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razpolagajo, so dokaj neraziskano podro¢je jamske mikrobiologije, ki je
Sele nedavno postala del speleoloskih raziskav. Slovenija ima s 43 %
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pogoje za tovrstne analize, obcutljivost te pokrajine na cloveske
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kontrole. Nasa raziskava temelji na sploSnem vpogledu v raznolikost
dejavnikov okolja in na strukture mikrobnih zdruzb med razli¢nimi
jamami ter v primerjavi s povrSinskimi tlemi. V ta namen smo odvzeli
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vzorcev sedimenta s talnim ekstraktom, uprizorili naravni vnos hranil in
zdruzb v jame. S tehnikama TRFLP in LH PCR smo analizirali strukturo
mikrobne zdruzbe pred in po dodatku ekstrakta. Po nasih rezultatin se
vzorci sedimenta niso razlikovali v okoljskih dejavnikih ali po strukturi
mikrobne zdruzbe glede na vzorceno jamo. Po zajetih parametrih analize
PAST prav tako ni bilo opaznih razlik v primerjavi okoljske komponente
z vzorci tal, medtem ko se je struktura mikrobne zdruzbe iz jam povsem
razlikovala od zdruzbe v tleh, kar je bilo opazno tudi po koncani
inkubaciji. Molekularni signal talnega ekstrakta se je vmesal med vzorce
sedimenta, medtem ko je vzorec tal, iz katerega smo ekstrakt pripravili,
ostal v loceni skupini na dendrogramu pri obeh tehnikah tipizacije.
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AB Cave microbiology, recently acknowledged as an integral part of

speleology, has yet to determine the structure of microbial
communities and its relation to the subsurface environment. Given the
43 % of total karst surfaces and 10419 caves registered to date,
Slovenia has the ideal settings as well as the responsibility to invest in
research of this delicate region in order to preserve it in good health.
The purpose of this study was to assess the difference in
microbiological and environmental properties of clastic sediments
between four sampled caves and in comparison to the surface soil. We
analysed the basic chemical and physical characteristics of cave
sediments, added a small set of parameters to a data collection of 72
soil samples and determined the level of uniqueness of subsurface
habitat by using the program PAST. By conducting an incubation
experiment on cave sediments using soil exudate, we imitated the
natural inflow of nutrients and organisms underground. Our molecular
studies were based upon typization of microbial structure prior to and
after adding the soil extract to cave samples, using techniques TRFLP
and LH PCR. According to our data the sediments show no
differences in habitat properties or in the structure of microbial
communities regarding to the cave of their origin. Comparing the
environmental parameters to soil samples, the difference remained
inconsequential, while the structure of bacterial population in
sediments showed little or no similarity to the structure of such
community in the soil sample even after being incubated with the soil
extract. The genetic signal obtained from the soil exudate was
clustered together with cave sediment samples on the similarity tree,
while the soil sample remained on a separate branch.
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razrezane nukleinske kisline, oznaceni s fluorescirajocim
barvilom, navadno na 5' koncu
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Hidrografska
conalnost

Klasti¢ni jamski
sediment

Siga

Speleologija

SLOVARCEK

delitev globinskega profila na krasu v cone, glede na
zadrZevanje in tok vode v podzemlje. Od zgoraj navzdol jo
sestavljajo neprezeta (tudi vadozna ali aeracijska) cona, ki se
deli na epikras na povrsju in kamninski sloj pod njim. Sledi
obmocje nihanja vodne gladine v obcasno prezeti ali
epifreati¢ni coni ter stalno zaliti kanali v prezeti, freaticni
conl.

ves sedimentni material v jami, ki ni nastal s kemi¢nimi
procesi. To so netopni delci, ki se z prenasajo z mehanskim
prenosom preko vode ali vetra. Lahko so alohtoni - vneseni v
jame iz njene okolice ali avtohtoni, ki so najpogosteje
posledica krusenja v jami.

izlocanje, precipitacija kalcita iz korozijske vode (sigovice)
zaradi razlike v parcialnem tlaku CO; v jami. Z odlaganjem
sige nastanejo jamske strukture (kapniki, ponvice, kope, itd.).

jamoslovje, veda o jamah.
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1 UVvOD

1.1 NAMEN

Jamska mikrobiologija je Sele pred kratkim postala integralni del speleoloskih raziskav,
zato ni presenetljivo, da so sedimentni skladi v podzemlju s stalis¢a mikrobiologije Se
vsebujejo Stevilne informacije o preteklih klimatskih, hidroloskih, geoloskih razmerah.
Postali so pomembno orodje za datacijo vnosa materiala v jamo, ki poda oceno njene
starosti in za analizo poteka speleogeneze, medtem ko je o biotski komponenti znanega
zelo malo. Prednost sedimenta je v dolgotrajnem skladis¢enju v jami, kjer ni izpostavljen
klimatskem nihanju, padavinam in UV sevanju, ki pospeSujejo preperevanje materiala.
Posledi¢no se ohrani vecina lastnosti iz geoloske dobe v kateri se je material prenesel v
jamo ali tam nastal (Mulec, 2012). Skupaj z delci sedimenta je v podzemlje zaneslo tudi
mikrobno biomaso, ki prav tako lahko vsebuje pomembne informacije o samem sedimentu,
o okolju iz katerega izhaja in o razvoju prilagoditvenih mehanizmov mikrobne zdruZbe na
drastiéno spremembo habitata. Slednja lastnost omogoca veliko verjetnost odkritja
metabolnih encimov in sekundarnih produktov, ki so biotehnolosko perspektivni (Barton in
sod., 2010).

Vecina dosedanjih mikrobioloskih analiz podzemnih okolij se je osredotocCila na jamske
strukture z opazno mikrobno aktivnostjo ter na analizo vodnih teles. Prav tako je vecina
raziskav potekala v lahko dostopnih, turisticnih jamah ali v jamah nastalih s korozijo
zveplene kisline, kjer so nastali specificni prehrambni spleti. Predpostavili smo, da je
sediment v tezje dostopnih, ne turisti¢nih jamah in izven danasnjega neposrednega dosega
jamskega re¢nega sistema ali pronicanja vode, bolj ohranjen. V taksnem okolju posledi¢no
obstaja vec¢ja verjetnost za obstoj mikrobnih zdruzb, ki so se dolgoro¢no prilagodile na
oligotrofno okolje. Prav tako smo predpostavili, da se je prisotna zdruzba znasla v jami v

priblizno enakem obdobju kot sedimentni material, iz katerega smo jo izolirali.
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1.2 CILJI IN HIPOTEZE

Vzorce smo odvzeli iz klasticnih sedimentnih nanosov Stirih jamskih sistemov z
Dinarskega krasa. Vse vzorc¢ene jame se med seboj razlikujejo po nastanku, tipu in obliki,
vodni aktivnosti, obiskanosti, fizikalnih in kemijskih pogojih. Za ovrednotenje hipotez smo
rezultate primerjali z analizo povrSinskih tal izpod travniske vegetacije. Zanimala nas je
stopnja raznolikosti med razli¢nimi jamskimi sistemi in v koliksni meri se razlikujejo v

fizikalno-kemijskih dejavnikih in biotski komponenti od navadnih travnatih tal.

Postavili smo $tiri nicelne hipoteze [Hy] sledece raziskave:

e Pri¢akujemo, da se v klimatsko podobnih pogojih odlaganja sedimentov v jamabh,

fizikalne in kemijske lastnosti mikrookolja bistveno ne razlikujejo.

e Fizikalne in kemijske lastnosti jamskih sedimentov se ne razlikujejo od lastnosti

povrsinskih tal.

e Struktura mikrobne zdruzbe jamskih sedimentov ni druga¢na od strukture mikrobne

zdruZbe v povrSinskih tleh, od koder izvirajo.

e Dodatek ekstrakta tal v inkubacijskem eksperimentu ne bo vplival na strukturo

mikrobne bakterijske zdruzbe v vzorcih jamskega sedimenta.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 KRASKI POJAVI

Zaradi nenavadnega reliefa in hidroloskih pojavov, ki jih opisuje Ze anti¢na literatura
(Clendenon, 2009), so kraske pokrajine v ¢asu Avstro Ogrske vladavine postale predmet
natan¢nih raziskav. Najbolj intenzivno so se odvijale na Krasu, planoti, ki lezi med
Trzaskim zalivom, Divaco in Vipavsko dolino. Ker sta kamniti teren in su$a na tem
obmodju zelo izrazita, je oznaka "kraski svet" iz pridevnisSke rabe s¢asoma presla v obce
ime te pokrajine. V izogib zmes$njavi jo stroka imenuje Mati¢ni kras, ki predstavlja del
Klasi¢nega krasa Dinarskega hribovja, po katerem so postavili kriterije za naziv kraske

pokrajine po svetu (Gams, 2004).

Prvo znanstveno monografijo krasoslovja z naslovom Das Karstphinomen, je konec 19.
st. objavil Srb Jovan Cviji¢, kot doktorsko disertacijo Studija na Dunaju (Waele in sod.,
2009). S povezavo in razlago razli¢nih kraskih pojavov ter uvedbo novih definicij, je
nakazal celovito kompleksnost tovrstnih pokrajin ter sprozil raziskave tudi drugod v tujini.
V stroko je poleg utrditve izraza kras (v tuji literaturi: karst), uvedel mnogo drugih

slovenskih izrazov (dolina, polje, fojba, itd.) (Gams, 2004).

Po danasnji definiciji so kraske pokrajine povrsja, kjer ima vodna korozija vecji vpliv na
njihovo strukturiranost kot erozija (Culver in Pipan, 2009). To so obmoc¢ja z edinstveno
geomorfologijo in kompleksnimi vodnimi tokovi, ki se pretakajo predvsem v podzemlju.
Glede na tip mati¢ne kamnine delimo kras v razli¢ne petrografske razrede, najbolj znacilen
pa je karbonatni kras, ki prevladuje na nasih tleh. Kraski pojavi nastajajo na dobro topnih
kamninah apnenca in na malo manj topnem, vendar bolj drobljivem dolomitu. Glavno
vlogo pri zakrasevanju ima voda, ki z raztapljanjem (korozija) in prenosom (denudacija)
snovi kemi¢no in mehansko izoblikuje geolosko podlago, netopni ostanki pa so osnova za

nastanek klasti¢nih sedimentov.
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Cistost mati¢ne kamnine, tj. odstotek kalcita in dolomita, ki na obmogju Dinarskega krasa
lahko presega 95 %, zaloga vode in meteoroloski pogoji v najvecji meri dolocajo stopnjo

zakrasevanja, ki poteka Se danes (Gams, 2004).

V Sloveniji imamo nadpovprecnih 43 % zelo Cistih karbonatnih kamnin, od tega 35 %
apnenca in 8 % dolomita. Taksna geoloSka sestava je posledica plitvomorske ploscadi, ki je
v mezozoiku pokrivala §irok pas od danasnje Italije preko Slovenije do Crne Gore. V dobi
dolgi 200 milijonov let so bili pogoji za odlaganje karbonatov zelo ustrezni in danes ti
skladi ponekod segajo tudi ve¢ kilometrov globoko. Plos¢o imenujemo Dinarska ali
Jadranska karbonatna platforma, ki je po umiku morja zakrasela. Zaradi preloma v
ploscadi, se je pri nas obmocje locilo na severni Alpski in juzni Dinarski del krasa, ki sega

¢ez ves Balkan (Herlec in Hlad, 2005).

Skoraj polovico naSe drzave, okoli 43 % torej tvori zelo porozen kraski svet, ki predstavlja
vir pitne vode za ve¢ kot polovico prebivalcev. Zaradi visoke obc¢utljivosti na kakr$nokoli
Clovesko aktivnost takSna podro¢ja zahtevajo natan¢ne Studije in redno nadzorovanje.
Mikroorganizmi so zelo dober pokazatelj stanja okolja. Z analizo indikatorskih vrst lahko
dolo¢imo ustreznost ali oporecnost vode, posledice onesnaZevanja in vir onesnaZenja
(Mulec, 2012). Institut za raziskovanje krasa Znanstvenoraziskovalnega centra Slovenske
akademije znanosti in umetnosti (IZRK ZRC SAZU) je prevzel klju¢no vlogo pri izvajanju
raziskav, vodenju sistema nadzora in seznanjanju ljudi z lastnostmi kraskih pokrajin

(Gabrovsek in sod., 2011).

2.2 KRASKE JAME

Po podatkih katastra Jamarske zveze Slovenije (JZS) in IZRK ZRC SAZU je do leta 2012
pri nas registriranih ze 10419 jam (JZS, 2012). Vsako leto se Stevilo poveca za okoli 100
novih. K temu pripomorejo predvsem jamarska drustva in organiziranost katastra. Aktivni
jamarji preko enotnega obrazca opiSejo glavne lastnosti, lokacijo in nac¢rt na novo odkrite
jame. Po pridobitvi zaporedne katastrske Stevilke se vsi podatki o tej jami, skupaj z vsemi

naknadno dodanimi zapisniki raznovrstnih akcij, hranijo na sedezu katastra, ki predstavlja



Robi¢ N. Analiza bakterijske zdruzbe in sedimentov §tirih nepovezanih jamskih sistemov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2012

edinstven vir informacij. Prvi zapisi o jamah segajo ze v 17. st., medtem ko se organizirana
evidenca podatkov vodi od ustanovitve prvega jamarskega drustva leta 1910. Sredi 20. st.
je vodenje katastra poleg JZS vzelo pod okrilje tudi IZRK SAZU (Gabrovsek in sod.,
2011).

Danes registracija dolo¢ene jame v kataster zahteva, da je le-ta naravna, ¢loveku prehodna
podzemeljska votlina, ki je daljsa ali globlja od desetih metrov (Zakrajsek in sod., 2011). Z
vidika speleoloskih (jamskih) raziskav se definicija prilagodi doloCenem podrocju.
Podzemlje je §irsi pojem, oznacuje odprtine pod povr§jem, ki lahko segajo od milimetrskih
razpok do kilometrskih rovov in so v teoriji veinoma $e nedostopni ¢loveku. Za jame pa
Stejemo Cloveku dostopne, naravno nastale podzemne sisteme, ki imajo obmocja popolne

teme (Northup in Lavoie, 2001).

Naravni podzemni sistemi po svetu so tako raznoliki kot same pokrajine Kjer so nastali.
Poleg "pravega" krasa stroka $e vedno ni enotna glede umestitve geomorfoloskih
posebnosti ledeniSkega in vulkanskega delovanja, kjer jih prav tako zasledimo (Gams,
2004). Pojavljajo se na vsakem kontinentu z izjemo Antarktike in v skoraj vsaki drzavi.
Nastajajo na kopnem in v morju, predvsem na karbonatih in evaporitih (gips, sadra, halit),
redkeje v kvarcitu. Nastajajo z raztapljanjem kamnine, predvsem z ogljikovo ali Zvepleno
kislino, ali pa mehansko; v prelomu in s tektonski premiki. Vse to vpliva na razlike v
njihovi obliki, lastnostih, biotopu, itd. (Culver in Pipan, 2009).

V tej diplomski nalogi smo se osredotoCili na jame karbonatnega krasa, ki so najbolj
zastopane pri nas. Ce za definicijo privzamemo glavne karakteristike, ki opredelijo
obravnavano problematiko, so kraSke jame naravne podzemne in cloveku prehodne
odprtine v trdni kamnini, nastale s korozijo topnih kamnin. Zanje je znacilna odsotnost

son¢ne svetlobe, relativno stabilni pogoji in da so ve¢inoma revne s hranili.

2.2.1 Korozija

Kalcijev karbonat (CaCOs) je gradnik kalcita, osnovnega minerala apnenca, pri dolomitu

pa je del kalcijevih ionov zamenjal magnezij (dolomitizacija). V ¢isti vodi se kalcit slabo
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topi, v kraskih vodah pa je koncentracija CaCOj3 tudi do 20-krat visja. Glavni vzrok je
zakisanje meteorne vode, predvsem z ogljikovim dioksidom ob prehodu skozi atmosfero in
tla. Nastala ogljikova kislina v vodi razpade na bikarbonat in vodikov proton, ki napade
karbonatno skupino kalcitnega ali dolomitnega minerala ter tvori bikarbonat. Prikaz
celokupne reakcije korozijskega razpada kalcitnega minerala lahko prikazemo z enacbo
(Gams, 2004):

CaCO, +CO, +H,0 —Ca*? + 2HCO,’ Q)

PoviSana koncentracija industrijskih plinov in posledicno CO; v atmosferi pospeSuje
korozijo krasa (Gams, 2004). Kisla voda deZevnice ima najveéjo korozijsko mo¢ do prvih
nekaj metrov pod povr§jem. Tvori kraske strukture, ki najpogosteje sluzijo njenemu
pretoku v podzemlje (poziralniki, ponori, vrtace, doline, Skraplje). Med talnim ponikanjem
skozi epikras agresija raztapljanja upada z globino tal, hkrati pa se ponovno zakisa s CO,,
ki je prisoten v tleh. Ob stiku s kamnino, ogljikova kislina ponovno reagira, $iri §pranje in
razpoke, raztaplja karbonate ter tvori kanale navpi¢nega prenikanja, ki se razvijejo v kraske

podzemeljske sisteme (Waele in sod., 2009).

Na kraskem svetu je pogosta susa, saj se vecina vode nahaja globoko pod povr§jem v
vodonosnikih, ki se napajajo z dezevnico in pritoki vode z nepropustnih kamnin.
Hidrografska conalnost opisuje nacin pretakanja vode skozi kras in razdeli globinski profil
v pasove. Pod povr§jem krasa se nahaja nepreZeta, imenovana tudi vadozna ali aeracijska
cona, kjer se padavinska voda med talnim in navpi¢nim ponikanjem obogati hranili in
mikroorganizmi. Sestavljata jo vrhnji epikraski sloj tal in spodaj leze¢i kamninski sloj.
Epifreaticna cona je poplavno obmoc¢je pod vadozno cono, ki je zaradi dviga vodne
(piezometri¢ne) gladine obCasno zalito. Kanale, ki so popolnoma in ves ¢as napolnjeni z
vodo imenujemo prezeta ali freaticna cona. Ti lahko segajo mnogo globlje od nivoja
podtalnice, vse dokler voda ne naleti na netopno kamnino. Jame se moc¢no razlikujejo
glede na cono v kateri nastanejo. V neprezeti coni so zaradi navpi¢nega prenikanja
pretezno strme jame in brezna s kamini, v obCasno zaliti coni pa so jame vodoravne
(Gams, 2004).
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Slika 1: Hidrografska conalnost na krasu (Ravbar, 2007)

2.2.2 Afoti¢nost in njen vpliv na biotop

Popolna tema (afoticnost) v globljih predelih jam je omejujo¢ dejavnik biotske
komponente. V prvi vrsti pomeni odsotnost oksigenih fotosintetskih primarnih
producentov, torej rastlin, alg, cianobakterij in anoksigenih primarnih producentov. Pri
jamski favni pa povzro¢i zmanjSano tvorbo oz. odsotnost pigmenta in zakrnitev vidnega
aparata. Prilagoditev na iskanje hrane, boj s predatorji in parjenje v temi je vodila k razvoju
ve¢ine troglomorfnih sprememb. Zivali so razvile podaljiane izrastke, tipala ter z

izostrenim tipom nadomestile pomanjkanje vida (Culver in Pipan, 2009).

Flora se navadno pojavi le pri dovolj velikih in poloznih vhodih v jamo. Tam uspevajo
nekatere sencoljubne rastline in alge, ki jim $ibka svetloba energetsko odgovarja (Gams,
2004).
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Favno, ki jo zasledimo v podzemlju, delimo glede na njen odnos do habitata: troglobionti
so popolnoma prilagojeni, stalni prebivalci jam, troglofili jame le obCasno naselijo za
prezimovanje, hranjenje ali parjenje, troglokseni, ki se v jamah najveckrat znajdejo

pomotoma, pa v taksnih pogojih ne prezivijo (Culver in Pipan, 2009).

2.2.3 Okoljski parametri

Glede na povrsje so okoljski pogoji v podzemlju veliko bolj stabilni, vendar niso
konstantni. Nihanje temperature je sicer minimalno ter se odraza le na nivoju letnih ciklov,
medtem ko so nivo vodne gladine, zracni tokovi, vlaga in vnos hranil v jamo variabilni
(Culver in Pipan, 2009). Obiskovalci jamskih sistemov so dodatni dejavnik, ki vpliva na
mikroklimo (vlaga, koncentracija CO,, temperatura), kar je Se posebno opaziti v jamah z

mnozi¢nim turizmom (Adetutu in sod., 2012).

Pri jamah, ki so povezane s povr§jem, se zaradi razlike v parcialnem tlaku CO; izlo¢i siga,
ki tvori jamski inventar npr. kapnike, zavese, sigove kope, cev€ice, ponvice, itd..

Posledi¢no je v jamah povisana koncentracija COs.

Temperatura v jami je odvisna od klimatskega obmocja, v katerem se nahaja in tekom leta
odstopa le za nekaj odstotkov od razlike v temperaturi na povrsju (Culver in Pipan, 2009).
Jame v Sloveniji imajo vec¢inoma od 7 °C do 11 °C, izjeme so visokogorske in ledeniske
jame, v katerih je temperatura nizja. Krozenje zraka v jami je odvisno od zunanje
temperature, Stevila odprtih vhodov jame in od naklona terena. V jamah, ki se od vhoda
dvigajo, se zadrzuje topel zrak, in so bile v asu naseljevanja bolj primerne za zavetisce.
Pozimi hladnejsi zrak od zunaj izpodriva toplejSega v jami, poleti se tok obrne. V sistemih
z ve¢ vhodi, po moZnosti na razli¢ni visSini, obcutimo prepih ¢ez vse leto, ki je v nekaterih

jamah zelo moc¢an (Gams, 2004).
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2.2.4 Energetski spleti

V razli¢nih predelih notranjosti jame, kljub stabilnosti nekaterih parametrov okolja, prihaja
torej do velikih razlik v pogojih za razvoj prehranjevalnega spleta. Pretocni rovi na primer
prejmejo ve¢ hranil in biomase kot nekateri suhi rovi, kjer so pogoji bolj podobni

puscavam (Culver in Pipan, 2009; Engel, 2010).

Karbonatne jame in vefina podzemnih habitatov so v primerjavi s povr§jem, zaradi
odsotnosti fotosinteze in same izoliranosti sistema, podhranjena okolja. Razpolozljivi viri
hranil za mikroorganizme so atmosferski plini, raztopljena organska snov ter reducirane
kovine v kamninah (Mulec, 2008). Vsi ti viri so ¢asovno in prostorsko nestanovitni ter
nihajo v koli¢ini in kvaliteti. Poleg fizioloskih, troglomorfnih sprememb, je za prezivetje v
podzemlju pomembna tudi prilagoditev na stradanje. Naceloma je evtrofikacija podzemlja
rezultat onesnazenja in intenzivne kmetijske rabe podroc¢ja, razen v redkih primerih, Kjer je
visoka vsebnost hranil naravna posledica kot npr. iztrebki velike kolonije netopirjev
(Culver in Pipan, 2009).

Sistemi nastali s korozijo Zveplene kisline in kjer imajo organizmi na voljo Zveplene
molekule, omogocajo dober energetski potencial za obstoj zivljenja. V takSnih jamah so
odkrili popolnoma samozadostne ekosisteme, ki temeljijo na bakterijski kemosintezi
organskega ogljika (Mulec, 2008).

2.3 JAMSKI| SEDIMENTI

Sedimentni delci so netopni ostanki raztapljanja, mehani¢nega preperevanja in vodnih
nanosov, ali nastanejo s precipitacijo (White, 2007). Jame predstavljajo idealno okolje, v
katerih se ta material dolgotrajno skladisci v stabilnih pogojih, kjer se njihove lastnosti in

struktura ohranjajo.

Sestava ter kopienje sedimentov v jami sta dokaj kompleksne narave in trenutno Kriteriji

za Kklasifikacijo jamskih sedimentov $e niso povsem enotni Vv literaturi. Slednji opis je
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kompromis obstoje¢ih definicij, kjer jih lo¢imo na kemi¢ne in klasticne. Kemicni so
rezultat precipitacije mineralov iz korozijske suspenzije, nasi¢ene z raztopljenimi ioni
kalcija, sulfata, bikarbonata itd. Odlagajo se na mestu nastanka in tvorijo jamsko sigo.
Klasti¢ne sedimente, ki se odlozijo v jami tekom mehanskega prenos delcev delimo glede
na okolje iz katerega izvirajo. Avtohtoni nastajajo v jami, alohtoni pa so vneseni v jamo iz
njene okolice. Med prve uvr§¢amo netopne komponente raztopljenih kamnin ter odkrusene
kose jamskih struktur, sten in stropa. Material, ki se iz povr§ja izpira v jamo z recnim
tokom imenujemo aluvij, in predstavlja najvecji delez alohtonih sedimentov. Preostali del
prispeva meteorno izpiranje skozi dovolj razSirjene kanale in brezna v neprezeti coni,
erozijsko posipanje, vnos z vetrom in redki vendar masovni vnos materiala zaradi plazu.
Pri alohtonih delcih je sestava sedimenta odvisna od okoliSkega terena in porecja
ponikalnice. Vsi tipi klasti¢nih sedimentov pa se v vodonosniku med seboj premesajo, kar
otezuje njihovo razvrScanje (White, 2007). Od vseh naStetih sta v vecini jam koli¢insko
prevladujeta aluvij in odkruSeni kosi zruSenja stropa ali sten. Preko tega v grobem
privzamemo, da so delci, ki so enake kamninske sestave kot jama, avtohtoni klasti¢ni
sediment, za silikate pa sklepamo, da so nanosi aluvija. Vendar pa se moramo zavedati, da
se fini silikati pogosto pojavljajo kot vezivo v apnencu in so navadno vir lepljive gline v
jamah brez vodnega toka. V tem primeru gre za avtohtone netopne ostanke raztopljene
kamnine (Sasowsky, 2007).

Za §tudijo klasti¢nih jamskih sedimentov je poznavanje hidroloSke dinamike v razli¢nih
predelih jame kljuénega pomena (White, 2007). V nekaterih sistemih je pretok vode stalen,
v drugih obcasen, lahko je v neki tocki spremenil koridor ter je jamo obsel, ali pa je
povsem odsoten pri jamah nastalih ob prelomu. Prav tako je sam tok v jami odvisen od
razmer na povrsju ter razpoloZljivega razlivnega prostora v podzemlju. V Svici je znan
ekstremni primer, kjer poplave povzrocijo dvig vodne gladine v jami tudi do 250 metrov
(Sasowsky, 2007). Nihanje vodnega toka posledi¢no vpliva na obcutljivost podzemnega
sistema, obstojnost zdruzbe v njem in na sposobnost regeneracije podzemnega sistema v

primeru onesnazenja (Barton, 2006)

Usedanje delcev, ki jih tok lahko nosi, je odvisno predvsem od njihovega premera in
hitrosti toka. Z njima je dolo¢eno razmerje med koli¢ino odlozenega in iznesenega

materiala, obstojnost skladov ter velikost delcev v skladih. Turbulentni tok ohranja drobni
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material v suspenziji, medtem ko se tezji in vecji delci posedajo. V jamah s stalnim
pretokom je sediment vecinoma izpran, saj se fin material odplakne. V taksnih sistemih se
drobnozrnati sloji pojavijo v obcasno poplavni coni, kjer voda po normalizaciji

piezometricne gladine zastaja (White, 2007).

Povezava med stratigrafskimi sloji klasticnih sedimentov in kronologijo je bila
vzpostavljena ze v zacetku 17. st. Prenos tega znanja pod povrsje, na jamske sedimente je
bilo le vpraSanje Casa. Prve obsezne datacije in primerjave starosti razlicnih jamskih
sedimentov v Sloveniji je v letih 1976, 1982 in 1988 opravil Gospodari¢ (Zupan in sod.,
2010). Njihova analiza je orodje za doloCitev ¢asovnega okvira starosti jam. Teoreti¢no
klasti¢ni sedimenti prednjadijo pred kemicnimi, saj ti nastajajo preko dolgotrajnejSega
procesa in predstavljajo zgornjo mejo starosti vendar le, ¢e odkrijemo mesto s primarnimi
nanosi klasti¢nega materiala (Sasowsky, 2007). Preko analize mineralogije glinenih delcev,
zaporedja in debeline stratigrafskih pasov lahko dobimo paleoklimatske informacije o
dobi, v kateri so depoziti nastali. Dolocanje te dobe pa poteka preko orientacije magnetnih
delcev v slojih in z radiometricnimi meritvami. Med slednjimi je zaradi specifi¢nosti
reakcije in izjemno dolge razpolovne dobe razpada (okoli 5 Ma) zelo obetavha metoda
merjenja kozmic¢nih izotopov v sedimentih, ki pa je Se v razvoju. Temelji na meritvi 2Alin
19 Ba izotopov, ki se kopi¢ita v materialu, dokler je le-ta izpostavljen visoko energetskim
kozmi¢nim sevanjem na povr$ju. Ko se je aluvij vnesel v jamo, ti delci, predvsem
alumosilikati, niso bili ve¢ izpostavljeni Zarkom in poteka samo Se njun razpad. Z uporabo
masnega spektrometra s pospesevalcem dolo¢ijo razmerje koncentracij izotopov v
primerjavi z materialom na povrsju ter ocenijo, kdaj je material prineslo v jame (White,
2007). Trenutno je najbolj uporabljena uran-torijeva (Th/U) metoda, ki meri razmerje
izotopov razpadlega urana v sigi in je zanesljiva do 0,4 Ma. Ker je torijev izotop za razliko
od uranovih netopen, je povecanje njegove koncentracije v sigi geokronometer za datacijo.
Pred to metodo je bilo glavno orodje dologanja starosti razmerje izotopov ogljika (**C/**C)
v kalcitu. Zaradi krajSe dobe zanesljivosti datacije (35 Ka) jo uporabljajo le Se za merjenje

hitrosti rasti sigovih tvorb (Gams, 2004).

Vse te lastnost postavljajo jamske sedimente v ospredje danasnjih speleoloskih raziskav. Z
izpopolnjenjem metod in znanja imajo moznost doseCi enako vlogo kot raziskave

ledeniskih in globokomorskih sedimentnih jeder v odkrivanju klimatskih razmer preteklih
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geoloskih dob. Z uporabo metod za natanc¢nejSo analizo holocena, imajo potencialno

uporabnost v raziskavah globalnega segrevanja (White, 2007).

2.4 STUDIJE MIKROORGANIZMOV V JAMAH

Jamska mikrobiologija je bila pred kratkim priznana kot interdisciplinarno podrocje, ki
povezuje mikrobiologijo z geologijo in kemijo. Glavni predmet raziskav so mikrobne

oblike Zivljenja v jamah ter njihov vpliv na tamkaj$nje okolje (Mulec, 2008).

Pri ve¢ini S§tudij opazno izstopajo tri tematike glede na namen raziskave. Jamska
geomikrobiologija proucuje interakcije mikrobov z geolosko osnovo, kamnino ter resuje
dilemo vloge mikroorganizmov pri nastanku jam in sigovih tvorb (Jones, 2001; Barton in
Northup, 2007). Speleobiologe zanima celokupni vpogled v jamske mikrobne zdruzbe in
njihova medsebojna in okoljska povezava (Engel, 2010; Culver in Pipan, 2009). Zaradi vse
bolj vidnega vpliva mnozi¢nega turizma na jamsko bioto, se mnogo znanstvenikov posveca
in izpostavlja reSevanje problematike spreminjanja mikroklime ter parazitskim vrstam v
urejenih jamah (Adetutu in sod, 2012; Portillo in Gonzalez, 2009).

2.4.1 Mikrobna raznolikost in porazdelitev v jamah

V okolju z manj kot 2 mg skupnega organskega ogljika (angl.: TOC — Total Organic
Carbon) na liter snovi, so organizmi podvrzeni stradanju. V jamah ta vrednost redko
preseze 0,5 mg/l, kljub temu porocajo po svetu in pri nas o Stevilu mikrobnih celic ¢ez
10° CFU (angl.: Colony Forming Units) na gram materiala (Mulec, 2008). Sposobnost
Crpanja energije s kemosintezo omogoca bakterijam prednost v takSnem okolju,
kemolitoavtotrofi pa so povsem neodvisni od vira organske snovi in svetlobe (Engel,
2012).
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Mikroorganizmi s svojo aktivnostjo spremenijo podlago, na katero so pritrjeni. Posledi¢no
pogosto nastanejo oem vidne strukture, po katerih sklepamo na njihovo prisotnost. Med te
pristevamo nastanek biofilmov, neobiCajne obarvanosti sige, pike na povrSinah, nastajanje
biolosko pogojenih kraskih struktur (npr. angl.: Pool Fingers, Moonmilk,) znacilne ostanke
korozije in biogenega minerala. Kjer je meja med geoloskimi procesi in posledicami
biogenega delovanja Se nejasna in kar geologija ni zmozna razloziti z anorganskimi in

kemic¢nimi procesi, je najverjetneje posledica mikrobne aktivnosti (Barton, 2006).

Mikrobne celice v jami vnasajo in prenaSajo enaki vektorji kot klasti¢ne jamske sedimente
(aluvialno, aerosolno, erozijsko, korozijsko) ter preko rastlin, zivali in ¢loveka. 1zhajajo
torej iz razli¢nih vrst okolja (voda, tla, atmosfera, organizmi) ter se tako kot sedimenti
dolgoro¢no ohranjajo v jamskem okolju (rezervoar) ali pa se z vodnim tokom izloc¢ijo
(Engel, 2010). Ve¢ina mikrobnih celic, ki jih zanese v podzemlje, ne razvije mehanizmov
prilagoditve na podhranjenost habitata. V primeru obcasnega vnosa vecje koliCine
alohtonega vira hranil (onesnazenje, odmrle Zivali, iztrebki, itd.) se namnozijo in ko vir
presahne, ve¢inoma odmrejo. Biomasa odmrlih celic sluzi kot pomembni vir hranil ostalim

jamskim prebivalcem visjih trofi¢nih nivojev (Mulec, 2008).

V jamah so zastopani vsi predstavniki mikroorganizmov. Cianobakterije in mikroalge
rastejo v osvetljenih predelih vhoda in mra¢ne cone, v notranjosti jam jih najdemo v vodi,
okoli umetnih svetil v turisticnih jamah tvorijo preproge na stenah, t.i. »lampenflora«
(Mulec, 2008). Prazivali so trenutno $e slabo proucene, najpogosteje so opisane v vodnih
telesih. Pri glivah, zaradi prilagodljivosti in pestrosti metabolnih poti, zasledimo raznolike
interakcije s preostalimi organizmi in okoljem. Bakterije zasledimo v vodi, sedimentih in

na kamnini, torej v ve¢ini jamskih ni§ (Mulec, 2008).

Oblika jame, dostop vode in svetlobe v najvecji meri narekujejo dejavnike okolja, od
katerih je odvisna Stevil¢nost in porazdelitev biotopa v sistemu. Razlike v koncentracijah
(vode, svetlobe, kovin, raztopljenega kisika, itd.) vodijo v nastanek geokemicnih
gradientov, ki dolo¢ajo potencial kolonizacije povrsine. Glede na jakost svetlobe lo¢imo tri
veéje habitatne cone pri jamah, ki so povezane s povr§jem: vhod, obmocje somraka in
temno cono. Vsaka ima specificne lastnosti, fizikalno-kemijske pogoje in vsebnost hranil

(Engel, 2010). Mikroorganizmi naseljujejo vse tri svetlobne cone, vendar se moc¢no
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razlikujejo v sestavi, funkciji in interakcijah z okoljem. Ob vhodu in v conah somraka
zasledimo cianobakterije in mikroalge, ki so prilagodile biosintezo pigmentov nizki
koncentraciji fotonov. Blizu to¢k vnosa organskih snovi v jame zasledimo znalilne
biofilme na stenah in stropu, ki so jim nadeli ime jamsko zlato ali srebro. Ob osvetlitvi
tak$nih mikrobnih prevlek opazimo lesket pigmentov kolonij, najpogosteje rumene ali bele
barve, na kapljicah vode, ki zaradi meSanja hladnega in toplega zraka kondenzira (Mulec,
2008). V afoticni, temni coni, Kkjer fotosinteza ni mozna, predstavlja vnos alohtone
organske snovi glavni vir hranil. Tu zasledimo predvsem litogene in litoliticne bakterijske
zdruzbe (Engel, 2010). V posebnih okolis¢inah pa se jamski ekosistem lahko vzpostavi na
racun sinteze avtohtonega organskega ogljika. V podzemnih sistemih s povisano
vsebnostjo Zveplenih snovi, zlasti reduciranih, so dokazali prisotnost kemolitoavtotrofnih
bakterij, ki oksidirajo molekule Zzvepla in fiksirajo CO, v organski ogljik — biomaso.
Njihov metabolizem je gonilo prehranjevalnega spletu ter vpliva na spremembo pH okolja,
vsebnost kisika, organskega ogljika, skratka omogoc¢a razvoj unikatne zdruzbe (Mulec,
2012).

Od identificiranih bakterijskih debel v raziskavah najpogosteje zasledimo filamentozne
aktinobakterije in proteobakterije. Med prvimi najdemo mnoge predstavnike, za katere je
znacCilna sinteza sekundarnih produktov, kar postavlja jame med potencialna okolja za

odkritje organizmov, ki sintetizirajo biotehnolosko uporabne produkte (Engel, 2012).

2.4.2 Pregled Studij jamske mikrobiologije

Dejstvo, da nam je vecina podzemlja nedostopna, ter sama obcutljivost habitata na vnos
snovi in organizmov ob prodiranju do njih, onemogocata celostni vpogled v taks$ne sisteme
v njihovem izoliranem stanju (Engel, 2010). Tezka dostopnost vefine jam $e danes
predstavlja oviro pri pridobivanju vzorcev in spodbuja k razvoju opreme, prilagojene
tak$ni dejavnosti. Ta mora ustrezati zahtevam po specificnosti in obcutljivosti, lahki
uporabi in ponovljivosti, lahki prenosljivosti in finan¢ni dostopnosti (Mulec, 2012; Mulec
in sod., 2012a).
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Prve mikrobioloske raziskave so temeljile na tradicionalnih gojitvenih in mikroskopskih
tehnikah. Z rezultati so potrdili prisotnost mikrobnih zdruzb v vodi in sedimentnih nanosih,
v manjsi zastopanosti in pestrosti kot v tleh. Pri nas sta prve raziskave opravila Megusar in
Sket (1977) z analizo organskih prevlek na stenah Planinske jame (Mulec, 2012). Sklepali
so, da so odkriti mikrobi preneseni v jame s povrSja ter nimajo posebnega pomena ali
dolgoro¢nega obstoja v habitatu. Kljub pomanjkanju dokazov so pri nekaterih nitratnih,
karbonatnih mineralih in oblikah sige v jami sumili, da gre za biolosko delovanje. Z
odkritjem Zelezo-manganovih in zveplo oksidirajo¢ih bakterij so z biogenim nastankom
povezovali tvorbe Zelezovih in manganovih oksidov (Spilde in sod., 2005) in potrdili
klju¢no vlogo Zveplenih bakterij pri jamah, ki so nastajajo z raztapljanjem apnenca z
zvepleno kislino (Engel, 2012). Z odkritjem mikrobnih celic v sigovici so skusali dokazati
povezavo med precipitacijo mineralov jamske sige in metabolizmom mikrobov (Northup
in Lavoie, 2001). Geologi so bili mnenja, da prisotnost mikroorganizmov $e ne pomeni, da
imajo vlogo pri strukturiranosti jame ter vztrajali pri abiotski, kemicni razlagi pojavov. Pri
reSevanju te dileme se je pojavil problem, opazen pri vecini takratnih Studij: enoliCen
pristop, preko geologije ali mikrobiologije, s preslabim poznavanjem nasprotnega tabora,
kar se je odrazalo predvsem v neprimerni metodi vzor€enja, tehniki dela in nasprotujocih si
kon¢nih sklepih (Jones, 2001). Raziskovalci so ta problem premostili z razvojem jamske

geomikrobiologije, ki vlogo mikrobov pri nastanku kalcitne sige proucuje Se danes.

V raziskavi stromatolitskih kapnikov v Skocjanskih jamah so Mulec in sod. (2007)
dokazali, da je v vhodnih delih jam odlaganje biokalcita pospeseno na prisojni strani
kapnikov prerasli s cianobakterijami, med katerimi so dolo¢ili rodova Calothrix in
Homoeothrix (Mulec, 2008). Banks in sod. (2010) pa sklepajo, da je precipitacija kalcita le
obrambni mehanizem pred vdorom kalcijevih ionov iz sigovice v celico. Sam proces je
namreC s staliS¢a preZivetja teh bakterij neugoden, saj povzro¢i odlaganje mineralov na

celi¢ni povrsini, kar prepreci nadaljnji prenos snovi in povzroc¢i njen propad.

V Zvepleni jami na jugu Romunije so Sarbu in sod. (1996) odkrili unikatni prehranjevalni
splet, katerega gonilo so bakterije, ki proizvajajo organski ogljik. Ta Studija je predvsem
izpostavila vlogo kemosinteze bakterij v afoticnih sistemih in Stevilénost metabolno
aktivne biomase (Engel, 2012). Raziskave mikrobnih prevlek na jamskih poslikavah v

Spaniji in na jugu Francije so dale pomemben prispevek pri analizi litolitiéne in litogene
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funkcije mikrobov v jamah. Te zdruzbe, ki s precipitacijo mineralov ali razgradnjo podlage
povzrocajo Skodo, so hkrati botrovale odkritju, da mikroorganizmi sodelujejo pri dinamiki

nastanka in razpada jam (Mulec, 2008).

Od razmaha uporabe molekularnih tehnik v analizi jamskih zdruzb je pregled molekularnih
zaporedij v 20-tih letih pokazal, da so si podatki razli¢nih raziskav po svetu dokaj podobni,
vendar se raziskave odvijajo v premajhnem naboru in raznolikosti habitatov. V jamah so
identificirali priblizno tretjino vseh znanih bakterijskih debel in polovico arhejskih,
evkarionti pa so bili vefinoma opisani na osnovi fenotipskih znakov. Od bakterij v
mikrobnih prevlekah prevladujejo aktinobakterije, najbolj zastopan rod so Streptomyces,
Nocardia in Mycobacterium. Proteobakterije, predvsem razred B-proteobakterij, rodova
Gallionella in Leptothrix so pogoste v alohtonih nekarbonatnih sedimentnih nanosih.
Rodove razredov B3-, y- in e-proteobakterij, najpogosteje zasledimo v Zveplenih jamah, kjer
omogocajo nastanek sige, med njimi so Zveplo oksidirajoCe proteobakterije kljucne pri
kemoavtotrofni sintezi organskega ogljika. Od arhejskih debel so v sedimentih in ostankih
korozije na stenah odkrili predstavnike iz kraljestva Crenarchaeota in Euryarchaeota, ki

oksidirajo Zelezo in mangan (Engel, 2012).

Ker so raziskave jamske mikrobiologije Sele v zacetni fazi, je trenutni cilj pridobivanje ¢im
ve¢ podatkov o porazdelitvi in identifikaciji zdruzb v jamah in okolici, analiza vecjega
Stevila jamskih sistemov v razli¢nih klimatsko-hidroloskih situacijah, analiza razli¢nih ni$
znotraj sistemov, razvoj primerne terenske opreme, itd. Pri postavljanju hipotez prihodnjih
Studij je pomembno tudi poznavanje izvornega okolja mikrobov iz katerega so se prenesli
v jame. Preko te biogeografske informacije lahko preverimo tip vnosa materiala v jame,
ugotovimo povezavo podzemlja s povr§jem, ali ovrednotimo endemic¢nost organizmov. Z
datacijo sedimenta, iz katerega izoliramo mikrobno zdruzbo, dobimo podatek o ¢asu vnosa
bakterij v podzemni sistem ter sledimo poteku genetskih prilagoditev mikrobov na
podhranjene sisteme. Primerjalna $tudija mikrobnih zdruZb v razli¢nih tipih jam nam lahko
pove, kako geoloSka osnova, nastanek jam, hidroloski profil jame in geokemija vplivajo na
strukturo in raznolikost mikrobov. Tezave pri interpretaciji rezultatov nastopijo predvsem
pri loCevanju endemicne zdruzbe od trenutnega vdora v okolje ter locevanje dobljenih

nukleinskih zaporedij Zivecih organizmov od odmrlih (Engel, 2010).
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Odkritje edinstvene strukture in funkcije, ki jo predstavlja o¢em nevidni svet v jamah, in
zelja po ohranitvi ekosistema v raziskovalne namene, je povecalo potrebo po zasliti
podzemnih habitatov (Barton, 2006). Trenutno je v teku projekt KROW (Karst Regions Of
the World), ki popisuje vsa kraska podrocja po svetu z namenom vzpostavitve baze
podatkov in ohranjanja teh habitatov. Izvajajo se $tudije vpliva ksenobiotikov na podzemne
sisteme, predvsem na delovanje in porazdelitev mikrobnih zdruzb, ter vpliv sprememb na
zdravje podzemlja in pitnost vode (Chelius, 2009; Barton in sod., 2010; Mulec in sod.,
2012a).

Slovenija je ena izmed redkih drzav z Institutom za raziskovanje krasa, kjer se ukvarjajo
izkljucno z jamsko mikrobiologijo. V ¢lanku redne publikacije inStituta, Acta Crasologica,

je Mulec (2008; 2012) povzel zgodovino mikrobioloskih raziskav na nasih tleh.

V prvi analizi mikrobnih prevlek na stenah Planinske jame sta MeguSar in Sket (1977)
dolocila njihovo sestavo z mikroskopijo in gojenjem izolatov v laboratoriju. Veéina
zdruzbe so predstavljali Gram pozitivni koki in pal¢ke, do laboratorijskih kultur so vzgojili
bakterije iz rodu Bacillus subtillis, B. brevii, B. cereus. Poleg bakterij so bile v zdruzbi
prisotne tudi glive iz rodov Penicillium in Aspergilus. V Pajsarjevi jami so Pasi¢ in sod.
(2010) s Kklonskimi knjiznicami dolo¢ili sestavo biofilma jamskega srebra ter dolo€ili 8
bakterijskih debel v vzorcih. Prevladovali so predstavniki y-proteobakterij, aktinobakterije

in rod Nitrospira, kar kaze na ujemanje rezultatov z raziskavami v tujini.

Poleg mikrobnih prevliek so proucevali mikrobne zdruzbe na osnovi morfologije in
biokemicnih testov v preperelem apnencu, v jamski ponvici z aktivno odlagujo¢o sigo, v
kondenzacijskih kapljicah organskih prevlek in v jamskem mleku (angl.: moonmilk)
(Mulec in sod., 2002). V dobljenih vzorcih so prevladovale pseudomonade, najverjetneje
zaradi pestrega nabora metabolnih poti. Zanimiva raziskava je potekala v pronikli vodi v
Skocjanskih jamah (Geri¢ in sod., 2004). Z analizo so ugotovili, da se preko enega vira
dnevno vnese 10* bakterij v sistem. Pri dologanju sestave te zdruzbe so odkrili zelo malo
po Gramu pozitivnih bakterij in nobene aktinomicete, ve¢inoma se prevladovale bakterije

iz druzin Enterobacteriaceae in Vibrionaceae.

V letih 1987 do 2005 so v razlicnih podzemnih sistemih dolocili 197 taksonov

cianobakterij in mikroalg. Nekatere so izolirali iz osvetljenih sistemov v urejenih jamah v
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zdruzbi lampenflore, nekatere pa iz vhodov v jamo, ki rastejo na raun naravne svetlobe
aerofitsko. Glive lahko naseljujejo razli¢ne vire substratov, navadno uspevajo v zdruzbi z
bakterijami, v jamah zasledimo tudi koprofilne in entomopatogene vrste. Na slednjih je
bilo opravljenih najve¢ raziskav (Zalar in sod., 1997, Gunde-Cimerman in sod., 1998;
Tkavc, 2007). Tudi prazivali $e niso dobro raziskane v nasih podzemeljskih sistemih,

¢eprav predstavljajo klju¢no vlogo pri mikrobni zanki in prenosu energije v ekosistemu
(Walochnik in Mulec, 2009).

Na sedimentih je bilo opravljenih zelo malo mikrobioloskih raziskav za razliko od Stevilnih
datacij in geoloskih $tudij po razli¢nih jamah v Sloveniji. V diplomskem delu je Zakotnik
(2011), s konstrukcijo genskih knjiznic doloc¢ila glavne predstavnike debel mikrobne
zdruzbe v sedimentu iz Postojnske jame, v Rovu koalicije, kjer je bila opravljena tudi
datacija in odvzem vzorcev v na$i raziskavi. Od bakterijskih debel izstopajo okoljsko
najpogosteje zastopane proteobakterije, sledijo jim bakterije iz debel Acidobacteria,
Actinobacteria, Planctomycetes, Chloroflexi, Firmicutes, Bacteroidetes, Verrucomicrobia,
Gemmatimonadetes in Nitrospira. V povezavi s podatki 0 starosti sedimenta vzorcenih
mest so potrdili, da mikrobna aktivnost s starostjo sedimenta upada (Mulec, 2012). V
opisani raziskavi (Zakotnik, 2011) so opravili analizo sedimenta znotraj dolo¢enega
predela ene jame. Pri nasem delu smo se zato osredotocili na primerjavo sedimenta med
Stirimi razli¢énimi jamskimi sistemi ter pri nekaterih tudi med razli¢nimi vzorcenimi mesti

znotraj posamezne jame.
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3 MATERIALI IN METODE DELA

3.1 SEZNAM UPORABLIJENEGA MATERIALA

3.1.1 Reagenti, pufri in encimi

Kemikalije:

A Na,CO, (Merck KgaA, Nemcija)
A KCI (Merck KgaA, Nemcija)
A 5 x TBE pufer (Merck KgaA, Nemcija)
- 54 pl Tris baza
- 27,5 pl Borova kislina
-20 ul 0,5 M EDTA
A Agaroza (SEAKEM™, Marine Colloids, Inc. ZDA)
A Nalagalni pufer, bromfenol modro: C19HgBrsOsS x Na (Serva, Nemdija)

A Pufer restrikcijse endonukleaze BsuRI (Fermentas, Thermo Fischer Scientific,
ZDA)

Mesanica reagentov za reakcijo PCR:

Sigma voda (Sigma-Aldrich, Nemcija)

MgCI (Fermentas, Thermo Fischer Scientific, ZDA)

BSA (Bovina Serum Albumin) (Fermentas, Thermo Fischer Scientific, ZDA)
dNTP (Fermentas, Thermo Fischer Scientific, ZDA)

926R, 27f zadetna oligonukleotida (Microsynth AG, Svica)

518R zacetni oligonukleotid (MWG Biotech AG, Nemcija)

S S
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Encimi:

A Polimeraza Taq (izolirana iz bakterije Thermus aquaticus) (Fermentas, Thermo
Fischer Scientific, ZDA)

A Endonukleazni encim BsuRI (Fermentas, Thermo Fischer Scientific, ZDA)

DNA standardi:

A Interni standard kapilarne elektroforeze GeneScan™ -500 ROX (Life tehnologies;
Applied Biosystems, ZDA)

A DNA lestvica GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas, Thermo Fischer
Scientific, ZDA)

Kompleti:

A UltraClean Soil Isolation Kit (MoBio Laboratories, Inc. ZDA)
A High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH, Nem¢ija)

3.1.2 Laboratorijska oprema

A 0,2 mm sito (200 mm @ x 50 mm ISO 3310/1, Retsch, Nemcija)
A Avtoklav A-21CA (Kambi¢ laboratorijska oprema, Slovenija)
A Centrifuge
- Do 12 vzorcev: F-45-12-11 (Eppendorf, Nem¢ija)
- Do 24 vzorcev: Mikro R-200 (Hettlich Zentrifugen, Nemcija)

Cikli¢ni sistem reakcije PCR (MyCyclerTM, thermal cycler, Bio-Rad Laboratories,
ZDA)

Kivete Hellma 115-QS (Hellma, Nemcija)

Laboratorijske rokavice duoShield™ (Shield Scientific, Nemcija)
Mikrotitrska plog&ica (Cellstar™, ZDA)

Mikrovalovna pecica R202 (Sharp, Japonska)

Nastavki za pipete Plastibrand (Brand Gmbh Co. KG, Nemcija)

>

S
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Nitrilne rokavice Purple Nitrile Exam Gloves (Kimberly Clark, ZDA)
pH elektroda (Ross® pH-Electrode 8162 Plus, Orion, ZDA)
pH meter (520A, Orion, ZDA)
Plasti¢ne epruvete (BD Falcon™)
Polavtomatske pipete (Finnpipette, ZDA)
Spektrofotometer Shimadzu UV-160A (Shimadzu, Japonska)
Stresalnik Tehtnica RVI-403 (Tehtnica Zelezniki, Slovenija)
Tehtnice
- Kern 442-43N (Kern & Sohn GmbH, Nemcija)
- Kern Alt 220-4NM (Kern & Sohn GmbH, Nemc¢ija)

A Termostatska pecica Instumentaria ST-05 (Instrumentaria, Hrvaska)

S T S S S S

A Vibracijski meSalniki:
- Horizontalni: Vortex-Genie 2 (Scientific industries, ZDA)
- Nastavek za stresalnik: Vortex adapter (MoBio Laboratories, Inc. ZDA)
- Navadni: Zx* (\elp Scientifica, Italija)

A Zarilni lon¢ki (Staatlich, KPM Berlin, Nemdija)
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3.2 PRIDOBIVANJE DOVOLJENJ

V skladu z Zakonom o varstvu podzemnih jam (2004) smo v sodelovanju z dr. Janezom
Mulcem, Institut za raziskovanje krasa ZRC SAZU, vlozili vlogo za odvzem vzorcev. Na
obmoc¢ni enoti Ljubljana, Zavoda RS za varstvo narave, so odobrili vlogo §t. 45/91-1/11, za
vzoréenje Krizne jame (katastrska $t. 65) in Rimljanke (neregistrirana jama). Pod isto
stevilko vloge, smo na obmo¢ni enoti Nova Gorica dobili soglasje za delo v Veliki ledenici
v Paradani (kat. $t. 742) ter v Postojnski jami (kat. §t. 747) s §t. vloge 45/80-9/11.
Dovoljenja je pridobil in jih hrani InStitut za raziskovanje krasa, ZRC SAZU, Titov trg 2,
6230 Postojna, dr. Janez Mulec.
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3.3 SHEMA DELA

(CZORCENJE
o

MOLEKULARNE FIZIKALNE IN
ANALI7E KEMIJSKE
MERITVE
DIREKTNA INKUBACIJA Z
ANALIZA EKSTRAKTOM
IZOLACIJA DNK
\ 4
REDCENIJE REAKCIJA PCR
/\ v
GELSKA
10x 100 x ELEKTROFOREZA
LH - PCR TRFLP
\/ \ 4
ANALIZA Z | STATISTICNE
BioNumerics g ANALIZE

Slika 2: Shematski prikaz eksperimentalnega postopka.
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3.4 VZORCENJE

Odobritev prve vloge za delo v jamah smo prejeli maja, 2011. Istega meseca smo vzeli
vzorec iz Rimljanke, tri vzorce iz ledenice v Paradani in tri iz Krizne jame. Konec junija
istega leta smo dobili dovoljenje za vzoréenje Postojnske jame, iz katere smo odvzeli dva
vzorca. Fizikalno kemijske analize in molekularne raziskave vzorcev iz Postojnske jame so

bile, zaradi casovnega zamika v pridobitvi sedimenta, opravljene naknadno.

Pri vsakem odvzemu vzorca smo postopali enako. Z jeklenim orodjem, povrsinsko
steriliziranim s 75 % etanolom, smo odstranili do 10 cm vrhnjega sloja. Zaradi uredbenih
omejitev pri vzorcenju smo na posameznem mestu vzorcenja odvzeli do 500 g mokre teze
sedimenta, le pri tretjem vzorcu iz Paradane, smo lahko vzor¢ili vzdolz deset metrskega
poboc¢ja. Oznacene vzorce smo Vv transportnih vrecah prenesli iz jame in jih do nadaljnjih
fizikalno-kemijskih analiz shranili pri 6 °C. Iz vsakega vzorca smo za molekularne analize
mikrobnih zdruzb pripravili 20 mikrocentrifugirk, s sedimentom do oznake 5 ml ter jih
shranili pri -20 °C. Za primerjavo rezultatov in pozitivno kontrolo eksperimentalnega dela
smo vzorcili poljska tla (vzorec F1) v blizini stavb oddelka za zootehniko Biotehniske

fakultete na Rodici.

Preglednica 1: Osnovni podatki o vzoréenih jamah.

Ime jame | Katastr- Koordinate Kota Dolzina/ Letna T [°C] Uporaba Voda Teren
-ska §t.  vhoda vhoda  globina

Velika 45°59'19.51"S  1135m 4090m/ -1,6do1, Izvoz ledu Ledin  \ertikala

ledenicav | 742 13°50'39.17"V 650 m (do globine  do 20.stol. ledenica

Paradani ® 180 m)

Krizna 65 45°44'42.73"S 629 m  8273m/ 7,5do8)5 Omejen  Vodo- Polozna

jama® 14°282.24"V 32m turizem nosnik  jama

Rimljanka ¢ | / 45°55'7.02"N 530m  110m/ 7,5 / Ni Pretezno
14°16'46.5"E 50m pretoka vertikalna

Postojnska | 747 45°46'57.78"S 529 m 20570 m/ 10,7do 11,9  Redni Reka Polozna

jama ¢ 14°12'13.25"V 115m turizem Pivka jama

Numeri¢ni podatki so povzeti iz polletnega porocila katastra JZS, 2012a.
Viri podatkov o temperaturah v jami: a — (JD Logatec, 2002), b — meritve iz zapisnikov jamarskega katastra,
¢ — (Jeraj, 2012), d — (Mulec in sod, 2012b) .
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Slika 3: Oznacene lokacije vseh vzorcen;j v raziskovalni nalogi in referen¢nih vzorcev (Google earth, 2012).

A : Koordinate vhodov vzoréenih jam, po podatkih katastra (JZS, 2012)

@ : Vzoréenje povrsinskih tal za kontrolo eksperimentalnega dela in pripravo ekstrakta hranil (Rodica) ter
referenéni vzorec za primerjavo rezultatov fizikalno kemijskih analiz (Godicelj, 2011)

©F Mesta odvzema kontrolnih vzorcev za dolocanje ogljika v kamninah in tleh (Glej 4.4.4).
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3.4.1 Krizna jama

Krizna jama se nahaja pod Blosko polico z vhodom na 638 m nadmorske visine (JZS,
2012). Vzorcenje je potekalo v Medvedjem rovu, 325 m dolgem stranskem prehodu jame,

ki se dviga okoli 15 m nad gladino potoka v glavhem rovu (Bosak in sod., 2010).

Prvi dve lokaciji smo izbrali na pobocju platoja Hochstetterjeva zakladnica, ki se dviga
okoli 10 m nad Tiberijskim jezerom, z vrhom tik pod stropom. Vzdolz zahodne strani
platoja je od povrhnje sigove skorje navpi¢no odsekan dvometrski sloj sedimenta, nato se
pobocje strmo spusca Se okoli 5 metrov. Vzorec K1 smo odvzeli tik pod 30 cm debelo
sigovo skorjo, vzorec K2 pa meter nizje v odsekanem sloju, v sedimentnem pasu ¢rnikaste
barve, Sirokim okoli 20 cm. Tretje mesto vzor¢enja smo izbrali pred Tiberijskim jezerom,
na ploScadi ki se dviga slab meter nad njegovo gladino. Vzor¢ili smo pod metrskim
previsom sige, ki je visela slab meter od tal. Najverjetneje so pri predhodnih izkopavanjih
raziskovalci spodkopali sediment izpod sigove skorje. Nastal je manj$i umetni spodmol,

znotraj katerega smo odvzeli vzorec K3.

KRIZNA JAMA

Reg. No. 65

Entrance

Tiberijsko
jezero

MEDVEDJI ROV

Slika 4: Nacrt Krizne jame in Medvedjega rova, z oznacenimi mesti vzoréenja (Bosak in sod., 2010: 533).
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3.4.2 Novo odkrita jama Rimljanka

Jamo so odkrili februarja, 2011 ob ostankih rimskega obzidja, na pobo¢ju manjSe vzpetine
v blizini Vrhnike. Vhod se nahaja sredi meSanega gozda na nadmorski visini 530 m. Jama
je nastala v prelomu, ki ga je sila vode dodatno preoblikovala, stalnega pretoka vode nima.
Vhodna dvorana poteka tik pod povr$jem, iz njenega stropa je viden koreninski sistem nad
lezeCega rastja, na tleh je opazno odlaganje detritnega materiala. Po petmetrski ozini in po
dobrih 20 metrov spusta je ve€ja dvorana. Je srednje zasigana, na zahodnem delu so vidni
vecji odkruSeni kosi stropa, ki so prekriti s finim, lepljivim sedimentnim materialom.

Vzorec V1 smo vzeli v najnizji, zahodni tocki te dvorane, iz vecjega sedimentnega nanosa

b

ob steni jame.

PODoRNG KAMENIE

- ' ' KAMENIE

Merilo 1 : 250
Om <«—» 5m

Slika 5: Neuradna skica jame Rimljanka z ozna¢enim mestom vzoréenja (Jeraj, 2012).
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3.4.3 Velika ledenica v Paradani

Jama se nahaja na dnu vrtace, sredi gozdnate povrSine. Vhod je v obliki strmega,
prodnatega, zaledenelega, okoli 40 m dolgega pobo¢ja. Ob spuscanju je padec temperature
obcuten, v ¢asu vzorcenja je bil $e vedno prisoten sneg v vrtaci. Po podatkih katastrskega
E-zapisnika Jamarskega drustva Logatec, je temperatura na prvih nekaj 100 metrov globine
pod ledisc¢em, nato tekom jame narasca, do najtoplejse izmerjene tocke (4,4 °C) na dnu 650
m globoke jame (JD Logatec, 2002). Med vzor¢enjem in predhodnim ogledom jame, je bil
stalno prisoten mocan prepih. Led v zgornjih predelih brezna jame v celoti pokriva stene,
na izravnanem terenu se izmenjuje s prodom in odkruSenimi skalami. Finih sedimentnih
nanosov je bilo v pregledanem obmocju do Ladijskega kljuna zelo malo, nekaj ujetih

zaplat med skalovjem, vecinoma iz grobega pes¢enega materiala.

Vzoréenje je potekalo vzdolZz temperaturnega gradienta. V jamo smo se spustili preko
brezna Porton ter nadaljevali na zahodno stran. Prvi vzorec (P1) smo vzeli iz manjSe
zaledenele dvorane, okoli 100 m niZje od vhoda, kjer so se med ledeniSkimi kapniki in
skorjami nahajale posamicne zaplate zamrznjenega sedimenta z vidnimi ledenimi kristali.
Na prodnatem pobocju pred Gamsovim breznom, na priblizno 120-tih metrih globine, smo
nasli zbit, ¢rnikast sloj sedimenta, iz katerega smo odvzeli drugi vzorec (P2). Vzorec P3
smo nabrali z nakljuénim vzoréenjem po 10 m dolgem prodnatem pobocju pred Ladijskim
kljunom, na globini od 150 m do 155 m. Da bi zagotovili ¢im bolj ustrezno temperaturo

med transportom, smo nekaj vre¢ napolnili s snegom ter z njimi oblozili naSe vzorce.
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Slika 6: Nadért Velike ledenice v Paradani z ozna¢enimi mesti vzoréenja P1, P2 in P3 (JD Logatec, 2002).
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3.4.4 Postojnska jama

Postojnska jama je z 20,5 km skupne prehodne dolzine drugi najdaljsi kraski sistem pri
nas. Sestavljata jo zgornji in spodnji nivo, z okoli 18 m viSinske razlike. Reka Pivka tece
po spodnjem nivoju in med poplavami naraste tudi do 10 m. Spodnji Tartarus, eden izmed
povezovalnih rovov med nivojema, lezi med 526 m in 533 m n.m.v., med dvigom recne
gladine je predel poplavljen. Na juzni strani Spodnjega Tartarusa se odcepi 50 m dolgi
stranski rokav Rov koalicije, ki se dviga do 17 m nad rovom in je napolnjen s sedimentom
(Zupan Hajna in sod., 2008). Rov koalicije smo vzor¢ili glede na izpostavljenost sedimenta
vodnem pretoku in vplivu ¢loveske dejavnosti. Zaradi nedavne poplavljenosti rova, je bilo
najprimernejSe mesto za odvzem ¢imbolj ohranjenega sedimenta za prvi vzorec na vrhu
pobocja, kljub vidnim predhodnim raziskovalnim posegom. Vzdolz Stirimetrskega
navpi¢no odsekanega sedimentnega nanosa smo v viSini 1 m od stojne tocke odvzeli
vzorec Pol. Drugi vzorec, Po2, smo vzeli nizZje na pobocju, na obcasno poplavljeni

lokaciji, z vidnimi sledmi vodnih nanosov detrita.
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Slika 7: Sistem Postojnske jame (Zupan Hajna in sod., 2010: 55) in profil Rova koalicije v Spodnjem
Tartarusu s prikazanimi mesti vzoréenja v diplomskem delu Zakotnik (2011).

Oznake: 1 — star sediment < 700.000 let, 2 — mlajsi sediment ~ 20.000 let, 3 — stenske tvorbe Vermikuliti, 4 —
sediment na prevojni tocki, 5 — razpokan sediment, ob¢asno poplavljeno obmogje, 6 — sediment z dna
obdasno poplavljene struge, 7 — sediment s turisti¢ne poti, ob&asno poplavljeno obmocje (Zakotnik, 2011).

Vzorcenje: Vzorec Pol v tej nalogi je bil odvzet iz obmocja z 0znako 1, vzorec Po2 pa iz sedimenta med
oznakama 4 in 5.
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Preglednica 2: Podatki o vzorcih jamskih sedimentov.

Ime jame Oznaka n.m.v. (ocen. Vertikalna Barva® Otip / videz / von;j ¢
vzorcev  vrednost) globina?
Velika P1 1030 m 110 m 10 R 6/12 Lepljiv, gladek / zbit, svetlikajoé /
ledenica v modan, svez
Paradani .. . .
P2 1010 m 130 m 5YR5/8 Drobljiv, suh, stati¢en /zdrob s kepami-
sredica rde¢a s ¢rnimi lisami / zatohel
P3 980 m 155 m 75YR5/8  Zrnat/teko¢ s pes¢enimi delci / Sibak,
zatohel
Krizna jama |K1 645 m 55m 10 YR 7/9 Lepljiv, suh / zdrob z vecjimi kepami /
mocan, zatohel
K2 644 m 56 m 5YR 6/8 Lepljiv, suh / zbit, v vecjih kepah,
rdece in ¢rne lise v sredici / Sibak
zatohel
K3 635m 65m 7,5YR 6/8  Drobljiv, mivkast, suh /zdrob s
kepami / srednje zatohel
Rimljanka V1 500 m 30m 10 R 6/12 Zelo lepljiv, se trga / zbit v eno kepo /
srednje zatohel
Postojnska | Pol 545 m 40 m 2,5YR 6/10 Lepljiv, se trga / svetle¢, v gladkih
jama kepah / zelo blag
Po2 540 m 45m 5YR 6/6 Lepljiv, suh, mivkast / zdrob s kepam /
srednje zatohel

Oznaka a — ocenjena razdalja med vzoréenim mestom in povr§jem; b — dolofeno z Munsell barvnim
sistemom (Munsell Soil Color Charts, 1975); ¢ — dolo¢eno s pomo¢jo priro¢nika (Sandor, 2008).
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3.5 ANALIZE FIZIKALNIH IN KEMIJSKIH DEJAVNIKOV OKOLJA

Okolje doloca sestavo mikrobne zdruzbe preko biotskih in abiotskih dejavnikov. Ti v
razli¢énih habitatih podpirajo le dolofene vrste metaboli¢nih reakcij in odnosov med

mikrobi.

3.5.1 Aktivna in potencialna kislost (pH)

V injekcijske steklenicke smo v treh ponovitvah odtehtali 10 g sedimenta. Pri dolocanju
aktivne kislosti smo vzorcem dodali 25 ml dH20, inkubirali eno uro ter vmes nekajkrat
premesali. Pri dolo¢anju potencialnih pH vrednosti smo namesto dH20 vzorcem dodali 25
ml 1 M KCI (Stres, 2007). S pH sondo, umerjeno v nevtralnem obmod¢ju, smo preko pH
metra Orion 520A (Thermo Fisher Scientific, Inc. ZDA) izmerili kislost v vzorcih.
Primerjavo med aktivnim in potencialnim pH okolja, smo izrazili z izraCunom
koncentraciji vodikovih protonov preko logaritemske enacbe ter izracunali razliko med

vrednostma za posamezni vzorec:

[H*]=log10~"" .. (2

[H']: koncentracija vodikovih protonov

3.5.2 Vlaznost

Zarilne lon¢ke (Staatlich, KPM Berlin, Nem¢ija) smo susili preko noéi (p.n.) v termostatski
pecici Instumentaria ST-05 (Instrumentaria, Hrvaska) pri 105 °C. Zabelezili smo tezo suhih
lonckov, dodali 10 g vlaznega vzorca, v treh ponovitvah ter ponovno susili pri enakih

pogojih. Masni odstotek vode v tleh smo izracunali po ena¢bi (Suhadolc in sod., 2008):



34

Robi¢ N. Analiza bakterijske zdruzbe in sedimentov §tirih nepovezanih jamskih sistemov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2012

mHZO
m

% w= %100 )

suh.sed

[% w]: masni odstotek vode v vzorcih sedimenta
[M w20 ]: razlika v teZi po susenju vzorcev

[M sunseq.]: Masa suhih vzorcev

3.5.3 ZmozZnost zadrZevanja vode

Odcedne cilindre smo stehtali suhe, navlazene ter z dodanim vzorcem (do treh Cetrtin
celotnega volumna cilindra, v treh ponovitvah,). Postavili smo jih pokonci v banjico
napolnjeno z navadno vodo do viSine sedimenta ter jih pustili namakat ¢ez no¢. Naslednji
dan smo odlili vodo ter jih odcejali v banjici, podstavljene s hokejskimi steklenimi
pal¢kami. V 20-minutnih presledkih smo merili njihovo tezo dokler se le-ta ni ustalila.
Maksimalno koli¢ino vode, ki jo lahko sprejme in zadrzi sediment, smo podali na gram
suhega materiala. Ker smo uporabili svez sediment namesto suhega, smo preko

izmerjenega odstotka vode v vzorcih preracunali rezultate na gram suhega materiala.
A Enacba za izracun teze suhih vzorcev preko podatkov za vlaznost:

_ My sed
suh.sed 115\;‘\/ e (4)

[w]: masni odstotek vode v vzorcih (vlaznost)
[M sun.sea.]: suha teza vzorca sedimenta

[M seq.]: masa sveZega sedimenta v navlazenem cilindru

A Enacba za izratun zadrzevanja vode v vzorcih sedimenta (Cernigoj, 2009)

WHC (10096) = (Mas. = Manes) 40 .06

suh.sed

[WHC(100 %)]: (angl.: Water Holding Capacity) — celokupna masa zadrZzane vode v tleh

[M g ]: ustaljena teza odcejenega sedimenta
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3.5.4 Vsebnost organske snovi in organskega ogljika

Uporabili smo Zarilne loncke s suhim sedimentom iz postopka dolo¢anja masnega odstotka
vode v vzorcih ter jih pri 500 °C zgali preko no¢i. Vsebnost skupne organske suhe snovi
(OSS) na zacetnih 10 g svezega sedimenta, smo dolo¢ili z izra¢unom razlike v tezi med
suhim in Zganim sedimentom. To vrednost smo preracunali v vsebnost OSS na gram suhe

snovi z uporabo podatkov dolo¢anja masnega odstotka vode v sedimentu (Glej 4.4.2).

A Enacba za izracun skupne organske suhe snovi na gram suhe mase iz svezega
sedimenta (Schumacher, 2002):

.(6)

_ Mihsed. —
0SS/ gsuh.sed. - ( 14w

msuh.sed.

mz'g.sed. J 5 100

[M s, sed.]: Masa suhega vzorca po suSenju 10 g sedimenta na 105 °C preko noci
[M 54 sea]: Masa vzorca po zganju suhega sedimenta na 500 °C preko noci

[w]: masni odstotek vode v vzorcih

Vsebnost skupnega organskega ogljika (g TOC) smo izracunali tako, da smo izmerjene
vrednosti OSS (g OSS) delili s konservativnim faktorjem 1.724 (Schumacher, 2002), ki

temelji na predpostavki, da organska snov vsebuje 58 % organskega ogljika.

Ker so sedimenti jam oligotrofna okolja, kjer je organskega ogljika v primerjavi s tlemi vec
velikostnih stopenj manj, smo se odlocili dolociti vpliv prisotnosti anorganskega ogljika v
vzorcih sedimentov jam. Pri meritvah organske suhe snovi smo vpeljali dodatne kontrolne
vzorce, s katerimi smo ovrednotili obseg anorganskega ogljika, ki ga zaznamo pri uporabi
te tehnike za analize organske snovi. Na sedmih vzorcih kamnin in tal smo izmerili iste
parametre kot v zgornjem postopku pri meritvah suhe snovi (SS) in organske suhe snovi
(OSS) za vzorce jamskih sedimentov. Vzeli smo §tiri vzorce kamnin iz kamnolomov za
prikaz razlike v tezi na racun anorganskega ogljika v vzorcih; Kamnolom Verd pri Vrhniki,
Kamnolom Smihel pod Nanosom (2x) in Kamnolom Planina pri Rakeku. Za primerjavo
rezultatov in kontrolo postopka smo poskus hkrati izvedli §e¢ z vzorcem tal na Rodici,

uporabljenih za pripravo ekstrakta (Glej 4.6), svezim re¢nim sedimentom Ljubljanice,
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vzoréene pri kamnolomu Verd in z vzorcem tal v okolici kamnoloma Smihel (Slika 3).

3.5.5 Indeks molekulske mase raztopljene organske snovi

Nekatere bioloske spojine so opti¢no aktivne v UV spektru torej lahko spektrofotometri¢no
ocenimo njihovo koncentracijo. Iz razmerja absorpcije proteinov, nukleinskih Kkislin,
sladkorjev pri 250 nm valovne dolzine z ostalimi delci pri 350 nm valovne dolzine, dobimo
indeks molekulske mase topne organske snovi (DOM), ki je hkrati merilo za vsebnost

raztopljenega organskega ogljika (DOC) (Osburn in sod., 2001).

Metodo smo uporabili po postopku opisanem v ¢lanku Bragazza in sod. (2006). Dolocali
smo vsebnost organske snovi v vzorcih sedimenta in v hranilnem ekstraktu, s katerim smo

inkubirali vzorce za molekularne analize (glej 4.5).

Iz merilnega valja s suspenzijo sedimenta za dolocanje teksturnega razreda vzorca, smo po
kon¢anem eksperimentu odpipetirali 1 ml suspenzije v 1,5 ml mikrocentrifugirke v treh
ponovitvah. Vzorce smo centrifugirali 2 minuti pri 13.000 rpm, prelili supernatant v kivete
tipa Hellma 115-QS (Hellma, Nemcija). S spektrofotometrom Shimadzu UV-160A
(Shimadzu, Japonska), smo izmerili spekter od 200 nm do 800 nm valovne dolZine, S
presledki tiskanja po 5 nm. Za standardizacijo smo pripravili raztopino 0,1 % Na2COs v

dH20. Ta koncentracija karbonata je ostanek iz priprave vzorcev za dolocanje teksture.

A Enacba izra¢una indeksa molekulske mase raztopljene organske snovi (Bragazza in

sod., 2006):
IMM = Aas ... (7
50

[IMM]: indeks molekulske mase raztopljene organske snovi

[Ases /Azs0]: Tazmerje absorbanc pri 365 nm in 250 nm valovne dolZine

Ker je absorbanca organskih molekul v imenovalcu, smo za lazjo interpretacijo podatkov

uporabili obratne vrednosti kvocienta (1/IMM).
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3.5.6 Dolocanje teksturnih razredov jamskih sedimentov s sedimentacijsko

metodo

Za zbiranje frakcij smo pripravili 10 ml steklene Case, Stiri na vzorec. Po susenju (105 °C /
p.n.), smo jim dolocili maso na tri decimalna mesta natancno, s tehtnico Kern Alt 220-

4NM (Kern & Sohn GmbH, Nemcija).

V injekcijske steklenicke smo odtehtali 10 gramov vzorca dodali 50 ml 2 % Na,COs3 jih
zaprli, pomesali ter inkubirali 12 ur pri sobni temperaturi. Sledile so 3 ure stresanja
stekleni¢k s stresalnikom Tehtnica RVI-403 (Tehtnica Zelezniki, SI) pri 150 obratih na
minuto. Po stresanju smo vzorec prelili preko 0,2 mm sita (200 mm @ x 50 mm ISO
3310/1, Retsch, Nem¢ija) v litrski merilni valj. Sito smo spirali z dH,0, dokler ni skozenj
pritekla bistra teko¢ina. Dobljeni ostanek na cedilu smo prenesli v stehtano 10 ml stekleno
¢aso (prva frakcija — a), v merilni valj pa smo suspenziji dolili dH,O do 1 litra. Preostale tri
frakcije smo dobili preko odvzema 10 ml suspenzije na globini 10 cm od gladine, ob to¢no
dolo¢enem casu sedimentacije delcev. V ta namen smo 10 ml stekleno pipeto oznacili na
dolzini 10 cm od spodnjega konca. Valj s suspenzijo smo zatesnili, premesali ter odvzemali

frakcije po spodnjem protokolu:

A 3 minute meSanja, 44 sekund sedimentacije — odvzem druge frakcije (b)
A 3 minute meSanja, 4 minute, 27 sekund sedimentacije — odvzem tretje frakcije (c)

A 3 minute meSanja, 7 ur, 35 minut sedimentacije — odvzem cetrte frakcije (d)

Odvzetih 10 ml suspenzije smo prenesli v preostale tri steklene caSe ter vse Stiri frakcije na
vzorec in susili (105 °C/ p.n.). Suhe frakcije smo stehtali na tri decimalna mesta natan¢no

ter izracunali deleze posami¢nih komponent, teksturnih razredov po enacbah (Stres, 2007):

%PG = (a/100) x100 ... (8)

[PG]: pescena glina,
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%G = ((d—0,01) /0,1) x100 ... (9)
[G]: glina,

%FM = ((c—d)/0,1) x100 ... (10)
[FM]: fin melj

%GM = ((b—c)/0,1) x100 .. (1)

[GM]: grob melj

%FP =100 — (%GP) — (%GM ) — (%FM ) — (%G) ... (12)
[FP]: fin pesek

%P = (%GP +%FP) ... (13)
[P]: pesek

%M = (Y%FM +%GM ) ... (14)
[M]: melj

*a, b, ¢, d: masa suhih frakcij.

3.5.7 Dolocanje poroznosti vzorcev sedimenta

Trem 20 ml siringam smo odrezali dno in odmerili 10 ml sedimenta [Vs], v treh
ponovitvah. Vzorce smo prenesli v posuSene in stehtane zarilne lonc¢ke, zabelezili maso
[Msysea] ter jih posusili (105 °C/ p.n.). Po meritvi mase suhih vzorcev [Mgynseq], SMO suh
sediment potopili v merilni valj napolnjen z navadno vodo. Razlika v dvigu gladine
predstavlja volumen trdih delcev [V;]. Zaradi uredbenih omejitev pri vzoréenju Postojnske
jame, smo imeli premalo sedimenta za izvedbo eksperimenta po navodilih. Tako smo pri
vzorcu Po2 namesto 10 ml odvzeli samo 5 ml, izvedba poskusa za Pol pa ni bila ve¢

mogoca.

Poroznost sedimenta [®@] smo izracunali iz razmerja med gostoto sedimenta [Db] in gostoto
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delcev v sedimentu [Dp]:

A Enacba za izra¢un gostote sedimenta in gostote delcev:

m m
Db = —s\“/“'sed ter Dp= —5\“/”5“‘ ... (15)

S t

[Db] : gostota sedimenta

[Dp]: gostota delcev

[M g, seq]: teza suhega vzorca

[Ve]: prostornina svezega vzorca (10 ml)

[V{]: prostornina trdnih delcev

A Poroznost sedimenta (Miller in Donaue, 1990, cit. po Zakotnik, 2011):

_ Db

[@]: poroznost
[Db] : gostota sedimenta

[Dp]: gostota delcev

3.5.8 Primerjava fizikalno — kemijskih parametrov jamskih sedimentov s podatki

vzorcev tal

Godicelj (2011) je sestavil veéje Stevilo prekrivajoCih se setov podatkov o fizikalno-
kemijskih lastnostih tal iz svojega dela in pregleda literature. Podatkovno zbirko s 70
vzorci za razli¢na tla po svetu smo razsirili s 5 vzorci iz ¢lankov, 14 vzorci neobjavljenih
Studij (Stres in sod., 2002; Blazi¢ in sod., 2009) in devet nasih vzorcev jamskega
sedimenta. S statisticnim programskim orodjem PAST (Hammer in sod., 2001) smo Zeleli
oceniti, v kolikSni meri lastnosti skupine jamskih sedimentov odstopajo od lastnosti
razli¢nih tipov povrsinskih tal. Uporabili smo lahko le prekrivajoce se sete podatkov, tiste,
ki so bili izmerjeni za vse vzorce (Priloga A). Za dejavnike okolja so bili izbrane vrednosti

pH, odstotka gline, melja in peska ter vsebnosti organskega ogljika. Podatke smo uvozili v
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program v .txt formatu in jih razvrstili v skupine glede na tip tal. Po standardizaciji smo za
prikaz medsebojnih odnosov uporabili ordinacijo NM MDS ordinacijo (Non-metric Multi
Dimensional Scaling), z Bray Curtis indeksom za pretvorbo spremenljivk v distan¢no
matriko. RazprSenost podatkov smo prikazali opisom razprSitve 95 % podatkov znotraj
posamezne skupine. Analizo smo najprej izvedli za vse zbrane vzorce, nato Se posebej za

primerjavo vzorcev tal iz Slovenije in nasih jamskih sedimentov.

3.6 MOLEKULARNE ANALIZE JAMSKIH SEDIMENTOV

3.6.1 lzolacija DNA

Celokupno DNA v vzorcih smo izolirali s kompletom UltraClean Soil Isolation Kit
(MoBio Laboratories, Inc. ZDA). Zamrznjen sediment smo s sterilno injekcijsko iglo (TIK
d.o.o.,, Slovenija) prenesli na viale kita ter nadaljevali po navodilih proizvajalca
uporabljenega kompleta. 1zolirano DNA smo shranjevali pri -20 °C.

Dodatno smo v analizah DNA uporabili (i) vzorce tal, za pozitivno kontrolo in za pripravo
hladnih talnih ekstraktov za inkubacijski eksperiment, in (ii) steklene kroglice, inkubirane s

talnim ekstraktom, za kontrolo v inkubacijskem eksperimentu.

3.6.2 PomnoZevanje odsekov gena DNA, ki kodira 16S rRNA, z veriZno reakcijo s

polimerazo (PCR)

V nasi raziskavi smo uporabili dva para Siroko specificnih zaetnih oligonukleotidov za

bakterije:
A 271 5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’ (Pace in sod., 2000) in

518R: 5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-3' (Muyzer in sod., 1993)
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Dolzina pomnozkov je okoli 500 bp. Uporabili smo jih pri pripravi pomnozkov za LH PCR
in T-RFLP metodi tipizacije.

A 27fin 926R: 5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3" (Nybroe in sod., 2003)

Dolzina pomnozkov je okoli 1000 bp. Uporabili smo jih v zacetnih pomnozevanjih, nato

zamenjali za prvi oligonukleotidni par.

Koli¢ine reagentov v reakcijski meSanici za 25 pl alikvote smo izracunali s programom

PCR Calculator (Biometra, 2003).

Vsa pomnoZevanja v tej raziskavi so potekala po enakem protokolu, kot je navedeno v
preglednici spodaj, z aparatom MyCycler™ (BIO-RAD Laboratories, Inc. ZDA).
Produkte smo hranili pri 4 °C.

Preglednica 3: Protokol pomnozevanja gena za 16S rRNA z reakcijo PCR

Vrsta cikla Cas Temperatura  Stevilo ciklov
Predcikel 5 min 94 °C 1
Denaturacija DNK 30s 94 °C

Prileganje za¢. oligonuk. |30 s 57°C 30
Podaljsevanje verige 1 min 52°C

Podaljsana 7 min 72 °C 1
polimerizacija

Zaustavitev, ohranjanje | 4°C /

3.6.3 Gelska elektroforeza

Pripravili smo 1 % agarozni gel v 0,5x TBE pufru. Nanasali smo 1 pl 1 kb DNA lestvice
GeneRuler™ DNA Ladder Mix (Fermentas, Thermo Fischer Scientific, ZDA) ter 5 pul
vzorca, resuspendiranega v 3 pl nalagalnega pufra. Elektroforeza je tekla 25 minut pri 100

mV in 400 A. Sledilo je 10 minut namakanja gela v etidijevem bromidu [EtBr], ki se
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vklju¢i v vijaénico DNA, nato 10 minut razbarvanja v dH20. V komori z
UV-transiluminatorjem smo vzpodbudili fluoresciranje etidijevega bromida ter z

optimizacijo obsevanja izboljsali lo¢ljivost slike.

3.6.4 Redcenje izolirane DNA

Za optimizacijo postopka pridobivanja molekularnega signala iz vzorcev hranilno revnih
sedimentov, smo nastavili reakcijo PCR z razred¢itvami celokupne izolirane DNA. Izbrali
smo DNA iz vzorcev sedimenta, pripravili 10-krat in 100-krat razred¢itve v vodi za
molekularne analize (Sigma-Aldrich, Nemcija). Za kon¢ni volumen 50 ul 10-krat ali
100-krat razred¢ene suspenzije, smo v 45 pl sterilne Sigma vode (Sigma-Aldrich, Nemcija)
dodali 5 pl izolirane DNA ali 10-krat zred¢ene DNA. Pri direktnem red¢enju za faktor 2,
pa smo v 49,5 pl sterilne Sigma vode dodali 0,5 pl nerazredéene DNA.

3.7 SIMULACIJA SPOMLADANSKEGA VNOSA HRANIL - INKUBACIA
VZORCEV JAMSKIH SEDIMENTOV Z EKSTRAKTOM HRANIL 1Z TAL

Ob spomladanski talitvi zamrznjenega povrsja se s presezkom vod v podzemlje izpirajo
tudi snovi iz sveze odtaljenih tal. Zanimal nas je odziv mikrobne populacije v jamskem

sedimentu na dodana hranila in vodo.

V ta namen smo pripravili kontroliran inkubacijski eksperiment, kjer smo jamskim
sedimentom dodali hladni talni ekstrakt. Za analize molekularnega signala samega
ekstrakta, smo inkubacijo izvedli s sterilnim steklenim kroglicam, premera 2 mm z
ekstraktom, brez sedimenta. Vse vzorce smo inkubirali stiri tedne pri 6 °C. Iz vzorca
travniSkih tal, ki smo ga uporabili za pripravo ekstrakta, smo izolirali DNA. Ta je sluZzila
kot pozitivna kontrola pri nadaljnjih molekularnih analizah, s katerimi smo ocenili odziv

mikrobnih zdruzb pred in po inkubaciji. S pomnoZzevanjem gena male ribosomske
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podenote, 16S rRNA, z reakcijo PCR smo ocenili koli¢ino bakterijske biomase. S
tipizacijo bakterijskih zdruzb s tehnikama LH PCR in TRFLP smo primerjali (i) zacetno
stanje pred in kon¢no stanje po inkubaciji z ekstraktom, (ii) zdruzbo v sedimentih in tleh,

(iii) sedimente in zdruzbe iz ekstrakta tal (iv) tla in zdruzbe iz ekstrakta tal.

3.7.1 Priprava ekstrakta

Za pripravo ekstrakta smo uporabili travniska tla v blizini stavbe oddelka Biotehniske
fakultete za Zootehniko, na Rodici. Z lopato smo odvzeli okoli 15 x 15 x 5 cm? veliko
sredico, jo razdelili v dve 5 litrski vreci ter ju napolnili z vodo do skupno 2 litra, pretresli in
zmrznili pri -20 °C. Vre¢i smo v naslednjih treh dneh vsak dan odtalili, pretresli in
ponovno zamrznili. Po tretji odtalitvi smo nastalo gosto suspenzijo tal zbrali v casi.
Alikvote ekstrakta smo razdelili po 50 ml v plasti¢ne epruvete z zamaskom (BD Falcon™

BD Bioscience, ZDA) in zamrznili pri -25 °C do uporabe v eksperimentih.

3.7.2 Inkubacija vzorcev

Ob gorilniku smo v 50 ml sterilne plasticne epruvete (BD Falcon™) istega proizvajalca
asepti¢no prenesli do 5 g vzorca v treh ponovitvah. Kot kontrolo rasti smo v lo¢ene
epruvete dali enako maso steklenih kroglic, steriliziranih v avtoklavu A-21CA (Kambic,

Slovenija). Do dodajanja ekstraktov smo vse pripravljene mikrokozme shranili pri 4 °C.

Ekstrakte smo odtalili, pretresli in centrifugirali 10 min pri 3300 rpm. Ostanke plavajocih
delcev, detrita, smo odstranili na 0,2 mm situ (Retsch, Nemcija). Pripravljen supernatant
smo Vv alikvotih po 5 ml asepti¢no dodali vzorcem in steklenim kroglicam. Inkubacija je

potekala §tiri tedne pri 6 °C v temi.



44

Robi¢ N. Analiza bakterijske zdruzbe in sedimentov §tirih nepovezanih jamskih sistemov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Enota medodd. stud. mikrobiologije, 2012

3.7.3 Odstranjevanje ekstrakta in priprava za molekularne analize

Po koncani inkubaciji smo po 0,5 g inkubiranega sedimenta oziroma 5 steklenih kroglic
negativne kontrole razdelili v mikrocentrifugirke. Na posamezni vzorec smo tako za
molekularne analize pripravili od 7 do 10 mikrocentrifugirk, ki smo jih oznacili z imenom
vzorca in Stevilom ponovitve inkubacije. Po eni minuti centrifugiranja pri 13.000 rpm Smo
z avtomatsko pipeto odstranili visek tekocine ekstrakta in vzorce peleta shranili pri -25 °C.
Za vsako od treh ponovitev inkubacije smo izolirali DNA, pomnozili gen za 16S rRNA z
verizno reakcijo s polimerazo ter analizirali rezultate z gelsko elektroforezo, po opisanem

postopku v prejsnjem poglaviju (Glej 3.6).

3.7.4 Fizikalno kemijske analize ekstrakta

Za dolocanje hranilne vsebnosti smo tri ponovitve vzorcev ekstrakta centrifugirali 1 min
pri 13.000 rpm ter izmerili IMM — indeks molekulske mase raztopljene organske snovi
(glej 4.4.5). Dolo¢ili smo organsko suho snov (OSS), pH, vsebnost skupnega dusika (S-N)
in amonijskega dusika (NH;") po protokolih Sabine Kolbl (Doktorska disertacija v
pripravi, FGG).

3.8 TIPIZACIJA BAKTERIJSKIH ZDRUZB V JAMSKIH SEDIMENTIH

Kljub visoki evolucijski ohranjenosti gena, ki nosi zapis za malo ribosomsko podenoto,
obstajajo odstopanja v nukleinskem zaporedju med posameznim taksonomskim enotam v
bakterijski populaciji. Pri zaznavanju teh razlik, v analizah strukture mikrobnih zdruzb v
okoljskih vzorcih, se posluzujemo razlicnih metod, s katerimi preko manipulacije

produktov pomnozenega gena za 16S rRNA primerjamo profile zdruzb med vzorci na
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podlagi njihove podobnosti, vendar brez filogenetske in kvantitativne informacije (Stres,
2006).

Izbrani tehniki za tipizacijo bakterijskih zdruzb v tej Studiji, LH PCR in TRFLP, sta bili
uporabljeni pri Studiji Postojnske jame v diplomskem delu Zakotnik (2011) ter pri analizi

travniskih tal v diplomskem delu Godicelj (2011), kjer sta tudi podrobneje opisani.

3.8.1 Bioinformatska analiza potencialnih fragmentov tehnik LH PCR in TRFLP

z izbranimi zacetnimi oligonukleotidi in restrikcijskimi encimi

Analizirali smo lo€ljivost uporabljenih tipizacijskih tehnik glede na omejitev
standardiziranega postopka analize produktov s kapilarno elektroforezo ABI 3130XL (Life
tehnologies, Applied Biosystems, ZDA) z internim standardom GeneScan™ -500 ROX

istega proizvajalca.

Iz podatkovne baze RDP Il (Cole in sod., 2009) smo pridobili 166.945 sekvenc gena za
16S rRNA od mesta 8f do 1391R, torej skoraj v celotnem razponu gena (>90 %). Nabor je
vseboval sekvence sevov in sekvence pridobljene direktno iz okolja. Za analizo smo
uporabili program BESTRF (Stres in sod., 2009) s katerim smo dolo¢ili $tevilo sekvenc, ki
jih izbrana para zacetnih oligonukleotidov prepoznata. Za karakterizacijo dolZinske
heterogenosti smo uporabili oba para zacetnih oligonukleotidov v tej studiji (Glej 3.6.2) in
dolocili nastalo Stevilo razliénih dolZinskih fragmentov po prepoznavanju sekvenc iz
podatkovne baze. Za izvedbo tehnike T-RFLP smo izbrali restrikcijsko endonukleazo, ki je
dobljene pomnozke razrezala na najvecje Stevilo restrikcijskih fragmentov (TRF), ki so
med sabo lo¢ljivi. Encim smo izbrali, v kolikor je bilo ve¢ kot 90 % celotnega signala
zdruzbe zajetega v fragmentih do 530 bp, kar je zgornja meja natancnega doloCanja
velikosti fragmentov na kapilarni elektroforezi ob uporabi izbranega internega standarda
(Kitts, 2001).
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3.8.2 Priprava vzorcev za tipizacijo bakterijskih zdruzb z metodama LH PCR in
TRFLP

Vzorce sedimenta, iz katerih smo izolirali DNA pred inkubacijo z ekstraktom tal, smo
oznacili s pripisom -0 za oznako vzorca. Vzorce z izolirano DNA po dodatku ekstrakta,
smo oznacili glede na $tevilo ponovitve inkubacije s pripisom -1, -2, in -3. Skupno smo
imeli 9 vzorcev sedimenta pred inkubacijo, 27 vzorcev sedimenta po inkubaciji ter 3
ponovitve inkubacije talnega ekstrakta s sterilnimi steklenimi kroglicami, ki smo jih
oznacili z "neg". Za nadaljnje delo smo pripravili 100-krat razred¢ene suspenzije vseh 39
izolatov DNA. Za pozitivno kontrolo in primerjavo strukture zdruzbe, smo v treh
ponovitvah pripravili 100-krat razred¢eno DNA, izolirano iz vzorca tal, ki smo ga uporabili

za pripravo ekstrakta hranil (oznaka Z1, 2, in 3 na dendrogramih).

3.8.3 Analiza raznolikosti v dolZini pomnoZenega gena za 16S rRNA (LH PCR)

DNA vseh 42 izolatov smo 100-krat zred¢ili in za negativno kontrolo reakcije PCR
uporabili vodo Sigma S (Sigma-Aldrich, Nemcija), s katero smo razred¢itve izvedli.
Pomnozevanje gena za 16S rRNA je potekalo s parom zacetnih oligonukleotidov 27f in
518R, prvi je bil oznacen na 5' koncu s fluorokromom 6-FAM (6-karboksifluorescein).
Reakcijo smo izvedli v treh ponovitvah ter pomnozke zdruzili. Za vsako ponovitev smo
preverili rezultate z elektroforezo na 1 % agaroznem gelu. ZdruZene produkte smo ocistili s
kompletom High Pure PCR Product Purification Kit (Roche Diagnostics GmbH, Nemcija)
po prilozenih navodilih. Na mikrotitrsko plos¢ico smo naloZili po 5 pl o€iScenega produkta
ter jih locili na sekvenatorju ABI 3130XL (Life tehnologies; Applied Biosystems, ZDA).
Pri uporabljenem paru zacetnih oligonukleotidov smo pri¢akovali okoli 500 bp dolg
pomnozek. Za natan¢no primerjavo variabilnosti dolZine gena smo uporabili interni
standard GeneScan™ -500 ROX (Life tehnologies; Applied Biosystems, ZDA). Rezultate
smo analizirali s programom BioNumerics 5.0 (Applied Maths, ZDA). Pri nekaterih
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vzorcih je prevelika koli¢ina produkta onemogocala natancno analizo, zato smo kapilarno
elektroforezo ponovili; vzorce s prevelikim Sumom smo pripravili v meSanici po 2 pl 100-

krat razred¢ene matrice s 3 ul vode Sigma S.

3.8.4 Analiza polimorfizma dolzin konc¢nih fragmentov restrikcije gena za 16S

rRNA (TRFLP)

PomnoZevanje, zaCetne analize pomnozkov ter ¢iS¢enje smo izvedli na identi¢en nacin kot
za LH-PCR (Glej 3.8.3). Koncentracijo pomnozene DNA v restrikcijski meSanici smo
dolocili s programom Genetools (Syngene, VB). Ta dolo¢i vsebnost DNA v vzorcu na
podlagi primerjave intenzitete sevanja pasov na sliki gelske elektroforeze s standardom
znane koncentracije DNA. Preracunali smo deleZz genetskega materiala v posamicnih
pasovih uporabljene 1 kb DNA lestvice. Najbolje vidni pas lestvice smo oznacili za
standard ter mu pripisali izraunano koncentracijo. Preko dobljenih rezultatov primerjave
smo dolo¢ili razmerje med pomnozki nasih vzorcev in vodo Sigma S (Sigma-Aldrich,
Nemcija) v restrikcijski meSanici (skupni volumen 25,5 pl), ki smo ji dodali $e 1,5 pl
restrikcijskega endonukleaznega encima BsuRI (Haelll: 5' GG|CC 3') v 3 ul ustreznega
pufra (Fermentas, Thermo Fischer Scientific, ZDA). Pripravljeno 30 ul restrikcijsko
mesanico smo 14 ur inkubirali v zaprti vodni kopeli WB-30 (Kambi¢, Slovenija) pri 37 °C,
nato zaustavili restrikcijo z 20 minutno inkubacijo pri 80 °C v temi. MeSanico smo ocistili
z enakim kompletom kot produkte PCR, po navodilih proizvajalca. Locevanje kon¢nih
restrikcijskih fragmentov je potekalo na kapilarni elektroforezi za doloCanje zaporedij
DNA, ABI 3130XL (Life tehnologies, Applied Biosystems, ZDA) z internim standardom
GeneScan™ -500 ROX istega proizvajalca. Rezultate smo analizirali s programom
BioNumerics 5.0 (Applied Maths, ZDA).
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3.8.5 Analiza rezultatov tipizacijskih tehnik LH PCR in TRFLP

Rezultate kapilarne elektroforeze za obe metodi smo obdelali s programom BioNumerics
5.0 (Applied Maths, ZDA). Predstavili smo jih z izrisom dendrogramov, z enotno
nastavitvijo parametrov. Profil bakterijske zdruzbe smo prikazali za vzorce v zafetnem in
kon¢nem stanju inkubacije s telnim ekstraktom ter loceno samo za vzorce v zacetnem
stanju, pred inkubacijo. Uporabili smo Pearsonov koeficient korelacije za kvantifikacijo
razdalj med izmerjeno vrednostjo in standardom ter uvrstili vzorce v skupine z neobtezeno
metodo parnih skupin z aritmeti¢no sredino (UPGMA). DolZina veje in odstotki razvejis¢
predstavljajo mero podobnosti med podatki. VVzorce smo z uporabo aplikacije cut off value
razdelili v homologne skupine, ki so lo¢eni med seboj z vejami svetlo sive barve. Zaradi
velikega odstopanja v kolicini genetskega materiala v posameznih vzorcih, smo dolocili 10
% mero optimizacije in pozicijske tolerance. Vzorci sedimenta pred dodatkom ekstrakta, so
oznaceni s pripisom -0 za oznako vzorca, vzorci inkubiranega sedimenta pa glede na
Stevilo ponovitve inkubacije, s pripisom -1, -2 in -3 (npr.. K1-2 je druga ponovitev

inkubiranega vzorca K1).
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4 REZULTATI

4.1 ANALIZE DEJAVNIKOV OKOLJA

Prikaz skupnih rezultatov vseh merjenih fizikalno-kemijskih parametrov (Pregl. 4), razen

teksturne porazdelitve razredov, ki je v locenem podpoglavju (Pregl. 6).

Preglednica 4: Fizikalni in kemijski parametri za vzorce jamskih sedimentov.

Vzorec |pH akt. pH poten. % w % WHC % Por. IMM % OSS % TOC

P1 7,77£0,01 7,10+0,17 37,62+1,10 45,22+2,74 31,00+1,73 0,39+0,00 1,60+0,07 0,93+0,04
P2 7,85+£0,02 6,85+0,04 23,46+0,00 46,25+1,79 41,67+2,89 0,28+0,00 1,40+010 0,81+0,06
P3 7,87£0,08 7,23+0,04 51,52+0,00 47,30+0,43 35,00+5,00 0,33+0,00 0,75+0,06 0,44+0,03
K1l 7,78+0,03 6,91+0,18 37,00+1,88 50,64+1,02 33,33+2,89 0,22+0,00 0,46+0,17 0,27+0,10
K2 7,81+0,17 6,82+0,20 29,89+1,69 36,68+3,69 38,67+6,03 0,29+0,00 0,54+0,05 0,31+0,03
K3 7,94+0,17 7,23£0,06 20,97+0,85 24,57+1,20 18,33+2,89 0,28+0,00 0,26+0,06 0,15+0,03
V1 7,75+£0,09 7,01+£0,06 31,59+1,73 38,26+2,63 26,67+5,77 0,35+0,00 0,70+0,04 0,40+0,02
Pol 8,38+0,49 7,02+0,19 37,00+1,88 43,71+2,22 np* 0,36+0,02 0,49+0,04 0,28+0,02
Po2 8,46+0,16 6,94+0,25 33,38+3,04 46,38+4,47 23,33+5,77 0,27+0,01 0,22+0,07 0,13+0,04

*np — ni podatka; pri vzorcu Pol nam je zmanjkalo vzoréenega sedimenta za merjenje poroznosti.

Vzorci: P(1,2,3) — Paradana, K(1,2,3) — Krizna jama, V1 — Rimljanka, Po(1,2) — Postojnska jama.
Parametri: pH.akt — aktivni pH okolja, pH pot. - potencialni pH okolja, % w — masni odstotek vode,
% WHC — sposobnost zadrZevanja vode,% Por. - odstotek poroznosti materiala, IMM — indeks molekulske
mase DOM (raztopljene oranske snovi), % OSS — odstotek organske suhe snovi v vzorcih, % TOC -
odstotek skupnega organskega ogljika v vzorcih.

Standardni odklon (+) je preracunan iz izvedbe eksperimentov v treh ponovitvah.

Obrazlozitve in grafi¢ni prikazi rezultatov posameznih meritev so v sledecih podpoglavjih.
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4.1.1 Kislostvzorcev - pH

Na spodnji sliki (SI. 8) so grafi¢no predstavljene meritve pH, ki so zbrane v Pregl. 4 na
zacetku poglavja. Rezultate meritev aktivne in pasivne kislosti jamskih sedimentov smo

primerjali s podatki o vzorcu tal iz diplomskega dela Godicelj (2011).

Odstopanja pri meritvah pH vzorcev jamskega sedimenta so majhna, z razponom 0,71 pH
pri aktivnem in 0,41 pri pasivnem pH. V primerjavi z rezultatom meritve pH vzorca tal v
diplomskem delu Godiclja (2011), ki je bila opravljena z enakim postopkom, vzorci

jamskih sedimentov ne kazejo odstopanja od povrsinskih tal.

m pH aktiv.
pH potencial.
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K3
V1
Pol
Po2
Tla

|

I

T T
6,5 7,0 7,5 8,0

©
o1

9,0

o
o

pH vrednost

Slika 8: Aktivne in potencialne vrednosti pH vzorca povrsinskih tal (Godicelj, 2011) in vzorcev jamskih
sedimentov.

Od jamskih okolij je najbolj bazi¢ni sediment v vzorcih iz Postojnske jame, kjer smo
namerili aktivni pH 8,46 pri vzorcu Po2, najbolj kisel sediment pa smo vzoréili v

Rimljanki z vrednostjo 7,75 aktivnega pH (vzorec V1).
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V spodnji preglednici je prikazana razlika med aktivnim in pasivnim pH, izrazena V
koncentraciji vodikovega protona. Padec pH pri pasivni kislosti zabelezimo na racun
dodanega KCI suspenziji jamskih vzorcev in vzorcu tal (Pregl. 5). Pri vseh meritvah
jamskih vzorcev smo ob dodatku K* kationa zabeleZili porast vodikovega protona, ki je v
primerjavi s podatki o vzorcu tal znatno vecji. Koncentracija vodikovega protona v vzorcih
sedimenta se vsaj dvakrat (vzorec P3) do osemkrat (vzorec K2) bolj poveca kot v vzorcu

tal, kjer smo zabelezili padec pH le za 0,15 enote.

Preglednica 5: Izracun razlike v koncentraciji vodikovih protonov [H] med aktivno in potencialno

vrednostjo pH po enacbi (2), za vzorce jamskih sedimentov in za podatke vzorca povrSinskih tal (Godicelj,
2011).

Vzorec [H710°8 M
P1 6,23
P2 12,60
P3 4,53
K1 10,73
K2 13,74
K3 4,79
V1 7,92
Pol 9,06
Po2 11,22
Tla 1,68

Ob izmenjavi vodikovega kationa s kalijevim opazimo najvecji porast prostih vodikovih

protonov pri vzorcu K2, nato P2, Po2, K1, Pol, V1, P1, K3 in najmanj pri vzorcu P3.
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4.1.2 Vodav vzorcih

Razpolozljivost vode v stirih jamskih okoljih smo analizirali z doloanjem masnega
odstotka vode na dan vzorc¢enj (% w) in zadrzevalne kapacitete vode (% WHC) pri vzorcih
jamskega sedimenta. Rezultati so prikazani na spodnji sliki (SI. 9) in v skupni tabeli na

zacetku poglavja (Pregl. 4).

55,0
50,0
45,0
- 40,0
X
< 35,0
) H%w
é 30,0 m % WHC
25,0
15,0
P1 p2 P3 K1 K2 K3 V1 Pol  Po2

Vzorec

Slika 9: Masni odstotek vode (% w) na dan vzoréenja in sposobnosti zadrZevanja vode (% WHC) v vzorcih
jamskih sedimentov.

Pri meritvah WHC je voda odtekala zelo pocasi iz vseh vzorcev. Opravili smo najmanj
13 meritev (vzorec V1) v intervalih odcejanja po 20 minut (260 min). Vzorce iz Krizne
jame smo morali pustiti preko noci ter zabelezili padec v tezi vode tudi naslednji dan.
Vzorec P3 iz Paradane pa smo odcejali tri dni, masa odcednega cilindra se je ustalila Sele

pri 26. meritvi.

Najvecjo kapaciteto zadrzevanja vode je imel vzorec K1 s 50,7 % WHC. Najve¢ vode na
dan vzorcenja smo pri 51,5 % namerili v vzorcu P3 in je za 4,2 % presegla zadrzevalno
kapaciteto sedimenta. V vzorcu K3 smo dobili najmanjsi vrednosti obeh parametrov S

24,6 % WHC in 21 % vlaznostjo. Pri vzorcu P2 je bila vlaznost v sedimentu na dan
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vzoréenja za polovico manj$a od sposobnosti zadrZevanja vode, razlika je merila 22,8 %.

Pri vzorcih iz Paradane (P1, P2, P3) so bila kljub skoraj enaki zadrzevalni kapaciteti zelo
razli¢na odstopanja v vsebnosti vode. Vzorec P3 je imel presezek vode v sedimentu, vzorec
P2 najvecjo razliko med vrednostma, vzorec P1 pa je imel razmerje med koli¢inama
primerljivo z rezultati iz drugih jam, kjer je bila je bila vlaZnost na dan vzorc¢enja okoli 1/5

manj$a od maksimalne koli¢ine vode, ki jo sediment lahko zadrzi (SI. 9).

Medtem ko sposobnost zadrzevanja vode ne variira bistveno pri vzorcih iz Paradane, smo v
vzorcih sedimenta Krizne jame namerili najvecjo (K1) in najmanjSo (K3) vrednost WHC

od vseh jamskih vzorcev, s 25 % razliko rezultata.

Vrednosti za parametra pri vzorcu V1, iz novo odkrite jame Rimljanke, sta se uvrstili v

povprecje med vsemi jamami ter najblize rezultatom sedimentnega vzorca K2.

Pri vzorcih iz Postojnske jame je imel vzorec Po2 vedjo zadrzevalno kapaciteto, vendar
manjs$o vlaznost sedimenta na dan vzorcenja kot vzorec Pol. Razlika v vrednosti WHC
med vzorcema je merila le 3 %, standardni odklon od povpre¢ja treh meritev pri vzorcu
P02 pa je znaSal 5 %. Ker je bila napaka meritev vecja od same razlike med rezultatoma
tezko zanesljivo trdimo, da ima sediment vzorca Po2 boljSo zadrzevalno sposobnost vode

kot vzorec sedimenta Po1l.

4.1.3 Indeks molekulske mase raztopljene organske snovi

Z merjenjem koeficienta absorbcije v suspenziji vzorcev sedimenta in tal (E1, E2) smo
dolocili velikost oz. kompleksnost topne organske snovi. Ker je dobljeni indeks
molekulske mase (IMM) obratno sorazmeren z velikostjo molekul, smo za spodnji grafi¢ni

prikaz (Slika 10) uporabili recipro¢ne vrednosti rezultatov.



o4
Robi¢ N. Analiza bakterijske zdruzbe in sedimentov §tirih nepovezanih jamskih sistemov.
Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2012

H1l/IMM

A (250/365)

3.5
3.0
2,0 .
Pl P2 P3 K1 K2 K3 V1 Pol Po2 El E2

Slika 10: Raztopljena organska snov v vzorcih sedimenta in ekstrakta travniskih tal (E1, E2), izrazena z
recipro¢no vrednostjo indeksa molekulske mase (1/IMM) glede na kvocient absorbance suspenzije vzorcev
pri valovni dolzini 250 nm in 365 nm.

Od vseh vzorcenih jam je bila molekulska masa organske snovi najve¢ja v sedimentu
Medvedjega rova v Krizni jami, s 3,9 povpre¢ne vrednosti 1/IMM v vzorcih K1, K2 in K3
(Slika 10). Najvisja vrednost recipro¢nega indeksa je bila 4,5 v vzorcu K1, kar pomeni da
je organska snov v sedimentu iz vrha Hochstetterjeve plos¢adi najbolj kompleksna od vseh
devetih vzorcenih mest. V vzorcu K2, ki smo ga odvzeli meter nizje v sedimentnem skladu
to¢no pod njim, se je molekulska masa organske snovi zmanjsala za skoraj Y, torej je snov
razpadla v enostavnejse molekule. Podobno razmerje smo dobili pri vzorcih Postojnske
jame. Molekulska masa organske snovi vzorca Pol iz sredine sedimentnega sklada je bila
za %2 manjSa od vzorca iz poplavnega pobocja (Po2), kar kaze na vpliv reCnega sistema in
da z globino sedimentnega sklada organska snov razpade na enostavnejse molekule, saj so
globlji sloji starejsi. Kljub rednemu doprinosu aluvija v sediment vzorca Po2, pa je bila po
nasih podatkih organska snov v sedimentih Medvedjega rova bolj ali enako kompleksna.
Najbolj enostavne topne organske molekule so bile v vzorcu P1 iz ledenice v Paradani, s
44 % nizjo vrednostjo recipro¢nega indeksa od vzorca K1. Sledil mu je vzorec Pol, nato

V1 iz Rimljanke in P3 iz Paradane.

Vzorci P2, K3 in Po2 imajo skoraj enake vrednosti indeksa organskih snovi, ki se gibljejo

malo nad povprecjem vrednosti 1/IMM jamskih vzorcev, ki znasa 3,3. V vzorcu P2 smo
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sumili na vsebnost hranil zaradi ¢rnikaste barve sedimenta, iz katerega smo vzorcili. Po
kompleksnosti organskih snovi se ta vzorec iz ledeniske jame primerja z vzorci sedimenta

Krizne jame (K2, K3) in vzorcem iz poplavnega obmocja v Postojnski jami (P02).

Vzorca E1 in E2 sta ponovitvi analize talnega ekstrakta, s katerim smo inkubirali vzorce
sedimenta za molekularni eksperiment (Glej 4.6). Organska snov v vodnem ekstraktu tal je
bila bolj kompleksna kot v jamskih sedimentih, namerili smo 5,49 povprecnega
recipro¢nega indeksa s 5,1 pri E1 in 5,8 pri E2 alikvotu ekstrakta. Razlika med povpre¢no
vrednostjo vseh jamskih vzorcev in povpre¢jem eksudatov je bila 36 %, najmanjsa razlika
med jamskim sedimentom in vzorcem tal je merila samo 0,6 ali 10 % vrednosti 1/IMM

med vzorcema K1 in E1

4.1.4 Meritve organskega ogljika

Na Sliki 11 so prikazani rezultati iz Preglednice 4, za meritve organske suhe snovi (OSS)
in izracun organskega ogljika (TOC) v vzorcih jamskega sedimenta.

Pri meritvah organske suhe snovi s sezigom vzorcev smo vpeljali dodatne kontrolne vzorce
kamnin, re¢nega sedimenta in tal (SI. 11-B), s katerimi smo ovrednotili obseg

anorganskega ogljika, ki ga zaznamo pri uporabi te tehnike.

Vzorci kamnin, so po Zarenju izgubili med 0.26 % (kamnolom Verd) do 0.9 % teze
(kamnolom Planina) na racun anorganskega ogljika, kar bi sicer pripisali organski snovi
(SI. 11-B). Vzorca tal iz Rodice, ki smo jih uporabili kot vir hladnega ekstrakta in tla ob
kamnolomu Smihel sta vsebovala 7 % in 3,1 % OSS, re¢ni sediment Ljubljanice pa 1,4 %

suhe organske snovi.
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Slika 11: Vsebnosti organske suhe snovi (OSS) in skupnega organskega ogljika (TOC) v vzorcih jamskega
sedimenta (A) in analiza anorganskega ogljika s kontrolnimi vzoreci tal, sedimenta in kamnin (B).

Oznake kontrolnih vzorcev: Ro-tla — tla za pripravo ekstrakta hranil, Rodica Sm-tla — tla pri kamnolomu
Smihel, Lj-sed. — svezi re¢ni sediment iz Ljubljanice, PlI-kamn. — vzorec kamnoloma Planina, Sm-kamn (1,
2) — vzorca kamnoloma Smihel pod Nanosom Verd-kamn. — vzorec kamnoloma Verd.

Vrednosti OSS za vzorca P1 in P2 iz Paradane sta bili z 1,6 % in 1,4 % najbliZje re¢nemu
sedimentu Ljubljanice. Meritve ostalih vzorcev jamskih sedimentov so bile v enakem
razponu kot smo jih dolo¢ili za vzorce kamnin iz kamnolomov; od 0,75 % (vzorec P3) do
0,22 % (vzorec Po2) izgubo teze. (SI. 11-A). Ti rezultati kazejo, da se meritve organske
snovi jamskih sedimentov ne razlikujejo od geoloskega ozadja anorganskega ogljika v

kamninah.

Skupnega organskega ogljika je v analiziranih jamskih sedimentih manj od 9,3 mg TOC / g

suhega sedimenta (vzorec P1), z najniZjo vsebnostjo 1,3 mg/g suhe snovi pri vzorcu Po2
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(SI. 11-A). Ker smo vsebnost celokupnega organskega ogljika preracunali iz rezultatov
meritev OSS, ostaja vprasanje koliko teze pri sezigu se je izgubilo na ra¢un anorganske
snovi v vzorcih jamskih sedimentov in kakSen delez dobljenega rezultata za TOC
predstavlja anorganski ogljik. Posledi¢no sklepamo, da je dejanska vsebnost organskega

ogljika v sedimentih manjSa od nasih izracunov.

415 Tekstura

V spodnji Preglednici 6 so zbrani rezultati sedmih teksturnih razredov za vzorce jamskih

sedimentov. Za primerjavo nasih vzorcev s povrSinskimi tlemi smo uporabili rezultate iz

diplomskega dela (Godicelj, 2011).

Preglednica 6: Teksturne frakcije vzorcev in tip sedimenta dolo¢en po USDA klasifikacijskem sistemu.

Vzorec|% GP % G %FM %GM %FP %M %P Tip sedimenta (USDA
sistem)

P1 0,1 51,0 16,0 0,0 32,9 16,0 33,0 G —glina

P2 0,8 39,0 23,0 5,0 32,2 28,0 33,0 Gl — glinasta ilovica

P3 3,1 24,0 19,0 5,0 48,9 24,0 52,0 PGI — pesceno glinasta ilovica
K1 9,8 24,0 18,0 6,0 42,2 24,0 52,0 PGI — pesceno glinasta ilovica
K2 3,8 33,0 8,0 7,0 48,4 15,0 52,0 PGI — pesceno glinasta ilovica
K3 8,9 10,0 10,0 11,0 60,0 21,0 69,0 Pl — pescena ilovica

V1 8,8 26,0 21,0 5,0 39,2 26,0 48,0 PGI — pesceno glinasta ilovica
Pol 1,1 19,0 27,0 10,0 42,9 37,0 44,0 I —ilovica

Po2 1,6 12,0 11,0 6,0 69,4 17,0 71,0 Pl — pescena ilovica

Tla 13,2 14,8 23,0 8,2 40,8 31,2 54,0 Pl — pescena ilovica

Vzorci: P(1,2,3) — Paradana, K(1,2,3) — Krizna jama, V1 — Rimljanka, Po(1,2) — Postojnska jama.
Parametri: GP — glinast pesek, G — glina, FM — fin melj, GM — grob melj, FP — fin pesek, M — melj, P —
pesek. Zaradi izvedbe meritev brez ponovitev, standardni odklon ni podan.

Podatke smo za lazjo interpretacijo grafi¢no predstavili (S1. 12-A) in umestili vzorce v

teksturni trikotnik z uporabo USDA Klasifikacijskega sistema (Sl. 12-B), z razdelitvijo po
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Plaster-ju. Vecina vzorcev sedimenta, P3, K1, K2, V1, Pol, se je v teksturnem trikotniku
uvrstila v srednje tezko skupino tal, z najpogosteje dolo¢enim tipom PGI — pesceno
glinasta ilovica. V tezko skupino tal sta se uvrstila vzorca P1 in P2, s presezkom glinene

frakcije, v lahko pa vzorca K3 in Po2, s presezkom peska v vzorcu (Sl. 12-B).

A B
e =% G B TeZka TLA
P2 "% M SREDNJE TEZKA TLA
% P \ 5[] Laka TLA
P3
<L
K
K3 =
V]
Pol s
Po2 ™
Tla == P ——
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Odstotek frakcije [%0]

Slika 12: Teksturne frakcije prikazane z grafom (A) in uvr§éene v teksturnem trikotniku USDA klasifikacije
(B) z razdelitvijo po Plaster-ju, 1992 (Zupan in sod., 1998).

Parametri: G — glina, PG — pescena glina , MG — meljasta glina, GI — glinasta ilovica, MGI — meljasto
glinasta ilovica, PGI — pes¢eno glinasta ilovica, | —ilovica, Ml — meljasta ilovica, Pl — pes¢ena ilovica P —
pesek, IP —ilovnat pesek, M — melj.

Vzorec P2 je imel najbolj enakomerno razmerje med frakcijami gline peska in melja in je
skupaj z vzorcem P1 izstopal po vsebnosti gline v sedimentu. Zaradi izpostavljenosti
prepihu in ledu, je visok odstotek gline vzorca P1 najverjetneje posledica mehanskega
preperevanja sedimentnega materiala in vetrnega nanosa prahu skozi brezno nad dvorano,
kjer smo ga vzor¢ili. Vzorec P2, odvzet 20 m globlje v jami na pobo¢ju s prodom, je bil
sicer izpostavljen ve¢jemu nihanju med zaledenelostjo povrsja in taljenjem ledu, Kkar

pospeSuje preperevanje sedimenta vendar odstotek gline ni tako izrazito izstopal. Pri
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ostalih vzorcih je prevladoval pesek. To kaze, da so bili ti sedimenti bolj sprani, kar je
znaCilno za vodne nanose, aluvij ali posipanje tal (White, 2007). Vzorec poljskih tal se
nahaja v lahki skupini v teksturnem trikotniku (Slika 12), skupaj z vzorcema Po2 in K3.
Zaradi poplavljanja mesta vzor¢enja Po2 v Rovu koalicije voda stalno spira ves drobni
material. Posledicno smo v tem vzorcu namerili najve¢ji delez peska, 71 %. Z 69 %
pescene frakcije mu sledi vzorec K3 Krizne jame iz sedimenta v blizini osamelega jezera.
Slednji ima glede na vzorca K1 in K2, odvzeta iz sloja 10 m nad gladino jezera, za 27 %
vecjo peséeno frakcijo. Ker voda in hranila iz pescenih tal hitreje izteCeta, Sta imela vzorca

K3 in Po2 najmanjSo vsebnost OSS (SI. 11), vzorec K3 pa je imel tudi najnizji vrednosti za

WHC, vlaznost sedimenta (Sl. 9) in najmanjsi volumen por (S1. 13).

Vzorca P3 in K1 imata popolnoma enako sestavo in omogocata analizo dejavnikov, ki
poleg teksture vplivajo na zadrzevanje vode in hranil ter poroznost. Vzorec V1 ima enako

strukturo razporeditve delcev, le v drugacnih delezih.

4.1.6 Poroznost vzorcev sedimenta

Na Sliki 13 so prikazani rezultati meritev na podlagi Pregl. 4 na zaetku poglavja. Zaradi
manjSe koli¢ine vzorCenega sedimenta iz Postojnske jame, smo meritve vzorca Po2

opravili s polovi¢no koli¢ino, za vzorec Pol izvedba ni bila mogoca.

\Volumen por med delci v sedimentu je neposredno odvisen od teksture in strukturiranosti
vzorca ter vpliva na zmoznost zadrzevanja vode. V teoriji imajo vzorci z vec gline vecjo

poroznost in boljso sposobnost zadrzevanja vode in hranil.
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Slika 13: Volumen por v vzorcih sedimenta. Za vzorec Pol izvedba eksperimenta ni bila mogoca.

S podatki o teksturi vzorcev (SI. 12) in vsebnosti suhe organske snovi v vzorcih (SI. 11) si
lahko razlagamo najmanj$o poroznost pri vzorcih K3 in P02 zaradi pretezne vsebnosti
peska in majhne vrednosti OSS. Vzorec P1 je imel sicer najve¢ glinenih delcev in organske
suhe snovi v vzorcu, vendar je bila koli¢ina peska glede na melj veliko ve¢ja kot pri vzorcu
P2, ki ima vecji volumen por. Torej na poroznost ne vpliva samo glinena frakcija, ampak
skupno razmerje manjsih delcev (glina in melj) proti pesceni frakciji. Hkrati lahko preve¢
gline v okolju zamasi pore med pescenimi delci, posledi¢no se poroznost zmanjsa. Zaradi
pritiska se poroznost manjsa tudi z globino sedimentnega nanosa, vendar pri vzorcih K1 in
K2, ki ju lo¢i meter globine v sedimentnem skladu, rezultati kazejo nasprotno. Za vzorec
Pol, ki smo ga prav tako vzor¢ili v globljih slojih sklada pa zaradi pomanjkljive koli¢ine

vzoréenega materiala na zalost nimamo rezultata.
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4.1.7 Primerjava lastnosti jamskih sedimentov z vzorci povrSinskih tal

Podatki za 90 vzorcev tal in 9 vzorcev jamskih sedimentov (Tabela A v prilogah) so barvno
razvr$Ceni v skupine: ekvatorialna tla iz Afrike in Brazilije — «, hladna tla iz obmocja Alp,
Himalaje in Svalbarda — e, centralno evropska tla (CE) — e, ter jamski sedimenti naSih

vzorcev — . Elipsa predstavlja 95 % porazdelitve podatkov.
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Slika 14: Razprsenost podatkov vzorcev tal in jamskega sedimenta glede na okoljske parametre, prikazana s
programom PAST (Hammer in sod., 2001). A: primerjava vzorcev jamskih sedimentov - ¢, z vzorci tal po
svetu (e -hladna tla, » - ekvatorialna tla, ® - CE tla,).

B: primerjava vzorcev jamskega sedimenta - ¢, z vzorci CE tal iz obmogja Slovenije - ®.
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Analiza okoljskih parametrov vseh 99 vzorcev je pokazala, da se vzorci jam niso
razlikovali od vzorcev centralno evropskih tal in so bili bolj heterogena skupina od vzorcev
hladnega tipa tal (SI. 14-A). Celotna elipsa, ki kaze razprSenost jamskih vzorcev, se nahaja
znotraj 95 % porazdelitve CE tal, zajema oba vzorca za ekvatorialna tla in se ujema s %
porazdelitve podatkov skupine hladnih tal. VV primerjavi jamskih sedimentov z vzorci tal
Slovenije smo pridobili podobno sliko (SI. 14-B). Vsi vzorci iz jam so se v povprecju
nahajali znotraj opisane 95 % porazdelitve povrSinskih tal, le razprSenost podatkov je

manjsa.

4.2 MOLEKULARNE ANALIZE BAKTERIJSKE ZDRUZBE V JAMSKIH
SEDIMENTIH

4.2.1 lzolacija DNA iz vzorcev jamskega sedimenta pred inkubacijo s talnim

ekstraktom

Po treh ponovitvah izolacije celokupne DNA iz vzorcev sedimenta, smo z gelsko
elektroforezo zaznali molekularni signal samo pri vzorcih P3 in Po2. Po pomnoZevanju
gena za 16S rRNA vseh treh ponovitev izolirane DNA, s parom zacetnih oligonukleotidov
27f in 926R, je rezultat ostal nespremenjen; DNA smo zaznali samo v omenjenih dveh
vzorcih od devetih (SI. 15).

Pri vzorcu Po2, zaradi nedavnih, vidnih sledi poplav na obmocju vzor¢enja predvidevamo,
da je bila zdruzba, ki smo jo zaznali sveze naplavljena v jamo. Vzorec P3 je bil odvzet z
nakljuénim vzor¢enjem po 10 m pobocja na globini 150 m v Paradani in izstopa od ostalih
vzorcev po presezku masnega odstotka vode, ki je vi$ji od kapacitete zadrzevanja vode v
sedimentu. Z vzorcenjem po ve¢jem delu terena smo povecali moznost, da zajamemo vecje
Stevilo mikroorganizmov v vzorec, visek vode v sedimentu pa kaze na kolonizacijski
dogodek, kot pri vzorcu Po2. Zaradi slabSega poznavanja hidrologije vzorcenega dela

Paradane lahko samo ugibamo o moznem vzroku. Najverjetneje se zaradi temperaturne
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inverzije v jami na vzor¢eni globini 150 m pri 1 °C led ze tali ali pa je pred vzoréenjem ta
predel poplavilo. Pri obeh vzorcih, Po2 in P3, je bila torej zdruzba, ki smo jo zaznali
najverjetneje nedavna vnesena v sediment iz povr$ja, medtem ko mikrobne zdruzbe v bolj

ohranjenih sedimentih nismo zaznali z uporabljenim postopkom.

V1 x Fl x P1 x P2P3 x K1 x K2 XK3
1 kbp

KT

1000 bp
1000 b
p —

Slika 15: Gelska elektroforeza produktov reakcije PCR, s 27f-926R parom zadetnih oligonukleotidov, za
nerazred¢eno DNA vzorcev v zaCetnem stanju, pred inkubacijo s talnim ekstraktom.

A: Vzorca Postojnske jame s pozitivno kontrolo F1. B: V1-Rimljanka, F1-pozitivna kontrola, P(1, 2, 3)-
Paradana, K(1, 2, 3)-Krizna jama.

4.2.2 Redcenje DNA iz vzorcev jamskega sedimenta

Delovanje polimeraze, encima verizne reakcije pomnozevanja, pogosto preprecujejo
zaviralni dejavniki. Ti so najveckrat ostanki necisto¢ v konéni suspenziji izolacije okoljske
DNA. Da bi zmanjsali koncentracijo in vpliv inhibitornih molekul na PCR, smo kon¢no
suspenzijo DNA, izolirano iz jamskih sedimentov, pred reakcijo pomnozevanja 10-krat in
100-krat red¢ili (SI. 16).
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Slika 16: Gelska elektroforeza produktov reakcije PCR, S 27f-518R parom zadetnih oligonukleotido ter
razred¢eno DNK, izolirano iz vzorcev jamskih sedimentov v zafetnem stanju, pred inkubacijo s talnim
ekstraktom.

A- zgoraj: 10-krat zred¢ena DNA vzorcev, A- spodaj: 100-krat zredéena DNA. B — ponovitev 100-kratnega
redCenja s pozitivno kontrolo (F1) in kontrolo redc¢enja (neg).

Oznake: V1-Rimljanka, P (1,2,3)-Paradana, K (1,2,3)-Krizna jama, Po (1,2)-Postojnska jama.

Za vse vzorce smo pri obeh stopnjah red¢enja pridobili produkte (SI. 16). V vseh nadaljnjih
korakih pomnoZevanja smo zato uporabili 100-krat razredCene suspenzije izolirane DNA

ter 27f-518R par zacetnih oligonukleotidov.

4.2.3 Rezultati bioinformatske analize

Dolzinska raznolikost produktov pomnozevanja ter restrikcije je zelo pomemben
parameter, ki dolo¢a natan¢nost tehnik LH PCR in TRFLP (Stres, 2006). Pri analizi
strukture okoljskih zdruzb pogosto dobimo pomnozke oz. fragmente restrikcije enakih
dolzin, Ki izvirajo iz razli¢nih mikroorganizmov. Posledi¢no program, s katerim
obdelujemo podatke, prepozna samo en vrh v katerem je lahko signal razli¢nih bakterij. Za
¢im boljsi prikaz dejanske raznolikosti bakterijskih zdruzb je torej izbira para zacetnih

oligonukleotidov in restrikcijskih encimov eden izmed klju¢nih korakov.
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Slika 17: Analiza dolzinske raznolikosti s programom BESTRF (Stres in sod., 2009), za para zadetnih
oligonukleotidov 27f-518R (modri vrh) in 27f-926R (rde¢i vrh) na podlagi nabora 166.945 okoljskih sekvenc
gena za 16S rRNA iz podatkovne baze RDP Il (Cole in sod., 2009).

Pri analizi s programom BESTRF simuliranega vzorca izbranih 166.945 sekvenc iz
podatkovne baze RDP Il (Cole in sod., 2009) smo ugotovili, da nastanejo pri
pomnoZzevanju s parom zacetnih oligonukleotidov 27f-518R produkti z dolzino okoli
500 bp, med katerimi je 353 dolzinsko razli¢nih razredov. S parom 27f-926R nastanejo
okoli 900 bp dolge sekvence s 313 dolzinskih razredov. Produkti pomnoZevanja s prvim
parom so dolzinsko ustrezali meji detekcije kapilarne elektroforeze (530 bp) in so imeli
veéje Stevilo razliéno dolgih produktov (SI. 17), zato smo se odlocili za uporabo para
oligonukleotidov 27f in 518R.
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Slika 18: In silico analiza restrikcijskih fragmentov s programom BESTRF (Stres in sod., 2009) za tri
razliéne encime in dva para zadetnih oligonukleotidov, na naboru 166.945 sekvenc gena za 16S rRNA
okoljskih $tudij iz podatkovne baze RDP II (Cole in sod., 2009).

A: Fragmenti restrikcije z encimom Glal in Haelll (BshFl), s parom zagetnih oligonukleotidov 518r-27f.
B: Fragmenti restrikcije z encimom Hin6l in Haelll, s parom zacetnih oligonukleotidov 926r-27f .

Pri uporabljenem paru zacetnih oligonukleotidov 27f-518R (SI. 18-A), bi bil encim Glal
najboljsa izbira za restrikcijo pomnozenega gena za 16S rRNA. S to restriktazo smo v in
silico analizi dobili 631 unikatnih terminalnih restrikcijskih fragmentov (TRF), dolgih do
600 bp, kar presega mejo za natancno doloCanje velikosti fragmentov na kapilarni
elektroforezi z izbranim internim standardom. Zato smo izbrali encim Haelll, s katerim
smo Vv in silico analizi dobili 532 TRF z 99 % od teh pod optimalno mejo za lo¢evanje na
kapilari. Pri 27f-926R paru oligonukleotidov, so bili rezultati podobni kot pri krajsem
pomnozku 27f-518r para. Porazdelitev vrhov je bila podobna, najbolj primeren bi bil
restrikcijski encim Hin6l, s katerim smo v in silico analizi dobili 961 unikatnih TRF,
dolgih do 1200 bp. Z restrikcijskim encimom Haelll smo v in silico analizi dobili manj
(723) TRF, vendar krajsih od 500 bp.

Za restrikcijo gena, ki kodira 16S rRNA smo za analizo zdruzb s TRFLP nastavili PCR s

27f-518R parom in izbrali encim Haelll za restrikcijo pomnozkov.

Ceprav je bilo v in silico analizi $tevilo unikatnih fragmentov restrikcije manjse, je
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lo¢ljivost fragmentov na kapilari boljsa ter mozna primerjava s tehniko LH-PCR (enaki

pomnozki pri obeh tehnkah).

4.2.4 Analiza bakterijskih zdruzb jamskih sedimentov v zafetnem stanju, pred
inkubacijo s talnim ekstraktom, s tehnikama LH PCR in TRFLP

Pri obeh analizah, LH PCR in TRFLP, se je bakterijska zdruzba iz jam razlikovala od
zdruzbe v tleh (SI. 19). Vse tri ponovitve vzorca tal (Z1, 2, 3) so se uvrstile v lo¢eno

skupino s stopnjo homolognosti skupka nad 96,9 %.

Profili LH PCR jamskih vzorcev so se 100 % razlikovali od zdruzbe v tleh. Po profilu
restrikcijskih fragmentov se je struktura bakterijske zdruzbe jamskih vzorcev v 33,6 %
ujemala z zdruzbo vzorcev iz tal. Z dolo¢anjem odstotka homolognosti posameznih
skupkov (angl.: cut off value), je bila pri drevesu LH PCR med vzorci sedimenta 75,8 %
podobnosti, medtem ko je bila ta podobnost pri drevesu TRFLP za skoraj polovico manjsa.
Vzorec K2 iz Krizne jame je imel po profilu TRF le 35,8 % podobnosti s preostalimi
vzorci iz jam. Ceprav ne izstopa v nobenem izmed izmerjenih dejavnikov okolja (pH,
% WHC, % w, IMM, tekstura in poroznost), se zdruzba v vzorcu K2 v enaki meri razlikuje
od ostalih jamskih vzorcev, kot se vzorec iz povrSinskih tal razlikuje od vseh jamskih

VZOrcev.

Ne glede na izbrano metodo se vzorci sedimenta iz iste jame ve¢inoma nahajajo v razli¢nih
skupinah, ne tvorijo znacilnih skupkov za razliko od kontrolnega vzorca tal. Pri taksni
razvrstitvi jamskih vzorcev vidimo, da so razlike v strukturi zdruzbe med razli¢nimi

vzorcenimi mesti iste jame vsaj enako velike kot med vzorci iz razli¢nih jam.

Vzorca P3 in Po2 sta bila edina pri obeh profilih uvr$éena skupaj v par, z 88,2 %
podobnosti pri LH PCR in 87,5 % pri dendrogramu tehnike TRFLP. Ce privzamemo, da
smo z direktno izolacijo zaznali DNA v sedimentu teh dveh vzorcev zaradi nedavnega
vnosa mikroorganizmov z vodo (Sl. 15), potem je struktura zdruzbe, ki je kolonizirala
sediment razliénih jam homologna, z le majhnim odstotkom razlike od zdruzbe v

ohranjenih sedimentih.
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Slika 19: Dendrograma profilov tipizacije bakterijske zdruzbe v vzorcih jamskih sedimentov in vzorcu tal.

A: Tipizacija po metodi LH PCR, B: tipizacija po metodi TRFLP.
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4.2.5 Analiza bakterijskih zdruzb jamskih sedimentov zacetnega in koncnega

stanja inkubacije s talnim ekstraktom, s tehnikama LH PCR in TRFLP

V spodnjih tabelah smo zbrali podatke o hranilni vrednosti ekstrakta glede na fizikalno
kemijske meritve (Pregl. 7) in koncentraciji izolirane DNA iz vzorcev jamskega sedimenta
pred in po inkubaciji (Pregl. 8).

Preglednica 7: Fizikalno-kemijski parametri analiz vzorca tal in ekstrakta hranil iz tal, po protokolih Sabine
Kolbl (Doktorska disertacija v pripravi, FGG).

Parameter | pH IMM 1/IMM 0SS[%] TOC[%] S-N[mg/l] NH,[mg/l]

Vzorec | 6,8£0,3 0,18+0,02 549+0,49 7,05+0,22 4,09+0,13 28,7+0,8 15,5¢1,5

Parametri: pH- kislost ekstrakta IMM- indeks molekulske mase DOM v ekstraktu, 1/IMM- recipro¢na
vrednost indeksa, OSS- organska suha snov vzorca tal TOC- celokupni organski ogljik v vzorcu tal, S-N -
skupna vsebnost dusika v ekstraktu, NHs- vsebnost amonijskega dusika v ekstraktu.

Ekstrakt je imel v primerjavi z vzorcem tal in sedimentov bolj kisel pH (Pregl. 4).
Vsebnost organske suhe snovi (OSS) vzorca tal, iz katerega smo pripravili ekstrakt, je bila
okoli 10-krat ve¢ja od namerjene OSS v jamskih vzorcih (SI. 11), medtem ko je
kompleksnost, velikost molekul raztopljene organske snovi (DOM) talnega ekstrakta v

povprecju za 36 % vecji od mediane indeksa v jamskih sedimentih (Sl. 10).

Glede na izmerjeno kolicino DNA, dobljene preko slike gela po izvedbi elektroforeze
produktov PCR v jamskih sedimentih, pred in po inkubaciji s talnim ekstraktom, je odziv
mikrobne zdruZbe zelo razli¢en (Pregl. 8). Pri vecini jamskih vzorcev (V1, P2, P3, K1, K3,
P02) smo zaznali povecano koncentracijo genskega materiala po Stirih tednih inkubacije,
kar pomeni, (i) da se je mikrobna zdruzba iz ekstrakta tal prilagodila na inkubacijske
pogoje in na jamski sediment kot rastni medij in/ali (ii) razrast mikrobne zdruzbe prisotne

Vv vzorcih sedimenta pred inkubacijo na ra¢un dodanih hranil.
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Preglednica 8: Izmerjena relativna koncentracija DNA vzorcev, dolo¢ena s programom Genetools (Syngene,
VB) [ng] glede na izbrani standard 1 kbp lestvice (pri 1000 bp v 1 ul lestvice = 12 ng DNA) na sliki gela
elektroforeze PCR pomnozkov.

Vzorec
Inkubacija | V1 P1 P2 P3 K1 K2 K3 Pol Po2 Neg. Z
-0 0,9 0,8 0,6 4,5 0,4 2,6 0,5 0,4 3,8 17,2
-1 16,3 0,2 120 05 6,8 6,6 2,2 0,1 9,6 0,4
-2 4,8 0,2 1,7 7,0 53 1,5 34 0,1 11 1,9
-3 9,5 2,0 0,2 10,1 2,0 1,6 0,7 0,1 12,0 8,1

Oznake: -0: mikrobna zdruzba sedimentov pred inkubacijo, -1, -2, -3: $tevilo ponovitve inkubacije vzorcev
sedimenta, neg: inkubacija brez sedimenta (ekstrakttsteklene kroglice), zdruzba v ekstraktu iz tal.
Z: pozitivna kontrola, izolacija DNA iz vzorca tal iz katerih smo pripravili talni ekstrakt.

Povecana rast bakterijske mikrobne zdruzbe je bila najbolj vidna pri vzorcu V1, kjer je pri
prvi ponovitvi inkubacije vzorca (V1-1) koncentracija DNA le za 0,9 ng manjsa od
izmerjene DNA v pozitivni kontroli tal (vzorec Z1). Pri vzorcih P1, K2 in Pol smo po
inkubaciji namerili manj$o vsebnost DNA kot v zafetnem stanju, pri vsaj dveh od treh
ponovitev inkubacije vzorcev. Inkubacijski pogoji (Stiri tedni/6 °C) torej niso ustrezali
prisotni bakterijski zdruzbi, kot tudi zdruzbi dodani s talnim ekstraktom (neg.). Pri
inkubaciji ekstrakta s sterilnimi steklenimi kroglicami (neg.) prav tako opazimo razli¢en
odziv bakterijske zdruzbe pri posameznih ponovitvah, z razponom koncentracije DNA
7,7 ng (neg.-1, 2, 3).

Za doloc¢anje vpliva dodane zdruzbe in hranil na jamske sedimente in stopnjo podobnosti
jamske bakterijske zdruzbe z zdruzbo v povrSinskih tleh, smo vse navedene vzorce v
Preglednici 8, analizirali s tipizacijskima tehnikama LH PCR in TRFLP in predstavili
rezultate s podobnostnim drevesom (Slika 20).
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Slika 20: Dendrograma profilov vzorcev zaCetnega in konénega stanja inkubacije, z LH PCR metodo (A) in
TRFLP metodo (B).

Oznake vzorcev: -0: mikrobna zdruzba sedimentov pred inkubacijo, -1, -2, -3: $tevilo ponovitve inkubacije
vzorcev sedimenta, neg: inkubacija brez sedimenta (ekstrakt+steklene kroglice), zdruzba v ekstraktu iz tal,
Z1, 2 ,3: pozitivna kontrola tal iz katerih smo pripravili ekstrakt.

Razlike med vzorci jamskega sedimenta pred inkubacijo, v zacetnem stanju (SI. 19) in
kon¢nim (SI. 20) so minimalne. Kljub vnosu genetskega materiala iz talnega ekstrakta v
vzorce sedimenta je kontrola tal (vzorec Z), iz Katerih smo pripravili ekstrakt Se vedno
tvorila lo¢eno skupino. Pri profilu dendrograma TRFLP se je razlika med jamskimi vzorci

in tlemi povecala za skoraj 15 %, pri LH PCR pa se je zmanjsala za 0,1 %.
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Molekularni signal ekstrakta (vzorci neg-1,-2,-3), je imel pri obeh tehnikah veéji odstotek
podobnosti z zdruzbo vzorcev sedimenta kot z vzorci tal. Po profilu restrikcijskih
fragmentov se je zdruzba iz ekstrakta nahajala v eni gruci, skupaj z vzorcem P3-1 in
sedimentom Krizne jame pred inkubacijo z ekstraktom, K2-0. Ta je bil glede profil TRF
zdruzbe vzorcev zaCetnega stanja uvr$cen v stransko skupino z enako podobnostjo zdruzbi
iz tal kot z ostalimi vzorci iz jam (SI. 19). Po raznolikosti dolzine pomnozenega odseka
gena za 16S rRNA, se je zdruzba ekstrakta razkropila po drevesu v razli¢ne gruce, vendar

Se vedno z vecjo podobnostjo zdruzbi vzorcev sedimenta kot vzorcev tal.

Zdruzba iz tal, ki smo jih uporabili za pripravo ekstrakta, je bila torej po zamrzovanju,
centrifugiranju in filtraciji podobna jamski zdruzbi v sedimentih. To ugotovitev najbolj
podpre odstotek podobnosti med strukturo zdruzbe v vzorcu sedimenta K2-0 pred
inkubacijo, z gruco vzorcev neg. 1, 2, 3, ki predstavljajo molekularni signal ekstrakta
(SI. 20-B). Pri obeh drevesih pa se ponovitve kontrole inkubacije najveckrat pojavljajo v

isti gruci z vzorci iz ledenice v Paradani.
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI

5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Analize okoljskih dejavnikov

Po speleoloskih znacilnostih imata od vzorCenih jam najve¢ skupnih to¢k Krizna in
Postojnska jama. Obe sta horizontalni, dolgi ve¢ kot 8 km 0z. 20 km, imata stalni pretok
vode in redni turizem, le da je slednji Steviléno manjsi v Krizni jami in predstavlja obcutno
manj$e breme za jamski habitat kot v Postojnski jami (razsvetljava, prevoz z vlakom, itd.).
Medvedji rov in Rov koalicije, v katerih smo odvzeli vzorce Krizne in Postojnske jame, sta
bila izven glavne turisticne poti in rednega pretoka vode. Prav tako so bila vzorcena mesta
obeh jam predhodno veckrat uporabljena v geoloskih in arheoloskih raziskavah. V opisanih
lastnostih ima jama Rimljanka ravno nasprotne pogoje. Za Casa vzorcenja je bila prakti¢no
neobljudena, nastala je ob prelomu, je veCinoma vertikalna in je najmanj$a izmed vseh
vzoréenih jam. Nima aktivnega podzemeljskega pretoka vode, torej voda s hranili vstopa le

s prenikanjem skozi povr§je.

Ce primerjamo rezultate fizikalnih in kemijskih lastnosti okolja vseh vzorcev iz treh zgoraj
omenjenih jam, ne vidimo bistvenih razlik pri nobeni analizi. Vzorci iz Krizne jame ne
kazejo vec¢jih ujemanj z rezultati Postojnske jame kot z vzorcem iz Rimljanke. VVzorca Po2,
iz obasno poplavljenega sedimenta Postojnske jame, in K3, odvzet iz spodkopane sigove
kope v Krizni jami, blizu podzemnega jezera, sta imela najvec¢ podobnih rezultatov meritev
okoljskih dejavnikov, medtem ko vzorec K2 iz sredine sedimentnega sklada kaze najvecje
ujemanje z vzorcem V1 iz Rimljanke. S primerjavo posameznih vzorcev iz razli¢nih jam je
razvidno, da na sedimente bolj vplivajo lastnosti neposredne okolice, kjer lahko nastanejo

zelo raznolike niSe, Kot pa splosne znacilnosti celotne jame (Culver in Pipan, 2009).

Velika ledenica v Paradani je zaradi prisotnosti ledu in prepiha v zgornjem predelu jame,
relativno visoke nadmorske viSine vhoda in vertikalnega terena povsem izstopala od
ostalih vzor¢enih jam. Svojevrstna narava te jame se je najbolj izrazila pri analizah vode,

teksturi in vsebnosti organskega ogljika v vzorcih odvzetih do 120 m globine (P1 in P2). Ta
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vzorca, odvzeta v zaledenelem predelu jame, sta imela za razliko od vseh ostalih pretezno
glinasto frakcijo v sedimentu (SI. 12) in najvisji izmerjeni deleZ organske suhe snovi OSS,
ki je bil primerljiv z re¢nim sedimentom Ljubljanice (SI. 11). Izmerjeni fizikalno-kemijski
parametri vzorca P3 so najmanj odstopali od vzorcev iz ostalih jam, kar nakazuje, da se z
globino vpliv ledenice na dejavnike okolja v jami manj$a. Rezultati analize vode vseh treh
vzorcenih sedimentov iz ledenice so pokazali velika nihanja v vsebnosti vode (% w) na dan
vzorCenja, Kkljub skoraj enaki zadrzevalni kapaciteti sedimenta (% WHC) (Sl. 9).
Predvidevali smo, da je takSno odstopanje v vlaZnosti sedimenta posledica temperaturne
inverzije v jami, ki povzro¢i, da se z globino jame postopoma topi led ter zaradi izsusitve

sedimentov, ki so izpostavljeni stalnemu prepihu.

Vecina odvzetih jamskih sedimentov se torej po fizikalno-kemijskih lastnostih ne lo¢i med
seboj glede na to, iz katere jame so bili odvzeti, saj obstajajo velike razlike znotraj
posameznih mest vzoréenja jamskih sedimentov znotraj iste jame. Pri rezultatih tipizacije
vzorcev sedimenta v zaCetnem stanju, pred inkubacijo z ekstraktom hranil (SI. 19), prav
tako ni bilo videti razlik v strukturi mikrobnih zdruzb med posameznimi jamami. Pri
vejitvi dreves obeh tipizacij vzorci niso tvorili znacilnih skupkov glede na prisotnost
turizma, vode, prepiha ali kateregakoli opisanega parametra okolja. 1z tega sklepamo, da
lahko znotraj ene jame s primerno izbiro mest vzor¢enja glede na klimatske in geoloske

pogoje odkrijemo enako raznolike mikrobne nise kot med razli¢nimi jamami.

Zaradi pomanjkanja podatkov iz literature in majhnega Stevila tovrstnih raziskav jamskih
sedimentov, smo se pri interpretaciji nasih podatkov pogosto oprli na analize vzorcev tal.
Iz splosne primerjave lastnosti razli¢nih tal po svetu, iz Evrope in Slovenije, z lastnostmi
jamskih sedimentov (Sl. 14) lahko ugotovimo, da se glede na zajete parametre v analizi,
fizikalno-kemijske lastnosti jamskih sedimentov ne razlikujejo bistveno od lastnosti
povrsinskih tal. Edini opazeni razliki med tema skupinama sta vsebnost organskega ogljika
TOC, ki je splosno vsaj 10-krat visja v tleh (S1. 11) in razmerje med aktivnim in pasivnim
pH, kjer je po dodatku KCI razlika v vsebnosti vodikovega iona v jamskih sedimentih tudi
do 8-krat vecja kot v tleh (SI. 8, Pregl. 5). Pri meritvah TOC s sezigom jamskih
sedimentov, je razmerje med organsko in anorgansko snovjo v vzorcih, ki je v prid
anorganskemu ogljiku, interferiralo z nasimi meritvami. Z dolo¢anjem odstotka izgube teze

pri sezigu anorganskih vzorcev kamnin, smo ocenili napako pri meritvah jamskih vzorcev,
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vendar so podane konéne vrednosti TOC v sedimentih le priblizek dejanskega stanja.

Na osnovi zbranih podatkov v tej Studiji torej nismo mogli ovre¢i druge nic¢elne hipoteze,
da se jamski sedimenti v okoljskih lastnostih ne razlikujejo od povrSinskih tal. To seveda
ne pomeni da, s Steviléno ve¢jim naborom podatkov, ki bi vseboval tudi veéje Stevilo
merjenih spremenljivk, ne bi ugotovili druga¢nih povezav. V mikrobiologiji tal in tudi v
mikrobiologiji sedimentov se je kot pomembna ovira pri nasih raziskavah pokazalo
splosno pomanjkanje objavljenih izmerjenih prekrivajocih se spremenljivk v razli¢nih tipih
okolij. Kljub $tevilénim $tudijam razli¢nih tipov tal so ve¢inoma glavni predmet raziskav
pridobitev mikrobnih sekvenc medtem, ko je opis okoljske komponente vzorénega mesta
pomanjkljiv. To ugotovitev podpira tudi na§ pregled literature, izbrane za razsiritev
obstojece podatkovne zbirke osnovnih fizikalno-kemijskih lastnosti tal (Godicelj, 2011) in
sedimentov (Priloga A). Kot spremenljivke smo lahko upostevali le 5 parametrov od vseh
izmerjenih, saj za druge nismo mogli sestaviti dovolj velikega nabora vzorcev. Zadnji
napori pri standardizaciji podajanja podatkov v molekularni biologiji (Yilmaz in sod.,
2011) tako le odsevajo Se vedno pocasen razvoj shranjevanja in obdelave ze pridobljenih
podatkov tudi na drugih raziskovalnih poljih z bistveno daljSo tradicijo (npr. agronomija).
Trenutno je v poteku vzpostavitev baze okoljskih sekvenc z metapodatki o lastnostih
vzorca, pridobljenimi po standardiziranem protokolu (Tiedje in sod., 2010). TakSen nacin
zbiranja podatkov daje tezo rezultatom sekven¢nih analiz okolja in predstavlja dobro

laboratorijsko prakso za nadaljnje raziskave na pedoloSkem in speleoloskem podroc¢ju.

5.1.2 Molekularne analize

Iz opravljenih eksperimentov analize bakterijskih mikrobnih zdruzb z dvema
tipizacijskima tehnikama je razvidno, da se struktura mikrobne zdruzbe tal zelo razlikuje
od bakterijskih mikrobnih zdruzb v vseh jamskih sedimentih. Kljub dodatku ekstrakta tal v
inkubacijskem eksperimentu se topologija drevesa ni spremenila. V opazovanem ¢asovnem
okviru in temperaturnem razponu inkubacije so v kon¢nih vzorcih sedimenta (SI. 20)
opazene enake osnovne razlike kot so bile med zacetnimi mikrobnimi zdruzbami (SI. 19).
Mikrobne zdruzbe iz jamskih sedimentov so namre¢ tvorile nehomogene skupke skupaj z

mikrobnimi zdruzbami, ki so nastale z inkubacijo ekstrakta na povrsju sterilnih kroglic. Ob
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uporabi drugih natan¢nej$ih orodij v molekularni biologiji za tipizacije mikrobnih zdruzb,
kot so masovno sekvenciranje in meritve aktivnosti z radioaktivnimi izotopi
predpostavljamo, da bi te razlike bolje opisali in jih navezali s spremembami v okolju.
Proti temu, da je do opaznih preureditev prislo zaradi dodanega ekstrakta tal v mikrobnih
zdruzbah sedimentov nam govori tudi dejstvo, da je bila zdruzba iz ekstrakta tal, ki se je
razvila na sterilnih kroglicah, zelo podobna nekaterim zdruzbam obstojecih v jamskih
sedimentih (vzorci pred inkubacijo). Po tem lahko torej sklepamo, (i) da se je mikrobna
zdruzba iz tal, iz katerih smo pripravili ekstrakte, bistveno razlikovala od mikrobne
zdruzbe na sterilnih kroglicah ob koncu inkubacije ter, (ii) da je zdruzba iz ekstrakta, po
temperaturni obdelavi in centrifugiranju, po strukturi podobna jamskim zdruzbam. Casovni
okvir, ki smo ga v tej Studiji izbrali za inkubacijo (Stirje tedni), je daljsi od kontaktnega
¢asa v naravnih sistemih po dostopnih podatkih, kjer poplave v danasnjem c¢asu trajajo od
nekaj ur do nekaj dni. Vse skupaj kaze, da se lahko iz mikrobnih zdruzb, ki v jame pridejo
iz povrSinskih odcednih vod, v kratkem ¢asu razvijejo zdruzbe na simuliranih jamskih
sedimentih (sterilne kroglice), ki so zelo podobne tistim v obstojecih jamskih sedimentih
(nasi vzorci). Slednjo trditev potrjujejo tudi rezultati tipizacije vzorca Po2. Zaradi vidnih
sledi poplavljenosti vzorénega mesta lahko sklepamo, da je bil vzorec Po2 nedavno
koloniziran, a kljub temu ne kaze odstopanj v strukturi mikrobne zdruzbe od ostalih
jamskih vzorcev (S1. 19) razen v vecji koli¢ini genskega materiala, ki smo ga lahko zaznali
ze pri direktni izolaciji DNA (Sl. 15). Zaradi ujemanja z rezultati molekularnih analiz
vzorca sedimenta P3, v katerem smo namerili presezek vode glede na % WHC (SI. 9), prav
tako obstaja velika verjetnost vnosa bakterij iz povr§ja. V tem primeru Se po nasih
rezultatih bakterijski zdruzbi dveh kolonizacijskih dogodkov razlicnih jam za manj kot
15 % razlikujeta v strukturi in sta si med seboj bolj podobni kot z zdruzbo v ostalih,

ohranjenih sedimentih.

Glede na razlike v bakterijskih mikrobnih zdruzbah med posameznimi jamami in vzorci
znotraj iste jame lahko sklepamo, da se ob vsakokratnem pojavu vod lahko vr$i nova
kolonizacija starejSih sedimentov, v katere odcedne vode prodirajo. S tem so obstojece
bakterijske mikrobne zdruzbe rezultat selekcije velikega stevila zaporednih kolonizacijskih
dogodkov z vstopajoCimi bakterijskimi mikrobnimi zdruzbami in rastnimi substrati

(koncentracija in vrsta).Sedimenti v jamah torej navkljub oligotrofnemu habitatu
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predstavljajo kompleksno okolje za selekcijo, kolonizacijo in prezZivetje vstopajocih

mikrobnih skupin.

5.2 SKLEPI

e Po rezultatih analize osnovnih okoljskih parametrov, se mikrookolja jamskih
sedimentov v klimatsko podobnih pogojih odlaganja niso bistveno razlikovala, kar

je v skladu s prvo nicelno hipotezo.

e Na osnovi zbranih podatkov v tej Studiji nismo mogli ovre¢i druge nicelne
hipoteze, da se jamski sedimenti v okoljskih lastnostih ne razlikujejo od

povrsinskih tal.

e Vzorec tal se je pri obeh tipizacijskih tehnikah bakterijskih zdruzb uvrstil v lo¢eno
gruc¢o na dendrogramih z vsaj 33 % razlike od jamskih sedimentov. Struktura
bakterijske mikrobne zdruzbe jamskih sedimentov je torej drugacna od strukture
mikrobne zdruzbe v povrSinskih tleh, od koder te jamske zdruzbe naceloma

izvirajo. S to ugotovitvijo zavrnemo tretjo ni¢elno hipotezo.

e Kot smo predpostavili v cetrti nicelni hipotezi, dodatek ekstrakta tal v
inkubacijskem eksperimentu ni vplival na strukturo mikrobne bakterijske zdruzbe v
vzorcih jamskega sedimenta. Molekularni signal ekstrakta in inkubirani vzorci
sedimenta so se na tipizacijskem drevesu pomesali z jamskimi vzorci pred

inkubacijo, medtem ko je vzorec tal tvoril lo¢eno gruco.

V opravljeni analizi okoljskih in mikrobnih komponent v devetih vzorcih klasti¢nih
sedimentov, iz stirih razli¢nih jam slovenskega krasa, smo torej od postavljenih nictih

hipotez tri sprejeli in eno zavrnili.
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6 POVZETEK

Mikrobne zdruzbe v podzemnih habitatih in okoljski parametri, s katerimi le-te
razpolagajo, so dokaj neraziskano podro¢je jamske mikrobiologije pri nas in po svetu.
Vecina dosedanjih raziskav je potekala v lahko dostopnih, turisti¢nih, razstavnih jamah ali
na mestih z vidno mikrobno aktivnostjo. Nasa raziskava temelji na splosnem vpogledu v
raznolikost dejavnikov okolja in strukture mikrobnih zdruzb v sedimentnih skladih

razli¢nih jam.

Zanimala nas je predvsem stopnja raznolikosti v fizikalno-kemijskih parametrih
sedimentov iz razli¢nih jam, razlika v okoljskih dejavnikih in strukturi mikrobnih zdruzb
med jamskim habitatom in vzorci tal ter vpliv vnosa hranil in organizmov iz povrsja v

jame.

V ta namen smo odvzeli skupno devet vzorcev klasticnih sedimentov iz Postojnske in
Krizne jame, Velike ledenice v Paradani in novo odkrite jame Rimljanke. Med seboj se
razlikujejo predvsem v stopnji turizma, hidrologiji, temperaturi v jami, terenu in dolZzini.
Fizikalno-kemijske parametre vzorcev sedimenta smo opisali s pH, analizo vode, teksturo
in poroznostjo sedimentov ter z indeksom molekulske mase topne organske snovi. V vseh
naStetih spremenljivkah so se vzorci znotraj iste jame enako razlikovali kot vzorci

sedimentov med posameznimi jamami.

S sezigom jamskih vzorcev smo dolo¢ili suho organsko snov (OSS), vrednosti delili s
konservativnim faktorjem 1.724 za izracun skupnega organskega ogljika (TOC). Zaradi
suma na veliko vsebnost anorganske snovi, ki povzro¢a napako meritve OSS, smo metodo
ovrednotili s sezigom kamnin iz kamnolomov in reénega sedimenta Ljubljanice. Vrednosti
OSS v sedimentih se niso razlikovale od dobljenega anorganskega ogljika pri sezigu
kamnin, z izjemo vzorcev P1 in P2, kjer je bila koli¢ina organske suhe snovi primerljiva s
sedimentom Ljubljanice. Po tem sklepamo, da je vsebnost TOC v jamskih vzorcih manjsa
od nasih izracunov, saj se je dobljena razlika v tezi zganih vzorcev deloma izhajala na

racun anorganskega ogljika v sedimentu.

Rezultate pH meritev sedimenta, teksture in TOC smo uporabili za dopolnitev zbirke

podatkov z 90 vzorcev tal (Priloga A) ter s programom PAST preverili njihovo razprSenost.
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Elipsa, ki je opisala 99 % porazdelitve jamskih vzorcev, je sovpadala z razprSenostjo
vzorcev CE (centralno evropskih) tal in s tretjino elipse hladnih tal, ki so tvorili bolj
homogeno gruco od jamskih sedimentov. Glede na zajete parametre v analizi PAST se

sedimenti niso razlikovali od vzorcev tal v okoljskih lastnostih.

Pri izolaciji DNA smo direktno iz vzorcev sedimenta zaznali molekularni signal samo pri
vzorcu Po2, iz nedavno poplavljenega predela v Postojnski jami in vzorcu P3, pri katerem
smo izmerili presezek masnega odstotka vode glede na zadrzevalno kapaciteto sedimenta.
Pri obeh vzorcih sumimo, da je priSlo do nedavne kolonizacije obmocja vzor€enja,
posledi¢no je zdruzba S$teviléno veja kot pri ohranjenih sedimentih. Z red¢enjem
suspenzije izolirane DNA smo zmanjSali vsebnost necisto¢, ki so ovirale pomnoZevanje z

reakcijo PCR ter tako pridobili Sibki molekularni signal tudi pri ostalih jamskih vzorcih.

Za izvedbo molekularnih analiz smo uprizorili naravni vnos hranil in zdruzbe v jame z
inkubacijo vzorcev sedimenta s talnim ekstraktom. S tehnikama TRFLP in LH PCR smo
analizirali strukturo mikrobne zdruzbe pred in po dodatku ekstrakta. Pred izvedbo
tipizacije pa smo opravili bioinformacijsko analizo potencialne dolzinske raznolikosti
pomnozkov reakcije PCR, glede na izbrane zacetne oligonukleotide ter analizo
potencialnih fragmentov restrikcije (TRF), glede na zacetne oligonukleotide in restrikcijski
encim. V skladu z rezultati in silico analize smo za reakcijo pomnoZzevanja izbrali

27f-518R par zacetnih oligonukleotidov in restrikcijo izvedli z encimom Haelll.

Iz topologije stirih kon¢nih dendrogramov (za 2 stanji inkubacije in 2 metodi) smo prisli do
ugotovitev, da se je struktura bakterijske mikrobne zdruzbe iz jam povsem razlikovala od
zdruzbe v vzorcu tal, kar je bilo opazno tudi po koncani inkubaciji z ekstraktom,
pripravljenim iz istega vzorca tal. Molekularni signal talnega ekstrakta se je uvrstil med
vzorce jamskega sedimenta ter ni vplival na mikrobno strukturo jamskih zdruzb, medtem,
ko je vzorec tal ostal v loCeni skupini pri vseh dendrogramih. Mikrobna zdruzba v
sedimentih je najverjetneje nastala s selekcijo Stevilnih kolonizacijskih dogodkov, saj je
zdruzba nedavno koloniziranih sedimentov in talnega ekstrakta podobna zdruzbi

ohranjenih sedimentov pred inkubacijskim eksperimentom.
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PRILOGE

Priloga A: Zbirka podatkov fizikalno-kemijskih lastnosti za 90 vzorcev razli¢nih tal

(Godicelj, 2011), dopolnjena z 9 vzorci jamskih sedimentov te Studije.

fizikalno- kemijske lastnosti tal
_ C(org) | N(tot) : i
0, 0, 0,
simbol | vzorec | pH | G (%) | M (%) | P (%) gkg | glkg vIr skupina tal
Slovenija— Stres in sod.,
al oliel | 89| 24 | 88 | 28 | 25 | 03 2010 CE
ap | Slovenia=| g3 246 | 524 | 23 26 | 026 [ Lenarcig, 2006 CE
polje2
ag | Slovenia—i ;4| 148 | 312 | 54 2,6 Godicelj, 2011 CE
polje3
ag | SlOVeNIA= | 66 | 603 | 393 | 01 | 15 | 13 |Lenaric, 2006 |  CE
barjel
Slovenija— Henry in sod.,
a5 s 6 6 | 163 | 77,7 | 15 1.3 5006 CE
Slovenija — Stres in sod.,
a6 varjea | 73 | 556 | 32 13 15 1,2 2010 CE
Slovenija — Jerman in sod.,
ar barje4 | 76| 603 | 396 | 01 | 16 | 13 2009 cE
Andreoni in
a8 Nem¢ija | 6,7 | 25 15 60 111 0.4 sod., 2004 CE
- Andreoni in
a9 Italija 7,7 23 24 53 77 2,2 sod., 2004 CE
- Andreoni in
alo | Belgija | 82| 7 8 85 82 0.7 sod., 2004 CE
all | Francija |589| 143 | 666 | 193 | 094 | o1 | "eMyineod CE
a12 | Franciia | 58 | 333 | 513 | 154 | 153 | 07 | Fenymsod, CE
Weigand in
al3 | Nemcijal | 4,5 8 12 81 0,62 sod., 1995 CE
Weigand in
al4 | Nemdija 2 5 11 31 58 0,61 sod., 1995 CE
Weigand in
al5 | Nemdija 3 6 6 8 86 0,95 sod., 1995 CE
Weigand in
alé | Nem¢ija4 | 5,6 10 21 69 0,79 sod., 1995 CE
Weigand in
al7 | Nem¢ija5 | 7,4 | 31 45 24 0,67 sod., 1995 CE
Weigand in
al8 | Nemcija6 | 5,7 8 10 82 1,61 sod., 1995 CE

se nadaljuje...
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. nadaljevanje priloge A: Zbirka podatkov fizikalno-kemijskih lastnosti za 90 vzorcev

razli¢nih tal (Godicelj, 2011), dopolnjena z 9 vzorci jamskih sedimentov te Studije.

fizikalno- kemijske lastnosti tal

simbol vzorec pH | G (%) | M (%) | P (%) Cg(/okrgg) '\é](/fg) vir skupina tal
al9 | Nemcija7 | 51| 5 9 86 | 159 \Qée(;?alnggg‘ CE
a20 | Nemcija8 | 7 | 20 | 78 2 | 078 \Q(’)e(;?alnggg‘ CE
a2l | Nemija9 | 5 | 16 | 33 | 51 | 150 \Q(’)e(;?alnggg‘ CE
a22 | Nemcijal0| 66 | 21 | 36 | 43 | 095 \Q(’)e(;?alnggg‘ CE
a23 | Nem&ijall | 71| 12 | 27 | 61 | 084 \Q(’)e(;?alnggg‘ CE
a24 | Nemcijal2 | 63 | 15 | 37 | 48 | 1,00 \Q(’)e(;?alnggg‘ CE
a25 | Nemcijal3 | 58 | 22 | 40 | 38 | 116 \Q(’)e(;?alnggg‘ CE
a26 | Nemcijal4 | 65 | 17 | 79 4 | 094 \Q(’)e(;?alnggg‘ CE
a27 | Nemcijal5| 6 | 24 | 33 | 43 | 089 \Q(’)e(;?alnggig‘ CE
a28 | Nemcijal6| 7,4 | 38 | 50 | 12 | 1,04 \Q(’)e(;?alnggig‘ CE
a29 | Nemcijal7| 66 | 16 | 29 | 55 | 1,76 \Q(’)e(;?alnggig‘ CE
a30 | Nemcijal8| 56 | 22 | 64 | 14 | 111 \Q(’)e(;?alnggig‘ CE
a3l |Nemcijal9| 51| 25 | 49 | 25 | 164 \Q(’)e(;?alnggig‘ CE
a32 | Neméija20 | 56 | 37 | 52 12 | 18 \Q(’)e(;?alnggig‘ CE
a33 | Nemcija2l | 6,6 | 34 64 2 | 084 \Q(’)edi?al”ggg‘ CE
a34 | Nemija22 | 63 | 25 49 25 | 1,26 \Q(’)edi?al”ggg‘ CE
a35 | Nem&ija23 | 7.4 | 25 62 13 | 0,88 \Q(’)edi?al”ggg‘ CE
a36 | Nemija24 | 57 | 23 60 18 | 1,54 \Q(’)edi?al”ggg‘ CE
a37 | Nemija25 | 6,8 | 21 58 22 | 1,37 \Q(’)edi?al”ggg‘ CE
a38 | Nemija26 | 69 | 22 16 63 | 1,44 \Q(’)edi?al”ggg‘ CE
a39 | Nemija27 | 7.4 | 63 33 4 | 143 \Q(’)e(;?al”ggg‘ CE

se nadaljuje...
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. nadaljevanje priloge A: Zbirka podatkov fizikalno-kemijskih lastnosti za 90 vzorcev

razli¢nih tal (Godicelj, 2011), dopolnjena z 9 vzorci jamskih sedimentov te Studije.

fizikalno- kemi

jske lastnosti tal

C(org) | N(tot)
simbol | vzorec pH |G (%) |M (%) |P (%) |g/kg g/kg | vir skupina tal
Weigand in
a40 Nemdija 28 75 24 67 9| 0,98 sod., 1995 CE
Weigand in
a4l Nemdija 29 7.3 36 19 45| 1,48 sod., 1995 CE
Weigand in
a42 Nem¢ija 30 6,9 45 38 17| 1,90 sod., 1995 CE
Weigand in
a43 Nemcija 31 7 36 43 21| 2,90 sod., 1995 CE
Weigand in
ad4 Nemdija 32 7.1 31 39 30| 2,93 sod., 1995 CE
Himalaja Stres in sod.
a45 6000m 5,4 6,9 20,1 72,2 15| 0,1 |2010 hladna
Himalaja Stres in sod.
a46 5800m 5,6 1,6 19,8 78,6 06 0 [2010 hladna
Himalaja Stres in sod.
ad7 5600m 5,9 1,9 20,6 77,4 2,0 0,1 [2010 hladna
Himalaja Stres in sod.
a48 5400m 5,9 1,6 27,2 71,2 19| 0,2 |2010 hladna
Himalaja Stres in sod.
a49 5200m 51 6,9 28 65 21| 0,1 [2010 hladna
Himalaja Stres in sod.
a50 5000m 6,4 2,7 25,1 72,2 05| 0 [2010 hladna
Odenwinkel Tscherko in
ab1 1994 6,4 1 13 85 09| 0,1 [sod., 2003 hladna
Odenwinkel Tscherko in
ab2 1980 6,34 1 13 85 0,9( 0,17 |sod., 2003 hladna
Odenwinkel Tscherko in
ab3 1970 5,46 1 13 85 1,9 0,18 |sod., 2003 hladna
Odenwinkel Tscherko in
ab4 1950 5,57 1 13 85 2,71 0,2 [sod., 2003 hladna
Odenwinkel Tscherko in
ab5 1900 5,23 1 13 85 4,1] 0,25 |sod., 2003 hladna
Odenwinkel Tscherko in
ab6 1850 4,08 1 13 85 6,0( 0,44 |sod., 2003 hladna
Odenwinkel Tscherko in
ab7 ref. Site 3,64 1 13 85 7,21 0,51 [sod., 2003 hladna
Rootmos Tscherko in
ab8 1980 75 1 23 76 1,21 0,31 |sod., 2003 hladna
Rootmos Tscherko in
ab9 1970 7,58 1 23 76 0,5| 0,13 |sod., 2003 hladna
Rootmos Tscherko in
a60 1950 7,28 1 23 76 3,6| 0,52 |sod., 2003 hladna

se nadaljuje...
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. nadaljevanje priloge A: Zbirka podatkov fizikalno-kemijskih lastnosti za 90 vzorcev

razli¢nih tal (Godicelj, 2011), dopolnjena z 9 vzorci jamskih sedimentov te Studije.

fizikalno- kemijske lastnosti tal

C(org) | N(tot)
simbol | vzorec pH [G (%) [M (%) |P (%) |g/kg g/kg | vir skupina tal
Rootmos Tscherko in
a6l 1920 6,34 1 23 76| 5,409| 0,53 |sod., 2003 hladna
Rootmos Tscherko in
a62 1850 7,07 1 23 76 12,2 0,63 |sod., 2003 hladna
Rootmos Tscherko in
a63 ref. Site 5,05 1 23 76 19,3| 1,92 |sod., 2003 hladna
a64 Svalbard1 | 5,71 5,77 6,9| 87,33 1,49] 0,03 | Odar, 2011 hladna
a65 Svalbard 2 4,9 9,8 54| 84,8| 0,60 0,02 |Odar, 2011 hladna
a66 Svalbard 3 4,9 11,3 51 83,6 0,30 0,01 |Odar, 2011 hladna
ab7 Svalbard 4 | 5,77 29| 21,57 | 49,47 0,271 0 [Odar, 2011 hladna
a68 Svalbard5 | 6,43 9,8 18,13| 72,02| 0,04 0 |Odar, 2011 hladna
a69 Svalbard 6 | 6,68 125| 12,57| 7493| 0,03 0 |[Odar, 2011 hladna
Norghauer in
a70 Brazilija 4,8 40 32 28 17,3 1,9 |sod., 2008 ekvatorialna
Ziibisch in
a7l Kenija 6,5 253| 16,8 57,9 0,2 2 [sod., 1995 ekvatorialna
Paradana ta Studija,
ar2 P1 7,77 51,0 16,0 33,0 0,93 2012 jamska
Paradana ta Studija,
ar3 P2 7,85 39,0/ 280| 330| 081 2012 jamska
Paradana ta Studija,
ar4 P3 7,87 240 240| 520| 044 2012 jamska
Krizna ta Studija,
ar5 |jama Kl 7,78 240 240| 520| 0,27 2012 jamska
Krizna ta Studija,
ar6  |jamaK?2 7,82 33,0] 150| 520] 0,31 2012 jamska
Krizna ta Studija,
ar7  |jama K3 7,94 10,0 21,0 69,0/ 0,15 2012 jamska
Rimljanka ta Studija,
ars V1 7,75 26,0 26,0 480| 0,40 2012 jamska
Postojnska ta Studija,
a79 |jamaPol 8,38 19,0| 37,0 44,0| 0,28 2012 jamska
Postojnska ta Studija,
a80 |jama Po2 | 8,46 120| 17,0 71,0/ 0,13 2012 jamska
Uhlifova in
a8l Ceska 1 7,4 17 33 50 1,4 sod., 2002 CE
Uhlifova in
a82 Ceska 2 4,2 11 35 54 6,8 sod., 2002 CE
Uhlifova in
a83 | Ceska3 35 6 14 80 2,2 sod., 2002 CE
Afrika- Sugihara in
a84 Tanzanijal | 5,5 33,1 10,9 56 13,8 sod. 2011 ekvatorialna

se nadaljuje...



Robi¢ N. Analiza bakterijske zdruzbe in sedimentov §tirih nepovezanih jamskih sistemov.

94

Dipl. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, BiotehniSka fakulteta, Enota medodd. $tud. mikrobiologije, 2012

. nadaljevanje priloge A: Zbirka podatkov fizikalno-kemijskih lastnosti za 90 vzorcev

razli¢nih tal (Godicelj, 2011), dopolnjena z 9 vzorci jamskih sedimentov te Studije.

fizikalno- kemijske lastnosti tal

C(org) | N(tot)
simbol | vzorec pH [G (%) [M (%) |P (%) |a/kg o/kg | vir skupina tal
Afrika- Sugihara in
a85s Tanzanija2 | 6,3 4,9 3,3 91,7 5,6 sod. 2011 ekvatorialna
Stres,
Travnik neobjavljeni
a86 barje 0-15 6,4 143 217 64| 28,68 podatki CE
Stres,
Travnik neobjavljeni
ag7 barje 15-30 | 6,51 17,2| 155 67,3| 24,89 podatki CE
Stres,
Travnik neobjavljeni
a88 barje 30-45 | 6,53 10,4 11| 78,6| 54,67 podatki CE
Stres,
Travnik neobjavljeni
ag9 barje 45-60 | 6,6 85| 119| 796| 52,34 podatki CE
Stres,
Travnik neobjavljeni
a90 barje 60-75 | 6,62 94| 133| 77,3| 46,72 podatki CE
Stres,
neobjavljeni
a9l Pl. polje 6,5 20 51 29 10 podatki CE
Stres,
Polje neobjavljeni
a92 | Crmosnjice | 5,8 21| 418| 37,2 6,4 podatki CE
Stres,
neobjavljeni
a93 TerraRossa | 5,83 32,6| 40,2 27,2 3,1 podatki CE
Blazi€ s sod.,
a94 TerraRossa 7,7 21,2 51 27,8 1 neobj. podatki | CE
Blazi¢ s sod.,
a95 Ponikva 6,8 13,7 21,7 58,6 3,1 neobj. podatki | CE
Blazi¢ s sod.,
a%6 Bohinj 7,14 94| 181 72,5 11,1 neobj. podatki | CE
Blazi¢ s sod.,
ag7 Grosuplje 6,2 20,1| 46,3 3,6 3,3 neobj. podatki | CE
Blazi¢ s sod.,
a98 N.Gorica 6 18 4,5 37 2,7 neobj. podatki | CE
R.na Blazi¢ s sod.,
a99 Koroskem 6,2 11,2 219 66,9 4,2 neobj. podatki | CE

*CE- Centralno- evropska tla



