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The androgenic response of Capsicumfrutescens L. genotypes in in
vitro anther culture

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 ofthem 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. Wstep

Papryke roczng (Capsicum annuum L.) uprawia sie z duzym po-
wodzeniem na catym Swiecie. W Potsce jest aktualnie jedynym
gatunkiem uprawnym z rodzaju Capsicum. W krajach jej pochodze-
nia, w Ameryce znane sg takze odmiany z gatunku C. frutescens L,
Tam tez, wykorzystywane sg dzikie jej formy. Papryka stanowi
takson charakteryzujacy sie duza zmiennoscig genetyczng (1).
Wsrod cech uzytkowych uwage zwraca wystepowanie form
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o miekkim miekiszu (ang. soft-flesh) perykarpu po osiggnieciu dojrzatosci fizjologicz-
nej. Wedtug Rao i Parana (2) cecha ta zwigzana jest z aktywnoscig polygalakturona-
zy. Owoce typu soft-flesh stanowi¢ moga interesujacy surowiec przetworczy (3).

Wymieniona papryka roczna jest gtownym obiektem badan nad indukowang an-
drogeneza w Kkulturach in vitro pylnikéw z rodzaju Caps/cum. Juz na poczatku lat 80.
XX w. opracowano metody pozyskiwania androhaploidéw. Szczeg6lnie intensywne
badania z tego zakresu prowadzono we Francji. Ich efektem byly technologie pro-
dukcji haploidalnych roslin C. annuum L. w kulturach in vitro (4-6).

W literaturze $Swiatowej brakuje doniesienn dotyczacych wydajnych sposobdw
pozyskiwania haploidéw u C.frutescens L., gatunku, ktéry jak wspomniano charakte-
ryzuje sie duzym zrdznicowaniem fenotypowym. Moze by¢ ponadto krzyzowany
z C. annuum L. dajac ptodne potomstwo mieszancowe, wyrdzniajgce sie takze duzg
zmiennoscig genetyczng. Biorgc pod uwage wymienione uwarunkowania podjeto
probe oceny przydatnosci metody pozyskiwania form haploidalnych, opracowang
dla C. annuum L., w zastosowaniu do dwdch genotypow C. frutescens L., charaktery-
zujgcych sie cechg miekkiego migzszu.

2. Materiat i metody

Przedmiotem badan byly dwie wyselekcjonowane linie typu soft-flesh Capsicum
frutescens L. Oznaczono je symbolami Cf SF 1/1 i Cf SF 1/3. Rdznity sie one pod
wzgledem cech morfologicznych i uzytkowych. Ich og6lng charakterystyke podano
w tabeli 1.

Tabela 1
Ogolna charakterystyka badanych linii
Symbol lini Plon, _owocéw Srednia masa  Grubo$é Scian Zawartos¢ Wydajnos¢ bi,otechnologiczna
z rosliny (kg) owocu (g) (mm) ekstraktu (%) owocow (%)*
CfSF 11 0,84 48 3,79 77 64
CF SF 1/3 0,78 43 4,54 113 65

* Pod pojeciem wydajnosci biotechnologicznej nalezy rozumiec udziat miekkiej tkanki perykarpu, uzyskanej w wyniku pro-
cesu jej mechanicznej separacji od niejadalnych i balastowych czesci owocu, w masie technologicznej owocu.

Rosliny bedace zrodtem pakdéw kwiatowych uprawiano w nieogrzewanym na-
miocie foliowym. Stosowane zabiegi agrotechniczne umozliwity utrzymanie ich
w dobrej kondycji zdrowotnej. Kultury pylnikéw prowadzono w dwoch okresach,
letnim i jesiennym. Pierwszy zaczynat sie wyktadaniem pylnikéw w konicu czerwca,
drugi przy koncu wrzesnia. W catym okresie prowadzenia kultur zastosowano pro-
cedury opisane przez Chambonneta (4) dla C. annuum L.
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Jako kryterium przydatnosci pakéw kwiatowych do wyszczepienia pylnikdw
przyjeto ogdélnie stosowane poréwnanie dtugosci dziatek kielicha i ptatkéw korony.
Zaktada sie, ze pdznojednojgdrowa faza rozwoju mikrospor, najbardziej efektywna
w kulturach in vitro, jest wiasciwa dla pakéw o jednakowej diugosci dziatek kielicha
i ptatkdw korony. Proces indukcji androgenezy obejmowat kolejno po sobie naste-
pujace etapy. Przez 8 poczatkowych dni pylniki inkubowano na pozywce CP w ciem-
nosci, przy temperaturze -I-35°C. Kolejne 4 dni kultura przebiegata w warunkach
12-godzinnego fotoperiodu i temperaturze --25°C. Nastepny etap obejmowat
20-30-dniowy okres kultury na pozywce RI. Uzyskane rosliny prowadzono na po-
zywce V3 do czasu ich przeniesienia i aklimatyzacji na statym podtozu torfowym.

W trakcie kultur na nielicznych pylnikach obserwowano tworzenie sie tkanki ka-
lusowej. Grudki tej tkanki zostaty opisane i poddane analizie cytometrycznej. Te
samg metode oceny ploidalnosci zastosowano dla uzyskanych roélin. Analizy cyto-
metryczne przeprowadzono wedlug metody opisanej przez Galbraitha i wsp. (7)
przy uzyciu cytometru Partec CCA. Histogramy analizowano za pomoca programu
komputerowego DPHC V 2.1.

3. Wyniki i dyskusja

w trakcie prowadzenia kultur obu genotypéw zaobserwowano tworzenie sie
grudek tkanki kalusowej. Liczba pylnikéw z kalusogenezg byta niewielka, osiggajac
poziom 0,5-0,6% ogdlnej ich liczby (tab. 2). W cyklu jesiennym, w ktérym kulturom
in vitro poddano pylniki genotypu o interesujacej odpowiedzi androgenicznej obser-
wowanej latem, nie stwierdzono inicjacji rozwoju tkanki kalusowej. Nie obserwo-
wano takze embriogenezy. Réwniez u C. annuum L. opisano zréznicowang podat-
no$¢ na tworzenie tkanki kalusowej w zaleznosci od terminu inicjacji kultur (8).
Ro6zna byfa takze reakcja badanych genotypow.

Tabela 2
Reakcja genotypéw na warunki prowadzenia kultury
Liczba i udziat pylnikow
Okres zatozenia kultury . . ~ Liczba i udziat roslin
wytozonych formujacych kalus  formujacych zarodki
termin letni
25.06.-30.07.
CfSF 11 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.
CfSF 1/3 1000 0 0 0
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Grudki tkanki kalusowej réznity sie pod wzgledem barwy, Srednicy oraz struktu-
ry, przy czym u obydwu genotypow zakres roznic byt zblizony (tab. 3). Na podstawie
analizy cytometrycznej wykazano zréznicowany poziom zawartosci DNA zawiera-
jacy sie w granicach 1C-16C. Tkanka kalusowa miata w kazdym z przypadkéw cha-
rakter miksoploidalny (rys. 1 A).

Tabela 3
Charakterystyka tkanki kalusowej
Genotyp Barwa Srednica (mm) Struktura
biata 3 szklista
Cf SF 11 pomaraficzowa 35 zbita
brazowa 4 zhita i luzna
biata 3 zhita
Cf SF 1/3 pomaraficzowa 3-8 zhita
brazowa 3 szklista

wzgledna zawarto$¢ DNA

Rys. 1. Histogramy zawartosci DNA w jadrach komérkowych: A - tkanki kalusowej, B - rosliny ha-
ploidalnej, C - rosliny diploidalnej.
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Z siedmiu zarodkow jakie powstaty wytgcznie w kulturach pylnikéw linii Cf SF
1/3 uzyskano 4 rosliny (tab. 2). Trzy pozostate zarodki zamarty w trakcie kolejnych
etapow kultury. Tkanki pochodzace z roslin poddano analizie cytometrycznej. Za-
warto$¢ DNA u trzech z nich byta na poziomie 1C, u czwartej natomiast stwierdzono
2C DNA (rys. 1 B, C). Oznaczato to, ze trzy pierwsze byty haploidami o niewgtpliwe
androgenicznym pochodzeniu. W odniesieniu do rosliny diploidalnej mozna sugero-
wac dwie mozliwosci JeJ genezy. Jedng z nich Jest somatyczna embriogeneza z tka-
nek pylnika. Druga, bardziej atrakcyjna z praktycznego punktu widzenia, zaktadac¢
moze androgeneze ze spontaniczng diploidyzacja. Takie mozliwosci tworzenia an-
drogenicznych diploidéw stwierdzono w kulturach in vitro u niektérych gatunkéw
roslin (9,10).

Liczba pylnikéw Jakie poddano opisanym w metodzie warunkom kultur in vitro
byta na tyle duza, ze uzasadnione. Jak sie wydaje. Jest przedstawienie wniosku
0 r6znej potencji androgenicznej badanych linii Capsicumfrutescens L. Brak danych li-
teraturowych dotyczacych omawianego gatunku sktania do poszukiwania analogii
u C. annuum L W opracowaniu Regnera (11), podsumowujgcym stan wiedzy z zakre-
su androgenezy u Capsicum spp., zacytowano 51 pozycji literatury. Tylko Jedna doty-
czyfa innego gatunku niz C. annuum L, Scislej za$ mieszancow Fi C. annuum L. x
C. ch/nense Jacg. Zaréwno w pracy tego autora. Jak tez w przegladowym artykule Va-
gera (12) uwage zwraca zréznicowanie reakcji réznych genotypéw w zakresie odpo-
wiedzi androgenicznej. W ostatnim czasie bardzo interesujgcg metode kultur dwu-
warstwowych dla indonezyjskich odmian ostrych C. annuum L. zaprezentowali Supe-
na i wsp. (13). Uzyskali bardzo wysoka wydajnos¢ dla badanych genotypdw. Zwrocili
Jednak uwage, ze tylko okoto 20% zarodkéw mozna byto okresli¢ Jako normalne
[ tylko one rozwinety sie w rodliny. Cytowani autorzy wskazujg na linie DH Jako
Zrédto roslin donorowych. Sugestia ta zrozumiata z metodycznego punktu widzenia
Jest Jednak niepraktyczna. Androgeniczne potomstwo takich linii bedzie Jednolite
genetycznie i identyczne z rosling donorowa.

Na podstawie uzyskanych przez nas wynikdw wykazalismy, ze celowe Jest dalsze
poszukiwanie takich genotypdw soft-flesh C. frutescens L., u ktérych mozliwe bedzie
uzyskanie zadowalajgcej efektywnosci w indukowaniu haploidalnej androgenezy.
Stworzy to szanse szybkiego pozyskiwania stabilnych genetycznie i interesujgcych
uzytkowo linii miekkomiekiszowych.
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