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NEDESTRUKTIVNA PROCJENA KONCENTRACIJE
FOTOSINTETSKIH PIGMENATA U LISCU HRASTA
LUZNJAKA (Quercus robur L.)

NONDESTRUCTIVE ESTIMATION OF PHOTOSYNTHETIC
PIGMENT CONCENTRATIONS IN PEDUNCULATE 0AK
(Quercus robur L.) LEAVES

Krunoslav SEVER', Sa$a BOGDAN', Jozo FRANJIC', Zeljko SKVORC'

Sazetak

U radu je predstavljena nedestruktivna procjena koncentracije fotosintetskih pigmenata (ukupnih klorofila i karot-
enoida) ulis¢u hrasta luznjaka pomo¢u prijenosnog optickog klorofilmetra CCM-200. Istrazivanje je provedeno 2015.
godine na biljnom materijalu izloZzenom razli¢itim tretmanima vlaznosti tla. U kontrolnom tertmanu sadrzaj vlage
u tlu odrzavan je iznad poljskog vodnog kapaciteta, dok je u susnom tretmanu biljkama voda bila uskracena
112 dana (1. 4. - 21. 7.). U drugom dijelu vegetacijskog razdoblja (22. 7. - 22. 10.) u oba tretmana vlaga tla
odrzavana je iznad poljskog vodnog kapaciteta. Na temelju liS¢a uzorkovanoga istovremeno u oba tretmana i
to sredinom jeseni (27. 10.) izradene su kalibracijske jednadzbe koje opisuju odnos indeksa relativnog sadrzaja
Kklorofila izmjerenoga pomocu klorofilmetra i stvarne koncentracije fotosintetskih pigmenata (utvrdene laboratori-
jski) pred sam kraj vegetacijskog razdoblja. Jednadzbe su konstruirane posebno za kontrolni, a posebno za susni
tretman. S obzirom na takav dizajn pokusa i vrijeme uzorkovanja, primarni cilj rada bio je ispitati utjecaj dugotra-
jnog susnog razdoblja na homogenost parametara kalibracijskih jednadzbi (Y-odsjecaka i nagiba pravaca). Na temelju
dobivenih rezultata zaklju¢eno je da parametri kalibracijskih jednadzbi nisu bili utjecani su$nim tretmanom. Prema
tome, rezultati istrazivanja ukazuju na to da klorofilmetar CCM-200, uz primjenu odgovarjucih kalibracijskih
jednadzbi, predstavlja pouzdan alat za nedestruktivnu procjenu koncentracije ukupnih klorofila i karotenoida u lis¢u
hrasta luznjaka, bez obzira na razlicite rezime vlaznosti tla kojima je biljni materijal bio izlozZen tijekom vegetacijskog
razdoblja. Uz to, u radu je utvrdeno da bi preciznost procjene stvarne koncentracije fotosintetskih pigmenata bilo
moguce i dodatno poboljsati korekcijom klorofilnog indeksa sa specificnom lisnom masom.

KLJUCNE RIJECI: Klorofilmetar CCM-200, indeks relativnoga sadrzaja klorofila u lis¢u, specifiéna lisna masa, ukupni
Klorofili, karotenoidi

:'Ij\l‘!r%% DUCTION tor, uc¢inkovitosti fotosintetskog aparata (Pefuelas i Filella

1998), razine ishranjenosti dusi¢nim hranivima (Cate i Per-
Sadrzaj i/ili koncentracija fotosintetskih pigmenata (kloro-  kins 2003; Chang i Robison 2003; Percival i dr. 2008) i je-
fila i karotenoida) u lis¢u Sumskoga drveca dobar je indika-  senskog starenja lis¢a (Fridley 2012; Arend i dr. 20164,

1 Dr. sc. .Krunoslav Sever, lzv. prof. dr. sc. Saa Bogdan, Prof dr. sc. Jozo Franjié, lzv. prof. dr. sc. Zeljko Skvorc, Sumrski fakultet, Sveutiliste u Zagrebu. Zavod za Sumarsku
genetiku, dendrologiju i botaniku. SvetoSimunska 25, HR-10000 Zagreb
Korespodencija: Krunoslav Sever, e-mail:ksever@sumfak.hr
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2016b). Na temelju negativnih promjena u koncentraciji
fotosintetskih pigmenata te promjeni njihova odnosa
moguce je detektirati prisutnost okoli$nog stresa mnogo
prije manifestacije simptoma vidljivih golim okom (Percival
idr. 2008). Pravovremena detekcija pojave okoliSnog stresa
Cesto puta ima odlucujucu ulogu u sprjecavanju znacajnijih
$teta prilikom uzgoja sadnog materijala u Sumskim rasad-
nicima (Seletkovi¢ 2006; Schmal i dr. 2011) te gubitka pri-
rasta drvne mase u Sumskim kulturama i plantazama (Baule
i Fricker 1970; Potoci¢ 2006).

Tradicionalne laboratorijske metode za utvrdivanje kon-
centracije fotosintetskih pigmenata u li§¢u predstavljaju os-
novnu prepreku za provodenje kontinuiranog monitoringa
koncentracije fotosintetskih pigmenata u $umskim rasad-
nicima, kulturama i plantazama, ponajprije iz razloga $to
su relativno skupe, dugo traju i zahtijevaju destrukeciju bilj-
noga materijala prilikom uzimanja uzoraka (Van den Berg
i Perkins 2004). Medutim, procjena koncentracije fotosin-
tetskih pigmenata u li§¢u Sumskog drve¢a pomocu prijen-
osnih optickih klorofilmetara kao $to su CCM-200 (Opti-
Sciences, Tyngsboro, Massachusetts, USA) i SPAD-502
(Minolta Camera Co., Osaka, Japan) predstavlja pouzdanu
alternativu tradicionalnim laboratorijskim metodama (Cate
i Perkins 2003; Chang i Robison 2003; Van den Berg i Per-
kins 2004; Percival i dr. 2008; Silla i dr. 2010).

Da bi se klorofilmetar mogao koristiti u tu svrhu potrebno
je najprije konstruirati kalibracijske jednadzbe (regresijske
jednadzbe) koje pouzdano opisuju odnos izmedu indeksa
relativnog sadrzaja ukupnih klorofila u li¢u (eng. Chloro-
phyll Content Index - CCI) o¢itanoga pomocu klorofilmetra
(Chang i Robison 2003; Silla i dr. 2010) i ukupne koli¢ine
fotosintetskih pigmenata, utvrdene nekom od standardnih
laboratorijskih metoda (Bruisna 1961; Hiscox i Israelstam
1979; Inskeep i Bloom 1985; Lichtenthaler 1987). Na taj je
nacin, u dosada$njim istrazivanjima regresijskom analizom
dokazana snazna veza izmedu CCI-a i ukupnog sadrzaja i/
ili koncentracije klorofila (Cate i Perkins 2003; Silla i dr.
2010) i karotenoida (Torres Neto i dr. 2005; Percival i dr.
2008). Na temelju toga, klorofilmetar se smatra korisnim
alatom za brzu, jednostavnu, jeftinu i nedestruktivnu
procjenu ukupnog sadrzaja i/ili koncentracije fotosintetskih
pigmenata u li§¢u Sumskog drveca. Upravo to mu daje pred-
nost u odnosu na laboratorijske metode te olaksava
provodenje kontinuiranog monitoringa koncentracije fo-
tosintetskih pigmenata u Sumskim rasadnicima, kulturama
i/ili plantazama.

Unato¢ navedenim prednostima, nedestruktivna procjena
koncentracije fotosintetskih pigmenata pomocu klorofil-
metra ima i odredena ogranicenja. Ta ogranicenja pona-
jprije se ogledaju u ocitanju previsokih ili preniskih vrijed-
nosti CCI-a u odnosu na stvarni sadrzaj klorofila u lis¢u.
To je najcesce posljedica promjene optickih znacajki lis¢a
koje uvelike ovise o njegovim strukturnim znacajkama
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(gustoca i debljina parenhima, sadrzaj vlage ulis¢uidr.) $to
mozZe znacajno utjecati na odnos CCI-a i koncentracije
fotosintetskih pigmenata (Richardson i dr. 2002, Silla i dr.
2010). Strukturne znacajke lis¢a pod utjecajem su velikoga
broja okolisnih ¢imbenika (Jifon i dr. 2005), uklju¢ujudi i
dugotrajna susna razdoblja (Aspelmeier 2001).

U skladu s tim, cilj ovoga istrazivanja bio je: (i) utvrditi da
li dugotrajno susno razdoblje znacajno utjece na odnos
izmedu klorofilnog indeksa o¢itanog pomocu klorofilmetra
CCM-200 i koncentracije fotosintetskih pigmenata (uku-
pnih klorofila i karotenoida); (ii) konstruirati kalibracijske
jednadzbe za nedestruktivnu procjenu koncentracije fo-
tosintetskih pigmenata u lis¢u hrasta luznjaka; (iii) ispitati
dalije moguce na temelju korigiranoga klorofilnog indeksa
sa specificnom lisnom masom povecati preciznost procjene
koncentracije fotosintetskih pigmenata.

MATERIJALI | METODE
MATERIAL AND METHODS

Biljni materijal i podrucje istrazivanja — Plant
material and research area

Istrazivanje je provedeno tijekom 2015. godine na 60 dvo-
godisnjih biljaka hrasta luznjaka uzgajanih u plasteniku Hr-
vatskog Sumarskog Instituta Jastrebarsko. Zir iz kojega je
biljni materijal uzgojen sakupljen je 2013. godine u devet
prirodnih populacija hrasta luznjaka s podruéja Europe
(Estonija, Litva, Poljska, Madarska, Hrvatska i Italija). Tije-
kom istrazivanja biljke su rasle u 50 litarskim posudama
prethodno ispunjenim sa tlom porijeklom iz prirodne lu-
znjakove sastojine. U prolje¢e 2015. godine neposredno
prije pocetka istrazivanja prosje¢na visina istrazivanih bi-
ljaka iznosila je 23,9 + 4,8 cm.

Dizajn pokusa — Experiment design

Istrazivanje je zapocelo 1. travnja 2015. godine u plasteniku
koji je bio opremljen automatskim sustavima za provjetra-
vanje i hladenje s ciljem odrzavanja temperature i relativne
vlaznosti zraka u skladu s vanjskim prirodnim uvjetima. Uz
to, plastenik je bio opremljen sustavom za modularno
navodnjavanje biljnoga materijala po principu “kap po kap”.
Zahvaljujuci tomu, posude sa biljkama unutar plastenika
bile su izloZene razli¢itim tretmanima vlazenja tla, dok su
ostali okoli$ni uvjeti (temperatura i relativna vlaznost zraka)
bili ujednaceni u oba tretmana (Slika 1). Jedan od tretmana
bio je kontrolni, u kojemu su biljke bile kontinuirano zali-
jevane svaki drugi ili trec¢i dan sa Cetiri litre vode po posudi.
U kontrolnom tretmanu, na taj je na¢in sadrzaj vlage u tlu
odrzavan iznad poljskog vodnog kapaciteta (1. travnja - 27.
listopada). Drugi je bio susni tretman u kojemu je biljkama
voda bila uskra¢ena 112 dana (1. travnja - 21. srpnja). To
dugotrajno susno razdoblje prekinuto je ponovnim zalije-
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Slika 1. SadrZaj vlage u tlu kontrolnog i suSnog tretmana. Sivo podrucje ukazuje na trajanje susnog razdoblja od 1. travnja do 21. srpnja i raspon
vlage tla od 38 % (poljski vodni kapacitet) do 15 % (permanentna tocka venuca). Prosjecni pocetak rasta vr$noga izbojka u vrijeme proljetnoga porasta
(%) u oba tretmana. Prosjecni pocetak rasta vr$noga izbojka u vrijeme prvoga (A), drugoga (CJ), treceg (<€) i Cetvrtog (O) ljetnog porasta. Ispunjeni
simboli se odnose na kontrolni a prazni simboli na susni tretman. Vrijednosti u zagradi ukazuju na prosje¢nu razliku u broju dana izmedu kontrolnoga
i suSnoga tretmana s obzirom na prosjecni pocetak razvoja vrsnog izbojka.

Figure 1. Soil water content in control and drought treatment. The gray area indicates the duration of the drought period from 15t April to 215 July, as well as
soil moisture content range from 38% (field water capacity) to 15% (permanent wilting point). Average start of the spring flush () in both treatments. Aver-
age start of the first (A\), second (CJ), third (©) and the fourth (O) summer growth flush in control (closed simbols) and drought treatment (open simbols).
Values in parathensis indicate difference between the average number of days in start of leader shoot development between control and drought treatment.

vanjem u trenutku kada su biljke pocele pokazivati vidljive  reZimu vlaZenja kao i biljke iz kontrolnog tretmana, $to je
simptome su$noga stresa (venuce i/ili Zucenje lis¢a). Nakon  odrzavano sve do kraja istrazivanja, 27. listopada 2015. go-
toga, biljke iz susnoga tretmana bile su izlozene jednakom  dine (Slika 1).

Slika 2. Fenofaze vrsnih pupova na temelju kojih je utvrden pocetak razvoja vrSnoga (vodeceg) izbojka u vrijeme proljetnog porasta (A) te u vrijeme
prvoga, drugoga, trecega i Cetvrtoga ljetnoga porasta (B).

Figure 2. Phenological phases of the apical buds which used for the determine the start of the leading shoot development, at the time of the spring flush
(A) and during the summer first, second, third and fourth flush (B).
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Izmjera sadrzaja vlage u tlu i vodnog potencijala
u liSéu — Measurement of soil water content and
water potential in leaves

Sadrzaj vlage u tlu mjeren je pomocu senzora (EC-5 soil
water sensor, Decagon Devices, Inc., Pullman, USA) pove-
zanih s ukupno tri automatske meteoroloske postaje
(ECH,0, Decagon Devices, Inc., Pullman, USA) instalirane
u plasteniku. Svaka meteoroloska postaja bila je povezana
sa Cetiri senzora za izmjeru vlage u tlu (dva u kontrolnom
i dva u su$nom tretmanu) postavljenih u zasebne posude,
na dubinu 10 - 15 cm.

Vodni potencijal u lis¢u (y), mjeren je na vrhuncu su$noga
stresa (21. srpnja) pred zoru, na jednom listu po biljci, po-
mocu prijenosne konzole za izmjeru vodnog potencijala
(M 600; Mosler Tech Support. Berlin, Germany).

Razvoj hiljaka, uzorkovanje liS¢a i konstrukcija
kalibracijskih jednadzbi — Plant growth, sampling of
leaves and construction of calibration equations

Vegetativni rast istrazivanih biljaka pracen je na temelju fe-
noloskih motrenja koja su obavljana jednom tjedno tijekom
vegetacijskoga razdoblja. Tom prilikom, uz standardni pro-

Slika 3. Tipi€an izgled istrazivanih biljaka tijekom uzorkovanja li$¢a 27.
listopada 2015. godine. lzgled uzorkovanog li§¢a iz gornjega dijela
krosnje (A) te izgled uzorkovanoga liS¢a iz donjega dijela krosnje (B).
Figure 3. Typical appearance of the investigated plants during the leaves
sampling on 27" October 2015. The appearance of the sampled leaves from
the upper part of the crown (A) and from the lower part of the crown (B)
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ljetni porast, biljezen je pocetak i zavrsetak prvog, drugog,
treceg i Cetvrtog ljetnog porasta vr$nog (vodeceg) izbojka s
pripadaju¢im li§¢em (Slika 2).

Uzorkovanje lis¢a sto podrazumijeva izmjeru klorofilnoga
indeksa u lis¢u (CCI) pomocu klorofilmetra (in situ) i nje-
govo sakupljanje za potrebe laboratorijskih analiza obav-
lieno je pred sam kraj vegetacijskoga razdoblja (27. listopada
2015. godine).

Ukupno je uzorkovano 60 listova porijeklom sa 60 biljaka
(jedan list po biljci). Od toga je 26 listova uzorkovano u
kontrolnom, a 34 lista u susnom tretmanu. U oba tretmana,
birano je li$¢e u rasponu boja od blijedo Zute, $to ukazuje
na nisku koncentraciju klorofila do tamno zelene, $to uka-
zuje na visoku koncentraciju klorofila u lis¢u (Slika 3).

Na temelju tako uzorkovanoga lis¢a konstruirane su po
dvije kalibracijske jednadzbe (linearne regresijske jed-
nadzbe) koje opisuju odnos izmedu CCl-a i ukupnih klo-
rofila, odnosno karotenoida u lis¢u porijeklom s biljaka iz
kontrolnoga, odnosno susnoga tretmana.

Izmjera klorofilnog indeksa i specificne lisne mase
— Measurement of chlorophyll content index and
specific leaf mass

Izmjera klorofilnog indeksa (CCI) obavljena je pomoc¢u pri-
jenosnog optickog klorofilmetra CCM-200 (Opti-sciences,
Tyngsboro, Mass.). Princip radaiosnovne znacajke samog
uredaja detaljno su opisali Cate i Perkins (2003) te Sillai dr.
(2010). Na svakom uzorkovanom listu obavljeno je pet o¢i-
tanja CCl-a, ¢iji je prosjek predstavljao CCI uzorkovanog
lista. Lis¢e je nakon toga sakupljeno i smjesteno u prijeno-
sni hladnjak na temperaturu zraka od 4 °C sve do dolaska
u laboratorij. Po dolasku u laboratorij svakom je listu utvr-
dena masa svjeze tvari pomocu analiticke vage s to¢noséu
0d 0,01 g. Nakon toga, li$¢u je izmjerena povrsina pomocu
programskog paketa WinFOLIA (WinFolia 2005b). Na te-
melju podataka o masi svjeze tvari i povrsine lis¢a, svakom
uzorkovanom listu utvrdena je specifi¢na lisna masa (LMA),
$to predstavlja masu svjeze tvari lista po jedinici povrsine
lista. Korigirani klorofilni indeks (CCI LMA™) izrac¢unat je
kao medusobni odnos izmjerenih vrijednosti CCI-a i utvr-
dene LMA za svaki uzorkovani list.

Laboratorijsko utvrdivanje koncentracije klorofila i
karotenoida — Laboratory estimation of chlorophyll
and carotenoid concentrations

Koncentracija ukupnih klorofila i karotenoida utvrdena je
u svakom uzorkovanom listu pojedinac¢no (svaki list pred-
stavljao je zasebni uzorak). Usitnjeno lis¢e je homoge-
nizirano teku¢im dusikom u tarioniku. Sa 0,1 g tako pri-
premljenog praha ispunjene su prethodno pripremljene
Eppendorf kivete zapremnine 0,2 ml uz dodatak hladnog
acetona (80%). Tkivo je nakon toga ekstrahirano 15 minuta
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u hladnjaku, nakon ¢ega je centrifugirano na 1000 okretaja
u 10 minuta. Supernatant je dekantiran u plasticne epru-
vete, a kruti ostatak zelene boje reekstrahiran je s acetonom
sve dok tkivo nije izgubilo zelenu boju. Nakon toga, pomocéu
menzure izmjeren je volumen svakog uzorka. Tako pri-
premljeni uzorci kori$teni su za spektrofotometrijsko
mjerenje na UV/VIS spektrofotometru (Specord 40, Ana-
lytic Jena) pomocu kojega je izmjerena apsorbancija uzor-
aka na valnim duljinama od 661,6 nm; 664,8 nm i 470 nm.
Na temelju poznate lisne mase (m), volumena (V) i apsor-
bancije (A) pri odredenoj valnoj duljini izracunate su kon-
centracije fotosintetskih pigmenata u svakom uzorku
pomocu sljedecih formula (Lichtenthaler 1987):

Koncentracija ukupnih klorofila (a + b) =
(7.05 - Aggy gun+ 18.09 - Agyusnn) - V/(m - 1000),
iskazano u mg g svjeze tvari uzorka.

Koncentracija ukupnih karotenoida =

(1000 ' A470nm -1.90- (11-24 : A66L6nm) -2.04- A644A8nm)
~63.14 (20.13 - Agyygn) - 419 Aggy o) - V/(214 - m - 1000),
iskazano umg g svjeze tvari uzorka.

Statisticka analiza — Statistical analysis

Student-ov t-test proveden je s ciljem utvrdivanja razlika (p <
0,05) izmedu tretmana s obzirom na izmjerene vrijednosti
Klorofilnog indeksa, koncentracije klorofila, koncentracije ka-
rotenoida, vodnoga potencijala i specifi¢ne lisne mase.

Regresijska analiza provedena je pomo¢u REG procedure
u SAS/STAT 9,3 softverskom paketu (SAS Institute Inc.,
Cary, NC, USA). Linearne regresijske jednadzbe konstrui-
rane su na nacin da je CCI, odnosno CCI LMA predstav-
ljao nezavisnu varijablu, a koncentracija klorofila, odnosno
karotenoida zavisnu varijablu.

Analiza kovarijance (ANCOVA) provedena je pomoc¢u JMP
9,0 softverskog paketa (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA),

D

ukljucujudi analizu interakcije s ciljem ispitivanja homoge-
nosti Y-odsjecaka i nagiba pravaca linearnih regresijskih
jednadzbi konstruiranih na temelju li$¢a porijeklom iz kon-
trolnog i su$nog tretmana.

REZULTATI
RESULTS

Sadrzaj vlage u tlu i vodni potencijal u li§éu — Soil
water content and water potential in leaves

Tijekom istrazivanja, vlaga u tlu kontrolnog tretmana nije
se spustala ispod razine poljskog vodnog kapaciteta, odno-
sno ispod 38 %. U su$nom tretmanu, tijekom susnog raz-
doblja vlaga tla je postupno opadala te je na kraju susnog
razdoblja dosegla vrijednost od 18 % (Slika 1). U skladu s
tim, tijekom istrazivanja vodni potencijal u lis¢u kontrolnih
biljaka bio je prili¢no stabilan i visok. Medutim, na kraju
susnoga razdoblja (21. srpanj) u li$¢u suSom tretiranih bi-
ljaka vodni potencijal dosegao je vrlo niske vrijednosti, koje
su bile statisticki znacajno nize nego u li$¢u kontrolnih bi-
ljaka (Tablica 1). Nakon $to su biljke iz susnog tretmana
ponovno zalivene doslo je do naglog i potpunog oporavka
vlage u tlu koja je porasla do razine regularno zalijevanih
biljaka iz kontrolnoga tretmana. Zahvaljuju¢i tomu, do
kraja vegetacijskoga razdoblja biljke iz oba tretmana rasle
su u tlu dobro opskrbljenom vodom, ¢ija vlaga tla vise nije
opadala ispod razine poljskog vodnog kapaciteta (Slika 1),
a vodni potencijal u li$¢u bio je stabilan i visok.

Rast hiljaka — Plant growth

Prosje¢ni pocetak vegetativnog rasta, odnosno pocetak ra-
zvoja proljetnih izbojaka u oba tretmana zapoceo je na isti
dan. Pojava prvog ljetnog porasta zabiljezena je svega jedan
dan ranije u susnom nego u kontrolnom tretmanu. Medu-

Tablica 1. Rezultati studentova t-testa kojim je ispitana statisticka znaCajnost razlika (pri razini signifikantnosti; p < 0,05) izmedu kontrolnog i
susnog tretmana, s obzirom na: prosjecne vrijednosti klorofilnoga indeksa (CCl), koncentraciju klorofila i karotenoida u svjezoj tvari liS¢a, specificnu
lisnu masu (LMA) i vodni potencijal () mjeren 21. srpnja. Prosjecna vrijednost = S.D. U zagradi je prikazan raspon apsolutnih vrijednosti mjerenih

svojstava, od minimalne do maksimalne.

Table 1. The results of the student’s t-test used for testing significance of differences (level of significance, p < 0.05) between the control and the drought
treatment, considering the average of chlorophyll content index (CCI), chlorophyll and carotenoid concentrations in fresh weight (FW) of leaves, specific
leaf mass (LMA) and water potential (w) measured on July 21%. Mean value = S.D. Values in the parenthesis, indicate the range of absolute values of

measured traits, ranging from minimum to maximum.

Mijerena svojstva

Kontrolni tretman (n = 26)

Measured traits Control treatment

Susni tretman (n = 34) t — vrijednost

t — values

CcCl

Klorofil (mg g=' SvT)
Chlorophyll (mg g-' FW)
Karotenoidi (mg g-' SvT)
Carotenoids (mg g~' FW)
LMA (g m?2)

v (MPa) 21. Srpanj
v (MPa) July 21+

13,1 = 6,8 (1,5-25,1)
1,18 = 0,65 (0,02 — 2,20)
0,56 = 0,15 (0,30 — 0,80)

125,6 + 18,6 (90,2 — 168,3)

-0,38 £ 0,19 ((-0,1) - (- 0,9))

Drought treatment

21,3 + 10,4 (3,4 - 38,4) -3,48 0,001
1,73 + 0,89 (0,11 - 2,90) -2,64 0,011
0,69 = 0,18 (0,26 — 0,90) -2,97 0,004

133,6 = 17,8 (101,5 - 174,1) -1,69 0,097

2,51 + 1,34 ((~0,5) - (~4,0)) -9,84 <0,001
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Slika 4. Linearni odnos izmedu koncentracije klorofila u svjezoj tvari (SvT) uzorkovanoga lis¢a i klorofilnog indeksa (CCI) u lis¢u porijeklom iz kon-
trolnog (puna linija) i suSnog (isprekidana linija) tretmana (A). Linearni odnos izmedu koncentracije klorofila u svjezoj tvari (SvT) uzorkovanoga
lis¢a i klorofilnog indeksa korigiranog sa specificnom lisnom masom (CCl LMA-") u li$¢u porijeklom iz kontrolnog (puna linija) i suSnog (isprekidana
linija) tretmana (B).

Figure 4. The linear relationship between the chlorophyll concentrations in the fresh weight (FW) of the sampled leaves and the chlorophyll content in-
dex (CCI) in leaves of the control (solid line) and drought (dash line) treatments (A). The linear relationship between the chlorophyll concentrations in the
fresh weight (FW) of the sampled leaves and the chlorophyll content index corrected with the specific leaf mass (CCI LMA™") in leaves of the control
(solid line) and drought (dash line) treatment (B).

tim, drugi, tre¢i i ¢etvrti ljetni porast vr$noga izbojka zabi-
ljezen je mnogo kasnije u susnom nego u kontrolnom tre-
tmanu (Slika 1).

Razlike izmedu tretmana s obzirom na klorofilni
indeks, specifiénu lisnu masu, koncentraciju
klorofila i karotenoida — Differences between
treatments in according to chlorophyll content index,
specific leaf mass, chlorophyll and carotenoid
concentrations

U li$¢u porijeklom iz kontrolnog tretmana prosje¢ne kon-
centracije klorofila i karotenoida te prosje¢na vrijednost
CClI-a bile su statisticki znacajno nize nego u lis¢u porije-
klom iz susnoga tretmana. Rasponi apsolutnih vrijednosti
(min - max) koncentracije klorofila i karotenoida te izmje-

renoga CCI-a bili su manji u lis¢u kontrolnih nego susom
tretiranih biljaka. Prosjec¢na vrijednost specifi¢ne lisne mase
takoder je bila niza u kontrolnom nego u su$nom tretmanu,
ali ne i statisticki znacajno (Tablica 1).

Odnos izmedu klorofilnog indeksa i koncentracije
klorofila — Relationship between chlorophyll contetnt
index and chlorophyll concentration

Kod lis¢a porijeklom iz oba tretmana izmedu izmjerenih
vrijednosti CCI-a i koncentracije klorofila utvrdene su vi-
soko signifikantne (p < 0,001) korelacije. Koeficijenti deter-
minacije (%) ukazuju da je u li§¢u kontrolnih i susom tre-
tiranih biljaka 71 i 74 % varijacije u koncentraciji klorofila
objasnjeno na temelju izmjerenih vrijednosti CCI-a (Slika
4a i Tablica 2).

Tablica 2. Kalibracijske jednadzbe (linearne regresijske jednadzbe) konstruirane na temelju klorofilnoga indeksa (CClI), odnosno klorofilnoga indeksa
korigiranog sa specificnom lisnom masom (CCI LMA-") i stvarne koncentracije ukupnih klorofila u li§¢u biljaka porijeklom iz kontrolnog i su$nog
tretmana. Jednadzbe pretvaraju klorofilni indeks (CCI) u koncentraciju ukupnih klorofila u lis¢u (Chl).

Table 2. Calibration equations (linear regression equations) constructed based on the chlorophyll content index (CCI), as well as chlorophyll content index
corrected by specific leaf mass (CClI LMA™") and the actual concentrations of total chlorophyll in leaves of plants originating from control and drought
treatment. The equations convert the chlorophyll content index (CCI) into the total chlorophyll concentration in leaves (Chl).

Jednadzbe s CCI kao Jednadzbe s CCI LMA
nezavisnom varijablom kao nezavisnom varijablom
Equations with CCI as Equations with CCI LMA" as
independent variable independent variable

Porijeklo uzorkovanoga liséa

Origin of the sampled leaves

Kontrolni tretman (n = 26)

Chl=0,082-CCl+0,11 <0001 071  Chl=10,965-CCILMA" + 004 <0001 0,78
Control treatment
Susni tretman (n = 34) Chl=0073-CCl+0,17 <0001 074  Chl=11,801-CCILMA" —0,12 <0001 0,86
Drought treatment
Oba tretmana (n = 60) Chi=0,074-CCl +0,18 <0001 076  Chl= 11,365 CCILMA" — 0,03 <0001 0,85

Both treatments
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Slika 5. Linearni odnos izmedu koncentracije karotenoida u svjezoj tvari (SvT) uzorkovanog lis¢a i klorofilnog indeksa (CCl) u li$¢u porijeklom iz
kontrolnog (puna linija) i susnog (isprekidana linija) tretmana (A). Linearni odnos izmedu koncentracije karotenoida u svjezoj tvari (SvT) uzorkova-
noga lis¢a i klorofilnog indeksa korigiranog sa specificnom lisnom masom (CCI LMA-") u lis¢u porijeklom iz kontrolnog (puna linija) i susnog (is-
prekidana linija) tretmana (B).

Figure 5. The linear relationship between the carotenoids concentrations in the fresh weight (FW) of the sampled leaves and the chlorophyll content in-
dex (CCI) in leaves of the control (solid line) and drought (dash line) treatments (A). The linear relationship between the carotenoid concentrations in the
fresh weight (FW) of the sampled leaves and the chlorophyll content index corrected with the specific leaf mass (CClI LMA™) in leaves of the control

(solid line) and drought (dash line) treatment (B).

Na temelju korigiranoga CCI-a sa LMA moguce je objasniti
¢ak 78 % (lis¢e kontrolnih biljaka) i 86 % (lis¢e susom tre-
tiranih biljaka) varijacije u koncentraciji klorofila (Slika 4b
i Tablica 2).

Prema rezultatima ANCOVA-e utjecaj tretmana na parame-
tre kalibracijskih jednadzbi (nagibe pravacaiY odsjecke) koje
opisuju odnos izmedu CClI-a i koncentracije klorofila nije
bio statisticki znac¢ajan. Isto je utvrdeno i u slu¢aju odnosa
izmedu CCI LMA™ i koncentracije klorofila (Tablica 4).

Koeficijent determinacije, nagib pravca i Y odsjecak uni-
formne regresijske jednadzbe konstruirane na temelju lis¢a
porijeklom iz oba tretmana bili su vrlo sli¢ni kao kod jed-
nadzbi koje opisuju zasebni odnos CCI-a i koncentracije
Kklorofila u li$¢u porijeklom iz kontrolnog, odnosno susnog
tretmana. Isto je utvrdeno i prilikom primjene CCI LMA™
kao nezavisne varijable (Tablica 2).

Odnos izmedu klorofilnog indeksa i koncentracije
karotenoida — Relationship hetween chlorophyll
content index and carotenoid concentrations

Kod lis¢a porijeklom iz oba tretmana izmedu izmjerenih
vrijednosti CCI-a i koncentracije karotenoida utvrdene su
visoko signifikantne (p < 0,001) korelacije. Koeficijenti de-
terminacije (?) ukazuju da je u li¢u kontrolnih i susom
tretiranih biljaka 54 i 43 % varijacije u koncentraciji karo-
tenoida objasnjeno na temelju izmjerenih vrijednosti CCI-
a (Slika 5a i Tablica 3).

Na temelju korigiranoga CCI-a sa specifi¢nom lisnom ma-
som (CCI LMA™) moguce je objasniti 63 % (liS¢e kontrol-
nih biljaka) i 58 % (liS¢e susom tretiranih biljaka) varijacije
u koncentraciji karotenoida (Slika 5b i Tablica 3).

Prema rezultatima ANCOVA-e utjecaj tretmana na para-
metre korelacijskih jednadZbi (nagibe pravacaiY odsjecke)

Tablica 3. Kalibracijske jednadzbe (linearne regresijske jednadzbe) konstruirane na temelju klorofilnog indeksa u liséu (CCl), odnosno klorofilnog
indeksa u lis¢u korigiranog sa specificnom lisnom masom (CCl LMA™") i stvarne koncentracije ukupnih karotenoida u li§¢u biljaka porijeklom iz
kontrolnog i su$nog tretmana. Jednadzbe pretvaraju klorofilni indeks (CCI) u koncentraciju ukupnih karotenoida u li§¢u (Car).

Table 3. Calibration equations (linear regression equations) constructed based on the chlorophyll content index (CCl), as well as chlorophyll content index
corrected by specific leaf mass (CCI LMA™") and the actual concentrations of total carotenoid in leaves of plants originating from control and drought
treatment. The equations convert the chlorophyll content index (CCl) into the total carotenoid concentrations in leaves (Car).

Jednadzbe s CCI kao Jednadzbe s CCI LMA"
nezavisnom varijablom kao nezavisnom varijablom

Equations with CCI as Equations with CCI LMA' as

independent variable independent variable

Porijeklo
uzorkovanoga liséa

Origin of the sampled
leaves

Kontrolni tretman (n = 26) Car=0,017 x CCl + 0,3% <0001 054  Car=2281xCCILMA" + 032 <0001 0,63
Control treatment
SuSni tretman (n = 34) Car=0,011 x CCl + 043 <0001 043  Car=1932xCCILMA" + 0,38 <0001 058
Drought treatment
Oba tretmana (n = 60) Car=0,013 x CCl + 0,40 <0001 052  Car=2008xCCILMA" + 0,35 <0001 0,64

Both treatments
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Tablica 4. Razine signifikantnosti (p) dobivene pomo¢u ANCOVA-e kojom su testirane razlike u Y-odsjeccima i nagibima pravaca kalibracijskih
jednadzbi koje opisuju odnos izmedu klorofilnog indeksa i koncentracije klorofila, odnosno karotenoida u li§¢éu porijeklom iz kontrolnog (n = 26) i
susnog (n = 34) tretmana. Na razlike u nagibima pravaca ukazuje signifikantna interakcija; tretman x CCl, odnosno tretman x CCI LMA-". Samo
u slu€aju ako interakcija nije signifikantna opravdano je interpretirati razlike (faktor tretmana) izmedu Y-odsjecaka.

Table 4. ANCOVA significance values (p) for differences in Y-intercepts and slopes of the calibration equations (which describing the relationship between
the chlorophyll content index and the chlorophyll and carotenoid concentrations) constructed based on leaves originating from control (n = 26) and
drought (n = 34) treatments. A significant interaction (Treatment x CCI or Treatment x CCI LMA~") indicates differences in slope. Only if the interaction
is not significant can differences in the Y-intercept (treatment factor) be interpreted.

Jednadzbe s CCl LMA-" kao nezavisnom

Jednadzbe s CCI kao nezavisnom varijablom varijablom
Equations with CCI as independent variable Equations with CCI LMA-' as independent
variable
Treatman . Tretman x CCI Treatman ST Tretman x CCl LMA-
Treatment Treatment x CCI Treatment Treatment x CCl LMA-
Klorofil
Chlorophyll 0,824 < 0,001 0,566 0,417 < 0,001 0,576
Karotenm_dl 0.138 < 0,001 0,202 0,342 < 0,001 0,476
Carotenoids

Razina signifikantnosti; p < 0,05
Level of significance; p < 0,05

koje opisuju odnos izmedu CCI-a i koncentracije karote-
noida nije bila statisticki znacajna. Isto je utvrdeno i u slu-
¢aju odnosa izmedu CCI LM A i koncentracije karotenoida
(Tablica 4).

Koeficijent determinacije, nagib pravca i Y odsje¢ak uni-
formne regresijske jednadzbe konstruirane na temelju lis¢a
porijeklom iz oba tretmana bili su vrlo sli¢ni kao kod jed-
nadzbi koje opisuju zasebni odnos CCI-a i koncentracije
karotenoida u lis¢u porijeklom iz kontrolnoga, odnosno iz
sus$noga tretmana. Isto je utvrdeno i prilikom upotrebe CCI
LMA™ kao nezavisne varijable (Tablica 3).

RASPRAVA
DISCUSSION

Vegetativni rast istrazivanih biljaka u oba tretmana bio je
prilicno intenzivan. To se ogleda u izrazitoj aktivnosti
vr$noga meristema, $to je rezultiralo intenzivnom sukce-
sivnom produkcijom vr$nih izbojaka, karakteristicnom za
hrast luznjak koji se uzgaja u optimalnim uvjetima (Le Hir
idr. 2005). Medutim, nakon prvog ljetnog porasta, pocetak
sukcesivnoga rasta vré$nih izbojaka u su$nom tretmanu
zaostao je u odnosu na kontrolni tretman (Slika 1). Takav
rezultat u skladu je s rezultatima ranijih istrazivanja, prema
kojima se sukcesivna produkcija vr$nih izbojaka pod utjeca-
jem su$nog stresa znacajno usporava i odgada za post susno
razdoblje (Spiess i dr. 2012; Kuster i dr. 2014). U skladu s
tim, uzorkovano li$¢e iz su$nog tretmana u prosjeku je bilo
nesto mlade u odnosu na ono iz kontrolnog tretmana.

Prema dobivenim rezultatima, sredinom jeseni, pred kraj
vegetacijskoga razdoblja (27. listopada) koncentracija kloro-
fila i karotenoida u lis¢u biljaka koje su tijekom prvoga dijela
vegetacijskoga razdoblja bile izloZene dugotrajnoj susi bila

je znacajno visa nego u lis¢u biljaka iz kontrolnog tretmana
koje su tijekom cijele vegetacijske sezone bile opskrbljene s
optimalnom koli¢inom vode (Tablica 1). Prema Arend i dr.
(2016b) takav rezultat moze biti posljedica odgodenog je-
senskog starenja liS¢a kod biljaka koje su tijekom vegetaci-
jskoga razdoblja pretrpile susni stres. To je povezano s do-
datnom stimulacijom fotosintetske aktivnosti u post
su$nom razdoblju nakon popustanja susnog stresa (Hage-
dorn i dr. 2016). Pove¢anu koncentraciju karotenoida u
lis¢u biljaka koje su pretrpjele susni stres moguce je povez-
ati s njihovom ulogom u sprijecavanju oksidacijskog stresa
i popravka o$tecenog fotosintetskog aparata (Pefuelas i
Filella 1998; Lawlor 2001).

U oba tretmana, laboratorijski utvrdene koncentracije
klorofila i karotenoida bile su u snaznoj vezi s CCI uz
prili¢no visoke koeficijente determinacije (Tablice 21 3). To
je u skladu s rezultatima ranijih istrazivanja provedenih na
$umskom drvecu (Cate i Perkins 2003; Van den Berg i Per-
kins 2004; Jifon i dr. 2005; Percival i dr. 2008; Silla i dr. 2010).
Unatoc statisticki znacajnim razlikama izmedu tretmana s
obzirom na koncentraciju fotosintetskih pigmenata i kloro-
filnoga indeksa (Tablica 1), rezultati ANCOVA-e ne ukazuju
na to da tretman znacajno utjece na razlike u Y-odsje¢cima
i nagibima pravaca kalibracijskih jednadzbi koje opisuju
odnos CCI-aikoncentracije klorofila, odnosno karotenoida
(Tablica 4). Prema tomu, dugotrajno su$no razdoblje vje-
rojatno nije znacajnije utjecalo na odnos izmedu CClI-a i
koncentracije fotosintetskih pigmenata u lis¢u. U skladu s
tim, bilo je opravdano konstruirati uniformne kalibracijske
jednadzbe na temelju liS¢a uzorkovanoga iz oba tretmana
(Tablice 21 3).

Izostanak znacajnog utjecaja dugotrajnog susnog razdoblja
na odnos CClI-a i koncentracije fotosintetskih pigmenata
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vjerojatno je posljedica dinamike vegetativhoga rasta
istrazivanih biljaka koja je bila sinkronizirana s dinamikom
kretanja vlage u tlu. Prema tomu, sukcesivna produkcija
vr$nih izbojaka s pripadaju¢im li$¢em u oba tretmana odvi-
jala se uglavnom u vrijeme optimalne opskrbljenosti biljaka
vodom (Slika 1). U skladu s tim, producirano li§¢e u oba
tretmana imalo je podjednaku LMA (Tablica 1). Prema
tomu, moguce je pretpostaviti da je i utjecaj strukturnih/
optickih znacajki lis¢a (Richardson i dr. 2002) na ocitane
vrijednosti CCI-a bio podjednak u oba tretmana. Upravo
je to moglo rezultirati izostankom oc¢ekivanog utjecaja suse
na koeficijente kalibracijskih jednadzbi koje opisuju odnos
CClI-a i koncentracije fotosintetskih pigmenata.

Prema dobivenim rezultatima koncentraciju fotosintetskih
pigmenata u li¢u hrasta luznjaka moguce je preciznije
procijeniti ako se ocitana vrijednost CCI-a korigira s LMA.
Na to ukazuju prilicno veci koeficijenti determinacije kali-
bracijskih jednadzbi koje opisuju odnos CCI LMA™ i kon-
centracije fotosintetskih pigmenata u odnosu na koefici-
jente determinacije koji opisuju odnos CCI-a i koncentracije
fotosintetskih pigmenata (Tablica 2 i 3). Takvo unapredenje
koeficijenata determinacije moze biti rezultat ublazavanja
negativnog utjecaja razlicite starosti uzorkovanoga lis¢a na
preciznost rada klorofilmetra, odnosno oéitanja CClI-a.
Prema Peng i dr. (1993) utjecaj razlicite starosti lis¢a na pre-
ciznost procjene klorofilnog indeksa s ciljem to preciznijeg
utvrdivanja koncentracije du$ika u lis¢u moguce je
poboljsati upravo primjenom CCI-a korigiranoga s LMA.
Stovise, kod nekih vrsta iz roda Quercus ukljucivanje LMA
u kalibracijske jednadzbe konstruirane na temelju lis¢a
razli¢ite starosti takoder je rezultiralo poboljsanjem koefici-
jenata determinacije (Silla i dr. 2010). U slucaju korekcije
CCl-a s LMA te uklju¢ivanja LMA kao dodatne nezavisne
varijable u kalibracijske jednadzbe nuzno je obaviti i
uzorkovanje lis¢a prilikom izmjere CCI-a. To je potrebno
obaviti radi utvrdivanja LMA istoga li¢a na kojemu je izm-
jeren i CCI. U tom slu¢aju metoda klorofilmetrije zbog
potrebe za uzorkovanjem lis¢a (destrukcijom biljnoga ma-
terijala) i njegove dodatne laboratorijske obrade nema tako
izrazene prednosti u vidu brzine, jednostavnosti, cijene i
nedestruktivnosti u odnosu na standardne laboratorijske
metode.

ZAKLJUCGCI
CONCLUSIONS

Na temelju dobivenih rezultata, parametri kalibracijskih jed-
nadzbi koje opisuju odnos CCI-a i koncentracije fotosintet-
skih pigmenata (klorofila i karotenoida) nisu bili utjecani
su$nim tretmanom. Prema tomu, klorofilmetar CCM-200
uz primjenu odgovarajucih kalibracijskih jednadzbi pred-
stavlja pouzdan alat za procjenu fotosintetskih pigmenata u
lis¢u hrasta luznjaka koje je tijekom vegetacijskoga razdoblja

@

bilo izloZeno dugotrajnom susnom razdoblju. Na temelju ko-
rigiranog klorofilnog indeksa sa specifi¢cnom lisnom masom
moguce je povecati preciznost procjene koncentracije foto-
sintetskih pigmenata pomoc¢u klorofilmetra. Medutim, u tom
slu¢aju prednost klorofilmetrije u odnosu na standardne la-
boratorijske metode nije u potpunosti izrazena.
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The concentration of photosynthetic pigments (chlorophylls and carotenoids) in leaves of forest trees
is a good indicator of the photosynthetic efficiency, level of nutrition with nitrogen and autumn leaf
senescence. Thus the photosynthetic pigment concentrations is one of the most significant parameters
related to the physiological status of plant. Change in pigment concentrations of leaves indicate pres-
ence of environmental stress. Well-timed detection of environmental stress play a crucial role in pre-
venting damage on seedlings and saplings in forest nurseries and wood mass production in forest cul-
tures and plantations.

Traditional methods for determining the concentrations of photosynthetic pigments represent an ob-
stacle to continuous monitoring concentrations of photosynthetic pigment in leaves of forest trees,
primarily because they are relatively expensive, long lasting and require destruction of plant material.
However, portable optical chlorophyll meters such as CCM-200 (Opti-Sciences, Tyngsboro, Massa-
chusetts, USA) and SPAD-502 (Minolta Camera Co., Osaka, Japan) is a reliable alternative to tradi-
tional laboratory methods. To use chlorophyll meters as a tool for estimating photosynthetic pigment
concentrations in leaves, it is necessary to construct regression equations (calibration equations) that
reliably describe the relationships between the relative index of the total chlorophyll content in leaves
(CCI) and the total pigment concentrations in leaves, determined by standard laboratory methods.

In the present study, we set up experiment to establish the ability of the hand-held CCM-200 chloro-
phyll meter to accurately estimate the content of the photosynthetic pigments in leaves of Quercus
robur L. with contrast level of soil moisture. The objectives of the present work were: (i) determine
whether the long-lasting drought period significantly influences the relationship between the CCI ob-
tined by CCM-200 and the concentration of photosynthetic pigments (total chlorophyll and carote-
noid); (ii) construct calibration equations for non-destructive estimation of photosynthetic pigments
in Q. robur leaves; (iii) to analyse the improvement estimation of photosynthetic pigments concentra-
tion when CCI was corrected with specific leaf mass.

The research was carried out during the year 2015 on 60 two-years old plants grown in the greenhouse
located in the Croatian Forestry Institute Jastrebarsko. Plant material was grown in 50 liter containers
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previously filled with soil originating from a natural oak stand. In the spring of the 2015, at the begin-
ning of the study the mean height of investigated plants was 23.9 + 4.8 cm.

During the study, plant material was exposure to different level of soil moisture. In control treatment
soil water content was kept above field capacity, while in drought treatment plants were exposed to
water reduction during 112 days (1% of April - 21* of July). In second part of growing season (22" of
July — 22" of October) in both treatments soil water content was kept above field capacity (Figure 1).
Calibration equations, that describe relationship between relative chlorophyll content index measured
with chlorophyll meter and actual photosynthetic pigment concentrations in sampled leaves (labora-
tory determined) at the end of growing season (27" of October), were constructed for both treatments
(Table 2 and 3; Figure 4 and 5).

Obtined results show that parameters of calibration equations were not affected by drought treatment
(Table 4). Therefore, when using appropriate calibration equations, clorophyll meter CCM-200 can be
considered as reliable tool for non-destructive estimation of total chlorophylls and carotenoids in Q.
robur leaves, regardless of different soil water regimes during the growing season. Additionaly, this re-
search confirmed that it is possible to improve the estimation of actual photosynthetic pigment con-
centration by using chlorophyll content index corrected with specific leaf mass (Table 2 and 3; Figure
4 and 5).

KEY WORDS: chlorophyllmeter CCM-200, relative leaf chlorophyll content index, specific leaf mass,
total chlorophylls, carotenoids



