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Ispitivanje orijentacije strukturnih polimernih ¢elijskog zida kod tvrdog drveta (Acer
platanoides L.), mekog drveta (Picea omorika (Pan¢i¢) Purkyné) i povijuSe (Dioscorea

balcanica Kosanin)

1ZvOD

Celijski zid vlakana drveta moze se smatrati kao nano-kompozit, u kojem su
celuloza, lignin i hemiceluloze kompleksno povezani. Organizacija i svojstva polimera
drveta u velikoj meri odreduju svojstva vlakana i drveta, pa je i razumevanje interakcija

izmedu ovih polimera klju¢ za genetski razvoj poboljSanog drveta i kvaliteta vlakana.

U ovoj doktorskoj disertaciji ispitivane su strukturne razlike izmedu tvrdog i mekog
drveta na primeru grana javora (Acer platanoides) i Panci¢eve omorike (Picea omorika
(Panci¢) Purkyné). Pokazano je da su hemiceluloze orijentisane paralelno u odnosu na
vlakna celuloze, tj u odnosu na osu ¢elijskog zida. Takode, kao vazan rezultat je dobijeno
da je lignin i kod javora i kod Panci¢eve omorike paralelno orijentisan u odnosu na osu, kao
1 na celulozu. I pored razli¢itih prekursora lignina i razlicitih hemiceluloza kod ove dve

vrste drveta lignin ima sli¢nu orijentaciju.

Takode, ispitivane su strukturne razlike izmedu kompresionog i normalnog drveta
na primeru Panci¢eve omorike (Picea omorika (Panci¢) Purkyné) starosti tri godine
(juvenilno drvo) u toku jedne godine. Pokazano je da kod juvenilnog normalnog drveta
dolazi do smanjenja mikrofibrilarnog ugla, dok kod kompresionog drveta dolazi do

povecanja mikrofibrilarnog ugla.

Ispitivano je i da li dolazi do pojave strukturnih razlika prilikom formiranja
reakcionog drveta kod drvenastih vrsta, ali je ispitivana i uloga parenhima u savijanju
povijusa na primeru pravih i savijenih delova stabla povijuse Dioscorea balcanica.
Pokazano je da ¢elijski zidovi parenhima uvijenih delova stabljike imaju manju koli¢inu

celuloze sa drugaCijom mikrofibrilnom orijentacijom, ali da ne dolazi do promene



uredenosti celuloznih vlakana. Takode, prisutna je manja koli¢ina ksiloglukana, veca

koli¢ina ksilana, kao i ve¢a koli¢ina lignina ¢iji je sastav modifikovan.

EPR spektroskopijom je utvrdeno da je prisutna veca koli¢ina lignina u reakcionom

drvetu nego u normalnom drvetu.

Kljuéne reci: éelijski zid, tvrdo drvo, meko drvo, kompresiono drvo, normalno drvo,

orijentacija, celuloza, hemiceluloza, lignin, parenhim

Naucna oblast: Fizi¢ka hemija
UZa naucna oblast: Biofizicka hemija

UDK: 577.35



Examination of the structural polymers orientation in the cell wall of hardwood (Acer
platanoides L.), softwood (Picea omorika (Pan¢i¢) Purkyné) and liana plant (Dioscorea

balcanica Kosanin)

ABSTRACT

A wood fibre cell wall can be considered as a nano-composite, in which cellulose,
lignin and hemicelluloses (xylan and glucomannan) are interconnected in an intricate
manner. Structural organisation of the cell wall and related polymers is important for both
mechanical properties of the plants and chemical reactions occurring in the wall space,

especially in the response to stress.

Structural differences between hardwood [maple (Acer platanoides)] and softwood
[spruce (Picea omorika (Panc¢i¢) Purkyn€)] were analyzed. The hemicelluloses,
glucomannan and xylan appeared to have a close link to the orientation of the cellulose and,
thus, an orientation more parallel to the axis of the cell wall. An important result is that, in
both maple and spruce samples, lignin was found to be organised in a parallel way in
relation to the longitudinal cell wall axis, as well as to the cellulose. The results show that
lignin has a similar orientation, despite the different lignin precursors and the different

types of hemicelluloses in these two kinds of wood.

Also, structural differences between compression and normal wood were analysed
in the case of spruce (Picea omorika (Panci¢) Purkyné) at the age of three years (juvenile
wood) during one year. It has been shown that in the juvenile normal tree there is a
decrease in the microfibrillar angle, while in the compression wood there is an increase in

the microfibrillar angle.

It was examined whether there were structural differences in the formation of the
reaction tree in woody species, but also, the contribution of parenchyma cells to stem
twining in liana plants (Dioscorea balcanica Kosanin). Parenchyma cell walls of twisted D.

balcanica internodes are characterized by lower amount of cellulose with no changes in



cellulose fibril order, lower amount of xyloglucan, higher amount of xylan and higher

amount of lignin with modified organization, less condensed lignin.

EPR spectroscopy found that a larger amount of lignin is present in the reaction tree

than in a normal tree.

Key words: cell wall, hardwood, softwood, compression wood, normal wood, orientation,

cellulose, hemicellulose, lignin, parenchyma
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1. UvOoD

Celijski zid drveta moZe se smatrati kao nano-kompozit, u kojem su celuloza, lignin
I hemiceluloze kompleksno povezani. Strukturna organizacija polimera u ¢elijskom zidu
drveta je veoma kompleksna i jo§ uvek ¢eka svoj detaljan opis na ultrastrukturnom nivou.
Organizacija i svojstva polimera drveta u velikoj meri odreduju svojstva vlakana i drveta,
pa je i razumevanje interakcija izmedu ovih polimera klju¢ za genetski razvoj poboljsanog
drveta i kvaliteta vlakana (Salmén 2004). Celijski zid se sastoji od nekoliko slojeva, od
primarnog zida (P), spoljasnjeg sekundarnog zida (S;), srednjeg sekundarnog zida (S,) i
unutradnjeg sekundarnog zida (S3). Zbog svoje relativno vece debljine u odnosu na druge
slojeve celijskog zida (80% teZinski), osobine S, sloja su dominantne u ¢elijskom zidu.
Celuloza je polimer u obliku pravog lanca koji ima prosirene i dosta krute Stapicaste
konformacije (Salmon i Hadson 1997). Ona daje mehanic¢ku snagu celijskom zidu, zbog
svoje relativno paralelne orijentacije sa uzduznom osom c¢elijskog zida (Marchessault 1962;
Akerholm i Salmén 2001). Osnovna razlika izmedu hemiceluloza tvrdog i mekog drveta je
u sadrzaju ksilana i glukomanana. U tvrdom drvetu je prisutna veca koli¢ina ksilana, dok je
koli¢ina glukomanana veca u mekom drvetu (Aspinall 1980). Ksilani u mekom drvetu se
takode razlikuju od ksilana u tvrdom drvetu po nedostataku acetil grupa (Liang i dr. 1960).
Spektroskopske i mikroskopske studije o ligninu pokazuju da ima uredenu strukturnu
organizaciju (Atalla i Agarval 1985; Radoti¢ i dr. 1994; Micic i dr. 2000). Postoje razlike u
ligninskim monomernim prekursorima u ¢elijskim zidovima ove dve vrste drveta. Lignin u
mekom drvetu sadrzi jedinice gvajakola, dok lignin u tvrdom drvetu sadrzi i gvajakol i
siringil monomere (Sarkanen 1 Hergert 1971). Tako je poznato da su u osnovi ¢elijskog zida
celulozni mikrofibrili tesno ugradeni u matriks lignina i1 hemiceluloze, sklop ovih
komponenti u ¢elijskom zidu, kao i strukturna organizacija nisu dovoljno proucene.
Razumevanje rasporeda i orijentacije odnosno uredenosti polimera u ¢elijskom zidu je
vazno za razumevanje mehanickih svojstva drveta, kao odgovora biljke na stres, ali takode 1
kao mogucu primenu drveta kao izvora novih biomaterijala. Vecina studija koje se odnose

na orijentaciju su se fokusirale samo na orijentaciju celuloznih mikrofibrila. Medutim,
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organizacija preostalih polimera drveta je od znacaja kod razumevanja formiranja ¢elijskog
zida tokom rasta. Tokom procesa formiranja celijskog zida hemiceluloze se deponuju
istovremeno sa organizacijom celuloznih mikrofibrila (Atalla i dr. 1993; Terashima i dr.
2009.). Prema literarnim podacima, orijentacija lignina u celijskom zidu nije jasno
odredena. To je razgranati polimer, za koga se uglavnom predpostavlja da ima izotropnu
(neuredenu) organizacija u ¢elijskom zidu (Monties 1998; Hatfield i Vermeris 2001).

Anizotropija odnosno strukturna uredenost Celijskog zida proucava se i primenom
diferencijalno polarizovane fluorescentne mikroskopije. To je metoda koja procenjuje
linearni dihroizam odnosno uredenost celijskih zidova pracenjem orijentacije celuloze
(Steinbach i dr. 2008). S druge strane, polarizovana FTIR mikro-spektroskopija se pokazala
kao korisno sredstvo u proceni anizotropije, odnosno orijentacija polimera ¢elijskog zida u
strukturi vlakna (Stevanic i Salmén 2009). Orijentacija celuloze, glukomanana, ksilana i
lignina, kao sustinskih komponenti drveta, tako moze biti analizirana u odnosu na osu
vlakana.

U istrazivanjima su koriS¢ene grane Panci¢eve omorike (Picea omorika (Pancic)
Purkyné) i javora (Acer plantanoides L), kao i stabla Panci¢eve omorike (Picea omorika
(Pancic) Purkyn€) i povijuse Dioscorea balcanica Kosanin kako bi se istrazile interakcije
izmedu polimera u C¢elijskom zidu razli€itih biljnih vrsti, sa fokusom na ispitivanju
orijentacije polimera u c¢elijskom zidu i u vezi toga njihove strukturne uredenosti i

uredenosti zida kao celine.



2. PREGLED LITERATURE

2.1 Grada i struktura tvrdog i mekog drveta i povijusa

Drvo je najstariji 1 jedan od najceS¢e koriS¢enih inZenjerskih materijala na svetu.
Ono se toliko puno koristi zbog niske cene i visoke specificne snage. Drvo se odlikuje
velikom krutosc¢u, ali i velikom zilavos¢éu. Kako je drvo obnovljivi izvor, on predstavlja
dobar materijal iz perspektive zastite Zivotne sredine, jer njegova proizvodnja zahteva samo
mali dodatak energije. Drvo je materijal satkan od vlakana (celulozna vlakna u ligninskom
matriksu) kompleksne strukture. Osnovna jedinica strukture drveta je biljna celija, koja
predstavlja najmanju jedinicu Zive materije koja moZe funkcionisati samostalno. Celija ima
mnoge funkcije, poput proizvodnje proteina, polisaharida 1 minerala. Veli¢ina biljne Celije
varira u precniku od 10-100 um. Osnovna razlika izmedu biljne i Zivotinjske ¢elije je ta Sto
biljne ¢elije imaju celijski zid izvan plazma membrane, koji je debljine od 0,1 do 7 pum.
Ovo c¢ini da ¢elija bude kruta. Pored toga, sastojci drveta prolaze kroz kontinuirano

obnavljanje, §to ¢ini drvo dinamickim sistem.

Drvecée ima znacajnu ulogu u smanjenju erozije i ublazavanju klime. Ono uklanjanja
ugljen-dioksid iz atmosfere i zadrzava veliku koli¢inu ugljenika u svojim tkivima. Drvece i
Sume pruzaju staniste za mnoge vrste zivotinja i biljaka, predstavljaju materijal za gradenje,

koriste se kao gorivo, ali ima i mnoge druge namene.

Primarna uloga stabla je da omoguc¢i lis¢u da bude §to izloZenije svetlosti 1 na taj
nacin da opstane. Takode, stablo omogucava transport vode i hranljivih materija iz korena
do nadzemnih delova drveta, ali i transport hranljivih materija od listova ka korenu (Russell
i Cutler 2003). Provodni sistem stabla omogucava da se voda, hranljive materije, kao i
druge hemikalije distribuiraju kroz celu biljku, 1 bez njega drvec¢e ne bi raslo. Tri glavna
dela drveta su koren, stablo i list. Oni su sastavni deo vaskularnog sistema. Put vode ide od
ksilema korena kroz stablo do listova (Hodson i Bryant 2012). Drvenasti deo daje snagu

stablu i ¢ini oslonac biljci u rastu.



Na osnovu svojih strukturnih osobina, drvo se moze podeliti u dve osnovne grupe:
na tvrdo drvo i meko drvo. Meko drvo imaju golosemenice (uglavnom cetinari), a tvrdo
drvo karakteriSe skrivenosemenice (cvetnice). Pan¢i¢eva omorika (Picea omorika (Pancic)
Purkyné, Gymnospermae, drvenasta cetinarska vrsta) spada u meko drvo, dok Acer
plantanoides L (javor) spada u tvrdo drvo. Meko i tvrdo drvo se ne razlikuju samo po tome
od kojih biljaka poticu, ve¢ i po tipu Celija koje ih izgraduju. Kao $to samo ime sugeriSe,
drvo koje potice od tvrdog drveta je generalno tvrde nego meko drvo, ali postoje 1 izuzeci.
Meko drvo ima jednostavniju strukturu od tvrdog drveta, jer ima samo dva tipa celija i
relativno male varijacije u strukturi unutar njih. Tvrdo drvo je kompleksnije i ima veci broj
tipova celija i mnogo veéi stepen raznovrsnosti unutar njih (Wiedenhoeft i Miller 2005). ta
kompleksna struktura ¢esto kao posledicu ima sporiji rast. Osnovne strukturne komponente
obe vrste drveta su celuloza, hemiceluloze i lignin, zajedno sa malom koli¢inom pektinskih

supstanci (Fengel i Wegener 1989).

Stabla tvrdog i mekog drveta mogu imati primarnu i sekundarnu gradu (Slika 1).
Stabla sa primarnom gradom su izgradena samo od primarnih tkiva koja se javljaju u prvim
stadijumima njihovog razvitka, pre obrazovanja kontinuiranog kambijalnog prstena, koji je

uslov za sekundarnu gradu.

Na povrSini mladog stabla se nalazi epidermis Cije su ¢elije izduzene u pravcu
uzduzne ose stabla. Ispod epidermisa se nalazi primarna kora koja izgleda kao prsten na
popre¢nom preseku. Kora se sastoji od parenhimskih celija koje sadrzehloroplaste, dok
dublje slojeve ¢ine bezbojne parenhimske celije. Parenhim kore ima funkicju kore i
magacioniranja. U primarnoj kori stabla se jo$ nalaze i mehanicka tkiva (sklerenhim) koja
se javljaju u obliku izolovanih snopova. Fotosinteticka i mehanicka tkiva u primarnoj kori
se naj¢esce naizmenicno smenjuju. Mehanicka tkiva se nalaze periferno u stablu Sto stablo
¢ini otpornim na savijanje.

Centralni cilindar zauzima centar stabla. Ta oblast pocinje jednim jednoslojnim ili
viSeslojnim omotacem koji se zove pericikl. Viseslojni pericikl je izgraden ili samo od
parenhimskih ¢elija, ili od parenhimskih celija i sklerenhimskih vlakana. Sklerenhimska

vlakna pericikla mogu biti u obliku kontinualnog prstena, ili u obliku traka koje su
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postavljene prema provodnim snopis¢ima. U centralnom cilindru se nalaze i provodna

tkiva, tj. provodni snopi¢i.

Lkambijum drve Stz

kora

mriva kora

(pluta)

Slika 1. Grada drvenastog stabla (prema

https://www.slideshare.net/biologijazaosnovnu/stablo-55503745).

Debljanje stabla moze biti primarno i sekundarno. Primarno debljanje se zasniva na
uvecanju volumena celije, dok do umnozavanja celija ne dolazi. Kod sekundarnog
debljanja dolazi do nastanka novih ¢elija. Do sekundarnog debljanja dolazi formiranjem

kontinuiranog kambijalnog prstena.

Kod tvrdog drveta postoji primarno i sekundarno debljanje. Sekundarno debljanje
zapocinje posle zavrSenog primarnog debljanja (Slika 2). Prokambijum je vrsta
meristemskog tkiva koje ima oblik prstena i izgraden je iz viSe slojeva ¢elija. Kasnije od
prokambijuma nastaju primarni floem, kambijum i primarni ksilem. Prema centru stabla
mastaje prsten primarnog ksilema, dok sa spoljasnje strane, prema periferiji stabla, nastaje
prsten primarnog floema. Izmedju ta dva prstena nalazi se kambijalni prsten. Kambijalne
¢elije su postavljene tako da njihova uzduzna osa ide paralelno sa uzduznom osom stabla.
Zidovi su celulozni i meki. Kada izrastu do normalne veli¢ine, kambijalne Celije se dele, i
jedna od dve nastale ¢elije ostaje kambijalna celija, a druga koja je odvojena prema centru
ili prema periferiji stabla prelazi u elemete sekundarnog drveta ili u elemente sekundarne

kore. Celije koje se odvajaju prema centru ¢ine sekundarno drvo, a ¢elije koje se odvajaju
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prema periferiji sekundarnu koru. Odvajanje celija prema centru je ¢eSée, pa je zato drvo

uvek razvijenije nego kora.

Kod drvenastih biljaka sekundarno drvo ¢ini glavnu masu stabla. Po gradi
sekundarno drvo dikotila je slozenije od primarnog drveta i1 izgradeno je od viSe vrsta tkiva.
Svi elementi sekundarnog drveta su lignifikovani. Sekundarno drvo se sastoji od provodnih
tkiva, mehanickih tkiva, tkiva za skladiStenje i tkiva za izlu¢ivanje. Njegova funkcija je da
provodi materije od korena do listova, da daje Cvrstinu stablu i da skladiSti organske
materije. U provodna tkiva spadaju traheje i traheide. Traheje se mogu razlikovati u
veli¢ini, obliku i strukturi ¢elijskog zida. Traheje su dugacke cevi, do 10 cm duZine, nastale
uzduznim spajanjem ¢elija. Uzduzni zidovi Celija koje ¢e obrazovati traheju odrvenjavaju, a
njihovi popre¢ni zidovi delimi¢no ili potpuno nestaju. Traheide sekundarnog drveta su

uglavnom uske 1 pored provodenja vode imaju i mehanicku funkciju.

U mehanicka tkiva sekundarnog drveta spadaju drvena vlakna koja su veoma uske i
dugacke celije sa zaSiljenim krajevima. Kada su potpuno formirana, vlakna su mrtva i

ispunjena vazduhom.

Tkivo za skladiStenje je predstavljeno drvenim parenhimom. Celije drvenog
parenhima, kao i parenhim drvenih zrakova, su jedine zive ¢elije sekundarnog drveta. Zato
su one jedine pogodne za skladiStenje organskih materija. Parenhimske ¢elije su uzduzne i
orjentisane duz ose stabla, a zidovi su lignifikovani. Polozaj parenhimskih ¢elija moze biti
razli¢it. Parenhim se moze na¢i oko traheja, pojedinac¢no ili po nekoliko izmedu drugih
¢elija, u obliku grupa celija izmedu drugih ¢elija drveta, kao 1 u obliku uzanih zona od

jednog ili nekoliko slojevacelije na kraju goda.

Izmedu svih ovih elemenata sekundarnog drveta pruzaju se drveni zraci, koji su
izgradeni od parenhimskih ¢elija poredanih u nizu. Celije drvenih zrakova su povezane sa
¢elijama drvenog parenhima, iz kojih se organske materije transportuju u radijalnom pravcu
od drveta do kore i obrnuto. Drveni zraci imaju i ulogu u razmeni gasova izmedu spoljasnje

atmosfere i tkiva u drvetu.



Sekundarnu koru ¢ine sva tkiva koja kambijum odvaja prema periferiji stabla.
Sastoji se takode od Cetiri vrste tkiva (provodnih, mehanickih, tkiva za skladiStenje i tkiva

za izlu¢ivanje). Sekundarna kora uglavnom sluzi za provodenje 1 magacioniranje organskih

materija.
traheje
drvemi
parenhim L god
granica
. \ ¢ <— izmedu
drvenizrak = ‘ godova
L Toog \ ' Jesenje drvo
traheidi
proljeéno drvo
SEKUNDARNA
GRADASTABLA '} primarno drvo
SrZ, primarno i
sekandarno drvo ' 5
/N ——— 5IZL

Slika 2. Sekundarna grada stabla tvrdog drveta (http://3.bp.blogspot.com/-
CEIXdvwLISM/UTkk65PWMOI/AAAAAAAAASA/6bS20kuSWPQ/s1600/sek.stablo2.jpg)

Sekundarno debljanje golosemenica (mekog drveta) vrsi se na isti na¢in kao i kod
drvenastih skrivenosemenica (tvrdog drveta). Celije kambijalnog prstena se dele i odvajaju

prema periferiji sekundarnu koru, a prema centru sekundarnodrvo.



Sekundarno drvo golosemenica je po gradi jednostavnije od sekundarnog drveta
skrivenosemenica. Sastoji se samo iz traheida i1 drvenog parenhima. Traheide su
rasporedene pravilno u radijalnim nizovima. Traheide su izduzene celije najcesce sa
Siljatim vrhovima, imaju provodnu i mehanicku ulogu. Traheide mogu da variraju u
pre¢niku u zavisnosti od vrste. Smoni kanali su jedinstveni za Cetinare (Slika 3). Imaju
ulogu da zastite oSteceno podrucje drveta. Drveni parenhim se nalazi oko smonih kanala.
Izmedu nizova traheida se nalaze drveni zraci, koji sluZe da transportuju materije od ¢etina

do zivih Celija drveta, kao 1 da vodu iz drveta provode u koru.

Sekundarna grada stabla Ceitinara:

smoni kanali u kori 1 drvetu stabla

B. Lakufi¢ — Grada stabla

Slika 3. Sekundarna grada mekog drveta
(https://www.slideshare.net/tanjadavinicmihajlovic/gradja-stabla-2013)

Tvrdo drveée je klasifikovano kao dikotiledone biljke (ili "dikotile") jer imaju dva
kotiledona (embriona li§¢a). To znaci da kada je dikotila iznikne iz svog semena, sadnica ¢e

imati dva lista.



Medutim, u okviru angiospermi (cvetnica), postoje i biljke koje imaju samo jedan
rani list i takve biljke se zovu monokotiledone biljke, ili monokotile. Ovoj grupi pripadaju
kukuruz, pSenica, pirinac, i sve trave, kao i povijuSe (npr Dioscorea balcanica Kosanin).
Anatomski, razlikuju se i od mekog i od tvrdog drveta, i imaju relativno jednostavnu
strukturu (kroz svetlije parenhimske celije prolaze tamnije obojene traheje) (Bold i dr.

1987, B. Tatié i dr. 1998).

PovijuSe su razvile razli¢ite mehanizme kako bi popeli i fiksirali stabljiku za ¢vrstu
podlogu (Carlquist 1985). Zelatinozna vlakna, specijalne parenhimske ¢éelije i dobro
poznate komponente tenzionog drveta, su odgovorne za uvijanje stabljika lijana (Bowling i
Vaughn 2009). Vecina fizioloskih eksperimenata koji u obzir uzimaju mehanizme uvijanja
piovijusa, fokusirana su na vlakna, zbog njihove mehanicke vaznosti, i na traheje i traheide
koje su povezane sa provodnim funkcijama, dok su aksijalne parenhimske ¢elije uglavnom
ostale neistrazene (Carlquist 2015). U skorije vreme povecalo se interesovanje za ulogom

parenhima u uvijanju lijana (Spicer 2014).

Poznato je da neke anatomske adaptacije na mehanicko naprezanje, u povijusama,
ukljucuju visoku fleksibilnost strukture tkiva. Na primer, distribucija parenhima, narocito
kada parenhim okruzuje provodne snopi¢e koji su obavijeni sklerenhimskim ¢elijama,
moze doprineti mehanickoj fleksibilnosti stabljike. Distribucija parenhima u povijuSama
upravo omogucava da se one uvijaju bez lomljenja. Ovo bi moglo biti od posebnog znacaja

za zeljaste viSegodisnje biljke (Carlquist 1985), kao Sto je Dioscorea Balcanica Kosanin.

2.1.1 Primeri mekog i tvrdog drveta
Panci¢eva omorika (Picea omorika (Pancic¢) Purkyné€)

Panci¢eva omorika (Picea omorika (Panci¢) Purkyng), najlepsi Cetinar Evrope, je
endemska drvenasta vrsta. Ona je endem podrucja Podrinja, zapadne Srbije i isto¢ne Bosne
(okolina ViSegrada). Ime je dobila po srpskom botanicaru Josifu Panci¢u koji ju je otkrio na

planini Tari 1875. godine, kod sela Zaovine i Rastista.



Panci¢eva omorika je Cetinarsko drvo iz roda smrca (Slika 4). Ima pravo i vitko
stablo sa piramidalnom kroS$njom. Dostize visinu do 40 m, a u pre¢niku debljinu do 60 cm.
Gornje grane na stablu omorike povijene su naviSe, srednje su skoro horizontalne, a donje
su povijene ka zemlji, ali su vrhovi okrenuti uvis. Cetine na gornjoj strani su tamnozelene, a
sa donje strane imaju dve bele pruge kao kod jele, duge su oko 1-2 cm i ne bodu. Spada u

meko drvo.

Naseljava otvorene stanista, kao Sto su litice i Sumski proplanci. StaniSte Panci¢eve
omorike na Tari se odlikuje jakim severnim vetrovima, pa je tako izlozena ekstremnom
mehani¢kom stresu. Uprkos ograni¢enom prirodnom staniStu, Pan¢i¢eva omorika se smatra
za jednu od najprilagodljivih omorikama. Pripada sporo rastu¢im Cetinarskim vrstama, u
kojima se obi¢no javlja kompresiono drvo u jako izrazenom obliku (Timell 1986,
Donaldson 1 dr. 2004). Ove dve karakteristike ¢ine Panci¢evu omoriku izazovnim

modelelom za proucavanje strukture 1 organizacije ¢elijskog zida.

her 1 e S e, LT S T MO

Slika 4. Panci¢eva omorika (Picea omorika (Panci¢) Purkyn¢)
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Javor (Acer platanoides L)

Acer platanoides L (norveski javor) je rasprostranjen na podrucju isto¢ne i centralne

Evrope, kao ina podrucju jugozapadne Azije (Slika 5).

Javor je listopadno drvo. Jako brzo raste, a dosegne ¢ak i visinu od 20 do 35 metara.
KroSnja mu je jajolika i izduzena. Stablo je ravno i okruglo, pre¢nika oko 150 cm. Kora je
sivkastosmede boje, debela je oko 1 cm, i na povrsini ima brojne plitke, uzduzne brazde.

Spada u tvrdo drvo.

%

Slika 5. Javor (Acer Platanoides L)

Dioscorea balcanica KoSanin

Dioscorea balcanica je viSegodisSnja zeljasta monokotiledona biljka iz porodice
Diascoreaceae (Slika 6). To je endemska vrsta kakrakteristi¢na za podrucje Balkana. Ime je
dobila 1914. Od strane Nedeljka Kosanina, tadasnjeg upravnika botaniCke baste
Jevremovac u Beogradu. Visine je od 2-5 m i pripada porodici povijusa (Pulevi¢ 1973).
Rod Dioscorea obuhvata 600 razli¢itih vrsta (Isnard i Silk 2009).
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Slika 6. Dioscorea balcanica Kosanin u Botanickoj basti ,,Jevremovac® u Beogradu: (a)

cvetna Zenska biljka; (b) stabljika koja se uvija oko podrske i zreli plodovi

2.2 Celijski zid

Celijski zid je &vrsti, jedinstven omota& koji opkoljava i §titi plazma membranu
svake biljne celije, dok ga zivotinjske celije ne poseduju. Izgraden je od polisaharida, ali je
slojevit, vlaknast, elastiCan, savitljiv 1 izuzetne Cvrstine. Preko zidova se ¢elije vezuju u
slozena tkiva, pri ¢emu je ostavljena moguénost komunikacije medu ¢elijama preko
kanalica nazvanih plazmodezme. Neke supstance celijski zid propusta, a drugima ne
omogucava ulazak u ¢eliju. Oblik i grada ¢elijskog zida variraju kod razli¢itih tipova biljnih

¢elija.
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Celijski zid ima vise funkcija. On obezbeduje zastitu protoplasta i obezbeduje
strukturu ¢elija. Uklju€en je u rast ¢elije i daje joj fleksibilnost (moze se videti koliko je
biljka fleksibilna kada se nji$e na vetru). Celijski zid obezbeduje i hidrataciju (obezbeduje
dovoljno vode za seme kada klija). Celijski zid je od koristi i za ljude i Zivotinje. Od njega
se pravi odeca, koristi se kao biogorivo, hrana je za ljude i zivotinje, koristi se 1 u
famaceutskoj industriji (Baci¢ i dr. 1988, O'Neill i dr. 1990, Carpita i Gibeaut 1993, Ridley
i dr. 2001).

2.2.1 Struktura i hemijski sastav éelijskog zida

Celijski zidovi se sastoje od uredenog niza celuloznih mikrofibrila koji su uronjeni
u matricu od polisaharida 1 glikoproteina. Ova konstrukcija podse¢a na celicne Sipke u
armiranom betonu (Ridley i dr. 2001). U njemu se po hemijskom sastavu i strukturi
razlikuju tri sloja: srediSna lamela, primarni zid i sekundarni zid (Konjevi¢ i dr. 2010)
(Slika 7). U svakom ovom regionu, ¢elijski zid ima tri glavne komponente: celulozne
mikrofibrile (sa karakteristicnom distribucijom 1 organizacijom), hemiceluloze i druge
matri¢ne polimere, obi¢no pektin u primarnim zidovima i lignin u sekundarnim zidovima

(Salmén i Olsson 1998).

Zid biljne ¢elije obrazuje se u toku Celijske deobe. Obrazovanje novog celijskog
zida pocCinje pri deobi Ccelije nastankom fragmoplasta (gré. phragma = pregrada).
Fragmoplast se formira u obliku plazmati¢nih telasaca u predelu ekvatorijalne ploce
tokom telofaze, kada su se hromozomi povukli ka polovima deobnog vretena. U izgradnji
¢elijskog zida biljaka veliku ulogu ima Goldzijev aparat. Obrazovanje pregradnog zida
izmedu dve cerke Celije u toku deobe jedra pocinje u telofazi, kada se formira ¢elijska ploca.
Celijsku plo¢u obrazuju vezikule GoldZijevog aparata koje se sakupljaju u ekvatorijalnoj
ravni Celije i spajaju. Vezikule sa Goldzijevog aparata nose pektinske materije neophodne
za izgradnju zacetka Celijskog zida. Kretanje ovih vezikula regulisu mikrotubule deobnog

vretena.
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Od celijske ploce nastaje srednja lamela buduéeg zida. Srednja lamela se moze
shvatiti kao spojnica koja vezuje susedne celije i ona je izgradena od pektina. Srednja
lamela poseduje kanali¢e, plazmodezme, preko kojih dve novonastale kéerke celije
komuniciraju izmedu sebe. Sa svake strane srednje lamele novonastale ¢elije pocinju da
stvaraju primarni ¢elijski zid i da rastu. Funkcija primarnog zida je da omoguci rast ¢elije i
da joj u isto vreme obezbedi ¢vrstinu 1 potporu. Mladi, tek formirani ¢elijski zid sadrzi malu
kolic¢inu celuloze. Primarni Ccelijski zid se sastoji od nekoliko slojeva celuloznih
mikrofibrila koji su nasumi¢no rasporedeni u okviru ovog zida. Pektin, lignin i
hemiceluloze mogu se naéi izmedu ovih celuloznih mikrofibrila. Kad ¢elija prestane da
raste, zid pocinje da se uslojava, §iri i ojatava. Tada se na ve¢ postoje¢i primarni zid dodaju
novi slojevi, koji sadrze mnogo veéi procenat celuloze. Takav zid se naziva sekundarni
¢elijski zid. Granica izmedu primarnog i sekundarnog zida nije oStra tako da je teSko reci
gde prestaje primarni, a gde pocinje sekundarni zid. U primarnim zidovima celija koje
rastu, zapazeno je da mikrofibrile obrazuju gust splet, pri ¢emu su fibrile rasporedene bez
reda, ostavljajuci izmedu sebe dovoljno prostora za prolaz plazmodezmi. U sekundarnom
zidu one se udruzuju u deblje snopove, 1 uglavnom rasporeduju u paralelnim nizovima,
gusto zbijenim. Osnovne razlike izmedu ova dva zida su u tome §to je sekundarni zid
viseslojan (primarni je jednoslojan) i sadrzi mnogo celuloze. Onaj sloj sekundarnog zida
koji je najdalji od plazma membrane, a najblizi je primarnom zidu oznacen je kao S;, zatim
sledi S,, pa S; koji je dosta tanak i zatvara lumen c¢elije, a nalazi se uz samu plazma
membranu. Cesto je sloj S, najdeblji i on odreduje mehani¢ku &vrstoéu. Svaki od ovih
slojeva se sastoji od celuloznih mikrofibrila, poredanih u uredene, paralelne nizove koji se
razlikuje od S sloja do S sloja. Hemiceluloze i lignin su takode prisutni u svakom od ovih
slojeva. Kod S; ugao mikrofibrila je 60° do 80° u odnosu na osu ¢elije. Ugao mikrofibrila u
S sloju je 5° do 30° u odnosu na osu ¢elije, a moze biti 1 ve¢i u zavisnosti od toga da li je
¢elija izloZena spoljasnjem mehanickom stresu. Ugao celuloznih mikrofibrila u S, sloju
znaCajno utice na fizicka i mehani¢ka svojstva celije, kao i stabla drveta u celini.
Mikrofibrili u Sz sloju su poredani u paralelne nizove, ali manje uredeno nego u S; sloju, a

mikrofibrilarni ugao je 60° do 90° u odnosu na osu ¢elije (Plomion i dr. 2001).
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Slika 7. Sematski prikaz ¢elijskog zida (prema Brandstrém 2002, Salmén i Olsson 1998)

2.3 Gradivni polimeri drveta

Glavni biopolimeri u vlaknima drveta su celuloza, hemiceluloze i lignin. Pektini,
proteini 1 neka neorganska jedinjenja su takode prisutni u vlaknima drveta, ali samo u
manjem procentu. Vlakno drveta je izgradeno od velikog broja razli¢itih slojeva celijskog
zida, kao Sto su primarni i sekundarni Celijski zid. Sastav primarnog ¢elijskog zida se
donekle razlikuje od sastava sekundarnog celijskog zida. Suprotno od sekundarnog
¢elijskog zida, primarni Celijki zid mekog drveta sadrzi pektin i1 protein, a najzastupljenija
hemiceluloze  su  ksiloglukani  (XyGs).  Galaktoglukomanani  (GGMs) i
arabinoglukuronoksilani (AGXs), glavne hemiceluloze u sekundarnom ¢elijskom zidu
mekog drveta, se takode javljaju u manjem udelu u primarnom ¢elijskom zidu mekog

drveta.

15



2.3.1 Celuloza (B-1,4-D-glukan)

Celuloza je najzastupljeniji organski materijal na Zemlji i glavna komponenta u
nastanku svih ¢elijskih zidova biljaka. Celuloza ¢€ini oko 40% do 50% mase vlakna drveta, 1
najzastupljenija je u sekundarnom c¢elijskom zidu (~50%), ali je prisutna i u primarnom
¢elijskom zidu (~20%). Celuloza je linearni homopolisaharid, koji se sastoji od B-D-
glukopiranoznih jedinica (B-D-Glcp), koje su medusobno povezane kovalentnim [-1,4-
glikozidnim vezama. Ponavljaju¢a jedinica u celuloznom lancu je disaharidna jedinica,
celobioza, koja je izgradena od dve B-D-Glcp jedinice, koje su pod uglom od 180° jedna u
odnosu na drugu (Slika 8). B-D-Glcp jedinice su u konformaciji stolice u molekulima
celuloze i njihov stepen polimerizacije (DP, broj glukoznih ostataka u lancu) je oko 10,000
u drvetu (Sjostrom 1981). Primenom rendgenske strukturne analize (RSA) i **C nuklearne
magnetne rezonance (NMR) utvrdeno je postojanje Cetiri razli€ite kristalne modifikacije
celuloze (celuloza I, II, 11, IVV) (Howsmon i Sisson 1963). Celuloza | (prirodna, nativna
celuloza) je najzastupljenija u prirodi. Nju ¢ine meSavina dve posebne strukturne forme:
celuloza I, i celuloza Ig, Sto je pokazano 13C NMR tehnikom (Atalla i VanderHart 1984).
Celuloza I, ima jednolanc¢anu triklini¢nu ¢elijsku jedinicu, dok celuloza Ig ima dvolancanu

monoklini¢nu ¢éelijsku jedinicu (Debzi i dr. 1991, O"Sullivan 1997).
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Slika 8. Struktura celuloze
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Molekuli celuloze su organizovani kao uzduzne niti, mikrofibrili, koji se sastoje od
nekoliko kristalnih regiona (60 nm duzine) prekinute Kkristalnim ili parakristalnim
povrSinama duzine 20 nm. Molekuli celuloze formiraju intermolekulske i intramolekulske
vodoni¢ne veze. Postoje dve intramolekulske vodoniéne veze, O2’-H...06 i 02’-H...06, i
jedna intermolekularna vodoni¢na veza, O6-H...03 (Kataoka i Kondo 1998). Ova paralelna

vodoni¢no vezana struktura lanca molekula celuloze formira mikrofibrile.

Mikrofibrili predstavljaju helikoidne strukture umotane oko ose ¢elije 1 formiraju
odredeni ugao izmedu ose Celije i mikrofibrila (mikrofibrilni ugao- MFA), kod svakog
¢elijskog sloja. U primarnom c¢elijskom zidu mikrofibrili su orijentisani nasumic¢no, dok u
S, sloju postoji znacajna uredenos mikrofibrila. MFA u S; sloju je jedan od najvaznijih

faktora koji uti¢u na mehanicke osobine drveta (Burget and Fratzl 2009).

MFA

Slika 9. SEM mikrografija koji pokazuje mikrofibrile u S; sloju norveske srée sample
(Andersson, 2007)
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2.3.2 Hemiceluloze

Hemiceluloze su heteropolisaharidi. Prisutne su i u primarnom i u sekundarnom
¢elijskom zidu, kao i1 u srednjoj lameli u manjoj koli¢ini. Hemiceluloze su velika grupa
razgranatih heteropolimera, koji su izgradeni od nekoliko monomernih jedinica piranoznih i
furanoznih prstenova, kao sto su -D-glukopiranoza ($-D-Glcp), a-D-ksilopiranoza (a-D-
Xylp), B-D-ksilopiranoza  (B-D-Xylp), pB-D-manopiranoza (B-D-Manp), a-D-
galaktopiranoza (a-D-Galp), B-D-galaktopiranoza (B-D-Galp), a-L-ramnopiranoza (a-L-
Rhap), o-L-arabinofuranoza (a-L-Araf) i f-L-arabinofuranoza (B-L-Araf). Neke Secerne
kiseline, kao $to su a-D-glukopiranuronska kiselina (a-D-GlcpA), 4-O-metil-a-D-
glukopiranuronska kiselina (4-O-Me-a-D-GlcpA) i a-D-galaktopiranuronska kiselina (a-D-
GalpA), su veoma vazna jedinjenja kod nekih hemiceluloza. Ovi monomeri su zastupljeni u

razli¢itim odnosima u hemicelulozama.

Najces¢e hemiceluloze u mekom drvetu su u primarnom celijskom zidu-
ksiloglukani (XyGs) i u manjoj meri galaktoglukomanani (GGMs) i arabinoglukoronksilani
(AGXs), a u sckundarnom ¢elijskom zidu- galaktoglukomanani (GGMs) i
arabinoglukuronksilani (AGXs). Hemiceluloze su amorfni polimeri. Uloga hemiceluloza u
¢elijskom zidu je vezivna i da omogudi fleksibilnost ¢elijskog zida. Takode su vazne u
formiranju celulozne mikrofibrilarne strukture tokom skladistenja celuloze u ¢elijskom zidu
(Atalla i dr. 1993, Carpita i McCann 2000).

Hemiceluloze se mogu klasifikovati u cetiri grupe: ksilani (sekundarni ¢elijski zid
tvrdog drveta), ksiloglukani (primarni zid viSih biljaka), manani (sekundarni ¢elijski zid
mekog drveta) i meSoviti B-glukani (zitarice) (Slika 10) (Schadel i dr. 2009).
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arabinoglukurunoksilana, d) arabinoksilana.
2.3.3 Pektin

Pektin je polisaharid izgraden od poliuronskih kiselina, i moze da bude kiseli i
neutralan. NajceS¢e je polimer o-D-galakturonske Kkiseline. Kod kiselih pektina su
karboksilne grupe galakturonske kiseline slobodne ili grade estre sa metanolom ili soli sa
kalcijumom. Neutralnih pektina ima znatno manje i sastoje se od lanaca arabinana i lanaca
galaktana. O sekundarnoj i tercijarnoj strukturi pektina se i dalje malo zna (Ridley i dr.
2001)

Pektinski polisaharidi se mogu podeliti u cetiri grupe: (1) galakturonani
(homogalakturonan (HGA), ramnogalagturonan | (RG-I), ramnogalagturonan Il (RG-II) i
ksilogalakturonan (XGA)), (2) arabinani, (3) galaktani i (4) arabinogalaktani
(arabinogalaktan 1 (AG-I) i arabinogalaktan Il (AG-II)) (Slika 11). Najkarakteristi¢niji
glikozilni ostatak kod pektinskih polisaharida je galakturonosilni ostatak, ali su prisutni i
ramnosilni, arabinosilni i galaktosilni ostaci. Galakturonani pripadaju porodici kiselih
polisaharida. Arabinani, galaktani i arabinogalaktani pripadaju grupi neutralnih polisaharida.
Pektinski polisaharidi mogu biti kovalentno vezani za protein i lignin (Ishii i Shimizu 2001).
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Slika 11. Strukture: a) homogalakturonana (HG), b) skeleta ramnogalakturonana | (RG-I), c)
ksilogalakturonana (XGA), d) arabinogalaktana | (AG-I)

2.3.4 Lignin

Lignin je veoma zastupljen biopolimer na Zemljii 1 ¢ini 20% do 30% mase drveta.
Lignin je velika familija aromati¢nih razgranatih polimera, izgraden od hidroksifenil
propanskih jedinica, u trodimenzionalnoj (3D) strukturi. Lignin se nalazi u srednjoj lameli
kao najzastupljeniji polimer, takode postoji u primarnom c¢elijskom zidu, ali je najveca

koli¢ina nadena u sekundarnom ¢elijskom zidu (Slika 12).
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Slika 12: Strukture monolignola

Lignin u mekom drvetu se uglavnom sastoji od jedinica koniferil alkohola, dok je
lignin u tvrdom drvetu izgraden kao kopolimer jedinica koniferil i sinapil alkohola. Ipak,
postoje razli¢ite modifikacije hemijske strukture lignina u zavisnosti od biljne vrste, tkiva,
kao 1 od razliCitih slojeva ¢elijskog zida. Najprisutnije veze u formiranju 3D mreze kod
lignina mekog drveta su: B-O-4 (59%), B-5 (17%), B-B (10%), 5-5 (9%) and B-1 (7%) 49.
Lignin je umetnut u kompleksnu strukturu c¢elijskog zida kovalentnim vezivanjem sa
hemicelulozama, (1) a—benzil hidroksil ostatak lignina je vezan estarskim vezama sa D-
Manp, D-Galp and D-Glcp ostacima na O-6 i sa D-Xylp ostacima na O-2 i O-3, (2) a-
benzil hidroksil ostatak lignina je vezan estarskim vezama za karboksilnu grupu D-GlcpA
ostatka, 1 takode (3) glikozidna veza i (4) acetal veza je moguca (Watanabe 2003). Lignin
daje kompresionu snagu vlaknu, ali 1 omoguc¢ava da povrSina vlakna bude hidrofobna, $to

je potrebno za transport (Plomion i dr. 2001).

Biosinteza lignina vrSi se preko dva procesa: biosinteze monolignola i njihove
polimerizacije. Polimerizacija lignina pocinje dehidrogenacijom p-hidroksicinamil alkohola,
i kuplovanjem nastalih fenol radikala u polimer lignina. Lignin daje celijskom zidu
rigidnost i trajnost, pa vazi za veoma bitan molekul, posebno kod Cetinara (Strack i dr.
1988). Proces lignifikacije je bitan iz viSe razloga, ojacava strukturu ¢elijskog zida kroz
stvaranje razgranate mreze koja omogucava celuloznim fibrilima podlogu za uc¢vrséivanje.
Ova osobina je biljkama omoguéila ¢vrstinu i rast u visinu (Sarkanen i Ludwig 1971).
Lignin stiti mikrofibrilna vlakna ¢elijskog zida od fizi¢kih, hemijskih i bioloskih napada.

Koli¢ina i sastav lignina zavise od biljne vrste, tipa ¢elije, razvojne faze i spoljasnje sredine
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(Campbell i Sederoff 1996). Uloga lignina je i u zastiti od hemijskih i bioloskih stresora
(Lewis i dr. 1999).

2.3.5 Proteini

Proteini su vazne komponente zidova biljaka. Primarni zidovi mogu sadrzati do 10%
proteina. Neki su labavo vezani, dok su drugi ¢vrS¢e vezani. Proteini se u ¢elijskom zidu

javljaju kao enzimi ili kao strukturni proteini.

Neki enzimi su ukljuceni u zavr$ne faze formiranja ¢elijskog zida (npr. peroksidaze
i NADH malat dehidrogenaza) , dok su neki enzimi ukljuc¢eni u modifikaciju nutrijenata pre

nego S§to ih biljna ¢elija apsorbuje (B-galaktozidi, B-glukozidi)

Postoje nekoliko tipova strukturnih polimera, ali najbolje okarakterisana klasa su
glikoproteini bogati hidroksiprolinom (HRGPs, ekstenzini). Pored ekstenzina prisutni su i
proteini bogati glicinom, ali i proteini siromasni hidroksiprolinom (Bacic i dr. 1988).

2.4 Juvenilno i zrelo drvo

Upotreba juvenilnog drveta danas je vrlo cCesta. Ovo se drvo od zrelog drveta
razlikuje po svojim mehanickim, fizickim i tehnoloSkim svojstvima. Razliita svojstva
juvenilnog drveta mogu imati znacajan uticaj na preradu drveta i proizvodnju drvnih

proizvoda.

Juvenilno ili mlado drvo je drvo koje se nalazi u zoni oko srzi, ¢iji su anatomski
elementi kra¢i nego u kasnijim godiSnjim prstenovima. Ovo drvo obi¢no ima loSije
karakteristike od okolnog drveta tako da se sa udaljeno$¢u od centra njegove karakteristike
vrlo brzo menjaju. Stariji prstenovi koji su udaljeniji od juvenilnog drveta, se oznacavaju

kao zrelo drvo gde su struktura i svojstva znacajno stabilnija. Juvenilno drvo je gotovo
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cilindricnog oblika, te se njegov udeo u vec¢im 1 starijim stablima smanjuje (Zobel i Jett

1995, Barcik i dr. 2005).

U poredenju sa zrelim drvetom, juvenilno drvo ima manju gustinu drveta, manju
duzinu vlakana i ve¢i sadrzaj kompresionog drveta (Zobel 1981, Timell 1986). Gustina
juvenilnog drveta je za 5-15% manja, u poredenju sa zrelim drvetom (Barcik i dr. 2005).
Takode, juvenilno drvo mekog drveta se karakteriSe proizvodnjom aksijalnih traheida koje
imaju veci mikrofibrilarni ugao u S; sloju ¢elijskog zida, u odnosu na mikrofibrilarni ugao
traheida zrelog drveta. U zrelom drvetu manji mikrofibrilarni ugao mu daje vecu krutost i
jacinu (Donaldson 1992, Donaldson i Burdon 1995, Sahlberg i dr. 1997, Larson i dr. 2001).
Juvenilno drvo ima ve¢i sadrzaj lignina i ksilana, a manji sadrzaj holoceluloze i a-celuloze

(Bao i dr. 2001).

zrelo juvenilne divo
drvo

Slika 13. Sematski prikaz strukture éelijskog zida zrelog i juvenilnog drveta (prema
http://slideplayer.com/slide/9195071/).

Juvenilno meko drvo se razlikuje od vrste do vrste, dok se za juvenilno tvrdo drvo moze
re¢i da se malo razlikuje od zrelog tvrdog drveta (Zobel i Buijtenen 1989, Zobel i Sprague
1998).

Jedna od najbitnijih osobina drveta je njegova uniformnost. Upravo razlike u
sastavu izmedu juvenilnog i zrelog drveta su glavni uzrok njegovog razli¢itog kvaliteta.
Juvenilno drvo se ne mora uvek okarakterisati kao losije drvo, ve¢ kao drugacije drvo. Od
njega moze nastati papir koji nije dobar proizvode koji traze vecu snagu cepanja, ali zato
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nastaje papir koji se dobro isteze i savija za specifi¢ne papirne proizvode (Zobel 1984,
Zobel i Van Buijtenen 1989). Ipak, juvenilno drvo predstavlja problem u proizvodnji zbog

visokog sadrzaja kompresionog drveta.

2.5 Reakciono drvo: tenziono i kompresiono

Jedan od glavnih izazova za razvoj drveta je da raste vertikalno ka svetlosti. Tokom
takvog rasta, drvec¢e se suocava sa dvostrukim izazovom: prisustvo gravitacije, ali i1
spoljasnji uticaj, kao Sto je vetar (Fournier i dr. 2013). Drvece zbog toga mora imati
strukturu dovoljno jaku da izbegne i suprotstavi se savijanju zbog sopstvene tezine (Jaouen
i dr. 2007), ali i da moZe da se oporavi brzo posle dejstva npr. vetra (Alméras i Fournier
2009). Tako, drveée tokom svog Zzivota, mora da koriguje svoje drzanje pomeranjem i
promenom strukture drveta, a koje im omogucava da ostanu uspravni. Ovakvo izmenjeno
drvo naziva se reakciono drvo i predstavlja vrstu drveta koja se javlja u nagnutim stablima i
granama kako bi oni povratili normalan polozaj. Kod skrivenosemenica (tvrdog drveta),
reakciono drvo se razvija iznad nagnutog regiona, vukucéi ga. Njegovo naginjanje
(naprezanje) je posledica snaznog trenda da se skuplja tokom sazrevanja (Archer 1986), tj
dolazi do skracivanja i uvrtanja. Kod golosemenica (meko drvo), ovo drvo se razvija ispod
nagnutog regiona i ono gura biljku na gore (Donaldson i dr. 2004). Kod mekog drveta, ova
vrsta reakcionog drveta se naziva kompresiono drvo, dok se kod tvrdog drveta naziva
tenziono drvo (Bamber 2001). Drvo koje je na suprotnoj strani u odnosu na reakciono drvo
se zove opoziono drvo (OW), dok se drvo koje u sebi ne sadrzi kompresiono drvo zove
normalno drvo (NW) (Timell 1986, Donaldson i Sing 2013).

Stres je svako stanje bioloSkog sistema koje odstupa od optimuma. Taiz i Zeiger
definisu stres kao spoljasnji faktor koji ima nepovoljan uticaj na biljku, pri ¢emu se najvise
misli na abiotic¢ki stres (temperatura, voda, svetlost, soli, joni, vetar, pritisak, mehanicki
stresori (gravitaciona sila), elektricitet, radijacija-infracrvena, vidljiva, UV, jonizujuca,

radioaktivno zracenje). Po drugim autorima (Neskovi¢ i saradnici) stres predstavljaju svi
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¢inioci koji nepovoljno uticu na rastenje i razvice biljaka, i koji smanjuju produktivnost

biljaka na nivo nizi od njihovog genetickog potencijala.

2.5.1 Tenziono drvo

Tenziono drvo se odlikuje svetlijom bojom, manjom koli¢inom ksilemskih
provodnih elemenata koji su manjeg precnika i koji u zadebljalom c¢elijskom zidu imaju
veéu koli¢inu celuloznih fibrila i manju koli¢inu lignina od normalnog drveta (Wilson i
White 1986). Takode, dolazi do stvaranja vlakana specificne morfologije i hemijskog
sastava, usled razvica tzv. Zzelatinoznog sloja (G-sloj). Ovaj sloj je otkriven krajem
devetnaestog veka, i nazivao se celulozni sloj, hrskavicav sloj ili Zelatinozni sloj zbog
sadrzaja celuloze u njemu, a prozracan je i1 kao Zele. Organizacija celijskog zida
zelatinoznih vlakana se moze razlikovati (Jourez i dr. 2001). Kao $to vlakno ima troslojnu
strukturu u sekundarnom zidu (S1, S, i Ss slojevi), Zelatinozna vlakna mogu imati razliCite
sheme, S;+G, S1+S,+G, S1+S,+S3+G (Slika 14).

“+ 51

Slika 14. Model ¢elijskog zida vlakana u normalnom drvetu (a) i tenzionom drvetu (b-d)
(Wardrop i Dadswell 1955). S; (spoljasnji sloj), S, (srednji sloj) i Ss (unutradnji sloj)
slojevi- slojevi u sekundarnom zidu. Prave linije predstavljaju orijentaciju celuloznih
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mikrofibrila. (@) Normalni fibrili ne prave G-sloj. (b) G-sloj gde se S, i S3 slojevi razvijaju
normalno. (c) Sz sloj zamenjen G-slojem. (d) G-sloj formira unutradnji sloj do S;3 sloja
(Kwon 2008).

Za G-sloj se dugo mislilo da je izgraden od Ciste celuloze (Norberg i Meier 1966).
Ipak, utvrdeno je da postoji i mala koli¢ina lignina u njemu (Scurfield i Wardrop 1963;
Yoshida i dr. 2002; Joseleau i dr. 2004; Pilate i dr. 2004; Gierlinger i Schwanninger 2006).
G-sloj takode moze sadrzati polisaharide, ukljuc¢ujuéi pektin i hemiceluloze (Furuya i dr.
1970, Bowling i Vaughn 2008). Obzorom da je najzastupljeniji polimer u G-sloju celuloza,
to za posledicu ima da tenziono drvo kao celina sadrzi manju koli¢inu lignina i ksilana u
odnosu na normalno drvo (Timell 1969, Hedenstrom i dr. 2009). Celulozni fibrili su u G-
sloju organizovani tako da su potpuno paralelni sa uzduznom osom vlakna (Fujita i dr.
1974).

Ipak, kada posmatramo razli¢ite vrste iz tropskih prasuma, nelignifikovan G-sloj se
ne moze primetiti kod svakog tezionog drveta. Cak vise od polovine vrsta ne formira
nelignifikovan G-sloj (Onaka 1949, Fisher i Stevenson 1981, Clair i dr. 2006). Kod
lignifikovanog tenzionog drveta, vlakno je lignifikovano, ali je celulozni mikrofibrilarni
ugao (MFA) manji nego kod opozionog drveta (Yoshida i dr. 2000, Clair i dr. 2006b,
Ruelle 2006, Ruelle i dr. 2008, Rouelle i dr. 2007). Rouelle (2006) je pokazao da se
struktura tenzionog drveta vrste Simarouba amara ne razlikuje od strukture normalnog
drveta kada se posmatra pod mikroskopom, i da je razlika primetna na nivou celuloznih
mikrofibrila. Pokazao je da je mikrofibrilarni ugao gotovo paralelan sa osom vlakna.

Sadrzaj lignina je bio gotovo isti kod tenzionog i normalnog drveta S. amara.

Dalje su Roussel i Clair (Roussel i Clair 2015) pokazali da S. amara proizvodi sloj
¢elijskog zida sa osobinama tipi¢nim za G-sloj, ali da se ovaj G-sloj moZe primetiti samo
kao privremena faza razvoja ¢elijskog zida, poSto je zamaskiran kasnom lignifikacijom. Na
osnovu ovoga, moze se zakljuciti da je mehanizam nastajanja tenzionog drveta kod ovakvih
vrsta isti kao kod vrsta sa tipi¢énim G-slojem, kao i kod vrsta gde se G-sloj ne moze videti u

zrelim Celijama.
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Kod reakcionog drveca, mikrofibrilarni ugao predstavlja odstupanje u odnosu na
normalno drvo. Primenjene su razliite tehnike za utvrdivanje MFA (svetlosna
mikroskopija, SEM, kao i tehnike X-zracenja (difrakciona analize). Sve te tehnike dale su
uporedive rezultate. U G-slojevima, utvrdeni su mali MFA, gotovo jednaki 0° (Ruelle i dr
2007).

Polimeri koji su identifikovani razli¢itim metodama u tenzionom drvetu su, pored
ve¢ pomenute celuloze, ksiloglukan (XyG), arabinogalaktan protein (APGS),

ramnogalakturonan | (RG 1) , kao i lignin.

Prisustvo ksiloglukana u G-sloju je potvrdeno (1) biohemijskim analizama
izolovanih G-slojeva, (2) vezivanjem sa odgovaraju¢im antitelima, i (3) prisustvom enzima
ksiloglukan-endo-transglikolaze (XET), koji je specifican za XyG (Nishikubo i dr. 2007,
Mellerowicz i dr. 2008, Baba i dr. 2009, Kaku i dr. 2009).

Prisustvo APGs u G-slojevima je pokazana (1) analizom monosaharidnog vezivanja
u izolovanim G-slojevima (Nishikubo i dr. 2007, Kaku i dr. 2009) i (2) imunohemijski
vezivanjem sa antitelima (Lafarguettte i dr. 2004, Bowling i Vaughn 2008).

Struktura i sastav lignina variraju kod normalnog drveta u zavisnosti od tipa Celije i
slojeva celijskih zidova (Campabell i Sederoff 1996; Rouel i dr. 1999; Donaldson 2001,
Stevanic i Salmen 2009, Weng i Chapple 2010). Prema poslednjim istrazivanjima postoje
razlike u sastavu lignina kod vlakana i traheja, pokazujuci da su vlakna bogatija jedinicama
siringila u odnosu na traheje (Ruel i dr. 2009). Takve razlike su primecene i kod ¢elijskih

zidova tenzionog drveta (Aguayo i dr. 2010, Neutelings 2011).

Tipi¢no tenziono drvo ima manju koli¢inu lignina, a lignin sadrzi vecu koli¢inu
jedinica siringila (S jedinice) (Bland i Scurfieeld 1964). Smanjenje koli¢ine lignina, kao i
ve¢i odnos S/G kod lignina u tenzionom drvetu utvrdeno je 1 UV
mikrospektrofotometrijom na magnoliji i Zutoj topoli (Takeda i dr. 1998, Yoshizawa i dr.
2000, Yoshida i dr. 2002), dok su novija istrazivanja primenila NMR analizu i
multivarijacionu analizu podataka (Hedenstrom i dr. 2009). Zajednicko za sve je da sa

pojavom tenzionog drveta dolazi do smanjene biosinteze lignina i hemiceluloza, dok se
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biosinteza celuloze nastavlja (Plomion i dr. 2003, Pauxet i dr. 2005, Mellerowicz i
Sundberg 2008).

2.5.2 Kompresiono drvo

Kompresiono drvo se javlja kod svih ¢etinara. Glavna karakteristika kompresionog
drveta su izmene u strukturi ¢elijskog zida. Kompresiono drvo obi¢no ima Siroke godove i
poveéanu gustinu u poredenju sa normalnim drvetom (Plomion i dr. 2013). Kompresiono
drvo se pojavljuje kao braon ili crveno-braon drvo na donjoj strani savijene stabljike
(Slika). Povrsina koja je na suprotnoj strani od kompresionog drveta se naziva opoziono
drvo. Opoziono drvo ima normalne traheide, pravougaonog oblika, bez znacajnijih
promena u odnosu na one kod normalnog drveta (Timell 1986). Za razliku od toga, traheide
kompresionog drveta se razlikuju od traheida normalnog drveta. Traheide kompresionog
drveta su krace od traheida normalnog drveta i zaobljene su (Siripatanadilok i Leney 1985,
Yoshizawa i Idei 1987). Kod kompresionog drveta, MFA ugao je veci nego kod normalnog
drveta (Donaldson i Singh 2013). Kod traheida normalnog drveta, smatra se da su
celulozni mikrofibrili relativno ravni, 70-50° u odnosu na uzduznu osu celije u S; i S3
slojevima, dok su u S, sloju relativno okomiti, 45-10° (Scurfield 1973). Za razliku od toga,
mikrofirbrili u kompresionom drvetu su postavljeni manje ili vise popre¢no u S; sloju, ali u
S, sloju pod uglom od 30-45° (Andersson i dr. 2000; Kwon i dr. 2001). MFA vrednosti
variraju u odnosu na izabranu metodu merenja, kao i od tipa ¢elije (Gierlinger i dr. 2010).
Za razliCite vrste kompresionog drveta prijavljene su vrednosti za MFA od 30-45° u odnosu
na osu ¢elije, dok te vrednosti za normalno drvo iznose od 5-30°. Do takvih razlika u MFA
dolazi usled razli¢itih mehanic¢kih osobina (Lichtenegger i dr. 1999; Yoshida i dr. 2000).
Pretpostavlja se da je mnogo visa vrednost MFA kod kompresionog deveta rezultat veceg
umetanja hemiceluloza i lignina izmedu mikrofibrila (Plomionet i dr. 2001, Onnerud 2003).
Polisaharidi matriksa c¢elijskog zida kompresionog drveta se razlikuju kvalitativno i

kvantitativno od onog kod normalnog drveta.
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Kompresiono drvo se javlja u sekundarnom ksilemu svih konifera (Yoshizawa i dr.
1986b, Yoshizawa i Idei 1987). Kompresiono drvo moze biti jako i blago izrazeno. Jako
izrazeno kompresiono drvo je od velikog interesa u drvnoj tehnologiji, jer predstavlja
problem u industriji prerade drveta i dobijanja papira, celuloze i kompozitnih materijala
(Ban i dr. 2004, Akbulut i Nadir 2006, Tarmian 2008). Prilikom pojave jake kompresije
dolazi do promene u strukturi i anatomiji ¢elijskog zida drveta. Tako dolazi do zadebljanja
¢elijskog zida, gde je S; sloj deblji, a S, sloj podeljen na dva dela (spoljasnji S2L i
unutradnji S), dok je S3 sloj odsutan. Takode je uocena pojava inter-elijskog prostora u

srednjoj lameli (Wardrop i Dadswell 1955).

U poredenju sa normalnim drvetom, kompresiono drvo sadrzi vecée koli¢ine lignina
(Donaldson et al. 2004) i (1—4)-B-galaktana i proporcionalno niZe koli¢ine celuloze,
manana i ksilana (Nanayakkara i dr. 2009). Najkarakteristi¢niji polisaharid kompresionog
drveta je galaktan, koga u normalnom drvetu uopSte nema. Ovaj polisaharid u
kompresionom drvetu Picea abies su prvi izolovali Bouveng i Meier 1959. Dva dodatna
galaktana iz komresaionog drveta su kasnije izolovali Schreuder et al iz Picea rubens, i
Jiang i Timell iz Larix laricina. Kasnijim istrazivanjima utvrdeno je prisustvo galaktana
imunolokalizacijom u spoljaSnjem delu sekundarnog zida koris¢enjem LMS5 antitela (Jones
i dr. 1997, Altaner i dr. 2007, Moller i Singh 2007, Mast i dr. 2007).

Procesi lignifikacije u kompresionom i normalnom drvetu praceni su upotrebom
radiokativno oznaenih prekursora (Takabe i dr. 1981, Takabe i dr. 1985, Terashima i
Fukushima 1989, Fukushima i Terashima 1991). Ugradivanje prekursora lignina je isto i
kod kompresionog i kod normalnog drveta: p-hidroksifenil, gvajacil i1 siringil lignin.
Jedinice p-hidroksifenila se ugraduju uglavnom u najranijem stadijumu formiranja
¢elijskog zida. U normalnom i opozitnom drvetu se to deSava u srednjoj lameli, dok se kod
kompresionog drveta to deSava u srednjoj lameli i sekundarnom zidu. U kompresionom
drvetu najintenzivnija lignifikacija se deSava tokom formiranja S, sloja, dok se
najintenzivnija lignifikacija kod normalnog i opozitnog drveta deSava prilikom formiranja
Ss sloja (Terashima i Fukushima 1989, Fukushima i Terashima 1991, Donaldson et al.

2008). Kompresiono drvo sadrzi veée kolic¢ine p-hidroksifenil ligninskih jedinica
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sintetisanih iz p-kumaril alkohola (Gindl 2002, Nanayakkara i dr. 2009). Kod normalnog
drveta kondenzovane gvajacil jedinice su najzastupljenije u srednjoj lameli, dok ih u
sekundarnom zidu ima malo. Nasuprot tome, kondenzovane gvajacil jedinice su
ravnomerno rasporeden U svim regijama kod kompresionog drveta (Terashima i Fukushima
1989, Fukushima i Terashima 1991), ali ga ima manje nego u normalnom drvetu (Timell
1986, Yeh i dr. 2005). To dovodi do zaklju¢ka da kompresiono drvo pokazuje promene u
raspodeli lignina kroz celijski zid. Lignifikacija srednje lamele je smanjena, dok je
lignifikacija spoljasnjeg regiona sekundarnog celijskog zida, S2L sloja povecana (Lange
1950, C6té i dr. 1966). Unutradnji deo sekundarnog zida traheida kompresionog drveta
moze biti neznatno vise lignifikovan u odnosu na sekundarni zid normalnog drveta
(Donaldson i dr. 2013).

Smanjenje celuloze u kompresionom drvetu u odnosu na normalno drvo, pra¢eno je
takode znaCajnim smanjenjem u koli¢ini glukomanana, Sto nije slucaj sa
arabinoglukuronoksilanom (Nanayakkara i dr. 2009, Donaldson i Knox 2012, Donaldson i
Singh 2013).

Mlada stabla su savitljiva i lako se savijaju pod uticajem vetra i snega na terenu. U
isto vreme, mlada stabla su obi¢no u stanju da se isprave brzo (Timell 1986). Koli¢ina
kompresionog drveta u drvetu moze da varira. Velika koli¢ina kompresionog drveta moze
imati veliki uticaj na proces pulpiranja. Vlakna kompresionog drveta su kratka, okrugla sa
debelim ¢elijskim zidovima. Ove osobine ih ¢ine manje propusnim za ulazak vode.
(Lohrasebi i dr. 1999). Povec¢ana koli¢ina kompresionog drveta najées¢e dovodi i do veceg
udela lignina u pulpi. Samim tim ¢e i finalni proivod biti tamniji i pored industrijskog

beljenja. Prisustvo kompresionog drveta smanjuje kvalitet papira i Stampe (Timell 1986).

Kompresiono drvo mekog drveta se Cesto povezuje sa juvenilnim drvetom (Zobel
1998). | juvenilno drvo i komresiono drvo imaju kratka vlakna sa velikim mikrofibrilnim
uglovima, ve¢i sadrzaj lignina i manji sadrzaj celuloze, kao i nizu kristalicnost celuloze.
Usled takvih sli¢nih osobina , dugo se smatralo da je juvenilno drvo isto kao kompresiono

(Lee 1961, Zobel 1984, Zobel 1998). Kasnija istraZzivanja su pokazala da i pored mnogih
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slicnosti postoje bitne razlike izmedu juvenilnog i kompresionog drveta (Gorsek i Torelli

1999, Mitrovi¢ i dr. 2015)

2.6 Drvo kao gradevinski materijal

Jedna od glavnih prednosti drveta kao gradevinskog materijala je njegova zilavost.
Ostale prednosti su: mala energija potrebna za proizvodnju, niski troSkovi proizvodnje,
drvo je obnovljiv materijal, drvo ima veoma veliku specificnu snagu zbog svoje male
gustine, mala gustina drveta omogucava njegov laksi transport, drvo nije eletroprovodljivo,

vecéina drveca je netoksi¢no, drvo je veoma otporno na stres (ekseri, zavrtnji).

Ipak, drvo ima i svoje mane: postoji velika varijabilnost u karakteristikama izmedu
vrsta; drvo je dimenzionalno nestabilno (voda moZe promeniti njegove osobine); snaga
drveta se smanjuje kada je mokro; drvo je veoma zapaljivo; drvo je podlozno termitima;
drvo ne moze da se Kkoristi na visokim temperaturama; drvo je podlozno truljenju i

bolestima

Uprkos ovim nedostacima drvo je najcesce koriS¢en gradevinski materijal u svetu.
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3. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ove disertacije je bio da se istraze interakcije izmedu polimera u celijskom zidu

razli¢itih drvenastih biljnih wvrsti, sa fokusom na ispitivanju orijentacije polimera u

¢elijskom zidu i u vezi toga njihove strukturne uredenosti i uredenosti zida kao celine.

1)

2)

3)

4)

Prvi cilj je bio da se utvrde strukturne razlike, u gorepomenutom smislu, izmedu
tvrdog (listopadnog) drveta i mekog (Cetinar) drveta, na primeru javora (Acer

platanoides) i Panci¢eve omorike (Picea omorika (Panci¢) Purkyng)

Drugi cilj je bio da se utvrde strukturne razlike izmedu kompresionog i normalnog
drveta, na primeru Panci¢eve omorike kao odgovor na mehanicki stres kod Cetinara.
Takode, da se vidi da li postoji veza izmedju sporog rasta i jakog kompresionog
drveta koje se javlja u odgovoru na gravitropijski stres. U tu svrhu su se savijale

Pancic¢eve omorike starosti tri godine pod uglom od 90°.

Tre¢i cilj je bio pracenje strukturnih razlika izmedu pravih i savijenih delova stabla
povijusa (Dioscorea balcanica) kao poredenje sa formiranjem reakcionog drveta
kod drvenastih vrsta, kaoi da se ispita uloga parenhima u savijanju povijusa, $to je

do sada veoma malo ispitivano.

Cetvrti cilj je bio utvrdivanje razlike u koli¢ini lignina kod reakcionog i normalnog
drveta na primeru Panci¢eve omorike i povijuse Dioscorea balcanica primenom

EPR spektroskopije
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4. MATERIJAL | METODE

4.1 Biljni materijal

U ovom radu koriS¢ene su tri razlicite biljne vrste. KoriS¢eni su ¢elijski zidovi izolovani iz
grana Panci¢eve omorike (Picea omorika (Panci¢) Purkyné) i1 iz grane javora (Acer
platanoides), zatim stabljike Dioscorea balcanica (prirodna povijusa), kao i stabla

Panci¢eve omorike (normalno i kompresiono drvo) starosti 3 godine.

4.2 Uzorkovanje stabljika Panc¢i¢evih omorika

Biljke Panci¢eve omorike (Picea omorika (Panci¢) Purkyng) starosti 3 godine,
visine oko 70 cm, uzgajane su u plasticnim saksijama. Savijene su Zicom pod uglom od 90°
u oktobru 2009. godine, na kraju vegetacionog perioda. Koris¢enjem Zica iste duZine
obezbedena je jednaka sila savijanja za sve savijene biljke. Zice su sa jedne strane fiksirane
za ivicu saksije, a sa druge, preko gumenog Stitnika, postavljene na visini od 37 cm od
osnove stabla (Slika 15). Biljke istog uzrasta su uzimane za kontrolu, koje su uzgajane pod

istim uslovima kao savijene biljke, ali bez savijanja.
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Slika 15. Savijeno i pravo (kontrolno) stablo Panci¢eve omorike.

Slika 16. Poprec¢ni presek stabla: a) savijene (C- kompresiono drvo, O- opozitno drvo), b)

prave (kontrola) Panci¢eve omorike

Uzorci stabala (duzine oko 3 cm) su uzimani na dan kada je zapoceto savijanje
(oktobar 2009., pred karaj vegetativne sezone), tokom zimske sezone (2 meseca od
savijanja, decembar 2009.), u prolece (6 meseci posle savijanja, april 2010.) i godinu dana
nakon savijanja (oktobar 2010). Kod kontrolnih biljaka (biljke koje nisu savijene), uzorci
stabla (duzine 3-4 ¢cm) su uzimani na visini od oko 10 cm od osnove stabla, dok su kod
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savijenih biljaka uzorci (duzine 3-4 cm) uzimani na visini od 10, 20 i 30 cm od osnove
stabla. Uzorci su odmabh bili liofilizovani i zatim seceni na mikrotomu (pravljeni su uzduzni

preseci).

4.3 Uzorkovanije stabljika povijuse Dioscorea balcanica

Dioscorea balcanica su gajane u staklari, pod dnevnom svetlosti (od februara do
juna) na temperaturi od 25 °C. Koris¢ene su biljke visine od 1,2 — 1,6 m sa 10-12 razvijenih
internodija. Prva, ali i druga i tre¢a internodija su bile prave, dok je od pete internodije

pocinjalo lagano uvijanje.

50 cm od vrha

120-160 cm

Internodije

Slika 17. D. balcanica Kosanin u Botanickoj basti ,,Jevremovac* u Beogradu: a) cvetajuca
zenska biljka; b) detalj koji prikazuje uvijanje stabljike; c) shema eksperimentalne biljke

Osam biljaka je upotrebljeno za hemijske analize (fotometrijske i hromatografske
analize), 4 biljke za FDLD mikroskopiju i 2 biljke za FTIR mikrospektroskopiju. Za
izolaciju ¢elijskog zida, fotometrijske metode kao 1 za FDLD mikroskopiju radila se analiza

od prve do pete internodije. Za FTIR spektroskopiju izabrane su prva, treéa (ravne
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internodije) i sedma (uvijena) internodija, dok su se za EPR spektroskopiju Koristile

internodije od prve do Seste.

4.4 lzolacija Celijskog zida

Za izolaciju celijskih zidova iz grana Panci¢eve omorike i javora, kao i iz stabljika
D. balcanica primenjena je ista procedura izolacije ¢Celijskih zidova. Biljni materijal je
suSen 72 h na 80 °C. Uzorak je homogenizovan 60 min u 80 % metanolu, na sobnoj
temperaturi uz stalno meSanje. Dobijeni ekstrakt je centrifugiran 5 min na 1500
obrtaja/minuti. Uzorak je ekstrahovan dva puta sa 80 % metanolom i dalje tretiran nizom
rastvaraca. Talog je ispiran dva puta 80 % metanolom, zatim po jedan put rastvorima 1 M
NaCl i 0,5 % Triton X-100, po dva puta destilovanom vodom i 100 % metanolom i dva
puta 100% acetonom (Chen i dr. 2000). Svako ispiranje je bilo u ukupnoj zapremini od 20
ml 1 trajanju od 30 min. Da bi ekstrakcija ¢elijskog zida bila Sto efikasnija prilikom
tretmana odredenim rastvaraGem kori$éen je FastPrep-24 Sistem (MP Biomedicals, Santa
Ana, CA, USA). Instrument je prilagoden sa adapterom za tube od 50 ml, BigPrep (MP
Biomedicals, Santa Ana, CA, USA). Svaki uzorak je tretiran 30 s, brzinom 4,5 m/s u
BigClean tubama od 50 ml napunjenih matricom od inertnih celi¢nih kuglica (MP

Biomedicals, Santa Ana, CA, USA).

4.5 FTIR spektroskopija

Infracrvena (IC) spektroskopija je vazna metoda za hemijsku 1 fizicku
karakterizaciju polimernih materijala. Zasnovana je na principu gde molekul apsorbuje IC
zraCenje na odredenoj frekvenciji, pobudujuci ga na visi energetski nivo. IC snop zracenja
pokriva $irok opseg frekvencija. Kada to zraCenje prolazi kroz uzorak, energiju, na
pojedinim frekvencijama, apsorbuje uzorak. Kao rezultat ove apsorpcije, dobija se grafikon

zavisnosti apsorbovane energija od frekvencije. Fourier Transform (FT) infracrvena
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spektroskopija se zasniva na merenju apsorbancije u funkciji vremena, dok se
konvencionalna spektroskopija zasniva na merenju apsorbance u funkciji frekvencije ili
talasne duzine. Ovaj naCin registrovanja spektra je mnogo efikasniji, posto se istovremeno
detektuju sve frekvencije koje sistem emituje ili apsorbuje. Sastavni deo svakog FTIR
spektrometra je interferometar, uglavnom Majkelsonovog tipa, koji istovremeno zapaza sve
frekvencije zracenja izvora i moduliSe ih na nize frekvencije koje se mogu detektovati i
pojacavati. Majkelsonov interferometar je dvozracni interferometar koji  daje

interferencionu sliku kao rezultat interferencije dva zraka istih amplituda.

4.6 FTIR mikro-spektroskopija

FTIR mikro-spektroskopija se zasniva na kombinaciji staticke FTIR spektroskopije sa
svetlosnom mikroskopijom. U sluc¢aju opreme koja se koristi u ovoj tezi (PerkinElmer
Spotlight 400), mesto gde se stavlja uzorak se pokrec¢e malim koracima od 6,25 um dok
neprekidno traje skeniranje sa srednjim-IC zracenjem. Ovo, zajedno sa specijalno
dizajniranom optikom u mikroskopu i posebno dizajniranim detektorom, dozvoljava da se
uzorak skenira preko zeljenog podrucja, $to kao rezultat daje potpunu IR spektralnu sliku
ukljucujuéi 1 spektralne informacije. Ovo zna¢i da je uzorak analiziran lokalno, do
mikrometarske skale sa rezolucijom piksela 6,25 pum, gde jedan piksel ima veli¢inu 6.25
um x 6.25 um od kojih se jedan spektar prikuplja. Vidljiva CCD (CCD senzor) kamera je
ovde takode integrisana, Sto daje moguc¢nost da se dobije vidljiva slika skeniranog uzorka,

gde IC slika potpuno odgovara vidljivoj slici.

Takode, postoji moguénost IC skeniranja sa polarizacijom, kada se IC zracenje
polarizuje polarizatorom (zlatna zi¢ana mreza), u nasem slucaju, od 0° do 90° polarizacija i
u odnosu na orijentaciju vlakana u intervalima od 5°. Na ovaj naéin, moguce je da se
posmatra, na primer, orijentacija razli¢itih polimera u vlakanima drveta. Ako se FTIR
spektri snime u dva pravca polarizacije, tj 0° i 90°, onda se orijentacioni spektar moze

izracunati kao §to je prikazano u jednacini:
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gde je R spektar orijentacije, To- je transmisioni spektar snimljen na 0° i Tgo- je transmisioni

spektar snimljen na 90°.

Ovo odreduje da li vibracija jedne funkcionalne grupe, odnosno polimer koji
poseduje ovu funkcionalnu grupu, je orijentisana manje ili vise paralelno ili normalno u

odnosu na referentnu orijentaciju, koja je paralelna polarizacionom pravcu od 0°.

Za preciznije odredivanje orijentacije razlicitih polimera primenjuje se jednacina:

RA — 11”_[111'111 }
[ -1

max min

gde je RA relativna apsorbanca, Ip je intenzitet apsorbovanog IR zracenja na datom uglu
polarizacije, P, Inax je maksimalni intenzitet dobijen za datu vibraciju, a Ini, je minimalni
intenzitet dobijen za datu vibraciju. Relativne vrednosti apsorpcije su predstavljene u

odnosu na ugao polarizacija (od 0° do 90°).

FTIR spektroskopija je brz, neinvanzivni spektroskopski metod koji moZze
kvalitativno i kvantivno da otkrije veliki broj funkcionalnih grupa kao Sto su karboksilni
estri, fenolni estri, proteinski amidi i karboksilne kiseline, i moze da obezbedi kompleksni
,»otisak prsta“ ugljenohidratnih i fenilpropanoidnih konstituenata ¢elijskog zida i donekle da

predvidi njihovu organizaciju (McCann i dr. 1992, Sene i dr. 1994).
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4.7 FTIR spektroskopija i mikroskopija za javor i Pan¢i¢evu omoriku

Za merenja FTIR mikroskopije koris¢en je Spectrum Spotlight 400 FTIR Imaging
System (Perkin Elmer Inc, Shelton, CT, USA). Odabrana povrSina se prvo prikaze
upotrebom vidljive CCD kamere kako bi se locirala povrSina ¢elijskog zida, koja je zatim
ozracena srednjim IC zre¢enjem. Piksel rezolucija: 6,25um x 6,25um, spektralna rezolucija

4 cm™ i opseg merenja od 1800 cm™ do 720 cm™.

4.8 FTIR spektroskopija za prave i savijene Pan¢i¢eve omorike

FTIR spectroskopska merenja su vrSena na FT-IR Spektrometru Varian 680-IR.
Uslovi rada: opseg merenja: 2000-700 cm™; rezolucija: 4cm™. Spektri su snimani od 0° do
90" polarisation u odnosu na orijentaciju vlakna u intervalima od po 5°. Spektri su
obradivani pomocu softvera Digilab FTIR Software 3.3.

4.9 FTIR spektroskopija za D. balcanica

Povrsina od 50 um x 50 um u celijskom zidu parenhima je izabrana. Spektri su
snimani na ThermoNicolet Nexus spectrometru (Madison, WI) sa Continmum microscope
accessory. Dvadeset spektara za svaku internodiju je snimljeno za svaku internodiju u
transmisionom modu uz rezoluciju od 4 cm™. Uradena je zatim bazna linija i normalizovani
su po Robin i dr. (2003). Spektri odgovarajucih internodija od dve biljke su sli¢ni, tako da

¢e biti prikazani samo odabrani spektri.
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4.10 Ekstrakcija fenola vezanih za éelijski zid

Fenoli vezani za ¢elijski zid ekstrahovani su iz izolovanog ¢elijskog zida alkalnom
hidrolizom. Koli¢ina od 200 mg celijskih zidova od prve do pete internodije je
resuspendovana u 2 ml 1 M kljucalog rastvora (80 °C) NaOH i inkubirana na sobnoj
temperaturi ukupno 17 h. Rastvor je centrifugiran, a talog dobijen nakon centrifugiranja je
ispran dva puta destilovanom vodom, osu$en (24 h na 80 °C) i upotrebljen za kvantifikaciju

lignina.

4.11 Odredivanje koncentracije lignina

Kvantifikacija lignina je uradena pomocu acetilbromidnog testa, po Morisonovoj
proceduri (Morrison 1972). U acetil bromidnom testu 2,5 mg cCelijskog zida se pomesa sa
250 pL acetil-bromida rastvorenog u glacijalnoj sircetnoj kiselini. Smesa se inkubira 30
minuta na 70 °C, materijal se zatim ohladi na ledu i doda se 250 pL 2 M rastvora NaOH.
Smesa se centrifugira 5 minuta na 15000 obrtaja/minuti. Koli¢ina od 250 pL dobijenog
supernatanta se pomesa sa 5 uL. 15 M rastvora hidroksiamina i 2495 uL glacijalne siréetne
kiseline. Ovako dobijenim uzorcima ocitava se apsorbanca na 280 nm. Standardna prava se
dobija koris¢enjem rastvora koniferil alkohola, koji je sveze pripremljen, u opsegu 10-150
pL. Koncentracija lignina se izrazava kao pmol ekvivalenata koniferil alkohola po mg

¢elijskog zida
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4.12 Diferencijalno-polarizaciona laserska skanirajuéa mikroskopija (DP-LSM)

Tehnike polarizacione mikroskopije se primenjuju u kristalografiji, naukama o
materijalima i biologiji za bolju vizuelizaciju ili za identifikaciju anizotropnih domena
(Robinson i Bradburry 1992, Bradburry i Evennett 1996). Polarizacioni mikroskop je
svetlosni mikroskop sa polarizatorom i specifi¢nim analizatorom, pa stoga moze dati dodatne
informacije u odnosu na svetlosni mikroskop. Kod anizotropno organizovanih materijala
dolazi do linearnog dvostrukog prelamanja (LB). Upotrebom rotiraju¢ih polarizatora
dvostruko prelamanje se moze kvantifikovati. Anizotropni materijali ¢esto pokazuju
linearni dihroizam, kao i polarizovanu fluorescentnu emisiju. Oni poticu od anizotropne
prostorne rezolucije apsorbance i od emisije prelaznih dipola. Linearni dihroizam i
polarizovana fluorescentna emisija kod pigmentisanih materijala, kao $to su fotosintetske
membrane se mogu primetiti u vidljivoj spektralnoj oblasti (Axelrod 1989). Kod

nepingmentisanih materijala koriste se specifi¢ne boje.

Diferencijalno polarizovani lasersko skeniraju¢i mikroskop (DP-LSM) za koji su
Garab i dr. 2005 napravili dodatak, koris¢en je u izradi ove disertacije se takode bazira na
upotrebi visokofrekventne modulacije 1 detekcije pomocu lock-in pojacala. U ovom sistemu
je moguce menjati i ekscitaciono i emisiono zracenje (Garab i dr. 2005b). Pored linearnog
dihroizma (LD) i linearnog dvostrukog prelamanja (LB), moze se meriti i fluorescentno
detektovan linearni dihroizam (FDLD) i fluorescentno detektovan cirkularni dihroizam
(FDCD), kao i linearna i kruzna anizotropija, ali i stepen polarizacije fluorescentne emisije

u konfokalnom rezimu mikroskopa, pa samim tim dati bolju rezoluciju i kvalitet slike.

Kako bi ovaj LSM mogao da meri diferencijalnu polarizaciju (DP) piksel po piksel
u realnom vremenu, konstruisan je DP dodatak koji se bazira na principu visokofrekventne
modulacije i brze demodulacije. Za fluorescenciju se koristi DP dodatak za analize

polarizacionog stanja emisije.
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Za LB, LD i FDLD merenja, fotoelasti¢ni modulator (PEM) mora biti postavljen
izmedju lasera i glavnog DB delitelja. LD (ne-konfokalne) i FDLD (konfokalne) slike se

mogu prikazati jedna do druge, kao 1 do odgovarajucih transmisionih 1 fluorescentnih slika.

Transmisione i konfokalne fluorescentne slike uzoraka su snimljene na Zeiss LSM-
410 koriste¢i Ar-ion (488 nm) laser opremljen sa dodatkom za diferencijalnu polarizaciju
(DP) (Garab i1 dr. 2005, Steinbach i dr. 2009.), za snimanje glavnih DP osobina
anizotropnih mikroskopskih objekata. DP deo modulira polarizaciono stanje pobudenog
laserskog zraka na 100 kHz izmedu horizontalno 1 vertikalno linearne polarizacije, koriste¢i

fotoelasti¢ni modulator (PEM-90, Hinds instrumenti).

Slike su u rezoluciji od 512x512 piksela, na povrsini od 64x64 um. Svaka slika se
sastoji iz dva kanala, FDLD (fluorescencijom detektovan linearni dihroizam) kanala i
kanala fluorescente emisije. FDLD vrednosti za dipole orijentisane duZ y-ose odgovaraju 1,
dok vrednosti dipola orijentisani duz x ose odgovaraju -1. Vrednosti FDLD su u rasponu od
-1 do +1 zbog definicije: FDLD = (11-12)-(11+12). (11, 12 - Intenzitet fluorescencije meren

sa horizontalno odnosno vertikalno polarizovanom pobudom, respektivno)

Obrada slike se obavlja koriS¢enjem ImageJ programa sa makroima razvijenim za
ovu analizu. Osmobitne TIFF slike su postavljene da imaju skalu boje od plave (# 0000FF)
do zute (# FFFF00). Sadrzaj je odatle izvezen za dalju numeri¢lu analizu. Zuta boja
oznacava celulozna vlakna paralelna sa Y osom, dok plava boja oznacava celulozna vlakna
koja su normalna u odnosu na osu. Svi uzorci su obojeni sa Kongo crvenim. Kongo crveno
je ranije koriS¢en za odredivanje orijentacije celuloznih fibrila u biljkama. Oni su
inkubirani tokom 2 h u 1 % (v / v) rastvora Kongo crveno (Fluka) na sobnoj temperaturi, i

isprani destilovanom vodom.
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4.13 EPR spektroskopija

EPR spektroskopija se primenjuje za ispitivanja razlika u strukturi kod
kompresionog i normalnog drveta kod Panc¢i¢eve omorike, kao i kod pravih i krivih delova
povijuse (Dioscorea balcanica), kao metoda za ispitivanje lignin radikala.

EPR spektroskopija detektuje paramagnetske vrste, posebno organske slobodne
radikale. Informacije koje se mogu dobiti iz EPR merenja su:

1) Broj radikala
2) Promena u broju radikala do kojih dolazi usled hemijskih, fizickih ili bioloskih
promena

3) Molekularna struktura radikala.

Na Bruker Elexys II E540 EPR spektometru mereni su uzorci stabla Panciceve
omorike prave (kontrola) i krive (kompresiona i opozitna strana), kao i uzorci stabla
povijuse D. balcanica od prve do Seste internodije, pri ¢emu su dobijani spektri lignin
radikala. Merenja su vrSena na sobnoj temperaturi, pri slede¢im uslovima: modulaciona
frekvencija 100kHz, mikrotalasna frekvencija 9,8 GHz, mikrotalasna snaga 10 mW,
modulaciona amplituda 2G 1 Sirina polja oko 400G. Odredena je visina, Sirina i povrSina
svakog EPR pika. Takode su pod istim uslovima snimani spektri razli¢itih masa lignin
model jedinjenja (DHP) i pravila se kriva zavisnosti povrSine od mase. Na osnovu toga

odredena je koli¢ina lignina.
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4.14 Svetlosna mikroskopija

Suvi popre¢ni preseci stabljike D. Balcanica su potopljeni u vodu na 2 h, a zatim
obojeni sa 0,1 % Toluidin plavim O (O'Brien i dr. 1964) ili 2 % floroglucinol-HCI (Jensen
1962). Preseci su ispitivani i fotografisani sa Zeiss Axiovert svetlosnim mikroskopom
(Carl Zeiss GmbH, Géttingen, Germany). UV mikroskopija (pobuda na 358 nm) je radena
na Carl Zeiss Axiovert fluorescentnom microscopu (Carl Zeiss GmbH, Gottingen,

Germany).

4.15 Skenirajucéa elektronska mikroskopija (SEM)

Opticka mikroskopija je jedna od metoda ispitivanja makroskopskih detalja
prostorne strukture materijala. Sa druge strane, koriS¢enje talasnih osobina elektrona u
elektronskom mikroskopu omoguc¢uje nam istrazivanje finih detalja strukture i do nekoliko

meduatomskih rastojanja (0.1 nm).

Skeniraju¢i mikroskop koristi se za izuzetno precizno odredivanje povrSinske i
prostorne strukture materijala. SEM-om se obi¢no snimaju provodni materijali dok je za
neprovodne materijale potrebna posebna priprema. UobiCajna tehnika pripreme
neprovodnih materijala je nanoSenje nanometarskog sloja provodnog materijala kao Sto su
zlato i srebro na uzorak, ili njihovim rasprskivanjem po uzorku. (Scanning Electron
Microscopy and X-ray Microanalysis Third Edition  Joseph I. Goldstein, Dale E.
Newbury, Patrick Echlin, David C. Joy, Charles E. Lyman, Eric Lifshin, Linda
Sawyer, Joseph R. Michael 2003 Springer US).

Suvi popre¢ni preseci stabljike prekriveni zlatom ispitivani su TESCAN VEGA 3
SB skeniraju¢im elektronskim mikroskopom (SEM) koji radi na 20 kV (TESCAN, Brno,
Czech Republic).
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4.16 Statisticka analiza

Za utvrdivanje znacajnosti razlike izmedu FTIR spektara prve, tree i sedme
internodije D. balcanica primenjena je jednofaktorska analiza varijanse (ANOVA, F Test).
Studentov t test je koris¢en za medusobno uporedivanje internodija (3.vsl., 7.vs3. i1 7.vsl.)
za svaki pojedinacan talasni broj FTIR spektra (Mouille i dr. 2003). Stepen varijacije FTIR
signala izmedu parova internodija koji je pokazan t-testom (izraZen u procentima) je
utvrden kao odnos izmedu zbira kvadrata varijacija izmedu internodija i sume kvadrata

ukupne varijacije (plava linija i leva Y-0sa, slika) za svaki talasni broj spektra (X-0sa).

Za uporedivanje sadrzaja lignina, kao i ukupnih fenola, ali i za odredivanje
maksimuma Gausianovih krivih izmedu stabljika internodija primenjivala se jednofaktorska

ANOVA.

Kod svih testova, p < 0,05 kako bi se utvrdila ,,zna¢ajna razlika“.
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5. REZULTATI I DISKUSIJA

5.1 Utvrdivanje strukturnih razlika izmedu tvrdog (listopadnog) drveta i mekog
(Cetinar) drveta, na primeru javora (Acer platanoides L.) i Pan¢i¢eve omorike (Picea

omorika (Pan¢i¢) Purkyng)

Slika 18 predstavlja usrednjene spektre orijentacije za uzorke celijskih zidova
Panci¢eve omorike i javora. Mogu se identifikovati spektralni signali koji se odnose na
apsorbance celuloze, hemiceluloze (glukomanana i ksilana) i lignina u opsegu od 1800 do
720 cm™. Pozitivni signali ukazuju da su njihove korespodentne funkcionalne grupe
organizovane viSe paralelno u odnosu na osu vlakna, dok negativni signali ukazuju da su
korespodentne funkcionalne grupe orijentisane vise normalno u odnosu na uzduznu osu

vlakna.
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Slika 18. Usrednjeni spektri orijentacije Panci¢eve omorike (levo) i javora (desno).
Apsorpcioni pikovi, karakteristicni za razli¢ite polimere drveta, su obeleZeni na svakom
spektru; celuloza- 1160, 1317, 1370 i 1424 cm™; ksilan- 1240, 1460 i 1734 cm™;
glukomanan- 810 i 870 cm™:; lignin- 1505 i 1600 cm™ .
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Za celulozu, i kod Panci¢eve omorike i kod javora, uocene su tri vibracione trake na
1160 cm™, 1370 cm™ i 1424 cm™, kao i to da su paralelno orijentisane u odnosu na uzduznu
osu (Liang i dr. 1960; Marchessault 1962; Akerholm i dr. 2004). Intenziteti pikova su
visoki i odtri. Vibracija celuloze na 1317 cm™ (Liang i dr. 1960; Marchessault 1962;
Akerholm i dr. 2004) je takode vidljiva, i ona je orijentisana normalno u odnosu na lanac

celuloze.

Za ksilan, i kod Panci¢eve omorike i kod javora, uocen je negativan signal koji
potice od vibracije na 1734 cm™ (Liang i dr. 1960; Marchessault 1962; Akerholm i Salmén
2001). Uogene su takode trake na 1460 cm™ i 1240 cm™ (Liang i dr. 1960; Marchessault
1962) u negativhom polju. Intenzitet ovih traka je dosta nizak. Sve ove ksilanske grupe su
orijentisane normalno u odnosu na molekularnu osu. Zbog toga, negativne vibracije ksilana

znace da je ksilan orijentisan paralelno u odnosu na uzduznu osu ¢elijskog zida.

Apsorpcione trake koje se povezuju sa glukomananom uo&ene su na 810 cm™
(vodonik u ekvatorijalnoj ravni na C2 atomu) (Liang i dr. 1960; Marchessault 1962;
Akerholm i Salmén 2001). Pikovi su negativni i kod Panci¢eve omorike i kod javora. Ova
grupa je orijentisana ortogonalno u odnosu na glavni lanac glukomanana, $to je razlog da se
zakljuci da je glukomanan takode orijentisan paralelno u odnosu na uzduznu osu ¢elijskog
zida kod oba drveta. Traka na 870 cm™ uodena je kod Panciéeve omorike, $to moZe biti

zbog veceg sadrzaja glukomanana kod Cetinara, u odnosu na javor.

Dve karakteristi¢ne vibracije su analizirane za lignin. Vibracija lignina na 1505 cm™
(Atalla i Agarwal 1985, Faix 1991) pokazuje pozitivnu orijentaciju strukture lignina kod
oba uzorka. Vibracija lignina na 1600 cm™ (Atalla i Agarwal 1985, Faix 1991) takode
pokazuje pozitivnu orijentaciju ligninske strukture kod oba uzorka. Posto su ove vibracije
paralelne aromaticnoj prstenastoj strukturi, moze se zakljuciti da je orijentacija lignina

paralelna uzduznoj osi ¢elijskog zida.

Slike 19, 20 i 21 predstavljaju zavisnost relativne apsorbance razli¢itih pikova od

polarizacionog ugla u fragmentima ¢elijskih zidova grana Panci¢eve omorike i javora. Za
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svaki polarizacioni ugao, izracunata je srednja vrednost apsorbance iz tri originalne

vrednosti za izabrane tacke.

Relativna apsorbanca
Relativna apsorbanca

Polarizacioni ugao (') Polarizacioni ugao (°)

Slika 19. Grafik zavisnosti relativne absorbance karakteristicnih IC apsorpcionih traka
celuloze od polarizacionog ugla za Panci¢evu omoriku (levo) i javor (desno): (Plavi obrnuti
trouglovi) C-O-C istezanje na 1160 cm™, (ljubicasti trougao) CH, maguca na 1317 cm™,

(roze krug) C-H savijanje na 1370 cm™ i (crni kvadrat) C-OH savijanje na 1424 cm™
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Slika 20. Grafik zavisnosti relativne absorbance karakteristicnih IC apsorpcionih traka
hemiceluloze (ksilan i glukomanan) od polarizacionog ugla za Panci¢evu omoriku (levo) i

javor (desno): Ksilan: (roze krug) C-O istezanje na 1240 cm™, (Zuti romb) CH, savijanje na
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1460 cm™, (crni kvadrat) C=0 istezanje na 1734 cm™; glukomanan: (ljubiGasti trougao) H

vibracija na 810 cm™, (obrnuti plavi trougao) 870 cm™
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Slika 21. Grafik zavisnosti relativne absorbance karakteristicnih IC apsorpcionih traka
lignina od polarizacionog ugla za Panc¢i¢evu omoriku (levo) i javor (desno): (crni kvadrat)
C=C aromati¢na vibracija na 1505 cm™; (roze krug) C=C aromati¢na vibracija plus C=0

istezanje na 1600 cm™.

Ocigledno je (Slika 19) da tri celulozna pika (1160, 1370 i 1424 cm™) imaju visoke
apsorpcije na niskim polarizacionim uglovima, Sto je posledica viSe paralelne orijentacije
korespodentnih grupa u odnosu na uzduznu osu éelijskog zida. Cetvrti celulozni pik
(normalni signal na 1317 cm™) ima najveéi intenzitet na najvisim polarizacionim uglovima,

zbog perpendikularne orijentacije korespodentne grupe (Slika 19).

Kod hemiceluloza (glukomanan i ksilan, karakteristicni signali traka (1240, 1460,
1734 i 810 cm™) rastu sa porastom polarizacionog ugla, i kod omorike i kod javora. Posto
su bo¢ne grupe kod ksilana i glukomanana orijentisane paralelno, i ksilan i glukomanan su

orijentisani paralelno u odnosu na longitudinalnu osu ¢elijskog zida (Slika 20).
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Kod lignina, karakteristiéni signali traka (1505 i 1600 cm™) se smanjuju sa
porastom polarizacionog ugla (Slika 21), Sto ukazuje da je lignin organizovan paralelno u
odnosu na longitudinalnu osu c¢elijskog zida i kod Panciceve omorike i kod javora.
Rezultati pokazuju da uprkos razli¢itim ligninskim prekurosorima i razli¢itim vrstama
hemiceluloze kod dva tipa drveta, lignin ima sli¢nu orijentaciju u odnosu na osu celijskog

zida.

Ranija istrazivanja su pokazala da razli¢iti polimeri Celijskog zida razlicito
doprinose mehanickim osobinama zida, u odnosu na orijentaciju celog zida (Bergander i
Salmén 2002). Paralelna orijentacija celuloze u odnosu na longitudinalnu osu ¢elijskog zida
je vazna za mehani¢ke osobine celijskog zida. Ovo je uoCeno i u ekperimentalnim
(Akerholm i Salmén 2001), a i u model studijama (Bergander i Salmén 2002), gde je
pokazano da gotovo jedino konstanta elasti¢nosti celuloze odreduje osobine elasti¢nosti

¢elijskog zida.

Na Slici 22 prikazana je raspodela orijentacije celuloze i lignina za Panci¢evu

omoriku (levo) i javor (desno).
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Slika 22. Polarizacioni dijagram (0 do 90°) apsolutne apsorbance lignina i celuloze iz grane
Panciceve omorike (levo) iz grane javora (desno). Polarizacija na 0° je duz ravni

polarizacije vlakna. Tackasta linija predstavlja neorijentisane supstance.

U oba slucaja najveci deo lignina je orijentisan u pravcu celuloze. Neki manji delovi

lignina su manje organizovani i pokazuju izotropno ponasanje.

5.2 Utvrdivanje strukturne razlike izmedu ¢elijskog zida kompresionog i normalnog

drveta, na primeru Panci¢eve omorike kao odgovor na mehanicki stres kod etinara

Ovo istrazivanje imalo je za cilj da se razume odgovor reakcionog drveta u slucaju
Cetinara u uslovima ozbiljnog i dugotrajnog izlaganja stresu pomocu savijanja. Proucavano
je formiranje kompresionog stabla (CW) kod juvenilnih stabala Pan¢i¢eve omorike. Stabla
su savijana pomocu zice pod uglom od 90° tokom jedne godine. Staticko savijanje
odgovara uticaju zimskog opterecenja snega ili snega koji pada na juvenilne stabljike.
Drveée izlozeno savijanju proizvodi veliku koli¢inu jako kompresionog drveta, tokom
eksperimentalne sezone, Sto ukazuje na veliku promenu u raspodeli biomase u poredenju sa
kontrolnim stablima (Mitrovi¢ i dr 2015).
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Veliki MFA u juvenilnom drvetu obezbeduje fleksibilnost tankog stabla kako bi
izdrzao jake vetrove bez lomova, dok mali MFA u zrelim, spoljnim godovima daje stablu
krutost koja je neophodna da podrZi teZinu starijeg drveta. MFA varira u zavisnosti od
brzine rasta i modifikuje se, zajedno sa lamelarnom strukturom celijskog zida u traheidima i
vlaknima u reakcionom drvetu. Manja krutost juvenilnog drveta smanjuje njegovu
komercijalnu vrednost i stvara probleme u pogledu povecane upotrebe u Sumarstvu (Barnett
i dr. 2004).

Na Slici 23. prikazani su nepolarizovani FTIR spektri normalnog i kompresionog

drveta Pandi¢eve omorike.
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Slika 23. Nepolarizovani FTIR spektri normalnog i kompresionog drveta Panciéeve

omorike.

Za celulozu su uogene &etiri vibracione trake na 1160 cm™, 1317 cm™, 1370 cm™ i
1424 cm™ (Liang i dr. 1960; Marchessault 1962; Akerholm i dr. 2004). Intenziteti pikova

su visoki i ostri.

Za ksilan, uocen je signal koji potice od vibracije na 1734 cm™ (Liang i dr. 1960;
Marchessault 1962; Akerholm i Salmén 2001). Uocene su takode trake na 1460 emt i 1240
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cm™ (Liang i dr. 1960; Marchessault 1962). Sve ove ksilanske grupe su orijentisane
normalno u odnosu na molekularnu osu. Zbog toga, negativne vibracije ksilana znace da je

ksilan orijentisan paralelno u odnosu na uzduznu osu c¢elijskog zida.

Apsorpcione trake koje se povezuju sa glukomananom uocene su na 810 cm™

(vodonik u ekvatorijalnoj ravni na C2 atomu) (Liang i dr. 1960; Marchessault 1962;
Akerholm i Salmén 2001). Ova grupa je orijentisana ortogonalno u odnosu na glavni lanac
glukomanana, pa se tako moze zakljuciti da je glukomanan takode orijentisan paralelno u

odnosu na uzduznu osu ¢elijskog zida.

Dve karakteristi¢ne vibracije su analizirane za lignin. Vibracija lignina na 1505 cm™
(Atalla i Agarwal 1985, Faix 1991) pokazuje pozitivnu orijentaciju strukture lignina kod
oba uzorka. Vibracija lignina na 1600 cm™ (Atalla i Agarwal 1985, Faix 1991) takode
pokazuje pozitivnu orijentaciju ligninske strukture kod oba uzorka. Posto su ove vibracije
paralelne u aromati¢noj prstenastoj strukturi, moze se zakljuciti da je orijentacija lignina

paralelna uzduznoj osi ¢elijskog zida.

Slike 24, 25 i 26 predstavljaju zavisnost relativne apsorbance razli¢itih pikova, u
zavisnosti od polarizacionog ugla u fragmentima ¢elijskih zidova stabla Panci¢eve omorike .
Za svaki polarizacioni ugao, izraunata je srednja vrednost apsorbance iz tri originalne

vrednosti za izabrane tacke.
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Celuloza
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Ugao polarizacije (°)

Slika 24. Grafik zavisnosti relativne absorbance karakteristi¢nih IC apsorpcionih traka
celuloze od polarizacionog ugla za normalno i kompresiono drvo Panci¢eve omorike posle
godinu dana od savijanja (okt 2010): (Plavi romb, crveni kvadrat) C-O-C istezanje na 1160

cm™, (zeleni rougao, ljubicasti x) C-OH savijanje na 1424 cm™

il Hemiceluloze CW

—4—510

0,5 - 05 -

=i=1450
1734

Relativna apsorbanca
Relativna apsorbanca
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Ugao polarizacije (°) Ugao polarizacije ()

Slika 25. Grafik zavisnosti relativne absorbance karakteristiénih IC apsorpcionih traka
hemiceluloze (ksilan i glukomanan) od polarizacionog ugla za normalno (levo) i
kompresiono (desno) drvo Panci¢eve omorike posle godinu dana od savijanja (okt 2010):
Ksilan: (crveni kvadrat) CH, savijanje na 1460 cm™, (zeleni trougao) C=0 istezanje na

1734 cm™; glukomanan: (plavi romb) H vibracija na 810 cm™
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Slika 26. Grafik zavisnosti relativne absorbance karakteristicnih IC apsorpcionih traka
lignina od polarizacionog ugla za normalno (levo) i kompresiono (desno) drvo Panciceve
omorike posle godinu dana od savijanja (okt 2010): (plavi romb) C=C aromati¢na vibracija

na 1508 cm™; (crveni kvadrat) C=C aromati¢na vibracija plus C=O strech na 1604 cm™

Ono §to je ocigledno sa Slike 24 jeste da je mikrofibrilarni ugao (MFA) za
normalno juvenilno drvo izmedu 15 1 20°, dok je mikrofibrilarni ugao za kompresiono drvo
izmedu 30 i 35°. Na Slici 27 je prikazana promena MFA u toku godinu dana za normalno i
kompresiono juvenilno drvo Panci¢eve omorike. Moze se primetiti da je MFA kod
kompresionog drveta koje je uzorkovano u decembru 2009 i februaru 2010 iznosi oko 25°,
u aprilu i julu 2010 iznosi oko 30° a u oktobru 2010 35°. Za normalno drvo slucaj je
drugaciji, MFA kod drveta koje je uzrokovano u decmbru 2009 i februaru 2010 iznosi oko
30°, u aprilu i julu 2010 iznosi oko 25°, a u oktobru 2010 20°. Moze se zakljuciti da tokom
vremena, sa starenjem, dolazi do smanjenja MFA kod normalnog juvenilnog drveta, dok se
MFA kod kompresionog drveta povecava. Savi¢ i dr. su pokazali takode razliku u
orijentaciji celuloznih vlakana kod normalnog i kompresionog drveta Panci¢eve omorike
primenom tehnike DP-LSM. Suprotno tome, Olsson i dr. su pokazali da se kod breze MFA

ugao smanjuje kod tenzionog drveta, tj dolazi do veée uredenosti celuloznih vlakana.

Kod hemiceluloza (glukomanan i ksilan), karakteristi¢ni signali traka (1460, 1734 i

810 cm™) rastu sa porastom polarizacionog ugla. Posto su bocne grupe kod ksilana i
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glukomanana orijentisane paralelno, i ksilan i glukomanan su orijentisani paralelno u

odnosu na longitudinalnu osu ¢elijskog zida Panci¢eve omorike (Slika 25).

Kod lignina, karakteristiéni signali traka (1505 i 1600 cm™) se smanjuju sa
porastom polarizacionog ugla (Slika 26), Sto ukazuje da je lignin organizovan paralelno u

odnosu na longitudinalnu osu ¢elijskog zida Panci¢eve omorike.

I MFA NW
MFA CW

35

30

25
20—-
15—-
10
5
0_'

feb2010  apr 2010 jul 2010 okt 2010
mesec

MFA

Slika 27. Zavisnost mikrofibrilarnog ugla normalnog i kompresionog drveta Panciceve

omorike.
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5.3 Praéenje strukturnih razlika izmedu pravih i krivin delova kod povijuse
(Dioscorea balcanica) kao poredenje sa formiranjem reakcionog drveta kod

drvenastih vrsta

Kako bi otkrili moguéu ulogu ¢elija parenhima kod mehanizma uvijanja kod
povijuse D. balcanica, fokusirali smo se na razlike u strukturi ¢elijskog zida parenhimskih
¢elija kod pravih i uvijenih internodija stabljike. Uradene su kvalitativne 1 kvantitativne
hemijske analize svih internodija, kao i mikroskopske analize (FDLD mikroskopija i FTIR
spektroskopija) ¢elijskih zidova parenhima na poprecnim presecima stabljike. PoSto nije
bilo moguce izolovati samo parenhimsko tkivo zbog malog pre¢nika stabljike D. balcanica,
hemijske analize ukupnog tkiva stabljike su uradene, a one su mogle da naslute
karakteristike pojedinacnih tkiva. Ipak, posto je fleksibilnost kod lijana postignuta izmedu
ostalog zbog prisustva velike koli¢ine parenhima (Carlquist 1981), udeo tkiva parenhima u
ukupnoj svezoj ili suvoj masi nije zanemarljiva. Suva masa ¢elijskog zida svih internodija
(Tabela 1) ukazuje da adaptacija na mehanicku silu kod uvijenih internodija lijane D.
balcanica ne ukljucuje promene u koli¢ini materijala ¢elijskog zida, pa samim tim dolazi do

promena u strukturi ¢elijskog zida.

Celijski zidovi Zelatinoznih vlakana, koja su karakteristi¢na za sklerenhimske éelije,
a i dobro poznate komponente tenzionog drveta, su odgovorni za uvijanje stabljika povijusa
(Bowling i Vaughn 2009). U uvijenim stabljikama prisustvo Zelatinoznih vlakana se
povezuje sa sposobnoséu stabljike da se uvija oko oslonca. Zelatinozna vlakna su posebno
prisutna u delovima koji su u direktnom kontaktu sa osloncem (Meloche i dr. 2007), a nisu
prisutna ili su retka u delovima stabljika koji se ne uvijaju (Bowling i Vaughn 2009). Kod
tenzionog drveta unutrasnji Zelatinozni sloj ¢elijskog zida se sastoji ili samo od celuloze,
bez lignina, ili kasnije bude lignifikovan kod nekih (Roussel i Clair 2015; Alméras i Clair
2016). Kod Simarouba amara (vrsta ¢ije tenziono drvo ima lignifikovan zelatinozni sloj),
optickim mikroskopom je gotovo neprimetna razlika izmedu tenzionog i normalnog drveta,

osim §to je jasno vidljiva razlika u orijentaciji celuloznih mikrofibrila koji su kod tenzionog
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drveta gotovo paralelni sa osom vlakna. (Ruelle i dr. 2007; Roussel i Clair 2015). U odnosu
na to, ovde su prikazani rezultati svetlosne (Slika 28) i SEM (Slika 29) mikroskopije koji
pokazuju da su razlike izmedu sklerenhimskih ¢elija na tenzionoj i opozitnoj strani uvijenih
internodija D. balcanica vidljive samo primenom SEM mikroskopije i ukazuju na to da
zelatinozni fibrili stabljike D. balcanica imaju lignifikovan Zelatinozni sloj. Takode, u
¢elijskim zidovima drugih tkiva se deSavaju strukturne promene koje se odnose na uvijanje.
Kohler i dr. (2000) su predlozili da do porasta u stabilnosti tokom razvoja dve uvijajuce
Aristolochia vrste, dolazi zbog komplementarnih efekata: povecanja ukupne koli¢ine
materijala Celijskog zida (zadebljanja celijskog zida u ksilemu), promene u celuloznom
mikrofibrilarnom uglu/ rasporedu, 1 lignifikacija. Ipak, strukturne promene u ¢elijskom zidu
parenhima do kojih dolazi usled uvijanja stabljike kod povijuSe su manje poznate. Celije

parenhima se razlikuju dosta i po morfologiji i po metabolizmu (Pruyn 2007).

Sastav celijskih zidova biljaka razlikuje se znacajno od jednog do drugog tipa celije.
Celijski zid je uglavnom izgraden od celuloznih mikrofibrila koji su ugradeni u matriks koji
¢ine hemiceluloze, pektini, lignin i proteini. Orijenntacija celuloznih mikrofibrila u
¢elijskom zidu diktira Sirok spektar osobina pojedina¢nih Celija, tkiva i organa, ne samo
oblik i veli¢inu ¢elije, ve¢ i mehanicke osobine, kao i specificna kretanja (Burgert i Fratzl
2009). Biljke mogu da kontroliSu orijentaciju celuloznih vlakana sa velikom preciznoS¢u
tokom nagomilavanja u delijskom zidu, stvarajuc¢i potrebnu uredenost celijskog zida.
Istrazivanja orijentacije celuloznih mikrofibrila u ¢elijskom zidu su uglavnom fokusirana na
odredivanje mikrofibrilarnog ugla, i uglavnom u vlaknima i traheidama (Barnett i Bonham
2004). SEM mikrografije (Slika 29) pokazuju razliku u orijentaciji celuloznih mikrofibrila
u sekundarnom ¢elijskom zidu parenhimskih ¢elija kod pravih (prve) i uvrnutih (pete)
internodija D. balcanica. Ipak, u ovom delu fokus je na utvrdivanju uredenosti celuloznih

mikrofibrila u X-Y ravni u ¢elijskim zidovima parenhima.
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5.3.1 Hemijska analiza

Hemijske analize za celu stabljiku D. balcanica nisu pokazale znacajnu razliku
izmedu internodija u sadrzaju lignina ili ukupnom sadrzaju fenola (Tabela 1). Ovo je bilo i
oc¢ekivano, po Mellerowicz i Gorshkova (2011), kao rezultat analiza ukupnog tkiva. Prema
ukupnom sadrZaju fenola mogu se utvrditi samo odredeni trendovi: ukupan sadrzaj fenola

je veci u uvijenoj petoj internodiji u poredenju sa nizim (1.-4.) internodijama.

Tabela 1. SadrZaj lignina i fenola vezanih za ¢elijski zid u uzorcima stabljike D. balcanica
(od 1. do 5. internodije);

1. 2. 3. 4. 5.
internodija | internodija | internodija | internodija | internodija
/1 mgCW
iczeilclij * | pwigo
W 0,72+0,01a | 0,56+0,07a | 0,52+0,07a | 0,51+0,04a | 0,52+0,11a
ugCA/mg | 29,39+1,21 | 32,50+1,44 | 30,34+1,19 | 27,23+2,42 | 28,20+1,46
CwW a a a a a
Lignin
ugCA/mg | 21,30+0,80 | 19,36+3,02 | 16,91+2,94 | 13,60+0,96 | 14,82+3,79
DW a a a a a
mgFAequ
/g CW 4,4+0,05a | 4,5+0,08a | 3,9+0,001a | 3,7+0,009a | 6,1+0,15a
TPC
mgCAeq
u/g DW 3,240,03b | 2,0+0,03a | 2,0£0,03a| 1,9+0,05a | 2,8+0,0lab

TPC — ukupan sadrzaj fenola vezanih za ¢elijski zid, CW — ¢Celijski zid, DW - uzorak suve

mase, CA — koniferil alkohol, FA — feruli¢na kiselina

Suva masa c¢elijskog zida je znatno veca u prvoj (uvek prava) internodiji u odnosu
na gornje internodije (2.- 5.) (Tab 1). Takode, pre¢nik bazalnih internodija je primetno veéi

u odnosu na vise internodije.
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5.3.2 Anatomska i histohemijska analiza stabljike D. balcanica

Slika 28 prikazuje morfoloske i anatomske karakteristike pravih (Slika 28a, 29b) i
uvijenih internodija (Slika 28e, 28f) stabljike D. balcanica. Postoje jasne razlike u obimu
stabljika prve (bazalne, prave) i pete (uvijene) internodije. Mikroskopska analiza otkriva jo$
dve glavne anatomske razlike: 1) sklerenhimski prsten sklerenhimskih ¢elija je primetno
deblji u prvoj nego u petoj internodiji; 2) i spoljasnji i unutrasnji prsten provodnih snopica,
kao i parenhimskih ¢elija su veéi u prvoj internodiji u odnosu na petu internodiju (Slika 28a,

e,f).

5.3.3 Histohemijske i ultrastrukturne karakteristike Celijskih zidova sklerenhima

(identifikovanje prisutnosti Zelatinoznih vlakana u uvijenim internodijama)

Sklerenhimske celije duz celog sklerenhimskog prstena na popre¢nim presecima
stabljika i uvijenih i pravih internodija su dale negativnu reakciju za prisustvo Zelatinoznih
fibrila vlakna, tj. Zelatinozni fibrili sa jasno izdvojenim Zelatinoznim slojem u uvijenim
internodijama u oblasti kontakta sa podlogom (tenziona strana stabljike) nisu vidljivi
svetlosnom mikroskopijom (Slika 28a, e). Ceo sklerenhimski prsten i kod uvijene i kod
prave internodije se boji svetlo plavo sa toluidin plavim O (Slika 28c, d, g, h), crveno-
narandZasto sa floroglucinolom (Slika 28b, 28f), i pokazuje visoku UV autofluorescenciju
(Slika 28a, 28e) kao rezultat velike koli¢ine lignina, narocito u srednjoj lameli i primarnom
¢elijskom zidu. Razlike u strukturi sekundarnih ¢elijskih zidova sklerenhimskih ¢elija u
uvijenim internodijama izmedu tenzione 1 opozitne strane se mogu uociti pomocu SEM
(Slika 29a, d, g). Celijski zidovi sklerenhimskih éelija na tenzionoj strani uvrnutih
internodija su glatki na popre¢nim presecima (Slika 299), $to ukazuje da unutrasnji omotac
¢elijskog zida sadrzi mikrofibrile koji su uredeni gotovo paralelno u odnosu na osu vlakna
(Sto je tipicno za G-sloj). Suprotno tome, Celijski zidovi sklerenhimskih ¢elija na opozitnoj
strani uvrnutih internodija nisu glatki na popre¢nim presecima (Slika 29d), Sto ukazuje da je
mikrofibrilarni ugao veoma velik u unutrasnjem sloju ¢elijskih zidova, a Sto je jos prisutnije
u pravim (prvim) internodijama (Slika 29a).

60



prava (1.) internodija uvijena (5.) internodija

UV autoflurescencija
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parenhimske celije

Slika 28. Popre¢ni preseci stabljike D. balcanica: (a-d) prave (1.) internodije i (e-h)

uvijenih (5.) internodija.
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UV autofluorescencija (a,e), intenzitet autoflorescencije odgovara sadrzaju lignina;
Floroglucinol bojenje (b,f), crveno-narandzasta obojenost ukazuje na prisutnost lignina; u
obe prave (a,b) i uvijene (e,f) internodije u sklerenhimskim c¢elijama je prisutan visok
sadrzaj lignina; parenhimske celije koje su locirane izmedu provodnih snopic¢a pokazuju
lignifikovane ¢elijske zidove, suprotno parenhimskim c¢elijama u srzi i floemu. Toluidin
plavo O bojenje (c, g, d, h)- obojenost ¢elijskog zida zavisi od sadrzaja lignina/fenola

(zeleno-plava ka tamno plavoj).

Zute elipse - provodni snopici, € - epidermis, s — sklerenhimske ¢elije, p — parenhimske

¢elije, ph - floem, v — traheja.

5.3.4 Histohemijske i ultrastukturne karakteristike celijskih zidova parenmhima koje se

odnose na uvijanje stabljike

Parenhimske ¢elije se boje razli¢ito toluidin plavim O u zavisnosti od sadrZaja
lignina (Slika 28c, d, g, h). Parenhimske celije koje okruzuju provodne snopice, imaju
lignifikovane Ccelijske zidove i1 boje se tamno plavo. Bojenje toluidin plavim O,
floroglucinolom, kao i UV mikroskopija parenhimskih ¢elija pokazuju: slojevitu strukturu
¢elijskog zida, ali i nepostojanje (bar ne vidljivo) razlike izmedu prave i uvijene internodije.
Na SEM mikrografijama vidljive su razlike u orijentaciji celuloznih mikrofibrila u
sekundarnim ¢elijskim zidovima parenhimskih ¢elija na tenzionoj i opozitnoj strani uvijene
stabljike. Celijski zidovi parenhimskih éelija tenzione strane uvijenih internodija su glatki
na popre¢nim presecima (Slika 29h, i), u poredenju sa celijskim zidovima parenhimskih
¢elija na opozitnoj strani (Slika 29e, f), $to je jos izraZenije kod parenhimskih ¢elija pravih
(prvih) internodija (Slika 29D, c).
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uvijena (5.) internodija
opozitna strana “tenziona” strana

prava (1.) internodija

sklerenhimske celije

parenhimske celije

SEMMAG 500kx  DET SE Detector
W 2000 DATE

oenen? 10um Vega OTescan
Déwce VEGATS 5130MM Digital Microscopy Imaging

celijski zid parenhima

DET.SE Detector
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Slika 29. SEM mikrografija poprecnih preseka stabljike D. balcanica pravih (a-c) i uvijenih
(d-1) internodija. Na tenzionoj strani uvijenih internodija, ¢elijski zidovi i sklerenhima (g) i
parenhima (h, 1) ¢elije su glatke ( T ) na popre¢nim presecima, $to ukazuje da su celulozni
mikrofibrili orijentisani gotovo paralelno sa osom stabljike. Suprotno tome, kod pravih
internodija 1 na opozitnoj strani uvijenih internodija sklarenhimske celije (a, d) i

parenhimske éelije (b, c, e, f) izgledaju reckavo ( T), $to ukazuje da celulozni mikrofibrili
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imaju veoma veliki mikrofibrilarni ugao. 1 - orijentacija celuloznih mikrofibrila, cml -

srednja lamela, scw- sekundarni ¢elijski zid.

5.3.5 Strukturna organizacija celijskog zida parenhima ispitivana pomocéu DPLSM

Ispitivana je uredenost celuloznih vlakana u ¢elijskim zidovima parenhima pravih i
uvijenih internodija D. balcanica. FDLD dobijen DP-LSM snimanjem je odgovarajuca
alatka za mapiranje anizotropije celuloze (koja je markirana Kongo crvenim) u ¢elijskom
zidu, a koja odreduje linearni dihroizam ¢elijskog zida (Steinbach i dr. 2008). Merena je
fluorescencija koja poti¢e od celuloznih fibrila ¢éelijskog zida parenhima na poprecnim

presecima koji su obojeni Kongo crvenim (Slika 30).

Slika 30. Konfokalane flurescentne mikrografije (levo) i mikrografije fluorescencijom
detektovnog linearnog dihroizma (FDLD) (desno), tankih preseka D. balcanica: a) prva
internodija, b) druga internodija, c¢) tre¢a internodija d) cCetvrta internodija, e) peta

internodija. Pobuda je bila na 488 nm.
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Na Slici 31 je prikazan primer DP-LSM slike heksagonalnih ¢elija parenhima.
Oznaceni pravougaonici predstavljaju analizirane delove celijskog zida. Razli¢ite boje
predstavljaju razli¢itu orijentaciju celuloznih vlakana u X-Y ravni poprecnog preseka.
Plava boja predstavlja dipole (celulozna vlakna) koji najviSe apsorbuju svetlost paralelno sa
X-osom, zuta predstavlja dipole (celulozna vlakna) koji su paralelni sa Y-osom; a kao
posledica toga, siva boja predstavlja vlakna koja su orijentisana pod uglom od 45° u odnosu
na X-osu ili neorganizovane regije. Zbog toga je vazno da se izaberu ¢elijski zidovi koji su

orijentisani na isti nac¢in. U nasem slucaju su izabrani ¢elijski zidovi parenhima koji su

paralelno orijentisani u odnosu na Y-osu.

“» Kompresiono
drvo

Slika 31. Primer DP-LSM slike (3. internodija); Zuti pravougaonici oznacavaju mesta koja

su koris¢ena za FDLD analizu; veliina slike je 64 x 64um.

Na Slici 32 je predstavljena FDLD distribucija u ¢elijskim zidovima parenhima od

prve do pete internodije (dobijena primenom programa ImageJ na DP slike, Slika 32).
Konfokalne slike pokazuju da nema razlike u obliku i debljini ¢elijskog zida parenhima od
prve do pete internodije. Takode, dobijene FDLD vrednosti ne pokazuju znacajne razlike
kod ¢éelijskih zidova parenhima od prve do pete internodije D. balcanica. To upuéuje na
zakljucak, da u ¢elijskim zidovima parenhima D. balcanica ne postoje razlike u organizaciji
celuloznih vlakana od prve do pete internodije, i $to je joS$ bitnije, izmedu pravih 1 uvijenih
internodija. Suprotno je pokazano za celijske zidove traheja Panci¢eve omorike za
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kompresiono drvo- smanjenje uredenosti celulozih vlakana (znacajno smanjenje FDLD
vrednosti) u poredenju sa normalnim drvetom (Savi¢ i dr. 2016), a prac¢eno je i promenom
oblika zida traheje iz kvadratnog u okrugli. Oblik parenhimskih ¢elija kod D. balcanica
ostaje isti bez obzira na uvijanje stabljike, Sto je najverovatnije moguce jer orijentacija
celuloznih fibrila ostaje ista (Slika 32), a uprkos tome $to je koli¢ina celuloze manja u

parenhimskim ¢éelijama uvijenih (7.) internodija Sto je pokazano FTIR analizom (Slika 33).

Relativna distribucija

! | ' | ' | |
-1.0 -0.5 0 0.5 1.0

FDLD vrednosti merene na vertikanim ¢el. zidovima parenhima

Slika 32. Gausijanove krive FDLD raspodele za ¢elijski zid parenhima D. balcanica od 1.
do 5. internodije [FDLD vrednosti od 1. do 5. internodije: 0.51 (o: 0.17), 0.50 (o: 0.13),
0.56 (c: 0.13), 0.54 (o: 0.17), 0.54 (o: 0.13)]; broj analiziranih povrsina ¢elijskog (oznaceni

Zutim pravougaonikom na slici) je oko 20 po internodiji (od 1. do 5.).
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5.3.6 Strukturna organizacija Celijskog zida parenhima,

mikrospektroskopije

dobijena pomocu FTIR

Na Slici 33a su prikazani preklopljeni FTIR spektri prve, pete i sedme internodije u

oblasti od 800 cm™- 1800 cm™
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Slika 33. FTIR spektri ¢elijskih zidova parenhima D. balcanica: a) sirovi spektri- za svaku
internodiju (prvu, trecu 1 sedmu) je snimljeno po dvadeset spektara u transmisionom modu
pri rezoluciji 4 cm™, normalizovanih i sa korigovanom baznom linijom; b) ANOVA (F test)
za FTIR spektre prve, tre¢e i sedme internodije; c-€) crna linija i desna Y-osa: t testovi za 3.
vs 1., 7.vs 3.1 7. vs 1. internodije; plava linija i leve Y ose: stepen (izrazen u procentima)
varijacije FTIR signala izmedu parova internodija, pokazani t testom, utvrdeni kao odnos

izmedu zbira kvadrata varijacija izmedu internodija i sume kvadrata ukupne varijacije.

Traka na 897 cm™ je karakteristicna za anomerne [-vezane molekule glukoze
(Kacurakova i dr. 2000). Oblast od 900 cm™- 1100 cm™ je specifi¢na za polisaharide
(ksiloglukane). Ovde su takode prisutne Cetiri trake koje su karakteristi¢ne za celulozu
(1160 cm™, 1317 cm™, 1370 cm™ i 1424 cm™) (Liang i dr. 1960, Marchessault 1962,
Akerholm i dr. 2004). Trake na 1244 cm™, 1460 cm™ i 1735 cm™ su karakteristi¢ne za
ksilan (Liang i dr. 1960, Marchessault 1962, Akerholm i Salmén 2001), dok su trake na
1510 cm™i 1615 cm™ karakteristi¢ne za lignin (Atalla i Agarwal 1985, Faix 1991). Uradeni

su t testovi za trecu i prvu, sedmu i prvu, kao i sedmu i tre¢u internodiju (Slika 33c, d, e ).

Primenom t-testa za trec¢u i prvu internodiju primecuje se da se spektri znacajno
razlikuju u slede¢im oblastima: od 1764 do 1636 cm™, od 1453 do 1474 cm™, od 1294 do
1437 cm™, od 1209 do 1275cm™. Apsorbance na 1735cm™, 1460 cm™ i 1244 cm™ su veée
kod trece internodije, dok su apsorbance na 1327 cm™ i 1424 cm™ manje. t test za sedmu i
prvu internodiju ukazuje da se spektri zna¢ajno razlikuju u slede¢im oblastima: od 1631 do
1764 cm™, od 1439 do 1554 cm™, od 1303 do 1380 cm™, od 1186 do 1288 cm™, od 982 do
1057 cm™. 1 ovde, apsorbance na 1735cm™, 1460 cm™, 1244 cm™ i 1510 cm™ su veée kod
sedme internodije, dok su apsorbance na 1160 cm™, 1327 cm™ i 1370 cm™ manje. Takode,
absorbance na 1037 cm™ i 1056 cm™ su manje kod sedme internodije. Ovakvi rezultati
upucuju na to da su celuloza i ksiloglukan viSe zastupljeni u donjim (bazalnim)

internodijama, dok je ksilan zastupljen viSe u gornjim delovima.
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Znacajnost razlike izmedu FTIR spektara pravih (1. 1 3.) internodija i uvijene (7.)

internodije je dobijena jednofaktorskim F-testom (ANOVA) i predstavljeno je na Slici 33b.

Kod parenhimskih ¢elija D. balcanica oblik ostraje isti uprkos uvijanju stabljike, Sto
najverovatnije omogucava nepromenjena uredenost celuloznih vlakana (Slike 31, 32),
uprkos manjoj koli¢ini celuloze u uvijenim internodijama $to je prikazano FTIR analizom
(Slika 33). Promene u koli¢ini i distribuciji neceluloznih polisaharida (Reis i Vian 2004;
Donaldson i Knox 2012), ili vezanih fenola (Bunzel i dr. 2004; Sun i dr. 2002) mogu
posredovati u interakciji izmedu Cvrsih celuloznih fibrila 1 savitljivog matriksa.
Hemiceluloze interaguju sa celulozom omoguéavajuéi strukturnu jacinu celijskom zidu
(Scheller i Ulvskov 2010), dok vezani fenoli mogu formirati popreéne veze izmedu
polisaharida, izmedu polisaharida i lignina (Bunzel i dr. 2004), ili izmedu fragmenata
lignina (Sun i dr. 2002), daju¢i mehanicku ¢vrstinu ¢itavoj strukturi zida. Kod monokotila,
najzastupljenije hemiceluloze su heteroksilani i B-glukani (lwata i dr. 1998). Ksiloglukan se
Cesto opisuje kao izduzeni polimer koji se vezuje za povrSinu celuloze, a istovremeno i
povezuje celulozne mikrofibrile (Fry 1989; Hayashi 1989; Somerville i dr. 2004). To
vezivanje ograni¢ava kretanje celuloznih mikrofibrila pa tako kontroliSe proSirenje zida
(Kim i Daniel 2012). Povezivanje izmedu ksilana i celuloznih vlakana najverovatnije utie
na ja¢inu i elasti¢nost zidova (Cosgrove i Jarvis 2012). Celijski zidovi parenhima uvijene
(7.) internodije imaju manje celuloze (Slika 33a), $to je i praceno manjom koli¢inom
ksiloglukana (Slika 33a), ali i ve¢om koli¢inom ksilana (Slika 33). Zato, strukture celuloze i
hemiceluloze u ¢elijskim zidovima parenhima uvijenih internodija D. balcanica ukazuju na
¢elijski zid koji je viSe elastic¢an 1 jaci, Sto daje stabljici mehanicku fleksibilnost da se uvije

bez lomljenja.

FTIR spektroskopija (Slika 33) je potvrdila veéu lignifikaciju celijskog zida
parenhima kod D. balcanica kod uvijenih (7.) internodija i promenjenu strukturu lignina. U
¢elijskom zidu parenhima uvijene (7.) internodije dolazi do povecanja ukupne koliCine
lignina (traka na 1510 cm™ — kombinovani siringil i gvajacil lignin) (Slika 33 ¢, d), a u isto
vreme i do smanjenja koli¢ine kondenzovanog lignina (1323-1335 cm™) , kao i do
pojavljivanja/porasta (u 3. i 7. internodiji) bo¢nog lanca monomera ligninasa nereaktivnim
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C=C vezama (1645 cm™) (Slika 33 c, d). Ove modifikacije u organizaciji lignina u
¢elijskom zidu parenhima uslovljavaju zadrzavanje ¢vrstine, Uz poveéanje

fleksibilnosti/elasti¢nosti ¢elijskog zida parenhima uvijene internodije.

5.4 Primena EPR spektroskopije za utvrdivanje razlike u Kkolifini lignina kod
reakcionog i normalnog drveta na primeru Panci¢eve omorike i povijuse Dioscorea

balcanica

Lignin sadrzi znacajnu koli¢inu stabilnih organskih radikala. Rex (1960) je prvi
detektovao ove radikale primenom elektronske paramagnetne rezonantne (EPR)
spektroskopije i pokazao da je koncentracija lignin radikala veoma mala (< 10 spin/g), da
bi kasnije istrazivanja nastavili Van der Kaa i dr. (1961) i Steenlik i dr. (1963).

Pretpostavlja se da su radikalske vrste semihinon radikali stabilizovani u
polifenolnom ligninskom matriksu (Steelink 1964, Steelink 1965, Steelink i Hansen 1966,
Fitzpatrick i Steelink 1969). Do ovakvog zaklju¢ka se doslo na osnovu tri observacije.
Makromolekul lignina sadrzi strukturne elemente koji tokom oksidacije formiraju
semihinonske vrste radikala (Slika 34). Koncentracija radikala u ligninu znacajno raste u
baznoj sredini, Sto se moze objasniti reakcijom hidrohinona HQ i hinona Q pri ¢emu
nastaju semihinon radikali (SQ) i semihinon radikal anjoni SQA (Slika 34), a izotropni g
faktor gis, lignina je sliCan Qis, faktorima modela semihinon radikala (Steelink 1964,
Steelink 1965, Steelink i Hansen 1966, Fitzpatrick i Steelink 1969).
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Slika 34. Subjedinice u ligninu i formiranje semihinon radikala (SQ).

SQA - semikinon anjon; HQ — hidrohinon; Q — hinon; R = OMe za siringil subjedinice, R =

H za gvajacil subjedinice.

*dokazano je da je lignin ukljucen u procese koji Stite ¢eliju od razlicitih stresora (Lewis 1

Yamamoto 1990, Moura i dr 2010)

Na Slici 35 prikazan je grafik zavisnosti povrSine EPR pika od mase DHP-a kako bi se

utvrdilo da li uvecan broj spinova ukazuje na vecu koli¢inu lignina.
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Slika 35. Grafik zavisnosti povrsine ispod EPR pika od mase DHP-a

Sa Slike 35 se moze videti da postoji linearna zavisnost povrsine ispod EPR pika i
mase DHP-a, §to moze dovesti do zaklju¢ka da povecani broj spinova lignin radikala

ukazuje na vecu koli¢inu samog lignina.

Na Slici 36 su prikazani EPR spektri savijenog (kompresioni deo) i pravog stabla
Panci¢eve omorike. Sa grafika je odredena visina, Sirina i povrSina ispod EPR pika
(proporcionalana broju spinova lignin radikala), Sto je prikazano u Tabeli 2. Dobijeni
rezultati ukazuju na to da je povrSina ispod EPR spektra najveéa za kompresiono drvo.
Kako je povrsSina ispod EPR spektra proporcionalna broju spinova lignin radikala, moze se

zakljuciti 1 da je koli¢ina lignin radikala najveca kod kompresionog drveta.

Sa Slike 36 i iz Tabele 2 se moze videti da je prisustvo lignina znatno vece u
kompresionom delu (sama krivina i iznad krivine) stabla nego u kontrolnom (pravom)
stablu, kao i u opozitnoj strani drveta. lako se ovde radi o juvenilnom mekom drvetu koje
takode karakteriSe povecana koli¢ina lignina u odnosu na zrelo drvo, iz dobijenih rezultata
se jasno moze videti da postoji razlika u koli¢ini lignina izmedu kompresionog i normalnog

juvenilnog drveta.
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Slika 36. EPR spektri segmenata stabljike Panci¢eve omorike: 53.2¢ kompresiono drvo
krivina, K54 kontrola (pravo stablo).

Tabela 2. Analiza pikova dobijenih EPR spektroskopijom za Panci¢evu omoriku (normalno,

kompresiono i opozitno drvo)

e s . <. . . .. ) Povrsina
Panci¢eva omorika Sirina pika | Visina pika/mg pika/mg
K54 10.39 9759.23 542992.13
53.1 C (kompresiono drvo, 8.32 17353.48 1040324.69
deo ispod krivine)
53.2 C (kompresiono drvo, 8.84 13564.02 796963.91
krivina)
53:3 C (kompresiono drvo, 7.69 13088.62 739554.11
deo iznad Krivine)
53.1 0 (opozitno drvo, deo 8.43 10549.53 663581.52
ispod Krivine)
5320 (opozitno drvo, 9.61 9602.68 570851.28
krivina)
53:3 O (opozitno drvo, deo 9.23 9348.35 569582.41
iznad krivine)
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Na Slici 37 su prikazani EPR spektri povijuSe Dioscorea balcanica za prvu i Sestu
internodiju, gde je prva internodija prava, a Sesta internodija uvijena (Slika 17c). Sa grafika
je odredena visina, Sirina i povrSina EPR pika i date vrednosti su prikazane u Tabeli 3.
Povrsina ispod EPR signala je vec¢a kod uvijenih delova stabljike (peta i Sesta internodija).
Kako je povrsSina ispod EPR spektra proporcionalna broju spinova lignin radikala, moze se
zakljuciti i da je koli¢ina lignin radikala najveca u petoj i Sestoj internodiji koje su uvijene,
Sto je u skladu sa literaturom (Kdéhler i dr. 2000, Meloche i dr. 2007). Kohler i dr. (2000) su
pokazali da u uvijaju¢oj Aristolochia vrsti dolazi do lignifikacije tokom rasta, a da u
kombinacji povecane koli¢ine lignina i zelatinoznih vlakana koja su posebno prisutna u
delovima koji su u direktnom kontaktu sa osloncem, dolazi do jac¢eg uvijanja i u¢vrséivanja
za oslonac (Meloche i dr. 2007).

1. internodija
. — 6. internodija

I t T % T % T L2 1
3400 3450 3500 3550 3600
Magnetno polje (G)

Slika 37. EPR spekti delova stabljike prve i Seste internodije D.balcanica
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Tabela 3. Analiza pikova dobijenih EPR spektroskopijom za povijusu D. balcanica [od

prve do Seste internodije; gde su peta i Sesta internodija uvijene (Slika 17¢)]

D. balcanica Sirina visina/mg povrsina/mg
1. internodija 8.84 20798.13 819453.90
2. internodija 10.38 15643.84 924649.91
3. internodija 10.39 15261.51 752516.27
4. internodija 9.99 16577.39 913338.01
5. internodija 9.60 22121.03 1200927.25
6. internodija 8.84 33532 1262359.65
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6. ZAKLJUCCI

Svi eksperimenti koji su radeni u okviru ove doktorske disertacije za cilj su imali da
istraze interakcije izmedu polimera u ¢elijskom zidu razli¢itih drvenastih biljnih vrsta, sa
fokusom na ispitivanju orijentacije polimera u celijskom zidu i u vezi toga njihove
strukturne uredenosti 1 uredenosti zida kao celine.

Za utvrdivanje strukturnih razlika izmedu tvrdog (listopadnog) drveta i mekog
(Cetinar) drveta radeni su eksperimenti na javoru (Acer platanoides L.) i Panci¢evoj omorici
(Picea omorika (Panci¢) Purkyné). Pokazano je da su hemiceluloze (ksilan i glukomanan) u
izolovanim fragmentima c¢elijskog zida grana javora i Panci¢eve omorike orijentisane
paralelno u odnosu na celulozu, 1 manje ili viSe paralelne u odnosu na osu ¢elijskog zida.
Takode, indikovano je da je lignin orijentisan paralelno u odnosu na uzduznu osu ¢elijskog
zida i kod grana javora i grana Panciceve omorike. Ipak, orijentacija lignina striktno ne
prati orijentaciju ugljenih hidrata, Sto ukazuje da je lignin slabije vezan sa njima.

Za utvrdivanje strukturne razlike izmedu kompresionog i normalnog drveta, ali i
kako bi se videlo da li postoji veza izmedju sporog rasta i jakog kompresionog drveta koje
se javlja u odgovoru na gravitropijski stres, radeni su eksperimenti na Panci¢evim
omorikama starim tri godine koje su savijane pod uglom od 90°. Rezultati su pokazali da se
mikrofibrilarni ugao kod normalnog drveta smanjuje, dok se kod kompresionog drveta
povecava U toku jedne godine.

Za utvrdivanje strukturnih razlika prilikom formiranja reakcionog drveta kod
drvenastih vrsta, ali i utvrdivanje uloge parenhima u savijanju povijusa radeni su
eksperimenti na pravim i savijenim delovima stabla povijuse Dioscorea balcanica.
Rezultati ukazuju da adaptacija na mehanicko uvijanje kod povijusa ukljucuje modifikacije
u strukturi ¢elijskog zida parenhima. Promene u strukturi ¢elijskog zida parenhima koje se
odnose na uvijanje stabljike uklju¢uju: manju koli¢inu celuloze (dobijeno FTIR
mikrospektrometrijom) sa razlikom u orijentaciji celuloznih mikrofibrila (prikazano SEM
mikroskopijom), ali ne postoji razlika u uredenosti celuloznih fibrila (dobijeno DP-LS
mikroskopijom); manju koli¢inu ksiloglukana (koji ograni¢ava pokretanje celuloznih
mikrofibrila), vecu koli¢inu ksilana (koji se vezuje sa celulozom, i utiCe na jacinu i
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elasti¢nost zidova), i veéu koli¢inu lignina sa modifikovanom organizacijom- manje
kondenzovanog lignina, pojavljivanje i porast ligninskih monomernih jedinica sa
neizreagovanim C=C vezama u bo¢nom lancu (dobijeno FTIR mikrospektrometrijom).

Promenjena struktura celijskog zida parenhima u uvijenim internodijama D.
balcanica, koja dovodi do smanjene krutosti, veée ¢vrstoce i povecane elasti¢nosti, moguce
nastaje zbog potrebe za zivim parenhimskim ¢elijama u uvijenim delovima stabljike kako
zbog povecane fleksibilnosti ¢elijskih zidova (kako bi se podrzala sila uvijanja), tako i zbog
povecane Cvrstoce Celijskog zida (kako bi se oduprla mehaniCkom naponu razvijenom u
uvijenim delovima stabljike).

EPR spektroskopija je koris¢ena za utvrdivanje razlike u koli¢ini lignina preko
ligninskog radikala kod reakcionog i normalnog drveta na primeru Panci¢eve omorike i
povijuse D. balcanica. Prisustvo lignina znatno je veée u kompresionom delu (sama krivina
I iznad krivine) stabla Panci¢eve omorike nego u kontrolnom (pravom) stablu, kao i u
opozitnoj strani drveta. Koli¢ina lignina najveca je u petoj i Sestoj internodiji stabljike D.
balcanica koje su uvijene, jer sa povecanom lignifikacijom dolazi i do jaceg uvijanja i

ucvrscivanja oko oslonca.
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