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Цель исследований – оптимизация селективных сред для проведения отбора in vitro каллусных 
клеток льна, устойчивых к культуральному фильтрату штаммов возбудителя антракноза и со-
здание in vitro новых генотипов, устойчивых к болезни. В результате исследований уточнен состав 
культурального фильтрата штаммов антракноза. Выявлено, что токсичность культуральных 
фильтратов не зависела от вирулентности используемых штаммов – более токсичными оказа-
лись культуральные фильтраты штаммов 784 (сильновирулентного) и 780 (средневирулентного) 
(загнивание и отмирание первичных корешков на 5 сутки наблюдали у 67 – 88% проросших семян), 
менее токсичны – штаммы 793 (сильновирулентный) и 788 (слабовирулентный) (на 5 сутки заг-
нивание и отмирание первичных корешков отмечено у 9 – 15% проросших семян). Установлено, 
что морфогенные очаги формировались активнее у генотипов, морфогенный каллус которых пе-
реносили на среду с аналогичной или более высокой концентрацией культурального фильтрата. 
Показано, что на 14 сутки во втором пассаже с большей частотой формировались морфогенные 
каллусы, почки и побеги при использовании в первом и втором пассажах селективной среды, содер-
жащей культуральный фильтрат в концентрации 40 мл/л, или в первом пассаже – 40 мл/л, а во 
втором – 44 мл/л. Выделены генотипы, сохраняющие устойчивость к антракнозу в течение трёх 
поколений на уровне 50 – 60%: НО-78 х Ленок, HJI-103-2 х Ленок, НЛ-40-1 х Ленок, HЭ-38 х Ро-
синка, НЭ-36 х Ленок, НЭ-17 х Ленок, HЭ-16-2 х Росинка. 

Ключевые слова: лен (Linum usitatissimum L.), антракноз, устойчивость, штамм, культуральный 
фильтрат, незрелый зародыш, каллусные клетки.
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ОПТИМИЗАЦИЯ СЕЛЕКТИВНЫХ СРЕД IN VITRO 
ДЛЯ ОТБОРА УСТОЙЧИВЫХ К АНТРАКНОЗУ КЛЕТОК ЛЬНА
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Research objective – optimization of selective media for in vitro selection of flax callus cells resistant to 
culture filtrate of anthracnose pathogen strains and in vitro creation of new disease-resistant genotypes. As 
a result of the research, the composition of the culture filtrate of anthracnose strains was clarified. It was 
revealed that the toxicity of cultural filtrates did not depend on the virulence of the strains used - cultural 
filtrates of strains 784 (highly virulent) and 780 (medium virulent) turned out to be more toxic (decay and 
death of primary roots on day 5 was observed in 67 - 88% of germinated seeds), less toxic - strains 793 
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(strongly virulent) and 788 (weakly virulent) (on the 5th day, decay and death of primary roots was noted 
in 9-15% of germinated seeds). It was found that morphogenic foci were formed more actively in genotypes, 
the morphogenic callus of which was transferred to a medium with a similar or higher concentration of 
the culture filtrate. It was shown that on the 14th day in the second passage, morphogenic callus, buds and 
shoots were formed with a greater frequency when using in the first and second passages a selective medium 
containing a culture filtrate at a concentration of 40 ml/l, or in the first passage - 40 ml/l, and in the second 
- 44 ml/l. Genotypes were identified that retain resistance to anthracnose for three generations at a level 
of 50 - 60%: NO-78 x Lenok, HJI-103-2 x Lenok, NL-40-1 x Lenok, NE-38 x Rosinka, NE-36 x Lenok, 
NE-17 x Lenok, NE-16-2 x Rosinka. 

Keywords: flax, (Linum usitatissimum L.), anthracnose, resistance, strain, culture filtrate, immature 
embryo, callus cells.
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Введение. Лен культурный (Linum 
usitatissimum L., 2n=2x=30) – одна из важ-
нейших технических культур, возделываемая 
человеком в течение нескольких тысячеле-
тий и, на сегодняшний день, стратегическая 
культура России. Актуальным направлени-
ем селекционной работы является создание 
сортов льна, сочетающих высокую урожай-
ность с устойчивостью к наиболее вредонос-
ным болезням. Антракноз является одной из 
них и проявляется ежегодно и, по данным 
Адушкевич (2000), Рожминой, Павловой, 
Понажева, Захаровой (2018) отмечается на 
48,9% обследованных площадей с пораже-
нием 5-65% растений и развитием болезни 
от 1 до 19% [1, 2, 15]. Урожайность волокна 
при сильном поражении льна антракнозом 
может снижаться до 37,5%. Полученные от 
больных растений семена могут быть зара-
жены антракнозом на 80% и более [2, 5, 16]. 
Успех селекционной работы на устойчивость 
к болезням зависит от многих причин, в 
частности, от исходного селекционного ма-
териала, обладающего этой устойчивостью 
[17, 19]. Применение биотехнологических 
приемов и методов, как дополнительного 
инструмента классической селекции, с ис-
пользованием генетического разнообразия 
каллусных клеток позволяет проводить in 
vitro отбор устойчивых к селективному аген-
ту клеток и впоследствии получать на их ос-
нове устойчивые к болезни формы [11, 4, 9]. 

Однако низкая регенерационная активность 
клеток льна-долгунца в селективных услови-
ях не позволяет получать формы, устойчи-
вые к данным болезням, в массовом количе-
стве [12, 14]. Поэтому в задачу исследований 
входила оптимизация селективных сред для 
проведения отбора устойчивых каллусных 
клеток льна к антракнозу в условиях in vitro в 
первом – третьем пассажах.

Методика исследований. Исследования 
проводили на базе лаборатории селекцион-
ных технологий ФГБНУ «Федеральный науч-
ный центр лубяных культур» (Тверская обл.) 
в 2016-2020 гг. Исследования по созданию 
новых генотипов льна, характеризующихся 
устойчивостью к антракнозу, проводились в 
условиях in vitro и вегетационного опыта [8, 
13]. Селекцию in vitro на устойчивость к ан-
тракнозу выполняли согласно методических 
рекомендаций «Методы создания in vitro рас-
тений-регенерантов льна-долгунца устойчи-
вых к антракнозу (Colletotrichum lini Manns et 
Bolley) и токсичным ионам алюминия» [7]. 
Интенсивность спороношения определяли 
в капле дистиллированной воды с помощью 
камеры Горяева под микроскопом МБИ-6. 
Количество спор в 1 см3 рассчитывали по 
формуле: N/20 х 106, где N – количество ко-
нидий в поле зрения микроскопа в камере 
Горяева. Визуальную оценку прироста био-
массы гриба – возбудителя антракноза про-
водили на 7, 14, 28, 35 и 40 сутки. Токсичность 



13

 Технические культуры. Научный сельскохозяйственный журнал. 2021 (2)

культуральных фильтратов определяли по 
методике Курчаковой Л.Н. путем замачива-
ния семян льна восприимчивого (Пенджаб) 
и устойчивого (Леона) сортов и проращива-
ния их на фильтровальной бумаге в течение 
7 суток [7]. Повторность опыта трехкратная, 
объём выборки – 10 чашек Петри/1 обра-
зец льна. Искусственная полевая популяция 
биообразцов возбудителя антракноза для за-
ражения льна состояла на 50% из сильнови-
рулентных штаммов (725, 726, 729, 730, 735, 
739) и по 25% средне- (724, 737, 728, 724) и 
слабовирулентных штаммов (712, 714) [3].

Схема проведения исследований в усло-
виях in vitro:

– подбор исходного растительного мате-
риала льна; 

– подбор штаммов гриба – возбудителя 
антракноза льна; 

– культивирование мицелия гриба 
Colletotrihum lini на жидкой среде Мураси-
ге-Скуга (MS) в течение 40 суток; повтор-
ность опыта трехкратная, объём выборки – 5 
колб объёмом 1 л/1 штамм антракноза;

– культивирование незрелых зародышей 
(НЗ) на селективной среде, состоящей из 
компонентов питательной среды MS и куль-
турального фильтрата (КФ) в концентрации 
36; 40 и 44 мл/л (повторность опыта трех-
кратная, объём выборки – 100 незрелых за-
родышей каждого генотипа/1 вариант);

– культивирование первичного (получен-
ного на основе незрелых зародышей) и пере-
садочного (полученного в I – III пассажах) 
морфогенного каллуса льна на селективной 
среде, состоящей из компонентов питатель-
ной среды MS и культурального фильтрата 
(КФ) в концентрации 36; 40 и 44 мл/л (по-
вторность опыта трехкратная, объём выбор-
ки – 6-15 шт. морфогенных каллусов (в зави-
симости от генотипа)/1 вариант);

– отбор устойчивых к КФ клеток льна; 
– получение растений-регенерантов, об-

ладающих устойчивостью к КФ возбудителя 
антракноза льна; 

– оценка регенерантов на искусственном 
инфекционно-провокационном фоне и в ус-
ловиях in vitro по устойчивости к антракнозу. 

Объектом исследований при селекции in 
vitro на устойчивость к антракнозу являлись 
незрелые зародыши, изолированные на 10 
сутки после опыления, растения сортов льна 
и форм, полученных в результате селекции in 

vitro на устойчивость к антракнозу и гибри-
дов третьего – пятого поколений: Л 2053-5-
11, НЭ-15, НЭ- 39, ЛМ-98, Ленок, Росин-
ка, F

5 
ДБ 121-22, F

5
 БД 215-14, F

3
 НОЛ-78, 

F
3
 НОР-78, F

3
 НЛЛ-103-2, F

3
 НЛР-40-2, F

3
 

НЛЛ-40-1, F
3
 НЭЛ-38, F

3
 НЭР-38, F

3
 НЭЛ-

36, F
3
 НЭЛ-17, F

3
 НЭР-16-2, а также штаммы 

гриба – возбудителя антракноза льна C. lini: 
сильновирулентные – 793 и 784, средневи-
рулентный – 780, слабовирулентный – 788. 
В качестве селективного агента при культи-
вировании in vitro незрелых зародышей льна 
вышеуказанных генотипов использовали 
КФ штаммов гриба – возбудителя антрак-
ноза в концентрациях – 0 - контроль (пита-
тельная среда MS без селективного агента), 
36 мл/л, 40 мл/л, 44 мл/л. Для получения 
культуральных фильтратов штаммы культи-
вировали на питательной среде в течение 40 
суток.

Для культивирования мицелия гриба ис-
пользовали жидкую питательную среду MS, 
не содержащую витамины, хелатный ком-
плекс, регуляторы роста. Для контроля со-
стояния мицелия гриба – возбудителя ан-
тракноза проводили измерение массы мице-
лия и, соответственно, прироста в динамике 
[6, 18]. Повторность опыта трехкратная, объ-
ём выборки – 5 колб объёмом 1 л/1 штамм 
антракноза.

Статистическая обработка данных выпол-
нена  с помощью пакета программ Microsoft 
Excel, с использованием метода первичной 
статистической обработки результатов экс-
перимента – определения выборочной сред-
ней величины и стандартного отклонения. 

Результаты и их обсуждение. Для полу-
чения культуральных фильтратов на пита-
тельной среде MS проведено культивирова-
ние четырёх штаммов гриба – возбудителя 
антракноза Colletotrichum lini Manns et Bolley: 
двух сильновирулентных – 793 и 784, одного 
средневирулентного – 780 и одного слабови-
рулентного – 788. 

В результате проведённых исследований 
выявлено, что у мицелиев всех используемых 
штаммов гриба на 7-е сутки визуально фик-
сировались единичные конидии, которые 
разрастались и к 14 суткам культивирова-
ния образовывали желеобразную биомассу. 
Биомасса различных штаммов возбудителя 
антракноза имела различную окраску, при-
обретать которую штаммы начинали с 10-
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12 суток. Штамм 793 имел бледно-оранже-
вую окраску мицелия, серо-белое опушение с 
вкраплениями черного, которое начинало по-
являться к 28 суткам. У штамма 784 фиксиро-
вали оранжево-коричневую окраску мицелия 
и бело-серое опушение с желтыми пятнами, 
которое появлялось уже на 21-23 сутки. 780 
штамм имел бледно-розовую с оранжевыми 
прожилками окраску мицелия, бело-жел-
то-розовое опушение, появляющееся на 21-23 
сутки. 788 штамм – с розово-оранжевой окра-
ской мицелия и бело-желтым опушением, 
которое визуально фиксировалось на 26-28 
сутки. К 40 суткам культивирования мицелий 
у всех исследуемых штаммов приобретал плот-
ную консистенцию и, к расцветкам, которые 
имели, добавлялся темно-коричневый цвет. 

При измерении объёма и прироста 
биомассы мицелия штаммов возбудителя 

антракноза установлено, что при культи-
вировании мицелия гриба штаммов 784 
(сильновирулентного), 780 (средневиру-
лентного) в течение 40 суток прирост био-
массы составлял 32,7 и 30,8%, соответ-
ственно, тогда как у штаммов 793 (силь-
новирулентного), 788 (слабовирулентно-
го) – 10,5 и 9,8% соответственно (табл. 1). 
Результаты исследований показали, что 
наращивание биомассы, интенсивность 
роста гриба не зависели от вирулентности 
штамма. Сильновирулентный штамм 784 
и средневирулентный – 780 к 40 суткам 
имели большую массу мицелия (14,08 г и 
14,32 г) и прирост биомассы, тогда как у 
сильновирулентного штамма 793 и слабо-
вирулентного – 788 масса мицелия была 
ниже (12,62 г и 12,00 г) и прирост биомас-
сы гораздо меньше.

Таблица 1 – Рост мицелия гриба – возбудителя антракноза льна 
на жидкой питательной среде MS

Штамм
Масса мицелия, г

Прирост биомассы, 
% ± Spна 28 сутки

 ± Sp
на 40 сутки

 ± Sp
784 сильновирулентный 10,61 ±1,1 14,08 ± 0,8 32,7 ± 0,9
793 сильновирулентный 11,43 ±0,6 12,63 ± 0,7 10,5 ± 0,6
780 средневирулентный 10,95 ± 2,1 14,32 ± 0,9 30,8 ± 1,5
788 слабовирулентный 10,93 ± 0,8 12,00 ± 1,0 9,8 ± 0,9

Оценка токсичности полученных культу-
ральных фильтратов показала, что токсичность 
КФ не зависела от вирулентности вышеуказан-
ных штаммов. Более токсичными оказались 
КФ штаммов 784 (сильновирулентного) и 780 
(средневирулентного). Загнивание и отмирание 
первичных корешков наблюдали на 5-е сутки у 

67–88% проросших семян как у устойчивого к 
антракнозу сорта Леона, так и у восприимчи-
вого – Пенджаб. Менее токсичными оказались 
штаммы 793 (сильновирулентный) и 788 (сла-
бовирулентный). На 5-е сутки загнивание и 
отмирание первичных корешков отмечено у 
9–15 % проросших семян (табл. 2). 

Таблица 2 – Влияние культурального фильтрата штаммов гриба Colletotrichum lini на 
жизнеспособность семян (проращивание на 5-е сутки)

Культуральные фильтраты штаммов
Количество загнивших первичных корешков, 

% ± Sp
сорт Пенджаб сорт Леона

784 86,0 ± 0,4 67,0 ± 0,4
793 14,0 ± 0,3 9,0 ± 0,2
780 88,0 ± 0,4 71,0 ± 0,5
788 15,0 ± 0,2 10,0 ± 0,3
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Незрелые зародыши культивировали на 
среде MS, содержащей культуральный филь-
трат смеси изучаемых штаммов, по 9 мл/л 
каждого штамма при концентрации 36 мл/л 
и по 10 мл/л – при концентрации 40 мл/л. 
Морфогенные каллусы, полученные на ос-
нове незрелых зародышей, через 14 суток пе-
реносили на среду MS, содержащую 0, 36, 40, 
44 мл/л культурального фильтрата смеси из-
учаемых штаммов (по 9 мл/л каждого штам-
ма при концентрации 36 мл/л, по 10 мл/л – 
40 мл/л, по 11 мл/л – при концентрации 44 
мл/л). 

Различные генотипы по-разному реаги-
ровали на созданные селективные условия. 
На основе незрелых зародышей было сфор-
мировано различное количество морфоген-
ных каллусов (от 25 до 65 шт.). При последу-
ющем пассировании морфогенных каллусов 
на селективные среды было установлено, 
что морфогенные очаги формировались ак-
тивнее у генотипов, морфогенный каллус 
которых переносили на среду с аналогичной 
или более высокой концентрацией культу-
рального фильтрата. Показано, что в первом 
и во втором пассажах на 14-е сутки с боль-
шей частотой формировались морфогенные 
каллусы, почки и побеги при использовании 
селективной среды, содержащей культураль-
ный фильтрат в концентрации 40 мл/л, или в 
первом пассаже – 40 мл/л, а во втором – 44 
мл/л (каллусов 1 шт./каллус). В меньшем ко-
личестве морфогенные каллусы формирова-
лись при использовании селективной среды, 
содержащей в первом пассаже культураль-
ный фильтрат в концентрации 40 мл/л, а во 
втором – 36 мл/л (каллусов от 0,3 до 0,6 шт./
каллус). Так, во втором пассаже, при пере-
носе 10 морфогенных каллусов генотипа НЭ-17х 
Ленок с селективной среды, содержащей 40 
мл/л культурального фильтрата, на среду 
аналогичного состава, на 14-е сутки сфор-
мировалось 10 морфогенных каллусов (1 шт./
каллус) и 5 шт./каллус зелёных почек. Пере-
нос 10 морфогенных каллусов с селективной 
среды, содержащей 40 мл/л культурального 
фильтрата, на среду, содержащую более вы-
сокую концентрацию культурального филь-
трата (44 мл/л), способствовал возможности 
формирования на 14 сутки 10 морфогенных 
каллусов (1 шт./каллус) и 5,75 шт./каллус зе-
лёных почек. В то же время, при переносе 10 
морфогенных каллусов с селективной среды, 

содержащей 40 мл/л культурального филь-
трата, на среду, содержащую 36 мл/л куль-
турального фильтрата, на 14-е сутки сфор-
мировалось 6 морфогенных каллусов (0,6 
шт./каллус) и 1,6 шт./каллус зелёных почек. 
Аналогичные результаты получены для всех 
генотипов, используемых в исследованиях. 
У генотипов НЭ-36х Ленок и Росинка полу-
чены нормально развивающиеся побеги, в 
то время как у НЭ-17х Ленок, Л 2053-5-11, 
F

3
 НЛ 103-2х Ленок формировались слабох-

лорофильные утолщенные побеги, которые 
в течение 5-7 суток темнели и отмирали. У 
генотипа НЭ-17 во втором пассаже образо-
вание побегов не зафиксировано.

В результате последующих отборов in vitro 
устойчивых каллусов льна, которые на се-
лективном фоне не утратили морфогенети-
ческие свойства, получены растения-регене-
ранты, устойчивые к действию культураль-
ного фильтрата in vitro. Проверка получен-
ных в ходе исследований растений-регене-
рантов на искусственном инфекцион-
но-провокационном фоне показала, что ге-
нотипы различались по устойчивости. Наря-
ду с устойчивыми и среднеустойчивыми к 
антракнозу линиями НЭ-38, НЛ-40-1, НЛ-
103-2 и др. (устойчивость на уровне 50,0 – 
75,0%) были и формы, восприимчивые к бо-
лезни – НЭ-15, НЭ-25, НЭ-36 и др. (устой-
чивость менее 50%). У устойчивых и средне-
устойчивых генотипов параметры устойчи-
вости были выше, чем у исходных форм на 
12,0–37,0%. Дальнейшие исследования ги-
бридов первого – третьего поколения, полу-
ченных от скрещивания устойчивых in vitro 
форм с восприимчивыми сортами Ленок и 
Росинка в инфекционно-провокационном 
питомнике позволили выявить, что устойчи-
вость некоторых генотипов льна к патогену 
сохраняется до третьего поколения на уров-
не 51,2–59,4%. Так, например, в третьем по-
колении гибридов, полученных от скрещи-
вания устойчивой к антракнозу in vitro фор-
мы НО-78 (устойчивость 58 – 60%) и вос-
приимчивого сорта Ленок (устойчивость 32–
35%), устойчивость составила 55% (табл. 3). 
В первом и втором поколении устойчивость 
этой формы составляла 55–60%. В третьем 
поколении гибридов, полученных от скре-
щивания устойчивой к антракнозу in vitro 
формы НЭ-38 (устойчивость 50–59%) и вос-
приимчивого сорта Росинка (устойчивость 
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32–35%), устойчивость составила 51,7%. В 
первом и втором поколении устойчивость 
этой формы составляла 50 и 59%. Стандарта-
ми по устойчивости к антракнозу являлись 

сорта межеумочного типа Леона (устойчи-
вый на уровне 75–77%) и Пенджаб (устойчи-
вый на уровне 30–38%). 

Таблица 3 – Устойчивость к антракнозу образцов льна, полученных при отборе in vitro

Генотип льна
Степень устойчивости, % 

Первое поколение Второе поколение Третье поколение

Ленок♀ р.ф.* 35,3 35,2 35,7 

Росинка♀ р.ф.* 34,9 35,4 35,0 

НО-78х Ленок 60,0 55,0 55,0 

НО-78х Росинка 53,1 42,5 33,3 

НО-78 р.ф.* 58,0 59,0 60,0

HJI-103-2х Ленок 53,3 52,1 51,2 

НЛ-103-2 р.ф.* 50,0 53,1 52,6

НJI-40-2x Pocинка 42,5 38,9 43,8 

НЛ-40-1 х Ленок 58,3 58,3 59,4 

НЛ-40 р.ф.* 55,6 56,5 58,3

HЭ-38х Росинка 50,0 59,0 51,7 

НЭ-38х Ленок 43,9 48,3 38,9 

НЭ-38 р.ф.* 58,0 53,3 57,6

НЭ-36х Ленок 60,0 58,7 59,6 

НЭ-36 р.ф.* 55,3 55,6 57,6

НЭ-17х Ленок 55,0 55,0 55,0 

НЭ-17 р.ф. 58,2 56,5 58,8

HЭ-16-2х Росинка 59,6 59,0 58,3 

НЭ-16 р.ф.* 60,2 58,3 58,3

Леона ст.** 73,0 75,0 72,0 

Пенджаб ст.** 31,3 30,9 31,3 

Примечание: *- родительская форма, **- сорт-стандарт

Таким образом, в результате исследова-
ний, с использованием биотехнологических 
методов и приёмов в результате клеточной 
селекции in vitro получены устойчивые к 
культуральному фильтрату возбудителя антрак-
ноза растения-регенеранты и созданы новые 
формы льна, устойчивые к антракнозу – од-
ному из вредоносных заболеваний льна-дол-
гунца. Новые формы льна проявляли устой-
чивость к антракнозу в течение трёх поколе-
ний.

Исследования, проведенные с целью соз-
дания in vitro новых генотипов льна, харак-
теризующихся устойчивостью к антракнозу, 

позволили оптимизировать состав селектив-
ной среды для проведения отбора устойчи-
вых каллусных клеток льна к антракнозу в 
условиях in vitro и выявить параметры мице-
лия для получения токсичных культураль-
ных фильтратов. 

Выводы. В результате исследований уточ-
нен состав культурального фильтрата воз-
будителя антракноза для использования в 
качестве селективного агента при отборе in 
vitro устойчивых к антракнозу клеток льна.

Токсичность полученных культуральных 
фильтратов не зависела от вирулентности ис-
пользуемых в исследованиях штаммов. Куль-
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туральные фильтраты штаммов 784 (сильно-
вирулентного) и 780 (средневирулентного) 
оказались более токсичными, чем культу-
ральные фильтраты штаммов 793 (сильнови-
рулентного) и 788 (слабовирулентного).

Установлено, что морфогенные очаги 
формировались активнее у генотипов, мор-
фогенный каллус которых переносили на 
среду с более высокой концентрацией куль-
турального фильтрата штаммов возбудителя 
антракноза. Возможно, это явилось резуль-
татом отбора в популяции более устойчивых 
клеток в пределах нормы реакции использу-
емых в исследованиях генотипов. 

Получены жизнеспособные растения-ре-
генеранты и выделены генотипы, которые в 
течение трёх поколений сохраняли устойчи-
вость к антракнозу на уровне 50 – 60%: 
НО-78 х Ленок, HJI-103-2 х Ленок, НЛ-40-
1х Ленок, HЭ-38 х Росинка, НЭ-36 х Ленок, 
НЭ-17 х Ленок, HЭ-16-2 х Росинка.
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