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13 суток в сравнении с весенними посе
вами. Определены максимальные уровни 
урожайности семян при посеве в ранние 
весенние сроки. Разработанные математи
ческие модели могут иметь практическое 
значение для прогнозирования составляю
щих продуктивности семян укропа в зави
симости от продолжительности вегетаци
онного периода. Высокую семенную про
дуктивность укропа обеспечивает обра-

ботка раствором иммуноцитофита, досто
верная прибавка урожая 0,13 т/га в срав
нении с намачиванием в воде. Вегетаци
онный период укропа при четырех-, пяти- 
и шестистрочном размещении сокраща
ется на 1 -  2 суток. Прибавки урожайно
сти при пяти- и шестисрочном посеве по 
сравнению с контролем трехстрочным по
севом не было, а при четырехстрочном  
она составила 3,2%.
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В статье представлены результаты исследований влияния ионов кадмия в пита
тельной среде на регенерационную способность сои. Применяемые в эксперименте 
ионы кадмия оказали практически ингибирующее действие на процесс регенерации не
которых генотипов исходных форм сои. Несмотря на низкую продуктивность семя
дольных узлов, нормально развитые in vitro регенеранты от шести исходных форм 
были переведены ex vitro. Получено 46 фертильных растений, которые были размно
жены для проведения генетического анализа. Проведен генетический анализ четырех
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регенерантных линий сои с участием шести праймеров к различным ди- и тринуклео- 
тидным микросателлитным повторам, которые инициировали 69 фрагментов, 17 из 
которых оказались полиморфными (24,6%), остальные -  мономорфные, то есть при
сутствовали в спектрах всех исследованных растений. Размер выявленных фрагмен
тов варьировал от 300 до 1000 пар нуклеотидов (п.н.), в зависимости от праймера 
число полиморфных фрагментов варьировало от двух до восьми. На основе анализа би
нарной матрицы рассчитаны индексы генетического различия исследуемых линий. 
Наибольшее значение генетических дистанций обнаружено между исходной формой 
Ходсон и регенерантной линией R1585 (0,3321), а наименьшее между линиями R1585 и 
R1597 (0,0392), а также R1571 и R1569 (0,0594). Выявлены достоверные генетические 
отличия регенерантов от исходной формы.
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The article presents the findings o f  investigation o f  cadmium ions influence in nutrient 
medium on regenerative capacity o f  soy. Cadmium ions used in the experiment had practically 
inhibiting effect upon regeneration process o f  certain genotypes o f  soy initialforms. Despite the 
low productivity o f  cotyledonary nodes, normally developed in vitro regenerants o f  six initial 
form s were transferred to ex vitro. The authors grew 46 fertile plants which were reproduced 
fo r  genetic analysis. We also conducted genetic analysis o f  four soy regenerant lines with par
ticipation o f  six primers fo r  different di-and tri-nucleotide microsatellite repetitions, which ini
tiated 69 fragments, 17 o f  them were polymorphic (24.6%), the rest were monomorphic, i.e. they 
were present in spectra o f  all studied plants. The size o f  the identified fragments ranged from  
300 to 1000 nucleotide pairs (n.p.), depending on the primer the number o f  polymorphic frag
ments varied from  2 to 8. On the basis o f  the analysis o f  binary matrices the authors calculated 
the indices o f  genetic difference o f  the investigated lines. The largest value o f  genetic distances 
was found between the original form  Hodson and the regenerant line R1585 (0.3321), and the 
smallest —  between the lines R1585 andR1597 (0.0392), and also between R1571 andR1569  
(0.0594). The authors identified reliable genetic distinctions between regenerants and the initial 

form.
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Введение. Важную роль в обменных 
процессах растений играют тяжелые ме
таллы (ТМ). Связываясь на поверхности 
клеток или проникая в них, они могут вза
имодействовать с функциональными 
группами белков, нуклеиновых кислот, 
полисахаридов и других соединений, а

также замещать ионы других металлов, 
связанные с этими группами. Накопление 
металлов в молекулах нуклеиновых кис
лот приводит к нарушению функциониро
вания клеток [1]. В результате возникают
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различные нарушения метаболизма, начи
нающиеся с момента поступления ТМ в 
растения [2].

Высокой способностью к проникно
вению в растительный организм обладает 
кадмий. Он является одним из наиболее 
токсичных тяжелых элементов для всех 
групп живых организмов. У растений кад
мий вызывает ингибирование роста стеб
лей и корня, вызывает некрозы и хлорозы. 
Данные эффекты объясняются влиянием 
кадмия на многочисленные биохимиче
ские и физиологические процессы, проте
кающие в растительной клетке, а активное 
использование экспериментального мута
генеза является перспективным методом, 
стимулирующим генетические исследова
ния в данной области [3 -9].

В связи с этим, для получения нового 
исходного материала в целях выделения 
ценных генотипов, наряду с классическим 
методом -  гибридизацией, используются 
возможности создания in vitro данных 
форм с применением в питательных сре
дах ионов тяжелых металлов как мутаген
ных факторов.

Вместе с этим следует отметить узкий 
спектр исследований по сое в изложенном  
направлении, что подтверждает необхо
димость проведения экспериментов по ис
пользованию тяжелых металлов в каче
стве селективного фона in vitro при работе 
с культурой ткани в условиях расширения 
генотипической изменчивости хозяй
ственно ценных и адаптивных признаков 
сои.

Целью данной работы было опреде
лить в условиях in vitro влияние ионов 
кадмия на регенерационную способность  
сои и оценить уровень генетической из
менчивости регенерантов.

М атериалы  и методы  исследований
Исследования проводили в лаборато

рии сельскохозяйственной биотехнологии 
ФГБНУ «Приморского НИИСХ» (2013
2016 гг.). Предметом исследований были 
районированные в Приморском крае 
сорта сои: Приморская 13, Ходсон, При
морская 81, Приморская 69, Приморская 
301 и регенеранты: R86, R362, R1 и R565.

Стерилизация сред, инструментов, 
посуды осуществлялась согласно опубли
кованным рекомендациям Р.Г. Бутенко 
[10]. Стерилизацию семян проводили кон
центрированной серной кислотой по реко
мендациям для микробиологических опы
тов В.А. Тильбы [11].

Стерильные семена первоначально 
помещали на питательную среду М у- 
расиге и Скуга [12] в половинном составе 
макро- и микросолей с добавлением цито- 
кинина 6-Бензиламинопурина (БАП) -  
среда А  (контроль) и как мутагенного фак
тора CdCl2 * 2,5H2O (10 мг/л, 5 мг/л) -  
среда А+ ТМ.

Перевод пробирочных растений с х о 
рошей корневой системой осуществляли в 
почвенный грунт (стерильный, ранее про
автоклавированный). Дальнейшее разви
тие растений Rо получали в условиях 
культуральной комнаты: освещенность
3,5-4,0 тыс. люксов, t0 -  250С, фотопериод 
16 часов.

ПЦР анализ полученных образцов 
проводили в двух-трех повторностях, ис
пользуя термоциклеры MjMini (Bio-Rad) и 
С-1000 Touch (Bio-Rad) в 25 мкл реакци
онной смеси. Продукты амплификации 
разделяли электрофорезом в 2% агароз
ном геле в присутствии бромистого эти- 
дия. Визуализацию фрагментов ДНК про
водили облучением УФ с помощью гель- 
документирующей системы G el-Doc XR+  
(Bio-Rad). Для определения длины фраг
ментов использовался маркер молекуляр
ных масс 100 bp D N A  Ladder. Для каждого 
праймера составлены бинарные матрицы, 
где присутствие или отсутствие фраг
мента с одной молекулярной массой обо
значается «1» или «0», соответственно. На 
основании бинарных матриц рассчитаны 
основные показатели генетической измен
чивости. Статистическую обработку по
лученных данных проводили с примене
нием пакетов программ POPGENE, 
TFPGA.

Результаты  и обсуж дения
Известно, что в питательной среде 

кадмий находится в более доступном со
стоянии, чем в почве. В работах 
Е.А. Гладкова ингибирующее действие
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кадмия на культуру клеток полевицы по
бегоносной проявлялось при его концен
трации 5 мг/л (в перерасчете на ионы). 
Значительное ингибирующее влияние на 
каллусные клетки оказывал кадмий при 
концентрации 10 мг/л, а при концентра
ции 20 и 30 мг/л значительная часть кал- 
лусных клеток темнела и погибала. При 
концентрации кадмия 60 мг/л наблюда
лась полная гибель клеток [13].

В связи с этим в нашем эксперименте 
для определения регенерационной спо
собности семядольных узлов была взята 
концентрация ионов кадмия 10 мг/л.

Эффективность регенерации оцени
вали исходя из числа регенерирующих 
эксплантов (отношение числа узлов, ото
звавшихся на регенерацию к общему 
числу семядольных узлов данного вари
анта данной исходной формы) и продук
тивности семядольных узлов (число побе
гов в среднем на один узел).

В результате опытов при таком дей
ствии токсиканта нам удалось экспланти-

ровать небольшое количество семядоль
ных узлов (табл. 1). Генотипы по-разному 
отозвались на регенерацию. У исходной  
формы Приморская 301 как на контроль
ном варианте, так и на среде с кадмием ре
генерация практически отсутствовала 
(5%). Наибольшим числом регенериро
вавших семядольных узлов на среде, со
держащей кадмий, характеризовались 
Приморская 13 (50%) и R1 (40%), единич
ные узлы были получены у сорта Ходсон  
и форм R362 (5%) и R565 (5%). Ингибиру
ющее действие ионы кадмия оказали на 
регенерационную способность сорта При
морская 81.

По продуктивности семядольного 
узла (число снятых побегов) на среде с 
ионами кадмия были выделены три гено
типа: Приморская 13 (55%), R1(55% ) и 
R565 (30%). Малопродуктивными оказа
лись формы R362 (15%), R86 (15%) и сорт 
Приморская 301 (10%). Продуктивность 
узлов у генотипов сортов Приморская 81, 
Приморская 69 и Х одсон отсутствовала.

Таблица 1
Эффективность регенерации семядольных узлов на селективной среде, 

содержащей 10 мг/л ионов Cd+2 (2013г.)

Сорт, форма

Количество введенных 
in vitro семян, шт.

Число регенерировавших семя
дольных узлов

Продуктивность семя
дольного узла

контроль Cd+2
контроль Cd+2 контроль Cd+2

шт. % шт. % шт. % шт. %
Ходсон 20 20 9 45 1 5 12 60 0 0
Приморская 13 20 20 15 75 10 50 13 65 11 55
Приморская 301 20 20 1 5 1 5 1 5 2 10
Приморская 81 20 20 6 30 0 0 4 20 0 0
Приморская 69 20 20 13 65 4 20 11 55 0 0
R362 20 20 7 35 1 5 8 40 3 15

R1 20 20 13 65 8 40 13 65 11 55
R86 20 20 17 85 6 30 12 60 3 15
R565 20 20 14 70 3 15 12 60 6 30

Полученные побеги культивировали 
на среду микроклонирования для дальней
шего развития. Несмотря на низкую про
дуктивность семядольных узлов на селек
тивной среде с ионами кадмия, нормально 
развитые in vitro регенеранты от шести ис
ходных форм были переведены ex vitro 
(табл. 2). Растения выращивались в усло
виях культуральной комнаты. Из числа 
адаптированных растений (28 шт.) боль-

шинство фертильных регенерантов пред
ставлено сортом Приморская 13 (5 шт.), 
что составило 45,5% от общего числа ре
генерантов сорта, но вдвое меньше по 
сравнению с контролем. Также фертиль
ными оказались растения исходных форм: 
Приморская 301 - 1шт., R362 - 2шт., r 1- 1 
шт., R86 - 3 шт., R565 - 3 шт., которые бу
дут проходить дальнейшее размножение и 
изучение в полевых условиях
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Таблица 2
Результаты перевода в условия ex vitro пробирочных растений (Ro), 

регенерированных на селективной среде, содержащей 10 мг/л ионов Cd+2, (2013г.)

Сорт,
форма

Число регенерантовех vitro

всего, шт. фертильные, шт. стерильные, шт. не получившие даль
нейшего развития, шт.

кон
троль

Cd+
2

контроль Cd+2 Контроль Cd+2 контроль Cd+2
шт. % шт. % шт. % шт. % шт. % шт. %

Ходсон 10 0 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Приморс 
кая 13 10 11 9 90 5 45,5 0 0 2 18,2 1 10 4 36,3

Приморс 
кая 301 1 2 1 100 1 50 0 0 0 0 0 0 1 50

Приморс 
кая 81 3 0 3 100 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Приморс 
кая 69 10 0 8 80 0 0 0 0 0 0 2 20 0 0

R362 4 3 3 75 2 66,7 0 0 0 0 1 25 1 33,3
R1 5 3 5 100 1 33,3 0 0 0 0 0 0 2 66,7
R86 10 3 8 80 3 100 0 0 0 0 2 20 0 0
R565 10 6 10 100 3 50 0 0 2 33,3 0 0 1 16,4

Исходя из результатов предыдущего 
года в 2015 году концентрация ионов кад
мия в селективной среде была уменьшена 
в два раза (5 мг/л Cd+2). Данные регенера
ции семядольных узлов различных гено
типов приведены в таблице 3.

Генотипы, как и ранее, по-разному 
отозвались на регенерацию. По сравне
нию с контролем наименьшим количе
ством регенерировавших узлов отличи
лись Приморская 69 и R565. Наибольшим 
числом регенерировавших семядольных

узлов на среде, содержащей ТМ, характе
ризовались R1 и R362. По продуктивности 
семядольного узла (число снятых побе
гов) на среде с ионами кадмия были выде
лены два генотипа: Приморская 301 и 
R362. Малопродуктивными оказались 
формы R565, R86 и сорт Приморская 69.

Полученные на селективных средах 
побеги культивировали для дальнейшего 
развития и перевода в условия ex vitro 
культуральной комнаты (табл.4).

Таблица 3
Эффективность регенерации семядольных узлов на селективной среде, 

содержащей 5 мг/л ионов Cd+2 (2014г.).

Сорт,
форма

Количество введенных 
invitro семян, шт.

Число регенерировавших 
семядольных узлов

Продуктивность 
семядольного узла

контроль Cd+2
контроль Cd+2 контроль Cd+2

шт. % шт. % шт. % шт. %
Ходсон 20 20 16 80 12 60 28 175 6 50
Приморская 13 20 20 10 50 8 40 12 120 7 87,5
Приморская 301 20 20 15 75 8 40 19 127 10 125
Приморская 81 20 20 16 80 10 50 21 131 8 80
Приморская 69 20 20 11 55 4 20 12 109 1 25
R362 20 20 10 50 15 75 21 210 14 93
R1 20 20 14 70 14 70 22 157 8 57
R86 20 20 16 80 7 35 29 181 3 43
R565 20 20 15 75 3 15 21 140 3 100
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Таблица 4
Результаты перевода в условия ex vitro пробирочных растений (Ro), регенерированных 

на селективной среде, содержащей 5 мг/л ионов Cd+2 (2014 г.)

Сорт,
форма

Число регенерантовех vitro

всего, шт. фертильные, шт. стерильные, шт. не получившие даль
нейшего развития, шт.

кон
троль Cd+2 контроль Cd+2 контроль Cd+2 контроль Cd+2

шт. % шт. % шт. % шт. % шт. % шт. %
Ходсон 10 6 10 100 3 50 0 0 2 33 0 0 1 17
Приморская13 10 4 9 90 0 0 0 0 0 0 1 10 4 100
Приморская 301 10 1 10 100 0 0 0 0 0 0 0 0 1 100
Приморская 81 10 11 10 100 8 73 0 0 2 18 0 0 1 9
Приморская 69 10 3 8 80 0 0 0 0 1 33 2 20 2 67
R362 10 14 10 100 10 71 0 0 3 21 0 0 1 7
R1 10 7 10 100 3 43 0 0 1 14 0 0 3 43
R86 10 6 10 100 4 67 0 0 0 0 0 0 2 33
R565 10 3 10 100 3 100 0 0 0 0 0 0 0 0

Число адаптированных растений 
(55 шт.) было получено в два раза больше, 
чем в предыдущий год. Вероятнее всего, 
это связано с уменьшением концентрации 
ионов кадмия в питательной среде. Боль
шинство фертильных регенерантов пред
ставлено сортом Приморская 81 (8 шт.), 
что составило 73% от общего числа реге
нерантов сорта и формой R362 (10 шт.) -  
71%. Также фертильными оказались рас
тения исходных форм: Ходсон-3ш т., R1- 
3 шт., R86 - 4 шт., R565 - 3 шт. Далее реге
неранты были размножены в селекцион
ном питомнике для проведения генетиче
ского анализа.

В 2016 г. проведен генетический ана
лиз четырех регенерантных линий сои с 
участием шести праймеров к различным 
ди- и тринуклеотидным микросателлит- 
ным повторам, которые инициировали 69 
фрагментов, 17 из которых оказались по
лиморфными (24,6%), остальные -  моно- 
морфные, то есть присутствовали в спек
трах всех исследованных растений. Раз
мер выявленных фрагментов варьировал

Генетические дистанции четырех

от 300 до 1000 пар нуклеотидов (п.н.), в за
висимости от праймера число полиморф
ных фрагментов варьировало от 2 до 8.

На основе анализа бинарной матрицы 
рассчитаны индексы генетического разли
чия исследуемых линий. Наибольшее зна
чение генетических дистанций обнару
жено между исходной формой Х одсон и 
регенерантной линией R1585 (0,3321), а 
наименьшее между линиями R1585 и 
R1597 (0,0392), а также R1571 и R1569  
(0,0594) (рис.1, табл.5). Выявлены досто
верные генетические отличия регенеран
тов от исходной формы.

.3 .225 15 075 0.000

--------  R1585

--------- R1597

---------------  -------------  R1571

_________ ________ R1569

---------------------------------  Ходсон

Рис. 1. иРСЫЛдендрограмма филогенетических 
взаимоотношений регенерантов, полученных с 
использованием ионов Cd2+.

Таблица 5
ьных линий сои по данным ISSR-анализа

Сорт, регенерантная линия 450 338 Ходсон 401 392
R1585 ***
R1597 0,0392 ***
Ходсон 0,3321 0,2790 ***
R1571 0,2377 0,1900 0,1442 ***
R1569 0,1671 0,1671 0,1671 0,0594 ***
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Материал, созданный с использова
нием ионов тяжелых металлов в питатель
ной среде, требует дальнейшего глубо
кого изучения в лабораторных и полевых 
условиях по продуктивности и устойчиво
сти к биотическим и абиотическим факто
рам.

Выводы
В результате проведенных исследова

ний применяемые в эксперименте ионы 
кадмия в питательной среде оказали инги-

бирующее действие на процесс регенера
ции некоторых генотипов исходных форм 
сои. Получено 46 фертильных растений от 
шести исходных форм. Проведен подбор  
праймеров к различным ди- и тринуклео- 
тидным микросателлитным повторам и 
дана оценка генетической изменчивости 
сомаклональных линий сои с помощью  
метода ISSR. Выявлены достоверные ге
нетические отличия регенерантов от ис
ходной формы.
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О ГУ РЦ О В ЗА Щ И Щ Е Н Н О ГО  ГРУ Н Т А  В А М У РС К О Й  О БЛ А С ТИ

Овощеводство является одной из важнейших отраслей сельского хозяйства, так 
как позволяет удовлетворять потребности в свежей витаминной продукции в тече
ние всего года. Для обеспечения населения области овощной продукцией необходимо 
сочетать производство овощей открытого и защищенного грунта. Производство ово
щей защищенного грунта играет важную роль в круглогодичном снабжении населения 
овощами. На территории Амурской области производством овощей защищенного 
грунта занимался сельскохозяйственный производственный кооператив «Тепличный», 
в настоящее время ООО «Тепличный». Основным овощем в хозяйстве является огурец, 
который возделывают на 75% площади теплиц. За год выращивают более тысячи 
тонн огурцов. Для производства огурцов на предприятии используется малообъемная

Дальневосточный аграрный вестник. 2016. №4(40) 37

mailto:imsh_dalgau@mail.ru

