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SAŽETAK
Ciljevi ovoga rada bili su ispitati utjecaj vrste i suše na koncentraciju fotosintetskih pigmenata (klorofila i 
karotenoida) i njihove recipročne omjere u lišću obične bukve i hrasta kitnjaka te utjecaj suše na preciznost 
nedestruktivne procjene koncentracije ukupnih klorofila u lišću spomenutih vrsta pomoću prijenosnog optičkog 
klorofilmetra MC-100. Istraživanje je provedeno na prirodnom pomlatku obične bukve i hrasta kitnjaka koji je 
tijekom vegetacijskoga razdoblja 2022. godine bio uredno zalijevan, dok je tijekom vegetacijskoga razdoblja 
2023. godine bio izložen suši. S tako tretiranog pomlatka tijekom obiju godina uzorkovano je lišće kojemu je 
izmjeren klorofilni indeks pomoću prethodno spomenutog klorofilmetra (in situ). Nakon toga, uzorkovano 
lišće bilo je podvrgnuto daljnjim laboratorijskim analizama s ciljem utvrđivanja njegovih morfoloških značajki i 
koncentracije fotosintetskih pigmenata (klorofila a, klorofila b, ukupnih klorofila a+b i karotenoida). Budući da 
se obična bukva odlikuje mezofilnijim, a hrast kitnjak kserofilnijim fiziološko-morfološkim svojstvima, može 
se hipotetski pretpostaviti da će suša imati negativniji utjecaj na koncentracije fotosintetskih pigmenata u lišću 
obične bukve nego u lišću hrasta kitnjaka. Prema rezultatima faktorske ANOVA-e u kombinaciji s rezultatima 
deskriptivne statistike suša je izazvala opadanje koncentracije klorofila i porast koncentracije karotenoida u 
lišću obiju vrsta. Međutim, tijekom sušne 2023. godine porast koncentracije karotenoida bio je značajno veći u 
lišću obične bukve nego u lišću hrasta kitnjaka, dok su koncentracije klorofila i recipročni omjeri koncentracije 
klorofila i karotenoida bili podjednaki u lišću obiju vrsta. Takav rezultat ukazuje da bi efikasnija produkcija 
karotenoida tijekom sušnoga razdoblja mogla pomoći običnoj bukvi u ublažavanju fotooksidacijskih oštećenja 
kloroplasta i/ili značajnijem opadanju koncentracije klorofila. U skladu s tim, može se pretpostaviti da obična 
bukva zahvaljujući efikasnijoj produkciji karotenoida tijekom sušnoga razdoblja održava svoju konkurentnost 
prema suši tolerantnijem hrastu kitnjaku. Rezultati ANCOVA-e u kombinaciji s rezultatima regresijske analize 
otkrivaju da godina odnosno suša nije imala značajan utjecaj na parametre kalibracijskih jednadžbi koje opisuju 
odnos između klorofilnog indeksa i koncentracije ukupnih klorofila u lišću obične bukve i hrasta kitnjaka. To 
znači da je klorofilmetar MC-100 uz primjenu odgovarajućih kalibracijskih jednadžbi pouzdan alat za procjenu 
koncentracije ukupnih klorofila u lišću obične bukve i hrasta kitnjaka, neovisno o utjecaju suše.    
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UVOD
INTRODUCTION

Dugotrajna sušna razdoblja kao sastavna komponenta 
sveprisutnih klimatskih promjena kod šumskoga drveća 
izazivaju sušni stres, što se na području Europe pa tako i 
Republike Hrvatske u posljednje vrijeme događa sve češće 
(Bréda i dr. 2006, Buras i dr. 2020, Senf i dr. 2020, IPCC 
2023). Takvi događaji narušavaju vitalnost šumskoga 
drveća, što se prepoznaje po opadanju koncentracije 
fotosintetskih pigmenata u lišću i gubitku zelene boje 
lišća (Thomas i dr. 2024). Najvažniji fotosintetski pig-
menti u biljnom svijetu su klorofili (a i b) i karotenoidi 
koji upijaju svijetlost i određuju efikasnost fotosinteze 
te na taj način snažno utječu na sveukupan rast i razvoj 
šumskoga drveća (Lichtenthaler 1987, Mafakheri i dr. 
2010, Croft i dr. 2017, Hu i dr. 2023). Fotosintetski pig-
menti koji su smješteni na tilakoidnim membranama 
kloroplasta zajednički grade fotosustave I i II. Unutar 
tih fotosustava klorofil a primarno je zadužen za predaju 
svojih pobuđenih elektrona primarnom akceptoru elek-
trona, dok je klorofil b pomoćni pigment koji primarno 
služi kao antena za hvatanje svjetlosti i prijenos vlastite 
energije na klorofil a. Primarna uloga karotenoida ogleda 
se u preuzimanju viška energije nastale unutar fotosus-
tava, kada klorofil a svoje pobuđene elektrone ne uspije 
predati primarnom akceptoru elektrona, tj. pretvorbi te 
suvišne energije u toplinu, što rezultira sprječavanjem i/
ili ublažavanjem fotooksidacijskih oštećenja cjelokup-
nog fotosintetskog aparata (Palett i Young 1993, Biswall 
1995, Taiz i Zeiger 2006).
Obična bukva (Fagus sylvatica L.) i hrast kitnjak (Quercus 
petraea (Matt.) Liebl.) predstavljaju dvije konkurentske 
vrste šumskoga drveća koje često pridolaze na istim 
staništima gdje tvore mješovite sastojine koje se odlikuju 
velikom ekološkom, ekonomskom i socijalnom vrijed-
nošću (Vukelić 2012). Bez obzira na to što često dijele 
stanište, ekofiziološka i/ili fiziološko-morfološka svoj-
stva obične bukve i hrasta kitnjaka prilično su različita. 
Obična bukva odlikuje se mezofilnijim fiziološko-mor-
fološkim svojstvima i osjetljivija je na sušu, dok se hrast 
kitnjak odlikuje kserofilnijim fiziološko-morfološkim 
svojstvima i tolerantniji je na sušu (Aranda i dr. 2000, 
Backes i Leuschner 2000, Arend i dr. 2013, Pretzsch i 
dr. 2013, Sánchez-Gómez i dr. 2013, Meyer i dr. 2020). 
Povišenu razinu tolerantnosti biljaka na sušu obično prati 
njihova povišena sposobnost zaštite i popravka fotosin-
tetskog aparata od fotooksidacijskih oštećenja, što je kod 
vrsta iz roda Quercus prilično dobro izraženo (Thomas 
i Gausling 2000, Arend i dr. 2013). U skladu s tim, pod 
utjecajem sušnoga stresa, vrste i/ili njihovi genotipovi 
koji su tolerantniji na sušu uspijevaju koncentraciju 

svojih fotosintetskih pigmenata u lišću održati višom u 
odnosu na one koji su manje tolerantni na sušu (Lauteri 
i dr. 1997, Pšidová i dr. 2013, Li i dr. 2018a, Thomas i 
dr. 2024). Prema tome, može se hipotetski pretpostaviti 
da bi dugotrajna suša mogla imati negativniji utjecaj na 
koncentracije fotosintetskih pigmenata u lišću obične 
bukve nego hrasta kitnjaka. 
Nagle promjene u koncentraciji fotosintetskih pigme-
nata i/ili njihovih recipročnih odnosa u lišću šumskoga 
drveća predstavljaju prve simptome prisutnosti biotskog 
i/ili abiotskog stresa (Bacci i dr. 1998, Percival i dr. 
2008). U skladu s tim, redovitim sezonskim praćenjem 
koncentracije klorofila u lišću šumskoga drveća može 
se kontrolirati njegova vitalnost (Li i dr. 2018b). To ima 
poseban značaj u kontekstu kontroliranja vitalnosti i 
kvalitete sadnica tijekom njihove proizvodnje u šumskim 
rasadnicima, što podrazumijeva raznovrsne tretmane 
(fertilizacija, navodnjavanje, zaštita od patogena i sl.) te 
kontrolu utjecaja primijenjenih tretmana na kvalitetu 
proizvedenih sadnica s ciljem financijske i organizacij-
ske optimizacije proizvodnoga procesa (Bonneville i 
Fyles 2006, Seletković 2006, Perić i dr. 2009, Schmal 
2011). Međutim, tradicionalne laboratorijske metode 
za utvrđivanje koncentracije klorofila predstavljaju 
svojevrsnu prepreku u provođenju kontinuiranog moni-
toringa sezonske dinamike klorofila u lišću šumskoga 
drveća, prvenstveno zbog svoje visoke cijene, dugotraj-
nosti analiza i destrukcije biljaka prilikom sakupljanja 
uzoraka (van den Berg i Perkins 2004). Iz tog razloga, u 
posljednje vrijeme na tržištu se pojavljuje sve veći broj 
prijenosnih optičkih klorofilmetara različitih proiz-
vođača, kao što su CCM-200 (Opti Sciences, Tyngsboro, 
Massachusetts, USA), SPAD-502 (Minolta Camera Co., 
Osaka, Japan) i MC-100 (Apogee Instruments, Utah, 
USA) pomoću kojih je moguće na relativno jednostavan, 
brz, jeftin i nedestruktivan način izmjeriti koncentraciju 
klorofila u lišću istraživane vrste  (Cate i Perkins 2003, 
van den Berg i Perkins 2004, Jifon i dr. 2005, Percival i dr. 
2008, Silla i dr. 2010, Filimon i dr. 2014, Sever i dr. 2018, 
Brown i dr. 2022). 
Precizna izmjera koncentracije klorofila u lišću jedno-
godišnjih poljoprivrednih usjeva, višegodišnjih 
poljoprivrednih nasada i šumskog drveća pomoću klo-
rofilmetra zahtijeva njegovu povratnu kalibraciju. To 
podrazumijeva paralelnu izmjeru indeksa relativnog 
sadržaja klorofila (klorofilnog indeksa) pomoću klorofil-
metra i stvarne koncentracije klorofila u istom tom lišću, 
koja je utvrđena laboratorijski. Nakon toga se pomoću 
odgovarajućih regresijskih modela ispituje odnos između 
nezavisne (klorofilnog indeksa) i zavisne (stvarne kon-
centracije klorofila) varijable (Li i dr. 2017). U slučaju 
prihvatljivog rezultata koji u prvom redu podrazumijeva 
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značajan odnos zavisne i nezavisne varijable te zadovo-
ljavajući koeficijent determinacije, povratnu kalibraciju 
klorofilmetra za istraživanu vrstu možemo smatrati 
uspješnom (Brown i dr. 2022).
Međutim, ponekad se događa da klorofilmetar očitava 
previsoke ili preniske vrijednosti klorofilnog indeksa u 
odnosu na stvarnu koncentraciju klorofila u lišću (Rich-
ardson i dr. 2002, Mahajan i Pal 2016). Do toga dolazi 
prilikom izmjere klorofilnog indeksa u lišću koje se 
odlikuje različitim strukturnim značajkama (gustoćom 
i debljinom lisnoga parenhima te sadržajem vode), što 
utječe na njegove optičke značajke, tj. omjer propuštene 
crvene i infracrvene svjetlosti kroz plojku, na temelju 
čega se izračunava klorofilni indeks. Šumsko drveće 
odlikuje se velikom varijabilnošću strukturnih značajki 
lišća, što najčešće ovisi o genotipu i starosti lišća, ali i cije-
lom nizu okolišnih čimbenika, uključujući sušu (Gallé 
i Feller 2007, García-Plazaola i dr. 2008, Esteban i dr. 
2015). Međusezonska varijabilnost okolišnih čimbenika 
u prirodi je vrlo učestala i gotovo normalna pojava koju 
prati promjena strukturnih i/ili optičkih značajki lišća, a 
koje kod šumskoga drveća od godine do godine mogu 
značajno varirati (Meskini-Vishkaee i dr. 2015, Sever i 
dr. 2016). Prema tome, može se pretpostaviti da bi para-
metri kalibracijskih jednadžbi (odsječci na osi Y i nagibi 
pravaca) konstruiranih tijekom vlažne i sušne godine 
mogli biti nehomogeni. To bi značilo da se u sušnoj 
godini pomoću klorofilmetra ne može obaviti precizna i 
pouzdana izmjera stvarne koncentracije klorofila u lišću 
šumskoga drveća ako je kalibracijska jednadžba kon-
struirana tijekom vlažne godine i obrnuto.  

S obzirom na prethodno navedeno, ciljevi ovoga 
istraživanja bili su ispitati (i) utjecaj vrste i suše na kon-
centraciju fotosintetskih pigmenata i njihove recipročne 
omjere u lišću obične bukve i hrasta kitnjaka te (ii) utje-
caj suše na homogenost parametara (odsječaka na osi Y 
i nagiba pravaca) kalibracijskih jednadžbi konstruiranih 
na temelju klorofilnog indeksa izmjerenoga pomoću 
klorofilmetra MC-100 i laboratorijski utvrđene koncen-
tracije ukupnih klorofila u lišću obične bukve i hrasta 
kitnjaka.  

MATERIJALI I METODE
MATERIALS AND METHODS

Biljni materijal i područje istraživanja – Plant 
material and study site

Istraživanje je provedeno tijekom 2022. i 2023. godine 
na pomlatku obične bukve i hrasta kitnjaka uzgajanom u 
Šumskom vrtu Fakulteta šumarstva i drvne tehnologije. 
Istraživani pomladak porijeklom je iz dviju prirod-
nih mješovitih sastojina hrasta kitnjaka i obične bukve 
s područja Karlovca i Slavonskog Broda (Sever i dr. 
2022). U proljeće 2021. godine pomladak je iz spome-
nutih sastojina presađen u drveni sanduk dimenzija 155 
× 275 × 80 cm, koji je bio ispunjen s 3800 litara Klas-
mann TS3 supstrata za uzgoj biljaka, nakon čega se do 
proljeća 2022. godine aklimatizirao na stanišne prilike 
područja istraživanja. U proljeće 2022. i 2023. godine 
drveni sanduk s pomlatkom bio je natkriven prozirnim 
PVC pokrovom radi sprječavanja njegova natapanja s 

Slika 1. Fenotipski izgled istraživanog pomlatka početkom kolovoza 2022. i 2023. godine.
Figure 1 Phenotypic appearance of the investigated saplings at the beginning of August 2022 and 2023.
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prirodnim oborinama tijekom samog istraživanja. U 
jesen 2022. godine PVC pokrov bio je uklonjen s ciljem 
izlaganja istraživanog pomlatka prirodnim oborinama 
tijekom kasne jeseni i zime između vegetacijskih raz-
doblja 2022. i 2023. godine. U drveni sanduk presađeno 
je ukupno 100 biljaka u međusobnom razmaku 20 × 18 
cm, od toga 50 biljaka obične bukve i 50 biljaka hrasta 
kitnjaka (Slika 1). U proljeće 2022. godine neposredno 
prije početka istraživanja prosječna visina bukova pom-
latka iznosila je 46,25 ± 16,81 cm, a kitnjakova 49,66 ± 
21,88 cm.

Dizajn pokusa i izmjera vodnoga potencijala u lišću 
– Experimental design and measurement of water 
potential in leaves
Istraživanje je započelo početkom vegetacijskog razdob-
lja 2022. godine tijekom kojega je istraživani pomladak 
svaka četiri dana bio uredno zalijevan s 40 litara vode. 
Tijekom 2022. godine vodni potencijal u lišću istraživa-
nog pomlatka nije padao ispod –0,5 MPa (Slika 2), što 
sugerira da pomladak tada nije bio izložen sušnom stresu 
te je rastao u normalnim okolišnim uvjetima. U 
sljedećem vegetacijskom razdoblju, 2023. godine, 
istraživani pomladak više nije bio zalijevan. To je rezulti-
ralo kontinuiranim opadanjem vodnoga potencijala u 
njegovu lišću koji je kod obje vrste početkom srpnja 
opao ispod –0,5 MPa, a do kraja vegetacijskoga razdoblja 
ispod –3,8 MPa (Slika 2), što kod obične bukve i hrasta 
kitnjaka ukazuje na snažan sušni stres (Epron i Dreyer 
1993, Arend i dr. 2016). Vodni potencijal u lišću istraživa-
nog pomlatka mjeren je svakih 15 dana tijekom oba 
vegetacijska razdoblja, što se obavljalo pred zoru, na 
jednom listu po biljci, pomoću prijenosne tlačne komore 
(PMS Instrument Company, Oregon, USA).

Izmjera klorofilnog indeksa pomoću klorofilmetra 
MC-100 – Measurement of the chlorophyll index 
using a chlorophyll meter MC-100
U ovom istraživanju korišten je klorofilmetar MC-100 
(Apogee Instruments, Utah, USA) koji za određivanje 
relativnog sadržaja klorofila u lišću koristi prirodno 
ograničenje molekula klorofila koje ne mogu u jedna-
koj mjeri apsorbirati svjetlost različitih valnih duljina. 
S obzirom na to, klorofilmetar MC-100 pomoću svjet-
losnih LED dioda na gornju stranu plojke lista emitira 
svjetlost dviju valnih duljina (jedne od 653 nm, a druge 
od 931 nm), a na donjoj strani plojke pomoću uparenih 
detektora očitava količinu propuštene svjetlosti obiju 
valnih duljina. Budući da je valna duljina od 653 nm 
fotosintetski aktivna, klorofil ju uglavnom apsorbira i 
slabije se propušta kroz list. Valna duljina svjetlosti od 
931 nm odgovara infracrvenom dijelu sunčeva spek-
tra koji nije fotosintetski aktivan, a služi kao referentna 
mjera kompenzacije razlika strukturnih značajki lista te 
se u većoj mjeri propušta kroz list. Na temelju omjera 
propuštene infracrvene i crvene svjetlosti (% propusno-
sti pri 931 nm / % propusnosti pri 653 nm) klorofilmetar 
automatski računa i na ekranu prikazuje relativni indeks 
sadržaja klorofila u listu (CCI – engl. chlorophyll con-
tent index). Budući da svjetlost emitiraju LED diode, 
lisno tkivo i fotosintetski pigmenti prilikom mjerenja 
ostaju neoštećeni. Područje mjerenja je kružnog oblika, 
promjera 9,0 mm i površine 63,6 mm2 (Apogee Instru-
ments-Owner’s manual 2022). Na slici 3 prikazani su 
klorofilmetar MC-100 i osnovni princip njegova rada. 
.

Uzorkovanje i izmjera morfoloških značajki lišća – 
Sampling and measurement of morphological leaf 
traits
Uzorkovanje lišća podrazumijevalo je izmjeru klorofil-
noga indeksa u lišću (CCI) pomoću prethodno opisanog 
klorofilmetra (in situ) i njegovo sakupljanje za potrebe 
daljnjih laboratorijskih analiza. To je tijekom 2022. 
godine obavljeno u tri navrata (20. lipnja, 16. kolovoza i 
12. listopada), a tijekom 2023. godine u četiri navrata (31. 
svibnja, 6. srpnja, 10. kolovoza i 9. listopada). U svakom 

Slika 2. Sezonski trend srednjih vrijednosti vodnoga potencijala (Ψ) 
u lišću obične bukve (Fs) i hrasta kitnjaka (Qp) tijekom vlažne 2022. i 
sušne 2023. godine.
Figure 2 Seasonal pattern of the mean values of leaf water potential (Ψ) in 
common beech (Fs) and sessile oak (Qp) leaves during the wet year 2022 
and dry year 2023. 

Slika 3. Klorofilmetar MC-100 i shematski prikaz principa njegova rada.
Figure 3 Chlorophyll meter MC-100 and schematic principle of its operation.
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navratu uzorkovanja nasumično je odabrano po 10 
biljaka obične bukve i 10 biljaka hrasta kitnjaka neovisno 
o porijeklu i stupnju zasjenjenosti njihova lišća od strane 
susjednih biljaka. Jedini uvjet prilikom uzorkovanja 
bio je da boja lišća odabranih biljaka varira u rasponu 
od svjetlije do tamnije zelene (Slika 4). Sa svake od tih 
biljaka uzorkovan je po jedan list na kojemu je odmah 
izmjereno 7 vrijednosti CCI-a čiji je prosjek predstavljao 
CCI uzorkovanoga lista. Prema tome, s bukova, odnosno 
kitnjakova pomlatka tijekom 2022. godine uzorkovano 
je ukupno 30 listova, a tijekom 2023. godine 40 listova. 
Nakon izmjere CCI-a lišće je smješteno u prijenosni 
hladnjak na temperaturu zraka od 4 °C sve do dolaska 
u laboratorij, gdje je tijekom naredna 24 sata rehidrati-
zirano. Nakon toga, svakom je listu utvrđena masa svježe 
tvari (SvT) pomoću analitičke vage s točnošću od 0,01 g, 
a pomoću programskog paketa WinFOLIA 2005b (Win-
FoliaTM 2001) izmjerena mu je i površina (A). Na temelju 
podataka o masi svježe tvari i površine lišća, za svaki je 
list izračunata specifična lisna masa (SLM), što pred-
stavlja međusobni odnos mase svježe tvari i površine 
lista (g/cm2). 

Laboratorijsko određivanje koncentracije fotosin-
tetskih pigmenata u lišću i konstrukcija kalibracijskih 
jednadžbi – Laboratory determination of the concen-
tration of photosynthetic pigments in leaves and the 
construction of calibration equations
Koncentracija ukupnih klorofila i karotenoida utvrđena 
je u svakom uzorkovanom listu pojedinačno (svaki list 
predstavljao je zasebni uzorak). Usitnjeno lišće homoge-
nizirano je tekućim dušikom u tarioniku. S 0,1 g tako 
pripremljenog praha ispunjene su prethodno priprem-
ljene Eppendorf kivete zapremnine 0,2 ml uz dodatak 
hladnog acetona (80 %). Tkivo je nakon toga ekstrahi-

rano 15 minuta u hladnjaku, nakon čega je centrifugirano 
na 1000 okretaja u 10 minuta. Supernatant je dekantiran 
u plastične epruvete, a kruti ostatak zelene boje reekstra-
hiran je s acetonom sve dok tkivo nije izgubilo zelenu 
boju. Nakon toga, pomoću menzure izmjeren je volu-
men svakog uzorka. Tako pripremljeni uzorci korišteni 
su za spektrofotometrijsko mjerenje na UV/VIS spektro-
fotometru (Specord 40, Analytic Jena) pomoću kojeg je 
izmjerena apsorbancija uzoraka na valnim duljinama od 
661,6 nm, 664,8 nm i 470 nm. Na temelju poznate lisne 
mase (m), volumena (V) i apsorbancije (A) pri određenoj 
valnoj duljini izračunate su koncentracije fotosintetskih 
pigmenata u svakom uzorku pomoću sljedećih formula 
(Lichtenthaler 1987):
Klor a = (11.24 × A (661.6nm) – 2.04 × A (644.8 nm) ) × V 
/ (m × 1000)
Klor b = (20.13 × A (644.8nm) – 4.19 × A (661.6 nm) ) × V 
/ (m × 1000) 
Klor a+b = (7.05 × A (661.6nm) + 18.09 × A (644.8 nm) ) 
× V / (m × 1000)
Kar = (1000 × A (470nm) – 1.90 × ( 11.24 × A (661.6nm) – 
2.04 × A (644.8nm) ) – 63.14 × (20.13 × A (644.8nm) – 4.19 
× A (661.6nm) ) × V / (214 × m × 1000)

Izmjerene vrijednosti fotosintetskih pigmenata (Klor a, 
Klor b, Klor a+b, Kar) iskazane su u mg/g svježe tvari 
uzorka (SvT).
Nakon laboratorijskog utvrđivanja koncentracije ukup-
nih klorofila u uzorkovanom lišću konstruirane su po 
dvije kalibracijske jednadžbe (linearne regresijske jed-
nadžbe) za svaku vrstu, koje opisuju odnos između 
izmjerenoga CCI-a (in situ) i stvarne laboratorijski 
utvrđene koncentracije ukupnih klorofila u lišću, tije-
kom vlažne 2022. i sušne 2023. godine. 

Slika 4. Raspon boja uzorkovanoga lišća obične bukve i hrasta kitnjaka od svijetlije zelene koja ukazuje na nižu koncentraciju klorofila do tamnije 
zelene koja ukazuje na višu koncentraciju klorofila u lišću.
Figure 4 Colour range of common beech and sessile oak sampled leaves from lighter green, which indicates a lower concentration of chlorophyll, to darker 
green, which indicates a higher concentration of chlorophyll in the leaves.
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Statistička analiza – Statistical analysis
Faktorska ANOVA provedena je s ciljem ispitivanja utje-
caja vrste (obična bukva u odnosu na hrast kitnjak), suše 
(vlažna 2022. u odnosu na sušnu 2023. godina) i njihove 
interakcije na izmjerene vrijednosti morfoloških značajki 
lišća (SvT, A, SLM), koncentraciju fotosintetskih pigme-
nata (Klor a, Klor b, Klor a+b, Kar) i njihove međusobne 
omjere (Klor a/b i Klor/Kar) te in situ izmjereni kloro-
filni indeks (CCI). Tukeyjev post-hoc test proveden je s 
ciljem utvrđivanja značajnih razlika (p < 0,05) između 
vrsta i/ili godina. Regresijska analiza provedena je 
pomoću REG procedure u SAS/STAT 9,3 softverskom 
paketu (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA) za svaku vrstu 
unutar godine posebno. Linearne regresijske jednadžbe 
konstruirane su na način da je CCI predstavljao neza-
visnu varijablu, a koncentracija ukupnih klorofila (Klor 
a+b) zavisnu varijablu. Analiza kovarijance (ANCOVA) 
provedena je pomoću JMP 9,0 softverskog paketa (SAS 
Institute Inc., Cary, NC, USA), uključujući analizu inter-
akcije s ciljem ispitivanja homogenosti odsječaka na osi 
Y i nagiba pravaca linearnih regresijskih jednadžbi kon-
struiranih na temelju lišća uzorkovanoga tijekom vlažne 
2022. i sušne 2023. godine, za svaku vrstu posebno.

REZULTATI
RESULTS

Utjecaj vrste i suše na strukturne značajke lišća, 
fotosintetske pigmente i klorofilni indeks – Effect of 
species and drought on structural leaf traits, photo-
synthetic pigments and chlorophyll index
Na masu svježe tvari, površinu i specifičnu masu lišća 
značajno je utjecala samo vrsta (Tablica 1). To znači da 
je lišće obične bukve imalo značajno manju masu svježe 
tvari, površinu i specifičnu masu nego lišće hrasta kit-
njaka, kako tijekom vlažne 2022. tako i tijekom sušne 
2023. godine (Slika 5a – c).
Na koncentracije klorofila a, klorofila b, ukupnih kloro-
fila a+b te omjer koncentracije klorofila a/b značajno je 
utjecala samo godina (Tablica 1). To znači da su koncen-
tracije klorofila a i b te ukupnih klorofila a+b, kao i omjer 
koncentracije klorofila a/b kod obiju vrsta bili podjed-
naki, ali značajno niži u sušnoj 2023. nego u vlažnoj 
2022. godini (Slika 5d – g). Prema tome, u sušnoj 2023. u 
odnosu na vlažnu 2022. godinu koncentracije klorofila a, 
klorofila b i ukupnih klorofila a+b u lišću obične bukve 
bile su niže za 47 %, 28 % i 43 %, a u lišću hrasta kitnjaka 
za 55 %, 45 % i 53 %.
Na koncentraciju karotenoida značajno su utjecale vrsta 
i godina, ali ne i njihova interakcija (Tablica 1). To znači 
da je koncentracija karotenoida u lišću obične bukve bila 
značajno viša nego u lišću hrasta kitnjaka. Također, kon-
centracija karotenoida u lišću obje vrste bila je značajno 
viša u sušnoj 2023. godini nego u vlažnoj 2022. godini 
(Slika 5h), i to za 43 % kod obje vrste.

Svojstva
Traits

Vrsta
Species

Suša
Drought

Vrsta × suša
Species × drought

F p F p F p

SvT 128,262 0,0001 3,184 0,077 0,276 0,600

LA 41,493 0,0001 3,059 0,083 0,413 0,522

SLM 455,531 0,0001 0,286 0,594 1,750 0,188

Klor a 0,062 0,804 79,185 0,0001 0,722 0,397

Klor b 0,213 0,645 23,971 0,0001 1,536 0,217

Klor a+b 0,128 0,722 84,425 0,0001 1,247 0,266

Klor a/b 0,003 0,954 21,533 0,0001 0,022 0,882

Kar 13,151 0,0001 69,499 0,0001 1,043 0,309

Klor/Kar 8,871 0,003 81,978 0,0001 7,266 0,008

CCI 17,457 0,0001 41,153 0,0001 7,199 0,008
Podebljane vrijednosti ukazuju na značajne utjecaje pri p < 0,05
Values in bold indicate significant effects at p < 0.05

Tablica 1. Utjecaj vrste (obična bukva u odnosu na hrast kitnjak), suše (vlažna 2022. u odnosu na sušnu 2023. godinu) i njihove interakcije 
(vrsta × suša) na masu svježe tvari lišća (SvT), površinu lišća (A), specifičnu lisnu masu (SLM), koncentraciju klorofila a (Klor a), koncentraciju 
klorofila b (Klor b), koncentraciju ukupnih klorofila (Klor a+b), omjer klorofila a i b (Klor a/b), koncentraciju karotenoida (Kar), omjer ukupnih 
klorofila i karotenoida (Klor/Kar) i izmjerene vrijednosti klorofilnog indeksa (CCI).
Table 1 The main effect of species (common beech vs. sessile oak), drought (wet year 2022 vs. dry year 2023), and its interaction (species × drought) on 
leaf fresh matter (SvT), leaf area (A), specific leaf mass (SLM), concentration of chlorophyll a (Klor a), concentration of chlorophyll b (Klor b) concentration of 
total chlorophyll (Klor a+b), ratio of chlorophyll concentration a and b (Klor a/b), concentration of carotenoids (Kar), ratio of total chlorophyll and carotenoid 
concentration (Klor/Kar) and the measured values of chlorophyll index (CCI).
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Na međusobni omjer koncentracije ukupnih klorofila i 
karotenoida značajno su utjecale vrsta i godina, ali i nji-
hova međusobna interakcija (Tablica 1). To znači da je u 
lišću obične bukve omjer ukupnih klorofila i karotenoida 
bio značajno niži nego u lišću hrasta kitnjaka, ali samo 
tijekom vlažne 2022. godine, dok su tijekom sušne 2023. 
godine omjeri ukupnih klorofila i karotenoida u lišću 
obiju vrsta bili podjednaki (Slika 5i).
Na klorofilni indeks značajno su utjecale vrsta i godina, 
ali i njihova međusobna interakcija (Tablica 1). To znači 
da su u lišću obične bukve izmjerene značajno niže vri-
jednosti klorofilnog indeksa nego u lišću hrasta kitnjaka, 
ali samo tijekom vlažne 2022. godine, dok su tijekom 
sušne 2023. godine izmjere vrijednosti klorofilnog 
indeksa u lišću obiju vrsta bile podjednake (Slika 6).

Utjecaj suše na povratnu kalibraciju klorofilmetra 
MC-100 – Effect of drought on return calibration of 
chlorophyll meter MC-100
Između izmjerenih vrijednosti klorofilnog indeksa i 
koncentracije ukupnih klorofila a+b u lišću obiju vrsta 
utvrđene su visoko značajne (p < 0,0001) korelacije, kako 

Slika 5. Srednje vrijednosti ± S.E. za masu svježe tvari lišća (SvT; prikaz a), površinu lišća (A; prikaz b), specifičnu masu lišća (SLM; prikaz 
c), koncentraciju klorofila a (Klor a; prikaz d), klorofila b (Klor b; prikaz e) i ukupnih klorofila (Klor a+b; prikaz f), omjer koncentracije klorofila a 
i b (Klor a/b; prikaz g), koncentraciju karotenoida (Kar; prikaz h) te omjer koncentracije ukupnih klorofila i karotenoida (Klor/Kar; prikaz i) u lišću 
obične bukve (Fs) i hrasta kitnjaka (Qp) uzorkovanom tijekom vlažne 2022. i sušne 2023. godine. Različita mala slova ukazuju na značajne razlike 
između godina i/ili vrsta pri p < 0,05.
Figure 5 Mean values ± S.E. for mass of leaf fresh matter (SvT; panel a), leaf area (A; panel b), specific leaf mass (SLM; panel c), concentration of chlorophyll a 
(Klor a; panel d), concentration of chlorophyll b (Klor b; panel e) concentration of total chlorophyll (Klor a+b; panel f), ratio of chlorophyll a and b concentration 
(Klor a/b; panel g), concentration of carotenoids (Kar; panel h) and ratio of total chlorophyll and carotenoid concentration  (Klor/Kar; panel i) in common beech 
(Fs) and sessile oak (Qp) leaves sampled in wet year 2022 and dry year 2023. Different small letters indicate significant differences among year and/or species 
at p < 0.05.

Slika 6. Srednje vrijednosti ± S.E. klorofilnoga indeksa (CCI) izmjere-
noga u lišću obične bukve (Fs) i hrasta kitnjaka (Qp) uzorkovanoga ti-
jekom vlažne 2022. i sušne 2023. godine. Različita mala slova ukazuju 
na značajne razlike između godina i/ili vrsta pri p < 0,05.
Figure 6 Mean values ± S.E. of chlorophyll index (CCI) measured in common 
beech (Fs) and sessile oak (Qp) leaves sampled in wet year 2022 and dry year 
2023. Different small letters indicate significant differences among year and/
or species at p < 0.05.
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u vlažnoj 2022. tako i u sušnoj 2023. godini. Koeficijenti 
determinacije (r2) ukazuju da je u lišću obične bukve 
uzorkovanom tijekom vlažne 2022. i sušne 2023. godine 
na temelju izmjerenih vrijednosti CCI-a moguće objas-
niti 75 i 76 % varijacije u koncentraciji ukupnih klorofila 
a+b, a kod hrasta kitnjaka 58 % i 84 % (Tablica 2 i Slika 7)
Prema rezultatima ANCOVA-e utjecaj godine (suše) na 
parametre kalibracijskih jednadžbi (nagibe pravaca i 
odsječke na osi Y) koje opisuju odnos između klorofil-
nog indeksa i koncentracije ukupnih klorofila a+b nije 
bio značajan niti kod jedne vrste (Tablica 3). Uz to, koefi-
cijenti determinacije, nagibi pravaca i odsječci na osi Y 
regresijskih jednadžbi konstruiranih na temelju lišća 
uzorkovanog tijekom obiju godina (vlažna 2022. + sušna 
2023.) bili su vrlo slični kao i kod jednadžbi koje opisuju 
odnos klorofilnog indeksa i koncentracije ukupnih klo-
rofila a+b u lišću uzorkovanom posebno tijekom vlažne 
2022. i sušne 2023. godine (Tablica 2).

Vrsta  
Species

Godina 
Year n Kalibracijska jednadžba

Calibration equation p R2

Fagus sylvatica

2022. 30 Klor a+b (mg/g SvT) = 0,161  CCI + 0,291 < 0,0001 0,748

2023. 40 Klor a+b (mg/g SvT) = 0,132  CCI + 0,099 < 0,0001 0,757

2022.+2023. 70 Klor a+b (mg/g SvT) = 0,164  CCI + 0,037 < 0,0001 0,738

Quercus petraea

2022. 30 Klor a+b (mg/g SvT) = 0,111  CCI + 0,350 < 0,0001 0,575

2023. 40 Klor a+b (mg/g SvT) = 0,109  CCI + 0,015 < 0,0001 0,842

2022.+2023. 70 Klor a+b (mg/g SvT) = 0,133  CCI + 0,070 < 0,0001 0,778

Tablica 2. Kalibracijske jednadžbe (linearne regresijske jednadžbe) konstruirane na temelju izmjerenog klorofilnoga indeksa (CCI) i stvarne 
koncentracije ukupnih klorofila (Klor a+b) u lišću obične bukve (Fs) i hrasta kitnjaka (Qp) uzorkovanoga tijekom vlažne 2022. i/ili sušne 2023. 
godine. 
Table 2 Calibration equations (linear regression equations) constructed on the basis of the measured chlorophyll index (CCI) and the actual concentration of total 
chlorophyll (Klor a+b) in common beech (Fs) and sessile oak (Qp) leaves sampled during the wet year 2022 and/or the dry year 2023. 

Slika 7. Linearni odnos između klorofilnoga indeksa (CCI) i koncentracije ukupnih klorofila (Klor a+b) u svježoj tvari uzorkovanoga lišća (mg/g 
SvT) tijekom vlažne 2022. i sušne 2023. godine, kod obične bukve (Fs; prikaz a) i hrasta kitnjaka (Qp; prikaz b).
Figure 7 Linear relationship between the chlorophyll index (CCI) and the concentration of total chlorophyll (Klor a+b) in the fresh matter of sampled leaves 
(mg/g SvT) during the wet year 2022 and the dry year 2023 in common beech (Fs; panel a) and sessile oak (Qp; panel b).

Vrsta
Species

Godina
Year CCI Godina × CCI

Year × CCI

Fagus sylvatica 0,319 < 0,0001 0,166

Quercus petraea 0,151 < 0,0001 0,914
Razina značajnosti; p < 0,05
Significance level; p < 0.05

Tablica 3. Razine značajnosti (p) dobivene pomoću ANCOVA-e s ciljem 
usporedbe odsječaka na osi Y i nagiba pravaca kalibracijskih jednadž-
bi koje opisuju odnos između klorofilnoga indeksa (CCI) i koncentracije 
ukupnih klorofila (Klor a+b) u lišću obične bukve (Fs) i hrasta kitnjaka 
(Qp) uzorkovanoga tijekom vlažne 2022. i sušne 2023. godine. Na ra-
zlike u nagibima pravaca ukazuju značajne interakcije godina × CCI. 
Samo u slučaju ako interakcija nije značajna opravdano je interpretira-
ti razlike između odsječaka na osi Y (faktor godina).
Table 3 Significance levels (p) calculated by ANCOVA with the aim of 
comparing the Y-intercepts and slopes of the calibration equations which 
describe the relationship between the chlorophyll index (CCI) and the 
concentration of total chlorophyll (Klor a+b) in the common beech (Fs) and 
sessile oak (Qp) leaves sampled during the wet year 2022 and the dry year 
2023. Differences in the slopes are indicated by a significant interaction of 
year × CCI. Only if the interaction is not significant can differences in the 
Y-intercept (year factor) be interpreted. 
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RASPRAVA
DISCUSION

Utjecaj vrste i suše na strukturne značajke lišća i 
koncentraciju fotosintetskih pigmenata – Effect of 
species and drought on structural leaf traits and 
concetration of photosynthetic pigments
Prema dobivenim rezultatima, strukturne značajke lišća 
nisu se značajno razlikovale između vlažne 2022. i sušne 
2023. godine, niti kod obične bukve niti kod hrasta 
kitnjaka (Tablica 1, Slika 5a – c). Međutim, srednje vri-
jednosti mase i površine lišća te specifične lisne mase 
kod obiju vrsta bile su nešto niže u sušnoj 2023. nego 
vlažnoj 2022. godini (Slika 5a – c). To je do određene 
mjere u skladu s rezultatima ranijih istraživanja prove-
denih na šumskom drveću, uključujući običnu bukvu 
i hrast kitnjak, prema kojima suša umanjuje masu i 
površinu lišća, što ujedno mijenja njegovu specifičnu 
lisnu površinu i/ili specifičnu lisnu masu (Aspelmeier 
2001, Farooq i dr. 2012, Weithmann i dr. 2022, Thomas i 
dr. 2024). Značajno viša specifična lisna masa kod hrasta 
kitnjaka (Tablica 1, Slika 5c) ukazuje na veću sklerofil-
nost njegova lišća (Abrams 1994, Backes i Leuschner 
2000), što mu u odnosu na običnu bukvu osigurava bolju 
sposobnost adaptacije na sušni stres i/ili bolju sposob-
nost podnošenja suše (Aranda i dr. 1996, Aranda i dr. 
2000, Raftoyannis i Radoglou 2002, Meyer i dr. 2020). 
U skladu s tim, bilo je za očekivati da će izloženost obiju 
vrsta istoj razini sušnoga stresa imati negativniji utjecaj 
na koncentracije fotosintetskih pigmenata u lišću obične 
bukve nego hrasta kitnjaka. Međutim, prema našim 
rezultatima to se nije dogodilo. Koncentracije klorofila u 
lišću obiju vrsta tijekom sušne 2023. godine bile su pod-
jednake (Slika 5d – f), dok su koncentracije karotenoida 
u lišću obične bukve bile značajno više nego u lišću 
hrasta kitnjaka (Slika 5h). Prema tome, može se pret-
postaviti da je u lišću obične bukve tijekom sušne 2023. 
godine uslijed naglog porasta koncentracije karotenoida 
došlo do sprječavanja fotooksidacijskih oštećenja kloro-
plasta (Choudhury i Behera 2001, Gitelson i dr. 2002), 
što je u konačnici rezultiralo sličnim koncentracijama 
klorofila u lišću obiju vrsta. U skladu s tim, može se 
pretpostaviti da obična bukva efikasnijom produkcijom 
karotenoida tijekom sušnoga razdoblja održava svoju 
konkurentnost prema suši tolerantnijem hrastu kitnjaku. 
Negativan utjecaj suše na koncentraciju klorofila u lišću 
može biti posljedica već spomenutih fotookscidacijskih 
oštećenja tilakoidnih membrana kloroplasta (Berthars 
i Schofes 1999), ali i nedovoljno razvijenih kloroplasta 
zbog otežanog usvajanja ugljika i dušika (Sack i dr. 2003, 
Hu i dr. 2023). U skladu s tim, ne iznenađuje što su 
koncentracije klorofila u lišću obiju vrsta bile značajno 
niže (Slika 5d – f), a koncentracije karotenoida zna-
čajno više (Slika 5h) u sušnoj 2023. nego u vlažnoj 2022. 

godini. Takav rezultat u skladu je s rezultatima ranijih 
istraživanja prema kojima pod utjecajem suše obično 
dolazi do opadanja koncentracije klorofila uz istovre-
meni porast koncentracije karotenoida, što ujedno 
rezultira opadanjem recipročnog omjera ukupnih klo-
rofila i karotenoida (Munné-Bosch i Alegre 2000, Saha 
i dr. 2020). U našem slučaju to je također zabilježeno. 
Na to ukazuju značajno niži recipročni omjeri klorofila i 
karotenoida u sušnoj 2023. nego u vlažnoj 2022. godini 
kod obiju vrsta (Slika 5i). Uz to, pod utjecajem sušnoga 
stresa može doći i do degradacije klorofila b u klorofil 
a, što rezultira porastom recipročnog omjera klorofila 
a i b (Guo i dr. 2016, Mulero i dr. 2022). Međutim, u 
našem slučaju to nije zabilježeno kod niti jedne vrste. Na 
to ukazuju značajno niži recipročni omjeri klorofila a i 
b u sušnoj 2023. nego u vlažnoj 2022. godini, kako kod 
obične bukve tako i kod hrasta kitnjaka (Slika 5g).

Utjecaj suše na povratnu kalibraciju klorofilmetra 
MC-100 – Effect of drought on return calibration of 
chlorophyll meter MC-100
U vlažnoj 2022. i u sušnoj 2023. godini laboratorijski 
utvrđene koncentracije ukupnih klorofila bile su u snažnoj 
vezi s izmjerenim vrijednostima klorofilnoga indeksa uz 
prilično visoke koeficijente determinacije, kako u lišću 
obične bukve tako i u lišću hrasta kitnjaka (Tablica 2, 
Slika 7). Takav rezultat u skladu je s ranijim rezultatima 
povratne kalibracije i/ili testiranja optičkih klorofilme-
tara na primjeru šumskoga drveća (Demarez i dr. 1999, 
Uddling i dr. 2007, Percival i dr. 2008, Coste i dr. 2010, Silla 
i dr. 2010, Cerovic i dr. 2012, Parry i dr. 2014, Sever i dr. 
2018, Dong i dr. 2019, Brown i dr. 2022). Unatoč statistički 
značajnim razlikama između godina s obzirom na koncen-
traciju ukupnih klorofila (Slika 5f) i klorofilnog indeksa 
(Slika 6), rezultati ANCOVA-e nisu potvrdili negativan 
utjecaj godine i/ili suše na homogenost odsječaka na osi 
Y i nagibe pravaca kalibracijskih jednadžbi koje opisuju 
odnos klorofilnog indeksa i koncentracije ukupnih kloro-
fila, niti kod obične bukve niti kod hrasta kitnjaka (Tablica 
3). U skladu s tim, kod obiju vrsta bilo je opravdano kon-
struirati uniformne kalibracijske jednadžbe na temelju 
lišća uzorkovanoga tijekom obiju godina, vlažne 2022. i 
sušne 2023. (Tablica 3). 

ZAKLJUČCI
CONCLUSIONS

Pod utjecajem suše došlo je do opadanja koncentracije 
klorofila i porasta koncentracije karotenoida u lišću 
obiju vrsta. Međutim, tijekom suše porast koncentracije 
karotenoida bio je izraženiji u lišću obične bukve nego u 
lišću hrasta kitnjaka, dok su koncentracije klorofila bile 
podjednake u lišću obiju vrsta. To sugerira da bi obična 
bukva mogla imati efikasniju produkciju karotenoida 
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tijekom sušnog razdoblja što bi joj moglo pomoći u 
održavanju konkurentnosti prema suši tolerantnijem 
hrastu kitnjaku.
Na parametre kalibracijskih jednadžbi koje opisuju odnos 
između klorofilnog indeksa i koncentracije ukupnih klo-
rofila u lišću obične bukve i hrasta kitnjaka nisu utjecale 
suša i/ili godina. Prema tome, klorofilmetar MC‒100 uz 
primjenu odgovarajućih kalibracijskih jednadžbi pred-
stavlja pouzdan alat za procjenu koncentracije ukupnih 
klorofila u lišću obične bukve i hrasta kitnjaka, neovisno 
o utjecaju suše.  
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SUMMARY
The goals of this study were to investigate the effects of species and drought on the concentra-
tion of photosynthetic pigments (chlorophyll and carotenoids) and their reciprocal ratios in the 
leaves of common beech and sessile oak. Additionally, the study aimed to assess how drought 
influences the accuracy of non-destructive estimates of total chlorophyll concentration using a 
portable optical chlorophyll meter (MC-100). The research was conducted on natural saplings of 
common beech and sessile oak, which were regularly watered during the 2022 growing season and 
exposed to drought during the 2023 growing season. Leaves were collected from these saplings 
in both years, and the chlorophyll index was measured in situ using the chlorophyll meter. The 
collected leaves were then analyzed in the laboratory to determine their morphological traits and 
the concentration of photosynthetic pigments, specifically chlorophyll a, chlorophyll b, total chlo-
rophylls (which are crucial for electron and/or energy transfer within photosystems I and II), and 
carotenoids (which primarily protect the photosynthetic apparatus from photooxidative damage). 
Given that common beech exhibits more mesophilic traits while sessile oak shows more xero-
phytic traits, it was hypothesized that drought would have a more pronounced negative effect on 
the concentration of photosynthetic pigments in common beech compared to sessile oak leaves.
The results of factorial ANOVA and descriptive statistics indicated that drought led to a decrease 
in chlorophyll concentration and an increase in carotenoid concentration in the leaves of both 
species. However, during the dry year of 2023, the increase in carotenoid concentration was more 
pronounced in common beech compared to sessile oak, while chlorophyll concentrations and the 
reciprocal ratios of chlorophyll to carotenoid concentrations were similar in the leaves of both 
species. This suggests that enhanced carotenoid production during dry periods may help common 
beech mitigate photooxidative damage to chloroplasts and/or counteract a significant decrease in 
chlorophyll concentration. Consequently, it is possible that common beech maintains its com-
petitiveness relative to the more drought-resistant sessile oak due to its more efficient carotenoid 
production during drought.
The results of ANCOVA and regression analysis revealed that the year or drought did not signif-
icantly affect the parameters of the calibration equations describing the relationship between the 
chlorophyll index and total chlorophyll concentration in the leaves of common beech and sessile 
oak. This implies that the chlorophyll meter MC-100, when used with appropriate calibration 
equations, is a reliable tool for estimating total chlorophyll concentration in the leaves of both 
species, irrespective of drought conditions. 
KEY WORDS: chlorophyll meter, chlorophyll index, chlorophylls, carotenoids, Fagus sylvatica, 
Quercus petraea
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