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Цитрусові рослини, які вирощують у горщику, користуються незмінним 
попитом, однак розмноження таких рослин потребує використання зимової 
теплиці та декількох добре розвинених маточних рослин для отримання са-
дивного матеріалу. Використання мікроклонального розмноження дає змо-
гу прискорити отримання насіннєвого матеріалу, однак вимагає детального 
розроблення методики культивування in vitro.

Метою досліджень було вивчення ефективності стерилізаційних речо-
вин і способів стерилізації на вихід життєздатних мікропагонів рослин лай-
ма (Citrus aurantifolia) та сортів лимона Мейєра та Ювілейний та їх ріст у 
культурі in vitro.

Дослідження проводили на базі міжкафедральної біотехнологічної ла-
бораторії агробіотехнологічного факультету БНАУ. Вихідним матеріалом 
використовували мікропагони з рослин лайма (Citrus aurantifolia) та сортів 
лимона (Citrus lemon) Мейєра та Ювілейний. Об’єкти дослідження обрано 
за різнорідністю генотипів, типом розвитку та сортовими особливостями. 
Особливістю культури in vitro є можливість використання для розмноження 
різних частин рослин. У дослідженнях використано мікропагони з брунькою.

Для знешкодження екзогенної бактеріальної та грибкової мікрофло-
ри використовували 70 % розчин етанолу С๗Н๚ОН, гіпохлорит натрію 5 %, 
15 % розчин пероксиду водню Н๗О๗, сулеми (0,1) та відмивали в стерильній 
воді (один раз у 5–10 хв) за кількома схемами.

Установлено вплив різних режимів стерилізації для отримання стериль-
них експлантів та введення в культуру рослин експлантів виду лайма Citrus 
aurantifolia  та сортів лимона Мейєра і Ювілейний. Виявлено, що викори-
стання ступеневої стерилізації з використанням 2,5 % розчину гіпохлориту 
натрію дає високий відсоток стерильного життєздатного матеріалу – 27,7 %, 
що суттєво більше за інші варіанти досліду.

Ключові слова: мікропагони, лайм, стерильний матеріал, мікророзмно-
ження, стерилізація, пероксид водню, життєздатність експлантів.
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Постановка проблеми та аналіз останніх 
досліджень. Метод мікроклонального розмно-
ження успішно використовують для швидкого 
розмноження цінних форм рослин. Такий метод 
дає змогу отримати максимальну кількість рос-
лин, ідентичних вихідній, яку виділили за комп-
лексом цінних ознак. Зазвичай для швидкого 
розмноження використовують частини рослин з 
точкою росту. Досягнення високих результатів 
у насінництві рослин можливо за допомогою 
мікророзмноження. Використовуючи умови 

культивування in vitro коефіцієнт розмноження 
рослин зростає у кілька разів. Високі показники 
коефіцієнта розмноження з використанням ме-
тоду мікроклонального розмноження отримано 
у багатьох культур: у цукрових буряків за шість 
місяців – 1:5000, що не може бути досягнуто 
використанням інших методів [5, 6].

Успіх мікророзмноження насамперед зале-
жить від вдало підібраних методів стерилізації 
рослинного матеріалу. Стерильність – основна 
умова успішного розмноження рослин in vitro.
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Ефективність практичного використання 
розмноженого матеріалу залежить також і від 
правильного підбору рослинного матеріалу 
для виділення експлантів. Особливу увагу 
слід приділяти відбору рослинного матеріалу 
вільного від інфекції, зокрема вірусної. Наяв-
ність вірусної інфекції свідчить про латент-
ну форму інфекції, що ускладнює введення в 
культуру експлантів цитрусових культур. Від-
сутність зовнішньої – бактеріальної і грибної 
інфекції досягають підбором методів стерилі-
зації та концентрацій стерилянтів і експозиції 
обробки [7, 9].

Дослідження з мікроклонального роз-
множення рідкісних культур, які вирощують 
у кімнатних умовах, є новими для України. 
Цитрусові рослини, які вирощують у горщи-
ку, користуються незмінним попитом, однак 
розмноження таких рослин потребує вико-
ристання зимової теплиці та декількох добре 
розвинених маточних рослин для отримання 
садивного матеріалу. Успішне розмноження 
цитрусових рослин, зокрема лайма (Citrus au-
rantifolia) та лимона (Citrus lemon) можливе із 
застосуванням клонального мікророзмножен-
ня, що дає змогу отримати велику кількість 
садивного матеріалу за короткий термін [3, 4].

Мікроклональне розмноження цитрусо-
вих культур стримує відсутність досліджень 
стерилізаційних речовин, ефективність їх 
концентрацій для отримання стерильної куль-
тури сортів лимона, та способів отримання 
стерильних мікропагонів для вирощування 
лайма (Citrus aurantifolia) в культурі in vitro.

Метою дослідження було вивчення ефек-
тивності стерилізаційних речовин і способів 
стерилізації на вихід життєздатних мікро-
пагонів рослин лайма (Citrus aurantifolia) та 
сортів лимона Мейєра та Ювілейний та їх 
ріст у культурі in vitro.

Матеріал і методи дослідження. Дослі-
дження проводили на базі міжкафедральної 
біотехнологічної лабораторії агробіотехноло-
гічного факультету БНАУ. Вихідним матері-
алом використовували мікропагони з рослин 
лайма (Citrus aurantifolia) та сортів лимона 
(Citrus lemon) Мейєра та Ювілейний. Об’єкти 
дослідження обрано за різнорідністю гено-
типів, типом розвитку та сортовими осо-
бливостями. Особливістю культури in vitro 
є можливість використання для розмноження 
різних частин рослин. У дослідженнях ви-
користано пагони з брунькою, листком і че-
решком листка. 

Сорт Мейера або Китайський карлик. Кар-
ликова рослина з компактною, добре облист-
неною кроною. Один з найбільш низькорос-

лих сортів. Рослини сорту рано починають 
плодоносити. Квітки менші, ніж у інших сор-
тів, білі, зібрані у суцвіття. Урожайний у кім-
натній культурі, дає багато плодів з гладень-
кою і тонкою шкіркою. Плоди лимона масою 
до 100 г, округло-овальні, яскраво-жовті, іно-
ді – оранжеві, шкірка легко відділяється. 

Відрізняється підвищеною жаростійкістю 
та морозостійкістю, порівнюючи з іншими 
сортами лимона. Вирощують на південних і 
південно-західних вікнах.

Сорт Ювілейний. Дерево низькоросле, 
з розлогою кроною, до 1,5 м. Плоди крупні, 
достатньо кислі, округло-видовженої форми, 
товстошкірі, масою до 500 г. Рослини неви-
багливі до умов вирощування, жаростійкі 
та посухостійкі, легко переносять  перепади 
температури до 5 оС. 

Рослини швидко адаптуються до нових 
умов – 20–30 діб. Сорт слаборослий, часто 
замість пагонів формуються букетні гілочки 
з бутонами, які потрібно видаляти. Не вибаг-
ливий до родючості грунту, тіньовитривалий 
і посухостійкий. 

Лайм – невелике дерево або кущ  висотою 
від 1,5 до 5,0 м. Крона густа, гілки покриті 
короткими колючками. Суцвіття пазушні, з 
1–5 квітками, цвітуть упродовж року, плоди 
невеликі – 4–6 см у діаметрі, яйцеподібні, 
м’якуш помаранчевий, кислий, має приєм-
ний духмяний аромат. Шкірка зелена, жов-
тувато-зелена, або жовта, за повної стиглості 
дуже тонка. Плодоносити починають з 3 року 
життя. Цвітіння і достигання плодів у рос-
лин відбувається впродовж року. Збиральна 
стиглість – закінчення росту плоду та поява 
світло-зеленого забарвлення. Від лимона пло-
ди відрізняються тоншою шкіркою та кислі-
шим м’якушем. 

Рослини для досліджень вирощували у 
горщиковій культурі в адаптаційній кімнаті 
біотехнологічної лабораторії, для наближен-
ня рослин до умов культивування in vitro. 
Відбір живців здійснювали у весняно-літній 
період за настання фази спокою (між 1 і 2 
хвилею росту рослин). Відбирали рослини 
здорові ззовні, без ознак хвороб та фізіоло-
гічних відхилень.

Експланти відбирали від рослин з висо-
ким потенціалом за комплексом сортових оз-
нак. Для введення в культуру in vitro мікропа-
гонів лимона та лайма відбирали верхівкові, 
добре розвинені пагони, які поміщали на зво-
ложений фільтрувальний папір та складали у 
поліетиленові пакети з зіп-застібкою. Після 
підготування рослинного матеріалу важливо 
швидко вводити на середовище підготовлені 
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мікропагони, для запобігання подальшому ін-
фікуванню рослинного матеріалу та, унаслі-
док, погіршенню росту рослин. 

Враховуючи значну відмінність рослинно-
го матеріалу цитрусових культур за генотипом 
та сортовими і видовими особливостями, під-
бирали кілька варіантів оброблення для кожно-
го стерилянта.

Для знешкодження екзогенної бактеріаль-
ної та грибкової мікрофлори використовува-
ли 70 % розчин етанолу С

2
Н

5
ОН, гіпохлорит 

натрію 5 %, 15 % розчин пероксиду водню 
Н

2
О

2
, сулеми (0,1) та відмивали в стериль-

ній воді (один раз у 5–10 хв) за наступною 
схемою:

1. Етанол – 1 хв.
2. Гіпохлорид натрію – 10 хв.
3. Пероксид водню – 5 хв.
4. Сулема – 10 хв.
Після промивання стерилізовані мікропа-

гони висаджували в пробірки та лабораторні 
банки з поживним середовищем Мурасіге і 
Скуга (МS) [10].

Стерилізацію мікропагонів обраних сортів 
здійснювали у ламінар-боксі за кількома схе-
мами:

1. Гіпохлорит натрію 2,5 %, обробка впро-
довж 15 хв, промивання проточною водою 
10 хвилин.

2. Гіпохлорит натрію 5 %, обробка впро-
довж 15 хв, промивання проточною водою 
10 хвилин.

3. Гіпохлорит натрію 7 %, обробка впро-
довж 10 хв, промивання проточною водою 
15 хвилин.

4. Пероксид водню 10 %, промивання про-
точною водою 5 хв.

5. Пероксид водню 15 %, промивання про-
точною водою 2,5 хв.

6. Пероксид водню 20 %, промивання про-
точною водою 2,5 хв.

Оброблений матеріал промивали стериль-
ною дистильованою водою тричі по 10 хв.

Експланти культивували за освітлення 
3–4 тис. лк, температурі 23±2 оС і вологості 
повітря 75 % з 14-годинним фотоперіодом. 
Результати експерименту оцінювали через 
6–8 тижнів культивування. 

Результати дослідження та обговорен-
ня. Окремі стерилізаційні речовини мали не-
гативний вплив на мікропагони. У пробірках 
оброблені експланти часто гинули внаслі-
док негативного впливу на рослинні клітини 
лайма (Citrus aurantifolia) різних концентра-
цій стерилянту. За зменшення концентрацій 
стерилізаційних речовин вихід стерильної 
культури суттєво зменшувався. Застосування 
сулеми, незважаючи на високу ефективність 
стерилізації у варіанті досліду (15,9 %), при-
зводило до знебарвлення тканин мікропагонів 
та надалі – зменшення відсотка життєздатних 
експлантів (рис. 1).

Варіант стерилізації з використанням ета-
нолу також відрізнявся за своєю дією на екс-

Рис. 1. Вплив стерилізуючих речовин на кількість життєздатних експлантів цитрусових культур.
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планти. Незважаючи на високу ефективність, 
таке оброблення надалі негативно впливало 
на життєздатність мікропагонів під час куль-
тивування.

Серед досліджених зразків оброблення 
стерилізуючими речовинами негативно позна-
чалось на життєздатності мікропагонів лайма. 
Варіант з обробленням пероксидом водню 
виявився найменш токсичним, що може бути 
пов’язано з морфологічною будовою кори 
рослин лайма.

Установлено, що за оброблення 70 % роз-
чином етанолу (1 хв), пероксиду водню (5 хв) 
та сулеми (10 хв) отримано високий відсоток 
стерильних експлантів – 12,8–15,9 % (табл. 1). 
Оброблення гіпохлоритом натрію (10 хв ) да-
вало найменший відсоток стерильних пагонів 
(9,4 %), однак найбільшу кількість життєз-
датних експлантів сортів лимона Мейєра та 
Ювілейний.  

ність оброблення та вихід життєздатних сте-
рильних експлантів (15,7 і 14,8 % відповідно) 
(табл. 2). 

Найбільшу ефективність у досліді від-
мічено у препарату гіпохлориту натрію за 
концентрації 2,5 % та експозиції 15 хвилин 
– вихід стерильних експлантів становить 
27,7 %, що суттєво більше за інші варіанти 
досліду.

У дослідженні підібрали стерилізуючі ре-
човини, які легко вимиваються з тканин рос-
лин та  мають мінімальний вплив на зменшен-
ня життєздатності експлантів. Для стерилізації 
мікропагонів лайма високу ефективність має 
варіант стерилізації пероксидом водню у кон-
центрації 15 % та експозиції 5 хвилин. Під час 
аналізу різних концентрацій стерилізуючих 
речовин виявлено, що кількість життєздатних 
експлантів із сортів лимона була більшою у ва-
ріантів 1, 3, 5.

Таблиця 1 – Вихід життєздатних експлантів під час стерилізації пагонів цитрусових культур

Варіант Стерилізаційні речовини Концентрація, %
Час обробки, 

хв
Відсоток стерильних 

експлантів

1 Етанол 70 1 12,8 ± 1,4

2 Гіпохлорит Na 5 10 9,4 ± 3,9

3 Пероксид водню 15 5 13,2 ± 3,0

4 Сулема 0,1 10 15,9 ± 2,1

Таблиця 2 – Вихід життєздатних експлантів залежно від концентрації під час стерилізації мікропагонів сортів 
                     лимона Мейєра та Ювілейний

Варіант Стерилізаційні речовини Концентрація, %
Час обробки, 

хв
Відсоток стерильних 

експлантів

1 Гіпохлорит натрію 2,5 15 27,7 ± 4,0

2 Гіпохлорит натрію 5 15 1,4 ± 0,9

3 Гіпохлорит натрію 7 10 15,7 ± 2,0

4 Пероксид водню 10 5 4,8 ± 1,0

5 Пероксид водню 15 2,5 14,8 ± 3,1

6 Пероксид водню 20 2,5 5,2 ± 4,3

У наступному варіанті дослідження було 
проаналізовано різні концентрації стерилі-
зуючих речовин – гіпохлориту натрію та пе-
роксиду водню. Для визначення ефективної 
концентрації та експозиції стерилянтів ви-
користовували додаткові концентрації сте-
рилянтів під час стерилізації мікропагонів. У 
варіантів 3 – гіпохлорит натрію (7 %, 10 хв) 
і 5 – пероксид водню (15 %, 2,5 хв) за збіль-
шення концентрації збільшується ефектив-

Мікропагони з вегетативних бруньок до-
рослих рослин лайма характеризувалися низь-
ким коефіцієнтом розмноження. Подальші до-
слідження, пов’язані з удосконаленням мето-
дики мікроклонального розмноження, потріб-
но спрямувати на вивчення режимів культиву-
вання мікропагонів та модифікації поживного 
середовища.

Висновки. Визначено кращу концентра-
цію стерилянтів під час стерилізації мікропа-
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гонів лайма. У варіанті пероксид водню 15 % і 
експозиції 5 хвилин відмічали найбільшу кіль-
кість життєздатних експлантів.

Найбільшу ефективність у досліді відміче-
но у препарату гіпохлорит натрію за концен-
трації 2,5 % та експозиції 15 хвилин – вихід 
стерильних експлантів становив 27,7 %, що 
суттєво більше за інші варіанти досліду.
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Определение эффективного способа стерилиза-
ции растительных эксплантов лайма Citrus aurantifolia 
и сортов лимона Citrus lemon для введения в культуру 
in vitro

Шох С.С., Сыч З.Д., Карпук Л.М.
Цитрусовые растения, которые выращивают в 

горшке, пользуются неизменным спросом, однако раз-
множение таких растений требует использования зимней 
теплицы и нескольких хорошо развитых маточных расте-
ний для получения посадочного материала. Использова-
ние микроклонального размножения позволяет ускорить 
получение семенного материала, однако требует деталь-
ной разработки методики культивирования in vitro.

Целью исследований было изучение эффективности 
стерилизационных веществ и способов стерилизации на 
выход жизнеспособных микропобегов растений лайма 
(Citrus aurantifolia) и сортов лимона Мейера и Юбилей-
ный и их рост в культуре in vitro.

Исследования проводили на базе межкафедральной 
биотехнологической лаборатории агробиотехнологичес-
кого факультета БНАУ. Исходным материалом использо-
вали микропобеги из растений лайма (Citrus aurantifolia) 
и сортов лимона (Citrus lemon) Мейера и Юбилейный. 
Объекты исследования избраны по разнородности гено-
типов, типу развития и сортовым особенностям. Особен-
ностью культуры in vitro является возможность исполь-
зования для размножения различных частей растений. В 
исследованиях использовали микропобеги с почкой.

Для обезвреживания экзогенной бактериальной 
и грибковой микрофлоры использовали 70 % раствор 
этанола С

2
Н

5
ОН, гипохлорит натрия 5 %, 15 % раствор 

пероксида водорода Н
2
О

2
, сулемы (0,1) и отмывали в 

стерильной воде (один раз в 5–10 мин) по нескольким 
схемам.

Установлено влияние различных режимов стерилиза-
ции для получения стерильных эксплантов и введения в 
культуру растений вида лайма Citrus aurantifolia и сортов 
лимона Мейера и Юбилейный. Выявлено, что использо-
вание ступенчатой стерилизации с использованием 2,5 % 
раствора гипохлорита натрия дает высокий процент сте-
рильного жизнеспособного материала – 27,7 %, что суще-
ственно больше, чем другие варианты опыта.

Ключевые слова: микропобеги, лайм, стерильный 
материал, микроразмножение, стерилизация, пероксид 
водорода, жизнеспособность эксплантов

Determination of an eff ective method of Citrus auran-
tifolia lime and Citrus lemon varieties plant explants ster-
ilization for in vitro introduction into the culture

Shokh S., Sych Z., Кarpuk L.
Potted citrus plants are in constant demand, but the prop-

agation of such plants requires the use of a winter greenhouse 
and several well-developed mother plants to obtain planting 
material. The use of microclonal propagation can accelerate 
the production of seed material though it requires detailed de-
velopment of in vitro cultivation techniques.

The aim of the research was to study the eff ectiveness 
of sterilizing substances and methods of sterilization on the 
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yield of viable micro shoots of lime plants (Citrus auranti-
folia) as well as Meyer and Jubilee lemon varieties and their 
growth in vitro.

The research was conducted in the interdepartmental "Bio-
technological Laboratory" of the Agrobiotechnological Faculty 
of Bila Tserkva NAU. The source material was microshoots 
from lime plants (Citrus aurantifolia), and lemon varieties (Cit-
rus lemon) Meyer and Jubilee. The objects of the study were 
selected according to the diversity of genotypes, development 
type and varietal characteristics. The possibility of using dif-
ferent parts of plants for reproduction is a feature of in vitro 
culture. We used microshoots with a bud in our research.

To neutralize the exogenous bacterial and fungal micro-
fl ora, we used 70 % ethanol solution C

2
H

5
OH, sodium hy-

pochlorite 5 %, 15 % solution of hydrogen peroxide H
2
O

2
, 

sulema (0.1) and washed the material in sterile water (for 
5–10 min) under several schemes.

The study revealed the infl uence of diff erent sterilization 
regimes for obtaining sterile explants and the introduction 
into plant culture of explants of the species of lime Citrus au-
rantifolia as well as Meyer and Jubilee lemon varieties. It was 
found that the use of step sterilization using 2.5 % solutions 
of sodium hypochlorite gives a high percentage of sterile vi-
able material – 27.7 %, which is signifi cantly higher than in 
other variants of the experiment.

Key words: microshoots, lime, sterile material, micro-
propagation, sterilization, hydrogen peroxide, viability of 
explants.
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