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Изучена морфологическая изменчивость гаплоидных растений и удвоенных гаплоидов риса, полученных на одной 
каллусной линии в культуре пыльников in vitro. Работа проведена на растениях риса Oryza sativa L. подвида japonica Kato 
сорта Каскад. Регенерантные растения одной каллусной линии из одного пыльника риса (всего четыре линии) разделяли 
на две-три группы по 20-30 растений в зависимости от объема выборки в порядке их дифференциации на каллусе и 
высадки на среду укоренения. На двух каллусных линиях (15.1 и 18.1) образовалась половина гаплоидов, половина удвоенных 
гаплоидов, на двух других каллусных линиях (5.1 и 7.2) – многочисленные гаплоиды. На каллусных линиях с 
многочисленными гаплоидами (5.1 и 7.2) с увеличением порядкового номера регенеранта происходило уменьшение 
размеров растений (их высота, число цветков на главной метелке, число метелок). На линиях 15.1 и 18.1 между группами 
гаплоидов и группами удвоенных гаплоидов статистически значимых различий не выявлено. В селекционных целях для 
индуцированного удвоения числа хромосом у гаплоидных регенерантов антитубулиновыми веществами типа колхицин 
целесообразней использовать растения, формирующиеся на каллусе в числе первых. Между гаплоидами четырех 

2каллусных линий и удвоенными гаплоидами двух каллусных линий с помощью T -критерия Хотеллинга, рассчитанного по 
всему комплексу биометрических признаков, выявлены статистически значимые различия (при p=0,001). Гаплоиды 
разных линий различались по трем или четырем признакам, удвоенные гаплоиды – по трем из пяти признаков (длина 
метелки, продуктивная кустистость и высота растений). Сорта, представляющие определенный интерес для 
селекционеров, можно улучшить с помощью культуры пыльников in vitro.
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Morphological variability of haploid plants and doubled haploids of rice obtained on one callus line in anther culture in vitro was 
studied. The work was carried out on rice plants Oryza sativa L. subspecies japonica Kato varietу Cascade. Regenerant plants of one 
callus line obtained from one rice anther (four in total) were divided into two or three groups of 20-30 plants, depending on the sample 
size in order of their differentiation on callus and transplantation on the rooting medium. Two callus lines (15.1 and 18.1) formed half 
of the haploids, half of the doubled haploids, and two other callus lines (5.1 and 7.2) – numerous haploids. On callus lines with 
numerous haploids (5.1 and 7.2), as the regenant number increases, the size of plants decreases (plant height, number of flowers on 
the main panicle, number of panicles). On the lines 15.1 and 18.1 between groups of haploids and between groups of doubled haploids 
statistically significant differences absent. In breeding purposes for the induced doubling of the number of chromosomes in haploid 
regenerants with antitubulin substances such as colchicine, it is advisable to use plants that form on callus among the first. Between 
haploids of four callus lines and doubled haploids of two callus lines, statistically significant differences (at p=0.001) were revealed 

2using the Hotelling's T -criterion, calculated for the whole complex of biometric features. Haploids of different lines differed in three 
or four of them, doubled haploids on three of the five signs (length of panicle, productive bushiness and plant height). Varieties of 
interest to breeders may be improved by anther culture in vitro.
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Гаплоидные технологии исследователи рассматри-
вают как привлекательные биотехнологические мето-
ды, позволяющие быстро перевести гетерозиготные 
гибриды в константные гомозиготные линии, тем 
самым резко сократить сроки селекционного процесса 
[1, 2]. Культура пыльников in vitro (андрогенез) – 
ведущий способ получения гаплоидов и удвоенных 
гаплоидов у ряда сельскохозяйственных растений [1, 3], 
что позволило добиться существенных успехов в 
селекции этих культур [1, 2, 4].

Исследования по гаплоидии растений можно 
разделить на две основные группы. В первую входит 
изучение собственно процесса андрогенеза и факторов, 
влияющих на его эффективность, таких как условия 
выращивания донорных растений, стадия развития 
микроспор, условия культивирования in vitro, генотип 
культивируемого растения [1, 3, 4]. У части гаплоидов 
происходит спонтанное удвоение набора хромосом на 
питательной среде in vitro: в зависимости от вида 
культуры и условий культивирования от 30 до 87% [1, 
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3]. Поэтому вторая группа исследований – это подбор 
способов перевода оставшихся гаплоидных растений в 
удвоенные гаплоиды и оценка их селекционной 
ценности [2, 4]. 

Известно, что растения-регенеранты, образующие-
ся в культуре пыльников in vitro, не всегда гаплоидны и 
дигаплоидны [2, 5, 6]. В ряде работ показана различная 
плоидность таких регенерантов, полученных из 
пыльников одной гибридной комбинации или одного 
генотипа. Среди них встречаются гаплоиды, удвоенные 
гаплоиды, триплоиды, тетраплоиды, пентаплоиды, 
анеуплоиды и миксоплоидные растения [7–14], что 
влечет за собой соответствующую фенотипическую 
изменчивость регенерантов [7, 12–14]. Гаплоидные 
растения риса характеризуются в три раза большей 
изменчивостью по содержанию ядерной ДНК, чем 
удвоенные гаплоиды [15]. С.И. Малецкий с соавт. [16], 
изучая изменчивость растений сахарной свеклы, тоже 
обнаружил более высокую эпипластомную и эпиге-
номную нестабильность у гаплоидных геномов по 
сравнению с удвоенными гаплоидами.

В доступной литературе мы не обнаружили работ, 
посвященных изучению разнообразия андрогенных 
гаплоидов, происходящих от одного пыльника. Теоре-
тически считается, что один культивируемый пыльник 
может давать более 1000 гаплоидных растений [17]. 
Практически на гибридах риса нам удавалось получить 
до 420 растений из одного пыльника (неопубликован-
ные данные). Некоторые авторы считают, что гаплоиды 
представляют собой клоны [6, 18]. Однако известно, что 
на одной каллусной линии риса могут формироваться 
растения-регенеранты разного уровня плоидности: от 
гаплоидов до тетраплоидов [19]. При наличии геном-
ной изменчивости в пределах одной каллусной линии 
нельзя исключить и генетической изменчивости среди 
регенерантов одной группы (гаплоидов или удвоенных 
гаплоидов). Генетическая изменчивость в популяции 
удвоенных гаплоидов риса имеет выраженное фено-
типическое свойство [20], что можно ожидать и у 
гаплоидов. Данные о степени однородности гаплоидов, 
полученных из одного пыльника, необходимы для их 
перевода на диплоидный уровень при создании исход-
ного материала для селекции растений.

Целью настоящей работы было изучение морфоло-
гической изменчивости гаплоидных растений риса, 
полученных на одной каллусной линии в культуре 
пыльников in vitro.

Методика. Исследования проведены на растениях 
риса Oryza sativa L. подвида japonica Kato сорта Каскад. 
Исходные растения выращивали в климатической каме-
ре в весенний период при температуре 21°С, освещен-
ности 5000 люкс, влажности 70%, фотопериоде 14/10 ч. 
Методика холодовой обработки пыльников, культиви-
рование пыльников, каллусов и регенерантов в усло-
виях in vitro приведена ранее [19].

Зеленые регенеранты R  с развитой корневой систе-0

мой высаживали в горшечную культуру и продолжали 
выращивать в условиях культуральной комнаты до 
образования семян у линий удвоенных гаплоидов. Гап-
лоидные растения характеризовались мелкими цветка-
ми и стерильностью. Регенерантные растения одной 

каллусной линии, полученной из одного пыльника 
риса, разделяли на две-три группы в зависимости от 
объема выборки в порядке их дифференциации на 
каллусе и высадки на среду укоренения. Измеряли 
следующие биометрические показатели: высоту расте-
ния (см), длину главной метелки (см), число цветков 
главной метелки (шт.), число метелок на растении (шт.), 
количество семян главной метелки для удвоенных 
гаплоидов (шт.).

Статистические расчеты (средние значения призна-
2ков, коэффициент вариации, t-критерий Сьюдента, T -

критерий Хотеллинга) проведены с использованием 
программы Statistica.

Результаты и обсуждение. Для работы выбрали 
четыре каллусные линии риса, каждая из которых 
получена от одного пыльника с многочисленными 
зелеными регенерантами. На каждой каллусной линии 
образовались гаплоиды и удвоенные гаплоиды: на 
линии 5.1 – соответственно 86 и 1 шт., 7.2 – 90 и 3, 15.1 – 
40 и 45, 18.1 – 44 и 51 шт., то есть две из них были с 
многочисленными гаплоидами, а две – с большим 
числом гаплоидов и удвоенных гаплоидов. Для риса 
характерно спонтанное удвоение хромосом в гаплоид-
ных клетках каллуса, что ведет к многочисленным 
удвоенным гаплоидам [1, 3], как в линиях 15.1 и 18.1. На 
каллусных линиях 5.1 и 7.2 с единичными удвоенными 
гаплоидами их образование, возможно, произошло 
вследствие нередукции хромосом, свойственной гап-
лоидам многих видов растений, и служит одним из 
путей формирования небольшого количества фертиль-
ной пыльцы у гаплоидов [21]. В целом удвоенные 
гаплоиды крупнее, чем гаплоиды, по высоте и длине 
метелки; гаплоиды сильнее кустятся и формируют 
большее число мелких цветков (табл.), что отмечено 
для риса ранее [5].

Разделив гаплоидные растения четырех каллусных 
линий и удвоенные гаплоиды двух каллусных линий на 
группы, получили следующие результаты. На кал-
лусных линиях с многочисленными гаплоидами (5.1 и 
7.2) с увеличением порядкового номера регенеранта 
уменьшились размеры растений (высота, число цветков 
на главной метелке, число метелок). На линиях 15.1. и 
18.1 между группами гаплоидов и группами удвоенных 
гаплоидов статистически значимых различий не 
выявлено (табл.). Первые две каллусные линии (5.1 и 
7.1) характеризуются большей изменчивостью биомет-
рических признаков гаплоидных растений, чем две 
другие, несущие удвоенные гаплоиды (рис.). Поскольку 
в андрогенных каллусах распространена  хромосомная 
изменчивость, приводящая к изменению числа хромо-
сом у регенерантов [2, 5, 6], можно предположить 
потерю части хромосом или отдельных участков 
хромосом в процессе культивирования каллусов риса, 
и, как следствие, уменьшение размеров гаплоидных 
регенерантов. В отдельных случаях минимальное 
содержание ядерной ДНК у гаплоидов риса на треть 
меньше, чем среднестатистическое значение 
гаплоидов, полученных от одного гибридного растения 
[15]. На каллусных линиях, где различий биометри-
ческих признаков между группами гаплоидных расте-
ний не выявлено (15.1 и 18.1), образовалось меньше 
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гаплоидов, а часть клеток каллуса после спонтанного 
удвоения хромосом пролиферировала в удвоенные 
гаплоиды. Таким образом, в селекционных целях для 
индуцированного удвоения числа хромосом у гаплоид-
ных регенерантов антитубулиновыми веществами типа 
колхицин целесообразней использовать растения, 
формирующиеся на каллусе в числе первых.

Между гаплоидами четырех каллусных линий и 
удвоенными гаплоидами двух каллусных линий с 

2помощью T -критерия Хотеллинга, рассчитанного по 
всему комплексу биометрических признаков, выявлены 
статистически значимые различия (при p=0,001). 
Гаплоиды разных линий различались по трем или 
четырем признакам, удвоенные гаплоиды – по трем из 
пяти признаков (длина метелки, продуктивная 
кустистость и высота растений). 

Теоретически из-за идентичности геномов 
разнообразие гаплоидов, получаемых из линий, должно 
быть сильно ограничено [21]. Каскад – сорт риса, 
выведенный из одной линии гибридного происхож-
дения. Поэтому можно было ожидать как минимум 
однообразия линий удвоенных гаплоидов. Однако 
выявлены различия как между гаплоидами разных 
каллусных линий, так и между удвоенными гаплоидами 
двух линий. Известно, что у диплоидных линий за три 
года накапливается достаточное количество мутаций, 

Средние значения признаков гаплоидов и удвоенных гаплоидов 
в андрогенных каллусных линиях риса

Номер 
каллусной 

линии

Номер 
группы

 

Объем 
выборки, 

шт.

 

Высота 
растения, 

см

 

Длина 
метелки, 

см

 

Число 
цветков на 

метелке, шт.

Число 
метелок на 

растении, шт.

Число семян 
на метелке, 

шт.

1

 

30

 

32,0**

 

7,1

 

63,0* 1,2 -

2

 

28

 

27,3**

 

6,8

 

43,9* 1,0 -

3

 

28

 

22,9**

 

6,8

 

38,9 1,0 -

5.1–

гаплоиды

Общее число

 

86

 

27,5

 

6,9

 

48,9 1,1 -

1

 

30

 

30,1**

 

8,1

 

87,1** 2,8** -

2

 

30

 

26,0*

 

8,0

 

63,8* 1,5** -

3

 

30

 

24,3*

 

8,0

 

68,5* 1,1** -

7.2 –

гаплоиды

Общее число

 

90

 

26,8

 

8,0

 

73,1 1,8 -

1

 

20

 

32,5

 

8,0

 

61,6 1,2 -

2

 

20

 

35,3

 

8,6

 

76,7 1,4 -

15.1 –

гаплоиды

Общее число 40 33,9 8,3 68,8 1,3 -

1 22 39,1 8,8 86,5 2,6* -

2 22 37,8 8,4 80,6 1,9* -

18.1 –

гаплоиды

Общее число 44 38,5 8,6 83,6 2,25 -

1 23 48,4 9,0 29,4 1,3 21,0

2 22 45,4 9,0 29,1 1,2 18,2

15.1 –

удвоенные

гаплоиды Общее число 45 46,9 9,0 29,3 1,2 19,6

1 25 48,0 9,7 32,3 1,4 19,3

2 26 50,6 10,0 28,9 1,7 18,3

18.1 –

удвоенные

гаплоиды Общее число 51 49,3 9,8 30,6 1,5 18,8

  * Достоверные различия при р<0,05 с одной из групп. ** Достоверные различия при р<0,05 с двумя группами.
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Изменчивость признаков гаплоидов и удвоенных гаплоидов
в андрогенных каллусных линиях риса.
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чтобы можно было получить ряд новых линий [21], как 
у сорта Каскад. В эксперименте дополнительно 
выделилась одна каллусная линия, на которой обра-
зовались гаплоидные регенеранты и удвоенные 
гаплоиды с полосатыми листьями. Видимо, хлоро-
филлдефектность – это результат спонтанного 
мутационного процесса. Сорта, представляющие 
определенный интерес для селекционеров, можно 
улучшить с помощью культуры пыльников in vitro.
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