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Die Tetrazolium Working Sheets, Methodenentwicklung
und Aufnahme neuer Arten in die ISTA-Vorschriften

Das Topographische
Tetrazoliumverfahren

Mit dem Topographischen Tetrazoli-
umverfahren ist eine rasche und genaue
Bestimmung der Lebensfdhigkeit von
Samen moglich. Selbst bei ruhenden
Samen liefert die Lebensfahigkeitsprii-
fung zuverldssige Information tiber den
Beschaffenheitszustand von Samen in
kurzer Zeit. Daher wird sie besonders
bei solchen Arten eingesetzt, bei denen
eine Bestimmung der Keimféhigkeit sehr
eilig, sehr schwierig ist oder sich iiber
langere Zeit hinzieht.

Bei dieser biochemische Methode dif-
fundiert das Triphenyltetrazoliumchlorid
nach einer Priparation der Samen in die
Gewebe und wird in lebenden Zellen
durch Elektronen aus der Atmungsket-
tenreaktion zum rotgefarbten Formazan
reduziert. Somit konnen lebende Gewebe
von den ungefarbt verbliebenen toten
Geweben differenziert werden (4bbil-
dung 1). Zur Beurteilung von Samen
als lebensfahig gibt es artspezifische
Auswertungsschemata die das Mindest-
ausmal} und die Lage von gefarbtem,
lebendigem Gewebe anzeigen.

Fiir die Durchfiihrung des Topographi-
schen Tetrazoliumtests liegen die ISTA
Working Sheets on Tetrazolium Testing
in zwei Banden vor. Volume I beinhaltet
dabei 126 Arten aus 30 verschiedenen

Abbildung 1: Tetrazoliumtest bei
Prunus, oben lebensfahige Samen,
unten nicht lebensfahige Samen
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Familien von landwirtschaftlichen- Ge-
miise- und gértnerischen Arten, wihrend
Volume II 119 Gattungen von Gehdlzar-
ten aus 44 Pflanzenfamilien umfasst.

ISTA Tetrazolium Working Sheets

Wie am Beispiel des Arbeitsblattes fiir
Abies (Abbildung 2) zu sehen, sind alle
erforderlichen Schritte iibersichtlich auf
einer Seite dargestellt, die Seiten sind

alphanumerisch sortiert, damit Ergin-
zungen eingefligt werden kdnnen.

Die Schemazeichnungen der ganzen
Samen zeigen die Lage der einzelnen
Gewebebereiche in einheitlicher Farb-
symbolik. Dabei sind die embryonalen
Gewebe weil, die Nahrstoffspeicherge-
webe Endosperm und Perisperm gelb,
die Samenschalen blaugriin und die
Fruchtschalen braun.

1. Species / Genus

2. Instruments

3. Pretreatment

4. Preparation before staining
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6. Preparation for evaluation

7. BEvaluation (maximum area of unstained,
flaccid and/or necrotic tissue permitted)

8. Remarks

Fig. 1. Freparation step (s)

Abies, Pinaceag; Fir, Tanne

Seed tissue (longitudinal section)

Beakers (4 x 530 ml), dissecting needle, filter paper,
forceps, sclapel, support for preparation (rubber),
suppaort for evaluation, alcohal for cleaning

MNone
FPrepare the dry seeds. Cut transversely at both
ends, to open embryo cavity. Incubate seedsin TZ

solution by the following treatment: Treat TZ imbibed
seeds 3 x 10 minutes with low pressure

18 hours, 30°C, 1,0 % TZ-solution

Cut longitudinally through endosperm, expose
embryo, remove seed coat

Mone, except small superficial necrosis on the outer
part of the endosperm, not in connection with
embryo cavity

Old and dry seeds may give mare consistent results
if imbibed for 48 hours

Alternative method explained in the ISTA-Rules
Tahble BA

Fig 2 Evaluation, examples of none viable seeds.
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Abbildung 2: ISTA Tetrazoilum Working Sheet Abies
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Dem Saatgutpriifer wird somit schon
vor dem ersten Arbeitsschritt vor Augen
gefiihrt in welche Gewebebereiche er
eingreift. Somit kann er abschitzen wo
genau Wundreaktionen zu erwarten sind
und ist in seiner Beurteilung sicher.

Ebenso sind die Richtlinien zur Pripa-
ration als Skizzen dargestellt bei denen
die Schnittfithrung fiir jeden Préparati-
onsschritt eingezeichnet ist.

Beispielhaft werden jeweils Farbebilder
von nicht lebensfdhigen Samen aufge-
zeigt.

Die bei allen Arten moglichst kurz
und gleichformig gehaltenen Beschrei-
bungen umfassen eine Auflistung der
erforderlichen Arbeitsmittel und alle
erforderlichen Arbeitsschritte wie die
Vorbehandlung, Priaparation, Férbung,

detaillierte Vorschriften zur Beurteilung
sowie Bemerkungen.

Aufnahme von Methoden
in die ISTA Vorschriften

Fiir die Aufnahme neuer Arten in die ver-
bindlich geltenden ISTA Vorschriften be-
darfes jedoch der Methodenvalidierung.
Die Vorgehensweise bei der Eingabe
neuer Methoden beginnt mit der Antrag-
stellung zur Aufnahme einer Methode in
die ISTA-Rules beim Vorsitzenden des
entsprechenden Komitees. Nimmt das
Komitee den Vorschlag an, so erfolgt
die Erarbeitung und Validierung der
Methode in Vergleichsuntersuchungen.
Féllt die Validierungsstudie positiv aus,
so wird im entsprechenden Komitee {iber
die Aufnahme der Methode abgestimmt
und die Zustimmung iiber das ISTA
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Abbildung 3: Vorgehensweise bei der Einbringung von Methoden in die ISTA

Vorschriften
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Sekretariat an den Methodenausschuss
weitergereicht, der die Vereinbarkeit
mit den Vorschriften priift und die end-
giiltige Formulierung bestimmt. In der
darauffolgenden Vollversammlung der
Vereinigung wird die Methode in die
ISTA-Rules aufgenommen. Wird die
Annahme des Vorschlages in einer der
Prozessstufen ablehnt, so besteht die
Moglichkeit eine revidierte Fassung
erneut beim Vorsitzenden des Komitees
einzureichen (Abbildung 3).

Als methodische und fachliche Vorlagen
fur Arten, die noch nicht in den ISTA-
Rules beschrieben sind, dienen das ISTA
Tetrazolium Handbuch von Moore - mit
umfassenden Literaturangaben -, die
ISTA Tetrazolium Working Sheets, das
AOSA Tetrazolium Handbuch sowie die
einschldgige Bestimmungsliteratur und
Internetquellen.

Bei der Methodenoptimierung sind die
unterschiedlichen Einflussparameter fiir
die einzelnen Samenarten abzustimmen.
So wurde die im ISTA Tetrazolium Hand-
buch von Moore beschriebene Methode
fiir die Lebensfahigkeitsbestimmung von
Carthamus optimiert, indem die einzel-
nen Arbeitsschritte iberpriift wurden.

Vorgehensweise bei der
Methodenentwicklung

Zunichst muss die Samenmorphologie
iiberpriift werden - ist Endosperm oder
Perisperm vorhanden oder handelt es
sich um Samen ohne Néhrgewebe. Wie
soll die Priparation erfolgen, in trocke-
nem oder in vorgequollenem Zustand?
Wo und wie ist der Same zu 6ffnen, damit
die Tetrazoliumldsung bestmdglichst in
alle relevanten Gewebe eindringen kann?
(Abbildung 4)

Wie konzentriert muss die Tetrazolium-
16sung sein und wie ist die Kombination
aus Temperatur und Zeit beim Farbevor-
gang zu wihlen, um ein optimales Farbe-
bild zu erhalten? Unzureichend ebenso
wie zu intensiv gefarbte Gewebe kdnnen
beim wenig erfahrenen Saatgutpriifer zu
fehlerhaften Beurteilungen fithren. Die
Unterscheidung von lebensfahigen und
von nicht lebensfahigen Samen muss
klaren Richtlinien folgen. Abbildung 5
zeigt einen nicht lebensfahigen Samen
aufgrund nekrotischer Wurzeln und Ko-
tyledonen-Schiiden im Ubergangsbereich
von der Wurzel zu den Keimblattern
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Abbildung 4: Optimierung der Priparationsmethode bei Carthamus, Offnung

des Samens in Langs- oder Querrichtung

(Abbildung 5). Ist eine Methode so im
Detail beschrieben, wird der Methoden-
entwurf zur Aufnahme in die ISTA-Rules
eingereicht.

ISTA Validierungsstudie bei
Tomate, Lycopersicon esculentum
Im Folgenden wird das aktuelle Verfah-
ren der Aufnahme des Topographischen
Tetrazoliumtests fiir Tomate, Lycopersi-
con esculentum in die ISTA Vorschriften
beschrieben.

Im Oktober 2006 wurde durch das
Tetrazoliumkomitee beschlossen, die
Methode zur Lebensféhigkeitsbestim-
mung bei Tomate in die ISTA-Rules
aufzunechmen. Eine Methode lag bereits
in den ISTA Working Sheets vor, sodass
nur noch eine Validierung der Methode
erfolgen musste. Die Organisation dieser
Aufgabe wurde von Herrn Dr. HERR,
Universitit Hohenheim zusammen mit
der Vorsitzenden des Tetrazoliumkomi-
tees Frau KRAMER, LTZ Augustenberg
iibernommen.

Als erster Schnitt war die Planung der
Validierungsstudie im Hinblick auf die
statistische Auswertung erforderlich.
Nach der Materialbeschaffung im Januar
2007, die vier Proben unterschiedlicher
Qualitdt umfasste, musste dieses auf
seine Eignung mit jeweils 4 x 100 Samen
voruntersucht werden.

Danach konnten 9 Labore weltweit fiir
die Teilnahme an dem Ringuntersuchun-
gen gewonnen werden, an welche Mitte
Februar die Proben verschickt wurden.
Die Untersuchung musste bei allen vier
Qualitdten an jeweils 4 x 100 Samen
erfolgen, der Ergebnisbericht sollte Ende
Marz vorliegen, sodass die statistische
Auswertung bis Oktober 2007 abge-
schlossen werden konnte.

Die Beurteilung der Validierungsstudie
im Tetrazoliumkomitee einschlieflich
Abstimmung erfolgte im November
2007, sodass der Termin zum Einrei-
chen von Methodenvorschldgen zur
Abstimmung bei der folgenden Vollver-

58. Tagung der Vereinigung der Pflanzenziichter und Saatgutkaufleute Osterreichs 2007

Abbildung 5: Beurteilung des Farbe-
bildes, Schaden an der Wurzel und
am Ubergangsbereich zu den Koty-
ledonen

sammlung beim ISTA Sekretariat, im
November 2007, eingehalten werden
konnte.

Nach erfolgreicher Abstimmung iiber die
Methode bei der ISTA Vollversammlung
im Juni 2008 wird die Methode in die IS-
TA-Rules aufgenommen und steht somit
als weitere Methode fiir die Ausstellung
von Tetrazoliumergebnissen bei Tomate
auf ISTA Zertifikaten zur Verfiigung.
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