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Ответная реакция культивируемых 
в условиях in vitro клеток Linum 
usitatissimum на действие гербицида 
(на примере глифосата)

В работе представлены результаты изучения ответных реакций каллусных куль-
тур льна-долгунца и льна масличного на действие гербицида — глифосата, влияю-
щего на биосинтез фенольных соединений. Показаны изменения в накоплении фе-
нольных соединений, уровне перекисного окисления липидов и морфологических 
характеристиках каллусов при его присутствии в питательной среде. Делается вывод 
о различной реакции клеток двух видов Linum usitatissimum, культивируемых в усло-
виях in vitro, на действие глифосата.
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Введение

Лен обыкновенный (Linum usitatissimum L.) относится к семейству 
льновых (Linaceae) класса двудольных (Dicotyledoneae). Это одно 
из древнейших культурных растений, возделываемых уже в тече-

ние нескольких тысячелетий для получения различных продуктов — съедоб-
ных семян, волокна, пищевого и технического масла [21; 25; 30]. В настоя-
щее время наиболее востребованными видами являются лен-долгунец и лен 
масличный [15; 19]. Лен-долгунец как ценная культура «на волокно», наря-
ду с  широким применением в текстильной промышленности используется 
и  для  получения продуктов переработки льняного волокна — льнотресты 
и  льносоломы, а также технических нетканых полотен и ваты, используе-
мых для герметизации и теплоизоляции [28; 36]. Лен масличный — ценная 
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техническая культура, семена которого широко востребованы в продовольст
венных, технических и медицинских направлениях. Уникальность льняного 
масла заключается в высоком содержании полиненасыщенной α-линоленовой 
кислоты, которая входит в состав практически всех клеточных мембран и яв-
ляется незаменимой жирной кислотой в рационе питания человека. Высокое 
ее содержание способствует быстрому высыханию красок, антикоррозийных 
покрытий, линолеума, получаемых на основе льняного масла.

Одной из основных задач сельскохозяйственного производства является со-
хранение продуктивности культур и получение высокого урожая. К числу фак-
торов, препятствующих этому процессу, относятся сорные растения. Посевы 
льна также подвержены их воздействию, что затрудняет сбор и обработку как 
льняного волокна, так и семян льна, а также усложняет проведение агротех-
нических мероприятий, требуемых при его возделывании [7]. Помимо тради
ционных агротехнических мероприятий (обработка почвы) для уничтожения 
сорных растений, широко применяются гербициды — химические препараты, 
способные тотально или избирательно подавлять их рост. Большой интерес 
вызывает послевсходовый, неселективный гербицид системного действия гли-
фосат, который представляет собой N-(фосфонометил)глицин [6]. Он исполь
зуется на посевах многих полевых сельскохозяйственных культур для уничто-
жения глубоко укореняющихся однолетних, двулетних и многолетних сорняков. 
Основным способом поступления глифосата в растительный организм является 
проникновение через листья, а влага и поверхностно-активные вещества увели-
чивают скорость его диффузии через плазматические мембраны. Абсорбиро-
ванный листьями гербицид легко поступает в другие органы растения, оказы-
вая негативное влияние на их рост [35]. Непосредственная «мишень» действия 
глифосата — это фермент 5-енолпирувил-шикимат-3-фосфат-синтаза (EPSPS), 
который кодируется ядерным геном и локализован в пластидах растений [20]. 
Этот фермент участвует в биосинтезе ароматических аминокислот, включая 
L-фенилаланин — основной предшественник фенольных соединений. Вследст
вие ингибирования EPSPS происходит нарушение биосинтеза этих наиболее 
распространенных вторичных метаболитов высших растений [35].

Фенольные соединения представляют собой одни из наиболее широко рас-
пространенных в растительных тканях вторичных метаболитов, существенно 
отличающихся между собой по структуре, химическим свойствам и биологи-
ческой активности [11; 23; 31]. Этим веществам свойственна чрезвычайная 
широта функций — от разобщающего действия в электрон-транспортных це-
пях фотосинтеза и дыхания до участия в защите клеток от стрессовых воз-
действий. Фенольные соединения являются одними из важных низкомолеку-
лярных компонентов антиоксидантной системы защиты клеток от активных 
форм кислорода [9; 17]. Важно и то, что виды растений отличаются по содер-
жанию и составу этих вторичных метаболитов, которые представлены различ-
ными соединениями фенилпропаноидной и флавоноидной природы [24]. Что 
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касается растений льна, то в составе их фенольного комплекса присутствуют 
такие вещества, как n-кумаровая, феруловая, кофейная и n-оксибензойная 
кислоты, а также эскулетин [2]. Сообщалось и о наличии лигнанов — веществ 
с высокой антиоксидантной и биологической активностью [27;33].

Поскольку применение традиционных агрономических методов для изу
чения реакции растений на действие различных факторов внешней среды яв
ляется трудоемким и длительным процессом, то альтернативой ему может 
быть биотехнологический метод, а именно культивирование тканей в условиях 
in vitro [1; 15]. Его преимуществом является возможность проведения исследо-
ваний на клетках с более простым уровнем внутритканевой и внутриклеточной 
организации, а также возможность точного контроля условий выращивания. 
Использование каллусных и суспензионных культур позволяет изучать мета-
болические процессы, включая и биосинтез фенольных соединений, а также от-
ветную реакцию клеток на действие различных стрессовых факторов [9; 32; 34]. 
Такой подход был использован и для видов Linum usitstissumum, что позволило 
выяснить некоторые аспекты их устойчивости [4; 22; 32].

Целью исследования было изучение ответных реакций каллусных культур 
льна-долгунца и льна масличного на действие гербицида широкого спектра — 
глифосата, влияющего на биосинтез фенольных соединений.

Материалы и методы
Объектом исследования являлись каллусные культуры L. usitatissimum, 

полученные из сегментов гипокотилей 14-дневных проростков льна-долгунца 
сорта «Ленок» и льна масличного сорта «Санлин». Каллусные культуры выра-
щивали на питательной среде Мурасиге-Скуга, содержащей сахарозу (20 г/л) 
и 2,4-дихлорфеноксиуксусную кислоту (1 мг/л). В опытных вариантах в среду 
стерильно вносили глифосат в концентрации 10 мкМ. Данная концентрация 
гербицида была подобрана в предварительных экспериментах и не вызывала 
гибели каллусных культур. Культивирование каллусов проводили в факто-
ростатной камере ИФР РАН при температуре 25° С, относительной влаж-
ности воздуха 70 % и 16-часовом фотопериоде (интенсивностью освещения 
5000 люкс). Длительность пассажа составляла 30 дней. Образцы каллусной 
ткани отбирали в конце пассажа, замораживали жидким азотом и хранили 
в морозильной камере при –70° С до проведения исследований.

Интенсивность перекисного окисления липидов (ПОЛ) определяли по на-
коплению малонового диальдегида (МДА) с использованием реакционной 
среды, содержащей 0,25 % тиобарбитуровой кислоты (ТБК) в 10 % ТХУ. 
Определяли оптическую плотность раствора при 532 нм и рассчитывали 
концентрацию МДА согласно методическим рекомендациям [16]. 

Фенольные соединения извлекали из каллусных тканей 96-процентным 
этанолом при 45° С в течение 45 мин [18]. Гомогенат центрифугировали 
(10 мин, 11 000 об/мин) и надосадочную жидкость использовали для спектро-
фотометрического определения различных классов полифенолов.
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Содержание суммы фенольных соединений определяли с реактивом Фо-
лина–Дениса при 725 нм [10], содержание флавоноидов — с 1-процентным 
водным раствором AlCl3 при 415 нм [29], а содержание фенилпропаноидов — 
методом прямого спектрофотометрирования экстрактов при 330 нм [14]. Со-
держание суммы фенольных соединений и содержание флавоноидов выража-
ли в мг эквивалентов рутина / г сухой массы, а содержание фенилпропанои-
дов — в мг эквивалентов кофейной кислоты / г сухой массы.

Для изучения состава фенольных соединений, извлекаемых из раститель-
ного материала 96-процентным этанолом, использовали метод хроматографии 
в тонком слое (0,25 мм) порошкообразной микрокристаллической целлюлозы 
(Ferak, Германия) в системе растворителей н-бутанол-уксусная кислота-вода 
в соотношении 4 : 1 : 5 (верхняя фаза) [8; 10]. Предварительную идентифика-
цию фенольных соединений проводили на ультрахемископе DESAGA UVIS 
(DESAGA, Голландия) по специфической ярко-голубой или синей флуоресцен-
ции в УФ-свете (длины волн 254 и 366 нм). Использовали также качественные 
реакции: смесь 1-процентных водных растворов FeCl3 и K3[Fe(CN)6] (на все 
классы фенольных соединений); диазотированный n-нитроанилин и 20-про-
центный раствор Na2CO3 (на фенолкарбоновые кислоты) и 20-процентный 
раствор AlCl3 (на флавоноиды) [14].

Эксперименты проводили в двух биологических и пяти аналитических 
повторностях. Все результаты обрабатывались статистически. В таблицах 
и на рисунках представлены средние арифметические значения определений 
и их стандартные отклонения.

Результаты и обсуждение
Культуры льна-долгунца и льна масличного представляли собой каллу-

сы бежевого цвета, средней плотности, на поверхности которых формирова-
лись морфогенные структуры. При выращивании на средах с глифосатом от-
мечались изменения в их морфологии. В каллусной культуре льна-долгунца 
происходила активация процесса ризогенеза, тогда как в культуре льна мас-
личного увеличивалось число некротических очагов на поверхности кал-
лусной ткани. В условиях действия стрессора наблюдалось незначительное 
снижение прироста каллусных культур.

Следует также отметить, что содержание воды в каллусах всех исследо-
ванных видов в среднем составляло 80 %. Исключением являлась лишь куль-
тура льна масличного, выращиваемая на основной питательной среды, содер-
жание воды в которой составляло 89 %.

Уровень ПОЛ является важным показателем состояния мембран расти-
тельных клеток [26]. В большинстве случаев он изменяется в ответ на дейст
вие стрессоров, к которым можно отнести и гербициды, проникающие в клет-
ки растений при химической обработке посевов. Как следует из представлен-
ных на рисунке 1 данных, каллусные культуры отличались по уровню ПОЛ, 
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который у льна масличного был почти вдвое выше, чем у льна-долгунца. Сле-
довательно, для культивируемых в условиях in vitro клеток двух видов льна 
L. usitatissimum характерны значительные отличия в содержании МДА, что, 
по-видимому, является следствием их видовых различий, как это отмечалось 
и другими авторами [3].

Важно было оценить уровень стрессовой реакции у культур двух раз-
новидностей льна, выращиваемых на среде с глифосатом. У культуры льна 
масличного изменений в уровне ПОЛ относительно контроля не отмечалось, 
тогда как у культуры льна-долгунца он возрастал почти вдвое. По всей ви-
димости, длительное воздействие данной концентрации глифосата не яв
лялось стрессовым для культуры льна масличного, либо она уже адаптиро-
валась к нему, в отличие от культуры льна-долгунца. О том, что длительное 
воздействие стрессоров на клетки высших растений приводит к их адапта-
ции и «нормализации» метаболических процессов неоднократно сообщалось 
многими исследователями [5; 12].

Как уже отмечалось выше, фенольные соединения являются обязательны-
ми компонентами всех клеток и тканей высших растений [11]. По данным тон-
кослойной хроматографии, в фенольном комплексе каллусных культур льна-
долгунца и льна масличного присутствовало 8 и 10 соединений соответственно 
(данные не приводятся). Состав фенолкарбоновых кислот (или их производ
ных), судя по качественной реакции с диазотированным n-нитроанилином, 
был у них идентичен и включал конъюгаты n-оксибензойной, кофейной 

Рис. 1. Уровень ПОЛ 
в каллусных культурах льна масличного (1) и льна-долгунца (2), 

выращиваемых на основной питательной среде (контроль) 
или на среде с глифосатом (10 мкМ)
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и феруловой кислот. Что касается флавонолов (реакция с AlCl3), то у обоих 
видов они присутствовали в следовых количествах, что не предоставило 
возможности провести их оценку. Можно предположить, что различия в фе-
нольном комплексе каллусных культур двух видов льна, вероятно, обуслов-
лены наличием в их составе флавонов и лигнанов, о которых неоднократно 
сообщалось в литературе [27; 31; 33]. Следует также подчеркнуть отличия 
в составе фенольных соединений каллусных культур льна от такового листьев 
интактного растения [2]. Это еще раз подтверждает, что снижение уровня 
диффференциации клеток и тканей в условиях in vitro приводит к изменениям 
в их метаболизме, включая и биосинтез фенольных соединений [1].

Следующей нашей задачей являлось определение суммарного содержа-
ния фенольных соединений, что позволяет судить о способности высших 
растений к образованию этих вторичных метаболитов, которым отводится 
важная роль в защите клеток от стрессовых воздействий [10; 11]. Каллусные 
культуры двух разновидностей льна незначительно отличались по уровню их 
накопления (рис. 2). При действии глифосата, характерной особенностью ко-
торого является способность к ингибированию одного из ранних ферментов 
фенольного метаболизма, содержание суммы фенольных соединений в кал-
лусных культурах льна масличного и льна-долгунца уменьшалось по сравне-
нию с контролем на 15 % и 17 % соответственно. Следовательно, присутствие 
этого гербицида в питательной среде снижало биосинтетическую способность 
культур льна в отношении образования фенольных соединений.

Рис. 2. Содержание суммы фенольных соединений 
в каллусных культурах льна масличного (1) и льна-долгунца (2), 

выращиваемых на основной питательной среде (контроль) 
или на среде с глифосатом (10 мкМ)
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Фенилпропаноиды представляют собой биогенетически ранние феноль-
ные соединения, которые могут как накапливаться в клетках и тканях расте-
ний, так и служить предшественниками в биосинтезе флавоноидов [11]. Опре-
деление их содержания показало, что в каллусных культурах льна-долгунца 
их уровень был на 20 % выше, чем в каллусных культурах льна масличного 
(рис. 3). 

Рис. 3. Содержание фенилпропаноидов 
в каллусных культурах льна масличного (1) и льна-долгунца (2), 

выращиваемых на основной питательной среде (контроль) 
или на среде с глифосатом (10 мкМ)

В присутствии глифосата изменений в содержании фенилпропаноидов 
в каллусах льна-долгунца, относительно контрольного варианта, практиче-
ски не отмечено, в отличие от каллусов льна масличного, у которых уро-
вень этих веществ был почти на 40 % выше. Исходя из этих данных, можно 
предположить наличие видоспецифичной реакции клеток двух видов льна 
на  действие глифосата в отношении накопления в них фенилпропанои
дов  — наиболее простых форм фенольных соединений, преобладающих 
в фенольном комплексе растений льна и присущих клеткам с низкой степе-
нью дифференциации.

Еще одним классом фенольных соединений, которые практически всег-
да присутствуют в высших растениях, являются флавоноиды [2; 23]. В кал-
лусных культурах льна их содержание было невысоким (рис. 4). При этом 
в каллусах льна-долгунца оно было почти в 1,5 раза выше, чем в каллусах 
льна масличного. При действии глифосата отмечалось значительное увели-
чение накопления флавоноидов в каллусных культурах. При этом в каллусах 
льна масличного оно возрастало в три раза, а у каллуса льна-долгунца — 
в два раза. 
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Рис. 4. Содержание флавоноидов в каллусных культурах льна масличного (1) 
и льна-долгунца (2), выращиваемых на основной питательной среде (контроль) 

или на среде с глифосатом (10 мкМ)

Таким образом, реакция на действие гербицида у культивируемых in vitro 
клеток L. usitatissimum, для которых характерна более низкая способность 
к образованию флавоноидов (лен масличный), была выражена в значитель-
но большей степени, чем в культурах с более высокой способностью (лен-
долгунец). Об отличиях в ответной реакции культур in vitro c различным 
уровнем эндогенных полифенолов сообщалось в литературе [4; 22; 32]. 

Следует также подчеркнуть, что действие глифосата проявлялось как 
на  морфологическом уровне, так и на уровне биохимических процессов, 
присущих каллусным клеткам данных культур. Однако видовая принадлеж-
ность растений обуславливала различные тенденции как в изменениях мор-
фологических характеристик, так и в изменениях уровня ПОЛ и способности 
к накоплению соединений фенольной природы.
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E.A. Goncharuk, Yu.A. Gorchakova, E.S. Shevergina, 
T.N. Nikolaeva, L.V. Nazarenko, N.V. Zagoskina

Responsiveness of Cells Linum Usitatissimum Cultivated in vitro 
to the Action of the Herbicide (for Example, Glyphosate)

The paper presents the results of studying the responses of callus cultures of flax fiber 
and linseed flax on the action of a herbicide - glyphosate, which affects the biosynthesis of phe-
nolic compounds. Changes in the accumulation of phenolic compounds, the level of lipid per-
oxidation and the morphological characteristics of calli in its presence in the nutrient medium 
are shown. The authors make a conclusion that the cells of the two species of Linum usitatis-
simum, cultured under in vitro conditions, react differently to glyphosate.

Keywords: flax; cell culture; herbicide; glyphosate; phenolic compounds.


