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ЕФЕКТИВНІСТЬ ТРИВАЛОГО КЛОНАЛЬНОГО 
МІКРОРОЗМНОЖЕННЯ THUJA OCCIDENTALIS ‘SMARAGD’ 

ЗАЛЕЖНО ВІД КОМПОНЕНТІВ ЖИВИЛЬНОГО СЕРЕДОВИЩА ТА 
СТАНУ ЕКСПЛАНТІВ 

 
В.В. МАЦКЕВИЧ, Л.М. ФІЛІПОВА, кандидати сільськогосподарських 

наук, М.Ю. ВЛАСЕНКО, доктор сільськогосподарських наук 
Білоцерківський НАУ 

 
На основі власних досліджень удосконалено технологічний процес 

клонального мікророзмноження та тривалого зберігання Thuja occidentalis 
‘Smaragd’. Досліджено вплив аденіну, кінетину, аскорбінової кислоти та 
онтогенетичного стану експлантів на регенерацію рослин in vitro. 

 
Під час культивування мікроживцюванням in vitro деревних і 

чагарникових порід часто внаслідок механічного пошкодження при 
ізолюванні експлантів спостерігається виділення фенольних сполук у 
живильне середовище у вигляді темно-коричневих плям. Відомо, що синтез 
фенольних сполук антагоністично впливає на клітинну проліферацію, 
зменшує ефективність засвоєння регенерантами азоту та ризогенез [1, 2]. 
Фенольні сполуки виділяються рослиною у відповідь на стресову ситуацію, 
наприклад, травма або дія фітовірусної інфекції [3]. Одночасно 
спостерiгається вихiд фенолiв з вакуолей в плазму та їх окислення 
локалiзованими там ферментами з утворенням iнгiбуючих рiст продуктiв [4]. 
Вплив фенолів та інших факторів обумовлює зменшення регенераційного 
потенціалу при тривалому субкультивуванні [1, 2, 5]. 

Метою досліджень є оптимізація процесу тривалого клонального 
мікророзмноження Thuja occidentalis.  

Методика досліджень. Дослідження проводили на базі 
міжкафедральної лабораторії БНАУ “Біотехнологія рослин”. Для введеня в 
культуру стерилізували експланти водним розчином (1:3) комерційного 
препарату “Білизна” (діюча речовина гіпохлорит натрію) — 20 хв. з 
триразовим відмивання у воді. Регенеранти культивувалися in vitro у 
біологічних пробірках на агаризованому живильному середовищі за 
прописом Мурасіге і Скуга з додаванням 30 г/л сахарози та 1 мг/л 
індолілоцтової кислоти (ІОК) (“Sigma”, США) [5]. Додавали залежно від 
варіанту кінетин (1 мг/л, “Merck”, Німеччина), аденін (1 мг/л, 20 мг/л 
“Merck”, Німеччина), аскорбінову кислоту (1 мг/л, 15 мг/л). 
Субкультивування проводили через 40–45 днів.  

Результати та обговорення. На ефективність введення в асептичні 
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умови та регенераційні процеси значним чином впливає вид експланта [1, 5]. 
Тому, оптимізуючи технологію, нами було порівняно різні види експлантів, 
ізольованих із нативних умов: верхівкові меристеми пагона (0,2–0,3 мм), 
живці отримані з однорічного приросту пагона, насіння, пагін проростка з 
двома хвоїнками, отримані з насіння на перлітному субстраті (табл. 1). 

1. Вплив виду експланта на ефективність введення Thuja occidentalis 
‘Smaragd’ в асептичні умови 

Тип 
експланта 

Контаміновано, 
% 

Експлантів з 
фенольними 
виділеннями, 

% 

Регенерантів,  
що мають..., % Морфо- 

генез 
відсутній корені  пагони корені і 

пагони 
Меристема 9,3 81,8 8,7 13,1 16,6 57,3 
Стебловий 

живець 82,3 95,4 1,4 0,6 0,9 14,8 

Насіння 67,8 14,9 2,6 11,1 14,6 3,9 
Пагін 

проростка 7,2 58,7 29,2 38,7 24,1 0,8 

НІР0,05 3,1 7,7 0,4 0,3 0,3 0,5 
 
За першого асептичного культивування встановили, що вид експланта 

впливає на контамінування регенерантів і живильних середовищ. Найбільша 
кількість інфікованих об’єктів встановлена при введенні in vitro стеблових 
живців. Це може бути результатом глибокого проникнення контамінуючих 
агентів у тканини експлантів. Використання насіння в якості експлантів 
зменшувалось, порівняно з живцями контамінування, на 14,5%. Серед 
досліджуваних видів експлантів найбільша кількість асептичних отримана 
при використанні пагонів проростків.  

Встановлено вплив виду експланта на появу в середовищі фенольних 
плям. Під час регенерації екплантів стеблових живців, порівняно з іншими 
варіантами, такі виділення виявлено у найменшій кількості при застосуванні 
насіння, що ще раз підтверджує раневу природу виділення фенольних 
сполук у середовище [4]. Найбільший відсоток регенерантів із стеблом і 
кореневою системою отримано при введенні в культуру пагонів проростків. 

Згідно з Ф.Л. Калініним (Калинин Ф.Л., Кушнир Г.П., Сарнацкая В.В., 
1992) індуктором утворення фенолів in vitro при живцюванні (пораненні 
рослин) є переважання цитокінів над ауксинами [1]. Тому нами замінено 
кінетин в живильному середовищі на аденін, що також має цитокінінову 
активність, але значно слабшу [6, 7]. Встановлено, що ефект від застосування 
аденіну в концентрації 1 мг/л не відрізнявся від контролю (без гормонів). 
Сумісне використання цієї ж кількості аденіну з кінетином обумовлювало 
появу більшої кількості регенерантів із фенольними плямами. Досить часто 
такі регенерантами через 10–15 днів після живцювання відмирали. 
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Вважаємо, що причиною цього є фітотоксичність вказаних виділень для 
рослин (самоотруєння). Вона проявлялася як інтенсивним 
калусоутворенням, так і вітрифікацією. Регенеранти, які виживали, мали, як 
правило, майже відсутню кореневу систему та вкорочені пагони.  

Додавання аденіну в кількості 20 мг/л дозволило збільшити вихід 
регенерантів, порівняно з контролем від 71,2% до 89,5%. Серед цих 
регенерантів була більша кількість із розвинутим пагоном і коренем, також 
зменшувалася до 24,9% кількість регенерантів, що виділяли феноли в 
середовище. 

Оскільки відомо, що аскорбінова кислота в рослинному організмі 
відновлює феноли до нетоксичних сполук [6], в подальшій модифікації 
середовища, окрім додавання аденіну (20 мг/л), нами збільшена кількість 
аскорбінової кислоти з 1 мг/л до 15 мг/л. Це дозволило збільшити вихід 
регенерантів із експлантів і зменшити до 3,8% кількість виділень 
регенерантами в середовище. 

2. Вплив аденіну та кінетину на ефективність клонального 
мікророзмноження Thuja occidentalis ‘Smaragd’ 

Варіант 
Регенеровано 
рослин, із 100 

живців  

З них утворили, % 

корені  пагони корені і 
пагони 

Фенольні 
виділення 

Контроль (без гормонів) 71,2 17,7 52,9 25,4 93,1 

Кінетин 1 мг/л  64,1 11,3 76,4 12,3 97,3 

денін 1 мг/л 73,2 15,8 48,1 36,1 91,7 

Кінетин 1 мг/л + аденін 
1 мг/л 57,2 4,3 87,9 7,8 98,4 

Аденін 20 мг/л 89,5 8,5 14,7 76,8 24,9 

Аденін 20 мг/л + 
аскорбінова кислота 15 
мг/л* 

97,3 1,7 3,2 95,1 3,8 

НІР0,05 4,6 2,0 3,2 4,8 5,1 

Примітка.*в усіх варіантах, за виключенням шостого, аскорбінова кислота додавалася в 
кількості 1 мг/л 

 
Під час клонального мікророзмноження було відмічено регенеранти з 

різними формами хвої. Так, одні регенеранти мали лише голкоподібну 
(ювенільну), а інші — лускоподібну і частково ювенільну хвою. Встановлено 
залежність між формою хвої в вихідних рослин та ефективністю регенерації 
рослин із експлантів (рис. 1). Експланти, що мали лускоподібну хвою, 
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регенерували рослини з меншою кореневою системою та меншою кількістю 
пагонів.  

У подальших субкультивуваннях ці регенеранти втрачали 
регенераційний потенціал (табл. 3). Зокрема, внаслідок зменшення кількості 
пагонів та поганого їх вкорінення, зменшувався коефіцієнт розмноження. 
Використання вказаного виду експлантів дозволяло підтримувати в культурі 
тую західну лише протягом 4–5 субкультивувань.  

 

 
 

Регенерант з ювенільною та 
лускоподібною хвоєю 

Регенерант з ювенільною хвоєю 

 
 

Рис. 1. Види регенерантів Thuja occidentalis ‘Smaragd’ за хвоєю 
 

Рис. 1. Види регенерантів Thuja occidentalis ‘Smaragd’ за хвоєю 
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3. Вплив форми хвої експлантів на тривалість клонального 
мікророзмноження туї західної 

Форма хвої 
експлантів 

Коефіцієнт розмноження 
Максимальна кількість 

субкультивувань субкультивування 
перше друге третє НІР0,05 

Ювенільна 7,8 15,1 14,7 0,4 11 і більше 
Лусковидна 4,1 3,2 0,5 0,3 4–5 

НІР0,05 0,3 0,4 0,3 –  
 
Добір для клонального мікророзмноження вихідних рослин лише з 

ювенільною формою дозволив тривалий час тримати цей вид рослин у 
культурі in vitro — більше двох років (вже успішно пройшло 11 
субкультивувань). 

За постасептичного вирощування ці пробіркові рослини поступово 
набували лускоподібну хвою та типових ознак, властивих Thuja occidentalis 
‘Smaragd’ (рис. 2). 

 

 

 
Рис. 2. Зміна форми хвої за постасептичної адаптації протягом 45 днів 

Thuja occidentalis ‘Smaragd’ 
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Висновки. Для тривалого та ефективного клонального 
мікророзноження Thuja occidentalis ‘Smaragd’ пропонуємо застосовувати 
середовище Мурасіге і Скуга з додаванням 20 мг/л аденіну та 15 мг/л 
аскорбінової кислоти та використання в якості вихідних in vitro для 
живцювання рослин з ювенільною хвоєю. 
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На основании собственных исследований усовершенствован 

технологический процесс клонального микроразмножения и длительного 
хранения Thuja occidentalis ‘Smaragd’. Исследовано влияние аденина, 
кинетина, аскорбиновой кислоты и онтогенетического состояния 
эксплантов на регенерацию растений in vitro. 

Ключевые слова: аденин, эксплант, кинетин, клональное 
микроразмножение, онтогенез, in vitro. 

 
The technological process of clonal micropropagation and continuous 

storage of Thuja occidentalis ‘Smaragd’ is improved on the basis of the research. 
The influence of adenine, kinetin, ascorbic acid and ontogenetic state of explants 
on the plants’ regeneration in vitro  is investigated.  

Кey words: adenine, explants, kinetin, clonal micropropagation, ontogeny, 
in vitro 
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