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L&t néi ddu

TCVN 10910:2018 dwgc xay dyng dwa trén tai ligu
“Thir nghiém khé ndng séng béng sinh héa, phép thir
Tetrazolium™ (Chwong 6, didu 18 Kidm nghiém hat
giéng quéc té, Hoi Kidm nghiém hat gidng Quéc té
(ISTA), 2011).

TCVN 10910:2016 do Trung tdm khao kiém nghiém .

giéng, san phdm cay tréng Quéc gia - Cuc Tréng trot
bién soan, B§ Néng nghiép va Phét trién néng thén
@& nghj, Téng cuc Tiéu chudn, Do lwdng, Chét lrgng
th&m dinh, B Khoa hoc va Cong nghé cng bé,
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Hat giéng cay tréng - Hwéng dan xac dinh kha ning séng bang
phép thir Tetrazolium
Crop Seeds - Guidelines for Viability Testing by Tetrazolium

1. Pham vi &p dyng

Tiéu chudn nay huéng dan phwong phap xéc dinh kha naing séng clia hat giéng céc loai cay tréng
trong bang A.1 béng phép thlr Tetrazolium.

2 Tai ligu vién dén

Céc tai liéu vién din sau d4y réit cin thiét cho viéc ap dung tiéu chuln nay. Déi véi céc tai ligu vién
dan ghi ndm cdng bé thi 4p dung phién ban dwoc néu. DS véi cac tai liéu. khdng ghi ndm cbng bd
thi &p dung phién ban méi nhét, bao gdm cac sira ddi bd sung (néu cb):

TCVN 8548: 2011 Hat gidng cdy tréng — Phwong phap kiém nghigm.
3 Thuét ngi® va dinh nghia

Trong tiéu chudn nay st dung céc thuat ngi va djnh nghfa sau day:
31

Hat sach (Pure seed)

Hat clia lodi cay tréng ma nguwdi glri m3u yéu ciu kiém tra hodc chiém wu thé trong phén tich, bao
gdm tht ca céc giéng clia loai cay trdng do.

3.2
Hat twol (Fresh seed)

Hat khong phai hat cieng nhung khdng ndy mam dwéi cac didu kién cla phép thir ndy mam, tuy
nhién vin sach, chic va c6 kha nang phat trién thanh ciy mim binh thuwéng khi 4p dung cac
phwong phép x( Iy.

33
Hat ctrng (Hard sesd)

Hat vn cdn cieng & giai doan két thic thai gian thir nghiém ndy mam do khéng hép thy dugc nwdc
va ¢6 kha nang phét trién thanh cdy mam binh thudng, cb thé Ia dang hat ngti nghi; thwdng gip &
nhidu loai thudc ho Dau Fabaceae (Leguminose) nhing cling c6 thé c6 & cac ho cy tréng khéc.:
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3.4
Hat c6 khd nang séng (Viable seed)

Hat sau khi nhuém mau bing dung dich muéi Tetrazolium, phai dugc nhuf;m as hoan toan hodc .
“nhugm @8 mot phan & nhirng viing md co ban quyét dinh sy phét trién binh thudng cla cay mém.

4 Nguyén tac

- Dung dich khdng mau 2,3,5-triphenyl tetrazolium chioride ho#ic bromide Gurgre ding 1am chét chi
thi @& phat hién qua trinh khir oxy xdy ra bén trong cac t& bao séng, chét chl thj ndy tiép nhan
hydrogen tir men dehydrogenase clia hat giéng. Do sy thily phén clia chit 2,35 triphenyl
tetrazolium chloride ho3c bromide trong cac té bdo séng sinh ra mét chét triphenyl formazan mau
a3, &n dinh va khdng khuyéch tan. '

- Ch&t mau @8 nay dung @& phan biét nhirng hat gidng c6 kha ning séng dugc nhudm mau hoan
‘t0an va nhitng hat khong ¢é kha n&ng séng khéng nhudm mau. C6 thé c6 nhirng hat chi nhudm
mau mét phan nén tlly thude vao vi tr, kich thudc va co thé c& mirc dd nhudm mau cla phdi dé
x4c dinh nhirng hat giéng 12 ¢6 kha ning séng hoiic khdng ¢6 kha nang séng. .

5 Thiét bj, dung cy va thuéc thir
5.1 Thiét bj va dyng cy
- Thiét bj: Bén chiéu sang, kinh I4p holic kinh hién vi soi ndi.

- Dung ¢y: panh, dao cét hat (Iw&i dao md, Iudi dao cao..), gat mAu, dung cu ngdm mau, cdc dong,
8ng dong, dTa thly tinh. -

5.2 Thubc thir
- Dung dich 2,3,5-triphenyl tetrazolium chloride hogc bromide ndng % 1,0%, pH tir 6,5 aén 7,5.
- Chué}; bithube thir |
Cach 1: pH r'tu;:_.";_'é: cht itr 6,5 dén 7.,5: pha 1g mudi tetrazolium (chloride ho#c bromide) trong. 106 mi
nwde cht, :
ééch 2 pH nwée cht khdng trong khodng tir 6,5 dén 7,5. Mudi Tetrazolium dugc pha trong dung
dich 4&8m. Dung dich dém dwoce chuan b nhw sau:

Dung dich 1: Hoa tan 9,078g KHzPO, trorig 1000 mi nurdrc ¢t

Dung dich 2: Hoa tan 9.4729.Na2HP04 trong 1000 ml nwée cht

hoé;:: ‘héa tan 11,876g NazHP04.2H20-trong 1000 mi nuwére cht

Trdn dung dich 1 va 2 theo ty 18 2:3, kiém tra pH trong khodng tr 6,5 dén 7,5.

Pha 1 g mudi tetrazolium (chloride ho&c bromide) trong 100 ml dung dich dém nay dé'c_é ndng &8
dung dich mudi Tetrazolium 1%.

6 Cach tién hanh

6.1 Miu phan tich
6
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MAu phén tich gdm 400 hat, durge I8y ngdu nhién tir phdn hat sach da duoe trdn du va dugc chia
thanh 4 1An nhéc lai, m3i An nhéc lai 100 hat gidng nhw chudn bj mau phan tich trong phép thir nay
mam (theo TCVN 8548:2011).

Phép thir cling dugc tién hanh trén nhivng hat twoi, hat clng (dwoe phat hién I ngli nghi) khi két
thiic phép thir ndy mam. S8 liong hat gidng phan tich phy thudc vao lweng hat twoi, hat cling.

6.2 Chuén bj hat gidng trieéc khi nhudm mau

6.2.1 Lam &m hat trwéc khi nhudm mau

Lam.Am hat {3 bién phap ban d3u cAn thiét & mét s loai tnedc khi nhudm mau. Théi gian lam 4m
téi thidu & 20 °C phu luc A (bang A.1). Néu vd hat can trd sy hit nwéc thi phdi choc thiing v6 hat
nhw c4c lodi thudc ho dau 38 Fabaceae (Leguminoseas).

- Lam 4m cham: Hat giéng duoc 1am &m cham & trén hoic gitra gidy a3t ndy mim. Ky thuit ndy
nén dugc st dung &8i vdi nhizng lodi d& bj géy v& néu ngém tre tiép trong nuéc.

- Ngam trong nueére: Hat gidng phai dwee ngam trong nuée d& hit @0 nwée. Xac dinh khd ning
sbng clia hat cirng dbi véi cac loai thudc ho dau a8 Fabaceae (Leguminoseae) bang céch ngam
trong nwée & nhiét 4& 20 °C trong 22h.

6.2.2 Lam hé ¢cdc md trwde khi nhudm mau

Hat cAn phai 1am h& céc mb trwréc khi nhudm mau 8 dung dich tetrazolium xam: nﬁép duwoe dd
" diing va d& danh gis hon. Xem hwéng din phy luc (bdng A1 va B.1).

- Choc thiing hat: Diing kim mi mac ho%c dao mé nhon choc vao phin phn néi nhii vafhodc ngoai -
nhil clia hat. ' '

- C#t theo chidu doc: Hat gibng ngt cbc cét hat theo chidu doc di qua phén gilra clia try phdi va .
khoding % chidu dai clia ndi nhil. Hat gidng thudc loai thyc vat hai 14 mim khéng ¢é ndi nhit va cb
phdi thdng thi cat theo chidu doc di qua phan gilra phia nira I2 mam & xa phoi, a8 lai try phéi khéng
cét, _

- Cét theo chidu ngang: Hat giéng hai 14 mAm cé phdi thdng va khdng ¢6 ndi nhii: ¢t rdi va virt bd
mot doan bing 1/3 dén 2/56 & phla dau xa phéi clia 1a mam. _

- Tach phéi; Tach phdi ¢6 thé duge dung d6i v&i lodi IGa ml, Ida mach va lﬁa mach den. Phdi duoc’
tach bing Iudi dac mdng, ddy qua ndi nhi & ngay phia trén vay bao (scutellum) va hoi xuéng dén

gira ndi nhil, sau d6 lach nhe dao dé& ndi nh( md rdng ra theo chiéu cét. Phdi (cling voi scutellum)
$& long ra khdi nél nhii, chuyén phéi sang dung dich Tetrazolium.

- Loai bd v hat: Toan bd vé hat (va cdc md bao phi khac) phai duwrge loai bd bang cach rach bing
dao nhon ho3c kim miii mac d& tach chdng ra trénh [Am héng phai.

6.3 Nhuém mau

- Qua trinh nhudém mau dwoc 88 trong téi. Dung dich Tetrazolium khéng dwec dé hé ra ngoai nh
sang vl mudi Tetrazolium s& bj khir. Cac hat gidng phai hoan toan ngép trong dung dich



TCVN 10910:2016

petrazolium. Thr gian nhudm mau i véi céc loai khac nhau’ duge néu chi tiét trong phy Ivc A
(b3ng A.1). ' '

- Théigian nhu@m mau thich ho‘-p la 2h & nhiét d¢ 30"0 ai véi ngli cée.

- C4c hat gifng nhd khé thao tic bing tay nhi hat xa -lach (Lactuca spp.) hogic hat ca chua
(Lycopersicon spp.); ¢A chua lai (Lycopersicon hybnds) thi cé thé dwec 1am Am va chudn bj & trén mot
déi gaéy,_cuén lai v& ngam vao dung dich Tetrazolium.

6.4 Danh gia

Mug dich chinh cla phép thir Tetrazolium 1A dé phan blét céc hat ¢6 kha nang séng va khbng chd
kha nang sbng: :

'Quan st bd mat’ vé-t cit @8 danh gi4 sy nhudm mau clia cac md. Tuy vi tri va mérc 4% nhuém mau
dé x4c dinh nhi¥ng hat giéng no cé kha néng sﬁng va nhirng hat khéng ¢6 kha nang séng.

. ) Nhing hat c6 kha ning sbng:

Nhl'mg hat ¢6 kha nang séng 2 nheing hat chi ra kha néing smh ra c4c cdy midm binh thudng. Nhfrng
hat nhw thé:

- Phéi duro'c nhudm thanh mau d6 hoan toan.
- Phéi nhuém mau khéng hoan toan: Xem huréng dﬁn phy luc A (bdng A.2).
b) Nhimg hat khong c6 khé néng séng:

Phdi khéng nhudm dé hoéc nhugm do khéng d3c.tring. Xem hwéng d4n phu lyc A (bang A. 2)va phy
luc B (_bang B.2)

7 Tinh va bidu th] két qua
" 7.1 Tinh két qua
Tinh ty 18 ﬁh’én tram trung binh c4c hat ¢6 kha ning séhg cia 4.1An nh&c lai 100 hat va Iam trén

- @&n s nguydn khi két qua clia 4 1An nhéc lai ndm trong khodng sai sé cho phép quy dinh tai phy
luc A (bang A.3). '

7.2 Sai s6 cho phép |

Két qua cla'phép thir xéc dinh kha niing séng clia hat giéng déng tin cdy ndu st sai khac gita céc
IAn nhéc cao nhat va thdp nhat nim. trong gid han sai 6 cho phép, phép tht hai chidu & mac y
nghla 2,5% quy dinh tai phy lyc A (béng A 3.1).

Két qua thu nghigm kha niéng sdng cla hat gléng bang phép thu' tetrazolium cla cung mét mﬁu
ho#ic khéc mAu gl & ciing mét phdng klém nghiém, phép thir hai chidqu & murc y nghta 2,5% quy
dinh tai phy luc A (bang A.3.2).

Két qua ihu' nghtem kha naing séng clia hat gténg bing phép thir tetrazolium duwgc thye hign trén
c4c miu guri khéc nhau & cac phong thi nghlém khac nhau, phép thir mdt chidu & mic ¥ nghia 5%
quy dinh-tai phu luc A (bang A.3.3).
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Céc két qud 12 twong thich néu sy sai khéc gitra 18 hat c6 kha niing séng clia phép thir khéng
vuot qua sai sé cho phép.

7.3 Béo cdo két qua

Két qua phép thir xac dinh khd nang séng clia hat giéng bing Tetrazolium dwec bao cdo 1a tf 18
phn trdm trung binh ciia hat ¢é kha nang séng trén tdng sb hat kiém tra.

Hat c6 khd n3ng sbng duwee bidu th bing (% sb hat).
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Phuluc A
(Quy dinh)
Trinh ty thir

A.1. Céch tién hanh phép thir Tetrazolium dbi v6i hat gidng mét s6 lodi cay trdng-

ndng nghiép .
Céy tréng Lam dm trwéc & 20°C- | Chudn bjtrwéc | Thei gian | B3 phdn cin
khi nhuém nhuém quan sit
Hinh thirc Thei thich
glan téi | hep (h)
. thidu (h) | .
Lua (Oryza sativa) | Ngam trong 18 C4t doc qua phéi 2 Quan sét bd
nuée va % ndi n?’nﬁ mat vét cit
Ngd (Zea mays) | Ngam trong 18 C4t dgc ‘qua phdi 2 Quan sét bd
‘ ‘nweée va¥%ndinha mat vét cét
Cay thudc ho. cdi | Ngam trong 18 Rach chéo phan 3 Quan sét
Brassica spp. nhw | nwéc vé mot bén la phdi
su hao, su lo, céi mim, tranh tén
ddu, cdi thia, cii thu'crn% than mém
xanh, cdi bg, cai ho#ic ré mim. Loai
bap... bd vd hat bing
n céch 4n nhe
Yén mach (Avena | Loai bd 1a 18 Cét hat ngang gan 18 Quan sat mat
spp.) - may trwde khi phai ngoai clia
lam &m, phoi
phuong phap Cét doc qua phoi 2 Quan sét:
gitra giay va ¥% ndi nha mét ngoai
hogic ngam : clia phoi; mét
trong nuwoc vét cét; phia
' sau scutellum
Dwa b&, _dwa|Ngamtrong 18 Cét ngang mdt 6 Quan sét
| gang, dwa chuét | nwéc phdn nhd ngoai phéi
(Cucurmis spp.) bién ¢la hat. Cét _
doc mét bén qua
vo hat. Loai bd vd
hat va 1ép mang
‘ mdng bén trong
Hat hwéng dwong | Ngam trong .18 Loai b vé quéd-va 3 | Cét doc qua
(Helianthus spp.) | nwéc vé hat 14 ma&m, r&
mé&m va than
mam. Quan
sat ca hal
phia clia hat
Hat sen (Lotus | Ngam trong 18 Pé nguyén hat 18 Loai bd v&
spp.) . nwéc hat a8 [am
hé& phéi

10
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Cay tréng Lam dm trwée & 20°C | Chudnbjtreéc | Thoi gian | B phin cin
khi nhudém nhudm quan sét
Hinh thiee { . Thoi thich . T
-glan t6i hop (h).
thidu (h)
XA lach (Lactuca | Chuln bj hat 18 Lam hé& phdi bdng 3 Quan sat
spp.) kh8, cét doc cach 4n nhe vao phéi
% qua ngoai vd hat
bién qud (qua
bé).-Ngam
trong nwéc
Ca chua | Ngam trong 18 Cét gitra 1a mdm | 18 Cét phing
(Lycopersicon nuwéc va than mam 1/3 m&t mét clia
Spp.); quandlnhll hat thanh hai
cd chua lai nira, Quan
(Lycopersicon sat bé mat
hybrids) ot
Lia mach den | Ngam trong 4 Cét phdi cling véi 3 Quan:sét: B&
(secale cereale) nwéc scutellum mét ngoai
clia phdi;.
phia sau
scutellum
Ngam trong 18 Cét doc qua phdi 3 B& mit ngoai -
nwéc : va % ndi nha. clia phéi; bd
mat vét cit;
- phia sau
; scutellum .
Cao lrong t_}lngam nwéc & 18 Cét doc qua phdi 3 B& mit cit
(Sorghum spp.) C va ¥ ndi nht
Lia mi (Triticum | Ngam trong 4 Cét phdi cling v&i 3 Quan sét: bé
spp.) nuwée scutellum mét ngoai
. . cta phoi;
phia sau
_ scutellum .
Ngam trong 18 CAt doc qua phdi 3 Quan sat: bd
nwéc va % ndi nhi mat ngoai
clia phdi; béd
mit vét cét;
phia sau
. scutellum
Lia mach | Ngam trong 4 Cét phoi cung v6i 3 " "| Quan sét:
(Hordeum vulgare) | nwéc scutellum maéit ngoal
clia phdi;
phia sau
scutellum
18 Cét-doc qua phdi 3 Quan sét:
va % ndi nhi | mét ngoai
clia phéi; mét
vét cét; phia
sau scutellum

11
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A.2. Hwéng dén danh gia déi V&l mgt sb cdy tréng ndng nghiép

STT Loai cdy tréng Té bio khdng c6 kha ning séng
dwgc phép
1 | La (Oryza sativa) 2/3 r& mim
2 - | Ngd (Zea mays) R& so c4p, tdng'sd 1/3 dién tich phén mép clia
' scutellum. )
3 | Cay thudc ho cal Brassica spp. 1/3 r8 mAm, do tir dAu r& mam, 1/3 cdc mo théi trén
» | nhu su hdo, sulo, cal dAu, caithia, | bé mat 14 mim khéng tiép ndi v&i try mdm.
cai xanh, cdi be, cdi bap...
4 | Yén mach (Avena spp.) Dién tich r8 trir mot ddu r8, téng sb 1/3
: dién tich phiin mép cla scutelium
5 | Dwabd, dwa gang, 1/3 r& mam do tlr dinh r8, ¥ dién tich ngoai bién clia
| dwa chut (Cucumis spp.) mam.
6 | Hat hwéng dwong 1/3 r& mhm do t dinh r&, % phla xa [4 mam néu trén
(Helianthus spp.) bd m3t.
7 | Hat sen (Lotus spp.) 1/3 r& mim do ti» dinh r8, % phia xa la
mam néu {rén bd mat.
8 | XaIlach (Lactuca spp.) 173 r& mAm do ti dinh r8, % dién tich ngoai bién clia
mam néu trén bd mat;
1/3 dién tich ngoai bién qéu vét thoi
. . khéng lan réng.
9 | Ca chua (Lycopersicon spp.); Khéng
¢4 chua lai (Lycopersicon hybrids)
10 | Léa mach den (secale cereale) Dién tich r8, trlr phan d&u clia r&, tdng sb 1/3 dlen
tich phin mép clia scutellum.
11 | Csdo lwong (Sorghum spp.) /3 r& m3m dugc do tir dinh
12 | Lda mi (Triticumn spp.) Dién tich r8, trir phin diu clia ré, tdng sé 1/3 dién
tich phin mép cla scutellum.
13 | Lua mach (Hordeum vuigare) Dién tich ré trly mot 4u ré, tdng s6 1/3 dién tich
' ' phén mép clia scutellum.

A.3. Bing sai 8 cho phép
Céc sai sb cho phép dwgc tinh toan dya vao sai sé thi nghiém duroc quy dinh tai Bang A3.1, A3:2,

A33.

Bang A.3.1: Bang sai s cho phép gilra 4 1An nhic 100 hat trong cling mét phép thir Tetrazolium
{phép thir 2 chidu-& mirc ¥ nghla2,5%).

12

Ty 1§ hat ¢ kha ndng séng | Saisé cho Ty 18 hat ¢6 kha ning séng | Sai 86 cho
trung binh (%) phép (hat) trung binh (%) phép (hat) |
99 2 5- 87 -88 13-14 13
98 3 6 84 -86 15-17 14
97 4 - 7 81-83 18-20 15
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Ty 1é hat c6 kha ning séng | Saisd cho Ty 18 hat ¢é kha niing séng | Sai sb cho
trung binh (%) phép (hat) trung binh (%) phép (hat)
96 5 8 . 78-80 21-23 . 16
95 6 9 - 73-77 24-28 17
93 -84 7-8 10 67 -72 29-34 18
91-92 9-10 11 56 - 66 35-45 19
89-90 11-12 12 51-55 46 - 50 20

Béng A.3.2: Bing sai s cho phép gilra céc két qua thir kha ning séng bing tetrazolium trén 400
hat & cling ho#c khac miu gt¥i, khi cac phép thir dwge thye hién & ctlng mét phdng thi nghiém
(phép thi¥ hai chiéu & mirc ¥ nghla 2,5%)..

Ty 18 hat c6 kha ndng séng

Ty 1¢ hat ¢6 khd ning séng | Sai s cho Sal sé cho

trung binh (%) phép (hat) trung binh (%) __phép (hat)
98-99 | 2-3 2 83 -88 13-18 6
96 - 97 4-5 3 75-82 19-26" 7
93-95 6-8 4 58-74 | 27-43 8
89-92 9-12 5 51-57 44.- 50 0.

Bang A.3.3: Bang sai sb cho phép gitra c4c két qua thir khd niing séng biing tetrazolium trén hiai
méu glri khac nhau & céc phong thi nghiém khac nhau, m&i m&u 400 hat (phép thir mot chidu &

mirc ¥ nghta 5%).
Ty 1 hatcé khaning séng | Saisécho | TyI1é hatco kha ning séng | Saisécho
trung binh (%) phép (hat) trung binh (%) phép (hat)
99 2 4 86 — 88 13-15 11
98 3 5 82-85 | . 16~19 2
97 4 8 78 - 81 20-23 13
95 -96 5-6 7 78=-77" 24-28 14
93-94 7-8 8 8572 29-38 15
e1-82 | 9-10 9 51-64 37-50 . 16
89-90 1-12 10

13
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Phuluc B
(Tham khéo)
- Hwéng din thao tac va cach doc két qua

B.1. Phwong phap 1am hé mé trwée khi nhugm

1. CAt ddi doc qua phdi va khodng % ndi nhii & hat ng(i céc.
2. Cét ngang - rach ngang gn phéi.

3. Cét doc qua phan ndi nh( & xa phdi cla hat cd.

4, Choc ndi nhi & hat cd.

5. Cét doc qua mét nira 14 mam & xa phdi, vi dy hat xa lach (Lactuca spp.), hat thugc ho
Asteraceae (Compositae).

6. Phin c4t doc cho thAy vi tri clia dao khi thyrc hign cat nhw hinh 5.

7. Cét doc sat canh phéi (Cac loai thudc ho Apiaceae (Umbeliiferae) va cac loai khac cé phdi thdng.
8. Cét doc sat canh phdi & hat giéng cay 14 kim.

9. C4t doc & 2 d4u d& hé khoang phai va loai bd cac phan ndi nhl (md don bgi).

B.2. Céch nhan biét hat c6 kha niing séng va hat khéng cé kha ning séng (dai dign
hat giéng thudc ho ngii céc)

Hat c6 kha ning séng Hat khéng c6'kha ning séng
C6t I: nhudm mau hoan toan, hat ¢ kha nang séng. [ Cat 1, 11, IIl, IV: 1én hon 2/3 re mam khéng
Cot I, 11: r& mam, phéi khéng nhudém mau mét phan | nhudm mau, hat khéng cé kha nang sbng.
(téi da < 2/3 r& mam khong nhudm mau), hat ¢é kha | Cot V: Phéi khdng nhudém mau hoan toan.

ning séng.

14
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Thuw rﬁu_c tal liéu tham khao

[1] Chuong 6, Bidu & kiém n_ghiém hat gifng Quéc té, ISTA 2011; Thir nghiém kha néng séng
bing sinh hoa, phép thir Tetrazolium. '

15
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