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Wstęp 
    

Papryka (Capsicum annuum L.) należy do rodziny Solanaceae. Uważana jest za gatunek ważny ekonomicznie. Papryka słodka (wielkoowocowa) wykorzystywana jest do bezpośredniego spożycia oraz do przetwórstwa. Owoce papryki ostrej (drob- Noowocowej) są stosowane jako przyprawy i do celów leczniczych. Specyficzny smak papryki ostrej uwarunkowany jest wysoką zawartością kapsaicyny. Owoce pa- pryki są bogate w kwas askorbinowy, witaminy B;, B>iE, prowitaminę A i karoteno- idy oraz w kwasy organiczne (np. kwas cytrynowy, jabłkowy). 
Papryka jest podatna na infekcje grzybowe i wirusowe. Hodowla odpornościowa Jest długa i pracochłonna. Otrzymywanie odmian odpornych można przyspieszyć, stosując techniki transformacji genetycznej. Wprowadzenie transgenów powodu- Jących podniesienie odporności na patogeny może skrócić okres otrzymywania mate- natu wyjściowego do hodowli. W procesie transgenezy można też wprowadzić geny z organizmów, które nie krzyżują się z Capsicum annuum. 
Efektywna metoda regeneracji roślin w kulturach in vitro jest podstawowym wa- tunkiem opracowania systemu transformacji. Mimo wielu wysiłków przykłady uzy- Kania transgenicznych roślin papryki nie są liczne [10, 12,35, 36, 41, 60, 62]. Uważa SIĘ, że powodem opóźnienia w uzyskiwaniu transgenicznych roślin papryki jest brak Przydatnej do celów transformacji wydajnej metody regeneracji [9, 16, 19, 38]. Warto przeprowadzić analizę wyników licznych prac i określić najlepsze warunki regenera- di roślin z różnych typów eksplantatów papryki.
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Eksplantaty liścieniowe, hipokotylowe i liściowe 
  

Rodzaj eksplantatu i różnice odmianowe 

Do doświadczeń, których celem jest opracowanie efektywnej metody regeneracji 

roślin papryki, wykorzystywano najczęściej eksplantaty liścieniowe, hipokotylowe 

lub liściowe. Pobiera się je z młodych siewek papryki. Siewki takie otrzymuje się, 

umieszczając odkażone nasiona na ubogiej w składniki mineralne pożywce agarowej 

lub na sterylnej bibule filtracyjnej nasączonej wodą. 

W wielu doświadczeniach próbowano określić, który z wymienionych wyżej eks- 

plantatów ma wyższy potencjał morfogenetyczny [11, 16, 24, 34, 61]. Christopher i 

Rajam [11] wykorzystali eksplantaty liścieniowe, hipokotylowe i liściowe, jednak 

najwięcej rozwijających się pędów uzyskali z eksplantatów liściowych. Zhu i in. [62] 

pobierali do transformacji tkanki pochodzące z różnych organów trzytygodniowych 

siewek. Najwyższą efektywność indukcji pąków i późniejszego rozwoju roślin uzy- 

skali dla eksplantatów pochodzących z młodych liści, natomiast eksplantaty hipoko- 

tylowe były najmniej przydatne do regeneracji. W doświadczeniu, w którym próbo- 

wano zregenerować pędy z eksplantatów liściowych i liścieniowych pochodzących z 

polskiej odmiany Bryza, zaobserwowano, że na tych samych pożywkach pąki pędowe 
formowały się liczniej na liścieniach niż na eksplantatach liściowych. Zaindukowane 

pąki rozwijały się głównie w struktury liściopodobne. Wyższy potencjał morfogene- 
tyczny liścieni niż liści można tłumaczyć tym, że liścienie są bogatszym źródłem sub- 

stancji odżywczych [24]. Z innych publikacji wynika, że najwyższą efektywność or- 
ganogenezy pąków pędowych można uzyskać z eksplantatów hipokotylowych i lis- 

cieniowych [16, 34, 61]. 

Primordia powstawały na rozrastającej się części bazalnej eksplantatów hipokoty- 
lowych i różnicowały się wokół powierzchni cięcia, która miała bezpośredni kontakt z 

pożywką [17, 20]. Podobnie eksplantaty liścieniowe wytwarzały primordia pędów W 

miejscu cięcia przylegającym do pożywki. Makroskopowo widoczne były deformacje 

eksplantatów i wyraźnie jaśniejsze miejsca cięcia, na których pojawiły się ciemniejsze 
punkty primordiów [3, 9, 21, 46]. Korzenie młodych siewek uznano za materiał, z które- 

go regeneracja pąków pędowych jest niemożliwa. Na eksplantatach korzeniowych nie 

obserwowano tworzenia primordiów i kalusa, a jedynie rozwój nowych korzeni. Liczba 

powstających korzeni zależna była od stężenia auksyn w pożywce. Po upływie około 

jednego miesiąca korzenie zaczynały brązowieć i obumierały [16]. 
Na właściwy przebieg organogenezy ma wpływ wiek roślin, z których pobiera się 

eksplantaty. Ogólnie można stwierdzić, że wraz ze starzeniem się roślin następuje ob- 
niżenie zdolności do formowania pąków i pędów [53, 57]. Gdy do doświadczenia wy” 

korzystano siewki w fazie zakrzywionego hipokotyla (9 dni od wyłożenia nasion na 

pożywkę), wówczas uzyskano najwyższy procent wytworzonych pąków i pędów n4 
eksplantatach hipokotylowych [53].



Regeneracja roślin papryki... 65 

Zauważono różnice w zdolności do organogenezy dla poszczególnych segmen- 
tów tego samego organu. Jeżeli liście i liścienie papryki podzielono na trzy części: 
górną (dystalną), środkową i dolną (proksymalną), to najwyższą liczbę formujących 
się pąków obserwowano na segmencie środkowym. Wraz ze wzrostem koncentracji 
BAP (6-benzyloaminopuryna) w pożywce otrzymano różnicowanie pąków w dużo 
większej liczbie eksplantatów na dystalnych częściach liści i liścieni [18]. W wypad- 
ku podziału liścieni na dwie części, dystalną i proksymalną, większą efektywność or- 
ganogenezy pąków przybyszowych i korzeni zanotowano dla części proksymalnej [4, 
23]. Różnice w zdolności do organogenezy poszczególnych segmentów opisano rów- 
nież dla eksplantatów hipokotylowych, które cięto na sześć części. Po dwóch tygo- 
dniach kultury pierwsze dwa segmenty produkowały primordia pędowe przy słabym 
wzroście kalusa i korzeni, na segmentach środkowych występowała dominacja korze- 
nii kalusa, natomiast pędy rozwijały się rzadko. Dolne partie hipokotyla (dwa ostatnie 
segmenty) tworzyły wiele korzeni i jednocześnie tkankę kalusową. Fakt ten autorzy 
wytłumaczyli zróżnicowanym poziomem endogennych auksyn w poszczególnych 
segmentach hipokotyla [20]. 

Czynnikiem mającym istotny wpływ na efektywność regeneracji jest odmiana lub 
forma botaniczna. Każda odmiana charakteryzuje się właściwościami, do których na- 
leży także odpowiedź morfogenetyczna w kulturach in vitro [46]. Nie zawsze pobra- 
nie takiego samego eksplantatu z różnych genotypowo roślin w obrębie tego samego 
gatunku i umieszczenie w tych samych warunkach stymulujących różnicowanie i re- 
generację daje ten sam wynik [4]. 

Jacobs i Stephens [32] badali 63 formy i odmiany i uzyskali regenerację roślin dla 
jedenastu. Rogozińska i Tobolewska [55] w badaniach nad regeneracją papryki wyko- 
rzystały sześć odmian. Pomimo zastosowania takich samych warunków kultury 
wystąpiły znaczne różnice w odpowiedzi morfogenetycznej eksplantatów badanych 
odmian. Najwyższą wydajność regeneracji uzyskano dla odmiany Bryza. Szasz 1 in. 
[58] badali zdolność do regeneracji 7 form. Regenerację pędów z eksplantatów hipo- 

kotylowych uzyskali dla większości z nich. W wypadku eksplantatów liścieniowych 
Iegenerację uzyskano jedynie dla dwóch odmian, a po zastosowaniu pożywki z TDZ 
dla czterech. 

Ezura i in. [17] opisali system regeneracji roślin papryki na pożywkach bez regu- 
latorów wzrostu. Otrzymanych wyników nie udało się powtórzyć w wypadku innych 
odmian papryki. Fakt ten wytłumaczono różnicami odmianowymi [52]. 

Pożywki i regulatory wzrostu 

Badania wpływu regulatorów wzrostu i ich stężeń na indukowanie procesu różni- 
owania eksplantatów i rozwój roślin prowadzi się najczęściej na podstawowej 
Pożywce MS [42]. W przeprowadzonym doświadczeniu Lim i in. [36] zastosowali 

Pożywkę MS z uzupełnieniem witaminowym opracowanym dla pożywki BS [22]. W 

5- 
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Tabela 1. Wyniki regeneracji z eksplantatów liścieniowych, hipokotylowych i liściowych 
papryki (od 1994 roku) na podstawie wybranych (dobrze udokumentowanych) doświadczeń 
  

  

Odmiana/forma Eks- Substancję wzrostowe  Regene- Rok/źródło 
plantat [mg : dm ~] racja 

Capsicum annuum — Bryza С 5 ВАР + 0,2 [АА Р 1994 [23] 

Capsicum annuum — Bryza C*,L 5-10 ВАР + | [АА P > PE 1994 [24] 

Capsicum annuum — Kujawianka С 2 BAP P 1995 [21] 

Capsicum annuum — Sivriya, C*,H  1-1,5 TDZ P 1995 [48] 
C. baccatum v. pendulum 1-1,5 TDZ + 0,5 IAA 

Capsicum annuum — Cuneo, C,H* 2-5 BAP+0,3-1IAA P-» PE 1995 [58] 
Nocera, Suptol, Rapiers F| 
(27 odmian) 

Capsicum annuum — 5 odmian C,H, 5BAP P > PE 1996 [11] 
C. baccatum, L* 3 BAP + | [АА 

C. praetermissum 

Capsicum annuum — Jolo Wonder, C,H,L 2lublOBAP+1IAA P 1996 [38] 
Early California Wonder, Jupiter, 
Liberty Bell i inne 

Capsicum annuum — Sweet Banana H 5 BAP P 1996 [52] 

Capsicum annuum chilli — Mulato H P > PE 1996 [53] 
Bajio 

Capsicum annuum — Bryza toni 10 BAP + 0,1 NAA P > PE 1996 [54] 
pn 

Capsicum annuum — Zhong Hua #2 H,L* 8BAP+2IAA Р 1996 [62] 
Capsicum annuum — Pusa Jwala С 0,5 TDZ; 0,5 IAA P — PE 1998 [41] 

Capsicum annuum chilli — Holiday C 5-7 BAP + 2 PAA P > PE 1999 [30] 
Cheer, Fiesta 

C — liscienie; H — hipokotyle; L — liście; P — pąki przybyszowe; PE — pędy, rośliny; 
pn — połówki nasion; * najlepiej regenerujący eksplantat. 

wypadku regeneracji papryki na pożywce MS, niezawierającej regulatorów wzrostu, 
nie obserwowano rozwoju pąków pędowych [9] lub tylko niewielkie powiększenie 
eksplantatów [23]. 

Ważnym składnikiem pożywek regeneracyjnych są cukry. Najczęściej stosuje się 
sacharozę. Dostarczenie sacharozy eksplantatom hipokotylowym jest szczególnie 
ważne w ciągu pierwszych dni kultury, kiedy następuje indukcja primordiów pędu: 
Prowadzenie kultury eksplantatów papryki przez 72 godziny na pożywce bez sacha- 

rozy powodowało zmniejszenie zdolności do inicjacji pąków. Po 8 dniach bez sacha- 
rozy traciły zdolność do regeneracji [52]. Stężenie sacharozy w pożywkach wynosiło 

3% [5, 30, 49, 52]. Według niektórych autorów, w procesie regeneracji pędów papryki 
glukoza jest lepszym źródłem węgla niż sacharoza [29, 37, 49]. 

Ważnym składnikiem pożywek, na których następuje indukcja rozwoju primor- 
diów, są substancje wzrostowe. Pod wpływem cytokinin i auksyn następowała induk- 
cja primordiów, która prowadziła do rozwoju struktur liściowych i pędowych (tab. 1).
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Dane dotyczące składu substancji wzrostowych stosowanych w doświadczeniach 
wcześniejszych, zebrane w pracy przeglądowej Fari i Andrasfalvy [19], jak również 
późniejsze, zestawione w tabeli 1, wskazują, że najlepsze wyniki otrzymywano sto- 
sując BAP (6-benzyloaminopuryna) i IAA (kwas indolilooctowy). W obecności tych 
hormonów wzrostu eksplantaty miały zdolność do inicjacji pędów i korzeni przy 
ograniczonym wzroście kalusa [56]. W początkowych badaniach nad regeneracją pa- 
pryki Gunay i Rao [27] stwierdzili, że optymalne koncentracje to 2 mg BAP: dm? i 
l mglAA : dm”. Wzrost stężenia auksyny (do 3 mg: dm ”) powodował zahamowanie 
rozwoju pąków i jednocześnie stymulację wzrostu tkanki kalusowej [56]. Zauważono 
też, że BAP w wyższych koncentracjach, tj. 3-7 mg: dm”, wpływała na wytwarzanie 
większej ilości pąków pędowych [16, 56]. Jeszcze wyższe stężenie tego hormonu (10, 
15, 25 mg - dm”) częściowo lub całkowicie hamowało ryzogenezę, a także obniżało 
procentowy udział eksplantatów z pąkami pędowymi, szczególnie przy niskich stęże- 
niach IAA (0,2 mg : ат °) [23]. Stwierdzono również, że 10mg BAP: dm *w porów- 
naniu z 2 mg : dm” miało wpływ na indukcję większej liczby pąków, ale znacznie 
mniejszych rozmiarów [5, 38]. 

Aktywność indukcyjną poszczególnych cytokinin można przedstawić w nastę- 
pującej kolejności: BAP, kinetyna, zeatyna, 2iP (6-y,y-dimetyloalliloaminopuryna) 
[53]. Porównując wpływ kinetyny i BAP stwierdzono, że pierwszy z tych regulatorów 
stymulował przede wszystkim wzrost kalusa, natomiast drugi organogenezę [27, 53]. 
Kinetyna wpływała na organogenezę w nieznacznym stopniu [3, 27, 53, 56]. Autorzy 
publikacji dotyczących regeneracji papryki wykazali, że BAP jest niezbędne do zaini- 
cjowania rozwoju pąków i pędów [46, 56]. Na podstawie wyników badań przeprowa- 
dzonych dla odmiany Sweet Banana stwierdzono, że BAP była niezbędna do formo- 
wania pędów z eksplantatów hipokotylowych [51]. BAP była potrzebna do indukcji 
organogenezy pędów w pierwszych tygodniach kultury, ale okres przebywania eks- 
plantatów na pożywce indukcyjnej zależał od odmiany. Na pożywce zawierającej ze- 
atynę pąki pędowe były formowane sporadycznie i poprzedzone wzrostem kalusa 
[27]. W doświadczeniach z 2iP obserwowano tylko biało-zielony kalus [45]. Odmien- 
ne wyniki uzyskała Binzel i in. [5] — na pożywkach z zeatyną lub 2iP obserwowali 
nee) formujących się pąków pędowych niż na pożywkach z dodatkiem kinetyny lub 
AP. 

Związkiem o działaniu podobnym do cytokinin jest tidiazuron (TDZ). Pozytywny 
Wpływ tidiazuronu na wydajność regeneracji obserwowano w kulturach grochu [7], 
fasoli [40], tytoniu [25] i wielu innych. W wypadku papryki wykazano, że eksplantaty 
liścieniowe pewnych odmian nie wykazywały indukcji po dodaniu BAP, a wytwa- 
tzały pędy po traktowaniu tidiazuronem [57]. Do regeneracji pędów papryki z eks- 
plantatów liścieniowych Manoharan i in. [41] wykorzystali pożywki zawierające IAA 
IBĄP lub TDZ. Najwięcej pąków pędowych formowało się na pożywkach z tidiazu- 
tonem, a udział tkanki kalusowej był niższy niż na pożywce z BAP.
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Ryzogeneza następowała po dodaniu do pożywki IAA [3, 16, 21]. Optymalna 

pożywka dla procesu ryzogenezy to MS zawierająca 0,5 mg IAA : dm [16, 21] lub 

1 mg IAA: dm? [24]. Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) hamowat rozw6j ko- 

rzeni, powodował powstawanie luźnego kalusa na powierzchni cięcia eksplantatu. W 

obecności BAP i 2,4-D eksplantaty wytwarzały zbity kalus przy jednoczesnym hamo- 

waniu organogenezy pędów 1 korzeni [45]. Dodanie do pożywki, zawierającej IAA z 

BAP, gibereliny (GA3) powodowało silny wzrost kalusa. Zastąpienie IAA inną auk- 

syną, np. NAA (kwas a-naftaleno-octowy), hamowało organogenezę całkowicie [2, 

27] lub częściowo [45], a sprzyjało wzrostowi kalusa. Husain i in. [30] porównywali 

wpływ dwóch auksyn, IAA i PAA (kwas fenylooctowy), na indukcję pąków i rozwój 

roślin papryki. Pąki indukowane na pożywce zawierającej BAP i IAA były często 

zniekształcone i nie rozwijały się w normalne pędy. Pod wpływem BAP i PAA nastę- 

pował wzrost efektywności regeneracji, przejawiający się zwiększoną liczbą pąków, 

które następnie rozwijały się w normalne rośliny. 
W początkach lat dziewięćdziesiątych ukazały się prace, w których wskazywano 

na pozytywny wpływ azotanu srebra na organogenezę w kulturze tkanek papryki. Ja- 

cobs 1 Stephens [32] testowali pożywki zawierające azotan srebra (10 mg: dm *), uzy- 

skując różnicowanie pędów i jednocześnie formowanie kalusa. Lim i in. [36] stwier- 

dzili, że po dodaniu do pożywki AgNO; (5—10 umol * dm *) wydajność regeneracji 
wzrastała o około 10%. Hyde i Phillips [31] uznali azotan srebra za niezbędny do in- 
dukcji morfogenezy pędów z eksplantatów liścieniowych oraz kontynuacji wzrostu 

odróżnicowanych organów. 

Indukowanie somatycznej embriogenezy i kultury pylnikowe 
  

System regeneracji roślin papryki w kulturach in vitro opiera się głównie na for- 

mowaniu pąków przybyszowych i rozwoju pędów w wyniku organogenezy z eks- 

plantatów. Najwięcej publikacji dotyczy tego typu kultur. 
Dobrze opracowany system somatycznej embriogenezy mógłby być wykorzysta” 

ny dla celów transformacji. Somatyczna embriogeneza polega na rozwoju bipolar- 

nych struktur z komórek somatycznych. Somatyczne zarodki można uzyskiwać z ka- 
lusa lub bezpośrednio z eksplantatów z pominięciem fazy kalusa [1, 28]. Na pożywce 
MS zawierającej 2,4-D (4 mg: dm *), TDZ (2m g' dm *) i wysokie stężenia sacharozy 
(610%) somatyczne zarodki formowały się bezpośrednio na wierzchołkach zarod- 
ków zygotycznych. Badania histologiczne wykazały, że embriogeneza drugorzędowa 
następowała bezpośrednio z pierwszorzędowych somatycznych zarodków. Różnico" 
wanie zarodków było niezsynchronizowane [6]. Harini i Sita [28] również wykazali, 
że formowanie i rozwój zarodków somatycznych może zachodzić na pożywkach Z4- 
wierających 1-5 2,4-D mg dm" i8—10% sacharozy. Przy niższych stężeniach sacha- 
rozy nie następowała inicjacja zarodków somatycznych. Według Fari [18], najbar”



Regeneracja roślin papryki... 69 

dziej odpowiednia dla kultur zarodków była pożywka zawierająca 0,1 mg BAP : dm", 
0,5 mg IAA - dm” i 0,5 mg GA; - dm*. 

Buyukalace i Mavituna [8] opisali regenerację roślin papryki z embriogenicznego 
kalusa, stosując pożywki płynne zawierające m.in. 2,4-D i 3% sacharozy. 

Na podstawie własnych doświadczeń (nieopublikowane) jak również najnow- 
szych doniesień [59] należy stwierdzić, że brak jest procedury prowadzącej do efek- 
tywnej i powtarzalnej somatycznej embriogenezy u papryki. 

Kultura pylników papryki na sztucznych pożywkach jest dobrze poznana i stoso- 
wana w wielu ośrodkach [15, 33, 39]. Można zapytać, czy pylniki nie byłyby dobrym 
eksplantatem do transformowania i regeneracji? 

Technika kultur pylnikowych opiera się na indukcji sporofitycznego rozwoju ko- 
mórek gametofitu w warunkach in vitro. W wyniku kultury pylników uzyskuje się ha- 
ploidalne bądź diploidalne rośliny (spontaniczna diploidyzacja lub regeneracja z ko- 
mórek somatycznych pylnika). 

Z licznych publikacji wiadomo, że istotny wpływ na efektywność kultur pylniko- 
wych mają warunki wegetacji roślin donorowych. Temperatura i wiek roślin wpły- 
wały na różnicowanie zarodków z pylników papryki. Temperatura w fitotronie lub 
szklarni powinna wynosić 26°C, szczególnie w ostatnim tygodniu przed pobraniem 
pylników. Natomiast długość dnia nie miała znaczenia dla procesu androgenezy [33]. 
Dla pylników zebranych w maju lub w czerwcu regeneracja była bardziej wydajna niż 
poza naturalnym sezonem wegetacji [44]. Ważna była również faza rozwoju pąka 
kwiatowego i odpowiadająca temu faza rozwoju mikrospor. Za kryterium przyjmo- 
wano podobną długość płatków korony i działek kielicha, odpowiada to późnej fazie 
jądrowej mikrospory [26, 39]. 

Warunkiem większej wydajności regeneracji było umieszczenie w pierwszych 
2-8 dniach kultur pylnikowych w ciemności, w temperaturze 359C [15]. Najczęściej 
były stosowane pożywki (C i R) opracowane przez Dumasa de Vaulx i in. [15]. Ich 
modyfikacje dotyczyły głównie składu i stężenia regulatorów wzrostu. Najczęściej 
Stosowane substancje wzrostowe stymulujące androgenezę to 2,4-D i kinetyna. Kwas 
2,4-dichlorofenoksyoctowy może indukować regenerację form haploidalnych [44]. 
Niższą efektywność regeneracji w kulturach pylnikowych papryki uzyskano na 
pożywce zawierającej BAP, aczkolwiek w wypadku dwóch odmian zarodki formo- 
wały się jedynie w obecności BAP [49]. 

Opracowane techniki kultur pylników papryki pozwalają uzyskiwać rośliny ha- 
ploidalne ze zmienną wydajnością [14, 44]. Ltifi i Wenzel [39] otrzymali średnio 3,49 
roślin papryki na 100 pylników. Z ośmiu form wykorzystanych w tym doświadczeniu 
zdolność do regeneracji wykazało sześć. QiniRotino [50] uzyskiwali 1,3—20 roślin na 
100 pylników. Zależność odmianowa, długi okres regeneracji roślin, a także koniecz- 
ność zapewnienia optymalnych warunków wzrostu roślinom — dawcom pylników — 
Powoduje, że pylniki nie są stosowane jako eksplantaty do transformacji papryki.
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Kultury protoplastów 
  

Do uzyskiwania regenerantów papryki w kulturach in vitro zastosowano także 

kultury protoplastów. Protoplasty wielu gatunków roślin były wykorzystywane do 

transformacji. Można postawić pytanie, czy protoplasty papryki nie byłyby lepszym 

obiektem do transformacji niż eksplantaty siewkowe. 

Materiałem do izolacji protoplastów były tkanki liści [43, 54] lub pędów [13]. W 

celu wywołania plazmolizy komórek tkankę inkubowano w roztworze manmnitolu. 

Diaz i in. [13] stosowali stałe stężenie mannitolu dla kilku badanych linii Capsicum. 

Natomiast Murphy i Kyle [43] stwierdzili, że stężenie roztworu mannitolu powinno 

być dobrane indywidualnie dla każdej odmiany, a nawet rodzaju tkanki. Jednym zeta- 

pów izolacji protoplastów było trawienie w roztworze enzymów celulazy (1%) i ma- 

cerazy (0,25%) [13] lub celulazy (1%), macerazy (1%) i pektoliazy (0,25%) [43]. Pek- 

toliaza znacząco skraca czas potrzebny do uwolnienia komórek, a brak tego enzymu w 

roztworze obniża jakość protoplastów [43]. 
W celu zainicjonowania podziałów komórkowych protoplasty powinno umieścić 

się pomiędzy warstwami agaru lub agarozy [13, 55]. W trakcie prowadzenia kultury 

do podłoża uwalniane są związki fenolowe, które mogą uniemożliwiać podziały i roz- 

wój protoplastów. Obecność agarozy obniża zawartość polifenoli [13]. Diaz i in. [13] 

uzyskali regenerację roślin dla jednej z czterech badanych odmian. 
Na podstawie wcześniejszych publikacji oraz publikacji cytowanych wyżej moż- 

na stwierdzić, że prace doświadczalne nad kulturą protoplastów nie dały efektywnej 

procedury regeneracji roślin. Oznacza to, że obecnie ten system nie powinien być po- 

lecany do produkcji roślin transgenicznych papryki. 

Podsumowanie 
  

W ciągu ostatnich kilkunastu lat ukazało się wiele publikacji, w których autorzy do- 
noszą o próbach opracowania metody regeneracji roślin papryki w kulturach in vitro. SyS- 
tem regeneracji papryki opiera się głównie na formowaniu pąków przybyszowych i roz- 
woju pędów z eksplantatów liścieniowych, hipokotylowych i liściowych. Znaczący 
wpływ na organogenezę pędów z eksplantatów siewkowych ma zawartość substancji 
wzrostowych w pożywce. Także czynniki endogenne, takie jak odmiana i typ eksplantatu, 
mają istotny wpływ na efektywność tego procesu [11, 17, 46, 49, 55, 58]. Tylko w w nie- 
licznych doświadczeniach otrzymano rośliny z wybranych odmian [4, 11, 31, 57,61]. 

Znane są również próby regeneracji roślin papryki w kulturach protoplastów [13, 
56], kulturach pylników [15, 33] oraz w wyniku somatycznej embriogenezy [6, 28]. 

Jednak, jak dotąd, nie opisano wydajnego i uniwersalnego systemu, który z powo” 
dzeniem można by zastosować dla większości odmian. Dlatego też istnieje niewiele 

publikacji dotyczących transformacji papryki zakończonej pozytywnym wynikiem.
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Uzyskano transgeniczne rośliny papryki odporne na herbicydy [60], rośliny z wpro- 
wadzonym genem CMV-CP, warunkującym odporność na wirusa mozaiki ogórka 
[62], lub genem ADA (Mouse Adenosine Deaminase) [35, 36]. Poza tym wprowadza- 
no gen reporterowy uid A, a testy histochemiczne wykazały aktywność tego genu w 
organach zregenerowanych roślin [10, 12, 41]. 
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Summary 

Pepper (Capsicum annuum L.) is an important crop plant worldwide used as a sp!- 
ce and vegetable. Unlike other species of the Solanaceae family, pepper was a recalci- 

trant species with regard to its capacity to in vitro regeneration. In many cultivars of 
pepper, the regeneration was reported via organogenesis of shoot buds from cotyle- 
dons and hypocotyl explants, anther culture, somatic embryogenesis and via proto- 
plast culture. However, plant regeneration in the pepper is limited to formation of di- 
storted buds or shoot-like structures that do not produce the normal shoots. Pepper IS 

susceptible to fungal and viral pathogens. One of the solutions to this problem is the 
development of pathogen-resistant pepper varieties using genetic transformation 
techniques. Development of an efficient plant regeneration procedure is the first steP 
in optimizing a transformation system.


