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Одним із методів отримання садивного матеріалу листяних деревних рослин, зо-
крема ясена звичайного (Fraxinus excelsior L.), липи широколистої (Tilia platyphyllos Scop.) 
та берези повислої (Betula pendula Roth), є мікроклональне розмноження. Асептичність 
експлантатів − передумова мікроклонального розмноження рослин. Здебільшого для 
цього використовують хімічну стерилізацію рідкими речовинами. На режим деконтамі-
нації впливає низка чинників, зокрема генотип рослини. Мета дослідження – оптимізація 
протоколу стерилізації експлантатів F. excelsior, T. platyphyllos та B. pendula для мікро-
клонального розмноження. Для досліджень використовували 20−30 см частини пагонів, 
ізольовані із 12-річної T. platyphyllos, 10-річної B. pendula та 15-річного F. excelsior у лю-
тому−березні 2021 р. Рослинний матеріал культивували за загальноприйнятою мето-
дикою на живильному середовищі MS (Murashige & Skoog, 1962). Для опрацювання до-
слідних даних використовували програмні засоби MS Excel, розраховано середнє та його 
основну помилку. Для аналізу впливу режиму стерилізації експлантатів на асептичність 
проведено однофакторний дисперсійний аналіз (ANOVA). Показано доцільність витри-
мування рослинного матеріалу упродовж доби у фунгіцидних препаратах, зокрема у 
0,1 % розчині «Самшит» − F. excelsior та 0,3 % розчині «Фундазол» − T. platyphyllos і 
B. pendula. Оптимізовано протокол стерилізації дослідних рослин (ефективність понад 
50 %) шляхом використання ступінчастого способу із застосуванням 70 % етилового 
спирту, 1,0 % і 2,0 % AgNO3 та 2,5 % і 5,0 % NaClO. Установлено, що вплив режиму 
стерилізації дослідних рослин на асептичність є статистично значущим на рівні 5 %. 
Для ініціації експлантатів використовували живильне середовище за прописом MS із 
додаванням 0,25 мг∙л-1 кінетину і 2,0 гꞏл-1 активованого вугілля. Подальші дослідження 
спрямовані на розроблення протоколу прямої регенерації мікропагонів рослин F. excelsior, 
T. platyphyllos та B. pendula за дії компонентів живильного середовища in vitro.

Ключові слова: культура тканин рослин in vitro, Fraxinus excelsior L., Tilia 
platyphyllos Scop., Betula pendula Roth, асептичність, експлантати, регенерація, живиль-
не середовище, мікроклональне розмноження.

Актуальність. Одержання високо-
якісного садивного матеріалу листяних 
деревних рослин, зокрема ясена зви-
чайного (Fraxinus excelsior L.), липи 
широколистої (Tilia platyphyllos Scop.) 
та берези повислої (Betula pendu-
la Roth), є актуальним завданням для 
лісового і садово-паркового господар-
ства України. Одним із методів отри-

мання рослин зі збереженням цінних 
спадкових властивостей є мікрокло-
нальне розмноження. Цей метод, на 
противагу традиційним способам роз-
множення, дає змогу одержувати оздо-
ровлені генетично-однорідні рослини 
упродовж року з мінімальної кількості 
донорного матеріалу та значно збіль-
шити коефіц ієнт  розмноження 
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(Butenko, 1964; Lutova, 2003; Smith, 
2012). Однією із важливих умов мікро-
клонального розмноження є підготовка 
рослинного матеріалу до введення в 
умови in vitro, зокрема добір протоко-
лу ефективної стерилізації (Kalinin et 
al., 1980; Kataeva & Butenko, 1983). Від 
стерилізації, як першого етапу, зале-
жить результат мікроклонального роз-
множення. При цьому необхідно піді-
брати відповідні стерилізувальні речо-
вини, їх концентрацію та експозицію 
витримування, які ефективно знешко-
джують біоту, водночас не пошкоджу-
ють рослинні тканини та дають змогу 
одержувати високу життєздатність в 
умовах in vitro. 

Аналіз останніх досліджень та пу-
блікацій. Нині для досягнення асеп-
тичності експлантатів використовують 
хімічну стерилізацію рідкими речови-
нами, рідше газоподібними, а також 
фізичні реагенти (ультразвук, ультра-
фіолетове опромінення) (Butenko, 1964; 
Kalinin et al. ,  1980; Kataeva & 
Butenko, 1983). Аналіз досліджень 
свідчить, що найбільш поширеною є 
хімічна стерилізація речовинами, що 
містять активний хлор (гіпохлорит на-
трію / кальцію, хлорамін, хлорне вап-
но), гідраргіум (сулема, етилмеркурх-
лорид, тімеросал), кисень (пероксид 
водню), срібло (нітрат срібла), спирти 
(Shabanova & Mashkina, 2015; Lebedev 
& Shestibratov, 2016; Podhaietskyi et al., 
2016; Shakhov et al., 2018, 2019). Анти-
біотики використовують для знешко-
дження ендогенної біоти об’єктів, од-
нак вони характеризуються вибірковим 
спектром дії (Butenko, 1964). Також 
застосовують біоциди, зокрема РРМ 
(Plant Preservative Mixture™) (Podhai-
etskyi et al., 2016). Зокрема, автори 
Lebedev & Shestibratov (2016) частини 
пагона з 2−3 бруньками, ізольованими 
і з  60 -р ічних  плюсових  дерев 
F. excelsior, стерилізували у 0,1 % хло-

риду ртуті упродовж 6 хв із наступним 
триразовим промиванням стерильною 
дистильованою водою. Рослинний ма-
теріал культивували на живильному 
середовищі за прописом MS (Mu-
rashige & Skoog, 1962) з додаванням 
BAP (6-бензиламінопурин) і IAA 
(β-індоліл-3-оцтова кислота). Для 
збільшення відсотка ефективності сте-
рилізації використовали двоступінчас-
ту стерилізацію (Skálová et al., 2012). 
Автори Payamnour et al. (2014) опти-
мізували протокол стерилізації пагонів 
T. platyphyllos із використання мильної 
води для нейтралізації поверхневого 
забруднення та застосування попере-
дньої стерилізації, яка складалася із 
витримування у розчині 600 мг∙л-1 ас-
корбінової кислоти, 4,0 г∙л-1 фунгіциді 
«Captan», 5,0 % комерційному розчині 
NaOCl (5,0 % Cl) (20 хв). Потім рос-
линний матеріал промивали під стру-
менем води. Для стерилізації викорис-
товували розчин 600 мг∙л-1 аскорбіно-
вої кислоти і 10 % NaOCl (5 хв). Для 
стерилізації насіння рослин Betula spp. 
використовували 1,0 % пероксид вод-
ню (H2O2) (48 год) за Т = +4°С, із на-
ступним витримуванням у 30,0 % H2O2 
(15 хв) та промиванням у стерильній 
дистильованій воді (Gaidamashvili 
et al., 2015). Автори Shabanova & 
Mashkina (2015) стерилізацію експлан-
татів гібридів Populus L. проводили з 
урахуванням сезону ізоляції. Зокрема 
пагони, ізольовані у зимовий період, 
попередньо оброблювали в нестериль-
них умовах у 2,0 % «Domestos» (10 хв), 
далі у суміші розчинів 0,025 % мерті-
олята (10 хв) і 7,0 % «Білизни» (10 хв); 
експозиція витримування експлантатів, 
ізольованих у літній період, становила 
7 хв. Ефективним для пазушних бру-
ньок Populus maximowiczii Henry було 
витримування у 70 % етиловому спир-
ті (1 хв), з наступним перенесенням у 
NaClO (2 % активний хлор) (10−18 хв) 
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(Kärkönen et al., 2011). Інші дослідни-
ки (Delgadillo-Díaz et al., 2013) розро-
били ефективний режим стерилізації 
експлантатів рослин Quercus spp. за 
використання 70 % етилового спирту 
та 5,25 % гіпохлориту натрію. Для екс-
плантатів вишні, виокремлених із вер-
хівкових і бічних бруньок однорічних 
пагонів у березні, застосовували 0,1 % 
розчин мертіоляту або сулеми 
(Shakhov et al., 2019) / 12,0 % H2O2 / 
NaClO із 95,2 % активним хлором 
(Shakhov et al., 2018). Водночас низка 
авторів зазначають, що режим стери-
лізації експлантатів залежить від низки 
чинників, зокрема генотипу донора, 
фізіологічного стану, віку та типу екс-
плантату, сезону ізоляції (Butenko, 
1964; Kärkönen et al., 2011; Payam-
nour et al., 2014; Podhaietskyi et al., 
2016; Shakhov et al., 2018, 2019).

Мета дослідження – оптимізація 
протоколу стерилізації експлантатів 
F. excelsior, T. platyphyllos та B. pendula 
для мікроклонального розмноження. 
Дослідженнями передбачалося вирі-
шення таких завдань: 1) визначити 
ефективний режим деконтамінації екс-
плантатів у нестерильних умовах; 2) 
дібрати стерилізувальні речовини та 
визначити їх оптимальну концентра-
цію й експозицію у стерильних умо-
вах; 3) підібрати ефективне живильне 
середовище на етапі ініціації in vitro.

Матеріали і методи дослідження. 
Для досліджень використовували 
20−30 см частини пагонів, ізольовані 
із 12-річної T. platyphyllos, 10-річної 
B. pendula та 15-річного F. excelsior у 
лютому−березні 2021 р. Для зменшен-
ня відсотка контамінації рослинного 
матеріалу у нестерильних умовах ви-
користовували комерційні фунгіцидні 
препарати: 0,3 % «Фундазол» і 0,1 % 
«Самшит» (100 гꞏл-1 крезоксимметил + 
200 гꞏл-1 дифеноконазол). Пагони об-
робляли шляхом обприскування/витри-

мування упродовж доби / не викорис-
товували фунгіциди (контроль). Стери-
лізація рослинного матеріалу (4−8 см 
фрагменти) полягала у витримуванні 
(15−20 хв) у мильному розчині (з до-
даванням кількох крапель детергенту 
Tween-80) за постійного помішування, 
промиванн і  у  проточн ій  вод і 
(15−20 хв), споліскуванні у дистильо-
ваній воді, зануренні у 70 % етиловий 
спирт, стерилізації у розчинах та на-
ступному триразовому промиванні у 
стерильній дистильованій воді (по 
5−6 хв у кожній порції). Як стерилізу-
вальні речовини використовували 
2,5 % і 5,0 % NaClO, 1,0 % та 2,0 % 
AgNO3. На етапі введення в культуру 
in vitro використовували живильне се-
редовище за прописом MS. До живиль-
них середовищ вносили 100 мг∙л-1 ме-
зоінозитолу, 0,25 мг∙л-1 кінетину, 30 г∙л-1 
сахарози, 2,0 гꞏл-1 активованого  
вугілля та 7,0−7,3 г∙л-1 агару мікробіо-
логічного. Показник кислотності се-
редовища (рН) доводили до рівня 
5,7−5,9. 

Рослинний матеріал культивували 
за загальноприйнятою методикою у 
світловому приміщенні за температури 
24±1°С і освітлення 2,0−3,0 клк із 
16-годинним фотоперіодом та віднос-
ною вологістю повітря 70−75 %. За-
стосовували біотехнологічні методи, 
зокрема мікроклональне розмноження 
з використанням культури фрагментів 
пагонів рослин in vitro (Butenko, 1964; 
Kalinin et al., 1980; Kataeva & Butenko, 
1983; Smith, 2012). Повторюваність до-
слідів чотирикратна. Для опрацювання 
дослідних даних використовували про-
грамні засоби MS Excel, розраховано 
середнє та його основну помилку. Для 
аналізу впливу режиму стерилізації 
експлантатів на асептичність проведе-
но однофакторний дисперсійний аналіз 
(ANOVA). У результатах використову-
вали такі скорочення: F – розрахунко-
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ве значення критерію Фішера; Fкрит. – 
критичне значення критерію Фішера. 
Дослідження проведено в науково-до-
слідній лабораторії біотехнології рос-
лин ВП НУБіП України «Боярська 
ЛДС» упродовж 2021 р.

Результати дослідження та їх об-
говорення. Асептичність експланта-
тів − передумова мікроклонального 
розмноження рослин. Одним із найпо-
ширеніших стерилізувальних агентів 
для одержання асептичних культур 
деревних рослин є NaClO (Kärkö-
nen et al., 2011; Delgadillo-Díaz et al., 
2013; Payamnour et al., 2014; Shabano-
va & Mashkina, 2015). Водночас склад-
ність одержання значної частки асеп-
тичного матеріалу деревних рослин 
зумовлено морфо-фізіологічними осо-
бливостями, тому за аналогією з інши-
ми дослідниками (Skálová et al., 2012; 
Payamnour et al., 2014; Gaidamashvili 
et al., 2015) використовували двосту-
пінчасту стерилізацію. Результати до-

сліджень авторів (Butenko, 1964; 
Payamnour et al., 2014) свідчать про 
доцільність використання для попере-
дньої стерилізації фунгіцидів. Дію 
фунгіцидів та стерилізувальних речо-
вин (етиловий спирт, NaClO, AgNO3) 
на експлантати наведено у табл. 1.

На 4 добу фіксували ріст біоти 
(гриби/бактерії) біля основи експлан-
тату на поверхні живильного середови-
ща. Це було спричинено недостатніми 
асептичними прийомами під час по-
верхневої стерилізації рослинного ма-
теріалу (Buckley & Reed, 1994). Візу-
ально встановлено, що основу конта-
мінантів становили гриби (понад 80 %, 
рис. 1, в), бактеріози траплялися зрід-
ка (до 20 %). 

Як відомо, для мінімізації токсичної 
дії стерилізувальних агентів та змен-
шення частки нежиттєздатних рослин, 
їх концентрація та експозиція мають 
бути мінімальними (Kalinin et al., 1980; 
Kataeva & Butenko, 1983). Відповіді 

1. Ефективність стерилізації фрагментів пагонів дослідних рослин  
в умовах in vitro

В
ар

іа
нт

В
ид Фунгіцид (попередня сте-

рилізація)
Режим основної стерилі-

зації

Ефективність стери-
лізації експлантатів 
(середнє значення ± 

стандартна похибка), 
%

1

F.
 e

xc
el

si
or

−
70 % етиловий спирт (1−2 
хв), 5 % NaClO (10 хв) із 
подальшим перенесенням у 
2,0 % AgNO3 (9−10 хв)

27,5±3,0

2 обприскування 0,1 % 
«Самшит» 52,3±4,3

3 замочування у 0,1 % «Сам-
шит» (24 год) 70,3±2,8

4

T.
 p

la
ty

ph
yl

lo
s

70 % етиловий спирт (1−2 
хв), 5 % NaClO (6−7 хв) із 
подальшим перенесенням у 
2,0 % AgNO3 (9−10 хв)

29,3±2,2

5 обприскування 0,3 % 
«Фундазол» 31,3±1,5

6 замочування у 0,3 % 
«Фундазол» (24 год) 65,0±2,6

7

B.
 p

en
du

la

−
70 % етиловий спирт (1−2 
хв), 2,5 % NaClO (5−6 хв) 
із подальшим перенесенням 
у 1,0 % AgNO3 (5−6 хв)

22,0±3,4

8 обприскування 0,3 % 
«Фундазол» 57,3±2,2

9 замочування у 0,3 % 
«Фундазол» (24 год) 58,5±1,9
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експлантатів деревних рослин на режи-
ми деконтамінації відрізнялися, що зу-
мовлено морфо-фізіологічними особли-
востями генотипів. За результатами 
однофакторного дисперсійного аналізу 
(ANOVA) вплив режиму стерилізації 
дослідних рослин на асептичність є 
статистично значущим на рівні 5 % 
(F > Fкрит., Р < 0,05) (табл. 2). 

Результати експериментів показали 
доцільність витримування рослинного 
матеріалу у розчинах фунгіцидів та ви-
користання ступінчастої стерилізації, 
що узгоджується із даними інших ав-
торів (Skálová et al., 2012; Payam-

nour et al., 2014; Gaidamashvili et al., 
2015). Ефективної стерилізації фраг-
ментів пагонів рослин B. pendula  
досягли шляхом використання ступін-
частої стерилізації (70 % етиловий 
спирт − 12 хв, 2,5 % NaClO й 1,0 % 
AgNO3 − 6−7 хв) із попереднім витри-
муванням упродовж доби у 0,3 % роз-
чині «Фундазол» з одержанням 
58,5 ± 1,9 % асептичності (рис. 1, е). 
Найвищий відсоток ефективності 
(65,0 ± 2,6 %) для експлантатів рослин 
T. platyphyllos одержали у разі засто-
сування 70 % етилового спирту 
(1−2 хв), 5,0 % NaClO (6−7 хв) і 2,0 % 

Рис. 1. Результати стерилізації експлантатів: асептичні експлантати рослин 
F. excelsior (а) і T. platyphyllos (б); інфіковані міцелієм грибів B. pendula (в); 

життєздатні мікропагони in vitro F. excelsior (г), T. platyphyllos (д), B. pendula (е)

2. Підсумкові результати однофакторного дисперсійного аналізу  
для тканин дослідних рослин in vitro

F. excelsior
Джерело варіації SS df MS F P-значення Fкрит.

Між групами 3731 2 1865,3333 39,2014 3,6077 4,2565
T. platyphyllos
Між групами 3228 2 1614,0833 89,9489 1,1248 4,2565
B. pendula
Між групами 3435 2 1717,5833 65,5705 4,3106 4,2565

де: df – число степенів свободи; MS – дисперсії; F – розрахункове значення критерію 
Фішера; P-значення – розрахункове значення мінімальної значущості; Fкрит. – критичне 
значення критерію Фішера
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AgNO3 (9−10 хв) та попереднього ви-
тримування у 0,3 % розчині «Фунда-
зол» (рис. 1, б).

Для ефективної нейтралізації екзо-
генної біоти F. excelsior (70,3 ± 2,8 %) 
доцільно застосовувати режим асеп-
тичності, який передбачав використан-
ня 70 % етилового спирту (1−2 хв), 
2,0 % AgNO3 і 5,0 % NaClO (9−10 хв) 
із попереднім витримуванням упро-
довж доби у 0,1 % розчині «Самшит» 
(рис. 1, а). На 30−50 добу культивуван-
ня одержали життєздатні мікропагони 
із характерною пігментацією без ознак 
вітрифікації та некротизації на жи-
вильному середовищі MS із додаван-
ням 0,25 мг∙л-1 кінетину та 2,0 г∙л-1 

активованого вугілля (рис. 1, г, д, е).
Висновки і перспективи. Оптимі-

зовано протокол стерилізації фрагмен-
тів пагонів рослин F. excelsior, 
T. platyphyllos та B. pendula, ізольова-
них у лютому−березні, та одержано 
асептичні життєздатні мікропагони in 
vitro. Показано доцільність витриму-
вання рослинного матеріалу у фунгі-
цидах упродовж доби (0,1 % розчині 

«Самшит» − F. excelsior; 0,3 % розчи-
ні «Фундазол» − T. platyphyllos, 
B. pendula) та використання ступінчас-
тої стерилізації із застосуванням ети-
лового спирту, AgNO3 і NaClO. Уста-
новлено, що вплив режиму стериліза-
ції дослідних рослин на асептичність 
є статистично значущим на рівні 5 %. 
Для одержання значної кількості асеп-
тичних життєздатних мікропагонів 
(понад 50 %) доцільно використовува-
ти такі протоколи (з попереднім ви-
тримуванням у розчині фунгіциду і 
70 % етилового спирту упродовж 
1−2 хв): 1) 2,5 % NaClO (6−7 хв) і 
1,0 % AgNO3 (6−7 хв)  для B. pendula; 
2) 5,0 % NaClO (6−7 хв) і 2,0 % AgNO3 
(9−10 хв) − для T. platyphyllos; 3) 2,0 % 
AgNO3 і 5,0 % NaClO (9−10 хв) − для 
F. excelsior. Для ініціації експлантатів 
застосовувати живильне середовище за 
прописом MS із додаванням 0,25 мг∙л-1 
кінетину і 2,0 гꞏл-1 активованого вугіл-
ля. Подальші дослідження спрямовані 
на розроблення протоколу прямої ре-
генерації мікропагонів за дії компонен-
тів живильного середовища in vitro. 
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Chornobrov O. Yu., Tkachova O. E. 
OPTIMIZATION OF EXPLANTS IN VITRO STERILIZATION PROTOCOL  

OF SOME DECIDUOUS TREE SPECIES

One of the methods of obtaining planting material of deciduous plants, in particular common ash 
(Fraxinus excelsior L.), broad-leaved linden (Tilia platyphyllos Scop.) and silver birch (Betula 
pendula Roth) is microclonal propagation. Asepticity of explants is a prerequisite for microclonal plant 
propagation. Chemical sterilization with liquid substances is mostly used for this purpose. The mode 
of decontamination is influenced by a number of factors, in particular the genotype of the plant. The 
purpose of the study was to optimize the sterilization protocol of F. excelsior, T. platyphyllos and 
B. pendula explants for microclonal propagation. For research, 20–30 cm of shoots isolated from 
12-year-old T. platyphyllos, 10-year-old B. pendula, and 15-year-old F. excelsior in February-March 
2021 were used. Plant material was cultured according to conventional methods on a nutrient medium 
MS (Murashige & Skoog, 1962). Biotechnological methods were used (plant tissue culture in vitro, 
microclonal propagation). MS Excel software package was used to process the experimental data, 
the mean and its standard error were calculated. One-way analysis of variance (ANOVA) was 
performed to analyze the effect of explant sterilization on asepsis. The expediency of keeping plant 
material during the day in 0.1 % solution of “Samshit” − F. excelsior and 0.3 % solution “Fundazole” 
− T. platyphyllos and B. pendula is shown. The sterilization protocol of experimental plants (efficiency 
over 50 %) was optimized by using a stepwise method using 70 % ethyl alcohol, 1.0 % and 2.0 % 
AgNO3 and 2.5 % and 5.0 % NaClO. The effect of the sterilization regime of experimental plants on 
asepsis is statistically significant at the level of 5%. To initiate the explants, a culture medium according 
to the MS prescription was used with the addition of 0.25 mg/L kinetin and 2.0 g/L activated carbon. 
Further studies are aimed at developing a protocol for direct regeneration of microshoots of F. excelsior, 
T. platyphyllos and B. pendula under the action of components of the culture medium in vitro.

Keywords: in vitro plant tissue culture, Fraxinus excelsior L., Tilia platyphyllos Scop., Betula 
pendula Roth, sterilization, explants, regenerative ability, culture medium, microclonal propagation.
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