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важливе значення рослин дуба звичайно-
го (Quercus robur L.) для багатьох галузей 
господарства постає питання щодо роз-
робки технології швидкого розмноження 
цінних екземплярів. Одним із підходів для 

Актуальність. Наразі розроблення 
ефективної технології масового тиражу-
вання оздоровленого садивного матеріалу 
цінних лісотвірних рослин є одним із акту-
альних завдань. Ураховуючи надзвичайно 
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Нині одним із актуальних завдань лісового господарства України є розроблення ефек-
тивної і відтворювальної технології масового тиражування високоякісного садивного 
матеріалу рослин дуба звичайного (Quercus robur L.). Одним із підходів до вирішення 
поставленого завдання є використання методу культури ізольованих тканин рослин in 
vitro. Значна кількість біотехнологічних публікацій зосереджена на розроблені ефектив-
них протоколів мікроклонального розмноження для окремих генотипів рослин родини 
Fagaceae Dumort. У той же час автори відзначають про досить низьку регенераційну здат-
ність тканин деревних рослин цієї родини в умовах in vitro. Мета дослідження – оптиміза-
ція росту мікропагонів рослин Q. robur in vitro для масового мікроклонального розмно-
ження. Для досліджень використовували фрагменти пагонів рослин Q. robur із 50−100-річ-
них донорів у весняно-літній період 2018 − 2019 рр. Застосовували біотехнологічні і статис-
тичні методи досліджень. Установлено умови одержання значної кількості (понад 80 %) 
асептичних життєздатних експлантатів рослин Q. robur in vitro за використання NaClO і 
AgNO3. Значною регенераційною здатністю (понад 80 %) характеризувалися фрагменти 
пагонів in vitro, культивовані на базовому середовищі за прописом WPM (McCown & Lloyd, 
1981). Розроблено ефективну процедуру оптимізації росту тканин Q. robur, що дозволила 
отримати понад 60 % регенераційно здатного рослинного матеріалу in vitro. Одержано 
значну кількість мікропагонів рослин Q. robur на середовищі WPM із 2-іП 
(N-ізопентеніламінопурин), аденіном, активованим вугіллям і ПВП (полівінілпіролідон) 
(коефіцієнт мультиплікації − 5,5 ± 0,7, цикл культивування − 45−50 діб). Подальші дослі-
дження спрямовані на масове мікроклональне розмноження мікропагонів рослин Q. 
robur різними типами морфогенезу in vitro.

Ключові слова: Quercus robur L., культура тканин рослин in vitro, оптимізація росту тканин 
рослин in vitro, експлантати, живильне середовище, мікроклональне розмноження, мікропагони in vitro
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Skoog, 1962) з додаванням 1−20 мкМ БАП 
(6-бензиламінопурин). Зазначають, що 
найбільш оптимальним для мікроклональ-
ного розмноження рослин було середови-
ще WPM із додаванням 20 мкМ BAP. 
Водночас багаточисленними дослідження-
ми підтверджено, що регенерація тканин 
деревних рослин в умовах in vitro, особли-
во вікових екземплярів, залежить від низки 
чинників (генетичні, фізіологічні, гормо-
нальні, фізичні), а оптимізація їх росту – 
досить складний фізіологічний процес 
(Бутенко, 1964; Калинин и др., 1980; 
Poljakova, 2002; Гузь та ін., 2012; Чорнобров, 
2014). У наших попередніх публікаціях 
зазначені способи стерилізації зародків із 
фрагментами ендосперму Q. robur, вста-
новлено оптимальні умови калюсоутворен-
ня експлантатів та досліджена регенерацій-
на здатність тканин in vitro за дії регулято-
рів росту (Чорнобров та ін., 2017, 2018). 
Наступним етапом дослідження було одер-
жання мікропагонів із значною регенера-
ційною здатністю, визначення ефектив-
ності використання різних методик для її 
посилення та добір найоптимальніших.

Мета дослідження – оптимізація 
росту мікропагонів рослин Q. robur in 
vitro для масового мікроклонального роз-
множення.

Матеріали та методи дослідження. Для 
досліджень використовували пагони рос-
лин Q. robur завдовжки 15−20 см, які ізольо-
вували із 50−100-річних донорів у весня-
но-літній період 2018 − 2019 рр. Стерилізацію 
рослинного матеріалу проводили такими 
розчинами речовин: 0,1 % HgCl2, 1,0 % 
AgNO3, 2,5 % NaClO з попередньою оброб-
кою 70 % етиловим спиртом (до 1 хв). 
Асептичні умови створювали за методами, 
загальноприйнятими у біотехнології 
(Бутенко, 1964; Калинин и др., 1980; Катаева, 
Бутенко, 1983; Smith, 2012). Рослинний 
матеріал (фрагменти пагонів з однією брунь-
кою завдовжки 1,0−1,5 см) вводили в культу-
ру in vitro на базове безгормональне живиль-

вирішення задачі є використання метода 
культури ізольованих тканин рослин in 
vitro. Такий метод, на противагу традицій-
ним способам розмноження, дозволяє 
отримувати оздоровлені, генетично одно-
рідні рослини упродовж року із мінімаль-
ної кількості донорного матеріалу, збіль-
шити коефіцієнт розмноження та одержа-
ти нові господарськи цінні варіанти і 
мутанти внаслідок сомаклональної мінли-
вості  (Бутенко, 1964; Калинин и др., 1980; 
Катаева, Бутенко, 1983; Smith, 2012).

Аналіз останніх публікацій. Наразі 
мікроклонування цінних генотипів рослин 
Q. robur проводять у Польщі (Інститут ден-
дрології Польської академії наук), Білорусії 
(Державна наукова установа «Інститут лісу 
Національної академії наук Білорусії») та в 
Україні (Державна установа «Інститут хар-
чової біотехнології та геноміки НАН 
України», ВП НУБіП України «Боярська 
лісова дослідна станція»). Зокрема, вітчиз-
няними та зарубіжними авторами (Chalupa, 
1984; Poljakova, 2002; Пінчук, Чорнобров, 
2006; Кулагин, 2012; Гречаник та ін., 2012; 
Чорнобров, Олексійченко, 2014) проведені 
дослідження щодо введення в культуру in 
vitro окремих генотипів рослин родини 
Fagaceae Dumort. Група авторів (Gloria Pinto 
et al., 2002) розробили технологію одержан-
ня рослин-регенерантів Quercus suber L. 
шляхом соматичного ембріогенезу із лист-
кових пластинок дорослого донора. Для 
стерилізації рослинного матеріалу вико-
ристовували 70 % етиловий спирт, розчин 
абсолютного спирту, 30 % розчин перокси-
ду водню та 0,1 % розчин Benlate (Gloria 
Pinto et al., 2002). Інші дослідники (José 
Silvestre et al., 2013) розробили ефективний 
режим стерилізації експлантатів рослин 
Quercus spp. за використання 70 % етилово-
го спирту та 5,25 % гіпохлориту натрію. Для 
введення в культуру in vitro рослин як екс-
плантати використовували частини стебел, 
які культивували на середовищах WPM 
(McCown & Lloyd, 1981) та МS (Murashige & 
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тів на базовому WPM за загальноприйня-
тою методикою. Експлантати − мікропаго-
ни завдовжки 1,5−1,6 см, які культивували 
на модифікованих середовищах WPM упро-
довж 15 діб у весняно-літній період.

Рослинний матеріал культивували у світ-
ловому приміщенні за температури 24 ± 1 °С 
і освітлення 2,0−3,0 клк із 16-годинним 
фотоперіодом та відносною вологістю пові-
тря 70−75 %. Для досліджень використову-
вали такі методи: біотехнологічні (культура 
тканин рослин in vitro, мікроклональне роз-
множення), статистичні (середнє арифме-
тичне, стандартна похибка, однофактор-
ний кореляційний аналіз). Статистично 
експериментальні дані опрацьовували з 
використанням пакета аналізу MS Excel.

Результати дослідження та їх обгово-
рення. Результати стерилізації рослинно-
го матеріалу Q. robur за використання 
широкого спектру розчинів стерилізую-
чих речовин наведено в таблиці 1.

За нашими спостереженнями, понад 
60 % інфікування експлантатів становило 
грибне (2−10-та доба культивування), на 
бактеріальне припало дещо менше – 30 % 
(проявлялось дещо пізніше, 7−13-та 
доба), змішаний тип інфікування охопив 
не більше 10 % (2−13-та доба) (рис. 1, а). 

Аналіз експериментальних даних свід-
чить, що для фрагментів пагонів рослин 

не середовище за прописом MS із додаван-
ням 2,0 г·л-1 активованого вугілля. 
Регенераційну здатність тканин рослин in 
vitro досліджували на базових MS, WPM, 
DKW (Driver & Kuniyuki, 1984) на 30 добу 
культивування. До модифікованих живиль-
них середовищ вносили 100 мг·л-1 інозито-
лу, 30 г·л-1 сахарози, 7,0−7,3 г·л-1 агару мікро-
біологічного та регулятори росту цитокіні-
нового типу дії (6 - фурфуриламінопурин 
(кінетин) та N-ізопентеніламінопурин 
(2-iП). Показник кислотності середовища 
(рН) доводили до рівня 5,7−5,9. 

Для оптимізації росту тканин рослин 
Q. robur на етапі власне мікроклонального 
розмноження використовували низку мето-
дик: застосування ентеросорбентів (поліві-
нілпіролідон (ПВП), активоване вугілля), 
антиоксидантів (аскорбінова кислота), 
витримування в умовах пониженої темпе-
ратури, часті субкультивування рослинного 
матеріалу, чергування безгормональних із 
гормональними живильними середовища-
ми, табл. 4). Ефективність застосування 
останніх визначали за такими показника-
ми, як: частка регенераційно здатних екс-
плантатів (%), довжина мікропагона (см), 
основний тон забарвлення. До регенера-
ційно здатних експлантатів відносили  екс-
плантати, які відновили мікропагони із бру-
ньок. Контроль − культивування експланта-

1. Ефективність стерилізації фрагментів пагонів рослин Q. robur in vitro

Варі-
ант Режим стерилізації експлантатів

Ефективність стерилізації фрагментів 
пагонів рослин (середнє значення ± 

стандартна помилка), %

1 2,5 % NaClO протягом 10 хв 20,0 ± 4,1

2 2,5 % NaClO упродовж 20 хв 32,5 ± 4,8

3 1,0 % AgNO3 протягом 10 хв 12,5 ± 2,5 

4 1,0 % AgNO3 упродовж 20 хв 15,0 ± 2,9

5 1,0 % AgNO3 протягом 10 хв з 
наступним перенесенням у 2,5 % NaClO 87,5 ± 4,8

6 0,1 % HgCl2 протягом 5 хв 57,5 ± 2,5

7 0,1 % HgCl2 упродовж 10 хв 67,5 ± 2,5 
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витримування на 15−17 добу культивуван-
ня одержали значну ефективність стери-
лізації (понад 80 %).

Для культивування рослинного матеріа-
лу деревних рослин in vitro, зокрема рос-
лин родини Fagaceae в основному вико-
ристовують, живильні середовища за про-
писом МS, WPM та DKW із різними комбі-
націями і концентраціями регуляторів 
росту. Після одержання асептичних життє-
здатних експлантатів рослин Q. robur 
визначати їх регенераційну здатність на 
різних варіантах безгормональних живиль-
них середовищах (табл. 2).

Результати експериментів із дослідження 
регенераційної здатності експлантатів рос-

Q. robur недоцільно використовувати 
варіанти стерилізації № 1, 2, 3 і 4, оскіль-
ки у цих процедурах її ефективність не 
перевищила 30%. Використання гіпохло-
риту натрію для стерилізації рослинного 
матеріалу Q. robur, на відміну від резуль-
татів досліджень зарубіжних колег (José 
Silvestre et al., 2013),  було неефективним.

У разі застосування 0,1 % HgCl2 упро-
довж 5−10 хв одержали понад 50 % асеп-
тичних життєздатних мікропагонів. Для 
нейтралізації мікробіоти пагонів доціль-
но використовувати ступінчастий спосіб, 
який полягав у витримуванні в 2,5 % 
NaClO упродовж 10 хв із наступним пере-
несенням у 1,0 % AgNO3. За таких умов 

Рис. 1. Послідовність етапів мікроклонального розмноження рослин Q. robur in vitro: а) екс-
плантати інфіковані міцелієм грибів на 5-добу культивування; б) асептичні життєздатні 
мікропагони на WPM на 30-добу культивування; в) вторинні метаболіти у середовищі на 
36-добу культивування; г) і д) регенеранти, які загинули; є) рослинний матеріал у чашках 
Петрі за пониженої температури ( + 4 ± 1°С); ж) 15-добові мікропагони рослин на живиль-
ному середовищі WPM; к) і л) рослини-регенеранти в культуральному приміщенні.
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джень виявили, що лише комплексне вико-
ристання декількох процедур ефективне 
для одержання регенераційно здатних мік-
ропагонів рослин Q. robur. Зокрема, у разі 
застосування двох ентеросорбентів (активо-
ване вугілля і ПВП) у WPM, чергування гор-
мональних із безгормональними живильни-
ми середовищами за достатньо короткого 
циклу культивування одержали понад 60 % 
активно ростучих мікропагонів Q. robur 
(табл. 4, варіант 7; рис. 1, ж).

В основі фармакологічних властивос-
тей ПВП лежить дезинтоксикаційна дія, 
яка полягає в здатності до комплексоутво-
рення, а механізм дії полягає в здатності 
активно зв’язувати токсини і виводити із 
рослинного організму. Значні результати 
із оптимізації тканин (понад 45 %) також 
отримано за використання 6 комплек-
сної методики. Застосування 1−5 методик 
є недоцільним: лише незначна частка екс-
плантатів регенераційно здатна.

Життєздатні мікропагони культивували 
на живильному середовищі WPM із дода-
ванням 0,5−1,0 мг·л-1 2-іП, 20 мг·л-1 аденіну, 
2,0 г·л-1 активованого вугілля і 2,0 мг·л-1 

лин показали доцільність використання, як 
базового, живильного середовища WPM 
(рис. 1, б). Схожі результати одержали група 
зарубіжних авторів (José Silvestre et al., 2013) 
при культивуванні фрагментів стебел рослин 
Quercus spp. На середовищі МS одержали 
60,0 ± 4,1 % експлантатів здатних до регене-
рації. З рівнем надійності 0,05 можна ствер-
джувати, що влив базового живильного сере-
довища на частку регенераційно здатних 
експлантатів є статистично значущим (F = 
36,75, Fкрит. = 4,2565; F > Fкрит.) (табл. 3).

Починаючи із 35 доби культивування, у 
90 % експлантатів фіксували значне знижен-
ня регенераційної активності, зміну основно-
го тону забарвлення листкових пластинок та 
інтенсивне виділення вторинних метаболі-
тів тканинами (візуально − потемніння 
живильного середовища у основи експланта-
тів) (рис. 1, в). За результатами досліджень, 
на 90 добу культивування, понад 90 % рослин-
ного матеріалу Q. robur загинуло (рис. 1, г, д). 

Оптимізацію росту тканин рослин 
Q. robur in vitro проводили за використання 
різних методик, ефективність яких наведе-
на у таблиці 4. Результати проведених дослі-

2. Регенераційна здатність тканин рослин на етапі введення у культуру in vitro 
Q. robur, 30 діб 

Варіант Базове живильне середовище Частка регенераційно здатних експлантатів 
(середнє значення ± стандартна помилка) , %

1 МS 60,0 ± 4,1

2 WPM 85,0 ± 2,9

3 DKW 45,0 ± 2,9

3. Підсумкові результати однофакторного дисперсійного аналізу

Дисперсійний аналіз

Джерело варіації SS df MS F P- значення F критичне

Між групами 3267 2 1633,3333 36,75 4,67 4,2565

В середині груп 400 9 44,4444

Разом 3667 11

де: α − рівень надійності; df – число степенів свободи; MS – дисперсії;  F – розрахункове значення 
критерію Фішера; P – значення  – розрахункове значення мінімальної значущості; Fкрит. – критичне 
значення критерію Фішера
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Висновки і перспективи. Ефективна 
стерилізація (понад 80 %) фрагментів паго-
нів рослин Q. robur in vitro досягалася шля-
хом їх ізоляції у весняно-літній період та 
витримуванням у 2,5 % NaClO упродовж 
10 хв із наступним перенесенням у 1,0 % 
AgNO3. Значною регенераційною здатні-
стю на етапі введення (понад 80 %) харак-
теризувалися експлантати in vitro, культи-
вовані на базовому живильному середови-
щі за прописом WPM. Доведена доціль-
ність оптимізації росту тканин рослин 
Q. robur у весняно-літній період упродовж 
60−90 діб за наступною процедурою: вико-

ПВП. За таких умов на 45−50 добу культиву-
вання одержали мікропагони завдовжки − 
4,7 ± 0,4 см, коефіцієнт мультиплікації − 
5,5 ± 0,7 (рис. 1, к, л). Схожі результати 
отримали зарубіжні автори (José Silvestre et 
al., 2013) за культивування фрагментів сте-
бел рослин Quercus spp. на середовищі 
WPM із додаванням цитокініну БАП.

Отже, у результаті проведених дослі-
джень одержано активно-ростучі мікро-
пагони рослин Q. robur зі значною реге-
нераційною здатністю для подальшого 
масового мікроклонального розмножен-
ня та одержання рослин-регенерантів.

4. Ефективність оптимізації росту тканин рослин Q. robur за використання різних 
методик (середовище WPM, весняно-літній період, 15 діб в культурі in vitro)

В
ар

іа
н

т

Використані методики

Показники ефективності оптимізації росту 
тканин рослин in vitro на 15 добу 

частка 
регенераційно 

здатних 
експлантатів2, %

довжина 
мікропагона2, 

см

основний 
тон забарв-

лення мікро-
пагона

К1 стандартне культивування експланта-
тів на базовому WPM 10,0 ± 3,2 1,1 ± 0,2 салато-

во-жовтий

1 витримування експлантатів у розчині 
аскорбінової кислоти (1,0 мг·л-1) 17,5 ± 4,8 1,4 ± 0,2 -//-

2
кожні 2−3 доби субкультивування рос-
линного матеріалу на нові живильні 

середовища
20,0 ± 4,1 1,7 ± 0,1 салатовий

3 чергування безгормональних середо-
вищ із гормональними (кожні 3−5 діб) 30,0 ± 4,1 2,1 ± 0,2 -//-

4 додавання до живильного середовища 
2,0 г·л-1 активованого вугілля 25,0 ± 2,9 2,0 ± 0,2 салато-

во-жовтий
5 використання 2,0 мг·л-1 ПВП 20,0 ± 4,1 1,4 ± 0,1 -//-

6

споліскування експлантатів розчині 
аскорбінової кислоти (1,0 мг·л-1) із 

наступним витримуванням на 
живильному середовищі в чашках 

Петрі за T= + 4 ± 1°С упродовж доби

45,0 ± 4,1 2,4 ± 0,1 зелений

7

1) внесення до живильного 
середовища 2,0 г·л-1 активованого 

вугілля і 2,0 мг·л-1 ПВП;
 2) чергування безгормональних 

середовищ із гормональними 
(0,25−0,50 мг·л-1 кінетину) (цикл куль-

тивування 3−5 діб)

60,0 ± 4,1 3,1 ± 0,4 -//-

Примітки: 1) контроль; 2) вказано середнє значення ± стандартна помилка
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додаванням 0,5−1,0 мг·л-1 2-іП, 20,0 мг·л-1 
аденіну, 2,0 г·л-1 активованого вугілля і 
2,0 мг·л-1 ПВП (цикл культивування − 45−50 
діб, коефіцієнт мультиплікації − 5,5±0,7). 
Подальші дослідження спрямовані на масо-
ве мікроклональне розмноження оптимізо-
ваних мікропагонів рослин Q. robur різними 
типами морфогенезу in vitro.

ристання живильного середовища WPM із 
2,0 г·л-1 активованого вугілля і 2,0 мг·л-1 
ПВП, чергування гормональних 
(0,25−0,50 мг·л-1 кінетину) із безгормональ-
ними живильними середовищами за циклу 
культивування 3−5 діб. Оптимальні умови 
для одержання мікропагонів Q. robur ство-
рені на живильному середовищі WPM із 
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АННОТАЦИЯ

Аннотация. В настоящее время одной из акту-
альных задач лесного хозяйства Украины являет-
ся разработка эффективной технологии массово-
го получения качественного посадочного материа-
ла растений  дуба черешчатого (Quercus robur L.). 
Одним из подходов к решению поставленной зада-
чи является использование метода культуры изо-
лированных тканей растений in vitro. 
Значительное количество биотехнологических 
публикаций сосредоточено на разработке эффек-
тивных протоколов микроклонального размноже-
ния для отдельных генотипов растений семей-
ства Fagaceae Dumort. В то же время авторы 
отмечают о достаточно низкой регенерационной 
способности тканей древесных растений даного 
семейства в условиях in vitro. Цель исследования – 
оптимизация роста микропобегов растений Q. 
robur in vitro для массового микроклонального раз-
множения. Для исследований использовали фраг-
менты побегов растений Q. robur с 50−100-лет-
них доноров в весенне-летний период 2018−2019 
гг. Применяли биотехнологические и статистиче-
ские методы исследований. Установлено условия 
получения значительного количества (более 80 %) 

асептических жизнеспособных эксплантов расте-
ний Q. robur in vitro при использовании NaClO и 
AgNO3. Значительную регенерационную способ-
ность (более 80%) имели микропобеги in vitro, 
культивируемые на базовой среде по прописи WPM 
(McCown & Lloyd, 1981). Разработано эффектив-
ную методику оптимизации роста тканей Q. 
robur, которая позволила получить более 60 % 
регенерационно способного растительного матери-
ала in vitro. Получено значительное количество 
микропобегов растений Q. robur на среде WPM с 
2-иП (N-изопентениламинопурин), аденином, 
активированным углем и ПВП (поливинилпирро-
лидон) (коэффициент мультипликации − 5,5 ± 
0,7, цикл культивирования − 45−50 суток). 
Дальнейшие исследования направлены на массовое 
микроклональное размножение оптимизирован-
ных микропобегов растений Q. robur различными 
типами морфогенеза in vitro.

Ключевые слова: дуб черешчатый (Quercus robur 
L.), культура тканей растений in vitro, оптимиза-
ция роста тканей растений in vitro, экспланты, 
питательная среда, микроклональное размножение, 
микропобеги in vitro

Abstract. The development of an effective technolo-
gy for the mass production of high quality planting 
material of English Oak plants (Quercus robur L.) is 
one of the urgent tasks of forestry in Ukraine nowadays. 
One approach to solving this problem is to use of in vitro 
the plant tissues culture method. A lot of number of 
biotechnological researches are focused on the develop-
ment of effective microclonal propagation protocols for 
genotypes of plants of the Fagaceae Dumort. family. At 
the same time, the authors note that the regenerative 
ability of the tissues of woody plants of this family in 
vitro is rather low. The aim of the research was the opti-
mization of growth of Q. robur in vitro shoots for mass 
microclonal propagation. For the studies that were car-
ried out in spring-summer period 2018–2019, the 
fragments shoots of 50–100-year-old donors plants of 
Q. robur were used. Biotechnological and statistical 
research methods were used. It was found out that the 

effective sterilization (above 80 %) of Q. robur frag-
ments shoots was obtained through the use of NaClO 
and AgNO3. A significant regenerative ability (above 
80%) had in vitro shoots cultured on WPM culture 
medium (McCown & Lloyd, 1981). An effective tech-
nique for optimization of growth of Q. robur tissues has 
been developed, which made it possible to obtain above 
60% of regenerative plant material in vitro. A signifi-
cant number of Q. robur plants was obtained on WPM 
culture medium with 2-iP, adenine, activated carbon 
and PVP (multiplication factor − 5.5 ± 0.7, cultiva-
tion cycle 45−50 days). Further studies are aimed 
microclonal propagation of shoots of Q. robur plants 
with various types of in vitro morphogenesis.

Keywords: English Oak (Quercus robur L), 
plant tissue culture in vitro, optimization of growth 
of shoots, explants, culture medium, microclonal 
propagation, shoots in vitro


