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Культивирование in vitro клеток и тканей сельскохозяйственных культур по назначению 

условно можно разделить на две группы: для получения генетически измененного исходного селек-
ционного материала и для массового клонирования уже существующих форм и сортов. Андрогенез 

in vitro позволяет направить развитие микроспоры с гаметофитного пути на спорофитный с фор-
мированием удвоенных гаплоидов (doubled haploids, DHs) у диплоидных видов либо фиксацией 
дигаплоидов (полигаплоидов) у тетраплоидных видов, которые широко применяются в селекции 

растений. Вариабельность растений, полученных в культуре пыльников или микроспор с одного 
растения-донора, в большей степени изучена на геномном и хромосомном уровне, поскольку ис-

следователей и селекционеров в первую очередь интересует спонтанное удвоение хромосом и, как 
следствие, полностью гомозиготное фертильное потомство. В настоящей работе впервые выявлена 
частота внутрикаллусной генетической изменчивости удвоенных гаплоидов риса Oryza sativa L., 

полученных в андрогенезе in vitro гибридных растений, с использованием генов устойчивости к 
пирикуляриозу семейства Pi (по двум и трем генам). Показано отсутствие значительного возрас-

тания внутрикаллусной генетической изменчивости при увеличении числа детектированных генов. 
Мы изучили частоту возникновения внутрикаллусной изменчивости в андрогенезе in vitro у риса с 
целью определения степени генетической однородности удвоенных гаплоидов (DHs) от одного 

пыльника. Исследования проведены на удвоенных гаплоидах, полученных в андрогенезе in vitro у 
13 гибридов F1 и одного гибрида F2 риса O. sativa. Выполнен молекулярно-генетический анализ 

1271 растения (83 каллусных линии) на наличие аллелей устойчивости/восприимчивости следую-
щих генов устойчивости риса к Pyricularia oryzae Cav. [Magnaporthe grisea (Hebert Barr.)]: Pi-z, 
Pi-b, Pi-1, Pi-2, Pi-ta. У удвоенных гаплоидов идентифицировали один-четыре гена в зависимости 

от наличия гетерозигот в исходных гибридах. При определении одного гена у DHs частота появ-
ления вариабельных каллусных линий составляет 24,0 %, по двум генам полиморфизм встречается 

среди 47,7 % каллусов, по трем генам полиморфны 62,5 % каллусных линий. У одной каллусной 
линии представлено не более четырех комбинации аллелей генов устойчивости к пирикуляриозу 
риса. Различия по частоте мономорфных каллусных линий, детектированных по одному, двум и 

трем генам, отсутствуют (χ2 = 0,21-0,95, р = 0,33-0,65). У одной каллусной линии с одинаковой 
комбинацией аллелей устойчивости двух генов сформировалось до 66 растений, с одинаковой ком-

бинацией аллелей трех генов — до 18 растений. Зависимость полиморфизма от числа удвоенных 
гаплоидов на каллусной линии отсутствовала: коэффициент корреляции между числом аллелей 

одного гена и числом DHs — r = 0,14, между числом комбинаций аллелей по двум генам и DHs 

r = 0,25, между числом комбинаций аллелей по трем генам и DHs r = 0,35 (р < 0,05). Выявлена 

низкая внутрикаллусная генетическая изменчивость удвоенных гаплоидов риса в андрогенезе in 

vitro, обусловленная гаметоклональной вариабельностью. Таким образом, частота встречаемости 
полиморфных каллусных линий высокая, но с ограниченным набором комбинаций аллелей генов 
устойчивости риса к пирикуляриозу среди DHs. Существует истинное клонирование удвоенных 

гаплоидов риса в пределах каллусной линии в андрогенезе in vitro. Тем не менее из-за встречаю-
щегося полиморфизма DHs в пределах одного каллуса оправдан именно отбор линий удвоенных 

гаплоидов, принятый среди селекционеров. Выполненная работа актуальна для оптимизации се-
лекционного процесса, включающего гаплоидную технологию.  

 

Ключевые слова: Oryza sativa, удвоенные гаплоиды, частота внутрикаллусной генетиче-
ской изменчивости, гены устойчивости к пирикуляриозу. 

 

Культивирование in vitro клеток и тканей сельскохозяйственных 

культур по назначению условно можно разделить на две группы: для полу-

чения генетически измененного исходного селекционного материала и для 

массового клонирования уже существующих форм и сортов. Культура пыль-

ников (андрогенез in vitro) позволяет переключить программу развития 

микроспоры с гаметофитного пути на спорофитный; в результате спонтан-

ного удвоения формируются удвоенные гаплоиды (doubled haploids, DHs) у 

диплоидных видов, либо фиксируются дигаплоиды (полигаплоиды) у тет-
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раплоидных видов, которые широко применяются в селекции растений (1-

3). Вариабельность среди растений, регенерированных из гамет, принято 

называть гаметоклональной изменчивостью (1, 4). Строго говоря, эти реге-

неранты не представляют собой клоны одного генотипа растения-донора 

из-за отсутствия полной генетической идентичности с ним вследствие 

рекомбинации при формировании микроспор. По сути каждая микро-

спора — это новый генотип, хотя и с прежней комбинацией генов. Кроме 

того, изменчивость может быть индуцирована самим процессом культиви-

рования in vitro (4, 5). 

Вариабельность растений, полученных в культуре пыльников или 

микроспор с одного растения-донора, в большей степени изучена на геном-

ном и хромосомном уровне, поскольку для исследователей первую очередь 

представляет интерес спонтанное удвоение хромосом и, как следствие, пол-

ностью гомозиготное фертильное потомство. Предполагаются следующие 

основные механизмы геномного дублирования: эндоредупликация, слияние 

ядер, эндомитозы и С-митозы (6, 7). D.E. Daghma с соавт. (8) с помощью 

технологии замедленной съемки (time-lapse imaging) обнаружили исключи-

тельно ядерное слияние в условиях культивирования пыльников ячменя. 

Косвенными методами показана возможность возникновения регенерантов 

из нередуцированных 2n гамет (9). Доказано происхождение гаплоидов 

пшеницы из одной клетки (10). При прямом эмбриогенезе из микроспоры 

все растения a priory различаются генотипически. Как следствие, среди ан-

дрогенных регенерантов одного растения-донора выявлены кратные и не-

кратные изменения в числе хромосом (11-13), молекулярно-генетическая 

изменчивость (14), вариабельность селекционно значимых признаков (11, 

15) и устойчивости к возбудителям заболеваний (13, 16, 17). 

В культуре пыльников in vitro рис Oryza sativa L. проходит дополни-
тельную стадию формирования каллуса, из которого образуются растения-
регенеранты (18, 19). При микроспорогенезе сильно вакуолизированная 
микроспора злаков претерпевает симметричное митотическое деление с об-
разованием двух равных клеток, которые проходят стадию формирования 
каллуса митозом в условиях in vitro и реализуют разные пути морфогенеза 
(20). В этом случае дополнительно возникает вариабельность клеток и ре-
генерантов, связанная с явлением сомаклональной изменчивости (21). В 
каллусах риса выявлены гаплоидные, диплоидные, тетраплоидные, гексап-
лоидные и октаплоидные клетки. Длительные пассажи снижали число гап-
лоидных и высокоплоидных клеток (22). Пролонгированное культивирова-
ние каллусов проявляется в увеличении доли диплоидных и высокоплоид-
ных регенерантов, а также в отклонении от нормального распределения аг-
рономически важных признаков риса (23). Наблюдается отклонение от 
ожидаемого расщепления по молекулярным маркерам (24). И если у яч-
меня, культивируемого через микроспоры, получают до 50 регенерантов с 
пыльника (25), то у риса, формирующего каллус, в отдельных случаях об-
разуется несколько сот гаплоидных растений или более 120 удвоенных гап-
лоидов (26). Встречаются каллусы (17 %) с малочисленными (до 18 шт.) 
тетраплоидами или бессемянными негаплоидными регенерантами (27). На 
сорте риса Каскад изучалась внутрикаллусная морфологическая изменчи-
вость растений в условиях ex vitro, полученных с каллусов с множественной 
регенерацией. Выявлена значительная вариабельность гаплоидов и моно-
морфность удвоенных гаплоидов по биометрическим показателям (28). Од-
нако на гибридном растении риса F1 получено несколько каллусных линий, 
где среди удвоенных гаплоидов одной каллусной линии продемонстриро-
вана вариабельность по остистости и антоциановой окраске стебля, детек-
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тирована молекулярно-генетическая изменчивость по генам устойчивости 
риса Pi-ta и Pi-ta2 к Pyricularia oryzae Cav. [Magnaporthe grisea (Hebert Barr.)] 
(29). Теоретически каллусная линия может быть сформирована одним или 
несколькими микроспорами. У риса в пыльнике созревает более 1000 пыль-
цевых зерен (30). Изучение частоты возникновения внутрикаллусной из-
менчивости позволит определить степень генетической однородности удво-
енных гаплоидов от одного пыльника. 

Вариабельность растений, полученных в культуре пыльников или 

микроспор с одного растения-донора, в большей степени изучена на геном-

ном и хромосомном уровне, поскольку исследователей в первую очередь 

интересует спонтанное удвоение хромосом и, как следствие, полностью го-

мозиготное фертильное потомство.  Однако для оптимизации селекционного 

процесса, включающего гаплоидную технологию (особенно при гетерозис-

ной селекции) важен анализ степени генетической однородности растений-

регенерантов и понимание закономерностей ее изменения. 

В настоящей работе нами впервые оценена частота внутрикаллусной 

генетической изменчивости удвоенных гаплоидов риса O. sativa, получен-

ных в андрогенезе in vitro гибридных растений, по генам устойчивости к 

пирикуляриозу семейства Pi (по двум и трем генам). Показано отсутствие 

значительного возрастания внутрикаллусной генетической изменчивости 

при увеличении числа детектированных генов. 

Методика. Исследовали удвоенные гаплоиды, полученные в андро-

генезе in vitro гибридов F1 риса Oryza sativa L. подвида japonica Kato, для 

следующих комбинаций скрещиваний сортов: Луговой ½ Maratelli 5А — 

Л½5А; Рассвет ½ (Oxy 2х ½ Дарий 23) — Р½О½23; Алмаз ½ [(Maratelli 

5А ½ Боярин) ½ Maratelli 5А] — 4Р; 242-01 ½ Рассвет — 242½Р; Долин-

ный ½ Магнат — Д½М (два растения); Дубрава ½ Виола — Дб½В; Долин-

ный ½ Maratelli 5A — Д½5А (два растения); Алмаз ½ Магнат — А½М; Кас-

кад ½ [(Дарий 8 ½ Хаяюки) ½ Славутич] — К½3Р; Луговой ½ [(Дарий 8 ½ Ха-

яюки) ½ Славутич] — Л½3Р; Каскад ½ (Auguazta ½ Отелло № 1) — К½2Р и 

гибрида F2 Рассвет ½ Oxy 2х — Р½O. Исходные растения гибридов выращи-

вали на вегетационной площадке в сосудах до периода сбора метелок. Перед 

введением пыльников в культуру in vitro методом молекулярного маркирова-

ния выбирали F1 и F2 с генами устойчивости риса к пирикуляриозу семейства 

Pi в гетерозиготном состоянии.  

Холодовую обработку пыльников проводили при температуре 5 С в 

течение 7 сут. Для индукции каллусообразования использовали среду N6 

(31), для регенерации применяли модифицированную питательную среду на 

основе N6 (32), для укоренения регенеранты пересаживали на среду MS с 

половинным минеральным составом в модификации Ю.К. Гончаровой (33). 

Пыльники культивировали в темноте при температуре 25-27 С, каллусы и 

регенеранты выращивали в культуральной комнате при 25 С, режиме осве-

щения 5000 лкс и продолжительности светового дня 16 ч. 

Каллусные агрегаты (каллусы) размером 2-5 мм пересаживали с ин-

дукционной питательной среды на регенерационную с интервалом 7 сут с 

присвоением порядкового номера.  

Регенеранты R0 с развитой корневой системой высаживали в вегета-

ционные сосуды и выращивали в условиях культуральной комнаты до об-

разования семян.  

Для выделения ДНК из свежих собранных с растений листьев при-

меняли метод высаливания (34). Концентрацию ДНК определяли в объеме 

1 мкл на спектрофотометре BioSpec-nano («Shimadzu», Япония). 
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В ПЦР последовательность нуклеотидов прямого и обратного прай-

меров, температура отжига и размер целевого продукта изученных генов 

соответствовали описанию (32, 33). Реакцию проводили в 25 мкл реакци-

онной смеси, содержащей 10½ ПЦР буфер, 2,5 мМ MgCl2, 0,2 мМ dNTP, 

по 0,5 мкл прямого и обратного праймеров, 1 ед. Taq ДНК-полимеразы 

(ООО «Синтол», Россия) и по 70-120 нг ДНК исследуемых образцов. Тем-

пературные профили реакций для генов различались. Условия ПЦР для ге-

нов Pi-1 и Pi-2: начальная денатурация — 5 мин при 94 С; 35 циклов: де-

натурация — 30 с при 94 С, отжиг — 30 с при 56 С, элонгация — 35 с при 

72 С; заключительная элонгация — 3 мин при 72 С. Условия ПЦР для 

генов Pi-z, Pi-b и Pi-ta: начальная денатурация — 1 мин при 96 С; 35 цик-

лов: денатурация — 15 с при 94 С, отжиг — 30 с при 60 С, элонгация — 

2 мин при 72 С; заключительная элонгация — 5 мин при 72 С. Амплифи-

кацию проводили в 3-кратной повторности в термоциклере MJ Mini («Bio-

Rad», США). Контролем служили растения сортов-дифференциаторов и из-

вестных сортов с аллелями устойчивости целевых генов.  

Продукты амплификации разделяли электрофоретически в 1,4 % 

агарозном геле на основе 0,5½ ТВЕ буфера с использованием камеры для 

электрофореза SE-1 (ООО «Компания Хеликон», Россия) и источника пи-

тания Эльф-4 (ООО «ДНК-Технология», Россия). Визуализировали в уль-

трафиолетовом свете c использованием системы гель-документирования 

Gel Doc XR+ («Bio-Rad», США), предварительно окрашивая 1,0 % раство-

ром бромистого этидия. 

Для характеристики каллусных линий гибрида использовали среднее 

(M), максимальное (Max) и минимальное (Min) значения числа удвоенных 

гаплоидов на каллус. Частоту внутрикаллусной генетической изменчивости 

выражали как долю полиморфных каллусов (%) по одному гену у гибридов 

P½O½23, P½O, K½3P, Л½3Р (одна-две комбинации аллелей). У гибридов 

Л½5А, 4Р, 242½Р, К½2Р, Д½5А(1), Д½5А(2), которые анализировали по двум 

генам, определяли долю каллусов (%) с одной-четырьмя комбинациями ал-

лелей. У гибридов 242½Р, Д½М(1), Д½М(2), Ал½М выявляли одну-восемь 

ожидаемых комбинаций аллелей по трем генам и вычисляли долю поли-

морфных каллусов (%). Различия по частоте мономорфных каллусных ли-

ний, детектируемых по одному, двум и трем генам, определяли с помощью 

χ2-критерия. Рассчитывали коэффициент корреляции (r) между числом 

удвоенных гаплоидов и числом комбинаций аллелей на каллус. Полученные 

данные обрабатывали в программе Statistica 10 («StatSoft, Inc.», США). 

Результаты. Составы использованных сред приведены в таблице 1. 

1. Составы питательных сред для in vitro андрогенеза риса (Oryza sativa L.) 

Компонент питательной среды 

Содержание в 1 л среды 

индукционной,  

N6 

регенерационной,  

N6-рк 

укоренения,  

MS 
Макросоли, мл 50,0 50,0 25,0 

Микросоли, мл 1,0 1,0 1,0 

Железа хелат, мл 5,0 5,0 5,0 

Тиамин, мг 10,0 1,0 Отсутствует 

Пиридоксин, мг 0,5 0,5 Отсутствует 

Никотиновая кислота, мг 0,5 0,5 Отсутствует 

Глицин, мг 2,0 2,0 Отсутствует 

2,4-Дихлорфеноксиуксусная кислота, мг 2,0 Отсутствует Отсутствует 

Нафтилуксусная кислота, мг Отсутствует Отсутствует 0,25 

6-Бензиламинопурин, мг Отсутствует 1,0 Отсутствует 

Кинетин, мг Отсутствует 1,0 Отсутствует 

Сахароза, г 30,0 60,0 20,0 

Агар-агар, г 8,0 8,0 8,0 

рН 5,8 5,8 5,8 
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2. Молекулярные маркеры, использованные для идентификации генов устойчивости к пирикуляриозу в андрогенных удвоенных гаплоидах риса 
(Oryza sativa L.)  

Ген Маркер Нуклеотидная последовательность праймера 5´ 3´ 
Размер аллеля  

устойчивости, п.н. 
Температура отжига праймера, С Ссылка Контрольный сорт 

Pi-1 Rm224 F ATCGATCGATCTTCACGAGG 158 56 (32) Магнат 

R TGCTATAAAAGGCATTCGGG 

Pi-2 Rm527 F GGCTCGATCTAGAAAATCCG 233 56 (32) Магнат 

R TTGCACAGGTTGCGATAGAG 

Pi-b Pi-b F CATCAACGAAGTCCAGCTCA 490 60 (32) Oxy 2x 

R CCGCGCTATCTTGTACATTC 

R CTCAGCATATGTGGCAGCTC 

Pi-ta Pi-ta F1 GCCGTGGCTTCTATCTTTACCTG 270 60 (32) Дифференциатор CD 8 Pi № 4 

F2 TTGACACTCTCAAAGGACTGGGAT 

R1 ATCCAAGTGTTAGGGCCAACATTC 

R2 TCAAGTCAGGTTGAAGATGCATAGA 

Pi-z Z56592 F GGACCCGCGTTTTCCACGTGTAA 292 60 (33) Maratelli 5А 

R AGGAATCTATTGCTAAGCACGAC 
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В качестве контроля использовали растения сортов-дифференциато-

ров и известных сортов с аллелями устойчивости целевых генов (табл. 2). 

Молекулярно-генетический анализ подтвердил гетерозиготное со-

стояние по аллелям генов устойчивости к пирикуляриозу (табл. 3) у гибрид-

ных растений. На пыльниках гибридных растений образовалось 83 каллу-

сные линии с тремя и более DHs (под термином «каллусная линия» пони-

мали все каллусные агрегаты, сформированные на одном пыльнике). Всего 

получили 1314 удвоенных гаплоида риса и проанализировали 1271 растение 

(96,7 % от всех DHs). У одной каллусной линии образовалось до 70 удвоен-

ных гаплоидов (см. табл. 3). 

3. Характеристика андрогенных каллусных линий с удвоенными гаплоидами 

(DHs), полученных из гибридов риса (Oryza sativa L.) с разными генами устой-

чивости к пирикуляриозу 

Гибрид Число каллусных линий, шт. Гены 
Число DHs, шт. 

M min max 
P½O½23 2 Pi-ta 10,5 7 14 

P½O 20 Pi-b 16,5 4 69 

K½3P 3 Pi-ta 5,3 5 6 

Л½3Р 4 Pi-ta 13,0 3 25 

Л½5А 6 Pi-z, Pi-ta 8,8 3 22 

4Р 9 Pi-z, Pi-ta 15,8 5 43 

242½Р 1 Pi-1, Pi-2 31,0 31 31 

К½2Р 21 Pi-2, Pi-ta 16,8 4 70 

ДЧ5А(1) 3 Pi-2, Pi-ta 14,3 3 26 

Д½5А(2) 4 Pi-2, Pi-ta 17,5 3 55 

242½Р 3 Pi-z, Pi-1, Pi-2 8,3 3 17 

Д½М(1) 1 Pi-1, Pi-2, Pi-ta 20,0 20 20 

Д½М(2) 1 Pi-1, Pi-2, Pi-ta 15,0 15 15 

А½М 3 Pi-z, Pi-1, Pi-2 5,7 4 8 

Дб½В 2 Pi-z, Pi-1,  

Pi-2, Pi-ta 

5,0 3 7 

П р и м е ч а н и е. M, min, max — соответственно среднее, минимальное и максимальное число удвоенных 

гаплоидов у каллусной линии. 

 

 

 

Рис. 1. Частота внутрикаллусной генетической 
изменчивости удвоенных гаплоидов (DHs) в ан-
дрогенных каллусных линиях риса (Oryza sativa 
L.) с разными комбинациями аллелей генов 
устойчивости к пирикуляриозу Pi: А — один ген 
(n = 29), б — два гена (n = 44), в — три гена 
(n = 8); n — число каллусных линий. 

 

У 29 каллусных линий четы-

рех гибридов идентифицировали один 

ген устойчивости риса к пирикуля-

риозу (см. табл. 3). Из них 7 линий 

(24 %) оказались полиморфными, 
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то есть встречались оба аллеля определяемых генов (рис. 1, А). У 44 каллу-

сных линий шести гибридов детектировали по два гена Pi (см. табл. 3). Из 

четырех возможных комбинаций аллелей генов устойчивости и восприим-

чивости все четыре встречались только у двух каллусных линий (см. рис. 1, 

Б), больше половины каллусов были мономорфными. У восьми каллусных 

линий четырех гибридов выявили аллели по трем генам (см. табл. 3). Тео-

ретически по трем генам возможно появление восьми комбинаций аллелей. 

Однако наибольшее число комбинаций (три) мы обнаружили у удвоенных 

гаплоидов одной каллусной линии, три из восьми каллусов оказались мо-

номорфными (см. рис. 1, В). У гибрида Дб½В образовались две каллусные 

линии с четырьмя генами устойчивости к пирикуляриозу (см. табл. 3). В 

обеих линиях удвоенные гаплоиды обладали только двумя комбинациями 

аллелей генов устойчивости/восприимчивости Pi из возможных 15 (табл. 4). 

Различия по частоте мономорфных каллусных линий, детектированных по 

одному, двум и трем генам, отсутствовали (χ2 = 0,21-0,95, р = 0,33-0,65). 

4. Примеры внутрикаллусной изменчивости удвоенных гаплоидов (DHs), полу-
ченных в андрогенных каллусных линиях гибридов риса (Oryza sativa L.), по 
генам устойчивости к пирикуляриозу 

Гибрид Каллусная линия Удвоенные гаплоиды, шт. Комбинация генов 
По двум генам:  

К½2Р 95.2 6 Pi-2 (), Pi-ta () 

3 Pi-2 (), Pi-ta (+) 

К½2Р 99.2 66 Pi-2 (+), Pi-ta (+) 

4 Pi-2 (), Pi-ta () 

Д½5А(2) 112.2 55 Pi-2 (+), Pi-ta (+) 

По трем генам: 
Ал½М 564.2 1 

1 

3 

Pi-z (+), Pi-1 (+), Pi-2 () 

Pi-z (), Pi-1 (+), Pi-2 () 

Pi-z (), Pi-1 (+), Pi-2 (+) 

242½Р 582.2 17 Pi-z (), Pi-1(), Pi-2 (+) 

По четырем генам: 
Дб½В 610.2 1 Pi-z (+), Pi-1 (+), Pi-2 (), Pi-ta (+) 

6 Pi-z (), Pi-1 (+), Pi-2 (+), Pi-ta () 

П р и м е ч а н и е. «+» — аллель устойчивости, «» — аллель востприимчивости. 
 

 

Рис. 2. Коэффициенты корреляции (r) между 

числом генов устойчивости к пирикуляриозу и 

числом удвоенных гаплоидов (DHs) в андроген-
ных каллусных линиях у гибридов риса (Oryza 
sativa L.): 1 — выявлен один ген (n = 29), 2 — 

выявлены два гена (n = 44), 3 — выявлены 

три гена (n = 8); n — число каллусных линий. 

Полученные коэффициенты корреляции ста-

тистически значимы при p < 0,05. 

 

В эксперименте мы исполь-

зовали каллусные линии с множе-

ственной регенерацией (см. табл. 3). 

Зависимость полиморфизма от числа 

удвоенных гаплоидов у каллусной 

линии отсутствовала (рис. 2). Незначительные отрицательные коэффици-

енты корреляции свидетельствуют о том, что поиск полиморфных каллу-

сных линий лучше проводить среди линий с малым числом удвоенных гап-

лоидов. Множественная регенерация скорее приведет к тиражированию 

одинаковых генотипов DHs. 

Девятнадцать каллусных линий образовали от двух до четырех кал-
лусных агрегата с зелеными регенерантами. Анализ данных каллусной ли-
нии 415.2 гибрида Л½5А показал, что аллели устойчивости двух генов Pi-z 
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и Pi-ta выявлены у всех удвоенных гаплоидов первого каллусного агрегата, 
а у второго каллусного агрегата присутствует аллель устойчивости гена Pi-z 
и аллель восприимчивости Pi-ta. Это означает, что каллусные агрегаты ини-
циированы разными недозрелыми микроспорами, то есть представлено яв-
ление гаметоклональной вариабельности.  

Этапы получения нами растений-регенерантов риса из каллусов на 

основе андрогенных удвоенных гаплоидов иллюстрирует рисунок 3. 
 

       А Б 

   
В 

 

Рис. 3. Получение растений-регенерантов из андрогенных каллусов у изученных гибридов риса 

(Oryza sativa L.): А — андрогенный каллус на стадии морфогенеза, Б — множественная реге-

нерация на андрогенном каллусе, В — полученные растения-регенеранты. 
 

В гаплоидной селекции важно получить максимально большее раз-

нообразие удвоенных гаплоидов с растения. Этого можно достичь за счет ак-

тивного каллусообразования и большого числа индуцированных недозрелых 

микроспор. Для видов, способных к прямому эмбриогенезу, культура мик-

роспор обеспечивает до 50 регенерантов с пыльника (25). Рис относиться к 

видам, каллусирующим при андрогенезе in vitro (18), и инокуляция микро-
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спор на питательные среды безрезультатна (37, 38). Пыльник риса при со-

зревании вскрывается с двух терминальных сторон (39). Мы не раз наблю-

дали начало образования каллуса in vitro на противоположных концах пыль-

ника. Впоследствии эти каллусные агрегаты разрастались до размеров, при-

емлемых для пересадки на регенерационную питательную среду. Визуально 

их можно принять за единый каллусный агрегат. В целом отмечено ограни-

ченное число полиморфных каллусных линий с тремя и более комбинаци-

ями генов (см. рис. 1, Б, В). Не исключено, что индукция каллусообразо-

вания на одной микроспоре, ингибирует развитие соседних микроспор, но 

не мешает их развитию на терминальных концах.  

Второй и последующие каллусные агрегаты одного пыльника часто, 

но не всегда, идентичны по комбинации генов удвоенных гаплоидов у пер-

вого агрегата. Например, каллусная линия 35.1 гибрида Л½3Р сформиро-

вана двумя каллусными агрегатами, на них 25 DHs одного генотипа (аллель 

устойчивости гена Pi-ta), а каллусная линия 112.2 гибрида Д½5А(2) сфор-

мирована четырьмя каллусными агрегатами с 55 генотипически одинако-

выми удвоенными гаплоидами (аллели устойчивости обоих генов). Это сви-

детельствует в пользу истинного клонального микроразмножения удвоен-

ных гаплоидов как для одного каллусного агрегата, так и для разных каллу-

сных агрегатов из одного пыльника. Косвенно в пользу клонирования сви-

детельствует численность регенерантов разной плоидности на каллусном 

агрегате. Тетраплоидов образуется до 18 шт. на каллус, удвоенных гапло-

идов — до 125 шт., а гаплоидов — до 349 шт. (26, 27). Митотический индекс 

гаплоидных клеток превосходит этот показатель у удвоенных гаплоидов и 

тетраплоидов (40), что при культивировании каллуса способствует быстрому 

микроразмножению гаплоидов. Кроме того, предшествующий процесс сли-

яния клеток или эндомитозов уменьшает число клеток, задействованных в 

формировании удвоенных гаплоидов. Слияние клеток может происходить 

при определенных протоколах исследований на начальном этапе в период 

предобработки пыльников и микроспор (41), а также непосредственно пе-

ред формированием регенерантов с высоким уровнем плоидности (удвоен-

ных гаплоидов, триплоидов, тетраплоидов и т.д.) в световую фазу культи-

вирования каллусов (38).  

Каллусообразование у риса в андрогенезе in vitro способствует полу-

чению большого числа удвоенных гаплоидов, но при ограниченном числе 

генотипов. Увеличению генетической вариабельности DHs может способ-

ствовать сомаклональная изменчивость, присущая культуре пыльников риса 

in vitro (21, 29), как и любому культивированию клеток и тканей растений 

(5). Это скорее нежелательное явление в андрогенезе in vitro, поскольку не 

ясно, возникают ли сомаклональные варианты клеток до их слияния с по-

следующим митотическим делением и регенерацией или после этого собы-

тия. При регенерации после слияния клетка, возникшая как сомаклональ-

ный вариант, размножилась и участвовала (наряду с прочими группами кле-

ток) в формировании удвоенных гаплоидов. Отсюда встречающаяся в ан-

дрогенезе in vitro миксоплоидия растений (11, 42). Даже возможно появле-

ние гетерозиготных удвоенных гаплоидов, что противоречит идее гаплоид-

ной селекции, где преследуется цель получения гомозиготного семенного 

потомства. Хотя принято думать, что гетерозиготность в андрогенезе in 

vitro — признак разрастания соматических тканей стенок пыльника (1), у 

риса доказано отсутствие этого явления, то есть каллус всегда образуется из 

недозрелой микроспоры (43). Склонность к сомаклональной вариабельно-
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сти в диплоидных клетках различных культур генетически детерминирована 

(44), очевидно, эта закономерность распространяется и на гаплоидные 

клетки. А поскольку каждая микроспора пыльника и растения представляет 

собой отдельный генотип, то встречаемость явления сомаклональной из-

менчивости в каллусных линиях, инициированных разными пыльниками, 

может быть неодинаковой. 

Таким образом, на основе анализа удвоенных гаплоидов (DHs) риса 

мы оценили частоту внутрикаллусной генетической изменчивости в андро-

генезе in vitro, обусловленной гаметоклональной вариабельностью. При де-

текции одного гена у DHs частота появления вариабельных каллусных ли-

ний составляет 24,0 % от всех изученных, по двум генам полиморфизм 

встречается среди 47,7 % каллусов, по трем генам полиморфны 62,5 % кал-

лусных линий. У одной каллусной линии представлено не более четырех 

комбинации аллелей генов устойчивости риса к пирикуляриозу. Следова-

тельно, частота встречаемости полиморфных каллусных линий высокая, но 

набор комбинаций аллелей генов среди DHs ограничен. Существует истин-

ное клонирование удвоенных гаплоидов риса в пределах каллусной линии 

в андрогенезе in vitro. Тем не менее из-за встречающегося полиморфизма у 

регенерантов в пределах одного каллуса оправдан отбор именно линий 

удвоенных гаплоидов, принятый среди селекционеров. 
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A b s t r a c t  
 

In vitro culture of cells and tissues of agricultural crops can be conditionally divided into two 

groups, those to generate a genetically modified initial breeding material and those for mass cloning of 

existing forms and varieties. Androgenesis in vitro makes it possible to redirect the microspore devel-

opment from the gametophytic to the sporophytic pathway with the formation of doubled haploids 

(DHs) in diploid species or the fixation of dihaploids (polyhaploids) in tetraploid species for their wide 

use in plant breeding. The variability of plants derived from anther or microspore cultures of one donor 

plant has been studied to a greater extent at the genomic and chromosomal level, since researchers 

and breeders are primarily interested in spontaneous chromosome duplication and, as a result, com-

pletely homozygous fertile offspring. In this work, for the first time, the frequency of intra-callus 

genetic variability for Pi family blast resistance genes (two and three genes) was estimated using rice 

(Oryza sativa L.) doubled haploids (DHs) obtained via androgenesis in vitro of hybrid plants. No 

significant increase in intra-callus genetic variability was shown with an increase in the number of 

detected genes. The intra-callus variability frequency in androgenesis in vitro in rice was studied in 

order to determine the genetic homogeneity degree of doubled haploids (DHs) from one anther. Stud-

ies were carried out on doubled haploids obtained in androgenesis in vitro of thirteen F1 hybrids and 

one F2 hybrid of rice O. sativa. Molecular genetic analysis of 1271 plants (83 callus lines) was per-

formed to reveal resistance/susceptibility alleles of the genes Pi-z, Pi-b, Pi-1, Pi-2, Pi-ta for rice blast-

resistance to Pyricularia oryzae Cav. [Magnaporthe grisea (Hebert Barr.)]. In doubled haploids, one to 

four blast-resistance genes were identified depending on the presence of heterozygotes in the original 

hybrids. When determining one gene in DHs, the frequency of variable callus lines accounted for 

24.0 %. For two genes, polymorphism occurs among 47.7 % of calli. For three genes, 62.5 % of callus 

lines were polymorphic. No more than four combinations of rice blast resistance gene alleles are present 

in one callus line. There are no differences in the monomorphic callus lines frequency detected for 

one, two and three genes (χ2 = 0.21-0.95, p = 0.33-0.65). With the same combination of two resistance 

gene alleles, up to 66 plants were formed, and with the same combination of three genes alleles, up to 
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18 plants were produced per callus line. There was no dependence of polymorphism on the number 

of doubled haploids in the callus line. The correlation coefficients between the number of DHs and 

the number of alleles for one, two and three genes in the combination accounted for r = 0.14, 

r = 0.25, and r = 0.35 (р < 0.05). Genetic analysis of rice doubled haploids revealed a low intra-

callus genetic variability during in vitro androgenesis due to gametoclonal variability. Thus, the poly-

morphic callus lines frequency is high, but with a limited set of allele combinations of rice blast 

resistance genes among DHs. There is true cloning of rice doubled haploids within the callus lineage 

in androgenesis in vitro. However, due to the DHs polymorphism within one callus, it is expedient to 

select lines of doubled haploids as breeders usually do. This work is relevant for optimizing the breeding 

process, including haploid technology. 
 

Keywords: Oryza sativa, doubled haploids, intra-callus genetic variability frequency, blast 

resistance genes.  


