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ОСОБЛИВОСТІ ВВЕДЕННЯ PINUS STROBUS L. У КУЛЬТУРУ IN VITRO 

Досліджено особливості клонального мікророзмноження рослин P. strobus у культурі in vitro. Наведено результати дос-
ліджень з підбору реагентів, їх концентрації та експозиції з метою отримання стерильних експлантів, для подальшого їх 
культивування. Вважають, що найбільше ураження рослинного матеріалу відбувається в літній період, а найменше – у зи-
мовий. У ролі експлантів використано апекси верхівкових бруньок, що заготовляли у другій половині грудня та насіння по-
точного року. Для стерилізації відібрано зразки, які почергово занурювали в дезінфікувальні розчини гіпохлориту натрію, 
перекису водню та етилового спирту з різною експозицією. Встановлено, що для успішного введення P. strobus у культуру 
in vitro найкраще використовувати 2,5 % гіпохлорит натрію з експозицією 6–10 хвилин. Виконано підбір оптимального се-
редовища для розмноження рослинного матеріалу та підвищення частоти регенерування – частки експлантів, які утворили 
адвентивні мікропагони та кількості нових мікропагонів на експлант. Бруньки у ролі екслантів не використовували, оскіль-
ки після проведення стерилізації їх заражуваність інфекцією була вищою, а відсоток життєздатності нижчий, ніж у насіння. 
Виявлено, що на середовищі Ллойда-Мак-Коуна та Шенка-Хільдебранта експланти розвивались, але бічні пагони утворюва-
лись слабо і майже не росли. На середовищі Гамборга материнські експланти взагалі не розвивались і з часом почали гину-
ти. Найсприятливішим для культивування експлантів виявилося середовище Мурасіге-Скуга, тому подальші дослідження 
виконували на його основі. Для цього новоутворені експланти, отримані після першого культивування, пересаджували на це 
середовище, модифіковане додаванням регуляторів росту – індолілоцтової (ІОК) та нафтилоцтової кислот (НОК) з концен-
трацією 0,5 мг/л та бензиламінопурину (БАП) з концентрацією від 0,5 до 1,5 мг/л. Усього було дев'ять варіантів досліду. 
Встановлено, що найефективнішим був варіант, у якому в середовище додавали 0,5 мг/л НОК і 1 мг/л БАП. 
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Вступ. Підвищення продуктивності лісів, покращен-
ня їх видового та якісного складу є головними завдан-
нями розвитку лісової галузі багатьох країн світу. В 
умовах інтенсивного ведення господарства, для приско-
рення отримання товарної деревини доброї якості, пос-
тало питання використання швидкорослих інтродукова-
них і добре пристосованих до нових умов середовища 
видів. Одним із них є P. strobus – дерево заввишки до 
50–60 м і діаметром близько 1,5 м з пірамідальною кро-
ною і гладкою сірою корою [14, 20]. 

Природний ареал поширення P. strobus простягаєть-
ся у східній частині Північної Америки, приблизно між 
40° пн.ш. на півдні до 51° пн.ш. на півночі [5, 8]. Вона є 
важливою лісовою породою південно-східної частини 
Канади, а також східної та південно-східної частини 
США [21]. 

В Європу (Англія) P. strobus вперше було інтроду-

ковано у 1705 р. Відтоді вона значно поширилась в лі-
сових культурах та парках інших країн Європи, а також 
у європейській частині Російської Федерації, Білорусі, 
Литві та Латвії. 

На територію України P. strobus було завезено впер-
ше в 1796 р. [15]. Ця відносно тіньовитривала і моро-
зостійка, але чутлива до посухи, деревна порода швид-
ко набула важливого значення в лісовому господарстві 
та, як декоративна порода, в зеленому будівництві. 

Зазвичай P. strobus розмножується насіннєвим спо-
собом, який має низку переваг, а саме: менші витрати 
на створення та догляд, простіше отримання садивного 
матеріалу, більша генотипна різноманітність вироще-
них сіянців, вища біологічна стійкість і довговічність 
насінних дерев. Водночас, є і недоліки: пізніше настан-
ня термінів дозрівання насіння, нижча генетична цін-
ність отриманих сіянців. 
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Аналіз літературних джерел. Хвойні рослини є од-
ними з найскладніших об'єктів для культивування in 
vitro. Це пов'язано з великою кількістю вторинних спо-
лук у їхніх тканинах, які пригнічують поділ і ріст клі-
тин, призводячи до загибелі первинного експланта або 
до зменшення регенераційної здатності тканин з віком. 
Проте є дані про вдалі спроби розмноження P. strobus у 
культурі in vitro [10, 11, 21]. Використання методу 
культури тканин потрібне для збереження і швидкого 
розмноження елітних генотипів і форм, підвищення 
стійкості рослин методами генної інженерії, а також 
для отримання здорового, позбавленого вірусної і бак-
теріальної інфекції матеріалу [3, 19]. За цього способу 
найпоширенішим є розмноження апікальною частиною 
пагона, тому що це дає змогу отримати найбільшу кіль-
кість клонів. Рослини мають високу генетичну стабіль-
ність і низьку вірогідність соматичної варіації порівня-
но з рослинами, утвореними органогенезом [22]. 

Об'єкт дослідження – процес деконтамінації та ін-
дукції морфогенезу в рослин P. strobus. 

Предмет дослідження – методи та засоби процесу 
деконтамінації та індукції морфогенезу в рослин P. 
strobus, які дадуть змогу отримати стерильні рослини, а 
також здійснити підбір оптимального живильного сере-
довища для індукції морфогенезу. 

Мета дослідження полягала в опрацюванні методик 
і виконанні експериментальних робіт зі знезараження 
експлантів P. strobus, для отримання стерильних рос-
лин, а також у подальшому підборі оптимального жи-
вильного середовища для індукції морфогенезу. 

Для досягнення зазначеної мети потрібно виконати 
такі завдання дослідження: 

● з'ясувати, чому під час введення P. strobus у культуру in vit-
ro як первинні експланти можна використовувати достигле 
насіння в стані спокою; 

● встановити, що краще використовувати у ролі стерилізато-
ра для бруньок та для насіння; 

● дослідити найпридатніші живильні середовища для розмно-
ження P. nigra в умовах in vitro і встановити коефіцієнт їх 
розмноження. 

Наукова новизна результатів дослідження полягає 
в тому, що вперше підібрано оптимальну концентрацію 
реагенту та тривалість стерилізації експлантів. А також 
підібрано середовище з оптимальною концентрацією 
фітогормонів, для подальшого культивування. 

Практична значущість отриманих результатів по-
лягає в тому, що у разі введення P. strobus у культуру in 
vitro як первинні експланти можна використовувати 
достигле насіння в стані спокою, а бруньки краще не 
використовувати, оскільки їх заражуваність інфекцією є 
вищою, а частка життєздатності – нижча. 

Матеріали і методи дослідження. Вважають, що 
найбільше ураження рослинного матеріалу відбу-
вається в літній період, а найменше – в зимовий [4]. У 
ролі експлантів використовували апекси верхівкових 
бруньок, що заготовляли у другій половині грудня та 
насіння поточного року. На першому етапі стерилізації 
бруньки та насіння промивали у воді з додаванням 
мийного засобу, потім почергово занурювали їх в дезін-
фікувальні розчини гіпохлориту натрію, перекису вод-
ню та етилового спирту з різною експозицією. Після 
завершення стерилізації експланти 6 разів промивали 
дистильованою водою. Дослідження проводили у трьох 
повтореннях. У кожному варіанті було по 25 насінин і 
по 25 бруньок (табл. 1). 

Табл. 1. Способи стерилізації експлантів P. strobus 
Застосований реагент 

Н2О2 С2Н5ОН NaClО 

В
ар

іа
нт

 
до

сл
ід

у 

Експ
лант Конц.,

 % 
Час, 
хв 

Конц., 
% 

Час, хв 
Конц., 

% 
Час, хв  

1 20 1 6 
2 35 2 10 
3 

5 
50 

95 
5 

0,5 
15 

4 20 1 6 
5 35 2 10 
6 

Н
ас

ін
ня

 

20 
50 

70 
5 

2,5 
15 

7 20 1 6 
8 35 2 10 
9 

5 
50 

95 
5 

0,5 
15 

10 20 1 6 
11 35 2 10 
12 

Б
ру

нь
ки

 

20 
50 

70 
5 

2,5 
15 

Наступний етап досліджень полягав у підборі опти-
мального середовища для розмноження рослинного ма-
теріалу та підвищення частоти регенерування – частки 
експлантів, які утворили адвентивні мікропагони та 
кількості нових мікропагонів на експлант. 

Для цього, спочатку насіння пророщувалося на базо-
вому живильному середовищі Мурасіге-Скуга (MS). 
Після 14–16 діб культивування для вивчення росту і 
розвитку експлантів залежно від мінеральної основи 
живильних середовищ, у пророщеного насіння відділя-
ли апікальну меристему і разом з сім'ядолями висаджу-
вали на такі види живильного середовища: Мурасіге-
Скуга (MS), Ллойда-Мак-Коуна (WPM), Шенка-Хіль-
дебранта (SH) та Гамборга (B5). Культивування відбу-
валося в кімнаті з кондиційованим повітрям на скляних 
стелажах за температури 25±1 °С, відносної вологості 
повітря 70–75 %, фотоперіоду 16 год і штучного освіт-
лення інтенсивністю 3-5 тис. люкс. 

Результати дослідження та їх обговорення. Під 
час стерилізації виявилось, що в разі використання ре-
агентів із високою концентрацією та довшої експозиції 
ознак зараження експлантів не було. Проте спостеріга-
лося почорніння бруньок, внаслідок чого вони втрачали 
свою життєздатність, а насіння погано проростало. І 
навпаки, за низької концентрації, за коротшого часу 
стерилізації, кількість життєздатних бруньок була висо-
кою, однак упродовж семи діб вони уражувались інфек-
цією і не розвивалися. У разі зниження тривалості ек-
спозиції та за високої концентрації кількість стериль-
них експлантів зменшувалась, однак майже всі вони ви-
явились життєздатними (табл. 2). 

Найменша кількість стерильних бруньок (7,1 шт.) та 
насіння (8,8 шт.) виявлено у варіантах № 4 і 10, де як 
стерилізатор використовували 70 % етиловий спирт за 
експозиції 1 хв. Водночас, Д. Вебб рекомендує дезінфі-
кувати насіння 95 % етанолом упродовж хвилини [21], 
однак, за результатами наших досліджень, у разі вико-
ристання 95 % етанолу в такій самій експозиції (варіан-
ти № 1 та 7), спостерігалась незначна кількість стериль-
них експлантів. Загалом використання цього стериліза-
тора показало найменшу ефективність у всіх досліджу-
ваних варіантах відносно кількості стерильних і 
життєздатних експлантів. 

У разі застосування перекису водню кількість сте-
рильних експлантів була дещо більшою. Найбільшу їх 
кількість виявили у варіантах № 6 та 12 – відповідно 
23 та 15,4 шт. Однак майже всі вони в подальшому ви-
явилися нежиттєздатними. Найменша кількість сте-
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рильних та відповідно, життєздатних експлантів, за ви-
користання цього реагента, була у варіантів № 1 та 7. 
Оптимальним варіантом для насіння була концентрація 
20 % та експозиція 20 хв (№ 4). При цьому 62 % 
експлантів були життєздатними. Для бруньок найкра-
щим був варіант № 9, коли за концентрації 5 % і за ек-
спозиції 50 хв життєздатними виявились 36,8 %. 

Табл. 2. Ефективність стерилізації експлантів P. strobus 

залежно від виду стерилізатора 
Застосований реагент 

Н2О2 С2Н5ОН NaClО 
Середня кількість експлантів, шт 

В
ар

іа
нт

 д
ос

лі
-

ду
 

Е
кс

пл
ан

т 

стериль-
них 

життєз
датних 

сте-
риль-
них 

життєз
датних 

сте-
риль-
них 

життєз
датних 

1 8,3 7,7 12,6 9,2 9,2 5,9 
2 10,2 9,4 12,1 7,3 13,4 9,2 
3 15,4 10,7 12,7 0 17,8 14,6 
4 16,7 15,5 8,8 6,9 19,6 16,7 
5 

Н
ас

ін
ня

 

17,3 5,4 9,7 5,1 21,4 17,9 
6  23 2 11,1 1 22,8 0 
НІР095 2,2 2,4 2,9 2,8 3,0 2,6 
7 8,4 4,3 9,1 77,1 7,7 4,4 
8 9,3 4,7 9,3 4,1 11,4 9,7 
9 10,9 9,2 10,1 0 14,3 10,2 

10 11,2 9,1 7,1 5,9 18,3 12,4 
11 12,2 3,1 9,3 4,3 18,6 5,1 
12 

Б
ру

нь
ки

 

15,4 0 9,7 1 17,9 0 
НІР095 2,5 2,2 2,7 3,1 2,8 2,6 

Проте кращі результати отримали внаслідок стери-
лізації експлантів гіпохлоритом натрію. Використову-
ючи цей реагент, співвідношення стерильних та 
життєздатних насіння і бруньок було вищим у всіх варі-
антах. Найоптимальнішою виявилась експозиція 6 хв 
для бруньок (варіант № 10) та 10 хв для насіння (варі-
ант № 5). Тоді життєздатними виявилися 71,6 % насі-
нин і 49,6 % бруньок. Тому цей стерилізатор ми вико-
ристовували в подальших експериментах. 

Далі, дослідження полягали у підборі оптимального 
середовища для розмноження рослинного матеріалу [7, 
9]. Для культивування деревних рослин in vitro розроб-
лено живильні середовища з різною кількістю макро- і 
мікроелементів, амінокислот, вітамінів, вуглеводів та 
регуляторів росту, які сприяють диференціації пагонів, 
утворенню меристем або розвитку кореневої системи 
[6, 10, 11]. Однак даних про успішне клональне мікро-
розмноження P. strobus з подальшим укоріненням у лі-
тературі знайдено мало [12, 13, 17]. 

Для введення у стерильні умови використовували 
насіння, попередньо промите у мильному розчині та 
простерилізоване 2,5 % гіпохлоритом натрію впродовж 
10 хв. Бруньки у ролі екслантів не використовували, ос-
кільки після проведення досліджень зі стерилізації, їх 
заражуваність інфекцією була вищою, а частка життє-
здатності нижча. 

Варто зазначити, що загалом процес клонального 
мікророзмноження та утворення додаткових мікропаго-
нів у P. strobus відбувається дещо гірше, ніж у інших 
видів сосен, які ми досліджували раніше [1, 2, 18]. 

Згідно із даними табл. 3, найсприятливішим для 
культивування експлантів виявилося середовище Мура-
сіге-Скуга. 

Табл. 3. Морфооцінка експлантів P. strobus залежно 
від мінерального складу живильного середовища 

Сере-
дови-

ще 

Візуальна оцінка стану 
експлантів 

Кількість но-
воутворених 
мікропаго-

нів, шт. 

Загальна 
довжина 
експлан-
тів, см 

МS 

Стан відмінний, колір зеле-
ний, спостерігається активне 
утворення та ріст бічних мік-
ропагонів 

3,9±0,3 4,2±0,5 

WPM 

Стан добрий, колір темно-зе-
лений, спостерігається актив-
ний ріст експланта, однак біч-
ні пагони майже не утворю-
ються  

1,1±0,4 4,3±0,2 

SH 

Стан відмінний, колір зеле-
ний, спостерігається поодино-
ке утворення бічних мікропа-
гонів та слабкий їх ріст 

1,1±0,1 3,0±0,4 

B5 

Стан задовільний, колір блідо-
зелений, ріст експланта майже 
не відбувається, бічні пагони 
не утворюються 

0 1,8±0,2 

У цьому варіанті (МS) спостерігався активний ріст і 
утворення нових мікропагонів у середній кількості 
3,9 шт. загальною довжиною 4,2 см (рис. 1). 

 
Рис. 1. Утворення та розвиток мікропагонів P. strobus залежно 
від типу живильного середовища: а) Мурасіге-Скуга; 
б) Ллойда-Мак-Коуна; в) Шенка-Хільдебранта; г) Гамборга 

На середовищі Ллойда-Мак-Коуна експланти розви-
вались, але бічні пагони утворювались тільки в окремих 
випадках і майже не росли, на відміну від материнсько-
го експланта, який активно видовжувався. Середня 
кількість новоутворених пагонів тут становила 1,1 шт. 
загальною довжиною 4,3 см. На середовищі Шенка-
Хільдебранта материнські експланти розвивалися слаб-
ше (3,0 см), а бічні пагони майже не утворювались. Хо-
ча в літературі трапляються дані про успішне викорис-
тання цього середовища для культивування P. strobus 
[16, 21]. На середовищі Гамборга материнські експлан-
ти взагалі не розвивались і з часом почали гинути. 

Оскільки Мурасіге-Скуга виявилось найоптимальні-
шим середовищем, подальші дослідження здійснювали 
на його основі. Для цього новоутворені експланти, от-
римані після першого культивування, пересаджували на 
це середовище, модифіковане додаванням регуляторів 
росту – індолілоцтової (ІОК) та нафтилоцтової кислот 
(НОК) з концентрацією 0,5 мг/л [22] та бензиламінопу-
рину (БАП) з концентрацією від 0,5 до 1,5 мг/л. Усього 
було дев'ять варіантів досліду (табл. 4). 
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Табл. 4. Варіанти концентрації фітогормонів для індукції 
морфогенезу та коефіцієнти розмноження експлантів 

P. strobus 
Фітогормони 

БАП НОК ІОК 
Середови-

ще 
Концентрація, мг/л 

Коефіцієнт 
розмноження 

МS-1 0,5 - - 0 
МS -2 0,5 0,5 - 2,1 
МS-3 0,5 - 0,5 1,2 
МS -4 1 - - 2,9 
МS -5 1 0,5 - 5,9 
МS -6 1 - 0,5 4,0 
МS -7 1,5 - - 1,4 
МS -8 1,5 0,5 - 2,2 
МS -9 1,5 - 0,5 1,1 

Після 14 діб культивування виявилося, що за певних 
комбінацій фітогормонів спостерігається прямий мор-
фогенез, за якого внаслідок активації меристемних тка-
нин почали формуватися від одного до шести нових 
мікропагонів, які характеризувались активним ростом. 

На середовищі без додавання ауксинів, за концен-
трації БАП 0,5 мг/л мікропагони не утворювалися вза-
галі. За концентрації БАП 1 мг/л та 1,5 мг/л на середо-
вищі MS-4 і MS-7 коефіцієнт розмноження становив 
відповідно 2,9 та 1,4. У варіантах з використанням БАП 
з різними концентраціями та ІОК коефіцієнт розмно-
ження змінювався від 1,1 до 4,0. Найефективнішим був 
варіант, у якому в середовище додавали 0,5 мг/л НОК і 
1 мг/л БАП (рис. 2). 

 
Рис. 2. Морфогенез експлантів P. strobus на середовищі Мура-
сіге-Скуга 

У цьому випадку коефіцієнт розмноження становив 
5,9. У процесі культивування після двох-трьох пасажів 
спостерігалося наростання коефіцієнта розмноження. У 
шостому пасажі коефіцієнт розмноження досягав своєї 
максимальної величини. Надалі (після шести пасажів) 
спостерігається зменшення здатності експлантатів до 
проліферації. 

Висновки: 
1. У разі введення P. strobus у культуру in vitro як первин-

ні експланти можна використовувати достигле насіння 
в стані спокою. Бруньки краще не використовувати, ос-
кільки після проведення досліджень зі стерилізації, їх 
заражуваність інфекцією була вищою, а частка 
життєздатності нижча. 

2. У ролі стерилізатора краще використовувати 2,5 % гі-
похлорит натрію з експозицією 6 хв для бруньок та 
10 хв для насіння. 

3. Найпридатнішим живильним середовищем для розмно-
ження P. nigra в умовах in vitro є середовище Мурасіге-
Скуга з додаванням 0,5 мг/л НОК і 1 мг/л БАП. У 
цьому випадку коефіцієнт розмноження становив 5,9. 
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THE PECULIARITIES OF MICROPROPAGATION OF PINUS STROBUS L.  
INTO THE IN VITRO CULTURE 

Peculiarities of clonal micropropagation of P. strobus plants in vitro were investigated. The results of research on the selection of 
reagents, their concentration and exposure to obtain sterile explants, for their further cultivation are presented. It is considered that 
the greatest damage of plant material occurs in the summer, and the least – in the winter. As explants used apical buds that harvested 
in the second half of December and seeds of the current year. For sterilization, the selected samples were immersed alternately in di-
sinfectant solutions of sodium hypochlorite, hydrogen peroxide and ethyl alcohol with different exposures. It was found that for suc-
cessful introduction of P. strobus into the in vitro culture, it is best to use 2.5 % sodium hypochlorite with an exposure of 6-10 minu-
tes. It was conducted the selection of the optimal medium for plant material propagation and increase of the regeneration frequency – 
the proportion of explants that formed adventitious shoots and the number of new microshoots per explant. The buds were not used 
as extants, because after sterilization, their infectivity was higher and the percentage of viability was lower than that of the seeds. It 
was found that explants developed on Lloyd-McCone and Schenck-Hildebrant plant medium, but lateral shoots formed poorly and al-
most did not grow. In the Hamburg plant medium, maternal explants did not develop at all and eventually died. The most favorable 
for the cultivation of explants was the Murasige-Skuga, so further research was carried out on its basis. For this purpose, the newly 
formed explants obtained after the first cultivation were transplanted into this medium, modified by the addition of growth regula-
tors – indolylacetic acid (IOC) and naphthylacetic acid (NOC) with a concentration of 0.5 mg/l and benzylaminopurine (BAP) with a 
concentration of 0.5 to 1,5 mg/l. There were nine variants of the experiment. It was found that the most effective option was in which 
0.5 mg/l NOC and 1 mg/l BAP were added to the medium. 

Keywords: sterilizer; exposition; nutrient medium; micro shoots. 




