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Морфогенез рослин in vitro має видоспецифіч-
ні (а іноді – популяційноспецифічні) особливос-
ті, що потрібно враховувати при розробці індиві-
дуальних технологій клонального мікророзмно-
ження. Тому, метою нашого дослідження стало 
вивчення морфогенезу G. nivalis та G. plicatus in 
vitro, виявлення їхньої морфогенетичної здатно-
сті та спостереження за основними етапами фор-
мування мікроцибулин-регенерантів із застосу-
ванням анатомо-морфологічних методів. 

Матеріали і методи
Роботу виконували у лабораторії біотехно-

логії рослин Ботанічного саду ім. акад. О.В. Фо-
міна Київського національного університету іме-
ні Тараса Шевченка у два етапи: експерименти з 
культиваційним матеріалом G. plicatus проводи-
лись у період з квітня 2015 р. по грудень 2016 р., 
з G. nivalis – з серпня 2015 р. по січень 2016 р. 
Первинним матеріалом для введення в асептич-
ну культуру були вирощені в ґрунтовій колек-
ції Ботанічного саду [9] цибулини G.  nivalis та 
G.  plicatus. Для досліджень морфогенезу підс-
ніжників використовували методи культури рос-
лин in vitro [8].

Високу імовірність контамінації первинних 
експлантів, вилучених з ґрунту, нам вдалося сут-
тєво знизити, застосувавши кілька етапні підго-
товку цибулин до введення в асептичну культуру. 
Насамперед, їх просушували за кімнатних умов 
і очищували від часточок ґрунтового субстрату 
та сухих зовнішніх лусок. Очищені цибулини ре-
тельно промивали мильним розчином та проточ-
ною водою. Далі, за стерильних умов, проводили 
4-етапну поверхневу стерилізацію: занурювали у 
70%-й етанол на 30 с, переносили у 0,1 % розчин 
HgCl2 (хлорид ртуті) на 12 хв., тричі промивали 
стерильною дистильованою водою і витримува-
ли протягом 20 хв. у 15%-му розчині пероксиду 
водню. Після останнього етапу поверхневої сте-
рилізації, без додаткового промивання, цибулини 
підсніжників просушували на стерильному філь-
трувальному папері, розрізали на декілька ча-
стин (вздовж або впоперек), розділяли на окремі 

Культура in vitro є одним із найефективні-
ших методів для збереження рослин за межами їх 
природних ареалів (ex situ) і використовується як 
для отримання великої кількості рослинного ма-
теріалу з метою подальшого вирощування в умо-
вах інтродукції або проведення реінтродукції та 
репатріації, так і для створення генетичних бан-
ків. Інтродукційні та in vitro колекції – це не лише 
спосіб «консервації» генофонду, а й база для фі-
зіологічних, біохімічних, молекулярно-генетич-
них досліджень рідкісних рослин, тому вони ак-
тивно створюються як в Україні [1–3], так і поза 
її межами [4, 5]. 

Усі види роду Galanthus L. (Підсніжник), 
які зростають на території України, є рідкісни-
ми рослинами, потребують охорони і занесені до 
Червоної книги України [6]. Підсніжники – деко-
ративні рослини, які квітують рано навесні і в пе-
ріод квітування масово винищуються на букети, 
крім того, їхні природні ареали поступово змен-
шуються внаслідок вирубування лісів, випалю-
вання трав’яного покриву галявин і узлісь, через 
що заходи їх збереження in situ є малоефектив-
ними [6]. Застосування методів культури рослин-
них тканин здатне в рази збільшити коефіцієнт 
розмноження для вирощування в умовах інтро-
дукції, так і для повернення їх у природні місця 
зростання (репатріації чи реінтродукції).

Galanthus nivalis  L. та Galanthus plicatus 
M. Bieb. – червонокнижні види, які потребують 
охорони у місцях природного зростання та поза 
їх межами [6], інтродуковані та входять до скла-
ду колекції рідкісних рослин Ботанічного саду 
ім. акад. О.В. Фоміна КНУ імені Тараса Шевчен-
ка [7]. Можливість самовідновлення природних 
популяцій надзвичайно ускладнена низьким ко-
ефіцієнтом розмноження підсніжників – у при-
родних умовах одна цибулина утворює лише 
одну дочірню за 2 роки. Для відновлення популя-
цій цих видів підсніжника у місцях природного 
зростання необхідна велика кількість садивного 
матеріалу, масове отримання якого можна забез-
печити шляхом мікроклонального розмножен-
ня взятих із природи чи інтродукованих рослин. 

Голубенеко А.В. , Нужина Н.В., Голубенко А.С.
Особливості ініціації та формування мікроцибулин у Galanthus Nivalis L. Та Galanthus Plicatus M. Bieb. 

УДК 58.086+581.522.4

Голубенко А.В., Нужина Н.В., Голубенко А.С.
Київський національний університет імені Тараса Шевченка ННЦ «Інститут біології», 
Україна, 01032, м. Київ, вул. Симона Петлюри, 1, e-mail: holubenko@yahoo.com 
 holubenko@yahoo.com

Особливості ініціації та формування мікроцибулин  
у Galanthus Nivalis L. Та Galanthus Plicatus M. Bieb. in vitro



ISSN 2219-3782. Фактори експериментальної еволюції організмів. 2016. Том 19 	 107

Особливості ініціації та формування мікроцибулин у Galanthus nivalis L. та Galanthus plicatus M. Bieb. in vitro

G. nivalis різного віку і сформовані з нього адвен-
тивні бруньки (мікроцибулини). Зразки фіксува-
ли у ФАА (формалін:ацетат:алкоголь – 5:5:90), 
заливали у желатин за стандартною методикою 
[12] та виготовляли поперечні та поздовжні зрі-
зи завтовшки 10 мкм за допомогою заморожую-
чого мікротома. Зрізи зафарбовували ацетоорсе-
їном та сафраніном [13]. Об’єкти досліджували-
ся на мікроскопі XSP-146TR та тринокулярному 
мікроскопі Konus Crystal-45. Фотографії зробле-
ні за допомогою цифрової камери Canon 100 D.

Результати та обговорення
За даними літератури, ефективним для мі-

кроклонування підсніжників було модифікова-
не живильне середовище МС, доповнене 0,1 мг/л 
НОК і 1  мг/л БАП, за використання якого було 
отримано, в середньому, 2,73 мікроцибулини на 
експлант [7]. Для виявлення наявності (або від-
сутності) генотипової специфіки досліджуваних 
об’єктів, паралельно з основними експеримента-
ми, було додатково протестоване середовище і 
зі згаданим вище поєднанням регуляторів росту. 
У результаті проведених досліджень виявилось, 
що у контрольному варіанті мікроклонування 
було ініційоване у 50 % експлантів G. plicatus та 
G. nivalis, у середньому по 1,36 регенеранти на 
експлант.

Формування мікроцибулин у G.  plicatus. 
Введення у первинну культуру G. plicatus припа-
ло на весняний період, після закінчення квітуван-
ня. Цибулини підсніжника в цей час знаходяться 
у стані спокою, і це помітно відобразилося на ін-
тенсивності їхнього морфогенезу in vitro: утво-
рення морфогенного калюсу та регенерантів-мі-
кроцибулин із нього відбувалося повільно і пер-
ші чітко сформовані мікроклони з’явилися лише 
у жовтні – через 5 місяців культивування. Про-
те, починаючи з вересня, швидкість розвитку як 
морфогенного калюсу, так і появи цибулин, зрос-
ла і переважна більшість регенерантів утворила-
ся у період з жовтня до середини грудня (рис. 1). 

Отримані результати показали, що для ініці-
ації мікроклонування досліджуваного генотипу 

луски і поміщали на поверхню живильного сере-
довища. Експланти культивували за температури 
24°С та 16-годинного фотоперіоду.

Усі субстрати готували на базі агаризовано-
го живильного середовища Мурасіге-Скуга [10] 
з розведеним удвічі вмістом мінеральних макро- 
і мікроелементів (МС/2), доповненого вітаміна-
ми (В1 і В6 – по 0,5 мг/л, РР – 1 мг/л), 100 мг/л 
мезоінозиту, 20  г/л сахарози, цитокінінактивни-
ми (кінетин і 6-бензиламінопурин – БАП) та аук-
синактивними (індолилоцтова – ІОК та 1-нафти-
лоцтова – НОК кислоти) регуляторами росту. 
Ауксини у всіх середовищах використовувалися 
в однаковому поєднанні концентрацій: 0,2  мг/л 
ІОК і 0,1 мг/л НОК. Концентрації цитокінів у жи-
вильних середовищах варіювали від 0,75 мг/л до 
2,5 мг/л. Оскільки поєднання ауксинів у всіх до-
слідах було сталим, надалі в описах результатів 
експериментів згадуватимуться лише варіативні 
складники середовища (цитокініни). Відомо, що 
у переважній більшості випадків для ініціації ад-
вентивних бруньок (пагонів, мікроцибулин) по-
трібні низькі концентрації ауксинів у поєднанні з 
у декілька разів вищими – цитокінінів, при чому 
цитокініни відіграють вирішальну роль [7, 8, 11], 
тому цю властивість ми використали для плану-
вання експерименту.

Уведення в культуру in vitro G. plicatus та 
G.  nivalis. Для G.  plicatus було проведено скрі-
нінг на здатність ініціювати мікроклонування 
чотирьох середовищ з 6-бензиламінопурином 
(0,75; 1,0; 1,25 і 1,5 мг/л). Для G. nivalis було про-
тестовано два середовища з 6-бензиламінопури-
ном (1 і 1,5 мг/л), і два – з кінетином (2 і 2,5 мг/л). 
Нижчі концентрації БАП, порівняно з кінетином, 
зумовлені тим, що кінетин менш активний і, за-
звичай, для стимуляції ним морфогенетичних ре-
акцій потрібні вищі його концентрації, порівня-
но з БАП [8]. У літературних джерелах описані 
результати застосування БАП для отримання ре-
генерантів у підсніжника [7, 11], проте, кінетин з 
цією метою застосовувався нами вперше.

Для анатомічного дослідження вико-
ристовували морфогенний калюс G.  plicatus та 

	 а	 б	 в	 г	 д
Рис.  1. Регенерація мікроцибулин G.  plicatus in vitro: а, б – первинні експланти з мікроклонами; в, г – відо-

кремлені мікроцибулини; регенеранти, висаджені на середовище для дорощування
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Дослідження показали, що вміст у живиль-
ному середовищі 1  мг/л БАП стимулював реге-
нерацію у 57,14 % експлантів G. nivalis (1,43 мі-
кроцибулини на експлант), а для 1,5  мг/л БАП 
ці показники становили 46,15 % (2,0 мікроци-
булини) (табл.  2). Обидва показники наближені 
до ефективності регенерації підсніжника на се-
редовищі з додаванням 1 мг/л БАП у поєднанні 
з 0,1 мг/л НОК (50 % регенерації, 1,36 мікроци-
булини на експлант), проте кількість мікрокло-
нів на експлант в обох випадках була дещо ви-
щою. Такі показники можна пояснити наявністю 
в наших експериментальних середовищах додат-
кового ауксину – ІОК, який виконує стимулюючу 
морфогенез функцію.

У досліді з додаванням до живильного сере-
довища 2 мг/л та 2,5 мг/л кінетину спостерігали 
мікроклонування у 50 % та 83,3 %, відповідно. 
При цьому, середовище, доповнене 2 мг/л кіне-
тину, ініціювало утворення 3,67, а 2,5 мг/л – 1,83 
регенеранти на експлант (табл. 2). 

Отже, найефективнішим з досліджених жи-
вильних середовищ для ініціації утворення мі-
кроцибулин у G. nivalis було середовище з дода-
ванням 2 мг/л кінетину у поєднанні з 0,2 мг/л ІОК 
та 0,1 мг/л НОК. Але, оскільки регенерація підс-
ніжників подекуди супроводжувалась вітрифіка-
цією та частковим некрозом вихідних експлантів 
і новоутворених мікроцибулин, необхідне про-
довження експериментів з подальшої оптимізації 

G.  plicatus живильне середовище з додаванням 
1 мг/л БАП неефективне, що підтверджує наше 
припущення, що у підсніжників, як і у багатьох 
інших видів, наявна генотипова внутрішньови-
дова специфіка морфогенезу (наприклад, на рів-
ні популяції), та вказує на необхідність додатко-
вого дослідження цього питання.

Найефективнішим для мікроклонуван-
ня G.  plicatus виявилося живильне середовище 
МС, доповнене 1,25 мг/л БАП (табл. 1), на якому 
сформувалося з 10-ти сегментів материнських 
цибулин 54 регенеранти, придатні для відокрем-
лення від первинного експланта (понад 3 мм зав-
довжки), та велика кількість дрібних, які потре-
бують дорощування. 

Формування мікроцибулин у G.  nivalis. 
Введення у первинну культуру G. nivalis прово-
дили у період переходу підземної частини рос-
лин до активного росту, у кінці серпня-верес-
ні. Це допомогло отримати регенеранти знач-
но швидше, ніж у G.  plicatus, що свідчить про 
необхідність урахування природних біоритмів 
при введенні підсніжників в асептичну культу-
ру і підтверджує літературні дані [7]. Уже через 
5–6  тижнів культивування було відмічено поя-
ву морфогенного калюсу, який швидко наростав 
і переходив до диференціації, а через 3–4 місяці 
спостерігалось утворення добре розвинутих мі-
кроцибулин, готових до відокремлення від мате-
ринських експлантів (рис. 2). 

Таблиця 1
Вплив 6-бензиламінопурину на регенерацію мікроцибулин G. plicatus in vitro*

Концентрація
БАП, мг/л

Кількість пер-
винних експлан-

тів, шт.

Кількість експлантів з 
регенерантами, шт. /

Частота регенерації,%

Кількість регенерантів, шт. /
Кількість регенерантів на 
первинний експлант, шт.

Примітки

0,75 17 2 / 11,76 8 / 0,47 вітрифікація
1,0 10 3 / 30,0 7 / 0,7 некроз, вітрифікація

1,25 9 8 / 88,89 54 / 6,75 здорові, добре сформовані 
мікроцибулини

1,5 9 ––– ––– багато дрібних, вітрифіко-
ваних мікроцибулин

П р и м і т к а. * – Враховано лише повноцінно розвинуті регенеранти-мікроцибулини.

	 а	 б	 в	 г	 д
Рис. 2. Регенерація мікроцибулин G. nivalis in vitro: а, б – первинні експланти з мікроклонами; в, г – відокрем-

лені мікроцибулини; регенеранти, висаджені на середовище для дорощування
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двома примордіальними листками (рис. 3 в). Над 
верхівкою бруньки клітини обкладки частково 
елімінують, утворюючи окремі листки обклад-
ки (рис. 3 г), що дозволяє першим двом листкам 
збільшуватися в розмірі. Листки обкладки в по-
дальшому формують луски цибулини.

Розвиток морфогенного калюсу G.  plicatus 
відрізняється тим, що швидкість наростання 
листків обкладки значно переважає швидкість 
формування бруньки, порівняно з G. nivalis. Ві-
зуально це спостерігається як формування куля-
стої цибулини G.  plicatus, з центру якої листки 
з’являються лише через 3–4 тижні, та майже од-
ночасна поява цибулини й листків у G. nivalis.

Висновки
Морфогенетична здатність первинних екс-

плантів G. plicatus та G. nivalis залежить від се-
зонних біоритмів цих видів і є оптимальною для 
введення в культуру in vitro в осінній період. У 
підсніжників, як і у багатьох інших видів, наявна 
генотипова внутрішньовидова специфіка морфо-

трофічних і фізичних умов розмноження та куль-
тивування G. plicatus та G. nivalis in vitro. Також, 
важливим етапом досліджень є ініціація ризоге-
незу у мікроцибулин та прискорення їхнього рос-
ту і збільшення маси, достатньої для переведен-
ня в умови in vivo.

Анатомічні дослідження морфогенного 
калюсу та мікроцибулин підсніжників показа-
ли, що морфогенний калюс на ранніх стадіях ди-
ференціації характеризуються наявністю епідер-
ми та закладенням у центрі калюсного виросту 
зони активного поділу, оточеної паренхімними 
клітинами (рис. 3 а, 4 а). Центри активного поді-
лу складаються з дуже щільно розміщених дріб-
них клітин з великим ядром і малим вмістом ци-
топлазми. При подальшому розвитку від апікаль-
ної частини зони поділу відмежовується шар 
паренхімних клітин, утворюючи обкладку, ото-
чену адаксіальною та абаксіальною епідермою 
(рис. 3 б). Починаючи з 12–16 тижня культиву-
вання експлантів G. nivalis, можна спостерігати 
утворення бруньки з апікальною зоною росту та 

Таблиця 2
Вплив БАП та кінетину на регенерацію мікроцибулин G. nivalis in vitro*

Концентрація
цитокінінів, мг/л

Кількість первин-
них

експлантів, шт.

Кількість експлантів з 
регенерантами, шт. /

Частота регенерації,%

Кількість регенерантів, шт. /  
Кількість регенерантів на пер-

винний експлант, шт.
Примітки

БАП 1 7 4 / 57,14 10 / 1,43 вітрифікація
БАП 1,5 13 6 / 46,15 26 / 2,0 вітрифікація

Кін 2 12 6 / 50,0 44 / 3,67 сформовані мікроци-
булини

Кін 2,5 12 10 / 83,3 22 / 1,83 сформовані мікроци-
булини

П р и м і т к а. * – Враховано лише повноцінно розвинуті регенеранти-мікроцибулини.

	 а	 б	 в	 г
Рис. 3. Стадії розвитку мікроцибулини з морфогенного калюсу G. nivalis: а – початкова стадія диференціації; 
б, в, г – стадії формування мікроцибулини: 1 – епідерма, 2 – зона активного поділу, 3 – паренхіма, 4 – апікаль-

на зона бруньки, 5 – обкладка з клітин морфогенного калюсу, 6 – примордіальні листки

Особливості ініціації та формування мікроцибулин у Galanthus Nivalis L. Та Galanthus Plicatus M. Bieb. in vitroОсобливості ініціації та формування мікроцибулин у Galanthus nivalis L. та Galanthus plicatus M. Bieb. in vitro
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ності, які проявляються як в індивідуальній ре-
акції на вміст цитокінінактивних регуляторів 
росту в живильних середовищах та у різних тем-
пах розвитку регенерантів, так і в різному поряд-
ку формування частин мікроцибулини. 

генезу. Органогенез у обох видів залежить біль-
шою мірою від цитокінінів. Застосування кіне-
тину для ініціації мікроклонування G.  nivalis 
виявилось більш ефективним, порівняно з 6-бен-
зиламінопурином. Отже, досліджувані види під-
сніжника мають суттєві морфогенетичні відмін-

	 а	 б	 в
Рис. 4. Стадії розвитку морфогенного калюсу G.  plicatus: а – поперечний переріз; б, в – поздовжній переріз: 
1 – епідерма, 2 – зона активного поділу, 3 – паренхіма, 4 – апікальна зона бруньки, 5 – обкладка з клітин мор-

фогенного калюсу, 6 – примордіальні листки
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PECULIARITIES OF GALANTHUS NIVALIS L. AND GALANTHUS PLICATUS M. BIEB. 
MICROBULBS INITIATION AND FORMATION In vitro
Aim. The purpose of our investigation was to study the morphogenesis, detect morphogenetic ability and observe the main 
stages of microbulb regenerant formation of rare galanthus species (Galanthus nivalis L. and Galanthus plicatus M. Bieb.) in 
vitro using anatomico-morphogenetic methods. Methods. In the study, in vitro plant culture and anatomico-morphogenetic 
methods were used. Results. It had been determined that to acquire microbulbs of the investigated species, the optimal 
nutrient medium was Murashige-Skoog with addition of 1.25 mg/l of BA (for G. plicatus) and 2 mg/l of kinetin (for 
G. nivalis).  The development of G. plicatus callus is distinguished by much slower bud formation than growth of the of 
sheath leaves. In G. nivalis, the growth of the sheath leaves and bud formation occur almost at the same rate. Conclusuions. 
G. plicatus and G. nivalis have substantial morphogenetic differences, which reveal themselves in individual reaction to 
cytokinin-active growth regulators in the nutrient media and different time of regenerant development as well as in order 
of microbulb parts formation.
Keywords: Galanthus nivalis, Galanthus plicatus, in vitro culture, clonal micropropagation, microbulb, plant anatomy.

Особливості ініціації та формування мікроцибулин у Galanthus nivalis L. та Galanthus plicatus M. Bieb. in vitro


