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Вступ 

G. verna – євразійський аркто-альпійський вид, 
поширений у горах Європи від Іспанії до Норвегії 
й Великобританії, у Малій та Центральній Азії 
[14-16]. G. verna зростає на скелях, кам’янистих та 
щебенистих галявинах, високогірних луках у аль-
пійському та субальпійському поясах, зрідка у лі-
совому (буковому) поясі на вологих дерново-
буроземних, з поверхні оглеєних ґрунтах [3, 12], 
на післялісових луках Карпат [9, 14-16]; розмно-
жується насіннєвим і вегетативним способами. 

Серед дослідників не існує єдиного погляду на 
поширення G. verna у флорі України. У літературі 
наводяться різні місця зростання цього виду у ви-
сокогірних районах Українських Карпат [4, 7, 15, 
16]. Проте, на сьогоднішній день підтверджено 
лише одне місцезнаходження G. verna в Україні – 
на околиці смт. Ясіня Рахівського р-ну Закарпат-
ської обл. (гербарні зразки в KW: 7.05.1962, Зи-

ман С.М.; 29.04.1968, Чопик В.І.; 8.05.2003, Кіш 
Р., Данилик І.).  

G. verna – рідкісний вид, віднесений до кате-
горії вразливих, у майбутньому може бути відне-
сений до зникаючих [15]. Для збереження цього 
виду, як і інших червонокнижних видів тирличів, 
поряд з класичними природоохоронними захода-
ми, доцільним є використання біотехнологічних 
методів. Раніше нами введено в культуру in vitro 
та досліджено види G. lutea, G. punctata, G. 
acaulis, G. asclepiadea, а також G. pneumonanthe і 
G. cruciata флори України [11, 13]. Метою пред-
ставленої роботи було з’ясування особливостей 
культивування in vitro тирличу весняного. 
Матеріал та методики 

Вихідним матеріалом було насіння G. verna, 
зібране під час власних експедиційних досліджень 
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в урочищі Гереджівка (750-800 м н. р. м.) на пів-
нічній околиці смт. Ясіня Рахівського району За-
карпатської області.  

Для отримання асептичних рослин насіння G. 
verna стерилізували 5%-им розчином пероксиду 
водню протягом 30 хв., висаджували в чашки Пе-
трі на агаризоване живильне середовище MС [20] 
з половинним вмістом макро- і мікросолей (МС/2) 
без фітогормонів. Насіння пророщували на світлі 
(3000 лк) при температурі 20-22оС, вологості 80%.  

З метою підбору умов для вегетативного роз-
множення використовували отримані з насіння 
асептичні 1,5-2 місячні рослини, які живцювали і 
висаджували на містки із фільтрувального паперу 
у живильне середовище MC/2, доповнене кінети-
ном (Кін). Отримані рослини вкорінювали на 
цьому ж середовищі, доповненому α-
нафтилоцтовою кислотою (НОК). 

Для з’ясування впливу регуляторів росту на 
процес мікроклонального розмноження G. verna 
використовували ділянки пагонів з пазушними 
бруньками довжиною 7-10 мм, які поміщали на 
агаризовані та рідкі середовища MС/2, доповнені 
комбінаціями різних концентрацій 6-
бензиламінопурину (БАП) і Кін. Ефективність мі-
кроклонального розмноження визначали через 1-2 
місяці, оцінюючи кількість живців з мікроклона-
ми та середню кількість мікроклонів на живцях. 

З метою індукції калюсоутворення використо-
вували експланти кореневого, стеблового та лист-
кового походження, які висаджували на середо-
вища MС та MС/2, а також В5 [17] доповнені ком-
бінаціями різних концентрацій БАП, 2,4-
дихлорфеноксіоцтової кислоти (2,4-Д) та НОК. 
Частоту калюсогенезу визначали через 4 тижні 
культивування за відношенням кількості експлан-
тів з калюсом до їхньої загальної кількості.  

При підборі умов для проліферації, отриманий 
калюс відділяли від експлантів і висаджували на 
середовище різного складу з метою відбору варіа-
нту середовища з найбільшою підтримуючою зда-
тністю для проліферації калюсів. Культури інку-
бували в темряві при 25-26,5оС, субкультивування 
проводили через кожні 4 тижні.  

Отримані дані опрацьовували статистично [6]. 
 

Результати та обговорення 

Проростання насіння. Відомо, що насіння 
G. verna потребує холодової стратифікації. При 
періодичному охолодженні на світлі при +20оС 
проростає близько 30%, в умовах темряви насіння 
не проростає [8]. 

Для підвищення схожості насіння після збору 
піддавали холодовій (+3-4оС) стратифікації. Нами 
підтверджено, що насіння G. verna проростає ли-
ше на світлі. Перші сходи з’являються в основно-

му на 25-27 день, проте інколи проростання почи-
нається на 55-60 день.  

Після холодової стратифікації відсоток проро-
стання насіння G. verna був найвищим у жовтні 
(стратифікація 4 місяці) та грудні (стратифікація 6 
місяців) і становив 15,3 і 17,1%, відповідно (табл. 
1). У липні, серпні та листопаді схожість була мі-
німальною – 2,5%, а отримані проростки – нежит-
тєздатними. Передпосівна обробка стратифікова-
ного холодом насіння низькою концентрацією 
(100 мг/л) гіберелової кислоти (ГК3) протягом од-
нієї доби практично не впливала на його схожість. 
Проте, збільшення концентрації ГК3 до 1000 мг/л 
підвищувало схожість насіння до 24,7% у вересні, 
до 26,5% – у жовтні та до 29,5% – грудні (табл. 1). 

Отже, нами показано здатність насіння т. вес-
няного проростати в умовах in vitro на світлі. 
Проте, навіть при поєднанні двох факторів, що 
порушують стан спокою насіння (тривалої холо-
дової стратифікації і обробки високими концент-
раціями ГК3), схожість не перевищує 29,5%. 
Отриманий нами результат наближається до пока-
зника (30%), наведеного Ніколаєвою М.Г. та спі-
вавт. за умови використання ними для порушення 
спокою насіння G. verna лише холодової страти-
фікації [8]. 

Вегетативне та мікроклональне розмно-
ження. Оптимальними умовами для вегетативно-
го розмноження G. verna було рідке живильне се-
редовище МС/2, доповнене 0,1 мг/л Кін, а для 
вкорінення – те ж середовище, доповнене 0,1 мг/л 
НОК. Аналогічні дані отримані нами при розробці 
умов для вегетативного розмноження in vitro ін-
ших видів роду Gentiana L. [11, 13]. 

G. verna – багаторічна трав’яниста рослина ви-
сотою лише 1-3 см, яка характеризується повіль-
ним ростом. Підібрані нами умови in vitro для ве-
гетативного розмноження цього виду дозволяють 
отримувати життєздатні рослини, середній при-
ріст яких становить 0,6 мм на добу (рис. 1, А).  

Відомо, що клональне мікророзмноження має 
ряд переваг, порівняно із звичайним методом ве-
гетативного розмноження: високий коефіцієнт 
розмноження, відбувається оздоровлення рослин 
від вірусів і патогенних мікроорганізмів, можливе 
розмноження рослин, які важко або зовсім не 
розмножуються вегетативно тощо [5]. 

Застосування мікроклонування для G. verna 
актуальне, зважаючи на рідкісність виду та склад-
ну біологію розмноження. Нами встановлено, що 
формування мікроклонів краще відбувалося на рід-
ких живильних середовищах (рис. 1, Б). Найбільш 
оптимальним для мультиплікації G. verna було се-
редовище MС/2, доповнене 1 мг/л БАП і 0,3 мг/л 
Кін, на якому кількість експлантів, здатних фор-
мувати адвентивні пагони (мікроклони), станови-
ла 74%, а кількість пагонів у розрахунку на один 
висаджений живець складала 7,48 (рис. 2). 
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Таблиця 1. Сезонна динаміка схожості насіння G. vernа in vitro. 
Table 1. Seasonal dynamics of G. verna seeds germination in vitro. 

Схожість насіння, % Місяці Тривалість страти-
фікації, місяців Холодова стратифі-

кація 
Холодова стратифі-
кація + 100 мг/л ГК3  

Холодова стратифі-
кація + 1000 мг/л ГК3  

Липень 1 2,5 2,5 7,4 
Серпень 2 2,5 2,5 6,5 
Вересень 3 3,2 6,8 24,7 
Жовтень 4 15,3 16,5 26,5 
Листопад 5 2,5 2,5 12,8 
Грудень 6 17,1 18,2 29,5 
Січень 7 4,3 5 8,3 
Лютий 8 — — 2,5 
Березень 9 — — 3,6 
Квітень 10 — 4,3 10,5 
Травень 11 5,2 2,8 13,5 
Червень 12 3,4 3,5 11,8 

 
 

 

Рис. 1. G. verna в культурі in vitro: А – рослина, Б – адвентивні пагони (мікроклони), В – калюсна тканина корене-
вого походження, 7 пасаж 

Fig. 1. G. verna in vitro culture: А – plant, B – microclones, C – root-derived callus tissue, 7 passage 

Порівняння результатів мікроклонального 
розмноження G. verna та інших досліджених нами 
раніше тирличів флори України [11, 13] дозволи-
ло встановити деякі особливості отримання жит-
тєздатних адвентивних пагонів цих видів. Зокре-
ма, з’ясовано, що оптимальним для мультипліка-
ції різних видів тирличів флори України є середо-
вище МС/2. У той же час, ефективність їх мікро-
клонування залежить від співвідношення концен-

трацій фітогормонів у цьому середовищі, яке, в 
свою чергу, визначається потребами конкретного 
виду. Поряд з цим, для G. verna, як і для G. lutea, 
процес формування мікроклонів із рослин краще 
відбувається на рідкому середовищі МС/2, тоді як 
для видів G. acaulis, G. asclepiadea, G. cruciata, 
G. pneumonanthe та G. punctata – на агари-
зованому. 
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Рис. 2. Залежність кількості сформованих мікроклонів на одному живці G. verna від концентрації екзогенних фіто-
гормонів БАП і Кін у живильному середовищі МС/2: 1 – 0,05 мг/л БАП і 0,1 мг/л Кін; 2 – 0,1 мг/л БАП і 0,1 мг/л 
Кін; 3 – 0,5 мг/л БАП і 0,1 мг/л Кін; 4 – 0,2 мг/л БАП і 0,2 мг/л Кін; 5 – 1,0 мг/л БАП і 0,1 мг/л Кін; 6 – 1,0 мг/л БАП 
і 0,2 мг/л Кін. 

Fig 2. Variation of the formed clone numbers per G. verna cutting with levels of exogenous phytohormones BAP and Kin 
in the MC/2 nutrient medium: 1 – 0,05 mg/l BAP and 0,1 mg/l Kin; 2 – 0,1 mg/l BAP and 0,1 mg/l Kin; 3 – 0,5 mg/l BAP 
and 0,1 mg/l Kin; 4 – 0,2 mg/l BAP and 0,2 mg/l Kin; 5 – 1,0 mg/l BAP and 0,1 mg/l Kin; 6 – 1,0 mg/l BAP and 0,2 mg/l 
Kin. 
 

Кількість утворених адвентивних пагонів на 
одному живці у випадку G. verna порівняно з ін-
шими дослідженими нами раніше видами [11, 13] 
була найвищою – 7,48. Близькими до т. весняного 
були показники ефективності мікроклонування G. 
cruciata (с. Креничі) – 7,35, G. lutea (г. Пожижев-
ська) – 6,5 та G. pneumonanthe (Корюківське ліс-
ництво) – 6,32. Дещо меншими були ці показники 
для інших популяцій цих видів та для 
G. asclepiadea, тоді як для G. acaulis і G. punctata 
показники ефективності мікроклонування були 
найменшими [11 ,13]. Очевидно, така висока зда-
тність G. verna до утворення мікроклонів визнача-
ється будовою пагона і структурою пагонової си-
стеми цього виду, зокрема здатністю поліцикліч-
ного пагона утворювати кілька розеток, розмежо-
ваних ділянками з видовженими міжвузлями [10]. 

Індукція та проліферація калюсу. Стеблові, 
листкові та кореневі експланти G. verna здатні до 
формування калюсу на середовищах B5, МС та 
МС/2, доповнених комбінаціями різних концент-
рацій ауксинів і цитокінінів. Проте, інтенсивність 
калюсогенезу залежала від типу експланту та 
складу живильного середовища. Так, на середо-
вищі B5 калюсоутворення було незначне, або ви-
саджені експланти темніли і гинули уже через 1-2 

тижні. Тестування середовищ МС і МС/2 показа-
ло, що процеси дедиференціації у досліджуваного 
виду мало залежать від концентрації макро- і мік-
росолей – обидва середовища індукують калюсо-
утворення. Інтенсивність калюсогенезу G. verna у 
значній мірі визначалася поєднанням певних фі-
тогормонів у різних концентраціях (табл. 2). Так, 
введення у середовища комбінації фітогормонів 
БАП+2,4-Д стимулювало формування калюсу 
блідо-жовтого забарвлення, пухкої консистенції, 
що швидко наростав (рис. 1, В). У той же час 
комбінація БАП+НОК була менш сприятливою 
для калюсоутворення: отриманий калюс наростав 
повільно і через один-два пасажі відмирав.  
Калюсогенез на усіх типах експлантів рослин 
G. verna найкраще відбувався на середовищі 
МС/2, доповненому 0,1 мг/л БАП і 0,5 мг/л 2,4-Д 
(табл. 2). Поряд з цим, найвищою здатністю до 
калюсоутворення на усіх протестованих середо-
вищах характеризувалися стеблові експланти. На 
листкових експлантах калюс хоча й формувався, 
але вже на 3-4 пасажі його ріст повністю припи-
нявся і спостерігався некроз тканин. Тому отри-
мати життєздатний проліферативно активний ка-
люс листкового походження G. verna нам не вда-
лося.  

Таблиця 2. Інтенсивність калюсогенезу G. verna залежно від типу експланта та складу живильного середовища, % 
Table 2. G. verna callus genesis intensity variations with explant type and nutrient medium composition, % 

Живильне середовище Тип екс-
планта МС, 

2,0 мг/л БАП + 
0,4 мг/л НОК 

МС/2, 
2,0 мг/л БАП + 
0,4 мг/л НОК 

МС, 
0,1 мг/л БАП + 
1,0 мг/л 2,4-Д 

МС/2, 
0,1 мг/л БАП + 
1,0 мг/л 2,4-Д 

МС/2, 
0,1 мг/л БАП + 
0,5 мг/л 2,4-Д 

Корені 6,2 9,2 58,8 65,2 71,4 
Стебла 8,4 13,4 62,4 71,8 88,2 
Листки 3,4 5,3 16,4 21,2 24,8 

 

Найкраще проліферація калюсних культур ко-
реневого та стеблового походження відбувалася 
за умови збільшення концентрації БАП до 0,25 

мг/л. Оскільки вміст у середовищі макро- і мікро-
солей суттєво не впливав на проліферативну ак-
тивність отриманих нами культур тканин 
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G. verna, то з метою здешевлення субстратів для 
нарощування калюсів у подальшому використо-
вували середовище МС/2. 

Слід зазначити, що практично у всіх дослід-
женнях, що стосуються отримання культури тка-
нин тирличів, як базове використовують живи-
льне середовище Мурасіге-Скуга, доповнене різ-
ними комбінаціями ауксинів і цитокінінів [1, 2, 
18, 19, 21]. Поєднання у середовищах МС або 
МС/2 фітогормонів БАП і 2,4-Д у різних концент-
раціях було оптимальним для індукції калюсоут-
ворення й для всіх видів роду Gentiana флори 
України, введених нами раніше в культуру in vitro 
[11, 13]. Поряд з цим, як і у випадку G. verna, лис-
ткові експланти інших досліджених нами тирли-
чів характеризувалися найменшою здатністю до 
формування калюсу на наведених вище середо-
вищах. 

 
Висновки 

Підібрано умови in vitro для вегетативного та 
мікроклонального розмноження G. verna та отри-
мано культуру тканин цього виду. 

Оптимальним для вегетативного розмноження 
G. verna було рідке живильне середовище МС/2, 
доповнене 0,1 мг/л Кін, для вкорінення – те ж се-
редовище з 0,1 мг/л НОК. Ефективність мікро-
клонування т. весняного була найвищою на середо-
вищі MС/2, доповненому 1 мг/л БАП і 0,3 мг/л Кін 
і становила 74%, а кількість пагонів у розрахунку 
на один висаджений живець складала 7,48. Най-
кращим для калюсогенезу з кореневих і стеблових 
експлантів рослин G. verna було середовище МС/2, 
доповнене 0,1 мг/л БАП і 0,5 мг/л 2,4-Д. 
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