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Sazetak:

U pokusnom nasadu hrasta luznjaka
istraZivati ¢e se utjecaj dugotrajnoga
suSnoga razdoblja na anatomsko-
fizioloSke znacajke liS¢a
(koncentracija fotosintetskih
pigmenata, debljina epiderme,
stubastoga i palisadnoga parenhima).
IstraZivanje ¢e se provesti na
uzorcima iz 9 populacija, a utvrditi ¢e
se razlike izmedu kontrolnoga i
suSnoga tretmana na listovima
sekundarnog porasta.
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1. UvVOD

1.1. Taksonomija

Nadcarstvo: Eucaryota
Carstvo: Plantae

Podcarstvo: Viridiplantae
Odjeljak: Tracheophyta
Pododjeljak: Spermatophytina
Razred: Magnoliopsida
Nadred: Rosanae

Red: Fagales

Porodica: Fagaceae

Rod: Quercus

Vrsta: Quercus robur L.

1.2. Areal

Podru¢je prirodne rasprostranjenosti hrasta luznjaka obuhvaca gotovo Eitavu
Europu (Slika 1), od Atlantskog oceana do Urala, Kavkaza i Kaspijskog jezera; na
sieveru do Skotske i Skandinavije (do 63° sjev. zem. §irine), na jugu do sjeverne
Afrike. U juZnim dijelovima areala doseze u Pirenejima do 1200 m n. v, a u

Apeninima do 1100 m n. v (Jovanovi¢ i Vukicevi¢, 1983).

Najvrijednije Sumske sastojine hrasta luznjaka se u Hrvatskoj rasprostiru na
dobro naplavljenom tlu u nizinama rijeka Save, Drave i Kupe i njihovim pritocima, no
nalazimo ga i izvan tog podruc¢ja. Svoj optimum postiZze u Posavini u Sumskom bazenu

Spacva (Trinajsti¢ 1974, Trinajsti¢ 1996).



Slika 1. Prikaz podrucja prirodne rasprostranjenosti hrasta luznjaka.
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Hrast luznjak je listopadno drvo iz roda Quercus, porodice Fagaceae. Narodni
nazivi su mu dub, luznik, gnjilec, hrastovina, roSnjak ili rani hrast. Vrsta je koja moze
dose¢i visine oko 30 — 40 m, ponekad ¢ak i do 50 m, sa prsnim promjerom do 2,5 m.
Ima bogato razgranjenu kros$nju, nepravilnih i krivudavih grana, te moze dozivjeti do
1000 (2000) godina. Kora je debela, tamnosiva, duboko uzduzno izbrazdana (Idzojti¢
2004).

Izbojci su bridasti, svijetlosmedi, djelomi¢no mogu biti pokriveni bjelkastim
slojem epiderme; goli, sjajni, te posuti svijetlijim lenticelama. Pupovi su spiralno
rasporedenti, jajasti, tupog vrha te pokriveni ve¢im brojem ljusaka koje su rasporedene
u nekoliko uzduznih nizova. Oziljak otpalog lista je srcast, svijetlosmede boje, s

mnogobrojnim tragovima provodnih snopica (IdZojti¢ 2004).



Hrast luznjak je jednodomna vrsta s jednospolnim cvjetovima. Soliterna stabla
cvjetaju nakon 20. godine starosti, dok stabla u sastojini cvjetaju kasnije, nakon 30. ili
40. godine. Cvjetovi su anemofilni i sitni, neuocljivi i nalaze se u viseéim resama.
Cvijeta u travnju, za vrijeme listanja. Puni urod slijedi nakon godine u kojoj je urod
izostao ili je jako slab. Plod je zir, pojedinacan ili do 5 Zireva zajedno, na dugackoj
zajednickoj stapci. Dozrijevaju u rujnu iste godine, te ubrzo otpadaju, nakon Cega se
Sire pomocu zivotinja (zoohorno) (Idzojti¢ 2013). Po obliku i veli¢ini su vrlo
varijabilni, obi¢no je svijetlosmede do zuckaste boje, s tamnijim uzduznim prugama.

Kupula pokriva 1/3 do 1/2 zira.

List je zeljast, jednostavan, obrnuto jajast do duguljasto obrnuto jajast,
zaobljenog vrha, cijelog ruba, te uhorkaste ili srcaste osnove. Ima peraste reznjeve, na
svakoj strani s tri do Sest reznjeva. Odozgo je tamnozelene boje, gol i sjajan, a odozdo
je svijetlozelen do plavkastozelen i takoder gol. Peteljka je gola, a nervatura lista je

perasto mrezasta. U jesen liS¢e postaje Zu¢kastosmede boje i otpada (IdZojti¢ 2009).

Korijenski sustav je snazno razvijen, sa zilom sréanicom koja prodire vise od 2
m u dubinu, te kod mladih biljaka ¢ini gotovo jedini element korijenskog sustava.
Nakon 30. godine Zivota prevladava bo¢no korijenje koje se Siri koso i1 horizontalno. U
plitkom tlu i u tlu s visokom razinom podzemne vode rast zile sr¢anice vrlo brzo

prestaje.

1.4. Varijabilnost

Hrastovi se smatraju jednim od najvarijabilnijih vrsta Sumskog drveca. Rod
Quercus dijeli se na dva podroda: Eugercus i Cyclobalanopsis. Podrod Euguercus se
dalje dijeli u cetiri sekcije: Rubrae, Protobalanus, Cerris i Quercus. Hrast luznjak sa
hrastom kitnjak spada u zadnju sekciju, Quercus. Kod vrsta iz roda Quercus postoji
znacajna varijabilnost unutar vrsta, koja je rezultat velike hibridizacije izmedu vrsta.
Genetska varijabilnost izmedu stabala unutar neke populacije jace je izrazena nego
varijabilnost izmedu samih populacija (Krstini¢ i dr. 1996, Bogdan 2009, Katicic-
Bogdan 2012). Visoki nivo varijabilnosti pripisuje se i njegovoj velikoj geografskoj
rasprostranjenosti te protoku gena na velike udaljenosti (anemofilno opraSivanje). Osim

morfoloskih razlika, zapazene su i velike razlike izmedu fenoloskih znacajki te rasta.



1.5. Ekologija

Hrast luznjak je heliofilna, mezofilna, higrofilna vrsta Sumskog drveéa. Ima
dugi vegetacijski period koji je vrlo plastican ovisno o populacijama. Optimalno se
razvija u podruc¢ju umjereno tople kiSne klime kontinentalnog podrucja, gdje su srednje
godisnje temperature od 10 — 11 °C i srednje godi$nje kolic¢ine oborina od 600 — 900
mm. Osjetljiv je na kasne mrazove, ali moze izdrzati visoke temeperature. Raste obi¢no
u ravnicama i dolinama na dubokom, pjes¢anom ili ilovastom, plodnom, svjezem ili
vlaznom zemljistu koje je povremeno plavljeno. Raste i na zemljistima koja nisu na
povrsini plodna ako u dubljim slojevima sadrze dovoljno vode i hranjivih tvari. U doba

vegetacije osjetljiv je na vodu stajacicu (Jovanovic¢ i Vukicevi¢ 1983).

1.6. Anatomska grada lista

List je vegetativni biljni organ koji vrsi asimilaciju i transpiraciju (Mauseth
2003). S obzirom na to da se razvija u atmosferi, tijekom evolucije se razvio velik broj
razli¢itih oblika listova, misle¢i pri tome na morfoloSku, a ne anatomsku gradu lista. U
usporedbi s ostalim vegetativnim organima biljke (stabljika i korijen), list je daleko

najjace diferenciran (Dickison 2000, Evert 2006).

List hrasta luznjaka spada u skupinu dorziventralnih (bifacijalnih) listova kod
kojih mozemo razlikovati donju i gornju stranu (Dickison 2000, Mauseth 2003, Evert
2006). Sukladno tome, i epiderma dorziventralnog lista je diferencirana na donju i
gornju. Funkcija epiderme je zaStita unutarnjeg tkiva, odnosno parenhima, od Stetnih
utjecaja vanjskih ¢imbenika. prevelikog i prenaglog gubitka vode i od prekomjernog
zagrijavanja unutra$njosti lista. Stanice epiderme ne sadrze kloroplaste (osim stanica

zapornica kod puci) (Dickison 2000, Evert 2006).

Prema Mauseth (2003) i Lambers i dr. (2008), debljina epiderme moze biti
dobar pokazatelj ekoloskih prilika u kojima se jedinka razvija, §to nam govori o tome
kako je deblja epiderma pokazatelj prilagodbe jedinke na suSe staniSte. Prema tome,

jedinke koje imaju deblju epidermu efikasnije sprje€avaju nekontrolirani gubitak vode
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evapotranspiracijom iz unutra$njeg stani¢ja (parenhima). Donja epiderma se razlikuje
od gornje po tome $to sadrzi puci, koje sluze za izmjenu plinova (izlu¢ivanje vode 1

kisika i usvajanje ugljikovog dioksida).

Izmedu donje i gornje epiderme nalazi se parenhimsko (temeljno) stanicje ili
mezofil lista koje je diferencirano na stubasti (asimilacijski) parenhim i spuzvasti
(transpiracijski) parenhim (Slika 2). Stanice stubastog parenhima sadrze veliki broj
kloroplasta koji su bogati zelenim pigmentom (klorofilom) odgovornim za proces
fotosinteze. Prema tome, funkcija stubastog parenhima je asimilacijska. Izmedu
stubastog parenhima i donje epiderme nalazi se spuzvasti parenhim. Njega ¢ine stanice
sa mnogo intercelularnih prostora, koji su medusobno povezani i preko puci u kontaktu
sa atmosferom. Prema tome, funkcija spuZvastog parenhima je prvenstveno
transpiracijska (izlu¢ivanje vodene pare iz lista) (Dickison 2000, Mauseth 2003, Evert
2006).

Slika 2. Anatomska grada lista hrasta luznjaka prikazana na poprecnom presjeku.

spuivasti parenhim

donja epiderma

stubasti parenhim

gornja epiderma



2. CILJ RADA

U pokusnom nasadu hrasta luznjaka u plasteniku Hrvatskog Sumarskog instituta
biljke iz devet populacija (Estonija, Litva, Madarska, Poljska, Italija, Repas, Otok,
Karlovac, Koska) bile su posadene u blokovima gdje je jedan dio biljaka bio u susi, a
drugi dio u kontroli sa stalnim navodnjavanjem (Slika 3). Cilj rada je mjeriti odredene
anatomske znacajke lista (ukupnu debljinu lista, debljinu asimilacijskog parenhima,
debljinu donje, te debljinu gornje epiderme) na ljetnim listovima, te usporediti

navedene znacajke izmedu listova biljaka koje su bile u susi 1 koje su bile u kontroli.

Slika 3. Shema dizajna pokusnog nasada hrasta luznjaka u plasteniku Hrvatskog

Sumarskog instituta.

Shema dizajna pokusnog nasada hrasta luinjka u plasteniku Hrvatskog Sumarskog instituta

viaino
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3. MATERIJAL | METODE RADA

Iz pokusnog nasada hrasta luznjaka u plasteniku Hrvatskog Sumarskog instituta
uzet je po jedan list sa svakog stabla. Zatim je iz srednjeg dijela svakog uzorkovanog
lista izrezan maleni komadi¢ (cca 3x10 mm) koji je fiksiran u 1 % glutanaldehidu u
0.005 M fosfatnom puferu (pH = 6.8) na + 4 °C tijekom 24 h. Dehidriran u 2-
metoksietanolu, etanolu, n-propanolu i n-butanolu (dva puta u svakom od njih) i
uklopljen u methacrylate resin (Historesin, Leica). Zatim su mikrotomom rezani 3 pm
debeli odsjecci listova (Slee Mainz CUT 5062) koji su postavljeni u kap destilirane
vode na predmetna stakalca. Voda je potom isuSena a odsjecci su se zalijepili za
predmetna stakalca. Prerezi su nakon toga bojani s biljnim bojilom Toluidine blue O u

benzoatnom puferu reakcije pH = 4,4 (Feder i O'Brien, 1986).

Fotografiranje pripremljenih odsjecaka obavljeno je pomocu digitalne kamere
(Olympus U-CMAD3) montirane na svjetlosni mikroskop (Olympus BX 41) pri
povecanju od 200x. Svaki od ukupno tri odsjecka jedanput je fotografiran. Nakon toga,
na snimljenim fotografijama pomocu softwerskog paketa analySIS obavljena je izmjera

sljede¢ih anatomskih znacajki:
debljina lista— DL
debljina stubastog parenhima — DStP
debljina gornje epiderme — DGE
debljina donje epiderme — DDE

debljina spuzvastog parenhima — DSpP nije izravno mjerena vec je izraCunata kao
razlika izmedu ukupne debljine lista 1 ostalih slojeva: DSpP = DL -
(DStP+DGE+DDE).

Navedene znaajke (DstP, DGE i DDE) mjerene su na ukupno 5 slucajno
odabranih stanica rasporedenih na unaprijed zadanoj duzini fotografiranog odsjecka od
250 pm. Debljina lista takoder je mjerena 5 puta na svakom odsjecku takoder na duzini
fotografiranog odsjecka od 250 um. Na temelju 5 mjerenja izraCunata je prosjecna
vrijednost debljine svakog sloja (DL, DStP, DSpP, DGE i DDE) za svaka od tri

presjeka.
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Pomocu standardne statisticke procedure (Sokal i Rohlf 1981) napravljena je
deskriptivna statisticka analiza mjerenih i izvedenih varijabli. Sve statistiCke analize

napravljene su uz pomo¢ programskog paketa STATISTICA (StatSoft 2007).
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4. REZULTATI | RASPRAVA

Debljina lista hrasta luznjaka koja je utvrdena u ovom istrazivanju iznosila je

izmedu 102 i 189 pum S§to je uglavnom uskladu s rasponom vrijednosti debljine

luznjakova lista koja se navodi u literaturi (usp. Nikoli¢ i dr. 2005, Valladares i dr.

2002). Gornja je epiderma kod svih biljaka ukljucenih u istrazivanje bila deblja u

odnosu na donju (Tablica 1) Sto je takoder u skladu s literaturnim podacima (usp.

Valladares i dr. 2002, Nikoli¢ i dr. 2005). Cinjenica da je gornja epiderma deblja u

odnosu na donju moze se povezati s prilagodbom biljaka na bolju otpornost na zaraze

patogenim gljivama i mehanicka oStec¢enja lista koji najceS¢e dolaze s gornje strane

lista (Mauseth 2003).

Tablica 1. Aritmeticke sredine i standardne devijacije izmjerenih anatomskih znacajki

Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Kontrola
Suda
Suda
Suda
Su$a
Susa
Susa
Susa
Suda
Suda

listova

Karlovac 1234
Estonija 152,7
Poljska 1306
Lita 1188
Madarska 1088
Koska 141
Otok 1186
ltalija 1304
Repad 126,7
Karlovac 1399
Estonija 156,3
Poljska 1471
Lita 1204
Madarska 1264
Koska 1213
Otok 1232
ltalija 146,0
Repad 176,2

16
108
28
8,0
58
21
149
131

17
16
16,7
1,0
11
14
32
41

186 |

157
143
142
142
133
130
146
137
121
136
154
123
12,6
142
9,7
140
11,8
125

12
11
12
21
12
17
15
33

05
15
12
1,0
11
15
07
01

16 |

17,6
203
182
21,0
17,5
161
16,5
206
18,9
16,6
265
21
16,7
209
17
184
165
159

16
6,5
4
05
1,0
13
13
16

14
2,7
30
26
52
20
16
06

37,6
62,5
51,8
419
47
419
35
395
45,0
51,6
504
412
36,5
35
46,7
393
53,7
578

2,2
6,7
91
59
23
42
08
31
1,0 I
05
45
23
29
05
11
24
26

76 |

525
95,6
465
35,6
%9
31
540
56,6
50,7
%1
55,0
7.5
54,6
519
472
514
64,0
89,9

2,3
6,1
124
52
Gyl
49
148
132
38
31
54
123
47
6,8
18
15
506
104
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Prema svim analiziranim znacajkama utvrdena je statisticki znacajna razlika
izmedu populacija (Tablica 2), Sto ukazuje na odredenu diferencijaciju populacija s
obzirom na promatrane anatomske znacajke. Intenzitet i uzorak diferencijacije
trebalo bi detaljnije istraziti povecanjem uzorka (broja analiziranih listova 1

uzorkovanjem kroz nekoliko godina).

Tablica 2. Analiza varijance istrazivanih anatomskih znacajki

Tretmani 0,000%* 0,019% 0,485 0,022* 0,000%*
Populacija 0,000%* 0,003** 0,005**  0,000%* 0,000%*
** . <0,01;*-0,01>p<0,05

U kontroli prosje¢no najve¢u ukupnu debljinu lista imala je populacija
Estonija (152,7 pum), dok je prosjecno najmanju ukupnu debljinu lista imala
populacija Madarska (108,8 pm). U susi je prosjecno najvecu ukupnu debljinu lista
takoder imala Estonija (156,3 pm), dok je prosjecno najmanju ukupnu debljinu lista
imala Litva (120,4 pm). Sto se ti¢e standardne devijacije, u kontroli najveca
odstupanja kod ukupne debljine lista pokazuje populacija Otok (14,9 um), dok
najmanja odstupanja pokazuje populacija Karlovac (1,6 um). Sto se tide suse,
najveca odstupanja pokazuje populacija Repas (18,6 pm), a najmanju Litva (1,0

um).
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Slika 4. Ukupna debljina lista.
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U kontroli, prosjecno najdeblju donju epidermu imala je populacija
Karlovac (15,7 um), dok je prosje¢no najmanju debljinu donje epiderme imala
populacija Repa$ (12,1 um). U susi, prosjecno najdeblju donju epidermu je imala
populacija Estonija (15,4 um), dok je prosje¢no najmanju debljinu donje epiderme
imala populacija Koska (9,7 pm). U kontroli, najveca odstupanja kod debljine donje
epiderme imala je Ttalija (3,3 um), dok je najmanja odstupanja imala populacija
Repas (0,5 pwm). U susi pak rezultati pokazuju obrnuta odstupanja. Najveca
odstupanja kod debljine donje epiderme pokazuje populacija Repas (1,6 um), dok

najmanja odstupanja pokazuje populacija Italija (0,5 um).
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Slika 5. Debljina donje epiderme.
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U kontroli prosje¢no najdeblju gornju epidermu imala je Litva (21,0 um),
dokje namanju debljinu gornje epiderme imala populacija Koska (16,1 um). U susi
je prosjecno najdeblju gornju epidermu imala Estonija (26,5 pm), dok je prosje¢no
najmanju debljinu gornje epiderme imala populacija Repas (15,9 um). Sto se tice
standardne devijacije, u kontroli najveca odstupanja pokazuje Estonija (6,5 pum),
dok najmanja odstupanja pokazuje populacija Litva (0,5 pm). U susi je lisce iz
populacije Madarska pokazalo najveca odstupanja (5,2 um), dok je Italija imala

najmanja odstupanja (0,6 pum).
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Slika 6. Debljina gornje epiderme.
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Sto se ti¢e asimilacijskog parenhima, u kontroli je najvecu prosjecnu
debljinu imala populacija Estonija (62,5 um), dok je najmanju prosje¢nu debljinu
imala populacija Otok (33,5 um). U susi je takoder najvece vrijednosti imala
Estonija (59,4 um), dok je najmanje imala populacija Litva (36,5 um). U kontroli je
najvecu standardnu devijaciju imala Poljska (9,1 pum), dok je najmanju imala
populacija Otok (0,8 um). U susi je najvecu st. devijaciju imala populacija Repas
(7,6 um), dok su najmanja odstupanja imale populacije Karlovac i Madarska (0,5

wm).
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Slika 7. Debljina asimilacijskog parenhima.
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U kontroli je prosje¢no najdeblji transpiracijski parenhim imala populacija
Italija (56,6 pum), dok je Litva imala najmanju debljinu (35,6 pum). U susi je
prosje¢no najdeblji trasnpiracijski parenhim imala populacija Repas (89,9 um), dok
je populacija Koska imala najmanju debljinu (47,2 um). Sto se ti¢e odstupanja, u
kontroli je najvecu standardnu devijaciju imala populacija Otok (14,8 um), dok je
najmanju imala populacija Karlovac (2,3 um). U susi je pak najveca odstupanja
imala populacija Koska (12,3 pum), dok je populacija Otok pokazala najmanja
odstupanja (1,5 um).
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Slika 8. Debljina transpiracijskog parenhima.
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Za sve analizirane anatomske znacajke osim za debljinu gornje epiderme
utvrdena je statisticki znacajna razlika izmedu jedinki izlozenih susi i kontrolnih
jedinki (Tablica 2). Tako se generalno moze re¢i da jedinke rasle u susi imaju
deblje listove u odnosu na jedinke u kontroli (Slika 4). Isto tako jedinke rasle u susi
uglavnom imaju deblji sloj transpiracijskoga parenhima u odnosu na kontrolne

jedinke. Pri tome ima nekoliko izuzetaka (populacija Otok, Slika 8).

Sto se ti¢e asimilacijskoga parenhima veéina jedinki raslih u susi ima deblji
sloj asimilacijskoga parenhima u odnosu na jedinke u kontroli. Medutim zanimljivo
je da neke jedinke iz sjevernih populacija (Litva, Poljska, Estonija) imaju deblji
asimilacijski parenhim u kontroli nego u susi. U literaturi se ¢esto navodi da je
deblji stubasti parenhim, deblji spuzvati parenhim kao i ukupno deblji list Cesta
anatomska prilagodba na suSu (usp. Gratani i dr. 2003, Ennajeh i dr. 2010). Pri
tome je osobito vazna debljina asimilacijskoga parenhima kao prilagodba koja
omogucuje vise mjesta na kojima se odvija asimilacija CO2 Kkoja je u uvjetima
su$noga stresa Cesto reducirana (usp. Ennajeh i dr. 2010). Na temelju svih rezultata
moze se pretpostaviti da su sjeverne populacije slabije reagirale na susni stres, te da
su na njega bolje prilagodene svojom anatomskom gradom lista. Ipak za kvalitetnije
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zakljuCke o prilagodbi anatomske grade listova na susni stres kod istrazivanih
populacija potrebno je prosiriti istrazivanja na veci broj jedinki i viSe anatomskih

znacajki.
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5. ZAKLJUCAK

Debljina lista hrasta luznjaka koja je utvrdena u ovom istrazivanju iznosila je
izmedu 102 i 189 pum Sto je uglavnom uskladu s rasponom vrijednosti debljine

luznjakova lista koja se navodi u literaturi.

Gornja je epiderma kod svih biljaka ukljucenih u istrazivanje bila deblja u

odnosu na donju $§to je takoder u skladu s literaturnim podacima

Prema svim analiziranim znacajkama utvrdena je statisticki znacajna razlika
izmedu populacija, Sto ukazuje na odredenu diferencijaciju populacija s obzirom na

promatrane anatomske znacajke.

Za sve analizirane anatomske znacajke osim za debljinu gornje epiderme
utvrdena je statistiCki znaCajna razlika izmedu jedinki izloZenih suSi 1 kontrolnih
jedinki.

Na temelju svih rezultata moze se pretpostaviti da su sjeverne populacije

svojom anatomskom gradom lista bolje prilagodene na susni stres.

Za kvalitetnije zaklju¢ke o prilagodbi anatomske grade listova na susni stres
kod istrazivanih populacija potrebno je prosiriti istrazivanja na veci broj jedinki i vise

anatomskih znacajki.
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