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ВЛИЯНИЕ ИСХОДНОЙ ФОРМЫ НА ГЕНЕТИЧЕСКУЮ ИЗМЕНЧИВОСТЬ 
МУТАНТНЫХ ЛИНИЙ СОИ1 
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В статье представлены результаты исследования биохимического состава семян и ге-

нетической изменчивости мутантных линий сои, полученных с использованием ионов кад-
мия и меди. Исследования проводили в лаборатории сельскохозяйственной биотехнологии 
ФГБНУ «ФНЦ агробиотехнологий Дальнего Востока им. А.К. Чайка». На основании полу-
ченных данных и литературных источников показано влияние генотипа исходной формы 
на генетическую изменчивость полученных линий. Использование в качестве дополнитель-
ного мутагенного фактора ионов кадмия оказало влияние на биохимический состав семян 
сои. Регенерантные линии превысили показатели содержания в семенах масла, олеиновой и 
линолевой кислот. При этом снизилось содержание линоленовой кислоты, что улучшает 
качественный состав соевого масла. Регенерантная линия R 1584 выделена как лучшая по 
некоторым, достоверно превышающим стандарт, признакам: масло – 7%, линолевая кис-
лота – 1,6%, линоленовая – ниже на 16,7%. В результате ПЦР выявлено 54 фрагмента, 10 
из которых оказались полиморфны. Все исследуемые методом ISSR анализа линии имели 
генетические различия, как с исходной формой, так и друг с другом. Наибольшие дистанции 
выявлены между исходной формой и линией R1584, а также между парами линий 
R1568/R1584 и R1584/R1577. Наименьшее значение генетических различий выявлено между 
линиями R1568 и R1577. Установлено влияние на генетическую изменчивость исследуемых 
образцов таких факторов как природа используемого иона и генотип исходной формы. Вы-
бор исходной формы оказывает наибольшее влияние на генетическую изменчивость полу-
ченных линий.  
 

КЛЮЧЕВЫЕ СЛОВА: ТЯЖЕЛЫЕ МЕТАЛЛЫ (ИОНЫ), IN VITRO, МУТАГЕННЫЙ ФАКТОР, 
СЕМЯДОЛЬНЫЙ УЗЕЛ, СЕЛЕКТИВНАЯ СРЕДА, РЕГЕНЕРАЦИЯ, ГЕН, ГЕНЕТИЧЕСКАЯ 
ИЗМЕНЧИВОСТЬ.  
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THE INFLUENCE OF THE INITIAL SHAPE AT THE GENETIC VARIABILITY OF THE 
MUTANT LINES OF SOYBEAN 

 

The article presents the findings of investigation on the seeds biochemical composition and ge-
netic variability of soybean mutant lines obtained with the help of cadmium and cuprum ions. The 
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research was carried out in the laboratory of Agricultural Biotechnology of the Federal Scientific 
Centre for Agrobiotechnology in the Far East named after A. K. Chaika. Findings and literature 
sources showed initial form genotype effect upon genetic variability of the obtained lines. The use of 
cadmium ions as an additional mutagenic factor influenced the biochemical composition of soybean 
seeds. Regenerant lines exceeded content of oil, oleic and linoleic acids in seeds. At the same time the 
content of linolenic acid reduced, which improved the quality of soybean oil. Regenerant line R 1584 
was marked as the best one according to some features significantly exceeding the standard: oil – 7%, 
linoleic acid – 1,6%, linolenic acid-lower by 16,7%. As a result of PCR (polymerase chain reaction), 
54 fragments were revealed, 10 of which were polymorphic. All the lines studied by the ISSR analysis 
had genetic differences both with the initial form and with each other. The greatest distances were 
found between the initial form and the line R1584, as well as between the pairs of lines R1568/R1584 
and R1584/R1577. The least value of genetic differences was found between the lines R1568 and 
R1577. The influence of such factors as the nature of the ion used and the genotype of the initial 
form upon the genetic variability of the samples was found. The choice of the initial form has the 
greatest effect upon the genetic variability of the obtained lines. 
 
KEY WORDS: HEAVY METALS (IONS), IN VITRO, THE MUTATION FACTOR, COTYLEDO-
NARY NODE, SELECTIVE ENVIRONMENT, REGENERATION, GENE, GENETIC VARIABIL-
ITY. 

 
Введение. Индуцированный мутагенез 

– один из методов расширения генетиче-
ского разнообразия организмов [1-5]. Из-
вестно, что накопление металлов в молеку-
лах нуклеиновых кислот приводит к наруше-
нию функционирования клеток и может 
быть причиной ионного стресса у растений 
[1,6-12]. В связи с этим, для получения но-
вого исходного материала в целях выделе-
ния ценных генотипов, наряду с классиче-
ским методом – гибридизацией, использу-
ются возможности создания in vitro данных 
форм с применением в питательных средах 
ионов тяжелых металлов как мутагенного 
фактора.  

Узкий спектр исследований по сое в из-
ложенном направлении подтверждает необ-
ходимость проведения экспериментов по ис-
пользованию тяжелых металлов в качестве 
селективного фона in vitro при работе с куль-
турой ткани в условиях расширения геноти-
пической изменчивости хозяйственно цен-
ных и адаптивных признаков сои. Молеку-
лярно-генетические маркеры являются со-
временным инструментом исследования ге-
нетического разнообразия, и позволяют опе-
ративно выявлять генетические различия, 
возникающие в результате мутагенеза [13]. 

Целью данной работы было определить 
в условиях in vitro влияние исходной формы 
на генетическую изменчивость мутантных 
линий сои. 

Материал и методы исследований. 
Исследования проводили в лаборатории 
сельскохозяйственной биотехнологии 
ФГБНУ «ФНЦ агробиотехнологий Дальнего 
Востока им. А.К. Чайка».  

Материалом для исследований послу-
жили регенерантные линии сои, полученные 
от различных исходных форм методом куль-
туры ткани с использованием, в качестве му-
тагенного фактора в питательной среде, 
ионов кадмия (Cd2+) и меди (Cu2+), ранее ото-
бранные по комплексу хозяйственно ценных 
признаков.  

Перевод пробирочных растений с нор-
мально развитой корневой системой осу-
ществляли в почвенный грунт (стерильный, 
ранее проавтоклавированный). Развитие 
растений R0 протекало в условиях культу-
ральной комнаты: освещенность 3,5-4,0 тыс. 
люкс, t +25 °С, фотопериод 16 часов.  

Биохимический состав семян исходных 
форм и регенерантных линий изучали на 
базе ФГБНУ «ВНИИ сои» на ИК-сканере 
Nir-42 (ВНИИ сои, г. Благовещенск) [14]. 

Тотальную ДНК выделяли из фрагмен-
тов свежих листьев солевым методом [15]. 
ПЦР проводили в двух-трех повторностях, 
используя термоциклеры Mj Mini (Bio-Rad) 
и С-1000 Touch (Bio-Rad) в 25 мкл реакцион-
ной смеси, содержащей 10 мМ трис-HCl (рН 
8,3); 50 мМ KCl; 0,001% желатина; 8,0 мМ 
MgCl2; 0,250 мМ раствор каждого из дезок-
сирибонуклеозидфосфатов (dATP, dGTP, 
dTTp, dCTP); 0,2 – 0,4 мкмоль олигонуклео-
тидного праймера (табл. 2); 30-50 нг геном-
ной ДНК и 0,2 ед. Taq-полимеразы. В реак-
ции использовали следующий температур-
ный режим (40 циклов): денатурация – 94°, 
45 с; отжиг праймера – 48, 58 °С, 45 с; синтез 
– 72°, 45 с. Контрольная проба содержала 
полную амплификационную смесь, но без 
добавления ДНК. Продукты амплификации 
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разделяли электрофорезом в 1,4 – 2% агароз-
ном геле в присутствии бромистого этидия. 
Визуализацию фрагментов ДНК осуществ-
ляли облучением УФ с помощью гель-доку-
ментирующей системы Gel-Doc XR+ (Bio-
Rad). Для определения длины фрагментов 
использовались маркеры молекулярных 
масс 100 bp DNA Ladder и 1 kb DNA Ladder. 
Для каждого праймера составлены бинар-
ные матрицы, где присутствие или отсут-
ствие фрагмента с одной молекулярной мас-
сой обозначается «1» или «0», соответ-
ственно. На основании бинарных матриц 
рассчитаны основные показатели генетиче-
ской изменчивости. Статистическую обра-
ботку полученных данных проводили с при-
менением пакетов программ POPGENE, 
TFPGA. 

Результаты и обсуждение. По резуль-
татам биохимического анализа, регенерант-
ные линии превысили показатели содержа-
ния в семенах масла, олеиновой и линолевой 
кислот, при этом снизив содержание линоле-
новой кислоты, которая влияет на качествен-
ный состав соевого масла (табл. 1). 

Регенерантная линия R 1584 выделена 
как лучшая по некоторым, достоверно пре-
вышающим стандарт, признакам: масло – 
7%, линолевая кислота – 1,6%, линоленовая 
– ниже на 16,7%.  

Методом ISSR анализа проанализиро-
вано три регенерантные линии (R1568, 
R1577, R1584), полученные с использова-
нием ионов кадмия и выделенные по ком-
плексу хозяйственно ценных признаков и 
биохимическим показателям, а также их ис-
ходная форма – сорт сои Приморская 301 по 
9 ISSR-праймерам (табл.2). 

Таблица 1 
Характеристика регенерантных линий сои, полученных на средах с ионами меди и кадмия  

по биохимическим показателям 

Сорт,  
форма 

Содержа-
ние в се-
менах 
белка,% 

Содержа-
ние в се-
менах 
масла,% 

Содержание гисти-
дина,% от общего 
количества амино-

кислот  

Содержание кислоты,% от общего количе-
ства масла в семенах 

олеиновая 
кислота 

линолевая 
кислота 

линоленовая 
кислота 

Приморская 81- стан-
дарт 39,4 18,8 8,1 13,1 50,2 9,0 

Приморская 301-ис-
ходная форма  38,6 18,7 7,2 13,0 50,1 8,9 

R 1584 
(и.ф. Приморская 
301-5Сd 2+) 

38,1 20,1* 7,4 14,7 51,0* 7,5* 

 R 1568 
(и.ф. Приморская 
301-10Сd 2+) 

40,1 18,8 6,0 17,4* 50,1 9,2 Примечание: * – достоверно превосходит стандарт на 5% уровне 
Таблица 2 

Праймеры, используемые для выявления генетической изменчивости линий, полученных 
с использованием Cd2+ 

Код праймера Нуклеотидная последователь-
ность (5’ →3’) 

Число учитываемых фрагментов ДНК 
всего полиморфных 

808 (AG)8C 9 5 
812 (GA)8T 5 0 
840 (GA)8(CT)T 7 2 
856 (AC)8CTA 6 0 
834 (AG)8(CT)T 4 0 
868 (GAA)6 6 2 
S1 (CA)8TG 2 0 
S2 (ACA)5 8 0 
S9 (CA)8GT 5 0 
C5 (TCG)6G 6 1 

Всего  54 10 (18,52%) 
 

В результате ПЦР выявлено 54 фраг-
мента, 10 из которых оказались поли-

морфны, полиморфизм в объединённой вы-
борке составил: P=18,52%. Размеры выяв-
ленных фрагментов варьировали от 300 до 
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3000 п.н., количество ампликонов продуци-
руемых праймерами составило от 2 до 9. 
Наибольшее количество полиморфных 

фрагментов амплифицировано праймером 
808 – 9, праймерами 840 и 868 по 2 фраг-
мента и С5 – 1 фрагмент (рис. 1).

 

 
Рис.1. Электрофореграмма продуктов амплификации праймеров 840 (А) и 868 (Б).  
М – маркер молекулярных масс 100bp ladder, К – отрицательный контроль реакции.  

Стрелками показаны полиморфные фрагменты 
 

Для оценки уровня генетических отли-
чий на основе анализа бинарной матрицы 
были рассчитаны индексы генетических раз-
личий (DN) исследуемых линий и их исход-
ной формы – Приморская 301 (табл. 3). 

Все исследуемые линии имеют генети-
ческие различия, как с исходной формой, так 
и друг с другом. Наибольшие дистанции вы-
явлены между исходной формой и линией 
R1584, а также между парами линий 
R1568/R1584 и R1584/R1577. Наименьшее 
значение генетических различий выявлено 

между линиями R1568 и R1577. Для визуа-
лизации обнаруженных генетических ди-
станций была построена дендрограмма ме-
тодом невзвешенного попарно-группового 
анализа (UPGMA) (рис. 2). Топология фило-
генетического дерева отражает генетиче-
ские отличия изученных сортообразцов, и 
демонстрирует наибольшие отличия линии 
R1584, которая образует собственный кла-
стер с максимальной длиной ветви (длина 
ветвей отражает уровень генетических отли-
чий).

Таблица 3 
Генетические дистанции (DN) 3 регенерантных линий сои, полученных с использованием Cd2+  

и исходной формы – сорта Приморская 301 по 9 ISSR праймерам. 
Сорт, линия. П-301 R1568 R1584 R1577 

П-301 ***    
R1568 0.1178 ***   
R1584 0.1388 0.1388 ***  
R1577 0.0770 0.0377 0.1388 *** 
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Рис.2. UPGMA дендрограмма филогенетических взаимоотношений сомаклональных линий сои, 
полученных с использованием ионов кадмия и их исходной формы по девяти ISSR праймерам. 

Длинна ветвей отражает уровень генетических отличий. 
 

Одной из фундаментальных проблем 
является влияние различных факторов на ге-
нетическую изменчивость получаемых ли-
ний. Использования культуры in vitro приво-
дит в появлению сомаклональной изменчи-
вости. Используемые в наших исследова-
ниях ионы тяжелых металлов являются се-
лективным для получения толерантных 
форм, а также мутагенным факторами [1-3]. 
Ранее нами были изучены регенерантные 
линии, полученные с использованием ионов 
меди и кадмия от исходных форм – сортов 
Ходсон и Приморская 301. Исходные формы 
по-разному отзывались на регенерацию 
[16,17].  

В данных исследованиях мы получили 
разные картины распределения генетиче-
ской изменчивости полученных линий в за-
висимости от используемого иона тяжелого 
металла. Линии, полученные от исходной 
формы сорта Ходсон на средах с содержа-
нием Cd2+ демонстрировали больший поли-
морфизм и уровни максимальный уровень 
генетических дистанций (P=24,6%, 
DN=0,3538), чем регенеранты культивиро-
ванные с добавлением Cu2+ (Р=16,98, 
DN=0,1861).  

В результате исследования регенерат-
ных линий, полученных с использованием 

разных ионов тяжёлых металлов, мы вы-
явили влияние генотипа исходной формы на 
генетическую изменчивость исследуемых 
образцов. Регенеранты сорта Приморская 
301 демонстрировали меньшую изменчи-
вость, чем линии, полученные от сорта Ход-
сон. Таким образом, генетическая изменчи-
вость линий Приморской 301, полученных с 
использованием Cd2+, значительно ниже, 
чем линий сорта Ходсон – полиморфизм 
Р=18,25% против 24,6%, максимальные ге-
нетические различия DN=0,1388 против 
DN=0,3538. В результате исследования ли-
ний, полученных с помощью Cu2+, не обна-
ружено генетических различий между лини-
ями, выделившимися по комплексу биохи-
мических и хозяйственно-ценных признаков 
исходной формы, которой является Примор-
ская 301, в отличие от линии от и. ф. Ходсон. 

На основании полученных данных про-
слеживается влияние на генетическую из-
менчивость исследуемых образцов, таких 
факторов, как природа используемого иона 
и генотип исходной формы. Исходя из того, 
что разные сорта не одинаково отзываются, 
но должны обладать желаемыми хозяй-
ственно ценными признаками, выбор исход-
ной формы оказывает наибольшее влияние 
на генетическую изменчивость полученных 
линий.  
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