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та агролісомеліорації ім. Г. М. Висоцького, м. Харків, Україна 

СПОСОБИ ПІДВИЩЕННЯ ЕФЕКТИВНОСТІ ПРОЦЕСУ ДЕКОНТАМІНАЦІЇ ПЕРВИННИХ 
ЕКСПЛАНТІВ ФУНДУКА ПІД ЧАС КЛОНАЛЬНОГО РОЗМНОЖЕННЯ В УМОВАХ IN VITRO 

Проведено дослідження із підвищення ефективності методу клонального розмноження фундука сортів 'Велетень' та 
'Харків-4' шляхом живцювання, за рахунок удосконалення процесу деконтамінації матеріалу. Застосовано метод вирощу-
вання материнських рослин на підготовленому ґрунті в умовах закритого середовища із контролем живлення та параметрів 
середовища для отримання донорського матеріалу з більш високим ступенем мікробіологічної чистоти. Досліджено ефек-
тивність застосування антисептичних препаратів: "Мірамістин", "Горостен", "Dequadin" та дезінфікуючого засобу "Лізофор-
мін 3000" у процесі мікробної деконтамінації експлантів фундука. Досліджено ефективність поєднання первинної поверхне-
вої стерилізації експлантів із застосуванням стерилянтів на першому та другому етапах оброблення: перекис водню, етанол, 
гіпохлорит натрію та наступної деконтамінації із використанням антисептичних препаратів і дезінфікуючого засобу, на 
третьому етапі. Отримано наступні результати: найнижчі показники контамінації сапрофітними мікроміцетами спостеріга-
лись при поєднанні первинної стерилізації із застосуванні 0,5 % розчину "Лізоформін 3000": отримано 7,57-12,01 % контамі-
нованих рослин за тривалість експозиції 5 хв, та 10,04-12,0 % за тривалість експозиції 10 хв. Застосування препарату "Міра-
містин" при поєднанні із первинною поверхневою стерилізацією дало змогу отримати показники контамінації на рівні 
22,85-32,14 % та 28,28-32,80 % за 5 та 10 хв експозиції із препаратом відповідно. Застосування препаратів "Горостен" та 
"Dequadin", навіть після проведення первинної стерилізації, виявилось малоефективним, препарати не демонстрували фунгі-
цидну або фунгістатичну дію – 75,57-95,76 % контамінованих експлантів. Досліджено ефективність використання засобу 
"Лізоформін 3000" у процесі двох-етапного оброблення експлантів фундука – первинної стерилізації із застосуванням пере-
кису водню та етанолу на першому етапі та наступної деконтамінації із використанням 0,25 % розчину "Лізоформін 3000" за 
тривалість експозиції 15 хв. Внаслідок цього було отримано знижені, порівняно із контролем, показники контамінації – 
33,72 та 39,23 %%. Додатково проведено дослідження із знешкодження міцелію та спор у зразках із ознаками зараження 
сапрофітними мікроміцетами за допомогою використання 0,5 та 1,0 %% розчинів засобу "Лізоформін 3000". На 15 добу 
культивування після процедури оброблення отримано 45,22-51,0 % експлантів без ознак зараження. 

Ключові слова: асептична культура живців; мікробна контамінація; антисептичні препарати; дезінфікуючий засіб; сте-
рилізація; сапрофітні мікроміцети. 

Вступ / Introduction 
У наш час – період інтенсивних кліматичних змін, 

серйозною проблемою стає збереження селекційно цін-
ного генетичного матеріалу, тобто значимих з точки зо-
ру селекції сортів і форм деревних рослин. Також це 
стосується сортів фундука селекції попередніх років, 
оскільки у колекціях in situ маточні рослини можуть по-
терпати від негативної дії факторів зовнішнього середо-
вища і матеріал для розмноження, отриманий від цін-
них екземплярів рослин-донорів може не мати належної 
якості [18]. 

При вегетативному розмноженні деревних і чагар-
никових форм рослин результат значною мірою зале-
жить від якості похідного матеріалу. Тому великими се-
лекційними центрами все частіше практикується виро-
щування материнських рослин в умовах закритого сере-
довища. У тому числі застосовують методи клонування 
та тривалого культивування клонових рослин деревних 

і чагарникових видів на твердих субстратах із залучан-
ням методів спочатку гідро-, а далі геопоніки, які ма-
ють на увазі регульовані умови вирощування, контроль 
живлення, вологості, температури та режиму освітлен-
ня [4, 10, 23]. 

Отримання рослинного матеріалу для розмноження 
належної якості від материнських рослин є складним 
завданням. Мікробне контамінування зразків, а саме 
спорами та конідіями мікроміцетів, є одним із значних 
біогенних факторів впливу на процес клонального роз-
множення та залежить від імунного статусу рослини, 
схильного до сезонних коливань [40]. 

Проблема мікробіологічної чистоти донорського ма-
теріалу та підтримання материнських рослин у стадії 
активної вегетації, незалежно від сезону, може вирішу-
ватись культурою маточних рослин у закритих умовах 
із контролем живлення та усіх параметрів середовища. 
Регульовані умови зростання донорських рослин на 
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твердих субстратах, звільнених від ґрунтових патоге-
нів, можливо створити за допомогою застосування су-
часних гідро- та геопонних систем безперервного цик-
лу, розроблених саме для деревних рослин, що забезпе-
чують вихід великої кількості зелених напівздерев'яні-
лих живців, протягом всього року [8, 10, 23, 35]. 

Можливо, що поєднання технології вирощування 
маточних рослин фундука із застосуванням систем гід-
ро- та геопоніки, тобто, на спеціально підготовлених 
субстратах та із контролем живлення, і методів кло-
нального розмноження фундука в умовах in vitro, дасть 
змогу отримати похідні експланти зі зниженим рівнем 
контамінації, що дасть змогу підвищити ефективність 
методів стерилізації у процесі уведення експлантів до 
асептичних умов. 

Отже, існує декілька стратегій боротьби із інфіку-
ванням матеріалу, таких як: отримання від донорських 
рослин похідного біоматеріалу із більш високим ступе-
нем чистоти; перешкоджання інфікуванню об'єктів, 
тобто потраплянню екзогенної мікробіоти у процесі 
введення експлантів до асептичної культури, за допо-
могою технік отримання матеріалу, первинного повер-
хневого знезараження та подальшої стерилізації похід-
ного матеріалу; запобігання розвитку інфекції у процесі 
культивування від початку інфікованого матеріалу за 
допомогою пришвидшення морфогенетичного розвит-
ку, зменшення тривалості окремих стадій процесу реге-
нерування та усього циклу культивування, що прохо-
дить до моменту отримання рослини-регенеранта. Ско-
рочення кількості пасажів – є одним із шляхів перешко-
джання розвитку інфекції в умовах in vitro. 

Пришвидшений морфогенетичний розвиток експ-
лантів є доволі ефективним методом захисту експлантів 
від розвитку інфекції. Відомо, що сформована мікро-
рослина із листочком та корінням вже не потерпає від 
паразитичних і сапрофітних грибів, які розвиваються на 
культуральному середовищі, оскільки здатна пригнічу-
вати розвиток патогенної мікрофлори за рахунок виді-
лення у середовище власних антибіотичних речовин, 
що синтезуються у різних органах, особливо у період їх 
активного росту [5, 20, 28]. 

Наразі ведеться активний пошук нових дієвих спо-
собів підвищення власного імунітету рослин в умовах 
in vitro. Використання низькомолекулярних антибіотич-
них речовин різного класу, фітоалексинів, рослинних 
лектинів у процесі МКР все більше набуває популяр-
ності [1, 5, 20, 24, 26, 27, 28, 36]. 

Зважаючи на викладене вище, для удосконалення 
процесу деконтамінації експлантів фундука і для по-
дальшого клонального розмноження виникає потреба у: 
зниженні рівня контамінації первинних експлантів шля-
хом пошуку ефективних технік підготовки та отримання 
донорського матеріалу, методу стерилізації експлантів. 

Об'єкт дослідження – підготовки та уведення до 
асептичної культури in vitro живців Corylus maxima 
Mill. 

Предмет дослідження – методи і засоби визначення 
мікробної деконтамінації із застосуванням різних класів 
стерилізуючих речовин і антисептичних препаратів для 
отримання асептичних експлантів у процесі клонально-
го розмноження Corylus maxima Mill. 

Мета роботи – удосконалити процес деконтаміна-
ції експлантів Corylus maxima Mill. шляхом застосуван-
ня технік отримання та підготовки донорського матері-

алу, підбору антисептичних препаратів і дезінфікуючих 
засобів різного класу із високою герміцидною або бак-
теріо- та фунгістатичною ефективністю та низькою ци-
тотоксичністю, і їх використання у поєднанні із проце-
дурою первинного поверхневого знезараження із засто-
суванням речовин-стерилянтів. 

Для досягнення зазначеної мети визначено такі ос-
новні завдання дослідження: 
1) дослідити ефективність використання біологічного ма-

теріалу, отриманого із рослин-донорів різних сортів 
фундука, культивування яких відбувалося у закритих 
умовах; 

2) дослідити вплив концентрацій та тривалості експозиції 
антисептичних препаратів і дезінфікуючих засобів на 
ефективність їх дії у процесі поверхневого знезаражу-
ючого оброблення матеріалу шляхом оцінювання рівня 
контамінації стеблових живців впродовж їх культиву-
вання на поживному середовищі в умовах in vitro. 

Аналіз останніх досліджень та публікацій. Швид-
ка регенерація рослин при клональному розмноженні 
значною мірою залежить від рівня контамінації 
експлантів [19, 25]. 

Деякі методи мікроклонального розмноження МКР 
(англ. Methods of Microclonal Propagation), засновані на 
прямому морфогенетичному розвитку, наприклад, ку-
льтура пагонів, передбачають використання великих за 
розмірами первинних експлантів. Але зі збільшенням 
розміру біооб'єкту, і збільшенням контамінування по-
верхні, стає важчим досягти асептичних умов культиву-
вання у закритому середовищі. 

Технологія живцювання фундука в умовах in vitro 
відносно простий і надійний спосіб клонального роз-
множення, але її складність полягає у тому, що завдяки 
відносно великим розмірам живців, які вводять до куль-
тури, ускладнюється процес їх стерилізації. Тому сеп-
тичність вихідного, тобто первинного експланту, який 
піддають довготерміновому контакту із поживним сере-
довищем, що містить відносно високу концентрацію 
цукрів, є доволі високою. А це водночас може спричи-
нити стрімкий та бурхливий розвиток патогенної або 
умовно-патогенної мікробіоти у процесі тривалого 
культивування в умовах in vitro [25]. 

У більшості випадків процес введення живців дерев-
них і чагарникових форм рослин до асептичної культу-
ри потребує багатоетапного первинного поверхневого 
оброблення стерилізуючими або дезінфікуючими засо-
бами. Основними речовинами, які використовують у 
процесі знезараження рослинного матеріалу, є гіпохло-
рит натрію та кальцію, а також інші хлорвмісні сполу-
ки, етанол, глутаровий альдегід, четвертинні амонієві 
сполуки, тощо [7, 15, 17, 30, 33, 39, 42]. У останні роки 
з'явилась можливість замінити використання солей гі-
похлориту із високим ступенем пошкоджувальної дії на 
живі тканини, на гіпохлорит (гіпохлоритну кислоту). І 
хоча гіпохлоритна (хлорнуватиста) кислота є безпеч-
ною для біологічних об'єктів, але дуже нестійкою спо-
лукою, зараз виробляються антисептики та дезінфіку-
ючі засоби на базі більш стійких розчинів гіпохлорит-
ної кислоти із терміном зберігання до 2 років. 

Потрапляння мікробіоти з поверхні експлантів у се-
редовище культивування та її стрімкий розвиток є ос-
новною проблемою процесу культивування in vitro, 
пов'язаною із контамінацією рослинного матеріалу. 
Плісняві гриби – у більшості сапрофітні та паразитичні 
мікроміцети. Основними представниками пліснявих 
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грибів є роди Penicillium, Aspergillum та Fusarium. Сап-
рофітні мікроміцети, до яких належать Aspergillus niger, 
A. flavus, Penicillium spp, Saccharomyces cerevisiae здат-
ні пригнічувати ріст та розвиток експлантів. Деякі види 
аспергілл є фітопатогенними, продукуючи афлатокси-
ни, вони чинять фітотоксичний ефект. Процес деконта-
мінації рослинного матеріалу також ускладнюється 
тим, що гриби роду Aspergillum мають виражену стій-
кість до оброблення різними протигрибковими препа-
ратами [11, 25, 40]. 

Класичні методи поверхневого знезараження рос-
линного біологічного матеріалу під час отримання 
асептичних експлантів у процесі мікроклонального роз-
множення базуються на використанні високотоксичних 
солей ртуті, срібла та міді [6, 39, 41, 42]. Але й на даний 
час використання складних багатоетапних методів об-
роблення рослинних біооб'єктів перед їх введенням до 
культури in vitro із використанням токсичних сполук, 
які наносять шкоду довкіллю та здоров'ю людини, заб-
руднюючи стічні води та потребують складних спосо-
бів дезактивації, іноді є малоефективним. У сучасних 
протоколах все більше використовують порівняно без-
печні речовини із бактерицидною та фунгіцидною дією. 

За останні 20 років, не дивлячись на давно розробле-
ні та чітко затверджені протоколи із знезараження 
біооб'єктів, велика кількість лабораторій мікроклональ-
ного розмноження у світі здійснювала пошук альтерна-
тивних методів і засобів, відмовляючись від викорис-
тання солей ртуті у процесі деконтамінації матеріалу, 
та замінюючи їх на стерилянти та деконтамінанти на 
базі четвертинних амонієвих сполук, такими, як бензал-
конію хлорид, антимікробними сумішами на базі ізоті-
азолінонів, наприклад біоцид PPM (англ. Plant Preser-
vative Mixture), похідними янтарної кислоти, антибіоти-
ками групи цефалоспоринів або антибіотиками із про-
тигрибковою активністю, такими як амфотерицин В – 
представник класу полієнових антибіотиків, антибакте-
ріальними препаратами рослинного походження, таки-
ми як "Іманін", тощо [21, 30, 33, 37, 38, 43, 44]. 

Зараз широко використовують контактні та системні 
фунгіциди у процесі підготовки донорського рослинно-
го матеріалу. У своїй роботі М. М. Араб та ін. (2017) 
застосовують оброблення фрагментів пагонів розчина-
ми системного та контактного фунгіцидів широкого 
спектру дії – "Беноміл" з класу бензимідазолів і "Кап-
тан" [4]. 

Також, проводять дослідження із підвищення ефек-
тивності процесу деконтамінації матеріалу шляхом оп-
тимізації технології отримання донорського матеріалу 
фундука. Так у роботі Ч.Р. Хєнд та ін. (2016) у процесі 
дослідження залежності ефективності технік поверхне-
вого знезараження експлантів C. avellana L. було вста-
новлено, що життєздатність та рівень мікробної конта-
мінації експлантів залежать від способу заготівлі до-
норського матеріалу, оскільки положення вузлового 
сегменту із брунькою на пагоні чинить значний вплив 
на подальший успіх деконтамінації [12]. 

Культивування маточних рослин у закритих умовах 
для отримання матеріалу, що використовується для 
потреб технології мікроклонального розмноження, вже 
практикується деякими лабораторіями. Наприклад, у 
роботі М. М. Араб та ін. (2017) представлено системний 
підхід зі зниження рівня контамінованості рослинного 
матеріалу Prunus dulcis Mill., одним із пунктів якого є 

вирощування маточних рослин у ізольованих умовах 
теплиці [4]. У своїй роботі Р. П. Пінцеллі-Соуза та ін. 
(2018) у процесі мікроклонального розмноження C. Ame-
ricana Marshall також вдалося знизити рівень контамі-
нації експлантів за рахунок використання донорського 
матеріалу, отриманого з маточних рослин, культивуван-
ня яких проводилось у закритих умовах теплиці [38]. 
В. В. Мацкевичем. (2020) запропоновано вирощування 
маточних рослин фундука – донорів первинних експ-
лантів для клонального розмноження, в умовах закри-
того ґрунту [33]. 

Одним із шляхів зниження рівня контамінації та пе-
решкоджання потраплянню і розвитку екзогенних мік-
роорганізмів, тобто з ціллю уникнення повторного інфі-
кування впродовж культивування, є скорочення кіль-
кості пасажів на окремих стадіях процесу клонального 
розмноження. 

У деяких випадках скорочення кількості пасажів, 
кожен з яких супроводжуються заміною поживного се-
редовища, впродовж тривалого культивування може 
призвести до підвищення концентрації фенольних спо-
лук у поживному середовищі [9, 22, 29]. Хоча для ряду 
калусних культур різних видів рослин, навпаки, відзна-
чено збільшення накопичення фенольних сполук в ході 
їх пасирування за рахунок підвищення інтенсивності 
генерування продуктів окислення фенолів внаслідок 
стресу [9, 13, 16, 29]. Вивільнення фенольних сполук із 
пошкоджених тканин ізольованого експланту у середо-
вище культивування є однією із істотних проблем кло-
нального розмноження деревних порід [9, 22, 29]. Ос-
кільки вплив фенолів стосується систем пов'язаних із 
синтезом або дією фітогормонів [14, 34]. 

Збільшений вміст фенольних метаболітів у середо-
вищі є характерним для культивування представників 
родини Betulaceae, зрілі тканини яких містять ці сполу-
ки у більшій концентрації, ніж тканини інших деревних 
рослин [25]. Корічні кислоти – попередники лігніну, 
який інкрустує целюлозні фібрили, починають активно 
утворюватись у відповідь на механічне пошкодження 
рослинних тканин. Синтез фенолів супроводжується 
окислювальною конденсацією. Внаслідок цього оксико-
річні, оксибензойні кислоти та оксибензойні спирти 
формують полімери раньового лігніну, щоб утворити 
захисний шар [3, 14]. Існують дані, що присутність у 
середовищі культивування білків міцелію сапрофітних 
грибів викликає підвищення продуктів окислення фе-
нольних сполук [2, 9, 16]. Це ускладнює процес регене-
рування експлантів з причин зниження інтенсивності 
ризогенезу, оскільки о-, р-фенольні сполуки можуть 
впливати на ростові процеси, виступаючи у ролі інгібі-
торів росту [2, 14]. Відомо, що окислені форми фенолів 
інгібують поділ та ріст клітин меристематичних тканин, 
що призводить, або до поступової загибелі експлантів, 
або істотного зменшення здатності тканин до регенеру-
вання адвентивних бруньок [14]. Наприклад, кверцетин 
і кемпферол інгібують активність білків транспорту 
ауксинів між клітинами, а також, активуючи ІОК-окси-
дазу, знижують рівень індоліл-3-оцтової кислоти. Внас-
лідок цього відбувається гальмування шляхів ауксино-
вої регуляції, а також сповільнення ростових процесів, 
за рахунок гальмування поділу та розтягнення клітин 
[14, 34]. Отже, в такий спосіб здійснюють вплив на 
морфогенез експлантів. 



 

Науковий вісник НЛТУ України, 2024, т. 34, № 1  Scientific Bulletin of UNFU, 2024, Vol. 34, no 1 30 

Але існує і зворотній зв'язок між присутністю екзо-
генних фітогормонів різного типу у середовищі та сек-
рецією фенольних сполук. Дослідження залежності 
вмісту фенольних сполук у культурі тканин in vitro від 
типу екзогенного фітогормона у середовищі показали, 
що в калусах Oxycoccus macrocarpus (Ait.) Pers. при зас-
тосуванні різних ауксинів вміст розчинних фенольних 
сполук (флавоноїдів і катехінів) був нижчим у присут-
ності 2,4-Д та НУК, а у випадку застосування цитокіні-
нів, у присутності кінетина і БАП калуси журавлини 
виробляли і накопичували менше фенольних сполук 
ніж за використанням інших цитокінінів [14]. 

Для зниження токсичної дії продуктів окиснення фе-
нолів (ПОФ) у поживне середовище додають такі речо-
вини-сорбенти, як полівінілпіролідон та активоване ву-
гілля [17, 25]. 

Матеріали та методи дослідження. Експерименти 
із клонального розмноження фундука здійснювали на 
базі лабораторії селекції (зараз біотехнологічна лабора-
торія відділу генетики, селекції та біотехнології) 
УкрНДІЛГА. 

Для дослідження використано фрагменти стебла із 
однією сплячою пазушною брунькою довжиною 20-
30 мм, отримані із частин однорічних пагонів довжи-
ною 15-20 см, отриманих від 2-5 річних рослин-донорів 
C. Maxima Mill. сортів 'Велетень', 'Харків-4', для виро-
щування яких застосовувались геопонні системи із ви-
користанням спеціально підготованих твердих субстра-
тів, звільнених від ґрунтової патогенної, умовно-пато-
генної та сапрофітної мікробіоти, та контролю живлен-
ня та параметрів середовища. Пагони перебували у фазі 
активної вегетації. 

Культивування експлантів здійснювали, дотриму-
ючись умов освітлення, температури, вологості відпо-
відно до існуючих стандартів для виконання біотехно-
логічних методів, на рідкому або агаризованому пожив-
ному середовищі WPM (англ. Woody Plant Medium) із 
модифікованим складом [32]. 

Для підготовки маточних рослин до вилучення ма-
теріалу, пагони, з яких проводили заготівлю живців, за 
5 діб до нарізання обробляли шляхом обприскування 
0,05 % розчином біологічного фунгіциду "Фитоспорин-
М" для зменшення ступеню інфікування тканин. 

На етапі підготовки до фрагментації матеріалу, от-
риманого з відібраних маточних рослин, живці довжи-
ною 20-40 см, одразу після їх відокремлення від пагонів 
донорських рослин, видалення в них листя та обприску-
вання сумішшю з 3 % розчину перекису водню та 70 % 
розчину етилового спирту, занурювали поверхнями від-
різів у водний розчин антиоксидантів: 0,005 % аскорбі-
нової кислоти та 0,005 % лимонної кислоти, у якому 
витримували впродовж однієї доби в умовах високої 
вологості, низьких позитивних температур (5-10 °С) та 
відсутності світла. 

Після однієї доби живці вилучали з холодного при-
міщення та швидко занурювали у теплий (25 °С) вод-
ний розчин 1 % аскорбінової кислоти на 60 сек. Далі 
живці поміщали у теплу (50 °С) воду на 90 с, для ініці-
ювання теплового шоку, після чого промивали під стру-
менем теплої (50 °С) води впродовж 60 с. 

Стерилізацію рослинного матеріалу перед введен-
ням у культуру in vitro здійснювали за допомогою ком-
бінованого методу із застосуванням дезінфектантів і ан-
тисептичних речовин герміцидної та бактеріостатичної 

дії, шляхом 3-етапного поверхневого оброблення рос-
линного матеріалу з 3-кратним промиванням водою піс-
ля кожного оброблення. 1 етап: занурення на 1 хв у су-
міш розчинів 3 % перекису водню та 70° етилового 
спирту. 2 етап: занурення на 10 хв у 10 % водному роз-
чині гіпохлориту натрію. 3 етап – експозиція 5 та 10 хв 
у розчині одного із наступних антисептичних і дезінфі-
куючих препаратів: "Мірамістин" – 0,01 % розчин на 
базі бензилдиметил-мірістоїламіно-пропіламонійхлори-
ду, "Горостен" – 0,025 % розчин на базі декаметоксина 
дихлориду, "Dequadin" – 0,5 % розчин на базі деквалі-
нія хлориду, "Лізоформін 3000" – 0,5 % водний розчин 
на базі глутарового альдегіду, гліоксалю, дидецилдиме-
тиламоній хлориду. 

Відокремлення експлантів здійснювали у об'ємі вод-
них розчинів антиоксидантів: 0,01 % розчин аскорбіно-
вої кислоти +0,01 % розчин лимонної кислоти, для 
уникнення проникнення повітря у судини живця, а та-
кож запобігання дії гідролітичних ферментів і утворен-
ня продуктів окислення фенольних сполук. 

Культивування ізольованих експлантів впродовж 
перших 5 діб, на стадії їх адаптації, здійснювали на рід-
кому поживному середовищі із високим вмістом саха-
рози як донора вуглецю – 0,1 моль/л, для забезпечення 
більшої доступності трофічних елементів, та для більш 
раннього виявлення перших ознак розвитку сапрофіт-
них грибів і іншої мікробіоти у середовищі. Першу до-
бу після ізолювання культивування експлантів прово-
дилось за відсутності світла, для зменшення інтенсив-
ності утворення АФК внаслідок оксидативного стресу і 
запобігання фотоокислення карбонілвмісних полімерів. 

Ефективність використання у процесі отримання 
стерильної культури експлантів вищезазначених фарма-
кологічних препаратів і дезінфікуючих засобів, ступінь 
цитотоксичної дії компонентів вищезазначених анти-
септичних препаратів і дезінфікуючих засобів, а також 
оптимальну тривалість експозиції оцінювали за двома 
показниками: життєздатність експлантів після 5 діб 
культивування та рівень контамінаціїї експлантів і їх 
поживних середовищ сапрофітними мікроміцетами на 
15 добу культивування. Визначення рівня контамінації 
експлантів передбачає врахування кількості тих зразків 
(експлантів або їх поживних середовищ), в яких спосте-
рігається розвиток та ріст міцелію сапрофітних мікро-
міцетів впродовж перших 15 діб культивування. 

Для визначення істотності різниці між дослідом і 
контролем використовували критерій Стьюдента. 

Результати дослідження та їх обговорення / 
Research results and their discussion 

У проведеному дослідженні була спроба удоскона-
лити метод стерилізації експлантів фундука перед вве-
денням їх у асептичну культуру in vitro для того, щоб 
мати можливість підвищити ефективність процесу де-
контамінації без застосування ртутьвмісних сполук. 

Для цього як деконтамінанти рослинного матеріалу 
використовували, окрім загальноприйнятих речовин-
стерилянтів, дезінфікуючі засоби та антисептичні пре-
парати з широким спектром бактерицидної та фунгі-
цидної дії, що використовують у медицині та фармако-
логії. Визначали ефективність поєднання первинного 
оброблення із застосуванням перекису водню, етанолу 
та гіпохлориту натрію та подальшої деконтамінації із 
застосуванням антисептичних препаратів та дезінфіку-
ючих засобів. 
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Одним із завдань було визначити ефективність ви-
користання препаратів у обраних концентраціях та за 
обраної тривалості експозиції шляхом оцінювання 
життєздатності та рівня контамінації експлантів. Резу-
льтати наведено у табл. 1, де показано середні арифме-
тичні значення показників і стандартні статистичні по-
хибки середніх арифметичних значень показників. 

Табл. 1. Ефективність використання препаратів у процесі вве-
дення експлантів фундука до стерильної культури / Effective-
ness of the use of drugs in the process of hazelnut explants intro-

duction into a sterile culture 

Назва сорту 
Велетень Харків-4 

Назва 
препарату 

Ж, % К, % Ж, % К, % 
Тривалість експозиції – 5 хв 

Мірамістин 97,86±1,46 32,14±4,63*# 96,08±2,71 22,85±6,58*#

Горостен 96,29±3,25 86,0±8,16 96,74±2,11 75,57±5,74*#

Dequadin 98,34±0,91 95,76±3,42 97,0±2,73 90,68±6,16

Лізоформін 3000 98,55±0,29 7,57±2,48*# 97,19±1,45 12,01±4,32*#

Тривалість експозиції – 10 хв 
Мірамістин 64,0±9,40*# 28,28±4,85*# 72,36±4,21*# 32,80±5,94*#

Горостен 92,68±3,37 79,47±5,0*# 92,98±3,09 88,86±1,53*#

Dequadin 94,26±5,46 91,18±6,33 94,0±2,20 85,0±5,19# 

Лізоформін 3000 78,32±5,99*# 12,0±1,70*# 67,39±7,10*# 10,04±0,38*#

К1 – 1-ий та 2-ий 
етапи оброблення 

97,18±2,23 96,09±1,11 96,88±1,04 93,28±0,50

К2 – інтактні 
експланти 

99,14±0,21 96,76±2,19 98,59±1,10 98,44±0,18

Примітка: * – різниця достовірна за відношенням до 
К1 при Р ≤ 0,05; # – різниця достовірна за відношенням до 
К2 при Р ≤ 0,05; Ж – життєздатність; К – контамінація. 

Для оцінювання ефективності процесу деконтаміна-
ції використовували відсоткові показники життєздат-
ності (відносна до загальної кількості кількість живих 
експлантів без ознак некрозу тканин) та контамінації 
(відносна кількість контамінованих експлантів), які по-
рівнювали з двома контрольними групами експлантів. 
Для перевірки загальної ефективності процесу деконта-
мінації, який містить процедуру первинної (на 1-му та 
2-му етапах) та вторинної (на 3-му етапі) стерилізації 
використовували контроль № 1 (К1) – група інтактних 
експлантів. Для виключення вірогідності ураження тка-
нин експлантів внаслідок дії стерилізуючих речовин на 
1-му та 2-му етапах оброблення та дослідження ефек-
тивної дії саме антисептичних препаратів і дезінфіку-
ючого засобу, які було застосовано на 3-му етапі проце-
дури знезараження шляхом порівняння, слугував кон-
троль № 2 (К2) – група експлантів після 2-етапного об-
роблення розчинами перекису водню, етилового спирту 
та гіпохлориту натрія. 

Частка життєздатних експлантів визначалась ступе-
нем токсичної дії препаратів у концентраціях, що вико-
ристовувались, за наданою тривалістю експозиції. Час-
тка експлантів з ознаками контамінації – показник сту-
пеню зараженості тканин вихідних експлантів і їхнього 
поживного середовища, а також ефективності застосу-
вання наданих концентрацій препаратів впродовж нада-
ної тривалості експозиції. 

В процесі пошуку ефективної концентрації препара-
тів використовували показники життєздатності для виз-
начення найвищої граничної ефективної концентрації 
препаратів, за перевищенням якої токсична дія їх скла-
дових речовин не дає змоги отримувати достатню кіль-
кість життєздатних експлантів. А також використовува-

ли рівень контамінації – показник для визначення ниж-
чої межі концентрації препаратів, за якою препарат вже 
не є ефективним. 

Як видно із табл. 1, контакт з усіма антисептичними 
препаратами та дезінфікуючим засобом на 3-му етапі 
стерилізації експлантів тривалістю, що не перевищує 
5 хв, не чинить пошкоджувальної дії на тканини 
експлантів усіх сортів фундука. 

Збільшення тривалості експозиції до 10 хв для пре-
парату "Мірамістин" та засобу "Лізоформін 3000" чи-
нить негативний вплив на показники життєздатності 
експлантів. Але препарати "Горостен" та "Dequadin" не 
виявляють токсичної дії навіть при більш тривалому 
контакті. Проте разом із тим ефективність використан-
ня препаратів "Горостен" та "Dequadin" у представле-
них концентраціях впродовж обраної тривалості експо-
зиції низька для експлантів усіх сортів. Про це свідчить 
високий рівень контамінації, який не знижується навіть 
при збільшені тривалості контакту з препаратами до 
10 хв і становить не менш 75 %. 

Препарат "Мірамістин" та засіб "Лізоформін 3000" 
навпаки виявляють герміцидну дію за тривалість кон-
такту у 5 хв. Фунгіцидна дія "Мірамістину" та "Лізо-
форміну 3000" майже не залежить від тривалості експо-
зиції, оскільки рівень контамінації грибами у варіантах 
з експозицією як 5, так і 10 хв коливається у межах 
22,85-32,80 % для "Мірамістину" та 7,57-12,01 % для 
"Лізоформіну 3000". 

Для більшої наочності отриманих даних з ефектив-
ності застосування препаратів/засобів було розраховано 
кількісний показник ефективності – середній відсоток 
експлантів обох сортів без ознак контамінації після 5-хв 
експозиції у одному з наступних препаратів/засобів: 
для "Мірамістину" показник ефективності дорівнював 
72,5 %, для "Горостену" – 19,2 %, для препарату "Deq-
uadin" – 6,8 %, для засобу "Лізоформін 3000" – 90,2 %. 

На рисунку представлено результати розрахунків се-
редньої частки експлантів обох сортів без ознак конта-
мінації після 5-хв експозиції у одному з препаратів/за-
собів. 

 
Рисунок. Діаграма розподілу ефективності застосування препа-

ратів / Diagram of the distribution of the effectiveness of the 
use of drugs 

Засіб "Лізоформін 3000" завдяки тому, що містить у 
своєму складі глутаровий альдегід відрізняється висо-
кою токсичністю у концентраціях більших за 1 % його 
водного розчину. Відповідно до Інструкції щодо вико-
ристання засобу дезінфікуючого "Лізоформін 3000 
(Lysoformin 3000)" для дезінфекції, достерилізаційного 
очищення та стерилізації, розробленій Державною ус-
тановою "Інститутом медицини праці ім. Ю. І. Кундієва 
Національної академії медичних наук України", за 
участю ТОВ "Бландіас" Україна, використовують кон-
центрації робочих розчинів за препаратом від 0,1 до 
1,0 % для режимів дезінфекції виробів медичного приз-
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начення, медичних об'єктів і інструментарію і тільки 
для режиму стерилізації інструментарію застосовують 
розчин у концентрації 8,0 %. 

Уперше дія засобу "Лізоформін 3000" досліджува-
лась Ю. С. Лисак (2017) при клональному розмноженні 
тополі Боллє [31]. Водний розчин засобу у концентрації 
0,25 % виявив високу ефективність у процесі деконта-
мінації матеріалу та низьку токсичну дію. 

У подальших роботах вивчався вплив "Лізоформіну 
3000" як поверхневого стерилізанту в процесі отриман-
ня асептичних експлантів горіха волоського, за вико-
ристанням розчину препарату у концентрації 10 % та 
тривалості експозиції 5-15 хв. Внаслідок цього було от-
римано велику частку некротизованих експлантів і від-
значено низьку ефективність засобу завдяки високому 
ступеню контамінації матеріалу у процесі наступного 
культивування [41]. 

У представленому досліді із деконтамінації експлан-
тів фундука за використанням "Лізоформіну 3000", при 
контакті тканин із засобом впродовж 10 хв ознаки ток-
сичної дії складових засобу мали місце навіть за його 
концентрації 0,5 %, що виявлялося у зниженні життє-
здатності експлантів на 20,23-29,8 % порівняно із по-
казниками життєздатності після 5-ти хвилинної експо-
зиції. Було продемонстровано високу некротизуючу 
дію засобу на тканини експлантів. 

Отримані результати використання препаратів на 
базі активних речовин, що виявляють фунгіцидну та 
бактерицидну/бактеріостатичну дію, дають можливість 
також зробити припущення, що сапрофітна мікробіота 
зразків, в яких спостерігались ознаки зараження після 
15 діб культивування, виявляла чуттєвість до дії препа-
ратів, але у цих випадках дія була не фунгіцидною, а 
носила більш фунгістатичний характер, тобто за нада-
ною концентрацією препарати тільки тимчасово приг-
нічували розвиток мікроміцетів і їхніх спор, а не пов-
ністю знищували їх. Також можливо не була достат-
ньою тривалість контакту рослинних тканин із дезинфі-
куючими та антисептичними речовинами. 

Додатково було проведено два досліди із вивчення 
ефективності "Лізоформіну 3000": експеримент № 1 – 
дослідження ефективності використання Лізоформіну 
3000 на 2 етапі деконтамінації, замість гіпохлориту нат-
рію, за двоетапного оброблення; експеримент № 2 – 
дослідження ефективності використання "Лізоформіну 
3000" для оброблення зразків (експлантів і їх поживних 
середовищ), контамінованих сапрофітними мікроміце-
тами родів Penicillium та Aspergillum, із ознаками роз-
витку міцелію пліснявих грибів на 15 добу культиву-
вання. 

У першому експерименті було застосовано двоетап-
не поверхневе оброблення з трикратним промиванням 
водою після кожного оброблення. На першому етапі 
проводили очищення поверхні та первинне знезаражен-
ня шляхом занурення живців на 1 хв у суміш розчинів 
3 % перекису водню та 70° етилового спирту. Другий 
етап – занурення на 15 хв у 0,25 % водний розчин "Лі-
зоформіну 3000". 

Концентрація розчину "Лізоформін 3000" була зни-
жена, порівняно із концентрацією (0,5 %) за його вико-
ристанням у процесі 3-етапного оброблення, оскільки 
збільшення тривалості контакту експлантів із засобом 
до 15 хв може збільшувати його токсичний ефект. 

Використання 2-етапного оброблення із застосуван-
ням "Лізоформіну 3000" дало змогу отримати відносно 

низький рівень контамінації – 33,72 та 39,23 %%, тоді 
як використання гіпохлориту натрію на 2 етапі оброб-
лення (К1 у табл. 1) демонструвало низьку ефектив-
ність – 96,09-93,28 % контамінованих рослин. Тобто 
вдалося знизити рівень контамінації на 62,37 та 
54,05 %% порівняно із контролем 1. Життєздатність 
експлантів впродовж 5 діб після застосування 0,25 % 
розчину "Лізоформіну 3000" була на рівні контролю 
1 та 2 (див. табл. 1) – 97,0-98,25 %. 

Ефективність використання "Лізоформіну 3000" за-
мість гіпохлориту натрію на 2 етапі оброблення, тобто 
ефективність поєднання використання засобу із первин-
ним знезараженням за допомогою перекису водню та 
етанолу, потребує подальшого вивчення для того, щоб 
мати можливість відмовитись у перспективі від засто-
сування стерилянтів на базі сполук із активним хлором. 

Оскільки процедура деконтамінації первинних експ-
лантів має на увазі в основному тільки процеси знешко-
дження або пригнічення розвитку спор та конідій мік-
роміцетів на поверхні експлантів, для перевірки ефек-
тивності дії "Лізоформіну 3000" у процесі знешкоджен-
ня мікроміцетів на стадії утворення та активного роз-
витку міцелію, було застосовано більші, порівняно із 
іншими експериментами, концентрації засобу. У друго-
му експерименті для знешкоджувального оброблення 
зразків із ознаками зараження сапрофітними грибами 
використовували дві концентрації розчинів засобу "Лі-
зоформін 3000" – 0,5 та 1,0 %% і тривалість експозиції 
експлантів із засобом – 2 хв. Внаслідок цього, на 15 до-
бу культивування після оброблення результатів було 
досягнуто 45,22-51,0 % експлантів без ознак зараження 
мікроміцетами. Життездатність експлантів була на рівні 
98,78-99,17 %. 

Обговорення результатів дослідження. Потрібно 
зазначити, що В. В. Мацкевичем (2022), для зниження 
частки контамінованих первинних експлантів у процесі 
розмноження фундука шляхом мікроживцювання [30], 
було запропоновано вирощування маточних рослин 
ізольовано, в умовах закритого ґрунту і штучного освіт-
лення та оброблення маточних рослин, перед отриман-
ням донорського матеріалу, контактними і системними 
фунгіцидами. Також автором, у процесі деконтамінації 
експлантів, було застосовано для поверхневого оброб-
лення гіпохлорит натрію та препарат "Бландіас 300" 
[33]. У роботі із мікроклонального розмноження Jug-
lans regia L. Т. С. Риженко (2021) також було викорис-
тано засіб "Лізоформін 3000" для поверхневого знезара-
ження первинних експлантів [41]. Але використання за-
собу у концентрації 10 % та за тривалості експозиції 5-
15 хв виявилось малоефективним з причин токсичної 
дії компонентів засобу та високого рівня контамінації: 
частка некротизованих експлантів становила 3-37 %, 
показники контамінації були на рівні 63-100 %, за 5-хв 
експозиції. Причому, збільшення тривалості експозиції 
до 10 та 15 хв не впливало на рівень контамінації, але 
збільшувало рівень некротизації експлантів [42]. 

Отже, за результатами виконаної роботи можна 
сформулювати такі наукову новизну та практичну зна-
чущість результатів дослідження. 

Наукова новизна отриманих результатів дослі-
дження – вперше удосконалено метод деконтамінації 
первинних експлантів фундука за рахунок використан-
ня технології вирощування маточних рослин у закритих 
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умовах на геопонних системах, застосування антисеп-
тичних препаратів і дезінфікуючих засобів, що вико-
ристовують у фармакології та медицині. 

Практична значущість результатів дослідження – 
за рахунок підвищення ефективності методу деконтамі-
нації у процесі клонального розмноження фундука, для 
підвищення показників життєздатності та регенеруван-
ня експлантів, наданий метод має можливість конкуру-
вати з іншими методами, які застосовують для отриман-
ня асептичних експлантів фундука у процесі введення 
їх до культури in vitro. 

Висновки / Conclusions 
Проведено оцінювання ефективності використання 

технології вирощування маточних рослин у закритих 
умовах та застосування препаратів і засобів бактери-
цидної і фунгіцидної дії, що використовують у фарма-
кології та медицині для зниження показників контамі-
нації експлантів, що дає можливість удосконалити ок-
ремі стадії процесу деконтамінації експлантів при кло-
нальному розмноженні фундука в умовах in vitro. За ре-
зультатами проведеного дослідження можна зробити 
такі основні висновки. 
1. Проведено досліди із підвищення ефективності процесу 

деконтамінації експлантів фундука за рахунок отри-
мання біологічного матеріалу більшого ступеню мікро-
біологічної чистоти від рослин-донорів, культивування 
яких здійснюється у закритих умовах із контролем 
живлення та параметрів середовища. У процесі дослі-
дження було встановлено, що використання геопонних 
систем із контролем живлення та параметрів середови-
ща різного типу у процесі культивування материнських 
рослин фундука для безперервного отримання зелених 
живців для подальшого розмноження виділених з них 
експлантів в умовах in vitro, є доцільним і отриманий 
матеріал, який за якістю відповідає вимогам біотехно-
логічних методів, може використовуватись для потреб 
технології клонального розмноження фундука. 

2. З'ясовано, що поєднання методів вирощування маточ-
них рослин у закритих умовах на спеціально підготов-
лених твердих субстратах із застосуванням систем кон-
тролю живлення та параметрів середовища та їх кло-
нального розмноження в умовах in vitro є доцільним 
для отримання клонових рослин і є здатним підвищити 
показники регенерування експлантів у процесі кло-
нального розмноження фундука. 

3. Досягнуто високих показників деконтамінації матері-
алу та життєздатності експлантів у процесі знезаражен-
ня поверхневих тканин експлантів фундука при їх вве-
дені до стерильних умов за рахунок поєднання методів 
первинного поверхневого знезараження із застосуван-
ням таких стерилянтів, як перекис водню, етанол та гі-
похлорит натрію і подальшої деконтамінації із застосу-
ванням антисептичного препарату "Мірамістин" та де-
зінфікуючого засобу "Лізоформін 3000". 

4. За використанням антисептичного препарату "Міраміс-
тин" та дезінфікуючого засобу "Лізоформін 3000" і три-
валості експозиції – 5 хв рівень контамінації експлантів 
сапрофітними грибами було знижено до 22,85-32,14 % 
та 7,57-12,01 % відповідно. При збільшені тривалості 
контакту експлантів із препаратами до 10 хв показники 
контамінації залишались на тому ж рівні: 28,28-
32,80 % контамінованих експлантів при застосуванні 
"Мірамістину" та 10,04-12,0 % у випадку застосування 
"Лізоформіну 3000". 

5. Встановлено, що використання таких речовин, як дека-
метоксину дихлорид та деквалінію хлорид у складі ан-
тисептичних препаратів "Горостен" та "Dequadin" не 

було ефективним, оскільки показники контамінації 
експлантів були на рівні 75,57-95,76 %% і не залежали 
від тривалості експозиції. 
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WAYS OF INCREASING THE EFFICIENCY OF THE PROCESS OF DECONTAMINATION OF 
PRIMARY HAZELNUT EXPLANTS DURING CLONAL PROPAGATION IN VITRO 

A study was conducted to increase the efficiency of the method of clonal propagation of the hazelnut varieties 'Veleten' and 
'Kharkiv-4' by cuttings due to the improvement of the material decontamination process. The method of growing mother plants on 
prepared soil in a closed environment with control of nutrition and environmental parameters was used to obtain donor material with 
a higher degree of microbiological purity. The effectiveness of the use of antiseptic drugs such as "Miramistin", "Gorosten", "Dequa-
din", and the disinfectant "Lisoformin 3000" in the process of microbial decontamination of hazelnut explants was investigated. The 
effectiveness of the combination of primary surface sterilization of explants with the use of sterilants at the first and second stages of 
processing, in particular, hydrogen peroxide, ethanol, sodium hypochlorite and subsequent decontamination using antiseptic prepara-
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tions and a disinfectant at the third stage was studied. The following results were obtained: the lowest rates of contamination with 
saprophytic micromycetes were observed when primary sterilization was combined with the use of 0.5 % of the "Lisoformin 3000" 
solution: 7.57-12.01 % of contaminated plants were obtained for a duration of exposure of 5 min, and 10.04-12.0 % for exposure du-
ration of 10 min. The use of the drug "Miramistin" in combination with primary surface sterilization enabled obtaining contamination 
rates at the level of 22.85-32.14 % and 28.28-32.80 % for 5 and 10 minutes of exposure to the drug, respectively. The use of the 
drugs "Gorosten" and "Dequadin", even after primary sterilization, was ineffective; the drugs did not demonstrate fungicidal or fun-
gistatic effect – 75.57-95.76 % of contaminated explants. The effectiveness of the use of "Lisoformin 3000" in the process of two-
stage treatment of hazelnut explants was investigated, primary sterilization using hydrogen peroxide and ethanol in the first stage and 
subsequent decontamination using a 0.25 % solution of "Lisoformin 3000" for a duration of exposure of 15 minutes. As a result, the 
contamination rates were reduced, compared to the control – 33.72 and 39.23 %%. Moreover, research was conducted on the neutra-
lization of mycelium and spores in samples with signs of infection with saprophytic micromycetes using 0.5 and 1.0 %% solutions of 
"Lisoformin 3000". On the 15th day of cultivation after the processing procedure, 45.22-51.0 % of explants without signs of infection 
were obtained. 

Keywords: aseptic culture of cuttings; microbial contamination; antiseptic drugs; disinfectant; sterilization; saprophytic mic-
romycetes. 


