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кі середовища Мурасіге, Скуга (1962) з половин-
ним вмістом макро- та мікросолей (МС/2), а та-
кож середовище МС/2 із збільшеним вдвічі вміс-
том СаCl2 (МС/2мод). В усіх варіантах середовища 
доповнювали комбінаціями різних концентрацій 
6-бензиламінопурину (БАП) (0,05–0,5 мг/л) і кі-
нетину (Кін) (0,1 мг/л і 0,2 мг/л).

Отримані мікроклонуванням та дороще-
ні протягом 1,5–3 місяців до 1,5–2,0 см висоти з 
3–5 парами листків пагони використовували під 
час підбору умов для вкорінення in vitro. З цією 
метою було протестовано десять варіантів серед-
овищ з різним складом макро- та мікросолей, ре-
гуляторів росту, сахарози, маніту, доповнених 
1-нафтилоцтовою кислотою (НОК) (табл. 1). Змі-
ни вмісту СаCl2 у живильному середовищі не 
впливали на укорінення рослин G. acaulis, тому 
на цьому етапі досліджень середовище МС/2мод 
нами не використовувалося.

Для кожної модифікації живильного середо-
вища застосовували два підтримуючі субстрати: 
агар (8 г/л) (I, III, V); агар (4 г/л) у поєднані з пер-
літом (16 г/л) (II, IV, VI, VII, VIII, IX, X). На жи-
вильних середовищах із зазначеними вище суб-
стратами рослини культивували протягом 90 діб. 
Частину пагонів, які зазнали інфікування в про-
цесі пересаджувань або ж не утворювали коре-
нів на середовищах, висаджували у водопровід-
ну воду.

Результати та обговорення
Мікророзмноження G. acaulis проводили 

шляхом прямого морфогенезу, використовуючи 
для цього ділянки пагона з пазушними брунька-
ми, оскільки відомо, що регенеровані таким спо-
собом рослини є здебільшого генетично одно-
рідними, ідентичними батьківській формі [1, 4]. 
Вид G.  acaulis зустрічається переважно на кис-
лих та слабкокислих гірсько-лучних, дерново-бу-
роземних, бідних на вапно ґрунтах з рН 4,5–6,5 
[5, 6]. Інші дослідники відносять його до кальце-
фільних видів [7, 8]. З цієї причини, при підбо-
рі оптимальних умов для мікроклонального роз-

Одним із найбільш перспективних мето-
дів, що можуть бути використані для вирішен-
ня проблеми збереження генофонду рідкісних 
видів рослин, є мікроклональне розмноження в 
культурі in vitro. Цей метод ґрунтується на уні-
кальній здатності рослин до регенерації із сома-
тичних клітин і дозволяє розмножувати рослини 
з ускладненим насіннєвим чи вегетативним роз-
множенням, проводити оздоровлення посадко-
вого матеріалу та в декілька раз пришвидшувати 
його отримання [1, 2].

Використання отриманих мікроклональним 
розмноженням та вкорінених особин з успіхом 
можна використати для поновлення та стабіліза-
ції чисельності порушених популяцій рідкісних 
видів рослин. Застосування цього способу осо-
бливо доцільне для відновлення популяцій ви-
дів рослин із складною біологією розмноження. 
Саме до таких видів відноситься рідкісний ви-
сокогірний вид тирлич безстебловий (Gentiana 
acaulis L.), який через складність насіннєвого по-
новлення, а також вплив негативних антропоген-
них чинників знаходиться на межі зникнення з 
території Українських Карпат. Тому, метою робо-
ти було підібрати умови для мікроклонального 
розмноження та вкорінення in vitro пагонів рід-
кісного високогірного виду G. acaulis.

Матеріали і методи
Для дослідження використовували росли-

ни, отримані шляхом пророщування in  vitro на-
сіння G. acaulis, зібраного з рослин двох популя-
цій в Українських Карпатах (г. Ребра, г. Туркул). 
Мікророзмноження G. acaulis проводили шляхом 
прямого морфогенезу, використовуючи для цього 
ділянки пагона з пазушними бруньками 2–3 мі-
сячних особин. Оцінку ефективності мікрокло-
нального розмноження проводили через 1–2 мі-
сяці, визначаючи середню кількість живців з мі-
кроклонами та середню кількість сформованих 
пагонів у розрахунку на один живець. 

Під час підбору умов для мікроклонального 
розмноження використовували агаризовані і рід-
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вували середовище МС/2, у якому концентрація 
NH4NO3 була зменшена вдвічі, оскільки відомо, 
що зменшення макро- та мікроелементів, а також 
зменшення в складі макросолей амонійного азо-
ту сприяє вкоріненню живців суниць, яблунь та 
інших рослин [9–11]. Поряд із цим, дослідження 
елементного складу ґрунтів з природних місцез-
ростань G. acaulis показали, що вміст у них за-
гального азоту є порівняно невисоким [6]. 

У результаті проведених досліджень по-
казано, що на вкорінення та параметри рослин 
G. acaulis (табл. 2) впливали як склад живильно-
го середовища, так і підтримуючий субстрат.

Зокрема культивовані на I варіанті середо-
вища пагони на 30-ту добу були життєздатними, 
проте не утворювали коренів. Тому, усі особини 
для вкорінення були висаджені у водопровідну 
воду, закриті ковпаками, які відкривали поступо-
во для адаптації рослин до умов ex vitro. На 20-ту 
добу, після їх висаджування у воду в 38 % особин 
розпочався ризогенез і утворились корені. Відсо-
ток вкорінення G. acaulis у III варіанті на 30-ту 
та 60-ту доби становив 25, після чого вкорінені 

множення були протестовані середовища МС/2 із 
збільшеним вдвічі вмістом СаCl2 та різними по-
казниками рН.

Відсоток живців G. acaulis, на яких формува-
лися пагони, та кількість пагонів у розрахунку на 
один живець для рослин цього виду з реберської 
та туркульської популяцій були досить низьки-
ми. Найбільш сприятливим для мікроклонуван-
ня серед протестованих було агаризоване середо-
вище МС/2, доповнене 0,2 мг/л БАП та 0,2 мг/л 
Кін – у випадку рослин з реберської популяції та 
середовище МС/2мод, доповнене 0,5 мг/л БАП та 
0,1 мг/л Кін – для рослин туркульської популяції. 
За тих умов кількість експлантів рослин туркуль-
ської популяції, здатних формувати пагони (мі-
кроклони), складала 83,3 %, а кількість пагонів у 
розрахунку на живець – 2,63. На середовищі та-
кого ж складу, але без збільшення концентрації 
СаCl2, ці показники були наступними – 45,8 % та 
0,83 (рис. 1). 

Під час підбору умов для вкорінення осо-
бин in vitro у восьми тестованих варіантах паго-
ни висаджували у середовище МС/2 без сахаро-
зи та вітамінів (табл. 1). У дослідах використо-

Таблиця 1
Компонентний склад тестованих варіантів живильного середовища 

Середовище МС/2 без вітамінів із зменшеною вдвічі концентрацією NH4NO3

Підтримуючий субстрат агар агар + перліт

Варіант
Компонент I II III IV V VI VII VIII IX X

Маніт, г/л 3 0 0 0 3 0 3 3 0 0
Сахароза, г/л 0 3 0 3 0 0 0 0 0 0
НОК, мг/л 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,05 0,1 0,2 0,1 0,2
Агар, г/л 8 8 8 4 4 4 4 4 4 4 
Перліт, г/л 0 0 0 16 16 16 16 16 16 16

П р и м і т к а. * – у таблиці подано концентрації складників, за якими відрізняються варіанти живильних середо-
вищ.

Рис. 1. Здатність рослин 
G.  acaulis до мікроклонально-
го розмноження: А – кількість 
живців, на яких формуються мі-
кроклони,%, Б – кількість ад-
вентивних пагонів/на живець; 
1 – МС/2мод, 0,05 мг/л БАП + 0,1 
мг/л Кін; 2 – МС/2, 0,05 мг/л 
БАП + 0,1 мг/л Кін; 3 – МС/2мод, 
0,5 мг/л БАП + 0,1 мг/л Кін; 4 – 
МС/2, 0,2 мг/л БАП + 0,2 мг/л 
Кін; 5 – МС/2, 0,5 мг/л БАП + 

0,1 мг/л Кін
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(рис. 2). Відомо, що застосування напівтвердого 
підтримуючого субстрату є досить ефективним, 
оскільки він забезпечує кращу адаптацію корене-
вої системи рослин до умов росту у ґрунті. Про 
позитивний ефект використання у якості підтри-
муючого субстрату агару у поєднанні з перлітом 
свідчать і результати інших дослідників: росли-
ни суниць, яблунь, груш, ясена, бузку на такому 
підтримуючому субстраті формували добре роз-
винену кореневу систему [9].

Найбільші показники морфометричних па-
раметрів культивованих in vitro рослин вияв-
лено на VII та X варіантах живильних середо-
вищ. Зокрема, приріст висоти вкорінених рослин 
у VII варіанті на 90 добу культивування стано-
вив 3,5  см (рис. 3, А). Найбільший приріст ви-
соти рослин спостерігали на 30 добу, його по-
казник становив 3,2 см. Кількість пар листків та 
міжвузлів рослин G. acaulis цього варіанту дослі-
ду складала 3,3 та 2,0 відповідно (рис. 3, Б).

Морфометричні параметри рослин, культи-
вованих на X варіанті живильного середовища, 
були дещо нижчими і становили: висота рослин 

рослини загинули. У V варіанті частка вкоріне-
них рослин була дещо більшою і становила 50 %.

Отже, вкорінення рослин G. acaulis на жи-
вильних середовищах різного складу з викорис-
танням у якості підтримуючого субстрату агару 
було низькорезультативним, через що ми змен-
шили його кількість та додали як підтримуючий 
субстрат перліт.

Пагони, які були висаджені у живильні сере-
довища із зменшеною кількістю агару (до 4 г/л) 
у поєднанні з перлітом (16 г/л), вкорінювалися 
по-різному залежно від складу середовища. Зо-
крема, частка вкорінення G. acaulis у II та IV ва-
ріантах середовищ протягом 30–60-ої діб стано-
вила 25 %, після чого рослини загинули. Відсоток 
вкорінення у VI, VIII та IX варіантах становив 
50, 67 і 33 відповідно. Найвищі показники вкорі-
нення пагонів спостерігали у VII та X варіантах 
– 100 % та 67 %. Отже, можна припустити, що 
використання середовища МС/2 із зменшеною 
вдвічі концентрацією NH4NO3 та підтримуючо-
го субстрату агару (4 г/л) у поєднанні з перлітом 
(16 г/л) позитивно впливає на вкорінення рослин 

Таблиця 2
Частка життєздатних пагонів тирличу безстеблового в умовах in vitro

Частка вкорінених пагонів G. acaulis in vitro,%

Варіант

Доба

Підтримуючий субстрат

агар агар + перліт

I III V II IV VI VII VIII IX X

30 0 25 50 25 25 50 100 67 33,3 100
60 0 25 50 25 25 50 100 67 33,3 67
90 0 0 50 0 0 50 100 33,3 33,3 67

П р и м і т к а. Компонентний склад живильних середовищ див. табл. 1.

Рис. 2. Укорінення рослин 
G. acaulis in vitro: рослини, куль-
тивовані у напівтвердому жи-
вильному середовищі МС/2 із 
зменшеною вдвічі концентрацією 
NH4NO3, без вітамінів та сахаро-
зи, доповненому 3 г/л маніту та 
0,01 мг/л НОК, підтримуючий 
субстрат – агар (4 г/л) у поєд-
нанні з перлітом (16 г/л), на 60-
ту (А) та 90-ту (Б) доби культи-

вування 
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Висновки
Виявлено, що найбільш сприятливим для 

мікроклонування серед протестованих було ага-
ризоване живильне середовище МС/2, доповне-
не 0,2 мг/л 6‑бензилоамінопурину та 0,2 мг/л кі-
нетину – у випадку рослин з реберської популяції 
та середовище МС/2 з збільшеним вдвічі вмістом 
СaCl2, доповнене 0,5 мг/л БАП та 0,1 мг/л Кін, – 
для рослин туркульської популяції.

Для вкорінення in vitro рослин G. acaulis 
оптимальним виявилося живильне середовища 
МС/2 з половинним вмістом NH4NO3, без віта-
мінів та сахарози, доповнене 3 г/л маніту та 0,1 
мг/л НОК; у якості підтримуючого субстрату ви-
користовували агар (4 г/л) у поєднанні з перлітом 
(16 г/л). За таких умов усі культивовані in vitro 
рослини були життєздатними і вкорінювалися до 
30-ої доби культивування. 

Робота виконана за фінансової підтрим-
ки Міністерства освіти і науки України в межах 
проекту «Оцінка еколого-генетичного потенці-
алу рідкісних видів роду Тирлич Gentiana  L.) в 
Українських Карпатах».

– 2,15 см, кількість пар листків – 3,3, кількість 
міжвузлів – 1,4. Найбільший приріст висоти рос-
лин виявлено на VII варіанті досліду (рис. 3, А), 
що, очевидно, можна пояснити наявністю у скла-
ді цього живильного середовища шестиатомно-
го спирту маніту, який, будучи осмотично актив-
ною речовиною, забезпечує синтез ферментів ан-
тиоксидантного захисту, що сприяє виживанню 
рослин під час стресу [12, 13].

Аналіз отриманих результатів свідчить 
про те, що ефективність вкорінення рослин 
G. acaulis можна забезпечити лише поєднан-
ням оптимального за складом живильного се-
редовища та сприятливого для вкорінення під-
тримуючого субстрату. Найкращим серед про-
тестованих живильних середовищ виявилося 
МС/2 з половинним вмістом NH4NO3, без ві-
тамінів та сахарози, доповнене 3 г/л маніту та 
0,1 мг/л НОК; у якості підтримуючого субстра-
ту доцільно використовувати агар (4 г/л) у по-
єднанні з перлітом (16 г/л). Також ефективним 
виявилося вкорінення живців у водопровідній 
воді.

Рис. 3. Морфометричні пара-
метри вкорінених рослин G. 
acaulis: компонентний склад 
живильних середовищ відо-
бражений в табл. 1; КПЛ – 
кількість пар листків на рос-
лину, КМ – кількість міжвуз-
лів на рослину, КК – кількість 

коренів на рослину
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MICROCLONAL PROPAGATION AND ROOTING In vitro OF RARE GENTIANA 
ACAULIS L. SPECIES
Aim. The alternative methods enabling to restore natural habitats of rare plant species, including Gentiana acaulis L., 
encompass repatriation of grown in vitro plants into disturbed populations. Therefore, the aim of the work was to choose 
conditions for microclonal propagation and in vitro rooting the shoots of G. acaulis, a rare alpine Carpathian species. 
Methods. Cultivation of plant objects in vitro. Results. There were chosen conditions for microclonal propagation of 
G. acaulis plants: agarized nutrient medium MS/2 supplemented with 0.2 mg/l of 6-benzylaminopurine (BAP) and 0.2 
kinetin (Kin; for plants from Rebra mountain, the Ukrainian Carpathians) and medium MS/2 with double concentration of 
СaCl2, supplemented with 0.5 mg/l BAP and 0.1 mg/l Kin (for plants from Turkul mountain, the Ukrainian Carpathians). 
Optimal for rooting G. acaulis plants in vitro was nutrient medium MS/2 with half concentration of NH4NO3 without 
vitamins and sucrose supplemented with 3  g/l of mannite and 0.1 mg/l of 1-naphthaleneacetic acid, the maintaining 
substrate was agar (4 g/l) combined with perlite (16 g/l). Conclusions. The efficient method of microclonal propagation 
and rooting G. acaulis plants in vitro was found and tested. The results of the research will be used for obtaining a 
sufficient amount of viable rooted plants able to efficiently adapt to conditions ex vitro and in situ.
Keywords: Gentiana acaulis L., microclonal propagation, rooting in vitro.


