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СОЗДАНИЕ РЕГЕНЕРАНТНЫХ ЛИНИЙ МЕТОДОМ КУЛЬТУРЫ ПЫЛЬНИКОВ IN 
VITRO ДЛЯ СЕЛЕКЦИИ РИСА НА РОССИЙСКОМ ДАЛЬНЕМ ВОСТОКЕ 

Приводятся данные по регенерационной способности риса в культуре пыльников in 
vitro после каллусообразования на двух вариантах индукционных питательных сред (N6-1 
и Mix-1). Среды имеют одинаковый гормональный (2,0 мг/л 2,4-Д) и углеводный составы 
(3 % сахарозы), различаются минеральной основой микроэлементов и витаминов. Иссле-
дования проводились на гибридах риса F1 и F2, всего использовано 26 генотипов. Пита-
тельная среда N6-1 является более приемлемой для культуры пыльников дальневосточ-
ных гибридов риса в сравнении со средой Mix-1, так как после нее образуется на регенера-
ционной среде больше каллусов с зелеными регенерантами, и, в конечном счете, больше 
зеленых побегов. Доля продуктивных регенерантов составляет 45,5-65,5 % от общего 
числа зеленых регенерантов. Получено 1536 регенерантных линий из восьми гибридов риса 
F2, характеризующихся различными показателями хозяйственно ценных признаков. 
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CREATION OF REGENERANT LINES BY THE METHOD OF ANTHER CULTURE  
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The article presents data on rice regeneration capacity in anther culture in vitro after callus-
ing on the two variants of inductive nutrient mediums (N6-1 и Mix-1). Mediums have same hor-
mone (2,0 mg/l 2,4-D) and carbohydrate (3 % saccharose) compositions and differ in mineral base 
of trace elements and vitamins. The research was carried out into rice hybrids F1 и F2, total geno-
types used: 26. Nutrient medium N6-1 is more suitable for anther culture of the Far Eastern rice 
hybrids as compared to medium Mix-1, since after it more calluses with green gerenerants appear 
on the regeneration medium and finally more green shoots grow. Portion of productive regenerants 
amount to 45,5-65,5% of total green regenerants. We obtained 1536 productive regenerants lines 
from eight rice hybrids F2, characterized by different productive economic indexes.  
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Рис – одна из важнейших культур в 

сельскохозяйственном производстве При-
морского края. В селекционных програм-
мах рисосеющих стран мира широко и 

успешно применяется культура пыльников 
in vitro [2, 11, 12, 17, 21, 26]. В последние 
годы в ФГБНУ «Приморский НИИСХ» 
проводятся исследования с целью содания 
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регенерантных линий в культуре пыльни-
ков гибридов и сортов риса для ускорения 
селекционного процесса и повышения его 
эффективности. За это время отработаны 
элементы методики получения регенеран-
тов риса [9], передано селекционерам не-
сколько сот линий, проведена их оценка в 
специальном питомнике [8]. Выделивши-
еся линии переданы в селекционный пи-
томник для испытания в полевых условиях. 

Отработка методики создания регене-
рантных линий риса, в конечном счете, 
необходима для массовой их наработки из 
перспективных гибридов, что позволяет 
ускорить селекционный процесс за счет вы-
ведения гомозиготного константного се-
лекционного материала – дигаплоидов. Как 
и в любой селекционной работе, успех по-
лучения дигаплоида с комбинацией селек-
ционно ценных признаков обусловливается 
достаточно высоким объемом прорабаты-
ваемого материала [4]. Из сотен линий, ис-
пытанных в полевых условиях, выделяются 
только единицы по хозяйственно ценным 
признакам [4, 14, 15]. 

Для того, чтобы обеспечить сотни и 
тысячи линий в культуре пыльников in vitro 
необходимо получение большого процента 
регенерации зеленых почек и растений в 
каждой гибридной комбинации [13, 16]. 
Показатели регенерационной способности 
сильно изменяются в зависимости от ги-
брида и от генотипа, т.е. даже в пределах 
одной гибридной комбинации разные рас-
тения F1 или F2 обеспечивают различную 
интенсивность каллусообразования и реге-
нерации зеленых растений: от очень низкой 
до очень высокой [4, 5, 15]. Таким образом, 
необходимо охватывать максимально боль-
шее число генотипов гибридных растений 
для введения в культуру in vitro. 

Вопрос о том, какое поколение гибри-
дов целесообразно использовать для куль-
туры пыльников in vitro, остается дискусси-
онным. Рекомендуется брать гибриды F1 
или F2, более поздние генерации гибридов 
проходят несколько циклов рекомбинации, 
что является нежелательным [26]. Для се-
лекционных целей предпочитают вводить в 
культуру in vitro первое гибридное потом-
ство [13, 15, 22, 23], по нескольким причи-
нам. Во-первых, именно оно имеет в себе в 

равной степени наследственную информа-
цию обоих родителей. Во-вторых, исполь-
зование гибридов F2 увеличивает длитель-
ность селекции на один год. Тем не менее, 
есть несколько аргументов в пользу гибри-
дов F2. В отдельные годы гибридное потом-
ство F1 не дает каллусообразования, в этом 
случае для культуры пыльников возможно 
использование только гибридов последую-
щего поколения. Кроме этого, у гибридов 
риса F2 частота каллусообразования выше, 
чем у гибридов F1 [18]. 

Большой выход регенерации зеленых 
почек зависит от состава питательных сред 
для культивирования пыльников и каллу-
сов. Несмотря на глубокую изученность 
этого вопроса у риса и очевидные селекци-
онные успехи, исследователи продолжают 
поиск более эффективных питательных 
сред для этой цели [1, 4, 7]. Нами были вы-
делены лучшие среды для каллусообразо-
вания в культуре пыльников in vitro дальне-
восточных гибридов и сортов по результа-
там одного года [10]. Две среды (N6-1 и 
Mix-1) имеют одинаковый гормональный 
состав, различаются минеральной основой 
и есть небольшие отличия в композиции ви-
таминов. Цель исследований состоит в со-
здании исходного селекционного матери-
ала риса посевного методом культуры 
пыльников in vitro. 

Для выполнения указанной цели были 
поставлены следующие задачи: 

− получить регенеранты риса (R0) и их 
семенное потомство (R1); 

− уточнить регенерационную способ-
ность гибридов после каллусообразования 
на двух вариантах индукционных питатель-
ных сред. 

Материалы и методика проведения 
исследований. Объектом исследования яв-
ляется рис посевной Oryza sativa L. подвида 
japonica Kato. В работе были использованы 
гибриды риса F1 и F2, полученные в лабора-
тории селекции риса. Гибриды первого по-
коления: 300 (Szaorvasi 70 * Хейлунзян 106) 
и 303 (Дарий 122 * № 9167). Гибриды вто-
рого поколения: 35*96 (УкрНИИС 3435 * 
Укр96), 9*Д (УНГИ № 9 * Долинный), Р*67 
(Романика * 9167), 5А*Б (Марателли 5А * 
Боярин), 20*КТ-3 (Hejiang 20 * КТ-3), 
Р*257 (Регул * SR 257), Д*70 (Долинный * 
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Szorvasi 70), 02*23 (Окси 2 * Дарий 23), 
24*Д (№ 24*Долинный). 

Исходные растения выращивали на 
вегетационной площадке в сосудах до пе-
риода сбора метелок. Перед введением в 
культуру in vitro пыльники риса подвергали 
воздействию низких положительных тем-
ператур 5 0 С в течение семи дней в цилин-
драх с водой. Инокуляцию пыльников про-
водили на индукционные питательные 
среды N6-1 и Mix-1. Пыльники культивиро-
вали в темноте при температуре 25-27 0 С до 
образования каллуса 1-5 мм. Затем каллус 
переносили на среду N6-рк для вторичной 
дифференцировки побегов. Условия куль-
тивирования каллусов в культуральной 
комнате: освещенность 4 тыс. лк, темпера-
тура 22-25 0 С, фотопериод 16/8 часов. Для 
укоренения регенерантов использована 
среда MS с половинным минеральным со-
ставом макросолей. Составы всех питатель-
ных сред приведены в таблице 1.  

Регенеранты с развитой корневой си-
стемой высаживали в горшечную культуру 
и продолжали выращивать в условиях куль-
туральной комнаты до образования семян. 
По морфологическим признакам все реге-
неранты разделили на пять фракций: гапло-
иды (растения без семян с очень мелкими 
цветками), удвоенные гаплоиды (растения 
с семенами), тетраплоиды (растения с очень 
крупными немногочисленными семенами и 
выраженным килем и ребристостью на цве-
точной чешуе), растения без семян (сфор-
мировали цветки нормального размера, но 
не образовали семян на двух и более метел-
ках) и погибшие на ранних этапах роста и 
развития растения. 

Статистическая оценка (средние зна-
чения признака и стандартное отклонение, 
стандартная ошибка) проводилась с ис-
пользованием программы Statistica. Раз-
ницу между вариантами определяли с по-
мощью t-критерия Стьюдента. 

Таблица 1  
Состав питательных сред 

Компонент, мг/л Индукционные Для регенера-
ции из каллуса 

Укоренение реге-
нерантов 

N6-1 Mix-1 N6-рк 1/2MS 
Макросоли N6* N6 N6 1/2MS 
Микросоли N6 MS** N6 MS 
Железо-хелат N6 N6 N6 MS 
Тиамин HCl – В1 1,0 0,4 1,0 - 
Пиридоксин HCl – В6 0,5 0,5 0,5 - 
Никотиновая кислота – РР  0,5 0,5 0,5 - 
Глицин 2,0 2,0 2,0 - 
Мезо инозитол - 100,0 - - 
НУК - - - 0,25 
БАП - - 1,0 - 
Кинетин - - 1,0 - 
2,4-Д 2,0 2,0 - - 
Сахароза, г/л 30,0 30,0 60,0 20,0 
Агар, г/л 8,0 8,0 8,0 8,0 
рН 5,8 5,8 5,8 5,8 

Примечание.* – среда C.Chu [19]; ** – среда T.Murashige and F.Skoog [25]. 
 
Результаты исследований 
В 2014 году на двух вариантах индук-

ционной питательной среды было выса-
жено 762 пыльника двух гибридов F1 и 7174 
пыльника гибридов F2. Гибриды второго 
поколения представлены растениями от 
двух до пяти штук (рис.1). 

Два гибрида F1 (300, 303) и гибрид F2 
(02*23(1), 02*23(2)) не образовали каллуса, 

хотя в 2013 году у гибрида F1 (02*23) 15% 
пыльников каллусировали на среде N6-1 и 
впоследствии образовали зеленые регене-
ранты, в том числе один продуктивный. 
Всего 24 гибридных растения сформиро-
вали каллусы. Восемь гибридов F2 в этом 
эксперименте имели интенсивность каллу-
сообразования от низкой (три растения – 
0%) до очень высокой (83,3%) (рис. 2).  
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Рис. 1. Объем инокуляции пыльников гибридных растений F2  

на двух вариантах питательных сред 
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Рис. 2. Каллусообразование у гибридов F2 
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Этот показатель в среднем на двух ва-
риантах питательных сред был одинаковым: 
12,4% на среде N6-1 и 13,5% на среде Mix-1 
(t=0,25 при р=0,80). В пределах одного ги-
брида у разных растений наблюдались раз-
личия. Так, например, у гибридного расте-
ния 35*96(2) каллусообразование было 
очень высоким: 37,5% на среде N6-1 и 31,5% 
на среде Mix-1; а у гибридного растения 
35*96(4) в три раза ниже: 11,3% и 12,5% со-
ответственно. Для каждого гибридного рас-
тения характерны близкие значения каллу-
сообразования на обоих вариантах пита-
тельных сред. Различия в интенсивности 
каллусообра зования у гибридов в пределах 
одной гибридной комбинации отмечены в 
работах других авторов [4, 15], что подтвер-
ждает генотипическую зависимость этого 
процесса. Ранее указывалось, что каллусо-
образование и последующая регенерация у 
растений обусловлены отдельными блоками 
генов [5, 21, 22, 24, 27]. Возможно, при рас-
щеплении в F2 не все гибридные растения 
получили гены, ответственные за интенсив-
ное каллусообразование, и, соответственно, 
не передали их формирующимся микроспо-
рам в пыльниках. 

После каллусообразования на двух ин-
дукционных питательных средах, каллу-
сные агрегаты высаживали на питательную 
среду N6-рк для формирования зеленых по-
чек и регенерации. После среды N6-1 было 
трансплантировано от 0 до 90 каллусов для 
разных гибридных растений (в среднем 18,7 
шт. на гибридное растение), и после среды 
Mix-1 – от 0 до 67 каллусов (в среднем 16,5 
шт. на гибридное растение). Различий по 
доле каллусов с регенерантами и числу зеле-
ных регенерантов на каллус не выявлено, а 
доля каллусов с зелеными регенерантами в 
два раза выше на среде N6-1 (таблица 2). 
Это, в конечном счете, приводит к увеличе-
нию общего числа зеленых регенерантов. 

Гибридное растение 20*КТ(2) сформи-
ровало шесть каллусных агрегатов с зеле-
ными регенерантами на среде N6-1 и семь на 
среде Mix-1. Статистически значимых раз-
личий по числу регенерантов каждого типа 
между средами у гибрида 20*КТ(2) не обна-
ружено, что дало нам право объединить их в 
единый пул, всего 429 регенерантных расте-
ний. Различия во фракциях регенерантов от-
ражены в таблице 3. Продуктивные регене-
ранты составляют 66,3 % (дигаплоиды и тет-
раплоиды). Гаплоиды составляют меньшую 

долю – 19,4 %, но если учесть, что погибшие 
растения – это, вероятнее всего, также гап-
лоиды с летальными и субвитальными ге-
нами, которые сильнее себя проявляют в фе-
нотипе, чем у диплоидных растений [6], то 
общая доля гаплоидов возрастает до 29,2%. 
Остальные растения, вероятно, имеют ге-
номные или хромосомные отклонения, 
несовместимые с нормальным формирова-
нием семян. У других гибридных растений 
соотношение фракций регенерантов не-
сколько изменяется. Например, гибридное 
растение 39*96(2) на среде N6-1 сформиро-
вало 31,7 % гаплоидов, 45,0 % дигаплоидов, 
0,9 % тетраплоидов, 5,3 % растений без се-
мян, 17,2 % погибших растений. В целом, 
соотношение фракций разных регенерантов, 
согласуется с полученными нами ранее дан-
ными [9]. Другие авторы отмечают, что доля 
дигаплоидов и других фракций регенеран-
тов варьирует в зависимости от подвида 
риса, условий культивирования каллуса, 
способа получения регенерантов и других 
факторов [2, 14, 28], и может достигать 72% 
[20]. 

Отдельные пыльники начинали фор-
мировать каллус очень рано – через 15 дней 
после инокуляции. При еженедельной 
трансплантации каллусных агрегатов на ре-
генерационную среду за шесть недель полу-
чалось до пяти-шести пассажей. Все они 
рассматривались в нашем опыте как один 
единый каллус. Однако на некоторых пасса-
жах каллуса, например, на первом и четвер-
том, могли не формироваться зеленые 
почки, а на других образовывались зеленые 
регенеранты. При этом на каллусе одного 
пассажа могли быть только гаплоидные ре-
генеранты, а на другом только дигаплоиды. 
Но чаше всего встречались каллусные агре-
гаты с различным сочетанием зеленых реге-
нерантов: могли быть дигаплоиды и гапло-
иды, или дигаплоиды, триплоиды и погиб-
шие растения, возможны любые комбина-
ции. 

Регенерация продолжалась до конца 
весны 2015 года. Созревание последних ре-
генерантов пришлось на зиму 2015-2016 го-
дов. В результате было получено1536 линий 
риса 17 гибридных растений восьми гибри-
дов. Каллусы, полученные в культуре пыль-
ников in vitro двух гибридных растений F1 и 
семи гибридных растений F2, продуктивных 
регенерантов не сформировали. 
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Таблица 2  
Регенерация 24 гибридных растений на среде N6-рк после двух вариантов питательных сред 

Показатель 

Среда N6-1 Среда Mix 

Каллусы 
с регене-
рантами, % 

Каллусы с 
зелеными 
регене-ран-
тами, % 

Число зе-
леных ре-
гене-ран-
тов на кал-
лус, шт. 

Каллусы с 
регене-ран-
тами, % 

Каллусы 
с зелеными 
регенеран-
тами, % 

Число зе-
леных ре-
генерантов 
на каллус, 

шт. 
Среднее значе-
ние признака 41,6 20,5 4,47 40,0 11,2 5,66 

Стандартное  
отклонение 20,3 16,0 6,27 25,7 11,3 14,55 

Минимальное 
значение 18,5 0 0 0 0 0 

Максимальное 
значение 80,0 50,0 21,3 75,0 37,5 14,6 

Примечание. t=0,24 при p=0,809 для средних значений каллусов с регенерантами; t=2,21* при 
p=0,032 для средних значений каллусов с зелеными регенерантами; t=0,36 при p=0,720 для числа 
зеленых регенерантов на каллус 

Таблица 3  
Фракции регенерантов гибрида 20*КТ(2) 

Показатель Гаплоиды Дигаплоиды Тетра- 
плоиды 

Растения без 
семян 

Погибшие 
растения 

Среднее число, шт. 6,4 21,6 0,2 1,5 3,2 
Доля от общего 
числа, % 

19,4 65,5 0,7 4,7 9,8 

Стандартная ошибка 
среднего значения 

 
5,3 

 
10,1 

 
0,2 

 
0,7 

 
1,1 

Максимальное число, 
шт. 

69 112 2 9 14 

 
Регенерантные линии характеризова-

лись различными показателями хозяй-
ственно ценных признаков. Многие линии 
имели высокую озерненность метелки и вы-
полненность зерновки. Большинство линий 
гибридного растения Д*70 (2) были осыпа-
ющимися.  

По результатам исследований сделаны 
следующие выводы: 

1. Питательная среда N6-1 является 
более приемлемой для культуры пыльников 
дальневосточных гибридов риса в сравне-
нии со средой Mix-1, так как после нее обра-
зуется на регенерационной среде больше 
каллусов с зелеными регенерантами, и, в ко-
нечном счете, больше зеленых побегов; 

2. Доля продуктивных андроклинных 
регенерантов составляет 45,5-65,5 % от об-
щего числа зеленых регенерантов; 

3. Получено 1536 регенерантных ли-
ний из восьми гибридов риса F2, характери-
зующихся по визуальной оценке различ-
ными показателями хозяйственно ценных 
признаков. 

Заключение 
В Приморском НИИСХ создана схема 

селекционного процесса риса с использова-
нием на первых этапах дигаплоидных ли-
ний, которые в перспективе помогут интен-
сифицировать селекцию этой ценной 
крупяной культуры на российском Дальнем 
Востоке.
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ИЗУЧЕНИЕ ИСХОДНОГО МАТЕРИАЛА ДЛЯ СЕЛЕКЦИИ РИСА 
В ПРИМОРСКОМ КРАЕ С ПОВЫШЕННЫМ СОДЕРЖАНИЕМ БЕЛКА  
И АМИЛОЗЫ 

В статье рассматриваются результаты изучения исходного материала для получе-
ния сортов риса с повышенным содержанием белка и амилозы. Установлено, что в При-
морье получены четыре сорта риса с повышенным содержанием амилозы и четыре ги-
бридных формы с содержанием белка более восьми процентов: Musa х Азиат, Приморский 
29, Panah х Дельта, (Приморский 29 х Стодневный) х Восход, Малыш х Воронежский 3. 
По содержанию амилозы (более 21,0%) сорта: Новосельский, Приморский 29, Уссур, Arse-
nal. В статье выделены отдельные вопросы по использованию гибридов и сортов в каче-
стве доноров при гибридизации для селекционных программ: на признак высокой стекло-
видности и ароматному запаху каши сорт Новосельский, по повышенному содержанию 
незаменимых аминокислот сорт Приморский 29, на признак устойчивости к трещино-
образованию и высокому выходу крупы сорт Малыш.  
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STUDY OF THE BASE LINE FOR RICE BREEDING WITH ENHANCED PROTEIN 
AND AMYLOSE CONTENT ON THE PRIMORSKIY TERRITORY  

The article examines findings of investigations on the base line for breeding of rice varieties 
having enhanced protein and amylose content. It has been found that in Primorye they have grown 
four rice varieties having enhanced content of amylose and four hybrid forms having protein con-
tent exceeding eight percent: Musa x Asiat, Primorskiy29, Panah x Delta, (Primosky29 x Stod-
nevnyi) x Voskhod, Malysh x Voronezhskiy 3. As for amylose content (more than 21.0%), they are 
(varieties): Novoselsky, Primorskiy 29, Ussur, Arsenal. The article singles out some questions on 
the use of hybrids and varieties as donors in hybridization for breeding programs: for the indica-
tion of high glassiness and fragrant smell of porridge-variety Novoselskiy, according to the high 
content of essential amino acids-Primorskii variety 29, on the indication of resistance to cracking 
and high yield of cereals – Malysh variety.  
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Рис является одной из главных зерно-
вых культур, возделываемых в мире. Благо-
даря высокой урожайности и энергетиче-
ской ценности его зерном питается свыше 

двух миллиардов людей [1]. Он выращива-
ется на площади более 160 млн. га и объем 
мирового производства составляет 750 млн. 
тонн, при средней урожайности 4,5 – 4,7 т/га 


