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МИКРОКЛОНАЛЬНОЕ РАЗМНОЖЕНИЕ CITRUS LIMON (L.) 
OSBECK СОРТА ПАВЛОВСКИЙ 

 
Представлены результаты по клональному микроразмножению Citrus limon L. Osbeck сорта 
Павловский. Установлено, что для стерилизации эксплантов наиболее подходящим является 
следующий порядок использования стерилизующих агентов: 96% этанол (5 сек.) и 8% раствор 
гипохлорита натрия (20 мин.). Выход стерильной культуры составил 70%. Для введения лимона 
сорта Павловский в культуру in vitro оптимальной оказалась твердая питательная среда MS с до-
бавлением 1.0 мг/л бензиламинопурина и 0.5 мг/л нафтилуксусной кислоты. Выход жизнеспособ-
ных эксплантов составил 77.5%. Культивирование микропобегов проводилось на среде DKW c 
добавлением фитогормонов 2.0 мг/л бензиламинопурина и 2.0 мг/л гибереллиновой кислоты. С 
каждого материнского экспланта удалось получить 2.45±0.78 дочерних микропобега. Оптимальной 
для ризогенеза регенерантов является среда ½ MS с добавлением 1.0 мг/л нафтилуксусной кислоты 
и 1.0 мг/л индолилуксусной кислоты. Процент укорененных микропобегов составил 65.1. Растения, 
полученные в культуре in vitro, были перенесены в условия закрытого грунта в почвенный суб-
страт: торф, перлит, вермикулит, песок в соотношении 7:2:3:2. Приживаемость растений составила 
87.5%. 
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MICROClONAL PROPAGATION CITRUS LIMON  (L.) OSBECK 
CULTIVAR PAVLOVSKY 

 
There is the results of clonal micropropagation of Citrus limon L. Osbeck of Pavlovsky variety. It was 
established that the following procedure of the use of sterilizing agents is most suitable for the 
sterilization of explants: 96% ethanol (5 sec) and 8% sodium hypochlorite solution (20 min). The yield of 
the sterile culture was 70%. It was found that the solid MS nutrient medium with the addition of 1.0 mg/l 
benzylaminopurine and 0.5 mg/l naphthylacetic acid was optimal to introduce the lemon Pavlovsky into 
the culture in vitro. The yield of viable explants was 77.5%. Cultivation of microshoots was carried out on 
DKW medium with the addition of phytohormones 2.0 mg/l benzylaminopurine and 2.0 mg/l gibellic 
acid. 2.45±0.78 child microshoots was get from each parental explant. Optimum for rhizogenesis of 
regenerants is medium ½MS with addition of 1.0 mg/l naphthylacetic acid and 1.0 mg/l indolylacetic 
acid. The percentage of rooted microshoots was 65.1. Plants obtained from in vitro culture were 
transferred to conditions of closed soil in the soil substrate: peat, perlite, vermiculite, sand in a ratio of 
7:2:3:2. Plant survival was 87.5%. 

Key words: microclonal propagation; Citrus limon (L.) Osbeck; growth regulators. 
 

Введение 
Лимон является одной из важнейших сельско-

хозяйственных культур, которая все больше поль-
зуется потребительским спросом на рынке. Его 
плоды богаты эфирными маслами, органическими 
кислотами, витаминами А, В, С, Р и могут исполь-
зоваться в кондитерской, парфюмерной, консерв-

ной отраслях [Капцинель, 1953; Егорова, 1981; 
FAO, 2013]. 

Климатические условия нашей страны не яв-
ляются подходящими для разведения лимона, так 
как оптимальная температура для вегетационного 
периода составляет +20…+22C [Самарина, Коло-
миец, 2009]. Однако с каждым годом увеличивает-
ся число любителей-цитрусоводов, среди которых 
наибольшей популярностью пользуются сорта 
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Павловский, Уральский, Майкопский. 
Для получения качественных и здоровых сеян-

цев может быть использован метод микроклональ-
ного размножения, который имеет немало пре-
имуществ перед традиционными способами раз-
множения. К таким преимуществам относятся вы-
сокий коэффициент размножения, возможность 
работать вне зависимости от времени года, полу-
чение генетически однородного потомства и без-
вирусной базы, ювенилизация посадочного мате-
риала, которая является важной для адаптации к 
условиям in vivo [Сорокина, Старичкова, Решет-
никова, 2002; Черевченко, Лаврентьева, Иванни-
ков, 2008; Самарина, 2013]. 

Цель данной работы – оптимизация этапов 
микроклонального размножения лимона сорта 
Павловский. 

Материал и методы исследования 
Исследования проводились в 2017 г. в лабора-

тории микроклонального размножения кафедры бота-
ники и генетики растений и в Учебном ботаническом 
саду Пермского государственного национального ис-
следовательского университета (ПГНИУ).  

В качестве первичных эксплантов были использо-
ваны пазушные вегетативные почки лимона сорта 
Павловский с частью стебля длиной 1.3–2.2 см. Сте-
рилизацию материала проводили следующим обра-
зом: раствор нейтрального детергента (25 мин.); про-
мывка проточной водой (15 мин.); 96% этанол (5 
сек.); 8% раствор гипохлорита натрия (20–30 мин.), с 
последующей промывкой в трех сменах стерилизо-
ванной дистиллированной воды (по 5 мин. в каждой). 

На этапе введения в культуру и адаптации экс-
планты высаживались на питательные среды Мура-
сиге и Скуга (MS) и КМО – МS с пониженным со-
держанием нитрата аммония (250 мг/л) без нитрата 
калия, но с добавлением сульфата аммония 1500 мг/л. 
[Murashige, Skoog, 1962], 2.5%-ной сахарозы, 0.7%-
ного агар-агара. В среду добавляли регуляторы роста 
– нафтилуксусную кислоту (НУК), бензиламинопурин 
(БАП) и витамины: тиамин, пиридоксин, никотино-
вую кислоту. На этапе собственно микроразмножения 
использовалась среда DKW [Driver, Kuniyuki, 1984] с 
фитогормонами БАП и ГК (гибереллиновая кислота). 
На этапе укоренения микропобеги помещали на среду 
½ МS с добавлением ауксинов – НУК 2.0 мг/л и ИУК 
1.0 мг/л. 

Стерилизация питательной среды проводилась в 
автоклаве Sanyo MLS-3780 при температуре 120С, 
давлении 1 атм, в течение 15 мин. Все этапы микро-
размножения проводились в стерильных условиях в 
ламинар-боксе. Экспланты содержали в условиях ис-
кусственного освещения (2790 люкс), период 14/10, 
при температуре + 20 ± 2°С. Часть растений, полу-
ченных в культуре in vitro, в декабре 2017 г. и в янва-
ре 2018 г. была перенесена в Учебный ботанический 

сад ПГНИУ, где выращивалась в условиях закрытого 
грунта.  

Для статистической обработки эксперименталь-
ных данных использовали программу Microsoft Office 
Excel. Различия по критерию Фишера считали стати-
стически значимыми при p < 0.05. 

Результаты и их обсуждение 
Микроклональное размножение лимона сорта 

Павловский проводилось в четыре этапа, выделе-
ние которых является общепринятым [Бутенко, 
Шевелуха, 1960].  

Первый этап включал стерилизацию эксплан-
тов и их посадку на твердую питательную среду 
MS. Стерилизация материала проводилась в три 
этапа с разной экспозицией в основном стерили-
зующем агенте (табл. 1). 

Таблица 1 
Выход стерильной культуры в зависимости от 
экспозиции в основном стерилизующем агенте 
Основное стери-
лизующее веще-

ство 
Экспози-
ция, мин. 

Выход сте-
рильной куль-

туры, % 
15 49.2 
20 70.1 

Гипохлорит Na 
(«Белизна»), 8% 

25 58.4 
 

Исходя из данных, представленных в табл. 1, 
можно сделать заключение, что для обработки 
экспланта 8%-ным раствором гипохлорита натрия 
необходимо не менее 20 мин. Разница с экспози-
цией в 15 мин. оказалась достоверной (p=0.04, 
p<0.05). Самый высокий процент выхода стериль-
ной культуры отмечался при экспозиции 20 мин. – 
70.1%. В работе О.В. Дорощёнка [2016] при ис-
пользовании 10%-ного раствора гипохлорита Na в 
течение 15 мин. наблюдался примерно такой же 
процент выхода стерильной культуры – 68.2. 

Результаты по развитию экплантов лимона на 
твердой питательной среде MS представлены в 
табл. 2. 

Таблица 2 
Выход жизнеспособных эксплантов на твердой 

питательной среде MS, % 

Варианты среды Жизнеспособные 
экспланты 

MS+1.0 мг/л БАП+0.5 мг/л НУК 77.5 
MS+1.0 мг/л НУК 63.6 
MS+ 1.0 мг/л БАП 69.2 
KMO+БАП 2.0 мг/л+ ГК 2.0 мг/л 47.3 

 
При анализе результатов по развитию эксплан-

тов лимона сорта Павловский на твердой пита-
тельной среде MS установлено, что оптимальной 
является среда с добавлением 1.0 мг/л БАП и 0.5 
мг/л НУК, на которой получен самый высокий 
процент жизнеспособных эксплантов – 77.5. На 
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среде КМО с добавлением 2.0 мг/л БАП и 2.0 мг/л 
ГК наблюдался самый низкий процент выхода 
жизнеспособных эксплантов – 47.3. Разница между 
первым и четвертым вариантами среды оказалась 
достоверной (p=0.03, p<0.05). Полученные резуль-
таты отличаются от данных Л.С. Самариной 
[2013] по другим сортам лимона, у которых выход 
жизнеспособных эксплантов на среде КМО был 
высоким и составил 84.7%. 

Начало роста микропобегов на первом варианте 

среды наблюдалось через неделю после посадки, 
на втором и третьем – через 1.5 недели, на четвер-
том – через 2 недели. Появление первого листа от-
мечалось через 2–3 недели на первом варианте 
среды и через 3–4 недели – на остальных вариан-
тах. Остановка роста эксплантов происходила че-
рез 5–7 недель после посадки вне зависимости от 
варианта среды. Развитие экспланта на питатель-
ной среде MS представлено на рис. 1. 

 
Рис. 1. Развитие экспланта лимона сорта Павловский на питательной среде MS+1.0 мг/л БАП+0.5 мг/л НУК 

 
Вторым этапом является активация роста побе-

гов с последующим микроразмножением. Культи-
вирование проводилось на среде DKW с добавле-
нием 2.0 мг/л БАП и 2.0 мг/л ГК. Через неделю 
наблюдалось возобновление роста, через 4–5 не-
дель начиналось образование микропобегов. С ка-
ждого материнского экспланта удалось получить 
2.45±0.78 дочерних микропобега. 

Для укоренения микрочеренков была использо-
вана питательная среда MS с уменьшенной вдвое 
концентрацией минеральных солей и сахарозы (½ 
MS), в двух вариантах: с добавлением 3.0 мг/л 
НУК и 1.0 мг/л НУК+1.0 мг/л ИУК. Результаты 
влияния ауксинов на ризогенез представлены на 
рис. 2. 

Для оценки эффективности ризогенеза посчи-
тывали частоту укоренения, то есть число корней 
на одном микропобеге. На первом варианте среды 
она составила 65.1% укорененных микропобегов с 
длиной корней 3.6±0.81 см и числом – 2.6±0.49 
шт. на побег. На втором варианте среды наблюда-
лось 62.8% укорененных микропобегов с длиной 
корней 4.2±1.16 см и числом – 1.2±0.34 шт. на по-
бег. В работе Л.С. Самариной [2013] для других 
сортов лимона наилучшей для укоренения была 
среда c добавлением 1.0–2.0 мг/л НУК и 1.0 мг/л 
ИМК. При этом процент укорененных побегов 
варьировал от 83.7 до 95.1. Длина корней состави-
ла 4.2–5.2 см, а число – 3.1–3.8 шт. на побег.  

Растения, полученные в культуре in vitro, были 
перенесены в условия закрытого грунта Учебного 
ботанического сада ПГНИУ. Они были высажены 

в почвенный субстрат: торф, перлит, вермикулит, 
песок в соотношении 7:2:3:2. Выход адаптирован-
ных растений составил 87.5%. 

1 вариант – ½ MS +3.0 
мг/л НУК 

2 вариант – ½ MS 
MS+1.0 мг/л НУК+1.0 

мг/л ИУК 
 

 
Рис. 2. Влияние ауксинов на ризогенез 

микрочеренков лимона сорта Павловский 

Заключение 
В результате проведенных исследований можно 

предложить следующую схему микроклонального 
размножения лимона сорта Павловский. На этапе 
введения в культуру можно использовать твердую 
питательную среду MS с добавлением 1.0 мг/л 
БАП и 0.5 мг/л НУК. На этапе микроразмножения 
хорошие результаты получены на среде DKW c 



60 Н. Л. Шибанова, М. В. Орлова 

добавлением БАП 2.0 мг/л и ГК 2.0 мг/л. Для эта-
па укоренения предлагается питательная среда ½ 
MS с уменьшенной вдвое концентрацией мине-
ральных солей и сахарозы с добавлением ауксинов 
1.0 мг/л НУК+1.0 мг/л ИУК. Для перенесения в 
закрытый грунт можно использовать почвенный 
субстрат следующего состава: торф, перлит, вер-
микулит, песок в соотношении 7:2:3:2. 
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