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Cуниця cадова (Fragaria ananassa Duch.) є одним із найцінніших 
фруктів, попит на який на продовольчому ринку стабiльно високий. 
Одним з обмежуючих чинників одержання стабiльно високих уро-
жаїв високої якостi cуницi є наявність захворювань, спричинених 
бактеріями, фітоплазмами, вірусами, віроїдами. З метою інтенсифі-
кації технологiї вирощування суниці садової актуальною є проблема 
виробництва у значних обсягах генетично константного, вільного 
від збудників хвороб матеріалу. Актуальними технологіями, які доз-
воляють масово виробляти садивний матеріал з високою фітосані-
тарною та генетичною якістю, є застосування біотехнологічних ме-
тодів. Мета дослідження – оновлення протоколу мiкроклонального 
розмноження суницi садової для отримання безвіврусного садивного 
матеріалу. Дослідження проводили в умовах лабораторії мікрокло-
нального розмноження ТОВ «Благодатне» (Тевіттатм) Черкаської об-
ласті на суниці садовiй сортів Альба та Презент. Серія досліджень 
проведена за принципом «step by step» на двох типах експлантів: 
бруньки і меристеми. 

Досліджено детермінанти отримання асептичної культури із 
брунькових та меристемних експлантів. Трофічний вплив дослідже-
но на середовищах з різним умістом мінеральної частини (на етапі 
мультиплікації) та концентрацій сахарози на етапі ризогенезу.

Із фітогормональних детермінант на етапі мультиплікації серед 
досліджуваних кращою була комбінація речовин із цитокініновою 
активністю у складі: БАП 0,2 мг/л та кінетин 0,8 мг/л. Ефективним 
для збільшення коефіцієнта розмноження є додавання 0,1 мл/л пре-
парату Gibb plus (ГК4 + ГК7).

Вирощування донорів експлантів на середовищі із БАП 0,2 мг/л, 
кінетин 0,3 мг/л, аденін 0,5, порівняно з контролем – БАП 1,0 мг/л, 
покращує ризогенез регенерантів. Найвищі показники коренеутво-
рення виявлено на варіанті із 4 % сахарози (40 г/л). 

Ключові слова: розмноження, мікроклональне розмноження, 
асептична культура, трофічна і гормональна детермінація.
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Постановка проблеми та аналіз останніх 
досліджень. Cуниця cадова (Fragaria ananassa 
Duch.), що належить до родини Розоцвітих, є 
одним із найцінніших фруктів. Цінність суницi 
поляга у її смакових якостях, ароматi, свіжості, 
можливостях заморожування та переробки. 
Вона містить відносно велику кількість ела-
гової кислоти, яка має широкий спектр біоло-
гічної активності. Також у її складi мiститься 
багато корисних дієтичних компонентів, зок- 
рема вітаміни, мінерали, фолієва кислота та 

клітковина. Cуниця cадова є багатим джерелом 
фітохімічних сполук, представлених переваж-
но поліфенолами, мiстить протиканцерогенні 
сполуки та допомагає запобігти віковій втраті 
пам’яті [1]. У плодах є сполуки, які знижують 
ризик серцево-судинних захворювань й тром-
бозів. Одна з ефективних протитромбозних ре-
човин, які є в суниці, – аденозин [2]. 

Проте, незважаючи на високі споживчі, 
лікувальні якості та високий сільськогоспо-
дарський потенціал, є обмеження для її виро-
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щування через наявність захворювань, зокре-
ма спричинених бактеріями, фітоплазмами, 
вірусами, віроїдами. Це пов’язано з тим, що 
створені людиною штучні агробіоценози є 
нестійкими як до біотичних, так і абіотичних 
чинників, це призводить до фізіологічних та 
інфекційних захворювань.

За даними лабораторно-виробничого комп-
лексу Фармер ЮА [3], в Україні на суниці най-
більш поширені 16 фітопатогенів: 9 вірусів,  
4 грибних збудника, 1 бактерія, 1 фітоплазма. 
В Інституті садівництва НААН (відділ вірусо-
логії, оздоровлення і розмноження плодових 
і ягідних культур) для суницi проводять діа-
гностику на такі внутріклітинні патогени [5]: 
1. Вірус зморшкуватості суниці (SCV). 2. Вірус 
легкого пожовтіння країв суниці (SMYEV).  
3. Вірус крапчастості суниці (SMoV). 4. Вірус  
обрамлення жилок суниці (SVBV). 5. Вірус 
мозаїки резухи (ArMV). 6. Вірус кільцевої 
плямистості малини (RRSV). 7. Вірус латент-
ної кільцевої плямистості суниці (SLRSV).  
8. Вірус чорної кільчастості томатів (ToBRV). 
9. Фітоплазми суниці. 10. Вірус кільцевої пля-
мистості томатів (ToRSV). 11. Вірус мозаїки 
яблуні (ApMV). 

Грибну й частково бактеріальну інфекцію 
можливо контролювати засобами захисту, про-
те віруси, віроїди і фітоплазми є внутрішньо-
клітинними паразитами. Їх достовірно можна 
позбутися, лише знищивши самого господаря.

Сприяє поширенню фітопатогенів розви-
ток логістичної індустрії, зокрема в аграрному 
розсадництві. Наприклад, список фітоплазм 
розширюється неєвропейськими фітоплазмами: 
Cydonia Mill., Fragaria L., Malus Mill., Prunus L.,  
Pyrus L., Ribes L., Rubus L. і Vitis L. [4].

Більшість патогенів є поліфагами, тобто 
можуть мати багато господарів, що сприяє їх 
поширенню. Наприклад, фітоплазма, що спри-
чинює жовтяницю айстр, заражає багато інших 
рослин, зокрема, моркву, селеру, суницю [6].

Фітоплазми – специфічна група фітопато-
генних організмів, що мають проміжну фор-
му життя між бактеріями та вірусами. Вони є 
поліморфними організмами. Клітини їх, зде-
більшого, округлі, але деякі мають подовжену 
або гантелеподібну форму. Один і той же фіто- 
плазмовий організм може мати клітини різних 
розмірів і форм. Зокрема, у клітинах флоеми 
стовбурних рослин тютюну наявні фітоплаз- 
ми сферичної, овальної, витягнутої та інших 
форм. Діаметр клітин 0,1–1 мкм [6]. Цей вну-
трішньоклітинний паразит на свою користь 
змінює вигляд й специфічні ознаки своїх госпо- 
дарів. Наприклад,  рослини суниці із симпто-
мами філодії, гіпертрофією сім’янок і почер-

вонінням листя [7]. Фітоплазми перетворюють 
квітки у листки, зумовлюють хворобливе роз-
ростання пагонів, збільшуючи привабливість 
рослини для комах – переносників фітоплазми. 
Хвора рослина втрачає здатність до розмно-
ження й гине [8]. 

Фітоплазми не мають справжньої клітин-
ної стінки, оточені тришаровою елементарною 
мембраною, чим відрізняються від бактерій. 
Порівняно з вірусами для них характерні клі-
тинна будова та здатність розмножуватися на 
штучних живильних середовищах. На щільних 
середовищах вони утворюють дрібні специ-
фічні колонії, що на вигляд нагадують «яєч-
ню-глазунью». На відміну від вірусних час-
тинок, у клітинах фітоплазм наявні два типи 
нуклеїнових кислот (ДНК та РНК) та рибосо-
ми, за розмірами подібні до рибосом бактерій. 
Фітоплазми, на відміну від бактерій, є стій-
кими до пеніциліну, але порівняно з вірусами 
чутливі до тетрацикліну [8, 9].

Віруси є меншими за розмірами та про-
стішої будови ніж фітоплазми. Ці патогени 
складаються з двох частин: носія генетичної 
інформації (ДНК або РНК) та захисної оболон-
ки. Тимчасом ще простішими є віроїди, у яких 
є лише нуклеїнові кислоти. Віруси, віроїди не 
можуть жити поза клітинами жертв або пере-
носників. Переносниками є найчастіше попе-
лиці: сунична (Chaetosiphon fragaefolii), баш-
танна (Aphis gossypii), зелена персикова (Myzus 
persicae) [10]. Персистентні віруси здатні три-
валий час зберігатися і навіть розмножуватися 
в організмі переносника.  

До персистентних вірусів належить поши-
рений вірус зморшкуватості суниці (SCV). За 
введення очищеного вірусу SCV розмножуєть-
ся в попелицях [11]. Вірус слабкого пожовтін-
ня країв суниці (Strawberry mild yellow edge, 
SMYE) – лише переноситься попелицями, 
тобто не розмножується в їх організмі декіль-
ка тижнів [8]. Вірус обрамлення жилок суни-
ці (SVBV) живе в стилеті попелиці впродовж  
1–4 діб, однак цього достатньо щоб за наяв- 
ності незначної кількості вірусних рослин 
плантація на третій рік була без урожаю [12].

Не зважаючи на інтенсивне застосування 
пестицидів, посадковий матеріал може бути 
заражений збудниками грибних та бактері-
альних хвороб: Rhizoctonia, Botrytis cinerea, 
Phytophthora, Verticillium dahliae, Pythium, 
Colletotrichum spp., Mycosphaerella fragariae, 
Ramularia tulasnei, Phomopis obscurans,  
Xanthomomas fragariae [8].

Актуальними технологіями, які дозволя-
ють масово виробляти садивний матеріал з ви-
сокою фітосанітарною та генетичною якістю  
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є застосування біотехнологічних методів: куль-
тури меристем та ПЛР діагностика [15, 16].  
Меристемні методи – це біотехнологічні про-
цеси ізолювання, регенерації та культиву- 
вання рослин in vitro для звільнення від пато-
генних та контамінуючих мікроорганізмів, якi 
широко використовують для отримання одно-
рідного генетичного матеріалу рослин впро-
довж короткого періоду часу і у промислових 
кількостях [17]. 

Першими, хто рекомендував використову-
вати культуру меристем для знищення віру- 
сів Fragaria були P.W. Miller та R.O. Belken-
gren [18]. A.N. Adams першим застосував  
мікророзмноження полуниці [19]. S. Nishi та 
K. Oosawa розробили біотехнологічний спо-
сіб масового розмноження безвірусних рос-
лин суниці [20]. 

Ще у минулому столітті дослідники вста-
новили, що рослинам ex vitro властива більша 
кількість листків та вища продуктивність по-
гонів [21–23]. Подібні результати підтверджу-
ються також в умовах комерційного промисло-
вого вирощування суниці, наприклад в Україні 
згідно з досвідом компанiї Тевіттатм [24]. Не 
зважаючи на те, що мікроклональне розмно-
ження (МКР) суниці триває понад пів століття 
[17–23], технологія потребує удосконалення, 
оптимізації.

Мета дослідження – оновлення протоко-
лу отримання безвірусного садивного матері-
алу суниці. 

Матеріал і методи дослідження. Дослі-
дження, а саме перші три з чотирьох етапів 

МКР суниці сортів Альба та Презент, прово-
дили в умовах лабораторії мікроклонального 
розмноження ТОВ “Благодатне” (Тевіттатм) 
Черкаської області. Рослинні об’єкти куль-
тивували у скляних банках об’ємом 200 мл,  
накритих стійкими до автоклавування полі-
пропіленовими кришками (рис. 1).

У дослідах використовували три модифі-
кованi агаризованi середовища, які відрізняли-
ся за умістом мінеральних елементів (табл. 1). 
Більшість дослідників у своїх дослідженнях із 
суницею застосовують пропис середовища за 
Мурасіге і Скугом [16, 19, 20, 22, 23, 25, 29] 
– універсальне середовище для багатьох куль-
тур (надалі MS). Також нами використано два 
прописи, які розроблено В. В. Мацкевичем: 
для актинідії (№ 1) та малини (№ 2) [26]. Кис-
лотність (рН) 5,65 ± 0,1. 

Синтетичні аналоги гормонів, які нале-
жать до трьох класів, додавали згідно з ета-
пами мікроклонального розмноження та 
схемами дослідів. Зокрема, це: ауксинова 
активність – індолілмасляна кислота (ІМК), 
індолілоцтова кислота (ІОК); цитокінінова ак-
тивність – бензиламінопурин (БАП), кінетин 
та аденін; гіберелінова активність – гіберело-
ва кислота № 3 (ГК3) та комерціний препарат  
Гібб плюс (Gibb plus) (Глобалхем Н.В.), що 
містить в собі суміш гіберелових кислот 4 і 7 
(75 % ГК4 і ГК7) [28].

Фотоперіод 16 годин на добу, інтенсив-
ність освітлення 2,4 кЛюкс. Температура 
культивування 24 ± 2 oС.

Рис. 1. Асептичне культивування об’єктів у ємностях об’ємом 200 мл.
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У дослiдах використали два типи експлан-
тів: бруньки і меристеми. Донорні рослини ви-
рощували в умовах поля, закритого ґрунту та 
спецiалізованого приміщення – депозитарію. 
Для ізоляції експлантів взимку (11.01.2023) 
материнські рослини за два тижні заносили в 
опалюване приміщення. У депозитарії донори 
вирощували за розсіяного освітлення та конт- 
рольованого волого-температурного режиму 
із запобіганням появi переносників (кліщів, 
попелиць, трипсів та інших комах) збудників 
хвороб. 

Стерилізацію матеріалу для ізоляції бру-
ньок проводили у розчині препарату Блані- 
дас 300 з попереднім замочуванням у розчи-
нах фунгіциду Фунгіцид Магнікур Енерджі 
(Превікур Енерджі) згідно з раніше розробле-
ними власними методиками [26, 27]. Наявність 
контамінантів (грибів, бактерій) визначали  

візуально за їх появою на поверхні або помут-
ніння живильного середовища.

МКР суниці, як і більшості культур, скла-
дається з наступних етапів:

• етап “0” – підготовчий (підбір та культи-
вування донорів первинних експлантів);

• етап I – деконтамінація, первинне асеп-
тичне культивування;

• етап II – передбачає мультиплікацію 
рослин in vitro;

• етап III – індукція і власне процес ризо-
генезу в регенерантів;

• етап IV – постасептична адаптація  
ex vitro відбувається поза асептичної частини  
лабораторії в спеціалізованих приміщенннях 
закритого ґрунту. 

Серія досліджень проведена за принципом 
«step by step». Тобто кращий варіант поперед- 
нього досліду був контрольним у наступному.

Таблиця 1 – Мінеральні компоненти середовищ, мг/л

Компонент середовища MS № 1 № 2

Макросолі

NH4NO3 1650,0 417 1250

KNO3 1900,0 367 1100

KH2PO4 170,0 324 970

MgSO4 x 7H2O 370,0 257 770

Сполуки кальцію

Ca(NO3) x 4H2O - 293 440

CaCl2 x 2H2O 440,0 - -

Хелатні комплекси заліза

*“зелений розчин” FeSO4х7H2O 27,80 18,54 34,75 

Na2ЕДТАх2H2O 37,30 24,7 46,63 

“червоний розчин” – Ferrilene 4.8 Orto – Orto - 62,17 114,63

Мікроелементи

H3BO3 6,2

MnSO4хH2O 22,3

CoCl2х6H2O 0,025

CuSO4хH2O 0,025

ZnSO4х7H2O 8,6

Na2MoO4х2H2O 0,25

KJ 0,83

*Хелати заліза мали у першому випадку світло-зелений колір, а в іншому – насичений темно-червоний. 
Залежно від схеми окремих дослідів застосовували лише один із вказаних розчинів. 
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Результати дослідження та обговорення. 
На етапі “0” встановили вплив способів підго-
товки материнських рослин донорів експлан-
тів на ефективність деконтамінації та регене-
раційний потенціал брунькових і меристемних 
експлантів (табл. 2). 

Встановлено сортову особливість щодо 
наявності контамінантів та кількості регене-
рованих рослин з експлантів. Зокрема, сорт 
Альба за обома показниками в усіх трьох ва-
ріантах переважав сорт Презент. Найбільше 
випадків контамінування мікрофлорою як 
брунькових, так і меристемних експлантів, 
було на варіанті культивування донорних ма-
теринських рослин в умовах поля (відкритий 
ґрунт). Вважаємо, це пов’язано зі складністю 
контролювання поширення контамінантів. 
Причиною низького регенераційного потен-
ціалу є факторонестатичні умови перебігу 
онтогенезу материнських рослин. Це впливає 
на проходження ембіонального етапу як бру-
ньок, так і меристем, зокрема. 

Отже, для подальших досліджень відібра-
но варіант вирощування донорів експлантів у 
депозитарії. З цих донорів ізолювали екпланти 
у різні пори року. Не зважаючи на те, що при-
міщення депозитарію ізольоване від низки се-
зонних чинників впливу на приживлюваність 
та деконтамінацiю, показники у варiантах були 
різними (табл. 3). Кращі показники як у випад-
ку брунькових, так і меристемних експлантів, 
отримано за ізоляції експлантів 15.03.2023. 

Технологічно найнижчі показники відмі-
чено у випадку введення в асептичну культур 
експлантів у серпні. Встановлено також сорто-
ву реакцію на сезоність. За перших двох термі-
нів ізоляції (11.01 2023 і 15.03.23) сорту Альба 
були властиві вищі показники регенерації, в ос-
танніх двох термінах (04.04 2023 та 07.08 2023) 
сорт Презент мав вищий відсоток експлантів, 
які регенерували. Стосовно кількості контамі-
нованих експлантів за усіх чотирьох термінів 
відбору вищий вiдсоток був у сорту Презент як 
у брунькових, так і меристемних експлантів.

Таблиця 2 – Вплив умов вирощування донорів експлантів на їх контамінування та приживлюваність, %  
                     (ізоляція 11.01.2023)

Показник

Умови вирощування донорів екпслантів

Депозитарій Закритий ґрунт Поле

Сорт

Альба Презент Альба Презент Альба Презент

Бруньки

Контаміновано, % 14 24 21 57 68 71

Прижилось, % 84 68 26 19 16 11

Меристеми

Контаміновано, % 3 5 12 16 21 36

Прижилось, % 19 12 11 7 8 4

Таблиця 3 – Вплив сезонності контамінування та приживлюваність експлантів, %

Показник

Дата ізоляції донорів

11.01. 2023 15.03.23 04.04. 2023 07.08. 2023

Сорт

*А П А П А П А П

Бруньки

Контаміновано, % 14 24 19 30 11 16 24 32

Прижилось, % 84 68 86 79 61 65 53 62

Меристеми

Контаміновано, % 3 5 5 7 5 6 11 19

Прижилось, % 19 12 27 23 18 19 13 15

*Скороченням «А» відповідає сорт Альба, «П» – сорт Презент.
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На етапах отримання асептичної куль-
тури та мультиплікації середовище MS ви-
користано як контрольне. В усі середовища 
додавали: бензиламінопурин (БАП) 1,0 мг/л 
та ІМК 0,1 мг/л.

Порівняння середовищ проводили, ви-
саджуючи ізольовані бруньки та меристеми  
(табл. 4). Доцільність дослідженння двох ви-
дів експлантів пов’язана з їх диференційо-
ваним застосуванням. Брунькові експланти 
дають менше калюсів і порівняно з меристем-
ними мають швидші темпи регенерації. Їх тех-
нологічно доцільно використовувати за умови 
наявності маточних рослин, вільних за резуль-
татами діагностики від вірусів та інших збуд-
ників хвороб. Меристемні експланти попри 
довший період регенерації та менший відсоток 
приживання є єдиним видом експлантів, якщо 
донори експлантів містять збудники хвороб.

Експлантам на середовищі MS був влас-
тивий як прямий морфогенез, так і непрямий 
через калюсоутворення. Як вiдомо, непрямий 
морфогенез відбувається через дедиференціа- 
цію й потім деференціацію клітин калюсних 
тканин. На цих етапах зростає ймовірність 
втрати генетичної константності [17, 26]. Це є 
технологічно неприпустимим під час застосу-
вання біотехнологічних методів у розсадництві. 

За порівняння двох типів експлантів на 
середовищах з однаковим умістом біологічно 
активних речовин встановлено, що менший 
відсоток експлантів з ознаками формування 
калюсних тканин був у брунькових експлан-
тів. Зокрема, по сорту Альба у брунькових екс-
плантів на контрольному середовищі було 4 % 
експлантів, тимчасом всього живими – 86 %,  
у сорту Презент відповідно 9 і 79 %. 

У меристемних експлантiв за меншої при-
живлюваностi – всього 27 % у сорту Альба й 
23 % у сорту Презент, калюсогенез становив 
відповідно 15 і 17 %. Також на контрольному 
середовищі була візуально більша кількість 
вітрифікованих регенерантів.

Серед порівнюваних середовищ для отри-
мання регенерантів як з бруньок, так і з мерис-
тем, кращим було середовище № 1, яке мало 
відносно менший уміст мінеральних елемен-
тів (табл. 1). Вважаємо, що порівняно нижча 
концентрації елементів у живильному розчині 
зменшує стрес на етапі переходу рослинних 
об’єктів in vivo – in vitro.

Варіант середовища № 2 за досліджувани-
ми показниками займав проміжне положення 
між MS та № 1.

Процеси морфогенезу детермінуються не 
лише трофічними елементами, а також біологіч-
но активними речовинами, зокрема, біологіч-
но активними речовинами вторинного поход- 
ження (вторинними метаболітами). Вони не 
є джерелом енергії або будівельним матеріа- 
лом, однак визначають напрями і швидкість 
онтогенезу. Домінантними такими речовина-
ми є фітогормони, або їх штучно синтезовані 
аналоги.

У дослідженнях на етапі отримання морфо-
генної асептичної культури випробувано такі 
синтетичні аналоги цитокінінів: бензиламіно-
пурин, кінетин та речовина, з якої рослинні 
клітини самі синтезують природний цитокінін 
– бензиламінопурин (табл. 5). Порівняно варіа- 
нти із додаванням по 1,0 мг/л БАП, кінетину, 
аденіну та сумiсне додавання цих цитокінінів 
у сумарній кількості 1,0 мг/л (три речовини по 
0,333 мг/л).

Таблиця 4 – Особливості морфогенезу первинних експлантів на різних живильних середовищах, %
                     (ізоляція донорів 15.03.23)

Середовище MS (контроль) № 1 № 2

Сорт Альба Презент Альба Презент Альба Презент

Бруньки

Прижилось всього 86 79 94 91 90 86

Прямий морфогенез 82 70 92 87 84 79

Калюсогенез 4 9 2 4 6 7

Меристеми

Прижилось всього 27 23 47 34 36 27

Прямий морфогенез 12 6 41 26 25 14

Калюсогенез 15 17 6 8 11 13
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За показником приживлюваності брунько-
вих експлантів варіанти суттєво не відрізня-
лися. Приживалося від 90 до 95 % бруньок.  
У випадку меристемних експлантів кращі по-
казники приживлюваності встановлено на ва-
ріанті сумісного додавання речовин. З мерис-
тем сорту Альба приживалося в середньому  
57 %, у сорту Презент – 49 %. На решті варіан-
тів приживлюваність меристемних експлантів 
становила у сорту Альба 44–48 %, а у сорту 
Презент – 29–33 %. Тобто різниця в межах од-
ного чи іншого сорту становила п’ять відсо-
тків, що є на рівні розрахункової помилки.

Кращий показник приживлюваності на се-
редовищі із сумішшю гормонів, на нашу дум-
ку, пов’язаний з тим, що фітогормони у різних 
формах детермінують різні процеси [26, 27, 30]. 
Також на середовищі із одночасним додаван-
ням по 1/3 кількості БАПу, кінетину й аденіну 
відмічено найменший показник гіпергідратації 
тканин (вітрифікації).

Найбільше морфогенних як брунькових, 
так і меристемних експлантів було за додаван-
ня бензиламінопурину. У сорту Альба морфо-
генез відбувся на середовищі з БАП у бруньок 
83 % і у меристем 44 %, у сорту Презент від-
повідно 77 і 29 %. Водночас, на цьому варіанті 
кількість вітрифікованих експлантів обох ти-
пів становила від 11 до 17 %. 

У меристемних експлантів, порівняно з 
бруньковими, відмічено більше вітрифікова-
них регенерантів. Вважаємо, що це зумовлено 
комплексом чинників, такими як, зокрема, різ-
ні рівні метаболізму неоднакових за розмірами 

первинних експлантів (наявність ендогенних 
фітогормонів, ферментів, їх транспорту), різні 
анатомічні особливості та неоднаковий рівень 
порушення кореляційних взаємозв’язків між 
частинами цілісного організму, різне співідно-
шення розміру експланта і раневої поверхні.

Варіант із кінетином поступався за кількіс- 
тю морфогенних експлантів, але мав меншу 
кількість регенерантів з гіпергідратованими 
тканинами. Також візуально регенеранти мали 
більші листковi пластинки.

На середовищі з аденіном (1,0 мг/л) від-
соток вітрифікованих рослин був найнижчим. 
Водночас кількість морфогенних меристемних 
експлантів також була найнижчою: 16 % у сор-
ту Альба і 12 % у сорту Презент.

Враховуючи високий відсоток гіпергідра-
тованих регенерантів та ефект накопичення  
фітотоксичного надлишку цитокінінів, є по-
треба підбору комбінацій гормонів, які б за-
безпечували сталі показники морфогенності 
експлантів. Тому в подальшому нами випро-
бувано комбінації з поєднанням гормонів кла-
су цитокінінів (табл. 6). Контролем був БАП у 
кількості 1,0 мг/л. У решті варіантів кількість 
цієї речовини зменшено у п’ять разів, тобто до  
0,2 мг/л. До 0,2 мг/л БАПу залежно від варіанта 
додано: 0,8 мг/л кінетину; 0,3 мг/л кінетину + 
0,5 аденіну; 1,0 мг/л кінетину + 1,0 мг/л аденіну. 
Найбільше приживалося, були морфогенними 
й встановлено найменший відсоток з гіпергід-
ратованими тканинами в обох видів експлан-
тів на варіанті із сумісним додавання 0,2 мг/л 
БАП, кінетину 1,0 мг/л, аденіну 1,0 мг/л.  

Таблиця 5 – Регенерація експлантів на середовищі № 1 з різним умістом цитокінінів на фоні 
                     0,1 мг/л ІМК

БАП 1,0 мг/л 
(контроль) Кінетин 1,0 мг/л Аденін 1,0 мг/л

БАП, кінетин, 
аденін 

по 0,333 мг/л

*А П А П А П А П

Бруньки

Прижилось, % 93 90 93 91 91 87 95 92

Морфогенних, % 83 77 80 69 56 43 89 82

Вітрифікованих, % 11 17 2 6 1 3 1 3

Меристеми

Прижилось, % 48 32 46 33 44 29 57 49

Морфогенних, % 44 29 41 24 16 12 36 32

Вітрифікованих, % 13 17 7 9 3 4 4 7

*Скороченням “А” відповідає сорт Альба, “П” – сорт Презент.
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Порівняно з контролем залежно від сорту при-
живлюваність брунькових експлантів зростала 
на 1–3 %. Кількість меристем, що прижилися, 
зростала із 48 % на контролі до 56 % у сорту 
Альба, у сорту Презент із 32 до 51 % відпо-
відно. Інші варіанти (БАП 0,2 + Кінетин 0,8; 
БАП 0,2 + Кінетин 0,3 + Аденін 0,5) поступа-
лися контролю як за приживлюваністю, так 
і кількістю морфогенних експлантів. Проте 
кількість регенерантів з ознаками гіпергідрата-
ції в брунькових есплантах становила на рiвнi  
0–3 %, у меристемних 1–5 %. За досліджуваних 
концентрацій встановлено обернену залежність 
між кількостями морфогенних та з ознаками гі-
пергідратації експлантів.

них рослин формувалися у розетці бруньки, 
донори живців після цього значно не збільшу-
валися в розмірах. На середовищі № 1 регене-
ранти повільніше росли, мали порівняно менші 
розміри. У середньому період між повторни-
ми живцюваннями становив по сорту Альба  
41 добу і по сорту Презент 56 діб.

Після п’яти послідовних живцювань ме-
тодом накладання різниця між середовищами 
за періодом повторного живцювання збіль-
шилася. На контролі цей показник становив у 
сорту Альба 30 діб, у сорту Презент 32 доби, 
середовищі № 2 – відповідно 26 і 28 діб.  
Тобто за п’яти послідовних живцювань пе-
ріод між живцюваннями скоротився із 27 до 

Таблиця 6 – Регенерація експлантів на середовищі № 1 з різним комбінаціями речовин з цитокініновою 
                     активністю на фоні 0,1 мг/л ІМК

Цитокініни, мг/л
БАП 1,0 мг/л 

(контроль)
БАП 0,2 

Кінетин 0,8
БАП 0,2 

Кінетин 0,3
Аденін 0,5

БАП 0,2 
Кінетин 1,0
Аденін 1,0

*А П А П А П А П

Бруньки

Прижилось, % 93 90 91 89 88 85 96 91

Морфогенних, % 83 77 80 74 77 72 90 86

Вітрифікованих, % 11 17 1 3 0 1 2 6

Меристеми

Прижилось, % 48 32 51 42 39 30 56 51

Морфогенних, % 44 29 50 33 22 18 49 37

Вітрифікованих, % 13 17 2 5 1 2 3 9

*Скороченням «А» відповідає сорт Альба, «П» – сорт Презент.

На етапі мультиплікації in vitro порівняно 
за основними технологічними показниками 
(коефіцієнт розмноження, період між жив-
цюваннями) три варіанти середовищ різних 
за умістом мінеральних речовин, та прове-
дено підбір оптимальних фітогормональних 
детермінант цитокінінової та гіберелінової 
природи.

Онтогенез регенерантів, у яких донорами 
живцевих експлантів були рослини in vitro, за-
лежав від мінеральної частини живильного се-
редовищ за однакових органічних компонентів 
(табл. 7), зокрема і цитокінінів. 

На контрольному (MS) і на середовищі  
№ 2 швидкість росту рослин була однаковою. 
Період між живцюваннями становив близь-
ко одного місяця: 27–28 діб у сорту Альба та  
33 доби у сорту Презент. За цей період у маточ-

26 діб у сорту Альба і з 33 до 28 діб у сорту 
Презент. На середовищі № 1 період між жив-
цюваннями зріс із 41 і 56 до 49 і 60 діб відпо-
відно.

Період між живцюваннями та коефіцієнт 
розмноження – це основні показники, які ха-
рактеризують технологічну швидкість мульти-
плікації. Найвищий коефіцієнт розмноження 
був по обох сортах як за першого, так і п’ятого 
живцювання методом накладання на середови-
щі № 2. У сорту Альба за першого живцюван-
ня він становив 3,1, у випадку п’ятого живцю-
вання 3,3 за 2,4 і 2,0 на контрольному варіантi.  
У сорту Презент на середовищі № 2 коефіцієнт 
розмноження становив вiдповiдно 2,8 і 3,0 за 
1,9 і 1,9 на контролі. Отже, на середовищі MS 
порівняно із середовищем № 2 зменшився кое-
фіцієнт розмноження.
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Серед порівнюваних середовищ наймен-
ший коефіцієнт розмноження встановлено на 
середовищі № 1. За першого пасажу у сорту 
Альба 2,1 і сорту Презент 1,7. За п’ятого жив-
цювання цей показник знизився до 1,6 і 1,4 від-
повідно.

Середовище № 1 серед порівнюваних міс- 
тило меншу кількість рослинних об’єктів, не-
придатних для живцювання (не морфогенні, 
інтенсивна гіпергідратація).

Отже, якщо серед порівнюваних середови-
ще № 1 виявилося кращим на етапі переходу 
первинних експлантів з нативних в асептичні 
умови, то для сталої тривалої мультиплікації 
за показниками періоду культивування і кое-
фіцієнта розмноження кращим було середови-
ще № 2.

Для збільшення коефіцієнта розмноження 
застосовано гормональну детермінацію про-
будження більшої кількості сплячих пазуш-
них бруньок (табл. 8). У першому живцюванні 
порівняно з контролем у разі застосування гі-
берелінів встановлено значне зростання кое-

фіцієнта розмноження як завдяки пробуджен-
ню більшої кількості пазушних бруньок, так і 
утворенню вусів з 1–2 бруньками (рис. 2). За 
першого живцювання на середовищі із ГК3 у 
сорту Альба зростання відбулося із 3,1 до 3,9. 
На варіанті із ГК4+7 цей показник зріс до 4,9. 
Подібна тенденція встановлена у сорту Пре-
зент. Варіант із ГК4+7 порівняно із ГК3 за коефі-
цієнтом розмноження переважав останній. За 
впливом на період між живцюваннями по сор-
ту Альба варіанти суттєво не відрізнялися від 
контролю, а по сорту Презент період між куль-
тиваннями становив 35 діб на контролі проти 
29 діб на варіантах із гібереліном.

Якщо за першого живцювання за додаван-
ня гіберелінів виявлено позитивний вплив на 
показники мультиплікації (зменшення трива-
лостi періоду між живцюваннями й збільшен-
ня коефіцієнта розмноження), то у наступних 
живцюваннях ці показники змінювалися, а у 
п’ятому й наступних пасажах за цими показни-
ками варіанти із ГК3 і ГК4+7 поступалися безгі-
береліновому контролю.

Таблиця 7 – Особливості морфогенезу первинних експлантів на різних живильних середовищах, %
                     (БАП 0,2 Кінетин 1,0 Аденін 1,0, ІМК 0,1)

Середовище MS (контроль) № 1 № 2

Сорт Альба Презент Альба Презент Альба Презент

1-й пасаж

Період між живцюваннями, діб 28 33 41 56 27 33

Коефіцієнт розмноження 2,4 1,9 2,1 1,7 3,1 2,8

Непридатні для живцювання, % 1 2 0 1 1 1

5-й пасаж

Період між живцюваннями, діб 30 32 49 60 26 28

Коефіцієнт розмноження 2,0 1,9 1,6 1,4 3,3 3,0

Непридатні для живцювання, % 5 7 1 3 3 6

Таблиця 8 – Особливості морфогенезу первинних експлантів на середовищі № 2 з різними гіберелінами, %
                    (БАП 0,2 Кінетин 1,0 Аденін 1,0, ІМК 0,1)

Середовище Без гіберелінів ГК3 ГК4+7

Сорт Альба Презент Альба Презент Альба Презент

1 пасаж

Період між живцюваннями, діб 28 35 24 29 23 29

Коефіцієнт розмноження 3,1 2,8 3,9 3,4 4,9 4,1

5 пасаж

Період між живцюваннями, діб 25 30 30 32 27 29

Коефіцієнт розмноження 3,3 3,0 2,1 1,7 2,2 2,0
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У літературі, зокрема, у дослідженнях, 
що стосуються розмноження малини, ожини 
встановлено кращий розвиток регенерантів 
у разі заміни класичного Fe-хелату на еквіва-
лентну кількість іонів ферума у формі добрива 
Ferrilen 4.8 Orto-Orto [31, 26]. Проте встанов-
лено доцільність такої заміни через 4–5 паса-
жів одного виду залізоумісних сполук на інші. 
Це сприяє кращому розвитку та зменшенню 
кількості регенерантів із гіпергідратованими 
тканинами.

На третьому етапі МКР основною техно-
логічною потребою є індукція та розвиток ко-
реневої системи. Це необхідно для ефективної 
постасептичної адаптації. Ризогенез детермі-
нується низкою чинників. Це, зокрема, кіль-
кісний і якісний склад мінеральної частини 
середовища, фітогормони або їх синтетичні 
аналоги та органічні речовини.

Наприклад, згідно з правилом Скуга-Міле-
ра, за кількісного переважання цитокінінiв над 
ауксинами знімається апікальне гілкування. 
Відбувається пробудження бічних бруньок. Це 
є технологiчно позитивним ефектом, який за-
стосовують на етапі мультиплікації для збіль-
шення коефіцієнта розмноження.

На третьому етапі МКР для стимулюван-
ня ризогенезу необхідне «переформатування» 

гормонального статусу, а саме, зменшити вміст 
цитокінінів i збільшити – ауксинів.

Рослини мають властивість відкладати гор-
мони у різних формах про запас. У випадках 
вегетативного розмноження, зокрема в умо-
вах in vitro частина материнського організму 
з набутим її фітогормональним статусом ре-
генерується до нового дочірнього організму. 
Накопичені гормони впливають на розвиток 
потомства [17, 26, 30]. Таким чином створю-
ється ситуація, що експлант містить надлишок 
цитокінінів, а у регенерованій з нього рослині 
мають відбуватися процеси коренеутворення.

За вирощування донорів експлантів на се-
редовищах з різним умістом речовим з цитокі-
ніновою активністю встановлено неоднаковий 
ризогенез у потомства (табл. 9). В обох сортів 
найбільший відсоток регенерантів встановле-
но у потомства з донорів експлантів, які вирос-
ли на середовищі з трьома речовинами з цито-
кініновою активністю порівняно з контролем 
у невеликих концентраціях: БАП 0,2 + Кіне- 
тин 0,3 + Аденін 0,5. Ці речовини володіють 
процитокіновою активністю (аденін) або ма-
ють м’якшу дію (кінетин і уміст БАП 0,2 мг/л), 
порiвняно із застосуванням 1,0 мг/л БАПу на 
контролі. За культивування донорів експлантів 
ризогенез відбувався у 94 % регенерантів сорту 

Рис. 2. Утворення вусів на середовищі № 2 з додаванням препарату
Gibb plus (ГК4 + ГК7).
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Альба та 89 % сорту Презент порiвняно з 85 
і 61 % на контролі відповідно. Також процес 
початку ризогенезу проявлявся швидше порів-
няно з контролем в інших варіантах зі зменше-
ною кількістю БАП (0,2 мг/л).

У нативних умовах наявний тісний коре-
ляційний зв’язок між ризосферою та фотоа-
симіляційним апаратом. Складовою взаємодії 
між органами є поглинання (або) асиміляція, 
перетворення органічних та мінеральних ком-
понентів метаболізму, інакше кажучи фото-
синтез та кореневе живлення. Надходження 
органічних елементів живлення забезпечує ко-
рінь як енергією, так і будівельним матеріалом.  
В асептичному міксотрофному живленні з пе-
реважанням гетеротрофного способу фотоаси-
міляція виконує переважно регулюючі функ-
ції. Умiст органічних речовин залежить від тих 
синтетичних речовин, які додають технологіч-
но у середовище. Для більшості культур, зокре-
ма суниці, таким вуглеводом є сахароза, яку ще 
називають цукровий цукор. Уміст цього вугле-
воду впливає на розвиток як листостеблового 
апарату, так і кореневої системи [17, 26, 30].  
Наприклад, додавання у середовище для МКР 
картоплі 1–2 % сахарози ефективне для муль-
типлікації, а збільшення до 4–6 % уповільнює 
ріст та стимулює бульбоутворення [26]. У базо-
вому середовищі уміст сахарози MS 3 %. Про-

те для суниці доцільним є підбір оптимальної 
концентрації сахарози у середовищі. Нами ви-
пробувано варіанти з такими концентраціями 
сахарози: 1; 2; 3; 4; 5; 6 % (табл. 10).

Встановлено, що за збільшення концен-
трації із 1 до 4 % зростає як кількість коренів, 
так і їх довжина. Зокрема, у сорту Альба у ре-
генерантів, вирощених на середовищі із 4 % 
сахарози, довжина коренів була у чотири рази 
більшою порівняно із регенерантами, які ви-
росли на середовищі з 1 % сахарози (рис. 3).  
У регенерантів на середовищі із 1 % сахарози 
візуально відмічено утворення більшої кілько-
сті листків, що ймовірно, вказує на індукцію 
фотоасиміляційного апарату за низького умісту 
екзогенних штучних синтетичних вуглеводів 
(сахарози) для синтезу ендогенних вуглеводів.

На середовищі із максимальною кількістю 
(6 %) сахарози спостерігалося інгібування 
як ризогенезу, так і листостеблового апарату 
(рис. 4).

Порівняння впливу ІМК та ІОК прово-
дили за такими комбінаціями: ІМК 1,0 мг/л 
(контроль); ІМК 0,2 мг/л + ІОК 0,2 мг/л;   
ІМК 0,2 мг/л + ІОК 0,5 мг/л; ІМК 0,2 мг/л + 
ІОК 0,8 мг/л; ІМК 0,2 мг/л + ІОК 1,0 мг/л;  
ІМК 0,2 мг/л + ІОК 1,2 мг/л. Більшу кількість 
коренів та з більшою довжиною отримано на 
варіанті ІМК 0,2 мг/л + ІОК 1,0 мг/л.

Таблиця 9 – Коренеутворення регенерантів залежно від умов вирощування донорів експлантів

Цитокініни, мг/л
БАП 1,0 мг/л 

(контроль)
БАП 0,2 

Кінетин 0,8
БАП 0,2 

Кінетин 0,3
Аденін 0,5

БАП 0,2 
Кінетин 1,0
Аденін 1,0

*А П А П А П А П

Регенерантів з коренями, % 85 61 92 79 94 89 90 78

Початок ризогенезу, діб 21 29 19 24 14 17 20 23

Приживання регенерантів з 
коренями в умовах закритого 
ґрунту, %

81 73 90 78 92 90 84 82

*Скороченням «А» відповідає сорт Альба, «П» – сорт Презент.

Таблиця 10 – Вплив різних концентрацій сахарози на ризогенез суниці (ІМК 1,0 мг/л)

Показник Сорт/
концентрація 1 % 2 % 3 % 4 % 5 % 6 %

Довжина кореневої 
системи, мм

Альба 43 56 89 117 62 17

Презент 27 33 77 100 97 64

Кількість коренів, шт.
Альба 2,3 2,7 3,4 5,4 2,1 1,3

Презент 2,1 2,5 3,3 5,2 5,0 1,9
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Рис. 3. Розвиток регенерантів суниці на етапі ризогенезу на середовищах 
з різним умістом сахарози, сорт Альба.

Рис. 4. Пригнічення росту регенерантів на середовищі із 6 % сахарози.

Висновки. На основі експериментальних 
досліджень розроблено наступні компоненти 
протоколу мікроклонального розмноження:

- у випадках наявності за результатами  
діагностики вільних від збудників хвороб  
асептичну культуру отримують введенням  
in vitro брунькових експлантів;

- за потреби оздоровлення донори первин-
них експлантів вирощують в умовах депози-

тарію з подальшою культурою меристем та  
ПЛР діагностикою;

- для первинного культивування використо-
вують середовище № 1, для мультиплікації та 
ризогенезу – № 2;

- на етапі мультиплікації додають БАП  
0,2 мг/л, кінетин 0,8 мг/л;

- останнє перед коренеутворенням куль-
тивування на етапі мультиплікації донорів 
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експлантів для отримання індукованих для 
вкорінення маточних рослин проводять з дода-
ванням БАП 0,2 мг/л, кінетин 0,3 мг/л, аденін 
0,5 мг/л.

- на етапі індукції ризогенезу кількість ци-
токінінів зменшують, додають ауксини ІМК 
0,2 мг/л + ІОК 1,0 мг/л;

- для покращення ризогенезу кількість са-
харози збільшують із 3 до 4 %.
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Development of individual elements of a proto-
col for sustainable growth and propagation of gar-
den strawberries (Fragaria ananassa Duch.) under 
aseptic conditions

Matskevych V., Filipova L., Matskevych Yu.
Garden strawberry (Fragaria ananassa Duch.) is 

one of the most valuable fruits the demand for which 
in the food market is consistently high. One of the 
limiting factors for achieving consistently high-quality 
strawberry yields is the presence of diseases caused by 
bacteria, phytoplasmas, viruses, and viroids. In order 
to intensify the technology of garden strawberries 
cultivation, the problem of production in significant 
volumes of genetically constant material free from 
pathogens is essential. Biotechnological methods 
are currently relevant technologies that allow mass 
production of planting material with high phytosanitary 
and genetic quality. The purpose of the study is to update 
the protocol for microclonal propagation of garden 
strawberries to obtain virus-free planting material. 
The research was conducted in the micropropagation 
laboratory of LLC «Blahodatne» (Теvittaтм) Cherkasy 
region, Ukraine using the «Alba» and «Present» 
strawberry cultivars. A series of experiments were 
conducted according to the «step by step» principle on 
two types of explants: buds and meristems.

The determinants for obtaining aseptic cultures 
from bud and meristem explants were investigated. 
The trophic influence was studied in media with dif-
ferent mineral content (at the multiplication stage) and 
sucrose concentrations during rhizogenesis.

Among the phytohormonal determinants during the 
multiplication stage, the best combination among those 
investigated was the use of substances with cytokinin 
activity consisting of BAP at 0.2 mg/l and kinetin at  
0.8 mg/l. The addition of 0.1 ml/l of «Gibb plus 
preparation» (GK4 + GK7) was effective for the 
reproduction rate increasing. Growing of donor explants 
in media with BAP at 0.2 mg/l, kinetin at 0.3 mg/l, and 
adenine at 0.5 mg/l, compared to the control (BAP at 
1.0 mg/l) improved rhizogenesis in regenerants. The 
highest root formation rates were observed in the 
variant with 4 % of sucrose (40 g/l). 

Key words: propagation; microclonal propagation; 
aseptic culture; trophic and hormonal determination.
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