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S u m m a r y

Two soft-flesh Capsicum frutescens L. lines were used in the study. The

androgenesis process was induced according to the procedure described for C.

annuum L. In the cultures established in summer, not many anthers forming the

callus tissue were observed. Cytometric analysis showed the presence of cells

with different content of DNA. Among 1.000 anthers displayed of one line,

seven embryos were observed. Four embryos continued the development re-

sulting in obtaining plants. Three of them had the DNA content on 1C level, the

fourth one was diploid. The test of an androhaploid induction in autumn cycle,

with the genotype of positive response in summer, was not successful.
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1. Wstêp

Paprykê roczn¹ (Capsicum annuum L.) uprawia siê z du¿ym po-

wodzeniem na ca³ym œwiecie. W Polsce jest aktualnie jedynym

gatunkiem uprawnym z rodzaju Capsicum. W krajach jej pochodze-

nia, w Ameryce znane s¹ tak¿e odmiany z gatunku C. frutescens L.

Tam te¿, wykorzystywane s¹ dzikie jej formy. Papryka stanowi

takson charakteryzuj¹cy siê du¿¹ zmiennoœci¹ genetyczn¹ (1).

Wœród cech u¿ytkowych uwagê zwraca wystêpowanie form
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o miêkkim miêkiszu (ang. soft-flesh) perykarpu po osi¹gniêciu dojrza³oœci fizjologicz-

nej. Wed³ug Rao i Parana (2) cecha ta zwi¹zana jest z aktywnoœci¹ polygalakturona-

zy. Owoce typu soft-flesh stanowiæ mog¹ interesuj¹cy surowiec przetwórczy (3).

Wymieniona papryka roczna jest g³ównym obiektem badañ nad indukowan¹ an-

drogenez¹ w kulturach in vitro pylników z rodzaju Capsicum. Ju¿ na pocz¹tku lat 80.

XX w. opracowano metody pozyskiwania androhaploidów. Szczególnie intensywne

badania z tego zakresu prowadzono we Francji. Ich efektem by³y technologie pro-

dukcji haploidalnych roœlin C. annuum L. w kulturach in vitro (4-6).

W literaturze œwiatowej brakuje doniesieñ dotycz¹cych wydajnych sposobów

pozyskiwania haploidów u C. frutescens L., gatunku, który jak wspomniano charakte-

ryzuje siê du¿ym zró¿nicowaniem fenotypowym. Mo¿e byæ ponadto krzy¿owany

z C. annuum L. daj¹c p³odne potomstwo mieszañcowe, wyró¿niaj¹ce siê tak¿e du¿¹

zmiennoœci¹ genetyczn¹. Bior¹c pod uwagê wymienione uwarunkowania podjêto

próbê oceny przydatnoœci metody pozyskiwania form haploidalnych, opracowan¹

dla C. annuum L., w zastosowaniu do dwóch genotypów C. frutescens L., charaktery-

zuj¹cych siê cech¹ miêkkiego mi¹¿szu.

2. Materia³ i metody

Przedmiotem badañ by³y dwie wyselekcjonowane linie typu soft-flesh Capsicum

frutescens L. Oznaczono je symbolami Cf SF 1/1 i Cf SF 1/3. Ró¿ni³y siê one pod

wzglêdem cech morfologicznych i u¿ytkowych. Ich ogóln¹ charakterystykê podano

w tabeli 1.

T a b e l a 1

Ogólna charakterystyka badanych linii

Symbol linii
Plon owoców
z roœliny (kg)

Œrednia masa
owocu (g)

Gruboœæ œcian
(mm)

Zawartoœæ
ekstraktu (%)

Wydajnoœæ biotechnologiczna
owoców (%)*

Cf SF 1/1 0,84 48 3,79 7,7 64

CF SF 1/3 0,78 43 4,54 11,3 65

* Pod pojêciem wydajnoœci biotechnologicznej nale¿y rozumieæ udzia³ miêkkiej tkanki perykarpu, uzyskanej w wyniku pro-
cesu jej mechanicznej separacji od niejadalnych i balastowych czêœci owocu, w masie technologicznej owocu.

Roœliny bêd¹ce Ÿród³em p¹ków kwiatowych uprawiano w nieogrzewanym na-

miocie foliowym. Stosowane zabiegi agrotechniczne umo¿liwi³y utrzymanie ich

w dobrej kondycji zdrowotnej. Kultury pylników prowadzono w dwóch okresach,

letnim i jesiennym. Pierwszy zaczyna³ siê wyk³adaniem pylników w koñcu czerwca,

drugi przy koñcu wrzeœnia. W ca³ym okresie prowadzenia kultur zastosowano pro-

cedury opisane przez Chambonneta (4) dla C. annuum L.
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Jako kryterium przydatnoœci p¹ków kwiatowych do wyszczepienia pylników

przyjêto ogólnie stosowane porównanie d³ugoœci dzia³ek kielicha i p³atków korony.

Zak³ada siê, ¿e póŸnojednoj¹drowa faza rozwoju mikrospor, najbardziej efektywna

w kulturach in vitro, jest w³aœciwa dla p¹ków o jednakowej d³ugoœci dzia³ek kielicha

i p³atków korony. Proces indukcji androgenezy obejmowa³ kolejno po sobie nastê-

puj¹ce etapy. Przez 8 pocz¹tkowych dni pylniki inkubowano na po¿ywce CP w ciem-

noœci, przy temperaturze +35°C. Kolejne 4 dni kultura przebiega³a w warunkach

12-godzinnego fotoperiodu i temperaturze +25°C. Nastêpny etap obejmowa³

20-30-dniowy okres kultury na po¿ywce R1. Uzyskane roœliny prowadzono na po-

¿ywce V3 do czasu ich przeniesienia i aklimatyzacji na sta³ym pod³o¿u torfowym.

W trakcie kultur na nielicznych pylnikach obserwowano tworzenie siê tkanki ka-

lusowej. Grudki tej tkanki zosta³y opisane i poddane analizie cytometrycznej. Tê

sam¹ metodê oceny ploidalnoœci zastosowano dla uzyskanych roœlin. Analizy cyto-

metryczne przeprowadzono wed³ug metody opisanej przez Galbraitha i wsp. (7)

przy u¿yciu cytometru Partec CCA. Histogramy analizowano za pomoc¹ programu

komputerowego DPHC V 2.1.

3. Wyniki i dyskusja

W trakcie prowadzenia kultur obu genotypów zaobserwowano tworzenie siê

grudek tkanki kalusowej. Liczba pylników z kalusogenez¹ by³a niewielka, osi¹gaj¹c

poziom 0,5-0,6% ogólnej ich liczby (tab. 2). W cyklu jesiennym, w którym kulturom

in vitro poddano pylniki genotypu o interesuj¹cej odpowiedzi androgenicznej obser-

wowanej latem, nie stwierdzono inicjacji rozwoju tkanki kalusowej. Nie obserwo-

wano tak¿e embriogenezy. Równie¿ u C. annuum L. opisano zró¿nicowan¹ podat-

noœæ na tworzenie tkanki kalusowej w zale¿noœci od terminu inicjacji kultur (8).

Ró¿na by³a tak¿e reakcja badanych genotypów.

T a b e l a 2

Reakcja genotypów na warunki prowadzenia kultury

Okres za³o¿enia kultury
Liczba i udzia³ pylników

Liczba i udzia³ roœlin
wy³o¿onych formuj¹cych kalus formuj¹cych zarodki

termin letni

25.06.-30.07.

Cf SF 1/1 1000 5 (0,5%) 0 0

Cf SF 1/3 1000 6 (0,6%) 7 (0,7%) 4 (0,4%)

termin jesienny

28.09.-30.09.

Cf SF 1/3 1000 0 0 0
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Grudki tkanki kalusowej ró¿ni³y siê pod wzglêdem barwy, œrednicy oraz struktu-

ry, przy czym u obydwu genotypów zakres ró¿nic by³ zbli¿ony (tab. 3). Na podstawie

analizy cytometrycznej wykazano zró¿nicowany poziom zawartoœci DNA zawiera-

j¹cy siê w granicach 1C-16C. Tkanka kalusowa mia³a w ka¿dym z przypadków cha-

rakter miksoploidalny (rys. 1 A).

T a b e l a 3

Charakterystyka tkanki kalusowej

Genotyp Barwa Œrednica (mm) Struktura

bia³a 3 szklista

Cf SF 1/1 pomarañczowa 3-5 zbita

br¹zowa 4 zbita i luŸna

bia³a 3 zbita

Cf SF 1/3 pomarañczowa 3-8 zbita

br¹zowa 3 szklista
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Rys. 1. Histogramy zawartoœci DNA w j¹drach komórkowych: A – tkanki kalusowej, B – roœliny ha-

ploidalnej, C – roœliny diploidalnej.



Z siedmiu zarodków jakie powsta³y wy³¹cznie w kulturach pylników linii Cf SF

1/3 uzyskano 4 roœliny (tab. 2). Trzy pozosta³e zarodki zamar³y w trakcie kolejnych

etapów kultury. Tkanki pochodz¹ce z roœlin poddano analizie cytometrycznej. Za-

wartoœæ DNA u trzech z nich by³a na poziomie 1C, u czwartej natomiast stwierdzono

2C DNA (rys. 1 B, C). Oznacza³o to, ¿e trzy pierwsze by³y haploidami o niew¹tpliwe

androgenicznym pochodzeniu. W odniesieniu do roœliny diploidalnej mo¿na sugero-

waæ dwie mo¿liwoœci jej genezy. Jedn¹ z nich jest somatyczna embriogeneza z tka-

nek pylnika. Druga, bardziej atrakcyjna z praktycznego punktu widzenia, zak³adaæ

mo¿e androgenezê ze spontaniczn¹ diploidyzacj¹. Takie mo¿liwoœci tworzenia an-

drogenicznych diploidów stwierdzono w kulturach in vitro u niektórych gatunków

roœlin (9,10).

Liczba pylników jakie poddano opisanym w metodzie warunkom kultur in vitro

by³a na tyle du¿a, ¿e uzasadnione, jak siê wydaje, jest przedstawienie wniosku

o ró¿nej potencji androgenicznej badanych linii Capsicum frutescens L. Brak danych li-

teraturowych dotycz¹cych omawianego gatunku sk³ania do poszukiwania analogii

u C. annuum L. W opracowaniu Regnera (11), podsumowuj¹cym stan wiedzy z zakre-

su androgenezy u Capsicum spp., zacytowano 51 pozycji literatury. Tylko jedna doty-

czy³a innego gatunku ni¿ C. annuum L, œciœlej zaœ mieszañców F1 C. annuum L. x

C. chinense Jacq. Zarówno w pracy tego autora, jak te¿ w przegl¹dowym artykule Va-

gera (12) uwagê zwraca zró¿nicowanie reakcji ró¿nych genotypów w zakresie odpo-

wiedzi androgenicznej. W ostatnim czasie bardzo interesuj¹c¹ metodê kultur dwu-

warstwowych dla indonezyjskich odmian ostrych C. annuum L. zaprezentowali Supe-

na i wsp. (13). Uzyskali bardzo wysok¹ wydajnoœæ dla badanych genotypów. Zwrócili

jednak uwagê, ¿e tylko oko³o 20% zarodków mo¿na by³o okreœliæ jako normalne

i tylko one rozwinê³y siê w roœliny. Cytowani autorzy wskazuj¹ na linie DH jako

Ÿród³o roœlin donorowych. Sugestia ta zrozumia³a z metodycznego punktu widzenia

jest jednak niepraktyczna. Androgeniczne potomstwo takich linii bêdzie jednolite

genetycznie i identyczne z roœlin¹ donorow¹.

Na podstawie uzyskanych przez nas wyników wykazaliœmy, ¿e celowe jest dalsze

poszukiwanie takich genotypów soft-flesh C. frutescens L., u których mo¿liwe bêdzie

uzyskanie zadowalaj¹cej efektywnoœci w indukowaniu haploidalnej androgenezy.

Stworzy to szansê szybkiego pozyskiwania stabilnych genetycznie i interesuj¹cych

u¿ytkowo linii miêkkomiêkiszowych.
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