MIRJANA UJEVIC, A. UJEVIC

TETRAZOL TEST U KOMPARACIJI S
KLASICNIM METODAMA ISPITIVANJA
KLIJAVOSTI SJEMENA

Ispitivanje klijavosti kao osnov kvaliteta sjemena’ postalo je veé odav-
na redovita ‘praksa mnogih laboratorija u svijetu, a u svrhu dobivanja
tonih informacija o sjetvenoj vrijednosti sjemena, zatim zbog objektiv-
nije kupoprodaje sjemena i zaStite proizvodata od mepoZeljnih posljedica
koje se mogu pojaviti u proizvodnji radi nedovoljnog poznavanja vrijedno-
sti sjemena.

Porastom prometa sjemenom ukazala se potreba brzeg dobivanja re-
zultata klijanja, tj. brie dokumentacije o kvalitetu sjemena namijenjenog
prometu, pa su istraZivanja u tom pravcu pocela vrlo rano.

DIMITRIEWICZ (1876) je tretirao raspolovljena zrna je¢ma sumpor-
nom Kkiselinom i zapazio je razlidito bojenje izmedu vitalnih klica u odre-
denom vremenu tretiranja.

Kasnija istraZivanja, paralelno s razvitkom biokemije, usmjerena su u
koriStenju enzimatskog aparata u sjemenu kao indikatora vitalnosti sje-
mena. Od svih poznatih enzima enzim katalaza pokazao se u to vrijeme kao
najpodesniji za owu svrhu. Poznato je, da ovaj enzim sprijeava akumula-
ciju vodikovog superoksida (Hy0) cijepanjem, prema slijede¢oj formuli: 2H O:
= 2H:0 = O Oslobodeni kisik mogude je direktno mjeriti. pa se prema
njegovoj koli¢ini prosudivala i vitalnost sjemena. Medutim, daljnja ispitiva-
nja opovrgla su ovu metodu, buduéi se dokazalo da izvjesna aktivnost ka-
talaze postoji i kod mrtvog sjemena. Ovakva sasvim kemijska metoda nije
mogia dovesti do Zeljenih rezultaa iz jednostavnog razloga, $to je bazirala
na kvantitativnom odredivanju vitalnosti odredene koli¢ine sjemena, dok
bioloska vrijednost pojedinih sjemenki ovim na¢inom ostaje nepoznata.

Izvjestan napredak u ovom pravcu uéinio je TURESSON (1922) ispiti
vanjem djelovanja dehidraza, koje su vie od ostalih enzima u svojoj ak-
tivnosti vezane uz Zivo tkivo stanice. Medutim, i ova metoda imala je ne-
dostatak, $to takoder ne bazira ma ocjeni vitalnosti pojedinih sjemenki, veé
odredene koli¢ine sjemena.

Metoda Turessona bazira na svojstvu metilenskog plavila, da se redu-
cira na bezbojni metilen posredovanjem dehidraza u Zivim stanicama.

NELJUBOV (1925) je dokazao, da je indigo-karmin od svih anilinskih bo-
Ja najpodesniji indikator razlikovanja Zivih i mmtvih embrija u sjemenu.
Indigokarmin ima svojstvo da u slabijim koncentracijama prodire u mrtvo
tkivo embrija i da ga oboji plavo. Ova metoda pokazala se prakti¢nom iz-
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razito za $umsko sjeme, koje dugo vremena ostaje u dormantnom stanju,
dok za poljoprivredne kulture ne udovoljava svrsi.

Japanac HASEGAWA (1932) slovio je kao prvi koji je pre$ao na ispiti-
vanje pojedinih sjemenki pomoéu otopine telurovih soli, koja posredova-
njem dehidraza zivih stanica embrija prelazi iz bezbojne u crnu boju koja
nije podesna za uo¢avanje nijansa bojenja. '

Ipak, nakon mnogih istraZivanja raznim kemijskim sredstvima u prvi
plan je zatim izbio rad dr BOZE TURINE (1922)* koji je de facto preteca
metoda bojenja solima selena i telura i prvi zapazio da Zive stanice sjeme-
na pretvaraju bezbojnu otopinu soli selena u crvenkastu odnosno soli telura
u crnkastu boju, dok mrtva tkiva ostaju bezbojna.

Prema tome sva kasnija ispitivanja upotrebom selena i telura zapravo
su nastavak rada Turine (Hasegawa 1932, Eidmann 1938, Schmidt 1937, 1939,
Lakon 1939, 1942).

Ovaj metod se nije prosirio u praksi zbog toksi¢nih svojstava i neugod-
na mirisa ovih soli, ali je dao podstreka za daljnja istraZivanja u potrazi
za takvim sredstvima bez otrovnih svojstava $to je konacno i uspjelo La-
konu (1942).

LAKON (1940) nastavio je rad ma bazi natrium biselenita, i prvi uodio
vaznosti bitnih dijelova embrija u bojenju kao indikatora Zivotne sposob-
nosti sjemena, uzimajuéi u obzir nekroti¢na mjesta kao mjerilo stupnja
odumiranja sjemena. Zasluga je Lakona, da je prvi razradio topografski
kriterij na osnovu kojega je moguce razlikovanje normalnih i abnormalnih
klica, $to je od bitnog znafenja za rezultate rutinskog ispitivanja u labora-
torijima za ispitivanje sjemena i njihova reproduciranja zbog provjere toc-
nosti rezultata.

On je takoder dao tehni¢ki postupak i metodu rada gotovo za sve po-
ljoprivredne vrste sjemena, dok su istraziva&i prije njega tretirali uglav-
nom Sumsko sjeme.

Nadalje vazno je spomenuti da je Lakon (1942) prvi zamijenio selenove
soli fetrazol solima, koje imaju znatnih prednosti u ispitivanju klijavosti
sjemena. U prvom redu tetrazol nije otrovan za razliku od selenovih soli,
otopina lak$e prodire u klicu, preciznost je bolja i dobiva se viSe na vre-
menu zbog moguénosti brieg dolazenja do rezultata. )

Izmedu nekoliko vrsta tetrazol soli dokazao je, da je za ovu svrhu naj-
podesniji 2,3,5, Triphenyltetrazol klorid, koji se kao bezbojna vodena oto-
pina reducira posredstvom dehidraza na karmin-crveni formazan.

Varno svojstvo 2, 3, 5 Triphenyltetrazol klorida je relativna dobra ot-
pornost prema kisiku, tako da je mogu¢ rad u aerobnim uvjetima, a inace
ne difundira u mrtvo tkivo i posjeduje neograni¢enu postojanost, tako da
— jednom obojeni dijelovi embrija zadrZzavaju dugo nepromijenjenu sliku,
$to znatno olakSava rad na klasifikaciji klica.

U provjeravanju Lakonove metode nastala su razna iskustva kod raznih
autora, koja su &esto bila u kontradiktornim stavovima, ali istrajnim radom
i striktnom primjenom te metode praksa je sve viSe i§la u prilog Lakona,

* Dr Boro Turina (Kraljevica 1890 — Zagreb 1970) nad zasluzni poljoprivredni stru¢njak osobito na
girenju djetelinskih i travnih kultura, osniva¢ livadarskih zadruga, siliranja i pregonskih pasnjaka
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pa je cilj ovog rada da doprinese radCid¢avanju nesporazuma u pogledu
vrijednosti ove metode i da ukaze na njenu ulogu, koju ima kao suvreme-
na biokemijska metoda ispitivanja klijavosti sjemena.

Noviji radovi na daljnjem usavr$avanju i primjeni topografske bioke-
mijske tetrazol test metode po Lakonu objavilo je vise atitora od kojih se
p(;sgeggr;w isticu dr H. Bulat (1961), Lindenbein (1960), prof. Moore (1961, 1964.
i .

Odbor za tetrazol test pri I S T A4 na kongresu u Lisabonu 1962. g.
usvojio je stanoviSte, da rezultati po tetrazol testu i rezultati ispitivanja
klijavosti nisu potpuno identi¢ni, buduéi pomodu tetrazol testa odreduje-
mo zapravo tzv. potencijalnu klijavost, kako ju je nazvao Lakon, a to dru-
gim rije¢ima znadi, da odredujemo moguénost dobivanja odredenog postotka
za Zivot sposobnih ili nesposobnih klica, za razliku od samog ispitivanja
klijavosti klasi¢nim postupkom, kojim utvrdujemo stvarni postotak normal-
nih i abnormalnih klica. Ovo ipak nije iskljudivo vrijednost tetrazol testa,
$to je dokazano kasnijim mnogobrojnim pokusima i komparativnim ispi-
tivanjima, koja je organizirala I S T A-e, putem brojnih ustanova za ispiti-
vanje sjemena, ukljuéivo i Zavod za ispitivanje sjemena u Zagrebu.

Rezultati ispitivanja klijavosti sjemena u komparaciji s tetrazol testom
u pokusima koje je organizirala I S T A putem c¢lanica pod $iframa od 1
do 11, (za sjeme zitarica, trava i djetelina te uljarica i povrtnog sjemena)
vidljivi su iz slijedeéih tabela.

Zitarice

Triticum Secale Hordeum Avena
aestivum cereale vulgare sative
Uzorak
br.: 1 2 3 4 5 6 7
Stanica '
br.: KK TT KK TT KK TT KK TT KK TT KK TT KK TT
1 77 75 93 92 90 85 51 47 90 89 82 77 91 93
2 69 74 87 91 81 86 48 45 92 90 84 84 95 91
3 74 72 92 92 87 85 49 48 93 91 88 87 S5 95
4 71 75 92 94 84 88 46 47 93 94 86 85 96 96
5 73 77 91 87 86 90 44 41 91 92 85 87 94 91
6 72 69 91 91 81 80 47 47 92 89 8 82 95 93
7 71 73 90 91 84 85 44 44 95 95 86 85 83 90
8 68 76 87 89 84 89 47 49 95 93 83 90 93 93
9 71 74 83 89 84 83 42 43 94 92 87 87 94 97
10 69 67 89 89 84 86-44 40 90 81* 84 67* 92 90
11 72 69 94 91 88 83 44 51 91 94 80 83 88 94
I 72 73 90 91 85 86 46 46 92 91 85 83 93 93
Prosjek ‘ ' _ '
11 - - - - — — — — = 92 — 85 — —

* Izvan tolerancije za klijavost prema I S T A-.
KK = %-klijavosti- klasiénom metodom
TT = rezultati tetrazol testa u %



Trave

i djetelin

e

Agrostis Poa Phleum Festuca Trifolium
alba praten- praten- praten- pratense
sis se sis
Uzorak br. 8 9 10 11 15 16
Stanica
br.. KK TT KK TT KK TT KK TT KK TT KK TT
1 75 76 83 8 72 72 25 29 91 90 64 62
2 53 45 81 8 73 68 21 29 8 82 47 44
3 64 65 83 8 69 70 25 23 8 77 21* 21*
4 e e —
5 54 27 87 83 715 61 27 33 8 8 54 50
6 73 73 90 88 73 77 32 38 8 78 44 33*
1 51 68 31* 65 64 66 24 36 83 8 40 60
& 64 51 8 76 74 713 28 23 90 78 55 47
9 70 73 82 89 68 75 24 29 81 81 47 49
10 38 56 78 84 55% 54* 23 16 83 79 36* 36
11 70 70 8 8 75 80 27 33 8 8 58 56
Prosjek
I 61 65 79 8 70 70 26 29 8 8 47 46
IT 64 64 8 8 71 T — 30 — — 51 53
* 1zvan tolerancije na klijavost prema I S T A-i.
Uljarice i povrtno sjeme
Brassica Pisum Spinacea Cucumis
Uzorak br.: napus sativum oleracea sativus
Stanica 12 13 14 17 18 19
br.: KK TT KK TT KK TT KK TT KK TT KK TT
1 17 19 91 94 72 13 — — — - — —
2 24 8* 84 85 28* 30* 46 41 70 63 8 81
3 g8 7* 80 82 63 60 34 32 65 60 8 85
4 e e e — — —
5 25 23 78 79 26* 30* 32 23 67 41* 8 T2*
6 15 15 87 88 35% 34* 27 25 59 52 19 18
7 14 14 8 9 72 76 30 32 47 49 80 81
8 210 15 8 78 80 60 32 30 67 50 8 84
9 22 23 8 8 75 68 25 26 56 53 8 88
10 24 23 8 9 66 33 — — — — — —
11 25 23 92 91 80 72 46 35 58 58 8 19
Prosjek
1 20 17 84 8 60 57 34 31 61 53 8 81
II 20 19 — — 73 68 — — — 5 — 82
—16 —2 —20 (—33) —11 —26 —10
+2 + 16 +4 +2 +2 +2

* Izvan tolerancije za klijavost prema I S T A
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U tabelarnim pregledima rezultata tetrazol testa i klasiénog nadina is-
pitivanja klijavosti vidimo, da se postoci kreéu u granicama propisanih to-
lerancija, i ¢ak StoviSe, rezultati izmedu ispitivanja klijavosti pojedinih usta-
nova imaju ve¢e medusobne diferencije od rezultata tetrazol testa.

Vlastiti pokusi u Zavodu za ispitivanje sjemena u Zagrebu potvrduju,
premda u manjem broju ispitivanja, podudarnost tetrazol testa klasi¢nom
metodom ispitivanja klijavosti, §to se vidi iz slijedece tabele.

%o klija-
Sorta Anali- javosti
Vrsta sjemena Hibrid ticki TT vosti
broj % (u pijesku)

PSenica Zlatna dolina 4023 92 88 4+ 6
PSenica Zlatna dolina 4024 97 95
Psenica Libellula 4030 91 8 + 6
PSenica Libellula 4048 97 94
PSenica Superzlatna 4343 98 97
PSenica Novosadska rana 4353 98 93
Psenica Moslavka 4001 96 94
PSenica Zlatoklasa 4603 98 96
PSenica Bistra 4639 98 95
PSenica Baranjka 4725 98 96

96,3 96
JeCam jari Pirouette 940 98 95
JeCam jari Union 941 98 96
Kukuruz Bc 183 823 98 98
Kukuruz Bc 183 701 98 96
Kukuruz Bc 360 854 98 96
Kukuruz Bce 360 930 97 95
Kukuruz Bc 420 858 90 87
Kukuruz Bc 420 859 89 84 + 5
Kukuruz Bc 66 — 25 881 98 95
Kukuruz Bc 66 — 25 885 96 93
Kukuruz Bc 66 — 25 897 82 76
Kukuruz Bc 418 908 98 97
Kukuruz Bc 418 909 95 92
Kukuruz Bc 28 — 11 1310 97 9% + 3
Kukuruz EDO KWS 701 712 98 98
Kukuruz FORLA KWS 713 796 98 96
Kukuruz MUTIN KWS 752 1184 98 97
Talijanski ljulj B—9 2890 90 91
Talijanski 1julj B—9 3652 74 73
Talijanski 1julj B —9 3662 79 79
Talijanski ljulj B—9 3664 86 80
Vlasulja livadna B — 14 2010 95 80 + 15
Vlasulja livadna B — 14 2011 86 67 + 19
Vlasulja livadna B — 14 2017 92 86
Vlasulja livadna B — 14 2018 97 89
Grahorica Ratarka 4320 95 94
Grahorica Ratarka 3008 85 77 + 8
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ZAKLJUCAK

Iz svega proizlazi da nema razloga da se tetrazol test ne uvede u re-
dovitu praksu nagih laboratorija za ispitivanje sjemena, prvenstveno za sa-
da u informativne svrhe, a &ak i za dokumentaciju sjemena Zitarica u slu-
Cajevima insistiranja na hitnom izdavanju deklaracija.

Dormantnost sjemena Zitarica je redovita pojava svake godine kod is-
pitivanja klijavosti sjemena ¥itarica proizvedenih u istoj godini, $to uo-
bi¢ajenim postupkom u svrhu savladavanja dormantnosti pomoéu niskih
temperatura produZuje propisano vrijeme ispitivanja za 4—5 dana, dok
primjenom tetrazol testa dormantnost ne predstavlja prepreku, i vrijeme
ispitivanja traje samo 1 dan umjesto 7 — 12 dana.

Na kraju vrijedno je ista¢i da su dosadadnja precizna ispitivanja na
provjeri tetrazol metode otkrila, da divergentni rezultati pojedinih labora-
torija nisu uzrokovani nedostatkom u samoj metodi, ve¢ iskljutivo nepreci-
znom primjenom i nedosljednim tehni&kim postupcima pri izvodenju ove
metode.

MIRJANA UJEVIC, A. UJEVI¢

TETRAZOL TEST U KOMPARACIJI S
KLASICNIM METODAMA ISPITIVANJA KLIJAVOSTI STEMENA

P RIKAZ

Obraden je povijesni razvoj kemijskih i biokemijskih metoda koje su
prethodile otkriéu tetrazol-testa (Lakon 1942).

Ovaj metod je primijenjen komparativno uz klasi¢ni nadin ispitivanja
klijavosti sjemena: kukuruza, Zitarica, trava, djetelina, uljarica i povrtnpg
bilja. Rezultati ispitivanja su iskazani u tabelama za navedene vrste sje-
mena.

S AZETAK

Obraden je povijesni razvoj kemijskih i biokemijskih metoda (Dimim'i'e-
wicz, 1976; Turina, 1922; Neljubov, 1925; Hasegawa, 1932) koji je prethodio
otkri¢u tetrazol — testa (Lakon, 1942).

Dr BoZo Turina je de facto preteda metoda bojenja solima seleqa i.te-
lura, a Lakonu je uspjelo da ove soli zamijeni tetrazol — solima koje nisu
otrovne, a otopina im lak$e prodire u klicu.
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Tabelarno su iskazani rezultati ispitivanja klijavosti sjemena: -Zitarica,
trava i djetelina, uljarica i povrtnog sjemena po tetrazol — testu i klasié-
nim ispitivanjem prema metodici ISTA-e. Rezultati ispitivanja upuéuju na
date zakljucke.

Dormantnost Zzitarica je redovita pojava svake godine kod ispitivanja
klijavosti sjemena i razlog je produZenju vremena ispitivanja za 4 — 5 da-
na, medutim primjenom tetrazol — testa vrijeme ispitivanja umjesto 7 — 12
dana klasi¢nim metodom traje samo 1 dan.
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