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ABSTRACT

The article analyzes impact of simulated late frost and subsequent two levels of light conditions on damage of sprouting buds and chlorophyll
fluorescence of one-year-old shoots of Norway spruce. There were three-year-old containerized seedlings exposed to low temperatures simulating
two night frosts followed by days with different intensities of illumination in the plant growth chamber. Damage to sprouting buds (forming
shoots) was visually evaluated. Chlorophyll fluorescence changes of one-year-old needles were monitored prior and after frost expositions.
Young shoot damage of each tree was related to sprouting index of its lateral shoots. It was found that higher phase of sprouting corresponded
to damage of sprouting buds as well as to disturbance of physiological state of older needles. Overcast day with lower light intensity following
frost event lowers the damage of new sprouts as well as fluctuation of the fluorescence parameters of the older shoots of spruce in comparison

to sunny day.
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Smrk ztepily v podminkach svého pfirozeného rozsifeni byva vy-
staven puisobeni pozdnich jarnich mrazd, ¢asto v dobé, kdy mladé
stromky jiz ukoncily dormanci a za¢inaji rasit (AusseENAc 2000). Tyto
situace mohou pusobit problém pfi obnové lesa v podminkéch holin
kalamitniho charakteru nebo mrazovych poloh, ale i vyskytnou-li se
v lesnich 8kolkach. Pokud jsou totiz mrazovym teplotdm vystaveni na-
radeni jedinci, mtize dochazet k letdlnimu poskozeni novych vyhond,
a tim ke ztratdm na piirtistu. V piipadé, Ze se jedna o sazenice dosud
prekondvajici Sok z presazeni, nebo dojde k soubéhu vice stresovych

ci), miize dochdzet az k thynu sazenic.

Na jafe v rostlinnych pletivech klesd obsah latek, které snizuji bod
tuhnuti. Proto voda v apoplastu za¢ind mrznout jiz pii teplotach bliz-
kych 0 °C, tj. pti -1 °C az -3 °C (HOLMSGAARD 1962; SAKAI, LARCHER
1987) a nahlé mrazy mimo zimni obdobi mohou zpusobit aZ oka-
mzitou destrukci a odumfreni buné¢né protoplazmy (BEADLE, SANDs
2004; NEUNER, BEIKIRCHER 2010). Nejcitlivéjsi k nizkym teplotdm
jsou u rostlin kvéty, kli¢ici semena (predev$im radix), rasici pupe-
ny listd a pletiva mladych vyhonu (pfedev$im kambium) (NEUNER,
BEIKIRCHER 2010). Poskozeni pozdnimi mrazy se vSak projevuje
i na star$ich vyhonech a v dusledku tak ovliviiuje riist (DITTMAR et

m ZLV, 61, 2016 (2): 100-107

late frost, Picea abies, budding, sprouting, damage, chlorophyll fluorescence

al. 2006). Prvnim dasledkem mrazu je poskozeni asimilaéniho apara-
tu, zejména fotosystému II (PSIT) (MAXWELL, JOHNSON 2000). Stre-
sujici vliv miize byt dale zvyraznén intenzivnim slune¢nim zafenim
nasledujicim po pozdnich jarnich mrazech (LANGvALL, ORLANDER
2001).

Meéfeni fluorescence chlorofylu poskytuje informaci o rozsahu, v ja-
kém je PSII schopen absorbovat a vyuzivat fotosynteticky uc¢innou
radiaci. Parametry fluorescence chlorofylu u jehli¢i mohou byt vyuzi-
ty i jako indikétory stresu mrazem (BINDER, FIELDER 1996; RITCHIE,
LANDIs 2005; SILEVER et al. 2008; PEGUERO-PINA et al. 2008).

Cilem ptispévku je vyhodnotit vliv simulovaného pozdniho mrazu
a naslednych dvou riznych svételnych podminek na a) poskozeni ra-
$icich vyhont a b) na parametry fluorescence chlorofylu jednoletych
vyhontl u sazenic smrku ztepilého.

MATERIAL A METODIKA

Na jafe 2012 byly trileté krytokofenné sazenice smrku ztepilého
(péstebni vzorec f1+fk1+k1) po kratkodobém skladovani v klimatizo-
vaném prostoru (3 tydny pfi teploté +3 °C az +5 °C) umistény dne
3. 5. 2012 do riistové komory (SGC 120, Weiss Technik, UK). Pro in-
tenzivni probouzeni sazenic z dormance byl nastaven 16hodinovy den
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o teploté 22 °C (intenzita zafeni ca 15 000 lux) a 8hodinova noc s tep-
lotou 15 °C. Pro pokus bylo pouzito 96 sazenic (8 sadbovacu).

vy v

Priibézné (2 x tydné) byl sledovan postup raseni jednotlivych sazenic.
Raseni bylo hodnoceno pomoci indext podle stupnice uvedené v tab.
1, oddélené pro termindlni vyhon a pro bo¢ni vyhony, kde byl hodno-
cen nejvice rozvinuty pupen.

Tab. 1.

Empiricka stupnice raen{ smrku - popis stavu a index raseni
Empirical scale of spruce sprouting — description and sprouting in-
dex

Stav/State Index
Neras$i/Not sprouting 0
ZvétSené pupeny/Swelling buds 1
Prosvitaji zelené jehlice/ 2
Green needles clearly showing through the bud scales

Seviené svazecky jehlic vyrustaji mezi Supinami/ 3
Confined bundle of needles growing from buds

Rozeviené svazecky jehlic, zacatek délkového rastu/ 4

Open bundle of needles, beginning of the extension

growth

Délkovy rlst novych vyhont/ 5
Elongation growth of new sprouts

Mrazové testy

Po vyraseni vétsiny sazenic (vice jak 95% s indexem raseni 2 a vice)
byly simulovadny no¢ni mrazové epizody. Délka trvani mrazu a mini-
malni teploty byly stanoveny na zakladé realnych mrazovych epizod
ve vyssich horskych polohdch. Pfi fazich poklesu a ohfevu byly vyuzity
omezené moznosti komory (pouze dvoustupniové programovani tep-
lot) pro simulaci teplotné extrémni situace.

sy

dosdhla -3,7 °C a celkova doba s teplotou pod bodem mrazu byla ca 6
hodin (obr. 1 vlevo).
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Uvedend aplikace mrazu zptsobila pouze nevyrazné poskozeni rasi-
cich vyhont. Proto byla na shodné vzorniky dne 5. 6. 2012 aplikovana
druhd mrazova epizoda s minimalni teplotou -4,2 °C a trvanim teplot
pod bodem mrazu ca 6 hodin (obr. 1 vpravo).

Po kazdé aplikaci mrazu byla prvni pozvolna faze ohfevu bez osvétleni
(15 min), dale byla po 16 hodin polovina sazenic ponechana v ris-
tové komore prfi plném osvétleni (varianta S - svétlo; ca 15 000 lux,
ca 170 umol.m™.s! ve vzdalenosti 150mm pod lampami pii teploté
25 °C) a druhd polovina pfi minimdlnim osvétleni (varianta T - stin;
ca 500 lux, ca 60 pmol.m?s?). PIné osvétleni u obou variant bylo ob-
noveno az po nasledujici temné no¢ni periodeé.

Vizualni hodnoceni poskozeni rasicich vyhoni

Poskozeni rasicich vyhont bylo hodnoceno vizudlné podle stupnice:
0 - neposkozené, 1 - slabé poskozené (s moznosti regenerace — ohnuti
vyhonu, barevné zmény minimalni), 2 - silné (letalné) poskozené (ne-
krotické $ednuti svéSenych vyhontl). Hodnoceni probihalo oddélené
pro bo¢ni vyhony a terminalni vyhon. U boénich vyhont byl stanoven
podil vyhont s riiznym stupném poskozeni v procentech.

Stupen poskozeni byl vztahovan k indexu raseni bo¢nich vyhont dne
21.5.2012 (pred prvni aplikaci mrazovych teplot) a ke svételnym pod-
minkam po aplikaci mrazovych teplot (varianty S a T).

Méfeni fluorescence chlorofylu

Fluorescence chlorofylu a posledniho vyzralého ro¢niku jehli¢i byla
hodnocena v ca tydennich intervalech ptistrojem Plant Efficiency
Analyser (PEA; Hansatech Instruments, UK). Byla méfena na jedno-
letém jehli¢i vech jedinct ze svrchni strany boé¢nich letorost v horni
¢asti korunky. Méfeni probihalo v zatemnélé mistnosti, pomoci origi-
nélnich klipst byly vzorky pfed méfenim adaptovany na plnou tmu
minimalné po dobu 30 minut. Intenzita zafeni byla nastavena na 50 %
maximalni intenzity, tj. cca 1500 pmol.m?2s. Kazdy vzornik byl mé-
fen na dvou ndhodné vybranych vyhonech.

Hodnocen byl parametr maximalni kvantovy vytézek fotochemic-

kych procest fotosystému II pletiva adaptovaného na tmu (F /F ;
MAXWELL, JOHNSON 2000). Do vypoctu parametru vstupuji hodnoty
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Temperatures in growth chamber during frost tests and illumination duration and intensity of treatments S (sun) and T (shade)
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maximalni fluorescence (F, ) a minimalni fluorescence (intenzita fluo-
rescence v 50 us; F)), jejichz rozdil je oznacovan jako variabilni fluo-
rescence (F ). Hodnota F /F_ byla dopocitdna obsluznym softwarem
podle vztahu

F/F_=(F -F)/F_. 1

Vitalita rostlin byla charakterizovdna parametrem index vykonnosti
(performance index on absorption basis, PI, , STRASSER et al. 2004),
vypoctenym podle vztahu:

_ 1-(Fo/Fm)

- 1-V
PIabs - fuTo X =1 @

M,/Vj F, vy’

kde V, je relativni variabilni fluorescence v ¢ase 2 ms vypoctend jako:
V= (F-F)I(F-F), ©)

kde F je intenzita fluorescence v Case 2 ms (tzv. krok J). M, reprezentu-
je pocate¢ni sklon kiivky pribéhu fluorescence (fluorescence kinetics)
a je vypocten podle vztahu:

M, = 4x (Fsp0us = Fo)/ (Fu = Fo), @)

kde F, je intenzita fluorescence v case 300 ps.
us

Statistické hodnoceni

Po odstranéni odlehlych hodnot pozbyvajicich biofyzikalni smysl byly
v kazdém terminu vypocitany primérné hodnoty za jednotlivé vzor-
niky. Statistické soubory byly vzdjemné porovnavany pomoci nepara-
metrickych testd, podle charakteru ulohy bud Man-Whitney testem,
nebo Kruskal-Wallis testem s naslednym porovnanim variant. Testy
byly provadény ve statistickém prostfedi R (3.1.3, The R Foundation
for Statistical Computing 2015). Rozdily byly povazovany za prikaz-
né, jestlize P < 0.05. Z divodu nizsich pocti jedincti byli pro detailngj-
$i hodnoceni jedinci s indexy rasenti 1 az 3, predstavujici pozdné rasici
jedince, slouceni.

VYSLEDKY A DISKUSE

Smrk ztepily vykazuje pomérné zna¢nou variabilitu v ¢asnosti raseni,
primérna intenzita raSeni jedinct z obou variant ozafeni vsak byla
srovnatelna (obr. 2).

Po aplikaci simulovaného mrazu dne 22. 5. 2012 (-3,7 °C) doslo
k poskozeni rasicich bo¢nich vyhonu (vizualné hodnocené barevné
zmény). Slabé poskozené vyhony (stupen 1) castecné regenerovaly.
Podil jedinct s vyskytem poskozeni stupném 1 a jeho pokles béhem
nésledujicich dvou tydni byl u obou variant (S a T) srovnatelny. Silné
poskozeni (stupen 2) se po prvni aplikaci mrazu vyskytlo u vétsiho
poctu jedinct vystavenych po mrazeni silnéj$imu svétlu (varianta S)
a nasledna regenerace nebyla pozorovana (obr. 3).

Druhad aplikace mrazu dne 5. 6. 2012 byla silnéjsi (-4,2 °C) a zpusobila
vyraznéj$i poskozeni rasicich vyhont. Stupen poskozeni 2 se u varian-
ty T vyskytoval u 91 % jedincti a u varianty S u 94 % jedinct. Pramérné
poskozeni varianty S bylo o cca 10% vy$$i nez u varianty T (obr. 3).
Vyhony se stupném poskozeni 2 postupné odumiraly. Podil jedincti
s poskozenim stupné 1 klesal, zpravidla dochdzelo k jejich regeneraci,
méné k (i pozvolnému) prechodu do stupné poskozeni 2.

Uvedené vysledky odpovidaji idajim o tom, Ze u stromt mirného
pésu jsou nové vyhony v dobé od vyraseni pupentd do vyzrani leto-
rostil velmi citlivé k mrazu a zpravidla nejsou schopny vydrzet vysta-
veni teplotdm niz$im neZ -3 °C bez poskozeni (GLERUM 1985; BURR
1990).

Vyskyt poskozeni rasicich vyhont byl sledovan ve vztahu k indexu ra-
$eni jednotlivych sazenic. Zietelny vliv ¢asnosti raSeni (stavu raseni
v dobé aplikace mrazu) na poskozeni Cerstvé vyragenych vyhonu je
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patrny z obr. 4 a 5. U pozdné rasicich sazenic, u kterych v dobé aplika-
ce mrazu raseni teprve za¢inalo (index raseni 1 aZ 3), bylo pozorovano
pouze minimalni poskozeni. U sazenic, které jiz pred prvni aplika-
cf mrazu (22. 5. 2012) vykazovaly vyrazny délkovy ptirtist u novych
vyhontl (index 5), byl rozsah i intenzita poskozeni nejvyssi. Vice byli
pritom poskozeni jedinci vystaveni po mraze silnéj$imu osvétleni (va-
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Pribéh pramérného indexu radeni (empiricka stupnice, tab. 1) boc¢-
nich vyhont smrkt podle variant; $ipky znazornuji terminy aplikace
mrazu

Fig. 2.

Average sprouting index (empirical scale, Tab. 1) of lateral shoots of
spruce according to treatments; arrows show days of the frost tests
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Podil sazenic s vyskytem poskozeni 1. a 2. stupné v disledku simulo-
vanych mrazii (viz $ipky) podle variant - v$ichni jedinci. S-1 - jedinci
varianty S se stupném poskozeni 1, S-2 - jedinci varianty S se stupném
poskozeni 2, obdobné u T. Pozn.: Jestlize se na vzorniku vyskytovaly
oba stupné poskozeni, byl vzornik zapocitan ve statistice obou stupnil
Fig. 3.

Proportion of seedlings with sprout damage of 1* and 2™ degree as
result of frost tests (arrows) according to treatments — all individuals.
S-1 - individuals of the treatment S with 1* damage degree, S-2 - in-
dividuals of the treatment S with 2*¢ damage degree etc. Note: If the
seedling had sprouts with both damage degrees it was included in the
statistics of both degrees concurrently
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rianta S), coz se projevilo jak na po¢tu poskozenych jedinci (obr. 4),
tak na mife jejich poskozeni (obr. 5). Ke shodnému zavéru dospél
také ORLANDER (1993), ktery posuzoval tizkovance smrku péstované
ve venkovnich podminkach.

Obdobné vysledky byly ziskany i v ptipadé hodnoceni poskozeni ter-
mindlnich vyhont, celkové vyssi procento poskozenych vyhont bylo
pozorovano u sazenic varianty S (obr. 6).

Vyrazny vliv stadia vyvoje pupent na poskozeni, ujimavost a nasledny
rust pozorovali BIGRAS et al. (2004) u semenacki Picea glauca. Zjistili
pritom mnohem silnéjsi vliv velikosti mrazu nez doby jeho ptisobeni.
HANNERZ (1994) zjistil u tfiletych sazenic smrku ztepilého, Ze nové
se vyvijejici vyhony byly nejcitlivéjsi k mrazu v dobé raseni a jejich
citlivost béhem dal$iho rtstu postupné klesala.

100 Index raseni/Sprouting index 1, 2, 3

] !

80

70 —4—5-1 =m=T-1 - -
60

50 $-2 =@ =T-2

40
30
20
10
0

Jedinci s poskozenim/
Seedlings with damage (%)

— _— —~.
24.5. 26.5. 28.5. 30.5. 1.6. 3.6. 56. 7.6. 9.6.
Datum/Date

11.6. 13.6.

Obr. 4.

Pozdni mraz v jarnim obdobi mize poskodit i star$i jehli¢i, i kdyz toto
poskozeni neni viditelné. Zmény se vSak projevuji mj. na fluorescenci
chlorofylu (MoOHAMMED et al. 1995; BINDER, FIELDER 1996; PERCI-
VAL, HENDERSON 2003; RITCHIE, LANDIS 2005).

Pfi hodnoceni sazenic smrku ztepilého v ristové komore byly zjistény
hodnoty maximalniho kvantového vytézku PSII (F /F_) posledniho
vyzralého ro¢niku jehli¢i vyssi nez 0,83, s nizkou variabilitou (obr. 7).
Jde o bézné hodnoty zdravého funkéniho asimila¢niho aparitu
(STRAND, LUNDMARK 1995; RITCHIE, LANDIS 2005). Prvni mrazovy
test vedl k mirnému poklesu sttednich hodnot F /F_ a vyraznému zvy-
$eni variability tohoto parametru, bez rozdilt mezi variantami. Béhem
nasledujiciho tydne se hodnoty opét stabilizovaly.
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Podil jedincti s vyskytem poskozeni 1. a 2. stupné raicich pupenti u pozdné (vlevo) a ¢asné (vpravo) rasicich jedinct podle variant. S-1 - jedinci
varianty S se stupném poskozeni 1, S-2 - jedinci varianty S se stupném poskozeni 2, obdobné u T

Fig. 4.

Share of seedlings with sprouts damaged by 1* and 2™ damage degree in late (left) and early (right) sprouting seedlings in accordance to treat-
ments. S-1 - individuals of the treatment S with 1% damage degree, S-2 - individuals of the treatment S with 2" damage degree etc.
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vysvétlivky viz u obr. 4
Fig. 5.

Average share of sprouting buds damaged by 1 and 2" damage degree in late (left) and early (right) sprouting seedlings in accordance to treat-

ments; for explanatory notes see Fig. 4
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Vlivem druhé simulované mrazové epizody doslo k vyraznému po-
klesu hodnot, prikazné vyssi propad nastal u varianty S, u niz se
stfedni hodnota sniZila aZ na hodnotu blizkou 0,6, ktera jiz signalizu-
je vyznamné poskozeni fotosyntetickych procestt (RITCHIE, LANDIS
2005; LANDIS et al. 2010). Prukazné rozdily pretrvaly i 14 dni po apli-
kaci mrazu (obr. 7). Vyrazné snizeni hodnot F /F_ a nasledného ris-
tu u smrku ztepilého po no¢nich mrazovych teplotach dosahujicich
-5 °C, nasledovanych vysokou urovni zafeni v dobé raseni pupent
a prodluzovani vyhont popisuje WELANDER et al. (1994). Nizké tep-
loty, naptiklad no¢ni mraz, v interakei s vysokou intenzitou zafeni ze-
siluji vyvoj fotoinhibi¢niho poskozeni asimila¢niho aparatu (STRAND,

¥y

LUNDMARK 1987). NiZ§i intenzita zafeni (zastinénf) rozsah poskozeni
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Obr. 6.

jehli¢i mrazem redukuje (ORLANDER 1993; LANGvVALL, ORLANDER
2001).

Priimérné hodnoty indexu vykonnosti PI , charakterizujiciho vitalitu
rostlin (AL-HaBs1, PERCIVAL 2006), se na pocatku sledovani blizily
hodnoté 6, v nasledujicim terminu (15. 5.) jiz byly vy$si nez 7 (obr. 7).
Hodnoty tohoto indexu jsou druhové specifické (napf. CLARK et al.
2000; AL-HaBsI, PERCIVAL 2006), byly zjistény i rozdily mezi klony
(PERCIVAL et al. 2003). V duasledku prvni mrazové epizody hodnoty
PI,_spolu se zvysenim variability mirné poklesly, bez rozdilt mezi va-
riantami. Pozvolnd regenerace (indikovana nartistem PI | ) byla ukon-
¢ena druhym mrazem, v jehoz diisledku primérné hodnoty poklesly
u varianty T na 3,3 v ptipadé varianty S az na 1,7, s priikaznymi rozdi-
ly. Priikazné rozdily pretrvavaly i nasledujici dva tydny.
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Souctovy graf zastoupeni jedincti s poskozenym termindlnim vyhonem v souvislosti s mrazovymi testy podle stupné poskozeni. Vlevo varianta

Savpravo T. S-1 - jedinci varianty S se stupném poskozeni 1 atp.
Fig. 6.

Cumulative chart of seedlings with terminal damaged during frost tests in accordance to shoot damage degrees. Treatment S left, treatment T

right. S-1 - individuals of the treatment S with 1* damage degree etc.

0,9 l l
0,8 %‘ [ [ }
g 07
w
z
0,6
0,5
=5 * * % **
04 T p<0.001 p=0.007 p<0.001
95. 155. 165. 245 315 56. 76. 13.6. 20.6.
Datum/Date
Obr. 7.

)
=
==

9
8 * %
* %k * %
7 | VL p=0.003 © p=0.001
6
5 I
25 J =
4
3
2
1 =S
0 T
9.5. 15.5. 16.5. 24.5. 315. 56. 7.6. 13.6. 20.6.
Datum/Date

Vyvoj maximélniho kvantového vytézku F /F_ a indexu vitality rostlin PI _(zobrazeny prtiméry a smérodatné odchylky) jednoletych vyhont
v zévislosti na aplikaci simulovanych mrazii ($ipky). Hvézdicky s idajem o pravdépodobnosti znadi statistickou prikaznost rozdilu v daném

terminu méfeni (Man-Whitney test)
Fig. 7.

Maximum quantum yield F /F_ and performance index PI _(mean and standard deviation) of one-year-old needles in the period of frost tests
(arrows). Stars with probability values show statistically significant differences (Man-Whitney test)
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Rozdilny vyvoj parametr fluorescence chlorofylu jehli¢i jednoletych
vyhont byl patrny i pfi porovnavani skupin jedinct s odli§nym in-
dexem ra$eni (obr. 8). U pozdné rasicich jedincii (s indexem raseni
1 az 3) byl pokles sledovanych parametrt v diisledku druhého mrazu
minimélni u varianty T. U varianty S naproti tomu hodnoty pozdné
ra$icich jedinct (S-1, 2, 3) poklesly az na troven hodnot intenzivné
ra$icich jedinct varianty T (T-5), regenerovaly v$ak rychleji (obr. 8).
Vliv interakce mrazovych teplot a intenzity ozafeni na poskozeni foto-
systému I u smrku pozoroval také ORLANDER (1993).

ZAVER

Z vysledkii hodnoceni vlivu simulovaného pozdniho mrazu a na-
slednych svételnych podminek na sazenice smrku ztepilého vyplyva
vyrazny vliv stupné nara$eni na poskozeni novych vyhont i fyziolo-
gii vyzralych vyhont sazenic. Se stupném naraseni roste ndchylnost
sazenic k poskozeni mrazem, které se projevuje snizenim fyziologic-
ké aktivity i u star$ich jehlic, prestoze jejich poskozeni neni viditel-
né. Jako u fady druhti dfevin bylo i u smrku ztepilého potvrzeno, ze
nésleduje-li po mrazové epizodé den se sniZenou intenzitou zafeni,
dochazi ke zmirnéni vlivu mrazu na poskozeni tvoricich se vyhont
i k mensimu poskozeni star$ich letorosti a jehlic nez v pripadé, kdy
nésleduje den slune¢ny.

Stinéni sazenic v dobé vyskytu pozdnich mrazi v lesnich $kolkach
se tak jevi ucelné nejen vzhledem k predpokladu tlumeni mrazovych
$picek, ale i z hlediska snizeni mozné miry poskozeni po mrazové epi-
zod¢.
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VLIV SIMULOVANEHO POZDNIHO MRAZU A NASLEDNYCH SVETELNYCH PODMINEK
NA FLUORESCENCI CHLOROFYLU A VITALITU RASICICH SAZENIC SMRKU ZTEPILEHO

EFFECT OF SIMULATED LATE FROST AND SUBSEQUENT LIGHT CONDITIONS ON CHLOROPHYLL
FLUORESCENCE AND VITALITY OF SPROUTING NORWAY SPRUCE SEEDLINGS

SUMMARY

In its natural conditions, Norway spruce is commonly exposed to late frosts. Late frost can cause difficulties to reforestation of the extreme
clearings, frost pockets and also in some forest nurseries. It occurs often in the period, when young trees finished their dormancy and the buds
are flushing. The article evaluates impact of simulated late frosts and subsequent different light conditions on the damage of sprouting shoots
and chlorophyll fluorescence parameters of one-year-old shoots of Norway spruce seedlings.

In the plant growth chamber, three-year-old containerized seedlings were two times exposed to low temperatures simulating late frost events,
followed by days with different intensities of illumination (treatment S — ca 15 000 lux, treatment T — ca 500 lux; Fig. 1). Damage to sprouting
buds (forming shoots) was visually assessed (0 - no damage, 1 — weakly damaged, 2 - heavily damaged). Impact of frost to one-year-old needles
was evaluated by the method of chlorophyll a fluorescence measurement (Plant Efficiency Analyser, Hansatech). Maximum quantum yield of
photosystem II primary photochemistry in the dark adapted state (F /F, ) and performance index on absorption basis (PI, ) were analyzed.
Damage of every spruce was related to index of sprouting of lateral buds (Tab. 1, Fig. 2) prior frost tests. Differences were considered to be
statistically significant when P < 0.05.

The first frost event reaching minimum temperature of -3.7 °C (Fig. 1) caused smaller damage to sprouting shoots than the second one with
minimum of -4.2 °C (Fig. 3). Seedlings with higher sprouting index (Tab. 1) were damaged more severely (Fig. 4, 5 and 6).

Only minimum decline of analyzed parameters of one-year-old needles’ chlorophyll a fluorescence was observed after the first frost test and
the regeneration period was short. Second simulated frost event caused severe decrease of F /F_and PI, the drop was significantly higher
in the treatment with higher intensity of illumination after the frost test (S; Fig. 7). Chlorophyll fluorescence of the mature needles was also
influenced by the stage of sprouting (Fig. 8). Weakly sprouting trees showed significantly lower drop of the chlorophyll fluorescence parameters
(particularly in T treatment) comparing to spruces with extension growth of new shoots (index 5).

The research shows that frost stress of seedlings is positively related to state of sprouting buds. It manifests itself by higher damage of more
developed new shoots as well as disturbance of physiology of older needles, although their injury is invisible. In case of day with lower irradiance
intensity after frost event, the damage of sprouting buds and new shoots was lower and the drop of chlorophyll fluorescence parameters of
older needles was milder than in the case of following sunny day. The practical application of the outcomes can be as follow: when late frost
is expected, shading of the tree plants in forest nurseries can not only moderate frost peaks but also reduce the stress during a sunny day after
a frost event.
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