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WPLYW KWASU 2,4-DICHLOROFENOKSYOCTOWEGO NA
EFEKTYWNOSC KULTUR PYLNIKOW ANDROGENICZNYCH
LINII PAPRYKI CAPSICUM SPP.
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Streszczenie. Celem pracy bylo zbadanie wptywu oprysku roslin donorowych kwasem 2,4-
-dichlorofenoksyoctowym w stezeniu 1 mg-1"' na czestotliwo$é pojawiania si¢ androge-
nicznych zarodkéw w kulturach pylnikéw dziewieciu linii podwojonych haploidéw pa-
pryki Capsicum spp. W zalezno$ci od genotypu i wariantu doswiadczenia efektywnos$¢ an-
drogenezy wahata si¢ od 0 do 8,4%. Analiza statystyczna wykazata istotny wptyw oprysku
2,4-D na odpowiedz androgeniczng linii AT4, AC5 i AC7. W przypadku linii ACS wstgpne
traktowanie egzogenng auksyna zaindukowalo tworzenie zarodkow (3,2%) i ich konwersje
w roéliny (43,8%). W przypadku linii AT6, AP32, FA i FCH takze zaobserwowano korzyst-
na tendencje¢ dotyczaca wzrostu liczby uzyskanych zarodkow, a linie AP15 1 AP40 wykaza-
ty zblizona reakcje androgeniczng w obu wariantach doswiadczenia. W przeprowadzonych
badaniach 41% otrzymanych zarodkéw rozwingto si¢ w rosliny o prawidtowej morfologii,
ktore aklimatyzowano w szklarni. Analiza cytometryczna wykazata wsrod 84 regeneran-
tow: haploidy (54,8%), diploidy (36,9%) i miksoploidy (8,3%).

Stowa kluczowe: 2,4-D, Capsicum spp., androgeneza, linie DH

WSTEP

Rodzaj Capsicum obejmuje kilkadziesiat gatunkoéw, w tym formy uprawne C. annuum
i C. frutescens oraz wiele gatunkoéw dzikich, ktore w wyniku krzyzowania z formami ho-
dowlanymi moga przyczynic si¢ do rozszerzenia zmiennosci genetycznej papryki roczne;.
Jedna z mozliwosci stabilizacji genetycznej otrzymanej zmiennosci jest uzyskiwanie roslin
haploidalnych lub androdiploidalnych w wyniku indukowanej androgenezy w kulturach
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pylnikéw form mieszancowych. Homozygotyczne linie podwojonych haploidow (linie
DH), otrzymywane na drodze kolchicynowania lub spontanicznej diploidyzacji s obec-
nie wykorzystywane w hodowli wielu gatunkow roslin uprawnych, w tym takze papryki
rocznej [Adamus 2005, Dunwell 2010]. Prace badawcze prowadzone nad indukowang an-
drogeneza roslin rolniczych i warzywnych wskazuja na wiele czynnikow, ktore w istotny
sposob wptywaja na wydajnos¢ tego procesu. Do najwazniejszych z nich naleza: genotyp
ro$lin matecznych [Ercan i in. 2006, Nowaczyk i in. 2009a, Nowaczyk i in. 2009b], faza
rozwojowa mikrospor [Kim i in. 2004, Nowaczyk i Kisiata 2006], sktad pozywek, warun-
ki prowadzenia kultury in vitro [Ozkum Ciner i Tipirdamaz 2002, Parra-Vega i in. 2013,
Ari 11in. 2016] oraz czynniki stresowe [Niklas-Nowak i Nowaczyk 2009, Popova 1 in.
2016]. W celu zwigkszenia efektywnosci androgenezy i dostosowania metody do wybra-
nych genotypow testowane sa takze modyfikacje dotyczace wykorzystania egzogennych
fitohormondw, dodawanych do pozywek lub stosowanych do oprysku roslin donorowych
[Gémesné i in. 1998, Cheng i in. 2013, Nowaczyk i in. 2015, Nowaczyk i in. 2016].
Celem przeprowadzonego doswiadczenia bylo zbadanie wptywu oprysku roslin ma-
tecznych kwasem 2,4-dichlorofenoksyoctowym na efektywnos¢ androgenezy w kulturach
pylnikow in vitro wyselekcjonowanych linii podwojonych haploidow Capsicum spp.

MATERIAL ROSLINNY

Materiat badawczy stanowity linie DH wyprowadzone z mieszancéw wewnatrzga-
tunkowych papryki rocznej (C. annuum L. ATZ1 x ‘Tomaticat giallo’)F,: linia AT4 1 AT6;
(C. annuum L. ATZ1 x ‘Corno di toro’)F,: linia AC5 1 AC7; (C. annuum L. ATZ1 % C. an-
nuum L. PO)F,: linia AP15, AP32, AP40; a takze z mieszancow migdzygatunkowych (C.
frutescens x C. annuum L. ATZ1)F,: linia FA; (C. frutescens x C. chinense)F,: linia FCH.
Kryterium doboru materialow hodowlanych do doswiadczenia stanowity wyniki weze$-
niejszych badan, ktore pozwolity na wyselekcjonowanie wartosciowych pod wzgledem
cech agromorfologicznych androgenicznych linii papryki. Wszystkie materiaty roslinne
pochodzily z kolekcji Katedry Biotechnologii Rolniczej Uniwersytetu Technologiczno-
-Przyrodniczego w Bydgoszczy.

METODY

Dos$wiadczenie prowadzono w 4 powtdrzeniach. Dla kazdego genotypu wysadzono
40 roslin, z czego 20 stanowito wariant kontrolny, pozostate rosliny, po 5 w kazdym po-
wtorzeniu, poddano opryskom egzogenng auksyng. W eksperymencie zastosowano kwas
2,4-dichlorofenoksyoctowy (2,4-D) w stezeniu 1 mg-1"', ktéry aplikowano roslinom
matecznym w porze wieczornej dnia poprzedzajacego zbior pakéw. Rosliny donorowe
uprawiano w nieogrzewanych tunelach foliowych, w okresie wegetacji nie stosowano
srodkow ochrony roslin.

Paki kwiatowe pobierano w godzinach porannych od 28 czerwca do 7 lipca 2017 roku.
Wybierano paki o platkach korony réwnych lub nieco dtuzszych od dziatek kielicha,
ktoérych pylniki byty lekko przebarwione antocyjanowo. Stadium rozwojowe mikrospor
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okreslano na podstawie obserwacji mikroskopowych preparatow rozgniatanych, wyko-
nywanych z pylnikéw wybarwionych w 1-procentowym roztworze orceiny w 45-procen-
towym kwasie octowym lodowatym. Wigkszo$¢ analizowanych mikrospor znajdowato
si¢ w stadium jednojadrowym, 4—13% stanowity komorki 2-jadrowe. Pobrane paki prze-
mywano 70-procentowym etanolem, i sterylizowano powierzchniowo, wytrzasajac w 5-
-procentowym roztworze podchlorynu wapnia (CaCl,0,) przez 10 min, po czym 3-krot-
nie przeptukiwano sterylng woda destylowang. Kultury pylnikéw prowadzono wedtug
procedury zespotu Dumasa de Vaulx’a [1981] opracowanej dla C. annuum L., pozywki
przygotowano zgodnie z procedurag Chambonneta [1988]. Pylniki wyktadano na pozywke
indukcyjng CP zawierajaca 0,01 mg-1"' 2,4-D i 0,01 mg-1"! kinetyny. Dla kazdego genoty-
pu wylozono tacznie po 500 pylnikéw w wariancie kontrolnym i po zastosowaniu oprysku
ro$lin donorowych kwasem 2,4-dichlorofenoksyoctowym. Przez 8 dni pylniki inkubowa-
no w ciemnos$ci, w temperaturze 35°C. Nastgpnie kultur¢ kontynuowano w warunkach
12-godzinnego fotoperiodu w temperaturze 25°C. Po 14 dniach pylniki przenoszono na
pozywke regeneracyjng R1 uzupetniong kinetyng w stezeniu 0,1 mg-1"". Pojawiajace si¢
zarodki przenoszono na pozywke V3 bez regulatorow wzrostu. Zregenerowane ro$liny
aklimatyzowano w szklarni.

Doswiadczenie prowadzono w fitotronie przez 4 miesigce. Dla ocenianych linii ozna-
czono liczbg 1 procentowy udziat otrzymanych zarodkow w stosunku do catkowitej licz-
by pylnikéw wylozonych na pozywke CP (efektywnos$¢ androgenezy). Ponadto okre-
$lono procentowy udzial zregenerowanych roslin w poréwnaniu do liczby otrzymanych
zarodkéw (konwersja w ro§liny).

Ploidalno$¢ regenerantdw okreslono za pomoca cytometru przeptywowego Partec
CCA (Minster, Niemcy), wyposazonego w lampe rteciowa (High Pressure Lamp HBO-
-100W). Materiat ro$linny do analizy cytometrycznej przygotowano zgodnie z procedu-
rg opracowang przez zespot Galbraitha [1983]. Jako standard zewnetrzny wykorzystano
mtode liscie diploidalnej linii hodowlanej ATZ1 C. annuum (2n = 2x = 24). Otrzymane
wyniki przedstawiono w postaci histogramdw, ktore analizowano za pomoca programu
komputerowego Partec DPAC 2.2.

Wyniki dotyczace wptywu 2,4-D na efektywnos¢ androgenezy w kulturach pylnikow
opracowano statystycznie z zastosowaniem programu Statistica, przeprowadzono analiz¢
wariancji oraz test Duncana przy p = 0,05.

WYNIKI | DYSKUSJA

Prace badawcze prowadzone nad indukowang androgeneza papryki wskazuja na wiele
czynnikow, ktore w istotny sposob wplywaja na wydajnos¢ uzyskiwania haploidalnych za-
rodkéw. O powodzeniu tego procesu decyduja warunki prowadzenia kultury in vitro, sktad
pozywek, a zwlaszcza rodzaj i stezenie stosowanych regulatoréw wzrostu [Matsubara i in.
1998, Ozkum Cmer i Tipirdamaz 2002, Niklas-Nowak i Nowaczyk 2009]. Wykazano, ze
wysokie stezenie 2,4-D (0,1-0,2 mg-1™") stymuluje kalusogeneze [Matsubara i in. 1992]
niski poziom tego hormonu w pozywce indukcyjnej (0,01 mg-1"") wptywa natomiast ko-
rzystnie na bezposrednig embriogeneze w kulturach pylnikow papryki [Dumas de Vaulx i
in. 1981]. Stwierdzono, ze zastosowanie oprysku roslin donorowych roztworem wodnym
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zawierajacym 2,4-D (0,1-1 mg-1™") réwniez moze indukowaé proces androgenezy w przy-
padku wybranych genotypow papryki [Nowaczyk i in. 2015, Nowaczyk i in. 2016].

W przeprowadzonym doswiadczeniu obserwowano zréznicowana reakcj¢ andro-
geniczng badanych genotypow na wstepne traktowanie roslin donorowych opryskiem
2,4-D w stezeniu 1 mg 1™, Efektywno$¢ androgenezy wahata si¢ od 0% dla genotypu AC5
w warunkach kontrolnych do 8,4% dla genotypu AT4 po oprysku roslin donorowych.
Analiza statystyczna potwierdzita istotny wptyw egzogennej auksyny na odpowiedz an-
drogeniczng 3 sposrdd 9 badanych genotypow AT4, ACS i AC7. Na szczegdlng uwage
zastugiwata linia ACS, ktora w warunkach kontrolnych doswiadczenia nie wykazywala
zadnej reakcji androgenicznej. W przypadku genotypoéw opornych na indukcj¢ andro-
genezy bardzo waznym elementem jest modyfikacja metody badawczej i wprowadze-
nie nowego czynnika indukcyjnego. W przeprowadzonym doswiadczeniu zastosowanie
oprysku 2,4-D dla niereagujacej linii ACS5 spowodowato rozw¢j androgenicznych zarod-
kow z efektywnoscia 3,2% i ich konwersje w rosliny na poziomie 43,8%. Nie stwierdzo-
no istotnego statystycznie zréznicowania dla pozostatych genotypow. W przypadku linii
AT6, AP32, FA i FCH zaobserwowano korzystng tendencj¢ wzrostu liczby uzyskanych
zarodkéw po zastosowaniu oprysku egzogenng auksyna. Linie AP15 i AP40 byty zblizo-
ne w reakcji androgenicznej w obydwu wariantach doswiadczenia (tab.).

W przeprowadzonych badaniach 41% otrzymanych zarodkéw rozwingto si¢ w rosliny
o prawidlowej morfologii, ktore nastgpnie aklimatyzowano w warunkach szklarniowych.

Tabela. Efektywno$¢ androgenezy, ploidalno$¢ i konwersja w rosliny

Table.  Effectiveness of androgenesis, ploidy level and conversion into plants

Efektywnos¢ Konwersja
Suma -
Genotyp/traktowanie  zarodkow androgenezy Haploidy Diploidy Miksoploidy v rosln}y
Genotype/treatment Sum of Effectlvenes§ Haploids Diploids  Mixoploids Conversmn
embryos of androgenesis into plants
[%] [%]
AT4 28 b 5,6 4 1 0 17,9
AT4 2,4-D 42a 8,4 7 2 2 26,2
AT6 1f 0,2 0 1 0 100
AT6 2,4-D 3f 0,6 0 2 0 67
AC5 0f 0 - — - -
AC524-D 16 ce 3,2 3 2 2 43,8
AC7 6f 1,2 2 0 0 33,3
AC724-D 17 cde 3,4 5 2 0 41,2
API5 8 df 1,6 1 3 0 50
AP1524-D 7f 14 2 2 0 57,1
AP32 2 f 0,4 1 0 0 50
AP322,4-D 4f 0,8 2 1 0 75
AP40 7f 1,4 2 2 2 85,7
AP40 2,4-D 8 def 1,6 1 2 0 37,5
FA 20 be 4 4 6 0 50
FA 2,4-D 27b 5,4 8 4 0 44,4
FCH 4f 0,8 1 0 0 25
FCH 2,4-D 7f 1,4 3 1 1 71,4

Rozne litery oznaczajg istotne zréznicowanie oszacowane za pomoca testu Duncana — different letters indicate
significant differences assessed by Duncan test.
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Ploidalno$¢ regenerantdéw oceniono cytometrycznie (rys.). Dla 9 analizowanych genoty-
péw uzyskano 46 roslin haploidalnych (54,8%), 31 diploidalnych (36,9%) oraz 7 mikso-
ploidalnych (8,3%). Jak wskazuja dane literaturowe, ploidalno$¢ androgenicznych rege-
nerantow zalezy przede wszystkim od genotypu roslin donorowych [Mityko i1 Fari 1997,
Gyulai i in. 2000, Gémesné i in. 2001]. Autorzy wielu prac badawczych szczegdlng uwage
zwracaja na obecno$¢ spontanicznych diploidow wsrdd otrzymanych ro$lin, poniewaz sta-
nowig one wyrownany pod wzgledem genetycznym, stabilny materiat hodowlany [Gyulai
i in. 2000, Olszewska i in. 2015]. W przeprowadzonym doswiadczeniu androdiploidalne
regeneranty uzyskano dla wszystkich badanych genotypow.

WNIOSKI

1. Oprysk ro$lin donorowych kwasem 2,4-D w stezeniu 1 mg-1"! wplynat istotnie sta-
tystycznie na wzrost efektywnos$ci androgenezy dla linii AT4, AC5 1 AC7, a dla linii AC5
okazat si¢ czynnikiem indukujagcym ten proces.

2. W przypadku linii AT6, AP32, FA i FCH obserwowano korzystng tendencj¢ do-
tyczaca wzrostu liczby uzyskanych zarodkéw, a linie AP15 i AP40 wykazaly zblizona
reakcje w obydwu wariantach doswiadczenia.

3. Efektywnos$¢ indukcji zarodkow w kulturach pylnikow wahata si¢ od 0 do 8,4%,
a ich konwersja w rosliny od 17,9 do 100% w zalezno$ci od genotypu i wariantu doswiad-
czenia.

4. Analiza cytometryczna wykazata wsrdd regenerantdéw obecno$¢ 46 roslin haplo-
idalnych (54,8%), 31 diploidalnych (36,9%) oraz 7 miksoploidalnych (8,3%).
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INFLUENCE OF 2,4-DICHLOROPHENOXYACETIC ACID ON THE EFFECTIVENESS
OF ANTHER CULTURES OF THE ANDROGENIC LINES OF CAPSICUM SPP.

Summary. The effectiveness of Capsicum spp. androgenesis depends on the species,
genotype, growth conditions, pretreatment of donor plants and the developmental stage of
the microspores. The composition of media, in particular the role of growth regulators and in
vitro culture conditions can also significantly modify this process. The purpose of the study
was to examine the influence of donor plants pre-treatment with a water solution of 2,4-
-dichlorophenoxyacetic acid (1 mg-L') on the frequency of androgenic embryos
production for selected pepper genotypes. The research material were double haploid lines
(DH lines) derived from intra-species hybrids of pepper (C. annuum L. ATZ1 x ‘Tomaticat
giallo’)F: lines AT4 and AT6; (C. annuum L. ATZ1 x ‘Corno di toro’)F;: lines AC5 and
ACT7; (C. annuum L. ATZ1 x C. annuum L. PO)F,: lines AP15, AP32, AP40; and DH lines
from inter-species hybrids (C. frutescens x C. annuum L. ATZ1)F,: line FA; (C. frutescens
x C. chinense)F,: line FCH. The selection criteria of breeding materials for the experiment
were provided by the results of previous research, which allowed for the selection of
genotypes valuable in terms of agromorphological characteristics. Anther cultures were
performed according to the method developed for C. annuum L. by team of Dumas de
Vaulx in 1981 with modifications regarding the incubation time of the anthers on CP
inducing medium (14 days) and agar concentration in the media (7 g-L ). For the evaluated
DH lines the number and percentage of embryos obtained, their conversion into plants and
ploidy of regenerants were determined. The results concerning the influence of donor plant
pretreatment on the androgenesis efficiency in anther cultures were statistically analyzed
using the Statistica program, analysis of variance and Duncan test were carried out at P =
= 0.05. In the experiment, a differentiated reaction of the tested genotypes to donor plants
spraying with water solution of 2,4-D was observed. The effectiveness of androgenesis
ranged from 0% for the AC5 genotype under controlled conditions to 8.4% for the AT4
genotype after the 2,4-D spray. Statistical analysis confirmed the significant effect of
pretreatment with exogenous auxin on the androgenic response for three lines: AT4, AC5
and AC7. Particularly noteworthy was the AC5 line, which showed no androgenic reaction
under the controlled conditions of the experiment. As many authors claim, the key factor
limiting the frequency of embryo formation in anther cultures is the donor plant genotype. In
case of genotypes resistant to the induction of androgenesis, a modification of the research
method or the introduction of a new factor to stimulate microspores to morphogenesis
becomes a very important element. In the experiment the application of 2,4-D spraying for
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unresponsive AC5 line induced androgenesis (3.2%) and the conversion of embryos into
plants (43.8%). No statistically significant differentiation for the remaining genotypes was
observed, but in case of AT6, AP32, FA and FCH lines a favorable tendency of the increase
in the number of obtained embryos after auxin spraying was also observed. AP15 and AP40
lines were similar in the androgenic reaction in both variants of the experiment. 41% of
the obtained embryos developed into plants with normal morphology, which were then
acclimated in greenhouse conditions. Ploidy level of androgenic regenerants was assessed
cytometrically. For the nine analyzed genotypes, 46 haploids (54.8%), 31 diploids (36.9%)
and 7 mixoploids (8.3%) were obtained.

Key words: 2,4-D, Capsicum spp., androgenesis, DH lines
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