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Summary

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.

Key words:
androgenesis, callus, DNA content, haploid.

1. Wstęp

Paprykę roczną (Capsicum annuum L.) uprawia się z dużym po­
wodzeniem na całym świecie. W Połsce jest aktualnie jedynym 
gatunkiem uprawnym z rodzaju Capsicum. W krajach jej pochodze­
nia, w Ameryce znane są także odmiany z gatunku C. frutescens L, 
Tam też, wykorzystywane są dzikie jej formy. Papryka stanowi 
takson charakteryzujący się dużą zmiennością genetyczną (1). 
Wśród cech użytkowych uwagę zwraca występowanie form
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O miękkim miękiszu (ang. soft-flesh) perykarpu po osiągnięciu dojrzałości fizjologicz­
nej. Według Rao i Parana (2) cecha ta związana jest z aktywnością polygalakturona- 
zy. Owoce typu soft-flesh stanowić mogą interesujący surowiec przetwórczy (3).

Wymieniona papryka roczna jest głównym obiektem badań nad indukowaną an- 
drogenezą w kulturach in vitro pylników z rodzaju Caps/cum. Już na początku lat 80. 
XX w. opracowano metody pozyskiwania androhaploidów. Szczególnie intensywne 
badania z tego zakresu prowadzono we Francji. Ich efektem były technologie pro­
dukcji haploidalnych roślin C. annuum L. w kulturach in vitro (4-6).

W literaturze światowej brakuje doniesień dotyczących wydajnych sposobów 
pozyskiwania haploidów u C.frutescens L., gatunku, który jak wspomniano charakte­
ryzuje się dużym zróżnicowaniem fenotypowym. Może być ponadto krzyżowany 
z C. annuum L. dając płodne potomstwo mieszańcowe, wyróżniające się także dużą 
zmiennością genetyczną. Biorąc pod uwagę wymienione uwarunkowania podjęto 
próbę oceny przydatności metody pozyskiwania form haploidalnych, opracowaną 
dla C. annuum L., w zastosowaniu do dwóch genotypów C. frutescens L., charaktery­
zujących się cechą miękkiego miąższu.

2. Materiał i metody

Przedmiotem badań były dwie wyselekcjonowane linie typu soft-flesh Capsicum 
frutescens L. Oznaczono je symbolami Cf SF 1/1 i Cf SF 1/3. Różniły się one pod 
względem cech morfologicznych i użytkowych. Ich ogólną charakterystykę podano 
w tabeli 1.

Tabela 1

Ogólna charakterystyka badanych linii

Symbol linii Plon owoców 
z rośliny (kg)

Średnia masa 
owocu (g)

Grubość ścian 
(mm)

Zawartość 
ekstraktu (%)

Wydajność 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 pojęciem wydajności biotechnologicznej należy rozumieć udział miękkiej tkanki perykarpu, uzyskanej w wyniku pro­
cesu jej mechanicznej separacji od niejadalnych i balastowych części owocu, w masie technologicznej owocu.

Rośliny będące źródłem pąków kwiatowych uprawiano w nieogrzewanym na­
miocie foliowym. Stosowane zabiegi agrotechniczne umożliwiły utrzymanie ich 
w dobrej kondycji zdrowotnej. Kultury pylników prowadzono w dwóch okresach, 
letnim i jesiennym. Pierwszy zaczynał się wykładaniem pylników w końcu czerwca, 
drugi przy końcu września. W całym okresie prowadzenia kultur zastosowano pro­
cedury opisane przez Chambonneta (4) dla C. annuum L.
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Jako kryterium przydatności pąków kwiatowych do wyszczepienia pylników 
przyjęto ogólnie stosowane porównanie długości działek kielicha i płatków korony. 
Zakłada się, że późnojednojądrowa faza rozwoju mikrospor, najbardziej efektywna 
w kulturach in vitro, jest właściwa dla pąków o jednakowej długości działek kielicha 
i płatków korony. Proces indukcji androgenezy obejmował kolejno po sobie nastę­
pujące etapy. Przez 8 początkowych dni pylniki inkubowano na pożywce CP w ciem­
ności, przy temperaturze -l-35°C. Kolejne 4 dni kultura przebiegała w warunkach 
12-godzinnego fotoperiodu i temperaturze -ł-25°C. Następny etap obejmował 
20-30-dniowy okres kultury na pożywce Rl. Uzyskane rośliny prowadzono na po­
żywce V3 do czasu ich przeniesienia i aklimatyzacji na stałym podłożu torfowym.

W trakcie kultur na nielicznych pylnikach obserwowano tworzenie się tkanki ka­
lusowej. Grudki tej tkanki zostały opisane i poddane analizie cytometrycznej. Tę 
samą metodę oceny ploidalności zastosowano dla uzyskanych roślin. Analizy cyto- 
metryczne przeprowadzono według metody opisanej przez Galbraitha i wsp. (7) 
przy użyciu cytometru Partec CCA. Histogramy analizowano za pomocą programu 
komputerowego DPHC V 2.1.

3. Wyniki i dyskusja

w trakcie prowadzenia kultur obu genotypów zaobserwowano tworzenie się 
grudek tkanki kalusowej. Liczba pylników z kalusogenezą była niewielka, osiągając 
poziom 0,5-0,6% ogólnej ich liczby (tab. 2). W cyklu jesiennym, w którym kulturom 
in vitro poddano pylniki genotypu o interesującej odpowiedzi androgenicznej obser­
wowanej latem, nie stwierdzono inicjacji rozwoju tkanki kalusowej. Nie obserwo­
wano także embriogenezy. Również u C. annuum L. opisano zróżnicowaną podat­
ność na tworzenie tkanki kalusowej w zależności od terminu inicjacji kultur (8). 
Różna była także reakcja badanych genotypów.

Tabela 2

Reakcja genotypów na warunki prowadzenia kultury

Okres założenia kultury
Liczba i udział pylników

Liczba i udział roślin
wyłożonych formujących kalus formujących 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 różniły się pod względem barwy, średnicy oraz struktu­
ry, przy czym u obydwu genotypów zakres różnic był zbliżony (tab. 3). Na podstawie 
analizy cytometrycznej wykazano zróżnicowany poziom zawartości DNA zawiera­
jący się w granicach 1C-16C. Tkanka kalusowa miała w każdym z przypadków cha­
rakter miksoploidalny (rys. 1 A).

Charakterystyka tkanki kalusowej

Tabela 3

Genotyp Barwa Średnica (mm) Struktura

biała 3 szklista
Cf SF 1/1 pomarańczowa 3-5 zbita

brązowa 4 zbita i luźna
biała 3 zbita

Cf SF 1/3 pomarańczowa 3-8 zbita
brązowa 3 szklista

względna zawartość DNA

Rys. 1. Histogramy zawartości DNA w jądrach komórkowych: A - tkanki kalusowej, B - rośliny ha- 
ploidalnej, C - rośliny diploidalnej.
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Z siedmiu zarodków jakie powstały wyłącznie w kulturach pylników linii Cf SF 
1/3 uzyskano 4 rośliny (tab. 2). Trzy pozostałe zarodki zamarły w trakcie kolejnych 
etapów kultury. Tkanki pochodzące z roślin poddano analizie cytometrycznej. Za­
wartość DNA u trzech z nich była na poziomie 1C, u czwartej natomiast stwierdzono 
2C DNA (rys. 1 B, C). Oznaczało to, że trzy pierwsze były haploidami o niewątpliwe 
androgenicznym pochodzeniu. W odniesieniu do rośliny diploidalnej można sugero­
wać dwie możliwości JeJ genezy. Jedną z nich Jest somatyczna embriogeneza z tka­
nek pylnika. Druga, bardziej atrakcyjna z praktycznego punktu widzenia, zakładać 
może androgenezę ze spontaniczną diploidyzacją. Takie możliwości tworzenia an- 
drogenicznych diploidów stwierdzono w kulturach in vitro u niektórych gatunków 
roślin (9,10).

Liczba pylników Jakie poddano opisanym w metodzie warunkom kultur in vitro 
była na tyle duża, że uzasadnione. Jak się wydaje. Jest przedstawienie wniosku
0 różnej potencji androgenicznej badanych linii Capsicum frutescens L. Brak danych li­
teraturowych dotyczących omawianego gatunku skłania do poszukiwania analogii 
u C. annuum L W opracowaniu Regnera (11), podsumowującym stan wiedzy z zakre­
su androgenezy u Capsicum spp., zacytowano 51 pozycji literatury. Tylko Jedna doty­
czyła innego gatunku niż C. annuum L, ściślej zaś mieszańców Fi C. annuum L. x 
C. cń/nense Jacq. Zarówno w pracy tego autora. Jak też w przeglądowym artykule Va- 
gera (12) uwagę zwraca zróżnicowanie reakcji różnych genotypów w zakresie odpo­
wiedzi androgenicznej. W ostatnim czasie bardzo interesującą metodę kultur dwu­
warstwowych dla indonezyjskich odmian ostrych C. annuum L. zaprezentowali Supe- 
na i wsp. (13). Uzyskali bardzo wysoką wydajność dla badanych genotypów. Zwrócili 
Jednak uwagę, że tylko około 20% zarodków można było określić Jako normalne
1 tylko one rozwinęły się w rośliny. Cytowani autorzy wskazują na linie DH Jako 
źródło roślin donorowych. Sugestia ta zrozumiała z metodycznego punktu widzenia 
Jest Jednak niepraktyczna. Androgeniczne potomstwo takich linii będzie Jednolite 
genetycznie i identyczne z rośliną donorową.

Na podstawie uzyskanych przez nas wyników wykazaliśmy, że celowe Jest dalsze 
poszukiwanie takich genotypów soft-flesh C. frutescens L., u których możliwe będzie 
uzyskanie zadowalającej efektywności w indukowaniu haploidalnej androgenezy. 
Stworzy to szansę szybkiego pozyskiwania stabilnych genetycznie i interesujących 
użytkowo linii miękkomiękiszowych.
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