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Актуальность. Рис (Oryza sativa L.) считается модельным однодольным растением, что делает его одной�  из наиболее 
изученных культур. Несмотря на это, генетики, селекционеры и биотехнологи сталкиваются с трудностями, такими 
как ранний�  некроз и слабое образование каллуса у сортов и линий�  subsp. indica S. Kato. В то время как у сортов риса 
подвида japonica S. Kato отмечена высокая способность к образованию каллуса (40%), у сортов и линий�  подвида indica 
ответ на индукцию каллусообразования составил 0%.
Материалы и методы. Объектом исследования послужили 40 образцов риса из коллекции ВИР (11 образцов отно-
сятся к подвиду indica и 29 – к подвиду japonica). Проращивание семян и получение каллусной�  массы проводили на пи-
тательных средах Chu (N6), Gamborg B5 и MS. Для образования каллуса отбирали зрелые семена риса, очищенные от 
семенной�  оболочки, и в дальней� шем культивировали на питательных средах разного состава. Растительный�  мате-
риал поддерживали на светоустановках в режиме светового дня 16/8 ч при температуре 23–24°C и освещении 
25 000 люкс.
Результаты. Отработан протокол стерилизации семян для дальней� шего введения в асептические условия in vitro. Все 
40 образцов проросли в асептической�  культуре. Получена каллусная культура у образцов риса subsp. indica (41% кал-
лусообразования) и subsp. japonica (38% каллусообразования). Разработаны протоколы сред для поддержания, про-
лиферации клеток каллусной�  массы и получения регенерантов.
Заключение. Разработаны и модифицированы протоколы для получения каллусной�  культуры из двух подвидов риса. 
Для образцов subsp. indica выбрана питательная среда Chu (N6) с добавлением 2 мг/л 2,4D и 0,5 г/л казеина. Наиболее 
подходящей�  средой�  для индукции каллусообразования образцов subsp. japonica выбрана среда ½MS с добавлением 
0,2 г/л пролина, 0,4 мг/л кинетина и 0,8 мг/л 2,4D. При добавлении в питательную среду MS пролина (0,5 г/л) и гид-
ролизата казеина (0,3 г/л) удалось инициировать начальную стадию регенерации побегов и корней� .
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Development of protocols for introducing mature seeds of rice (Oryza 
sativa L. subsp. indica and subsp. japonica) into aseptic conditions and 
obtaining callus culture

Background. Rice (Oryza sativa L.) is considered a model monocotyledonous plant, which makes it one of the most studied 
crops. Despite this, geneticists, breeders, and biotechnologists face difficulties such as early necrosis and poor callus formation 
in subsp. indica cultivars and lines. While high callus formation ability (40%) was observed in subsp. japonica cultivars, the re-
sponse to callus induction was 0% in cultivars and lines of subsp. indica.
Materials and methods. The studied material included 40 rice accessions from the VIR collection (11 accessions of subsp. in-
dica, and 29 of subsp. japonica). Chu (N6), Gamborg B5 and MS nutrient media were used for seed germination and callus mass 
production. For callus formation, mature rice seeds cleaned of the seed coat were selected and then cultured on nutrient media 
with different compositions. The plant material was maintained on light installations in a 16/8 h daylight mode at a tempera-
ture of 23–24°C and 25,000 lux illumination.
Results. A protocol for sterilization of seeds for subsequent introduction into aseptic in vitro conditions was developed. Plants 
of all 40 rice accessions germinated in aseptic culture. Callus culture was obtained from plants of subsp. indica (41% of callus 
formation) and subsp. japonica (38%). Protocols for nutrient media were obtained to maintain and proliferate callus mass cells, 
and to produce regenerated plants. 
Conclusion. Protocols for obtaining callus culture from two rice subspecies were developed and modified. The Chu (N6) nutri-
ent medium supplemented with 2 mg/L of 2,4D and 0.5 g/L of casein was selected for subsp. indica accessions. The most suit-
able medium for inducing callus formation in subsp. japonica accessions was the ½MS medium supplemented with 0.2 g/L of 
proline, 0.4 mg/L of kinetin, and 0.8 mg/L of 2,4D. Addition of proline (0.5 g/L) and casein hydrolysate (0.3 g/L) to the MS nu-
trient medium helped to initiate the starting stage of shoot and root regeneration.

Keywords: rice, callus, shoot and root regeneration, in vitro protocols
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Введение

Рост численности населения приводит к увеличению 
спроса на продукты питания, что требует более глубо-
кого и комплексного изучения сельскохозяй� ственных 
культур (Van den Berg, Walsh, 2023). Для преодоления 
продовольственного дефицита и снижения негативного 
воздей� ствия человека на природу необходимо одновре-
менно искать пути повышения урожай� ности и сохране-
ния биологического разнообразия (Liao, Cao, 2024). Од-
нако ограниченность пахотных земель и ухудшение со-
стояния экосистем вследствие антропогенных факторов 
не позволяют расширять площади под посевы. Конец 
XX – начало XXI века ознаменовались большим прогрес-
сом в генетике, селекции и биотехнологии: расшиф-
ровка геномов важных сельскохозяй� ственных культур, 
расширение спектра наследственной�  изменчивости по-
средством искусственного мутагенеза, повышение эф-
фективности отбора за счет молекулярного маркирова-
ния, сокращение сроков создания сортов и гибридов 
(Young, Tanksley, 1989; Kilchevsky et al., 2008). Рис посев-
ной�  (Oryza sativa L.) является не только важной�  продо-
вольственной�  культурой� , но и модельным растением 
при работе с представителями класса однодольных. Ис-
пользование современных методов могло бы помочь 
увеличить объемы производства риса, не прибегая 
к увеличению посевных площадей� . Исследование куль
туры в условиях in vitro играет огромную роль для био-
технологии, генетики и селекции и может быть исполь-
зовано не только для изучения и улучшения существу
ющих сортов, но и для создания новых высокопродук-
тивных растений� , устой� чивых к абиотическим и биоти-
ческим факторам среды (Tariq et al., 2008). Индукция 
каллусообразования является важным этапом в работах 
по генетической�  трансформации растений� . Культиви
рование тканей�  двудольных растений�  проходит проще 
по сравнению с однодольными (Reinert, Bajaj, 1977; Do 
et al., 2024). Выбор состава сред для каждой�  культуры 
индивидуален, а при работе с рисом необходимо учиты-
вать его подвид (subsp. japonica S. Kato и subsp. indica 
S. Kato), поскольку представители subsp. indica имеют 
низкий�  процент индукции образования каллуса и реге-
нерации зеленых растений�  (Miah et al., 1985; Ali et al., 
2021; Mayakaduwa, Silva, 2023). Целью данного исследова-
ния было определение наиболее подходящих методов 
стерилизации семян риса, состава сред и концентра-
ций�  регуляторов роста для введения культуры в усло-
вия in vitro, индукции каллусообразования, поддержа-
ния и развития каллусной�  культуры и получения рас
тений� -регенерантов.

Материалы и методы

Эксперимент проводили на 40 образцах риса кол-
лекции ВИР (subsp. japonica и subsp. indica) (табл. 1). Се-
мена предоставлены О. И. Романовой� , и. о. зав. отдела 
генетических ресурсов крупяных культур Всероссий� -
ского института генетических ресурсов растений�  имени 
Н.И. Вавилова (ВИР), и К. Н. Горбуновой� , куратором кол-
лекции риса ВИР.

Рис – микробиотик, быстро теряющий�  всхожесть. Об-
разцы хранятся в контролируемых условиях, на опера-
тивном хранении (О́Х) при отрицательной�  температуре 
–10°C. Перед закладкой�  у семян проверяется всхожесть 
(см. табл. 1). Всхожесть определяется процентом про-
росших семян. Отбирают 100 здоровых семян и заме-

ряют, сколько из них дали всходы. Данные приведены 
в таблице 1. 

Важно обеспечить низкую влажность семян перед за-
кладкой�  на хранение. Избыточная влага может привести 
к образованию микротрещин при замораживании и по-
следующей�  потере всхожести. Семена перед закладкой�  
сушат в холоде два – три месяца. При влажности от трех 
до семи процентов семена закладываются в пакеты из 
фольги под вакуумом.

С целью введения в асептические условия состав-
лены протоколы стерилизации семян и в дальней� шем 
выбран наилучший�  метод стерилизации. В таблице 2 
приведены протоколы, апробированные в ходе работы. 
Стерилизующим агентом выбрали раствор белизны 
(«Белизна» от ООО «ПЭТ-ФОРМ»), содержащий�  15% гипо-
хлорита натрия. Для шести вариантов стерилизации раз-
бавление раствора белизны проводили следующим об-
разом: варианты первый�  и четвертый�  – 10 мл раствора 
белизны / 90 мл дистиллированной�  воды; варианты вто-
рой�  и пятый�  – 30 мл раствора белизны / 70 мл дистилли-
рованной�  воды; варианты третий�  и шестой�  – 50 мл 
раствора белизны / 50 мл дистиллированной�  воды. В ра-
боте по вариантам стерилизации использовали неочи-
щенные семена, а также семена, у которых удаляли се-
менную оболочку. В каждом варианте использовали по 
10 штук семян. 

После стерилизации семена проращивали на пи
тательной�  среде Мурасиге и Скуга (MS) от компании 
Sigma-Aldrich (США) с половинной�  концентрацией�  ма-
кро-, микроэлементов и витаминов (Murashige, Skoog, 
1962).

Через 10 суток оценивали процент полученных здо-
ровых, визуально не инфицированных семян. Листья, 
корни и междоузлия пересаживали на среды для индук-
ции каллусообразования.

В ходе исследования апробированы 15 составов сред 
для индукции каллусообразования. Для дальней� шего 
культивирования эксплантов с целью образования на 
них каллуса в качестве основы использовались следую-
щие питательные среды: MS (Murashige, Skoog, 1962) (Sig-
ma-Aldrich, США), Gamborg (B5) (Gamborg, Eveleigh, 1968) 
(Duchefa Biochemie, Нидерланды) и Chu (N6) (Chu, 1978) 
(Duchefa Biochemie, Нидерланды). В состав сред Chu (N6) 
и Gamborg (B5) не входили витамины.

Для инициации каллусообразования составлено 
и апробировано 15 питательных сред (табл. 3). Состав 
сред выбирали, используя источники: Tariq et al., 2008; 
Majumder et al., 2021; Rojas-Vásquez et al., 2024.

В качестве эксплантов для индукции каллусообразо-
вания использовали листья, междоузлия, корни и зре-
лые семена риса. Подсчитывали процент эксплантов, об-
разовавших каллус, от числа высаженных эксплантов. 
Каллусы пересаживали раз в месяц на свежие питатель-
ные среды с целью дальней� шего развития и поддержа-
ния.

Для индукции органогенеза каллусные клетки пере-
саживали на среды для получения растений� -регенеран-
тов. Пересадка каллуса происходила после месяца суб-
культивирования на питательной�  среде. Питательные 
среды для органогенеза не содержали фитогормоны, 
в качестве дополнительного источника азота добавляли 
пролин и гидролизат казеина. Состав сред представлен 
в таблице 4.

Доводили pH сред до 5,8. Экспланты на средах поме-
щались в условия длинного светового дня 16/8 ч при 
освещении 25 000 люкс.
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Подвид 
(subsp.)

Номер по 
каталогу ВИР

Сорт, линия Год репродукции Всхожесть (%)

ja
po

ni
ca

19 ‘Арпа-Шалы’ 2022 98

395 Без названия 2018 95

415 Без названия 2015 85

482 ‘Ольбе’ (оливковый�  бархат) 2018 98

495 Без названия 2018 97

558 ‘Хоккай� до’ 2007 92

577 Без названия 2018 100

580 ‘Чалтык’ 2018 99

611 Без названия 2018 99

656 Без названия 2014 96

1537 Местный� , без названия 2022 96

1610 Без названия 2022 96

1620 ‘Амбарбу (Амбарду)’ 2022 96

1755 ‘Шестрест’ 2022 96

1795 ‘Ми’ 2022 95

1962 Местный� , без названия 2022 98

3352 Местный� , без названия 2022 91

3733 ‘ВРОС Крупнозерный�  384/43’ 2022 87

3773 ‘Дальневосточный�  5’ 2022 85

3799 ‘Нативе Сировасики’ 2022 91

3851 ‘Паллаги 77’ 2022 90

3958 ‘Эритроцерос 12280’ 2022 99

4156 ‘Клей� кий� ’ 2022 95

4611 ‘Хаяминори’ 2022 83

5030 ‘Сиэбаэ Бидаун (Риз дэ монтей� н)’ 2022 100

5050 ‘№ 66’ 2022 86

5097 Без названия 2022 100

7407 ‘Чендай� не’ 2022 99

9079 ‘Новатор-стандарт’ 2005 98

in
di

ca

3268 ‘Садри’ 2022 97

3647 ‘Чалтык’ 2022 91

3999 ‘Чжэ-чан 505’ 2022 87

5349 ‘Анзеатико 187/65’ 2022 98

5425 ‘Басмати 6542’ 2022 95

6249 ‘ОТП-2’ 2022 87

6618 ‘ИР 485-2-19-1’ 2022 95

7655 ‘РНР 7306’ 2022 98

9446 ‘Ассоль’ 2019 100

9447 ‘Аврора’ 2019 90

9451 ‘Мулатка’ 2019 96

Таблица 1. Список образцов риса, использованных в исследовании 

Table 1. Rice accessions used in the study
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Таблица 2. Протоколы стерилизации для введения семян риса в условиях in vitro 
Table 2. Sterilization protocols for the in vitro introduction of rice seeds

Таблица 4. Состав сред для поддержания, размножения каллуса и регенерации побегов in vitro

Table 4. Composition of media for in vitro callus maintenance and reproduction, and for regeneration of shoots 

Таблица 3. Состав сред для индукции каллусообразования in vitro 

Table 3. Composition of media for the in vitro induction of callus formation

Варианты
1 2 3 4 5 6

Неочищенные семена Очищенные семена

Предварительная промывка в мыльном 
растворе 10 мин 10 мин – – – –

Время стерилизации, концентрация 
гипохлорита натрия

20 мин, 
1,5%

30 мин, 
4,5%

40 мин, 
7,5%

два раза 
по 20 мин 

1,5%

два раза 
по 20 мин 

4,5%

два раза 
по 20 мин 

7,5%

Добавление Tween20* (1–2 капли) – – + + + +

70-процентный�  этиловый�  спирт 
(C2H5OH) – – 1 мин 1 мин 1 мин 1 мин

3-процентная перекись водорода (H2O2) 1 мин 1 мин 3 мин 1 мин 1 мин 1 мин

Примечание: * – Tween20 (полисорбат 20) – неионогенное поверхностно-активное вещество 
Note: * – Tween20 (polysorbate 20) is a non-ionic surfactant

Питательная 
среда

Дополнения к основному составу питательных сред

МS;
Сахароза – 30 г/л

A1 A2 A3 A4 A5

Пролин – 0.224 г/л
2,4D – 0.8 мг/л
НУК – 5.0 мг/л

Пролин – 0.224 г/л
2,4D – 1.0 мг/л
НУК – 8.0 мг/л

2,4D – 0.5 мг/л
НУК – 2.0 мг/л

2,4D – 1.0 мг/л
НУК – 5.0 мг/л

2,4D – 1.0 мг/л
НУК – 8.0 мг/л

Chu (№6);
Сахароза – 30 г/л

C1 C2  C3 C4 C5

НУК – 1.0 мг/л
БАП – 2.5 мг/л 2,4D – 2.5 мг/л

2,4D – 3.0 мг/л 
Казеин – 0.5 г/л 
БАП – 1.5 мг/л

2,4D – 1.5 мг/л
Пролин – 0.224 г/л

2,4D – 2 мг/л
Казеин – 0.5 г/л

Gamborg B5;
Сахароза – 30 г/л
Пролин – 0.5 г/л
Казеин – 0.5 г/л 

G1 G2 G3 G4

Кинетин – 1.0 мг/л
2,4D – 2.5 мг/л

Кинетин – 1.0 мг/л
2,4D –  3.0 мг/л 2,4D – 3.5 мг/л 2,4D – 4 мг/л

½МS;
Сахароза – 30 г/л

M1

Пролин – 0.224 г/л
Кинетин – 0.4 мг/л

2,4D – 0.8 мг/л

Примечание: 2, 4D – 2,4-дихлорфеноксиуксусная кислота; НУК – 1-нафтилуксусная кислота; БАП – 6-бензиламинопурин
Note: 2, 4D – 2,4-dichlorophenoxyacetic acid; НУК – 1-naphthylacetic acid; БАП – 6-benzylaminopurine

Питательные среды

Варианты протоколов

1. Среда для поддержания 
и размножения каллуса

2. Среда для регенерации 
побегов

А. Gamborg B5 
Сахароза – 30 г/л
Пролин – 0.5 г/л

Сахароза – 30 г/л
Пролин – 0.5 г/л

Гидролизат казеина – 0.3 г/л
Б. МS 

В. Chu (N6) 

Труды по прикладной ботанике, генетике и селекции /
 Proceedings on applied botany, genetics and breeding. 2025;186(4):98-109

   •   186 (4), 2025   •   

102

Нестерова Е.А., Поваляев А.В., Романова О.И., Горбунова К.Н., Швачко Н.А.



После приготовления матричного раствора и уста-
новления pH добавляли 5 г/л агара и кипятили до одно-
родности.

Результаты и обсуждение

Результатом эксперимента стали разработка прото-
колов по стерилизации семян риса, выявление опти-
мального состава питательных сред для индукции кал-
лусообразования и дальней� шего поддержания и регене-
рации каллусов in vitro.

1. Определение всхожести семян риса subsp. indica 
и supsp. japonica. Согласно данным, полученным в отделе 
генетических ресурсов крупяных культур ВИР, всхожесть 
образцов составляет 80–100%.

2. Методы стерилизации семян. Семенная оболочка 
риса имеет ребристую поверхность, труднодоступную 
для проникновения дезинфицирующих агентов. Предва-
рительная очистка семян от семенной�  оболочки дала по-
ложительные результаты (рис. 1). Согласно источникам, 
в протокол по стерилизации семян риса может входить 
очистка от семенной�  оболочки (Wani et al., 2011; Khanda-
gale et al., 2020; Rojas-Vásquez et al., 2024). Таким образом, 
наши данные подтверждают результаты методов, опи-
санных в статьях.

После очищения семян от семенной�  оболочки стери-
лизация прошла успешно. Результаты сравнения эффек-
тивности протоколов стерилизации, в зависимости от 
наличия семенной�  оболочки и концентрации стерилизу-
ющего агента, представлены в таблице 5. В таблице при-
ведены условия стерилизации и методы обработки се-
мян. В ячей� ках представлен процент здоровых семян без 
бактериальных и грибковых заражений� .

Выбрали наиболее щадящий� , но эффективный�  про-
цент стерилизующего агента гипохлорита натрия – 4.5%. 
Это повышает всхожесть в сравнении с жестким методом 
с концентрацией�  гипохлорита натрия до 7.5%, и в то же 
время процент здоровых семян без заражений�  составил 
90–100%.

Для введения семян риса в культуру in vitro использо-
вали следующий�  протокол стерилизации:

2.1. Очистить зерна риса от семенной�  оболочки с по-
мощью ступки и пестика. 

2.2. Очищенный�  материал поместить в колбы с рас
твором гипохлорита натрия (4.5%) с добавлением 
нескольких капель Tween20 и выдержать в шей� кере 
20 мин при 220 об/мин.

2.3. Слить стерилизующий�  раствор и промыть семена 
дистиллированной�  водой� .

Таблица 5. Результаты введения образцов риса в асептические условия 
Table 5. Results of introducing rice accessions into aseptic conditions 

Процент 
гипохлорита
натрия 
в растворе

Обработка семян

Неочищенные 
семена

Неочищенные 
семена с обработкой 

спиртом 70% 
и перекисью перед 

введением

Очищенные семена

Очищенные семена 
с обработкой 
спиртом 70% 

и перекисью перед 
введением

1.5% 0 0 65% 70%

4.5% 10% 12% 94% 95%

7.5% 15% 15% 98% 97%

Рис. 1. Проростки стерилизованных семян риса, очищенных от семенной оболочки, 
на среде ½MS в условиях in vitro

Fig. 1. Plantlets regenerated from sterilized rice seeds peeled from the seed coat 
on the ½MS medium under in vitro conditions
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2.4. Слить дистиллированную воду, повторно залить 
семена стерилизующим раствором и поместить в шей� -
кер на 20 мин при 220 об/мин.

Дальней� шие этапы очистки проводить в ламинарном 
боксе.

2.5. Зерна риса промыть в стерильной�  дистиллиро-
ванной�  воде 5 раз по 3 мин и оставить в последней�  пор-
ции автоклавированной�  воды на 1–2 ч.

2.6. Стерилизованный�  материал дополнительно об-
работать 70-процентным раствором этанола в течение 
1 мин, далее промыть 3-процентным раствором пере-
киси водорода в течение 1 мин.

Следуя данному протоколу, в условия in vitro успешно 
ввели 40 образцов риса subsp. indica и subsp. japonica. 
Протокол составлялся с опорой�  на источник (Rojas-Vás
quez et al., 2024), с модификацией�  пунктов 1, 2, и 6.

3. Следующим этапом работы стала отработка прото-
кола по составу сред для индукции каллусообразования. 
Согласно литературным данным, в качестве среды для 
введения и индукции каллусогенеза риса из зрелых се-
мян и пыльников в условиях in vitro часто используется 
среда MS (Wani et al., 2011; Rojas-Vásquez et al., 2024). 

Также есть источники, утверждающие, что более подхо-
дящей�  средой�  для индукции каллусообразования яв-
ляется Chu (N6) (Raval, Chattoo, 1993; Tariq et al., 2008; 
Sakina et al., 2020). Другой�  сложностью для риса является 
то, что образцы посевного риса подвида japonica де-
монстрируют более высокую способность к росту каллу-
сов, чем образцы риса подвида indica (Mikami, Kinoshita, 
1988). С данной�  проблемой�  мы столкнулись и в наших ис-
следованиях. Первые попытки инициации каллусооб-
разования проводились нами на листьях молодых расте-
ний� , выращенных в асептических условиях на среде 
½MS. Однако у листьев быстро начинался некроз, и они 
погибали. Также предпринимали попытки иницииро-
вать каллусообразование из междоузлий�  и корней� . При 
этом процент образования каллуса был очень низким. 
Наибольший�  процент индукции каллуса показали се-
мена (табл. 6). В дальней� шей�  работе в качестве эксплан-
тов использовали зрелые семена риса (рис. 2–5).

Некоторые семена инициировали каллусообразова-
ние в течение длительного периода времени: (пол-
тора – два месяца). Каллус образовывался из проросшего 
семени на среде для каллусогенеза.

Таблица 6. Процент каллусообразования в зависимости от типа экспланта 
Table 6. Percentage of callus formation depending on the type of the explant

Рис. 2. Каллус, образовавшийся из семян Oryza sativa L.:
A – subsp. japoniсa (к-1610) на 20-й�  день культивирования, среда М1; B – subsp. indiсa (к-3647)

на 20-й�  день культивирования, среда C5 (1 – проросший�  побег, 2 – семя риса, 3 – каллусная масса)
Fig 2. The callus formed from the seeds of Oryza sativa L.:

A – subsp. japoniсa (k-1610) on the 20th day of cultivation, M1 medium; B –subsp. indica (k-3647) 
on the 20th day of cultivation, C5 medium (1 – sprouted shoot, 2 – rice seed, and 3 – callus mass)

Тип экспланта N1 N2 С

Листья 20 0 0%

Междоузлия 20 0 0%

Корни 20 2 1%

Зрелые семена 20 11 55%

Примечание: N1 – количество эксплантов, высаженных на среду; N2 – количество эксплантов, образовавших каллус; 
С – общий�  процент каллусообразования
Note: N1 – the number of explants planted on the medium; N2 – the number of explants that formed a callus; C – the total percentage 
of callus formation

1

2 3

А B
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Рис. 3. Каллус, образовавшийся из семян Oryza sativa L. на среде М1:
А – subsp. japonica (к-1755) на 50-й�  день культивирования; B – subsp. indica (к-9451) на 26-й�  день культивирования 

(1 – каллусная масса, 2 – проросший�  побег, 3 – зачаточный�  лист, 4 – новообразующиеся клетки каллуса)
Fig. 3. The callus formed from the seeds of Oryza sativa L. on the M1 medium:

A –subsp. japonica (k-1755) on the 50th day of cultivation; B – subsp. indica (k-9451) on the 26th day of cultivation 
(1 – callus mass, 2 – sprouted shoot, 3 – rudimentary leaf, and 4 – newly formed callus cells)

1

1

2 

3 

4 

А B

Рис. 4. Каллус, образовавшийся из семян Oryza sativa L. subsp. indica:
А – образец к-3268 на 10-й�  день культивирования на среде A1; B – образец к-5425 на 5-ю неделю культивирования 

на среде C2 (1 – каллусная масса, 2 – семена риса, 3 – зачаточный�  лист)
Fig. 4. The callus formed from the seeds of Oryza sativa L. subsp. indica: 

A – accession k-3268 on the 10th day of cultivation on the A1 medium; B – accession k-5425 on the 5th week of cultivation on 
the C2 medium (1 – callus mass, 2 – rice seeds, and 3 – rudimentary leaf)

1

23 

А B

Рис. 5. Каллус, образовавшийся из семян Oryza sativa L. subsp. indica: 
A – образец к-5425 на 6-ю неделю культивирования на среде C2; B – образец к-3268 на среде C3 

(1 – каллусная масса, 2 – семена риса)
Fig. 5. The callus formed from the seeds of Oryza sativa L. subsp. indica: 

A – accession k-5425 on the 6th week of cultivation on the C2 medium; B – accession k-3268 on the C3 medium with further 
transplantation on the MS medium with added proline and casein (1 – callus mass, and 2 – rice seeds)
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Некоторые образцы subsp. indica образовывали слиш-
ком мало каллусной�  массы для дальней� шего культиви-
рования и регенерации и очень быстро погибали на сре-
дах для индукции каллусообразования. Образцы были 
пересажены на среду для регенерации растений�  из кал-
луса (среда Б.2, см. табл. 5), что благотворно повлияло на 
каллусную массу (см. рис. 6). В данном случае казеин вы-
ступил в качестве дополнительного источника азота 
и помог клеткам каллуса выжить и пролиферировать.

Различные образцы образовывали каллусную массу 
в разные сроки и с разной�  скоростью, что может быть 
напрямую связано с особенностями генотипа, как было 
показано в исследовании Z. Zhang et al. (2019). Это необ-

ходимо учитывать при анализе сроков каллусообразова-
ния (табл. 7).

Таким образом, с применением составленных прото-
колов получен каллус у 21 образца риса. В таблице пред-
ставлены образцы, у которых удалось получить каллус.

Согласно данным, приведенным в таблице 7, из 
15 сред наиболее эффективными оказались A1, M1, C2 
и C5. Влияние состава сред на процент семян, давших 
каллусную массу у риса subsp. japonica и subsp. indica, ука-
зано в таблице 8.

Согласно статистическим данным, представленным 
в таблице 8, наиболее благоприятной�  средой�  для индук-
ции каллусообразования subsp. indica является Chu (N6) 

Таблица 7. Образцы риса, индуцирующие каллус на питательных средах разного состава 
Table 7. Rice accessions inducing a callus on nutrient media with different compositions 

Подвид 
(subsp.)

Номер по 
каталогу 
ВИР

Тип 
экспланта

N2/N1 S Среда
Период начала 

образования 
каллуса (дни)

Тип и цвет каллуса

ja
po

ni
ca

0558 Семена 5/9 3 M1 20–30 Плотный, желтый

1610 Семена 2/10 3 M1 20 Плотный� , бежевый� /зеленый�

1620 Семена 3/9 3 С2 30 Плотный� , белый� /зеленый�

1620 Корни 2/8 3 G4 50 Рыхлый� , белый� /зеленый�

1755 Семена 4/10 3 M1 50 Плотный� , белый�

1795 Семена 5/11 3 M1 42 Рыхлый� , бежевый�

1962 Семена 1/9 3 A4 50 Рыхлый� , бежевый�

3352 Семена 5/10 3 A1 42 Плотный� , бежевый�

3733 Семена 3/8 3 A2 40 Плотный� , белый�

3773 Семена 6/10 3 A1 42 Плотный� , белый�

3799 Семена 4/9 3 A2 25 Рыхлый� , оранжевый�

5030 Семена 4/10 2 С4 12 Плотный� , бежевый� /зеленый�

5097 Семена 6/9 2 С5 10 Плотный, бежевый

9079 Корни 2/7 2 M1 20–30 Рыхлый� , белый� /зеленый�

in
di

ca

3268 Семена 5/10 3 A1 10–20 Плотный� , желтый� /бежевый�

3268 Семена 4/10 3 C3 20–30 Плотный� , желтый� /бежевый�

3647 Семена 6/10 2 С5 11 Плотный� , белый�

5425 Семена 6/9 3 С2 25–40 Рыхлый� , бежевый�

5425 Семена 7/10 2 C5 25–40 Плотный� , бежевый�

6618 Семена 6/9 2 С5 20–30 Плотный� , бежевый�

7655 Семена 4/10 2 A1 20–30 Плотный� , белый� /зеленый�

9446 Семена 3/11 3 A1 20–30 Плотный� , бежевый�

9447 Семена 5/10 2 С2 28 Плотный� , желтый� /зеленый�

9451 Семена 6/10 3 M1 26 Плотный, желтый

Примечание: N1 – количество эксплантов, высаженных на среду; N2 – количество эксплантов, образовавших каллус; S – количе-
ство субкультивирований� ; жирным шрифтом выделены образцы, у которых началась регенерация побегов и корней�
Note: N1 – the number of explants planted on the medium; N2 – the number of explants that formed a callus; S – the number of subcul-
tures; boldfaced are the accessions in which regeneration of shoots and roots has begun
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с добавлением 2 мг/л 2,4D и 0.5 г/л казеина. Для subsp. 
japonica наиболее предпочтительной�  средой�  оказалась 
½MS с добавлением 0,2 г/л пролина, 0,4 мг/л кинетина 
и 0,8 мг/л 2,4D. Для изучения генотипических влияний�  
каждого образца необходимы дальней� шие исследова-
ния. На данный�  момент из 29 образцов subsp. japonica 
жизнеспособный�  каллус удалось получить у 13 образцов. 
Важней� шим результатом можно считать получение кал-
луса у восьми из одиннадцати образцов subsp. indica. Од-
нако уже сей� час можно сказать, что самый�  высокий�  про-
цент каллусообразования показали образцы к-3773, 
к-5097 (оба – subsp. japonica), к-3647, к-5425, к-6618, 
к-9451 (все четыре – subsp. indica) (см. табл. 7).

Для поддержания и культивирования каллуса ис-
пользовали еще один протокол питательной�  среды (см. 
табл. 5). На среде Б.2 (MS с добавлением 0,5 г/л пролина 
и 0,3 г/л казеина) наилучшую жизнеспособность и по-
следующий�  рост каллуса показал образец к-3268 (см. 
рис. 6).

Каллусы, образовавшиеся из семян образцов к-558, 
к-9451 и к-5097, показали высокую способность к реге

нерации на средах с добавлением пролина и казеина 
(рис. 6).

У образцов к-558 и к-5097 появились первые регене-
рирующие корни и побеги. В дальней� шем планируется 
продолжать работу над культивированием каллуса и ре-
генерацией�  растений�  из каллуса. По результатам работы 
будут выбраны оптимальные среды для получения кал-
лусной�  массы и регенерации растений� . Планируется се-
рия субкультивирований�  для выявления наилучших 
условий�  для каллусогенеза и размножения. Происходит 
подбор сред для индукции органогенеза, а также продол-
жается работа с имеющимися образцами, увеличивается 
выборка. 

Заключение

Таким образом, в результате проведенного исследо-
вания разработан протокол стерилизации семян для вве-
дения в асептические условия. Для индукции каллусооб-
разования в качестве эксплантов были выбраны зрелые 
семена риса, что при дальней� шей�  оценке показало выход 

Таблица 8. Процент индукции каллусообразования из зрелых семян на разных средах

Table 8. Percentage of the induction of callus formation from mature seeds on different media 

Среда
N1 N2 N3 C

japonica indica japonica indica japonica indica japonica indica

A1 47 46 11 12 45 46 23% 26%

М1 48 49 18 6 47 45 38% 12%

C2 48 50 3 11 46 48 6% 22%

C5 45 46 6 19 43 45 13% 41%

Примечание: N1 – количество эксплантов, высаженных на среду; N2 – количество эксплантов, образовавших каллус; N3 – количество 
неинфицированных эксплантов; С – общий�  процент каллусообразования
Note: N1 – the number of explants planted on the medium; N2 – the number of explants that formed a callus; N3 – the number of uninfected 
explants; C – the total percentage of callus formation

Рис. 6. Регенерирующий каллус, образовавшийся из семян Oryza sativa L. на средах MS с добавлением пролина 
и казеина: А – образец к-558, 5-я неделя культивирования; B – образец к-5097, 6-я неделя культивирования 

(1 – регенерирующие корни, 2 – побег на начальной�  стадии регенерации)
Fig. 6. The regenerating callus formed from Oryza sativa L. seeds on MS media with added proline and casein: 

A – accession k-558 on the 5th week of cultivation; B – accession k-5097 on the 6th week of cultivation 
(1 – regenerating roots, and 2 – shoot at the initial stage of regeneration)

  

1 

2 

А B
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более крупной�  и менее рыхлой�  каллусной�  массы, чем при 
использовании листьев, междоузлий�  и корней� . По влия-
нию питательных сред на каллусогенез выявлены раз-
личия в образовании каллуса у subsp. indica и subsp. japo
nica, разработаны протоколы для индукции каллусооб-
разования, дальней� шего поддержания и пролиферации 
клеток каллусной�  массы для риса subsp. indica и subsp. 
japonica. Показано влияние казеина на пролиферацию 
клеток каллуса и регенерацию побегов из каллусной�  
массы.

Протоколы, составленные в данном исследовании, 
будут полезны в дальней� ших работах по селекции риса 
и получению новых сортов с заданными свой� ствами 
с применением методов биотехнологии, в частности для 
работ по геномному редактированию данной�  культуры.
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