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АНОТАЦІЯ

Роботу було проведено на кафедрі мікробіології, вірусології та біотехнології ОНУ імені І. І. Мечникова і присвячено удосконаленню біотехнології мікроклонального розмноження волоського горіху в культурі in vitro. Встановлено, що для пророщування волоського горіху (Juglans regia) з плодів кращім є «міні-тепличний» метод. Оптимальним для пророщування експлантів Juglans regia в культурі in vitro було напіврідке середовище DKW. Досліджено вплив різних адсорбующих компонентів на експланти на первинних етапах мікроклонального розмноження волоського горіху. Виявлено, що аскорбінова кислота та адсорбент «Атоксіл» сприяють приживлюваності мікроклонів. Основні результати роботи було представлено в доповідях студентських та міжнародних конференцій, за матеріалами яких опубліковано 2 статті у відповідних збірниках праць.

Роботу викладено на 45 сторінках, вона містить 12 рисунків. Наведено посилання на 40 джерел літератури ( 23 кирилицею та 17 латиницею).

Ключові слова: мікроклональне розмноження, волоський горіх, культура in vitro, експлант. 
The work was carried out at the Department of Microbiology, Virology and Biotechnology of ONU named after II Mechnikov and was devoted to the study and improvement of stages of microclonal propagation of walnut in in vitro culture. The semi-liquid medium DKW was optimal for the germination of Juglans regia explants in in vitro culture. The influence of various adsorbent components on explants at the initial stages of microclonal propagation of walnut has been studied. It was found that ascorbic acid and adsorbent "Atoxil" promote the survival of microclones. The main results of the work were presented in the reports of student and international conferences, based on the materials of which 2 theses were published in the relevant collections of works.

The work is presented on 45 pages, it contains 12 drawings. References to 40 sources of literature (23 in Cyrillic and 17 in Latin) are given.
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ВСТУП
На сьогоднішній день, в Україні, дуже гостро строїть проблема економічної стабільності. Наша країна славиться можливостями аграрного сектора, який грає значну роль у поповнені державного бюджету. 
Біотехнологія рослин – найперспективніша ланка аграрної промисловості, що дає змогу вирощувати рослинний матеріал вільний від захворювань, з покращеними ознаками, а також створювати нові цінні сортові культури [Теслюк, 2021]. 

Однією з найцінніших культур рослин, що широко використовується у різних промислових напрямках, є волоський горіх (Juglans regia). Вчені відмічають: «плоди волоського горіха можуть рости лише на 7% земної кулі, і Українські ґрунти, як найкраще, підходять для вирощування цієї рослини» [Затоковий, 2006]. 

Горіхове дерево являє собою високоцінну рослину, що використовується у виготовлені меблів, парфумерній, медичній та харчовій промисловості. Однак, при вирощуванні волоського горіха виробники стикаються з низкою проблем вегетативного розмноження. Також серед актуальних проблем є проблема високої вартості саджанців. Ціна одного саджанцю цієї рослини для вегетативного розмноження варіюється від 10 до 30 євро, не враховуючи елітні сорти [Теслюк, 2021]. 

«Метод мікроклонального розмноження дозволяє за короткий час отримати сотні генетично однорідних, оздоровлених рослин. Але метод стикається з цілою низкою методологічних проблем. Основною проблемою є те, що кожний вид або навіть сорт рослин потребує коректив у класичній методиці розмноження» [Теслюк, 2019].
Завдяки розробці методики мікроклонального розмноження рослин  можна вирішити проблеми вегетативного розмноження волоського горіху і удосконалити технологію вирощування цієї рослини в культурі in vitro на території України. 

Пошук шляхів вирішення проблем мікроклонального розмноження Juglans regia  для умов України та удосконалення етапу введення у культуру in vitro ініціальних рослинних експлантів.

Мета роботи - удосконалення біотехнології мікроклонального розмноження волоського горіху (Juglans regia)  в культурі in vitro.
Для досягнення вказаної мети були поставлені наступні задачі: 
1. провести аналіз сучасних біотехнологій волоського горіха та створити уніфіковану технологічну схему мікроклонального розмноження цієї культури in vitro;

2. розробити підготовчій етап підбору та вирощування інтактного матеріалу для введення в умови in vitro;

3. оптимізувати процес мікроклонального розмноження волоського горіху in vitro шляхом підбору складу та консистенції живильного середовища на процеси приживлюваності та проліферації ініціальних експлантів; 
4. дослідити вплив обробки експлантів волоського горіху різними адсорбуючими компонентами та вітамінами при мікроклональному розмноженні.
Об’єкт дослідження: процеси мікроклонального розмноження Juglans regia в культурі in vitro.
Предмет дослідження: первинні етапи введення Juglans regia в культуру in vitro та методи їх оптимізації. 
1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ 

1.1. Умови зростання волоського горіху Juglans regia –

цінної господарсько–промислової культури
Волоський горіх – дерево з потужною кореневою системою і кроною, заввишки до 30 метрів (рис. 1). Біноміальною назвою волоського горіху є Juglans regia [Атлас…, 2017; Затоковий та ін., 2006]. 
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Рис. 1.  Вегетуюче дерево Juglans regia  [Атлас…, 2017]

Горіхова олія є джерелом різноманітних ароматичних сполук: фіалкова, цитринова, трояндова ефірні олії, що активно використовуються у парфумерній промисловості, а також у поліграфічній промисловості і з ціллю виробництва високоякісних художніх фарб [Хохряков и др.., 2003].

Структуровані та глибокі родючі ґрунти найкраще відходять для вирощування волоського горіху. До вищезазначених грунтів відносяться: чорноземні вапняні суглинки, карбонатні чорноземи, чорноземи вапняні. Перераховані ґрунти добре утримують повітря, воду та поживні речовини. Глинистовапняні, камянисто-піщані, вапняно-щебнисті, свіжі каштанові, алювіальні, бурі – родючі ґрунти середньої щільності є достатньо зволоженими та глибокими для розмноження Juglans regia [Зарнадзе и др., 2008].

Кальцій – важлива складова ґрунтів для горіхового дерева. Лужне середовище оптимальне для горіхової рослини (рН ґрунту ≥ 8). Задовільним є також нейтральне середовище (рН = 7), та слабо кисле (рН 6). При рН 5 та нижче горіхові рослини погано розвиваються. З’являється необхідність вапнування ґрунтів тому що волоські горіхи піддаються хворобам та підмерзають при низких рН  [Тітаренко та ін., 2009]. 

Третину світового запасу чорнозему зосереджено в Україні. Гарні водно–повітряні властивості, підвищена природна родючість, зміст в ґрунтовому поглинаючому комплексі від 70 до 90% кальцію, грудкувата або зерниста структура, нейтральна або майже нейтральна реакція, зміст симбіозу бактерій і мікроорганізмів, інтенсивна гуміфікація і високий (близько 15%) вміст у верхніх шарах гумусу – все це характеристика чорноземів [Корнієвський та ін., 2015].

Таким чином, чорноземи - найкращі грунти для розмноження Juglans regia. Саме тому Україна має величезний потенціал для масового розведення волоського горіху.
1.2. Таксономічний статус та морфологічні ознаки волоського горіху
 
Досліджений в роботі Волоський горіх підпорядковується наступному таксономічному статусу: 

Відділ: Судинні рослини, трахеофіти (Tracheophyta);

Надклас: Сперматофіти, насінники (Spermatophytina); 

Клас:
Дводольні (Magnoliopsida);
Порядок: Букоцвіті (Fagales);
Родина: Горіхові (Juglandaceae);
Рід: Горіх (Juglans L.);
Вид: Англійський волоський горіх (Juglans regia  L.) [Манчестер, 2011].
Juglans regia має швидкий темп зростання у перші роки життя. Розкидиста, куляста або еліпсова форма крони. Гладка кора сірого кольору. Непарноперистий лист з 7 листків завдовжки 4–7 см, з цілісним краєм, яйцевидної форми. Квітки розпускається одночасно з листями. Види бруньок: вегетативні та генеративні. Горіхове дерево утворює чоловічі і жіночі квіти (рис. 2). 
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Рис. 2.  Квіти і плод Juglans regia [Атлас…, 2017]

Плід Juglans regia – покрита товстою зеленою шкіркою односім'яна кістянка. Шкірка плоду лопається при дозріванні [Стрела, 1990].

1.3. Основні проблеми й ризики вирощування Juglans regia

Попри вищеозначену цінність даної культури, науковці та виробники стикаються з наступними проблемами при розмноженні волоського горіха: 

1. малорезультативне розмноження волоського горіху вегетативним способом;

2. неможливість статевого розмноження без зміни генотипу;

3. слабка схожість рослин та утворення насіння з нетривалим терміном зберігання;
4. чутливість та сприйнятність Juglans regia до різноманітних захворювань;

5. різниця у швидкості плодоношення та швидкості росту після посадки горіхової рослини;

6. висока вартість саджанців волоського горіху [Теслюк, 2021]. 

Вегетативне розмноження живцями зрілих екземплярів волоських горіхів дуже важке через їх низьку здатність вкорінюватися. Щеплення – найпопулярніший спосіб вегетативного розмноження Juglans regia. Та попри популярність, спосіб витратний у питаннях часу, праці і грошей. [Payghamzadeh et al., 2011]. 
Невирішеною проблемою залишається розмноження волоського горіху. Нерегулярний, низький рівень вкорінення, та високий рівень загибелі вкорінених рослин при акліматизації – основні причини зазначеної проблеми [Kepeneka et al., 2016; Kaur et al., 2006]. 

Волоський горіх має багато цінних та рідкісних сортів серед селекційного матеріалу сільськогосподарських рослин. Ці сорти потребують спеціальних заходів збереження. Бо рослини сприйнятні до заражень насіннєвих та вегетативних репродуктивних одиниць патогенними бактеріями, грибами та вірусами [Сатарова та ін., 2016].

Juglans regia схильний до грибкових та бактеріальних захворювань. Грибкові патогени здобули найбільше різноманіття. Захворювання волоського горіху нараховують: плямистість, відмирання та висихання гілок, мучнисту росу, фомоз, плісняву, гниль, антракноз, фітофтороз – грибкові. Бактеріальні: кореневий рак, бактеріоз та бактеріальний опік [Хохряков та ін., 2003].

Волоський горіх, який отриманий шляхом вегетативного розмноження характеризується різницею у швидкості плодоношення та росту.  Розведення рослини in vivo потребує матеріалу, грошей та багато зусиль, щоб мати можливість забезпечити коректне запліднення. Та попри наявність зазначених факторів, Juglans regia плодоносить тільки на 7–8 рік з моменту посадки.

Існує також проблема економічної вигоди купівлі саджанців, отриманих в результ я вегетативного пророщування. Зазвичай, ціни на один саджанець волоського горіху варіюються від 10 до 30 євро.

Дефіцит горіхів на ринку обумовлює потребу у великій кількості посадкового матеріалу. Однак, розмноження традиційним способом елітних сортів горіхової рослини представляє труднощі, наприклад: низька вкорінюваність, потреба у величезних площах маточників для живцювання, високі витрати трудових ресурсів,  потреба в окремо вирощуваних підщепах, низька виробнича потужність [Зарнадзе та ін., 2008].

1.4. Мікроклональне розмноження рослин в культурі in vitro
  Виділяють три основні форми розмноження рослин: вегетативне, статеве і безстатеве (спорами). 

Нові організми виникають при вегетативному розмноженні шляхом регенерації рослини з лусок цибулин стеблових живців. При вегетативному розмноженні, на відміну від статевого, зберігаються унікальні характеристики рослин [Бутенко, 1999; Тимофеєва та ін., 2016]. Рослини, отримані вегетативним шляхом є продовженням початкової особини, формують клони. Клон – це сукупність рослин  від одного загального предка шляхом безстатевого (вегетативного) розмноження»  [Бутенко, 1999; Тимофеєва та ін., 2016]
Мікроклональне розмноження або розмноження in vitro – це важливий біотехнологічний напрямок, що є оптимальним рішенням для розмноження та при масовому виробництві цінних генотипів рослин, а також підтримання  видів з утрудненим розмноженням [Пушкарьова та ін., 2016].
«Розмноження in vitro називається терміном мікророзмноження оскільки на відміну від традиційних мікрометодів, що оперують з досить великими частинами рослин, в культурі in vitro розміри рослинного матеріалу невеликі і варіюють від 0.2 - 0.5 до 2.0 - 5.0 см.» [Тимофеєва та ін., 2016].

Метод мікроклонального розмноження дозволяє відтворювати унікальні рослини та нові види, розмноження яких в природі вегетативним або насіннєвим шляхом є складним. Також даний метод найкращім з точки зору розмноження посадкового матеріалу, вільного від бактеріальних, грибкових та вірусних патогенів. Метод мікроклонального розмноження має позитивний вплив на фіксацію гетерозису для деяких видів рослин [Сатарова та ін., 2016].

Пушкарьова та ін. зазначають: «мікроклональне розмноження має цілий ряд переваг над традиційними методами розмноження рослин:

– отримання генетично однорідного матеріалу;

– можливість отримувати у великих кількостях вегетативне потомство видів рослин, що важко розмножуються у звичайних умовах;

· економія площі;

· можливість отримання безвірусного матеріалу;

– можливість проводити розмноження рослин протягом цілого року, (ріст і розвиток рослини in vitro практично не залежать від сезону);

– економія вихідного матеріалу;

· можливість відбирати in vitro рослинний матеріал з бажаними ознаками;

· можливість тривалого збереження рослин при понижених температурах;

– отримання великого числа копій із мінімальної кількості рослинного матеріалу» [Пушкарьова та ін., 2016].

Процес мікроклонального розмноження рослин в культурі in vitro зазвичай нараховує наступні етапи:

1-й етап включає вибір  материнської рослини, ізолювання і стерилізацію експлантів, виготовлення та створення умов зростання експлантів на живильному середовищі в умовах in vitro. Культивування стерильних експлантів волоського горіху найчастіше проводиться на живильних середовищах DKW [Driver et al., 1984], MS [Тітаренко та ін., 2009], WPM [McCown et al., 1981]  і GD [Gresshoff et al.,  1974].
2-й етап – розмноження ініціальних експлантів рослин шляхом:

– індукції утворення адвентивних бруньок тканинами листа, стебла, лусочками і денцем цибулин, кореневищем, зачатками суцвіть (без утворення калусних тканин);

– мікродержакування пагона, що зберігає апікальне домінування;

– стимуляції розвитку всіх пазушних бруньок експлантів в результаті пригнічення апікального домінування як первинного, так і всіх знову виникаючих пагонів;

– стимуляції утворення мікробульб і мікроцибулинок.
3-й етап являє собою вкорінення розмножених пагонів і адаптацію пробіркових рослин до умов in vivo.

4-й етап – вирощування рослин витягнутих з культуральних судин і перенесення їх на штучний субстрат або в умови теплиці в ґрунт.

5-й етап – висадка в поле або підготовка до реалізації [Бутенко, 1999]. 

Підготовчий етап являє собою відбір інтактного матеріалу, який можна використовувати в технології мікророзмноження. Як було зазначено у більш раннії роботах «методика пророщування рослини з плодів дає змогу досить швидко отримати матеріал для подальшого введення в живильне середовище» [Теслюк, 2021].

В якості культури тканин, органів і клітин рослин використовують калусну тканину, ізольовані зародки, культури протопластів, ізольовані органи та суспензійні культури [Бутенко, 1999].

«Вік материнської рослини має вирішальне значення для можливості мікроклонального розмноження Juglans regia» [Теслюк, 2021].
Поєднання багатьох чинників визначає можливість успішного мікроклонального розмноження: епігенетичний і фізіологічний стан експланту, генотип вихідного об'єкту, органічні добавки (наприклад, фітогормони), мінеральний склад живильного середовища та умови культивування [Теслюк, 2018; Медведєва та ін., 2015; Мєдвєдєва та ін.., 2016; Мусієнко та ін., 2005]. «Важливою для гарантованого отримання високопродуктивних і врожайних клонів є розробка методу клонального мікророзмноження. Тому найбільш перспективним напрямком на сьогоднішній день є розробка технології клонування in vitro волоського горіху» [Зарнадзе та ін., 2008].

Експланти волоського горіху, введені в поживне середовище, спричиняють  побуріння середовища. Побуріння середовища – це одна з найсерйозніших проблем на етапі введення рослини до культури in vitro. Фенолізацією є результат окислення поліфенолів, що призводять до загибелі рослини, виділяючись з поверхні зрізу експлантів. Було визначено, що побуріння середовища можна уникнути за допомогою частого субкультивування або додавання у поживне середовище наступних речовин: L-цистеїну, аскорбінової кислоти, аспаргіну, полівінілпіролідону (ПВП), активованого вугілля, глутаміну, лимонної кислоти, тіосечовини, аргеніну [Payghamzadeh et al., 2011].

Для збільшення зростання первинних експлантатів культивування проводиться протягом 3 днів на середовищі, що містить у своєму складі деревне вугілля, також потребується часте субкультивування. Однак, фенольні сполуки перешкоджають росту клітин – це одна з головних перешкод на шляху становлення культури [Payghamzadeh et al., 2011]. Необхідною є щотижнева пересадка вузлових експлантатів волоського горіха в свіже живильне середовище, обмеження накопичення фітотоксичного ексудату та підтримання оптимального росту експлантів [Kepeneka et al., 2016]. З метою зменшення ексудації експлантатів їх необхідно переносити на свіже живильне середовище на 1, 3, 5 і 8  дні після культивування [Driver et al., 1984].  Тож, фенолізації та подальшої загибелі експлантів можна уникнути завдяки корегуванню складу живильного середовища та частому субкультивуванню. 

Мікроклональне розмноження волоського горіха дозволить зменшити витрати на виробництво і збільшити кількість вихідного матеріалу, що в перспективі дозволить знизити ціни на саджанці і зробить пророщування горіха більш доступним.

1.4.1. Відбір та стерилізація вихідного матеріалу і введення його в умови in vitro
Створення і підтримання асептичних умов – один з найважливіших факторів культури рослинних тканин. Важливим кроком є підготування стерильних експлантів, необхідна обробка тканин дезінфікуючими засобами з ціллю знищення будь-якого патогенного забруднення без шкоди для тканини експлантів [Kepeneka et al., 2016].

У живців, що були відібрані з багаторічних дерев, було виявлено внутрішню інфекцію, яку важко усунути звичайними методами стерилізації, а також високий рівень інфікованості поверхні рослин різноманітними епіфітними бактеріями [Revilla et al., 1989].

Існує два методи стерилізації тканин експлантів від патогенної мікрофлори:
- перший метод включає в себе 20-ти хвилинну промивку експлантів в розчині детергента, обробку 70 % розчином етанолу (10 сек. – 2 хв.) та стерилізацію матеріалу розчином хлориду ртуті (0,1%) від 2 до 6 хв..  Останнім кроком є промивка експлантів стерильною дистильованою водою (тричі по 15 хв.) та введення у живильне середовище;

- другий метод характеризується наступними кроками: 40-хвилинна промивка живців у розчині детергента, отримання експлантів, їх обробка розчином нітрату срібла (0,3 % ) від 4 до 15 хв. Останнім кроком є також промивка матеріалу стерильною дистильованою водою (тричі по 15 хв.) та введення у живильне середовище [Тітаренко та ін., 2009]. 

Генетично і епігенетично різні експланти і калусні тканини навіть в межах виду часто вимагають різних хімічних і фізичних умов вирощування in vitro [Бутенко, 1999; Пивень и др., 1991; Фелалиев, 1990].
Загальноприйнята процедура для стерилізації експлантів волоського горіха включає: поверхневу стерилізацію вихідних експлантів 50-70% етанолом (20-30 секунд) з наступною обробкою матеріалу 0,1-15% гіпонітратом натрію. Далі – обробка експлантів гіпохлорітом натрію, що містить 0,01% Tween 20 (10 - 20 хв.), а також промивку в стерильній дистильованій воді тричі по 5 хвилин [Payghamzadeh et al., 2011].
1. 4. 2. Вибір та склад поживного середовища
Досвід розмноження рослин в культурі in vitro на сьогоднішній день свідчить про неможливість створення універсальної технології клонування. Кожна конкретна рослина потребує емпірично підібраних основних чинників культивування для забезпечення ефективності розмноження [Теслюк, 2021].

Найчастіше культивування стерильних експлантів волоського горіху проводиться на живильних середовищах MS [Тітаренко та ін., 2009] та DKW [Driver et al., 1984].

Автори Kamal Payghamzadeh [2011], K. Kepeneka [2016] у всіх фазах мікроклонального розмноження використовували середовище DKW. Мікроклони волоського горіха в процесі мікровиробництва інокулювали в 80 мл. живильного середовища у ємності на 380 мл, з додаванням 1,0 і 1,5 мг / л BAP з ціллю введення і розмноження рослини. До складу середовища увійшло 5,5 г/л агару (Industrial Agar 707469, Пронадіса, Іспанія). Мікроклони росли в ростовий камері з температурою 24 ± 0,2ºC, при фотоперіоді 16/8 (PPFD 45-50 мкм. М-2. З-1).

Розмножені у живильному середовищі DKW мікроклони волоського горіху мали здоровий вигляд але також спостерігався блідо-зелений колір листя. Було висунуто теорію, що дефіцит заліза може викликати хлороз мікросходів, тому було вирішено замінити FeEDTA на FeEDDHA. FeEDDHA вважається більш стабільним хелатом для фруктових польових дерев [Payghamzadeh et al., 2011].

Досліджено переваги використання FeEDDHA замість FeEDTA. Мікророслини, вирощені в живильному середовищі, доповненому FeEDDHA, мали більш насичене зелене листя, ніж культивовані з FeEDTA. Також, було виявлено більшу здатність до коренеутворення з чисельною кількістю коренів [Payghamzadeh et al., 2011].

Цитокініни — рослинні гормоні, що відповідають за стимуляцію поділу клітин та їх диференціацію. У живильних середовищах для розмноження волоського горіху із цитокінінів додається 6-бензиламінопурин (1 мг/л) або тідіазурон (0,5 мг/л), із ауксинів – 3–індолілмасляна кислота (0,01 мг/л). Агар (7 г/л) та фітагель (2,2 г/л) використовують в якості гелюючих агентів. Експланти культивуються в темряві протягом перши 10 днів після стерилізації. У подальшому інтенсивність освітлення при 16-годинному фотоперіоді збільшується до 1000–1500 лк. Культиваційна кімната повинна мати температурний діапазон близько 26±30oС та вологість приблизно 60% [Тітаренко, 2009].

Таким чином, в методиці мікроклонального розмноження Juglans regia найчастіше використовується живильне середовище DKW.
1. 4. 3. Методи культивування волоського горіху в культуральному боксі та адаптації до умов in vivo
Умови культивування волоського горіху в культуральному боксі включають в себе такі параметри як: інтенсивність світла, температуру повітря та вологість.

Параметр №1: світло.
Відомо, що для зростання пагонів важливу роль відіграє інтенсивність світла. Повідомляється, що діапазон від 1 до 3000 люкс (близько 40-92 мкмоль/м2/с) достатній для культури пазушних бруньок, культури ембріонів і проліферації пагонів у волоського горіха [Jay-Allemand et al., 1992].

Проростки волоського горіху потребують більш високу інтенсивность світла (80 мкмоль м-2 с-1), ніж інтенсивність, яка зазвичай доступна в культуральних судинах (25 мкмоль м-2 с-1) [Kaur et al., 2006]. 

В умовах культури забезпечується 16 – 18-годинний фотоперіод від білих флуоресцентних ламп типу Sylvania Grolux або холодних білих флуоресцентних ламп [Sanchez-Zamora et al., 2006]. 

В культурі тканин волоського горіха діапазон інтенсивності освітлення від 1 до 3000 люкс є оптимальним. Освітлення протягом 16 – 18 годин призводить до високого рівню росту, розмноження та проростання. 
Параметр №2: температура.

Для оптимального формування і проліферації пагонів або коренів, культури ембріонів та соматичного ембріогенезу оптимальною температурою визначено 22 - 28° C [Kaur et al., 2006]. Однак для соматичного ембріогенезу використовували більш висоту температуру, а саме - 25 °C [San et al., 2006]., тоді як López J. Fernández та ін. [2001] використовували температурний режим приблизно 26°C для морфогенного дослідження та модуляції ембріональних осей за допомогою методу культури ембріонів [López et al., 2001].
На підставі  даних літератури можна  зробити висновок про те, що 25°C це оптимальна температура для ембріонів волоського горіху та індукції калуса з обраних експлантів вихідної рослини.

1.5. Вкорінення та адаптація мікроклонів горіха в культурі in vitro
Успішне вкорінення – обов’язкова умова для будь-якої методи розмноження мікроклонів. Етап вкорінення мікроклонів може бути здійснено в умовах in vitro та умовах ex vitro. В роботі K. Kepeneka та Z. Kolağasib [2016] було проведено дослідження з ціллю підвищення ефективності вкорінення різних сортів Juglans regia. 

«Рослини волоського горіха були клоновані, розмножені з тканини мікроклонів, отриманих з культури тканини. Здатність до вкорінення in vitro залежить від взаємодії внутрішніх і зовнішніх факторів» [Kepeneka et al., 2016].

Мікроклони, розмножені з апікальних експлантів, які досягли висоти більше 20 мм та нараховують якнайменш 8 вузлів із здоровим, зеленим листям визначені як кращі для вкорінення. Формування базального калуса в перші декілька тижнів є важливою умовою для отримання якісного матеріалу волоського горіху [Payghamzadeh et al., 2011; Nadra et al.,  2015; Navatel et al., 2001; Saadat et al., 2002].

Авторами Sanchez-Zamora та ін. [2006] рекомендовано адаптувати мікроклони горіха в дві стадії. З ціллю попередньої індукції мікроелементи необхідно знизити до 50%,  використовуючи IBA (5-10 мг/л). Інокулюються в живильне середовище і інкубуються протягом 5 днів в темряві мікроклони, що перевищують розмір 20 мм. Етап адаптація проводиться протягом двох тижнів, поступово видаляючи IBA з живильного середовища і замінюючи агар вермикулітом [Sanchez-Zamora et al., 2006].

Визначено, що подальше вкорінення можна підсилити завдяки  6-денній попередній обробці 24,6 М IBA. Було виявлено, що активність пероксидази та рівень ендогенних гормонів виступають в ролі маркерів мікророзмноження пагонів та ефективності вкорінення [Kepeneka et al., 2016]. Найвищу частоту вкорінення (75%) було визначено у висаджених на поживне середовище MS (напіврідкої консистенції) мікроклінів.  У складі середовища було 2,5 мкМ IBA. Мікроклони протягом тижня знаходились у темряві. Поява коренів спостерігалася на мікроклонах, що були вирощені на поживних середовищах зі складовою частиною IBA – 4,9 або 24,6 мкМ. Однак було зазначено, що успішна адаптація до умов ex vitro спостерігалася тільки у вкорінених в 2,5 мкМ IBA проростків [Payghamzadeh et al., 2011].

Як висновок, IBA є важливим складовим елементом живильних середовищ для успішного вкорінення мікроклонів Juglans regia в умовах in vitro. Оптимальним значенням IBA для перенесення рослин в умови ex vitro є 2,5 мкМ. 

У результаті проведеного аналізу робіт з вкорінення мікроклонів волоського горіху, було рекомендовано використання мікроклонів, що були розмножені з апікальних експлантів, висотою близько 20 мм, мінімальне 8 вузлів із здоровим листям. Встановлена доцільність зниження мікроелементів у середовищі на 50% та використання IBA (5-10 мг/л) та інкубування мікроклонів в темряві протягом 5 днів. 

Комерційне використання технології мікроклонального розмноження in vitro потребує успішної адаптації та перенесення мікроклонів в умови in vivo. Однак, було визначено, що при адаптації до умов in vivo рослини сприйнятливі до хвороб через високу вологість та спостерігалося швидке висихання саджанців. Все це призводить до утрудненого вкорінення [Kepeneka et al., 2016].

K. Kepeneka та Z. Kolağasib [2016] зазначають: «провели огляд адаптації мікророзмножених рослин в теплиці і у відкритому ґрунті, який складався з целюлозної пробки (сорбароди), для підтримки і захисту коренів під час перенесення в ґрунт, і вентильованої судини для культури, для підвищення стійкості проростків до висихання. Використання сорбародів забезпечило необхідний захист та кращі умови для адаптації мікроклонів і сприяло 100% успішному укоріненню» [Kepeneka et al., 2016].

Саджанці, що були вирощені таким чином показали високий рівень життєздатністі при переносі до умов ex vitro.

У результаті проведеного аналізу робіт з адаптації мікроклонів волоського горіху, було рекомендовано використання сорбароди та вентильованої судини з ціллю захисту коренів та підвищення стійкості рослин до висихання у процесі адаптації [Kepeneka et al., 2016].
2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ
Робота виконана на базі Біотехнологічного науково-навчального центру Одеського національного університету імені І. І. Мечникова у 2021-2022 роках.

У якості дослідних рослин використовували молоді паростки Juglans regia у стадії інтенсивного розвитку.

2.1. Методика мікроклонального розмноження волоського горіху у культурі in vitro
У якості ініціальних експлантів для проведення експериментів використовували зелені бруньки та частини стебла, відібрані з вуличних дерев волоського горіху, що ростуть у відкритому грунті на території студентського містечка ОНУ ім. Мечникова, та частини стебла і бруньки молодих паростків рослини, пророщених міні-тепличним методом з плодів Juglans regia в умовах адаптаційного боксу (рис. 3). 
[image: image3.jpg]


[image: image4.jpg]



                            А                                                   Б

Рис. 3.  Молоді паростки вуличного (А) та пророщеного (Б) дерева Juglans regia. Оригінал

Для стерилізації та подальшого введення в культуру in vitro відбирали молоді бруньки та зрізи стеблів волоського горіху розміром 1 см, що не контактували з субстратом, у якому росла інтактна рослина, для запобігання екзогенного зараження мікробіотою та грибком.
При проведенні досліджень використовували методичні рекомендації: Затоковий Ф.Т. [2006], Павлюк В.А. [1998], Тітаренко Т.Є. [2009], Driver J.A. [1984], Payghamzadeh K. [2011], Kepeneka K. [2016], Бутенко Р.Г. [1999].

2.2. Методи стерилізації ініціальних експлантів Juglans regia
Під час проведення дослідів було використано методи стерилізації з ціллю обробки плодів для пророщування згідно обраних типів експлантів (рис.4).
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Рис. 4. Стерилізація рослинного матеріалу. Оригінал

Для стерилізації плодів Juglans regia видаляли поверхневі забруднення шляхом ретельного очищення губкою та мильним розчином. Плоди залишали у мильній воді на 10–15 хв. Після цього була проведена промивка плодів проточною водою протягом 10 хвилин, та стерилізація розчином білизни (1/4)  протягом 10 хвилин.

Для стерилізації бруньок та частин стебла проводили обробку експлантів мильним розчином та губкою, залишали у мильному розчині на 10 хвилин. 
Далі рослинний матеріал промивали проточною водою потягом 5 хвилин, обробляли розчином хінозолу 2 г/л протягом 20 хв та оставляли у розчині білизни на дистильованій воді (1/4)  на 10 хвилин. 
Наступним кроком була промивка плодів у бідистильованій воді (3 рази) та обробка хлоргексидином (речовиною з антибактеріальними та антисептичними властивостями). Далі експланти залишали у ній до моменту введення в культуру in vitro.
2. 3. Склад та приготування поживних середовищ для введення експлантів в культуру in vitro
Для введення експлантів Juglans regia в культуру in vitro було використано поживне середовище Murashige & Skoog (MS) та поживне середовище Driver & Kuniyuki (DKW) згідно прописів (табл.1.). 
Як відомо, більшість поживних середовищ складаються з мікро- та макросолей, розчину вітамінів та органічних речовин, розчину хелатного заліза, фітогормонів, цукрози та агару.  

Солі макроелементів та мікроелементів застосовували за прописами: Murashige & Skoog (MS) [Тітаренко та ін., 2009] та Driver & Kuniyuki (DKW) [Driver et al., 1984]. 
Таблиця 1

Прописи живильних середовищ

	Компоненти живильних середовищ
	Концентрація (мг/л)

	
	Murashige & Skoog (MS) [Тітаренко та ін., 2009]
	Driver & Kuniyuki (DKW) [Driver et al., 1984] 

	Солі мікроелементів

	H3BO3
	6,2
	6,2

	MnSO4*4H2O
	22,3
	22,3

	CoCl*6H2O
	0,025
	0,025

	CuSO4*5H2O
	0,025
	0,025

	ZnSO4*7H20
	8,6
	8,6

	Na2MoO4*2H2O
	0,25
	0,25

	KJ
	0,83
	0,83

	Солі макроелементів

	KNO3
	1900
	-

	NH4NO3
	1650
	1416,7

	Ca(NO3)2
	-
	149

	Ca(NO3)2*4H2O
	-
	1968

	MgSO4*7H2O
	370
	740

	CaCl2*H2O
	-
	166

	CaCl2*2H2O
	440
	-

	KH2PO4
	170
	265

	MnSO4*4H2O
	22,3
	-

	ZnSO4*4H2O
	8,6
	-

	H3BO4
	6,2
	-

	Приготування Fe-хелату (мг/л): 

	FeSO4*7H2O
	27,8
	33,8

	NaEDTA*2H2O
	37,3
	45,4

	Розчини обох компонентів готують окремо для запобігання утворення осаду з додаванням теплої дистильованної води, а потім змішуються 

	Приготування розчину CaCl2 (мг/л): 

	CaCl2
	33,1

	Кальцій хлорид розчиняють у теплій дистильованій воді. Готують окремо від інших компонентів середовища для запобігання утворення білого осаду

	Приготування маточного розчину вітамінів (мг/л) 

	Мезоінозит
	8000
	8000

	Тіамін
	500
	500

	Нікотинова кислота
	1000
	1000

	Пірідоксин
	200
	200

	Гліцин
	400
	400

	L-цистеїн
	150
	150

	Глутамінова кислота
	700
	700

	Аланін
	500
	500

	Роблять навіски вищеназваних вітамінів та додають до 1 л дистильованої теплої води. 


 Сумарний об’єм маточного розчину макро та мікросолей для приготування 1 л. поживного середовища складав 100 мл.

В ролі желюючого агенту було використано агар (7 г/л). До напіврідкого середовища було додано 3,5 г/л агару. Також, до складу поживних середовищ було додано 20 г/л цукрози. 
Обидва середовища були модифіковані додаванням 6-БАП – фітогормону цитокінінового ряду. Контроль рН середовища здійснювався на рівні 7,1-7,2 перед початком автоклавування. Стерилізація поживного середовища була здійснена в автоклаві під тиском 0,5 атмосфер протягом 20 хвилин.
2.4. Методика введення ініціальних експлантів в культуру in vitro та культивування

Введення ініціальних експлантів волоського горіху в культуру in vitro було проведено в асептичних умовах у стерильному ламінарному боксі після етапу знезараження експлантів. Для роботи у боксі було підготовлено простерилізовані інструменти: стерильні чашки Петрі, анатомічні пінцети, скальпелі, спиртівка, фарфоровий стаканчик зі спиртом (з ціллю фламбування інструментів), запальничка, маркер, стакани зі стерильним поживним середовищем. 
Введення експлантів було проведено вертикально до поживного середовища, заглиблюючи експланти приблизно на 0,5 см до агару, по 1 шт в стакан, та 3-5 шт в баночки. 
Проводили спостереження за показниками приживлюваності, росту та розвитку ініціальних експлантів. На 3, 7 і 14 день після введення експлантів проводили відбраковування інфікованих експлантів, відзначали терміни проліферації пазушних бруньок і враховували кількість життєздатних ініціальних експлантів.
Культивування введених у культуру експлантів здійснювали в умовах культуральної кімнати при температурі + 25оС, інтенсивності освітлювання 2500 лк, відносній вологості 56-70 %  та  фотоперіоді 16 годин ( день, 8 годин – ніч.

3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
3.1. Біотехнологічна схема мікроклонального розмноження Juglans regia 
Важливе значення має розробка розширеної біотехнологічної схеми мікроклонального розмноження у волоського горіху у культурі in vitrо з урахуванням допоміжних етапів. 

Зручний та швидкий метод мікроклонального розмноження дозволяє за короткий час отримати сотні генетично однорідних, оздоровлених рослин. Але метод стикається із цілим рядом методологічних проблем. Основною проблемою є те, що кожний вид або навіть сорт рослин потребує коректив у класичній методиці розмноження [Теслюк, 2021].

На основі аналізу літератури та одержаних результатів дослідної частини нашої роботи було розроблено оптимальну технологічну схему мікроклонального розмноження горіха (рис. 5), яка складається із декількох основних етапів технологічного процесу (ТП), а також підготовчих етапів допоміжних робіт (ДР). 
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Рис. 5. Удосконалена біотехнологічна схема мікроклонального розмноження Juglans regia
* – зазначені етапи не входили в поставленні задачі нашого дослідження.
ДР 1. Етап допоміжних робіт. Санітарна підготовка виробництва. Встановлено, що під час цього етапу обов’язковим є: прибирання лабораторних приміщень після проведення робіт з мікроклонального розмноження волоського горіху (ДР 1.1); проектування та встановлення обладнання, його повна збірка та тестування (ДР 1.2). Стерилізація обладнання (ДР 1.3) проводиться для знищення сторонньої мікробіоти. Всі ці етапи є необхідними для зручного проведення досліджень та запобігання екзогенного зараження експлантів.

ДР 2. Підготовка повітря. З’ясовано, що підтримання показників вологості та температури повітря у культуральному приміщенні є дуже важливим для правильного росту та розвитку експлантів волоського горіху. Оптимальним показником температури для росту Juglans regia є 25°C, відносної вологості – 60%.

ДР 3. Приготування поживного середовища. Даний етап є ключовим для успішного мікроклонального розмноження рослин у культурі in vitro. Важливим є правильне приготування навісок необхідних макро- та мікроелементів, вітамінів, фітогормонів (ДР 3.1), а також вибір оптимального режиму автоклавування готового поживного середовища (ДР 3.2).


ДР 4. Відбір експлантів з інтактної рослини. Етап відбору ініціальних експлантів є дуже відповідальним та складним, бо від вибору типу експланту горіху, його обробки та стерилізації (ДР 4.1) залежить приживлюваність експлантів рослин у культурі in vitro та їх шлях подальшого розвитку.


ТП 1. Етап технологічного процесу. Введення експлантів в культуру in vitro (рис. 5). В результаті досліджень нами було встановлено, що різні типи експлантів потребують різних підходів до їх введення в культуру in vitro. Більш детально процес введення різних видів експлантів до поживного середовища описано у розділі «Матеріали та методи» (с. 23).


Під час етапу відбракування експлантів рослин (ТП 1.1) впродовж 14 днів проводиться підрахунок їх основних показників: приживлюванність, проліферація та набухання бруньок. Відбраковуються експланти, що уражені колоніями бактерій чи грибів, з візуальними пошкодженнями, некрозами та фенольними утвореннями. 

ТП 2. Поділ та субкультивування отриманих паростків. На даному етапі важливими є часті пересадки на свіже поживне середовище для запобігання виділення ендогенних речовин та фенолів, що пригнічують розвиток експлантів. Для мультиплікації паростків проводять їх поділ. Цю процедуру проводять до тих пір, поки не буде отримано достатню кількість нових експлантів. 
ТП 3*.  Індукція органогенезу у отриманих паростків. Необхідне проведення стимуляції отриманих паростків за допомогою зміни фітогормонального складу поживного середовища для зміни векторності органогенезу у паростків.

ТП 4*. Підготовка рослин-регенерантів до висадки у субстрат (адаптація). На цьому етапі змінюють склад середовища, передусім зменшуючи концентрацію мінеральних солей та сахарози у два рази, перестають використовувати цитокініни та збільшують концентрацію ауксинів для прискорення процесів ризогенезу. Таким чином рослини-регенеранти «загартовують» для їх успішного приживлення в умовах in vivo.

ТП 5*. Вирощування рослин-регенерантів. Як правило, пересаджування рослин-регенерантів до субстрату проводиться тільки при наявності у рослини двох-трьох листів та трьох-чотирьох коренів. Важливо не пошкодити кореневу систему для збереження життєздатності волоського горіха. Таким чином, було розроблено розширену біотехнологічну схему мікроклонального розмноження волоського горіха у культурі in vitrо з урахуванням допоміжних етапів. Ці допоміжні етапи та наведені особливості технологічних процесів сприяють підвищенню ефективності мікроклонального розмноження орхідей за рахунок врахування складних моментів у роботі дослідника.
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Спрощена схема мікроклонального розмноження волоського горіху представлена на рис. 6. 
Рис. 6. Спрощена схема мікроклонального розмноження волоського горіху. Оригінал  

Таким чином, розроблена схема мікроклонального розмноження горіху включала наступні етапи: 
1. відбір та обробка зрілих плодів волоського горіху;

2. пророщування плодів міні-тепличним методом;

3. відбір та стерилізація первинних експлантів;

4. введення ініціальних експлантів в культуру in vitro;
5. проліферація бруньок та індукція розвитку пагонів в культуру in vitro ;

6. вкорінення мікроклонів на живильному середовищі в культуру in vitro ;

7. передадаптаційний період;

8. адаптація рослин з умов in vitro до умов in vivo;
9. дорощування саджанців до стандарту, отримання материнської рослини.
Розроблені підготовчі етапи та наведені особливості біотехнологічних процесів, які сприяють підвищенню ефективності мікроклонального розмноження волоського горіху.

3.2.  Розробка підготовчого етапу до мікроклонального розмноження  волоського горіху
З проаналізованої літератури було встановлено, що найкращім методом отримання ініціальних експлантів волоського горіху є відбір експлантів із молодих проростків плодів. 

З ціллю підвищення рівню стресостійкості рослин, було проведено моделювання кріостресу плодів волоського горіху. Стимуляція проростання волоського горіху відбувалася у морозильній камері 1 годину і 7 днів у холодильній камері. 

У наших попередніх дослідженнях [Теслюк, 2021] було виявлено два кращих методи пророщування плодів. Методи включали обробку плодів мильним розчином та вимочування у ньому протягом 10 хвилин. Далі плоди промивали проточною водою 5 хвилин. Наступним кроком була обробка розчином білизни у дистиляті (1/4) протягом 10 хвилин та промивка плодів в дистиляті (3 рази). 
Цей метод стерилізації рослинного матеріалу використовується і в інших лабораторіях  [Мусієнко та ін., 2005]. 
Нами було використано два методи отримання ініціальних експлантів волоського горіху: перший метод дозволяє відкрити шкарлупу, що призводить до полегшеного і прискореного зростання (рис. 7). Для цього після обробки плоди занурюють в гарячу воду (60°C) на дві доби. Після чого йде стадія посадки плодів в ґрунт. 
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Рис. 7. Обробка плодів Juglans regia у гарячій воді для розкриття шкарлупи. Оригінал
Використовували також другий метод, який називають «міні-тепличним». Після обробки плоди занурювали в теплу воду (45 °C) з додаванням розчину хінозолу (2 г/л), для запобігання проростання грибка і залишали на 3 доби в теплому приміщенні (рис. 8). Після чого плоди так само садили в ґрунт [Теслюк, 2021]. Пророщування плодів відбувалось протягом 30-35 днів в тепличних умовах.
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Рис.8. Міні-тепличний метод пророщування  Juglans regia. Оригінал

У результаті використання першого методу пророщування було виявлено низький відсоток життєздатних рослин (близько 5- 10 %). Тоді як при використанні «міні-тепличного» методу кількість життєздатних рослин перевищувала 90 %. 
Таким чином, порівняльний аналіз двох методів дозволяє зробити висновок, що тепличний метод є оптимальним для пророщування ювенільних проростків Juglans regia. 
3.3 Оптимізація поживного середовища для первинних етапів культивування волоського горіха in vitro 
Підбір та приготування живильного середовища є найвідповідальнішим етапом мікроклонального розмноження рослин.
Було проведено експеримент по виявленню оптимального живильного середовища для культури волоського горіха in vitro (табл.2).

Таблиця 2 
Показники введення у культуру ініціальних експлантів на твердих середовищах DKW та MS
	Тип середовища
	Кількість введених експлантів,

шт
	Приживлюваність  експлантів, %
	Набухання бруньок, шт
	Проліферація,

шт

	
	
	Експозиція, доба

	
	
	3
	7
	14
	3
	7
	14
	3
	7
	14

	DKW тверде
	10
	100
	90
	80
	2
	2
	4
	2
	3
	3

	MS тверде
	10
	70
	45
	30
	2
	2
	2
	1
	1
	1


В результаті проведених досліджень встановлено високий відсоток приживлюваністі експлантів на середовищі DKW, що перевищує цей показник при використанні середовища MS на 50 %, станом на 14-й день досліджень (рис.9).

Експланти, культивовані на поживному середовищі DKW проявляли менші ознаки виділення фенольних речовин у товщу середовища, некрозу та більші показники приживлюваності, аніж експланти, культивовані на  середовищі MS. Починаючи з 3 дня культивування було відмічено набухання пазушної бруньки у експлантів (рис. 10).
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Рис. 9. Показники середньої приживлюваності ініціальних експлантів Juglans regia на різних видах живильних середовищ  
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Рис. 10 Набухання пазушної бруньки Juglans regia на 3 день культивування

А на 14 день вже чітко була помітною краща проліферація пазушних бруньок волоського горіху на середовищі DKW.

З аналізу даних експерименту можемо зробити висновок, що оптимальним живильним середовищем з обраних для пророщування культури волоського горіху є середовище DKW. 

Наші результати співпадають із думкою K. Payghamzadeh [2011] та K. Kepeneka [2016], які вважають, що  середовище DKW є найбільш оптимальним для вирощування Juglans regia в культурі in vitro [Payghamzadeh et al., 2011; Kepeneka et al.,  2016].

3.4. Вплив консистенції середовища на приживлюваність та розвиток експлантів Juglans regia
Нами було проведено серію експериментів для встановлення впливу консистенції середовища на приживлюваність та розвиток експлантів Juglans regia. Результати досліджень представлені у таблиці 3.  що виявили напіврідке та тверде середовище DKW як найкращі для культури волоського горіху. Результати експериментів виявили високу життездатність ініціальних експлантів горіху, низький відсоток фенолізації та високий відсоток набухання бруньок. Також, на всіх типах середовищ спостерігалася проліферація тканин (табл.3).

Таблиця 3 

Показники введення у культуру ініціальних експлантів на різних типах середовища DKW

	Тип середовища
	Кількість введених експлантів,

шт
	Приживлюваність  експлантів, %
	Набухання бруньок, шт
	Проліферація,

шт

	
	
	Експозиція, доба

	
	
	7
	14
	7
	14
	7
	14

	DKW тверде
	10
	90
	70
	2
	4
	1
	1

	DKW напіврідке
	10
	95
	90
	3
	4
	1
	2

	DKW рідке
	10
	70
	65
	2
	2
	3
	3


З представлених у таблиці 3 даних видно, що приживлюваність введених експлантів станом на 14 день на твердому середовищі DKW склала 70 %, на рідкому – 65 %. 
На напіврідкому середовищі DKW приживаність рослинних експлантів склала 90 %, що перевищує відсоток приживаності на твердому та рідкому середовищах на 20 % та 25 % відповідно (рис.11). 
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Рис. 11. Показники середньої приживлюваності ініціальних експлантів Juglans regia на середовищі DKW різної консистенції 
Результати наших досліджень свідчать про те, що  оптимальним живильним середовищем для введення у культуру та культивування волоського горіху в умовах in vitro було напіврідке DKW, в якому спостерігався  високий відсоток приживаності експлантів, а також прискорене  набухання бруньок та їх проліферація. 
Застосування напіврідкого живильного середовища DKW для первинних етапів введення волоського горіху в культуру in vitro сприяє прискоренню процесів мікроклонального розмноження цієї культури  на 2 дні і покращенню приживлюваності на 20 % у порівнянні з твердим.
3.5. Вплив різних адсорбующих компонентів на первинних етапах мікроклонального розмноження волоського горіху
Як відомо, адсорбенти мають властивість поглинати та виводити з організму різноманітні токсини. Тому в якості експерименту було запропоновано провести стерилізацію експлантів та їх замочування у абсорбуючих речовинах на 20 хвилин перед введенням в живильні середовища in vitro для запобігання утворення фенолів. Відбір ініціальних експлантів було проведено восени (жовтень 2020 року) з молодих дерев волоського горіху (бруньки у стані покою). 
Замочування експлантів у адсорбентах здійснювали у розчинах ентеросгелю, атоксілу, аскорбінової кислоти. Було зроблено 3 розчини речовин (75г/л): атоксіл, аскорбінова кислота та енеросгель.
Результати дослідження впливу різних адсорбентів на первинні етапи мікроклонального розмноження волоського горіху наведені в таблиці 4.

Таблиця 4
Вплив адсорбентів на показники мікроклонального розмноження волоського горіху
	Адсорбент
	Кількість введених експлантів,

шт
	Приживлюваність  експлантів, 
%
	Набухання бруньок, 
шт
	Проліферація,

шт

	
	
	Експозиція, доба

	
	
	3
	7
	14
	3
	7
	14
	3
	7
	14

	Контроль 
	10
	5
	4
	0
	2
	2
	0
	1
	1
	0

	Ентеросгель
	10
	6
	4
	1
	3
	3
	3
	0
	0
	0

	Атоксіл
	10
	8
	6
	5
	3
	5
	6
	1
	2
	2

	Аскорбінова кислота
	10
	8
	8
	6
	4
	4
	6
	2
	3
	3


В результаті проведених досліджень було виявлено, що експланти, оброблені розчинами атоксілу та аскорбінової кислоти мали зеленіший колір та ознаки кращої життєздатності станом на 14 день досліджень, на відміну від контрольної групи та експлантів, оброблених розчином ентеросгелю (рис.12). 
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Рис. 12. Показники приживлюваності експлантів волоського горіху, оброблених різними видами адсорбентів

В результаті експериментального дослідження було виявлено високий відсоток приживлюваності експлантів, оброблених розчином атоксілу та аскорбінової кислоти (50 % та 60 % відповідно), та низький відсоток приживлюваності експлантів, оброблених розчином ентеросгелю (10 %), станом на 14-й день досліджень. 
Обробка експлантів розчином атоксилу та аскорбінової кислоти сприяла покращенню процесів набухання бруньок та прискорювала проліферацію пазухових бруньок на 2 та 3 доби відповідно.
У дослідних варіантах спостерігали зменшення прояву виділення фенолів, що характеризувалося відсутністю почорніння середовища та експлантів волоського горіху. Що, у свою чергу, також сприяло покращенню приживлюваності та процесів розвитку рослинного матеріалу. 

Узагальнення
Juglans regia  - високоцінна рослина, що використовується у багатьох промислових та сільсько-господарських напрямках.  

В роботі було вивчено методи культивування горіха в культурі in vitro і встановлено, що мікрокліни здатні гинути на кожному етапі мікроклонального розмноження. Цього можна уникнути завдяки корегуванню складу живильного середовища, використанню молодих ювенільних пагонів та коректних умов вирощування.
В результаті проведеного детального аналізу наявних біотехнологій рослин було розроблено оптимальну схему мікроклонального розмноження волоського горіху in vitrо. 

Розроблений новий, ефективний «міні-тепличний» метод одержання інтактного матеріалу волоського горіха, що є підготовчим етапом для введення рослини в умови in vitrо.

Оптимізовано первинні етапи процесу мікроклонального розмноження волоського горіху: 

 - кращим по складу для введення ініціальних експлантів в культуру in vitrо було середовище DKW; 

- вперше для культури волоського горіху використано напіврідка консистенція живильних середовищ;

- проаналізовано експериментальні дані та визначено, що напіврідке середовище DKW є оптимальним для етапу введення експлантів волоського горіху in vitrо.
Досліджено вплив різних адсорбующих компонентів на експланти на первинних етапах мікроклонального розмноження волоського горіху. Виявлено, що аскорбінова кислота та адсорбент «Атоксіл» сприяють приживлюваності мікроклонів.
ВИСНОВКИ

1. Удосконалено технологічну схему мікроклонального розмноження волоського горіху в культурі in vitrо. 

2. Показана ефективність  «міні-тепличного» методу одержання інтактного матеріалу волоського горіха як підготовчого етапу для введення рослини в умови in vitrо.

3. Оптимізовано первинні етапи процесу мікроклонального розмноження волоського горіху - кращим для введення ініціальних експлантів в культуру in vitrо було середовище DKW напіврідкої консистенції, що сприяє прискоренню процесів мікроклонального розмноження волоського горіху  на 2 дні і покращенню приживлюваності на 20 %.
4. Виявлено позитивний вплив попередньої обробки експлантів адсорбентом «Атоксіл» та аскорбіновою кислотою на процеси приживлюваності на 50 % та 60 % відповідно, та проліферації на 2 дні та 3 дні відповідно.
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