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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 NNA (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. Wstep

Oxycoccus gquadripetalus Gilib., zurawina btotna (rodzina Ericaceae),
to krzewinka od dawna stosowana w medycynie ludowej, a od
potowy XX w. réwniez w medycynie konwencjonalnej. Sok z zu-
rawiny znany jest ze swej skutecznosci w profilaktyce przeciwko
zapaleniu drog moczowych, za co prawdopodobnie odpowie-
dzialne sg cykliczne proantocyjanidyny obecne w owocach (1). Po-
nadto opisano antyoksydacyjne i przeciwzakrzepowe wiasciwosci
flawonoidéw (2) oraz przeciwnowotworowe dzialanie antocyja-
néw i proantocyjanidyn (3) zawartych w owocach.

Zurawina blotna rozmnaza sie giéwnie wegetatywnie. Gatu-
nek ten wykazuje takze zdolno$¢ do rozwoju generatywnego,
jednak tylko 45% zalgzkéw sposréd 20 wystepujgcych w zalgzni
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rozwija sie w dojrzate nasiona zawierajgce prawidlowo rozwiniete zarodki zygo-
tyczne (4).

W pracy podjeto préby namnozenia pedéw zurawiny btotnej z wierzchotkowych
czesci siewek oraz regeneracji pedéw poprzez organogeneze tkanki kalusowej.
Zbadano takze zalezno$¢ organogenezy od ekspfantatu, uzytego podtoza oraz typu
i stezenia cytokininy.W literaturze brak danych dotyczacych hodowli in vitro gatun-
ku 0. giiadripetalus. Opracowano natomiast model mikropropagacji innego gatunku
zurawiny - zurawiny wielkoowocowej, Vaccinium nmcrocarpon (5,6).

2. Materiat i metody

2.1. Hodowle in vitro

Nasiona z Ogrodu Botanicznego w todzi po sterylizacji i usunieciu tupiny nasien-
nej wyktadano na pozywke Woody Plant (WP) (7) z kinetyna (0,2 pM) i kwasem gibe-
relinowym (0,5 pM). Probéwki z nasionami umieszczano w fitotronie w ciemnosci,
a po wykietkowaniu nasion (po 2 tygodniach) przeniesiono je na Swiatto o natezeniu
40 pM/m~s. Eksplantaty pozyskiwano z 4-tygodniowych siewek. Do indukcji tkanki
kalusowej uzyto fragmentéw hipokotyli lub korzeni. Eksplantaty umieszczano na
agarowej pozywce WPM lub Zimmermana (Z) (8) z kwasem naftylo-1-octowym (NAA)
(1 pM) ijedna z trzech cytokinin: 6(yy, dimetyloalliioamino)-puryna (2iP), 6-benzylo-
aminopuryng (BAP) lub tidiazuronem (TDZ) w réznych stezeniach (tab.). Po 5 tygo-
dniach oceniano: procent eksplantatow tworzacych kalus, procent kaluséw rdézni-
cujacych pedy, liczbe pedoéw na kalus i procent kaluséw réznicujgcych korzenie.
Wierzchotkowe czesci siewek (paczek szczytowy -E todyzka nadliscieniowa) przeno-
szono na pozywke WPM wzbogacong w kwas indolilo-3-octowy (IAA) (0,5 pM), BAP
(2 pM) i 2iP (25 pM). Uzyskane pedy po 5 tygodniach dzielono na fragmenty (0,7 cm)
obejmujace pojedynczy wezet, ktére umieszczano na pozywce WPM z tymi samymi
regulatorami wzrostu (0,5 pM IAA, 2 pM BAP, 25 pM 2iP). Kultury prowadzono w fi-
totronie, przy ciaglym oswietleniu lampami fluorescencyjnymi, na Swietle o nateze-
niu 40 pM/m”s, w temperaturze 26°C.

2.2. Statystyka

Doswiadczenia obejmujace proéby indukcji i organogenezy tkanki kalusowej
Oxycoccus giiadripetalus Gilib. na kazdej z testowanych pozywek powtarzano 3-krot-
nie. jedna proba obejmowata ok. 7 eksplantatow + btgd standardowy. Wyniki poda-
ne w tabeli sg Srednig z ok. 20 eksplantatow + blad standardowy.
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3. Wyniki i dyskusja

Z przeprowadzonych badan wynika, ze jednym z istotnych czynnikéw wpty-
wajgcych na indukcje i organogeneze tkanki kalusowej 0. quadripetalus jest rodzaj
uzytej pozywki. Z dwoch pozywek wykorzystanych w pracy (Z i WPM) lepsza oka-
zata sie WPM. Dlatego pozywke te zastosowano w dalszych etapach badan. Réwniez
z pracy Marcotrigiano i McGlew (6) wynika, ze podtoze WP byto najodpowiedniejsze
dla regeneracji pedéw zurawiny wielkoowocowej. Przy jego zastosowaniu badacze
uzyskali wyzszy wskaznik regeneracji pedéw, niz na pozywce Andersona, Gambor-
ga, czy Murashige i Skooga.

Indukcja tkanki kalusowej 0. quadripetalus i jej zdolnos¢ do organogenezy zale-
zala rowniez od rodzaju cytokininy w pozywce WPM (tab.). Dla indukcji kalusa naj-
lepsze (biorgc pod uwage czesto$¢ powstawania kalusa i jego wielkos¢) byto pod-
toze zawierajgce 2iP w stezeniu 10 pM. Najlepsze efekty w odniesieniu do regenera-
cji pedéw z tkanki kalusowej uzyskano przy zastosowaniu TDZ w stezeniu 0,2 pM.
W tych warunkach maksymalnie 47% kalusow regenerowalto Srednio 2-3 pedy przy-
byszowe o Sredniej dtugosci 1,1 cm. Tkanka kalusowa byta zwarta, gruzetkowata,
w kolorze czerwonym ze wzgledu na obecnos$¢ antocyjanow (fot. 1). Po zwiekszeniu
stezenia TDZ do 5 pM czesto$¢ organogenezy znacznie sie obnizyla; pedy tworzylo
tylko 7% kaluséw. W stezeniu 10 pM TDZ catkowicie hamowato zdolno$¢ kalusow
do organogenezy. Z pracy Marcotrigiano i wsp. (5) wynika, ze takie stezenie TDZ
byto odpowiednie dla bezposredniej regeneracji pedéw przybyszowych z eksplanta-
toéw lisciowych zurawiny wielkoowocowej. W tych warunkach uzyskano srednio
9 pedoéw/eksplantat (5).

Mniej odpowiednig cytokining do tworzenia pedow z tkanki kalusowej 0. quadripetalus
okazato sie 2iP. Przy zastosowaniu tej cytokininy w stezeniu 10 pM pedy regenero-
wato tylko 15% kaluséw zapoczatkowanych z hipokotyla. Przy uzyciu wyzszych ste-
zen 2iP (45 pM lub 80 pM) nie obserwowano juz kaulogenezy. Zauwazono, ze 2iP
we wszystkich zastosowanych stezeniach stymuluje zdolnos¢ kaluséw do regenera-
cji korzeni. Do regeneracji pedéw V. macrocarpon Qu i wsp. (9) stosowali 2iP w po-
taczeniu z NAA lub bez tej auksyny. Badacze uzyskiwali lepsze efekty po wyelimino-
waniu NAA z pozywki.

Przy zastosowaniu BAPjako cytokininy w ogéle nie obserwowano tworzenia pe-
dow z tkanki kalusowej 0. quadripetalus. Kalusy hodowane w tych warunkach wyka-
zywaly natomiast zdolnos¢ do ryzogenezy (tab.).
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Tabela

Wplyti\ rodzaju eksplantatu i cytokininy na indukcje i organogeneze tkanki kalusowej Oxycoccus quadripetalus
Gilib. na pozywce 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
% eksplantatow hipokotyi 100 100 67 920 83 80 100 83 100
tworzacych kalus korzen 80 87 100 93 80 80 67 67 75
% kalusow hipokotyi - - - 47 7 — 15 — _
réznicujacych pedy korzen - - - 38 - - - - -
liczba hipokotyi - - - 3 3 - 1 _ _
pedoéw/kalus korzen _ _ _ 2 _ _ _ _ _
% kaluséw hipokotyi 100 100 920 - - - 100 90 65
réznicujacych korzenie  korzeri 100 100 80 - _ - 100 80 50

- brak odpowiedzi

Badajac zaleznos¢ miedzy zdolnoscig kalusa 0. quadripetalus do organogenezy
a rodzajem eksplantatu zauwazono, ze nieco wiecej pedow regenerowata tkanka
kalusowa zapoczagtkowana z hipokotyla, niz pochodzaca z korzeni. W optymalnych
warunkach, tj. przy zastosowaniu 0,2 pM TDZ kalus indukujgcy pedy przybyszowe
formowat sie na 47% hipokotyli i 38% korzeni (tab.).

Fot. 1. Regeneracja pakéw i pedoéw
z tkanki kalusowej powstatej z hipokotyla
siewki Oxycoccus quadripetalus. Kalus hodo-
wano na agarowej pozywce WP z TDZ
(0,2 pM) i NAA (1 pM). Okres hodowli: 5 ty-
godni. Skala - 1 cm
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Fot. 2. Namnazanie pedéw Oxycoccus quadripetalus
z wierzchotkowych cze$ci siewek na agarowej po-
zywce WP z 2iP (25 pM), BAP (2 pM) i IAA (0,5 pM).
Okres hodowli: 5 tygodni. Skala - 1 cm.

W badaniach nad mikrorozmnazaniem zurawiny btotnej przeprowadzono row-
niez mnozenie pedéw z wierzchotkowych czesci siewek. Z Jednego eksplantatu
uzyskiwano s$rednio 3 dlugie (do 7 cm) pedy boczne z duza liczbg weziéw (1 I/ped)
(fot. 2). Fragmenty peddéw obejmujace pojedynczy wezel umieszczane na Swiezym
podiozu rozwijaly réwniez 3 pedy boczne z 12 weziami. Pedy ukorzeniano na
pozywce WPM bez regulatoréw wzrostu. W tych warunkach w ciggu 5 tygodni 67%
pedéw wytwarzato korzenie.

Praca finansowana przez UM w todzi w ramach dziatalnosci statutowej nr 503-312-1.
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