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ВЛИЯНИЕ МУТАГЕННОГО ДЕЙСТВИЯ ИОНОВ МЕДИ НА 
УРОВЕНЬ ГЕНЕТИЧЕСКОЙ ИЗМЕНЧИВОСТИ РЕГЕНЕРАНТОВ СОИ 

В статье представлены результаты исследований влияния ионов меди в питатель-
ной среде на регенерационную способность сои. Получено 88 регенерантных линий сои от 
9 исходных форм, созданных на селективных средах с добавлением ионов меди. По биохи-
мическим показателям четыре сомаклональные линии превысили показатели содержа-
ния в семенах масла и гистидина, снизив содержание линоленовой кислоты. Превышение 
над стандартом по содержанию масла составляло от 7,7-16,0%, содержанию гистидина 
– 24,6-75,3%, снижение содержания линоленовой кислоты – на 24,0-64,0%. Регенерантная 
линия R 1357 выделена как лучшая по некоторым достоверно превышающим стандарт 
признакам. Проведен подбор праймеров к различным ди- и тринуклеотидным микроса-
теллитным повторам, дана оценка генетической изменчивости регенерантных линий 
сои с помощью метода ISSR. В результате исследования проанализировано семь сорто-
образцов сои с участием 9 праймеров к различным ди- и тринуклеотидным микросател-
литным повторам. При анализе продуктов амплификации регенерантной линии 1357 и 
ее исходной формы – сорта Ходсон выявлены 53 фрагмента, 9 из которых оказались по-
лиморфными (17%), остальные – мономорфные. 
 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ТЯЖЕЛЫЕ МЕТАЛЛЫ (ИОНЫ), IN VITRO, МУТАГЕННЫЙ ФАК-
ТОР, СЕМЯДОЛЬНЫЙ УЗЕЛ, СЕЛЕКТИВНАЯ СРЕДА, РЕГЕНЕРАЦИЯ, ГЕН, ГЕНЕТИЧЕ-
СКАЯ ИЗМЕНЧИВОСТЬ.  
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EFFECT OF MUTAGENIC ACTION OF COPPER IONS UPON THE LEVEL 
OF GENETIC VARIABILITY OF SOYBEAN REGENERANTS  

The article presents the findings of investigations on effect of copper ions,being in the nutri-
ent medium, upon regeneration ability of soybean. We have grown 88 regenerate lines of soybean 
using 9 original forms created on selective medium with the addition of copper ions. As for bio-
chemical parameters, four somaclonal lines exceeded seeds’ oil and histidine content and reduced 
the content of linolenic acid.Excess of oil content over the standard amounted to 7,7-16,0%, of 
histidine content – 24,6-75,3%, decrease in linolenic acid content by 24,0-64,0%. Regenerate line 
R1357 was marked as the best one that truly excels the standard insome parameters. We carried 
out the selection of primers for different di- and trionukleotid microsatellite repetitions; carried 
out the assessment of genetic variability of the regenerate lines of soybean using method of ISSR. 
The research resulted in analysis of seven variety samples of soybean with participation of 9 pri-
mers for various di-and trinucleotide microsatellite repetitions.Analysis of products of amplifica-
tion of the regenerate line 1357 and its initial form - variety Hodsonfound out 53 fragments, 9 of 
which were polymorphic (17%), the rest – monomorphic. 
 
KEY WORDS: HEAVY METALS (IONS), IN VITRO, MUTAGENIC AGENT, COTYLEDO-
NARY NODE, SELECTIVE MEDIUM, REGENERATION, GENE, GENETIC VARIABILITY. 
 
 

Введение. Тяжелые металлы (ТМ) в 
силу своей малоподвижности практически 
навечно остаются в биогеоценозах, посте-
пенно накапливаясь с течением времени. 
Подобные концентрации, как правило, не 
настолько значительны, чтобы вызывать 
отравления, но их длительное воздействие 
может иметь генетические последствия [1]. 
Влияние на растения ионов тяжелых метал-
лов в последнее время приобретает все боль-
шее значение среди большого числа абиоти-
ческих факторов и может быть причиной 
ионного стресса у растений, что привлекает 
особое внимание исследователей. Ученые 
полагают, что накопление металлов в моле-
кулах нуклеиновых кислот приводит к нару-
шению функционирования клеток [2-9]. В 
связи с этим, для получения нового исход-
ного материала в целях выделения ценных 
генотипов, наряду с классическим методом 
– гибридизацией, используются возможно-
сти создания in vitro данных форм с приме-
нением в питательных средах ионов тяже-
лых металлов как мутагенного фактора.  

Растения семейства бобовых могут ак-
кумулировать значительное количество ме-
таллов (более 5 г/см3), в том числе и опасных 
для животных организмов тяжелых метал-
лов [10]. Вместе с этим следует отметить уз-
кий спектр исследований по сое в изложен-
ном направлении, что подтверждает необхо-
димость проведения экспериментов по ис-
пользованию тяжелых металлов в качестве 
селективного фона in vitro при работе с 
культурой ткани в условиях расширения ге-
нотипической изменчивости хозяйственно 
ценных и адаптивных признаков сои.  

Целью данной работы было опреде-
лить в условиях in vitro влияние ионов меди 
на регенерационную способность сои и оце-
нить уровень генетической изменчивости 
регенерантов. 

Материал и методы исследований 
Исследования проводили в лаборато-

рии сельскохозяйственной биотехнологии 
ФГБНУ "Приморского НИИСХ" (2015-2017 
гг.). Предметом исследований были сорта 
сои: Приморская 13, Ходсон, Приморская 
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81, Приморская 69, Приморская 301, Лидия 
и регенеранты: R362, R1 и R565. 

Стерильные семена первоначально по-
мещали на питательную среду Мурасиге и 
Скуга [11] в половинном составе макро- и 
микросолей (MS) с добавлением цитоки-
нина 6-Бензиламинопурина (БАП) – среда А 
(контроль) и как мутагенного фактора 
CuSO4* 5H2O (6 мг/л, 12 мг/л) – среда А+ 
ТМ. 

Перевод пробирочных растений с нор-
мально развитой корневой системой осу-
ществляли в почвенный грунт (стерильный, 
ранее проавтоклавированный). Дальнейшее 
развитие растений Rо получали в условиях 
культуральной комнаты: освещенность 3,5-
4,0 тыс. люкс, t +25 0С, фотопериод 16 часов. 

Биохимический состав семян исход-
ных форм и регенерантных линий проведен 
на ИК-сканере Nir-42 (ВНИИ сои, г. Благо-
вещенск).  

Тотальную ДНК выделяли из фрагмен-
тов свежих или высушенных в лиофилиза-
торе листьев. ПЦР анализ полученных об-
разцов проводили в двух-трех повторно-
стях, используя термоциклеры Mj Mini (Bio-

Rad) и С-1000 Touch (Bio-Rad) в 25 мкл ре-
акционной смеси. Продукты амплификации 
разделяли электрофорезом в 2% агарозном 
геле в присутствии бромистого этидия. Ви-
зуализацию фрагментов ДНК проводили об-
лучением УФ с помощью гель-документи-
рующей системы Gel-Doc XR + (Bio-Rad). 
Для определения длины фрагментов исполь-
зовался маркер молекулярных масс 100 bp 
DNA Ladder. Для каждого праймера состав-
лены бинарные матрицы, где присутствие 
или отсутствие фрагмента с одной молеку-
лярной массой обозначается «1» или «0», со-
ответственно. На основании бинарных мат-
риц рассчитаны основные показатели гене-
тической изменчивости. Статистическую 
обработку полученных данных проводили с 
применением пакетов программ POPGENE, 
TFPGA. 

Результаты и обсуждения 
Результаты регенерации с использова-

нием в качестве первичного экспланта семя-
дольного узла на средах с содержанием двух 
разных концентраций меди приведены в 
таблице 1.  

Таблица 1  
Эффективность регенерации семядольных узлов на вариантах 

с различными концентрациями Cu+2 

Сорт,  
форма 

Контроль 6 мг/л Сu+2 12 мг/л Сu+2 
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max min Х  max min Х  max min Х  

Приморская 13 100,0 5 1 2,1 100,0 3 1 1,8 90,0 3 1 1,9 
Ходсон  100,0 2 1 1,8 100,0 4 1 2,0 92,8 3 1 1,7 
Приморская 69 92,0 3 1 1,9 100,0 2 1 1,6 93,4 2 1 1,3 
Лидия  77,8 3 1 1,9 91,8 3 1 1,8 93,7 3 1 2,0 
Приморская 301 84,0 2 1 1,6 91,7 2 1 1,1 100,0 2 1 1,4 
Приморская 81 100,0 4 1 1,7 75,0 1 1 1,0 100,0 2 1 1,7 
R362 100,0 3 1 1,5 82,4 2 1 1,6 81,3 2 1 1,4 
R565 100,0 3 1 2,2 100,0 3 1 1,4 100,0 4 1 1,2 
R1 - - - - 100,0 2 1 1,7 90,0 3 1 1,7 
Х  92,6   1,6 92,1   1,5 91,0   1,6 



Научное обеспечение АПК 06.01.00 – Агрономия 

 

Дальневосточный аграрный вестник. 2017. №2(42)  33 

Генотипы по-разному отозвались на 
регенерацию. В контрольном варианте 
число регенерирующих узлов варьировало в 
зависимости от исходной формы (и.ф) в пре-
делах от 77,8% до 100%, в среднем соста-
вило 92,6%. Продуктивность семядольных 
узлов в среднем соответствовала 1,6 шт. при 
минимальном значении данного показателя 
1,5 (R362) и максимальном – 2,2 (R565). 

На изученных вариантах питательных 
сред с ионами меди эффективность регене-
рации практически по отношению к кон-
тролю не изменилась. Показатель числа ре-
генерировавших семядольных узлов в вари-
анте 6 мг/л Сu+2 составил 92,1%, в варианте 
12 мг/л Сu+2 – 91%. Эта же картина просле-
живается и по признаку продуктивности се-
мядольного узла. Некоторая изменчивость 
данных показателей отмечена лишь в преде-
лах исходных форм. 

Полученные на селективных средах 
побеги культивировали для дальнейшего 
развития и перевода ex vitro в условиях 

культуральной комнаты. Фертильные расте-
ния были размножены в селекционном пи-
томнике для дальнейшего изучения.  

По результатам биохимического ана-
лиза почти все полученные регенерантные 
линии превысили показатели содержания в 
семенах масла и гистидина, при этом снизив 
содержание линоленовой кислоты, которая 
влияет на качественный состав соевого 
масла (табл. 2). 

Превышение над стандартом по содер-
жанию масла составляло 7,7-16,0%, содер-
жанию гистидина – 24,6-75,3%, снижение 
содержания линоленовой кислоты на – 24,0-
64,0%. Регенерантная линия R 1357 выде-
лена как лучшая по некоторым достоверно 
превышающим стандарт признакам: масло – 
16,0%, гистидин – 35,8%, линолевая кислота 
– 2,0%, линоленовая – ниже на 64,0%. Пред-
положительно, что выделенные преимуще-
ства объясняются влиянием ионов меди в 
питательной среде, как дополнительного 
мутагенного фактора. 

Таблица 2  
Характеристика регенерантных линий сои, полученных на средах с ионами меди 

по биохимическим показателям 

Сорт,  
форма 

Содержа-
ние в се-
менах 

белка, % 

Содержа-
ние в се-
менах 

масла, % 

Содержа-
ние гисти-
дина, % от 
общего ко-
личества 
аминокис-

лот  

Содержание кислоты, % от 
общего количества масла в 

семенах 

олеино-
вая кис-
лота 

линоле-
вая кис-
лота 

линоле-
новая 
кислота 

Ходсон – стандарт 38,8 18,1 8,1 18,4 53,5 9,2 
R 1431 (и.ф. Ходсон-12 Сu 2+) 34,8 19,5* 10,1* 10,7 54,0 4,7* 
R 1482 (и.ф. Приморская 69-6 
Сu 2+) 37,1 19,6* 11,6* 10,2 54,5* 5,9* 

R 1496 (и.ф. Приморская 81-
12 Сu 2+) 35,0 19,9* 11,1* 9,6 53,9 5,4* 

R 109 (и.ф. R1-6 Сu 2+) 35,2 19,9* 10,3* 12,4 54,0 5,8* 
R 1485 (и.ф. R1-6 Сu 2+) 33,4 20,8* 10,8* 9,7 54,3* 3,6* 
R 1477 (и.ф. Приморская 301-
12 Сu 2+) 35,8 19,5* 11,3* 10,4 53,9 5,7* 

R 1486 (и.ф. Приморская 301-
12 Сu 2+) 37,1 18,7 10,8* 11,4 53,2 7,0* 

R 1490 (и.ф. R1-6 Сu 2+) 34,2 20,0* 14,2* 8,0 53,3 4,8* 
R 1524 (и.ф. R1-6 Сu 2+) 34,8 19,7* 11,1* 9,9 53,7 6,0* 
R 1357 (и.ф. Ходсон-6 Сu 2+) 34,5 21,0* 11,0* 10,0 54,7* 3,3* 
HCP05 1,5 0,9 1,6 1,8 0,6 1,5 
Примечание: * – достоверно превосходит стандарт на 5% уровне 
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Методом ISSR анализа проанализиро-
вано семь сортообразцов сои с участием 9 
праймеров к различным ди- и тринуклеотид-
ным микросателлитным повторам. При ис-
следовании линий 1490, R1, 1485 и исход-
ной формы (Приморская 301) получены мо-
номорфные картины распределения ампли-
фицированных фрагментов по всем исполь-
зованным праймерам.  

В результате анализа продуктов ам-
плификации не выявлено фрагментов, нося-
щих диагностический характер, данные ли-
нии генетически идентичны друг другу и 
своей исходной форме по исследованным 
маркерам. При анализе продуктов амплифи-
кации регенерантной линии 1357 и ее исход-
ной формы – сорта Ходсон выявлены 53 

фрагмента, 9 из которых оказались поли-
морфными (17%), остальные – мономорф-
ные. Размер выявленных фрагментов варьи-
ровал от 300 до 3000 пар нуклеотидов (п.н.). 
В зависимости от праймера число поли-
морфных фрагментов варьировало от 1 до 5. 
Исследуемые линия и исходная форма ока-
зались генетически однородными (рис.1).  

Наиболее распространенным и инфор-
мативным показателем генетических разли-
чий являются генетические дистанции. На 
основе анализа бинарной матрицы рассчи-
тан индекс генетического различия линии 
1357 и сорта Ходсон, значение которого со-
ставило 0,1861. Выявлены достоверные ге-
нетические отличия линии от исходной 
формы. 

 

 
Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации с праймером 840 образцов сорта Ход-
сон и регенерантной линии 1357. М – маркер длин фрагментов 100 bp ladder, К – контрольный 
образец, не содержащий ДНК. Белой стрелкой показан фрагмент длиной ~870 п.н., отличаю-

щий мутантную линию от исходной формы 
 

Проведено генетическое сравнение ре-
генерантных линий R1357 и R1485, выде-
ленных по комплексу биохимических пока-
зателей (табл. 2) с перспективными сортооб-
разцами сои (лаб. селекции сои) с целью их 
включения в селекционный процесс. По ре-

зультатам анализа с помощью пакета про-
грамм TFPGA, используя алгоритм невзве-
шенного попарно-группового анализа 
(UPGMA), построена дендрограмма филоге-
нетических взаимоотношений исследуемых 
сортообразцов сои (рис.2).  
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Рис. 2. UPGMA дендрограмма филогенетических взаимоотношений сортообразцов сои  
и регенерантов, полученных с использованием Cu2+ по данным ISSR анализа. Длина вет-

вей отражает уровень генетических различий 
 
На филогенетическом дереве образо-

вались два кластера, имеющих наибольшие 
отличия. Кластер с наибольшим количе-
ством сортообразцов подразделен на три 
подкластера. Исследуемые линии оказа-
лись в разных подкластерах основного кла-

стера, демонстрируя достоверные генети-
ческие отличия (длина ветвей отражает сте-
пень генетических различий). Также были 
рассчитаны генетические дистанции, кото-
рые подтвердили генетические отличия ис-
следуемых линий (табл. 3). 

Таблица 3 
Генетические дистанции сортообразцов сои и регенерантов, полученных с использованием 

ионов Cu2+ по данным ISSR анализа 

Сорт,  
форма ХN6 

При-
мор-
ская 13 

Прим 
НИИС
Х 
№3 

Прим 
НИИС
Х 
№4 

Прим 
1385 XN2 R 1485 R 1357 Кор-

доба 

Приморская 13 0.3463 ****        
ПримНИИСХ №3 0.3124 0.1301 ****       
ПримНИИСХ №4 0.2478 0.1872 0.1582 ****      
Прим 1385 0.1872 0.2478  0.2171 0.1582 ****     
XN2 0.3814 0.1301 0.1027 0.1582 0.2796 ****    
R 1485 0.2787 0.2460 0.0964 0.1246 0.2460 0.0964 ****   
R 1357 0.0861 0.2005 0.1707 0.1707 0.0595 0.0964 0.1977 ****  
Кордоба 0.2796 0.2171 0.3814 0.4555 0.3814 0.3814 0.4611 0.2631 **** 
D 378 0.3463 0.2171 0.3124 0.3124 0.3124 0.1872 0.2787 0.2313 0.2171 

 
Выводы. Таким образом, применяе-

мые в качестве мутагенного фактора в пи-
тательной среде ионы меди оказали влия-
ние на биохимический состав культуры. 
Выявлены достоверные генетические отли-
чия регенерантов от исходных форм, что 

подтверждает возможность использования 
исследуемых линий в селекционном про-
цессе в качестве источника хозяйственно 
ценных признаков. 
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СОЗДАНИЕ РЕГЕНЕРАНТНЫХ ЛИНИЙ МЕТОДОМ КУЛЬТУРЫ ПЫЛЬНИКОВ IN 
VITRO ДЛЯ СЕЛЕКЦИИ РИСА НА РОССИЙСКОМ ДАЛЬНЕМ ВОСТОКЕ 

Приводятся данные по регенерационной способности риса в культуре пыльников in 
vitro после каллусообразования на двух вариантах индукционных питательных сред (N6-1 
и Mix-1). Среды имеют одинаковый гормональный (2,0 мг/л 2,4-Д) и углеводный составы 
(3 % сахарозы), различаются минеральной основой микроэлементов и витаминов. Иссле-
дования проводились на гибридах риса F1 и F2, всего использовано 26 генотипов. Пита-
тельная среда N6-1 является более приемлемой для культуры пыльников дальневосточ-
ных гибридов риса в сравнении со средой Mix-1, так как после нее образуется на регенера-
ционной среде больше каллусов с зелеными регенерантами, и, в конечном счете, больше 
зеленых побегов. Доля продуктивных регенерантов составляет 45,5-65,5 % от общего 
числа зеленых регенерантов. Получено 1536 регенерантных линий из восьми гибридов риса 
F2, характеризующихся различными показателями хозяйственно ценных признаков. 
 
КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ORYSA SATIVA L., КУЛЬТУРА ПЫЛЬНИКОВ IN VITRO, ИНДУКЦИ-
ОННАЯ СРЕДА, ПРОДУКТИВНЫЙ РЕГЕНЕРАНТ. 
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CREATION OF REGENERANT LINES BY THE METHOD OF ANTHER CULTURE  
IN VITRO FOR RICE BREEDING IN THE RUSSIAN FAR EAST 

The article presents data on rice regeneration capacity in anther culture in vitro after callus-
ing on the two variants of inductive nutrient mediums (N6-1 и Mix-1). Mediums have same hor-
mone (2,0 mg/l 2,4-D) and carbohydrate (3 % saccharose) compositions and differ in mineral base 
of trace elements and vitamins. The research was carried out into rice hybrids F1 и F2, total geno-
types used: 26. Nutrient medium N6-1 is more suitable for anther culture of the Far Eastern rice 
hybrids as compared to medium Mix-1, since after it more calluses with green gerenerants appear 
on the regeneration medium and finally more green shoots grow. Portion of productive regenerants 
amount to 45,5-65,5% of total green regenerants. We obtained 1536 productive regenerants lines 
from eight rice hybrids F2, characterized by different productive economic indexes.  
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PRODUCTIVE REGENERANT. 

 
Рис – одна из важнейших культур в 

сельскохозяйственном производстве При-
морского края. В селекционных програм-
мах рисосеющих стран мира широко и 

успешно применяется культура пыльников 
in vitro [2, 11, 12, 17, 21, 26]. В последние 
годы в ФГБНУ «Приморский НИИСХ» 
проводятся исследования с целью содания 


