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ABSTRACT

Jastrzgbowski S., Kantorowicz W., Anisko E., Ukalska J. 2017. Konduktometryczna metoda oceny zywot-
nosci nasion sosny zwyczajnej (Pinus sylvestris 1..) i daglezji zielonej (Pseudotsuga menziesii (Mirb.) Franco).
Sylwan 161 (11): 927-934.

The level of damage to the cell membranes is a sign of aging of the seeds and a decrease in their
viability. Conductometric seed testing method indirectly utilizes uncontrolled leakage of ions from
seeds with damaged cell membranes to assess their viability. This involves the use of an electrical
conductivity of the aqueous solution, in which seeds are soaked. The research was conducted
in the years 2011-2014 and aimed at developing the methodology of evaluation of Scots pine
and Douglas fir seeds by conductivity test. The aim of the study was to determine the relationship
between electrolyte leakage and germination capacity of Scots pine and Douglas fir seeds. 402
samples of Scots pine seed and 90 specimens of Douglas fir seed from all over Poland were tested.
The research material was both freshly harvested and stored. Scots pine seeds were obtained in
the years 2008-2014, while Douglas fir — 2003-2013 as well as ones stored in the refrigerator for
15 years. Conductivity test and standard seed germination procedure of the analyzed species
were used. For both Scots pine and Douglas fir, we noted that, as the electrolyte leakage rate
increased, the germination capacity of the seed decreased. So we decided to test whether the
vitality of the seeds was determined by means of a conductivity test. The best-fit regression
model was determined and the mean expected germination capacity in the viability classes was
calculated. 95% confidence intervals for the regression function were also determined. Evaluation
of the viability of the seeds by means of the conductometric method is especially useful for seeds
requiring a long stratification period (e.g. Douglas fir to determine the potential loss of their
vitality. Although the ISTA seed evaluation rules do not require conductivity test for evaluating
the seeds of Scots pine and Douglas fir, it may be applicable in situations where it is necessary
to perform a rapid assessment of viability before spring sowing.
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Wstep
Starzenie si¢ nasion jest procesem fizjologicznym, podczas ktérego nastgpuje stopniowa degra-
dacja bton komérkowych (zaréwno strukturalna, jak i funkcjonalna), bialek, uktadu enzymatycz-
nego, a takze DNA komdérkowego. Istotng role w tym procesie odgrywajg reaktywne formy
tlenu, tzw. ROS (ang. reactive oxygen species), biorgce udzial w regulacji metabolizmu nasion
na réznych etapach rozwoju [Krasuska i in. 2011]. Nalezg do nich m.in. anionorodnik ponadtlen-
kowy (O3) i nadtlenek wodoru (H,0,), ktére powstajg na skutek niecatkowitej redukeji cz3-
steczki tlenu. Oprécez roli przekaznika informacji niezb¢dnych do prawidlowego przebiegu
funkc;ji zyciowych nasion, takich jak procesy dojrzewania, przerywania spoczynku czy kietkowa-
nia, ich nadmiar moze powodowaé powazne uszkodzenia tkanek [Bailly i in. 2008]. W procesie
starzenia degradacji ulegajg fosfolipidy i biatka. Kwasy polifosfolipidowe, ktére obok biatek sg
jednym z gtéwnych sktadnikéw bton komdrkowych, najszybciej ulegajg procesowi utlenienia.
W wyniku peroksydacji lipidéw powstajg m.in. aldehydy (dialdehyd malonowy), hydroksyalde-
hydy oraz weglowodory. Produkty te powoduja modyfikacje whasciwosci fizycznych bton ko-
mérkowych. Obnizajg hydrofobowosé lipidowego wngtrza bton, depolaryzujg blony i zaburzajg
ich asymetri¢ lipidows, hamujg aktywno$¢ enzyméw oraz biatek transportujgeych. Czynniki te
powodujg utrat¢ integralnosci blon komdérkowych. W konsekwencji powstajg szczeliny, ktére
zmieniajg ich przepuszczalnosé. W wyniku uszkodzenia bton dochodzi do dalszych reakcji lawi-
nowych wiodacych do $mierci komdrek, a w koricowym etapie calego starzejgcego si¢ organu.
Poziom uszkodzenia bton komdrkowych jest zatem oznakg starzenia si¢ nasion, a zarazem spadku
ich zywotnosci. W procesie pgcznienia nasion (imbibicji) uszkodzenie prowadzi do niekontrolo-
wanego wycieku jonéw [Powell 1986].

Konduktometryczna metoda oceny nasion posrednio wykorzystuje niekontrolowany wy-
ciek jonéw z nasion majgcych uszkodzone btony komérkowe do oceny ich zywotnosci. Polega ona
na wykorzystaniu elektrycznej przewodnosci roztworu wodnego, w ktérym moczone sg nasiona,
do wyznaczenia zywotnosci nasion. Opréez uszkodzenia blon komérkowych na stopied wyptywu
elektrolitu z nasion podczas imbibicji wptywa réwniez faza dojrzatosci oraz ich wiek [Powell
1986]. Test jest wykorzystywany w ocenie jakosci duzych nasion jadalnych [Hampton 1995],
a takze nasion drzew lesnych [Ramos i in. 2012]. Ram i Wiesner [1988] wykazali, Ze sztuczne posta-
rzanie zwigksza przepuszczalnosé bton komérkowych, zwigkszajac jednoczesnie wyptyw elektro-
litu z nasion pszenicy. W niektdrych przypadkach, np. w nasionach soi, ktére majg duzg zawartos¢
wody (powyzej 25%), wyciek elektrolitu nie nastgpuje i w zwigzku z tym nie da si¢ okreslié ja-
kosci nasion [Vertucci, Leopold 1984]. Nawet w przypadku gatunkéw, dla ktérych test konduk-
tometryczny jest przydatny, zdarzajg si¢ przypadki znacznych odstgpstw od wyznaczonego modelu
zaleznosci i dlatego przyszte badania powinny si¢ skoncentrowad na analizie zwigzkéw, ktére
wyptywajg z nasion [McDonald 1998].

Test konduktometryczny moze mie¢ zastosowanie w przypadku nasion wymagajacych
dtugiego okresu przysposabiania do siewu, dla kt6rych testy barwienia tetrazoling obarczone sg
duzym bledem (np. nasiona buka) [Prochdzkovd 2000; Gugata 2001]. Metodyke oceny nasion
buka testem konduktometrycznym opracowat Zateski i in. [2004]. Badania potwierdzity, ze jest
ona bardziej precyzyjna niz metoda barwienia tetrazoling.
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Pilotazowe badania nad przydatnoscig metody konduktometrycznej do oceny zywotnosci
nasion sosny i Swierka przeprowadzili Zateski i in. [2001]. Wykazaly one, Ze istnieje ujemna
korelacja pomigdzy zywotno$cig nasion oznaczong metods kietkowania a wspétczynnikiem
wyptywu elektrolitu. Badania byly oparte na matej liczbie préb i w zwiazku z tym ich wyniki nie
pozwolily na precyzyjne okreslenie zywotnosci nasion. Stwierdzono jedynie, Ze metoda konduk-
tometryczna moze byé stosowana w przypadku potrzeby szybkiej oceny utraty zywotnosci, np.
u nasion przechowywanych dtugoterminowo lub niewlasciwie pozyskanych.

Celem pracy bylo opracowanie metodyki oceny nasion sosny zwyczajnej i daglezji zielonej
testem konduktometrycznym. Spodziewano si¢, ze przy duzej liczbie przeprowadzonych préb
uda si¢ dos¢ precyzyjnie okresli¢ zywotnos¢ (zdolnosé kietkowania) nasion. Przy ocenie zywot-
nosci daglezji zielonej test konduktometryczny bylby znacznie szybszy niz tradycyjna metoda
kietkowania, ktéra dla tego gatunku zajmuje okoto 6 tygodni. W przypadku sosny zwyczajnej
mdglby znaleZ¢ zastosowanie w razie potrzeby oceny nasion na krétko przed wysiewem.

Materiat i metody

Do badania nad okresleniem zywotnosci nasion metodg konduktometryczng uzyto nasion po-
chodzgcych zaréwno z prébek przysytanych przez wyluszezarnie i nadlesnictwa, jak tez nasion
przechowywanych w chtodni Zaktadu Hodowli Lasu i Genetyki Drzew Lesnych Instytutu Badaw-
czego Lesnictwa. Ogétem w latach 2011-2014 przebadano 402 prébki sosny zwyczajnej, w tym
w 2011 roku 101 prébek z 53 nadlesnictw, w 2012 roku 114 prébek z 47 nadlesnictw, w 2013 roku
122 prébki z 65 nadlesnictw, a w 2014 roku 65 prébek z 40 nadlesnictw. Réwnolegle badano
prébki daglezji zielonej (facznie 90 prébek), w tym odpowiednio 8 prébek z 7 nadlesnictw, 10 pré-
bek z 10 nadlesnictw, 25 prébek z 15 nadlesnictw i 47 prébek z 34 nadlesnictw. Material badawczy
stanowity zar6wno nasiona §wiczo zebrane, jak tez przechowywane. Sosng zwyczajng reprezen-
towaly nasiona pozyskane w latach 2008-2014, natomiast daglezj¢ zielong nasiona z lat 2003-
-2013 oraz przechowywane w chtodni od 1998 roku.

Aby zbada¢ mozliwos¢ zastosowania metody konduktometrycznej do oznaczania zywot-
nosci nasion, niezaleznie od ich okresu przechowywania, poréwnywano jej wyniki ze standardo-
wym testem kietkowania, ktéry w przypadku sosny zwyczajnej i daglezji zielonej jest obowigzujacy
w stosowanych obecnie zasadach oceny nasion. W metodzie kictkowania pobierano z kazdej
prébki po 100 nasion w czterech powtdrzeniach, tj. tacznie 400 nasion (w wyjatkowych wypad-
kach, gdy prébki byly zbyt mate, 300 nasion). Przed pobraniem nasion wykonywana byta ana-
liza czystosci wedlug metodyki zawartej w pracy Zalgskicgo i Kantorowicza [2000]. W jej wyniku
oddzielone zostaly nasiona obcych gatunkéw oraz pozostate rodzaje zanieczyszczeri. Nastgpnie
z tak wydzielonej frakcji nasion czystych odliczano nasiona przeznaczone do siewu. Test kietko-
wania prowadzono wedtug metodyki podanej w pracy Zateskiego i in. [2000].

Pobierajac prébki do badari konduktometrycznych, postgpowano podobnie jak w przy-
padku testu kietkowania, tzn. najpierw wykonywano analiz¢ czystosci nasion, a nastgpnie z frakcji
nasion czystych odwazano 4 razy po 1 g nasion (w przypadku matych prébek 3x1 g).

Na tak przygotowanych prébkach nasion prowadzono badania konduktometryczne
wedhug zmodyfikowanej metodyki Leinonena [1998]. Procedura polegata na:

1) optukaniu nasion dwukrotnie wodg dejonizowang w celu usunigcia zanieczyszczeni zew-
netrznych, ktére moglyby zmieni¢ wartos¢ przewodnosci elektrolitu,

2) umieszczeniu kazdej prébki (1 g nasion) w szklanej zlewce o pojemnosci 250 ml i zala-
niu jej 150 ml wody dejonizowanej,

3) przykryciu zlewek przepuszczajagcym powicetrze parafilmem i umieszczeniu na 24 godziny
w termostacie, w stalej temperaturze 25 +0,5°C,
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4) pomiarze przewodnictwa roztworu wodnego z nieuszkodzonymi nasionami (EC,) za po-
mocg konduktometru laboratoryjnego,

5) dokonaniu catkowitego zniszczenia struktury komérek nasion poprzez ich rozdrobnie-
nie przy uzyciu homogenizatora, stosujgc od 8000 do 14 000 obrotéw na minute oraz zaz-
naczeniu poziomu roztworu markerem na zewnatrz zlewki,

6) umieszczeniu zlewek przykrytych folig aluminiowg w kuchence mikrofalowej az do za-
gotowania (okoto 5 minut) i w przypadku wyparowania czg¢sci ptynu uzupetnieniu roz-
tworu wodg dejonizowang do zaznaczonego uprzednio markerem poziomu,

7) powtérnym zmierzeniu przewodnosci rozeworu (EC,) powstatego z catkowicie zniszczo-
nych nasion po jego ostudzeniu do temperatury pokojowe;j,

8) obliczeniu wspétczynnika wyptywu elektrolitu (EL) z nasion wedtug wzoru:

_ECG
EC,

EL x100 %

Do pomiaru przewodnosci roztworu uzyto konduktometru HI 8733 (Hanna Instruments). Prze-
wodno$¢ wodnego roztworu calych (nieuszkodzonych) nasion mierzono w zakresie od 0 do
199,9 pS/ecm. W przypadku nasion poddanych catkowitej destrukcji, gdy przewodnosé prze-
kraczata wartos¢ 199,9 pS/cm, konieczna byla zmiana skali konduktometru na zakres od 0 do
1999 pS/em i jego kalibracja.

W celu zbadania zaleznosci pomi¢dzy wynikami uzyskanymi metodg konduktometryczng
i metodg kietkowania wykonano analiz¢ regresji pomig¢dzy zdolnoscig kietkowania nasion (GC)
a wielko$cig wspdtczynnika wyptywu elektrolitu z nasion (EL). Dla obu gatunkéw wybrano
funkcje regresji najlepsze pod wzgledem wspétczynnika determinacji. Usunigto obserwacje
odstajgce i sprawdzono zalozenie o normalnosci reszt funkeji regresji. W przypadku niespetnie-
nia zatozenia o normalnosci reszt stosowano transformacje Blissa (arcsin %)

W przypadku sosny, w celu wykorzystania wyznaczonej funkcji regresji do oszacowania
spodziewanej zdolnosci kietkowania, wyliczone wartosci GCtr transformowano powtdrnie na war-
tosci procentowe, stosujac funkcje odwrotng do transformacji Blissa: GC=sin(arcsin %)%, Wyzna-
czono tez 95-procentowe przedziaty ufnosci dla funkcji regresji dla takich wartosci wspétczynnika
wyptywu elektrolitu, ktére wyznaczaty granice klas Zywotnosci (tab.). Kazda partia nasion pod-
danych ocenie jest zaliczana do odpowiedniej klasy zywotnosci. Podstawg do zaliczania nasion
do jednej z trzech klas (I, IT lub ITI) lub uznania ich za nienadajace si¢ do uzytku (<III) s wyniki
préby kietkowania lub oceny zywotnosci (w zaleznosci od gatunku) oraz ich czystosé.

Tabela.
Klasy zywotnosci (I-<I1I) nasion sosny zwyczajnej (So) i daglezji zielonej (Dg) wyznaczone na podstawie
minimalnej energii (GE [%]) i zdolnosci (GC [%]) kietkowania

Vitality classes (I-<III) for Scots pine (So) and Douglas fir (Dg) seeds based on the minimum germination
energy (GE [%]) and capacity (GC [%])

So-GE So-GC Dg-GE Dg-GC
I 85 91 53 71
1T 70 81 26 51
111 50 70 15 30
<III <50 <70 <15 <30

Jesli GE i GC odpowiadajg réznym klasom, nasiona zalicza si¢ do klasy nizszej
If GE and GC are appropriate for different classes, seeds are assigned to the lower class
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Wyniki
SOSNA ZWYCZAINA. Analizujgc badane prébki sosny, zauwazono, ze gdy wspétezynnik wyptywu
elektrolitu byt wigkszy od 14,7%, to wystgpowaly znaczne wahania zdolnosci kietkowania, a po-
nadto w zdecydowanej wigkszosci przypadkéw jakosé nasion byta ponizej I1I klasy zywotnosci.
7 tego wzgledu wzigto pod uwage tylko te prébki, ktérych wspétczynnik wyptywu elektrolitu
byt nizszy niz 14,7%. Odrzucono takze jedng prébke, ktérej zdolnosé kietkowania byla staba,
mimo ze wspétezynnik wyptywu elektrolitu byt niski (1 przypadek na ponad 400 prébek). Dla
danych transformowanych funkcjg regresji istotnie (p<0,001) opisujgcg zaleznos¢ pomig¢dzy zdol-
noscig kietkowania a wspétczynnikiem wyptywu elektrolitu byta funkcja GC=exp(0,503-0,039xEL),
dla ktdrej zatozenie o normalnosci reszt byto spetnione (p=0,697). Wspétezynnik determinacji R
wyniést 78%.

Uzyskane wspélezynniki determinacji oraz 95-procentowe przedziaty ufnosci (ryc.) daja
podstawe, aby sadzié, ze warto$¢ oczekiwana zdolnosci kietkowania obliczona na podstawie
wspélezynnika wyptywu elektrolitu bedzie dobrze odzwierciedlaé rzeczywistg zdolnosé
kietkowania, jakg uzyskano by po przeprowadzeniu testu kietkowania. W przypadku nasion
sosny zwyczajnej dla wspélezynnika wyptywu elektrolitu réwnego 7,0%, ktéry wyznacza dolng
granic¢ dla zywotnosci I klasy, rozpigtos¢ tego przedziatu wynosi zaledwie 1,2% (od 90,1 do
91,3%), dla wspétezynnika 10,0%, wyznaczajacego dolng granicg II klasy — 1,7% i dla wspétezyn-
nika 13,0%, wyznaczajacego dolng granicg 111 klasy — 2,5%. Wartos¢ wspétczynnika wyptywu
elektrolitu powyzej 13,0% wskazuje na to, ze nasiona nie nadajg si¢ do wysiewu.

DAGLEZJA ZIELONA. Powyzej wartosci EL=35% nie stwierdzono zdolnosci kietkowania wickszej
od zera wsréd zadnej z 12 prébek. Do okreslenia zaleznosci pomigdzy GC i EL wzigto pod uwage
tylko te przypadki, dla ktérych wartos¢ wspétczynnika wyptywu elektrolitu byta mniejsza od
35%. Najlepsza pod wzgledem wspélezynnika determinacji (R?=85,6%; p<0,001) funkcja re-
gresji przyjela posta¢ GC=(10,544-0,248xEL)?. Zatozenie o normalnosci reszt wyznaczonej
funkcji bylo spetnione (p=0,956). Wspélezynnik determinacji migdzy wyptywem elektrolitu
z nasion a zdolnoscig kietkowania byl wyzszy niz w przypadku nasion sosny zwyczajnej. Jednak
95-procentowe przedziaty ufnosci wyznaczone dla poszczegdlnych wartosci wspétezynnika wy-
plywu elektrolitu miaty znacznie szerszy zakres (ryc.). Dla wspélezynnika 8,5%, wyznaczajacego
dolng granice dla Zzywotnosci I klasy, rozpigtosé tego przedzialu wynosi 9,2%, dla wspétczynnika
13,6%, wyznaczajacego dolng granice I klasy — 6,4%, a dla wspélczynnika 20,3%, wyznaczaja-
cego dolng granicg III klasy — 5,5%. Wynika z tego, ze bardziej precyzyjnie mozemy okresli¢ gra-
nic¢ pomigdzy nasionami o zywotnosci III klasy a nasionami o zywotnosci ponizej I1I klasy niz
na granicy klas IT'i ITI, a tym bardziej I i II. Nasiona o EL: powyzej 5,0-8,5% zaliczono do I klasy
zywotnosci (ryc.). Wspétezynnik EL pomigdzy 8,5 a 13,6% determinowat przynaleznosé nasion
do II klasy zywotnosci, natomiast EL powyzej 13,6 do 20,3% wskazywat na I1I klas¢ Zzywotnosci.
Powyzej EL.=20,3% nasiona zakwalifikowano ponizej 11 klasy Zzywotnosci.

Dyskusja
W prezentowanych badaniach sporadycznie wystgpowaty prébki, w ktérych mimo niskiego wspét-
czynnika wyptywu elektrolitu nasiona nie kietkowaly, co moze by¢ zwigzane ze zmianami bio-
chemicznymi w przechowywanych nasionach [Kaewnaree i in. 2011]. W niniejszych badaniach
znajdowano takze takic prébki, ktére pomimo wysokiego wspétczynnika wyplywu elektrolitu
kietkowaty dos¢ dobrze. Okazato sig, ze jedna z takich prébek miata niskg energi¢ kietkowania
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Rye.
Zwigzek pomigdzy wyplywem elektrolitu (EL) a wartoscig oczekiwang zdolnosci kietkowania (GC) nasion
sosny zwyczajnej (So) i daglezji zielonej (Dg)
Relationship between electrolyte leakage (EL) and expected mean of germination capacity (GC) for Scots
pine (So) and Douglas fir (Dg) seeds
linia przerywana — 95-procentowy przedziat ufnosci; I-I11 - klasa zywotnosci nasion
dotted line - 95% confidence interval; I-I11 - seed vitality class

i mimo do$¢ wysokiej zdolnosci kietkowania nasiona zaklasyfikowano ponizej I11 klasy jakosci.
Druga z prébek, ktdrej zar6wno zdolnosé, jak i energia kietkowania byly wysokie, a wspétczyn-
nik wyptywu elektrolitu wynosit okoto 30%, po kilku miesigcach przechowywania gwattownie
stracita zywotnos¢ i jej zdolnos¢ kietkowania wynosita zaledwie 15%. Podobne wyniki mozna
takze uzyska¢, jezeli w prébee nasion poddanej badaniom konduktometrycznym znajdujg si¢
nasiona z uszkodzeniami mechanicznymi, ktére powodujg znaczny wyplyw jonéw do roztworu.
Dlatego bardzo wazne jest, aby nasiona do badari konduktometrycznych nie miaty takich uszko-
dzen.

Zaréwno w przypadku sosny zwyczajnej, jak i daglezji zielonej testy mogg by¢ stosowane
jako pomocnicze przy okreslaniu Zywotnosci nasion przechowywanych. Z bardzo duzym praw-
dopodobieristwem mozemy oznaczy¢ nasiona nienadajgce si¢ do siewu — dla nasion daglezji
zielonej graniczng wartoscig wspélczynnika wyptywu elektrolitu jest w tym wypadku 20,3%,
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a dla sosny — 13,0%. Nalezy jednak pamigtaé, ze wartosci te odpowiadajg oczekiwanym warto-
$ciom zdolnosci kietkowania. Wsréd badanych prébek nasion daglezji zielonej nie wystgpita ani
jedna, dla ktérej obliczony wspétezynnik wyptywu elektrolitu bytby wyzszy niz przyjety w pre-
zentowanych badaniach i prébka ta zostataby zakwalifikowana do III klasy zywotnosci. W przy-
padku nasion sosny zwyczajnej takie prébki wyst¢powaly nawet przy wartosci wspétczynnika
bliskiego 19% (nie liczac prébek, ktére zostaty odrzucone). Z tego wzgledu przed ostatecznym
stwierdzeniem, ze prébki nie nadajg si¢ do siewu, a warto$¢ wspétczynnika elektrolitu jest u nich
nieco tylko nizsza od granicznej, nalezy je poddaé testowi kietkowania. Mimo iz mi¢dzynaro-
dowe przepisy oceny nasion ISTA nie przewiduja metody konduktometrycznej do oceny nasion
sosny zwyczajnej i daglezji zielonej, to moze ona mieé zastosowanie w sytuacji, gdy niezbedne
jest dokonanie szybkiej oceny zywotnosci przed siewem wiosennym, zwlaszcza jesli chodzi o da-
glezjg, wymagajacg wstepnego przysposobienia nasion do wysiewu.

Whioski

# Na podstawie dokonanych analiz prébek nasion sosny zwyczajnej i daglezji zielonej mozna
stwierdzié, ze zachodzi istotna zaleznos¢ pomigdzy wspélezynnikiem wyplywu elektrolitu
z nasion a ich zdolnoscig kietkowania.

# Ocena nasion sosny i daglezji metoda konduktometryczna, ze wzgledu na krétki czas jej trwa-
nia (2 dni), moze miec¢ zastosowanie do oceny nasion tuz przed siewem wiosennym, jesli za
p6zno jest na oceng metodg kietkowania. Dotyczy to szczegélnie nasion daglezji.

# Metoda konduktometryczna tacznie z metodg kietkowania moze by¢ wykorzystana do lep-
szego monitorowania stanu nasion przechowywanych i wskazywania zapaséw nasion, ktérych
zywotnos¢ moze ulec pogorszeniu.

#* 7¢ wzgledu na przyblizone wyniki oceny metodg konduktometryczng prébki nasion o wspét-
czynniku wyplywu elektrolitu kwalifikujacym je nieco ponizej I klasy powinny zosta¢ spraw-
dzone testem kietkowania.
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