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Основными проблемами введения в культуру in vitro побегов фундука яв-
ляется высокая степень эндогенной грибной контаминации, фенольное окисле-
ние тканей и некротические поражения эксплантов вследствие поверхностной 
стерилизации. В связи с этим, цель данной работы – определить влияние пре-
добработки фунгицидами на эффективность получения стерильной культуры 
эксплантов фундука. В результате исследований было выявлено, что при ис-
пользовании предобработки побегов фундазолом процент стерильных жизне-
способных эксплантов составил 16,6–56 %, в зависимости от способа стерили-
зации. В вариантах без фундазола выход стерильных эксплантов составил 0 %. 
Из всех испытанных вариантов стерилизации наилучшим оказалась обработка 
побегов 10%-ной белизной 7 мин, при этом выход стерильных жизнеспособных 
эксплантов составил 56 %, некроз 10 % и контаминация 33,3 %. Полученные 
результаты будут полезны для создания депонированной коллекции ценных ге-
нотипов фундука in vitro и разработки протоколов микроразмножения.

Ключевые слова: Corylus avellana, микроразмножение, асептическая культу-
ра, деконтаминация, гипохлорит натрия.

Орехоплодные культуры представляют значительный интерес и 
перспективу развития в сельскохозяйственном секторе России. Одной 
из таких культур являются виды и сорта древовидных кустарников рода 
Лещина (Corylus L.), больше всего известные как фундук. Представите-
ли данного рода распространены повсеместно на территории Европы, 
Кавказа, Северной Америки и на Среднем Востоке, где выращиваются 
в промышленном масштабе. Обширные и наукоёмкие данные по воз-
делыванию фундука накоплены за длительное время во Всероссийском 
научно-исследовательском институте цветоводства и субтропических 
культур (ВНИИЦиСК), г. Сочи [2–5, 8–13].

Для большинства широко известных зарубежных сортов фундука 
подобраны полные циклы клонального микроразмножения. Однако раз-
работанные протоколы по клональному микроразмножению лещины 
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сортоспецифичны и значительно отличаются в составах питательных 
веществ в зависимости от сорта. В России же и странах СНГ сведения 
по микроразмножению видов и сортов рода Corylus незначительны. 
Так, А. А. Алиханова и А. Г. Юсуфов [1], культивировали семядоли 
C. avellana (L.) Karst. с целью получения морфогенного каллуса для 
изучения процессов регенерации. В Национальном дендрологиче-
ском парке Софиевка (Украина) получен опыт клонального микро-
размножения C. colurna Koch. [19]. Имеются данные по введению 
в культуру in vitro пазушных почек C. avellana, авторами получены 
стерильные листовые зачатки [6, 7]. В целях сохранения природно-
го генофонда C. colurna и C. avellana изучены некоторые вопросы 
введения эксплантов в условия in vitro [16, 19].

Зарубежные источники изобилуют многочисленными данными 
о культуре тканей генотипов рода Corylus в условиях in vitro. За дли-
тельный период исследований данного вопроса многие научные кол-
лективы добились значительных результатов. Ряд авторов сообщают о 
положительных результатах микроразмножения побегов фундука [14, 
18, 20, 22]. Однако культивирование растительных тканей фундука в 
условиях in vitro на практике осложняется контаминацией бактериаль-
ными и грибными патогенами, низким коэффициентом размножения, 
окислением исходных эксплантов, избытком фенольных соединений, а 
также некрозом тканей эксплантов от чрезмерного токсичного воздей-
ствия стерилизующих веществ [18, 22].

Процесс поверхностной стерилизации для получения стерильных 
эксплантов у многих древесных культур трудоёмкий. Введение мате-
риала с применением традиционных способов показывает низкие ре-
зультаты. Для увеличения числа введённых эксплантов, последние бе-
рутся с маточных растений, которые выращиваются в контролируемых 
тепличных условиях [15]. Интенсивный уход за такими горшечными 
растениями позволял снижать степень заражения эксплантов на 20 %, 
в противном случае, инфицирование может составлять до 90 %, что 
ограничивает преимущество культуры in vitro [14].

При отсутствии доступа к омоложенному и оздоровленному ма-
точнику, как источнику эксплантов, необходим поиск альтернативных 
способов предобработки вегетативных тканей для повышения эффек-
тивности введения в стерильную культуру генотипов фундука. Поэто-
му цель данного исследования выявить эффективность поверхностной 
стерилизации и предобработки побегов фунгицидами для деконтами-
нации на этапе введения фундука в стерильную культуру in vitro.
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Объекты и методы исследований. Молодые побеги фундука были 
получены из коллекционных насаждений ВНИИЦиСК (рис. 1. А, Б). 
Предобработка растительного материала фундука сорта ‘Трапезунд’ 
производилась с использованием ½ концентрации фундазола за 7 дней 
перед введением в стерильную культуру. Перед введением в стериль-
ную культуру побеги промывали в проточной воде в течение 20 ми-
нут с последующей стерилизацией с использованием сулемы, белиз-
ны, велтолена в различных концентрациях и экспозициях. После чего 
экспланты промывали стерильной дистиллированной водой трижды и 
помещали на питательную среду ½ МС с добавлением агара – 6 г/л, са-
харозы – 30 г/л, рН 5,8. Первую неделю культивировали в темноте при 
температуре +18 оС, затем помещали в стандартные условия освещения 
5 000 лк с фотопериодом 16/8.

Учёты роста проводили каждые 10 дней. Опыты проводили в трёх-
кратной повторности, в каждой повторности не менее 25 пробирок.

Результаты и их обсуждение. По данным зарубежных коллег ка-
чество маточной коллекции и источник эксплантов является решаю-
щим фактором успешной инициации асептической культуры фундука. 
В нашем случае в отсутствии омоложенного маточника предобработка 
побегов являлась единственно доступным способом подготовки экс-
плантов для введения в условия in vitro. Ранее было показано, что наи-
более предпочтительны в качестве эксплантов боковые почки фунду-
ка в сравнении с апикальными, т. к. последние более чувствительны к 
стерилизации и погибают в течение нескольких дней культивирования 
[11]. В наших первичных рекогнисцировочных результатах апикаль-
ные экспланты также погибали.

В последующем, при использовании предобработки побегов фунда-
золом процент стерильных жизнеспособных эксплантов с латеральными 
почками составил 16,6–56 %, в зависимости от способа стерилизации. 
В вариантах без фундазола выход стерильных эксплантов составил 0 % 
(табл. 1). Несмотря на предобработку фундазолом и поверхностную сте-
рилизацию основной причиной гибели эксплантов являлась высокая сте-
пень грибной контаминации, приводящая к гибели 33–70 % эксплантов 
(в вариантах с использованием фундазола) и 70–90 % (в вариантах без 
предобработки фундазолом) (рис. 1. В).

Из всех испытанных вариантов, наилучшим вариантом стерилизации 
оказалась обработка побегов 10%-ной белизной 7 мин. При этом выход сте-
рильных жизнеспособных эксплантов составил 56 %, некроз 10 % и кон-
таминация 33,3 %. Наименее эффективным способом стерилизации было 
использование стандартного раствора сулемы (0,15%-ный), в результате 
чего выжили лишь 16,6 % эксплантов. Damiano et al. [16] наблюдали 
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контаминацию или некроз в 95 % культивируемых эксплантов собран-
ных в период май–сентябрь. На частоту контаминации оказывает вли-
яние не только сезон, но и другие факторы, такие как строение почки, 
которое делает стерилизацию сложной [21]. Исследователи изучали 
различные меры борьбы с контаминацией. Согласно данным Bacchetta 
et al. [14] и Yu, Reed [22], степень контаминации может быть снижена 
на 20–30 % при использовании горшечных растений в качестве источ-
ника эксплантов вместо полевых. Diaz-Sala et al. [17] и Damiano et al. 
[16] сообщали, что хранение веток в холоде может значительно умень-
шить контаминацию и увеличить морфогенный потенциал. Хранение 
эксплантов при 5 оC в течение 3 недель давало 50 % стерильных побе-
гов по сравнению с 30 % при обычном введении.

Таблица 1
Влияние способа стерилизации 

на эффективность введения эксплантов фундука in vitro

№
п/п
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Вариант 
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Н
ек
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з, 

%
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нт
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ми
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%
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х
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сп
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нт

ов
,

%

1

да

0,15%-ная сулема
7 мин 13,3 70,0 16,6

2 0,3%-ная сулема 
5 мин 13,3 63,3 23,3

3 10%-ная белизна
7 мин 10,0 33,3 56,6

4 3%-ный велтолен
15 мин - 60,0 40,0

5
нет

10%-ная белизна
7 мин 10 90 0

6 10%-ная белизна
15 мин 30 70 0

Было выявлено, что сочетание стрептомицина с гентамицином или 
стрептомицина с тиментином эффективны для устранения всех бактери-
альных штаммов, обнаруженных из загрязнённой ткани фундука. Для полу-
чения асептической культуры и освобождения от эндогенного загрязнения 
необходима в 3–4 раза более высокая концентрация антибиотиков. Было 
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обнаружено, что антибиотики уменьшают заражение, но при высокой кон-
центрации они фитотоксичны. Необходимо проведение дополнительных 
исследований для обоснования использования антибиотиков в питатель-
ной среде при получении чистой культуры фундука.

А – побег фундука; Б – эксплант перед этапом стерилизации; 
В – инфицированный эксплант; Г, Д – жизнеспособные, стерильные экспланты

Рис. 1.  Введение эксплантов фундука в стерильную культуру
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Некроз отмечался несколькими авторами как серьёзная пробле-
ма в культуре фундука in vitro [16]. Bassil et al. [15] отмечали, что ис-
пользование этанола для поверхностной стерилизации повышает вы-
ход фенолов, приводящий к некрозу тканей. Холодовая предобработка 
ветвей перед введением в культуру значительно снижает окисление в 
тканях [17]. Предварительное вымачивание эксплантов в антиоксидан-
тах, таких как аскорбиновая кислота, не имело эффекта для фенольного 
окисления [22]. Damiano et al. [16] сообщал, что одной из основных 
трудностей на этапе введения для культуры фундука in vitro является 
некроз почек. Основными причинами некроза является использование 
жёсткой стерилизации и отсутствие надлежащих компонентов в пита-
тельной среде. Было обнаружено, что удаление кроющих чешуек с по-
чек после стерилизации и перед введением благоприятно сказывалось 
для защиты почки от поражения химическими веществами и уменьше-
ния некроза тканей. К тому же, культивирование изолированных почек 
обеспечивает более высокий процент здоровых эксплантатов. Соглас-
но данным Bacchetta et al. [14] наибольший процент выхода стериль-
ных жизнеспособных эксплантов (60 %) был получен при стерилиза-
ции гипохлоритом Na в сочетании с мертиолятом Na. В нашей работе 
максимальный процент выхода стерильных эксплантов составил 56 %, 
что близко к результатам Bacchetta et al. [14]. Применение указанных 
техник предобработки побегов, может быть эффективно для получения 
стерильной культуры микропобегов фундука.

Заключение. В результате проведённых исследований выявлены 
способы преодоления эндогенной контаминации эксплантов фундука 
для введения его в стерильную культуру in vitro. Определен оптималь-
ный способ стерилизации и подготовки побегов, а также намечены 
пути повышения эффективности культивирования растительного ма-
териала в условиях in vitro. Полученные результаты будут актуальны 
при создании депонированной коллекции ценных генотипов фундука 
in vitro и разработки протоколов микроразмножения.
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The effect of hazelnut shoots pretreatment 
on the efficiency of introducing explants 

into in vitro culture

Rakhmangulov R. S., Malyarovskaya V. I., Samarina L. S.

Federal State Budgetary Scientific Institution
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The main problems of introducing hazelnut into in vitro culture are a high degree 
of endogenous fungal contamination, phenolic oxidation of tissues and necrosis of 
explants due to surface sterilization. In this regard, the purpose of present work 
is to reveal the effect of fungicide pretreatment on the effectiveness of obtaining 
aseptic culture of hazelnut explants. As a result of the research, it was found that 
when using pre-treatment of shoots by fungicides, the percentage of aseptic viable 
explants was 16.6–56 %, depending on sterilization procedure. In variants without 
fungicide pretreatment, the rate of aseptic explants was 0 %. The best variant of 
sterilization was the treatment of shoots with 10 % Bleach for 7 min, while the rate 
of sterile viable explants was 56 %, necrosis 10 % and contamination 33.3 %. The 
results obtained will be useful for creating in vitro collection of valuable hazelnut 
genotypes and for the development of micropropagation protocols.

Key words: Corylus avellana, micropropagation, aseptic culture, decontamination, 
sodium hypochlorite.
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Некоторые аспекты клонального 
микроразмножения лилий
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В статье представлены результаты клонального микроразмножения сорто-
образцов лилий, относящихся к разным разделам Международной классифи-
кации гибридных лилий: Азиатским и Трубчатым гибридам. Приведены экс-
периментальные данные по стерилизации растительного материала лилий на 
этапе введения в культуру in vitro. На этапе собственно микроразмножения, в 
зависимости от минерального состава питательных сред, отмечены сортовые 
особенности, отразившиеся на регенерации, образовании, а также, на даль-
нейшем росте и развитии адвентивных луковичек лилий.

Ключевые слова: лилии, клональное микроразмножение, стерилизация, кон-
таминация, регенерация, коэффициент размножения.


