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Метою статті є встановлення особливостей отримання асептич-
ної культури регенерантів Prunus dulcis іn vitro. Оскільки в Україні 
все більших масштабів набуває вплив зміни клімату, то однією з ак-
туальних проблем, яка перешкоджає людству, як в агроекологічному 
так і продовольчому значенні, є потреба в диверсифікації традицій-
ного землеробства. Однією з цінних перспективних горіхоплідних 
культур в Україні є мидаль, завдяки якому можливо диверсифікувати 
перераховані вище кліматичні ризики. Для проведення експеримен-
тів використано сорти вітчизняної селекції, оскільки іноземної се-
лекції з низькою зимостійкістю та тривалим вегетаційним періодом 
для нашої зони не підходять. В дослідженнях залучено чотири ін-
тенсивні нові сорти мигдалю: Е5 Борозан, М41 Алекс, Джорджия, 
Луїза, які були виведені селекціонером В.М. Бабанським, занесені 
до державного Рєстру сортів рослин та дозволені в Україні для виро-
щування. Одним з надійних методів розмноження є мікроклональне 
розмноження, за допомогою якого можна швидкими темпами отри-
мати якісний, оздоровлений від хвороб, садивний матеріал. Тому для 
виробництва садивного матеріалу сучасні розсадники переходять на 
біотехнологічні методи. Для їх швидкого розмноження біологотех-
нологічними методами постає необхідність розробки технологічних 
процесів з урахуванням біологічних особливостей. Встановили, що 
підготовка донорів експлантів зменшує кількість первинних екс-
плантів, які виділяли фенолоподібні речовини. Окрім підготовки 
донорів вагомий вплив мали елементи живлення, які були у різній 
кількості у різних за складом живильних середовищах. Найменше 
експлантів із фенолоподібним ексудатом було на середовищах NAM 
та NRM. Спільним для цих двох середовищ є порівняно низький 
уміст нітрогену як у амонійній так і нітратній формах, а середовище 
DKW містить найбільшу кількість сульфуру.

Виділення фенолоподібного ексудату залежало також від біо-
логічних особливостей сортів мигдалю. Найбільше первинних екс-
плантів було у високорослого сорту Е5 Борозан та найменше в сорту 
Луїза із середньою інтенсивністю росту.

Залежно від сорту вільних від контамінантів в депозитарії було 
81–91 % за 59–70 % на контролі. Морфогенних і водночас без ознак 
контамінування виявлено від 69 % серед експлантів сорту Луїза і до 
73 % сорту Е5 Борозан за 35 і 51 % відповідно на контролі.

За результатами проведених досліджень встановлено, що вплив 
часу ізоляції первинних експлантів та особливості взаємодії рослини 
і оточуючої її мікробіоти в різні пори року різні. Це проявляється в 
особливостях контамінування цими об’єктами первинних експлан-
тів і відповідно успіху деконтамінації (Е1) і появі мікробіологічного 
забруднення на живильному середовищі.

Ключові слова: мікроклональне розмноження, горіхоплідні куль-
тури, мультиплікація, морфогенез, контамінанти, деконтамінація.
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Постановка проблеми та аналіз останніх 
досліджень. Зміни кліматичних умов приво-
дять до диверсифікації традиційного землероб-
ства, розширення та застосування інновацій-
них органічних біотехнологій, введення груп 
плодових, горіхоплідних культур.

На сьогодні в Україні відбувається роз-
ширення промислового складу в садівництві 
завдяки горіхоплідним культурам. Цінною го-
ріхоплідною культурою є мигдаль, який виро-
щують у багатьох країнах світу для отримання 
мигдальних горіхів. Україна кожен рік закупо-
вує приблизно 2,5 тонн горіхів мигдалю, хоча є 
можливість вирощувати цю культуру в нашій 
країні [1, 2]. Для швидкого розширення площ 
під мигдалевими садами не вистачає високоя-
кісних безвірусних саджанців вітчизняних сор-
тів. Для вирішення цієї проблеми актуальним 
є дослідження і впровадження у виробництво 
технологій оздоровлення і мікроклонального 
розмноження з оптимальними детермінантами  
на усіх етапах цього технологічного процесу.

Успіх МКР залежить від усіх етапів. Від 
отриманих результатів на попередньому етапі 
залежить не лише стан рослинних об’єктів, а 
також відбудеться наступний ефект і чи буде 
комерційний або ж науковий зиск від техно-
логічного етапу. Зокрема, на першому і підго-
товчому етапах є проблеми без вирішення яких 
неможливий етап мультиплікації та наступні. 
Зокрема, це такі перешкоди: 

- екзо- та ендогенне контамінування;
- самоінтоксикація продуктами окиснення 

фенолоподібних речовин;
- переформатування детермінант на пере-

ходах рослинних об’єктів з одних умов в інші: 
відкритий ґрунт – закритий ґрунт (депозита-
рій) – in vitro.

Перші зміни умов відбуваються у випадку 
перенесення донорів первинних експлантів 
в закритий ґрунт. Зменшується інтенсивість 
освітлення як загалом, так і змінюється спектр, 
зокрема стає майже відсутня його ультрафіоле-
това частина. Саме інтенсивість освітлення та 
наявність напряму корелюють із виділеннями 
первинними експлантами продуктів окиснення 
фенолоподібних речовин [3]. 

За декапітації верхівок в материнських рос-
линах відбувається зміна донорно-акцептор-
них відносин, втрачається апікальне доміну-
вання. Внаслідок цього зменшується синтез 
ауксину верхівковою брунькою та пригнічення 
нею нижче розміщених бруньок [4].

P.J. Ainsley разом з колегами [5] розробили 
спосіб індукування диференціації калюсних 
тканин, отриманих із листкових експлантів 
рослин пробіркових рослин. Для цього калюс 

культивували на середовищі за протоколом 
Almehdi і Parfitt [6]. В дослідженях використо-
вували один із трьох ауксинів (індол-3-масля-
на кислота, 2,4-дихлорфеноксіоцтова кислота, 
α-нафталінооцтова кислота), комбінуючи їх 
одним із двох цитокінінів (бензиламінопу-
рином і тідіазуроном), з додаванням різних 
концентрацій гідролізату казеїну (джерело 
амінокислот). Виявили сортоспецифічну па-
гоноутворювальну реакцію на ауксини: на-
фтилоцтова кислота та індолілмасляна кисло-
та були ефективними для сорту Ne Plus Ultra.  
В сорту Nonpareil лише індолілмасляна кис-
лота була ефективною для утворення пагонів. 
За впливом на утворення пагонів цитокінінів 
для сорту Ne Plus Ultra ефективним була наяв-
ність одного із двох цитокінінів в досліді (бен-
зиламінопурину або тідіазурону), а для для 
Nonpareil ефективним був лише тідіазурон. 
Покращило морфологію калюсу та збільшило 
частоту регенерації для обох сортів додавання 
0,1 % гідролізату казеїну. 

Ембріони із калюсної тканини мигдалю 
отримав M. Antonelli [7]. Культура калюсів, 
ембріонів є перспективним напрямом як для 
селекційних цілей так і для отримання штуч-
ного насіння [8].

Мікроклональне розмноження, культура 
меристем (оздоровлення) та процеси диферен-
ціації і дедиференціації тісно пов’язані як в су-
часному розсадництві так і селекції. Не виклю-
ченням є роботи з мигдалем [9, 10].

Мета дослідження – розроблення теорети-
ко-експериментального обґрунтування опти-
мізації першого етапу технологічного проце-
су культивування рослин Рrunus dulcis in vitro 
прямим та непрямим мофогенезом.

Матеріал і методи дослідження. Дослі-
дження проводили в 2020–2022 рр. в умовах 
міжкафедральної лабораторії біотехнології 
рослин Білоцерківського національного аграр-
ного університету МОН України та лаборато-
рії мікроклонального розмноження ФГ «Беррі 
Фарм Юкрейн» Волинської області.

Як вихідний матеріал та донори первин-
них експлантів використано саджанці щепле-
ного мигдалю солодкого вітчизняної селекції 
виробництва «Селянське (фермерське) госпо-
дарство ім. академіка Унанова» (Одеська обл., 
Подільський р-н, місто Балта): Е-5 Борозан,  
М 41 Алекс, Джорджия, Луїза.

Материнські рослини in vivo вирощували в 
умовах закритого ґрунту із штучним мікроклі-
матом за температури культивування 24±2 oС. 

Рослинні об’єкти in vitro культивували в 
скляних банках з прозорими поліпропілено-
вими кришками згідно із загальноприйнятими 
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методиками [11], та рекомендаціями, розро-
блених А.А. Подгаєцьким та В.В. Мацкевичем 
[12]. Інтенсивність освітлення для об’єктів  
in vitro 2.2 kLux. Фотоперіод – 16 годин освіт-
лення, 8 годин темрява.

На підготовчому етапі («0») використано 
комплекс заходів, розроблений В.В. Мацкеви-
чем і колегами для фундука [12, 13]. Згідно з ним 
донори первинних експлантів вирощували в 
умовах закритого приміщення (депозитарію) із 
штучним розсіяним освітленням (1,5–2,5 kLux).  
Після пробудження на рослинах проводили 
декапітацію верхівок для пробудження бічних 
бруньок. Від висадки рослин донорів до ізоля-
ції первинних експлантів раз на два тижні про-
водили фунгіцидні обробки.

В депозитарії регулярно проводили оброб-
ки від переносників (попелиць, кліщів, три-
псів) вірусів та інших збудників хвороб.

Для деконтамінації використано як основні 
агенти гіпохлорит натрію, препарат Бланідас 
300, етанол так і допоміжні: Превікур® Енер-
джі 840 SL, гентаміцину сульфат, хлорамфе-
нікол, РРМ (Plant Preservative Mixture), нітрат 
срібла. РРМ застосовували як основний декон-
тамінант (замочування в 33 % розчині протя-
гом 8 годин), так і як допоміжний за додавання 
в живильне середовище 2,5 мл/л.

Ефективність процесу деконтамінації (Е1) 
визначали за кількістю неінфікованих експлан-
тів після стерилізації (с) у відсотках до вихід-
ної кількості експлантів, що стерилізували (s): 
Е1 = (с / s) × 100 %. 

Кількість морфогенних експлантів (Ем) 
визначали за кількістю деконтамінованих екс-
плантів, в яких розпочався після стерилізації 
морфогенез (м) у відсотках до вихідної кілько-
сті експлантів, що стерилізували (s): Ем = (м / s)  
x 100 %. 

Як первинні експланти вичленяли: із насін-
ня пагони проростків, з пагонів сортових рос-
лин – меристеми, бруньки, пагонові живці. Для 
виведення із стану глибокого спокою з маточ-
них рослин зрізали пагони і поміщали на добу 

в розчин гіберелінів: 0,75 мг/л ГК3 і суміші ГК 
4+7 (75 % ГК 4 і 18 % ГК 7) препарату Гібб 
плюс (Gibb plus, (Глобалхем Н.В. [14]) еквіва-
лентній в діючій речовині 0,75 мг/л.

Повторюваність дослідів: 4 в часі. Об’є-
ми вибірок in vitro – 50 облікових рослинних 
об’єктів (експлантів, регенерантів). Об’єми ви-
бірок ex vitro: одна теплична касета з рослина-
ми, одне повторення. Дослідження проводили  
за принципом «Step by Step». Тобто кращий 
варіант попереднього досліду найчастіше був 
в основі/контролі наступного досліду. 

Результати дослідження та обговорення. 
Встановлено вплив підготовки материнських 
рослин на виділення фенолоподібного ексу-
дату первинними експлантами. Хоча мигдалю 
властиве менше порівняно з низкою інших 
культур фенолоутворення [15], нами дослідже-
но вплив підготовки материнських рослин на 
самоінтоксикацію продуктами окиснення фе-
нолоподібними речовинами за висадки пер-
винних експлантів на п’ять варіантів живиль-
них середовищ: MS, QL, DKW, NAM, NRM. Як 
деконткамінант використовували розчин гіпо- 
хлориту натрію (табл. 1).

Встановили, що підготовка донорів екс-
плантів зменшує кількість первинних екс-
плантів, які виділяли фенолоподібні речовини. 
Окрім підготовки донорів вагомий вплив мали 
елементи живлення, які були у різній кількості 
у різних за складом живильних середовищах. 
Найменше експлантів із фенолоподібним ек-
судатом було на середовищах NAM та NRM. 
Спільним для цих двох середовищ є порівняно 
низький уміст нітрогену як у амонійній так і 
нітратній формах (табл. 2). Середовище DKW 
містить найбільшу кількість сульфуру.

Ймовірно, що високий уміст нітрогену 
збільшує проникність мембран та вивільнення 
фенолоподібних речовин [3, 8]. Високий уміст 
сульфуру є однією з причин пролонгованого 
підкислення середовища, відповідно й збіль-
шення проникності цитоплазматичних мемб-
ран та оболонки [8, 13].

Таблиця 1 – Самоінтоксикація первинних експлантів залежно від середовища та умов вирощування 
                     донорних рослин мигдалю*, %

Сорт / середовище MS QL DKW NAM NRM

Е5 Борозан 23/12 6/2 21/18 6/1 8/3

М41 Алекс 19/12 5/2 12/9 0/0 7/2

Джорджия 14/10 3/1 11/9 0/0 4/0

Луїза 8/6 - 6/5 0/0 1/0

*Примітка: в чисельнику самоінтоксикація експлантів ізольованих з материнських рослин вирощених 
в польових умовах (контроль); в знаменнику – в умовах депозитарію.
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Виділення фенолоподібного ексудату зале-
жало також від біологічних особливостей сор-
тів мигдалю. Найбільше первинних експлантів 
було у високорослого сорту Е5 Борозан та най-
менше в сорту Луїза із середньою інтенсивніс-
тю росту.

Отже, для подальших досліджень з отри-
мання асептичної культури прямим морфоге-
незом обрано середовище NAM, а материнські 
рослини використовували за попереднього ви-
рощення в умовах депозитарію.

На інтенсивність виділення фенолоподіб-
ного ексудату впливає й тип деконтамінанта 
(табл. 3). Речовини які знищують контаміну-
ючу мікробіоту токсичні різною мірою і щодо 
тканин первинних експлантів. Це зокрема про-
являлося у вигляді опіків поверхні рослинних 
об’єктів. Із частин опікових ран виділявся фе-
нолоподібний ексудат. Серед порівнюваних 
агентів найбільше таких виділень було у разі 
застосування етанолу та гіпохлориту натрію, а 
найменше – за РРМ та Бланідас 300. Хлорид 
ртуті за цим показником займав проміжне по-
ложення.

Ефективність деконтамінації. Процес 
проведення заходів з метою усунення біоло-
гічних агентів з поверхні експлантів, які мо-
жуть становити ризик для рослинних об’єктів, 
живильного середовища асептичної культури 
є деконтамінацією (від лат. de – префікс, що 
означає видалення, і contaminatus – нечистий, 
заражений). Тобто це процес проведення захо-
дів з метою усунення біологічних агентів з по-
верхні первинного експланта [8, 16].

Біологічні контамінанти за своїм розміщен-
ням на експлантах є ендогенними і екзогенними 
[13]. Відповідно різними є підходи щодо очи-
щення біологічного матеріалу. Для видалення 
екзогенного забруднення використовують кон-
тактні антисептики (хлорумісні, ртутьумісні 
сполуки, рідше перикись водню, спирт) [11, 12]  
невибіркової дії. На інших видах рослин вста-
новлено, що більш ефективною є деконтамі-
нація вітчизняним препаратом Бланідас 300 
(натрієва сіль дихлорізоціанурової кислоти 
– 80,52 %). Порівняно із гіпохлоритами окрім 
збільшення відсотка вільних від контамінантів 
первинних експлантів збільшується кількість 
експлантів, які не загинули від опіків стерилі-
зуючою речовиною [12, 13, 17, 18, 19]. 

Стосовно ендогенного забруднення, залеж-
но від природи забруднювальної біоти, засто-
совують біоциди (РРМ [13, 17]), антибіотики  
і/або фунгіциди [4, 20].

Потомство окремих експлантів називають 
лініями in vitro. Вільні від контамінантів за ре-
зультатами ПЛР лінії перевіряють на генетич-
ну константність і залучають в мікроклональне 
розмноження [22]. 

Умови культивування материнських до-
норних рослин впливають на морфогенез та 
контамінування первинних експлантів. У разі 
застосування антисептика гіпохлориту натрію 
у весняний період за природнього пробуджен-
ня порівняно ефективність деконтамінації (Е1) 
та кількість морфогенних експлантів (Ем) миг-
далю, ізольованих з материнських рослин, які 
росли: у відкритому ґрунті (контроль) та депо-
зитарії (табл. 4).

Таблиця 2 – Нітрогеновмісні солі в середовищах, залучених в дослідженнях

Компонент, мг/л MSмод.* QLмод. DKWмод. NAMмод. NRMмод.

NH4NO3 1650,0 400,0 1416,0 900 530

KNO3 1900,0 1800,0 - 250 550

K2SO4 - - 1600,0 - -

Ca(NO3)2×4H2O - 833,8 1365 1050 700

Таблиця 3 – Вплив деконтамінанта на виділення первинними експлантами фенолоподібного 
                     ексудату, %

Сорт/деконтамінант Гіпохлорит на-
трію (контроль) Бланідас 300 Етанол Hg2Cl2 РРМ

Е5 Борозан 6 2 10 4 3

М41 Алекс 1 0 4 1 1

Джорджия 0 0 6 0 2

Луїза 0 0 3 0 1
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Підготовка донорів первинних експлантів 
підвищила як ефективність деконтамінації (Е1) 
так і збільшила кількість експлантів, які були 
живими й морфогенними. Залежно від сорту 
вільних від контамінантів в депозитарії було 
81–91 % за 59–70 % на контролі. Морфогенних 
і водночас без ознак контамінування виявле-
но від 69 % серед експлантів сорту Луїза і до  
73 % сорту Е5 Борозан за 35 і 51 % відповідно 
на контролі. 

Серед експлантів, які були морфогенними 
але містили контамінуючу мікрофлору, перева-
жало ендогенне контамінування. В місцях зрі-
зу пагонової частини живців виділявся білий 
мутний ексудат. Для того щоб переконатися він 
є мікробіологічнного походження, а не продук-
тами метаболізму рослинних тканин, частину 
виділення відібрали і перенесли на свіже сте-
рильне середовище. Через 3–5 діб відмічали 
розростання посіву із ознаками наявності бак-
теріального контамінування.

В наступних дослідах донори експлантів 
вирощували лише в депозитарії.

За показниками Е1 та Ем порівняно різні 
типи експлантів: живець що являв собою ча-
стину зеленого пагона, брунька, пагін проро-
стка, меристема (табл. 5). Серед порівнюваних 
варіантів найвища ефективність деконтаміна-

ції (понад 90 %) встановлена у варіантах з ви-
користанням як первинних експлантів пагона 
проростка ядра та меристем. Однак у разі ви-
користання проростків втрачається генетична 
константність сорту. 

Застосування меристем порівняно з інши-
ми варіантами поступалося за кількістю мор-
фогенних експлантів: від 8 до 17 % за 81–91 %  
на контролі (пагонові живці). Проте застосу-
вання меристем як первинних експлантів може 
бути вимушеним і єдиним видом експлантів, 
якщо за результатами діагностики материнські 
донорні рослини in vivo містять патогенну мі-
кробіоту (віроїди, віруси, бактерії та ін.).

В разі не виявлення збудників серед порів-
нюваних варіантів первинних експлантів для 
прямого морфогенезу є бруньки. Вони пере-
важали контроль за ефективністю деконтамі-
нації, хоча й поступалися цьому варіанту за 
кількістю морфогенних експлантів. Зменшен-
ня кількості таких експлантів (бруньок) і осо-
бливо меристем пов’язано із закономірністю 
що із зменшенням розміру експланту зменшу-
ється відсоток морфогенних. Водночас менші 
за розмірами експланти містять менше як кон-
тамінантів так і патогенної мікробіоти.

Для подальших досліджень обрали варіант 
первинних експлантів – брунька.

Таблиця 4 – Вплив підготовки донорів  на ефективність деконтамінації (Е1) та кількість морфогенних
                     первинних експлантів (Ем) мигдалю, %

Сорт / умови вирощування 
маточних рослин

відкритий ґрунт депозитарій

Е1 Ем Е1 Ем

Е5 Борозан 68 51 91 73

М41 Алекс 70 49 87 70

Джорджия 56 32 77 64

Луїза 59 35 81 69

Таблиця 5 – Ефективність деконтамінації (Е1) та кількість морфогенних експлантів (Ем) мигдалю 
                     залежно від виду експланта, %

Сорт / тип 
експланта

пагоновий живець 
(контроль) брунька пагін проростка меристема

Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем

Е5 Борозан 91 73 94 69 97 79 98 17

М41 Алекс 87 70 91 54 93 77 95 11

Джорджия 77 64 83 51 90 83 96 8

Луїза 81 69 86 47 92 80 91 8
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За результатами досліджень також встанов-
лено вплив часу ізоляції первинних експлантів 
(табл. 6). Особливості взаємодії рослини і ото-
чуючої її мікробіоти в різні пори року різні. Це 
проявилося в особливостях контамінування 
цими об’єктами первинних експлантів і від-
повідно успіху деконтамінації (Е1) і появі мі-
кробіологічного забруднення на живильному 
середовищі.

Найбільша ефективність деконтамінації 
(83–93 %) та кращий показник морфогенності 
первинних експлантів (Ем) був на варіанті, що 
передбачав вичленення бруньок весною під 
час природного пробудження маточних рос-
лин в депозитарію. За вказаними показниками 
поступався варіант вичленення бруньок влітку 
під час другої хвилі росту. Йомовірно, навіть у 
відносно ізольованих умовах депозитарію зро-
стала кількість мікробіоти, змінювалися інші 
параметри, які вплинули як на контамінування 
так і особливості метаболізму донорів брунь-
кових експлантів.

Варіант із штучним виведенням донорів 
із стану спокою значно поступався контролю 
за всіма показниками. У випадку вичленення 
експлантів в стані спокою показник Е1 стано-
вив залежно від сорту від 3 до 9 % за 83–93 % 

на контролі. Морфогенних експлантів по усіх 
чотрирьох сортах не виявлено.

Водночас порівняно такі деконтамінанти 
від екзогенного забруднення: гіпохлорит на-
трію, етанол, хлорид ртуті, Бланідас 300, РРМ 
(табл. 7). Найвищі показники Е1 та Ем отрима-
но на контролі (розчин гіпохлориту натрію) та 
варіанті із додаванням Бланідас 300. Кількість 
морфогенних експлантів на останньому стано-
вила від 63 до 78 % за 47–69 % на контролі. 
Найнижчі показники Е1 і Ем отримані за ви-
користання етанолу. Цей деконтамінант завда-
ючи сильних опіків тканинам первинних екс-
плантів мав низьку ефективність очищення їх 
від контамінуючої мікрофлори.

На варіантах із хлоридом ртуті та РРМ Е1 
становив від 61 до 79 % за Ем від 51 до 65 %. 
Попри задовільні результати в майбутньому ці 
речовини, як основні деконтамінанти, не за-
стосовували: хлорид ртуті є небезпечним, як 
для людини так і навколишнього середовища; 
РРМ за високої вартості має великі витрати 
цього препарату (розчини 35–50 %). Застосу-
вання контрольного варіанта було відхилено 
через те, що ця речовина є нестійкою сполукою 
і складно підібрати оптимальну концентрацію. 
В подальшому використовуємо Бланідас 300.

Таблиця 6 – Вплив часу введення ізоляції первинних експлантів на ефективність деконтамінації (Е1) 
                     та кількість морфогенних експлантів (Ем) мигдалю залежно від виду експланта, %

Сорт / тип 
експланта

Весна (контроль) Друга хвиля росту Штучне 
пробудження Глибокий спокій

Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем

Е5 Борозан 93 70 78 57 11 8 4 -

М41 Алекс 91 56 74 41 13 6 7 -

Джорджия 83 51 65 40 8 9 3 -

Луїза 84 47 63 42 6 4 9 -

Таблиця 7 – Вплив деконтамінанта на ефективність звільнення від контамінантів (Е1) та кількість 
                    морфогенних експлантів (Ем) мигдалю солодкого, %

Сорт/деконта-
мінант

Гіпохлорит 
натрію 

(контроль)
Бланідас 300 Етанол Hg Cl₂ РРМ

Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем

Е5 Борозан 91 69 93 78 16 4 76 57 79 65

М41 Алекс 92 57 93 77 11 2 77 53 77 64

Джорджия 84 51 90 63 7 3 61 56 81 63

Луїза 82 47 88 65 8 1 75 51 76 51
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В первинних експлантах в різних кількос-
тях можуть бути окрім екзогенних і ендогенні 
мікроорганізми, які навіть не завдаючи суттє-
вої шкоди рослинним клітинам потрапляючи 
на штучне живильне середовище призводять 
до його непридатності, зокрема токсичності 
[11–13]. Складність контролювання ендогенної 
контамінуючої мікрофлори полягає у великій 
кількості її видів різних родин, царств та вод-
ночас вибірковій дії речовин, які використову-
ють в захисті від цих організмів. Наприклад, 
хлорамфенікол, який ефективний від бактерій 
на хості, виявився неефективним за деконта-
мінування первинних експлантів агапанту-
су [13, 20, 21]. Випробувано ефективність на 
фоні Бланідас 300 додаткових деконтамінантів 
(табл. 8). Системний фунгіцид Превікур Енер-
джі 840 sl в.р.к. використовували для замочу-
вання первинних експлантів перед обробкою 
основним деконтамінантом, а решту (гента-
міцину сульфат – 160 мг/л, хлорамфенікол –  
250 мг/л, стрептоміцин – 125 мг/л, РРМ – 2,5 
мл/л, нітрат срібла – 3 мг/л) додавали в жи-
вильне середовище.

Встановили, що показник Е1 суттєво зріс 
за застосування лише одного антибіотика – 
стрептоміцину, із 87 (сорт Луїза) і 93 % (сорт 
М41 Алекс), на контролі до 95 (сорт Луїза) і  
98 % (сорт М41 Алекс). Однак відмічено зни-
ження кількості морфогенних експлантів із 
64–77 % на контролі до 54–63 % на варіанті із 
стрептоміцином. 

На усіх варіантах із антибіотиками відміче-
но суттєве зниження показника Ем. Найбільше 
пригнічення морфенності первинних експлан-
тів було на варіанті із хлорамфеніколом. Вва-
жаємо це пов’язано з поширеною дією низки 
антибіотиків, зокрема конкурентним інгібу-
ванням ферментів і/або інгібуванням синтезу 
білка [8, 23]. 

Біоцид РРМ за вказаним показником був 
подібним до контролю: Ем становило 68–72 %  

за 64–77 % на контролі. Фунгіцид Превікур 
Енерджі 840 sl в.р.к. попри те що суттєво не 
вплинув на Е1 (90–95 % за 87–91 на контролі) 
значно підвищив Ем. Кількість морфогенних 
експлантів становила залежно від сорту 84–89 %  
за 64–77 % на контролі.

Отримання первинних експлантів не-
прямим морфогенезом через калюсну 
культуру. Калюсні культури перспективні 
як напрям, що є зручним для маніпуляцій, як 
способом трансгенезу, соматичної гібридиза-
ції так і для глибокого дедиференційювання  
in vitro рослинного матеріалу ботанічних видів, 
в котрих на перших етапах мікроклонального 
розмноження прямий морфогенез в первинних 
експлантів є проблематичним. Припускаємо, 
що глибока дедиференціація в калюсній куль-
турі є одним із основних чинників дерепресу-
вання ювенільних генів [4, 13, 24]. 

Спонтанне калусоутворення, однак із оз-
наками вітрифікації, отримано за введення в 
асептичні умови на живильному середовищі 
за прописом Мурасіге і Скуга. Калюси (5–8 %) 
на цьому середовищі в первинних експлантів 
утворювалися за додавання цитокініну БАП 
(1,0 мг/л) та ауксину індолілмасляної кисло-
ти (1,0 мг/л). Кількість таких експлантів зро-
стала за постійного (три і більше пасажувань) 
вирощування на цьому середовищі. Проте 
калюси були щільними і не морфогенними, 
їх поверхні змінювали колір із інтенсивно зе-
леного до коричневого і в наступних пасажах 
гинули. Порівняно із іншими середовища-
ми (QL, DKW, NAM, NRM) MS має високий 
уміст мінеральних елементів, особливо солей 
нітрогену.

Оскільки середовище MS, йомовірно, в 
попередніх дослідженнях через високий уміст 
мінеральних компонентів проявляло фіто-
токсичний вплив (вітрифікація, фенолоутво-
рення, розетковість), то подальші дослідження 
проводили на середовищі NAM. 

Таблиця 8 – Вплив додаткового деконтамінанта на ефективність деконтамінації (Е1) та кількість 
                     морфогенних експлантів (Ем) мигдалю, %

Деконтамінант К ПЕ ГС Хф Ст РРМ AgNO3

Показник/сорт Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем Е1 Ем

Е5 Борозан 91 77 95 89 93 26 90 15 96 63 95 72 92 49

М41 Алекс 93 77 92 84 92 29 93 13 98 61 98 76 90 44

Джорджия 91 64 92 84 89 21 90 11 96 54 94 69 92 43

Луїза 87 67 90 87 91 18 86 12 95 58 91 68 90 48

*Примітка: скороченням відповідає: “К” – контроль; РРМ – Plant Preservative Mixture; “ГС” – гентамі-
цину сульфат; “ПЕ” – Превікур Енерджі 840 sl в.р.к.; Хф – хлорамфенікол; Ст – стрептоміцин.
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Кількість первинних експлантів із ознака-
ми калусоутворення зростала зі збільшенням 
як цитокінінів, ауксинів окремо та і їх комбі-
націй (табл. 9). Збільшення умісту як окремо 
цитокініну бензиламінопурину (5,0 мг/л) або 
ауксину індолілмасляна кислота (5,0 мг/л), так 
і їх комбінація (БАП 5,0 мг/л ІМК 5,0 мг/л) 
стимулювало як кількісно так і якісно на калю-
согенез. На варіанті із БАП 5,0 мг/л і ІМК 1,0 
мг/л кількість експлантів із калюсами в розрі-
зі сортів становила всього (Ʃвсього) 24–39 %, із 
них морфогенні 7–12 %. Зі збільшенням умісту 
ІМК до 5,0 мг/л за відповідної кількості БАП 
зростав відсоток загальної кількості первинних 
експлантів із калюсами, однак відсоток морфо-
генних калюсів знизився до 4–11 %. За великої 
кількості ІМК та 1,0 мг/л БАП Ʃвсього становило 
22–27 % за 1–5 % морфогенних (Ʃморф).

Для збільшення кількості морфогенних ка-
люсів проведено підбір речовин з цитокініно-
вою активністю (табл. 10) на фоні ауксину ІМК 
в кількості 1,0 мг/л.

Кінетин 5,0 мг/л, порівняно з БАП 5,0 мг/л,  
індукував в більшої кількості первинних екс-
плантів калюсоутворення (41–46 % проти 23–
38 %), з них також була більша кількість мор-

фогенних калюсів, від 33 до 41 % за 7–13 %  
на варіанті із 5,0 мг/л БАП. Ймовірно, такі 
концентрації БАП є фітотоксичними, тимча-
сом кінетин проявляє меншу фітотоксичність 
навіть за високих концентрацій [13, 22, 25]. 
Неоднаковий вплив синтетичних аналогів гор-
монів одного й того ж класу на морфогенез 
пов’язаний із багатовекторністю дії природ-
них гормонів. Це зокрема стосується й цито-
кінінів, їх різнобічний вплив проявляється 
завдяки здатності перебувати та діяти в різних 
формах.

Найбільша загальна кількість експлантів із 
калюсами була на варіанті БАП 1,0 мг/л разом 
із 4,0 мг/л кінетину – від 49 до 69 %. Проте цей 
варіант поступався за кількістю морфогенних 
калюсів – 21–33 %.

Дещо нижчу загальну кількість калюсів от-
римано у разі застосування комбінації з трьох 
речовин: 31–41 % та від 28 до 38 %. Тобто за-
галом кількість калюсів була середньою по до-
сліду, але серед цих калюсів найбільший від-
соток морфогенних. Калюси на цьому варіанті 
відрізнялися як за кольором (порівняно світ-
ліші) так і щільністю – найбільш пухкі серед 
інших варіантів. 

Таблиця 9 – Вплив концентрацій бензиламінопурину та індолілоцтової кислоти на калюсогенез 
                     в первинних експлантів на живильному середовищі NAM, %

Сорт/кількість 
гормону, мг/л

БАП 1,0; ІМК 1,0 БАП 5,0; ІМК 1,0 БАП 1,0; ІМК 5,0 БАП 5,0; ІМК 5,0

*Ʃвсього Ʃморф Ʃвсього Ʃморф Ʃвсього Ʃморф Ʃвсього Ʃморф

Е5 Борозан 0 0 27 11 23 3 49 9

М41 Алекс 0 0 24 7 22 3 63 5

Джорджия 0 0 31 9 24 1 66 4

Луїза 1 0 39 12 27 5 71 11

*Примітка: скороченням “Ʃвсього” та Ʃморф” відповідає кількість калюсів всього та морфогенних у від-
сотках.

Таблиця 10 – Вплив концентрацій речовин із цитокініновою активністю на калюсогенез в первинних 
                      експлантів на живильному середовищі NAM, %

Сорт/кількість 
речовини, мг/л

БАП 5,0 БАП 1,0  К 4,0 К 5,0 БАП 1,0  + К 2,0 
АС 2,0

*Ʃвсього Ʃморф Ʃвсього Ʃморф Ʃвсього Ʃморф Ʃвсього Ʃморф

Е5 Борозан 26 13 51 29 44 33 38 36

М41 Алекс 23 7 44 33 41 37 31 28

Джорджия 33 10 49 21 46 36 33 30

Луїза 38 12 69 27 48 41 41 38

*Примітка: скороченням “Ʃвсього” та Ʃморф” відповідає кількість калюсів всього та морфогенних у відсо-
тках; К – кінетин; АС – аденін сульфат.
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Вважаємо, що причинами високої морфо-
генності такої комбінації є різні форми біоло-
гічно активних речовин аналогів природного 
цитокініну. Також аденін є вихідною речови-
ною для синтезу природного фітогормону. Рос-
линний організм в такому випадку синтезує 
саме ту кількість, яка йому необхідна і не є у 
фітоксичних кількостях [4, 13, 26]. Для збіль-
шення ефективності морфогенезу калюсних 
культур дедиференційовану клітинну масу ві-
докремлювали від первинних експлантів і роз-
множували з додаванням БАП 1,0 мг/л + кіне-
тину 2,0 мг/л, аденін сульфату 2,0 мг/л. 

За досягнення необхідної кількості калюсів 
їх переносили на середовище із 1,0 мг/л кіне-
тину, 1,0 мг/л аденін сульфату, 0,1 мг/л індо-
лілмасляної кислоти та гібереліном з різними 
варіантами концентрацій (табл. 11). Кількість 
гібереліну (у формі гіберелової кислоти ГК3) 
впливала на морфогенність як в першому так 
і другому пасажах. Порівняно з безгібереліно-
вим контролем, за першого пасажу варіанти 
1,0; 1,5; 2,0 мг/л за кількістю калюсів в яких 
розпочалося закладання органів (візуально 
було видно формування розеток з листкових 
пластинок) обумовлювали зростання цього по-
казника із 29–39 до 73–84 %. Додавання ГК в 
кількості 0,5 мг/л за впливом на морфогенез не 
відрізнялося від контролю.

експлантів, які виділяли фенолоподібні ре-
човини. Підібрані експланти із фенолоподіб-
ним ексудатом були на середовищах NAM та 
NRM, в яких є порівняно низький уміст нітро-
гену як у амонійній, так і нітратній формах, 
а середовище DKW містить найбільшу кіль-
кість сульфуру.

Оскільки високий уміст нітрогену збільшує 
проникність мембран та вивільнення феноло-
подібних речовин, що спричинили пролонго-
ване підкислення середовища, то відповідно 
й збільшення проникності цитоплазматичних 
мембран та оболонки.

Також варто зазначити, що виділення фе-
нолоподібного ексудату залежало від біологіч-
них особливостей сортів мигдалю, а найбільше 
первинних експлантів було у високорослого 
сорту Е5 Борозан та найменше його в сорту 
Луїза із середньою інтенсивністю росту біоме-
тричних показників. 

Залежно від сорту вільних від контамінан-
тів в депозитарії було 81–91 % за 59–70 % на 
контролі, але без ознак контамінування вияв-
лено їх 69 % серед експлантів сорту Луїза і до 
73 % сорту Е5 Борозан за 35 і 51 % відповідно 
на контролі. Найбільша ефективність декон-
тамінації (83–93 %) та кращий показник мор-
фогенності первинних експлантів (Ем) був на 
варіанті, що передбачав вичленення бруньок 

Таблиця 11 – Вплив концентрацій гібереліну на морфогенез в калюсів мигдалю, %

Сорт
контроль ГК 0,5 мг/л ГК 1,0 мг/л ГК 1,5 мг/л ГК 2,0 мг/л

Ʃ1 Ʃ2 Ʃ1 Ʃ2 Ʃ1 Ʃ2 Ʃ1 Ʃ2 Ʃ1 Ʃ2

Е5 Борозан 35 11 38 41 78 82 79 78 74 12

М41 Алекс 29 25 30 42 73 85 84 82 36 16

Джорджия 30 14 28 45 75 89 74 79 39 13

Луїза 39 19 37 41 81 94 78 86 48 18

*Примітка: скороченням “Ʃ1 та Ʃ2” відповідає кількість морфогенних калюсів перший пасаж та дру-
гий пасаж у відсотках; ГК – гіберелова кислота.

За першого пасажу відмінність між варіан-
тами з концентраціями 1,0; 1,5 та 2,0 мг/л була 
в межах похибки. За другого пасажу виявлено 
фітотоксичний вплив концентрації в 2,0 мг/л. 
Це проявлялося в зміні зеленого но біло-жов-
тий колір та втратою води як недиференційо-
ваними тканинами так і органами які почали 
формуватися. Варіанти 1,5 і 2,0 мг/л як за пер-
шого так і другого пасажів між собою не від-
різнялися.

Висновок. Згідно з проведеними дослі-
дженнями встановили, що підготовка доно-
рів експлантів зменшує кількість первинних 

навесні під час природного пробудження ма-
точних рослин в депозитарію. Гірші результа-
ти були у варіанті за вичленення бруньок вліт-
ку під час другої хвилі росту, що спричинено, 
йомовірно, певною кількістю мікробіоти та 
особливістю метаболізму донорів брунькових 
експлантів.

Крім цього, найбільша кількість експлан-
тів із калюсами була на варіанті БАП 1,0 мг/л 
разом із 4,0 мг/л кінетину: від 49 до 69 %, він 
поступався за кількістю морфогенних калю-
сів та становив лише 21–33 %. Дещо нижчу 
кількість калюсів отримано у разі застосуван-
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ня комбінації з трьох речовин: 31–41 % та від 
28 до 38 %, тобто загалом кількість калюсів 
була середньою по досліду, але серед підібра-
них калюсів найбільший відсоток становили 
морфогенні. Калюси на цьому варіанті відріз-
нялися як за кольором (порівняно світліші) 
так і щільністю – найбільш пухкі серед інших 
варіантів.

Удосконалено елементи технології МКР 
мигдалю на першому етапі технологічного 
процесу.
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Features of obtaining an aseptic culture of 
Prunus dulcis (Mill.) D.A. Webb.

Shyta O. 
The purpose of the presented article is to establish 

the features of obtaining an aseptic culture of regener-
ants of Prunus dulcis in vitro. Since the impact of cli-
mate change is becoming increasingly large-scale in 
Ukraine, one of the urgent problems that hinders hu-
manity, both in terms of agro-ecology and food, is the 
need to diversify traditional agriculture. Mydal is one of 
the valuable promising nut crops in Ukraine, thanks to 
which it is possible to diversify the climatic risks listed 
above. The varieties of domestic selection were taken 
for experiments, since foreign selection with low winter 
resistance and a long growing season are not suitable for 
our zone. Four intensive new varieties of almonds E5 
Borozan, M41 Alex, Georgia, Louise, which were bred 
by breeder V.M. Babanskyi and entered into the State 
Register of Plant Varieties, and allowed in Ukraine for 
cultivation. One of the reliable methods of reproduction 
is microclonal reproduction, with the help of which it 
is possible to quickly obtain high-quality, disease-free 

planting material. Therefore, for the production of 
planting material, modern nurseries are switching to 
biotechnological methods. It was established that the 
preparation of explant donors reduces the number of 
primary explants that released phenolic substances. In 
addition to the preparation of donors, nutrients, which 
were present in different amounts in nutrient media with 
different composition, had a significant impact. The 
fewest explants with phenol-like exudate were on NAM 
and NRM media.Common to these two environments is 
a relatively low content of nitrogen in both ammonium 
and nitrate forms, and the DKW environment contains 
the highest amount of sulfur.

The release of phenol-like exudate also depended 
on the biological characteristics of almond varieties. 
The highest number of primary explants was in the 
high-growing variety E5 Borozan, and the least in the 
variety Louise with medium growth intensity.

Depending on the variety, 81–91 % were free from 
contaminants in the depository, while 59–70 % were 
in control. Morphogenic and at the same time without 
signs of contamination were found from 69 % among 
the explants of the Louise variety and up to 73 % of the 
E5 Borozan variety, compared to 35 and 51 %, respec-
tively, in the control.

Based on the results of the research, it was estab-
lished that the influence of the time of isolation of the 
primary explants and the features of the interaction of 
the plant and its surrounding microbiota in different 
seasons are different. This is manifested in the features 
of contamination by these objects of primary explants 
and, accordingly, the success of decontamination (E1) 
and the appearance of microbiological contamination 
on the nutrient medium.

Key words: microclonal propagation, nut crops, 
multiplication, morphogenesis, contaminants, decon-
tamination.
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