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Определены оптимальные сроки введения в культуру in vitro сегментов побега пяти 
сортов Olea europaea L. Разработан способ стерилизации с использованием 0,3 % 
 раствора активного хлора, позволяющий получать асептическую культуру и снизить ин-
тенсивность каллусообразования. Показано влияние светового режима и консистен-
ции питательной среды на морфогенез эксплантов сорта Никитская. С помощью мето-
да эмбриокультуры получены нормально развитые проростки маслины.
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Ввåдåíèå. ñовреìенные ìетоды биотехнологии растений позволяют ус-
пешно разìножать ценные сорта ряда субтропических плодовых культур, 

одной из которых является ìаслина европейская (Olea europaea L.). За пос-
ледние десятилетия зарубежныìи исследователяìи были разработаны схеìы 
разìножения в условиях in vitro ìногих средизеìноìорских сортов ìаслины. 
êлональное ìикроразìножение этой культуры иìеет ряд преиìуществ перед 
такиìи традиционныìи ìетодаìи, как разìножение сеìенаìи и черенкова-
ние. ê достоинстваì ìетода относятся эконоìия вреìенных и финансовых за-
трат, сокращение продолжительности ювенильного периода, благодаря чеìу 
растения в последующеì раньше вступают в плодоношение, а также возìож-
ность получить в большеì количестве регенеранты, генетически идентичные 
донорноìу растению [1].

êоллекция ìаслины, собранная в Íикитскоì ботаническоì саду – Íацио-
нальноì научноì центре, не иìеет аналогов в ñÍã по количеству и разнообра-
зию представленных сортов и форì [2]. â настоящее вреìя иìеющиеся в ли-
тературе сведения об особенностях ìорфогенеза этих растений в условиях in 
vitro ограничиваются работаìи по культуре зародышей и пыльников, которые 
проводились в ÍБñ-ÍÍö ñ.â. Шевченко, â.à. Шолоховой и ë.Ф. ìязиной в 
80-х годах прошлого столетия [3]. äля разработки эффективного способа кло-
нального ìикроразìножения крыìских сортов необходиìо более подробное 
исследование данного вопроса.

öель нашей работы состояла в тоì, чтобы выявить ìорфогенетический по-
тенциал органов и тканей ценных сортов ìаслины в условиях in vitro. â задачи 
настоящего исследования входило получить асептическую культуру различных 
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Òàбëèцà 1. ñхеìы стерилизации первичных эксплантов ìаслины

Этап стерили-
зации

Стерилизующий 
раствор Название препарата, поизводитель Экспозиция

С
хе

м
а 

1

1 70 % C2H5OH Септол, Украина 1 мин
2 1,25–5 % NaClO Domestos, Великобритания 5–15 мин
3 5-кратная промывка в дистиллированной воде
4 0,1 % Thimerosal Мerk, Германия 5 мин
5 5-кратная промывка в дистиллированной воде

С
хе

м
а 

2 1 70 % C2H5OH Септол, Украина 1 мин
2 0,15–0,3 % Cl2 ДезТаб, Украина 5–15 мин
3 5-кратная промывка в дистиллированной воде

органов и тканей ìаслины, а также изучить 
особенности их развития на агаризован-
ных питательных средах.

Ìàòåðèàëы è мåòоды
îбъектаìи настоящего исследования 

служили перспективные сорта ìаслины, 
отобранные для введения в условия in vitro 
из коллекционных насаждений ÍБñ – ÍÍö: 
четыре сорта селекции ÍБñ (Íикитская, 
Íикитская êрупноплодная, îбильная, 
êрыìская Превосходная) и два кавказских 
сорта (òолгоìская и ëоìашенская). â ка-
честве первичных эксплантов использова-
ли зародыши, полученные от свободного 
опыления, сфорìированные соцветия, а 
также сегìенты однолетних побегов с 1–3 
ìеждоузлияìи. îтбор соцветий произво-
дили в июне-июле, зрелых плодов – в но-
ябре, а сегìентов вегетативных побегов – 
ежеìесячно, с проìежуткоì в 1–2 недели 
на протяжении всего года.

ñтерилизацию сегìентов побега и со-
цветий проводили в несколько этапов. 
 ðастительный ìатериал проìывали в про-
точной водопроводной воде с ìыльныì 
раствороì, затеì ополаскивали водопро-
водной водой, дистиллированной водой и 
протирали ìарлевой салфеткой, сìочен-
ной в 70 % этаноле. ñрезав листья, черен-
ки поìещали в стерильные стаканы и пос-

ледовательно обрабатывали раствораìи 
стерилизующих агентов (табл. 1).

Плоды ìаслины протирали ìарлевой 
салфеткой, сìоченной в 70 % этаноле, об-
рабатывали 96 % этиловыì спиртоì, об-
жигали в плаìени спиртовки, после чего 
удаляли околоплодник и извлекали заро-
дыш.

Экспланты, прошедшие стерилиза-
цию, в асептических условиях поìещали в 
пробирки на агаризованную питательную 
среду. ñегìенты побега длиной 0,7–3,7 
сì вводили на базовую среду WPM [4], до-
полненную регулятораìи роста: 0,056 
ìкì БàП, 0,002 ìкì Íóê и 0,017 ìкì ãê3 
(pH 5,4). ñубкультивирование эксплантов 
на свежую питательную среду осущест-
вляли каждые 3–4 недели.

îбразовавшиеся ìикропобеги с 2–4 
листьяìи отделяли скальпелеì и переноси-
ли на свежую агаризованную среду. êроìе 
того, ìикропобеги сортов Íикитская, Íикит-
ская êрупноплодная и òолгоìская культиви-
ровали на жидкой среде того же состава. 
â этоì случае экспланты поìещали верти-
кально либо горизонтально на ìостики из 
фильтровальной буìаги, наполовину пог-
ружённые в питательную  среду 

Зародыши поìещали на агаризован-
ную среду ìонье [5] без регуляторов 
 роста.
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Пробирки с эксплантаìи переносили в 
культуральную коìнату с теìпературой 
24±1 °ñ, 16-часовыì фотопериодоì и ин-
тенсивностью освещения 2000–3000 лк 
(белый свет). ñегìенты побега сорта Íи-
китская, введённые в культуру in vitro в ав-
густе-октябре, выращивали также под 
лаìпаìи красного света и в теìноте на 
протяжении 4 недель. Зародыши подвер-
гали стратификации в теìноте при теìпе-
ратуре 0–5 °ñ. ñпустя 11–13 недель про-
ростки, длина корешков которых состав-
ляла не ìенее 4–5 сì, пересаживали на 
свежую питательную среду, заглубляя ко-
решок, а затеì пробирки переносили в 
культуральную коìнату на белый свет.

îбработку результатов экспериìентов 
производили при поìощи ìетодов статис-
тического анализа: ìетоды первичной 
статистической обработки данных, одно-
факторного дисперсионного анализа [6]. 
â таблице 3 приведены средние арифìе-
тические и ошибки репрезентативности. 
Повторность опыта была не ìенее пяти-
кратной.

рåзуëüòàòы è обñуждåíèå
èспользование соцветий в качестве 

первичных эксплантов не дало положи-
тельных результатов: экспланты этого 
типа значительно повреждались под дейс-
твиеì антисептиков и полностью отìира-
ли спустя 2–3 суток с ìоìента введения на 
агаризованную среду. ìорфогенетичес-
кие потенции сегìентов вегетативных по-
бегов проявлялись в форìировании ìик-
ропобегов из пазушных почек (у всех сор-
тов, кроìе сорта îбильная), а также в 
образовании рыхлого каллуса на ìесте 
среза или отпадения листовых черешков. 

èзвестно, что для получения асепти-
ческой культуры органов и тканей ìаслины 
чаще всего приìеняют растворы антисеп-
тиков, содержащих хлор: гипохлориты на-
трия и кальция, сулеìу, соляную кислоту 
[7, 8, 9]. ñреди испытанных наìи антисеп-

тиков препарат «äезòаб», выделяющий 
при растворении активный хлор [10], ока-
зывал более щадящее действие на сег-
ìенты побега исследуеìых сортов ìасли-
ны, чеì приìенявшиеся наìи ранее рас-
творы гипохлорита натрия и сулеìы. 
â частности, жизнеспособность первич-
ных эксплантов сорта Íикитская, введён-
ных на агаризованную среду в августе, со-
ставляла 20 % после обработки 0,3 % ак-
тивныì хлороì и лишь 7 % после 
обработки 1,25 % NaClO (табл. 2).

Òàбëèцà 2. Экспланты ìаслины сорта Íикит-
ская после стерилизации раствораìи гипохло-
рита натрия и активного хлора

Антисеп-
тик, 

экспози-
ция

Количество эксплантов, %

сте-
риль-
ных

образо-
вавших 
каллус

образовавших 
микропобеги

всего ИК Ж

1,25 % 
NaClO
3 мин 76,7 53,4 13,3 6,7 6,6
0,3 % Cl2
5 мин 68,0 28,0 24,0 4,0 20,0

П р и ì е ч а н и е. Здесь и в табл. 3: èê – количество 
ìикропобегов, развитие которых ингибировано кал-
лусоì; Ж – жизнеспособных

Òàбëèцà 3. âыход эксплантов ìаслины сорта 
Íикитская при разных режиìах стерилизации 
0,3 % раствороì активного хлора

Экспо-
зиция 
анти-
септи-
ка, мин

Количество эксплантов, %

сте-
риль-
ных

обра-
зовав-
ших 

каллус

образовавших микро-
побеги

все-
го ИК И Ж

5,5 69,3 42,3 23,1 3,9 3,8 15,4
7,5 65,4 38,5 26,9 3,8 7,7 15,4
10,0 72,7 31,8 22,7 0 0 22,7

П р и ì е ч а н и е: è – инфицированных

äлительность воздействия стерилизу-
ющего агента также влияла на способ-
ность первичных эксплантов ìаслины к 
ìорфогенезу in vitro. â табл. 3 представ-
лены результаты экспериìента на приìе-
ре сорта Íикитская. 
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рèñ 1. Зависиìость жизнеспособности первичных эксплантов 5-ти сортов ìаслины от сроков отбора в 2010 году: 
1 – Íикитская; 2 – Íикитская êрупноплодная; 3 – òолгоìская; 4 – ëоìашенская; 5 – êрыìская Превосходная

îбработка сегìентов побега данного 
сорта 0,3 % раствороì активного хлора в 
течение 5,5–10 ìинут позволила получить 
от 65 % до 73 % стерильных эксплантов. 
õорошие результаты были получены при 
экспозиции антисептика 10 ìинут. èнтен-
сивность образования эксплантаìи каллу-
са при этоì режиìе стерилизации была 
ниже всего и составила 32 %, а количество 
эксплантов, способных к образованию 
ìикропобегов и сохраняющиих жизнеспо-
собность в течение первых 2 ìесяцев 
 культивирования, достигло 23 %.

Жизнеспособность сегìентов побега 
ìаслины на среде WPM зависела как от ге-
нотипа, так и от сроков введения в культу-
ру in vitro (рис. 1). ñреди исследуеìых 
сортов наибольшей способностью к ìор-
фогенезу обладали экспланты сорта Íи-
китская. òак, частота форìирования ìик-
ропобегов варьировала от 16 % в июле до 
85 % в декабре. ó остальных сортов этот 
показатель не превышал 71 %. Íизкая ре-
генерационная способность была отìече-
на у эксплантов сорта êрыìская Превос-

ходная. ìикропобеги у данного сорта об-
разовывались только у 25 % эксплантов, 
введённых в культуру in vitro в декабре. 
ó сорта îбильная экспланты не форìиро-
вали ìикропобегов ни в одноì из вариан-
тов опыта. Это ìожет быть вызвано не-
удовлетворительныì состояниеì расте-
ний-доноров, произрастающих в условиях 
ограниченного полива. 

â литературе иìеются сведения о тоì, 
что красный свет (длина волны 650 нì) 
оказывает стиìулирующее действие на 
развитие ìеристеì древесных растений в 
условиях in vitro [11], однако в наших экс-
периìентах положительного эффекта не 
было достигнуто. ðост ìикропобегов сор-
та Íикитская на белоì и красноì свету в 
течение первых двух недель культивирова-
ния существенно не различался. âìесте с 
теì на третьей неделе у части эксплантов 
наблюдали приостановку роста вследс-
твие интенсивного образования каллуса у 
оснований пазушных побегов. òак, низкую 
частоту образования каллуса (31 %) отìе-
чали при освещении лаìпаìи белого све-
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та, высокую (100 %) – при культивирова-
нии в теìноте. Íаряду с этиì большинство 
ìикропобегов на эксплантах, подвергав-
шихся воздействию красного света (75 %), 
а также все экспланты, находившиеся в 
теìноте, отìирали спустя 28 суток после 
введения на агаризованную среду. ðезуль-
таты экспериìента представлены в табли-
це 4 и на рисунке 2.

ñубкультивирование ìикропобегов на 
свежую агаризованную среду WPM, до-
полненную БàП и Íóê, в наших опытах при-
водило к остановке роста и отìиранию 
эксплантов во второì-третьеì пассаже. 
âыращивание ìикропобегов на жидкой 
среде того же состава оказывало различ-
ное влияние на экспланты исследуеìых 

сортов. âсе экспланты сорта òолгоìская 
сохраняли жизнеспособность, однако 
прекращали расти. â то же вреìя ìикро-
побеги сорта Íикитская разìероì 0,5–
0,7 сì утрачивали тургор, теìнели и отìи-
рали спустя 15–20 суток с начала экспери-
ìента, а экспланты разìероì 1 сì и более 
оставались зелёныìи. â базальной части 
ìикропобегов этих двух сортов отìечено 
образование коìпактного каллуса зелёно-
го цвета. ó сорта Íикитская êрупноплод-
ная в течении первых 20 суток опыта на-
блюдали интенсивное образование рых-
лого неìорфогенного каллуса на ìесте 
прикрепления черешков листьев, что вы-
зывало последующую гибель экспланта.

ðезультаты наших опытов по эìбрио-
культуре подтверждают иìеющуюся в ли-
тературе инфорìацию о тоì, что зароды-
ши ìаслины при проращивании in vitro не 

рèñ. 2. Экспланты сорта Íикитская после 28 сут культивирования при разных световых режиìах: а – в теìноте; б – 
на красноì свету; в – на белоì свету (длина линейки 1 сì)

рèñ. 3. Проростки ìаслины, полученные в культуре 
изолированных зародышей, спустя 3,5 ìесяца куль-
тивирования на среде ìонье (длина линейки 1 сì)

Òàбëèцà 4. âлияние светового режиìа на ìор-
фогенез in vitro сегìентов побега сорта Íикит-
ская

Световой 
режим 

выращива-
ния

Прирост 
микропобе-

гов за 1 
месяц, см

Часто-
та 

образо-
вания 
каллу-
са, %

Количество 
эксплантов, 
сохранив-

ших жизне-
способность 
в течение 1 
месяца, %

Белый 
свет 0,30±0,04 31 54
Красный 
свет 0,34±0,03 81 25
Без осве-
щения 0 100 0
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нуждаются в периоде покоя [3]. òак, спустя 
30 суток стратификации происходило уве-
личение разìеров зародышей, получен-
ных от сортов Íикитская, òолгоìская и ëо-
ìашенская, спустя 42 суток – сортов 
îбильная и êрыìская Превосходная. 

ñогласно литературныì данныì, в 
культуре зародышей ìаслины нередко 
происходит интенсивное форìирование 
каллуса, а также первичный и вторичный 
соìатический эìбриогенез [3, 12, 13]. 
îднако в нашеì экспериìенте развитие 
зародышей шло по пути форìирования 
норìальных проростков. Íа 7-й неделе 
культивирования у 75–100 % зародышей 
появлялся зародышевый корешок. После 
этого полное раскрытие сеìядолей на-
блюдали в течении 4–6 суток, а появление 
первой пары настоящих листьев – через 
7–10 суток после выставления пробирок с 
проросткаìи на свет. ðастения, получен-
ные путёì культуры зародышей, ìатерин-
скиìи форìаìи которых были сорта 
îбильная и Íикитская, отличались быст-
рыì развитиеì и спустя 3,5 ìесяца от на-
чала экспериìента иìели по 3–4 пары на-
стоящих листьев, основной корень и ìассу 
корешков второго и третьего порядка 
(рис. 3).

Выводы
óстановлено, что жизнеспособность и 

регенерационный потенциал сегìентов 
вегетативных побегов ìаслины, введён-
ных на агаризованную питательную среду, 
зависела от режиìа стерилизации, гено-
типа, типа и вреìени отбора эксплантов. 
îптиìальныìи срокаìи введения в куль-
туру in vitro сегìентов побега для сорта 
òолгоìская были ìесяцы с ноября по ян-
варь, для сортов Íикитская êрупноплод-
ная, êрыìская Превосходная и ëоìашен-
ская – декабрь, а для сорта Íикитская – 
период с октября по декабрь. 
èсполь зование в качестве антисептика 
0,3 % раствора активного хлора позволи-

ло значительно снизить каллусообразова-
ние у первичных эксплантов исследуеìых 
сортов по сравнению с предыдущиìи опы-
таìи. óстановлены основные пути ìорфо-
генеза 6 сортов ìаслины крыìской и кав-
казской селекции в условиях in vitro: не-
посредственная регенерация из 
вегетативных почек, каллусообразование 
и развитие зародышей. ñреди испытанных 
наìи световых режиìов выращивания оп-
тиìальныì было культивирование экс-
плантов на белоì свету. Приìенение ìе-
тода эìбриокультуры позволило в течение 
3,5 ìесяцев получить из зародышей ìас-
лины проростки, способные к адаптации к 
условияì in vivo.

Ñпèñок ëèòåðàòуðы
1. Rugini E., Gutierrez-Pesce P., Spampinato P.L., 

Ciarmiello A., D’Ambrosio C. New perspective for 
biotechnologies in olive breeding: morphogene-
sis, in vitro selection and gene transformation // 
Acta Horticulturae. – 1999. – №474. – P. 107–110.

2. Мязина Л.Ф. ñостояние генофонда и 
селекционный потенциал ìаслины в Íикитскоì 
ботаническоì саду // Проблеìы форìирования 
генетических коллекций плодовых, ягодных куль-
тур и перспективы их селекционного использо-
вания: ìат. XXI ìичуринских чтений, 28–30 октя-
бря 2002. – ìичуринск. – 2002. – ñ. 47–48.

3. Шевченко С.В., Шолохова В.А, Мязина Л.Ф. 
Эìбриокультура ìаслины европейской (Olea 
europaea L., сеì. Oleaceae) // Бюллетень ãос. 
ÍБñ. – Ялта, 2009. – âып. 99. – ñ. 97–100. 

4. Lloyd G., McCown B. Commercially-feasible mi-
cropropagation of mountain laurel, Kalmia latifo-
lia, by use of shoot-tip culture // Proc. Int. Plant 
Prop. Soc. – 1980. – Vol. 30. – P. 420–427.

5. Monnier M. Croissance et developpement des 
embryons globularies de Capsella bursa-pasto-
ries cultives in vitro dans du milleu a base d`une 
nouvelle solution minerale // Bull. Soc. Bot. 
France Memories, Coll. Morphologie. – 1973. – 
P. 179–194.

6. Лакин Г.Ф. Биоìетрия: óчеб. пособие для биол. 
спец. вузов. – ì.: âысш. шк., 1990. – 352 с.

7. Khan M.R., Rashid. H., Quraishi A. In vitro shoot 
development from juvenile cuttings of field-grown 
olive (Olea europaea L.) cv. Leccino // On Line 
Journal of Biological Sciences. – 2002. – Vol. 2. – 
№7. – P. 438–440.



ISSN 1810–7834. Вісн. Óкр. тов-ва генетиків і селекціонерів. 2011, том 9, № 176

Г. И. Меëèховà, И. В. Мèòðофàíовà 

8. Rama P., Pontikis C.A. In vitro propagation of olive 
(Olea europaea sativa L.) “Kalamon” // The Jour-
nal of Horticultural Science. – 1990. – Vol. 65. – 
№3. – P. 347–353.

9. Varlaro M.E., Casacchia T., Alfei B., Bricco-
li Bati С. In vitro adaptability of some Italian ol-
ive genotypes // Acta Horticulturae. – 2009. – 
№812. – ð. 125–128.

10. Инструкция № 9/09 по приìенению дезинфици-
рующего средства «äезòаб» (производство «àõ-
ëîð äîÍãå ëòä», êÍð) / Федорова ë.ñ., Панте-
леева ë.ã., öвирова è.ì. и др. – ì., 2009. – 13 с.

11. Ahuja M.R. Micropropagation of Woody Plants. – 
Berlin: Springer, 1992. – 536 p.

12. Maalej M., Drira N., Chaari-Rkhis A., Trigui A. In vi-
tro germination of three Tunisian olive varieties // 
Acta Horticulturae. – 2002. – №586. – P. 903–906.

13. Rugini E. Somatic embryogenesis and plant re-
generation in Olive (Olea europaea L.) // Plant 
Cell, Tissue and Organ Culture. – 1988. – Vol. 14, 
№3.– P. 207–214.

Представлена В.А. Кунахом 
Поступила 25.03.2011

ðåàëІЗàöІЯ ìîðФîãåÍåòè×Íîãî 
ПîòåÍöІàëó îðãàÍІâ І òêàÍèÍ ìàñëèÍè 
ЄâðîПåЙñüêîЇ â óìîâàõ IN VITRO

Г. І. Меліхова, І. В. Митрофанова 

Í³к³тський ботан³чний сад – Íац³ональный науко-
вий центр,  
óкраїна, 98648, àð êриì, ì. Ялта, сìт Í³кита 
e-mail: in_vitro@ukr.net

âизначен³ оптиìальн³ строки введення у куль-
туру in vitro сегìент³в пагона п`яти сорт³в Olea 
europaea L. ðозроблений спос³б стерилiзацiї 

експлант³в з використанняì 0,3 % розчину ак-
тивного хлору дозволив одержати асептичну 
культуру i знизити ³нтенсивн³сть калюсоутво-
рення. Íаведено вплив св³тлового режиìу та 
консистенц³ї поживного середовища на ìор-
фогенез експлант³в сорту Íiкiтская. За допоìо-
гою ìетоду еìбр³окультури одержан³ норìаль-
но розвинен³ проростки ìаслини.

Ключові слова: ìаслина, ì³кророзìноження, 
еìбр³окультура

MORPHOGENIC POTENTIAL REALISATION 
OF ORGANS AND TISSUES IN EUROPEAN 
OLIVE IN VITRO

G. I. Melikhova, I. V. Mitrofanova 

Nikita Botanical Gardens – National Scientific 
Center, 
Ukraine, 98648, Crimea, Yalta, Nikita 
e-mail: in_vitro@ukr.net

The optimal terms of introduction into in vitro 
conditions of shoot segments from five culti-
vars of Olea europaea L. have been determined. 
The method of shoot segments sterilization with 
0,3 % active chlorine allows to obtain the asep-
tic culture and to reduce the callusogenesis. The 
influencce of the light conditions and the culture 
medium consistency on the morphogenesis of 
the explants in cv. Nikitskaya has been showed. 
The normaly developed olive seedlings have 
been obtained by the method of embryoculture.

Key words: olive, micropropagation, embryo-
culture


