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Oxycoccus quadripetalus Gilib. in in vitro culture

Summary

Oxycoccus quadripetalus callus induction and study on its capacity to regener­
ate shoots and/or roots were established. Woody Plant Medium (WPM) with 2iP 
(10 pM) and N/\A (1 pM) was most suitable for callus tissue induction. The high­
est frequency of shoot regeneration was observed on WP Medium supplemented 
with TDZ (0,2 pM) and NAA (1 pM). Multiplication of 0. quadripetalus shoots 
from seedling shoot tips was also realized. Ca 3 (7 cm long) shoots with 
11 nodes per shoot were differentiated from one explant.
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1. Wstęp

Oxycoccus quadripetalus Gilib., żurawina błotna (rodzina Ericaceae), 
to krzewinka od dawna stosowana w medycynie ludowej, a od 
połowy XX w. również w medycynie konwencjonalnej. Sok z żu­
rawiny znany jest ze swej skuteczności w profilaktyce przeciwko 
zapaleniu dróg moczowych, za co prawdopodobnie odpowie­
dzialne są cykliczne proantocyjanidyny obecne w owocach (1). Po­
nadto opisano antyoksydacyjne i przeciwzakrzepowe właściwości 
flawonoidów (2) oraz przeciwnowotworowe działanie antocyja- 
nów i proantocyjanidyn (3) zawartych w owocach.

Żurawina błotna rozmnaża się głównie wegetatywnie. Gatu­
nek ten wykazuje także zdolność do rozwoju generatywnego, 
jednak tylko 45% zalążków spośród 20 występujących w zalążni
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rozwija się w dojrzałe nasiona zawierające prawidłowo rozwinięte zarodki zygo- 
tyczne (4).

W pracy podjęto próby namnożenia pędów żurawiny błotnej z wierzchołkowych 
części siewek oraz regeneracji pędów poprzez organogenezę tkanki kalusowej. 
Zbadano także zależność organogenezy od ekspłantatu, użytego podłoża oraz typu 
i stężenia cytokininy.W literaturze brak danych dotyczących hodowli in vitro gatun­
ku 0. qiiadripetalus. Opracowano natomiast model mikropropagacji innego gatunku 
żurawiny - żurawiny wielkoowocowej, Vaccinium nmcrocarpon (5,6).

2. Materiał i metody

2.1. Hodowle in vitro

Nasiona z Ogrodu Botanicznego w Łodzi po sterylizacji i usunięciu łupiny nasien­
nej wykładano na pożywkę Woody Plant (WP) (7) z kinetyną (0,2 pM) i kwasem gibe- 
relinowym (0,5 pM). Probówki z nasionami umieszczano w fitotronie w ciemności, 
a po wykiełkowaniu nasion (po 2 tygodniach) przeniesiono je na światło o natężeniu 
40 pM/m^s. Eksplantaty pozyskiwano z 4-tygodniowych siewek. Do indukcji tkanki 
kalusowej użyto fragmentów hipokotyli lub korzeni. Eksplantaty umieszczano na 
agarowej pożywce WPM lub Zimmermana (Z) (8) z kwasem naftylo-1-octowym (NAA) 
(1 pM) i jedną z trzech cytokinin: 6(yy, dimetyloalliloamino)-puryną (2iP), 6-benzylo- 
aminopuryną (BAP) lub tidiazuronem (TDZ) w różnych stężeniach (tab.). Po 5 tygo­
dniach oceniano: procent eksplantatów tworzących kalus, procent kalusów różni­
cujących pędy, liczbę pędów na kalus i procent kalusów różnicujących korzenie. 
Wierzchołkowe części siewek (pączek szczytowy -E łodyżka nadliścieniowa) przeno­
szono na pożywkę WPM wzbogaconą w kwas indolilo-3-octowy (lAA) (0,5 pM), BAP 
(2 pM) i 2iP (25 pM). Uzyskane pędy po 5 tygodniach dzielono na fragmenty (0,7 cm) 
obejmujące pojedynczy węzeł, które umieszczano na pożywce WPM z tymi samymi 
regulatorami wzrostu (0,5 pM lAA, 2 pM BAP, 25 pM 2iP). Kultury prowadzono w fi­
totronie, przy ciągłym oświetleniu lampami fluorescencyjnymi, na świetle o natęże­
niu 40 pM/m^s, w temperaturze 26°C.

2.2. Statystyka

Doświadczenia obejmujące próby indukcji i organogenezy tkanki kalusowej 
Oxycoccus qiiadripetalus Gilib. na każdej z testowanych pożywek powtarzano 3-krot- 
nie. jedna próba obejmowała ok. 7 eksplantatów ± błąd standardowy. Wyniki poda­
ne w tabeli są średnią z ok. 20 eksplantatów ± błąd standardowy.
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3. Wyniki i dyskusja

Z przeprowadzonych badań wynika, że jednym z istotnych czynników wpły­
wających na indukcję i organogenezę tkanki kalusowej 0. quadripetalus jest rodzaj 
użytej pożywki. Z dwóch pożywek wykorzystanych w pracy (Z i WPM) lepsza oka­
zała się WPM. Dlatego pożywkę tę zastosowano w dalszych etapach badań. Również 
z pracy Marcotrigiano i McGlew (6) wynika, że podłoże WP było najodpowiedniejsze 
dla regeneracji pędów żurawiny wielkoowocowej. Przy jego zastosowaniu badacze 
uzyskali wyższy wskaźnik regeneracji pędów, niż na pożywce Andersona, Gambor- 
ga, czy Murashige i Skooga.

Indukcja tkanki kalusowej 0. quadripetalus i jej zdolność do organogenezy zale­
żała również od rodzaju cytokininy w pożywce WPM (tab.). Dla indukcji kalusa naj­
lepsze (biorąc pod uwagę częstość powstawania kalusa i jego wielkość) było pod­
łoże zawierające 2iP w stężeniu 10 pM. Najlepsze efekty w odniesieniu do regenera­
cji pędów z tkanki kalusowej uzyskano przy zastosowaniu TDZ w stężeniu 0,2 pM. 
W tych warunkach maksymalnie 47% kalusów regenerowało średnio 2-3 pędy przy­
byszowe o średniej długości 1,1 cm. Tkanka kalusowa była zwarta, gruzełkowata, 
w kolorze czerwonym ze względu na obecność antocyjanów (fot. 1). Po zwiększeniu 
stężenia TDZ do 5 pM częstość organogenezy znacznie się obniżyła; pędy tworzyło 
tylko 7% kalusów. W stężeniu 10 pM TDZ całkowicie hamowało zdolność kalusów 
do organogenezy. Z pracy Marcotrigiano i wsp. (5) wynika, że takie stężenie TDZ 
było odpowiednie dla bezpośredniej regeneracji pędów przybyszowych z eksplanta- 
tów liściowych żurawiny wielkoowocowej. W tych warunkach uzyskano średnio 
9 pędów/eksplantat (5).

Mniej odpowiednią cytokininą do tworzenia pędów z tkanki kalusowej 0. quadripetalus 
okazało się 2iP. Przy zastosowaniu tej cytokininy w stężeniu 10 pM pędy regenero­
wało tylko 15% kalusów zapoczątkowanych z hipokotyla. Przy użyciu wyższych stę­
żeń 2iP (45 pM lub 80 pM) nie obserwowano już kaulogenezy. Zauważono, że 2iP 
we wszystkich zastosowanych stężeniach stymuluje zdolność kalusów do regenera­
cji korzeni. Do regeneracji pędów V. macrocarpon Qu i wsp. (9) stosowali 2iP w po­
łączeniu z NAA lub bez tej auksyny. Badacze uzyskiwali lepsze efekty po wyelimino­
waniu NAA z pożywki.

Przy zastosowaniu BAPjako cytokininy w ogóle nie obserwowano tworzenia pę­
dów z tkanki kalusowej 0. quadripetalus. Kalusy hodowane w tych warunkach wyka­
zywały natomiast zdolność do ryzogenezy (tab.).
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Tabela

Wpłyti\ rodzaju eksplantatu i cytokininy na indukcję i organogenezę tkanki kalusowej Oxycoccus quadripetalus 
Gilib. na pożywce WPM wzbogaconej w NAA 1 |uiM. Okres hodowli - 5 tygodni

Cytokinina (pM)

Rodzaj odpowiedzi Eksplantat B.AP TDZ 2iP

1 8 21 0,2 5 10 10 45 80

% eksplantatów hipokotyi 100 100 67 90 83 80 100 83 100
tworzących kalus korzeń 80 87 100 93 80 80 67 67 75

% kalusów hipokotyi - - - 47 7 - 15 - -

różnicujących pędy korzeń - - - 38 - - - - -

liczba hipokotyi - - - 3 3 - 1 - -

pędów/kalus korzeń - - - 2 - - - - -

% kalusów hipokotyi 100 100 90 - - - 100 90 65

różnicujących korzenie korzeń 100 100 80 - - - 100 80 50

- brak odpowiedzi

Badając zależność między zdolnością kalusa 0. quadripetalus do organogenezy 
a rodzajem eksplantatu zauważono, że nieco więcej pędów regenerowała tkanka 
kalusowa zapoczątkowana z hipokotyla, niż pochodząca z korzeni. W optymalnych 
warunkach, tj. przy zastosowaniu 0,2 pM TDZ kalus indukujący pędy przybyszowe 
formował się na 47% hipokotyli i 38% korzeni (tab.).

Fot. 1. Regeneracja pąków i pędów 
z tkanki kalusowej powstałej z hipokotyla 
siewki Oxycoccus quadripetalus. Kalus hodo­
wano na agarowej pożywce WP z TDZ 
(0,2 pM) i NAA (1 pM). Okres hodowli: 5 ty­
godni. Skala - 1 cm
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Fot. 2. Namnażanie pędów Oxycoccus quadripetalus 
z wierzchołkowych części siewek na agarowej po­
żywce WP z 2iP (25 pM), BAP (2 pM) i lAA (0,5 pM). 
Okres hodowli: 5 tygodni. Skala - 1 cm.

W badaniach nad mikrorozmnażaniem żurawiny błotnej przeprowadzono rów­
nież mnożenie pędów z wierzchołkowych części siewek. Z Jednego eksplantatu 
uzyskiwano średnio 3 długie (do 7 cm) pędy boczne z dużą liczbą węzłów (1 l/pęd) 
(fot. 2). Fragmenty pędów obejmujące pojedynczy węzeł umieszczane na świeżym 
podłożu rozwijały również 3 pędy boczne z 12 węzłami. Pędy ukorzeniano na 
pożywce WPM bez regulatorów wzrostu. W tych warunkach w ciągu 5 tygodni 67% 
pędów wytwarzało korzenie.

Praca finansowana przez UM w Łodzi w ramach działalności statutowej nr 503-312-1.
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