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ABSTRACT

Experiment aimed to probe the influence of temperature leading to breaking of dormancy and light conditions on state and reactions
of assimilation apparatus of fir (4bies alba MILL.) plants was realized in growth chamber. Various possibilities of using chlorophyll fluorescence
measurements for evaluation of the physiological state of plants were assessed at the same time. Results showed marked reaction of chlorophyll

fluorescence on temperature change and on different light conditions. Noticeable differences in many chlorophyll fluorescence features occurred

between vigorous plants (with budburst and growth during 8 weeks in growth chamber) and worse plants exposed to stress during handling
(which did not burst and eventually declined). These differences occurred just since the beginning of the experiment in the time of bringing plants
into growth chamber and lasted for subsequent weeks. The results suggest the possibility of assessment of plant physiological quality by means

of the fast and non-destructive method of chlorophyll fluorescence measurement.
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uvoD

Jedle bélokora patii k vyznamnym dievinam nasich lesnich porostu.
Po obdobi jejiho tstupu ze zastoupeni hlavnich dievin v nasich lesich,
souvisejictho zejména se zhorSovanim zdravotniho stavu v druhé
poloviné minulého stoleti, ptichazi obdobi, kdy se tato situace zlep-
Sila. Opét je tedy mozné poditat s touto stinnou dievinou i pii obnové
lesa. V této souvislosti se mimo jiné naskyta otazka, do jaké miry
se mohou rizné svételné podminky béhem péstovani ve skolce pro-
mitnout do intenzity a kvality ristu vysadeb v lesnich porostech.
K tomuto ucelu probiha ovéfovani moznosti vyuziti metody méteni
fluorescence chlorofylu pro hodnoceni fyziologického stavu sadeb-
niho materialu. Méfeni fluorescence chlorofylu je povazovano mimo
jiné za rychlou a nedestruktivni metodu potencidlné vyuzitelnou
pro sledovani vitality sadebniho materialu lesnich dfevin (MoHaM-
MeD et al. 1995, GirLies, Binper 1997, Sampson et al. 1997, Perks
et al. 2001, Rircuig, Lanpis 2005). Dalsim okruhem vyuzivani této
metody je sledovani rozdilt fyziologie slunnych a stinnych lista
a jejich adaptace na zménéné podminky (Emrorn et al. 2004, GaAMPER
et al. 2000, LicHTENTHALER et al. 2000).

Za timto ucelem byl realizovan experiment v rtstové komote,
kde byly vitalni a stresované sazenice jedle péstovany pii rizné
intenzité svétla. Cilem bylo zjistit reakce asimilacniho aparatu na

rizné svételné podminky a ovéfit moznost hodnoceni fyziologické
kvality sazenic jedle bélokoré pomoci méfeni fluorescence chloro-
fylu.

MATERIAL A METODY

Pro hodnoceni fluorescence chlorofylu jedle bélokoré (Abies alba
MirL.) byly pouzity Ctyfleté prostokofenné sazenice vypéstované
béznym zplsobem na venkovnich zdhonech (2 + 2). Pfi oblevé v zim-
nim obdobi (31. 1. 2007) byly sazenice dovezeny z lesni §kolky. Cast
z nich byla vystavena fyziologickému stresu (expozice nechranénych
kotent po dobu 45 minut pfi teploté 20 °C). Sazenice byly vysazeny
po dvou do plastovych kontejnert o objemu ca 70 dm® naplnénych
raSelinovym substratem. Kontejnery byly umistény v rtistové komote,
jedna varianta v plné osvétlené ¢asti komory, druha v ¢asti zastinéné
textilni stinici siti, pficemz v ramci téchto dvou variant byly umistény
v oznacenych kontejnerech kvalitni i stresované sazenice. V ristové
komote byla udrzovana teplota 20 + 2 °C a 16hodinova fotoperioda.
Zdrojem svétla byly zativky o vykonu 45 W umisténé 10 — 20 cm
nad sazenicemi. Dopadajici svétlo mélo intenzitu u nezastinénych
1 000 — 1 200 luxd, u stinénych ca 200 luxt.

Fluorescence chlorofylu jehli¢i byla zjiStovana bezprostiedné
po umisténi sazenic do rustové komory a nasledné v tydennich
intervalech po dobu 2 mésicti. V prvnim terminu byla fluorescence
métena u 20 sazenic z kazdé varianty, v dalich terminech stfidave
vzdy u poloviny z téchto rostlin. Po pfemisténi sazenic do rustové
komory a nasledné po 4 tydnech péstovani byla méfena fluorescence
chlorofylu i u sazenic vystavenych stresu béhem manipulace (5 ks
od kazdé varianty). Pro jednotliva hodnoceni byly odebirany jehlice
z letorosti, z kazdé sazenice bylo pouzito vzdy 8 jehlic (4 opakovani
po 2 jehlicich).
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Pro hodnoceni fluorescence chlorofylu byl pouzivan ptistroj
Imaging-PAM 2000 (Walz, Effeltrich, Germany). U vzorkt adapto-
vanych na tmu byly méfeny hodnoty Fo (minimalni fluorescence)
a Fm (maximalni fluorescence). Z nich byla poéitana hodnota Fv/
Fm = (Fm — Fo)/Fm (pomér variabilni ku maximalni fluorescenci
- maximalni kvantovy vytézek fotochemie fotosystému II. vzorku
adaptovaného na tmu). Bliz§i popis uvedenych zakladnich veli¢in
je mozno nalézt v tadé teoretickych praci (napfiklad ScHREIBER
et al. 1986, 1995, MaxweLL, Jounson 2000, Roracek 2002, LicHTEN-
THALER et al. 2005, Rirchie, Lanpis 2005). Pro méfeni bylo apliko-
vano méfici svétlo intenzity 3 umol m2.s™! a saturaéni impulz inten-
zity 2 400 pmol m=2.s! v trvani 800 ms.

Dalsi veli¢inou métenou fluorometrem Imaging-PAM byla ab-
sorptivita (ABS) pocitand z poméru odrazeného R (650 nm) a NIR
(780 nm) zateni. Tato charakteristika se da povazovat za blizky odhad
absorptivity fotosynteticky aktivniho zateni (Warz 2004).

U stejnych vzorkt byla sledovana reakce asimilaéniho aparatu
na zvySujici se intenzitu ozafeni (svételné kiivky). Intenzita foto-
synteticky ucinného zafeni (PAR - photosythetic active radiation)
byla zvySovana od 0 do 1 580 pmol m.s!, interval mezi impulzy satu-
ra¢niho svétla byl 10 sekund. Hodnocenym parametrem byla intenzita
fotosyntetického elektronového transportu (ETR) indikujici rych-
lost odvadeéni elektronti z fotosystému II (PSII) a jejich vyuzivani
pro dalsi procesy fotosyntézy. Tento parametr je pouzivan zejména
proto, ze jeho kfivky maji obdobny prub¢h jako kiivky fotosyntetic-
ké fixace CO, (STrAND, LunDMARK 1995).

Vysledky byly zpracovavany v programu Excel. Pro zndzor-
néni variability a vyznamnosti rozdili mezi sledovanymi variantami
pokusu jsou v grafech pouzivany intervaly spolehlivosti (confidence)
pro prameéry.
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Obr. 1.

Zmény maximalniho kvantového vytézku fluorescence chlorofylu
(Fv/Fm) vitalnich sazenic jedle bélokoré po jejich piemisténi do ris-
tové komory

Pattern of maximal chlorophyll fluorescence quantum yield (Fv/Fm)
of vigorous Abies alba plants after they were placed into growth
chamber

ZPRAVY LESNICKEHO VYZKUMU, SVAZEK 55, CiSLO 1/2010

VYSLEDKY A DISKUSE

Vliv rustového prostiedi na fluorescenci chlorofylu

Ptiblizn¢ po 30 dnech od zahajeni pokusu zacaly sazenice postup-
né rasit. Prodluzovani novych vyhont bylo u vétsiny sazenic pozoro-
vano od 40. dne v fizenych pfiznivych podminkach. Zmény hodnot
maximalniho kvantového vytézku fluorescence chlorofylu (Fv/Fm)
béhem 8 tydnl po piemisténi sazenic jedle bélokoré z venkovnich
podminek do ristové komory znézortiuje obrazek 1.

Z vysledku je patrné vyrazné zvyseni hodnot Fv/Fm prvni den
v ristové komote. K dal§imu zvySovani dochazelo béhem prvniho
tydne. Uvedené zmény souvisi s vyraznym zvySenim teploty po pie-
misténi sazenic do podminek rtstové komory a ptechodem rostlin
z dormantniho do aktivniho stavu. ZvySovani hodnot Fv/Fm se stou-
pajici teplotou na jate popisuje napi. i RoBakowskr (2005) a Rero
et al. (2004) u nekolika dfevin véetné jedle bélokoré nebo STrRAND
a Lunpmark (1995) u jednoletych semenackti smrku ztepilého. Stej-
ny trend u smrku ztepilého v jarnim obdobi pozorovali i SpuLAk
a Martincova (2006). Od druhého tydne ve stalych podminkach
se hodnoty maximalniho vytézku fluorescence chlorofylu ménily
jiz velmi malo.

Ve tietim tydnu v ristové komofie se zac¢al projevovat vliv rozdil-
ného osvétleni na sledované hodnoty fluorescence chlorofylu. Neza-
stinéné sazenice mély statisticky prukazné vys$si hodnoty Fv/Fm
nez sazenice zastinéné. Rozdily mezi rizné osvétlenymi sazenice-
mi pretrvavaly az do konce sledovaného obdobi. Reakce nekterych
parametri fluorescence na zmény osvétleni ukazuji, jak se rostliny
prizptsobuji rozdilné intenzité svétla v jejich ristovém prostiedi
(Emnorn et al. 2004). NaSe vysledky naznacuji, Ze intenzita svétla
v zastinéné Casti rustové komory byla jiz pfili§ nizka pro optimalni
funkci jejich fotosystému. Vysledky potvrdily i pfedpoklad, ze flu-
orescence chlorofylu mtize byt vyuzitelnou metodou pro sledovani
reakci asimila¢niho aparatu na ménici se prostiedi.

Fo Fv/Fm ABS

‘ 0 vitalni - vigorous @ nekvalitni - bad

Obr. 2.

Porovnani zakladnich charakteristik fluorescence chlorofylu métenych
tésné po premisténi do ristové komory u sazenic, které dobie rostly
(vitalni) a stresovanych sazenic, které nasledné¢ uhynuly (nekvalitni).
Usecky znazorfiuji interval spolehlivosti pii 5% hlading vyznamnosti.
Comparison of fluorescence chlorophyll features of vigorous plants
and stressed plants which subsequently declined. Measurement after
the plants placement in growth chamber. Vertical bars mean confiden-
ce with 5 percent of significance.
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Vztah vitality sazenic a fluorescence chlorofylu

Byla porovnavana fluorescence chlorofylu zjisténd u vitalnich
sazenic jedle bélokoré, které normalné vyrasily a rostly a u streso-
vanych sazenic, které¢ béhem osmi tydni v ristové komoie nevyrasi-
ly a zpravidla pozdéji uhynuly (oznaceny jako nekvalitni). Rozdily
ve fluorescenci chlorofylu mezi vitalnimi a nekvalitnimi sazenicemi
se projevily jiz pti pocate¢nim hodnoceni v dobé& premisténi sazenic
do rlstové komory (obr. 2, tab. 1). Pozorované rozdily mezi vitalni-
mi a nekvalitnimi sazenicemi u vSech hodnocenych charakteristik
fluorescence chlorofylu byly statisticky vysoce prtikazné (na 1%
hladin€ vyznamnosti). Nekvalitni sazenice, které béhem osmi tydni
v ristové komote nevyrasily a postupné opadavaly, mély prikazné
vy$si hodnoty Fo a nizs$i hodnoty Fv/Fm a absorptivity.

Tab. 1.

Obdobné rozdily byly pozorovany i po 4 tydnech v ristové ko-
mofe (obr. 3, tab. 1) a u vSech sledovanych charakteristik byly vyso-
ce statisticky prikazné bez ohledu na to, v jakych svételnych pod-
minkach byly péstovany. Uvedené vysledky méteni signalizuji
horsi stav asimila¢niho aparatu stresovanych (nekvalitnich) sazenic
jedle bélokoré v porovnani s vitdlnimi jedinci. Hodnoty Fv/Fm
pozorované u vitalnich sazenic odpovidaly rozpéti 0,75 az 0,83,
které je uvadéno pro stromy mirného pasu v letnim obdobi
(Canova 2002, Morammep et al. 2003, LicHTENTHALER et al. 2005).

Svételné kiivky fluorescence chlorofylu znazornujici reakei asi-
mila¢niho aparatu na zvysujici se intenzitu fotosynteticky G¢inného
zafeni ukazaly znacné rozdily mezi vitalnimi a nekvalitnimi sazeni-
cemi. Stejny trend byl pozorovan v dobé pfemisténi sazenic do rts-

Fluorescence chlorofylu vzorkl adaptovanych na tmu u vitalnich a nekvalitnich sazenic jedle bélokoré v dobé piemisténi do ristové komory

a po 4 tydnech ristu

Chlorophyll fluorescence of samples adapted for dark measured as soon as the plants were placed in growth chamber and 4 weeks later

Termin/Date Znak/Feature Fo Fv/Fm ABS
Vitalita/Vitality dobra/good $patna/bad dobra/good $patna/bad dobra/good $patna/bad
Podet/Number 128 32 128 32 128 32
1.2.2007 Primér/Mean 0,110 0,182 0,788 0,690 0,866 0,820
Sx/Standard deviation 0,029 0,044 0,035 0,085 0,023 0,042
Prikaznost/Significancy ** **
1.3.2007 Pramér/Mean 0,121 0,152 0,819 0,783 0,873 0,857
Sx/Standard deviation 0,026 0,023 0,018 0,042 0,025 0,028
sk &k K3k

Prikaznost/Significancy

** statistickd priikaznost na 1% hladiné vyznamnosti/1% level of significancy

Fo FVFm ABS

‘ 0 vitalni - vigorous @ nekvalitni - bad

Obr. 3.

Porovnani zakladnich charakteristik fluorescence chlorofylu méfenych
4 tydny po premisténi do rtistové komory u sazenic, které dobie rostly
(vitalni) a stresovanych sazenic, které nasledné uhynuly (nekvalitni).
Usecky znézoriiuji interval spolehlivosti pi 5% hlading vyznamnosti.
Comparison of fluorescence chlorophyll features of vigorous plants
and stressed plants which subsequently declined. Measurement
4 weeks after the plants were placed into growth chamber. Vertical
bars mean confidence with 5 percent of significance.
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Obr. 4.

Fotosynteticky transport elektronti (ETR) pfi zvySujici se intenzi-
t& fotosynteticky ucinné radiace (PAR) u sazenic, které¢ dobie rostly
(vitalni), a stresovanych sazenic, které nasledné uhynuly (nekvalitni),
méteny tésné po premisténi do ristové komory. Vertikalni Gsecky
znazornuji interval spolehlivosti pfi 5% hladiné vyznamnosti.
Photosynthetic electron transport (ETR) in increasing radiation (PAR)
in vigorous plants and in stressed plants which subsequently declined.
Measurement after the plants were placed in growth chamber. Vertical
bars mean confidence with 5 percent of significance.
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Obr. 5.

Fotosynteticky transport elektrontt (ETR) pii zvySujici se intenzité
fotosynteticky u¢inné radiace (PAR) u sazenic, které dobfe rostly
(vitalni), a sazenic, které nasledn¢ uhynuly (nekvalitni), méfeny
4 tydny po premisténi do ristové komory. Vertikalni Gsecky znazor-
nuji interval spolehlivosti pti 5% hladiné vyznamnosti.
Photosynthetic electron transport (ETR) in increasing radiation (PAR)
in vigorous plants and in stressed plants which subsequently decli-
ned. Measurement 4 weeks after the plants were placed into growth
chamber. Vertical bars mean confidence with 5 percent of significan-
ce.

tové komory (obr. 4), i po n¢kolika tydnech ristu (obr. 5). Stresované
sazenice, které pozd¢ji uhynuly, vykazovaly jiz od zacatku experi-
mentu vyrazné niz§i hodnoty fotosyntetického transportu elektrond
(ETR), tedy horsi schopnost vyuzivani svétla pro fotosyntézu.

Moznost vyuzivani méfeni riznych parametrti fluorescence chlo-
rofylu pro hodnoceni fyziologické kvality sadebniho materialu uva-
déji rizni autofi, ktefi tato méfeni porovnavali s vysledky ziskanymi
jinymi metodami (MonammeD et al. 1995, GiLLies, BINDEr 1997, PErks
etal. 2001). V laboratotfich Oregonské statni univerzity je tato meto-
da zafazena jako standardni provozni postup pii zjistovani kvality
semenackl péstovanych ve sklenicich (Sampson et al. 1997). Vysled-
ky zjisténé u sazenic jedle bélokoré v nasem experimentu naznacuji,
Ze tato metoda muze byt Gspésné vyuzitelnd i pro hodnoceni vitality
sadebniho materialu v nasich podminkach.

ZAVER

Hodnoceni fluorescence chlorofylu sazenic jedle bélokoré pés-
tovanych v rustové komote ukdzalo vyraznou reakci asimilaéniho
aparatu na zménu teploty vedouci k uvolnéni dormance. Od 3. tydne
v ristové komote byl pozorovan i vliv rizné intenzity osvétleni na
fluorescenci chlorofylu jedlovych sazenic.

Vyrazné rozdily byly pozorovany mezi vitalnimi sazenicemi, u kte-
rych béhem osmi tydnti po pieneseni do rustové komory doslo k vyra-
Seni pupentl a intenzivnimu ristu vyhont, a nekvalitnimi sazenicemi
stresovanymi béhem manipulace, které nevyrasily a postupné odumi-
raly. Rozdily v minimalni fluorescenci chlorofylu vzorku adaptované-
ho na tmu (Fo), maximalnim kvantovém vytézku fotochemie fotosys-
tému II (Fv/Fm) a absorptivit¢ (ABS) mezi vitalnimi a nekvalitnimi
sazenicemi byly pozorovany jiz na zac¢atku experimentu v dob¢ pie-
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misténi sazenic do riistové komory a zlstavaly zachovany i v dalSich
tydnech. Vyrazné rozdily mezi vitadlnimi a nekvalitnimi sazenicemi
byly pozorovany i pii hodnoceni fotosyntetického transportu elektro-
na (ETR) pti zvysujici se intenzité fotosynteticky G¢inného zateni.

Vysledky dosazené v naSem experimentu potvrzuji perspektiv-
nost vyuziti méfeni riznych charakteristik fluorescence chlorofylu
pro hodnoceni kvality sadebniho materialu a vlivu riistového prostie-
di na intenzitu fotosyntézy. Pfedpokladame, ze pro §irsi vyuziti bude
nutné vzhledem k rozmanitosti typti sazenic a podminek, ve kterych
jsou bézné pestovany, jesté dale zpiesnit postupy a standardni hodnoty
pro ruzné dieviny a typy sadebniho materialu.

Podékovani:

Poznatky byly ziskdny v souvislosti s feSenim vyzkumného
zaméru MZE ¢. 0002070203 ,,Stabilizace funkci lesa v biotopech
naruSenych antropogenni ¢innosti v ménicich se podminkach pro-
stredi®.
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PHYSIOLOGICAL STATE ASSESSMENT OF FIR (ABIES ALBA MiLL.) PLANTS IN GROWTH CHAMBER
BY MEANS OF CHLOROPHYLL FLUORESCENCE MEASUREMENT

SUMMARY

Experiment aimed to probe the influence of temperature leading to breaking of dormancy and light conditions on state and reactions

of assimilation apparatus of fir (4bies alba MiLL.) plants were realized in growth chamber. Possibilities of using chlorophyll fluorescence mea-
surements for evaluation of the physiological state of plants were assessed at the same time. During early spring vigorous and stressed plants
were planted into containers and placed in growth chamber (temperature 20 + 2 °C, 16 hours photoperiod, light intensity 1,000 — 1,200 Ix,
in shaded conditions about 200 1x). Chlorophyll fluorescence was measured weekly by Imaging-PAM 2000 (Walz, Effeltrich, Germany).

After about 30 days in growth chamber flushing of plants started. Growth of new shoots occurred in most of plants after 40 days
in favourable conditions. Chlorophyll fluorescence measurement showed marked increase of Fv/Fm (maximal quantum yield of photosys-
tem 2 photochemistry) on the first day in growth chamber (Fig. 1). Another increase occurred during the next week. This pattern is related
to marked increase of temperature when plants were placed into growth chamber as well as to plant dormancy loss. During the third week
of experiment the influence of different lighting appeared. Non-shaded plants showed significant higher Fv/Fm than shaded ones. These
differences lasted to the end of experiment (Fig. 1).

Marked differences occurred between vigorous plants and plants stressed during handling which did not flush and later declined. Statisti-
cally significant differences in minimal fluorescence of dark adapted needles (Fo), maximal quantum yield of photosystem 2 photochemistry
(Fv/Fm) and absorption (ABS) between vigorous and stressed plants occurred already at the beginning of the experiment, as soon as the plants
were placed in growth chamber (Fig. 2, Tab. 1) and lasted for some weeks (Fig. 3).

The assessment of electron photosynthetic transport (ETR) during increased radiation (Fig. 4, 5) showed marked differences between
vigorous and stressed plants, too.

The results suggest the possibility of assessment of plant physiological quality by means of the fast and non-destructive method
of chlorophyll fluorescence measurement.
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