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CITOEMBRIOLOSKI ASPEKTI OPLOPENJA SORTE SLJIVE
-POZNA PLAVA* (Prunus domestica L.)

Rezime

Kod sorte Sljive Pozna plava, u trogodiSnjem periodu, ispitivano je vise
citoembrioloskih aspekata koji su vezani za dinamiku odvijanja procesa oplodenja,
tokom prvih deset dana od momenta punog cvetanja. Fluorohromnim bojenjem
analizirana je vitalnost semenih zametaka kao i kvantitativni parametri rasta polenovih
cevCica, u tri Vvarijante opraSivanja: slobodno opraSivanje, stranoopraSivanje i
samoopraSivanje. U varijanti stranoopraSivanja koriS¢en je polen sorti §ljive Hanita,
Cadanska najbolja i Presenta. Klijavost polena kori$éenih oprasivaca prethodno je
utvrdena in vitro na agaro-saharoznoj podlozi, dok su morfoloSke osobine polena
analizirane pomocu skeniraju¢eg elektronskog mikroskopa. U ispitivanim varijantama
opraSivanja analizirano je inicijalno i finalno zametanje plodova. U dvogodiSnjem
periodu ispitivano je funkcionalno stanje embrionove kesice u prvih deset dana od
momenta punog cvetanja u dve varijante: slobodno opraSivanje i bez opraSivanja
(kontrola). U trogodisnjem periodu, u poljskim uslovima, ispitivan je uticaj temperature,
na interakciju muskog gametofita i Zenskog sporofita.

U analiziranim morfoloskim karakteristikama polena sorta Sljive Pozna plava se
razlikovala od ostalih sorti, gde je izuzev Sirine polenovog zrna, u svim ostalim
analiziranim parametrima imala najvece vrednosti. Analiza kvantitativnih parametara
rasta polenovih cevCica u stubi¢u tucka pokazala je najbolje vrednosti u varijanti
stranoopraSivanja, dok se u sve tri godine ispitivanja kao najslabila pokazala varijanta
slobodnog opraSivanja. Prisustvo inkompatibilnih polenovih cev€ica u gornjoj trecini
stubi¢a kao 1 pojava njihovog specificnog rasta u plodniku u svim analiziranim
varijantama oprasSivanja bila je izrazena u manjoj meri, tako da nije imala veceg uticaja
na broj oplodenih semenih zametaka, a samim tim i na broj inicijalno i1 finalno
zametnutih plodova.

Analiza semenih zametaka u varijanti slobodnog oprasSivanja pokazala je da oni
u vreme punog cvetanja u najvec¢em broju sadrze embrionove kesice koje se nalaze u
ranoj osmojedarnoj fazi. Takode, i u varijanti bez oprasivanja je utvrden ovaj stadijum u

vreme punog cvetanja, koji je brzo prelazio u petojedarni stadijum. O postojanju



funkcionalnih stadijuma embrionovih kesica primarnih semenih zametaka u varijanti
bez oprasivanja moze se govoriti do osmog dana od pocetka punog cvetanja.

Ispitivanja dinamike rasta polenovih cevéica su pokazala za koje vreme
polenove cevcice stizu do embrionove kesice. Na osnovu utvrdenih funkcionalnih
stadijuma za ovu sortu se moze re¢i da ima veoma kratak efektivni polinacioni period,
od svega jedan do maksimalno dva dana. Koris¢ene dve metode ispitivanja vitalnosti
semenih zametaka pokazala su nepodudaranje u slu¢aju primarne, dok su se slagale kod
sekundarne ovule. U varijanti bez opraSivanja degenerativne promene u primarnom
semenom zametku su se u prvom redu odnosile na jajni aparat, dok su u slucaju
sekundarnog semenog zametka one prvo primeéene u ¢elijama nucelusa.

Tokom trogodiSnjeg perioda bio je evidentan uticaj temperature na tok
progamne faze oplodenja. U prvoj godini su bile najoptimalnije temperature za rast
polenovih cevcica, u prvih deset dana od pocetka punog cvetanja, dok su u drugoj i
tre¢oj godini utvrdena veca temperaturna kolebanja, koja su se direktno odrazila na
ispitivane parametre.

Dobijeni rezultati su jasno ukazali na neophodnost pravilnog izbora adekvatnog
oprasivaca za analiziranu sortu §ljive. Pored toga $to ima kasno cvetanje, pokazalo se da
ona u vreme punog cvetanja sadrzi embrionovu kesicu koja je u ranoj osmojedarnoj
fazi. Na osnovu ispitivanih reproduktivnih karakteristika, analizirane sorte koriséene u
varijanti stranoopraSivanja, se mogu preporuciti kao dobri oprasivaci za sortu Sljive

Pozna plava.
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CYTOEMBRYOLOGICAL ASPECTS OF FERTILISATION OF
PLUM CULTIVAR ,,POZNA PLAVA* (Prunus domestica L.)

Summary

Over a three-year period, a study was conducted on the Pozna plava cultivar,
focusing on a number of cyto-embryological aspects related to the dynamics of
fertilisation process during the ten-day phase that follows the moment of full bloom.
Fluorochrome dying was used to analyse the vitality of ovules and the quantitative
growth parameters of the pollen tubes, thorough three pollination variants: open
pollination, cross pollination, and self pollination. In the cross-pollination variant,
pollen of the Hanita, Cacanska najbolja and Presenta cultivars was used. An agarose-
sucrose base was used for in vitro pre-determination of pollen germination of the used
pollenisers, whereas the pollen morphological traits were analysed using the scanning
electronic microscope. Initial and final fruit set was analysed in the examined
pollination variants. In the two years of the study, functional condition of the embryo
sac was examined within the first ten days following the moment of full bloom,
comprising two variants: open pollination and no-pollination (as the control group). The
impact made by temperature on the interaction between the male gametophyte and
female sporophyte was examined during the three-year period of study.

The analysis of the morphological characteristics of the pollen, the Pozna plava
cultivar recorded different results compared to the other cultivars, reaching the highest
values in all of the analysed parameters except the pollen grain width. The analysis of
the quantitative growth parameters of the pollen tubes inside the style revealed the
highest values in the self-pollination variant, whereas the lowest values of this
parameter were recorded in the open pollination variant, in all the three years of the
research. The presence of incompatible pollen tubes in the upper third of the style, as
well as occurrence of their specific growth inside the ovary in all of the analysed
pollination variants was less expressed and had no significant impact on the number of
fertilised ovules, thus having no major impact on the number of initial and final fruit set.

The analysis performed in the open pollination variant showed that in the full

bloom most of the ovules contained embryo sacs in the early eight-nucleate phase. This



particular stage was also determined in the non-pollination variant, at the time of full-
bloom, in a rapid transition to the five-nucleate phase. Presence of functional phases of
embryo sacs in primary ovules within the non-pollination variant was evident until the
eighth day following the initiation of the full bloom.

Examining the growth dynamics of the pollen tubes made it possible to
determine the time within which the pollen tubes reach the embryo sac. Based on the
established functional phases, it can be concluded that this cultivar has a very short
effective pollination period, falling within the interval of one or two days at the most.
The two methods that were used to test the vitality of ovules, revealed discrepancies in
the case of primary, as opposed to matching in the secondary ovule. In the non-
pollination variant, the degenerative change in the primary ovules were related to the
egg apparatus, whereas the ones in the secondary ovules were related to the nucleus
cells.

Over the three years, the study also recorded the impact made by temperature on
the flow of the progamic phase of fertilisation. In the first year, the most optimal
temperatures were recorded for the pollen tubes growth, within the first ten days
following the start of the full bloom, whereas in the second and third years more intense
temperature fluctuations were recorded, making an immediate impact on the tested
parameters.

The obtained results clearly indicated the necessity of a proper selection of a
polleniser adequate for the analysed plum cultivar. In addition to its late flowering time,
the cultivar’s full-bloom phase is characterised by the presence of the embryo sac in an
early eight-nucleate phase. Based on the examined reproductive characteristics, the
analysed cultivars that were used in the cross-pollination variant can be recommended

as good pollenisers for the Pozna plava plum cultivar.

Key words: plum, pollen morphology, pollination, pollen tubes growth, embryo

sac, fruit set

Scientific field: Biotechnical sciences
Major scientific field: Fruit and grape breeding
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SADRZAJ

Lo UVOD ettt bbbt 1
2. CILIISTRAZIVANIA......coooceeeeeeeeeeeeeeess e ess st 4
3. PREGLED LITERATURE.......cccct ittt 5
4. RADNA HIPOTEZA. ...ttt 15
5. OBJEKAT, MATERIJAL | METODE RADA.......ccooiiiitnieeneeeeeie e 16
5.1, ODBJEKAL......iciecieciee s 16
5.2, MaAtrial...ccccouiiiiiice et 16
5.3 MELOUE FAA.....c.oiiiiiiiiieee e 17
5.3.1.  Klijavost polena in VItro..........cccocevveveiieesesie e 18
5.3.2.  Morfometrija polena..........ccccoevieieiieiiieie e 18
5.3.3. Dinamika rasta polenovih cevéica iN VIVO.........cccoevivervenennen, 19
5.3.4. HistoloSka ispitivanja plodnika............ccccceeveerviieiineresiiesiennns 21
5.3.5.  Vitalnost semenih zametaka neopraSenih cvetova................... 23
5.3.6. Inicijalno i finalno zametanje plodova..........c.cccccvvveiieeiveriennen, 24
5.3.7. Temperaturna kretanja u toku trajanja podfaze punog
(V= 0] - SRR OPP RSP 24
5.3.8.  Statisticka obrada podataka............cccceveriiiiiniini 25
6. REZULTAT .o 27
6.1.  Klijavost polena in VItrO.........ccooiiiiiieiiiie e 27
6.2.  Morfometrija POleNa.........ccciiiiiiiiiiiiiie e 30
6.3. Dinamika rasta polenovih cev€ica iN VIVO.............ccoooviiniinnninieen, 33
6.3.1.  Prosecan broj polenovih cevcica u stubi¢u i plodniku............. 35
6.3.2. Dinamika rasta polenovih cev€ica u tuCku.........ccocervrrirnnnnn. 38
6.3.3. Korelaciona analiza Kklijavosti polena in vitro i broja
polenovih cev€ica u odredenim regionima tucka...................... 43
6.3.4. Zastupljenost inkompatibilnih polenovih cev¢ica u stubicu..... 45
6.3.5.  Specific¢an rast polenovih cevc€ica u plodniku............ccccevuveennne. 48
6.4. HistoloSka ispitivanja plodnika............ccccceevviiieniiniiennce e 51
6.4.1. Polozaj i morfoloski izgled primarnog i sekundarnog
semenog zametka u plodniku...........ccooceiiiiiiiiniiiicenes 51
6.4.2. Organizacija normalne embrionove kesice u primarnom i
sekundarnom semenom zametku...........ccoccevervreninnniciienienn, 56

6.4.3. Funkcionalni stadijumi, embriogeneza i pojava anomalija u



strukturi  semenih zametaka u varijanti  slobodnog

(0] 0] 1=t V7 g - SR RSPSS 58

6.4.3.1.  Funkcionalni  stadijumi embrionove kesice
primarnih semenih zametaka.............c.ccoeeeerineennnnn 58

6.4.3.2.  Rani stadijum embriogeneze...........ccccccevervrrennnene 59

6.4.3.3.  Pojava defektnih primarnih semenih zametaka...... 60
6.4.3.4. Pojava defektnih sekundarnih semenih

ZAMETAKA. ... 62
6.4.4. Vitalnost, funkcionalni stadijumi i anomalije u strukturi

semenih zametaka neoprasenih cvetova...........ccccovvevieicnnenne. 64

6.4.4.1. Vitalnost primarnih  semenih  zametka i
funkcionalni stadijumi embrionove kesice............... 64

6.4.4.2. Nepravilnosti u strukturi primarnih semenih
ZAMELAKA. .....ooviiiecee s 67

6.4.6.3. Vitalnost sekundarnih semenih zametaka |
funkcionalno stanje embrionove kesice................... 68

6.4.6.4. Nepravilnosti u strukturi sekundarnih semenih
ZAMELAKA. .....ooviiiecee s 70
6.5. Inicijalno i finalno zametanje plodova..........ccccooviiiiiiiniinicnieeen, 72

6.5.1. Korelaciona analiza izmedu prodora polenovih cev¢ica u
nucelus semenog zametka, desetog dana od opraSivanja,

inicijalnog i finalnog zametanja plodova.............ccccoveeviieniennene 74

6.6. Temperaturna kretanja u toku trajanja podfaze punog cvetanja... 75
DISKUSIJA. . ettt bbb e et s beene s 78
7.1 KIijavost Polena in VITr0.........cccoieeiiiieiienesie e 78
7.2, Morfometrija POlENa........ccccoiiiiiiiiiiiiieee s 81
7.3. Dinamika rasta polenovih cev€ica iN VIVO...........c.ccoooviiniiniiinien, 83
7.3.1.  Prosecan broj polenovih cevcica u stubi¢u i plodniku............. 86

7.3.2.  Dinamika rasta polenovih cev€ica u tuCku.........cccocerverirnennn. 89

7.3.3.  Zastupljenost inkompatibilnih polenovih cev¢ica u stubicu... 92

7.3.4. Specifican rast polenovih cev€ica u plodniku.............cceerinnn 94
7.4.  HistoloSka ispitivanja plodnika............ccccceeveiiieriinieenice e 98
7.4.1. Polozaj i morfoloski izgled primarnog i sekundarnog
semenog zametka u plodniku...........ccocoiiiiiiiiniieieees 98
7.4.2. Organizacija normalne embrionove kesice u primarnom i
sekundarnom semenom zametku...........ccocceverinenininiciienienn, 99

7.4.3. Funkcionalni stadijumi, embriogeneza i pojava anomalija u
strukturi  semenih zametaka u varijanti  slobodnog
(0] 0] 1=t V7 g - VUSRS 102

7.4.4. Vitalnost, funkcionalni stadijumi i anomalije u strukturi



semenih zametaka neoprasenih cvetova...........ccccvevveiennene. 104
7.5. Inicijalno i finalno zametanje plodova...........cccooeiiiiiiiniinicsieen, 109
7.6. Temperaturna kretanja u toku trajanja podfaze punog cvetanja... 112

ZAKLIUCGAK ..o e et e et e et es et en e, 117
LITERATURA . ooooeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e ee et r e e e et et ee s e e ener e, 121



Uvod

1. UvOD

Rod Prunus pripada familiji Rosaceae, potfamiliji Prunoideae. Ovaj rod
obuhvata uglavnom listopadno Zbunje i drvece, rasprostranjeno u tropskim i umerenim
predelima severne hemisfere. Predstavlja znacajan ekonomski izvor jer veéi deo vrsta
ima jestive plodove (npr. breskva, Sljiva, kajsija, treSnja, visnja, badem), od nekih se
dobijaju ulja, drvna grada, dok se neke vrste gaje kao ukrasne biljke.

Sljive imaju najveéi diverzitet medu vrstama roda Prunus i prisutne su na tri
kontinenta (Okie i Weinberger, 1996). Domaca $ljiva (Prunus domestica L.) zajedno sa
drugih 13 vrsta ¢ini sekciju Euprunus (prave Sljive). Sa jos dve sekcije, ova sekcija
pripada podrodu Prunophora (Sljive i kajsije), koji sa jo§ Cetiri podroda pripada rodu
Prunus, u okviru familije Rosaceae. Kao sve vrste iz roda Prunus, i $ljive imaju osnovni
broj hromozoma 8 i krec¢u se od diploida (2n = 2x = 16) do heksaploida (2n = 6x = 48).
Vecina komercijalnih sorti §ljive pripada evropskim vrstama Sljiva, Prunus domestica L.
i Prunus instititia L. (heksaploidi) i japanskoj Sljivi, Prunus salicina Linde. (diploid).
Domaca $ljiva (Prunus domestica L.) je heksaploidna, alopoliploidna vrsta (Botu et al.,
2002). Pretpostavlja se da je domaca §ljiva prirodni hibrid koji je nastao pre oko 2000
godina ukrStanjem diploidne dzenarike (2n = 16) (Prunus cerasifera Ehrh.) i
tetraploidnog crnog trna (2n = 32) (Prunus spinosa L.) (Kota i Lacis, 2013).

Sljiva je vocka umereno kontinentalne klime, koja se na prostorima Srbije
prilagodila razli¢itim uslovima. Veoma je adaptivna, uspeva cak i na preko 1000 m
nadmorske visine (gaji se na padinama Javora i Kopaonika, na visini preko 1250 m).
Najrasprostranjenijim sortama $ljive u na$oj zemlji (PoZegada, Stenley i Calanska
rodna) najvise odgovaraju tereni izmedu 200 i 750 m nadmorske visine.

Privredni znacaj §ljive odreden je njenom upotrebnom vredno$¢u, visokom
zastupljeno$¢u u vocarskoj proizvodnji, znacajnim uceS¢em u spoljno-trgovinskoj
razmeni, visokim angaZzovanjem radne snage u proizvodnji, preradi i prometu Sljive.

Jedan od osnovnih uslova uspesne i rentabilne proizvodnje vocaka je pravilan

izbor odgovarajuée glavne sorte, odnosno kombinacije sorta — podloga, kao i odabir
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Uvod

odgovarajuceg oprasSivaca. Nove sorte treba da svojim kvalitetom i izgledom ploda
odgovaraju zahtevima potrosaca i preradivaca, da daju visoke i redovne prinose, da su
otporne na nepovoljne biotic¢ke i abioticke ¢inioce sredine, da se dobro ¢uvaju.

Za postizanje maksimalne realizacije rodnog potencijala pojedinih sorti
neophodno je i poznavanje razlicitih aspekata u oblasti biologije oplodenja (Cerovic i
Micéi¢, 1996). Jedan od faktora koji ima uticaja na efikasnost odvijanja progamne faze
oplodenja, a samim tim i na uspeSnost oplodenja, su temperaturni uslovi. Visoke
temperature tokom perioda punog cvetanja sa jedne strane ubrzavaju rast polenovih
cevéica U stubicu tucka, ali sa druge strane dovode do brzeg sazrevanja i degeneracija
papila na zigu (Egea et al., 1991). Takode, faktor za koji veéina autora iznosi da ima
veliki uticaj na odvijanje progamne faze oplodenja jeste genotip oprasivaca. Stott et al.
(1973), ispitivanjima kod Sljiva, konstatuju brzi rast polenovih cev¢ica u varijanti
stranoopraSivanja u odnosu na slobodno opraSivanje i samooprasivanje. Cerovi¢ (1994),
ispitivanjima kod visnje, iznosi bolje vrednosti dinamike rasta polenovih cevéica u
varijanti stranoopraSivanja u odnosu na varijante samoopraSivanja i slobodnog
opraSivanja.

Kod predstavnika roda Prunus stubi¢ pripada zatvorenom ili ¢vrstom tipu sa
kompaktnom srzi provodnog tkiva. Tokom trajanja progamne faze uloga provodnog
tkiva stubica je nutritivna (polenove cevcice tokom prolaska kroz stubi¢ ugraduju
molekule iz ekstracelularnog matriksa u zidove cevéica) i usmeravajuca (rast polenovih
cevcica ide od vrha ka bazi stubi¢a) (Cheung, 1995). Kod predstavnika roda Prunus rast
polenovih cevéica u stubi¢u je brzi nego njihov rast u plodniku (Herrero, 1992).
Polenovim cev¢icama je potrebno krac¢e vreme da predu duzu distancu u stubi¢u nego u
plodniku. Jones et al. (1971), ispitivanjem rasta polenovih cev¢ica kod nekih sorti Sljive
na temperaturi od 15°C, navode da se njihov prodor u plodnik uocava pet dana nakon
opraSivanja. Medutim, Stott et al. (1973) na istoj temperaturi kod nekih drugih sorti
Sljiva navode da je polenovim cevéicama potrebno osam dana da bi prodrle u plodnik.

Kod predstavnika familije Rosaceae sre¢e se homomorfna gametofitna
inkompatibilnost. Reakcija kompatibilnog/inkompatibilnog prepoznavanja je pod
kontrolom dva gena S-lokusa, S-RNaze i SFB, od kojih S-RNaza kontrolisSe komponentu

stubica, a SFB komponentu polena (Tao i lezzoni, 2010). Domaca S§ljiva u svom
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Uvod

genomu ima tri komponente (D1D2C), sa genetskom formulom D1D1D2D2CC, gde je
C komponenta genomsko naslede od diploidne dZenarike (Botu et al., 2002).

Jedan od klju¢nih faktora u procesima oplodenja, a samim tim i u finalnom
zametanju plodova je i duZina vitalnosti normalno razvijenog Zenskog gametofita
(Cerovi¢, 1994). Kao i ostale kosticave vrste vocaka, i Sljiva u plodniku sadrzi dva
semena zametka koja su priblizno iste veli¢ine do pocetka perioda punog cvetanja.
Embrionova kesica kod Sljiva, je monosporna, bipolarna sa osam jedara i pripada
Polygonum tipu (Lersten, 2004).

Formiranje normalne embrionove kesice je u direktnoj vezi sa procesima
megasporogeneze i megagametogeneze (Cerovic¢ i Mi¢i¢, 1996). Faza razvoja semenog
zametka u vreme cvetanja varira ne samo izmedu vrste vocaka, ve¢ ¢ak i izmedu sorti
iste vrste. Poznavanje stadijuma zrelosti semenog zametka u vreme cvetanja kada je Zig
u mogucnosti da primi polen, je znacajno sa aspekta samog cveta da postane plod.
Ukoliko je u vreme punog cvetanja semeni zametak zreo, u zavisnosti od temperaturnih
kretanja nakon cvetanja, postoji ve¢i ili manji rizik da ¢e do¢i do njegove degeneracije u
vreme kada polenove cevéice stignu u plodnik. Sa druge strane, nedovoljno zrela
embrionova kesica moze biti razlog manjeg broja zametnutih plodova (Ruiz et al.,
2010).
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| Cilj istraZivanja

2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj istrazivanja ove doktorske disertacije bio je ispitivanje viSe citoembrioloskih
aspekata vezanih za dinamiku odvijanja procesa oplodenja kod sorte Sljive Pozna plava,
tokom prvih deset dana podfaze punog cvetanja. Ova sorta se odlikuje kvalitetnim
plodovima i izuzetno kasnim vremenom zrenja.

Na osnhovu dosadasSnjih rezultata, nasuprot dobrom kvalitetu plodova Kkoji
poseduje, jedan od klju¢nih razloga koji moZe uticati na njeno limitirano gajenje je
slabo zametanje plodova. Istrazivanja u ovom radu su obuhvatila ispitivanje nekih od
klju¢nih sekvenci procesa oplodenja ove sorte Sljive.

U razli¢itim varijantama opraSivanja analizirana je dinamika rasta polenovih
cevcica u stubi¢u, plodniku i zametanje plodova, Sto za krajnji cilj ima da se na osnovu
ispitanih kvantitativnih pokazatelja rasta polenovih cevcica da preporuka nejefikasnijeg
oprasivaca. Takode, utvrdeno je kakav uticaj imaju temperaturna kretanja na interakciju
izmedu muskog gametofita i Zenskog sporofita. Analiziran je funkcionalni stadijum
embrionove kesice i vitalnost semenih zametaka, sa ciljem da se utvrdi stradijum
njihove zrelosti u vreme kada bi se realno ocekivalo da polenova cevcica stigne do njih i
da dode do oplodenja.

Analiza dobijenih rezultata iz oblasti embriologije Sljive, kroz sagledavanje
uticaja pojedinih faktora u reproduktivnom procesu, ¢e omoguciti da se upotpune i
proSire saznanja u ovoj oblasti a takode i da se dobiju smernice daljih istrazivanja.

Sa druge strane, s obzirom da su dobijeni rezultati posmatrani u agroekoloskim
uslovima Cacka, praktina primena ovih rezultata, jeste davanje odgovora na slabu
rodnost ove sorte, tj. u adekvatnom odabiru sorte oprasivaca koji ¢e omoguditi

kontinuirano visoku rodnost.
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3. PREGLED LITERATURE

U dosadasnjoj literaturi postoji veliki broj pojmova i termina koji se odnose na
funkcionalnu sposobnost polena. Vitalnost polena opisuje sposobnost polenovog zrna
da raste, klija i da se razvija (Dafni i Firgman, 2000). Termin vitalnost se koristi da
opise sposobnost polenovog zrna da klija in vitro ili in vivo, potom da usvaja odredene
boje prilikom bojenja, kao i da dovede do adekvatnog zametanja plodova prilikom
oprasivanja. Medutim, nijedan od navedenih parametara nece biti ispunjen ukoliko nisu
odgovaraju¢i uslovi koji ¢e omogudéiti klijanje i rast tog polenovog zrna. Stoga,
Thomson et al. (1994) navode da se termin vitalnost koristi samo u okvirnoj definiciji i
da se u zavisnosti od koriS¢enog testiranja polenovog zrna koriste razli€iti termini za
opisivanje njegove funkcionalne sposobnosti.

Za razliku od vecine biljnih ¢elija koje dediferenciraju i izgube svoju polarnost u
in vitro kulturi, polen zadrzava svoj razvojni identitet i polarnost. Polenove cevcice in
Vitro rastu sinronizovano i uniformno pokazujuéi pri tome visoko polarizovanu
citoplazmatsku organizaciju samog vrha, bogatog u egzocitoznim vezikulama (Qin i
Yang, 2011).

U radovima veceg broja autora do sada je ispitivan uticaj razli¢itog sastava
medijuma: saharoze (Cerovi¢, 1989; Milatovi¢ i Nikoli¢, 2007a; Asma, 2008; Alcaraz et
al., 2011), poliamida (Sorkheh et al., 2011), biljnih regulatora (Bolat i Pirlak, 2003),
borne kiseline (Bolat i Pirlak, 2003) i fungicida (Cerovi¢ et al., 1999, Zarrabi i Imani,
2011) na klijavost polena kod veéeg broja predstavnika roda Prunus.

Osim uticaja hranljivog medijuma, istraZivanja autora su pokazala znacaj
temperature, relativne vlaznosti vazduha (Anjum i Shaukat, 2008) kao i duZine
inkubacije na klijavost polena in vitro (Chagas et al., 2010).

Ispitivanja uticaja razli¢itih temperatura na klijavost polena pokazala su da
optimalna temperatura zavisi od vrste voc¢aka, dok varira izmedu sorti (Loupassaki et
al., 1997; Mert, 2009). Stosser et al. (1996) navode da vitalnost polena varira izmedu
pojedinih sorti u okviru iste vrste voc¢aka. Kod kajsije, treSnje (Pirlak, 2002) i visnje
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(Cerovi¢ 1 Ruzi¢, 1992a) utvrdeno je da se optimalne temperature za klijavost polena in
vitro kre¢u od 15°C do 20°C. Ispitivanja Kklijavosti polena in vitro kod sorti Sljive
Improved French i Muir Beauty su pokazala da se najbolje vrednosti dobijaju na
temperaturama od 22 do 24°C (De Ceault i Polito, 2010).

Polenovo zrno u vreme svoje zrelosti ima troslojni omotac, spoljasnji (egzina),
unutrasnji (intina) i polenov omota¢ koji se sastoji od komponenti koje popunjavanju
Supljine na egzini (Edlund et al., 2004). U vreme praSenja polena ne postoji morfoloSka
razlika izmedu spoljaSnjeg i unutras$njeg omotaca polenovog zrna, mada postoje
hemijske razlike (Rowley et al., 2000). PraSenje polena kod Sljive traje od 0-30 h. Sama
veli¢ina polena varira od 15 do 100 um (Robertson, 2008).

Ispitivanja morfologije polena i ornamentike egzine pomocu skenirajuceg
elektronskog mikroskopa u novije vreme su se pokazala kao veoma korisna za
taksonomiju blisko srodnih vrsta. Fogle (1977a, b) je ukazao da su razlike u veli¢ini i
povrsini egzine polenovog zrna veoma korisne za razlikovanje vrsta i sorti breskve,
nektarine, jabuke, treSnje i Sljive. Medutim, kasnijim istrazivanjima iskljucena je
mogucénost determinacije sorti na osnovu ornamentike egzine i ta determinacija se moze
primeniti samo na nivou vrste (Mi¢i¢, 1988).

Egzina sadrzi pore i grebene i na osnovu njihovog rasporeda, pruzanja i oblika
ornamentika egzine moze biti mrezasta, granularna, Zlebasta, trnovita, prugasta ili glatka
(Evrenosoglu i Misirli, 2009). Prema navodima Hebda i Chinnappa (1994), kod vecine
rodova u potfamilijama Prunoideae, Maloideae i Spiroideae polenova zrna su
trikolpatna, strijatna sa velikim perforacijama u dolinama izmedu grebena. Ispitivanjima
mikromorfoloskih karakteristika polena kod trinaest autohtonih sorti i tri podloge u
okviru cetiri vrsta roda Prunus na Siciliji (kajsija, treSnja, Sljiva, breskva) najveca
varijabilnost ispitivanih parametara je uocena kod polena $ljive (Geraci et al., 2012).

Ispitivanjem morfologije polena tri sorte Sljive, Mic¢i¢ (1988) navodi da sve
analizirane sorte imaju trikolpatni tip polenovog zrna. Isti autor navodi da oblik
polenovog zrna zavisi od toga da li se posmatra u suvom ili hidratisanom stanju.
Ukoliko se posmatra u suvom stanju, polenovo zrno ima oblik izduZenog rotacionog
elipsoida sa tektatnim tipom egzine, retikularne ornamentacije. Rezultati ispitivanja
morfoloskih karakteristika polena kod trinaest autohtonih i dve standardne sorte Sljive u
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Bosni su pokazali da se radi o trikolpatnim polenovim zrnima sa tektatnim tipom
egzine, retikularne ornamentacije (Mici¢ et al., 1989).

Zrelo polenovo zrno od momenta praSenja do dospevanja na zig tucka je
najmanje osetljivo na temperaturna kolebanja u odnosu na sve ostale faze u razvoju
muskog gametofita. Tolerancija na temperaturna kolebanja se dovodi u vezu sa malim
sadrzajem vode u polenovom zrnu, niskom metabolickom aktivno$éu i zaStitnim
strukturama na njegovoj povrsini (Hedhly, 2011).

Kod roda Prunus stubi¢ pripada vlaznom tipu, gde eksudati sekretornih ¢elija
ziga omogucavaju klijavost polena i prodor polenove cev¢ice u tkivo ziga (Nasrallah et
al., 1991). Adhezija polena na zig tucka, osim toga Sto se brzo uspostavlja, je i jaka i
visoko selektivna, pri ¢emu tu znafajnu ulogu imaju povrSina polenovog zrna i
ekstracelularni matriks Ziga (Zinkl et al., 1999). Nakon adhezije polena na zig tucka
dalja deSavanja koja ukljucuju hidrataciju, klijavost, rast kroz provodno tkivo stubica,
vodenje ka mikropili i na kraju interakciju sa Zenskim gametofitom vodena Su i
regulisana od strane Zenskog sporofita (Higashiyama i Hamamura, 2008; Palanivelu i
Tsukamoto, 2011).

Prvi korak u Kklijavosti polena je njegova hidratacija koja je daleko od pasivnog
procesa (Palanivelu i Tsukamoto, 2011). Komponente Ziga regulisu kretanje vode od
ziga ka polenu. Fizioloska aktivacija polena zajedno sa hidratacijom rezultira u prelasku
sadrZaja zrna u cevcicu, $to se ozna¢ava kao momenat klijavosti ili formiranja polenove
cevCice na zigu tuCka. Klijavost polena na Zigu se deSava na autotrofan nacin,
zahvaljujuci rezervama hranljivih materija u polenu (Herrero i Dickinson, 1981), dok je
rast u stubicu heterotrofan (Herrero i Dickinson, 1979). lako svaka polenova cevc€ica
sadrzi dva spermaticna jedra u vegetativnoj citoplazmi, njihovi genomi ne ucestvuju u
geneti¢koj kontroli rasta polenove cevéice, ve¢ se ta kontrola ostvaruje od strane
haploidnog genoma vegetativnog jedra (Qin i Yang, 2011).

Zid polenove cevéice je dvoslojan. Unutrasnji sloj je sastavljen od kaloze a
spoljasnji od celuloze i hemiceluloze (Krichevsky et al., 2007). Vr3ni region polenove
cevcice se moze podeliti u Cetiri zone: apikalna ili vrSna zona bogata sa egzocitoznim
vezikulama, subapikalna zona bogata u organelama, nuklearna zona i Suplja zona koja

moze da se prostire do polenovog zrna (Hepler et al., 2001).
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U centru stubica se nalazi provodni kanal, koji je sastavljen od izduzenih celija,
koje izlucuju pektinazni ekstracelularni matriks (Crawford i Yanofski, 2008). Na putu
ka embrionovoj kesici, polenova cevc€ica prolazi kroz razli¢ita tkiva u tucku 1 brzina
rasta polenovih cevcica je veca u stubicu nego u plodniku (Herrero i Arbeloa, 1989).
Ovaj zakljucak je potvrden u rezultatima veéeg broja autora na razli¢itim vrstama
vocaka. Analiziranjem rasta polenovih cevéica kod visSnje i treSnje, Stosser i Anvari
(1981) navode da one za dva do tri dana stizu do baze stubica, a za Sest do osam dana do
semenih zametaka, dok Cerovi¢ (1994) kod viSnje konstatuje neSto raniji prodor
polenovih cevcica u semene zametke, ¢etvrtog dana od oprasivanja. Radicevi¢ (2013),
ispitivanjem rasta polenovih cev¢ica kod tresnje, takode ukazuje na brzi rast polenovih
cevcica u stubi¢u nego u plodniku, navodeci na postojanje zavisnosti brojnosti i brzine
rasta polenovih cev¢ica kori$¢enih opraSivaca od sporofita majcinske sorte. Smanjenje u
brojnosti polenovih cevéica duz stubi¢a se dovodi u vezu sa smanjivanjem provodnog
kanala, a samim tim i dostupnosti hranljivih materija (Herrero, 1992).

Samobesplodnost je jedan od najznacajnijih mehanizama od strane biljaka da
spreCe samooplodenje i pospeSe stranooplodenje (Frankling-Tong i Franklin, 2003).
Kod biljaka su zastupljena dva tipa autoinkompatibilnosti: sporofitni i gametofitni.
Sporofitni tip se sre¢e kod malog broja biljaka iz familija Brassicaceae, Asteraceae i
Convolvulaceae, dok je gametofitni tip daleko rasprostanjeniji i srece se kod
predstavnika familija Solanaceae, Papaveraceae, Ranunculaceae, Leguminosae,
Onagraceae, Scrophulariaceae, Rosaceae i Poaceae (Igic i Kohn, 2001).

Za razliku od ostalih predstavnika roda Prunus, kod kojih postoji gametofitni
sistem inkompatibilnosti, kod domace $ljive se srecu oba tipa autoinkompatibilnosti
(Botu et al., 2002). Sporofitna inkompatibilnost je uslovljena mutacijom lokusa koji je
odgovoran za formiranje polena i citoplazmatsku sterilnost (Kota i Lacis, 2013).
Gametofitni sistem je baziran na alelnom polimorfizmu S-RNaze kodirajuc¢eg gena ili S-
gena i na osnovu njegovog ispoljavanja izvrsena je podela sorti u tri grupe:
samooplodne, delimi¢no samooplodne 1 samobesplodne (Botu et al., 2002).

Tradicionalni pristup ispitivanja samobesplodnosti kod vocaka bio je praéenjem
zametanja plodova opraSenih i izolovanih cvetova u poljskim uslovima. Na osnovu
stepena zametanja plodova proucavanih evropskih i japanskih sorti Sljive, izvrSena je

podela sorti u pet grupa: potpuno samobesplodne (nema zametanja plodova),
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samobesplodne (zametanje do 1%), delimi¢no samooplodne (zametanje do 10%),
samooplodne (zametanje do 20%) i visoko samooplodne (zametanje preko 20%) (Nyéki
i Szabd, 1996). Medutim, nedostatak ove metode je Sto zametanje plodova u zavisnosti
od vremenskih prilika moZe da varira po godinama.

Drugi metod je ispitivanje rasta polenovih cev€ica u stubi¢u i uocavanje
inkompatibilnih polenovih cev¢ica pomoc¢u fluorescentnog mikroskopa (Kho i Baér,
1971). Fluorescentno mikroskopska metoda bojenja sa anilin  plavim, kao
fluorohromom, omogucéava relativno brzo i realno sagledavanje samobesplodnosti kod
razli¢itih vrsta vocaka. Depozicija kaloze kod inkompatibilnih polenovih cev€ica
uocena je ne samo u zidovima ve¢ i u kaloznim ¢epi¢ima koji su u ovim sluc¢ajevima
mnogo duzi i njihov broj je mnogo veci u odnosu na kompatibilne polenove cevcice.
Takode, kod inkompatibilnih polenovih cevéica dolazi do proSirivanja samog vrha gde
moze, a i ne mora, do¢i do njegovog pucanja.

U dosadasnjoj literaturi ova metoda je dosta koriS¢ena za ispitivanje
inkompatibilnosti kod razli¢itih vrsta vocaka: jabuke (Marcucci i Visser, 1987), viSnje
(Cerovi¢, 1989; 1994), treSnje (Radicevi¢, 2013), kajsije (Milatovi¢ i Nikoli¢, 2007b),
Sljive (Kuzmanovi¢, 2008; Nikoli¢ i Milatovi¢, 2010; Milosevi¢, 2013; Pordevié et al.,
2014). U najveéem broju slucajeva inkompatibilne polenove cevcice su se u svom rastu
zaustavljale u gornjoj trecini stubic¢a. U novije vreme se koriste dve molekularne metode
za ispitivanje autoinkompatibilnosti: utvrdivanje stilarne ribonukleaze (S-RNaza) i DNA
amplifikacija i identifikacija PCR analizom (Halasz et al., 2005; 2010).

Sporofitna kontrola rasta polenovih cev¢ica u plodniku je regulisana u dve zone:
tkivu plodnika i tkivu semenog zametka. Kod breskve polenove cevcice prestaju sa
daljim rastom ako dospeju do obturatora ¢ije ¢elije nisu u sekretornoj fazi (Arbeloa i
Herrero, 1987; Herrero, 2003).

Kontrola u plodniku je vezana za placentu koja predstavlja vezu izmedu stubica i
plodnika. Polenova cev¢ica raste po povrsini Celija placente, koriste¢i njihove
sekretorne produkte. Prisustvo arabinogalaktana (Gane et al.,1995) ukazuje da je sastav
sekretornih produkata ¢elija placente slican onom u intercelularnim prostorima stubica.
Kontrola rasta polenovih cevc€ica od strane semenog zametka je kontrolisana ¢elijama
egzostome, sa jedne, i celijama koje ¢ine mikropilu, sa druge strane. Sekrecija ovih

¢elija je neophodna jer omogucava polenovim cevCicama dalji prodor. Kod nekih vrsta
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ta sekrecija je prisutna od pocetka punog cvetanja, dok se kod drugih proizvodi u
odredeno vreme, tj. kada ¢elije dostignu odredeni stepen razvoja (Herrero, 2000). Kod
pojedinih predstavnika roda Prunus polenove cev¢ice lutaju u delu egzostome, dok kod
drugih nesmetano prodiru u nju (Herrero, 2000).

Higashiyama et al. (2001) navode da postoje signali u mikropili za usmereno
kretanje polenovih cev¢ica koji poti¢u od strane sinergida. Isti autori iznose da u semene
zametke u kojima su sinergide odstranjene laserom ili u defektne, sa nepravilnim
filiform aparatom, polenove cevéice nikada ne prodiru. Sinergide luce atraktante koji
vode polenovu cev€icu do Zenskog gametofita (Higashiyama et al., 2003) i prema
Weteringsu 1 Russellu (2004) verovatno sadrze faktore koji kontroliSu prestanak daljeg
rasta polenove cevcice, njihovo praznjenje i fuziju gameta. Zrele sinergide sadrze veliki
broj sekretornih organela kao $to su endoplazmatic¢ni retikulum, Goldzi kompleks, a
takode 1 veliki broj vezikula u proksimalnom delu filiform aparata (Higashiyama, 2002).
Prvi gen identifikovan da kodira odredene atraktante za polenove cev€ice luen od
strane Zenskog gametofita je ZMEAL1 (Zea mays EGG APPARATUS1) (Marton et al.,
2005).

Zbog visoke koncentracije jona Ca®* konstatovanih u sinergidama, dugo se
smatralo da je ovaj jon potencijalni atraktant. Medutim, ispitivanjem rasta polenovih
cevcica in vitro utvrdeno je da oni nisu univerzalni atraktanti, ve¢ jedni od veée grupe
atraktanata (Higashiyama, 2002; Higashiyama et al., 2003). Razli¢ita in vitro ispitivanja
su pokazala da se usmeren rast polenovih cev¢ica i oslobadanje spermati¢nih jedara pre
moZe podvesti pod specifi¢nost same vrste, nego da se to generalno vezuije za jone Ca**
ili GABA (y amino buterna kiselina) (Dresselhaus i Marton, 2009).

Stadijum zrelosti semenog zametka se smatra jednim od bitnih faktora u procesu
oplodenja. Stadijum razvoja semenog zametka u vreme punog cvetanja se razlikuje
medu vrstama vocaka, pa ¢ak i medu sortama iste vrste. U vreme punog cvetanja
nedovoljno zreo semeni zametak je utvrden kod razli¢itih vrsta vocéaka: jabuke, sorte
Mutsu (Sato et al., 1988), visnje, sorti Montmorency (Furukawa i Bukovac, 1989) i
Cacanski rubin (Cerovic i Micic, 1999), trednje, sorte Satohnishiki (Beppu et al., 1997),
badema, sorte Nonpareil (Pimienta i Polito, 1983). Kod badema u vreme punog cvetanja
primarni semeni zameci su zreli, odnosno, embrionove kesice se uglavnom nalaze u

peto- ili ¢etvorojedarnom stadijumu (Egea i Burgos, 2000). Alburquergue et al. (2002)
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navode da je kod kajsije stradijum razvoja semenog zametka u vreme punog cvetanja
genotipska specificnost vrste.

Nezreo primarni semeni zametak u vreme punog cvetanja kod visnje (Furukawa
i Bukovac, 1989) i kajsije (Egea i Burgos, 1994, 1998; Alburquerque et al., 2002) se
navodi kao jedan od mogucih razloga loSeg zametanja plodova. Takode, jedan od
mogucih razloga loseg zametanja plodova je i neuskladena Sinhronizacija izmedu
muskog gametofita i Zenskog sporofita, odnosno izmedu stadijuma razvoja zenskog
gametofita i vremena potrebnog polenovim cev¢icama da stignu do semenog zametka.
Kod badema je utvrdena pozitivna korelacija izmedu dolaska polenovih cev€ica do
semenih zametaka i stadijuma njihovog razvoja (Pimienta i Polito, 1983). Normalna i
zrela embrionova kesica u vreme punog cvetanja se dovodi u direktnu vezu sa uspehom
oplodenja kod visnje (Cerovic i Micic, 1999) i kajsije (Alburquerque et al., 2002).
Alburquerque et al. (2004) kod dve od cetiri sorte kajsije, U vreme punog cvetanja,
konstatuju prisustvo zrelih i veéi broj oplodenih embrionovih kesica, kao i zametnutih
plodova. Medutim, kod druge dve sorte embrionove kesice su bile nezrele i kao jedino
prihvatljivo reSenje poboljSanja zametanja plodovakod te dve sorte autori navode kasno
opraSivanje istih.

Odredeni broj autora, ispitivanjem rasta polenovih cevéica u plodniku, kod
razli¢itih vrsta vocaka, su uocCili prisustvo polenovih cevéica koje su se karakterisale
specificnim rastom, odnosno, rastom koji je odstupao od normalnog. Herrero (2000)
pojavu takvog rasta polenovih cevCica dovodi u vezu sa fazom razvoja Zenskog
sporofita, koji nije u moguénosti da obezbedi dalji rast polenovih cev¢ica, u trenutku
njihovog dospevanja u odredene delove plodnika. Pojava specificnog rasta polenovih
cevCica uoCena je u razli¢itim delovima plodnika - tkivu plodnika, zoni obturatora,
mikropili, kod visSnje (Cerovi¢ i Ruzi¢, 1992b), treSnje (Radicevi¢, 2013) i Sljive
(Pordevi¢, 2010).

Fluorohromno bojenje sa anilin plavim omogucava da se na osnovu
akumulativne determinacije utvrdi vitalnost semenih zametaka kod predstavnika roda
Prunus. Metoda koju su dali Stosser i Anvari (1982) zasniva se na razli¢itom nivou
fluorescencije semenih zametaka nakon bojenja sa anilin plavim. Depozicija kaloze i
pocetna fluorescencije se uvek uocava u halaznom delu, potom se Siri i zahvata ceo

semeni zametak. Ispitivanja vitalnosti semenih zametaka neopraSenih cvetova kod dve
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sorte treSnje 1 tri sorte viSnje su pokazala da one pocinju da gube vitalnost 4-5 dana
nakon punog cvetanja da bi nedelju dana, od momenta otvaranja cvetova, veci broj
cvetova izgubio vitalnost (Stdsser i Anvari, 1982). Nasuprot njima, Radicevi¢ (2013)
kod cetiri sorte treSnje u varijanti stranoopraSivanja, tre¢eg dana od opraSivanja,
konstatuje pojavu fluorescencije semenih zametaka. Isti autor navodi da se moze uociti
jasna gradacija pojave fluorescencije semenih zametaka kod analiziranih cvetova.
Emaskulirani neopraSeni cvetovi su najpre i u najvisSem procentu pokazivali znake
degeneracije, potom emaskulirani opraSeni, dok su se kao najvitaliji pokazali cvetovi
koji nisu bili emaskulirani.

Williams (1970) uvodi termin efektivni polinacioni period (EPP), koji se dobija
kada se od vremena trajanja vitalnosti semenih zametaka oduzme vreme koje je
potrebno polenovim cev¢icama da stignu do njih. Kasnije se pokazalo da je EPP
izuzetno koristan okvir u sklopu koga se mogu pratiti uticaji koji mogu dovesti do
slabog zametanja plodova. Tri glavna procesa tokom trajanja reproduktivnog procesa:
receptivnost ziga, rast polenovih cevéica u tucku i razvoj semenih zametaka su okvir
EPP na koje veliki uticaj mogu imati temperatura, kvalitet polena i hemijski tretmani
(Sanzol i Herrero, 2001).

Zametanje plodova je uslovljeno vremenskim prilikama u vreme cvetanja koje
utiCu na opraSivanje, rast polenovih cevéica i1 vitalnost semenog zametka. Tokom
reproduktivnog procesa vec¢i broj faktora ima uticaja na broj finalno zametnutih
plodova. To ukljucuje vitalnost polena, transfer polena na zig tucka, inkompatibilnu
reakciju, sinronizaciju u vremenu dolaska polenove cevéice u semeni zametak i zrelost
embrionove kesice, oplodenje jedne od njih i uspeSan razvoj embriona (Rodrigo i
Herrero,1998).

Kod emaskuliranih cvetova faktori koji imaju uticaja na slabo zametanje su
vremenski uslovi pre i tokom fenofaze cvetanja, neadekvatni stadijum razvoja cvetnih
pupoljaka u vreme kada se radi emaskulacija, gubitak nutritivne i zaStitne uloge
perijanta, oStecenje tucka prilikom izvodenja postupka (Okie i Hancock, 2008), kao i
ubrzana degeneracija semenih zametaka (Hedhly et al., 2009).

Na slabo zametanje plodova kod pojedinih sorti Sljive moze uticati genetska
predispozicija za razvoj nepravilnih embrionovih kesica, niske temperature u vreme

cvetanja ili nedostatak bora u cvetovima, $to rezultira slabim rastom polenovih cev¢ica
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(Thompson i Liu, 1973). Takode, slabo zametanje plodova moze nastati i usled
smanjenog EPP, razlike izmedu stadijuma zrelosti semenog zametka i vremena
potrebnog polenovoj cevéici da stigne do semenog zametka (Williams, 1970; Stosser i
Anvari, 1982). Razli¢iti uzroci mogu dovesti do toga da cvetovi ne budu opraSeni u
vreme otvaranja, ve¢ kasnije u vreme kada zig uzgubi svoju receptivnost. Kratak period
receptivnosti ziga svakako nije pozeljan jer moze usloviti nisko zametanje plodova.

Karakteristika globalnog klimatskog zagrevanja jeste povecanje ucestalosti
ekstremnih temperatura koje utiu na smanjenje uspeSnosti oplodenja, a sa tim i na
nisko zametanje plodova (Tubiello et al., 2007). Uticaj visokih temperatura tokom
reproduktivnog procesa je izrazeniji kod vrsta vocaka koje se nalaze na granici njihovog
areala gajenja, tako da su one osetljivije na kratko pojavljivanje visokih temperatura
(Olesen i Bindi, 2002). Daleko znacajniji je uticaj temperature na ucinak polena
(Hedhly et al., 2008). U slucaju temperaturnog stresa, uobicajena reakcija muskog
gametofita bi bila redukcija u produkciji polena i njegovoj vitalnosti, koja se kasnije
odrazava na proces opraSivanja i potom oplodenja. U nekim slucajevima uticaj
temperature moze biti takav da dovodi do pojave sterilnosti polena i/ili do spre¢avanja
pucanja antera. Sli¢ni efekti su uoceni i kod Zenskog sporofita (zig, stubi¢ i plodnik) i
gametofita Sto u krajnjoj liniji moze dovesti do Zzenske sterilnosti (Hedhly, 2011).

Temperaturna kolebanja imaju uticaja u prvim fazama nakon dospevanja polena
na zig tucka, inicijacije polenove cevéice i rasta u provodnom tkivu stubi¢a (Hedhly et
al., 2005b). Kod tresnje visoke temperature znacajno ubrzavaju rast polenovih cev¢ica u
prva dva dana nakon opraSivanja, ali u narednim danima se statisticki znacajno manji
broj polenovih cevcica konstatuje u bazi stubica (Hedhly et al., 2007). U vreme punog
cvetanja visoke temperature imaju veci uticaj na Zenski gametofit dovodec¢i do brze
degeneracije embrionove kesice i nucelusa, nego Sto imaju uticaja na klijavost polena na
zigu 1 rast polenove cevéice u stubicu (Beppu et al., 2001). Isto tako, niske temperature
u vreme cvetanja redukuju brzinu rasta polenovih cev€ica u tucku i skrac¢uju efektivni
polinacioni period (Sanzol i Herrero, 2001).

Visoke temperature uticu na receptivnost ziga dovodeci do smanjenja koliine
eksudata i njihovu kratkotrajnu dostupnost polenovim zrnima. Mada je zenski gametofit
vise zasticen nego muski gametofit, takode pokazuje osetljivost na temperaturna

kolebanja. Visoke temperature redukuju vreme trajanja receptivnosti Ziga i vitalnosti
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semenih zametaka, dok niske temperature dovode do produzavanja perioda
receptivnosti ziga i vitalnosti semenih zametaka (Postweiler et al., 1985; Cerovic et al.,
2000; Hedhly et al., 2003).

Kod vecine vocaka, iz razli¢itih klimatskih regiona, dolazi do slabog zametanja
plodova, kada su neposredno pre ili u toku cvetanja izlozeni niskim ili visokim
temperaturama, u odnosu na optimalne vrednosti (Hedhly, 2011). Povecanje prosecne
dnevne temperature za 3°C, nedelju dana pre pocetka punog cvetanja uti¢e na smanjeno
zametanja plodova kod kajsije (Rodrigo i Herrero, 2002) ili kod treSnje nedelju dana
nakon pocetka punog cvetanja (Hedhly et al., 2007; Radicevi¢, 2013). Prose¢no
povecanje temperature za 3°C u odnosu na kontrolu, kod breskve, utice na skrac¢ivanje
duzine stubica i na pojavu anomalija u strukturi plodnika (Rodrigo i Herrero, 2002).

Kod tresnje i viSnje povecanje temperature sa 5°C na 25°C skracuje period
vitalnosti semenog zametka sa 5 dana na 1-2 dana (Postweiler et al., 1985). Sli¢ni
rezultati su dobijeni kod Sljive u kontrolisanim uslovima gde je na 20°C doSlo do
znacajnog smanjenja vitalnosti semenih zametaka u odnosu na kontolu u poljskim
uslovima, kao i na niske konstantne temperature (Cerovic et al., 2000). Kod breskve,
visoke temperature, iznad 25°C, u periodu pre pocetka punog cvetanja sprecavaju razvoj
ili dovode do degeneracije embrionove kesice (Kozai et al., 2004).

Rezultati koje iznose Morenol et al. (1992) kod dve sorte Sljive jasno ukazuju na
uticaj temperature na degeneraciju semenih zametaka, pri ¢emu je ona daleko brza na
visokim temperaturama. Autori navode da je brZa degeneracija semenih zametaka
uslovljena njihovim nedovoljnim snadbevanjem hranljivim materijama. Hall (1992)
kolebanja. Niske i visoke temperature u vreme cvetanja mogu imati negativan efekat,

koji se u krajnjem slucaju odrazava na broj zametnutih plodova.
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4. RADNA HIPOTEZA

U ovoj disertaciji poSlo se od pretpostavke da ¢e ispitivana sorta Sljive, kao i
koris¢eni opraSivaci ispoljiti svoje genotipske specificnosti u pogledu reproduktivnih
karakteristika.

Ocekivalo se da ¢e se medu koris¢enim sortama oprasivacima pokazati razlike u
pogledu ispitivanja morfometrijskih osobina polenovih zrna, kao i klijavosti polena in
vitro. Pretpostavilo se da ¢e u godinama ispitivanja koriS¢ene sorte oprasivaci u
odredenim temperaturnim uslovima u toku prvih deset dana nakon punog cvetanja
pokazati razlicitu genotipsku specificnost u pogledu rasta polenovih cevcica u stubicu i
plodniku, kao i u broju zametnutih plodova.

Deo istraZivanja bio je baziran na pretpostavci da ¢e temperaturni uslovi imati
uticaja na broj inicijalno i finalno zametnutih plodova u ispitivanim varijantama
oprasivanja, kao i na vitalnost semenih zametaka.

Znacajan deo istrazivanja bio je zasnovan na pretpostavci da ¢e citoembrioloska
ispitivanja plodnika pokazati tok procesa makrogametogeneze, odnosno, da ¢e ukazati
na funkcionalno stanje embrionove kesice u toku prvih deset dana nakon punog
cvetanja.

Pretpostavilo se, na kraju, da ¢e u ispitivanim agroekologkim uslovima Cacka
proucavana sorta Sljive kao 1 koriS¢eni oprasivaci ispoljiti svoje, kako pozitivne, tako i
negativne bioloSke osobine i da ¢e dobijeni rezultati posluziti kao znacajan izvor

informacija u pogledu rasvetljavanja uzroka smanjene plodnosti ove sorte Sljive.
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5. OBJEKAT, MATERIJAL | METODE RADA

5.1. Objekat

Ispitivanja za ovu doktorsku disertaciju obavljena su, tokom trogodiSnjeg
perioda (2008, 2010. i 2011. godina), u zasadu $ljive na objektu Ljubié, Instituta za
vodarstvo u Cacku.

Zasad je podignut 2002. godine na podlozi dZanarika (Prunus cerasifera Ehrh.).
Sadnja je obavljena na rastojanju 6,0 x 5,0 m. Ogledni zasad se nalazi na nagnutom
terenu, na juznoj ekspoziciji, na 254 m nadmorske visine. Pravac pruzanja redova je
istok — zapad, a sistem uzgoja je kotlasta kruna. Sadnja je obavljena po slu¢ajnom blok
sistemu, pri ¢emu je svaka sorta u bloku bila zastupljena sa pet stabala u tri ponavljanja.

Tokom izvodenja ogleda u zasadu je primenjivana redovna agrotehnika i zastita

za §ljivu. Zemljiste izmedu redova odrzavano je u vidu jalovog ugara.

5.2. Materijal

Kao materijal za ispitivanje koriS¢ena je sorta Sljive Pozna plava. Stvorena je
1980. godine u Institutu za voéarstvo u Cacku, samooplodnjom sorte Cacanska najbolja.
Za sortu je priznata 2008. godine. U saradnji sa g. Klausom Ganterom (rasadnik Klaus
Ganter Markenbaumschule, Wyhl, Nemacka) ova sorta §ljive je na podru¢ju Evropske
Unije zasti¢ena pod nazivom Cacak Spithe.

U opstoj oceni je navedeno da sorta Sljive Pozna plava cveta srednje pozno.
Polen je dobre klijavosti. Delimi¢no je samooplodna. U odredenim lokalitetima rada
obilno. Lokalitet i vremenske prilike u periodu cvetanja znatno uti¢u na prinose ove
sorte. Srednje je osetljiva na prouzrokovaca plamenjace (Polystigma rubrum Pers.), a
relativno osetljiva na prouzrokovaca rde (Puccinia pruni spinosae Diet.) Sljive. Otporna
je na prouzrokovaca trulezi plodova (Monilinia laxa Aderh et Ruhl.). Tolerantna je na

virus Sarke Sljive (Plum pox potyvirus).
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Plod je sitan do srednje krupan (20-40 g), ovalnog oblika. Pokozica je Cvrsta,
tamnoplava sa obilnim pepeljkom. Meso ploda je zuto, ¢vrsto, so¢no, odlicnog slatko—

nakiselog ukusa (Slika 1).

Slika 1. Plodovi sorte $ljive Pozna plava.

Sazreva kasno, krajem avgusta i pocetkom septembra, §to je svrstava u jednu od
najpoznijih sorti §ljive. Zahvaljujuci ¢vrstim plodovima odli¢no podnosi manipulaciju i

transport.

5.3. Metode rada

Trogodisnja istrazivanja na sorti Sljive Pozna plava su obuhvatala poljska i
laboratorijska ispitivanja.

U poljskim uslovima, tokom trogodiSnjeg perioda ispitivanja, u toku podfaze
punog cvetanja, postavljen je ogled sa tri varijante opraSivanja: slobodno oprasivanje,
stranooprasSivanje i samoopraSivanje. U 2008. godini istrazivanja kod ispitivanja
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kvantitativnih parametara rasta polenovih cev€ica i zametanja plodova za varijantu
stranooprasivanja kori§éeni su oprasiva¢i Cadanska najbolja i Hanita. U 2010. i 2011.
godini, prvenstveno zbog preklapanja vremena cvetanja za glavnom sortom koriS¢enom
u ovom istrazivanju, a potom i zbog aktuelnosti same sorte, kori§¢ena je i sorta
Presenta. Ova sorta kao i Hanita potice iz Nemacke, a obe su nastale kao rezultat
oplemenjivackog rada na Univerzitetu u Hohenhajmu, Nemacka.

Izuzev morfometrije polena, koja je uradena u laboratoriji Katedre za vocarstvo,
Poljoprivrednog fakulteta u Beogradu, ostala laboratorijska ispitivanja su obavljena u
laboratoriji Odeljenja za pomologiju i oplemenjivanje vocaka, Instituta za vocarstvo u

Cacku.

5.3.1. Klijavost polena in vitro

Za ispitivanje Klijavosti polenovih zrna in vitro, u trogodisSnjem periodu
koriS¢ena je agaro-saharozna podloga. Za ovo ispitivanje sakupljani su cvetovi sorti
Cacanska najbolja, Presenta, Hanita i Pozna plava, koji su bili u fazi poznog balona. U
laboratorijskim uslovima antere su sakupljane u papirne kutije i drzane na temperaturi
od 20°C, 24-48 h, odnosno, do momenta njihovog pucanja i oslobadanja polenovih
zrna. Polen od svake sorte je zasejan na hranljivu podlogu (1% agar i 12% saharoza),
razlivenom u tri petri kutije.

Na osnovu metode utvrdivanja klijavosti polena po Galleta (1983), nakon
perioda inkubacije, kao klijala polenova zrna rac¢unala su se ona koja su isklijala vise od
svog pre¢nika. Po petri kutiji prebrojavanje je vrseno u tri vidna polja, a u svakom polju
je analizirano oko 100 polenovih zrna.

Klijavost po godinama ispitivanja odredena je kao prosek za tri ponavljanja.
5.3.2. Morfometrija polena
Morfometrijska ispitivanja polena obavljena su u 2011. godini. U poljskim

uslovima su sakupljani cvetovi u fazi poznog balona sorti 3ljiva Cadanska najbolja,

Presenta, Hanita 1 Pozna plava. U laboratoriji antere su odvajane u papirne kutije i

Citoembriolo3ki aspekti oplodenja sorte Sljive ,,Pozna plava“ (Prunus domestica L.)

18



| Objekat, materijal i metode rada

drzane na sobnoj temperaturi do momenta njihovog pucanja i oslobadanja polenovih
zrna. Do dalje analize polen je u flakonima ¢uvan u frizideru na +4°C.

Polen je pomocu cetkice nanoSen na dvoslojnu traku koja je postavljena na
nosa¢ objekta mikroskopa, a zatim je uradeno naparavanje slojem zlata debljine 20 nm,
na aparatu marke BAL-TEC SCD 005 (Capovani Brothers Inc., Scotia, NY, USA).

Pripremljeni preparati su posmatrani skeniraju¢im elektronskim mikroskopom
(SEM) marke JEOL JSM-6390LV (Tokyo, Japan), pri uvecanju od 2000x za celo
polenovo zrno i na 15000% za delove povrSine egzine.

Kod svake sorte posmatrano je i analizirano po 30 polenovih zrna. Ispitivanja
polena su obuhvatila polarnost, simetriju, aperturaciju (broj, duzinu i Sirinu kolpi, Sirinu
mezokolpijuma), oblik polenovog zrna (polarni i ekvatorijalni pogled), veli¢inu polena
(polarni dijametar — duzina, ekvatorijalni dijametar — Sirina, odnos duZina/Sirina) i
karakteristike egzine (ornamentika, broj grebena na 100 um’ ekvatorijalnog podrugja
egzine, Sirinu grebena i brazdi). Kod odredivanja oblika polena koriS¢ena je
klasifikacija odnosa duzina/Sirina polenovog zrna data od strane Erdtman (1952) gde se
polenova zrna dele na: ‘suboblatna’ (0,75-0,88), ‘oblatno sferoidna’ (0,88-1,00),
‘subprolatna’ (1,14-1,33), ‘prolatna’ (1,33-2,00) i ‘perprolatna’ (>2,00).

5.3.3. Dinamika rasta polenovih cev¢ica in vivo

Rast polenovih cevéica in vivo u stubicu sorte §ljive Pozna plava, ispitan je u
varijantama slobodnog opraSivanja, stranoopraSivanja i SsamoopraSivanja, U
trogodidnjem periodu. Kao oprasivaci koriséen je polen sorti Ca¢anska najbolja,
Presenta, Hanita i Pozna plava.

U fazi poznog balona izvrSena je emaskulacija cvetova (Slika 2a, 2b), tj.
uklanjanje perijanta i antera, nakon cega su grane sa emaskuliranim cvetovima
izolovane pergamentnim kesama, radi spre¢avanja nekontrolisane polinacije. Vestacko
nanosenje polena na zig tucka (Slika 2c) radeno je u momentu kada se na zigu uocavala
sekrecija (5to se poklapa sa vremenom kada je otvoreno oko 85% cvetova). Na te grane
su ponovo nanoSene kese koje su potom uklanjane nakon 10 — 15 dana (Slika 2d).

Od momenta opraSivanja u pet sukcesivnih termina (48 h, 96 h, 144 h, 192 h i

240 h) izvrSeno je fiksiranje, oko 40 cvetova u svakoj varijanti opraSivanja. Za fiksaciju
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je koris¢en FPA (70% etanol, propionska kiselina i formaldehid, u odnosu 90:5:5
zapreminskih delova). Fiksirani uzorci su do momenta dalje analize drZani u friZzideru
na +4°C.

Slika 2. lzdvojene grane sorte Sljive Pozna plava za hibridizaciju: a) cvetovi u fazi

kasnog balona; b) emaskulirani neopraSeni cvetovi; c) emaskulirani opraSeni cvetovi;

d) grane sa opraSenim cvetovima izolovane pergamentnim kesama.

Za ispitivanje rasta polenovih cev¢ica u stubi¢u i plodniku, Kkoris¢ena je
fluorescentno-mikroskopska metoda sa anilin-plavim kao fluorohromom (Preil, 1970;
Kho i Baér, 1971). Bojena reakcija se zasniva na vezivanju fluorohroma za kalozu ( 1-
3 glukan) i sekundarnoj fluorescenciji tog spoja pod UV svetlom. Kaloza postoji u
malim koli¢inama, u strukturno razli¢itim biljnim tkivima i neka od njenih svojstava su
visoka nepropustljivost, brza sinteza i lako razgradivanje. U polenovoj cevéici, kaloza je
prisutna na odredenoj udaljenosti od vrha polenove cecice, u obliku kaloznih ¢epica koji
se pojavljuju duz polenove cevcice u pravilnim razmacima. Mada njena uloga jo$ uvek

nije rasvetljena, neke od pretpostavki su da ima ulogu da sprec¢i plazmu da od vrha tece
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unazad kao i da podrzi zid polenove cevcice od pucanja, mehanickih tenzija i pritisaka
(Unal et al., 2013).

U laboratoriji, na predmetnoj plo¢ici stubi¢ je u svom donjem delu odvajan od
plodnika. Za posmatranje rasta polenovih cevéica u stubi¢u, na predmetnoj plocici isti je
uzduzno razdvajan, a onda je pomocu pokrovne ljuspe pravljen skvos preparat. Plodnik
je razdvajan po suturi. Semeni zametak je zasecan u longitudinalno-tangencionom
pravcu da bi se uocio bolji prodor polenove cevcice u mikropilu i nucelus (Cerovic,
1994).

Utvrdivanje duzine polenove cevCice u stubicu radeno je na mikroskopu
Olympus BX61 (Tokyo, Japan), u softverskom programu AnalySIS (Soft Imaging
System GmbH, Minster, Germany), gde se koris¢enjem MIA (Multiple Image
Analysis) dobija slika celog stubica.

U svakom ispitivanom uzorku odredivan je broj polenovih cevéica u gornjoj
tre¢ini stubica, broj polenovih cevéica prodrlih u plodnik, najduza polenova cevéica u
stubi¢u (gornja, srednja ili donja trecina stubica), prodor polenove cevc€ice u plodnik
(lokula plodnika, mikropila ili nucelus semenog zametka), prisustvo inkompatibilnih
polenovih cev¢ica u stubi¢u kao i pojava specificnog rasta polenovih cevéica u
plodniku.

Za ispitivanje kvantitativnih parametara rasta polenovih cev¢ica u svakoj
varijanti opraSivanja i za svaki termin fiksiranja pregledano je 30 uzoraka, odnosno 750

tuckova po godini ispitivanja.

5.3.4. Histoloska ispitivanja plodnika

Histoloskim ispitivanjima plodnika prouc¢avana je dinamika procesa
megagametogeneze i organizacija embrionove kesice.

Za ova ispitivanja, u dvogodiSnjem periodu, kori§éena je varijanta slobodnog
opraSivanja i neopraSeni tretman koji je u ovom slucaju predstavljao kontrolu. Postupak
izolovanja cvetova za ova ispitivanja isti je kao onaj opisan u potpoglavlju 5.3.3.

Po dvadeset cvetova u svakoj varijanti je fiksirano u FPA fiksativ, u

dvodnevnim intervalima, pofev od momenta punog cvetanja zakljutno sa desetim

Citoembriolo3ki aspekti oplodenja sorte Sljive ,,Pozna plava“ (Prunus domestica L.)

21



| Objekat, materijal i metode rada

danom od pocetka punog cvetanja. Fiksirani uzorci su ¢uvani u frizideru na +4°C do
momenta njihove pripreme i posmatranja pod mikroskopom.

Na predmetnoj plocici pod binokularom stubi¢ je odsecan od plodnika. Tkivo
plodnika je iseCeno u obliku trapeza, da bi se omogucio laksi ulazak ksilola, a potom i
parafina u celije semenog zametka. Uvodenje plodnika u parafin je islo slede¢im
postupkom:

- fiksirani materijal prvo je ispiran u 70% alkoholu (24 h), da bi se uklonio

fiksativ, a potom dehidrisan u seriji rastu¢e koncentracije alkohola: 90% — 1
h; 96% — 2 h; 100% — dve promene po 2 h,

- prosvetljavanje u ksilolu: alkohol:ksilol (odnos 2:1) — do 18 h; ksilol — dve

promene po 10 min.,

- uvodenje u parafin je i$lo slede¢im postupkom: parafin I:ksilol (odnosu 1:1)

— 48 h; parafin 1l — 72 h; parafin 1l — 48 h. Uzorci u parafinu su drzani u
termostatu, na konstantnoj temperaturi od 61°C,

- u parafinu III je uradeno razlivanje u petri kutije. Nakon vadenja parafinskih

ploc¢a iz petri kutija, odvajani su pojedina¢ni uzorci plodnika u parafinu i
seCeni u obliku trapeza,

- pojedinacni uzorci plodnika su lepljeni na nosace i Cuvani u frizideru.

Neposredno pre se¢enja uzorci su drzani izvesno vreme na ledu.

Priprema predmetnih plodica na koje su lepljeni preseci je obuhvatala
provlacenje kroz rastvor od 1% Zelatina i 0,1% stipse. Preseci uzoraka, debljine 10 pm,
su seCeni na mikrotomu marke Baird&Tatlock (London, England).

Nakon razvlacenja u destilovanoj vodi trake sa delovima plodnika su nanoSene
na predmetne plo€ice, potom suSene par dana u termostatu na 20°C. Par dana nakon
susenja, uzorci su provlacenjem kroz seriju opadajuce koncentracije alkohola (96-50%)
dovedeni do faze bojenja.

Za histoloska ispitivanja uzorci su bojeni safraninom, kristal ljubic¢astim i svetlo
zelenim, po metodi Gerlach (1969). Na presecima safranin boji lignifikovane ¢elijske
zidove, nukleoluse i hromozome (osim u ranoj profazi) crvenom bojom, dok svetlo
zeleno boji citoplazmu, a celulozne ¢elijske zidove razlicitim nijansama zelene boje.
Rastvor kristal ljubicasto diferencira bojenje sa safraninom, s tim da ga moze u

potpunosti zameniti ukoliko se preseci duze drZze u njemu.

Citoembriolo3ki aspekti oplodenja sorte Sljive ,,Pozna plava“ (Prunus domestica L.)

22



| Objekat, materijal i metode rada

Na obojene preseke lepljena je pokrovna ljuspica pomocu kanada balsama i
ploCice su suSene par dana u termostatu. Posmatranje preseka obavljeno je na
mikroskopu marke Carl Zeiss (Jena, Germany), a fotografisanje na mikroskopu
Olympus BX61 (Tokyo, Japan).

HistoloSka ispitivanja su obavljena na primarnom i sekundarnom semenom
zametku. Prema Dys$ (1984) i Furukawa i Bukovac (1989) u varijanti slobodnog
opraSivanja i u neoprasSenoj varijanti su registrovani slede¢i razvojni stadijumi
embrionove kesice: dvojedarni, Cetvorojedarni i osmojedarni stadijum, pri ¢emu je
osmojedarni stadijum dalje rangiran kao delimi¢no organizovana embrionova kesica (u
slu¢aju kada se u embrionovoj kesici nalazi osam jedara koja su zauzela svoj polozaj, ali
nije jo§ doslo do vakuolarizacije njihovih ¢elija) 1 potpuno organizovana ili zrela
embrionova kesica (u kojoj su sve celije normalno razvijene). Kao funkcionalne
embrionove kesice su se racunale i one u kojima je doslo do degeneracije antipoda pa se
nalaze u petojedarnom stadijumu. Ukoliko je doSlo do spajanja polarnih jedara to se
rac¢unalo kao Cetvorojedarni stadijum.

Ogled za ova ispitivanja obavljen je u toku 2008. i 2010. godine. U svakoj
varijanti ispitivanja i za svaki termin fiksiranja analizirano je po 10 plodnika (osam
uzduznih i dva popre¢na preseka) sto ¢ini ukupno 120 plodnika po godini ispitivanja,
odnosno 240 plodnika za obe godine ispitivanja.

5.3.5. Vitalnost semenih zametaka neoprasenih cvetova

U trogodisnjem periodu ispitana je i vitalnost semenih zametaka sorte Sljive
Pozna plava. Vitalnost semenih zametaka je ocenjena primenom fluorecentno-
mikroskopske metode opisane od strane Anvari i Stosser (1978a, b), gde je razlicit
intenzitet fluorescencije semenih zametaka bio indikator gubitka njihove vitalnosti.

Emaskulirani neopraSeni cvetovi (procedura opisana u podpoglavlju 5.3.3), u
dvodnevnim intervalima, po¢ev od momenta punog cvetanja pa do desetog dana od
punog cvetanja, su fiksirani u FPA fiksativ. Svi fiksirani uzorci su ¢uvani u friZzideru na
+4°C do momenta njihove dalje pripreme i posmatranja pod mikroskopom.

Priprema uzoraka za ispitivanje vitalnosti semenih zametaka je radena po istoj

proceduri kao za ispitivanje rasta polenovih cevcica u stubi¢u (procedura opisana u
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potpoglavnju 5.3.3). Nakon bojenja sa anilin plavim, na predmetnim plo¢icama plodnici
su odsecani od stubica i otvarani po suturi.

Na osnovu subjektivnog kriterijuma, vizuelnim pregledom intezitet
fluorescencije semenih zametaka koji se javlja je podeljen u pet kategorija: 1 — nema
fluorescencije; 2 — fluorescencija u halaznom delu; 3 — fluorescencija u halaznom delu
koja se $iri ka boc¢noj strani; 4 — fluorescencijom je zahvacen i mikropilarni deo; 5 — ceo
semeni zametak fluorescira.

Mada je primarni semeni zametak klju¢an u daljem procesu oplodenja i
zametanja plodova, ispitana je i duzina trajanja vitalnosti sekundarnih semenih
zametaka, da bi se ustanovilo u kom se stadijumu oni nalaze.

Kod oba semena zametka je analizirana podudarnost ove metode sa koris¢enom
metodom histoloskog bojenja. Za svaki termin fiksiranja analizirano je po 30 plodnika.

U ovom, kao i u potpoglavlju 5.3.3, pripremljeni uzorci su posmatrani i
analizirani pod ultravioletnom svetlos¢u na mikroskopu, marke Olympus BX61 pod
plavim filterom (talasna duzina 340-380 nm), dok je u podpoglavljima 5.3.1 i 5.3.4

posmatranje i analiza uzoraka obavljena na istom mikroskopu pod obi¢nim svetlom.

5.3.6. Inicijalno i finalno zametanje plodova

U trogodiSnjem periodu, za ispitivanje broja inicijalno i finalno zametnutih
plodova u varijanti slobodnog opraSivanja odabrane su 3-4 grane sorte Sljive Pozna
plava na kojima je prebrojan ukupan broj cvetova (oko 100 cvetova po grani). U
varijantama stanooprasivanja i samoopraSivanja od momenta oprasivanja su obelezene
grane, sa oko 200-300 oprasSenih cvetova na njima.

Broj inicijalno zametnutih plodova utvrden je cetiri do pet nedelja posle
opraSivanja, dok je brojanje finalno zametnutih plodova obavljeno na pocetku fenofaze

zrenja plodova.

5.3.7. Temperaturna kretanja u toku trajanja podfaze punog cvetanja

Tokom izvodenja eksperimenta, u sve tri godine, praéene su dnevne

temperature, tokom trajanja podfaze punog cvetanja, radi ispitivanja njihovog uticaja na
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efikasnost odvijanja progamne faze oplodenja i u krajnjoj liniji na broj zametnutih
plodova. Izraunate su srednje dnevne temperature i proseéna srednja dnevna
temperatura podfaze punog cvetanja (od dana opraSivanja, pa do desetog dana od dana

opraSivanja).

5.3.8. Statisti¢cka obrada podataka

Dobijeni rezultati statisticki su obradeni primenom Fischer—ovog modela analize
varijanse dvofaktorijalnog ogleda (Fischer, 1953). Kod ispitivanja morfometrijskih
karakteristika polenovih zrna primenjen je jednofaktorijalni model analize varijanse.
Tokom statistickih analiza, za rezultate prikazane u procentima izvriena je arcsin %
transformacija podataka, ¢ime se dobijaju vrednosti koje imaju normalnu raspodelu, a
nakon statisticke obrade, dobijene vrednosti su ponovo pretvorene u procente kako bi se
prikazale u tabelama. Dobijene vrednosti su predstavljene kao prosek + SE (standardna
greSka srednje vrednosti).

U slucaju pojave statisticke znacajnosti F—pokazatelja u okviru nekog od
osnovnih faktora kao i njihove interakcije radeno je testiranje znacajnosti razlika
pojedinacnih sredina primenom LSD testa, sa pragom znacajnosti od 95%.

Medusobna zavisnost izmedu pojednih parametara koji su ispitani utvrdena je
korelacionom analizom primenom Pirsonovog koeficijenta proste korelacije. Predznak
koeficijenta korelacije (+/-) ukazuje na vrstu veze pozitivna ili negativna (direktna ili
obrnuta). Vrednosti od 0 do 1 ukazuju na jacinu korelacije:

— vrlo jaka povezanost (0,70 ili vise); jaka povezanost (0,50-0,69); srednja
povezanost (0,30-0,49); slaba povezanost (0,11-0,29); zanemarljiva povezanost (0,01-
0,09); nepostojanje linearne povezanosti (0,00).

Kvadriranjem koeficijenta korelacije dobijen je koeficijent determinacije (r%).
Njegove vrednosti se krecu od 0 do 1 (ili 0 — 100%). Oznacava u kom procentu
ispitivana nezavisna promenljiva ima uticaja na zavisnu promenljivu. Kod
izraCunavanja koeficijenta determinacije ostatak do 100% predstavlja koeficijent

alijentacije, koji podrazumeva uticaj ostalih faktora na ispitivanu promenljivu.
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Na osnovu regresione analize preko testiranja izabran je tip funkcije koja
najbolje odgovara kretanju broja funkcionalnih embrionovih kesica u zavisnosti od dana
ispitivanja. U analizi je koriS¢en nelinearni metod kvadratne regresije:

y =a+ bx + cx?

Analiza podataka je obavljena koris¢enjem statistickog softverskog paketa
STATISTICA, Version 8 (StatSoft, Inc., Tulsa, Oklahoma, USA).
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6. REZULTATI

6.1. Klijavost polena in vitro

Klijavost polena in vitro na agaro—saharoznoj podlozi je najpouzdanija metoda
za utvrdivanje vitalnosti polena, odnosno potencijala polenovog zrna da Kklija.
Utvrdivanje klijavosti polena kod razli¢itih vrsta vocaka je znacajna karakteristika koja
ukazuje na kvalitet polena, s obzirom na to da je za efikasno oplodenje neophodna
procentualno visoka klijavost polena.

Rezultati klijavosti polena in vitro iz 2008. godine su prikazani posebno i
statisti¢ki analizirani kao jednofaktorijalni. U 2010. i 2011. godini istraZzivanja kori$¢en
je oprasivac vise, stoga su rezultati klijavosti polena in vitro iz ove dve godine prikazani
zajedno 1 statistiki analizirani kao dvofaktorijalni.

U 2008. godini ispitivanja najveca vrednost klijavosti polena in vitro utvrdena je
kod sorte Cac¢anska najbolja (52,65%), a najmanja kod sorte Pozna plava (29,10%)
(Tabela 1). Statisti¢ka analiza je pokazala znaCajan uticaj sorte na klijavost polena in
vitro.

U 2010. godini istrazivanja kod sorte Cacanska najbolja, a u 2011. kod sorte
Hanita utvrdena je najveca klijavost polena in vitro (45,26% i 54,56%). Najnize
vrednosti klijavosti polena u 2010. i 2011. godini su utvrdene kod sorte Pozna plava
(12,96% i 21,55%).

Prosec¢na klijavost polena u 2010. i 2011. godini bila je najveca kod sorte
Presenta (46,48%), dok je sorta Pozna plava sa 17,26% imala najniZu prose¢nu vrednost
(Tabela 2; Slika 3).

Veca prosecna klijavost polena po godinama je utvrdena u 2011. godini
(42,31%) u odnosu na 2010. godinu ispitivanja (33,09%). Veca klijavost polena sorte
Cacanska najbolja bila je u 2010. godini (46,26%), dok su kod sorti Pozna plava
(21,55%), Hanita (54,56%) i Presenta (53,89%) viSe vrednosti utvrdene u 2011. godini.
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Tabela 1. Klijavost polena in vitro sorti Sljive, koje su kori$¢ene kao oprasivaci za sortu

Pozna plava, u 2008. godini istraZivanja.

Sorta Klijavost polena in vitro (%)
Pozna plava 29,10£2,97 b
Cacanska najbolja 52,65%+1,18 a
Hanita 45,24+1,02 a

Razli¢ita mala slova u koloni pokazuju znacajne razlike za P<(0.05 primenom LSD testa.

Tabela 2. Klijavost polena in vitro sorti $ljive, koje su koriS¢ene kao oprasivaci za sortu

Pozna plava, u 2010. i 2011. godini istrazivanja.

Faktor Klijavost po