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PRIMENA TETRAZOLIJUM TESTA KOD ISPITIVANJA
KVALITETA SEMENA

Dusica Jovicic, Gordana Tamindzic, Zorica Nikolic, Dragana Milosevic,
Milena Tatic, Dragana Marinkovic, Milan Stojanovic

Institut za ratarstvo i povrtarstvo, Novi Sad
dusica.jovicic@ifvens.ns.ac.rs

Uvod

U eri modernih i preciznih poljoprivrednih tehnologija zahteva se da svako seme bude
zdravo i da lako i brzo klija i formira jak, vigorozan ponik koji je neophodan za optimalan rast i
maksimalan prinos poljoprivrednih kultura (Hussian i sar., 2014). Proizvodnja i upotreba
visokokvalitetnog semena su osnovni i najvazniji preduslovi uspesne poljoprivredne
proizvodnje. Kako bi se postigli ovi uslovi i obezbedili pravovremene i pouzdane rezultate,
programi kontrole kvaliteta semena u procesu proizvodnje moraju biti raznovrsni i dinamicni
(Franga-Neto & Krzyzanowski, 2019).

Test klijavosti je najbolji pokazatelj potencijala klijanja partije semena u poljskim uslovima.
Medutim, vreme potrebno da se dobiju rezultati se krece od nekoliko dana do nekoliko nedelja, a
u nekim slucajevima su potrebni ¢ak i meseci. U tom smislu, tetrazolijum test (TZ test) je zauzeo
istaknuto mesto jer u kratkom vremenskom roku pruZa pouzdane informacije o vitalnosti
semena, neophodne za donosSenje brzih odluka tokom proizvodnje i prometa semena. Ovim
biohemijskim testom odreduje se procenat vitalnog semena koje je sposobno da proizvede
normalne biljke u odgovaraju¢im uslovima klijanja, narocito onih biljnih vrsta c¢ije seme
ispoljavaju odredeni stepen dormantnosti.

TZ test se smatra jednim od najznacajnijih otkrica u testiranju semena u XX veku. Razvoj
testa je zapocet krajem XIX veka, dok su se najvec¢e promene u razvoju koncepta i same metode
odvijale u XX veku. Iako su prve uspesne pokuSaje da se vitalnost semena oceni bojenjem
vitalnih delova semena ostvarili Turina (Jugoslavija) 1922. godine i Neljubow (Rusija) 1925.
godine (Franca-Neto & Krzyzanowski, 2019), zacetnikom ovog testa se smatra nemacki naucnik
DZordZ Lakon, koji je 1949. godine doSao do otkri¢a da su sva ziva tkiva koja diSu sposobna da
redukuju bezbojni i u vodi rastvorljiv 2,3,5-trifenil tetrazolijum hlorid ili bromid u crveno
obojeno sloZeno jedinjenje formazan, koji je nerastvorljiv u vodi (Lakon, 1949).

Ovaj test danas nalazi Siroku primenu za brzo utvrdivanje vitalnosti semena kada setva
treba da se izvede odmah nakon Zetve, kod jako dormantnog semena, kao i kod semena koje
sporo Kklija. Takode se koristi u slucajevima kada je potrebno brzo do¢i do informacije o
potencijalnoj klijavosti semena, zatim radi utvrdivanja razli¢itih tipova oStecenja nastalih pri
Zetvi ili doradi (toplotna, mehanicka ili oStecena od insekata), kao i prilikom reSavanja problema
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koji se mogu javiti tokom ispitivanja klijavosti (npr. kada su nejasni razlozi pojave atipi¢nosti ili
kada se sumnja na negativan efekat tretiranja pesticidima i slicno) (Hampton & TeKrony, 1995).

Princip testa

TZ test je biohemijski test koji na osnovu aktivnost enzima disanja diferencira zivo i
nezivo (mrtvo) seme. Zasniva se na redukciji bezbojnog rastvora 2,3,5-trifeniltetrazolium
hlorida ili bromida u nerastvorljiv 2,3,5- trifenilformazan crvene boje. Drugim recima, ovaj
rastvor predstavlja indikator za otkrivanje redukcionih procesa koji se odvijaju u Zivim ¢elijama
semena. Naime, nakon hidratacije semena, aktivnost enzima dehidrogenaze se povecava $to
rezultira oslobadanjem vodoni¢nih jona pri ¢emu se od bezbojnih soli tetrazolijuma stvara
stabilno hemijsko jedinjenje trifenilformazan. Ovo jedinjenje boji Zive Celije (kod kojih je aktivan
proces disanja) u crvenu boju, dok nezive celije (kod kojih process disanja nije aktivan) ostaju
neobojene. Na taj nacin se mogu razlikovati Zivi od neZivih delova svakog semena (ISTA, 2021).

Prilikom ispitivanja vitalno seme bi putem biohemijske aktivnosti trebalo da ispolji svoj
potencijal za formiranje tipi¢nih ponika, dok nevitalno seme pokazuje nedostatke koji sprecavaju
pojavu tipi¢nih ponika (ISTA, 2021).

Procedura

Schubert (1965) je utvrdio da na obojenost semena pri ovom testu uticu nabubrelost
ispitivanog semena, koncentracija jona rastvora tetrazoliuma kao i koli¢ina soli koja prodre u
seme. Na osnovu ovih Cinjenica zasniva se postupak izvodenja testa propisan od strane ISTA
Pravila (2021). Prvi korak podrazumeva hidrataciju pri ¢emu seme mora biti potpuno
potopljeno u vodi na temperaturi od 20°C tokom odredenog vremenskog perioda, zavisno od
biljne vrste. Hidratacija je neophodna kako bi se oslobodili vodonic¢ni joni. Pored toga, nabubrelo
seme se manje lomi i lakSe seCe u odnosu na suvo seme, pri ¢emu je bojenje ujednacenije. Kod
semena mnogih biljnih vrsta zatim je neophodno osloboditi embrion pre bojenja kako bi se
omogucio laksi prodor rastvora tetrazolijuma u tkivo unutar semena. Oslobadanje tkiva moguce
je izvrSiti uklanjanjem semenjaCe, probijanjem, uzduZnim ili popre¢nim presecanjem
neesencijalnih delova semena (Sl. 1). Poznavanje morfolosSkih karakteristika semena razlicitih
vrsta je neophodno za adekvatno secenje i probijanje semena. Vreme potrebno za sprovodenje
ovog koraka zavisi prvenstveno od veli¢ine semena, pa je tako priprema semena trava, lucerke ili
uljane repice prilicno dugotrajna u poredenju sa je¢mom, graskom ili kukuruzom. Slede¢i korak
podrazmeva bojenje semena u rastvoru tetrazolijuma (0,1-1,0%) u odredenom vremenskom
periodu, bez prisustva svetlosti. Vreme potrebno za bojenje zavisi od biljne vrste i moZe varirati
u zavisnosti od stanja tkiva semena.
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Slika 1. Sematski prikaz pripreme semena uljane repice za tetrazolijum test {levo) i primeri obojenosti nevitalnih semena
(desno} {ISTA Working Sheets on Tetrazolium Testing |, 2003)

Interpretacija rezultata testa

Kao i svaki drugi metod ispitivanja semena, sprovodenje ovog testa zahteva kompleksnu
obuku i iskustvo. Za pouzdanu ocenu, obuceni analiti¢ar treba da bude upoznat sa strukturom i
anatomijom semena da bi identifikovao poloZaj embriona i odredio obrazac bojenja. Vitalnost
semena se tumaci prema mestu bojenja esencijalnih struktura semena. Seme se klasifikuje kao
vitalno ili nevitalno, pri ¢emu kod vitalnog semena mora biti uo¢ena obojenost svih tkiva cija je
vitalnost neophodna za proces klijanja i normalan razvoj klijanaca. Ocena semena kao vitalno ili
nevitalno direktno zavisi od vaznosti tkiva semena, koje je za svaku vrstu specifi¢no i odgovorno
za formiranje i razvoj normalnih klijanaca kod date vrste. Seme ocenjeno kao vitalno pokazuje
potencijal da se iz njega razvije tipican ponik, a kasnije i normalna biljka. Nevitalno seme je ono
kod kojeg se ispoljava nekarakteristi¢na i/ili slaba obojenost esencijalnih delova i kao takvo nije
sposobno da u optimalnim uslovima obrazuje normalne klijance. Takode, semena sa ocigledno
nespecificno razvijenim embrionom ili drugim osnovnim strukturama treba oceniti kao
nevitalna, bez obzira da li se obojilo ili ne. Pored potpuno obojenog (vitalnog) semena i potpuno
neobojenog (nevitalnog) semena, prilikom ocenjivanja mogu se uociti i delimicno obojena
semena. Manje neobojene povrsine nekih delova esencijalnih tkiva se mogu tolerisati. PoloZaj,
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veli¢ina nekrotiranih oblasti, a ponekad i
intenzitet obojenosti, odreduju da li se
REn-r-u -l neko seme smatra vitalnim ili ne (Sl 2)
(AOSA, 2010, ISTA, 2003).

Detaljni protokoli za veliki broj
biljnih vrsta, koji obuhvataju uputstva o
nacinu pripremanja semena, temperaturi i
duzini hidratacije i bojenja, kao i precizne
Seme ocenjivanja semena, propisane su u
AOSA Tetrazolium Testing Handbook
(AOSA, 2010) i ISTA Working Sheets on

Slika 2. Obojenacst vitalnih i nevitalnih semena uljane repice Tetrazolium Testing, Volume I & II (ISTA,
kod tetrazolijum testa (Jovicic, 2015) 2003).

Prednosti i ogranic¢enja testa

Najvaznija karakteristika ovog testa koja u znacajno meri uti¢e na ucestalost izvodenja je
zasigurno brzina dobijanja rezultata. Naime, kod nekih biljnih vrsta rezultati se mogu dobiti za
manje od 24 casa. Takode, sprovodenje ovog testa iskljucuje uticaje spoljasnje sredine koji bi
mogli uticati na proces klijanja, kao Sto je sluc¢aj kod standardnog laboratorijskog testa klijavosti,
pri ¢emu se oslanja prvenstveno na fizicko i fiziolosko stanje svakog segmenta embriona semena
(Franca-Neto and Krzyzanowski, 2019). Moguce je i imati uvid u Zivotnu sposobnost semena, uz
istovremeno utvrdivanje uzroka njegovog propadanja i loSeg kvaliteta. Vitalnost semena se moze
ispitati i kod vrsta kod kojih je ispoljena dormantnost semena i kod kojih je test klijavosti zbog
toga nemoguc ili traje suviSe dugo. Pored svega navedenog, vazno je napomenuti i da ovaj test
zahteva jednostavnu i jeftinu opremu.

Pouzdanost TZ testa

Glavna namena TZ testa prvobitno je bila ocena vitalnosti smena drvenastih vrsta, za koje
je obic¢no karakteristican neki vid dormatnosti (fizicka, fizioloSka i sli¢no) i test klijavosti traje
dugo. Medutim, vrlo brzo je ustanovljeno da ovaj test daje pouzdane rezultate i kod semena
ratarsko-povrtarskih vrsta. Treba imati u vidu da je vitalnost odredena tertazolijum testom jasna
i jedinstvena karakteristika kvaliteta semena u fazi mirovanja i potpuno je nezavisna od
procenta klijavosti. Znacajne razlike izmedu ova dva parametra javice se ako je (ISTA, 2021):
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e ispitivano seme dormantno i sadrzi znacajan procenat tvrdog semena (ili odgovaraju¢im
prethodnim tretmanom dormantnost i tvrdosemenost nije razbijena);

e seme zaraZeno ili nije na odgovarajuci nacin dezinfikovano;

o seme proklijalo ili istrulilo tokom perioda normalnog ili produZenog ispitivanja klijavosti.

Zakljucak

Kontrola kvaliteta semena je znacajno unapredena primenom tetrazolijum testa u svim
fazama proizvodnje semena (npr. tokom Zetve, dorade, skladiStenja i pre same setve). Rezultati
ovog testa, kao i kod svakog drugog testa za odredivanje Zivotne sposobnosti semena, mogu
pomod¢i u Klasifikaciji stepena vigora razli¢itih partija semena, kao i za procenu ucinka ovih
partija u polju pri optimalnim i stresnim uslovima sredine. S druge strane, standardni
laboratorijski test klijavosti daje konkretnije informacije o kvalitetu semena. Stoga bi
kombinacija ova dva testa mogla da pruzi detaljniju i pouzdaniju sliku o kvalitetu jedne partije,
uz istovremeno pruzanje informacije o procentu neaktivnog semena.
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