
Российская сельскохозяйственная наука, 2019, № 5

3

Растениеводство
УДК 633.12:631.527:581.143.6                                                                       DOI: https://doi.org/10.31857/S2500-2627201953-6
 

ИСПОЛЬЗОВАНИЕ МЕТОДА КУЛЬТУРЫ ТКАНИ 
ДЛЯ СОЗДАНИЯ НОВЫХ ФОРМ Fagopyrum esculentum MOENCH*

Е.Н. Барсукова1, кандидат сельскохозяйственных наук,
А.Г. Клыков1, член-корреспондент РАН, Е.Л. Чайкина2

1Федеральный научный центр агробиотехнологий Дальнего Востока имени А.К. Чайки, 
692539, Приморский край, Уссурийск, пос. Тимирязевский, ул. Воложенина, 30

2Тихоокеанский институт биоорганической химии имени Г.Б. Елякова ДВО РАН, 
690022, Владивосток, пр. 100-летия Владивостока, 159/2

E-mail: alex.klykov@mail.ru

Приведены результаты использования метода культуры ткани на гречихе посевной (Fagopyrum esculentum Moench) с применением 
в качестве селективных факторов повышенных концентраций ионов тяжелых металлов в питательной среде. На основе сортов 
Изумруд (Россия), Китавасэ (Япония), гибрида Изумруд х Китавасэ получены регенерантные линии, толерантные к меди и цинку. 
Отрицательный эффект действия ионов меди отмечен со второго поколения в потомстве растений, регенерированных из каллуса, в 
виде появления бесхлорофилльных мутантов. Установлено положительное действие тяжелых металлов на увеличение содержания 
рутина у растений-регенерантов in vitro. Проведенная в полевых условиях селекционная оценка образцов, толерантных к тяжелым 
металлам, позволила отобрать наиболее адаптированные из них к муссонным условиям Приморского края, сочетающие ценные при-
знаки крупнозерности (масса 1000 зерен – 36-38 г), высокой семенной продуктивности растения (1,9-3,2 г) и повышенного содержания 
рутина в надземной массе (2,8-4,3%). 
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The article presents results of usage of the tissue culture method on buckwheat (Fagopyrum esculentum Moench) together with the selective 
factor – increased concentrations of heavy metal ions in the nutrient medium. On the basis of Izumrud (Russia), Kitavase (Japan), hybrid Izumrud 
x Kitavase there were developed regenerant lines tolerant to copper and zinc. Negative action effect of copper ions was observed from the second 
generation in the second posterity of the plants-regenerants, developed from the callus, in the form of the chlorophyll-free mutants. Positive effect 
of the heavy metals was observed on increasing of rutin content of the plants-regenerants in vitro. Selective evaluation in the field conditions of the 
samples tolerant to heavy metal let to choose from them the most adaptive to monsoon conditions in Primorskykrai, which combine valuable traits 
of big grain (weight of 1000 grains – 36-38 g), high seed productivity (1,9-3,2 g) and high rutin content in aboveground mass of plants (2,8-4,3 %).
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 Развитие и применение в сельском хозяйстве со-
временных технологий, в том числе и биотехнологии, 
для создания продовольственной базы страны является 
одним из государственных приоритетов [1]. Широкое 
внедрение в селекционный процесс методов биотехно-
логии дает практические результаты. В Государствен-
ном реестре селекционных достижений Российской 
Федерации за 2018 г. находятся сорта сельскохозяй-
ственных культур, выведенные с использованием мето-
да культуры клеток и тканей: ярового ячменя – сорта 
Вулкан, Прерия, Эльф, Рахат, Суздалец, БИОС 1; гречи-
хи – Темп; риса – Крепыш; сои – Приморская 81, стевии 
– Приморская сластена [2]. В 2017 г. в Государственное 
сортоиспытание передан новый сорт гречихи Уссуроч-

ка с повышенным содержанием флавоноидов (рутин), 
полученный с использованием методов биотехнологии 
в Федеральном научном центре – ФНЦ агробиотехно-
логий Дальнего Востока имени А.К. Чайки.

Создание сортов гречихи с повышенным содержа-
нием рутина, устойчивых к стрессовым ситуациям, 
обусловленным абиотическими и биотическими факто-
рами, актуально в настоящее время [3]. Стрессовое со-
стояние у растений может быть индуцировано ионами  
тяжелых металлов. Присутствие их высоких концен-
траций приводит к увеличению хромосомных аберра-
ций и появлению мутаций [4-8]. Клеточная селекция с 
использованием летальных доз ионов этих токсикантов 
может быть перспективным методом получения расти-
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тельных  форм  с  улучшенными характеристиками  [9].
Цель настоящей работы состояла в изучении и оцен-

ке в лабораторных и полевых условиях регенерантных 
линий гречихи, полученных методом культуры ткани 
на селективных средах с повышенным содержанием 
меди и цинка.

Методика. Исследования по получению толерант-
ных к ионам тяжелых металлов растений гречихи по-
севной (Fagopyrum esculentum Moench) проведены на 
базе лаборатории сельскохозяйственной биотехноло-
гии ФНЦ агробиотехнологий Дальнего Востока имени 
А.К. Чайки. Толерантные к ионам тяжелых металлов 
образцы гречихи созданы на основе сортов Китавасэ 
(Япония), Изумруд (Россия) и гибрида Изумруд х Кита-
васэ. Применяли метод клеточно-тканевой селекции – 
культивировали микропобеги и каллус на селективных 
средах с высокими дозами тяжелых металлов [10,11]. 
Семенное потомство регенерантов после размножения 
изучали в полевых условиях селекционного питомника 
(СП). Содержание рутина в растительных пробах опре-
деляли по М.Н. Запрометову [12] в Тихоокеанском ин-
ституте биоорганической химии им. Г.Б. Елякова ДВО 
РАН. Адаптивные свойства образцов гречихи оценива-
ли по стрессоустойчивости и генетической гибкости 
[13], расчет показателей экологической пластичности 
проводили по методике В.З. Пакудина [14].

Результаты и обсуждение. Культура in vitro служит 
удобной моделью для исследования влияния ионов тя-
желых металлов на клетки и органы растений. Приме-
нение селективных сред с высоким содержанием ио-
нов меди и цинка для получения толерантных к этим 
токсикантам форм гречихи начато нами с 2006 г. Экс-
перименты показали, что зрелые семена, клеточные 
культуры (каллус), микропобеги гречихи посевной ха-
рактеризуются различной, но достаточно высокой сте-
пенью устойчивости к действию повышенных концен-
траций сульфатов меди и цинка. Изученные генотипы 
гречихи проявили избирательную степень устойчиво-

сти к этим металлам. Цинк оказывает более негативное 
действие на жизнеспособность всех изученных объек-
тов, чем медь. Сернокислая медь в количестве 9,2-23,0 
мг/л стимулирует регенерационные процессы гречихи 
in vitro [15]. Отрицательный мутагенный эффект выяв-
лен при воздействии на клетки каллуса гречихи серно-
кислой меди в количестве 24-60 мг/л в виде появления 
в потомстве летальной бесхлорофилльной мутации с 
частотой 1,5-9,6 %.

Культивирование растений-регенерантов гречи-
хи сорта Изумруд в стрессовых условиях при повы-
шенном содержании сульфата меди (161, 184 мг/л) и 
сульфата цинка (606 мг/л) в питательной среде in vitro 
увеличило (до 10% в сравнении с исходным сортом) в 
растительных тканях содержание ценного биологиче-
ски активного вещества из группы флавоноидов – ру-
тина. Вероятно, такая реакция стала откликом расте-
ний на действие ионного стресса. Это предположение 
согласуется с мнением других исследователей о том, 
что усиление синтеза фенолов в растениях служит не-
специфической реакцией на стресс и играет важную 
роль в защите, адаптации клеток и их способности вы-
живать в стрессовых условиях [16-18].

Испытание толерантных к тяжелым металлам об-
разцов в полевых условиях селекционного питомника 
показало наличие у них положительных изменений 
отдельных признаков по сравнению с исходными со-
ртами. Так, продуктивность семян оказалась выше на 
3,2 и 1,9 г у форм, полученных при обработке семян со-
рта Изумруд повышенными концентрациями сульфата 
цинка, а также на 2,09 г у микропобегов сорта Китавасэ 
после культивирования in vitro на среде с 606 мг/л суль-
фата цинка (табл.1). Данные формы также характери-
зовались высокой крупностью зерна (масса 1000 зерен 
составляла 36-38 г). Показатели содержания рутина в 
надземной массе растений, взятых для анализа в фазе 
цветения, у пяти образцов превысили значения исход-
ных сортов. Максимальное количество рутина (4,3%) 

Табл. 1. Селекционная характеристика образцов гречихи, толерантных
 к повышенным концентрациям сульфата меди и цинка

Сорт (образец) Содержание соли 
тяжелого металла, мг/л

Продуктивность семян 
с  растения, г

Масса 1000
зерен, г

Содержание рутина, % в над-
земной массе в фазе цветения

Изумруд (исходный сорт) 0 1,12±0,30 34,0 2,6 ± 0,1

Изумруд (СЦ) 404,0 3,20±0,24* 36,2 3,5 ± 0,1*

Изумруд (СЦ) 606,0 1,92±0,28* 38,0 2,4 ± 0,2

Изумруд х Китавасэ 
(ММ)

161,0 1,20±0,48 30,4 3,6 ± 0,3*

Китавасэ (исходный 
сорт)

0 1,60 ± 0,21 32,0 2,0 ± 0,2

Китавасэ (МЦ) 101,0 1,13±0,26 25,0 2,8 ± 0,2*

Китавасэ (МЦ) 606,0 2,09±0,33* 36,0 2,5 ± 0,2

Китавасэ (ММ+К) 46,0 0,85±0,12 29,6 4,3 ± 0,1**

Китавасэ R30 (КМ) 60,0 0,91±0,12 32,0 2,8 ± 0,1*

Китавасэ R62 (КМ) 60,0 1,81±0,40 31,0 2,0± 0,2

x̄ ±S x̄ 1,58±0,22 32,4± 1,2 2,85± 0,23

V, % 45,7 11,7 25,9

Примечание. СЦ – семена проращивали в растворе сульфата цинка, МЦ – микропобег на среде с сульфатом цинка, КМ – регенерант 
получен из каллуса на среде с сульфатом меди,  ММ+К – микропобег на среде с сульфатом меди + колхицин in vitro.
Различия достоверны при *Р< 0,05, ** Р< 0,01  по сравнению с исходным сортом.
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обнаружено в растениях сорта Китавасэ, полученных в 
результате клеточной селекции на среде с 46 мг/л суль-
фата меди и обработкой колхицином in vitro.

Уровень устойчивости к стрессам – генетически 
контролируемый и наследуемый признак и в то же 
время – потенциальный. В оптимальных условиях он 
скрыт и проявляется лишь тогда, когда растения ока-
зываются под действием экстремального фактора [19]. 
Проблема устойчивости сортов к экологическим фак-
торам среды, лимитирующим формирование потен-
циально возможной продуктивности, актуальна для 
Приморского края как региона с муссонным климатом. 
Стрессовое влияние ежегодно наблюдающихся в При-
морском крае тайфунов и циклонов отрицательно ска-
зывается на продуктивности гречихи. Уровень устой-
чивости к стрессу растений определяли по разности 
между минимальной и максимальной урожайностью 
(У2 – У1). Этот параметр имеет отрицательный знак, и 
чем его величина меньше, тем выше стрессоустойчи-
вость образца. Самую высокую устойчивость к стрессу 
проявили две формы – Китавасэ (ММ) и Изумруд х Ки-
тавасэ (ММ), полученные в условиях in vitro на среде с 

Табл. 2. Параметры адаптивных свойств семенной продуктивности
 у толерантных к тяжелым металлам форм гречихи

Происхождение 
образца

Содержание 
соли тяжелого 
металла, мг/л

Продуктивность семян растения, г Стрессо-
устойчивость

У1-У2

Генети-
ческая

гибкость
(У2+У1)/2

Коэффициент 
регрессии

bi

Варианса ста-
бильности

S2dx̄ У2 (min)
У1 (max)

Изумруд (ис-
ходный сорт)

0 1,6 0,4 3,9 -3,5 2,15 0,79 0,05

 Китавасэ (ис-
ходный сорт)

0 1,7 0,4 2,8 - 2,4 1,60 0,39 0,57

Китавасэ (ММ) 11,5 1,7 0,4 3,9 -3,5 2,15 1,07** 0,22**

Китавасэ (ММ) 23,0 1,1 0,4 1,6 -1,2 1,0 0,1 0,22

Китавасэ (ММ) 46,0 2,0 0,6 6,3 - 5,7 3,45 1,28 1,02

Китавасэ R29 
(КМ)

60,0 2,4 0,2 5,7 -5,5 2,95 1,09** 0,14**

Китавасэ R30 
(КМ)

60,0 2,3 0,4 5,7 -5,3 3,05 1,11** 0,02**

Китавасэ R62 
(КМ)

60,0 1,8 0,2 4,3 - 4,1 2,25 0,8 0,56

Китавасэ (МЦ) 101,0 2,5 0,4 4,4 -4,0 2,40 1,29 0,31

Китавасэ (МЦ) 202,0 2,2 0,5 5,3 -4,8 2,90 1,02** 0,05**

Китавасэ (МЦ) 606,0 1,9 0,8 4,3 -3,5 2,55 0,85 0,19

Китавасэ (МЦ) 1010,0 1,9 0,3 4,4 -4,1 2,35 1,02 2,3

Изумруд х Ки-
тавасэ (ММ)

11,5 2,4 0,3 6,0 -5,7 3,15 1,26* 0,01*

Изумруд х Ки-
тавасэ (ММ) 

23,0 1,5 0,2 3,4 -3,2 1,8 0,68 0,03

Изумруд х Ки-
тавасэ (ММ)

161,0 2,6 0,2 6,7 -6,5 3,5 1,43* 0,01*

Изумруд х Ки-
тавасэ (ММ)

184,0 2,9 0,3 7,3 -7,0 3,8 1,52* 0*

Примечание.  ММ – микропобег на среде с сульфатом меди, МЦ – микропобег на среде с сульфатом цинка, КМ – регенерант, полученный 
из каллуса на среде с сульфатом меди. * Высокопластичные и стабильные, ** Пластичные и стабильные.

23 мг/л сульфата меди (табл. 2). Средняя урожайность 
сортов в контрастных (стрессовых и нестрессовых) 
условиях (У1+У2/2) характеризует их генетическую 
гибкость [13]. Высокие значения этого показателя 
указывают на большую степень соответствия между 
генотипом сорта и факторами среды. Максимальные 
соотношения между ними отмечены у растений-реге-
нерантов гибрида Изумруд х Китавасэ, толерантных к 
высокому содержанию сернокислой меди (161 и 184 
мг/л). Генетической гибкостью также выделялись реге-
неранты сорта Китавасэ, толерантные к сульфату меди 
(46 мг/л).

Экологическую пластичность образцов определя-
ли, оценивая показатели коэффициента регрессии (bi) и 
вариансы стабильности (S2d) по результатам выращи-
вания в селекционном питомнике в течение трех лет. 
Полученные толерантные к тяжелым металлам формы 
различались по адаптивности как от исходных сортов, 
так и между собой. Расчет параметров экологической 
пластичности позволил выделить из них наиболее цен-
ные для селекции – формы со значениями коэффици-
ента регрессии (bi) больше единицы и вариансой ста-
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бильности (S2d), близкой к нулю. К высокопластичным 
и стабильным образцам относятся три регенерантные 
линии, полученные на основе гибрида Изумруд х Ки-
тавасэ, толерантные к соли меди (11,5; 161; 184 мг/л). 
Они наиболее перспективны для селекции сортов 
интенсивного типа и отзывчивы на высокий уровень 
агротехники. Четыре образца (исходный сорт Китава-
сэ), толерантные к сульфату меди (11,5; 60 мг/л) и суль-
фату цинка (202 мг/л), у которых значение показателя 
bi близко к единице, S2d близко к нулю, отнесены к пла-
стичным и стабильным. Они способны хорошо адапти-
роваться к изменяющимся условиям выращивания. 

Таким образом, применение метода культуры ткани 
в сочетании с селективным фактором – повышенными 
концентрациями ионов меди и цинка в среде позволяет 
улучшать  селекционно-ценные показатели исходных 
сортов. В результате лабораторной и полевой оценки 
толерантных к ионам тяжелых металлов форм гречи-
хи отобраны образцы, представляющие интерес для 
дальнейшей селекции: по продуктивности и крупно-
зерности – Изумруд (СЦ 404, 606 мг/л), Китавасэ (МЦ 
606 мг/л), высокому содержанию рутина в надземной 
массе – Китавасэ (ММ 46 мг/л+К), Изумруд х Китавасэ 
(ММ 161 мг/л), адаптивности к климатическим осо-
бенностям Приморского края – Изумруд х Китавасэ (М 
11,5; 161; 184 мг/л), Китавасэ (ММ 11,5; 60 мг/л), (МЦ 
202 мг/л).
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