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Вступ. 

На даному етапі український ринок 
відчуває недостачу у сировині спаржі 
лікарської. Ця багаторічна овочева куль-
тура має харчову, кулінарну, естетичну 
та фармацевтичну цінність (Thapa et al., 
2020). Завдяки наявності в складі спаржі 
відносно високих кількостей кліткови-
ни, антоціанів, флавоноїдів, сапонінів, 
інших низькомолекулярних органічних 
сполук її вживання комплексно покра-

щує здоров’я людини (Guo et al., 2020). 
Доведено перехід пухлинних клітин до 
апоптозу in vitro та in vivo за впливу сте-
роїдного сапоніну рослини аспараніну А 
(Zhang et al., 2020). Світовими лідерами з 
вирощування спаржі є Китай, Перу, Мек-
сика, Німеччина (Richter et al., 2019).

Розширення промислових площ цієї 
культури обмежується кількома чинни-
ками. По-перше, високими економіч-
ними ризиками. По-друге відсутністю 
вітчизняного посадкового матеріалу. 
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Анотація. Встановлено оптимальні умови стерилізації рослинного матеріалу 
з метою одержання асептичної культури Asparagus officinalis L. Підібрано 
найефективніші концентрації регуляторів росту, зокрема кінетину, індоліл-
3-оцтової, індоліл-3-масляної, нафтилоцтової кислот, 6 бензиламінопурину, 
мінеральних компонентів живильного середовища для етапів морфогенезу, 
використання яких уможливлює значне підвищення ефективності процесу 
клонального розмноження. Для отримання генетично однорідного посадкового 
матеріалу показано доцільність використання кінетину (1 мг/л) з коефіцієнтом 
розмноження експлантатів 6,0. Пришвидшено етап ризогенезу мікропагонів 
спаржі лікарської in vitro, що забезпечує укорінювання на рівні 63%. Вивчення 
впливу регуляторів росту сприятиме розвитку технологій культивування 
ізольованих клітин і тканин спаржі лікарської з метою швидкого розмноження 
та отримання здорового, високоякісного посадкового матеріалу. 
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По-третє, недоцільністю підтримання 
плантацій уже за 10-12 років вирощу-
вання внаслідок зменшення врожайно-
сті і ураження фітопатогенними гри-
бами, переважно Fusarium spp., хоча 
тривалість життя рослини може сягати 
20 років. По-четверте, трудоємкістю 
розділення особин різної статі, необхід-
ної в зв’язку з вищою продуктивністю 
чоловічих рослин (Pegiou et al., 2019).

Літературні дані щодо біотехнології 
спаржі лікарської суперечливі і не ви-
рішують вищевказаних викликів. Не-
достатньо даних про культуру насіння 
спаржі, зокрема ефективні умови сте-
рилізації та проростання, хоча саме на-
сіння є оптимальним вихідним матеріа-
лом, адже зародок дозволяє сформувати 
повноцінну рослину. Перешкодами до 
широкого впровадження мікрокло-
нального розмноження спаржі залиша-
ються складність укорінення, значна 
сомаклональна мінливість, висока ціна 
методу (Cardoso et al., 2018; Regalado et 
al., 2015). Для вирішення цих проблем 
потрібна оптимізація біотехнологічно-
го процесу, яка передбачає підвищення 
ефективності отримання асептичного 
життєздатного матеріалу, підбір скла-
ду живильного середовища для куль-
тивування in vitro спаржі лікарської та 
забезпечення умов укорінення рослин, 
що дозволить за короткий строк отри-
мати значну кількість якісного, генетич-
но однорідного посадкового матеріалу 
для створення промислових насаджень 
(Azad & Amin, 2017; Carmona-Martín 
et al., 2014; Paudel et al., 2018; Štajner, 
2012).  Саме тому актуальними є комп-
лексні біотехнологічні та фізіологічні 
дослідження морфогенезу цінних рос-
лин виду Asparagus officinalis L.

Мета роботи – оптимізувати бі-
отехнологічні етапи клонального мі-
кророзмноження для прискореного 
розмноження Asparagus officinalis L.

Матеріали та методи. 

Матеріалом дослідження слугу-
вало насіння спаржі лікарської сорту 
«Білосніжка» виробництва «Фло-
ра МаркетТМ». З метою оптимізації 
умов одержання асептичних культур 
спаржі лікарської застосовували по-
верхневу обробку рослинного мате-
ріалу гіпохлоритом натрію (NaClO) у 
формі водного розчину комерційного 
засобу «Білизна» з вмістом діючої ре-
човини 3%. Асептичні умови створю-
вали згідно із загальноприйнятими 
методиками (Мельничук et al., 2011).

На етапі введення в культуру in 
vitro як базове використовували жи-
вильне середовище Мурасіге-Скуга 
(МС) (Murashige & Skoog, 1962) з вдві-
чі зменшеним вмістом мінеральних 
солей та вітамінів, в одному з варіан-
тів використовували регулятори росту 
(табл. 1). Рослинний матеріал культи-
вували у темновій кімнаті за темпера-
тури +26±2 ℃ і відносної вологості 
повітря 60–70 %. Двічі на тиждень ви-
значали ступінь розвитку проростків 
за умовною 5-тибальною шкалою, де 0 
– відсутність проростання, 1 – початок 
проростання, 2 – пагони довжиною до 
0,5 см, 3 – пагони до 1 см, 4 – пагони до 
2 см, 5 – пагони понад 2 см. 

Для вивчення впливу регуляторів 
росту на розмноження рослин спар-
жі лікарської в культурі in vitro за-
стосовували чотири модифікації жи-
вильного середовища МС, до якого 
додавали кінетин, індоліл-3-ілоцтову, 
індоліл-3-масляну, нафтилоцтову кис-
лоти, 6бензиламінопурин у концентра-
ціях від 0,1 до 1 мг/л. Тривалість куль-
тивування мікропагонів становила три 
тижні. Рослинний матеріал культивува-
ли у світловій кімнаті при 16-годинному 
фотоперіоді. Ефективність живильних 
середовищ встановлювали за коефіці-
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єнтом мікророзмноження, кількістю 
придатних до субкультивування пагонів 
та їх відсотковою часткою від усіх паго-
нів, кількістю отриманих в подальшому 
експлантатів, довжиною пагонів та ме-
тамерів, кількістю метамерів. Інтенсив-
ність калусогенезу визначали візуально 
за 5-тибальною шкалою: 1 – відсутність 
калусу, 2 – слабке калюсоутворення, 
3 – середнє, 4 – сильне, 5 – інтенсивне. 
Вимірювання показників та розраху-
нок кількісних даних здійснювали через 
40 діб культивування.

Процес ризогенезу мікропагонів до-
сліджували на живильному середови-
щі МС з додаванням індоліл-3-масля-
ної кислоти (ІМК), α-нафтилоцтової 
кислоти (НОК), 6-бензиламінопурину 
(6-БАП) у різних концентраціях (табл. 
1). У процесі культивування визнача-
ли кількість бічних коренів, довжину 
основного кореня та відсоток укоріне-
них експлантатів. Облік біометричних 
показників проводили кожні два тижні 
впродовж двох місяців. 

Статистичну обробку здійснюва-
ли за допомогою одностороннього 
ANOVA, що базується на рангах та 

χ2тесту Пірсона. Рівень значущості 
результатів встановлено p < 0,05. У 
випадку наявності істотної різниці ви-
конували апостеріорний тест Данна. 
Як програмне середовище використо-
вували Microsoft 365 Excel та бібліоте-
ки SciPy, Pandas, scikit-posthocs мови 
програмування Python. 

Результати та обговорення. 

Попри велику кількість досліджень 
умов мікророзмноження спаржі лікар-
ської, літературні дані досі є неодно-
значними, можливо, через використан-
ня різних сортів. Крім того, метод досі 
залишається тривалим і дорогим, що 
обмежує його ширше застосування. 
Тому є необхідним оптимізація біотех-
нологічної схеми для українських сор-
тів спаржі лікарської на всіх етапах мі-
кроклонального розмноження in vitro. 

Метою стерилізації вихідних екс-
плантатів є, з одного боку, повне зни-
щення сторонньої мікрофлори, з іншо-
го, збереження повною мірою цілісності 
тканин зародка. Toma and Rsheed, 2012 
пропонують обробку насіння 0,1% ґід-

Коломієць Ю. В., Скуба А. О.

Таблиця 1. Склад живильних середовищ для проліферації спаржі лікарської

Назва середовища Базовий склад Ростові речовини
«Seed1» ½ МС

+ агар 8 г/л
+ сахароза 30 г/л

-

«Seed2»
+ 6-БАП 2 мг/л

+ тіамін (В1) 0,4 мг/л
+ інозитол 100 мг/л

«Shoot1»

МС
+ агар 8 г/л

+ сахароза 30 г/л

+ІОК 0,2 мг/л
+ 6-БАП 1 мг/л

«Shoot2» + ІМК 1 мг/л
+ 6-БАП 1 мг/л

«Shoot3» + НОК 0,1 мг/л
+ 6-БАП 0,5 мг/л

«Shoot4» + кінетин 1 мг/л

«Root1» МС
+ агар 8 г/л

+ сахароза 30 г/л

+ НОК 1,5 мг/л
+ 6-БАП 0,5 мг/л

«Root2» + ІМК 0,5 мг/л
«Root3» + НОК 0,3 мг/л
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раргіум(I) хлоридом (Hg2Cl2) протягом 
15 хв. Як відомо, сполуки важких ме-
талів є надзвичайно токсичними для 
людини і їх використання пов’язано з 
високим ризиком. Також раніше запро-
поновано поверхневу обробку в серії 
концентрацій NaClO від 70 до 10 % су-
марною тривалістю 30 хв (Rasad et al., 
2019). Наявні дані про високу ефектив-
ність обробки 0,1% розчином Діациду 
(цетилпіридинію хлорид 0,6 г/л, мети-
лртуті хлорид 0,3 г/л) протягом 10 хв, за 
якої частка пророслих насінин станови-
ла 88,5% (Sargsyan et al., 2015). 

Найефективнішим стерилізуючим 
агентом для тканин зародку насінини 
спаржі лікарської виявився NaClO 0,75% 
за експозиції 30 хв. Кількість стериль-
них проростків спаржі за умов даного 
способу стерилізації була 100 %. Макси-
мальний відсоток життєздатних рослин 
становив 83 %. У разі зменшення часу 
експозиції 20 хв різко зменшувалася 
кількість стерильних проростків до 19 
%, і, як наслідок, частка життєздатних 
насінин 50 %, які не проростали в умо-
вах інтенсивного ураження грибами. За 
використання 1% NaClO протягом 20 хв 

одержано 63,4 % стерильних проростків, 
з яких 58,2 % були життєздатними, що 
пов’язано з токсичною дією натрій гіпо-
хлориту на рослини. Визначений нами 
як найбільш оптимальний спосіб оброб-
ки однією концентрацією 0,75 % NaClO 
протягом 30 хв є найбільш простим та 
економічним і водночас забезпечує пов-
не знезараження при мінімальному рівні 
пошкодження рослин.

Перші ознаки росту спаржі лікар-
ської на двох варіантах живильного 
середовища виявлено на 10 добу куль-
тивування (табл. 1). Статистично досто-
вірну різницю в розвитку експлантатів 
на різних живильних середовищах вста-
новлено лише на 41 добу культивування 
(рис. 1) В кінці періоду проростання на-
сіння через 50 діб оцінку 5 балів отри-
мали 78 % експлантатів на середовищі з 
додаванням 6-БАП і 58 % – на середови-
щі без регуляторів росту. Таким чином, 
не вдалося встановити істотного ефекту 
БАП в концентрації 2 мг/л на швидкість 
росту проростка.

Rasad et al. 2019 використовували для 
індукції розвитку насіння спаржі жи-
вильне середовище МС без регуляторів 
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Рис. 1. Розвиток проростків спаржі лікарської залежно від складу 
живильного середовища, * p < 0,05
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росту, насіння проростало на 14 добу 
культивування. Для A. densiflorus L. за-
пропоновано ефективне середовище МС 
з додаванням 6-БАП, інозитолу і тіаміну 
(Toma & Rsheed, 2012). Це пояснюється, 
вірогідно, інгібуючим впливом цитокіні-
нів на транскрипцію під гена ABI5, що 
забезпечує спокій насіння, опосередко-
ваний абсцизовою кислотою (Shu et al., 
2016). З іншого боку, в роботі Araújo et 
al., 2019 встановлено двоякий вплив ци-
токінінів на проростання люцерни усіче-
ної Medicago truncatula і як активаторів 
росту, і як стресових агентів.  

У мікроклональному розмноженні 
рослин найбільш широко серед бага-
тьох класів фітогормонів використо-
вуються ауксини та цитокініни, які 
можуть діяти як антагоністично, так і 
синергетично для контролю розвито-
ку меристем (Azizi et al., 2015). Саме 
підбір збалансованої комбінації регу-
ляторів росту визначає ефективність 
мікроклонального розмноження і 
потребує найбільших затрат на емпі-
ричний підбір (Ramawat, 2021). 

Експлантати довжиною 1,5-2,5 см 
пасирували на середовища для мор-
фогенезу (табл. 1). Встановлено ста-
тистично достовірну різницю між 
рослинами, культивованими на різних 
живильних середовищах за кількістю 
отриманих експлантатів (рис. 3а, табл. 

2). Найгірше рослини розвивались за 
використання комбінації регуляторів 
росту «Shoot1» (2,7±0,5 шт.), а найкра-
щі результати отримано на середовищі 
«Shoot4» (4,9±0,6 шт.). Значення решти 
показників були близькими у пагонів, 
що розвивались на живильних різних 
середовищах (табл. 2, рис. 3 б-в). 

Дані наукової літератури щодо опти-
мального складу живильного середови-
ща для морфогенезу спаржі лікарської 
різняться. Наприклад, запропоновано 
протокол з використанням у живильному 
середовищі НОК 0,2 мг/л, 6-БАП 0,1 мг/л, 
кінетину 0,2 мг/л та анцимідолу 0,1 мг/л 
(Štajner, 2012) Sargsyan et al, 2015 при до-
слідженні сорту спаржі Мері Вашингтон 
визначили оптимальними концентрації 
регуляторів росту 6-БАП 1 мг/л, 2,4-Д 
0,5 мг/л і НОК 0,5 мг/л, при цьому форму-
валось 10-15 пагонів на експлантат, а та-
кож кінетин 1 мг/л, за використання яко-
го отримували 14 пагонів з експлантату. 
Досліджуваний нами сорт також показав 
найвищу ефективність розвитку пагонів 
за наявності кінетину в середовищі у по-
рівнянні з іншими регуляторами росту.

Відмічено проліферацію пагонів 97,2 
% спаржі лікарської японського похо-
дження на живильному середовищі МС, 
що містить 0,45 мг/л 6-БАП та 0,2 мг/л 
ІМК (Azad & Amin, 2017). Наявні дані 
про те, що на середовищі з 6-БАП 2 мг/л 

Коломієць Ю. В., Скуба А. О.

    

  

    

Рис. 2. Розвиток мікропагонів спаржі на живильних середовищах 
для регенерації протягом чотирьох тижнів 

(а – «Shoot1», б – «Shoot2», в – «Shoot3», г – «Shoot4»)
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та НОК 1 мг/л спостерігається найбіль-
ша кількість пагонів (6 шт. на експлан-
тат) у порівнянні з іншими комбінаціями 
цих регуляторів росту (Rasad et al., 2019). 
Водночас, для іспанського генотипу 
спаржі найбільш ефективним є сере-
довище МС, модифіковане EDDHA-Fe 
(85,7 мг/л) та збагачене 60 г/л сахарози, 
0,5 мг/л НОК, 0,7 мг/л кінетину та 2 мг/л 
анцимідолу (Carmona-Martín et al., 2014).

Таким чином, найбільш часто ви-
користовуються середовища, збагаче-
ні НОК у поєднанні з цитокінінами. 
За нашими та літературними даними 
при морфогенезі спаржі часто відміча-

ється формування калюсної тканини. 
Відомо, що НОК спричиняє появу по-
ліплоїдних клітин в культивованих екс-
плантатах (Mishiba et al., 2006). Також 
показано, що калюс A,officinalis демон-
струє високий рівень сомаклональної 
мінливості (Regalado et al., 2015), 

Склад середовища достовірно впли-
вав на калюсоутворення експлантатів 
спаржі лікарської (рис, 4). Цей процес 
найбільш виражено спостерігали на се-
редовищі «Shoot1», де 38% експланта-
тів мали середній чи високий відсоток 
калюсогенезу, і лише 42 % експлантатів 
не утворювали калюс зовсім. На се-

Таблиця 2. Вплив складу культурального середовища на розвиток 
меристемних культур спаржі лікарської (середнє ± похибка середнього, 
різні літери вказують на значення, що істотно різняться при p < 0,05) 

Середо-
вище

Коефіці-
єнт ромно-
ження

Кількість 
придатних 
пагонів, шт.

Кількість 
отриманих екс-
плантатів, шт. 

Довжина 
пагонів, 
см

Кількість 
метамерів, 

шт.

Середня 
довжина мета-

мера, см

Частка 
придатних 
пагонів, %

«Shoot1» 3,7 ± 0,7 2,0 ± 0,3 2,7 ± 0,5 a 2,9 ± 0,3 3 ± 0,2 1,1 ± 0,1 63 ± 8
«Shoot2» 3,9 ± 0,5 2,8 ± 0,3 3,8 ± 0,5 a 3,0 ± 0,3 3 ± 0,2 1,2 ± 0,1 80 ± 7
«Shoot3» 5,3 ± 1,1 3,3 ± 0,5 4,1 ± 0,6 a,b 2,7 ± 0,3 2 ± 0,2 1,4 ± 0,2 73 ± 7
«Shoot4» 6,0 ± 0,7 3,7 ± 0,5 4,9 ± 0,6 b 3,0 ± 0,1 3 ± 0,2 1,3 ± 0,1 64 ± 6

 а                                         б                                          в
Рис. 3 Розподіл окремих параметрів росту спаржі лікарської залежно 
від складу середовища: а – кількість отриманих експлантатів, шт. 

(різні літери вказують на значення, що істотно різняться при p < 0,05); 
б – довжина пагонів, см; в – коефіцієнт розмноження (лінія – медіана, крапка 

– середнє значення)
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редовищі «Shoot2» у 50 % відзначали 
відсутність калюсу, а в 36 % слабке ка-
люсоутворення.  За застосування ком-
бінації регуляторів росту «Shoot3» у 67 
% експлантатів калюс відсутній, у 27 % 
– середнє та інтенсивне калюсоутворен-
ня. Мінімальний калюсогенез зі статис-
тичною достовірністю спостерігали за 
додавання лише кінетину в середовище 
(11 % експлантатів формували калюс зі 
слабкою чи середньою інтенсивністю).

Для мікророзмноження спорідненого 
виду A. racemosus ефективними є жи-
вильні середовища, збагачені комбінаці-
ями кінетин 1,5 мг/л, НОК 0,5 мг/л (4 па-
гони на експлантат довжиною 6-7,5 см) 
або 6-БАП 0,5 мг/л, НОК 0,1 мг/л (6 па-
гонів на експлантат довжиною 3-4 см), 
в останньому випадку спостерігали не-
високий відсоток формування калюсу 
(Paudel et al., 2018). За даними Patel & 
Patel, 2015 найкраще формування мі-
кропагонів без утворення калюсу в A, 
racemosus відбувається за обробки ІМК 
1 мг/л та 6-БАП 1 мг/л, при цьому коефі-
цієнт розмноження складає 3,6 пагону на 
експлантат (Patel & Patel, 2015). В обох 
варіантах досліду для A. officinalis нами 
одержано аналогічні результати.

Таким чином, нами запропоновано 
середовища «Shoot1» та «Shoot3» ви-
користовувати для розробки нових сор-
тів, а для отримання генетично одно-
рідних ліній середовище «Shoot4».

Для дослідження ризогенезу живці з 
4-ма пагонами пасирували на живильне 
середовище Мурасіге-Скуга з половин-
ним вмістом мікро- та макроелементів та 
додаванням регуляторів росту (табл. 1). 
Корені починали формуватися лише че-
рез 2 місяці культивування. Між живиль-
ними середовищами «Root2» i «Root3», 
які містили лише ауксини статистичної 
різниці не виявлено. Частка укорінених 
рослин не перевищувала 63%, а за дода-
вання до середовища цитокінінів корені 
не розвивалися зовсім (рис. 5). Цитокіні-
ни сповільнюють розвиток ембріогенної 
апікально-базальної осі кореня, і таким 
чином, негативно регулюють процеси 
укорінення (Ramawat, 2021).

Кількома дослідженнями показано, 
що пагони спаржі A. officinalis добре 
укорінювались з показниками 8,50  
0,84 коренів/експлантат на середовищі з 
БАП 2,0 мг/л та НОК 1,0 мг/л (Rasad et 
al., 2019). За протоколом Štajner 2012 се-
редовище для укорінення мікропагонів 

Коломієць Ю. В., Скуба А. О.
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Рис. 4. Інтенсивність калюсоутворення залежно від складу живильного 
середовища, (різні літери вказують на значення, що істотно різняться 

при p < 0,05)
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спаржі містить 0,2 мг/л НОК та 1,3 мг/л 
анцимідолу, за таких умов через 5-6 тиж-
нів частота укорінення 82%. Показано 
також частоту укорінення 66 % за кон-
центрації НОК 0,3 мг/л (Slabbert et al., 
1990). Згідно з іншими дослідженнями, 
оптимальним ауксином для регенерації 
коренів є ІМК в концентрації 0,5 мг/л, 
при цьому ризогенез становив 62% 
(Sargsyan et al,, 2015). Також Azad and 
Amin досягли укорінення 98,3% на се-
редовищі з 0,4 мг/л ІМК, Для укорінен-
ня A, racemosus також найвищу ефек-
тивність має ІМК (Patel & Patel, 2015).

Таким чином, для утворення коре-
нів спаржі виду A, officinalis викори-
стання НОК загалом вважається од-
ним з найбільш поширених корисних 
ауксинів для формування коренів, що 
можна пояснити її хімічною стабіль-
ністю, малою рухливістю в рослині 
та характером пролонгованої дії. Для 
виявлення економічно вигідного от-
римання посадкового матеріалу спар-
жі необхідні подальші дослідження.

Висновки. 

Оптимізовано технологію клонально-
го мікророзмноження спаржі лікарської 
сорту Білосніжка на основі культури in 
vitro на етапах отримання стерильної куль-
тури, мультиплікації і ризогенезу. На етапі 
стерилізації найбільший відсоток життє-
здатних стерильних експлантатів спаржі 
лікарської 83% отримано при застосуван-
ні 0,75% розчину натрій гіпохлориту про-
тягом 30 хв. На етапі одержання культури 
in vitro за використання безгормонального 
живильного середовища Мурасіге-Ску-
га та збагаченого БАП 2 мг/л одержано 
однакові результати. На етапі власне мі-
кроклонального розмноження спаржі лі-
карської встановлено оптимальну концен-
трацію регулятора росту кінетину 1 мг/л, 
яка достовірно підвищувала кількість 
отриманих експлантатів. На етапі укорі-
нення показано ефективність середовищ, 
з додаванням ауксинів ІМК 0,5 мг/л або 
НОК 0,3 мг/л на рівні до 63% укорінених 
експлантатів.
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Рис, 5, Ризогенез мікропагонів рослин спаржі лікарської: 
а – «Root2», б – «Root3», в – ефективність досліджуваних середовищ 

за кількістю укорінених експлантів (дані вказані однаковими літерами істотно 
не відрізняються p < 0,05)
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Abstract. The study presents the results of obtaining regenerated plants of asparagus from seeds. 

Surface sterilizing the seeds by 0,75% sodium hypochlorite for 30 min is effecƟve, during this obtained 
83% viable sterile plants. The Murashige and Skoog medium supplemented with 6benzylaminopurine 
(2 mg/L), inositol (100 mg/L) and thiamine (0,4 mg/L) was found to be the best for seed germinaƟon. 
The expediency of using kineƟn (1 mg/L) as a growth regulator to obtain a homogeneous plant 
material was established. The reproducƟon coefficient was 6,0. Only 11% of the explants formed 
callus. For the selecƟon needs and producƟon of somaclonal variants, the use of the culture medium 
with indole-3-aceƟc acid (0,2 mg/L) and 6benzylaminopurine (1 mg/L) is jusƟfied. In this condiƟon 
reproducƟon coefficient was 3,7, and the level of different intensity callusogenesis was 59%. The 
rooƟng of obtained plants was performed in Murashige and Skoog medium supplemented with a 
half dose of macro- and micronutrients and growth regulators. RooƟng frequency was up to 63%. 
The knowledge of hormonal requirements helps to promote isolated Ɵssue and cells technologies of 
asparagus with purpose of rapid propagaƟon and obtaining healthy, high-quality planƟng material. 
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