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Abstract

IN VITRO MICROPROPAGATION OF GRAYISH OAK (QUERCUS PEDUN-

CULIFLORA K.KOCH.) IN NORMAL AND EXPERIMENTAL WATER STRESS

CONDITIONS

Quercus pedunculiflora has been propagated in vitro from nodal segments of seedling 4
months of age, green and mature acorns. The nutrient media, Woody Plant Medium (WPM) and Gres-
soff and Doy, suplimented with benzylaminopurine (BAP 0,8 mg/l or 1 mg/l) have stimulated well the
induction of auxillary and adventitious buds. The development of induced buds into shoots occurred
on nutrient medium supplemented with a low concentration of BAP (0,8 mg/l). The optimum con-
centrations of mannitol or polyetylenglycol that can be achieved in vitro selection of the grayish oak
shoots have been situated between 12 - 15 g%.

Roots were formed on shoots placed in half - reduced salts medium, containing low
concentration of auxins (IBA 0,3 mg/l) and NAA 0,1 mg/l) in 4-5 weeks. Rooted plants were
transplanted into pots containing a mixture of soil and perlite (1o:1 v/v) for acclimation.

Keywords: in vitro micropropagation, Quercus pedunculiflora, water stress, seedling,
acorns.

Rezumat

Quercus pedunculiflora a fost propagat in vitro din segmente nodale de la puieti de patru
luni, ghinde verzi si mature. Mediile nutritive, Woody Plant Medium (WPM) si Gressoff and Doy
suplimentate cu benzilaminopurind (BAP 0,8 mg/l sau 1 mg/l), au stimulat mai bine inducerea
mugurilor axilari si adventivi. Dezvoltarea mugurilor indusi in lastari s-a produs pe mediul nutritiv
suplimentat cu concentratie scazuta de BAP (0,8 mg/l). Concentratiile optime de manitol sau
polietilen glicol la care se poate realiza selectia in vitro a lastarilor de stejar brumariu s-au situat intre
12 51 15 g%.

Radacinile s-au format pe lastarii plasati in mediu cu sarurile reduse la jumatate, continand
concentratii scazute de auxine (IBA 0,3 mg/l) and NAA 0,1 mg/l) in 4-5 saptamani. Plantele
inradacinate au fost transplantate in ghivece continand o mixtura de sol si perlita (1o0:1 v/v), pentru
aclimatizare.

Cuvinte cheie: micropropagare in vitro, Quercus pedunculiflora, stres hidric, puieti,
ghinde.
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1. INTRODUCERE

Speciile de stejari ocupa suprafete intinse in padurile de foioase datorita
lemnului valoros si sunt importante din punct de vedere ecologic si economic. Acestea
sunt raspandite zonal, 1n functie de conditiile stationale, formand arborete pure sau de
amestec cu alte specii forestiere.

Influenta antropica negativa asupra mediului a provocat declinul sau disparitia
unor paduri, fiind amenintate multe specii de arbori. Marirea potentialului silvo-
productiv al speciilor lemnoase de interes silvic se realizeaza in cadrul programelor de
ameliorare, care in prezent se indreapta catre metode eficiente.

La cvercinee, pentru impaduriri sunt folositi puieti obtinuti din seminte, dar
obtinerea acestora in ultimul timp este mult diminuatd. De asemenea, fructificatia nu
este constantd anual, iar pastrarea ghindelor este dificild. In aceste circumstante se
apeleaza pentru propagarea vegetativa la cvercinee, aceasta se realizeaza greu dar este
o metodd de transmitere integrald a unor caractere deosebite ale arborilor la
descendenti. In ultimul timp a sporit interesul pentru propagarea vegetativa, prin noile
tehnici de culturi in vitro. Pana in prezent s-au acumulat multe date in literatura de
specialitate, cu privire la multiplicarea in vitro la stejari, prin organogeneza sau
embriogeneza somaticd (Jacoiot, 1952; Seckinger et al., 1979 citati de Chalupa, 1993;
Chalupa, 1981, 1983, 1985, 1987; Enescu et al., 1987; Jorgensen, 1988; San-Jose et al.,
1990, etc.).

Stejarul brumariu (Quercus pedunculiflora) prezinta trasaturi xerofitice mai
accentuate decat stejarul pedunculat si cerul, fapt ce 1i permite sa vegeteze mai bine pe
solurile uscate de stepa. Au aparut ecotipuri adaptate la aceste trasaturi xerofitice, din
care cel mai rezistent este Q. p. var. atrichoclados (Stanescu et al., 1997).

In aceasta lucrare se descriu rezultatele proprii referitoare la multiplicarea in
vitro la stejarul brumariu in conditii normale si experimentale de stres hidric, pornind
de la explante cu putine infectii endogene.

2. MATERIALE SI METODE
2.1. Initierea culturilor irn vitro la stejarul brumariu

Materialul vegetal. Culturile au fost initiate utilizand urmatoarele tipuri
de explante: 1) segmente nodale cu muguri axilari, excizate de la puieti de patru luni,
obtinuti in conditii de laborator; ii) fructe verzi germinate aseptic; iii) ghinde mature
recoltate in luna octombrie.

Metoda de sterilizare. Segmente nodale cu muguri axilari, excizate de
la puieti de 4 Iuni si ghindele verzi au fost dezinfectate prin imersie in clorurd mercurica
0,2 %, timp de 35 minute, urmata de spalari in trei bai de apa sterila.
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Ghindele mature selectionate au fost sterilizate, dupa indepartarea pericarpului
si tinerea 1n apa sterild 24 ore pentru diminuarea continutului de fenoli, prin agitare in
solutie de clorurd mercurica 0,2 %, timp de 45 minute, urmata de trei spalari cu apa
sterild. Toate tipurile de explante au fost presterilizate prin spélare cu apa si Tween 20.

Mediul de cultura. Initierea de culturi in vitro la stejarul brumariu a fost
testatd pe mediile de cultura GD (Gresoff si Doy, 1972) si Woody Plant Medium WPM
(Lloyd si McCown, 1981, citati de Chalupa, 1983) (tabelul 1). Incubarea culturilor s-a
facut in camera de crestere la temperatura de 22-26°C si o fotoperioada de 8 ore -
intuneric si 16 ore lumina.

2.2. Etapa de alungire-multiplicare in conditii normale
si experimentale

In faza de alungire - multiplicare la stejarul brumariu a fost studiata influenta
mediului de cultura si balantei hormonale asupra capacitatii de crestere a explantelor
prelevate din culturile de initiere.

a) Intr-un prim experiment s-a urmirit capacitatea de multiplicare a plantulelor
excizate din cultura de initiere, care a folosit ca inoculi ghindele mature germinate
aseptic. Plantulele care s-au format in etapa de initiere au fost subcultivate in vederea
multiplicarii in primul pasaj, pe mediul de culturd GD, in trei variante hormonale:(i)
M; - BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l; (ii) M5 - BAP 1 mg/1, IBA 0,05 mg/l, NAA 0,05 mg/I;
(ii)) M3 - BAP 0,6 mg/l, 2,4-D 0,05 mg/l, iar in pasajul al doilea pe mediul de cultura
WPM, de asemenea, in trei variante hormonale: (i) M4 - BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/I,
NAA 0,05 mg/l; (ii)) Mg - BAP 0,8 mg/l, IBA 0,05 mg/l, NAA 0,05 mg/l; (iii) Mg -
BAP 0,4 mg/l, IBA 0,05 mg/l, NAA 0,05 mg/l.

Tabelul 1. Mediile de cultura utilizate pentru initierea culturilor in vitro la stejarul brumariu
Culture medium used for the initiation of in vitro culture of grayish oak

Tipul de explant Varianta Mediul de culturd Balanta hormonald
Segmente nodale excizate M1 GD BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l,
de la puieti de 4 luni NAA 0,05 mg/l

M2 GD BAP 0,8 mg/l, IBA 0,05mg/l,
2,4-D 0,05mg/1.
M3 GD BAP 0,2 mg/l, IBA 0,05 mg/l,
2,4-D 0,05mg/1
Ghinde verzi M4 GD BAP 0,4 mg/l, IBA 0,05 mg/l,
NAA 0,05 mg/l
M5 WPM BAP 0,8 mg/l, IBA 0,05 mg/l,
NAA 0,05 mg/l
M6 GD BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l,
NAA 0,05 mg/l
Ghinde mature M7 GD BAP 0,4 mg/l, IBA 0,05 mg/l,
2,4-D 0,05 mg/1
M8 GD BAP 0,8 mg/l, IBA 0,05 mg/l,
2,4-D 0,05 mg/1
M9 GD BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l,

2,4-D 0,05 mg/l
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Alte trei experimente (b, ¢, d) au urmarit selectia in vitro la manitol si
polietilenglicol 1500 (PEG) prin multiplicarea pe mediile nutritive cu acesti factori
abiotici.

b) Al doilea experiment de alungire-multiplicare a folosit ca explante lastari
excizati din culturi de segmente nodale prelevate de la puieti de patru luni. Lastarii au
fost inoculati in prezenta factorului abiotic manitol In concentratie de 5 g% pe mediul
de culturda GD, in trei variante hormonale: (i) My - BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 2,4-D
0,05 mg/l; (ii) M, - BAP 0,6 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 2,4-D 0,05 mg/1; (iii) M3 - BAP 0,2
mg/l, IBA 0,05 mg/l, 2,4-D 0,05 mg/I.

¢) In experimentul al treilea s-a testat capacitatea de supravietuire a explantelor
in etapa de alungire - multiplicare la concentratia PEG de 5, 10, 15 g% pe mediul de
-culturd GD cu BAP 0,4; 0,8 sau 1 mg/l si IBA 0,05 mg/l, NAA 0,05 mg/l.

d) In experimentul al patrulea s-a testat capacitatea de supravietuire a
explantelor ce au fost cultivate pe mediul de cultura WPM cu BAP 0,8 mg/l, IBA 0,05
mg/l, NAA 0,05 mg/l in prezenta factorului abiotic manitol in concentratie de 10, 12 si
16 g%.

e) In faza de alungire - multiplicare la stejarul brumiriu un alt experiment a
urmarit capacitatea de regenerare a explantelor excizate din cultura de multiplicare
dupa expunerea la manitol 5 g% si polietilen glicol 5 g%.

S-a utilizat mediul de culturda WPM, 1n trei variante hormonale: (i) M -1/2 cu
BAP 0.2 mg/l, IBA 0,05 mg/l, carbune activ 1 g/l; (ii) M, - BAP 0,8 mg/l, IBA 0,05
mg/l, 2,4-D 0,05 mg/l; (iii)) M3 - BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 2,4-D 0,05 mg/lL.

2.3. Etapa de inradacinare in conditii normale si experimentale

a) Un prim experiment a urmarit capacitatea de inrddacinare in vitro a
explantelor excizate din cultura de multiplicare, pe medii de rizogeneza normale
(lipsite de factorul abiotic stresant): (i) V1-WPM 1/2 cu IBA 0,3 mg/l, NAA 0,1 mg/l,
carbune activ 1g/l; (ii) V2- WPM 1/2 cu IBA 0,3 mg/l, NAA 0,1 mg/l, 2,4-D 0,05 mg/l;
(iii) V3- WPM 1/2 cu IBA 1 mg/l, NAA 0,05 mg/l, 2,4-D 0,05 mg/l.

b) Al doilea experiment a urmarit capacitatea de inrddacinare a lastarilor
prelevati din faza de multiplicare pe mediul de rizogeneza optim cu factorul abiotic
stresant: (i) VI-WPM 1/2 cu IBA 0,3 mg/l, NAA 0,1 mg/l, carbune activ 1g/l, manitol
5 g%; (ii)) V2- WPM 1/2 cu IBA 0,3 mg/l, NAA 0,1 mg/l, carbune activ 1g/l, PEG 5
g%; (iii) V3- WPM 1/2 cu IBA 0,3 mg/l, NAA 0,1 mg/l, manitol 5 g% si PEG 5 g%.

Pentru aclimatizarea in vitro s-a utilizat ca substrat nutritiv un amestec steril de
pamant de padure si perlita (10:1).
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3. REZULTATE SI DISCUTII
3.1. Initierea

Rezultate bune la initierea culturilor in vifro de stejar brumariu s-au obtinut
cand s-au folosit segmentele nodale prelevate de la puietii obtinuti in conditii de
laborator, care au avut putine infectii endogene, fapt ce a permis o viabilitate mare
comparativ cu ghindele verzi si mature (fig. 1 si 2).

Fig. 1. Influenta tipului de explant asupra initierii culturilor in vitro de stejar brumariu
din puieti, ghinde verzi si mature
The influence of explant type on in vitro culture initiation of grayish oak
from seedling, green and mature acorns
Varianta hormonald optimd pentru initierea de culturi in vitro la stejarul
brumadriu din puieti a fost M2, care a avut In compozitie BAP in concentratie de 0,8
mg/l (fig. 3).
Embrionii din ghindele verzi si mature au germinat optim pe mediul nutritiv
GD, la concentratii de BAP 1 mg/1. Initierea culturilor in vitro la stejarul brumariu a fost
influentatd de starea fiziologicd a explantului, metoda de sterilizare si balanta
hormonala.

3.2. Multiplicarea

Un prim experiment de alungire — multiplicare a folosit ca explante lastari
excizati din culturi de ghinde mature germinate aseptic. Lastarii au fost subcultivati pe
parcursul a doud pasaje, utilizand mediile de culturda GD si WPM.
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Fig. 2. Initierea in vitro la Quercus pedunculi-
flora din segmente nodale
In vitro initiation of Quercus pe-
dunculiflora from nodal segments

Fig. 3. Influenta mediului de cultura asupra
initierii de culturi in vitro la stejarul
brumariu din puieti, ghinde verzi si

mature
The influence of the culture medium on
in vitro initiation of grayish oak

from seedling, green and mature acorns

Concentratia BAP-lui din mediul de culturd a influentat semnificativ procentul
explantelor viabile pe parcursul pasajelor de multiplicare la stejarul brumariu (fig. 4 si
5). In primul pasaj concentratia BAP de 0,6 mg/l a determinat reducerea viabilitatii
comparativ cu concentratia de 1 mg/l. In pasajul al doilea varianta hormonali cu 0,8
mg/l BAP a fost mai eficientd decat variantele cu 0,4 si 1 mg/l.

In experimentul al doilea s-a testat capacitatea de supravietuire a explantelor ce
au fost cultivate in prezenta factorului abiotic manitol in concentratie de 5 g%. La
aceasta concentratie a manitolului varianta de mediu nutritiv cu BAP 0,6 mg/l a fost
mai eficienta (fig. 6).

In experimentul al treilea s-a testat capacitatea de supravietuire a explantelor in
etapa de alungire - multiplicare la concentratia de 5, 10, 15 g% PEG. La aceste
concentratii viabilitatea explantelor s-a redus de la 71,4% la 37,5% (fig.7).

In experimentul patru s-a testat capacitatea de supravietuire a explantelor ce au
fost cultivate pe mediul de culturda WPM cu BAP 0.8 mg/l, IBA 0,05 mg/l, NAA 0,05
mg/l in prezenta factorului abiotic manitol In concentratie de 10, 12 5116 g%

La concentratia ridicatd a manitolului de 16 g%, viabilitatea se reduce sub
20%, iar capacitatea de multiplicare se reduce pana la stagnare (fig. 8).

In experimentul cinci s-a testat capacitatea regenerare a explantelor prelevate
din culturile de multiplicare ce au avut In compozitia mediului de culturd manitol 5 g%
si polietilen glicol (PEG) 5 g%.

Capacitatea de regenerare a explantelor a fost influentatd de factorul abiotic
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Fig. 4. Influenta mediului de cultura asupra
viabilitatii la stejarul brumariu
in faza de multiplicare cu explante din
ghinde mature
The influence of culture medium on the
viability of grayish oak at the
multiplication stage with explants from
mature acorns

Fig. 5. Multiplicarea lastarilor de Quercus pe-
dunculiflora
Shoots multiplication of Quercus pedun
culiflora

Fig.7. Influenta mediului de cultura cu PEG
asupra viabilitatii explantelor de ste-
jar brumariu in faza de multiplicare
The influence of culture medium
with PEG on the viability of grayish
oak explants at the multiplication
stage

Fig. 6. Influenta mediului de culturd cu manitol 5
g% asupra viabilitatii explantelor la ste-
jarul brumariu in faza de multiplicare
The influence of culture medium with
mannitol 5g% on the viability of grayish
oak explants at the multiplication stage
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prezent in pasajul anterior. Astfel,
manitolul permite o regenerare mai mare
cu 12,5 procente comparativ cu polietilen
glicolul (fig. 9).

Concentratiile optime de manitol
sau polietilen glicol la care se poate
realiza selectia in vitro s-au situat intre 12
si 15 g%.

3.3. Inradacinarea

Un prim experiment a urmarit
capacitatea de formare a radacinilor in
vitro la explantele de stejar brumariu
excizate din cultura de multiplicare, pe Fig. 8. Influenta concentratiei manitolului
medii de rizogeneza normale (lipsite de asupra viabilitatii explantelor
factorul abiotic stresant). de stejar brumdriu 1n faza de multipli

Capacitatea de inradacinare in ?llf: influence of mannitol concentration
vitro a explantelor a fost influentata on the grayish oak explants viability at
semnificativ de varianta hormonala a  the multiplication stage
mediului de rizogeneza. Astfel, varianta
V1 a mediului WPM a fost mai eficientd comparativ cu varianta V2 la care a lipsit
carbunele activ sau varianta V3 ce a continut auxine la un nivel ridicat (fig. 10 si 11).

Al doilea experiment a urmarit capacitatea de Inraddcinare a lastarilor prelevati
din faza de multiplicare pe mediul de rizogeneza optim (IBA 0,3 mg /I, NAA 0,1 mg/l,
carbune activ 1 g/l) cu factorul abiotic stresant. Concentratia si tipul factorului abiotic
a influentat semnificativ formarea si numarul radacinilor (fig. 12).

Varianta mediului nutritiv cu manitol si polietilen glicol in concentratie de 5
g% fiecare a fost mai stresanta hidric cu 8% pentru rizogenezd comparativ cu variantele
care au continut factorii abiotici separat. Daca viabilitatea este dependenta mai mult de
natura explantului si metoda de sterilizare, reactivitatea este dependenta mai mult de
starea fiziologica a explantului (balanta hormonala internad).

Lastarii inoculati pentru rizogeneza au avut o reactivitate neuniforma pe
aceeasi balantd hormonald, ceea ce se explicd prin complexitatea factorilor ce
determind un anumit raspuns la conditiile in vitro, in primul rand la gradientul diferit al
hormonilor endogeni prezenti in explantele inoculate.

Plantulele de stejar brumariu cu sistemul bine dezvoltat a fost transferate intr-
o mixturd de pamant de padure si perlitd (10:1), pentru aclimatizare la conditiile de
solar. In aceste conditii s-au aclimatizat 42% din plantulele inradacinate.

O uscare mai evidenta la transferul in solar s-a produs la plantulele care au avut
coletul mai hipertrofiat si cele cu mugurele terminal slab dezvoltat.
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Fig. 9. Capacitatea de regenerare a
explantelor de stejar brumariu
in faza de multiplicare dupa expunerea
la manitol sau polietilen glicol
Regeneration capacity of grayish oak
explants at the multiplication stage
after exposition to mannitol or -
polyetylenglycol

Fig. 11. Lastar inradacinat de Quercus pedun
culiflora
Rooted shoot of Quercus pedunculiflora

Fig. 10. Influenta mediului de cultura asupra
inradacinarii la stejarul brumariu in
conditii normale
The influence of culture medium on
rooting of grayish oak in normal -
conditions

Fig. 12. Influenta factorului abiotic asupra
inradacinarii la stejarul brumariu in
conditii experimentale
The influence of abiotic factor on
rooting of grayish oak in experimental
condition
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4. CONCLUZII

La stejarul brumariu explantele cele mai reactive pentru realizarea etapei de
initiere au fost segmentele nodale cu muguri axilari excizate de la puieti. Eficienta
dezinfectiei explantelor a depins in mare masurd de infectiile endogene, agentul
sterilizant si timpii de tratare.

O multiplicare optima la stejarul brumariu s-a realizat pe mediul nutritiv WPM
cu un continut al BAP de 0,8 mg/I. S-au stabilit concentratiile factorilor abiotici manitol
sau polietilen glicol (12-15g/%) necesare fazei de selectie in vitro la stres hidric a
butasilor de stejar brumariu.

In general, atit segmentele nodale, cat si ghindele au raspuns satisficitor la
cultura in vitro. Pierderile cele mai mari de material la stejarul brumariu au fost
generate de cresterea discontinud a lastarilor si eliberarea in mediul de culturd a
substantelor oxidante, care a determinat uscarea sau brunificarea explantelor.

S-au creat premisele stabilirii secventelor de multiplicare si selectie in vitro la
stres hidric la stejarul brumariu. Micropropagarea la stejarul brumariu, desi susceptibila
de perfectionari, oferd o alternativd la Tnmultirea pe cale vegetativa a genotipurilor
valoroase.
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