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Metasequoia glyptostroboides Hu & W. C. Cheng − реліктовий вид, занесений 
до Червоного списку Міжнародного союзу охорони природи у статусі такого, 
що зникає. Традиційні способи розмноження рослини достатньо трудомісткі 
та малоефективні. Мікроклональне розмноження дає змогу одержувати 
із мінімальної кількості донорного матеріалу оздоровлені рослини in vitro. 
Значна кількість біотехнологічних публікацій зосереджена на дослідженні 
морфогенетичного потенціалу тканин хвойних рослин і розробленні 
оптимальних протоколів їх розмноження. Разом із тим, автори зазначають, 
що немає стійкої системи регенерації деревних рослин, яка залежить від 
низки чинників. Мета дослідження – визначити дію компонентів живильного 
середовища на регенераційну здатність тканин рослин M. glyptostroboides 
для їх мікроклонального розмноження та збереження in vitro. Для досліджень 
використовували частини пагонів із 10-річних рослин-донорів M. glyptostroboi-
des у березні 2019 р. Рослинний матеріал культивували за загальноприйнятою 
методикою у світловому приміщенні за температури 24±1°С і освітлення 
2,0−3,0 клк із 16-годинним фотоперіодом та відносною вологістю повітря 
70−75 %. Застосовували біотехнологічні і статистичні методи досліджень. 
Дослідження проводили в науково-дослідній лабораторії біотехнології рослин 
ВП НУБіП України «Боярська ЛДС». Розроблено методику введення експлантатів 
рослин в умови in vitro у весняний період із застосуванням 2,5 % NaClO упродовж 
10−11 хв із наступним перенесенням у 1,0 % AgNO3. Значну регенераційну 
здатність мали мікропагони, культивовані на живильному середовищі МS. 
Активний лінійний приріст мікропагонів фіксували на МS із додаванням 
0,25 мг·л-1 кінетину та 2,0 г·л-1 активованого вугілля. Оптимальні умови 
ініціації ризогенезу в тканинах мікропагонів із частотою понад 60 % створено у 
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Актуальність. Збереження і від-
творення цінних генотипів рослин, 
що зникають, − одне із актуальних 
завдань сьогодення. До таких від-
носять рослини монотипного роду 
Metasequoia Hu & W. C. Cheng, який 
представлений єдиним реліктовим 
видом − Metasequoia glyptostroboides 
Hu & W. C. Cheng. Вид занесений до 
Червоного списку Міжнародного со-
юзу охорони природи у статусі такого, 
що зникає (Farjon, 2013). Природний 
ареал рослин обмежений територією 
Центрального Китаю (провінції Хубей 
і Сичуань) (Farjon, 2013). Спочатку рід 
Metasequoia було виявлено та описано 
за викопними рештками шишок і від-
битків облистяних пагонів у 1941 р., 
знайдено в природі в 1944 р., в культу-
рі – з 1948 р. (Karpun, 2010). Це хвойні 
однодомні дерева заввишки до 35 м 
із пірамідальною формою крони зав-
ширшки до 10 м, які на зиму скидають 
хвою та молоді гілки (Farjon, 2013). 
Традиційно рослина розмножується 
насінням і вегетативно. Однак насіння 
характеризується достатньо низьким 
(до 2,6 %) показником лабораторної 
схожості (Sliusar, 2005). Хвойні рос-
лини, зокрема M. glyptostroboides, 
мають незначну різогенеративну 
здатність пагонів, яка значно знижу-
ється з віком і практично втрачається 
до 15−20 річного віку. Для успішного 
вегетативного розмноження рослин 

необхідно використовувати живці з 
молодих рослин (до 10-річного віку), 
стимулятори росту (ауксини) та про-
водити укорінення у весняно-літній 
період (Sliusar, 2005). У цьому кон-
тексті значний інтерес становить ме-
тод культури ізольованих тканин та 
органів in vitro, який, на противагу 
традиційним способам розмноження, 
дає змогу одержувати оздоровлені ге-
нетично-однорідні рослини упродовж 
року з мінімальної кількості донорно-
го матеріалу та значно збільшити кое-
фіцієнт розмноження (Butenko, 1964).

Аналіз останніх досліджень та 
публікацій. Значна кількість біотех-
нологічних досліджень хвойних рос-
лин зосереджена на дослідженні мор-
фогенетичного потенціалу тканин in 
vitro, їхньої регенераційної здатності 
й органогенезу, вивченні каріотипу за 
використання молекулярних і цитоге-
нетичних методів, розробленні опти-
мальних протоколів розмноження in 
vitro для окремих генотипів та ефек-
тивного соматичного ембріогенезу 
на основі клітинної селекції, доборі 
генетичних маркерів тощо (Momot, 
1988; Yushkova et al., 2001; Huz et al., 
2014; Sultonova, 2016; Muratova et al., 
2019; Tretyakova et al., 2019).

У науковій літературі є публікації 
з мікроклонального розмноження рос-
лин M. glyptostroboides. Зокрема, С. І. 
Слюсар і С. І. Кузнецов (Національ-

живильному середовищі із внесенням ІМК (3-індолілмасляна кислота). Одержано 
рослини-регенеранти та мультипліковано їх шляхом активації росту наявних 
меристем експлантату. Подальші дослідження спрямовані на розроблення 
способу адаптації рослин-регенерантів M. glyptostroboides до умов закритого 
і відкритого ґрунтів для їх масового розмноження, збереження і відтворення.

Ключові слова: Metasequoia glyptostroboides Hu & W. C. Cheng, культура тка-
нин рослин in vitro, експлантати, живильне середовище, регенераційна здат-
ність, мікроклональне розмноження, мікропагони in vitro.
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ний ботанічний сад ім. М. М. Гришка 
НАН України) для регенерації рослин 
M. glyptostroboides із меристемних
тканин використовували живильне
середовище МS (Murashige & Skoog,
1962), яке оптимізували додаванням
0,5 мг∙л-1 6-бензиламінопурину (БАП) і
β-індоліл-3-оцтовою кислотою (ІОК) /
0,3 мг∙л-1 2.4-дихлорфеноксиоцтової
кислотою (2.4-Д) (Sliusar, 2005). Уста-
новлено, що регенераційна здатність
рослинного матеріалу із віком значно
знижується. Зокрема, частка регене-
раційно здатного рослинного матеріа-
лу, ізольованого із 2−3-річних сіянців,
становила 17,7−61,2 %, а із 50-річних
не одержали життєздатних експлан-
татів. Експлантати, ізольовані в кінці
вегетації (жовтень−листопад), харак-
теризувались уповільненим органоге-
незом, який проходив упродовж 3−4
місяців (Sliusar, 2005). М. М. Гузь та
інші (2014 р.) встановили умови ефек-
тивної (80,4 %) стерилізації вегетатив-
них бруньок, ізольованих у лютому−
березні із живців 5−6 річних рослин
M. glyptostroboides: використання 96 %
етанолу (15 с), споліскування у протіч-
ній воді з детергентом (16 год), стери-
лізація у 50 % водному розчині NaClO
(10 хв), занурення у 0,2 % AgNO3 (10
хв) із наступним триразовим проми-
ванням у стерильній дистильованій
воді (Huz et al., 2014). М. М. Гузь,  Р. М.
Гречаник,  М. М. Лісовий, Ю. Є. Си-
нявський (НЛТУ України, м. Львів)
розглядали аспекти ініціації, мікрокло-
нального розмноження, вкорінення та
адаптації рослин досліджуваного роду
(Huz et al., 2014). Вчені для ініціації
органогенезу використовували тверде
MS із додаванням 0,5 мг∙л-1 α-нафти-
лоцтової кислоти (НОК), 0,3 мг∙л-1 

2,4-Д і 0,5 мг∙л-1 БАП. Активне мікро-
клональне розмноження фіксували на
живильному середовищі за прописом

LM (Litvay et al., 1981) із внесенням 
0,5 мг∙л-1 НОК і 2,4-Д і 1,0 мг∙л-1 БАП; 
для укорінення мікропагонів – ½ LM 
з 0,25 мг∙л-1 2.4-Д. Як експлантати ви-
користовували вегетативні бруньки із 
5−6-річних рослин (Huz et al., 2014). На 
регенераційну здатність експлантатів 
деревних рослин в умовах in vitro діє 
низка чинників, що визначає необхід-
ність ретельного підбору умов культи-
вування для їхнього мікроклонального 
розмноження. 

Мета дослідження: визначення дії 
компонентів живильного середовища 
на регенераційну здатність тканин 
рослин M. glyptostroboides для їх мі-
кроклонального розмноження та збе-
реження in vitro. Дослідженнями пе-
редбачалося вирішення таких завдань: 
1) встановити спосіб ефективної сте-
рилізації експлантатів; 2) визначити
умови введення рослинного матеріалу
в культуру in vitro; 3) дослідити дію
ауксинів на ризогенез мікропагонів;
4) оптимізувати склад живильного се-
редовища на етапі мікроклонального
розмноження рослин.

Матеріали і методи дослідження. 
Для досліджень використовували части-
ни пагонів завдовжки 15−20 см із 10-річ-
них рослин-донорів M. glyptostroboides 
(рис. 1, а) у березні 2019 р. Як експлан-
тати застосовували фрагменти здерев’я-
нілих пагонів завдовжки 1,0−2,0 см із 
однією бічною брунькою (рис. 1, б). 
Стерилізація рослинного матеріалу 
полягала у витримуванні в мильному 
розчині і проточній воді (15–20 хв), 
споліскуванні дистильованою водою 
(1−2 хв), обробленні 70 % етиловим 
спиртом (1−2 хв), використанні стерилі-
зувальних речовин (2,5 % NaClO, 5,0 %
NaClO, 1,0 % AgNO3, 2,0 % AgNO3) та 
подальшому триразовому промиван-
ні у стерильній дистильованій воді (по 
5−6 хв у кожній порції). Ефективність 
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стерилізації (%) визначали як відношен-
ня асептичних життєздатних експлан-
татів до загальної кількості введених 
у культуру in vitro (Kataeva & Butenko, 
1983). Асептичні умови створювали за 
методами, загальноприйнятими у біо-
технології (Kataeva & Butenko, 1983).

На етапі введення в культуру in vitro 
використовували живильне середовище 
за прописом МS (Murashige & Skoog, 
1962). До живильних середовищ вноси-
ли 100,0 мг∙л-1 мезоінозитолу, 0,25 мг∙л-1 
6-фурфуриламінопурину (кінетин), 
30,0 г∙л-1 сахарози, 2,0 г·л-1 активовано-
го вугілля та 7,0−7,3 г∙л-1 агару мікро-
біологічного. Мікропагони завдовжки 
1,0−2,0 см, активовані із бруньок, ві-
докремлювали від ініціального екс-
плантату та субкультивували на моди-
фіковані регуляторами росту живильні 
середовища. Для укорінення мікропа-
гонів використовували 3-індолілмасля-
ну кислоту (ІМК) та НОК. Показник 
кислотності середовища (рН) доводили 
до рівня 5,7−5,9. Рослинний матеріал 
культивували за загальноприйнятою 
методикою (Butenko, 1964; Kalinin et 
al., 1980; Kataeva & Butenko, 1983) у 
світловому приміщенні за температу-
ри 24±1°С і освітлення 2,0−3,0 клк із 
16-годинним фотоперіодом і відносною 
вологістю повітря 70−75 %. Для дослі-
джень використовували біотехноло-
гічні методи (культура тканин рослин 
in vitro, мікроклональне розмножен-
ня) (Butenko, 1964; Kalinin et al., 1980; 
Kataeva & Butenko, 1983). Статистич-
но експериментальні дані опрацьову-
вали з використанням пакета аналізу 
MS Excel. Дослідження проведено в 
науково-дослідній лабораторії біотех-
нології рослин ВП НУБіП України 
«Боярська ЛДС».

Результати дослідження та їх об-
говорення. Стерилізацію рослинного 
матеріалу проводили із застосуван-

ням широкого спектра стерилізуваль-
них речовин із різною експозицією. 
Варіанти стерилізації експлантатів 
рослин M. glyptostroboides та отрима-
ні результати наведено у табл. 1.

Аналіз експериментальних даних 
свідчить, що для експлантатів недо-
цільно використовувати 2,5 % NaClO /
1,0 % AgNO3, оскільки у цих проце-
дурах ефективність стерилізації була 
недостатньою для отримання опти-
мальних результатів. У разі збільшен-
ня концентрацій NaClO (варіант 5) та 
експозиції витримування експланта-
тів (варіант 3) досліджуваний показ-
ник не перевищував 25 %. За умови 
застосування 1,0 % AgNO3 упродовж 
10−11 хв фіксували значне інфіку-
вання експлантатів міцелієм грибів 
(рис. 1, в). Для збільшення відсотка 
асептичності здерев’янілого рослин-
ного матеріалу в умовах in vitro ре-
комендують застосовувати декілька 
стерилізувальних агентів (Kataeva & 
Butenko, 1983; Huz et al., 2014). До-
волі значний відсоток ефективності 
стерилізації експлантатів (75,0 %) от-
римали за використання 2,5 % NaClO 
упродовж 10−11 хв із наступним пе-
ренесенням у 1,0 % AgNO3. 

Після одержання асептичних жит-
тєздатних експлантатів визначали дію 
живильного середовища МS (0,25 мг∙л-1 
кінетину та 2,0 г·л-1 активованого ву-
гілля) на регенерацію (табл. 2).

Результати дослідження регенера-
ційної здатності експлантатів рослин 
показали доцільність використання 
твердого живильного середовища 
МS як базового, що узгоджується із 
даними інших авторів (Sliusar, 2005; 
Huz et al., 2014). Установлено, що 
регенераційна здатність рослинного 
матеріалу із віком значно знижуєть-
ся (Kataeva & Butenko, 1983; Sliusar, 
2005). У разі застосування середови-
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ща з 0,25 мг∙л-1 кінетину та 2,0 г·л-1 
активованого вугілля частка регене-
раційно здатних експлантатів, ізольо-
ваних із 10-річних рослин-донорів, 
на 28 добу культивування становила 
понад 60,0±3,5 % (рис. 1, г). За тако-
го режиму культивування на 30 добу 
культивування отримали мікропаго-
ни завдовжки 2,9±0,3 см. У разі куль-
тивування мікропагонів упродовж 60 
діб на вище зазначеному середовищі 
без активованого вугілля одержали 
рослини із такими характеристика-
ми: довжина – 5,5±0,2 см, коефіцієнт 
мультиплікації – 8,6±0,5, кількість 
мікропагонів/експлантат – 3,5±0,2 
шт. Мікропагони рослин мали харак-
терну пігментацією без ознак хлоро-
зу та вітрифікації (рис. 1, д).

Інтенсивність ризогенезу мікро-
пагонів рослин зумовлена низкою 
чинників, зокрема типом, концентра-
цією та співвідношенням ауксинів у 
живильному середовищі (табл. 3).

Тип ауксину та концентрація до-
стовірно впливали на довжину кореня 
і мікропагону, кількість коренів/мік-
ропагонів та частку укорінених екс-
плантатів. Загалом коренеутворення 
у мікропагонів відбувалося на 25–48 
добу культивування; кількість коренів/
експлантатів становила 3,4±0,5 шт., 
а довжина – 3,3±0,4 см. Значну частку 
укорінених мікропагонів (65,6±2,2 %) 
фіксували на середовищі MS із дода-
ванням 7,5 мг∙л-1 ІМК. 

За таких умов культивування 
оптимально формується мікропагін і 
коренева система (довжина мікропа-
гона – 6,1±0,4 см, головного кореня – 
1,3±0,1 см, рис. 1, е).

У разі застосування живильного 
середовища 8,0 мг∙л-1 ІМК і 9,0 мг∙л-1 
ІМК частка укорінених експлантатів 
становила 50−60 і 40−50 %, відпо-
відно. Для укорінення мікропагонів 
недоцільно використовувати 5,0−10,0 
мг∙л-1 НОК.

1. Ефективність стерилізації фрагментів пагонів рослин
M. glyptostroboides в умовах in vitro

Варіант Режим стерилізації експлантатів
Ефективність стерилізації екс-
плантатів (середнє значення ± 

стандартна похибка) , %
1 2,5 % NaClO упродовж 10−11 хв 14,6±1,7

2 2,5 % NaClO упродовж 10−11 хв із подаль-
шим перенесенням у 1,0 % AgNO3 

75,0±1,7

3 2,5 % NaClO упродовж 20−21 хв 21,0±2,5
4 1,0 % AgNO3 упродовж 10−11 хв 8,8±1,3
5 5,0 % NaClO упродовж 10−11 хв 20,0±1,7
6 2,0 % AgNO3 упродовж 10−11 хв 32,0±2,5

2. Ініціація регенераційних процесів у експлантатів рослин
M. glyptostroboides in vitro (травень)

Вид Виявлення ознак жит-
тєздатності, доба

Регенерація біч-
них бруньок, доба

Коренеутворення, 
доба

M. glyptostroboides 7−10 15−20 немає
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Отже, у результаті проведених 
досліджень визначено дію компонен-
тів живильного середовища на реге-

нераційну здатність тканин рослин 
M. glyptostroboides in vitro та одержа-
но оздоровлені рослини-регенеранти.

3. Дія регуляторів росту ауксинового типу на ризогенез мікропагонів
рослин M. glyptostroboides in vitro, 55 доба культивування

Показники

Концентрація ауксинів, мг∙л-1 
НОК ІМК

5,0 7,5 10,0 5,0 7,5 8,0 9,0 10,0 
Початок ризогенезу, 
доба 48 – 42 – 35 32 28 25

Довжина головного 
кореня, см 1,7±0,1 – 2,6±0,2 – 1,3±0,1 1,4±0,1 1,6±0,1 3,0±0,4

Довжина мікропаго-
на, см 5,0±0,4 3,4±0,6 3,8±0,3 5,3±0,5 6,1±0,4 2,5±0,2 3,5±0,5 7,3±0,9

Частка укорінених 
мікропагонів, % 12,5±1,0 – 25,8±2,2 – 65,6±2,2 58,2±3,1 44,5±2,1 34,5±2,1

   

   

Рис. 1. Етапи мікроклонального розмноження рослин M. glyptostroboides 
in vitro: а) рослина-донор; б) ініціальні експлантати після стерилізації; 
в) інфіковані експлантати рослин на 7 добу; г) життєздатні експлантати 

на 30 добу; д) активно проліферувальні мікропагони на 60 добу 
культивування in vitro; е) рослини-регенеранти зі сформованою 

кореневою системою на MS з додаванням 7,5 мг∙л-1 ІМК



 Vol. 10, № 4, 2019 «UKRAINIAN JOURNAL OF FOREST AND WOOD SCIENCE» ISSN 2664-4452 | 79

Лісове господарство

Висновки і перспективи. Ефек-
тивної стерилізації (75 %) фрагмен-
тів пагонів рослин M. glyptostroboides 
досягнуто шляхом їх ізоляції у вес-
няний період із застосуванням сту-
пінчастого способу, який полягав у 
застосуванні 2,5 % NaClO упродовж 
10−11 хв із наступним перенесен-
ням у 1,0 % AgNO3. Результати екс-
периментів щодо дослідження ре-
генераційної здатності експлантатів 
рослин показали доцільність вико-
ристання живильного середовища 
МS як базового. Активний лінійний 
приріст мікропагонів фіксували на 
МS із додаванням 0,25 мг∙л-1 кінети-
ну та 2,0 г·л-1 активованого вугілля. 
Для укорінення мікропагонів рос-
лин доцільно використовувати МS 
із внесенням 7,5 мг∙л-1 ІМК за циклу 
культивування 55 діб. Одержано рос-
лини-регенеранти та мультиплікова-
но їх шляхом активації росту наявних 
меристем експлантату. Подальші до-
слідження спрямовані на розроблен-
ня методики адаптації рослин-реге-
нерантів M. glyptostroboides до умов 
закритого і відкритого ґрунтів для їх 
масового розмноження, збереження і 
відтворення.
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Metasequoia glyptostroboides Hu & W. C. Cheng is a relict, endangered species included in

the InternaƟonal Union for ConservaƟon of Nature. TradiƟonal methods of plant propagaƟon of-
ten are Ɵme-consuming and inefficient. MicropropagaƟon allows geƫng a big amount of healthy 
plants in vitro with a minimal quanƟty of donor material. A considerable number of biotechnolog-
ical publicaƟons focus on the study of the morphogeneƟc potenƟal of conifer Ɵssues in vitro, the 
development of opƟmal protocols for their reproducƟon. However, most authors note the absence 
of a sustainable system of regeneraƟon of woody plants in vitro, which depends on a number of 
factors.  The purpose of the study is to determine the effect of nutrient media components on the re-
generaƟve capacity of Ɵssues of M. glyptostroboides plants for their micropropagaƟon and conser-
vaƟon in vitro. As donor plants we used a shoot parts of 10-year-old M. glyptostroboides in March 
2019.  All plant materials were cultured according to the convenƟonal procedure in a light room at 
24 ± 1 °C and illuminaƟon of 2 000–3 000 Lux with a 16-hour photoperiod and humidity of 70–75 %. 
Biotechnological and staƟsƟcal methods of research were applied. The Ɵssue, plant experiments in 
vitro were carried out in the research of Plant Biotechnology Laboratory of SU of NULES of Ukraine 
«Boiarka forest research staƟon». A technique for introducing plant explants to in vitro condiƟons in 
spring period was developed with applicaƟon of 2.5 % NaClO for 10–11 min and transfer into 1.0 % 
liquid of AgNO3. The significant regeneraƟve ability of vegetal regenerates was fixed on MS nutri-
ent medium. AcƟve linear growth of microshoots were matched on MS medium with the 
addiƟon of 0.25 mg·L-1 kineƟn and 2.0 g·L-1 acƟvated carbon. OpƟmal condiƟons for the 
iniƟaƟon of roots formaƟon in Ɵssues of microshoots with a frequency of more than 60 % were 
created in a nutrient medium supplemented with IBA. The plant regenerates were obtained and 
mulƟplied by acƟvaƟng the growth of the available meristem of the explant. Further studies are 
aimed to develop an adap-taƟon method of regeneraƟng plants of M. glyptostroboides to the ex 
vitro and in vivo condiƟons for mass propagaƟon, conservaƟon and reproducƟon.

Keywords: Metasequoia glyptostroboides Hu & W. C. Cheng, plant Ɵssue culture in vitro, ex-
plants, culture medium, regeneraƟve ability of microshoots in vitro, microclonal propagaƟon, mi-
croshoots in vitro.
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