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IDENTIFICATION OF PHYSIOLOGICAL STRESS
OF PLANT MATERIAL OF FOREST TREE SPECIES

Abstract

The main goal of the methodology is to suggest a suitable approach for reliable
measurements of chlorophyll parameters in leaves of selected tree species (Picea
abies; Pinus sylvestris; Abies alba; Quercus robur/petraea; Fagus sylvatica) by
handheld devices. The measurements of leaf chlorophyll content and fluorescence
are useful for stress detection and determination of the health status of tree seedlings
in forest nurseries.

We also address the issue of determining the main aspects that influence the
accuracy of chlorophyll content and chlorophyll fluorescence measurements by
handheld devices, and suggesting critical values of chlorophyll parameters needed
to specify stressed individuals.

We describe the measurement processes on the devices OS30p+ and CCM-300 by
Opti-Sciences. However, other widely used devices are mentioned as well. As the
process of measurement is very similar for all related devices, the results in our
methodology could be applied to other instruments for measuring of chlorophyll
parameters.
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1  UVOD A CiL METODIKY

Predkladand metodika se zabyva vyuzitim pfenosnych pristroji uréenych k méfeni
koncentrace a fluorescence chlorofylu v lesnim $kolkafstvi, pfesnéji detekei fyzio-
logického poskozeni sadebniho materialu nasich nejvyznamnéjsich dfevin za po-
moci téchto zafizeni. Pfesné urceni fyziologické kvality sadebniho materidlu je bez
pouziti laboratornich metod velmi problematické. Ackoliv je princip fluorescence
chlorofylu znam jiz z 30. let 20. stoleti, jeho vyuziti je do velké miry otdzkou az po-
slednich let, kdy zacaly byt pottebné pristroje vice dostupné a umoznovaly pouziti
iv terénnich podminkach.

Meéteni parametri chlorofylu je v nasich podminkach v soucasné dobé prakticky
vyuzivano v zemédélstvi ¢i mikrobiologii, v lesnictvi je vSak vyuziti této techniky
jen velmi omezené. Cilem této metodiky je stanoveni postupil pro spolehlivé od-
haleni snizené fyziologické kvality sadebniho materidlu, resp. detekci stresovych
podminek v lesnich 8kolkach. Uvedeny postup vychdzi zejména ze zkuSenosti s po-
uzivanim pfistroji pri ziskavani dat pro tuto metodiku (Opti-Sciences CCM-300
a OS30p+, vice informaci na http://www.optisci.com/), lze jej vSak aplikovat na
veskeré podobné pristroje pouzivané k méfeni koncentrace ¢i fluorescence chloro-
fylu v terénnich podminkach. Specifika pouzivani ostatnich pfistrojt jsou uvedena
zvlast u kazdého typu.

1.1 Kvalita sadebniho materialu

Kvalita sadebniho materialu lesnich dfevin (SMLD) je nezbytnou podminkou tispés-
né obnovy lesa a je dana souborem genetickych, fyziologickych a morfologickych
parametrd (Lokvenc, 1980, 1984). V zajmu snizeni ekonomickych i ekologickych
ztrat je snaha pro umélou obnovu lesa a pro zalesnovani uzivat co nejkvalitnéjsi sa-
debni material, ktery do budoucna povede k vytvoreni zdravych a vitalnich lesnich
porostt. Efektivni zjistovani kvality SMLD v provoznich podminkach tedy sehrava
kli¢covou roli.

V soucasnosti stale vice prevladaji snahy o zjistovani a kontrolu kvality SMLD jesté
pred samotnym zahajenim zalesiiovani. Pti zpétném zjistovani kvality SMLD az pti
vysokém thynu po vysadbé, jak bylo ¢asto uplatiiovano v minulosti, jiz neni zpravi-
dla mozné odvodit stav sazenic pri vysadbé. Predbéiné kontroly tak pfinasi vyrazné
snizeni ekonomickych i ekologickych rizik spojenych s netuspésnymi vysadbami pri
pouziti nekvalitniho sadebniho materialu.


http://www.optisci.com/

V Ceské republice je problematika kvality sadebniho materialu fesena systémové
a pozadavky na kvalitu jsou zakotveny v platnych pravnich pfedpisech. Pozadavkim
na genetickou kvalitu reprodukéniho materidlu lesnich dfevin a principtim jeho
pfenosu jsou vénovany provadéci predpisy lesniho zakona (zékon ¢. 289/1995 Sb.),
zejména vyhldska Ministerstva zemédélstvi ¢. 139/2004 Sb.

Pozadavky na morfologickou a fyziologickou kvalitu SMLD uvadéného do obéhu
se Fidi ustanovenimi platného znéni ¢eské technické normy CSN 48 2115 ,,Sadebni
materidl lesnich dfevin® (Jurasek et al., 2012). Tato norma vychazi ze zpracovanych
narodnich standardt kvality SMLD (Jurasek & Martincova, 2000), které jsou rov-
néz ve shodé s platnou evropskou legislativou, tedy se smérnici Rady 1999/105 ES
o obchodu s reprodukénim materidlem lesnich dfevin (Kotrla & Indra, 2000).
Nérodni standardy kvality SMLD v souladu s evropskou smérnici jsou shrnuty
v zékoné ¢. 149/2003 Sb., o obchodu s reprodukénim materialem lesnich drevin,
a jeho provadécich predpisech, zejména ve vyhlasce Ministerstva zemédélstvi
¢. 29/2004 Sb.

Od roku 2014 je zjisfovanim kvality semenného a sadebniho materidlu lesnich dre-
vin povéfen Vyzkumny ustav lesniho hospodarstvi a myslivosti, v. v. i., se sidlem
v Jilovisti, Strnady. Kvalita semenného a sadebniho materialu je testovana v nezévis-
lych laboratotich pomoci akreditovanych mezinarodné uznavanych postupt. Pro-
vozni hodnoceni morfologické a fyziologické kvality sadebniho materialu zajistuje
Zkugebni laboratot ,,Skolkatska kontrola“ pti Vyzkumné stanici Opocno. Kvalita je
v laboratoti posuzovéna dle technické normy CSN 48 2115, ktera popisuje zakladni
morfologické a fyziologické charakteristiky sazenic a vénuje se také metoddm hod-
noceni fyziologického stavu sadebniho materialu.

1.2 Zjistovani kvality sadebniho materialu

Pro zjisténi celkové kvality SMLD je nezbytné soucasné posouzeni morfologickych
i fyziologickych parametrii. Morfologické parametry jsou Casto zjistovany prostym
méfenim. Mezi zakladni méfené znaky patti vy$ka nadzemnich ¢asti semenacki
a sazenic, sila kofenového kr¢ku ¢i pomér objemu kofent k nadzemni ¢asti. Mor-
fologicka kvalita byva ¢asto posuzovana vizualné, kdy je hodnocen tvar kminkd
a ptipadny vyskyt deformaci ¢i poranéni.

Zatimco morfologické nedostatky v kvalité SMLD byvaji zjevné a relativné snad-
no zjistitelné, odhaleni nedostatki spojenych s fyziologickou kvalitou byva v pro-
voznich podminkdch casto vyrazné obtiznéjsi. Fyziologické vlastnosti sazenic ¢i



semendcka také nemuseji byt v ¢ase konstantni — naopak mohou vyrazné kolisat
béhem obdobi mezi vyzvednutim ve skolce a vysadbou v zavislosti na vnéjsich pod-
minkdach. Pritom ale fyziologicka kvalita sadebniho materialu byva ¢asto klicovym
parametrem pro Uspéch vysadby.

Pti¢iny snizené fyziologické kvality byvaji velmi rtiznorodé a ¢asto vznikaji spolu-
pusobenim vice faktort. U dlouhodobé skladovaného SMLD snizena fyziologic-
ka kvalita zpravidla prameni z nedodrzeni optimalnich skladovacich podminek.
Vyznamny problém predstavuje také manipulace se SMLD v obdobi od jeho vy-
zvednuti ve $kolce po vlastni vysadbu. Nevhodné zachdzeni se SMLD muze vést
k vyznamnému snizeni fyziologické kvality, coz v kone¢ném dusledku vede k vy-
raznym ztratam pii umélé obnové ¢i zalesiiovani.

Vyhodnocovani znak fyziologické kvality SMLD je obvykle nutno provadét po-
moci laboratornich metod a vétsina testti zalozenych na fyziologické kvalité méfi
pouze jednu funkci rostliny. Mezi nejcastéji zjistované fyziologické charakteristiky
patti zjistovani rtistového potencidlu kofend, méfeni elektrické vodivosti vyluhti
z jemnych kofent, obsah vody, pritomnost $krobu, odolnost nadzemni ¢asti k mra-
zu a v neposledni radé také posuzovani kvality SMLD pomoci kvantifikace fluores-

cence chlorofylu (Spuldk & Martincova, 2006).

1.3 Vyznam méreni fluorescence chlorofylu

Metoda méfeni chlorofylové fluorescence je povazovana za jednoduchy, rychly,
spolehlivy a neinvazivni zptisob zhodnoceni fyziologické kvality sadebniho materi-
alu. Méteni fluorescence chlorofylu poskytuje informace o zménach (resp. poklesu)
aktivity fotosyntetického aparatu listu béhem stresovych podminek (Lichtenthaler,
1996). Plati, Ze za optimalnich podminek je vyrazné vétsi ¢ast absorbované energie
zéafeni vyuzita pro fotosyntézu nez za podminek stresovych (Krause & Weis, 1991).

Ptimy vliv na zmény fotosyntetické aktivity maji napf. vodni stres ¢i poskozeni
nizkymi teplotami (Ritchie & Landis, 2005), nicméné sledovani fluorescence chlo-
rofylu nevede k pfimé identifikaci konkrétniho stresoru - pomaha pouze odhalit
intenzitu a dobu trvani pisobeni nepfiznivych podminek, pfip. umoznuje vylou-
ceni nékterych konkrétnich stresorti. Pro odhaleni konkrétniho stresového fakto-
ru je vhodné metodu méfeni fluorescence chlorofylu doplnit dal$imi metodami
(Papageorgiou & Govindjee, 2004).



2 MERENI FLUORESCENCE A OBSAHU
CHLOROFYLU PRENOSNYMI PRISTROJI

2.1 Dostupné pristroje pro méreni obsahu
a fluorescence chlorofylu

Na tuzemském trhu Ize v souc¢asné dobé nalézt 3 hlavni typy piistroji urcenych
k méfeni obsahu (resp. koncentrace) chlorofylu v zelenych ¢astech rostlin. Jedna
se o ptistroj CCM-300 firmy Opti-Sciences, model CCM-200 stejné firmy a v ne-
posledni radé rozsifeny pristroj SPAD 502 vyrabény spole¢nosti Konica Minolta.

Opti-Sciences CCM-300 je ru¢ni prenosny fluorometr (obsah chlorofylu je zjis-
tovan pomoci méfeni fluorescence, viz dale), ktery vyuziva pomér mezi emisi
fluorescen¢niho svétla o vinové délce 735 nm a 700 nm (déle oznacovany F . )
pro stanoveni relativniho obsahu chlorofylu v rostlinném materialu (Opti-Sci-
ences Inc., manudl dostupny naptiklad z https://www.forestry-suppliers.com/
Documents/1790_msds.pdf). Tento pomér se ukdzal jako linearné zavisly na sku-
te¢ném relativnim obsahu chlorofylu v rostlinném materialu, navic vykazujici vy-
sokou presnost odhadu (Gitelson et al., 1999). Linearni funkce pro odhad obsahu
chlorofylu je zaznamendna piimo v pfistroji a lze ji kalibrovat. Ptistroj obsah chlo-
rofylu pfimo vypocitavd a umoziuje okamzity nahled na odhadovanou hodnotu
obsahu chlorofylu (v mg/m? listové plochy).

Ostatni dva popisované pristroje vyuzivaji transmitanci vzorku, respektive jeho op-
tickou hustotu. Pfistroj SPAD 502 zaznamenava a vyhodnocuje pomér intenzity
vzorkem propusténého svétla o vlnovych délkach 940 nm a 650 nm (ozn. SPAD
value), podobné jako pristroj CCM-200, ktery zaznamenava vzorkem propusténé
svétlo o vinovych délkach 940 nm a 660 nm (ozn. CCI - chlorophyll content index)
(Knighton & Bugbee, 2014).

Nevyhodou poslednich dvou zminénych pristroji je nutnost jejich kalibrace pro
kazdy analyzovany druh zvlast, pficemz samotné pristroje pfimé zadani funkce pro
odhad hodnoty koncentrace chlorofylu neumoznuji. Oba ptistroje jsou tak v ptipa-
dé potreby odhadu hodnoty koncentrace chlorofylu zavislé na srovnavacim labo-
ratornim méfeni. Dal$im problémem je u zminénych pristroji méfeni koncentrace
chlorofylu u jehli¢nanti, kdy potfebna plocha pro méfeni je u pristroje CCM-200
kruh o priiméru 9,53 mm, coz je pro méfeni jehlic jehli¢nanti nepouzitelné. Ptistroj
SPAD 502 pak pro méfeni vyzaduje plochu zelené ¢asti vzorku minimalné 3 x 2 mm
s maximalni tloustkou 1,2 mm (Opti-Sciences Inc.; Spectrum Technologies Inc.,
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Obr. 1: Vlevo — nejrozsifenégjsi pristroj uréeny k méfeni obsahu chlorofylu Konica Minolta
SPAD 502 (Photo courtesy of Konica Minolta, Inc. All rights reserved) a vpravo —
pfistroj Opti-Sciences CCM-300 (foto: Rostislav Linda).

Obr. 2: Nejpouzivanégjsi pfistroje pro méfeni fluorescence chlorofylu; Hansatech FMS2
a model Pocket PEA stejného vyrobce nahofe (© Hansatech Instruments Ltd), pfi-
stroj firmy Opti-Sciences OS30p+ dole (foto: Rostislav Linda).
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2009), coz je pro semenacky zkoumanych jehli¢cnant (SM, JD, BO) taktéz nepouzi-
telné, ¢i na hranici pouzitelnosti s rizikem vysoké nepresnosti vysledkil.

V ptipadé prenosnych fluorometrti (pfistroji urcenych k méfeni fluorescence
chlorofylu) jsou mimo produktt firmy Opti-Sciences roz$ifené pristroje firmy
Hansatech (napt. Pocket PEA ¢i model FMS 2), PSI (FluorPen) ¢i WALZ (model
PAM-2500). Jednotlivé modely se lisi vestavénymi funkcemi, softwarovou vyba-
vou, technickym zpracovanim ¢i jinymi parametry (vice informaci v manualech
k prislunym pristrojiim), avSak véechny tyto popisované modely umoziuji méfit
nejpouzivanéjsi charakteristiku fluorescence chlorofylu, kterou je pomér oznacova-
ny Fv/Fm (vysvétleno v nasledujici kapitole) a vétsina z pristroji podporuje taktéz
tzv. OJIP protokol (taktéz viz dale).

2.2 Teoreticka vychodiska méreni fluorescence
chlorofylu

Zelené rostliny obsahuji ve svych bunkach rtizné typy barviv, pricemz kazdé z nich
ma pro rostlinu specifickou funkci. Nejvyznamnéj$im z téchto barviv je barvivo
zelené — chlorofyl. Chlorofyl je v ramci rostlinné bunky uloZen v chloroplastech,
bunéénych organelach ¢ockovitého tvaru o velikosti asi 2-5 um. Vyznam chloro-
plastii, potazmo chlorofylu je tizce spojen s procesem fotosyntézy. Zelené barvivo
se vyznacuje schopnosti pohlcovat slune¢ni zafeni a pfeménit ho v energii, kterou
rostlina déle ukldda do zasobnich latek, zejména sacharidu.

Pocatkem svételné faze fotosyntézy je zachyceni fotonu a jeho pfeména v reakénich
centrech Fotosystému II. Pfenos energie je mozny pouze tehdy, pokud skute¢né do-
jde ke kontaktu fotonu s reak¢énim centrem. V opa¢ném pripadé je energie fotonu
pfeménéna na teplo, ¢i vyzarena zpét do prostoru (fluorescence). Mnozstvi, resp.
intenzita fluorescence je tak pfimo zavisla na aktudlnim stavu Fotosystému II (Ke,
2003). Fluorescence chlorofylu je proto vhodnym prostfedkem ke studiu aktualni-
ho stavu Fotosystému II v rostlinach a prenesené i ke zjistovani zdravotniho stavu
rostlin, jelikoZ pravé poskozeni Fotosystému II je ¢asto spolehlivym ukazatelem vy-
staveni rostliny stresovym podminkam (Lichtenthaler, 1996).

Pokud jsou reakéni centra Fotosystému II vystavena svételnému zareni, dochdzi
k postupnému nasyceni reak¢nich center fotony, ktera jsou do doby, nez preméni
ptijaty foton na elektron uzavtena. S poklesem dostupnych reakénich center dochazi
ke zvy$ovani zpétné emitovaného (fluorescen¢niho) zafeni. Charakteristickd zména
v intenzité fluorescence po kratkodobém intenzivnim osvitu chlorofylu se nazyva
Kautského efekt (Maxwell & Johnson, 2000; Ritchie & Landis, 2005), viz Obrazek 3.
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Obr. 3: Charakteristicka zména fluorescence chlorofylu po vystaveni reakénich center Foto-

systému Il kratkodobému intenzivnimu zafeni. Pfi tomto jevu dochazi k narazovému
zvyseni fluorescenéni aktivity chlorofylu, ktera v urcitém ¢ase vrcholi (dochazi k na-
syceni Fotosystému II).

Vysvétlivky ke znackdm na Obrazku 3:

F,— fluorescence chlorofylu pfi nizkém osvétleni, tzn. pti Girovni osvétleni, kterd
je$té neinicializuje proces fotosyntézy

F_ - maximalni fluorescence chlorofylu, tj. pfi plném nasyceni Fotosystému II
F - variabilni fluorescence, vypocitana jako F -F,

tF - caskdosazeni F,

O - aroven fluorescence v ¢ase 20 s

t,,, — Uroven fluorescence v case 100 ps

K - troven fluorescence v ¢ase 300 ps

J - uroven fluorescence v ¢ase 2 000 ps

I - troven fluorescence v ¢ase 30 000 s

P — maximalni troven fluorescence, P = F,

A - plocha nad fluorescenéni ktivkou
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Z téchto parametrti jsou nasledné odvozeny dalsi, uplatiiované napt. i v této me-
todice, které jsou $iroce pouzivany pro detekci nejriznéjsich typt fyziologického
stresu rostlin. Pfesny popis vyuziti jednotlivych parametri je uveden v nasleduji-
cich kapitolach.

Namétené hodnoty fluorescence chlorofylu (a tedy i koncentrace chlorofylu, jelikoz
je odvozena pomoci fluorescen¢ni aktivity vzorku) se mohou lisit mezi rubovou
a licovou stranou listu (Cordén & Lagorio, 2007). Pro zachovani konzistentnosti
namétenych vysledka byla veskera méfeni uvedend v této metodice provedena na
licové strané listi.

2.3 Méreni koncentrace chlorofylu prenosnymi
pristroji

Prenosné pristroje uréené k méfeni obsahu (koncentrace) ¢i fluorescence chloro-
fylu nabizeji jednoduché a rychlé pouziti za cenu niz$i presnosti v porovnani s la-
boratornimi metodami. V obou pifipadech probihd méfeni na listu, ktery se vlozi
do méfici hlavy ¢i métictho koliku a samotné méfeni se jednoduse provede stis-
kem ptislusného tlacitka ¢i automaticky po uzavieni koliku (v pripadé pristroje
SPAD 502). Podrobnéjsi informace poskytuji navody k ptislusnym pristrojum.
Meéteni obsahu chlorofylu lze provést bez predchozi adaptace vzorku na tmu, névo-
dy k ptislu$nym zafizenim vsak uvadéji nutnost méfeni ve stinu (resp. nedoporu-
¢uji provadét méfeni na pfimém slunci).

2.3.1 Interpretace vystupnich hodnot pfistroje SPAD 502

Vystupni hodnotou je v pripadé pfistroje SPAD 502 tzv. SPAD hodnota (Spectrum
Technologies Inc., 2009), jejiz zakladem je pomér vzorkem propusténého svétla
o vlnovych délkach mérenych pristrojem, tj. 940 a 650 nm (Parry et al., 2014).

Pro odhad skute¢né hodnoty obsahu chlorofylu (v mg/g hmotnosti ¢erstvého vzor-
ku) lze pro nase nejbéznéjsi listnace hospodatskych porostti (u jehli¢nant je pouziti
tohoto pristroje problematické) pouzit napt. funkce definované ve studiich Perciva-
la et al. (2008) a Uddlinga et al. (2007), a to

pro buk lesni (Fagus sylvatica):
Chl, = —0,0029 X SPAD? + 1,175 x SPAD + 3,8506, (1)

pro dub letni (Quercus robur):
Chl, = 1,8159 x SPAD?-8809, @
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pro biizu bélokorou (Betula pendula):
Chl, = 0,363 x e00452XSPAD, 3)
pro javor klen (Acer pseudoplatanus):

Chl, = 0,0075 X SPAD? + 0,998 X SPAD — 0,4916, (4)

kde Chl znaci obsah chlorofylu v mg/g hmotnosti cerstvého vzorku a SPAD hod-
notu méfenou pristrojem SPAD 502.

V ptipadé potfeby odhadu koncentrace chlorofylu (v ug/cm?listové plochy ¢i po-
dobnych jednotkdach) lze pouzit funkci navrzenou ve studii Cerovice et al. (2012)
ve tvaru

99 x SPAD (5)

Chl, = ——— "~
k=144 —SpAD

kde Chl, znac¢i koncentraci chlorofylu v pg/cm? listové plochy a SPAD hodnotu
méfenou pristrojem SPAD 502'.

Presnost uvedeného vzorce pro vypocet koncentrace chlorofylu Ize demonstrovat
metastudii prislusnych publikaci (Uddling et al., 2007; Cerovic et al., 2012) za po-
uziti brizy jako referen¢niho druhu (viz Obrazek 4).

Z grafu (Obr. 4) je patrna vysoka presnost funkce (5), zejména v hodnotach mezi
15 a 35 jednotkami SPAD, které jsou obvykle pro urceni vitality jedince kritické (viz
dale).

2.3.2 Konverze vystuptl pfistroje CCM-200 a SPAD 502

Pristroj spole¢nosti Opti-Sciences CCM-200 je taktéz rozsifenym a ¢asto pouziva-
nym zafizenim pro méfeni koncentrace chlorofylu v terénnich podminkach. Vy-
stupem métent je tzv. CCI (z angl. Chlorophyll content index) hodnota, ktera je defi-
novéna jako propustnost vzorku pro svétlo o vlnové délce 931 nm ku propustnosti
vzorku pro svétlo o vinové délce 653 nm (Parry et al., 2014).

Jelikoz oba ptistroje méfi propustnost vzorku o témér stejnych vinovych délkach,
jsou jejich vystupy v tésné korelaci, resp. hodnoty lze vzéjemné prevadét s vel-
mi vysokou presnosti; studie Parryho et al. (2014) uvadi koeficienty determinace
R*=0,99 a R?= 0,98, coz je vzhledem k presnosti samotnych pristroji vice nez do-

Intuitivné Ize predpokladat, Zze je mozné prevést obsah na koncentraci chlorofylu pomoci koeficientu
hmotnosti listu na jednotku obsahu listové plochy (v zahrani¢ni literatufe oznacovana jako Leaf mass per
area, zkr. LMA). Cetné studie, napf. Scartazza et al. (2016) v8ak uvadi, Ze tato hodnota je velmi variabilni,
a to i v rdmci porostu/jedincu. Zobecnéni hodnoty LMA je tedy problematické, a to i kvuli pravdépodobné
korelaci SPAD hodnoty a LMA. Z uvedenych faktd vyplyva, Zze pfevod pomoci LMA Ize provést pouze,
pokud je tato hodnota znama pro konkrétni mérené jedince.



stacujici. Samotné prevodni rovnice dle Parryho et al. (2014) jsou v nésledujicim
tvaru:

CCI =1+ 0,00119 x SPAD?57 (6)
resp.
SPAD = —42,9 + 42,1 x CCI®?15, (7)

Kombinaci rovnic (7) a (5) pak lze vytvorit predpis pro odhad koncentrace chloro-
fylu pomoci CCI hodnoty (v pg/cm?):

99 x (—42,9 + 42,1 x CCI%?15) (8)
144 + (42,9 — 42,1 x CCI9215)

Chl, =

Obr. 4: Evaluace presnosti funkce Cerovice et al. (2012) pro vypocet koncentrace chlorofylu
pomoci SPAD hodnot. Jako srovnavaci druh byla pouzita bfiza bélokora a pfislusna
odvozena funkce ve studii Uddlinga et al. (2007).
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2.3.3 Pouziti a interpretace vystup@ pristroje CCM-300

Zatimco oba vy$e zminéné ptistroje vyuzivaji pro odhad koncentrace chlorofylu
optickou hustotu vzorku, pfistroj CCM-300 vyuziva fluorescenci chlorofylu, ptfes-
néji emisi fluorescen¢niho svétla o vinové délce 735 nm ku emisi fluorescen¢niho
svétla o vinové délce 700 nm (tento pomér je dile oznacovany jako F .. )

Popsany zptisob odhadu koncentrace chlorofylu je pouzitelny i pro situace, kdy je ap-
likace predchozich pristroji problematicka, napriklad pro listy jehlicnani ¢i velmi

Obr. 5:

Zakladni méfici obrazovka pfistroje CCM-300. V horni Casti obrazovky Ize zvolit
pramérovani vysledkl spolu s poétem méfeni pro vypocet priméru, ndzev souboru
pro uloZeni hodnot a dale koeficienty pfevodni rovnice pro odhad koncentrace chlo-
rofylu. Ve stfedni Casti obrazovky nalezneme hodnotu F,.. . - oznacenou jako CFR
(z angl. Chlorophyll fluorescence ratio), hodnotu koncentrace vypoctenou dle rovni-
ce vySe a Cislo vzorku. Spodni ¢ast obrazovky nabizi informaci o poctu zbyvajicich
méreni pro vypocet praméru, tlacitka pro méfeni a odstranéni posledniho zaznamu,
nastaveni sily signalu a tlacitko pro odchod do hlavniho menu. Pfistroj je vybaven
dotykovou obrazovkou a vybér tlacitka tak probiha pomoci stisku aktivniho segmen-

tu obrazovky (foto: Rostislav Linda).
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malé listky listnatych strom aj. JelikoZ zde nedochdzi k méfeni optické propust-
nosti vzorku, vzorek nemusi pokryvat celou plochu méfici sondy, méteni navic pro-
biha na stejné strané listu, na kterou dopada modré svétlo vysilané piistrojem, coz
dle vyrobce umoznuje métit naptiklad koncentraci chlorofylu v asimila¢nim apa-
ratu mecht a liSejnikd (Opti-Sciences Inc.) - to v8ak pro pouziti v lesnich $kolkach
nepfinasi podstatnou vyhodu.

Ptistroj automaticky prepocitdvd primérni data (hodnotu F,,, ) na koncentraci
chlorofylu. Ve vychozim nastaveni je pouzivana rovnice Gitelsona et al. (1999),
kterou vsak lze uzivatelsky upravovat. Méreni je dle stejné studie pfesné v rozsahu
41-675 mg chlorofylu na ¢tvereéni metr listové plochy.

Pristroj kroméjinych nastaveninabizina zdkladniméficiobrazovce nékolik moznosti
pramérovani dat, volbu nazvu souboru, ve kterém budou vysledné hodnoty ulozeny
(ve formatu *.csv), a jiz zminénou moznost Upravy koeficientds prevodni rovnice.
Pristroj pfi kazdém spusténi nabidne moznost kalibrace (ktera je velmi doporuce-
na) pomoci prilozeného fialového filtru.

Méfeni pak probiha nastavenim sily signélu (Signal gain, na stupnici 1-5, vyssi ¢islo
znadi vétsi silu signalu) tak, aby byl pfislusny ukazatel v zeleném poli, a stiskem
tlacitka (aktivniho segmentu obrazovky) ,,Measure®.
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3 MERENI FLUORESCENCE CHLOROFYLU
PRENOSNYMI PRISTROJI

Na rozdil od uvedenych piistrojti méticich obsah/koncentraci chlorofylu se princip
méfeni fluorescence chlorofylu mezi srovnavanymi fluorometry (OS30p+; FMS2;
Pocket PEA) nijak vyrazné nelisi, méfeni je tedy pfi pouziti riznych zafizeni ob-
dobné. Pro ucely identifikace fyziologického stresu sadebniho materialu je v této
metodice ve vétsiné pripadt pouzit standardni protokol Fv/Fm, ktery se vyznacu-
je vysokou robustnosti a schopnosti detekovat rtizné druhy stresu v podminkach
lesnich $kolek. Velkou vyhodou tohoto ukazatele je jeho témér absolutni neza-
vislost na ro¢nim obdobi ¢i denni dobé (Ritchie & Landis, 2005; Ritchie, 2006).
OJIP protokol je pro potfeby této metodiky vyuzivan pouze v jednom pripadé,
a to jako potencialni ukazatel stresu vyvolaného necilovym zasazenim semendac-
ku/sazenice herbicidy.

3.1 Adaptace vzorki na tmu pFed mérenim

Meéfeni pomoci obou zde popisovanych metod (Fv/Fm, OJIP) je zpravidla prova-
déno po predchozi adaptaci vzorku na tmu. Ta je nejcastéji provadéna pomoci spe-
cialni svorky dodavané s pristrojem ¢i ponechanim a naslednym méfenim vzorka
v zatemnéné mistnosti.

Ucelem adaptace na tmu je standardizace vychoziho stavu vzorku, respektive uve-
deni Fotosystému II do stavu, kdy jsou jeho reakéni centra ,,oteviena®, a tedy schop-
na na zdkladé excitace fotonem svétla predat elektron primarnimu akceptoru (Q, ).
Béhem ozareni chlorofylu svétlem dochazi k ,,uzavirani“ reakénich center Fotosys-
tému II, kterd nejsou v daném okamziku schopna predat dalsi elektron, dokud neni
primarni akceptor volny pro daldi elektron, respektive nepredal elektron sekundar-
nimu akceptoru (Q,). Postupnym uzavirdnim reak¢nich center stoupa podil fotoni
vyzarenych zpét do prostoru - fluorescence, jelikoz reakéni centra nejsou dostupna
pro prenos energie.
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3.2 Pouziti pristroje Opti-Sciences OS30p+

U ptistroje OS30p+ se méfeni, podobné jako u jinych pristrojd, provadi pomoci
svorky pro adaptaci vzorku na tmu. Ten se jednoduse nasadi na vzorek a posuvnou
¢asti svorky se vzorek zatemni. Dle manudlu k ptistroji by doba adaptace na tmu
méla byt cca 30 minut.

Jesté pred samotnym méfenim je provedena automaticka kalibrace, kdy se namiri
sondou piistroje smérem k zemi, sundd se méfici svorka a prislusnym tlac¢itkem
potvrdi kalibrace. Tento proces trva fadové jednotky sekund.

Po uplynuti doby pro adaptaci vzorku na tmu a tspésné kalibraci pfistroje se nasu-
ne sonda pristroje do otvoru ve svorce, otevie se zatemnovaci kryt svorky a na pti-

Obr. 6: Ukazka méfici obrazovky pfi spravné provedeném méfeni. Ukazatel sily modulova-
ného osvétleni (a) se nachazi v zeleném poli (c) a saturacni pulz (b) je nastaven na
dostate&nou intenzitu i 8as plisobeni pro plnou saturaci Fotosystému Il (d). Cerveny
text a Sipky jsou do obrazku doplnény pro ilustraci (foto: Rostislav Linda).
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slusné obrazovce se provadi mérfeni. Pfi spravné provedeném méfeni se zobrazi
vysledek a také graf charakteristického tvaru, viz Obrazek 6.

Ptistroj umoznuje v protokolu Fv/Fm nastaveni 3 parametrii: ,,Modulation Src* (a),
»Saturation Flash® (b) a ,, Width“. Nastaveni se provad{ vybérem ptislusné kolonky
po stisku tlacitka ,,Menu®

Nastaveni sily modulovaného zdroje svétla (,,Modulation Src*):

Ptistroj umoznuje nastaveni sily modulovaného svétla v rozsahu 10-100 %. Sprav-
nost aktualniho nastaveni se ovétuje pomoci hodnoty Ft (Obrazek 6, ozn. ,,c“), jejiz
ukazatel je pfi spravné zvolené hodnoté v zeleném poli ukazatele. Pokud se ukazatel
nachazi v levém ¢erveném poli, je zvolena hodnota prili$ nizkd, a naopak. Vysokou
nastavenou hodnotu modulovaného svétla znaci taktéz zvysujici se hodnota Ft pri
nasazeném vzorku na sondu béhem cca 30 sekund.

Nastaveni satura¢niho pulzu (,Saturation Flash®):

Sila satura¢niho pulzu se taktéz nastavuje v rozmezi 10-100 %. Spravnost nastaveni
znadi plochd ¢ast grafu (Obrazek 6, ozn. ,,d“). Takto tvarovany usek grafu znadi, ze
doslo k plné saturaci Fotosystému II a pulz je tak nastaven na dostate¢né vysokou
hodnotu. Pfi nizké nastavené hodnoté satura¢niho pulzu méa zminovany tsek tvar
$picky. Pro veskera méfeni pro tvorbu této metodiky se ukdzalo jako vhodné nasta-

veni na 50 %.

Nastaveni doby saturace (,,Saturation Width®):

Dobu saturace (osvit satura¢nim svétlem) lze nastavit v rozmezi 0,1-1,5 sekund.
Nizka hodnota se projevuje stejné jako v pripadé nastaveni satura¢niho pulzu. Ves-
kerd méfeni pro tvorbu této metodiky byla provedena s nastavenim na 1 s, stejné
jako doporuc¢uje manual k ptistroji.

V ptipadé pouziti OJIP protokolu lze nastavit silu modula¢niho osvétleni podobné
jako v predchozim ptipadé (v rozmezi 30-80 %), dale intenzitu aktinového svétla
(ve vychozim nastaveni 3 500 umol) a dobu expozice vzorku (ve vychozim nasta-
veni 3 s). Pro testovani OJIP protokolu pro tuto metodiku se tato nastaveni ukaza-
la jako vhodna pro viechny takto analyzované vzorky. Vice informaci o nastaveni
zminénych parametrt popisuje napt. Ralph & Gademann (2005).
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3.3 Odpovéd' fluorescence chlorofylu na stres

Cetné studie publikované v minulosti ukazuji na moznost identifikace riiznych
stresovych faktorti dle fluorescence chlorofylu. Kli¢ovym parametrem je v mnoha
ptipadech pomér Fv/Fm, jehoz velikost miize pomoci detekovat fyziologicky stres,
avsak bez ohledu na jeho pfi¢inu. Vyhodou je rychlost zmény tohoto parametru,
ke které po vyvolani stresovych podminek dochdzi rychle, fadové v jednotkach
minut az hodin, vyjimecné dnid v zavislosti na aktudlni intenzité stresu a druhu
stresoru. Pfi rychlém, intenzivnim $oku zptisobujicim destrukei fotosyntetického
aparatu je odpovéd okamzita.

Obr. 7: Ukazka chybného nastaveni parametrd méreni. Sila modulovaného osvétleni je na-
stavena na nizkou hodnotu (ukazatel Ft neni v zeleném poli) a saturaéni pulz je
nastaven na pfili§ nizkou hodnotu intenzity i ¢asu pUsobeni — graf ma charakteris-
ticky Spicaty tvar, ktery znaci nedostatecnou saturaci Fotosystému Il (foto: Rostislav
Linda).
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a) sucho

Stres suchem je pomoci poméru Fv/Fm detekovatelny, aZ pokud dosahne relativné
vysoké intenzity (Flexas et al., 2000; Da Silva & Arrabaca, 2004; Mauer & Houskova,
2017), nicméné v pripadé, ze je sucho navic doprovazeno vysokymi teplotami, je
mozné tento typ stresu urcit dle hodnoty Fv/Fm spolehlivé (Templer et al., 2017).
Kombinace stresu suchem a mrazem byla pro ucely vytvoreni této metodiky testo-
vana v klimatizovanych riistovych komorach, viz dale.

b) nedostatek svétla

Stres nedostatkem svétla neni v podminkach lesnich $kolek redlnou hrozbou,
nicméné jeho projev je dobfe detekovatelny poklesem hodnoty Fv/Fm (Adams &
Demmig-Adams, 2004).

c) vysoké a nizké teploty

U nasich druhi stromt lze ocekavat, Ze se vysoké teploty na parametru Fv/Fm pro-
jevuji, az kdyz dosahnou cca 40 °C a vice, jak ukazuje naptiklad pokus Haldimanna
& Fellera (2004) na dubu pytitém. Podobné vysledky ukazuji studie na polnich plo-
dinach (Havaux, 1995; Crafts-Brandner & Law, 2000).

Naopak, stres vyvolany nizkymi teplotami je mozné detekovat relativné dobte, coz
doklada kuptikladu studie Oquista & Hunera (1991) provedend na semenaccich
borovice lesni, ¢i studie Adamse et al. (1995) provedend na 7 druzich rostlin véetné
douglasky tisolisté ¢i borovice tézké. Odpovéd fluorescence chlorofylu (parametru
Fv/Fm) na stres nizkymi teplotami byla ovéfena v ramci této metodiky na vybra-
nych druzich: smrku ztepilém (SM), borovici lesni (BO), jedli bélokoré (JD), buku
lesnim (BK) a dubu letnim (DB) se stejnymi vysledky.

d) nedostatek zivin

V minulosti byly publikovany studie ukazujici na odezvu parametrt chlorofylu na
stres nedostatkem Zivin zejména na polnich plodinéch, poklesem hodnoty Fv/Fm
se projevil stres nedostatkem hot¢iku na fepé obecné (Hermans et al., 2004), na
raj¢atech byl pozorovan pokles této hodnoty dtisledkem nedostatku fosforu (Starck
et al., 2000). Pro identifikaci stresu nedostatkem dusiku ¢i siry je vhodnéj$i pouzit
méfeni koncentrace chlorofylu v asimilaé¢nich organech, viz déle.

e) poskozeni herbicidy

Poskozeni herbicidy bylo pozorovéno u rtiznych plodin zejména na zméné hod-
noty Vj [odvozeni parametru Vj viz napt. Ziveék et al. (2008)] pti méfeni pomoci
OJIP protokolu (Nedbal et al., 2000; Hiraki et al., 2003; Christensen et al., 2003).
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Pro vytvoreni této metodiky byla sledovdna odpovéd parametru Vj na sazenicich
vy$e zminénych druhi po aplikaci glyfosatu. Efekt zvy$eni této hodnoty se v prove-
deném experimentu potvrdil pouze u listnact (DB, BK), pficemz lze fici, Ze posko-
zeni glyfosatem lze brat v ivahu p¥i zvySeni hodnoty Vj nad cca 0,35.

V nasich podminkach jsou nejvyznamnéj$imi abiotickymi faktory ohrozujicimi vi-
talitu sadebniho materiélu v lesnich $kolkach nedostatek vody a pfipadny mrazovy
$ok. Uvedené stresory byly pro tcely vytvoreni této metodiky testovany v simulo-
vaném prostredi riistovych komor - pro odhaleni stresu byla sledovana hodnota
Fv/Fm na nasich nejvyznamnéjsich dievinach (SM, BO, JD, BK, DB). Tyto hodnoty
jsou dle studii uvedenych vyse schopny indikovat stres u rostlin piisobeny riznymi
pri¢inami a jevi se tak jako nejuniverzalnéjsi metoda pro detekci stresu sadebniho
materialu.

Parametr Fv/Fm vykazoval statisticky vyznamné rozdily (p < 0,001 ve vSech pripa-
dech) mezi témito hodnotami pro nestresované jedince a jedince stresované v rus-
tové komote za pouziti nize uvedeného programu (Tabulka 1) u vSech zdjmovych
drevin.

Tab. 1: Nastaveny program pro vyvolani stresu sadebniho materialu zajmovych drevin

v lesnich Skolkach bézné pro vyvolani vyraznéjsiho projevu fyziologického stresu.

€. segmentu Popis segmentu Trvani
1 Pfiprava ristové komory (temperovani na 15 °C) do 1 hodiny
2 15 °C, osvétleni cca 5 000 Ix 10 dnl
3 Skokové snizeni teploty na -8 °C cca 2 hodiny
4 -8 °C, bez osvétleni 10 hodin
KONEC

Poznamka: program byl zvolen jako krajni varianta moznych teplotnich zmén
v ptirodnim prostfedi. Podobné teplotni zmény, jaké byly nastaveny v ristové ko-
more, nastavaji napt. v mrazové kotliné osady Jizerka na prelomu dubna a kvétna.
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Hodnoty parametru Fv/Fm pro fyziologicky zdravé jedince jsou uvedeny v Tabul-
ce2.

Tab. 2: Pozorované hodnoty parametru Fv/Fm pro zdravé jedince.

L. Fv/Fm
Drevina — - -
Pramér Interval spolehlivosti (95 %)
SM 0,74 0,73-0,75
BO 0,815 0,80 -0,83
JD 0,73 0,72 -0,74
BK 0,7 0,68 -0,72
DB 0,75 0,74 -0,76

Pomér Fv/Fm se s naristajici intenzitou stresu snizuje, pokles Fv/Fm pod 0,7 jiz
zpravidla znaci nastupujici stresové podminky. Hodnoty okolo 0,6 a nizsi jiz
ukazuji na pritomnost silnych stresorii a poskozeni zac¢ina byt v mnoha pripa-
dech viditelné.

3.4 Odpovéd’' koncentrace chlorofylu na stres

V minulosti se koncentrace chlorofylu (méfend ptistroji CCM-200 ¢i SPAD 502)
u nékterych druhi ukdzala jako vhodny ukazatel stresu z nedostatku dusiku (napf.
Van Den Berg & Perkins, 2004; Ghasemi et al., 2011). Problémem je v8ak obtiznost
stanoveni univerzalni hodnoty, ktera znaci nedostatek zivin, a to kviili vysoké vari-
abilité¢ v méfenych hodnotach v ramci jednoho jedince. Zde hraje podstatnou roli
osvit/zastinéni rostliny ¢i vertikalni pozice listu na sazenici, taktéz v ramci roku
je obsah/koncentrace chlorofylu v asimila¢nich organech rostlin obecné velmi
variabilni (Demarez, 1999; Dawson et al., 2003; Peng et al., 2011).
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Tab. 3:

Obr. 8.

Mérené hodnoty CFR pfistrojem CCM-300 na zdravych sazenicich a konverze téch-
to hodnot na hodnoty CCl a SPAD pomoci rovnic (5) a (6). Vyznacgeny interval znagi
95% interval spolehlivosti. U jehliénani neni mozné méfeni hodnot CCl a SPAD
z technickych divodu provést, hodnoty tak nejsou uvedeny.

Drevina CFR CCl SPAD
SM 1,04 £ 0,04 - -
BO 1,12+ 0,03 - -
JD 1,34 £ 0,05 - -
BK 1,28 £ 0,03 282+23 429+14
DB 1,20 £ 0,02 223+14 39,2+1,0

Rzné zabarveni jehlic (zde napfiklad jedle) je spojeno s riznou koncentraci chlo-
rofylu: tmavé jehlice maji oproti svétlym i vice nez dvakrat vySSi koncentraci. Svétlé
a tmavé ¢asti jsou pro ilustraci zvétSeny ve vyznacenych obdélnicich (foto: Rostislav

Linda).

26



U zkoumanych jedincii nebyly zjistény zadné pozorovatelné rozdily mezi hodnota-
mi CFR (tzn. obsahem chlorofylu méfenym pristrojem CCM-300) pro zdravé je-
dince a stejné jedince stresované nastavenym programem (Tabulka 1). Pozorované
priamérné odchylky byly (v jednotkach CFR) nasledujici: SM - 0,002; BO - 0,11;
JD - 0,03; BK - 0,01; DB - 0,06. Takto nizké rozdily nelze pti vysoké variabilité
méfeni, kterd je bézna, pozorovat. Za stresové podminky tak Ize oznacit hodnoty
vyrazné niz$i nez uvedené v Tabulce 3 za predpokladu dlouhodobého Zivinového
stresu, ktery je v podminkach lesnich Skolek témét vyloucen.
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4 IDENTIFIKACE MOZNYCH PROBLEMU
PRI POUZITI PRENOSNYCH PRISTROJU

Nasledujici kapitola uvadi mozné komplikace, které mohou nastat pti pouziti vyse
zminénych pristrojd, pfitom nenahrazuje, avsak dopliuje tak pfislu$né manudly
k jednotlivym zafizenim o praktické zkuSenosti z terénnich méfeni.

4.1 Vliv okolniho svétla

Manuily ke vem zminénym pristrojim doporucuji provadét méfeni mimo primy
zdroj svétla. Pri dodrzeni této podminky (max. cca 8 000 Ix) nebyly pro piistroje
0S830p+ a CCM-300 zaznamendny vyznamné rozdily mezi naméfenymi hodnota-
mi v zavislosti na intenzité okolniho osvétleni. Pokud jsou méfené hodnoty pred-
métem dal$i analyzy naméfenych dat, 1ze doporucit provadét méreni ve stejnych
podminkach v prubéhu celého pokusu pro zachovani konzistentnosti vysledk.
V pripadé méfeni fluorescence je toto doporuceni samoztejmé platné pouze v pti-
padé pouziti zatemnovacich svorek, v zadném pripadé nesmi dojit k expozici mé-
fené casti listu pfed méfenim (musi dojit k plné adaptaci méfené ¢asti na tmu),
napfiklad pokud je adaptace na tmu provadéna premisténim celych stromkt do
temné mistnosti.

4.2 Presnost a variabilita mérenych hodnot

V ptipadé méfeni fluorescence chlorofylu ptistrojem OS30p+ a referenénim mére-
nim v laboratofi pomoci ptistroje PSI FluorPen nebyly prokazany zadné vyznamné
rozdily. Odchylky ve vyslednych hodnotich parametru Fv/Fm jsou zanedbatelné
(v fddech setin), viz Tabulka 4.
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Tab. 4: Odchylky parametru Fv/Fm mezi pfistrojem OS30p+ a referenénim méfenim pomo-
ci pfistroje PSI FluorPen.

Dfevina Primérna odchylka Fv/Fm  Max. odchylka (prav. 95 %)

SM 0,06 0,073
BO 0,02 0,034
JD 0,05 0,064
BK 0,02 0,036
DB 0,04 0,046
CELKEM 0,038 0,044

Pro urceni obsahu chlorofylu v asimila¢nich organech sadebniho materialu se pri
pouziti ptistroje CCM-300 pouziva rovnice dle Gitelsona et al. (1999) ve tvaru

Chly [mg/m?] = 634 x CFR — 391, )

kterd je v pristroji ve vychozim stavu prednastavena, pfistroj CCM-300 vsak nabizi
uzivatelskou upravu koeficientti linedrni rovnice. Tabulka nize uvadi doporucena
nastaveni pro dfeviny pouzivané v této metodice; pfislusné hodnoty byly stanoveny
pomoci kalibrace linearni rovnice dle referen¢niho méfeni spektrofotometrickou
metodou v laboratofi.

Tab. 5: Doporuc¢ené hodnoty pro nastaveni prevodni rovnice pro vypocet koncentrace chlo-
rofylu pomoci CFR hodnoty méfené pfistrojem CCM-300.

_ . . Primérna odchylka Max. odchylka méreni
Drievina Doporuc¢ené nastaveni

[mg/m?] [mg/m?; prav. 95 %]
SM 868 x CFR — 702 89 111
BO 151 x CFR-4 17 23
JD 453 x CFR - 273 38 70
BK 202 x CFR - 46 29 36
DB 460 x CFR - 321 38 49

Hodnoty koeficientd determinace se zde pohybuji cca okolo 0,6, coz je vyrazné
méné oproti hodnotdm uvadénym v praci Gitelsona et al. (1999), kde jsou uva-
dény hodnoty vy$si nez 0,95. Nejmensi pfesnost byla pozorovana u smrku, to je
véak zplisobeno vysokou hodnotou smérnice pfimky, kdy i nejmensi odchylky
v zaznamenaném CFR poméru zpusobuji relativné vysoké odchylky v prepocitané
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evyr

koncentraci chlorofylu. Nejniz$i hodnota koeficientu determinace byla pozorovana
u borovice (R* = 0,45), nicméné diky nizké hodnoté smérnice ptimky je celkova
chybovost velice mala.

Obsah (¢i koncentrace) chlorofylu je kromé abiotickych ¢initeld vyrazné ovliviiova-
na ro¢nim obdobim. Hodnoty uvedené v tabulkach 3 a 5 tak plati pro obdobi, kdy je
obsah chlorofylu v ramci roku nejvyssi (cca od poloviny éervna do poloviny srpna)
(Demarez, 1999; Dawson et al., 2003).

V piipadé stanoveni koncentrace i fluorescence chlorofylu pfenosnymi pristroji je
vhodné provadét méfeni na vice ¢astech dané sazenice/semenacku a tyto hodnoty
nasledné priamérovat. V pripadé fluorescence chlorofylu (pomoci které je stanovo-
vana i koncentrace chlorofylu) mohou byt mezi jednotlivymi ¢astmi rostliny neza-
nedbatelné rozdily. Pro ilustraci rozdéleni fluorescence chlorofylu mezi letorosty
viz ptiloha.

4.3 Adaptace na tmu

Meéfeni fluorescence chlorofylu pomoci Fv/Fm ¢i OJIP protokolu vyzaduje pred-
chozi adaptaci vzorku na tmu. Tu lze provést pomoci zatemnovacich svorek doda-
nych s pfistrojem ¢i jinym zptisobem, nicméné je diilezité ponechat vzorky v tiplné
tmé minimélné 30 minut. V pfipadé potteby analyzy velkého mnozstvi vzorki je
mozné adaptaci na tmu provadét v zatemnéné mistnosti, avsak je nutné dbat zvyse-
né opatrnosti, aby nedoslo k osvitu vzorkii napt. pfi vstupu do mistnosti. V ptipadé,
ze budou naméfend data vyuzita k dal$im analyzam, je nutné dodrZovat stejnou
dobu adaptace na tmu v pritbéhu experimentu.

U nékterych druht, zejména jehli¢nant (v naSem pripadé plati pro borovici lesni)
se muze vyskytnout problém s nedovienim zatemnovaci svorky z divodu vysokého
profilu jehlice s relativné vysokou tvrdosti. Svorka poté neni svétlotésnd. V takovém
ptipadé je vhodné vzorek ve svorce lehce zmacknout a zkontrolovat pfipadny vnik
svétla do svorky.
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5 DOPORUCENY POSTUP

Tato zavére¢na kapitola zjednodusené uvadi doporuceny postup pri méfeni para-
metrii chlorofylu a identifikaci potencialnich stresovych podminek a shrnuje tak
vy$e uvedené poznatky doplnéné o zkusenosti autorti této metodiky.

Pro zji$téni zdravotniho stavu sazenic a semendacku v lesnich $kolkach je vhodné
pouzivat méfeni obou zminénych parametr, tzn. fluorescence i koncentrace chlo-
rofylu v listech jedinct. Vzhledem k univerzalnosti je vhodné zacit s mérenim fluo-
rescence chlorofylu pomoci Fv/Fm protokolu.

Méfeni fluorescence i obsahu (koncentrace) chlorofylu je vhodné provadét 3x,
lépe 5x na jednom vzorku (na riznych mistech) a analyzovat pramérnou hod-
notu pro kazdého jedince. Méfeni fluorescence se provadi po min. 30 minutach
adaptace na tmu, koncentrace chlorofylu je méfena bez predchozi adaptace. Mé-
feni neni vhodné provadét na pfimém slunci.

Fv/Fm > 0,7 a neni podezfeni na poskozeni herbicidy:

Analyzovany vzorek netrpi v dusledku nedostatku vody, svétla ¢i extrémnimi teplo-
tami a lze jej povaZovat za vitalni.

Fv/Fm > 0,7 a existuje podezfeni na poskozeni herbicidy:

V ptipadé podezieni na poskozeni herbicidy je vhodné provést test znovu pomoci
OJIP protokolu. Po provedeném méfeni je nutné vzorek znovu adaptovat na tmu.
Stres aplikaci herbicidu je pravdépodobny, pokud parametr Vj pfesahne hodno-
tu 0,35.

Fv/Fm <0,7:

Sadebni material je stresovan vysokymi ¢i nizkymi teplotami, nedostatkem zaliv-
ky ¢i kombinaci zminénych stresorti. Konkrétni ptipad Ize identifikovat vylucovaci
metodou. V pripadé moznosti vylouceni véech negativnich vlivii 1ze provést test na
stres herbicidy, viz vyse. Pokud jsou vSechny moznosti vylouceny a sadebni materi-
al je viditelné poskozen, prejdeme k méreni koncentrace chlorofylu.

Pokud jsou pfi méfeni obsahu (koncentrace) chlorofylu na vzorkéch zjistény vyraz-
né nizs§i hodnoty nez uvedené v Tabulce 3:

U jedincti je pravdépodobné vyvolan stres dlouhodobym nedostatkem zivin.
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6 SROVNANI NOVOSTI POSTUPU

Tato metodika popisuje moznost kvantifikace fyziologické kvality sadebniho ma-
teridlu v lesnich $kolkéch nad rdmec vlastnosti uvedenych v CSN 48 2115. Méfen
obsahu a fluorescence chlorofylu miize poskytovat cenné informace o zdravotnim
stavu sadebniho materialu ptimo ve $kolkatském provozu, popripadé po vysazeni
sadebniho materidlu na cilovou lokalitu.

Ackoliv existuje pomérné velké mnozstvi studif s tematikou meéfeni parametrd
chlorofylu, vyuziti téchto méfeni v lesnich $kolkach je dokumentovano pouze velmi
omezené. Predklddana prace je prvni metodickou publikaci komplexné shrnujici
poutziti prenosnych pristroju véetné interpretace vysledkd pro sadebni materidl na-
$ich nejpouzivanéjsich dfevin s diirazem na praktické vyuziti pristrojii v terénnich
podminkéch.

7 POPIS UPLATNENI METODIKY

Primarnim uzivatelem metodiky bude spolufesitel projektu, diky jehoz podpote
tato metodika vznikla, tzn. spolecnost Suchopyr z. s., a také hlavni fesitel projek-
tu - Ceskd zemédélska univerzita v Praze. Praktické poznatky shrnuté v této publi-
kaci budou taktéZ zapojeny do vyuky na Fakulté lesnické a dievaiské CZU v Praze.

V budoucnu se diky obecnému popisu zjistovani fyziologické kvality sadebniho
materidlu pomoci méteni parametrii chlorofylu mohou stat uZivateli této metodiky
veskeré skolkatské provozy v CR, jelikoz pouzité metody Ize uplatnit obecné, ¢i by
se uvedené postupy mohly stét soucasti $kolkaiské kontroly VULHM, VS Opo¢no.
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8 EKONOMICKE ASPEKTY UPLATNENI
METODIKY

Kvalitni sadebni materiél je jednim ze zakladnich predpokladi uspésné obnovy lesa
aje tak nenahraditelnym ¢lankem v ekonomickém cyklu hospodareni s lesem. Pri-
béziné zjistovani fyziologické kvality sadebniho materialu a pripadna identifikace
stresovych podminek pfinasi velkou vyhodu pro $kolkafre, ktefi mohou vhodnym
zasahem zabranit jeho dal$imu poskozovani.

Ackoliv jsou abiotické faktory v lesnich $kolkach z ¢asti kontrolovany personalem,
pti nahlé zméné podminek muze dojit k fyziologickému stresu napf. mrazovym
poskozenim ¢i nechténou aplikaci herbicidd, pfi¢emz znamky stresu nemusi byt
na pohled patrné. V¢asna identifikace stresovych podminek miize pomoci zabranit
vétsimu poskozeni ¢i thynu sadebniho materidlu, a eliminovat tak zna¢né ekono-
mické ztraty.

Testovani fyziologické kvality sazenic neopadavych drevin pti prejimce sadebniho
materialu v ramci expedice z lesni $kolky nebo po prepravé na lesni stanovisté navic
muze predejit sportim $kolkaiu s odbérateli, zda je za ztraty odpovédny producent,
anebo zda byly ztraty zptisobeny porusenim technologickych postupti ¢i klimatic-
kymi podminkami po vysadbé na stanovisté. Bez objektivniho testovani jsou prici-
ny thynu sazenic tézko prokazatelné.

V ptipadé v¢asné identifikace stresovych podminek v lesnich $kolkdch (napf. mra-
zového poskozeni) i v pfipadé kontroly fyziologické kvality sadebniho materialu
neopadavych drevin pred vysadbou se mohou ztraty snizit az o cca 20 % celkové-
ho mnozstvi sadebniho materialu. Orientacni cena sazenic se pohybuje u prosto-
korenného sadebniho materidlu smrku (velikost 26-35 cm) okolo 6 500,- K¢/tisic
sazenic, u buku stejné velikosti okolo 6 900,- K¢/tisic sazenic. Pokud budeme
uvazovat zminéné 20% uspory a objem 500 000 kust (expedice mensi az stiedné
velké lesni $kolky), jedna se jiz o ztratu 100 000 kust sazenic v celkové hodnoté
650 000-690 000,- K¢. Dalsi ekonomické ztraty se pficitaji pfi vysadbé, kdy se cena
prace pohybuje okolo 6 000,-K¢ za vysadbu tisice sazenic, coz pfi po¢tu zminénych
100 000 kust znamena ztratu dalsich 600 000,- K¢. Soucasné pti aktualnim nedo-
statku pracovniki pro péstebni ¢innost a poklesu cen dfivi je zadouci, aby stavajici
kapacity i pfijmy byly co nejefektivnéji vyuzity.

Z vy$e uvedeného vyplyvd, Ze testovani sazenic pti expedici ze $kolky nebo na-
opak prejimce pred vysadbou mtize znamenat tspory v fadu statisicii korun, a to
zejména v soucasnych klimatickych podminkach, které jsou pro produkci i vyuziti
prostokofenného sadebniho materialu velmi neptiznivé.
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Néklady na méfeni jsou v piipadé potizeni vlastnich piistrojii okolo 200 000,- K¢
v zavislosti na typu zakoupenych pfistroji, které jsou pak pouzitelné mnoho let.
Jednorazové lze vyuzit sluzeb nékteré z laboratori, které mohou pozadované para-
metry zméfit za cca 70,- K¢/vzorek.
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IDENTIFICATION OF PHYSIOLOGICAL STRESS
OF PLANT MATERIAL OF FOREST TREE SPECIES

Summary

High-quality planting stock is essential for successful artificial forest regeneration
and it is characterized by favourable genetic, physiological and morphological
attributes of plants. At present, the quality control of planting stock is more
frequently evaluated prior to outplanting on a forest site to avoid the use of low-
quality plants and, therefore save substantial amounts of money. Moreover, it is
almost impossible to perform a retrospective evaluation of vitality of plants and
trace back why they failed after being planted on a forest site.

Unlike genetic properties and morphological attributes that are relatively easy to
assess, physiological features (i.e. vitality) of plants are very difficult to quantify.
However, it is exactly the vitality that is extremely important, since it governs the
plants’ successful growth.

Lowered physiological quality is often a result of more factors synergy. One
of the most common problems are unfavourable conditions during storage or
transportation to a site of outplanting. Reduced vitality, however, may not be
visually recognizable (at least at the beginning) and could be often detected only by
laboratory testing (before outplanting).

One of the options to quantify the vitality of plant material is the measuring
of chlorophyll parameters (leaf chlorophyll concentration and fluorescence).
The measuring of chlorophyll parameters provides quick, reliable, non-invasive
method for evaluation of physiological quality of plant material. The information
about chlorophyll concentration and fluorescence could help to evaluate actual
status of photosynthetic activity (Photosystem II) and thus actual vitality of the
plant. It is worth mentioning that these measurements can, in most cases, only
detect physiological stress and are not, generally, able to reveal its cause.

Today, there are various devices for chlorophyll parameters measurements available
on the market. For preparation of this methodology, CCM-300 and OS30p+
devices by Opti-Sciences were used. However, some other widely used devices
are also mentioned. As the measurement procedures are very similar for many of
these devices, the methods suggested in this publication could be applicable also
for some other instruments.
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The measurement of chlorophyll content is widely used in agriculture for detecting
long-term stress conditions caused mainly by a lack of nutrients. There are two
most frequently used devices for chlorophyll content/concentration measurements:
Konica Minolta SPAD 502 and OptiSciences CCM-200. Neither of these devices
directly measures chlorophyll content or concentration, but relative values (called
“SPAD value” in the case of SPAD 502 and “CCI” in the case of CCM-200) that need
to be recalculated for obtaining chlorophyll content value. Suggested equations
taken from previous studies by other authors including the SPAD/CCI conversion
equation are provided in this methodology (Eq. 1-8).

Unlike previous devices, chlorophyll content meter OptiSciences CCM-300 uses
chlorophyll fluorescence at specific wavelengths instead of optical density of a tissue
for chlorophyll content measurement. This allows measurement on a very small
leaf sample area, e.g. on conifers. The measured parameter is marked (F_,_ ) and
converted into chlorophyll concentration by the device using equation suggested
by Gitelson et al. (1999) that can be further edited, if necessary.

Chlorophyll fluorescence (dark-adapted chlorophyll fluorescence) is usually
measured using plastic cuvettes for dark-adaptation of the tissue before
measurement. Dark-adaptation is necessary for enabling the reaction centres
of Photosystem II to fully open and absorb maximum possible amount of light.
The tissues should be dark-adapted at least 30 minutes before measurement.

For evaluation of the chlorophyll fluorescence, two main approaches are used: the
Fv/Fm measurement and OJIP measurement. The differences between these options
are described in more detail in Chapter 2. Correctly performed measurement using
Fv/Fm protocol is depicted in Fig. 6 (characteristic shape of fluorescence curve);
Fig. 7 shows incorrect measurement which resulted from incorrect parameter
settings (more information about correct parameter setting is provided in the
particular device manual).

It was documented that the measurements of chlorophyll content/concentration
in leaves could provide information about long-term nutrient stress in plants
if significantly lower values than normal are observed. Observed values for
nonstressed individuals are summarised in Tab. 3; conversion approaches for SPAD
and CCI values are provided.

Chlorophyll fluorescence, on the other hand, can reveal current or short-

term stress. It was demonstrated that chlorophyll fluorescence is sensitive to an
increasingly imminent risk of exposure of plants to simultaneous droughts and
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high temperatures, as well as frost stress present mainly in the spring season.
If the parameter Fv/Fm drops below 0.7, it usually indicates the plants are stressed.
Detailed measurements also enable us to detect specific damage caused by exposure
to lower concentration of herbicides (parameter Vj from OJIP protocol rises over
0.35).

The accuracy and reliability of described methods were satisfactory. Table 4 shows
the differences between two independent chlorophyll fluorescence measurements
of one tissue, which were observed to be very low. In Table 5, recommended
settings and observed differences from provided functions are summarised for
estimation of chlorophyll concentration using the CCM-300 device. Insufficient
dark-adaptation in the case of fluorescence measurements and the effect of direct
bright light (sunlight) were identified as the most common factors that could
negatively influence the reliability of the described methods.
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PRILOHY

(autor: Jana Kviderova, Botanicky tstav AV CR, Jihodeska Univerzita v Ceskych Budé&jovicich,
pracovisté Trebon).

Priloha 1: Ukazka variability parametru Fv/Fm v ramci letorostu na vzorku smrku (Picea
abies). Méfeni je provedeno na licové strané vzorku. Datum méfeni: 7/2018.

Priloha 2: Ukazka variability parametru Fv/Fm v rdmci letorostu na vzorku borovice (Pinus
sylvestris). Méfeni je provedeno na licové strané vzorku. Datum méfeni: 7/2018.
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Priloha 3: Ukazka variability parametru Fv/Fm v rdmci letorostu na vzorku jedle (Abies alba).
Mérfeni je provedeno na licové strané vzorku. Datum méfeni: 7/2018.

Priloha 4: Ukéazka variability parametru Fv/Fm v ramci listu na vzorku buku (Fagus sylvati-
ca). Méfeni je provedeno na licové strané vzorku. Datum méreni: 7/2018.
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Priloha 5: Ukazka variability parametru Fv/Fm v ramci listu na vzorku dubu (Quercus robur).
Méreni je provedeno na licové strané vzorku. Datum méfeni: 7/2018.

Piiloha 6: Ukazka variability parametru F v ramci letorostu na vzorku smrku (Picea abies).
Méfeni je provedeno na licové strané vzorku. Datum méreni: 7/2018. Pro méfeni
je pouzit stejny vzorek jako v pfipadé parametru Fv/Fm (Pfiloha 1).
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Pfiloha 7: Ukazka variability parametru F, v ramci letorostu na vzorku borovice (Pinus
sylvestris). Méfeni je provedeno na licové strané vzorku. Datum méfeni: 7/2018.
Pro méfeni je pouzit stejny vzorek jako v pfipadé parametru Fv/Fm (PFiloha 2).

Pfiloha 8: Ukazka variability parametru F, v ramci letorostu na vzorku jedle (Abies alba).
Méfeni je provedeno na licové strané vzorku. Datum mérfeni: 7/2018. Pro méfeni
je pouzit stejny vzorek jako v pfipadé parametru Fv/Fm (Pfiloha 3).
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Pfiloha 9: Ukazka variability parametru F; v ramci letorostu na vzorku buku (Fagus
sylvatica). Méreni je provedeno na licové strané vzorku. Datum méfeni: 7/2018.
Pro méfeni je pouzit stejny vzorek jako v pfipadé parametru Fv/Fm (Ptiloha 4).

Piiloha 10: Ukazka variability parametru F; v ramci letorostu na vzorku dubu (Quercus
robur). Méfeni je provedeno na licové strané vzorku. Datum mérfeni: 7/2018.
Pro méfeni je pouZit stejny vzorek jako v pfipadé parametru Fv/Fm (Pfiloha 5).
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