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Izvod: U ovom istrazivanju je ispitivana promena pH vrednosti hranljive podloge
nakon 35 dana kultivacije éetiri genotipa bele topole (Populus alba L.). Ispitane su
Cetiri pocetne pH vrednosti podloga: 3,0, 4,0, 5,5 1 7,0 puferisane natrijum citratnim
puferom, kao i standardna podloga za umnozavanje sa pH 5,5 bez dodavanja
limunske kiseline (kontrola). Sterilizacija podloge je izvrSena u mikrotalasnoj
peénici. Rezultati analize varijanse ukazuju da su konac¢ni pH podloge nakon
kultivacije, kao i razlika izmedu krajnje i pocetne pH podloge veoma znacajno
zavisili od pocetne pH. Takode je i interakcija genotip x podloga pokazala statisticki
znacajan uticaj na pomenuta svojstva. Na podlogama sa niskom pocetnom pH je
zabeleZzena pozitivna, dok je na podlozi pH 7,0 zabeleZena negativna promena pH
tokom kultivacije. Rezultati istrazivanja ukazuju da promene pH podloge tokom
kultivacije vode ka vrednosti pH 5,5 za koju pretpostavljamo da bi bila optimalna za
njihov uzgoj u uslovima in vitro (oko pH 5,5). Diskutovana je mogucnost primene
dobijenih rezulata u unapredenju uzgoja bele topole in vitro 1 ocene genotipova u
projektima melioracije i fitoremedijacije.

Kljuéne reéi: pH podloge, Populus alba, mikropropagacija
CHANGES IN MEDIUM pH DURING WHITE POPLAR MICROPROPAGATION
Abstract:. In this study, changes in the pH of the nutrient medium were investigated after 35

days of cultivation of four white poplar genotypes (Populus alba L.). Four initial pH values of
the substrate were tested: 3.0, 4.0, 5.5 and 7.0 buffered sodium citrate buffer, as well as a
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standard medium for micropropagation with pH 5.5 without the addition of citric acid
(control) The medium was sterilized in a microwave oven. The results of the variance analysis
indicate that the final pH of the medium after cultivation, as well as the difference between the
final and the initial pH of the medium, was significantly influence of inital pH, as well as the
interaction of the genotype x medium, differences between genotypes in their reaction to the
washed pH medium. On media with low initial pH was recorded positive, while the medium
pH 7.0 was recorded negative change pH after cultivation. The results of the study indicate
that changes in the pH of the medium during cultivation lead to a pH that is assumed to be
optimal for their cultivation under in vitro conditions (cca. pH 5.5). The possibility of
applying the obtained results in the improvement of the white poplar cultivation in vitro and
the assessment of genotypes in melioration and phytooremediation projects is discussed.

Keywords: Medium pH, Populus alba, micropropagation

UvVOD

Bela topola (Populus alba L.) je drvenasta vrsta koja se, uprkos svojoj
visokoj prilagodivosti, smatra ugroZenom vrstom i pokazateljem biodiverziteta
(Kovacevic et al., 2010a). Pored koriséenja u proizvodnji drveta (Redei et al.,
2013), ova vrsta ima Siroku implementaciju u hortikulturi i pejzaznoj arhitekturi,
posebno genotipovi sa piramidalnom kro$njom (Eggens et al., 1972; Kovacdevié
et al., 2010b). U biotehnoloskim istrazivanjima, bela topola ima znacajno mesto i
smatra se model drvenastom vrstom (Confalonieri et al., 2000).

Vrednost pH supstrata je od velikog znaCaja za biljni svet, posto
neposredno i/ili posredno utice na promet materije i energije biljaka, a time na
njihovo rastanje i razvi¢e i kona¢no na organsku produkciju tj. prinos (Kastori et
al., 1996). Reakcija sredine utie na sve fizioloSke i biohemijske procese koji se
odigravaju u ¢elijama (Kurkdjian et al., 1982). Velika rasprostranjenost kiselih
zemljista u svetu (Von Uexkull i Mutert, 1995) Cini poznavanje tolerancije
biljaka prema reakciji zemljiSta izuzetno znacajnim.

pH vrednost medijuma uti¢e na: rastvorljivost soli, pristupacnost aktivnih
materija, adsorpiciju hranljivih materija, hemijske reakcije i geliranje agara, Sto
dovodi do c¢injenice da je opseg optimalnih pH vrednosti za podlogu ogranicen.
Medutim, veéina hranljivih podloga za kulturu tkiva je slabo puferisana (Martin,
1980; Skirvin et al., 1986) i kao takva podlozna je stalnim promenama u pH. Na
promene pH uti¢e sastav hranljive podloge, metoda sterilizacije i vrsta biljnog
materijala koji se uzgaja. Temperatura sterilizacije moze znaCajno uticati na
promenu pocetne pH vrednosti hranljive podloge uti¢e na denaturaciju proteina,
hidrolizu ugljenih hidrata (Schenk et al., 1991) i rastvorljivost soli (Behagel
1971).

Vrednost pH se menja i u kulturi tokom gajenja, te pojedini autori predlazu
poveéanje puferne sposobnosti hranljivih podloga (Skrivin, 1986, Vuksanovi¢é
et al., 2016). Puferi (puferske smese ili regulatori pH) predstavljaju takve sisteme
koji su sposobni da se odupiru promeni pH u rastvorima. Puferi imaju vaznu ulogu u
odrzavanju odredenog nivoa kiselosti u bioloskim sistemima. Delovanje puferskih
smeSa moze se predstaviti kao poseban slucaj delovanja zajednickog jona u
rastvorima slabih elektrolita.
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Kultura in vitro omogucava da se u kontrolisanim uslovima vrsi ispitivanje
efekta raznih aktivnih materija, i drugih abiotickih faktora na rast i razvoj biljaka
(Bonga, 1982). Mnogi istrazivaci su ispitivali uticaj pH vrednosti podloge na rast i
razvoj biljaka u kulturi in vitro (De Klerk et al., 2008; Ostrolucka et al., 2010;
Anderson 1 Ievinsh, 2008; Kovacevi¢ et al., 2013; Bhatia i Ashwath,
2005; Liefert et al., 1995; Martins et al., 2011; Ruzi¢, 2004), ali samo mali broj
istrazivaca se do danas bavio ispitivanjem promena pH vrednosti podloge tokom
kultivacije.

Cilj ovog istrazivanja je bio da se ispita vrednost pH hranljive podloge pre i
nakon gajenja Cetiri genotipa bele topole u uslovima in vitro prema reakceiji podloge.
Primena hranljivih podloga sa niskim vrednostima pH u kulturi belih topola bi
mogla da bude od znaaja sa aspekta ispitivanja tolerantnosti genotipova prema
kiselosti substrata i kao i drugih abiotickih faktora u kombinaciji sa kiselom
podlogom. Ovakva istrazivanja bi bila osnov za postavku testova in vitro, koji bi
prethodili poljskim testovima tolerantnosti i adaptabilnosti genotipova bele topole na
kiselim zemljiStima.

MATERIJAL I METODE

Biljni materijal

Za ogled je odabrano Cetiri genotipa bele topole (Populus alba L.) koje
karakteriSe dobar rast u kulturi tkiva i geneticka divergentnost (Guzina i
Tomovi¢ 1989; Confalonieri et al., 2000; Kovacevi¢ et al., 2010a) (Tabela 1).

Tabela 1. Ispitivani genotipovi bele topole
Table 1. Examined white poplar genotypes

Ime Poreklo Opis
Name Origin ¥ Description
"Villafranca” Italija Model genotip, pravo stablo uzane krosnje
"Villafranca" Italy Model genotype, straight, narrow tree shape
L-12 Srbija Eksperimentalni klon, vigorozno pravo stablo
L-12 Serbia Experimental clone, vigorous straight tree shape
L-80 Srbija Eksperimentalni klon, vigorozno pravo stablo
L-80 Serbia Experimental clone, vigorous straight tree shape
LBM Srbija Genotip hortikulturnog znacaja, pravo piramidalno stablo
LBM Serbia Horticultural genotype, straight pyramidal tree shape

9 Svi ispitivani genotipovi su selektovani u Institutu za nizijsko Sumarstvo i zivotnu sredinu, Novi Sad,
Srbija, osim klona "Villafranca” koji je selektovan u Poplar Research Institute in Casale Monferrato,
Italija

YAll examined genotypes were selected in Institute of Lowland Forestry and Environment, Novi Sad,
Serbia, except the clone “Villafranca”, that was selected in Poplar Research Institute in Casale
Monferrato, Italy.
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Priprema podloge

U istrazivanju je kori$¢enja podloga za umnozavanje bele topole zasnovana
na Aspen Culture Medium (Ahuja, 1984) sa dodatkom 9 gL' agara i 20 gL’
saharoze, 1uM kinetina, 1pM BAP i 100 mg mioinozitola. Ispitivane su Cetiri
pocetne pH vrednosti podloge: 3,0, 4,0 5,5 1 7,0, gde je natrijum citratni pufer
koris¢en za podesavanje pH, kao i standardna podloga za umnoZzavanje bez natrijum
citratnog pufera sa pH 5,5 (kontrola). Sterilizacija podloge vrsena je u mikrotalasnoj
pecnici. Podloga je bila tretirana do pocetka kljucanja, a zatim razlivena u staklene
sterilne posude. Razlivanje podloge obavljeno je u laminarnoj komori. Na ovaj nacin
potencijal zgruSavanja agara je ispoljen i u podlogama sa pH 3 i pH 4 (Kovacevié
et al., 2013). U svim puferisanim podlogama limunska kiselina u monohidratnoj
formi dodata je u koli¢ini od 1,2 g/L i podeSavane su vrednosti pH koris¢enjem 1M
NaOH. Natrijum citratni pufeni sistem je kori§¢en kako bi se ocuvala stabilnost pH
vrednosti podloge u skladu sa preporukom Skirvin et al., (1986).

Uticaj pH vrednosti podloge na rast i razvoj biljaka

Da bi se ispitale promene pH vrednosti podloge, vrhovi izbojaka Cetiri
navedena genotipa bele topole visine od 1 do 1,5 cm su postavljeni na ispitivane
podloge. Biljni materijal je gajen u teglicama zapremine 190 ml sa 25ml Cvrste
podloge. Kulture su uzgajane na temperaturi 26 + 2 °C i bile izlagane beloj svetlosti
fluorescentnih cevi od 3500 Ix u trajanju od 16 cCasova dnevno. Za ispitivanje
promena pH vrednosti podloge nakon 35 dana kultivacije izmeren je pH podloge za
svaku teglicu odvojeno. Podloga je najpre ru¢no homogenizovana plasticnom
viljuskom, zatim je dodato 25 ml dejonizovane vode. Nakon dodatnog mesanja na
magnetnoj mesalici meren je konac¢ni pH podloge uranjanjem pH elektrode u
dobijenu emulziju.

Statisticka analiza

Ogled je koncipiran po principu potpuno slué¢ajnog rasporeda. U okviru
svakog genotipa bilo je pet ponavljanja za svaku testiranu poCenu pH vrednost
podloge, pri ¢emu je jedno ponavljanje Cinila jedna teglica sa pet postavljenih
eksplantata. Dobijeni rezultati su obradeni metodom dvofaktorijalne analize
varijanse, a razlike izmedu pojedinih medijuma, genotipova i njihove interakcije su
utvrdene i prikazane NZR — testom (test najmanje znacajne razlike). Za obradu
podataka koris¢en je programski paket STATISTICA 10 (StatSoft Inc., 2012).

REZULTATI I DISKUSIJA

Znacajan problem prilikom pravljenja podloga sa niskom pH vrednoscéu
predstavlja konzistencija podloge, koja moZe biti narusena autoklaviranjem (De
Klerk et al., 2008). Ovaj problem je resen sterilizacijom podloge u mikrotalasnoj
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pecénici (Kovacevic et al., 2013). Eventualno povecanje koncentracije agara radi
obezbedivanja cvrstine podloge bi moglo da dovede do smanjenja moguénosti
usvajanja raspolozivih hranljivih materija i organskih supstanci za tkivo (Van
Winkle et al., 2003).

Puferna sposobnost standardne podloge je relativno slaba, pa se pH
vrednost podloge menja kako tokom autoklaviranja, tako i nakon postavke
eksplantata u kulturi in vitro (Skirvin et al, 1986; De Klerk et al., 2008;
Kovacevi¢ et al., 2013). Takode, utvrdeno je da stabilnost pH podloge zavisi i od
hemijskog sastava podloge, nadina skladistenja i nacina sterilizacije (Anderson i
Ievinsh, 2008; Owen et al., 1991; Sarma et al., 1990). U tom smislu, Skrivin
et al., (1986) preporucuju kori$cenje citratnog pufera, te je u naSem istrazivanju, u
cilju stabilizacije Zeljenog pH koris¢en natrijum citratni pufer.

Ipak, do promena pH podloge tokom kultivacije je doslo. Rezultati analize
varijanse nakon 35 dana in vitro kultivacije su pokazali da su kona¢ni pH podloge
nakon kultivacije, kao i razlika izmedu krajnje i poéetne vrednosti pH podloge
veoma znacajno zavisili od pocetne pH, a znacajno od interakcije genotip x podloga
tj. od razlika medu genotipovima u njihovoj reakciji na ispitivane pocene pH
podloge (Tabela 2). Rezultati pokazuju i da uticaj razlika izmedu ispitivanih
genotipova u totalu nije bio statisticki znacajan.

Tabela 2. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za ispitivane pH vrednosti
podloge
Table 2. The results of two - way analysis of variance for test medium of pH?

Konacéna pH Promena pH
pH final Change pH
Izvor variranja | Sredina kvadrata  F-test Sredina kvadrata  F-test
Source of variation Mean square F-test Mean square F-test
Genotip (A) 0,01 0,61 0,01 0,69
Genotype (4)
Podloga (B) 10,92 454,37 " 16,48 773,68 ™
Medium (B)
Interakcija A x B 0,13 536" 0,11 533"
Interaction A * B
Pogreska 0,02 0,02
Error

® Stepeni slobode za genotip: DF4 = 3, stepeni slobode zapodlogu DFp = 4, stepeni slobode za interakciju
AxB: DFa.p = 12, stepeni slobode za pogresku DFgpg = 80

9 Degrees of freedom for genotype: DF4 = 3, degrees of freedom for medium DFy = 4, degrees of
freedom for interaction genotype x medium: DF ;.5 = 12, degrees of freedom for error DFgrr = 80

Prema rezultatima testa najmanjih znacajnih razlika (NZR — test) postoji
znacajna razlika medu ispitivanim podlogama u krajnjoj pH podloge, kao i u razlici
izmedu pocetne i krajnje pH nakon 35 dana kultivacije. Podloge sa pH 5,5 (pH 5,5
sa natrijum citratnim puferom i kontrola) su ostvarile male promene pH podloge i
krajnja pH podloge je iznosila takode oko 5,5. Medutim, podloge sa niskim
pocetnim pH su, uprkos kori§¢enju natijum citratnog pufera, ostvarile znacajnu
pozitivou promenu pH tokom kultivacije, pri ¢emu je podloga sa poc¢etnom pH 4,0
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dostigla krajnju pH vrednost vrlo blizu pH 5.5, uz promenu pH od +1,49. Kod
podloge sa pocetnom pH 3,0 je ostvarena takode znacajna promena pH
(ApH=+1,28), ali je ostvarena krajnja pH vrednost od svega 4,29. Sa druge strane,
na podlozi sa pocetnom pH 7,0 je postignuta znacajna promena pH, ali negativne
vrednosti (ApH=-0,67), dok je ostvarena krajnja vrednost pH od 6,34 (Grafikon 1,
2).

Tabela 2. Rezultati NZR — testa za kona¢nu pH vrednost i promenu pH vrednosti
prema ispitivanim genotipovima bele topole i podlogama ¥

Table 2. The results of LSD — test for final pH and change of pH by examined white poplar
genotypes and media “

Genotip Podloga Konaé¢na pH Promena pH
Genotype Medium pH final Change pH
"Villafranca” 553 % -0,07 &
L-12 Kontrola 5,66 * 0,02 ¢
L-80 Control 5,36 024"
LBM 5,82° 0,18
"Villafranca” 4,16' 1,16 ¢
L-12 pH3 437 1,37
L-80 4,46 ¢ 1,43 %
LBM 4,19 " 1,15¢
"Villafranca” 5,56 1,56 °
L-12 pH 4 5,56 1,56 °
L-80 5,57 1,6°
LBM 5,18 F 1,23«
"Villafranca” 5,72 >d 0,22
L-12 pH 5.5 5,64 b 0,22
L-80 5,56 ¢ 0,06
LBM 5,75 "% 0,29 ©
"Villafranca” 6,28 % -0,72"
L-12 pH7 6,3° 0,7
L-80 6,34° 0,66
LBM 6,42° 0,58 "

% Razlika izmedu vrednosti obelezenih istim slovom nije statisti¢ki znatajna za nivo znacajnosti 0=0,05

Y The differences among values of particular characteristic marked with the same letter are not
significant at the level a=0.05

Ovaj efekat je jasan kako na nivou tretmana tako, i kod ispitivanih
genotipova pojedina¢no (Tabela 3). Rezultati NZR testa pokazuju da kod veline
ispitivanih genotipova nije bilo statisticki znacajne razilke u promeni vrednosti pH
izmedu kontrolne podloge (bez limunske kiseline i pH 5,5) i podloge pH 5,5 (sa
dodatkom limunske kiseline i pH 5,5). Navedeni podaci ukazuju da promene pH
vode ka vrednosti pH 5,5. U prilog ovome govori i ¢injenica da je pH vrednost
podloge ACM (Ahuja, 1984), koja je posebno i razvijena za bele topole, pH 5,5-
5,6, a sliéne krajnje vrednosti pH kod genotipova bele topole su dobili i
Kovacevié¢ etal., (2013).
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Grafikon 1. Prosecna konacna pH vrednost hranljive podloge posle 35 dana
kultivacije kod ispitivanih genotipova bele topole. Slova iznad stubi¢a oznacavaju
pripadnost homogenim grupama ispitivanih genotipova bele topole, na osnovu NZR
testa, na nivou a=0.05

Graph 1. Average final pH of the media after 35 days of cultivation of examined white poplar
genotypes. Letters over the bars represent belonging to homologous groups according to
LSD-test at the level a=0.05
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Limunska kiselina i neke druge organske kiseline uticale su na poboljsanje
rasta kalusa (Murachige i Tucker, 1969; Erner i Reuveni, 1981). Za
razmnozavanje raznih kaktusa iz pazu$nih pupoljaka, Vyskot i1 Jara, (1984)
dodavali su natrijum citrat u MS podlogu. Na osnovu dobijenih rezultata njihovih
istrazivanja u kulturi tkiva domace crne topole, Vuksanovi¢, (2013) i
Vuksanovi¢ et al, (2017) zakljuéuju da efekat snizavanja vrednosti pH uz
pojacavanje puferne moci takve podloge dodavanjem limunske kiseline moze da
bude stimulativan za rast i razvoj biljaka u kulturi in vitro.

Unutar biljnog tkiva postoji biohemijski mehanizam regulacije pH, koji se
zasniva se na ravnotezi izmedu sinteze i razgradnje jabucne kiseline, i biofizi¢ki koji
se sastoji od aktivacije fluksa H' jona kroz plazmalemu. U slu¢aju smanjenja pH
vrednosti povecava se aktivnost enzima protonske ATP-aze koja izluCuje protone
izvan citoplazme, ¢ime se u njoj uspostavlja neutralna pH vrednost (Kurkidijan i
Guern, 1989). Kisela spoljasnja sredina poveéava permeabilnost plazmaleme za H"
jone (Yan et al., 1998) i moze da smanji vrednost pH unutar ¢elije (Plieth et al.,
1999; Moseyko i Feldman, 2001). Ipak, variranja pH u podlozi u kulturi tkiva se
naj¢eS¢e tumace razlikama u odnosu amonijacnih i nitratnih jona u podlozi i
razlikama u njihovom usvajanju (Dougal, 1980; Woodward et al., 20006).
Usvajanjem jona nitrata pH vrednost tezi alkalnoj dok se usvajanje NH," jona
rezultira pomeranjem pH ka kiseloj (Street, 1969; Behrend i Mateles, 1975;
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Hyndman et al., 1982). Podloge koje sadrze NO5 i NH," sa poéetnim pH od 5 -
6, prioritentno uzimanje NH," jona uzrokuje pad pH tokom ranog rasta kulture. Ovo
rezultira povec¢anom upotrebom NO3™ (Martin i Rose, 1976) i postepenim rastom
pH. Konaéni pH zavisi od odnosa NO; i NH," (Gamborg et al., 1968).

Grafikon 2. Promena pH vrednost hranljive podloge posle 35 dana kultivacije za
razliCite pocetne pH vrednosti hranljive podloge. Slova iznad stubi¢a oznacavaju
pripadnost homogenim grupama ispitivanih genotipova bele topole, na osnovu NZR
testa, na nivou 0=0,05

Graph 2. Change pH of media after 35 days of cultivation for different initial medium pH.
Letters over the bars represent belonging to homologous groups according to LSD-test at the
level 0=0.05
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Promene pH podloge variraju medu biljnim vrstama, ali je kao i u naSem
istrazivanju primetna promena pH podloge prema jednoj odredenoj vrednosti koja je
karakteristicna za vrstu odnosno genotip. Butenko et al., (1984) navode da je
suspenzija ¢elija kulture Dioscorea deltoides u medijumu po Kaul i Staba (1968),
podesena pocetna pH vrednost iznosila je 3,5, 4,3, 5,8 i 6,3, nakon 10h inokulacije
pH vrednost je iznosila od 4,6 do 4,7. U narednih dva dana vrednost pH je nastavila
tendenciju opadanja i iznosila od 4,0 do 4,2, ali tokom narednih petnaest dana
vrednost pH se postepeno povecala i iznosila je od 4,7 do 5,0, devetnaestog dana pH
vrednost je povecana na 6,0 do 6,3. Pelet et al., (1960) u svom istrazivanju dolaze
do saznjanja da prilikom gajenja kalusa Populus deltoides i Ulmus americana na
pocetnim pH vrednostima u rasponu od 3,0 do 8,0 dolazi do promene pocetne pH
vrednosti podloge. Nakon cetiri nedelje kultivacije podloge na kojima su gajene
Populus deltoides 1 Ulmus americana su imale pribliznu vrednost pH oko 6,0.
Skirvin et al., (1986) su utvrdili da je vrednost pH standardne MS podloge koja je
na pocetku iznosila 3,33, 5,11, 6,63, i 7,98 nakon 48 sati gajenja kalusa Cucumis
kretala u opsegu od 4,6 do 5,0. Kovacevi¢ et al., (2013) su ispitivanjem efekata
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niske pH vrednosti hranljive podloge za oziljavanje, bez hormona i citratnog pufera
(pH 3, pH 4 i pH 5,5) dobili vrlo sli¢ne krajnje pH vrednosti na svim ispitivanim
podlogama na kraju kultivacije od 35 dana unutar ispitivanih genotipova. Oni su
takode nasli znaCajne razlike u krajnjoj pH izmedu ispitivanih genotipova bele
topole, ali su te vrednosti varirale u relativno uskom dijapazonu od pH 5,2 do pH
6,0. Oni smatraju da su ispitivane biljke bele topole pokazale sposobnost
prilagodavanja pH podloge sopstvenim potrebama. Rezultati u naSem radu
podrzavaju njihov stav, s obzirom da je u naSem istrazivanju uocena promena pH
podloge prema vrednosti od oko pH 5,5 kako na podlogama (pH 3,0 i pH 4,0) niske
tako 1 na podlozi relativno visoke pH (pH 7,0) iako je koriS¢en snazan natrijum
citratni puferni sistem.

Prezentovani rezultati u ovom radu, zajedno sa rezultatima drugih
navedenih istraZzivanja, ukazuju na moguénost pracenja i uporedivanja sposobnosti
genotipova bele topole da menjaju pH podloge u prisustvu pufera. Sa druge strane,
poznato je da su biljke sposobne da putem korenskih izlu¢evina uti¢u na pH okolnog
zemljista. Bilo direktno ili preko uticaja na razvoj mikroorganizama, biljke na ovaj
nacin utiu na pristupacnost odredenih mineralnih materija, koja moze da bude
ugrozena nepovoljnim pH (Dakora i Phillips, 2002; Marx et al., 2002;
Rukshana et al, 2014). Dakle, zajedno sa rezultatima koji pokazuju znacaj
koris¢enja kulture in vitro u oceni tolerantnosti genotipova belih topola prema
niskom pH podloge (Vuksanovi¢ et al., 2016), rezultati u nasem radu ukazuju i na
mogucénost koris¢enja prezentovane in vitro metodologije i u oceni sposobnosti
genotipova bele topole za promenu pH zemlji$ta, a time i mogucnost njihovog
koriS¢enja u projektima melioracije i fitoremedijacije. Ipak, za konaCnu primenu
ocene genotipova da vrSe promenu pH u substratu u kulturi in vitro su neophodna
dalja istrazivanja, koja bi dala informacije o jacini i prirodi veze izmedu odnosa
medu genotipovima dobijenih na osnovu testa u kulturi tkiva i odnosa medu
genotipovima bele topole koji bi se ostvarili u poljskim uslovima.
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Summary

CHANGES IN MEDIUM pH DURING WHITE POPLAR MICROPROPAGATION

by

Vanja Vuksanovié, Branislav Kovacevié, Sasa Orlovi¢, Dragana Miladinovié, Marko Kebert,
Marina Katanié

Changes in medium pH during the cultivation in vitro are of importance in
optimization of micropropagation protocols, as well as in study of plant’s reaction on certain
medium characteristics. In this research the change of medium pH was examined after 35
days of cultivation in vitro of four white poplar (Populus alba L.) genotypes. Media with four
different initial pH values were examined: 3.0, 4.0, 5.5 and 7.0 buffered with sodium citric
buffer, as well as standard medium for micropropagation, with pH 5.5 and no citric acid
added (Control). By medium sterilization in microwave oven the problems with gelification of
medium on low pH were overcome.

Results of analysis of variance after 35 days of cultivation showed that the final
medium pH and difference between final and initial medium pH were significantly influence
by difference between media, and by interaction genotip % podloga as well, while the
influence of genotypes was not statistically significant.

In total, significant differences in final medium pH and differences between final
and initial medium pH were recorded in all examined media except for medium with initial
pH 5.5. The increment of pH values was found on media with low initial pH (pH 3.0 and pH
4.0), while in the medium with initial pH 7.0 the change was negative. Results suggest that the
changes lead to the establishment of one pH for that we assume that it meight be optimal for
the micropropagation of examined white poplar genotypes (cca. pH 5.5).

Gained results stress the importance of further research on influence and
implementation of pH in white poplar tissue culture and use of presented metodology in
evaluation of white poplar genotypes for their use in projects of melioration and
phytoremediation.
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