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Poskus je bil sestavljen iz dveh eksperimentalréitikalnih rastlinskih¢istilnih
naprav (V-RCN) in treh eksperimentalnih filtrirnih gred (V-FIEER). Do avgusta
2011 smo postopno dodajali sol (NaCl) od 1,4 domd/l v V-FILTER ter v
V-RCN enotah od 4,32 do 30 mg/L NaCl. Rezultati razigkso pokazali, da je bila
ucinkovitost zmanjSevanja v obeh sistemih za KPK vgoetju nad 40 % ter za
BPKs nad 80 %. Navadni trst iz neslanega okolja jeebolspeval v pogojih na
poviSe slanosti, kot trst iz slanega okolja. Koricasije Na— in Cl- ionov so bile v
obeh sistemih na iztokih vi$je kot na dotokih. t8polih je prisSlo do zmanjSanja rasti
v viSino pri koncentraciji soli 6,2 g/l, pri navaeim trstu pa pri koncentraciji 12,88
g/l. Vrednosti parametrov Fv/Fm in Yield v obehtemih so bile v povpigu v vseh

enotah (razen v kontrolni) pod vrednostjo 0.83.
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The model was composed of two experimental vertmaistructed wetlands (V-E)
planted with common reedPliragmites australls and three experimental filter units
(V-FILTER) planted with four different clones of plar. The experimental units were filled
with diluted wastewater from municipal wastewatezatment plant (from the primary
settling tank) which was gradually loaded with sAk a control model, two units were used,
first planted with reeds and the other planted pibiplars, to which salt was not added. The
results have shown that the removal efficiency athithe system for COD on average was
above 40 % and BO/of 80 %. The concentrations of Na and Cl ions wegher at outlets
than the in the inlets for both systems. The vabfafe parameter Fv/Fm and Yield in both
systems were, on average, below 0.83 in all ueitsdpt control), indicating that the plants
were exposed to stress. The total mass of abovedrand belowground dry biomass was

significantly higher in control units for both sgsts, in comparison to the experimental units.
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KAZALO PRILOG

Priloga A: Fizikalne in kemijske lastnosti dote ter izténe vode v sistemu, zasajenim z
navadnim trstom (V- BN) v mS cm?, °C, mg T* in winkovitost ¢iscenja.
Dotok eksperimentalnih enot D1, iztoka eksperimeetanote I1 in 12, dotok
kontrolne enote D3, iztok kontrolne enote 14. Pkdab aritmeténe sredine +
SD (n = 3-15)

Priloga B: ViSina glavnega poganjka (mm) navadrtegta in klonov topola

Priloga C: Povpréne vrednosti potencialne in dejanske fotokarailginkovitosti
fotosistema FS Il (parameter Fvylpm navadnem trstu v kontrolni enoti
(V-RCN-KONTR), v eksperimentalni enoti V- (navadni trst iz

neslanega okolja) in V<BR-2 (navadni trst iz slanega okolja)
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1 UvOD

1.1 OPREDELITEV PROBLEMA

Tezave industrijske druzbe so velika poraba vodeastajanje velikih kotin odpadne
vode ter zviSevanje potreb po pitni vodi. Za vzeaige zadostne kdiine kakovostnih
virov pitne vode in zdravega okolja sta kKiia zmanjSanje porabe in ponovna uporaba
predis¢ene vode. Zaradi omejenosti vodnih virov so na pearaiju pravila, ki jih morajo
uposStevati strokovnjaki pri ggovanju rabe vode incinkovitem upravljanju vodnih virov.
Recikliranje odpadnih voda in ponovna uporaba vetk razvijajéi se alternativni
moznosti, ki lahko zmanjSata pritisk na vodne vidporaba obdelane vode je odvisna od
Stevilnih dejavnikov, kot so na primer zakonskaditey podr@ja in politicni, tehngni,

ekonomski, okoljski ter socialni vidiki (Lazarova Bahri, 2005).

Pitne vode primanjkuje v ¥gem delu sveta. Ocenjujejo, da bo v prihodnjih &bhl vet
kot 40 % ljudi Zivelo na susnih obrjd, kjer bo veliko pomanjkanje vode (IWMlI, 2000,
cit. po Lazarova in Bahri, 2005). V danaSnjgi@su nastaja Weodpadne vode kot
kadarkoli prej v zgodovini planeta. Pri tem je v&asti zemljan brez pitne vode, priblizno
2,9 milijarde ljudi pa pije vodo, ki ni ustrezna H@/UNESCO, 2010). Zagotavljanje
potreb po pitni vodi irtiS¢éenje odpadne vode sta tako v sodobnem svetu prisimasogi

s socialnega, tehnoloSkega, ekonomskega in ¢gwiga vidika. Na obnigih, Kkjer
primanjkuje vode, je postala aktualna ponovna uporaiscene vode, predvsem za
namakanje. V strokovnih krogih veljadsdo celovitega upravljanja z vodami, predvsem s
stali€a preudarne in trajnostne rabe vode. Oskrba z undporaba vode sta postali
strateSkega pomena in sta odvisni od dejavnikov,skokakovost okolja in socialne ter

ekonomske zr@nosti oomaja.

V okolju se pogosto stejemo z odpadno vodo s poviSano slanostjo. Vir jgolahko v

meSanici komunalne odpadne vode z morsko vodo,dustnijskin odpadnih vodah z
visoko vsebnostjo soli (kot je npr. mesnopredeloaaindustrija), v zimski padavinski
vodi, ki odteka s soljenih cest, itd. Visoko slan@smogae najti tudi v izcednih vodah z

odlagali€, kjer lahko elektdina prevodnost izcednih voda doseZe vrednosti diaros
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presegajo raven morske vode (Bulc, VrhovSek, 19@8dmark, 2003, Zupand Justin,
2008, Zupasi¢ Justin, Zupati¢, 2009, Bulc, 2006, Liu in sod. 2013).

Odpadno vodo dane<tistimo do te mere, da ustreza normativom za izidkedba o
emisiji snovi in toplote pri odvajanju odpadnih vedode in javno kanalizacijo, Ur. |. RS,
St. 47/05, 45/07, 49/09 in 64/12). Zaradi p&argh potreb po vodi se pasi poveéuje tudi
recikliranje vode. Komunalne odpadne vode so obrgane z organskimi snovmi, ki so
vec¢inoma dobro razgradljive, in z manjSim delezemdeaggradljivih ter strupenih snovi,
ki jih je treba odstraniti v procesuscenja. Poleg tega se lahko pojavljajo velike raziike
pH in kolicini vode ter onesnazevalih, ki so povezane s trenptoizvodnjo. To narekuje
potrebo po specifnih cistilnih tehnikah. Komunalne odpadne vode in indjskte
odpadne vode se v Sloveniji v sploSnem lahko oglvyajakanalizacijo, kadar dosegajo
predpisane standarde. V primeru poviSanega iznnsanazeval je potrebno pegttenije
pred izpustom v kanalizacijo ali pa se izbere popdlScenje odpadne vode, da se doseze
normativ za iztok. Glede na prej omenjena dejst\vsestavi odpadne vode so rastlinske
Cistilne naprave z visoko pufersko kapaciteto primaertehnologija za tovrstno
obremenjene odpadne vode. V nekaterih primeriheosredna uporaba nemdégpzato

je potrebno izboljSanje (prilagoditev) obstage tehnologije 0z. uporaba primerne

kombinacije razlinih tehnoloskih postopkov za doseganje vigjmkovitosti ¢iScenja na

manjSem prostoru za speéifa onesnazevala.

Pri dom&i uporabi in industrijskih obratih prihaja do vedilporabe vode, kar predstavlja
pomemben izziv za razvoj novih, okolju prijaznithnelogij. Nekatere odpadne vode iz
industrije lahko vsebujejo veliko soli. Do poviSasianosti prihaja predvsem v prehrambni
industriji in industriji pija&. Sol neposredno vpliva na bioloSk&scenje, saj se
mikroorganizmi na raztopljene soli razib odzivajo. V primeru stalnih koncentracij
slanosti, ki so zndlne za industrijske odpadne vode, je mozZno vzpistsisteméiséenja

s halofilnimi oz. halotolerantnimi rastlinami in knoorganizmi (Lefebvre in Moletta,

2006).

Z izboljSanjem tehnoloskih procesov je ¢ndose&i varénejSo porabo vode, tezZje pa je z

obstoj&imi tehnoloSkimi reSitvami dosegati visoke stan@arda ponovno uporabo
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pretis¢ene vode v industrijskem procesu in kmetijstvu. \R@anovih ¢istilnih sistemov
tako temelji na razvoju in kombinaciji tehnologiaterih rezultat je doseganje izjemno
visokih standardov kakovosti vode. V tem kontekstedstavlja fitoremediacija (uporaba
rastlin v istilnih procesih) dginkovit in okolju prijazen n&n zacis¢enje obremenjenih tal
in sedimentov ter odpadne vode. Z razumevanjeny kasdtline doléene snovi sprejemajo
ali izlocajo iz okolja, prenaSajo v razha tkiva, presnavljajo in nalagajo, lahko s
pravilnimi ukrepi njihov prispevek &séenju okolja Se pow@mo. Pri tem moramo poznati
naravo onesnazeval, njihovo biolosko razpolozZljivatrupenost in njihove metabolne
poti. Poleg tega je sposobnost rastlin pri privzejnain pretvorbi onesnazeval v
neposredni povezavi z mikrobno floro v rizosferiiKrobi na in v rastlinskih koreninah),
zaradicesar je potrebno tudi razumevanje fizikalnih, kekil) ter bioloskih vplivov na
njihovo delovanije.

V disertaciji bo preizkusen ti@m enostavnejSih fitoremediacijskih reSitev, kjercgéenje

in ponovna uporaba vode izvajata s pojoagastlin ter s produkcijo biomase. Osreddto
se bomo na dinkovitost ¢iS¢enja odpadne vode z uporabo narawigtilnih sistemov,
zasajenih z makrofiti in kloni topolov, prilagojemi na poviSano slanost v vodi.
Ucinkovitost c¢iS¢enja odpadne vode bomo v raziskavi spremljali tsdipomdajo
ucinkovitosti zmanjSevanja vrednosti organskih obreitey (KPK, BPKs). Primernost
izbire posameznih rastlinskih vrst bomo spremgghboma@jo meritev dosezene biomase in
porabe vode Wasu rasti. Disertacija se osred@tona vodo s poviSano slanostjo oz. s
poviSano koncentracijo Na— in Cl- ionov, za katemenimo, da je kapaciteta njihove

odstranitve z RN majhna (majhna kapaciteta vezave na substratpbyekali rastline).

Ker s fitoremediacijo tezko odstranimo soli iz odpa vode, je cilj raziskave usmerjen v
¢im vetjo porabo odpadne vode za razvoj nove rastlinsikemase. Eden od ciljev
raziskave je tako izbira najustreznejSih rastlingd prilagojene na poviSano slanost. Vse
do zdaj so se fitoremediacijski prist@c¢enja odpadne vode v Sloveniji obravnavali zgolj
s stali§a vrednotenja dinkovitosti odstranjevanja posameznih snovi iz vadskliopu

celotnega sistema (aktivnost mikroorganizmov, vezmovi v substrat in rastline).
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1.2 HIPOTEZE

Raziskovalne hipoteze disertacije so bile naslednje

1. Z uporabo rastlin in na njih vezane mikrobne fl@enaravnih rasti§ s povisano
slanostjo piiakujemo véjo ucinkovitost ¢iS¢enja odpadne vode kot z uporabo

rastlin iz rasti§, kjer koncentracije soli niso poviSane.

2. Razlini kloni topolov in navadni trst se bodo glede amatne parametre raatio

odzvali na povéano koncentracijo soli.

3. Ucinkovitost ciS¢enja bo povezana z izmerjenimi rastnimi parametri p

uporabljenih rastlinah.

4. Zaradi visoke evapotranspiracije uporabljenih nasth nizke zmoznosti vezave
kloridov s pomgjo rastlin ter substrata, Bakujemo na iztokih powvane

koncentracije soli in zmanjSanje kégtie vode.

5. S pulznim vertikalnim pretokom vode skozi rastlinskstilni sistem lahko
dosezemo Wgo prezr&enost sistema in s tem boljSdinkovitost zmanjSevanja

organskih obremenitev.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 SLANOST ODPADNIH VOD

Voda spada med obnovljive vire. V zadnjetasu pa je vseeno opaziti pdeeo
pomanjkanje vode, in sicer zaradi p&amwih potreb ter klimatskih sprememb, ki ponekod
vodijo v usihanje vodnih virov. Zaradi tega se kaktika potreba po bolj trajnostnem
upravljanju z vodnimi viri na r@ne, kot je zmanjSevanje porabe in izgub, teénkovitejSe
¢iS¢enje odpadne vode z moznostjo njene ponovne poebdrugi strani pa se sigemo

Zz omejenimi finaBnimi viri za investiranje v zahtevne tehnoloSke tppke ciS¢enja
odpadne vode. ZaZeleni so torej enostavni pristomiizkimi za&etnimi vliozki in tudi z
enostavnim ter s fin&gno nezahtevnim obratovanjem in vzdrzevanjem (Babossod.,
2014).

Eden izmed ciljevcis¢enja odpadnih voda je zmanjSanje organskih obrameniz
namenom, da se doseze neSkodljiv vpliv za vodresdelV skladu z vodno direktivo
2000/60/EC (Water Framework Directive) je »dobeolegki status« treba daSeza vse
evropske vode do leta 2015. Glede na to dejstlmsfgeno, da sistentiSéenja odpadnih
vod opravljajo svojo nalogo ¥im vegji meri, predvsem pri odstranjevanju organskih

obremenitev in patogenih mikroorganizmov.

Odpadno vodo iz razinih panog danes uspesnistijo do normativov za iztok. Zaradi
poveanih potreb se gasi poveéuje tudi recikliranje vode. Odpadne vode iz preHyam
industrije so visoko obremenjene z organskimi snpkirso ve&inoma dobro razgradljive,
in z manjSim delezem tezje razgradljivih ter stmipesnovi, ki jih je treba odstraniti v
procesucis¢enja. Glede na trenutno proizvodnjo tega se lahiavjajo visoka nihanja
pH, kolicine vode in drugih onesnazeval, kar narekuje potrpb posebnikgistilnih
tehnikah. Zelo pogosta skupna problematika teh wodaoveéane koncentracije soli (JurSe

in sod., 2014).

Odstranjevanje onesnazeval iz odpadnih voda s aowislanostjo predstavlja do 5 %

VM v

globalnih zahtev prEiséenju odpadnih voda (Lefebvre in sod., 2006). Odvjajaaksne



JurSe A. Ugotavljanje primernosti navadnega trstan razlicnih klonov topola ... z&iS¢enje odpadne vode s poviSano slanostjo.6
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015

odpadne vode v naravo g vpliva na vodno zivljenje, vire pitne vode in &mjstvo.
Zakonodaja na tem podijo postaja vse strozja, zato sta v danasSrjasu postaléiscenje

in odstranjevanje organskih snovi ter soli v odpaaali obvezni v mnogih drzavah. Slane
odpadne vode se alijno obravnavajo s pomjo fizikalno—kemtnih sredstev, saj so
obicajno bioloski na&ini ciScenja ma@&no omejeni zaradi soli. Stroski uporabe
fizikalno—keminih sredstev so po navadi visoki, medtem ko soradtevni naravni sistemi
obravnave organskih snovi slane odpadne vode dasdes® pogosto predmet raziskav po

vsem svetu tudi zaradi nizjih operativnih stroSkibefebvre in Moletta, 2006).

Eden izmed alternativnitistiinih sistemov so rastlinskéstiine naprave (RN). Uporaba
teh sistemov postaja vse bolj popularna & eseavah (Aktros in Tsihtintzis, 2007), vendar
njihova uporaba preis¢enju slanih odpadnih voda Se ni povsem raziskamatliRske
cistilne naprave sodinkoviti sistemi za odstranjevanje trdih in orgaihs&novi, hranil ter
kovin, prisotnih v raztinih vrstah odpadnih vod (Hammer, 1989; Kadlec id. s2000;
Kadlec in Wallace 2009; Mainev in sod. 2009; Vymairasod. 1998). Muffarege in
sodelavci (2011) navajajo, da je izbira primerniaknofitov pomemben del rastlinske
cistilne naprave, saj morajo makrofiti preziveti @atialne strupenecinke in variabilnost
kakovosti odpadne vode. Regionalno razSirjene niidke vrste so prilagojene na lokalno
klimo in edafske razmere. Kljub temu je njihovo aelnje v spremenljivih razmerah
odpadnih voda, kot so slanost, pH, raztopljenikk{BIO) in koncentracije onesnazevalcev,
pogosto Se neznano. Iztoki s poviSanim pH in z kaselanostjo so posledice mnogih
industrijskih procesov (Muffarege in sodelavci, 201

Ohranjanje narave se & pri viru onesnazenja. Obremenitve komunalnihavtahko
torej zmanjSamo tam, kjer nastajajo. Kljub temudodocene snovi preidejo v odpadno
vodo in jih je treba odstraniti. SiScenjem odpadne vode zelimo ohranjati okolje in
izboljSati zdravstveno stanje prebivalcev. Komunatrdpadna voda lahko vsebuje vrsto
odpadnih snovi in obajno vsebuje priblizno 99,9 % vode in priblizno @gltrdnih snovi
(RoS, 2001). SploSne metodidéenja odpadnih voda delimo na intenzivne in eksterezi
bioloSke metodecis¢enja. Intenzivhe metode temeljijo na intenzivirangmmocesu
samodgiscéenja, ki tudi sicer poteka v naravi in temelji navljgnjski dejavnosti

mikroorganizmov. Ol#ajno se delijo na tri stopnje: primarna, sekundamaerciarna
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vode, in sicer kot fizikalno, kemijsko in biolosSkis¢enje. S primarno, sekundarno in
terciarno stopnj@iséenja je predvsem opredeljena stopnjg&nosti odpadne vode oz.
katere snovi in v kakSni meri se bodo iz odpadngevadstranile (Tchobanoglous in sod.,
2003). Kakrsna koli metoda se na d@onem mestu uporabi, mora Kom produkt, to je
oc¢iS¢ena voda, zadovoljevati osnovne okoljske stand&idm dol@&eni z Uredbo o emisiji
snovi in toplote pri odvajanju odpadnih vod v vddejavno kanalizacijo (Ur. |. RS, st.

47/05, 45/07, 79/09 in 64/12).

V nekaterih primerih pa naj¢ge breme predstavljajo mineralne snovi. Williamssiod.
(1999) menijo, da je med onesnazevali, ki obremejgyodtalnico v dezelah zmernega
pasu, med najpomembnejSimi NaCl. Ker je NaCl dabpen v vodi, se ob topljenju snega
in dezja spira s cestier vpliva na vsebnost natrijevih in kloridnih mnv bliznjih vodnih
telesih (potoki, jezera, ndwirja), podtalnici, zajetjih pitne vode ter v santibh ob cestah.
Pove&ana slanost vpliva tako na Zivali kot na rastlimesk pitne vode pa tudi rdoveka.
Vir slanih odpadnih voda so lahko tudi industrijasiijarska, Zivilskopredelovalna
industrija itd.) in procesi razsoljevanja naravriangh voda (Lofrano in sod, 2013
Pove&ana vsebnost soli v odpadnih vodah lahko neugodplovay na aktivno blato
bioloskih ¢istilnih naprav in s tem na bioloSko stoprj&cenja (Panswad in Anan, 1999;
Hamoda in Al-Attar, 1995). Obstajajo razle moznosti uporabe rastlinskiustilnih
naprav in drugih fitotehnoloSkih pristopov, ki zéadjajo visoko blazilno zmogljivost pri
obravnavanju vode s povisano slanostjo (Justimaé, 2009, Zalesny in Zalesny Jr., 2009;
Justin in sod, 2010). Odpadna voda, ki vsebujekoekolicino soli, nastaja tudi pri
regeneraciji ionskih izmenjevalnih kolon, ki se tgddjajo za odstranjevanje nitratov iz
odpadnih voda razinih industrij. Poleg soli ta voda vsebuje velikératiov, ki so bili prej

v industrijski odpadni vodi. Za njihovo odstranjej@ so najprimernejSi halofilni
denitrifikatorski organizmi, ki so prilagojeni ndaso okolje (Peyton in sod., 2001). Z
vecanjem koncentracije NaCl se v odpadni vodi (od &8 @/l) povéuje kemijska potreba
po kisiku (KPK) na iztoku. Veliko raziskav je bilearejenih v zvezi z odstranjevanjem
dusSika iz odpadnih voda z veliko vsebnostjo amesiga (od 100 do 1000 mg/l NHN)

ali nitratnega dusika (od 500 do 36 000 mg/IsNR) in z visokimi koncentracijami soli
(od 3 do 12 %): Peyton in sod. (2001), Dincer inrd{g2001), Campos in sod. (2002).
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Moletta, 2006). Dincer in Kargi (2001) ugotavljatis imajo koncentracije soli, viSje od

3 %, aiten Skodljiv vpliv na proces nitrifikacije.

2.2 VPLIV SLANOSTI NA DELOVANJE RASTLIN

Skodljivi uginki slanosti na rast rastlin so povezani z nizkismotskim potencialom
substrata, z neravnovesjem hranil, s sp&uifn vplivom ionov, s hormonalnim
neravnovesjem in z indukcijo antioksidativnin encimlahko pa tudi kot kombinacija
vseh nastetih dejavnikov (Parida in Das, 2005).i0dzstlin na slanostni stres je odvisen
od ve& spremenljivk: jakost slanostnega stresa (koncelpgraoli incas izpostavljenosti),
genska zasnova ddene vrste, razvojna stopnja rastline in okoljagdiln sod., 2007).
Odpornost rastlin proti slanosti ni izk§lmo povezana s prilagoditvijo na strupenost ionov
Na' in CI", ampak tudi s prilagoditvijo na sekundarigide slanosti (Munns, 2002).

Proizvodnja biomase je odvisna od kaija ogljikovih spojin, ki nastajajo v procesu
fotosinteze, vendar pa poviSana slanost negatiptivavna fotosintezno aktivnost rastline
(Zhu, 2001; Ashraf, 2003). Slanost zmanjSa zmozmastline po privzemu vode in
povzraa zmanjSanje rasti skupaj s spremembami metabol{ztoans, 2002). Slanostni
stres v rastlini porusi vodno in ionsko ravnovesjp na ravni celotne rastline kot tudi na
celicni ravni. To pa povzi® poSkodbe molekul, ustavitev rasti in tudi snasttine (Zhu,
2001).

Slanost na rastlino vpliva razho: zniZzuje vodni potencial rastline, povZaostrupene
ucinke ionov N4 in CI', ki jih rastlina absorbira, in moti privzem drugésencialnih
hranil. Slednje pri trajnicah nima takojSnjega vplina rast, saj imajo rastline lahko
rezervna hranila, ki se mobilizirajo (Flowers inowkrs, 2005). Odpornost rastlin na
slanost je sposobnost rastline, da raste in zak§uoj Zivljenjski cikel v substratu, ki
vsebuje visoke koncentracije raztopljenih soli. d&lena odnos do po¥anih koncentracij

soli halofite delimo na obligatne in fakultativrearida in Das, 2005).
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Kaseva in Mbuligwe (2010) sta ugotovila, da je bdatlinskacistiina naprava, zasajena z
vrsto Phragmites mauritianysucinkovita pri odstranjevanju kroma iz odpadne vode z
visoko koncentracijo raztopljenih snovi (cca. 11).gPrav zato so rastlinskeaistilne
naprave lahko primerne z#&cenje slanih odpadnih voda, le da je izbira primemaistlin
zelo pomembna. Mwirske rastline, raste v rastlinskih¢istiinih napravah, so zelo
pomembne, ker opravljajo funkcije v povezaui&enjem odpadnih voda (Brix, 1997).
Najpogosteje uporabljene rastline soém® in hitro raste emergentne ndwirske rastline
(Vymazal and Kropfelova, 2008), kot stgpha latifoliain Phragmites australigBrisson
and Chazarenc, 2009). Ko imamo opravka z odpadmodami s poviSano slanostjo,
moramo nameniti veliko pozornosti izbiri rastlindpornih na sol, z namenom, da
doseZzemo prozen teriokovit sistemcis¢enja. Klomjek in Nitisoravut (2005) sta ocenila
moznost uporabe rastlinskifstiinih naprav za odstranjevanje onesnazil izislapadnih
vod z uporabo osmih rastlinskih vrst. P&ata, da ima ozkolistni rogozTypha
angustifolig najboljSo rast v primerjavi z drugimi rastlinaniCyperus corymbosus,
Brachiaria mutica, Vetiveria zizaniodes, Spartinatgnts, Leptochloa fusca and
Echinodorus cordifolius Kaseva in Mbuligwe (2010) sta ugotovila, da jk&a bastlinska
¢istilna naprava, zasajena z vr®btiragmites mauritanysucinkovita pri odstranjevanju

kroma iz odpadne vode z visoko vsebnostjo raztoiijednih snovi (cca. 11 g).

TroSt-Sedej (2005) je v svoji raziskavi ugotovittg na fotosintezno aktivnost rastline
mocno vplivajo razmere v okolju, temperatura, sevaggstota toka fotonov fotosintezno
aktivnega spektra sevanja (PPFD), dostopnost hrambde ter drugi okoljski dejavniki.
Razmerje parametra Fv/Fm je merilo potencialnekienacne winkovitosti fotosistema I
in je sorazmerno neto fotosintezi (Krause in Wi#891). Pri vitalnih rastlinah dosega
razmerje Fv/Fm vrednosti 0,83 (Bjorkman in Demmi@87) in se zmanjSa, kadar je

rastlina izpostavljena stresnim razmeram.
2.3 FITOREMEDIACIJA V OKOLJU POVISANE SLANOSTI
Izsledki najnovejSih raziskav potrjujejo, da laHkotehnologije (uporaba rastlindrstilnih

procesih) ponujajo dinkovito in okolju prijazno orodje z&iS¢enje onesnazenih tal,

sedimentov, onesnazenih industrijskih tal ter oagene odpadne vode (Justin in sod.,
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2009, Zalesny in Zalesny Jr., 2009, Justin in s@d]0). Rastline s svojo stalno
prisotnostjo pravzaprav veas prispevajo k izboljSevanju stanja okolja, tutkzbnasih
posegov. Topoli in navadni trst so primerne rastlma fitoremediacijo v okoljih z visoko
slanostjo (Shannon in sod., 1999, Klomjek in Nitssat, 2005; Zalesny in sod., 2007;
Zalesny in Bauer, 2007; Calheiros, 2010). Topolvzgmajo razkna onesnazevala,
vklju¢no s hranili (nitrat, amonij, fosfat), kovine, mieide, petrokemijske spojine (goriva,
topila), pesticide in topne radionuklide. Topol imaliko transpiracijo, kar delno vpliva
tudi na privzem hranil. Privzemanje hranil je otajé z velikim koreninskim sistemom z
velikim delezem drobnih koreninic, ki imajo manjtkbmm premera. Te drobne korenine
privzemajo velike koliine vode in hranil ter nudijo zivljenjski prostorikariznim glivam
(Licht in Isebrands, 2005). Za topole je znanolatiko privzemajo od 20 do 50 kg vode

na drevo na dan (Hinckley in sod., 1994).

Ker s fitotehnoloSkim procesom tezko odstranimo s@ié iz odpadnih vod, je bil nas cilj
usmerjen \&im vegjo porabo takSnih odpadnih vod pri razvoju novdlireske biomase.
Eden od ciljev raziskave je bil tako izbira najegtrejSih rastlin, ki so prilagojene na
razmere poviSane slanosti. Fitoremediacija lja niz tehnologij, ki uporabljajo rastline
in z njimi povezane mikroorganizme za remediacipesnazenih predelov (Chappel, 1997,
Phytoremediation Decision ..., 1999; Susarla in s@80Q2; Pulford in Watson, 2003).
Rastline privzemajo skoraj vsa potrebna hranilaodotopni obliki s pomgo korenin
(Licht in Iserbrands, 2005). Lesnate rastline laplkdeg visokega evapotranspiracijskega
potenciala v okolico sproégjo encime za razgradnjo razlih snovi, globoke korenine in
sposobnost nalaganja onesnazeval. V mnogih prinierd@o tudi visoko stopnjo rasti in
zato veliko produkcijo biomase (Chappell, 1997)tofe@mediacija je primerna tako v
primeru t@&kovnih kot razprSenih virih onesnazenja (Phytoreatezh Decision ..., 1999),
kljub vsemu pa ima omejitve. Uporablja se lahkotden, kjer imajo rastline ugodne
razmere za rast. Koncentracije onesnazil ne smgjprevisoke, da ne povzégo stresa
pri rastlinah, onesnazila morajo biti v bioloSkostlpni obliki, prav tako onesnazenje ne
sme biti preve globoko, kajti korenine rastlin morajo désenesnazila (Phstoremediation
Decision ..., 1999).
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2.4 RASTLINSKECISTILNE NAPRAVE

Rastlinskegistiine naprave (RN) so bioloski sistemi, ki se lahko uporabljajo &#enje
razlicnih vrst onesnazenih vod (Brix, 1994; Vymazal ird.s®2006). Rastlinskéistiine
naprave so bile uspeSno uporabljen€igzéenje gospodinjskih odplak (Brix in sod., 2011;
El Hamouri in sod., 2007; Konnerup in sod., 2008gnQ in sod., 2010), odpadnih vod iz
usnjarn (Calheiros in sod., 2009; Emmanuel in An@@d7), blata s svinjskih farm (Dan
in sod., 2011; Kantawanichkul in sod., 2009; Mearsod., 2008) in vode iz ribnikov
(Konnerup in sod., 2011). BioloSki proce&iscenja so lahko ovirani zaradi visokih
koncentracij soli (Lefebvre in Moletta, 2006), kaa je slabo preieno (Karajé in sod.,
2010).

Eden izmed n#nov ¢id¢enja odpadnih voda z uporabo naravnih procesov(¥e, Rjer so
rastline, tla (substrat) in mikroorganizmi v potnari ¢is¢enju odpadne vode (Renman in
Kietlinska, 2000). Za RN je znano, da lahko zmanj3ajo Kitio onesnazeval iz razhih
virov kot so primarna in sekundarna komunalna odpacbda, odtok padavinske vode s
cesti§, tehnoloSka odpadna voda, odpadna voda s kmétijshvrsin, izcedna voda ter
kisla rudniSka izcedna voda (Kietlinska, 2003, Kadin Knight, 1996, Vymazal in sod.,
1998, Moshiri, 1993). Za razliko od tradicionalrighnik veljajo za tehnologijo, prijazno
do okolja, ki obtajno zahteva manjSi vnos kemikalij in ele&tié energije za delovanje
(Kietlinska, 2003). Rastlinskeistiine naprave se z&scenje komunalne odpadne vode
uporabljajo ze desetletjia (Ran in sod., 2004, Vyaha2005, Maine in sod., 2005).
Vecinoma delujejo gravitacijsko, brez strojne in etgkte opreme,ce razmere to
omoga&ajo. Procesi, ki potekajo v rastlinskistilni napravi, posnemajo delovanje

naravnih mokri& in so bili predmet Stevilnih raziskav (VrhovSekvovk Korze, 2007).

Za poveanje winkovitosti obravnavanja slane odpadne vode ONRje nujno, da se
optimizirajo lastnosti RN. Pomemben del sistema’R so mikrobne zdruzbe, ki pa so
obXutljive na slanost. Faulwetter in sod. (2009) teudl'in sod. (2009) so preevali
razlicne tipe REN v povezavi z aktivnostjo mikrobnih zdruzb v taksrsistemih.
Calherious in sod. (2010) so objavili raziskavo giwh visoke slanosti na mikrobne

zdruzbe v dveh horizontalnih s podpovrsinskim tokom, zasajenih z r&aini vrstami
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rastlin. Ugotovili so, da pestra in prepoznavnatéajska zdruzba vpliva na delovanje
RCN v povezavi z vrsto zasajenih rastlin. R&azdi Studije, ki so se ukvarjale z &&jnimi
kulturami bakterij, kaZzejo, da obstajajo Stiri tetastne skupine v fazi obravnave slane
odpadne vode z organizmi iz sladkovodnih in talekosistemov (Woolard and Irvine,
1995). Stevilne raziskave navajajo, da je uporalk@amrganizmov, odpornih na slanost, v
bioloSkih obravnavah lahko racionalen pristop fmiavnavi slane odpadne vode (Kargi in
Dincer, 1996; Kargi in Uygur, 1996; Tellez in sod995; Hinteregger in Streichsbier,
1997; Dincer in Kargi, 1999; Yang in sod., 2000).

RCN so postale Siroko uporabljena tehnologija tudadanizkih strodkov vzdrZzevanja in
obratovanja ter visoke sposobnosti raztapljanj&(B987, Green in Upton, 1994, Liang in
sod., 2003). Kompleksni vzajemni procesi, ki poyepu maivirske rastline,
mikroorganizme in substrat v(R, so glavni mehanizmiis¢enja odpadnih vod (Chen in
povezani z lastnostmi migirskin mikroorganizmov in z nalogami koreninskegjatema
rastlin (Tanner, 2001, Kadlec in sod., 2005, SteirHook, 2005). M¢virske rastline
ustvarjajo oksine razmere v koreninski coni, zato tam potekajennivne interakcije med
rastlinami, mikroorganizmi, substratom in onesnaheter fizikalno—kemijski in bioloski
procesi (Kivaisi, 2001, Stottmeister in sod., 2003)

V RCN potekajo raztini fizikalni in biokemijski procesi, kot so aerobmer anaerobna
razgradnja, filtracija, sedimentacija in adsorpcifd zagotavljajo tinkovito ciscenje

organskih, dusikovih, fosforjevih snovi in tezkitomwn ter drugih strupenih snovi v
odpadni vodi. PostopekiScenja odpadnih voda poteka v med seboj povezanitiabrev

katerih imajo glavno vlogo ustrezna meSanica satsstrmikroorganizmi in izbrane
maocvirske rastline s svojim koreninskim sistemom. Rsi¢iS¢enja so predvsem odvisni
od hidravltne prevodnosti substrata, Stevila ter vrst mikraorgmov, oskrbe

mikroorganizmov s kisikom in kewmih razmer v substratu (Haberl in sod., 2003).

RCN so 3e posebejéimkovite pri znizevanju vsebnosti biolosko razgjaih snovi,
odstranjevanju suspendiranih trdnih delcev, dudibsforja, ogljikovodikov in tudi kovin.

Na podlagi podatkov iz razhe literature je tinkovitost zmanjSevanja obremenitev v vodi
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z rastlinskimicistilnimi napravami za neusedljive snovi 80-90 #sfér 26—60,6 %, dusik
22,6-48,5 %, BPK65-97 %, ter bakterije fekalnega izvora in drulggkterij pa 90-99%
(Vucini¢ in sod., 2008). Razgradnja snovi poteka v @kkiin anoksinih obmajih. Tako
se anaerobni in aerobni mikroorganizmi dopolnjujigjopoveéujejo winkovitost ¢iscenja
(Langergraber, 2008). Pri tem aerobne in anaerdakeerije prispevajo glavni delez k
¢is¢enju odpadne vode (80 %Scenja). K ostalim 20 %&iS¢enja prispevajo rastline z
vezavo mineralnih snovi (npr. fosfatov, nitratow)drugih, tudi nekaterih strupenih snovi v
rastlinska tkiva (Vrhov3ek in Vovk Korze, 2007).jpagostejSe so ®N, ki so zasajene z
emergentnimi rastlinami, kot sta taksohgphaspp. inPhragmites australigKkadlec in

Knight, 1996).

2.5 NAVADNI TRST PHRAGMITES AUSTRALIS

Phragmites australigCav.) Trin. ex Steud. (navadni trst) je emerzastlina, ki razvije
asimilacijske povrsine in ¥g del stebla nad vodno gladino. Navadni trst kavtaduj@a
vrsta lahko uspeva na obtjit z razlicnim hidroloskim rezimom. Tako émo kopenski
»teresttni trst«, ki uspeva ob jezerih, in »prehodni trdticuspeva na prehodu voda —
kopno (ob strugah), ter »litoralni trst«, ki uspeava poplavljenih predelih (Gabéis in
Urbanc- Beti¢, 2002 b).

Navadni trst je najbolj razSirjena kritosemenkagidna vrsta iz ekotonov med kopenskim
in vodnim okoljem, od sladkovodnih do slanih ektesisov (van der Putten, 1997; Cronk
in Fennessy, 2001, Mauchamp in Methy, 2004). Navghje lahko z&asno izpostavljen

popolni potopitvi ali susi, ki lahko traja od nekafi do nekaj mesecev (Mauchamp in
Methy, 2004). Prilagodi se lahko na globoko vodora pomanjkanje vode, in sicer s
fenotipsko plastinostjo (Vretare in sod., 2001, Pagter in sod., 2005ite in Ganf (2002)

poraiata, da lahko globoka voda vpliva na delovanje dagga trsta tako, da omejuje

dovod kisika do podzemnih delov rastlin.

Navadni trst je kozmopolitska vrsta in je pogostampmbna sestavina sladkovodnih
ekosistemov. Najpogosteje ga najdemo blizu celmsked in v brakinih ter slanih

mokri&ih. Prav tako ga lahko najdemo v nekaterih tropskibkriih, vendar ne na
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obmajih Amazonije in centralne Afrike. RazsSirjen je di@izenih drzavah Amerike, raste
v maivirjih in barjih, ponavadi naseljuje vmesna ohfl@aomed mavirji in gorskimi
predeli (Roman in sod., 1984). Navadni trst se datazSirja s kloni. To mu je omogjto,

da se je izjemno razSiril po Zdruzenih drzavah Akeein celo na Japonskem, kjer pogosto
izpodriva avtohtono mivirsko vegetacijo v celinskih vodah, ter v brakh in slanih
mokri&ih, kjer razvije monokulture (Mayerson in sod., @DOMarks s sodelavci (1994)
navaja, da je nadzor Sirjanja navadnega trsta lposjan ukrep zaradi strahu pred izgubo
biodiverzitete v teh mivirjih. Meyerson s sodelavci (2000) je pregledaértturo in
povzel razpolozljive podatke o navadnem trstu wiZdnih drzavah Amerike ter ugotovil,
da je njegovo izkoreninjenje v celinskih vodah pmle raznolikost rastlin v vseh
primerih. Kljub temu ne sme biti cilj upravljanjaad Sirjenjem navadnega trsta
izkoreninjenje, saj je na dalenih obmgijih ta vrsta zelo pomembna za celotno biocenozo
na teh obmgih (Hellings in Gallagher, 1992).

Navadni trst je zelo pogost tudi v Evropi. Pogastouporablja pri grajenih miairjih, kot

so sistemi BN. Rast je obilna, korenine segajo do globine 75isnves. V tleh ima
razrasle rizome, ki imajo zalozno viogo. Nadzenwli dozimi propadejo. Zgodaj pomladi
pozenejo poganjki, ki v 2—3 mesecih zrasejo daei&-3 m (Kadlec in sod., 2000). Suha
biomasa podzemnih delov je okoli 2000 m@/ikar pri 30 cm globine zaseda kar tretjino
celotnega volumna. Biomasa nadzemnih delov jéaphd manjSa od podzemnih. Cveti
med julijem in oktobrom. Uspesno tekmuje z drugwmstami. Zelo dinkovito dovaja
kisik v podzemne dele in okolico korenin. Vymaza998) navaja, da naj bi iz korenin v
tla preslo do 4,3 g/fidan kisika (0,02-12 g/fffdan). Iz trs@ja izhlapi tudi 15 I/mYdan
vode. Pri eno leto starem sestoju je Kukanja (199@8)erila izhlapevanje vode 11,9
I/m%dan, Herlé (1993) pa 3,7 I/didan. Ob zasaditvi &\ se priporéa gostota 2—6 rastlin
na kvadratni meter (Urbanc—Bet in sod.,1998; Bulc in Vrhovsek, 2002a).

Navadni trst Phragmites australiske je uspesno prilagodil na terésé habitate, kjer
njegovi ekotipi izkazujejo odpornost proti susarsbsti in nizkim temperaturam (Gorai in
sod., 2007; Engloner, 2009). Dobro prenasa tudnadt in uspesno raste v bakh ter
slanih mavirjih (Burdick in sod., 2001). Rast navadnegadrse postopno zmanjSuje z

naraganjem koncentracij NaCl v raztopini (Gorai in sodQ07, 2010; Pagter in sod,
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2009). Munns (2009) v svoji raziskavi navaja, dapeanjSanje rasti odvisno od obdobja

rasti v slanih razmerah.

2.6 KLONI TOPOLA POPULUSSPP.)

Topoli (Populusspp.) so bili v preteklosti obSirno prani, predvsem z vidika produkcije
biomase za uporabo vlaken, goriva in fitoremeds&eiga dinka (Dickmann, 2001;
Isebrands in Karnosky, 2001; Coleman in Stantd&). Izjemne lastnosti topolov, ki so
pripomogle k taksni pestri uporabi vrste, so: dolkoreninjenje, hitra rast, visoka stopnja
fotosinteze in obsezna poraba vode (Ceulemansdn 4892; Pontailler in sod., 1999;
Zalesny in sod., 2006).

Topoli privzemajo hranila in razina onesnazevala, kovine, metaloide, petrokemijske
spojine (goriva, topila), pesticide ter topne radiklide. Topoli imajo veliko sposobnost
privzema in oddajanja vode, zato se na ofjinpzasajenih s topoli, spiranje razlih
topnih snovi z obma rizosfere v podtalnico zmanjSuje. Privzem je¢nw povezan z
obseznim koreninskim sistemom z velikim delezenbdio koreninic, ki imajo manj kot 1
mm premera. Drobne korenine privzemajo velike dnoé vode in hranil ter nudijo
Zivljenjski prostor mikoriznim glivam (Licht in Id@ands, 2005). Za topole je znano, da
lahko privzemajo od 20 do 50 kg vode na drevo ma d@apoli so poleg navadnega trsta
primerne rastline za fitoremediacijo v okoljih m@ko slanostjo (Shannon in sod., 1999,
Klomjek in Nitisoravut, 2005, Zalesny in sod., 20@alesny in Bauer, 2007; Calheiros,
2010).

Siroka genetska raznolikost topolovih vrst in seijgk klonov poveéata potencialno
uporabo teh rastlin v razhih okoljih. Schutz in sod. (2004) ter Licht in lsands (2005)
navajajo, da so topolove kulture koristni elemeklja, predvsem kot vegetacijski pasovi
ob potokih in vegetacijski filtri v fitoremediacke namene. Pomembna komponenta
razvoja fitoremediacijskih sistemov je ocena zma&ntmpolov za remediacijo vode v tleh
(Zalesny in Bauer, 2007). Nekatere vrste in klmgalov so primerni za fitoremediacijo
zaradi njihove hitre rasti (Zalesny in sod., 2003a3oke porabe vode (Zalesny in sod.,

2006) in obseznih koreninskih sistemov (Zalesngnf@nscheider in Hall, 2005). Topoli
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izkazujejo Siroko genetsko pestrost in relativngasno interspectfno hibridizacijo
(Eckenwalder, 1984).

Slana obmga je mozno zasaditi s hitroragbmi drevesnimi vrstami, kot so razhie vrste
topola, z izrazeno odpornostjo na slanost (Maneasod., 1993)Populus euphratic®liv.

je ena izmed najbolj odpornih vrst na p&aeo slanost v tleh (Chen in sod., 2002).
Obcutljivost na slanost je bila zaznana pri ré&zih klonih znotraj rodov, kot sBopulus
deltoidesMarshall (Singh in sod., 1999) &bpulus alba.. (Cuevas in sod., 1997, Sixto in
sod., 2005). Sledn;ji je bolj toleranten na poviSatamost od drugih rodov (Kuzmysky in
s0d.,1999). Beli topol je ndoo razSirjen na jugu in vzhodu Evrope ter v centhal
predelin Evrope. Prisoten je tudi v Srednji Azifi na severu Evrope (FAO, 1980).
Njegova prisotnost ob &aih ekosistemih po vsem Sredozemlju je bil vzroknggovo
vkljucitev v evropski Program gozdnih genskih virov (EURGEN, 1999). Vrsta je
pomembna predvsem zaradi hitrega ptiaaga ter dobrega prilagajanja na stresne razmere
v okolju. To je v preteklosti zbudilo zanimanje gagozdovanje s to vrsto in vkiitev
vrste v program ohranjanja vrste (Peso in sod.,7)19fudi za obnovo degradiranih

obmaij.

Zara€anje obremenjenih povrSin s topoli in spremljanjeapdtranspiracijskega ter
fitoremediacijskega odziva vegetacijskih pokrovda tahko w@inkoviti z okoljskega in
ekonomskega vidika (Isebrands in Kornasky, 200hforinacije o fitoremediacijski
kapaciteti topolov in vrb so pomembne zaradi eKkaloSucinkov in ekonomske
ucinkovitosti procesa remediacije onesnazenih obpidalesny in Bauer, 2007).

2.7 PEEENI VEGETACIJSKI FILTRI

Peseni vegetacijski filtri so vrsteistilnih sistemov, ki so sestavljeni iz vode, suatt,
rastlin, rastlinskega odpada, nevregmev in mikroorganizmov. Onesnazevala se v
takSnih sistemih odstranijo s kombinacijo fizik&inikeménih in bioloskih procesov,
vkljuc¢ujo¢ usedanje, adsorpcijo v substrat, asimilacijo wakirastlin ter mikrobno
transformacijo (Brix, 1993; Kadlec in sod., 200Byochaska in Zouboulis (2003) v svoiji

raziskavi ugotavljata, da jetimkovitost pesenega filtra pri odstranjevanju suspendiranih
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delcev 82 %. Winkovitost zmanjSevanja kemijske potrebe po kiglKBK) je bila od 50 %
do 70 %.

Prednost peasne pene filtracije (SSF) je v preprosti in ekon@mi postavitvi, v
obratovanju in vzdrzevanju sistema, prav tako sista delovanje ne potrebuje kemikalij
ter dodatne energije (Visscher in sod., 1987)cé&ras/egetacijski filtri prestrezejo razha
onesnazevala iz odpadnih voda in tal, ki bi diegadtekala v okolje. Spojine kot so nitrat,
amonij, trikloroeten in nekatere kovine, rastlinévpemajo ter jih tako odstranijo iz tal.
Vecina onesnazeval pa nikoli ne vstopi v rastline,rzigml se namré& v koreninski coni,
kjer jih razgradijo mikrobi (Licht in Isebrands, @). Pri vegetacijskih pé&énih filtrih se
nadzemni deli rastlin lahko perid@tio posekajo ali pozanjejo, pri tem pa se dela
onesnazevala, ki jih rastlina prenasSa v nadzemtles ddstranijo iz sistema. Vegetacijski
filtri se uporabljajo kot sistemi za pr&&enje pred rastlinskiniistilnim sistemom. Lahko
pa sluzijo kot dodatneéiscenje ali kot zmanjSanje volumna odpadne vode zgadsSane

evapotranspiracije hitrorasit lesnatih rastlin.

Ucinkovitost vegetacijskih filtrov je bila predstasfja v vé razlicnih Studijah, izvedenih v
razlicnin drzavah (Nixon in sod, 2001, Mirck in sod., 8D0Vrbe in topoli v nasadih
hitrorast@ih drevesnih vrst s kratko obhodnjo (short rotatmppice — SRC) so lahko
zaradi izjemne rasti visoka:ukoviti pri recikliranju organskih ostankov iz oalgnih voda
(Lebrecque M., Teodorescu T. I., 2001). Hitra pia}a biomase je povezana s hitrim
krozenjem hranil in z obilno porabo vode (Mirck sod., 2005). Pretekle Studije so
dokazale, da vrbe in topoli v SRC porabijo znated wode kot kmetijske vrste ter ostale
drevesne vrste (Grip in sod., 1989, Hinckles in.s894, Lindroth in sod., 1994). Kljub
temu da so vrbe in topoli znani po svoji odpornastivisok nivo vode, lahko intenzivno
namakanje zmanjSa izmenjavo plinov s substratomeigativho vpliva na proizvodnjo
biomase (Mirck in sod., 2005). Za zagotovitev dolrpostavitve vegetacijskega filtra je
treba upoStevati in izbrati primerno vrsto oz. klda omog@&a najboljSi izkoristek
transpiracijskega potenciala tetinkovit privzem hranil (Fillion in sod., 2009). Raem
hranil iz odpadnih vod obenem omda@gadrevesu hitrejSo rast, e produkcijo biomase in
oc¢isSéenost vode do te mere, da je primerna za izpuskoljeo (Larsson, 2003). Guidi

(2008) v svoji raziskavi navaja, da je velika p@atode topolovih in vrbovih hitrorastio
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nasadov, bolj odvisna od razpolozljivosti hranilt lagl speciftnega ekoloSkega odziva
rastline. Zaradi tega lahko sklepamo, da je obt nrsZno uporabljati z&iscenje razinih

vrst odpadne vode, ki vsebuje visoke koncentrdogéorja in dusika (Guidi, 2008).
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 POSTAVITEV POSKUSA

3.1.1 Mesto in sestava poskusa

Poskus je bil postavljen v okviru Centralrigstiine naprave Ajdow8na (45°52°N,
13°54°E), od aprila 2011 do konca septembra 20ldsttMpostavitve poskusa smo izbrali
zaradi moznosti uporabe odpadnih in komunalnih o@rimarnega usedalnikéstilne
naprave. Po opravlenem pregledu odpadnih vodapriiajajo iz razknih virov
Zivilskopredelovalne industrije na tem ob&g smo dolgili najpogostejSa onesnazevala v
teh vodah, kot sta visoka slanost in visoka orgarahemenitev. Na podlagi tega je bil

na‘rtovan poskus, katerega cilj je bil zmanjSevanjedamtracije onesnazeval.

Slika 1: Centraln&istilna naprava Ajdovdna (www.ksda.si)
Figure 1: Central Wastewater Treatment Plant (wsdeksi)

Pred postavitvijo modela smo izvedli celovito Sjadlom&ih in tujih raziskav s podtga:
izbora primernih substratov za sistem vertikalreticine grede oz. vegetacijskih filtrov,
izbora substratov vertikalne rastlinskestilne naprave, izbora rastlin za oba sistema,
hidravlicnih prer&unov pretokov in zadrZevanja vode ter izbora priwosti rastlin za
zasaditev sistemov s toleranco na poviSano slanost.
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Poskus je bil sestavljen iz &eenot, scimer smo dosegli dovolj eksperimentalnih
ponovitev. Sestavljen je bil iz dveh eksperimentalmertikalnih rastlinskihistilnih
naprav (V-R'N), zasajenih z navadnim trsomPhragmites australjs in treh
eksperimentalnih filtrirnih gred (V-FILTER), zasajh s Stirimi razlénimi kloni topola.
Eksperimentalne grede smo polnili z razietb dotédno vodo komunalnéistiine naprave
(iz primarnega usedalnika), ki smo ji postopomaajald raztopino soli. Kot kontrolni
objekt smo vzpostavili dve gredi, prvo zasajencsticiem (V-RCN-KONTR), in drugo,
zasajeno s topoli (V-FILTER-KONTR), v kateri pamis dodajali soli.
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@Erpalka /prezraievalna cev ?Ernalka
A . " 7| ax 3 | v
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Slika 2: Nart postavitve pilotnega modela; D1- dotok v VEIR, D2- dotok v V- FILTER, D3- dotok v
V-RCN-KONTR, D4 - dotok v V-FILTER-KONTR, I1- iztok i“—RCN-1, 12— iztok iz V-RCN-2. I3-
iztok iz V-FILTER-2, |14~ iztok iz V-RN —~KONTR, I5- iztok iz V-FILTER-KONTR (Jur3e A.)

Figure 2: Plan the layout of the model; D1- inietM—RCN, D2- inlet in V- FILTER, D3- inlet in V-
RCN-KONTR, D4- inlet in V-FILTER-KONTR, I1- outlet @im V—RCN-1, 12— outlet from V—RN-2.
I3- outlet from V-FILTER-2, 14— outlet from V-GN-KONTR, 15— outlet from V-FILTER-KONTR
(JurSe A))
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Slika 3: Préni profil pilotnega modela (JurSe A.)
Figure 3: The cross - section of pilot model (Ju3e

Dotok odpadne vode iz primarnega usedalnika prakprsk dot@nih cistern je bil
vertikalno speljartez namakalni sistem, razSirjen po celotni povréksperimentalnih in
kontrolnih enot. Voda, speljan#ez namakalni sistem, je bila meSanica odpadne viade
primarnega usedalnika iz{Bl Ajdov&ina in podtalne vode. Zbiralni cisterni sta biliegv
ena za sistem V-®N, druga pa za sistem V-FILTER. V zbiralnih cistnrje bila zgoraj
omenjena meSanica vode z dodano slanostjo za vstmsposebej. \gasu trajanja

poskusa je slanost vode postopno naias(slika 3, slika 4 in slika 5).

Od maja do avgusta 2011 smo postopno dodajali NaCl) od 1,4 do 11 mg/l v
V-FILTER in od 4,32 do 30 mg/l NaCl v enote VER. Dodajali smo morsko sol, ki se

uporablja za posipavanje cest.
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Rezultate, pridobljene v eksperimentalnih enotaghakistemov, smo primerjali z rezultati
v kontrolnih enotah, kjer ni bilo dodane soli. D&ta voda se je dodajala v treh zaporednih
intervalih po dve uri na dan s potjom avtomatskega namakalnega sistema. V prvih Stirih
tednih so bile rastline dnevno namakane z nizjockatracijo soli v vodi. S tem smo
zagotovili ustrezno ukoreninjenje rastlin. Po Btitednih smo stopnjo slanosti zviSevali
tedensko, in sicer do konca poskusa od 11 mg/l FIVFER do 30 mg/l NaCl v V-RN.

Poskus je trajal od Zatka aprila do konca avgusta, ko smo vseh 75 mgsthiezali.

= diagonalna prezracevalna cev (perforirana);
V-RCN 5 ~ob robu pokonéna, da omogoéa spremijanje nivaja vode

PRECNO -tca. 20 czgoraj na substratom
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2 12 48 mm
b @818 mm
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Slika 4: Nart sistema V-RN (Jurse A.)
Figure 4: System design of V€RI (Jur3e A.)
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Slika 5: N&rt sistema V-FILTER (JurSe A.)
Figure 5: System design of V-FILTER (JurSe A.)

Na z&etku rastne sezone, sredi marca 2011, smo piloddgiemosnovali in pripravili vse
potrebno za zasaditev enot. Za zasaditev ekspetimmodelov v enotah V-FILTER smo
uporabili 25 cm dolge potaknjence iz eno letneggapgka dreves topolowopulus
deltoids klon »Lux«, Populus x canadensisklon »I-214«,Populus x Canadensisklon
»Guardi« inPopulus albaklon »Villa Franca«. Pred sadnjo smo poganjke rdmaa en
dan v vodo do viSine 20 cm. Potaknjenci topola diopbsajeni v eksperimentalne enote
V-FILTER in v kontrolno enoto modela V-FILTER. Elesjpmentalne enote V-FILTER
so bile napolnjene z 1hpeska z raziho granulacijo po vertikalnih plasteh (slika 4 in 5

Zgornjih 5 cm vsakega potaknjenca je po sadnjilasinaaj. Vsaka enota V-FILTER je
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bila zasajena s Sestnajstimi potaknjenci topola, stemu latinskega kvadrata z
razporeditvijo 4x4 (Stirje potaknjenci klona 1-218tjrje potaknjenci klona Guardi, Stirje

potaknjenci klona Vila Franca in Stirje potaknjeklona Lux) (slika 6).

« slanitrs
= neslanitrs
R OO OO OO
3 2 1 RCN-KONTROLA
LGIV LGIV LGIV LGIV
V-FILTER GLVI GIVL GVLI GLVI
| VGL | VLG | LV G | VLG
VI LG VLGI VIGL VI GL
1 2 3 4-KONTROLA

Slika 6: N&rt zasaditve (JurSe A.)
Figure 6: Planting plan (JurSe A.)

Rastline navadnega trsta so bile posajene v endrdtoa enoto V-RN in v dve
eksperimentalni enoti V-GN. Vsaka enota je bila zasajena s 24 rastlinamiovima
kontrolna enota V- RN je bila zasajena z navadnim trstom iz »neslaneada (QCN
Ajdov&tina), polovica pa s navadnim trstom iz »slanegaeljak(Se&oveljske soline).
Enote V-RCN so bile prav tako napolnjene z £ peska oz. substrata razie granulacije,
nasipanega po vertikalnih plasteh. Substrat v &ngteRCN je bil bolj fine granulacije kot
v enotah V-FILTER (slika 6).
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3.1.2 Rastlinski material v poskusu

Vse rastline smo posadili nacedku vegetacijske dobe in so bile wetnem obdobju

namakane le z meSanico vodovodne vode ter komuralpadne vode po primarnem
¢iséenju. Namakanje brez dodajanja soli je trajalo déetka maja leta 2011, da so se
rastline uspesno ukoreninile. Na¢etku junija smo s postopnim dodajanjem soli (NaCl)

poveali slanost.

Potaknjence klonov topolaP¢pulus deltoideBart. cl. 1-69/55(syn. Lux), Populus x
canadensisMoenchcl. 1-214, Populus x canadensidloenchcl. Guardj Populus alba L.
cl. Villa Franca) smo pridobili iz topolovih klonpwzgojenih na Institutu za raziskovanje
topolov, na Raziskovalnem oddelku za intenzivnoizmadnjo lesa, Casale Monferrato,
Italija (Istituto di Sperimentazione per la Piopgtara, Unita di Ricerca per le produzioni
Legnose fuori Foresta, Casale Monferrato, Itakdiké 7). Uporabili smo tri klone topolov
s potencialno izrazeno poviSano stopnjo tolerarecaslanost. V eksperimentalnih gredah
smo jih uporabili z namenom ugotovitve njihovegorémediacijskega potenciala in

stopnje rasti v razmerah poviSane slanosti tergamé organske obremenitve.



Jurse A. Ugotavljanje primernosti navadnega trsta razlicnih klonov topola ... z&is¢enje odpadne vode s povisano slanostji® g
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v LjubljariBiotehniSka fakulteta, 2015

i s p

Slika 7: Potaknjenci topolov, kloni Vila Franca,X{,u-214 in Guardi (JurSe A.)
Figure 7: Cutting of poplars, clone Vila Francax|.l+214 and Guardi (JurSe A.)

Rizome vrstdPhragmites australismo pridobili z dveh lokacij z razho stopnjo slanosti:
iz obstojee rastlinsketistilne naprave v blizini CN Ajdov&ina in z obmeéja solin v

Strunjanu (45°31°N, 13°36°E). Namen izbora rag#ibil prewiti stopnjo odpornosti dveh
razlicnih ekotipov trsifja v odpadni vodi s poviSano slanostjo in poviSamgansko

obremenitvijo (slika 8).
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Slika 8: Rizomi navadnega trsta s solin Strunjamd) in iz rastlinskeistilne naprave v Ajdowni (desno)
(JurSe A))

Figure 8: Reed rhizome from salt pans Strunjant)(lahd constructed wetlands in Ajddiga (right)
(Jurse A))

3.1.3 Opis klonov topola

Opis klonov je povzet po gradivu Instituta za rkaise topolov Casale Monfterato, Italija
(CRA, 2014).

Beli topol (Populus albal.) pokriva naravna obnéga srednje in juzne Evrope, severne
Afrike, zahodne Azije in srednje Azije (FAO 198®tevilne sorte se tradicionalno gojijo
na Bliznjem vzhodu ("Roumi"; "Ankara AT"; Kabud@&chirazih"; "Kabudeh Bumi"), in
drugje, kjer so beli topol uvedli med komercialneltire v drugi polovici dvajsetega
stoletja. Eden od teh kultivarjev je klon z imendNillafranca”, ki je bil vzgojen na
Raziskovalnem inStitutu za topole, Casale Monferr@talija) v letu 1954 s krizanjem
ZenskegaPopulus albaVillafranca Piemonte (Piedmont, Italija) in moSkegsebka iste
vrste iz kraja Lucce (Toskana, Italija). Ta klonbjeregistriran za komercialno uporabo v
Italiji leta 1989 in na Madzarskem leta 1987. "sffttnca” se uporablja za pogozdovanja
na ravnicah ob rekah in v posebnih sestojih zazponinjo okrogle hlodovine (pohistvo,
palete itd.).
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Confalonieri (2002) powa, da je bil klon ‘Villafranca' testiran v raziskavn

eksperimentalnem programu, ki ga je izvajal ENBERI@n Electric Company), in sicer z

namenom, da razvijejo primerne modele za mim¥iproizvodnjo lesa za energijo

(Schenone et al. 1997). ‘Villafranca’ izkazuje \kegrodukcijo biomase (okoli 9 t/ha/leto

suhe snovi) in izjemen odziv po zasaditvi. Ta kitahteva previdno obravnavo v prvih

nekaj mesecih po sadniji, ker lahko plevel¢mm Skoduje mladim topolovim rastlinam
(Facciotto and Schenone 1998).

Preglednica 1: Opis klonov topola
Table 1: Desription of poplar clones

Vrsta klona

Populus deltoides

Bartr., klon »Lux«

Populus x
euramericana (Dode
Guinie, klon »1-214«

Populus x
euramericana
(Dode) Guinier,

klon »Guardi«

Populus alba L.,

klon »Villafranca«

Splosne informacije

DruZina Salicaceae Salicaceae Salicaceae Salicaceae
Vrsta Populus deltoides |Populus x Populus x Populus alba L.
Bartr. euramericana (Dode) euramericana
Guinie (Dode) Guinier
Sinonim P.x euramericana |P. xrobusta, / ‘1-58/57
P.xrobusta P.xcanadensis
Materinska P. deltoides —lllinois| P. sp ‘Canadese P. deltoides P.alba‘n. 2 -
rastlina (USA) bianco’ ‘3261/958' Istituto Pignatelli’ -

(Stoneville 1) -
USA

Villafranca
Piemonte (TO)

Moska rastlina

In situ priloZznostno

opraSevanje

Incerto (P. nigra
‘Nero Stella’,
Vigone-TO)

P. nigra ‘Bordils’
(Spagna)

P.alba (Lucca)

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 1: Opis klonov topola

er

Selektor Istituto di prof. G. Jacometti — | Centro di Istituto di
sperimentazione per Villafranca Piemonte| sperimentazione| sperimentazione pé
la pioppicoltura (TO) agricola e la pioppicoltura
(ISP)-Casale forestale (CSAF) (ISP) — Casale
Monferrato (AL) - Roma Monferrato (AL)

Spol Zenski Zenski Zenski Zenski

Opis morfologije in fenologije rastline

Oblika list Sirok PolSirok Ozek PolSirok

Barva listov Rdekasta v fazi Rdekasto v fazi Rumeno - zelengZeleno — bela

cvetenja in v odrasli
dobi

cvetenja in v odrasli
dobi

Barva brstov Zelena Rdeasta Rjava Zelena

Kalitev Zgodnja Zgodnja Pozno Zgodnja

Deblo Rabhlo valovito in Rahlo valovito in Gladko Rahlo valovito
cilindri¢cne oblike cilindri¢éno z redkimi

sekcijami
Lubje Grbasto Gladko, sive barve Gladko, sive | Gladko, sive barve
barve

Gojenje

RazmnoZevanje| Zelo dobro Zelo dobro Zelo dobro Slab3e vegetativno
vegetativho vegetativno vegetativno razmnozevanje;
razmnozevanije; razmnozevanje; razmnozevanje; | za ukoreninjenje
enostavno enostavno enostavno potaknjencev

ukoreninjenje

potaknjencev

ukoreninjenje

potaknjencev

ukoreninjenje

potaknjencev

potrebno veliko

vlage

se nadaljuje



Jurse A. Ugotavljanje primernosti navadnega trsta razlicnih klonov topola ... z&is¢enje odpadne vode s povisano slanostj@ )
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015

nadaljevanje preglednice 1: Opis klonov topola

W

Pedoloske Prilagojen na Prilagojen na raztne | Prilagojen na Prilagojen na
razmere razlicne vrste tal, tudivrste tal; lahko raste yrazlicne vrste tal, razlicne vrste tal,
na suhe pogoje zelo hladnem okolju |razen na tudi na karbonatna
karbonatna. tla
Gojenje Ne prenese rfiwega | Raste hitro z visoko | Ne prenese Raste na tleh z
vetra. V prvem letu | stabilnostjo. mocnega vetra, |veliko vode,
razvoja namakanje inEnostavno enostaven za | prira¥a pa@asneje
gnojenje nista obrezovanje. V lItaliji | obrezovanje. kot ostali kloni;
priporceljivi, saj eden izmed najbol; cikel na 15 let, rast
lahko povzréita razSirjenih klonov. S lahko v velikih
zlom ali upogibanje | ciklom 10-12 let in gostotah sestoja in
rastlin. 280-330 rastlin/ha, v, dobro prenaSa
nizinah proizvede v reccenje; tezave pr
povpreju 20-22 obrezovanju.
m/ha/leto. se nadaljuje
Deblo Les je precej teZzak | Lahek les (bazalna |Zmerno teZek lesLahek les (bazalna

(bazalna gostota do
0,37 glcn),

primeren za razino

gostota 0,29 g/ci
bele barve, zelo

primeren Zavezane

(bazalna gostota
0,33 g/cn),

primeren za

gostota 0,27 g/cir
primeren za Zagan

les in vezane plé&

uporabo ploXe. razlicno uporabo
Odpornost na:
Spomladansko | Zelo visoka Zelo visoka Zelo visoka Zelo visoka
osutost
Plesni Visoka Srednja Slaba Zelo visoka
Okuzbo z Zelo visoka Nizka Srednja Zelo visoka
Marssonina
brunnea
Kortikalne Zelo visoka Srednja Zelo slaba Zelo visoka
nekroze
Rjave lise Zelo visoka Visoka Zelo slaba Zelo visok

se nadaljuje
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nadaljevanje preglednice 1: Opis klonov topola

Mozaiéni virus Nizek Zelo visoka Zelo visoka Zelo visoka

Volnate usi Zelo visoka Nizka Srednja Zelo visoka
Phloeomyzus

passerinii

Veter Nizka Visoka Srednja Visoka

3.2 ANALIZE RASTLIN IN VODE

V nadaljevanju poizkusa je potekalo redno odvzemamprcev vode za opravljanje analiz
vode. Izvajale so se sprotne tedenske analize rigle&t prevodnosti vode s
konduktometrom. Na 14 dni so se izvajale skrajSaberatorijske analize fizikalnih in
kemijskih lastnosti vode. Trikrat v celotnem obdolposkusa smo izvedli razSirjeno

analizo fizikalnih in kemijskih lastnosti vode.

Tedensko vza@enje fizioloskih in kemijskih parametrov smo opfamed aprilom 2011 in
oktobrom 2011. Tedensko smo spremljali rast dr€visina, premer, Stevilo poganjkov)
in merili ekofizioloSke parametre. S potjm meritev transpiracije in vodnega potenciala
smo spremljali spremembe vodnega rezima v rastlisgiomgjo fluorescence klorofila

pa vitalnost rastlin. Merili smo tudi temperaturstdv. V ¢asu poteka poskusa so potekale
tudi meritve abiotskih dejavnikov, ki so se opraldjs pomgo avtomatske meteoroloSke
postaje, postavljene na mestu poskusa (last Gdatgasinstituta Slovenije). Tako smo
pridobili podatke o temperaturi zraka, relativnéc vlagi (higrometer), kotini padavin

in smeri ter hitrosti vetra. S porjo teh parametrov smo lahko doilo povprecno dnevno

temperaturo zraka.
3.2.1 Vzokenje vode
Vodo smo vzatili na dotokih in iztokih kontrolnih enot V-&N in sistema V-FILTER

brez dodane soli (&\N-D3, RCN-14, V-FILTER-D4, V-FITLER-I5) ter na dotoku in
iztoku eksperimentalnih enot obeh sistemov s siadp (RCN-D1, RCN-I11, RCN-I2,
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V-FILTER- D2, V-FILTER- 13). Odvzeti vzorci vode duli zbrani v sterilne posode in
shranjeni na hladnem v hladilniku do laboratorijsk®lize, ki je bila opravljena v Stirih

urah.

Vzorci vode so bili analizirani v laboratoriju Cedne cistiine naprave Ajdovdna.
Analize so temeljile na standardnih metodah (APHAXWA, WEF, 1998) za naslednje
parametre: biokemijska potreba po kisiku (BPKdolatena z manometino metodo s
pomaijo merilnega aparata OxiTop R (WTW, Giessen, Gegjakemijska potreba po
kisiku (KPK), dolatena z dikromatino digestoino metodo (s kalijevim dikromatom v
zveplovi Kislini in srebrov sulfat kot katalizatprin skupne suspendirane snovi (TSS),
dolocene s filtracijo pod vakuumom, skozi 47 mm debekisin mikrofibra filter (934-
AH Whatman) in po su$enju na konstantni temperdtds C. Na mestu poteka poskusa
smo pH, prevodnost in temperature vode izmerilparaturo HI 98128 (instrument ETE
MultiLine P4). Zr&no temperaturo, ztao vlaznost, kotiino padavin, solarno energijo,

hitrost in smer vetra smo dalb z vremensko postajo na samem mestu poskusa.
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Slika 9: Oprema in potek vzienja véasu poskusa nal® Ajdov&ina (Jurde A.)
Figure 9: Equipment and sampling during the expeninat WWTP Ajdov@na (JurSe A.)

Vzor¢enje vode in analize so bili narejeni v skladu dajanjem slanosti na datoih
cisternah. Odvzem vzorcev je bil narejen na vsakixhi in iztoéni enoti sistema V-RN.
Prav tako na dotmi cisterni sistema V-FILTER in na eni izt@ enoti. Ti vzorci so bili
nato analizirani v laboratoriju Centralrigstiine naprave Ajdowdna in na Zavodu za
zdravstveno varstvo Nova Gorica, in sicer s pgmoertificiranih nacionalnih standardnih
analitcnih metod (DIN, SIST ISO, ISO/DIS, m SIST, MP L@izikalne in kemijske
lastnosti dotdne in izt@ne vode, kot so na primer temperatura, pH, elakrprevodnost
in raztopljeni kisik (DO), so bile tedensko merjeme samem mestu poskusa s pgmo
instrumenta WTW MultiLine P4. Analithe metode za analize kemijske sestavedahetin
izto¢ne vode so predstavljene v preglednici 2.
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Preglednica 2: Uporabljena metoda

za deioparameter

Table 2: The method used for a particular parameter

Parameter

Metoda

Enota

pH (0,01 M CaG))

W PH ISO 10523 (conductometer WTW MultiLine R

)4)

Elektricna prevodnost (EC)

W EC ISO 7888 (conductometer WTW MultiLine P4

tmS cm?

BioloSka potreba po kisiku (BRK

SIST ISO 5815 (thermostatic cabinet, oximeter WT

Wig I

Kemijska potreba po kisiku (KPK

(BIST ISO 6060 (Titrator Mettler)

mg I'*

Temperatura (°C) SIST ISO 7888 (conductometer WTW MultiLine P4)°C

Na' mg I'*
CI- SIST ISO 8288: 1996 method A (Atomic adsorb.  |mg I
Mg? Spectrophotometer Varian Spectra 300 FAAS) mg I'*
K* mg I'*
SO mg I'*
SS MP LC 022: 2009 (HPLC HP 1050) mg I
P mg "
TN mg I
NH,"-N mg I
NO, -N mg I

3.2.2 Vzokenje rastlin in subs

trata

Lastnosti rastlin, kot so: viSina rastline, premerfotokemtna inkovitost, so bile

izmerjene toéno dolaienih petih rastlinah iz vsake enote. Ob koncu pgaksmo zbrali

ves rastlinski material iz enot in ga posusili.ceno smo suSili nadzemne in podzemne

dele rastlin ter jih ldeno tudi tehtali. Rezultate, pridobljene z merjenjeastlin iz

eksperimentnih enot, smo primerjali z rezultattlrasz kontrolnih enot.

3.2.3 MikrobioloSke analize

S pomgjo InStituta za fizikalno biologijo (IFB, d. 0. ogmo v okviru mikrobioloskih

analiz opravili vzotenje mineralnega substrata iz pilotnega objektarizosfere s

koreninami ter dotine in izt@ne vode iz enot poskusa. VZenje poskusa je potekalo 2.

9. 2011 v Ajdov8&ini. Odvzeli so se vzorci dotae in izt@éne vode, vzorci treh faz

rastlinskega dela (rizosfere) in vzorci substr&tzorcenje je potekalo s ponmyjo sterilnih
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metod. Vzorci so se hranili na hladnem vse do laooija InStituta za fizikalno biologijo,

d. 0. 0., kjer so vzorce shranili v zamrzovalniku-+18°C.

Iz vsake enote smo odvzeli 6 rastlin s pripaéiajozosfero. Vzorce smo nato razdelili na
tri frakcije: rizosfero, prst ob koreninah in rizap oziroma povrSino korenine. Prav tako
se je odvzelo po 1 | vode na vtokih in iztokih ieenot, na koncu pa Se prst na povrsini,

10 cm pod povrsino, na sredini in na dnu enot ¢UNR

Iz vsake enote V-N smo vzotili po 3 rastline s pripadajo rizosfero, ki smo jo
razdelili na 3 vzorce po 21 rastlin (skupaj 63 w&w). V posamezni enoti V-EN smo
vzorili 3 paralelke in 4 plasti, in sicer povrSino 5-df od vrha, na sredini in na dnu (12
X 7 vzorcev = 84 vzorcev):

— 4 enote = vtok/4 vzorci

— 7 Xiztok/7 vzorcev

— skupaj 158 vzorcev

V laboratoriju InsStituta za fizikalno biologijo, @. 0. smo uporabili optimiziran postopek
zacim boljSi izkoristek izolacije DNA in RNA s pond kompleta reagentov DNAId ter
meritve koncentracije DNA in RNA s porjo naprave ter kompleta reagentov Qubit,
proizvajalca Invitrogen. Izolirani bakterijski DNAmMo nato s ponigo PCR-tehnike
pomnozili dele 16S-zaporedja (Delgado in sod., 200@timizirali smo izbiro primernih
zatetnih oligonukleotidov in nato z njimi pomnozena-$6zaporedja detektirali s tehniko
denaturacijske gradientne gelske elektroforeze (BX5®& prvi fazi smo z DGGE doéili
fragmente, ki smo jim dotdli natantha zaporedja na podlagi katerih smo identificirali
pestrost posameznih mikroorganizov. S p&m®CR-tehnike v realnegasu in izolirane
DNA smo nato Se kvantificirali prisotnost posamézmikroorganizmov.

Uporabili smo modifikacijo metode izolacije DNA igorenin in substrata izistilnih
naprav. 1z substrata smo po standardnem postojkiuaiz DNA s poma@jo DNAId kita.
Zaradi véjih delcev peska smo morali optimizirati izolaciekrobnih celic iz povrSine
delcev. V vodi enake slanosti, v posamezni gegstiine naprave, smo uproabili metodo

necnega stresanja, vorteksiranja in ultraavo kopel. Po zadnji metodi smo dobili najve
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sprogenih celic, ki smo jih potem koncentrirali s pafj@m centrifugiranja. Tako
pridobljeni izolant se je uporabil za nadaljnje fop&e izolacije DNA. Ko smo optimizirali

metodo izolacije DNA, smo izolirali iz vseh vzorceslokupno DNA.

Podroben opis protokolov in postopkov izolacije DNK cistih kultur mikrobakterij
vzorcev, merjenja koncentracije DNK v izoliranihoveih, agarozna gelska elektroforeza

in analize 16S rRNK nukleotidnih zaporedij so padaprilogi 4.

V kon¢ne postopke identifikacije bakterij so bili viké@eni nasledniji vzorci:
— Navadni trst iz V-RN (4 rastline iz eksperimentalnih enot - 3 % slarins4
rastline iz kontrolne enote — 0 % slanost);
— od tega dve rastlini iz posameznih enot na vtokavie na iztoku (skupaj 8 rastlin);
— od vsake rastline so se uporabile vse tri ¥zoe faze:
o |. faza: otresene korenine
o Il. faza: sprane korenine

o |lll. faza: korenine

3.3 METEOROLOSKI PODATKI

MeteoroloSke podatke za mesto pilotnega objekta mmaobili neposredno iz avtomatske
vremenske postaje Davis, ki je na pol ure belegddatke o koliini padavin, smeri in
hitrosti vetra, temperaturi, zZtlaem tlaku, zréni vlagi itd.

Podatke vremenske postaje smo sproti spremljgiliab koncu eksperimenta tudi povzeli
ter statisitno obdelali. Meritve na meteoroloski postaji sogiale od 9. 5. 2011 do 2. 9.
2011.
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Slika 10: Povpréne dnevne temperature zraka, izmerjene s gnoeteoroloSke postaje pri Centralni
cistilni napravi Ajdovgina

Figure 10: Average daily air temperatures measusiuly a meteorological station in the central waater
treatment plant Ajdowvéna

Povpré&ne dnevne temperature so bile &naane na klimatoloski k&, kar pomeni, da je
bila povpréna temperatura izéana iz treh terminskih vrednosti ob 7:00, 14:00 dbr
21:00. Slika povprnih dnevnih temperatur zraka (slika 10) kaze, datesoperature
dnevno mono nihale in da je bila najnizja povgre temperatura izmerjena 15. maja, ko
je dosegla 11,8C, najvija pa 11. julija ko je dosegla 28@. Linearna trendnérta
napovedi temperature zraka nakazuje v obdobju everé&hlo teznjo naré&anja (slika 10).
Slika 11 prikazuje vsoto dnevnih temperatur in peitpo dnevno vliago zraka. Keéiha
padavin je proti koncu poskusa upadala. Najmanapiade bilo v z&etku meseca julija in

Vv mesecu avgustu. Vlaznost zraka j&gkbvano narasla ob padavinah in upadla ob susi.
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Slika 11: Vsota dnevnih padavin (moder graf) inp@yna dnevna vlaga (rdegraf), izmerjena s pontmo

avtomatske meteoroloSke postaje pri Centréstilni napravi Ajdovgina

Figure 11: Average daily air temperatures measusiay a meteorological station in the central waater

treatment plant Ajdowsna

Poskus je bil postavljen na vetrovnem olgjuor blizini Ajdov&ine. To lahko vidimo na
sliki 12, ki prikazuje veliko nihanje povphee hitrosti vetra med dnevi. Velikokrat je

hitrost vetra bila tudéez 16 km/h.
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Slika 12: Povpréna dnevna hitrost vetra, izmerjena s péjo@vtomatske meteoroloSke postaje pri Centralni
¢istilni napravi Ajdovgina

Figure 12: The average daily wind speed measuredhbyautomatic meteorological stations in central
wastewater treatment plant Ajdau$
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3.4 KOLICINE DOTOKA VODE V V-RCN IN V-FILTER

Koli¢ino vode v dotonih in iztatnih cisternah smo merili skozi celotno obdobje kate
poskusa. Koliino vode na dotokih smo regulirali s poffmavtomatskih ur, ki so 5 dni v
tednu, 4 ure na dan konstantno dovajale po 120vlitode na dan (40 I/h) za sistem
V-FILTER in po 150 litrov vode na dan (37,5 I/h) giatem V-R'N. Dva dneva v tednu

pa so bile ure izklopljene, torej ni bilo dodatnelgdoka vode v dotme cisterne.

Eksperimentalne enote smo polnili z razetb doténo vodo komunalnéistiine naprave
(iz primarnega usedalnika), ki smo ji postopomaajald raztopino soli (NaCl). Slanost
vode smo do konca avgusta 2011 postopno zviSewalsicer od 1,4 do 11 g/l v
V-FILTER in od 4,32 do 30 g/l NaCl v V-®&N\. Kot kontrolni objekt smo vzpostavili dve
gredi, prvo zasajeno s ti§ém (V-RCN-KONTR), in drugo, zasajeno s topoli
(V-FILTER-KONTR), v kateri pa nismo dodajali soWsaka eksperimentalna enota je
bila napolnjena z 1 frpe&enega substrata ragiih granulacij. Eksperimentalne enote so
bile zasajene konec marca 2011.¢&5u trimesénega obdobja poteka poskusa je delez
porabe vode (evapotranspiracije) dosegel 60,5 % RGN in 55,5 % v V-FILTER glede
na kolcino dodane vode. Z nakaihjem slanosti je poraba vode upadla, kar se jmaje
odrazalo v V-FILTER (slika 13).
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Slika 13: Poraba in kalina vode
Figure 13: Consumption and quantity of water
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3.5 ANALIZE OB KONCU POSKUSA

Po koncu poskusa smo izmerili suho maso topolawawadnega trsta ter opravili preostale
analize substrata in rastlin. Na InStitutu za fio biologijo, d. 0. 0., smo opravili

mikrobioloSke analize mineralnega substrata iz gguskusa. |z vsake poskusne enote
smo vzotili po tri rastline s pripadajm rizosfero. Odvzeli smo tudi vzorce vode na
vtokih, iztokih in v cisternah ter na koncu Se pmst povrSini, 10 cm pod povrSino, na

sredini in na dnu filtrirne grede (slika 14).

Po vzotenju rastlinskega materiala iz poskusa so dela&tituta za fizikalno biologijo,
d. 0. 0., material prenesli v svoje prostore irpgenerno hranili. V letu 2011 in 2012 smo
v laboratorijih InStituta izvedli modifikacijo metie izolacije DNA iz korenin in substrata
iz enot V-RCN. Ko smo optimizirali metodo izolacije DNA, smaoiirali iz vseh vzorcev

celotno DNA. Vzorci so bili nasledniji:

1. 3 % slanostin 0 % slanost

A. faze dveh rastlin na dotoku
a. rizosfera
b. rizosferna tla
c. rizoplan

B. faze dveh rastlin na iztoku
a. rizosfera
b. rizosferna tla rizoplan

C. faze substrata na dotoku
a. 10 cm od povrSine
b. 50 cm od povrSine
c. 90 cm od povrSine

D. faze substrata na iztoku
a. 10 cm od povrSine
b. 50 cm od povrSine
c. 90 cm od povrSine
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Za vse pridobljene vzorce smo nato optimizirali tppek ¢im boljSe izolacije DNA in
RNA s poma@jo kompleta reagentov DNAId ter meritve koncenj@ddNA in RNA s
pomaijo naprave ter kompleta reagentov Qubit. Pridobljeakterijski DNA smo s
pomaijo tehnike PCR pomnozili dele 16S—zaporedja. Ogirali smo izbiro primernih
zatetnih oligonukleotidov in nato z njimi pomnozenaSt&aporedja detektirali s tehniko
denaturacijske gradientne gelske elektroforeze (Bz®la koncu so se z optimizirano
tehniko izolacije, pomnoZevanja in detekcije DNA/RMNentificirali mikroorganizmi, ki
so se nahajali v posameznih odvzetih vzorcih. \ fazi smo z DGGE dolsli fragmente,
ki smo jim dol@ili natartna zaporedja, na podlagi katerih smo nato ideirafic
posamezne mikroorganizme. S pafpeoPCR-tehnike v realner@asu in izolirane DNA

smo nato kvantificirali Se prisotnost posameznikroorganizmov.

Slika 14: Prikaz nalog ob koncu poskusa (JurSe A.)
Figure 14: Showing tasks at the end of the expearirtiurse A.)
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3.6 STATISTCNE ANALIZE

Izmerjeni parametri kakovosti vode in rasti rasfinbili predhodno testirani z enosmernim
Levenovim testom homogenosti varianc. Zaradi vpiaaicnih dejavnikov so bile razlike
med vzorci analizirane z analizo variance (one—-WaOVA). Test Post Hoc Bonfferoni
in LSD-test sta bila uporabljena za dtoje statistino zn&ilnih razlik znotraj vzorcev.
Pri nastetih testih smo verjetnosti Zi@ih razlik pri 5 % verjetnosti ozrdi z razlicnimi
¢rkami. Vse statisthe analize so bile narejene s pa@jogorogramskega orodja SPSS for
Windows 12.0.0 (StatPoint., USA).

Znxilne razlike aritmetinin sredin merjenih parametrov rasti rastlin (\@sipremer in
Stevilo poganjkov) v vzorcih sistema VER in V-FILTER, do katerih bi lahko prislo
zaradi poviSane slanosti ter organske obremenitvcide vode, smo med dvema
vzorcema doleali z dvosmernim Studentovim t-testom enakostinaticnih sredin.
Statisttno znd&ilne razlike med v& kot dvema vzorcema, torej med parametri rasti v
eksperimentalnih enotah V€R! in sistema V-FILTER ter med parametri v kontidn
eksperimentalni enoti, smo ugotovili z analizo aade (one-way ANOVA) ter s testom
Bonfferoni post hoc.

Prav tako smo testirali razlike v parametrih kaksiveode na dotokih in iztokih kontrolnih
in eksperimentalnih enot VRN in V-FILTER sistema. Znslne razlike v parametrih
smo ugotavljali z analizo variance (one-way ANOVARazlike med obravnavami za

dolocen parameter smo testirali s testom LSD post hoc.
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4 REZULTATI

4.1 FIZIKALNE IN KEMIJSKE ANALIZE DOTOCNE TER IZTQCNE VODE

Meritve fizikalnih in kemijskih lastnosti dotoe ter izténe vode so potekale na samem
mestu pilotnega objekta od 19. 5. 2011 do 2. 912®bdatki o splosSnih, organskih in
preostalin parametrih so podani¢émo za V-KN in sistem V-FILTER. Podatki so

prikazani I&eno za eksperimentalne in kontrolne enote, ki dodel poskusa.

4.1.1 Kakovost vode v sistemu V-&N

Rezultati analize kakovosti datoe in izt@éne vode v sistemu V-@&N so prikazani v
preglednici 2. Vrednosti parametra pH se niso st&tio zn&ilno razlikovale med
razlicnimi  mesti vzokenja. Srednje vrednosti parametra so bile na dotoku
eksperimentalnih enot ter na dotoku kontrolne epotdbbne, medtem ko so bile vrednosti
pH na iztokih eksperimentalnih enot v poufjteviSje od kontrolne enote. Speciia
elektroprevodnost se je zilmo razlikovala med dotokom eksperimentalne er{Bte) in
dotokom ter iztokom kontrolne enote (D3 in 14). Ptako so se zr#dno razlikovale
vrednosti prevodnosti med iztoki eksperimentalmbtgl1 in 12) ter kontrolne enote (14).
Med iztokom eksperimentalne enote, zasajene smr&oneslanega in slanega okolja, v
elektroprevodnosti ni bilo opaznih razlik. Temparatvode je bila v povpégs v vseh
dotokih in iztokih dokaj konstantna ter ni bistvemdstopala med dotoki eksperimentalnih
in kontrolnih enot. Znélna razlika je bila opazna pri temperaturi vode dme
eksperimentalnima iztokoma (11 in 12) ter kontroindotokom (D3). Koncentracije kisika
so bile v vseh enotah nizke in med seboj niso izkale bistvenih razlik v povpéaih
vrednostih. Koncentracije parametra KPK so bileistiano zn&ilno razlicne le med
dotokom eksperimentalnih enot (D1) in iztokom kofrte enote (14). Kljub temu pa so
bile vrednosti KPK na iztokih eksperimentalnih emokontrolne enote bistveno nizje od

dotaénih vrednosti.
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Preglednica 3: Fizikalne in kemijske lastnosti domter izténe vode v sistemu, zasajenim z navadnim
trstom (V- RCN) v mS cm?, °C, mg . Dotok eksperimentalnih enot D1, iztoka eksperitalee enote |1
in 12, dotok kontrolne enote D3, iztok kontrolneoén|4. Podatki so aritmétie sredine = SD (n = 3—-15).
Razlicnedérke v vrsti predstavljajo statigtio zn&ilno razliko parametra med obravnavami pri 5 %
verjetnosti(a=D1,b=11,c=12,d=D3,e 314
Table 3: Physical and chemical properties of tHew and outflow of water in the system planted hwit
comon reed (V-BN) in mS cm®, 'C, mg . Inflow of eksperimental unit D1, outflow of eksprental
units 11 in 12, inflow of control unit D3, outflowf control unit 14. Data are arithmetic averageSR (n =
3-15). Different superscript letters within rowglicate significant differences at the 5 % probabikevel
c=12,d=D3,e=14)

(a=D1,b=11

Obravnava V-RCN-EKSP V-RCN-KONTR
V-RCN-1 V-RCN-2

Parameter D1 11 12 D3 14
pH 6,6 +1,9 74+29 74+27 5,2 + 3,3 72+271
Prevodnost 22,8 +330 275+ 22 % 33,0+28% 0,3 + 0,3 1,4 +223%
Temperatura 22,3+6,6 236+70| 236+7% | 176+11,4° | 249+28
Kisik 32+25 36+29 3,6+3,0 28+238 3,22
KPK 106,0 + 123,0 55,6 + 57,6 51,1 +50,4 46,0 + 35,0 11,0 £4,7
BPKs 21,9 +27,5%° 20+1,4 20+158 17,7+21,8 1,5+ 0%

. 7409,0 + 9850,6 + 9232,0 + be be
K|Ol’ld 8056,fe 8767,$e 8784,de 5,9 i_ 3,? 8,6 i_ 4,8

y 4469,6 + 5944,0 + 5282,0 + be ¢
Natrij 4331 6° 5025 ¢ 4872 7 11,8 +12,8° | 15,1 + 11,7
sNr‘i;\"’/‘iZtOp”e”e 16,7 + 24,3 3,1+3,3 25422 2,4+42 1,5+1,4
gﬁg\ﬂ”"’e 0,00 + 0,01 0,01 + 0,01 0,00 + 0,01 0,00+001 16:®,01
dAL'g‘i’;”e" 22+23 1,6 +1,0 07+1,0 09+16 02+01
Nitratni dusik 0,5+0,4 0,0+0,5 1,2+1,6 0,2+0,4 0,4+0,8
Celotni dusik 45+3% 25+13 29+14 15+26 05+0,4
Celotni fosfor] 0,8 +0,7 0,2+0,2 0,3+0,2 0,3+0,6 0,1+0,6
Kalcij 26,3+9,1 427+160 | 333+110 | 97+16,7 | 343+6,5
Magnezij 10,3+5% 21,0+358 23,0 + 3,5 29+5%¢ | 293+126
Kalij 79+58 14,2 £11,2 14,9 + 11,7 09+16| 1,0+04
Sulfat 6,1+39 14,6 +5,3 10,2 + 4,4 0,8 +1,4% 8,6 +5,4°

WM W

Ucinkovitost ¢iScenja, merjena s pomyj@ KPK, je bila v povprgu 40,09 % v

eksperimentalni V-RN-1, zasajeni s trsti iz neslanega okolja, in miash niZja

(37,17 %) v eksperimentalni V<4BR-2, zasajeni s trsti iz slanega okolja. V kontr@noti

V-RCN je bila winkovitost zmanj$anja KPK bistveno vigja, tj. 74,20 (priloga A).

Koncentracije parametra BBKna dotoku eksperimentalnih enot (D1) so secihma

razlikovale od iztokov (11, 12 in 14). Razlike vt&nih vrednostin BPK so bile namré

nizje med eksperimentalnimi in kontrolnimi enotaroitinkovitost zmanjSanja BRPKna
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iztoku je tako zna3ala 88,92 % za eksperimentalaBGN, zasajeno s trsti iz neslanega
okolja, 83,92 % za eksperimentalno VER, zasajeno s trsti iz slanega okolja in 84,33 %
za kontrolno V-RN (priloga A). Koncentracije Cl- in Na- ionov na tdku
eksperimentalne enote (D1) so bile & razlicne od dotoka kontrolne enote (D3) ter
iztoka kontrolne enote (14). Med dotokom in iztodksperimentalnih enot pa ni bilo
statisttno zn&ilnih razlik. Vrednosti Cl- in Na— ionov na iztokiko bile viSje kot na
dotokih, torej ni bilo zaznati zmanjSevanja iono& ztokih. Koncentracije Ca so bile
zn&ilno razlicne med dotokom kontrolne enote (D3) in iztokom kalne enote (14) ter
iztokoma eksperimentalnih enot (11 in 12). Koncentle Mg na dotoku kontrolne enote
(D1) so bile zn&lno razlicne z iztokom eksperimentalne enote 12 in iztokomtiane
enote (14). Prav tako so bile v vrednostih Mg st#tno znd&ilne razlike med dotokom in
iztokom kontrolne enote. Vrednosti sulfata na dateksperimentalne enote (D1) so bile
statisttno zn&ilno razlicne med iztokom eksperimentalne enote 12 in kongr@note (14).
Zn&ilne razlike so se pokazale tudi v vrednostih dalfaned dotokom in iztokom

kontrolne enote (preglednica 2).

4.1.2 Kakovost vode v sistemu V-FILTER

Rezultati analize kakovosti datee in izt@&ne vode v sistemu V-FILTER so prikazani v
preglednici 3. Vrednosti parametra pH se niso &i&tio znd&ilno razlikovale med
razlicnimi mesti vzoéenja, le da so bile srednje vrednosti parametra dotoku
eksperimentalnih enot viSje od vrednosti, dosezendotoku kontrolne enote. Spetiifa
elektroprevodnost je bila z&itno razlicna med dotokom eksperimentalne enote (D2) in
dotokom kontrolne enote (D4), medtem ko razlik medtokom ter iztokom
eksperimentalne enote ni bilo zaznati. Poipee vrednosti temperature vode v
eksperimentalnih enotah niso bile statisti zn&ilno razlicne. Te razlike so se izkazale v
kontrolni enoti, kjer je bila povptea temperatura na dotoku bistveno nizja od¢imto
vrednosti. Pri vsebnosti raztoplijenega kisika vived se pokazale statigtio zndilne
razlike v kontrolni enoti med dotokom in iztokomokcentracije parametra KPK so se
zn&ilno razlikovale med dotokom eksperimentalne efb@) in iztokom eksperimentalne
enote (I3) ter iztokom kontrolne enote (15). Podwmlse je pokazalo pri parametru BRK

kjer so bile bistvene razlike med dotokom ekspentakme enote (D2) in iztokom
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eksperimentalne enote (I13) ter iztokom kontrolneten(I5). V eksperimentalnih enotah

sistema V-FILTER je &inkovitost¢iS¢enja dosegla 56,19 % in 87,84 % zmanjSanje KPK
ter BPKs in 71,46 % ter 86,96 % zmanjSanje KPK in BRKkontrolnih enotah (priloga

A). Koncentracije Cl- in Na- ionov so bile statistb zn#&ilno razlicne med dotokom

eksperimentalnih enot ter dotokom in iztokom kolmeoenote. Razlik med dotokom in

iztokom eksperimentalnih enot ni bilo zaznati. Keniracije Cl- in Na- ionov so bile na

iztokih viSje od vrednosti na dotokih. Statistd zn&ilne razlike so se pokazale pri

vrednosti sulfata, in sicer med dotokom ter iztokelksperimentalne enote.

Preglednica 4: Fizikalne in kemijske lastnosti domter izténe vode v sistemu zasajenim s kloni topolov
(V- FILTER) v mS cm, °C, mg I'". Dotok eksperimentalne enote D2, iztok eksperialertenote I3, dotok
kontrolne enote D4, iztok kontrolne enote I5. Pkidsd aritmettne sredine = SD (n = 15 ali 7 ali 3).
Razlicnecrke v vrsti predstavljajo statigtio zn&ilno razliko parametra med obravnavami pri 5 %
verjetnosti (a = D2, b =13, c =12, d = D4)
Table 4: Physical and chemical properties of tHew and outflow of water in the system planted hwit
poplars (V-FILTER) in mS ciit 'C, mg I'. Inflow of eksperimental unit D2, outflow of eksjraental units
13, inflow of control unit D4, outflow of controlnit 15. Data are arithmetic averages + SD (n = 4.3 or 3).
Different superscript letters within rows indicatignificant differences at the 5 % probability lete = D2,
b=13,c=12,d=D4)

Obravnava V- FILTER- EKSP V- FILTER- KONTR
Parameter D2 13 D4 15

pH 6,6 +1,9 74+21 5,7+ 3,0 7,1+2,0
Prevodnost 11,1 + 116 11,4 + 9 & 0,3+0,% 0,7+1,6
Temperatura 21,9+6,4 252+28 19,1 +10,%° 25,0+2,6
Kisik 2,7+26 36+23 22+26 44+26
KPK 91,6 + 89,8% 31,1+27,8 37,1+27,2 | 11,6+7,6
BPKs 25,0 + 25, % 23+1,9 13,2+ 11,3 1,9+1%9
Klorid 3173,3+3421% | 3534,0+3216% | 10,4+54 14,4 + 8,6"
Natrij 1841,0+2082%8 | 1982,6 +1532% | 138+8,2 | 12,7+6,%
Neraztopliene| 55,66 12420 05+0,8 09+15
sSnovi

gsgﬂ”"’e 0,01 + 0,01 0,01 +0,01 0,01+00L  0,01+0,01
dAL'g‘i’;”e" 20+272 0,01 + 0,01 1,7+29 0,01 + 0,01
Nitratni dugik 0,3+0,5 1,9+1,9 0,2+0,4 0,00,61
Celotni dusik 4,4+4.8 2,4+2,4 3,3+4,0 0,1,#D
Celotni fosfor 0,9+0,9 0,04 + 0,01 0,5+0,6 00,02
Kalcij 20,0+ 17,4 35,3+11,6 22,7 +20,5 20,780
Magnezij 48+43 23,0+5,6 6,2+5,4 16,7 £ 17,6
Kalij 42+3,6 3,8+4,7 1,9+2,3 1,3+1,2
Sulfat 31+2% 12,7+1, 35+4,3 8,2+8,5
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4.4 ODZIV NAVADNEGA TRSTA

4.4.1 MorfoloSke znd&ilnosti in ekofizioloSki odziv

Na osebkih navadnega trsta smo na petih, naidjizbranih rastlinah izvajali ponavlj&e
se meritve parametra viSine stebla, premera inil&t@oganjkov. Meritve so potekale
skupno v 17 raztnih dnevih od maja do konca septembra 2011. PoaiSkmost dotne
vode v eksperimentalnih enotah in poviSana biolodkeemenitev vode sta vplivali na
premer, viSino ter Stevilo izmerjenih trstov. V kaini enoti so bili premer, viSina in

Stevilo poganjkov v povptgu vedji kot v eksperimentalnih enotah (priloga B).

4.4.1.1 ViSina poganjka, premer stebla in Stevdggnjkov

V povpre&nih viSinah navadnega trsta so se stétistizn&ilne razlike pokazale med
kontrolno enoto (V-EN-KONTR) in obema eksperimentalnima enotama (¢NR1 in
V-RCN-2). Prav tako so se pokazale g razlike v visinah obeh eksperimentalnih
enot, le da je navadni trst iz slanega okolja, jemsa enoti V-R'N-2, imel v povprgju

vidje glavne poganjke kot navadni trst iz enote YAR1 iz neslanega okolja (slika 15).
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Slika 15: ViSine najviSjega poganjka (mm) navadniegi@a véasu vzokenj: 6. 5., 6. 7. in 30. 8., v kontrolni
enoti (V-RCN-KONTR), v eksperimentalni enoti navadni trstiizslanega okolja (V-GN-1) in v
eksperimentalni enoti navadni trsti iz slanega @k@V-RCN-2). Razléneérke predstavljajo statigio
zn&ilne razlike v viSinah med obravnavami pri 5 % eémpsti; n=5(@=6.5.,b=6.7.,¢c=30.8))
Figure 15: High of the main shoot (mm) of commoadén the time of sampling 6. 5., 6. 7. and 30ir8.,
control unit (V-REN-CONTR), in experimental unit with reed from noattg environmental (V-RBN-1)
and in experimental unit with common reed fromsahvironmental (V-RN-2). Different superscript
letters within rows indicate significant differerscat the 5 % probability level; n=5(a=6.55b.7.,c=
30.8))

V ¢&asu prvega vzéenja (6. 5. 2011) so bili trsti v kontrolni eno{RCN-KONTR) v
povpre&ju visoki 375,0 mm, ¥asu drugega vzéenja (6. 7. 2011) so bili trsti v povja
visoki 633,0 mm ter na zadnji dan vZenja (30. 8. 2011) 1178,0 mm. Povpra viSina
trstov se je med prvim in drugim vZenjem poviSala za 258,0 mm. Med drugim in tretjim
vzorcenjem pa se je visSina trstov povisSala za 545,0 Btatisttno zndilne razlike so bile
med prvim in drugim vz@enjem ter med drugim in tretjim vZanjem. Razlike v viSini

poganjka navadnega trsta so bile tudi med drugitreijim vzogenjem.

V eksperimentalni enoti 1 (V-GN-1) so bili trsti véasu prvega vzéenja (6. 5. 2011) v
povpre&ju visoki 219,0 mm, ¥asu drugega vzéenja (6. 7. 2011) so bili trsti v povja
visoki 416,0 mm ter na zadnji dan vZenja (30. 8. 2011) 485,0 mm. Powna viSina

trstov se je med prvim in drugim vZenjem poviSala za 197,0 mm. Med drugim in tretjim
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vzorcenjem pa se je viSina trstov poviSala za 69,0 matisficno zn&ilne razlike so bile
med prvim in drugim vz@enjem ter med prvim in tretjim vzé&gnjem. Razlik med drugim

in tretjim vzokenjem ni bilo. V eksperimentalni enoti 1 (VER-2) so bili trsti véasu
prvega vzotenja (6. 5. 2011) v povptg visoki 315,8 mm, Wasu drugega vzéenja (6.

7. 2011) so bili trsti v povptgu visoki 551,0 mm ter na zadnji dan vzenja (30. 8. 2011)
664,0 mm. Povpima visSina trstov se je med prvim in drugim \&&mjem poviSala za
235,2 mm. Med drugim in tretjim vzé&gnjem pa se je viSina trstov povisala za 113,0 mm.

Statisténo zn&ilnih razlik med¢asi vzotenja ni bilo (slika 15).

Povpré&ni premeri trsta so bili v povptpl v kontrolni enoti visji kot v eksperimentalnih
navadni trst v enoti V-RN-2 (navadni trst iz slanega okolja). Statisti zn&ilne razlike
v povpre&nih vrednostih premera poganjka so se pokazalemdi kontrolno in obema
eksperimentalnima enotama (slika 16).
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Slika 16: Premer najviSjega poganjka (mm) navadmesga véasu vzokenj: 6. 5., 6. 7. in 30. 8., v kontrolni
enoti (V-RCN-KONTR), v eksperimentalni enoti navadni trst éstanega okolja (V-BN-1) in v
eksperimentalni enoti navadni trst iz slanega ak@f—-RCN—-2). Razléneérke predstavljajo statigto

zn&ilne razlike v viSinah med obravnavami pri 5 % e#mpsti; n=5(a=6.5.,b=6.7.,¢c=30.8.)

Figure 16: Average values of the diameter of theérshoot (mm) common reed the time of sampling.6. 5
6. 7. and 30. 8., in control unit (V€RI-CONTR), in eksperimental unit with reed from neatty
environmental (V-BRN-1) and in eksperimental unit with reed from sattyvironmental (V-EN-2).
Different superscript letters within rows indicaignificant differences at the 5 % probability leve=5 (a
=6.5,b=6.7,¢c=30.8)

Povpréni premer najviSjega poganjka merjenih trstov v tkoini  enoti
(V-RCN-KONTR) v &asu prvega vzéenja (6. 5. 2011) je znaSal 2,31 mnEasu druge
meritve (7. 6. 2011) je povphei premer znaSal 3,34 mm ter ob koncu meritev nh2
Premer se je med prvim in drugim vZenjem poveéal za 1,03 mm, med drugim in
zadnjim vzoéenjem pa za 0,78 mm. Statésto znd&ilne razlike so bile med prvim in
drugim vzotenjem ter med prvim in tretim vzéenjem. Med drugim in tretjim
vzoréenjem pa ni bilo razlik. V eksperimentalni enot{\\-RCN-1) je povpréni premer
trstov véasu prvega vzoenja znaSal 1,61 mm, dasu drugega vzéenja 2,33 mm ter v
¢asu zadnjega vzéenja 2,55 mm. Razlike v premeru med prvim in drugzocenjem so
bile 0,72 mm. Med drugim in tretjim vz&gnjem so bile te razlike zelo majhne, in sicer

0,17 mm. Statistno zn&ilne razlike medasi vzotenja ni bilo. V eksperimentalni enoti 2
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(V-RCN-2) je povpréni premer trstov Wasu prvega vzéenja znasal 1,5 mm, §asu
drugega vzatenja 2,6 mm ter ¥asu zadnjega vzéenja 3,1 mm. Razlike v premeru med
prvim in drugim vzoEenjem so bile 1,1 mm, med drugim in tretjim W&mjem pa so bile
te razlike 0,47 mm. Statigtio zn&ilne razlike so bile med prvim in drugim vzenjem
ter med prvim in tretjim vzéenjem. Razlik med drugim in tretjim vaZ@njem ni bilo.
NajviSje Stevilo poganjkov je v povpije dosegel navadni trst v kontrolni enoti, med
eksperimentalnima enotama pa v enoti \NR2. Razlike v povprmem Stevilu
poganjkov med obravnavami so bile statisb zn&ilne med kontrolno in obema

eksperimentalnima enotama (slika 16).
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Slika 17: Povpréno Stevilo poganjkov (relativno Stevilo) navadnémga v kontrolni enoti
(V-RCN-KONTR), v eksperimentalni enoti navadni trst &stanega okolja (V-6N-1) in v
eksperimentalni enoti navadni trst iz slanega ak@j—RCN—-2). Minimalna vrednost, prvi kvartil, mediana,
tretji kvartil, maksimalna vrednost, izstop&govrednosti, n = 85. Razlieérke predstavljajo statisio
znasilne razlike v visinah med obravnavami pri 5 % eempsti (a = V-RN-KONTR, b = V-RCN-1, ¢ =
V-RCN-2)

Figure 17: Average values of the number of shoottatfve number) common reed in control unit
(V-RCN-CONTR), in eksperimental unit with reed from neaty environmental (V-BN-1) and in
eksperimental unit with reed from salty environnaérf/—~RCN-2). Minimal values, first quartil, median,
third quartil, maksimum values, outstanding values, 85. Different superscript letters within roimslicate
signifjcant differences at the 5 % probability leverjetnosti (a = V-RN-KONTR, b = V-RCN-1, ¢ =
V-RCN-2)
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4.4.1.2 Fluorescenca klorofila a

Meritve fluorescence klorofila a smo izvedli trikrén sicer junija ter dvakrat v avgustu
2011. Potencialno fotokemmo winkovitost fotosistema (FS) Il (parameter Fv/Fm) in
dejansko fotokendno winkovitost (Yield) smo merili vedno na istih petitakljuino

izbranih rastlinah navadnega trsta v vsaki encéepe;.

Aritmeti¢ne sredine potencialne fotokeme wEinkovitosti FS Il med obravnavami med
seboj niso bile statistho zn&ilno razlicne (slika 18), kljub temu da kontrolna enota
(V-RCN-KONTR) izkazuje najvis§jo povpteo izmerjeno vrednost. Vrednosti
potencialne fotokenmine winkovitosti FS Il vseh obravnav so bile v junijupovpreju
viSje od ostalih dveh meritev. V kontrolni enoti drugi eksperimentalni enoti je bila
najnizja izmerjena vrednost v sredini avgusta @L2.ko je bila koncentracija dodane soli
visoka, v razmerah visoke temperature zraka in pegfavin. Medtem ko je bila pri prvi

eksperimentalni enoti najnizja dosezena vrednasé&@vgusta (30. 8.) (priloga C).
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Slika 18: Povpréne vrednosti potencialne fotokeme winkovitosti fotosistema FS Il (parameter Fv/Fm)
pri navadnem trstu v kontrolni enoti (V€RI-KONTR), v eksperimentalni enoti V-N-1 (navadni trst iz
neslanega okolja) in V-GN-2 (navadni trst iz slanega okolja). Minimalnadmest, prvi kvartil, mediana,
tretji kvartil, maksimalna vrednost, osamelci, A5

Figure 18: Average vaules of potential photochehséficiency of photosystem FS Il (parameter Fv/Hm)
common reed in control unit (V-BN-KONTR), in eksperimental unit V-GN-1 (reed from non-salty
environmental) and in V-@N-2 (reed from salty environmental). Minimal valudigst quartil, median,
third quartil, maksimum values, outliers, n = 15

Aritmeti¢ne sredine dejanske fotokeime inkovitosti med obravnavami se med seboj
statisttno zn&ilno ne razlikujejo (slika 19), kljub temu da jemerjena povprna
vrednost v kontrolni enoti viSja od obeh eksperitakrh. Vrednosti dejanske fotoketne
uc¢inkovitosti v juniju so bile v povprgu viSje od ostalih dveh meritev. Najnizji vrednost
sta bili izmerjeni sredi avgusta (12. 8.) v kontwah prvi eksperimentalni enoti, ko je bila
koncentracija dodane soli visoka ter v pogojih kestemperature zraka in brez padavin. V
drugi eksperimentalni enoti pa je bila najnizjadmest izmerjena konec avgusta (30. 8.)

(priloga C).
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Slika 19: Povpréne vrednosti dejanske fotoketne winkovitosti fotosistema FS Il (parameter Yield) pri
navadnem trstu v kontrolni enoti (V€RI-KONTR), v eksperimentalni enoti V-N-1 (navadni trst iz
neslanega okolja) in V-GN-2 (navadni trst iz slanega okolja). Minimalnadmest, prvi kvartil, mediana,
tretji kvartil, maksimalna vrednost, osamelci, 4%

Figure 19: Average vaules of the acutal photochahgfficiency of photosystem FS Il (parameter ¥)eh
common reed in control unit (V-N-KONTR), in eksperimental unit V-GN-1 (reed from non-salty
environmental) and in V-BN-2 (reed from salty environmental). Minimal valudisst quartil, median,
third quartil, maksimum values, outliers, n = 15

4.4.1.3 Suha masa

Meritve suhe biomase so potekale v decembru 2011envcasu se je ves rastlinski
material dobro posuSil na sobni temperaturicefo na nadzemne in podzemne dele
navadnega trsta. Vsota suhe biomase podzemnih tiskavje bila v&a od skupne teze
suhe biomase nadzemnih delov (slika 20). Masa mawlibedelov trsta je bila med 193,2 g
v eksperimentalni enoti, zasajeni s trstom iz gjanekolja (V-R°N-2), in 1227,7 g v
kontrolni enoti (V-REN-KONTR). Podobna teZnja se je pokazala tudi piilzemnnih
delih trsta, kjer je bila suha teza med 445,3 d&sperimentalni enoti, zasajeni s trstom iz
slanega okolja (V-RN-2), in 1309,0 g v kontrolni enoti (V-EN-KONTR) (slika 20).



JurSe A. Ugotavljanje primernosti navadnega trstan razlicnih klonov topola ... z&iS¢enje odpadne vode s poviSano slanostj<56
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniska fakulteta, 2015

1400 B Nadzemni del ()
CJPodzemni del (q)

1200+

1000

800

Suha masa (g)

600

400

200

V-REN- KONTR V-RCN1 V-RCN 2

Obravnava

Slika 20: Vsota suhe biomase nadzemnih in podzendwlitv navadnega trsta ob koncu eksperimenta v
kontrolni enoti (V-REN-KONTR) in v eksperimentalnih enotah (VER 1, V-RCN 2), n =3

Figure 20: The sum of the dry biomass abovegromtdumderground parts of an common reed at the £nd o
the experiment in the control unit (V€RI-KONTR) and in eksperimental units (VE€R-1, V-RCN-2),
n=3

4.5 ODZIV KLONOV TOPOLA

4.5.1 Morfoloske znd&ilnosti in ekofizioloSki odziv

Na vseh osebkih klonov topola smo izvajali pongofa se meritve visSine stebla, premera
in Stevila poganjkov. Meritve vseh parametrov stepale vedno na istih rastlinah 0z. so
bile meritve izvedene na vseh rastlinah znotraj @mavnave oz. enote. V kontrolni enoti

e

Stevilo poganjkov (preglednica 4).

4.5.1.1 ViSina poganjka, premer stebla in Stevdganjkov

Povpréne vrednosti parametrov rasti klonov topola so bite kontrolni enoti
(V-FILTER-KONTR) viSje kot v eksperimentalnih enbtdovpréne vrednosti premerov
glavnega poganjka so bile najviSje v kontrolni enotnajnizje v prvi eksperimentalni

enoti (V-FILTER-1). Povpr&e vrednosti viSine glavnega poganjka so bile peko
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najvisje v kontrolni enoti in najnizje v drugi elmpmentalni enoti (V-FILTER-2).
Povpré&ne vrednosti Stevilka poganjkov na eno rastlindoge tudi najvisje v kontrolni

enoti in najnizje v tretji eksperimentalni enoti{MLTER-3) (slika 21).

V ¢asu prvega vzoenja (28. 4. 2011) so bili kloni topolov v kontrolenoti
(V-FILTER-KONTR) v povpré&ju visoki 129,4 mm, wasu drugega vzéenja (1. 7.
2011) so bili trsti v povprgu visoki 806,0 mm ter na zadnji dan vZenja (30. 8. 2011)
2360,31 mm. Povptea viSina navadnih trstov se je med prvim in druginoenjem
poviSala za 676,6 mm. Med drugim in tretjim W&njem pa se je viSina navadnih trstov
poviSala za 1554,3 mm. Statéste razlike so bile med prvim in drugim vZenjem ter
med drugim in tretjim vza@enjem. Razlike so bile tudi med drugim in tretjimoxenjem.

V eksperimentalni enoti 1 (V-FILTER-1) so bili klioimpola véasu prvega vzoéenja (28.

4. 2011) v povprgu visoki 176,0 mm, wasu drugega vzéenja (1. 7. 2011) so bili
navadni trsti v povpigu visoki 700,0 mm ter na zadnji dan vgenja (30. 8. 2011) 729,4
mm. Povpréna viSina topolov se je med prvim in drugim W&rjem poviSala za 524,0
mm. Med drugim in tretjim vzéenjem pa se je viSina topolov povisala za 29,0 mm.
Statisttno znd&ilne razlike so bile med prvim in drugim vzenjem ter med prvim in
tretjim vzoenjem. Statistino znd&ilnih razlik med drugim in tretjim vzéenjem ni bilo.

V eksperimentalni enoti 2 (V-FILTER-2) so bili klioimpola véasu prvega vzoéenja (28.

4. 2011) v povprgu visoki 115,0 mm, ¥asu drugega vzéenja (1. 7. 2011) so bili topoli
v povpreju visoki 627,2 mm ter na zadnji dan vzemnja (30. 8. 2011) 644,1 mm.
Povpré&na viSina topolov se je med prvim in drugim Wamjem poviSala za 512,2 mm.
Med drugim in tretjim vzarenjem pa se je viSina topolov poviSala za 16,9 ®tatisttno
zn&ilne razlike so bile med prvim in drugim vzenjem ter med prvim in tretjim
vzortenjem. Razlik med drugim in tretjim vz@njem ni bilo. V eksperimentalni enoti 3
(V-FILTER-3) so bili kloni topola wasu prvega vzdenja (28. 4. 2011) v povpie
visoki 149,0 mm, Wasu drugega vzéenja (1. 7. 2011) so bili topoli v povgja visoki
725,3 mm ter na zadnji dan vZenja (30. 8. 2011) 938,4 mm. Pov§ra viSina topolov se
je med prvim in drugim vzdéenjem poviSala za 576,0 mm. Med drugim in tretjim
vzorcenjem pa se je viSina topolov poviSala za 113,13 Statisténo zn&ilne razlike so
bile med prvim in drugim vzéenjem ter med prvim in tretjim vzé&njem. Statistino

zn&ilnih razlik med drugim in tretjim vzéenjem ni bilo (slika 21).
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Slika 21: ViSine glavnega poganjka (mm) klonov ti@pocasu vzoten;j: 28. 4., 1. 7. in 30. 8., v kontrolni
enoti (V-FILTER-KONTR) in v eksperimentalnih enot@h-FILTER-1, V-FILTER-2, V-FILTER-3).
Razlicne ¢rke predstavljajo statistho zn&ilne razlike v viSinah med obravnavami pri 5 % eémpsti; n = 16
(a=28.4.,b=1.7.,¢c=30.8)

Figure 21: High of the main shoot (mm) of populaienes in the time of sampling 28. 4., 1. 7. and30n
control unit (V-FILTER-CONTR) and in experimental nits (V-FILTER-1, V-FILTER-2,
V-FILTER-3). Different superscript letters withinrows indicate significant differences at the 5 %
probability level; n=16 (a =28.4.,b=1. 75 80. 8.)

Povpré&ni premeri glavnega poganjka klonov topoldasu prvega vzoéenja (28. 4. 2011)

v kontrolni enoti (V-FILTER-KONTR) so bili v povptu 3,3 mm, vcéasu drugega
vzortenja (1. 7. 2011) v povpipl 8,6 mm ter na zadnji dan vzenja (30. 8. 2011) 14,4
mm. Premer poganjka topolov se je med prvim in anugzorienjem poveal za 5,3 mm.
Med drugim in tretjim vzatenjem pa za 5,8 mm. Statisto zn&ilne razlike so bile med
prvim in drugim vzogenjem ter med drugim in tretjim vZ@njem. Statistino zn&ilne
razlike so bile tudi med drugim in tretjim vzenjem. Povprni premeri glavnih
poganjkov klonov topola ¥asu prvega vzoenja (28. 4. 2011) v eksperimentalni enoti 1
(V-FILTER-1) so bili v povprgu 3,7 mm, véasu drugega vzéenja (1. 7. 2011) v
povpre&ju 7,4 mm ter na zadnji dan vzenja (30. 8. 2011) 8,3 mm. Premer poganjka

topolov se je med prvim in drugim vZenjem poveéal za 3,7 mm. Med drugim in tretjim
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vzorkenjem pa za 0,9 mm. Statisto zn&ilne razlike so bile med prvim in drugim
vzorgenjem ter med drugim in tretjim vZ@njem. Statistino zndilnih razlik med drugim
in tretjim vzokenjem ni bilo. Povprai premer glavnih poganjkov klonov topolacgasu
prvega vzotenja (28. 4. 2011) v eksperimentalni enoti 2 (V-HHR-2) so bili v
povpreju 2,8 mm, Wasu drugega vzéenja (1. 7. 2011) v povpigl 6,4 mm ter na zadnji
dan vzoéenja (30. 8. 2011) 7,1 mm. Premer poganjka topstye med prvim in drugim
vzorkenjem poveéal za 3,6 mm. Med drugim in tretjim vZenjem pa za 0,6 mm.
Statisttno zndilne razlike so bile med prvim in drugim vZenjem ter med drugim in
tretjim vzokenjem. Statistino zndilnih razlik med drugim in tretjim vzéenjem ni bilo
(slika 22).
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Slika 22: Premer glavnega poganjka (mm) klonov lp@asu vzoéen;j: 28. 4., 1. 7. in 30. 8., v kontrolni
enoti (V-FILTER-KONTR) in v eksperimentalnih enot@h-FILTER-1, V-FILTER-2, V-FILTER-3).
Razlicne ¢rke predstavljajo statistno zndilne razlike v viSinah med obravnavami pri 5 % eénpsti; n= 16
(a=28.4.,b=1.7.,c=20.8)

Figure 22: Diameter of main shoot (mm) of populolames in the time of sampling 28. 4., 1. 7. and30in
control unit (V-FILTER-CONTR) and in experimental nits (V-FILTER-1, V-FILTER-2,
V-FILTER-3). Different superscript letters withinrows indicate significant differences at the 5 %
probability level; n =16 (a =28.4.,b=1. 7., &.8)
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Slika 23: Povpréne vrednosti Stevila poganjkov topolov za kontrobtwto (V-FILTER-KONTR) in vse
eksperimentalne enote (V-FILTER-1, V-FILTER-2, VEFER-3). Grablje predstavljajo standardno
napako, raztine ¢rke pa statistine razlike med obravnavami pri 5 % verjetnosti; 288 (viSina, premer) ali
272 (Stevilo poganjkov) (a=V-FILTER-KONTR, b = WHTER-1, ¢ = V-FILTER-2,
d = V-FILTER-3)

Figure 23: Average values of the high of the maimoat (mm) of populus in control unit
(V-FILTER-CONTR) and in eksperimental units (V-FIER-1, V-FILTER-2, V-FILTER-3). Minimal
values, first quartil, median, third quartil, maksim values, n = 85. Bars represents standard davyjiat
different superscript letters within rows indicaignificant differences at the 5 % probability leve = 288
(high, diameter) or 272 (number of shoots) ) (a=FW.TER-KONTR, b = V-FILTER-1, ¢ =
V-FILTER-2, d = V-FILTER-3)

Med obravnavami smo ugotovili statisto zn&ilne razlike premerov glavnega poganjka
med kontrolno (V-FILTER-KONTR) in vsemi eksperimalmimi enotami. Vsi kloni so
dosegli najviSje poganijke v kontrolni enoti, najaipa v V-FILTER-2. Med obravnavami
so bile opazne statistio znd&ilne razlike, tako med kontrolno kot med vsemi
eksperimentalnimi enotami. Prav tako so bile diatie zn&ilne razlike v viSinah

poganjka ugotovljene med vsemi eksperimentalnirotani (slika 21).
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Preglednica 5: Povptae viSine glavnega poganjka in standardna napakeey stebla in Stevilo poganjkov,
za vse klone topolov v kontrolnih (V-FILTER-KONTR) eksperimentalnih enotah skupaj
(V-FILTER-EKSP). Razlinac¢rka v vrsti pomeni statistino zn&ilne razlike med kloni pri 5 % verjetnosti
(a = Lux, b = Guardi, c = 1-214, d = Vilafranca)

Table 5: Average steam high and standard errometier of steam and number ob shoots, for all clames
control unit (V-FILTER-KONTR) and in eksperimentahits together (V-FILTER-EKSP). Different
superscript letters within rows indicate signifitatifferences at the 5 % probability level (a = Lix=
Guardi, ¢ = 1-214, d = Vilafranca)

Obravnava / klon \ Lux | Guardi | -214 \ Vilafranca
ViSina (mm)
V-FILTER-KONTR | 820,5 + 57,2 1090,1 + 203,3 853 + 66,8 930,8 £41,2

V-FILTER-EKSP | 534 +23 |387,8 +23,&" 568,6 + 28,2 654,9 + 24,%
Premer (mm)

V-FILTER-KONTR |8,9 + 0,5 78+0% 10,5 + 4,8b 9,1+0,5

V-FILTER-EKSP | 6,2+02 63+02 8 + 0,2 7+0,3
Stevilo poganjkov

V-FILTER-KONTR | 1,7 + 0,1¢ 2,1+0,f° 1,5+ 0, 2,3+0,f°

V-FILTER-EKSP | 1,5+0,8 1+ 0,7 1,2 +0,8¢ 1,7+ 0,8

NajviSje povpréne vrednosti viSine poganjka izmed vseh klonovgeedal klon Guardi,
najnizje pa klon Vilafranca. NajviSje povgree vrednosti premera poganjka izmed vseh
klonov je dosegel klon Vilafranca, najnizje pa kle214. Isto velja za povp¢ao vrednost
Stevila poganjkov. S testom post hoc smo ugotoaitiike v povprejih visin poganjkov
med kloni znotraj vseh eksperimentalnih enot. Bxigueini viSini poganjka so se pokazale
razlike med vsemi kloni. Enako velja za pove vrednosti premerov in Stevilo

poganjkov (preglednica 5).

4.5.1.2 Fluorescenca klorofila a

Meritve fluorescence klorofila a v sistemu V-FILTER0 izvedli petkrat, in sicer enkrat
v juliju, dvakrat v avgustu in enkrat v septembr0l2. Potencialno fotokermno
ucinkovitost fotosistema FS Il (Fv/Fm) in dejanskdokemicno winkovitost (Yield) smo
merili na vseh klonih topola v vsaki enoti posebéjednosti parametra Fv/Fm so bile v
povpreju v vseh enotah pod mejo 0.83, kar pomeni, dailorastline véasu meritev
ob¢asno izpostavljene prehodnemu stresu. Ptéinvemeritev je dejanska fotoketma

ucinkovitost manjSa od potencialne.
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Aritmeti¢ne sredine potencialne fotokeme winkovitosti FS Il med obravnavami niso
bile statisttno zn&ilno razlicne (priloga C). Vrednosti potencialne fotokéna
ucinkovitosti FS 1l vseh obravnav so bile v julijupovpreju visje od vseh ostalih meritev.
V kontrolni enoti in vseh eksperimentalnih enotahlsle najnizje izmerjene vrednosti
dosezene proti koncu avgusta (26. 8.) (priloga Ajtmeticne sredine potencialne
fotokemine W&inkovitosti FS 1l (Fv/Fm) so bile med kontrolno invsemi
eksperimentalnimi enotami statisio zn&ilno razlicne (slika 24). Prav tako so bile
zn&ilne razlike med kontrolno in eksperimentalnimi ammavami znotraj ene vrste klona
(slika 25).
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Slika 24: Povpréne vrednosti potencialne fotokame winkovitosti fotosistema FS 1l (parameter Fv/Fm)
pri vseh topolih v kontrolni enoti (V-FILTER-KONTR#) v eksperimentalnih enotah skupaj
V-FILTER-EKSP. Minimalna vrednost, prvi kvartil, miena, tretji kvartil, maksimalna vrednost, osamelc
n =80 (V-FILTER-KONTR) in n = 240 (V-FILTER-EKSPRazlinecrke pomenijo statistno zndilno
razliko med obravnavanji pri 5 % verjetnosti (a =RILTER-KONTR, b = V-FILTER-EKSP)

Figure 24: Average vaules of potential photochetrefficiency of photosystem FS Il (parameter Fv/Fm)
poplars in control unit (V-BRN-KONTR), in all poplars in control unit (V-FILTEREONTR) and in
eksperimetnal units together (V-FILTER-EKSP). Miainmvalues, first quartil, median, third quartil,
maksimum values, outliers, n = 80 (V-FILTER-CONTR),=240 (V-FILTER-EKSP). Different
superscript letters within rows indicate signifitadifferences at the 5 % probability level (a =
V-FILTER-CONTR, b = V-FILTER-EKSP)
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Slika 25: Povpréne vrednosti potencialne fotokemne winkovitosti fotosistema FS Il (parameter Fv/Fm)
pri klonih topola (Lux, Guardi, 1-214, Vilafranc&)kontrolni enoti (V-FILTER-KONTR) in v
eksperimentalnih enotah skupaj V-FILTER-EKSP. Miaina vrednost, prvi kvartil, mediana, tretji kvarti
maksimalna vrednost, osamelci, n = 20 (V-FILTER-KI®® in n = 60 (V-FILTER-EKSP). Raziecrke
pomenijo statistino zn&ilno razliko med obravnavanji znotraj ene vrstenk@ri 5 % verjetnosti (a =
V-FILTER-KONTR, b = V-FILTER-EKSP)

Figure 25: Average vaules of potential photochetré€ficiency of photosystem FS Il (parameter Fv/Fm)
clones of poplars (Lux, Guardi, 1-214, Vilafranda) control unit (V-RCN-KONTR), in all poplars in
control unit (V-FILTER-CONTR) and in eksperimetnahits together (V-FILTER-EKSP). Minimal
values, first quartil, median, third quartil, maksim values, outliers, n = 20 (V-FILTER-CONTR), r66&
(V-FILTER-EKSP). Different superscript letters withrows indicate significant differences at the 5 %
probability level (a = V-FILTER-CONTR, b = V-FILTEREKSP)

Vrednosti parametra dejanske fotokena winkovitosti (Yield) za sistem V-FILTER so v
povpreju v vseh enotah pod mejo 0.83. Vrednosti dejaristakemine winkovitosti FS

Il vseh obravnav so bile v juliju v povpta visje od vseh ostalih meritev. V kontrolni
enoti in prvi eksperimentalni enoti so bile najeiXjrednosti dosezene proti koncu avgusta
(26. 8.) (slika 24, priloga C).
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Slika 26: Povpréne vrednosti dejanske fotokeme winkovitost fotosistema FS Il (parameter Yield) pri
vseh topolih v kontrolni enoti (V-FILTER-KONTR) wmeksperimentalnih enotah skupaj
V-FILTER-EKSP. Minimalna vrednost, prvi kvartil, miena, tretji kvartil, maksimalna vrednost, osamelc
n =80 (V-FILTER-KONTR) in n = 240 (V-FILTER-EKSPRazlinecrke pomenijo statistno zndilno
razliko med obravnavanji pri 5 % verjetnosti (a =RILTER-KONTR, b = V-FILTER-EKSP)

Figure 26: Average vaules of actual photochemicitiency of photosystem FS Il (parameter Yield) in
poplars in control unit (V-BRN-KONTR), in all poplars in control unit (V-FILTEREONTR) and in
eksperimetnal units together (V-FILTER-EKSP). Miaimvalues, first quartil, median, third quartil,
maksimum values, outliers, n = 80 (V-FILTER-CONTR), = 240 (V-FILTER-EKSP). Different
superscript letters within rows indicate signifitadifferences at the 5 % probability level (a =
V-FILTER-CONTR, b = V-FILTER-EKSP)

Statisttno znd&ilne razlike pri parametru Yield so se pokazale nlaahtrolno in
eksperimentalnimi obravnavami pri vseh klonih. \fresti v kontrolni enoti so bile viSje

kot v eksperimentalni enoti (slika 26 in slika 27)
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Slika 27: Povpréne vrednosti dejanske fotokeme winkovitosti sistema FS 1l (Yield) pri klonih topola
(Lux, Guardi, I-214, Vilafranca) v kontrolni engi¥—FILTER-KONTR) in v eksperimentalnih enotah
skupaj V-FILTER-EKSP. Minimalna vrednost, prvi ktihrmediana, tretji kvartil, maksimalna vrednost,
osamelci, n = 20 (V-FILTER-KONTR) in n = 60 (V-FTER-EKSP). Raztine¢rke pomenijo statistno
zn&ilno razliko med obravnavanji znotraj ene vrstenid@ri 5 % verjetnosti (a = V-FILTER-KONTR, b =
V-FILTER-EKSP)

Figure 27: Average vaules of actual photochemitfidiency of photosystem FS Il (parameter Fv/Fm) in
clones of poplars (Lux, Guardi, 1-214, Vilafranda) control unit (V-RCN-KONTR), in all poplars in
control unit (V-FILTER-CONTR) and in eksperimetnahits together (V-FILTER-EKSP). Minimal
values, first quartil, median, third quartil, maksim values, outliers, n = 20 (V-FILTER-CONTR), r6&
(V-FILTER-EKSP). Different superscript letters withrows indicate significant differences at the 5 %
probability level (a = V-FILTER-KONTR, b = V-FILTEREKSP)

4.5.1.3 Suha masa

Meritve suhe biomase so potekale ést&no kot za navadni trst, torej v mesecu decembru
2011. Suha biomasa podzemnih delov vseh topolaxséh enot je bila viSja od skupne
teze suhe biomase nadzemnih delov (slika 28). Maszemnih delov trsta je bila med
15,6 g v eksperimentalni enoti (V-FILTER 3) in 399 v kontrolni enoti (V-FITLER
1-KONTR). Nadzemna suha biomasa topolov je dosegjiaiZjo teZzo v eksperimentalni
enoti (V-FILTER 3), najviSjo pa prav tako v ekspeentalni enoti (V-FILTER 2). Najwe
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suhe biomase je ¥asu eksperimenta pPekovano priraslo v kontrolni enoti. Najman;

biomase pa so dosegli topoli v eksperimentalniih@f—FILTER-3) (slika 28).
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Slika 28: Vsota suhe biomase nadzemnih in podzendwlitv klonov topola ob koncu eksperimenta v
kontrolni enoti (V-FILTER 1-KONTR) in v eksperimeihih enotah (V-FILTER 1, V-FILTER 2,

V-FILTER 3) skupaj za vse klone topola. Grabljedstavljajo standardno napako meritev, n = 86
(nadzemni del) in n = 54 (pozemni del). R&zé¢rke pomenijo statistho zn&ilno razliko mase nadzemnih
delov rastlin med obravnavanji pri 5 % verjetndatE V-FILTER-KONTR, b = V-FILTER-1, ¢ =
V-FILTER-2, d = V-FILTER-3)

Figure 28: The sum of the dry biomass abovegroumt underground parts of poplars at the end of the
experiment in the control unit (V-FILTER-KONTR) anth eksperimental units (V-FILTER-1,
V-FILTER-2, V-FILTER-3), sum for all poplars. Rakespresent standard error of measurment, n = 86
(aboveground biomass) and n = 54 (underground ism®ifferent superscript letters within undergrau
biomass indicate significant differences at the 5p¥bability level (a = V-FILTER-CONTR, b =
V-FILTER-1, ¢ = V-FILTER-2, d = V-FILTER-3)

V kontrolni enoti je najvisjo suho maso dosegelnkle214, v eksperimentalnih pa klon
Vilaffranca. 1zmed vseh klonov topola je klon Guadibsegel najwe suhe biomase za
podzemne dele rastline, to je 959,2 g. Klon Vilat@ pa je dosegel nafyeuhe biomase

nadzemnih delov rastline, to je 530,2 g (slika 29)
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Slika 29: Povpréne vrednosti suhe mase nadzemnih (levo) in podZe(deisno) delov rastlin klonov
topolov (Lux, Guardi, 1-214, Vilafranca). Grabljegulstavljajo standardno napako, n = 12

Figure 29: Average values of the dry abovegroumaniiss (left) and underground parts (right) of ctooé
poplars (Lux, Guardi, 1-214, Vilafranca) at the eraf the experiment in the control unit
(V-FILTER-KONTR) and in eksperimental units (V-FIER-1, V-FILTER-2, V-FILTER-3). Rakes
represent standard error, n =12

4.6 MIKROBIOLOSKE ANALIZE

Po pomnoZzevanju specifiega odseka 16S rRNA gena, alveega za eubakterije, smo
optimizirali pogoje analize mikrobne zdruzbe s péf@moDGGE metode. Pri tem smo
dolcgili profil DGGE, ki se je razlikoval pri rastlinabksperimentalnih enot (V-N-1,
V-RCN-2, V-RCN-3), v razmerah 3 % slanosti, ter z rastlinankontrolnih enotah
(V-RCN-KONTR), v razmerah 0 % slanosti.

Zaradi objektivnih tezav pri zakipleu raziskav, kot so tezave z dostopom do baz podatk
o vrstah bakterij (npr. baza podatkov GenBank)tegave z uporabo programa o analizi
nukleotidnih zaporedij, izolantom nismo uspeli daiorodove ali vrste bakterij ter
poiskati bakterije, katerim so sekvence 16S rDNAim&olantov najbolj podobne. Zaradi
tega smo na podlagi gelske eletroforeze PCR progulihaliziranih vzorcev pridobili
podatke o specifnosti mikrobnih zdruzb ter sorodnost oz. idémbist posameznih vrst iz

razlicnih izolacij.
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S pomajo komercialnega kompleta nam je véwre primerov uspelo izolirati kvalitetno

DNA, z analizo DNA z elektroforezo v 1 % agarozngetu. S pomnozevanjem v reakciji
PCR smo z elektroforezo v agaroznem gelu identiciPCR—- produkte velikosti

priblizno 433 baznih parov (bp).

Vzorci iz rizosfere lll. faze so vsebovali v gelakterije z doldenimi fragmenti, ki na
enaki viSin predstavljajo zelo sorodne predstavralleuzbe. Kljub temu pa je celoten
profil zdruzbe drug&en od ostalih (slika 30). To pomeni, da korenirggtem zelo vpliva
na njemu prostorsko blizje mikrobne zdruzbe. Rn & je med trsti mikrobna zdruzba v
koreninskem sistemu izredno r&pa z dol@éenimi fragmenti, ki so prisotni pri vseh
ostalih zdruzbah. Ti fragmenti predstavljajo deioéwone koreninske zdruzbe.

M1 23456 M789101112 M131415161718 M 1920 21 22 23 24 M

Slika 30: Profili mikrobnih zdruzb na DGGE geluizasferi rastlin navadnega trsta (M — marker; 132
navadni trst pri vtoku, po treh fazah, v rizosfenva rastlina, druga enota; 4, 5, 6 — navadnidbsvtoku po
treh fazah, v rizosferi druga rastlina, druga en@ta8, 9 in 10, 11, 12 enako kot prej, le da scastline na
iztoku, druga rastlina, druga enota; 13-18 enakqkeg), le da je to prva enota na vtoku in 19-24ztaku
(IFB)

Figure 30: Profiles of microbial communities in tBEGGE gel in rhizosphere (M — marker; 1, 2, 3 —
Phragmites australis at the inlet, after three ghashizosphere first plant, second unit; 4, 5, Bhragmites
australis at the inlet, after three phases, septanat, second unit; 13— 18- same as before, batighfirst
unit at inlet and 19— 24- at outlet (IFB)

V substratu v katerem ni bilo korenin trsta, jeuztra bolj enakomerno zastopana z manj
mocno poudarjenimi fragmenti, kot se je to opazilotpstu. Glede na viSino zaustavljanja

fragmentov je v substratu zastopana SirSa skupik@&oarganizmov. To pomeni, da je
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zdruzba v rizosferi trsta bolj specifia kot v substratu. Pri tem pa so pritrjene mikeobn
zdruzbe v substratu bistveno bolj draiga kot tiste, ki gredo v gredo z dotokom vode in

tiste, ki gredo z iztokom ven. Po globini se bogatoakterijske zdruzbe pouge (slika
31).
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Slika 31: Profili mikrobnih zdruzb na DGGE geluwbstratu s 3 % slanostjo (M — marker; 1, 2, 3 fipro
bakterijske zdruZbe v susbtratu druge grede odri@lobine do 90 cm; 4, 5, 6 in 7, 8, 9 — drugiritjt
triplikat vzorgenja; 10 — 18 — triplikati iz prve enote; 19 in-2@otok in iztok v obe enoti (IFB)

Figure 30: Profiles of microbial communities in A&GE gel in the substrate by 3 % salinity (M — kear
1, 2, 3 — Profile of bacterial communities in théostrate of the second unit from a depth of 10c80tam,

4,5,6 and 7, 8, 9 — second and third triplikahgbng; 10 — 18 - triplikati first unit; 19 and 20inlet and
outlet of the both units (IFB)

Iz primerjalnega diagrama, ki temelji na primerj@ekvenc genov za 16S rRNA, lahko
razberemo, da so izolirani sevi razporejeni v &snovne skupine, ki se ujemajo v

rodovih. Diagram nam kaze sorodstveno posamezmsisizwazIEnih izolantov (Slika 32).
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3% DO netrs1 koren
3% DO netrs1 pesek
3% |7 sirs2 koren
0% KA rizo

3% DO netrs1 rizo
0% K2 pesek

0% K3 pesek

0% K3 rizo

a 0% K1 koren Cluster 1
0% K3 koren

. E 0% K1 pesek
. 0% K2 rizo

0% K2 Koren

| | 3% |Z netrs1 rizo
_E 3% DO netrs2 pesek
3% DO netrs2 rizo Cluster 2a

3% |7 netrs2 pesek
_[ EE% I netrs1 koren
3% |Z netrs2 koren

3% |Z strs1 pesek
3% DO strs1 pessk
3% DO strs2 pessk
3% DO strs2 korenine
3% |Z strs1 rizo

3% DO strs1 koren Cluster 3
3% |Z strs1 koren
3% DO strs1 rizo
3% |Z sirs2 pesek
3% DO strs2 rizo
3% |Z strs2 rizo

3% DO neirs2 koren

LE 3% |1Z netrs1 pesek Cluster 2b
3% |Z netrs2 rizo

Slika 32: Primerjava povezanih mikrobnih zdruzbigrjava trsta iz slanega okolja (strs) in navagngsta
iz neslanega okolja (netrs) v slanem okolju (3 %)eBSanimi trsti (K: iz slanega in neslanega okafja)
neslanem okolju (0 %). Korenine trsta (koren), sieoa (rizo) in substrat (pesek) odvzeti pri dotiofdO)

in iztokih (1Z) v slanem okolju in nespecifiem neslanem kontrolnem okolju (K) (IFB)

Figure 32: Comparison of plant associated microtmahmunities. Salt-related (strs) species and non
salt-related (netrs) species were compared inesalivironment (3 %) as well as with mixed specsad (
and non-salt related; K) in non—saline environn{@ri). Plant roots (koren), rhizosphere (rizo),
surrounding substrate (pesek) were obtained spaltifiat growth container inlet (DO) and outletYi&
saline environment and non-specifically in controh—saline environment (K) (IFB)
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5 RAZPRAVA

Poznamo vé&razlicnih na&inov uporabe rastlinskitistilnih naprav, ki zagotavljajo visoko
zmogljivost obravnave vode s povisano slanostjst{dws sod., 2009, Zalesny in Zalesny
Jr., 2009; Justin s sod., 2010). Dodatne izbolj&stemov lahko gredo v smeri doseganja

WM v

onesnazevalcev. Za obravnavo posebnih odpadnihsegéaporda uporaba individualnih
in cenovno dostopnih modularnih sistemov z tawti principi ¢iS¢enja. Dodatne reSitve
so lahko tudi v obravnavi odpadne vode s hkratmalykcijo biomase kot obliko ponovne
uporabe te vode (Barbosa in sod., 2014). V nalagizku$ena sistema V<R in
V-FILTER sta primera enostavnejSih fitoremediagljstesSitev, kjer s€iscenje odpadne
vode s poviSano slanostjo in ponovha uporaba vagejdata s pomio rastlin ter
produkcijo biomase v modulih rastlinskastiine naprave in vegetacijskega filtra. V
sistemu je bila dosezena normativn&nkovitost ¢iS¢enja odpadne vode z uporabo
naravnih ¢istilnih sistemov, zasajenih z makrofiti in klonopolov, prilagojenimi na

poviSano slanost v vodi.

5.1 KAKOVOST VODE NA DOTOKIH IN IZTOKIH SISTEMA V-RCN IN V-FILTER

Eksperimentalne enote sistema R in V-FILTER so bile polnjene z odpadno vodo iz
primarnega usedalnika centraléistiine naprave. Dotma voda je bila meSana s podtalno
vodo, da smo zmanjSali visoke bioloske obremengksperimentalnih enot. Sestava
dotatne vode se je skozi sezono ¢no spreminjala, predvsem zaradi nihanja temperature
temperatur, je dotma voda postajala vse bolj koncentrirana, in stegadi nizjih kol€in
padavin in visoke evapotranspiracije. Ti vplivis® pokazali v visji vrednosti parametrov
KPK in BPKs na dotokih v eksperimentalnih ter kontrolnih elotBodobna teznja se je
pokazala tudi pri usedljivih in neraztopljenih seby npr. pri duSikovih in fosforjevih

spojinah (preglednica 2 in preglednica 3).

Rastlinske ¢istilne naprave izkazujejo ¢inkovitost pri znizevanju vsebnosti bioloSko

razgradljivih snovi, odstranjevanju suspendiranémifh delcev, duSika in fosforja. \umi¢
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in sod. (2008) navajajo, da jé€inkovitost zmanjSevanja obremenitev v vodi z raskimi
¢istilnimi napravami za neusedljive snovi od 80 db%, za fosfor od 26 do 60.6 %, za
dusSik od 22.6 do 48.5 %, za BPKa od 65 do 97 %. Podobno velja za vegetacijske,fi
saj Prochaska in Zouboulis (2003) ugotavljata, elatinkovitost pesgenega filtra pri
odstranjevanju suspendiranih delcev 82 %nkovitost zmanjSevanja KPK pa je bila od
50 do 70 %. Nar&anje KPK in BPK v poskusu je na dotokih v eksperimentalnih enotah
vi§je kot na dotokih v kontrolnih enotah. To degstahko pojasnimo z razpadom bakterij
zaradi povéane osmolarnosti raztopine pri visjih koncentrdcijsoli (Kinncanon in
Guady, 1968).

V primerjavi z eksperimentalnimi enotami je bil&inkovitost zmanjSanja KPK v
kontrolnih enotah viSja, predvsem zaradi negatianafinka poviSane slanosti datoe
vode na dginkovitost sistema. Proti koncu eksperimenta je Kitd¢agala KPK v vseh
eksperimentalnih enotah. To se ni zgodilo v konirehoti, kjer je KPK ostala nizka tudi v
¢asu poviSanja organske obremenitve. Do poviSanji K® iztokih v eksperimentalnih
enotah je lahko priSlo zaradi poviSane slanostievad izpiranja Na- in Cl- ionov.
Podobno ugotavljajo tudi Peyton in sod. (2001),de@mn Kargi (2001) ter Campos in sod.
(2002) ter navajajo, da se z¢amjem koncentracije NaCl v odpadni vodi (od 8 dogdp
poveuje KPK na iztoku. Prav tako opisujejo povezave moddtranjevanjem dusika iz
odpadnih voda z veliko vsebnostjo amonijevega #liatmega duSika ter z visokimi
koncentracijami soli (od 3 do 12 %). V naSi raziskso bile vsebnosti amonijevega in
nitratnega dusika v povpij@ nizke, vendar so bile vrednosti v obeh sistemahiztokih
nizje kot na dotokih. Razlhne Studije poréajo tudi o znalnem zmanjSevanju
ucinkovitosti sistema pri poviSani slanosti, predvsaad 3 % pri rotirajéih bioloSkih
kotaktorjin (Dincer in Kargi, 2001), ali pri slartgsvisji od 4 % za enote z aktivnim
blatom (Aloui in sod., 2009). V nasi raziskavi jgolzmanjSevanje dinkovitosti sistema
zaznati Ze pri slanosti pod 3 %. Do ra&aé olgutljivosti sistema na poviSano slanost lahko
pride zaradi raztinega trajanja prilagajanja sistema in procesa najagsoli v razlinih

eksperimentalnih enotah.

V povpre&iju je bil pH vode med 7 in 8 ter je v vseh enotalstppno nara®l od dotokov

do iztokov. Koncentracije raztopljenega kisika sie Imizke, predvsem zaradi intenzivne
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bioloSke razgradnje odpadne vode. Koncentracijekkise niso statistho zndilno
razlikovale med dotoki in iztoki. Temperatura vope od dotokov do iztokov rahlo
naragala v obeh sistemih, tudi zaradi vpliva temperatnaka v okolici. 1zolacija vseh
enot z izolacijsko folijo je nekoliko omejila segemje. Specifina elektroprevodnost in
koncentracije Na- in Cl- ionov so se postopno eSald dotokov do iztokov,
eksperimentalne enote pa niso izkazovale zmanj$dajain Cl- ionov. Obseg sprememb
koncentracije ionov na dotokih je bil podoben katiztokih, kar je najverjetneje posledica
neenakomernega mesSanja @o® vode in delno nerazréshe soli véasu vzokenja,
izvedenem takoj po dodajanju soli. V vseh ekspemtadaih enotah sta bili prevodnost in
koncentracija Na— in Cl- ionov mino povezani z dodano koncentracijo soli. Rawvge
koncentracij Cl- in Na— ionov na iztokih v primerja vrednostmi na dotokih, kaze na to,
da je verjetno v obeh sistemih priSlo do zadrZzewa@]— in Na- ionov pri nizkih
koncentracijah na dotokih. Prevodnost in koncen&aonov v kontrolnih enotah so bile
za nekaj velikostnih razredov nizje, zato te vredinoe vplivajo na rezultate. Relativho
nizko winkovitost odstranjevanja Na— in Cl- ionov v rasski ¢istilni napravi je ugotovil
tudi Lorcar s sod. (2010) s préevanjem poteka ionov v zasajenem odlagalis
cirkulacijo izcedne vode, ki je bila predhodn®isdena v rastlinskéistilni napravi zasajeni
z navadnim trstom. Rastline imajo potencial privaelNa- in Cl- ionov, kar sta dokazala
tudi Zalesny in Zalesny Jr. (2009) za topol ter&am sod. (2011) za navadni trst, in sicer
potencial zmanjSevanja Na—- in Cl- ionov v siste’Munasi raziskavi je do zmanjSane
ucinkovitosti odstranjevanja in privzema ionov saii§po tudi zato, ker so rastline v prvem
letu po osnovanju eksperimenta imele Se relativalbosrazvit koreninski sistem. Dodatni
razlogi so lahko tudi v morebithem vplivu kemijskiistnosti dodane morske soli na

delovanje celotnega sistema.

5.2 ODZIV NAVADNEGA TRSTA IN KLONOV TOPOLA NA POVIANO SLANOST

Visoke koncentracije soli, izrazene kot visoka &i€¢ka prevodnost odpadne vode, lahko
ovirajo procesedis¢enja v rastlinskihcistilnih napravah, ki temeljijo na mikrobioloski

aktivnosti. Se posebej Skodljivi so nenadni dviginssti (ali nenadne spremembe v
slanosti doténe vode), ki onemogajo prilagoditev mikrobne zdruzbe novim razmeram.

Posledéno winkovitost rastlinskeistiine naprave upade.



JurSe A. Ugotavljanje primernosti navadnega trstan razlicnih klonov topola ... z&iS¢enje odpadne vode s poviSano slanostj074
Dokt. disertacija, Ljubljana, Univ. v LjubljarBiotehniSka fakulteta, 2015

Odziv rastlin na poviSano slanost je odvisen predvsod jakosti slanostnega stresa,
genske zasnove rastlinske vrste, razvojne stopsjére in razmer v okolju (Jaleel in sod.,
2007). Odpornost rastlin proti slanosti ni izkijw povezana s prilagoditvijo na toksost
Na- in Cl- ionov, ampak tudi s prilagoditvijo naksaedarne ginke slanosti (Munns,
2002). V¢asu poteka naSega poskusa se je rast rastlin zwalgs Navadni trst je bil v
povpr&ju Visji, imel je ve&ji premer glavnega poganjka in ¢je Stevilo poganjkov v
kontrolni enoti, kjer v doténi vodi ni bilo dodane soli. V eksperimentalnih &iose je
intenzivna rast poganjkov v visino utasnila pri 12,88 g NaCl (1,3 % slanosti). Podobno
so dokazali tudi Gorai in sod. (2007, 2010) tertBam sod. (2009), ki so ugotovili, da se
rast navadnega trsta postopno zmanjSuje z ¢ampEn koncentracij NaCl v raztopini.
Munns (2002) v svoji raziskavi navaja, da je zmanj8 rasti odvisna od obdobja rasti v
slanih razmerah in dadasu obravnave s poviSano slanostjo navadni trazigk dvofazni
odziv rasti na slanost. Prva faza zmanjSanja haist izzveni, druga faza zmanjSanja rasti

pa je posledica poskodbe rastline.

Topoli so poleg navadnega trsta primerne rastleneast v okoljih s poviSano slanostjo
(Shannon in sod., 1999, Klomjek in Nitisoravut, 20@alesny in sod., 2007; Zalesny in
Bauer, 2007; Calheiros, 2010). Pri topolih je mri§lo zmanjSanja rasti v viSino pri
koncentraciji soli 6,2 g/l, pri koncentraciji 7,8l a se je rast v viSino upasnila.
OdpornejSa proti slanost sta se izkazala kl&wopulus albal. cl. Villa Franca in
Populusx canadensisMoench cl. 1-214, kjer sse je rast ob poviSevasianosti skoraj
popolnoma up&asnila. Rast trsta je bila nemotena tudi pri vigpmcentracijah soli.

Ob zaetku raziskave smo predvidevali, da b&nek ¢iSéenja visji v enoti zasajeni s
trstom iz slanega okolja (V- 2). Vendar po koncu poskusa nismo ugotovili stigtio
zn&ilnih razlik med vrednostmi KPK in BRKmed obema iztokoma. To pomeni, da pri
ucinkovitosti ni bilo zaznati statistho znailnih razlik, kljub temu da je V-RN-1
izkazoval malenkost viSjocinkovitost¢is¢enja (40,09 % za KPK in 88,92 % za Bfkd
V-RCN-2 (37,17 % za KPK in 83,92 % za BEKV primerjavi s trstom iz slanega okolja
je navadni trst iz neslanega okolja je izkazov@&ow@dpornost na povisano slanost, kar se

je pokazalo predvsem pri zmanjSevanju BRKKPK. Znano je, da je navadni trst rastlina,
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prilagojena na suso, slanost in nizke tempera@aedi in sod., 2007; Engloner, 2009), ki
uspesno raste v brakih in slanih mevirjih (Burdick in sod., 2001).

Ucinkovitost¢iséenja sistema V-BN je podobna kot v raziskavi Calheiros in sod. (01
kjer je winek ¢id¢enja v RCN, zasajeni s halofiti, dosegel od 58 do 60 &mkovitost za
KPK in od 60 do 70 % dinkovitost za BPK. Koncentracije soli so bile v omenjeni
raziskavi nizje (elektroprevodnost 16 mS/cm) kot naSi raziskavi, kjer je
elektroprevodnost ob koncu poskusa v \:NRdosegla vrednosti tudi do 34 mS/cm. Glede
na navedbe Brown in sod. (1999) so rastlingistiine naprave zasajene s halofiti, bolj
ucinkovite pri odstranjevanju hranil iz odpadne vad@oveé€ano slanostjo. Vendar se je
ucinkovitost v omenjeni raziskavi zmanjSala ob podbbkoncentracijah soli kot v nasi
raziskavi. Brown s sodelavci (1999) je v raziskavi 3,5 % slanosti zaznal z¥ilno
zaviranje rasti, odstranjevanje hranil in Kole dot@ne vode. V nasi raziskavi se j&inek
gistenja v V-RCN zasel zmanjSevati pri 3 % slanosti. Vzrok za to jeje@o velika
koncentracija soli v dotmi vodi, kar se je izrazilo v nizjidinkovitosti ¢iS¢enja. Podoben
odziv je bilo mogoe zaznati pri halofilnih bakterijah v enotah z alkiim blatom, kjer je v
pogojih poviSane slanosti prav tako priSlo do zrsanja odstranjevanja KPK (Uygur,
2006). Relativno visokodinkovitost sistema pri obravnavi slane odpadne wodastlinski
¢istilni napravi zasajeni s trstom, v primerjavi stemom s halofiti, kaZeta visok
prilagoditveni potencial in odpornost navadnegdatmnsa poviSano slanost (Calheiros,
2010). Navadni trst s svojim koreninskim sistemamogaia primerno okolje za naselitev
bakterij in s tem pow& moznost prezivetja pri visokih koncentracijah.dabira primerne

vrste rastline je bistvena tudi pri vzpostavitvidaj bakterij (Calheiros, 2010).

Vrednosti parametra Fv/Fm v obeh sistemih so bijgvpre&ju v vseh enotah (razen v
kontrolni) pod mejo 0.83, kot jo navajata BjorkmarDemmig (1994 kar pomeni, da so
bile rastline v ¢asu meritev izpostavljene vsaj prehodnim stresnammeram. Po
pricakovanju je bila dejanska fotoketna winkovitost manjSa od potencialne. Odklon od
optimalne vrednosti (0,83) je mozen kazalnik izpeénosti rastline stresu (Campbell in
sod., 2003).
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Dejanska fotokendna winkovitost je m@no odvisna od svetlobnih razmer in odraza
trenutno aktivnost prenosa elektronov v fotosistenbejanska fotokentina wwinkovitost
(parameter Yield) nakazuje dejanski proces fotegmtv razmerah, ki jim je izpostavljena
rastlina v naravi. Na dejansko fotokeémd winkovitost vplivajo okoljske razmere, ki se
odraZajo v trenutni motnji fotosistema Il (Sraj—krin Gaber&ik, 2005).

Na sploSno je navadni trst proizvedet \momase kot kloni topold&2opulusx canadensis
Moench cl. I-214 je izkazal naj¥e povpreini prirast nadzemne lesne biomase, izrazene v
suhi masi, v kontrolnih enotah. V eksperimentalaiotah pa je bil najmanj produktiven.
Najvetjo nadzemno biomaso je v eksperimentalnih enotadegkd Populus albal. cl.
Villa Franca. Glede na ostale parametre je bilogikavati, da bo suha masa nadzemnih in
podzemnih delov navadnega trsta ter klonov topajgigja v kontrolnih enotah. Najnizjo
maso je dosegel navadni trst iz neslanega okotjaoti V-RCN-1. Podoben vzorec smo
opazili pri klonih topola, ki so najbolje rastli kontrolni enoti in veliko slabSe v
eksperimentalnih enotah, najslabSe pa v drugi ekspatalni enoti V-FILTER-2. V
kontrolni enoti je najviSjo maso nadzemnega dekedel klon 1-214, ki je bil Zlahtnjen za
potrebe izjemnega priré&@nja debla. V eksperimentalnih enotah je v po§jpr@ajbolje
rasel klon Vilafranca, ki je po svojih ztibostih izkazoval boljSo prilagojenost na
poviSano slanost v tleh. Najyeuhe mase korenin smo izmerili pri klonih Guardi-+214.
Sixto in sod. (2005) pot@ajo, da se je v njihovi raziskavi klon 1-214 izkbhza zelo
obXutljivega na povisano slanost vode. Medtem ko padlrodu belega topola na splosno
velja, da so bolj odporni na povisano slanost islgdcno bolje priragajo v takSnih

razmerah (Kuzmysky in sod.999).

Poraba doténe vode je z wanjem slanosti in visokih temperatur n&eda, kar je bilo bol
ocitno v sistemu V-FILTER. \Kasu poskusa se je odstotek porabe vode spreniNgal.
zaetku poskusa, tj. pri nizki slanosti, je poraba evathra&ala v obeh sistemih in je
dosegla svoj maksimum ob koncu junija, ko se @&t 9 % dotdne vode porabilo za
evaportanspiracijo. Maksimalna poraba vode je lallila dosezena zaradi visoke
evaportanspiracije in sone izolacije vcéasu visokih poletnih temperatur zraka. Kljub
poletnim vremenskim razmeram v avgustu je porabdew obeh sistemih upadala, Se

posebej v V-FILTER. Do zmanjSanja porabe vode jeangtneje prislo zaradi nar&nja
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slanosti, kar je zaviralo rast rastlin. Po navedhiag in sod. (2001) slanost s koncentracijo
2,3 % ma@no vpliva na rast makrofitov in dodatno vpliva nadinkovitost ¢is¢enja
onesnazene &ae vode v rastlinskiltistilnih napravah s povrsinskim ter podpovrSinskim
tokom. Poleg tega Jing in sod. (2001) v raziskeavapjo, da je pov@nje slanosti
povzrailo popolno odmrtje opazovanih makrofitowPdnnisetum alopecutoides In
Lpomoea reptans Ko so sistem ponovno zasadili z navadnimi trsdpornimi na
poviSano slanost, jecinkovitost ¢iS¢enja postopno nar&a. V nasi raziskavi so trsti in
topoli preziveli 3 % slanost, vendar se je navadstiiz slanega okolja slabSe odzval na

pogoje poviSane slanosti, kot navadni trst iz mesga okolja.

Rezultati naSe raziskave kazejo na potencial ugoraiolov in navadnega trsta v primeru
¢is¢enja odpadnih voda z visoko slanostjo. Glede nadéso topoli bolj o&utljivi na
visoke koncentracije soli kot navadni trst, je sm® obratno zaporedje postavitve
fitoremediacijskih sistemov, glede na shemo, zdstav v poskusih: privzem igiscenje
vode s topoli v prvi fazi ter nadaljnf@scenje v filtru s trstom. Maksimalna koncentracija
soli v odpadni vodi je v naSem primeru znaSala B0kgnéne vrednosti pa so odvisne od

okoljskih dejavnikov, kot sta temperatura in kola padavin.

5.3 MIKROBIOLOSKE ANALIZE

Razgradnja snovi v rastlinskitistilninh napravah (RN) poteka v oksinih in anoksinih
okoljih. V RCN se anaerobni in aerobni mikroorganizmi dopoljfujeer poveujejo
ucinkovitost ¢iscenja sistema (Langergraber, 2008). Vrhovsek in VEokze (2007) sta
ugotovila, da pri procestis¢enja v REN aerobne in anaerobne bakterije prispevajo glavni
delez keiscenju odpadne vode (80 &scenja). K ostalim 20 %iScenja prispevajo rastline

z vezavo mineralnih snovi (npr. fosfatov, nitratom)drugih snovi (VrhovSek in Vovk

Korze, 2007).

Obmaje okoli rizosfere in rizoplana je zelo spetiid okolje. Zaradi snovi, ki jih rastline
izlo¢ajo skozi korenine v substrat ob njih, se sestaudaaine populacije razlikuje od
tistih v okolju brez rastlin, glede na Stevilo imstho sestavo. Ob primerjavi obtj@

rizosfere in drugih obmi@ v tleh lahko ugotovimo, da je biodiverziteta bej, ki
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kolonizorajo ta habitat, veliko manjSa kot drugje pomeni, da so na tem ob&o
aktivne ma@ne sile selekcije. Selekcijo med bakterijami vr§gstline s pomgo izlo¢anja
hranljivih snovi in sekundarnih metabolitov. TanMast zemlje, ki je v stiku z rastlinskimi
koreninami, ter povrSina korenin, so zelo komplekskolje in je zaradi izléanja rastlin v
obliki aktivno izlatenih ogljikovih hidratov, encimov, mukoznih snowr tplinov, zelo

ugodno okolje za rast mikroorganizmov (Matilla ods 2007).

Analiza mikrobnih zdruzb v sistemu V€W je pokazala, da so v substratu kontrolne in
eksperimentalnih enot sistema VER mikrobne zdruzbe v rizosferi navadnega trsta bolj
specifine kot v substratu ob tej rizosferi. Analiza selwgm pokazala, da se z mestom
vzrocenja spreminja sestava bakterijskih zdruzb. Totdejslokazuje, da so korenine
navadnega trsta primerno okolje za naselitev mikifobzdruzb, ki sodelujejo pri
fragmente, ki predstavljajo zelo sorodne predsteesadruzbe, vendar pa je celoten profil
zdruzbe druggen. To pomeni, da koreninski sistem zelo vplivanméirobne zdruzbe v
blizini. Lin in sod. (2008) so ugotovili, da natasje slanosti vpliva na rast doenih vrst
bakterij, kar se odraza kot sprememba v njihovigsbgsti ter sestavi mikrobne zdruzbe.
To dokazuje, da slanost vpliva na metabolizem nakganizmov in na pravilno delovanje
ter vzdrZevanje sistema. Nitisoravut in Klomjek @2) sta ugotovila, da ima sol negativni
vpliv na bioloSko razgradnjo organskih snovi v adipiavodi, kar pomeni tudi zmanjSanje

odstranjevanja BPKter zaviranje delovanja mikrobnih encimov in namskrobov.
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6 ZAKLJU CKI

1. Z uporabo rastlin in na njih vezane mikrobne flazenaravnih rasti§ s poviSano

slanostjo pitakujemo véjo ucinkovitost ¢iSéenja odpadne vode, kot z uporabo rastlin

iz rasti€, kjer koncentracije soli niso povisane.

Postavljeno hipotezo lahko na podlagi rezultataiskave ovrzemo. Analiza sistema
V-RCN, zasajenega z navadnim trstom je pokazala,édkavitost sistema kaze na
odstranjevanje organskih onesnazil, kar se odrahanSih vrednostih KPK ter BRK
kljub temu da je priSlo do zmanjSanjdinkovitosti sistema zaradi vpliva poviSane
slanosti doténe vode. V-RN sistem ni prispeval k zmanjSevanju koncentraulij &
iztocni vodi. Rezultati naSe raziskave dokazujejo, dat&zasajena z navadnim trstom
zasajena s navadnim trstom iz neslanega okolja, kjebil izpostavljen pové&ani
slanosti (V-RCN-1).

2. Razliéni kloni topolov in navadni trst se bodo glede r&tme parametre ra#tio
odzvali na pové&ano koncentracijo soli.

Glede na izmerjene ekofizioloSke odzive rastlirkialpostavljeno hipotezo potrdimo.
Navadni trst in kloni topola so se glede na ragpaeametre razino odzvali na
poviSano slanost. Navadni trst se je v povpreiSini, premeru in Stevilu poganjkov
mocno razlikoval med kontrolno ter eksperimentalninmatama. V kontrolni enoti je
dosegel statistno zn&ilno visje vrednosti kot v eksperimentalnih. NajeiXrednosti
je v povpreju dosegel v V-RN-1, v enoti, zasajeni s navadnim trstom iz negjane
okolja.

3. Ucinkovitost ¢is¢enja bo povezana z izmerjenimi rastnimi parameiriuporabljenih

rastlinah.

Hipotezo lahko sprejmemo, saj so rezultati merieyanske obremenitve détme in

iztotne vode obeh sistemov pokazali, da je zmanjSevalifeK v kontrolni enoti
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bistveno véje kot v eksperimentalnih enotah, vendar pri BREh razlik ni bilo
zaznati. Sklepamo lahko, da so imele rastline,iso ile izpostavljene slanosti, visjo
kapaciteto zmanjSevanja KPK, i&&sno pa so te rastline proizvedle \@omase kot

rastline v razmerah poviSane slanosti. Torej so ibmerjeni rastni parametri pri

e

4. Zaradi visoke evapotranspiracije uporabljenih nasth nizke zmoznosti vezave
kloridov s pomdjo rastlin ter substrata gakujemo na iztokih powane koncentracije

soli in zmanjSanje kaline vode.

V sistemu V-REN so bile koncentracije Na in Cl ionov na vseh kit tako v

kontrolnih kot eksperimentalnih enotah, viSje ka dotokih. Prav tako je bila
izmerjena specifna elektroprevodnost na iztokih viSja kot na ddtokPri sistemu
V-FILTER so bile koncentracije Na in Cl ionov ndakih viSje kot na dotokih. Tudi

elektroprevodnost je bila na iztokih statiath zn&ilno viSja kot na obeh dotokih.

5. S pulznim vertikalnim pretokom vode skozi rastlioskstiino napravo in vertikalne
pe&ene filtre lahko dosezemo §je prezr&enost sistema in s tem boljSéinkovitost

zmanjSevanja organskih obremenitev.

Vsi izmerjeni parametri kvalitete vode oz. kazalrokganske obremenitve so bili na
iztokih obeh sistemov nizji kot na dotokih. To pamela je celotna postavitev sistema,
Se posebej pa pravilna izbira rastlin, pravilnangtacija in prezréenost sistema, lahko
prsipevala pri zmanjSevanju amonijevega, nitratreigiika, celotnega dusSika ter KPK
in BPKs. Na vseh vzamih mestih so bile izmerjene povpne vrednosti raztopljenega
kisika v vodi na dotokih nizje kot na iztokih. Ponneda je vertikalni pretok vodéez
enote rastlinskecistiine naprave in pé&gnega vegetacijskega filtra, bil ustrezno
natrtovan in je dosegel svoj namen pri zmanjSevangainske obremenitve celotnega

sistema.
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7 POVZETEK (SUMMARY)

7.1 POVZETEK

V disertaciji smo ugotavljali potencial rastlinskstiine naprave in vegetacijskega filtra za
¢is¢enje odpadnih voda s pasano slanostjo ter z visoko organsko obremenitWjamen
disertacije je bil dosg ¢im vefjo ucinkovitost ¢iS¢enja odpadnih voda incinkovito
uporabo odpadne vode. Odpadne vode se lahko pworalbij proizvodnjo biomase,
predvsem s pondp hitrorast@éih drevesnih vrst, ki imajo visoko dnevno
evapotranspiracijo. tinkovitost ¢iS¢enja odpadne vode smo ugotavijali s pdmo
ugotavljanja zmanjSevanja vrednosti organskih inrganskih obremenitev. Primernost
izbire posameznih rastlinskih vrst smo spremljgdiosn@jo meritev, doseZzene biomase in

porabe vode ¥asu rasti.

Raziskava je potekala na poskusu, postavljenemestir&nicistilni napravi Ajdovsina.
Poskus je bil sestavljen iz dveh eksperimentalr@hikalnih rastlinskih¢istilnih naprav
(V-RCN), zasajenih z navadnim trstorRhragmites australisin treh eksperimentalnih
filtrirnih enot (V-FILTER), zasajenih s Stirimi rAgnimi kloni topola. Eksperimentalne
enote smo polnili z razrédno doténo vodo komunalngistilne naprave (iz primarnega
usedalnika), ki smo ji postopoma dodajali raztopimorske soli. Za kontrolo smo
vzpostavili dve enoti, prvo, zasajeno z navadnistotn in drugo, zasajeno s topoli, v
katero pa nismo dodajali soli. ¥asu izvajanja poizkusa je potekalo redno odvzemanje
vzorcev vode za opravljanje analiz vode. Tedensko spremljali rast dreves (viSina,
premer, Stevilo poganjkov) in merili fizioloSke panetre rastlin. S pondm meritev
transpiracije in vodnega potenciala smo spremgjatemembe vodnega rezima v rastlinah
ter s pomgjo fluorescence klorofila vitalnost rastlin. Za pridobljene vzorce rastime
optimizirali postopekiim boljSe izolacije DNA in RNA s pongo kompleta reagentov
DNAId ter meritve koncentracije DNA in RNA s pokjo naprave ter kompleta reagentov
Qubit.

Rastlinske ¢istilne naprave (RN) veljajo za @inkovit sistem zniZzevanja vsebnosti

bioloSko razgradljivih snovi, odstranjevanja suspeamih trdnih delcev, dusSika in fosforja.
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V nasi raziskavi je bila dinkovitost zmanjSanja KPK v kontrolnih enotah visya
primerjavi z eksperimentalnimi enotami, predvsemadavpliva slanosti na celoten sistem
poskusa. KPK na iztokih je proti koncu poskusa &i@la v vseh eksperimentalnih enotah,
razen v kontrolni enoti. V disertaciji smo predwd®, da je do poviSanja KPK na iztokih
v eksperimentalnih enotah priSlo zaradi poviSamaadti vode in izpiranja Na—- in Cl—
ionov. Rezultati raziskave so pokazali, da je hitankovitost zmanjSevanja v obeh
sistemih za KPK v povpitgu nad 40 % ter za BRKnad 80 %, le da je navadni trst iz
neslanega okolja bolje prirga@ kot navadni trstom iz slanega okolja. Koncengeada in

Cl ionov so bile v obeh sistemih na iztokih viSm@ ka dotokih. \asu poskusa se je rast
rastlin up@asnjevala. Pri topolih je priSlo do zmanjSanja gstka v viSino pri
koncentraciji soli 6,2 g/l , pri navadnem trstu pa 12,88 g/l. Vrednosti parametrov
Fv/Fm in Yield v obeh sistemih so bile v pov§jtev vseh enotah (razen v kontrolni) pod
vrednostjo 0,83, kar nakazuje, da so bile rastis@ olgasno izpostavljene prehodnem
stresu. Skupna masa suhih nadzemnih in podzemiuol destlin v obeh sistemih je bila v
kontrolnih enotah bistveno ¥j@a od eksperimentalnih enot. Najnizjo maso je dekeg
navadni trst iz neslanega okolja v enoti \G®-1. Ob z&etku poskusa je poraba vode
naragala v obeh sistemih in je dosegla svoj maksimunkaizu junija, ko se je 73 % in 9

% dotane vode porabilo za evaportanspiracijo.

Rezultati naSe raziskave kazejo na potencial ugotapolov in trsta v primerdiscenja
odpadnih voda z visoko slanostjo. Navadni trstrggzvedel vé€ biomase kot kloni topola.
V kontrolni enoti vertikalnega p&snega filtra (V-FILTER-KONTR) je klon vrste
Populusx canadensigVioench cl. 1-214 v povptgu proizvedel najvé& nadzemne lesne
biomase, izrazene v suhi masi. V eksperimentalnistadn (V-FILTER-EKSP) pa je bil
najmanj produktiven. Najw¥enadzemne biomase je v eksperimentalnih enotalzvyeoel
klon Populus albaL. cl. Villa Franca. Na podlagi izmerjenih fizidkih parametrov
rastlin je bilo préakovati, da bo suha masa nadzemnih in podzemnilv delvadnega trsta
ter klonov topola najviSja v kontrolnih enotah. Mem ko je najnizjo maso dosegel
navadni trst iz neslanega okolja v enoti \G¥-1. Podoben vzorec smo opazili pri klonih
topola. Najbolje so rastli v kontrolni enoti in k& slabSe v eksperimentalnih enotah,
najslabse pa v drugi eksperimentalni enoti V-FILH2RV kontrolni enoti je najvisjo

maso nadzemnega dela dosegel klon 1-214, ki jeséiékcioniran prav za potrebe
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izjemnega prira&nja debla. V eksperimentalnih enotah pa je v paEypmajbolje rasel
klon Vilafranca, ki je po svojih zrdnostih izkazoval boljSo prilagojenost na poviSano
slanost v tleh. Poraba déte vode je narééla linearno z v&anjem slanosti in visokih
temperatur, kar pa je bilo bolfitno v sistemu V-FILTER. \tasu poskusa se je odstotek
porabe vode spreminjal. Nacedku poskusa, tj. pri nizki slanosti, je porabaeodra&ala

v obeh sistemih in je dosegla svoj maksimum ob kojumija, ko se je 73 % in 9 %

dotatne vode porabilo za evaportanspiracijo.

Iz odvzetih vzorcev rastlin navadnega trsta, ih tvegoknih faz glede na lego in viSini
substrata, smo osamili bakterijske seve. lzolisatio bakterijsko DNA in s pondm
verizne reakcije s polimerazo (PCR) pomnozili 1E3NA. Na ta n&in smo pridobili
rezultate o specifnosti ter sorodnosti posameznih mikrobnih zdruzlyazdicne vzorce.
MikrobioloSka analiza sistema V<R je pokazala, da so v substratu kontrolne in
eksperimentalnih enot sistema VER mikrobne zdruzbe v rizosferi navadnega trsta bolj
specifine kot v substratu ob tej rizosferi. Analiza sekvéam pokazala, da se z mestom
vzorkenja spreminja sestava bakterijskih zdruzb. To popaa so korenine navadnega
trsta primerno okolje za naselitev mikrobnih zdruXp sodelujejo pri @inkovitosti
¢iS¢enja sistema. Rezultati dokazujejo, da je ofymokoli rizosfere in rizoplana resimo
zelo specitno okolje bakterij. Ob primerjavi obmy@a rizosfere in drugih obnég v
poskusu lahko ugotovimo, da je biodiverziteta bajkt&i kolonizirajo to okolje, veliko

manjSa kot drugje.
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7.2 SUMMARY

The doctoral thesis researched the potential ofawes and vegetation filters for treatment
of wastewater with increased salinity and high argdoad. The aim of the thesis was to
maximize the efficiency of wastewater treatment] affectively reduce the amount of
wastewater. The purpose of reducing the amountastewater is in the re—use of water
for the growth of plant biomass that can be usedeftergy and other purposes. The
efficiency of wastewater treatment was monitoredrisans of a decline in the efficiency
of organic and inorganic load. Appropriatenesshaf thoice of individual plant species
was monitored using measurements obtained fromdsserand water consumption during
growth.

The study was conducted in a pilot model at thdraktreatment plant Ajdo¢fa. The
model was composed of two experimental verticastroisted wetlands (V-&N) planted
with common reedRhragmites australjsand three experimental filter units (V-FILTER)
planted with four different clones of poplar. Theerimental units were filled with diluted
wastewater from municipal wastewater treatmenttp{foom the primary settling tank)
which was gradually loaded with salt. As a contmobdel, two units were used, first
planted with reeds and the other planted with pspla which salt was not added.

During the implementation of the experiment sampmesvater were taken regularly to
carry out analyses of water. The growth of treesgfit, diameter, and number of shoots)
and the ecophysiology parameters were monitorediywe€hanges in the water regime in
plants were monitored using measurements of treatgpl and water potential and the
vitality of plants using the help of fluorescendecblorophyll. For the obtained samples of
plants, we optimized the procedure for optimumagoh of DNA and RNA using DNAid
kit reagents and the measurement of the conceorirati DNA and RNA by using the

Qubits apparatus and the kit reagents.

The results have shown that the removal efficievfdyoth the system for COD on average
was above 40 % and BQDf 80 %. Thus, common reed from non-salty envirenin

showed greater resistance to elevated salinity,peoed with the reed from the salty
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environment. The concentrations of Na and Cl ioesewhigher at outlets than the in the
inlets for both systems. During the experiment,ghmwvth of plants decreased. In the case
of poplar there was a decrease in the growth attacencentration of 6.2 g/l, while in the
common reed at a concentration of 12.88 g/l. THeegof the parameter Fv/ Fm and
Yield in both systems were, on average, below &8l units (except control), indicating
that the plants were exposed to stress. The t@asmf aboveground and belowground dry
biomass was significantly higher in control units both systems, in comparison to the
experimental units. The lowest biomass was reaéhecbommon reed from non-salty
environment in the unit V-BN-1. At the beginning of the experiment, water
consumption was increasing in both systems anceebits maximum in both systems at
the end of June, when 73 % and 9 % of the influeater was consumed for
evapotranspiration and assimilation. The resultsowf study suggest potential use of

poplars and common reed in the case of treatmenmastewater with high salinity.
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PRILOGE
Priloga A
Fizikalne in kemijske lastnosti ddtee ter izténe vode v sistemu zasajenim z navadnim trstom @NRv mS cnt', °C, mg I* in

ucinkovitost¢iséenja. Dotok eksperimentalnih enot D1, iztoka ekispentalne enote 11 in 12, dotok kontrolne enote 2&)k kontrolne
enote 14. Podatki so aritmétie sredine £ SD (n = 3—-15)

KPK mg/l Datum 30.5. 13.6. 22.6. 6.7. 26.7. 4.8. 2.9. | Uginkovitost
24 33 283 285
D1 6 43,00 68,00
19 30 162 112
Neslan trst 11 18 26,00 22,00
23 33 103 141
Slan trst 12 6 22,00 30,00
25 36 114 58
V-RCN Kotrola |23 6 28,00 55,00
9 10 5 18
14 16 12,00 7,00
Neslan trst -200,00 39,53 67,65 20,83 9,09 42,76 60,70| 40,09
Ucink. po
dnevih | Slan trst 0,00 48,84 55,88 4,17 0,00 63,60 50,53| 37,17
Kontrola -166,67 57,14 87,27 64,00 72,22 95,61 68,97 | 74,20
27 26 203 209
Exp D2 6 140,00 30,00
19 18 89 45
13 21 11,00 15,00
17 15 59 58
D4 6 77,00 28,00
V-FILTER Kotrola 5 5 5 o1
5 21 11,00 12,00
Usink. po | EXP -250,00 92,14 50,00 29,63 30,77 56,16 78,47 |56,19
dnevih 1 irola -250,00 85,71 57,14 70,59 60,00 91,53 63,79 | 7146
BPK5




mg/l o1 19 9,1 10,2 8.6 6,7 77 39,6
0,9 05 2.1 1 2.1 38
Neslan trst 11 3,8
7.4 17,9 75 43 64,7 20,4
Kotrola D3 1.9
" ”3 1 09 14 2 16 16
V-RCN 11 1 39 11 13 44
Slan trst 12 1,4
Neslan trst -100,00 90,11 95,10 75,58 85,07 97,27 90,40| 88,92
Ucink. po
dnevih | Slan trst 26,32 87,91 90,20 54,65 83,58 98,31 88,89| 83,92
Kontrola -21,05 86,49 94,97 81,33 53,49 97,53 92,16 84,33
oo 1o 432 6.4 11 338 70 34,7
EXP 12 0,7 1,3 13 2.4 34
13 6
o4 19 23 74 47 4.4 30,7 20,4
V-FILTER Kotrola 07 06 15 12 i1 21
I5 6
Usink. po | EXP -215,79 97,22 89,06 88,18 65,79 96,57 90,20 |87,84
dnevih 1 irola -215,79 96,96 91,89 68,09 72,73 96,42 89,71 | 85,96
Kloridi
o1 5 2600 1200 8680 3640 22240 13500
2825 4520 10640 11920 12640 26400
Neslan trst 11 9
= 2740 5140 9000 9840 10900 27000
V-RCN | sjan trst 12 4
Ugink. po | Neslan trst -200,00 -8,65 -276,67 -22,58 -227 47 43,17 -95,56| 97,96
dnevih -92.79
Slan trst -33,33 -5,38 -328,33 -3,69 -170,33 50,99 -100,00| 92,
V-FILTER
Exp P2
13
Kotrola D4

15




ViSina glavnega poganjka (mm) navadnega trstadnd topola

Priloga B

Enota V-REN 1-KONT V-RCN- 2 V-RCN- 3

rasti rit/ datum 1 7 13 19-neslan  25-nesla 26 32 38 44 50 5 5 63 69 75

6.5. 155,0 2500 520,0 4650 485,0 0,0 300,0 285,0 210,0 300,0 340,0 295,0 312,0 342,0 290,0
135, 231,0 2550 530,0 4810 490,0 0,0 3250 600,0 225,0 350,0 345,0 300,0 327,0 345,0 310,0
19.5. 290,0 2600 5350 5050 500,0 0,0 3250 630,0 320,0 390,0 345,0 305,0 370,0 400,0 330,0
30.5. 300,0 280,0  440,0 510, 600,0 0,0 340,0 640,0 370,0 400,0 355,0 330,0 420,0 480,0 350,0
36 410,0 3200 450,0 510,0 610,0 0,0 360,0 650,0 410,0 425,0 360,0 350,0 550,0 510,0 400,0
13.6. 430,0 4100 4700 510,0 650,0 0,0 440,0 656,0 430,0 446,0 410,0 350,0 600,0 550,0 470,0
226. 430,0 450,0 7000  650,0 700,0 0,0 440,0 680,0 438,0 485,0 450,0 400,0 620,0 565,0 520,0
276 430,0 5000 740,0 670,0 710,0 0,0 440,0 680,0 450,0 500,0 470,0 420,0 635,0 570,0 560,0
6.7. 430,0 5150  750,0  740,0 730,0 0,0 440,0 685,0 455,0 500,0 485,0 450,0 680,0 570,0 570,0
117, 450,0 5600 770,0  820,0 730,0 0,0 450,0 685,0 461,0 500,0 490,0 455,0 700,0 570,0 585,0
217, 680,0 690,0 790,0 820, 750,0 0,0 450,0 685,0 475,0 505,0 490,0 460,0 720,0 570,0 600,0
26.7. 820,0 800,0 10000 820,0 820,0 0,0 460,0 685,0 0510, 505,0 500,0 500,0 735,0 570,0 650,0
48 860,0 850,0  1050,0 600,0 900,0 0,0 480,0 685,0 0535, 510,0 500,0 550,0 740,0 570,0 695,0
128 900,0 990,0  1180,0 600,0 960,0 0,0 5200 685,0 0560, 510,0 510,0 600,0 765,0 570,0 700,0
19.8. 920,0 1300,0 1280,0 610,0 1010,0 0,0 5550 6850 0,067 510,0 520,0 640,0 780,0 570,0 725,0
26.8. 925,0 13100 1300,0 610,0 1040,0 0,0 560,0 6850 0,067 510,0 520,0 670,0 790,0 570,0 750,0
30.8. 1200,0 1310,0 1300,0 1040,0 1040,0 00 560,0 685,0 670,0 510,0 520,0 670,0 800,0 570,0 760,0
min 155,0 250,0 440,0 465,0 485,0| 0,0 300,0 285,0 210,0 300,0 340,0 295,0 312,0 342,0 290,0
max 1200,0 1310,0 1300,0  1040,0  1040,0| 0,0 560,0 685,0 670,0 510,0 520,0 670,0 800,0 570,0 760,0
povpreje 580,1 650,0 8121 644,8 7485 0,0 437,9 646,2 462,3 462,1 447,6 455,6 620,2 523,1 545,0




V-F 1 V-F1 V-F 1 V-F1 V-F 1 V-F 1 V-F 1 V-F 1 V-F 1 V-F 1 V-F 1 V-F 1 V-F 1 V-F 1 V-F 1 V-F1

Cisterna | KONT KONT | KONT | KONT KONT KONT KONT KONT KONT KONT KONT KONT KONT KONT KONT KONT

Stevilka

drevesa 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

Vrsta

klona Lux Guardi 1-214 | Vilafrancg Guard Lux Vilainca| 1-214 1-214 Vilafranca Lux Guardi  Vilafranga -214 Guardi Lux
2,70 3,20 3,00 3,00 3,00 2,90 0,00 3,4p 4,20 4,00 ,005 4,40 4,90 3,50 2,60 3,00
3,10 4,28 4,52 4,81 4,16 4,50 2,03 5,58 7,08 5,68 327 6,01 6,16 571 3,08 3,22
3,49 4,14 4,45 5,12 4,61 3,87 2,24 6,4P 8,44 7,88 ,66 8 6,17 6,16 5,68 3,10 3,93
3,69 5,17 5,28 5,58 4,85 4,91 3,28 6,4b 8,58 6,82 ,56 9 6,90 7,16 6,42 3,47 4,40
3,90 5,67 5,36 6,16 4,53 5,49 3,68 6,74 9,28 7,02 ,60 9 6,99 7,36 6,59 3,60 4,70
4,03 5,79 6,21 6,42 4,75 6,33 4,19 6,90 9,3R 7,85 0,271 7,20 8,14 7,32 4,19 4,95
4,40 6,63 6,67 6,61 4,80 6,70 4,50 7,5 9,81 8,02 1,14 8,00 8,64 7,60 4,46 5,12
5,65 7,75 7,52 7,50 7,08 9,08 5,57 8,10 10,49 8,40 11,92 8,24 10,12 9,62 4,80 5,30

Premer 5,70 8,20 8,20 8,30 7,50 9,50 6,50 9,50 10,80 8,50 12,50 9,50 11,20 10,20 5,20 6,50
(mm) 6,00 9,10 9,90 10,10 8,80 10,50 8,00 10,90 11,60 7038, 13,30 9,80 12,30 12,20 5,60 7,20

6,50 10,20 10,80 10,00 8,00 11,40 7,80 11,90 11,60 9,20 13,50 9,80 14,00 12,60 5,90 8,00
7,50 11,30 13,00 11,00 11,10 13,00 9,60 12,80 11)60 9,90 14,50 9,40 14,80 14,60 6,30 8,00
7,60 11,30 13,42 11,18 11,10 13,80 9,80 14,p0 11/80 9,90 14,50 10,05 14,80 14,60 6,30 8,85
7,90 12,10 13,50 12,00 11,10 14,20 10,00 1460 012]1 10,00 15,00 10,30 15,50 15,00 7,00 9,0(
8,15 13,00 13,50 12,60 11,20 15,00 10,3(L 14,70 012)4 10,41 16,20 10,50 17,20 15,30 7,90 9,7(
8,90 13,00 15,20 13,00 11,30 16,40 11,4 1560 013|3 11,30 16,70 12,80 18,30 17,90 7,90 10,6p
9,00 13,20 16,00 13,50 11,50 16,70 11,60 16,00 013)5 11,80 17,00 13,20 19,00 18,30 7,80 11,20
9,00 14,60 16,20 13,90 12,90 17,50 13,0(}) 17,80 013|838 11,80 17,00 13,20 20,10 18,60 10,1p 11,80




\F/I_LTER \F/I_LTER \F/I_LTER V-FILTER \F/I_LTER V-FILTER | V-FILTER \F/I_LTER \F/I_LTER V-FILTER | V-FILTER \F/I_LTER V-FILTER \F/I_LTER \F/I_LTER V-
Cisterna |2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 FILTER 2
Stevilka
drevesa 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 3D 1 3 32
Vrsta
klona Lux Guardi 1-214 | Vilafrancg Guard Vilafranga  Lux 1-214 1-214 Lux Vilafranca| Guardi| Vilafrancp -2114 Guardi Lux
2,00 0,00 4,70 3,60 3,60 4,40 0,00 4,70 6,30 7,00 ,30 4 4,00 5,70 2,30 4,60 2,60
2,10 0,00 6,62 4,93 5,25 5,21 0,00 6,69 7,201 7,30 49 6 5,60 6,55 2,35 7,02 3,33
2,14 0,00 6,39 5,37 5,55 5,86 0,00 7,64 8,8R 8,02 377 5,72 7,17 2,38 7,41 4,00
2,20 0,00 7,35 5,75 5,95 7,10 0,00 8,64 9,08 8,72 787 6,70 7,43 2,51 8,17 4,07
2,40 0,00 7,45 6,44 6,70 7,23 0,00 8,86 9,58 9,1Y 837 7,40 8,46 2,80 8,81 4,80
2,40 0,00 7,81 6,75 7,06 7,55 0,00 9,0p 10,86 9,6f 8,10 7,40 8,76 3,50 9,53 4,80
2,40 0,00 8,30 6,80 8,50 8,30 0,00 10,40 10,90 010,2 8,42 7,45 9,70 3,80 9,00 4,80
2,40 0,00 9,00 7,50 8,55 8,30 0,00 10,80 11,16 510,% 8,95 7,65 9,87 3,91 9,50 5,00
Premer 2,40 0,00 9,50 8,00 9,00 8,50 0,00 11,00 11,50 011, 9,00 8,00 10,50 4,80 10,50 5,10
(mm) 2,40 0,00 10,00 8,60 10,10 9,00 0,00 11,50 12,0 5011 9,00 8,70 11,30 5,10 11,00 5,40
2,40 0,00 10,00 8,70 10,30 9,30 0,00 11,60 12,50 6011 9,00 8,80 11,30 5,20 11,00 5,50
2,40 0,00 10,00 9,00 10,30 9,60 0,00 11,60 12,60 ,6011 9,00 8,80 11,80 5,20 11,00 6,00
2,40 0,00 10,00 9,00 10,30 9,60 0,00 11,60 12,50 9511 9,00 8,80 11,80 5,20 11,16 6,00
2,40 0,00 10,00 9,00 10,30 9,60 0,00 11,60 12,60 ,9511 9,00 9,00 11,80 5,20 11,16 6,00
2,40 0,00 10,00 9,00 10,30 9,60 0,00 11,60 12,50 9511 9,00 9,20 11,80 5,20 11,16 6,00
2,40 0,00 10,00 9,00 10,30 9,60 0,00 11,60 12,80 ,5012 9,20 9,20 11,80 5,20 11,16 6,00
2,40 0,00 10,00 9,00 10,30 9,60 0,00 11,60 13,80 ,5012 9,70 10,00 11,80 5,20 11,16 6,00
2,40 0,00 10,00 9,00 10,30 9,60 0,00 11,60 13,80 5012 9,70 10,00 11,80 5,20 11,16 6,00
V- V- V- V- V- V- V- V- V-
FILTER | FILTER | FILTER | V-FILTER | FILTER | V-FILTER | V-FILTER | FILTER | FILTER | V-FILTER | V-FILTER | FILTER |V-FILTER |FILTER |FILTER |V-
Cisterna |3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 FILTER 3
Stevilka
drevesa 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 7 4 48




\klllz)srgi Lux Guardi 1-214 | Vilafrancg Guard 1-214 \Milanca Lux 1-214 Vilafrancg Lux Guard| Vilafranga  ux Guardi 1-214
3,12 3,20 2,80 0,00 0,00 2,80 1,50 2,72 3,20 5,00 205 2,50 4,00 4,00 2,00 2,90
3,78 4,50 3,94 0,00 0,00 3,59 2,87 3,00 4,90 7,78 ,98 6 3,97 5,57 5,13 2,27 3,38
3,79 4,98 4,56 0,00 0,00 4,23 3,30 3,14 5,76 8,61 237 4,20 5,87 6,03 3,46 3,75
3,85 5,62 4,66 0,00 0,00 4,39 3,72 3,50 6,0[7 8,80 30 7 4,23 6,46 6,53 3,80 4,80
4,18 6,23 5,33 0,00 0,00 4,40 3,74 3,90 6,10 9,46 337 4,31 6,68 7,30 4,01 5,00
4,36 7,30 5,51 0,00 0,00 4,80 4,41 4,02 6,25 9,94 ,66 7 4,35 7,06 7,92 4,05 5,37
4,70 7,60 5,75 0,00 0,00 5,50 4,85 4,20 6,36 10,0 8,90 5,50 7,17 8,09 4,53 5,80
5,20 8,80 6,50 0,00 0,00 5,50 5,00 4,20 6,36 10,20 9,52 5,50 8,60 9,70 4,70 6,00

Premer 5,45 8,80 7,90 0,00 0,00 6,78 5,41 5,0 6,90 10,90 9,95 5,50 8,80 9,70 4,85 6,00
(mm) 6,00 8,80 7,90 0,00 0,00 7,40 5,70 5,20 7,50 11,70 10,70 5,50 8,90 9,90 5,80 6,10
6,00 8,80 8,10 0,00 0,00 7,40 5,80 5,2p 8,10 11,70 10,80 5,50 9,50 10,00 5,90 6,20
6,00 9,20 8,40 0,00 0,00 7,40 6,10 5,31L 8,10 11,70 10,80 5,50 9,50 10,00 5,90 6,30
6,00 9,20 8,40 0,00 0,00 7,40 6,10 5,3 9,85 11,70 11,10 5,50 9,50 10,40 5,90 6,40
6,00 9,20 8,40 0,00 0,00 7,40 6,10 5,40 9,86 11,80 11,10 5,50 9,50 10,40 5,90 6,40
6,00 9,20 8,40 0,00 0,00 7,40 6,10 5,4p 9,85 11,80 11,10 5,50 9,50 10,40 5,90 6,40
6,00 9,20 8,40 0,00 0,00 7,40 6,10 5,70 9,86 12,30 11,30 5,50 9,50 10,40 5,90 6,40
6,00 9,20 8,40 0,00 0,00 7,40 6,10 5,70 9,85 12,30 11,30 5,50 9,50 10,40 5,90 6,40
6,00 9,20 8,40 0,00 0,00 7,40 6,10 5,70 9,85 12,30 11,70 5,50 9,50 10,40 5,90 6,40
V- V- V- V- V- V- V- V- V-
FILTER | FILTER | FILTER | V-FILTER | FILTER | V-FILTER | V-FILTER | FILTER | FILTER |V-FILTER | V-FILTER | FILTER |V-FILTER | FILTER |FILTER |V-

Cisterna |4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 4 FILTER 4

Stevilka

drevesa 49 50 51 52 53 54 55 56 57 58 59 6 61 6 3 €6 64

\k/I'(’)Srzz Lux Guardi 1-214 | Vilafrancg Guard Lux Vilainca| 1-214 1-214 Vilafranca Guardi Lux Vilafran¢a -214 Lux Guardi




4,30 3,30 3,60 3,60 3,60 0,00 2,30 2,50 3,30 3,40 50 4 3,80 5,00 4,20 4,10 4,00
4,92 4,76 5,16 4,26 4,55 0,00 4,27 4,17 5,3 531 48 6 6,49 6,67 6,50 5,96 5,25
5,38 5,37 5,33 5,51 4,80 0,00 5,06 5,08 6,20 5,6p 347 7,17 7,60 6,81 6,05 6,30
5,48 5,83 6,78 6,22 4,92 0,00 5,48 5,94 6,45 591 927 8,07 7,97 7,53 7,00 6,70
Fzrsnrq)er 5,70 6,09 6,90 6,30 581 0,00 6,26 6,40 6,50 6,5} 308 8,10 8,23 8,10 7,52 6,80
6,00 6,31 7,63 6,40 6,30 0,00 6,57 7,00 7,94 6,8p ,30 8 8,17 8,37 8,56 7,60 7,00
6,00 6,40 7,80 6,50 6,40 0,00 7,32 7,37 8,20 7,00 308 8,50 8,90 9,19 7,90 7,10
6,40 6,80 8,00 6,60 7,30 0,00 7,49 7,50 8,46 7,00 408 8,50 9,40 9,20 8,50 8,10
6,50 7,50 8,10 7,55 7,30 0,00 8,80 8,00 8,60 7,00 359 8,90 10,00 10,50 10,30 8,60
7,90 7,60 8,40 7,90 7,50 0,00 9,00 8,5D 8,70 7,10 0,000 8,90 10,00 11,00 10,40 8,90
8,20 7,10 8,50 8,00 7,80 0,00 11,50 8,70 9,60 7,30 10,10 9,20 10,60 11,50 10,50 9,50
8,20 7,70 8,50 8,00 9,10 0,00 11,50 8,70 9,60 8,3p 10,30 9,40 10,60 11,90 10,50 9,70
8,20 8,10 8,50 8,00 9,10 0,00 11,50 9,2b 9,60 8,50 10,30 9,40 10,60 11,90 10,50 9,70
Fz:sm)er 8,20 8,10 9,00 8,00 9,10 0,00 11,50 9,2b 9,60 8,90 10,50 9,40 10,70 11,90 10,80 9,70
8,20 8,10 9,20 8,00 9,10 0,00 11,50 9,50 9,70 9,40 10,70 9,50 10,90 11,90 11,03 9,80
8,20 8,10 9,20 8,00 9,10 0,00 11,50 10,30 10,80 094 10,70 10,20 11,60 12,10 11,03 10,1
8,20 8,10 9,20 8,00 9,10 0,00 11,50 10,30 10,91 094 10,80 10,50 11,60 12,10 11,03 10,1
8,20 8,10 9,20 8,00 9,10 0,00 11,50 10,30 11,20 094 10,80 10,50 11,80 12,10 11,40 10,1




Priloga C

Povpré&ne vrednosti potencialne in dejanske fotokemai tinkovitost fotosistema FS Il (parameter Fv/Fm) pavadnem trstu v

kontrolni enoti (V-FCN-KONTR), v eksperimentalni enoti VERN-1 (trst iz neslanega okolja) in VER-2 (trst iz slanega okolja)

Enota V-REN 1-KONT V-RCN 1 V-RCN 2
Vrsta trsa Trs-slan Trs-neslan Trs-neslan Trs-slan
Datum | St.
meritve | rastline 1 7 13 19 25 M SE 26 32 3 44 50 N SE 91 7 % 63 69 75 | M SE
276, |Fv/Fm | 0864| 0783| 0,795 0,734 0,754 0:786| 0.022/0773 | 0,791| 0822| 0,855 0,821 0812 0.014/0800 | 0,863| 0,831 0869 0901 0852 0.017
Yield 0,797 | 0,807| 0,764 0,772 o068y 0.765 0021|9817 | 0,737| 0,720 0,703 0,82¢ 0.760| 0025 745 | 0,825| 0,773| 0,854 0,828 0,805 0,020
128 |FvWFm | 0782 0692| 0,783 0,712 0,000 0:736| 0.019/0704 | 0,708| 0,000 0,666 0,78 0:723| 0.0211 0719 | 0,720| 0,637 0,000 0,664 0.678 0,017
Yield 0,640 | 0,724| 0613 0,761 o0,00p 0678 0028|9579 | 0,699| 0,000 0,680 0601 0642 0023 o685 | 0,771 | 0,472| 0,009 0,70y 9,658 0,050
308 |FwFm | 0741| 0,779 0,809 0,752 0,735 0.763| 001410677 | 0,741 0,728 0,774 0,685 0:721| 0.018 0753 | 0,775| 0,611| 0,744 o0,75p 0.727| 0,029
Yield 0,588 | 0,776| 0,687 0,755 0,58p 0.679| 0040|9576 | 0,583| 0,739] 0,669 0,64p 0643| 00309592 | 0,685| 0,551| 0,764 0,598 0,638 0,038
min 0,588 0,692| 0,613 0,712| 0,000 0,576/ 0,583 0,000 0,666] 0,601 0,592| 0,685| 0,472| 0,000 0,598
max 0,864 0,807| 0,809 0,772| 0,754 0,817| 0,791| 0,822| 0,855 0,824 0,800 0,863| 0,831] 0,865 0,901
povpr 0,739 0,760| 0,742| 0,748 0,461 0,688 0,710 0,502| 0,725/ 0,728 0,716/ 0,773| 0,646| 0,538| 0,742
Enota V-FILTER 1 KONTR
Vrsta
klona Lux | Guardi| 1-214] Vilaf| Guard Lux| Vilal 1-214 1-214 | Vilaf Lux Guardi| Vilaf| 1-214| Guardi Lux
Datum B
meritve | $t.klona| 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 11 14 1 14 15 16
1.7. Fv/Fm 0,864 0,783| 0,795 0,734] 0,754] 0,773| 0,791] 0,799| 0,829| 0,746| 0,858] 0,767| 0,78| 0,845 0,823 0,767




Yield 0,797 0,807| 0,764| 0,772 0,687| 0,817| 0,737 0,81| 0,731 0,733] 0,728/ 0,773| 0,688| 0,801] 0,681 0,769
12.8. Fv/Fm 0,786 0,78| 0,741| 0,783 0,729| 0,812 0,69| 0,808| 0,792| 0,771 0,696/ 0,762| 0,743| 0,819 0,715 0,822

Yield 0,78/ 0,729| 0,757| 0,728 0,791 0,743| 0,755| 0,725| 0,798| 0,671 0,659| 0,613/ 0,77| 0,661] 0,702] 0,598
19.8. Fv/Fm 0,84% 0,744| 0,802| 0,762 0,741| 0,804| 0,657 0,75| 0,782| 0,768 0,786 0,841] 0,76| 0,728/ 0,788 0,827

Yield 0,693 0,79| 0,694| 0,772| 0,779| 0,578| 0,659| 0,574| 0,731| 0,622 0,764 0,754| 0,746| 0,651| 0,746/ 0,769
26.8. Fv/Fm 0,79 0,699| 0,743]0,,692 0,757 0,695 0,718| 0,743] 0,719| 0,612 0,764| 0,772

Yield 0,706/ 0,706| 0,607 0,746 0,692| 0,721 0,631 0,75| 0,716/ 0,677 0,594| 0,769
19.8. Fv/IFm 0,754 0,714] 0,757| 0,726| 0,783| 0,726| 0,767 0O,79| 0,756| O,711| 0,761] 0,738| 0,744| 0,678 0,751 0,705

Yield 0,725 0,726| 0,668| 0,751 0,72| 0,712| 0,659| 0,736/ 0,633| 0,712 0,703] 0,692| 0,715| 0,656| 0,597

Enota V-FILTER 2

Vrsta

klona Lux | Guardi| 1-214] Vilaf| Guard| Vilal Lux| [-2141-214| Lux Vilaf | Guardi| Vilaf| 1-214| Guardi Lux
Datum 5
meritve | St. klona 17 18 19 20 21 22 2 2 25 26 27 28 29 30 31 32
1.7. Fv/Fm 0 0,855| 0,821 0,8 0,863| 0,831 0| 0,901| 0,814| 0,898 0,898 0| 0,788 0,82 0,849 0,868

Yield 0 0,703| 0,824| 0,745 0,825| 0,773 0| 0,828| 0,704| 0,803| 0,778 0 0,8| 0,706/ 0,759| 0,745
12.8. Fv/Fm g 0,589 0| 0,735 0| 0,678| 0,752 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Yield 0 0,613 0 0,51 0 0,8| 0,596 0 0 0 0 0 0 0 0 0
19.8. Fv/IFm a 0 0| 0,741 0| 0,775 0 0 0 0 0,589 0 0,6 0 0 0

Yield 0 0 0| 0,776 0| 0,633 0 0 0 0 0,602 0| 0,419 0 0 0
26.8. Fv/IFm a 0 0| 0,741 0| 0,775 0 0 0 0 0,589 0 0,6 0 0 0

Yield 0 0 0| 0,776 0| 0,633 0 0 0 0 0,602 0| 0,419 0 0 0
19.8. Fv/IFm 0,68 0,75 0,864 0,684

Yield 0,507 0,415 0,715 0,527

Enota V-FILTER 3

Vrsta

klona Lux | Guardi| |-214] Vilaf| Guard| 1-214 Vilafj Lux| I-214 | Vilaf Lux Guardi| Vilaf| Lux | Guardi| [1-214
Datum B
meritve | St. klona 33 34 35 36 37 3¢ 3 4 41 42 43 44 45 46 47 48




1.7. Fv/IFm 0,795 0 0,9| 0,755 0,88| 0,815| 0,807 0,779| 0,873| 0,706| 0,874 0,69 0 0| 0,883 0,842
Yield 0,759 0| 0,742| 0,722| 0,745| 0,832| 0,725| 0,86| 0,71| 0,727 0,679] 0,802 0 0| 0,698 0,807
12.8. Fv/IFm a 0 0| 0,768] 0,781 0 0,8 0 0| 0,817 0 0 0 0 0,48 0
Yield 0 0 0| 0,779 0,595 0| 0,786 0 0| 0,629 0 0 0 0| 0,459 0
19.8. Fv/IFm g 0 0| 0,767 0 0| 0,739 0 0| 0,624 0 0 0 0 0 0
Yield 0 0 0| 0,785 0 0| 0,662 0 0| 0,646 0 0 0 0 0 0
26.8. Fv/IFm g 0 0| 0,767 0 0| 0,739 0 0| 0,624 0 0 0 0 0 0
Yield 0 0 0| 0,785 0 0| 0,662 0 0| 0,646 0 0 0 0 0 0
19.8. Fv/IFm 0,441 0,724 0,757
Yield 0,58 0,383 0,565
Enota V-FILTER 4
Vrsta
klona Lux | Guardi| 1-214] Vilaf| Guard Lux| Vilai 1-214 1-214 | Vilaf | Guardi Lux Vilaf | 1-214 Lux Guardi
Datum 5
meritve | St. klona 49 50 51 52 53 54 56 56 57 58 59 60 61 62 63 64
1.7. Fv/IFm 0,859 0,799| 0,876 0,78 0| 0,812
Yield 0,79| 0,802| 0,677 0,72 0| 0,801
12.8. Fv/IFm g 0,546| 0,633] 0,771 0 0| 0,712 0| 0,724 0 0,586 0| 0,518 0 0 0,486
Yield 0 0,417| 0,629| 0,654 0 0| 0,768 0] 0,588 0 0,678 0| 0,257 0 0 0,594
19.8. Fv/IFm g 0,712 0| 0,67 0 0| 0,712 0| 0,724| 0,578 0,665 0 0 0 0| 0,746
Yield 0 0,496 0| 0,681 0 0] 0,768 0] 0,588| 0,557 0,636 0 0 0 0 0,634
26.8. Fv/IFm g 0,712 0| 0,67 0 0| 0,712 0| 0,724| 0,578 0,665 0 0 0 0| 0,746
Yield 0 0,496 0| 0,681 0 0| 0,768 0| 0,588| 0,557| 0,636 0 0 0 0 0,634
19.8. Fv/IFm 0,697 0,759 0,678| 0,864 0,682
Yield 0,704 0,541 0,464 0,671 0,616




PRILOGA 4

Opis postopkov mikrobioloSke analize vzorcev: a@mije DNK iz ¢istih kultur mikrobakterij vzorce, merjenje konceatije DNK v
izoliranih vzorcih, verizna reakcija s polimerazeCR), agarozna gelska elektroforeza, koncentrirR@& produktov, temperaturna

gradientna gelska elektroforeza (TGGE), analizarB@$K nukleotidnih zaporedij

1. lzolacija DNK iz ¢&istih kultur mikobakterij vzorcev
SmartheliX First DNAid Protokol za izolacijo DNK izistih kultur mikobakterij:
-  Korak 1:
pripravili smo si sterilne 1,5 ml epice z navojem rz vzorcev. V primeru, ko smo istasno procesirali wevzorcev, smo Si v
centrifugirko pripravilin x 400 pul D-stroyer pufra in dodali n x 4 pl pratze K (20 mg/ml).
Za tekai vzorce:
Vzeli smo 500 pl vzorca (0z. nekajévezorca) in centrifugirali 3 min na 10.000xg.
Odlili smo supertnatant in dodali 400 ul D-stropeifra, dodali 4 pl protinaze K, resuspendirali peke vorteksu.
Dodali smo sterilne steklene kroglice, vorteksitatinadaljevali s korakom 1.
Za trde vzorce:
Zatehtali smo priblizno 0,5 g trdega vzorca (n&t@nmaso smo si zapisali) alid/ezendar kotini volumen vzorca ni smel presegati 1/3
volumna epice.
Dodali smo 400 ul D-stroyer pufra in 4 ul protindzepremesali smo na vorteksu in nadaljevali s kona 1.
V primeru, ko smo isttasno procesirali Wevzorcev, smo si v centrifugirko pripravili n x 4Q0 D-stroyer pufra in dodali n x 4 pl

protinaze K (20 mg/ml).



Za vzorce, kateri so bili pripravljeni preko filtige, smo pred nadaljnjim korakom dodali od 300040 fenola z namen lazjega
razkroja filtra v epici.
Postopek izolacije:
1. Stresamo 2 min v Smarthell% Cell Distruptor na 25 do 30 Hz.
Inkubiramo 15 min a 56°C.
Stresamo 2 min v Smarthell% Cell Distruptor na 25 do 30 Hz.
Inkubiramo 15 min na 56°C, ponovno stresamo 2 mimartheliX™ Cell Distruptor na 25 do 30 Hz.
Inkubiramo v vreli vodi 10 min.
Ohladimo na ST (v zamrzovalniku, 5 min) in cenfgifamo 5 min na 10.000 xg.
Supernatant prenesemo v nove epice (pazimo, dajasmemo steklenih kroglic).
Dodamo 3x vol B-pufra (cca 1000 pl).
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Vorteksiramo in prenesemo 700 ul v DNAId koloncazimo, da s pipeto ne poskodujemo membrane v klankubiramo 1

min na ST.

10. Centrifugiramo 1 min na 16.000 xg.

11.Filtrat zavrzemo, na isto DNAId kolonco dodamo seogtali vzorec, inkubiramo 1 min na ST, centrifagio 1 min na 16.000
Xg.

12.Filtrat zavrzemo in dodamo 600 ul W-pufra.

13. Centrifugiramo 1 min na 16.000 xg.

14. Filtrat zavrzemo, dodamo Se 500 pl W-pufra in gargiramo 5 min pri 16.000 xg.

15. Filtrat zavrZzemo in Se enkrat centrifugiramo 1 min16.000 xg.

16.Kolonce prestavimo v nove 1,5 ml epice (najbolgafte-lock), dodamo 100 pl E-pufra in inkubiramo ia ma ST.



17.Centrifugiramo 1 min na 16.000 xg.
18. Eluirano DKN shranimo na -18°C.

2. Merjenje koncentracije DNK v izoliranih vzorcih

Celokupno koncentracijo izolirane DNK smo izmeslikompletom Quanti-ItTM dsDNA HS Assay Kit (Invigen) in napravo
QubitTM fluorometer (Invetrogen) po navodilih pregalca.
- Verizna reakcija s polimerazo (PCR)
Pri verizni reakciji s polimerazo smo pomnozevaibjzno 433 bp dolg del gena za 16S rRNK. Za PQGinpozke, ki smo jih
potrebovali za TGGE, smo uporabili oligonutkleoadre&getnika U986-GC in 140Ir. PCR meSanica je za enezusebovala:
36,2 ul MiliQ vode
5,0 ul PCR pufra
3,0 ul MgCI2 (25 mM)
1 pl oligonukleotidnega zatnika U986-GC za reamplifikacijo (10pmol/ pul)
1 pl oligonukleotidnega zatnika 1401 Ir (10pmol/ ul)
0,50 ul DNTP Mix (10 mM)
0,3 pl polimeraze
3 ulvzorca
Za vsak vzorec smo naredili tri ponovitve PCR rgkaza reanplifikacijo izrezanih fragmentov iz TE@ela pa dve ponovitvi PCR
reakcije.

Program za PCR je bil:



predhodna denaturacija (94°C, 5 min)

5 ciklov:

denaturacija (94°C, 30 sekund)

prileganje z&etnim oligonukleotidov (60°C, 30 sekund)
pomnozevanje (72°C, 4 min)

5 ciklov:

denaturacija (94°C, 30 sekund)

Prileganje zé&etnim oligonukleotidov (55°C, 30 sekund)
pomnozevanje (72°C, 4 min)

35 ciklov:

denaturacija (94°C, 30 sekund)

prileganje za&etnim oligonukleotidov (50°C, 30 sekund)
pomnozevanje (72°C, 4 min)

Inkubacija ob zakljtku programa (72°C, 7 min)

Ohlajevanje na 4°C
3. Agarozna gelska elektroforeza
UspesSnost izvedbe PCR smo preverili z agarozn&kgekektroforezo. Uporabili smo 1% agarozni gelnNemo nanesli po 2 pl PCR

produkta, ki smo mu dodali 1 pl 6X Loading Dye imuR1X Sybr Green (Fluka). Elektroforeza je potekad min pri 100 V, nato pa

smo gel pogledali pod UV svetlobo v transiluminatdBioDoc Analyze, Biometra).



- Koncentriranje PCR produktov
PCR produkte smo skoncentrirali s posebnim sisterfMitipore) po navodilih proizvajalca.
Temperaturna gradientna gelska elektroforeza (TGGE)
Najprej smo pripravili model za vlivanje gela povadilih proizvajalca (Biometra) (pléé smo @istili z 70 % etanolom, na plés z
distartnikom smo nanesli Acryl Glide (Amresco, USA), nama plo£o pa Polybond folijo (Biometra), na pl@sz distagniki smo
namestili silikonsko tesnilo ter plésstisnili skupaj s sponami).
MesSanico za gel smo pripravili v merilnem valju.rifyamo zatehtali 28,8 g uree, dodali 1,5 ml 50x@dfEA, 3 ml 40 % glicerola, 15
ml meSanice akriamid: bisakrilamid (60:1), 12 minfi@mida in dodali toliko MiliQ vode, da je kém volumen meSanice znaSal 60 ml.
MeSanico smo raztopili na magnetnem mesSalu in egagjem Vv topli kopeli. Ko se je vsa urea raztmpdmo mesSanici dodali 102 pl
TEMED in 180 pl 10 % amonijevega persuflada (AHSEmeSano mesanico smo sfiltrirali skozi 0,22 pemlen filter (Sartorius), in
jo med filtriranjem sproti téili v model za gel.
Po treh urah, ko se je gel strdil, smo model razdrgel prenesli na teflonsko folijo na TGGE MAXystem Controller (Biometra)
tako, da je bila smer potovanja DNK vzorcev pratokona temperaturni gradient. Pred tem smo nantftm folijo nakapljali 1,5 ml
0,01 % Tritone, potem pa gel prekrili s folijo. \rgice smo nalili po 500 ml 1,25x TEA pufra in vamjna gel namestili krpici, ki smo
jih prekuhali v destilirani vodi. V jamico, ki tugbeka vzdolZ celotnega gela, smo napipetirali mesaveorcev in TGGE barvila s
skupnim volumnom 250 pl.
Program, po katerem je potekala gelska elektrofosgaravokotnim temperaturnim gradientom je bil:
300V, 10 min, pri 25°C
0V, 3 min, 30-60°C (za pritrjene bakterijske zdvefali 35-55°C (za planktonske bakterijske zdrjizbe
300V, 5 h, 30-60 °C ali 35-55 °C
Gel smo obarvali z 1X Sybr Green (Fluka) 30 miemiin ga fotografirali.



4. Analiza 16S rRNK nukleotidnih zaporedij

Sekvenciranje reamplificiranih fragmetov je oprayilodjetje Macrogen (Juzna Koreja). Kvalitetne seloe smo taksonomsko uvrstili
z orodjem Segmatch v bazi podatkov RDP 10 (Ribos@atabas Project). Za vsako naso sekvenco smagiotsfilogenetsko najbolj
sorodnih sekvenc in jih shranili ter jih vkéili z naSimi sekvencami obdelali s programom Bid&uiprogramskim paketom MEGA 4.0.
Filogenetska drevesa smo nato izrisali z metodepovanja sosedov (Neighbour-joining) na podlagi #iimega dvoparametmega

modela, kvaliteto dreves pa smo ocenili z vezar(j@ootstrap) pri 1000 ponovitvah.



