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MO@NOSTI  ZA PRIMENA NA NEKOI NOVI METODI ZA 
DOBIVAWE NA BEZVIRUSEN  POSADO^EN MATERIJAL 

 
Koleva-Gudeva Liljana 1, Mitrev S.,1 Spasenoski M.2 

 
Kratok izvadok 

Poznati se okolu 600 rastitelni virusi, od koi najmalku 80 mo`e da 
se prenesat vo semeto, a skoro sekoga[ se prenesuvaat so vegetativno 
razmno`uvawe. Poradi toa za vegetativnoto razmno`uvawe kaj nekoi 
rastitelni vidovi bitno e da se zapo~ne so proizvodstvo na bezvirusen 
posado~en materijal. 

Vo JNU Institut za ju`ni zemjodelski kulturi - Strumica, be[e 
postavena kultura na meristemi od dve sorti na piperka i toa Kurtovska 
kapija i Zlaten medal. I devte ispituvani sorti uspe[no se regeneriraa 
vo uslovi in vitro a potoa se adaptiraa vo nadvore[ni uslovi. Prisustvoto 
ili otsustvoto na virusi kaj regenerantite be[e ispitano so izveduvawe 
na testovi za doka`uvaew na virusi, so upotrebe na metodot na "testirawe 
na rastenija".  

Eksperimentalnoto  dobivawe na bezvirusen posado~en materijal 
be[e doka`ano i kaj dvete ispituvani sorti na piperka. 

 
Klu~ni zborovi: kultura na meristem, virusna eliminacija, in vitro. 

 
POSSIBILITYES OF USES OF SOME NEW METHODS FOR FREE OF 

VIRUSES PRODUCTION OF PLANTS 

 
Koleva-Gudeva Liljana1, Mitrev S.,1 Spasenoski M.2 
 
Abstract 

 About 600 plant viruses are known of witch at least 80 can be transferred in 
the seed; viruses can also be transferred during generative propagation. Therefore for 
the vegetative propagation on some plant species production of free of virus started 
material is very important. 
 Meristem tissue culture of two cultivars of pepper, Kurtovska kapija and 
Zlaten medal, was establish at the Institute of Southern Crops. Both exanimate sorts 
were successfully regenerated in in vitro conditions and after that were adapted at 
outside conditions. The regenerated plants were examinated with using of “plants 
testing” method were done the tests for virus identifications. 
 It was experimental proved obtaining of free of viruses seedlings of the both 
exanimate sorts of pepper. 
 
Key words: culture of meristems, free of viruses, in vitro. 
_____________________ 
1Institute of Southern crops - Strumica, Goce Delcev b.b., 2 000 Strumica, Macedonia  
2Faculty of Natural Science and Mathemetics, Gazi Baba bb, PO Box 162, Skopje, Macedonia 
1Instutut za ju`ni zemjodelski kulturi - Strumica, Goce Del~ev b.b., Makedonija 
2Prirodno-matemati~ki Fakultet, Gazi Baba b.b. P fah. 162, Skopje, Makedonija 



Godi[en zbornik     2001     Institut za ju`ni zemjodelski kulturi - Strumica 
Yearbook                     2001   Institute of Southern Crops - Strumica 
 

 28 

1.  Voved 

Poznati se pove]e metodi na proizvodstvo na bezvirusni rastenija, 
od koj eliminacijata na virusi so kultura na meristemski vrvovi e edna od 
najinteresnite aplikacii na kultura na tkiva vo uslovi in vitro. 
Proizvodstvoto i oddr`uvaweto na rastenijata so kultura na tkiva denes 
masovno se koristi, zaradi toa [to so ovaa postapka za kratko vreme i na 
mal prostor od edno rastenie mo`e da se dobijat, uslovno, neograni~en 
broj na genetski identi~ni edinki. So ovoj metod sosema realna e 
mo`nosta za dobivawe na bezvirusen posado~en materijal, a so toa se 
podobruva ne samo geneti~kata stabilnost na regenerirenite rastenija, 
tuku i morfolo[kite i biolo[kite karakteristiki na ispituvanite 
kulturi.  

Zaraznite infekcii predizvikani od virusi, mikoplazmi, bakterii 
i gabi mnogu te[ko se suzbivaat. Skoro i nevozmo`no e tie da se 
eliminiraat so upotreba na komercijalni hemiski sredstva. Ponekoga[ e 
mo`no da se spre~i virusnata multiplikacija so upotreba na relativno 
skapi hemiski soedinenija, me\utoa za virusna eliminacija te[ko mo`e da 
se garantira. 

So upotreba na kultura na meristemi ne samo [to se vr[i virusna 
eliminacija tuku se eliminiraat i bakterii i gabi. Najva`nite rodovi 
(soevi) od bakterii kako: Erwinia, Pseudomonas Xanthomonas i Bacillus, kako i 
najva`nite rodovi (soevi) od gabi: Fusarium, Verticillium, Phytophthora i 
Rhizoctonia se eliminiraat samo vo kultura na meristemi. 

Koga se raboti za dobivawe na bezvirusen materijal osobeno e 
va`na goleminata na meristemskoto tkivo koe ]e se koristi kakao po~eten 
eksplantat. Meristemot e bez prisustvo na virusi, koga e izoliran so 1-2 
lisni primordii (obi~no toa e vrvnata kupa) i vedna[ se prenesuva vo 
hranliva sredina. Meristemot so edna lisna primordija e mnogu mal so 0,1 
mm dijametar i 0,2-0,4 mm dol`ina. Najgolemi [ansi za dobivawe na 
bezvirusen materijal ima koga se izolira samo meristemot, a od druga 
strana pak, [ansite na meristemot bez lisni primordii za opstanok vo 
kultura se dosta mali. Spored toa kolku e pogolem meristemot, so pove]e 
lisni primordii, tolku [ansite za dobivawe na bezvirusen materijal se 
namaluvaat. Vo princip, site vrvni meristemi se pogodni kako po~eten 
materijal a [ansite za opstanok vo kultura ]e zavisat do vidot na 
apikalnata pupka, negovata postavenost, od sostavot na hranlivata 
sredina, fotoperiodizmot, temperaturata...........i.t.n.  

Spored voobi~aenata postapka za dobivawe na bezvirusen 
materijal, virusna identifikacija (otsustvo na poznatite virusi) t.e. 
potvrda deka materijalot e navistina eliminiran od prisustvo na virusi, 
neminovno e da se izvr[i pove]epati vo tekot na celata postapka. 
Naj~esto za taa cel se sproveduvaat metodite: 

- Tesrirawe na rastenijata: Rastitelen sok od edno od rastenijata 
dobieno so kultura na meristemi, se inokulira vrz listot od drugo 
rastenie, - test rastenie za odreduvawe na prisusvoto na virusi. Ako 
virusot e prisuten vo rastitelniot sok, po izvesno vreme ]e se razvijat 
karakteristi~nite simptomi na povr[inata na listot.  
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- Elektronska mikroskopija: Mnogu e mala upotrebata na ovoj metod 
so ogled na toa [to zna~itelno mal e brojot na tie laboratorii [to mo`e 
da ja izvr[at ovaa identifikacija. 

- Serologija: Edna od naj~esto koristenite i ekstremno senzitivna 
serolo[a metoda e ELISA (enzime-linked immunosorbent assay). 

So testirawe na rastenija ili so nekoja od serolo[kite metodi  
naj~esto se doka`uva dobivaweto na bezvirusen materijal. 

Otkako e izvr[ena prvata uspe[na eliminacija na virus (Morel & 
Martin 1952),  golem broj na rastitelni vidovi se pro~istija od nivnite 
virusni zaboluvawa so primena na kultura na vrvni meristemi.  

Denes vegetativnoto razmno`uvawe vo uslovi in vitro nao\a golema 
primena vo hortikulturata, gradinarstvoto, ovo[tarstvoto, lozarstvoto  
i cve]arstvoto so [to se ovozmo`uva intenzivirawe na proizvodstvo na 
posado~en materijal i dobivawe na zdravi rastenija (M. Spasenoski, 1993)  

Ovaa postapka mnogu e zna~ajna, kako za nau~no-istra`uva~ki celi 
taka i za dirktno komercijalno proizvodstvo. 

 
2. Matrijal i metodi na rabota 

Osnovna cel na istra`uvaweto be[e da se postavi kultura od 
pove]e meristemski i nemeristemski eksplantati od piperka, da se 
zapoznaat svojstvata na tkivata vo uslovi in virto i da se sogledat 
mo`nostite za dobivawe na zdrav bezvirusen materijal.  

Vo na[ite istra`uvawa kako po~eten materijal za rabota bea 
koristeni meristemski eksplantate so golemina 0,5 mm, soodvetni za 
dobivawe na bezvirusen materijal, i toa od dve sorti na piperka 
Kurtovska kapija i Zlaten medal. Po~etnite ekspalnatite se izolira od 
semiwa na piperka, koi se iz′rteni vo asepti~ki uslovi. Semeto se 
sterilizra[e 15 sekundi vo 70% alkohol, 15 minuti vo 5% natrium 
hipohlorid, 10 minuti vo 1% Izosan - G, a potoa se zaseva na 1/2 MS 
(Murashige &Skoog 1962) mineralen rastvor, (Slika 2). 

Eksplantatite se kultiviraa na MY mineralen rastvor (Slika 3) so 
3% saharoza, 0,7% agar, 100 mg/L inozitol, 200 mg/L kazein hidrolizat,  od 
vitaminite se koristat vit. B1 (tiamin) 0,1 mg/L, V6 (piridoksin) 1,0 mg/L 
i nikotinska kaiselina 0,5 mg/L. Od fitohormonite se koristea: 
 -IAA (indol-3-ocetna kiselina), NAA (1-naftalenocetna kiselina),  
GA3 (giberelinska kiselina), BAP (N6-benzilaminopurin), KIN (6-
furfuril aminopurin) i  ZEA (zeatin). 
 Gorenavedenite fitohormoni gi koristevme vo MS mediumot vo 
razli~ni kombinacii i koncentracii za dobivawe na organogeneza i 
regeneracija na izdanoci vo celo rastenie. 

Posle sekoe izvr[eno pasa`irawe kulturite gi ~uvame vo sterilni 
uslovi: na temperatura od 25 ± 2°S, fotoperiodizam od 16/8 ~asa 
svetlo/temno, i intenzitet na osvetluvawe od  2000 - 3000 Lux. (Slika 4). 

Identifikacijata na virusi se vr[e[e pove]epati vo tekot na 
ispituvaweto. Nie je koristevme metodata testirawe na rastenijakoja se 
sostoi od slednata postapka: rastitelniot sok, dobien so filtrirawe od 
macerirani regeneranti, go inokuliravme vrz listot od drugo test 
rastenie. Dokolku se javat simptomi na listot od test rastenieto stanuva 
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zbor za prisustvo na virusi. Testovite gi izveduvavme i na izdanocite vo 
kultura i na regenerantite koga se prenesuvaa vo nadvore[ni uslovi. 
Me\utoa postojat i drugi metodi kako [to se elektronska mikroskopija i 
serologija. Elektronska mikroskopija e se u[te vo mala upotreba, bidej]i 
e mal brojot na laboratorii vo koi e mo`na identifikacija na virusite. 
Edna od naj~esto koristenite serolo[ki metodi e ELISA (enzime-linked 
immunosorbent assay). Celata postapka (izolacija na meristemi, nivno 
kultivirawe na medium i pasa`irawe, kako i testovite za visusna 
identifikacija) se izveduva[e vo sterilni uslovi, vo laminarna komora. 

 

3.Rezultati i diskusija 

Virusite gi pri~inuvaat najgolemite zagubi vo rastitelnoto 
proizvodstvo, odrazeni i na kvalitetot i na kvantitetot na 
proizvodstvoto. Zatoa sozdavawe na bezvirusen semenski i posado~en 
materijal e garancija za uspe[no proizvodstvo. 

Eksperimentalno postavivme kulturi na meristemi od piperka, i 
preku regeneracija i organogeneza vo uslovi in vitro, dobivme bezvirusen 
materijal od piperka. Be[e ispituvano i vlijanieto na razli~ni 
kombinacii i koncentracii na auksini i citokinini na MS medium vrz 
organogenezata i regeneracijata na piperka. Za efektot na 
fitohormonite vrz razvojot na izdanocite od piperka vo kultura ve]e 
imame soodvetni podatoci, koi se referirani od Koleva-Gudeva Liljana i 
M. Spasenoski (1994,1995, 2001) . 

Vo tekot na postapkata se kontrolir[e prisustvoto ili otsustvoto 
na poznatite virusi, so voobi~aenite virus testovi, za da na kraj mo`eme 
da tvrdime dali materijalot e navistina pro~isten ili ne. Po 
inokulacijata na rastitelniot sok vrz listot na test rastenijata, ne bea 
zabele`ani simptomi na prisustvo na virusi. 

Od tekot na istra`uvaweto, se poka`a deka regeneracija na piperka 
od meristemskite eksplantati e sosema realna i za dvete ispituvani sorti. 
Od izoliranite apikalni pupki, meristemski tkiva, se formiraa 
izdanoci vo kultura na MS mediumot (Slika 5) a so [to dobivme i 
doka`avme direkna regeneracija na piperka (Slika 6 i 7).  

Za razlika od meristemskite, nemeristemskite eksplantati imaat 
zna~itelno pomala sposobnost za organogeneza (Gunai, L. & Rao; Garcia, R; A 
Ficher; M. Fari, M., Czako) koja vo toj slu~aj odi prete`no vo pravec na 
kalusogeneza. (Slika 1). Indirektnata regeneracija t.e. dobivawe na 
izdanok vo kultura preku regenerativen kalus, i toa i za dvete ispituvani 
sorti, ne be[e zabele`ana.  

Spored Spasenoski M. (1993), za da se eliminira prisustvo na 
oddelni patogeni organizmi koi gi zarazuvaat semeto i rastenijata treba 
da se izvr[i prethodna sterilizacija na semenskiot i rastitelniot 
materijal. Voedno so izolirawe na meristemi ili vrvni pupki se vr[i 
obezvirusuvawe na po~etnite eksplantati. Toa zna~i deka regeneriranite 
rastenija  vo uslovi in vitro se zdravi i mo`at da slu`at kako zdrav 
posado~en materijal [to e od posebno stopansko zna~ewe. 
Dobivaweto na bezvirusen posado~en materijal  so primena na ovoj metod 
sosema e opravdano ({ema 1). Vo pra[awe e samo odgovorot na vremeto 



Godi[en zbornik     2001     Institut za ju`ni zemjodelski kulturi - Strumica 
Yearbook                     2001   Institute of Southern Crops - Strumica 
 

 31 

koga taa postapka ]e se komercijaliriza, a vo najbliska idnina ovoj 
nedostatok itno ]e se nametne kako neophodnost 

4. Zaklu~ok 

  Osnovnata i edinstvena cel na eksperimentalnoto dobivawe na 
bezvirusen materijal go doka`avme kaj piperkata. Bezvirusen materijal 
zna~i eliminacija na onie virusi koi bile identifikuvani vo startnite 
rastenija i onie ~ie prisustvo bi mo`elo da se o~ekuva. Virusite se 
prenesuvaat i so seme, a meristemite (so 1-3 lisni primordii) ne sodr`at 
ili gi sodr`at vo nezna~itelen broj. So upotreba na kultura na meristemi 
ne samo [to se vr[i virusna eliminacija tuku se eliminiraat i bakterii 
i gabi. Me\utoa so propagacija na meristemi vo uslovi in vitro i 
dobivawe na bezvirusen materijal ne zna~i deka se dobiva i virusno 
rezistenten materijal. Startniot materijal e virusno pro~isten, [to e 
golema prednost za razlika od upotreba na posado~nen i semenski 
materijal koj e kontaminiran na bilo koj na~in. 

Ovaa e dosta zna~aen ~ekor, vo koristeweto i upotrebata na 
sovremenata nau~na praktika vo podobruvaweto i po kvalitit i po 
kvantitet na zemjodelskoto proizvodstvoto. 
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{ema 1. {ematski prikaz dobivawe na bezvirusen materijal 
 

PROIZVODSTVO NA BEZVIRUSEN MATERIJAL 
 

 
virusno zarazeni rastenija  ponatamo[no proizvodstvo 

         na bezvirusni edinki 
 

(toplinski tretman)                       elitni roditelski rastenija 
         bezvirusni 

kultura na meristemi 
     virusen test 
formirawe na izdanoci    virusen test 
     multiplikacija  
         na izdanoci    
 
vkorenuvawe             prenesuvawe vo po~va 
 
 

 

Slika 1. {ematski prikaz za kultura  na rastitelni tkiva (meristemi) 
i organi, kako eden od mo`nite pati[ta za regeneracija na celo rastenie vo 
uslovi in vitro: (R.L.M. Pierik 1998) 
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Slika 2. Seme od piperka 'rteno 
vo asepti~ki uslovi na 1/2MS 
mineralen rastvor, 
 

 
 
Slika 3. Izolacija na meristem 
od piperka kako po~etni 
eksplantati. 
 

 
 
Slika 4. ^uvawe na kulturite vo 
kontrolirani uslovi, vo klima 
komora. 
 

 
 
 
 
 
 
 

Slika 5. Izdanoci od piperka 
na MS medium, po 40 dena. 
 

 

Slika 6. Kultura na izdanoci 
od piperka Kurtovska kapija i 
Zlaten medal na MS medium, po 
40 dena 
 

  

Slika 7. Adaptirani rastenija 
dobieni vo uslovi in vitro i 
kontrolni rastenija. 

 

 

 

 

 

 

 




