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Исследование проводили с целью получения удвоенных гаплоидов с геном Pi-b для селекции риса. В результате гибридизации 
между дальневосточными сортами и образцом Oxy 2x (носитель гена Pi-b) создано 13 гибридов F1 в шести гибридных ком-
бинациях: Садко×Oxy 2x, Луговой×Oxy 2x, Дарий 23×Oxy 2x, Алмаз×Oxy 2x, удвоенный гаплоид (Дон 4237×Долинный)×Oxy 2x, 
Ханкайский 429×Oxy 2x. Для перевода в константное гомозиготное состояние исходных растений доноров F2 применяли 
технологию андрогенеза in vitro. Предварительно отобраны 35 гибридных растений, несущих аллель устойчивости гена 
Pi-b. В культуру in vitro ввели 10246 пыльников риса. Каллусообразование наблюдали у 25 из 35 гибридов F2. Самое высокое 
калусообразование отмечали у гибридных растений Луговой×Oxy 2x – 9,33 % и Ханкайский 429×Oxy 2x – 27,50 %, в среднем 
по всей выборке оно было низким – 2,45 %, что нехарактерно для дальневосточных генотипов. Регенерацию наблюдали 
на каллусах 7 гибридов риса 4 гибридных комбинаций: Дарий 23×Oxy 2x, Садко×Oxy 2x, Ханкайский 429×Oxy 2x и Луговой×Oxy 
2x. По результатам ПЦР-анализа из 63 удвоенных гаплоидов отобрано 33 растения с аллелем устойчивости гена Pi-b. 
На вегетационной площадке посеяли 44 линии удвоенных гаплоидов, из которых 3 не взошли. Коллекционный образец Oxy 
2x, обладающий прочным креплением зерновки на оси метелки, вступая во взаимодействие с локусами других сортов, 
ответственных за этот признак, дает осыпающийся в разной степени фенотип в гомозиготном состоянии у удвоенных 
гаплоидов: 11 линий со средней степенью осыпаемости и 30 сильноосыпающихся линий. В целом общий выход исходного 
селекционного материала для последующих отборов в полевых условиях весьма ограничен и бесперспективен из-за осы-
паемости зерновки.

creation of ORYzA SATIVA l. douBled haployds with the Pi-B gene of rice Blast 
resistance in the russian far east

M. v. ilyushko, s. s. guchenko

Chaika Federal Scientific Center for Agrobiotechnology of the Far East, 
692539, Primorskii krai, pos. Timiryazevskii, ul. Volozhenina, 30 

Е-mail: ilyushkoiris@mail.ru

The study was conducted with the aim of obtaining doubled haploids with the Pi-b gene for rice Oryza sativa L. breeding. As a result of 
hybridization between Far Eastern varieties and the Oxy 2x sample (carrier of the Pi-b gene), 13 F1 hybrids of six hybrid combinations 
were created: Sadko×Oxy 2x, Lugovoy×Oxy 2x, Darius 23×Oxy 2x, Almaz×Oxy 2x, doubled haploid (Don 4237×Dolinny)×Oxy 2x, 
Khankaisky 429×Oxy 2x. In vitro androgenesis technology was used to transfer the original F2 donor plants to a constant homozygous 
state. 35 hybrid plants carrying the resistance allele of the Pi-b gene were preliminarily selected. 10246 rice anthers were introduced 
into the in vitro culture. Callus formation was observed in 25 of 35 F2 hybrids. The highest callus formation values were noted in 
the hybrid plants Lugovoy×Oxy 2x – 9.33 % and Khankaisky 429×Oxy 2x – 27.50 %, and on average for the entire sample it was 
low – 2.45 %, which is not typical for Far Eastern genotypes. Regeneration was observed on calli of seven rice hybrids of four hybrid 
combinations: Darius 23×Oxy 2x, Sadko×Oxy 2x, Khankaisky 429×Oxy 2x and Lugovoy×Oxy 2x. Based on the results of PCR analysis, 
33 plants with the resistance allele of the Pi-b gene were selected from 63 rice doubled haploids. 44 lines of doubled haploids were 
sown on the vegetation plot, three of which did not sprout. The collection sample Oxy 2x, being itself with a strong attachment of the 
grain to the panicle axis, interacting with the loci of other varieties responsible for the strength of the grain attachment, produces 
a phenotypes that fall of to varying degrees in the homozygous state in doubled haploids: 11 lines with an average degree of shedding, 
30 lines with strong shedding. Thus, the total yield of the initial breeding material for subsequent selections in field conditions is very 
limited and unpromising due to the falling of the grain.
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Дальневосточная зона рисосеяния характеризуется 
значительной фитопатологической напряженностью 
вследствие влажного муссонного климата, способству-
ющего распространению возбудителей заболеваний 
Oryza sativa L. [1]. Pyricularia oryzae Cav. относят к числу 
наиболее вредоносных патогенов риса во всем мире [2, 
3]. На Дальнем Востоке России отмечают обширный 
расовый состав пирикулярии [1, 4]. Этому способство-
вала исторически сложившаяся ситуация: первые сорта 
риса на территорию Приморского края завезли из Кореи 
и Японии, на них впервые болезнь была выявлена 
в 1926 г. Позднее она распространилась и на другие 

сорта. Закрепившиеся расы патогена на современном 
этапе рисосеяния стали пополняться из несортовых 
китайских посевов культуры [5], нарушая сложившийся 
на территории региона состав P. oryzae.

Последние сорта риса дальневосточной селекции, 
внесенные в государственный реестр селекционных 
достижений, обладают средней и высокой степенью 
устойчивости к пирикуляриозу. В их генотипе идентифи-
цированы гены Pi-ta2 и Pi-z, ответственные за резистент-
ность к пирикуляриозу, в моногенном состоянии [6]. 
На сегодняшний день в регионе наблюдают снижение 
устойчивости сортов O. sativa к патогену. Селекция риса 
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не успевает за постоянно расширяющимся расовым со-
ставом P. oryzae [1]. Таким образом, необходимы новые 
высокоустойчивые к пирикуляриозу сорта культуры.

В мире известно более ста генов устойчивости 
к P. oryzae [3, 7, 8]. К наиболее эффективным генам для 
дальневосточной зоны рисосеяния относят Pi-b [9]. Он 
также актуален для селекции в сопредельных провин-
циях Китая [10, 11], откуда поступают семена для несо-
ртовых посевов культуры. Кроме того, пирамидирование 
генов устойчивости с участием Pi-b позволяет создавать 
иммунные селекционные линии и сорта в разных странах 
[12, 13, 14]. Интрогрессия Pi-b в дальневосточные сорта 
может повысить устойчивость риса и способствовать ее 
длительному сохранению.

На Дальнем Востоке России O. sativa культивируют 
в пределах ареала с минимально допустимой суммой эф-
фективных температур. Для выращивания риса на этой 
территории необходимы скороспелые сорта с периодом 
вегетации до 110 дней. Однако большинство образцов, 
используемых в качестве доноров различных генов 
устойчивости, позднеспелые [12, 14, 15]. Это затрудняет 
как гибридизацию, так и отбор форм для селекции. Все 
растения коллекционного образца Oxy 2x (США) несут 
аллель устойчивости гена Pi-b [16]. Кроме того, он по-
лиморфен по гену Pi-ta. По результатам 6 лет изучения 
этот образец слабо поражают дальневосточные расы 
пирикулярии [9]. На Дальнем Востоке при использова-
нии рассадной технологии выращивания растений в за-
щищенном грунте с последующей пересадкой в условия 
вегетационной площадки он созревает за 120…125 дней, 
а также уступает районированным сортам по продуктив-
ности растения (1,0 г) и массе 1000 зерен (21,3 г). Oxy 
2x представляется перспективным для использования 
в селекции на устойчивость к пирикуляриозу.

Андрогенез in vitro широко применяют в селекции 
O. sativa с шестидесятых годов прошлого столетия. Это 
позволяет в течение одного поколения перевести гете-
розиготные гибридные растения в гомозиготные удво-
енные гаплоиды (DH), что упрощает отбор по фенотипу 
лучших растений без риска расщепления в последую-
щих поколениях [17, 18, 19]. Маркер- ориентированная 
селекция растений (MAS) способствовала усилению 
работ в андрогенезе in vitro, так как отбор удвоенных 
гаплоидов проводят по целевым генам интереса с ис-
пользованием молекулярных маркеров [17, 20, 21].

Цель исследования – создать удвоенные гаплоиды 
риса O. sativa с геном Pi-b из гибридов с участием об-
разца Oxy 2x.

Методика. В результате гибридизации между даль-
невосточными сортами и образцом Oxy 2x создано 13 
гибридов шести гибридных комбинаций: четыре рас-
тения Садко×Oxy 2x – С×О(1), С×О(2), С×О(3), С×О(4); 
шесть растений Луговой×Oxy 2x – Л×О(1), Л×О(2), 
Л×О(3), Л×О(4), Л×О(5), Л×О(6); по одному растению 
комбинаций Дарий 23×Oxy 2x – Д23×О; Алмаз×Oxy 2x – 
А×О; удвоенный гаплоид (Дон 4237×Долинный)×Oxy 
2x –  DH×О; Ханкайский 429×Oxy 2x –  Х429×О. 
Андрогенетические ответы in vitro гибридов F1 отсут-
ствовали [9], поэтому была предпринята попытка полу-
чить удвоенные гаплоиды из гибридов F2.

Для проведения исследований по 3…5 семян каждого 
гибрида F1 в 2023 г. выращивали в климатической ка-
мере при температуре 21 °C, влажности – 60 %, режиме 
освещения – до 15000 лкс, продолжительности дня – 16 
ч. В фазе 3…4 листьев гибридных растений была про-
ведена идентификация генов устойчивости Pi-b и Pi-ta 
методом ПЦР анализа. ДНК выделяли из свежих листьев 
методом высаливания [22], ПЦР анализ и визуализацию 

результатов осуществляли по действующей методике 
[12].

Для культивирования in vitro отбирали гибриды 
с аллелем устойчивости Pi-b (гетерозиготы и гомози-
готы). Кроме того, в десяти растениях трех гибридных 
комбинаций (С×О, Л×О и DH×О) было подтверждено 
наличие аллелей устойчивости гена Pi-ta (гетерозиготы 
и гомозиготы). Каждому растению присвоен двузначный 
номер (табл. 1). Всего для инокуляции пыльников in vitro 
отобрали 35 гибридных растений F2. Их пыльники, 
каллусы и регенеранты культивировали по методике, 
опубликованной ранее [16]. Все полученные растения- 
регенеранты разделили по морфологическим признакам 
на четыре группы: гаплоиды – Н (стерильные растения 
с очень мелкими цветками); удвоенные гаплоиды – DH 
(растения с семенами); растения без семян – Ae (сфор-
мировали цветки нормального или большего размера, 
но не образовывали семена на двух и более метелках); 
растения, погибшие на ранних этапах роста и разви-
тия – d. Под линией понимали все растения, полученные 
с каллусов одного пыльника.

Удвоенные гаплоиды DH, созревшие в культураль-
ной комнате, в количестве 44 линий высевали в 2024 г. 
на вегетационной площадке в пластиковые сосуды 
объемом 460 л (199×78×39 см), наполненные почвой. 
Использовали почву, характерную для рисовых полей, – 
лугово- бурую тяжелого механического состава с содер-
жанием органического вещества 2,7 % (ГОСТ 26213-92), 
подвижных форм фосфора и калия – соответственно 
35,0 мг/кг и 116,0 мг/кг почвы (ГОСТ Р 54650-2011), лег-
когидролизуемого азота – 60,0 мг/кг (ГОСТ 26483-85), 
рН солевой вытяжки – 6,0.

Посев проводили с междурядьями 15 см в типичные 
для региона сроки – 28 мая, режим орошения – укоро-
ченное затопление. Температура воздуха вегетационного 
периода соответствовала биологическим требованиям 
культуры, превышая среднемноголетние показатели 
на 0,2…1,8 °C. Отклонения по сумме осадков от нормы 
в мае–июне составляло +31,7…62,9 мм, в августе–сен-
тябре – 14,6…54,3 мм.

Математическую обработку данных (среднее зна-
чение признака – M, стандартное отклонение – SD, ко-
эффициент корреляции – r, вычленение максимального 
значения – max) проводили в программе Statistica V 10.

результаты и обсуждение. В культуру in vitro ввели 
10246 пыльников риса, от 96 до 640 шт. на гибридное 
растение (см. табл. 1). Каллусообразование наблюдали 
у 25 из 35 гибридов. Каллус сформировался на пыльни-
ках всех гибридных комбинаций. Наибольшее каллусоо-
бразование отмечали на гибридных растениях F2 Л×О(3) 
13–2 – 9,33 % и Х429×О 3–3 – 27,50 %. Тем не менее, 
в среднем по всем растениям всех комбинаций оно было 
низким – 2,45 %, что нехарактерно для дальневосточных 
генотипов. Обычно величина этого показателя превыша-
ет 5…10 %, достигая для отдельных генотипов 55 % [23]. 
При проведении первоначальной работы на гибридах F1. 
Среднее каллусообразование не превышало 1 %, а мак-
симальные величины наблюдали также на растениях 
Л×О(3) – 3,08 % и Х429×О – 3,36 % [9].

Регенерацию наблюдали на каллусах семи гибридов 
риса F2 четырех гибридных комбинаций: Д23×О, С×О, 
Х429×О и Л×О (см. табл. 1). При этом на гибридах F1 
она полностью отсутствовала [9]. Для культуры пыль-
ников in vitro чаще используют гибриды F1, так как 
это позволяет фиксировать продукты рекомбинации 
родительских геномов на самом раннем этапе. Однако 
андрогенетические ответы in vitro выше у гибридов 
F2 [17]. В нашем эксперименте регенерацию удалось 
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получить только на F2 – всего 454 регенеранта. По мор-
фологическим признакам из них 62,3 % были гаплои-
дами и только 13,9 % удвоенными гаплоидами. Таким 
образом, выход удвоенных гаплоидов на пыльник был 
равен 0,006, на каллус – 0,30. В других экспериментах 
на дальневосточных гибридах величины этих показа-
телей могли достигать 0,06 и 3,67 соответственно [23]. 
Основным ограничивающим фактором остается интен-
сивность каллусообразования. Высокая каллусирующая 
способность пыльников O. sativa необходима не просто 
для увеличения доли удвоенных гаплоидов, но и для 
повышения их генетического разнообразия. При высо-
ком полиморфизме DH возрастает вероятность отбора 
селекционно значимых образцов [16].

Интенсивность каллусообразования не считают 
абсолютным предиктором регенерационной способ-
ности риса, то есть во многих случаях каллус остается 
неморфогенным. Например, гибридное растение Л×О(3) 
13–2 было вторым из всей выборки по величине каллу-
сообразование (9,33 %), но регенерация отсутствовала. 
И все-таки вероятность морфогенеза у гибридов риса 
возрастает по мере повышения интенсивности кал-
лусобразования: корреляционная зависимость между 
величиной показателя каллусообразования и числом 
регенерантов составляла r=0,80 (n=25 гибридных рас-
тений, образовавших каллус, р=0,05).

Андрогенетические ответы in vitro вида O. sativa 
в значительной степени зависят от генотипа расте-
ний доноров [18, 19, 24]. Это один из лидирующих 

факторов, ограничивающих успех культивирования 
пыльников in vitro, при создании удвоенных гаплоидов 
для селекционных целей. Проявляется он на разных 
этапах культивирования – отсутствие каллусообразо-
вания, морфогенеза, гибель регенерантов (альбинизм 
и/или нежизнеспособность зеленых растений), низкое 
спонтанное удвоение хромосом. Слабые андрогенети-
ческие ответы in vitro связаны с высокой стерильностью 
колосков гибридных растений доноров [9]. Причинами 
стерильности гибридов O. sativa считают определенные 
комбинации аллелей генов широкой совместимости 
и такие генетические события, как вставки, делеции, за-
мены нуклеотидов [25]. Эти же факторы могут служить 
ограничителями в культуре пыльников in vitro. Известны 
попытки усовершенствования методики удвоения хро-
мосом гаплоидов ex vitro путем использования анти-
тубулиновых химических препаратов для увеличения 
числа удвоенных гаплоидов [26]. Однако они не привели 
к существенному увеличению числа DH. Видимо, дело 
не в протоколах испытаний, а в генотипической пред-
расположенности к нормальному прохождению этапов 
формирования микроспор, что в конечном счете сказы-
вается на завязываемости зерновок гибридных растений, 
андрогенетических ответах in vitro и интенсивности 
спонтанного удвоения хромосом.

По результатам ПЦР анализа в нашем исследовании 
33 из 63 удвоенных гаплоидов риса обладали аллелем 
устойчивости гена Pi-b, но ни в одном из них аллеля 
устойчивости Pi-ta не обнаружено.

табл. 1. андрогенетические ответы in vitro гибридов f2 Oryza sativa l., полученных с участием образца oxy 2x

Гибридная комбинация, 
номер растения Число пыльников, шт. Каллусообразование, % Число регенерантов, шт. Число регенерантов разных 

групп, шт.*
общее на пыльник на каллус H DH Ae d

Д23×О 2-1 418 0,24 0 – – – – – –
Д23×О 2-2 96 0 – – – – – – –
Д23×О 2-3 414 5,56 59 0,14 2,57 16 1 30 12
С×О(1) 10-1 166 0 – – – – – – –
С×О(1) 10-2 640 2,81 75 0,12 4,17 25 17 6 27
С×О(1) 10-3 266 1,50 0 – – – – – –
С×О(2) 1-1 616 0 – – – – – – –
С×О(2) 1-3 178 3,93 0 – – – – – –
С×О(3) 4-1 320 0 – – – – – – –
С×О(3) 4-2 346 2,60 23 0,07 2,56 18 3 2 0
С×О(3) 4-3 414 4,11 0 – – – – – –
С×О(4) 7-3 314 0 – – – – – – –
А×О 8-1 312 2,24 0 – – – – – –
А×О 8-2 340 0,88 0 – – – – – –
DH×O 5-1 126 0 – – – – – – –
DH×O 5-2 254 1,58 0 – – – – – –
DH×O 5-3 202 1,49 0 – – – – – –
Х429×О 3-1 280 2,86 0 – – – – – –
Х429×О 3-3 160 27,5 168 1,05 3,82 114 31 0 23
Л×О(1) 9-2 158 0,63 0 – – – – – –
Л×О(1) 9-3 240 3,33 45 0,19 5,63 36 5 0 4
Л×О(2) 6-1 286 0,35 0 – – – – – –
Л×О(2) 6-2 190 0 – – – – – – –
Л×О(3) 13-1 200 3,50 79 0,40 11,29 72 6 0 1
Л×О(3) 13-2 150 9,33 0 – – – – – –
Л×О(3) 13-3 138 0 – – – – – – –
Л×О(4) 14-1 514 0,20 0 – – – – – –
Л×О(4) 14-2 524 1,72 5 0,95 0,56 2 0 0 3
Л×О(4) 14-3 148 3,38 0 – – – – – –
Л×О(5) 11-1 488 0,82 0 – – – – – –
Л×О(5) 11-2 206 2,91 0 – – – – – –
Л×О(5) 11-3 294 1,36 0 – – – – – –
Л×О(6) 12-1 320 0,94 0 – – – – – –
Л×О(6) 12-2 250 0 – – – – – – –
Л×О(6) 12-3 278 0 – – – – – – –
Сумма 10246 – – – – 283 63 38 70
Максимальное значение 640 27,50 168 1,05 11,29 114 31 30 27
Среднее значение 292,74 2,45 12,97 0,08 0,87 8,09 1,80 1,09 2,00
Стандартное отклонение 139,02 4,80 34,41 0,24 2,29 23,26 5,96 5,14 6,16

*Н – гаплоиды, DH – удвоенные гаплоиды, Ae – растения без семян (сформировали цветки нормального или большего размера, но не образо-
вывали семена на двух и более метелках), d – растения, погибшие на ранних этапах роста и развития.
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Удвоенные гаплоиды, выращенные на вегетацион-
ной площадке, оказались непригодными для селекци-
онных отборов: часть из них не взошла, остальные ока-
зались в сильной или средней степени осыпающимися 
(табл. 2). В прежние годы мы предпринимали попытки 
интрогрессии гена Pi-b в дальневосточные сорта риса. 
Во всех случаях отмечали отсутствие каллусообразо-
вания в культуре пыльников in vitro или его низкое 
значение. Исключение составил один из трех гибридов 
F2 Рассвет×Oxy 2x, было получено 390 осыпающихся 
удвоенных гаплоидов риса. Семена 13 растений гибрида 
F2 Рассвет×Oxy 2x оказались сильно осыпающимися, 
16 растений – осыпающимися в средней степени [16].

Среди селекционеров долгое время бытовало мне-
ние, что вести селекцию по признаку осыпаемости 
риса легко. Считали, что его контролирует один ген 
Th: доминантный аллель отвечает за осыпаемость, 
рецессивный – за трудное обмолачивание [27]. Однако 
тот факт, что методы объективной оценки сортовой 
разнокачественности осыпаемости O. sativa [27] до сих 
пор не разработаны, свидетельствует о множестве 
переходных форм, то есть об отсутствии дискретности 
признака. В исследованиях последних лет показано, что 
за прочность крепления зерновки риса подвида japonica 
отвечает ряд локусов количественных признаков (qSH1, 
qSH3, sh4, qCSS3, qCSS9) [28, 29], в первую очередь qSH1 
и sh4. Однонуклеотидная замена в локусе qSH1 и рецес-
сивное состояние локуса sh4 обеспечивают отсутствие 
осыпаемости. Различные комбинации других локусов 
регулируют этот признак в сторону осыпаемости. Все 
это свидетельствует о сложной природе наследуемости 
признака. Сам коллекционный образец Oxy 2x характе-
ризуется прочным креплением зерновки на оси метелки, 
однако, вступая во взаимодействие с локусами других 
сортов, ответственных за этот признак, дает осыпающий-
ся в разной степени фенотип в гомозиготном состоянии 
у DH. Таким образом, образец O. sativa Oxy 2x представ-
ляет слабый интерес для селекционной работы в дальне-
восточных условиях. Возможно, беккроссирование или 
использование сложных гибридов будет способствовать 
улучшению признака прочности крепления зерновки 
с одновременной передачей аллеля устойчивости гена 
Pi-b. Кроме того, встречаются коллекционные образцы 
и линии удвоенных гаплоидов с трудновымолачиваемой 
зерновкой. Скрещивание с таким рисом может дать оп-
тимальное проявление прочности крепления зерновки.

Кроме того, Oxy 2x перспективен для изучения при-
роды признака осыпаемости, его генетической основы. 
Современные исследования в качестве осыпающихся 
материнских форм предусматривают привлечение при-
родных видов риса, например, Oryza rufipogon Griff или 
Oryza nivara Sharma et Shastry, сорта O. sativa subsp. 
indica Kato. Рис подвида indica более склонен к осы-
панию, чем O. sativa subsp. japonica Kato [28, 29]. Oxy 
2x фенотипически относится к подвиду риса japonica. 

Его использование в качестве материнской формы 
в целевых скрещиваниях по выявлению особенностей 
наследуемости прочности крепления зерновки поможет 
расширить представление о локусах, ответственных 
за признак осыпаемости у вида O. sativa. Возможно 
геномное редактирование участков ДНК для снижения 
осыпаемости, что, в конечном счете, позволяет повысить 
урожайность риса [29].

выводы. Использование в андрогенезе in vitro 
в качестве растений доноров гибридов F2 между даль-
невосточными сортами O. sativa и коллекционным 
образцом Oxy 2x позволяет получить весьма ограни-
ченное количество удвоенных гаплоидов из-за низкого 
каллусообразования и регенерации: из 10246 пыльни-
ков образовалось 63 удвоенных гаплоида; только в 33 
подтверждено наличие аллеля устойчивости гена Pi-b. 
Полученные удвоенные гаплоиды характеризуются 
средней и сильной степенью осыпаемости зерновки. 
Таким образом, общий выход исходного селекцион-
ного материала для последующих отборов в полевых 
условиях весьма ограничен и бесперспективен из-за 
осыпаемости зерновки.
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