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Аннотация. В статье приведены результаты экспериментов с гречихой посевной, 
проведённые с применением селективных сред с высоким содержанием сульфата меди в 
лаборатории сельскохозяйственной биотехнологии Федерального научного центра агробио-
технологий Дальнего Востока им. А. К. Чайки. В процессе лабораторных опытов изучено 
влияние ионов меди на регенерацию микрорастений сорта Изумруд и гибрида Изумруд×Ин-
зерская. В условиях in vitro выявлена различная реакция генотипов на ионный стресс. Уста-
новлено, что растения сорта Изумруд обладали большей устойчивостью к действию высо-
ких концентраций соли меди, чем гибридные растения. Так, при содержании сульфата меди 
в среде на уровне 161 и 184 мг/л, микропобеги сорта Изумруд сохранили жизнеспособность, 
а побеги гибрида её утратили. Полученные, толерантные к меди, растения-регенеранты ха-
рактеризовались повышенной способностью к биосинтезу рутина. Растения сорта Изум-
руд после культивирования на селективной среде с содержанием сульфата меди 184 мг/л 
накапливали максимальное количество рутина (2,77 %), а растения гибрида Изумруд×Ин-
зерская после культивирования на среде с сульфатом меди – в количестве 69 мг/л (2,73 %). 
Исследования показали, что добавление высоких концентраций тяжелых металлов в состав 
питательной среды в качестве мутагенного компонента увеличивает изменчивость и воз-
можность получения генетических вариаций, ценных для селекции признаков. Активный 
синтез флавоноидов у растений связан с повышением устойчивости к токсикантам и дру-
гим факторам стресса внешней среды. Селекция растений гречихи с высоким содержанием 
рутина на этапе культуры in vitro позволит повысить эффективность работы по получению 
исходного материала, способного к адаптации к стрессовым условиям.
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Abstract. The article presents the results of the experiments on common buckwheat carried 
out using selective medium with high content of cooper sulfate in the Laboratory of Agricultural 
Biotechnology at Federal Scientific Center of Agrobiotechnology of the Far East named after         
A. K. Chaika. The effect of copper ions on the regeneration of microplants of the variety Izumrud 
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and the hybrid Izumrud×Inzerskaya were studied in the course of the laboratory tests. Under in 
vitro conditions different reactions of genotypes to ionic stress were identified. It was found that 
the plants of the variety Izumrud had stronger resistance to high concentrations of copper salt than 
hybrid plants did. The microshoots of the variety Izumrud maintained viability after exposure to 
the media with the cooper sulfate concentrations of 161 and 184 mg/l, while hybrid microshoots 
did not. The obtained regenerated plants were tolerant to cooper and had a higher capacity for rutin 
biosynthesis. The plants of the variety Izumrud accumulated a maximum rutin content (2.77 %) 
after cultivation on the selective medium with the cooper sulfate concentration of 184 mg/l, while 
plants of hybrid Izumrud×Inzerkaya accumulated 2,73 % of rutin after cultivation on the selective 
medium with the copper sulfate concentration of 69 mg/l. The studies have shown that the addition 
of high concentrations of heavy metals to the nutrient medium as a mutagenic component increas-
es the variability and the possibility of obtaining genetic variations that are valuable for selection 
of traits. Active synthesis of flavonoids in plants is linked to the strengthening of resistance to toxic 
agents and other stress factors of environment. Breeding of buckwheat plants with high rutin con-
tent at the stage of in vitro can improve effectiveness of work on obtaining source material capable 
of adaptation to stress conditions. 
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Введение. В настоящее время в мире, 
в том числе и в России, происходит изме-
нение климата [14]. Мировое сообщество 
уделяет все большее внимание разработке 
адаптационных мер к такому изменению 
[5]. В России утверждён национальный 
план мероприятий по адаптации отраслей 
экономики страны [11], разрабатывается 
программа и по адаптации работы агро-
промышленного комплекса. 

В этой связи становится особенно 
актуальным поиск эффективных способов 
создания сортов, устойчивых к стрессам. 
В Федеральном научном центре агро-
биотехнологий Дальнего Востока имени         
А. К. Чайки для получения нового исход-
ного материала сои и гречихи посевной, 
наряду с гибридизацией, используется 
метод культуры ткани в сочетании с при-
менением селективных сред с высокими 
концентрациями ионов тяжёлых металлов 
в качестве мутагенного фактора [2, 8, 10]. 

Известно, что накопление металлов в 
молекулах нуклеиновых кислот приводит 
к нарушению функционирования клеток 
и может быть причиной ионного стресса 
у растений [4, 19]. Металлы не оказыва-
ют прямого воздействия на ДНК клеток, а 
действуют косвенно, увеличивая количе-
ство внутриклеточных свободных радика-
лов за счет ингибирования ферментов [18, 
20]. Флавоноиды, являясь сильными анти-

оксидантами, уменьшают количество сво-
бодных радикалов в клетках, препятствуя 
тем самым развитию окислительного 
стресса, возникающего при воздействии 
поллютантов [1, 15]. Биосинтез флавоно-
идов в клетках ассимиляционных органов 
может повысить эффективность антиок-
сидантной системы в процессах нейтрали-
зации продуктов окислительного стресса 
и способствовать повышению устойчи-
вости растений к действию токсикантов. 
У растений, способных адаптироваться 
к действию стресс-факторов, повышает-
ся содержание фенольных соединений в 
клетках в сравнении с формами с низкой 
жизнеспособностью и адаптивной реакци-
ей [12]. В этой связи отбор форм гречихи 
с повышенным содержанием рутина спо-
собствует получению устойчивых к раз-
нообразным стрессовым факторам внеш-
ней среды сортов.

Целью настоящей работы являлось 
изучение действия повышенных концен-
траций меди на регенерацию растений 
гречихи посевной in vitro и получение то-
лерантных к меди микрорастений с повы-
шенным содержанием рутина.

Материалы и методика исследо-
ваний. Эксперименты выполнены в ла-
боратории сельскохозяйственной биотех-
нологии Федерального научного центра 
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агробиотехнологий Дальнего Востока 
имени А. К. Чайки в 2018–2020 гг. 

В качестве объекта исследований 
использовали зрелые семена гречихи по-
севной (Fagopyrum esculentum Moench) 
сорта Изумруд и гибрида Изумруд×Ин-
зерская. Дезинфекцию (обеззараживание) 
проводили погружением семян в концен-
трированную серную кислоту (H2SO4) на 
2 минуты. Затем трёхкратно промывали 
стерильной дистиллированной водой в ус-
ловиях ламинар-бокса, снимали перикар-
пий. Обеззараженные семена без перикар-
пия пассировали на питательную среду с 
минеральной основой Мурасиге-Скуга 
(далее – МС) [21], содержащую в милли-
граммах на литр: тиамина – 2, пиридокси-
на – 1, гидролизат казеина – 1 000, а также 
20 г/л сахарозы и 6 г/л агара при уровне 
pH 5,8–6,0. Питательную среду автоклави-
ровали 20 минут при температуре 121 оС.

Асептические семена и растения 
культивировали при температуре равной 
22±2 оС, световом дне продолжительно-
стью 16 часов и освещённости 4,5 кило-
люкс. У проростков гречихи отделяли 
часть стебля длиной 1,0–1,5 см без семя-
дольных листьев и помещали на среду 
МС. Стебель микрорастений разрезали на 
микрочеренки (сегменты с одной пазуш-
ной почкой длиной 1,0 см) и пассировали 
на селективные среды МС с добавлением 
сульфата меди (CuSO4×5H2O) в объёме 23, 
46, 69, 161 и 184 мг/л. Культивирование 
эксплантов гречихи на селективной среде 
проводили в течение 25 суток.  Контроль-
ные растения выращивали на среде МС со 
стандартным содержанием сульфата меди 
(0,025 мг/л) [13]. Дальнейшее микрораз-
множение растений осуществляли также 
на среде МС, состав которой приведен 
выше.

 Содержание рутина в растениях-ре-
генерантах гречихи посевной определяли 
в Тихоокеанском институте биоорганиче-
ской химии имени Г. Б. Елякова ДВО РАН 
по методике М. Н. Запрометова [9]. 

 Опыты проводили в трех биологи-
ческих повторностях. Статистическую 
обработку данных осуществляли с ис-
пользованием статистического анализа по 
методике Б. А. Доспехова [7].

Результаты и обсуждение. Изуча-
емые генотипы гречихи посевной в ус-
ловиях in vitro по-разному реагировали 

на повышенное содержание соли меди в 
питательной среде. Микропобеги гречихи 
сорта Изумруд характеризовались боль-
шей устойчивостью к высоким концен-
трациям сульфата меди, чем экспланты 
гибрида Изумруд×Инзерская. 

Культивирование микропобегов ги-
брида Изумруд×Инзерская и сорта Изум-
руд на селективной среде показало, что с 
увеличением концентрации в питательной 
среде ионов меди повышался их инги-
бирующий эффект на растения гречихи. 
Токсическое действие меди проявлялось 
в уменьшении высоты, снижении коли-
чества междоузлий и листьев, отсутствии 
корневой системы у микрорастений. Ха-
рактерным признаком отрицательного 
действия тяжелого металла на растения 
являлось изменение окраски с зелёной на 
бледно-зелёную с желтоватым оттенком. 
Токсический эффект ионов меди на рас-
тения in vitro отмечен при добавлении в 
среду 46 мг/л сульфата меди. Стрессовое 
действие меди значительно возросло при 
содержании сульфата меди в среде до 161 
и 184 мг/л. Данные концентрации были су-
блетальными для растений сорта Изумруд 
и летальными для гибридных растений. 

В результате проведённого исследо-
вания количественного содержания рути-
на в зелёной массе микрорастений, после 
культивирования на питательных средах с 
сернокислой медью, выявлена прямая за-
висимость между содержанием рутина и 
концентрацией сульфата меди в селектив-
ной среде. С увеличением концентрации 
ионов меди в среде возрастало количество 
рутина в растениях (рис. 1). 

В вариантах опыта при содержании 
соли меди в селективной среде в объёме 
69 мг/л микрорастения сорта Изумруд на-
капливали 2,55 %, а гибрид Изумруд×Ин-
зерская – 2,73 % рутина. При этом имело 
существенное превышение (Р<0,05) по 
сравнению с контрольными растениями, 
которое составило на 12,8 и 26,9 % соот-
ветственно. Также установлено, что при 
увеличении концентрации соли меди в се-
лективной среде до 161 мг/л содержание 
рутина в растениях сорта Изумруд зна-
чительно возросло на 20,35 % (2,72 %), а 
при концентрации сульфата меди в среде 
до 184 мг/л – на 22,57 % (2,77 %) по срав-
нению с контрольными микрорастениями 
(2,26 %).
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Рисунок 1 – Влияние сульфата меди на накопление рутина 
в растениях-регенерантах гречихи в культуре in vitro (Р<0,05)

У потомства микрорастений при 
выращивании в полевых условиях в се-
лекционном питомнике в 2020 г. сохрани-
лась повышенная способность к синтезу 
флавоноида. Так, содержание рутина в 
надземной массе растений сорта Изумруд, 
которые являлись потомством микрорас-
тений, культивированных на среде с суль-
фатом меди высокой концентрации (на 
уровне 184 мг/л), составляло 3,93 %, что 
превысило показатель контроля (3,19 %) 
на 23,2 %.

Тяжелые металлы являются одним 
из абиотических стрессоров растений. Ис-
пользование сульфата меди в селективной 
среде при культивировании растений-ре-
генерантов F. esculentum способствовало 
более интенсивному (в 1,2 раза) накопле-
нию флавоноидов в сравнении с контро-
лем, что, по-видимому, связано с ответной 
реакцией растений на действие ионного 
стресса. Многие гены биосинтеза флаво-
ноидов также индуцируются в условиях 
стресса. Поэтому биосинтез флавоноидов 
часто стимулируется в большей степени 
у стрессочувствительных видов, чем у 
стрессоустойчивых [17]. 

Это утверждение согласуется с ре-
зультатами нашего эксперимента. Гибрид-
ные растения Изумруд×Инзерская проя-
вили меньшую толерантность к меди: при 
концентрациях соли меди 161 и 184 мг/л 
произошла гибель микропобегов. Однако 
растения гибрида адаптировались к со-
держанию сульфата меди в среде 69 мг/л, 
при котором наблюдалось максимальное 
увеличение количества рутина на 26,9 % 
больше, чем в контроле. 

У растений-регенерантов гречихи, 
выживших при культивировании на сре-
дах с повышенными концентрациями соли 
меди, наряду с усилением толерантности к 
меди произошли изменения в биосинтезе 
рутина, которые сохраняются в последую-
щих поколениях. Флавоноиды относятся 
к числу наиболее биологически активных 
вторичных метаболитов в растениях и 
представляют собой вторичную антиокси-
дантную систему, которая активируется в 
результате истощения активности антиок-
сидантных ферментов [22]. 

Высокая способность к накопле-
нию фенольных соединений как важных 
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компонентов антиоксидантной системы 
защиты растений может служить крите-
рием высокой устойчивости растений к 
действию стрессовых факторов. Отбор 
форм гречихи с повышенным содержани-
ем флавоноидов способствует выведению 
адаптивных сортов, устойчивых к разно-
образным стрессовым факторам внешней 
среды. 

Возникающая генетическая вари-
абельность, названная сомаклональной, 
расширяет спектр изменчивости исходно-
го материала, повышая эффективность от-
бора, в том числе по устойчивости к стрес-
сам [3, 6]. Ранее нами по результатам ПЦР 
анализа было показано, что изменения в 
растениях-регенерантах под действием 

высоких концентраций ионов меди в среде 
происходят на генетическом уровне [10], 
судя по тому, что способность к повышен-
ному накоплению рутина у потомства в 
последующих поколениях сохраняется, 
данные изменения наследуются.

Таким образом, использование мута-
генного фактора (воздействия ионов тяже-
лых металлов на клетки и ткани растений) 
способствовало получению растений-ре-
генерантов с измененной генетической 
природой и с повышенным накоплением 
рутина. Полученные толерантные к меди 
микрорастения являются важным источ-
ником нового исходного материала при 
проведении селекции гречихи на адаптив-
ность.
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