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Sazetak

Grah (Phaseolus vulgaris L.) jedna je od najéeSée uzgajanih mahunarki u svijetu
Cija je proizvodnja Cesto izloZena negativhom utjecaju suse.
Cilj ovog rada bio je utvrditi pogodnost multispektralnih analiza, odnosno vegetacijskih
indeksa u detekciji stresa suSe kod graha. U pokusu su koristena dva tretmana: 1.
kontrolna otopina i 2. otopina s dodatkom polietilen glikola (PEG) kojom je stimulira
stres suSe. KoriSteno je 5 tradicijskih kultivara graha (‘Biser', 'Puter’, 'Tetovac/
'Tre$njevac', 'Zelen&ec'), od &ega je u svakom tretmanu uzgajano po 5 biljaka. Sesti
dan od primjene tretmana biljke su skenirane multispektralnim 3D skenerom za biljke.
Analizirao se intenzitet refleksije elektromagnetnog zracenja u vidljivom dijelu spektra
(crveni, plavi i zeleni), blisko infracrveno (NIR) i daleko crveno (FR). Na temelju tih
podataka, izraCunati su vegetacijski indeksi poput indeksa klorofila, indeksa antocijana
i normaliziranog diferencijalnog vegetacijskog indeksa.
Znacajne razlike utvrdene su izmedu tretmana suSe i kontrole za sve mjerene
parametre osim za intenzitet refleksije elektromagnetskog zraenja u crvenom dijelu
spektra. Dobiveni rezultati ukazuju na pogodnost koristenja multispektralnih analiza u

procjeni stresa suse kod graha.

Kljuéne rijeci: susa, grah, multispektralne analize, vegetacijski indeksi



Summary

Common bean (Phaseolus vulgaris L.) is one of the most commonly grown
legumes worldwide, whose production is often exposed to the negative effects of
drought. The aim of this study was to determine the suitability of multispectral analysis,
i.e. vegetation indices in the detection of drought stress in common bean. Two
treatments were used in this experiment: 1. control solution and 2. solution with the
addition of polyethylene glycol (PEG) which stimulates drought stress. 5 common bean
landraces were used (‘Biser', 'Puter', 'Tetovac', 'TreSnjevac', 'Zelenc€ec'), of which 5
plants were grown in each treatment. On the sixth day after application of the
treatment, the plants were scanned with a multispectral 3D plant scanner. The intensity
of reflection of electromagnetic radiation in the visible part of the spectrum (red, blue
and green), near infrared (NIR) and far red (FR) were analysed. Based on these data,
vegetation indices such as chlorophyll index, anthocyanin index and normalized
differential vegetation index were calculated. Significant differences were found
between drought treatment and control for all measured parameters except for the
intensity of electromagnetic radiation reflection in the red part of the spectrum. The
obtained results indicate the suitability of using multispectral analysis in the

assessment of drought stress in beans.

Key words: drought, common bean, multispectral analysis, vegetation indices

Vi



Sadrzaj

U 1Yo To PP PPPTPPPRPRPRP 1
0 I {1 = T - RSP 2
2. Pregled lIHEratUre ... ... e e e e e e e e e e a s 3
2.1. MorfoloSke karakteristike i bioloSka svojstva graha...........ccccccceeeiiiiiiiiiiiiiinnnnnn. 3
2.2. Stres suSe i utjecaj Na rast i rAzZVO]........coooeeeeeieeeeeeee 3
2.2.1. Fiziologija otpornosti NA Stres SUSE........ccccovviiiiiieiieeeee e 7

3.1. VegetacCijSKi INAEKSI........ccouiiiiiiie e 12
3.1.1. Normalizirani diferencijalni vegetacijski indeks (NDVI) .........c.ccccovveveiiennns 12
3.1.2. INdEKS @NtOCIANA.........cceeiiiieiecce et 13
3.1.3 INAEKS KIOTOFila ... 13

4. Materijali i METOAE .....coeeeiiie e e 14
4.1. StatistiCka obrada podataka.............ccoooviiiiiiiiii 15
5. REZUIALI | FASPIAVA......cceiiieiiiiiie et e e e e e e e e e e e e e e anaaaas 16
410 (o) o1 28

Vil



1. Uvod

Grah je biljna vrsta prilagodljiva klimatskim uvjetima zbog ¢ega je njegov uzgoj
Siroko rasprostranjen u svijetu (Vidak, 2016).

Produktivnost graha je, kao i velikog broja drugih poljoprivrednih kultura, u
najvecoj mjeri ograni¢ena utjecajem stresa suse (Bebee i sur., 2011).

Negativni utjecaj suSe najviSe se ocituje u nemogucnosti usvajanja potrebne
koliine vode i hranjiva, $to utje€e na fotosintezu (Vukadinovi¢, 2018). Razli€ite biljne
vrste i kultivari daju razli¢it odgovor na stres suse (Viljevac, 2012).

Osnovni mehanizmi koji biljkama omogucuju toleriranje nedostatka vode su:
smanjenje lisne povrsine, odbacivanje lis¢a, zatvaranje puci, osmotska prilagodba,
zadebljanje kutikule i poja¢an rast korijena (Lazarevi¢ i Poljak, 2019).

Multispektralne analize su moderne tehnike koje omogucuju jednostavniju i brzu
procjenu utjecaja stresa suSe na odredene fizioloSke procese. Temelje se na
analizama spektralnog sustava elektromagnetskog zraCenja reflektiranog s biljne
povrSine (Wang i sur., 2018). Iz njih se izvode vegetacijski indeksi, kao na primjer
normalizirani indeks razlike vegetacije i dr., koji omoguéuju procjenu fizioloskih
odgovora biljaka na stresne ¢imbenike. Obzirom da odredene valne duljine reflektirane
s povrdine lista ovise o0 tipu stresa te biljnoj vrsti, sve multispektralne analize i
vegetacijski indeksi nisu jednako osjetljivi i primjereni za utvrdivanje razli€itih vrsta
stresa kod razliitih kultura (Ollinger, 2010). KoriStenjem dronova, multispektralnih
skenera, helikoptera, ove tehnike pogodne su za fenotipizaciju biljaka na vecim
povrSinama te manjeg broja biljaka u zasticenim prostorima (Wang i sur., 2018). Glavni
nedostatak ovakvih metoda su jo$ uvijek visoke cijene multispektralnih kamera Sto

onemogucava njihovu Siroku primjenu (Li i sur., 2014).



1.1. Ciljrada

Cilj rada je utvrditi pogodnost multispektralnih analiza, odnosno vegetacijskih

indeksa u detekciji stresa susSe kod graha.



2. Pregled literature

2.1. Morfoloske karakteristike i bioloSka svojstva graha

Grah je jednogodisnja zeljasta biljka iz porodice Fabaceae. Kratkog je korijena
koji je rasiren u povrSinskom dijelu tla, kratke stabljike i leptirastih cvjetova, a plod je
mahuna (LeSi¢ i sur., 2004). Grah se dijeli na grah mahunar i grah zrnas, a razlikuju
se u sadrzaju celuloze u mahuni, pri Cemu se u unutrasnjosti mahune zrnasa nalaze
celulozne niti u Savovima te pergamentni sloj koji omoguéuje pucanje (Rajnovi¢, 2017).

Prema istrazivanju Miocinovi¢ (2019) postoje velike morfoloSke razlike izmedu
raliCitih morfotipova graha uzgajanih u Hrvatskoj. Tradicijski kultivari graha se prema
obliku, boji i mozaiku sjemena dijele na 7 naj¢eSce uzgajanih morfotipova, a to su:
TreSnjevac, Biser, Zelencec, Puter, Tetovac, Kukuruzar i mijeSana skupina u koju
pripadaju manje zastupljeni morfotipovi (Pal&i¢ i sur., 2018).

Grah ima znacajnu hranidbenu i zdravstvenu vrijednost. Sjeme graha sadrzi
bjelan€evine, bogato je esencijalnim aminokiselinama, a osnovni dio sjemena €ine
ugljikohidrati. Plod je bogat vlaknima, mineralima i vitaminima zbog ¢ega je Cesta

namirnica u ljudskoj prehrani (Vidak, 2016).

2.2. Stres suse i utjecaj narastirazvoj

U velikom broju zemalja, proizvodnja graha Cesto je izlozena negativnhom utjecaju
suse $to direktno utjeCe na smanjene prinosa (Beebe i sur., 2011). Prema Farooq i
sur. (2009) zbog limitiranosti vodnih resursa, razli€itoj raspodjeli oborina u tlu te
sposobnosti skladiStenja vode u tlu, intenzitet suSe je nepredvidiva, razliCiti kultivari
graha pokazuju razli€itu osjetljivost na susSu (Frahm i sur.,2004). Zbog usvajanja
nedovoljne koli€¢ine vode i otopljenih negativan utjecaj suSe izaziva poremecaj u
procesu fotosinteze i raspodjele asimilata unutar biljke (Vukadinovi¢, 2018).

Najvece ograniCenje u poljoprivredi uzrokuju abiotski faktori, ¢emu posebno
pogoduju sve snaznije klimatske promjene (Beebe i sur., 2011). Visoka temperatura i
suSa su dva naj¢eSCa abiotska stresa koja uzrokuju biokemijske i fizioloSke
poremecaje (Kim i sur., 2019). Cesta je pojava oba stresa istovremeno, $to dovodi do

poremecaja rasta i pada kvalitete prinosa (Vukadinovi¢, 2018).



Na slici 1 opisani su moguci mehanizmi smanjenja rasta uzrokovanih susom.
Kod stresa uzrokovanog susom produzenje stanica u viSim biljkama inhibirano je
smanjenim tlakom turgora. Smanjen sadrzaj vode u tkivu posljedica je smanjenog
unosa vode. Rezultat toga je nestajanje turgora. Takoder, su$a smanjuje foto-
asimilaciju i metabolite potrebne za dijeljenje stanica. Posljedi¢no dolazi do smanjenja
mitoze, produZenja stanica i Sirenja $to na kraju dovodi do smanjenog rasta (Farooq i
sur., 2009).

Stres suse

(smanjena

dostupnost
vode)

v v
Ometanje

produljenja
stanica

Ogranicena
dioba stanica

Slika 1. Mehanizmi smanjenja rasta uzrokovanih susom

Izvor: prilagodeno iz Farooq i sur., 2009.



slabljenjem turgora (Taiz i Zeiger, 2006). Smanjena mitoza i poremeca;j u rastu stanica
rezultiraju smanjenom visinom biljke, povrSinom listova i rastom usjeva pod utjecajem
suse (Hussain i sur., 2008). Kod mnogih vrsta usjeva zabiljeZeno je smanjenje prinosa
uzrokovano susom, Sto ovisi o tezini i trajanju stresnog razdoblja. Prema istrazivanju
Farooq i sur. (2009), najveée smanjenje prinosa kod rize u reproduktivnoj fazi pri
izloZenosti visokoj razini stresa suse iznosilo je 48-94%, a najmanje kod rajcice (13%),
Sto ukazuje na to kako razli€ite biljne vrste i kultivari iste vrste razliito reagiraju stres
na stres suse. Prvenstveno se manifestira promjenama u fizioloSkim procesima kako
bi se biljne vrste mogle nositi sa zna¢ajnim ucincima susnog stresa.

Gebeyehu (2006) navodi usporeni rast kao svojstvo prilagodbe za opstanak u
uvjetima stresa. Navodi kako ono omogucéava biljkama da asimilate i energiju, koju
inaCe koriste za rast izbojka, usmjere u zastitne molekule za borbu protiv stresa i/ili za
odrzavanje rasta korijena, poboljSavajuéi nakupljanje vode.

Ukoliko se javi manji nedostatak vode tokom duljeg perioda, tada dolazi do
adaptacije (prilagodbe) biljaka na susu, tzv. kaljenje, ovisno o biljnoj vrsti i stabilnosti
tilakoidnog membranskog sustava u kloroplastima (Vukadinovié. 2018). Prema
Vukadinoviéu (2018) pritvaranje puci i smanjenje intenziteta transpiracije, pad vodnog
potencijala biljnih tkiva, smanjena fotosinteza te na kraju inhibicija rasta, rezultat su
vodnog stresa. Dolazi do nagomilavanja apscizinske kiseline (ABA), prolina, manitola,
sorbitola, dolazi do formiranja ,spojeva hvata¢a“ slobodnih radikala, odnosno
antioksidanti te se povecava sinteza proteina i mRNA. Takoder, odvijaju se promjene
na membranama lipida kao i naruSavanja membranske regulacije transporta tvari i
vode. Navedene fizioloSke promjene na kraju rezultiraju i morfoloSkim promjenama, ij.
izgledom biljaka (Slika 2), (Vukadinovi¢, 2018).



Niska viainost zraka
Visoka temperatura
Jaka svjetlost

g + Prepoznavanje signala
+ Inhibicija rasta e s [ |+ Genetska reakcija
+ Genetska rea ] * Preponavanje signala
+ Metabolitka aklimatiza + Genetska reakcija

+ Osmotska prilagodba

+ Odriavanje

+ Kontinuiran rast korijena |
——— /
; Nedostatak vode ‘

Slika 2. Opéa shema mehanizma otpornosti biljaka na susu

Izvor:Vukadinovi¢, 2018



2.2.1.Fiziologija otpornosti na stres suse

Fotosinteza je glavni proces odgovoran za akumulaciju suhe tvari i posljedicno
utjeCe na rast i razvoj biljaka, koji su pod utjecajem okoliSa. Kod obi¢nog graha, susa
u svojoj pocetnoj fazi ograniCava fotosintezu zbog stomatalnog pritvaranja puci
(Gebeyehu, 2006). Pritvaranjem puci spre€ava se dodatni gubitak vode transpiracijom.
Stomatalna kontrola predstavlja jedan od glavnih mehanizama prilagodavanja
vodenom stresu kod graha (Gebeyehu, 2006) .

Zbog nedostatka vode dolazi do usporavanja rasta biljaka, Sto rezultira smanjenom
povrSinom fotosintetski aktivne povrsine lista. Zbog nedostatka vode dolazi do
smanjenja vodenog potencijala rastuce biljke, sto dovodi do dehidracije. Dolazi do
mijenjanja klorofilne fluorescencije, fotoinhibicije fotosistema Il (PSII) i koncentracije
enzima Rubisco. Vodeni stres uzrokuje znaajno smanjenje sadrzaja fotosintetskih
pigmenata, proteina i lipida (Athar i Ashraf, 2004).

Otpornost na susSu predstavlja sposobnost adaptacije biljaka koje im omogucuju
izbjeci ili tolerirati susni stres (Vukadinovi¢, 2018).

Lazarevi¢ i Poljak (2019) objasnili su osnovne mehanizme koji se javljaju kod biljaka
i koji im omogucuju toleriranje nedostatka vode, a to su: smanjenje lisne povrsSine,
odbacivanje lis¢a, pritvaranje puci, osmotska prilagodba, zadebljanje kutikule te

pojacan rast korijena.

1. Smanjenje lisne povrSine
Smanjenje koli¢ine vode u bilikama dovodi do pada turgorskog tlaka u
stanicama, a pad turgora uzrokuje smanjenje volumena stanica, povecanje
koncentracije stanicnog sadrZaja te smanjenje napetosti i debljanje stani¢ne
membrane. Obzirom da je rast stanica pod utjecajem turgora, smanjenje turgora
dovodi do smanjenog rasta stanica. Manja koli€ina vode takoder utjeCe na
smanjenje elasticnosti stanicnih stijenki, a obzirom da to ima utjecaj na rast
stanica, smanjen rast stanica dovodi do manije lisne povrsine.

2. Odbacivanije lis¢a
Odbacivanje lis¢a ili apscizija je takoder jedna od posljedica nedostatka vode.
Listovi brzo stare i otpadaju, jer dolazi do pojaane sinteze etilena koji uzrokuje

otpadanije lis¢a.



3. Pritvaranje puci
Ovaj se mehanizam javlja u uvjetima intenzivhe pojave stresa nastalog
nedostatkom vode ili kada su biljke ve¢ razvile najve¢u mogucu lisnu povrsinu.
Pritvaranjem puci smanjuje se transpiracija pa se smanjuje gubitak vode.
Promjena turgora u stanicama zapornicama regulira otvaranje i zatvaranje puci.

4. Osmotska prilagodba
Kako se smanjuje koli€ina vode u tlu tako dolazi i do pada vodnog potencijala
tla. Dok je vodni potencijal stanica korijena manji od vodnog potencijala tla,
biljke mogu primati vodu. Osmotska prilagodba je proces akumulacije otopljenih
tvari u stanicama. Na taj naCin stanica smanjuje vodni potencijal, a da pritom ne
dolazi do znatne promjene njenog volumena ili turgora. Kod osmotske
prilagodbe dolazi do nakupljanja raznovrsnih organskih tvari, posebno Secera,
aminokiselina, organskih kiselina te anorganskih aniona. Odvija se polako kroz
nekoliko dana. Sposobnost odrzavanja turgora pri manjem vodnom potencijalu
moguca je kod listova koji prolaze kroz proces osmotske prilagodbe, u
usporedbi s listovima koji nisu prosli kroz proces osmotske prilagodbe. Obzirom
da su normalan rast stanica i veca otvorenost puci kod nizeg vodenog
potencijala omogucéeni odrZzavanjem turgora, moze se zakljuciti da je osmotska
prilagodba proces prilagodbe.

5. Zadebljanje kutikule
Kutikula, vostana prevlaka iznad epidermalnih stanica, ima funkciju smanjenja
gubitka vode. Kod nedostatka vode biljke uglavnom razvijaju deblju kutikulu,
koja smanjuje ulazak CO2, a fotosinteza uglavnom ostaje nepromijenjena, jer
CO2 za fotosintezu ulazi u list putem puci. Debljina kutikule bitna je prilikom jace
suse ili u slu€aju da je kutikula oStec¢ena, obzirom da kutikularna transpiracija
predstavlja 5-10% od ukupne transpiracije.

6. Pojacani rast korijena
Na omjer mase nadzemnog dijela i korijena utjeCe ravnoteza primanja vode
korijenom i fotosinteze nadzemnog dijela. Nadzemni organi rastu dokle god ih
korijen snabdijeva zadovoljavaju¢om koli¢inom vode i hraniva i obratno.
Smanjenje lisne povrsine, uzrokovano nedostatkom vode, dovodi do manje
potrosnje vode i energije te se zbog toga veca koli€ina ugljikohidrata translocira
u korijen Sto omogucuje njegov rast. Duzim trajanjem susSe dolazi do isuSivanja

gornjih slojeva tla te zbog toga biljke poc€inju razvijati duze korijenje.



3. Multispektralne analize

PoboljSanje kapaciteta poljoprivredne proizvodnje izuzetno je vazno za rastucu
populaciju u 21. stoljeCu. Kako bi se postigao taj cilj potrebno je modernizirati
poljoprivredu, oslanjajuci se na dinamicko pracenje, inteligentnu kontrolu i automatsku
implementaciju (Sankaran i sur.,2015). Informacije o stanju rasta usjeva treba
vizualizirati i kvantificirati kako bismo ponudili intuitivnije i standardizirane vrijednosti
za upravljanje okolisem (Virlet i sur., 2014). Za otkrivanje fizioloSkog statusa biljaka
primjenjuju se razne tehnologije i njihove kombinacije, kao Sto su snimanje klorofilne
fluorescencije, multispektralno snimanje, termi¢ko snimanje i terahertz tehnika (Wang
i sur., 2018).

Odredivanje fotosintetskih pigmenata jedna je od naj¢escée koristenih analiza u
fiziologiji bilja i biljnoj ekologiji. Fotosintetski pigmenti reguliraju prijenos energije
elektromagnetskog zra€enja u listovima i na taj nac¢in mijenjaju opticka svojstva lista
poput refleksije svjetlosti ili propusnosti za svjetlost. Zbog toga mogu biti korisni za
daljinsko ispitivanje fiziologije biljaka te fotosintetske sposobnosti. Daljinsko
istraZivanje ima S8iroku primjenu za procjenu sadrZaja klorofila u morskim
ekosustavima, dok je vrlo malo aplikacija razvijeno za kopnene ekosustave (Penuelas
i sur., 1995).

Sus$a je postala jedan od glavnih izazova u globalnoj poljoprivrednoj proizvodnii
i sigurnosti hrane (He i sur., 2019). Reakcije biljaka na stres izazvan suSom su sloZzene
zbog razli€itih mehanizama otpornosti na stres i tolerancije za odrzavanje rasta.
Tradicionalne metode fenotipizacije biljaka su zahtjevne, dugotrajne i subjektivne.
Upravo zbog navedenih osobina tradicionalnih metoda, multispektralna snimanja
pokazala su se ucinkovita za rano otkrivanje reakcije biljaka na suSu (Yao i sur, 2018).

Fenotipske osobine biljaka, povezane s morfoloskim i fizioloSkim svojstvima,
mjere se kako bi se mogla procijeniti produktivnost billke pod utjecajem razliCitih
stresova (Yao i sur.,2018).

KoriStenje multispektralnih analiza s ciljem fenotpizacije biljaka proizlazi iz
daljinskih istrazivanja vegetacije. Refleksija pojedinacnog lista ili ukupne povrsine
listova je posebno niska u vidljivom dijelu spektra od 400 nm do 700 nm (Slika 3). Niska
refleksija je rezultat apsorpcije pigmenata u listovima, prvenstveno klorofila koji ima

specifiCan vrh refleksije u zelenom podrucju od oko 550 nm. Do naglog povecanja



refleksije dolazi kod prijelaza od vidljive do blizu infracrvene (near infrared; NIR)
svjetlosti. Near infrared ili skraceno NIR obuhvaca valne duljine od 700 nm do 1200
nm. NIR zraCenje moZe se prenositi s viSih listova biljke na nize listove. Zbog toga je
arhitektura listova, kao $to su rast i debljina lista, glavne odrednice refleksije u ovom
dijelu spektra. Postupnim povecavanjem valnih duljina do 2500 nm, dolazi do
postepenog smanjivanja refleksije. Uzrok tome je povecanje apsorpcije vode prisutne
u listovima (Li i sur., 2014).

Podaci o spektralnoj refleksiji lista koriste se za izraCunavanje vegetacijskih
indeksa. Vegetacijski indeksi uglavhom se raunaju jednostavnim formulama kao $to
su omijeri i razlike medu podacima spektralne refleksije pri odredenim valnim
duljinama. To je omoguéilo razvoj normaliziranog diferencijalnog vegetacijskog
indeksa (NDVI) i velikog raspona povezanih indeksa. Vegetacijski indeksi su uglavnhom
povezani s razli€itim biljnim karakteristikama kao $to su fotosintetski aktivna biomasa,
sadrzaj pigmenata te vodni status (Ollinger, 2010).

Spektralna refleksija biljaka oslanja se na razvoj kalibracijskin modela koji
povezuju spektralne informacije i referentne podatke. Spektralna mjerenja mogu se
obavljati multispektralnim ili hiperspektralnim kamerama koje imaju sposobnost
snimanja u velikoj rezoluciji (Li i sur., 2014).

Kod fenotipizacije biljaka, spektralni indeksi refleksije koriste se za brza,
nedestruktivha mjerenja biomase, sadrzaja klorofila, starenja listova te statusa vode u
bilikama. Cesto se niz vegetacijskih indeksa izvodi iz jednostavnih razlika izmedu
vrijednosti refleksije dvije valne duljine. Nekoliko je indeksa uvedeno u terenskim
istraZivanjima i programima uzgoja za fenotipiziranje vecih biljnih povrsina i dinamicke
procjene biomase. Za procjenu sadrzaja vode u kroSnjama, multispektralna i
hiperspektralna mjerenja imaju Siroku primjenu (Li i sur, 2014).

Cabrera i sur. (2010), su koristili NIR spektroskopiju za precizno predvidanje
genotipskih razlika u zrnu i lisnom pepelu te dusik u kukuruzu uzgojenom pri razli¢itim
koliCinama dostupne vode. Daljnjim proSirivanjem broja izmjerenih valnih duljina,
spektroskopija otvara nove mogucénosti za izdvajanje spektralnih znacajki povezanih

sa zdravstvenim stanjem biljaka i statusom bolesti (Li i sur., 2014).
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Slika 3. Prikaz elektromagnetnog spektra, uklju€ujuci vidljivi dio spektra na valnim
duljinama priblizno od 380 do 750 nm te blizu infracrvenog svijetla na valni duljinama
od oko 700 do 2000 nm

Izvor: https://www.azooptics.com/Article.aspx?ArticlelD=1666
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3.1. Vegetacijski indeksi

Iz multispektralnin snimki na temelju refleksije, apsorpcije te transmisije
elektromagnetnog zraCenja s u raznim spektralnih kanalima ra¢unaju se podaci koje
nazivamo vegetacijskim indeksima. Na podrucjima na kojima je prisutna vegetacija,
vegetacijski indeksi pokazuju vecée vrijednosti u odnosu na podrucja bez vegetacije
(Vela i sur., 2017). Obzirom da svaka bilka ima specifiCan spektralni potpis,
vegetacijski je indeks moguce dobiti kombiniranjem snimki iz raznih spektralnih
podrucja. Klorofil ima jaki afinitet apsorpcije valnih duljina u crvenom i plavom dijelu
spektra, dok odbija zelenu svjetlost. Vegetacijski indeksi se uglavhom dobivaju iz
crvenog i NIR spektra (Maeda i sur., 2016). Parametri koji utjeCu na formiranje
vegetacijskih indeksa su mjera elektromagnetskog zraCenja vegetacije, veli€ina zelene

povrsine, biomasa, sadrzaj klorofila u biljci i dr. (Vela i sur., 2017).

3.1.1. Normalizirani diferencijalni vegetacijski indeks (NDVI)

Normalizirani diferencijalni vegetacijski indeks (engl. Normalized Difference
Vegetation Index = NDVI) koristi se za otkrivanje promjena u biljkama. Predstavlja
omjer izmedu razlike i zbroja NIR i crvenog dijela spektra (Deering, 1978). Odredivanje
refleksije u crvenom i NIR vidljivom dijelu spektra predstavlja vrlo dobar mehanizam
za utvrdivanje zdravlja vegetacije. NDVI omogucuje pracenje sezonskih i viSegodisnjih
promjena vegetacije (Vela i sur., 2017). Prema Carlsonu i Ripley-u (1997), NDVI se
racuna iz refleksije svjetlosti u vidljivom i blisko infracrvenom spektru po slijedecoj
formuli:

NIR — RED

NDVI = o RED

U kojoj su: NIR — dio spektra A =0,8 ym, a RED- dio spektra A =0,6 ym

Vrijednosti NDVI-a kre¢u se izmedu -1 i +1. Ovisno o dobivenoj vrijednosti mozemo

procijeniti stanje stresa biljke (Slika 4) .
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Slika 4. Vrijednosti NDVI koje opisuju zdravstveno stanje biljke

Izvor: https://eos.com/blog/ndvi-fag-all-you-need-to-know-about-ndvi/

3.1.2. Indeks antocijana

Antocijani pripadaju pigmentima koji biljkama daju crvenu, plavu i ljubiastu boju.
Podaci o sadrzaju antocijana omogucuju procjenu fizioloSkog statusa biljaka. Prema
Gitelson i sur. (2009) smatra ih se pokazateljima razli€itih vrsta biljnih stresova.
Najveca refleksija antocijana prisutna je kod 550 nm. Medutim, iste valne duljine
reflektirane su i od strane klorofila. Indeks refleksije antocijana koristi refleksije u
spektru zelene i na rubu crvenog spektralnog pojasa, dok modificirani indeks refleksije
antocijana koristi i NIR pojas (Gitelson i sur., 2009). Indeks antocijana rauna se prema
formuli: Al = (Rss0) - (R700) . Al predstavlja indeks antocijana, a R refleksiju (Gitelson
i sur., 2001).

3.1.3 Indeks klorofila

Indeks klorofila (engl. Chrolophyll Indeks, Cl) koristi se za izraCunavanje ukupnog
sadrzaja klorofila u listu. Vrijednosti Clgreen i Clred-edge osjetljive su na male
varijacije u sadrzaju klorofila i stalne su kod veéine vrsta. Ukupni sadrzaj klorofila
linearno je povezan s razlikom izmedu medusobne refleksije zelenih/rubno crvenih
traka i blizu crvenog pojasa. Clgreen je izraunat promatranjem u zelenom podrucju
(570 nm), a Clred-edge opazanjem u crvenom rubu (730 nm) (https://www.hiphen-
plant.com/blog/vegetation-indices-2/). Indeks klorofila raCuna se prema formuli: CHI =

(R700)*— (RniR)T . CHI oznacava indeks klorofila, a R refleksiju (Gitelson i sur., 2003).
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4. Materijali i metode

Pokus je postavljen u kontroliranim uvjetima u komori rasta na Sveucilistu u
Zagrebu Agronomskom fakultetu. U pokusu je koriSteno sjeme pet tradicijskih kultivara
graha: 'Biser', 'Puter’, 'Tetovac', 'TreSnjevac', 'ZelenCec'. Sjeme je naklijavano u
rolicama nakon sterilizacije u 15% natrijevom hipokloritu i 70 % alkoholu te ispiranja
destiliranom vodom. Sjeme se naklijavalo u rolicama umocenim u destiliranu vodu u
tami na temperaturi od 28°C. Ujednaceno razvijeni klijanci se 5. dan od naklijavanja
presaduju na pleksiglase, stavljaju u kade ispunjene hranjivom otopinom (kontrola i
PEG) (Slika 5) i uzgajaju u svjetlosnim uvjetima, pri temperaturi od 25°C, relativnoj

vlazi zraka 70%.

Slika 5. Klijanci presadeni na pleksiglase i stavljeni u kade s hranjivom otopinom

Autor: A. Nimac

U pokusu su se koristila dva tretmana: 1. kontrolna otopina i 2. otopina s
dodatkom polietilen glikola (PEG) pomocu kojeg se stimulira stres suse (-1 MPa). U
svakom tretmanu uzgajalo se 5 biljaka od svakog kultivara. Sesti dan od primjene
tretmana, biljke su skenirane PlantEye multispektralnim 3D skenerom za biljke (Slika
6) Cime se analizira intenzitet refleksije elektromagnetskog zra€enja u vidljivom dijelu
spektra (crveni, plavi i zeleni dio spektra), NIR i far red (FR). Kombinacijom 3D vida i
multispektralne kamere snima biljke na nedestruktivan nacin pri Cemu kao rezultat daje

precizne rezultate mjerenjem morfoloskih i fizioloSkih parametara u stvarnom vremenu.
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Svaka valna duljina mozZe se statistiCki analizirati pojedinacno kako bi se izraCunali i
kvantificirali boja, razina klorofila, starenje biljke i sadrzaj duSika. Kako bi se izraCunali
i kvantificirali boja, razina klorofila, sadrzaj dusSika i starenje biljke, svaka se valna
duljina pojedinacno moze statistiCki analizirati Na temelju tih podataka izraCunati su
vegetacijski indeksi poput normaliziranog diferencijalnog vegetacijskog indeksa
(NDVI), indeksa klorofila (Cl) i indeksa antocijana (Al).

Slika 6. PlantEye multispektralni skener

Izvor: https://phenospex.com/

4.1. StatistiCka obrada podataka

Dobiveni podaci analizirani su analizom varijance (ANOVA), koriste¢i R
racunalni sustav (R Core Team, 2019), prema generalnom linearnom modelu. Razlike
izmedu prosje€nih vrijednosti varijabli utvrdene su Tukeyjevim testom (P<0,05).

Rezultati su prikazani graficki pomocu stupaca koji odgovaraju srednjim vrijednostima.
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5. Rezultati i rasprava
5.1. Multispektralna snimanja u procjeni stresa suse

Tablicom 1. prikazana je analiza varijance parametara dobivenih
multispektralnim analizama kod genotipova graha uzgajanih u kontrolnim uvjetima i
uvjetima stresa suSe.

Statisticki zna€ajne razlike izmedu tretmana utvrdene su kod varijabli indeksa klorofila,
indeksa antocijana, NDVI, NIR i FR, a kod vidljivog spektra u zelenom i plavom dijelu
spektra. StatistiCki znaCajne razlike utvrdene su u interakciji Tretman x Genotip za
indeks klorofila i NIR. Za sva mjerena svojstva nisu utvrdene signifikantne razlike medu

genotipovima.

Tablica 1. Analiza varijance (ANOVA) za parametre dobivene multispektralnim
analizama kod tradicijskih kultivara graha uzgajanih u kontrolnim uvjetima i uvjetima

stresa suse

Vidljivi dio
Izvor DF Indeks Indeks NDVI spektra NIR FR
varijabilnosti klorofila  antocijana (R G B)
Tretman 1 *%x% *%% *%k% nS *% k% *% *%%
Trad. kultivar 4 ns ns ns ns ns ns ns ns
Tretman*trad. 4 * ns ns ns ns ns * ns
kultivar
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5.2. Indeks klorofila

Grafikon 1. prikazuje utjecaj tretmana suse na indeks klorofila (Cl) kod biljaka graha.
Stupci prikazuju srednje vrijednosti Cl za svih pet tradicijskih kultivara graha. Znac¢ajno

veca srednja vrijednost utvrdena je kod suSe (2,85) u odnosu na kontrolu (2,44).
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Grafikon 1. Utjecaj tretmana suSe na indeks klorofila (Cl) biljaka graha. Stupcima su
prikazane srednje vrijednosti Cl za svih pet tradicijskih kultivara graha. Razli¢ita slova
pridruzena stupcima ukazuju na znacajne razlike srednjih vrijednosti temeljene na

Tukeyjevom testu.

Penuelas i sur. (1995) u svome istrazivanju utvrdili su da su koncentracije
klorofila zna€ajno manje kada su biljke izlozene su$nim uvjetima u usporedbi s
koncentracijama u optimalnim uvjetima. Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da je
doSlo do porasta ukupne koli€ine klorofila u biljkkama graha kod tretmana suse (2,85)
u odnosu na kontrolu (2,44). Prema Farooq i sur. (2009), povec¢anje sadrzaja klorofila
pod utjecajem suse moze biti povezano sa smanjenjem lisne povrSine. Takoder, moze

biti i jedan od obrambenih mehanizama kako bi se smanjio Stetan ucinak stresa suse.
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5.3. Indeks antocijana

Grafikon 2. prikazuje utjecaj tretmana suse na indeks antocijana (Al) kod biljaka graha.
Stupcima su prikazane srednje vrijednosti Al za svih pet tradicijskih kultivara graha.
Utvrdene su znacajne razlike izmedu srednjih vrijednosti te su one iznosile 2,64 za

kontrolu i 3,37 za susu.
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Grafikon 2. Utjecaj tretmana suse na indeks antocijana (Al) biljaka graha. Stupcima su
prikazane srednje vrijednosti Al za svih pet tradicijskih kultivara graha. Razli¢ita slova
pridruzena stupcima ukazuju na znacajne razlike srednjih vrijednosti temeljene na

Tukeyjevom testu.

U listovima biljaka vrlo ¢esto dolazi do zna€ajnog nakupljanja antocijana kao
posljedica mnogih biotskih i abiotskih stresova kao $to su jaka svijetlost, UV-zraCenje,
niska temperatura, su$a, rane, bakterijske i gljivicne infekcije, nedostaci dusika i
fosfora, odredeni herbicidi i zagadivaCi (Gitelson i sur., 2001). Dobiveni rezultati
ukazuju na vecu prosje¢nu koncentraciju antocijana u listovima u tretmanu suse (3,37),

dok je u kontroli manja koncentracija (2,64), $to podupire tezu Gitelson i sur. (2001).
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5.4. NDVI

Grafikon 3. prikazuje utjecaj tretmana suSe na normalizirani diferencijalni indeks
(NDVI) kod biljaka graha. Stupci prikazuju srednje vrijednosti NDVI za svih pet
tradicijskih kultivara graha, a one iznose 0,71 za kontrolu i 0,56 za suSu. Zbog

znacajnih razlika u srednjim vrijednostima, stupcima su pridruzena razlicita slova.
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Grafikon 3. Utjecaj tretmana suSe na normalizirani diferencijalni indeks (NDVI) biljaka
graha. Stupcima su prikazane srednje vrijednosti NDVI za svih pet tradicijskih kultivara
graha. Razli¢ita slova pridruzena stupcima ukazuju na znacajne razlike srednjih

vrijednosti temeljene na Tukeyjevom testu.

Sto vise listova posjeduije biljka to je veéi utjecaj na valne duljine svjetla, a ovisno
0 boji moZzemo utvrditi zdravstveno stanje biljke (Rumora i sur.,2016). Rezultati naSeg
istrazivanja pokazuju da su srednje vrijednosti NDVI za svih 5 tradicijskih kultivara
graha za kontrolu iznosile 0,71, a za susSu 0,56, Sto ukazuje na umjereno naruseno

zdravlje biljke u susnim uvjetima.

19



5.5. Vidljivi dio spektra (RGB)

Grafikon 4. prikazuje razlike u vrijednostima intenziteta refleksije elektromagnetskog
zraCenja u vidljivom dijelu spektra; crveni (R), zeleni (G), plavi (B) u kontroli i tretmanu
suSe za pet tradicijskih kultivara graha. StatistiCki znacCajne razlike u intenzitetu
refleksije vidljive su u zelenom i plavom dijelu spektra, dok u crvenom nema znacajnih

razlika.
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Grafikon 4. Razlike u vrijednostima intenziteta refleksije elektromagnetskog zracenja
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u vidljivom dijela spektra; crveni (R), zeleni (G), plavi (B) u kontroli i tretmanu suse za
pet tradicijskih kultivara graha. Tretmani oznaceni istim slovom ne razlikuju se

znacajno na temelju Tukeyjevog testa.

Sto se ti¢e vidljivog dijela spektra, do znadajnih razlika u intenzitetu refleksije
elektromagnetskog zraCenja doSlo je u zelenom i plavom dijelu spektra. U zelenom
dijelu je veca refleksija zabiljeZena u kontroli, dok je u plavom vedi intenzitet refleksije
zabiljeZzen kod tretmana suse. U crvenom dijelu spektra nije doSlo do znacajne razlike
u dobivenim vrijednostima. U istrazivanju koje su proveli Yao i sur.(2018) u crvenom
dijelu spektra takoder nisu utvrdene znacajne razlike, jer on nije toliko osjetljiv na stres

suse kao zeleni i plavi.
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5.6. FR

Grafikon 5. prikazuje utjecaj tretmana susSe na intenzitet refleksije elektromagnetskog
zraCenja FR biljaka graha. Kod tretmana suSom zabiljezena je znaCajno manja

refleksija biljaka u FR svjetlosti.
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Grafikon 5. Utjecaj tretmana suSe na intenzitet refleksije elektromagnetskog zracenja
FR biljaka graha. Tretmani oznaceni razli€itim slovima znacajno se razlikuju na

temelju Tukeyjevog testa.

Biljke izlozene tretmanu suSe imale su znacajno maniji intenzitet refleksije
elektromagnetskog zra¢enja u FR dijelu spektra. Rezultati istraZivanja Yao i sur. (2018)
pokazuju da je stres suSe uzrokovao manji intenzitet refleksije FR za oba ispitivana

tipa Arabidopsis (divlji tip i osca 1).
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5.7. NIR

Grafikon 6 prikazuje utjecaj tretmana suSe na intenzitet refleksije elektromagnetskog
zraCenja NIR kod biljaka graha. Stupcima su prikazane srednje vrijednosti NIR za svih
pet tradicijskih kultivara graha. Srednja vrijednost za kontrolu iznosi 22678,4, a za susu

21878,4 te je utvrdena znacajna razlika izmedu dva tretmana.
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Graf 6. Utjecaj tretmana susSe na intenzitet refleksije elektromagnetskog zra¢enja NIR
biljaka graha. Tretmani oznaceni razli€itim slovima znaéajno se razlikuju na temelju

Tukeyjevog testa.

Li i sur. (2014) u svome istrazivanju zakljuCuju kako zdrava vegetacija reflektira
vise NIR svjetlosti u usporedbi s drugim valnim duljinama. Navedeno je vidljivo i u
rezultatima ovog istrazivanja gdje je srednja vrijednost za kontrolu iznosila 22678,4, a
za susu 21878,4. Dakle, biljke koje imaju optimalne uvjete za rast reflektiraju vise NIR

svjetlosti za razliku od biljaka izloZenih stresu.
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6. Zakljucak

StatistiCki znaCajne razlike izmedu tretmana utvrdene su kod varijabli indeksa
klorofila, indeksa antocijana, NDVI, NIR i FR, a kod vidljivog spektra u zelenom i
plavom dijelu spektra. StatistiCki znaCajne razlike utvrdene su u interakciji Tretman x
Trad. kultivar za indeks klorofila i NIR. Za sva mjerena svojstva nisu utvrdene

signifikantne razlike medu tradicijskim kultivarima.

Pod utjecajem su$e doslo je do porasta indeksa klorofila, Sto predstavlja jedan
od mehanizama kojima se biljka brani od Stetnih utjecaja uzrokovanih suSom. 1z istog
razloga zabiljezen je i porast indeksa antocijana. U su$nim uvjetima doslo je i do
smanjenja vrijednosti NDVI (0,56) i manje refleksije NIR-a (21878,4), Sto ukazuje na

naruSeno zdravstveno stanje biljke.

Multispektralne analize, odnosno vegetacijski indeksi, u ovom istrazivaniju,

pokazali su se pogodni za odredivanje utjecaja stresa suSe kod graha.
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