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FLUORESCENCE CHLOROFYLU, CHEMISMUS A OBSAH FOTOSYNTETICKY AKTIVNICH
PIGMENTU U LISTU BUKU VAPNENYCH DO JAMKY
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ABSTRACT

Liming is considered a measure to support vigor of tree species in the air-polluted areas. The objective of our study is to find out if spot liming at
the time of planting can influence photosynthesis and leaf chemistry 17 years after application. An experiment with artificially planted European
beech was established in 1993. Samples of beech leaves were collected three times in May, June and July 2009. Analyzes used were as follows:
1) Chlorophyll a fluorescence using Imaging PAM, 2) contents of chlorophyll and carotenoids being extracted from assimilatory tissues using
a spectrophotometer and 3) contents of nutrients (N, P, K, Ca, Mg, S and Si) in leaves. Data were processed using T-test or one-way ANOVA
followed by Tukey test. Spot-limed treatment shows difference only in mature leaves being collected in July. There was a significantly higher
maximum quantum yield (F /F_ = 0.867) in limed leaves compared to control treatment (F /F_ = 0.860). Contents of chlorophylls (Chl_, 2,369
ug.g') and carotenoids (Car 590 pg.g') were also significantly higher in raw matter of the limed beeches compared to control treatment
(Chl , 2,268 pg.g’; Car__552 pg.g'). Among the elements analyzed in the leaves, the only difference was found in content of phosphorus

between the limed (0.15%) and control (0.13%) treatments.

Kli¢ova slova: buk lesni, hnojeni, dolomiticky vapenec, fotosynteticky aktivni pigmenty, fluorescence chlorofylu

Key words:

uvob

V sedmdesatych a osmdesatych letech 20. stoleti doslo v Ceské repub-
lice k vyraznému poskozovani lesnich porosti imisemi. Poskozeny
byly predeviim horské oblasti na severu Cech (BALCAR et al. 1994).
Imise zptsobily velkoplo$ny rozpad lesnich porostii, opadem konta-
minovanych rostlinnych organt i piimym spadem latek znecistuji-
cich ovzdusi dlouhodobé ovlivnily také chemismus piidy (MATERNA,
LocHMAN 1988).

Po odsireni vétsiny zdroji poklesly okamzité koncentrace $kodlivin
v ovzdusi (KopPACEK, VESELY 2005), nadale vSak pretrvava naruseny
chemismus pud. Jednim z opatfeni sméfujicich k podpore vitality
lesnich drevin zvlasté v klimaticky extrémnich podminkach s imi-
semi ovlivnénym chemismem pud je ptihnojovani prostfednictvim
horninovych moucek, jako je dolomiticky vapenec (NEBE et al. 1997;
SCHAAF, HUTTL 2006).

Efekt pridani vdpence se projevuje snizenim kyselosti ptidy, zlep$enim
stavu pudniho sorpéniho komplexu, omezenim aktivity toxickych ion-
ti v ptidé, doplnénim zasob pudniho vapniku a hot¢iku a zrychlenim
humifikace (PODRAZSKY 1991, 1992). Celkové tak dochdzi ke zlepse-
ni podminek pro vyzivu rostlin. Spravné volena aplikace podporuje
prezivani, zdravotni stav a rast vysadeb (BALCAR 1998; PODRAZSKY et
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al. 2003; KunES$ et al. 2007, 2009). Zména ve vyzivé pak miize prinaset
svou odezvu nejen v rozdilné distribuci a ukladani zivin v ramci rostli-
ny, ale také ve struktufe a funkénosti fotosynteticky aktivnich pigmen-
ta asimila¢niho aparatu.

Fotosynteticky aktivni pigmenty - ve vyssich rostlinach se jedna pre-
vazné o chlorofyly - jsou zdkladnimi fotoreceptory tcastnicimi se
fotosyntézy. Po ptijeti kvanta svételné energie molekulou chlorofylu
je energie bud absorbovana a prevedena do procesu fotosyntézy (foto-
chemické zhaseni), nebo dochazi k prevedeni energie na teplo (nefo-
tochemické zhdaseni) ¢i zpétnému vyzareni fotonu s vlnovou délkou
vy$si nez 650 nm (fluorescenéni zhaseni — cca 1 - 2 % celkového absor-
bovaného zireni) (MAXWELL, JOHNSON 2000). Fluorescence chloro-
fylu, jak se poslednimu jmenovanému jevu fikd, je v tésném vztahu
s pribéhem fotosyntézy (HARBINSON, ROSENQuUIST 2003). O celkové
fotosyntetické kapacité pak vypovida i samotny obsah chlorofylu ve
fotosynteticky aktivnich pletivech.

Cilem studie je a) stanovit zakladni charakteristiky fluorescence chlo-
rofylu, obsahy fotosynteticky aktivnich pigmenti a makroelementii
u listi buku 17 let po vysadbé ve variantdch vapnéni do jamky a kon-
trola a b) ovéfit, zda je i u takto starych vysadeb pomoci uvedenych
metod mozné detekovat vliv intenzivniho ptihnojeni.
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METODIKA

Hodnocené vysadby buku lesniho (Fagus sylvatica L.) jsou lokalizovany
na vyzkumné plose Jizerka na Stfednim jizerském htebeni v Jizerskych
horach. Vyzkumnd plocha byla zaloZena na rozsdhlé imisni holiné
(blize viz napt. BALCAR, PODRAZSKY 1994; BALCAR, KACALEK 2008).

Experimentaln{ kultura byla zaloZena v roce 1993. Buky byly vysazeny
v pravidelném sponu 1 x 2 m ve variantach 1) ptihnojeni promisenim
1 kg jemné mletého dolomitického vapence do jamky pti vysadbe, 2)
kontrola; obé varianty ve 2 opakovanich po 50 jedincich. V roce 2002
byly na parceldch provedeny odbéry svrchnich 20 cm ptidy v prostoru
jamek pro analyzy. I devét let po aplikaci byla na vapnéné varianté
potvrzena nasobné vyssi koncentrace vapniku (2 167 mg/100 g CaO
oproti 51 mg/100 g na kontrole).

V roce 2009 byly provedeny odbéry asimila¢niho aparatu 10 konkrét-
nich jedinct buku z kazdé parcely. Vzorky byly odebirany z oslunéné
¢asti koruny s prakticky mési¢ni frekvenci polovinou kvétna pocinaje.
Pro analyzu fluorescence chlorofylu byly zpracovany vzorky z 14. 5.,
18. 6. a 15. 7. 2009, obsah chlorofylu a karotenoidt byl hodnocen
u vzorki z 14. 5. a 15. 7. 2009.

Analyza fluorescence chlorofylu

Fluorescence chlorofylu byla méfena pfistrojem Imaging-PAM
(IKEA0150A, Heinz Walz GmbH, obsluzny software ImagingWin
V2.32) nasledujici den po odbéru vzorki. Vzorky byly pro snizeni
vysychani pres noc uchovavany v lednici v igelitovych obalech. Pfed
méfenim byly vzorky minimalné 1 hodinu adaptovany na pokojovou
teplotu (21 - 23 °C). Pro analyzu byla vybrana stfedni ¢ast (bez hlavni
zilky) ndhodné zvoleného listu z kazdého jedince; celkem 6 vzorki
listu fixovanych na ¢ernou podkladovou desticku bylo zpracovavano
spole¢né v ramci jednoho méfeni. Kazdy jedinec byl v jednotlivém
terminu méfeni zastoupen tfemi listy (tzn. tfi opakovani).

Dile byly desticky se vzorky uzavieny v plastovych krabic¢kich se
zvy$enou vlhkosti vzduchu a po minimalné 30 minut adaptovany na
tmu pri pokojové teploté. Temnotni adaptace po dobu minimalné 20
minut u zelenych listd zarucuje prevedeni fotosyntetického aparatu
do klidového stadia, ve kterém jsou oteviena vSechna reak¢ni centra
fotosystému II (LICHTENTHALER et al. 2005). V tomto stavu je mozné
zaznamenat parametry nezbytné pro spravné kvantifikovani procest
fotochemické i nefotochemické povahy, které se uplatiiuji béhem pri-
marni faze fotosyntézy (ROHACEK 2005).

Meéfeni pistrojem Imaging-PAM se odehréavalo v zatemnélé mistnosti.
Hned po nazhaveni osvitového kruhu byl zméfen parametr minimalni
(F,) a maximalni fluorescence (F_ ) a obsluznym softwarem dopocitan
parametr F /F_, kde

Fv:Fm_FO

Tento parametr je oznacovany jako maximalni kvantovy vytézek foto-
chemie fotosystému II pletiva adaptovaného na tmu (MAXWELL, JOHN-
SON 2000). Byla nastavena intenzita méficiho svétla 3 pmol.m=s’,
frekvence pulzii 1 Hz. Déle byla satura¢nim pulzem 800 ms a intenzi-
tou fotosynteticky aktivniho zafeni (PAR) 2400 pmol.m2.s"' zméfena
absorptivita, vypocitana obsluznym programem podle vztahu

Abs. = 1 - R/NIR.

Nasledovalo méfeni parametri zkracené svételné kinetiky (light
response curves) pti zvySujici se intenzité aktinického zafeni (az 1 414
pmol.m?s! PAR), ve 22 krocich o intervalu 10 sekund. Ze ziskanych
parametr(l byl pro tcely této studie analyzovan pribéh parametri
nefotochemického zhaseni (NPQ)
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kde F_‘ zna¢i maximalni vytézek fluorescence listti adaptovanych na

svétlo a rychlost transportu elektront - ETR, vypocitané podle vzta-
hu

ETR = Y(II) x PAR x 0.5 x Abs , kde Y(II) znadi efektivni kvantovy
vytézek PS II, vypocitany jako

_(F,-F)
Y=

m

Blize viz napt. WALZ (2004).

Extrakce a méfeni mnozstvi chlorofyla a karotenoidii ve vzorku

Mira fotosyntetické aktivity je podminéna mnozstvim fotosynteticky
aktivnich pigmenti. Jednou z metod jejich kvantifikace je spektro-
fotometrické méfeni absorbance vinovych délek ve smési pigmentil
vyextrahovanych z asimila¢nich organt. Metoda je pouzitelnd pro
smési pigmentd, které se spektralné vyrazné lisi, tzn. nelze ur¢it obsa-
hy jednotlivych slozek ve smési chlorofyli nebo obsahy jednotlivych
karotenoidu v jejich smési (LICHTENTHALER 1987). Tuto metodu lze
tedy pouzit jen pro stanoveni celkového obsahu chlorofylu a (Chl ),
chlorofylu b (Chl,) a karotenoidi (Car_, ).

Analyza fotosynteticky aktivnich pigmentt probihala v laborato-
tich Fakulty lesnické a dievarské. Vzorky byly uchovavany v hlubo-
komrazicim boxu pfi -80 °C a postupné analyzovany. Extrakce byla
provadéna pti tlumeném svétle pro potlaceni fotodestrukce pigmentt.
Z kazdého jedince byly pro extrakci odebrany a navazeny vzorky listi
v mnozstvi 0,6 — 1,2 g erstvé hmoty. Listi bylo homogenizovano v tre-
cich miskéch za pomoci kapalného dusiku az na jemny prasek, ktery
byl rozdélen na tfi ¢asti o obdobné hmotnosti (od 0,15 do 0,25 g) pro
zajisténi 3 opakovani. Jednotlivé vzorky byly preneseny do plastovych
centrifugaénich tub o objemu 15 ml. Vzorky byly poté zpracovany
podle modifikované metodiky KURASOVE et al. (2002) a MAKEENA et
al. (2007). Kazdy pripraveny vzorek byl zalit 80% acetonem do cel-
kového objemu 15 ml, protfepan na laboratorni tfepacce 20 minut
a ulozen pres noc do lednice (4 - 5 °C). Nasledujici den byl vzorek
opét protfepan 20 minut na laboratorni tfepacce a vloZen do centri-
fugy, kde byl centrifugovdn po dobu 4 minut pfi 4 000 ot.min"'. Po
centrifugaci byl extrakt pfepipetovan do odmérné 50ml banky, kterd
byla uskladnéna az do méfeni absorbance v lednici pfi 4 - 5 °C. Cely
postup promyti vzorku 80% acetonem, protfepani, centrifugace a pte-
pipetovani byl opakovan jesté 2x. Po tfetim promyti acetonem byla
homogenizovana listova pletiva prosta pigmentu.

Ziskany extrakt pigmentt v odmérné barce byl doplnén do 50 ml 80%
acetonem a nasledné proméren na spektrofotometru Unicam Helios &
pti nastavenych vlnovych délkach 470 nm, 647 nm, 663 nm a 750 nm.
Kazdy vzorek byl proméfen 3x a pro vypocet obsahu pigmenti byl
pouzit pramér z namétenych hodnot.

Rovnice pro vypocet obsahu pigmentd (LICHTENTHALER 1987) byly
upraveny podle MAKEENA et al. (2007) o odecet absorbance pii
750 nm, kde jiz chlorofyly ani karotenoidy neabsorbuji a hodnota
absorbance je zplisobena rozptylem necistot v extraktu:

Chl, =12,25 (Ags; — Azs50) — 2,79.(Asyy — Ass)

Chl, =21,50.(Asy7 = Azsy) = 5,10.(Ase; — Ays,)
Chl,y =T15.(Agss = Az50) +18,71.(Agsy — Ass0)
Car,, = 1000.(A50 — 4750) —11;882.Chla -85,02.Chl,

Vysledek je udavan v ug na 1 mililitr extraktu. Poté byly prepocteny
vysledky na celé mnozstvi extraktu a nasledné uvedeny jako mnozstvi
pigmentt v ug.g’ ¢erstvé hmoty.
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Chemicka analyza

Vzorky listi z jednotlivych vzorniki odebrané dne 17. 6. 2009 byly
predany na chemickou analyzu za ucelem zjisténi obsahu zékladnich
zivin (N, P, K, Ca a Mg), siry a kfemiku. Analyza byla provedena
metodami uvedenymi ZBIRALEM (1994). Obsah zivin byl kvalitativné
hodnocen na zakladé predbéznych rozpéti pro buk, které publikovali
KoriNGA a BURG (1995).

Statistické zpracovani

Po ovéfeni vybérovych predpokladt a vypusténi ptripadnych odleh-
lych hodnot byla data podle charakteru statisticky porovnavana
s vyuZitim Studentova t-testu nebo jednofaktorové analyzy variance
(ANOVA) s néslednym Tukey testem, vzdy na hladiné vyznamnosti
0,05. Pro zpracovani byly vyuzity statistické programy Unistat verze
5.601 a Instat+ verze 3.036.

Tab. 1.

VYSLEDKY

1. Fluorescence chlorofylu

Z hodnot zékladnich parametrii popisujicich temnostni fazi fluores-
cence chlorofylu Ize pozorovat pokles minimalni fluorescence F, na-
rist maximalni fluorescence F_ a maximdlniho kvantového vytézku
fotosystému II (F /F ) mezi terminy (tab. 1). Nevyzrdlé listy v polovi-
né kvétna mély hodnoty maximalniho kvatnového vytézku jen mir-
né prevysujici hodnotu 0,7. Také absorptivita vykazuje nizsi hodnoty
s vyraznéji vy$sim rozptylem (prikazné odlisnym mezi variantami).
Proces vyzravani nebyl zastaven ani ve druhém terminu méfeni
(18. 6.), prestoze poméry F /F _jiz ptesahovaly hodnotu 0,8 a absorp-
tivita méla jiz vyrovnany charakter. Vyplyva to z dalditho poklesu smé-
rodatné odchylky méfenych parametrt v ¢ervenci. U druhého termi-
nu byla prikazné vy$si hodnota minimalni a maximalni fluorescence

Zakladni parametry fluorescence chlorofylu a absorptivita (Abs.) listi buku variant vdpnénd a kontrola na jednotlivych parcelach a priimérné za
variantu podle terminti odbéru. Rozdilna pismena znadi prislusnost k statisticky odli$nym skupindm mezi parcelami ¢i variantami (a = 0.05)

Basic parameters of chlorophyll a fluorescence and absorptivity (Abs.) of beech leaves in fertilized treatment and control according to plots and
variants in particular terms of sampling. Different letters between plots or treatments show significantly different groups at a = 0.05. Primér =

Mean, sm. odch. = Standard deviation

14.5.2009 F, F FJF_ Abs.
)'/I?rgz?rfent PaFl;(lzgztIa/ prGmér sm. odch. primér sm.odch. pramér sm.odch. primér sm. odch.
Vapnéna 02 0.075 0.0172 0.276 0.0874 0.714 0.0699 0.693 0.0269
/Limestone R6 0.083 0.0173 0.281 0.0871 0.691 0.0710 0.709 0.0263
Celkem/All  0.079 0.0177 0.278 0.0873 0.703 0.0713 0.701 0.0279
Kontrola N2 0.082 0.0183 0.299 0.0953 0.711 0.0653 0.698 0.0440
/Control P6 0.078 0.0156 0.284 0.0973 0.709 0.0691 0.709 0.0413
Celkem/All  0.080 0.0173 0.293 0.0965 0.710 0.0670 0.703 0.0432
18.6.2009 F, F FIF Abs.
/\'/Iigz?rfent Parcela primér sm.odch. pramér sm.odch. pridmér sm.odch. prdmér sm. odch.
Vapnéna 02 0.052b 0.0136 0.326 b 0.0889 0.835 0.0301 0.800 0.0176
/Limestone R6 0.066 a 0.0151 0.412 a 0.0910 0.839 0.0276 0.806 0.0169
Celkem/All  0.059 0.0159 0.369 0.0998 0.837 0.0289 0.803 0.0175
Kontrola N2 0.063 a 0.0168 0.384ab 0.1004 0.832 0.0279 0.797 0.0187
/Control P6 0.060ab  0.0171 0.346ab  0.1090 0.826 0.0270 0.805 0.0185
Celkem/All  0.062 0.0170 0.367 0.1060 0.829 0.0277 0.801 0.0190
15.7.2009 F, F_ FJF_ Abs.
ﬁgz?r:qaent Parcela prdmér sm.odch. prdmér sm.odch. primér sm.odch. prdmér sm. odch.
Vapnéna 02 0.052 0.0081 0.394 0.0789 0.866 0.0155 0.799 0.0190
/Limestone R6 0.053 0.0083 0.409 0.0895 0.869 0.0169 0.806 0.0151
Celkem/All  0.052 0.0082 0.400 0.0841 0.867 a 0.0162 0.802 0.0177
Kontrola N2 0.053 0.0095 0.381 0.0786 0.860 0.0180 0.798 0.0197
/Control P6 0.051 0.0091 0.367 0.0967 0.859 0.0161 0.806 0.0189
Celkem/All  0.052 0.0094 0.374 0.0885 0.860 b 0.0171 0.802 0.0197
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u vapnéné parcely R6 oproti druhé vapnéné parcele. Prestoze odbéry
byly provadény na srovnatelnych jedincich, v nasledujicim terminu jiz
tento rozdil patrny nebyl. Byl v§ak naméfen priikazné vys$$i maximal-
ni kvantovy vytézek F /F_ u vapnéné oproti kontrolni varianté (0,876
oproti 0,860) a potvrzen tak neprikazny ndznak rozdilu v predchozim
terminu (0,837 oproti 0,829).

Pti posouzeni reakce asimila¢niho aparatu na zvy$ujici se intenzitu
zafeni pomoci parametrt nefotochemické zhaseni (NPQ) a rychlost
transportu elektront (ETR) bylo patrné navyseni relativnich hodnot
prabéhu kiivek mezi terminy. Potvrzuje se zvldsté nevyzrélost listl
v prvnim terminu méfeni, kdy hodnoty NPQ po strméj$im ndrustu
ani pfi vy$$im stupni ozafenosti nedosahuji hodnot vyssich nez 0,65
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Obr. 1.

(obr. 1), zatimco mirné pozvolnéjsi narust ve zbyvajicich terminech
dosahuje maxima okolo 0,7. Pouze v ¢ervencovém terminu pfi tfech
maximalnich davkach zateni vykazovaly hodnoty NPQ jednotlivych
variant priikazné rozdily s tim, Ze hodnoty u vapnénych buku byly
vyssi.

Také parametr rychlosti transportu elektrontt ETR byl nejnizsi v kvét-
novém terminu. Relativni poloha kfivek jednotlivych variant mezi ter-
miny kolisa, av§ak neprikazné. Snizovani pribéhu ktivky pti vyssich
hodnotach PAR, které naznacuje sklon k fotoinhibici, u méfeni v kvét-
nu za¢ind mezi hodnotami 800 az 1 000 PAR (obr. 1). V nasledujicich
terminech dochdzi k posuvu poéatku poklesu do vy$sich hodnot PAR
ak jeho zmirnéni.
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Svétlostni kfivky nefotochemického zhdseni - NPQ a parametr rychlosti transportu elektrontt — ETR (umol.m.s) listi bukdl podle variant.
Vzorky z 13. 5. (nahote), 18. 6. (uprostfed) a 15. 7. 2009 (dole). V - vdpnéno pti vysadbé, k — kontrola, PAR - fotosynteticky aktivni radiace

Fig. 1.

Rapid light curves of non-photochemical quenching - NPQ and electron transport rate - ETR (umol.m™.s) of the beech leaves according to
treatments. Samples from 13. 5. (top), 18. 6. (middle) and 15. 7. 2009 (bottom). V - fertilized by limestone, k — control, PAR - Photosyntheti-

cally Active Radiation
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2. Fotosynteticky aktivni pigmenty Naproti tomu v ¢ervencovém terminu byly mezi variantami zazna-
menany priikazné rozdily v obsahu i pomérech v$ech analyzovanych
skupin fotosynteticky aktivnich pigmentd. Vy$si obsah pigmenta byl
zaznamenan u vapnéné varianty oproti varianté kontrolni (tab. 2), a to
jak u chlorofylu a a b, tak i u karotenoidi. Mirn¢, avsak nepriikazné
vy$si primérné hodnoty poméru Chl /Chl, byly zjistény u varianty
kontrolni (3,38) oproti varianté vapnéné (3,33); také pomér celkového
mnozstvi chlorofylu a karotenoidt byl na kontrole vys$si nez na vapné-
né varianté (4,11 oproti 4,02). Rozdily u tohoto parametru byly statis-
ticky prikazné (tab. 2).

Analyza fotosynteticky aktivnich pigmentt vzorki z kvétnového odbé-
ru nedospéla k priikazné odlisnym koncentracim chlorofylt ani karo-
tenoidu (Chla, Chlb, Chla+b, ani Carm). U véapnéné varianty je patrna
vys$i variabilita obsaht chlorofylu a i b (tab. 2). Obsah chlorofylu a se
pohybuje mirné nad hodnotou 700 pg.g", obsah chlorofylu b pak nad
200 pg.g "' a obsah karotenoidu okolo 360 pg.g ' ¢erstvé hmoty. Prestoze
se pomér celkového mnozstvi chlorofylu a karotenoidi (Chl |,/ Car | )
mezi variantami prikazné nelisil (tab. 2), pfi statistickém porovnavani
parcel byla zjiténa signifikantné vyssi stfedni hodnota na parcele O2
(vdpnéno) oproti parceldm P6 (kontrola) a R6 (vdpnéno).

Tab. 2.

Obsahy fotosyntetickych pigmentti (v ug.g’ Cerstvé hmotnosti) v listi buku varianty vapnéné a nevapnéné podle parcel a variant (v zdvorce
smérodatnd odchylka) a poméry fotosyntetickych pigmenttl. Rozdilnd pismena zna¢i statisticky prikaznou odli$nost mezi variantami ¢i par-
celami (a = 0.05)

Contents of photosynthetic pigments (in pg.g” of fresh weight) in beech leaves according to treatments and plots together with ratios Chl a/b
and Chl/carotenoids. Different letters between plots or treatments show significantly different groups at a = 0.05. Priimér = Mean, Standard
deviation in brackets

14.5.2009
Varianta  Parcela Chl_,
Tromtmant /blor chi, chl, chi_,, Car,,, chljchl, ch
Vo 92 7220  (6558) 218,7a (32,50) 940,8a (96,27) 3615b (12,35) 3,33b 260a
/Li;"ensfgse 6951  (47,95) 206,6ab (1533) 901,8ab (63,05) 3722ab (30,64) 337b 2,43b
Pramér  708,6  (59,00) 212,7 (26,12) 921,3 (83,68) 366,9  (23,97) 3,35 2,51
ot 7168  (37,50) 2137a (16,01) 9304ab (50,52) 3734a (1351) 336b 249ab
/gg:t‘r’o? 693,7  (31,06) 2008b (7,76) 8945b (37,21) 368,1ab (21,12) 346a 2,43b
Pramér 7052  (36,31) 207,2 (14,13) 9125 (47,87) 370,8 (17,92) 3,41 246
15.7.2009
Varianta ~ Parcela Chl, Chl_,,
[Treatment /Plot chl, chl, chl,., Car,.. /Chl, [Car,,
Ve 02 1809,7a (72,03) 5420a (2845) 2337,1b (82,77) 586,60a (22,88) 3,35ab 3,99b
/Li;'f;r:g:e 1825,1a (48,82) 551,8a (23,92) 2401,7a (66,57) 594,18a (24,92) 331b  4,05ab
Pramér 1817,4a (62,01) 5469a (26,74) 2369,4a (76,16) 590,39a (24,22) 3,33  4,02b
ot 17222b (71,23) 5139b (24,62) 2237,2c (8899) 547,35b (21,97) 3,35ab 4,09 ab
/Cog:‘rt‘:o‘]‘ 1758,4b (63,37) 516,5b (23,07) 22985b (79,29) 557,32b (19,72) 341a 4,13a
Pramér 1740,3b (69,81) 5152b (23,89) 22679b (86,50) 552,34b (21,46) 3,38  4,11a
Tab. 3.

Obsah zivin v listi buku lesniho (%). Rozdilna pismena znaci prislusnost k statisticky odlisnym skupindm mezi parcelami ¢i variantami (o =
0.05)

Concentration of nutrients in leaves of beech in control and limestone (%). Different letters between treatments show significantly different
groups at a = 0.05

pananta N P K Ca Mg s Si
Vapnena  pramer 196 015a 054 0.54 0220 0480  0.152
/Limestone sm.odch.  0.170 0017 0098 0275  0.0310 _ 0.0481 _ 0.0579
Kontrola _pramér 193 013b 055 0.58 0217 0159 0.153
/Control  sm.odch.  0.213 0026 0.085 0208 __ 0.0278 _ 0.0319 _ 0.0584
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3. Obsahy Zivin

Priikazny rozdil mezi obsahem analyzovanych prvki v listi variant
buku byl zji§tén pouze v pripadé fosforu, kterého listy vapnéné vari-
anty obsahovaly prtikazné vice (0,15 %) nez kontrola (0,13 %) - tab. 3.
Zjisténé hodnoty se pohybovaly na hranici mezi nizkou a normalni
zdsobou. Priimérny obsah hot¢iku u vdpnéné varianty jen mirné pre-
vySoval obsah v listech z kontroly, v obou ptipadech byla jeho zéso-
ba normadlni. U vapniku bylo zastoupeni v listech vapnéné varianty
dokonce neprikazné nizsi (0,54 %) nez v ptipadé kontroly (0,58 %).
Listy vapnéné varianty obsahovaly nepriukazné vice dusiku, obsah
byl celkové nizky. Obsah siry vykazoval vyssi variabilitu, proto se ani
v tomto pripadé vys$si primérnd hodnota zastoupeni siry v listech vap-
néné varianty statisticky nelisila.

DISKUSE

Spojeni hodnoceni obsahu chlorofylit a fluorescence chlorofy-
lu a umoznuje komplexnéjsi vhled do fotosyntetickych pochodu uv-
nitt asimila¢niho aparatu. Obé metody v nagem pripadé poukazuji na
nevyzralost listt a vyraznéj$i rozkolisanost métenych hodnot v kvét-
novém odbéru. Vyssi rozptyl hodnot obsaht fotosynteticky aktivnich
pigmentt se viak v parametrech fluorescence neodrazil. Podle kritérii,
kterd udavaji BOLHAR-NORDENKAMPF a GOTZL (1992) pro smrk, byly
kvétnové hodnoty maximalniho kvantového vytézku fotosystému II
(E/F_) pod prahovou hodnotou poruch (0,72). S ohledem na odlis-
nou dfevinu spie nez na poruchy, hodnota poukazuje na nevyzréalost
pletiva. Postupné zvysovani poméru F /F_ béhem vyzravani odpovida
sledovani CANOVE et al. (2008). Tito autoti u dospélého buku v prii-
béhu fenologického vyvoje listti naméfili pristrojem PEA (Hansatech
Ltd., Kings Lynn, UK) u 2. stadia ra$eni stfedni hodnotu 0,780, u 4.
stadia pak jiz hodnotu 0,820. Pfimé srovnani hodnot maximalniho
kvantového vytézku fotosystému II s literaturou je vSak obtizné. Pri-
stroj Imaging-PAM je na rozdil od ptistroje PEA primarné zaméfen
na sledovani dvojdimenziondlni heterogenity fotosyntetické aktivity
listdt a i pti zatemnélé mistnosti jsou podle nasich zku$enosti hodno-
ty F, ovlivnény zdblesky méticiho svétla predchdzejiciho saturacnimu
impulzu.

Plné vyzralé listy v druhé poloviné cervence v nasem experimentu jiz
vykazovaly priikazné vy$si hodnoty maximalniho vytézku fotosysté-
mu II (F /F ) u vipnéné varianty. Jak vyplyva z analyzy obsahu chlo-
rofylii a karotenoidi, tento rozdil je podminén pravé vyssi koncentraci
téchto pigmentii. SARIJEVA et al. (2007) zjistili u slunnych listi soli-
térniho dospélého buku obsah chlorofylu téméf o tietinu vyssi (3,10
mg.g" Cerstvé hmotnosti). Stinné listy mély obsah jesté nasobné vyssi
(6,98 mg.g"). Jednalo se viak o 56letého solitérniho jedince z nizsich,

vevs

V literatute je zminovan vliv teploty na fluorescenci chlorofylu, méteni
pti teplotach nizsich nez je 20 °C mohou vést k umélému nadhodno-
ceni variabilni fluorescence — F_ (HUNER et al. 1992). Zvlasté stresové
teploty vedou k podstatnym zménam fluorescence. Napf. DREYER et
al. (2001) popisuji nartst hodnot minimalni fluorescence F, u sedmi
druhut listnatych dfevin v¢etné buku pti teplotach okolo 47 °C, znadici
nevratné poskozeni PS II. Ke srovnatelné teploté dospél ROBAKOWSKI
etal. (2002) i u jedle bélokoré. Oproti tomu zmény fluorescence méfené
v teplotach pro rostliny ptiznivych jsou malé (ILik et al. 1997). Byl v§ak
také pozorovan vztah mezi miniméalnimi teplotami nékolika dni, které
predchazely méteni a hodnotami minimalni fluorescence (DYTMARO-
VA etal. 2004). Pro minimalizaci vlivu teploty na fluorescenci chlorofylu
byly v nasem pokusu vzorky jednotné pfechovavany noc pred analyzou
v lednici a nasledné adaptovany na teplotni podminky laboratore, které
mezi jednotlivymi terminy méfeni kolisaly v rozmezi cca 3 °C.
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WERTHER a HAVRANEK (2000) pozorovali niz$i efektivni kvantovy
vytézek fotosyntézy u sazenic smrku s deficitem dusiku. Hotz et al.
(1990) nenalezli rozdily mezi obsahem chlorofylu a parametry fluo-
rescence chlorofylu u buku viditelné poskozenych a neposkozenych
v souvislosti s imisemi, které 1ze povazovat za vyrazny stresujici faktor.
Domnivaji se, Ze to miiZe byt zptsobeno tim, Ze imise nejsou primar-
nim faktorem viditelného chradnuti stromu. V na$em pokusu nebyly
ani u jedné varianty pozorovany optické znamky nevyvazenosti vyzivy,
buky se v soucasné dobé vyvijeji stanovisti odpovidajicim zptisobem.
Analyzované zastoupeni jednotlivych Zivin v listi obou variant buku
se pohybuje v rozmezi normalnich hodnot, vyjimku tvoti fosfor, ktery
zasahuje do rozmezi mirného deficitu. O stresu zptisobeném vyzivou
vsak nelze uvazovat.

Jak v kvétnovém, tak cervencovém terminu byly nameéfeny pomé-
ry chlorofylu a a chlorofylu b (Chl /Chl)) na jednotlivych parcelich
v rozmezi od 3,30 (vépnénd) do 3,45 (kontrola), coz odpovida v lite-
ratufe uvadénému poméru 3:1 az 4:1 u rostlin rostoucich za optimél-
nich podminek (GLosER 1998). Stabilizovany pomér Chl /Chl, mezi
terminy naznacuje, Ze tvorba chlorofyld, a to predev$im chlorofylu 4,
neni prili§ potlacena vnéj$imi vlivy a rostliny tak mohou tvorit vétsi
mnozstvi asimilata pro svij rist. Jak ukazuji SARIJEVA et al. (2007),
pomér Chl/Chl nejen u buku vyznamné zavisi na ozatenosti lis-
ti. U stinénych listd spadd pod spodni hranici stanoveného rozmezi
(autofi uvadi hodnotu 2,68).

Jak uvadi napt. DEMMIG-ADAMS et al. (1996), karotenoidy maji v rost-
liné nejen funkei svétlosbérnou (jako doplnkové pigmenty), ale také
ochrannou - chrani fotosynteticky aparat pred nevratnou fotooxidaci.
Nizs$i - i kdyz zprvu neprikazné - pramérny pomér obsahu chloro-
fylt a a b a karotenoida (Chl ,/ Car ) byl zjistén u obou terminii
v ptipadé vapnéné varianty. Niz§i pomér v kvétnovém odbéru oproti
cervencovému, tedy vyssi relativni obsah karotenoidii na jate, souvi-
si s postupem tvorby pigmenttl, kdy se nejdfive vytvareji karotenoidy
a pak chlorofyl a a chlorofyl b (KincL, KrpES 2006).

Pres ndsobné vyssi zastoupeni vapniku v piidé v prostoru jamek u vap-
néné varianty, zjisténé rozborem v roce 2002, chemicka analyza obsa-
hu Zivin v listech nepoukazala na priikazné rozdily mezi variantami,
s vyjimkou fosforu. Luxusni zdsoba vépniku v pudé jako pozustatek
prihnojeni se neprojevila v rozdilech obsahu tohoto prvku v listech,
z analyzy lze konstatovat shodné nastavenou vyzivu u obou hodno-
cenych variant. Je zde moznd souvislost s problematikou rozrustani
kofenti z prostoru jamky, nebot ptidni rozbor vzorki (z prostoru ja-
meKk) ve stejném roce stdle poukazoval na nasobné vyssi obsah CaO,
ale i MgO u vapnéné varianty oproti kontrole (CaO 2 167 mgkg’
a 51 mg.kg' a MgO 51 mgkg' a 17 mgkg') a s tim spojené vyssi
hodnoty pH (BALCAR et al. 2011).

U analyzovanych vysadeb buku byl sledovan také vliv meliora¢niho
zasahu na mortalitu a riist (BALCAR et al. 2011). Vapnéni mélo nega-
tivni vliv na mortalitu buku, kterd byla oproti kontrole o 20 % vy3si,
naproti tomu podpofilo riist dominantnich jedinct (20 % nejvyssich
z vysadbového poctu).

ZAVER

Z hodnoceni fluorescence chlorofylu a, obsahu fotosynteticky aktiv-
nich pigmentt a chemické analyzy listt buku 17 let po vysadbé ve
variantach pfihnojeni dolomitickym vépencem a kontrola vyplynulo,
ze bez ohledu na trvajici vyrazny rozdil chemismu piidy v prostoru
jamek byly prukazné rozdily zjistény pouze u nékterych parametra
z odbéru v druhé poloviné ¢ervence. Métrenim fluorescence i obsahu
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chlorofylt byla u kvétnového odbéru potvrzena nevyzralost asimilac-
ntho aparétu, bez priikaznych rozdilti mezi variantami v hodnocenych
charakteristikach. Pfihnojeni vapencem do jamky se 17 let po vysad-
bé odrazilo ve vlastnostech vyzralych listi z druhé poloviny ¢ervence:
v priikazné vyssich hodnotdch parametru maximalniho kvantového
vytézku fotochemie fotosystému II (F /F_) i obsahu fotosyntetickych
pigmenttt vapnéné varianty oproti kontrole. Z naméfenych hodnot
vyplyva, ze fotosynteticky aparat vapnénych bukd ukazuje potencial
pro vyssi intenzitu fotosyntézy. Zastoupeni Zivin v listech obou vari-
ant se pravdépodobné diky del$imu ¢asovému odstupu od aplikace
jiz nelisilo. Pro detekci ovlivnéni buku chemickou melioraci s del$im
¢asovym odstupem po aplikaci hnojiva se metody hodnotici mnozstvi
a aktivitu fotosyntetickych pigmenta jevi jako citlivéj$i. V pripadé
pozadavku oveéfit pretrvavajici vliv hnojeni lze vzhledem k rychlosti
a operativnosti méteni doporucit prednostni vyuziti metody analyzy
fluorescence chlorofylu. S ohledem na fyziologicky i technicky pod-
minénou absenci limitnich hodnot je u obou metod nutné srovnavaci
méfeni odpovidajiciho materidlu.
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CHLOROPHYLL FLUORESCENCE, CHEMISTRY AND CONTENTS OF PHOTOSYNTHETIC ACTIVE PIGMENTS IN
SPOT-LIMED BEECH LEAVES

SUMMARY

Rocks containing basic nutrients were used to prevent further acidification in mountain areas to improve air-polluted soils. The most frequent
matter used for both aerial and spot applications was a finely-ground limestone. We conducted our study in an experiment in the Jizera
Mountains. The experimental basis consists of European beech plantations where a spot application of limestone was conducted at time of
planting in 1993. Both limed and control plots were twice replicated. Our study addresses research question: do chlorophyll a fluorescence,
macronutrient concentration and contents of photosynthetic active pigments (chlorophyll a — Chl, chlorophyll b — Chl, and carotenoids -
Car_, ) differ significantly between treatments 17 years after planting?

Samples of beech leaves were collected three times in mid-May, -June and -July 2009. Analyzes used were as follows: chlorophyll a fluorescence
using Imaging PAM fluorometer, contents of chlorophyll and carotenoids being extracted by 80% acetone and then analyzed using the Unicam
Helios € spectrophotometer. In addition to aforementioned properties, contents of nutrients (N, P, K, Ca, Mg, S, Si) in leaves were analyzed. Data
were processed using T-test or one-way ANOVA followed by Tukey post-hoc test.

Regardless of the different soil conditions in planting holes, the only significant difference was found in mature leaves being taken on July 15%*.
The average maximum quantum yield of PS I photochemistry (F /F_) was 0.867 for limed beeches and 0.860 for control ones (Tab. 1). Contents
of chlorophylls (Chl_,) and carotenoids (Car_, ) expressed as a concentration in fresh-weight matter also differed by the treatments in leaves of
July origin. The limed leaves were higher in both groups of pigments (Chl
2,268 pg.g'; Car 552 ug.g') leaves (Tab. 2). As for immature leaves from two previous sampling days, the quantum yield and contents of

2,369 pg.g'; Car 590 pg.g") compared to non-fertilized (Chl

pigments did not differ between treatments. Light curves of non-photochemical quenching (NPQ) and electron transport rate (ETR) showed
no statistically significant differences (Fig. 1). The chemical analysis of nutrients showed that the limed beech leaves were significantly higher
(0.15%) in phosphorus compared to control treatment (0.13%).

Our results show the influence of spot liming on a photosynthetic performance even 17 years after planting and fertilization. Relatively quick
and flexible method of chlorophyll a fluorescence analysis gives reliable data provided that mature assimilatory tissues are sampled and it can
be recommended to assess effect of liming on photosynthetic efficiency. Chemistry of leaves does not show expected differences. This is likely to
reflect status that growing roots of trees grew out of the fertilized soil. Thus a further research is needed.
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