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UDC: 57.085:581.33:635.64                                  Originalen nau~en trud 
            Original research paper 

KULTURA NA ANTERI OD PIPERKA (Capsicum annuum L.) 
 
Koleva-Gudeva Liljana 
 

Kratok izvadok 
Somatskata embriogeneza, se definira kako razvoen proces 

vo koj se sozdava idealen embrion od samo edna somatska (telesna) 
kletka, i se formira struktura koja poka`uva bipolarna aktivnost, 
ista kako taa vo najranite fazi na zigotskata embriogeneza. 

Cel na ovie istra`uvawa be{e da se postigne efektivna in 

vitro tehnologija za prou~uvawe na haploidni i dihaploidni 
rastenija-regeneranti; indukcija na embriogeneza vo kultura na 
anteri od piperka in vitro, kako i mikropropagacija vo uslovi in vitro 
na dobientie regenerantite. Inducirana e somatska embriogeneza 
vo kulturi na anteri kaj pet, od devet ispituvani sorti na piperka.  
 
Klu~ni zborovi: Somatska embriogeneza, in virto, anteri, piperka 
(Capsicum annuum L.) 
 

ANTHER CULTURE IN PEPPER (Capsicum annuum L.) 
 

Koleva-Gudeva Liljana 

 

 Abstract 

 Somatic embryogenesis has been defined as the developmental process 

producing a perfect embryo from a single cell, which achieves bipolar at as a 

stage as occurs in zygotic embryogenesis. 

 The main achievement of these examination was to establish in vitro 

effective technology for haploid and diploid plant regenerants; induction of 

embryogenesis from microspores in pepper anther culture as well as 

micropropagation in vitro of pepper regenerants. Induction of somatic 

embryogenesis from anther pepper culture was obtained in five from nine 

exanimate varieties of pepper. 

 

_______________ 
JNU Institut za ju`ni zemjodelski kulturi - Strumica, Goce Del~ev b.b.,  
2 400 Strumica, Makedonija 
Institute of Southern Crops-Strumica, Goce Delcev b.b., 2 400 Strumica, Macedonia 
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Key words: Somatic embryogenesis, in vitro, anthers, pepper (Capsicum 

annuum L.) 
 
1. Voved 

So seksualnata generativna reprodukcija brojot na 
hromozomite se reducura na polovina, kako rezultat na mejozata, a 
se duplira povtorno so opra{uvaweto (so fuzija na `enski i ma{ki 
gameti). Ako mejozata se slu~uva vo diploidno rastenie so 2 para na 
hromozomi  (2n=2x), toga{ se dobivaat kletki ~ii hromozomi se so 
n=x. Ako od takva kletka n=x se dobie celo rastenie bez 
opra{uvawe, toga{ se dobiva monohaploidno rastenie, koe ima 
samo eden par na hromozomi (x), (Pierik, 1998). 

Vo kultura na anteri, koi sodr`at mikrospori vo stadium na 
prvata polenova delba ili neposredno pred delbata (n=x), ako 
uspe{no se inducira somatska embriogeneza se dobiva haploidni 
ili diploidni regeneranti.  

Razvojot i delbata na mikrosporite vo uslovi in vivo se 
odviva na sledniot na~in (slika 1 a):  
1.Mlada mikrospora, vakuola nerazviena;  
2.Sredno-kasna faza od razvojot na mikrosporata, vakuola prisutna;  
3. Normalno polarizirana prva polenova mitoza; 
4. Mlado dvokleto~no polenovo zrno, generativnoto jadro e kon 
zidota vakuolata e reducirana;  
5. Vtora polenova mitoza, vakuolata e mnogu reducirana;  
6. Zrelo polenovo zrno, nema vakuola, pojava na dve spermi i edno 
generativno jadro. 

Vo uslovi in vitro (slika 1 b), posle prvata mitoza se javuvaat 
neidenti~ni (asimetri~ni) ili identi~ni (simetri~ni) jadra. 
Rezultatot posle vtorata mitoza e haploid ili diploid, a 
diploidni kletki se javuvaat so kleto~na fuzija. 

Najranite istra`uvawe za somatska embriogeneza na piperka 
(Capsicum annuum L.) se na poleto na androgeneza so kultura na 
anteri i toa: 1973, Kuo, Wang, Chein, Ku, Kung i Hsu; 1973, George i 
Narayanaewamy; 1974, Saccardo i Devreux; 1979, 1980, Sibi, Dumas de 

Valux i Chambonet; 1981, Dumas de Valux, Chambonnet i Porchard; 1989, 
Munyon, Hubstenberger i Phillips; 1992, Matsabura i sor.; 1992, Park i 
sor.; 1993 Qin i Rotino, no dobienite regeneranti glavno bile 
me{avina od haploidi i diploidi rastenija (Kaparakis, 1999). 
Koristeni se razni stres tretmani so cel da se zgolemi somatskata 
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embriogeneza, od edna strana, i da se zgolemi produkcijata na 
haploidi, od druga strana. 

Androgenezata kaj piperka e dosta ograni~ena pojava, koja e 
prosledena so mnogu ograni~uva~ki faktori kako: strukturata i 
gradbata na mikrosporite; stadiumot vo koj e mikrosporata t.e. 
kultiviraweto na anterite vo in vitro uslovi mora da e vo fazata na 
prvata polenova mitoza ili neposredno pred nea; rastenijata od koi 
se sobiraat cvetnite pupkite, donatori na anteri, da ne se postari 
od 4 nedeli od prvata pojava na cvet; kolekcioniranite pupki da se 
so vene~ni i cvetni liv~iwa so ednakva dol`ina, koga anterata na 
vrvot po~nuva da se obojuva svetlo violetovo, t.e. nezreala cvetna 
pupka; genetskata predispozicija za somatska embriogeneza; 
hormonalnata regulacija vo in vitro uslovi; inhibitornoto dejstvo na 
sekundarnite metaboliti, osobeno kapsaicinot, kako i mnogu drugi 
poznati i nepoznati ograni~uva~ki faktori, za koi naukata nema 
dovolno soznanija, a koi go onevo`mo`uvaat ovoj proces kaj vidovi 
od rodot Capsicum. 

 
2. Matrijal i metod na rabota 

Kako materijal za indukcija na somatska embriogeneza vo 
kultura na anteri, koristeni se nezrelite pupki od piperka, koi 
sodr`at anteri so mikrospori vo stadium na prvata polenova delba 
ili neposredno pred delbata (slika 3). Ispituvawata se izvedeni so 
devet razli~ni sorti na piperka: slatko luta, luta vezena, sivrija, 
feferona, zlaten medal, kurtovska kapija, kalifornisko ~udo, 
feherozon i rotund. Sterilizacijata na pupkite se odviva{e na 
sledniot na~in:  najprvo pupkite se promivaat vo vodovodna voda; 
potoa sledi promivawe vo destilirana voda; potoa 15 sekundi vo 
70% C2H5OH;  pa 10 minuti vo 5% Ca(ClO)2 so 2-3 kapki Tween 20, i na 
kraj pupkite se promivaat nekolkupati vo sterilna voda. 

Izoliranite anteri od 3 pupki potoa se postavuvaat vo 
petrievi sadovi so pre~nik od 5 cm i toa so konkavnata strana da go 
dopiraat induktivniot medium. Stadiumot na delbata na 
mikrosporata e odreduvan mikroskopski so obojuvawe na anterite 
so aceto karmin nekolku minuti, a potoa istite bea 
mikroskopirani. Toa obi~no e faza na cvetnata pupka koga 
dol`inata na cvetnite i vene~nite liv~ina e ednakva i koga 
slobodniot kraj na anterata po~nuva da se obojuva slabo violetovo.               
 Prigotvuvaweto na bojata (aceto karmin) za odreduvawe na 
stadiumot na mikrosporite se vr{i na sledniot na~in: 1 g  karmin 
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se rastvoruva vo 45 ml glacijalna ocetna kiselina, se dodava u{te 55 
ml destilirana voda, i se stava na vriewe okolu 5 minuti. Potoa, 
rastvorot se ladi, se filtrira, i za intenzivirawe na bojata se 
dodava 1-2 kapki `elezenhidroksid. Na izoliranite anteri se 
kapnuva od aceto karminot i po nekolku minuti istite se 
maceriraat na mikroskopsko predmetno staklo i se nabquduvaa vo 
koj stadium e mikrosporata. 

Istra`uvawata za androgenetskiot potencijal na 
ispituvanite sorti na piperka izvedeuvan e po metodot na Dumas de 

Valux, 1981. Spored metodot na ovoj avtor, najprvo anterite se 
kultiviraat 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 istite se prenesuvaat na mediumot R1 + 0,01 mg/l KIN na 
+25±2ºS, so fotoperiodizam 12 ~asa svetlo i 12 ~asa temno. 
 

3. Rezultati i diskusija 
Piperkite se nepredvidlivi kulturi vo uslovi in vitro, i 

poradi toa rezultatite koi se dobivaat so kultura na kletki i 
tkiva se umereni, a kultura na anteri po se izgleda deka e edinstven 
isklu~ok od ova pravilo (Mityko i Fari, 1997). 

Vrz osnova na dobienite rezultati mo`e da se ka`e deka, 
site ispituvani sorti  ne se sposobni za formirawe na haploidni 
embrioidi. Vsu{nost, embriogenetski anteri se javuvaat so 
statisti~ka signifikantnost samo kaj sortite: slatko luta 
(2,43±0,20*%, p=0,05), zlaten medal (3,31±0,24*%, p=0,05), kurtovska 
kapija (1,55±0,50*%, p=0,05), kalifornisko ~udo (6,16±0,28*%, 

p=0,05) i feherozon (35,36±1,00***%, p=0,001) (tabela 1, slika 2).  
Zabele`ana e i statisti~ki signifikantna pozitivna 

korekacija pome|u procentot na embriogenetski anteri i brojot na 
formirani haploidni embrioidi na 100 anteri. Vakva visoka 
vrednost (r=0,9389, p<0,05) za Pearson-oviot koeficient za procentot 
na embriogenetski anteri vo odnos na brojot na formirani 
haploidni embrioidi na 100 anteri e i normalno o~ekuvan 
rezultati, bidej}i androgenetski sposobnite sorti normalno deka 
}e formiraat pogolem broj na haploidni embrioidi (slika 2). 

Posle induktivniot period na CP medium od 12 dena (na 
temno 8 dena na +35±2ºS i 4 dena na +25±2ºS  12/12 temno/svetlo), 
anterite bea prefrluvani na R1 medium. CP medium e neophoden 
samo za indukcija, odnosno za po~etok na delba na mikrosporite vo 



Godi{en zbornik     2003   Institut za ju`ni zemjodelski kulturi - Strumica 
Yearbook                      2003   Institute of Southern Crops – Strumica 

______________________________________________________________________________ 

 99 

in vitro uslovi, kade neophodno e i prisustvo na auksin. No, vedna{ 
po formiraweto na embriogenetskata struktuta (slika 4 i 5), od 
samo edna edinstvena mikrospora, ulogata na auksinot se menuva, 
bidej}i, toj ponatamu go inhibira procesot na formirawe na 
haploidni embrioidi. Zatoa neophodno e anterite da se 
kultiviraat na nov, R1 medium, vo otsustvo na auksini. Na ovoj 
medium embrioidite u{te na samiot po~etok poka`uvaat 
totipotentnost, napreduvaat vo svojot rast i razvoj i formiraat 
izdanok.  

Na R2 medium, kade isto taka, otsustvuvaat auksini a 
citokininot e vo povisoka doza, ne e prepora~livo anterite da se 
dr`at pove}e od edna nedela. 7-8 dena. Na povisoka koncentracija 
na citokinin dovolno e povtorno da se stimulira totipotentnosta, 
a potoa embrioidite pak se vra}aat na R1 medium, kade formiraat 
izdanok. 

Formiraniot izdanok go prodol`uva svojot razvoj na V3 
medium, kade bez prisustvo na fitohormoni se oformuvaat mladi 
rastenija na haploidna piperka (slika 6). Vkorenuvaweto 
nastanuva, isto taka, na  V3 medium, a dobro vkorenetite izdanoci se 
prefrluvaat vo sterilna me{avina na pesok : perlit : terset vo 
soodnos 1 : 1 : 1 i se spremni za voobi~aenata adaptacija i 
aklimatizacija za vo nesterilni uslovi. 

 
4. Zaklu~ok 

Spored klasifikacijata na Mityko i Fari (1997), za 
androgenetskiot potencijal odreduvan spored procentot na anteri 
koi formiraat embrioidi tipovite na piperka se delat na: 
- so slab androgenetski potencijal - do 5% embriogenetski anteri; 
- so prose~en potencijal - 5-10% embriogenetski anteri; 
- so dobar potencijal- 15 - 30% embriogenetski anteri i 
- so odli~en androgenetski potencijal - nad 30% embriogenetski 
anteri. 

Rezultatite od ovie istra`uvawata poka`aa deka haploidni 
embrioidi se formiraa na CP medium so topol temperaturen stres 
(+35ºC), {to e vo soglasnost so istra`uvawata na De Valux (1981). Od 
site devet ispituvani sori, pet poka`aa sposobnost za formirawe 
na embrioidi i toa: 
- slatko luta - (2,43±0,20%) so slab androgenetski potencijal, 
- zlaten medal - (3,31±0,24%) so slab androgenetski potencijal, 
- kurtovska kapija - (1,55±0,50) so slab androgenetski potencijal, 
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- kalifornisko ~udo - (6,16±0,28%) so prose~en potencijal, i  
- feherozon - (33,66±6,02%) so odli~en androgenetski potencijal. 

Spored klasifikacijata na gorespomenatite avtori, kako vo 
nivnite taka i vo ovie ispituvawa dobieni se identi~ni rezultati, 
odnosno, sortata kalifornisko ~udo e so prose~en, a sortata 
feherozon e so odli~en androgenetski potencijal. 
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a) in vivo b) in vitro 

Slika 1. Razvoj na mikrospori vo uslovi in vivo i in vitro (Pierik, 1998) 
Figure 1. In vivo and in vitro development of microspores (Pierik, 1998) 
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Tabela 1. Indukcija na haploidni embrioidi od anteri na piperka 
Table 1. Haploid embryo induction from pepper anthers 

 
 

sorti piperka 
 

pepper 

varieties 

br. na 
anteri 

 

nr. of 

anthers 

embriogenetski 
anteri (%) 

 

embriogenetic 

anthers (%) 

br. na 
embrioidi 

na 100 anteri 
nr. of embryos 

per 100 anthers 

embrio-
genetski 
potencijal 

embryogenetic 

response 

feferona 79±9 - - - 
slatko luta 140±17 2,43±0,20*     3,33±0,57** slab/poor 
vezena luta 83±8 - - - 
sivrija 104±15 - - - 
zlaten medal 94±9 3,31±0,24*      ,66±0,57** slab/poor 
kurtovska 
kapija 

120±11 1,55±0,50*  2,66±0,57** slab/poor 

kalifornisko 
~udo 

151±15 6,16±0,28*      5,66±0,57** prose~en 
fair 

rotund 109±10 - - - 
feherozon 130±15 33,66±6,02** 55,36±1,00*** odli~en 

excellent 
*Vrednostite vo sekoja kolona ozna~eni so *,**,*** se signifikantno razli~ni (p<0,05, t-test 
na zavisni primeroci); p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=3.  
* The values in each column (group) marked with *, **, *** are significant different (t- test on dependent 

examples p<0,05); p=0,05*, p=0,01**, p=0,001***; ±S.D., n=2 
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Slika 2. Indukcija na haploidni embrioidi od anteri na piperka 
Figure 2. Haploid embryo induction from pepper anthers 
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 Slika 3;  Figure 3  Slika 4;  Figure 4 
 
Slika 3. Izolirani anteri od cvetovi na piperka 
Figure 3. Isolated anthers from pepper buds 

 
Slika 4. Delba na mikrospori od piperka vo in vitro uslovi 
Figure 4. In vitro pepper microspore division  

 

         
Slika 5; Figure 5  Slika 6; Figure 6 

 
Slika 5. Pojava na haploiden embioid na CP medium 
Figure 5. Haploid embryo on CP medium 

 
Slika 6. Kultura na haploidni izdanoci od piperka na V3 medium 
Figure 6. Haploid pepper shoots culture on V3 medium  
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