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АНОТАЦІЯ 

Розроблено біотехнологічну схему мікроклонального розмноження орхідей роду Phalaenopsis. Досліджено ефективність використання різних частин фаленопсису у якості ініціальних експлантів – виявлено, що кращими були тканини квітконосу та пиляків. Виявлено вплив органічних компонентів на процеси проліферації експлантів фаленопсису в культурі in vitro та рекомендовано використовувати дріжджовий екстракт. Оптимізація з додаванням добрива «ФЕРТИмікс» сприяє покращенню проліферації пазухових бруньок у експлантів квітконосів та підвищенню утворення протокормів у пиляків.
Робота викладена на 41 сторінці друкованого тексту, вона включає 5 таблиць та 9 рисунків. У роботі наведено посилання на 45 джерел літератури (16 кирилицею та 29 латиницею).
Ключові слова: Phalaenopsis amabilis, культура in vitro, приживлюваність, проліферація, калусоутворення, дріжджовий екстракт, кокосова вода.
A biotechnological scheme for microclonal propagation of orchids of the genus Phalaenopsis has been developed. The efficiency of using different types of Phalaenopsis explants was studied – the best tissues for micropropagation were flower stalk and anthers. The influence of organic components at the stages of introduction of Phalaenopsis explants into in vitro culture was revealed – it is recommended to use yeast extract. Optimization with the addition of fertilizer «FERTImix» helps to improve the proliferation of axillary buds in flower stalk explants and increase the formation of protocorms in anthers.
Work is expounded on 41 pages, it contains 5 tables and 9 figures. It provides links to 45 references (16 Сyrillic and 29 Latinic).


Key words: Phalaenopsis amabilis, in vitro culture, survival rate, proliferation, callus formation, yeast extract, coconut water.
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Вступ

Орхідеї, в основному, вирощують через їх естетичні якості. Вони масово вирощуються на продаж у якості рідкісних декоративних кімнатних рослини. Ще їх використовують у ландшафтному дизайні. Деякі види орхідей використовують у  медицині [Bautista et al., 2010].


Актуальним напрямом для України є розмноження та вирощування орхідей роду Phalaenopsis на продаж в декоративних цілях. Рослини виду Phalaenopsis amabilis (далі – фаленопсис) є одними з найпопулярніших кімнатних рослин і високо цінуються квітникарями та селекціонерами через їх незвичайні квіти, та, відповідно, є затребуваними та дорогими на українському квітковому ринку [Голодюк та ін., 2020].
Відомо, що насіння фаленопсису має мікроскопічні розміри та потребує симбіотичних відносин із грибом. В асептичній культурі наявність мікоризи замінюється різними росторегулюючими добавками, однак даний метод вважається не ефективним через численні невдачі вчених в пророщуванні насіння орхідних. Тому мікроклональне розмноження орхідних in vitro за допомогою тканинної культури вважається більш універсальним методом для масового розмноження фаленопсису з комерційною метою. Одержання великої кількості якісних рослин, створення нових гібридів, розмноження та збереження видів орхідей – це лише деякі переваги, отримані від використання різних методів біотехнологій орхідних [Sagawa, 1991; Wing Yam et al., 2009]. 

Відповідно до огляду сучасного стану ринку квіткової продукції України, 90% орхідних імпортуються в Україну з Голландії (близько 90%), Данії, Польщі та Італії. Тому перспективними напрямками для України є розробка та застосування методів мікроклонального розмноження in vitro з метою вирощування орхідей роду Phalaenopsis високої якості для забезпечення внутрішнього ринку нашої країни [Голодюк та ін., 2020]. Дуже актуальним питанням для України є створення єдиної прийнятої біотехнологічної схеми процесу мікроклонального розмноження орхідей. 
Хоча у закордонних вчених накопичено чимало досвіду по розмноженню орхідей, на сьогоднішній час у них немає єдиної думки щодо методики мікроклонального розмноження орхідних, особливо моноподіальних видів (зокрема фаленопсису) через важкість вибору виду експланту та підбору оптимального складу поживного середовища для результативного введення в культуру in vitro [Шейко та ін., 2011]. 
Тому метою даної роботи було створення біотехнологічної схеми розмноження орхідей в культурі in vitro та удосконалення первинних етапів мікроклонального розмноження орхідей роду фаленопсис (Phalaenopsis).
Для досягнення мети були поставлені наступні задачі: 

1. Вивчити та розробити біотехнологічну схему мікроклонального розмноження орхідеї роду Phalaenopsis.
2. Дослідити оптимальність використання різних частин орхідеї роду Phalaenopsis у якості ініціальних експлантів.
3. Визначити вплив органічних компонентів поживних середовищ для первинних етапів мікроклонального розмноження орхідей роду Phalaenopsis на процеси приживлюваності експлантів фаленопсису в культурі in vitro.
4. Визначити ефективність використання  рідкого добрива «ФЕРТИмікс» для оптимізації поживного середовища для первинних етапів культури in vitro орхідей роду Phalaenopsis.
Об’єкт – процеси мікроклонального розмноження орхідей роду Phalaenopsis в культурі in vitro

Предмет – первинні етапи введення орхідей в культуру in vitro та методи їх оптимізації.
1. ОГЛЯД ЛІТЕРАТУРИ

На даний час родина Orchidaceae є найбільш великою та космополітною (рис. 1). Відомо 736 родів родини орхідних. Ці рослини зустрічаються в різноманітних умовах, наприклад, у Колумбії є види, що ростуть на нетанучих снігах гір, в Австралії – що ростуть під землею [Миркин и др., 2001; Chase et al., 2015].
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Рис. 1. Різноманітність орхідних [Режим доступу: https://bit.ly/3gr3Uix].
Перед усім інтерес до орхідних виник через їх гарні квіти, і саме за цією причиною активно розроблюються та вдосконалюються методи розмноження цієї родини квітів в культурі in vitro, щоб на виході отримати більшу кількість рослин для подальшої комерційної реалізації [Черевченко и др., 2008]. 
1.1. Актуальність мікроклонального розмноження орхідних виду Phalaenopsis в Україні

На даний момент більшість видів орхідних, зокрема роду Phalaenopsis, є одними з найвідоміших кімнатних декоративних рослин. Вони полюбилися як і звичайним любителям домашніх рослин за свої незвичайні, красиві квіти, так і досвідченим квітникарям, які професійно займаються їх розмноженням. Тому дана рослина є дорогою і комерційно затребуваною в Україні. Більшість людей, що займаються розмноженням орхідей в Україні, використовують вегетативні методи – наприклад, живцювання – і розмножують орхідеї за допомогою так званих «діток». Однак, використовуючи методи вегетативного розмноження in vivo, неможливо отримати велику кількість ідентичних одна одній рослин, вільних від вірусного зараження. Мікроклональне розмноження ідеально підходить для даних цілей [Черевченко и др., 2008; Голодюк та ін., 2020].

В останній час в Україні почали відкриватися лабораторії, що використовують технологію мікроклонального розмноження орхідей. Компанія «Комплексний АгроСервіс» на Запоріжжі, пропонує послуги по розмноженню ягідних, ефірномаслянних, деревесних та квіткових культур, у тому числі і орхідних (фаленопсис, дендробіум, ванда) [Режим доступу: https://bit.ly/3ggmo6B]. На жаль, компаній в Україні, що займаються промисловим вирощуванням культур in vitro, дуже мало, і ця галузь ще недостатньо розвинута у нашій країні, хоча і має великі перспективи у майбутньому [Голодюк та ін., 2020].

Наразі майже всі орхідеї завозяться на продаж в Україну з інших країн, де дана сфера є більш розвиненою. Тому актуальним є розширення сфери квітництва в Україні, зокрема, розмноження орхідей, за допомогою використання методик мікроклонального розмноження, яке є економічно вигідним для комерційної реалізації [Голодюк та ін., 2020].

1. 2. Порівняльна характеристика біотехнологічних методів розмноження орхідних

Орхідеї розмножуються за допомогою вегетативного методу та насіння. Деякі із видів орхідних відносяться до симподіальних. Ці орхідеї мають багато точок росту й легко розмножуються поділом. Моноподіальні види, до яких відноситься рід Phalaenopsis, в основному розмножуються за допомогою так званих «діток» – відростків, що з’являються зі сплячої бруньки квітконосу материнської рослини у природніх умовах, та за допомогою методу мікроклонального розмноження в умовах in vitro [Черевченко и др., 1986; Arditti, 2008]. 

1. 2. 1. Асимбіотичне проростання

Симбіоз із грибами є характерним для усіх орхідних на ранніх стадіях розвитку. Саме через це досить проблематично розмножувати орхідеї насіннєвим методом. По-перше, насіння орхідних є дуже малим (довжина близько 470–560 мкм, ширина 80–129 мкм). По-друге, воно потребує симбіотичних відносин з грибом, як правило, з роду Rhizoctonia, або, інакше кажучи, мікоризи, щоб прорости. Грибу потрібно інфікувати насіння, щоб воно вижило на ранніх стадіях свого розвитку. Гіфи гриба проникають під поверхню спермодерми насіння і виділяють фермент, який перетворює крохмаль у цукри, які будуть майбутнім джерелом енергії для протокорму аж до початку його органогенезу [Шемедюк та ін., 2014; Buevanista, 2011]. 

У 1922 році Л. Кнудсоном було відкрито простий та повністю керований метод пророщування насіння орхідей. З його роботи випливало, що цукри надають вплив на ріст рослин, та насіння орхідеї може мати потребу у наявності цукрів для вдалого проростання. Вплив симбіозу з грибами пояснювався не його дією на саме насіння, а дією мікоризи на деякі мінеральні речовини, що присутні у субстраті. Наразі в асептичній культурі «ефект взаємодії» з грибом замінюється різними росторегулюючими добавками. На низьку ефективність даного методу вказують численні невдачі в пророщуванні насіння орхідних. Тому більш універсальним методом отримання орхідних in vitro вважається мікроклональне розмноження [Черевченко и др., 2008; Arditti, 2008].
1. 2. 2. Вегетативне розмноження in vitro
До вегетативного розмноження in vitro відносять мікроклональне розмноження, яке на сьогоднішній день є надзвичайно актуальним і широко використовується в біотехнології рослин. Застосування цього методу розмноження сприяє тому, що у багатьох країнах у теперішній час орхідеї є більш економічними культурами, ніж деякі інші декоративні рослини.

Мікроклональне розмноження являє собою безстатеве розмноження рослин у культурі клітин і тканин, в яких форми рослин, що з’являються, є генетично ідентичними вихідному екземпляру [Тимофеева и др., 2012].

В основі цього методу лежить здатність меристематичних тканин орхідних утворювати протокорми (недиференційовані тканини), адвентивні бруньки та пагони. Шляхом багатократного поділу й культивування протокормів, які у подальшому регенерують рослини, можна отримати необхідну кількість вихідного посадкового матеріалу, що є ідентичним батьківській рослині. При використанні методу культури меристематичних тканин у сотні і тисячі разів збільшується коефіцієнт розмноження. Таким чином мікроклональне розмноження є найбільш ефективним  перспективним методом масового розмноження орхідних [Цыренов, 2003; Назаренко и др., 2018].

1. 3. Біологічні особливості орхідних роду Phalaenopsis
Родина Orchidaceae Juss. є однією з найбільш різноманітних за морфологічними структурами та видами. Усі види орхідних є багаторічними травʼянистими рослинами. Орхідні помірної зони є, як правило, наземними рослинами з підземними кореневищами та клубнями і непримітними квітами. Найгарніші представники орхідних пов'язані з тропічним поясом, де більша частина з них є епіфітами, що селяться на деревах у тріщинах кори, дуплах, розвилках, де накоплюється пил, перепріле листя та гілля, що слугують для них у якості субстрату. До них відносять як моноподіальні роди орхідних (Phalaenopsis, Vanda, Aerangis та ін.), так і симподіальні роди (Cymbidium, Dendrobium, Oncidium, Cattleya і ін.). Особливістю епіфітних орхідей є міцні повітряні корені з товстим шаром гігроскопічної рихлої тканини з мертвими пустими клітинами – веламеном, що вбирає воду та дає можливість розмножуватися азотфіксуючим мікроорганізмам. Основними запасниками води епіфітних орхідних є «псевдобульби» – особливі потовщення стебла [Tisserat et al., 1999; Миркин и др., 2001; Roth-Nebelsick et al., 2017; Lee, 2018].
1. 3. 1. Таксономічний статус Phalaenopsis amabilis
Згідно систематичного положення роду Phalaenopsis у родині Orchidaceae Juss. таке: підродина Epidendroideae, триба Vandeae, підтриба Aeridinae [Chase, 2015]:

	Домен:

Царство:

Відділ:

Надклас:

Клас:


Порядок:

Родина:

Підродина:

Триба:

Підтриба:

Рід:

Вид:
	Eukaryota

Viridiplantae

Streptophyta

Magnoliophyta

Liliopsida

Asparagales

Orchidaceae

Epidendroideae

Vandeae

Aeridinae

Phalaenopsis

Phalaenopsis amabilis


Рід Phalaenopsis нараховує 63 види, що розповсюджені у низинах вологих лісів тропічної Південно-Східної Азії, де високі температури повітря тримаються як вдень (30–32 °С), так і вночі (21–25 °С). Представники цього роду є типовими епіфітами, що мають багато повітряних корінців. Типовим представником цього роду є Phalaenopsis amabilis [Черевченко и др., 1987; Wang et al., 2007; Lee et al., 2008]. 

Ph. amabilis поширений у тропічних районах південно-східної Азії, зокрема на островах Малайського архіпелагу. Клімат даних районів – арідний тропічний, з досить постійною сезонною температурою (30–32 °С у період рясних дощів, 16–20 °С у сухий період). Ростуть рослини фаленопсиса у затінених західних сторонах дерев вологого тропічного лісу. Ph. amabilis відноситься до гніздових епіфітів, оскільки численні відмираючі, довгі, товсті, функціонуючі корені утворюють гніздо, в яких затримується мілкозем, що заноситься вітром, і рослинні залишки [Черевченко и др., 1987; Schoser, 1993].

1. 3. 2. Морфологічні ознаки Phalaenopsis amabilis
Ph. amabilis гілкується моноподіально. Стебло цієї рослини вкорочене, і в міру старіння воно подовжується за рахунок наростання апікальної частини пагону і відмирання у нижній частині коренів і листя [Черевченко и др., 1987; Lee, 2018].

Листя фаленопсису є видовжено-еліптичної форми. Вони розташовані на стеблі двома супортивними рядами, є м'ясистими та без чітко виражених жилок, до 30 см довжини і 8 см ширини. Забарвлення листя зелене, тривалість життя кожного листка складає два роки [Черевченко и др., 1987; Zahara et al., 2019].

Квітконіс фаленопсиса має довжину 10 – 15 см. Суцвіття являє собою багатоквіткову китицю (рис. 2). Квітки великі, 7–12 см у діаметрі. Оцвітина біла, у зіві губи з жовтими точками і червоними штрихами. Сегменти зовнішнього кола довгасті, внутрішнього – яйцевидно-ромбічні, до основи звужуються. Губа трилопатева з подовженою середньою лопаттю, яка має два скручені вусики. Дві бічні лопаті утворюють стовпчастий, роздвоєний на верхівці жовтий виріст з червоними крапками [Черевченко и др., 1987; Zahara et al., 2019]. 
Квітконіжки мають довжину 2–3 см. Квітки розташовуються двома супортивними рядами на довгих пониклих квітконосах. Суцвіття в культурі зазвичай складається з 7–9 квіток, рідше їх буває 12–15. Тривалість цвітіння складає 4–5 місяців. Бруньки, розташовані в середній і верхній частинах квітконосу, при певних умовах і застосуванні методів стимуляції росту утворюють додаткові вегетативні пагони [Черевченко и др., 1987].
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Рис. 2. Суцвіття Ph. amabilis [Режим доступу: https://bit.ly/3cxyYMB]

Плід – коробочка завдовжки 60–70 мм, діаметром 10–15 мм, довгаста, ребриста, жовта, блискуча, гола. Плодоніжка слабо блискуча, гола і опадає разом з плодом. Дозрівання плоду триває 120–150 днів [Черевченко и др., 1987].
1. 4. Загальні відомості про мікроклональне розмноження орхідних роду Phalaenopsis

Відомо, що технологія мікроклонального розмноження орхідних складається із декількох етапів [Черевченко и др., 2008; Tisserat et al., 1999; Arditti, 2008]:

1. Отримання експланту з інтактної рослини, забезпечення його стерильності та введення в культуру;

2. Швидке максимальне збільшення отриманих протокормів, що досягається поділом та субкультивуванням протокормів, індукцією багаточисельних адвентивних бруньок та пагонів;
3. Підготовка рослин-регенератів до пересадки у субстрат та їх адаптація до умов in vivo.
1. 4. 1. Вибір інтактної рослини та ініціального експланту Phalaenopsis amabilis
Вдале введення в культуру in vitro залежить від правильного та розумного підходу до вибору експланту рослини та ініціальних експлантів. Передусім бажано, щоб рослини були вільні від грибкового пошкодження, бактеріальних та вірусних хвороб.


Також дуже важливу роль має те, у якій стадії росту перебуває материнська рослина. В основному для відбору експлантів використовують рослини, що знаходяться у стадії інтенсивного росту, так як експланти, ізольовані у фазу активного росту, більш схильні до вкорінення та розвитку пагонів, аніж експланти, ізольовані у стані покою рослини [Черевченко и др., 2008].  


Проблема, яка зазвичай виникає при роботі з експлантатами, виділеними зі зрілих рослин, – це виділення ексудату в середовище. Клітини орхідеї в культурі тканин виділяють велику кількість фенолів, які при окисленні стають токсичними для клітин. Часто рекомендують швидке перенесення експлантів на свіжі поживні середовища, аби уникнути можливих гальмівних для росту ефектів ексудату [Chugh et al., 2009].


У якості первинних експлантів для мікроклонального розмноження фаленопсису використовують сильні, здорові квітконоси зі сплячими бруньками. Основна перевага використання цього виду експлантів полягає в тому, що інтактна рослина не пошкоджується. Недоліком є відсутність утворення калусної тканини. Використання квітконосів у якості експлантів обмежує мікроклональне розмноження фаленопсису кількістю наявних бутонів [Шемедюк та ін., 2014; Arditti, 2008; Teixeira da Silva, 2013].


Будь-яка молода або зріла тканина з листових пластинок та черешків придатна для отримання калуса або додаткових брунькових пагонів. Успішне мікроклональне розмноження за допомогою листкових експлантів залежить від величезної кількості факторів, таких, як склад поживного середовища та наявності гормонів росту, від частини листка, яку було взято у якості експланту та від його віку.  Із аналізу літератури було встановлено, що листя зрілих орхідей можуть бути використані для мікроклонального розмноження фаленопсиса, однак їх здатність до утворення калусної тканини чи протокормів низька [Park et al., 2002; Arditti, 2008; Chugh et al., 2009].


Відомо, що здатність коренів орхідеї утворювати пагони є низькою, але при наявності у середовищі великої кількості ауксину можливе утворення калусу, хоча при цьому зменшується утворення протокормів [Arditti, 2008; Chugh et al., 2009].

Y. Sagawa [1999] було показано, що експланти листя та коріння не продуктивні через високу частоту мутацій, які можуть виникати під час органогенезу [Sagawa, 1999].


За даними літературних джерел було встановлено, що найбільш цінним та надійним матеріалом для ізоляції експлантів фаленопсису є квітконос зі сплячими бруньками та листя. Експланти, що були виділені з цієї частини орхідеї, швидко формували паростки при оптимальному підборі компонентів поживного середовища. 
1. 4. 2. Методи стерилізації експлантів фаленопсису

Основні труднощі при мікроклональному розмноженні орхідей полягають в отриманні асептичного матеріалу. Інтактні рослини знаходяться в симбіотичних відносинах з різними мікроорганізмами, особливо з грибами, тому відсоток контамінації буває дуже високий [Черевченко и др., 2008; Arditti, 2008].

Правильно підібраний стерилізуючий агент повинен згубно діяти на всі мікроорганізми та не завдавати шкоди тканинам рослини. Стерилізуючі агенти повинні легко видалятися з поверхні експланту промиванням дистильованою водою, інакше може відбутися отруєння тканин, яке має негативний вплив на калусогенез [Калинин и др., 1992].

Для стерилізації органів інтактної рослини використовують великий набір різноманітних стерилізуючих речовин. Ефективними є розчини, що містять у собі активний хлор, наприклад, гіпохлорит кальцію та натрію, хлорамін, хлорне вапно. Часто у якості хлорної сполуки використовують звичайний домашній відбілювач «Білизна» у концентраціях від 5 до 10% [Калинин и др., 1992; Bello et al., 2018].

Етиловий спирт також є ефективним для стерилізації експлантів. Його використовують у концентраціях 70% на протязі 1-3 хв, або протирають експлант декілька разів марлею, що змочена 96% розчином етилового спирту для його знезараження. Відомо, що етиловій спирт є фітотоксичним, тому його слід використовувати обережно для стерилізації експлантів [Калинин и др., 1992; Abbasi et al., 2016; Bello et al., 2018].

Також для стерилізації використовують ртутні розчини – сулему, діацид та фамосепт. Наразі ртутні сполуки у стерилізації використовують не так часто, як хлорні через їх токсичність, але у малих концентраціях (0,1%) їх можна використовувати під час стерилізації надземних коренів фаленопсису для отримання стерильних експлантів [Калинин и др., 1992]. 

Ефективною є стерилізація за допомогою фунгіцидних препаратів, наприклад, хорусу у 40% концентраціях та окисників (наприклад, перекису водороду). Перекис практично не пошкоджує тканини та швидко розкладається [Калинин и др., 1992].

Із аналізу літератури нами виявлено, що найкращими стерилізуючими агентами є сполуки, що містять активний хлор через їх низьку токсичність для тканин рослини та згубну дію на мікроорганізми.

1. 4. 3. Вибір та склад поживного середовища
Підбір середовища є важливим етапом, так як ріст паростків та векторність процесу органогенезу у багатьох випадках залежить від його складу [Черевченко и др., 2008].

Поживне середовище для вирощування ізольованих тканин орхідних має мати сбалансований склад макро- та мікроелементів, вуглеводи, вітаміни, фітогормони та амінокислоти. Є середовища, що містять не дуже багато компонентів, а є й більш складні. Швидкість росту тканин збільшують за рахунок додавання у поживне середовище органічних добавок (пептон, екстракт дріжджів, гідролізат казеїну, мед) та рослинних екстрактів (кокосова вода, гомогенат банану, томатний сік, екстракт кукурудзи). Середовища можуть бути рідкими та агаризованими. Для проліферації протокормів краще використовувати рідкі поживні середовища, для проростання насіння та органогенезу – тверді. Для запобігання інгібіторної дії фенолів, що виділяються в поживне середовище, також рекомендовано додавання активованого вугілля та аскорбінової кислоти до середовища [Іванніков та ін., 1999; Черевченко и др., 2008; Большакова и др., 2017; Chugh et al., 2009; Shekarriz et al., 2014].

Важливим фактором при культивуванні тканин орхідей є лужна реакція поживного середовища. Більшість авторів [Ling et al., 2007;  Arditti, 2008; Paek et al., 2010] використовують слабокислі середовища з рН 5,0–5,8.

Відомо, що для введення експлантів орхідніх у кільтуру in vitro використовують такі поживні середовища, як Мурасіге-Скуга (МС), Кнудсона (КС), поживне середовище Гамборга (B5), середовище Фаста та їх модіфікації. Універсальним поживним середовищем для росту багатьох видів орхідних вважається модифіковане середовище Мурасіге-Скуга [Черевченко и др., 2008].
Було проведено чималу кількість дослідів щодо виявлення впливу складу поживного середовищу на розвиток експлантів різних видів орхідних. Так, у ході досліду Большакової та ін. [2014] було з’ясовано, що поживні середовища впливають на паросткоутворення, листовий та кореневий органогенез. Однак, для більшості видів орхідей склад мінеральної основи поживного середовища не має особливого значення. Вирішальну роль відіграють концентрація і сполучення регуляторів росту, вітамінів. Наприклад, додавання у поживне середовище тіаміну посилює ріст рослин і позитивно впливає на дифференціацію ювенильних рослин [Черевченко и др., 2008].
1. 4. 4. Методи культивування орхідних в культуральному боксі та адаптації до умов in vivo
Основними факторами навколишнього середовища, що впливають на культивування ізольованих тканин, є освітлення, температура та вологість. При розмноженні тропікогенних видів орхідей in vitro температуру в культуральному приміщенні підтримують у діапазоні 24–28 °C, відносну вологість 70–75%. Такий температурний режим забезпечує правильне протікання метаболічних процесів у більшості видів орхідних [Черевченко и др., 2008].

Також дуже важливим фактором є освітлення, його тривалість та яркість, так як воно має важливу роль у формуванні пагонів та утворенні коренів. Для першого та другого етапів розмноження орхідних оптимальною освітленістю є 1000 лк, для третього – 3000–4000 лк з фотоперіодом 16 годин [Черевченко и др., 2008].
Найбільш відповідальним етапом технології вирощування орхідних є пересадка рослин-регенерантів з стерильних умов в умови природного автотрофного харчування. Теплиця має значно нижчу відносну вологість, більш високий рівень освітлення та септичне середовище, що, порівняно з умовами in vitro, являється стресом для рослин, отриманих за допомогою методу мікроклонального розмноження [Черевченко и др., 1987].

Адаптація більшості рослин може бути прискорена шляхом «загартування» паростків в умовах in vitro. Це може бути зроблено шляхом додавання у субстрат антитранспірантів (наприклад, абсцизової кислоти) для зменшення швидкості транспірації, або шляхом підвищення швидкості фотосинтезу, підвищуючи концентрацію СО2 [Pospíŝilová et al., 1999].

Також велику роль для проведення успішної адаптації рослин до умов in vivo відіграє вибір субстрату. Придатний субстрат для вирощування саджанців орхідних має бути максимально водозабірним, пористим та мати правильну систему дренування [Kishor et al., 2006].
2. МАТЕРІАЛИ ТА МЕТОДИ ДОСЛІДЖЕНЬ

Експериментальні дослідження проведені на базі Біотехнологічного науково-навчального центру Одеського національного університету ім. І. І. Мечникова у 2020 – 2021 роках. 

У якості дослідних рослин використовували молоді орхідеї виду Ph. amabilis (рис. 3) у стадії інтенсивного розвитку зі здоровими, міцними квітконосами, вільні від грибкового, бактеріального та вірусного зараження. Усі рослини були куплені у одеському садовому центрі «Ваш сад» [Режим доступу: https://bit.ly/3xiXwB0].
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Рис. 3. Інтактна рослина, що була використана у якості джерела експлантів (оригінал)
При проведені досліджень використовували методичні рекомендації: Р. Г. Бутенко [1964], Т. М. Черевченко, J. Arditti [2008], Н. І. Теслюк, S. Chugh [2009], N. R Bautista [2010], Е. В. Большакової [2017].
Розрахунки здійснювали за допомогою комп’ютерної програми Microsoft Excel 2016.

У якості ініціальних експлантів для проведення експериментів використовували зрізи здорових сильних квітконосів фаленопсису зі сплячими бруньками, повітряні корені, листкові експланти, а також пиляки та колонки, отримані з квітки інтактної рослини (рис. 4). 
Перед стерилізацією квітконосів донорної рослини їх очищали від забруднення та відрізали квітки. Потім пагони розрізали на частини таким чином, щоб по обидві сторони бруньки залишався 1 см стебла. 

Для стерилізації та подальшого введення в культуру in vitro відбирали повітряні корінці, що не контактували з субстратом, у якому росла інтактна рослина, для запобігання екзогенного зараження мікробіотою та грибком.
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Рис. 4. Джерела експлантів для введення в культуру in vitro (оригінал)

А. Експлант пиляку. Б. Експлант колонки. В. Джерело листових експлантів. Г. Джерело експлантів пазушних бруньок. Д. Джерело експлантів повітряних коренів.

Листкові експланти перед стерилізацією розрізали на частини розміром 2 – 3 см для більш легкого та зручного проведення процедури стерилізації. Пиляки та колонки брали з квіток, що залишилися після механічного очищення квітконосів фаленопсису.
2.1. Методи стерилізації ініціальних експлантів орхідей
Під час проведення дослідів використовували два методи стерилізації згідно обраних типів експлантів. 

I метод (для стерилізації коренів та листя). Видаляли залишки поверхневого забруднення з вихідного рослинного матеріалу. Потім ретельно з щіткою та мильною водою очищували експланти та залишали у мильній воді на 10–15 хв. Після промивали проточною водою 10 хвилин, стерилізували 70% розчином етанолу на протязі 2–3 хвилин і в кінці витримували у 5% розчині гіпохлориту натрію впродовж 10 хвилин. У кінці експланти ополіскували 3 рази бідистильованою водою та залишали у ній.

II метод (для стерилізації експлантів, отриманих з квітконосів та частин квітки). Експланти протирали 2–3 рази марлею, змоченою 96% етиловим спиртом. Готували 10% розчин білизни і експланти витримували 15 хвилин. Потім видаляли приквітки у бруньок й експланти залишали на 10 хвилин у 5% розчині гіпохлориту натрію з 2–3 краплями Tween 20. Після промивали бідистильованою водою декілька разів та залишали у ній.
2. 2. Методи приготування поживних середовищ для введення експлантів в культуру in vitro

Для введення експлантів фаленопсису в культуру in vitro використовували модификоване [Теслюк, 2009] поживне середовища Мурасіге – Скуга (MC) [Murashige, 1962]. 
Для проведення досліду використовували різні органічні добавки, а також розроблене поживне середовище, що було зроблено  з використанням добрива для орхідей «ФЕРТИмікс Вишукана орхідея» вітчизняного виробника Гілея, яке, за даними, представленими виробником [Режим доступу: https://bit.ly/3x9ixhp], має такий склад: макроелементи: азот загальний (N) – 13 г/л, фосфор (Р2О5) – 25 г/л, калій (К2О) – 35 г/л; вітаміни: В1, В6, РР. Склад маточних розчинів макро- та мікросолей для  приготування поживного середовища представлений у табл. 1, поживних середовищ – у табл. 2.
Таблиця 1

Склад маточних розчинів макро-та мікросолей, що використовується для  приготування поживного середовища (мг/л).

	Макросолі

NH4NO3 – 16500

KNO3 – 19000

MgSO4 ∙ 7H2O – 3700

KH2PO4 – 1700
	Мікросолі

	
	MnSO4 ∙ 4H2O – 241

H3BO3 – 62

CoCl2 ∙ 6H2O – 0,25

ZnSO4 ∙ 7H2O – 86
	CuSO4 ∙ 5H2O – 0,25

Na2MoO4 ∙ 2H2O – 2,5

Kl – 8,3

	Приготування Fe-хелату (мг/л):

	Fe2SO4 ∙ 7H2O – 2780
	Na2-ЭДТА ∙ 2H2O – 3730

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

	Приготування CaCl2 (мг/л):

	CaCl2 – 33100

	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

Тіамін – 500

Нікотинова кислота – 1000

Пірідоксин – 200
	Гліцин – 400

L-цистеїн – 150

Глутамінова кислота – 700

Аланін – 500

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


Таблиця 2

Склад поживних середовищ, що були використанні для мікроклонального розмноження in vitro (на 1 л)
	Контроль (MC модіфік.) [Теслюк, 2009]
	MC мод. з дріждж. екстрактом
	MC мод. з кокосовою водою

	100 мл макросолей
	100 мл макросолей
	100 мл макросолей

	100 мл мікросолей
	100 мл мікросолей
	100 мл мікросолей

	10 мл вітамінів
	10 мл вітамінів
	10 мл вітамінів

	10 мл CaCl2
	10 мл CaCl2
	10 мл CaCl2

	20 г сахарози
	20 г сахарози
	20 г сахарози

	8 г агар-агару
	8 г агар-агару
	8 г агар-агару

	10 мг 6-БАП
	10 мг 6-БАП
	10 мг 6-БАП

	2 мг ІОК
	2 мг ІОК
	2 мг ІОК

	
	2 г дріждж. экстракту
	200 мл кокосової води

	*автоклавування при 0,5 атм

*рН = 5,0 – 5,5


У якості желюючого агенту використовувався агар 8 г/л. Після приготування середовище розливали у скляні стакани та банки ємністю 100–150 мл у кількості 30 мл, закривали фольгою та кришками з попередньо зробленими отворами, які закривали марлею, та відправляли до автоклавної кімнати на стерилізацію.
2.3. Методика введення ініціальних експлантів в культуру in vitro та  культивування


Введення ініціальних експлантів орхідеї в культуру здійснювали в асептичних умовах у підготовленому стерильному ламінарному боксі після етапу знезараження тканин експлантів. Перед пересадкою отриманих експлантів на середовище попередньо приготували усі необхідні інструменти, які перед цим пройшли стерилізацію (скальпелі, пінцети анатомічні, очні пінцети, довгі пінцети з тонкими кінцями, ножиці), спиртівка та  фарфоровий стаканчик зі спиртом (для фламбування інструментів), запальничка, стерильні чашки Петрі та скляні банки та стакани зі стерильним поживним середовищем. 
Експланти квітконосів вводили до поживного середовища вертикально та таким чином, щоб брунька була над поверхнею агару. Експланти кореня та колонок також вводили до поживного середовища вертикально, листові пластинки – під невеликим кутом, пиляки були розміщені на поверхні культурального середовища.
Надалі введені в культуру in vitro експланти фаленопсису культивувалися у культуральній кімнаті з попередньо відрегульованим мікрокліматом (температура 26 °С, вологість 70%, освітленість 2500 лк, світловий період – 16 год).


Спостереження проводилися за такими показниками, як приживлюваність, проліферація та калусоутворення. Стан експлантів перевірявся на 14 день після введення на наявність екзо- та ендогенного зараження. Відзначалося набухання експлантів коренів, листя, пиляків та колонок, початок проліферації пазушних бруньок у експлантів квітконосу, початок калусоутворення у пиляків. 

Відбракування інфікованих експлантів проводилося через 14 днів з моменту введення в культуру. Посуд із зараженими експлантами замочувався у 25% розчині «Білизни» та залишався на декілька днів. Після цього проводилося миття посуду та його стерилізація. Стерильні експланти залишали у культуральному боксі до моменту проліферації протокормів.
3. РЕЗУЛЬТАТИ ДОСЛІДЖЕНЬ ТА ЇХ ОБГОВОРЕННЯ
3. 1. Розробка біотехнологічної схеми мікроклонального розмноження орхідеї роду Phalaenopsis
В результаті поглибленого аналізу літератури та наших досліджень було встановлено, що мікроклональне розмноження орхідних роду Phalaenopsis складається із декількох основних етапів (рис. 5), а також підготовчих та допоміжних процесів. 
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Рис. 5. Біотехнологічна схема мікроклонального розмноження орхідеї виду Phalaenopsis
ДР – етап допоміжних робіт; ТП – технологічний процес.

* дані етапи не входили в поставленні задачі нашого дослідження

Етап допоміжних робіт 1 (ДР 1). Санітарна підготовка лабораторії. Встановлено, що під час цього етапу обов’язковим є: прибирання лабораторних приміщень після проведення робіт з мікроклонального розмноження орхідних (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 тропікогенних видів орхідних. Оптимальним показником температури для росту фаленопсису є 26 °C, відносної вологості – 75% [Черевченко и др., 2008].
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 орхідей та його стерилізації (ДР 4.1) залежить приживлюваність експлантів рослин у культурі in vitro та їх шлях подальшого розвитку.

Етап технологічного процесу 1 (ТП 1). 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. 22).

Під час етапу відбракування експлантів рослин (ТП 1.1) впродовж 14 днів проводиться підрахунок їх основних показників: приживлюваність, ріст, розвиток, калусоустворення. Відбраковуються експланти, що уражені колоніями бактерій чи грибів, з візуальними пошкодженнями та некрозами. 
ТП 2. Поділ та субкультивування отриманих протокормів та 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 протокормів та паростків проводять їх поділ. Цю процедуру проводять до тих пір, поки не буде отримано достатню кількість нових експлантів. 
ТП 3*.  Індукція органогенезу у отриманих протокормів та паростків. Необхідне проведення стимуляції отриманих протокормів та паростків за допомогою зміни фітогормонального складу поживного середовища для запуску процесів диференціації протокорм-подібних тілець та 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 орхідеї.
Таким чином, було розроблено розширену біотехнологічну схему мікроклонального розмноження орхідеї Ph. аmabilis 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.
3. 2. Дослідження ефективності відбору різних видів ініціальних експлантів орхідеї роду Phalaenopsis

Була вивчена ефективність відбору п’яти видів ініціальних експлантів з різних частин рослини (експлантів коренів, листя, квітконосів, колонок і пиляків). Визначення найбільш продуктивних для мікроклонального розмноження в умовах in vitro експлантів фаленопсиса проводили за трьома показниками (приживлюваність, проліферація та калусоутворення). Аналіз отриманих результатів наведений на рис. 6.
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Рис. 6. Показники приживлюваності, проліферації та калусоутворення різних типів експлантів фаленопсиса на поживному середовищі МС

Виходячи із аналізу даних, визначена приживлюваність експлантів листя фаленопсиса становила всього 40%, 10% з яких були здатні до утворення калусної тканини та набухання в зоні зрізу листка. Більшість авторів [Paek et al., 2010; Sinha et al., 2011; Niknejad et al., 2013; Balilashaki et al., 2016] пропонують листя орхідних в якості надійного джерела експлантів для отримання протокормів, через їх легкість в культивуванні та високу приживлюваність. 
Проте, наші дослідження показали, що експланти пиляків є більш придатними до утворення калусу. Так, приживлюваність пиляків в наших дослідженнях є на 35% більшою, ніж у експлантів листя, а відсоток експлантів, здатних до утворення калусу – на 50% перевищує відсоток здатних до калусоутворення експлантів листя.  Ймовірно, такі розбіжності наших результатів з результатами досліджень інших учених пов’язані з тим, що в якості інтактних рослин для отримання експлантів листя нами були взяті дворічні квітучі орхідеї, що були вирощені в умовах in vivo. За думкою Черевченко Т. М. [1987], більш ефективним для мікроклонального розмноження фаленопсиса є отримання листових експлантів з молодої рослини (сіянця або рослини-регенерату), вирощеної в умовах in vitro. 

Встановлено, що у кореневих експлантів на 2 день спостережень було виявлено наявність зараження екзогенного походження. У цьому досліді приживлюваність на другий день становила 40%. На 6 день зараженню мікробіотою було піддано 90% експлантів повітряних коренів. Ймовірно, такий високий відсоток контамінації пов'язаний з наявністю у коренів мікоризи, або невідповідно підібраного методу стерилізації для даного виду рослинного матеріалу.


Експланти колонок, що були взяті із квітки фаленопсиса, мали високий відсоток приживлюваності, проте не показали здатності ні до проліферації, ні до калусоутворення (рис. 6). Більшість експлантів колонок залишалися незмінними до 14 днів культивування. Потім відбувалося поступове потемніння тканин експланту.


У нашому дослідженні експланти, що були отримані з квітконосу фаленопсиса показали найкращий результат – їх приживлюваність становила 65%. На 10 день спостережень було виявлено набухання пазушної бруньки та відмічено початок проліферації у 40% експлантів.


Таким чином, нами було з’ясовано, що в якості ініціальних експлантів для первинних етапів введення в культуру in vitro орхідних найкраще підходять тканини квітконоса, а також пиляки.

3. 3. Вплив різних органічних компонентів на первинних етапах мікроклонального розмноження орхідей роду Phalaenopsis

У даному дослідженні нами було використано три типи поживних середовищ: модифіковане середовище MC у якості контрольного поживного середовища; модифіковане середовище MC з кокосовою водою та модифіковане середовище MC з дріжджовим екстрактом. Для даного досліду були використані ініціальні експланти квітконосу (згідно з результатами попереднього дослідження). У результаті проведених нами досліджень отримані дані, показані у табл. 3.
Таблиця 3
Приживлюваність експлантів квітконосу на модифікованому середовищі МС з різними органічними добавками
	Тип експланту
	Поживне середовище
	Кільк. введ. експл. (шт.)
	Приживлюваність (%)

	Квітконос
	МС мод. (контроль)
	20
	12

	
	МС мод. + дріждж. екстр.
	20
	80

	
	МС мод. + кокос. вода
	20
	40



Більшість експлантів квітконосу на контрольному поживному середовищі MC без органічних добавок показали ознаки екзо- та ендогенного зараження мікробіотою. Було одержано низький відсоток приживлюваності (12%). Можливо, така низька приживлюваність була пов’язана з технічними помилками, що потребує подальших досліджень [Tesliuk N., 2021]. 
На модифікованому середовищі MC з додаванням кокосової води були одержані більш низькі показники приживлюваності (40%) у порівнянні з середовищем, що містить дріжджовий екстракт (80%). Експланти, що були вільними від мікробного зараження, показали здатність до формування калусу через наявність такої ознаки, як набухання тканин експланту. 
Експланти, культивовані на поживному середовищі з дріжджовим екстрактом проявляли менші ознаки некрозу та більші показники приживлюваності, аніж експланти, культивовані на двох інших поживних середовищах. Починаючи з 5 дня культивування було відмічено набухання пазушної бруньки у експлантів (рис. 7). На 10 день була помітною проліферація пазушної бруньки експлантів фаленопсису. 
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Рис. 7. Проліферація пазушної бруньки експланту фаленопсису на модифікованому поживному середовищі МС з додаванням дріжджового екстракту упродовж 40 днів (оригінал)
Було встановлено, що рівень приживлюваності експлантів на середовищі з екстрактом дріжджів є кращим, ніж на контрольному поживному середовищі (майже на 70%) та середовищі МС з кокосовою водою (майже на 30%). Рекомендовано подальші дослідження впливу дріжджового екстракту в складі поживного середовища на ріст та розвиток експлантів фаленопсису.
3. 4. Оптимізація поживного середовища для первинних етапів культури in vitro орхідей роду Phalaenopsis на основі рідкого добрива «ФЕРТИмікс»

Встановлено, що найбільшу роль для росту та розвитку орхідних відіграють концентрація і сполучення регуляторів росту, а також вітамінів (зокрема тіаміну). Нами було проаналізовано склад рідкого добрива «ФЕРТИмікс» і надалі вирішено застосувати його для оптимізації поживного середовища при введенні експлантів квітконосу та пиляків фаленопсису в культуру in vitro. 
В роботі відмічали такі показники, як приживлюваність та проліферація для експлантів квітконосів, а для експлантів пиляків – приживлюваність, калусогенез та утворення протокормів.

Із аналізу одержаних даних (табл. 4) було встановлено, що показники приживлюваності експлантів квітконосів були однакові на двох дослідних середовищах і становили 80%. Показники проліферації пазушної бруньки експлантів на поживному середовищі з додаванням добрива були більші на 20%, ніж у контрольному варіанті. Результати досліду підтверджують, що для росту та розвитку орхідних у культурі in vitro більш важливим є склад вітамінів та фітогормонів у середовищі, аніж мінеральних солей. Нами було показано, що експланти фаленопсису не тільки здатні рости на збіднених поживних середовищах, але й зберігати та іноді покращувати темпи росту та розвитку.
Таблиця 4
Показники приживлюваності та проліферації експлантів квітконосу 

	Тип експланту
	Поживне середовище
	Кільк. введ. експл. (шт.)
	Приживлюваність (%)
	Проліферація (%)

	Квітконоси
	МС мод. к.
	10
	80
	40

	
	Пож. сер. з добривом
	10
	80
	60


На рис. 8 показано ріст та проліферацію пазушної бруньки квітконосу на  середовищі з добривом «ФЕРТИмікс». Спостереження велися 25 днів від початку введення експланту в культуру in vitro. Вже на 5 день було помічено початок органогенезу, який тривав протягом наступних 20 днів. 
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Рис. 8. Проліферація та ріст експланту пазушної бруньки на середовищі з добривом «ФЕРТИмікс» упродовж 25 днів спостереження (оригінал)
Таким чином, додавання до поживного середовища добрива «ФЕРТИмікс» сприяло прискоренню початку проліферації пазушної бруньки, морфогенезу, та утворенню пагонів у експлантів фаленопсису за рахунок комплексу вітамінів та мінеральних речовин.
Із аналізу даних, які наведені у табл. 5 було встановлено, що експланти пиляків фаленопсису однаково приживаються і утворюють калусну тканину на двох дослідних середовищах. Однак, у контрольному варіанті у жодного із експлантів пиляків не утворювалися протокорми, а на середовищі з добривом утворення протокорм-подібних тілець було у 20% експлантів пиляків. Варто сказати, що утворення калусу було помічено тільки у пиляків, які були відібрані із молодих, нерозкритих бутонів фаленопсиса. Можливо, це пов’язано з тим, що у таких пиляків є більша кількість пилку, ніж у тих, які були видалені з квітки, що розпустилася.

Таблиця 5
Показники приживлюваності, калусогенезу та протокормоутворення у експлантів пиляків
	Тип експланту
	Пож. середов.
	Кільк. експл. (шт.)
	Прижив. (%)
	Калусогенез (%)
	Протокор-моутв. (%)

	Пиляки
	МС мод. к.
	10
	80
	40
	0

	
	Пож. сер. з добрив.
	10
	80
	40
	20



Утворення калусної тканини у пиляків почалося з 5 дня від введення експлантів в культуру in vitro. На рис. 9 зображені експланти пиляків на 15, 25, 40 і 45 день від початку культивування. Починаючи з 25 дня культивування було відзначено зміну кольору калусної тканини з яскраво-жовтого на більш світлий колір та її поступове збільшення. На 45 день було помічено утворення невеликих протокорм-подібних тілець у декількох експлантів пиляків. Для подальшого розвитку протокормів рекомендується пересаджувати пиляки на свіже поживне середовище зі зміненою кількістю фітогормонів.
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Рис. 9. Утворення калусної тканини з пиляків на середовищі з добривом «ФЕРТИмікс» протягом 45 днів спостереження (оригінал)
А. Вид збоку. Б. Вид знизу.
Можна зробити висновок, що поживне середовище з додаванням добрива «ФЕРТИмікс» відмінно підходить для культивування експлантів квітконосу і пиляків фаленопсиса. Така оптимізація сприяє покращенню проліферації пазушних бруньок у експлантів квітконосу на 20%, а також підвищенню утворення протокормів на 20% більше, ніж у контрольному варіанті. 
ВИСНОВКИ

1. Розроблено розширену біотехнологічну схему мікроклонального розмноження орхідей Phalaenopsis amabilis в культурі in vitro з урахуванням допоміжних робіт та деяких особливостей технологічних процесів.
2. Самими оптимальними для первинних етапів введення в культуру in vitro були ініціальні експланти, виділені з квітконосів орхідей (приживлюваність становила 65%, проліферація – 40%) та пиляків (приживлюваність – 75%, калусоутворення – 60%); експланти, виділені з колонок, листя та коріння фаленопсису були менш продуктивними.

3. Для кращого приживлення ініціальних експлантів орхідей роду Phalaenopsis рекомендовано у складі поживного середовища використовувати дріжджовий екстракт (приживлюваність – 80%). Застосування такого прийому сприяє прискоренню проліферації пазушної бруньки у експлантів фаленопсису.

4. Запропоновано використовувати рідке добриво «ФЕРТИмікс» для оптимізації поживного середовища при мікроклональному розмноженні орхідей, додавання якого сприяє покращенню проліферації пазушних бруньок на 20% у експлантів квітконосів та підвищенню утворення протокормів на 20% у експлантів пиляків.
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