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Reflexionsspektren und Computer-Bitmaps zur Erfassung und
Quantifizierung von Chlorosen und Nekrosen an Blattern

Willy Werner und Clement Atzberger

Synopsis

Leaf reflectance spectra and computer bitmaps
for recording and evaluation of chlorosis and
necrosis on leaves

For investigations in plant vitality or in bioindica-
tion (caused e. g. by air pollution) it is necessary to
measure the chlorophyll contents and areas of chlo-
rotic and/or necrotic parts of leaves with non de-
structive methods and with high accuracy. Therefore
two methods are presented:

1. Registration of reflectance spectra of leaves and
calculation of chlorophyll content on basis of cor-
relation with single wavelengths, logarithm of re-
verse reflectance of single wavelengths and red
edge respectively blue edge position of reflect-
ance spectra without disturbance of the plant.
The logarithm of reverse reflectance of A = 524
nm gives the highest correlation coefficient (12 =
0.916) to chlorophyll content measured in ace-
tone extract.

2. Recording of computer scans in RGB true colour
mode of single leaves on living plants with subse-
quent colour classification and estimation of the
areas of colour classes is a more exact method for
recording necrosis and chlorosis as to appraise
the areas in conventional form. With this method
it is possible to observe time series without dis-
turbance of inaccuracy of great estimation classes
or missing reproduction of appraisal with small
estimation classes.
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1 Problemstellung

Die Diskussionen im Jahr 1995 zur Festlegung eines
Ozon-Grenzwertes flir die Sommersmogverordnung
zeigten, dafl es keine wissenschaftlichen Grundlagen
fir die Hohe der Grenzwerte gibt, die sich an mogli-
chen Schidigungen von Organismen ausrichten. Eine
solche Orientierung ist aber unbedingt notwendig,
wenn ein Grenzwert zum Schutz von Organismen
und Umweltzerstérung eingefithrt werden soll. Des-
halb sind sensitive Bioindikations-Verfahren erforder-
lich, an denen die Auswirkungen der Schadstoffe auf-
gezeigt werden konnen. Diese Bioindikations-Verfah-
ren verlangen eine schonende und genaue Beobach-
tung des Auftretens und der Verdnderung der Scha-
den, die mit nicht destruktiven Verfahren durchge-
flihrt werden muf.

Zur Erfassung von Schiden besonders an Bioindi-
katorpflanzen durch O; und SO, werden Chlorosen
(Gelbfarbungen oder Bleichflecken) und Nekrosen
(abgestorbenes  Pflanzengewebe) herangezogen
(ARNDT & al. 1987, STEUBING & FANGMEIER
1992). Verfarbungen sind auf mangelnde Ausbildung
oder den vorzeitigen Abbau von Pigmenten zuriick-
zufithren und koénnen durch die chemische Analyse
des Pigmentgehaltes quantifiziert werden (SCHU-
BERT 1985, ARNDT & al. 1987, YODER & DALEY,
1989, PENUELAS & al. 1994). Dies erfordert eine
Probenahme an der Pflanze und damit eine ein-
schneidende Stdrung des Bioindikators. Dies kann
vermieden werden, wenn spektrale Daten am leben-
den Blatt erhoben werden.

Die Anteile nekrotischer und chlorotischer Blat-
ter werden bisher in ihrer flichigen Ausdehnung ge-
schitzt und in Form von Schadstufen angegeben
(ARNDT & al. 1987, STEUBING & FANGMEIER
1992). Oftmals stehen die zu bonitierenden Schéden,
insbesondere Nekrosen, im engen rdumlichen Zusam-
menhang mit Chlorosen und lebendem Gewebe. Da-
durch lassen sich ihre Fldchenanteile nur schwer
quantitativ schétzen. Gerade bei dem Einsetzen friih-
zeitiger Seneszenz, die sich durch eine stetige Vergil-
bung ausdriickt, konnen die Unterschiede zwischen
den nur wenige Tage auseinanderliegenden Bonitu-
ren nicht genau genug eingestuft werden. Deshalb
miissen die Verfahren zur Schadensbonitur objekti-
viert werden.



342 Verhandlungen der Gesellschaft fiir Okologie, Band 27

2 Erfassung der Chlorophyll-Gehalte durch
Messung der spektralen Reflexion der Bléatter

2.1 Allgemeines

Bei Bioindikationsuntersuchungen ist es oft notwen-
dig, die Vitalitdt von Pflanzen in Zeitreihen zu be-
schreiben, ohne den Organismus durch Messungen
zu storen oder gar zu zerstoren. Deshalb sind nicht-
destruktive Methoden von auferordentlicher Wich-
tigkeit. Eine solche Methode ist die Messung des
Chlorophyllgehaltes mit Hilfe des Reflexionsspek-
trums der Bldtter.

Die Interaktion elektromagnetischer Strahlung
mit Pflanzenbldttern (Reflexion, Transmission und
Absorption) wird durch die physikalischen und che-
mischen Eigenschaften der Bldtter bestimmt. Dabei
ist die Strahlungsabsorption auf komplizierte Ande-
rungen im Elektronenstatus bestimmter Atome im
sichtbaren Spektralbereich (u.a. Chlorophyll a und b,
Carotinoide und andere assoziierte Pigmente) bzw.
polyatomarer Molekiile (z. B. Wasser) im nahen und
mittleren Infrarot, zuriickzufiihren. Diese Absorp-
tionsprozesse sind im starken Mafe wellenldngenab-
héngig. Die blattinterne Streung der elektromagneti-
schen Strahlung ist auf Diskontinuitdten des Refraxi-
onsindex innerhalb der Bldtter zuriickzufiihren
(WOOLEY 1971, GAUSMAN & al. 1974). Sie ist
mehr oder weniger wellenldngenunabhéngig, wie z.
B. MAAS & DUNLAP (1989) sowie JACQUEMOUD &
BARET (1990) zeigen konnten. In der Tat verlaufen
Reflexions- und Transmissionsspektren von pigment-
freien Bldttern zumindest im nahen Infrarot und im
sichtbaren Spektralbereich anndhernd flach. Damit
bestimmt die interne Zellstruktur die Reflexion und
Transmission im gesamten Spektrum, wobei dieses
Phidnomen jedoch lediglich in Bereichen niedriger
Absorption (hauptsdchlich im nahen Infrarot) zu Tage
tritt. Neben der blattinternen Streung zeigen Blétter
eine gerichtete Oberflichenreflexion. Auch sie ist
nach VANDERBILT & al. (1993) mehr oder weniger
wellenldngenunabhéngig.

2.2 Methoden

Die Messungen wurden an Tabakpflanzen (/Nicotiana
tabacum BEL W 3) durchgefiihrt. Die Tabakpflanzen
wurden in einer Reinluftkammer aus Samen angezo-
gen (Anzuchtbedingungen vgl. STEUBING & FANG-
MEIER 1992). Fiir die Registrierung von Nekrosen
und Chlorosen wurden fiinf Pflanzen nach 7-wéchi-
ger Anzuchtdauer 6 Wochen lang im Freiland expo-
niert. Um flir die Messungen der spektralen Reflexi-
on der Tabakbldtter eine hohe Variationsbreite an
Chlorophyligehalten zu erzeugen, wurden jeweils
fiinf 14 Wochen alte Pflanzen vierzehn Tage vor den

Messungen aus der Reinluftkammer entnommen und
im Gewdchshaus unter Zusatzbeleuchtung, beson-
ders hoher N-Diingung und in einer Dunkelkammer
gehalten. Der Chlorophyllgehalt wurde einerseits
durch Reflexionsmessungen mit einem Field-Spec-
Spektroradiometer (Hersteller: Analytical Spectral De-
vices Inc., USA) erfaBt und andererseits spektropho-
tometrisch im Acetonextrakt (vgl. KREEB 1990) ge-
messen.

Die Reflexionsmessungen an den einzelnen
Tabakbldttern wurden im Labor unter kiinstlicher
Beleuchtung (durch mit Hilfe einer Halogenlampe)
durchgefiihrt. Das Field-Spec-Spektroradiometer er-
falit bei einer spektralen Auflosung von 1 nm, die in
das Sichtfeld des Radiometers reflektierte Strahldich-
te zwischen 400 und 2500 nm. Bei einem Offnungs-
winkel von 23° wurde in der verwendeten Messkon-
figuration eine Blattfliche von zirka 3 cm? erfa3t. Die
Reflexion wurde alternierend {iber einem dunklen
und einem hellen Hintergrund gemessen und in 1
nm Schritten registriert. Die zwei unterschiedlich
hellen Hintergriinde erlauben es, ein von Storsigna-
len unbeeinflufites Reflexionsspektrum von Bldttern
(Abb. 1) zu messen (MAJOR & al. 1993). Unter Be-
riicksichtigung der spektralen Strahldichte eines
Spektralon-Reflexionsstandards wurde aus der spek-
tralen Strahldichte die direktionelle Reflexion berech-
net. Die aus'den MeRdaten berechnete hemisphéri-
sche Reflexion entspricht der Reflexion, wie sie in
einer integrierenden Sphédre gemessen wiirde, und ist
weitgehend unabhdngig von der Aufnahmegeome-
trie, wie auch eventueller Hintergrundeinfliisse.

Nach der von MAJOR & al. (1993) vorgeschla-
genen Methodik berechnet sich die hemisphédrische
Reflexion (R) aus insgesamt vier direktionellen Refle-
xionsmessungen pro Blatt (auf den Wellenlangenin-
dex wurde hier der Ubersichtlichkeit halber verzich-
tet) wie folgt:

4rinf—(1 +rinf)

R=2rin
g 2rinf(1+rinf)2—(1+rinf2 )(1+rinf)2

. (rcb'rw_rcw'rb)
mit: V=~
(Peb—Fewtrw—1v)

oy spektrale direktionelle Reflexion der Probe iiber
dunklem Hintergrund

Tny Spektrale direktionelle Reflexion der Probe iiber
hellem Hintergrund

r,  spektrale direktionelle Reflexion des dunklen
Hintergrundes

r,  spektrale direktionelle Reflexion des hellen Hin-
tergrundes

Alle im folgenden aufgefithrten Uberlegungen und
Analysen beziehen sich auf diese hemisphédrischen
Reflexionswerte.
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Die biochemische Chlorophyllbestimmung folgte
der Beschreibung von KREEB (1990), die sich an die
als allgemein giiltig angesehenen Absorptionsbesdin-
gungen halt. Analysiert wurde der Chlorophyll(a+b)-
Gehalt (Messung bei 663 und 646 nm im Acetonex-
trakt), der Wassergehalt (gravimetrisch) und die
Blattfliche (Messung mit einem Leaf-Areameter der
Fa. LICOR). Die Messungen wurden an den selben
Blattabschnitten durchgefiihrt, die zuvor mit dem
Feldspektroradiometer vermessenen worden sind.

Als statistische MafRe zwischen den spektralen
Refelxionswerten und dem Chlorophyllgehalt werden
Produkt-Moment-Korrelationskoeffizienten und deren
BestimmtheitsmaBe (r2) berechnet (SACHS 1992).
Als Streuungsmal der Korrelationskoeffizienten wird
der ‘root mean square error’ (Wurzel der mittleren

Abweichungsquadrate) angegeben (GOTTWALD & al.
1986).

2.3 Ergebnisse

Die Reflexionswerte bestimmter Wellenldngen korre-
lieren sehr gut mit dem im Aceton-Extrakt bei 663
und 646 nm am Labor-Spektrometer gemessenen
Chlorophyll a- und b-Gehalten. Die hdchsten Be-
stimmtheitsmalle werden bei Wellenldngen zwischen
520 und 560 nm sowie bei 700 bis 710 nm erreicht
(Abb. 2). Der natiirliche Logarithmus des Kehrwertes
der Reflexion weist immer bessere Bestimmtheits-
maBe auf, als die einfache Reflexion, da die Relation
zwischen Chlorophyllgehalt und der spektralen Refle-
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xion leicht exponentiell ist. Es kann generell festge-
stellt werden, dal der Flichenbezug des Chlorophyll-
gehaltes bessere Beziehungen ergibt, als der Trocken-
gewichtsbezug, da die Strahlungsinteraktion mehr
durch die flichenbezogenen Gehalte bestimmt wird
als durch die auf die Trockenmasse bezogenen Gehal-
te. Im folgenden werden daher nur noch die flachen-
bezogenen Daten analysiert.

Tabelle 1 zeigt die jeweils besten empirischen
Korrelationen zwischen den untersuchten spektralen
Reflexionsdaten (Reflexion, Logarithmus des Kehr-
wertes der Reflexion, lokale Ableitung der Reflexion,
Wendepunkt in der Rot-nIR-Flanke sowie Wende-

Tab. 1

BestimmtheitsmaBe (r2) Pearson'scher Korrelationenkoeffizi-
enten (n=38) und StreuungsmaRe (rmse — root mean square
error) zwischen dem Blattchlorophyllgehalt (bezogen auf die
Fléache) und verschiedenen radiometrischen GréRBen
(r=Reflexion; A = lokale Ableitung; \i,,, = Wendepunkt in der
Rot-nIR-Flanke; \iy,, = Wendepunkt in der Blau-Griin-Flanke
des Refelxionsspektrums).

punkt in der Blau-Griin-Flanke des Reflexionsspek-
trums) und dem Chlorophyll(a+b)-Gehalt (Cab).

Es wird deutlich, daf der Chlorophyll(a+b)-Ge-
halt aus der Korrelation der logarithmierten Kehrwer-
te der Reflexion bei 524 nm mit den Chlorophyllge-
halten geschdtzt werden kann (rmse-Fehler = 3,99,
vgl. Tab. 1, Abb. 3 und 4). Immer noch brauchbare
Abschidtzungen ergeben sich aus der Korrelation der
Reflexionswerte von 704 nm mit den Chlorophylige-
halten (rmse-Fehler = 4,62). Diese Beziehung ist da-
mit aber schon deutlich schlechter als das beste Er-
gebnis unter Verwendung der logarithmierten Refle-
xionswerte. Nur mafig gut korrelieren die Wende-

Table 1

Coefficients of determination (n=38) and their root mean
square error (rmse) of leaf chlorophyll content (related to
leaf area) and different radiometric parameters

(r = reflectance, A = local derivation, \io, = point of inflexion
in red-niR edge; \ip,, = point of inflexion in the blue-green
edge).

r(704) log(1/r524) A(719.5) Niror Niblay
2 0,882 0,916 0,851 0,847 0,711
rmse 4,62 3,99 5,67 5,51 7,60
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punkte des Spektrums in der Rot-nIR-Flanke (Ai;q)
mit den Chlorophyllgehalten. Ungeeignet erscheinen
dagegen die Wendepunkte in der Blau-Griin-
Flanke(Aiy,,) wie auch die lokalen Ableitungen. Es
ist nicht klar, inwiefern sich diese Korrelationen noch
durch die Verwendung geglédtteter Daten steigern
lieBen. Vermutlich lassen sich die Schdtzungen der
Chlorophyll(a+b)-Gehalte durch die Bildung von Ver-
héltnissen bestimmter Wellenldngen noch verbes-
sern.

Erste Versuche zur Abschétzung des Blattwasser-
gehaltes durch Reflexionsspektren ergaben im Ver-
gleich zum Chlorophyllgehalt, dall die Bestimmt-
heitsmafle deutlich niedriger liegen. So liegt der r2
im Falle des Chlorophylls im besten Fall bei 0,916
dagegen beim Blattwasser nur bei 0,65. Eventuell ist
dies darauf zurlickzufiihren, daB die Variabilitdt im
Blattwassergehalt der verschiedenen Proben nicht
grofl genug war.

3 Bitmaps von Blattern an lebenden Pflanzen
und Flachenberechnung der Nekrosen und
Chlorosen mit Hilfe der digitalen Bildverar-
beitung

3.1 Allgemeines

Die flichigen Ausdehnungen nekrotischer und chloro-
tischer Blattbereiche werden bisher in Form von
Schadstufen geschdtzt. Der Mangel dieser Schétzme-
thoden liegt bei engen Klassengrenzen in ihrer
schlechten Reproduzierbarkeit aber ausreichenden Ge-
nauigkeit und bei weiten Klassengrenzen in ihrer ge-
ringen Genauigkeit aber hinreichenden Reproduzier-
barkeit. Fiir genaue und reproduzierbare Angaben, wie
z.B. bei der Untersuchung von Zeitreihen oder fein
verzahnten rdumlichen Nebeneinander von nekroti-
schen, chlorotischen und gesunden Bereichen, ist es
oft besser, sie durch andere Methoden zu ersetzen.
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3.2 Prinzip der Methode:

Ein lebendes Blatt wird auf die Unterlage gelegt, mit
einer durchsichtigen Folie (Overheadfolie) {iberdeckt
und mit dem Handscanner abgefahren (Dauer dieses
Vorgangs ca. 10-30 sec., je nach GréBe des Blattes).
Die Auflosung des Bildes wurde auf 100 dpi (Dots
per inch) festgelegt, hohere Auflosungen ergeben in
Relation zum Genauigkeitsgewinn zu groRe Dateien,
die eine Verlangsamung des gesamten Verarbeitungs-
prozesses nach sich ziehen. Der Rechner erstellt ein
File im TIFF oder Bitmap Format (RGB-True color, 24
Bit). Ein solches Bild ist in Abbildung 5 (links) ausge-
druckt. Dunkle Flecken sind nekrotische Bereiche.
Sie stammen von einer langer zurfickliegenden Ozon-
episode, helle, weille Flecken von einem nur wenige

Tage zurfickliegendem OzoneinfluB. Zudem weist das
Blatt oben links eine unspezifische Vergilbung (Chlo-
rose) auf, die in der Graustufendarstellung nur
schlecht zu erkennen ist.. Die dunklen Schatten im
unteren Bereich sind auf Unebenheiten des Tabak-
blattes zuriickzufithren.

Zur Auswertung wird das Bild mit dem Program
IMAGINE (Hersteller: ERDAS Inc., USA) weiterverar-
beitet, indem eine iiberwachte Klassifikation durch-
gefiihrt wird. Hierbei werden je fiinf Polygone in ty-
pische chlorotische, nekrotische, gesunde griine Be-
reiche des Blattes und in den Hintergrund des Bildes
gelegt. Das Programm ordnet die {ibrigen Flichen
nach der Ahnlichkeit der Farbzusammensetzung die-
sen Klassen zu (Abb. 5 rechts). Im Vergleich zur lin-
ken Abbildunghélfte sind die nekrotischen Bereiche

Abb. 5

links: Graustufen-Ausdruck eines mit einem Handscanner
eingescannten Tabakblattes (Nicotiana tabacum BEL W 3)
mit 0zonschéden (Erlauterungen s. Text).

rechts: Ergebnis der Farbklassifikation (Erlauterungen s.
Text).

Tab. 2
Klassifikation der Blattschdden des Tabakblattes (vgl. Abb.
5) und Flach hnet

groBen der err Farbklassen.

Fig. 5
left: Gray scale print of a

4 tah

leaf (Nicoti
tabacum BEL W 3) with ozone injuries (for explanations see
text).

right: Result of the colour classification (for explanations see
text).

Table 2
Classification of tobacco leaf injuries (s. Fig. 5) and area
proportions of colour classes.

Farbklassen Anzahl der Pixel

Flache [cm?] bei 100 dpi

% der Blattflache Bezeichnung

mittelgrau 72 769 46,95 61,73 griines, gesundes Gewebe

hellgrau 20 212 13,04 17,15 Chlorosen, unspezifische Vergilbung

weill 4 784 3,09 4,06 Bleichflecken vom jiingsten Ozon-
EinfluB

dunkelgrau 20 122 12,98 1,06 Nekrosen von zuriickliegendem
0Ozon-EinfluR

Summe 117 887 76,06 100,00 gesamte Blattflache
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schwarz, die chlorotischen Bereiche hellgrau, die
Bleichflecken weill und die ungeschédigten Blattbe-
reiche dunkelgrau dargestellt.

Aufgrund der farblich klassifizierten Bildpunkte
148t sich dann eine relative Flichenzuordnung und
bei Kenntnis der GroRe des Bildes auch die absoluten
Flachen angeben (Tab. 2).

4 SchluBfolgerungen

Die dargestellten Verfahren eignen sich zur Charakte-
risierung der Vitalitdt von Pflanzen. Mit ihnen 1dBt
sich ein Schddigungsverlauf objektiv und reproduzier-
bar registrieren, ohne dass die beobachteten Pflanzen
durch Probenahme geschddigt werden. Beide Metho-
den sind im Freiland einsetzbar.

Die Chlorophyll-Konzentration wird von vielen
Autoren empirisch durch die Blatt-Reflexion im Absorp-
tionsmaxima des Chlorophylls bei 675 nm bestimmt
(BENEDICT & SWIDLER 1961; HARDWICK & BAKER
1973; WALLIHAN 1973; MACNICOL & al. 1976). Im
Gegensatz dazu schlagen u.a. THOMAS & GAUSMAN
(1977) die Analyse der Blatt-Reflexion bei 550 nm vor.
Dadurch umgehen sie die durch die niedrige Reflexion
bei 675 nm bedingte, relativ starke Streuung. Diese
augenscheinliche Unstimmigkeit konnte durch Simula-
tionen von JACQUEMOUD & BARET (1990) geklart
werden. Danach bietet es sich an, bei sehr geringen
Chlorophyll-Konzentrationen im Bereich des Absorpti-
onsmaximas (675 nm) zu arbeiten, dagegen bei mittle-
ren bis hohen Konzentrationen im Bereich um 550 nm.
In Form von hochaufgeldsten Korrelationsspektren
konnten YODER & PETTIGREW-CROSBY (1995) zei-
gen, daB sich neben dem 550 nm Bereich auch noch
der Spektralbereich um 730 nm gut zur Chlorophyll-
Bestimmung eignet. Neben den monospektralen empi-
rischen Korrelationen kdnnen auch mehrere Wellenlén-
gen gleichzeitig eingesetzt werden. CHAPPELLE & al.
(1992) z. B. benutzten Verhéltnisse der Reflexion zwei-
er Wellenldngen zur Chlorophyll-Bestimmung. BARET
& al. (1992) sowie FILELLA & PENUELAS (1994) kor-
relierten den Chlorophyll-Gehalt mit der Position und
Form der Rot-Flanke. Noch besser als die absoluten Re-
flexionswerte korrelierten in der Studie von YODER &
PETTIGREW-CROSBY (1995) die ersten Ableitungen
der (log 1/Reflexion) mit dem Chlorophyll-Gehalt. Als
besonders giinstig erwiesen sich dabei die Wellenldn-
genbereiche von 524, 620, 690 und 750 nm. Durch
die Messung der Reflexionsspektren im Bereich des
von 900 bis 2500 nm lassen sich auch weitere Aussa-
gen zum Wassergehalt sowie Angaben {iber die Zell-
struktur der Blatter ableiten.

Die vorliegenden Untersuchungen und der Ver-
gleich mit vorhandener Literatur ergeben, daB die
empirischen Beziehungen zwischen der Reflexion
und dem Chlorophyllgehalt fiir viele Pflanzenarten

und Entwicklungszustande dieser Arten neu hergelei-
tet werden miissen, weil die spektralen Reflexions-
messungen in grofem MalRe von der Blattstruktur
(Blattoberfldche, Blattdicke) beeinfluft werden. Die
Blattstruktur ist jedoch von Art zu Art und in ver-
schiedenen Entwicklungsstadien so unterschiedlich,
daB sich kein Patentrezept fiir alle MeRobjekte zur
genauen Abschdtzung des Chlorophyligehaltes aus
Reflexionswerte bestimmter Wellenldngen angeben
1dBt. Verhéltnisbildung der Reflexionsdaten zweier
Wellenldngen ergeben vielleicht noch sicherere Ab-
schitzungen, als die Verwendung logarithmierter
Kehrwerte der Reflexion einzelner Wellenléngen.
Durch die Aufnahme und Auswertung von Bit-
maps der Bldtter wird eine genauere Angabe der
Blattflichen und geschidigten Teile der Blétter mog-
lich, als das mit bisher angewendeten Schétzverfah-
ren moglich ist. Die Auswertung ist jedoch noch
nicht so automatisiert, dal es sich lohnt,das Verfah-
ren routineméBig einzusetzen. Es eignet sich jedoch
besser als Fotografien zur objektiven Dokumentation
von Schadensverldufen an ausgesuchten Beispielen.
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