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Показана эффективность использования четырех ISSR-маркеров (М1, М2, М7 и М11) для исследования 
генетической изменчивости регенерантов Fagopyrum esculentum, полученных на селективных средах с вы-
сокими дозами ZnSO

4
×7 H

2
O(808–1313 мг/л) in vitro. Обнаружен высокий уровень полиморфизма в объеди-

ненной выборке – 74.4%. Полученные образцы могут быть использованы в селекции для создания сортов 
с хозяйственно-ценными признаками.
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Гречиха посевная (Fagopyrum esculentum 
Moench) – традиционная крупяная культура 
во многих странах мира. Она обладает высо-
кой пластичностью и большим потенциалом 
генетического улучшения [1]. Применение со-
временных биотехнологических методов зна-
чительно расширяет возможности селекции 
F. esculentum. Маркеры межмикросателлитной 
последовательности (ISSR) успешно исполь-
зуются для исследования генетического раз-
нообразия растений вследствие высокой ин-
формативности и получения воспроизводимых 
результатов [2–7]. ISSR-анализ внутривидово-
го генетического полиморфизма видов и сортов 
гречихи проведен ранее Г.Д. Кадыровой с соавт. 
[8] с помощью 13 ISSR-праймеров. В  резуль-
тате было отобрано четыре наиболее инфор-
мативных – М1 ((AC)8GC), М2 ((AC)8CTG), 
М7 ((CAG)5) и М11 ((CA)6AG), приводящих к 
формированию воспроизводимых, четких по-
лиморфных спектров, состоящих не менее чем 
из 20 фрагментов. С использованием маркеров 
М1, М2, М7 и М11 нами были изучены гене-
тическая изменчивость и хозяйственно ценные 
признаки F. esculentum, что позволило повысить 
результативность отбора перспективных линий 
и показало эффективность применяемой мар-
керной системы [9]. 

В настоящей работе с использованием четы-
рех ISSR-маркеров (М1, М2, М7 и М11) проведе-
но исследование пробирочных образцов гречихи 
сорта Изумруд регенерантного происхождения, 
полученных in vitro на средах Мурасиге и Скуга 
(МС) с высокой концентрацией тяжелого ме-
талла цинка (ZnSO4×7H2O в дозах 808, 909, 1010, 
1111, 1212 и  1313  мг/л). Асептические черенки 
гречихи культивировали с токсикантом в тече-
ние 21 сут, а затем выжившие генотипы субкуль-
тивировали и микроклонально размножали на 
средах МС. Для исследования морфобиологиче-
ских признаков полученных генотипов проби-
рочные растения высаживали на вегетационной 
площадке с почвенным субстратом и проводили 
исследование биометрических показателей и 
продуктивности.

В результате проведенных исследований было 
выявлено, что четыре ISSR-маркера продуци-
ровали 61 полиморфных ампликона. Полимор-
физм в объединенной выборке составил 74.4%. 
На базе бинарных матриц проведен подсчет ин-
декса генетических дистанций Нея (DN). Анализ 
полученных данных показал, что при сравнении 
с исходной формой (контролем in vitro) геноти-
пы были распределены по двум группам. Первая 
группа (1) имела наименьшие DN – 0.0796–0.1176. 
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В эту группу, помимо контрольных растений, во-
шли образцы, полученные на среде с более низ-
кими концентрациями ZnSO4×7H2O, равными 
808 и 909 мг/л, и вариант Zn 1212. Наибольшие 
генетические различия с исходной формой про-
демонстрировали растения из второй группы (2), 
полученные с помощью соли цинка в концен-
трациях 1010, 1111 и 1313 мг/л, показавшие мак-
симальные значения DN, равные 0.1793–0.2348 
и образовавшие на древе отдельный кластер на 
UPGMA-дендрограмме (рис. 1). 

Результаты исследования биометрических 
показателей пробирочных растений-регенеран-
тов гречихи, высаженных в почву на вегетацион-
ной площадке, представлены в табл. 1. Растения, 
подвергшиеся воздействию соли цинка в дозе 
1010, 1111 и 1313 мг/л (вторая группа с наиболь-

шими DN), характеризуются рядом преимуществ 
по сравнению с остальными образцами. Они 
превзошли контроль, а также группу растений 
вариантов Zn 808, Zn 909 и Zn 1212 по толщи-
не первого междоузлия в 1.2–1.4 раза, варьируя 
в пределах 0.54–0.58 см. Число боковых ветвей 
второго порядка у второй группы больше, чем у 
первой, в среднем в 2.9 раза. Отмечено также на-
личие боковых ветвей третьего порядка у расте-
ний второй группы, в то время как у первой груп-
пы они отсутствуют. Соответственно, семенная 
продуктивность одного растения из второй груп-
пы составила 2.96–5.78 г, что в среднем на 38.1% 
выше, чем у первой. 

По мнению ряда исследователей, ISSR-мар-
керы в высокой степени полиморфны у гречихи 
[8, 10, 11]. Полученные с их помощью паттерны 
ПЦР-продуктов видоспецифичны, а сам метод 
весьма успешен при идентификации генотипов. 

Таким образом, используемая маркерная си-
стема, включающая ISSR-маркеры М1, М2, М7 
и М11, пригодна для идентификации генетиче-
ских различий и выявляет высокий уровень по-
лиморфизма у регенерантов F. esculentum. Дан-
ные молекулярно-генетических исследований 
подтверждают, что применение селективных 
сред с высокими концентрациями ионов цин-
ка приводит к появлению хозяйственно ценных 
признаков у исследуемых образцов.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с использованием в качестве объ-
екта животных.

Настоящая статья не содержит каких-либо 
исследований с участием в качестве объекта лю-
дей.

Контроль

Zn 1212

Zn 808

Zn 909

Zn 1313

Zn 1111

Zn 1010

1

2

Рис. 1. UPGMA-дендрограмма, основанная на зна-
чениях генетических дистанций Нея для регенеран-
тов гречихи. 1 – группа вариантов, характеризую-
щаяся наименьшими DN по сравнению с исходной 
формой; 2 – руппа вариантов, характеризующаяся 
наибольшим DN по сравнению с исходной формой.

Таблица 1. Биометрические показатели регенерантов гречихи, полученных на селективных средах с цинком

Содержа-
ние цинка в 

МС, мг/л

Высота 
растения, см

Толщина 
первого 

междоузлия, см

Длина первого 
междоузлия, 

см

Число боковых ветвей Семенная про-
дуктивность од-
ного растения, г

1-го  
пoрядка

2-го 
порядка

3-го 
порядка

Контроль  
in vitro 151.2 ± 15.0a 0.46 ± 0.06a 2.0 ± 0.5b 3.3 ± 1.5a 0a 0a 3.09a

Zn 808 159.8 ± 3.8a 0.42 ± 0.02a 2.9 ± 0.5a 2.3 ± 0.6b 1.0 ± 1.0b 0a 2.97a
Zn 909 140.9 ± 7.2b 0.42 ± 0.02a 2.4 ± 0.4ab 4.3 ± 0.6ac 1.0 ± 1.0b 0a 2.53a
Zn 1010 127.8 ± 8.7c 0.56 ± 0.06b 2.7 ± 0.3a 2.3 ± 0.6b 2.0 ± 1.0c 1.0 ± 1.0b 2.96a
Zn 1111 142.3 ± 48.5b 0.58 ± 0.04b 2.7 ± 0.6a 2.3 ± 0.6b 2.0 ± 1.7c 0.3 ± 0.6b 4.88b
Zn 1212 133.5 ± 2.1c 0.41 ± 0.01a 3.1 ± 0.2a 4.7 ± 0.6c 1.0 ± 1.0b 0a 2.65a
Zn 1313 136.2 ± 8.2c 0.54 ± 0.06b 1.8 ± 0.3b 4.7 ± 2.5c 3.0 ± 1.0cd 1.0 ± 0.0b 5.78d

Примечание. Разные строчные буквы в одном и том же столбце указывают на существенные различия между варианта-
ми при p < 0.05.
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АNALYZING BUCKWHEAT GENOTYPES OBTAINED ON SELECTIVE MEDIA 
WITH ZINC in vitro USING ISSR MARKERS
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The paper evaluates four ISSR-markers (М1, М2, М7, and М11) for their effectiveness in research on the genetic 
distances of regenerated Fagopyrum esculentum plants, which were obtained in vitro on selective media with high doses 
of  ZnSO

4
×7 H

2
O (808–1313 mg/L). The level of polymorphism was determined to be high in the combined sample 

(74.4%). The obtained speciemens might be used in the breeding of new varieties with economically important traits. 

Keywords: common buckwheat, selective media, zinc, ISSR-markers, polymorphism, genetic distances, biometric 
parameters.
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