelstva sta privedla 

do zaskrbljenosti glede uporabe transgenih rastlin v poljedelstvu. Kakorkoli, ko je genski 

zapis enkrat razgrajen, lahko rekombinantno DNK smatramo kot ostalo zunajcelično DNK 

in je ne smemo opredeliti kot problem v okolju. Raziskave izločanja rekombinantne DNK 

v tla so pogosto osredotočene na specifične elemente obnašanja DNK. Zaradi boljšega 

razumevanja usode DNK v tleh moramo vse te elemente združiti, da bomo lahko 

natančneje predvideli tveganje izločanja rekombinatne DNK v okolje (Levy-Booth in sod., 

2007). 
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3 MATERIALI IN METODE 
 

3.1  SHEMA EKSPERIMENTA 

 

 

 

Slika 3: Shema poteka poskusa 
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3.2 VZORČENJE  

 

Vzorčili smo meseca aprila 2009 na eksperimentalnem polju Biotehniške fakultete, 

Oddelek za agronomijo (Slika 4). Z naključnim dvodimenzionalnim vzorčenjem zgornjih 

10 cm tal na površini 10 m x 10 m smo pridobili 25 kg vzorca tal.  

 

Slika 4: Satelitski posnetek mesta vzorčenja na eksperimentalnem polju Biotehniške fakultete (Google 

maps, 2010) 

 

Iz tal smo odstranili večje kamenje in ostanke rastlinja ter korenin, nato pa smo tla 

homogenizirali skozi sito s premerom por 4 mm in jih shranili v plastičnih vrečkah pri 

temperaturi 4 °C do uporabe v eksperimentih (manj kot 10 dni).  

 

3.3 PRIPRAVA MIKROKOZMOV 

 

Pripravili smo 230 mikrocentrifugirk, v katerih je bilo 0,9 g svežih tal. Za tako majhno 

količino tal smo se odločili, ker bi bila količina dodane DNK v nasprotnem primeru 

prevelike za samo izvedbo eksperimentov. Mikrocentrifugirke z vzorci  smo primerno 

označili v dve seriji, in sicer COZ (-4 °C in 4 °C) in 4 °C. Mikrocentrifugirke smo znotraj 

Mesto vzorčenja 
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obeh serij znova razdelili v dve novi seriji (brez dodatka DNK, z dodatkom DNK) ter jim 

dodali 100 µl raztopine vode, v kateri je bilo 7,125 µg DNK iz gojene frakcije mikrobnih 

združb. Gojeno frakcijo mikrobnih združb smo nagojili v gojišču LB pri 37 °C. Celice smo 

nato skoncentrirali na centrifugi (Beckman coulter, Allegra X- 12R) pri 3000 obratih na 

minuto in po klasični poti izolirali njihovo DNK. Po izolaciji DNK iz gojene frakcije 

mikrobnih združb je bila koncentracija raztopljene DNK 2,85 ± 0,12 µg/ ml. DNK smo 

razredčili in jo v alikvotih dodali v vzorce tal označene 4 °C z DNK in COZ z DNK. 

Končna koncentracija DNK v alikvotih je bila 7,125 µg/ 100 µl vode. Ta koncentracija je 

predstavljala količino DNK, ki ustreza lizi 64 % prisotne bakterijske biomase. Pri tem smo 

upoštevali, da je koncentracija DNK na celico v tleh 2,4 x 10-15 g (Christensen in sod., 

1995, Christensen in sod., 1993; Bakken in Olsen, 1989). Eksperimentalna tla z in brez 

dodane DNK smo potem izpostavili konstantni inkubaciji pri 4 °C ali COZ. 

 

Mikrocentrifugirke iz serije 4 °C smo inkubirali v peščeni kopeli v hladilniku pri 4 °C, 

mikrocentrifugirke z oznako COZ pa smo prestavljali iz -4 °C na 4 °C. Po prenosu iz -4 °C 

smo vzorce inkubirali 7-8h na 4 °C, nato pa smo jih znova prestavili na  -4 °C. Serija COZ 

predstavlja primer vsakoletnega nihanja temperature preko zmrzišča (Slika 5; Slika 6), kjer 

prihaja v eksperimentalnih razmerah do propada dela mikrobne biomase (Stres in sod., 

2010).  
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Slika 5: Povprečne dnevne temperature tal (°C) v globini -5 cm skozi leto na merilni postaji Ljubljana 
(ARSO, 2002: 4) 
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Slika 6: Nihanje temperatur tal na globini -5 cm v mesecih januar in februar (A), december (B) in 
povprečne mesečne temperature tal (°C) po različnih globinah v cm merilne postaje LJ- Bežigrad (C) 
(ARSO, 2002: 11). 
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3.4 OSNOVNE ZNAČILNOSTI TAL 

 

3.4.1 pH tal 

 

Talni pH ima velik vpliv na biokemijske značilnosti znotraj in zunajceličnih encimov, na 

sam pH gradient med zunanostjo in notranjostjo celic, topnost mineralov v tleh, obliko 

amonijskega dušika in topnost CO2. Ločimo aktivno in potencialno kislost. Aktivna kislost 

je dejanska kislost talne suspenzije, potencialna kislost pa je ponavadi nižja, saj vsebuje še 

vse H+ ione, ki so vezani na talne koloide, in Al3+ ione. Za določanje aktivne kislosti smo v 

stekleno čašo odtehtali 10 g vzorca in dodali 20 ml dH2O. S stekleno palčko smo dobro 

premešali suspenzijo in po 1 uri izmerili pH vrednost s pH-metrom (Orion 520A). Za 

merjenje potencialne kislosti je postopek enak, le da smo vzorec namesto z vodo 

suspenzirali z 1 M KCl. 

 

3.4.2 Vlažnost tal 

 

Vlažnost tal opisuje trenutno vodno stanje tal, saj se vlažnost spreminja v odvisnosti od 

vremenskih pojavov in letnih časov (padavine, sušna obdobja, temperature). Do konstantne 

teže posušene lončke smo zatehtali, dodali vzorec tal in znova zatehtali. Lončke z vzorcem 

smo sušili preko noči v pečici pri 105 °C. Lončke smo znova stehtali in iz razlike določili 

maso odsušene vode. Delali smo v treh ponovitvah in delež vlažnosti izračunali po formuli: 

 

%V= ((mtal- msuhih tal)/ msuhih tal)*  100 

 

3.4.3 Tekstura tal 

 

Tekstura tal je fizikalni parameter, ki pove, iz katerih komponent so tla sestavljena. 

Struktura tal razlaga, na kakšen način oz. v kakšnem razmerju se posamezne komponente v 

tleh nahajajo in povezujejo. Sestava tal vpliva na fizikalno- kemijske lastnosti, le-te pa na 
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izmenjavo plinov, vode, s tem pa tudi hranilnih snovi: večja kot je površina delca v tleh v 

primerjavi z njegovim volumnom, večji je koeficient izmenjave snovi v tleh. V infuzijsko 

stekleničko smo zatehtali 20 g talnega vzorca (vlažnost je bila približno 50 %) in dodali 50 

ml 2 % Na2CO3. Infuzijsko stekleničko smo stresali 3 ure. Na lijak smo postavili sito in vse 

skupaj postavili na stekleni valj. Vsebino infuzijske stekleničke smo prelili skozi sito v 

lijak ter spirali z destilirano vodo, dokler niso na situ ostali le delci večji od 0.2 mm. 

Ostanek na situ smo prenesli v predhodno posušen in stehtan tehtič, maso pa označili kot s 

črko a. Suspenziji v valju smo dolili destilirano vodo do 1000 ml. Valj smo zamašili in 

stresali 3 min. Nato smo valj položili na mizo in pustili, da delci sedimentirajo. Po 44 s 

smo iz globine 10 cm odpipetirali 10 ml suspenzije in jo prenesli v predhodno posušen in 

stehtan tehtič- 1. frakcija, njeno maso pa označimo s črko b. Valj smo znova stresali 3 min, 

pustili da delci sedimentirajo in po 4 min 27 s vzeli iz globine 10 cm 10 ml suspenzije in jo 

prenesli v predhodno posušen in stehtan tehtič- masa 2. frakcije oz. jo zamenjamo s črko c. 

Znova smo valj stresali 3 min in po 7 h 35 min iz globine 10 cm odpipetirali 10 ml 

suspenzije, ki smo jo dali v tehtič in nam je služila kot 3. frakcija, njeno maso pa smo 

označilo s črko d. Vse štiri tehtiče smo dali sušiti v pečico preko noči na 105 °C. Po 

sušenju smo tehtiče znova stehtali in dobili maso posameznih frakcij v 10 ml vzorca. 

Material iz sita predstavlja delce, ki so večji od 0,2 mm- GP (grobi pesek). Prva frakcija 

predstavlja delce manjše od 0,05 mm- GM (grobi melj), FM (fini melj) in G (glina), druga 

frakcija delce manjše od 0,02 mm (fini melj in glina), tretja frakcija pa predstavlja delce 

manjše od 0,002 mm (glina). Deleže posameznih frakcij izračunamo po naslednjih 

formulah (upoštevati moramo, da smo zatehtali 10 g vzorca, da imamo v 10 ml suspenzije 

0,1 g vzorca tal in v 10 ml suspenzije približno 0,01 g Na2CO3): 

 

% GP= (a/ 10)* 100 

% G= ((d- 0,01)/ 0,1)* 100 

% FM= ((c- d)/ 0,1)* 100 

% GM= ((b- c)/ 0,1)* 100 

% FP= 100- (% GP)- (% GM)- (% FM)- (% G) 

% P= % GP+ % FP 

% M= % FM+ % GM 
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Slika 7: Teksturni trikotnik (Zupan in sod., 1998). P-pesek, IP-ilovnat pesek, PI-peščena ilovica, PGI-

peščeno glinasta ilovica, PG-peščena glina, M-melj. MI-meljasta ilovica, MGI-meljasto glinasta ilovica, 

MG-meljasta glina,  I-ilovica, GI-glinasta ilovica, G-glina 

 

3.4.4 Ugotavljanje koncentracije raztopljenega organskega ogljika v tleh  

 

Kemijska potreba po kisiku je parameter, ki poda količino kisika, potrebno za kemijsko 

oksidacijo raztopljene organske snovi. S KPK lahko določimo vse organske snovi – 

biološko razgradljive in nerazgradljive. Zato je KPK dopolnilo BPK (biološka potreba po 

kisiku). BPK je množina kisika, ki je potrebna za oksidacijo razgradljivih organskih snovi 

s pomočjo mikroorganizmov. Za ugotavljanje KPK se danes uporablja kalijev dikromat 

(K2Cr2O7), zaradi velike oksidacijske sposobnosti, uporabnosti za širok spekter vzorcev in 

enostavne določitve prebitka dikromata. V kisli žveplovi raztopini se s kalijevim 

dikromatom oksidira večina organskih snovi skoraj popolnoma v ogljikov dioksid in vodo, 

zato lahko istovetimo dobljene vrednosti KPK s popolno oksidacijo ogljikovih spojin. 

Organske snovi reducirajo kromove (VI) ione v kislem mediju v kromove (III) ione, kar se 

kaže kot sprememba barve v zeleno: 

Cr2O7
2- + 6e- + 14H+ → 2Cr3+ + 7H2O 
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Motnje lahko povzročajo kloridni ioni, ki pa jih lahko odstranimo z dodatkom srebrovega 

sulfata, pri čemer nastane slabo topen kompleks. K popolnejši oksidaciji organskih snovi 

pripomorejo še koncentrirana H2SO4, visoka temperatura in katalizator reakcije Ag2SO4. 

330 µl vzorca (10 g tal in 20 ml destilirane vode) smo zmešali v mikrocentrifugirkah s 670 

µl prejšnji dan pripravljenega reagenta KPK (R1+ R2; 1,5: 3,5) in jih inkubirali 2h na 150 

°C. Vzorce smo ohladili, centrifugirali 10 min pri 3000 obratih na minuto, da smo 

odstranili nastalo oborino, odpipetirali 300 µl v mikrotitrsko ploščico in s čitalcem ploščic 

(BIOTEK ELx808) spektrofotometrično izmerili absorbanco nastale zelene barve pri  595 

nm. Intenziteta zelene barve je v sorazmerju s kisikom, ki se je porabil za oksidacijo 

organske snovi v vzorcu. Poskus smo ponovili v treh ponovitvah. Iz znanih koncentracij 

referenčne organske snovi (glukoza;  0, 100, 300, 500, 700 in 1000 µg/ml), smo po enakem 

postopku pripravili umeritveno krivuljo (Slika 8). 
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Slika 8: Umeritvena krivulja standardnih koncentracij glukoze za določanje koncentracije raztopljene 
organske snovi v hladnih ekstraktih tal s tehniko KPK. Pri končnem izračunu moramo upoštevati 
velikost zatehtanega vzorca tal, volumen vode, molsko maso glukoze (180 g/mol) in ogljika (12 g/mol) 
ter število ogljikovih atomov v molekuli glukoze. 
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3.4.5 Ugotavljanje vsebnosti redukcijskih sladkorjev v tleh  

 

Metoda PAHBAH se uporablja za ugotavljanje skupne koncentracije reduktivnih 

sladkorjev. Metoda temelji na sposobnosti sladkorjev, da reducirajo reagent PAHBAH 

(hidrazid parahidroksi benzojeve kisline, Sigma), ki se ob tem obarva rumeno. Intenziteta 

barve je sorazmerna s koncentracijo skupnih redukcijskih sladkorjev. Mešanico smo po 

reakciji prenesli v mikrotitrsko ploščo in izmerili intenziteto razvite barve s čitalcem 

mikrotitrskih plošč (BIOTEK Elx808). 

Ko smo pripravili reagent PAHBAH (treba ga je pripraviti svežega, saj je obstojen le eno 

uro), smo ga razdelili po 1 ml v mikrocentrifugirke in dodali 20 µl vzorca (10 g tal in 20 

ml destilirane vode). Mikrocentrifugirke smo nato inkubirali v vodni kopeli na 100 °C 10 

min. Ko smo vzorce ohladili, smo prenesli po 300 µl v mikrotitrsko ploščico in s čitalcem 

spektrofotometrično izmerili intenziteto rumene barve pri 415 nm. Poskus smo delali v treh 

ponovitvah. Iz standardnih raztopin glukoze (0; 0,5 mM; 1 mM; 2 mM; 4 mM; 6 mM) smo 

po istem postopku naredili umeritveno krivuljo. 
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Slika 9: Umeritvena krivulja standardnih koncentracij glukoze za ugotavljanje koncentracije 
reduktivnih sladkorjev v hladnih ekstraktih tal s t ehniko PAHBAH. Pri izra čunu moramo upoštevati 
maso zatehtanih tal, volumen raztopine, molsko maso glukoze (180 g/mol) in ogljika (12 g/mol) ter 
število ogljikovih atomov v molekuli glukoze. 
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3.4.6 Ugotavljanje velikosti molekul v vodi topnih organskih snovi 

 

Ogljik v tleh je lahko anorganskega izvora (karbonatni) in organskega izvora (živa 

biomasa, neživa biomasa-razkrojeni in slabo razkrojeni ostanki). Vsebnost organske snovi 

v tleh je pomembna kot vir hranil za mikroorganizme. Količina organske snovi je odvisna 

od sestave tal: majhni delci z velikim površinskim nabojem zadržijo več organske snovi 

kot veliki nenabiti delci. Pomemben je tudi naboj organske snovi: pozitivno nabita snov se 

močneje veže na negativno nabite minerale glin in je tako mikrobom manj dostopna.  

 

V vsakih tleh lahko najdemo DOM (raztopljena organska snov). V nekaterih ekosistemih, 

kot je npr. močvirje ali barje, ga je veliko, spet v drugih nekoliko manj. Prav sposobnost 

asimilacije DOC (raztopljen organski ogljik) je ključen prispevek bakterij v prehranjevalni 

verigi oz. natančneje v mikrobni zanki. Tako postane ogljik dostopen višjim trofičnim 

nivojem. 

 

V poskusu smo ugotavljali razmerje absorbanc raztopljenega organskega ogljika v vzorcih, 

ki smo jih inkubirali vzporedno z ostalimi vzorci. Vzorce smo pripravili popolnoma enako 

kot vzorce za preizkus bakterijske aktivnosti. Naredili smo 4 serije (COZ, COZ z DNK, 4 

°C in 4 °C z DNK), v vsaki seriji pa smo opravili v časovnem obdobju 8 meritev v treh 

ponovitvah, naredili pa smo tudi prav toliko slepih kontrol. Rezultate smo predstavili v 

preglednici (Priloga D1 in D2). 

 

Alikvotom po 0,9 g tal smo dodali 15 ml 60 mM kalij- fosfatnega pufra (K2HPO4 in 

KH2PO4), pH= 7,6. Vzorce smo pretresli in vorteksirali 1 min. Po 1,8 mL smo prenesli v 

mikrocentrifugirke ter jih centrifugirali 5 min pri 10,000 g. Za vsak vzorec smo naredili tri 

ponovitve. Izmerili smo spekter v območju od 200 – 800 nm z intervalom na vsakih 5 nm 

na spektrofotometru Shimadzu (NOVASPEC II). Indeks molekulske mase smo izračunali 

kot prej Bragazza in sod. (2006). V raziskavi so indeks molekulske mase (MWI) izračunali 

kot razmerje med absorbancami pri 365 nm in 250 nm. Pri valovni dolžini 365 nm merimo 

absorbanco za različne delce, pri valovni dolžini 250nm pa merimo proteine, DNK in 

podobno. Torej razmerje teh dveh absorbanc nekega vzorca nam poda MWI. 
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3.4.7 Umestitev fizikalno-kemijskih lastnosti preučevanih tal v primerjavi z drugimi 
tlemi 

 

Poiskali smo nekaj člankov, kjer so podatki o fizikalno-kemijskih lastnosti različnih tal iz 

različnih koncev sveta in podatke zbrali v Excel tabeli (priloga A). Iskali smo podatke o 

odstotku peska, melja, gline, pH in količini organskega ogljika ter dušika. Med zbiranjem 

podatkov smo opazili, da pri večini raziskovanih tal ni bilo podatka o količini dušika, zato 

smo ta parameter iz primerjave izpustili. Za primerjavo smo izbrali program PAST 

(Hammer in sod., 2001). Podatke smo transformirali v .txt datoteko in jo uvozili v 

program. Podatke smo razdelili v različne skupine in sicer CE (centralno-evropska), hladna 

in ekvatorialna tla, ter vsako skupino ustrezno barvno označili s ukazom Edit > Row 

colour/symbol. Za izris grafa smo uporabili ordinacijo Non Metric MDS, uporabljena mera 

za oddaljenost med pari pa je bil indeks Bray Curtis. Za boljšo primerjavo smo uporabili še 

elipse, ki predstavljajo območje razporeditve 95 % vseh vzorcev. 

 
Slika 10: Izsek iz urejenih podatkov lastnosti tal v programu PAST (Hammer in sod., 2001). Barve 
označujejo razli čne tipe tal, prva kolona predstavlja vrednosti pH, sledijo tri kolone, ki po vrsti 
predstavljajo odstotke gline, melja in peska, na koncu pa so zbrani podatki o količini organskega 
ogljika v g/kg. 
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3.5 MERJENJE AKTIVNOSTI MIKROBNE ZDRUŽBE S FLUORESCEIN 
DIACETATOM 

 

 

Hidroliza s fluorescein diacetatom (FDA) je natančna in enostavna metoda za določanje 

mikrobne aktivnosti v vseh okoljskih vzorcih. Encimi, ki so prosti ali pa vezani na 

membrano, hidrolizirajo brezbarven fluorescin diacetat, posledica pa je sprostitev 

fluorescina in razvoj rumene barve, ki jo lahko izmerimo spektrofotometrično. Reakcijo 

ustavimo z dodatkom kloroform/metanol (2:1 v/v), ne da bi s tem izgubili obarvanost 

suspenzije (Adam in Duncan, 2001).  

 

Naredili smo 4 serije (COZ, COZ z DNK, 4 °C in 4 °C z DNK), v vsaki seriji pa smo 

opravili v časovnem obdobju 8 meritev v treh ponovitvah, naredili pa smo tudi prav toliko 

slepih kontrol. Podatke smo zbrali v preglednico (Priloga C1 in C2). Vzorec prsti smo 

prenesli v 50 ml mikrocentrifugirke in dodali 15 ml 60 mM kalij-fosfatnega pufra 

(K2HPO4 in KH2PO4), pH= 7,6. Vzorce smo pretresli in dodali 0,2 ml FDA s koncentracijo 

1 g ml-1, seveda pa smo vzporedno delali tudi slepe kontrole, v katere smo namesto 

reagenta FDA dodali 0,2 ml kalij-fosfatnega pufra. Mikrocentrifugirke smo inkubirali 20 

min pri 30 °C, vmes pa večkrat močno pretresli. Po 20 min smo reakcijo ustavili z 

dodatkom 15 ml mešanice kloroform/metanol (2:1 v/v) in homogenizirali s stresanjem. 

Mikrocentrifugirke smo centrifugirali 3 min pri hitrosti 2000 obratov na minuto. Zgornji, s 

fluoresceinom obarvan del, smo prelili v epruvete in izmerili absorbanco pri 490 nm s 

čitalcem mikrotitrskih plošč (BIOTEK Elx808). Vzorce smo analizirali v treh ponovitvah, 

prav tako tudi slepe kontrole. Koncentracijo sproščenega fluoresceina smo določili z 

umeritveno krivuljo, ki smo jo naredili iz standardnih koncentracij (0 do 5 µg/ml) (Slika 

11).  
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Slika 11: Umeritvena krivulja standardnih koncentracij fluoresceina za merjenje aktivnosti mikrobne 
združbe. 

 

 

 

Slika 12: Fluorescein diacetat (FDA) (Sigma Aldrich, 2010) 

 

Opomba: poleg tehnike s fluorescein diacetatom (FDA), smo za aktivnost bakterij 

preizkusili tudi tehniki z redukcijo resazurina in dehidrogenazno aktivnost. Ko smo 

primerjali vse tri tehnike smo ugotovili, da so bili pri reakciji s FDA rezultati najboljši za 

nadaljno raziskovanje, saj smo pri ostalih dveh tehnikah dobili rezultate skoncentrirane 

okoli ene vrednosti in bi lahko o končnih rezultatih odločala le eksperimantalna napaka. 

Ugotovili smo, da je tehnika FDA za naš vzorec najboljša najbolj natančna. 
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3.6 TIPIZACIJA BAKTERIJSKE MIKROBNE ZDRUŽBE 

 

3.6.1 Priprava biomase gojene frakcije bakterij 

 

Gojišče NB smo pripravili v štirih alikvotih po 250 ml in jih inokulirali s 0,5 g svežih tal. 

Inkubacija je potekala v stresalniku pri 37 °C in hitrostjo 120 obratov na minuto. Po 72 

urah smo bakterijsko biomaso skoncentrirali s centrifugiranjem in iz alikvotov ekstrahirali 

DNK (Ausubel in Frederic, 1987). 

 

3.6.2 Izolacija skupne mikrobne DNK gojene frakcije bakterij 

 

 Peletu smo dodali 567 µl pufra TE in resuspendirali. Nato smo dodali 3 µl proteinaze K in 

30 µl 10 % SDS ter dobro premešali na vorteksu. Suspenzijo smo inkubirali pol ure pri 50 

°C ter vmes večkrat močno premešali na vorteksu. Po inkubaciji smo primešali 100 µl 5M 

NaCl in 80 µl CTAB/NaCl segretega na 65 °C in znova močno zmešali. Po 10 minutni 

inkubaciji na 65 °C smo dodali enak volumen kloroforma, zmešali, centrifugirali ter 

odstranili supernatant. Postopek smo ponovili z 0,6x volumnom mešanice fenol-kloroform-

izoamilalkohol, nato pa še enkrat s kloroformom. Oborjeno DNK smo nato očistili z 

etanolno precipitacijo z 1 ml 70 % alkohola, centrifugirali ter odstranili supernatant. 

Dobljen pelet smo osušili ob plinskem gorilniku ter ga raztopili v 50 µl vode (Sigma) 

(Ausubel in Frederic, 1987). 

 

3.6.3 Izolacija skupne mikrobne DNK iz tal 

 

Skupno mikrobno DNK smo ekstrahirali s kompletom UltraClean Soil DNA Isolation Kit 

po navodilih proizvajalca. Uspešnost izolacije smo preverili z agarozno elektroforezo v 1 

% gelu. Po ločevanju smo gel obarvali s etidijevim bromidom. (Frostegard in sod., 1999; 

Stres in Tiedje, 2006; Bakken in Frostegard, 2006; Courtois in sod., 2001). 
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3.6.4 Merjenje koncentracije DNK 

 

Koncentracijo DNK smo določili spektrofotometrično v 1,5 µL alikvotih (NanoDrop 1000;  

Thermo Scientific).  

 

 

3.6.5 Verižna reakcija s polimerazo  

 

Pomnoževali smo približno 900 bp dolg del bakterijskega gena za 16S rDNK. Začetni 

oligonukleotid 27f je bil označen s fluorokromom 6- FAM, začetni oligonukleotid 927R pa 

je ostal neoznačen. Za pomnoževanje tega gena smo v 25 µl reakciji uporabili: 

 

MIX    volumen končna koncentracija 

- pufer za polimerazo 10x 2,5 µl  1x 

- MgCl2 (25 mM)  2,5 µl  2,5 mM 

- dNTP (10 mM)  0,5 µl  200 µM 

- 6- FAM- 27f (10 µl)  0,5 µl  200 nM 

- 927R (10 µl)   0,5 µl  200 nM 

- Taq polimeraza (5U/ µl) 0,2 µl  1U 

- voda (SIGMA)   do 25 µl 

- matrična DNK  1 µl 

 

Pomnoževanje smo izvedli po sledečem protokolu: 

- začetna denaturacija DNK pri 95 °C, 5 min 

- denaturacija pri 95 °C, 1 min 

- prileganje oligonukleotidov pri 52 °C, 1 min 

- podaljševanje pri 72 °C, 1 min 

- končno podaljševanje pri 72 °C, 10 min 

- hlajenje pri 4 °C 
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Denaturacijo,  prileganje in podaljševanje smo opravili v 30 ponovitvah. Po potrebi smo 

vzorce DNK redčili 1: 10 ali 1: 100. Rezultate smo preverili na 1 % agaroznem gelu v 

elektroforetski banjici, velikost pomnoženega dela pa smo preverili s standardno 

velikostno lestvico.  

 

3.6.6 Optimizacija reakcije PCR 

 

PCR je reakcija pri kateri se s spremembami temperature odvijajo različni procesi v PCR 

mešanici. Na začetku smo imeli s pomnoževanjem težave, saj nam nikakor ni uspelo 

pomnožiti podvojenih odsekov. Sprva smo poskusili z menjavo reagentov. Najprej smo 

zamenjali pufer za polimerazo, MgCl2 in dNTP-je. Ker to ni pomagalo smo poskusili 

zamenjati tudi začetne nukleotide. Tudi to ni imelo učinka, zato smo poskusili še z 

menjavo polimeraze. Tudi ta sprememba ni pripomogla k podvojevanju, zato smo se 

odločili narediti nekaj sprememb pri temperaturah. Ugotovili smo, da je bila težava v 

temperaturi prileganja začetnih oligonukleotidov, kajti ko smo temperaturo prileganja 

začetnih vzrocev spustili za 1 °C (na 52 °C), je reakcija potekla. Poleg tega pa je bila v 

nekaterih vzorcih koncentracija DNK previsoka. Posledica je prebitek DNK v mešanici in 

reakcija ne poteče. Poskus nam je uspel šele po 10x ali 100x redčenju. 

 

3.6.7 Čiščenje produktov PCR 

 

Ker bi ostanki pufrov iz PCR lahko ovirali nadaljnje reakcije, smo produkte pred 

restrikcijo očistili s kompletom za čiščenje PCR produktov (High Pure PCR Product 

Purification Kit) po navodilih proizvajalca (Roche Applied Science, 2009).  
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3.6.8 Restrikcija z endonukleazo HaeIII  

 

Poznamo več vrst encimov- lahko so specifični ali pa nespecifični, po kemični strukturi pa 

so proteini.  

V restrikcijsko mešanico smo dodali toliko pomnožka PCR, da je bilo v njej približno 50 

ng DNK, 10U tetramerne endonukleaze HaeIII. Restrikcijski encim  smo izbrali glede na 

predhodnjo analizo sekvenc 16S rRNK s programom BESTRF (Stres in sod., 2009). 

Cepitev je potekala preko noči na 37 °C, po cepitvi pa smo restrikcijsko mešanico 

inaktivirali 15 min pri 80 °C (Stres in sod., 2008). Po cepitvi smo ponovno čistili s 

kompletom za čiščenje PCR produktov (High Pure PCR Product Purification Kit) po 

navodilih proizvajalca (Roche Applied Science, 2009).  

 

3.6.9 Ločevanje fluorescentno označenih restrikcijskih odsekov s kapilarno 

elektroforezo ABI 3130XL 

 

Alikvote (2 µl) inaktivirane restrikcijske mešanice smo zmešali z 2 µl deioniziranega 

formamida, 0,5 µl pufra za nalaganje in 2 µl DNK standarda (TAMRA 1000 fragment 

length standard, PE Biosystems). Preden smo vzorce naložili, smo jih denaturirali 5 min pri 

94 °C in jih takoj ohladili na ledu. Alikvote po 2,5 µl smo pod standardnimi pogoji 

proizvajalca elektrokinetično injecirali v kapilarno elektroforezo. 

 

3.6.10 Analiza kromatogramov 

 

Elektroferograme smo uvozili v program BioNumerics in jih analizirali. Dendrogram 

izhaja iz grških besed »dendrus«, ki pomeni drevo in »-gramma«, ki pomeni risanje in nam 

prikaže sorodstveno povezanost med podatki, ki jih raziskujemo. Najprej smo morali v 

programu odpreti svojo mapo, nato smo podatke uvozili iz mape v računalniku. Te podatke 

smo pretvorili v digitalizirano obliko, ki omogoča opredelitev pasov, z markerjem 

asistirano normalizacijo, nadomestilo za intenzivnost razlik med pasovi in dodelitev 

različnih pasov znotraj vsakega pasa (Stres in sod., 2008; Likar in sod., 2009).  
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Uporabljali smo tudi še nekatera druga orodja, ki so na voljo v tem programu za boljše 

razumevanje analize pridobljenih podatkov. Kofenetska korelacija je tudi parameter za 

izražanje skladnosti skupine. Ta način izračuna korelacijo med podobnostmi pridobljenimi 

iz dendrograma in podobnostmi iz matrike. Vrednost se ponavadi izračuna za celoten 

dendrogram, da dobimo oceno pravilnosti analize skupine. Linija napake je sestavljena za 

vsako vejo posebej. Povprečna podobnost in točen standardni odklon je prikazan na 

položaju kazalke. Krajša je linija napake, bolj podobna je skupina. Še en način opazovanja 

dendrogramov je, da bi poskušali omejiti ustrezne skupine. Najpreprostejša in najboljša 

metoda je, da nariše navpičnico skozi dendrogram tako, da ne preseka najbolj homogenih 

skupin iz heterogenih skupin. Cluster cut-off metoda je ena izmed statističnih metod, ki 

nariše črto skozi dendrogram glede na določeno stopnjo podobnosti. Nastane nova, 

poenostavljena, podobna matrica, v kateri so vse vrednosti znotraj ene skupine 100 %, med 

skupinami pa 0 % (Applied Maths, 2010). 
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3.7 MATERIALI 

 

3.7.1 Reagenti 

 

- Ag2SO4 (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- agaroza (Sigma- Aldrich, Steinheim, Germany) 

- CaCl2 (Bethesda Research Laboratories) 

- CTAB/ NaCl (Sigma- Aldrich, Steinheim, Germany) 

- deionizirani formamid (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- dH2O 

- dNTP set (MBI Fermentas, Litva) 

- etanol (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- FDA- fluorescin diacetat 

- fenol (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- GeneRulerTM DNA Ladder Mix, (MBI Fermentas, Litva) 

- glukoza (Kemika, Zagreb, Hrvaška) 

- H2SO4 (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- izoamilalkohol (Sigma- Aldrich, Steinheim, Germany) 

- K2Cr2O7 (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- K2HPO4 (Kemika, Zagreb, Hrvaška) 

- KCl (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- KH2PO4 (Kemika, Zagreb, Hrvaška) 

- klorofom (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- KPK (R1+ R2)  

- metanol (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- MgCl2 (MBI Fermentas, Litva) 

- Na- acetat (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- Na- sukcinat (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- Na2CO3 (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- Na2SO3 (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 
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- NaCl (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- NaOH (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- natrijev citrat (Kemika, Zagreb, Hrvaška) 

- Nutrient Broth (BIOLIFE) 

- PAHBAH (hidrazid parahidroksi benzojeva kislina, Sigma- Aldrich, Steinheim, 

Germany) 

- SDS (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- SIGMA voda (Sigma- Aldrich, Steinheim, Germany) 

- TAMRA 1000 fragment length standard (PE Biosystems, UK) 

 

 

3.7.2 Kompleti 

-  UltraClean Soil DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratories, Solana Beach, California) 

- High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH, Maanheim, 

Germany) 

 

3.7.3 Encimi 

- Taq polimeraza s pripadajočim 10x pufrom B in MgCl2, (Promega, Madison, WI, ZDA) 

- HaeIII s pripadajočimi pufri (BsuRI, GG'CC, MBI Fermentas, Litva) 

- proteinaza K (MBI Fermentas, Litva) 

 

 

3.7.4 Pufri in raztopine 

- TBE (Tris- Borat- EDTA- electrophoresis buffer) 

- Tris Base 

- boratna kislina (Merck KgaA, Darmstadt, Germany) 

- EDTA (etilen- diamin- tetraacetic- acid) (Sigma- Aldrich, Steinheim, Germany) 

- pufer TE 

- Tris- Cl (pH= 7,4) 
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- EDTA (Sigma- Aldrich, Steinheim, Germany) 

- etidijev bromid (Sigma- Aldrich, Steinheim, Germany) 

- kalij- fosfatni pufer (K2HPO4+ KH2PO4) 

- nalagalni pufer za gelsko elektroforezo- LB (MBI Fermentas, Litva)  

- velikostna lestvica (GeneRulerTM DNA Ladder Mix, MBI Fermentas, Litva) 

- R1: v 500 ml dH2O raztopi 10,216 g K2Cr2O7 (sušenega 2 h pri 105 °C). Dodaj 167 ml 

koncentrirane H2SO4 in dopolni z destilirano vodo do 1 l  

- R2: 10 g Ag2SO4 raztopi v 1 l koncentrirane H2SO4. R1 in R2 previdno in počasi zmešaj 

v razmerju 1,5:3,5 en dan pred uporabo, ker se reagent močno segreje.  

- R1 za slepo probo: 1,67 ml koncentrirane H2SO4 dodaj destilirano vodo do 10 ml. 

 

 

3.7.5 Začetni oligonukleotidi 

- 27f- FAM:* 5' 6-FAM- AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3',  Tm= 51,6°C 

- Pol 927R:* 5'-ACC GCT TGT GCG GGC CC-3'   Tm= 46,5°C 

oba* (MWG Biotech AG) 

 

3.7.6 Gojišča 

NB brez nitrata: (za 1000ml) 

- Nutrient broth    10 g 

- Na- sukcinat   0,5 g 

- Na- acetat   0,5 g 

- Deionizirana voda   do 1000 ml 

- pH     6,5- 6,8 
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4 REZULTATI 

 

4.1 ZNAČILNOSTI EKSPERIMENTALNIH TAL IN PRIMERJAVA Z DRUGIMI 

TLEMI 

4.1.1 Osnovne fizikalno-kemijske lastnosti proučevanih tal 
  

 

 v1 v2 v3 povpre čje 

vlažnost (%) 69,0±18,1 33,7±18,1 44,8±18,1 49,17±18,1 

pH aktiven 7,42±0,03 7,37±0,03 7,38±0,03 7,39 ±0,03 

pH potencialen 7,31±0,06 7,19±0,06 7,22±0,06 7,24 ±0,03 

GP (%) 12,1±1,1 13,5±1,1 14,2±1,1 13,2±1,1 

G (%) 15,3±0,4 14,6±0,4 14,5±0,4 14,8±0,4 

FM (%) 21,7±1,2 23,3±1,2 24,0±1,2 23,0±1,2 

GM (%) 11,8±3,2 7,3±3,2 5,5±3,2 8,2±3,2 

FP (%) 39,1±1,4 41,3±1,4 41,8±1,4 40,8±1,4 

P (%) 51,2±2,5 54,8±2,5 56,0±2,5 54,0±2,5 

M (%) 33,5±2,1 30,6±2,1 29,5±2,1 31,2±2,1 

DOC (mg org.C/g tal) 116,8 158 136 136,9± 20 

RS (mg org.C/g tal) 0,558 0,627 0,558 0,581± 0,04 

Preglednica 1: Izmerjene fizikalno-kemijske lastnosti tal v treh neodvisnih ponovitvah. Napake 
predstavljajo eno standardno deviacijo. P- pesek, GP- grobi pesek, FP- fini pesek, G- glina, M-melj, 
FM- fini melj, GM- grobi melj. DOC- raztopljen orga nski ogljik. RS- redukcijski sladkorji.  

 

Ugotovili smo, da v našem vzorcu prevladuje predvsem pesek in sicer v kar 54 %. 

Preostalo sestavo naše mineralne zemlje sestavljajo melj s približno 31 % in glina s 15 %, 

pH se giblje rahlo nad nevtralnim, vrednosti raztopljenega organskega ogljika so v 

povprečju 137 mg org. C/g tal, redukcijskih sladkorjev pa 0,6 mg org. C/ g tal (Preglednica 

1). Po teksturnem trikotniku (Slika 7) se torej naša tla uvrščajo med peščeno ilovico (PI), 

vendar so že bolj na meji s peščeno glinasto ilovico (PGI). Rezultate smo primerjali z 

rezultati nekaterih podobnih raziskav in ponovno ugotovili podobnost. Tudi pri raziskavi 

Lenarčiča (2005) so ugotovili zelo podobno sestavo mineralnih tal.  
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4.1.2 Umestitev fizikalno-kemijskih lastnosti proučevanih tal v primerjavi z drugimi 
tlemi 

 
Razlike med različnimi tipi tal v osnovnih fizikalno kemijskih dejavnikih smo prikazali v 

ordinaciji (Slika 13). Za primerjavo smo zbrali podatke za 64 različnih vzorcev tal iz 

srednje Evrope (CE), hladnih tal (Alpe, Himalaja, Svalbard) ter ekvatorja (Brazilija, 

Kenija) (Priloga A).  

 

Iz obeh prikazov je razvidno, da obravnavani vzorec od ostalih bistveno ne odstopa, saj se 

uvršča v samo sredino elipse srednjeevropskih tal (Slika 14), vendar pa ni vključen v 

elipso, kjer so zbrani vzorci tal iz hladnejših področij. To kaže na primerljivost osnovnih 

fizikalno-kemijskih dejavnikov obravnavanih tal z ostalimi tlemi kmetijskih površin 

srednje Evrope.  

 

 

Slika 13: Ordinacija z NM-MDS osnovnih fizikalno- kemijskih lastnosti tal (Priloga A). Ordinacijo 

smo izračunali v programu za statistično obdelavo podatkov PAST (Hammer in sod., 2001). 

Uporabljena mera za oddaljenost med pari je bil indeks Bray-Curtis. (x) hladna tla; (+) tla centralne 

Evrope; (■) modelna tla uporabljena v tej študiji; (○) – Ljubljansko barje;  (□) – ekvatorialna tla. 
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Slika 14: Primerjave treh skupin tipov tal (hladna, ekvatorialna, srednje evropska). Elipse 

predstavljajo območje razporeditve 95 % vseh vzorcev. Uporabljena mera za oddaljenost med pari je 

bil indeks Bray-Curtis. (x) hladna tla; (+) tla centralne Evrope; (□) ekvatorialna tla; (■) modelna tla 

uporabljena v tej študiji. 
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4.2 EKSPERIMENT 

 

Po izolaciji DNK iz gojene frakcije mikrobnih združb je bila izmerjena koncentracija 

raztopljene DNK 2,85 ± 0,12 µg/ ml. DNK smo razredčili in jo v alikvotih dodali v vzorce 

tal označene 4 °C z DNK in COZ z DNK. Končna koncentracija DNK v dodanih alikvotih 

je bila 7,125 µg/ 100 µl vode. Ker nas je zanimal delež dodane DNK v vzorcu, smo morali 

narediti nekaj izračunov. Predvideli smo, da je bila koncentracija bakterij 4,6 x 108 celic/ g 

tal, kot so prej na istih tleh ugotovili Stres in sod. (2010). Upoštevali smo tudi podatek, da 

je količina okoljske DNK na celico v tleh 2,4 x 10-15 g, količina gojene pa je 8 x 10-15 g na 

celico (Bakken in Olsen, 1989; Christensen in sod., 1995, Christensen in sod., 1993). V 

vzorec smo dodali DNK s koncentracijo 7,125 µg/ 100 µl vode, kar predstavlja 6,697 µg/ g 

tal vzorca. Ta DNK je bila izolirana iz gojenih celic, zato smo njeno količino v vzorcu 

delili s predvideno maso DNK na celico kar predstavlja 8 x 10-15 g. Kot rezultat dobimo 

število celic na g tal in sicer 8,37 x 108 gojenih celic/ g tal. Ker pa v okolju ni celic, ki bi 

imele tako veliko količino DNK, smo naredili izračun še za število okoljskih celic iz 

katerih lahko izoliramo 6,697 µg/ g tal vzorca DNK. Tukaj je številka malo večja in sicer 

27,9 x 108 celic/ g tal. Sledil je končni izračun: vemo, da dodana DNK ustreza 8,37 x 108 

gojenih celic/ g tal in da je koncentracija bakterij v tleh 4,6 x 108 celic/ g tal. Zato 

izračunamo delež DNK gojenih celic/ g tal v vzorcu od vsote znanega števila celic v okolju 

(4,6 x 108 celic/ g tal) in števila gojenih celic, ki ustrezajo koncentraciji dodane DNK (8,37 

x 108 gojenih celic/ g tal) in ugotovimo, da znaša približno 64%. Enako naredimo še v 

drugem primeru, ko upoštevamo, da  6,697 µg/ g tal ustreza 27,9 x 108 celic/ g tal in dobili, 

da je v tem primeru delež mnogo višji in sicer približno 86%. Ta izračun smo naredili tudi 

zato, ker vemo, da znajo podatki o količini DNK na celico zelo varirati, poleg tega pa smo 

najprej prikazali najslabši možni scenarij, ko bi bile vse celice popolne, pa še vedno znaša 

delež dodane DNK gojenih celic kar 64 %. Takšna količina DNK bi se mogla na T-RFLP 

precej poznati, kaj šele 86 %. Eksperimentalna tla z in brez dodatka DNK smo nato 

izpostavili konstantni inkubaciji pri 4 °C ali COZ.  
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4.2.1 Spreminjanje velikosti molekul v vodi topne organske snovi v odvisnosti od 
načina inkubacije (4 °C ali COZ) in prisotnosti/odsotnosti zunajcelične DNK 
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Slika 15: Spreminjanje indeksa molekulske mase v vodi raztopljenih organskih snovi v odvisnosti od 
načina inkubacije (4 °C ali COZ) ter dodajanja zunajcelične DNK. Napake predstavljajo eno 
standardno deviacijo. Indeks molekulske mase je obratno sorazmeren z molekulsko maso (Slika 16). 

 

Iz grafa (Slika 15) je razvidno, da pri COZ že zelo hitro po prvem COZ obe premici 

pričneta strmo padati, nato pa se ustalita. To pomeni, da se MWI (molecular weight index) 

zniža, to pa ne pomeni nič drugega, kot da se organska snov v vzorcu kompleksira, saj je 

indeks molekulske mase obratno sorazmeren z molekulsko maso. Tudi pri poskusu pri 4 

°C lahko vidimo nižanje indeksa molekulska mase. Tudi tukaj lahko trdimo, da se 

molekulska masa povečuje tekom poskusa. Pri obeh serijah torej vidimo, da se organska 

snov med poskusom kompleksira. Ta nenaden upad indeksa molske mase bi lahko razložili 

s tem, da pri COZ 50 % celic poči- pride do njihove lize (Stres in sod., 2010; Elliot in 

Henry, 2009; Soulides in Allison, 1961; Henry, 2007). V prst se sprosti ogromno število 

najrazličnejših organskih molekul, ki nato služijo mikroorganizmom kot hrana. Tako 

pretvarjajo organske ogljikove spojine v smeri kompleksnejših rekalcitrantnih spojin, v 

končni fazi v huminske kisline. Ker je morda težje razumeti Sliko 15 in ker vemo, da je 
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MWI obratno sorazmere z molekulsko maso, smo naredili graf  1/MWI, na katerem imamo 

pravzaprav direktni pregled višanja molekulske mase v poskusu (Slika 16). 
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Slika 16: Shematski prikaz večanja molekulske mase v odvisnosti od načina inkubacije (4 °C ali COZ) 
ter dodajanja zunajcelične DNK. Napake predstavljajo eno standardno deviacijo. 

 

4.2.2 Aktivnost mikrobne združbe (FDA) v odvisnosti od načina inkubacije (4 °C ali 

COZ) in prisotnosti/odsotnosti zunajcelične DNK 

 

Kot smo že prej omenili, je hidroliza z fluorescein diacetatom (FDA) natančna in 

enostavna metoda za ugotavljanje mikrobne aktivnosti v vseh okoljskih vzorcih. Encimi, ki 

so prosti ali pa vezani na membrano, hidrolizirajo brezbarven fluorescein diacetat, 

posledica pa je sprostitev fluoresceina in razvoj rumene barve, ki jo lahko izmerimo s 

spektrofotometrom. S pomočjo umeritvene krivulje znanih koncentracij fluoresceina (Slika 

11) smo preko s spektrofotometrom izmerjene absorbance izračunali količino 

hidroliziranega fluoresceina v eni uri v vzorcih (Priloga C in D)  in s tem aktivnost bakterij 
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v različnih časovnih obdobjih in pogojih (Slika 17A). Skoraj vseskozi je bila aktivnost pri 

vzorcih z dodano DNK višja kot v vzorcih brez dodane DNK v vseh meritvah. Če pa 

medsebojno primerjamo seriji COZ in 4 °C vidimo, da je bila aktivnost v večini meritev 

višja pri COZ Zanimivo je, da je aktivnost pri vseh vzorcih z dodano DNK dosegla 

vrhunec peti dan, nato se je aktivnost malce znižala, sedemnajsti dan pa se je znova precej 

povišala. Za lepši pregled dogajanja, smo naredili še en graf, kjer smo aktivnost primerjali 

glede na serijo 4 °C brez DNK (Slika 17B).  
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Slika 17: Mikrobna aktivnost v tleh merjena s hidrolizo fluorescein diacetata (FDA) pri različnih 
pogojih inkubacije (4 °C, COZ, brez dodane DNK, z dodano DNK) (A) in relativne mikrobne 
aktivnosti normirane na aktivnost izmerjeno za vzorce inkubirane pri 4 °C brez dodane DNK (B). 
Napake prikazujejo eno standardno deviacijo. 

 

A 

B 
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4.3 TIPIZACIJA BAKTERIJSKE MIKROBNE ZDRUŽBE 

 

Iz celokupnega dendrograma (Slika 18) je razvidno, da so si vsi vzorci inkubiranih tal zelo 

podobni, ne glede na inkubacijo pri 4 °C, COZ, prisotnost oz. odsotnost ekstracelularne 

DNK in čas inkubacije. Ti profili tvorijo homogeno skupino (podobnost > 95 %) (Slika 

20). Od te skupine najbolj odstopa skupina profilov gojljivih mikrobnih združb (podobnost 

< 25 %) (Slika 19). Tretjo vmesno skupino predstavlja mešanica izolirane DNK iz gojene 

frakcije in DNK inkubiranih tal. Na dendrogramu (Slika 18) imamo pod skupino izolirana 

DNK vse vzorce, ki smo jih inkubirali na 4 °C ali COZ in ki smo jim dodali DNK ali ne. 

Pod pojmom gojena DNK je DNK izolirana iz gojene frakcije bakterij.  

 

 izolirana DNK

 izolirana+ gojena DNK (1:1)

 gojena DNK

0204060  

Slika 18: Podobnost mikrobnih združb v tleh, ki so bila izpostavljena različnim pogojem inkubacije (4 

°C ali COZ) in dodatkom DNK iz tal (DNK izolirana i z gojene frakcije). Poleg sta prikazani združbi, ki 

smo ju dobili z mešanjem DNK mikrobnih združb (izolirana) ter DNK ekstrahirane iz gojljive frakcije 

ter struktura zgolj mikrobne združbe gojljive frakc ije mikrobnih združb (gojena DNK) (Tamura in 

sod., 2007). 

 

 

Podobnost v % 

Izolirana talna DNK 
inkubirana pod 

različnimi pogoji z ali 
brez dodane DNK 

Izolirana + gojena DNK (1:1) 

Gojena DNK 
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Slika 19: Podroben prikaz podobnosti mikrobnih združb vseh vzorcev (iz Slika 18) (Tamura in sod., 

2007). 

Vzorce smo označevali tako: najprej način inkubiranja (4 °C ali FTC- kasneje smo prevedli 

v slovensko kratico COZ), nato čas gojenja (npr. t= 10), sledi ponovitev (npr. r3- tretja 

ponovitev) in ali smo dodali DNK ali ne. 

 

 

 

Podobnost v % 
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Slika 20: Insert iz celokupnega dendrograma izoliranih mikrobnih združb, ki kaže, kako podobne so si 

zaznane mikrobne združbe z dodano DNK ali brez nje, COZ ali inkubacijo pri 4 °C (Tamura in sod., 

2007). 

 

0% 5% 
Podobnost v % 
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5 SKLEPI 

 

 

- Dodatek DNK iz gojene biomase poveča mikrobno aktivnost ne glede na COZ ali 4 

°C, kar kaže na to, da je mikrobom v dostopni obliki. Torej ni nedostopno vezana 

na delce tal in lahko dodano DNK ekstrahiramo.  

 

- Bakterijska aktivnost je bila skoraj vseskozi višja pri COZ z dodano DNK iz gojene 

biomase, kot pri 4°C z dodano DNK, kar kaže, da COZ izboljša dostopnost, 

količino ali kvaliteto hranil. Zato lahko našo prvo ničto hipotezo, da nihanje preko 

zmrzišča ne vpliva na aktivnost mikrobne združbe, zavržemo.  

 

- Inkubacija pri 4 °C ali COZ, z dodatkom DNK iz gojene biomase, ki ustreza DNK 

64 % prisotne združbe, ali brez, ne vpliva na rezultate dobljene s tehniko T-RFLP. 

Kljub spremembam v aktivnosti, številu celic in DOC, tehnika T-RFLP ne pokaže 

nobenih sprememb.  

 

- Modelna tla so po osnovnih fizikalno-kemijskih parametrih podobna mnogim 

drugim srednje evropskim obdelovanim tlem. Hladna tla predstavljajo relativno 

homogeno podmnožico. Izbrana tla so torej dober model, naše rezultate pa lahko 

posplošimo tudi širše. Naše druge ničte hipoteze ne moremo zavreči.  

 

- Struktura mikrobnih združb inkubiranih tal in gojene frakcije mikrobne združbe se 

signifikantno razlikujeta, prav tako pa se močno razlikujeta od strukture mešanic 

obeh DNK. Zato lahko našo tretjo ničto hipotezo zavržemo in sprejmemo 

alternativno hipotezo. 
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6 RAZPRAVA 

 

Tla so poseben tip naravnega okolja, kjer najdemo veliko vrstno raznolikost 

mikroorganizmov. Poleg bakterij najdemo v tleh še glive, alge, viruse, protozoje. Tudi 

koncentracija mikroorganizmov v tleh je precej velika: 106 do 109 na gram tal (Alexander, 

1997). Ponavadi je limitni faktor za rast ravno dostopnost hranil, zato v tleh vsakodnevno 

poteka kompeticija za hranilne snovi. Mikroorganizmi imajo v tleh zelo pomembno vlogo. 

Vsaka kemijska transformacija vključuje njihovo aktivno sodelovanje, lahko povečajo 

količino hranil, producirajo različne spojine (vitamini, hormoni), ki pospešujejo rast rastlin, 

nekateri so patogeni za rastline, lahko so antagonisti patogenom in tako preprečujejo 

okužbe rastlin, lahko sintetizirajo spojine, ki stimulirajo naravne obrambne mehanizme 

proti patogenom (biopesticidi).  

 

Ugotovili smo, da je pH našega vzorca tal, ki smo ga odvzeli na eksperimentalnem polju 

pri Biotehniški fakulteti, nevtralen in je imel vrednost približno 7,4. Potencialni pH je po 

pričakovanju nekoliko nižji, saj smo s KCl sprostili nekatere ione, ki doprinesejo h kislosti, 

vendar je bila tudi ta vrednost še vedno v nevtralnem območju. Morda bi bilo za 

obdelovana tla dobro, da bi bil pH za kakšno stopnjo nižji, saj bi bile hranilne snovi za 

mikrobe in rastline v takšnem primeru lažje dostopne (Sylvia in sod., 1999). Rezultate smo 

primerjali tudi z raziskavami podobnih tal in ugotovili, da se vrednosti pH ujemajo. 

 

Pri ugotavljanju vlažnosti tal smo dobili po koncu eksperimenta, med vzporednimi vzorci, 

vrednosti, ki so se medsebojno precej razlikovale, povprečno vlažnost tal pa smo izračunali 

na 49,2 %. Če upoštevamo dejstvo, da je na Ljubljanskem barju vlažnost v marcu od 55-95 

% (Zajec, 2004) in da so barja bolj vlažna kot obdelovana tla, poleg tega pa je bila ta 

raziskava opravljena po taljenju snega in dežju, lahko tudi našo vlažnost  razložimo z 

dejstvom, da je bil vrhnji del tal na dan jemanja vzorca rahlo namočen, saj je prejšnjo noč 

deževalo, zjutraj pa rahlo pršilo. Vzorec smo seveda shranili tako, da voda ni mogla 

izhlapevati in se tla niso mogla izsušiti. Razliko v vlažnost pa lahko razložimo z dejstvom, 

da se obdelovana tla razlikujejo po poroznosti od metra do metra in niso bila povsod enako 
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vlažna, zato je takšen rezultat čisto možen. Poleg tega so obdelovana tla znana po svojih 

mikronišah, ki se lahko medsebojno precej razlikujejo v fizikalnih pogojih. 

 

Tekstura tal je fizikalni parameter, ki nam pove sestavo tal. Ugotovili smo, da je v našem 

vzorcu obdelovanih tal največ peska. Takšna tekstura ima veliko manjših por in posledično 

veliko površino kamor se lahko pripenjajo bakterije, zato so takšna tla ponavadi bogata z 

bakterijami. Glede na to, da smo rezultate primerjali z rezultati Lenarčiča (2005) in da smo 

prišli do precej podobnih rezultatov, smo lahko z njimi zadovoljni.  

 

Zanimala nas je tudi koncentracija organske snovi v vzorcu, ki smo jo merili s testom 

KPK, ki predstavlja vrednostporabe kisika pri kemični oksidaciji na liter vode. Ugotovili 

smo, da je koncentracija organske snovi kar velika, kajti če jo primerjamo z vrednostmi 

organsko bogatimi vodami (Ileršič, 2007) vidimo, da je vsebnost KPK 245 mg/l, v našem 

vzorcu pa je 135,7 mg/ml, to je skoraj 1000-krat več. To ni nič nenavadnega saj vemo, da 

so obdelovana tla zelo bogata z organsko snovjo. Tudi skupna koncentracija sladkorjev, ki 

smo jo merili s PAHBAH tehniko je bila razmeroma visoka. Z merjenjem koncentracije 

raztopljenega organskega ogljika lahko rečemo, da so naša mineralna tla resnično polna 

organske snovi. Izmerili smo tudi velikost delcev in prišli do zanimivih ugotovitev. Pri 

obeh serijah lahko trdimo, da se organska snov med poskusom kompleksira, saj se je MWI 

zmanjševal takoj po začetku inkubacije. Stres in sod. (2010) so pokazali, da med 

prehajanjem preko zmrzišča poči  približno 50 % celic, kar pomeni, da se v prst sprosti 

ogromno število najrazličnejših organskih molekul kot so DNK, aminokisline, lipidi ipd., 

ki nato služijo mikroorganizmom kot hrana. Tako se organske ogljikove spojine pretvarjajo 

v huminske kisline. 

 

Pri bakterijski aktivnosti smo poleg tehnike s fluorescein diacetatom (FDA) preizkusili še 

tehnike z redukcijo resazurina in dehidrogenazno aktivnost, vendar smo ugotovili, da so 

bili pri reakciji s FDA rezultati bolj pregledni in natančnejši. Prišlo smo do spoznanj, ki so 

nas malce presenetila. Iz grafa lahko lepo razberemo, da pri vzorcih z dodano DNK 

opazimo večinoma vseskozi povišano aktivnost  glede na vzorce, kjer DNK nismo dodali. 

Poleg tega smo vzporedno spremljali še temperaturni vpliv. Bakterijska aktivnost je bila 

pri vzorcih tal, ki smo jih zamrzovali in odtaljevali (COZ) višja kot pri seriji na 4 °C. Iz 
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tega lahko sklepamo, da so bakterije izredno dobro prilagojene na ekstremne razmere in da 

takšne temperaturne razlike kot smo jih imeli v našem poskusu vplivajo na njihovo 

aktivnost v manjši meri. Iz grafa je tudi razvidno, da je bila vsebnost encimov v tleh 

povišana približno peti dan inkubacije, ko so vrednosti hidroliziranega fluorescin diacetata 

dosegle najvišje vrednosti. Morda bi lahko povišano aktivnost pri COZ vzorcih pojasnili s 

tem, da so pri ciklanju preko zmrzišča celice precej popokale in so se v okolje izločile za 

bakterije hranilne snovi, ki so jih seveda s pridom izkoristile za energijo. Poleg tega so bile 

bakterije pri temperaturah pod 0 °C izpostavljene temperaturnemu šoku in so bile v 

toplejšem obdobju, ko so se temperature dvignile nad 0 °C, toliko bolj aktivne, da bi prišle 

do veliko hrane oz. energije. Iz grafa (Slika 16A) je torej razvidno, da lahko prosta DNK 

mikroorganizmom predstavlja vir hrane ter da je vseskozi v mikrobom dostopni obliki ne 

glede na način inkubacije.  

 

Pri analizi podatkov pa ne moremo spregledati dejstva, da s tehniko T-RFLP ne vidimo 

sprememb v strukturi mikrobne združbe. Vemo da pri zamrzovanju približno polovica 

bakterijskih celic lizira in da se v tla sprosti velika količina DNK in drugih snovi, prav tako 

se poviša MM DOC, poleg tega pa še zasledimo povišano bakterijsko aktivnost. Kljub 

temu, da lahko v najslabšem primeru dodana DNK predstavlja približno 64 % celokupne 

količine DNK nam T-RFLP ne pokaže nobenih sprememb, niti v času 0. Čeprav smo 

opazili veliko sprememb v vzorcu, ostaja slika strukture mikrobne združbe, merjene s 

tehniko T-RFLP v času nespremenjena. Prav tako ne vidimo sprememb med serijama 

vzorcev COZ in 4 °C. Naš poskus lahko ima velike posledice na razumevanje spremembe 

struktur mikrobnih združb merjenih s tehniko T-RFLP ali merjenih z drugimi 

molekularnimi metodami. Upamo si trditi, da so lahko sklepi mnogih avtorjev o stabilnosti 

v strukturi mikrobnih združb, merjenim s tehniko T-RFLP, podvrženih različnim okoljskim 

spremembam popolnoma napačni.  

 

Vendar pa lahko naši rezultati generalno kažejo sliko tudi glede sprememb združb v drugih 

sistemih in niso direktno vezani na hladna tla in prehajanje preko zmrzišča. Lahko so 

analogni spremembam v strukturi bakterijske združbe pri rasti rastlin, spremembam v 

prebavnem traktu, pravzaprav povsod, kjer se deli populacij spreminjajo. 
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Poleg DNK, katero smo izolirali direktno iz zemlje, smo na dendrogramu primerjali tudi 

DNK bakterij, ki smo jih namnožili v LB gojišču tekom poskusa, ko smo potrebovali 

precej dednega materiala za dodajanje v vzorce. Vidimo precejšnjo razliko v podobnosti s 

DNK izoliranim direktno iz zemlje. To se nam zdi popolnoma logično, saj vemo, da je v 

zemlji zelo majhen odstotek bakterij, ki jih znamo gojiti, poleg tega pa smo imeli še eno 

izmed osnovnih gojišč. Poleg DNK iz gojenih bakterij smo v dendrogramu primerjali tudi 

mešanico DNK izoliranega iz gojenih bakterij in DNK izoliranega direktno iz zemlje. 

Mešali smo v razmerju 1:1 in ugotovili, da je ta vzorec v dendrogramu ravno nekje na 

sredini med DNK iz zemlje in DNK iz gojenih bakterij, kar se nam zdi tudi povsem 

logično. Vsi ti podatki nam dajo vedeti, da je bila naša tehnika dovolj dobra za 

ugotavljanje razlik in primerljiva med vzorci, poleg tega pa lahko trdimo, da smo v 

poskusu zajeli celotno zemeljsko bakterijsko populacijo. 
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PRILOGE 
 

Priloga A: Fizikalno-kemijske lastnosti različnih tal 

 

  fizikalno- kemijske lastnosti tal        

simbol vzorec pH G (%) M (%) P (%) 
C(org) 
g/kg 

N(tot) 
g/kg 

vir skupina tal 

a1 
Slovenija – 

polje1 
6,9 24 53 23 2,5 0,3 

Stres in sod., 
2010 

CE 

a2 
Slovenija – 

polje2 
6,3 24,6 52,4 23 2,6 0,26 Lenarčič, 2006 CE 

a3 Slovenija – 
polje3 7,4 14,8 31,2 54 2,6  ta študija CE 

a4 
Slovenija – 

barje1 
6,6 60,3 39,3 0,1 15 1,3 Lenarčič, 2006 CE 

a5 
Slovenija – 

barje2 
6 6 16,3 77,7 15 1,3 

Henry in sod., 
2006 

CE 

a6 
Slovenija – 

barje3 
7,3 55,6 32 13 15 1,2 

Stres in sod., 
2010 

CE 

a7 
Slovenija – 

barje4 
7,6 60,3 39,6 0,1 16 1,3 

Jerman in sod., 
2009 

CE 

a8 Nemčija 6,7 25 15 60 11,1 0,4 
Andreoni in 
sod., 2004 

CE 

a9 Italija 7,7 23 24 53 7,7 2,2 
Andreoni in 
sod., 2004 

CE 

a10 Belgija 8,2 7 8 85 8,2 0,7 
Andreoni in 
sod., 2004 

CE 

a11 Francija 5,89 14,3 66,6 19,3 0,94 0,1 
Henry in sod., 

2006 
CE 

a12 Francija 5,8 33,3 51,3 15,4 1,53 0,17 
Henry in sod., 

2006 
CE 

a13 Nemčija 1 4,5 8 12 81 0,62  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a14 Nemčija 2 5 11 31 58 0,61  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a15 Nemčija 3 6 6 8 86 0,55  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a16 Nemčija 4 5,6 10 21 69 0,79  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a17 Nemčija 5 7,4 31 45 24 0,67  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a18 Nemčija 6 5,7 8 10 82 1,61  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

se nadaljuje... 
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nadaljevanje priloge A: Fizikalno-kemijske lastnosti različnih tal 

  fizikalno- kemijske lastnosti tal      

simbol vzorec pH G (%) M (%) P (%) 
C(org) 
g/kg 

N(tot) 
g/kg 

vir skupina tal 

a19 Nemčija 7 5,1 5 9 86 1,59  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a20 Nemčija 8 7 20 78 2 0,78  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a21 Nemčija 9 5 16 33 51 1,50  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a22 Nemčija 10 6,6 21 36 43 0,95  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a23 Nemčija 11 7,1 12 27 61 0,84  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a24 Nemčija 12 6,3 15 37 48 1,00  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a25 Nemčija 13 5,8 22 40 38 1,16  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a26 Nemčija 14 6,5 17 79 4 0,94  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a27 Nemčija 15 6 24 33 43 0,89  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a28 Nemčija 16 7,4 38 50 12 1,04  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a29 Nemčija 17 6,6 16 29 55 1,76  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a30 Nemčija 18 5,6 22 64 14 1,11  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a31 Nemčija 19 5,1 25 49 25 1,64  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a32 Nemčija 20 5,6 37 52 12 1,82  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a33 Nemčija 21 6,6 34 64 2 0,84  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a34 Nemčija 22 6,3 25 49 25 1,26  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a35 Nemčija 23 7,4 25 62 13 0,88  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a36 Nemčija 24 5,7 23 60 18 1,54  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a37 Nemčija 25 6,8 21 58 22 1,37  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a38 Nemčija 26 6,9 22 16 63 1,44  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

a39 Nemčija 27 7,4 63 33 4 1,43  
Weigand in 
sod., 1995 

CE 

se nadaljuje... 
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nadaljevanje priloge A: Fizikalno-kemijske lastnosti različnih tal 

  fizikalno- kemijske lastnosti tal       

simbol vzorec pH G (%) M (%) P (%) 
C(org) 
g/kg 

N(tot) 
g/kg vir skupina tal 

a40 Nemčija 28 7,5 24 67 9 0,98   
Weigand in 
sod., 1995 CE 

a41 Nemčija 29 7,3 36 19 45 1,48   
Weigand in 
sod., 1995 CE 

a42 Nemčija 30 6,9 45 38 17 1,90   
Weigand in 
sod., 1995 CE 

a43 Nemčija 31 7 36 43 21 2,90   
Weigand in 
sod., 1995 CE 

a44 Nemčija 32 7,1 31 39 30 2,93   
Weigand in 
sod., 1995 CE 

a45 
Himalaja 
6000m 5,4 6,9 20,1 72,2 1,5 0,1 

Stres in sod., 
2010 hladna 

a46 
Himalaja 
5800m 5,6 1,6 19,8 78,6 0,6 0 

Stres in sod., 
2010 hladna 

a47 
Himalaja 
5600m 5,9 1,9 20,6 77,4 2,0 0,1 

Stres in sod., 
2010 hladna 

a48 
Himalaja 
5400m 5,9 1,6 27,2 71,2 1,9 0,2 

Stres in sod., 
2010 hladna 

a49 
Himalaja 
5200m 5,1 6,9 28 65 2,1 0,1 

Stres in sod., 
2010 hladna 

a50 
Himalaja 
5000m 6,4 2,7 25,1 72,2 0,5 0 

Stres in sod., 
2010 hladna 

a51 
Odenwinkel 
1994 6,4 1 13 85 0,9 0,1 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a52 
Odenwinkel 
1980 6,34 1 13 85 0,9 0,17 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a53 
Odenwinkel 
1970 5,46 1 13 85 1,9 0,18 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a54 
Odenwinkel 
1950 5,57 1 13 85 2,7 0,2 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a55 
Odenwinkel 
1900 5,23 1 13 85 4,1 0,25 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a56 
Odenwinkel 
1850 4,08 1 13 85 6,0 0,44 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a57 
Odenwinkel 
ref. Site 3,64 1 13 85 7,2 0,51 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a58 
Rootmos 
1980 7,5 1 23 76 1,2 0,31 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a59 
Rootmos 
1970 7,58 1 23 76 0,5 0,13 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a60 
Rootmos 
1950 7,28 1 23 76 3,6 0,52 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

se nadaljuje... 
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nadaljevanje priloge A: Fizikalno-kemijske lastnosti različnih tal 

  fizikalno- kemijske lastnosti tal        

simbol vzorec pH G (%) M (%) P (%) 
C(org) 
g/kg 

N(tot) 
g/kg vir skupina tal 

a61 
Rootmos 
1920 6,34 1 23 76 5,409 0,53 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a62 
Rootmos 
1850 7,07 1 23 76 12,2 0,63 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a63 
Rootmos 
ref. Site 5,05 1 23 76 19,3 1,92 

Tscherko in 
sod., 2003 hladna 

a64 Svalbard 1 5,71 5,77 6,9 87,33 1,49 0,03 Odar, 2011 hladna 

a65 Svalbard 2 4,9 9,8 5,4 84,8 0,60 0,02 Odar, 2011 hladna 

a66 Svalbard 3 4,9 11,3 5,1 83,6 0,30 0,01 Odar, 2011 hladna 

a67 Svalbard 4 5,77 29 21,57 49,47 0,27 0 Odar, 2011 hladna 

a68 Svalbard 5 6,43 9,8 18,13 72,02 0,04 0 Odar, 2011 hladna 

a69 Svalbard 6 6,68 12,5 12,57 74,93 0,03 0 Odar, 2011 hladna 

a70 Brazilija 4,8 40 32 28 17,3 1,9 
Norghauer in 
sod., 2008 ekvatorialna 

a71 Kenija 6,5 25,3 16,8 57,9 0,2 2 
Ziibisch in 
sod., 1995 ekvatorialna 

 
*CE- Centralno- evropska tla 
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Priloga B: Preglednica različno tretiranih vzorcev uporabljenih v raziskavi 

 

ime vzorca 
COZ (1) 
ali 4°C 

(0) 

z DNK (0); 
brez DNK 

(1) 

čas 
inkubacije 

(dan) 

št. 
Ponovitve 

gojena 
iz 

biomase 

direktna 
izolacija 

kombinacija 
gojene in 

direktne DNK 
4°C t=0r1 0 0 0 1  da  

4°C t=0r1 brez  0 1 0 1  da  
4°C t=0r2 0 0 0 2  da  

4°C t=0r2 brez  0 1 0 2  da  
4°C t=0r3 0 0 0 3  da  

4°C t=0r3 brez  0 1 0 3  da  
4°C t=1r1 0 0 1 1  da  

4°C t=1r1 brez  0 1 1 1  da  
4°C t=1r2 0 0 1 2  da  

4°C t=1r2 brez  0 1 1 2  da  
4°C t=1r3 0 0 1 3  da  

4°C t=1r3 brez  0 1 1 3  da  
4°C t=3r1 0 0 3 1  da  

4°C t=3r1 brez  0 1 3 1  da  
4°C t=3r2 0 0 3 2  da  

4°C t=3r2 brez  0 1 3 2  da  
4°C t=3r3 0 0 3 3  da  

4°C t=3r3 brez  0 1 3 3  da  
4°C t=6r1 0 0 6 1  da  

4°C t=6r1 brez  0 1 6 1  da  
4°C t=6r2 0 0 6 2  da  

4°C t=6r2 brez  0 1 6 2  da  
4°C t=6r3 0 0 6 3  da  

4°C t=6r3 brez  0 1 6 3  da  
4°C t=10r1 0 0 10 1  da  
4°C t=10r1 

brez 
0 1 10 1  da  

4°C t=10r2 0 0 10 2  da  
4°C t=10r2 

brez 
0 1 10 2  da  

4°C t=10r3 0 0 10 3  da  
4°C t=10r3 

brez 0 1 10 3  da  

4°C t=13r1 0 0 13 1  da  
4°C t=13r1 

brez 
0 1 13 1  da  

4°C t=13r2 0 0 13 2  da  
4°C t=13r2 

brez 
0 1 13 2  da  

4°C t=13r3 0 0 13 3  da  
4°C t=13r3 

brez 
0 1 13 3  da  

4°C t=17r1 0 0 17 1  da  

se nadaljuje... 
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nadaljevanje priloge B: Preglednica različno tretiranih vzorcev uporabljenih v raziskavi 

ime vzorca 
COZ (1) 
ali 4°C 

(0) 

z DNK (0); 
brez DNK 

(1) 

čas 
inkubacije 

(dan) 

št. 
Ponovitve 

gojena 
iz 

biomase 

direktna 
izolacija 

kombinacija 
gojene in 

direktne DNK 
4°C t=17r1 

brez 
0 1 17 1  da  

4°C t=17r2 0 0 17 2  da  
4°C t=17r2 

brez 
0 1 17 2  da  

4°C t=17r3 0 0 17 3  da  
4°C t=17r3 

brez 
0 1 17 3  da  

ftc t=1r1 1 0 1 1  da  
ftc t=1r1 brez 1 1 1 1  da  

ftc t=1r2 1 0 1 2  da  
ftc t=1r2 brez 1 1 1 2  da  

ftc t=1r3 1 0 1 3  da  
ftc t=1r3 brez 1 1 1 3  da  

ftc t=3r1 1 0 3 1  da  
ftc t=3r1 brez 1 1 3 1  da  

ftc t=3r2 1 0 3 2  da  
ftc t=3r2 brez 1 1 3 2  da  

ftc t=3r3 1 0 3 3  da  
ftc t=3r3 brez 1 1 3 3  da  

ftc t=6r1 1 0 6 1  da  
ftc t=6r1 brez 1 1 6 1  da  

ftc t=6r2 1 0 6 2  da  
ftc t=6r2 brez 1 1 6 2  da  

ftc t=6r3 1 0 6 3  da  
ftc t=6r3 brez 1 1 6 3  da  

ftc t=10r1 1 0 10 1  da  
ftc t=10r1 brez 1 1 10 1  da  

ftc t=10r2 1 0 10 2  da  
ftc t=10r2 brez 1 1 10 2  da  

ftc t=10r3 1 0 10 3  da  
ftc t=10r3 brez 1 1 10 3  da  

ftc t=13r1 1 0 13 1  da  
ftc t=13r1 brez 1 1 13 1  da  

ftc t=13r2 1 0 13 2  da  
ftc t=13r2 brez 1 1 13 2  da  

ftc t=13r3 1 0 13 3  da  
ftc t=13r3 brez 1 1 13 3  da  

ftc t=17r1 1 0 17 1  da  
ftc t=17r1 brez 1 1 17 1  da  

ftc t=17r2 1 0 17 2  da  
ftc t=17r2 brez 1 1 17 2  da  

ftc t=17r3 1 0 17 3  da  
ftc t=17r3 brez 1 1 17 3  da  

se nadaljuje... 
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nadaljevanje priloge B: Preglednica različno tretiranih vzorcev uporabljenih v raziskavi 

ime vzorca 
COZ (1) 
ali 4°C 

(0) 

z DNK (0); 
brez DNK 

(1) 

čas 
inkubacije 

(dan) 

št. 
Ponovitve 

gojena 
iz 

biomase 

direktna 
izolacija 

kombinacija 
gojene in 

direktne DNK 
DNA1gojena    1 da   
DNA2gojena    2 da   
DNA3gojena    3 da   
DNA4gojena    4 da   
DNA5gojena    5 da   
DNA6gojena    6 da   
DNA7gojena    7 da   

ime vzorca  
čas 

inkubacije 
(dan) 

št. 
Ponovitve 

gojena 
iz 

biomase 

direktna 
izolacija 

kombinacija 
gojene in 

direktne DNK 
4°C t=10r2 brez+ DNA2gojena  1   da 
4°C t=0r2 brez + DNA2 gojena  2   da 
4°C t=0r3 brez + DNA3gojena  3   da 
4°C t=0r1 brez+ DNA1gojena  4   da 
4°C t=10r1 brez+ DNA3gojena  5   da 
4°C t=10r3 brez+ DNA3gojena  6   da 
4°C t=10r1 brez+ DNA1gojena  7   da 

 
Opomba: Vzorce COZ smo na začetku označevali z njihovo anglesško kratico FTC 
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Priloga C: Rezultati merjenja aktivnosti mikrobnih združb s FDA za vzorce inkubirane po 

COZ in izračun koncentracije fluoresceina. 

 
COZ        

z DNK     brez DNK    
dan A A-slepa c fluoresceina  A A-slepa c fluoresceina 
0 0,238 0,248 1,636  0,233 0,237 1,578 
 0,187 0,197 1,357  0,192 0,196 1,354 
 0,147 0,157 1,138  0,173 0,177 1,250 
1 0,487 0,331 2,089  0,408 0,400 2,469 
 0,516 0,360 2,248  0,379 0,371 2,310 
 0,686 0,530 3,177  0,362 0,354 2,217 
3 0,761 0,831 4,821  0,428 -0,048 0,021 
 0,688 0,758 4,422  0,404 -0,072 -0,110 
 0,604 0,674 3,963  0,465 -0,011 0,223 
5 0,811 0,811 4,715  0,423 0,423 2,595 
 0,723 0,723 4,234  0,476 0,476 2,884 
 0,930 0,930 5,365  0,431 0,431 2,638 
8 0,443 -0,149 -0,528  0,475 -0,079 -0,149 
 0,522 -0,069 -0,097  0,476 -0,078 -0,143 
 0,548 -0,043 0,045  0,418 -0,136 -0,460 

10 0,603 0,162 1,166  0,529 0,185 1,294 
 0,587 0,146 1,078  0,486 0,142 1,059 
 0,553 0,112 0,892  0,470 0,126 0,972 

13 0,471 0,471 2,857  0,254 0,254 1,671 
 0,477 0,477 2,890  0,303 0,303 1,939 
 0,480 0,480 2,906  0,292 0,292 1,879 

17 0,758 0,753 4,398  0,547 0,547 3,272 
 0,833 0,828 4,808  0,460 0,460 2,797 
 0,640 0,635 3,753  0,462 0,462 2,808 
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Priloga D: Rezultati merjenja aktivnosti mikrobnih združb s FDA za vzorce inkubirane pri 

4 °C in izračun koncentracije fluoresceina. 

 
4°C        

z DNK     brez DNK    
dan A A-slepa c fluoresceina  A A-slepa c fluoresceina 
0 0,238 0,248 1,636  0,233 0,237 1,578 
 0,187 0,197 1,357  0,192 0,196 1,354 
 0,147 0,157 1,138  0,173 0,177 1,250 
1 0,469 0,479 2,898  0,41 0,414 2,545 
 0,582 0,592 3,515  0,554 0,558 3,332 
 0,522 0,532 3,187  0,41 0,414 2,545 
3 0,523 0,533 3,193  0,404 0,408 2,513 
 0,560 0,570 3,395  0,415 0,419 2,573 
 0,649 0,659 3,881  0,508 0,512 3,081 
5 0,647 0,657 3,870  0,501 0,505 3,043 
 0,772 0,782 4,554  0,506 0,51 3,070 
 0,899 0,909 5,248  0,672 0,676 3,977 
8 0,517 0,527 3,160  0,335 0,339 2,136 
 0,614 0,624 3,690  0,405 0,409 2,518 
 0,473 0,483 2,920  0,385 0,389 2,409 

10 0,432 0,442 2,696  0,344 0,348 2,185 
 0,390 0,400 2,466  0,281 0,285 1,840 
 0,455 0,465 2,821  0,387 0,391 2,420 

13 0,359 0,369 2,297  0,265 0,269 1,753 
 0,366 0,376 2,335  0,289 0,293 1,884 
 0,403 0,413 2,537  0,302 0,306 1,955 

17 0,548 0,558 3,330  0,432 0,436 2,666 
 0,612 0,622 3,679  0,563 0,567 3,381 
 0,556 0,566 3,373  0,537 0,541 3,239 
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Priloga E: Rezultati merjenja velikosti delcev za vzorce inkubirane po COZ in izračun 

indeksa molekulske mase. 

 
COZ        

z DNK     brez 
DNK   

t (dan) A250 A365 COZ 
MWI  A250 A365 COZ MWI 

brez 
0 0,566 0,332 0,587  0,688 0,439 0,638 
 0,612 0,366 0,598  0,851 0,554 0,651 
 0,635 0,386 0,608  0,622 0,386 0,621 
1 1,659 1,020 0,615  0,810 0,502 0,620 
 1,386 0,886 0,639  0,886 0,546 0,616 
 1,534 0,958 0,625  0,847 0,517 0,610 
3 0,790 0,368 0,466  0,438 0,167 0,381 
 0,605 0,230 0,380  0,502 0,187 0,373 
 0,536 0,206 0,384  0,412 0,154 0,374 
5 0,571 0,211 0,370  0,414 0,161 0,389 
 0,504 0,185 0,367  0,394 0,152 0,386 
 0,573 0,208 0,363  0,520 0,191 0,367 
8 0,497 0,182 0,366  0,391 0,147 0,376 
 0,494 0,187 0,379  0,346 0,132 0,382 
 0,477 0,178 0,373  0,400 0,150 0,375 

10 0,458 0,163 0,356  0,406 0,147 0,362 
 0,474 0,165 0,348  0,422 0,151 0,358 
 0,501 0,174 0,347  0,580 0,215 0,371 

13 0,464 0,171 0,369  0,360 0,137 0,381 
 0,474 0,171 0,361  0,376 0,144 0,383 
 0,507 0,186 0,367  0,381 0,152 0,399 

17 0,510 0,178 0,349  0,480 0,175 0,365 
 0,518 0,184 0,355  0,469 0,168 0,358 
 0,490 0,177 0,361  0,491 0,177 0,360 
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Priloga F: Rezultati merjenja velikosti delcev za vzorce inkubirane pri 4 °C in izračun 

indeksa molekulske mase. 

 
4°C        

z DNK     
brez 
DNK   

t (dan) A250 A365 4 °C 
MWI  A250 A365 4 °C MWI 

brez 
0 0,566 0,332 0,587  0,688 0,439 0,638 
 0,612 0,366 0,598  0,851 0,554 0,651 
 0,635 0,386 0,608  0,622 0,386 0,621 
1 0,624 0,375 0,601  0,611 0,375 0,614 
 0,613 0,364 0,594  0,6 0,364 0,607 
 0,602 0,353 0,586  0,589 0,353 0,599 
3        
        
        
5 0,550 0,309 0,562  0,579 0,309 0,534 
 0,537 0,295 0,549  0,563 0,298 0,529 
 0,524 0,281 0,536  0,547 0,287 0,525 
8 0,513 0,270 0,526  0,531 0,276 0,520 
 0,502 0,259 0,516  0,515 0,265 0,515 
 0,491 0,248 0,505  0,499 0,259 0,519 

10        
        
        

13 0,427 0,210 0,492  0,446 0,204 0,457 
 0,411 0,199 0,484  0,435 0,191 0,439 
 0,395 0,188 0,476  0,424 0,199 0,469 

17 0,418 0,161 0,385  0,400 0,155 0,388 
 0,452 0,172 0,381  0,436 0,167 0,383 
 0,441 0,168 0,381  0,439 0,170 0,387 

 


