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Wstep

Papryka (Capsicum annuum L.) nalezy do rodziny Solanaceae. Uwazana jest za
gatunek wazny ekonomicznie. Papryka stodka (wielkoowocowa) wykorzystywana
Jest do bezposredniego spozycia oraz do przetworstwa. Owoce papryki ostrej (drob-
Noowocowej) sa stosowane jako przyprawy i do celéw leczniczych. Specyficzny
Smak papryki ostre; uwarunkowany jest wysoka zawartoscia kapsaicyny. Owoce pa-
Pryki sa bogate w kwas askorbinowy, witaminy B|, B, 1 E, prowitaming A i karoteno-
idy oraz w kwasy organiczne (np. kwas cytrynowy, Jabtkowy).

Papryka jest podatna na infekcje grzybowe i wirusowe. Hodowla odpornosciowa
Jest dluga i pracochlonna. Otrzymywanie odmian odpornych mozna przyspieszy¢,
Stosujac techniki transformacji genetyczne;. Wprowadzenie transgenéw powodu-
Jacych podniesienie odpornosci na pategeny moze skrocic okres otrzymywania mate-
Haty wyjsSciowego do hodowli. W procesie transgenezy mozna tez wprowadzi¢ geny z
Organizmoéw, ktére nie krzyzuja si¢ z Capsicum annuum.

Efektywna metoda regeneracji roslin w kulturach in vitro jest podstawowym wa-
funkiem opracowania systemu transformacji. Mimo wielu wysitkow przyktady uzy-
Slfania transgenicznych roslin papryki nie sa liczne [10,12,35,36,41, 60, 62]. Uwaza
SIg, Ze powodem opoznienia w uzyskiwaniu transgenicznych roslin papryki jest brak
Przydatnej do celow transformacji wydajne;j metody regeneracji [9, 16, 19, 38]. Warto
p.rnzeprowadzié analiz¢ wynikow licznych prac i okreéli¢ najlepsze warunki regenera-
Uroslin z roznych typow eksplantatow papryki.
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Eksplantaty lisScieniowe, hipokotylowe i liSciowe

Rodzaj eksplantatu 1 r6znice odmianowe

Do doswiadczen, ktoérych celem jest opracowanie efektywnej metody regeneracji
roslin papryki, wykorzystywano najcz¢sciej eksplantaty liscieniowe, hipokotylowe
lub lisciowe. Pobiera si¢ je z mtodych siewek papryki. Siewki takie otrzymuje sig,
umieszczajac odkazone nasiona na ubogiej w sktadniki mineralne pozywce agarowe;j
lub na sterylnej bibule filtracyjnej nasaczonej woda.

W wielu doswiadczeniach probowano okresli¢, ktory z wymienionych wyzej eks-
plantatow ma wyzszy potencjal morfogenetyczny [11, 16, 24, 34, 61]. Christopher i
Rajam [11] wykorzystali eksplantaty liscieniowe, hipokotylowe i lisciowe, jednak
najwigcej rozwijajacych si¢ pedow uzyskali z eksplantatow liSciowych. Zhuiin. [62]
pobierali do transformacji tkanki pochodzace z réznych organéw trzytygodniowych
siewek. Najwyzsza efektywnos¢ indukceji pakow 1 pdzniejszego rozwoju roslin uzy-
skali dla eksplantatow pochodzacych z mtodych lisci, natomiast eksplantaty hipoko-
tylowe byly najmniej przydatne do regeneracji. W doswiadczeniu, w ktorym probo-
wano zregenerowac pedy z eksplantatow lisciowych i liScieniowych pochodzacych z
polskiej odmiany Bryza, zaobserwowano, ze na tych samych pozywkach paki pgdowe
formowaly si¢ liczniej na liscieniach niz na eksplantatach lisciowych. Zaindukowane
paki rozwijaly si¢ glownie w struktury liSciopodobne. Wyzszy potencjat morfogene-
tyczny liscieni niz lisci mozna thumaczy¢ tym, ze liscienie s bogatszym zrodiem sub-
stancji odzywczych [24]. Z innych publikacji wynika, ze najwyzsza efektywnos¢ or-
ganogenezy pakow pedowych mozna uzyskaé z eksplantatéw hipokotylowych i lis-
cieniowych [16, 34, 61].

Primordia powstawaty na rozrastajacej si¢ czesci bazalnej eksplantatow hipokoty-
lowych i réznicowaty si¢ wokdt powierzchni cigcia, ktora miata bezposredni kontakt Z
pozywka [17, 20]. Podobnie eksplantaty liScieniowe wytwarzaty primordia pgdow W
miejscu cigcia przylegajacym do pozywki. Makroskopowo widoczne byty deformacje
eksplantatow i wyraznie jasniejsze miejsca cigcia, na ktorych pojawity sie ciemniejsze
punkty primordiéw [3, 9,21, 46]. Korzenie mtodych siewek uznano za materiat, z ktore-
go regeneracja pakow pgdowych jest niemozliwa. Na eksplantatach korzeniowych nie
obserwowano tworzenia primordiow i kalusa, a jedynie rozwoj nowych korzeni. Liczba
powstajacych korzeni zalezna byta od stgzenia auksyn w pozywce. Po uptywie okoto
jednego miesiaca korzenie zaczynaly brazowie¢ i obumieraty [16].

Na wilasciwy przebieg organogenezy ma wptyw wiek roslin, z ktorych pobiera si¢
eksplantaty. Ogélnie mozna stwierdzi¢, ze wraz ze starzeniem sie roélin nastepuje ob-
nizenie zdolnosci do formowania pakow i pedéw [53, 57]. Gdy do do$wiadczenia Wy~
korzystano siewki w fazie zakrzywionego hipokotyla (9 dni od wylozenia nasion nd
pozywkg), wowczas uzyskano najwyzszy procent wytworzonych pakéw i pgdow 1
eksplantatach hipokotylowych [53].
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Zauwazono roznice w zdolnosci do organogenezy dla poszczegélnych segmen-
tow tego samego organu. Jezeli liscie i liscienie papryki podzielono na trzy czesci:
gorng (dystalna), srodkowa i dolna (proksymalna), to najwyzsza liczbe formujacych
si¢ pakow obserwowano na segmencie srodkowym. Wraz ze wzrostem koncentrac;ji
BAP (6-benzyloaminopuryna) w pozywce otrzymano roznicowanie pakow w duzo
wigkszej liczbie eksplantatow na dystalnych czesciach lisci i liscieni [18]. W wypad-
ku podziatu liscieni na dwie czesci, dystalng i proksymalna, wigksza efektywnos¢ or-
ganogenezy pakow przybyszowych i korzeni zanotowano dla czesci proksymalnej [4,
23]. Réznice w zdolnosci do organogenezy poszczegdlnych segmentdéw opisano row-
niez dla eksplantatow hipokotylowych, ktére cieto na szes¢ czesci. Po dwéch tygo-
dniach kultury pierwsze dwa segmenty produkowaty primordia pgdowe przy stabym
wzroscie kalusa i korzeni, na segmentach srodkowych wystepowata dominacja korze-
niikalusa, natomiast pedy rozwijaty sie rzadko. Dolne partie hipokotyla (dwa ostatnie
segmenty) tworzyly wiele korzeni i jednoczesnie tkanke kalusowa. Fakt ten autorzy
wytlumaczyli zréznicowanym poziomem endogennych auksyn w poszczegolnych
segmentach hipokotyla [20].

Czynnikiem majacym istotny wplyw na efektywnos¢ regeneracji jest odmiana lub
forma botaniczna. Kazda odmiana charakteryzuje si¢ wlasciwosciami, do ktorych na-
lezy takze odpowiedz morfogenetyczna w kulturach in vitro [46]. Nie zawsze pobra-
nie takiego samego eksplantatu z réznych genotypowo roslin w obrebie tego samego
gatunku i umieszczenie w tych samych warunkach stymulujacych réznicowanie i re-
generacj¢ daje ten sam wynik [4].

Jacobs i Stephens [32] badali 63 formy i odmiany i uzyskali regeneracje roslin dla
jedenastu. Rogozinska i Tobolewska [55] w badaniach nad regeneracja papryki wyko-
IZystaly sze$¢ odmian. Pomimo zastosowania takich samych warunkéw kultury
Wystgpity znaczne roznice w odpowiedzi morfogenetycznej eksplantatéw badanych
odmian. Najwyzsza wydajno$¢ regeneracji uzyskano dla odmiany Bryza. Szasz 1 in.
[58] badali zdolno$é¢ do regeneracji 1 7 form. Regeneracj¢ pgdow z eksplgntgtéyv hipo-
l(Otylowych uzyskali dla wigkszosci z nich. W wypadku eksplantaF()w llS'Clen'lOW)/Ch
f€generacje uzyskano jedynie dla dwoch odmian, a po zastosowaniu pozywki z TDZ
dla czterech.

Ezuraiin. [17] opisali system regeneracji roslin papryki na pozywkach beg regu-
latoréw wzrostu. Otrzymanych wynikéw nie udato si¢ powtorzy¢ w wypadku innych

Odmian papryki. Fakt ten wytlumaczono réznicami odmianowymi [52].

Pozywki 1 regulatory wzrostu

Badania wptywu regulatoréw wzrostu i ich st¢zen na ipduk’owgnie procesu r(')ZniT
®Owania eksplantatow i rozwdj ro$lin prowadzi sig najczescie) na podstawowej.
PoZzywce MS [42]. W przeprowadzonym doswiadczeniu Lim 1 in. [36] _zastosowah
Pozywke MS z uzupetnieniem witaminowym opracowanym dla pozywki B5 [22]. W

5.
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Tabela 1. Wyniki regeneracji z eksplantatow liscieniowych, hipokotylowych i liSciowych
papryki (od 1994 roku) na podstawie wybranych (dobrze udokumentowanych) doswiadczen

Odmiana/forma Eks- Substancj% wzrostowe Regene- Rok/zrodto
plantat [mg - dm ] racja
Capsicum annuum — Bryza C 5 BAP + 0,2 IAA P 1994 [23]
Capsicum annuum — Bryza C*x,L 5-10BAP+1I1AA P — PE 1994 [24]
Capsicum annuum — Kujawianka C 2 BAP P 1995 [21]
Capsicum annuum — Sivriya, C*xH 1-1,5TDZ P 1995 [48]
C. baccatum v. pendulum 1-1,5 TDZ + 0,5 IAA
Capsicum annuum — Cuneo, C,H* 2-5BAP+0,3-1IAA P — PE 1995 [58]

Nocera, Suptol, Rapiers F|
(27 odmian)

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

C. praetermissum

Capsicum annuum — Jolo Wonder, C,H,L 2lub10 BAP+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 ?*,)H* 10 BAP + 0,1 NAA P — PE 1996 [54]
pn
Capsicum annuum — Zhong Hua #2 H, L* 8 BAP + 2 IAA P 1996 [62]
Capsicum annuum — Pusa Jwala C 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 — liscie; P — paki przybyszowe; PE — pedy, rosliny;
pn — potdwki nasion; * najlepiej regenerujacy eksplantat.

wypadku regeneracji papryki na pozywce MS, niezawierajacej regulatoréw wzrostu,
nie obserwowano rozwoju pakéw pedowych [9] lub tylko niewielkie powigkszenie
eksplantatow [23].

Waznym sktadnikiem pozywek regeneracyjnych sa cukry. Najczesciej stosuje Si€
sacharozg. Dostarczenie sacharozy eksplantatom hipokotylowym jest szczegolni€
wazne w ciagu pierwszych dni kultury, kiedy nastepuje indukcja primordiéw pgdu-
Prowadzenie kultury eksplantatow papryki przez 72 godziny na pozywce bez sacha-
rozy powodowalo zmniejszenie zdolnosci do inicjacji pakéw. Po 8 dniach bez sacha-
rozy tracity zdolnos¢ do regeneracji [52]. Stezenie sacharozy w pozywkach wynosiiq
3% 5, 30,49, 52]. Wedtug niektérych autoréw, w procesie regeneracji pgdow papryki
glukoza jest lepszym zZrodtem wegla niz sacharoza [29, 37, 49].

Waznym skfadnikiem pozywek, na ktérych nastepuje indukcja rozwoju primor-
didw, sg substancje wzrostowe. Pod wptywem cytokinin i auksyn nastgpowata induk-
cja primordiéw, ktora prowadzita do rozwoju struktur lisciowych i pgdowych (tab. D
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Dane dotyczace skfadu substancji wzrostowych stosowanych w doswiadczeniach
wczesniejszych, zebrane w pracy przegladowej Fari i Andrasfalvy [19], jak réwniez
pozniejsze, zestawione w tabeli 1, wskazuja, ze najlepsze wyniki otrzymywano sto-
sujac BAP (6-benzyloaminopuryna) i IAA (kwas indolilooctowy). W obecnosci tych
hormonéw wzrostu eksplantaty miaty zdolnos$é do inicjacji pedow i korzeni przy
ograniczonym wzroscie kalusa [56]. W poczatkowych badaniach nad regeneracjg pa-
pryki Gunay i Rao [27] stwierdzili, ze optymalne koncentracje to 2 mg BAP - dm™ i
1 mgIAA - dm™. Wzrost stezenia auksyny (do 3 mg - dm™) powodowatl zahamowanie
rozwoju pakow ijednoczesnie stymulacje wzrostu tkanki kalusowej [56]. Zauwazono
tez, ze BAP w wyzszych koncentracjach, tj. 3-7 mg - dm™, wplywatla na wytwarzanie
wigkszej ilosci pakow pedowych [16, 56]. Jeszcze wyzsze stgzenie tego hormonu (10,
15,25 mg - dm™) czeéciowo lub catkowicie hamowalo ryzogeneze, a takze obnizato
procentowy udziat eksplantatow z pakami pgdowymi, szczegélnie przy niskich steze-
niach IAA (0,2 mg - dm™) [23]. Stwierdzono rowniez, ze 10mg BAP - dm™> w porow-
naniu z 2 mg - dm™ miato wptyw na indukcj¢ wigkszej liczby pakéw, ale znacznie
mniejszych rozmiaréw [5, 38].

Aktywnos¢ indukcyjna poszczegolnych cytokinin mozna przedstawié¢ w naste-
pujacej kolejnosci: BAP, kinetyna, zeatyna, 2iP (6-y,y-dimetyloalliloaminopuryna)
[53]. Poréwnujac wptyw kinetyny i BAP stwierdzono, ze pierwszy z tych regulatorow
stymulowat przede wszystkim wzrost kalusa, natomiast drugi organogeneze [27, 53].
Kinetyna wptywata na organogeneze w nieznacznym stopniu [3, 27, 53, 56]. Autorzy
publikacji dotyczacych regeneracji papryki wykazali, ze BAP jest niezbedne do zaini-
cjowania rozwoju pakow i pedow [46, 56]. Na podstawie wynikéw badan przeprowa-
dzonych dla odmiany Sweet Banana stwierdzono, ze BAP byta niezbedna do formo-
Wania pedéw z eksplantatéw hipokotylowych [51]. BAP byla potrzebna do indukcji
Organogenezy pedow w pierwszych tygodniach kultury, ale okres przebywania eks-
plantatéw na pozywce indukcyjnej zalezat od odmiany. Na pozywce zawierajacej ze-
alyng paki pgdowe byly formowane sporadycznie i poprzedzone wzrostem kalusa
[27]. W doswiadczeniach z 2iP obserwowano tylko biato-zielony kalus [45]. Odmien-
he wyniki uzyskata Binzel i in. [5] — na pozywkach z zeatyng lub 2iP obserwowali
‘};Vchej formujacych si¢ pakow pedowych niz na pozywkach z dodatkiem kinetyny lub

AP,

Zwigzkiem o dziataniu podobnym do cytokinin jest tidiazuron (TDZ). Pozytywny
Wptyw tidiazuronu na wydajnogé regeneracji obserwowano w kulturach grochu [7],
f:'{SOli [40], tytoniu [25] i wielu innych. W wypadku papryki wykazano, ze eksplantaty
liscieniowe pewnych odmian nie wykazywaly indukcji po dodaniu BAP, a wytwa-
Tzaly pedy po traktowaniu tidiazuronem [57]. Do regeneracji pedéw papryki z eks-
Plantat(’)w liscieniowych Manoharan i in. [41] wykorzystali pozywki zawierajace [AA
IBAP lub TDZ. Najwigcej pakéw pedowych formowalo sig na pozywkach z tidiazu-
onem, a udziat tkanki kalusowej byt nizszy niz na pozywce z BAP.
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Ryzogeneza nastgpowata po dodaniu do pozywki IAA [3, 16, 21]. Optymalna
pozywka dla procesu ryzogenezy to MS zawierajaca 0,5 mg [AA - dm™ [16, 21] lub
1 mgIAA - dm™ [24]. Kwas 2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) hamowal rozwéj ko-
rzeni, powodowal powstawanie luznego kalusa na powierzchni cigcia eksplantatu. W
obecnosci BAP i2,4-D eksplantaty wytwarzaty zbity kalus przy jednoczesnym hamo-
waniu organogenezy pedow 1korzeni [45]. Dodanie do pozywki, zawierajacej [AA z
BAP, gibereliny (GA3) powodowato silny wzrost kalusa. Zastapienie IAA inng auk-
syna, np. NAA (kwas a-naftaleno-octowy), hamowato organogeneze catkowicie [2,
27] lub czesciowo [45], a sprzyjato wzrostowi kalusa. Husain i in. [30] porownywali
wptyw dwdch auksyn, IAA i PAA (kwas fenylooctowy), na indukcje pakow i rozwoj
roslin papryki. Paki indukowane na pozywce zawierajace] BAP i1 [AA byly czgsto
znieksztatcone 1 nie rozwijatly si¢ w normalne pgdy. Pod wptywem BAP 1 PAA nastg-
powat wzrost efektywnosci regeneracji, przejawiajacy si¢ zwigkszong liczba pakow,
ktore nastgpnie rozwijaly si¢ w normalne rosliny.

W poczatkach lat dziewigédziesiatych ukazaty si¢ prace, w ktérych wskazywano
na pozytywny wplyw azotanu srebra na organogenezg w kulturze tkanek papryki. Ja-
cobs 1 Stephens [32] testowali pozywki zawierajace azotan srebra (10 mg - dm™), uzy-
skujac roznicowanie pedow i jednoczesnie formowanie kalusa. Lim i in. [36] stwier-
dzili, ze po dodaniu do pozywki AgNO; (5-10 pmol - dm™) wydajnosé regeneracji
wzrastala o okoto 10%. Hyde i Phillips [31] uznali azotan srebra za niezb¢dny do in-
dukcji morfogenezy pedéw z eksplantatéw liscieniowych oraz kontynuacji wzrostu
odroznicowanych organdw.

Indukowanie somatycznej embriogenezy i kultury pylnikowe

System regeneracji roslin papryki w kulturach in vitro opiera sie gtéwnie na for-
mowaniu pakéw przybyszowych i rozwoju pedéw w wyniku organogenezy z eks-
plantatéw. Najwigcej publikacji dotyczy tego typu kultur.

Dobrze opracowany system somatycznej embriogenezy mogiby by¢ wykorzysta-
ny dla celow transformacji. Somatyczna embriogeneza polega na rozwoju bipolar-
nych struktur z komérek somatycznych. Somatyczne zarodki mozna uzyskiwac z ka-
lusa lub bezposrednio z eksplantatéw z pominigciem fazy kalusa [1, 28]. Na pozywce
MS zawierajacej 2,4-D (4 mg - dm™), TDZ (2 m g - dm™) i wysokie stezenia sacharozy
(6-10%) somatyczne zarodki formowaty si¢ bezposrednio na wierzchotkach zarod-
kow zygotycznych. Badania histologiczne wykazaty, ze embriogeneza drugorzedowa
nastgpowata bezposrednio z pierwszorzedowych somatycznych zarodkéw. Roznico-
wanie zarodkéw bylo niezsynchronizowane [6]. Harini i Sita [28] réwniez wykazali,
ze formowanie i rozw¢j zarodkéw somatycznych moze zachodzié na pozywkach 22-
wierajacych 1-52,4-D mg - dm™ i 8-10% sacharozy. Przy nizszych stezeniach sacha-
rozy nie nastgpowata inicjacja zarodkéw somatycznych. Wedtug Fari [18], najbar-
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dziej odpowiednia dla kultur zarodkow byla pozywka zawierajaca 0,1 mg BAP - dm™,
0,5mgIAA - dm™i0,5 mg GA; - dm™.

Buyukalace 1 Mavituna [8] opisali regeneracje roslin papryki z embriogenicznego
kalusa, stosujac pozywki ptynne zawierajace m.in. 2,4-D i 3% sacharozy.

Na podstawie wlasnych doswiadczen (nieopublikowane) jak rowniez najnow-
szych doniesien [59] nalezy stwierdzié, ze brak jest procedury prowadzacej do efek-
tywnej 1 powtarzalnej somatycznej embriogenezy u papryki.

Kultura pylnikéw papryki na sztucznych pozywkach jest dobrze poznana i stoso-
wana w wielu os$rodkach (15, 33, 39]. Mozna zapyta¢, czy pylniki nie bylyby dobrym
eksplantatem do transformowania i regeneracji?

Technika kultur pylnikowych opiera si¢ na indukcji sporofitycznego rozwoju ko-
morek gametofitu w warunkach in vitro. W wyniku kultury pylnikéw uzyskuje sie ha-
ploidalne badz diploidalne rosliny (spontaniczna diploidyzacja lub regeneracja z ko-
morek somatycznych pylnika).

Z licznych publikacji wiadomo, ze istotny wplyw na efektywnos¢ kultur pylniko-
wych maja warunki wegetacji roslin donorowych. Temperatura i wiek roslin wply-
waly na réznicowanie zarodkow z pylnikéw papryki. Temperatura w fitotronie lub
szklarni powinna wynosié 26°C, szczegblnie w ostatnim tygodniu przed pobraniem
pylnikow. Natomiast dlugos¢ dnia nie miata znaczenia dla procesu androgenezy [33].
Dla pylnikéw zebranych w maju lub w czerwcu regeneracja byla bardziej wydajna niz
Poza naturalnym sezonem wegetacji [44]. Wazna byla réwniez faza rozwoju paka
kwiatowego i odpowiadajaca temu faza rozwoju mikrospor. Za kryterium przyjmo-
Wano podobng dtugos¢ ptatkow korony i dziatek kielicha, odpowiada to p6znej fazie
Jadrowej mikrospory [26, 39].

Warunkiem wigkszej wydajnosci regeneracji bylo umieszczenie w pierwszych
2-8 dniach kultur pylnikowych w ciemnosci, w temperaturze 35°C [15]. Najczescie;
byly stosowane pozywki (C i R) opracowane przez Dumasa de Vaulx i in. [15]. Ich
modyfikacje dotyczyly gtéwnie sktadu i stezenia regulatorow wzrostu. Najczesciej
Stosowane substancje wzrostowe stymulujace androgeneze to 2,4-D i kinetyna. Kwas
2,4-dichlorofenoksyoctowy moze indukowa¢ regeneracje form haploidalnych [44].
Nizsza efektywnos¢ regeneracji w kulturach pylnikowych papryki uzyskano na
Pozywce zawierajacej BAP, aczkolwiek w wypadku dwéch odmian zarodki formo-
Wwaly si¢ jedynie w obecno$ci BAP [49].

Opracowane techniki kultur pylnikéw papryki pozwalaja uzyskiwaé rosliny ha-
ploidalne ze zmienng wydajnoscia [14, 44]. Ltifi i Wenzel [39] otrzymali $rednio 3,49
ro8lin papryki na 100 pylnikéw. Z o$miu form wykorzystanych w tym doswiadczeniu
Zdolno$¢ do regeneracji wykazato szesé. QiniRotino [50] uzyskiwali 1,320 roslin na
100 pylnikéw. Zaleznogé odmianowa, diugi okres regeneracji roslin, a takze koniecz-
M0$¢ zapewnienia optymalnych warunkéw wzrostu ro$linom — dawcom pylnikéw —
Powoduje, ze pylniki nie s stosowane jako eksplantaty do transformacji papryki.
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Kultury protoplastow

Do uzyskiwania regenerantow papryki w kulturach in vitro zastosowano takze
kultury protoplastow. Protoplasty wielu gatunkéw roslin byly wykorzystywane do
transformacji. Mozna postawi¢ pytanie, czy protoplasty papryki nie bytyby lepszym
obiektem do transformacji niz eksplantaty siewkowe.

Materiatem do 1zolacji protoplastow byty tkanki lisci [43, 54] lub pedéw [13]. W
celu wywotania plazmolizy komorek tkanke inkubowano w roztworze mannitolu.
Diaz 11n. [13] stosowali stale st¢zenie mannitolu dla kilku badanych linii Capsicum.
Natomiast Murphy 1 Kyle [43] stwierdzili, ze st¢zenie roztworu mannitolu powinno
by¢ dobrane indywidualnie dla kazdej odmiany, a nawet rodzaju tkanki. Jednym z eta-
pow izolacji protoplastéw bylo trawienie w roztworze enzymow celulazy (1%) i ma-
cerazy (0,25%) [13] lub celulazy (1%), macerazy (1%) i pektoliazy (0,25%) [43]. Pek-
toliaza znaczaco skraca czas potrzebny do uwolnienia komorek, a brak tego enzymu w
roztworze obniza jakos¢ protoplastow [43].

W celu zainicjonowania podzialéw komorkowych protoplasty powinno umiesci¢
si¢ pomigdzy warstwami agaru lub agarozy [13, 55]. W trakcie prowadzenia kultury
do podioza uwalniane s zwiazki fenolowe, ktore mogg uniemozliwia¢ podziaty i roz-
woj protoplastow. Obecno$¢ agarozy obniza zawarto$¢ polifenoli [13]. Diaziin. [13]
uzyskali regeneracje rodlin dla jednej z czterech badanych odmian.

Na podstawie wczesniejszych publikacji oraz publikacji cytowanych wyzej moz-
na stwierdzi¢, ze prace doswiadczalne nad kulturg protoplastow nie daty efektywnej
procedury regeneracji rodlin. Oznacza to, Ze obecnie ten system nie powinien by¢ po-
lecany do produkcji roslin transgenicznych papryki.

Podsumowanie

W ciagu ostatnich kilkunastu lat ukazato si¢ wiele publikacji, w ktorych autorzy do-
noszg o probach opracowania metody regeneracji roslin papryki w kulturach in vitro. Sys-
tem regeneracji papryki opiera si¢ gtdwnie na formowaniu pakéw przybyszowych i roz-
woju pedow z eksplantatéw liscieniowych, hipokotylowych i lisciowych. Znaczacy
wplyw na organogeneze¢ pedéw z eksplantatéw siewkowych ma zawarto$é substancji
wzrostowych w pozywce. Takze czynniki endogenne, takie jak odmiana i typ eksplaﬂtatu
majg istotny wplyw na efektywnos¢ tego procesu [11, 17, 46, 49, 55, 58]. Tylko w w ni€-
licznych doswiadczeniach otrzymano rosliny z wybranych odmian [4, 11, 31, 57, 61]-

Znane sg rowniez proby regeneracji roslin papryki w kulturach protoplastéw [13,
56], kulturach pylnikéw [15, 33] oraz w wyniku somatycznej embriogenezy [6, 28]-

Jednak, jak dotad, nie opisano wydajnego i uniwersalnego systemu, ktory z powo-
dzeniem mozna by zastosowaé dla wiekszosci odmian. Dlatego tez istnieje niewiele
publikacji dotyczacych transformacji papryki zakoniczonej pozytywnym wynikiem-
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Uzyskano transgeniczne ro$liny papryki odporne na herbicydy [60], rosliny z wpro-
wadzonym genem CMV-CP, warunkujacym odpornosé na wirusa mozaiki ogorka
[62], lub genem ADA (Mouse Adenosine Deaminase) [35,36]. Poza tym wprowadza-
no gen reporterowy uid A, a testy histochemiczne wykazaly aktywnosé tego genu w
organach zregenerowanych roslin [10, 12, 41].
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Regeneration in vitro of pepper (Capsicum annuum L.) plants
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Summary

Pepper (Capsicum annuum L.) is an important crop plant worldwide used as a spi-
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 1S
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.



