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Voved

Za prvata regeneracija na crvena
piperka (Capsicum annuum L.) vo 1978  godina
reportiraat avtorite Gunai, A.L. i Rao, P.S. i
toa od kotiledoni i hipokotili. Dobiena e i
organogeneza na piperka od najrazli~ni
razli~ni eksplantatai, na koja problemati-
ka rabotele avtorite: Phillips, C. G., i Husbsten-
berger, F. J., 1985; Agrawal, S. i sor. 1989; Ochoa-
Alejo, N. i Ireta-Moreno, L., 1990; Arroyo, R. i
Revilla, M. A., 1991; Valeria-Montero, L. L. i Ochoa-
Alejo, N. 1992; Ebidia, A. I. A. i Hu, C. Y., 1993;
Hari, I i Andrasfalvy, K., 1994. Izolirani se i
protoplasti od sortata Kalifornisko ~udo,
a potoa istite se organizirani vo izdanok na
MS medium so razli~ni koncentacii na IAA i
kinetin, i na krajot bile regenerireni do
adultni formi, Saxena i dr., 1981. Avtorite
Harini, I i Lakshmi, S.  koi vo 1993 god. prvi iz-
vestuvaat za uspe{na somatska embriogeneza
na piperka sorta Kalifornisko ~udo.
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IZVOD

Koleva-Gudeva L. i Spasenoski M. (2004). Vkorenuvawe i aklimatizacija na mikropropagi-
rana piperka (Capsicum annuum L.). Zbornik na trudovi od 2-ot Kongres na ekolozite na Make-
donija so me|unarodno u~estvo, 25-29.10.2003, Ohrid. Posebni izdanija na Makedonskoto ekolo{ko
dru{tvo, Kn. 6, Skopje.

Ispituvano e vlijanieto na auksinite (IAA, IBA i NAA)  vrz rizogenezata na piperka, dobi-
ena vo uslovi in vitro, kako i nivnata aklimatizacija na nadvore{ni uslovi. Kako eksperimentalen
materijal bea koristeni dve sorti na piprka (Capsicum annuum L.), i toa Kurtovska kapija i Zlaten
medal. I dvete sorti se dosta zastapeni vo R. Makedonija i toa Kurtovskata kapija prete`no se
odgleduva vo strumi~kiot region vo jugoisto~na Makedonija dodeka Zlatniot medal se sre}ava i
vo severoisto~niot del na dr`avata. Regeneracijata na piperkata be{e izvedena na MS (Murashige,
T. i Skoog, F., 1962) medium obogaten so razli~ni koncentracii i kombinacii na citokinini i
auksini. Vkorenuvaweto na izdanocite be{e stimulirano na MS medium so niski koncentracii na
auksinite IAA, IBA i NAA, koi bea esencijalni za vkorenuvaweto. Povisoki koncetracii na IAA i
IBA go namaluvaa vkorenuvaweto na izdanocite. Najdobri mediumi za vkorenuvawe na piperka se
poka`aa: MS + 0,04 mg/l IAA + 0,1 IBA i MS + 0,04 mg/l IAA + 0,1 NAA. Vkorenetite izdanoci vo
uslovi in vitro bea prefrleni vo sterilna me{avina na perlit: treset (1:1 v/v), i bea ~uvani vo
klima komora so kontrolirani uslovi. Aklimatizacijata be{e izvedena etapno vo tri fazi: na-
jprvo vo klima komora, potoa vo staknenik i vo tretata faza mladite aklimatizirani rastenija
bea izneseni vo nadvore{ni uslovi.

Literaturata e bogata so podatoci za
direktna i indirektna regenaracija na piper-
ka od najrazli~ni eksplanatai iako se raboti
za vidovi koi ne taka lesno se regeneriraat.
Vo izborot na medium avtorite glavno se
odlu~uvaat za MS (Murashige, T. i Skoog, F.,
1962) so razli~ni kombinacii i koncentracii
voglavno na citokinini so auksini.

Dosega{nite raboti na poleto na tkiv-
ni kulturi od piperka, kako nov biotehni~ki
metod vo na{ata dr`ava, e ograni~en samo na
organogeneza i regeneracija na piperkata
Kurtovska kapija, i toa od kotiledoni,
hipokotili i apikalni pupki, na koja prob-
lematika kaj nas imaat raboteno samo L. Kole-
va-Gudeva i M. Spasenoski.

Materijal i metodi na rabota

Semeto od piperka sorti Kurtovska
kapija i Zlaten medal be{e sterilizrano na
sledniot na~in: najprvo semeto be{e



Vkorenuvawe i aklimatizacija na mikropropagirana piperka (Capsicum annum L.)

91Proceedings of the 2nd Congress of Ecologists of Macedonia

proplaknuvano vo destilirana voda i se
ostava{e da imbibira 2-3 ~asa; potoa
povr{inski be{e sterilizirano 15 sekundi
vo 70% C2H5OH  (etanol); 10 minuti vo 1%
NaOCl (Izosan-G); a na kraj se proplaknuva{e
nekolku pati vo sterilna voda. Vaka steril-
iziranoto seme be{e postaveno na 1/2 MS (Mu-
rashige, T. i Skoog, F. 1962) mineralen rastvor
na 'rtewe. Koga mladite ponici dostigaa go-
lemina od 3-5 cm (po 21-25 dena), od niv bea
izolirani po~etnite eksplantati i istite bea
postaveni na hormonalen MS medium. Za
odreduvawe na stepenot na organogeneza na
piperka kako po~etni eksplantati bea koris-
teni apikalni pupki so golemina 1-3 mm, so
1-2 lisni primordii.

Dobro formiranite izdanoci na MY
mediumite obogateni so citokinini i auksi-
ni potoa bea subkultivirani povtorno na MY
medium vo prisustvo samo na auksini. Ispi-
tuvano e vlijanieto na auksinite IAA, IBA i
NAA vrz rizogenezata na dvete ispituvani
sorti piperka. Postavenite kulturi, od dve-
te sorti na piperka, bea ~uvani vo kontroli-
rani uslovi (klima komora) i toa na: temper-
atura od 25 ± 1°S; relativna vla`nost od 50%;
fotoperiodizam od 16 h svetlo/ 8 h temno, i
osvetluvawe od 2000-3000 luksi.

Dobro vkorenetite izdanoci od piper-
ka vo uslovi in vitro bea aklimatizirani na
nadvore{ni uslovi etapno, vo 3 fazi. Vo prva-
ta faza mladite regeneranti bea preneseni
vo sterilna me{avina na perlit : treset (1:1
v/v), i bea ~uvani vo klima komora so kontro-
lirani uslovi. Vo vtorata faza rastenijata
bea zaseani vo nesterilna miksatura na zemja
: perlit : treset (1:1:1 v/v/v), i bea preneseni
vo oran`eriski uslovi, za da vo poslednata
faza bidat prefrleni  vo lei, na otvoreno.

Istra`uvano podra~je

Proizvodstvo i oddr`uvawe na ras-
tenija so kultura na tkiva denes masovno se
koristi, zatoa {to za kratko vreme i na mal
prostor od edno rastenie mo`e da se dobijat,
uslovno, neograni~en broj na genteski
identi~ni edinki. Dosega{nite nau~ni
istar`uvawa poka`uvaat deka metodot na in
vitro kulturi na rastitelni kletki i tkiva
nao|a golema primena kaj pove}e vidovi od
rodot Capsicum a literaturnite podatoci se
svedoci za primenata na najrazli~ni tipovi
na eksplanatati (George, E.F., 1996).

Genetskite transformacii na piperka-
ta, za razlika od drugite gradinarski kulturi,
se seu{te limitirani. Novite i moderni
biotehnolo{ki  metodi i tehnikite na
bioin`ineringot dozvoluvaat podobruvawe,

sozdavawe, i selekcija na sorti koi so tradi-
cionalniot na~in na odgleduvawe ne mo`e da
se dobijat. Iako napredokot vo ovaa oblast e
zna~aen i evidenten za nekoi rastenija, sepak
za diferencijacijata na kleto~ni i tkivni
kulturi kaj piperkata se u{te malku se znae.

Rezultati

Od sterilno iz'rtenoto seme na 1/2 MY
mineralen rastvor vo uslovi in vitro, bea izo-
lirani apikalni pupki so golemina od 1-3 mm
i istite kako meristemski po~etni eksplan-
tati bea kultivirani na hormonalen MY me-
dium.

Vo kombiniraweto na hormonalniot
sostav na podlogata za isituvawe na stepenot
na organogenezata na apikalnite pupki od sor-
tite Kurtovska kapija i Zlaten medal, bea
koristeni slednite koncentracii na citoki-
ninite:
0,5 mg/l KIN; 0,5 mg/l ZEA; 0,5 mg/l BAP; 0,5 mg/l 2iP;
1,0 mg/l KIN; 1,0 mg/l ZEA; 1,0 mg/l BAP; 1,0 mg/l 2iP;
2,5 mg/l KIN; 2,5 mg/l ZEA; 2,5 mg/l BAP; 2,5 mg/l 2iP;
5,0 mg/l KIN; 5,0 mg/l ZEA; 5,0 mg/l BAP; 5,0 mg/l 2iP.
ili pak citokinini vo kombinacija na auksi-
ni:
1,0 mg/l IAA + 10,0 mg/ BAP; 0,5 mg/l NAA + 1,0 mg/ BAP;
1,0 mg/l IAA + 15,0 mg/ BAP; 0,5 mg/l NAA + 2,5 mg/ BAP;
1,0 mg/l IAA + 20,0 mg/ BAP; 0,5 mg/l NAA + 5,0 mg/ BAP;
1,0 mg/l IAA +30,0 mg/ BAP; 0,5 mg/l NAA + 10,0 mg/ BAP.

Efektot na fitohormonite vrz stepe-
not na organogenezata na apikalnite pupki na
piperka e razli~en za razli~nite kombinacii
i koncentracii. Od site gorenavedeni kombi-
nacii najpovolna se poka`a serijata na cito-
kininot 2iP i za dvete sorti, a KIN poka`a
najmal efekt vo organiziraweto na eksplan-
tatot vo izdanok (Koleva-Gudeva L., Spasenos-
ki M., 2001).

Kombinacijata na NAA/BAP (za razli-
ka od kombinacijata IAA/BAP) vo MY mediu-
mot silno vlijae vrz organogenezata na
apikalnite pupki od piperka. Iako vo rela-
tivno niska aplicirana doza 0,5 mg/l NAA, ovoj
auksin ja inicira rizogenezata na apikla-
lnite pupki. Formiraweto na lisni rozeti
isto taka e vo visok procent i za dvete sorti,
taka {to so pravo mo`e da se konstatire deka
NAA/BAP kombinacija e prifatliva za kul-
turi vo uslovi in vitro na apikalni pupki od
piperka.

Regeneriranite izdanoci od C. annuum
L. dobieni od apikalnite pupki od site ispi-
tuvani MY mediumi bea povtorno subkultivi-
rani, pak na MY medium, vo prisustvo samo na
auksini vo razli~ni koncentracii i kombi-
nacii. Za indukcija na rizogenezata na pip-
era koristeni se 4 razli~ni kombinacii na
auksini na MY medium i toa:
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MS+0,1 mg/l IAA+1,0 mg/l IBA;  MS+0,05 mg/l IAA+0,1
mg/l IBA;
MS + 0,04 mg/l IAA+0,1 mg/l IBA; MS + 0,04 mg/l IAA+0,1
mg/l NAA.

Vlijanieto na auksinite IAA i IBA i
NAA, vo MY mediumot, vrz rizogenezata na
izdanoci od piperka na sortite Kurtovska
kapija i Zlaten medal e prika`ano na Tab 1. i
Sl. 1.

Korenite formirani pod vlijanie na
pogolemi koncentracii na IAA i IBA (0,1/1,0;
0,05/0,1 mg/l) se pokratki, pomalku na broj,
imaat kafeava boja i se so dosta cvrsta

konzistencija (Sl. 3). Poniskite koncen-
tracii na IAA i IBA i NAA (0,04 IAA/0,1IBA;
0,04 IAA/0,1NAA; mg/l) ja stimuliraat rizogen-
ezata posilno, a korenoviot sistem e po-
razgranet, korenite se podolgi, so svetlozel-
ena boja i imaat kompaktna struktura (Sl. 2) .

Od ispituvanite MY mediumi za vko-
renuvawe, sortat Kurtovska kapija,
statisti~ka signifikantna razlika (t-test na
zavisni primeroci) vo vkorenuvaweto vo
odnos na drugite ispituvani mediumi
poka`uva samo na MY + 0,1 mg/l IAA+1,0 mg/l

Tab. 1 Vlijanie na auksinite IAA, IBA i NAA, vo MY mediumot, vrz rizogenezata na izdanoci
od piperka (Capsicum annuum L.)

Tab. 1. The effect of auxsins IAA, IBA and NAA on MS medium on the root formation of pepper shoots
(Capsicum annuum L.)

Sl. 1. Vlijanie na auksinite IAA i IBA i NAA, vo MY mediumot, vrz rizogenezata na izdanoci
od piperka (Capsicum annuum L.)

Fig. 1. The effect of auxsins IAA, IBA and NAA on MS medium on the root formation of pepper shoots
(Capsicum annuum L.)
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IBA, kade procentot na vkoreneti izdanoci e
so relativno niska vrednost 30,13±0,52**.
Najvisok procent (91,57±0,57) na vkoreneti
izdanoci se javuva na MY + 0,04 mg/l IAA+0,1
mg/l NAA, koja vrednost iako e nesignifikant-
na ne smee da se potceni. Generalno na me-
diumite kade vkorenuvaweto e vo pomal pro-
cent se javuvaat i koreni so pomala dol`ina
i pomalku na broj. Na mediumite kade rizige-
nezata e silno izrazena i dol`inata i brojnos-
ta na korenite se zgolemuva. Iako ovie dva
parametri (dol`ina i broj na koreni po
izdanok) se so statisti~ki nesignifikantni
razliki (isklu~ok pravi dol`inata na kore-
ni na MY + 0,1 mg/l IAA+1,0 mg/l IBA), vlijaat
za morfolo{kte razliki na korenite dobie-
ni vo poniskite i povisokite koncentracii
na ispituvanite auksini.

Kaj sortata Zlaten medal vkorenuvawe-
to na site ispituvani mediumi e so
statisti~ki signifikantna razlika. Kako i
kaj sortata Kurtovska kapija, i kaj ovaa sorta
najmalo (32,25±1,06* %) e vkorenuvaweto na
MY + 0,1 mg/l IAA+1,0 mg/l IBA a najgolemo
(96,25±5,30* %) kaj MY + 0,04 mg/l IAA+0,1 mg/l
NAA. I kaj sortata Zlaten medal iako vko-
renuvaweto varira vo {iroki ramki, razli-

kite vo brojnosta i dol`inata na korenite
ne otstapuva mnogu. Zatoa i statisti~kata
analiza (t-test za zavisni primeroci) poka`a
nesignifikantni verdnosti. Isklu~ok od toa
e brojot na koreni koj se formiraat na MY +
0,04 mg/l IAA+0,1 mg/l IBA, kade se javuva
statisti~ki signifikantno najmal broj na
koreni po izdanok.

Diskusija

Od site ispituvani MY mediumi za or-
ganogeneza na piperka najpovolni za
formirawe na izdanok se poka`aa seriite na
2iP i BAP  kako i kombinacijata NAA/BAP. Za
efektot na fitohormonite vo MY mediumot
avtorite Koleva-Gudeva L., i Spasenoski, M.
detelno referiraat 2001 god., so {to potvr-
duvaat deka site fitohormoni aplicirani na
bliski i srodni vidovi i varieteti nemaat
isti efekt.

Sporeduvaj}i gi rezultatite na dvete
ispituvani sorti (Tab. 1, Sl. 1) sortata Zlat-
en medal poka`uva malku povisoki vrednos-
ti od sortata Kurtovska kapija za site ispi-
tuavni mediumi, kako vo brojnosta, taka i vo
dol`inata na korenite, bez isklu~ok. Raz-

Sl. 2. Vkorenuvawe na izdanoci od piperka (Capsicum annuum L.) sorti Kurtovska kapija i
Zlaten medal na MY + 0,04 mg/l IAA+0,1 mg/l NAA

Fig. 2. Rooting of pepper shoots (Capsicum annuum L.) cultivars Kurtovska kapija and  Golden medal on MY
+ 0,04 mg/l IAA+0,1 mg/l NAA

Sl. 3. Vkorenuvawe na izdanoci od piperka (Capsicum annuum L.) sorti Kurtovska kapija i
Zlaten medal na MY + 0,1 mg/l IAA+1,0 mg/l IBA

Fig. 3. Rooting of pepper shoots (Capsicum annuum L.) cultivars Kurtovska kapija and Golden medal on MY
+ 0,1 mg/l IAA+1,0 mg/l IBA
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likata e mala no so pravo mo`e da se ka`e
deka taa podobro se vkorenuva za razlika od
sortata Kurtovska kapija. I za dvete ispitu-
vani sorti najdobri mediumi za vkorenuvawe
se poka`a mediumite:

MS + 0,04 mg/l IAA+0,1 mg/l IBA i  MS +
0,04 mg/l IAA+0,1 mg/l NAA.

Indukcijata na korenov sistem kaj re-
generiranite izdanoci na piperka, i toa na
dvete ispituvani sori, se zabele`uva dosta
rano, po desetina dena od subkultiviraweto
na izdanocite, na gorenavedenite mediumi
obogateni samo so auksini. Za 20-30 dena be{e
zabele`ano formirawe na korenov sistem, koj
pod vlijanie na razli~nite koncentracii i
kombinacii na auksinite poka`uva i
morfolo{ki razliki vo svojata gradba i
struktura.

Dobro vkorenetite izdanoci na
gorenavedenite mediumi, po izmivawe na
agarot od koren~iwata so destilirana voda,
bea spremni za aklimatizacija na nadvore{ni
uslovi.

Adaptacijata i na dvete sorti na piper-
ka normalno se odviva{e vo site fazi od adap-
tacija, no so razli~en stepen na sposobnost
za prilagoduvawe kon nadvore{ni uslovi.
Sortata Zalten medal poka`uva pogolem afi-
nitet za vkorenuvawe na MY mediumi
obogateno so auksini, no vo fazite za akli-
matizacija taa podnese pogolemi zagubi od
sortata Kurtovska kapija. Od rezultatite za
organogenezata, na devete sori, niz site is-
pituvani MY mediumi, kako i spored Murash-
ige, T. (1979) mo`e da se konstatira deka sor-
tata Zlaten medal ima iako dosa mal no sepak
ne{to pogolema reakcija na apliciranite
hitohormoni vo ispituvanite mediumi. Sor-
tata pak Kurtovska kapija iako pomalku sen-
zitivna vo uslovi in vitro, ima pogolema otpor-
nost na eksplantatite {to se sogleduva podoc-
na vo fazite na aklimatizacija. Razlikite vo
odnesuvaweto na dvete sorti e malo i vo in vit-
ro uslovi i vo adaptacijata i aklimatizacija-
ta, no sepak so toa se potvrduva faktot deka
bliski i srodni vidovi, duri i razli~ni sor-
ti na eden isti vid ili varietet imaat
razli~en odgovor na isti hormonalen tretman
i na isti uslovi na prilagoduvawe.

Zaklu~ok

Vo vrska so mo`nostite za regeneraci-
ja na piperka (C. Annuum L.), od apikalni pup-
ki, na sortite kurtovska kappija i Zlaten
medal vo uslovi in vitro kako i za efektot na
ispituvanite auksini vrz rizogenezata na is-
tite sorti mo`e da se konstatira slednoto:

– Najpovolni mediumi za formirawe

na izdanok od apikalni pupki se
poka`aa citokininite na 2iP i BAP
kako i kombinaciite na auksin/cit-
okinin, NAA/BAP;

– Najdobri mediumi za vkorenuvawe
so najgolem broj na koreni po
izdanok i najgolemi doll`ini za
korenite se mediumite:

– MS + 0,04 mg/l IAA+0,1 mg/l IBA i  MS
+ 0,04 mg/l IAA+0,1 mg/l NAA;

– Sorta Zlaten medal poka`uva pogo-
lem afinitet za vkorenuvawe na MY
mediumi obogateno so auksini, no vo
fazite za aklimatizacija taa
podnese pogolemi zagubi od sorta-
ta Kurtovska kapija;

– Bliski i srodni vidovi, duri i
razli~ni sorti na eden isti vid ili
varietet, imaat razli~en odgovor
na isti hormonalen tretman, i na
isti uslovi na prilagoduvawe,
razli~no se odnesuvaat;

– Adaptacijata i na dvete sorti na
piperka normalno se odviva{e vo
site fazi, i po 6 nedeli rastenija-
ta se adaptiraa na nadvore{nata
sredina, kade normalno se razvivaa
i gi zavr{ija site fazi od vegeta-
tivniot ciklus.
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Summary

Some of our experimental results concerning the effect of auxins (IAA, IBA and NAA) on risogenesis, as well as
acclimatization of pepper shoots cultured in vitro are summarized in this pepper. Two cultivars of pepper (Cap-
sicum annuum L.) were used as experimental material cv. Kurtovska kapija, a red sweet and cv. Zlaten medal,
red sweet type. The bout types are highly popular in the R. of Macedonia; cv. Kurtovska kapija is extensively
grown in the southeaster region, while Zlaten medal is also present in the northeaster part in Macedonia. Regen-
eration of these cultivars was established on MS medium (Murashige, T. and Skoog, F., 1962), supplemented
with different concentrations and combinations of cytokinins and auxins. Rooting of these microshoots (micro-
cutings) was stimulated on MS medium, with low level of various concentrations of auxins (IAA, IBA and
NAA), which were essential for rooting. IAA and IBA in high concentration decreased the rooting of microcut-
ings. Best rooting was noticed on MS + 0,04 mg/l IAA + 0,1 IBA and MS + 0,04 mg/l IAA + 0,1 NAA. The
young plantlets which were rooted in vitro were transferred in pots with sterile mixture of peat: perlit (1:1 v/v),
and were held in primary growth room. Their acclimatization went through 3 stages: the first in a primary growth
room, the second in glasshouse condition, and the third in outside climate conditions. After 6 weeks the plantlets
became adapted to the environment and they grew into regular normal plants.
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