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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 puieþi de patru

luni, ghinde verzi ºi mature. Mediile nutritive, Woody Plant Medium (WPM) ºi Gressoff and Doy
suplimentate cu benzilaminopurinã (BAP 0,8 mg/l sau 1 mg/l), au stimulat mai bine inducerea
mugurilor axilari ºi adventivi. Dezvoltarea mugurilor induºi în lãstari s-a produs pe mediul nutritiv
suplimentat cu concentraþie scãzutã de BAP (0,8 mg/l). Concentraþiile optime de manitol sau
polietilen glicol la care se poate realiza selecþia in vitro a lãstarilor de stejar brumãriu s-au situat între
12 ºi 15 g%.

Rãdãcinile s-au format pe lãstarii plasaþi în mediu cu sãrurile reduse la jumãtate, conþinând
concentraþii scãzute de auxine (IBA 0,3 mg/l) and NAA 0,1 mg/l) în 4-5 sãptãmâni. Plantele
înrãdãcinate au fost transplantate în ghivece conþinând o mixturã de sol ºi perlitã (1o:1 v/v), pentru
aclimatizare.

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

Speciile de stejari ocupã suprafeþe întinse în pãdurile de foioase datoritã
lemnului valoros ºi sunt importante din punct de vedere ecologic ºi economic. Acestea
sunt rãspândite zonal, în funcþie de condiþiile staþionale, formând arborete pure sau de
amestec cu alte specii forestiere.

Influenþa antropicã negativã asupra mediului a provocat declinul sau dispariþia
unor pãduri, fiind ameninþate multe specii de arbori. Mãrirea potenþialului silvo-
productiv al speciilor lemnoase de interes silvic se realizeazã în cadrul programelor de
ameliorare, care în prezent se îndreaptã cãtre metode eficiente. 

La cvercinee, pentru împãduriri sunt folosiþi puieþi obþinuþi din seminþe, dar
obþinerea acestora în ultimul timp este mult diminuatã. De asemenea, fructificaþia nu
este constantã anual, iar pãstrarea ghindelor este dificilã. În aceste circumstanþe se
apeleazã pentru propagarea vegetativã la cvercinee, aceasta se realizeazã greu dar este
o metodã de transmitere integralã a unor caractere deosebite ale arborilor la
descendenþi. În ultimul timp a sporit interesul pentru propagarea vegetativã, prin noile
tehnici de culturi in vitro. Pânã în prezent s-au acumulat multe date în literatura de
specialitate, cu privire la multiplicarea in vitro la stejari, prin organogenezã sau
embriogenezã somaticã (Jacoiot, 1952; Seckinger et al., 1979 citaþi de Chalupa, 1993;
Chalupa, 1981, 1983, 1985, 1987; Enescu et al., 1987; Jorgensen, 1988; San-Jose et al.,
1990, etc.).

Stejarul brumãriu (Quercus pedunculiflora) prezintã trãsãturi xerofitice mai
accentuate decât stejarul pedunculat ºi cerul, fapt ce îi permite sã vegeteze mai bine pe
solurile uscate de stepã. Au apãrut ecotipuri adaptate la aceste trãsãturi xerofitice, din
care cel mai rezistent este Q. p. var. atrichoclados (Stãnescu et al., 1997). 

În aceastã lucrare se descriu rezultatele proprii referitoare la multiplicarea in
vitro la stejarul brumãriu în condiþii normale ºi experimentale de stres hidric, pornind
de la explante cu puþine infecþii endogene.

2. MATERIALE ªI METODE

2.1. Iniþierea culturilor in vitro la stejarul brumãriu

M a t e r i a l u l  v e g e t a l .  Culturile au fost iniþiate utilizând urmãtoarele tipuri
de explante: i) segmente nodale cu muguri axilari, excizate de la puieþi de patru luni,
obþinuþi în condiþii de laborator; ii) fructe verzi germinate aseptic; iii) ghinde mature
recoltate în luna octombrie.

M e t o d a  d e  s t e r i l i z a r e .  Segmente nodale cu muguri axilari, excizate de
la puieþi de 4 luni ºi ghindele verzi au fost dezinfectate prin imersie în clorurã mercuricã
0,2 %, timp de 35 minute, urmatã de spãlãri în trei bãi de apã sterilã.
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Ghindele mature selecþionate au fost sterilizate, dupã îndepãrtarea pericarpului
ºi þinerea în apã sterilã 24 ore pentru diminuarea conþinutului de fenoli, prin agitare în
soluþie de clorurã mercuricã 0,2 %, timp de 45 minute, urmatã de trei spãlãri cu apã
sterilã. Toate tipurile de explante au fost presterilizate prin spãlare cu apã ºi Tween 20.

M e d i u l  d e  c u l t u r ã .  Iniþierea de culturi in vitro la stejarul brumãriu a fost
testatã pe mediile de culturã GD (Gresoff ºi Doy, 1972) ºi Woody Plant Medium WPM
(Lloyd ºi McCown, 1981, citati de Chalupa, 1983) (tabelul 1). Incubarea culturilor s-a
fãcut în camera de creºtere la temperatura de 22-260C ºi o fotoperioadã de 8 ore -
întuneric ºi 16 ore luminã.

2.2. Etapa de alungire-multiplicare în condiþii normale 
ºi experimentale

În faza de alungire - multiplicare la stejarul brumãriu a fost studiatã influenþa
mediului de culturã ºi balanþei hormonale asupra capacitãþii de creºtere a explantelor
prelevate din culturile de iniþiere.

a) Într-un prim experiment s-a urmãrit capacitatea de multiplicare a plantulelor
excizate din cultura de iniþiere, care a folosit ca inoculi ghindele mature germinate
aseptic. Plantulele care s-au format în etapa de iniþiere au fost subcultivate în vederea
multiplicãrii în primul pasaj, pe mediul de culturã GD, în trei variante hormonale:(i)
M1 - BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l; (ii) M2 - BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l, NAA 0,05 mg/l;
(iii) M3 - BAP 0,6 mg/l, 2,4-D 0,05 mg/l, iar în pasajul al doilea pe mediul de culturã
WPM, de asemenea, în trei variante hormonale: (i) M4 - BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l,
NAA 0,05 mg/l; (ii) M5 - BAP 0,8 mg/l, IBA 0,05 mg/l, NAA 0,05 mg/l; (iii) M6 -
BAP 0,4 mg/l, IBA 0,05 mg/l, NAA 0,05 mg/l.

Mirancea

Tipul de explant Varianta Mediul de culturã Balanþa hormonalã 
M1 GD BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 

NAA 0,05 mg/l 
M2 GD BAP 0,8 mg/l, IBA 0,05mg/l, 

2,4-D 0,05mg/l. 

Segmente nodale excizate  
de la puieþi de 4 luni 

M3 GD BAP 0,2 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 
2,4-D 0,05mg/l 

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  

Ghinde verzi 

M6 GD BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 
NAA 0,05 mg/l  

M7 GD BAP 0,4 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 
2,4-D 0,05 mg/l 

M8 GD BAP 0,8 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 
2,4-D 0,05 mg/l 

Ghinde mature 

M9 GD BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 
2,4-D 0,05 mg/l 

Tabelul 1. Mediile de culturã utilizate pentru iniþierea culturilor in vitro la stejarul brumãriu 
Culture medium used for the initiation of in vitro culture of grayish oak
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Alte trei experimente (b, c, d) au urmãrit selecþia in vitro la manitol ºi
polietilenglicol 1500 (PEG) prin multiplicarea pe mediile nutritive cu aceºti factori
abiotici.

b) Al doilea experiment de alungire-multiplicare a folosit ca explante lãstari
excizaþi din culturi de segmente nodale prelevate de la puieþi de patru luni. Lãstarii au
fost inoculaþi în prezenþa factorului abiotic manitol în concentraþie de 5 g% pe mediul
de culturã GD, în trei variante hormonale: (i) M1 - BAP 1 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 2,4-D
0,05 mg/l; (ii) M2 - BAP 0,6 mg/l, IBA 0,05 mg/l, 2,4-D 0,05 mg/l; (iii) M3 - BAP 0,2
mg/l, IBA 0,05 mg/l, 2,4-D 0,05 mg/l.

c) În experimentul al treilea s-a testat capacitatea de supravieþuire a explantelor
în etapa de alungire - multiplicare la concentraþia PEG de 5, 10, 15 g% pe mediul de
-culturã GD cu BAP 0,4; 0,8 sau 1 mg/l ºi IBA 0,05 mg/l, NAA 0,05 mg/l.

d) În experimentul al patrulea s-a testat capacitatea de supravieþuire a
explantelor ce au fost cultivate pe mediul de culturã WPM cu BAP 0,8 mg/l, IBA 0,05
mg/l, NAA 0,05 mg/l în prezenþa factorului abiotic manitol în concentraþie de 10, 12 ºi
16 g%.

e) În faza de alungire - multiplicare la stejarul brumãriu un alt experiment a
urmãrit capacitatea de regenerare a explantelor excizate din cultura de multiplicare
dupã expunerea la manitol 5 g% ºi polietilen glicol 5 g%.

S-a utilizat mediul de culturã WPM, în trei variante hormonale: (i) M1 -1/2 cu
BAP 0.2 mg/l, IBA 0,05 mg/l, cãrbune activ 1 g/l; (ii) M2 - 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/l.

2.3. Etapa de înrãdãcinare în condiþii normale ºi experimentale

a) Un prim experiment a urmãrit capacitatea de înrãdãcinare in vitro a
explantelor excizate din cultura de multiplicare, pe medii de rizogenezã normale
(lipsite de factorul abiotic stresant): (i) V1-WPM 1/2 cu IBA 0,3 mg/l, NAA 0,1 mg/l,
cãrbune 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 urmãrit capacitatea de înrãdãcinare a lãstarilor
prelevaþi din faza de multiplicare pe mediul de rizogenezã optim cu factorul abiotic
stresant: (i) V1-WPM 1/2 cu IBA 0,3 mg/l, NAA 0,1 mg/l, cãrbune activ 1g/l, manitol
5 g%; (ii) V2- WPM 1/2 cu IBA 0,3 mg/l, NAA 0,1 mg/l, cãrbune 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% ºi PEG 5 g%.

Pentru aclimatizarea in vitro s-a utilizat ca substrat nutritiv un amestec steril de
pãmânt de pãdure ºi perlitã (10:1).

Analele ICAS 50, 2007
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3. REZULTATE ªI DISCUÞII

3.1. Iniþierea 

Rezultate bune la iniþierea culturilor in vitro de stejar brumãriu s-au obþinut
când s-au folosit segmentele nodale prelevate de la puieþii obþinuþi în condiþii de
laborator, care au avut puþine infecþii endogene, fapt ce a permis o viabilitate mare
comparativ cu ghindele verzi ºi mature (fig. 1 ºi 2).

Varianta hormonalã optimã pentru iniþierea de culturi in vitro la stejarul
brumãriu din puieþi a fost M2, care a avut în compoziþie BAP în concentraþie de 0,8
mg/l (fig. 3).   

Embrionii din ghindele verzi ºi mature au germinat optim pe mediul nutritiv
GD, la concentraþii de BAP 1 mg/l. Iniþierea culturilor in vitro la stejarul brumãriu a fost
influenþatã de starea fiziologicã a explantului, metoda de sterilizare ºi balanþa
hormonalã.

3.2. Multiplicarea

Un prim experiment de alungire – multiplicare a folosit ca explante lãstari
excizaþi din culturi de ghinde mature germinate aseptic. Lãstarii au fost subcultivaþi pe
parcursul a douã pasaje, utilizând mediile de culturã GD ºi WPM.

Mirancea

Fig. 1. Influenþa tipului de explant asupra iniþierii culturilor in vitro de stejar brumãriu 
din puieþi, ghinde verzi ºi mature
The influence of explant type on in vitro culture initiation of grayish oak
from seedling, green and mature acorns
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Concentraþia BAP-lui din mediul  de culturã a influenþat semnificativ procentul
explantelor viabile pe parcursul pasajelor de multiplicare la stejarul brumãriu (fig. 4 ºi
5). În primul pasaj concentraþia BAP de 0,6 mg/l a determinat reducerea viabilitãþii
comparativ cu concentraþia de 1 mg/l. În pasajul al doilea varianta hormonalã cu 0,8
mg/l BAP a fost mai eficientã decât variantele cu 0,4 ºi 1 mg/l.

În experimentul al doilea s-a testat capacitatea de supravieþuire a explantelor ce
au fost cultivate în prezenþa factorului abiotic manitol în concentraþie de 5 g%. La
aceastã concentraþie a manitolului varianta de mediu nutritiv cu BAP 0,6 mg/l a fost
mai eficientã (fig. 6). 

În experimentul al treilea s-a testat capacitatea de supravieþuire a explantelor în
etapa de alungire - multiplicare la concentraþia de 5, 10, 15 g% PEG. La aceste
concentraþii viabilitatea explantelor s-a redus de la 71,4% la 37,5% (fig.7).

În experimentul patru s-a testat capacitatea de supravieþuire a explantelor ce au
fost cultivate pe mediul de culturã WPM cu BAP 0.8 mg/l, IBA 0,05 mg/l, NAA 0,05
mg/l în prezenþa factorului abiotic manitol în concentraþie de 10, 12 ºi16 g% 

La concentraþia ridicatã a manitolului de 16 g%, viabilitatea se reduce sub
20%, iar capacitatea de multiplicare se reduce pânã la stagnare (fig. 8).

În experimentul cinci s-a testat capacitatea regenerare a explantelor prelevate
din culturile de multiplicare ce au avut în compoziþia mediului de culturã manitol 5 g%
ºi polietilen glicol (PEG) 5 g%.

Capacitatea de regenerare a explantelor a fost influenþatã de factorul abiotic
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Fig. 2. Iniþierea in vitro la Quercus pedunculi-
flora din segmente nodale
In vitro initiation  of Quercus pe-

dunculiflora from nodal segments

Fig. 3. Influenþa mediului de culturã asupra 
iniþierii de culturi in vitro la stejarul 
brumãriu din puieþi, ghinde verzi ºi 
mature

The influence of the culture medium on 
in vitro initiation of grayish oak 
from seedling, green and mature acorns
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Mirancea

Fig. 4. Influenþa mediului de culturã asupra 
viabilitãþii la stejarul brumãriu
în 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 lãstarilor de Quercus   pe-
dunculiflora

Shoots multiplication of Quercus pedun
culiflora

Fig. 6. Influenþa mediului de culturã cu manitol 5 
g% asupra viabilitãþii explantelor la ste-
jarul brumãriu în faza de multiplicare
The influence of culture medium with 
mannitol 5g% on the viability of grayish 
oak explants at the multiplication stage

Fig.7. Influenþa mediului de culturã cu PEG
asupra viabilitãþii explantelor de ste-
jar brumãriu în faza de multiplicare
The influence of culture medium 
with PEG on the viability of grayish 
oak explants at the multiplication 
stage
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prezent în pasajul anterior. Astfel,
manitolul permite o regenerare mai mare
cu 12,5 procente comparativ cu polietilen
glicolul (fig. 9).

Concentraþiile optime de manitol
sau polietilen glicol la care se poate
realiza selecþia in vitro s-au situat între 12
ºi 15 g%.

3.3. Înrãdãcinarea

Un prim experiment a urmãrit
capacitatea de formare a rãdãcinilor in
vitro la explantele de stejar brumãriu
excizate din cultura de multiplicare, pe
medii de rizogenezã normale (lipsite de
factorul abiotic stresant).

Capacitatea de înrãdãcinare in
vitro a explantelor a fost influenþatã
semnificativ de varianta hormonalã a
mediului de rizogenezã. Astfel, varianta
V1 a mediului WPM a fost mai eficientã comparativ cu varianta V2 la care a lipsit
cãrbunele activ sau varianta V3 ce a conþinut auxine la un nivel ridicat (fig. 10 ºi 11). 

Al doilea experiment a urmãrit capacitatea de înrãdãcinare a lãstarilor prelevaþi
din faza de multiplicare pe mediul de rizogenezã optim (IBA 0,3 mg /l, NAA 0,1 mg/l,
cãrbune activ 1 g/l) cu factorul abiotic stresant. Concentraþia ºi tipul factorului abiotic
a influenþat semnificativ formarea ºi numãrul rãdãcinilor (fig. 12).

Varianta mediului nutritiv cu manitol ºi polietilen glicol în concentraþie de 5
g% fiecare a fost mai stresantã hidric cu 8% pentru rizogenezã comparativ cu variantele
care au conþinut factorii abiotici separat. Dacã viabilitatea este dependentã mai mult de
natura explantului ºi metoda de sterilizare, reactivitatea este dependentã mai mult de
starea fiziologicã a explantului (balanþa hormonalã internã). 

Lãstarii inoculaþi pentru rizogenezã au avut o reactivitate neuniformã pe
aceeaºi balanþã hormonalã, ceea ce se explicã prin complexitatea factorilor ce
determinã un anumit rãspuns la condiþiile in vitro, în primul rând la gradientul diferit al
hormonilor endogeni prezenþi în explantele inoculate.

Plantulele de stejar brumãriu cu sistemul bine dezvoltat a fost transferate într-
o mixturã de pãmânt de pãdure ºi perlitã (10:1), pentru aclimatizare la condiþiile de
solar. În aceste condiþii s-au aclimatizat 42% din plantulele înrãdãcinate.

O uscare mai evidentã la transferul în solar s-a produs la plantulele care au avut
coletul mai hipertrofiat ºi cele cu mugurele terminal slab dezvoltat. 
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Fig. 8. Influenþa concentraþiei manitolului 
asupra viabilitãþii explantelor
de stejar brumãriu în faza de multipli
care
The influence of mannitol concentration
on the grayish oak explants viability at

the multiplication stage
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Mirancea

Fig. 9. Capacitatea de regenerare a 
explantelor de stejar brumãriu 
în faza de multiplicare dupã expunerea 
la manitol sau polietilen glicol
Regeneration capacity of grayish oak 
explants at the multiplication stage
after exposition to mannitol or -
polyetylenglycol

Fig. 10. Influenþa mediului de culturã asupra 
înrãdãcinãrii la stejarul brumãriu în 
condiþii normale
The influence of culture medium on 
rooting of grayish oak in normal -
conditions

Fig. 12. Influenþa factorului abiotic asupra 
înrãdãcinãrii la stejarul brumãriu în 
condiþii experimentale
The influence of abiotic factor on 
rooting of grayish oak in experimental 
condition

 

Fig. 11. Lãstar înrãdãcinat de Quercus pedun
culiflora

Rooted shoot of Quercus pedunculiflora
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4. CONCLUZII

La stejarul brumãriu explantele cele mai reactive pentru realizarea etapei de
iniþiere au fost segmentele nodale cu muguri axilari excizate de la puieþi. Eficienþa
dezinfecþiei explantelor a depins în mare mãsurã de infecþiile endogene, agentul
sterilizant ºi timpii de tratare.

O multiplicare optimã la stejarul brumãriu s-a realizat pe mediul nutritiv WPM
cu un conþinut al BAP de 0,8 mg/l. S-au stabilit concentraþiile factorilor abiotici manitol
sau polietilen glicol (12-15g/%) necesare fazei de selecþie in vitro la stres hidric a
butaºilor de stejar brumãriu.

În general, atât segmentele nodale, cât ºi ghindele au rãspuns satisfãcãtor la
cultura in vitro. Pierderile cele mai mari de material la stejarul brumãriu au fost
generate de creºterea discontinuã a lãstarilor ºi eliberarea în mediul de culturã a
substanþelor oxidante, care a determinat uscarea sau brunificarea explantelor.

S-au creat premisele stabilirii secvenþelor de multiplicare ºi selectie in vitro la
stres hidric la stejarul brumãriu. Micropropagarea la stejarul brumãriu, deºi susceptibilã
de perfecþionãri, oferã o alternativã la înmulþirea pe cale vegetativã a genotipurilor
valoroase.
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