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WSTEP

Dotychczas u papryki nie udalo si¢ uzyskac tak wydajnego systemu regeneracji jak
u innych przedstawicicli Solanacae [5]. Przebadano rézne Zrodla eksplantatow pap-
ryki pod wzgledem ich zdolnosci do pelnej regeneracji roslin. Byly to migdzy innymi
wicrzcholki pedu, hypokotyle i1 liscienic siewek, liscie, pylniki, niedojrzale zarodki
a takze protoplasty [1,3,5]. Biorac pod uwage zdolno$ci regeneracyjne eksplantatow
papryki, liscicnic okazaly si¢ jednym z najlepszych zrodet [1,4]. O potencjale morfo-
genetycznym papryki decyduja, oprocz inicjalnego zZrodla cksplantatu, takze inne
czynniki jak genotyp [7,9]. regulatory wzrostu oraz warunki wzrostu takie jak
dlugos¢ fotoperiodu i temperatura [8].

Zadanicm ninicjszej pracy bylo okrcslenic zdolnosci organogenetycznych liscieni

papryki.

MATERIAL | METODY

Nasiona Capsicum annuum L., cv. Bryza sterylizowano w 4% roztworze podchlo-
rynu sodowego przez 7 minut, nast¢pnic plukano w sterylnej wodzie i wykladano na
rozcicficzong (1:1) pozywke mineralng Murashige i Skoog'a (MS) (6) zestalona aga-
rem (0,8%).

Z 4-tygodniowych sterylnych sicwek papryki odcinano liscienie, ktore podziclono
na dwic czgsei (o dlugosci okolo 22 mm): proksymalng (P) i dystalng.(D). Eksplan-
taty umicszczano na pozywce horyzontalnie, strona abaksjalng. Polowki liscienia na
pozywce MS z [AA (kwas indolilo-3-octowy) i BAP (6-benzyloaminopuryna) w ste-
zeniach 0.2; 1.0; 5.0; 25.0 mg/l, pojedynczo lub w kombinacjach.

Kictkowanic nasion, wzrost sicwek, jak réwnicz wzrost i roznicowanie cksplanta-
tow zachodzilo w warunkach 16h fotoperiodu, przy nat¢zeniu $wiatla okolo 3000 Ix,
w temperaturze 25 + 2° C. Zrédlo $wiatla stanowily swietlowki LF-40 W, Doswiad-
czenic wykonano w 2 powtoérzeniach, przy czym kazda kombinacja regulatorow
wzrostu obcjmowala 12 cksplantatéw. Po uplywie 4 tygodni okreslono zdolnosci
morfogenctyczne liscieni.
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WYNIKI

Izolowane eksplantaty liscieni papryki na pozywce MS z regulatorami wzrostu
wykazaly zdolnosci do tworzenia kalusa, korzeni, pakow przybyszowych oraz struk-
tur lisciopodobnych.

Morfogenez¢ i wzrost eksplantatow czesci dystalnej oraz proksymalngj liScicnia
przedstawiaja rysunki 1 i 2; danc dotyczace czgstotliwosci tworzenia pakow przy-
byszowych i korzeni na cksplantatach zamicszczonc sa na rysunku 3. Na pozywce
MS bez regulatoréw wzrostu nastapito tylko minimalne powigkszenic cksplantatéw:.
Eksplantaty dystalnej i proksymalncj czgéei liscienia w obecnoscei samej auksyny wy-
kazaly zdolnos$¢ do tworzenia tkanki kalusowej na powicrzchniach cigcia, jednakze
dalszy jej wzrost byl ograniczony. Rdwnoczesnic z tworzenicm kalusa zachodzila ry-
gogeneza, Roznicowanice korzeni nastgpowalo na wszystkich cksplantatach dystalncj
jak i proksymalnej czesci liscienia przy stezeniach 5.0 i 25.0 mg/l IAA (rysunck 3).

Z kolel pojedynczo zastosowana cytokinina nic tylko indukowala powstawanic ka-
lusa, ale rowniez przy najwyzszym sigzeniu (25.0 mg/l BAP) réznicowanic pakéw
przybyszowych. Tworzyly si¢ one na obu typach cksplantatow a cfcklywno$é tego
procesu wynosila 8-33% (rysunek 3).

Znacznie lepsze wyniki odnosnic indukcji kalusa, ryzogenczy oraz tworzcnia
pakéw i struktur lisciopodobnych uzyskano stosujac kombinacj¢ IAA + BAP
(rysunck 2, 3). Na pozywkach z 0,2 mg/l BAP +1AA (0.2; 1.0; 5.0; 25.0 mg/)
zwickszyl si¢ procent liscieni tworzacych korzenie (rysunck 3), zwlaszcza przy niz-
szych stezeniach TAA (0.2 1 1.0 mg/l). Powicrzchnic cigcia cksplantatow pokrywal
bialy, zbity kalus (rysunck 1) i podobnic jak na pozywkach z samg auksyna. nic
uzyskano roznicowania.

Zwickszenic st¢zenia BAP do 1.0 mg/l w kombinacjach z poszczegélnymi stgze-
niami IAA (rysunek 3) wplyng¢lo na indukcje pakow przybyszowych, przy jednoczes-
nym nicwielkim obnizeniu czgstotliwosci ryzogenezy. Indukcja pakéw zachodzila po
stronie cksplantatu bedacej w kontakcic z pozywka. Na wyzcj wymicnionych kombi-
nacjach rcgulatoréw wzrostu zachodzil takze optymalny wzrost tkanki kalusowgj
(rysunck 1). Obfity, zbity kalus résl szczegolnic intensywnic na powicrzchniach cig-
cia eksplantatow (rysunek 2), lecz nic wykazywal zdolnosci do organogenczy.

Jak wynika z rysunku 3, przy kombinacji 5.0 mg/l BAP z badanymi st¢zeniami
[AA obscrwowano wzrost liczby cksplantatow, na ktérych roznicowaly si¢ paki
przybyszowe i znaczne obnizenic liczby cksplantatow tworzacych korzenic. Pozywka
MS zawicrajaca 5.0 mg/l BAP + 0.2 mg/l [AA okazala si¢ optymalng dla indukcji
pakow na czesci proksymalngj liscienia. Po 3 tygodniach wzrostu nicktore z zaindu-
kowanych pakéw rozwingly sic w strukiury lisciopodobne (rysunck 2). Wzrost kalu-
sa nic byl juz tak intensywny jak na pozywkach zawicrajacych 1.0 mg/l BAP i IAA
w roznych st¢zeniach (rysunek 1).

Dalsze zwigkszenie st¢zenia BAP do 25.0 mg/l w pozywkach z IAA wplynglo na
obnizenic czgstotliwosci tworzenia pakéw przybyszowych na cksplantatach, glownic
przy nizszych st¢zeniach IAA (0.2 1 1.0 mg/l), przy czym roéwnoczesnic nastgpowalo
calkowitec zahamowanic ryzogenezy (rysunck 3). Indukcja tkanki kalusowej wyste-
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BAP (mg/1)

IAA (mg/1)

Rysunck 1. Wplyw IAA/BAP na tworzenie kalusa i organogenezg w eksplantatach proksymalnej (P)
oraz dystalnej (D) czgsci liscienia papryki

Figure 1. The effect of IAA/BAP on organogenesis in proximal (P) and distal (D) cotyledon part
of pepper

powala glownie na eksplantatach liscieniowych inkubowanych na pozywkach z 25.0
mg/t BAP w kombinacjach z nizszymi st¢zeniami IAA (0.2 i 1.0 mg/). Natomiast
BAP (25.0 mgA) w kombinacji z. wyzszymi poziomami [AA (5.0 i 25.0 mgf)
stymulowala rozwdj struktur liciopodobnych (rysunek 1). Przy st¢zeniu 25.0 mg/t
BAP + 5.0 mg/l IAA na wszystkich eksplantatach dystalnej cze$ci liScienia nastgpo-
wala indukcja pakow (rysunek 1).
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Z przeprowadzonych badan wynika, iz zaréwno cz¢sé dystalna jak i proksymalna
liscienia zdolna jest do organogenezy, chociaz nieco wigkszy potencjal morfogene-
tyczny posiada ta ostatnia. Ponadto wykazano, ze dla optymalnego tworzenia pakow
przybyszowych niezbgdne jest wspotdziatanie cytokininy z auksyna. Badania histolo-
giczne nad okresleniem roznicowania si¢ pakow — bezposrednio z eksplantatow czy
za pos$rednictwem kalusa — sa w toku.

DYSKUSJA

Z przeprowadzonych badan wynika, iz eksplantaty dystalnej jak i proksymalnej
czgsci liscienia papryki cv.Bryza w zaleznosci od zastosowanych regulatorow wzros-
tu, zdolne sa do tworzenia kalusa, korzeni i pakéw przybyszowych. W obecnosci
- samej cytokininy paki przybyszowe tworzyly si¢ na obu typach eksplantatow, lecz
z niska wydajnoscig i tylko przy najwyzszym stezeniu. Natomiast zastosowanie kom-
binacji BAP + IAA wplynglo na réznicowanie pakéw juz przy nizszym poziomie
cytokininy. Efektywne wspoldzialanie auksyn (kwas indolilo-3-octowy, kwas
indolilo-3-maslowy, kwas naftylo-1-octowy, kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy) z cy-
tokininami (6-benzyloaminopuryna, kinetyna, zeatyna) w indukcji pakéw przybyszo-
wych na eksplantatach liscieniowych papryki opisali takze Gunay i Rao [4] oraz
Phillips i Hubstenberger [8]. Najliczniej paki przybyszowe tworzyly si¢ na cksplan-
tatach liscieni w obecno$ci wyzszych stezen BAP w kombinacji z IAA, zakres tych
stezen wahal si¢ od 2.0-50.0 mg/l'i zalezal od badanego genotypu i czynnikoéw egzo-
gennych,

Roéwniez w niniejszej pracy wykazano wspéldziatanic BAP z IAA w indukcji
pakow przybyszowych i stymulujacy wplyw wyzszych stgzen BAP (5.0 1 25.0 mg/l).
Oprocz liscieni takze inne eksplantaty takie jak: dojrzale zarodki, wierzcholki pgdu,
hypokotyle, czy liscie papryki [1,8] wymagaja do réznicowania pakéw wyzszych po-
ziomow cytokininy.

W przeprowadzonych badaniach uzyskano réznicowanie pakéw przybyszowych
z poréwnywalng czgstotliwoscia na obu badanych czgsciach liscienia, chociaz na
czgsci proksymalnej indukcja korzeni i pakow przybyszowych byla nieco wyzsza, -
Wieksze réznice w zdolnosciach organogenetycznych obu czesci liscienia otrzymali
Arroyo i Revilla [2]. Stosujac dwie odmiany papryki (Pico, Piquillo), uzyskali rozni-
cowanic pakow przybyszowych na czgéci proksymalnej liscienia z czgstotliwoscia
2-krotnie wigksza niz na cz¢$ci dystalnej. Roznice w indukcji pakéw na analogicz-
nych cz¢éciach lidcienia u roznych odmian papryki mozna wytlumaczy¢ miedzy
innymi rézna wielkoscia eksplantatéow, czy tez odmiennoscig genotypowa, ktdra jak
wiadomo jest jednym z wazniejszych czynnikow decydujacych o zdolnosciach rege-
neracyjnych [7,9]

Uzyskane wyniki badan pozwolily okresli¢ warunki regeneracji papryki cv. Bryza
z eksplantatow liscieniowych, a takze poszerzyly wiedzg o zakresie odpowiedzi mor-
fogenetycznej liscieni w zaleznosci od stgzen uzytych regulatoréw wzrostu i ich kom-
binacji. Stanowia one wstgp do dalszych badan nad okre$leniem warunkow dla
pelnej regeneracji roslin z pakow przybyszowych liscieni.
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STRESZCZENIE

Na eksplantatach liscieniowych Capsicum annuum L., cv. Bryza auksyna (IAA) indukowala
tworzenie tkanki kalusowej oraz korzeni. Natomiast cytokinina (BAP) stymulowala nie tylko wzrost
kalusa, ale rowniez przy najwyzszym stgzeniu, tworzenie pakow przybyszowych. Dla wydajnego
tworzenia pakéw jak 1 korzeni niezbgdna jest obecnos¢ obu regulatoréw wzrostu. Nie wykazano wie-
kszego wplywu czynnika endogennego (czg$¢ dystalna i proksymalna liscienia) na zdolnosci regene-
racyjne,

CALLUS FORMATION AND ORGANOGENESIS FROM COTYLEDONS OF PEPPER
CULTURED IN VITRO

A. Gatz
Department of Plant Physiology, University of Technology and Agriculture in Bydgoszcz

Summary

Auxin (TAA) induced callus and root formation in cotyledon explants of Capsicum annuum L., cv.
Bryza. On the other hand cytokinin (BAP) at the highest concentration stimulated not only callus
growth, but also adventitious bud formation. The usage of JAA/BAP combinations is necessary to
obtain an efficient adventitious bud and root formation. The endogenous factor (distal and proximal
parts of cotyledon) did not affect on the regeneration capability significantly.
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