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           Original Research Paper 

INDUKCIJA NA KALUS OD ANTERI NA PIPERKA 
 
Koleva-Gudeva Liljana*, Spasenoski M.** 

 
Kratok izvadok 

Androgenezata, koja se odviva vo uslovi in vitro, e najnova i 
najsigurna metoda za dobivawe na haploidni edinki, kade 
vegetativnoto ili generativnoto jadro od polenovoto zrno se 
stimulira da se razvie vo haploidna individua, bez ponatamo[no 
oploduvawe. Iako e vozmo`na androgenezata od mnogu vidovi na 
zemjodelski kulturi i drva, sposobnosta na sekoj vid za uspe[na 
propagacija na mikrospori, ~esto e ograni~ena na samo eden genotip 
ili varietet. Pri~inata za ovaa restriktivna pojava e nepoznata, i za 
`al uspe[nite genotipovi nemaat komercijalno zna~ewe. 

 Vo ovie istra`uvawa postavena e kultura na anteri vo uslovi 
in vitro na pove]e razli~ni sorti na piperka. Ispituvan e stepenot na 
kalusogeneza na nekolku mediumi so razli~ni temperaturni 
inkubacioni tretmani. 
Klu~ni zborovi: in vitro, indukcija na kalus, anteri, piperka (Capsicum 
annuum L.) 
 
CALLUS INDUCTION OF PEPPER ANTHERS 
 
Koleva-Gudeva Liljana*, Spasenoski M.** 

 
Abstract 

In vitro androgenesis is a new powerful and safe method for haploid 
induction, where the vegetative or generative nucleus from the pollen grain is 
stimulated for development in haploid shoot, without further fertilization. 
Although, the adrogenesis is possible for many agricultural varieties and trees, 
________________ 
*Institut za ju`ni zemjodelski kulturi - Strumica, Goce Del~ev b.b., 2 400 Strumica, 
Makedonija 
**Prirodno-matemati~ki Fakultet, P. fah. 162,  1 000 Skopje, Makedonija 

*Institute of Southern Crops-Strumica, Goce Delcev b.b., 2 400 Strumica, Macedonia 
**Faculty of Natural Science and Mathematics, Gazi Baba b.b., PO box 162, 1 000 Skopje, 
Macedonia 
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adrogenetic response for microspore propagation is very limited procedure, and 
often is restricted on one genotype or variety. The reason for this restrictive 
appearance is still unknown and often the successful genotypes are without 
commercial importance. 
 The purpose of this examination was to established in vitro anther 
culture of several varieties of pepper. The callus induction was examinee of 
several different mediums with different temperature induction treatment. 
 
Key words: in vitro, callus induction, anthers, pepper (Capsicum annuum L.) 
 
1. Voved 

So izolirawe i postavuvawe na anteri vo uslovi in vitro, 
haplodidi mo`e da se dobijat na dva na~ini i toa direktno i 
indirektno (Pierk R.L.M.1998): 

-Direktno, koga embrioidi se formiraat direktno od 
polenovoto zrno (mikrosporata); 

-Indirektno, koga prvo se razviva kalus od polenovite zrna 
t.e. mikrosporite, potoa se formiraat haploidni embrioidi ili 
adventivni izdanoci, pa na kraj regeneranti. Ovoj tip na razvoj 
obi~no ne e povolen zatoa [to kalusot kako starten materijal ima 
heterogenetska priroda (haploidi i diploidi), kade mo`at da se javat 
spontani promeni od haploidi vo diploidi.  

Vo na[ite istra`uvawa ispituvan e stepenot na indukcija na 
kalus od anteri na devet razli~ni sorti na piperka, kako i 
eventulanata mo`nost za indirektna androgeneza. 

 

2. Materijal i metod na rabota 
Za odreduvawe na stepenot na kausogeneza od anteri na piperka 

bea koristeni pupki od  devet sorti na piperka i toa: slatko luta, luta 
vezena, sivrija, feferona, zlaten medal, kurtovska kapija, 
kalifornisko ~udo, fehérözön i ratund.  

Sterilizacijata na pupkite se odviva[e na sledniot na~in:  
najprvo pupkite se promivaat vo ~e[menska voda; potoa sledi 
promivawe vo destilirana voda; se promiva 15 sekundi vo 70% C2H5OH  
(etanol);  se promiva 10 minuti vo 5% Ca(ClO)2 so 2-3 kapki Tween 20, i 
na kraj pupkite se promivaat nekolkupati vo sterilna voda. 
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Kako indukcioni mediumi bea koristeni: MS (Murashige, T., i 
Skoog, F., 1962) medium, LS (Linsmaer, E.M. i Skoog, F., 1965) medium, 
N (Nitch, J.P., 1969) medium, CP (Dumas de Valux, R., 1981) medium i 
NN (Nitch, J.P. i Nitch, C., 1969) kako dvofazen medium so nosa~. 
Nosa~ite, vo vid na bukvata M, bea prigotveni od sterilna filter 
hartija i postaveni vo erlenmaerka na cvrstata faza a te~nata faza go 
natopuva nosa~ot od kade anterata gi prima potrebnite hranlivi 
elementi i hormoni. Te~nata i cvrstata faza se izotoni~ni rastvori 
a razlikata e samo vo agarot koj go nema vo te~nata faza (Fot. 1). 

Na indukcionite mediumi be[e koristen soodveten inkubacionen 
tretmani, so slednite hormonalni kombinacii: 

- MS + 1,0 mg/l KIN + 0,01 mg/l 2,4 D + 0,001 mg/l IAA, so inkubacija na 
temno 7 dena i na +25±2ºS, a potoa vo klima komora na +25±2ºS, so 
fotoperiodizam od 12 ~asa svetlo i 12 ~asa temno; 

- N + 1,0 mg/l KIN + 0,001 mg/l IAA, so inkubacija na temno 7 dena i na 
+25±2ºS, a potoa vo klima komora na +25±2ºS, so fotoperiodizam od 12 
~asa svetlo i 12 ~asa temno; 

 - LS + 3,0 mg/l KIN + 1,0 mg/l IAA, so inkubacija na temno 7 dena i na 
+7±2ºS, a potoa vo klima komora na +25±2ºS, so fotoperiodizam od 12 ~asa 
svetlo i 12 ~asa temno; 

- NN + 0,01 mg/l KIN + 0,001 mg/l 2,4D, so inkubacija na temno 7 dena i na 
+7±2ºS, a potoa vo klima komora na +25±2ºS, so fotoperiodizam od 12 ~asa 
svetlo i 12 ~asa temno; 

- CP + 0,01 mg/l KIN + 0,01 mg/l 2,4D, so inkubacija na temno 8 
dena i na +35±2ºS, slednite 4 dena vo klima komora na +25±2ºS so 
fotoperiodizam 12 h svetlo / 12 h temno, a potoa na R1 + 0,01 mg/l KIN 
na +25±2ºS, so fotoperiodizam 12 ~asa svetlo i 12 ~asa temno. 

 
3. Rezultati i diskusija 

Na MY medium anterite voglavno kalusiraa i ne poka`aa 
embriogenetska sposobnost (Tab. 1, Sl. 1, Fot. 2). Statisti~kata 
analiza (t-test na zavisni primeroci) poka`a deka procentot na 
kalusirani anteri e signifikantno razli~en za site ispituvani 
sorti. Najgolema sposobnost za indukcija na kalus se javuva kaj 
sortata slatko luta (48,90±4,91**%, p=0,01) a najmala kaj sortata 
fehérözön (4,94±0,39**%, p=0,01). Na ovoj medium MS + 1,0 mg/l KIN + 0,01 
mg/l  2,4D + 0,001 mg/l IAA, so inkubacija na temno 7 dena i na +25±2ºS 
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lutite sorti poka`uvaat pogolema sposobnost za kalusirawe vo odnos 
na slatkite i baburestite sorti. 

Visinata na kalusot, formiran od anteri na MY mediumot, isto 
taka poka`uva signifikantno pogolemi dimenzii kaj lutite sorti  
feferona (4,50±2,50* mm, p=0,05), slatko luta (5,66±1,25** mm, p=0,01) 
vezena luta (5,00±1,00** mm, p=0,01) i sivrija (2,63±0,37* mm, p=0,05), 
vo odnos na slatkite sorti ~ii dimenzii se nesignifikantno (p<0,05) 
pomali. 

Kako i na prethodniot, MY medium, i na N mediumot anterite 
kalusiraa bez mo`nosti za indukcija na embrioidi ili za indirekta 
embriogeneza, preku kalusot (Tab. 2, Sl. 1). 

Razlikite vo procentot na kalusirani eksplantati e statisti~ki 
signifikanten za site sori osven za sortata sivrija (14,41±3,76%, 
p>0,05). Na ovoj medium lutite sorti feferona (58,55±11,47***%, 
p=0,001) i slatko luta (39,93±12,89**%, p=0,01) imaat statisti~ki 
signifikantno najvisok procent na kalusirani anteri, a kon niv se 
priklu~uva i baburestata sorta kalifornisko ~udo (30,66±6,02***%, 
p=0,001). 

Za razlika od MY i N mediumot, anterite na LS + 3,0 mg/l KIN + 1,0 
mg/l IAA, bea inkubirani 7 dena na ladno i temno na temperatura 
+7P2PS, a potoa istite bea preneseni vo klima komora na +25±2ºS so 
fotoperiodizam 12 ~asa svetlo i 12 ~asa temno (Tab. 3, Sl.1). 

So promenata na inkubacionata temperatura na ladno +7±2ºS 
na LS medium a vo prisustvo na zgolemena koncentracija na 
fitohormonite ne se javuva zabele`itelna razlika vo ispituvanite 
parametri. So vakov tretman anterite kaj site sorti kalusiraat 
poizedna~eno a statisti~ka signifikantnost se javuva kaj sortite 
slatko luta (34,30±2,07*%, p=0,05), zlaten medal (8,32±0,90*%, p=0,05), 
kalifornisko ~udo (13,67±1,56*%, p=0,05) i ratund (17,37±2,47*%, 
p=0,05). Lutite sorti i ovde imaat najvisok procent na kalusirani 
anteri a najmal e procentot kaj sortata fehérözön (13,42±7,49%, p>0,05) 
i toa bez statisti~ka signifikantnost. Slatkite sorti na LS so 
inkubacija na ladno i temno go zgolemuvaat procentot na kalusirawe 
za razlika od MS i N koga se inkubiraat na toplo i temno. 

Na dvofazniot NN medium embriogeneza ne e zabele`ana nitu kaj 
edna sorta. Site ispituvani sorti induciraat kalus, so toa [to, za 
razlika od drugite ispituvani mediumi i tretmani na MY, N, i LS 



Godi{en zbornik   2002 Institut za ju`ni zemjodelski kulturi-Strumica 
Yerbook                      2002 Institute of Southern Crops- Strumica 

 

 26 

mediumi, ovde procentot na kalusirawe kaj lutite sorti se namaluva a 
kaj slatkite se zgolemuva (Tab. 4, Sl. 1). Osven kaj sortite 
kaliforniski ~udo (14,95±3,50%, p<0,05) i fehérözön (11,63±2,86%, 
p<0,05) kaj site ostanati sorti razlikata vo kalusiraweto e 
statisti~ki signifikantna. Istata pojava e konstatirana i vo 
dimenziite na kalusot, i dol`inata i visinata na kalusot, se 
namaluva kaj lutite sorti a zgolemuva kaj slatkite i baburesti sorti. 

Vo istra`uvawata na androgenetskiot potencijal na piperka 
(Capsicum annuum L.) najmasovno koristen e metodot na Dumas de Valux, 
R., 1981. Po protokolot na ovoj avtor inkubacioniot period trae 
vkupno 12 dena i toa: na CP + 0,01 mg/l KIN + 0,01 mg/l 2,4D medium (vo 
prisustvo na auksin) 8 dena na temnoi  na +35±2ºC a slednite 4 dena vo 
klima komora na +25±2ºS so fotoperiodizam 12 h svetlo / 12 h temno.  

Potoa anterite se pasa`iraat na nov medium R1 + 0,01 mg/l KIN 
(kade nema auksini) na +25±2ºC, so fotoperiodizam 12/12 ~asa 
svetlo/temno. Na ovaa podloga, i so vakov tertman, anterite na 
odredeni sorti sposobni za androgeneza formiraat embrioidi, 
dodeka indukcijata na kalus drasti~no se namaluva kaj site 
ispituvani sorti (Tab. 5, Sl. 1). 

Kalusiraweto otsustvuva kaj sortata feferona a kaj site ostanati 
sorti toa e statisti~ki dosta signifikantno.  

Statisti~ki signifikantna razlika vo dol`inata na kalusot se 
javuva kaj sortite slatko luta (2,20±0,20**mm, p=0,01), kalifornisko 
~udo (3,00±0,19**mm, p=0,01) i sortata ratund (2,10±0,10*mm, p=0,05) a 
vo visinata na kalusot kaj sortite vezena luta (1,90±0,13*mm, p=0,05), 
kalifornisko ~udo (1,56±0,16**mm, p=0,01), ratund (0,80±0,20**mm, 
p=0,01) i fehérözön (0,83±0,28*mm, p=0,05). 

 
4. Zaklu~ok 
Rezultatite od istra`uvawata za indukcija na kalus od anteri na 

piperka C. annuum L. vo uslovi in vitro, dozvoluvaat da se konstatirat 
slednite zaklu~oci: 

- Na mediumite MS + 1,0 mg/l KIN + 0,01 mg/l 2,4 D + 0,001 mg/l IAA i 
na N + 1,0 mg/l KIN + 0,001 mg/l IAA, so inkubacija na temno 7 dena i na 
+25±2ºS, a potoa vo klima komora na +25±2ºS, so fotoperiodizam od 
12 ~asa svetlo i 12 ~asa temno, anteri od piperka imaat visok 
potencijal za kalusogeneza, lutite sorti kalusiraat so najvisoko (30-
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58%), pred slatkite (11-14%) i baburestite sorti (4-10%) koi 
najslabo kalusiraat. 

- Na mediumot LS + 3,0 mg/l KIN + 1,0 mg/l IAA i na dvofazniot 
medium NN + 0,01 mg/l KIN + 0,001 mg/l 2,4D, so inkubacija na temno 
7 dena na +7±2ºS, a potoa vo klima komora i na +25±2ºS, so 
fotoperiodizam od 12 ~asa svetlo i 12 ~asa temno, kalusiraweto e 
vode~ka pojavava, no vo umereni granici (luti sorti 5-34%; slatki 
sorti 8-18%; babursti sorti 1-17%). 

- Edinstveno na mediumot CP + 0,01 mg/l KIN + 0,01 mg/l 2,4D, so 
inkubacija na temno 8 dena i na +35±2ºS, slednite 4 dena vo klima 
komora na +25±2ºS so fotoperiodizam 12 h svetlo / 12 h temno, a potoa 
na R1 + 0,01 mg/l KIN na +25±2ºS, so fotoperiodizam 12 ~asa svetlo i 12 
~asa temno, dobieni se haploidni embrioidi, a kalusiraweto e 
minimalno 
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Tab. 1 Indukcija na kalus od anteri na piperka na MY medium 
Tab. 1 Callus induction of pepper anthers on MS medium 

sorti piperka br. 
na 
ante
ri 

kalusirani 

anteri (%) 

dol`ina na 
kalus (mm) 

visina na 

kalus  
(mm) 

feferona 38±5 36,49±2,29** 6,33±3,40 4,50±2,50* 

slatko luta 25±3 48,90±4,91** 10,50±4,50* 5,66±1,25** 

vezena luta 33±4 30,97±0,79** 10,00±1,00* 5,00±1,00** 

sivrija 40±4 11,42±1,28** 4,54±0,35 2,63±0,37* 

zlaten medal 44±5   14,90±1,82* 1,46±0,37 1,01±0,01 

kurtovska 
kapija 

30±3   14,54±1,90* 2,48±0,43 0,96±0,31 

kalifornisko 
~udo 

26±2   21,09±5,80* 3,83±1,72 2,63±0,53 

ratund 35±4 10,05±0,01** 1,23±0,24 0,73±0,46 

fehérözön 32±2   4,94±0,39** 2,23±0,20 0,63±0,15 

*Vrednostite vo sekoja kolona (grupa) ozna~eni so *,**,*** se signifikantno razli~ni (p<0,05); 

p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=3.  
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Tab. 2 Indukcija na kalus od anteri na piperka na N medium 
Tab. 2 Callus induction of pepper anthers on N medium 

sorti piperka br. 
na 
ante
ri 

kalusirani 

anteri (%) 

dol`ina na 
kalus (mm) 

visina na 

kalus  (mm) 

feferona 49±7 58,55±11,47*** 5,55±3,09 2,78±0,20* 

slatko luta 30±4  39,93±12,89** 5,16±2,01 2,30±0,76* 

vezena luta 39±6    9,84±4,51* 8,22±2,79* 3,85±1,16* 

sivrija 36±4  14,41±3,76   1,91±0,38* 1,70±0,39* 

zlaten medal 33±5    9,47±1,82*   1,80±0,20* 1,30±0,20* 

kurtovska kapija 38±5    8,03±2,84* 0,76±0,25** 0,35±0,13** 

kalifornisko ~udo 42±6   30,66±6,02*** 2,79±1,63 2,12±1,13 

ratund 32±2    9,26±0,85* 0,43±0,07** 0,30±0,10** 

fehérözön 42±4     4,85±1,66* 0,50±0,10** 0,20±0,00** 

*Vrednostite vo sekoja kolona (grupa) ozna~eni so *,**,*** se signifikantno razli~ni (p<0,05); p=0,05*, 
p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=3.  

Tab. 3 Indukcija na kalus od anteri na piperka na LS medium 
Tab. 3 Callus induction of pepper anthers on LS medium 

sorti piperka br. na 
anteri 

kalusirani 
anteri (%) 

dol`ina na 
kalus (mm) 

visina na 
kalus  (mm) 

feferona 38±4    26,24±6,57 1,50±0,50 0,86±0,70 

slatko luta 33±3 34,30±2,07* 2,10±0,10 1,40±0,10 

vezena luta 28±2 33,33±15,27 6,66±1,52** 4,40±1,15** 

sivrija 35±4    18,03±5,88 3,49±1,36 2,69±0,93 

zlaten medal 42±5 8,32±0,90* 1,83±1,04 1,36±0,55 

kurtovska kapija 36±3 15,22±1,34 2,50±0,50 1,83±0,76 

kalifornisko ~udo 39±5 13,67±1,56* 3,11±0,12    2,70±0,26* 

ratund 40±5 17,37±2,47* 2,66±0,94 2,12±0,12 

fehérözön 41±5 13,42±7,49 1,91±1,01 1,19±0,75 
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*Vrednostite vo sekoja kolona (grupa) ozna~eni so *,**,*** se signifikantno razli~ni (p<0,05); 
p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=3.  

 

Tab. 4 Indukcija na kalus od anteri na piperka na NN dvofazen 
medium 
Tab. 4 Callus induction of pepper anthers on NN two-phases medium 

sorti piperka br. na 
anteri 

kalusirani 
anteri (%) 

dol`ina na kalus 
(mm) 

visina na 
kalus  (mm) 

feferona 30±4 19,36±0,70** 1,00±0,26* 0,56±0,25 

slatko luta 38±4 17,44±1,89* 1,36±0,20 0,80±0,10 

vezena luta 32±3  5,03±0,50** 4,88±3,56 3,71±1,99 

sivrija 45±5   18,25±3,09* 1,75±0,25   1,33±0,14* 

zlaten medal 42±5   11,40±0,82*   2,30±0,20*   1,26±0,20* 

kurtovska kapija 36±4  9,32±0,89* 1,63±0,51 1,00±0,10 

kalifornisko ~udo 39±5    14,95±3,50 6,06±3,02 3,55±1,78 

ratund 40±5   9,27±0,85*   0,66±0,20* 0,55±0,18 

fehérözön 41±5    11,63±2,86     1,16±0,76 1,00±0,50 

*Vrednostite vo sekoja kolona (grupa) ozna~eni so *,**,*** se signifikantno razli~ni (p<0,05); 
p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=3.  
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Tab. 5 Indukcija na kalus od anteri na piperka na CP medium 
Tab. 5 Callus induction of pepper anthers on CP medium 

sorti piperka br. na 
anteri 

kalusirani 
anteri (%) 

dol`ina na kalus 
(mm) 

visina na 
kalus  (mm) 

feferona 50±7 - - - 

slatko luta 48±6 6,83±0,75*** 2,20±0,20**     0,91±0,14 

vezena luta 42±5 28,84±7,85* 3,58±0,20 1,90±0,13* 

sivrija 45±5 14,23±1,85** 1,90±0,36     1,50±0,25 

zlaten medal 42±5 7,33±1,29***    1,10±0,10     0,86±0,32 

kurtovska 
kapija 

36±4 8,25±0,44***  2,27±0,63     1,90±0,16 

kalifornisko 
~udo 

39±5 15,12±5,00* 3,00±0,19** 1,56±0,16** 

ratund 40±5 19,00±1,00*** 2,10±0,10* 0,80±0,20** 

fehérözön 41±5 3,92±1,38**  1,66±0,57  0,83±0,28* 

*Vrednostite vo sekoja kolona (grupa) ozna~eni so *,**,*** se signifikantno razli~ni (p<0,05); 
p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=3.  
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Sl. 1 Indukcija na kalus na MS, N, LS i CP medium 

Fig. 1 Callus induction on MS, N, LS, NN and CP medium 
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Fot. 1 Anteri od piperka C. annuum L. postaveni na NN dvofazen  

medium 

Photo 1 Pepper C. annuum L. anthers on NN two-phases medium 

 

 

 

Fot. 2 Indukcija na kalus od anteri na piperka C. annuum L . 
Photo 2 Callus inductions from pepper C. annuum L. anthers 

 
 
 
 
 
 
 
 
 




