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ASSESSMENT OF SPRING PATTERN OF CHLOROPHYLL FLUORESCENCE IN NORWAY
SPRUCE NEEDLES
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ABSTRAKT

V obdobi od brezna do poloviny kvétna 2006 byly sledoviny zmény fluorescence
chlorofylu v jehlici 4 mladych jedincii smrku ztepilého. Vysledky ukdzaly zvysova-
ni hodnot vytézku fluorescence Fv/Fm po jarnim otepleni. Pri porovnani jedincu
s riiznou casnosti raseni nebyla pozorovana souvislost zmén hodnot poméru Fv/
Fm s dobou raseni. Vyraznéji byl tento parametr oviivnén svételnymi a teplotnimi
podminkami prostiedi v kratkém obdobi pred mérenim. Ziskané poznatky ukdzaly,
Ze méreni maximalniho vytézku fluorescence (Fv/Fm) poskytuje dobré informace
o jarni aktivaci fotosyntetickych procesii v jehlici smrku ztepilého.

Klicova slova: fluorescence chlorofylu, sezonni dynamika, smrk ztepily

ABSTRACT

Pattern of chlorophyll fluorescence was investigated in needles of 4 young spruces
in spring 2006. Results showed marked increase of maximal chlorophyll fluores-
cence yield (Fv/Fm) following spring warmer weather. Relationship between time
of budburst and Fv/Fm ratio did not occur. Chlorophyll fluorescence was more in-
fluenced by light and temperature conditions during short period before measuring.
Acquired experience suggested that measurement of maximal chlorophyll fluores-
cence yield (Fv/Fm) offered good information of spring activation of photosynthe-
sis in spruce needles.

Keywords: chlorophyll fluorescence, seasonal variation, Norway spruce

Uvop

Moderni metodou pro hodnoceni fyziologického stavu rostlin je analyza fluores-
cence chlorofylu. Tato metoda naléza své uplatnéni v mnoha lesnickych oborech.
Je vyuzivana napiiklad pro zjistovani vlivu vysoké a nizké teploty, sucha, defici-
ence vyzivy, nemoci, herbicidi a znec€isténi vzduchu. Mize byt vyuzita i pfi stu-
diu indukce dormance, vyvoje odolnosti k mrazu, reaktivace fotosyntetické akti-
vity po pfezimovani, rustu stromt, zrani listl a porovnavani fyziologie slunnych
a stinnych listi. Zakladem pro uvedené aplikace je vztah fluorescence chlorofylu
ke kapacité fotosyntézy. Méteni fluorescence chlorofylu je rychld, nedestruktiv-
ni, kvantitativni a diagnosticka metoda a je dobie srovnatelna s jinymi metodami
hodnoceni kvality fotosyntetickych procesi. Dobfe se uplatni predevsim tam, kde
jsou pozadovana opakovana nedestruktivni hodnoceni stejného rostlinného mate-
rialu (Mohammed et al. 1995).

V leto$nim roce zacala byt analyza fluorescence chlorofylu pouzivana na nasem
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pracovisti. Nasledujici prispévek ptinasi n¢které z prvnich poznatkd hodnoceni
smrku ztepilého v jarnim obdobi.

PREHLED PROBLEMATIKY

Pti dopadu slune¢niho zafeni na list je ¢ast energie odraZzena, ¢ast je prenesena do
rostlinného pletiva a ¢ast absorbovana. Rostliny absorbuji mnohem vice svételné
energie, nez potfebuji. Ve skutecnosti pouze méné nez 20 % fotosynteticky aktiv-
niho zafeni absorbovaného listem je skute¢né upotiebeno pro fotosyntézu. Proto-
ze nadbytecna energie mize vést k poskozeni asimila¢nich pletiv, rostliny vyuzi-
vaji dimyslné procesy znamé jako zhaseni (quenching), aby prebyte¢nou energii
odstranily. Jsou znamé 3 typy zhaseni. Prvni je zhaseni fotochemické (qP), které
zéavisi na energii vyuzité pro fotosyntézu, nefotochemické zhaseni (qN) je energie
preménéna na teplo a fluorescenéni zhaseni (qF) je energie vyzatfovana jako fluo-
rescence (Mohammed et al. 2003).

Nejveétsi mnozstvi absorbované energie je vydano ve formé tepla (qN — 75 az
97 %), jako fluorescencni svétlo je vyzareno mnohem mensi mnozstvi (3 az 5 %).
Obecné je fluorescence chlorofylu v obraceném vztahu k fotosyntéze, to zname-
me fluorescence. Vyjimku tvofi situace, kdy za stresu nebo za sttedni az vyso-
ké radiace prevladne nefotochemické zhaSeni. Pletiva tak, aby odstranila nadby-
te¢nou energii, zvysi tvorbu tepla, coz v pocatecnich az stiednich stadiich stresu
vede k poklesu fluorescencniho vyzatrovani. Relativni rovnovaha mezi tfemi hlav-
nimi mechanismy spotieby energie - fotosyntéza, produkce tepla a fluorescence —
tak urcuje aktualni pribéh reakce pozorovany pii méteni fluorescence chlorofylu
(Mohammed et al. 2003, Ritchie, Landis 2005).

Teoretické zéklady uvedenych procesti na biochemické rovni a metody méfeni
fluorescence chlorofylu je mozno nalézt v fadé zékladnich fyziologickych praci
(Maxwell, Johnson 2000, Rohacek 2002, Schreiber et al. 1986, 1995, Rosenquist,
van Kooten 2003, Lichtenthaler et al. 2005).

Nejcastéjsim zptisobem vyuziti metody méfeni fluorescence chlorofylu je sledo-
vani reakce na osvétleni u listd adaptovanych na tmu. Listy jsou pfed méfenim po-
nechavany ve tmé po dobu minimalné 20 minut. To zajisti, Ze v§echen chlorofyl je
v zakladnim (tzn. klidovém) stavu a drahy pfenosu elektront jsou Cisté pied tim,
nez dojde k zachyceni svételného impulsu. V tomto stadiu dosahuje fluorescence
minimalni (zdkladni) hodnoty (Fo). Po silném, saturacnim ozafeni dochazi vel-
mi rychle (100 az 200 milisekund) k zaplnéni vSech akceptorii a reakénich cen-
ter fotosystému elektrony a fluorescence se zvysuje k maximalni hodnoté (Fm).
Nasleduje aktivace fotochemickych procest (3 — 5 sekund). Energie elektront je
postupné odvadéna, ukladana do vysoce energetickych vazeb a nasledné vyuzi-
vana k asimilaci CO,. Tim se uvoliiuje prostor pro dalsi ptijem energie. Postupné
se vytvafi ustaleny stav pfijmu a zpracovani energie (po 3 — 5 minutach — Lich-
tenthaler et al. 2005).

Grafické znazornéni pribéhu intenzity emise fluorescence po osvétleni vzorku
adaptovaného na tmu proti ¢asu je oznacovano jako indukéni (Kautského) ktivka.
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Tato kiivka ma n¢kolik diagnostickych prvki, ale nejdilezitéjsim z nich je pomér
Fv/Fm, kde Fv je tak zvana proménliva fluorescence vypocitana jako rozdil mezi
Fm a Fo. Maximalni (optimalni) kvantovy vytézek fluorescence, jak se pomér Fv/
Fm oznacuje, poskytuje pfesny odhad ucinnosti celého procesu fotosyntézy. Para-
metr Fv/Fm je nej¢astéji citovany vysledek méteni fluorescence chlorofylu, nebot
se zjistuje pomérné snadno a rychle.

Hodnoceni fluorescence chlorofylu nalezlo Siroké uplatnéni ve fyziologickém
a ekologickém vyzkumu. Tato metoda mize poskytnout zejména udaje o schop-
nosti rostlin tolerovat stresy prostiedi a o rozsahu, v jakém tyto stresy poskozuji
fotosynteticky aparat (Maxwell, Johnson 2000). Uplatiiuje se napiiklad pii sledo-
vani vlivu vysoké teploty, mrazu (zejména v kombinaci s vysokou radiaci) nebo
vodniho stresu. Vyznamnym stresorem je znecisténi ovzdusi. Méteni fluorescen-
ce chlorofylu je ¢asto vyuzivanou metodou pfi zjistovani t€inkl imisi, predevsim
ozonu, na asimila¢ni aparat rostlin. Vzhledem ke zvysujici se koncentraci oxidu
uhli¢itého v ovzdusi je aktualni i hodnoceni reakei rostlin na jeho zvySeni. Po-
drobny prehled oblasti vyuziti fluorescence chlorofylu v lesnickém vyzkumu uva-
di naptfiklad Mohammed (Mohammed et al. 1995, 2003) nebo Binder (Binder et
al. 1997). Uginky kratkodobych a dlouhodobé piisobicich stresti porovnavaji Fra-
cheboud a Leipner (2003).

Dalsim okruhem vyuzivani fluorescence chlorofylu je sledovani rozdili fyziolo-
gie slunnych a stinnych listl a jejich adaptace na zménéné podminky (Einhorn et
al. 2004, Gamper et al. 2000, Lichtenthaler et al. 2000).

Fluorescence chlorofylu je vyuzivana i pro hodnoceni fyziologické kvality sadeb-
niho materialu. Byla zjis§téna dobra shoda pfi porovnani s jinymi metodami po-
uzivanymi v souc¢asné dob¢é (méfeni elektrické vodivosti vyluht, ristovy poten-
cial kofenti, vodni potencial méfeny pomoci tlakové komory, pfitomnost vizual-
nich symptomut poskozeni) (Mohammed et al. 1995, Gillies, Binder 1997, Perks
et al. 2001). Proto byla tato metoda zafazena jako standardni provozni postup pii
zjisStovani kvality sadebniho materialu v laboratotich Oregonské statni univerzity
(Sampson et al. 1997).

Pti hodnoceni fluorescence chlorofylu je tieba brat v ivahu skute¢nost, Ze, stejné
jako fada dalSich fyziologickych procest, i fotosyntéza a fluorescence vykazuji
znacnou sezonni a v mensi mife i denni dynamiku. Sezénni dynamika se vyzna-
¢uje vyraznym poklesem parametrii fluorescence v dobé nastupu dormance v po-
rovnani s obdobim aktivniho ristu. Na jafe dochazi opét k vyraznému zvysova-
ni fluorescence v souvislosti s obnovou fotosyntetické aktivity (Hawkins, Lister
1985, Repo et al. 2004).

Cilem tohoto pfispévku bylo ovétit nékteré metodické piistupy k hodnoceni jeh-
li¢i a zjistit zmény maximalniho kvantového vytézku fluorescence v souvislosti
s jarnim uvolilovanim dormance a fenologickymi projevy smrku ztepilého.

MATERIAL A METODY

Pro hodnoceni jarnich zmén fluorescence chlorofylu byly pouzity 4 osmileté smr-

Jurdsek, A., Novdk, J., Slodic¢ak, M. (eds.): Stabilizace funkci lesa .......
VULHM VS Opocno 2006

427



Spuldk O., Martincova J.: Hodnoceni zmén fluorescence chlorofylu smrku ztepilého na zacatku...

ky rostouci na zahoné v objektu VS Opoc¢no. Jejich vyska se pohybovala od 73
do 130 cm. Odbéry vzorkt vétvi zacaly 23. bfezna a pokracovaly béhem vystupu
z dormance az do obdobi prodluZzovaciho riustu novych vyhona 15. kvétna 2006.
Raseni smrki bylo hodnoceno jako prosvitani zelenych jehlic ze zvétSenych pu-
pend na hodnocenych vétvickach.

Zakladni charakteristiky povétrnostnich podminek byly zaznamenavany meteo-
rologickou stani¢kou Noel umisténou ve vzdalenosti ca 20 m od sledovanych smr-
kt. Pro porovnani teplotnich podminek byly pouzity primérné, maximalni a mi-
nimalni denni teploty méfené ve vysce 200 cm.

Pro jednotlivd méfeni byly odebirany vétve z 2. a 3. preslenu z oslunéné jizni az
jihovychodni ¢asti koruny. Byly uchovavany v nadob¢ s vodou ve tmé. Prvni mé-
feni zacalo po minimalné 30 minutach adaptace vzorkt na tmu. Jehlice z vyhonil
posledniho roku byly pfed kazdym méfenim odtrhavany ze spodni strany vétvi-
¢ek a pokladdany na lepici podlozku vrchni (adaxidlni) stranou nahoru. V kazdém
terminu méfeni byla provedena minimaln¢ 4 opakovana méteni. Pfi kazdém opa-
kovani bylo hodnoceno soucasné 5 jehlic z kazdého jedince.

Fluorescence chlorofylu byla méfena ptistrojem Imaging-PAM 2000 (vyrobce He-
inz Walz GmbH). U jehlic adaptovanych na tmu byly méfeny hodnoty Fo (mini-
malni fluorescence pii v§ech reakénich centrech fotosystému 2 otevienych) a Fm
(maximalni fluorescence vzorku adaptovaného na tmu — vSechna reakéni centra
uzaviena, fotochemické procesy jesté nejsou aktivovany). Z nich byla poéitana
hodnota Fv/Fm = (Fm — Fo)/Fm (maximalni vytézek fluorescence vzorku adap-
tovaného na tmu). Pro tato méfeni bylo aplikovano méfici svétlo intenzity 3 pmol
m2.s"! a saturaéni impuls intenzity 2 400 pmol m2.s! v trvani 800 ms.

VYSLEDKY A DISKUSE

Zima 2005/2006 byla mimofadné dlouha bez pfechodnych oblev. Teplota se za-
¢ala vyrazngji zvySovat az v posledni dekad¢ bfezna. Na obr. 1 jsou znazornény
denni primérné, minimalni a maximalni teploty ve vySce 200cm a denni sumy
srazek. Vyznaceny jsou terminy, kdy byly odebirany vzorky pro hodnoceni fluo-
rescence chlorofylu.

Hodnoty maximalniho vytézku fluorescence chlorofylu Fv/Fm byly u dormant-
nich smrkt velmi nizké. V posledni dekadé bfezna se zacaly vyrazné zvySovat.
Od poloviny dubna jiz byly tyto hodnoty vyssi nez 0,7 a dale se ménily jen mirné
(obr. 2). Hodnoty pozorované na konci dubna a v kvétnu se u jednotlivych smr-
kt pohybovaly v rozmezi 0,77 az 0,82. Odpovidaji tedy rozpéti 0,75 az 0,83 zjis-
ténému u stromii mirného pasu v letnim obdobi (Caiiova 2002, Mohammed et
al. 2003, Lichtenthaler et al. 2005). K obdobnym vysledktim dosel i Robakowski
(2005), ktery popisuje zvySovani poméru fluorescence Fv/Fm u smrku ztepilého
z hodnot 0,58 v tnoru na témét 0,8 v dubnu. Obdobny prubéh fluorescence chlo-
rofylu odrazejici jarni aktivaci procest fotosyntézy u smrku ztepilého popisuji
i Bolhar-Nordenkampf a Lechner (1988) a Westin a kol. (1995). Zvysovani hodnot
poméru Fv/Fm v naSem pozorovani odpovida vyraznému zvyseni teplot na konci
bfezna. Casovou shodu mezi obnovou fotosyntézy po zimé (hodnocenou jako vze-
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Obr. 1:

Tab. 1:

Srazky - Precipitation (mm)
Radiace - Radiation

10.3.06 30.3.06 19.4.06 9.5.06

[ Srazky - Precipitation

— Priimérna teplota - Average temperature

Minimalni teplota - Minimum termperature

= = = Maximalni teplota - Maximum temperature
A Termin odbéru - Date of sampling

------ Radiace (W.m-2)/1000 - Radiation

Pribéh dennich teplot (primérna, minimalni, maximalni) ve 200 cm, maximalni
denni radiace a srazek na jare 2006 se znazornénymi terminy odbéru vzorkd. Pro
nazornost jsou hodnoty radiace uvedeny v tisicinach W.m2,

Daily course of average, minimum and maximum temperature (in 200cm), maxi-
mum daily radiation and precipitation in spring 2006 with terms of sampling. Va-
lues of radiation are rendered in thousandths of W.m~.

Korelaéni koeficienty vztahu mezi vytézkem fluorescence (Fv/Fm)
a podminkami prostfedi v rizné dlouhém obdobi pted odbérem vzorki.
Correlation coefficients between maximal fluorescence yield (Fv/Fm) and wea-
ther conditions of chosen periods before sampling.

Koeficient korelace mezi Fv/Fm
a nasledujicim parametrem pocasi

Délka obdobi pted Correlation coefficients between (Fv/Fm) and following parameter

odbérem vzorkt (dny)

Duration of period be- | primérna denni Minimalni denni Maximalni denni Maximalni denni

Jore sampling (days) teplota teplota teplota radiace
Average daily ~ Minimum daily ~ Maximum daily ~ Maximum daily
temperature temperature temperature radiation
0,915 0,954 0,874 0,771
3 0,906 0,755 0,852 0,891
0,889 0,801 0,869 0,533
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Obr. 2: Zmény maximalniho vytézku fluorescence (Fv/Fm) u ¢tyt jedincd smrku ztepilé-
ho v jarnim obdobi 2006. Svislé isecky znazormuji interval spolehlivosti pii 5 %
hladiné vyznamnosti. Sipky znazoriuji pocatky raseni jednotlivych smrkd.
Pattern of maximal fluorescence yield (Fv/Fm) in four spruces in spring 2006.
Vertical bars show confidence on p <0.05 level. Arrows show the date of budburst
beginning.

stup Fv/Fm) a zvySujici se denni maximalni a minimalni teplotou u jednoletych
semenackl smrku ztepilého popisuji i Strand a Lundmark (1995).

Nezjistili jsme vztah mezi jarnim zvySovanim fluorescence chlorofylu a ¢asnos-
ti raseni jednotlivych smrkd. Naproti tomu byla v naSem Setfeni pozorovana vy-
razna korelace mezi parametry fluorescence chlorofylu a teplotnimi a svételnymi
podminkami v obdobi pied odbérem vzorkl. Nejtésnéjsi vztah byl zjistén mezi
pomérem Fv/Fm a minimalni teplotou ve dni pfedchazejicim méfeni. Vysoka ko-
relace je rovnéz mezi pomérem Fv/Fm a prumérnou denni teplotou v obdobi 1 az 3
dny pied odbérem vzorkl pro méfenti (tab. 1).

Tyto poznatky odpovidaji idajim v literatute. Napiiklad Bergh a Linder (1999)
uvadéji, ze Casovy pribeh jarni obnovy fotosyntetické kapacity smrku ztepilé-
ho byl ovliviiovan pfedev§im prumérnou teplotou vzduchu a pfitomnosti silnych
noc¢nich mrazi. V mensi mife pak predchozim tanim pldy a vyssi pidni teplotou.
Lehner a Liitz (2003) zjistili, ze fotosyntéza jehlic a indukéni parametry fluores-
cence alpskych druhti borovic byly silné ovlivnény svételnymi a teplotnimi pod-
minkami ve dnech pied odbérem vzorki. Také Bolhdr-Nordenkampf a Lechner
(1988) pozorovali u smrku ztepilého v zimnim obdobi té€snou korelaci mezi fluo-
rescenci chlorofylu a svételnymi a teplotnimi podminkami v obdobi predchéazeji-
cim méfeni.

Ziskané poznatky ukazaly, ze méfeni maximalniho vytézku fluorescence (Fv/
Fm) poskytuje dobré informace o jarni aktivaci fotosyntetickych procesi v jehlici
smrku ztepilého. Méteni dalSich parametra fluorescence, které piistroj Imaging-
-PAM fluorometr umoznuje (v ptispévku neuvedeny), pomaha charakter jarnich
zmeén v jehli¢i dale upfesnit.
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ZAVER

Vysledky ukazaly zvySovani hodnot vytézku fluorescence Fv/Fm u smrku ztepi-
1€¢ho na jafe. Pii porovnani jedincl s riznou Casnosti raSeni nebyla pozorovana
souvislost zmén hodnot poméru Fv/Fm s dobou raseni. Vyraznéji jsou tyto hod-
noty ovlivnény svételnymi a teplotnimi podminkami prostfedi v kratkém obdobi
pfed méfenim. Ziskané poznatky ukazaly, ze méfeni maximalniho vytézku flu-
orescence (Fv/Fm) poskytuje dobré informace o jarni aktivaci fotosyntetickych
procesi v jehli¢i smrku ztepilého.
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SUMMARY

Chlorophyll fluorescence (CF) analysis enables quantitative assessment of pho-
tosynthetic apparatus of plants — its efficiency and quality of processes. Actual
course of the measured fluorescence of chlorophyll is determined by three main
mechanisms of energy consumption — photosynthesis, heat production and fluo-
rescence.

Theoretical bases of the processes and methodology of measurement mentioned
above are described in many basic physiological theses (Maxwell, Johnson 2000,
Rohacek 2002, Schreiber et al. 1986, 1995, Rosenquist, van Kooten 2003, Lich-
tenthaler et al. 2005).

The most frequent usage of CF methods is monitoring of dark-adapted leafs reac-
tion to illumination. In this case, dependence of fluorescence emission intensity
on time is called induction (Kautsky) curve. The most important diagnostic pa-
rameter, which offers exact evaluation of the photosynthetic process, is maximal
(optimal) PSII quantum yield Fv/Fm.

CF evaluation is widely used in physiological and ecological research, in stress-
-oriented studies primarily. It is used in many spheres of forestry research as well.

Photosynthesis and CF has significant seasonal and lower daily dynamics. Seaso-
nal dynamic distinguishes considerable decrease of CF parameters in the period
of dormancy. Increase of values comes in spring, which corresponds to recovery
of photosynthetic activity.

In our study, for the assessment of the spring changes in CF four eight-year old
(73 — 130 cm high) spruces from Opoc¢no research nursery were used. Sampling of
branches (2" and 3" whorl) from the sunny S and SE side of crown started on the
23t of March and continued until the period of lengthening of new shoots, to 15®
of May. Basic characteristics of the climatic conditions came from meteorological
station at about 20 m distance from the growing place. For evaluation of tempera-
ture, daily mean, minimal and maximal values in 200 cm were used.

Samples were stored in darkroom in water receptacle. After at least 30 minutes of
dark adaptation, the first measurement was done. Minimally four repeated measu-
rements with 5 needles of every individual were processed in every term. The me-
asured parameters were Fo and Fm and the value of Fv/Fm (where Fv = Fm - Fo)
was counted. Measuring light 3 pmol m2.s"' and saturation pulse intensity 2 400
pumol m2.s" in duration of 800 ms were used.

The winter 2005/2006 was extraordinarily long without transitional thaws. Tem-
perature started to rise noticeably since the last decade of March (fig. 1).

In the case of dormant spruces the values of the maximum quantum yield of CF
were very low. The increase came in the last decade of March, which corresponds
with the rising of temperature. From the half of April, the values were already
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higher then 0.7 and thereafter changed only slightly (fig. 2). They thus agreed with
the range 0.75 to 0.83 determined for trees in temperate zone in spring.

We did not discover any relationship between spring rise of CF and flushing terms
of individual spruces. On the other hand, in our assessment was noticeable cor-
relation between CF parameters and temperature and light conditions in chosen
periods before sampling (tab. 1). This information corresponds with the data in
literature.

The knowledge gained in this study showed, that measurement of maximal quan-
tum yield of CF (Fv/Fm) gives valuable information on spring activation of photo-
synthetic processes in spruce needles.

PODEKOVANI

Piispévek vznikl v rdmci feSeni vyzkumného zaméru MZe 002070201 Stabiliza-
ce funkci lesa v biotopech narusenych antropogenni ¢innosti v ménicich se pod-
minkach prostiedi.
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