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иск новых типов воздействия на гаметофит для запуска 
спорофитной программы развития недозрелых микро-
спор [4, 5].

Свет оказывает решающее влияние на морфогене-
тические ответы в культуре in vitro [6]. Однако известно 
небольшое число работ, посвященных изучению воз-
действия освещенности на андрогенез in vitro [7]. Уста-
новлено влияние качества и интенсивности освещения 
на растения-доноры в культуре пыльников in vitro зер-
новых [3, 8, 9]. Индукция каллусообразования различ-
ных культур проходит в темноте или при очень слабом 
освещении [3, 10, 11]. Для риса освещение в разных ре-
жимах дня и ночи допустимо, однако каллусообразова-
ние при этом уменьшается [11]. Отмечено негативное 
воздействие синего света на каллусообразование Citrus 
clementine Hort. ex Tan. [7]. После переноса каллуса на 
регенерационную среду рекомендовано слабое искус-
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highly ploid plants in all genotypes: 44.4 ... 54.0% of doubled haploids and 1.2 ... 38.9% of tetraploids. When lighting with using 
violet lamps, the Almaz variety and the hybrid produce more than 60.0% of doubled haploids, while the Kaskad variety decreases to 
26.1 ... 31.8%. To obtain a guaranteed high (49.4%) number of doubled haploids, it is advisable to use intense white type of lighting. 

Андрогенез в условиях in vitro – процесс формиро-
вания спорофитных растений из недозрелого гамето-
фита, приводящий к образованию гаплоидов. В резуль-
тате спонтанного удвоения в течение одной генерации 
образуются полностью гомозиготные линии удвоен-
ных гаплоидов, что позволяет ускорить селекцион-
ный процесс многих важнейших продовольственных 
культур на несколько лет [1, 2, 3]. Известные лабора-
тории на разных континентах поддерживают широко-
масштабную индукцию гаплоидов, а некоторые из них 
даже предлагают производство регенерантных расте-
ний под заказ по доступной цене для интенсификации 
селекционного процесса [3]. Массовые работы допу-
скают оптимизацию существующих подходов в ан-
дрогенезе in vitro. Кроме того, в пределах всех видов 
растений возможно наличие труднокультивируемых 
перспективных генотипов, для которых необходим по-
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ственное освещение [10]. Для пшеницы предложено 
комбинированное освещение каллуса в период регене-
рации: 15 дней темноты, затем 7 дней слабого света, 
далее высокоинтенсивное освещение [8].

В мире и Российской Федерации достигнуты зна-
чительные успехи в селекции риса Oryza sativa L. с 
использованием андрогенеза in vitro [10, 12, 13], опу-
бликован ряд обзорных работ, посвященных особен-
ностям создания удвоенных гаплоидов культуры, что 
свидетельствует о значительном интересе к этому на-
правлению исследований [11, 12, 14]. Однако вопрос 
воздействия освещения на уже индуцированный кал-
лус, перенесенный на регенерационную среду, изучен 
недостаточно. 

Цель исследования – определить влияние интен-
сивности и качества освещения на регенерационные 
процессы в андрогенном каллусе риса для создания 
удвоенных гаплоидов и последующего их использова-
ния в селекционном процессе. 

Методика. Работу проводили на растениях сортов 
риса Каскад и Алмаз, а также гибрида F2 Рассвет×Ок-
си 2х. В культуру in vitro было введено соответственно 
1016, 1002 и 348 пыльников. Растения доноры выращи-
вали в климатической камере при температуре 21 °С, 
влажности 60 %, интенсивности освещения 15000 лкс, 
режиме освещения день – 16 ч, ночь – 8 ч. Холодовую 
обработку пыльников, культивирование пыльников, 
каллусов и регенерантов в условиях in vitro проводили 
согласно методике, изложенной ранее [15], их перенос 
на питательную среду для регенерации осуществляли 
в порядке, представленном в работе [16].

Для освещения каллусов на регенерационной среде 
использовали два типа светодиодных светильников: с 
белым светом (цветовая температура 6500 К, что со-
ответствует спектру полуденного солнечного света) и 
фиолетовым светом (излучает длины волн 400 нм, 430 
нм, 660 нм и 730 нм) [17]. Схема опыта предусматри-
вала четыре варианта: белый свет, 4200 лкс; белый+-
фиолетовый в соотношении 3/1, 3900 лкс; фиолетовый 
свет, 3600 лкс; белый интенсивный свет, 7500 лкс. Ин-
тенсивность освещения регистрировали люксметром 
Ю116. Во избежание затенения штативы с пробирка-
ми расставляли на расстоянии не менее 30 см один от 
другого. 

Зеленые регенеранты R0 с развитой корневой систе-
мой пересаживали в горшки и продолжали выращивать 
в культуральной комнате. Порядок разделения зеленых 
регенерантов на группы указан в публикации [20].

Статистические параметры (средние значения при-
знака (x̄), коэффициент вариации (Сv), непараметриче-ские критерии достоверности различий вариационных 
рядов Крускал-Уоллиса (Н) и хи-квадрат (χ2)) рассчиты-
вали с использование программы Statistica.

Результаты и обсуждение. Каллусообразование у 
сорта Каскад составило 12,8 %, Алмаз – 6,2 %, гибрида 
Рассвет×Окси 2х – 15,8 %, соответственно. 

Отмечена тенденция к увеличению числа каллусов 
с зелеными регенерантами при комбинированном типе 
освещения. В варианте белый + фиолетовый образо-
валось максимальное в опыте их число при исполь-
зовании всех изучаемых генотипов. Однако различия 
между вариантами не достоверны (табл. 1). У культур, 
образующих каллус в андрогенезе in vitro, к числу ко-
торых относится рис [10], отсутствует значительная 
гаметоклональная изменчивость удвоенных гаплоидов 
одного пыльника. Вследствие митотического деления 
каллуса происходит истинное клонирование ограни-
ченного числа генотипов (часто только одного), обра-

Табл. 1. Число каллусов с зелеными регенерантами в 
андрогенезе in vitro риса Oryza sativa L. 

при разных типах освещения

Показатель Тип освещения
белый белый + 

фиолето-
вый

фиолетовый белый ин-
тенсивный

Сорт Каскад
Всего, шт. 30 34 30 36
Число каллусов с 
зелеными регене-
рантами, шт.

17 20 16 17

Доля каллусов с 
зелеными регене-
рантами, %

57 59 53 47

χ2 0,03…0,94; при р>0,33

Сорт Алмаз
Всего, шт. 16 14 16 16
Число каллусов с 
зелеными регене-
рантами, шт.

4 6 4 5

Доля каллусов с 
зелеными регене-
рантами, %

25 43 25 31

χ2 0,00…1,07; при р>0,30

Гибрид Рассвет×Окси 2х

Всего, шт. 14 14 13 14

Число каллусов с 
зелеными регене-
рантами, шт.

8 11 8 8

Доля каллусов с 
зелеными регене-
рантами, %

57 79 62 57

χ2 0,00…1,47; при р>0,23

зовавшихся на пыльнике [18]. В андрогенезе in vitro 
важно получить как можно большее количество каллу-
сов с морфогенетическими ответами, так как это рас-
ширяет разнообразие регенерантов, необходимое для 
селекции.

В эксперименте сформировалось 2868 зеленых ре-
генерантов. Тип освещения не влиял на среднее число 
регенерантов на каллус (табл. 2). Исключение составил 
сорт Алмаз, у которого величина этого показателя при 
белом и фиолетовом типах освещения составила со-
ответственно 17,5 и 13,3 шт., что достоверно (р=0,04) 
выше, чем при комбинированном (4,5 шт.) и белом ин-
тенсивном освещении (3,6 шт.). 

Для селекционера, в конечном итоге, важно не 
столько общее число регенерантов, сколько выход 
спонтанно удвоенных гаплоидов. Их доля у разных 
исследователей варьирует от 25 до 95 % [1, 19]. Тип 
освещения влиял на величину этого показателя разно-
направленно (см. рисунок). Наиболее ярко это прояви-
лось при фиолетовом освещении, когда у сорта Алмаз 
и гибрида отмечали наибольшее количество удвоен-
ных гаплоидов (67,9 % и 63,8 % соответственно), а у 
сорта Каскад оно было самым низким (26,1%). При 
белом и комбинированном освещении значительное 
варьирование доли удвоенных гаплоидов среди регене-
рантов риса сохранялось – 34,3…52,8 % и 31,8…62,7 
% соответственно. Более стабильное и высокое коли-
чество удвоенных гаплоидов формировалось при бе-
лом интенсивном освещении – 44,3…54,0 %. Попарное 
сравнение с использованием χ2 подтвердило значимое 
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Табл. 2. Число регенерантов на каллусах в андрогенезе
 in vitro риса Oryza sativa L. при разных типах освещения

Показатель Тип освещения
белый белый + 

фиолето-
вый

фиоле-
товый

белый 
интенсив-

ный
Сорт Каскад

Среднее число регенеран-
тов на каллус, шт.

17,9 14,7 19,4 10,7

Максимальное число 
регенерантов на каллус, 
шт.

128 65 73 71

H для всех
каллусов

2,49; при р=0,48

H только для каллусов с 
зелеными регенератами

3,56; при р=0,31

Сорт Алмаз
Среднее число регенеран-
тов на каллус, шт.

3,8 1,3 3,9 1,6

Максимальное число 
регенерантов на каллус, 
шт.

31 5 28 12

H для всех 
каллусов

0,25; при р=0,97

H только для каллусов с 
зелеными регенератами

8,62; при р=0,04

Гибрид Рассвет×Окси 2х

Среднее число регенеран-
тов на каллус, шт.

9,2 13,0 15,8 13,2

Максимальное число 
регенерантов на каллус, 
шт.

37 54 75 86

H для всех 
каллусов

1,73; при р=0,19

H только для каллусов с 
зелеными регенератами

2,1; при р=0,55

превышение числа удвоенных гаплоидов при фиоле-
товом освещении над белым у сорта Алмаз и гибрида 
(р<0,04). У сорта Каскад при белом и белом интенсив-
ном свете отмечали достоверно большее образование 
удвоенных гаплоидов, чем при обоих типах освещения 
с фиолетовыми светодиодами (р<0,00001).

В исследованиях влияния освещения этих же све-
тодиодных ламп на микроклонирование in vitro безви-
русного картофеля [17] было показано неоднозначное 
действие качества света (белого и комбинированного) 
на интенсивность размножения 14 сортов, на основа-
нии чего был сделан вывод о необходимости индиви-
дуального подбора освещения для каждого генотипа. 
При этом вегетативное размножение картофеля позво-
ляет проводить повторные исследования с одним и тем 
же сортом. В ходе селекции риса ученые чаще имеют 
дело с уникальным генотипом гибрида, регенеранты 
которого необходимо перевести в гомозиготное состо-
яние, и возможность репликации опыта отсутствует. 
В лучшем случае, остается несколько семян одной ги-
бридной комбинации, которые так же не идентичны. 
Поэтому для гарантированно высокого, пусть и не 
максимального, но стабильного результата предпоч-
тительней использовать белый интенсивный свет, при 
котором половину зеленых регенерантов составляют 
удвоенные гаплоиды.

Наши данные подтверждают мнение других иссле-
дователей [1, 19] о зависимости способности к спон-
танному удвоению числа хромосом от генотипа. В 
опыте при фиолетовом освещении доля удвоенных га-

плоидов сорта Каскад (21,6 %) была ниже (р=0,00001), 
чем сорта Алмаз и гибридного растения, на 46,3 и 42,2 
% соответственно. При комбинированном освещении 
на сорте Каскаде сформировалось 31,8 % удвоен-
ных гаплоидов, что меньше, чем у гибрида, на 30,9 % 
(р=0,00001). 

Кроме спонтанного удвоения хромосом в андро-
генных каллусах происходят хромосомные изменения 
иного порядка – образуются триплоидные, тетрапло-
идные, пентаплоидные, анеуплоидые клетки [20], что 
приводит к образованию тетраплоидов и растений без 
семян [1, 18, 21]. Тип освещения влиял на образова-
ние подобных регенерантов так же разнонаправлен-
но. На сорте Каскад при белом освещении отмечали 
тетраплоидные формы, а при фиолетовом они отсут-
ствовали, р=0,0043 (см. рисунок). Белый интенсивный 
свет способствовал кратному увеличению хромосом 
с образованием тетраплоидных растений (5,7 %), при 
трех других типах освещения их формировалось до-
стоверно меньше (0,0…1,4 %, р<0,0006). Бессемянных 
растений при белом интенсивном освещении (1,2 %) 
было меньше (р<0,04), чем при фиолетовом (4,8 %) и 
белом+фиолетовом (11,7 %) свете. Среди регенеран-
тов, полученных от гибридного растения, при белом 
освещении тетраплоидов не выявлено. На белом ин-
тенсивном освещении бессемянных растений (19,5 %) 
было достоверно больше, чем в трех других вариантах 
опыта, на 9,4…12,5 % (р<0,01). Это свидетельствует о 
генотипической зависимости полиплоидных и анеу-
плоидных изменений в андрогенезе in vitro.

На сорте Алмаз тетраплоидные растения не зареги-
стрированы. Доля бессемянных растений была на мно-
го больше, чем в вариантах с другими генотипами, и 
достигала 7,6…38,9 % (см. рисунок). При белом интен-
сивном освещении она достоверно возрастала, по срав-
нению с белым и фиолетовым освещением (р<0,008).

При сравнении сортов Каскад и Алмаз без учета 
освещения очевидна разница в их андрогенетических 
ответах in vitro: калусообразование у Каскада выше в 
2 раза, а регенерация в 6 раз. Влияние генотипа на эти 
процессы доказано [10, 11]. Размах варьирования при-
знаков у регенерантов одного генотипа, полученных в 
культуре in vitro, изучен недостаточно. Известно, что 
уровень генетической дивергенции у сомаклональных 
регенерантов Pisum sativum L. зависит от исходного 
генотипа [22]. У риса в андрогенезе in vitro выявлен 
внутрикаллусный генетический полиморфизм и из-
менчивость морфологических признаков, варьирую-
щих в разной степени на разных пыльниках одного 
гибрида [18]. Генетическая нестабильность сорта Ал-
маз в культуре in vitro проявилась в образовании боль-
шой доли бессемянных растений, среди которых были 
в основном высокоплоидные генотипы [21]. Видимо, 
возникли хромосомные нарушения, препятствующие 
нормальному мейотическому делению при образо-
вании мега- и микроспор, что привело к их полной 
стерильности. Высокоплоидные формы риса (тетра-
плоиды) в обычных условиях характеризуются низкой 
фертильностью пыльцы [23], в андрогенезе in vitro об-
разуются в небольшом количестве [16, 21, 24], но не 
во всех случаях [1]. Таким образом, размах изменчиво-
сти регенерантов риса сорта Алмаз, выше, чем у сорта 
Каскад, по косвенной цитометрической оценке. Низкая 
интенсивность каллусообразования и морфогенеза мо-
жет быть связана не только с наличием генов, детерми-
нирующих андрогенетические ответы [25], но и с цито-
логическими особенностями растения-донора, а также 
хромосомными преобразованиями, несовместимыми с 
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нормальным митотическим делением каллусных кле-
ток в культуре in vitro.

Спонтанное гаплоидное геномное удвоение 
(spontaneous haploid gemone duplication – SHGD), при-
водящее к образованию удвоенных гаплоидов, трипло-
идов и тетраплоидов в андрогенезе in vitro, по мнению 
одних авторов происходит на очень ранних стадиях 
эбриогенеза [1], другие считают, что SHGD возможно 
на различных стадиях культивирования in vitro, вклю-
чая каллусогенез, дифференциацию каллуса и эмбри-
огенез [12]. Механизмы SHGD остаются дискуссион-
ными [1, 26]. После переноса каллуса из темноты на 
свет происходит его значительное разрастание с по-
следующим морфогенезом. Выявленные различия в 
доле удвоенных гаплоидов и тетраплоидов при разных 
типах освещения у двух сортов и гибрида свидетель-
ствует в пользу довольно позднего процесса SHGD на 
стадии дифференциации каллуса. 

Решающую роль при выборе технологии созда-
ния культивируемых растений играет экономическая 
эффективность. Светодиодные светильники имеют 
очевидные преимущества перед традиционными лю-
минесцентными лампами, в том числе ценовые [6, 
17]. Среди разнообразия светодиодов, фитолампы с 
ограниченными длинами волн (фиолетовый свет) в два 
раза дороже ламп белого света. Отсутствие очевидных 
преимуществ в вариантах опыта по изученным сортам 
и гибриду позволяет рекомендовать применение осве-
щения любого типа. В этом случае для масштабного 
применения в андрогенезе in vitro экономически оправ-
дано использование светильников белого света. 

Таким образом, изученные варианты интенсивно-
сти и качества освещения одинаково влияют на вели-
чины таких показателей, как число морфогенных кал-
лусов и регенерантов на каллус. Спонтанное удвоение 
хромосом происходит, в том числе, в световую стадию 
развития каллуса. Качество освещения воздействует 
на формирование удвоенных гаплоидов разных гено-
типов неоднозначно. Белый интенсивный свет способ-
ствует формированию высокоплоидных растений. Для 
получения гарантированно высокого, хотя и не макси-
мального, числа продуктивных регенерантов целесоо-
бразно использовать белый интенсивный тип освеще-
ния. В этом случае спонтанное удвоение происходит 
у половины (49,4 %) всех регенерантов. При наличии 
нескольких семян одной труднокультивируемой ги-
бридной комбинации риса целесообразно каллус части 
из них в андрогенезе in vitro освещать фиолетовым све-
том. В широкомасштабных исследованиях экономи-
чески оправдано использование белого интенсивного 
освещения.
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