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Введение

Лаванда узколистная (Lavandula angustifolia) является очень распространенной эфиромасличной культурой. В лаванде содержится около 30% лавандового масла, горькие и дубильные вещества, смола. Используют лаванду как противосудорожное, противовоспалительное, заживляющее, желчегонное, противогрибковое, противовирусное, противоотечное и даже рубцующее средство. В фармакологии употребляется как средство от коликов, головных болей, диспепсии, при ревматических болях. Лаванда оказывает на организм муколитическое, иммуностимулирующее и обезболивающее действие. 

Узколистная лаванда - многолетний, вечнозеленый, сероватый от опушения, полукустарник высотой 30-60 см. Из всего рода Lavandula является единственным видом, совмещающим в себе два ценных биологических признака - морозовыносливость и засухоустойчивость. Наиболее благоприятной для возделывания лаванды является Крымская область и Краснодарский край. В Ставропольском крае под выращивание лаванды отведено 17 гектаров. 

Актуальность.

Многие полезные растения настолько инфицированы вирусными, бактериальными и грибными болезнями, что ежегодно это приводит к резкому снижению урожая и ухудшению качества продукции. Клональное микроразмножение растений, осуществляемое стерильными эксплантами в асептических условиях, приводит к оздоровлению от бактериальных и грибных патогенов, однако от вирусной инфекции поверхностной стерилизацией материала освободиться нельзя. Преимущество применения безвирусного посадочного материала кроется  и в том, что растения, проходя путь от меристемастических клеток до взрослых растений, проходят процесс “реювенилизации” (омолаживания) в результате чего лишаются действия накопившейся в растениях “усталости” вызванной стрессовыми факторами.
Мы предлагаем с помощью микроклонального размножения получить большое количество генетически однородного, оздоровленного материала в короткие сроки. Методы культивирования изолированных фрагментов растений основаны на использовании тотипотентности - свойства клетки реализовать генетическую информацию, обеспечивающую ее дифференцировку и развитие до целого организма[3]. 
Успешное культивирование  зависит от соблюдения строгой стерильности, поскольку на искусственных питательных средах хорошо развиваются микроорганизмы. Приживаемость эксплантов связана с правильным выбором оптимального стерилизующего агента, который не повреждал бы растительные ткани и максимально снижал уровень контаминации.
В настоящее время актуальной является интенсификация методов культуры клеток и тканей in vitro, позволяющих улучшить свойства известных сортов, получить новые, размножить их посадочный материал, освобожденный от всех видов инфекции, устойчивый к неблагоприятным внешним воздействиям, повысить его стабильность при хранении [1]. 
Обширные и наукоёмкие данные о клональном микроразмножении лаванды узколистной (Lavandula angustifolia) накоплены за длительное время в европейских и российских научно-исследовательских институтах. [1,5,6,7].
Одним из основных условий успешного культивирования изолированных органов и тканей является соблюдение строгой стерильности, поскольку на искусственных питательных средах хорошо развиваются микроорганизмы, что представляет двойную опасность. Во-первых, в результате жизнедеятельности микроорганизмов может существенно измениться состав питательных сред. Во-вторых, изолированные от растения клетки легко повреждаются микроорганизмами. Поэтому все этапы микроклонального размножения проводятся в ламинар-боксах. Стерилизуют бокс, инструменты, посуду, растительный материал, питательные среды и все другие материалы.
Процесс поверхностной стерилизации с применением традиционных способов показывает низкие результаты из-за высокой инфицированности  эксплантов бактериальными и грибными патогенами, а также низким коэффициентом размножения.

Приживаемость эксплантов связана с правильным выбором оптимального стерилизующего агента, который не повреждал бы растительные ткани и максимально снижал уровень контаминации. 

В связи с этим, цель данной работы – подбор оптимального способа стерилизации эксплантов и определение влияния предобработки фунгицидами и антибиотиками на эффективность получения стерильной культуры эксплантов лаванды узколистной при  микроклональном размножении.
Задачи

1. Изучить литературные источники по данной проблеме

2. Провести сравнительный анализ эффективности стерилизующих растворов при поверхностной стерилизации эксплантов.
3. Провести сравнительный анализ эффективности антибиотиков и фунгицидов в борьбе с внутренней инфекцией эксплантов
Объекты и методы исследований.

Исследования проводили на базе АНО ДО Кванториум г.Невинномысска. Объект исследования - лаванда сорт «Hidcote Blue Strain». Материал высажен на территории Кванториума (Приложение 1). В качестве исходного материала брали: побеги с боковыми почками с августа по ноябрь 2021года.

Для проведения микроклонального размножения необходимо обеспечение стерильности. Инструменты (скальпели, пинцеты и ножницы) и посуду (чашки Петри, стаканы) стерилизовали в сушильном шкафу.в течении 2ч при температуре 200°. Колбы с питательной средой, закрытые пробками, дистиллированную воду в колбе и бумажные матрасики автоклавировали под давлением 1 атм. в течении 30 минут. 

Отсутствие патогенов – основное требование при введении первичного экспланта в условия in vitro, что обычно достигается поверхностной стерилизацией исходного растительного материала дезинфицирующими средствами. Подобранное вещество, обладающее стерилизующим эффектом, должно не только освобождать экспланты от контаминации, но и максимально сохранять жизнеспособность клеток растения. Сведения о получении асептической культуры эксплантов лаванды весьма противоречивы относительно типов, концентраций и экспозиций стерилизующих веществ.[4,5,6,7].
В качестве первичных эксплантов использовали верхушки побегов лаванды длиной 5–10 мм. В работе использовали общепринятые методы культуры органов и тканей растений. Исследования проводили по методике, разработанной в Московской сельскохозяйственной академии имени К.А.Тимирязева.[4].
Стерилизацию эксплантов проводили по схеме:

- Промывка в проточной воде в течение 5 минут с мылом — антисептиком Умилон;

- Обработка верхушек побегов 96% спиртом – 30 с.;

- Промывка  верхушек побегов автоклавированной дистиллированной водой; - Промывка 10% раствором гипохлорида натрия (белизна);

- Промывка автоклавированной дистиллированной водой. (Приложение 2)

После стерилизации экспланты высаживали на питательные среды Мурасиге-Скуга. (Приложение 3)
Результаты поверхностной стериллизации занесены с таблицу №1

Результаты и их обсуждение

Таблица № 1 Эффективность стерилизующих препаратов при проведении поверхностной стерилизации
	Стерилизующий препарат
	Концентрация
	Экспозиция
	Количество стерильных эксплантов
	Количество жизнеспособных эксплантов

	«Белизна»
	10%
	20сек
	0
	0

	
	50%
	2мин
	3
	1

	
	
	40сек
	2
	0

	
	
	20сек
	1
	1

	Део

«Анти Плесень»
	2%
	20сек
	3
	2

	
	
	15сек
	1
	1

	
	4%
	20сек
	2
	0

	«Янилис»
	4%
	20сек
	4
	0

	
	
	15сек
	3
	0

	
	0,8%
	20сек
	3
	1

	«Нистатин»
	9%
	20сек
	0
	2

	«Флуконазол»
	6%
	20час
	0
	2


Изучение влияния 12 вариантов стерилизации на количество стерильных и жизнеспособных эксплантов лаванды показало, что стерилизующие вещества значительно отличались по своему действию на растительный материал. (Приложение 4) Так, во всех вариантах с препаратом «Белизна» отметили 95 % потемнение эксплантов уже на вторые-четвертые сутки. Использование «Янилиса» способствовало сохранению жизнеспособности до четырех-шести суток. Однако почти все режимы стерилизации с этим веществом также полностью подавляли развитие эксплантов.
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	1. Белизна-гель

10%
	2. Део «Антиплесень» 4%
	3. Янилис

0,8%


Общий вид эксплантов на 7 день культивирования: 
1 - нежизнеспособный эксплант, присутствует бактериальная и грибковая инфекция.

2. - стерильный нежизнеспособный эксплант, отмечено отмирание внешних тканей;

3 - стерильный жизнеспособный эксплант, признаки заражения отсутствуют;
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Поверхностная стерилизация

Количество стерильных эксплантов (в сумме)


Поверхностная стерилизация эксплантов и выбраковка явно зараженных культур в процессе первичного культивирования могут лишь устранить инфицирующие организмы. Те же микроорганизмы, что имеют более сбалансированные взаимоотношения с клетками растений, могут остаться необнаруженными. В их число входят такие часто встречаемые патогены, как вирусы, некоторые бактерии и микоплазмы. В процессе последующего культивирования, могут проявляться признаки внутренней инфекции, когда начинают развиваться бактерии, ассоциированные с внутренними тканями экспланта. Визуально это выражается в появлении белесого налета на поверхности питательной среды или мутного ореола вокруг эксплантов в месте их контакта с питательной средой. 
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	Мутный ореол вокруг эксплантов в месте их контакта с питательной средой


Активизация внутренней инфекции приводит к некрозу культивируемых тканей, замедленного роста и развития побегов корней, и в целом снижает эффективность микроразмножения.[2]. 
В связи с этим,было принято решение провести «очистку» материала путем культивирования его на питательной среде с добавлением антибиотика и противогрибкового средства. Были использованы следующие препараты:
· флуконазол – триазольное противогрибковое средство, является мощным селективным ингибитором синтеза стеролов в клетке грибов. 
· метронидазол + миконазола нитрат - противомикробное и противопротозойное средство+противогрибковое средство
· цефтриаксон - цефалоспориновый антибиотик III поколения широкого спектра действия. Обладает широким спектром действия в отношении грамотрицательных и грамположительных микроорганизмов. Отличается высокой устойчивостью к действию большинства бета-лактамаз  вырабатываемых грамположительными и грамотрицательными бактериями. 
· нистатин – противогрибковое средство, антибиотик из группы полиенов 
· цефотаксим – полусинтетический антибиотик группы цефалоспоринов III поколения. Действует бактерицидно за счет нарушения синтеза стенки бактерий. Он также устойчив к действию большинства β-лактамаз. 

Растворы антибиотиков готовились в стерильных условиях ламинара. Для этого в аптечный пузырек с порошком антибиотика стерильным шприцем вводили дистиллированную стерильную воду и хорошо перемешивали. Необходимое количество раствора антибиотика добавляли  к жидкой питательной среде. Измельченные в порошок таблетки растворяли в питательной среде. Концентрацию действующих веществ подбирали эмпирическим путем. (Приложение 5)

Каждый вариант стерилизации был проведен в три повторности. 

	Стерилизующий препарат

(внутреняя стериллизация)
	Концентрация
	Стерилизующий препарат (поверхностная стериллизация)
	Концент-рация
	Экспози-ция
	Количество стерильных эксплантов
	Количество жизнеспособных эксплантов

	Флуконазол
	150 мг
	«Янилис»
	10%
	20 сек
	2
	2

	
	
	Део

«Анти Плесень»
	10%
	20 сек
	2
	2

	
	
	«Белизна» гипохлорид натрия
	10%
	20 сек
	1
	2

	Метронидазол + миконазола нитрат
	100мг+   100мг
	«Янилис»
	10%
	20 сек
	3
	2

	
	
	Део

«Анти Плесень»
	10%
	20 сек
	3
	3

	
	
	«Белизна» гипохлорид натрия
	10%
	20 сек
	3
	1

	Цефтриаксон
	1 гр
	«Янилис»
	10%
	20 сек
	0
	3

	
	
	Део

«Анти Плесень»
	10%
	20 сек
	0
	3

	
	
	«Белизна» гипохлорид натрия
	10%
	20 сек
	0
	3

	Нистатин


	1гр
	«Янилис»
	10%
	20 сек
	1
	2

	
	
	Део

«Анти Плесень»
	10%
	20 сек
	1
	2

	
	
	«Белизна» гипохлорид натрия
	10%
	20 сек
	1
	1

	Цефотаксим


	1гр
	«Янилис»
	10%
	20 сек
	0
	3

	
	
	Део

«Анти Плесень»
	10%
	20 сек
	0
	3

	
	
	«Белизна» гипохлорид натрия
	10%
	20 сек
	0
	3


Таблица 2  Эффективность  сочетания  препаратов внутренней и внешней стериллизации

Полученные результаты

Цвет питательной среды зависит от добавленного препарата. Первые семь дней мы наблюдали стерильность во всех чашках Петри, затем начала появляться плесень.

Как следует из полученных данных, антибиотики (цефтриаксон и цефотаксим) не справились с грибной контоминацией (рис.2,3), а фунгициды (Нистатини Флуконазол)оказались неэффективными в борьбе с  с бактериальными инфекциями (рис 4,5).  Стерильность была только в чашках Петри, в которых был добавлен комбинированный прерарат  (Метронидазол  + миконазола нитрат), содержащий в себе и противомикробный и противогрибковый компонент. (рис.1)
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Внутренняя стерилизация

Количество стерильных эксплантов (в сумме)


Выводы
В результате исследований установлено, что для получения  асептических культур при переводе лаванды из состояния in vivo в in vitro, необходимо подобрать оптимальный способ предобработки. Однако мы столкнулись с такими проблемами, как инфицированность эксплантов бактериальными и грибными патогенами, а также некрозом тканей эксплантов от чрезмерного токсичного воздействия стерилизующих веществ. Концентрацию и время действия стерилизующего агента необходимо подобрать таким образом, чтобы убить микроорганизмы и не повредить ткани экспланта. Высокая концентрация действующих веществ и увеличение времени экспозиции приводили к некрозу тканей эксплантов. При снижении концентрации препаратов эффективность стерилизации падала. 
Процесс поверхностной стерилизации с применением традиционных способов (Белизна) показал низкие результаты. Последовательная стерилизация 70 % этанолом (30 сек.) и 10 % раствором препарата Део «Анти Плесень» в течение 20 сек, позволила получить максимальное количество свободных от инфекций и жизнеспособных эксплантов. 
Поверхностная стерилизация устраняла микроорганизмы на растения, но была бессильна против внутренних инфекций, которые приводили к некрозу побегов лаванды. Для борьбы с ними в питательную среду МС. добавляли фунгициды (нистатин, флуконазол), антибиотики (цефотаксим, цефтриаксон) и комбинированные препараты(метронидазол + миконазола нитрат).

Максимальное количество жизнеспособных и стерильных эксплантов достигнуто только при сочетании поверхностной и внутренней стерилизации.(Таблица 2) Как следует из полученных данных, антибиотики не справились грибной контоминацией, а фунгициды с бактериями. При сравнении 15 модификаций стерилизации, установлено, что наиболее эффективным является добавление комбинированного препарата (Метронидазол + миконазола нитрат) в питательную среду в сочетании с поверхностной стерилизацией 10% раствором Део «Анти Плесень» в течение 20 сек, позволивший получить до 100% асептических жизнеспособных культур.
Таким образом, подобран оптимальный способ стерилизации эксплантов лаванды в условиях in vitro. Предобработка фунгицидами и антибиотиками позволяет получить достаточное количество жизнеспособных стерильных культур для их последующего клонального микроразмножения и массового получения посадочного материала, сохранения представителей ценного генофонда в коллекциях in vitro.  
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Приложение 1
Лаванда сорт «Hidcote Blue Strain», высаженная на территории Кванториума
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Приложение 2

Проведение микроклонального размножения
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Приложение 3
Компоненты питательной среды Мурасига-Скуга
	
	Концентрация, мг/л
	

	
	

	NH₄NO₃ (Нитрат аммония)
	1650

	KNO₃ (Нитрат калия)
	1900

	CaCl₂*2H2O
	440

	MgSO₄*7H2O
	370

	(NH₄)₂SO₄ (Сульфат аммония)
	—

	KH₂PO₄ (Дигидроортофосфат калия)
	170

	Na₂ЭДТА
	37,3

	FeSO₄*7H2O
	27,95

	H₃BO₃ (Борная кислота)
	6,2

	NaH₂PO₄*H2O
	—

	MnSO₄*4H2O
	22,3

	ZnSO₄*7H2O
	8,6

	KI (Йодит калия)
	0,83

	Na2MoO₄*2H2O
	0,25

	CuSO4*5H2O
	0,025

	CoCl2*6H2O
	0,025

	Глицин
	2,0

	Мезоинозит
	100

	Никотиновая кислота
	0,5

	Пиридоксин - HCl
	0,5

	Тиамин - HCl
	1,0

	Сахароза
	30000


Приложение 4

Состав веществ для  поверхностной стерилизации
Белизна-гель
	Описание средства
	Загущенная жидкость с оттенком применяемого красителя

	Действующие вещества:
	Вода питьевая, гипохлорит натрия, загуститель.

Массовая доля активного хлора 3,5 – 5,5 %

Массовая доля щелочных компонентов в пересчете на гидроокись натрия (NaOH), 1,5 – 2,0%

	Биологическая активность
	Гель обладает бактерицидными  и фунгицидными свойствами. Средство активно в отношении плесени


Део-антиплесень
	Описание препарата:
	Водные растворы средства прозрачные, без запаха. 

	Действующие вещества:
	Состав: представляет собой водный концентрат четвертичного аммонийного соединения (алкилдиметилбензиламмоний хлорида). В состав средства также входят стабилизаторы и активаторы действия, рН средства нейтральный

	Биологическая активность
	 Средство применяется с целью уничтожения и предотвращения роста плесневых грибов и удаления неприятных запахов для обработки поверхностей в местах с повышенной влажностью

	Токсичность:
	по параметрам острой токсичности по классификации ГОСТ 12.1.007-76 относится к четвертому классу. Средство не обладает раздражающим действием на кожу и сенсибилизирующим действием. Предельно допустимая концентрация действующего вещества (алкилдиметилбензиламмоний хлорида) в воздухе рабочей зоны 1,0 мг/м3.


Янилис:
	Описание средства
	Концентрированное средство.

Прозрачная жидкость от бесцветного до светло-желтого цвета с запахом отдушки.

	Действующие вещества:
	Комплекс четвертичных аммониевых соединений (N,N-дидецилдиметиламмоний хлорид; N,N-диоктилдиметиламмоний хлорид; алкилдиметилбензиламмоний хлорид) 20% суммарнои 2-феноксиэтанол 5%.

рН концентрированного средства:10.0±1.0.

	Биологическая активность
	Рабочие растворы обладают бактерицидными (в том числе в отношении внутрибольничных инфекций), туберкулоцидными (тестировано на Mycobacterium Terrae), вирулицидными, фунгицидными свойствами. Средство активно в отношении плесени.


Приложение 5

Внесение антибиотиков и противогрибковых средств в питательную среду
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Диаграмма1

		«Белизна»		«Белизна»

		Део
«Анти Плесень»		Део
«Анти Плесень»

		«Янилис»		«Янилис»

		«Нистатин»		«Нистатин»

		«Флуконазол»		«Флуконазол»



Количество стерильных эксплантов (в сумме)

Количество жизнеспособных эксплантов (в сумме)

Поверхностная стерилизация

6

2

6

3

10

1

0

2

0

2



Лист1

				Количество стерильных эксплантов (в сумме)		Количество жизнеспособных эксплантов (в сумме)

		«Белизна»		6		2

		Део
«Анти Плесень»		6		3

		«Янилис»		10		1

		«Нистатин»		0		2

		«Флуконазол»		0		2
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Диаграмма1

		Флуконазол		Флуконазол

		Метронидазол + миконазола нитрат		Метронидазол + миконазола нитрат

		Цефтриаксон		Цефтриаксон

		Нистатин		Нистатин

		Цефотаксим		Цефотаксим



Количество стерильных эксплантов (в сумме)

Количество жизнеспособных эксплантов (в сумме)

Внутренняя стерилизация

5

6

9

6

0

9

3

5

0

9



Лист1

				Количество стерильных эксплантов (в сумме)		Количество жизнеспособных эксплантов (в сумме)		Столбец1

		Флуконазол		5		6

		Метронидазол + миконазола нитрат		9		6

		Цефтриаксон		0		9

		Нистатин		3		5

		Цефотаксим		0		9






