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ОСОБЛИВОСТІ ВВЕДЕННЯ В КУЛЬТУРУ IN VITRO РІДКІСНИХ ТАКСОНІВ 
ГВОЗДИК УГОРЩИНИ

Золтан ЧЕГ1, Юдіт ДОБРАНСЬКІ1, Іветт НОВАК-ГЕРМАН1, Пал СОРВОШ1, Дора ФОРКОШ1,  
Юдіт ЧОБОЇ2, Анжела КОЛЕСНИК3

Культивування рослин in vitro на сьогодні є одним із поширених методів вегетативного розмноження рос-
лин. Це дає змогу в короткі строки на невеликих площах і відносно недорого отримувати у великих кількос-
тях однорідний посадковий матеріал, зберігати особливо цінні фено- й генотипи чи отримувати біологічно 
активні речовини рослинного походження. Використання методу мікроклонального розмноження рослин 
є чудовим доповненням для збереження критичних видів, які перебувають під загрозою зникнення в при-
родних локалітетах або ж мають ускладнене генеративне відтворення. Головною метою наших дослі-
джень було з’ясувати особливості введення в культуру тканин трьох рідкісних і зникаючих видів флори 
Угорщини, а саме Dianthus plumarius ssp. praecox (Willd. ex Spreng.) Domin, Dianthus giganteiformis Borbás 
ssp. pontederae (Borbás) Soó та Dianthus superbus L. Як вихідні експланти використовували здорове й жит-
тєздатне насіння. Стерилізаційними реагентами були різні концентрації хлориду ртуті (HgCl2), гіпох-
лориду натрію (NaClO) та господарського хлораміну В (NH2Cl). Надалі рослини вирощували на агаризо-
ваному безгормональному середовищі Мурасіге і Скуга. Встановлено, що для насіння трьох досліджених 
таксонів гвоздик найбільш оптимальною є стерилізація 2,5%-м хлораміном В протягом 15 хв, це забезпечує 
отримання асептичного посадкового матеріалу, здатного інтенсивно проростати й утворювати житт-
єздатні експланти. Для індукції ризогенезу найбільш оптимальним є модифіковане середовище МС з дода-
ванням індолілоцтової кислоти в концентрації 0,1 мг/л, вирощені за таких умов рослини легко і з високою 
імовірністю акліматизовуються до асептичних умов зростання.
Ключові слова: Dianthus, in vitro, мікроклональне розмноження, стерилізація, постасептична адаптація.
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Cultivation of plants in vitro is currently one of the most common methods of vegetative propagation of plants. 
It makes it possible to obtain homogeneous planting material in large quantities within a short time, on small 
areas, and at relatively low cost; to preserve particularly valuable pheno- and genotypes, or to obtain biologically 
active substances of plant origin. The use of microclonal plant propagation is an excellent complement to the con-
servation of critical species that are endangered in their natural habitats or have difficult generative reproduction. 
The main goal of our research сlarification the peculiarities of tissue culture of three rare and endangered species 
of the Hungarian flora, viz. Dianthus plumarius ssp. praecox (Willd. ex Spreng.) Domin, Dianthus giganteiformis 
Borbás ssp. pontederae (Borbás) Soó, and Dianthus superbus L. Healthy and viable seeds were used as initial 
explants. The sterilising reagents used were different concentrations of mercuric hippochloride (HgCl2), sodium 
chloride (NaClO) and commercial chloramine B (NH2Cl). Subsequently, the plants were grown on Murashige 
and Skoog agarified hormone-free medium. It was established that for the seeds of the three researched carnation 
taxa, sterilization with 2,5% chloramine B for 15 minutes is the most optimal, this ensures obtaining aseptic plant-
ing material capable of intensive germination and formation of viable explants. For the induction of rhizogenesis, 
the most optimal is a modified MS medium with the addition of indolylacetic acid at a concentration of 0,1 mg/l. 
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Plants grown under such conditions are easily and with a high probability acclimatized to aseptic growth conditions.
Key words: Dianthus, in vitro, microclonal propagation, sterilisation, post-aseptic adaptation.
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Вступ
На сьогодні людство нарешті зрозуміло, що 

втрата з нашого довкілля навіть однієї, на перший 
погляд, незначної складової може нанести непо-
правну шкоду для екосистеми загалом. У науко-
вих ботанічних і природоохоронних установах 
багатьох країн ведуться дослідження, спрямовані 
на вдосконалення наявних і пошук нових спосо-
бів збереження та відтворення рідкісних видів 
(Rands 2010). Збереження таких таксонів – надзви-
чайно актуальне завдання сьогодення, враховуючи 
швидкість та інтенсивність руйнування природ-
них місцезростань, спричинену насамперед знач-
ним антропогенним навантаженням на довкілля, 
у тому числі забруднення ксенобіотиками, фізич-
ним знищенням локалітетів тощо, а також тен-
денціями глобальних змін клімату. В останні 
десятиріччя культивування в стерильних умовах 
in vitro стало істотним доповненням до традицій-
них методів розмноження рослин. Таким чином 
ми можемо зберігати особливо ціні фено- й гено-
типи, а також отримувати у великих кількостях 
і на невеликих площах однорідний посадковий 
матеріал. Використання методу мікроклонального 
розмноження рослин є чудовим доповненням для 
збереження критичних видів, які перебувають 
під загрозою зникнення в природних локалітетах 
або ж мають ускладнене генеративне відтворення 
(Reed et al. 2011; Debnarh et al. 2006; Dudits, Heszky 
2003; Razdan 2003).

Зменшення біорізноманіття наших екосистем 
стало наразі не тільки актуальною проблемою 
сьогодення, а й своєрідним викликом для науков-
ців. Фахівцями відділення екології Академії наук 
Угорщини було проведено аналіз негативних тен-
денцій в довкіллі, що мають місце в сучасному 
світі, та проаналізовані шляхи їх подолання (Hideg 
et al. 2019). Традиційні методи збереження при-
родного генофонду виявляються часто або складні 
у виконанні, або ж і зовсім не доступні, саме тому 
технології in vitro можуть бути з великим успі-
хом використані із цією метою (Engelmann 1997; 
Touchell 1999; Sarasan 2006).

Класичні способи вирощування рослин ex situ 
вимагають значних земельних площ, відповідних 
фахівців і постійного догляду за рослинами. Успіх 
такого культивування часто залежить від тривало-
сті вегетаційного періоду останніх та агрокліма-
тичних умов (Crisan, Petrus 2016; Bergmann 1998).

Культивування in vitro базується на вирощу-
ванні рослин у стерильних умовах на штучних 
поживних середовищах (Paunescu 2009). Успіх 
подібного культивування насамперед залежатиме 
від якості первинного експланта (частини росли-
ни-донора, яка вводиться в культуру). Головними 
критеріями рослин-культиварів є їх габітус, від-
сутність вад і захворювань (Jámborné Benczúr, 
Dobránszki 2005; Fay 1992). На початкових етапах 
введення в культуру тканин, залежно від типу пер-
винного експланта, використовують різні анти-
септики. Стерилізація живих тканин відбувається 
в більш «м’яких» умовах, ніж насіння, і вважається 
успішною, якщо експлант залишається життєздат-
ним і асептичним. Проростки, вирощені з асеп-
тичного насіння, також стерильні (Paunescu 2009).

Введення в культуру тканин рідкісних і зни-
каючих видів рослин, їх розмноження в умовах in 
vitro та наступна ревіталізація є перспективним 
методом збереження фітогенофонду й віднов-
лення природних екосистем (Chiorchina 2021).

Метою наших досліджень було з’ясувати 
особливості введення в культуру тканин трьох 
видів гвоздик (родина Caryophyllaceae L.), а саме 
Dianthus plumarius ssp. praecox (Willd. ex Spreng.) 
Domin, Dianthus giganteiformis Borbás ssp. 
pontederae (Borbás) Soó та Dianthus superbus L. Ці 
рослини належать до рідкісних і зникаючих видів 
флори Угорщини, у незначній кількості зустрі-
чаються в природних локалітетах національ-
них парків Бюкк і карстових виходах Агтелекі. 
Природоохоронна вартість D. plumarius стано-
вить 100 000 форинтів, а двох інших відповідно 
5000–5000 Ft (Bartha 2012; Farkas 1999).

Головним завданням наших досліджень був 
підбір оптимального режиму стерилізації для 
введення в культуру in vitro досліджуваних видів 
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Dianthus L. з метою збереження генофонду рід-
кісних і зникаючих видів флори Угорщини, для 
наступного тиражування в культурі тканин та 
використання живців як для ревіталізації зника-
ючих локалітетів, так і для отримання достатньої 
кількості посадкового матеріалу особливо атрак-
тивних рослин без винищення їх у природних 
екосистемах. 

Матеріал і методики
Одним із важливих ключових етапів культиву-

вання рослин in vitro є стерилізація посадкового 
матеріалу. 

Дослідження проводили в лабораторіях мікро-
клонального розмноження рослин факультету 
сільського господарства, харчових технологій 
і природокористування Дебреценського універси-
тету й Інституту технології та сільськогосподар-
ських наук Ніредьгазького університету (Угорська 
республіка). Вихідним матеріалом слугувало 
насіння трьох рідкісних для флори Угорщини 
видів гвоздик, зібране з колекційних ділянок 
ботанічних садів Ніредьгазького університету та 
Ліпчеї (Угорська республіка).

Dianthus giganteiformis Borbás ssp. pontederae – 
рідкісний підвид в Угорщині. Багаторічна трав’яна 
рослина 40–50 см заввишки. Листки яскраво-зе-
лені, лінійно-ланцетоподібні, сидячі, 3–5 мм зав-
ширшки, листкова піхва 1–1,5 мм завдовжки. 
Суцвіття – густа багатоквіткова китиця (кількість 
квіток у китиці – 10–20 шт). Чашечка із зрослими 
чашолистками, 13–15 мм завдовжки, зовнішні 
лусочки жовтувато-коричневі, загострені на вер-
хівці, коротко-опушені, майже голі. Пелюстки 
темно-червоного кольору в кількості 5 шт., кожна 
4–5 мм завдовжки, з довгими нігтиками і зубчас-
тим, торочкувато розсіченим відгином. Плід – суха 
однонасінна коробочка, що розкривається стул-
ками. Цвіте в травні – червні. Поширення – заті-
нені схилові степові луки та карстові чагарникові 
ліси (Bartha 2012; Farkas 1999).

Dianthus plumarius ssp. praecox – зникаючий 
таксон в Угорщині. Зустрічається в національ-
них парках Бюкк і карстах Агтелекі. Північно-
карпатський гірський ендемічний підвид. 
Багаторічна трав’яна рослина, 15–25 см заввишки. 
Стебла чотиригранні, з 3–5 парами навхрестсу-
противних лінійних листків, які 4–6 см завдовжки, 
яскраво-зелених влітку і сірого кольору – восени. 
Квітки здебільшого поодинокі на верхівках паго-
нів. Чашечка червонуватого відтінку, зрослолиста, 
20–25 х 4 мм, що становить близько третини роз-
міру квітки. Квітки білі або блідо-рожеві, з тороч-
куватим 5-членним віночком. Цвіте в травні – 

липні. Поширений на кальцефільних луках (Bartha 
2012; Farkas 1999). 

Dianthus superbus – рідкісний вид в Угорщині. 
Багаторічна трав’яна рослина 30–90 см заввишки. 
Верхні листки пагона лінійні, нижні – ліній-
но-ланцетоподібні, цілокраї. Суцвіття багатоквіт-
кове (іноді поодинокі квіти) з приємним аро-
матом квіток. Чашечка зрослолиста, трубчаста, 
до верхівки звужується. Пелюстки білого або 
блідо-рожевого кольору, видовжені, майже до 
основи бахромчасті, 1,3–3,0 см завдовжки. Цвіте 
в червні – серпні. Рослини зростають на заливних 
луках (Bartha 2012; Farkas 1999).

Для отримання асептичних рослин використо-
вували доброякісне, візуально здорове й непошкод-
жене насіння, яке ретельно промивали проточною 
водою з додаванням детергенту (у нашому випадку 
рідкого мила з антибактеріальним властивостями), 
після чого знову прополіскували протягом 30 с. 
Як стерилізаційні реагенти використовували такі 
розчини: 0,1%-й хлорид ртуті (HgCl2) – експозиція 
3 хв; 1,5 та 3%-й гіпохлорид натрію (NaClO) – три-
валість експозиції 15, 10 та 3 хв відповідно; госпо-
дарський хлорамін В (NH2Cl) у розведеннях 2,5 та 
5%, час експозиції 15, 10 та 5 хв (табл. 1). Далі 
насіння ополіскували стерильним дистилятом, 
після занурювали в 70%-й спирт і знову тричі 
ретельно промивали дистильованою водою, після 
чого залишали в ній на 10 хв. Виймали на стериль-
ний фільтрувальний папір і висушували в стериль-
ному боксі до повного висихання насіння. 

Для проростання після стерилізації насіння 
висаджували на агаризоване безгормональне 
живильне середовище Мурасіге і Скуга (МС) 
(Murashige, Skoog 1962), яке містило 0,65% агар-
агару, 3% сахарози та 100мг/л-1 мезоінозиту. 
Кислотність на рівні pH 5,8 регулювали додаван-
ням 1Н NaOH та 1Н HCl. Середовище автоклаву-
вали 20 хв за температури 121 °C та тиску 0,1 MРa. 
У стерильні банки наливали по 70 мл середовища 
та висаджували по 5 насінин у кожну (рис. 1). 
Колби з висадженим насінням культивували три 
тижні за 16-годинного фотоперіоду, інтенсив-
ності освітлення 6000–8000 люкс, довжини хвилі 
460–660 нм, температури повітря 22–24 ºC.

Одночасно для повірки природної схожості 
частина насіння була висаджена на фільтруваль-
ний папір у чашки Петрі, які поливали відстояною 
проточною водою (рис. 2), пророщували за темпе-
ратури 25 °C протягом 48 годин.

Результати
Результати пророщування насіння в контролі 

виявили високий природний рівень життєздатно-
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сті діаспор. Для всіх трьох видів відсоток проро-
стання насіння був вищий за 90%. Це дало нам 
підстави вважати, що ніяких додаткових стимуля-
торів росту на перших етапах введення в культуру 
in vitro використовувати не потрібно.

Результати дослідження ефективності сте-
рилізації насіння за дії різних антисептиків і різ-
ної тривалості експозиції наведені в табл. 1. Під 
час експерименту відстежували такі показники: 
наявність мікробної та/або грибкової контамі-
нації в колбах із простерилізованим насінням, 
наявність життєздатних асептичних проростків, 
частка життєздатних рослин у культурі через три 
тижні. Ефективність стерилізації констатували 
після висадження насіння на поживне середовище 
рутинним «так / ні» (де «так» – наявність бакте-
ріальної та/або грибкової контамінації середо-
вища, «ні» – повна відсутність такої контамінації) 
(Bertani 1952). Далі асептичні проростки куль-
тивували протягом трьох тижнів у культуральні, 
спостерігаючи за їх ростом і розвитком.

Нами встановлено, що варіанти III, IV та 
VI не були успішними, насіння вкривалося 
цвіллю та/або не проростало. Очевидно, що це 
було результатом недієвості стерилізаційних 
розчинів чи невідповідного часу стерилізації. 
У варіанті І насіння та поверхня середовища 
залишалися чистими, однак жодна насінина не 
проросла. Це, вочевидь, є свідченням того, що 
стерилізаційний реагент виявився занадто силь-
ним і пошкоджував зародок рослини. У варіан-
тах ІІ та V рослини проростали, залишалися сте-
рильними, однак під час дослідження поступово 
слабшали й незабаром гинули. Тільки у варіанті 
VII ми спостерігали максимальну кількість 
асептичних життєздатних здорових проростків 

(частка виживання після стерилізації та проро-
стання становила 100%).

Надалі експланти пасажували в пробірки 
на модифіковане середовище МС з додаванням 
0,1 мг/л (0,49 µM) індолоцтової кислоти (ІОК) для 
індукції та прискорення ризогенезу. Через три тижні 
культивування спостерігали потужне коренеутво-
рення у 90% досліджуваних регенерантів (рис. 3). 
Насьогодні колекційні культивари зберігаються 
в лабораторії на безгормональному середовищі МС 
з регулярним пасажуванням кожен 21 день (рис. 4).

Наступним етапом було переведення укорі-
нених рослин з асептичних умов у септичні. Для 
цього ростки пересаджували спочатку на перліт. 
Найбільш критичними для рослин були перші дні 
після зміни середовища й повітряної експозиції, 

Рис. 2. Проростання насіння в чашках Петрі
Fig. 2. Seed germination in Petri dishes

Рис. 1. Культивування насіння в лабораторії in vitro
Fig. 1. Cultivation of seeds in laboratory in vitro

Рис. 3. Ризогенез в культурі in vitro
Fig. 3. Rhizogenesis in in vitro culture



133Sci. Bull. Uzhhorod Univ. (Ser. Biol.). 2023. Vol. 54 Наук. Вісник Ужгород. ун-ту. (Сер. Біол.). 2023. Vol. 54

Рис. 4. Колекція культиварів в лабораторії
Fig. 4. Collection of cultivars in laboratory

частина їх гинули: висихало листя або загнивало 
коріння. Потім проводили пересадку у ґрунтовий 
субстрат в умовах оранжереї. Загалом успішна 
постасептична адаптація спостерігалася у 80% 
саджанців, що є дуже високим показником.

Висновки
Одним із ключових моментів мікроклональ-

ного розмноження рослин є стерилізація посад-
кового матеріалу. Вирішивши цю проблему, 
підібравши дієві стерилізаційні розчини та час 
експозиції, можна добитися швидкого й успішного 
введення в культуру для подальшого підтримання 
в колекції in vitro та використання в міру потреби.

За результатами нашого дослідження було вста-
новлено основні особливості введення в культуру 
in vitro рідкісних і зникаючих у флорі Угорщини 

таксонів роду Dianthus. Для насіння трьох дослі-
джених таксонів гвоздик найбільш оптимальною 
є стерилізація 2,5%-м хлораміном В протягом 
15 хв, ця методика забезпечує отримання асептич-
ного посадкового матеріалу, здатного інтенсивно 
проростати й утворювати життєздатні експланти 
високого рівня віталітету.

На перших етапах проростання й культиву-
вання, а також для підтримання колекції в культурі 
in vitro доцільно використовувати безгормональне 
середовище МС. Для індукції ризогенезу най-
більш оптимальним є модифіковане середовище 
МС з додаванням ІОК в концентрації 0,1 мг/л. 
Рослини, вирощені за таких умов, легко і з висо-
кою імовірністю акліматизовуються до асептич-
них умов зростання й можуть бути використані 
з метою ревіталізації в природних екосистемах 
або ж для культивування з декоративною метою.

Подяки
Висловлюємо щиру вдячність за отриманий 

посадковий матеріал і насіння ботанічним садам 
Клагенфурт (Австрія), Ліпчей і ботанічному саду 
м. Егер (Угорська Республіка). Також центру 
сільськогосподарської геноміки та біотехнології 
факультету сільського господарства, харчових тех-
нологій і природокористування Дебреценського 
університету, Інституту сільськогосподарських 
наук Ніредьгазького університету за надані мож-
ливості, лабораторії та витратні матеріали для 
проведення цього дослідження.
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