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ODREDIVANJE VITALNOSTI SJEMENA JELE ABIES ALBA (L.)
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1ZVOD

Vitalnost sjemena jele odredivali smo prema sluzbeno propisanoj meto-
di ISTA i prema novoj metodici ISTA, tj. sa podtlakom, koji se nakon 10 minu-
ta svede na normalni tlak i to se ponavlja tri puta, nakon ¢ega se sjeme jos tri
sata namace u tetrazolnoj otopini u tami pri 30° C.

Kod cetiriju uzorka, koje je poslala ISTA, postotak vitalnih sjemenki, t;.
kada su endosperm i embrio jednako obojeni, signifikantno se je povecao kod
odredivanja po novoj metodici, jer se kod ove metode tetrazolna otopina brze
i ravnomjernije rasporeduje po vitalnim dijelovima sjemena. Nova metodika
omogucuje odredivanje ve¢ nakon nekoliko sati, dok su kod propisane meto-
de za to potrebna 3 do 4 dana.

DETERMINATION OF VIABILITY OF FIR SEED (Abies alba L.)
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ABSTRACT

Viability of fir seed was determined according to the officially regula-
ted ISTA method and following the new ISTA methodology by using subpres-
sure which is after 10 minutes brought to normal pressure. This is repeated
three times, afterwards the seed is soaked in tetrazolium solution for three
hours at 30° C in the dark.

In the four fir seed simples sent by ISTA the percentage of viable seed,
i.e. endosperm and embrio have the same colour, went up significantly if the
new methodology was used since in this method the tetrazolium solution is
more rapidly and more evenly distributed on viable seed parts. With the new
methodology determination is possible after a few hours while the old pre-
scribed one needs 3 to 4 days.
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UvoD

Vitalnost ili zivotna sposobnost sjemena odreduje se, prije svega, kod
onih vrsta sjemena koje karakterizira dugotrajno mirovanje. Odredivanje se
odvija pomoéu indigokarmin metode, metode rasta embrija i tetrazol metode,
koja se najée$¢e upotrebljava za ocjenjivanje Zivotne sposobnosti sjemena
sumskog drveca. Kod ostalih vrsta sjemena vitalnost se odreduje u slucaju
potrebe po $to brzem dobivanju rezultata kvalitete sjemena.

Kod ispitivanja pomocu tetrazol metode, koju je razvio Lakon 1949. go-
dine, vitalnost se odreduje pomoc¢u bojenja. Pri tom se upotrebljava 0,1 ili 1%
bezbojna vodena otopina 2, 3, 5 — trifeniltetrazolklorida ili bromida, koji je in-
dikator redukcijskih procesa u Zivim ¢elijama. Kod penetracije otopine u zive
¢elije dolazi pomoc¢u encima hidrogenoze do redukcije tetrazolne soli u stabil-
nu supstanciju trifenolformazan, koja ¢elije oboji crveno. Mrtve ¢éelije, u koji-
ma se ne vrsi encimatska aktivnost, ostaju neobojene. Na osnovi mjesta i op-
sega obojenosti embrija i endosperma ocjenjuje se vitalnost sjemena.

Za pojedine biljne vrste propisane su metode za testiranje vitalnosti sje-
mena.: nekoliko uputstava navedeno je u Sl. listu SFRJ br. 47/87 ali je najvise
metoda za velik broj razlicitih biljnih vrsta navedeno u pravilima meduna-
rodne organizacije za testiranje sjemena — ISTA. Ova organizacija je u godini
1990. svim referentnim laboratorijama poslala uputstva o novoj metodi ut-
vrdivanja vitalnosti siemena i sjeme jele za testiranje.

MATERIJAL I METODIKA RADA

Sjemenu jele Abies alba (L.) cesto se odreduje vitalnost ali propisana me-
todika ne daje dovoljno zadovoljavajuce rezultate. Zato smo odlucili da ispita-
mo jo$ i novu metodu na 4 uzorka sjemena jele koje smo dobili od ISTE.

Biokemijsko testiranje izvedeno je sa 4 uzorka u 4 repeticije po 100 sje-
mena slijedec¢i dva postupka.

1. Sluzbeno propisana metoda ISTE

Sjeme jele nakon 18-satnog namakanja u vodi odrezemo ostrim skalpe-
lom, bilo na oba kraja poprec¢no, bilo po cijeloj duzini blizu embrija toliko da
se otvori embrionalna zona. Istovremeno treba paziti na prazne, trule i od in-
sekata oste¢ene sjemenke.

Ovako pripremljeno sjeme 18—48 sati namacemo u 1,0 5 otopini 2, 3, 5
trifenil tetrazolklorida sa pH vredno$¢u 6,5—7,5 u tami pri 30°C. U slucaju da
se pH otopine ne nalazi u gore navedenim granicama, treba pripremiti pufer
prema postupku kojeg odreduju propisi. Trajanje bojenja sjemena ovisi o nje-
govoj starosti i vlazi: suho i staro sjeme namace se i do 48 sati. Zbog lakseg oc-
jenjivanja, tetrazolnoj otopini dodaje se i fungicid.

Nakon isteka vremena za bojenje, vitalnost se odreduje na taj nacin da
se odstrani sjemenska ovojnica ili da se sjeme prereze uzduzno kroz endos-
perm i pregleda se obojenost embrija i endosperma. Sjeme je vitalno ako su
oba dijela potpuno obojena.

2. Nova metoda

ISTA je predlozila novu metodu sa podtlakom koja omogucuje brze i
ravnomjernije bojenje sjemena.
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Suho sjeme se poprecno odreze na oba kraja, namoci u tetrazolnoj oto-
pini i za 10 minuta izlozi podtlaku od 18.600 Pa. Nakon 10 minuta, polako venti-
liramo 1 minutu kako bi podtlak narastao do normalnog zrac¢nog tlaka. Po-
stupak ponavljamo jo$ dva puta. Sjeme ostavljamo jos 3 sata, a moze i tokom
cijele no¢i u otopini u tami pri 30°C i nakon toga ocjenjujemo.

Za ocjenjivanje vitalnosti sjeme prerezemo kroz endosperm i ispostavi-
mo embrije. Kriterij obojenja jednak je kao kod prve metodike.

Kod oba postupka pri ocjenjivanju obojenosti sjeme smo svrstali u 8 gru-
pa:

1 — sjeme s potpuno obojenim embrijem i endospermom
2 — sjeme s potpuno obojenim embrijem i djelomi¢no obojenim endosper-
mom
3 — sjeme s djelomi¢no obojenim embrijem i potpuno obojenim endosper-
mom
— sjeme s djelomi¢no obojenim embrijem i endospermom
— Ssjeme s potpuno obojenim embrijem i neobojenim endospermom
sjeme s neobojenim embrijem i endospermom
— prazno sjeme
— trulo sjeme
Pomocu analize varijance za jednofaktorski pokus i LSD test analizirali
smo rezultate grupe s vitalnim sjemenom (embrio i endosperm potpuno su
obojeni).
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REZULTATI

Medu postupcima pomo¢u kojih je odredivana vitalnost sjemena pojavi-
le su se razlike.

Kod metode s podtlakom, u prosjeku, vise je sjemenki bez poteskoéa
klasificirano u grupu sa potpuno obojenim embrijem i endospermom.

Vedi postotak sjemenki se je pojavio i u grupi s potpuno obojenim em-
brijem i djelomi¢no obojenim endospermom.

Manje sjemenki, u usporedbi sa propisanom metodikom, pojavilo se u
grupi s djelomi¢no obojenim embrijem i endospermom.

U ostalim grupama nije bilo bitnih razlika izmedu postupaka.

Kod sva ¢etiri uzorka vitalnih sjemenki pokazala se je u postotku statis-
ticki signifikantna razlika izmedu postupaka. Uz rizik od 1% moze se tvrditi
da nova metodika omogucéava lakse ocjenjivanje vitalnosti. Tetrazolna otopi-
na se kod nove metodike ravnomjernije i brze rasporeduje po vitalnim djelo-
vima sjemena.

Rezultati oba razli¢ita postupka vide se u tabeli 1.

ZAKLJUCCI — REFERENCES

Nova metodika s podtlakom omogucuje jasno i odredeno obojenje em-
brija i endosperma pa je time i ocjenjivanje jednostavnije. Uslijed podtlaka
sjeme se, ako je Zivo, u cjelosti oboji ravnomjerno, pa je u grupu sa potpuno
obojenim embrijem i endospermom uvriteno vise sjemenki. Pored te pred-
nosti, dobra strana nove metode je i vremenski krace tretiranje. Pokus traje 1
dan ili 2 (u slu¢aju da sjeme ostavimo u otopini tokom noci), dok sluzbeno pro-
pisana metodika zahtijeva postupak od 3—4 dana. U nasem slu¢aju prema
metodi s podtlakom bio je dovoljan 1 dan za cjelokupni postupak, posto se u
tom vremenu sjeme dovoljno obojilo.
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Nedostatak propisane metodike sastoji se u tome da, usprkos produze-
nom bojenju, ne dolazi do ravnomjernog rasporedivanja tetrazolne otopine.
Mnogo puta naisli smo na slu¢aj kada je snazno, zdravo sjeme usprkos 48-sat-
nom namakanju u sredini jo$ uvijek neobojeno. Kako iz prakticnog stanovista
ovakvo sjeme, zbog nedostatka u postupku, ne mozemo ubrojiti u mrtvo sje-
me, pomazemo si tako da embrije izdvojimo iz endosperma a time i iz sjemen-
ske ovojnice i tako odvojene ponovo ih bojimo neko vrijeme i nakon toga ih
ocjenjujemo.

Intenzitet obojenosti nije mjerilo za vitalnost. Vitalno sjeme je ono sjeme
koje se oboji tamno crveno kao i ono koje je ruZicaste boje. U razli€itim nijan-
sama boje moguée je uociti samo promijenjenu vitalnost: jako tamno crveno
obojeno sjeme nalazi se u fazi umiranja, ali je jos uvijek zivo.

Tabela 1. Rezultati obojenosti sjemena 4 uzorka jele u %

UZORAK 1 UZORAK2 UZORAK3 UZORAK 4

Grupe prema obojenosti N P R NP RNTPU RNPR

1. (E+END)p 48 37 11 45 39 6 32 21 11 52 44 8
2. Ep+ENDd 9 0 6 1 2 0 T2 0
3. Ed+ENDp 0 1 2 1 2 0 2 4
4. (E4+END)d 2 19 4 12 3 15 2 17
5. Ep+ENDn 0 © o o0 0o o0 0o o0
6. (E+ END)n 5 6 5 6 0 0 0 i
7. prazno sjeme 33 34 36 39 60 62 36 32
8. trulo sjeme 3u 8 2al 02 1 2 1 2

LSD za razli¢ite postupke u grupi 1 (E+END)p: LSDy¢s = 2,9
1LSDg, =39

Legenda: E — embrio
END — endosperm

P — potpuno obojeno

d — djelomi¢no obojeno

n — neobojeno

N — nova metoda sa podtlakom

o) — propisana metoda

R — razlika: N—P
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