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njihovo aktivnost smo spremljali z metodama s substratom inducirane respiracije
(SIR) in z dehidrogenazno aktivnostjo (DHA). Stevilo mikroorganizmov se med
inkubacijkim poskusom ni signifikantno spreminjalo in je nihalo med 2x10° in
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primerjavi z marcem aerobna aktivnost manjSa, anaerobna pa vecja.
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the Ljubljana Marsh. The experimental field on Ljubljana Marsh is in an area of
preserved peat up to three meters deep and encompasses two types of peat soil
differing in organic matter contend (HC — high organic and LC — low organic). In
this thesis we analyzed measurements of water content in the soil profile of
Ljubljana Marsh collected from August 2005 to August 2006. Water content in the
top layers of HC and LC soils differed in the depth form 40 to 70 cm, where the
types of soils differed in their bulk density and the LC soil was drier than HC soil.
The water content in different layers of peat-land soil is influenced by organic matter
content and the water table level. The correlation was positive in both cases. The HC
type of peat soil from three different depths (0 — 30 cm, 100 — 120 cm, 140 — 160
cm) was incubated for 156 days at different temperatures (room T:20-22°C and 4 °C)
and at two different water contents (100 % WHC and 75 % WHC). The number of
microorganisms was counted under epifluorescent microscope and their activity was
measured by methods of substrate induces respiration (SIR) and dehydrogenase
activity (DHA). The number of microorganisms did not change significantly during
the incubation and fluctuated between 2x10° in 6x10°. The numbers in the bottom
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DHA — dehidrogenazna aktivnost (angl.: DeHydrogenase Activity)
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WHC — sposobnost zadrzevanja vode (angl.: Water Holding Capacity)
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1UVOD

Barja so mokris¢a z visoko biolosko raznolikostjo in s pomembnimi naravnimi funkcijami,
kot so: ¢is¢enje vode, skladis¢enje organskega C, shranjevanje vode (Bragg, 2002). To so
specificni ekosistemi, kjer je zaradi zastajanja vode produkcija biomase vecja od

razgradnje kar vodi do akumulacije organske snovi (Moore, 1995).

Ljubljansko barje je najjuzneje lezece nizko barje v Evropi. Tla Ljubljanskega barja so
organsko zelo bogata in vefinoma vsebujejo Soto (Martin¢ic, 2003). V preteklosti je
Ljubljansko barje utrpelo veliko skode, s kopanjem kanalov za odtok vode tla osusili, tako
da je barje nehalo nastajati. Vse to pa je dodatno spremljalo Se poziganje povrSinskih plasti

za pridobivanje obdelovalnih povrS$in in obsezno rezanje Sote za kurjavo.

Zaradi prej omenjenih pomembnih lastnosti barij so postala nekatera propadajoca barja del
programov obnavljanja. Tudi Ljubljansko barje, ki je v sklopu varovanih obmocij Natura
2000, je postalo tarca raziskav z namenom ohranjanja oziroma obnove tega ekosistema.
Najpogostejsi nacin obnove barij je dvig podtalnice, ki omogoci vzpostavitev anaerobnih
pogojev in zmanjSa hitrost razgradnje organskega materiala. Ker so bila barja najveckrat
uporabljena za kmetijske namene, lahko takSni ukrepi povzrocijo veliko Skodo s
spiranjem nitratov in fosfatov v podtalnico. Zato je potrebno ugotoviti kateri procesi

potekajo v tem ekosistemu in kako bodo naSa dejanja nanje vplivala.

Najpomembnejsi vpliv na bioloske, fizikalne in kemijske lastnosti tal imajo
mikroorganizmi s svojim metabolizmom (Madigan, 2000). Kljub dejstvu, da so ravno
mikroorganizmi glavni dejavniki razgradnje organske snovi, se o njihovi aktivnosti in
Stevilu v profilu tal Ljubljanskega barja ve zelo malo. Zato smo se v tem diplomskem delu
osredotocili na merjenje aktivnosti mikroorganizmov na razli¢nih globinah barjanskih tal

ter skusSali ugotoviti kako nanjo vpliva sprememba temperature in vlaznosti.
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1.1. NAMEN

Mikrobnae biomasa vzdolz talnega profila Ljubljanskega barja do sedaj Se ni bila
preucevana. Namen naSe diplomske naloge je bil ugotoviti aktivnost in Stevilénost
mikroorganizmov v reprezentativnih vzorcih talnega profila Ljubljanskega barja ter vpliv
temperature in vsebnosti vode nanje. Hkrati smo Zzeleli prikazali tudi podatke o vsebnosti

vode na razli¢nih globinah tal Ljubljanskega barja za obdobje enega leta.

1.2. HIPOTEZE

V diplomski nalogi smo postavili naslednje hipoteze:

- Vsebnost vode v barjanskih tleh se bo z globino vecala ter bo odvisna od vremenskih
razmer in nivoja podtalnice.

- Stevilo mikroorganizmov se bo z globino manjsalo in se med inkubacijo ne bo
signifikantno spreminjalo.

- Mikrobna aktivnost tal se bo vzdolz profila tal manjSala in se med inkubacijo ne bo
signifikantno spreminjala.

- Z nasi¢enjem z vodo se bo mikrobna aktivnost zgornjega sloja tal zmanjsala.



Repi¢ D. Aktivnost in Stevilénost mikrobne zdruzbe na razli¢nih globinah barjanskih tal. 3
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. V Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2008

2 PREGLED OBJAV
2.1 MOKRISCA

Mokris¢a so okolja na prehodu med popolnoma kopenskim in popolnoma vodnim
ekosistemom (Mitsch in Gosselink, 2000). Prevladujo¢ faktor, ki dolo¢a naravo razvoja

tal, rastlin in Zivali, ki Zivijo na tej povrsini, je zastajajoCa voda.

Glede na raznolikost mokri§¢nih ekosistemov je bilo predlaganih veliko klasifikacijskih
shem. Po Cowardinu in sod. (1979) lo¢imo 5 mokris¢nih sistemov: morski, estuarski,
re¢ni, jezerski in mocvirski. V slednjega uvr§¢amo vsa mokrisca, ki niso pod vplivom
plimovanja in so v veliki meri pokrita s povrSinskim rastjem — drevesa, grmicevje, mah. Ta
sistem vsebuje vec razredov, ki jih lo¢imo glede na vrsto podlage ali veCinsko vegetacijo
na povrSju. Razredi moc¢virnih mokriS¢ imajo lahko kamnito ali neutrjeno dno, vodno
posteljo, neutrjeno obrobje, mahovnato-liSajsko, povrSinsko, goScavnato-grmicasto ali

gozdno rastje.

Mokrisca so pomembni ekosistemi, saj nudijo zivljenjski prostor Stevilnim pomembnim in
ogrozenim rastlinskim in Zzivalskim vrstam, ki so se prilagodile na tako specificen
zivljenjski prostor, hkrati pa imajo veliko ekonomsko, kulturno, znanstveno in rekreacijsko
vrednost (Thorsell in sod., 1997). Poleg ekoloske vrednosti imajo mokrisca tudi
naravovarstvene naloge. So sistemi za regulacijo koli¢ine in kakovosti vode, saj Sota,
mikrobi in rastline delujejo kot naravni filtri, zadrzujejo anorganska hranila in uspesno
preprecujejo erozijo tal (Bragg, 2002). V kontekstu globalnega segrevanja so obcutljiva in
hkrati odporna na klimatske spremembe, hranijo znatne koli¢ine ogljika in neposredno
vplivajo na koncentracije toplo-grednih plinov v ozracju (Belyea in Clymo, 2001). Poleg
vsega tega so tudi najuinkovitejSa v zadrzevanju odtekajo¢ih voda, saj zacasno
shranjujejo vodo deZevja, taljenja snega in izlivov podtalnice in jo postopoma spros¢ajo v

obliki odtekanja, izhlapevanja in ponovnega napajanja podtalnice (Bragg, 2002).

Kljub pomembnosti mokris¢ v vodnem ciklu, ciklu ogljika in duSika ter bogati bioloski
raznovrstnosti, ki jo podpirajo, je priSlo v preteklosti v Evropi do obsezne izgube teh

ekosistemov. Ze stoletja se &loveske naselbine kopiéijo ob obalnih nizinah in poplavnih
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ravninah, da izkoristijo prednosti, ki jih ponujajo ravna tla, vodni promet in obilica vode in
hrane (Jones, 2001). Sladkovodna mokris¢a zmernega pasu so bila tarca kréenj, izsuSevanj
in evtrofikacije. Te groznje skupaj z dodatnimi negativnimi vplivi klimatskih sprememb

unicujejo mokriscne ekosisteme (Verhoeven, 2003).

Trenutno ocenjujejo, da mokris¢a obsegajo priblizno 269 milijonov hektarjev Evrope in s
tem pokrivajo 11 % povrSin. Ve€ kot 92 % (priblizno 250 hektarjev) je kopenskih mokrisc,
morskih ali obalnih mokriS¢ je zgolj 1,8 % (priblizno 5 milijonov hektarjev) in nadaljnjih
0.7 % (priblizno 2 hektarja) pa umetnih mokri$¢ (Nivet in Fraiser, 2001). Zbiranje novejsih
informacij nam daje osnovo za opis statusa in glavnih grozenj posameznih tipov mokris¢.
Izguba bioloske raznovrstnosti je posledica kréenja obmocij in poslabSanja stanja mokrisS¢.
Dejavniki, odgovorni za izgubo in degradacijo so preusmeritve in zajezitve tokov rek,
odklopitev poplavnih povr$in mokriS¢ od poplavnih tokov, evtrofikacija, onesnazevanje,
pasa, zetev, globalno segrevanje, vdor eksoti¢nih rastlin in praksa zasipavanja, zajezovanja
in izsuSevanja. V bolj mokrih obmocjih je izsuSevanje ravnic uniCilo velike povrSine
mokri$¢. V susnejSih predelih pa namakalno poljedelstvo neposredno tekmuje za vodo z
mokri$¢em. Siroko razsirjena evtrofikacija skupaj z vplivom invazivnih vrst zmanj$uje

pestrost (Brinson in Malvarez, 2002).

Mokris¢a so najucinkovitejSa pod naravnimi pogoji, kadar ne izgubijo svoje funkcije
zaradi izsuSevanja in zasipavanja, osamitve od rek in poplavnih ravnin z gradnjo umetnih
nasipov (Bragg, 2002). Za ucinkovito ohranjanje in obnavljanje mokriSC je potreben
kompleksen, interdisciplinaren in posvetovalen pristop, ki bo zajel vsa podroc¢ja (Jones,
1997). Z napacnimi odlocitvami lahko ogrozimo preostanek mokriS¢ in povecamo
negativne ucinke slabe rabe. Proucevanje mokris¢nih ekosistemov je odkrilo tesno
povezavo med organskimi komponentami in vodo, kar pomeni, da je nemogoce razumeti
povezavo ogljika in dusika brez znanja o hidrologiji. Stevilne pobude in projekti, se
ukvarjajo ravno z odkrivanjem takSnih povezav. Nekateri izmed teh so Natura 2000 (EC, ),
Ramsar (Ramsar Convention Secretariat, 2006) in Prowater (Meissener in Leinweber,

2004).
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2.1.1 Sotno barje

Sotno barje je mokrisée, kjer se je na povriju naravno nakopiéil sloj $ote. V osnovi vsa
Sotna barja lo¢imo v dva tipa, ki se med sabo locita glede na oskrbo z vodo — nizka in

visoka barja (Moore, 1995).

Na nizkem barju, v€asih imenovanem tudi travnisko ali reotroficno barje, je prevladujoce
rastje Sasje, trstje, grmicevje in drevje, katerega nerazgrajeni ostanki sestavljajo Soto ¢rne
barve. Zalogo vode napajajo obrobna gorovja in podtalnica z nevtralnim pH in zmernimi
koli¢inami hranil. Z debeljenjem plasti Sote rastline pocasi izgubijo stik s podtalnico in
zaradi pomanjkanja vode pojenjajo v rasti. Kadar zadostna koli¢ina padavin zagotavlja
dovolj hrane za ohranjanje prepojenosti z vodo tudi nad visino podtalnice, pa se pojavijo
vrste, ki so prilagojene za rast v razmerah z manj hranili in nizkim pH. Na povrSini za¢nejo
rasti in odmirati Sotni mahovi, ki tvorijo rjavo Soto. Tako se iz nizkega barja pocasi razvije
visoko barje, imenovano tudi mahovnato ali ombrotrofi¢no barje. Barja so Ze po naravi
okolja z veliko koli¢ino vode in posledica prepojenosti tal z vodo je tudi zmanjSana
respiracija mikrobov. Zaradi velike primarne produkcije — nekatera barja bi lahko po
produktivnosti primerjali z gozdom — in zmanjSane aerobne razgradnje se zacne kopiciti

Sota (Moore, 1995).

2.1.2 Sota

Glavni tvorci visokih barij so Sotni mahovi rodu Sphagnum, ki jih je po razli¢nih Stetjih od
100 do 350 vrst (Bryan, 1955). Sotni mahovi imajo veliko sposobnost zadrzevanja vode,
svojo suho tezo lahko s ¢rpanjem vode povecajo za 20- do 25-krat, hkrati pa lahko v
primeru suse vodo porabljajo zelo omejeno. Sposobnost zadrzevanja vode imajo celice
hialocite, s spiralno odebeljenimi celi¢nimi stenami in porami, ki imajo vlogo rezervoarja.
Poleg zadrzevanja vode so ucinkoviti tudi v pridobivanju hranil iz padavin. Hranila iz vode
dobijo z izmenjavo ionov. Posledica tega sistema je tudi lahko zakisanje tal (Clymo,

1963).
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Sota visokega barja je zgrajena iz dveh slojev, akrotelma in katotelma (Slika 1). Akrotelm
je zgornji sloj, ki je veCino leta dvignjen nad podtalnico. Je zracen in v njem poteka
oksidacija organskega materiala, vendar je ta razgradnja le delna (ostanki rastlin so
prepoznavni). Katotelm pa lezi pod nivojem podtalnice v anaerobnem okolju. V tem sloju
je razgradnja Sote do 1000 krat pocasnejsa (Belyea in Clymo, 2001) kar vodi do kopicenja
Sote. Poleg anaerobnih razmer zaradi zasicenosti z vodo, na slabo razgradnjo vpliva tudi
zakisanje tal. Ceprav zraste Sotni mah od 5 do 20 mm na leto, zraste Sota le za 0,5 do 1
mm, saj se pod lastno tezo neprestano seseda (Quinty in Rochefort, 2003). Hitrost in
stopnja razgradnje Sote sta odvisni od njene sestave in zasiCenosti z vodo. V vlaznih

pogojih raste hitreje in je manj razgrajena kot v suhih.

AHROTELM

i
a3

KATOTELM

Slika 1: Sotni mah Sphagnum (Quinty in Rochefort, 2003)

Soto nizkega barja najdemo pod visokim barjem. Poznamo dva tipa $ote nizkega barja —
lesnata Sota in trsti¢na Sota. Lesnata Sota vsebuje ve¢inoma ostanke dreves, trav in $asje, je
relativno prepustna in ima pH okoli 5. Trsti¢na Sota vsebuje veliko trstja, je zelo gosta,

manj prepustna za vodo in tudi manj kisla.

2.1.3 Ljubljansko barje

Ljubljansko barje je predel juznega dela dna ljubljanske kotline. Nastajati je zacelo v

zacCetku pleistocena, ko se je zacelo obmocje ugrezati. Ljubljanica in okoliske reke so v
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kotlino odlagale prod in fino zrnate usedline, podlaga je postala nepropustna in ravnina je
dobila mocvirni znacaj. Po koncu ledenih dob je tu nastalo plitvo jezero, po izginotju le-

tega pa mocvirje in barje.

Ljubljansko barje so skusali osusiti ze v rimskih Casih, da bi lahko njegovo bogato zemljo
izkoriScali za kmetijstvo. Prvi resni poizkus osuSitve pa je bila izgradnja Gruberjevega
prekopa (1772-1780), ki je skupaj z izkopavanjem kanalov in jarkov za odtok vode,
urejanjem cest, poziganjem povrSin ter rezanjem Sote povzro€ila izgubo vecjega dela
visokega barja. Danes je Ljubljansko barje po vecini nizko barje z ostanki visokega barja

(Peterlin, 1971).

Barja danes zaradi njihovega velikega ekoloskega pomena postajajo vedno pomembnejsa
in so mnoga v programih obnavljanja. Najveckrat uporabljena metoda za ohranjanje in
obnovo barij je dvig podtalnice, ki ima lahko negativne posledice. Ker so nekatere
povrsine Ljubljanskega barja dolga leta sluzile kot kmetijske povrSine, lahko v tleh
najdemo veliko duSika in fosforja. Z dvigom podtalnice lahko povzro¢imo vnos fosforja
ali dusika v podtalnico in tako naredimo veliko Skode zaradi onesnazenja vode (Hacin in

sod. 2004; Baum in sod, 2003).

Za obnovitev Ljubljanskega barja je potrebno raziskati procese, ki v njem potekajo in
potem pravilno postopati. V zadnjih letih so bile izvedene Stevilne raziskave, v okviru
katerih so proucevali preprecevanje difuznega onesnaZevanja podtalnice s fosforjem
(Meissner in Leinweber, 2004), okoljske gradiente in mikrobno aktivnost (Hacin s sod,
2004), vpliv okoljskih dejavnikov na aktivnost in pestrost mikrobne zdruzbe (Zajec, 2004;
Kraigher in sod. 2006), vodni rezim (Hacin, 2004) in druge ekoloske, mikrobioloske in

naravovarstvene vidike, ki so pomembni za ohranjanje tega pomembnega ekosistema.

Vecina do sedaj opravljenih raziskav mikrobne aktivnosti in pestrosti je bile usmerjenih na
mikrobna dogajanja v vrhnjem sloju tal, to je zgornjih 30 cm. Vendar to ni dovolj, saj je
aktivnost in Stevilénost mikroorganizmov v globljih slojih prav tako pomembna. Spodnji
sloji tal so prepojeni z vodo in v njih potekajo pomembni procesi znacilni za anoksi¢na

okolja, kot so fermentacija organskih snovi, redukcija nitrata, mangana, Zeleza in sulfata
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ter metanogeneza. Zato smo v tem diplomskem delu Zeleli preuciti tudi globlje plasti tal
Ljubljanskega barja, pri ¢emer smo se osredotoCili na  Stevilénost in aktivnost

mikroorganizmov v profilu tal do globine 160 cm.

Ljubljansko barje se nahaja juzno od Ljubljane (45°58'N, 14°28'E) in pokriva priblizno
16000 ha povrSine. Povprecna letna temperatura je 10 °C, povprecna letna koli¢ina
padavin znasa 1400 mm. Vecino pokrivajo travniske povrsine (65 %) in polja koruze (25
%), manj$i del predstavlja zas¢iten mocvirnat gozd in predeli visokega barja. (Kraigher in

sod., 2006).

2.1.4 Poskusno polje

Poskusno polje na Ljubljanskem barju je v Tomislju na obmocju z ohranjeno Soto, ki sega
do globine 3 metrov. Polje je veliko 1 ha in je na eni strani omejeno z odvodnim jarkom s
prelivno pregrado, ki zagotavlja razlicne nivoje podtalnice na njivskih in travniskih
povrsinah. Del polja predstavljajo LC, oziroma organsko mineralna tla z re¢nimi glinenimi
nanosi z nizjo vsebnostjo organske snovi (14-20%), del pa predstavljajo visokoorganska
(HC) Sotna tla brez glinenih nanosov in z dvakrat vecjo vsebnostjo organske snovi (27 —

40 %) (Hacin in sod., 2001; Hacin in sod., 2004).

HC in LC tla se vzdolz profila razlikujejo v gostoti (slika 2). Najvecja razlika med obema
tipoma tal je v slojih od 30 do 60 cm, kjer je gostota LC tal do trikrat vec¢ja, kot pri HC
tleh. V zgornjih slojih od 0 do 20 cm imajo LC tla le nekoliko vec¢jo gostoto od HC tal, od

globine 70 cm navzdol je gostota tal priblizno enaka.

HC in LC tipa tal se razlikujeta tudi v nivoju podtalnice (Slika 3). V LC tleh niha na
globini med 70 in 100 cm skozi vse leto, razen v poletnih mesecih, ko nivo podtalnice
pade pod 100 cm. Na koncu julija se podtalnica spusti skoraj 140 cm pod povrsje. Nivo
podtalnice v HC tleh niha podobno kot v LC tleh, vendar je v skoraj vseh meritvenih
tockah skozi leto visji za okoli 50 cm. Razlika v nivoju se zmanjsa poleti, ko v HC tleh

nivo podtalnice julija pade do skoraj 120 cm globine in znaSa razlika le Se okoli 20 cm.
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Slika 2: Gostota HC in LC tal na razli¢nih globinah tal Ljubljanskega barja (Stres in Korpar, 2006a)
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Slika 3: Nivo podtalnice v visokoorganskih (HC) in nizkoorganskih (LC) tleh Ljubljanskega barja merjen od
avgusta 2005 do septembra 2006 (Hacin, 2006)
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Skupna mesecna koli¢ina padavin v obdobju od avgusta 2005 do avgusta 2006 se giblje od
manj kot 50 mm do 300 mm. Najmanj padavin je bilo v oktobru 2005, januarju in
februarju ter juniju in juliju 2006; najve¢ padavin (nekoliko manj kot 300 mm) je bilo
avgusta in septembra 2005 ter avgusta 2006. Novembra, decembra, marca, aprila, maja in
septembra 2006 je bila koli¢ina padavin med 100 in 160 mm. Temperatura zraka se je
skozi leto gibala med okoli 0 in 24 °C. V poletnih mesecih je bila povprecna temperatura
blizu 20 °C, v zimskem obdobju je bila povprecna temperatura malo nad ni¢lo. Spomladi
2006 je temperatura zacCela narascati in se je do poletja dvignila nad 20 °C (SURS,
2007a,b)
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Slika 4: Mesecna koli¢ina padavin in povpre¢na mesecna temperature od avgusta 2005 do septembra 2006

izmerjeni na meteoroloski postaji Ljubljana-Bezigrad (SURS, 2007a; SURS, 2007b)

2.2 MIKROBIOLOGIJA TAL

Tla so zelo kompleksen sistem za katerega so znacilni razli¢ni bioloski, kemijski in
fizikalni procesi, ki so pod velikim vplivom okoljskih dejavnikov. Mikroorganizmi v tleh

sodelujejo pri razgradnji in krozenju hranil (Alef in Nannipieri, 1995).
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Ohranjanje metabolne sposobnosti talne mikroflore je osnovna zahteva za kakrSenkoli
koncept zascite, bioremediacije in rekultivacije tal. Zato sta biokemija in mikrobiologija

tal danes pomembni podro¢ji okoljskih znanosti.

O naravi mikrobnih zdruzb v profilu tal vemo zelo malo, saj je vecina Studij
mikrobiologije tal osredotocenih na povrSinskih 25 cm tal, kjer je gostota
mikroorganizmov najvecja. Vse uporabljene metode za oceno mikrobne biomase, so
pokazale, da je mikrobna gostota razli¢nih vrst tal v globini dveh metrov za 10 do 100 krat
manjSa od tiste na povrSini. Zaradi majhne gostote in nizke aktivnosti so mikrobi v
globinah obravnavani kot nepomembni. A talni profili so ve¢inoma globoki nekaj metrov,
kar celokupno pomeni veliko Stevilo mikroorganizmov in kar je pomembnejSe, njihova
potencialna aktivnost teh je ravno tako velika ali pa Se vecja kot aktivnost mikrobov na
povrsini (Fierer in sod, 2003). Zdruzbe v globljih slojih se razlikujejo od tistih na povrsini,
zato o njihovih funkcijah ne moremo enostavno sklepati iz podatkov povrSinskih slojev tal.
Ti mikroorganizmi igrajo pomembno vlogo pri diagenezi tal, ekologiji, biogeokemiji,
razgradnji onesnazeval in vzdrzevanju kakovosti vode (Fierer in sod., 2003). Globinska
mikrobiologija tal neposredno vpliva na kemic¢no sestavo podtalnice s procesom
diageneze, raztapljanja in usedanja. Zato je potrebno bolje razumeti genotipsko raznolikost
in metabolno aktivnost mikroorganizmov pod povr§jem, da bi lahko bolje kvantitativno
ocenili njihov vpliv na transformacijo in degradacijo naravnih in umetnih spojin tekom

prehoda skozi razli¢ne globine (Taylor in sod., 2002).

2.2.1 Vzorcenje tal

Kvantitativno in reprezentativno vzorcenje mikroorganizmov iz okoljskih vzorcev je nujno
za razumevanje delovanja ekosistemov. Tla so Se posebno tezaven medij, saj je poleg tega,
da so organske in mikrobioloske lastnosti v njih zelo heterogene, potrebno pretrgati tudi
mnoge sile (elektrostatske, vandervalsove, fizi¢no ujetost), da zmanjSamo povezave med
tlemi in celicami in omogoc¢imo ekstrakcijo celic. Kadar ekstrahiramo mikroorganizme iz
tal, s kombiniranjem fizikalnih in kemijskih procesov razdremo delce tal, da se ¢im vec;ji

del bakterijske populacije, ki je bila pritrjena na gline in huminske kisline ali ujeta v
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agregate, sprosti v tekoCo fazo. Tudi po fizikalni in kemijski obdelavi lahko Se vedno
veliko celic ostane povezanih s tlemi (Taylor in sod., 2002). Kljub temu lahko sklepamo o

relativnih razlikah med vzorci, kadar so ti obdelani na enak nacin.

Inkubacija v mikrokozmih, kjer ekstrakcija celic iz vzorcev ni potrebna, odziv
mikroorganizmov pa merimo z drugimi metodami je veliko primernejSa za kompleksne

medije kakr$na so tla.

2.2.2 Lastnosti tal
2.2.2.1 pH tal

Protonska aktivnost v tleh vpliva na vse biokemijske transformacije, na strukturo zdruzbe
in aktivnost mikrobov. Ponavadi jo podamo kot vrednost pH, ki je definirana kot
negativen logaritem koncentracije vodikovih ionov. Pove nam nekaj o kislosti oziroma
bazi¢nosti tal in je ena izmed osnovnih znacilnosti, ki jih pri tleh doloCamo (Alef in
Nannipieri, 1995). Za vecino mikroorganizmov in rastlin so hranila najbolj dostopna v
obmoc¢ju pH med 6 in 7. Talni pH mocno vpliva na topnost mineralov in hranil, na
biokemijske lastnosti znotraj celi¢nih in zunaj celi¢nih encimov, na sam gradient med
zunanjostjo in notranjostjo celic in na obliko amonijskega dusika ter topnost CO,. Tla
poskusnega polja Ljubljanskega barja imajo pH med 6,5 in 6,9 (Hacin in sod., 2004;
Kraigher in sod., 2006)

2.2.2.2 Voda v tleh

Sposobnost zadrzevanja vode v tleh (Water Holding Capacity — WHC) je koli¢ina vode, ki
jo je dolocena vrsta tal sposobna zadrzati. 100 % WHC predstavlja najvecjo maso vode, ki
jo je sposoben zadrzati 1 g tal in je odvisna od teksture tal (Alef in Nannipieri, 1995).
WHC se uporablja za zagotavljanje enake stopnje vlaznosti tal v poskusih, kar zagotavlja
podobne pogoje za mikrobe, saj koli¢ina vode mocno vpliva na zracnost tal in dostopnost
hranil, s tem pa tudi na mikrobno rast in metabolno aktivnost. Za tla Ljubljanskega barja je

znacilna visoka kapaciteta zadrZzevanje vode, ki je posledica strukture Sotnih tal. Povezana je
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s koli¢ino organske snovi in v zgornjem sloju (0 — 30 cm) tal znaSa 1,7 gyode/ga1 (Hacin in

sod., 2001; Zajec, 2004; Kraigher in sod., 2006).

Vlaznost tal opisuje trenutno kolic¢ino vode v tleh in je ena izmed najbolj spreminjajocih se
komponent tal. Odvisna je od sestave tal, vremenskih razmer, letnega Casa, temperature,
odtoka in pokritosti z rastlinami. V tleh se voda zadrzi na dva nacina, z adsorpcijo na
povrsino ali v prostorih med delci tal (Madigan in sod., 2003). Voda ima v tleh ve¢
razli¢nih funkcij. Je pomemben faktor v procesu tvorbe tal. V mrzlih podnebjih voda v
razpokah kamenin zmrzne in se razsiri, tako se lahko del kamenine odkrusi. Ko se voda
zopet stali, odnese te delcke s seboj. V toplejsih klimah pa voda pripomore k nastajanju
prsti z raztapljanjem. Od vode v tleh je odvisna tudi temperatura tal, saj ima tekoca voda
vecjo toplotno kapaciteto, kot zrak ali zemlja. Zaradi vode v tleh je potrebno ve¢ energije,
da se zemlja segreje ali ohladi, zato se temperatura tal spreminja pocasneje kot temperatura
zraka. Koli¢ina vode vpliva tudi na pH, redoks potencial in koncentracijo plinov (O, CO,)

v tleh.

Predvsem pa je voda eden izmed glavnih dejavnikov, ki vplivajo na mikrobno aktivnost v
tleh. Tate in Terry (1980) sta ugotovila, da je vlaznost ponavadi limitni faktor za mikrobno
aktivnost, saj se je v poskusih s poveCanjem vlaZnosti povecala tudi mikrobna aktivnost.
Orchard in Cook (1983) sta razlike v mikrobni aktivnosti med bolj in manj mokrimi tlemi
pripisala dostopnosti substrata. V vodi so raztopljeni minerali in organske snovi potrebni

za njihovo rast. Ko voda pronica skozi tla prinese hranilne snovi do mikroorganizmov.

Griffiths in sod. (2003) so pokazali, da so bakterijske zdruzbe v tleh odporne proti
vodnemu stresu in ta vpliva zgolj na fizioloSko stanje zdruzbe in ne na njeno sestavo.
Majhna dostopnost vode lahko inhibira mikrobno aktivnost z zniZevanjem vodnega
potenciala in zmanjSanjem hidratacije in aktivnosti encimov (Stark in Firestone, 1995),
vpliva na osmotski status celic in posredno na dostopnost substratov, difuzijo plinov, pH
tal, temperaturo, stres rastlin in s tem rizodepozicijo. Zhou in sod. (2001) so postavili
hipotezo, da lahko manjSa vsebnost vode celo poveca raznolikost zdruzbe v tleh, saj
pomanjkanje vode v tleh prepreci gibanje mikroorganizmov in prosto difuzijo hranil, kar

posledicno pripelje do prostorske izolacije mikrobnih populacij. V zgornjih slojih tal se
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vsebnost vode spreminja in je ponavadi nizka. Po dezju voda omogoci prosto difuzijo
hranil in poveca kompeticijo. Ko je povezanost talnih delcev prekinjena, nastanejo okolja,
kjer lahko prezivijo mikrobne vrste, ki bi bile v nasi¢enih tleh zaradi kompeticije za

hranila s strani bolje prilagojenih vrst nekonkurencne.

Za Sotna barja, ki jih napaja podtalnica, je njen nivo pomemben dejavnik, ki vpliva na
aktivnost mikroorganizmov. Primer takega barja je tudi Ljubljansko barje. Nivo podtalnice
dolo¢a mejo med aerobnim in anaerobnim okoljem in s tem vpliva na procese razgradnje
Sote. Nivo podtalnice v histosolih vpliva na spiranje nutrientov, kot so C, N in P iz tal.
Martin in sod. (1997) so ugotovili, da nivo podtalnice sicer ni vplival na spro§¢anje NH*'-
N in TKN (Total Kjeldahl Nitrogen), se je pa z vi§jim nivojem podtalnice povecalo
spros¢anje NOj;™ in P. Visoke koncentracije NO3™ v pornih vodah osusenih Sotnih barij so
posledica prezracenosti Sote in naknadne mineralizacije in nitrifikacije organskega N. Ti
procesi so Se posebej intenzivni v primeru nizkega nivoja podtalnice ali velikih sprememb
v nihanju nivoja podtalnice, ki je znacilen za razgrajeno Soto s spremenjenimi

hidravli¢énimi lastnostmi.

Redne tedenske meritve nivoja podtalnice na poskusnem polju v Tomislju opravljajo ze od
leta 1999 s pomocjo mreze 24 piezometrov, postavljenih na obeh straneh jarka v razdalji
25 m eden od drugega. Piezometri segajo do globine 3 m do same polzarice. Nivo
podtalnice pri visokoorganskih tleh niha med 30 in 120 cm globine, nad 30 cm podtalnica
vecino leta ne seze, tla globlje od 120 cm pa so pod vodo skozi vse leto (Hacin, 2004). To
lahko vidimo tudi na sliki 5, ki prikazuje cev, ki je bila zakopana v tleh na poskusnem
polju Ljubljanskega barja. Kjer je rja najizrazitejSa, vemo da je bilo menjavanje oksi¢nih
in anoksicnih pogojev najpogostejse, torej je v tem obmocju skozi leto podtalnica najbolj

nihala.
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— 30 cm

— 120 cm

— 160 cm

Slika 5: Cev vstavljena v barjanska tla do globine 160 cm na poskusnem polju v Tomislju (Stres, 2008)

2.2.3 Mikroorganizmi v tleh

Mikrobne zdruzbe v tleh so ene izmed najbolj kompleksnih, raznolikih in pomembnih
komponent biosfere (Atlas in Bartha, 1993). Ceprav mikroorganizmi zavzemajo manj kot
0,5 % mase tal, vplivajo na bioloske, fizikalne in kemijske lastnostih tal, saj je 60 — 80 %
celotnega metabolizma v tleh posledica mikroflore (Soil organic matter, 2004). Talni
mikroorganizmi sodelujejo pri krozenju elementov, kot so C, H, N, O, P in S v tleh
(Madigan in sod., 2000). Procesi razgradnje zivalskih in rastlinskih ostankov, tvorba
humusa in huminskih kislin, amonifikacija, nitrifikacija, denitrifikacija, razgradnja
celuloze in hemicelulozeloze sprostijo hranila za rastline in skrbijo za ravnovesje

fizikalnih in kemijskih lastnosti tal.

Hkrati so mikroorganizmi v tleh odgovorni tudi za emisije toplogrednih plinov

(ogljikovega dioksida CO,, metana CH, in diduSikovega oksida N,O) (Brake in sod.,
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1999). CO;, z dihanjem proizvajajo vsa ziva bitja in ga avtotrofi porabljajo z asimilacijo.
CH,4 mikroorganizmi proizvajajo z metanogeno razgradnjo organskih snovi in porabljajo z
oksidacijo. Prav tako mikroorganizmi vodijo procese denitrifikacije in nitrifikacije, ki
lahko vodijo do nastanka N,O. Organski material je potreben za dihanje, metanogenezo in
denitrifikacijo, zato so Sotna tla, bogata z organsko snovjo, ugodna okolja za nastanek

toplogrednih plinov.

2.2.3.1 Stevilo mikroorganizmov

Stevne metode, ki vkljuéujejo gojenje mikroorganizmov so manj zanesljive kot metode
direktnega Stetja pod mikroskopom. Kombiniranje fizikalnih in kemijskih procesov razdre
delce tal in sprosti del bakterijske populacije, ki je bila pritrjena na gline in huminske
kisline ali ujeta v agregate, v tekoCo fazo. Nekatere vrste imajo vecjo sposobnost
pritrjevanja kot druge in s tem otezujejo ekstrakcijo. Tudi Ce ekstrahiramo velik in
reprezentativen delez vrst, njihovo nadaljnje gojenje dolofajo prehrambene in rastne
zahteve posameznih vrst. Uporaba razli¢nih selektivnih gojis¢, vkljuéno s tistimi, ki jih
uporabljamo za ugotavljanje metabolne raznolikosti talnih mikrobnih zdruzb, obicajno
zajamejo relativno majhen delez bakterij. Trenutna ocena bakterij, ki jih lahko gojimo, je
1 - 10 % (Atlas in Bartha, 1993). V te analize niso zajete tiste bakterije, ki so sicer zive, a

jih ne znamo gojiti (VBNC — viable but not culturable).

Ze od leta 1970 je $tetje mikroorganizmov pod epifluorescenénim mikroskopom ena
glavnih tehnik neposrednega doloc¢anja Stevila mikroorganizmov v tleh. V principu znan
volumen suspenzije s celicami razmazemo po znani povrSini objektnega stekelca, jih
pobarvamo s fluorescen¢nim barvilom in jih preStejemo pod mikroskopom na znani
povrsini. Akridin oranz je barvilo, ki flourescira zeleno, kadar se veze na DNK in oranzno,
kadar se veze na RNK. Mrtve celice ne sintetizirajo RNK zato se obarvajo zeleno. V
primerjavi z gojitvenimi tehnikami, ki zaznajo le od 1 — 10 % vseh prestetih bakterij je ta
metoda veliko bolj obcutljiva (Madigan in sod., 2000). V splo$nem je znano, da v 1 gramu
tal najdemo od 10° do 10° bakterij. Williams in Crawford (1983) sta z direktnim $tetjem
pod epifluorescenénim mikroskopom pokazala, da Sotna tla vsebujejo 10° bakterij na ml

suspenzije barjanskih tal ne glede na globino iz katere so bili odvzeti vzorci.
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2.2.3.2 Aktivnost mikroorgaizmov

2.2.3.2.1 S substratom inducirana respiracija

Metoda s substratom inducirane repiracije (SIR) uporablja fizioloski odgovor organizmov
na dodatek substrata - dihanje, kot oceno mikrobnega biomasnega ogljika. Z dodatkom
lahko dostopnega ogljika hitro pospesSimo dihanje prisotnih mikroorganizmov, povecana
hitrost dihanja pa ostane stabilna Se nadaljnjih 6 do 8 ur. Anderson in Domsch (1978) sta
predlagala, da je najvecja hitrost dihanja med lag fazo takoj po dodatku substrata znacilna
za zacetno mikrobno populacijo. Z razvojem fumigacijsko inkubacijske metode za

merjenje mikrobnega ogljika v tleh sta metodo SIR kalibrirala. Predpostavke metode so :

odgovor SIR razli¢nih organizmov je razmeroma konstanten,

vecina mikroorganizmov v zdruzbi se bo v ¢asu merjenja odzvala,

glukoza je primeren substrat za indukcijo maksimalnega odgovora,

prispevek k mikrobnemu ogljiku tistih mikrobov, ki glukoze ne porabljajo je

zanemarljivo majhen.

Metoda s substratom inducirane respiracije ima dolo¢ene pomanjkljivosti. Tla morajo biti
dovolj vlazna, da se bo dodan substrat raztopil in ne bo difuzijskih ovir. Razli¢na vsebnost
vode v vzorcih lahko vpliva na mikrobno respiracijo, zato je neprimerno primerjati
aktivnost mikroorganizmov v tleh z razli¢no vsebnostjo vode. Pri meritvah vzorcev tal z
razlicno vsebnostjo vode, uporabljamo prilagojeno metodo s substratom inducirane
respiracije. Iz vzorcev tal naredimo talno suspenzijo v razmerju 1 g tal 2 ml vodne
raztopine glukoze, tako so vsi vzorci enako namoceni in vlaznost tal ni ve¢ spremenljivka,

ki bi vplivala na rezultat (West in Sparling, 1986)

2.2.3.2.2 Dehidrogenazna aktivnost

Mikrobna oksidacija organskih snovi je vezana na elektronsko transportno verigo v
membrani, katere kon¢ni sprejemnik je kisik. Z delovanjem z NAD povezanih

dehidrogenaz razli¢ni substrati oddajo elektrone molekuli NADH in ti elektroni so vneseni
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v dihalno verigo s flavoproteinom NADH dehidrogenazo. Drugi substrati dihalne verige so
dehidrogenirani preko s flavinom povezanih dehidrogenaz, na primer, sukcinatna
dehidrogenaza, acil-CoA dehidrogenaza, ki spustijo elektrone v verigo preko ubikinonov

(Alef in Nannipieri, 1995).

Ze v 30ih letih prej$njega stoletja je postalo jasno, da bi lahko merili eno ali ve& encimskih
aktivnosti v dihalni verigi, ki bi sluzila kot pokazatelj celotnih oksidacijskih aktivnosti v
celici. Tako je postala dehidrogenazna aktivnost v tleh mera za celotno mikrobno
aktivnost. Ena pogosteje uporabljenih metod za oceno dehidrogenazne aktivnosti v tleh
temelji na 2,3,5-trifeniltetrazolium kloridu (TTC), kot umetnemu akceptorju elektronov.
TTC je vodotopen in deluje kot prejemnik elektronov za ve¢ dehidrogenaz. Dehidrogenaze
ga reducirajo v rde¢e obarvan 2,3,5-trifeniltetrazolium formazan (TTF) (Slika 6), ki ni
vodotopen. Z redukcijo se spremeni absorpcijski vrh kar lahko merimo kolorimetri¢no

(Alef in Nannipieri, 1995).
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Slika 6: Redukcija TTC v TTF (V and V Pharma Industries, 2006)

TTC in TTF sta obcutljiva na svetlobo zato vse meritve potekajo v temi. Kisik zavira
redukcijo TTC, zato je potrebno poskuse izvajati v enakih testnih steklenickah za
primerjavo rezultatov iz razli¢nih testov. Pred testom je potrebno odstraniti vidne
rastlinske in Zivalske ostanke saj imajo rastline in zivali aktivne dehidrogenaze (Alef in

Nannipieri, 1995).
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3 METODE IN MATERIALI

3.1 MERITVE VSEBNOSTI VODE V TLEH VZDOLZ PROFILA
VISOKOORGANSKIH (HC) IN NIZKOORGANSKIH (LC) TAL

Na poskusnem polju v Tomis$lju so od septembra 2005 do septembra 2006 v tedenskih
presledkih z napravo Diviner 2000 merili tudi volumetri¢no vsebnost vode do globine 110
cm (Blaz Stres). Na poskusnem polju so bili namesceni trije kanali na podroc¢ju HC in trije
kanali na podro¢ju LC, v katere so spustili Diviner, ki je zabelezil procent vode v tleh do
globine 110 cm v razmiku 10 cm. V okviru te diplomske naloge smo pridobljene podatke

analizirali.

Diviner 2000 je prenosna naprava, ki za merjenje vode v profilu tal uporablja princip
frekvecne reflektometrije. Volumetricna vlaznost tal je merjena kot odgovor na
spremembo v dielektri¢ni konstanti tal. Kapacitivnost (razmerje med elektricnim nabojem
in elektricnim potencialom prevodnega materiala)se veca s Stevilom molekul vode v tleh.
Elektri¢ni dipoli molekul vode se odzovejo na obrat polja senzorjev kapacitorja tako, da se
sprostijo. Odgovori kapacitivnostnih senzorjev znotraj profila tal z visoko korelacijo

odgovarjajo dinamiki volumetri¢ne vlaznosti tal.

3.2 EKSPERIMENTALNO POLJE IN VZORCENJE TAL

Vzorce tal smo odvzeli marca in septembra 2004 na poskusnem polju v Tomislju.
Povpre¢na temperatura zraka marca 2004 je bila 5 °C, septembra pa 15,6 °C (julija in
avgusta pa je povprecna temperatura zraka segla ¢ez 20 °C) (SURS, 2007b). Vzor¢ili smo
visokoorganska tla. V transektu 10 metrov smo tla vzorcili s korerjem (pripravo za
vzorcenje tal vzdolz njihovega profila) na Stirih mestih. Jemali smo tla iz treh razli¢nih
globin. Tla odvzeta iz enakih globin smo zdruzili v skupen vzorec in jih shranili v plasti¢ne
vrecke. Pred vsakim vzorcenjem smo korer sprali z destilirano vodo. Globino odvzetih tal
smo vnaprej dolocili glede na podatke nihanja podtalnice (Hacin, 2004). In sicer, tla v
globini 0 — 30 cm so tla, do katerih podtalnica vecji del leta ne seze; 100 — 120 c¢m so tla,

kjer nivo podtalnice skozi leto niha; tla na globini 140 — 160 cm pa so poplavljena skozi
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vse leto. V laboratoriju smo tla homogenizirali s presajanjem skozi sito z velikostjo por 6,3

mm in jih do uporabe shranili na 4 °C

3.3 FIZIKALNO-KEMIJSKE LASTNOSTI TAL

3.3.1 Vlaznost tal

Za dolocitev vlaznosti tal nasih vzorcev smo v suho stekleno petrijevko, ki smo jo
predhodno stehtali, zatehtali priblizno 40 g svezih homogeniziranih tal in jih ¢ez no¢ susili
v pecici pri 105 °C. Suha tla smo ponovno stehtali in iz razlike izra¢unali maso vode, ki je
izhlapela. Delali smo v dveh ponovitvah in iz formule ((M) — Mgyhih ta1)/Msuhih ta1) 1Zracunali

povprecno vlaznost v nasih tleh. VlaZznost smo izrazili v g vode na g suhih tal.

3.3.2 Sposobnost zadrZevanja vode v tleh

Na dno Kopetckijevih lon¢kov smo polozili plast papirnate brisace in vse skupaj potopili v
vodo. Tako navlazeno cedilo smo stehtali in dodali priblizno 30 g tal in vse skupaj stehtali.
Potem smo loncke potopili v ¢aso z destilirano vodo, pokrili z aluminijasto folijo in pustili
preko noci. Kopetckijeve loncke smo odcejali do toCke, ko se teza ni ve¢ spreminjala.
Zadnjo meritev uporabili za izraCun sposobnosti zadrZzevanja vode. Uporabili smo formulo

(Myode v tleh / M vode v namocenih tieh) X 100. Delali smo v dveh ponovitvah.

3.3.3 pH

Za dolocitev pH tal smo v caSo zatehtali 5 g tal in dolili 12 ml dH,O. Vse skupaj smo
premesali in pustili stati eno uro, nato smo tekocino prelili v drugo steklenicko. Okvirno
vrednost pH smo dolo¢ili z lakmusovim papirjem, nato smo pH natan¢no dolocili s pH-

metrom. Delali smo v treh ponovitvah.
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3.4 POTEK INKUBACIJSKEGA POSKUSA

Inkubacijski poskus smo izvedli z vzorci visokoorganskih (HC) tal, ki smo jih odvzeli v
marcu, 2004. Po odvzemu in homogenizaciji smo vzorcem tal iz vsake globino dolo¢ili
vlaznost, da smo lahko izracunali koliko gramov vode vsebuje 1 gram tal in kakSna je
sposobnost zadrzevanja vode (WHC) vzorcenih tal. Te podatke smo potrebovali za izracun
100 % WHC in koli¢ine vode, ki smo jo dodali, da smo dosegli zeleno vlaznost . Vzorce
za inkubacijo smo pripravili v 25 50 ml mikrokozmov, tako da smo po vsakem casu
inkubacije (0, 16, 24, 43, 73, 114 in 156 dni od nastavitve poskusa) zrtvovali tri ponovitve
za vsako razliCico inkubacijskega poskusa in inkubirana tla analizirali. Vsako
eksperimentalno centrifugirko smo s tlemi napolnili do vrha in jo pokrili z gumijastim
pokrovckom. Vzorce tal iz globino 0 — 30 cm smo inkubirali pri dveh razli¢nih vlaznostih,
eno pri vlaznosti kot smo jo izmerili v izhodnih vzorcih (75 % WHC) in drugo pri 100 %
WHC, kjer smo tla dodatno navlaZili z destilirano vodo do 100 % WHC. Vzorce iz globine
100 — 120 cm in vzorce iz globine 140 — 160 cm smo inkubirali le pri 100% WHC. Tla
smo inkubirali pri sobni temperaturi, kot modelni poletni temperaturi in v Casovnih
presledkih 0, 16, 24, 43, 73, 114 in 156 dni od nastavitve poskusa, merili spremembe pH,
Stevila mikrobov in aktivnosti mikrobov, s substratom inducirane respiracije (SIR) in z
metodo dehidrogenazne aktivnosti (DHA). Vzporedno, smo na zacetku inkubacije shranili

vzorce tal na 4 °C in izmerili zgoraj nastete parametre po 114 dneh.

V okviru te raziskave smo analizirali tudi zacetno stanje za zgoraj naStete parametre v
svezih vzorcih tal, odvzetih v marcu in v svezih tleh, ki smo jih vzor¢ili v septembru 2004.
Vzorcenje v septembru smo izvedli zato, da smo preverili vpliv dejavnikov okolja v naravi

na merjene parametre. Shematski prikaz poskusa kaze Slika 7.
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Slika 7: Shematicni prikaz poteka poskusa
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3.5 STEVILO IN AKTIVNOST MIKROORGANIZMOV V TLEH
3.3.1 Stetje mikroorganizmov pod epifluorescenénim mikroskopom

V 15 ml centrifugirke smo zatehtali 1 g tal in dodali 9 ml 0,85 % NaCl in 1 ml 37 %
formaldehida. Tako fiksirane vzorce smo do analize hranili na 4 °C. Pred uporabo smo
centrifugirko temeljito pretresli in pocakali da so se grobi delci posedli. Potem smo iz
epruvete odvzeli 1 ml suspenzije in jo spravili v Eppendorf cenrifugirko. Objektno
stekelce smo razmastili z etrom in nanj narisali krog z znano povrSino. Po njem smo
razmazali 10 pl suspenzije, pustili, da se posusi in razmaz fiksirali nad ognjem. Nato smo
to dodali kapljico barvila akridin oranz, pokrili z krovnim stekelcem, nanj kanili kapljico
imerzijskega olja in pod epifluorescencnim mikroskopom Steli obarvane celice. Na vsakem
objektnem stekelcu smo presteli 10 vidnih polj, ki smo jih izbrali naklju¢no. Stevilo
mikrobnih celic na gram tal smo izradunali po formuli: Stevilo celic = (N x FM x R x 10) /
bd; pri ¢emer je N Stevilo prestetih celic v Stevni mrezici, FM faktor mikroskopa, R
redCitev in bd gostota tal (g/cm3). Zaradi razlike v gostoti tal smo rezultate preracunali na

cm’ tal. Graf gostote tal je v prilogi 1.
3.3.2 S substratom inducirana respiracija (SIR)

S substratom inducirana respiracija (SIR) je pogosto uporabljena metoda za dolocanje
mikrobne biomase v tleh. Temelji na predpostavki, da je povecana hitrost respiracije, po
dodatku substrata, sorazmerna mikrobni biomasi v tleh in sicer: najvecja hitrost s
substratom inducirane respiracije, 1 ml CO, na uro, ustreza 40 mg mikrobnega biomasega
ogljika. S substratom inducirana respiracija izvajana v blatu (soil slurry SIR) je bolj
ucinkovita zaradi boljSe razporeditve substrata in poenotenosti pogojev, saj je tehnika

odvisna od vlaznosti tal, naSe globine pa se v tem razlikujejo.

Delali smo v dveh ponovitvah. V penicilinke smo zatehtali 2 g tal, v prvo smo dodali 4 ml
dH,O0, ki je sluzila za kontrolo, v drugo pa smo v vodo dodali glukozo, tako da je bila
kon¢na koncentracija 40 mg glukoze na 1 g tal. Penicilinke smo stresali 3 ure pri 100 rpm.

Po konCanem stresanju smo s plinskim kromatografom (Becker Gas Chromatograph,



Repi¢ D. Aktivnost in Stevilénost mikrobne zdruzbe na razli¢nih globinah barjanskih tal. 24
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. V Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2008

model 417) izmerili koncentracijo CO, v plinski fazi obeh penicilink. Kontrolo smo
odsteli od vzorca in celotno koli¢ino sproS¢enega CO, v posodi izratunali po formuli:
V(CO,) = C x (V, + Vi x ), kjer je C koncentracija CO,, V, volumen plinske faze, V;
volumen tekoce faze in o Bunsenov koeficient topnosti plinov v vodi — za CO, znaSa

0,758. Odziv SIR smo podali v ml CO, sprodenega v 1 uri iz 1 cm® tal.

3.3.3 Dehidrogenazna aktivnost (DHA)

Mikrobno aktivnost smo ocenili z dehidrogenazno aktivnostjo, ki temelji na modificirani
metodi po Thalmannu (Brodie in sod., 2002). V 50 ml centrifugirke smo zatehtali 5 g tal in
dolili 5 ml raztopine TTC v Tris HCI pufru (0,1M; pH=7,7) v koncentraciji 8 mg/ml in jih
dali inkubirati za 24 ur v temi pri 28°C na stresalniku pri 100 rpm. Po inkubaciji smo dolili
40 ml acetona, mo¢no premesali in dali inkubirati Se za 2 uri in premesali na vsakih 10
minut. Po dveh urah smo supernatant prelili v Eppendorf centrifugirke, za vsak vzorec dve
centrifugirki, in centrifugirali 5 minut pri 6000 rpm. Supernatant smo prelili v kivete in s
fotometrom (fotometer MA 9510 Iskra, Slovenija) izmerili absorbanco pri 540 nm.

Celotno mikrobno aktivnost smo izrazili kot g nastalega TTF na cm” tal.

Umeritveno krivuljo smo naredili tako, da smo pripravili 16 znanih koncentracij raztopine
TTF v acetonu (0,10; 0,20; 0,40; 0.60; 0.80; 1.00; 1,25; 1,50; 1,75; 2,00; 2,25; 2,50; 2,75;
3,00; 4,00; 5,00 x 10° gTTF/ml) in izmerili absorbanco pri 540 nm v 5 ponovitvah.

Povprecja smo nanesli na graf in izracunali enacbo premice (Slika 8).



Repi¢ D. Aktivnost in Stevilénost mikrobne zdruzbe na razli¢nih globinah barjanskih tal. 25
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. V Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2008

1,800

1,600 y =0,3181x /I
1,400 R’ =0,9883

1,200 /

1,000 - /

0,800 - /

0,600 /

/ T
0,400

0,200 /
/

0,000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00

Absorbanca

Koncentracija TTF(10-5 g/ml)

Slika 8: Odvisnost absorbance rztopine TTF v acetonu od njene koncentracije

Tris HCI pufer (0,1 M; pH=7,7) smo pripravili tako, da smo v 1 1 dH,O vmesali 11,44 g
Tris HCl in 3,32 g Tris Base.

3.4 MATERIALI

e destilirana voda

e korer Eikelkamp (Nemcija)

e plasti¢ne vrecke

e pH listi¢i (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)

e NaCl (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)

e formaldehid (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
e ctanol (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)

e akridin oranz (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
e imerzijsko olje (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)
e glukoza (Kemika, Zagreb, Hrvaska)

e Tris Base (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)



Repi¢ D. Aktivnost in Stevilénost mikrobne zdruzbe na razli¢nih globinah barjanskih tal. 26
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. V Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2008

e Tris HCI (Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

e TTC (2,3,5-triphenyltetrazoliom chloride, Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)
e TTF (2,3,5-triphenyl formazan (TPF), Sigma-Aldrich, Steinheim, Germany)

e aceton (Merck KgaA, Darmstadt, Germany)
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4 REZULTATI

4.1 ANALIZA PODATKOV SEZONSKEGA NIHANJA VSEBNOSTI VODE V TLEH
V TALNEM PROFILU DVEH TIPOV TAL LJUBLJANSKEGA BARJA

Od septembra 2005 do septembra 2006 so vzdolz profila barjanskih tal na poskusnem
polju v Tomislju na Sestih tockah z Divinerjem 2000 tedensko merili vlaznost
visokoorganskih (HC) in nizkoorganskih (LC) tal (Stres in Korpar 2006b). V okviru te
diplomske smo pridobljene podatke obdelali

Iz grafov na slikah 9 in 10 vidimo, da je v talnem profilu nizkoorganskih tal (LC) vzorec
vsebnosti vode v globljih plasteh (od 80 do 110 cm) ter v zgornjih plasteh 0 — 20 cm
podoben tistemu pri profilu visoko organskih tal (HC). Opazna razlika v vsebnosti vode
obeh profilov tal se kaze predvsem v slojih od 30 do 80 cm. V teh slojih je vsebnost vode
nizja v LC kot v HC in sicer se giblje v obdobju med oktobrom in julijem v obmoc¢ju od 38
do 45 %, zimskega minimuma ni, razen v zgornjih 10 cm. Poleg tega je v LC tleh poletni
minimum pod 5% vode in zajame tudi plasti tal do 50 cm globine, medtem ko smo v

obmocju HC tako nizke vrednosti izmerili le do globine 30 cm.
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Slika 9: Vlaznost HC tal skozi profil barjanskih tal v obdobju od septembra 2005 do septembra 2006

merjena z Diviner 2000
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Slika 10: Vlaznost LC tal skozi profil barjanskih tal v obdobju od septembra 2005 do septembra 2006

merjena z Diviner 2000

Primerjava podatkov sezonskega nihanja podtalnice (Hacin, 2006) in vsebnosti vode v tleh

(Stres in Korpar, 2006b) (sliki 11 in 12) pokaze, da podtalnica in vsebnost vode nista

direktno povezani. Vlaznost v HC tleh moc¢no niha na globinah od 0 do 30 cm tudi pri

majhnih spremembah podtalnice, medtem ko v globljih slojih (50 — 110 cm) ostaja

vlaznost nespremenjena tudi ob intenzivnem nihanju nivoja podtalnice. V LC tleh opazimo

podobno povezavo med nivojem podtalnice in vlaznostjo tal, le da je nihanje v vsebnosti

vode intenzivnejSe do globine 60 cm
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Slika 11: Volumetri¢na vsebnost vode v odvisnosti od nivoja podtalnice za razlicne globine HC barjanskih

tal merjena z napravo Diviner 2000 (Podatki: Stres in Korpar, 2006b; Hacin, 2006)
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Slika 12: Volumetri¢na vsebnost vode v odvisnosti od nivoja podtalnice za razli¢ne globine LC barjanskih tal

merjena z napravo Diviner 2000 (Podatki: Stres in Korpar, 2006b; Hacin, 2006)
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Primerjava vsebnosti vode v HC in LC tleh pokaze heterogenost glede na globino in tip tal
(Slikal3). V zgornjem (0 — 30 cm) sloju tal vsebnost vode niha podobno pri obeh tipih tal
in je v dolocenih tockah celo za 5 — 10 % visja v LC kot v HC tleh. Obratno sliko dobimo v
globini od 40 do 70 cm, kjer je vsebnost vode ocitno visja v HC tleh v primerjavi z LC
tlemi in korelacija ni ve¢ linearna. Od globine 80 cm navzdol se vsebnost vode v obeh tipih

tal ne spreminja

10 cm
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m40cm

¢50cm

® 60 cm

m70cm

Vsebnost vode v LC (%)

¢80 cm

=90 cm
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Slika 13: Primerjava volumetri¢ne vsebnosti vode merjene skozi leto v LC in HC tleh za razli¢ne globine

barjanskih tal (Podatki: Stres in Korpar, 2006b)

4.2 FIZIKALNO-KEMIJISKE LASTNOSTI PROFILA HC TAL LJUBLJANSKEGA
BARJA

Vzoréenje tal na poskusnem polju Ljubljanskega barja smo izvedli 18. marca in 8.
septembra 2004. Temperatura tal je bila v marcevskih vzorcih od 5 — 6 °C in se z globino
ni veliko spremenila. Temperatura septembrskih vzorcev tal je bila vi§ja, od 15 do 17 °C.

pH naSih vzorcev je bil skoraj nevtralen.Vlaznost tal se je z globino visala tako pri
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marcevskih kot septembrskih vzorcih. Vendar so bila tla septembra vseeno bolj suha kot
marca. V marcevskih vzorcih smo izmerili zasicenost tal z vodo na globinah 100 — 120 cm
in 140 — 160 cm, medtem, ko je bil zgornji sloj tal zasic¢en z vodo le 75 %. Tla, ki smo jih
vzorc¢ili septembra so vsebovala manj vode. Vidimo tudi, da je bila globina 100 — 120 cm z

vodo zasicena le 77 % kar je 15 % man;j kot marca.

Preglednica 1: pH, temperatura, vlaznost in WHC tal za razli¢ne globine barjanskih tal v dveh ¢asih

vzoréenja

pH T Vlaznost 100 % WHC

(°C) | (gH0O/ gsuhihtal) | (g H,O/g suhih tal)

Tla vzorcena 18.3.2004
Globina 0 — 30 cm 6,8 5 1,35 1,80
Globina 100 — 120 cm 6,7 5 3,87 4,16
Globina 140 — 160 cm 6,5 6 4,27 3,91
Tla vzorcena 8.9.2004
Globina 0 — 30 cm 6,2 15 1,24 1,80
Globina 100 — 120 cm 6,4 17 3,20 4,16
Globina 140 — 160 cm 6,6 17 4,02 3,91

4.3 DINAMIKA STEVILA IN AKTIVNOSTI MIKROORGANIZMOV V PROFILU
VISOKOORGANSKIH (HC) TAL LJUBLJANSKEGA BARJA MED INKUBACIJO
PRI SOBNI TEMPERATURI IN PRI ZASICENOSTI Z VODO

4.3.1 Vpliv inkubacije HC tal pri sobni temperaturi in pri popolni zasi¢enosti z vodo

na Stevilo mikroorganizmov v razli¢nih slojih barjanskih tal

V poskusu smo primerjali vzorce barjanskih tal iz treh globin: 0 — 30 cm, 100 — 120 cm in
140 — 160 cm. Vzorec 0 — 30 cm smo inkubirali pri dveh razli¢nih vlaznostih; pri naravni ,
75 % WHC 1n pri 100 % WHC. Vzorca iz globine 100 — 120 cm in 140 — 160 cm sta imela
100 % WHC. Vzorce smo inkubirali pri sobni temperaturi, kot modelni poletni

temperaturi. Stevilo mikroorganizmov smo dolocili s Stetjem pod epiflourescen¢nim



Repi¢ D. Aktivnost in Stevilénost mikrobne zdruzbe na razli¢nih globinah barjanskih tal. 32
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. V Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2008

mikroskopom. Ugotovili smo, da $tevilo mikroorganizmov z globino upada. Stevilo
mikroorganizmov je bilo v vzorcu 0 — 30 cm pri 75 % WHC na zagetku inkubacije 6x10°
na cm’ tal. V &asu inkubacije je §tevilo mikroorganizmov nihalo. V vzorcih iz globine 0 —
30 cm pri 100 % WHC se je Stevilo celic med inkubacijo gibalo med 5x10° in 7x10° na
cm’ tal. V globljih slojih tal je bilo §tevilo mikroorganizmov manjse in sicer v sloju 100 —
120 cm od 3x10° do 5x10° na cm’ tal; v sloju 140 — 160 cm pa od 2x10° do 4x10° na cm’
tal. Na koncu inkubacije je bilo Stevilo podobno kot na zacetku (p>0,95), oziroma je celo
nekoliko naraslo, razen na globini 0 — 30 cm pri 75 % WHC, kjer se je Stevilo
mikroorganizmov zniZzalo od 6x10° na 2x10° na cm’ tal. Opazen je bil tudi padec v §tevilu

mikroorganizmov po 30 dneh inkubacije pri vzorcih iz vseh globin.
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© L { T { u
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Slika 14: Sprememba Stevila celic v casu inkubacije pri sobni temperaturi, kot modelni poletni temperaturi

pri razliénih globinah barjanskih tal
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4.3.2 Vpliv ¢asa vzorcenja in inkubacije vzorcev pri nizki temperaturi na Stevilo

mikroorganizmov v razli¢nih slojih tal Ljubljanskega barja

V okviru tega poskusa smo ugotavljali vpliv inkubacije tal pri nizki temperaturi (4 °C) v
primerjavi z izpostavljenostjo tal poletnim vremenskim nihanjem v naravi. Rezultati so
pokazali, da se je Stevilo mikroorganizmov v marcevskih tleh inkubiranih pri 4 °C
razlikovalo od tistega na zaCetku inkubacije. V sloju tal 0 — 30 cm je po 114 dnevih
inkubacije 3tevilo padlo skoraj na polovico (od 6x10° na 3,6x10° na cm’ tal). V slojih 100
— 120 cm in 140 — 160 cm pa se je v primerjavi z zaCetnim stanjem skoraj podvojilo.
Poleg tega se Stevilo mikroorganizmov v tleh spreminjalo tudi v odvisnosti od Casa
vzorcenja. Najvecjo spremembo smo izmerili v zgornjem sloju tal od 0 — 30 cm, kjer se je
Stevilo mikroorganizmov v septembrskih tleh znizalo skoraj za polovico v primerjavi z
Stevilom v marcevskih tleh. Nekoliko manjsi septembrski upad smo izmerili v sloju med

100 in 120 cm, medtem ko je bilo Stevilo mikrobov najbolj stabilno v sloju med 140 in 160

cm.
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Slika 15: Stevilo celic v tleh odvzetih iz razliénih globin poskusnega polja marca v primerjavi s §tevilom

celic v svezih tleh odvzetih septembra in v tleh inkubiranih 114 dni pri temperaturi 4 °C
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4.3.3 Vpliv inkubacije HC tal pri sobni temperaturi in pri popolni zasi¢enosti z vodo
na mikrobno aktivnost v razli¢nih slojih barjanskih tal merjen z metodo s substratom

inducirane respiracije (SIR)

Ugotovili smo, da je bila mikrobna aktivnost podana kot SIR na zacetku in na koncu
inkubacije signifikantno (p>0,95) vi§ja v zgornjem sloju tal v primerjavi z obema
spodnjima (100 — 120 in 140 — 160 cm) slojema tal in sicer je v zgornjem sloju tal bila
3,96x107 ml CO, / h*cm® tal medtem ko sta izmerjeni vrednosti za spodnji sloj 1,27x107
in 2,21x10° ml CO, / h*cm® tal. Ceprav je mikrobna aktivnost tekom inkubacije nihala, se
je ta razlika ohranila pri vecini meritvenih tock. Vpliv visoke vlaZnosti in s tem vpliv
anoksi¢nih razmer se je pokazal v blagem upadu mikrobne aktivnosti v anoksi¢nih
razmerah, vendar proti koncu inkubacije razlike med tlemi inkubiranimi pri 75 % WHC in
pri 100 % WHC niso bile ve¢ signifikantne. Najbolj ociten padec aktivnosti v anoksi¢nih
tleh je bil v prvih 16 dneh inkubacije. Sloja 100 — 120 ¢cm in 140 — 160 cm se nista
bistveno razlikovala v mikrobni aktivnosti, ki se s ¢asom inkubacije ni signifikantno
spreminjala in je bila niZja v zacetku in tudi na koncu inkubacije v primerjavi z zgornjim

slojem tal.
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Slika 16: Sprememba mikrobne aktivnosti merjene s SIR v Casu inkubacije pri sobni temperaturi, kot

modelni poletni temperaturi, pri razli¢nih globinah barjanskih tal
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4.3.4 Vpliv ¢asa vzorcenja in inkubacije vzorcev pri nizki temperaturi na aktivnost

mikroorganizmov merjeno s SIR v razli¢nih slojih tal Ljubljanskega barja

Mikrobna aktivnost v svezih tleh izrazena kot SIR je z globino padala ne glede na cas
vzorcenja in je bila na splosno nizja v septembrskih vzorcih tal v primerjavi z marcevskimi
vzorci. Upad aktivnosti je bil posebej oCiten med zgornjim in srednjim slojem tal, saj se je

aktivnost z globino zmanjs$ala skoraj 23 krat.

Inkubacija tal iz globine 0 — 30 cm 114 dni pri temperaturi 4 °C je pripeljala do znizanja
mikrobne aktivnosti skoraj za polovico, medtem ko inkubacije spodnjih slojev tal pri 4 °C

ni signifikantno (p>0,95) vplivala na SIR.
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Slika 17: Mikrobna aktivnost merjena s SIR v tleh odvzetih iz razli¢cnih globin poskusnega polja marca v
primerjavi mikrobno aktivnostjo merjeno s SIR v svezih tleh odvzetih septembra in v tleh inkubiranih 114

dni pri temperaturi 4 °C



Repi¢ D. Aktivnost in Stevilénost mikrobne zdruzbe na razli¢nih globinah barjanskih tal. 36
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. V Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2008

4.3.5 Vpliv inkubacije HC tal pri sobni temperaturi in pri popolni zasi¢enosti z vodo

na dehidrogenazno aktivnost (DHA) v razli¢nih slojih barjanskih tal

Podobno, kot so pokazali Ze rezultati merjenja SIR, je tudi ocena mikrobne aktivnosti s
pomocjo redukcije TTC, ki podaja dehidrogenazno aktivnost v talnih vzorcih, pokazala, da
je mikrobna aktivnost v zgornjem sloju tal signifikantno visja (p>0,99) kot v obeh spodnjih
slojih tal (100 — 120 in 140 — 160 cm). In sicer je bila izmerjena aktivnost med 0 in 30 cm
8,36x10” g TTF / cm’ tal, medtem ko je bila aktivnost v sloju tal 100 do 120 cm 1,67x107
g TTF / cm’ tal in v sloju tal 140 — 160 cm 7,15x10° g TTF / cm’ tal. Rezultati so torej
pokazali, da med spodnjima slojema ni signifikantnih razlik med zacetkom in koncem
inkubacije po 156 dneh. V vzorcih tal, ki so bili inkubirani pri 100 % WHC je prislo po 70
dneh inkubacije do pospeSenega povecevanja dehidrogenazne aktivnosti, ki je na koncu
inkubacije dosegla vrednosti 1,20x10™* g TTF / cm’ tal, kar je bilo razli¢no od meritev

SIR, ki so bile v navlazenih vzorcih tal nizje kot v tleh zgornjega sloja pri 75 % WHC.
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Slika 18: Sprememba mikrobne aktivnosti merjene z DHA v casu inkubacije pri sobni temperaturi, kot

modelni poletni temperaturi, pri razli¢nih globinah barjanskih tal
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4.3.6 Vpliv ¢asa vzorcenja in inkubacije vzorcev pri nizki temperaturi na aktivnost

mikroorganizmov merjeno z DHA v razli¢nih slojih tal Ljubljanskega barja

Nadalje so nasi rezultati pokazali, da je dehidrogenazna aktivnost (DHA), ne glede na cas
vzorcenja vi§ja v zgornjem sloju tal v primerjavi z obema spodnjima slojema in se je v
zgornjem (0 — 30 cm) sloju tal spreminjala s ¢asom vzorCenja. DHA je bila nizja v
mar&evskih vzorcih (8,36x10” g TTF / cm’ tal), medtem ko je v septembrskih vzorcih

dosegla vrednosti 2,09x10™ g TTF / cm” tal.

Podoben trend smo opazili tudi v srednjem sloju tal, medtem ko se DHA v najglobljem
sloju tal ni spreminjala s ¢asom vzoréenja. Zanimivo je, da se je DHA v tleh inkubiranih
114 dni pri 4 °C signifikantno povecala v slojih 0 — 30 cm in 140 — 160 cm (p>0,95) in
dosegla vrednosti 1,31x10™* g TTF / cm” tal oziroma 4,79x10” g TTF / cm® tal, medtem ko
v sloju tal 100 — 120 cm inkubacija pri 4 °C ni signifikantno vplivala na DHA.
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Slika 19: Mikrobna aktivnost merjena z DHA v tleh odvzetih iz razli¢nih globin poskusnega polja marca v
primerjavi mikrobno aktivnostjo merjeno z DHA v svezih tleh odvzetih septembra in v tleh inkubiranih 114

dni pri temperaturi 4 °C
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S RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

Barje je ekosistem, kjer zaradi zastajanja vode pride do vzpostavitve anaerobioze v talnem
profilu. V anaerobnem okolju je razgradnja organske snovi zaradi pomanjkanja
elektronskih akceptorjev veliko pocasnejSa (Bossio in Scow, 1995) in se zato kopici.
Dolgotrajno kopicenja nerazgrajene Sote je v tleh ustvarilo veliko zalogo ogljika. V
zadnjih stoletjih pa so ¢loveski posegi (izsuSevanje za pridobivanje zemlje, evtrofikacija
zaradi gnojenja, rezanje Sote) mocno spremenili naravne procese razvoja barja. Zaradi
izsuSevanja so barja veliko manj Casa zalita z vodo in v tem cCasu prihaja do aerobne
razgradnje nakopicene organske snovi in spros¢anja ogljikovega dioksida, ki je skupaj z
metanom in diduSikovim oksidom eden izmed glavnih toplogrednih plinov. Metan in
didusikov oksid nastajata v anaerobnih slojih tal. Zaradi vpliva toplogrednih plinov na
globalno segrevanje in velikega prispevka mokris¢ k nastajanju le-teh se v zadnjih letih
veliko ukvarjajo z ohranjanjem in obnavljanjem mokris¢. Eden izmed nacinov je dvig
nivoja podtalnice, ki pa ima lahko druge negativne u¢inke na okolje, kot je na primer vnos
dusika in fosforja v podtalnico, kar lahko povzroci evtrofikacijo (Belyea in Clymo, 2001).
Hidrologija vpliva na fizikalne, kemicne in bioloSke procese v Sotnih barjih in je zato
mogoce najpomembnejsi proces, ki regulira njihovo funkcijo, razvoj in znacilno

bigeokemijo (Weiss in sod., 2006).

Primarni viri vode v mokris¢ih kakr$no je Ljubljansko barje so podtalnica in padavine.
Izgube pa potekajo z evapotranspiracijo in odtokom podtalnice (DEQ, 2001). S
podrobnejso analizo podatkov meritev podtalnice neposredno pred dezjem in dan po dezju
Hacin (2004) ugotavlja, da se v obdobju brez padavin nivo podtalnice v Ljubljanskem
barju v povprecju zniza za 2 — 3 cm na dan, ne glede na letni ¢as, kar pomeni, da so izgube
vode z odtokom verjetno pomembnejSe od izgub z evapotranspiracijo. V obdobju
obilnejsih padavin (>30 mm) pa se nivo podtalnice dvigne za priblizno toliko cm, kot
znaSa koli¢ina padavin. Torej so padavine najpomembnejsi dejavnik za ohranjanje nivoja

podtalnice.
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Iz analize meritev vlaznosti tal na razlicnih globinah Ljubljanskega barja in nivoja
podtalnice med septembrom 2005 in septembrom 2006 lahko ugotovimo, da vsebnost vode
niha glede na vremenske razmere in nivo podtalnice. Najbolj ocitno je bilo to julija, ko se
je zaradi pomanjkanja padavin in visokih temperatur, vlaznost tal zmanjSala tudi v slojih
do globine 80 cm. Vsebnost vode v tleh je odvisna tudi od gostote tal. Stres in Korpar
(2006a) ugotavljata, da je gostota tal v HC tleh v primerjavi z LC tlemi nizja v globljih
slojih tal (30 — 70 cm), medtem ko je od 0 do 20 cm podobna pri obeh tipih tal. Nihanje
vlaznosti v zgornjih slojih (0 — 30 cm) je v HC in LC tleh zato skozi leto podobno, pri
¢emer je vsebnost vode v LC tleh nekoliko nizja. Velik upad v vsebnosti vode opazimo
pozimi, preden se zane sneg topiti, Se vecjega pa poleti, po dolgem obdobju brez padavin
in visokih temperatur. Ker podtalnica do teh slojev vecino leta ne seze in so LC tla malo
bolj gosta kot HC, bi lahko sklepali, da je vsebnost vode v njih odvisna od vremenskih
razmer in gostote tal. Primerjava slojev 40, 50, 60 in 70 cm HC in LC obeh tipov tal
pokaze, da se vlaznosti precej razlikujejo. Gostota LC tal je v teh slojih tudi do 3-krat
vecja kot HC tal zato imajo posledi¢no manjSo vsebnost vode. Verjetno so zaradi tega bolj
podvrzeni vremenskim razmeram kot HC tla. V slojih globljih od 80 cm je vlaznost
konstantna skozi vse leto tako v HC kot v LC tleh iz Cesar lahko sklepamo, da vremenske

razmere na te globine ne vplivajo.

Trije dejavniki: vsebnost organske snovi, nivo podtalnice in vremenske razmere vplivajo
na vsebnost vode v razli¢nih slojih barjanskih tal in so med seboj povezani. Posredno in
neposredno povezavo med vlaznostjo tal ter mikrobno biomaso in aktivnostjo ugotavlja
ve¢ avtorjev. Medtem ko Tate in Terry (1980) poudarjata, da je vlaznost pogosto limitni
dejavnik za mikrobno aktivnost, pa Griffiths in sod. (2003)b poudarjajo, da so
mikroorganizmi v tleh dobro prilagojeni na spremembe v vlaznosti tal. Ker vsebnost vode
v tleh vpliva na Sirok spekter mikrobnih lastnosti, le-te ne moremo direktno povezati s
spremembo v strukturi zdruzbe. Vlaznost mocno vpliva na fizikalne in kemijske lastnosti
tal kot so zracnost, redoks potencial in pH in tako posredno vpliva na mikrobne populacije
v tleh (Tate, 1979; Prado in Airoldi, 1999; Barros in sod., 1994). Tate (1979), Brzezinska
in sod. (1998) in Griffiths in sod. (2003) ugotavljajo, da je omejujoc¢i faktor v
visokoorganskih Sotnih tleh kisik in je zato aktivnost mikrobnih zdruzb odvisna od nivoja

podtalnice, ki predstavlja mejo med aerobnim in anaerobnim okoljem.
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V poskusu smo proucevali odziv mikroorganizmov v razlicnih globinah visokoorganskih
barjanskih tal na inkubacijo pri poviSani temperaturi, kot modelni poletni temperaturi in na
popolno zasiéenost zgornjega sloja tal (0 — 30 cm) z vodo. Stevilo mikroorganizmov smo
dolo¢ili s stetjem pod epifluorescencnim mikroskopom, njihovo aktivnost pa smo dolocili

z metodama s substratom inducirane respiracije in z merjenjem dehidrogenazne aktivnosti.

Najprej smo dolocili lastnosti vzorcev tal: vlaznost, pH, temperaturo in WHC. Po
pricakovanju se je vlaznost tal z globino vecala, saj marca nivo podtalnice niha med 20 in
40 cm globine (Hacin, 2004) in sta spodnja sloja (100 — 120 ¢cm in 140 — 160 cm) pod
vodo, sloj 0 do 30 cm pa ne. Spodnja sloja tal (100 — 120 cm in 140 — 160 cm) sta imela
100 % WHC. pH zgornjega sloja (0 — 30 cm) je skoraj nevtralen, kar se sklada s
predhodnimi podatki (Kraigher, 2006 in Zajec, 2004). pH v nizjih slojih barjanskih tal
rahlo pade. Temperatura tal se nekoliko zvisa z globino in je bila v vseh slojih priblizno tri
krat vi§ja v septembru v primerjavi z marcem. Vlaznost se je visSala z globino, Ceprav je
bila septembra nizja v primerjavi z marcevskimi vzorci. To lahko pripiSemo suhemu

poletju in visoki trenutni temperaturi v ¢asu septemberskega vzorcenja.

pH smo merili tudi med inkubacijskim poskusom in se v ¢asu ni bistveno spreminjal. Ker
so tla zelo kompleksen medij z mnogimi mikroniSami, ki se lahko med seboj zelo
razlikujejo, predpostavljamo, da spremembe pH v tleh, ki so manjSe od 0,5 bistveno ne
vplivajo na mikrobne procese in da sprememba pH na nase rezultate verjetno ni bistveno
vplivala. Najvec¢jo spremembo, pH je padel za priblizno 1 enoto, smo izmerili po 15 dneh
in bi jo lahko pripisali prilagoditvi na spremembo temperature in anaerobioze (Nareth in

Sahrawat, 1998).

Kot ugotavljajo ze Tate (1979) in Dickinson in sod. (1974) najdemo zive mikroorganizme
v vseh slojih tal in se njihovo Stevilo v sploSnem z globino manjsa (Vinther in sod., 1999
in Taylor in sod., 2002). Na mikrobno biomaso v $oti vplivata pH in dostopnost organske
snovi, nerazgrajena Sota zadrzi vec¢ hranil in tako vzdrzuje vecjo mikrobno biomaso (Baum
in sod., 2003; Groffman in Hanson, 1996). V globljih slojih so zaradi anaerobioze

kompleksne organske snovi rastlinskega materiala tezje razgradljive in je dostopnost
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ogljika in dusika zato manjsa, torej je zaradi manj hranil posledi¢no manjsa tudi mikrobna

biomasa.

Inkubacija vzorcev pri sobni temperaturi je pokazala, da Stevilo celic v vseh slojih tal niha.
Najvecje spremembe smo izmerili v zgornjem sloju tal. V sloju 0 — 30 cm, ki smo ga
inkubirali pri naravni vlaznosti je §tevilo upadlo od 6x10° na 2x10°, medtem ko je v teh
tleh inkubiranih pri 100 % WHC S3tevilo celic ostalo priblizno enako. Stevilo
mikroorganizmov se prav tako ni signifikantno spremenilo med inkubacijo spodnjih slojev
tal. Kepner in Pratt (1993) ugotavljata, da na osnovi razlik v Stevilu celic prestetih pod
epifluorescencnim mikroskopom, ki so manjse od enega reda velikosti, ne moremo oceniti
razlike v Stevilu mikroorganizmov v tleh, zato iz nasih podatkov sklepamo, da se Stevilo

mikroorganizmov v nasih vzorcih tekom inkubacije ni bistveno spreminjalo.

Podobno bi lahko trdili za okoljske vzorce in vzorce, ki smo jih inkubirali na 4 °C. Stevilo
mikroorganizmov je v zgornjem sloju 0 — 30 cm pri 75 % WHC padlo na skoraj polovico.
V obeh spodnjih slojih pa se je Stevilo podvojilo. Vendar so bile spremembe v Stevilu celic
znotraj enega velikostnega reda. Tako bi lahko trdili, kot ugotavljata Rogers in Tate

(2001), da je mikrobna biomasa v tleh neodvisna od letnega Casa

Aktivnost mikroorganizmov v barjanskih tleh smo merili z dvema metodama; z metodo s
substratom inducirane respiracije (SIR) in z metodo sledenja dehidrogenazne aktivnosti
(DHA). Ceprav se metoda s SIR ponavadi uporablja za dolo¢anje mikrobne biomase v
tleh, Brake in sod. (1999) ugotavlja, da ni popolnoma jasno ali se lahko ta metoda, s katero
merimo koli¢ino izlo¢enega CO; in le tega koreliramo z mikrobno biomaso, uporablja tudi
za anaerobna organska tla. Tem ugotovitvam se pridruzujejo tudi druge raziskave, ki
neucinkovitost metode SIR v visokoorganskih tleh pripisujejo drugaénim zdruzbam
mikroorganizmov. Kot trdijo Anderson in Domsch (1978), Brake in sod. (1999) ter Wardle
in Ghani (1995) metoda s SIR poudarja tisti del mikrobne populacije, ki se na dodatek
glukoze odzove z vecjo hitrostjo respiracije skoraj takoj (r-strategisti). Raztopina glukoze
se hitro razporedi v tleh in jo mikroorganizmi porabijo takoj (Thomsen in sod., 1999).
Rastlinski ostanki v anaerobnih Sotnih tleh zahtevajo drugacen prehranjevalni slog in zato

v Sotnih tleh najdemo veliko vec¢je populacije K-strategistov, ki se na dodano glukozo ne
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odzovejo takoj ali se na njo sploh ne odzovejo. Fisk in sod. (2003) ugotavljajo, da so
lahko odstopanja med izdihanim CO; in mikrobno biomaso pri Sotnih tleh posledica treh
dejavnikov. Prvi dejavnik je Ze omenjena mikrobna populacije, ki verjetno ni v celoti
sposobna metabolizirati glukoze. Razmerje med mikroorganizmi, ki so sposobni hitro
metabolizirati glukozo in tistimi, ki je niso, je v Sotnih tleh manjSe kot v drugih vrstah tal,
saj so zaradi drugih poti procesiranja ogljika v zasi¢enih Sotnih tleh namnoZene mikrobne
populacije z manjSo splo$no kapaciteto za hitro porabljanje glukoze. Drug razlog za
nezanesljivost CO, kot indikatorja biomase je lahko dejstvo, da je razmerje med izdihanim
ogljikom in ogljikom shranjenim v biomaso odvisno od dostopnosti ogljika v tleh. Tako
lahko pride v tleh z nizko vsebnostjo lahko dostopnega ogljika pri populaciji
mikroorganizmov izpostavljenih stresu do shranjevanja glukoznega ogljika namesto
njegove takojSnje porabe. Kot tretjo mozno razlago manjSe mineralizacije ogljika pa Fisk
in sod. (2003) navajajo, da je zaradi izpostavljenosti okoljskim stresom mikrobna
populacija manj aktivna in ima manjSo sposobnost asimilacije hitro dostopnih hranil.
Manjsa mikrobna aktivnost v Sotnih tleh odraza stresno naravo tega okolja, kjer so
mikroorganizmi soo€eni z nizjimi temperaturami, pH, pomanjkanjem lahko dostopnih
hranil in pogosti anaerobiozi. Zaradi vseh zgoraj omenjenih ugotovitev smo metodo SIR
uporabili kot relativno mero aerobne mikrobne aktivnosti in ne za oceno mikrobne

biomase.

Ko primerjamo Stevil¢nost bakterij v razli¢nih slojih barjanskih tal in njihovo aktivnost
vidimo, da se odziv s SIR med sloji tal razlikuje. Spodnja sloja v odzivu s SIR med seboj
lepo korelirata, vendar bi glede na podobno $tevilo mikroorganizmov v vseh treh slojih,
pri¢akovali podoben odziv s SIR. V globljih slojih je odziv s SIR nizji, kar navaja na
sklep, da je v spodnjih slojih manj mikroorganizmov sposobnih hitrega odziva na glukozo.
Tudi ko primerjamo namocen in nenamocen sloj med 0 in 30 cm vidimo, da se Stevilo in
aktivnost merjena s SIR ne ujemajo. V sloju inkubiranem pri 75 % WHC se nista bistveno
spreminjali. V zgornjem sloju, inkubiranem pri 100 % WHC oziroma v anaerobnih
pogojih se je aktivnost merjena s SIR zmanjSala, kljub temu, da je v tem sloju Stevilo
mikroorganizmov v grobem enako, kot v sloju inkubiranem pri 75 % WHC. Iz primerjave

lahko sklepamo, da so med inkubacijo v anaerobnih pogojih svojo aktivnost obdrzali
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mikroorganizmi, ki se na dodano glukozo niso sposobni odzvati tako kot tisti, ki so bili

inkubirani pri nizji vlaznosti.

Da se v zgornjem sloju barjanskih tal mikrobna aktivnost spreminja glede na cas
vzorcenja, ugotavljajo ze Kraigher in sod. (2006), ki to razliko pripisujejo vsebnosti vode,
saj bi v primeru, da bi bila aktivnost odvisna od temperature morala biti aktivnost
mikroorganizmov vecja pri vi§ji, septemberski, temperaturi. Tudi nasi rezultati pokazejo
septembra signifikantno manjSo aktivnost od tiste marca, kar bi lahko bilo posledica nizje
vlaznosti tal. Hkrati vidimo, da je mikrobna aktivnost merjena s SIR najvecja v zgornjem
sloju tal, ne glede na Cas vzorc¢enja. Podobno korelacijo smo izmerili pri vzorcih v sloju 0
— 30 cm, inkubiranih pri 4 °C, kjer se je verjetno zaradi nizkih temperatur zmanjSala
aktivnost mikroorganizmov. V spodnjih slojih nismo izmerili signifikantnih sprememb v

aktivnosti mikroorganizmov.

Mikrobno aktivnost smo spremljali tudi z merjenjem dehidrogenazne aktivnosti (DHA).
Dehidrogenaze so prisotne v vseh mikroorganizmih in so znotrajcelicni encimi zato z
vecjo verjetnostjo odrazajo aktivnost celic, kot kakSen drug encim, ki ga lahko najdemo
tudi prostega v tleh. Ocena DHA naj bi odrazala oksidativno aktivnost tal in s tem Stevilo
aktivnih bakterij (Taylor in sod., 2002). Tudi s to metodo smo ugotovili, da aktivnost
mikroorganizmov z globino pada in je v spodnjih slojih (100 — 120 ¢cm in 140 — 160 cm)
skoraj zanemarljiva. Glede na ujemanje SIR in DHA v teh slojih ter dokaj visoko oceno
Stevila mikroorganizmov, bi lahko sklepali, da so mikroorganizmi v spodnjih slojih tal
veliko manj aktivni kot v zgornjem sloju. Ker se njihova aktivnost skozi inkubacijo ne

spreminja se o€itno ne odzivajo niti na povisano temperaturo.

Brzezinska in sod. (1998) ugotavlja tesno povezavo med DHA, zra¢nim statusom tal in
temperaturo. Glavni faktor ki doloca DHA je zra¢ni status tal. Dobro zra¢na tla imajo
redoks potencial vigji kot 300 mV in nizke koncentracije Fe*". Povegana vsebnost vode z
zapolnitvijo zracnih por v tleh zmanjSa zrac¢nost tal ter tako spremeni status tal iz oksi¢nih
v anoksi¢na. V poplavljenih tleh je prisotni kisik hitro iz¢rpan, redoks potencial pade,
porabljati se zacnejo drugi sprejemniki elektronov (nitrat, mangan, Zelezo, sulfat in

ogljikov dioksid) in tako pride do premika v populaciji od aerobnih k anaerobnim
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mikroorganizmom. Anaerobni metabolizem inducira znotrajcelicne dehidrogenaze in tako
se poveca DHA. Povisana temperatura zviSa dehidrogenazno aktivnost posredno, saj
poveca potrebo po kisiku in tako Se pospesi transformacijo v redoks stanju. Signifikantno
vecjo produkcijo formazana v sistemih inkubiranih pri anaerobnih pogojih ugotavljajo tudi
Ross (1971) ter Tate in Terry (1980), Casida (1977) pa pripisuje zmanjSano DHA manjsi

vlaZznosti.

Ko primerjamo DHA v obeh razli¢icah zgornjega dela barjanskih tal vidimo da je prislo
pri tleh namocenih do 100 % WHC do signifikantne razlike. Ker smo z zasi¢enjem tal z
vodo dosegli anaerobiozo se je tako, kot ugotavljajo Brzezinska in sod. (1998), povecala
dehidrogenazna aktivnost, kljub temu, da se Stevilo mikroorganizmov ni signifikantno
spremenilo. Ko primerjamo rezultate SIR in DHA zgornjega sloja tal vidimo, da je
verjetno prislo do spremembe v aktivnosti zdruzbe in je tekom inkubacije v tleh sloja 0 —
30 cm namocenih do 100 % WHC postal aktiven tisti del populacije mikroorganizmov z

anaerobnim metabolizmom.

Kljub temu da Frankenburger in Dick (1983) trdita, da DHA korelira z mikrobno
respiracijo merjeno preko sproSc¢anja CO; iz tal, ki jim je bila dodana glukoza, nasi
rezultati tega niso potrdili. DHA je odvisna tudi od prisotnosti drugih elektronskih
akceptorjev, saj se TTC ne bo reduciral dokler niso porabljeni vsi alternativni akceptorji.
Taksne neskladnosti med redukcijo TTC in hitrostjo dihanja, ki so lahko posledica dejstva,
da je TTC kot akceptor uporabljen Sele, ko so izCrpani vsi drugi elektroski akceptorji

ugotavljajo tudi Alef in Nannipieri (1995) ter Taylor in sod. (2002).

Sezonske spremembe v aktivnosti in Stevilénosti mikroorganizmov, kot posledico
sprememb v bakterijskih populacijah omenjajo ze Bardgett in sod. (1999), Rogers in Tate
(2001) ter Kraigher in sod. (2006). Kot vidimo iz rezultatov se je v nasih vzorcih DHA
povecala septembra, ko je bila temperatura vi§ja kot marca in po inkubaciji pri 4 °C. O

razlogu za povecanje aktivnosti ne moremo sklepati.
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Glede na spremembe v aktivnosti mikroorganizmov, ki smo jih izmerili tekom inkubacije
bi bilo v prihodnosti zanimivo pogledati kako se v takSnem poskusu spreminja struktura

mikrobnih zdruzb in le to korelirati s premikom zdruzbe iz aerobne v anaerobno.

5.2 SKLEPI

- Zgornje sloje barjanskih tal (0 — 30 cm) le redko doseZe podtalnica zato je vsebnost
vode v tleh Ljubljanskega barja v veliki meri odvisna od koli¢ine padavin in

temperature zraka.

- Vsebnost vode v srednjih slojih barjanskih tal je v najvecji meri odvisna od njihove
gostote, ki vpliva na koli¢ino vode v tleh. Odvisna je tudi od koli¢ine padavin in

temperature zraka, ki vplivata na napajanje tal in izparevanje vode iz tal.

- Nizkoorganska tla so v srednjih slojih (40, 50, 60 in 70 cm) bolj gosta in lahko
zadrZijo manj vode, zato so ti sloji tal bolj obcutljivi na obdobja z manj padavinami

in visokimi temperaturami, kot isti sloji visokoorganskiha tal.

- pH barjanskih tal je priblizno nevtralen in se ne spreminja glede na ¢as in globino

vzorcenja ter spremembo temperature.

- Stevilo in aktivnost mikroorganizmov v barjanskih tleh z globino padata in se v
spodnjih slojih (100 — 120 cm in 140 — 160 cm) med inkubacijo pri sobni in pri
nizki temperaturi (4 °C ) ne spreminjata. Prav tako v teh slojih ni signifikantnih

razlik glede na Cas vzorcenja

- Aktivnost mikroorganizmov v zgornjem sloju (0 — 30 cm) barjanskih tal je odvisna
od vsebnosti vode. Aktivhost mikroorganizmov merjena s metodo substratom
inducirane respiracije (SIR) v anaerobnih pogojih (pri 100 % WHC) med

inkubacijo pade, dehidrogenazna aktivnost (DHA) pa naraste.
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- Pri nizki temperaturi inkubacije (4 °C) se v zgornjem sloju barjanskih tal (0 — 30
cm) Stevilo mikroorganizmov in  SIR zmanjSata, medtem ko se poveca

dehidrogenazna aktivnost.
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6 POVZETEK

Barja so mokris$¢a z visoko biolosko raznolikostjo in s pomembnimi naravnimi funkcijami.
So specificni ekosistemi, za katere je znacilno zaCasno zastajanje vode in vzpostavitev
anaerobioze. Zaradi anaerobnih razmer je razgradnja biomase pocasnejSa kot njeno
nastajanje, kar vodi do akumulacije organske snovi. Zaradi izkoriS€anja rodovitne zemlje
in rezanja Sote za kurjavo je priSlo v preteklosti do kréenj teh ekosistemov. Danes pa
zaradi pomembnih ekoloskih funkcij barij, kot so ¢iS€enje vode, skladiS¢enje organskega

ogljika in shranjevanja vode, skusajo le ta ohranjati in obnavljati.

Ljubljansko barje je najjuzneje leZzece nizko barje v Evropi. Poskusno polje na njem je na
obmoc¢ju z ohranjeno Soto, ki lahko sega tudi do globine treh metrov. Del polja
predstavljajo organsko mineralna tla z reCnimi glinenimi nanosi z nizjo vsebnostjo
organske snovi, del pa predstavljajo visokoorganska tla brez glinenih nanosov in z dvakrat

vecjo vsebnostjo organske snovi.

V nasi diplomski smo se ukvarjali z dvema dejavnikoma barjanskih tal z vsebnostjo vode z
mikrobno zdruzbo v njih. Za dolocitev vsebnosti vode so skozi leto v tedenskih intervalih
z napravo Diviner 2000 merili procent vode v visoko in nizkoorganskih tleh, mi pa smo v

okviru te diplomske naloge podatke obdelali.

Za ugotavljanje Stevila in aktivnosti mikroorganizmov na treh razli¢nih globinah
barjanskih tal in njihovo spremembo na poviSano temperaturo smo izvedli 156 dni trajajo¢
inkubacijski poskus v mikrokozmih pri sobni temperaturi, kot modelni poletni temperaturi.
Stevilo mikroorganizmov smo dolodili s $tetjem pod epifluorescenénim mikroskopom,
njihovo aktivnost pa smo sledili z metodama s substratom inducirane respiracije in z

dehidrogenazno aktivnostjo.

Ko smo primerjali vsebnost vode v visoko in nizkoorganskih tleh smo ugotovili, da se
vzorci nihanja vsebnosti vode v tleh skozi leto, razlikujejo predvsem v slojih na globinah
od 40 do 70 cm. V zgornjih slojih tal, v katerih vlaznost skozi leto najbolj niha, je vsebnost

vode tako HC kot LC tal priblizno enaka, v slojih nizjih od 80 cm pa vlaznost tal ne niha



Repi¢ D. Aktivnost in Stevilénost mikrobne zdruzbe na razli¢nih globinah barjanskih tal. 48
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. V Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. Studija mikrobiologije, 2008

vec€ in ostaja konstanta skozi vse leto. Ker podtalnica do zgornjih slojev (0 — 30 cm) vecino
leta ne seze, lahko sklepamo, da je nihanje vlaznosti posledica vremenskih razmer, v
najvecji meri padavin in temperatur. Razlog za veliko razliko v vsebnosti vode med HC in
LC tlemi v slojih od 40 do 70 cm je razlika v njihovi gostoti. Nizkoorganska tla so veliko
gostejsa in zato vsebujejo manj vode. Ker vsebujejo manj vode in podtalnica do njih vecino

leta ne seze, so bolj podvrzena vremenskim vplivom kot HC tla.

Vsi trije dejavniki: vsebnost organske snovi, nivo podtalnice in vremenske razmere skupaj
vplivajo na vsebnost vode v razli¢nih slojih barjanskih tal in so med seboj povezani.
Vlaznost tal pa vpliva na mikrobno biomaso in aktivnost posredno in neposredno.
Posredno lahko vpliva na topnost in dostopnost substratov, difuzijo plinov, pH tal,
temperaturo, rizodepozicijo in na raznolikost zdruzbe. Dostopnost vode pa lahko inhibira
mikrobno aktivnost z zniZevanjem vodnega potenciala in s tem zmanjSanje hidratacije in

aktivnosti encimov ter tako neposredno vpliva na fizioloski status bakterij.

Z inkubacijskim poskusom v mikrokozmih smo ugotovili, da Stevilo celic med inkubacijo
pri sobni temperaturi, kot modelni poletni temperaturi, niha, vendar se bistveno ne
spremeni. Aktivnost merjena tako z SIR kot s TTC je bila najvecja zgornjem sloju. Z
zasiCenjem zgornjega sloja z vodo se je aerobna aktivnost merjena s SIR zmanjSala,

medtem ko se je anaerobna aktivnost merjena z DHA povecala.

Inkubacija odvzetih vzorcev pri 4 °C je pokazala, da se aktivnost merjena s SIR zmanjsa,
dehidrogenazna pa poveca. Bistvenih sezonskih sprememb v Stevilu celic nismo izmerili,
izmerili pa smo razliko v aktivnosti in sicer je bila septembra aerobna aktivnost manjsa in

anaerobna vecja glede na spomladansko aktivnost.
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