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       Original research paper 

DOBIVAWE NA SEME OD PIPERKA DOBIENA VO IN VITRO 
KULTURA OD ANTERI  
 
Koleva-Gudeva Liljana∗∗∗∗ i Trajkova Fidanka* 
 
Kratok izvadok 

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; razvoj na embrioidite vo regeneranti, 
kako i uspe{na adaptacija i aklimatizacija na dobienite 
regeneranti od sterilni vo oran`eriski uslovi. Inducirana e 
somatska embriogeneza vo kulturi na anteri kaj dvanaeset 
genotipovi, od devetnaeset razli~ni ispituvani genotipovi na 
piperka.  

Po uspe{nata aklimatizacija na regenerantite vo 
oran`eriski uslovi kolekcioniran e semenski materijal od ~etiri 
genotipovi na piperka i toa: piran, kurtovska kapija SR, zlaten 
medal SR i feherozon. Kolekcioniraniot semenski materijal 
pretstavuva odli~na mo`nost za vklu~uvawe na istiot vo 
selekcionite procesi na piperkata, kako i baza za ponatamo{ni 
citogenetski i drugi istra`uvawa na molekularno nivo. 
 
Klu~ni zborovi: androgeneza, in virto, anteri, piperka (Capsicum 
annuum L.) 

 
SEED PRODUCTION FROM PEPPER OBTAINED IN IN VITRO 
ANTHER CULTURE 
 
Koleva-Gudeva Liljana and Trajkova Fidanka 
 

                                                 
∗ 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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Abstract  
 The aim of these examinations was establishment of effective in vitro 
technology for study of haploid and diploid plant regenerants; induction of 
embryogenesis in pepper anther culture; development of the embryos into 
regenerants as well as successful adaptation and acclimatization of regenerants 
from sterile to greenhouse conditions. Induction of somatic embryogenesis in 
anther culture in 12 from 19 exanimate genotypes of pepper was achieved.  
 After successful acclimatisation of the regenerants under greenhouse 
conditions seed material from four pepper genotypes was collected: Piran, 
Kurtovska Kapija Sr, Zlaten Medal Sr and Féherözön. The collected seed 
material is excellent possibility for further breeding processes, cytogenetics and 
other molecular level research. 
 
Key words: androgenesis, in vitro, anthers, pepper (Capsicum annuum L.) 
 
1. Voved 

Sozdavaweto na haploidi i spontani dihaploidi vo kultura 
na anteri e dobro razvien i korisen metod vo rastitelnata 
genetika, kako i vo selekcijata na rastenijata. Prvata haploidna 
piperka vo kultura na anteri e dobiena vo 1973 god od Wang et al. 
Haploidnata morfogeneza na vidovi od rodot Capsicum e 
istra`uvana od George i Narayanaswamy (1973) i Kuo et al. (1973), iako 
produkcijata na haploidni individui bila mnogu niska. 

Prviot reproduktiven metod za produkcija na haploidi od 
piperka e razvien vo 1981 od Dumas de Valux et al., a istra`uvawata 
za androgenezata na piperka bile intenzivni i kon krajot na 
dvaesettiot vek, no dobienite regeneranti glavno bile me{avina od 
haploidi i diploidi rastenija (Kaparakis, 1999). Vo ponatamo{nite 
istra`uvawa koristeni se razni stres-tretmani, so cel da se 
zgolemi somatskata embriogeneza, od edna strana, i da se zgolemi 
produkcijata na haploidi, od druga strana (Mityko et al., 1993,1995, 
1999). Sega, androgenezata vo in vitro uslovi, bazirana na 30 godi{no 
istra`uvawe, pretstavuva efektiven metod za indukcija na 
haploidi (Koleva-Gudeva, L. et al., 2007) 

Vo kultura na anteri koi sodr`at mikrospori vo stadium na 
prvata polenova delba (n=x), ako uspe{no se inducira somatska 
embriogeneza, se dobiva haploidni ili dihaploidni regeneranti 
(Koleva-Gudeva, L., 2003). 
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2. Materijal i metod na rabota 
 Kako materijal za indukcija na androgeneza vo kultura na 
anteri se koristeni nezrelite pupki od piperka, koi sodr`at 
anteri so mikrospori vo stadium na prvata polenova delba ili 
neposredno pred delbata. Ispituvawata se izvedeni so devetnaeset 
razli~ni genotipovi na piperka (Tabela 1). 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. 
 Potoa, izolirani anteri od 3 pupki bea postaveni vo 
petrievi sadovi so pre~nik od 5 cm i toa so konkavnata strana da go 
dopiraat induktivniot medium. Stadiumot na delbata na 
mikrosporata be{e odreduvan mikroskopski so obojuvawe na 
anterite  nekolku minuti so aceto-karmin, 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 bledo violetovo. 
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 piperka se izvedeuvani spored metodot na Dumas 
de Valux et al., 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. 

Aklimatizacijata na dobienite haploidi se odviva{e 
etapno, najprvo vo klima komora kade regenerantite bea zaseani vo 
sterilna me{avina na perlit : treset : pesok (1:1:1) (Slika 1b), a 
potoa vo oran`eriski uslovi pokrieni so akrilno platno zaradi 
spre~uvawe na stranooplodnost od drugite genotipovi. 
 
3. Rezultati i diskusija 

Piperkite se nepredvidlivi kulturi vo uslovi in vitro i 
poradi toa, rezultatite koi se dobivaat so kultura na kletki i 
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tkiva se umereni, a kulturata na anteri po sè 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. Po induktivniot period na CP medium od 12 dena, 
anterite bea prefrluvani na R1 medium. Na ovoj medium 
embrioidite u{te na samiot po~etok poka`uvaat totipotentnost, 
napreduvaat vo svojot rast i razvoj i 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 1a). Vkorenuvaweto 
nastanuva, isto taka, na  V3 medium, a dobro vkorenetite izdanoci se 
prefrluvaat vo sterilna me{avina na pesok : perlit : tereset vo 
soodnos 1 : 1 : 1 i se podgotveni za voobi~aenata adaptacija i 
aklimatizacija na nesterilni uslovi. 
 Od site ispituvani 17 genotipovi na piperka, 12 imaat 
sposobnost za formirawe na direktni somatski embrioidi. Samo 
lutite genotipovi (so isklu~ok na rotund, kurtovska kapija TU i 
kurtovska kapija MK), nemaat androgenetska sposobnost t.e. vo 
kultura na anteri ne formiraat haploidni izdanoci (Tabela 2). 
Semenski materijal be{e dobien samo od ~etiri genotipovi i toa: 
kurtovska kapija SR, zlaten medal SR, piran i feherozon (Tabela 
3, Slika 1 c- f). 

 
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`uvawa poka`aa deka somatski 
embrioidi se formiraa na CP medium so topol temperaturen stres 
(+35ºC), {to e vo soglasnost so istra`uvawata na De Valux et al. 
(1981). Od site 17 ispituvani genotipovi, 12 poka`aa sposobnost za 
formirawe na embrioidi, i toa: 
- 2 genotipovi so mnogu dobar androgenetski potencijal: 
 feherozon i tura; 
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- 4 genotipa so dobar androgenetski potencijal: 
 pritavit F1, zlaten medal SR, kalifornisko ~udo i majori; 
- 6 genotipovi so slab androgenetski potencijal: 

piran, domatovidna blaga, zlaten medal [T, kurtovska 
kapija MK, kurtovska kapija BG i slatko luta; 

- 7 genotipovi nemaat androgenetski potencijal: 
feferona, rotund, vezena luta, bonbona, sivrija, kurtovska 
kapija TU i kurtovska kapija MK 
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Tabela 1. Lista na razli~ni genotipovi na piperka koristeni vo 
istra`uvaweto 
Table 1. List of different pepper genotypes used in the examination 

Br. 
Nr. 

[ifra 
Code 

Genotip piperka 
Pepper genotypes 

Poteklo na proizvodstvoto 
Origin of production 

1 MK1 piran 
Piran 

Makedonija 
Macedonia 

2 MK2 kurtovska kapija BG 
Kurtovska Kapija BG 

Bugarija 
Bulgaria 

3 MK3 kurtovska kapija TR 
Kurtovska Kapija TR 

Turcija 
Tureky 

4 MK4 zlaten medal [T 
Zlaten Medal Št 

Makedonija - [tip 
Macedonia - Štip 

5 MK5 kurtovska kapija MK 
Kurtovska kapija MK 

Makedonija  Strumica 2002 
Macedonia Strumica 2002 

6 MK6 bonbona 
Bonbona 

Makedonija - Strumica 
Macedonia -  Strumica 

7 1 slatko luta 
Slatko Luta 

Makedonija 
Macedonia 

8 3 luta vezena 
Luta Vezana 

Makedonija 
Macedonia 

9 4 sivrija 
Sivrija 

Makedonija 
Macedonia 

10 5 feferona 
Feferona 

Makedonija 
Macedonia 

11 7 zlaten medal SR 
Zlaten Medal Sr 

Makedonija - Strumica 
Macedonia - Strumica 

12 8 kurtovska kapija SR  
Kurtovska Kapija Sr 

Makedonija - Strumica 2000 
Macedonia Strumica 2002 

13 9 kalifornisko ~udo 
Calirofrnia Wonder 

Srbija 
Serbia 

14 15 feherozon 
Féherözön 

Ungarija 
Hungary 

15 16 rotund 
Rotund 

Makedonija 
Macedonia 

16 1H pritavit F1 
Pritavit F1 

Ungarija 
Hungary 

17 2H domatovidna blaga 
Tomato shaped sweet 

Ungarija 
Hungary 

18 3H tura 
Tura 

Ungarija 
Hungary 

19 4H majori 
Majori 

Ungarija 
Hungary 
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Tabela 2. Indukcija na haploidni embrioidi od anteri na piperka 
Table 2. Haploid embryo induction from pepper anthers 

Genotipovi piperka 
Pepper genotypes 

Br. na 
anteri 
Nr. of 
anthers 

Embriogenetski 
anteri (%) 

Embriogenetic 
anthers (%) 

Br. na 
embrioidi 

na 100 anteri 
Nr. of embryos 
per 100 anthers 

Embriogenetski 
potencijal 

Embryogenetic 
response 

feherozon 
Féherözön 500 17.39 36.91 Mnogu dobar 

Very good 

tura 
Tura 300 17.05 17.05 Mnogu dobar 

Very good 

pritavit F1 
Pritavit F1 330 9.23 9.39 Dobar 

Good 

zlaten medal SR 
Zlaten medal Sr 343 6.83 10.29 Dobar 

Good 

kalifornisko ~udo 
California Wonder  151 6.16 5.66 Dobar 

Good 

majori 
Majori 330 5.83 6.73 Dobar 

Good 

piran 
Piran 412 5.03 34.05 Slab 

Poor 

domatovidna blaga 
Tomato shaped sweet  360 4.17 4.54 Slab 

Poor 

zlaten medal [T 
Zlaten medal Št 362 3.64 14.35 Slab 

Poor 

kurtovska kapija SR 
Kurtovska kapija Sr 242 3.14 10.91 Slab 

Poor 

kurtovska kapija BG  
Kurtovska kapija BG 310 2.9 50.55 Slab 

Poor 

slatko luta 
Slatko luta 140 2.43 3.33 Slab 

Poor 

feferona 
Feferona 237 - - Nema 

No 

rotund 
Rotund 220 - - Nema 

No 

vezena luta 
Vezena luta 221 - - Nema 

No 

bonbona 
Bonbona 270 - - Nema 

No 

sivrija 
Sivrija 254 - - Nema 

No 

kurtovska kapija TU 
Kurtovska kapija TU 236 - - Nema 

No 
kurtovska kapija MK 
Kurtovska kapija MK 122 - - Nema 

No 
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Tabela 3. Semenski materijal sobran od ~etiri genotipovi na piperka 
dobieni vo in vitro kultura od anteri 
Table 3. Seed material collected from four pepper genotypes obtained in in vitro anther 
cultute 

Genotipovi piperka 
Pepper genotypes 

Broj na rastenija 
Nrumber of plants 

Broj na 
semki po 
plod  
Nr. of seeds 
per fruit 

Vkupen broj na 
semki 
Total number of 
seeds 

kurtovska kapija SR 
Kurtovska kapija Sr 

9 31.33 282 

zlaten medal SR 
Zlaten medal Sr 

4 72.50 290 

piran  
Piran 

8 26.87 215 

feherozon 
Féherözön 

11 38.54 424 
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a  b  

c  d  

e   f  
 
Slika 1. a. Razvoj na embrioidte vo regeneranti postaveni na V3 medium b. 
Aklimatizacija na regenerantite vo klima komora so kontrolirani 
uslovi c.- f. Celosno razvieni rastenija od razli~ni genotipovi na 
piperka dobieni so androgeneza vo oran`erija. 
Figure 1. a. development of the embryos into regenerants on V3 medium. b. 
Acclimatization of the regenerants in clime chamber under controlled conditions c.- f. 
Fully developed plants of different pepper genotypes created via androgenesis under 
greenhouse conditions. 
 
 




