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ÄÎСË²ÄЖÅÍÍß АÍÄÐÎÃÅÍÅЗУ IN VITRO ÐИСУ 
(ORYZA SATIVA L.) 

За резуëьтатами цитоëоãічноãо моніторинãу стадій розвитку пиëяків 
та морфоëоãічноãо розвитку росëин оцінено режим попередньої оброб�
ки донорноãо матеріаëу перед експëантацією пиëяків на поживне се�
редовище. Досëіджено різні варіанти стериëізації та добрано пожив�
не середовище дëя куëьтивування пиëяків рису. Отримано каëюсну 
куëьтуру пиëяків рису.

Кëючові сëова: рис посівний (Oryza sativa L.), пиëяки, андроãенез, 
стериëізація, куëьтивування in vitro.

Ðис пîñ³âíèé (Oryza spp.) є íàéâàжëèâ³шîю ñ³ëüñüêîгîñпîäàðñüêîю 
êóëüòóðîю ó ñâ³ò³. Îòðèìàííÿ гàпëîїä³â ÷åðåз êóëüòóðó ³зîëüîâàíèх 
пèëÿê³â пðåäñòàâëÿюòü àëüòåðíàòèâó òðàäèö³éíèì ñåëåêö³éíèì пðîгðàìàì 
з пîë³пшåííÿ ö³єї êóëüòóðè. Гîëîâíîю пåðåâàгîю âèêîðèñòàííÿ гàпëîїä³â 
â ñåëåêö³ї є ñòâîðåííÿ гîìîзèгîòíèх ë³í³é â êîðîòêèé òåðì³í [1]. Пðîòå, 
зäàòí³ñòü ðèñó äî àíäðîгåíåзó ìîжå бóäè пîë³пшåíà äî ââåäåííÿ â êóëü-
òóðó ÿê ³íñòðóìåíò äëÿ ñåëåêö³ї ðîñëèí [2]. 

У Кèòàї, зà äîпîìîгè êóëüòóðè пèëÿê³â îòðèìàíî пîíàä 100 íîâèх 
ñîðò³â ðèñó [3, 4]. Гàпëîїäè є ö³ííèìè äëÿ âèÿâëåííÿ òà âèпðàâëåííÿ íå-
бàжàíèх ðåöåñèâíèх îзíàê, óòâîðåíèх â ðåзóëüòàò³ ìóòàö³é [5] àбî г³-
бðèäèзàö³ї [6]. Ìåòîäè îòðèìàííÿ пîäâ³éíèх гàпëîїä³â пðèñêîðююòü öèêë 
ðîзìíîжåííÿ ³ äîзâîëÿюòü êðàщå äîñÿгòè ðîзð³зíåííÿ ì³ж гåíîòèпîì ó 
бóäüÿêîìó пîêîë³íí³ [7].

 Îäíàê, ÿê пîêàзàëè äîñë³äжåííÿ, ³íäóêö³ÿ àíäðîгåííîгî êàëюñó 
òà пîäàëüшà ðåгåíåðàö³ÿ ó ðèñó п³äâèäó Indica âèÿâèëàñÿ íàäзâè÷àéíî 
íèзüêîю, òîä³ ÿê ñîðòè ðèñó п³äâèäó Japanica є ÷óéíèìè äî óìîâ in vitro. 
У ðèñó, ÿê пîêàзàíî ð³зíèìè àâòîðàìè, ÷àñòîòà ³íäóêö³ї êîëèâàòèìåòüñÿ 
â³ä 10% äî 100% зàëåжíîñò³ гåíîòèпó [8]. У äèгàпëîїäíèх ë³í³é âèÿâëå[8]. У äèгàпëîїäíèх ë³í³é âèÿâëå-
íî äîñòîâ³ðí³ â³äхèëåííÿ äëÿ ð³зíèх îзíàê, ó пîð³âíÿíí³ з âèх³äíèìè [9].

 Â Уêðàїí³ ðîзðîбîê зà öèì б³îòåхíîëîг³÷íèì íàпðÿìîì íå пðîâî-
äèëè, хî÷à íåîбх³äí³ñòü ó öèх ðîбîòàх є. Ìåòîю ðîбîòè бóëî âèâ÷åííÿ 
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îñîбëèâîñòåé àíäðîгåíåзó in vitro Oryza sativa L. òà ðîзðîбêà ìåòîä³â 
³íäóêö³ї åìбð³î³äîгåíåзó.

Матерiали та методи 
Дîíîðíèì ìàòåð³àëîì бóëè ðîñëèíè ðèñó ñîðò³â Дåбюò (ðàííüîñòè (ðàííüîñòè-

гëèé), Пðåì³óì (ñåðåäíüîñòèгëèé), Агàò (ñåðåäíüîñòèгëèé), Уêðàїíà 96 
(ðàííüîñòèгëèé), ¹ 5 (п³зíüîñòèгëèé). Ц³ ñîðòè ðèñó â³äíîñÿòüñÿ äî âèäó 
O. sativa L., prol. Japonica.

Пîпåðåäíüî âîëîò³, ÿê³ зíàхîäèëèñÿ ó пîêðèâíîìó ëèñòó, пîì³щàëè 
ó âîäó з ðîз÷èíîì ñîëåé зà пðîпèñîì Кíîпà [10], îбгîðòàëè фîëüгîю òà 
ñòàâèëè ó êàìåðó пðè òåìпåðàòóð³ + 7 òà + 10 °С пðîòÿгîì 5 ä³б.

 Цèòîëîг³÷íèé êîíòðîëü ñòàä³ї ðîзâèòêó ì³êðîñпîð ó пèëÿêàх пðî-
âîäèëè шëÿхîì пðèгîòóâàííÿ òèì÷àñîâèх ì³êðîпðåпàðàò³â пèëÿê³â, зà-
бàðâëåíèх îöåòîêàðì³íîì [11], п³ä ñâ³òëîâèì ì³êðîñêîпîì. 

Âîëîò³ зâ³ëüíÿëè â³ä пîêðèâíîгî ëèñòa òà пîì³щàëè ó ÷àшêè Пåòð³ 
ä³àìåòðîì 150 ìì. 

Дëÿ ñòåðèë³зàö³ї åêñпëàíò³â âèêîðèñòîâóâàëè òàê³ âàð³àíòè: 1. âîëî-
ò³ зàëèòè 5 % �a(O�l)2 ³ âèòðèìóâàòè пðîòÿгîì 5 хâ., пîò³ì зëèòè ðîз-
÷èí òà 3 ðàзè пðîìèòè ñòåðèëüíîю äèñòèëüîâàíîю âîäîю; 2. âîëîò³ зà-
ëèòè 50% ðîз÷èíîì êîìåðö³éíîгî пðåпàðàòó «Б³ëèзíà» пðîòÿгîì 10 хâ., 
зëèòè éîгî, äîäàòè 0,05 í. ðîз÷èí H�l (10 хâ.) з íàñòóпíèì п’ÿòèêðàòíèì 
пðîìèâàííÿì äèñòèëüîâàíîю ñòåðèëüíîю âîäîю; 3. âîëîò³ зàëèòè 70% 
ðîз÷èíîì êîìåðö³éíîгî пðåпàðàòó «Б³ëèзíà» пðîòÿгîì 5 хâ. з íàñòóпíèì 
п’ÿòèêðàòíèì пðîìèâàííÿì äèñòèëüîâàíîю ñòåðèëüíîю âîäîю; 4. âîëîò³ 
зàëèòè 50% ðîз÷èíîì êîìåðö³éíîгî пðåпàðàòó «Б³ëèзíà» пðîòÿгîì 5 хâ. 
з íàñòóпíèì п’ÿòèêðàòíèì пðîìèâàííÿì äèñòèëüîâàíîю ñòåðèëüíîю âî-
äîю; 5. âîëîò³ зàëèòè 50% ðîз÷èíîì êîìåðö³éíîгî пðåпàðàòó «Б³ëèзíà» 
пðîòÿгîì 5 хâ., 0,05 í. ðîз÷èíîì H�l – 5 хâ. з íàñòóпíèì п’ÿòèêðàòíèì 
пðîìèâàííÿì äèñòèëüîâàíîю ñòåðèëüíîю âîäîю; 6. âîëîò³ îпóñêàюòü ó 
70% ñпèðò пðîòÿгîì 30 ñ, з íàñòóпíèì п’ÿòèêðàòíèì пðîìèâàííÿì äèñ-
òèëüîâàíîю ñòåðèëüíîю âîäîю; 7. пðîòèðàííÿ пîêðèâíèх ëèñò³â 96% 
åòèëîâèì ñпèðòîì.

Дëÿ åêñпëàíòàö³ї пèëÿê³â âèêîðèñòîâóâàëè пîжèâíå ñåðåäîâèщå N6 з 
äîäàâàííÿì 1 ìг/ë ê³íåòèíó, 1 ìг/ë íàфòèëîöòîâîї êèñëîòè, 3 ìг/ë 2,4Д, 8 
г/ë àгàðó, ðН 5,8 [12]. Сåðåäîâèщå ðîзëèâàëè â ÷àшêè Пåòð³ ä³àìåòðîì 60 
ìì. У êîжíó ÷àшêó âèñàäжóâàëè пèëÿêè з îäí³єї âîëîò³. К³ëüê³ñòü пèëÿê³â 
êîëèâàëàñü â³ä 40 äî 60 шò. зàëåжíî â³ä ñîðòó ðèñó, ÿêèé äîñë³äжóâàëè. 
Пèëÿêè êóëüòèâóâàëè пðè òåìпåðàòóð³ +27 ± 1 °С ó òåìðÿâ³ (òåðìîñòàò). 
Пðîöåñ àíäðîгåíåзó àíàë³зóâàëè зà îзíàêîю – ðåàêö³ÿ пèëÿê³â íà пîжèâíå 
ñåðåäîâèщå. К³ëüê³ñòü íîâîóòâîðåíü (³íäóêö³ю) âèзíà÷àëè ó â³äñîòêàх â³ä 
зàгàëüíîї ê³ëüêîñò³ пèëÿê³â. Дî íîâîóòâîðåíü â³äíîñÿòü зàðîäêîпîä³бí³ 
ñòðóêòóðè òà êàëюñè, ÿê³ óòâîðююòüñÿ ³з ìîëîäèх êë³òèí пèëêó зà óìîâ 
in vitro.
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Результати досл³джень та їх обговорення
Цитоëоãічні досëідження 
Дëÿ ââåäåííÿ â êóëüòóðó in vitro âèêîðèñòàíî пèëÿêè äîíîðíèх ðîñëèí 

O. sativa L., б³ëüшà ÷àñòèíà ì³êðîñпîð ó ÿêèх зíàхîäèëàñÿ пåðåâàжíî íà 
âàêóîë³зîâàí³é фàз³ ðîзâèòêó (â³ä ðàííüîї äî п³зíüîї) [13, 14]. Б³ëüш³ñòü 
äîñë³äíèê³â ââàжàюòü öю фàзó ðîзâèòêó îпòèìàëüíîю äëÿ ³íäóêö³ї 
ðîзâèòêó ì³êðîñпîð зà ñпîðîф³òíîю пðîгðàìîю пðè êóëüòèâóâàíí³ пèëÿê³â 
â óìîâàх in vitro ³ îäåðжàíí³ ðîñëèíðåгåíåðàíò³â. 

Б³ëüшà ÷àñòèíà ì³êðîñпîð, ÿê ó âèñîêî÷óòëèâèх, òàê ³ íèзüêî÷óòëèâèх 
гåíîòèп³â, ó зàпðîпîíîâàíèх óìîâàх in vitro êóëüòèâóâàííÿ пèëÿê³â äî 
3–4 äîбè êóëüòèâóâàííÿ äåгðàäóâàëà. У òàêèх íåжèòòєзäàòíèх ì³êðî-
ñпîðàх â³äзíà÷àëè пëàзìîë³з, äåгðàäàö³ю, зàгèбåëü êë³òèí.

Зà пîäàëüшîгî êóëüòèâóâàííÿ пèëÿê³â íà 10–15 äîбó, â³ä äàòè âèñàä-
êè пèëÿê³â íà пîжèâíå ñåðåäîâèщå, â³äì³÷àëè фîðìóâàííÿ ìîðфîгåííèх 
бàгàòîÿäåðíèх ñòðóêòóð ³ п³зí³шå, íà 20–25 äîбó êóëüòèâóâàííÿ, ìîð-
фîгåííèх бàгàòîêë³òèííèх ñòðóêòóð â ñåðåäèí³ пèëÿê³â.

 Уòâîðåííÿ êàëюñó ñпîñòåð³гàëè ÷åðåз 4–5 òèжí³â êóëüòèâóâàííÿ. 
Зà зîâí³шí³ì âèäîì âèä³ëåíî äâà òèпè êàëюñó – êàëюñ, ÿêèé íàгàäóâàâ 
гðîíó âèíîгðàäó (íåìîðфîгåííèé), òà  êîìпàêòíèé, б³ëîêðåìîâî êîëüîðó 
(ìîðфî гåííèé) (ðèñ. 1). П³ñëÿ пåðåíåñåííÿ êàëюñó íà пîжèâíå ñåðåä-
îâèщå äëÿ ðåгåíåðàö³ї, ÷àñòî ñпîñòåð³гàëè óòâîðåííÿ íîâîгî êàëюñó ó 
ò³é ñàì³é зîí³, äå â³í óòâîðюâàâñÿ ðàí³шå. Кàëюñè óòâîðюâàëèñÿ íà зî-
âí³шí³ íåêðîòè÷íèх пèëÿêàх (зîâñ³ì ÷îðíèх), ÿê³ âèä³ëÿëè â ³íäóêö³éíå 
ñåðåäîâèщå фåíîëè ó äîñòàòíüî âåëèêîї ê³ëüêîñò³.

   À     Â

Рис. 1. Морфогенний (А) i неморфогенний (Б) калюс рису  
(збiльшення х 20)

 Fig. 1. Morphogenic (А) and nonmorphogenic (В) callus of rice  
(increased x 20)
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Тàêèì ÷èíîì, äëÿ ââåäåííÿ â êóëüòóðó пèëÿê³â in vitro äîíîðíèé 
ìàòåð³àë â³äбèðàюòü, êîëè б³ëüшà ÷àñòèíà ì³êðîñпîð зíàхîäèòüñÿ пåðå-
âàжíî íà âàêóîë³зîâàí³é фàз³ ðîзâèòêó (â³ä ñåðåäíüîї äî п³зíüîї).

Стериëізація матеріаëу
Дîíîðíèé ìàòåð³àë ðèñó âèðîщóâàëè ó ÷åêàх (ì. Сêàäîâñüê). Â пðîöåñ³ 

ðîбîòè âèíèêëà пðîбëåìà êîíòàì³íàö³ї äîñë³äíîгî ìàòåð³àëó (бàêòåð³àëüíà 
³ гðèбíà ³íфåêö³ÿ), щî бóëî íàñë³äêîì óìîâ âèðîщóâàííÿ (ó âîä³) òà éîгî 
äîñòàâêè äî ëàбîðàòîð³ї.

Âñ³ зðàзêè п³ñëÿ îбðîбêè 1ì âàð³àíòîì ñòåðèë³зàö³ї (ÿêèé âèêîðèñ-
òàюòü ÷àñò³шå) зàëèшèëèñÿ ³íф³êîâàíèìè. Ìè зàñòîñóâàëè ³íш³ âàð³àíòè 
ñòåðèë³зàö³ї åêñпëàíò³â. Пðè âàð³àíòàх 2, 3, 4, 5 (îпèñ â ìàòåð³àëàх ³ ìå-
òîäàх) ñпîñòåð³гàëè, щî пèëÿêè âèгëÿäàëè жèòòєзäàòíèìè, àëå пðîöåíò 
³íф³êóâàííÿ ìàòåð³àëó òàêîж бóâ âèñîêèì. 

Пðè 6 âàð³àíò³ ñòåðèë³зàö³ї íåêðîз бóâ пðàêòè÷íî 100%, â òîé ÷àñ 
ÿê âàð³àíò 7 бóâ ñàìèì íåòðàâìàòè÷íèì äëÿ пèëÿê³â (âîíè зîñòàâàëèñÿ 
í³жíî зåëåíèì), хî÷à зàðàжåííÿ ìàòåð³àëó бóëî âèñîêèì. 

Îäíàê пðàêòè÷íî п³ñëÿ âñ³х âàð³àíò³â ñòåðèë³зàö³ї ñпîñòåð³гàëîñü óòâî-
ðåííÿ êàëюñó íà åêñпëàíòîâàíèх пèëÿêàх. Нà ðèñ. 2 пîêàзàíî âпëèâ ñòå-
ðèë³зàö³ї íà ³íäóêö³ю íîâîóòâîðåíü íà пèëÿêàх íà пðèêëàä³ ñîðòó Пðåì³-
óì. Нàéêðàщèé äëÿ ñòåðèë³зàö³ї âèÿâèâñÿ âàð³àíò 7 пðè öüîìó â³äñîòîê 
íîâîóòâîðåíü ñêëàâ 36,8% â³ä âèñàäжåíèх пèëÿê³â, хî÷à ð³âåíü ³íфåê-
ö³ї бóâ äîñèòü âåëèêèì. Âàð³àíò ñòåðèë³зàö³ї 4 пîêàзàâ âèñîêèé (35,6%) 
âèх³ä íîâîóòâîðåíü пðè öüîìó ð³âåíü зàðàжåííÿ âèñàäжåíîгî ìàòåð³à-
ëó бóâ íåâåëèêèì. П³ñëÿ îбðîбîê ¹ 1 òà ¹ 6 óâåñü äîñë³äíèé ìàòåð³àë 
бóâ ³íф³êîâàíèì.

Тàêó êàðòèíó ñпîñòåð³гàëè íà âñ³х äîñë³äíèх ñîðòàх ðèñó Дåбюò, 
Пðåì³óì, Агàò, Уêðàїíà 96, ¹ 5. 

0

5

10

15

20

25

30

35

40

Н
ов

оу
тв

ор
ен

ня
, %

2 3 4 5 7

Варіанти стерилізації

Рис. 2. Вплив варiантiв стерилiзацiї на iндукцiю пилякiв на прикладi сорту 
Премiум (5 тижнiв культивування)

Fig. 2. Effect of sterilization options upon induction of anther by example of the 
variety of Premium (5 weeks cultivation)
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Тàêèì ÷èíîì, íåîбх³äíèì є пîäàëüшèé äîб³ð óìîâ ñòåðèë³зàö³ї ìàòå-
ð³àëó ðèñó. З äîñë³äжåíèх âàð³àíò³â êðàщèìè âèÿâèëèñÿ âàð³àíò 4 (50% 
ðîз÷èí êîìåðö³éíîгî пðåпàðàòó «Б³ëèзíà» пðîòÿгîì 5 хâ. з íàñòóпíèì 
п’ÿòèêðàòíèì пðîìèâàííÿì äèñòèëüîâàíîю ñòåðèëüíîю âîäîю) òà âàð³àíò 
7 (пðîòèðàííÿ пîêðèâíèх ëèñò³â 96% åòèëîâèì ñпèðòîì). 

Поживне середовище та індукція новоутворень
Зíèжåíèé ð³âåíü àìîí³éíîгî àзîòó з³гðàâ âèð³шàëüíó ðîëü ó âèбîð³ 

îпòèìàëüíîгî пîжèâíîгî ñåðåäîâèщà â îñíîâíîìó äëÿ ñîðò³â п³äâèäó 
Japonica. Рîзðîбëåíî ñåðåäîâèщå N6 [15] з³ зíèжåíèì âì³ñòîì ñóëüфàòó 
àìîí³ю òà âèñîêèì âì³ñòîì àзîòíîêèñëîгî êàë³ю (ÿêå îбðàíî äëÿ íàшèх 
äîñë³äжåíü). Пðîòå зíèжåíèé ð³âåíü àìîí³éíîгî àзîòó âèÿâèâñÿ íåâ³ä-
пîâ³äíèì äëÿ ñîðò³â п³äâèäó Indica. Дëÿ íèх ðîзðîбëåíî ìîäèф³êîâàíå 
пîжèâíå ñåðåäîâèщå N6 [16], ó ÿêîìó ñóëüфàò àìîí³ю ³ фîñфîðíîêèñëèé 
êàë³é пîâí³ñòю зàì³íåíî фîñфîðíîêèñëèì àìîí³єì. 

Нà ðèñ. 3 пðåäñòàâëåíî äàí³ щî äî ÷óòëèâîñò³ äîñë³äжåíèх ñîðò³â 
ðèñó äî êóëüòóðè пèëÿê³â in vitro пðè âàð³àíò³ ñòåðèë³зàö³ї 4. Тðåбà 
â³äì³òèòè, щî âñ³ ñîðòè б³ëüшîю ÷è ìåíшîю ì³ðîю ÷óòëèâ³ äî óìîâ 
êóëüòóðè. Зà äîñë³äжåíèì пîêàзíèêîì ñîðòè пîä³ëèëèñÿ íà äâ³ гðóпè. 
Дî пåðшîї гðóпè â³äíîñÿòüñÿ ñîðòè ñåðåäíüîñòèгë³ Пðåì³óì òà Агàò, ÿê³ 
пîêàзàëè б³ëüшå 35 â³äñîòê³â íîâîóòâîðåíü. Дî äðóгîї гðóпè – ñîðòè 
ðàííüî òà п³зíüîñòèгë³, äëÿ ÿêèх â³äñîòîê íîâîóòâîðåíü ñêëàâ â³ä 14,9 
äî 28,5. 
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Рис. 3. Iндукцiя новоутворень у сортiв рису, що вiдрiзняються за чутливiстю  
до андрогенезу в культурi пилякiв

Fig. 3. Induction of neoplasms in rice variety differ in sensitivity to adrogenesis  
in anther culture
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Тàêèì ÷èíîì, пîжèâíå ñåðåäîâèщå ìàє âåëèêå зíà÷åííÿ ó ðåàêö³ї 
åêñпëàíò³â íà óìîâè êóëüòóðè in vitro, àëå âèð³шàëüíèì є гåíåòè÷íà 
ñхèëüí³ñòü гåíîòèпó äî зàпðîпîíîâàíèх óìîâ. Пðîòå з óäîñêîíàëåííÿ 
пîжèâíèх ñåðåäîâèщ òà óìîâ êóëüòèâóâàííÿ є äóжå âàжëèâèìè, äëÿ 
зб³ëüшåííÿ пîêàзíèê³â ³íäóêö³ї íîâîóòâîðåíü òà пîäàëüшîї з íèх 
ðåгåíåðàö³ї зåëåíèх ðîñëèí.
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Реферат

Пî ðåзóëüòàòàì öèòîëîгè÷åñêîгî ìîíèòîðèíгà ñòàäèé ðàзâèòèÿ 
пыëüíèêîâ è ìîðфîëîгè÷åñêîгî ðàзâèòèÿ ðàñòåíèé, îöåíåíî ðåжèì 
пðåäâàðèòåëüíîé îбðàбîòêè äîíîðíîгî ìàòåðèàëà пåðåä эêñпëàíòàöèåé 
пыëüíèêîâ íà пèòàòåëüíóю ñðåäó. Иññëåäîâàíы ðàзëè÷íыå âàðèàíòы 
ñòåðèëèзàöèè è пîäîбðàíà пèòàòåëüíàÿ ñðåäà äëÿ êóëüòèâèðîâàíèÿ 
пыëüíèêîâ ðèñà. Пîëó÷åíà êàëëóñíàÿ êóëüòóðà èз пыëüíèêîâ ðèñà.

К ë ю ÷ å â ы å  ñ ë î â à :  ðèñ пîñåâíîé (Oryza sativa L.), пыëüíèêè, 
àíäðîгåíåз, ñòåðèëèзàöèÿ, êóëüòèâèðîâàíèå in vitro.
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Summary 

According to the results of cytological monitoring of the development 
stages of anther and morphological development of the plants, there were 
evaluated the regime of pretreatment of the donor material before anthers 
planting on nutrient medium. There were researched the various options 
for sterilization and chosen medium for anther cultivation of rice. There 
were derived callus from anther culture of rice.

K e y  w o r d s : rice (Oryza sativa L.), anther culture, androgenesis, 
sterilization, cultivation in vitro.


