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Za procjenu dinamike nicanja korovne vrste Ambrosia artemisiifolia L.
potrebno je ustanoviti udjel vijabilnog sjemena u banci sjemena tla. Vizualno
nije moguce razdvojiti dormantno od klijavog i mrtvog sjemena pa je sjeme
potrebno dodatno testirati. Destruktivne metode odredivanja vijabilnosti bili su
test klijavosti + tetrazol (TTC), samostalan TTC te crush-test (test pritiska).
Budu¢i da svaka od navedenih metoda ima odredena ogranicenja te da su
tetrazol i crush-test u odredenom dijelu subjektivne metode, cilj je ovoga rada
bio usporediti destruktivne metode odredivanja vijabilnosti sjemena i
ustanoviti daju li TTC i crush-test pouzdane i ponovljive rezultate.
Laboratorijsko je istraZivanje provedeno na sjemenu pelinolisnog limundzika
prikupljenom u rujnu 2014. na lokalitetu Popovada. U pokusu |) sjeme
pelinolisnog limundZika testirano je testom klijavosti + TTC testom, TTC testom
i crush-testom. Pokus Il) podijeljen je na provjeru pouzdanosti TTC-a i crush-
testa. Kod TTC testa u pokusu a) testirana je razlika u vizualnoj percepciji dvaju
razli¢itih ocjenjivaca i istog ocjenjivaca u vremenskom odmaku izmedu dvaju
ocjenjivanja (60 min.), a u pokusu b) cilj je bio odrediti eventualne razlike
izmedu ocjena istog ocjenjivata za obje polovice istog sjemena te ocjene
jednog ocjenjivaca jedne polovice sjemena s ocjenom drugog ocjenjivaca druge
polovice sjemena. Kod crush-testa odredivana je razlika izmedu dvaju
ocjenjivaca gdje je jednu polovicu sjemena ocjenjivao prvi, a drugu polovicu
drugi ocjenjiva¢. Rezultati istrazivanja pokazuju da ne postoje veée razlike u
vijabilnosti sjemena izmedu testa klijavosti + TTC testa, TTC testa ni crush-
testa. Prva ocjena TTC testa istog ocjenjivaca u vremenskom odmaku od 60
minuta u odnosu na drugu ocjenu nije znatno promijenjena. Takoder, rezultati
usporedbe prve i druge ocjene obaju ocjenjivaca pokazuju da su na slican nacin
procjenjivali vijabilnost sjemena Sto potvrduje pouzdanost i ponovljivosti TTC
testa. Medutim, polovice istog sjemena pelinolisnog limundzika nisu jednako
ocijenjene kod obaju ocjenjivaca (pokus b). Crush-test daje objektivne rezultate
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procjene Vvijabilnosti sjemena pelinolisnog limundZika jer njime nije
ustanovljena znatnija razlika u procjeni vijabilnosti izmedu dvaju ocjenjivaca.

Kljucne rijeci: pelinolisni limundzik, crush-test, test klijavosti, tetrazol-test,
vijabilnost sjemena

DESTRUCTIVE METHODS FOR VIABILITY TEST OF Ambrosia

artemisiifolia L.
SUMMARY

In order to estimate the germination dynamic of common ragweed
(Ambrosia artemisiifolia L. ) it is necessery to determinate percentage of viable
seed in the soil seed bank. Since is impossible to visually distinguish dormant
from germinating and dead seed, it is necessary to conduct some additional
tests. Destructive methods to test seed viability are: germination test +
tetrazolim (TTC), individual tetrazolium (TTC) and crush test. Each of these
methods have some limitations and since tetrazolium and crush test are in
certain part subjective methods, the aim of this research was to: 1) compare
the viability results of destructive methods and Il) to determine if TTC test and
crush test can give reliable and repeatable results. Laboratory research was
conducted on common ragweed seed which was collected in September 2014
in Popovaca. In experiment | seed was tested through germination test + TTC
test, individual TTC test and crush test. Experiment Il was seperated on
reliability of testing TTC and crush test. In TTC test in experiment a difference
in visual perception of 2 evaluators and the same evaluator in time interval
between 2 evaluations (60') was tested, and in experiment b aim was to
determine possible differences between evaluations of the same evaluators for
both halves of same seed, and to compare evaluations from 1st evaluator who
evaluated one half of the seed with another half which was evaluated by 2nd
evaluator. In crush test, difference between two evaulators was determined
where one seed half seed was evaluated by 1st evaluator and other half by 2nd
evaluator. Results showed that there were no significant difference in seed
viability between germination test + TTC test, individual TTC test and crush
test. First evaluation in TTC test from the same evaluator in time lag from 60
minutes compared to another one, was not significantly changed. Also, the
results of the comparison of the first and second evaluations of both
evaluators indicate that they evaluated the viability of the seed in a similar
way, confirming the reliability and repeatability of the TTC test (experiment a).
The halves of the same seed of common ragweed were not evaluated the same
by both evaluators (experiment b). Crush test gave objective results in seed
viability estimation beacause with this test it was not determined significant
difference in assesment of viability between both evaluators.

Key words: Ambrosia artemisiifolia L., crush-test, germination test, tetrazol
test, seeds viability
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uvobD

Pelinolisni limundzik (Ambrosia artemisiifolia) jedna je od najvaZnijih
korovnih vrsta danasnjice Siroj javnosti najviSe poznata po prekomjernoj
produkciji peluda koji uzrokuje alergijske reakcije kod ljudi i Zivotinja. Na
ruderalnim mjestima, gdje najcesce raste kao biljka soliter, moZze stvoriti i do 8
milijuna peludnih zrnaca (Mezei i sur., 1995). Procjenjuje se da ¢ée klimatske
promjene pogodovati i daljnjem Sirenju ove vrste Sto dodatno moze utjecati na
zdravlje alergicnih ljudi (Chapman i sur., 2016).

lako alergeni pelud priéinjava zdravstvene probleme, uspjeSno dugoroéno
suzbijanje ove korovne vrste moguce je jedino ako se prijeci unos i reducira
potencijal iz banke sjemena tla. Pelinolisni limundzik proizvodi velike kolic¢ine
sjemena koje u tlu ostaju vijabilne i nekoliko desetaka godina predstavljajuci
izvor zakorovljenosti u sljede¢im godinama. Ujesen, nakon fizioloskog dospijeca
sjemena, roska pelinolisnog limundzZika dospijeva u tlo obogadujuéi banku
sjemena tla. Ve¢ u trenutku osipanja sjeme posjeduje primarnu dormantnost,
odnosno nije odmah sposobno klijati. Ulaskom u tlo sjeme prelazi u
sekundarnu dormantnost u kojoj i dalje nije sposobno za klijanje. Da bi
sjemenke mogle klijati, moraju tijekom zimskog razdoblja proéi fazu
stratifikacije u hladnim i vlaznim uvjetima tla. Sjeme pelinolisnog limundzika
tako moze prolaziti kroz ove ciklicne dormantnosti i nekoliko puta, ¢ak i do 40
sezona (Baskin i Baskin, 1977). Upravo je ciklicna dormantnost sjemena glavni
razlog razvucenog razdoblja nicanja pelinolisnog limundzika Sto otezava
njegovo suzbijanje u poljoprivrednim usjevima, ali i produzava razdoblje
polinacije alergenog peluda.

S obzirom na to da je pelinolisni limundZik biljna vrsta koja proizvodi velike
koli¢ine sjemena (Fumanal i sur.,, 2007) koje ostaju u banci sjemena tla
dormantne i nekoliko desetaka godina (Toole i Brown, 1946), dinamika ce
populacije ovisiti o rezervama sjemena u banci sjemena tla. Stoga se
poznavanjem sastava i gustoce sjemenki korova u banci sjemena tla moze
predvidjeti buduéa zakorovljenost, ali i procijeniti ucinkovitost svih prethodno
provedenih mjera suzbijanja na doti¢noj povrsini.

Naj¢eSce koristena metoda analize banke sjemena tla je metoda ispiranja
gdje se suspenzija ispire kroz sustav sita kako bi se izdvojile sjemenke iz tla. Da
bi se medutim saznalo jesu li izdvojene sjemenke Zive, potrebno je provoditi
dodatne testove za odredivanje Vvijabilnosti sjemena. lako postoje i
nedestruktivne metode (odredivanje tipa sjemena na osnovi mase sjemena,
sposobnosti elektricne provodljivosti te na osnovi sposobnosti bubrenja),
najcesce su metode odredivanja vijabilnosti sjemena koristene i u ovome radu
destruktivne metode: test klijavosti + tetrazol-test, samostalni tetrazol-test
(TTC) i crush-test.

Test klijavosti standardna je metoda odredivanja klijavosti svih biljnih vrsta i
jedna je od najcesée koristenih metoda jer je prilicno jednostavna i lako
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dostupna metoda. Ovim se testom dobije podatak o postotku klijavih sjemenki
unutar odredene sjemenske populacije, medutim nije moguce dobiti
informaciju o broju Zivih (dormantnih) sjemenki unutar te populacije. Stoga je
sve neproklijalo sjeme potrebno dodatno testirati tetrazol-testom. U TTC testu
koristi se trifenil tetrazol klorid, bijeli prah topiv u vodi koji se koristi kao redoks
indikator u biokemijskim pokusima, a ukazuje na dijelove tkiva u kojima se
odvija stani¢no disanje. Priznat je kao ispravan test za odredivanje vijabilnosti
sjemena i jedna je od najpopularnijih tehnika odredivanja vijabilnosti korova u
21. stolje¢u (Borza i sur., 2007), iako je otkriven 1949. (Lakon, 1949), a na
nasim podrucjima upotrebljavan i 80-ih godina proslog stolje¢a (Ujevic i Ujevic,
1982). Uvodenjem ovoga testa, s testom klijavosti ili bez njega, znatno je
unaprijedeno odredivanje vijabilnog sjemena unutar sjemenske populacije.
Naime, industrija sjemena treba u kratkom vremenu informacije o vijabilnosti
kako bi donijeli brze odluke u marketingu sjemena (Elias i Garay, 2004), Sto se
moze postici upravo ovim testom. U nekim institucijama za ispitivanje kvalitete
sjemena dopusteno je izdavati certifikat o vijabilnosti sjemena baziran na
tetrazol- testu, dok se test klijavosti ne dovrsi do kraja. Prednost je TTC testa
brza procjena vijabilnosti sjemena. Nedostatak ovog testa leZzi u njegovoj
neprakti¢nosti jer je potrebno imati odredeno znanje kako ne bi doslo do krive
evaluacije. Crush-test je vremenski kraéa opcija od TTC testa i smatra se
njegovom alternativom. U ovome se testu koristi pritisak na sjeme kako bi se
nakon oSteéenja sjemene ovojnice vidio tekudi sadrzaj koji siemenke izbacuju iz
Zivih stanica nakon pritiska (Borza i sur., 2007).

S obzirom na to da svaka od navedenih metoda ima odredena ogranicenja te
da su TTC test i crush-test u odredenom dijelu subjektivhe metode, cilj je ovoga
rada bio usporediti tri destruktivne metode odredivanja vijabilnosti sjemena
(testom klijavosti + TTC test, TTC testom i crush-testom) i ustanoviti postoje li
izmedu TTC testa i crush-testa razlike u pouzdanosti ovisno o subjektivnosti
razli¢itih ocjenjivaca i moguénost ponovljivosti istih.

MATERUALI | METODE RADA

Sjeme korovne vrste Ambrosia artemisiifolia prikupljeno je na lokalitetu u
Popovaci (N 45056’ 22" E 16068’ 11”’) u zapusStenom vinogradu u rujnu 2014,
Laboratorijsko istrazivanje provedeno je na Agronomskom fakultetu SveuciliSta
u Zagrebu, na Zavodu za herbologiju. IstraZzivanje je podijeljeno na dva dijela: I)
Odredivanje vijabilnosti sjemena pelinolisnog limundzika destruktivnim
metodama: test klijavosti + TTC test, TTC test te crush-test te Il) Odredivanje
pouzdanosti i ponovljivosti rezultata TTC testa i crush-testa procjenom razlika u
ocjeni izmedu dvaju ocjenjivaca i ponovnom ocjenom nakon 60 min. Opis
pojedinih metoda istrazivanja u skladu s navedenim ciljevima istrazivanja
prikazan je u nastavku teksta.
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1) Odredivanje vijabilnosti sjemena pelinolisnog limundZika destruktivnim
metodama
Test klijavosti + tetrazol-test

Sjemenke pelinolisnog limundZika postavljene su u sterilizirane Petrijeve
zdjelice na filtar-papir. Posijano je 100 sjemenki pelinolisnog limundzika u Cetiri
repeticije. Potom su Petrijeve zdjelice stavljene u klima-komoru na
temperaturni rezim od 25 °C/15 °C s fotoperiodom od 12 sati dana i 12 sati
nodi. Klijavost je provjeravana tri puta tjedno tijekom tri tjedna. Proklijalim
sjemenom smatrano je sjeme s vidljivom radikulom > 1 mm.

Vijabilnost sjemena (V;) odredena je prema sljedeéoj formuli (Borza i sur.,
2007):

vi= SR 100
N
gdje G predstavlja proklijale sjemenke, CR potencijalno Zive sjemenke, a N
ukupan broj posijanih sjemenki.

Klijavost je pracena tri tjedna, nakon ¢ega je neproklijalo sjeme podvrgnuto
tetrazol-testu. Neproklijalo sjeme potopljeno je u vodu 17 sati, na sobnoj
temperaturi od 25 °C te je iduéi dan prepolovljeno na dvije polovice. Veca je
polovica stavljena u eppendorf-epruvete i potopljena u otopinu trifenil tetrazol
klorida na 24 sata na 30 °C te obavljena ocjena obojenosti embrija (slika 1). Sve
sjeme u istrazivanju koje je procijenjeno kao djelomi¢no obojeno (0,5) tretirano
je kao mrtvo sjeme (Karrer i sur., 2016). Postotak vijabilnost sjemena nakon
provodenog TTC testa (V,) odreden je prema sljedeéoj formuli (Borza i sur.,
2007):

G+T

V, = x 100

gdje G predstavlja proklijale sjemenke, T neproklijale
sjemenke pozitivne na T test, a N ukupan broj posijanih
sjemenki.

Tetrazol-test

TTC test proveden je i bez prethodnog provodenja testa
klijavosti. Upotrijebljeno je 100 sjemenki pelinolisnog
limundzika. Metoda provodenja tetrazol-testa identi¢na je kao
kod gore opisanog tetrazol-testa provedenog na neproklijalim
sjemenkama testa klijavosti.

Slika 1. Klasifikacija obojenosti za korovnu vrstu Ambrosia
artemisiifolia (http://ragweed.eu/)
Fig. 1 Color classification for weed species Ambrosia artemisiifolia
(http://ragweed.eu/)
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Crush test

Crush-test proveden je na 100 sjemenki pelinolisnog limundzika. Sjeme je
prepolovljeno i obje su polovice pritisnute uz pomo¢ predmetnog stakalca te je
promatrana prisutnost vodenog traga na filtar-papiru. Ako je uocen mokri trag,
sjeme je klasificirano kao Zivo, a ako je filtar-papir ostao suh, kao mrtvo sjeme
(slika 2.).

Slika 2. Postupak provodena crush-testa (izvor: http://ragweed.eu)
Fig. 2 Procedure implementation of crush testa (izvor: http://ragweed.eu)

Il) Pouzdanost i ponovljivost rezultata ocjene vijabilnosti sjemena
destruktivnim metodama

Metoda provodenja tetrazol i crush-testa bila je identiéna metodi opisanoj u
poglavlju I. Pri izvedbi ovog dijela testa uzeto je po 100 sjemenki u dvije serije
za tetrazol-test i za crush-test. Provjera ponovljivosti tetrazol-testa sastojala se
od dvaju paralelnih pokusa (a i b), a sudionici pokusa bila su dva ocjenjivaca (A i
B). Pokus a) uklju¢ivao je rezanje 100 sjemenki pelinolisnog limundzika te
stavljanje samo vece polovice u otopinu trifenil tetrazol klorida. Cilj je bio
ustanoviti postoji li razlika u vizualnoj percepciji izmedu dvaju ocjenjivaca (A i
B) te isto u odnosu na vremenski odmak izmedu ocjenjivanja. Prvi ocjenjivac
(A) vizualnom ocjenom procjenjuje obojenje odmah nakon vadenja sjemena
pelinolisnog limundzika na filtar-papir iz otopine TTC-a. Druga ocjena istog
ocjenjivaca (A) obavljena je sat vremena nakon prve ocjene. Drugi ocjenjivac
(B) na isti je nacin ocijenio istrazivano sjeme. Pokusom b) cilj je bio odrediti
eventualne razlike izmedu ocjena istog ocjenjivata za obje polovice istog
sjemena te ocjene jednog ocjenjivaca jedne polovice sjemena s ocjenom
drugog ocjenjivaca druge polovice sjemena. Za potrebe provodenja ovog testa
koristene su obje polovice 100 sjemenki pelinolisnog limundZika. Svaka je
sjemenka razrezana na dva jednaka dijela i obje su sjemene polovice stavljene
u zasebne eppendorf-epruvete na kojima su brojevima i slovima oznaceni
parovi polovica, npr. 1A, 1B, 2A, 2B, itd. U svaku eppendorf-epruvetu dodano je
2 ml otopine trifenil tetrazol klorida. Obje sjemene polovice prvo je ocijenio
prvi ocjenjivac (A), a zatim drugi ocjenjivac (B).

Kod provodenja crush testa cilj je bio utvrditi pouzdanost odnosno
ponovljivost ove metode ovisno o istrazivacu (ocjenjivacu). Sjeme je
prepolovljeno. Prvu polovicu sjemena ocjenjivao je prvi ocjenjivac (A), dok je
drugi ocjenjivac (B) na isti nacin ocjenjivao drugu polovicu.

Podatci o vijabilnosti sjemena ustanovljeni TTC i crush-testom statisticki su
obradeni Kappa- testom (Altman, 1991) tako da je odredivan postotak
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identicnih odgovora pomocu Kappa-statistike, koja je dobar pokazatelj
ujednacenosti dviju ili viSe metoda, uzimajué¢i u obzir njihovu slucajnu
pojavnost kad dva ocjenjivaca ocjenjuju istu stvar. Kappa-koeficijent je uvijek
maniji ili jednak 1. Vrijednost 1 podrazumijeva savrSeno poklapanje ocjena, a
vrijednosti manje od 1 podrazumijevaju manje poklapanje ocjena. Prema istom
autoru losa je pouzdanost kad je koeficijent manji od 0,20, slaba pouzdanost
kad je 0,20 — 0,40, umjerena 0,40 - 0,60, dobra pouzdanost kod 0,60 - 0,80 te
vrlo dobra pouzdanost kad koeficijent izosi 0,80 — 1,00

REZULTATI | RADA

1) Rezultati destruktivnih metoda odredivanja vijabilnosti sjemena korovne
vrste Ambrosia artemisiifolia L.

Testom klijavosti ustanovljeno je 77 % klijavog sjemena korovne vrste
Ambrosia  artemisiifolia.  Naknadnim provodenjem tetrazol-testa na
neproklijalim sjemenkama nakon provedenog testa klijavosti, ustanovljeno je
da od 23 % neproklijalih 14 % predstavlja dormantno, a kod 9 % je bilo mrtvo
sjeme. Prema tome, u uzorku je ustanovljeno 91 % vijabilnog sjemena. Kod
metode odredivanja vijabilnosti sjemena istrazivane vrste samo TTC testom je
ustanovljeno takoder 91 % vijabilnog sjemena i 9 % mrtvog sjemena u
populaciji. Gotovo isti rezultati (90 %) o vijabilnosti sjemena pelinolisnog
limundZzika dobiveni su i provedbom crush-testa (graf 1.).

m Klijavo sjeme H Dormantno sjeme Vijabilno sjeme Mrtvo sjeme
100%
9% 9% 10%

0%
80%
70%
60%
50%

91% 20%
40%

Postotak vijabilnosti

30%

20%

10%

0%
Test klijavosti + TTC test TTC test Crush test

Metode utwrdivanja vijabilnosti sjemena

Grafikon 1. Usporedba rezultata triju istrazivanih destruktivnih metoda odredivanja
vijabilnosti sjemena
Fig. 1 Comparison of the results of three destructive methods for seed viability
detection
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Il) Pouzdanost i ponovljivost rezultata subjektivne ocjene tetrazol i crush
testom
Tetrazol-test (pokus a)
Statistickom analizom dobivenih podataka ustanovljen je postotak identi¢nih
odgovora izmedu dvaju ocjenjivaca i vremenskog odmaka izmedu ocjenjivanja
jednog ocjenjivaca (tablica 1.).

Tablica 1. Usporedba vizualne percepcije ocjenjivaca (A i B) te vremenskog
odmaka izmedu ocjenjivanja na jednoj polovici siemena
Table 1 Comparison of the visual perception of the evaluator (A and B) and the
time lag between the evaluation of one half of the seed

Ocjenjivag Sjeme identi¢no Kappa
ocijenjeno (%) koeficijent
A-A 99 0,98
B-B 92 0,84
A;-B; 94 0,88
A; -B, 95 0,90

A-A = 1. ocjena ocjenjivaca A odmah i 2. ocjena nakon 60"
B-B = 1. ocjena ocjenjivaca B odmah i 2. ocjena nakon 60"
A;-B; = 1. ocjena ocjenjivaca A i 1. ocjena ocjenjivaca B
A,-B, = 2. ocjena ocjenjivaca A i 2. ocjena ocjenjivaca B

Ocjena vijabilnosti sjemena kod obaju ocjenjivaca vrlo je pouzdana (Kappa-
koeficijent 0,84 -0,98). Ocjenjiva¢ A ima 99 % istih odgovora usporedujuci prvu
i drugu ocjenu, a ocjenjivac B 92 % istih odgovora. Osim toga vidi se da se prva
ocjena ocjenjivaca A i prva ocjena ocjenjivaca B poklapaju u ¢ak 94 % odgovora,
odnosno 95 % kod druge ocjene.

Tetrazol-test (pokus b)

Ocjene vijabilnosti obaju ocjenjivaca (A i B) izmedu prve i druge polovice
sjemenki kreéu se od 46 do 57 % identicnih ocjena (tablica 2.) sto je Kappa-
koeficijentom protumacdeno kao losa pouzdanost. Kod ocjenjivaca A poklapanje
ocjena izmedu prve i druge polovice sjemena iznosi 57 % istih ocjena, a kod
ocjenjivaca B 46 %. Kad je prvu polovicu ocjenjivao ocjenjiva¢ A, a drugu
polovicu ocjenjiva¢ B, poklapanje ocjena iznosilo je 56 % , a kod obrnute
situacije poklapanje je iznosilo 52 %.
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Tablica 2. Usporedba vizualne percepcije ocjenjivaca (A i B) na objema
polovicama sjemena
Table 2 Comparison of the visual perception of the evaluator (A and B) on both
half of the seed

Ocjenijivag Sjeme identi¢no Kappa
ocijenjeno (%) koeficijent
Air-Ay 57 0,13
B1,- By 46 -0,07
A1,-Bys 56 0,11
Bi:- Az 52 0,03

A, - Ay, = ocjena ocjenjivaca A za prvu (1) i drugu (,,) polovicu sjemena
B1,- B,, = ocjena ocjenjivaca B za prvu (1) i drugu (,,) polovicu sjemena
A;, - By, = ocjena ocjenjivaca A za prvu (1) polovicu sjemena i ocjena
ocjenjivaca B za drugu (,,) polovicu istog sjemena

Bi,— A,,=ocjena ocjenjivaca B za prvu (1,) polovicu sjemena i ocjena
ocjenjivaca A za drugu (,,) polovicu istog sjemena

Crush-test

Ocjene vijabilnosti kod 100 sjemenki iz prve serije Cije su polovice ocjenjivali
oba ocjenjivaca, poklapaju se u 94%, a kod 100 sjemenki iz druge serije u 82%
Sto je kappa koeficjentom protumaceno kao dobra odnosno vrlo dobra
pouzdanost (tablica 3).

Tablica 3. Usporedba vizualne percepcije ocjenjivaca A za prvu polovicu
sjemenke i ocjenjivaca B za drugu polovicu iste sjemenke
Table 3 Comparison of the visual estimation of evaluator A for the first half of
the seed and B for the second half of the same seed

Seriia Ocieniivag Sjeme identi¢no Kappa
J jen) ocijenjeno (%) koeficijent
1. A-B 94 0,88
2. A-B 82 0,64

A-B ocjena ocjenjivaca A za prvu polovicu sjemena i ocjena ocjenjivaca B za
drugu polovicu istog sjemena

RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja pokazuju da se pomodu testa klijavosti u
kombinaciji s TTC testom, crush-testom i samostalnim tetrazol-testom dobiju
vrlo sli¢ni rezultati vijabilnosti sjemena pelinolisnog limundZika (graf 1.). Stoga
¢e odabir odgovarajuée metode za odredivanje vijabilnosti ovisiti ponajvise o
potrebnim  podatcima, odnosno predmetu pojedinog istraZivanja,
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opremljenosti laboratorija te o vremenu koje istraziva¢ ima na raspolaganju.
Ako se provodi samo test klijavosti, koji je inade standardna metoda
odredivanja klijavosti biljnih vrsta, kod korovnih se vrsta ne dobiju potpuni
podatci jer je ustanovljeno 77 % klijavih sjemenki. Stoga je ovaj test nuino
kombinirati s nekom drugom metodom (tetrazol ili crush-testom) kako bi se
dobili podatci o vijabilnom sjemenu, odnosno o onom sjemenu koje je
potencijalno sposobno dati Zivu biljku. Stoga se danas u istraZivanjima najéesée
i koriste kombinacija testa klijavosti i tetrazol-testa za odredivanje postotka
dormantnog sjemena unutar odredene sjemenske populacije. Rezultatima
ovog istrazivanja takoder je potvrdena kombinacija testa klijavosti i tetrazol-
testa vrlo pouzdanom metodom odredivanja kolicine nedormantnog (klijavog),
dormantnog i mrtvog sjemena. Samo se kombiniranjem ovih dviju metoda
mogu precizno razdvojiti ova tri stanja sjemena. Naime, samostalnim tetrazol i
crush-testom dobiveni su podatci o vijabilnom i mrtvom sjemenu, ali nedostaje
informacija o dormantnom sjemenu $to je za kratkorocnu prognozu buduce
zakorovljenosti posebice zanimljivo.

Drugi je cilj ovog istraZivanja bio ustanoviti pouzdanost i ponovljivost
destruktivnih metoda tetrazol i crush-testa. Pri ocjenjivanju tetrazol-testa
percepcija procjene vijabilnosti kod obaju ocjenjivaca nije se znatno
promijenila u vremenskom odmaku od 60 minuta. Takoder je usporedbom
ocjena obaju ocjenjivata zakljuéeno da su na slican nacin procjenjivali
vijabilnost sjemena. Kod prve ocjene istrazivaca A i B, ocjene su se poklapale u
94 %, a kod druge ocjene 95 %. Ovi rezultati pokazuju da tetrazol-test ne ovisi o
tome tko je istrazivac, Sto potvrduje ponovljivost ove metode. Medutim,
rezultati takoder pokazuju da je ocjena kod TTC testa znatno vise subjektivna
kad se ocjenjuju obje polovice sjemena (pokus b). Naime, ocjene ocjenjivaca A i
B kod prve i druge polovice sjemenki kre¢u se od 46 do 57 % identi¢nih ocjena
(tablica 2.), Sto je statisticki procijenjeno kao slabo pouzdano. Polovice istog
sjemena nisu jednako ocijenjene od strane obaju ocjenjivaca, a razlog tome
moze biti nejednoliko rezanje sjemenki odnosno neravnomjerna zastupljenost
embrija u polovicama sjemena, $to je vrlo vaZno za provodenje TTC testa. Cak i
kad je isti ocjenjiva¢ ocjenjivao obje polovice sjemena, pouzdanost je bila vrlo
niska (tablica 2.). Borza i sur. (2007) takoder navode da tocnost provodenja
tetrazol-testa uvelike ovisi o iskustvu i znanju ocjenjivaca i razumijevanju
embrionalne strukture sjemena. Autori pogotovu isticu da je ovu metodu tesko
primijeniti na malim sjemenkama korova kao Sto su Setaria spp., gdje je Cak
nuzno identificirati embrij pod znatnim poveéanjem. lako je pelinolisni
limundzik korovna vrsta s neSto vedim sjemenom, rezultati isktrazivanja
takoder pokazuju da je dosta tesko ravnomjerno razrezati sjeme kako bi se na
objema polovicama mogla ustanoviti vijabilnost sjemena, $to je rezultiralo
niskom pouzdanos$éu u pokusu b. Nasuprot tome, kad se uzimala samo vizualno
veca polovica sjemena (pokus a), ustanovljena je visoka podudarnost izmedu
ocjenjivaca. U istraZivanjima ove tematike najcesée se i uzima samo veca
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polovica sjemena za procjenu vijabilnosti. Oberson (2014) takoder navodi da
TTC test rezultira visokim postotkom sjemena jednako ocijenjenim u dva
navrata od strane dvaju razlicitih istrazivaca (92 %), s ipak nesto manjom
podudarnosti izmedu istraZivata nego izmedu vremenskog odmaka istog
istrazivaca, sli¢no rezultatima ovog rada. Dodatno je autorica istaknula vaznost
namakanja sjemena u vodu prije rezanja i potapanja u trifenil klorid otopinu jer
je sjeme koje nije bilo natopljeno vodom bilo slabije obojeno od namocenoga
sjemena.

Pri provodenju crush-testa ustanovljeno je relativno visoko poklapanje u
ocjenjivanju izmedu dvaju ocjenjivaca, s prosjecno 88 % identi¢nih ocjena
(tablica 3.). Problem nejednolikog rezanja sjemena pri provodenju TTC i crush-
testa i u recentnoj se literaturi navodi kao jedan od njegovih glavnih
nedostataka. Oberson (2014) navodi da kod crush-testa dvije polovice istog
sjemena ne daju uvijek slicne rezultate (87,5 %). Primjenjujuci oba testa (TTC i
crush-test) na jednoj od polovica sjemena, autorica je ustanovila 45 % vijabilnih
sjemenki kod TTC-a i 88 % kod crush-testa, Sto pokazuje da je crush-test gotovo
za dvostruko procijenio vijabilnost sjemena u odnosu na TTC test. Razlog su
tomu, prema misljenju autorice, djelomi¢no obojene sjemenke (0,5) koje su se
isto kao i u ovom radu ocjenjivale kao mrtvo sjeme. Nasuprot tome, u crush-
testu veé male kolicine tekuceg sadrzaja prisutne na filtar-papiru procjenjivale
su to sjeme kao vijabilno. Rezultati Sawma i Mohler (2002) takoder pokazuju
da odredivanje vijabilnosti sjemena crush-testom moZe rezultirati
odstupanjima od oko 20% u odnosu na TTC test za korovne vrste Chenopodium
album L., Amaranthus retroflexus L., Amaranthus hybridus L. i Abutilon
theophrasti Med. Ipak, zbog svoje jednostavnosti, brzine izvodenja i
nezahtjevnosti crush-test je rado odabrana metoda velikog broja istrazivaca, a
posebice pogodna za svjeze prikupljene sjemenke (pohranjeno do 8 tjedana na
hladnom mjestu) pelinolisnog limundZika (Borza i sur., 2007) i kada se testira
veliki broj sjemena poput odredivanja banke sjemena (Sawma i Mohler, 2002).
lako se u literaturi cesto tetrazol-test navodi kao najpouzdaniji test,
ustanovljeno je da, osim prikazanog problema pri rezanju sjemena, vijabilnost
takoder moze varirati i zbog razli¢itog sadrzaja vlage u sjemenkama. Tako se
vijabilnosti sjemena parazitske vrste Striga asiatica (L.) Kuntze s 97 % smanjila
na €ak 3 % pri povecanju vlage u sjemenu te opet nakon suSenja sjemena
povecala na vise od 90 % (Mohamed i sur., 1998). Autori stoga sugeriraju da,
kada se radi o ovoj vrsti, tetrazol-test ne moZe biti pouzdan pokazatelj
vijabilnosti sjemena, ve¢ samo procjena klijavog potencijala pri razlicitoj
vlaznosti sjemena. | kod TTC testa moZe dodi do pogreske pri ocjenjivanju zbog
tamnocrvenih taloga nastalih zbog mikrobnog disanja (ISTA, 1985). Stoga
Sawma i Mohler (2002) zakljucuju da je provodenje crush-testa znatno manje
napornije od TTC testa, a pogotovu korisna zamjena za istraZivanja gdje je rizik
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Odluka o odabiru metode odredivanja vijabilnosti sjemena moze takoder
ovisiti i o starosti dostupnog sjemena. Na starijim sjemenkama pelinolisnog
limundzika crush-test precjenjuje procjenu vijabilnosti jer starije sjeme upije
vlagu i daje pozitivne rezultate. Stoga, Karrer i sur. (2016) preporucuju
primjenu tetrazol-testa kad nije poznata starost sjemena, Sto se uglavnom i
radi kod sjemena uzetog iz tla.

ZAKUUCCI

Podatci istrazivanja pokazuju na gotovo podjednake rezultate vijabilnosti
sjemena pelinolisnog limundzika u svim istrazivanim destruktivnim metodama (
test klijavosti + TTC test, TTC test te-crush test). Tetrazol i crush-test daju
objektivne i pouzdano ponovljive rezultate na sjemenu pelinolisnog limundzika
ovisno o subjektivnosti razli¢itih ocjenjivaca. Percepcija procjene vijabilnosti
kod obaju ocjenjivaca TTC testa nije znatno promijenjena kod dviju razlicitih
ocjena s vremenskim odmakom od 60 minuta. Takoder su oba ocjenjivaca na
slican nacin procjenjivala vijabilnost sjemena s visokom podudarnoscu istih
odgovora u objema ocjenama. Ipak, kad su se ocjenjivale obje polovice
sjemena, podudarnost je istih ocjena bila znatno manja, $to upuéuje na vaznost
ravnomjernog rezanja sjemena. Kod crush-testa nije ustanovljena veca razlika u
procjeni vijabilnosti sjemena pelinolisnog limundzika, iako su se ocjenjivale
obje polovice sjemena. Zaklju¢no, vijabilnost sjemena pelinolisnog limundzika
moZe se ustanoviti pomocu svih istrazivanih destruktivnih metoda. Odabir
metode ovisi iskljuivo o potrebama i moguénostima istrazivaca.
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