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Effects of IAA, BAP and light conditions on differentiation of pepper
callus in vitro

Summary

The aim of the presented research was to determine the changes of mor-
phology (texture, friability, coloration), and to extend the cytodifFerentiation
(tracheary element differentiation), as well as growth potential of pepper (Capsicum
annuum L.) callus in response to growth regulators (IAA, BA) and various light
conditions. Callus was induced under 16-h photoperiod from embedded, mature
embryos which were placed on MS medium supplemented with | mg/i 2,4-D. Af-
ter induction, callus was transferred on MS medium with IAA and BA (0.02, 0.1,
0.5 mg/1), added alone and in combinations. The cultures were incubated both
in 16-h photoperiod and darkness for 4 weeks.

Auxin stimulated the formation of smooth callus surface, while cytokinin
used alone and with various concentration of auxin showed the tendency to
produce nodular callus. Soft and friable calli occurred in the presence of IAA,
whereas BA frequently stimulated the compact one. Light effected the reduc-
tion of cells’ cohesion of calli, regarding auxin medium and the increase ofcells'
cohesion in the case of the highest concentration of IAA with BA combinations.
Green coloration associated with chloroplast differentiation was observed
mainly in callus from medium containing cytokinin alone at higher concentra-
tions and cytokinin with auxin also at higher concentrations. The largest num-
ber of explants with xylogenesis (100h) was noted at the highest concentration
of BA added alone to medium and with combinations of IAA. Three types of the
tracheary element arrangements (clusters of izodiametric cells, strands and
whirls of elongated cells), were observed. The most effective callus growth oc-
curred in the darkness and the increase of callus fresh weight was about twice
bigger than under the light. The best combination of PGRs in callus growth ap-
peared to be 0.1 mg/l IAA -- 0.02 mg/l BA.

Key words;
Capsicum annuum L., callus culture, 1/AA, BA, light conditions, tracheary ele-
ments.



Wptyw IAA i BAP oraz warunkéw $Swietlnych na réznicowanie kalusa papryki in vitro

1. Wstep

Papryka jest jedng z wazniejszych roslin uprawnych na $wiecie, ostatnio réwniez
w naszym kraju wzrosto zainteresowanie tg rosling. Od wielu lat badane sg zdolno-
&ci regeneracyjne papryki w warunkach kultur in vitro (1-3). Indukcja pedéw przyby-
szowych jest stosunkowo tatwa do uzyskania, natomiast dalszy rozw6j pakéw pedo-
wych i ostatecznie uzyskanie mikrosadzonek pozostajg nadal mniej wydajne w po-
réwnaniu z innymi przedstawicielami rodziny Solanaceae (4). Alternatywnym sposo-
bem zwiekszenia tej wydajnosci moze by¢ metoda posredniej regeneracji roslin po-
przez kalus. Kilka lat temu w Katedrze Fizjologii Roslin podjeto badania nad okres-
leniem potencjatlu morfogenetycznego i zdolnosci regeneracyjnych kalusa polskich
odmian papryki (5,6). Praca jest kontynuacjg tych badan, a jej celem bylo przebada-
nie kalusa pochodzacego z dojrzatych zarodkéw papryki odmiany Bryza pod katem
zmian morfologicznych, histologicznych (réznicowanie elementéw trachealnych),
oraz przyrostu Swiezej masy w odpowiedzi na r6zne kombinacje stezen |IAA i BAP
w warunkach Swiatla i ciemnosci.

2. Materiat i metody

Materiatem wyjsciowym do otrzymania kalusa byly nasiona papryki (Capsicum
annuum L.) odmiany Bryza. Nasiona poddano powierzchniowej sterylizacji w 70" al-
koholu etylowym przez minute, a nastepnie w podchlorynie sodu (ACE - Srednia
zawartos¢ aktywnego chloru 4,9%) przez 7 minut, po czym 3-krotnie ptukano w ste-
rylnej bidestylowanej wodzie. Sterylne nasiona poddano czterodniowej prekulturze
w warunkach 16-godzinnego fotoperiodu, a jej celem bylo otrzymanie dobrze na-
peczniatych nasion. Prekultura polegata na umieszczeniu nasion na ptytkach Petrie-
go, ktére uprzednio wytozono bibutg nasgczong sterylng woda. Plytki zabezpieczo-
no parafiimem przed nadmiernym parowaniem wody i zakazeniami. Ze speczniatych
nasion izolowano zarodki, ktére nastepnie umieszczano horyzontalnie na pozywce
Murashige i Skooga (MS) (7), z dodatkiem ! mg/l kwasu 2,4-dichlorofenoksyoctowe-
go (2,4-D) w celu zaindukowania tkanki kalusowej. W ciggu 4 tygodni w warunkach
oswietlenia (fotoperiod 16-godzinny), i temperaturze 25°C otrzymano duze ilosci
Snieznobiatego kalusa o bardzo luznej strukturze.

Porcje kalusa o zblizonej objetosci (Srednia $Swieza masa 88 mg) wyktadano na
pozywke MS z dodatkiem kwasu indolilo-3-octowego (IAA) i 6-benzyloaminopuryny
(BAP) w stezeniach 0,02, 0,1, 0,5 mg/l pojedynczo lub w kombinacjach, przy czym
catkowita liczba kombinacji wynosita 16, tacznie z probg kontrolng (bez regulato-
row wzrostu). Kultury kalusa inkubowano na swietle (16-godzinny fotoperiod, nate-
zenie Swiatla 35 pmol m'” s’ oraz w ciemnosci.

Po 4 tygodniach kultury, kalus poddano analizie jakosciowej (okreslono struktu-
re powierzchni, spéjnosé komorek kalusa jego zabarwienie), i ilosciowej (okreslono
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Swieza mase kalusa oraz liczbg eksplantatéw, w ktérych zachodzita ksylogenezs).
Identyfikacje elementéw trachealych przeprowadzono na Swiezym materiale (prepa-
raty gniecione lub krojone recznie w zaleznosci od stopnia twardosci kalusa) za pa-
moca mikroskopu $wietlnego i fluorescencyjnego. Doswiadczenie wykonano w 2 pa-
wtérzeniach, przy czym na kazda kombinacje regulatoréw wzrostu i wariant o$wie-
tlenia przypadato 10 eksplantatow (porcji kalusa). Dane liczbowe, dotyczace przyro-
stu Swiezej masy kalusa opracowano statystycznie za pomoca programu STATIS"1-
CA PL, okreslajac interakcje pomiedzy badanymi czynnikami (warunki swietlne, IM
i BAP).

3. Wyniki i dyskusja

Badany kalus w zaleznosci od zastosowanych kombinacji stezen |AA i BAP oraz
warunkow Swietlnych wykazat zr6znicowanie pod wzgledem cech morfologicznych
(struktura powierzchni, sp6jnos¢ komoérek kalusa, zabarwienie), stopnia cytodyfe-
rencjacji (réznicowanie elementow trachealnych) i przyrostu swiezej masy.

3.1. Morfologia kalusa

3.1.1. Struktura powierzchni

Niezaleznie od warunkow Swietlnych i w odréznieniu od cytokininy (BAP), auksy-
na (IAA) zastosowana pojedynczo w pozywce stymulowata formowanie kalusa o po-
wierzchni gtadkiej. Réznica w strukturze powierzchni kalusa w odpowiedzi na obec-
nos¢ lub brak Swiatta wystapita przy najwyzszym stezeniu IAA (0,5 mg/l) w kombina-
cjach z BAP. Na Swietle przewazat kalus guzetkowaty natomiast w ciemnosci, gtadki.
Warunki Swietlne mialy rowniez wptyw na strukture powierzchni w przypadku po-
zywek zawierajgcych samg cytokinine, tj. w ciemnosci kalus przejawiat wiekszg niz
na Swietle tendencje do guzetkowatosci (rys. 1).

3.1.2. Spéjnos¢ komorek

Na Swietle, w badanym zakresie spojnosci komoérek, otrzymano w zblizonych
proporcjach kalus kruchy (34,4%), miekki (31,2%), twardy (34,4%), natomiast w ciem-
nosci najwiecej otrzymano kalusa miekkiego (54,9%), o potowe mniej twardego
(28,1%) i najmniej kruchego (12,5%). W warunkach o$wietlenia auksyna w nizszych
stezeniach stymulowata formowanie kalusa o strukturze miekkiej i kruchej nato-
miast w ciemnosci wytacznie miekkiej. Przy najwyzszym zastosowanym stezeniu
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Wplyw IAA i BAP oraz warunkéw Swietlnych na réznicowanie kalusa papryki in vitro

SWIATLO CIEMNOSC
IAA (mgl/l) IAA (mg/l)
Powierzchnia: Gtadka Guzetkowata

Rys. 1. Wplyw 1/VA i BAP oraz warunkéw Swietinych na strukture powierzchni kalusa.

SWIATLO CIEMNOSC
IAA (mg/l) IAA (mg/l)
0,02 0,10 0,02 0,10 | 0,50
~0.02
£
% . 0,10
0,50
Kalus: Kruchy Miekki Twardy

Rys. 2. Wplyw IAA i BAP oraz warunkéw Swietlnych na spéjno$¢ komoérek kalusa.
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Fot. 1. Typy kalusa wyodrebnione na podstawie stopnia spdjnosci komarek: kalus kruchy (A), miekki
(B), twardy (C) oraz struktury powierzchni: kalus gtadki (D), guzetkowaty (E).

IAA (0,5 mg/l) w kombinacjach z BAP, na Swietle przewazat kalus twardy, a w ciem-
nosci miekki. Cytokinina zastosowana pojedynczo w stezeniu 0,5 mg/l BAP i w kom-
binacjach z auksyng powodowata powstawanie kalusa twardego tak na Swietle jak
i w ciemnosci. Kalus inkubowany na Swietle przy poréwnywalnych wariantach ste-
zeh \AA i BAP wykazywat tendencje do wiekszej spéjnosci komdrek niz kalus ros-
nacy w ciemnosci (rys. 2).

3.1.3. Zabarwienie

W obecnosci Swiatta prawie potowa (44%) z badanych kaluséw posiadata na prze-
wazajacej powierzchni zabarwienie zielone, nieco mniej byto kalusa jasnobrazowe-
go (36%), i brgzowego (21%). Zielong barwg charakteryzowat sie kalus rosnacy gtow-
nie na pozywkach z wyzszymi stezeniami cytokininy i to zaréwno zastosowanej po-
jedynczo jak i w kombinacjach z auksyna. Przy braku oswietlenia, w kalusach prze-
wazalo zabarwienie szkliste (40,6%) i brgzowe (31,2%), zaobserwowano ponadto
barwe kremowa, ktorg posiadato 21,9% kalusow. Szkliste zabarwienie wykazywat
kalus z pozywek zawierajacych sama tylko auksyne badz auksyne przy najwyzszym
stezeniu (0,5 mg/l 1NA) w kombinacjach z cytokining (rys. 3)

180 PRACE EKSPERYMENTALNE



Wptyw IAA i BAP oraz warunkéw sSwietlnych na réznicowanie kalusa papryki in vitro

SWIATLO CIEMNOSC
IAA (mg/l) IAA (mg/l)
Barwa: Zielona Brgzowa i~ Jasnobrazowa
Szklista Kremowa

Rys. 3. Wplyw tAA i BAP oraz warunkéw sSwietinych na barwe kalusa.

120

= %8,
-r A '
5 0,00 0,00 0,02 0,10 0,50
0,02  0-10
0.00 BAP (mg/l)

Rys. 4. Czestotliwos¢ eksplantatéw, w ktorych stwierdzono obecnosé elementéw trachealnych, r6z-
nicujacych sie pod wptywem t\A i BAP w warunkach $wiatta i ciemnosci.
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3.2. Réznicowanie sie elementdéw trachealnych

Elementy trachealne obserwowano w kalusie rosngcym prawie wytgcznie na po-
zywkach zawierajgcych cytokinine i w jej kombinacjach z auksynag. Najwiecej eks-
plantatéw z ksylogenezg (100%), odnotowano przy najwyzszym stezeniu BAP
(0,5 mg/l), dodanej do pozywki pojedynczo i w kombinacjach z |IAA (rys. 4). Warunki
Swietlne nie mialy istotnego wpltywu na liczbe eksplantatow, w ktérych identyfiko-
wano ogniska ksylogeniczne. W kalusach obserwowano trzy typy rozmieszczenia
elementéw trachealnych. Przy nizszych stezeniach cytokininy (0,02 i 0,1 mg/l BAP),
jeden typ stanowity mniej lub bardziej owalne zgrupowania ztozone z kilku izodia-
metrycznych komorek (fot. 2 A); drugi - krétkie pasma utworzone przez bardziej
wydtuzone komorki (fot. 2 B). Natomiast najwyzsze stezenie cytokininy stymulo-
wato réznicowanie elementdw trachealnych, utozonych w struktury przypominajace
wiry (fot. 2 C, D). Podobne rozmieszczenie wirowe obserwowano takze w kalusie

Fot. 2. Elementy trachealne wyréznicowane w formie zgrupowan izodiametrycznych komérek (A),
krétkich pasm (B) oraz wiréw wydtuzonych komoérek (C i D). D - seledynowa autofluorescencja ligniny
w $cianach wtérnych réznicujacych sie elementéw trachealnych.
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formujacym sie na eksplantatach liscieniowych papryki odmiany Kujawianka (8).
Wiekszo$¢ obserwowanych elementow posiadata siateczkowate zgrubienia Scian
wtérnych, rzadziej spiralne.

3.3. Swieza masa kalusa

Wykazano istotne roznice w przyroscie Swiezej masy kalusa w odpowiedzi na
zastosowane kombinacje stezen regulatoréw wzrostu jak i warunki Swietlne.
W ciemnosci sumaryczna $wieza masa (biorac pod uwage wszystkie kombinacje ste-
zen IAA i BAP), byta prawie 2-krotnie wieksza niz na Swietle. Najefektywniejszy przy-
rost Swiezej masy kalusa uzyskano przy kombinacji 0,1 mg/l IAA -- 0,02 mg/l BAP
i to zarbwno na Swietle jak i w ciemnosci. Auksyna stymulowata wzrost kalusa
w wyzszych stezeniach (0,1 i 0,5 mg/l 1)\A), szczegdblnie w ciemnosci, natomiast cyto-
kinina przy jej najnizszym stezeniu (0,02 mg/l), (rys. 5). Z kolei u tej samej odmiany
papryki, kalus pochodzacy z liscieni (5), przy zakresie wyzszych stezen IAA i BAP,
dawat najwieksze przyrosty na Swietle, lecz takze przy przewadze auksyn nad cyto-
kininami.

Wykres interakcji: Warunki swietlne (Swiatlo, ciemnos¢) |1AA x BAP
F(9,608) = 2,65; p<,0050
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Rys. 5. Wptyw warunkoéw swietlnych (Swiatto, ciemnos¢), IAA i BAP na przyrost Swiezej masy kalusa.
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4. Wnioski

1. Auksyna stymulowata tworzenie sie kalusa kruchego i miekkiego o gtadkiej
powierzchni, natomiast w obecnosci cytokininy, kalus wykazywat tendencje do wiek-
szej spojnosci komorek i guzetkowatosci powierzchni.

2. W ciemnosci kalus charakteryzowat sie wiekszg spojnoscia komorek, jak row-
niez 2-krotnie wyzszym przyrostem Swiezej masy.

3. Roznicujgce sie w kalusie elementy trachealne najczesciej (100% eksplantatow
z ksylogenezg), obserwowano w przypadku najwyzszego stezenia BAP, dodanej do
pozywki pojedynczo i w kombinacjach z IAA.
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