Sposob stymulacji kietkowania nasion sosny zwyczajnej
(Pinus sylvestris L.)

Przedmiotem wynalazku jest sposdéb stymulacji kietkowania

otoczkowanych nasion sosny zwyczajnej Pinus sylvestris L.

Nasiona drzew sg pierwszym i jakze waznym elementem w produkciji
wysokojakosciowego materiatu szkétkarskiego niezbednego do zapewnienia
materiatu sadzeniowego na potrzeby odnowienia laséw i zalesien, co jest
zasadg zréwnowazonej trwatosci lasu. Ponadto szczegdlnie nasiona roslin
drzewiastych odgrywajg niezwykle wazng role w ekosystemie lesnym, gdyz
drzewa le$ne rzadko obradzajg w nasiona, na przyktad okresy nasienne sosny
zwyczajnej powtarzajg sie co 2 - 4 lata. Procz tego problemem utrudniajacym
ich pozyskanie jest miedzy innymi niewystarczajgca ilo$¢ stonecznych dni w
strefie klimatu umiarkowanego oraz patogeny grzybowe ograniczajgce rozwoj
siewek drzew lasotwdrczych, w tym sosny zwyczajnej Pinus sylvestris L.
Powyzsze trudnosci hodowlane byty przyczynkiem do podjecia badan nad
stworzeniem metod przerywania spoczynku bezwzglednego nasion oraz ich
przygotowania do hodowli zdrowych sadzonek.

Do zabiegow przerywania spoczynku nasion nalezg stratyfikacja i skaryfikacja.
Stratyfikacja nasion czyli umieszczanie nasion w wilgotnym, chtodnym podtozu
okazata sie uniwersalng metodg przedsiewng wplywajgcg korzystnie na
przerwanie spoczynku oraz zwiekszenie frekwencji skietkowanych nasion
sosny, podobnie jak u wielu innych gatunkdw roslin w tym drzew [Wang, Berjak
2000] miedzy innymi ze wzgledu na korzystny wptyw niskich temperatur na
pobudzenie poziomu aktywnosci enzymdw [Nikolaeva 1977]. Réwniez
skaryfikacje nasion czyli celowe uszkodzenie okrywy nasienia w celu
utatwienia przez nie pobierania wody oraz wnikania gazéw do jego wnetrza
uznaje sie za zabieg stymulujacy kietkowanie nasion, w szczegolnosci drzew.
Skaryfikacja wptywa bowiem korzystnie na wzrost zarodka poprzez pozbycie
sie fizycznej bariery w postaci zewnetrznej okrywy nasienia [Duval, NeSmith

1999]. Waznag role w wschodzeniu nasion odgrywajg takze regulatory wzrostu



ro$lin, z ktérych wiodacg role odgrywa giberelina tj. kwas giberelinowy (GAs).
Jak pokazujg badania Alouani, Bani-Aameur [2004], Chen i in. [2008] oraz
Leader [1987] giberelina dziata stymulujgco na kietkowanie i rozwoj nasion
takich gatunkdw drzew jak daglezja zielona - Pseudotsuga menziezii oraz klon
zwyczajny - Acer platanoides. Na podstawie nielicznych badan
przeprowadzonych miedzy innymi przez Leaden [1987] grupa regulatoréw
wzrostu - auksyny m.in. kwas indlolilo-3-octowy (IAA) wptywajg pozytywnie na
zwiekszenie ilosci kietkujgcych nasion, w tym sosny zwyczajnej Pinus
sylvestris L. Ponadto sam proces kietkowania nasion jest regulowany przez
wiele czynnikéw fizjologicznych. Woda aktywujgc uktady enzymatyczne
powoduje rozpoczecie reakcji metabolicznych, nastepuje hydroliza substancii
zapasowych, ktére sg wykorzystane do syntezy nowych zwigzkow
komoérkowych. Podziaty komoérek i ich wzrost prowadzg do rozpoczecia
kolejnych faz kietkowania. Fazy te (imbibicja, kataboliczna i anaboliczna)
uwarunkowane sg przez réznorodne czynniki zarbwno wewnetrzne (m.in.
przemiany metaboliczne) jak i zewnetrzne (dostep $wiatta, tlenu, wody,
optymalne podtoze). Dla pewnych gatunkéw drzew lesnych w tym sosny
zwyczajnej nie okreslono do tej pory optymalnych zewnetrznych warunkdw

Swietlnych decydujgcych o ustaleniu fotoblastycznos$ci nasion.

Zwazywszy na fakt, ze nasiona drzew lesnych, nie nalezg do tatwych w
kietkowaniu, a sposoby utatwiajgce wschody nasion nie zostaty definitywnie
opracowane dla nasion sosny zwyczajnej Pinus sylvestris L. celem wynalazku
byto stworzenie skuteczne] procedury prowadzacej do inicjacji kietkowania

nasion i w efekcie otrzymania zdrowych sadzonek.

Istota rozwigzania wedtug wynalazku polega na tym, ze w pojemniku
umieszcza sie zwir 0 uziarnieniu od 0,4 do 0,7 mm oraz pozbawione aparatu
lotnego nasiona sosy zwyczajnej, po czym dodaje sie regulator wzrostu o
stezeniu 0,01 mg/dm?3 w ilosci od 80 do 100 ml na 100 nasion. Nastepnie
pojemnik z zawarto$cig przetrzymuje sie w warunkach catkowitej ciemnosci w
temperaturze od 6 do 8°C przez okres od 18 do 24 dni wstrzgsajgc nim co 24
godziny, po czym nasiona oczyszcza sSie ze zwiru i rozpoczyna etap

otoczkowania, do ktérego przygotowuje sie mase ztozong z materiatu pylasto-



ilastego o ziarnach nie wiekszych niz 0,2 mm i wody. W przygotowanej masie
otoczkuje sie nasiona, po czym suszy je w temperaturze od 19 do 22°C i
rozpoczyna etap Kkietkowania umieszczajgc nasiona w przygotowanym
podtozu glebowym o pH 5,5 i przy statej wilgotnosci powietrza na poziomie od
82 do 88 % i temperaturze od 21 do 23°C naswietla sie Swiattem sztucznym w
trybie interwatowym do uzyskania siewek, przy czym czas naswietlania wynosi
od 10 do 16 godzin, podczas gdy czas ciemnoéci — od 8 do 14 godzin.
Korzystnie przed uzyciem zwir poddaje sie sterylizacji.

Korzystnie objeto$¢ zwiru stanowi od 50 do 70 % objetosci pojemnika.
Korzystnie regulatorem wzrostu jest kwas indilo-3-octowy (IAA) albo kwas
giberelinowy (GAs) albo mieszanina kwasu indilo-3-octowego (IAA) i kwasu
giberelinowego (GAs) w stosunku 1:1.

Korzystnie przed uzyciem materiat pylasto-ilasty poddaje sie mieleniu i
sterylizacji.

Korzystnie do materiatu pylasto-ilastego dodaje sie fungicyd z grupy
ditiokarbaminiandw o stezeniu substancji czynnej wynoszgcym 750 g/kg.
Nasiona otoczkuje sie recznie zanurzajgc kazde z nasion w przygotowanej
masie lub mechanicznie.

Korzystnie poditoze glebowe sterylizuje sie przed uzyciem w temperaturze od
120 do 122°C.

Korzystnie etap kietkowania przeprowadza sie w wentylowanych
kietkownikach wyposazonych w zraszacze.

Kietkujgce nasiona oswietla sie Swiattem czerwono-niebieskim lub $wiattem

biatym.

Zaletg rozwigzania wedlug wynalazku jest skutecznosé zastosowanych
procedur, ktére pozwalajg na uzyskanie prawidiowo wyksztatconych,
zdrowych siewek. Po zastosowaniu zabiegdw skaryfikacji i stratyfikacji,
otoczkowania nasion i fungicydu otrzymuje sie okoto 31% dobrze
wyksztatconych fizjologicznie siewek sosny zwyczajnej, wybarwionych
poprawnie chlorofilem i nieporazonych patogenami oraz zdolnych do dalszego
rozwoju w sadzonki. Cho¢ nasiona otoczkowane sosny wykazujg w praktyce
le$nej duzo nizszg frekwencje kietkowania w poréwnaniu z nasionami

nieotoczkowanymi sg one cenione ze wzgledu na wiekszg wartosc



gospodarczg. Wyksztatcone z otoczkownych nasion sadzonki sosny
zwyczajnej nadajg sie do nasadzenn na powierzchniach odnowieniowych w
lasach. Jest to istotny aspekt, poniewaz zatozeniem szkofki jest produkcja
wysokigj ilos¢ warto$ciowego materiatu szkdtkarskiego potrzebnego na np.
wiosenne odnowienia lub poprawki.

Zastosowane zabiegi i metody nie sg pracochtonne, m.in. ze wzgledu na ich

zmechanizowanie oraz nie generujg zbyt duzych kosztow.

Rozwigzanie wedtug wynalazku zilustrowano przyktadami wykonania

przedstawionymi ponize;.

Przyktad |

W dwéch szklanych butlach Simax o pojemnosci 250 ml umieszczono
zwir o wielkosci frakcji ziarna od 0,4 do 0,7 mm w ilosci 150 ml oraz
pozbawione aparatu lotnego nasiona Pinus sylvestris (po 100 szt. w kazdej
butli). Nastepnie wlano do kazdej butli ze zwirem i nasionami po 80 do max.
100 ml roztworu regulatoréw wzrostu tj. kwas indlilo-3-octowy (IAA) oraz kwas
giberelinowy (GAs) w stezeniu 0,01 mg dm=* kazdy. Wypelnione butle
trzymano w warunkach catkowitej ciemnosci, w temperaturze 7°C +/- 1°C i
wstrzgsano co 24 godziny w celu poddania nasion procesowi skaryfikacji. Caty
proces trwat 3 tygodnie. Nastepnie nasiona oczyszczono ze zwiru celem ich
zaotoczkowania. Nasiona sosny zwyczajnej otoczkowano przy uzyciu
pokrywajgcego nasiona materiatu mineralnego pylasto-ilastego o ziarnach nie
wiekszych niz 0,2 mm, ktdéry wczeséniej zostat dodatkowo zmielony. Jako
spoiwa w procesie otoczkowania uzyto wody. Aby otrzymac kulisty ksztatt i
doktadne pokrycie nasion proces otoczkowania wykonano recznie zanurzajgc
kazde z nasion w przygotowane] masie. Na koniec nasiona wysuszono w
temperaturze 21°C. Nastepnie nasiona umieszczono w kietkownikach
zaopatrzonych w oddzielne tace. Na tacach umieszczono wczeénigj
wysterylizowane w autoklawie w temp. 121°C (20 minut) i schtodzone podtoze

glebowe o pH 5,5, do ktérego wysiano nasiona sosny zwyczajnej. Kietkowniki



posiadaty wbudowany system zraszaczy utrzymujgcy statg wilgotnosc
powietrza na poziomie 85%. Kietkowniki umieszczono w specjalnej,
wentylowanej obudowie podzielonej na dwie komory z wbudowanymi diodami
elektroluminescencyjnymi - light-emitting diode (LED). Wykorzystano dwa
rodzaje sztucznego $wiatta i trzy diugosci tego $wiatta: czerwono-niebieskie
oraz biate — zainstalowane w oddzielnych komorach. W obudowie wraz ze
Swiattem oraz automatycznie zaprogramowanym fotoperiodem — w pierwszym
wariancie 12-sto godzinnym, w drugim wariancie 16-sto godzinnym -
umieszczono dwa kietkowniki (w kazdej komorze po jednym). Temperature w

pomieszczeniu ustalono na poziomie 22°C+/- 1°C.

Przyktad Il

W dwéch szklanych butlach Simax o pojemnosci 100 ml umieszczono
wysterylizowany zwir w ilosci 60 ml o wielkosci frakcji ziarna od 0,4 do 0,7 mm
oraz pozbawione aparatu lotnego nasiona Pinus sylvestris (po 100 szt. w
kazdej butli). Nastepnie wlano do kazdej butli ze Zzwirem i nasionami 20 ml
roztworu regulatorow wzrostu to jest kwasu giberelinowego (GAs) w stezeniu
0,01 mg dm=3. Wypetnione butle przetrzymuje sie w warunkach catkowite;
ciemnosci w temperaturze 7°C +/- 1°C i wstrzgsa co 24 godziny w celu
poddania nasion procesowi skaryfikacji. Proces ten trwat 3 tygodnie.
Nastepnie nasiona oczyszczono ze zwiru celem ich zaotoczkowania. Nasiona
sosny zwyczajnej otoczkowano przy uzyciu pokrywajgcego nasiona materiatu
mineralnego pylasto-o ziarnach nie wiekszych niz 0,2 mm, ktéry wczeséniej
zostat dodatkowo zmielony i do ktérego dodano wodny roztwor preparatu
grzybobdjczego (fungicydu) Sadoplon 75 WP o stezeniu substancji czynnej
czyli tiuramu wynoszacym 750 g/kg w ilosci 50g/ 1000 mL H20. Jako spoiwa
w procesie uzyto wody. Aby otrzymac kulisty ksztait i doktadne pokrycie
nasiona proces otoczkowanie wykonano mechanicznie przy pomocy maszyny
posiadajgcej beben napedzany prgdem elektrycznym zmiennym. Beben
urzgdzenia obracat sie ze statg predkoscia, co umozliwito doktadne pokrycie
nasion substancjami otoczkujgcymi. Na koniec nasiona osuszono w
temperaturze 21°C. Nastepnie nasiona nalezy poddano kietkowaniu w

kietkownikach zaopatrzonych w oddzielne tace. Na tacach umieszczono



wczesniej wysterylizowane w autoklawie w temp. 121°C przez 20 minut i
schtodzone podtoze glebowe o pH 5,5, do ktérego wysiano nasiona sosny
zwyczajnej. Kietkowniki miaty wbudowany system zraszaczy utrzymujacy stata
wilgotnos¢ powietrza na poziomie 85%. Kietkowniki umieszczono w specjalne;j,
wentylowanej obudowie podzielonej na dwie komory z wbudowanymi diodami
elektroluminescencyjnymi - light-emitting diode (LED). Wykorzystano dwa
rodzaje sztucznego $wiatta i trzy diugosci tego $wiatta: czerwono-niebieskie
oraz biate — zamontowane w oddzielnych komorach. W obudowie wraz ze
Swiattem oraz automatycznie zaprogramowanym fotoperiodem wynoszacym
12 godzin), umieszczono dwa kietkowniki (w kazdej komorze po jednym).
Temperature w pomieszczeniu ustalono na poziomie 22°C+/- 1°C. Dodatkowo
wyhodowane siewki sosny poddano analizom fizjologicznym pomiaru
fluorescenciji chlorofilu celem zbadania wptywu czynnikow wywotujgcych stres
jak np. promieniowanie $wietine na funkcje aparatu asymilacyjnego. Analizy te
pozwolity zaobserwowac skutki stresu u sadzonek sosny, ktére to skutki w
pozniejszym okresie moglyby spowodowac nieodwracalne zmiany u roslin jak

np. redukcje chlorofilu.

Przyktad I

W dwéch szklanych butlach Simax o pojemnosci 100 ml umieszczono
wysterylizowany zwir w ilosci 60 ml o wielkosci frakcji ziarna od 0,4 do 0,7 mm
oraz pozbawione aparatu lotnego nasiona Pinus sylvestris (po 100 szt. w
kazdej butli). Nastepnie wlano do kazdej butli ze zwirem i nasionami po 20 ml
roztworu regulatorow wzrostu to jest kwasu giberelinowego (GAs) w stezeniu
0,01 mg dm=3. Wypetnione butle trzymano w warunkach catkowitej ciemnosci,
w temperaturze 7°C +/- 1°C i wstrzgsano co 24 godziny w celu poddania
nasion procesowi skaryfikacji. Nastepnie nasiona oczyszczono ze zwiru celem
ich zaotoczkowania. Nasiona sosny zwyczajnej otoczkowano przy uzyciu
pokrywajgcego nasiona materiatu mineralnego pylasto-ilastego o ziarnach nie
wiekszych niz 0,2 mm, ktéry wczesniej zostat dodatkowo zmielony i do ktérego
dodano wodny roztwor preparatu grzybobojczego (fungicydu) Sadoplon 75
WP o stezeniu substancji czynnej czyli tiuramu wynoszacej 750 g/kg w ilosci

509/ 1000 mL H20. Jako spoiwa w procesie otoczkowania uzyto wody. Aby



otrzymac kulisty ksztatt i doktadne pokrycie nasiona proces otoczkowania
wykonano mechanicznie przy pomocy maszyny posiadajgcej beben
napedzany pradem elektrycznym zmiennym. Beben urzgdzenia obracat sie ze
statg predkoscig, co umozliwito doktadne pokrycie nasion substancjami
otoczkujgcymi. Na koniec nasiona osuszono w temperaturze 21°C. Nastepnie
nasiona poddano kietkowaniu w kietkownikach zaopatrzonych w oddzielne
tace. Na tacach umieszczono wczesniej wysterylizowane w autoklawie w
temp. 121°C przez 20 minut i schtodzone podioze glebowe o pH 5,5, do
ktdrego wysiano nasiona sosny zwyczajnej. Kietkowniki posiadaty wbudowany
system zraszaczy utrzymujgcy statg wilgotnos¢ powietrza na poziomie 85%.
Kietkowniki umieszczono w specjalnej, wentylowanej obudowie podzielonej na
dwie komory z wbudowanymi diodami elektroluminescencyjnymi - light-
emitting diode (LED). Wykorzystano dwa rodzaje sztucznego Swiatta i trzy
diugosci tego Swiatta: czerwono-niebieskie oraz biate — zamontowane w
oddzielnych komorach. W obudowie wraz ze $wiattem oraz automatycznie
zaprogramowanym fotoperiodem wynoszacym 12 godzin, umieszczono dwa
kietkowniki w kazde]j komorze po jednym. Temperature w pomieszczeniu
ustalono na poziomie 22°C+/- 1°C. Dodatkowo wyhodowane siewki sosny
zwyczajnej poddano analizom fizjologicznym pomiaru fluorescenciji chlorofilu
celem zbadania wptywu czynnikdw wywotujgcych stres jak np. promieniowanie
Swietlne na funkcje aparatu asymilacyjnego. Analizy te pozwalajg
zaobserwowac skutki stresu u sadzonek sosny, ktére to skutki w pdzniejszym
okresie mogtyby spowodowaé nieodwracalne zmiany u roslin jak np. redukcje
chlorofilu. Ponadto wykonano ekstrakcje barwnikéw fotosyntetycznych oraz
ich rozdziat. Analize przeprowadzono w programie HPLC 1260 (offline): Data
Analysis. Wyznaczono procentowy udziat poszczegélnych barwnikow w
probce. Po wykonaniu testu przeanalizowano ilosci rodzajéw barwnikéw
wystepujgcych w kazdej z prébek. Wykonanie odczyt ilosci chlorofilu a oraz
chlorofilu b. lzolacja barwnikéw roslinnych jest niezbedna do okreslenia
wptywu zewnetrznych warunkéw kontrolowanych na ich iloS¢ w kazdej
z siewek. Okreslenie ilosci barwnikow rodlinnych jest niezbedne do weryfikacii
prawidtowosci przebiegu procesu fotosyntezy w siewkach sosny zwyczajnej,
a w finalnym efekcie do sprawdzenia prawidtowosci funkcjonowania sadzonek

sosny zwyczajnej pod katem ich fizjologii.



Przeprowadzone wielokrotne proby wykazaty, iz nasiona sosny zwyczajnej sg
fotoblastyczne (fotoblastia dodatnia) i gtdwnie w S$wietle biatym LED
(fotoperiod 12 godzin) osiggnieto wysokie wyniki kietkowania nasion, co
przedstawiono w Tabeli 1. Swiatto biate ma pozytywny wptyw na morfogeneze
nasion i tkanek roslinnych. Emitowanie przez diody Swiatto jest niskiej
temperatury, co nie powoduje uszkodzen tkanek oraz fotostresu. Diody
umozliwiajg regulacje dtugosci fal swietinych. Inne atuty to ich niewielkie
wymiary, bardzo dtugi okres ich zywotnosci i energooszczedno$é.
Dlatego w warunkach zewnetrznych (naturalnych), $wiatto widzialne jest
optymalnym $wiattem do kietkowania nasion sosny.
Zastosowanie $wiatta LED czerwono-niebieskiego (dt. fali Swietinej spektrum
czerwonego 600 -700 nm, spektrum niebieskiego 400-500 nm,) stymuluje
zapoczatkowanie procesu kietkowania nasion, w szczegolnosci utatwiajgc
pekanie twardych tupin nasiennych podczas pierwszego etapu kietkowania.
Jednak gtownie Swiatto biate LED (dt. fali Swietinej 380 — 710 nm) jest
niezbedne do catkowitej morfogenetycznej przemiany skietkowanych siewek
w petni wyksztatcone sadzonki.
Rodzaj i dtugosé fali swietinegj majg istotny wplyw na fotosynteze roslin.
Najwieksze ilosci chlorofilu a oraz b posiadaty sadzonki sosny, ktore
skietkowaty z nasion otoczkowanych w $wietle barwy biatej (Srednio 97%). W
porownaniu do morfogenezy siewek zachodzgcej w $wiatle czerwono-
niebieskiego, w ktérym srednia zawarto$¢ obu chlorofili byta nizsza i wyniosta
74% uznano, ze $wiatto czerwono-niebieskie moze by¢é wprowadzone tylko
podczas pierwszego etapu kietkowania tj. w fazie imbibicji.

Nasiona, ktére nie zostaly poddane zadnym zabiegom stymulujgcych
osiggnety najnizsze wartosci frekwencji kietkowania w kazdym rodzaju

diugosci fali $wiatta co mozna poréwnac w Tabeli 1.



Tabela 1. Frekwencja kietkowania nasion (%) otoczkowanych w zaleznosci od

rodzaju zabiegu przerywajgcego spoczynek nasion oraz swiatta LED

Barwa Kontrola bez Stratyfikacja i Regulatory str:tay I:ilﬁgcji
(dtugose) zasto._e,ow’anla skaryfikacja wzrostu skaryfikacji oraz
o zabiegéw
Swiatta LED (%) (%) (%) regulatory
wzrostu (%)
biate 2,00 6,00 9,66 31,33
czerwono- 2,00 6,00 8,00 28,66

niebieskie




