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Izvod: U istrazivanju je testiran uticaj niskih pH vrednosti hranljive podloge za
oziljavanje na rast i razvoj izbojka pet genotipova bele topole (Populus alba L.).
Nakon 35 dana kultivacije u kulturi in vitro mereni su: visina izbojka, broj korenova,
duzina najduzeg korena, procenat prezivljavanja i procenat oziljavanja. Ispitane su
tri pH vrednosti medijuma: 3.0, 4.0 i 5.5, puferisanih natrijum citratnim puferom, i
standardna podloga za oziljavanje sa pH 5.5 bez dodavanja limunske kiseline
(kontrola), sterilisane u mikrotalasnoj peénici. Generalno, statisticki zna¢ajno nize
vrednosti ispitivanih morfolos§kih parametara zabeleZene su na podlogama sa
vredno$éu pH 3.0 u odnosu na sve ostale ispitivane podloge. Najvise vrednosti kod
svih ispitivanih parametara na podlozi sa pH 3.0 su zabelezene kod klona L-80.
Dobijeni rezultati ukazuju da bi testovi u kulturi in vitro mogli da pomognu da se
suzi izbor genotipova bele topole koji bi se koristili na kiselim zemljiStima.

Kljuéne reéi: Populus alba, mikropropagacija, kiselost, sterilizacija mikrotalasima

THE INFLUENCE OF ROOTING MEDIUM pH ON THE GROWTH AND
DEVELOPMENT OF SHOOTS OF WHITE POPLAR IN VITRO
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Abstract: The study tested the influence of the low pH values of the nutrient medium for
rooting on the growth and development of the shoots of five white poplar (Populus alba L.)
genotypes. After 35 days of in vitro cultivation following characters were measured: height of
shoot, the number of roots, length of the longest root, the percentage of survival and rooting.
Three different pH values of the medium: 3.0, 4.0 and 5.5, buffered by sodium citrate buffer,
and standard medium for rooting with pH 5.5 without the addition of citric acid (control),
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sterilized in microwave oven, were used. Generally, a statistically significant lower values in
all studied morphological parameters have been recorded on the media with pH 3.0,
compared to all the other tested media. The highest values of all investigated parameters were
observed in clone L-80. The results indicate that the in vitro test culture might help to narrow
the selection of white poplar genotypes that could be used on acid soils.

Key words: Populus alba, micropropagation, acidity, microwave sterilization
UvOoD

Bela topola (Populus alba L.) je drvenasta vrsta koja se, uprkos svojoj
visokoj prilagodivosti, smatra ugrozenom, pa se koristi u bioindikaciji (Kovacevié
et al., 2010a). Pored njenog kori$¢enja u proizvodnji drveta (Redei et al., 2013),
bela topola je nasla primenu u hortikulturi i pejzaznoj arhitekturi, posebno
genotipovi sa piramidalnom kro$njom (Eggens et al., 1972; Kovacevi¢ et al,
2010b).

Velika rasprostranjenost kiselih zemljista u svetu (Von Uexkull i
Mutert, 1995) ¢ini poznavanje tolerancije biljaka prema reakciji zemljista izuzetno
znac¢ajnim.U svetu kisela zemljiSta ograni¢avaju biljnu proizvodnju u manjoj ili
vecoj meri na oko 30 do 40% obradivih povrSina kao i na oko 70% potencijalno
obradivih povrsina (Kastori i Milosevi¢, 2011). Reakcija sredine utice na sve
fizioloske i1 biohemijske procese koji se odigravaju u Celijama. Vrednost pH
hranljive podloge 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
razvice i kona¢no na organsku produkciju tj. prinos (Kastori i MiloSevi¢, 1996).
Ispitivanje tolerantnosti prema abiotickim faktorima u uslovima in vitro pruza
mnoge prednosti, s obzirom da se radi o relativno brzoj metodi, koja omogucéava
veéi broj ponavljanja u kontrolisanim uslovima, bez uticaja indirektnih faktora
spoljne sredine (Cui et al., 2010; Kovacevié¢ et al., 2013a; Kovacevi¢ et al.,
2013b).

Cilj ovog istrazivanja je bio da se proceni varijabilnost parametara
tolerantrnosti prema rakciji podloge kod razli¢itih genotipova bele topole u uslovima
in vitro prema reakciji podloge.

MATERIJAL 1 METODE
Biljni materijal

Za ogled je odabrano pet genotipova bele topole (Populus alba L.), koje
karakteriSe dobar rast u kulturi tkiva i geneticka divergentnost (Guzina i
Tomovic¢, 1989; Kovacevi¢ etal., 2013b) (Tabela 1).

Priprema podloge

Tokom ispitivanja kori§¢ena je ACM podloga (Aspen Culture Medium) po Ahuja,
(1984) sa dodatkom 9 gL' agara i 20 gL' saharoze i bez hormona. Ova podloga se
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uobicajeno koristi za oziljavanje izbojaka bele topole (Kovacevi¢ etal., 2013a)iu
ogledu je sluzila kao kontrola. Za ispitivanje uticaja pH koriS¢ene su i tri posebne
podloge sa pH 3.0, 4.0, i 5,5. U njihovoj pripremi korisc¢en je i natrijum citratni
pufeni sistem kako bi se podesila Zeljena pH vrednost podloge i o¢uvala stabilnost
pH vrednosti podloge tokom uzgoja eksplantata (Skirvin et al., 1986).

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

Ime Poreklo” Opis
Name Origin 2 Description
"Villafranca” Italija Model genotip, pravo stablo uzane kro$nje
"Villafranca” Italy Model genotype, straight, narrow tree shape
L-12 Srbija Eksperimentalni klon, vigorozno pravo stablo
L-12 Serbia Experimental clone, vigorous straight tree shape
L-80 Srbija Eksperimentalni klon, vigorozno pravo stablo
L-80 Serbia Experimental clone, vigorous straight tree shape
LCM Srbija Genotip hortikulturnog znacaja, “Bolleana” oblik kro$nje
LCM Serbia Horticultural genotype, “Bolleana” tree shape
LBM Srbija Genotip hortikulturnog znacaja, pravo piramidalno stablo
LBM Serbia Horticultural genotype, straight pyramidal tree shape

Legenda: ® Svi ispitivani genotipovi su selektovani u Institutu za niszijsko Sumarstvo i
Zivotnu sredinu, Novi Sad, Srbija, osim klona "'Villafranca” koji je selektovan u Poplar
Research Institute in Casale Monferrato, Italija

Legend: “All 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.

Vrednost pH podloge je podeSena pre sterilizacije. Sterilizacija podloge
vrSena je u mikrotalasnoj pe¢nici. Podloga je bila tretirana do pocetka kljucanja, a
zatim razlivena u koli¢ini od 25 ml u sterilisane staklene teglice zapremine 190 ml.
Razlivanje podloge obavljeno je u laminarnoj komori. Na ovaj nacin ostvaren je
efekat geliranja i u podlogama sa pH 3 i pH 4 (Kovacevi¢ et al, 2013a).

Uticaj pH vrednosti podloge na rast i razvoj biljaka

Da bi se ispitao efekat pocetne pH vrednosti podloge na rast i razvoj
ispitivanih genotipova, vrhovi izbojaka visine od 1 do 1,5 cm su postavljeni u
sterilisane teglice sa ispitivanim podlogama. Kulture su uzgajane na temperaturi 26
+ 2 °C, izlozene beloj svetlosti fluorescentnih cevi od 3500 Ix u 16h/8h rezimu
dan/no¢. Nakon 35 dana kultivacije utvrden je efekat primenjenih tretmana na
slede¢a svojstva: visina izbojka (VI), broj novih korenova (BK), duZina najduzeg
korena (DK), procenat prezivljavanja (PP) i procenat oziljavanja (PO), pri ¢emu se
procenat oziljavanja odnosi na procenat oziljavanja prezivelih eksplantata.
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Statisticka analiza

Ogled je koncipiran po principu potpuno slucajnog rasporeda, sa pet
ponavljanja, pri ¢emu je jedno ponavljanje Cinila jedna telica sa pet postavljenih
eksplantata.Vrednosti odredene na nivou teglice su bile osnov za dalju statisticku
analizu. Dobijeni rezultati su obradeni metodom dvofaktorijalne analize varijanse, a
znacajnost razlike izmedu pojedinih medijuma, genotipova i njihovih interakcija su
testirane NZR — testom (test najmanje znaCajne razlike). Broj korenova je
transformisan kvadratnom transformacijom (vX + 1), a procenat prezivljavanja i
procenat oziljavanjaarcisin transformacijom (arcisin VX), kako bi se dobila
normalna distribucija frekvencija, $to je uslov za primenu kori§¢enih testova
parametarske statistike. Za obradu podataka koris¢en je programski paket
STATISTICA 10 (StatSoft Inc., 2012).

REZULTATI I DISKUSIJA

Konzistencija podloge moze biti naruSena autoklaviranjem §to predstavlja
veliki problem kod podloga sa niskom pH vrednos¢u (De Klerk et al., 2008). Ovaj
problem je reSen sterilizacijom podloge u mikrotalasnoj pe¢nici (Kovacevic et al.,
2013a). Puferna sposobnost standardne podloge je relativno slaba i menja se kako
tokom autoklaviranja (Skirvin et al., 1986), tako i nakon postavke eksplantata u
kulturi in vitro (Kovacevic et al., 2013a). Takode, utvrdeno je da stabilnost pH
podloge zavisi od hemijskog sastava podloge, nacina skladiStenja i1 nacina
sterilizacije (Sarma et al.,, 1990; Owen et al., 1991; Ruzi¢ i Cerovié, 2001;
Anderson i Ievinsh, 2008). U cilju stabilizacije Zeljenog pH do kraja kultivacije
u ovom istrazivanju kori$éenje natrijum citratni pufer. Mnogi istrazivaci su ispitivali
uticaj pH vrednosti podloge na rast i razvoj brojnih biljnih vrsta u kulturi in vitro
(Liefert et al., 1995; Ruzi¢, 2004; Bhatia i Ashwath, 2005; De Klerk et al.,
2008; Ostrolucka et al.,, 2010; Anderson i Ievinsh, 2008; Martins et al.,
2011; Kovacevi¢ et al., 2013a; Vuksanovié¢, 2013), ali samo mali broj
istrazivaca se do danas bavio ispitivanjem uticaja tako kisele reakcije (pH3) Cvrste
podloge na rast i razvoj bele topole (Kovacevi¢ et al., 2013a; Vuksanovi¢ et al.,
2016). Inace, prema Americkoj klasifikaciji zemljista, koju navode Pordevi¢ i
Radmanovié, (2016), zemljista sa pH ispod 4,5 se nazivaju ,,Ekstremno kisela
zemljiSta“ i predstavljaju kategoriju zemljista sa najnizim pH. U tom smislu, moze
se reci, da su u ovom radu ispitane podloge sa pH vrednostima koje se nalaze na
donjoj granici reakcije zemljista koje nalazimo u prirodi.

Rezulatati analize varijanse nakon 35 dana kultivacije in vitro su pokazali
da je kod svih ispitivanih morfoloskih parametara uticaj ispitivanih podloga kao
faktora variranja ne samo statisticki znacajan, nego i izuzetno jak. Takode, rezultati
kod vecine ispitivanih parametara pokazuju da je i uticaj ispitivanih genotipova kao
faktora variranja statisticki znacajan. Interakcija genotip x podloga, koja opisuje
razlike u reakciji genotipova na ispitivane medijume, nije pokazala statisticki
signifikantan uticaj samo kod procenta prezivljavanja (Tabela 2). Prema F-
vrednostima dobijenim dvofaktorijalnom analizom varijanse, najjaci efekat na
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variranje kod ispitivanih morfoloskih parametara je ostvaren razlikama u pocetnoj
vrednosti pH podloge.

Tabela 2. Rezultati dvofaktorijalne analize varijanse za ispitivana morfometrijska
svojstva
Table 2. The results of two-way analysis of variance for morphometric properties

Sredinakvadrata F — test
. Mean square F-test
Svojstvo Genotip Podloga Interakcija Genotip Podloga Interakcija
Character cnotip g Y P g raxcel

(A) (B) AxB Pogreska| (A) B) AxB
Genotype Medium Interaction Error |Genotype Medium Interaction
4 (B) 4 xB (A4) (B) 4 xB

322,80 1106,88 104,67 27,30 | 11,82" 40,55 3,83"

Visina izbojka (mm)
Shoot height (mm)

Broj korenova
Root number

e ok

0,94 3,63 0,54 0,12 7,707 29,62 445

Duzina najduzeg korena (mm)
Length of the longest root (mm)

e

430,18 1794,93 334,72 52,73 8,16 34,047 6,35

*ok

Procenat prezivljavanja

: . 336,63 1178,98 188,52 236,40 1,42 4,99
Percentage of survival

Procenat oziljavanja
Percentage of rooting

*k

497,72 217997 579,96 236,43 2,11 9,22

Legenda: Stepeni slobode za klon: DF, = 4, stepeni slobode zapodlogu DFy = 3, stepeni
slobode za interakciju AxB: DFAxB = 12, stepeni slobode za pogresku DFgpg = 74 1 stepeni
slobode totala DF= 93

Legend: ¥ Degrees of freedom for genotype was DF 4 = 4, degrees of freedom for medium DF = 3,
degrees of freedom for interaction genotype x pH DFAXB = 12, degrees of freedom for error DF grp = 74
and degrees of freedom for total DFr = 93

U totalu, najbolji rezultati rasta su ostvareni kod genotipa L-80, a najbolje
rezultati prezivljavanja i oziljavanja su dobijeni kod genotipova Villafranca i LBM.
Najlosije rezulate za ispitivane morfoloSke parameter ostvarili su genotipovi L-12 i
LCM (Grafikoni 11 2).

Grafikon 1. Prosecne vrednosti ispitivanih genotipova za morfoloske parametre. Slova na
vrhu stubi¢a odgovaraju NZR testu, isto slovo predstavlja istu homogenu grupu na nivou o s
Graph 1. Average values of the genotypes for morphological parameters. The letters at the top of the bars
correspond to the LSD-test, where the same letter represents the same homogenous group at the level
Q.05
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Slika 1. Morfoloske karakteristike oziljenih izbojaka genotipa Villafranca na ispitivanim
podlogama.
Figure 1. Morphological characteristics of the rooted shoots genotype Villafranca on tested media.

Grafikon 2. Prosecne vrednosti ispitivanih genotipova za morfoloske parametre. Slova na
vrhu bara odgovaraju NZR testu, isto slovo predstavlja istu homogenu grupu na nivou a5
Graph 2. Average values of the genotypes for morphological parameters. The letters at the top of the bars
correspond to the LSD-test, where the same letter represents the same homogenous group at the level
0.05
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Prema rezultatima testa najmanjih znacajnih razlika (NZR — test) postoji
znacajna razlika u ispitivanim svojstavima izmedu podloge sa pH 3 i kontrolne
podloge (Slika 1, Grafikon 3). Uticaj podloge pH 4 u odnosu na kontrolu nije bio
znacajan, $to se pokazalo kako u totalu, a u najvecoj meri i za ispitivane genotipove
pojedinacno. Takode, gledano prema totalu, sva morfoloska svojstva su pokazala i
znacajnu razliku izmedu pH 3 i tretmana pH 5.5 (sa dodatkom limunske kiseline),
pri ¢emu su posebno jasno reagovali svojstva korena i visina izbojka. Time je
dokazan snazan inhibitorni efekat niskog pH na rast i razvoj biljka ispitivanih
genotipova. Ovi rezultati nisu u skladu sa rezultatima Kovacevi¢ et al., (2013a),
koji su dobili stimulativan efekat podloge sa pocetnom pH 3 vrednoscu, Sto je
verovatno uzrokovano slabom pufernom moc¢i njihove podloge, s obzirom da nisu
koristili nikakav dodatni puferni sistem. Tome u prilog govori i Cinjenica da se
reakcija u svim njihovim podlogama na kraju kultivacije kretala izmedu pH 5 i pH 6.
Medutim i razlika u visini izbojka i broju korenova izmedu kontrole i pH5,5 je bila
znacajna, Sto ukazuje da postoji izvestan inhibitorni efekat limunske kiseline i
natrijumovog jona, dodatog radi ostvarenja pufernog efekta. Ovaj efekat se posebno
isti¢e kod genotipova L-80 i LBM. Vuksanovi¢ et al., (2016), koji su ispitivali istu
reakciju iste grupe genotipova na podlogama namenjenim mikropropagaciji, dobili
su izostanak znacajnog efekta limunske kiseline, izuzev stimulativnog efekta na
formiranje novih izbojaka.

Grafikon 3. Prose¢ne vrednosti ispitivanih podloga za morfoloske parametre. Slova na vrhu
bara odgovaraju NZR testu, isto slovo predstavlja istu homogenu grupu na nivou a5

Graph 3. Average values of the tested substrates for morphological parameters. The letters at the top of
the bars correspond to the LSD-test, where the same letter represents the same homogenous group at the
level o5
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Medu ispitivanim genotipovima su postojale razlike u reakciji na podlogu
pH 3 u odnosu na kontrolnu podlogu. Na primer, genotip Villafranca je pretrpeo
najslabiji uticaj tretmana pH 3 na procenat prezivljavanja izbojaka, ali je procenat
oziljavanja bio izuzetno nizak. Najbolje prezivljavanje i oziljavanje na podlozi pH 3
je pokazao genotip LBM, dok su ostali klonovi ostvarili slabije rezultate. Najblazi
negativan efekat na visinu izbojka na podlozi pH 3 u odnosu na kontrolu primecen je
kod genotipa LCM, a u ne$to manjoj meri kod L-12 i LBM. U slu¢aju broja
korenova, jedino kod genotipa L-12 je uticaj podloge pH 3 nije bio statisticki
znacajan, dok prema duzini najduzeg korena je najslabiji inhibitorni efekat ostvaren
kog genotipa L-80 (Tabela 3).

Grafikon 4. Prosecne vrednosti ispitivanih podloga za morfoloske parametre. Slova na vrhu
bara odgovaraju NZR testu, isto slovo predstavlja istu homogenu grupu na nivou o s

Graph 4. Average values of the tested substrates for morphological parameters. The letters at the top of
the bars correspond to the LSD-test, where the same letter represents the same homogenous group at the
level o5
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Rast i razvoj biljaka je uslovljen promenama pH vrednosti u korenu biljaka.
Promene mogu nastati usled posledica hemijskog sastava zemljiSta i/ili posledica
funkcije korena. Usporen rast izbojaka, propadanje korena, hloroza i drugi simptomi
su povezani sa funkcijom mineralnih jona u nepovoljnim uslovima pH rizosfere
(Kastori i MiloSevi¢, 2011). S obzirom da je povrsina od skoro 4000 miliona
hektara pod kiselim zemljiStem ovaj problem je globalan i predstavlja veliki
ekonomski gubitak u proizvodnji (Marschner, 1995). Rezultati do kojih smo dosli
u ovom radu ukazuju na znacajan uticaj podloge na biljku, kao i znacajnu
tolerantnost, posebno genotipa L-80, prema veoma kiseloj podlozi. Takode, prema
Kovacevié et al., (2013a), evidentan je i uticaj biljke na podlogu, Sto isti¢e belu
topolu kao vrstu koja se moze primeniti na razli¢itim tipovima zemljista, kako u
smislu proizvodnje drvne mase i ozelenjavanja, tako i radi postizanja meliorativnog
efekta ublazavanja zakiSeljenosti zemljista.

Pojedini joni poput aluminijuma, mangana i gvozda mogu postati
pokretljiviji i viSe dostupni biljkama, pa i toksi¢ni za biljke u uslovima niske pH
vrednosti (Foy, 1984). Posebno je znacajna toksi¢nost aluminijuma, kao
ograniCavajuceg Cinioca rasta i vitalnosti u kiselim zemljiStima (Arsenijevi¢ —
Maksimovié¢ et al., 2001). U tom smislu, bi u dalja ispitivanja u kulturi in vitro
trebalo ukljuciti i navedene jone.

Ako bi smo prezivljavanje i oziljavanje uzeli kao parametare od najveceg
znacaja prilikom zasnivanja zasada, u narednim istraZivanjima posebnu paznju bi
trebalo obratiti na genotip LBM, koji je ostvario visoke procente i prezivljavanja i
oziljavanja na podlozi pH 3. Dobijeni rezulti ukazuju da bi testovi u kulturi in vitro
mogli da pomognu da se suzi izbor genotipova koji bi se koristili na kiselim
zemljistima. U tom smislu istrazivanja bi trebalo prosiriti i u poljskim uslovima.

Tabela 3. NZR - test za merena morfoloska svojtva ispitivanih genotipova bele
topole ¥
Table 3. LSD-test for measured morphological characters of examined white poplar
genotypes “
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i\z/:)s(?ll?a Broj Duznll(z(t)rr:z:;iuzeg Procenat Procenat
Genotip [Podloga Shojo . |koremova| ., of the preZivljavanja| oZiljavanja
Genotype | Medium . Root 8 Percentage Percentage
height longest root . X
(mm) number (mm) of survival of rooting
Villafranca| K 3528 [1,44° 14,56 & 100,00*  |100,00
Villafranca| pH3 9,807 [0,71 3,70 96,60 ® | 39,61"
Villafranca| pH4 | 26,91 |1,26 " 16,25 cfeh 99,14 * 99,14 ®
Villafranca| pH5,5 | 28,55%¢ |1,19 31,73 b 100,00 * 98,66 **
L-12 K 20,10 %" 11,00 24,30 *' 100,00 * 80,43 cdefe
L-12 pH3 | 12,097 0,89 " 6,331 76,71 % | 64,29 f
L-12 pH4 | 19,98 & | 0,82 hi 4430 ° 99,14 ® 80,00 °fe
L-12 pHS5,5 | 22,78 «f | 1,09 cfe 27,76 < 92,46 ™ | 92,46 bede
L-80 K | 3816° |144° 28,39 ™ 99,14% | 99,14 %
L-80 | pH3 | 1385" |0.82" 12,39 " 7323° | 86,05 R
L-80 pH4 | 26,94 10,93 *" 37,47 89,96 ¢ | 76,71 4
L-80 pH5,5 | 23,85 %" |0,96 cfehi 25,34 < 100,00 * 84,62 bodefe
LBM K 33,12 [1,42% 34,61 > 99,14 ° 99,14
LBM | pH3 | 15,03 |1,12 < 8,79 " 92,68 % | 92,68 *
LBM pH4 | 16,07 & | 1,03 %k 11,56 96,60 ® | 77,05 %%
LBM | pH5,5 | 21,46 %® |1,09 c® 28,05 > 94,72 ¢ | 91,98 abedef
LCM K[ 17,38 %% 1,12 15,25 & 94,82 % | 94,82
LCM pH3 | 11,277 0,88 & 5,607 88,73 ™ | 65,81 °fEn
LCM pH4 | 14,6381 |0,75 Y 17,20 95,17 % | 61,49 ¢
LCM | pH5,5 | 20,14 % |1,15°* 23,69 ot 94,82 % | 89,96 abedefe
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Summary

THE INFLUENCE OF ROOTING MEDIUM pH ON THE GROWTH AND
DEVELOPMENT OF SHOOTS OF WHITE POPLAR IN VITRO

by
Vanja Vuksanovié, Branislav Kovacevié, Sasa Orlovié, Marko Kebert, Marina Katanié¢

The study tested the influence of the low pH values of the nutrient medium for rooting on the
growth and development of the shoot five genotypes white poplar (Populus alba L.). After 35
days of in vitro cultivation following characters were measured: height of shoot, the number
of roots, length of the longest root, the percentage of survival and rooting. Three different pH
values of the medium: 3.0, 4.0 and 5.5, bufferedby sodium citrate buffer, and standard
medium for rooting with pH 5.5 without the addition of citric acid (control). Problems with
gellingof the media at low pH values were overcame by their sterilization in a microwave
oven. Analysis of variance showed that there was a significant effect of media pH on all of
examined morphological parameters. Effect of interaction genotype xmedium was statistically
significant only in the percentage of survival. Generally, a statistically significant lower
valuse in all studied morphological parameters have been recorded on the media with pH
3.0, compared to the control, as well as in relation to the other tested media. The highest
values of all investigated parameters were observed in clone L-80 which suffered the weakest
influence of the treatment pH 3.0. In subsequent experiments, special attention should be paid
to clone L-80 due to good tolerance to low pH values. The results indicate that the in vitro
test culture might help to narrow the selection of white poplar genotypes that could be used
on acid soils.
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