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ODREBIVANJE VITALITETA SUMSKOG SJEMENA S POSEBNIM OSVRTOM NA
INDIGOKARMIN | TETRAZOL METODU

AK. GOD. 2012/13.

Kod dormantnih vrsta sjemena ili kod sjemena kod kojeg ispitivanje klijavosti relativho dugo
traje ne odreduje se klijavost, nego vitalitet.

Pod pojmom vitalitet ili «zivotna sposobnost sjemena» podrazumijeva se broj za zivot
sposobnih sjemenki (B. Regent, 1980.).

Pod pojmom «klijavost sjemena» podrazumijeva se broj sjemenki ispitivane vrste
uzetih iz komponente Cistog sjemena, koje su normalno isklijale u odredenim uvjetima i u
odredenom roku, izrazen u postotku od ukupnog broja sjemenki uzetih u ispitivanje iz
komponente Cistog sjemena.(B. Regent, 1980.).

Test «klijavosti» definiran je kao metoda za mjerenje postotka sjemena koje je sposobno da
se razvije u «normalne klijance» (ij. ima sposobnost klijanja).

Najvaznija razlika izmedu testova klijavosti i vitaliteta je da test «klijavosti» mjeri «trenutno
stanje» (tj. sjeme koje je «proklijalo»), dok test «vitaliteta» daje procjenu «moguée potencijaine
klijavosti». To znaéi da iako «vitalno» sjeme ima sposobnost razvoja u «normalne» klijance, ono ne
mora nuzno imati sposobnost klijanja. Zaklju€ak je da «test klijavosti» ne mijeri istu sposobnost kao i
«test vitaliteta», te «klijavost» i «vitalitet» nisu sinonimi (Peter G. Gosling, Forestry Commission
Research Agency,Velika Britanija).

Testom klijavosti sjemena gotovo uvijek se dobivaju kompleksniji i nizi rezultati u odnosu na
testove vitaliteta (tetrazol, itd.)

Metode za brzo odredivaje vitaliteta Sumskog sjemena mozemo svrstati u 5 osnovnih skupina:
| Mehani¢ke metode:
a) metoda na prerez,
b) metoda potapanja u vodi;

Il Biokemijske metode

A) obojavanje mrtvih sjemenki:
a) indigokarmin metoda,

b) metoda kiselog fuksina;

B) obojavanje zivih sjemenki

a) Dimitriewiczeva metoda,

b) Metoda selenai telura,

c) Metoda tetrazola;

Il Radiografska metoda;

IV Metoda rastenja oslobodenih embrija;
V Razne druge metode.

Zbog svoje praktiCnosti, danas su u naj¢escoj uporabi tetrazol i indigokarmin metoda.

Indigokarmin metoda-bojanje mrtvih sjemenki

Ovu je metodu prona8ao i 1925. godine opisao Neljubov. Metoda je od poéetka bila
prilagodena kako za poljoprivredne tako i za Sumske vrste. Neljubov je uo€io da razrijedena otopina
indigokarmina prodire u mrtve stanice i boji ih intenzivno plavo, ali da za vrijeme od nekoliko sati ne
prodire u Zive stanice i one ostaje neobojene.
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Postupak za primjenu:

a) ispitivanje se vrsi u pravilu na 4x100 sjemenki (4x50 kod veoma krupnog sjemena)

b) prije tretiranja indigokarmin otopinom, sjeme se preparira na nacine koji su propisani za
pojedinu vrstu sjemena (najéesée je to mocenje u destiliranoj vodi u trajanju od 24 sata).
Nakon toga, vrsi se oslobadanje embrija i endosperma (kod vrsta koje ga imaju)

c) oslobodeni embriji/lendospermi tretiraju se 0,5 % ili 1%-tnom otopinom indigokarmina u
destiliranoj vodi, u termostatu, u tami na temperaturi od +30 °C, zatim se izvade, isperu i
klasificiraju. Prije procjene, obojano sjeme mora se temeljito oprati vodom.

Pravila za ispitivanje sjemena indigokarmin metodom sadrze tri klasifikacijska kriterija:

A. Sjeme cetinjaca: samo se sjeme sa potpuno neobojenim embrijem ili embrijem sa malim

obojenim podrucjem na krajnjem vrhu radikule (sjemenskog korjencica), smatra vitalnim.

B. Sjeme vrsta iz roda Acer: sjeme sa potpuno neobojenim embrijem ili embrijem sa malim
obojenim podru¢jem na vrhu radikule (sjemenskog korjenci¢a), slabo obojeni embriji i oni kod kojih
nekroza na kotiledonima nije spojena sa radikulom koja mora biti neobojena, smatraju se vitalnima.

C. Sve druge vrste: sjeme sa potpuno neobojenim embrijem, ili sa malim obojenim podru¢jem na
vrhu radikule (sjemenskog korjenci¢a), slabo obojeni embriji i embriji koji su nekroti€no obojeni na
polovici (sredini) kotiledona, suprotno od radikule, smatraju se vitalnima.

Prednosti: jeftina, jednostavna za izvodenje
Nedostaci: trazi puno iskustva kad je u pitanju procjena.

Tetrazol metoda — bojanje zivih sjemenki

Blijedo zuta otopina 2,3,5-trifenil tetrazolklorida ili bromida se reducira djelovanjem vodika koji
se stvara u vlaznim tkivima sjemena, kako bi nastala stabilna, svijetlo crvena tvar koju zovemo
formazan. Crveno obojano tkivo ili dijelovi organa lako se razlikuju od mrtvih tkiva koja su bez boje. Za
sjemenke koje su djelomi¢no obojane, omjer i smjestaj neobojenih dijelova u embriju i megagametofitu
ili endospermu odreduje da li je sjeme vitalno ili nije.

Tetrazol metoda, upotrebljava se za:
a) dobivanje brze procjene vitaliteta sjemena za koje se pretpostavlja da je dormantno; i
b) za odredivanje vitaliteta sjemena koje nije isklijalo na kraju testa klijavosti.

Lakon je 1950. godine prvi upotrijebio soli tetrazola za odredivanje vitaliteta Sumskog
sjemena, a 1954. razradio metode za prepariranje, tretiranje i klasificiranje sjemena. Preporucio je da
se vitalitet sjemena Cetinjaca ocjenjuje prema obojenosti i embrija i endosperma, a ne samo embrija.

Tetrazol metoda privukla je paznju u ISTA (Medunarodnog udruzenje za testiranje sjemena)
Pravilima iz 1966. godine kada je propisana za vecinu vrsta Sumskog drvec¢a za Ciju je klijavost
potrebno 60 i viSe dana. 1976 godine, metoda se primjenjivala na vise od 40 rodova. Danas je metoda
tetrazola sluzbeno najviSe primjenjivana metoda odredivanja vitaliteta. ISTA je 2003. godine izdala
prirucnik o provodenju tetrazol testa.

Postupak za primjenu:

a) ispitivanje se vrdi u pravilu na 4x100 sjemenki (4x50 kod veoma krupnog sjemena)

b) prije tretiranja tetrazol otopinom, sjeme se preparira na nacine koji su propisani za pojedinu
vrstu sjemena (najéeSce je to mocenje u destiliranoj vodi u trajanju od 24 sata). Nakon toga,
vrSi se oslobadanje embrija i endosperma (kod vrsta koje ga imaju)

c) oslobodeni embriji i endospermi (kod listaa koje ga imaju) se drze 3-8 sati, najviSe 12 sati
(CetinjaCe), odnosno 24 sata ili viSe (listace) u 1%-tnoj neutralnoj (pH 6,5-7) vodenoj otopini
tetrazolklorida, u termostatu, u tami, na stalnoj temperaturi od +30°C. Prije procjene, obojano
sjeme mora se temeljito oprati vodom.

d) za sjeme pojedinih vrsta toéno su propisani kriteriji prema kojima se vrsi klasifikacija embrija i
endosperma na vitalne i nevitale.

U svrhu klasifikacije razlikujemo dvije glavne grupe sjemena:

a) sjeme sa endospermom (npr. sve vrste Cetinjaa; Euonymus, Fraxinus, Tilia)

Analizira se obojenje embrija i endosperma. Da takvo sjeme procijenimo kao vitalno, oba embrija i
endosperm moraju biti potpuno obojeni. Sjeme sa malim neobojenim mrljama, ukazuje na nekroti¢no
tkivo i ono se moze procijeniti kao vitalno ako su glavni dijelovi sjemena potpuno obojeni.
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Mogu se dopustiti jedino male, neobojene povrSine hranjivog stani¢ja, jer u protivnom nece biti
dostatna koli¢ina hranjiva na raspolaganju embriju tijekom njegova rasta.

b) sjeme bez endosperma (npr. Acer, Carpinus, Corylus, Fagus, Prunus, Rosa)

Cijelo sjeme se analizira. Naglasak se stavlja na potpuno i ujednaceno obojenje radikule i
plumule, te onog dijela kotiledona blizu radikule na mjestu gdje se nalazi hipokotil. Pravilno obojenje
kotiledona takoder je vazno jer je to mjesto gdje se nalaze zalihe hranjiva koje ¢e embrio koristiti
tijekom prve faze svog razvoja.

Postoje vrste kod kojih se uofava pojava nebojanja malog dijela radikule. To su vrste iz
rodova: Acer, Corylus, Cotoneaster, Crataegus, Elaeagnus, Fagus, Malus, Prunus, Pyrus, Rosa i
Sorbus. U ISTA Pravilima spominje se 1/4 ili 1/3 vidljivog dijela radikule, te se ovaj kriterij smatra
potencijalno zbunjujuéim. Zbog toga se preporu€a otvoriti mjesto na kojem se nalazi radikula i
ustanoviti koliki dio povrsine nije obojan. Ukoliko se neobojeno podrudje Siri na vitalno kambijalno
tkivo, to Ce utjecati na sposobnost radikule da izraste u primarni korijen, te se takvo sjeme mora
procijeniti kao ne vitalno. Ako je meko tkivo na korjenovom vrhu obojeno, rast radikule bit Ce
nesmetan, te se takav embrio ocjenjuje kao vitalan.

Prednosti: jeftina, jednostavna za izvodenje
Nedostaci: sluzeéi se definiranim pravilima, vrlo je teSko interpretirati rezultate tetrazol-testa, soli
tetrazola su Stetne po zdravlje (oprez pri rukovanju), pojedine vrste nisu navedene u pravilima
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Postupak provodenja tetrazol testa kod odredivanja vitaliteta pojedinih vrsta Sumskoq sjemena
(prema ISTA pravilima)

1.

Rod/Porodica: Abies, Pinaceae, Jele

2. Pribor: Zdjelice (4x50 ml), igla, skalpel, podlozak za pripremu, filtar papir, pinceta, podlozak za
procjenu, alkohol za ¢iSéenje

3. Postupak pripreme sjemena: Nista

4. Priprema sjemena prije bojenja: Pripremiti suho sjeme. Prerezati popre¢no pri svakom vrhu da se
uoci embrijska Supljina. Tretirati TZ sjeme koje je mo€eno 3 x 10 minuta pod niskim tlakom
(niskotlaéna pumpa)

5. Bojenje: 18 sati, 30°C, 1,0% TZ-otopina

6. Priprema za procjenu: Prerezati uzduzno kroz endosperm, odvojiti embrio, ukloniti sjemenu ljusku

7. Procjena: Najvec¢a dopustena povrsina neobojenog, mekanog i/ili nekroti¢nog tkiva moze biti - sve
mora biti obojeno, a dozvoljena je samo mala povrSinska mrlja na vanjskoj strani endosperma koja
ne smije biti spojena s embrijskom Supljinom.

8. Primjedbe: Staro i suho sjeme moZze dati pouzdanije rezultate ukoliko ga namacemo 48 sati
Alternativne metode objasnjene su u ISTA pravilima, tablica 6A.

Slika 1: Postupak pripreme Slika 2: Procjena, primjeri ne vitalnog sjemena
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Vrsta/Porodica: Acer pseudoplatanus, Aceraceae, Gorski javor

Pribor: Zdjelice (4x50 ml), igla (lanceta), skalpel, podlozak za pripremu, filtar papir, pinceta,
podlozak za procjenu

Postupak pripreme sjemena: Mociti 18 sati u vodi temp. 20°C

Priprema sjemena prije bojenja: Prerezati perikarp na sve tri strane osim na spoju izmedu dva
ploda; odstraniti perikarp. Odrezati mali komadi¢ sjemene ljuske i ponovo mociti 3 sata.
Ukloniti sjemenu ljusku.

Bojenje: 18 sati, 30°C, 1,0% TZ-otopina

Priprema za procjenu: Nista

Procjena: Najve¢a dopustena povrsina neobojenog, mekanog i/ili nekroticnog tkiva moze biti -
vrh radikule, mala povrsinska mrlja na kotiledonima, osim u blizini radikule ili hipokotila.
Primjedbe: Staro i suho sjeme moze dati pouzdanije rezultate ako se prethodno provede
hladna stratifikacija izmedu vlaznog papira u trajanju 14 dana na temp. 4 °C.

Slika 2: Procjena, primjeri ne vitalnog sjemena



Rod/Porodica: Fagus, Fagaceae, Bukve

1.

Pribor: Zdjelice (4x250 ml), igla, igla (lanceta), skalpel, podlozak za pripremu, filtar papir, pinceta,
podlozak za procjenu

2. Priprema sjemena: Odstraniti perikarp suhog sjemena, mociti 18 sati u vodi temp. 20°C

3. Priprema sjemena prije bojenja: Odstraniti siemenu ljusku

4. Bojenje: 18 sati, 30°C, 1,0% TZ-otopina

5. Priprema za procjenu: Otvoriti unutarnju stranu kotiledona
7. Procjena: Najveca dopustena povrSina neobojenog, mekanog i/ili nekroti€nog tkiva moze biti -
vrh radikule, 1/3 vanjske povrsine kotiledona

8. Primjedbe: Perikarp presusenog sjemena lakSe se odstranjuje nakon nekoliko sati mocenja

Slika 1: Postupak pripreme Slika 2: Procjena, primjeri ne-vitalnog sjemena

Osnivanje Suma, vjezbe, ak. god. 2012/13.

Ime i prezime:



—_

Vrsta/Porodica: Picea, Pinaceae; Smreke

2. Pribor: Zdjelice (4x50 ml), igla (lanceta), skalpel, podlozak za pripremu, filter  papir, pinceta,
podlozak za procjenu

3. Postupak pripreme sjemena: Pripremiti suho sjeme

4. Priprema sjemena prije bojenja: Prerezati popre¢no na visini od 1/3 od radikule kako bi otvorili
embrijsku Supljinu

5. Bojenje: 18 sati, 30°C, 1,0% TZ-otopina

6. Priprema za procjenu: Odvojiti embrio i ukloniti sjemenu ljusku

7. Procjena: Najve¢a dopustena povrsina neobojenog, mekanog i/ili nekroti¢nog tkiva moze biti —
Sve mora biti obojeno, uklju€ujuéi endosperm. Dozvoljena je mala povrSinska nekroza na
vanjskom dijelu endosperma koja nesmije biti spojena s embrijskom Supljinom.

8. Primjedbe: Embriji kra¢i od 1/3 embrijske Supljine procjenjuju se kao ne vitalni.

Slika 1: Postupak pripreme Slika 2: Procjena, primjeri ne vitalnog sjemena
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Rod/Porodica: Prunus, Rosaceae, Prunusi

Pribor: Zdjelice (4x50 ml za vrste sitnog sjemena; 4x500 ml za vrste krupnog sjemena), igla
(lanceta), skalpel, filtar papir, pinceta, podlozak za procjenu, Skripac (klijesta)

Postupak pripreme sjemena: Slomiti kosticu, sjeme mociti 18 sati u vodi temp. 20°C, po
potrebi mijenjati vodu (miris po gorkom bademu)

Priprema sjemena prije bojenja: Ukloniti sjemenu ljusku

Bojenje: 18 sati, 30°C, 1,0% TZ-otopina

Priprema za procjenu: rasiriti kotiledone

Procjena: Najve¢a dopustena povrsina neobojenog, mekanog i/ili nekroticnog tkiva moze biti -
vrh radikule, 1/3 povrsine kotiledona ako zahvaca periferni dio

Primjedbe: Prije procjene, kod vrsta krupnog sjemena (npr: Prunus armeniaca, P. domestica,
P. persica, P. dulcis, itd.) potrebno je pazljivo rasiriti kotiledone.
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Slika 2: Procjena, primjeri ne vitalnog sjemena
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Rod/Porodica: Sorbus, Rosaceae, vrste roda Sorbus

Pribor: Zdjelice (4x50 ml), igla, igla (lanceta), skalpel, podlozak za pripremu, filtar papir, pinceta,
podloZak za procjenu

Priprema sjemena: mocenje 18 sati u vodi temp. 20°C

Priprema sjemena prije bojenja: Prerezati popre¢no na visini od 2/3 od radikule

Bojenje: 18 sati, 30°C, 1,0% TZ-otopina

Priprema za procjenu: odvojiti embrio

Procjena: Najvec¢a dopustena povrSina neobojenog, mekanog i/ili nekroti€nog tkiva moze biti - vrh
radikule, 1/3 povrsine kotiledona, 1/2 povrSine kotiledona ukoliko

zahvaca periferni dio

8. Primjedbe: Nema
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Slika 2: Procjena, primjeri ne-vitalnog sjemena

Osnivanje Suma, vjezbe, ak. god. 2012/13.
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Rod/Porodica: Tilia, Tiliaceae, Lipe

1.

N
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Pribor: Zdjelice (4x50 ml), igla, igla(lanceta), skalpel ili $kare, Skare za kost (grickalica za
nokte), podlozak za pripremu, filtar papir, pinceta, podlozak za procjenu.

Postupak pripreme sjemena: Ukloniti perikarp, odrezati hilum, moditi 18 sati u vodi na temp.
20°C

Priprema sjemena prije bojenja: ukloniti siemenu ljusku

Bojenje: 18 sati, 30°C, 1,0% TZ-otopina

Priprema za procjenu: Sa malim rezom otvoriti endosperm i odvojiti embrio

Procjena: Najve¢a dopustena povrsina neobojenog, mekanog i/ili nekroticnog tkiva moze biti -
sve mora biti obojeno, a dozvoljena je mala nekroza na rubovima endosperma samo ako
zahvaca povrsinski dio

Primjedbe: Nema

Slika 2: Procjena, primjeri ne vitalnog sjemena
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