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The development of a method for the reproduction of flax (Linum usitatissimum L.) from seeds of low 
germination and viability was the goal of our research. To prevent damage to the seed embryo and weak 
seedlings for sterilization of the seeds aqueous NaOCl solution at a reduced concentration (1.5%) and 
a reduced exposure (10 minutes) was applied. The effect of a combination of various combinations of 
phytohormones and other biologically active substances on the germination of flax seed was established. 
Cultivation of seeds in the Murashige and Skoog medium with macro elements and microelements 
in the full dose which includes 2.5 mg/L glycine, 0.2 mg/L thiamine, 1.0 mg/L pyridoxine, 5.0 mg/L 
ascorbic acid, 0.2 mg/L kinetin (КIN), 0.2 mg/L gibberellic acid (GA3), 4.0 m/L succinic acid, 12.5 g/L 
sucrose and does not contain nicotinic acid increases the seeds germination to 10.0–25.0%. In this case, 
the explants were cultivated for 2–3 days at a temperature of 19–21 °C and further at a temperature of 
22–24 °C. The White medium which contains 0.1 mg/L of 1-naphthylacetic acid (NAA) and 12.5 g/L of 
sucrose was used for microclonal propagation of the generated shoots. The proposed method provides 
the obtaining of valuable flax seed breeding material from the seed of low germination and viability, 
a high coefficient of its reproduction, which accelerates the breeding process.
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Вступ
Льон звичайний (Linum usitatissimum L.) є важливою сільськогосподарською 
культурою комплексного використання. Здебільшого його вирощують для отримання 
натурального волокна, що може використовуватися у текстильній промисловості, 
насіння, харчової або технічної олії. Не зважаючи на те, що льон культивують декілька 
тисячоліть, він і сьогодні залишається предметом численних наукових досліджень, 
присвячених філогенезу і таксономії (Optasiuk and Shevera, 2011; Zelentsov et al., 2016), 
селекції (Lohinov, 2007; Kryvosheieva, 2017), технології вирощування (Shuvar, 2015; 
Vyshnivska et al., 2017), біотехнології (Polyakov, 2000; Evtimova et al., 2005; Millam et al., 
2005; Burbulis and Blinstrubienе, 2011) тощо.
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За умови зберігання у звичайних умовах складських чи лабораторних приміщень 
насіння льону здатне до проростання протягом 8–10 років. Розмноження зразків 
колекції льону здійснюється також через декілька років і в незначних обсягах, 
тому воно часто характеризується низькою життєздатністю і, за потреби, не може 
у достатній мірі забезпечити відтворення селекційного матеріалу. Крім того, льон 
має низький коефіцієнт розмноження насіння. Таким чином, актуальним є розробка 
способу розмноження рослин льону з насіння з низькою схожістю та життєздатністю 
в умовах in vitro для збереження цінних генотипів в сільськогосподарській 
біотехнології і селекції.

Відомим є спосіб розмноження рослин міскантусу з низькою схожістю та життєздатністю 
(Hontarenko and Lashuk, 2015), який включає використання як експлантів насіння 
міскантусу, застосування гіпохлориту натрію (NaOCl) для стерилізації насіння, 
висаджування його на агаризоване живильне середовище з макро- і мікроелементами 
та додаванням регуляторів росту у певних концентраціях, отримання калусів 
у культурі in vitro, культивування калусів та регенерацію з них мікророслин. Також 
відомим є спосіб відновлення схожості насіння перцю (Ivchenko, 2016), в основу якого 
покладено пророщування насіння в умовах in vitro на середовищі Мурасіге і Скуга, 
модифікованому гібереловою кислотою (ГК3) (0,1 мг/л) і кінетином (КІН) (3 мг/л), та 
на середовищі Мурасіге і Скуга, модифікованому бурштиновою кислотою (БК) (3 мг/л). 
Установлено, що культивування на живильних середовищах дозволяє вивести зі стану 
органічного спокою від 5 до 100 % насінин дикорослих видів томата, які зберігалися 
у неконтрольованих умовах протягом тривалого часу (до 15-ти років) (Shabetia et al., 
2014; Miroshnychenko, 2016). Серед луб’яних культур подібний спосіб відновлення 
схожості насіння запропонований для конопель, у яких воно здатне до проростання 
не більше 3–4 років, та має значні межі варіювання енергії проростання і схожості: 
розмах варіації становить від 1 до 68 (Міshchenko, 2013). Виявлено, що додавання 
до середовища Мурасіге і Скуга 0,4 мг/л ГК3 і 4,0 мг/л БК підвищує схожість насіння 
на 7,5–24,0 % (Міshchenko and Laiko, 2017; Mishchenko, 2018).

Мета і завдання дослідження – розробити спосіб розмноження льону звичайного 
з насіння з низькою схожістю та життєздатністю in vitro та підвищити коефіцієнт 
розмноження шляхом висаджування насіння на живильне агаризоване середовище 
певного складу (який би не викликав активного калусоутворення чи пригнічення 
проростків) з подальшим мікроклональним розмноженням отриманих пагонів.

Матеріали та методи

Рослинний матеріал
У дослідженнях, проведених у 2019 р., використані колекційні зразки льону 
звичайного UF0402071 Есмань (країна походження – Україна) і UF0402132 Elise (країна 
походження – Нідерланди) урожаю 2012, 2014 і 2017 рр.
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Особливості культивування in vitro
Насіння стерилізували водним розчином гіпохлориту натрію (NaOCl) у концентрації 
1,5, 3,0 і 6,0% з експозицією 10, 15 і 20 хв. Тричі промивали стерильною дистильованою 
водою і висаджували на агаризоване живильне середовище. За основу було взяте 
середовище Мурасіге і Скуга (MS) (Murashige and Skoog, 1962), яке доповнювали 
фітогормонами, регуляторами росту та вітамінами у різних поєднаннях і концентраціях, 
зокрема досліджено наступні варіанти: 1) ГК3 0,1 мг/л, КІН 0,1 мг/л; 2) ГК3 0,1 мг/л, БК 
2,0 мг/л; 3) БК 2,0 мг/л; 4) ГК3 0,2 мг/л, КІН 0,2 мг/л; 5) ГК3 0,2 мг/л, БК 4,0 мг/л; 6) 
БК 4,0 мг/л; 7) ГК3 0,4 мг/л, КІН 0,4 мг/л; 8) ГК3 0,4 мг/л, БК 4,0 мг/л; 9) ГК3 0,2 мг/л, 
КІН 0,2 мг/л, БК 4,0 мг/л; 10) 6бензиламінопурин (БАП) 0,2 мг/л, БК 2,0 мг/л; 11) 
індол-3-оцтова кислота (ІОК) 0,6 мг/л, БК 2,0 мг/л; 12) контроль – безгормональне 
середовище. У базовому середовищі було збільшено на чверть концентрацію гліцину 
(2,5 мг/л) та вдвічі збільшено вміст тіаміну (0,2 мг/л) і піридоксину (1,0 мг/л), додано 
5,0 мг/л аскорбінової кислоти, 12,5 г/л сахарози. Модифіковане середовище не містило 
нікотинової кислоти. Експланти культивували 2–3 доби при температурі 19–21 °С 
і надалі при температурі 22–24 °С, фотоперіоді 16 год і відносній вологості повітря 
60–80 %. Мікроклональне розмноження проводили при досягненні пагонами висоти 
10–15 см. Для мікроклонального розмноження використовували середовище White 
(1943), Murashige and Skoog (1962), Gamborg and Eveleigh (1968).

Морфометричний та статистичний аналіз
Схожість насіння визначали на 10-ту добу, вимірювання мікроклонів проводили на 
35 ту добу від початку культивування. Статистичну обробку експериментальних 
даних проведено за параметрами варіаційної статистики та t-критерієм Стьюдента 
(Dospekhov, 1973).

Результати та їх обговорення
Розроблений спосіб розмноження рослин льону звичайного з насіння з низькою 
схожістю та життєздатністю включає використання як експлантів насіння, 
застосування гіпохлориту натрію для його стерилізації, висаджування насіння 
на агаризоване живильне середовище, мікроклональне розмноження утворених 
пагонів in vitro.

Насіння льону стерилізують водним розчином гіпохлориту натрію (NaOCl). 
Використання даного стерилізуючого агента у зниженій концентрації до 1,5 % і за 
зменшеної експозиції до 10 хв, триразове промивання стерильною дистильованою 
водою запобігають ушкодженню зародка насінини, утворенню слабких проростків 
льону та появі видимих мутацій. За таких умов вихід стерильних експлантів становить 
97,5–100,0 %.

Потім простерилізоване насіння висаджують на живильне середовище Мурасіге 
і Скуга з макро- і мікроелементами у повній дозі, до складу якого входить 2,5 мг/л 
гліцину, 0,2 мг/л тіаміну, 1,0 мг/л піридоксину, 5,0 мг/л аскорбінової кислоти, 
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0,2 мг/л КІН, 0,2 мг/л ГК3, 4,0 мг/л БК, 12,5 г/л сахарози і яке не містить нікотинової 
кислоти, культивують 2–3 доби при температурі 19–21 °С і надалі при температурі 
22–24 °С, фотоперіоді 16 год і відносній вологості повітря 60–80 %. Було використано 
різні поєднання і концентрації фізіологічно активних речовин для підвищення 
(відновлення) схожості, однак вищезазначене виявилось найбільш ефективним 
(Таблиця 1).

Таблиця 1 Схожість насіння льону в залежності від умов культивування
Table 1 Seed germination of flax depending on conditions of cultivation

Варіант Схожість насіння залежно від року урожаю (%)

UF0402071 Есмань UF0402132 Elise

2012 р. 2014 р. 2017 р. 2012 р. 2014 р. 2017 р.

Лабораторна схожість 11,25 63,75 80,00 10,00 60,00 78,75

MS безгормональне 15,00 68,75 80,00 11,25 65,00 78,75

MS + ГК3 0,1 мг/л,
КІН 0,1 мг/л 20,00 70,00 85,00 15,00 70,00 80,00

MS + ГК3 0,1 мг/л,
БК 2,0 мг/л 16,25 70,00 80,00 15,00 66,25 80,00

MS + БК 2,0 мг/л 15,00 70,00 81,25 15,00 65,00 80,00

MS + ГК3 0,2 мг/л,
КІН 0,2 мг/л 25,00 76,25 90,00 20,00 70,00 85,00

MS + ГК3 0,2 мг/л,
БК 4,0 мг/л 25,00 70,00 86,25 16,25 70,00 85,00

MS + БК 4,0 мг/л 18,25 70,00 85,00 15,00 65,00 77,50

MS + ГК3 0,4 мг/л,
КІН 0,4 мг/л 30,00 76,25 91,25 25,00 75,00 90,00

MS + ГК3 0,4 мг/л,
БК 4,0 мг/л 26,25 75,00 95,00 25,00 70,00 85,00

MS + ГК3 0,2 мг/л,
КІН 0,2 мг/л, БК 4,0 мг/л 36,25 80,00 100,0 30,00 80,00 95,00

MS + БАП 0,2 мг/л,
БК 2,0 мг/л 10,00 65,00 75,00 5,00 61,25 76,25

MS + ІОК 0,6 мг/л,
БК 2,0 мг/л 10,00 68,75 87,50 10,00 65,00 80,00

Слід зазначити, що амінокислотний та вітамінний склад забезпечують оптимізацію 
біохімічних процесів у пагоні. Підвищена концентрація аскорбінової кислоти до 
5,0 мг/л, яка є антиоксидантом, попереджує утворення фенольних сполук, що 
спричиняють пригнічення росту і розвитку або ж ведуть до загибелі експлантів. 
Цитокінін КІН, ГК3 та БК саме у концентраціях 0,2, 0,2 і 4,0 мг/л відповідно ініціюють 
та стимулюють поділ клітин у зародку насінини, ріст сім’ядоль, зародкових 
стебельця і корінця за одночасної збереженості генетичної автентичності зразка, 
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що встановлено експериментально, дозволяють призупиняти дію накопиченого 
в тканинах зиготичних зародків насінини в процесі зберігання природного інгібітора 
росту – абсцизової кислоти (АК). Таким чином, зазначені регулятори росту впливають 
на регуляторні механізми, пов’язані з порушенням органічного спокою зрілих зародків 
льону.

Змінна температура культивування, дещо знижена на початку пророщування насіння 
і підвищена через 2–3 доби, підвищує інтенсивність ростових процесів. Вищезазначені 
умови дозволяють отримати на 10,0–25,0 % більше проростків порівняно 
з лабораторною схожістю, тобто розроблений спосіб підтверджує свою ефективність.

Після того, як пагони досягнуть довжини 10–15 см, проводять мікроклональне 
розмноження (Рисунок 1).

Рисунок 1 Ріст мікроклонів льону in vitro
Figure 1 Growth of microclone flax in vitro

Верхівкові (апікальні) і бічні (латеральні) бруньки або живці з меристемами 
пересаджують на живильне середовище Уайта, до складу якого входить 0,1 мг/л 
1нафтилоцтової кислоти (НОК) і 12,5 г/л сахарози, що дозволяє отримувати 
з 1-го проростка в середньому 15–25 мікроклонів з високою частотою ризогенезу 
(близько 85 %). Якщо генотип є чутливим до індукції ризогенезу, то додавання НОК 
є необов’язковим, також можливим є використання живильних середовищ Мурасіге 
і Скуга, Гамборга і Евелега. Пагони, що досягли 7–10 см, адаптують in vivo.

Мікроклональне розмноження отриманих в результаті дії екзогенних регуляторів 
росту пагонів на штучному живильному середовищі за наявності вітамінного 
комплексу дозволяє отримувати з 1-го пагона в середньому 16–21 мікроклонів. 
Включення у середовище КІН, ГК3 і БК у певних концентраціях сприяє на достовірному 
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рівні збільшенню висоти рослин як у зразка UF0402071 Есмань (13,37 см для без 
гормонального середовища і 14,60 см для середовища з регуляторами росту), так 
і UF0402132 Elise (11,98 см, порівняно з 14,03 см), а також кількості мікроклонів, 
отриманих з одного пагона (16,2 і 21,1, 15,6 і 20,3 відповідно), без зміни генетичної 
автентичності (Таблиця 2).

Таблиця 2 Залежність ознак висоти пагонів та кількості мікроклонів з одного пагона від 
умов культивування (зразок UF0402071 Есмань – чисельник, зразок UF0402132 
Elise – знаменник)

Table 2 Dependence of the signs of the shoots height and the number of microclones from one 
shoot from the cultivation conditions (sample UF0402071 Есмань – numerator, sample 
UF0402132 Elise – denominator)

Статистичний показник Варіант tф

MS безгормональне MS + ГК3 0,2 мг/л,
КІН 0,2 мг/л, БК 4,0 мг/л

Висота пагонів (см)

Середнє арифметичне та похибка 
вибіркової середньої

13,37 ±0,318
11,98 ±0,685

14,60 ±0,168
14,03 ±0,168

3,42
2,91

Коефіцієнт варіації (%) 10,6
25,6

 5,1
 5,4

Розмах варіації 
(xmax – xmin)

5,0
10,4

1,3
2,5

Середньоквадратичне 
стандартне відхилення

1,142
3,062

0,751
0,753

Кількість мікроклонів з одного пагона (шт.)

Середнє арифметичне та похибка 
вибіркової середньої

16,2 ±0,559
15,6 ±0,456

21,1 ±0,761
20,3 ±0,665

5,19
5,83

Коефіцієнт варіації (%) 15,5
13,1

16,1
14,6

Розмах варіації (xmax – xmin) 10
 9

14
12

Середньоквадратичне 
стандартне відхилення

2,498
2,038

3,401
2,975

Примітка: t0,05 = 2,01; t0,01 = 2,68; t0,001 = 3,50

Як і коноплі посівні (Mishchenko and Laiko, 2017; Mishchenko, 2018), льон звичайний 
є досить чутливим до наявності в середовищі фітогормонів екзогенного походження, 
використання порівняно високих концентрацій КІН (3 мг/л), що запропоновано 
для відновлення схожості перцю (Ivchenko, 2016), веде до інтенсивного утворення 
калусних тканин, нездатних до органогенезу (формування пагонів). Виявилось, 
що концентрації 0,2 мг/л у комплексі з іншими біологічно активними речовинами 
(ГК3 і БК) вже достатньо для підвищення схожості насіння. Спосіб розмноження 
рослин міскантусу з насіння з низькою схожістю та життєздатністю, який включає 
використання як експлантів насіння міскантусу, отримання калусів у культурі in vitro, 
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культивування калусів та регенерацію з них мікророслин (Hontarenko and Lashuk, 
2015), не доцільно застосовувати щодо досліджуваного нами виду, оскільки льон 
звичайний досить чутливий до культури in vitro, що може викликати появу різного 
роду змінених ознак і нових форм (Kubrak and Shapturenko, 2013).

Культивування соматичних тканинних структур і регенерація з них рослин 
дозволяє отримувати генетично змінені рослини-регенеранти, які можуть суттєво 
відрізнятись генотипічно і фенотипічно від своїх вихідних форм. Саме проходження 
клітинами стадії калусогенезу веде до появи різного роду змін в генотипі, а рівень 
сомаклональної мінливості залежить від різних факторів, зокрема вихідного матеріалу, 
умов культивування in vitro складу живильних середовищ, наявності екзогенних 
регуляторів росту тощо. Таким чином, можна втратити генетичну автентичність 
зразків льону. Корисним даний метод буде для створення нового селекційного матеріалу.

Висновки
Запропонований спосіб забезпечує отримання цінного селекційного матеріалу льону 
звичайного з насіння з низькою схожістю та життєздатністю, високий коефіцієнт 
його розмноження, що прискорює селекційний процес.

Подяка
Автори висловлюють щиру подяку доктору сільськогосподарських наук Ірині Лайко 
за сприяння у проведенні досліджень.
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