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Pri smreki (Picea abies) in jelki (Abies alba) smo z metodama odvzema intaktnih vzorcev tkiv ter
pining proudili dinamiko nastanka ksilemske branike v rastni sezoni 2003. Testne jelke smo izbrali na
Ravniku, smreke pa na SorSkem polju in Pokljuki. Raziskali smo zvezo med temperaturo in
padavinami ter tedenskim prirastkom ksilemskih celic. Nadalje smo proucili odziv dormantnega in
aktivnega kambija na eksperimentalno nadzorovano ogrevanje in ohlajanje dela debla navadne
smreke v Ljubljani. V letu 2004 smo izvedli enomesecna poskusa, v letu 2005 pa sta bila poskusa
zastavljena tekom celotne vegetacije. Ugotovili smo, da sta obe metodi primerni za raziskave
dinamike nastanka ksilemske branike pri smreki in jelki. V letu 2003 se je kambijeva aktivnost pri
testnih jelkah na Ravniku zacela konec aprila, pri smrekah na Sor$kem polju nekaj dni kasneje in pri
smrekah na Pokljuki sredi maja. Casovni zamiki med zaporednimi fazami ksilogeneze so bili pri
smreki in jelki ne glede na rastiS¢e enaki. Diferenciacija terminalnh traheid se je pri vseh drevesih
zakljuéila najkasneje do sredine novembra. Pri smrekah na SorSkem polju je rastna sezona 2003
trajala 2 meseca in pol, pri smrekah na Pokljuki 2 meseca in pri jelkah na Ravniku 4 mesece in pol.
Gompertzova funkcija je ustrezno opisala razvoj ksilemske branike v rastni sezoni 2003 na vseh
ploskvah. V povpre¢ju je bila najvecja dnevna dinamika celi¢nih delitev pri drevesih na Pokljuki in
najmanjSa na SorSkem polju. Za vzoréna drevesa na Ravniku je bila izraCunana kon¢na S$irina
ksilemske branike 2003 okoli 70 celic, na Pokljuki 42 celic in na SorSkem polju 26 celic. Maksimalna
celi¢na produkcija je bila na Pokljuki in Ravniku okoli solsticija (21.6.), na SorSkem polju pa vec kot
mesec dni prej. Korelacijski koeficienti linearne regresije med povpre¢nimi tedenskimi prirastki celic
ranega lesa in temperaturnimi spremenljivkami so bili ne glede na rastis¢e vedno pozitivni, nastanek
kasnega lesa pa je bil vselej v negativni korelaciji s temperaturami. Koeficienti linearne regresije med
kumulativno tedensko vsoto padavin in tedenskimi prirastki celic na nobenem rasti§¢u niso pokazali
statisticno znacilnih korelacij. Ogrevanje debla smreke v letu 2004 je sprozilo zgodnejse delitve v
kambiju, in sicer najprej na floemski strani, v letu 2005 pa je povecalo celi¢no produkcijo na zacetku
rastne sezone in nekoliko podaljsalo kambijevo aktivnost ob koncu vegetacije. Hlajenje debla smreke
na visku vegetacije 2004 je povzocilo zgodnej$i nastanek kasnega lesa in hitrejsi zakljucek kambijeve
aktivnosti. Stalno znizane temperature so skrajSale kambijevo aktivnost in zmanjSale ksilemski
prirastek v letu 2005. Na proces odlaganja sekundarne stene in lignifikacije ter na vsebnost lignina
temperatura ni vplivala. Znizana oz. zviSana temperatura v letu 2004 ni vplivala na Sirino ali
anatomsko zgradbo floemskih branik. V letu 2005 pa je bilo Stevilo celic kasnega floema pri hlajenju
zmanjsano ter pri ogrevanju povecano. S temperaturo je mogoce vplivati na kambijevo aktivnost pri
smreki, vendar pa se njen vpliv tekom vegetacije spreminja.
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In Norway spruce (Picea abies) and silver fir (Abies alba), we investigated seasonal dynamics of
xylem growth ring formation in growth period 2003 using pinning and intact tissue sampling
methods. Test silver firs were selected at Ravnik and Norway spruce at SorSko polje and Pokljuka.
We studied relation between temperatures, precipitation and weekly xylem increments. We evaluated
response of dormant and active cambium to experimental heating and cooling of stem portion of
Norway spruce in Ljubljana. In the year 2004, we carried out monthly experiments, and in 2005
during entire vegetation period. Both methods proved to be appropriate for research of dynamics of
xylem growth ring formation. Cambial activity in 2003 started first in investigated silver firs at
Ravnik (end of April), few days later in Norway spruce at SorSko polje and in Norway spruce at
Pokljuka in mid-May. Time lags of successive phases of xylogenesis did not vary with regard to
different species or growth sites. Differentiation of terminal late wood tracheids was in all trees
finished by mid-November. In Norway spruce at Sorsko polje growth season lasted 2.5 months, in
Norway spruce at Pokljuka 2 months and in silver firs at Ravnik 4.5 months. Gompertz function was
used for estimating trend of xylem growth ring development in 2003 at all plots. Highest dynamics of
cell divisions was recorded at Pokljuka and lowest at Sorsko polje. Calculated total number of cells in
xylem growth ring 2003 was estimated to 70 cells at Ravnik, to 42 cells at Pokljuka and to 26 cells at
Sorsko polje. Maximum cell production was in experimental trees at Ravnik and Pokljuka around
summer solstice (21 June), but more than a month earlier at SorSko polje. Coefficients between
average weekly increments of early wood cells and temperature variables using linear regression
equation were in positive correlation with temperatures irrespective of growth site. Late wood
formation was negatively correlated with temperature variables. At all plots, no significant
correlations were detected between weekly cumulative sum of precipitation and average weekly
xylem increment. Heating in 2004 caused earlier reactivation of cambium (first on phloem side).
Heating in the year 2005 increased cell production in first part of growing season, but did not
considerably prolonged cambial activity. Cooling in 2004 caused earlier formation of late wood and
sooner cessation of cambial activity. Cooling in 2005 shortened regular cambial activity and reduced
xylem increment. Temperature did not cause alterations in pattern of secondary wall formation and
lignification or lignin content. Monthly heating and cooling in 2004 did not influence widths and
structure of phloem growth increments. In the year 2005, the number of late phloem cells was in
cool-treated sample reduced and in heat-treated sample increased. Temperature treatment can cause
alterations in regular cambial activity in Norway spruce, but its influence varies over vegetation
period.
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Ogrevani vzorec po 30 dneh, pri 8 in 9 traheidi od kambija je debelina
sekundarne celi¢ne stene narasla; C — Hlajeni vzorec po 30 dneh, 9 in 10 celi¢na
stena traheid od kambija je nepopolnoma oblikovana; D — Hlajen vzorec po 30
dneh, 13-14 sekundarna stena celic od kambija, ki so prve z dokonc¢no
oblikovano sekundarno celi¢no steno; E — Kontrolni vzorec po 30 dneh,
sekundarna stena traheid 6-7 celic od kambija ni popolnoma oblikovana; F —
Kontrolni vzorec po 30 dneh, sekundarna celi¢na stena traheid 9-10 celic od

kambija je debeljsa od mlajsih, a Se vedno ni v celoti oblikovana. ..........c.ccccvveennennes
Slika 92: Povprecne, maksimalne in minimalne dnevne temperature zraka ter koli¢ina

padavin v Ljubljani (323 m n.m.) v letu 2005 med izvajanjem eksperimentov
hlajenje in ogrevanja. Obdobje izvajanja obeh eksperimentov je oznaceno s

PUSCICAIMAL .....eeieiiieiieeiieeieestteeete et eteestteesaeesseeseeesseesseenssessseanseenssenssennseenseenssensseenseenses
Slika 93: Odziv kambija navadne smreke na nadzorovano ogrevanje na precnih

prerezih tkiv pod svetlobnim mikroskopom; A — Na dan zacetka poskusa,
26.4.2005, so se delitve v kambiju ze zacele; B — Datum odvzema vzorca
17.5.2005. Prve nastale traheide ranega lesa so bile popolnoma oblikovane; C —
Datum odvzema vzorca 7.6.2005. Nastajanje celic ranega lesa.; D — Datum
odvzema vzorca 28.6.2005. Nastajanje celic prehodnega lesa. F — floemske
celice, KC — kambijeve celice, PR — ksilemske celice v postkambijski rasti, SL —
ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije, MT —

zrele traheide; Daljica = 100 M ......cccoovoiiiiiiiiiiieeieccee e s srae e
Slika 94: A — Datum odvzema vzorca 19.7.2005. Nastajanje celic prehodnega in

kasnega lesa; B — Datum odvzema vzorca 9.8.2005. Kambijeva aktivnost se
pocasi zakljuCuje, nastajajo celice kasnega lesa; C — Datum odvzema vzorca
30.8.2005. Delitve v kambiju so se ustavile. Terminalne traheide v procesu
odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije; D — Datum odvzema vzorca
20.9.2005. Terminalne traheide Se niso popolnoma oblikovane; E — Datum
odvzema vzorca 11.10.2005. Razvoj ksilemske branike 2005 je zakljucen. F —
floemske celice, KC — kambijeve celice, PR — ksilemske celice v postkambijski
rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne celicne stene in

lignifikacije, MT — zrele traheide; Daljica = 100 [M......ocverierierieniiieeeieiesceieeeene
Slika 95: Odziv kambija navadne smreke na nadzorovano hlajenje viden na prec¢nih

prerezih tkiv pod svetlobnim mikroskopom; A — Na dan zacetka poskusa,
26.4.2005, so se delitve v kambiju ze zacele; B — Datum odvzema vzorca
17.5.2005. V postkambijski rasti 4 do 5 slojev ksilemskih celic; C — Datum
odvzema vzorca 7.6.2005. Ksilemske celice v procesu sinteze sekundarne stene;
D — Datum odvzema vzorca 28.6.2005. Delitve v kambiju so se upocasnile.
Zrelih traheid Se ni bilo zaslediti; E — Datum odvzema vzorca 19.7.2005. Prve
popolnoma oblikovane ksilemske celice; F — floemske celice, KC — kambijeve
celice, PR — ksilemske celice v postkambijski rasti, SL — ksilemske celice v fazi
odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije, MT — zrele traheide. Daljica

T 100 LUTL ottt ettt e et e s bt e e sttt e bt e e sbee e eabeeeane
Slika 96: A — Datum odvzema vzorca 9.8.2005. Kambijeva aktivnost se je zakljucila;

B — Datum odvzema vzorca 30.8.2005. Terminalne traheide v zaklju¢nih fazah
diferenciacije; C, D — Datum odvzema vzorca 20.9.2005 oziroma 11.10.2005.
Popolnoma oblikovana ozka ksilemska branika 2005. F — floemske celice, KC —
kambijeve celice, PR — ksilemske celice v postkambijski rasti, S — ksilemske
celice v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije; MT — zrele

traheide. Daljica = 100 UM .c...ccuiiiiriiiiiiieieieeeeeeeeee et
Slika 97: Nastanek ksilemske branike 2005 pri kontrolnem drevesu; A — Na dan

zaCetka poskusa, 26.4.2005, so se delitve v kambiju Ze zacele; B — Datum
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odvzema vzorca 17.5.2005. Traheide ranega lesa v postkambijski rasti; C —
Datum odvzema vzorca 7.6.2005. Prve popolnoma oblikovane ksilemske celice;
D — Datum odvzema vzorca 28.6.2005. Delitve v kambjiu so se upocasile. F —
floemske celice, KC — kambijeve celice, PR — ksilemske celice v postkambijski
rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne celicne stene in

lignifikacije, MT — zrele traheide; Daljica = 100 [m......cccecveveeierieiiiniiieneeieneeeneen
Slika 98: A — Datum odvzema vzorca 19.7.2005. Nastajanje celic prehodnega lesa; B

— Datum odvzema vzorca 9.8.2005. Kambijeva aktivnost se je zakljucila; C —
Datum odvzema vzorca 30.8.2005. Delitve v kambiju so se ustavile. Terminalne
traheide v procesu odlaganja sekundarne stene in lignifikacije; D — Datum
odvzema vzorca 20.9.2005. Terminalne traheide Se niso popolnoma oblikovane;
E — Datum odvzema vzorca 11.10.2005. Razvoj ksilemske branike 2005 je
zakljucen. F — floemske celice, KC — kambijeve celice, PR — ksilemske celice v
postkambijski rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne

stene in lignifikacije, MT — zrele traheide; Daljica = 100 ptm ........cccoveevienierieniennene
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Priloga A: Preglednica povprecnega Stevila celic ksilemskega prirastka za posamezno
drevo na dan vzorcenja z metodo pinning in odvzemom intaktnih vzorcev tkiv na
Pokljuki v letu 2003. Smreke $t. 1, 2, 3, 4, 5 — pining, smreke §t. 7, 9, 10, 12 —
odvzem intaktnih vzorcev

Priloga B: Preglednica povprecnega Stevila celic ksilemskega prirastka za posamezno
drevo na dan vzorcenja z metodo pinning in odvzemom intaktnih vzorcev tkiv na
Sorskem polju v letu 2003. Smreke st. 1, 3, 4, 5 — odvzem intaktnih vzorcev,
smreke st. 11, 12, 13, 14, 15 — pining

Priloga C: Preglednica povprecnega Stevila celic ksilemskega prirastka za posamezno
drevo na dan vzorcenja z metodo odvzema intaktnih vzorcev tkiv na Ravniku v
letu 2003.

Priloga D: Preglednica povprecnega Stevila celic v posameznih fazah ksilogeneze za
posamezno drevo na dan vzorcenja z metodo odvzema intaktnih tkiv na Pokljuki
v letu 2003.

Priloga E: Preglednica povprecnega Stevila celic v posameznih fazah ksilogeneze za
posamezno drevo na dan vzorcenja z metodo odvzema intaktnih tkiv na SorSkem
polju v letu 2003.

Priloga F: Preglednica povprecnega Stevila celic v posameznih fazah ksilogeneze za
posamezno drevo na dan vzorcenja z metodo odvzema intaktnih tkiv na Ravniku
v letu 2003.
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1 UVOD

Rast in razvoj dreves nadzorujejo zunanji in notranji dejavniki. Za drevesne vrste
zmernega pasu je znacilno periodicno menjavanje obdobij rasti in mirovanja. Les ali
sekundarni ksilem se oblikuje v procesu ksilogeneze, ki se pricne s periklinimi delitvami
celic vaskularnega (prevodnega) kambija. Sledi proces diferenciacije, kjer se novo nastale
osne traheide specializirajo za mehansko in prevajalno vlogo v lesnem tkivu. Sirina letnih
prirastnih plasti, struktura in lastnosti lesa so odvisne od dinamike in trajanja posameznih
faz ksilogeneze (Larson, 1994, Kozlowsky in Pallardy, 1997, Plomion in sod., 2001).
Proces nastanka lesa ni vnaprej doloCen, temveC je plastiCen produkt interakcij med
genotipom in okoljem (Savidge, 1996, 2000a, b). Okolje doloca fizikalne pogoje in
energijo za ksilogenezo. Zunanji dejavniki uravnavajo zacetek, konec in stopnjo
posameznih razvojnih procesov (Wodzicki, 2001). Vpliv dolocenih klimatskih dejavnikov
na mehanizem nastanka ksilemske branike je mogoce proucevati na drevesih, ki rastejo v
naravnem okolju ali pa v eksperimentalno nadzorovanih razmerah (Antonova in Stasova,
1997, Oribe in Kubo, 1997, Oribe in sod., 2001, 2003, Deslauriers in sod., 2003a, b, Rossi
in sod., 2003, 2006b, Deslauriers in Morin, 2005). O dinamiki in trajanju kambijeve
aktivnosti ter nastanku ksilemske branike pri navadni jelki (4bies alba) in navadni smreki
(Picea abies), gospodarsko pomembnima drevesnima vrstama v Sloveniji, ni veliko
znanega. Se slabe je raziskan vpliv temperatur in padavin na proces ksilogeneze.

Cilji disertacije so bili:

* prouciti uporabnost metode pining ter metode odvzemanja intaktnih vzorcev za Studije
nastanka ksilemske branike in ju med seboj primerjati;

* prouciti in primerjati dinamiko in trajanje ksilogeneze pri navadni jelki (4bies alba) na
Ravniku in navadni smreki (Picea abies) na Sorskem polju ter Pokljuki v rastni sezoni
2003;

* pridobiti teoreticne modele rasti dreves za posamezna rastiS¢a na razli¢nih nadmorskih
vi$inah;

* ugotoviti zvezo med temperaturo in padavinami ter nastankom ksilemske branike 2003
pri jelki in smreki;

* prouciti odziv dormantnega in aktivnega kambija in celicne diferenciacije na
eksperimenalno nadzorovano ogrevanje (23-25°C) in ohlajanje (9-11°C) dela debla
navadne smreke v letih 2004 in 2005.

Postavili smo naslednje hipoteze:

* proces ksilogeneze pri navadni jelki ter navadni smreki poteka identi¢no;

* trajanje in dinamika ksilogeneze je pri jelki in smreki odvisna od temperature in padavin;
* 7 vidika ksilogeneze in klimatskih dejavnikov, ki nanjo vplivajo, med navadno jelko in
navadno smreko ni razlik;

* eskperimentalno nadzorovano ogrevanje dela debla navadne smreke bo pospesilo in
podaljsalo kambijevo delitveno aktivnost;

 cksperimentalno nadzorovano ohlajanje dela debla navadne smreke bo skrajsalo in
upocasnilo delitve v kambiju;

» eksperimentalno nadzorovano ogrevanje in ohlajanje dela debla navadne smreke bo
vplivalo na porazdelitev in vsebnost lignina v celi¢nih stenah traheid.
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2 PREGLED OBJAV

2.1 BIOLOGIJA NAVADNE SMREKE

Navadna smreka (Picea abies Karst.) spada v druzino borovk (Pinaceae). Je znacilna
borealno-alpska vrsta, ki ji ugaja hladnejSe celinsko podnebje z obilo padavinami, ki
ohranjajo sveza tla in vlazno ozracje. V severni Evropi raste predvsem v nizinah in sega
skoraj do severa Skandinavije in dale¢ proti vzhodu v Rusijo, kjer sklenjeno prehaja v areal
sibirske smreke (slika 1). V srednji in juzni Evropi je gorska vrsta in raste predvsem v
Alpah, Karpatih in Dinarskem gorovju, kjer uspeva do 2200 m n.m. Pri nas je montanska
oziroma subalpinska vrsta. Naravna rastiS§¢a v Sloveniji so le v gorskih predelih (npr. v
Alpah, Kravankah in na Pohorju), v zelo hladnih dolinah nizjih leg in v visokokraskih
mrazi$¢ih (npr. v Trnovskem gozdu, okrog Sneznika in na Kocevskem), kjer Se najdemo
precej strnjene avtohtone populacije. V Alpah tvori slabo izrazen vegetacijski pas
(Piceetum subalpinum), kjer je spodaj primeSana jelka, pa tudi bukev, v visjih predelih pa
macesen. V Dinarskem gorstvu zaradi vpliva toplega sredozemskega podnebja viSinski
smrekov pas ni razvit, smreka se pojavlja v mrazis¢nih dolinah in vrtacah, kjer se zadrzuje
hladen in vlazen zrak. Kratka vegetacijska doba mraziS¢ oziroma spomladanske in jesenske
zmrzali otezkoCajo pomlajevanje in rast v mladosti, hkrati pa povsem onemogocajo
konkuren¢ni vrsti bukev in jelko. V preteklosti sajena in pospeSevana smreka danes raste
po vsej Sloveniji, izjema so le moc¢virna rastiS¢a v panonskem svetu, obre¢ne nizine in suhi
predeli sredozemskega sveta. Sirni smrekovi gozdovi na Pokljuki, Jelovici in Pohorju so se
razvili pod gospodarskim vplivom v zadnjih nekaj stoletjih in so antropogenega nastanka
(Mlakar, 1985, Brus, 2004).

Smreka ima najraje sveza in zracna tla na vseh podlagah. Tla so lahko plitva ali globoka. Je
med tistimi drevesnimi vrstami, ki prenese tudi kisla tla. Potrebe po svetlobi so odvisne od
nadmorske visine in kvalitete tal. V nizjih in toplejsih legah, na dobrih tleh, je sencozdrzna,
medtem ko je v vi§jih legah polsvetloljubna vrsta. Potrebuje visoko zrac¢no vlago in skozi
vse leto enakomerno porazdeljene padavine. Ustrezajo ji hladnejSa poletja, slabo pa
prenaSa suso in vrocino ter onesnazen zrak. V niZinah je obcutljiva na spomladanske
pozebe. Smreka precej vpliva na mikroklimo svojega rastiSca. Z gosto kroSnjo preprecuje
dostop svetlobi in toploti do tal. Ravno tako zadrzuje velik del padavinske vode, tako da so
tla pogosto precej suha. Vse skupaj ovira razkroj drevesnega odpada, zaradi Cesar se
razvije surovi humus. Na takih tleh je otezkoCeno pomlajevanje, zlasti drugih drevesnih
vrst. V visokogorskem svetu je smreka marsikje graditeljica varovalnih gozdov na strmih
rastis¢ih na obmocju gozdne meje, na nekaterih rastiS¢ih je pionirska vrsta. V nizjih
predelih vcasih raste v ekolosko nestabilnih monokulturah (Mlakar, 1985, Brus, 2004).

Smreka je do 50 m visoko in do preko 1 m debelo zimzeleno drevo. Krosnja je stozcasta.
Veje izras€ajo v izrazitih vejnih vencih. V zgornjem delu krosnje so veje ukrivljene
navzgor, v spodnjem delu pa navzdol. Deblo je gladko in polnolesno, skorja je sprva tanka,
rdeckasto rjava, pozneje pa zagne odstopati v obliki okroglastih plod¢ic. Ze zgodaj razpoka
in se lusc¢i v obliki okroglih ali poligonalnih lusk. Koreninski sistem je plitek, le do 30 cm
globok, pokriva pa veliko povrsSino. Iglice so v preénem prerezu rombaste in so na
poganjku razmescene spiralno. Iz vejice izras¢ajo na znalilnih nastavkih in na drevesu
ostanejo 5-7 let. V zgornjem, osvetljenem delu kroSnje so Scetkasto razporejene okrog
vejice, v zasencenih delih so iglice raz¢esane. Storzi se med zorenjem povesijo, dozorijo
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oktobra, odpirati se zacnejo februarja naslednje leto in odpadejo poleti (Mlakar, 1985,
Brus, 2004).

Slika 1: Naravna raz§irjenost smreke v Evropi (Brus, 2004).

2.2 BIOLOGIJA NAVADNE JELKE

Navadna jelka (4bies alba Mill.) spada v druzino borovk (Pinaceae). V Evropi raste v
Alpah, Vogezih in Juri, na Balkanskem polotoku in v Karpatih (slika 2). ManjSa obmocja
razsirjenosti so Se na Apeninskem polotoku, Korziki, v Centralnem masivu in v Pirenejih.
Najpogosteje raste v med 800 in 1500 m n.m. (Mlakar, 1985, Brus, 2004). Vecinoma v
mejah naravne razSirjenosti samoniklo raste po vsej Sloveniji, najve¢ v dinarskem in
predalpskem svetu. Znacilna je za visokogorski kras dinarskega sveta, pogosta je na
Pohorju. Je gorska drevesna vrsta, v Sloveniji raste v pasu med 800 in 1200 m n.m., v¢asih
se spusti do 300 m n.m. Najveckrat raste v meSanih gozdovih z bukvijo, s katero tvori
gospodarsko eno najpomembnejSih gozdnih zdruzb Omphalodo-Fagetum (sin. Abieti-
Fagetum din.) v Sloveniji. Lahko se pojavi tudi v sestojih s smreko ali rde¢im borom. Cisti
jelovi gozdovi so redkejsi in vecinoma posledica moc¢nega pospeSevanja v preteklosti.
Jelka je ob bukvi naravno najbolj razsirjena drevesna vrsta dinarskega kraskega sveta v
Sloveniji in pomembna graditeljica mnogih gozdnih zdruzb (Mlakar, 1985, Brus, 2004).

Jelka uspeva na svezih, globokih, humoznih, s hranilnimi snovmi bogatih tleh na
karbonatni in nekarbonatni mati¢ni podlagi. Potrebuje dovolj zracne vlage in je obcutljiva
na spomladansko pozebo in poletno suso. Precej je odporna proti vetru. V mladosti je zelo
sencovzdrzna in tako lahko prezivi ve¢ kot 200 let, kasneje pa za rast potrebuje veé
svetlobe. Ustrezajo ji hladnejSa poletja, zimski mraz pa slabSe prenasSa kot smreka (Mlakar,
1985, Brus, 2004).

Jelka je 40-60 m visoko in do 2 m debelo zimzeleno drevo. Kro$nja je v mladosti stoZ¢asta,
pri starejSih drevesih pa postane valjasta ali jajcasta. Veje izras¢ajo vodoravno iz debla, v
zgornjem delu kro$nje so nekoliko obrnjene navzgor, v spodnjem delu pa nekoliko
navzdol. Jelka raste v mladosti praviloma zelo pocasi, zlasti v senci starejsih dreves ali na
vecjih nadmorskih visinah. Do hitrejSe rasti pride nekako po 15 letih in se priblizno po 200
letih zopet upocasni, tako da vrh zaostaja v rasti za stranskimi vejami. Zato imajo stare
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jelke pogosto znacilen gnezdast ali potlacen vrh, t.i. Storkljino gnezdo. Deblo je ravno in
polnolesno, skorja je v mladosti tanka, gladka in siva s smolnimi mesic¢ki. V starosti
razpoka v okrogle luske. Koreninski sistem je srednje globok, ob nekaj stranskih je
pogosto mocno razvita tudi glavna korenina. Iglice so ploscate, v zgornjem delu krosnje
zaSiljene, v spodnjem delu na vrhu izrezane in na spodnjih zasencenih vejah razporejene v
dveh redih. Na zgornji strani so temno zelene in bles¢ece, spodaj imajo dve znacilni beli
progi. Ce je drevo zdravo, ostanejo na drevesu 8-12 let, sicer manj. Zreli in debeli stori,
pri katerih krovne luske z zaSiljeno konico gledajo izpod plodnih lusk, razpadejo na
drevesu (Mlakar, 1985, Brus, 2004).

Slika 2: Razsirjenost naravne jelke v Evropi (Brus, 2004).

2.3 PROPADANIE JELKE IN SMREKE

Propadanje jelke (Abies alba) in smreke (Picea abies) so v preteklih desetletjih zabelezili v
nekaterih evropskih drzavah. Stevilne raziskave so poskusale pojasniti vzroke tega pojava
(Bauch, 1986, Fengel in Schutz, 1986, Fink, 1986, Frithwald, 1986, Pozgaj in Kurjatko,
1986, Schweingruber, 1986, Shortle in Bauch, 1986, Torelli in sod., 1986, Dobbertin,
2005). Propadanje jelke se v Evropi periodi¢no ponavlja Ze od leta 1500. Pojav je prisoten
tudi v Sloveniji, kjer so sestoji najveckrat pripadali dinarskemu jelovemu bukovju (Torelli
in sod., 1986, Levanic, 1996, 1997, Torelli in sod., 1996, 1999). V letu 2002 je bilo v
Sloveniji do 30,5% celotnega poseka sanitarne narave pri treh najpomembejsih iglavcih;
navadni smreki (Picea abies), navadni jelki (Abies alba) in rdeCemu boru (Pinus sylvestris)
(Boncina in sod., 2003). Vzroki za propadanje jelke in smreke niso v celoti pojasnjeni,
zagotovo pa so rezultat vzajemnega delovanja neugodnih klimatskih dejavnikov (suse,
zmrzali), onesnaZevanja okolja, zakisovanja tal, pomanjkanja mineralnih snovi,
konkurence dreves v sestoju, neustreznega gospodarjenja z gozdovi, obziranja jelovega
mladja, napada insektov, patogenih organizmov ipd. (Levani¢, 1996, Wimmer, 2002,
Bigler in sod., 2004). Ena izmed moznih predispozicij za umrljivost naj bi bila tudi
nezadostna genetska variabilnost ter nizka sposobnost prilagodljivosti navadne jelke, ki
raste v osrednji in zahodni Evropi (Bigler in sod., 2004).

Eden najpomembne;jsih kazalnikov stanja gozdnih sestojev je vitalnost dreves. Vitalnosti
drevesa ni mogoce neposredno izmeriti, pac pa jo je mogoce dolocCiti na podlagi ocene
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stanja kroSnje, rasti (debelinske ali viSinske) drevesa, meritve elektricne upornosti
kambijevega obmocja, meritev velikosti in oblike iglic idr. (Dobbertin, 2005). Shigo (1990,
cit. po Dobbertin, 2005) razlikuje med rastnostjo in vitalnostjo drevesa. Rastnost je
genetskega izvora in se je ne da spremeniti. Predstavlja potencialno zmoznost odpora proti
negativnim dejavnikom. Vitalnost je sposobnost dreves, da rastejo v danem okolju. Lahko
se spreminja. Odpornost dreves na stresne dejavnike okolja je pomemben kriterij za
ovrednotenje vitalnosti. Optimalne vitalnosti za posamezno drevesno vrsto ni mogoce
definirati, lahko se dolo¢i le minimalna vitalnost drevesa, ki predstavlja smrt drevesa
(Dobbertin, 2005). Ozji ksilemski prirastek, kot eden izmed prvih znakov zmanjSanja
vitalnosti drevesa, kaze na uporabnost ksilemskih branik za rekonstrukcijo rastne
zgodovine posameznega drevesa ter za presojo tveganja umrljivosti (Bigler in sod., 2004).
Za dokaj zanesljivo oceno vitalnosti posameznega drevesa ter napovedi umrljivosti sta
Bigler in Bugmann (2004) razvila posebne logisticne modele, ki zajemajo stopnjo rasti,
rastno tendenco in relativno rast drevesa kot neodvisne spremenljivke, ki naj bi nakazale
neizbezno smrt drevesa. Te modele sta avtorja uspesno uporabila na razlicno vitalnih
drevesih navadne smreke, rde¢ega bora in navadne jelke. Tovrstne Studije bi lahko bile v
pomo¢ pri gospodarjenju z gozdom, saj bi se lahko ocenjevalo in nadzorovalo tveganje
umrljivosti dreves v gozdnih sestojih (Bigler in sod., 2004).

NajocitnejSa znaka prizadetosti drevesa sta propadanje kroSnje, izguba in rumenenje iglic
ter zmanjSevanje $irin ksilemskih branik, kot posledica ozjega kambija in krajSe kambijeve
aktivnosti (Fink, 1986, Oven, 1993, Krizaj, 1997). ZmanjSana aktivnost kambija in ozje
ksilemske branike so se pri prizadetih jelkah pojavili bistveno prej, preden so simptomi
propadanja postali ocitni tudi na kros$njah (Torelli in sod., 1986). Pri prizadetih drevesih se
zaradi nezadostne oskrbe kambija s hranilnimi ter drugimi rastnimi snovmi zmanjsa
ksilemski prirastek (Krizaj, 1997), s tem pa se zmanj$a tudi razmerje med Stevilom nastalih
ksilemskih in floemskih celic v prirastni plasti (Oven, 1993, Oven in sod., 1995). Pri
smreki zmanjSan prirastek dostikrat ni sovpadal s stanjem kroSnje (Bauch, 1986,
Schweingruber, 1986). Fink (1986) je opravil histoloske in histokemijske Studije na
vzorcih lesa, kambija in skorje pri navidezno zdravih in prizadetih navadnih jelkah (4bies
alba) ter navadne smreke (Picea abies), ki so bili odvzeti na prizadetih obmocjih. V
splosnem so imela prizadeta drevesa manjsi letni prirastek v ksilemu ter ozji kambij (Fink,
1986, Oven, 1993), pri cemer so bile razlike med zdravimi in poskodovanimi jelkami
veliko bolj izrazite kot pri navadni smreki (Fink, 1986). Na ksilemski prirastek pri jelki
ugodno vplivajo mile in s padavinami bogate zime ter nekoliko hladnejSa poletja z
nadpovprecnimi koli¢inami padavin. Hladne pomladi zavirajo kambijevo aktivnost ter
zmanjSujejo debelinski prirastek. Na intenzivno secnjo so se drevesa odzvala z
zmanjSanjem ksilemskega prirastka (Levani¢, 1996). V sploSnem se pri iglavcih z
zozevanjem ksilemskih branik povecuje delez kasnega lesa. Te zveze pri prizadetih jelkah
in smrekah ni bilo mogoce vedno potrditi. Torelli in sodelavci (1986) so ugotovili, da sta
delez kasnega lesa ter dolzina traheid pri poSkodovanih jelkah ostala nespremenjena.
Podobno so ugotovili tudi pri smreki (Eckstein in sod., 1981). Nasprotno so Eckstein in
sodelavci (1981) zabelezili povecan delez kasnega lesa pri jelki, Liese in sodelavci (1975)
pa pri smreki. Bosshard in sodelavci (1986, cit. po Bauch, 1986) pa so zasledili manjsi
delez kasnega lesa v ozkih branikah prizadetih jelk. Radialne dimenzije traheid ranega lesa
prizadetih smrek naj bi bile zmanjSane, ravno tako debeline celi¢nih sten kasnega lesa
(Bauch, 1986). Pri prizadetih in zdravih smrekah ni bilo nobenih razlik v vsebnosti
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celuloze, hemiceluloz ali lignina. Pri prizadetih jelkah in smrekah je bila razporeditev in
vsebnost lignina po celi¢ni steni enaka kot pri zdravih drevesih (Bauch, 1986, Fengel in
Schutz, 1986, Fink, 1986, Gricar, 2001, Schmitt in sod., 2003).

Jelka je obcutljiva drevesna vrsta in se zelo hitro odzove na poslabSanje rastnih razmer,
zato se v stresnih situacijah pojavljajo nesklenjene branike ali pride celo do popolnega
izostanka prirastka. Pojav izpadlih branik je moc¢no povezan s stanjem drevesa in je
indikator njegovega propadanja (Cufar, 1990, Levani¢, 1996). Drevesa, v katerih so
belezili ve¢ let zapored manjkajoce in nesklenjene branike, dolgoro¢no niso prezivela. Na
Katedri za tehnologijo lesa je bila opravljenih vrsta raziskav o stanju jelovih gozdov na ve¢
obmoc¢nih enotah Zavoda za gozdove Slovenije: v Kocevju, Ljubljani, Mariboru in
Postojni (Cufar, 1997). Pojav propadanja jelke so med drugim podrobneje raziskali tudi na
poskusni ploskvi Ravnik pri Planini, ki pripada dinarskemu jelovemu bukovju. Raziskave
so vkljuCevale spremljanje stanja jelke s pomocjo merjenja elektri¢ne upornosti, anatomske
in fizioloske interpretacije meritev elektricne upornosti, upadanje rasti in ksilemskega
prirastka, Studij fenologije, reproduktivne rasti, pojava sekundarne krosnje, ugotavljanje
vlaznosti in kvalitete lesa, Stevila sluznih celic v skorji in travmatskih smolnih kanalov v
lesu ter odziv lesa in skorje na poskodovanja (Cufar, 1997). Na osnovi vizualne ocene
krosnje (leta 1988, spremenjeno po Bosshardu) in merjenja elektriéne upornosti kambija
(leta 1989), ki je v negativni zvezi s prirastkom, so preiskovane jelke razvrstili v Stiri
vitalnostne oziroma zdravstvene razrede A, B1, B2 in C (Torelli in sod., 1999). V A razred
so spadala navidezno vitalna drevesa z zdravo kros$njo, nizko elektricno upornostjo,
produktivnim kambijem ter dobrim ksilemskim prirastkom. V C razredu so bila manj
vitalna drevesa s prizadeto kros$njo, visoko elektricno upornostjo, slabse produktivnim
kambijem in slabim ksilemskim prirastkom. Vmesni razred B se je naprej delil na
podrazreda B1 in B2, pri cemer so bila v B1 drevesa z zdravo krosnjo, visoko elektri¢no
upornostjo ter slabim ksilemskim prirastkom, v B2 pa drevesa s prizadeto krosnjo, nizko
elektricno upornostjo in dobrim ksilemskim prirastkom. V splosnem so v razredu B
prevladovala drevesa tipa B2 (Torelli in sod., 1999). Graf zaporedja daljSe serije Sirin
ksilemskih branik jelk iz razredov A, B2 (=B) in C na Ravniku kaZe na postopno upadanje
ksilemskega prirastka pri vseh treh razredih od leta 1955 naprej, z najman;j$im prirastkom
okrog leta 1976 ter postopnim izboljSanjem po letu 1989 (slika 3). Za obdobje med leti
1961 in 1976 je bila znacilna visoka umrljivost dreves, ki jo je delno mogoce pojasniti z
neugodnimi klimatskimi razmerami in onesnazevanjem okolja (Levani¢, 1996, 1997).
Izboljsanje po letu 1989 je bilo najbolj izrazito pri A drevesih, kjer je prirastek dosegel
raven izpred leta 1955. Povprecna S§irina branike je leta 1989 znaSala 3,3 mm. Tudi pri
prezivelih drevesih skupine C so v splosnem belezili izboljsanje prirastka glede na prejsnja
leta, a ta na bazi drevesa obi¢ajno ni presegal 0,7 mm in je bil znatno manjsi v primerjavi s
prirastkom pred letom 1955. Pri mo¢no prizadetih drevesih iz skupine C je bilo opaziti
Stevilne manjkajocCe ali nesklenjene branike (Torelli in sod., 1999). V letu 1988 je bilo na
Ravniku zdravih 47% dreves, v letu 1994 je delez zdravih dreves padel na 35% in do tega
leta je na Ravniku odmrlo kar 17% dreves (Torelli in sod., 1996). Raziskave kazejo, da se
bo propadanje jelke nadaljevalo tudi v prihodnje, s ¢imer se bo njen delez v slovenskih
gozdovih zmanjSeval (Boncina in sod., 2002, 2003).
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Slika 3: Zaporedja $irin branik navadnih jelk z Ravnika, vzorcenje 1997. Razred A (tanka ¢rta), B (=B2,
¢rtkana Crta) in C (debela ¢rta) (arhiv Katedre za tehnologijo lesa).

2.4 MIKROSKOPSKA ZGRADBA LESA JELKE IN SMREKE

Anatomska zgradba lesa iglavcev je enostavnejSa od strukture lesa listavcev. Pri
golosemenkah ve¢ kot 90% lesnega tkiva predstavljajo aksialne traheide. Traheida je mrtva
neperforirana lesna celica, ki jo s kongenericnimi elementi povezujejo obokane piknje
(Torelli, 1990). Traheide so urejene v radialnih nizih z bolj ali manj enakimi
tangencialnimi dimenzijami. Na zaletku rastne sezone nastanejo traheide ranega lesa z
velikimi lumni, na koncu vegetacijske periode pa traheide kasnega lesa z majhnimi lumni.
Radialni premer traheid od ranega proti kasnemu lesu pada, medtem ko debelina celi¢nih
sten narasca. Traheide ranega lesa so zaradi velikih lumnov pomembne za prevajanje vode,
traheide kasnega lesa z debelimi stenami zagotavljajo trdnost lesa (Fengel in Wegener,
1989). Komunikacija med dvema sosednjima traheidama poteka skozi pare pikenj. Piknja
je udrtina v sekundarni celi¢ni steni skupaj z membrano, ki jo zapira navzven (Torelli,
1990). Obokane piknje med osnimi traheidami so pri smreki in jelki razporejene vecinoma
v enojnih nizih (Grosser, 1977). Aksialni parenhim je pri iglavcih zelo redek ali manjka.
Pri jelki ga je lahko nekaj ob letnici (Grosser, 1977). Parenhimske celice so zive celice, ko
so del beljave, nato se citoplazma v njih razkroji (Panshin in de Zeeuw, 1980). Namenjene
so predvsem skladiSéenju in razporejanju ogljikovih hidratov. Za smreko so znacilni
normalni smolni kanali (Grosser, 1977, Wagenfiihr, 1996). Smolni kanal je cevast
intercelularni prostor, ki je nastal z razmaknitvijo nezrelih aksialnih elementov v procesu
diferenciacije. Ta prostor obdajajo epitelne celice, ki v beljavi vsebuje smolo (Torelli,
1990). Normalni smolni kanali so vecinoma prisotni v kasnem lesu. So relativno redki in
so znacilni za rod Picea. Epitelne celice skupaj z aksialnim parenhimom zavzemajo le do
5% lesnega volumna (Wagenfiihr, 1996). Aksialni in radialni smolni kanali skupaj tvorijo
omreZje. Epitelne celice so pri smreki debelostene, lignificirane in mo¢no piknjave. Pri
navadni jelki in navadni smreki se lahko pojavijo tudi travmatski smolni kanali, ki
nastanejo kot odziv kambija na mehanske poskodbe (Torelli in sod., 1990). Radialno
potekajo¢ agregat celic v ksilemu in floemu imenujemo trak. Trakovi iglavcev so
vecinoma enoredni, vecredni so le vretenasti oziroma fuziformni trakovi, ki vsebujejo
radialni smolni kanal. Homocelularni trakovi so zgrajeni le iz parenhimskih celic,
heterocelularni pa poleg parenhimskih celic vsebujejo tudi trakovne traheide (Torelli,
1990). V preglednici 1 so prikazane glavne strukturne znacilnosti navadne jelke in navadne
smreke (slika 4 in 5).
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Preglednica 1: Strukturne znacilnosti navadne jelke in navadne smreke (Grosser, 1977, Schweingruber, 1990,

Fengel in Wegener, 1989).

navadna jelka (4bies alba)

navadna smreka (Picea abies)

gostota [g/cm3] 0,32...0,41...0,71 0,30...0,43...0,64

dolZina traheid [um] 3400...4300...4600 1700...2900...3700

premer traheid [um] 25...50...65 20...30...40

dvojna debelina celi¢nih sten

2wW) 2,2...3,7..5,1 1,9...3,5...49

rani les [wm] 6,6...9,0...12,3 9,3...10,7...11,6

kasni les [um]

premer lumnov (L)

rani les [um] 21,1...34,6...52,4 16,0...32,0...45,0

kasni les [um] 6,8...16,2...24,6 6,4...17,4...22,0

delez celi¢nih sten (2W:L)

rani les 0,11 0,11

kasni les 0,56 0,61

delez traheid [%] 88,0...90,4...91,6 94,5...95,3...96,5

aksialni parenhim marginalen (inicialen), picel manjka ali picel

delez aks. parenhima [9%] neznaten 0,0 1,4 58

(skupaj z epitelnimi celicami)
tip trakov homocelularni, enoredni, heterocelularni (1-2 vrsti
robne celice véasih marginalnih trakovnih traheid),
vsebujejo romboidne kristale vecinoma enoredni,
tudi vecredni

vi§ina trakov [um] 90...200...430 100...150...190

Sirina trakov [um] 12...16...19 8...14

delez trakov [%] 8,4...9,6...12,0 44...47...5,5

delez trakovnih traheid [%] / 2,6

tip pikenj v kriznih poljih taksodioidne (1...2...4), piceoidne (1...4...7)

v kasnem lesu piceoidne

prehod rani les/kasni les postopen postopen

smolni kanali travmatski normalni, travmatski

premer smolnih kanalov  [um] / 30...150

delez smolnih kanalov [%] / 0,4

tip epitelnih celic / debelostene

LA

Slika 4: Anatomska zgradba lesa jelke. A — precni; B — radialni; C tangencialni prerez. Daljica = 100 pm
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Slika 5: Anatomska zgradba lesa smreke. A — precni; B — radialni; C tangencialni prerez. Daljica = 100 pm
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2.4.1 Makroskopski opis jelovine in smrekovine

Jelovina je rumeno bele do bele barve, pogosto s sivkastim ali modrikastim tonom
(leskom) in nima leska. Jedrovina je neobarvana, vendar zaradi pogoste prisotnosti
mokrega srca lahko pride do rahlega obarvanja. Branike so razlocne. Svetel rani les
postopoma prehaja v rdeckasto rumen kasni les. Normalnih smolnih kanalov ni. Sveze
mokro srce ime neprijeten kiselkast vonj. Les je mehak in srednje gostote (ro
320...410...710 kg/m’) (Cufar, 2001).

Smrekovina je navadno rumenkasto bele do rumenkasto rjave barve, branike so razlocne.
Prehod iz svetlejSega ranega v rdeCkasto rumeni kasni les je veCinoma postopen. Jedrovina
je neobarvana. Poskoblane povrSine imajo svilnat lesk. Prisotni so normalni smolni kanali,
pretezno posamezni, vidni s pomocjo lupe, zato svez les diSi po smoli. Pogost je pojav
smolnih Zepov. Les je mehak in srednje gostote (ro 300...430...640 kg/m®) (Cufar, 2001).

2.5 TOPOGRAFIJA CELICNE STENE TRAHEID IGLAVCEV

Zgradba celicne stene je tesno povezana s kemijsko sestavo. Olesenela celicna stena
nastane z biosintezo razli¢nih polimerov, pektinskih substanc, hemiceluloz, celuloze in
nazadnje Se lignina. Poleg glavnih komponent so v celicni steni prisotni §e razni
ekstraktivi, ki se razlikujejo glede na vrsto lesa (Terashima, 2000). Skeletni del tvori
predvsem celuloza, ki predstavlja slabo polovico lesne mase. Hemiceluloze in lignin
zavzemajo po cCetrtino lesne mase (Fengel in Wegener, 1989). Lastnosti lesa so odvisne
tudi od tridimenzionalne razporeditve posameznih komponent v celi¢ni steni (Terashima,
2000).

Celicna stena ksilemskih elementov je visoko strukturirana (slika 6). Sestavljena je iz
Stevilnih lamelarnih slojev, ki nastanejo v razlicnih obdobjih celi¢ne diferenciacije
(Harada, 1965, Wardrop, 1965, Panshin in de Zeeuw, 1980, Fengel in Wegener, 1989,
Fujita in Harada, 1991, Dinwoodie, 2000, Plomion in sod., 2001). Prvi sloj, ki se oblikuje
po delitvi celice, je srednja oziroma osrednja lamela, ki se nahaja med dvema lesnima
celicama in ju med seboj povezuje. Srednja lamela je zelo tanka (0,5 do 1,5 um) in vsebuje
v glavnem pektinske snovi in pentozane, ki jih v procesu diferenciacije zamenja lignin (nad
60%). V njej skorajda ni celuloze (Fengel in Wegener, 1989). Tanka in elasti¢na primarna
celiéna stena (okoli 0,1 um debeline) predstavlja le priblizno 2% prostornine celotne
celicne stene, zato na lastnosti lesa bistveno ne vpliva (slika 6 in 7). Ker prehod iz
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primarne stene v srednjo lamelo ni dobro razlocen, se dostikrat uporablja poimenovanje
zdruzena srednja lamela, ki zajema srednjo lamelo in primarni steni dveh sosednjih celic.
Sestava primarne stene popolnoma oblikovane celice je le nekoliko drugacna od stene
kambijeve celice. Celuloza (priblizno 9%) je vklopljena v amorfno matrico iz hemiceluloz,
lignina in pektina ter 70% vode. Primarna stena sestoji iz Stevilnih plasti celuloznih
mikrofibril, ki so naklju¢no usmerjene znotraj stene (slika 6 in 7). Usmerjenost mikrofibril
je mogoce opazovati z elektronskim mikroskopom (TEM in SEM), delno tudi v
polarizirani svetlobi. Na zunanji strani tanke primarne stene so mikrofibrile usmerjene bolj
ali manj aksialno, na notranji strani pa precno (Harada, 1965, Panshin in de Zeeuw, 1980,
Fujita in Harada, 1991). Primarna stena je lamelirana z razmeroma velikimi razdaljami
med mikrofibrilami. Ko celica doseze kon¢no velikost, se na notranji strani primarne stene
sintetizira ve¢slojna in toga sekundarna celi¢na stena, sestavljena iz treh slojev: zunanjega
S1, srednjega S2 in notranjega S3, ki se morfolosko zelo razlikujejo. Vsi sloji vsebujejo
celulozne mikrofibrile, ki so vzporedno usmerjene v doloceni smeri in kotu, katera sta
znacilna za vsak posamezen sloj. Usmerjenost mikrofibril opisujemo kot heliks Z ali S.
Tako mikrofibrile potekajo bodisi v smeri srednjega dela ¢rke Z (desnosucnost) ali pa v
smeri ¢rke S (levosuc¢nost) (Panshin in de Zeeuw, 1980). Sloji zaradi razlicne orientacije
mikrofibril spominjajo na vezan les. Zunanji sloj S1 je zelo tanek (0,1 do 0,2 pum) in
predstavlja v povprecju 16% celotne debeline celi¢ne stene. Sestavljen je iz ve¢ podslojev,
ki se razlikujejo v debelini in orientaciji mikrofibrilnih sveznjev (Panshin in de Zeeuw,
1980). Sloj S1 vsebuje celulozo, vecje kolicine polioz in manjSe koli¢ine lignina.
Mikrofibrile z izmeni¢nim heliksom S in Z lezijo pod kotom 50° do 70° na aksialno os
(poloZen heliks). Srednji sloj S2 je najdebelejsi in doloca mehanske lastnosti lesa. Debelina
sloja variira med 1 in 10 um, kar predstavlja 75% do 85% celotne debeline celi¢ne stene
(slika 7). Med ranim in kasnim lesom so najvecje razlike ravno v debelini S2 sloja.
Glavnino sloja predstavlja celuloza (60%), ki jo obdajajo hemiceluloze in lignin (27%).
Mikrofibrile so gosto zbite (kompaktne), pretezno s heliksom Z in majhnim
mikrofibrilarnim kotom 5° do 30° glede na aksialno os celice (heliks strm) (Harada, 1965,
Fujita in Harada, 1991, Dinwoodie, 2000). Usmerejnost mikrofibril v tem masivnem sloju
nakazujejo mocno sploscene in podaljSane notrajne odprtine pikenjskih kanalov obokanih
pikenj. Fibrilarni kot se v prehodnih lamelah na zunanjih povrSinah sloja S2 vse bolj
priblizuje kotu lamel v sloju S1 oziroma S3. Prehod je izrazitejsi med slojema S2 in S3
(Harada, 1965, Fujita in Harada, 1991). Notranji sloj S3 sekundarne celicne stene je
najtanj$i (0,5-1,1 um) in predstavlja do 8% celotne celicne stene (slika 7). Mikrofibrile s
heliksom S so usmerjene pod kotom 60° do 90° glede na glavno os (polozen heliks). Sloj je
zelo odporen na kemikalije. Vsebuje vecje koli¢ine glukurono-arabino-ksilana (Tisler,
1986). Koncentracija lignina naj bi v smeri proti lumnu padala, vendar pa so pri nekaterih
vrstah (Abies balsamea, Picea abies, Picea glauca, Picea mariana, Picea rubens, Pinus
radiata, Pinus resinosa, Pinus taeda, Tsuga canadensis) zabelezili visoko vsebnost lignina
v sloju S3 (Donaldson, 1987). Sloj S3 pri nekaterih vrstah lezi neposredno ob lumnu in
predstavlja mejo med lumnom in ostalimi deli celicne stene. Bradavicasti sloj je opazen v
traheidah Stevilnih iglavcev, kot npr. jelka, bor (slika 6). Oblikuje se na notranji strani sloja
S3 ob lumnu. Po Bairdu in sodelavcih (1974) naj bi bile bradavice v celi¢nih stenah
filogenetski znak. V traheidah iglavcev in celicah primitivnih listavcev naj bi bile
bradavice Cestokrat vidne, z evolucijo in specializacijo celice pa naj bi sloj zacel
postopoma izginjati (Liese, 1965, Fengel in Wegener, 1989, Fujita in Harada, 1991).
Velikost in porazdelitev bradavic se v sloju spreminjata, prav tako tudi dodatni sloj.
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Bradavice so navadno okrogle oblike, velikosti med 0,01-1 um, s premerom med 0,1-0,25
um. Lahko so zelo gosto skupaj, ena ob drugi, ali pa so zelo na redko raztresene po celi¢ni
steni in jih je tezje opaziti. Redko se pojavi lokalno nakopic¢enje bradavic. Najveckrat so
bradavice pokrite z dodatnim slojem, ki ima amorfno ali fibrilarno strukturo. V drugih
primerih bradavice niso pokrite, leZijo neposredno na S3 sloju in so dobro vidne.
Bradavicasti sloj naj bi bil sestavljen iz dveh membran, med katerima so vkljucene
bradavice (Liese, 1965, Verhoff in Knigge, 1976). Bradavice absorbirajo UV svetlobo, kar
naj bi bilo posledica velike vsebnosti lignina oz. ligninu podobnih snovi. Sloj naj bi
vseboval visok delez manana in ksilana ter nekaj pektinskih substanc (Liese, 1965, Sachs,
1965, Fengel in Wegener, 1989, Fujita in Harada, 1991). Sistemati¢no klasificiranje
drevesnih vrst v druzine, rodove in vrste glede na prisotnost ali odsotnost bradavicastega
sloja ni mogoce. Z izjemo rodu Pinus je pri iglavcih s smolnimi kanali sloj navadno manj
izrazit. Pri rodu Pinus je sloj dobro razvit pri podrodu Dyploxylon, pri podrodu Haploxylon
pa le redko (Liese, 1965).

A

Slika 6: Zgradba celi¢ne stene iglavca. A — Shematski prikaz (Panshin in de Zeeuw, 1980); B — Veéslojna
celi¢na stena traheid navadne jelke posneta s transmisijskim elektronskim mikroskopom (orig.). ZLS —
zdruzena srednja lamela, CV — celi¢ni vogal, ML — srednja lamela, P — primarna stena, S1, S2, S3 — sloji
sekundarne celi¢ne stene, W — bradavicasti sloj
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Slika 7: Shema usmerjenosti celuloznih mikrofibril v primarni (P) in sekundarni (S) celi¢ni steni traheide (A)
ter delez posameznega sloja (B) - (Wardrop, 1965).
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2.6 GLAVNE KEMIJSKE KOMPONENTE CELICNE STENE TRAHEID

2.6.1 Polioze

Polioze sestavljajo celuloza in hemiceluloze. Celuloza predstavlja 40% do 50% lesa. Je
homopolisaharid iz B-D-glukopiranoznih enot vezanih z (1—4)-glikozidno vezjo (Fengel
in Wegener, 1989, Okamura, 1991). Vsaka enota je obrnjena za 180° glede na sosednji,
tako da se struktura ponovi na vsaki dve enoti (slika 8A). Dimer je celobioza, dve (1—4)
vezani 3-D-glukozni enoti. Celulozne molekule so linearne, povezane z mocnimi intra- in
intermolekularnimi vodikovimi vezmi. Zdruzujejo se v mikrofibrile, v katerih se urejena
kristalna obmoc¢ja menjavajo z manj urejenimi amorfnimi. Verige tvorijo plasti, ki so med
seboj povezane s Sibkimi van der Waalsovimi vezmi. Nativna celuloza ima hkrati verizno
in plastno resetko (Moore in sod., 1998, Torelli, 2000, Taiz in Zeiger, 2002). Celulozne
mikrofibrile se sintetizirajo v plazemski membrani v velikih urejenih proteinskih
kompleksih — rozetah. Na njih se nahajajo enote celuloze sintaze, ki so vkljucene v
biosintezo celuloze, rastoca celulozna veriga pa se izlo¢a skozi membrano preko por
(Torelli, 2000, Plomion in sod, 2001). Najverjetneje imajo kortikalni mikrotubuli
(sestavljeni pretezno iz o- in B-tubulina) vlogo pri nastajanju celicne stene, saj naj bi
dolocali mesta in usmerjenost celuloznih mikrofibril. Mikrotubuli naj bi upravljali gibanje
celulozno-sintaznega kompleksa v plazemski membrani (Chaffey, 1999, 2002).
Alternativno so bili predlagani tudi Stevilni matemati¢ni modeli, ki temeljijo na geometriji
celic (Mulder in Emons, 2001).

V vodi netopne celulozne mikrofibrile so povezane s topnimi hemicelulozami, ki
predstavljajo priblizno 25% mase absolutno suhega lesa in predstavljajo zelo heterogeno
skupino polisaharidov. Navadno so to heteropolimeri glukomanana, galaktoglukomanana,
arabinogalaktana in glukuronoksilana ali pa homopolimeri galaktana, arabinana in B-1,3-
glukana (Moore in sod., 1998, Teiz in Zeiger, 2002). Za razliko od celuloze so
hemiceluloze veliko manj urejene oz. amorfne, kar je posledica njihove razvejenosti in
nelinearne zgradbe. 1z tega razloga se ne zdruzujejo v mikrofibrile, temvec se z vodikovimi
vezmi vezejo na celulozne mikrofibrile in jih povezejo v trden pletez (Torelli, 2000,
Plomion in sod., 2001). Biosinteza teh polisaharidov poteka v Golgijevem aparatu v dveh
korakih: sinteza glavne verige s polisaharidno sintazo in nato dodajanje stranskih verig v
reakcijah, ki jih katalizirajo razlicne glikoziltransferaze (Plomion in sod., 2001).
Polisaharidi prehajajo v celi¢no steno z eksocitozo drobnih veziklov (Torelli, 2000).



Gricar J. Vpliv temperature in padavin na ksilogenezo pri jelki (4bies alba) in smreki (Picea abies). 13
Dokt. dis. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2006

A B

ramnogalakturonan |

_— (pekting
mmmluW I'-‘Ektm‘\ /

celulozna
mikrofibrila

. strukturni
protein
stenski matriks 2
mikrofibeilami
(1—4)p-D-glukanske verige ™.
v celulozni mikrafitrili .
£ mikrofibgile povezane
celulozni sintezni s ksiloghukani

komplieks v plazemskl
membrani (“rozeta”) zunanja plast
\. lipidnega dvosioja

ki raste iz
plazemske membrane

lipidna dvasioina

i plazemska membrana
celulozna mikrofibrila,
ki raste iz rozete
notranja plast
Epidnega dvosioja
s N\ most med mikrotubulom
bularni i in
most (in celine steno)
D E

CELICNA STENA

zrmaki endoplazmaiski

/7 retikuen (ER) glukanske

matriksni polsaharid

oo @
saharoza  ynunan
(ghukoza-
FEi) CITOPLAZMA

Slika 8 A: Shematski diagram glavnih strukturnih komponent primarne celi¢ne stene ter njihova razporeditev.
Celulozne mikrofibrile so obdane s hemicelulozami in povezane v trden pletez. Pektini oblikujejo matriksni
gel in najverjetneje vzajemno delujejo s strukturnimi proteini. B: Strukturni model celulozne mikrofibrile.
Mikrofibrila vsebuje obmocje visoke kristalinicnosti pomesane z amorfnimi podrocji. Hemiceluloze vezane
na povrsino celulozne molekule so lahko ujete znotraj mikrofibrilnega pleteza. C: Shema sinteze celuloznih
mikrofibril v rozetah. Sinteza je najverjetneje vodena z mikrotubuli. D: Model celulozne sinteze v rozeti, ki
vsebuje celuloza sintazo. UDP (uridin difosfat)-glukoza dodaja glukozne enote rasto¢i glukanski verigi.
Saharoza sintaza najverjetneje prenaSa glukozo iz saharoze do UDP-glukoze. Ali pa je UDP-glukoza
pridobljena neposredno iz citoplazme. E: Shematski prikaz sinteze in dovoda matri¢nih polisaharidov v
celi¢no steno. Polisaharidi so encimsko sintetizirajo v Golgijevem aparatu ter nato izlo¢ijo v plazemsko
mebrano z zdruzitvijo membranskih veziklov (Teiz in Zeiger, 2002).
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2.6.2 Pektini in proteini

Pektini in proteini predstavljajo majhen delez celi¢ne stene (1-8%). Tekom razvoja celi¢ne
stene so v njej prisotni razlicni proteini, ki imajo pomembno vlogo pri sestavi in
morfologiji celi¢nih sten ksilemskih elementov (Plomion in sod., 2001). Proteine je
mogoce razdeliti v §tiri glavne skupine z ozirom na prevladujoco amino kislino: z glicinom
bogati proteini, s prolinom bogati proteini, arabinogalaktanski proteini in s
hidroksiprolinom bogati glikoproteini ali ekstenzini (Moore in sod., 1998, Plomion in sod.,
2001, Taiz in Zeiger, 2002). Slednji proteini so zamrezeni v celi¢ni steni in imajo po vsej
verjetnosti strukturno vlogo. Hemiceluloze in proteini zamrezujejo oziroma bocno
povezujejo celulozne mikrofibrile (Torelli, 2000). Pektini so najbolj kompleksni stenski
polisaharidi. Pomembnejsi med njimi so: homogalakturonan, ramnogalakturonan,
arabinan, galaktan (Moore in sod., 1998, Taiz in Zeiger, 2002). Pektini naj bi imeli
pomembno vlogo pri nadzorovanju razteznosti celicne stene. Pektini tvorijo hidrofilne
gele, ki se lahko zamreZijo s kalcijevimi ioni (Plomion in sod. 2001).

2.6.3 Lignin

Lignin (lat. lignum »les«) je amorfen polifenolni polimer, ki nastane iz treh hidroksi
cinamil alkoholov: koniferil, sinapil ter p-kumaril alkoholov, ki se razlikujejo po Stevilu
metoksilnih skupin (slika 9) (Adler, 1977, Freudenberg in Sindhu, 1961, Fengel in
Wegener, 1989, Sakakibara 1991, Lin in Dence, 1992, Terashima, 2000). Ti monomeri se
sintetizirajo v citoplazmi (Golgijevem aparatu ali endoplazemskem retiklu) in se izlocijo v
celi¢no steno z vezikli kot monolignoli oziroma monolignolni glukozidi; p-hidroksifenil,
gvajacil in siringilpropan (Wardrop, 1965, Terashina, 2000, Donaldson, 2001). Poleg tega
so v ligninski polimer vklju¢ene tudi druge komponente, npr. hidroksi cinamil aldehidi,
hidroksi cinamil acetati, hidroksi cinamil p-hidroksibenzoati, hidroksi cinamil p-kumarati,
hidroksi cinamatni estri itd. (Sederoff in sod., 1999, Boudet, 2000, Hatfield in Vermerris,
2001, Raes in sod., 2003). Ker tridimenzionalni ligninski polimer nima pravilno
razvrsCenih in ponavljajoCih se enot, kot je to znacilno za druge naravne polimere, npr.
celulozo in proteine, je mogoce njegovo kompleksno strukturo predstaviti le z modeli. S
funkcijskega staliS¢a daje hidrofobni lignin rastlinam ustrezno mehansko trdnost, zaradi
hidrofobnih celi¢nih sten omogocéa transport vode v vaskularnih celicah, preprecuje
degradacijo polisaharidov itd. (Ralph in sod., 1998, Boudet, 2000, Onnerud in sod., 2002,
Raes in sod., 2003). Lignin se v celi¢no steno vgradi po predhodni vgraditvi polisaharidov
(Terashima, 2000). V procesu lignifikacije hidrofobne ligninske molekule zapolnijo prazne
prostore v polisaharidnem matriksu, kar vpliva na trdnost, higroskopnost ter druge lastnosti
olesenele celicne stene (Donaldson, 2001). Les v splosnem vsebuje 20-35% lignina.
Vsebnost lignina, njegova monomerna sestava in lastnosti so razlicne med drevesnimi
vrstami, znotraj posameznega drevesa, v razli¢nih tkivih, tipih celic ter razlicnih slojih
celi¢ne stene. Juvenilni les v splosnem vsebuje vecji delez lignina kot adultni les, rani les
vecji delez od kasnega lesa in kompresijski les vecji delez kot normalen les (Kollman in
Coté, 1968, Fengel in Wegener, 1989, Sakakibara, 1991, Lin in Dence, 1992, Lewis, 1999,
Terashima, 2000, Torelli, 2000, Donaldson, 1985, 2001, Hatfield in Vermerris, 2001,
Rouhi, 2001).



Gricar J. Vpliv temperature in padavin na ksilogenezo pri jelki (Abies alba) in smreki (Picea abies). 15
Dokt. dis. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2006

OH OH OH
5, £OCH, mco’éom,
OH OH

p-kumaril alkohol koniferil alkohol  sinapil alkohol

Slika 9: Glavni trije monolignoli v nativnem ligninu (Hatfield in Vermerris, 2001).

Monolignoli se z rasto¢im oligomerom (polimerom) oksidativno povezujejo preko
radikalov in tvorijo razli¢ne vezi (slika 1b). V nativnih ligninih so najpogostejse 8-O-4 vezi
(50-70%), pri ligninih pridobljenih in vitro z meSanjem koniferil alkohola, vodikovega
peroksida ter peroksidaze pa 8-8 in 8-5 vezi. Trenutno obstajata dve teoriji oziroma
modela, ki skusata razloziti nadzor in zdruZevanje radikalov ter s tem nastanek ligninske
makromolekule (Adler, 1977, Westermark, 1982, Fengel in Wegener, 1989, Guan in sod.,
1997, Ralph in sod., 1998, Lewis, 1999, Boudet, 2000, Burlat in sod., 2001, Donaldson,
2001, Hatfield in Vermerris, 2001, Rouhi, 2001). Prvi model, sprejet ze v 50 letih
prejSnjega stoletja, je model nakljunega povezovanja (ang. »random coupling model«).
Model predpostavlja nastanek lignina s slucajnostnim povezovanjem fenolnih monomernih
radikalov z rastoim ligninskim polimerom. Koli¢ina in tip fenolnih monomerov
razpolozljivih na mestu lignifikacije ter njihovo radikalsko povezovanje je kemijsko
nadzorovano. Radikale tvorijo oksidacijski encimi (peroksidaze, druge oksidaze) (Fengel
in Wegener, 1989, Hatfield in Vermerris, 2001, Rouhi, 2001). Drugi model, ki je novejsi in
se je pojavil ob koncu devetdesetih let prejSnjega stoletja, je model proteinskega
usmerjanja (ang. »dirigent protein model«). Predpostavlja, da proces ligninske
polimerizacije v celoti vodijo specificni dirigentni proteini z usmerjanjem nastanka
posameznih vezi. Glavni zagovorniki te teorije Lewis, Davin in Sarkanen (Gang in sod.,
1999, Lewis, 1999, Davin in Lewis, 2000) so prepri¢ani, da narava ne bi prepustila
oblikovanja tako pomembne makromolekule, kot je lignin, zgolj naklju¢ju in da mora pri
nastanku lignina iz monolignolov obstajati podoben biokemijski nadzor, kot je pri lignanih.

2.6.3.1 Lignifikacija

Lignifikacija oziroma olesenitev celicnih sten je pomembna biokemi¢na ter morfoloska
sprememba v rastlinski celici med diferenciacijo. Delez lignificiranih celi¢nih sten v lesu,
celi¢ni tip, razporeditev, prisotnost jedrovinskih snovi in vlaznost dolocajo lastnosti lesa.
Proces lignifikacije zajema biosintezo monolignolov, njihov transport v celi¢no steno ter
polimerizacijo fenil propanskih molekul v kon¢no makromolekulo lignina (Hatfield in
Vermerris, 2001). V energijsko zelo potratnem biosinteznem procesu nastane heterogeni
ligninski polimer z visokim razmerjem C/H in C/O, kar se odraza v njegovi visoki
kalori¢ni vrednosti (Boudet, 2000). Lignin se odlozi znotraj ogljiko-hidratnega matriksa
celicne stene, s ¢imer zapolni interlamelarne prazne prostore in se istoCasto poveze z
neceluloznimi polisaharidi (morda tudi s celulozo) s kemijskimi vezmi (Terashima, 2000,
Torelli, 2000, Donaldson, 2001, Taiz in Zeiger, 2002). Te vezi so lahko estrskega ali
etrskega tipa in morda celo glikozidne vezi (Torelli, 2000).
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Slika 10: Shematski prikaz biosinteze lignina v celi¢ni steni (Taiz in Zeiger, 2002).

Lignin se brez prisotnosti ogljikovodikov nikoli ne formira (Ruel in sod., 1999, Terashima,
2000). Polisaharidni matriks vpliva na proces lignifikacije (Donaldson, 2001). Biosinteza
lignina se pricne v Stevilnih diskretnih mestih, ki so bila najbolj oddaljena od plazemske
membrane v diferencirajoci se celi¢ni steni. Proces lignifikacije se nadaljuje z dodajanjem
ligninskih monomerov rasto¢im ligninskim delcem, dokler se ne zdruzijo (Donaldson,
1994). Odlaganje lignina je v srednji lameli in primarni steni traheid bora Pinus radiata
potekalo v obliki razvejanega omrezja medsebojno povezanih delcev brez kakr$ne koli
orientacije (Donaldson, 1994). Med dvema celicnima stenama je bilo obmocje visoke
koncentracije lignina, ki bi lahko predstavljalo prvotno celicno plosco. V sloju S1 in S2
sekundarne stene se je lignin odlagal hitreje vzdolz celuloznih mikrofibril kot pa precno na
njih. Ob tem so nastale podaljsane krpe lignina, ki so bile lahko med seboj tudi povezane.
Celulozne mikrofibrile mehansko omejujejo odlaganje lignina v prec¢ni smeri (Donaldson,
1994). Aromatski obroci lignina so pogosto usmerjeni v smeri ravnine celicne stene,
najverejetneje zaradi mehanskega in kemijskega vpliva stenskih polisaharidov (Atalla in
Agarwal, 1986).
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Slika 11: Shematski prikaz odlaganja lignina v primarni steni in srednji lameli (A) ter v slojih sekundarne
celi¢ne stene, kjer so celulozne mikrofibrile usmerjene (Donaldson, 1994).

V celi¢no steno se v razlicnem obsegu vkljucijo tri razli¢ne fenilpropanske enote nastale iz
cinamil alkoholov (Fengel in Wegener, 1989). Lignifikacija celicne stene poteka
postopoma. Prostorsko in ¢asovno gledano se lignifikacija ksilemskih elementov vedno
pricne v celi¢nih vogalih in srednji lameli, nato pa v primarni celi¢ni steni takoj na zacetku
oblikovanja zunanjega S1 sloja sekundarne celicne stene. OdloZijo se predvsem p-
hidroksifenilne enote, ki vsebujejo manjse koli¢ine metoksilnih skupin (Whiting, 1981, cit.
po Saka in sod., 1982, Terashima in Fukushima, 1988, Terashima in sod., 1988, Ruel in
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sod., 1999, Terashima, 2000). Sledi lignifikacija zunanjega S1 sloja sekundarne celi¢ne
stene, nato se postopoma §iri po sekundarni celi¢ni steni v centripetalni smeri proti lumnu.
Pri iglavcih se tedaj odloZijo predvsem gvajacilne enote. Med nastajanjem sekundarne
celicne stene odlaganje lignina poteka pocasneje. Siringilne enote se v zadnji fazi
lignifikacije pojavijo v manjsih koli¢inah ob lumnu sekundarne celi¢ne stene (Terashima in
Fukushima, 1988, Terashima, 2000). Najve¢ lignina se odlozi po oblikovanju sloja S3
sekundarne celi¢ne stene. Ko so celiCne stene popolnoma lignificirane, celica odmre in
citoplazma v lumnih se razkroji (Wardrop, 1965, Kutscha in Schwarzmann, 1975, Saka in
Thomas, 1982, Donaldson, 1991, 1992, 2001, Terashima, 2000, Schmitt in Melcher, 2004).

Pri jelki Abies balsamea se je lignifikacija celi¢nih sten traheid pricela v srednji lameli med
obokanima piknjama sosednjih traheid (Kutscha in Schwarzmann, 1975). Nato je potekala
v zacetkih obokanh pikenj in vzdolZ zunanje strani primarne stene ter na notranji strani
srednje lamele v celi¢nih vogalih, ki sta bila najbolj oddaljena od kambija. Lignifikacija se
je nato razsirila okoli celicnega vogala kot tanek obro¢. Lignificirati se je zacel sloj S1,
sledila sta sloja S2 in S3 in nazadnje Se bradavicasti sloj. Bradavicasti sloj je bil viden pred
zakljuc¢kom lignifikacije sloja S3 (Kutscha in Schwarzmann, 1975). Sloja S1 in S3
sekundarne stene sta bila bolj intenzivno obarvana kot sloj S2 zaradi viSje koncentracije
lignina. ZdruZena srednja lamela ter bradaviCasti sloj pa sta bila v sploSnem temneje
obarvana od slojev S1 ter S3 (Kutscha in Schwarzmann, 1975). Podoben proces so
zasledili tudi pri boru Pinus thunbergii (Takabe in sod., 1981). Celi¢ni vogali neposredno
ob trakovih se lahko lignificirajo prej od tistih, ki niso v stiku z njimi (Kutscha in
Schwarzmann, 1975, Wardrop, 1965, Donaldon, 2001). Saka in Thomas (1982) sta merila
koncentracijo lignina v celicnih stenah zaporednih diferencirajocih se traheid pri boru
Pinus taeda. Pred oblikovanjem sloja S2 so se priceli lignificirati celi¢ni vogali srednje
lamele in nato zdruzena srednja lamela. Pred lignifikacijo sekundarne celicne stene je
srednja lamela vsebovala priblizno 50% celotne koncentracije lignina. V sekundarni steni
se je zacela lignifikacija najprej v sloju S1 in se centripetalno proti lumnu Sirila v sloj S2.
Notranji sloj S3 je bil oblikovan po pri¢eku lignifikacije sekundarne celi¢ne stene. Sloj S3
se lignificira zadnji. Proces lignifikacije sekundarne celi¢ne stene je potekal pocasneje kot
v srednji lameli. V slojih S1 in S3 je bila vecja koncentracija lignina kot v sloju S2 (Saka
in Thomas, 1982).

Donaldson (1992) je zasledil razlike v stopnji lignifikacije med sosednjimi celicami pri
boru Pinus radiata, ne glede na obdobje rastne sezone. Vcasih so bile popolnoma
lignificirane celice obdane z nelignificiranimi ali delno lignificiranimi celicami.
Pricakovati je, da so starejSe celice, ki so bolj oddaljene od kambija, bolj lignificirane,
vendar to ni nujno. Studije kaZejo, da vsaka celica individualno nadzoruje proces
lignifikacije (Donaldson, 1992). Mozne so tudi razlike v starosti sosednjih celic, ¢e celi¢ne
delitve v kambiju potekajo sporadicno. Poleg tega se stopnja lignifikacije celicne stene
razlikuje tudi po dolzini traheide (Donaldson, 1992). Diferenciacija sekundarne stene se
najprej zacne v osrednjem delu celice, kjer se podaljSevanje konca prej kot v celi¢nih
vrsickih (Wardrop, 1965, Torelli, 1998). Ker razvoj celi¢ne stene navadno proucujemo s
transmisijsko elektronsko mikroskopijo, so preparati zelo tanki in zajamejo razlicna mesta
sosednjih traheid glede na njihovo dolzino, zaradi Cesar se lahko razlikuje lignificiranost
celi¢nih sten sosednjih traheid (Donaldson, 1992).
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Donaldson (1991) je prouceval sezonske spremembe lignifikacije tekom ene rastne sezone
pri boru Pinus radiata. Proces lignifikacije se glede na ¢as vzorcenja ni spreminjal, vendar
pa je zasledil poleti najvecje Stevilo lignificirajo¢ih se celic. V zgodnji spomladi je bilo
malo lignificirajocih se celic. Hitrost lignifikacije sekundarne stene je bila podobna hitrosti
lignifikacije srednje lamele (Donaldson, 1991). Vzrok, da je srednja lamela bolj
lignificirana od sekundarne stene, je lahko v tem, da poteka proces lignifikacije srednje
lamele istoCasno v Steviléno vec celicah kot proces lignifikacije sekundarne stene
(Donaldson, 1991). Nasprotno sta Saka in Thomas (1982) pri proucevanju vzorcev bora
Pinus taeda ugotovila, da se sekundarna stena lignificira poCasneje kot srednja lamela.

Pri boru Pinus radiata so bile celicne stene terminalnih traheid na zacetku zimskega
obdobja nepopolno lignificirane (Donaldson, 1991, 1992). Donaldson (1992, 2001) je
zakljucil, da je proces lignifikacije zelo obcutljiv na zunanje dejavnike, kot je npr.
temperatura in dolZina dneva. Lignifikacija teh celic naj bi se zakljucila naslednjo pomlad
pred zacetkom rastne sezone. Avtor tudi ni izklju¢il moznosti, da bi proces potekal
upocasnjeno med zimskim obdobjem. Barnett (1971) je pri preucevanju vzorcev bora
Pinus radiata, ki so bili odvzeti v tedenskih intervalih preko zimskega obdobja ugotovil,
da tudi v mirujoCem obdobju potekajo celicne delitve in diferenciacija, vendar zelo
upocasnjeno in samo na strani floema. Vzrok naj bi bil v milih zimah na Novi Zelandjiji ter
v sami genetski zasnovi bora Pinus radiata (Donaldson, 1985, 1992). Podobno sta
Murmanis in Sachs (1969) porocala o prisotnosti citoplazme v lumnih v enem ali vec
tangencialnih nizih terminalnih traheid kasnega lesa bora Pinus strobus v septembru,
oktobru in januarju. Nix in Villiers (1985) sta na vzorcih odvzetih v novembru in marcu
merila dvojne debeline celi¢nih sten traheid kasnega lesa pri dveh borih Pinus taeda ter
Pinus elliottii. Debeline celi¢nih sten izmerjene v marcu so bile vecje kot v novembru, kar
sta pojasnila z nezakljucenim procesom diferenciacije v novembru.

V eni izmed nasih predhodnih Studij smo podrobneje raziskali nastajanje sekundarne
celicne stene in lignifikacijo terminalnih traheid kasnega lesa pri jelki Abies alba v
dormantnem obdobju s pomocjo svetlobne in transmisijske elektronske mikroskopije ter
UV-mikrospektrofotometrije (Gricar in sod., 2003a, 2005a). Ugotovili smo, da sta se
kambijeva celicna delitvena aktivnost in proces diferenciacije kasneje zakljucila pri
drevesih s Sirokimi branikami oziroma produktivnej$im kambijem (Gricar in sod., 2003a).
Kambijeva celicna delitvena aktivnost se je pri vseh drevesih zakljucila v oktobru, medtem
ko je proces diferenciacije v najmlajsih traheidah ob kambiju pri drevesih z branikami
Sirokimi nad 1 mm takrat e vedno potekal. Sloj S3 sekundarne celicne stene ter
bradavicasti sloj nista bila oblikovana, notranji deli srednjega sloja S2 sekundarne celi¢ne
stene pa Se niso bili lignificirani. V novembru so bile pri vseh drevesih celicne stene
terminalnih traheid kasnega lesa ob kambiju dokon¢no oblikovane in lignificirane. Na
ultrastrukturni ravni ni bilo opaziti nobenih razlik v porazdelitvi in vsebnosti lignina med
novembrskimi ter marcevskimi vzorci. V vseh proucenih drevesih se je torej proces
diferenciacije v terminalnih traheidah kasnega lesa zakljucil pred zimo (Gricar in sod.,
2003a,b, 2005a).
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2.6.3.2 Porazdelitev lignina po celi¢ni steni

Vsebnost lignina v celi¢ni steni variira v odvisnosti od drevesne vrste, vrste celice, starosti
in dela drevesa, deleza reakcijskega lesa ter drugih dejavnikov (Burlat in sod., 2001, Tisler,
1986). Tako npr. juvenilni les vsebuje ve¢ lignina kot adultni les, kar je povezano s
spremembami v morfologiji celi¢ne stene (Donaldson, 1985). Rani les ima vec lignina kot
kasni les zaradi veCjega deleza srednje lamele glede na celotni volumen celi¢ne stene (Lin
in Dence, 1992, Donaldson, 2001). Les iglavcev vsebuje 30 = 4% lignina (Fengel in
Wegener, 1989).Vsebnost lignina je najve¢ja v zdruzeni srednji lameli (ve¢ kot 50%) in
proti lumnu postopoma upada. Sekundarna celi¢na stena vsebuje okrog 20% lignina, ker pa
predstavlja najvecji volumski delez celotne celicne stene, je v njej vsaj 70% lignina
(Parham, 1974, Terashima in Fukushima, 1988, Terashima in sod., 1988, Fengel in
Wegener, 1989, Fukushima in Terashima, 1991, Lin in Dence, 1992, Fukuzawa, 1992,
Terashima, 2000). Najvecjo koncentracijo lignina vsebujejo vogali srednje lamele (Fergus
in sod., 1969, Fukuzawa in Imagawa, 1981, Saka in sod., 1982, Boutelje in Eriksson, 1984,
Donaldson, 1985, 1986, 1993, 2001, Westermark in sod. 1988, Brandstrom, 2001).

UV fotometricna merjenja lignina v celi¢nih stenah traheid navadne jelke (4bies alba) ter
navadne smreke (Picea abies) niso pokazala nobenih odstopanj v koli¢ini lignina med
zdravimi in prizadetimi drevesi (Fink, 1986). Avtor je zakljucil, da hiranje dreves na sam
proces lignifikacije nima nobenega vpliva.

Gindl in sodelavci (2000) so na smreki Picea abies v Avstrijskih Alpah zasledili
zmanjS$ano koncentracijo lignina v sloju S2 v terminalnih traheidah kasnega lesa. Avtorji
so predpostavili, da je koncentracija lignina v teh zadnjih nastalih celicah v tesni zvezi z
jesenskimi temperaturami v Alpah. V naSih raziskavah na jelki Abies alba tega nismo
mogli potrditi (Gricar in sod., 2003b, 2005a). Razlike v koncentraciji lignina v stenah
traheid pri boru Pinus radiata, ki so se pojavljale zlasti v zdruzeni srednji lameli, naj bi
bile genetskega izvora (Donaldson, 1985, 1986, 1993, Donaldson in sod., 1997). Cetudi je
srednji sloj S2 navadno enakomerno lignificiran, se lahko priloznostno pojavijo razlike v
lignifikaciji v obliki koncentriénih plasti (Donaldson, 2001). Koncentracija lignina v
zunanjem sloju S1 naj bi bila nekoliko nizja kot v zdruZeni srednji lameli, a visja kot v
srednjem sloju S2 (Bland in sod., 1971, Parham in Cote, 1971, Saka in sod., 1982). Pri
smreki Picea abies naj bi bil sloj S1 v zunanjem delu visoko lignificiran, v notranjem pa
nizko (Donaldson, 2001). Pri boru Pinus radiata je bila lignifikacija sloja Sl
neenakomerna in niZja kot v sloju S2, zlasti na prehodu slojev S1/S2 (Donaldson, 1985).
Sloj S3 je bil dostikrat opisan kot bolj lignificiran v primerjavi s slojem S2 (Scott in sod.,
1969, Bland in sod., 1971, Parham in Cote, 1971, Saka in sod., 1982, Donaldson, 1987,
2001, Gricar, 2001). Nekaj kvantitativnih Studij je pokazalo, da je vsebnost lignina v sloju
S3 visja kot v sloju S2 in nizja kot v zdruzeni srednji lameli. Vendar pa na splo$no
prevladuje mnenje, da je vsebnost lignina v sloju S3 odvisna od drevesne vrste. V literaturi
je relativno malo podatkov o vsebnosti lignina pri vrstah, ki niso iz rodu Pinaceae
(Donaldson, 1987, 2001). Mesta obokanih prikenj na primarni steni so navadno bolj
ligificirana od ostalilh delov. Membrane pikenj, vklju¢no s torusi obokanih pikenj pa niso
lignificirane (Donaldson, 2001).

Donaldson (1991) je preuceval vplive hitrosti priras¢anja, debelne ekscentricnosti, polozaja
drevesa ter gozdarskih posegov na koncentracijo lignina v srednji lameli traheid na vzorcih
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bora Pinus radiata, vendar zveze med preucevanimi dejavniki in koncentracijo lignina ni
ugotovil.

2.7 KSILOGENEZA

Les ali sekundarni ksilem je mehansko in za vodo prevodno tkivo debel in korenin, za
katerega so znacilni trahealni elementi (Torelli, 1990). Nastane v kompleksnem procesu
ksilogeneze, ki se pri¢ne s periklinimi celi¢nimi delitvami v vaskularnem kambiju, ki jim
sledi postkambijska rast celic, sinteza sekundarne celicne stene, lignifikacija celi¢ne stene
in programirana celi¢no smrt (slika 12). Ksilogeneza vodi do specializacije celic glede na
njihovo kemijsko zgradbo, morfoloSke znalilnosti in funkcije. Delitve v kambiju in
postkambijska rast dolocata Sirino letnega ksilemskega prirastka, odlaganje sekundarne
celi¢ne stene in lignifikacija pa akumulacijo biomase v celicne stene traheid (letni prirastek
biomase) (Larson, 1994, Torelli, 1998, Lachaud in sod., 1999, Plomion in sod., 2001,
Chaffey, 2002).
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Slika 12: Shema in pre¢ni prerez mikroskopskega preparata navadne jelke prikazujeta posamezne faze
ksilogeneze po obarvanju kambija in ksilemskega tkiva z barviloma safranin in astra modro: kambijeve celice
imajo majhne radialne dimenzije in tanke, nelignificirane primarne stene, ki so obarvane modro. V lumnih je
prisotna citoplazma. V fazi postkambijske rasti se radialne dimenzije celic povecajo, tanka primarna stena je
modro obarvana in nelignificirana, v lumnih je prisotna citoplazma. V fazi sinteze vecslojne sekundarne stene
in lignifikacije se celi¢na stena pricne debeliti. V centripetalni smeri proti lumnu z lignifikacijo rdeca barva
nadomes¢a modro, v lumnih je Se vedno prisotna citoplazma. Za zrele traheide je znacilna rdeCe obarvana,
lignificirana celi¢na stena, lumni pa so prazni (Uggla in Sundberg, 2002).
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2.7.1 Kambij

Primarna ali ekstenzijska rast v apikalnih meristemih vodi do razvoja razli¢nih primarnih
rastlinskih tkiv: epiderma, korteksa, prevodnih Zzil, strzena in listov (Mauseth, 1988,
Savidge, 2000a, Dengler, 2001). V lesnatih rastlinah Ze v prvem letu rasti primarna
prevodna tkiva poganjkov in korenin nadomestijo sekundarna prevodna tkiva, ki jih tvori
sekundarni lateralni meristem imenovan vaskularni oziroma prevodni kambij (v
nadaljevanju kambij). Kambij izhaja iz prokambija, ki se razvije iz apikalnega meristema.
Kambij se kot nepretrgan obro¢ nahaja med sekundarnim ksilemom na notranji strani in
sekundarnim floemom na zunanji strani (Panshin in de Zeeuw, 1980, Mauseth, 1988,
Larson, 1994). Aktivnost sekundarnega meristema se izraza kot debelinska rast, ki
omogoca vecanje volumna prevodnega sistema ter formiranje mehanskih in zasCitnih tkiv
(Torelli, 1990). Kambij je sestavljen iz sloja celic, ki se aktivno delijo, imajo majhne
radialne dimenzije in so brez medceli¢nih prostorov. Zgradba kambija je definirana na vec
nacinov. Mehanisticni nazori predpostavljajo, da je kambijeva rast dolocena vnaprej
(Savidge, 2000b). Danes se predpostavlja, da je razvoj plasticen kot funkcija epigenetskega
nadzora in fizikalno — kemijskega okolja (mikrookolja) v celici (Savidge 1996, 2000a, b,
Dengler, 2001). V literaturi so Se vedno ustaljeni mehanisti¢ni nazori in terminologija
osnovana na podlagi prvih svetlobno mikroskopskih raziskav o kambijevi rasti in lesni
anatomiji. Povsem se je uveljavil enoslojni koncept, da je kambij sestavljen iz enega sloja
inicialk, kambijeva cona pa zajema kambijeve inicialke in materinske celice floema ter
ksilema (Wilson, 1966, Schmid, 1976, Larson, 1994, Barlow in sod., 2002). Po vecslojnem
konceptu pa kambij obsega tako inicialke kot materinske celice ksilema in floema (Panshin
in de Zeeuw, 1980, Larson, 1994, Lachaud in sod., 1999, Plomion in sod., 2001). V
vsakem posameznem radialnem nizu kambijeve cone je torej ena celica (nekateri avtorji so
skusali dokazati, da bi lahko bili dve) z izjemnimi lastnostmi, vse ostale celice v istem
radialnem nizu pa so potomke te inicialke (Larson, 1994). Delitve na floemsko ali
ksilemsko stran naj bi bile nadzorovane z dogajanjem znotraj inicialke in do neke mere
vnaprej doloCene. Hkrati se je inicialka sposobna obnavljati. Ker definicija temelji na
periklinih delitvah, s ¢imer nastajajo novi floemski in ksilemski elementi, je Savidge
(2000b) inicialko poimenoval »periklina — delitvena inicialka«. Cestokrat je lahko v
primarno steno. Te celice so poznane kot »Saniove Stiri« (Larson, 1994). Skupna stena
nastane z delitivijo inicialke v periklini ravnini, pri ¢emer nastaneta dve materinski celici.
Ena ostane inicialka, druga je materinska celica (ksilemska ali floemska) in se lahko Se
nekajkrat deli. Z njuno vnovi¢no delitvijo nastanejo Stiri h¢erinske celice (Larson, 1994).

Nekateri znanstveniki (Savidge, 1996, 2000a, b) zavracajo mehanisti¢ne koncepte (inicialk
ter materinskih celic) in razlage o kambijevi rasti, medtem ko ga drugi sprejemajo kot
najustreznejSega (Wilson, 1966, Schmid, 1976, Larson, 1994, Chaffey, 1999, Lachaud in
sod., 1999). Nobene ustrezne razlage ni, zakaj pri periklinih delitvah ena celi¢na potomka
obdrzi posebne inicialne sposobnosti, druga héerinska celica pa jih opusti. Cetudi je v
kambijevi coni vsakega radialnega niza po tej teoriji le ena celica pozicijsko sposobna
producirati tako ksilemske kot floemske derivate, te inicialne celice ne moremo dolociti na
osnovi njene ultrastrukture ali mitotske aktivnosti (Catesson in sod., 1994, Larson, 1994,
Savidge, 1996, 2000a). Kambijevo inicialko je mogoce definirati tudi kot »antiklino —
delitveno inicialko« (Savidge, 2000b). Z antiklinimi delitvami v kambiju nastanejo novi
radialni nizi, s ¢imer lahko kambij sledi veCajocemu se obsegu drevesa. Pri vrstah Pinus
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spp- so dokazali, da se je veC kot ena fuziformna kambijeva celica v radialnem nizu
zmozna antiklino deliti in s tem ustvariti nov radialni niz. Po tej predpostavki so vse
kambijeve celice (antikline — delitvene inicialke) enako kompetentne (Savidge, 1996,
2000a, b). Nastanek ksilema in floema ni vnaprej dolo¢en. Kambij nastane in se ohranja s
pomocjo bazipetalnega avksinskega toka in fizikalnimi silami. Razlicno delovanje
kambijevih celic ter kambijevih derivatov na njegovi zunanji in notranji strani je mogoce
pojasniti s spremembami v mikrookolju posamezne celice, ki vpliva na gensko izrazanje in
katalizo encimov. Vse fuziformne kambijeve celice istega radialnega niza se lahko
neposredno diferencirajo v trahealne elemente, pri cemer ni nobena izvzeta iz terminalne
diferenciacije. Za proces ksilogeneze niso potrebne predhodne delitve. V primeru
prekinjenega bazipetalnega toka avksina v kambiju se vse celice dediferencirajo v celice
aksialnega parenhima, kar dokazuje, da ni nobena celica v kambiju trajna (Savidge, 1996,
2000b).

Kambij sestavljata dva tipa inicialk: kratke precej izodiametricne trakovne inicialke, iz
katerih nastanejo radialni trakovi ter podaljSane fuziformne oziroma vretenaste inicialke, ki
tvorijo aksialne elemente. Dolzina fuziformnih inicialk je glede na pozicijo v drevesu in
starost drevesa razlicna. Vaskularni kambij se od ostalih meristemov razlikuje po dveh
vrstah visoko vakuoliziranih celic (Larson, 1994, Lachaud in sod., 1999, Plomion in sod.,
2001, Barlow in sod., 2002). Razmerje med radialnimi ter fuziformnimi inicialkami zavisi
od starosti kambija ter drevesne vrste. DeleZ trakovnih inicialk je tako nekje med 10% in
40%. Poleg prenaSanja obves¢evalnih molekul so trakovi nujni za izmenjavo hranljivih
snovi med ksilemom in floemom (Lachaud in sod., 1999, Plomion in sod., 2001). Radialni
transport iz ksilema v floem in obratno nedvomno sluzi kot mehanizem za skladis¢enje
Skroba ter drugih rezervnih produktov v trakovnih celicah. Prisotnost Stevilnih
plazmodezem v tangencialnih stenah trakovnih celic omogoca njihovo radialno
komunikacijo. Razmerje v Stevilu in razporeditvi fuziformnih in trakovnih inicialk se
ohranja z multiplikativnimi delitvami ter pretvorbami enega tipa celic v drugega (slika 13)
(Lachaud in sod., 1999). S temi delitvami nastajajo nove kambijeve inicialke, s ¢imer
lahko kambij sledi vecanju obsega drevesa. V primitivnejSem kambiju z dolgimi
fuziformnimi inicialkami so multiplikativne delitve psevdotransverzalne (iglavci in
primitivni listavci), pri naprednejSem kambiju s kratkimi fuziformnimi inicialkami pa
radialne antikline (evolucijsko visoko razviti listavci) (Panshin in de Zeeuw, 1980, Larson,
1994, Torelli, 1998, Barlow, 2002). Ravnovesje inicialk v kambiju ostaja, saj so
fuziformne in trakovne inicialke medsebojno pretvorljive. Iz fuziformnih inicialk nastanejo
s tranformacijskimi oziroma pre¢nimi delitvami nove trakovne inicialke, z intruzivno rastjo
pa se trakovne inicialke podaljsajo v fuziformne. Kambij ima pri debelinski rasti in razvoju
dreves odlocilno vlogo, saj s periklinimi oziroma aditivnimi delitvami, ki potekajo v
tangencialni ravnini, nastajajo nova vaskularna tkiva ksilema in floema, s ¢imer se obseg
drevesa povecuje. Proizvajanje sekundarnih prevodnih tkiv predstavlja priblizno 90% vseh
mitoz (Lachaud in sod., 1999). Aktiven kambij je podvrZen stalnim spremembam v §tevilu,
obliki in velikosti sestavnih celic. Spremembe v celicnih dimenzijah se delijo na
intrakambialne in ekstrakambialne. Intrakambialne spremembe so tiste, ki vplivajo
direktno na kambijeve inicialke in so posledica antiklinih delitev. Ekstrakambialne
spremembe vplivajo na derivate kambija in ne nastanejo v kambiju. Potekajo v procesu
diferenciacije in maturacije. Spremembe so v¢asih minimalne ali manjkajo (Larson, 1994).
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V kambij

Slika 13: A — Mozne smeri delitev kambijeve fuziformne inicialke: a — antikline ali multiplikativne delitve, p
— perikline oziroma aditivne delitve, ki dodajajo nove celice ksilemskemu ali floemskemu tkivu, t —
transverzalne oziroma precne delitve, ki vodijo do nastanka trakovnih inicialk; B — Antikline (C-C) in
perikline (C-P ali C-X) delitve v kambiju (Barlow in sod., 2002).

2.7.2 Diferenciacija traheid

Po zadnji delitvi kambijevih celic, ki jih obdaja le tanka, raztegljiva primarna stena, se
zaCne proces diferenciacije. Pri¢ne se specifiCen razvoj celice, kjer se usposobi za
opravljanje doloCenih nalog (Wardrop, 1965, Panshin in de Zeeuw, 1980, Larson, 1994,
Plomion in sod., 2001). Diferenciacija obsega Stevilne medsebojno povezane biokemijske,
fizioloske in morfoloSke procese, ki vodijo k specializaciji celice (Torelli, 1990). Ko je
proces celicne diferenciacije zakljucen, se celica strukturno in/ali biokemijsko lo¢i od
kambijeve inicialke (Savidge, 1996). 1z kambijeve celice nastanejo razlicni tipi ksilemskih
celic, katerih edinstvene lastnosti in tri dimenzionalna zgradba dolocajo strukturo in s tem
lastnosti lesa. Diferenciacija je razdeljena na vec faz, ki so med seboj povezane (slika 14).
Prva je determinacija, ki dolo¢i smer diferenciacije celice. Determinacijo lahko definiramo
kot izpolnitev pogojev, ki omogocCajo prehod iz enega celularnega stanja v drugega.
Zgodijo se Stevilne biokemijske in genetske spremembe, ki so potrebne za takSen prehod
celicnega stanja. V nadaljevanju so moznosti celice za nadaljnji razvoj omejene, saj lahko
iz nje nastane le en tip celice (Chaffey, 1999, 2002). Razli¢en razvoj prvotno podobnih
celic je rezultat selektivne genske ekspresije. V doloceni celici se izrazijo in prepisejo v
mRNA ter nato prevedejo v proteine le izbrani geni. Nastali specifi¢ni proteini dolocajo
identiteto celice (Torelli, 2000). V procesu determinacije se kortikalni mikrotubuli
preusmerijo (Chaffey, 1999). Prvi znak diferenciacije, ki sledi determinaciji, je razlo¢na
ekspanzija kambijevih derivatov (podaljSevanje in precna rast), ki nastane zaradi povecanja
volumna vakuol brez kakrs$nih koli ocitnih sprememb v strukturi celice (Larson, 1994,
Plomion in sod., 2001). V fazi povrSinske rasti lahko celica nekajkrat poveCa svoje
dimenzije. PovrSinska rast pri traheidah gre v glavnem na racun povecanja radialne
dimenzije (Wardrop, 1965). Zmoznost kambijevih derivatov za radialno rast naj bi bila
deloma povezana s kemijskimi razlikami med radialnimi in tangencialnimi celi¢nimi
stenami (Catesson in sod., 1994). Rast traheid v dolzino navadno ne presega 20%
(Wardrop, 1965). Sledi faza debelitve celi¢ne stene, kjer se na primarno celi¢na steno v
centripetalni smeri sintetizira masivna, toga in vecslojna sekundarna celi¢na stena. Proces
je voden z usklajeno ekspresijo Stevilnih genov specificno vkljucenih v biosintezo ter
zgradbo Stirih glavih komponent celi¢ne stene: polisaharidov (celuloza in hemiceluloze),
lignina, proteinov in drugih topnih (stilbeni, flavonoidi, tanini, terpeni) in netopnih
(pektini) komponent celi¢ne stene (slika 15) (Plomion in sod., 2001). V tej fazi se v celi¢ni



Gricar J. Vpliv temperature in padavin na ksilogenezo pri jelki (Abies alba) in smreki (Picea abies). 24
Dokt. dis. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2006

steni vrsi tudi oblikovanje obokanih pikenj. Ko je celi¢na stena popolnoma oblikovana, v
prevodnih ksilemskih elementih sledi programirana celicna smrt z avtolizo citoplazme
(Wardrop, 1965, Plomion in sod., 2001). Tok kalcija izzove kolaps vakuole, s signalom, ki
e ni popolnoma poznan. Pri tem se sprostijo hidrolaze, ki razgradijo vso celi¢no vsebino
razen sekundarne celi¢ne stene (Plomion in sod., 2001). V zadnji fazi diferenciacije vlaken
se v njih vgradijo rastne napetosti (Torelli, 1998).

IO

1 2 3 3 2 1
1 1 |

Slika 14: Shematski prikaz oblikovanja slojev sekundarne celicne stene v diferencirajoci celici. Faze
diferenciacije so med seboj povezane. Debelitev celi¢ne stene (1) se v osrednjem delu celice pri¢ne, preden

se rast celice v vrSickih ustavi. Lignifikacija se pri¢ne, preden je celicna stena dokon¢no formirana (Wardrop,
1965).

oblikovana
kambij —— sinteza komponent celi¢ne stene " celitna stena
ML, CC —
— P
oblikovanje slojev celi¢ne stene —S51 - Sz
—_ S —
e pektinske substance
—— arabinogalaktan
sinteza polisaharidov ksilan
asa manan
celuloza —
sinteza fenolnih kislin (FA.CA) -
Lignin staranje
sinteza lignina in — p-kumaril alkohol (H enota)
razliénih monolignolov koniferil alkohol (G enota
sinapil alkohol (S enota) —
cc Hagmm>c a 5
Gymnosperm H w
traheida ]CML s DR 'Q""Vov‘v'v’ T
SW RRRAAXY LSS
1 _na N"ar gy cc visoka stepnja
sestavain traheja sW kondenzacije ~ nizka stopnja
s B kondenzacije
stopnja { c
i ML
kondenzacije vlakno [ .....
‘Gramineae{ PXV
drugi

e zamik &asa )

Slika 15: Shema nastanka celicne stene. ML — srednja lamela, P — primarna stena, S1, S2, S3 — sloji
sekundarne celi¢ne stene, CC — celi¢ni vogali, CML — zdruZena srednja lamela, SW — sekundarna stena, H —
p-hidroksifenilpropanske enote, G — gvajacilpropanske enote, S — siringilpropanske enote, FA — ferulska
kislina, CA — p-kumaridna kislina, PVX — traheja protoksilema (Terashima, 2000, Takabe, 2002).
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2.7.2.1 Sezonska dinamika kambijeve aktivnosti

Rast in razvoj dreves sta nadzorovana z notranjimi in zunanjimi dejavniki. Za drevesne
vrste zmernega pasu je znacilno periodi¢no menjavanje obdobij aktivnosti in dormance
vaskularnega kambija, ki je v splosSnem povezano z izmenjavami hladnih in toplih ali pa
suSnih in dezevnih obdobij. Kambijeva meristemska aktivnost se v normalnih razmerah
zakljuci pozno poleti in se ponovno pricne spomladi z delitvami kambijevih celic, ¢emur
sledi diferenciacija derivatov v odrasle elemente ksilema in floema (Denne in Dodd, 1981,
Larson, 1994, Savidge, 1996, 2000a, b, Kozlowsky in Pallardy, 1997, Chaffey, 1999,
Lachaud in sod., 1999, Wodzicki, 2001, Larcher, 2003). Delitvena aktivnost materinskih
celic je v normalnih razmerah veliko intenzivnejSa na ksilemski strani kot na floemski
strani, kar razloZi znatno nesorazmerje med floemskim in ksilemskim tkivom (Pandshin in
de Zeeuw, 1980, Larson, 1994, Kozlowsky in Pallardy, 1997, Plomion in sod., 2001).
Periodi¢no delovanje kambija je povezano s spremembami ultrastrukture kambijevih celic,
debelini celicnih sten in razporeditvi kortikalnih mikrotubulov (Chaffey in sod., 1998,
Chaffey, 1999). Ob prehodu iz aktivnega v dormantno obdobje kambijeve celice za¢nejo
kopiciti rezervne snovi, da postanejo odporne na mraz in postanejo nedovzetne za eksogeni
avksin. Razli¢ni produkti, ki so skladisceni v kambijevih celicah, predstavljajo rezervno
hrano ob ponovnih delitvah v kambiju (Rao in Catesson, 1985, Lachaud in sod., 1999).
Tudi stene kambijevih celic so podvrzene sezonskim spremembam, ki preprecujejo
ekspanzijo celic med dormanco. Takrat so celicne stene znacilno odebeljene (Larson, 1994,
Chaffey in sod., 1997, Chaffey, 1999, Lachaud in sod., 1999).

Stevilo celic v kambiju v vegetacijskem obdobju nakazuje ravnovesje med stopnjo
produkcije ter stopnjo diferenciacije kambijevih derivatov (Oven, 1993, Lachaud in sod.,
1999). Ko pri¢nejo potekati delitve v kambiju, se Stevilo kambijevih celic poveca (Kutscha
in sod., 1975, Larson, 1994, Deslauriers, 2003). Na zacCetku rastne sezone poteka delitev
celic hitreje kot diferenciacija, zato Sirina kambija naraste. Dokler se ohranja ravnovesje
med stopnjo celicnih delitev ter stopnjo diferenciacije, je Sirina kambija bolj ali manj
konstantna. Ko je stopnja diferenciacije hitrejSa od stopnje delitev, se pri¢ne kambij
tanjsati. Slednji¢ celicne delitve popolnoma izostanejo. Vecina kambijevih derivatov se
diferencira bodisi v celice floema ali ksilema in debelina kambija je le iz neka;j celic (Oven,
1993, Larson, 1994, Lachaud in sod., 1999). Zakljucek diferenciacije terminalnih traheid
kasnega lesa je odvisen od trajanja kambijeve aktivnosti (Schmitt in sod. 2003, Gricar in
sod. 2003a). Pri navadni jelki (4bies alba) z ozkimi branikami oziroma manj produktivnim
kambijem se proces diferenciacije zadnjih nastalih terminalnih traheid kasnega lesa konca
prej kot pri drevesih s Sirokim branikami, kjer se zakljuci pozno jeseni (Gricar in sod.
2003b, 2005a).

2.7.2.2 Dormantno obdobje

Dormanca je zaCasno obdobje prekinitve rasti rastlinskih struktur, ki vsebujejo meristem
(apeksi korenin in poganjkov, vegetativni popki, vaskularni kambij, plutni kambij, cvetni
popki, razvijajoci listi, razvijajo¢i plodovi) (Lang in sod., 1985, 1987, Kozlowski in
Pallardy, 1997, Larcher, 2003). Lang in sodelavci (1985, 1987) so poenotili in poenostavili
terminologijo, ki se nanasa na dormantno obdobje rastlin. Dormanco so razdelili na tri
obdobja: ekodormanco, paradormanco in endodormanco (Lang in sod., 1987). Pri delitvi
so bili kljucni tisti dejavniki, ki sprozijo dormanco in pa podrocja, kjer je bilo mogoce
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zaznati prve odzive, ki so nadalje povzrocila koncne rastno-inhibitorske reakcije. Prvo
obdobje ekodormance uravnavajo dejavniki zunaj rastline, to so dejavniki naravnega
okolje (voda, temperatura, hranilne snovi, itd.), ki nespecificno vplivajo na celoten
metabolizem rastline (Lang in sod., 1985, 1987). Ekodormanca nastopi zaradi krajSanja
dolzine dneva in zniZevanja temperatur (Larcher, 2003). Obdobje paradormance je
uravnavano s fizioloSkimi dejavniki znotraj rastline, ki pa so hkrati izven prizadete
strukture (npr. apikalna dominanca ali doloCeni primeri fotoperiodicnega nadzora).
Biokemijski signal je lahko sprozZen iz okolja, ni pa nujno. Tretje obdobje endodormance je
nadzorovano s fizioloskimi dejavniki, ki so znotraj prizadete strukture (npr. mraz ali
doloceni primeri fotoperiodskega nadzora). Ti dejavniki imajo dolo¢ene znacilnosti, kot je
zacetek, trajanje in intenziteta, zato se rastline v tem obdobju ne morejo odzvati na zaCasne
ugodne klimatske razmere, kar predstavlja pomembno ekoloSko adaptacijo na hladna
obdobja. Ce bi se rastline odzvale na kratkotrajne otoplitve v zimskem obdobju, bi ob
naslednjem hladnem valu utrpele Stevilne poskodbe (Lang in sod., 1985, 1987, Larcher,
2003).

DORMANCA
ekodormanca paradermanca endodormanca
uravnavana s I."'WHWGIIG 5
urawnavana 2 FIZTOLOSKTIMI FIZIOLOSKIMI
dejayniki OKOLT A dajewmiki Sajamiki
J zunaj prizadete znotraj prizadete
strukture strukture
; temperaturni
I ekstremi, apikalna mrazni
M| pomanjkanje dominanca, odzivi,
E hranilnih snavi, fotoperiodni fotoperiodni
I vodni stres odzivi odzivi

Slika 16: Shema treh razlicnih obdobij dormance, kot so jih predlagali Lang in sodelavci (1987).

2.7.2.3 Sezonska dinamika ksilogeneze

Najvec raziskav o sezonski dinamiki ksilogeneze je bilo do sedaj opravljenih na Stevilnih
vrstah iglavcev; Abies balsamea, Abies alba, Larix decidua, Larix sibirica, Pinus
sylvestris, Picea abies, Picea glauca, Picea mariana, Picea sitchensis, Pinus cembra,
Pinus halepensis, Pinus sylvestris, Pinus taeda, Tsuga canadensis, Tsuga sieboldii itd.
(Whitmore in Zahner, 1966, Wolter, 1968, Skene, 1972, Wodzicki, 1972, Kutscha in
Schwarzmann, 1975, Antonova in Stasova, 1993, 1997, Antonova in sod., 1995,
Camarrero in sod., 1998, Horacek in sod., 1999, Gindl in sod., 2001, Mikinen in sod.,
2003, Deslauriers, 2003, Deslauriers in sod., 2003a, b, Rossi in sod., 2003, 2006b, Schmitt
in sod., 2004, Deslauriers in Morin, 2005). Tovrstnih §tudij na listavcih je malo (Schmitt in
sod., 2000, 2004). Trenutno potekajo raziskave na difuzno poroznih listavcih (desculus
hippocastanum, Acer platanoides, Platanus x hispanica) v urbanem okolju v Sloveniji
(Marion in sod., 2005) in na hrastu Quercus robur ter bukvi Fagus sylvatica na
Nizozemskem (Werf van der in Sass-Klaassen, 2006). Raziskave na iglavcih so bile
opravljene v ZDA (Gregory in Wilson, 1968, Skene, 1972, Kutscha in Schwarzmann,
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1975), v borealnih gozdovih Kanade (Deslauriers, 2003, Deslauriers in sod., 2003a, b,
Deslauriers in Morin, 2005, Turcotte in sod., 2005) v osrednji Sibiriji (Antonova in
Stasova, 1993, 1997, Antonova in sod. 1995), ob alpski gozdni meji v Italiji (Rossi in sod.,
2003, 2006b), na Ceskem (Horacek in sod., 1999), Poljskem (Wodzicki, 1972, 2001), v
semiaridnih obmogjih SV in JV Spanije (Camarero in sod., 1998, Dorado in sod., 2005,
Ribas in Gutiérrez, 2005), na Finskem (Mékinen in sod., 2003, Schmitt in sod., 2004, Seo
in sod., 2005), v Veliki Britaniji (Ford in sod., 1978), v Sloveniji (Gri¢ar in sod., 2004,
2005¢, Oven in sod., 2004, Cuden, 2005, Zupan, 2005) in v Avstriji (Gindl in sod., 2001,
Demsar, 2004).

Vcasih so Studije omejene na del vegetacijskega ali dormantnega obdobja (Antonova in
sod., 1995), ne zajemajo vseh procesov ksilogeneze (Murmanis in Sachs, 1969, 1973,
Kutscha in Schwarzmann, 1975, Kutscha in sod., 1975, Antonova in sod., 1995, Horacek
in sod., 1999), so opravljene na sadikah in ne na odraslih drevesih (npr. Richardson in
Dinwoodie, 1960, Denne in Dodd, 1981) ali pa so intervali med odvzemanjem vzorcev
veliki (Camarero in sod., 1998, Gindl in sod., 2001, Dorado in sod., 2005). Nekaj raziskav
je bilo opravljenih tudi po prenchanju kambijeve celicne delitvene aktivnosti (Nix in
Villiers, 1985, Donaldson, 1991, 1992, Schmitt in sod., 2003, Gricar in sod., 2003b, Gricar
in sod., 2005a) s poudarkom na spremljanju lignifikacije celi¢nih sten terminalnih traheid
kasnega lesa pri razli¢nih iglavcih.

Traheide iglavcev srednje Evrope v sploSnem potrebujejo za celoten proces diferenciacije
1 do 2 meseca (Wodzicki, 1972). Trajanje faze postkambijske rasti je odvisno od ¢asa v
rastni sezoni in znasa od 2 do 4 tedne. Odlaganje sekundarne celi¢ne stene in lignifikacija
potekata nekje od 4 do 5 tednov (maksimalno 8 tednov). Nizje temperature skozi daljSe
casovno obdobje, krajSanje dolzine dneva in pomanjkanje vode povzroCijo ustavitev
radialne rasti celic (Wodzicki, 1972). V splosnem se delitve v kambiju pri drevesih
zmernega pasu zacnejo med sredino aprila in zaCetkom junija, koncajo pa se med koncem
julija in zacetkom septembra (Wodzicki, 1972).

Za raziskave sezonske dinamike kambijeve aktivnosti in nastanka ksilemske branike pri
razlicnih drevesnih vrstah se uporabljajo Stevilne metode, kot npr. merjenje z dendrometri,
mikro vzorCenje, metoda »pining«, zebljanje, nozkanje, merjenje elektricne upornosti
kambija, radioloska metoda, upogibna metoda itd. (Whitmore in Zahner, 1966, Wolter,
1968, Yoshimura in sod., 1981a, b, Kuroda in Shimaji, 1983, 1984a, b, 1985, Kuroda,
1986, Kuroda in Kiyono, 1997, Gindl in sod., 2001, Deslauriers, 2003, Uggla in Sundberg,
2002, Wimmer, 2002, Mikinen in sod., 2003, Gricar in sod., 2003a, 2004, 2005b, Rossi in
sod., 2003, Schmitt in sod., 2003, 2004, Demsar, 2004, Oven in sod., 2004, Seo in sod.,
2005, Turcotte in sod., 2005, Zupan, 2005). Vsaka metoda ima svoje prednosti in
pomanjkljivosti, vendar so rezultati med seboj primerljivi.

2.7.2.3.1 Mikro vzorcenje

Studije debelinske rasti dreves v eni rastni sezoni najveckrat temeljijo na ponovitvah
odvzema majhih vzorcev (t.i. mikro vzorcenje) kambija in ksilemskega tkiva po obodu
drevesa. Za Studije nastanka ksilemske branike so ¢asovni intervali vzorcenja razlicni. Za
odvzem vzorcev se uporabljajo nespecificna orodja (kot npr. Surgical needle bone,
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Trapsystem” needle, kladivo in ostro dleto) ali pa specifitna (Increment hammer,
Increment puncher, Trephor), ki so bila namensko razvita za tovrstne raziskave (Gregory in
Wilson, 1968, Ford in sod., 1978, Uggla in sod., 1998, Forster in sod., 2000, Gindl in sod.,
2001, Gri¢ar, 2001, Deslauriers, 2003, Gri¢ar in sod., 2003a, b, 2005a, Cuden, 2005, Rossi
in sod., 2006a, b). Vzorcenje je najbolj kriticno na zacetku vegetacije, ko je kambijevo
obmocje Siroko in nastajajo celice ranega lesa s tankimi celi¢énimi stenami in velikimi
radialnimi dimenzijami. Kvaliteta vzorca je odvisna od ostrine rezalne konice orodja (slika
17). Pri uporabi skrhanega orodja so vzorci razpokani, zgneceni ali porusSeni (Forster in
sod., 2000, Rossi in sod., 2006a). Velikosti odvzetih vzorcev dolocajo oddaljenost med
sosednjimi vzorci zaradi odziva kambija na mehanske poSkodbe. Vecletno vzor€enje istega
drevesa verjetno lahko vpliva na njegovo vitalnost.

Slika 17: Eden najnovejSih specifinih orodij za odvzem mikro izvrtkov je Trephor, ki ga je razvila
italijanska skupina raziskovalcev iz Padove (Rossi in sod., 2006a) (Foto: L. Marion).

2.7.2.3.2 Metoda pining in odziv kambija na vbod 7 iglo

Metoda pining temelji na zelo majhni poskodbi kambija in njegovemu odzivu na vbod z
iglo premera 1-2 mm, s ¢imer je oznacen ksilemski prirastek nastal do trenutka poSkodbe
(Wolter, 1968). Minimalna poskodba z iglo povzroci odziv kambijevih celic in celic v
zgodnjih fazah procesa diferenciacije v obliki nastanka kalusnega tkiva, ki se v braniki
permanentno ohrani in je prepoznaven tudi po vec letih. Metoda natan¢no doloc¢i polozaj
kambijevih celic v ¢asu vboda z iglo. To predstavlja bistveno prednost te metode pred
ostalimi. Poskodba z iglo je omejena na zelo ozko tkivno podrocje in ne vpliva na vitalnost
celotnega drevesa. V poSkodovanem tkivu so se le kambijeve celice in najmlajsi ksilemski
derivati zmozni odzvati na poSkodbo z iglo. Mehanska poskodba kambija povzroci
nastanek kalusa, poranitvenega lesa in travmatskih smolnih kanalov (Yoshimura in sod.,
1981a, b, Kuroda in Shimaji, 1983, 1984a, b, Kuroda, 1986). Metoda je bila uspesno
uporabljena na iglavcih in listavcih (Wolter, 1968, Kuroda in sod., 1981a, b, Kuroda in
Shimaji, 1983, 1984a, b, 1985, Yoshimura in sod., 1981a, b, Kuroda, 1986, Kuroda in
Kiyono, 1997, Verheyden in sod., 2004, Demsar, 2004, Schimtt in sod., 2004, Zupan,
2005). Pri starejsih raziskavah s to metodo je bilo ve¢ vbodov z iglo narejenih na isti dan, v
Casu najvec¢je kambijeve aktivnosti. Vzorci so bili nato odvzeti v dolocenih intervalih
(Yoshimura in sod., 1981a, b, Kuroda in Shimaji, 1983, 1984a, b, 1985, Kuroda, 1986,
Kuroda in Kiyono, 1997). Z metodo pining je mogoce prouciti odziv kambija na poskodbo
in Cas ter naCin nastanka kalusnega tkiva (Kuroda in sod., 1981a, b Kuroda in Shimaji,
1983, Yoshimura in sod., 1981a, b, Kuroda, 1986). Poleg tega je mogoce s to metodo
slediti dinamiko kambijeve aktivnosti in nastanka sekundarnega ksilema tekom rastne
sezone (Béucher in sod., 1998, Lukan, 2004, Schmitt in sod., 2004, Demsar, 2004, Zupan,
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2005). V tem primeru so vbodi narejeni v eno- ali dvotedenskih intervalih, vzorci pa
odvzeti po koncu rastne sezone.

Vbod z iglo povzro¢i v kambiju zelo majhno poskodbo, ki se razlikuje od velikih
mehanskih poskodb (Torelli in sod., 1990, Oven, 1997). Obseg ranitvenega tkiva je manjsi,
struktura poSkodovanega tkiva pa je neodvisna od velikosti rane. Poranitveni les je mesto
poskodbe nastale z vbodom igle prerasel. Skozi rastno sezono se je odziv na poskodbo
spreminjal. Poskodovanja ob zakljucku rastne sezone so lahko ponovno vzpodbudila
kambijevo aktivnost (Lukan, 2004, Demsar, 2004, Oven in sod., 2004, Zupan, 2005, Gri¢ar
in sod., 2005c). Strukturo tkiva, nastalega kot odziv na ranitev z iglo, so opisali razli¢ni
avtorji na razlicnih drevesnih vrstah; Pinus resinosa — Wolter (1968), Pinus taeda —
Yoshimura in sodelavei (1981a, b), Kuroda in sodelaveci (1981a, b) Kuroda in Shimaji
(1984a, 1985), Tsuga sieboldii — Kuroda in Shimaji (1983), Populus americana — Kuroda
in Shimaji (1984b), Chamaecyparis obtusa — Kuroda in Kiyono (1997), Picea abies —
Béucher in sodelavci (1998), Lukan (2004), Demsar (2004), Oven in sodelavci (2004),
Zupan (2005).

Preiskave nenormalnega tkiva v blizini poskodbe, zlasti travmatskih smolnih kanalov
natancnost te metode Se izboljSa. Kuroda in Shimaji (1983) sta v eni izmed Studij sledila
procesu nastajanja travmatskih smolnih kanalov pri Tsuga sieboldii. Ugotovila sta, da je
polozaj zunanjega roba travmatskih smolnih kanalov sovpadal s polozajem kambijevih
inicialk v ¢asu vboda, medtem ko se notranji rob travmatskih smolnih kanalov ni skladal
(slika 18). Na osnovi tega sta sklepala, da so se travmatski smolni kanali vedno razvili iz
ksilemskih materinskih celic v blizini kambijevih inicialk v trenutku vboda. V nekaterih
primerih pa so travmatski smolni kanali nastali nekoliko kasneje glede na ¢as vboda.
Kuroda in Shimaji (1983) sta zakljucila, da polozaj travmatskih smolnih kanalov ne
oznacuje polozaja kambijevih inicialk tako natan¢no kot ga nenormalno tkivo. Ravno tako
zaCetka faze oblikovanja sekundarne celicne stene ni mogoce dolociti iz polozaja
travmatskih smolnih kanalov. Po drugi strani pa je travmatske smolne kanale precej lazje
zaslediti kot nenormalno tkivo, ki je omejeno le na neposredno blizino vboda (Kuroda in
Shimaji, 1983, Kuroda, 1986). Travmatski smolni kanali se ob poskodbi pojavijo tudi pri
vrstah, ki normalnih smolnih kanalov nimajo. Doloceni ksilemski derivati, ki bi se v
normalnih razmerah diferencirali v traheide, spremenijo smer razvoja in se oblikujejo v
epitelne celice aksialnih smolnih kanalov (Kuroda in Kiyono, 1997).
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Slika 18: Shema nastanka travmatskega smolnega kanala pri Tsuga sieboldii po: (I) treh dneh, (II) desetih
dneh in (IIT) enem mesecu po poskodovanju. C.I. — kambijeve inicialke, X.M. — ksilemske materinske celice,
prekinjena Crta - polozaj kambijevih inicialk v trenutku poskodovanja (Kuroda in Shimaji, 1983).
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Yoshimura in sodelavci (1981a, b) so na primeru bora Pinus taeda podrobneje proucili
odziv tkiva na mikroposkodbe (slika 19). V ¢asu vboda je med kambijem ter celicami s
sekundarno celicno steno nastala velika odprtina. Nekaj dni po vbodu se je odprtina v
obmocju ksilemskih materinskih celic ter celic v fazi postkambijske rasti pricela ozati.
Priblizno po enem tednu sta se robova odprtine skorajda zdruzila. Po desetih dneh so se
prameni ostankov poruSenih primarnih celi¢nih sten v blizini kambijevih inicialk pretrgali
in se s casoma pomaknili proti floemski in ksilemski strani. Na teh mestih so priceli
radialni nizi traheid proliferirati proti kambijevim inicialkam. Medtem so se tvorile
abnormalne parenhimske celice v obmoc¢ju med kambijem ter celicami v fazi odlaganja
sekundarne celi¢ne stene. Parenhimske celice so se namnozile in povecale in povzrocile
deformacijo prec¢nih dimenzij nediferenciranih traheid. Polozaj kambijevih inicialk v
trenutku ranitve je bilo mogoce dolociti na osnovi proliferiranega tkiva ter poloZaja
najgloblje lezecih v ksilemu pretrganih ostankov celi¢nih sten (slika 19) (Yoshimura in
sod., 1981a).

a b o d

Slika 19: Shema odziva tkiv na vbod z iglo pri Pinus taeda: (a) neposredni odziv na vbod z iglo, (b) odziv po
nekaj dneh, (c¢) odziv po desetih dneh in (d) odziv po enem mesecu. (1) domnevni polozaj kambijevih inicialk
v trenutku ranitve, (2) domnevni poloZaj celic v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene v ¢asu ranitve. P —
floem, R — trakovni parenhim, Ca — vrzel nastala z vbodom (Yoshimura in sod., 1981a).

Kuroda in Shimaji (1984b) sta proucila odziv kambija na vbod z iglo tudi v radialni ravnini
(slika 20), kjer je bila lepo vidna odprtina, ki je nastala po poskodbi v obmocju kambija.
Teden dni kasneje se je odprtina zacela ozati. Prazen prostor so zapolnile parenhimske
celice trakov in ostanki kolabiranega kambija (Kuroda in Shimaji, 1984b).

T

X "



Gricar J. Vpliv temperature in padavin na ksilogenezo pri jelki (Abies alba) in smreki (Picea abies). 31
Dokt. dis. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2006

Slika 20: Shematski prikaz odziva tkiv na vbod z iglo pri Pinus taedi v radialni ravnini: a) neposreden vbod z
iglo; b) odziv po izvleku igle; X — ksilem, P — floem, G — odprtina nastala z vbodom, AR — letnica med
tekocCo braniko in braniko prejS$njega leta (Kuroda in Shimaji, 1984b).

Pri vrstah Chamaecyparis obtusa, Cedrus deodara in Pinus taeda naj bi se kambijeve
celice v ¢asu poskodbe nahajale nad kalusom (slika 21) (Kuroda in Kiyono, 1997). Kalus
naj bi nastal kot rezultat abnormalne proliferacije trakovnih celic (Kuroda, 1986). Velikost
in oblika kalusnega tkiva je bila odvisna od velikosti igle, vitalnosti drevesa in drevesne
vrste. Letnice so bile na mestu poskodbe valovite, saj se je lokalno (nad kalusom) zaradi
poskodbe povecala celi¢na produkcija (Kuroda, 1986).

poveéanje radialnib
Tr celiénih nizov

ksilemska
branika

nezrele celice
ob poskodbi

odrasle celice

l

tangencialna razpoka '
nastala ob poskodbi

Slika 21: Shema lokacije kambija v ¢asu poSkodbe na precnem prerezu pri Chamaecyparis obtusa. Pa —
kalusne celice, Tr —traheide poranitvenega lesa (Kuroda in Kiyono, 1997).

Ne glede na ¢as ranitve je vbod z iglo pri navadni smreki povzrocil izsusitev ksilemskih
tkiv, nekrozo nediferenciarnih ksilemskih celic, nastanek kalusnega tkiva, travmatskih
smolnih kanalov ter tipicnega poranitvenega lesa. Edini relevantni anatomski znak za
dolocitev polozaja kambija v trenutku ranitve so bili odmrli ostanki kambijevih inicialk ter
najmlajsih ksilemskih derivatov, ki so se nahajali v kalusu (Lukan, 2004, Demsar, 2004,
Zupan, 2005). Smolni kanali se niso izkazali kot zanesljiv pokazatelj nastalega
ksilemskega prirastka do Casa posSkodbe pri navadni smreki. Dolocitev zakljucka redne
kambijeve delitvene aktivnosti lahko otezuje z ranitvijo inducirana reaktivacija meristema,
ki je bila pogostejsa pri smrekah, ki rastejo v ugodnejsih klimatskih razmerah (Oven in
sod., 2004).

2.7.2.3.3 Dendrometri

Dendrometri so nedestruktivni instrumenti, ki kontinuirano belezijo radialne spremembe
drevesnih tkiv, npr. debla, redkeje korenin. Lastnosti dendrometrov se z vidika to¢nosti,
natanc¢nosti, resolucije, stroSkov in enostavnosti uporabe razlikujejo. V grobem lo¢imo
kontaktne (tockasti in obrocasti) in opti¢ne dendrometre (Clark in sod., 2000). Dimenzijske
spremembe debel zajemajo radialno rast dreves (lesa in skorje, kot rezultat aktivnosti
vaskularnega in plutnega kambija), spremembe v hidrataciji, sekundarne spremembe v
skorji (kolaps sitastih elementov, inflacija parenhima, nastanek sklereid itd.) (Deslauriers
in sod., 2005). Meritve dendromentrov so prikazane kot kontinuirane ¢asovne serije
radialnih fluktuacij debla, ki jih je mogoce razdeliti na reverzibilno kr€enje in nabrekanje
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debla povezano s pretokom vode po deblu in na ireverzibilno rast debla tekom rastne
sezone. Rast drevesa zajema predvsem postkambijsko rast ksilemskih in floemskih celic.
Analize meritve je mogocCe opraviti na dnevni ali vecdnevni skali (Deslauriers in sod.,
2005, Turcotte in sod., 2005). Studije o radialnih spremembah dreves s pomocjo
dendrometrov so bile najveckrat opravljene med rastno sezono, najnovejSe pa tudi v
dormantnem obdobju (Turcotte in sod., 2005).

2.7.3 Vpliv endogenih dejavnikov na ksilogenezo

Na strukturo in lastnosti lesa vplivajo genetski in antropogeni dejavniki ter okolje, znotraj
katerih nastajajo celice lesa oziroma lesno tkivo (Plomion in sod., 2001, Wodzicki, 2001).
Les je kon¢ni produkt biosinteze, zato si lahko njegovo nastajanje predstavljamo kot
funkcijo genskega izrazanja in stopnje katalize strukturnih encimov (Savidge, 2000b).
Izrazanje genov v visoko organiziranem vaskularnem tkivu dreves doloca epigenetski
nadzorni sistem, ki je odgovoren za Casovno in prostorsko zaporedje osnovnih procesov,
kot npr. celicne delitve, rast celic, sinteza in avtoliza celicne stene (Wodzicki, 2001). Za
popolno razumevanje nastanka lesa bi bilo potrebno poznati posamezne komponente vseh
intristi¢nih procesov (npr. kemijske reakcije in fizikalne spremembe), ki so nujni za
debelinsko rast dreves. Hkrati so pomembni vplivi drugih procesov na delovanje vsake
posamezne komponente, kot so fitohormoni, fotosinteza ter transport do kambija.
Mikrookolje znotraj vsake posamezne celice vpliva na gensko izrazanje in katalizo
encimov. Vloga ekstristicnih dejavnikov (voda, svetloba, CO,, O,, temperatura, anorganski
ioni, gravitacijska sila itd.) v kambiju na te procese Se ni popolnoma raziskana (Savidge,
2000b). Razlicne lastnosti lesa znotraj posameznega drevesa (juvenilni, adulti in
senescentni les, deblo, veje in korenine, normalni in reakcijski les, beljava in jedrovina,
rani in kasni les, itd.) obstajajo navkljub nespremenjenemu genotipu. Proces nastanka lesa
ni vnaprej dolocen, pac pa je zelo plasti¢en produkt interakcij med genoptipom in okoljem
(Savidge, 2000b).

Fizikalni dejavniki okolja vplivajo na sezonsko aktivnost kambija preko hormonov.
Fitohoromoni imajo klju¢no vlogo pri fizioloskih procesih v drevesu (Roberts in sod.,
1988, Uggla in sod., 1996, Sundberg in sod., 2000). Lahko jih razdelimo v dve skupini:
promotorji (avksini, giberelini, citokinini, etilen), ki pospeSujejo in inhibitorji (abscizinska
kislina), ki zavirajo rast (Roberts in sod., 1988, Plomion in sod., 2001). Pri uravnavanju
kambijeve aktivnosti je avksin najpomembnejsi fitohormon. Apikalno produciran IAA (B-
indol ocetna kislina, najpomembnejSi predstavnik skupine avksinov) se prenasa po
bazipetalnem polarnem transportnem sistemu v kambiju in v manj$i meri tudi po sitastih
celicah prevodnega floema (Savidge, 1996, Uggla in sod., 1996, Kalev in Aloni, 1998,
Lachaud in sod., 1999). V neposkodovanih rastlinah je polarni tok avksina nujen za
prostorsko organiziranje prevodnih tkiv ter za vzdrZevanje delovanja vaskularnega
kambija. Mehanske poskodbe prekinejo polariziran tok signalov, kar povzroci
deorganizirano rast kambija (Uggla in sod., 1996, Lachaud in sod., 1999, Sundberg in sod.,
2000). Poleg vzpodbujanja mitotske aktivnosti v kambiju, IAA vpliva na diferenciacijo
elementov; na ekspanzijo primarne celi¢ne stene, debelitev sekundarne stene ter na konéno
velikost celice (Uggla in sod., 1996). Koli¢ina dovedenega IAA uravnava obseg delitev v
kambiju (Sundberg in sod., 2000). V starejsi literaturi so predpostavljali, da se delitve v
kambiju zacnejo, ko vsebnost avksina preseZe mejno vrednost, produkcija celic pa je v
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korelaciji s koncentracijo avksina (Uggla in sod., 1998, Lachaud in sod., 1999, Sundberg in
sod., 2000). Novejse Studije (Sundberg in Little, 1990, Sundberg in sod., 2000, Uggla in
sod. 1996, 1998, 2001) intenzivnosti kambijeve aktivnosti ne pripisujejo hormonalni
koncentraciji, marvec $irini radialnega avksinskega gradienta. Radialna distribucija IAA v
kambiju kaze najvisjo vrednost v obmocju celi¢nih delitev in strmo upadanje proti ksilemu
in floemu (Uggla in sod., 1996). Pozicijski signalni sistem kambijevim celicam doloci
njihovo radialno pozicijo, iz Cesar se izrazijo doloCeni geni (Uggla in sod., 1996). Razvoj
kambijevih celic naj bi potekal skladno z njihovo pozicijo vzdolz gradienta. Sosedn;ji
celi¢ni nizi naj bi tako sprejeli enako koli¢ino hormonov in se s tem socasno razvijali
(Plomion in sod., 2001). Ustvarjen koncentracijski gradient naj bi tako wvplival na
diferenciacijo tkiv in organov. Delitev celic v kambiju poteka v srediScu gradienta, nad
mejno koncentracijo IAA. Ce se §irina radialnega avksinskega gradienta poveca, se s tem
poveca tudi Stevilo deleCih se kambijevih celic. Razlike v Sirini radialnega
koncentracijskega gradienta IAA in ne v koncentracijah med dormantnim in aktivnim
kambijem pojasnjujejo konec oziroma zacetek celi¢nih delitev (Uggla in sod., 1996).
Rezultati se skladajo s predhodnimi ugotovitvami o povisani stopnji IAA v ¢asu dormance
(Little, 1981, Savidge in Wareing, 1981, Sundberg in Little, 1990, Eklund in Klintborg,
2000). Za ohranjanje delitev v kambiju je potrebna nenehna oskrba kambija skozi polarni
transportni sistem (Sundberg in sod., 2000). Koli¢ina IAA v kambijevem obmocju je
povezana z aktivno rastjo poganjkov. Posledica povecane bazipetalne oskrbe kambija z
avksinom ob ponovni rasti poganjkov je SirSa radialna distribucija avksina. Ob obilni
oskrbi z avksinom se poveca tudi koncentracija. Radialna Sirina gradienta je v pozitivni
korelaciji s stopnjo kambijeve rasti, kakor tudi s Stevilom delecih se celic v kambiju (Uggla
in sod., 1996, 1998, 2001).

Ravno tako zakljucka delitev v kambiju ni mogoce prepreciti z eksogeno oskrbo z IAA
(Little in Bonga, 1974, Uggla in sod., 2001). Pomembna je obcutljivost meristemskih celic
na avksin. Odziv kambija na enako koncentracijo avksina variira in od junija do avgusta
pada (Lachaud in sod., 1999). Dodajanje avksina na popke mirujocega drevesa ne stimulira
kambija. Mirujoce kambijevo obdobje bi tako lahko razlagali kot obdobje neodzivanja
kambijevih celic na TAA. Celice lahko po ohladitvi ponovno pridobijo sposobnost
obcutljivosti na avksin (Lachaud in sod., 1999). Kambijeva obcutljivost na avksin je kot
kaze neposredno povezana s sposobnostjo kambijevih celic polarnega transporta. Med
rastno periodo poteka transport tega hormona preko vmesnih nosilcev v obliki valovanja
kot bazipetalni tok. Hitrost tega valovitega toka je odvisna od temperature. S prenehanjem
kambijeve aktivnosti ob koncu poletja ali zgodaj jeseni se avksinski transport kvalitativno
spremeni. V oktobru in novembru transport postane bolj ali manj difuzen, kar nakazuje na
neaktivnost ali izgubo vecine avksinskih nosilcev v kambiju. Kambijeva reaktivacija je
mogoca samo, ¢e celice znova pridobijo sposobnost polarnega avksinskega transporta
(Lachaud in sod., 1999).

Stopnja in trajanje posameznih procesov ksilogeneze doloCajo morfologijo ksilemskih
celic (Whitmore in Zahner, 1966, Skene, 1972, Wodzicki, 1972, Ford in sod., 1978,
Sundberg in sod., 2000). Nastanek kasnega lesa naj bi bil rezultat upocasnjene stopnje
celicnih delitev, krajSega trajanja in zmanjSane stopnje postkambijske rasti ter daljSega
obdobja sinteze sekundarne celi¢ne stene (Whitmore in Zahner, 1966, Wodzicki, 1971,
Skene, 1972, Ford in sod., 1978, Denne in Dodd, 1981). Prehod iz ranega lesa v kasnega ni



Gricar J. Vpliv temperature in padavin na ksilogenezo pri jelki (Abies alba) in smreki (Picea abies). 34
Dokt. dis. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2006

povezan z zmanjSano oskrbo kambijevega podrocja z IAA, paC pa je v tesni zvezi z
zmanjS$anjem S$irine radialne porazdelitve IAA in posledi¢no s povecano koncentracijo TAA
v kambiju (slika 22) (Uggla in sod., 2001). Zakljucek delitev v kambiju ni povezan z
zmanjSanjem koncentracije IAA v tem obmocju. ZmanjSane radialne dimenzije traheid
kasnega lesa niso bile povezane z znizano koncentracijo IAA v obmocju postkambijske
rasti. Prehod iz faze postkambijske rasti v fazo sinteze sekundarne celicne stene je bil
povezan s strmim padcem koncentracije IAA (Uggla in sod., 1998, 2001, Sundberg in sod.,
2000). ZmanjSanje obmocja postkambijske rasti naj bi bilo v zvezi z zmanjSanjem Sirine
gradienta IAA. Ta spremenjena porazdelitev IAA naj ne bi bila posledica zmanjSanje
oskrbe z [AA, pa¢ pa neznanega mehanizma, ki naj bi dolocal razdaljo med najvisjo
vrednostjo IAA v kambiju in mejo gradienta koncentracije.

Poleg avksina je zelo pomembna tudi njegova interakcija z ostalimi fitohormoni,
hranljivimi snovmi in vodnim potencialom (Wodzicki, 2001). Koncentracija saharoze, ki
sezonsko zelo variira, naj bi tudi vplivala na naravo diferenciacije ksilemskih celic
(Savidge, 1996). Najvecja vsebnost saharoze je bila v floemu, njena koncentracija pa je
strmo padla proti kambiju. Gradient saharoze bi lahko priskrbel dodatno informacijo o
floemski in ksilemski diferenciaciji (Lachaud in sod., 1999, Plomion in sod., 2001).
Najvi§je vrednosti fruktoze in glukoze so bile v razvijajoCih se traheidah. Aktivnost
saharozne sintaze naj bi bila najnizja v obmocju celic obdanih le s primarno steno, najvecja
pa v obmocju sinteze sekundarne celicne stene. Saharozna sintaza naj bi bila del celulozno
sintaznega kompleksa. Potrebna naj bi bila tudi za vzdrZzevanje biosinteze lignina (Hauch
in Magel, 1998). Avtorji (Uggla in sod., 2001) niso zasledili o¢itnih sezonskih sprememb v
razpolozljivosti karbohidratov. Podobno kot predhodni raziskovalci so zakljucili, da je
nastanek kasnega lesa pod razvojnim in ne metabolnim nadzorom (Whitmore in Zahner,
1966, Skene, 1972, Wodzicki, 1972, 2001). Koncentracijski gradienti topnih sladkorjev v
razvijajoCem se vaskularnem tkivu kaze, da topni sladkorji ne predstavljajo le energije in
sestavine za strukture in shranjevanje, pac¢ pa naj bi bili tudi razvojni regulatorji (Uggla in
sod., 2001). V kalusu in strzenu je vloga saharoze kot signala za razvoj ksilemskih in
foemskih elementov Ze raziskana. Razmerje med avksinom in saharozo naj bi uravnavalo
diferenciacijo v floem ali ksilem. Nasprotni koncentracijski gradienti avksina in saharoze
naj bi dolocali pozicijsko informacijo za razvoj ksilema in floema (Uggla in sod., 2001).
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Slika 22: Shematski prikaz porazdelitve avksina, karbohidratov in aktivnosti saharoznih presnovnih encimov
v kambiju, diferencirajocih se in zrelih derivatih ranega in kasnega lesa (Uggla in sod., 2001). FP — floemske
celice, Suc — saharoza, Fru — fruktoza, Glu — gluktoza, Susy — saharozna sintaza, SPS — Suc-fosfatna sintaza,
Al — kislinska invertaza, FP — floem, CZ — kambij, ET — traheide v postkambijski rasti, EW (I) — traheide
ranega lesa v procesu odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije, EW(d) — zrele traheide, LW(1) —
traheide kasnega lesa v procesu odlaganja sekudnarne celi¢ne stene in lignifikacije

2.7.4 Vpliv eksogenih dejavnikov na ksilogenezo

Okolje doloca fizikalne pogoje in energijo, ki so potrebni za ksilogenezo. Signali, ki
dolocajo zacetek, zakljucek in stopnjo posameznih procesov ksilogeneze izvirajo iz okolja.
Zunanje dejavnike okolja, ki vplivajo na ksilogenezo in s tem na strukturo lesa, lahko
delimo na: dejavnike, ki doloCajo osnovne razmere za ksilogenezo, (temperatura, voda,
hranilne snovi oz. rodovitnost tal, gravitacija, fotoperioda, itd.) in priloZnostni dejavniki
(veter, pozari, zmrzali, poplave, defoliacija, gozdno gospodarjenje, zracna polucija itd.)
(Wodzicki, 2001). Veliko S§tudij o vplivih okolja na ksilogenezo je bilo opravljenih na
sadikah ali zelo mladih drevesih rastoih v nadzorovanih razmerah. Vplivi izbranih
dejavnikov okolja na posamezne procese ksilogeneze pri odraslih drevesih so najveckrat
posredno pojasnjeni z raziskavami vplivov priloZznostnih dejavnikov oziroma s sezonskimi
klimatskimi spremembami. V normalnih razmerah dejavniki okolja vzajemno delujejo, kar
otezuje Studije o vplivih izbranih dejavnikov. Te informacije so navadno pridobljene iz
raziskav ksilogeneze in strukture lesa pri drevesih, ki rastejo v gozdnih sestojih, pri
zdruzenih vplivih klime, vlaznosti tal, razpolozljivosti hranljivih snovi, gozdnega
gospodarjenja in zraéne polucije (Wodzicki, 2001). Vpliv dolo¢enih klimatskih dejavnikov
na debelinsko rast dreves je najizrazitj$i na manj ugodnih rasti§¢ih. Omejujoci dejavnik
vpliva na zacetek konec in dinamiko celicne produkcije (Kirdyanov in sod., 2003). Vpliv
posameznih dejavnikov na ksilogenezo se med rastno sezono spreminja.

Na $irino ksilemskih branik vplivata dinamika in trajanje celi¢nih delitev v kambiju. Iste
drevesne vrste, ki rastejo na razli¢nih rastis¢ih, se prilagodijo razmeram okolja, kar kaze na
njihovo veliko fleksibilnost in plasticnost (Gregory in Wilson, 1968, Alpert in Simms,
2002. Rossi in sod., 2006b). Sirina ksilemskih branik pri smreki Picea glauca je bila na
Aljaski (65°S) in v Novi Angliji (43°S) primerljiva, ¢etudi je bilo trajanje kambijeve
aktivnosti na slednjem rastiscu daljSe (Gregory in Wilson, 1968). Stopnja celi¢nih delitev v
kambiju je bila na Aljaski vecja, kar bi lahko pomenilo vecje Stevilo celic v kambiju ali pa
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hitrejSe delitve. Zacetek kambijeve aktivnosti naj bi bil na obeh ploskvah odvisen od
temperatur, saj so se delitve zacele po tem, ko je 11 zaporednih dni povprecna temperatura
presegla 6°C. Na Aljaski, kjer je kambijeva aktivnost trajala 95 dni, je bilo 80% celotne
ksilemske branike oblikovane v 45 dneh, v novi Angliji, kjer je bil kambij aktiven 145 dni,
pa v 95 dneh. Smreka na Aljaski se je s hitrejSimi delitvami prilagodila na krajSo rastno
sezono (Gregory in Wilson, 1968).

Antonova in Stasova (1993, 1997) sta pri rdeCem boru (Pinus sylvestris) in sibirskem
macesnu Larix sibirica na obmocju osrednje Sibirije raziskali optimalno temperaturo in
koli¢ino padavin za posamezne faze ksilogeneze. Na celicne delitve v kambiju ter na
postkambijsko rast celic bora in macesna je vplivala temperatura, zlasti v maju in juniju
(na zacetku vegetacije), vpliv koli¢ine padavin na ta dva procesa pa je bil najvecji v juliju
in avgustu. Na akumulacijo biomase v celi¢ne stene skozi celotno vegetacijsko obdobje je
vplivala zlasti temperatura. Optimalna temperatura za delitve v kambiju je bila 20-21°C pri
obeh vrstah, pri previsokih temperaturah, nad 25°C, je stopnja delitev upadla. Minimalne
temperature so bile 11-12°C. Padavine so v manjsi meri vplivale na delitve, vendar pa sta
na osnovi modelov izracunali optimalno koli¢ino padavin: 2 mm/dan. Za postkambijsko
rast so bile optimalne temperature 21-23°C z maksimalnimi temperaturami do 27°C in
minimalnimi 12-14°C. Padavine v juniju niso v vplivale na dinamiko rasti, saj je bila v tleh
tedaj Se zadostna koli¢ina vode. Izracunana optimalna koli¢ina padavin naj bi bila 1,4
mm/dan. Postkambijska rast traheid je pri rdeCemu boru trajala 3-17 dni, odvisno od
Casovne pozicije celic v drevesu. Na zacetku vegetacije je bila rast traheid najvecja
(Antonova in sod., 1995). Za sintezo sekundarne stene je bila optimalna povprecna
temperatura nekoliko nizja; 15-17°C z maksimalnimi temperaturami med 21-23°C in
minimalnimi med 8-11°C. Odstopanje izven teh meja je povzrocilo manjSo stopnjo
akumulacije biomase v celi¢no steno (tudi Whitmore in Zahner, 1966). Razlog za krajso
sintezo sekundarne stene pri vi§jih temperaturah naj bi bilo povezano s pospeseno
programirano celicno smrtjo. Programirana celicna smrt pomembno vpliva na trajanje
maturacije in s tem na debelino celi¢ne stene (Wodzicki, 1972). Na odlaganje sekundarne
stene naj bi imele vecji vpliv temperature kot pa koli¢ina padavin (izracunana optimalna
koli¢ina padavin: 2,5 mm/dan). Vendar pa naj bi nadpovprecna koli¢ina padavin negativno
vplivala na kon¢no koli¢ino biomase v celi¢ni steni. Prehod iz ranega v kasni les avtorici
pojasnjujeta z vodnim stresom zaradi pomanjkanja padavin in iz€rpanja vodnih rezerv v
tleh.

Horacek in sodelavci (1999) so proucili vpliv temperature, oskrbe z vodo, dolzine dneva,
na trajanje in dinamiko ksilogeneze pri navadni smreki Picea abies na Ceskem. Podrobneje
so analizirali ksilemske celice v fazi postkambijske rasti. Temperatura (nad 5°C) je
predstavljala najpomembne;jsi kriticni dejavnik na zacetku vegetacijskega obdobja. Takrat
je bila radialna postkambijska rast v pozitivni korelaciji z naraSCajoCo temperaturo.
Optimalna povprecna temperatura za postkambijsko rast je bila okoli 13°C. Kasneje, v
poletnih mesecih, je oskrba z vodo predstavljala omejujo¢ dejavnik za postkambijsko rast
celic. Mejna mesec¢na koli¢ina padavin je bila 100 mm, mejna koli¢ina vode v tleh pa 80
mm. Radialna rast celic je bila v pozitivni korelaciji z dolzino dneva, pri Cemer je
maksimalna stopnja rasti sovpadala s poletnim solsticijem (21. junij). Kambijeva
produkcija se je zakljucila do jesenskega ekvinokcija (23. september). Traheide ranega lesa
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so potrebovale veC Casa za postkambijsko rast in manj za odlaganje sekundarne celi¢ne
stene v primerjavami s celicami kasnega lesa (Horacek in sod., 1999).

Trenutno intenzivne Studije o vplivu temperature in padavin na kambijevo celi¢no
delitveno aktivnost ter diferenciacijo traheid opravljata Desaluriers in Rossi s sodelavci
(2003, 2005, 2006) na primeru jelke Abies balsamea v borealnih gozdovih Kanade ter na
iglavcih Larix decidua, Pinus cembra in Picea abies ob alpski gozdni meji v Italiji. Ob
alpski gozdni meji nastajanje branike poteka od sredine maja do konca septembra (Rossi in
sod., 2003). Temperatura naj bi bila na tem obmocju eden najpomembnejSih klimatskih
dejavnikov, ki vpliva na ksilemsko celicno produkcijo. Visoke temperature od maja do
junija so povecale celicno produkcijo pri vseh proucevanih vrstah iglavcev. Na ekstremnih
rastis¢ih je vegetacijsko obdobje praviloma krajSe, branike so oZje in rast drevesa je
praviloma omejena predvsem z nizkimi temperaturami (Rossi in sod., 2003). Rastna
sezona je pri drevesih borealnih gozdov kratka zaradi nizkih zra¢nih in talnih temperatur v
pomladnih in poletnih mesecih. Deslauriers in Morin (2005) sta pri jelki Abies balsamea iz
borealnih gozdov Kanade ugotovila enakomerno prirasc¢anje, saj se Sirina branik med leti
ni bistveno spreminjala. Celi¢na produkcija je bila odvisna od minimalnih zra¢nih in talnih
temperatur. Povprecne in maksimalne temperature so imele manjsi vpliv na delitve v
kambiju. Vpliv temperature je bil ve&ji v obdobju nastajanja ranega lesa. Casovni zamik
dni od dneva vzorcenja je zmanjSal korelacijske vrednosti med temperaturo in celi¢no
produkcijo, kar naj bi kazalo na hiter odziv kambija na temperaturne spremembe
(Deslauriers in Morin, 2005). Kirdyanov in sodelavci (2003) so opisali pomen obdobja
taljenja snega za zvisanje talnih temperatur in s tem zacetka rastne sezone pri drevesih iz
Sibirije.

Rossi in sodelavci (2006b) so izvedli obsezne raziskave o zacetku, koncu, trajanju in
dinamiki nastanka ksilemske branike pri Stevilnih iglavcih, ki rastejo v hladnih podro¢jih
zmernega pasu, v obdobju med 1996-2004. Stopnja maksimalne debelinske rasti je bila ne
glede na drevesno vrsto ali rasti§¢e v obdobju solsticija. Fotoperioda izkazuje stanovitnejsi
signal v primerjavi s temperaturo. Casovno usklajevanje maksimalne stopnje rasti s
temperaturno kulminacijo, ki je konec julija, bi za rastline predstavljalo tveganje, saj se
zadnje nastale traheide ne bi uspele popolnoma oblikovati. Mékinen in sodelavci (2003) so
na podlagi dendrometrskih meritev in analiz celi¢ne produkcije mikroizvrtkov s stereo-
mikroskopom zabelezili maksimum debelinske rasti sredi julija. Zamik je najverjetneje
posledica neustreznih analiz mikroizvrtkov. Pod stereo-mikroskopom celic v postkambijski
rasti, ki so obdane le s tanko primarno steno, in celic v procesu odlaganja sekundarne
celi¢ne stene ni mogoce jasno videti. Avtorji so najverjetneje Steli le zrele, lignificirane
traheide, ki se pojavijo 3 do 4 tedne po zacetku delitve v kambiju. Raziskave Rossija in
sodelavcev (2006b) kazejo, da so se drevesa, ki rastejo na razli¢nih rastiscih, zelo sposobna
prilagajati glede zacetka, trajanja, dinamike in zakljucka produkcije lesa glede na
temperaturo in fotoperiodo. Temperature lahko vplivajo na zacetek, konec in dinamiko
kambijeve aktivnosti, ne pa na ¢as maksimalne stopnje celi¢ne produkcije, ki naj bi bil
vedno v Casu solsticija (Rossi in sod., 2006b). Drevesa naj bi izkazovala veliko plasticnost
in prilagodljivost na okolje, v katerem rastejo (Gregory in Wilson, 1968, Alpert in Simms,
2002, Rossi in sod., 2006b).
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Gindl in sodelavci (2000) so pri navadni smreki iz Alp zasledili tesno zvezo med
lignifikacijo terminalnih traheid kasnega lesa in temperaturo. Ce so bile temperature v
septembru in oktobru zelo nizke, ko je potekal razvoj zadnjih nastalih celic, so celicne
stene vsebovale manj lignina (Gindl in Grabner, 2000, Gindl in sod., 2000).

2.7.5 Vpliv eksperimentalno nadzorovanih razmer na kambijevo aktivnost in
celi¢no diferenciacijo

Alternativen nacin za raziskave vpliva doloCenih dejavnikov na posamezne procese
ksilogeneze so eksperimentalno nadzorovane razmere. Z izpostavitvijo mladih poganjkov,
sadik ali delov drevesa nadzorovanim razmeram v obdobju kambijeve aktivnosti ali
dormance je mogoce pridobiti dodatne informacije o dejavnikih, ki vplivajo na kambijevo
delovanje ter celi¢no diferenciacijo (Little in Bonga, 1974, Denne in Dodd, 1981, Little,
1981, Savidge in Wareing, 1981, Riding in Little, 1984, 1986, Mellerowicz in sod., 1992,
Savidge in Barnett, 1993, Barnett in Miller, 1994, Oribe in Kubo, 1997, Oribe in sod.,
2001, 2003, 2004, Rensing in Samuels, 2004, Gricar in sod., 2006b). Oribe in sodelavci
(Oribe in Kubo, 1997, Oribe in sod., 2001, 2003, 2004) so zasledili razlike v odzivu
dormantnega kambija pri razlicnih vrstah iglavcev na lokalno ogrevanih deblih. Pri
macesnu Larix leptolepis ogrevanje ni stimuliralo delitev v kambiju pred redno kambijevo
aktivnostjo, ki se je pojavila Sele po aktivaciji popkov. Pri mladikah smreke Picea
sitchensis se je kambij reaktiviral v ogrevanih podrocjih stebla le, e so bile iglice in popki
nedotaknjeni (Barnett in Miller, 1994). Pri kriptomeriji (Cryptomeria japonica) je
ogrevanje vzpodbudilo kambijevo delitveno aktivnost, odziv kambija pa je narascal s
prehajanjem iz zimskega v pomladno obdobje (Oribe in Kubo, 1997). Odziv kambija je bil
vecji tik pod krosnjo drevesa kot na bazi. Pri jelki Abies sachalinensis je ogrevanje
vzpodbudilo kambijevo delitveno aktivnost, vendar so se delitve v Se vedno ogrevanem
kambiju po nekaj dneh ustavile, medtem ko se proces celi¢ne diferenciacije sploh ni zacel
(Oribe in sod., 2003, 2004). Za reaktivacijo kambija je potrebno preseci kriticno stopnjo
avksina. Intaktni mladi poganjki potrebujejo za reaktivacijo stalno oskrbo avksina iz
razvijajoCih se popkov (Sundberg in sod., 2000). Endogeni avksin, ki je prisoten v
dormantnem kambiju odraslih dreves, v¢asih zadostuje za kambijevo reaktivacijo (Savidge
in Wareing, 1981, Oribe in Kubo, 1997). V nekaterih primerih pa je za reaktivacijo
kambija potreben dodatni vir IAA (Oribe in Kubo, 2003). Za ohranjanje delitev v kambiju
je potrebna nenehna oskrba kambija skozi polarni transportni sistem (Sundberg in sod.,
2000).

Sadike iglavcev, ki rastejo pri niZjih temperaturah, imajo v lesu debelejse celicne stene od
tistih, ki rastejo pri visjih temperaturah (Denne in Dodd, 1981). Radialne dimenzije traheid
naj bi bile v pozitivni korelaciji s temperaturo, vecji vpliv pa naj bi imele nocne
temperature. Denne in Dodd (1981) sta ugotovila, da so se z nadzorovanim ogrevanjem
sadik smreke Picea sitchensis radialne dimenzije traheid povecale, medtem ko je debelina
celi¢nih sten ostala nespremenjena.
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3 MATERIAL IN METODE

3.1 I1ZBOR TESTNIH DREVES IN PLOSKEV ZA PROUCEVANIJE SEZONSKE
DINAMIKE KSILOGENEZE V LETU 2003

3.1.1 Navadna jelka

Poskusna drevesa navadnih jelk (4bies alba Mill.) smo izbrali na Ravniku pri Planini,
priblizno 50 km JV od Ljubljane. Ploskev lezi na nadmorski visini 500-700 m v valovitem
kraskem svetu. Kamninsko podlago sestavljajo dolomiti in apnenec. Kamninsko podlago
prekrivajo rendzine in rjava pokarbonatna tla. Gozdno vegetacijo predstavlja dinarsko
jelovo bukovje s primesjo javorja in bresta, Omphalodo-Fagetum (sin. Abieti-Fagetum
dinaricum). Na tej ploskvi sodelavci Katedre za tehnologijo lesa ze od leta 1988
sistemati¢no opravljajo raziskave in spremljajo stanje izbranih 300-tih testnih jelk. Testna
drevesa so odrasla vladajoca ali sovladajoCa in zdrava ali razli¢no prizadeta (slika 23).
Drevesa so stara priblizno 150 let s debelnim premerom v prsni visini okrog 50 cm. Glede
na oceno zdravstvenega stanja, ki je temeljila na vizualni oceni kro$nje in kambijevi
elektri¢ni upornosti, ki je v tesni negativni zvezi s prirastkom, so bila drevesa razvr§€ena v
tri razrede A, B in C (Torelli in sod., 1999). Ocena kro$nje je bila opravljena leta 1988,
merjenje elektricne upornosti pa leta 1989. V razredu A so bila uvrScena drevesa z zdravo
krosnjo, nizko elektricno upornostjo in dobrim ksilemskim prirastkom. V razred C so
spadala drevesa s prizadeto kroSnjo, visoko elektricno upornostjo in slabim ksilemskim
prirstkom. V vmesnem razredu B so bila bodisi drevesa z zdravo kro$njo, visoko elektricno
upornostjo in slabim slabim prirastkom (B1) ali pa drevesa s prizadeto kroSnjo, nizko
elektricno upornostjo in dobrim prirastkom (B2). Za pri¢ujoco nalogo smo izbrali 6
navidezno zdravih jelk iz razreda A. V preglednici 2 so navedeni osnovni podatki o
drevesih. Pri izboru dreves smo pazili, da so bila ¢im manj poSkodovana zaradi predhodnih
vzorcenj in da so rasla ¢im bolj skupaj, saj smo v njihovi blizini postavili vremensko
postajo. Izbrana drevesa so bila namenjena tedenskemu odvzemanju vzorcev intaktnih tkiv
tekom rastne sezone 2003 z namenom proucevanja procesa ksilogeneze.

Slika 23: A — Zdrava jelka iz razreda A; B — Prizadeta jelka iz razreda C (Foto: arhiv
Katedre za tehnologijo lesa).

Figure 23: A — Healthy silver fir from class A; B — Declining silver fir from class C.
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Preglednica 2: Poskusna drevesa z osnovnimi znacilnostmi (arhiv Katedre za tehnologijo lesa).

Table 2: Test trees with basic characteristics (archives of Chair of Wood Technology).

Stevilka | razred | Sirine branik osutost
drevesa 1989 [mm] 1999 [%)]
191 A 3,9 10
192 A 3,7 15
193 A 4,5 10
195 A 4,3 25
199 A 5,1 20
208 A 3,3 30

3.1.2 Navadna smreka

Prva raziskovalna ploskev poizkusnih smrek (Picea abies (L.) Karst.) je bila izbrana na
Pokljuki (slika 24). Ploskev lezi na nadmorski visini 1260 — 1290 m. Visoka nadmorska
viSina rastiS¢a, nizke zimske temperature in vecje koli¢ine zapadlega snega vplivajo na
dolzino vegetacijske dobe smreke na izbranem rastis¢u. Sestoji so zasenceni. Tla so srednje
kisla. MraziS¢ne razmere prevladajo nad ostalimi ekoloskimi faktorji in ustvarjajo posebne
razmere za rast smrekovih gozdov z acidofilnimi zeliS¢nimi in mahovnimi vrstami, ki
slabsajo kvaliteto tal. Za rastiS¢e je znacCilna vitka izrast smreke, z gostimi tankimi in
povesenimi vejami (slika 24). Les je zdrav in dobre kakovosti, le v nekaterih sekundarnih
oblikah sestoja se pojavlja rdeca trohnoba. Izbrano rastisce je dokaj ekstremno za drevesa
smreke (Zavod za gozdove Slovenije, GGO Bled, GE Pokljuka). Gospodarsko upravljani
sestoji spadajo v Piceetum subalpinum. Za poizkus je bilo izbranih 11 soraslih dreves (5 za
pining in 6 za odvzemanje intaktnih vzorcev) s premerom v prsni vi§ini med 27 in 30 cm in
vis§ino med 26 in 28 m. Drevesa so bila centri¢na in niso imela vidnih mehanskih poskodb
na deblu in koreninah ter odlomljenih vrhov. Osutost krosnje je bila pod 30%. Starost
dreves je bila ocenjenja na 70 let. Drevesa za metodo pining smo oznacili s Stevilkami od 1
do 5, za vzorcCenje intaktnih tkiv pa od 7 do 12.

Slika 24: A — Gozdovi navadne smreke na Pokljuki; B — Rastisce, na katerem so bila izbrana vzoréna drevesa
(Foto: M. Zupancic).

Figure 24: A — Norway spruce forests at Pokljuka; B — Growth site where test trees were selected.
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Druga ploskev testnih smrek je bila izbrana na SorSkem polju (350 m n.m.). Za rastisce je
znacilen nadpovprecno visok deleZ umetno nasajene smreke. Samo rastiS¢e na nanosih
reke Save ni primerno za smreko in je podvrzeno velikim sezonskim nihanjem koli¢ine
vode v tleh, ki povzroca vodni stres, zlasti v drugi polovici rastne sezone (slika 25). Za
rastiSce je znacilna rdeCa trohnoba in prizadetost dreves z lubadarjem. Sestoji so zasencéeni.
Zgornji del tal je zaradi smrek zakisan. Za sestoj je znacilno kmecko gospodarjenje. Za
poizkus je bilo izbranih 11 soraslih dreves (5 za pining in 6 za odvzem intaktnih vzorcev) s
premerom Vv prsni viSini med 33,5 in 40,5 cm in vi$ino med 27 in 32 m. Drevesa so bila
centri¢na in niso imela vidnih mehanskih poskodb na deblu in koreninah ter odlomljenih
vrhov. Osutost kroSnje je bila pod 30%. Starost dreves je bila ocenjenja na okrog 70 let.
Drevesa za metodo pining smo oznacili s Stevilkami od 1 do 5, za vzorcenje intaktnih tkiv
paod 1 do 6 (slika 25).

Slika 25: A — Sestoj navadne smreke na SorSkem polju; B — Eno izmed vzor¢nih dreves (Foto: M. Zupancic).

Figure 25: A — Norway spruce stand at SorSko polje; B — One of the test trees.

3.2 VZORCENIJE

Za raziskave sezonske dinamike kambijeve aktivnosti in nastanka ksilemske branike pri
navadni jelki in navadni smreki v rastni sezoni 2003 smo izbrali metodo odvzema majhnih
vzorcev intaktnih tkiv. Dodatno smo pri navadni smreki uporabili tudi metodo pining. Ta
del raziskav je potekal v okviru projekta PINE.

3.2.1 Metoda odvzema intaktnih vzorcev tkiv

Intaktne vzorce tkiv smo v tedenskih intervalih odvzemali iz Zivih dreves v prsni visini
(1,3 m nad tlemi) tekom celotnega vegetacijskega obdobja 2003, t.j. od konca aprila do
konca oktobra oziroma najdlje do sredine novembra. Odvzeti vzorci (1 x 1 x 3 cm’) so
zajemali najmlajSi del zive skorje, kambij in najve¢ dve ksilemski braniki (slika 27).
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Datumi odvzemov intaktnih tkiv vzorcev in izvajanja metode pining so prikazani v
preglednici 3.

Preglednica 3: Datumi vzoréenja (odvzem intaktnih vzorcev in pining) iz dreves na Ravniku, SorSkem polju
in Pokljuki v rastni sezoni 2003.

Table 3: Date of sampling (intact tissues and pinning) from trees at Ravnik, Sor$ko polje and Pokljuka in the
growing season 2003.

Odvzem | NAVADNA JELKA NAVADNA SMREKA
RAVNIK SORSKO POLJE POKLJUKA
Datum Datum Datum

1 23.04.2003 25.04.2003

2 30.04.2003 02.05.2003

3 07.05.2003 09.05.2003 09.05.2003
4 14.05.2003 16.05.2003 16.05.2003
5 21.05.2003 23.05.2003 23.05.2003
6 28.05.2003 30.05.2003 30.05.2003
7 04.06.2003 06.06.2003 06.06.2003
8 11.06.2003 13.06.2003 13.06.2003
9 18.06.2003 20.06.2003 20.06.2003
10 25.06.2003 27.06.2003 27.06.2003
11 02.07.2003 04.07.2003 04.07.2003
12 09.07.2003 11.07.2003 11.07.2003
13 16.07.2003 18.07.2003 18.07.2003
14 23.07.2003 25.07.2003 25.07.2003
15 30.07.2003 01.08.2003 01.08.2003
16 06.08.2003 08.08.2003 08.08.2003
17 13.08.2003 15.08.2003 15.08.2003
18 20.08.2003 22.08.2003 22.08.2003
19 27.08.2003 29.08.2003 29.08.2003
20 03.09.2003 05.09.2003 05.09.2003
21 10.09.2003 12.09.2003 12.09.2003
22 17.09.2003 19.09.2003 19.09.2003
23 24.09.2003 26.09.2003 26.09.2003
24 01.10.2003 03.10.2003 03.10.2003
25 08.10.2003 10.10.2003 10.10.2003
26 15.10.2003 17.10.2003 17.10.2003
27 22.10.2003 24.10.2003 24.10.2003
28 29.10.2003 31.10.2003
29 05.11.2003 07.11.2003
30 12.11.2003 14.11.2003
31 19.11.2003

Na Pokljuki smo z odvzemanjem vzorcev priceli kasneje in koncali prej kot na SorSkem
polju in Ravniku, saj smo predpostavili, da je tam =zaradi vi$je nadmorske viSine
vegetacijsko obdobje krajse. Za odvzem vzorcev smo uporabili Olfa noz, dleta in kladivo.
S Sirokim dletom smo najprej na mestu odvzema odstranili ritidom in starejsi del zive
skorje (slika 26A). Nato smo z ostrim nozem v vertikalni smeri dvakrat globoko zarezali v
tkivo. Reza sta bila med seboj pravokotna in oddaljena za 1 cm. Z oZjim dletom in
kladivom smo zasekali v tkivo v horizontalni smeri (slika 26B). Vzporedna reza sta bila
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med seboj oddaljena 2-3 cm (slika 26C). Vzorec smo na koncu previdno s pomocjo dleta
izvlekli iz drevesa (slika 26D in 27). Ker kambijevo obmocje predstavlja mehansko zelo
Sibko mesto, smo pri odvzemu vzorcev pazili, da tkiva nismo tlacili. S tem bi lahko
porusili tkivo kambija in nastajajoCega lesa ter skorje. Nevarnost za to je bila zlasti velika
na zacetku in visku vegetacije, ko je bilo obmocje teh tkiv zelo Siroko. Intaktne vzorce smo
jemali po celotnem obodu drevesa (slika 27) in pazili, da je bila razdalja med sosednjimi
vzorci vsaj 10 cm, da novi vzorec ne bi vseboval travmatskih smolni kanalov in
poranitvenega lesa, ki so nastali kot odziv kambija na mehansko poskodbo ob odvzemu
sosednjega vzorca.

it

Slika 26: Shematski prikaz odvzema intaktnih vzorcev tkiv: A — Odstranitev odvecnega ritidoma in
najstarejSega dela zive skorje, vertikalna vzporedna reza z Olfa noZzem; B — Horizontalna vzporedna zaseka z
dletom pod kotom priblizno 45°; C — Horizontalna zaseka z dletom pod pravim kotom; D — S strizno silo smo
lo¢ili vzorec od preostalega tkiva in ga izvlekli iz debla. Velikost vzorca je bila 1 x 1 x 3 cm’.

Figure 26: Schematic diagram of sampling of intact tissue: A — Removal the excess of rhytidome and the
oldest part of living bark; parallel cuts in vertical direction using a sharp knife; B — Parallel cuts in horizontal
direction at angle of 45° using a sharp chisel; C - Parallel cuts in horizontal direction at angle of 90° using a
sharp chisel; D — Removal of the sample from a tree stem. Sample size was 1 x 1 x 3 cm”.

Slika 27: A — Vzorec tik pred odvzemom iz debla drevesa; B — Vzorec locen od preostalega tkiva; C — Prikaz
razporeditve vzorcenja po obodu drevesa (Foto: M. Zupancic).

Figure 27: A — Sample just before removal from tree stem; B — Sample separated from the remaining tissue;
C — Arrangement of the sampling around the stem circumference.
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Na terenu smo takoj po odvzemu iz drevesa vzorce shranili v oznaceni prahovki s
fiksacijsko teko¢ino FAA (500 ml FAA vsebuje 25 ml 37% formalina, 450 ml 50%
etanola, in 25 ml 100% ocetne kisline) ter jih prinesli v laboratorij za nadaljnjo obdelavo za
pripravo trajnih anatomskih preparatov precnih prerezov.

3.2.2 Metoda pining

Eksperiment pining smo izvajali v tedenskih intervalih v rastni sezoni 2003 (slika 28 in
29). Pining smo izvedli na isti dan kot odvzemanje intaktnih vzorcev tkiv (preglednica 3).
Na vsakem drevesu smo najprej oznacilli 6 nivojev (A, B, C, D, E in F), na katerih smo v
nadaljevanju poskusa z iglo zabadali v drevesa. Posamezni nivoji na drevesih so bili med
seboj oddaljeni priblizno 30 cm in razporejeni, kot je prikazano na spodnji sliki 27A.
Vbodi posameznega nivoja so bili med seboj odmaknjeni priblizno 3 cm, s ¢imer smo
poskusali izkljuciti vpliv ranitvenih odzivov sosednjih vzorcev. Tedensko smo smo na
vsakem drevesu naredili 6 poskodb z iglo premera 1,75 mm (slika 28B). Pred vsakim
vbodom smo z dletom odstranili del ritidoma oziroma mrtvega dela skorje. Igla je prodrla
skozi preostali del ritidoma, li¢je, kambij ter ksilemski prirastek nastal v letu 2003 do
trenutka vboda (slika 29A). Vbode smo oznacili s 4 barvami (modro, rumeno, rdeco in
zeleno), da smo jih lazje locili (slika 29B). Vbodi so bili na precnem prerezu debla
razporejeni, kot kaze slika 29. Vsak naslednji vbod smo zamaknili za Cetrtino debla v
nasprotni smeri urinega kazalca. V nalogi smo raziskali nastajanje ksilemske branike pri
vzorcih nivoja C. V primerih, ko so bile anatomske strukture preiskovanih vzorcev
nejasne, smo uporabili vzorce enega izmed preostalih 5 nivojev (A, B, D, E in F). Vsa
poskusna drevesa dolocena za pining smo po zakljucku vzorcenja posekali, saj smo na njih
opravili Se druge analize v okviru projekta PINE. Pri poseku so sodelovali kolegi iz Finske
in Gozdarskega instituta Slovenije. Material smo pripeljali v mizarsko delavnico Oddelka
za lesarstvo, kjer smo ga v nadaljevanju obdelali.

A

Slika 28: Metoda pining: A — Shematski prikaz nivojev vbodov z iglo. B — Oznacena mesta vbodov z
razli¢énimi barvami (Foto: M. Zupancic).

Figure 28: Pinning method: A — Schematic representation of the pinning levels in one tree. B — Pinning hoels
marked with different colours.
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Slika 29: Metoda pining: A — Shematski prikaz z iglo prebodenih tkiv v pre¢nem prerezu. B — Shematski
prikaz razporeditve vbodov v pre¢nem prerezu debla. Zaporedne Stevilke ustrezajo datumom v preglednici 3.

Figure 29: Pinning method: A — Shematic diagram of the punctured tissues with the needle in the cross-
section of a stem. B — Sheme of the arrangements of the pinning holes in the cross-section. Successive
numbers correspond to the dates showed in table 3.

3.2.2.1 Priprava vzorcev iz eksperimenta pining v delavnici

Del debla, na katerem so bili razvrS¢eni vbodi, smo v mizarski delavnici Oddelka za
lesarstvo razzagali na kolute s tracno Zago (slika 30A). Sledilo je Zaganje kolutov v
radialni smeri. Z dletom smo posamezni vzorec Sirine 1 cm (tangencialne dimenzije) loc€ili
od koluta tako, da je le-ta vseboval zadnje tri ksilemske branike, kambij in najmlajsi del
zive skorje (slika 30B). Vsak vzorec smo na strani lesa s tintnim svinénikom oznacili.
Dobljene vzorce (1 x 1 x 2 cm’) smo obdelali $e na krozni zagi in jih ustrezno oznacili ter
shranili v oznacenih prahovkah s fiksacijsko tekofino FAA. V nadaljevanju smo v
laboratoriju pripravili trajne anatomske preparate precnih prerezov.

Slika 30: Priprava vzorcev lesa iz eksperimenta pining. A — Razrez dela debla na kolute; B — Oznaceni vzorci
(Foto: M. Zupancic).

Figure 30: Preparing of wood samples from pinning experiment. A — Cutting stem part into discs; B —
Marked samples.
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3.3 PRIPRAVA TRAJNIH PREPARATOV ZA SVETLOBNO MIKROSKOPIJO Z
DRSNIM MIKROTOMOM

Po enem tednu smo fiksirane intaktne vzorce in vzorce pining priceli dehidrirati v etanolni
vrsti (30%, 50% in 70%). V vsaki raztopini so bili vzorci 5 do 7 dni. Ko so bili vzorci
intaktnih tkiv v 50% alkoholu, smo z britvico ostranili odve¢ni del kolabiranega floema in
starejSe branike ksilema. V delavnici smo s krozno zago odrezali poSevni del kolicka na
vsaki strani, tako da je imel vzorec na koncu obliko kvadra. Intaktne vzorce tkiv smo trajno
shranili v oznac¢enih 15 ml penicilinkah v 70% etanolu (slika 31). Vzorce pining smo trajno
shranili v oznacenih prahovkah v 70% etanolu. Z drsnim mikrotomom Leica SM 2000R
smo z jeklenimi nozi odrezali 25 pm debele precne rezine. Temu je sledilo barvanje s
safraninom (0,5% v 95% etanolu) in astra modrim (0,5% v 95% etanolu), ki razli¢no
obarvata celice v razlicnih fazah ksilogeneze. Rezine smo pustili najmanj 10 minut v
safraninu, ki rdece obarva polifenolne komponente, kot je lignin, nato smo jih sprali s 95%
etanolom. Z astra modrim, ki obarva predvsem celulozne komponente celicne stene, smo
rezine barvali najve¢ 30 sekund zaradi agresivnosti barvila. Sledilo je spiranje rezin s 95%
etanolom, dokler nismo odstranili odvec¢no barvilo. Rezine smo prenesli na objektno
steklo, prepojili z vklopnim medijem Euparal, prekrili s krovnim steklom, odstranili
mehurcke ujete v vklopnem mediju ter preparate obtezili z 200 g kovinskimi utezmi in
pustili vsaj 24 ur, da se je smola strdila. Trajne preparate pre¢nih prerezov smo oznacili
enako kot ustrezne vzorce.

Slika 31: Trajno shranjeni intaktni vzorci tkiv v penicilinkah v 70% etanolu (Foto: M. Zupancic).

Figure 31: Permanent preservation of the samples of intact tissues in 70% of ethanol.

34 ANALIZA SLIKE

Vse potrebne histometricne analize smo opravili s sistemom za analizo slike sestavljenem
iz svetlobnega mikroskopa Nikon Eclipse E800, digitalne kamere (PIXElink, PL-A66Z
Camera kit), osebnega racunalnika ter programa za analizo slike Lucia G 4.8. Uporabljali
smo presevno mikroskopijo in polarizirano svetlobo. Za meritve smo uporabili objektive z
Ix, 2x, 4x, 10x, 20x in 40x poveCavo. Analiza slike slikovne informacije spremeni v
numeri¢ne (Levani¢, 1999). Sistem nam je omogocal, da smo potrebne analize opravili na
neposreden nacin, na t.i. »zivi sliki«. Preparate smo namestili na objektno mizo
mikroskopa. Z zajemom Zeljenega podro¢ja preparata s kamero smo na racunalniSkem
zaslonu dobili zivo sliko. Ob vsaki spremembi pozicije podroc¢ja na preparatu namesc¢enem
na objektni mizi mikroskopa se je istoasno spremenila tudi slika na ekranu. Pred
meritvami smo razdalje na zaslonu umerili oziroma kalibrirali s standardnim merskim
sistemom (cm, mm in pum) za vsak posamezen objektiv. Za lazje Stetje celic in merjenje
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debelinskega prirastka smo po potrebi med delom na mikroskopu spreminjali osvetlitev in
globinsko ostrino slike. Program Lucia G 4.8. nam je omogocal poljubne nastavitve
kontrasta, svetlosti in deleza rdece, zelene oziroma modre barve (sistem RGB) na ekranu.
Z obraCanjem kamere oziroma merilne mize smo lahko nastavili optimalno mesto za
merjenje in Stetje ksilemskega prirastka. Vse meritve so smo shranili v tekstovne datoteke
(.txt) poimenovane z ustreznimi kraticami. Rezultate meritev smo v nadaljevanju prenesli v
program Microsoft Excel in jih obdelali. Za statisti¢ne analize smo uporabili program
Statgraphics.

3.5 HISTOMETRICNE ANALIZE

3.5.1 Vzorci intaktnih tkiv

Histometri¢ne raziskave smo opravili na najkvalitetnejsi rezini na preparatu, kjer smo v
nastajajoci ksilemski braniki 2003 presteli vse celice v posameznih fazah ksilogeneze:
kambijeve celice (KC), traheide v postkambijski rasti (PR), traheide v procesu sinteze
sekundarne celicne stene in lignifikacije (SL) ter zrele traheide (MT) (slika 32). Analize
smo opravili v treh radialnih nizih vsakega preparata in nato izracunali povprecje. Celice v
razlicnih razvojnih fazah smo dolocili na osnovi selektivnega obarvanja z barviloma
safranin in astra modro ter z uporabo polarizirane svetlobe. Kambijeve celice in ksilemske
celice v fazi postkambijske rasti smo identificirali po modro obarvanih, primarnih celi¢nih
stenah ter citoplazmi v celi¢cnih lumnih. Zacetek sinteze sekundarne celicne stene smo
dolocili s pomocjo polarizirane svetlobe. Rdece obarvane celi¢ne stene in prazni lumni so
bili znacilni za zrele odmrle traheide (slika 32).
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Slika 32: Posamezne faze ksilogeneze na pre¢nem prerezu. KC — kambijeve celice; PR — traheide v fazi
postkambijske rasti; SL — sinteza sekundarne celine stene in lignifikacija; MT — zrele traheide. Daljica =
100 pm

Figure 32: Individual phases of xylogenesis on cross-section. KC — cambial cells; PR — tracheids in phases of
postcambial growth; SL — synthesis of the secondary cell wall and lignification; MT — mature tracheids.
Scale bars = 100 um
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3.5.2 Pining

Anatomski znaki nastali pri vbodu igle v razlicnem casu rastne sezone so sluZzili za
postavitev kriterijev za histometricne analize. Za dolocCitev ksilemskega prirastka nastalega
do trenutka vboda z iglo smo merili in Steli celice v fazi diferenciacije (t.j. celice v
postkambijske rasti in celice v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene ter lignifikacije) in
popolnoma oblikovane traheide (slika 33). V meritve nismo vkljucili kambijevih celic z
ozkimi radialnimi dimenzijami, ki so se nahajale v kalusu. PreSteli smo samo ohranjene
ostanke ksilemskih celic, ne pa kalusnih celic. Ce so bili izbrani nizi poskodovani ali
prekinjeni oziroma so bile v njih razne anomalije, smo pri Stetju pomagali s celicami v
sosednjih radialnih nizih. Vendar pa smo analize opravili v istem radialnem nizu, dokler je
bilo mogoce. V drugi polovici rastne sezone je mejo nastalega ksilemskega prirastka do
trenutka vboda predstavljal tudi prekinjen pas kasnega lesa.

Za raziskave nastajanja sezonske dinamike ksilemske branike v rastni sezoni 2003 smo pri
preiskovanih smrekah iz Pokljuke in SorSkega polja presteli ksilemski prirastek nastal do
trenutka poskodbe drevesa z iglo ter celotno ksilemsko braniko, nastalo v rastni sezoni
2003 levo in desno od kalusa. Ksilemski prirastek smo izrazili kot Stevilo aksialnih traheid
v radialnem nizu (slika 33). V celotni ksilemski braniki 2003 smo presteli ksilemske celice
v dveh radialnih nizih. Radialna niza smo izbrali na robovih preparata, s ¢imer smo se
izognili nenormalno povecanem prirastku v neposredni blizini igelnega kanala nastalega ob
poskodbi. Ksilemski prirastek 2003, ki je nastal do dneva vboda z iglo, smo prikazali kot
Stevilo celic. Steli smo celice v radialnih nizih aksialnih traheid med kalusom in
terminalnimi traheidami kasnega lesa branike 2002. Presteli smo vsaj enega in najvec Stiri
radialne nize celic (slika 33).

Slika 33: Prikaz analiziranih mest in znakov na vzorcu; BST1, BST2 — $tevilo nastalih celic v braniki 2003;
SST1, SST2, SST3 — §tevilo nastalih celic do datuma vboda.

Figure 33: Representation of the analysed locations and symbols in the sample; BST1, BST2 — no. of the
formed cells in the xylem growth ring 2003; SST1, SST2, SST3 — no. of the formed xylem cells till the date
of pinning.
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3.6 STATISTICNA OBDELAVA PODATKOV IN UPORABA GOMPERTZOVE
FUNKCIJE

3.6.1 Vzorci intaktnih tkiv

Pri vsakem vzorcu smo izracunali povprecno Stevilo celic v posamezni fazi ksilogeneze
(X;) branike 2003 iz treh radialnih nizov (slika 32):

X == . 2<n<3 (1)

pri cemer x predstavlja posamezno fazo ksilogeneze, i datum vboda in zajema vrednosti od
1 do 31 (Ravnik) ali 30 (Sorsko polje) ali 25 (Pokljuka), n zajema Stevilo meritev
posamezne faze ksilogeneze (kambijeve celice, postkambijska rast, sinteza sekundarne
stene in lignifikacija ter zrele traheide), j pa zaporedno meritev na posameznem vzorcu.

Skupno Stevilo nastalih celic (Y;) v braniki 2003 smo dobili tako, da smo za vsak datum
sesteli povprecno Stevilo celic v posamezni fazi diferenciacije (Xi):

=YX, @
i=1

pri cemer (Xi) predstavlja povpre¢no Stevilo ksilemskih celic branike 2003 v posamezni
fazi diferenciacije (postkambijska rast, sinteza sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije ter
zrele traheide), i datum vboda in zajema vrednosti od 1 do 31 (Ravnik) ali 30 (Sorsko
polje) ali 25 (Pokljuka), n Stevilo faz diferenciacije.

3.6.2 Pining

Z analizami smo za vsak vzorec pridobili podatek o Stevilu celic (SS7;) nastalih od zacetka
delitev v kambiju do dneva vboda (slika 33). Podobno smo doloc¢ili stevilo celic (BST)) v
celotni ksilemski braniki 2003 distalno od kalusa za vsak posamezen vzorec.

Pri vsakem vzorcu smo izracunali povprecno Stevilo celic (BST;) v braniki 2003:

BSTI, + BST2,

BST, =
2

3)

pri ¢emer i predstavlja datum vboda in zajema vrednosti od 1 do 30 (Sorsko polje) ali 25
(Pokljuka), kjer 1 ustreza datumu zacetka kambijeve aktivnosti, 30 (Sorsko polje) ali 25
(Pokljuka) pa datumu zadnjega vboda v letu 2003.
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IzraCunali smo povprecno Stevilo celic prirastka (SS7;) 2003 od zacetka kambijeve
aktivnosti do datuma ranitve (povprecje najvec Stirih meritev) vsakega vzorca:

> ssT,
SST,=1"—— 1<n<4 4
n

pri ¢emer i predstavlja datum vboda in zajema vrednosti od 1 do 30 (Sorsko polje) ali 25
(Pokljuka), kjer 1 ustreza datumu zacetka kambijeve aktivnosti, 30 (Sorsko polje) ali 25
(Pokljuka) pa datumu zadnjega vboda v letu 2003, n zajema Stevilo meritev na mestu
vboda in j zaporedno meritev na posameznem vzorcu.

Podatke smo preracunali v programu Microsoft Excel. V tem programu smo narisali tudi
razli¢ne krivulje prikazov sezonske dinamike kambijeve aktivnosti.

3.6.3 Gompertzova funkcija

Za vsa tri rastiS¢a smo izdelali modelno krivuljo nastanka ksilemske branike 2003. Vse
statisticne izraCune smo opravili v programu Statgraphics. Za izdelavo modela smo
uporabili Gompertzovo funkcijo (Zeide, 1993, 2004, Deslauriers in sod., 2003a, b, Rossi in
sod., 2003):

y=Aexp (-exp (B-k*1) )

kjer je y tedenska kumulativna vsota celic, ¢ so Julijanski dnevi, kjer je 1. januar — 1. dan in
31. december — 365. dan, 4 zgornja asimptota in predstavlja maksimalno Stevilo celic, B
mesto na osi X in oceni zaCetek kambijeve aktivnosti ter £ mesto prevoja krivulje.

Preracunavanje izmerjenih tedenskih prirastkov in uporaba razli¢nih funkcij, ki se prilegajo
bioloskim trendom sezonske rasti drevesa, skusSajo odpraviti variabilnosti v Stevilu celic
oziroma §irini znotraj iste branike ter s tem ustrezno oceniti ksilemski razvoj posameznega
drevesa oziroma izbranega rastiSca tekom rastne sezone (Rossi in sod., 2003, Deslauriers
in sod., 2003a, b, Deslauriers in Morin, 2005). Nastanek ksilemske branike je mogoce
opisati z razlicnimi funkcijami (logisticna, Weibullova, monomolekularna, Korfova,
Richardsova itd.), vendar pa se je Gompertzova funkcija izkazala za najustreznejSo zaradi
asimetri¢ne oblike (Zeide, 1993, 2004, Camarero in sod., 1998, Deslauriers in sod., 2003a,
b, Mikinen in sod., 2003, Rossi in sod., 2003).

Za vse tri ploskve smo dolocili mesto prevoja posameznih modelnih krivulj. Prevoj
Gompertzove funkcije se ujema z maksimalno vrednostjo prvega odvoda funkcije y":

v'=Akexp-exp(B-k*t) exp (B-k*t) (6)

kjer je y tedenska kumulativna vsota celic, ¢ datum, 4 zgornja asimptota in predstavlja
maksimalno Stevilo celic, B mesto na osi x in oceni zacetek kambijeve aktivnosti ter k&
mesto prevoja krivulje. S prvim odvodom Gompertzove funkcije smo izracunali dnevni
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prirastek celic v vsakem tednu, s ¢imer smo dobili podatek o stopnji debelinske rasti za
vsako rastisce.

Pri maksimalni vrednosti prvega odvoda y'je drugi odvod y"' = 0:
y'=y'k(exp (B—k*t)—1)=0 (7

Gompertzova funkcija ima prevoj tipa »S«, zato y" preide iz pozitivnih vrednosti na
negativne.

Drugi odvod y” je enak 0 pri
t=B/k (8)

kjer je ¢+ mesto prevoja na horizontalni osi in predstavlja obdobje maksimalne celi¢ne
produkcije.

Iz parametra k£ Gompertzove funkcije, ki doloc¢a dinamiko rasti, smo izracunali Cas d, ki je
bil potreben za nastanek glavnine ksilemske branike 2003 pri drevesih na posameznem
rasti§cu po formuli:

d=4/k )

kjer k predstavlja mesto prevoja krivulje.

3.7 KLIMATSKI PODATKI

Na rastis¢u Ravnik smo v neposredni blizini prouc¢evanih dreves na zacetku vegetacijskega
obdobja 2003 postavili vremensko postajo (Davis Vantage Pro Radio-Kit). Postaja je bila
sestavljena iz LCD prikaza z anteno, iz nosilca z zbiralnikom dezja in s senzorjem
temperature in vlage ter iz anemometra z nosilcem in son¢nim panelom za napajanje (slika
34). Vremenska postaja je tekom celotnega vegetacijskega obdobja belezila klimatske
parametre: temperatura, padavine, relativna zracna vlaznost, hitrost vetra, smer vetra,
zracni tlak itd. Program smo nastavili tako, da so se podatki belezili vsako uro. Vsake tri
tedne smo podatke iz postaje prenesli na prenosni racunalnik. V laboratoriju smo jih iz
programa Weatherlink 53 izvozili v program Microsoft Excel in jih obdelali. Potrebne
klimatske podatke za leto 2003 za rastiS¢i Pokljuka in SorSko polje smo kupili od
Meteoroloskega zavoda Slovenije. Podatki za SorSko polje so bili iz Brnika, ki je 2 km
oddaljen od poskusnih dreves. Podatki za Pokljuko so bili zajeti s klimatsko postajo na
Rudnem polju, ki je 2 km oddaljeno od testne ploskve. Iz dobljenih podatkov smo v
programu Microsoft Excel izracunali povpre¢ne, maksimalne, minimalne dnevne
temperature ter dnevno koli¢ino padavin.
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Slika 34: Vremenska postaja Davis postavljena na Ravniku (Foto: M. Zupanc¢ic).

Figure 34: Weather station Davis at Ravnik.

3.7.1 Analiza posameznih klimatskih parametrov in ksilemskega prirastka

Za proucitev zveze med temperaturnimi parametri, padavinami in ksilemskim prirastkom
2003 na izbranih treh rastiS¢ih smo uporabili enacbo linearne regresije. Izracunali smo
korelacijske koeficiente med dejanskim povprecnim tedenskim prirastkom in vremenskimi
spremenljivkami, kot so: povprecna tedenska temperatura zraka (7),,), povprecna
minimalna tedenska temperatura zraka (7,,,), povprecna maksimalna temperatura zraka
(Thay), odCitana tedenska minimalna temperatura zraka (Ted T,;,), od¢itana tedenska
maksimalna temperatura zraka (Ted T,,) in tedensko vsoto padavin (P). Povpretne
tedenske vrednosti smo izracunali za 1 teden nazaj od dneva vzorcenja. Poleg tega smo
tedenske vrednosti zamikali za 1 dan od dneva vzorcenja do najve¢ 7 dni zamika od dneva
vzorcenja. Vpliv nastetih vremenskih spremenljivk smo na vsakem rastis¢u izracunali za
rani in za kasni les posebe;j.

Linearna enacba:
prirastki = a + b * (Tpov, Tnax Ted Ty, Tin, Ted Tin, P) (10)

kjer je Ty, povprecna tedenska temperatura zraka, 7. odCitana tedenska maksimalna
temperatura zraka, Ted T, povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T,
odc¢itana tedenska minimalna temperatura zraka, Ted T, povprecna minimalna tedenska
temperatura zraka in P tedenska vsota padavin.

3.8 OGREVANIJE IN HLAJENJE DREVES V LETU 2004

3.8.1 Izbor poskusnih dreves

Za poskus eksprimentalnega ogrevanja in ohlajanja dela debla drevesa smo izbrali tri
navidezno zdrave navadne smreke (Picea abies) v Ljubljani. Drevesa so rasla na juZznem
pobocju Roznika (m n.m.) in so bila med seboj oddaljena najvec 10 metrov. Premer vseh
dreves je bil okrog 35 cm. Eno drevo smo ogrevali, drugo pa hladili. Tretje drevo, na
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katerem nismo opravljali poskusov, je sluZilo za kontrolo. Stevilo dreves je bilo omejeno
zaradi zahtevnosti izvedbe eksperimenta na odraslih drevesih.

3.8.2 Postavitev grelnega sistema

Grelni eksperiment smo zastavili 29.3.2004, pred pricetkom redne kambijeve aktivnosti in
ga zakljucili 3.5.2004. Del debla drevesa smo ogrevali s samoregulirnim grelnim kablom
(FSM-17, 17W/+5°C, 11W/25°C, 230V) dolzine 15 metrov. Spodnji del ogrevanega debla
je bil od tal oddaljen 70 cm, zgornji pa 170 cm. Na deblo smo najprej pritrdili 10
distan¢nikov S§irine 2 cm in globine 4 cm. Distan¢niki so bili med seboj razmaknjeni po 12
cm. V 2 cm Siroke utore distancnikov smo namestili grelni kabel in ga spiralno ovili okrog
debla drevesa na dolzini 1 m (slika 35A). Razmak med navoji kabla v vertikalni smeri je
znaSal 7 cm. Grelni kabel je bil od skorje oddaljen 2 cm. Med grelni kabel in letvice smo
priblizno v sredino sistema pritrdili termometrski senzor. Celoten sistem smo ovili s
toplotno izolacijo debeline 15 mm. ViSina toplotne izolacije je znaSala 1,4 m, dolzina pa 8
m, tako da je bila celotna debelina izolacije vsaj 5 cm. Razmak med skorjo in izolacijo je
bil 4 cm. Na zgornji in spodnji strani smo sistem izolirali §e s peno Sirine 15 cm, ki smo jo
zatlacili med izolacijo in deblo (slika 35B). Zgornjo stran sistema smo pred dezjem
zas¢itili $e s folijo. Zeleno temperaturo smo v prostoru med izolacijo in skorjo nastavili na
23-25°C s pomocjo temperaturnega regulatorja ITR 0-60°C s tipalom in jo dnevno
nadzorovali. Stikalni blok z diferen¢no in kratkosti¢no zas€ito ter temperaturni regulator
smo pred vremenom zascitili s plasticnim zabojem.

B

Slika 35: A — Postavitev distanénikov in grelnega kabla okrog dela debla drevesa. Vmes je namescen
temperaturni senzor. B — Postavljen in izoliran grelni sistem (Foto: M. Zupancic).

Figure 35: A — Placing of the heating cable around the stem circumference. B — Isolated heating system.

3.8.3 Postavitev hladilnega sistema

Del debla drugega drevesa smo zaceli ohlajati 14.6.2004, na visku kambijeve aktivnosti.
Poskus je potekal do 20.7.2004. Za hlajenje smo uporabili pretocni hladilni sistem
(dimenzije 900 x 400 x 400 mm). Sestavljen je bil iz hladilnega agregata (hladilna mo¢
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sistema 720 W pri -10°C, elektricna mo¢ 800 W-230V) za hlajenje vode v rezervoarju
(volumen 20 1). Uporabljen je bil hladilni plin R 404, ki ni $kodljiv ozonu. Obto¢na ¢rpalka
je poganjala hladilno teko¢ino po bakreni cevi, ki je hladila del debla. Spodnji del
hlajenega debla je bil od tal oddaljen 70 cm, zgornji pa 170 cm. Na deblo smo najpre;j
pritrdili 10 distan¢nikov S$irine 2 cm in globine 4 cm. Distancniki so bili med seboj
razmaknjeni po 12 cm. V 2 cm Siroke utore distan¢nikov smo namestili bakreno cev in jo
spiralno ovili okrog debla drevesa na dolzini 1 m (slika 36A). Bakreno cev smo ovili okrog
enega metra debla drevesa na dolzini 1 metra. Razmak med navoji bakrene cevi v
vertikalni smeri je znasal 7 cm. Bakrena cev je bila od skorje oddaljena 2 cm. Med bakreno
cev in letvice smo priblizno v sredino sistema pritrdili termometrski senzor. Celoten sistem
smo ovili s toplotno izolacijo debeline 15 mm. Visina toplotne izolacije je znasala 1,4 m,
dolzina pa 8 m, celotna debelina izolacije je bila vsaj 5 cm. Razmak med skorjo in izolacijo
je bil 4 cm. Na zgornji in spodnji strani smo sistem izolirali s peno Sirine 15 cm, ki smo jo
zatlacili med izolacijo in deblo (slika 36B). Zgornjo stran sistema smo pred dezjem
zas¢itili 8e s folijo. Zeleno temperaturo smo v prostoru med izolacijo in skorjo brez
stopenjsko nastavili na 9-11°C s pomocjo kapilarnega termostata in jo dnevno nadzorovali.
Preto¢ni hladilni sistem smo postavili na lesen podstavek in ga pred vremenom zascitili z
aluminijasto streho.

Slika 36: A — Postavitev distan¢nikov in bakrenih cevi okrog dela debla drevesa. Vmes je names$cen
temperaturni senzor. B — Postavljen in izoliran hladilni sistem (Foto: M. Zupan¢ic).

Figure 36: A — Placing of the copper tubes around the stem circumference. B — Isolated cooling system.

3.8.4 Vzorcenje

Intaktne vzorce tkiv najmlajSega dela zive skorje, kambija in zunanjega dela ksilema smo
pri obeh poskusih odvzeli na dan =zastavitve eksperimenta in nato vsakih 10 dni
(preglednica 4). Vzorce tkiv smo pri ogrevanem, hlajenem in kontrolnem drevesu odvzeli v
prsni visini (1,3 m nad tlemi). Dodatno smo pri ogrevanem in hlajenjem drevesu odvzeli
vzorce Se priblizno 10 cm nad izoliranim delom debla, da smo proucili vpliv poviSane
oziroma zniZzane temperature na kambijevo aktivnost nekoliko stran od mesta namestitve
sistema. Po vsakem odvzemu smo grelni oziroma hladilni sistem namestili nazaj na drevo.
Naknadno smo vzorce odvzeli po zaklju¢ku kambijeve aktivnosti, 16.12.2004, da smo
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proucili vpliv nadzorovanega ogrevanja in hlajenja na anatomsko zgradbo in Sirino
ksilemskega in floemskega prirastka. Vzorce smo takoj po odvzemu fiksirali v FAA. Po
enem tednu je sledila dehidracija vzorcev v etanolni vrsti (30%, 50% in 70%) (glej tudi
poglavje 3.3). Med postopkom dodatnega obrezovanja vzorcev, smo v radialni smeri z
britvico odstranili 3 mm S§irok (tangencialna dimenzija) del tkiva, ga ustrezno skrajsali,
shranili v 70% alkoholu in ga namenili za kasnejSo pripravo rezin za prepajanje z umetno
smolo za raziskave s transmisijsko elektronsko mikroskopijo (TEM) in UV-
mikrospektrofotometrijo (UMSP). Pripravili smo obarvane (safranin in astra modro) trajne
preparate precnih prerezov za svetlobno mikroskopijo (SM) z drsnimi mikrotomom (glej
tudi poglavje 3.3), kjer je bila debelina preparatov 25 um in z rotacijskim mikrotomom,
kjer je bila debelina preparatov 14 pum (glej tudi poglavje 3.9.3). Za podrobnejse
anatomske in ultrastrukturne raziskave tkiv smo pripravili e poltanke preparate precnih
prerezov obarvane s toluidin modrim za SM (glej poglavja 3.9.4, 3.9.5 in 3.9.5.1),
neobarvane poltanke preparate precnih prerezov za UMSP (glej poglavja 3.9.4, 3.9.5 in
3.9.7) ter ultra tanke preparate precnih prerezov tkiv obarvanih s kalijevim permanganatom
za TEM (glej poglavja 3.9.4,3.9.5 in 3.9.7).

Preglednica 4: Datumi vzorcenja pri poskusu ogrevanja (A)in hlajenja (B) debla pri smreki v letu 2004.
Table 4: Sampling dates of the (A) heating and (B) cooling stem of Norway spruce in the year 2004.
A B

GRETJE HLAJENJE
odvzem datum odvzem datum
1. 14.6.2004 1. 29.3.2004
2. 24.6.2004 2. 9.4.2004
3. 6.7.2004 3. 21.4.2004
4, 20.7.2004 4, 3.5.2004

Potrebne klimatske podatke med izvajanjem obeh eksperimentov smo za Ljubljano v letu
2004 dobili od Gozdarskega instituta Slovenije, ki je imel postavljeno vremensko postajo
(Davis Vantage Pro Radio-Kit) 50 m od testnih dreves. Vremenska postaja je klimatske
parametre (temperatura zraka, padavine) belezila vsakih 10 min. Iz dobljenih podatkov
smo v programu Excel izracunali povprecne, maksimalne in minimalne dnevne
temperature ter dnevno koli¢ino padavin.

3.9 OGREVANIJE IN HLAJENJE DREVES V LETU 2005

3.9.1 Izbor poskusnih dreves

Za poskus eksprimentalnega ogrevanja in ohlajanja dela debla drevesa v letu 2005 smo
ponovno izbrali tri navidezno zdrave navadne smreke (Picea abies) v Ljubljani. Drevesa so
rasla na juznem poboc¢ju Roznika (323 m n.m.) in so bila med seboj oddaljena najvec¢ 6
metrov. Premer dreves je bil okrog 33 cm. Eno smo ogrevali, drugo pa hladili. Tretje
drevo, na katerem nismo opravljali poskusov, je sluzilo za kontrolo. Stevilo dreves je bilo
omejeno zaradi zahtevnosti izvedbe eksperimenta na odraslih drevesih.
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3.9.2 Zastavitev eksperimentov ogrevanja in hlajenja

V letu 2005 smo oba eksperimenta (ogrevanje in hlajenje) zastavili na isti dan, nekoliko
pred pricetkom redne kambijeve aktivnosti 26.4.2005. Nacin zastavitve obeh
eskperimentov je bil enak kot v letu 2004 (glej poglavja 3.8.2 in 3.8.3). Temperaturo
ogrevanja smo nastavili na 24-25°C, hlajenja pa 9-11°C. Eksperiment hlajenja smo
zakljucili 20.9.2005, saj so konec septembra povprecne temperature zraka padle pod 15°C.
Z ogrevanjem smo nadaljevali Se tri tedne, do 11.10.2005, Povprecne temperature so se
tedaj gibale okrog 10°C. Intaktne vzorce tkiv najmlajSega dela zive skorje, kambija in
zunanjega dela ksilema smo pri ogrevanem, hlajenem in kontrolnem drevesu odvzeli v
prsni visini (1,3 m nad tlemi) na dan zastavitve eksperimenta in nato vsakih 20 dni
(preglednica 5). Dodatno smo vzorce odvzeli 4.11.2005, po zakljucku obeh eksperimentov,
da smo proucili vpliv nadzorovanega ogrevanja in hlajenja na anatomsko zgradbo in §irino
ksilemskega in floemskega prirastka. Po vsakem odvzemu smo grelni oziroma hladilni
sistem namestili nazaj na drevo. Vzorce smo takoj po odvzemu fiksirali v FAA. Po enem
tednu je sledila dehidracija vzorcev v etanolni vrsti (30%, 50% in 70%). Trajne preparate
prec¢nih prerezov debeline 14 pm za SM smo pripravili z rotacijskim mikrotomom po
postopku opisanem v poglavju 3.9.3.

Preglednica 5: Datumi vzor¢enja pri poskusu ogrevanja (A)in hlajenja (B) debla pri smreki v letu 2005.

Table 5: Sampling dates of the (A) heating and (B) cooling stem of Norway spruce in the year 2005.

GRETJE IN HLAJENJE
odvzem datum

1. 26.4.2005
2. 17.5.2005
3. 7.6.2005

4. 28.6.2005
3. 19.7.2005
6. 9.8.2005

7. 30.8.2005
8. 20.9.2005
9. 4.10.2005
10. 4.11.2005

Pri tem poskusu smo pri vsakem odvzemu s termocleni (KM 1250) izmerili temperaturo
kambija v izoliranem delu debla ter 10 cm nad in pod njim. Tik pred posamezno meritvijo
smo z vijakom zbruSenim v ostro konico (premer 4 mm) naredili luknjo do kambijevega
obmocja. Vanjo smo namestili termo ¢lena in luknjo zamasili z drobno vejico, da se je
vzpostavila temperatura v merjenem obmocju (slika 37). Na vsakem merilnem obmocju
smo napravili dve luknji in po trikrat od¢itali temperaturo.
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Slika 37: Merjenje temperature v kambijevem obmocju (Foto: M. Zupancic).

Figure 37: Temperature measurements in the cambial region.

Potrebne klimatske podatke za ¢as med izvajanjem obeh eksperimentov smo dobili od
Gozdarskega instituta Slovenije, ki je imel postavljeno vremensko postajo (Davis Vantage
Pro Radio-Kit) 50 m od testnih dreves. Vremenska postaja je klimatske parametre
(temperatura zraka, padavine, tlak, vlaznost,...) belezila vsakih 10 min. Iz dobljenih
podatkov smo v programu Excel izracunali povpre¢ne, maksimalne, minimalne dnevne
temperature ter dnevno koli¢ino padavin.

3.9.3 Priprava rezin za svetlobno mikroskopijo z rotacijskim mikrotomom

Vzorce tkiv za pripravo trajnih prec¢nih prerezov z rotacijskim mikrotomom je bilo
potrebno predhodno prepojiti s parafinom. Intaktnim vzorcem smo odvzeli manjsi koS¢ek
tkiva okvirnih dimenzij 2 x 3 x 5 mm”. Vsak posamezni vzorec smo vstavili v kaseto, na
katero smo predhodno s svinnikom zapisali oznako vzorca. Kasete z vzorci smo dali v
70% alkohol, da se niso posusili. Ko smo pripravili zadostno Stevilo kaset (60-70) in
napolnili reagencno posodo komore za preparacijo tkiv Leica TP 1020, smo priceli s
postopkom dehidracije z etanolom in bio-clearom (D-limonen) ter prepajanja vzorcev s
parafinom. Komori sestavljeni iz 12 reagencnih posod smo nastavili ustrezen program, po
katerem je potekalo prepajanje vzorcev. Postopek prepajanja je prikazan v preglednici 6.

Preglednica 6: Postopek prepajanja vzorcev s parafinom.

Table 6: Paraffin embedding procedure of the samples.

reagent koncentracija (%) trajanje (ur)
etanol 70 2
etanol 70 1,5
etanol 90 1,5
etanol 90 1,5
etanol 95 1,5
etanol 100 1,5
etanol 100 1,5
bio-clear 100 1,5
bio-clear 100 1,5
bio-clear 100 1,5
parafin 2
parafin 2
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Ko je bil postopek prepajanja zakljucen, smo pripravili parafinske bloke s tkivi. Kasete z
vzorci smo postavili na grelno plos¢o parafinskega dispenzerja Leica EG 1120, ki je bila
ogreta na 60°C. Parafin se je pri tem v kaseti stalil. Kaseto smo odprli in obdrzali tisto
polovico kasete, na kateri je bila s svincnikom napisana oznaka vzorca. Pravilno orientiran
vzorec s staljenim parafinom smo postavili v kovinsko posodico in ga zalili s staljenim
parafinom (58°C), s Cimer smo poskusali prepreciti nastajanje mehurckov. Posodico
postavili v petrijevko z mrzlo vodo in z ogrevano pinceto Leica EG F drzali vzorec na
mestu toliko Casa, da se je parafin nekoliko strdil (robovi so postali belkasti). V naslednjem
koraku smo postavili na posodico oznaceno polovico kasete, dolili parafin in jo postavili na
mizo za toliko ¢asa, da se je parafin strdil. Vzorce smo postavili v zmrzovalnik za priblizno
30 minut, da smo lahko odstranili parafinske bloke iz posodic.

Rezanje precnih prerezov tkiv je potekalo s polavtomatskim rotacijskim mikrotomom
Leica RM 2245. Uporabljali smo nizko profilne jeklene noze za rezanje trsih tkiv Feather
N34H za enkratno uporabo. Najprej smo ploskev namenjeno za rezanje prikrojili na
ustrezno velikost, odstranili presezni parafin in ploskev izravnali. Ker je smrekov kasni les
relativno trd, smo bloke vzorcev pred rezanjem polozili v posodo z vodo (sobne
temperature) za nekaj ur, da se je ksilemsko tkivo nekoliko zmehcalo. Debelina rezin je
bila 10-14 um. Odrezane rezine smo najprej polozili v posodo s hladno vodo. Nato smo jih
prestavili v vodo ogreto na 40°C, ki je bila v vodni kopeli Leica HI 1210. Ob tem so se
rezine nekoliko raztegnile. Rezine smo pobrali iz vode z objektnim steklom premazanim z
albuminom, s ¢imer smo povecali oprijemnost. Objektna stekla z rezinami smo polozili v
pecico na 70°C za priblizno 30 minut.

Preparate smo obarvali z barviloma safranin in astra modro. Pred tem je bilo potrebno
odstraniti parafin iz rezin po postopku opisanem v preglednici 7. Barvanje rezin je potekalo
podobno kot pri pripravi preparatov debeline 25 pm narezanih z drsnim mikrotomom (glej
poglavje 3.3). Razlika je bila v le tem, da smo tokrat barvali rezine, ki so Ze bile
namescene na objektnem steklu. Poleg tega smo ¢as barvanja v safraninu podaljsali na 1
uro.

Preglednica 7: Postopek odstranjevanja parafina iz rezin.

Table 7: Procedure of the removal of the paraffin from the sections.

reagent koncentracija (%) | trajanje (min)

bio-clear 100 10

bio-clear 100 10
etanol 95 10
etanol 95 10
etanol 95 10

3.9.4 Prepajanje vzorcev z epoksi smolo za LM, TEM in UMSP

Prepajanje vzorcev z epoksidno smolo je potekalo v Laboratoriju za histologijo in
elektronsko mikroskopijo na Oddelku za biologijo BiotehniSke fakultete Univerze v
Ljubljani. Vzorce tkiv smo najprej ustrezno pripravili za prepajanje z epoksidno smolo po
modificiranem postopku, kot ga opisuje Spurr (1969). V nadaljevanju bomo tako
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pripravljeni umetno smolo imenovali »Spurr«. Postopek nadaljnje dehidracije vzorcev z
etanolom in acetonom je prikazan v spodnji preglednici 8.

Preglednica 8: Postopek dehidracije tkiv z etanolom in acetonom za vklapljanje v umetno smolo Spurr.

Table 8: Procedure of the dehydration of tissue with ethanol and aceton for embedding in Spurr's epoxy resin.

reagent koli¢ina (ml) | trajanje (min) koncentracija (%)
etanol 30 30 70

etanol 30 30 95

etanol 30 30 95

etanol 30 30 100

aceton 30 30 100

aceton 30 30 100

Pripravili smo meSanico smole Spurr, ki sestoji iz sledecih komponent:

* ERL 4206:  vinil ciklohesen dioksid (epoksidni monomer);

* DER 736: diglicidilni eter polipropilenskega glikola (fleksibilizator);
* NSA: nonenil sukcinil anhidrid (utrjevalec);

* DMAE (S-1): dimetil aminoetanol (pospesevalec).

Spurr je ena izmed smol, ki se uporabljajo za vklapljanje vzorcev tkiv pregledovanju s
TEM. Omenjena smola zelo dobro in hitro prodira v tkivni material in je manj viskozna
(60 cp pri 25°C) od smole Epon ali Araldit. Spurr se zlahka zmesa, ima dolg Cas zeliranja z
minimalnim zamrezenjem ali samopolimerizacijo meSanice pri sobni temperaturi. Trdoto
smole je mogoc¢e nadzorovati, polimerizacija je hitra, rezanje vklopljenih tkiv s steklenim
oziroma diamantnim nozem ne predstavlja tezav. Spurr (1969) navaja tri razlicne meSanice
smole: mehko, normalno in trdo. V nasem primeru smo uporabili meSanico normalno trde
smole (preglednica 9). Priprava meSanice je potekala v stekleni c¢asi zaradi njene
reaktivnosti s polimernimi materiali.

Preglednica 9: Priprava meSanice normalno trdega “Spurra”.

Table 9: Composition of standard Spurr's embedding medium.

komponenta | koli¢ina (g)
ERL = VCD 20
DER 736 12
NSA 52
DMAE 0,8
Skupaj 84,8

Pripravi meSanice je sledilo prepajanje vzorcev tkiv po postopku prikazanem v preglednici
10. Infiltracija je potekala pri sobni temperaturi. Vzorce tkiv, ki so se nahajali v oznacenih
1,5 ml epicah, smo dali v mesalnik, da je bilo prepajanje intenzivnejse. Ker je meSanica
smole Spurr strupena, je delo vseskozi potekalo v zracenem digestoriju. Med menjavami
komponent smo uporabljali dvojne rokavice in zas€itno masko na ustih in nosu. Skupno je
infiltracija potekala 48 ur oziroma dva dni.
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Preglednica 10: Postopek prepajanja vzorcev z umetno smolo Spurr.

Table 10: Infiltration procedure of the samples with Spurr's epoxy resin.

komponenta trajanje (h)
1 del “Spurr” : 1 del acetona 17

Cisti “Spurr” 9 ur

Cisti “Spurr” 22 ur

Za polimerizacijo smo vzorce tkiv vlozili v primerno velike plasticne modele. Za vsak
odvzem smo pripravili po dva vzorca. V model smo polozili tudi listke z ustreznimi
oznakami. Nato smo vse skupaj zalili s Cisto smolo in pri tem pazili, da nismo ustvarili
mehurckov, ki bi otezevali popolno prepajanje vzorcev tkiv. Gladina zalite smole je bila
izbocena, ker se med susenjem oziroma strjevanjem Se nekoliko skr¢i. Modele zalite s
smolo smo polozili na stekleno posco in jih polozili v susilnik s temperaturo nastavljeno na
60°C. Polimerizacija je potekala dva dni in pol (preglednica 11).

Preglednica 11: Postopek polimerizacije vzorcev z umetno smolo Spurr.

Table 11: Polimerysation procedure of the samples with Spurr's epoxy resin.

komponenta temperatura (°C) | trajanje (h)
Cisti “Spurr” 60 63

Bloke vklopljenih tkivnih vzorcev smo po tem Casu vzeli iz suSilnika in pocakali da so se
na sobni temperaturi ohladili, da smo jih lahko vzeli iz modelov. Sledila je priprava
poltankih preparatov za SM in UMSP, ki je potekala na Oddelku za lesno biologijo na
Univerzi v Hamburgu v Nemc¢iji,.

3.9.5 Priprava poltankih rezin za svetlobno mikroskopijo z ultramikrotomom

Preden smo blok vzorca tkiv vstavili v vpenjalo ultramikrotoma Ultracut E PABISH smo
vse kote nastavili na 0°. Blok smo v vpenjalu z vijakom ¢vrsto privili. Sledilo je grobo
rezanje blokov z britvico v obliko prirezane piramide. Pripravili smo ustrezno povrsino za
rezanje, odstranili presezni vklopni medij in ploskev izravnali. Postopek je podrobneje
prikazan na sliki 38. Ociscena ploskev rezanja je imela obliko trapeza, ki je bila
najustreznejSa za izdelavo vecje serije rezin v obliki traku. Rezilo britvice je moralo biti
brezhibno ostro, da so bile povrSine stranic ter robovi trapezov popolnoma gladki. Takrat
so se svetili. Na ploskvi rezanja smo odstranili vse kovinske drobce, saj bi lahko med
rezanjem poskodovali ali unic¢ili noz. Kadar so bili vzorci tkiv v bloku majhni, smo na robu
stranice, kjer se je odrezovanje zacelo, ohranili del vklopnega medija. V tem primeru smo
kvaliteto odrezanih rezin zaradi nehomogenosti lesnega tkiva izboljsali.
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Slika 38: Shematski prikaz obrezovanja in oblikovanja bloka. Vzorec tkiva ¢rne barve je v principu mogoce s
petimi glavnimi rezi oblikovati v trapez. Rez 1 je narejen paralelno s povrSino rezanja in odstrani presezni
vklopni medjj ter izravna povrsino rezanja. Rezi 2-5 so narejeni pod dolo¢enimi koti na povrsino rezanja in
dokon¢no oblikujejo prirezano piramido. Reza 2 in 3 predstavljata glavni stranici trapeza, ki morata biti med
seboj paralelni. Reza 4 in 5 predstavljata stranski stranici trapeza, ki morata biti pod istim kotom glede na
osnovni stranici (Robinson in sod., 1987).

Figure 38: Schematic representation of a block trimming procedure. The object can be trimmed into a
trapezium form with five cuts using a hand-held razor blade. Cut 1 is made parallel to the flat surface of the
block and removes the excess of the embedding medium. The surface of the block is flat. Cuts 2-5 are
performed at an angle to this surface. Cuts 2 and 3 are the main sides of the trapezium and should be paralell
to each other. Cuts 4 and 5 are lateral sides of the trapezium and should be at the same angle to the main sides
(Robinson et al., 1987).

Nosilec z blokom smo vpeli v rezalno roko. V drzalo za rezilo smo vpeli stekleni noz (slika
39). Ob opazovanju skozi binokular smo stekleni noz pocasi in previdno ro¢no priblizevali
rezalni roki z vpetim blokom. NoZ in vzorec smo nastavili paralelno enega z drugim.
Rezilo noza smo pocasi Se nekoliko priblizali bloku. S steklenim noZzem smo napravili
toliko rezin, da je bila povr§ina rezanja popolnoma gladka in izravnana.

plasti¢na ali _> *

kovinska banjica napetostna érta —
vosek za \‘
pritrditey Y

Slika 39: A — Stekleni noz s plasti¢no banjico pritrjeno z voskom; B — Ostrina steklenega noza. Obmocje S
se za rezanje ne uporablja, ker ima zelo slabo ostrino. Obmocje Z je najostrejSe in predstavlja priblizno 1/3
noza. Obmocje E je manjSe ostrine in se najveckrat uporablja za predpripravo povrsine za rezanje; C —
Diamantni noz vklju¢en v kovinsko ogrodje z banjico (Robinson in sod., 1987).

Figure 39: A — Glass knife with the plastic trough sealed with wax; B — Sharpness of the glass knife. Region
S is not used for sectioning. Region Z is the sharpest region presenting about 1/3 of the knife edge. Region E
is less sharp and is normally used for preparing the surface for sectioning; C — Diamond knife included in the
metal framework with the trough (Robinson et al., 1987).
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Preden smo v nadaljevanju uporabili diamantni noz, smo ponovno preverili povrsino
rezanja in robove trapeza in jih v primeru, ko je bilo to potrebno, popravili (slika 38).
Dimantni noZi so zelo primerni za rezanje tr$ih ali nehomogenih tkiv, saj so zelo ostri in
trdi, zato se ob pravilni uporabi pocasi obrabijo. Blok smo vpeli v rezalno roko. Diamantni
noz namenjen rezanju poltankih rezin smo zelo previdno ocistili s stiroporom pomoc¢enim
v etanol in ga nato sprali z bi-destilirano vodo. Diamantno rezilo noza smo pazljivo osusili
s Cistim filtrirnim papirjem, ne da bi se dotaknili rezila. Noz smo vpeli v rezilno drzalo.
Kot drzala smo nastavili na 6°. NoZ smo rocno previdno priblizali bloku na razdaljo 3 mm
in ga nato ¢vrsto pritrdili. V nadaljevanju smo noz toliko Casa priblizevali bloku, dokler
med njima nismo opazili le zelo tanke reze svetlobe (slika 40). Ob tem smo ponovno
preverili, ali sta blok in noz resni¢no vzporedna eden z drugim. Blok smo postavili
neposredno pod rezilo noza. Banjico noza smo napolnili z bi-destilirano vodo, da je bila
gladina vode konkavna. Gladina vode je bila med rezanjem zelo pomembna, saj se pri
preve¢ konkavnem menisku rezine nakopicijo ob rezilu in gubajo. Nasprotno pa se pri
konveksnem menisku omoc¢i hrbet rezila noza ter ploskev rezanja bloka, kar preprecuje
izdelavo rezin v obliki traku. Uporaba destilirane vode se je izkazala za zelo ustrezno, saj
tekocCina ne sme prehitro hlapeti, ne sme reagirati z odrezanim tkivom in mora imeti visoko
povrsinsko napetost. S pomocjo injekcijske brizgalke smo odvzeli presezek vode v banjici,
tako da je bil odboj svetlobe na vodni gladini najvecji in smo ob rezilu videli rahlo senco.
Debelina rezanja poltankih rezin je bila priblizno 1pm, hitrost pa 1 mm/s. Med rezanjanjem
smo pazili, da blok ni bil omocen. V nasprotnem primeru smo rezanje prekinili, vzorec in
hrbet rezila noza pa osusili s Cistim filtrirnim papirjem.

odsev rezila noZa

rezilo noza :
+~ kot odrezovanja

i
i o ; .
kot noza 1= kot izpraznitve
i
i

Slika 40: Prikaz odrezovanja; a — ¢ Ustrezna postavitev bloka vzorca tkiv glede na rezilo noza z razli¢nih
pogledov; d — Geometrijski parametri pri odrezovanju (Robinson in sod., 1987).

Figure 40: Schematic diagram of sectioning; a — ¢ The correct orientation of the trimmed block with respect
to the cutting edge of the knife as seen from different orientations; d — Geometrical parameters characterizing
sectioning (Robinson et al., 1987).

Rezine smo jih pobrali iz vode s pomocjo steklene palcke in jih polozilo na kapljico bi-
destilirane vode na Cistem objektnem steklu. Objektno steklo z rezinami smo ustrezno
oznacili in polozili na vroco grelno plosco ogreto na priblizno 80° za najmanj 10-20 minut.
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3.9.5.1 Postopek obarvanja s toluidin modrim

Za barvanje pol tankih preparatov smo uporabili 1% vodno raztopino barvila toluidin
modro. Objektna stekla s preparati smo namakali v raztopini barvila 1 do 2 uri. Nato smo
jih najprej izpirali z destilirano vodo, sledila je dehidracija v 96% etanolu. Preparate smo
nato polozili v ksilen za 5 minut in jih nato vklopili v Eukitt. Preparate smo c¢ez noc
obtezili s svin¢enimi utezmi. Barvilo celi¢ne stene traheid v razlicnih fazah diferenciacije
selektivno obarva. Popolnoma oblikovane in lignificirane celicne stene so se obarvale
zeleno modro, nelignificirane celi¢ne stene traheid pa vijoli¢éno modro.

3.9.6 Priprava ultra tankih rezin za TEM z ultramikrotomom

3.9.6.1 Postopek priprave ultra tankih rezin za TEM

Ko so bile poltanke rezine precnih prerezov pripravljene, smo jih pregledali pod
svetlobnim mikroskopom ter dolocili obmocje tkiva za nadaljnjo pripravo ultra tankih
rezin za TEM. V ta namen smo z zelo ostro britvico ploskev trapeza zmanjsali na priblizno
1/10 prvotne. Pri tem smo pazili, da sta bili osnovni stranici trapeza vzporedni, stranski
stranici pa pod enakim kotom glede na osnovni stranici. Ko je bila ploskev zmanjsana, smo
preverili, da na rezalnih ploskvah ni bilo nobenega kovinskega drobca, ki bi lahko
poskodoval rezilo diamantnega noza. Blok smo nato vpeli v rezalno roko. Diamantni noz
brezhibne ostrine namenjen rezanju ultra tankih rezin smo pred vpetjem v rezalno drzalo
ocistili s stiroporom pomocenim v etanol. Kot drzala noza je bil nastavljen na 6°.
Diamantni noz smo ¢vrsto pritrdili v drzaj noza na razdalji priblizno 3 mm od bloka, nato
smo noz priblizevali bloku toliko ¢asa, dokler nismo med njima skozi binokular zasledili le
tanke reze svetlobe. Ob tem smo preverili, ali sta ploskev vzorca in diamantno rezilo noza
popolnoma vzporedna eden na drugega. V nadaljevanju smo blok nastavili tik pod rob
rezila. Banjo diamantnega noza smo napolnili z bi-destilirano vodo do konkavnega
meniska, nato pa odve¢no vodo odstranili z brizgalko. Debelina rezanja ultra tankih rezin
je bila 90-100 nm. Hitrost rezanja je bila 1 mm/s. Ko je ultramikrotom avtomatsko
odrezoval rezine, smo zapustili prostor, s ¢imer smo preprecili tresenje naprave zaradi
premikanja, dvigovanje prahu zaradi dihanja in podobne nezazelene dejavnike, ki bi lahko
vplivali na kvaliteto rezin. Narezane rezine, ki so plavale na vodi, so bile svetlo
zlatosrebrne barve, kar je znacilno za rezine debeline 90-100 nm. Odrezali smo priblizno
30-50 rezin (priblizno 10-15 minut rezanja). Ker so se rezine pri rezanju nekoliko zgnetle,
smo jih raztegnili s pomocjo palcke pomocene v kloroform. Palcko smo nekaj sekund
pridrzali nad banjico z rezinami in pazili, da je nismo pomocili v vodo oziroma se z njo
dotaknili diamantnega rezila. Zaradi toksi¢nosti ksilena smo poskrbeli za ustrezno
odzracevanje. Sledilo je pobiranje rezin iz banjice. Najprej smo jih s trepalnico pritrjeno na
palcki zelo previdno potisnili skupaj in pazili, da jih nismo poskodovali. Rezine smo nato
polozili na mreZice z velikostjo okenc 100 in 300. Na eno mrezico smo navadno polozili 3
do 10 rezin. Za vsak vzorec smo pripravili 3 mreze z okenci velikosti 100 (vecji pregled
nad tkivom, rezine so na mrezici bolj stabilne, saj so le-te prevlecene s filmom) ter 3 mreze
300 (imajo prednost, da se jih lahko z elektronskim curkom v TEM §e naknadno nekoliko
raztegne, vendar pa se hitreje raztrgajo). Mreze 100 smo najprej s pinceto previdno
odstranili iz petrijevke. Z zelo fino pinceto smo prijeli mrezo in jo pod kotom 45° potisnili
v vodo tako, da so se rezine gibale proti mrezi (slika 41). S trepalnico namesceno na leseni
palcki smo rezine zelo previdno pritrdili na mrezo. Ko je bilo na mrezi zadosti rezin, smo
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mrezo potegnili iz vode, osuS$ili s Cistim filtrirnim papirjem ter polozili v oznaceno
petrijevko s filtrirnim papirjem in jo takoj pokrili, da bi preprecili kontaminacijo s prahom,
delci ipd. Iz istih razlogov smo uporabljeno pinceto in trepalnico vsaki¢ ocistili z bi-
destilirano vodo. Za zajem rezin na mrezici 300 smo si pomagali s posebno zanko »perfect
loop«, s katero smo se v vertikalni smeri previdno priblizali skupini rezin na vodni gladini
v banji. Z zanko smo se dotaknili vodne gladine tako, da so bile rezine zajete in jo nato
dvignili iz vode. Pri tem je na zanki ostala kapljica vode skupaj z rezinami. V naslednjem
koraku smo kapljico vode z rezinami previdno polozili na mrezo 300, ki je bila v
petrijevki. Ob tem smo pazili, da je bila matirana stran mreze obrnjena navzgor. S
filtrirnim papirjem smo ostranili odvecno vodo med mrezo in zanko. Ko je bila voda
odstranjena, smo zanko skupaj z mrezo, na kateri so bile name$cene rezine, postavili na
filtrirni papir v oznaceni petrijevki. Mrezo in zanko smo locili s pomocjo igle, ki smo jo
postavili neposredno na mesti na mrezo, kjer ni bilo nobene rezine. Petrijevko smo po
koncanem postopku oznacili, pokrili s pokrovom, ocistili zanko in iglo ter pripravili Se
preostali dve mrezi 300. Rezanju je sledilo kontrastiranje s kalijevim permanganatom.

Slika 41: Shema pobiranja rezin iz banjice; a — Razdelitev traku rezin na krajse odseke s pomocjo trepalnice
pritrjene na palcki; b — Pobiranje rezin iz banjice na mrezo v prikazani smeri; ¢ — OsusSitev mreze s kos¢kom
filtrirnega papirja (Robinson in sod., 1987).

Figure 41: Picking up sections from the trough. a — Separating a ribbon of sections with the help of a
mounted eyelash; b — Picking up sections from trough on the grid; ¢ — Drying a grid with a piece of filter
paper (Robinson et al., 1987).

3.9.6.2 Kontrastiranje s kalijevim permanganatom

Bioloski vzorci so slabo kontrastni, saj vsebujejo elemente z nizkim atomskim Stevilom
(lahka jedra), kot so C, H, O, ki §ibko sipajo elektrone, zato jih je potrebno impregnirati s
solmi tezkih kovin npr. Os, Mn, U, Pb, W. Omenjene kovine imajo visoko atomsko Stevilo
in veliko gostoto in na njih pride do velikega sipanja elektronov. Z ustrezno fiksacijo
oziroma selektivnim obarvanjem razli¢nih struktur je torej mogocCe kontrast povecati.
TemnejSa podrocja imajo vec€jo gostoto in obratno. V TEM se kalijev permanganat
(KMnOy), poleg osmijevega tetroksida (OsQ4), pogosto uporablja kot fiksativ ali barvilo v
citoloskih Studijah rastlinskih in Zzivalskih tkiv. Kalijev permanganat se uporablja za
kvalitativno dokazovanje prisotnosti lignina v celi¢nin steni (Bland in sod., 1971, Parham,
1974, Kutscha in Schwarzmann, 1975, Hoffmann in Parameswaran, 1976, Coteé, 1981,
Robinson, in sod., 1987, Saka, 1991, 1992, Donaldson, 1991, 1992, 2001, Goodhew in
sod., 2001, Gricar, 2001, Singh in Daniel, 2001, Chaffey, 2002, Rensing, 2002, Schmitt in
sod., 2003, Schmitt in Melcher, 2004, Gricar in sod., 2003a, b, 2005). Je oksidant in
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reagira s komponentami lignina, zlasti z di-, tri- hidroksi fenoli, ki kalijev permanganat
reducirajo v manganove okside (MnO,, Mn,03), zato so elektronsko gostejSa podrocja v
slojih celicne stene odvisna od prisotnosti fenolnih hidroksilnih skupin, oziroma
narascajoCe stopnje lignifikacije (Bland in sod., 1971). Porazdelitev lignina v razli¢nih
slojih celi¢ne stene lahko s to metodo ocenimo le kvalitativno (Saka, 1992).

Bland in sodelavci (1971) so podrobneje raziskali, s katerimi komponentami oziroma
skupinami v lesu reagira kalijev permanganat. Rezultati so pokazali, da najintenzivneje
reagira z di-, tri- hidroksi fenoli. Intenzivno so reagirale tudi nenasi¢ene alkoholne skupine
(- CH = CH - CH,0OH) in pripadajoce aldehidne skupine (— CH = CH —CHO). Ravno tako
so s kalijevim permanganatom reagirale nenasiCena nefenolna aromatska kislina —
cinamilna kislina, aromatske nefenolne kisline s hidroksiliranimi stranskimi verigami ter
vse fenolne kisline. Nasi¢ene nefenolne kisline niso kazale pozitivne reakcije s KMnOy,
zato so karboksilne skupine kot mozna reakcijska mesta izkljucili. V ligninu naj bi bile
najstevilnejSe reaktivne skupine proste fenolne siringilne in gvajacilne skupine, ki naj bi
bile v najvecji meri odgovorne za reakcije s kalijevim permanganatom. Holoceluloze niso
reagirale s KMnOy (Bland in sod., 1971). Mnenja o specificnosti kalijevega permanganata
za lignin so deljena. Po Hoffmanu in Parameswaranu (1976) naj bi se s KMnQOj4 obarvale
tudi kislinske skupine polisaharidov. Raztopina KMnQO,4 vsebuje poleg manganatnega iona
tudi kalijeve katione (K), ki naj bi se vezali na kislinske skupine polisaharidov. Ker razliki
v atomskih masah med kalijem K (39,1) in manganom Mn (54,9) nista tako veliki in ker
imata oba atoma enako Stevilo elektronskih lupin, bi lahko pri¢akovali, da povzrocita
podobno elektronsko gostoto. Vsaj nativne kislinske hemiceluloze ter pektini naj bi se
obarvali s KMnQOy, ¢e njihovi anionski centri niso vnaprej blokirani. Vendar pa so
nadaljnje Studije pokazale, da naj bi do obarvanja prislo le pri predolgi izpostavitvi rezin
relativno visokim koncentracijam KMNO, pri povisani temperaturi. Pri normalnih
razmerah holoceluloze niso kazale vidnih reakcij s kalijevim permanganatom (Bland in
sod., 1971, Parham, 1974).

Ker se za kontrastiranje navadno uporablja KMnO4 v vodni raztopini natrijevega citrata
(sibka alkalna raztopina) (Lazarini in Brenci¢, 1992, Schmitt in Melcher, 2004) poteka
redukcija do manganovega (IV) oksida:

MnOy +4H" + 3¢ ———> MnO, + 2H,0 (11)

Pri barvanju s KMnO4 smo 1% vodni raztopini kalijevega permanganata dodali 0,1%
natrijevega citrata (Spurr, 1969, Kutscha in Schwarzmann, 1975, Donaldson, 1992,
Schmitt in Melcher, 2004). To naj bi povec€alo obarvanost lignificiranih delov celi¢ne stene
in preprecilo obarvanja drugih komponent celi¢ne stene. Natrijevo citratno barvilo naj bi
reagiralo z ligninskimi komponentami, ker se natrij kot kation veze na anionska mesta. Pri
reakciji kalijevega prermanganata z ligninom naj bi se vezava teh natrijevih kationov na
anionska mesta v ligninu povecala (Kutscha in Schwarzmann, 1975).

Za vsako mrezico z rezinami je zadostovala ena kapljica KMnO,4. V petrijevko smo
polozili Parafilm (papir prevleCen s parafinom), na katerega smo kanili kapljice KMnO4
(slika 42). Na te kapljice smo polozili mrezice tako, da je bila matirana povrSina obrnjena
proti kapljici. Preden smo polozili naslednjo mreZico na kapljico, smo pocakali 20 sekund.
Po 3 minutah smo mrezice v istem vrstnem redu vzeli s kapljic in jih pomocili v dve Casi z
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destilirano vodo. Najprej v prvo Stirikrat pocasi ter zatem v drugo ¢aso dvajsetkrat hitro.
Mrezice smo po izpiranju osusili s filtrirnim papirjem in jih polozili nazaj v petrijevko ter
pokrili s pokrovom.

mrezica i
S

rezine

N /.\"'/-\"'/-\"'/-\ s+— Parafilm

/

T

\ /-\*/-\"'f-\_/

Slika 42: Barvanje rezin z lebdenjem mrezic na kapljicah kalijevega permanganata (Robinson in sod., 1987).

Figure 42: Staining the sections by floating the grids on the droplets of potassium permanganate (Robinson et
al., 1987).

Ultrastrukturne preiskave odvzetega tkiva smo opravili s transmisijskim elektronskim
mikroskopom PHILIPS CM 12 TEM. Pospesevalna hitrost pri opazovanju preparata s
TEM je navadno zmanjSana na 40-60 kV zaradi vecjega kontrasta. Fotografije celicnih sten
traheid smo posneli na razli¢nih oddaljenostih od kambija in v razli¢nih razvojnih fazah.
Mesta opazovanja oziroma slikanja smo natan¢no zabelezili.

3.9.7 Priprava poltankih rezin za UMSP ter analize z UMSP

Postopek priprave poltankih rezin debeline 1um za UMSP je podoben pripravi poltankih
rezin za SM (glej poglavje 3.9.5). Uporabili smo diamantni noz, ki je primernej$i za
pripravo gladkih, ravnih povrsin rezin enakomernih debelin. Razpoke oziroma gube mo¢no
vplivajo na izmerjene UV absorpcijske spektre in posledi¢no vodijo do napacnih izraCunov
vsebnosti lignina. Rezine, ki so plavale na vodi v banjici, smo s stekleno palcko pobrali in
polozili na kapljico bi-destilirane vode na objektnem kvarénem steklu. Kvar¢na stekla
nastanejo pri ohlajevanju taline SiO, in so popolnoma prepustna za vidno in UV svetlobo.
Stekla so zelo krhka, imajo visoko talis¢e (1713°C) in brez tezav zdrzijo hitre temperaturne
spremembe. Objektno kvarcno steklo z rezinami smo ustrezno oznacili in polozili na vroco
grelno plos¢o ogreto na priblizno 80° za najmanj 10-20 minut. Zatem smo kvaréno steklo
polozili v oznaceno petrijevko ter jo pokrili s pokrovom. Za UV mikroskopijo je
fiksacijska tekoCina FAA ustreznejSa od pogosto uporabljenega glutaraldehida, saj ima
slednji UV absorpcijski maksimum pri 280 nm, tako kot lignin (Takabe, 2002). Vklopni
mediji, ki se navadno uporabljajo pri TEM (razne epoksi smole), so ravno tako primerni za
UV mikroskopijo. V nasem primeru smo uporabili Spurr. V¢asih je potrebno vklopni medij
odstraniti iz vzorca, zlasti pri dolo¢anju nizkih koncentracij lignina (Fukuzawa, 1992).

Zaradi svojega aromatskega znacaja lignin absorbira UV svetlobo, medtem ko je druge
komponente celicne stene (celuloza, pektini ter hemiceluloze), z izjemo ekstraktivov, ne
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absorbirajo. UV-mikrospektrofotometrija se uporablja za polkvantitativno dolocevanje
porazdelitve lignina znotraj slojevite celicne stene ksilemskih celic. Metoda temelji na UV
iluminaciji poltankih prec¢nih rezin ksilemskega tkiva. Lignin iglavcev kaZe znacilni
absorpcijski spekter z absorpcijskim maksimumom okrog 212 in 280 nm zaradi prisotnosti
fenilpropanskih skupin ter nekaterih kromofornih strukturnih elementov. Nobena druga
komponenta celi¢ne stene ne kaze UV absorpcijskih lastnosti v istem spektralnem obmocju
kot lignin. Intenzivnost absorpcije je odvisna od koncentracije lignina v posameznih
obmocjih celicne stene. UV absorpcijski maksimum zavisi od strukturne zgradbe lignina,
kar omogoca loCevanje med ligninom pri listavcih in iglavcih zaradi razlicnih razmerij
gvajacilnih in siringilpropanskih enot. Lignin iglavcev je v glavnem sestavljen iz
gvajacilnih enot z absorpcijskim maksimumom pri 280 nm, lignin listavcev pa sestoji iz
gvajacilnih ter siringilnih enot v razli¢nih razmerjih, z absorpcijskim maksimumom pri
nekoliko nizjih valovnih dolzinah, in sicer v obmoc¢ju med 270-278 nm. Razlike naj bi bile
posledica vi§je simetri¢nosti fenilpropanskih enot lignina listavcev zaradi vecjega deleza
siringilnih enot (Scott in sod., 1969, Fukuzawa in Imagawa, 1981, Saka in sod., 1982,
Boutelje in Eriksson, 1984, Fengel in Wegener, 1989, Saka, 1991, Sakakibara, 1991,
Fukuzawa, 1992, Okuyama in sod., 1998, Kleist in sod., 1999, Koch in Kleist, 2001,
Takabe, 2002, Griinwald in sod., 2002a, b, Schmitt in sod., 2003, Koch in Griinwald, 2004,
Gricar in sod., 2005).

Pred opazovanjem rezin pod UV-spektrofotometrom smo na rezine kanili 1-3 kapljice
imerzijskega glicerina, ki ne absorbira UV svetlobe, s ¢imer smo povecali efektivno
aperturo objektiva in s tem lomni koli¢nik (np = 1,46). Zatem smo rezine prekrili s
krovnim kvarénim steklom in namestili na UV-mikroskop. NaSe tockovne analize so
potekale z UV mikroskopskim todkovnim merjenjem z velikostjo todke 1 pm?” Dobili smo
kvantitativne meritve koncentracije lignina po Beer — Lambertovem zakonu:

UV absorbanca=¢*C *d (12)

pri Cemer je ¢ absorpcijski koeficient, ki je odvisen od zgradbe lignina, C je volumska
koncentracija lignina ter d debelina absorpcijskega sloja (debelina preparata). Debelina
rezine je za kvantitativne meritve zelo pomemben parameter. Absorbanca je vecja pri
debelejsih rezinah. Vendar pa se pri predebelih rezinah pojavijo napake, kot so svetlobna
razprsenost, neparalelna iluminacija ali difrakcija. Priporocena debelina rezin je 0,5-1 pm
oziroma najve¢ 2 um. V primeru, da sta ¢ in d konstantni, je koncentracija lignina C
proporcionalna UV absorbanci. Kot smo Ze omenili, je lignin v lesu iglavcev sestavljen
predvsem iz gvajacilnih enot, zato je ¢ v razlicnih morfoloskih obmo¢jih celi¢ne stene
konstanten (Scott in sod., 1969, Fukuzawa, 1992, Okuyama in sod., 1998, Kleist in sod.,
1999, Gindl in sod., 2000, Takabe, 2002, Koch in Griinwald, 2004).

Ce predpostavljamo, da je debelina celiéne stene na preénem prerezu poltankega preparata
1 um, je vhodna intenziteta UV svetlobe /, zmanjSana na intenziteto /.. s.ns, Ki prehaja
skozi celi¢no steno zaradi absorbance v celi¢ni steni prisotnega lignina. Z nespremenjenim
prehajanjem vpadnih zarkov skozi vklopni medij v celihem lumnu, je mogoce I,
zamenjati z .., intenziteto UV svetlobe, ki prehaja skozi celi¢ni lumen (Scott in sod.,
1969, Koch in Griinwald, 2004). Enacbo (12) lahko torej zapiSemo tudi kot:
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UV absorbanca = log Limen (13)

cel. stena

Z merjenjem UV absorpcije svetlobe v dolocnem obmocju valovnih dolzin smo pridobili
UV spektre dolocenega podroc¢ja ksilemskega tkiva. Spektralne analize smo opravili s
programom LAMBDA SCAN® za Zeissov sistem UMPS 80. Intenzitete absorpcije UV-
svetlobe v dolocenih obmocjih valovnih dolzin so bile za vsako to¢ko merjene avtomatsko
na 2 nm, ponovljene 50 krat in prikazane v obliki spektrov. Spektre smo merili v obmocju
valovnih dolzin 200-400 nm. Grafi prikazujejo obmocje valovnih dolzin 240-340 nm.

Za bolj podrobne raziskave porazdelitve lignina ter fenolnih komponent v ksilemskem
tkivu je bila pri Zeissu razvita UV spektrofotometricna skenirna naprava (UV
spectrophotometric-scanning-device). Metoda omogoca neposreden vpogled v porazdelitev
lignina pri doloceni valovni dolzini 280 nm v posameznih slojih celi¢ne stene, kakor tudi
razli¢ne graficne in statisticne analize z lokalno geometricno resolucijo 0,25 umz ter
fotometri¢no resolucijo 4096 stopenj na sivi lestvici, ki so nato pretvorjene v 14 osnovnih
barv za boljSo predstavo intenzitet absorbance. V primerjavi z UV mikroskopskim
tockovnim merjenjem je v tem primeru topografija lignina v celi¢nih stenah lahko
prikazana v dvodimenzijskem ali tridimenzijskem prerezu (Kleist in sod., 1999, Koch in
Kleist, 2001, Koch in Griinwald, 2004). Posneli smo tudi UV fotografije poltankih rezin v
monokromatski svetlobi z UMSP I (Zeiss) mikroskopom.
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4 REZULTATI

4.1 PRIMERJAVA METODE PINING IN METODE ODVZEMA INTAKTNIH
VZORCEV ZA RAZISKAVE SEZONSKE DINAMIKE KSILOGENEZE

Za studijo sezonske dinamike kambijeve aktivnosti in nastanka ksilemske branike pri
jelkah in smrekah v letu 2003 smo uporabili metodo pining in metodo odvzema intaktnih
tkiv. Najprej smo proucili ustreznost obeh metod za tovrstne Studije. Pri metodi pining smo
raziskali Se anatomski odziv navadne smreke na vbod z iglo.

4.1.1 Metoda pining

Vbod z iglo je pri navadni smreki neodvisno od ¢asa posSkodovanja v letu 2003 povzrodil
izsusitev ksilemskih tkiv, nastanek kalusa, nekrozo kambijevih celic in nediferenciranih
ksilemskih celic, razvoj travmatskih smolnih kanalov in nastanek poranitvenega lesa (slika
43A). Vbod z iglo je porusil nediferencirane ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne
celicne stene ter lignifikacije, kakor tudi odrasle traheide, kar je bilo vidno v obliki
tangencialnih razpok ksilemskega tkiva. Kalus se je oblikoval iz kambijevih fuziformnih in
trakovnih celic ter celic v zgodnjih fazah procesa diferenciacije (v postkambijski rasti).
Oblika ksilemske branike je bila nad kalusom valovita, najverjetneje zaradi lokalno
povecane produkcije celic po poskodovanju kambija z iglo. Polozaj kalusa v ksilemski
braniki je bil odvisen od Casa ranitve. Relevanten anatomski znak za dolocitev ksilemskega
prirastka nastalega do trenutka vboda ter lokacije kambija v trenutku ranitve so bili odmrli
ostanki kambijevih celic in ksilemskih derivatov v fazi postkambijske rasti, ki so se v
kalusu nahajali med nabreklimi kalusnimi celicami z odebeljenimi in lignificiranimi
celicnimi stenami (slika 43C, E). Travmatski smolni kanali niso bili zanesljiv pokazatelj
ksilemskega prirastka in so tako kot kalus sluzili le za grobo oceno polozaja kambija v
Casu ranitve. Njihova prisotnost se je tekom rastne sezone spreminjala v prostorskem in
casovnem smislu. V ranem lesu so difuzno porazdeljeni travmatski smolni kanali nastali za
kalusom. V kasnem lesu je nastajanje kalusa ter travmatskih smolnih kanalov, ki so bili
urejeni v tangencialnih nizih, najveckrat casovno sovpadalo. Prednost metode pining je v
tem, da se informacija o sezonski dinamiki nastajanja ksilemske branike pri uporabi
metode pining v braniki ohrani tudi vec let po eksperimentu. Radialni nizi, ki so se nahajali
med braniko, nastalo v rastni sezoni 2002 in kalusom nastalem zaradi ranitve z iglo v rastni
sezoni 2003, so predstavljali realiziran ksilemski prirastek do trenutka ranitve (slika 43C,
44A). Modro obarvane kambijeve celice ter njihove najmlajSe derivate v fazi
postkambijske rasti, ki so se ravno tako nahajali v kalusu, smo prepoznali na osnovi vecjih
radialnih dimenzij slednjih (slika 43C, E). V nekaterih primerih je bilo tkivo pod kalusom
zmeckano ali raztrgano oziroma kambijeve celice in celice v fazi postkambijske rasti niso
bile ohranjene v kalusu (slika 44D). Vcasih so analize oteZevali nastajajoCi travmatski
smolni kanali, ki so se nahajali v kalusu (slika 43B). Takrat meritev ni bilo mogoce izvesti
in je bilo zaradi nejasnosti anatomskih struktur preiskovanih vzorcev potrebno pripraviti
nove preparate iz drugih nivojev narejenih na isti dan. Celice z modro in rdeCo obarvano
celi¢no steno ter citoplazmo v celi¢nih lumnih so predstavljale aksialne traheide v fazi
odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije (slika 43C, E). Rdece obarvane celi¢ne
stene traheid s praznimi lumni so bile znacilne za popolnoma diferencirane traheide.
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Anatomski odziv kambija na vbod z iglo se je pri smreki skozi rastno sezono razlikoval in
je bil odvisen od dinamike kambijeve aktivnosti ter Stevila celic v fazi postkambijske rasti.
Zacetek in konec kambijeve delitvene aktivnosti ter nastanek kasnega lesa smo dolo¢ili s
primerjavami stanj tkiv pri zaporednih vbodih (slika 44B). Zacetek kambijeve aktivnosti
smo dolocili na osnovi vidnih ostankov celic v fazi postkambijske rasti, ki so se nahajale
neposredno ob braniki 2002. Te celice so imele v primerjavi s kambijevimi vecje radialne
dimenzije (slika 43D, E, 44B). Celicne stene so bile tanke in modro obarvane, kar je
nakazovalo, da se procesa odlaganja sekundarne celicne stene in lignifikacije Se nista
zaCela. Na visku rastne sezone so zaCele nastajati traheide prehodnega in kasnega lesa
(slika 46B, C). Radialne dimenzije traheid so se zmanjSale, medtem ko se je debelina
celi¢ne stene povecala. Konec redne kambijeve aktivnosti smo dolo¢ili takrat, ko je Stevilo
celic tekocCega prirastka 2003 pod kalusnim tkivom sovpadalo s Stevilom celic branike
2003 le nekoliko vstran od mesta Spikljaja (slika 44C). V kalusu ni bilo zaslediti celic v
postkambijski rasti, traheide kasnega lesa neposredno pod kalusom pa so bile v zaklju¢nih
fazah procesa diferenciacije. Vbod z iglo je sicer povzrocil reaktivacijo kambija in s tem
nastanek kalusnega tkiva na mestu ranitve, vendar je bilo ocitno, da je bila branika 2003
pod kalusom zakljucena (slika 44C). Pojav je bil pogost zlasti pri drevesih rastocih na nizji
nadmorski viSini na SorSkem polju. Terminalne traheide kasnega lesa pod kalusom so bile
v zakljuénih fazah procesa diferenciacije. V lumnih so bili dobro vidni ostanki citoplazme.
Proces diferenciacije terminalnih traheid kasnega lesa branike 2003 smo dolocili po
praznih lumnih in popolnoma rdece obarvanih celi¢nih stenah nekaj tednov po zakljucku
kambijeve delitvene aktivnosti.

Prednost metode pining je bila v tem, da je vsak odvzeti vzorec vseboval tudi zaklju¢eno
braniko tekocega leta v neposredni blizini vboda, kar je bilo zelo ugodno za
prerac¢unavanje absolutnih prirastkov v relativne. Taksni podatki dajejo realnejsSo sliko o
dinamiki nastajanja ksilema znotraj posameznega drevesa. Poskodbe tkiv so bile pri tej
metodi relativno majhne, pri ¢emer je bil odziv okoliSkega tkiva na poskodbo z iglo man;j
obsezen. Zato bi bilo mogoce na istem drevesu opravljati eksperiment tudi po vec¢ let.
Vendar pa poskodba z iglo ni smela biti premajhna, saj je bil v takSnem primeru odziv
kambija neizrazit, nastali kalus je bil majhen in v njem najveckrat ostanki kambijevih celic
in celic v fazi postkambijske rasti niso bili ohranjeni. Z metodo pining ni bilo mogoce
slediti sezonske dinamike nastajanja floemske branike, saj se sitaste celice niso ohranile v
kalusu. Ravno tako v kalusu niso bile ohranjene vse kambijeve celice, tako da ni bilo
mogoce slediti variabilnosti Stevila kambijevih celic skozi rastno sezono. Ker je bilo
ksilemsko tkivo pod kalusom dostikrat zmeckano, smo ocenili, da meritve ksilemskega
prirastka nastalega do trenutka vboda niso realne.
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Slika 43: Prec¢ni prerezi poskodovanega tkiva pri navadni smreki pri vbodu z iglo. A — Nastanek kalusa (C),
travmatskih smolnih kanalov (TRC) in poranitvenega lesa (W-W) kot odziv na poskodbo, B — Tangencialna
ureditev TRC (Erni puscici) ter njihov nastanek v kalusu (modra puscica); C, E — Ostanki kambijevih celic
(zelena puscica) in celic v postkambijski rasti (vijoli¢na puséica) v kalusu. Pod kalusom so dobro vidne
celice v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije (roza puscica) in zrele traheide (rjava
puscica). D — Reaktivacija kambija po prenehanju redne meristemske aktivnosti kot odziv na vbod. Daljica
=100 um

Figure 43: Light micrographs of transverse sections of pinning samples of Norway spruce. A — Formation of
callus (C) traumatic resin canals (TRC) and wound-wood (W-W) as a response to wounding; B — Tangential
arrangement of TRC (black arrows) and formation of the TRC in the callus (blue arrow); C, E — Residuals of
cambial cells (green arrow) and radially expanding (violet arrow) in the callus. Well visible cells in the
phase of secondary wall formation and lignification (red arrow) and mature tracheids (brown arrow) below
the callus; D — reactivation of the cambium after cessation of the regular cambial activity as a response to
pinning. Scale bars = 100 um
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Slika 44: A — Ksilemski prirastek 2003 nastal do trenutka ranitve. B — Zacetek kambijeve delitvene
aktivnosti. V kalusu so vidne prve celice v postkambijski rasti neposredno ob braniki 2002. C — Konec
kambijeve aktivnosti. D — Raztrgano tkivo v kalusu. Daljica = 100 um

Figure 44: A - Xylem increment 2003 realized by the time of wounding with a pin; B — Onset of
cambial activity. First xylem cells in the postcambial growth located in the callus adjacent to xylem
growth ring 2002 are observed; C — Cessation of the cambial activity; D — Crushed tissue in the callus.
Scale bars = 100 um

Zaporedje slik 45A, B, C, D, E, F, 46A, B, C, D, E, F in 47 prikazuje sezonsko dinamiko
kambijeve aktivnosti med rastno sezono 2003 v tedenskih intervalih na primeru smreke st.
1 iz Pokljuke. Kambijeva aktivnost se je pri tem drevesu zacela v obdobju med 16.5. —
23.5.2003 in zakljucila v obdobju med 1.8. — 8.8.2003. Kasni les je pricel nastajati med
27.6.1n 4.7.2003.
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Slika 45: Nastanek ksilemske branike 2003 pri navadni smreki. A — Datum ranitve 9.5.2003. Kambijeva
aktivnost se Se ni pricela; B — Datum ranitve 16.5.2003. Kambijeva aktivnost se $e ni pricela; C — Datum
ranitve 23.5.2003. Zacetek kambijeve aktivnosti; D — Datum ranitve 30.5.2003. Celice ranega lesa v fazi
postkambijske rasti; E — Datum ranitve 6.6.2003. Sinteza sekundarne celi¢ne stene in lignifikacija traheid
ranega lesa; F — Datum ranitve 13.6.2003. Traheide ranega lesa v procesu diferenciacije. Daljica = 100 pum

Figure 45: Formation of xylem growth ring 2003 in Norway spruce. A — Date of wounding 9 May 2003.
Cambial activity has not started yet; B — Date of wounding 16 May 2003. Cambial activity has not started yet;
C — Date of wounding 23 May 2003. Onset of cambial activity; D — Date of wounding 30 May 2003. Early
wood cells in postcambial growth; E — Date of wounding 6 June 2003. Syntehsis of secondary cell wall and
lignification of early wood tracheids; F — Date of wounding 13 June 2003. Early wood tracheids in the process
of differentiation. Scale bars = 100 um
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Slika 46: Nastanek ksilemske branike 2003 pri navadni smreki. A - Datum ranitve 20.6.2003. Prve odrasle
traheide ranega lesa; B — Datum ranitve 27.6.2003. Zacetek nastajanja prehodnega lesa; C — Datum ranitve
4.7.2003. Pricetek nastajanja kasnega lesa; D — Datum ranitve 11.7.2003. Nastajanje traheid kasnega lesa; E —
Datum ranitve 18.7.2003. Traheide kasnega lesa v procesu diferenciacije; F — Datum ranitve 25.7.2003.
Nastanek zadnjih traheid kasnega lesa branike 2003. Daljica = 100 um.

Figure 46: Formation of xylem growth ring 2003 in Norway spruce. A — Date of wounding 20 June 2003. First
fully developed tracheids of early wood; B — Date of wounding 27 June 2003. Onset of transition from early
to late wood; C — Date of wounding 4 July 2003. Onset of late wood formation; D — Date of wounding 11 July
2003. Formation of late wood tracheids; E — Date of wounding 18 July 2003. Late wood tracheids in the
process of differentiation; F — Date of wounding 25 July 2003. Formation of the terminal late wood tracheids
of xylem growth increment 2003. Scale bars = 100 pm
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Slika 47: Nastanek ksilemske branike 2003 pri navadni smreki. Datum ranitve 1.8.2003. Konec kambijeve
aktivnosti. Terminalne traheide kasnega lesa pod kalusom so v zaklju¢nih fazah diferenciacije. Daljica = 100
pm.

Figure 47: Formation of xylem growth ring 2003 in Norway spruce. Date of wounding 1 August 2003.
Cessation of the cambial activity. Terminal late wood tracheids below the callus in the final stages of
differentiation. Scale bars = 100 um

4.1.2 Rezultati odvzema intaktnih vzorcev

Druga metoda za proucevanje sezonske dinamike nastanka ksilemske branike 2003 je bila
odvzemanje intaktnih vzorcev floema, kambija in ksilema. Metodo smo uporabili pri
smreki in jelki. Preparate smo pregledali s presevnim mikroskopom in polarizirani
svetlobi. Pri vzorCenju je bilo najbolj kriticno obdobje v maju in juniju; v obdobju
nastajanja ranega lesa. Kambij je bil takrat zelo Sirok, sestavljen iz ve¢ kot 10 slojev celic
(slika 48B, 49A). V tem obdobju je bilo tudi najvecje Stevilo celic ranega lesa v
postkambijski rasti, ki so imele velike radialne dimenzije in tanke celicne stene (slika 49A,
B, C), zato so se pri odvzemu vzorci zlahka porusili. S to metodo smo brez tezav dolo¢ili
zadetek in konec kambijeve aktivnosti in nastajanja ksilemske branike 2003. Stevilo celic v
kambiju je tedaj naraslo (podvojilo), pojavile so se prve traheide ranega lesa v
postkambijski rasti (slika 49A). Ko se je kambijeva aktivnost zakljucila, se je Stevilo
kambijevih celic zmanjsalo, celic v zgodnjih fazah diferenciacije nismo zasledili, zadnje
nastale traheide kasnega lesa neposredno pod kambijem pa so bile v procesu sinteze
sekundarne celicne stene in lignifikacije (slika 49E). Za raziskave sezonske dinamike
posameznih procesov ksilogeneze se je izkazal odvzem intaktnih vzorcev kambijevega
tkiva ustreznejsi kot metoda pining. Celice v razli¢nih fazah diferenciacije so bile dobro
ohranjene, vklju¢no s kambijevimi celicami (slika 49D). Kambijeve celice smo prepoznali
po ozkih radialnih dimenzijah ter modro obarvanih (nelignificiranih) tankih primarnih
celi¢nih stenah. Celice dormantnega kambija so imele debelejse, celice aktivnega kambija
pa tanjSe celi¢ne stene (slika 48A, B). Ksilemske celice v fazi postkambijske rasti so bile
obdane le s tanko, modro obarvano, nelignificirano primarno celi¢no steno. Vendar pa so
bile njihove radialne dimenzije vec¢je v primerjavi z radialnimi dimenzijami kambijevih
celic, zlasti pri traheidah ranega lesa (slika 49A). Zacetek sinteze sekundarne celi¢ne stene
smo dolo¢ili v polarizirani svetlobi (slika 49C). Tanka celi¢na stena se je z odlaganjem
slojevite sekundarne celicne stene vidno debelila. 1z celicnih vogalov je v centripetalni
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smeri celi¢ne stene rdeca barva nadomestila modro, kar je nakazovalo zacetek lignifikacije
celi¢nih sten traheid (slika 49B, D). Modro obarvane notranje plasti celi¢nih sten ob lumnu
ter prisotni ostanki citoplazme v lumnih so bili znacilni za Se ne popolnoma formirane
ksilemske celice (slika 49E). Ko se je proces diferenciacije zakljucil, so bile celicne stene
rdece obarvane, lumni pa prazni (slika 49F). Pri metodi odvzemanja intaktnih vzorcev, so
se ohranile tudi floemske celice (slika 48A, 49A). Ta metoda omogoca proucevanje
sezonske dinamike kambijeve aktivnosti in celi¢ne diferenciacije tudi na floemski strani.
Ker so bile ohranjene vse kambijeve celice, smo lahko sledili variabilnost v Stevilu
kambijevih celic tekom rastne sezone. Dreves nam ob koncu eksperimenta ni bilo potrebno
posekati, vendar pa lahko vecletno vzorcenje istega drevesa vpliva na njegovo dolgoro¢no
rast in razvoj. Ker so bili odvzeti vzorcev relativno veliki (1 x 1 x 3 cm’), so bile potrebne
vecje razdalje med dvema sosednjima vzorcema kot pri piningu zaradi obseznejSega
odziva tkiva na poskodovanje. Pri intaktnih vzorcih celotna branika 2003 ni ohranjena na
preparatih, zato je potrebno pri prerac¢unavanju absolutnih prirastkov v relativne uporabiti
podatke o §irinah starejsih branik (Rossi in sod., 2003, Cuden, 2005).
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Slika 48: A — Dormanten kambij pri jelki sestavljen iz 7 do 8 slojev celic z majhnimi
radialnimi dimenzijami in debelejSimi celi¢nimi stenami. B — Ob kambijevi aktivnosti se je
Stevilo celic v kambiju podvojilo. KC — kambijeve celice; daljica = 50 um

Figure 48: A — Dormant cambium in silver fir composed of 7 to 8 layers of cells with narrow
radial dimensions and thick cell walls. B — Number of cambial cells redoubled when the
cambium activated. KC — cambial cells; scale bars = 50 pum
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Slika 49: Faze nastajanje ksilemske branike pri smreki in jelki. A — Sirok kambij in prve oblikovane
ksilemske celice v postkambijski rasti. B — Lignifikacija celi¢nih sten traheid se je pricela v celi¢nih vogalih
in in smo jo prepoznali po rdeCem obarvanju. C — Meja med fazo postkambijske rasti in sinteze sekundarne
stene je bila najbolj jasna pod polarizirano svetlobo. D — Stevilo celic v kambiju se je med nastajanjem
kasnega lesa zacelo zmanjSevati. Zrele traheide z rdece obarvanimi celicnimi stenami in praznimi lumni. E —
Po zakljucku kambijeve aktivnosti je razvoj zadnjih nastalih traheid kasnega lesa Se nekaj casa potekal. F —
Popolnoma oblikovana ksilemska branika 2003. KC — kambijeve celice, PR — ksilemske celice v
postkambijski rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne celicne stene in lignifikacije, MT —
zrele traheide; daljica = 100 pm

Figure 49: Phases of the xylem growth ring formation in spruce and fir. A — Wide cambium and first formed
xylem cells in postcambial growth. B — Lignification of cell walls of tracheids started at cell corners and was
visible by red staining. C — The boundary between the phase of postcambial growth and secondary cell wall
synthesis was most distinctive under polarized light. D — Number of cells in the cambium started to decrease
during late wood formation. Mature tracheids with red stained cell walls and empty cell lumina. E — After the
cessation of the cambial activity, the development of the latest formed tracheids continued for same time. F —
Completely formed xylem growth ring 2003. KC — cambial cells, PR — xylem cells in postcambial growth,
SL — xylem cells undergoing secondary cell wall deposition and lignifiaction, MT — mature tracheids; scale
bars = 100 pm
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42 KSILOGENEZA PRI JELKI IN SMREKI NA RAZLICNIH RASTISCIH

Za vsako drevo smo opravili analize tedensko odvzetih vzorcev, nato smo za vsako rastisce
narisali krivuljo povprecne dinamike nastajanja ksilemske branike 2003. Izdelali smo
modelno krivuljo debelinske rasti vzor¢nih dreves za posamezno rastiS¢e z uporabo
Gompertzove funkcije.

4.2.1 Ksilogeneza pri jelkah na Ravniku

4.2.1.1 Klimatske razmere na Ravniku v rastni sezoni 2003

Povprecne, maksimalne in minimalne dnevne temperature zraka in kolic¢ino padavin smo s
pomocjo vremenske postaje na Ravniku belezili od 16. aprila do 19. novembra 2003, t.j. v
obdobju vzorcenja tkiv iz dreves (slika 50). Na zacetku vegetacije so bile temperature
nadpovprecno visoke, nad 25°C preko dneva, vendar je v sredini maja sledila kratkotrajna
ohladitev s snegom, ko so se temperature ponoci spustile pod ledisce. V letu 2003 je bilo
za celo Evropo znacilno izjemno vroc¢e in suho poletje. Najvi§je temperature na Ravniku so
se poleti kar nekajkrat dvignile nad 30°C. Noc¢ne temperature so se gibale okoli 10°C.
Koli¢ina padavin je bila v poletnih mesecih majhna, v povprecju 60 mm/mesec. Konec
avgusta pa so temperature na hitro padle pod 10°C, kolicina padavin pa se je podvojila.
Temperature so se septembra in oktobra postopoma zniZevale. Konec oktobra je zapadel
prvi sneg, temperature pa so se spustile pod ledisce.
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Slika 50: Povprecne, maksimalne in minimalne dnevne temperature zraka ter koliina padavin na Ravniku
(600 m n.m.) v rastni sezoni 2003.

Figure 50: Average, maximum and minimum daily air temperatures and amount of precipitation at Ravnik
(600 m a.s.l.) in the vegetation period of 2003. Datum = date, temperatura = temperature, padavine =
precipitation
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4.2.1.2 Dinamika nastajanja ksilemske branike pri jelkah na Ravniku

Dinamiko nastajanja ksilemske branike pri testnih jelkah na Ravniku smo proucevali na 4
drevesih, iz katerih smo v tedenskih intervalih odvzemali intaktne vzorce tkiv. Glede na
Cas odvzema vzorcev so se sestava in Stevilo celic v posameznih fazah diferenciacije
spreminjali, kar smo kvantificirali s Stetjem celic v radialnih nizih v vsaki razvojni fazi.
Ksilemska branika 2003 je pri vseh drevesih zacela nastajati konec aprila, med 23.4. in
30.4.2003 (slika 51). Stevilo celic v kambiju je bilo tedaj pove¢ano na 15 slojev. Med
prvimi nastalimi traheidami ranega lesa, ki so bile v fazi postkambijske rasti, smo mestoma
ob braniki 2002 zasledili celice aksialnega parenhima. To potrjuje, da je aksialni parenhim
pri navadni jelki marginalen (Wagenfiihr, 1969), in sicer inicialen. Sinteza sekundarne
celi¢ne stene in lignifikacija se je v najstarejsih lesnih celicah pricela priblizno 2 tedna po
zacetku kambijeve aktivnosti, med 7.5. in 14.5.2003. Inicialne traheide ranega lesa z
velikimi radialnimi dimenzijami in tankimi celicnimi stenami pa so za popoln razvoj
potrebovale priblizno 4 tedne (30.4.-28.5.2003). Prehod iz ranega v kasni les smo zasledili
v zacetku julija, ko je Ze nastalo priblizno 70% celotne ksilemske branike 2003
(preglednica 12). Iz slike 51 je razvidno, da je bila dinamika nastajanja ksilemske branike
2003 najvecja v prvi polovici rastne sezone. V drugi polovici junija se je Stevilo celic v
kambiju Ze nekoliko zmanjsalo. V zacetku julija je Stevilo upadlo pod 10 slojev. V obdobju
nastajanja kasnega lesa se je stevilo kambijevih celic postopoma Se zmanjsevalo. Ko so se
celi¢ne delitve konec avgusta (20.8.-27.8.2003) zakljucile, je kambij $tel med 7 in 8 slojev
celic. Stevilo celic v fazi postkambijske rasti je doseglo vrhunec v drugi polovici maja (13
slojev celic), nato je pocasi zaCelo upadati. V obdobju nastajanja kasnega lesa je bilo v
postkambijski rasti maksimalno 5 slojev celic (slika 51). Dinamika odlaganja sekundarne
celicne stene in lignifikacije je bila od konca maja do sredine septembra bolj ali manj
konstantna (10-16 slojev celic). Zatem je Stevilo celic v zakljénih fazah procesa
diferenciacije pricelo upadati. Razvoj terminalnih traheid kasnega lesa z majhnimi
radialnimi dimenzijami in debelimi celicnimi stenami je potekal skorajda 2 meseca (do
konca oktobra) po zakljucku delitev v kambiju. V predhodni Studiji smo ugotovili, da je bil
zakljucek diferenciacije terminalnih traheid kasnega lesa odvisen od trajanja kambijeve
aktivnosti (Schmitt in sod., 2003, Gricar in sod., 2003a, b, 2005a). Pri navadni jelki z
ozkimi branikami oziroma manj produktivnim kambijem se je razvoj zadnjih nastalih celic
koncal prej kot pri drevesih s Sirokimi branikami, kjer se je zakljucil v pozni jeseni (Gricar
in sod., 2003a, b, 2005a).

Preglednica 12: Podatki o zacetku in koncu kambijeve aktivnosti ter prehodu iz ranega v kasni les pri
posameznih jelkah na Ravniku v letu 2003. KA — kambijeva aktivnost, RL — rani les, KL — kasni les

Table 12: Data on beginning and cessation of cambial activity and transition from early to late wood in
individual silver fir trees at Ravnik in the year 2003. KA — cambial activity, RL — early wood, KL — late
wood

§t. drevesa zaCetek KA prehod RL/KL konec KA

no. of tree onset of KA transition RL/KL end of KA
191 23.4.-30.4.03 2.7.-9.7.03 20.8.-27.8.03
193 23.4.-30.4.03 2.7.-9.7.03 27.8.-3.9.03
199 23.4.-30.4.03 9.7.-16.7.03 27.8.-3.9.03
208 23.4.-30.4.03 9.7.-16.7.03 27.8.-3.9.03
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Slika 51: Povprecna dinamika nastajanja ksilemske branike in posameznih faz ksilogeneze pri vseh
proucevanih jelkah na Ravniku v rastni sezoni 2003 raziskovana z metodo odvzema intaktnih vzorcev. KC —
kambijeve celice, PR — celice v postkambijski rasti, SL — celice v fazi sinteze sekundarne celine stene in
lignifikacije, M — zrele traheide, T — skupno Stevilo nastalih ksilemskih celic

Figure 51: Average dynamics of xylem growth ring formation and individual phases of xylogenesis in all
investigated Silver fir trees at Ravnik in growth period 2003 examined with intact tissue sampling method.
KC — cambial cells, PR — cells in postcambial growth, SL — cells in phase of secondary cell wall synthesis
and lignification, M — mature tarcheids, T — total number of formed xylem cells, datum = date, st. celic = no.
of cells

Za proucevane jelke na Ravniku smo izdelali model razvoja ksilemske branike 2003 z
uporabo Gompertzove funkcije. Variabilnost v kon¢ni Sirini ksilemskih branik 2003 je bila
med posameznimi drevesi na Ravniku med 45 in 93 celicami (slika 52). Velika je bila tudi
variabilnost v Stevilu celic oziroma Sirini branike po obodu debla v posameznem drevesu
(slika 53). Te razlike so rezultat razlicne kambijeve aktivnosti na razlicnih mestih v
drevesu in se lahko kazejo tudi kot »negativni prirastek« (ksilemski prirastek v dolo¢enem
tednu je manjSi kot v predhodnem). Tak$na variabilnost popaci poskus dejanskega
ovrednotenja rasti dreves na posameznem rastiScu. »Negativni prirastki« v ksilemskih
branikah v posameznem drevesu so bili opazni predvsem v drugi polovici rastne sezone (v
obdobju nastajanja kasnega lesa), ko je stopnja delitev v kambiju upadla in je nastalo manj
celic v daljSem casovnem obdobju (slika 52). Po zakljucku kambijeve aktivnosti smo
sledili razvoj zadnjih nastalih traheid kasnega lesa (slika 53). Vzorce smo odvzemali po
obodu drevesa, s ¢imer smo istocasno dobili podatek o variabilnosti v Stevilu celic v
zakljuceni ksilemski braniki 2003. Preracunavanje izmerjenih tedenskih prirastkov in
uporaba razlicnih funkcij, ki se prilegajo bioloskim trendom sezonske rasti drevesa,
skuSajo odpraviti variabilnost v Stevilu celic oziroma S§irini znotraj iste branike ter s tem
ustrezno oceniti ksilemski razvoj posameznega drevesa oziroma izbranega rastiS§¢a tekom
rastne sezone (Rossi in sod., 2003, Deslauriers, 2003, Deslauriers in sod., 2003a, b,
Deslauriers in Morin, 2005). Pri zdruzitvi debelinskih rastnih krivulj vec¢ dreves, prirastek
v Stevilu celic skozi rastno sezono sledi krivulji v obliki ¢rke S, ki je reprezentativna za
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dolo¢eno drevesno populacijo. Cetudi na debelinsko rast dreves vplivajo klimatski
dejavniki, se oblika krivulje ne spreminja. Rast v obliki ¢rke S kaze na 2 razli¢ni razvojni
fazi: pozitivna eksponentna faza, ki ji sledi upadajoéa stopnja rasti. Stevilni sigmoidni
modeli opisujejo te procese, vendar pa se je Gompertzova funkcija izkazala za
najustreznejSo zaradi asimetricne oblike. Pri logisti¢ni funkciji, na primer, je tocka prevoja
simetricna, pri Gompertzovi funkciji pa je dosezena pri nizji stopnji, kar se kaze v krajsi
pozitivni eksponentni fazi in se bolje prilagaja debelinski rasti dreves (Zeide, 1993, 2004,
Deslauriers in sod., 2003a, b, Rossi in sod., 2003).
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Slika 52: Dinamika nastanka ksilemske branike pri posameznih proucevanih jelkah na Ravniku v rastni
sezoni 2003.

Figure 52: Dynamics of xylem growth ring formation in individual investigated silver firs at Ravnik in
growth period 2003. Datum = date, st. celic = no. of cells
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Slika 53: Prikaz variabilnosti v Stevilu celic v ksilemski braniki 2003 po obodu drevesa pri posamezni jelki

na Ravniku. Vzorci so bili odvzeti po zakljuc¢ku kambijeve aktivnosti, ko diferenciacija zadnjih nastalih
traheid Se ni bila zakljucena.

Figure 53: Illustration of variability in the number of cells in xylem growth ring 2003 around the stem in
individual silver firs at Ravnik. Samples were taken after the cessation of the cambial activity when
differentiation of the latest formed tracheids still continued. Jelka 191 = fir 191, jelka 193 = fir 193, jelka
193 = fir 193, jelka 193 = fir 193
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V programu Statgraphics smo izracunali modelno krivljo nastanka ksilemske branike 2003
za Ravnik z uporabo Gompertzove funkcije:

yv=Aexp (-exp (B-k *1t)

kjer je y tedenska kumulativna vsota celic, ¢ so Julijanski dnevi, 4 zgornja asimptota in
predstavlja maksimalno Stevilo celic, B mesto na osi x in predstavlja zacetek kambijeve
aktivnosti ter £ mesto prevoja krivulje. Za Ravnik smo dobili naslednje vrednosti:

y = 70,564 exp (-exp (4,2464 - 0,0286 *t))

Z Gompertzovo funkcijo je bilo ocenjeno skupno Stevilo celic v braniki 2003 pri testnih
jelkah na 70 slojev (slika 54). Najvecja produkcija celic naj bi bila od sredine maja do
sredine junija. Po modelu se je produkcija novih celic zakljucila konec avgusta. Povpre¢no
dejansko Stevilo celic je na sliki prikazano s ¢rnimi pikami (slika 54) in se prilegajo
izraCunani krivulji 97%. Vecja odstopanja podatkov od izraCunane krivulje se kazejo ob
koncu vegetacije, ko se je kambijeva rast zelo upocasnila in kasneje tudi zakljucila. Takrat
je prisla variabilnost v Stevilu celic po obodu drevesa zelo do izraza (slika 55).
Porazdelitev studentiziranih ostankov kaze, da je bila le ena vrednost ve¢ja kot 2, vendar
manjSa od 3, kar pomeni, da se model v tej tocki (t.i. regresijski osamelec) ni dobro
prilegal dejanskim podatkom.
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Slika 54: Model (rdeca ¢rta) dinamike nastajanja ksilemske branike pri jelkah na Ravniku v rastni sezoni
2003. Crne pike oznacujejo dejanske povprecne vrednosti, modra ¢rta pa izraCunan tedenski prirastek celic.
G — Gompertzova funkcija, W — tedenski prirastki, T — dejanski prirastki

Figure 54: Model e (red line) of the dynamics of xylem growth ring formation in silver firs at Ravnik in
growth period 2003. Black points mark actual average values. Blue line shows calculated weekly increment
of cells. G — Gompertz function, W — weekly increment, T — actual increments, datum = date, st. celic = no.
of cells
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Slika 55: Prikaz razporejenosti ostankov v pasu -3 do +3 za modelno funkcijo. V tem primeru je le ena
vrednost vecja kot 2, vendar manjsa od 3.

Figure 55: Distribution of the residuals in the zone between -3 and +3 for a model curve. In this case, there is
only one residual greater than 2, but none greater than 3.

4.2.2 Ksilogeneza pri smrekah na Sorskem polju

4.2.2.1 Klimatske razmere na SorSkem polju v rastni sezoni 2003

Povprecne, maksimalne in minimalne dnevne temperature zraka in koli¢ino padavin smo
za rastiS¢e SorSko polje dobili z meteorolosSke postaje z Brnika. Na sliki 55 so prikazane
klimatske razmere od 25. aprila do 19. oktobra 2003, v obdobju vegetacije. Podobno kot na
Ravniku so bile tudi tukaj temperature na zacetku vegetacije nadpovprecno visoke, nad
25°C, koli¢ina padavin pa majhna. Sredi maja so se ob prehodnem hladnem obdobju no¢ne
temperature zelo priblizale lediS¢u. Junij, julij in avgust so bili zelo vroci in suhi meseci.
Povprecna koli¢ina padavin v tem obdobju je bila okoli 55 mm/mesec. Minimalne
temperature so redko padle pod 10°C, maksimalne temperature pa so se dostikrat priblizale
ali celo presegle 35°C. Konec avgusta je sledil nenaden prehod v hladnejSe obdobje, ko se
je koli¢ina padavin podvojila, minimalne temperature so se nekajkrat spustile pod 5°C.
Temperature so se nato postopno spuscale, do prvega snega konec oktobra, ko je bila
povpre¢na temperatura zraka malo nad ledis¢em.
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Slika 56: Povprecne, maksimalne in minimalne dnevne temperature zraka ter koli¢ina padavin na SorSkem
polju (350 m n.v.) v rastni sezoni 2003.

Figure 56: Average, maximum and minimum daily air temperatures and amount of precipitation at Sorsko
polje (350 m a.s.l.) in the vegetation period of 2003. Datum = date, temperatura = temperature, padavine =
precipitation

4.2.2.2 Dinamika nastajanja ksilemske branike pri smrekah na Sorskem polju

Za raziskave dinamike nastanka ksilemskih branik sta se pri vzor¢nih smrekah na SorSkem
polju in na Pokljuki obe metodi (ITSM in PM) izkazali kot ustrezni. Rezultati obeh metod
so bili med seboj primerljivi (slika 57, 58). Analize dinamike posameznih faz ksilogeneze
(postkambijske rasti, odlaganja sekundarne stene in lignifikacije ter zrelih traheid) pa smo
opravili le na intaktnih vzorcih tkiv, ki so se izkazali primernejsi za tovrstne Studije (slika
57). Prve celice ksilemske branike so se pri smrekah na SorSkem polju oblikovale konec
aprila, med 25. 4. in 2. 5. 2003. Kambijeva delitvena aktivnost se je pri¢ela Ze prej. Stevilo
celic v kambiju se je najprej povecalo na 14 slojev (slika 57). Inicialne traheide ranega lesa
v fazi postkambijske rasti so imele velike radialne dimenzije. Sinteza sekundarne celi¢ne
stene se je pri prvih celicah zacela 2 tedna kasneje (med 9.5 in 16.5.2003). Prve celice
ranega lesa so za popoln razvoj potrebovale 4 tedne (23.5.-30.5.2003). Prehod iz ranega v
kasni les je bil viden v prvi polovici junija, ko je bilo oblikavano 74% celotne ksilemske
branike 2003 (preglednica 13). V drugi polovici rastne sezone se je Stevilo kambijevih
celic zmanjs$alo na manj kot 10 slojev. Kambijeva delitvena aktivnost se je na tem rastiscu
v letu 2003 zaklju¢ila konec julija, med 25.7 in 1.8.2003. Stevilo celic v dormantnem
kambiju se je zmanjsalo na 6 do 7 slojev. Stopnja postkambijske rasti je bila najvecja (do 8
slojev celic) v obdobju nastajanja ranega lesa (od 2.5 do 13.6.2003) (slika 57). Zatem je
zaCela upadati do popolnega zakljucka konec julija. Dinamika odlaganja sekundarne
celi¢ne stene in lignifikacije je bila nekoliko ve¢ja v prvi polovici rastne sezone (23.5. in
27.6.2003), ko je bilo v tej fazi nad 10 slojev celic. Med nastajanjem kasnega lesa je bila
dinamika odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije bolj ali manj konstantna do
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sredine avgusta (med 5-10 slojev celic). Razvoj terminalnih traheid kasnega lesa se je po
zakljucku delitev v kambiju nadaljeval Se priblizno 7 tednov, do sredine septembra.

Preglednica 13: Podatki o zacetku in koncu kambijeve aktivnosti ter prehodu iz ranega v kasni les pri
smrekah na SorSkem polju v letu 2003. Smreke vzorcene z ITSM so oznacene s §t. 1, 3, 4 in 5, smreke
vzorcéene s PM pa s §t. 11, 12, 13, 14 in 15. KA — kambijeva aktivnost, RL — rani les, KL — kasni les, ITSM —
vzorcenje intaktnih tkiv, PM - pining

Table 13: Data on beginning and cessation of cambial activity and transition from early to late wood in
individual Norway spruce trees at SorSko polje in the year 2003. Spruce sampled by ITSM are marked with
nos. 1, 3, 4 and 5, and trees sampled by PM are marked with nos. 11, 12, 13, 14 and 15. KA — cambial
activity, RL — early wood, KL — late wood, ITSM — sampling of intact tissue, PM — pinning

§t. drevesa zacetek KA prehod RL/KL konec KA
no. of tree onset of KA transition RL/KL end of KA
1 24.4.-2.5.03 13.6.-20.6.03 18.7.-25.7.03
3 24.4.-2.5.03 13.6.-20.6.03 25.7.-1.8.03
4 24.4.-2.5.03 13.6.-20.6.03 25.7.-1.8.03
5 24.4.-2.5.03 6.6.-13.6.03 18.7.-25.7.03
11 2.5.-9.5.03 6.6.-13.6.03 18.7.-25.7.03
12 24.4.-2.5.03 6.6.-13.6.03 11.7.-18.7.03
13 24.4.-2.5.03 6.6.-13.6.03 18.7.-25.7.03
14 24.4.-2.5.03 6.6.-13.6.03 11.7.-18.7.03
15 24.4.-2.5.03 6.6.-13.6.03 11.7.-18.7.03
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Slika 57: Povprecna dinamika nastajanja ksilemske branike in posameznih faz ksilogeneze pri vseh
proucevanih smrekah na SorSkem polju v rastni sezoni 2003 z metodo odvzema intaktnih vzorcev. KC —
kambijeve celice, PR — celice v postkambijski rasti, SL — celice v fazi sinteze sekundarne celi¢ne stene in
lignifikacije, M — zrele traheide, T — skupno Stevilo nastalih ksilemskih celic, ITSM — vzor€enje intaktnih
tkiv, PM - pining

Figure 57: Average dynamics of xylem growth ring formation and individual phases of xylogenesis in all
investigated Norway spruce trees at SorSko polje in growth period 2003 with intact tissue sampling method.
KC — cambial cells, PR — cells in postcambial growth, SL — cells in phase of secondary cell wall synthesis
and lignification, M — mature tarcheids, T — total number of formed xylem cells, ITSM — sampling of intact
tissue, PM — pinning, datum = date, st. celic = no. of cells
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Slika 58: Povpre¢na dinamika nastajanja ksilemske branike pri vseh proucevanih smrekah na SorSkem polju
v rastni sezoni 2003 ugotovljena z metodo pining.

Figure 58: Average dynamics of xylem growth ring formation in all investigated Norway spruce trees at
Sorsko polje in growth period 2003 obtained with pinning method. Datum = date, st. celic = no. of cells

Tudi na Sorskem polju smo iz vzorénih smrek izdelali model nastanka ksilemske branike
2003 z uporabo Gompertzove funkcije. Iz modela smo izlocili drevesa $t. 4, 11 in 15, ki so
po kon¢ni Sirini branik 2003 in po dinamiki debelinske rasti razlikovala od preostalih
proucevanih smrek (slika 59). Gompertzovo krivuljo smo tako za to rasti§¢e izraunali za 6
dreves. Variabilnost v kon¢ni Sirini ksilemskih branik 2003 je bila med posameznimi
drevesi na SorSkem polju med 18 in 34 slojev celic (slika 59). Velika je bila tudi
variabilnost v Stevilu celic oziroma $irini branike po obodu debla v posameznem drevesu
(slika 60).
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Slika 59: Dinamika nastanka ksilemskih celic pri vseh proucevanih smrekah na Sor§kem polju v rastni sezoni
2003 ugotovljena z dvema metodama. Smreke vzorcene z ITSM so oznacene s §t. 1, 3, 4 in 5, smreke
vzoréene s PM pas st. 11, 12,13, 14 in 15. ITSM — vzoréenje intaktnih tkiv, PM - pining

Figure 59: Dynamics of xylem cell formation in all investigated Norway spruce trees at Sorsko polje in
growth period 2003 obtained with two methods. Spruce sampled by ITSM are marked with nos. 1, 3,4 and 5,
and trees sampled by PM are marked with nos. 11, 12, 13, 14 and 15. ITSM — sampling of intact tissue, PM —
pinning, datum = date, st. celic = no. of cells

Smreka 3

Nadaljevanje na strani 89
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Slika 60: Prikaz variabilnost v §tevilu celic v ksilemski braniki 2003 po obodu drevesa pri posamezni smreki

na SorSkem polju. Vzorci so bili odvzeti po zakljucku kambijeve aktivnosti, ko se je diferenciacija zadnjih
nastalih traheid $e nadaljevala.

Figure 60: Illustration of variability in the number of cells in xylem growth ring 2003 around the stem in
individual Norway spruce at SorSko polje. Samples were taken after the cessation of the cambial activity
when differentiation of the latest formed tracheids still continued. Smreka I = spruce 1, smreka 3 = spruce 3,
smreka 5 = spruce 5, smreka 12 = spruce 12, smreka 13 = spruce 13, smreka 14 = spruce 14

V programu Statgraphics smo izracunali model nastanka ksilemske branike 2003 za Sorsko
polje z uporabo Gompertzove funkcije:

yv=Aexp (-exp (B-k*1t)
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kjer je y tedenska kumulativna vsota celic, ¢ Julijanski dnevi, 4 zgornja asimptota in
predstavlja maksimalno Stevilo celic, B mesto na osi x in predstavlja zacetek kambijeve
aktivnosti ter £ mesto prevoja krivulje.

Za Sorsko polje so bile vrednosti Gompertzove funkcije naslednje:
v =26,723 exp (-exp (7,076 - 0,0520 *t))

Gompertzova funkcija je ocenila maksimalno Stevilo celic v braniki 2003 pri smrekah na
Sorskem polju na 27 (slika 61). Najvecja dinamika rasti naj bi bila med 9.5. in 30.5.2003.
Kambijeva delitvena aktivnost naj bi se zakljucila konec julija. Povprec¢no dejansko Stevilo
celic je na sliki 61 prikazano s ¢rnimi pikami in se prilegajo izraunani krivulji 96%. Vecja
odstopanja podatkov od izracunane krivulje se kazejo ob koncu vegetacije, v procesu
odlaganja sekundarne stene in lignifikacije, ko se je kambijeva rast zelo upocasnila in
kasneje tudi popolnoma zaustavila in je prisla variabilnost v stevilu celic po obodu drevesa
zelo do izraza (slika 62). Porazdelitev studentiziranih ostankov kaze, da je le ena vrednost
vecja kot 2, vendar manjSa od 3, kar pomeni, da se model v tej tocki (t.i. regresijski
osamelec) ni dobro prilegal dejanskim podatkom.
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Slika 61: Model (rdeca ¢rta) dinamike nastajanja ksilemske branike pri smrekah na SorSkem polju v rastni
sezoni 2003. Crne pike oznacujejo dejanske povpreéne vrednosti, modra ¢rta pa izracunan tedenski prirastek
celic. G — Gompertzova funkcija, W — tedenski prirastki, T — dejanski prirastki

Figure 61: Model (red line) of dynamics of xylem growth ring formation in Norway spruce at Sor$ko polje in
growth period 2003. Black points mark actual average values. Blue line shows calculated weekly increment
of cells. G — Gompertz function, W — weekly increment, T — actual increments, datum = date, st. celic = no.
of cells
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Slika 62: Prikaz razporejenosti ostankov v pasu -3 do +3 za modelno funkcijo. V tem primeru je le ena
vrednost ve¢ja kot 2, vendar manjsa od 3.

Figure 62: Distribution of the residuals in the zone between -3 and +3 for a model curve. In this case, there is
only one residual greater than 2, but none greater than 3.

4.2.3 Ksilogeneza pri smrekah na Pokljuki

4.2.3.1 Klimatske razmere na Pokljuki v rastni sezoni 2003

Povpre¢ne, maksimalne in minimalne dnevne temperature zraka in koli¢ina padavin
zabelezene na Pokljuki v obdobju od 25. aprila do 19. oktobra 2003 so prikazane na sliki
63. Podatki so iz meteoroloske postaje z Rudnega polja. Klimatske razmere so se na
Pokljuki v letu 2003 bistveno razlikovali od podnebnih razmer na preostalih dveh rastiscih.
Nocne temperature so bile do konca maja le redko nad 5°C. Temperature so nato pocasi
naraSCale, vendar so se povpreCne temperature tudi v najtoplejSih mesecih gibale okrog
15°C ali manj. Maksimalne temperature so se v prvi polovici avgusta le redko priblizale
25°C, minimalne pa redko nad 10°C. Koli¢ina padavin je bila najnizja v mesecu maju,
okrog 90 mm, v juniju, juliju in avgustu pa preko 150 mm/ mesec. Septembra so se
povpre¢ne temperature spustile pod 10°C, minimalne pa pod 5°C in se nato pocasi
spuscale. Konec oktobra so temperature dosegle tudi do -12°C.
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Slika 63: Povpre¢ne, maksimalne in minimalne dnevne temperature ter koli¢ina padavin na Pokljuki (1200 m
n.v.) v rastni sezoni 2003.

Figure 63: Average, maximum and minimum daily air temperatures and amount of precipitation at Pokljuka
(1200 m a.s.l.) in the vegetation period of 2003. Datum = date, temperatura = temperature, padavine =
precipitation

4.2.3.2 Dinamika nastajanja ksilemske branike pri smrekah na Pokljuki

Podobno kot na SorSkem polju smo tudi pri vzor¢nih smrekah na Pokljuki za Studije
nastanka lesa uporabili dve metodi, ITSM in PM. Dinamiko posameznih faz ksilogeneze
smo proucili le na intaktnih vzorcih, za raziskave dinamike nastajanja ksilemske branike
2003 in za izdelavo modelne krivulje pa smo uporabili vzorce pripravljene po obeh
metodah (slika 64, 65). Nastajanje lesa se pri smrekah na Pokljuki ni zacelo pred prvim
vzorcenju 9.5.2003. V sredini maja je Stevilo kambijevih celic naraslo do 14 slojev, kar
kaze na zacetek delitev (slika 64). Rastna sezona se je tako na tem rastis¢u pricela 2 tedna
kasneje kot na SorSkem polju in Ravniku. Odlaganje vecslojne sekundarne celicne stene in
lignifikacija prvih traheid ranega lesa se je pricela v zaCetku junija (30.5.-6.6.2003).
Popolnoma oblikovane traheide ranega lesa smo zasledili priblizno 4 tedne po zacetku
delitev v kambiju, med 13.6. in 20.6.2003. Intenziteta ksilemskega prirastka je bila
najvecja med tretjim tednom v maju in zadnjim tednom v juniju, v obdobju nastajanja
ranega lesa. Kasni les je zaCel nastajati v zacetku julija, ko je bilo oblikovane 70%
ksilemske branike (preglednica 14). Kambij je vseboval najvecje Stevilo celic (do 14) v
obdobju nastajanja ranega lesa, med 9.5. in 20.6.2003. Na zacetku junija je Stevilo slojev
kambijevih celic padlo pod 10. V sredini avgusta, med 15.8. in 20.8. 2003 pa se je
kambijeva delitvena aktivnost pri smrekah na Pokljuki zakljucila (slika 64). Dormanten
kambij je bil sestavljen iz 6 do 7 slojev celic. Dinamika nastajanja lesa je bila na zacetku
rastne sezone pocasna, sledila je hitra kulminacija rasti na visku rastne sezone, na koncu pa
je dinamika debelinske rasti ponovno upadla. Sinteza sekundarne celicne stene ter
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lignifikacija terminalnih traheid kasnega lesa sta se po prenchanju kambijeve delitvene
aktivnosti vrSila nadaljnjih 5 do 7 tednov do popolnega razvoja konec septembra.

Preglednica 14: Podatki o zadetku in koncu kambijeve aktivnost ter prehodu iz ranega v kasni les pri
posamezni smreki na Pokljuki v letu 2003. Smreke vzoréene z ITSM so oznacene s §t. 7, 9, 10 in 12, smreke
vzoréene s PM pa s §t. 1, 2, 3, 4 in 5. KA — kambijeva aktivnost, RL — rani les, KL — kasni les, ITSM —
vzorcenje intaktnih tkiv, PM - pining

Table 14: Data on beginning and cessation of cambial activity and transition from early to late wood in
individual Norway spruce at Pokljuka in the year 2003. Spruce sampled by ITSM are marked with nos. 7, 9,
10 and 12, and trees sampled by PM are marked with nos. 1, 2, 3, 4 and 5. KA — cambial activity, RL — early
wood, KL — late wood, ITSM — sampling of intact tissue, PM — pinning

§t. drevesa zacetek KA prehod RL/KL konec KA
no. of tree onset of KA transition RL/KL end of KA
1 16.5.-23.5.03 4.7.-11.7.03 1.8.-8.8.03
2 16.5.-23.5.03 11.7.-18.7.03 8.8.-15.8.03
3 9.5.-16.5.03 20.6.-27.6.03 18.7.-25.7.03
4 9.5.-16.5.03 11.7.-18.7.03 1.8.-8.8.03
5 16.5.-23.5.03 18.7.-25.7.03 1.8.-8.8.03
7 16.5.-23.5.03 18.7.-25.7.03 8.8.-15.8.03
9 16.5.-23.5.03 11.7.-18.7.03 8.8.-15.8.03
10 16.5.-23.5.03 11.7.-18.7.03 8.8.-15.8.03
12 16.5.-23.5.03 18.7.-25.7.03 15.8.-22.8.03
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Slika 64: Povprecna dinamika nastajanja ksilemske branike in posameznih faz ksilogeneze pri vseh
proucevanih smrekah na Pokljuki v rastni sezoni 2003 z metodo odvzema intaktnih vzorcev. KC — kambijeve
celice, PR — celice v postkambijski rasti, SL — celice v fazi sinteze sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije,
M — zrele traheide, T — skupno Stevilo nastalih ksilemskih celic, ITSM — vzoréenje intaktnih tkiv, PM -
pining

Figure 64: Average dynamics of xylem growth ring formation and individual phases of xylogenesis in all
investigated Norway spruce trees at Pokljuka in growing period 2003 with intact tissue sampling method. KC
— cambial cells, PR — cells in postcambial growth, SL — cells in phase of secondary cell wall synthesis and
lignification, M — mature tarcheids, T — total number of formed xylem cells, ITSM — sampling of intact
tissue, PM — pinning, datum = date, $t. celic = no. of cells
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Slika 65: Povprecna dinamika nastajanja ksilemske branike pri vseh proucevanih

rastni sezoni 2003 ugotovljena z metodo pining.

19.9.03 1
26.9.03 1

smrekah na Pokljuki v

Figure 65: Average dynamics of xylem growth ring formation in all investigated Norway spruce trees at
Pokljuka in growth period 2003 obtained with pinning method. Datum = date, st. celic = no. of cells

Za izdelavo modelne Gompertzove krivulje nastanka ksilemske branike 2003 za drevesa na
Pokljuki smo izlocili le drevo $t. 3, ki je imelo v letu 2003 zelo majhen ksilemski prirastek
(10 slojev celic) v primerjavi z ostalimi drevesi. Ostalih 8 dreves smo uporabili za izra¢un
parametrov Gompertzove krivulje. Variabilnost v kon¢ni $irini ksilemskih branikah 2003
je bila med posameznimi smrekami na Pokljuki med 29 in 58 slojev celic (slika 66). Velika
je bila tudi variabilnost v Stevilu celic oziroma Sirini branike po obodu debla v

posameznem drevesu (slika 67).
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Slika 66: Dinamika nastanka ksilemskih celic pri vseh prouc¢evanih smrekah na Pokljuki v rastni sezoni 2003
ugotovljena z dvema metodama. Smreke vzorcene z ITSM so oznacene s §t. 7, 9, 10 in 12, smreke vzorcene s
PMpasst. 1,2, 3,4 in 5. ITSM — vzoréenje intaktnih tkiv, PM - pining

Figure 66: Dynamics of xylem cell formation in all investigated Norway spruce trees at Pokljuka in growth
period 2003 obtained with two methods. Spruce sampled by ITSM are marked with nos. 7, 9, 10 and 12, and

trees sampled by PM are marked with nos. 1, 2, 3, 4 and 5. ITSM — sampling of intact tissue, PM — pinning,
datum = date, st. celic = no. of cells
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Slika 67: Prikaz variabilnost v Stevilu celic v ksilemski braniki 2003 po obodu drevesa pri posamezni smreki
na Pokljuki. Vzorci so bili odvzeti po zakljucku kambijeve aktivnosti, ko se je diferenciacija zadnjih nastalih

traheid Se nadaljevala.

Figure 67: Illustration of variability in the number of cells in xylem growth ring 2003 around the stem in
individual Norway spruce at Pokljuka. Samples were taken after the cessation of the cambial activity when
differentiation of the latest formed tracheids still continued. Smreka 1 = spruce 1, smreka 2 = spruce 2,
smreka 4 = spruce 4, smreka 5 = spruce 5, smreka 7 = spruce 7, smreka 9 = spruce 9, smreka 10 = spruce

10, smreka 12 = spruce 12

V programu Statgraphics smo izracunali model nastanka ksilemske branike 2003 za
vzrocne smreke s Pokljuke z uporabo Gompertzove funkcije:

yv=Aexp (-exp (B-k *1t)
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kjer je y tedenska kumulativna vsota celic, ¢ so Julijanski dnevi, 4 zgornja asimptota in
predstavlja maksimalno Stevilo celic, B mesto na osi x in predstavlja zacetek kambijeve
aktivnosti ter £ mesto prevoja krivulje.

Za Pokljuko so bili parametri Gompertzove funkcije naslednji:
v =42,145 exp (-exp (10,568 - 0,0645 *t))

Na Pokljuki smo s pomoc¢jo Gompertzove funkcije narisali model debelinske rasti smrek v
rastni sezoni 2003. Model predvideva maksimalno Stevilo slojev celic v ksilemski braniki
42. Kambijeva aktivnost naj bi se zaCela konec maja, med 23.5. in 30.5.2003. Model
ocenjuje najvecjo dinamiko celi¢nih delitev med 13.6. in 27.6.2003. Kambijeva delitvena
aktivnost naj bi se zakljucila do sredine avgusta, kar se skada z dejanskimi podatki.
Povprecno dejansko Stevilo celic je na sliki prikazano s ¢rnimi pikami (slika 68) in se
prilegajo izracunani krivulji 97%. Vecja odstopanja podatkov od izracunane krivulje se
kazejo na zacetku in na koncu vegetacije, ko je bila dinamika rasti poCasnejsa. Variabilnost
v Stevilu celic po obodu drevesa je bila najbolj izrazita ob koncu vegetacije (slika 69),
podobno kot pri ostalih dveh rastis¢ih. Porazdelitev studentiziranih ostankov kaze, da sta
dve vrednosti vecji kot 2, vendar manjSa od 3, kar pomeni, da se model v teh toCkah ni
dobro prilegal dejanskim podatkom.
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Slika 68: Model (rdeca ¢rta) dinamike nastajanja ksilemske branike pri smrekah na Pokljuki v rastni sezoni
2003. Crne pike oznacujejo dejanske povprecne vrednosti, modra ¢rta pa izraCunan tedenski prirastek celic.
G — Gompertzova funkcija, W — tedenski prirastki, T — dejanski prirastki

Figure 68: Model (red line) of the dynamics of xylem growth ring formation in Norway spruce at Pokljuka in
growth period 2003. Black points mark actual average values. Blue line shows calculated weekly increment
of cells. G — Gompertz function, W — weekly increment, T — actual increments, datum = date, st. celic = no.
of cells
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Slika 69: Prikaz razporejenosti ostankov v pasu -3 do +3 za modelno funkcijo. V tem primeru sta 2 vrednosti
vecja od 2, vendar ni nobene vecje od 3.

Figure 69: Distribution of the residuals in the zone between -3 and +3 for a model curve. In this case, there
are 2 residuals greater than 2, but none greater than 3.

4.2.4 Stevilo kambijevih celic tekom rastne sezone pri drevesih iz vseh treh rastis¢

Variabilnost v Stevilu kambijevih celic tekom aktivnosti in dormance smo lahko proucili le
na intaktnih vzorcih. Pri metodi pining kambijeve celice niso bile v celoti ohranjene. 1z
njih so po poskodbi z iglo nastale kalusne celice. Dormanten kambij je pri smreki in jelki
sestavljalo 6 do 8 slojev celic z debelimi celicnimi stenami. Ko so se zacele delitve v
kambiju, so se celiéne stene stanjsale. Stevilo slojev celic v kambiju se je podvojilo, do 16
(slika 70). Delitve v kambiju so se pricele prej, preden smo zasledili prvo ksilemsko celico
v postkambijski rasti. Na vseh 3 ploskvah smo zamudili zacetek delitev v kambiju.
Nastanek ksilemske branike se je pri jelkah na Ravniku in smrekah na SorSkem polju zacel
priblizno 2 tedna prej kot na Pokljuki. V prvem mesecu delitev je kambij dosegel
maksimalno Stevilo celic, nato pa je Stevilo celic zaCelo pocasi upadati pri vseh 3 ploskvah.
Stevilo celic v kambiju je sovpadalo z dinamiko nastajanja ksilemske branike. Med
nastajanjem kasnega lesa je bilo Stevilo celic sprva okoli 10, nato pa se je znizalo.
Dinamika celi¢ne produkcije se je v drugi polovici rastne sezone zmanjSala. Na SorSkem
polju je bilo razmerje med celicami aktivnega in dormantnega kambija 2:1, na Pokljuki
2,3:1 in na Ravniku 2,1:1. Primerjava dinamike delitev v kambiju pri smrekah na Pokljuki
in na SorSkem polju kaZze, da je bilo Stevilo kambijevih celic na visku vegetacije na
Pokljuki nekoliko vec¢je kot na SorSkem polju, vendar pa se je na Pokljuki Stevilo celic
hitro zmanj$alo, medtem ko se je to na Sorskem polju zgodilo bolj postopoma (slika 70).
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Slika 70: Povprecno §t. kambijevih celic tekom rastne sezone pri drevesih z vseh treh ploskev.

Figure 70: Average no. of cambial cells during the growth period in trees from all three plots. Datum = date,
St. celic = no. of cells, kambij - cambium

4.2.5 Primerjava modelnih Gompertzovih krivulj debelinske rasti vzor¢nih dreves z
vseh treh ploskev

Dinamika debelinske rasti vzor¢nih dreves se je v letu 2003 na posameznih ploskvah
razlikovala. V preglednici 15 so prikazani posamezni parametri Gompertzove funkcije za
vsa tri rastiS¢a. Na Ravniku je v primerjavi s SorSkim poljem nastalo 2,7-krat ve¢ celic,
glede na Pokljuko pa 1,7-krat ve¢. Nastajanje ksilemske branike 2003 naj bi se naprej
pricelo na Ravniku, nekoliko kasneje na SorSkem polju in nazadnje na Pokljuki. Najvecja
dinamika rasti je bila na Pokljuki, najmanjSa pa na Ravniku. Model je ocenil najhitrejsi
zacetek kambijeve aktivnosti na Ravniku, sledilo je Sorsko polje in nazadnje Pokljuka.
IzraCunani parametri Gompertzove funkcije se skladajo z dejanskimi rezultati.

Preglednica 15: Prikaz posameznih parametrov Gompertzove funkcije za vse tri ploskve v rastni sezoni 2003.
A — zgornja asimptota predstavlja maksimalno Stevilo celic, B — mesto na osi X in predstavlja zacetek
kambijeve aktivnosti, £ — ocena dinamike rasti, r — §t. celic/dan

Table 15: Parameters of Gompertz function for all three plots in the growth period 2003. 4 — upper asymptote
of maximum number of cells, B — x-axis placement parameter, k£ — rate of change parameter, r — no. of
cells/day

ploskev Ravnik Sorsko polje Pokljuka
plot

parametri

parameters

A 70,564 26,723 42,145
B 4,2464 7,0768 10,568
k 0,0286 0,0520 0,0645
B/k 148,40 136,09 163,85
r 0,5048 0,3474 0,6800
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Za vse tri ploskve smo dolocili mesto prevoja posameznih modelnih krivulj. Prevoj
Gompertzove funkcije se ujema z maksimalno vrednostjo prvega odvoda funkcije y"

v'=Akexp-exp(B-k *t) exp (B-k*t)

kjer je y tedenska kumulativna vsota celic, ¢ so Julijanski dnevi, 4 zgornja asimptota in
predstavlja maksimalno Stevilo celic, B mesto na osi x in predstavlja zacetek kambijeve
aktivnosti ter £ mesto prevoja krivulje. S prvim odvodom Gompertzove funkcije smo
izraCunali dnevni prirastek celic v vsakem tednu, s C¢imer smo dobili podatek o stopnji
debelinske rasti za vsako rastisce.

Pri maksimalni vrednosti prvega odvoda y'je drugi odvod y'' = 0:

y'=y'k(exp(B-—k*t)—1)

Gompertzova funkcija ima prevoj tipa »S«, zato y" preide iz pozitivnih vrednosti na
negativne. Drugi odvod y" je enak O pri ¢ = B/k, t.j. pri mestu prevoja na horizontalni osi.
Za Sorsko polje je B/k = 136,1; za Pokljuko B/k = 163,9 in za Ravnik 148,4. V obmocju
prevoja je dnevni prirastek celic najvecji. Obdobje maksimalne debelinske rasti dreves naj
ne bi sovpadalo s kulminacijo maksimalnih temperatur, pa¢ pa z najdaljSim obdobjem
fotoperiode, ki je konec junija, ob solsticiju in predstavlja 172 dan v Julijanskih dnevih
(Rossi in sod., 2006a, b). Izracunana maksimalna dinamika debelinske rasti naj bi bila
okoli dneva 164,5 za vzorce tkiv odvzetih v tedenskih intervalih. Pri meritvah z
dendrometri naj bi bila ta vrednost 170,8. Oba datuma izratunane maksimalne celi¢ne
produkcije naj bi veljala za razli¢ne drevesne vrste, ki rastejo na razli¢nih rastis¢ih severne
poloble, ne glede na rastno sezono (Rossi in sod., 2006b). Drevesa naj bi izkazovala veliko
plasti¢nost in prilagodljivost na okolje in klimatske razmere, v katerih uspevajo (Gregory
in Wilson, 1968, Rossi in sod., 2006a, b). Rast smrek na Pokljuki 2003 je zelo dobro
sovpadala s tem datumom, medtem ko je bila maksimalna celi¢na produkcija na SorSkem
polju za ve¢ kot en mesec zamaknjena proti zaCetku vegetacije. Najvecja radialna rast je
bila v sredini maja, nato pa je strmo upadla. Konec junija se je razvoj ksilemskih branik
2003 pri smrekah na SorSkem polju pocasi zakljuceval. Na Ravniku je bilo obdobje
maksimalne rasti ravno tako nekoliko izven izracunanega obmocja, vendar ne tako izrazito.
Maksimum je bil zabeleZen nekje v zaCetku junija. Primerjava stopnje dnevne produkcije
celic v posameznih tednih tekom vegetacije med razli¢nimi rastis¢i kaze, da je bila
najvecja stopnja produkcije novih celic na Pokljuki, ko je na viSku vegetacije nastala tudi
po 1 celica na dan (slika 71). Obdobje hitre produkcije je bilo zelo kratko, po 4 tednih
intenzivnih delitev je stopnja produkcije padala pod 0,6 celic/dan. Na Ravniku je bila
maksimalna produkcija do 0,75 celic/dan, vendar pa je stopnja delitev nad 0,6 celic/dan
vztrajala kar 7 tednov. Na SorSkem polju najve¢ja stopnja produkcije ni presegla 0,55
celic/dan, po 4 tednih pa je Stevilo nastalih celic na dan padlo pod 0,35 celic/dan (slika 71).
Tudi v povpre¢ju je na Pokljuki nastalo najvec celic na dan, 0,68, na Ravniku nekoliko
manj (0,51 celic/dan) in najmanj na Sorskem polju (0,35 celic/dan) (preglednica 15).
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Slika 71: IzraGunano S$tevilo nastalih ksilemskih celic na dan na posamezni ploskvi v letu 2003.

Figure 71: Calculated no. of produced xylem cells per day at individual plot in the year 2003. Datum = date,
St. celic = no. of cells

Iz parametra k Gompertzove funkcije, ki dolo¢a dinamiko rasti smo izracunali €as d, ki je
bil potreben za nastanek glavnine ksilemske branike 2003 pri drevesih na posameznem
rastiScu. Cas d se izracuna po formuli:

d=4/k

Za Sorsko polje je izracunani ¢as d znaSal 76,92 dni, za Pokljuko 62,02 dni in za Ravnik
139,86 dni. Pri smrekah na Sorskem polju naj bi rastna sezona trajala 2 meseca in pol, pri
smrekah na Pokljuki 2 meseca in pri jelkah na Ravniku 4 mesece in pol. O¢itno je, da je
izracunana vrednost d dobra ocena dejanskega trajanja rasti dreves na preizkovanih
ploskvah. Poleg trajanja kambijeve aktivnosti vpliva na kon¢no Stevilo ksilemskih celic
oziroma na Sirino branike tudi stopnja celi¢nih delitev. Na Pokljuki je bila stopnja celi¢ne
produkcije zelo visoka (slika 71), saj je bila $irina branike 1,56-krat $irSa kot na SorSkem
polju, cetudi je bilo vegetacijsko obdobje pol meseca krajSe. Ob predpostavki, da bi na
Pokljuki kambijeva aktivnost potekala 4 mesece in pol kot na Ravniku, bi ob
nespremenjeni stopnji celi¢ne produkcije izracunana branika 2003 Stela 95 slojev celic.
Izkazalo se je, da kasnejSi zacetek delitev v kambiju ne pomeni manjSe dinamike
debelinske rasti in s tem ozjih ksilemskih branik.

4.2.6 Primerjava modelnih Gompertzovih krivulj debelinske rasti dreves na
Sorskem polju in na Pokljuki v letih 2002 in 2003

Iz raziskav nastanka ksilemske branike med rastno sezono lahko dobimo pomembne
informacije o trajanju in dinamiki posameznih fazah ksilogeneze na dolocenem rastiscu.
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Primerjave med posameznemi rastiS¢i za isto drevesno vrsto potrjujejo, da imajo poleg
notranjih dejavnikov zelo pomembno vlogo tudi zunanji, klimatski dejavniki. Za bolj
podrobne informacije o rasti dreves na posameznem rastiS§¢u in vplivu klimatskih
dejavnikov pa je nujno, da se takSne Studije opravljajo ve¢ let zaporedoma. Na manj
ugodnih rasti§¢ih so lahko posamezni klimatski dejavniki zelo omejujoci in bistveno
vplivajo na §irino ksilemskih branik. Sirine zaporednih branik tako zelo variirajo. V okviru
evropskega projekta PINE so na Pokljuki in SorSkem polju potekale vecletne raziskave o
kambijevi aktivnosti in nastanku ksilemske branike pri navadni smreki (Eckstein in sod.,
2002, 2004, Oven in sod., 2002, 2004). S primerjavo modelnih Gompertzovih krivulj za
debelinsko rast v letu 2003 z letom 2002 si je mogoce bolje predstavljati rast dreves na
obeh rastiscih (slika 61, 68, 72, 73). V spodnji preglednici 16 so prikazani posamezni
parametri Gompertzove funkcije za Pokljuko in SorSko polje za leto 2002 in 2003.
Oblikovanje ksilemske branike naj bi se najprej pricelo na SorSkem polju v letu 2002,
zatem na SorSkem polju v letu 2003, sledila je Pokljuka v letu 2002 in nazadnje Se
Pokljuka v letu 2003. Najbolj izrazite razlike v trajanju kambijeve aktivosti so bile na
Sorskem polju med zaporednima letoma. V letu 2002 je v primerjavi z naslednjim letom
nastalo kar 2,4-krat ve¢ celic, vendar pa je bilo izracunano povprecno stevilo nastalih celic
na dan podobno (preglednica 16). Kambijeva aktivnost se je v letu 2002 zakljucila opazno
kasneje v primerjavi z letom 2003. Na Pokljuki je bila ksilemska branika 2003 priblizno 7
celic SirSa kot v predhodnem letu.

Preglednica 16: Prikaz posameznih parametrov Gompertzove funkcije za Pokljuko in Sorsko polje v rastnih
sezonah 2002 in 2003. y — tedenska kumulativna vsota celic, ¢ — datum, 4 — zgornja asimptota predstavlja
maksimalno Stevilo celic, B — mesto na osi x in oceni zacetek kambijeve aktivnosti, £ — ocena dinamike rasti,
r — §t. celic/dan

Table 16: Parameters of Gompertz function for Pokljuka and Sorsko polje in the growth periods 2002 and
2003. 4 — upper asymptote of maximum number of cells, B — x-axis placement parameter, k£ — rate of change
parameter, r — no. of cells/day

ploskev Sorsko polje Pokljuka Sorsko polje Pokljuka
plot 2002 2002 2003 2003

parametri

parameters

A 62,807 35,862 26,723 42,145
B 4,0054 9,2505 7,0768 10,568
k 0,0250 0,0536 0,0520 0,0645
B/k 160,22 172,58 136,09 163,85
r 0,3919 0,4808 0,3474 0,6800

Primerjava izracunanih modelnih Gompertzovih krivulj, ki opisujejo dinamiko in trajanje
ksilogeneze pri smrekah na Sorskem polju in Pokljuki v letih 2002 in 2003, je pokazala
izrazite razlike v trajanju kambijeve aktivnosti na SorSkem polju. Na tem rastisc¢u je rastna
sezona trajala 17 tednov v letu 2002 in 11 tednov v letu 2003. V obeh letih so se delitve v
kambiju pricele v podobnem obdobju, zakljucile pa so se v letu 2002 mesec in pol kasneje
kot v letu 2003. Rezultat razli¢nega trajanja kambijeve aktivnosti v obeh letih so bile
znatno §irSe branike v letu 2002, med 52 do 62 celic. Na Pokljuki je bila rastna sezona v
letu 2002 priblizno en teden daljSa kot v letu 2003.
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Slika 72: Model (rdeca ¢rta) dinamike nastajanja ksilemske branike pri smrekah na Pokljuki v rastni sezoni
2002. Crne pike oznacujejo dejanske povprecne vrednosti, modra ¢rta pa izraCunan tedenski prirastek celic.
G — Gompertzova funkcija, W — tedenski prirastki, T — dejanski prirastki

Figure 72: Model (red line) of dynamics of xylem growth ring formation in Norway spruce at Pokljuka in
growth period 2002. Black points mark actual average values. Blue line shows calculated weekly increment
of cells. G — Gompertz function, W — weekly increment, T — actual increments, datum = date, st. celic = no.
of cells
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Slika 73: Modelna krivulja (rdeca ¢rta) dinamike nastajanja ksilemske branike pri smrekah na SorSkem polju
v rastni sezoni 2002. Crne pike oznacujejo dejanske povpreéne vrednosti, modra ¢rta pa izracunan tedenski
prirastek celic. G — Gompertzova funkcija, W — tedenski prirastki, T — dejanski prirastki

Figure 73: Model curve (red line) of dynamics of xylem growth ring formation in Norway spruce at Sorsko
polje in growth period 2002. Black points mark actual average values. Blue line shows calculated weekly
increment of cells. G — Gompertz function, W — weekly increment, T — actual increments, datum = date, $t.
celic = no. of cells
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Maksimalna celicna produkcija je bila na Pokljuki v letih 2002 in 2003 v obdobju
solsticija. Na sliki 74 je razvidno, da je bila najvecja stopnja produkcije novih celic na
Pokljuki v letu 2003, ko je na visku vegetacije nastala tudi po 1 celica na dan (slika 74).
Obdobje hitre produkcije je bilo zelo kratko, po 4 tednih intenzivnih delitev je stopnja
produkcije padala pod 0,6 celic/dan. V letu 2002 je bila stopnja delitev v kambiju smrek na
Pokljuki nekoliko manj intenzivna in tudi na visku vegetacije ni presegla 0,7 celic/dan.
Vendar pa je bil upad celicne produkcije nekoliko pocasnejsi kot v letu 2003. Vecja
stopnja celi¢nih delitev v letu 2003 je razlog za Sirsko ksilemsko braniko pri priblizno 1
teden krajSi vegetaciji v primerjavi z letom 2002. Na Sorskem polju je bila v letu 2003
maksimalna celi¢na produkcija za ve¢ kot en mesec zamaknjena proti zaCetku vegetacije.
Najvecja radialna rast je bila v mesecu maju, nato pa je strmo upadla. Konec junija se je
razvoj ksilemskih branik 2003 pri smrekah na SorSkem polju pocasi zakljuceval. V letu
2002 pa je bila na istem rastiS¢u stopnja celi¢nih delitev najintenzivnejSa 160. dan, okoli
solsticija (Ross in sod., 2006). Najvecja stopnja produkcije v letu 2003 ni presegla 0,55
celic/dan, po 4 tednih pa je Stevilo nastalih celic padlo pod 0,35 celic/dan (slika 74). Tudi v
letu 2002 je bila dinamika debelinske rasti zelo podobna. Izrazite pa so bile razlike v
trajanju kambijeve aktivnosti, in sicer se je kambijeva delitvena aktivnost v letu 2002
koncala vec kot en mesec kasneje kot v naslednjem letu.
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Slika 74: IzraGunano S$tevilo nastalih ksilemskih celic na dan na posameznih ploskvah v letih 2002 in 2003.

Figure 74: Calculated no. of produced xylem cells per day at individual plot in the years 2002 and 2003.
Julijanski dnevi = Julian days, st. celic = no. of cells
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43 VPLIV TEMPERATURE IN PADAVIN NA KSILOGENEZO PRI NAVADNI
JELKI IN NAVADNI SMREKI NA RAZLICNIH RASTISCIH

Rast in razvoj dreves je nadzorovana z notranjimi in zunanjimi dejavniki. Zunanji
dejavniki (temperatura, padavine, radiacija, dolzina dneva itd.) uravnavajo zacetek oziroma
zakljucek razvojnih procesov ter vplivajo na stopnjo in obseg rasti (Denne in Dodd, 1981,
Schweingruber, 1988, Larson, 1994, Savidge 1996, 2000a, b, Kozlowsky in Pallardy 1997,
Lachaud in sod., 1999, Wodzicki, 2001, Larcher, 2003). Dinamika in trajanje nastanka
ksilemske branike pri drevesih na razli¢nih rasti$¢ih in v razli¢nih letih je razli¢na. Vpliv
klimatskih dejavnikov na rast dreves je najbolj viden na manj ugodnih rastiscih, kot je npr.
zgornja gozdna meja ali sus$na podrocja. V prvem primeru predstavljajo omejitve za rast
dreves nizke temperature, zlasti spomladi, v drugem pa pomanjkanje padavin, predvsem v
poletnih mesecih. V taksnih primerih sta struktura in Sirina ksilemskih branik zelo odvisni
od dolocenega parametra in varirata glede na njegovo razpolozljivost. Signal je zelo mocan
in spremenljiv, zato ga je lazje zaslediti in ovrednotiti. Na ugodnih rastiscih, ki ustrezajo
doloceni drevesni vrsti, je teZje izraziti zvezo med posameznim klimatskim parametrom in
celicnim prirastkom. Ker klima tekom rastne sezone ne predstavlja velike omejitve v
debelinski rasti, pridejo do izraza ostali dejavniki. V takSnem okolju prezivijo tudi manj
vitalna drevesa. Pojavijo se velike razlike v S$irini branike po obodu drevesa in med
posameznimi drevesi.

Vpliv temperature in padavin na nastanek ksilemske branike 2003 smo na izbranih 3
rasti§¢ih proucili s pomocjo linearne regresije. Izracunali smo korelacijske koeficiente med
dejanskim povprecnim tedenskim prirastkom in vremenskimi spremenljivkami, kot so:
povprecna tedenska temperatura zraka, povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka,
povpre¢na maksimalna tedenska temperatura zraka, odcCitana tedenska minimalna
temperatura zraka, odcCitana tedenska maksimalna temperatura zraka in tedenska vsota
padavin. Povprecne tedenske vrednosti smo izracunali za 1 teden nazaj od dneva
vzorcenja. Poleg tega smo povprecne tedenske vrednosti zamikali za 1 dan od dneva
vzor¢enja do najve¢ 7 dni nazaj od dneva vzorcenja. S tem smo zeleli preveriti, ali se
produkcija celic v kambiju takoj odzove na temperaturne in padavinske spremembe ali z
zamikom. Vpliv nastetih vremenskih spremenljivk smo na vsakem rasti§cu izracunali za
rani in za kasni les posebej, saj sta morfolosko razli¢na in najverjetneje njun nastanek ni
pogojen z zunanjimi dejavniki, temve¢ z notranjimi.

4.3.1 Vpliv temperature in padavin na ksilogenezo pri navadni jelki na Ravniku

Korelacijski koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki za rani in kasni les ter
vremenskimi spremenljivkami, kot so povprecna tedenska temperatura zraka, odcitana
tedenska maksimalna temperatura zraka, povprecna maksimalna tedenska temperatura
zraka, odCitana minimalna tedenska temperatura zraka, povpre¢na minimalna tedenska
temperatura zraka ter tedenska vsota padavin so prikazani v preglednicah 17 in 18.
Izra¢une smo opravili za ¢asovni zamik 1, 2, 3, 4, 5, 6 in 7 dni od dneva vzorCenja dreves.
Vse statisticno znacilne korelacije so oznacene z *. Najvecje vrednosti korelacije za
tedenski prirastek in posamezni vremenski parameter so odebeljene.
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Najvisje in vselej statisticno znacilne pozitivne korelacije s temperaturo in tedenskim
prirastkom celic ranega lesa smo dobili pri zamiku 7 dni (povprecna tedenska temperatura
7 dni nazaj od dneva vzorCenja) (preglednica 17). Izjema je le odcitana tedenska
maksimalna temperatura, kjer smo dobili najvecjo vrednost pri zamiku 3 dni. Pozitivna
zveza med ksilemskim prirastkom in temperaturami pove, da se je z viSajoCo temperaturo
dinamika delitev vecala. Pri tedenskih kumulativah padavin ni bilo statisticno znacilnih
korelacij s tedenskimi prirastki celic ranega lesa (preglednica 17). Razen pri zamiku 1 dan
so bili vsi ostali dnevi (2, 3, 4, 5, 6, 7) v negativni korelaciji. Sicer smo tudi v tem primeru
dobili najvisjo vrednost pri zamiku 7 dni. Eden izmed razlogov za nizke koeficiente
korelacije je zagotovo v tem, da koli¢ina padavin ni neposredno povezana z vodnimi
razmerami v tleh oz. vodo razpolozljivo za drevo. Koli¢ina vode v tleh, ki jo drevo
potrebuje, je med drugim odvisna tudi od sestave tal, debeline zgornjega sloja tal, velikosti
in razvejanosti koreninskega sistema itn. Poleg koli¢ine padavin je pomembna tudi njihova
razporeditev. Padavine so povezane tudi s temperaturami; ¢e dezuje, se ozracje ohladi. Za
rast jelk so optimalna mokra in ne prevroca poletja (Levanic, 1996). V povprecju je na
Ravniku v letu 2003 v obdobju nastajanja ranega lesa padlo 65 mm/mesec padavin, ki so
bile enakomerno razporejene. Najverjetneje v tem Casu padavine niso omejevale celicne
produkcije.

Preglednica 17: Korelacijski koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki za rani les in
vremenskimi spremenljivkami za ¢asovne zamike 1, 2, 3, 4, 5, 6 in 7 dni od dneva vzorcenja pri jelkah na
Ravniku (p<0,05). T, — povpre¢na tedenska temperatura zraka, Tya.x — odCitana tedenska maksimalna
temperatura zraka, Ted T, — povpre¢na maksimalna tedenska temperatura zraka, T, — od¢itana tedenska
minimalna temperatura zraka, Ted T,;, — povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka, P — tedenska
vsota padavin, * - statisticno znalilne korelacije; najvecje vrednosti korelacije za tedenski prirastek in
posamezni vremenski parameter so odebeljene (prim. preglednica 19)

Table 17: Correlation coefficients of linear regression between weekly increments of early wood and climate
variables for time lags 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 days from sampling date in silver firs at Ravnik (p<0,05). Tyov —
average weekly air temperature, Tp.x — actual weekly maximum air temperature, Ted T, — average
maximum weekly air temperature, T, — actual weekly miminum air temperature, Ted T, — average
minimum weekly air temperature, P — weekly cumulative sum of precipitation, * - statistically significant
corelations, highest values of correlation between weekly increment and individual climatic parameters are
bolded (comp. table 19)

RANI LES Tpov Tmax Ted Tpax T min Ted Tpyin P
EARLY WOOD
Zam 1 0,392 0,511 0,110 0,364 0,437 0,172
Zam 2 0,494 0,564* 0,468 0,369 0,456 -0,218
Zam 3 0,480 0,744* 0,532%* 0,365 0,517 -0,167
Zam 4 0,539* 0,721* 0,504 0,368 0,534* -0,171
Zam 5 0,580* 0,692* 0,540%* 0,373 0,615*% -0,121
Zam 6 0,623* 0,700%* 0,607* 0,581* 0,666* -0,227
Zam 7 0,675* 0,700%* 0,678* 0,631* 0,669* -0,229

IzraCunani koeficienti linearne regresije med vremenskimi parametri in tedenskim
prirastkom celic kasnega lesa so izrazito drugacni kot pri ranem lesu. Izracunane korelacije
z razli¢nimi temperaturami zraka s tedenskimi prirastki so bile statisticno znacilne, vendar
v negativni zvezi (preglednica 18). Previsoke temperature zraka v drugi polovici vegetacije
torej niso ugodno vplivale na celicno produkcijo. Z izjemo povprecne maksimalne
tedenske temperature zraka se je s ¢asovnim zamikom dni korelacijski koeficient nekoliko
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poveceval, vendar za razlicne temperature razlicno. S padavinami smo zasledili negativne
in dvakrat pozitivne korelacije, ki pa niso bile statisticno znacilne. Koli¢ina padavin v
mesecu juliju in avgustu je bila 55 mm/mesec, padavine pa so bile tekom obeh mesecev
dokaj enakomerno razporejene (slika 50). Na osnovi izratunov lahko sklepamo, da
padavine v poznem poletju niso zavirale debelinske rasti dreves.

Preglednica 18: Korelacijski koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki za kasni les in
vremenskimi spremenljivkami za ¢asovne zamike 1, 2, 3, 4, 5, 6 in 7 dni od dneva vzorcenja pri jelkah na
Ravniku (p<0,05). T, — povprecna tedenska temperatura zraka, Tp.. — od¢itana tedenska maksimalna
temperatura zraka, Ted T,.x — povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T,,;, — odCitana tedenska
minimalna temperatura zraka, Ted T,;, — povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka, P — tedenska
vsota padavin, * - statisticno znacilne korelacije; najvecje vrednosti korelacije za tedenski prirastek in
posamezni vremenski parameter so odebeljene (prim. preglednica 20)

Figure 18: Correlation coefficients of linear regression between weekly increments of late wood and climate
variables for time lags 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 days from sampling date in silver firs at Ravnik (p<0,05). To, —
average weekly air temperature, T,,x — actual weekly maximum air temperature, Ted T, — average
maximum weekly air temperature, T,;, — actual weekly miminum air temperature, Ted T, — average
minimum weekly air temperature, P — weekly cumulative sum of precipitation, * - statistically significant
corelations, highest values of correlation between weekly increment and individual climatic parameters are
bolded (comp. table 20)

KASNI LES Tpov T max Ted Tmax Tmin Ted Tmin P

LATE WOOD
Zam 1 -0,236 -0,146 -0,690* -0,283 -0,284 -0,232
Zam 2 -0,349 -0,205 -0,411 -0,367 -0,493 -0,196
Zam 3 -0,480 -0,457 -0,534 -0,490 -0,668* -0,096
Zam 4 -0,590%* -0,475 -0,571 -0,654* -0,744* -0,033
Zam 5 -0,612* -0,510 -0,589* -0,689* -0,698* 0,032
Zam 6 -0,584* -0,510 -0,480 -0,778* -0,691* 0,020
Zam 7 -0,494 -0,518 -0,436 -0,706* -0,666* -0,050

V spodnjih preglednicah 19 in 20 so prikazani vsi ostali koeficienti linearne regresije med
tedenskimi prirastki celic in temperaturnimi spremenljivkami za ¢asovni zamik, ko je bila
dosezena najvisja zveza. V preglednicah 17 in 18 so te vrednosti odebeljene.

Preglednica 19: Koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki celic ranega lesa pri jelkah na
Ravniku ter temperaturnimi spremenljivkami za ¢asovni zamik, ko je bila dosezena najvi§ja vrednost. Tpo, —
povprecna tedenska temperatura zraka, Ty, — odCitana tedenska maksimalna temperatura zraka, Ted T.x —
povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T,,;, — od¢itana tedenska minimalna temperatura zraka,
Ted Tpin — povprecna minimalna tedenska temperatura zraka, linearna enacba: prirastki = a + b * (Tpoy, Tiax
Ted Toax> Timin, T€d Tinin) (prim. preglednica 17)

Table 19: Coefficients of linear regression between weekly increments of early wood cells in silver firs at
Ravnik and temperature variables for time lag when highest value was achieved. T,,, — average weekly air
temperature, T, — actual weekly maximum air temperature, Ted T, — average maximum weekly air
temperature, T, — actual weekly miminum air temperature, Ted T.;, — average minimum weekly air
temperature, linear equation: increments =a +b * (Tyoy, Timax Te€d Tinax, Tinin, T€d Tiyin) (comp. table 17)

RANI LES Tpov T max Ted Tpax T min Ted Tyin
EARLY WOOD
a -1,374 -6,926 -3,892 2,760 1,480
b 0,392 0,438 0,383 0,275 0,347
R’ 45,59 55,44 46,02 39,82 44,78
p <0,05 <0,01 <0,05 <0,05 <0,05
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Preglednica 20: Koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki celic kasnega lesa pri jelkah na
Ravniku ter temperaturnimi spremenljivkami za ¢asovni zamik, ko je bila doseZena najvi§ja vrednost. Ty, —
povprecna tedenska temperatura zraka, Ty, — odCitana tedenska maksimalna temperatura zraka, Ted T, —
povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T,,;, — odCitana tedenska minimalna temperatura zraka,
Ted Tpin — povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka, linearna enacba: prirastki =a + b * (Tyov, Tinax
Ted Thax> Timin, T€d Tinin) (prim. preglednica 18)

Table 20: Coefficients of linear regression between weekly increments of late wood cells in silver firs at
Ravnik and temperature varibles for time lag when highest value was achieved. T,,, — average weekly air
temperature, T — actual weekly maximum air temperature, Ted T, — average maximum weekly air
temperature, T, — actual weekly miminum air temperature, Ted T, — average minimum weekly air
temperature, linear equation: increments =a +b * (Tpov, Trmax T€d Timax, Tmin, T€d Tiin) (comp. table 18)

KASNI LES Tpov T max Ted Tmax Tmin Ted T min
LATE WOOD
a 12,058 8,753 8,446 8,925 15,190
b -0,513 -0,214 -0,246 -0,582 -0,967
R’ 37,40 26,81 47,66 60,46 55,42
p <0,10 <0,10 <0,05 <0,05 <0,05

Ker na osnovi statisticnih analiz nismo dobili statisticno znacilnih korelacij med
tedenskimi ksilemskimi prirastki in padavinami, so na spodnjih slikah 75 in 76 prikazani le
dejanski tedenski prirastki ksilemskih celic ranega in kasnega lesa ter dnevne povprecne,
minimalne in maksimalne temperature. Slika 75 kaze, da se je kambijeva aktivnost zacela,
ko so bile minimalne temperature zraka nad 0°C, povprecne temperature pa okoli 10°C.
Koeficienti linearne regresije in ¢asovno zamikanje dni ter vizuelna ocena kazejo, da
tedenski prirastki celic sovpadajo z gibanjem temperatur, vendar z nekoliko zamika. 1z tega
lahko zaklju¢imo, da se kambij nekoliko z zakasnitvijo odziva na zunanje temperature.
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Slika 75: Povprecni dejanski tedenski prirastki jelk in povpre¢na, maksimalna in minimalna dnevna
temperatura zraka na Ravniku tekom rastne sezone.

Figure 75: Average actual weekly increments of silver firs and average, maximum and minimum daily air
temperature at Ravnik during the growth period.
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Na spodnji sliki 76 so prikazani korelacijski koeficienti linearne regresije med povpre¢nimi
dnevnimi prirastki celic v posameznem tednu za rani in kasni les ter povprecno tedensko
temperaturo zraka, odcitano tedensko maksimalno temperaturo zraka, povprecno
maksimalno tedensko temperaturo zraka, od¢itano minimalno tedensko temperaturo zraka
in povpre¢no minimalno tedensko temperaturo zraka za ¢asovne zamike 1, 5 in 7 dni, ki so
pokazali najvecjo statisticno znacilnost. Celi¢ni prirastek za rani les (od 23.4. do 9.7.2003)
je bil v pozitivni korelaciji s temperaturo, za kasni les pa v negativni korelaciji.
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Slika 76: Povprecni tedenski prirastki jelk na Ravniku in temperaturne spremenljivke zraka za Casovne
zamike, ki so pokazali najvisje korelacije: 1, 5 in 7 dni od dneva vzorCenja. T,, — povprecna tedenska
temperatura zraka, Ty, — odCitana tedenska maksimalna temperatura zraka, Ted Ty.. — povprecna
maksimalna tedenska temperatura zraka, T, — od¢itana tedenska minimalna temperatura zraka, Ted Ty, —
povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka

Figure 76: Average weekly increments of silver firs at Ravnik and air temperature variables for time lag that
showed highest correlation: 1, 5 and 7 days from sampling date. T,, — average weekly air temperature, T . —
actual weekly maximum air temperature, Ted T, — average maximum weekly air temperature, T,,;, — actual
weekly miminum air temperature, Ted Ty, — average minimum weekly air temperature

4.3.2 Vpliv temperature in padavin na ksilogenezo pri navadni smreki na SorSkem
polju
Pri SorSkemu polju koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki celic ranega lesa
in temperaturni parametri niso bili statisticno znacilni. Kljub temu so bili koeficienti dokaj
visoki in pozitivni, najve¢je vrednosti pa so dosegli za Casovni zamik 3 dni oziroma za
zamik 1 ali 2 dni (preglednica 21). Z nara$cajoco temperaturo se je produkcija celic vecala.
Pri tedenskih vsotah padavin ni bilo statisticno znacilnih korelacij s tedenskimi prirastki
celic ranega lesa, Cetudi so bile vcasih vrednosti koeficientov relativno visoke. Razen
zamika 1 dneva in 2 dni, so bili vsi ostali ¢asovni zamiki v pozitivni korelaciji. Najvisjo
vrednost smo dobili pri zamiku 5 dni. V povprecju je na SorSkem polju v letu 2003 v
obdobju nastajanja ranega lesa (maj in prva polovica junija) padlo 55 mm/mesec padavin.
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Koli¢ina padavin pa ni bila enakomerno razporejena; najve¢ padavin je padlo v prvi
polovici maja in v drugi polovici junija, ko je Ze zacel nastajati kasni les (slika 56).

Preglednica 21: Korelacijski koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki za rani les in
vremenskimi spremenljivkami za casovne zamike 1, 2, 3, 4, 5, 6 in 7 dni od dneva vzorcenja pri smrekah na
SorSkem polju (p<0,05). Tpoy — povpre€na tedenska temperatura zraka, Ty, — odCitana tedenska maksimalna
temperatura zraka, Ted Ty, — povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T,,;, — od¢itana tedenska
minimalna temperatura zraka, Ted T, — povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka, P — tedenska
vsota padavin, * - statisticno znacilne korelacije; najvecje vrednosti korelacije za tedenski prirastek in
posamezni vremenski parameter so odebeljene (prim. preglednica 23)

Table 21: Correlation coefficients of linear regression between weekly increments of early wood and climate
variables for time lags 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 days from sampling date in Norway spruce at Sorsko polje
(p<0,05). T, — average weekly air temperature, Ty, — actual weekly maximum air temperature, Ted Tpax —
average maximum weekly air temperature, T,;, — actual weekly miminum air temperature, Ted T, —
average minimum weekly air temperature, P — weekly cumulative sum of precipitation, * - statistically
significant correlations, highest values of correlation between weekly increment and individual climatic
parameters are bolded (comp. table 23)

RANI LES Tpov Thmax Ted Thax Tmin Ted Tmin P
EARLY WOOD
Zam 1 0,401 0,460 0,523 0,206 0,416 -0,357
Zam 2 0,466 0,516 0,584 0,291 0,364 -0,422
Zam 3 0,641 0,638 0,660 0,236 0,348 0,219
Zam 4 0,395 0,547 0,475 0,235 0,268 0,477
Zam 5 0,365 0,442 0,424 0,210 0,267 0,516
Zam 6 0,296 0,409 0,373 0,271 0,179 0,357
Zam 7 0,295 0,400 0,393 0,215 0,083 0,370

IzraCunani koeficienti linearne regresije med vremenskimi parametri in tedenskim
prirastkom celic kasnega lesa so drugacni kot pri ranem lesu. Izracunane korelacije med
razlicnimi temperaturami zraka in tedenskimi prirastki z izjemo povprecnim minimalnih
tedenskih temperatur in odcitanih tedenskih minimalnih temperatur zraka niso bile
statisticno znacilne. Korelacije med temperaturami in prirastki so bile vselej negativne
(preglednica 22). Podobno kot pri jelkah na Ravniku tudi pri smrekah na SorSkem polju
previsoke temperature zraka niso ugodno vplivale na celicno produkcijo. S ¢asovnim
zamikom od 1 do 7 dni se je korelacijski koeficient poveceval. Padavine so bile v negativni
zvezi s prirastkom in so bile samo za Casovni zamik 1 dneva v statisti¢no znacilni zvezi s
tedenskimi prirastki celic kasnega lesa. Koli¢ina padavin v mesecu juliju in avgustu je bila
55 mm/mesec, padavine pa so bile tekom obeh mesecev dokaj enakomerno razporejene
(slika 56). Zakaj je bila celi¢na produkcija v negativni zvezi s povprecno koli¢ino padavin
v obdobju nastajanja kasnega lesa, je tezko pojasniti. RastiS¢e na nanosih reke Save, kjer
so sestoji smreke antropogenega nastanka, je podvrzeno velikim sezonskim nihanjem
koli¢ine vode v tleh, kar povzroca vodni stres. RastiS¢e za smrekove sestoje ni primerno,
zato je za smreke na SorSkem polju znacilna rdeca trohnoba in pogosta prizadetost dreves z
lubadarjem. Dejansko zvezo med celi¢no produkcijo in koli¢ino padavin popacijo padavine
konec julija, ko se je kambijeva aktivnost ze zakljucevala. Koli¢ina padavin je bila ob
nadpovprecno visokih temperaturah zelo majhna, z izjemo prvih dni julija. Prodna tla ne
zadrzujejo velike koli¢ine vode, zato so se morebitne vodne zaloge v drugi polovici rastne
sezone najverjetneje izCrpale. Padavine, ki so se pojavile konec julija, pa so bile prepozne
za ponoven porast celi¢nih delitev.
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Preglednica 22: Korelacijski koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki za kasni les in
vremenskimi spremenljivkami za ¢asovne zamike 1, 2, 3, 4, 5, 6 in 7 dni od dneva vzorcenja pri smrekah na
Sorskem polju (p<0,05). Tow — povprecna tedenska temperatura zraka, Tax — odCitana tedenska maksimalna
temperatura zraka, Ted Ty, — povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T,,;, — od¢itana tedenska
minimalna temperatura zraka, Ted T.;, — povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka, P — tedenska
vsota padavin, * - statisti¢cno znacilne korelacije; najve¢je vrednosti korelacije za tedenski prirastek in
posamezni vremenski parameter so odebeljene (prim. preglednica 24)

Table 22: Correlation coefficients of linear regression between weekly increments of late wood and climate
variables for time lags 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 days from sampling date in Norway spruce at Sorsko polje
(p<0,05). Tyov — average weekly air temperature, Ty, — actual weekly maximum air temperature, Ted Tpyax —
average maximum weekly air temperature, T,;, — actual weekly miminum air temperature, Ted T, —
average minimum weekly air temperature, P — weekly cumulative sum of precipitation, * - statistically
significant corelations, highest values of correlation between weekly increment and individual climatic
parameters are bolded (comp. table 24)

KASNI LES Tpov Thmax Ted Tpax Tmin Ted Tpin P
LATE WOOD
Zam 1 0,408 0,017 0,459 -0,174 -0,10 -0,689*
Zam 2 0,227 0,161 0,289 -0,250 -0,312 -0,490
Zam 3 -0,043 -0,244 0,027 -0,439 -0,456 -0,474
Zam 4 -0,135 -0,364 -0,065 -0,526 -0,677* -0,310
Zam 5 -0,380 -0,529 -0,382 -0,545 -0,731* -0,329
Zam 6 -0,463 -0,526 -0,494 -0,736* -0,868* -0,178
Zam 7 -0,579 -0,543 -0,584 -0,612 -0,855% -0,100

V spodnjih preglednicah 23 in 24 so prikazani vsi koeficienti linearne regresije med
tedenskimi prirastki celic in temperaturnimi spremenljivkami za ¢asovni zamik, ko je bila
dosezena najvisja zveza. V preglednicah 21 in 22 so te vrednosti odebeljene.

Preglednica 23: Koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki celic ranega lesa pri smrekah na
Sorskem polju ter temperaturnimi spremenljivkami za ¢asovni zamik, ko je bila dosezena najvisja vrednost.
Tpov — povpre€na tedenska temperatura zraka, Tyax — od€itana tedenska maksimalna temperatura zraka, Ted
Tmax — povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T, — odCitana tedenska minimalna temperatura
zraka, Ted Ty, — povprecna minimalna tedenska temperatura zraka, linearna enacba: prirastki =a +b * (Tyov,
Tiax Ted Tiax, Trin, T€d Trnin) (prim. preglednica 21)

Table 23: Coefficients of linear regression between weekly incrEments of early wood cells in Norway spruce
at SorSko polje and temperature variables for time lag when highest value was achieved. T, — average
weekly air temperature, Ty.x — actual weekly maximum air temperature, Ted Ty, — average maximum
weekly air temperature, Ty, — actual weekly miminum air temperature, Ted T,,;,, — average minimum weekly
air temperature, linear equation: increments = a + b * (Tpoy, Timax T€d Tinax, Tmin, Ted Tmin) (comp. table 21)

RANI LES Tpov T max Ted T max Tmin Ted Tmin
EARLY WOOD
a -2,783 -2,821 -1,960 2,082 0,982
b 0,306 0,198 0,210 0,124 0,213
R’ 41,14 40,66 43,60 8,49 17,31
p <0,10 <0,10 <0,10 0,10 0,10
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Preglednica 24: Koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki celic kasnega lesa pri smrekah na
Sorskem polju ter temperaturnimi spremenljivkami za ¢asovni zamik, ko je bila dosezena najviSja vrednost.
Tpov — povpre€na tedenska temperatura zraka, Ty, — odCitana tedenska maksimalna temperatura zraka, Ted
Timax — povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T,,;, — od¢itana tedenska minimalna temperatura
zraka, Ted Ty, — povprecna minimalna tedenska temperatura zraka, linearna enacba: prirastki = a +b * (Tyov,
Tinax Ted Tiaxs Trin, T€d Tinin) (prim. preglednica 22)

Table 24: Coefficients of linear regression between weekly increments of late wood cells in Norway spruce at
Sorsko polje and temperature variables for time lag when highest value was achieved. T,,, — average weekly
air temperature, Tp,,x — actual weekly maximum air temperature, Ted T, — average maximum weekly air
temperature, T, — actual weekly miminum air temperature, Ted T, — average minimum weekly air
temperature, linear equation: increments =a +b * (Tpoy, Trmax T€d Tinax, Tmin, T€d Tiin) (comp. table 22)

KASNI LES Tpov Tmax Ted Tpax Tmin Ted T pin
LATE WOOD
a 8,573 9,104 7,441 8,329 10,438
b -0,351 -0,252 -0,225 -0,604 -0,644
R’ 33,47 29,51 34,07 54,18 73,07
p 0,10 0,10 0,10 <0,10 <0,05

Izracunani korelacijski koeficienti linearne regeresije za padavine in tedenske prirastke
celic kasnega lesa za obdobje med 20.6. in 18.7.2003 so prikazani v preglednici 25. Iz
podatkov smo izlocili tiste iz zadnjih 2 tednov vegetacije, ko padavine najbrz niso vec
vplivale na zakljucek kambijeve aktivnosti. Preverili smo, ali so se vrednosti korelacijskih
koeficientov ob tem spremenile. Pri ¢asovnem zamiku 1 dan so bile korelacije Se vedno
negativne, vendar pa so se ob zamiku 4 dni spremenile v pozitivne. Vrednosti so se z
zamikom od 1 do 7 dni zvisevale (preglednica 25). Podoben zasuk vrednosti iz negativnh v
pozitivne lahko opazimo tudi pri ranem lesu. Rezultati bi lahko pomenili, da koli¢ina
padavin pozitivno vpliva na debelinsko rast dreves, a s casovnim zamikom.

Preglednica 25: Korelacijski koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki za kasni les (med 20.6. in
18.7.2003) in vremenskimi spremenljivkami za ¢asovne zamike 1, 2, 3, 4, 5, 6 in7 dni od dneva vzorcenja pri
smrekah na Sorskem polju (p<0,05). P — tedenska vsota padavin, * - statisti¢no znacilne korelacije

Table 25: Correlation coefficients of linear regression between weekly increments for late wood (between
20.6. and 18.7.2003) and climate variables for time lags 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 days from sampling date in
Norway spruces at Sorsko polje (p<0,05). T, — average weekly air temperature, P — weekly cumulative sum
of precipitation, * - statistically significant correlations

KASNI LES P
LATE WOOD
Zam 1 -0,777
Zam 2 -0,390
Zam 3 -0,348
Zam 4 0,262
Zam 5 0,020
Zam 6 0,737
Zam 7 0,741
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Na spodnji sliki 77 so prikazani dejanski tedenski prirastki ksilemskih celic ranega in
kasnega lesa ter dnevne povprec¢ne, minimalne in maksimalne temperature. Slika 77 kaze,
da se je kambijeva aktivnost zacela, ko so se minimalne temperature gibale okoli 0°C,
povprecne temperature zraka pa nad 10°C. Tedenski prirastki celic sovpadajo z gibanjem
temperatur, vendar nekoliko z zamikom.
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Slika 77: Povprecni dejanski tedenski prirastki smrek in povpre¢na, maksimalna in minimalna dnevna
temperatura zraka na SorSkem polju tekom rastne sezone.

Figure 77: Average actual weekly increments of Norway spruce and average, maximum and minimum daily
air temperature at Sorsko polje during the growth period.

Na sliki 78 so prikazani dejanski tedenski prirastki ksilemskih celic ranega in kasnega lesa
ter skupna dnevna koli¢ina padavin. Vizuelno je tezko oceniti kakSno koli zvezo med
dnevno koli¢ino padavin in povpre¢nim dejanskim tedenskim prirastkom celic ranega lesa.
V obdobju nastajanja kasnega lesa vrednosti padavin in povprecnih dejanskih tedenskih
prirastkov nekoliko bolj sovpadajo, razen zadnja 2 tedna, ko se je debelinska rast drevesa
zakljuCevala in klimatske razmere najverjetneje niso imeli vpliva na delovanje kambija
(slika 78).
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Slika 78: Povpre¢ni dejanski tedenski prirastki smrek in skupna dnevna koli¢ina padavin na SorSkem polju
tekom rastne sezone.

Figure 78: Average actual weekly increments of Norway spruce and total daily amount of precipitation at
Sorsko polje during the growth period.

Na spodnji sliki 79 so prikazani korelacijski koeficienti linearne regresije med povpre¢nimi
dnevnimi prirastki celic v posameznem tednu za rani in kasni les ter povprecno tedensko
temperaturo zraka, odcitano tedensko maksimalno temperaturo zraka, povprecno
maksimalno tedensko temperaturo zraka, od¢itano minimalno tedensko temperaturo zraka
in povprec¢no minimalno tedensko temperaturo zraka za ¢asovne zamike 1, 3 in 7 dni, ki so
pokazali najvecjo statisticno znacilnost. Celi¢ni prirastek za rani les (od 25.4. do
13.6.2003) je bil v pozitivni korelaciji s temperaturo, za kasni les pa v negativni korelaciji.
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Slika 79: Povprecni tedenski prirastki smrek na SorSkem polju in temperaturne spremenljivke zraka za
Casovne zamike, ki so pokazali najvi§je korelacije: 1, 3 in 7 dni od dneva vzorcenja. T,, — povprecna
tedenska temperatura zraka, Ty, — od¢itana tedenska maksimalna temperatura zraka, Ted T,,.,x — povprecna
maksimalna tedenska temperatura zraka, T,,;, — od¢itana tedenska minimalna temperatura zraka, Ted T, —
povprecna minimalna tedenska temperatura zraka

Figure 79: Average weekly increments of Norway spruce at SorSko polje and air temperature variables for
time lag that showed highest correlation: 1, 3 and 7 days from sampling date. T,, — average weekly air
temperature, Ty, — actual weekly maximum air temperature, Ted T, — average maximum weekly air
temperature, T, — actual weekly miminum air temperature, Ted Ty, — average minimum weekly air
temperature

Spodnja slika 80 prikazuje korelacijske koeficiente linearne regresije med povpre¢nimi
dnevnimi prirastki celic v posameznem tednu za rani in kasni les ter tedensko koli¢ino
padavin za casovne zamike 1, 2, 3, 4, 5, 6 in 7 dni. Za rani les je bila najvecja pozitivna
korelacija za zamik 5 dni, za kasni les pa negativna korelacija za zamik 1 dan.
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Slika 80: Povpreéni tedenski prirastki smrek na SorSkem polju in tedenska koli¢ina padavin za Casovne
zamike 1, 2, 3,4, 5, 6 in 7 dni od dneva vzorc¢enja pri smrekah na Sor§km polju. P — tedenska vsota padavin

Figure 80: Average weekly increments of Norway spruce at Sorsko polje and weekly amount of precipitation
for time lags 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 days from sampling date in Norway spruce at Sorsko polje. P — weekly
cumulative sum of precipitation

4.3.3 Vpliv temperature in padavin na ksilogenezo pri navadni smreki na Pokljuki

Pri smrekah na Pokljuki so bili vsi koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki
celic ranega lesa ter temperaturni parametri statisticno znacilni. Koeficienti so bili v vseh
primerih pozitivni, najvecje vrednosti pa so dosegli za ¢asovni zamik 1 dan (preglednica
26). Pri tedenskih kumulativah padavin ni bilo statisticno znacilnih korelacij s tedenskimi
prirastki celic ranega lesa. Korelacija je bila vedno pozitivna, najvecja vrednost je bila
dosezena pri zamiku 4 dni. V povprec¢ju je na Pokljuki v letu 2003 v obdobju nastajanja
ranega lesa (9.5-11.7.2003) padlo preko 100 mm padavin na mesec. Koli¢ina padavin je
bila enakomerno razporejena, zato najverjetneje na tem rastiSCu ni predstavljala
omejitvenega dejavnika za rast dreves (slika 63).
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Preglednica 26: Korelacijski koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki za rani les in
vremenskimi spremenljivkami za ¢asovne zamike 1, 2, 3, 4, 5, 6 in 7 dni od dneva vzorc¢enja pri smrekah na
Pokljuki (p<0,05). Ty — povprecna tedenska temperatura zraka, Tp.x — odCitana tedenska maksimalna
temperatura zraka, Ted Ty« — povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T,,;, — od¢itana tedenska
minimalna temperatura zraka, Ted T.;, — povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka, P — tedenska
vsota padavin, * - statisti¢cno znacilne korelacije; najve¢je vrednosti korelacije za tedenski prirastek in
posamezni vremenski parameter so odebeljene (prim. preglednica 28)

Table 26: Correlation coefficients of linear regression between weekly increments of early wood and climate
variables for time lags 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 days from sampling date in Norway spruce at Pokljuka (p<0,05).
Toov — average weekly air temperature, Tra — actual weekly maximum air temperature, Ted T.c — average
maximum weekly air temperature, T,;, — actual weekly miminum air temperature, Ted T,,, — average
minimum weekly air temperature, P — weekly cumulative sum of precipitation, * - statistically significant
correlations, highest values of correlation between weekly increment and individual climatic parameters are
bolded (comp. table 28)

RANI LES Tpov Tmax Ted Thax T min Ted Tin P
EARLY WOOD
Zam 1 0,729* 0,457 0,552* 0,634* 0,736* 0,072
Zam 2 0,675* 0,326 0,479 0,595* 0,701* 0,038
Zam 3 0,602* 0,144 0,359 0,631* 0,618* 0,113
Zam 4 0,609* 0,249 0,296 0,630* 0,666* 0,373
Zam 5 0,599* 0,383 0,303 0,615* 0,617* 0,372
Zam 6 0,565* 0,293 0,291 0,634* 0,574* 0,319
Zam 7 0,530 0,315 0,281 0,538 0,521 0,352

IzraCunani koeficienti linearne regresije med vremenskimi parametri in tedenskim
prirastkom celic kasnega lesa so drugacni kot pri ranem lesu. Kot na preostalih dveh
rastis¢ih so bile izracunane korelacije z razlinimi temperaturami zraka s tedenskimi
prirastki negativne. Vrednosti so bile v vseh primerih statisticno znacilne in so narascale s
¢asovnim zamikom od 1 do 7 dni (preglednica 27). Previsoke temperature zraka torej tudi
na tem rastiS¢u niso ugodno vplivale na celi¢no produkcijo. V obdobju nastajanja kasnega
lesa smo dobili pozitivne korelacije s koli¢ino padavin, ki pa niso bile statisticno znacilne.
Najvecja vrednost korelacije je bila za zamik 1 dan. Koli¢ina padavin v mesecu juliju in
avgustu je bila preko 155 mm/mesec, z enakomerno razporeditvijo padavin (slika 63).
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Preglednica 27: Korelacijski koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki za kasni les in
vremenskimi spremenljivkami za ¢asovne zamike 1, 2, 3, 4, 5, 6 in7 dni od dneva vzorcenja pri smrekah na
Pokljuki (p<0,05). Tpow — povprecna tedenska temperatura zraka, Tya.x — odCitana tedenska maksimalna
temperatura zraka, Ted Ty, — povprecna maksimalna temperatura zraka, Ty, — od¢itana tedenska minimalna
temperatura zraka, Ted T, — povprecna minimalna tedenska temperatura zraka, P — tedenska vsota padavin,
* - statistiCno znacilne korelacije, najvecje vrednosti korelacije za tedenski prirastek in posamezni vremenski
parameter so odebeljene (prim. preglednica 29)

Table 27: Correlation coefficients of linear regression between weekly increments of late wood and climate
variables for time lags 1, 2, 3, 4, 5, 6 and 7 days from sampling date in Norway spruce at Pokljuka (p<0,05).
T,ov — average weekly air temperature, Tra — actual weekly maximum air temperature, Ted T.c — average
maximum weekly air temperature, T,;, — actual weekly miminum air temperature, Ted T,,, — average
minimum weekly air temperature, P — weekly cumulative sum of precipitation, * - statistically significant
correlations, highest values of correlation between weekly increment and individual climatic parameters are
bolded (comp. table 29)

KASNI LES Tpov Thmax Ted Tpax Tmin Ted Tpin P
LATE WOOD
Zam 1 -0,690 -0,688 -0,772* -0,612 -0,642 0,317
Zam 2 -0,755%* -0,801* -0,806* -0,607 -0,708 0,245
Zam 3 -0,744* -0,890* -0,779* -0,452 0,472 0,231
Zam 4 -0,817* -0,959* -0,641 -0,508 -0,894* 0,238
Zam 5 -0,834* -0,965* -0,796* -0,622 -0,913* 0,165
Zam 6 0,887* -0,955%* -0,821* -0,702 -0,995* 0,166
Zam 7 -0,908* -0,953* -0,867* -0,672 -0,877* 0,308

V spodnjih preglednicah 28 in 29 so prikazani vsi koeficienti linearne regresije med
tedenskimi prirastki celic in temperaturnimi spremenljivkami za ¢asovni zamik, ko je bila
dosezena najvisja zveza. V preglednicah 26 in 27 so te vrednosti odebeljene.

Preglednica 28: Koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki celic ranega lesa pri smrekah na
Pokljuki ter temperaturnimi spremenljivkami za ¢asovni zamik, ko je bila dosezena najvi§ja vrednost. Tpo, —
povpre¢na tedenska temperatura zraka, Ty, — od€itana tedenska maksimalna temperatura zraka, Ted Ty —
povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T,,;, — od¢itana tedenska minimalna temperatura zraka,
Ted Tin — povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka, linearna enacba: prirastki =a + b * (Tyov, Tinax
Ted Toax, Timins T€d Tinin) (prim. preglednica 26)

Table 28: Coefficients of linear regression between weekly increments of early wood cells in Norway spruce
at Pokljuki and temperature variables for time lag when highest value was achieved. T,,, — average weekly
air temperature, T,z — actual weekly maximum air temperature, Ted T,.x — average maximum weekly air
temperature, T, — actual weekly miminum air temperature, Ted T.;, — average minimum weekly air
temperature, linear equation: increments = a + b * (Tpoy, Timax T€d Tinax, Tmin, Ted Trmin) (comp. table 26)

RANI LES Tpov T max Ted Tpax Tmin Ted Tmin
EARLY WOOD
a -3,235 -5,873 -4,390 2,217 0,241
b 0,553 0,440 0,439 0,309 0,485
R’ 53,10 20,85 30,43 40,17 58,18
p <0,05 0,10 <0,10 <0,05 <0,05
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Preglednica 29: Koeficienti linearne regresije med tedenskimi prirastki celic kasnega lesa pri smrekah na
Pokljuki ter temperaturnimi spremenljivkami za ¢asovni zamik, ko je bila doseZena najvi§ja vrednost. Te, —
povprecna tedenska temperatura zraka, Ty, — odCitana tedenska maksimalna temperatura zraka, Ted T, —
povprecna maksimalna tedenska temperatura zraka, T,,;, — odCitana tedenska minimalna temperatura zraka,
Ted Tpin — povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka, linearna enacba: prirastki =a + b * (Tyov, Tinax
Ted Toax> Timin, T€d Tinin) (prim. preglednica 27)

Table 29: Coefficients of linear regression between weekly increments of kasnega wood cells in Norway
spruce at Pokljuki and temperature variables for time lag when highest value was achieved. T, — average
weekly air temperature, T,,x — actual weekly maximum air temperature, Ted T, — average maximum
weekly air temperature, T,,;, — actual weekly miminum air temperature, Ted T,,;,, — average minimum weekly
air temperature, linear equation: increments = a + b * (Tpoy, Timax T€d Tinax, Tmin, Ted Trmin) (comp. table 27)

KASNI LES Tpov T max Ted Tmax Tmin Ted T min
LATE WOOD
a 12,680 16,113 10,838 5,799 13,120
b -0,760 -0,620 -0,453 -0,592 -1,323
R’ 82,46 93,06 75,11 49,24 99,00
p <0,05 <0,01 <0,05 0,10 <0,01

Na osnovi statisticnih analiz nismo dobili statisticno znacilnih korelacij med tedenskimi
ksilemskimi prirastki in padavinami, zato so na spodnjih slikah 81 in 82 prikazani le
dejanski tedenski prirastki ksilemskih celic ranega in kasnega lesa ter dnevne povprecne,
minimalne in maksimalne temperature za vizuelno oceno. Iz rezultatov analiz smo
zakljucili, da padavine na tem rastiS¢u niso omejevale debelinske dinamike rasti dreves.
Slika 81 kaZze, da se je kambijeva aktivnost zacela, ko so bile minimalne temperature Se
vedno pod 0°C, povpre¢ne temperature zraka pa okoli 5°C. Tedenski prirastki celic ranega
lesa sovpadajo z gibanjem temperatur, vendar tudi tu z zamikom.
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Slika 81: Povprecni dejanski tedenski prirastki smrek in povprecna, maksimalna in minimalna dnevna
temperatura zraka na Pokljuki tekom rastne sezone.

Figure 81: Average actual weekly increments of Norway spruce and average, maximum and minimum daily
air temperature at Pokljuka during the growth period.
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Na spodnji sliki 82 so prikazani korelacijski koeficienti linearne regresije med povpre¢nimi
dnevnimi prirastki celic v posameznem tednu za rani in kasni les ter povprecno tedensko
temperaturo zraka, odc¢itano tedensko maksimalno temperaturo zraka, povprecno
maksimalno tedensko temperaturo zraka, od¢itano minimalno tedensko temperaturo zraka
in povpre¢no minimalno tedensko temperaturo zraka za ¢asovne zamike 1 in 7 dni, ki so
pokazali najvecjo statisticno znacilnost. Celi¢ni prirastek za rani les (od 9.5. do 11.7.2003)
je bil v pozitivni korelaciji s temperaturo, za kasni les pa v negativni korelaciji.
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Slika 82: Povprecni tedenski prirastki smrek na Pokljuki in temperaturne spremenljivke zraka za ¢asovna
zamika, ki so pokazali najviSje korelacije: 1 in 7 dni od dneva vzorcenja. T,, — povprecna tedenska
temperatura zraka, Ty, — odCitana tedenska maksimalna temperatura zraka, Ted Ty.. — povprecna
maksimalna tedenska temperatura zraka, T, — od¢itana tedenska minimalna temperatura zraka, Ted Ty, —
povpre¢na minimalna tedenska temperatura zraka

Figure 82: Average weekly increments of Norway spruce at Pokljuka and air temperature variables for time
lag that showed highest correlation: 1 and 7 days from sampling date. T,, — average weekly air temperature,
Tnax — actual weekly maximum air temperature, Ted Ty, — average maximum weekly air temperature, T, —
actual weekly minimum air temperature, Ted T,,;, — average minimum weekly air temperature
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4.4 OGREVANIE IN HLAJENJE DELA DEBLA NAVADNE SMREKE V LETU
2004

Alternativen nacin $tudij vplivov dolocenih klimatskih dejavnikov na posamezne procese
ksilogeneze je izpostavitev delov drevesa v obdobju kambijeve aktivnosti ali dormance
eksperimentalno nadzorovanim razmeram.

4.4.1 Klimatske razmere med izvajanjem eksperimentov gretja in hlajenja

Povprecne, maksimalne in minimalne temperature zraka zabelezene v obdobju od 20.
marca do 20. julija 2004 v Casu izvajanja obeh eksperimentov so prikazane na sliki 83. V
obdobju med 29.3.2004 in 3.5.2004, ko smo ogrevali del debla smreke, so bili klimatske
razmere dokaj mile, z minimalnimi temperaturami pod 0°C le v prvih dneh izvajanja
poskusa. Temperatura zraka je med nasim grelnim eksperimentom postopoma narascala,
vendar maksimalne temperature niso presegle 25°C. Med nadzorovanim ohlajanjem dela
debla smreke v obdobju med 14.6.2004 in 21.7.2004 je bilo precej topleje kot med
prejSnjim poskusom. Minimalne temperature so bile vselej nad 5°C, maksimalne pa le
redko nad 30°C. V splosnem je bil v Casu izvajanja obeh eksperimentov najbolj moker
mesec april, s skupno koli¢ino padavin 169 mm, najbolj suh pa julij, ko je padlo 100 mm
padavin.
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Slika 83: Povprec¢ne, maksimalne in minimalne dnevne temperature zraka ter koli¢ina padavin v Ljubljani
(323 m n.v.) v letu 2004 med izvajanjem gretja in hlajenja dela debla navadne smreke. Obdobje izvajanja
obeh eksperimentov je oznaceno s puséicama.

Figure 83: Average, maximum and minimum daily air temperatures and amount of precipitation in Ljubljana
(323 m a.s.l.) in the year 2004 during heating and cooling of stem portion of Norway spruce. Periods of
heating and cooling experiments are indicated by arrows. Datum = date, temperatura = temperature,
padavine = precipitation, ogrevanje = heating, hlajenje = cooling
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4.4.2 Poskus z ogrevanjem

Del debla drevesa smo priceli ogrevati pred zacetkom redne kambijeve aktivnosti, t.j. v
obdobju kambijevega mirovanja. Na dan pricetka poskusa, 29.3.2004 v kambiju nismo
zasledili celi¢nih delitev niti pri kontrolnem drevesu niti pri drevesu namenjenem grelnemu
eksperimentu. Dormanten kambij je sestavljalo priblizno 4 do 5 plasti celic z ozkimi
radialnimi dimenzijami (slika 84A). Po 10 dneh ogrevanja smo na vzorcu odvzetem na
ogrevanem delu debla zasledili zacetek delitev v kambiju, vendar le na floemski strani.
Floemski prirastek so predstavljale 3 plasti sitastih celic ranega floema. Stevilo celic v
kambiju je tedaj naraslo na 7 do 8 (slika 84B). Na vzorcu odvzetem iz kontrolnega drevesa
ter vzorcu odvzetem nad ogrevanim delom debla v tem Casu ni bilo opaziti kambijeve
aktivnosti. Po 20 dneh ogrevanja se je kambijeva aktivnost pricela tudi na ksilemski strani.
Kambij ogrevanega vzorca je bil sestavljen iz 7 do 8 plasti celic, tekoci floemski prirastek
iz 3 do 4 plasti sitastih celic in tekoci ksilemski prirastek iz 3 do 5 plasti traheid ranega lesa
v fazi postkambijske rasti (slika 84C). Pri kontrolnem drevesu in vzorcu odvzetem nad
ogrevanim delom drevesa je bil kambij Se vedno dormanten in Sirok do 5 plasti celic. Po 30
dneh ogrevanja, 3. 5. 2004, se je redna kambijeva aktivnost pricela tudi pri kontrolnem
drevesu in nad ogrevanim delom debla. Kambij je bil Sirok 7 do 8 plasti celic, rani floem
so sestavljale 3 plasti sitastih celic ter ksilem 3 plasti radialno rastocih traheid ranega lesa
(slika 84E). V istem cCasu je pri ogrevanem vzorcu nastalo do 15 plasti celic ranega lesa
(slika 84D). V fazi postkambijske rasti je bilo 5 do 6 plasti celic, v fazi odlaganja
sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije pa 7 do 9 plasti celic (slika 84E). Popolnoma
oblikovanih traheid nismo zasledili, vendar pa so bile najstarejSe traheide tekocCe ksilemske
branike, ki so se nahajale ob kasnem lesu branike prejsnjega leta, v zaklju¢nih fazah
procesa diferenciacije. Floemski prirastek je bil sestavljen iz 5 do 6 plasti sitastih celic, ob
kambijevih celicah je bil ze viden tangencialni pas aksialnega parenhima, ki razmejuje
sitaste celice ranega in kasnega floema.



Gricar J. Vpliv temperature in padavin na ksilogenezo pri jelki (4bies alba) in smreki (Picea abies). 124
Dokt. dis. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2006

=

[~

e 255

PP QG0 = 9.2

; ‘Au,g‘

»

Slika 84: Odziv kambija na eksperimentalno ogrevanje. A — Dormanten kambij, sestavljen iz 4 do 5 plasti kambijevih
celic; B — Floemske celice nastale po 10 dneh ogrevanja; C — Floemske in ksilemske celice v postkambijski rasti nastale
po 20 dnevih ogrevanja; D — Floemske in ksilemske celice v postkambijski rasti ter fazi odlaganja sekundarne celicne
stene in lignifikacije nastale po 30 dnevih ogrevanja; E — Pricetek redne kambijeve aktivnosti pri kontrolnem drevesu po
30 dneh; F — floemske celice, KC — kambijeve celice, PR — ksilemske celice v postkambijski rasti, SL — ksilemske celice
v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije; A: daljica =50 pm; B, C, D, E: daljica = 100 um

Figure 84: Response of the cambium to heating experiment. A — Dormant cambium consisting of 4 to 5 layers of cambial
cells; B — Phloem cells formed after 10 days of heating; C — Phloem and xylem cells in postcambial growth formed after
20 days of heating; D — Phloem and xylem cells in postcambial growth and phase of secondary cell wall formation and
lignification formed after 30 days of heating; E — Beginning of regular cambial activity in control tree after 30 days; F —
phloem cells, KC — cambial cells, PR — xylem cells in postcambial growth, SL — xylem cells undergoing secondary cell
wall deposition and lignifiaction; A: scale bars = 50 um; B, C, D, E: scale bars = 100 um
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4.4.3 Poskus z ohlajanjem

S poskusom ohlajanja dela debla smreke smo zaceli 14.6.2004, na visku kambijeve
aktivnosti. Na vzorcih odvzetih na dan zacetka eksperimenta je bila kambij Sirok 8 do 10
plasti celic (slika 85A). Nastali floemski prirastek so sestavljale 3 do 4 plasti sitastih celic
ranega floema, sledil je tangencialni pas aksialnega parenhima ter 1 do 2 plasti sitastih
celic kasnega floema. V tekoci ksilemski braniki je bilo v fazi postkambijske rasti do 7
plasti celic, v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene ter lignifikacije pa 9 do 10 plasti
celic. Popolnoma oblikovanih je bilo do 6 plasti traheid ranega lesa. Po 10 in 20 dnevih
eksperimenta med kontrolnim, hlajenim vzorcem ter vzorcem odvzetim nad ohlajanim
delom debla na anatomskem nivoju ni bilo zaslediti nobenih razlik v sestavi floema,
ksilema ali kambija (slika 85B, C, D). Kambij je §tel 6 do 7 plasti celic, v fazi
postkambijske rasti je bilo 6 (po 10 dneh) oziroma do 4 (po 20 dneh) plasti celic ranega
lesa. V procesu sinteze sekundarne stene in lignifikacije je bilo v povprecju 11 celic in
zrelih traheid je bilo okoli 8 (po 10 dneh) oziroma 12 (po 20 dneh) plasti. Floem je bil
sestavljen iz 3 do 4 plasti sitastih celic ranega lesa z velikimi radialnimi dimenzijami in
tankimi celi¢nimi stenami. Sledil je sklenjen tangencialni pas aksialnega parenhima in
temu do 3 plasti celic kasnega floema z majhnimi radialnimi dimenzijami in debelejSimi
celicnimi stenami. Prve razlike med kontrolnim, in hlajenim vzorcem ter vzorcem
odvzetim nad hlajenim delom debla smo na ksilemski strani opazili po 30 dneh hlajenja,
20.7.2004 (slika 86A, B). Pri hlajenem vzorcu se je pricel tvoriti kasni les. Radialne
dimenzije traheid neposredno ob kambiju so bile majhne, v fazi postkambijske rasti sta bili
najved 2 plasti celic. Stevilo celic v kambiju se je zmanjsalo na okoli 5 plasti celic, kar je
znacilno za dormantno obdobje (slika 86C). Na vzorcu odvzetem pri kontrolnem drevesu
in vzorcu odvzetem nad hlajenim delom debla je bil kambij $irsi, sestavljen iz do 8 plasti
celic. Pri teh dveh vzorcih so na ksilemsko stran Se vedno nastajale celice ranega oziroma
prehodnega lesa (slika 86A). V fazi postkambijske rasti je bilo 6 do 7 plasti celic. Na
floemski strani tudi po 30 dneh na mikroskopskem nivoju nismo opazili nobenih razlik
med hlajenim in nehlajenima vzorcema. Floem je bil sestavljen iz 3 do 4 plasti celic ranega
floema, sledil je sklenjen tangencialni aksialnega parenhima in do 4 plasti celic kasnega
floema.
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Slika 85: Odziv kambija na eksperimentalno ohlajanje. A — Stanje v floemu, kambiju in ksilemu ob
pricetku eksperimenta v sredini junija; B — Stanje v floemu, kambiju in ksilemu pri kontrolnem in
hlajenem vzorcu po 10 dneh hlajenja; C, D — Po 20 dneh hlajenja ni bilo opaziti nobenih razlik na
anatomskem nivoju med kontrolnim (C) in hlajenim (D) vzorcem; F — floemske celice, KC — kambijeve
celice, PR — ksilemske celice v postkambijski rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne
celicne stene in lignifikacije; A, C, D: daljica = 50 pm, B: daljica = 100 um

Figure 85: Response of the cambium to cooling experiment. A — Situation in phloem, cambium and xylem
at the beginning of the experiment in mid-June; B — Situation in phloem, cambium and xylem in control
and cooled sample after 10 days of cooling; C, D — After 20 days of cooling, no differences at anatomical
level were observed between non-treated (C) and treated sample (D); F — phloem cells, KC — cambial cells,
PR — xylem cells in postcambial growth, SL — xylem cells in phase of secondary cell wall formation and
lignification; A, C, D: scale bars = 50 um, B: scale bars = 100 um
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Slika 86: Odziv kambija na eksperimentalno ohlajanje po 30 dneh. A — Nastanek kasnega lesa pri
hlajenem vzorcu; B — Rani oziroma prehodni les nastal pri kontrolnem drevesu; C — Kambij Sirok le 5
plasti celic pri hlajenem vzorcu; F — floemske celice, KC — kambijeve celice, PR — ksilemske celice v
postkambijski rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije; B,
C: - daljica = 50 pum, A: daljica =100 um

Figure 86: Response of the cambium to cooling experiment after 30 days. A — Formation of late wood in
cooled sample; B — Early wood or transition wood formed in control tree; C — Cambium up to 5 layers of
cells wide in cooled sample; F — phloem cells, KC — cambial cells, PR — xylem cells in postcambial
growth, SL — xylem cells in phase of secondary cell wall formation and lignification; B, C: scale bars =

50 pm, A: scale bars = 100 um
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4.4.4 Anatomija ksilema in floema po zakljucku rastne sezone

Za raziskavo vplivov obeh eksperimentov na strukturo in Sirino floemskih in ksilemskih
prirastkov, smo vzorce iz ogrevanega in hlajenega dela debla ter kontrolnega drevesa
odvzeli po koncu rastne sezone, 16.12.2004 (slika 87). Ogrevani in kontrolni vzorec sta
pokazala primerljive Sirine ksilemskih branik (okoli 35 plasti celic) ter podoben delez
kasnega lesa (okrog 40%) (slika 87A, C). Na anatomski ravni tudi v floemu nismo zasledili
nobenih razlik med obema vzorcema, kakor tudi ne v Sirini floemskih branik 2004.
Floemski prirastek pri obeh drevesih je sestavljalo 3 do 5 plasti sitastih celic ranega
floema. Tangencialni pas aksialnega parenhima je razmejeval rani floem od kasnega
sestavljenega iz 3 do 5 plasti sitastih celic. Opazovanje hlajenega in kontrolnega vzorca je
pokazalo, da je na ksilemski strani pri ohlajanem vzorcu nekoliko zmanjSan delez kasnega
lesa (okrog 20%) v primerjavi s kontrolnim vzorcem (okrog 40%), cetudi sta bili Sirini
ksilemskih branik primerljivi (35 plasti celic) (slika 87B). Na floemski strani nismo ob
koncu vegetacije pri ohlajenem in kontrolnem vzorcu zasledili nobenih razlik v Sirini
branike ali anatomski zgradbi. Floem je bil sestavljen iz 3 do 5 plasti sitastih celic ranega
floema, sklenjenega tangencialnega pasu aksialnega parenhima in 3 do 5 plasti celic
kasnega floema.
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Slika 87: Prec¢ni prerezi ksilemskih branik 2004 po zakljucku rastne sezone. A — ogrevani vzorec; B —
hlajeni vzorec z zmanjSanim deleZem kasnega lesa; C — kontrolno drevo. Daljica = 100 pm

Figure 87: Light micrographs of xylem growth rings 2004 at the end of the vegetation period. A — Heated
sample; B — Cooled sample with reduced portion of latewood; C — Control sample. Scale bars = 100 um



Gricar J. Vpliv temperature in padavin na ksilogenezo pri jelki (Abies alba) in smreki (Picea abies). 129
Dokt. dis. Univ. v Ljubljani, Biotehniska fakulteta, Odd. za lesarstvo, 2006

4.4.5 UV spektrofotometrija in TEM

Za proucevanje morebitnih sprememb v strukturi lignina, ki bi lahko nastale zaradi
nadzorovane povisane ali znizane temperature, smo uporabili UV-spektrofotometrijo
(Fergus in sod., 1969, Fukuzawa in Imagawa, 1981, Fengel in Wegener, 1989, Takabe in
sod., 1992, Koch in Kleist, 2001, Griinwald in sod., 2002a, b, Koch in Griinwald, 2004). Z
UV mikroskopskim to¢kovnim merjenjem z velikostjo to¢ke 1 pm?* smo merili absorpcijo
lignina v obmocju sekundarne celi¢ne stene. Tretirani in netretirani vzorci so pokazali
tipicne UV-spektre ligina iglavcev z razlo¢nim maksimumom pri 280 nm valovne dolzine
ter lokalnim minimumom pri 260 nm valovne dolZine (slika 88). Meritve UV absorpcije v
zunanjih podro¢jih sekundarne celi¢ne stene so pokazale, da se proces lignifikacije v tem
delu celicne stene Se ni zakljucil, saj je bila absorpcijska vrednost pri 280 nm pod 0,2 (slika
88). Za popolnoma diferencirane traheide znaSa absorpcijski maksimum log abszsonm v
notranjem podrocju sekundarne celi¢ne stene pri smreki vec kot 0,4 (Koch in Kleist, 2001).

0,4
——ogrevanje
11- - - hlajenje
03 - — kontrola

absorbanca [E]

-0,1 T T T T T T T T

240 260 280 300 320 340
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Slika 88: UV-absorpcijski spektri, izmerjeni v notranjih podroc¢jih sekundarne celicne stene pri ogrevanem,
hlajenem in kontrolnem vzorcu smreke kazejo tipicni absorpcijski maksimum pri 280 nm valovne dolZine.
Nizke absorpcijske vrednosti nakazujejo nezakljucen proces lignifikacije.

Figure 88: UV- spectra measured in secondary cell wall regions of tracheids in heat-treated, cool-treated and
control samples showed a typical absorption maximum at 280 nm. Lower values than typically measured
indicated incomplete development of the xylem cells. Valovna dolzina = wavelength, absorbanca =
absorbance

UV-spektrofotometricno skeniranje majhnih podro¢jih celicnih sten diferencirajocih
traheid z resolucijo 0,75 um2 ogrevanega, hlajenega in kontrolnega vzorca ni pokazalo
nobenih sprememb v procesu lignifikacije. Absorpcijske vrednosti so pri 280 nm valovne
dolzine z oddaljenostjo od kambija narascale, kar potrjuje nizjo vsebnost lignina mlajsih
ksilemskih celic v procesu diferenciacije (slika 89). Lignifikacija se je pricela v celi¢nih
vogalih in nato Sirila proti notranjim podro¢jem sekundarne celicne stene. Vsebnosti
lignina so bile v celi¢nih vogalih in zdruZeni srednji lameli vi§je kot v sekundarni celi¢ni
steni, kar je znacilno za traheide. Vi§je UV absorpcijske vrednosti lignina v posameznih
podrocjih celicne stene so prikazane s pomocjo barvne lestvice 14 osnovnih barv. Na
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osnovi opazovanj vzorcev ksilemskih tkiv z UMSP smo zakljucili, da ni nobenih razlik v
nacinu odlaganja lignina ter njegovi strukturi med ogrevanim, hlajenim in kontrolnim
vzorcem (slika 89).
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Slika 89: 3D profili celi¢nih sten diferencirajocih traheid ranega lesa ogrevanega vzorca skeniranega z
geometriéno resolucijo 0,25 pum’. Barvna lestvica izraza razlitne UV absorpcijske vrednosti pri 280 nm
valovne dolzine. A — 4-5 tangencialna celi¢na stena traheid od kambija, B — 5-6, C — 6-7, D — 7-8, E—8-9, F
—9-10, G—10-11 in H — 11-12 celi¢na stena traheid od kambija.

Figure 89. UV micrographs and 3D profiles of cell walls of early wood tracheids in heat-treated Norway
spruce scanned with a geometrical resolution of 0.25 um”. The scales exhibit different UV—absorbance
values at a wavelength of 280 nm. A —4-5 th tangential cell wall of tracheids from the cambium, B — 5-6, C —
6-7,D—7-8, E—8-9, F —9-10, G- 10-11 in H — 11-12th cell wall of tracheids from the cambium.
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Posnete UV fotografije poltankih rezin v monokromatski svetlobi z UMSP mikroskopom,
kaZejo na postopno odlaganje lignina v celi¢ne stene traheid (slika 90). Lignifikacija
celi¢nih sten sledi sintezi zunanjih delov sekundarne celi¢ne stene. Na sliki 90 se lepo vidi,
da se pri¢ne v celi¢nih vogalih in srednji lameli in se nato postopoma §iri proti notranjim
podro¢jem sekundarne celi¢ne stene. V lumnih so dobro vidni ostanki citoplazme.
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Slika 90: UV posnetek ksilemskega tkiva ogrevanega vzorca. Vsebnost lignina v celi¢nih stenah traheid z
oddaljenostjo od kambija narasca.

Figure 90: UV image of xylem tissue of heated sample. Lignin content increases with increasing distance
from the cambium.

Raziskave s TEM so pri ogrevanem vzorcu pokazale, da so bile po 30 dneh izvajanja
poskusa (3.5.2004) stevilne ksilemske celice v procesu diferenciacije (slika 91). Redna
kambijeva aktivnost se je tedaj pri kontrolnem drevesu Ze priCela, vendar so bile prve
nastale ksilemske celice v fazi postkambijske rasti. Podobno so bile pri ogrevanem vzorcu
mlajSe traheide ob kambiju v postkambijski rasti in so imele tanke primarne celi¢ne stene.
Nekoliko vstran od kambija se je v ksilemskih celicah pricela sinteza sekundarne celi¢ne
stene. Z narasc¢ajoco oddaljenostjo od kambija je naraScala tudi debelina sekundarne
celicne stene (slika 91A, B). Kontrastiranje preparatov s kalijevim permanganatom je
potrdilo, da proces lignifikacije celicnih sten vedno sledi odlaganju polisaharidov in se
pri¢ne v celi¢nih vogalih in zdruZeni srednji lameli. V naslednji fazi se razSiri na zunanja
podrocja sekundarne celi¢ne stene in nazadnje tudi v notranja. Na sliki 91A sta celicni
steni traheid ranega lesa s tankimi celicnimi stenami v blizini kambija pri ogrevanem
vzorcu, ki smo ga odvzeli 3.5.2005. Zdruzena srednja lamela, sloj S1 in zunanje podrocje
sloja S2 sekundarne celicne stene so bili lignificirani, medtem ko se v notranjih podroc¢jih
sloja S2 lignin Se ni pricel odlagati. Sloj S3 ni bil oblikovan. Na sliki 91B sta celi¢ni steni
traheid ogrevanega vzorca, ki sta 8 in 9 celic oddaljeni od kambija. Celi¢na stena je bila
vidno debelejsa kot na prejsnji sliki, a Se vedno ni bila popolnoma formirana. Zdruzena
srednja lamela, sloj S1 in zunanje podrocje sloja S2 sekundarne celicne stene so bili
lignificirani. V notranjem podrocju sloja S2 se lignifikacija Se ni zacela. Sloj S3 ni bil
oblikovan.
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V procesu diferenciacije in v ultrastrukturi ksilemskih celic nismo zasledili nobenih razlik
med kontrolnim in hlajenim vzorcem (slika 91C, D, E, F). Podobno kot pri ogrevanemu
vzorcu je bilo mogoce od kambija navzven slediti vsem razvojnim fazam v celicah zacensi
s postkambijsko rastjo traheid ob kambiju, sintezo sekundarne celicne stene pri nekoliko
starejSih traheidah, ki ji je sledil proces lignifikacije. Pri hlajenem vzorcu odvzetem po 30
dneh traheide 9 in 10 celic od kambija niso bile povsem oblikovane (slika 91C, D).
Podobno tudi traheide 9 in 10 celic od kambija pri kontrolnem drevesu niso zakljucile z
razvojem (slika 91E). Sinteza in lignifikacija celotne sekundarne celi¢ne stene je bila
konc¢ana 13 do 14 celic od kambija. Na sliki 91F je dobro vidna ultrastruktura vecplastne
celi¢ne stene. Navadna smreka bradaviCastega sloja na notranji strani sloja S3 sekundarne
celi¢ne stene nima. Kontrastnost sovpada z vsebnostjo lignina v posameznem sloju celi¢ne
stene (Bland in sod., 1971, Parham, 1974, Kutscha in Schwarzmann, 1975, Donaldson,
1992, Schmitt in sod., 2003, Schmitt in Melcher, 2004). S kalijevim permanganatom se je
najintenzivneje kontrastirala zdruzena srednja lamela, najverjetneje zaradi vec¢je vsebnosti
lignina.
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Slika 91: TEM posnetki tangencialnih celi¢nih sten traheid pri kontrolnih in ogrevanih oziroma hlajenih
vzorcih. A — Ogrevani vzorec po 30 dneh, traheidi ranega lesa s tankimi celi¢nimi stenami v blizini kambija,
zdruzena srednja lamela, sloj S1 ter zunanje podro¢je S2 so lignificirani, notranji sloj S2 je nelignificiran; B —
Ogrevani vzorec po 30 dneh, pri 8 in 9 traheidi od kambija je debelina sekundarne celi¢ne stene narasla; C —
Hlajeni vzorec po 30 dneh, 9 in 10 celi¢na stena traheid od kambija je nepopolnoma oblikovana; D — Hlajen
vzorec po 30 dneh, 13-14 sekundarna stena celic od kambija, ki so prve z dokoncno oblikovano sekundarno
celi¢no steno; E — Kontrolni vzorec po 30 dneh, sekundarna stena traheid 6-7 celic od kambija ni popolnoma
oblikovana; F — Kontrolni vzorec po 30 dneh, sekundarna celi¢na stena traheid 9-10 celic od kambija je
debeljsa od mlajsih, a Se vedno ni v celoti oblikovana.

Figure 91: Electron micrographs of tangential tracheid cell walls of treated and non-treated samples. A —
Heated sample after 30 days, earlywood cells close to the cambium with thin walls; middle lamella, S1 and
outer S2 lignified, inner S2 without lignin; B — Heated sample after 30 days, eighth and ninth tracheid row
from the cambium, width of secondary wall increased; C — Cooled sample after 30 days, ninth and tenth
tracheid row incompletely lignified; D — Cooled sample after 30 days, thirteenth and fourteenth tracheid row
with distinct lignification of the whole cell wall; E — Control tree of heating experiment after 30 days, sixth
and seventh tracheid row incompletely developed; F — Control tree of heating experiment after 30 days,
secondary cell wall of ninth and tenth tracheid row is thicker, but still incompletely lignified.
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4.5 OGREVANIE IN HLAJENJE DELA DEBLA NAVADNE SMREKE V LETU
2005

V letu 2005 smo eksperimentalno nadzorovana poskusa ponovili. V nasprotju z
enomesecnima poskusoma opravljenima v letu 2004, sta v letu 2005 oba poskusa potekala
v Casu celotne rastne sezone.

4.5.1 Klimatske razmere med izvajanjem eksperimentov gretja in hlajenja

Povprecne, maksimalne in minimalne temperature zraka zabeleZene v obdobju od 1. aprila
do 31. oktobra 2005 v ¢asu izvajanja obeh eksperimentov so prikazane na sliki 92. Z
obema poskusoma smo priceli istocasno, 26.4.2005, tik pred pricetkom nastajanja
ksilemske branike. Ob zastavitvi obeh poskusov so bile temperature zraka relativno visoke,
z dnevnimi nad 25°C in no¢nimi nad 5°C. V prvi polovici maja in junija smo zabelezili
krajSa, nekoliko hladnejsa obdobja, kjer so se najvisje dnevne temperature spustile pod
20°C in minimalne pod 5°C. Poletje 2005 je bilo mokro in ne prevroce. Maksimalne
temperature so le redko presegle 30°C v juniju in juliju. Avgust je bil dezeven z
maksimalnimi temperaturami redko nad 25°C. Ker je povprecna temperatura zraka konec
septembra padla pod 15°C, smo s poskusom hlajenja koncali 20.9.2005. Z ogrevanjem smo
nadaljevali Se tri tedne do 11.10.2005, ko smo tudi s tem eksperimentom zakljucili.
Povpreéne temperature so se tedaj gibale okrog 10°C. Najbolj suh mesec v obdobju
izvajanja obeh eksperimentov je bil oktober, s skupno koli¢ino padavin 56 mm.
Nadpovprecna koli¢ina padavin je padla v septembru: 275 mm. Neobi¢ajno moker mesec
je bil tudi avgust z 230 mm.
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Slika 92: Povpre¢ne, maksimalne in minimalne dnevne temperature zraka ter koli¢ina padavin v Ljubljani
(323 m n.m.) v letu 2005 med izvajanjem eksperimentov hlajenje in ogrevanja. Obdobje izvajanja obeh
eksperimentov je oznaceno s puscicama.

Figure 92: Average, maximum and minimum daily air temperatures and amount of precipitation in Ljubljana
(323 m a.s.l.) in the year 2005 during heating and cooling experiments. Periods of the heating and cooling
experiments are indicated by arrows. Datum = date, temperatura = temperature, padavine = precipitation,
ogrevanje = heating, hlajenje = cooling
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4.5.2 Poskus z ogrevanjem

S poskusom ogrevanja dela debla navadne smreke smo priceli 26.4.2005. Tedaj je bil
kambij sestavljen iz 6 do 7 slojev celic (slika 93A). Delitve so se takrat ze pricele.
Ksilemskih celic v postkambijski rasti ni bilo zaslediti, medtem ko sta bila na floemski
strani do 2 sloja celic v procesu diferenciacije. Pri naslednjem vzorcenju, 17.5.2005, je
kambij sestavljalo do 8 slojev celic (slika 93B). V postkambijalni rasti je bilo 5 do 6 slojev
ksilemskih celic, v procesu odlaganja sekundarne celicne stene pa 9 do 11 slojev celic. V
posameznem radialnem nizu smo zasledili prvo zrelo traheido. Floemski prirastek so
sestavljali 3 do 4 sloji sitastih celic ranega lesa in Se ne v celoti sklenjeni tangencialni pas
aksialnega parenhima, ki razmejuje rani in kasni floem. Pojavljale so se tudi prve celice
kasnega floema. Sest tednov po zaletku eksperimenta, 7.6.2005, je kambij tel do 7 slojev
celic (slika 93C). Na ksilemski strani je bilo 5 do 6 slojev celic v postkambijski rasti, v fazi
odlaganja sekundarne celi¢ne stene pa do 9 slojev traheid. Popolnoma oblikovanih je bilo
do 13 slojev celic. Rani floem je bil sestavljen iz 3 do 4 slojev celic. Sklenjenemu
tangencialnemu pasu aksialnega parenhima sta sledila 2, redkeje 3 sloji sitastih celic
kasnega floema. Konec junija, 28.6.2005, je bil kambij Se vedno Sirok do 6 slojev celic
(slika 93D). Njegova aktivnost se Se ni zakljucila, saj smo zasledili v fazi postkambijske
rasti do 3 sloje celic. V procesu odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije je bilo 7
do 8 slojev celic. Zrelih traheid je bilo 15 do 16 slojev. Na floemski strani je bilo 3 do 5
slojev oblikovanih sitastih celic ranega floema, sklenjen pas aksialnega parenhima ter do 3
sloji celic kasnega floema v fazi diferenciacije. V drugi polovici julija (19.7.2005) je bil
kambij sestavljen iz 6 slojev celic (slika 94A). V fazi postkambijske rasti sta bila 2 sloja
traheid, v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene pa do 15 slojev. Do 21 slojev traheid je
bilo popolnoma oblikovanih. Floemski prirastek je bil zgrajen iz 3 do 4 slojev oblikovanih
celic ranega floema, sklenjenega tangencialnega pasu aksialnega parenhima ter 4 slojev
celic kasnega floema, pri ¢emer zadnja celica $e ni bila popolnoma formirana. V zacetku
avgusta (9.8.2005) je bil kambij Se vedno Sirok 6 slojev celic (slika 94B). V fazi
postkambijske rasti sta bila 1 do 2 sloja traheid, v fazi odlaganja sekundarne celicne stene
in lignifikacije pa do 11 slojev celic. Popolnoma oblikovanih je bilo do 25 slojev
ksilemskih celic. Rani floem je bil sestavljen iz 3 do 4 slojev celic, katere je od 4 do 6
slojev celic kasnega floema locil sklenjeni tangencialni pas aksialnega parenhima. Zadnja
sitasta celica kasnega floema je bila Se vedno v procesu diferenciacije. Konec avgusta,
30.8.2005, je bil kambij sestavljen iz 6 slojev celic (slika 94C). Najverjetneje se je njegova
delitvena aktivnost nekoliko pred vzorCenjem zakljucila, saj v fazi postkambijske rasti
nismo zasledili nobene celice, medtem ko jih je bilo v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne
stene Se vedno relativno veliko, do 11 slojev celic. Odraslih traheid je bilo okrog 30 slojev.
Zgradba floemskega prirastka 2005 je bila podobna zgradbi prejSnjega vzorcenja: do 4 sloji
celic ranega floema, sledil je tangencialni pas aksialnega parenhima in do 6 slojev celic
kasnega floema, pri ¢emer zadnja nastala sitasta celica Se vedno ni bila popolnoma
oblikovana. V drugi polovici septembra (20.9.2005) je kambij sestavljalo do 6 slojev celic
(slika 94D). Na ksilemski strani je bilo v procesu sinteze sekundarne celi¢ne stene in
lignifikacije 5 do 6 slojev celic. Popolnoma oblikovanih je bilo do 38 slojev traheid.
Floemska branika je bila sestavljena iz 3 do 4 slojev sitastih celic ranega floema,
sklenjenega tangencialnega pasu aksialnega parenhima, ki mu je sledilo do 7 slojev
popolnoma oblikovanih sitastih celic kasnega floema. Oktobra (11.10.2005) se proces
diferenciacije terminalnih traheid kasnega lesa Se ni zakljucil. Zadnjih 6 slojev celic je Se
vedno vsebovalo protoplazmo v celi¢nih lumnih in notranja podrocja sekundarne stene so
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bila modro obarvana (slika 94E). Takrat smo s procesom nadzorovanega ogrevanja tudi
zakljucili. V zaCetku novembra (4.11.2005) je bila tudi ksilemska branika popolnoma
oblikovana. Sirina ksilemske branike je $tela v povpredju 35 slojev celic, od tega je bilo
okoli 16 slojev celic kasnega lesa, kar predstavlja priblizno 45% celotne branike. Na slikah
94B, C, D in E je mogoce opaziti morfoloske spremembe v celicah prehodnega in kasnega
lesa. Dimenzije celi¢nih sten prehodnega lesa so bile ozke, kasneje pa so se nekoliko
povecale in nato zopet zmanjsale.
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Slika 93: Odziv kambija navadne smreke na nadzorovano ogrevanje na precnih prerezih tkiv pod svetlobnim
mikroskopom; A — Na dan zaCetka poskusa, 26.4.2005, so se delitve v kambiju ze zacele; B — Datum
odvzema vzorca 17.5.2005. Prve nastale traheide ranega lesa so bile popolnoma oblikovane; C — Datum
odvzema vzorca 7.6.2005. Nastajanje celic ranega lesa.; D — Datum odvzema vzorca 28.6.2005. Nastajanje
celic prehodnega lesa. F — floemske celice, KC — kambijeve celice, PR — ksilemske celice v postkambijski
rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije, MT — zrele traheide;
Daljica = 100 pm

Figure 93: The response of cambium in Norway spruce to experimental heating, as viewed on cross sections
of tissues by light microscope. A — At the beginning of the experiment, 26 April 2005, divisions in the
cambium have already started; B — Date of the sampling 17 May 2005. First formed early wood tracheids
were fully developed; C — Date of the sampling 7 June 2005. Formation of early wood cells. D — Date of the
sampling 28 June 2005. Formation of transition early-late wood cells. F — phloem cells, KC — cambial cells,
PR — xylem cells in postcambial growth, SL — xylem cells undergoing secondary cell wall deposition and
lignification, MT — mature tracheids; Scale bars = 100 um
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Slika 94: A — Datum odvzema vzorca 19.7.2005. Nastajanje celic prehodnega in kasnega lesa; B — Datum
odvzema vzorca 9.8.2005. Kambijeva aktivnost se pocasi zakljuCuje, nastajajo celice kasnega lesa; C —
Datum odvzema vzorca 30.8.2005. Delitve v kambiju so se ustavile. Terminalne traheide v procesu odlaganja
sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije; D — Datum odvzema vzorca 20.9.2005. Terminalne traheide Se niso
popolnoma oblikovane; E — Datum odvzema vzorca 11.10.2005. Razvoj ksilemske branike 2005 je
zakljucen. F — floemske celice, KC — kambijeve celice, PR — ksilemske celice v postkambijski rasti, SL —
ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije, MT — zrele traheide; Daljica = 100
pum

Figure 94: A — Date of the sampling 19 July 2005. Formation of transition early-late wood and late wood
cells; B — Date of the sampling 9 August 2005. Cambial activity is stopping, late wood cells are formed; C —
Date of the sampling 30 August 2005. Divisions in the cambium ended. Terminal late wood tracheids are in
process of secondary wall deposition and lignification; D — Date of the sampling 20 September 2005.
Terminal tracheids have not been fully developed; E — Date of sampling 11 October 2005. Development of
xylem growth ring 2005 is completed. F — phloem cells, KC — cambial cells, PR — xylem cells in postcambial
growth, SL. — xylem cells undergoing secondary cell wall deposition and lignification, MT — mature
tracheids; Scale bars = 100 um
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4.5.3 Poskus z ohlajanjem

S poskusom ohlajanja dela debla smreke smo tako kot z ogrevanjem priceli 26.4.2005
(slika 95A). Delitve v kambiju so se takrat ze pricele, saj je bil Sirok do 7 celic. Na
ksilemski strani celic v postkambijski rasti nismo opazili, medtem ko so na floemski strani
nastali 2 do 3 sloji sitastih celic ranega floema. Tri tedne kasneje, 17.5.2005, je kambij
sestavljalo do 8 slojev celic (slika 95B). Ksilemska branika tekocega leta je Ze pricela
nastajati. V postkambijski rasti je bilo 4 do 5 slojev traheid. Floemski prirastek je bil
sestavljen iz 3 do 4 slojev sitastih celic ranega floema. Dobro viden je bil tangencialni pas
aksialnega parenhima, vendar Se ni bil popolnoma sklenjen. V zacetku junija (7.6.2005) se
je kambij zozal na 6 celic (slika 95C). Na ksilemski strani smo prvi¢ zasledili 2 do 3 sloja
traheid v procesu sinteze sekundarne celicne stene in lignifikacije, medtem ko je bilo v
postkambijski rasti 4 do 5 slojev celic. Rani floem je bil sestavljen iz 3 do 4 slojev celic,
sledil je tangencialni pas aksialnega parenhima. Pojavil se je Ze prvi sloj celic kasnega
floema z ozkimi radialnimi dimenzijami in debelejSimi celicnimi stenami. Konec junija,
28.6.2005, je bil kambij Sirok do 6 slojev celic (slika 95D). Stevilo celic v postkambijski
rasti se je zmanjSalo na najveC¢ 2. V procesu odlaganja sekundarne celicne stene in
lignifikacije je bilo 5 do 6 slojev celic. Popolnoma oblikovanih traheid takrat Se vedno
nismo zasledili. Floemski prirastek je bil sestavljen iz 3 do 4 slojev sitastih celic ranega
floema, kjer sta bila zadnja 2 sloja Se vedno v procesu diferenciacije. Tangencialni pas
aksialnega parenhima ni bil popolnoma sklenjen, v kasnem floemu smo opazili 1 sloj celic.
Dva meseca in pol po zacetku izvajanja eksperimenta (19.7.2005) je bil kambij sestavljen
iz 6 slojev celic (slika 95E). Na ksilemski strani smo prvi¢ zasledili zrele traheide, in sicer
3 do 4 sloje. Do 5 slojev celic je bilo v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in
lignifikacije. V postkambijski rasti je bil najveckrat le 1 sloj celic. Rani floem je bil zgrajen
iz 3 do 4 slojev oblikovanih sitastih celic, tangencialnega pasu aksialnega parenhima ter 2
slojev celic kasnega floema. Stevilo celic v kambiju je bilo ob naslednjem vzor&enju
(9.8.2005) podobno prejsnjim, 5 do 6 slojev (slika 96A). Primerjava pre¢nih prerezov
kambijevega tkiva s prejSnjim vzorcem je pokazala, da se je njegova aktivnost zakljucila v
drugi polovici julija. Neposredno pod kambijem nismo zasledili novo nastalih ksilemskih
celic v postkambijski rasti. V fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije je
bilo 4 do 5 slojev celic, pod njimi pa 5 do 7 slojev odraslih ksilemskih celic. Floemska
branika tekocCega leta je bila popolnoma oblikovana. Celicam ranega floema (3 do 4 sloji)
je sledil tangencialni pas aksialnega parenhima in temu 2 do 3 sloji sitastih celic kasnega
floema. Konec avgusta, 30.8.2005, je dormanten kambij sestavljalo 5 do 6 slojev celic
(slika 96B). V ksilemu se je Stevilo zrelih traheid povecalo na 8 do 9 slojev, medtem ko so
bili do 4 sloji terminalnih traheid kasnega lesa Se vedno v zaklju¢nih fazah diferenciacije.
Ker so konec septembra, 20.9.2005, povprecne temperature zraka padle pod 15°C, smo se
odlocili zakljuciti z eksperimentom nadzorovanega hlajenja. Kambij je tedaj Stel 5 ali 6
slojev celic (slika 96C). Ksilemska branika je bila popolnoma oblikovana, sestavljena iz 9
do 11 slojev celic. Floemski prirastek je bil sestavljen iz 3 do 4 slojev celic ranega floema,
nesklenjenega tangencialnega pasu aksilalnega parenhima in 2 do 3 slojev celic kasnega
floema. Stanje v sredini oktobra (11.10.2005) je bilo podobno (slika 96D). V ozkih
ksilemskih branikah je bilo 4 do 5 slojev celic kasnega lesa, t.j. priblizno 40% celotne
branike.
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Slika 95: Odziv kambija navadne smreke na nadzorovano hlajenje viden na precnih prerezih tkiv pod
svetlobnim mikroskopom; A — Na dan zacetka poskusa, 26.4.2005, so se delitve v kambiju Ze zacele; B —
Datum odvzema vzorca 17.5.2005. V postkambijski rasti 4 do 5 slojev ksilemskih celic; C — Datum odvzema
vzorca 7.6.2005. Ksilemske celice v procesu sinteze sekundarne stene; D — Datum odvzema vzorca
28.6.2005. Delitve v kambiju so se upocasnile. Zrelih traheid Se ni bilo zaslediti; E — Datum odvzema vzorca
19.7.2005. Prve popolnoma oblikovane ksilemske celice; F — floemske celice, KC — kambijeve celice, PR —
ksilemske celice v postkambijski rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in
lignifikacije, MT — zrele traheide. Daljica = 100 pm

Figure 95: The response of cambium in Norway spruce to experimental cooling, as viewed on cross sections
of tissues by light microscope. A — At the beginning of the experiment, 26 April 2005, divisions in the
cambium have already started; B — Date of the sampling 17 May 2005. In the postcambial growth 4 to 5
layers of xylem cells; C — Date of the sampling 7 June 2005. Xylem cells in the process of secondary wall
synthesis; D — Date of the sampling 28 June 2005. Divisions in the cambium have slowed down. No mature
tracheids at that time; E — Date of sampling 19 July 2005. First fully developed xylem cells. F — phloem cells,
KC — cambial cells, PR — xylem cells in postcambial growth, SL — xylem cells undergoing secondary cell
wall deposition and lignifiaction, MT — mature tracheids. Scale bars = 100 pm.
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Slika 96: A — Datum odvzema vzorca 9.8.2005. Kambijeva aktivnost se je zakljucila; B — Datum odvzema
vzorca 30.8.2005. Terminalne traheide v zaklju¢nih fazah diferenciacije; C, D — Datum odvzema vzorca
20.9.2005 oziroma 11.10.2005. Popolnoma oblikovana ozka ksilemska branika 2005. F — floemske celice,
KC — kambijeve celice, PR — ksilemske celice v postkambijski rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja
sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije; MT — zrele traheide. Daljica = 100 pm

Figure 96: A — Date of sampling 9 August 2005. Cambial activity has stopped; B — Date of the sampling
30.8.2005. Terminal tracheids in the final stages of differentiation; C, D — Date of the sampling 20 September
2005 and 11 October 2005, respectively. Fully developed narrow xylem growth ring 2005. F — phloem cells,
KC — cambial cells, PR — xylem cells in postcambial growth, SL — xylem cells undergoing secondary cell
wall deposition and lignifiaction; MT — mature tracheids. Scale bars = 100 um
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4.5.4 Kontrolni poskus

Pri poskusu nadzorovanega ogrevanja in ohlajanja dela debla navadne smreke smo vzorce
iz eksperimentalnih dreves odvzeli vsake tri tedne (21 dni). Istocasno smo odvzeli vzorec
iz kontrolnega drevesa, s ¢imer smo pridobili informacijo o redni kambijevi aktivnosti in
celicni diferenciaciji dreves na tem rastiS¢u. Na vzorcu odvzetemu na dan zaCetka
poskusov (26.4.2005) smo pri kontrolnem vzorcu zasledili podobno situacijo kot pri ostalih
dveh. Kambij je bil sestavljen iz 7 do 8 slojev celic, kar je kazalo na to, da so se delitve Ze
pricele, vendar novo nastalih ksilemskih celic branike 2005 tedaj Se nismo zasledili (slika
97A). Na floemski strani sta bila 2 sloja sitastih celic ranega floema v fazi postkambijske
rasti ze vidni. Pri naslednjem vzor¢enju, 17.5.2005 je bilo kambijevih celic v povprecju 7
slojev, pod njim se je oblikovalo do 6 slojev celic ranega lesa v fazi postkambijske rasti
(slika 95B). Rani floem je bil sestavljen iz 3 do 4 slojev celic. Pojavljati so se zacele
parenhimske celice, vendar tangencialni pas tedaj ni bil sklenjen. Diferenciacija celic
ranega floema se Se ni zakljucila. V zacetku junija (7.6.2005) je Stevilo celic v kambiju
ostalo nespremenjeno, 7 slojev (slika 97C). Zasledili smo zrele traheide ranega lesa (do 4
sloji). Celic v procesu debelitve celi¢ne stene in odlaganja lignina je bilo od 9 do 10 slojev,
rastoCih celic v postkambijski rasti pa okoli 4 sloji. Rani floem (3 do 4 sloji celic) je bil
popolnoma oblikovan, sklenjenemu tangencialnemu pasu aksialnega parenhima sta sledila
do 2 sloja celic kasnega floema. Pri ¢etrtem vzorcenju (28.6.2005) je bil kambij Se vredno
sestavljen iz 7 slojev celic (slika 97D). Stevilo odraslih traheid je naraslo na 10 do 14
slojev celic. V procesu odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije je bilo okoli 11
slojev celic. Pod kambijem so bili do 3 sloji rastocih celice, obdanih le s primarno steno. V
sredini julija, 19.7.2005, so kambiju, ki je Stel 7 slojev celic, v centripetalni smeri sledili 2
do 3 sloji ksilemskih celic v fazi postkambijske rasti (slika 98A). Stevilo celic v procesu
sinteze sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije je naraslo na 17 slojev, odraslih traheid je
bilo 17 do 19 slojev. Rani floem (3 do 4 sloji) je tangencialni pas aksialnega parenhima
lo¢il od 3 do 4 slojev celic kasnega floema. Zadnje nastale floemske celice Se niso bile
popolnoma oblikovane. Tri tedne kasneje, 9.8.2005, je bila kambijeva aktivnost Ze
zaklju¢ena. Kambij se je nekoliko zozal na 5 do 6 slojev celic, medtem ko celic v fazi
postkambijske rasti nismo zasledili (slika 98B). Cona odlaganja sekundarne celi¢ne stene
in lignifikacije je bila Se vedno Siroka (16 do 18 slojev celic), odraslih traheid smo nasteli
19 do 21 slojev. Sestava floemske branike se od prejSnjega vzorcenja ni spremenila: 3 do 4
sloji celic ranega floema, tangencialni pas aksialega parenhima, in nato 4 redkeje 5 slojev
celic kasnega floema. Zadnja sitasta celica Se ni bila popolnoma oblikovana. Konec
avgusta, 30.8.2005, je dormanten kambij Stel 5 do 6 slojev celic (slika 98C). Ksilemska
branika $e ni bila popolnoma oblikovana. Stevilo celic v procesu odlaganja sekundarne
celi¢ne stene in lignifikacije se je zmanjSalo na 10 do 12 slojev, zrelih traheid je bilo do 21
slojev. Na floemski strani smo opazili 4 sloje celic ranega floema, pas aksialnega
parenhima in 4 do 5 slojev celic kasnega floema, kjer zadnja celica Se vedno ni bila
popolnoma oblikovana. Septembra (20.9.2005) je bil kambij sestavljen iz priblizno 6 slojev
celic (slika 98D). Na ksilemski strani je bilo do 8 slojev najmlajsih traheid kasnega lesa Se
vedno v procesu odlaganja sekundarne stene in lignifikacije. Okoli 28 slojev traheid je bilo
popolnoma oblikovanih. Floemski prirastek je bil zgrajen iz 3 do 4 slojev sitastih celic
ranega lesa. Sledil je sklenjen pas aksialnega parenhima in za njim do 5 slojev odraslih
sitastih celic kasnega floema. Tri tedne kasneje, 11.10.2005, sta bili zadnja 2 sloja
terminalnih traheid v zaklju¢nih fazah diferenciacije, preostalih 27 slojev celic je bilo
zrelih (slika 98E). Tri tedne kasneje, 4.11.2005, je bila tekoca ksilemska branika v celoti
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oblikovana. Sirina ksilemske branike je $tela v povpre&ju 29 slojev celic, od tega je bilo
okoli 13 slojev celic kasnega lesa, t.j. priblizno 45% celotne branike.
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Slika 97: Nastanek ksilemske branike 2005 pri kontrolnem drevesu; A — Na dan zacetka poskusa, 26.4.2005,
so se delitve v kambiju Ze zacele; B — Datum odvzema vzorca 17.5.2005. Traheide ranega lesa v
postkambijski rasti; C — Datum odvzema vzorca 7.6.2005. Prve popolnoma oblikovane ksilemske celice; D —
Datum odvzema vzorca 28.6.2005. Delitve v kambjiu so se upocasile. F — floemske celice, KC — kambijeve
celice, PR — ksilemske celice v postkambijski rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne
celi¢ne stene in lignifikacije, MT — zrele traheide; Daljica = 100 um

Figure 97: Formation of xylem growth ring 2005 in control tree; A — At the beginning of the experiment, 26
April 2005, divisions in the cambium have already started; B — Date of the sampling 17 May 2005. Tracheids
of early wood in postcambial growth; C — Date of the sampling 7 June 2005. First fully developed xylem
cells; D — Date of the sampling 28 June 2005. Divisions in the cambium slowed down. F — phloem cells, KC
— cambial cells, PR — xylem cells in postcambial growth, SL — xylem cells undergoing secondary cell wall
deposition and lignifiaction, MT — mature tracheids; Scale bars = 100 um
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Slika 98: A — Datum odvzema vzorca 19.7.2005. Nastajanje celic prehodnega lesa; B — Datum odvzema
vzorca 9.8.2005. Kambijeva aktivnost se je zaklju¢ila; C — Datum odvzema vzorca 30.8.2005. Delitve v
kambiju so se ustavile. Terminalne traheide v procesu odlaganja sekundarne stene in lignifikacije; D — Datum
odvzema vzorca 20.9.2005. Terminalne traheide Se niso popolnoma oblikovane; E — Datum odvzema vzorca
11.10.2005. Razvoj ksilemske branike 2005 je zakljucen. F — floemske celice, KC — kambijeve celice, PR —
ksilemske celice v postkambijski rasti, SL — ksilemske celice v fazi odlaganja sekundarne celi¢ne stene in
lignifikacije, MT — zrele traheide; Daljica = 100 um

Figure 98: A — Date of the sampling 19 July 2005. Formation of transition early-late wood cells; B — Date of
the sampling 9 August 2005. Cambial activity has ceased; C — Date of the sampling 30 August 2005.
Divisions in the cambium ended. Terminal late wood tracheids are in process of secondary wall deposition
and lignification; D — Date of the sampling 20 September 2005. Terminal tracheids have not been fully
developed; E — Date of sampling 11 October 2005. Development of xylem growth ring 2005 is completed. F
— phloem cells, KC — cambial cells, PR — xylem cells in postcambial growth, SL — xylem cells undergoing
secondary cell wall deposition and lignifiaction, MT — mature tracheids; Scale bars = 100 pm
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4.5.5 Temperature v kambiju med ogrevanjem in ohlajanjem

Pri nadzorovanem poskusu ogrevanja in hlajenja dela debla navadne smreke smo v letu
2004 z odvzemanjem vzorcev 10 cm nad ogrevanim oziroma hlajenim delom debla
ugotovili, da nas eksperiment ni vplival na kambijevo aktivnost in celicno diferenciacijo
izven izoliranega obmocja, saj je bila situacija vsakokrat primerljiva z vzorcem odvzetim
iz kontrolnega drevesa. Zakljucili smo, da se temperatura ni prenesla po deblu iz
izoliranega obmocja. Na osnovi teh rezultatov smo se pri izvajanju poskusov v letu 2005
odlocili, da bomo hkrati z vsakim odvzemom nekajkrat merili tudi temperaturo kambija v
izoliranem delu debla ter 10 cm nad in pod njim. Izmerjene temperature so prikazane v
spodnji preglednici 30. Temperature v kambiju v izoliranem delu pri ogrevanju oziroma
hlajenju kazejo, da so nihale v skladu s temperaturo zraka, ne glede na to, da je bila
temperatura v izoliranem delu vseskozi enaka. Od maja do julija je lepo viden trend
pocCasnega narascanja temperature v kambiju, v avgustu je zaradi daljSega obdobja nizjih
temperatur tudi temperatura v kambiju nekoliko upadla in nato proti koncu avgusta zaradi
dviga temperatur v okolici zopet nekoliko narasla. Temperature nad in pod ogrevanim
oziroma hlajenim delom debla so se obnasale podobno. Nad ogrevanim delom debla so
bile temperature v kambiju nekoliko vi§je kot pod ogrevanim delom, pri hlajenju pa je bilo
ravno obratno (preglednica 30).

Preglednica 30: Temperature v kambiju v izoliranem delu debla ter nad in pod njim. ZabeleZene so bile med
nadzorovanim ogrevanjem in ohlajanjem.

Table 30: Temperatures in the cambium in isolated stem portion, and above and below it. They were
recorded during heating and cooling experiments.

datum 17.5.05 7.6.05 28.6.05 19.7.05 9.8.05 30.8.05
date
temperatura v
kambiju [°C]
temperature in
cambium [°C]
gretje 233 24,5 26,1 25,8 20,7 24,0
heating
nad gretjem 17,0 19,1 21,8 23,2 20,5 19,0
above heating
pod gretjem 14,9 15,8 21,3 22,0 15,7 17,8
below heating
hlajenje 11,7 11,6 12,0 14,4 12,1 12,5
cooling
nad hlajenjem 14,4 14,2 19,3 21,0 15,2 17,7
above cooling
pod hlajenjem 15,0 15,3 20,2 21,9 15,8 17,8
below cooling
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5 RAZPRAVA IN SKLEPI
5.1 RAZPRAVA

5.1.1 Pining in vzorcenje intaktnih vzorcev

Metodi pining in odvzem intaktnih vzorcev sta primerni za raziskave sezonske dinamike
nastanka ksilemske branike pri smreki in jelki. Pri metodi pining je vbod z iglo povzro¢il
izsuSitev ksilemskega tkiva, nekrozo kambija in nediferenciranih ksilemskih celic,
nastanek kalusa, travmatskih smolnih kanalov in poranitvenega lesa. Meja med
kambijevimi celicami ter celicami v postkambijski rasti, ki so se nahajale v kalusu, je
dolocala ksilemski prirastek nastal do trenutka vboda. Proces preras¢anja poskodbe so
drugi avtorji razlozili kot nastanek dediferenciranega kalusnega tkiva, znotraj katerega se
sCasoma ponovno oblikuje vaskularno tkivo (Yoshimura in sod., 1981a, b, Kuroda in
Shimaji, 1984a, b, Oven, 1997). Nov kambij se pojavi v nadaljevanju starega kambija
(Oven, 1997). Polarni tok avskina je nujen za prostorsko organiziranje prevodnih tkiv in za
vzdrzevanje vaskularnega kambija. Ob poskodbi se tok avksina prekine, kar povzroci
dezorganizirano rast kambija (Lachaud in sod., 1999, Savidge, 2000a, b, Sundberg in sod.,
2000). Kambijeve celice, ki so izolirane od redne oskrbe z avksinom, se dediferencirajo v
parenhimske celice (Savidge, 2000b). Celice poranitvenega lesa, ki so nastale nad
kalusom, so bile deorientirane in nepravilnih oblik. Oven (1997) je zabelezil, da so bile
prve nastale celice poranitvenega lesa traheoide, nato kratke, deorientirane traheide, v
nadaljevanju pa postopoma normalne traheide, urejene v radialnih nizih. V nasprotju z
opazovanji Kurode in Shimaji (1983) travmatski smolni kanali, ki so nastali kot posledica
poskodbe z iglo, niso zanesljivo oznacevali ksilemske rasti tekom vegetacije pri navadni
smreki (Demsar, 2004, Oven in sod., 2004, Zupan, 2005). Poleg tega se je kambij v
trenutku vboda pri navadni smreki nahajal v kalusu in ne nad njim kot pri vrstah
Chamaecyparis obtusa in Cedrus deodara (Kuroda in Kiyono, 1997). Letnice nad kalusom
so bile valovite, saj se je v neposredni blizini poskodbe (vboda) celi¢na produkcija
povecala. Poskodba z iglo je lahko ponovno spodbudila kambijevo aktivnost ob koncu
rastne sezone, o ¢emer so drugi avtorji Ze porocali (Kuroda in Kiyono, 1997, Oven, 1997).
Reaktivacija kambija je bila zlasti ocitna na nizinskem rastisc¢u Sorsko polje in je oteZevala
dolocanje zakljuCka redne kambijeve delitve. Neobicajna reaktivacija je bila po vsej
verjetnosti posledica hormonalnega neravnovesja, ki ga je povzrocila poskodba z iglo
(Kuroda in Kiyono, 1997). Metoda odvzema intaktnih vzorcev je bila primernejsa za
proucevanje posameznih faz ksilogeneze, saj so bile celice bolje ohranjene. S to metodo
smo lahko sledili spremembam v $tevilu kambijevih celic tekom rastne sezone. Metoda je
omogocala raziskave sezonske dinamike celi¢ne produkcije tudi na floemski strani. Zaradi
relativno velikih vzorcev pa lahko vecletno vzorcenje istega drevesa vpliva na njegovo
dolgorocno rast in razvoj. Tezave pri vzorcenju se lahko pojavljajo pri drevesih z debelejso
skorjo, kjer je potrebno odstraniti velik del ritidoma in je odvzemanje vzorcev tkiv s
kladivom in dletom oteZeno (Dorado in sod., 2005).
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5.1.2 Vpliv temperature in padavin na dinamiko nastanka ksilemske branike 2003
pri testnih jelkah na Ravniku in smrekah na Pokljuki ter Sor§kem polju

Kambijeva aktivnost se je v letu 2003 najhitreje zacela pri vzor¢nih jelkah na Ravniku, in
sicer konec aprila. Pri smrekah na SorSkem polju so se delitve v kambiju zacele nekaj dni
kasneje, najkasneje pa pri smrekah na Pokljuki, priblizno z 2 tedenskim zamikom. Na vseh
3 rastiS¢ih se je kambijeva aktivnost pricela za tem, ko so nekajdnevne minimalne
temperature presegle 5°C, povprec¢ne temperature so se gibale okrog 10°C in maksimalne
med 15° in 20°C. Kasnej$i padec temperatur na stopnjo celi¢ne produkcije ni vplival. Ko
so se delitve v kambiju zacele, se je Stevilo celic podvojilo, kar je v skladu z opazovanji
drugih avtorjev (Kutscha in sod., 1975, Larson, 1994, Deslauriers, 2003). Fink (1986) je
pri navadni jelki v aktivnem kambiju zabelezil 5 do 10 slojev celic, medtem ko smo jih v
naSem primeru nasteli tudi do 16 slojev. Po delitvah v kambiju, ki so sovpadale s
povecanim Stevilom kambijskih celic, smo zabelezili prve ksilemske celice v fazi
postkambijske rasti. Casovni zamiki med zaporednimi fazami ksilogeneze so pri smreki in
jelki na vseh 3 rastis¢ih znasali priblizno 2 tedna. Na vseh 3 ploskvah je bilo ob prehodu
ranega v kasni les oblikovane okoli 70% ksilemske branike. Trajanje debelinske rasti
dreves se je na posameznih ploskvah razlikovalo. Delitve v kambiju so se najhitreje
zakljucile pri vzor¢nih drevesih s SorSkega polja (konec julija), sledila so drevesa s
Pokljuke (sredina avgusta) in nazadnje Se z Ravnika (konec avgusta). Pri smrekah na
Sorskem polju je rastna sezona v povpreCju trajala 2 meseca in pol, pri smrekah na
Pokljuki 2 meseca in pri jelkah na Ravniku 4 mesece in pol. Stevilo celic v dormantnem
kambiju je bilo pri smreki in jelki enako, med 7 in 9 slojev. Podobno situacijo so zasledili
tudi Kutscha in sodelavci (1975) pri jelki Abies balsamea. Nasprotno pa je Fink (1986)
zabelezil samo 1 do 3 sloje celic v dormantnem kambiju pri navadni jelki. Stevilo celic v
kambiju je poleg drevesne vrste in obdobja povezano tudi z vitalnostjo drevesa. Razen
trajanja kambijeve aktivnosti vpliva na konc¢no Sirino ksilemskih celic oziroma $irino
branike Se stopnja celicnih delitev (Gregory in Wilson, 1968, Larson, 1994, Rossi in sod.,
2006b). Za vse 3 ploskve smo izdelali modelne krivulje debelinske rasti dreves v letu 2003
z uporabo Gompertzove funkcije. Gompertzova funkcija je, podobno kot v prej$njih
raziskavah (Zeide, 1993, 2004, Deslauriers, 2003, Deslauriers in sod., 2003, Rossi in sod.,
2003), tudi v naSih ustrezno opisala debelinsko rast vzor¢nih dreves. Na vseh 3 rastiscih je
bilo ujemanje Gompertzove krivulje s povpre¢nimi dejanskimi podatki preko 95%. Vecja
odstopanja podatkov od izracunanega modela smo zasledili proti koncu vegetacije, ko je
stopnja celicnih delitev v kambiju upadla. Variabilnost v Stevilu celic po obodu
individualnega drevesa, kot rezultat razli¢cne dinamike kambijeve aktivnosti, je bila takrat
zelo izrazita. KasnejSi zacetek celicnih delitev v kambiju in krajSa rastna sezona nista
povezana z manjSo dinamiko celicne produkcije in s tem z nastankom ozjih branik ali
obratno (Deslauriers in Morin, 2005), kar potrjujejo tudi nase raziskave. Pri testnih
drevesih na Pokljuki smo zabelezili najvecjo dinamiko celi¢nih delitev, v povprecju 0,68
celic/dan, na Ravniku 0,51 celic/dan in najmanj na SorSkem polju; 0,35 celic/dan.
Izracunana kon¢na Sirina ksilemske branike 2003 je bila pri vzorcih z Ravnika okoli 70
celic, s Pokljuke 42 celic in s Sorskega polja 26 celic.

Na rast dreves poleg endogenih dejavnikov vplivajo tudi dejavniki okolja, ki dolocajo
zacetek, trajanje, dinamiko in zaklju¢ek posameznih faz ksilogeneze (Skene, 1971, Denne
in Dodd, 1981, Schweingruber, 1990, Larson, 1994, Kozlowski in Pallardy, 1997,
Wodzicki, 2001, Larcher, 2003). Drevesa naj bi izkazovala veliko plasti¢nost in
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prilagodljivost na okolje, v katerem rastejo (Gregory in Wilson, 1968, Alpert in Simms,
2002, Rossi in sod., 2006b). Rossi in sodelavci (2006b) so za Stevilne iglavce (Abies
balsamea, Larix decidua, Picea abies, Picea mariana, Pinus cembra, Pinus sylvestris,
Pinus uncinata) severne poloble, ki rastejo v hladnih obmocjih, izracunali obdobje
maksimalne celi¢ne produkcije. To obdobje je bilo ne glede na drevesno vrsto ali rastisce
le par dni pred poletnim solsticijem (21. junij), in sicer 164. Julijanski dan. Julijanski dan
predstavlja Stevilo dni od 1. januarja istega leta. Takrat je dolzina fotoperiode najdajsa. Do
podobnih zaklju¢kov so prisli tudi Horacek in sodelavci (1999) za smreko Picea abies na
Ceskem. Avtorji (Rossi in sod., 2006b) so zaklju¢ili, da se drevesa uravnavajo po
stanovitnejsem signalu fotoperiode in ne po temperaturah. Casovno usklajevanje
maksimalne stopnje debelinske rasti s temperaturno kulminacijo, ki nastopi mesec dni
kasneje, konec julija, bi za rastline predstavljalo preveliko tveganje, saj poteka
diferenciacija zadnjih nastalih traheid v Sirokih ksilemskih branikah do pozne jeseni
(Gricar in sod., 2005a, Rossi in sod., 2006b). Raziskave kazejo, da so drevesa zelo
prilagodljiva glede zacetka, trajanja, dinamike in zakljucka kambijeve aktivnosti z ozirom
na temperaturo zraka in tal ter dolzino fotoperiode v dolocenem letu in na dolo¢enem
rastiS¢u. Temperature lahko vplivajo na zacetek, konec in dinamiko kambijeve aktivnosti,
ne pa na obdobje maksimalne stopnje celicne produkcije, ki naj bi bilo vedno okoli
solsticija (Rossi in sod., 2006b). Mikinen in sodelavci (2003) so zabelezili obdobje
maksimalne celicne produkcije kasneje, v sredini julija, kar pa je najverjetneje posledica
neustreznih analiz mikroizvrtkov s stereo-mikroskopom (Rossi in sod., 2006b).

Za vzorcna drevesa z Ravnika smo s pomoc¢jo parametrov Gompertzove funkcije ocenili
maksimalno celicno produkcijo v letu 2003 148. dan, za SorSko polje 136. dan in za
Pokljuko 164. dan. Maksimalna dinamika debelinske rasti je bila pri poskusnih smrekah na
Sorskem polju v letu 2003 dosezena vec kot mesec dni prej kot na Pokljuki. V obdobju
solsticija je pri smrekah na SorSkem polju v letu 2003 Ze nastajal kasni les in stopnja
celi¢ne produkcije je upadla. Primerjava dinamike in trajanja nastanka ksilemske branike
pri vzor¢nih smrekah na Pokljuki in SorSkem polju v rastnih sezonah 2003 in 2002 je
pokazala ocitne razlike v debelinski rasti dreves na Sorskem polju v obeh letih. V letu 2002
je bila maksimalna celi¢na produkcija na SorSkem polju 160. dan, na Pokljuki pa 173. dan.
Na Pokljuki je bilo trajanje in dinamika nastanka ksilemske branike v letih 2002 in 2003
podobno. Rastna sezona je bila v letu 2002 priblizno en teden daljSa v primerjavi z letom
2003. Primerljiva Sirina branik v obeh letih kaze, da je rastisce zelo ustrezno za rast smrek.
Ravno nasprotno lahko zakljuc¢imo za Sorsko polje. Smrekovi sestoji na Sorskem polju, na
nanosih reke Save, so antropogenega nastanka in so izpostavljeni velikim sezonskim
nihanjem talne vode. Drevesa so pogosto podvrzena napadom lubadarjev in okuzbam gliv
rjave trohnobe. Sirina ksilemskih branik med posameznimi leti zelo variira, predvsem kot
rezultat razlicnega trajanja (zakljucka) kambijeve aktivnosti. Kambijeva aktivnost vzor¢nih
dreves na SorSkem polju je bila v letu 2003 izrazito krajSa (11 tednov) v primerjavi z letom
2002 (17 tednov). Spomladi so se v obeh letih delitve v kambiju zacele v podobnem
obdobju (konec aprila), vendar pa so se v letu 2002 zakljucile priblizno mesec in pol
kasneje. Rezultat razlicnega trajanja kambijeve aktivnosti v obeh letih so bile znatno SirSe
branike v letu 2002 (63 celic) kot v letu 2003 (27 celic).

Vpliv temperature in padavin na nastanek ksilemske branike 2003 smo za vsa 3 rastiSca
izracunali s pomocjo linearne regresije. Ksilemsko braniko smo razdelili na obdobje
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nastajanja ranega in kasnega lesa, saj se morfolosko razlikujeta. Njun nastanek ni odvisen
od klimatskih, temve¢ od endogenih dejavnikov (Sundberg in sod., 2000, Uggla in sod.,
2001). Nastanek ranega lesa je bil ne glede na rastiS§¢e vedno v pozitivni korelaciji s
temperaturami. Na Ravniku korelacije niso bile statisticno znacilne, vendar pa so bile
vrednosti korelacijskih koeficientov visoke. Na SorSkem polju smo dobili najvecje
korelacijske vrednosti pri ¢asovnem zamiku 7 dni, na Pokljuki pa pri ¢asovnem zamiku 1
dan. Na podlagi enoletnega vzorCenja na posameznem rastiSCu in analiz s klimatskimi
podatki je tezko pojasniti te razlike. Vendarle pa smo s Studijo dobili vpogled v
problematiko dogajanja. V primeru, da bi pri veCletnih analizah prisli do podobnih
rezultatov, bi bilo potrebno poiskati fizioloske razlage za razlicen casovni vpliv temperatur
na celicno produkcijo na razlicnih rastis¢ih. Kljub temu pa rezultati kaZejo, da so
pomembne temperature skozi daljSe casovno obdobje, t.j. veC kot le en teden. Nasprotno
sta Deslauriers in Morin (2005) pri jelki Abies balsamea ugotovila, da je ¢asovni zamik
zmanjsal korelacijske vrednosti med temperaturo in celi¢no produkcijo. Zakljucila sta, da
se kambij zelo hitro odziva na temperaturne spremembe (Deslauriers in Morin, 2005).
Kasnejsi zacetek delitev v kambiju pri smrekah na Pokljuki kot na preostalih 2 rastiscih je
najverjetneje povezan z nizjimi temperaturami v zacetku maja. Taljenje snega pozno
pomladi in nizke temperature ozracja ter tal omejujejo zacetek kambijeve aktivnosti na
visokih leze¢ih rastis¢ih (Kirdyanov in sod., 2003). Stopnja in trajanje posameznih
procesov ksilogeneze dolo¢ajo morfologijo ksilemskih celic (Whitmore in Zahner, 1966,
Skene, 1972, Wodzicki, 1972, Ford in sod., 1978, Sundberg in sod., 2000). Nastanek
kasnega lesa naj bi bil rezultat upocasnjene stopnje celicnih delitev, krajSega trajanja in
zmanjSane stopnje postkambijske rasti ter daljSega obdobja sinteze sekundarne celi¢ne
stene (Whitmore in Zahner, 1966, Skene, 1972, Wodzicki, 1972, Ford in sod., 1978, Denne
in Dodd, 1981). V nasprotju z ranim lesom pa je bil nastanek kasnega lesa vselej v
negativni korelaciji s temperaturami, tudi na alpskem rasti§¢u Pokljuka. Najvecje vrednosti
korelacijskih koeficientov smo dobili na Pokljuki, najmanjSe pa na SorSkem polju.
Korelacijske vrednosti so bile negativne tudi med tedenskimi prirastki in od¢itanimi
tedenskimi minimalnimi ter povprecnimi minimalnimi tedenskimi temperaturami. Zdi se,
da previsoke temperature ne vplivajo ugodno na celicno produkcijo. Na Pokljuki so
maksimalne temperature redko presegle 25°C, vendar le v obdobju nastajanja kasnega lesa.
Ko se je kambijeva aktivnost zakljucevala, so bile minimalne temperature okoli 10°C in so
bile visje kot v prvem delu vegetacije. V sploSnem se je v vseh 3 primerih s ¢asovnim
zamikom od 1 do 7 dni vrednost korelacije vecala. Po Rossi in sodelavcih (2006b) naj bi
bil maksimum celi¢ne produkcije vedno okoli solsticija, Cesar nase raziskave ne potrjujejo.
Na SorSkem polju je bila maksimalna celi¢na produkcija leta 2003 Ze v sredini maja, vec¢
kot mesec dni pred solsticijem. Vzrok za zamik je najverjetneje povezan z visokimi
temperaturami in pomanjkanjem padavin ter posledicno s pomanjkanjem vode v tleh pri
povecani evapotranspiraciji. Rossi in sodelavci (2006b) so poudarili, da obdobje
maksimalne celi¢ne produkcije ne more nastopiti v juliju, saj se tem primeru terminalne
traheide kasnega lesa v Sirokih branikah ne bi uspele popolnoma oblikovati, ker bi jih
prehitela zima. Vendarle pa naSi rezultati kazejo, de je obdobje maksimalne celi¢ne
produkcije lahko premaknjeno na zacetek rastne sezone. Leta 2003 je bilo za vso Evropo
znacilno neobicajno suho in vroce poletje (Dobbertin, 2005). Drevesa na SorSkem polju so
s kambijevo aktivnostjo zacela konec aprila, kot obi¢ajno, kasneje pa je zaradi visokih
temperatur in pomanjkanja padavin stopnja celi¢nih delitev v kambiju upadla, vse dokler
se rastna sezona ni predc¢asno zakljucila. Rastis¢e na SorSkem polju je zaradi prodnih tal in
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majhne zaloge talne vode zelo obcutljivo na suso. Kljub temu pa koeficienti linearne
regresije med kumulativno tedensko vsoto padavin in tedenskimi prirastki celic na
nobenem rastiS¢u niso pokazali statisticno znacilnih korelacij. Na Ravniku so bile
korelacije v obdobju nastajanja ranega in kasnega lesa zelo nizke in v glavnem negativne.
Med vegetacijo je na Ravniku padlo v povpre¢ju 60 mm padavin mesecno, ki so bile
enakomerno razporejene. Na Pokljuki so bile korelacije med padavinami in tedenskim
prirastkom celic ranega in kasnega lesa pozitivne, vendar pa so bile vrednosti nizke in niso
bile stastisticno znacilne. Mese¢no je na tem rastiScu padlo preko 100 mm enakomerno
razporejenih padavin. Na SorSkem polju so bile v obdobju nastajanja ranega lesa
zabelezene pozitivne korelacije med tedenskimi prirastki in tedensko koli¢ino padavin
razen ¢asovnega zamika 1 in 2 dni. Korelacijske vrednosti niso bile statisti¢no znacilne. V
drugi polovici rastne sezone so bile korelacijske vrednosti vseskozi negativne. Samo za
Casovni zamik 1 dan je bila korelacijska vrednost statisticno znacilna. Negativne zveze
med padavinami in tedenskim celi¢nim prirastkom je tezko komentirati. V juniju in juliju
je padlo v povprecju 55 mm padavin. Padavine, ki so padle konec julija, ob zakjucku
vegetacije, na dinamiko delitev v kambiju niso ve¢ vplivale. Ko smo zadnja 2 tedna
kambijeve aktivnosti izkljucili iz analiz, so korelacijski koeficienti z negativnih vrednosti
po casovnem zamiku 4 dni preSli na pozitivne vrednosti. Vrednosti korelacijskih
koeficientov so bile sorazmerno visoke, vendar ne statisticno znacilne. Kot smo Ze
poudarili, padavine niso neposredno povezane z oskrbo dreves s talno vodo. Bolj zanesljivi
kazalnik vodnih razmer v tleh je merjenje kolic¢ine vode v tleh. Tudi drugi avtorji med
temperaturami in celi¢no produkcijo niso dobili visokih korelacij (Antonova in Stasova,
1993, 1997, Deslauriers in Morin, 2005). Horacek in sodelavci (1999) so za postkambijsko
rast ugotovili mejno koli¢ino padavin 100 mm. Razen na Pokljuki je bila koli¢ina padlih
padavin na Sorskem polju in Ravniku v letu 2003 v vseh mesecih vegetacije manjsa od 100
mm.

Casovni zamiki med zaporednimi fazami ksilogeneze so bili pri jelki in smreki ne glede na
rastiSCe enaki. Pri ranem lesu se je odlaganje sekundarne celi¢ne stene zacelo 2 tedna po
prvi zabelezeni ksilemski celici v fazi postkambijske rasti. Inicialne traheide so za popoln
razvoj potrebovale 4 tedne. Po zakljucku delitev v kambiju se je v terminalnih traheidah
kasnega lesa nadaljevala sinteza sekundarne celi¢ne stene in lignifikacija tudi do 2 meseca,
ne glede na rastiS¢e in ¢as zakljucka kambijeve aktivnosti. To je skladno z opazovanji
drugih avtorjev na razli¢nih iglavcih, ki rastejo v zmernem pasu (Whitmore in Zahner,
1966, Skene, 1972, Wodzicki, 1972, Kutscha in sod., 1975, Murmanis in Sachs, 1969, Nix
in Villiers, 1985, Donaldson, 1991, 1992, 2001, Gindl in sod., 2001, Schmitt in sod., 2003,
Gricar in sod., 2003a, b, 2005a). Trajanje posameznih faz diferenciacije ni neposredno
povezano s temperaturnimi spremembami (Wodzicki, 2001). Proces lignifikacije traheid
kasnega lesa se lahko zakljuci dosti kasneje kot odlaganje sekundarne celi¢ne stene (Gindl
in sod., 2001, Gricar in sod., 2005a). V eni izmed prejsnjih Studij smo podrobneje raziskali
proces nastajanja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije terminalnih traheid kasnega lesa
pri navadni jelki v dormantnem obdobju s pomocjo svetlobne in transmisijske elektronske
mikroskopije ter UV-mikrospektrofotometrije (Gricar in sod., 2003a, b, 2005a). Kambijeva
celi¢na delitvena aktivnost in proces diferenciacije sta se kasneje zakljucila pri drevesih s
SirSimi branikami oziroma produktivnejSim kambijem (Gric¢ar in sod., 2003a). Sinteza
notranjih slojev sekundarne celi¢ne stene in lignifikacija sta pri teh drevesih v oktobru Se
vedno potekali. Vendar pa se je razvoj terminalnih traheid pri vseh drevesih zakljucil do
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sredine novembra, saj nismo opazili nobenih razlik v zgradbi terminalnih traheid ob
kambiju med novembrskimi in marcevskimi vzorci (Gricar in sod., 2003a, b, 2005a, b).
Nasi rezultati so se razlikovali od opazanj nekaterih drugih avtorjev. Murmanis in Sachs
(1969) sta porocala o prisotnosti citoplazme v lumnih v enem ali vec tangencialnih nizih
terminalnih traheid kasnega lesa bora Pinus strobus v septembru, oktobru in celo Se v
januarju. Donaldson (1991, 1992) je zasledil, da se pri vecini vzorcev lesa bora Pinus
radiata proces lignifikacije sekundarnih celi¢nih sten traheid kasnega lesa ni zakljucil do
poznega zimskega obdobja. Nix in Villiers (1985) sta na vzorcih odvzetih v novembru in
marcu merila dvojne debeline celi¢nih sten traheid kasnega lesa pri dveh borih Pinus taeda
ter Pinus elliottii in ugotovila, da so bile debeline celi¢nih sten izmerjene v marcu vecje kot
v novembru predhodnega leta, kar naj bi nakazovalo, da v novembru proces diferenciacije
Se ni bil zakljucen. Tako Donaldson (1992) kot Nix in Villiers (1985) so sklepali, da se
proces diferenciacije traheid kasnega lesa, ki je poleg notranjih dejavnikov podvrzen tudi
zunanjim vplivom okolja, morda nadaljuje med zimskim obdobjem ali pa se prekine in
nadaljuje nekje v marcu naslednje leto ter se zakljuc¢i preden nastanejo prve celice nove
branike tekocega leta.

5.1.3 Ogrevanje in ohlajanje dela debla navadne smreke

Nasi rezultati eksperimentalno nadzorovanega ogrevanja in ohlajanja dela debla navadne
smreke so pokazali, da je s temperaturo mogoce vplivati na redno kambijevo aktivnost. Do
podobnih zakljuckov so prisli Ze v predhodnih Studijah o lokalno ogrevanih deblih pri
razli¢nih iglavcih v dormantnem obdobju (Oribe in Kubo, 1997, Oribe in sod., 2001, 2003,
2004). Ogrevanje debla smreke v zaklju¢ni fazi dormantnega obdobja (konec marca 2004)
je sprozilo zgodnejSo reaktivacijo kambija ter stimuliralo proces celi¢ne diferenciacije.
Kambijeva aktivnost se je pri¢ela najprej na floemski strani skladno z opazovanji drugih
raziskovalcev (Oribe in Kubo, 1997, Oribe in sod., 2001, 2003, 2004). Pri lokalno
ogrevanem delu debla jelke Abies sachalinensis v dormantnem obdobju so se floemske
celice zacele diferencirati pred celicnimi delitvami v kambiju. Po reaktivaciji kambija so
na ksilemski strani zasledili manjse Stevilo celic v fazi postkambijske rasti. Hitrejsi odziv
floemske strani na ogrevanje so poskuSali pojasniti s histokemi¢nega, strukturnega ali
molekulskega stalis¢a (Oribe in sod., 2001). Kljub temu pa po Larsonu (1994) med
kambijevimi celicami ni nobene znacilne ultrastrukturne razlike. Dormantne kambijeve
celice ne vsebujejo rezervnega Skroba ne na floemski ne na ksilemski strani (Larson,
1994). Vendarle pa bi bilo mogoce zgodnejSe delitve na floemski strani razloziti z
zaznavanjem eksogenih dejavnikov v kambiju v obliki gradienta iz floemske proti
ksilemski strani (Oribe in sod., 2001). Oribe in sodelavci (2001) so predpostavili dve
glavni smeri translokacije ogljikovih hidratov iz skladis¢nih celic, ki se vrSita pri
ogrevanju. Eno pot naj bi predstavljalo gibanje hranilnih snovi v radialni smeri iz
floemskih parenhimskih celic do kambijevih celic. Druga pot naj bi bila v tangencialni
smeri iz trakovnih parenhimskih celic do kambijevih celic. 1z tega so avtorji zakljucili, da
bi lahko bile kambijeve celice na floemski strani bolje oskrbljene s hranilnim snovmi, saj
se nahajajo v neposredni blizini floemskih parenhimskih celic. Zaradi vecje oskrbe naj bi
se delitve kambijevih celic zacele najprej na floemski in Sele nekoliko kasneje na ksilemski
strani (Oribe in sod., 2001).
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V obdobju dormance zavisi zgodnej$a reaktivacija kambija od drevesne vrste, habitusa in
tega, ali je drevo zimzeleno ali listopadno (Oribe in Kubo, 1997, Oribe in sod., 2001,
2003). Kambijeve celice zimzelenih iglavcev se lahko pri¢nejo deliti v obdobju
ekodormance, ki jo uravnavajo zunanji dejavniki, neodvisno od rasti novih poganjkov ali
razvoja popkov spomladi. Lokalizirano ogrevanje dela debla jelke Abies sachalinensis v
zimskem obdobju je sprozilo zgodnejSo reaktivacijo kambija. Vendar pa je bila celi¢na
produkcija manj izrazita v primerjavi z redno kambijevo aktivnostjo. Poleg tega so se
delitve kambijevih celic ustavile kmalu po nastanku majhnega Stevila celic. Oribe in
sodelavei (2003) so predpostavili, da so za kontinuiteto celi¢nih delitev v lokalno
ogrevanem kambiju pri jelki Abies sachalinensis manjkali ostali pogoji (poleg zviSane
temperature), ki so izpolnjeni v obdobju kambijeve redne aktivnosti. Kambijeve celice
potrebujejo za neprekinjene delitve nenehno oskrbo z avksinom skozi polarni transportni
sistem (Sundberg in sod., 2000). Pri kriptomeriji Cryptomeria japonica je eksperimentalno
nadzorovan dvig temperature na 25°C spodbudil celi¢ne delitve, pri ¢emer je odziv
kambija na poviSano temperaturo narasc¢al od zime proti spomladi. Decembra se kambij na
bazi drevesa ni reaktiviral, kar potrjuje izostanek preostalih dejavnikov, ki so poleg
temperature potrebni za prekinitev dormance (Oribe in Kubo, 1997). Reaktivacija kambija
je odvisna od dormantnega stanja, pri cemer sta verjetnost in obseg celi¢nih delitev vecja v
obdobju ekodormance, ki je inducirana s strani okolja. Pri macesnu Larix leptolepis
povisane temperature niso sprozile kambijeve aktivnosti. V dormantnem obdobju se
kambij ni odzval na dotok avksina. Kambijeva obcutljivost na avksin je povezana s
sposobnostjo kambijevih celic za polarni transport. V oktobru in novembru transport
postane bolj ali manj difuzen, kar nakazuje neaktivnost oziroma izgubo vecine avksinskih
nosilcev v kambiju (Lachaud in sod., 1999). Avtorja (Oribe in Kubo, 1997) sta zakljucila,
da nizke temperature ne predstavljajo edinega omejujocega dejavnika za sprozitev delitev
kambijevih celic pri macesnu Larix leptolepis, za katerega je znacilno, da jeseni odvrze
iglice. Redna kambijeva aktivnost se je pri tej vrsti zacela Sele po aktivaciji popkov, in
sicer najprej pod kros$njo, nato pa se je Sirila bazipetalno vzdolz debla (Oribe in Kubo,
1997). Pri nekaterih drevesnih vrstah je za reaktivacijo kambija potrebna stalna oskrba z
avksinom iz razvijajo¢ih se popkov in ne zadostuje endogeni avksin, ki je prisoten v
dormantnem kambiju odraslih dreves (Savidge in Wareing, 1981, Oribe in Kubo, 1997).
Pri zimzelenih iglavcih pa se zdi, da lokalno ogrevanje dela debla v obdobju ekodormance
zadostuje za stimulacijo celi¢nih delitev v kambiju neodvisno od rasti novih poganjkov ali
razvoja popkov (Oribe in Kubo, 1997).

Enomesecno ogrevanje dela debla smreke v letu 2004 ni vplivalo na Sirino ali strukturo
ksilemskih in floemskih branik. Delez kasnega lesa je pri ogrevanem in kontrolnem vzorcu
znasal okoli 40%. Eksperimentalno ogrevanje dela debla navadne smreke tekom celotnega
vegetacijskega obdobja 2005 je povecalo celi¢no produkcijo v prvi polovici rastne sezone.
Redna kambijeva delitvena aktivnost se je ob koncu vegetacije zaradi kontinuiranih
povisanih temperatur le nekoliko podaljsala. Zakljucila se je v prvi polovici avgusta, nekaj
dni kasneje kot pri kontrolnem drevesu. Ksilemska branika 2005 je bila nekoliko Sirsa (35
slojev celic) v primerjavi s kontrolo (27 slojev celic). Dinamika celi¢nih delitev v kambiju
je bila v primerljivo dolgem vegetacijskem obdobju ve¢ja na zacetku rastne sezone. Pri
drugem vzorcenju (17.5.2005) smo pri kontrolnem vzorcu na ksilemski strani zasledili le 5
do 6 slojev celic v postkambijski rasti, pri ogrevanem vzorcu pa poleg 5 do 6 slojec celic v
postkambijski rasti Se 9 do 11 slojev celic v procesu odlaganja sekundarne celi¢ne stene in
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lignifikacije. Prve traheide so bile tedaj zZe popolnoma oblikovane. Pri tretjem vzorCenju
(7.6.2005) smo pri kontrolnem drevesu zabelezili 3 do 4 sloje zrelih traheid, pri ogrevanem
vzorcu pa kar 11 do 13 slojev. Konec junija (28.6.2005) je bilo Stevilo odraslih traheid
vecje pri ogrevanem vzorcu (do 17 slojev) kot pri kontroli (do 12 slojev). Vendar pa je bilo
tedaj nekoliko ve¢ celic v procesu odlaganja sekundarne celi¢ne stene in lignifikacije pri
kontroli (do 11 slojev) v primerjavi z ogrevanim vzorcem (do 8 slojev). Pri naslednjih
vzor¢enjih razlike niso bile izrazite. Na vzorcih odvzetih po zakljucku eksperimenta smo
pri ogrevanem vzorcu zasledili morfoloske razlike v zgradbi traheid prehodnega in kasnega
lesa. Radialne dimenzije traheid prehodnega lesa so se zmanjSale in nato zopet nekoliko
povecale, medtem ko je debelina celi¢nih sten ostala nespremenjena. Pojav t.i. laznih
branik je znacilen za susna rastisca, kjer ob pomanjkanju vode zacnejo nastajati traheide z
majhnimi radialnimi dimenzijami. Pri kasnejSih padavinah in padcu temperatur pa se
dimenzije nastalih traheid povecajo (Wimmer, 2002). Ali je ta pojav povezan z nasim
eksperimentom, je na podlagi enoletnega vzorcenja zgolj na enem drevesu tezko trditi. Z
raziskavo dinamike nastanka ksilemske branike 2003 smo pri vzor¢nih drevesih na
Pokljuki, Ravniku in SorSkem polju ugotovili negativne zveze med temperaturami in
tedenskim prirastkom celic kasnega lesa ter pozitivne zveze v obdobju nastajanja ranega
lesa. KaZe, da so visoke temperature ugodne za celi¢no produkcijo v prvi polovici rastne
sezone, medtem ko je v drugi polovici vegetacije njen vpliv na debelinsko rast dreves
manjsi in prevladujejo drugi dejavniki. Previsoke temperature v obdobju nastajanja
kasnega lesa lahko celo zavirajo celicne delitve. Morda bi bil ob nekoliko nizjih
eksperimentalno nadzorovanih temperaturah (npr. 20°C) odziv kambija tekom vegetacije
drugacen. Sicer pa nasi rezultati podpirajo hipotezo Rossija in sodelavcev (2006a, b), da
ugodne temperature v drugi polovici rastne sezone niso povezane z daljSo kambijevo
aktivnostjo. Kaze, da se drevesa pred solsticijem lahko odzovejo na ugodne temperature s
povecano stopnjo delitev v kambiju, po solsticiju pa ne vec, da imajo zadnje nastale celice
dovolj c¢asa za popoln razvoj preden nastopi zimsko obdobje. Vpliv temperatur na
kambijevo aktivnost se tako tekom vegetacije spreminja.

Odziv kambija in njegovih derivatov na enomesecno lokalno ohlajanje debla smreke na
visSku vegetacije 2004 (sredina junija) je bil viden Sele po 30 dneh, in sicer le na ksilemski
strani. Zaradi stalno zniZanih temperatur je zacel predCasno nastajati kasni les. Obenem se
je zmanjsalo Stevilo celic v kambiju na 4 do 5 slojev, kar je bilo znacilno za dormanten
kambij. Zakljucili smo, da je ohlajanje sprozilo hitrejsi zaklju¢ek kambijeve aktivnosti, kar
se je odrazalo v zmanjSanem delezu kasnega lesa (20%) v primerjavi s kontrolo (40%).
Navkljub znizanim temperaturam je struktura in Sirina floemske branike 2004 ostala
nespremenjena. Zaradi lokalnega ohlajanja debla smreke tekom celotne vegetacije 2005 se
je redna kambijeva aktivnost skrajSala za priblizno 3 tedne. Poleg tega je bila zmanjSana
tudi stopnja celi¢nih delitev v kambiju, zlasti v prvi polovici rastne sezone. Ksilemski
prirastek je bil zmanjSan priblizno za tretjino (na 10 slojev celic). Razlika med kontrolnim
in hlajenim vzorcem je bila izrazita pri tretjem vzorCenju (7.6.2005), ko so bili pri
hlajenem vzorcu najvec¢ 3 sloji celic v procesu odlaganja sekundarne stene in lignifikacije,
medtem ko je bilo pri kontroli do 10 slojev celic v fazi sinteze sekundarne stene in
lignifikacije. Hkrati smo pri kontroli zasledili do 4 sloje odraslih traheid ranega lesa. Prve
popolnoma oblikovane traheide ranega lesa (do 3 sloje) smo pri hlajenem vzorcu zabelezili
Sele v sredini julija (19.7.2005), ko je bilo pri kontroli zrelih do 19 slojev traheid.
Kambijeva aktivnost se je v tem Casu pri hlajenem vzorcu Ze ustavljala. Razvoj ksilemske
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branike 2005 je bil pri hlajenem vzorcu zakljucen v zacetku septembra, pri kontroli pa Sele
konec oktobra. Ozka ksilemska branika 2005 hlajenega vzorca je odrazala tipi¢no strukturo
lesa dreves, ki rastejo v stresnih razmerah. Takrat je zmanjSana predvsem oskrba z
asimilati. Stres je zna¢ilen odklon od razmer, ki so optimalne za rast in razvoj dreves. Ce
takSne neugodne razmere trajajo dalj Casa, se vitalnost drevesa zelo zmanjsa, v dolo¢enem
trenutku pa lahko nastane nepopravljiva skoda oziroma drevo odmre (Dobbertin, 2005).
Poskus lokalnega ohlajanja debla smreke potrjuje velik pomen ugodnih temperatur na
dinamiko celi¢nih delitev v kambiju v prvem obdobju vegetacije.

Ker lokalno ogrevanje oziroma hlajenje dela debla smreke ni vplivalo na kambijevo
aktivnost in celi¢no diferenciacijo nad tretiranim mestom in je bila zgodnejSa reaktivacija
kambija oziroma zgodnej$i nastanek kasnega lesa omejen na izolirani del debla, lahko
podpremo ugotovitve Barnetta in Millerja (1994), da se vpliv temperature ne prenasa po
dolzini debla dreves. Meritve temperature kambija v izoliranem delu debla ter 10 cm nad
in pod njim v letu 2005 so pokazale, da je prenos temperature po deblu zanemarljiv, saj so
temperaturne razlike pod in nad sistemom znasale le okoli + 2°C. Temperature v kambiju
so tudi v izoliranem delu debla nihale sorazmerno z zunanjo temperaturo, vendar je bil
odziv postopen in ne nenaden. Praviloma so na temperaturo v kambiju vplivale dolgoro¢no
znizane ali zviSane temperature zraka. Velik vpliv na temperatur v kambiju ima poleg
zracnih temperatur Se temperatura tal in talne vode, ki se po lesu prevaja iz korenin proti
krosnji. Deslauriers in Morin (2005) sta zasledila hiter odziv kambija na temperaturne
spremembe, Cesar nasi rezultati niso potrdili.

Ultrastrukturne in topokemijske raziskave lesnega tkiva ogrevanega, hlajenega in
kontrolnega vzorca v letu 2004 niso pokazale nobenih razlik v procesu odlaganja
sekundarne celicne stene in lignifikacije ter vsebnosti lignina v posameznih podrocjih
celicne stene. Lignifikacija se je pric¢ela v celi¢nih vogalih in zdruZeni srednji lameli in se
nato postopoma Sirila v sloje sekundarne stene centripetalno proti lumnu. Najve¢ lignina je
bilo v celi¢nih vogalih in zdruZeni srednji lameli, najmanj pa v S2 sloju sekundarne stene,
kar je znacilno za traheide iglavcev (Terashima, 2000, Donaldson, 2001, Schmit in
Melcher, 2004). Gindl in sodelavei (2000) so pri navadni smreki iz Alp zasledili tesno
zvezo med lignifikacijo terminalnih traheid kasnega lesa in temperaturo. Ce so bile
temperature v septembru in oktobru zelo nizke, je bila vsebnost lignina v celicah, ki so bile
takrat Se v procesu diferenciacije, zmanjSana (Gindl in Grabner, 2000, Gindl in sod., 2000).
Pri hlajenem vzorcu nismo zasledili zmanjSane vsebnosti lignina, vendar pa temperature v
naSem poskusu niso bile izjemno nizke (9-11°C). Kot kaze, enomesecna zviSana oziroma
zniZana temperatura ne vpliva na proces lignifikacije.

Enomesecno ogrevanje oziroma hlajenje dela debla smreke v letu 2004 ni vplivalo na
Sirino in anatomsko zgradbo floemskih branik. Navkljub ogrevanju in hlajenju tekom
celotne vegetacije 2005, se zgradba ranega floema pri ogrevanem in hlajenem vzorcu ni
spremenila. Rani floem je bil sestavljen iz 3 do 4 slojev sitastih celic z velikimi radialnimi
dimenzijami in tankimi celicnimi stenami, kar je tipicno za navadno smreko (Gricar in
sod., 2005¢c). Tangencialni pas aksialnega parenhima, ki razmejuje rani in kasni floem, je
navadno sklenjen. Nesklenjen pas se pojavi predvsem pri drevesih, ki rastejo v stresnih
razmerah. Taks$no situacijo smo v nasem primeru zasledili pri hlajenem vzorcu. Vzorci so
se razlikovali v Stevilu celic kasnega floema. Pri kontrolnem drevesu smo zabelezili 4 do 5
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slojev sitastih celic kasnega floema z manjSimi radialnimi dimenzijami in debelejSimi
celiénimi stenami, kar je znacilno za sekundarno floemsko braniko pri nizinski smreki
(Gricar in sod., 2005c). Pri ogrevanem vzorcu se je Stevilo celic kasnega floema povecalo
na 7 do 8 slojev, mestoma se je pojavil tudi drugi nesklenjeni pas aksialnega parenhima, ki
je znacilen za Siroke floemske prirastke. Nasprotno se je pri hlajenem vzorcu Stevilo celic
kasnega floema zmanjSalo na 2 do 3 sloje. Za razliko od ksilemske branike se anatomska
zgradba floemske branike glede na rastne razmere oziroma stopnjo vitalnosti navadne
smreke spreminja (Holdheide, 1951). V zelo stresnih razmerah je tangencialni pas
aksialnega parenhima nesklenjen, Stevilo celic kasnega floema pa se zmanjSa ali celo
popolnoma izostane (Holdheide, 1951), podobno kot pri hlajenem vzorcu v naSem
poskusu. Razlike v anatomski zgradbi floemskih branik med vzorci so bile posledica
razli¢nega trajanja kambijeve aktivnosti in ne spremenjene stopnje celicne produkcije. V
vseh primerih so prve parenhimske celice nastale do sredine maja. Dinamika celi¢nih
delitev v obdobju nastajanja kasnega floema je bila pri vseh vzorcih enaka. Poskusa v letu
2004 in 2005 kazeta, da je dinamika nastanka floemske branike podvrzena manjSim
vplivom zunanjih dejavnikov v primerjavi s ksilemom.

Nase raziskave in raziskave drugih znanstvenikov potrjujejo, da so zunanji dejavniki zelo
pomembni za kambijevo aktivnost in celicno diferenciacijo, vsekakor pa tudi vpliv
notranjih dejavnikov (fitohormoni, sladkorji idr.) ni zanemarljiv (Little in Bonga, 1974,
Riding in Little, 1984, 1986, Mellerowicz in sod., 1992, Savidge in Barnett, 1993, Savidge,
1996, 2000, Kozlowsky in Pallardy, 1997, Lachaud in sod., 1999, Aloni in sod., 2000,
Krabel, 2000, Uggla in sod., 2001, Wodzicki, 2001, Oribe, in sod., 2003). Endogeni
avksin, ki je prisoten v dormantnem kambiju odraslih dreves, je vcasih zadosten za
stimulacijo celi¢nih delitev, a ne vedno. Po reaktivaciji kambija je potrebna neprestana
oskrba kambijevih celic z avksinom, kar zagotovljajo rasto¢i poganjki in razvijajoci se
popki, s ¢imer omogocajo neprekinjene celi¢ne delitve (Sundberg in sod., 2000, Oribe in
sod., 2003). Vzrok za prekinitev kambijeve aktivnosti je lahko pomanjkanje avksina.
Znizane temperature v naSem poskusu bi lahko wvplivale na hitrost bazipetalnega
avksinskega transporta. Po drugi strani pa naj bi bil obseg delitev kambijevih celic odvisen
tudi od preskrbe s saharozo iz skladi$¢nih tkiv (Oribe in sod., 2003). Koncentracijski
gradienti topnih sladkorjev v razvijajoCem se vaskularnem tkivu kazejo, da naj bi imeli
sladkorji (poleg energije in kot sestavine za strukture ter shranjevanje) tudi vlogo razvojnih
regulatorjev. Razmerje med avksinom in saharozo naj bi uravnavalo proces diferenciacije v
floem ali ksilem (Uggla in sod., 2001).
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5.2  SKLEPI

Metodi pining in odvzem intaktnih vzorcev tkiv sta primerni za raziskave dinamike
nastanka ksilemske branike pri navadni smreki in navadni jelki. Pri metodi pining je vbod
z iglo povzrocil izsuSitev ksilemskega tkiva, nekrozo kambija in nediferenciranih
ksilemskih celic, nastanek kalusa, travmatskih smolnih kanalov in poranitvenega lesa.
Meja med kambijevimi celicami ter celicami v postkambijski rasti, ki so se nahajale v
kalusu, je dolocala ksilemski prirastek nastal do trenutka vboda. Travmatski smolni kanali
niso zanesljivo dolocali ksilemskega prirastka nastalega do trenutka poskodbe. Metoda
odvzema intaktnih vzorcev tkiv je bila primernejSa za proucevanje posameznih faz
ksilogeneze, saj so bile ksilemske in kambijeve celice dobro ohranjene. Metoda je ustrezna
tudi za proucevanje sezonske dinamike celi¢ne produkcije na floemski strani.

Kambijeva delitvena aktivnost se je v letu 2003 najhitreje zacela pri testnih jelkah na
Ravniku, konec aprila. Pri smrekah na SorSkem polju se je zacela nekaj dni kasneje,
najkasneje pa pri smrekah na Pokljuki, v sredini maja. Kasnejsi zacetek delitev v kambiju
pri smrekah na Pokljuki je najverjetneje povezan z nizjimi temperaturami v zacetku maja.
Casovni zamiki med zaporednimi fazami ksilogeneze so bili pri jelki in smreki ne glede na
rastiSe enaki. V ranem lesu se je odlaganje sekundarne celi¢ne stene zacelo 2 tedna po
prvi zabelezeni ksilemski celici v fazi postkambijske rasti. Inicialne traheide so za popoln
razvoj potrebovale 4 tedne. Na vseh 3 rastiscih je bilo pri prehodu ranega v kasni les
oblikovane priblizno 70% ksilemske branike 2003. Delitve v kambiju so se najhitreje
zakljucile pri vzor¢nih drevesih iz Sorskega polja (konec julija), nato na Pokljuki (sredina
avgusta) in nazadnje Se na Ravniku (konec avgusta). Diferenciacija terminalnih traheid
kasnega lesa je trajala do 2 meseca in se je pri vseh drevesih zakljucila najkasneje do
sredine novembra. Pri vzor¢nih drevesih na SorSkem polju je bila rastna sezona 2003 dolga
2 meseca in pol, na Pokljuki 2 meseca in na Ravniku 4 mesece in pol.

Gompertzova funkcija je ustrezno opisala razvoj ksilemske branike v rastni sezoni 2003 na
vseh 3 ploskvah. Najvecjo variabilnost v Stevilu ksilemskih celic branike 2003 po obodu
posameznega drevesa smo zasledili proti koncu vegetacije, ko je stopnja celicne produkcije
upadla. Na vzorcih s Pokljuke smo zabelezili najvecjo dinamiko celi¢nih delitev, v
povprecju 0,68 celic/dan, na Ravniku 0,51 celic/dan in na SorSkem polju 0,35 celic/dan.
IzraCunana kon¢na Sirina ksilemske branike 2003 je bila pri vzor¢nih drevesih na Ravniku
okoli 70 celic, na Pokljuki 42 celic in na SorSkem polju 26 celic. Maksimalna celi¢na
produkcija je bila pri vzor¢énih drevesih iz Ravnika in Pokljuke okoli solsticija (148.
oziroma 164. Julijanski dan), na SorSkem polju pa ve¢ kot mesec dni prej (136. Julijanski
dan).

Korelacijski koeficienti linearne regresije med povpre¢nimi tedenskimi prirastki celic
ranega lesa in temperaturnimi spremenljivkami so bili ne glede na rasti§¢e vedno pozitivni.
Nastanek kasnega lesa pa je bil vselej v negativni korelaciji s temperaturami. Koeficienti
linearne regresije med kumulativno tedensko vsoto padavin in tedenskimi prirastki celic na
nobenem rastiS¢u niso pokazali statisti¢no znacilnih korelacij.

Izkazalo se je, da je z eksperimentalno nadzorovano temperaturo mogoce vplivati na redno
kambijevo aktivnost smreke. Ogrevanje dela debla smreke v zaklju¢ni fazi dormantnega
obdobja (konec marca) v letu 2004 je sprozilo zgodnejSo reaktivacijo kambija in
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stimuliralo celi¢no diferenciacijo. Kambijeva aktivnost se je pricela najprej na floemski,
kasneje pa tudi na ksilemski strani. Enomese¢no ogrevanje ni vplivalo na Sirino ali
strukturo ksilemskih in floemskih branik. Delez kasnega lesa je pri ogrevanem in
kontrolnem vzorcu znaSal okoli 40%. Eksperimentalno ogrevanje dela debla smreke tekom
celotne vegetacije 2005 je povecalo celicno produkcijo v prvi polovici rastne sezone.
Redna kambijeva delitvena aktivnost se je ob koncu vegetacije zaradi kontinuirano
povisanih temperatur le nekoliko podaljsala. Ksilemska branika 2005 ogrevanega vzorca je
bila nekoliko §irSa v primerjavi s kontrolo.

Pri enomese¢nem lokalnem ohlajanju debla smreke na visku vegetacije (sredina junija)
2004 je bil odziv kambija viden Sele po 30 dneh, in sicer le na ksilemski strani. Zaradi
znizanih temperatur je zacel predCasno nastajati kasni les. Obenem se je zmanjsalo Stevilo
kambijevih celic na 4 do 5 slojev, kar je bilo znacilno za dormanten kambij. Ohlajanje je
sprozilo hitrejSi zaklju¢ek kambijeve aktivnosti, kar se je odrazalo v zmanjSanem delezu
kasnega lesa (20%) v primerjavi s kontrolo. Navkljub znizanim temperaturam je struktura
in Sirina floemske branike 2004 ostala nespremenjena. Zaradi stalno znizanih temperatur
tekom celotne vegetacije 2005 se je kambijeva aktivnost skrajSala priblizno za 3 tedne.
Poleg tega je bila zmanjsSana tudi stopnja celi¢ne produkcije, zlasti v prvi polovici rastne
sezone. Ksilemski prirastek je bil zmanjSan priblizno za tretjino. Ozka ksilemska branika
2005 je odrazala tipi¢no strukturo lesa dreves, ki rastejo v stresnih razmerah. Prve
popolnoma oblikovane traheide ranega lesa smo zasledili ve¢ kot mesec dni kasneje v
primerjavi s kontrolo. S temperaturo je mogoce vplivati na ksilogenezo pri navadni smreki,
vendar pa se njen vpliv tekom vegetacije spreminja. Kaze, da so ugodne temperature
klju¢ne za kambijevo aktivnost in razvoj celic predvsem v prvi polovici rastne sezone,
medtem ko kasneje prevladajo drugi dejavniki.

Ogrevanje in ohlajanje v letu 2005 je vplivalo na strukturo in $irino floemskih prirastkov.
Zgradba ranega floema je ostala nespremenjena, medtem ko je bilo Stevilo sitastih celic
kasnega floema pri hlajenem vzorcu zmanjsano, pri ogrevanem pa povecano v primerjavi s
kontrolo. Tangencialni pas aksialnega parenhima, ki razmejuje rani in kasni floem, pri
hlajenem vzorcu ni bil sklenjen.

Lokalno ogrevanje oziroma hlajenje debla smreke v letu 2004 ni vplivalo na kambijevo
aktivnost in celi¢no diferenciacijo izven tretiranega dela. Prenos temperature iz izoliranega
dela je bil po deblu je zanemarljiv, saj so temperaturne razlike v kambiju pod in nad
sistemom znasale le okoli + 2°C. Temperature v kambiju so tudi v izoliranem delu debla
nihale sorazmerno z zunanjo temperaturo, vendar je bil odziv postopen. Praviloma so na
temperaturo v kambiju vplivale dolgorocne znizane ali zviSane temperature zraka.

Ultrastrukturne in topokemijske raziskave lesnega tkiva ogrevanega, hlajenega in
kontrolnega vzorca v letu 2004 so pokazale, da na proces odlaganja sekundarne celi¢ne
stene in lignifikacije ter na vsebnost lignina v posameznih podrocjih celi€ne stene
temperatura ni vplivala.
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6 POVZETEK

Z metodama pining in odvzemom vzorcev intaktnih tkiv smo pri navadni smreki (Picea
abies Karst.) in navadni jelki (4bies alba Mill.) dinamiko nastanka ksilemske branike v
rastni sezoni 2003. Testne jelke smo izbrali na Ravniku, smreke pa na SorSkem polju in
Pokljuki. Za posamezna rasti§¢a smo s pomoc¢jo Gompertzove funkcije izdelali modelne
krivulje debelinske rasti dreves. Raziskali smo zvezo med temperaturo in padavinami ter
tedenskim prirastkom ksilemskih celic. V nadaljevanju smo proucili odziv dormantnega in
aktivnega kambija na eksperimenalno nadzorovano ogrevanje in ohlajanje dela debla
navadne smreke v Ljubljani v letih 2004 in 2005.

Za §tudijo sezonske dinamike nastanka ksilemske branike smo izbrali 4 navidezno zdrave
odrasle jelke na Ravniku (600 m n.m.) in 9 dominantnih ali kodominatnih smrek na
Sorskem polju (350 m n.m.) in Pokljuki (1200 m n.m.). Na vsakem rasti§¢u smo iz 4 Zivih
dreves v prsni visini (1,3 m nad tlemi) odvzemali intaktne vzorce tkiv (1 x 1 x 1 cm’), ki so
zajemali notranji del floema, kambija in zunanji del ksilema. VzorCenje je potekalo v
tedenskih intervalih tekom rastne sezone 2003 (od 23.4. do 12.11.2003). Vzorce smo
fiksirali v FAA (formalin, etanol, ocetna kislina) in dehidrirali v etanolni vrsti. Pripravili
smo trajne anatomske preparate precnih prerezov z jeklenimi nozi in drsnim mikrotomom
Leica SM 2000R ter jih obarvali z barviloma safranin in astra modro. Na Pokljuki in
Sorskem polju smo dodatno na 5 drevesih izvajali ekperiment pining z iglo premera 1,75
mm v 6 nivojih. Eksperiment je potekal isti dan kot vzor€enje intaktnih tkiv. Drevesa smo
na koncu posekali, odvzeli poSkodovana tkiva in pripravili preparate za svetlobno
mikroskopijo po enakem postopku kot intaktne vzorce. Mikroskopske preiskave in meritve
smo opravili s svetlobnim mikroskopom Nikon Eclipse E800 (presevna mikrosopija in
polarizirana svetloba) ter s sistemom za analizo slike Lucia G 4.8. Za obdelavo podatkov in
vse potrebne statisti¢ne analize smo uporabili programa Microsoft Excel in Statgraphics.

Za raziskave odziva kambija na eksperimentalno nadzorovano ogrevanje oziroma ohlajanje
smo izbrali tri odrasle navidezno zdrave navadne smreke na juznem pobocju Roznika (315
m n.m.) v Ljubljani, ki so bile med seboj oddaljene najve¢ 10 metrov. Eno drevo smo
ogrevali, drugo hladili, tretje drevo pa je bilo sluzilo za kontrolo. V letu 2004 smo prvo
drevo zaceli ogrevati 29.3.2004, pred zacetkom redne kambijeve aktivnosti. Poizkus smo
zakljucili 3.5.2004. Del debla drevesa smo do temperature 23-25°C ogrevali na dolzini 1
metra, 70 cm nad tlemi, s samoregulirnim grelnim kablom. Sistem je bil izoliran in
temperaturno nadzorovan. Del debla drugega drevesa smo zaceli ohlajati 14.6.2004, na
viSku kambijeve aktivnosti. Poskus je potekal do 20.7.2004. Za hlajenje smo uporabili
preto¢ni hladilni sistem. Del debla drevesa smo na temperaturo 9-11°C hladili na dolZini 1
metra, 70 cm nad tlemi. Sistem je bil izoliran in temperaturno nadzorovan. Intaktne vzorce
tkiv smo v prsni viSini dreves odvzeli na zaCetku eksperimenta ter nato vsakih 10 dni.
Isto¢asno smo odvzeli vzorce tkiv 10 cm nad izoliranim delom debla. Dodatno smo odvzeli
vzorce tkiv 16.12.2004, ko se je kambijeva aktivnost ze zakljucila. Vzorce smo fiksirali v
FAA, dehidrirali v etanolu, pripravili trajne preparate tkiv pre¢nih prerezov z drsnim
mikrotomom ter jih obarvali z barviloma safranin in astra modro. Za pripravo poltankih
preparatov  precnih  prerezov  tkiv za  svetlobno  mikroskopijo in @ UV-
mikrospektrofotometrijo smo vzorce nadalje dehidrirali v etanolu in acetonu ter jih vklopili
v epoksidno smolo Spurr. Preparate smo izdelali z diamantnim noZem na ultramikrotomu.
Vzorce za svetlobno mikroskopijo smo obarvali z barvilom toluidin modro. UV meritve in
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analize celicnih sten smo izvedli z UV-mikrospektrofotometrom UMSP 80 Zeiss s
programoma LAMWIN® (Zeiss) in APAMOS" (Zeiss). Ultra tanke rezine za transmisijsko
elektronsko mikroskopijo smo pripravili z diamantnim noZem na ultramikrotomu in jih
kontrastirali s kalijevim permanganatom. Preparate smo proucili pod svetlobnim
mikroskopom Nikon Eclipse E 800. Tkiva smo preiskali z elektronskim mikroskopom
Philips CM 12 TEM.

Eksperimentalno nadzorovano ogrevanje in ohlajanje dela debla navadne smreke je v letu
2005 potekalo preko celotne rastne sezone. Podobno smo izbrali tri odrasle navidezno
zdrave navadne smreke na juznem pobocju Roznika (315 m n.m.) v Ljubljani, ki so bila
med seboj oddaljena najvec 15 metrov. Eno drevo smo ogrevali, drugo hladili, tretje pa je
bilo kontrolno drevo. Z ogrevanjem in ohlajanjem dela debla smo priceli 26.4.2005.
Temperaturo ogrevanja smo nastavili na 23-25°C, hlajenja pa na 9-11°C, podobno kot v
poskusu iz leta 2004. Sistema sta bila enako zastavljena kot leto prej. Intaktne vzorce tkiv
smo v prsni visini dreves odvzeli na zacetku eksperimenta ter nato vsakih 21 dni tekom
celotnega vegetacijskega obdobja 2005. S poskusom hlajenja smo zakljucili 20.9.2005, s
poskusom ogrevanja pa 11.10.2005. Pri vsakem odvzemu smo s termocleni izmerili
temperaturo kambijevega tkiva v izoliranem delu debla ter 10 cm nad in pod njim. Vzorce
smo fiksirali v FAA, dehidrirali v etanolu in vklopili v parafin. Pripravili smo trajne
preparate tkiv precnih prerezov z nizko profilnimi jeklenimi nozi z rotacijskim
mikrotomom Leica RM 2245 in jih obarvali z barviloma safranin in astra modro.

Metodi pining in odvzem intaktnih vzorcev tkiv sta primerni za raziskave dinamike
nastanka ksilemske branike pri navadni smreki in navadni jelki. Pri metodi pining je vbod
z iglo povzroCil izsuSitev ksilemskega tkiva, nekrozo kambija in nediferenciranih
ksilemskih celic, nastanek kalusa, travmatskih smolnih kanalov in poranitvenega lesa.
Oblika ksilemske branike je bila nad kalusom valovita, najverjetneje zaradi lokalno
povecane produkcije celic po poskodovanju kambija z iglo. Meja med kambijevimi
celicami ter celicami v postkambijski rasti, ki so se nahajale v kalusu, je dolocala ksilemski
prirastek nastal do trenutka vboda. Travmatski smolni kanali niso zanesljivo dolocali
ksilemskega prirastka nastalega do trenutka poskodbe. Metoda odvzema intaktnih vzorcev
tkiv je bila primernejSa za proucevanje posameznih faz ksilogeneze, saj so bile ksilemske
in kambijeve celice dobro ohranjene. Metoda je ustrezna tudi za proucevanje sezonske
dinamike celi¢ne produkcije na floemski strani.

Kambijeva delitvena aktivnost se je v letu 2003 najhitreje zacela pri testnih jelkah na
Ravniku, konec aprila. Stevilo celic v kambiju se je tedaj podvojilo. Pri smrekah na
Sorskem polju se je zacela nekaj dni kasneje, najkasneje pa pri smrekah na Pokljuki, v
sredini maja. Kasnejsi zacetek delitev v kambiju pri smrekah na Pokljuki je najverjetneje
povezan z niZjimi temperaturami v za¢etku maja. Casovni zamiki med zaporednimi fazami
ksilogeneze so bili pri jelki in smreki ne glede na rastiS¢e enaki. V ranem lesu se je
odlaganje sekundarne celi¢ne stene zacelo 2 tedna po prvi zabelezeni ksilemski celici v
fazi postkambijske rasti. Inicialne traheide so za popoln razvoj potrebovale 4 tedne. Na
vseh 3 rasti§c¢ih je bilo pri prehodu ranega v kasni les oblikovane priblizno 70% ksilemske
branike 2003. Delitve v kambiju so se najhitreje zakljucile pri vzorcnih drevesih iz
Sorskega polja (konec julija), nato na Pokljuki (sredina avgusta) in nazadnje Se na Ravniku
(konec avgusta). Diferenciacija terminalnih traheid kasnega lesa je trajala do 2 meseca in
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se je pri vseh drevesih zakljucila najkasneje do sredine novembra. Pri vzor¢nih drevesih na
SorSkem polju je bila rastna sezona 2003 dolga 2 meseca in pol, na Pokljuki 2 meseca in na
Ravniku 4 mesece in pol. Kratka rastna sezona smrek na SorSkem polju je bila
najverjetneje povezana s pomanjkanjem padavin in visokimi temperaturami v letu 2003.

Za vse 3 ploskve smo izdelali modele debelinske rasti dreves v letu 2003 z uporabo
Gompertzove funkcije. Gompertzova funkcija je ustrezno opisala razvoj ksilemske branike
2003 vzorcnih dreves na vseh 3 rastiS¢ih. Ujemanje Gompertzove krivulje s povpre¢nimi
dejanskimi podatki je bilo v vseh primerih nad 95%. Vecja odstopanja dejanskih podatkov
od izracunane krivulje smo zasledili ob koncu vegetacije, ko je stopnja celi¢nih delitev v
kambiju upadla. Variabilnost v Stevilu ksilemskih celic po obodu posameznega drevesa je
bila takrat najvecja. Na vzorcih s Pokljuke smo zabelezili najvecjo dinamiko celi¢nih
delitev, v povprecju 0,68 celic/dan, na Ravniku 0,51 celic/dan in na SorSkem polju 0,35
celic/dan. Izracunana konc¢na Sirina ksilemske branike 2003 je bila pri vzor¢nih drevesih na
Ravniku okoli 70 celic, na Pokljuki 42 celic in na SorSkem polju 26 celic. S pomocjo
parametrov Gompertzove funkcije smo pri vzor¢nih drevesih iz Ravnika in Pokljuke
ocenili maksimalno celi¢no produkcijo okoli solsticija (148. oziroma 164. Julijanski dan),
na SorSkem polju pa ve¢ kot mesec dni prej (136. Julijanski dan). Julijanski dan predstavlja
Stevilo dni od 1. januarja istega leta. Obdobje maksimalne celicne produkcije je v
normalnih razmerah okoli solsticija (172. Julijanski dan), v neugodnih rastnih sezonah pa
je lahko zamaknjeno proti zaCetku vegetacije.

Korelacijski koeficienti linearne regresije med povpre¢nimi tedenskimi prirastki celic
ranega lesa in temperaturnimi spremenljivkami so bili ne glede na rastis¢e vedno pozitivni,
nastanek kasnega lesa pa je bil vselej v negativni korelaciji s temperaturami. Previsoke
temperature v drugi polovici vegetacije niso ugodno vplivale na celi¢no produkcijo.
Casovni zamiki in trajanje posameznih faz diferenciacije ni bilo neposredno povezano s
temperaturnimi spremembami. Koeficienti linearne regresije med kumulativno tedensko
vsoto padavin in tedenskimi prirastki celic na nobenem rastiS¢u niso pokazali statisti¢no
znacilnih korelacij.

Izkazalo se je, da je z eksperimentalno nadzorovano temperaturo mogoce vplivati na redno
kambijevo aktivnost smreke. Ogrevanje dela debla smreke v zaklju¢ni fazi dormantnega
obdobja (konec marca) v letu 2004 je sprozilo zgodnejSo reaktivacijo kambija in
stimuliralo celi¢no diferenciacijo. Kambijeva aktivnost se je pricela najprej na floemski,
kasneje pa tudi na ksilemski strani. Enomese¢no ogrevanje ni vplivalo na Sirino ali
strukturo ksilemskih in floemskih branik. Delez kasnega lesa je pri ogrevanem in
kontrolnem vzorcu znasal okoli 40%. Eksperimentalno ogrevanje dela debla smreke tekom
celotne vegetacije 2005 je povecalo celicno produkcijo v prvi polovici rastne sezone.
Redna kambijeva delitvena aktivnost se je ob koncu vegetacije zaradi kontinuirano
povisanih temperatur le nekoliko podaljsala. Zakljucila se je v prvi polovici avgusta.
Ksilemska branika 2005 ogrevanega vzorca je bila nekoliko SirSa (35 slojev celic) v
primerjavi s kontrolo (27 slojev celic).

Pri enomese¢nem lokalnem ohlajanju debla smreke na visku vegetacije (sredina junija)
2004 je bil odziv kambija viden Sele po 30 dneh, in sicer le na ksilemski strani. Zaradi
znizanih temperatur je zacel predCasno nastajati kasni les. Obenem se je zmanjSalo Stevilo
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kambijevih celic na 4 do 5 slojev, kar je bilo znacilno za dormanten kambij. Ohlajanje je
sprozilo hitrejSi zaklju¢ek kambijeve aktivnosti, kar se je odrazalo v zmanjSanem delezu
kasnega lesa (20%) v primerjavi s kontrolo. Navkljub znizanim temperaturam je struktura
in Sirina floemske branike 2004 ostala nespremenjena. Zaradi stalno znizanih temperatur
tekom celotne vegetacije 2005 se je kambijeva aktivnost skrajSala priblizno za 3 tedne.
Poleg tega je bila zmanjSana tudi stopnja celi¢ne produkcije, zlasti v prvi polovici rastne
sezone. Ksilemski prirastek je bil zmanjSan priblizno za tretjino (na 10 slojev celic). Ozka
ksilemska branika 2005 je odrazala tipi¢no strukturo lesa dreves, ki rastejo v stresnih
razmerah. Prve popolnoma oblikovane traheide ranega lesa smo zasledili ve¢ kot mesec
dni kasneje v primerjavi s kontrolo. S temperaturo je mogoce vplivati na ksilogenezo pri
navadni smreki, vendar pa se njen vpliv tekom vegetacije spreminja. Kaze, da so ugodne
temperature klju¢ne za kambijevo aktivnost in razvoj celic predvsem v prvi polovici rastne
sezone, medtem ko kasneje prevladajo drugi dejavniki.

Enomesecno ogrevanje oziroma ohlajanje dela debla smreke v letu 2004 ni vplivalo na
§irino in anatomsko zgradbo floemskih branik. Ogrevanje in ohlajanje tekom celotne
vegetacije 2005 pa je vplivalo na strukturo in Sirino floemskih prirastkov. Zgradba ranega
floema je ostala nespremenjena (3 do 4 sloji sitastih celic z velikimi radialnimi
dimenzijami in tankimi celicnimi stenami), medtem ko je bilo Stevilo sitastih celic kasnega
floema pri hlajenem vzorcu zmanjsSano (na 2 do 3 sloje), pri ogrevanem pa povecano (na 7
do 8 slojev) v primerjavi s kontrolo (4 do 5 sloji). Tangencialni pas aksialnega parenhima,
ki razmejuje rani in kasni floem, pri hlajenem vzorcu ni bil sklenjen, kar je znacilno za
drevesa, ki rastejo v stresnih razmerah.

Lokalno ogrevanje oziroma hlajenje debla smreke v letu 2004 ni vplivalo na kambijevo
aktivnost in celicno diferenciacijo izven tretiranega dela. Prenos temperature iz izoliranega
dela je bil po deblu je zanemarljiv, saj so temperaturne razlike v kambiju pod in nad
sistemom znaSale le okoli + 2°C. Temperature v kambiju so tudi v izoliranem delu debla
nihale sorazmerno z zunanjo temperaturo, vendar je bil odziv postopen in ne nenaden.
Praviloma so na temperaturo v kambiju vplivale dolgoro¢no zniZzane ali zviSane
temperature zraka.

Ultrastrukturne in topokemijske raziskave lesnega tkiva ogrevanega, hlajenega in
kontrolnega vzorca v letu 2004 niso pokazale nobenih razlik v procesu odlaganja
sekundarne celicne stene in lignifikacije ter vsebnosti lignina v posameznih podroc¢jih
celi¢ne stene. Lignifikacija se je zacela v celi¢nih vogalih in zdruZeni srednji lameli, nato
pa se je postopoma Sirila v sloje sekundarne celicne stene centripetalno proti lumnu.
Najvec lignina je bilo v celi¢nih vogalih in zdruzeni srednji lameli, najmanj pa v S2 sloju
sekundarne stene.
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7 SUMMARY

Wood or secondary xylem is formed in a complex process of xylogenesis which begins
with periclinal cell divisions in a vascular cambium. In a process of differentiation newly
formed tracheids specialize for water conduction and mechanical transport. Annual xylem
growth ring widths, structure and properties depend on dynamics and duration of
individual phases of xylogenesis. Beside endogenous factors, all these processes are
regulated by environmental factors. Repeated sampling of cambial and xylem tissue from
trees during growing season is one of the methods for investigating mechanism of xylem
growth ring formation. Effect of environmental factors can be followed in experiments
with trees growing under controlled or natural conditions. Norway spruce (Picea abies
Karst.) and silver fir (4bies alba Mill.) are very important forest species in Slovenia but yet
no studies have focused on the effect of precipitation and temperature on seasonal
dynamics of xylem formation in these species.

The purpose of the thesis was to estimate the feasibility of the pinning and intact tissue
sampling methods for investigations of the seasonal dynamics of the xylem growth ring
formation in Norway spruce (Picea abies Karst.) and silver fir (4dbies alba Mill) in the
vegetation period 2003. In addition, we examined the anatomical response of Norway
spruce to pin insertion. From obtained data, we prepared model curves of radial growth of
investigated trees in the year 2003 for each plot using the Gompertz function. To assess the
relationship between average weekly cell production and temperature and precipitation,
linear regression analyses were performed. Finally, we evaluated the response of dormant
and active cambium to experimental heating and cooling of stem portion of adult Norway
spruce trees in Ljubljana in the years 2004 and 2005.

For investigations of seasonal dynamics of xylem growth ring formation, we selected 4
apparently healthy silver fir trees, 150-180 years old, with a mean stem diameter at breast
height of approximately. 50 cm. The forest stand was located at Ravnik (500-700 m a.s.1.),
about 50 km SW of Ljubljana. Sampling of Norway spruce trees were performed at Sorsko
polje (350 m a.s.l.) and Pokljuka (1200 m a.s.l.), about 20 and 100 km NW of Ljubljana.
On each site, we selected 9 dominant and co-dominant trees, aged about 70 years, with a
mean stem diameter at breast height of approximately 30 cm at Sorsko polje and 37 cm at
Pokljuka. On each plot, we took samples of intact tissue (1 x 1x 3 cm’), containing inner
phloem, cambium and outer xylem, from 4 living trees at breast height. Weekly sampling
was performed during the entire growth season, from 23 April till 12 November 2003.
Samples were fixed in FAA (formaldehyde-ethanol-acetic acid) and dehydrated in a graded
series of ethanol. In addition, we carried out pinning experiment at 10 Norway spruce
trees, 5 at SorSko polje and 5 at Pokljuka. Six pinning holes were set in a semi-helical
pattern along the stem of each tree always on the same date using a needle that was 1.75
mm at its thickest part. At the end of the experiment the trees were felled. Samples
containing wounded tissue were removed, fixed in FAA and dehydrated.

For both experiments, permanent transverse sections for light microscopy were prepared
with Leica SM 2000R sliding microtome. Sections were double-stained with safranin and
astra blue, mounted on glass slides using Euparal and examined with a Nicon Eclipse 800
light microscope (bright field and polarized light) and Lucia G 4.8. image analysis system.
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For processing of the data and further statistical analysis we used Microsoft Excel and
Statgraphics programmes.

For the controlled experiments of cooling and heating in the year 2004, three 70-year old
Norway spruce test trees (DBH = 35 cm) were selected in an urban Norway spruce/beech
forest at Roznik (323 m a.s.l.) in Ljubljana. One adult tree was used for the heating
experiment and one for the cool treatment. The third tree was not treated and served as a
control. The distance among the test trees was about 10 m. Localized heat treatment was
applied to the tree prior to the beginning of the regular cambial activity, i.e. from 29 March
till 3 May 2004. The stem portion of the first Norway spruce was heated with an electric
heat cable which was wrapped around 1 meter of the length of the stem. Insulation material
was wrapped around the electric heat cable to prevent energy loss. The temperature
between the bark and the insulation was adjusted to 23-25°C, and monitored daily with a
thermometer sensor. Localized cooling of the stem of the second experimental spruce was
performed between 14 June 2004 and 20 July 2004. A circulating pump pushed cooled
water through copper tubes, which were wrapped around 1 meter of the length of the stem.
The system was insulated, as well. The temperature between the stem and the insulation
was set to 9-11°C, monitored and regulated daily with a capillary thermostat. Blocks of
tissue (10 x 10 x 30 mm®) containing inner phloem, cambium and outer xylem were taken
at the beginning of each of the treatments and thereafter at 10-day intervals. Samples were
taken at breast height (1.3 m above ground) from treated trees and the control tree.
Additionally, samples were taken approximately 10 cm above the treated and insulated
portions of the stems and on 12 December 2004 (winter). After sampling, blocks of tissue
were immediately fixed in FAA and, after one week, dehydrated in a graded series of
ethanol. For light microscopy, permanent cross sections of 25 pum in thickness were
prepared on a microtome Leica SM 2000R, stained with safranin and astra blue and
mounted in Euparal. A Nikon Eclipse 800E light microscope was used for anatomical
observations. In addition, semi-thin sections of about 1 um in thickness were prepared with
an ultramicrotome Ultracut S and stained with 1% toluidine blue solution. For this purpose,
samples for TEM and UMSP were dehydrated in a graded series of ethanol and water-free
acetone and embedded in Spurr’s epoxy resin. For TEM, ultrathin transverse sections (80-
100 nm thick) were stained with potassium permanganate. Examination was carried out
with a Philips CM 12 TEM at accelerating voltages of 40 or 60 kV to enhance contrast. For
UV spectroscopic measurements, unstained transverse sections (1 pm thick) were prepared
from the epoxy resin embedded samples, transferred to quartz slides, immersed in a drop of
non-UV absorbing glycerine and covered with quartz cover slips. Cell wall analyses were
performed using a UV-microspectrophotometer (UMSP 80, Zeiss) equipped with a
scanning stage enabling the determination of image profiles at defined wavelength. The
specimens were first conventionally investigated by point measurements with a spot size of
1 um? using the programme LAMWIN® (Zeiss). The spectra were taken at wavelengths
from 240 to 400 nm in 2 nm steps. The measurements were automatically repeated 50
times for each point analysis. Additionally, specimens were scanned with a defined
wavelength of 280 nm for conifer lignin, using the scan program APAMOS® (Zeiss). The
scan programme digitises rectangular fields with a local geometrical resolution of 0.25 pm®
and a photometrical resolution of 4096 grey scale levels, which are converted in 14 basic
colours to visualize the absorbance intensities.
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For the controlled experiments of cooling and heating in the year 2005, another three 70-
year old Norway spruce test trees (DBH = 35 cm) were selected in an urban Norway
spruce/beech forest Roznik in Ljubljana. One adult tree was used for the heating
experiment and one for the cool treatment. The third tree was not treated and served as a
control. Distance among the test trees was about 15 m. We started with both experiments
on 26 April 2005. We finished cool treatment on 20 September and heat-treatment on 11
October 2005. Temperature of heating was set to 23-25°C and cooling to 9-11°C, similar
as in previous experiment. We built both systems in the same way as we did in the year
2004. Blocks of intact tissue were taken at the beginning of each of the treatments and
thereafter at 21-day intervals. Sampling was performed at breast height (1.3 m above
ground) from treated trees and the control tree. At the same time, we measured the
temperature of the cambial tissue in the isolated stem portion, and below and above it using
thermo-cables. After sampling, blocks of tissue were immediately fixed in FAA and, after
one week, dehydrated in a graded series of ethanol and acetone and embedded in paraffin.
For light microscopy, permanent cross sections of 13 um in thickness were prepared on a
Leica RM 2245 rotary microtome, stained with safranin and astra blue and mounted in
Euparal. A Nikon Eclipse 800E light microscope was used for anatomical observations.

Our results showed that for investigations of the dynamics of the xylem growth ring
formation in Norway spruce and silver fir, both the pinning and intact tissue sampling
method proved to be appropriate. Pin induced desiccation of the xylem tissue, necrosis of
cambial cells and undifferentiated tracheids, formation of the callus, traumatic resin canals
and wound-wood. Wavy shape of the xylem growth ring above the callus was a result of
locally increased xylem production after the injury. The border between cambial cells and
cells in postcambial growth that were located inside the callus defined the xylem increment
realized by the time of wounding. Traumatic resin canals were not reliable marker for
xylem increment realized by the time of pinning. Intact tissue sampling method was found
to be more suitable for investigations of the individual phases of xylogenesis due to well
preserved cells, including cambial ones. This method was useful for studying the seasonal
dynamics of the cell production on the phloem side, as well.

Cambial activity started first in investigated silver firs at Ravnik, at the end of April 2003.
At that time, the number of cambial cells doubled. The onset of the cambial cell divisions
occurred few days later in Norway spruce at Sorsko polje, and approximately 2 weeks later
in Norway spruce at Pokljuka. The delay in the resumption of the cell divisions at sub-
Alpine site Pokljuka was presumably linked to lower air temperatures at the beginning of
May. Time lags of successive phases of xylogenesis did not vary with regard to different
species or growth sites. Synthesis of the secondary wall in early wood cells began 2 weeks
after the postcambial growth. Initial early wood tracheids needed 4 weeks for full
development and terminal late wood tracheids 6 to 8 weeks irrespective of the growth site
or cessation of the cambial activity. At all 3 plots, around 70% of the total xylem growth
ring 2003 was formed when transition from early to late wood took place. Divisions in the
cambium first ceased at SorSko polje (end of June), than at Pokljuka (mid-August) and
finally at Ravnik (end of August). Process of differentiation was at all 3 plots finished by
mid-November. Duration of the cambial activity differed among sites. Duration of the
radial growth of trees varied among sites. In Norway spruce trees at Sorsko polje growth
season 2003 lasted 2.5 months, in Norway spruce trees at Pokljuka 2 months and in silver
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firs at Ravnik 4.5 months. Short growth period at SorSko polje in 2003 seems to be
connected with high temperatures and lack of precipitation.

For all 3 plots, we prepared model curves describing radial growth of trees in the growth
season 2003. We used Gompertz function for estimating the trend of xylem growth ring
development of selected trees. At all 3 plots, fitting of the Gompertz curve to the averaged
counted number of cells was above 95%. Higher deviation of the actual data from the
calculated curve was detected at the end of vegetation when the rate of cell divisions in the
cambium slowed down. At that time, variability in the number of xylem cells around the
stem circumference of the individual tree was much expressed. The highest dynamics of
cell divisions was recorded at Pokljuka, on average 0.68 cell/day, than at Ravnik 0.51
cells/day and the lowest at Sorsko polje, 0.35 cells/day. Calculated total number of cells in
the xylem growth ring 2003 was estimated to 70 cells at Ravnik, to 42 cells at Pokljuka and
to 26 cells at SorSko polje. Maximum cell production was in experimental trees at Ravnik
and Pokljuka around summer solstice (148th and 164th Julian day, respectively), but more
than a month earlier at SorSko polje (136th Julian day). Julian day represents number of
days from 1 January of the same year. In normal growing conditions, the period of
maximum cell production is around summer solstice (21 June). However, in unfavourable
conditions the period of the highest cell production could be shifted towards the beginning
of the growing season.

According to calculated correlation coefficients between average weekly xylem increments
and temperature variables using the linear regression equation, the early wood formation
was in positive correlation with the temperatures irrespective of growth site. On the
contrary, the late wood formation was negatively correlated with the temperature variables.
It seems that high temperatures were not favourable for cell production in the second part
of the growing season. Duration of the individual phases of differentiation was not directly
related with changes in temperature. At all plots, no significant correlations were detected
between weekly cumulative sum of precipitation and average weekly xylem increment.

We demonstrated that application of high or low temperatures caused alterations in regular
cambial activity of Norway spruce. The heating of the stem portion of Norway spruce
stimulated divisions in the cambium and cell differentiation in the final stages of dormancy
at the end of March 2004. Cambial activity started first on the phloem side and later on the
xylem side, as well. Heating of one month in 2004 did not influence the widths and the
structure of the xylem and phloem growth rings. Late wood portion was comparable in
control and heated sample, i.e. around 40%. Experimental heating of the stem portion of
Norway spruce during the entire growing season 2005 increased cell production in the first
part of the growing season, but did not considerably prolonged cambial activity. Divisions
in the cambium stopped in the first part of August, a few days later than in the control tree.
The number of cells of accomplished xylem growth ring 2005 was slightly higher in the
heated sample (35 layers of cells) comparing to the control (27 layers of cells).

The response of the active cambium and its derivatives to the monthly cooling of the stem
portion of Norway spruce in the year 2004 was less pronounced and was not visible on the
xylem side until 30th day of the experiment. Cool treatment caused earlier formation of
late wood. The number of cell in the cambium decreased to 4 or 5 cell layers, which was
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typical of dormant cambium. The drop in temperatures presumably shortened cambial
activity, resulting in a lower portion of late wood in the current xylem increment (20%).
Cool treatment did not influence the widths and the structure of the phloem growth
increment 2004. Cooling experiment during the entire growth season 2005 shortened
regular cambial activity for approximately 3 weeks in comparison with the control tree. In
addition, the rate of the divisions in the cambium was slowed down, peculiarly at the
beginning of the growing season. Xylem increment was reduced for about one third (to 10
layers of cells). Narrow xylem growth rings are usual sign of trees for growing in stressful
conditions. First fully developed tracheids of early wood were detected more than one
month later than in control. Temperature treatment can cause alterations in regular cambial
activity in Norway spruce, but its influence varies over the vegetation period. It seems that
temperatures are crucial for cambial activity and cell development at the beginning of the
growing season while in the second part prevail other factors.

Monthly cooling and heating of stem portion of Norway spruce in 2004 did not influence
the widths and anatomical structure of the phloem increments. On the contrary, long-term
experiments in the year 2005 affected the structure and the widths of the phloem growth
increments. The structure of early phloem was comparable in cooled, heated and control
samples. It was composed of 3 to 4 layers of early phloem sieve cells with wide radial
dimensions and thin cell walls. The tangential band of axial parenchyma cells separating
early and late phloem was not continuous in the cooled sample which is typical for trees
growing under stressful conditions. The number of late phloem cells was in cool-treated
sample reduced (2 to 3 layers) and in heat-treated sample increased (7 to 8 layers)
comparing to the control sample (4 to 5 layers).

Locally heating or cooling of the stem portion did not influence the cambial activity and
cell differentiation above the treated area. Earlier resumption of the cambial cell divisions
or earlier late wood formation was restricted to the treated region. Measurements of the
temperature in the cambial region of the isolated stem portion, and 10 cm below and above
it in the year 2005 showed only negligible transfer of the temperature along the stem from
the site of its application. The temperature above and below the treated stem portion
deviated on average + 2°C. The temperature in the cambial region oscillated proportionally
to the air temperatures with certain delay in regard to oscillations of the air temperatures.
In general, the temperature in the cambium was affected by long-term rise or drop in air
temperatures.

At the ultrastructural and topochemical levels, we observed no alterations in the pattern of
secondary cell wall formation, lignification or lignin structure within the cell wall regions
of cooled, heated and control samples in the year 2004. Lignification started in the cell
corners and compound middle lamellae, and then gradually spread into the layers of the
secondary cell wall in the centripetal direction towards the cell lumina. The highest lignin
content was detected in the cell corners and compound middle lamellae, but the lowest in
the S2 layer of the secondary wall.

The doctoral thesis has been prepared to conclude the postgraduate study of wood science
and technology. The sampling in the field, the sample and section preparation for light
microscopy with rotary and sliding microtome, measurements with image analysis system
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and statistical analysis were done at The Chair of Wood Science, Department of Wood
Science and Technology, Biotechnical Faculty, University of Ljubljana. Infiltration of
samples with epoxy resin was performed in The Laboratory for Histology and Electron
Microscopy, Department of Biology, Biotechnical Faculty, University of Ljubljana.
Preparation and staining of ultrathin sections for transmission electron microscopy and
semi-thin sections for light and UV-microspectrophotometry with ultramicrotome and
UMSP analyses were performed at The Federal Research Centre for Forestry and Forest
Products in Hamburg and Department of Wood Biology and Wood Protection, University
of Hamburg.

The supervisor of the thesis was Prof. Dr. Katarina Cufar and the co-supervisor was Doc.
Dr. Primoz Oven.

Biotechnical Faculty appointed members of the commission for evaluation of the thesis
and defence:

Prof. Dr. Marina Dermastia

Prof. Dr. Jasna Strus

Prof. Dr. Dieter Eckstein

The doctoral work was funded by the Slovenian Research Agency (ARRS), and the
Ministry of Higher Education, Science and Technology (MVSZT), European Project
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PRILOGE

Priloga A: Preglednica povprecnega Stevila celic ksilemskega prirastka za posamezno drevo na dan vzorcenja
z metodo pining in odvzemom intaktnih tkiv na Pokljuki v letu 2003. Smreke st. 1, 2, 3, 4, 5 — pining, smreke
§t. 7,9, 10, 12 — odvzem intaktnih vzorcev

POVPRECNO STEVILO PRESTETIH KSILEMSKIH CELIC ZA POSAMEZNO DREVO

datum drevo 1 drevo 2 drevo 3 drevo 4 drevo 5§ drevo 7 drevo9 | drevo 10 | drevo 12
9.5.03 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
16.5.03 0,00 0,00 1,00 2,50 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
23.5.03 1,00 4,00 2,00 5,00 3,00 1,50 1,67 1,67 3,33
30.5.03 5,00 7,00 2,50 11,67 9,00 6,67 6,67 8,00 9,00
6.6.03 13,50 10,00 5,00 15,50 12,00 5,67 7,33 9,33 13,33
13.6.03 13,00 17,00 6,00 20,00 14,33 12,33 12,33 10,67 18,67
20.6.03 21,00 25,50 5,33 25,00 20,50 10,33 20,50 18,33 25,67
27.6.03 31,00 28,50 8,00 38,00 31,00 20,67 21,50 27,00 31,33
4.7.03 35,50 32,00 14,00 33,00 35,00 22,67 25,33 32,33 30,67
11.7.03 25,50 32,00 11,00 40,00 26,00 19,83 30,67 34,33 36,67
18.7.03 37,50 45,00 8,50 46,50 29,50 27,33 38,00 35,33 43,00
25.7.03 43,00 56,00 12,00 52,50 28,50 36,67 38,33 35,00 35,67
1.8.03 41,00 44,50 15,50 50,00 48,00 30,67 39,33 42,33 55,00
8.8.03 32,50 37,50 10,50 52,50 29,00 31,00 31,67 46,67 54,33
15.8.03 46,00 56,50 9,00 57,00 36,50 33,00 28,67 44,00 48,67
22.8.03 46,00 58,00 9,50 54,50 42,50 35,33 33,33 44,67 43,33
29.8.03 39,50 44,00 13,50 42,00 44,50 30,00 41,00 46,33 42,33
5.9.03 31,00 42,00 8,50 41,00 44,00 36,00 32,33 48,00 44,33
12.9.03 42,00 57,00 11,00 60,50 45,00 34,67 38,67 47,00 45,33
19.9.03 51,50 45,50 10,50 49,50 47,50 29,00 41,00 34,67 46,67
26.9.03 33,00 32,00 10,00 40,00 36,50 33,67 42,33 51,33 36,67
3.10.03 37,60 39,00 10,50 40,50 38,25 33,67 38,67 46,33 58,33
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Priloga B: Preglednica povprecnega Stevila celic ksilemskega prirastka za posamezno drevo na dan vzoréenja
z metodo pining in odvzemom intaktnih tkiv na Sorskem polju v letu 2003. Smreke §t. 1, 3, 4, 5 — odvzem
intaktnih vzorcev, smreke §t. 11, 12, 13, 14, 15 — pining

POVPRECNO STEVILO PRESTETIH KSILEMSKIH CELIC ZA POSAMEZNO DREVO

datum drevo 1 drevo 5 drevo 3 drevo4 | drevo 11 | drevo 12 | drevo 13 | drevo 14 | drevo 15
25.4.2003 0 0,00 0,00 0 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
2.5.2003 2,33 1,67 1,33 2,33 0,00 3,50 3,50 4,50 3,00
9.5.2003 7,00 5,33 4,00 9,33 5,50 6,50 9,50 8,00 12,00
16.5.2003 10,67 11,33 10,00 15,33 10,00 10,50 13,00 13,00 16,33
23.5.2003 13,00 7,33 12,33 20,67 16,00 12,33 12,00 13,50 21,00
30.5.2003 18,67 17,00 13,67 33,33 20,00 15,50 19,00 19,00 20,50
6.6.2003 21,33 18,33 14,67 32,67 24,00 15,50 23,50 19,67 31,00
13.6.2003 22,33 20,33 18,00 41,00 27,00 21,00 27,50 21,50 34,50
20.6.2003 21,67 23,67 19,67 41,67 27,50 21,00 23,00 21,50 35,50
27.6.2003 21,00 27,33 24,00 40,33 30,500 23,33 16,00 25,00 40,00
4.7.2003 24,00 25,33 23,00 50,00 35,00 20,00 25,00 23,00 50,00
11.7.2003 24,67 25,33 20,33 52,00 43,00 23,00 28,00 24,50 54,00
18.7.2003 27,33 29,00 21,00 45,67 37,25 21,75 23,50 30,50 46,50
25.7.2003 20,67 28,67 20,00 42,67 38,33 33,50 38,50 31,00 58,00
1.8.2003 27,67 29,67 23,00 41,33 39,00 23,50 28,50 33,50 56,50
8.8.2003 23,333 26,00 22,33 48,67 37,50 23,00 36,50 35,00 61,00
15.8.2003 22,33 28,33 18,67 46,67 41,00 25,50 33,50 31,50 53,50
22.8.2003 18,33 31,67 18,00 45,67 36,00 32,50 41,50 31,50 50,00
29.8.2003 20,33 29,00 21,33 | 48,67 36,00 22,50 | 29,00 21,00 66,50
5.9.2003 24,33 31,00 17,33 40,00 36,00 23,50 23,50 27,00 46,50
12.9.2003 22,00 34,67 23,67 40,00 40,00 23,00 37,50 30,00 49,00
19.9.2003 25,33 28,00 20,00 44,67 41,50 23,00 32,50 25,50 58,50
26.9.2003 28,67 29,00 18,67 45,33 33,50 22,00 25,00 27,00 50,00
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Priloga C: Preglednica povprecnega Stevila celic ksilemskega prirastka za posamezno drevo na dan vzorcenja
z metodo odvzema intaktnih tkiv na Ravniku v letu 2003.

POVPRECNO STEVILO PRESTETIH KSILEMSKIH CELIC
ZA POSAMEZNO DREVO
datum drevo 191 drevo 193 drevo 199 drevo 208

23.4.2003 1,00 1,33 1,33 1,00
30.4.2003 5,75 7,00 7,33 6,33

7.5.2003 12,34 9,33 12,33 9,33
14.5.2003 24,00 17,00 18,33 15,00
21.5.2003 20,00 19,50 25,67 19,67
28.5.2003 20,33 30,50 29,00 25,67
4.6.2003 23,13 26,50 33,67 40,00
11.6.2003 32,08 34,83 45,33 36,33
18.6.2003 42,00 39,00 44,33 47,67
25.6.2003 40,00 41,00 48,00 51,67

2.7.2003 36,38 38,25 53,00 51,67

9.7.2003 43,30 43,50 54,00 45,33
16.7.2003 47,83 41,25 56,33 56,33
23.7.2003 61,38 58,42 56,33 69,67
30.7.2003 59,13 53,50 55,67 84,33

6.8.2003 57,30 59,25 72,67 76,00
13.8.2003 56,38 55,50 66,67 76,00
20.8.2003 49,75 51,50 50,67 89,33
27.8.2003 61,13 80,50 39,00 86,33
3.9.2003 57,75 54,25 51,67 94,33
10.9.2003 74,08 52,50 63,33 62,00
17.9.2003 55,50 61,75 65,33 67,67
24.9.2003 53,25 62,75 83,67 77,33
1.10.2003 67,00 73,25 79,00 89,67
8.10.2003 4525 50,75 71,67 93,00
15.10.2003 56,71 48,08 93,00 93,33
22.10.2003 82,75 48,58 82,00 86,33
29.10.2003 57,88 82,00 65,00 60,33
5.11.2003 56,16 52,00 75,67 87,33
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