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APPLICATION OF HAPLOID BIOTECHNOLOGY  
IN COLD TOLERANCE RICE BREEDING 

 
Abstract. For obtaining the haploid of rice the most effective method is the method of isolated anther culture 

and microspores. In this article shown the results of the study using of anther culture for the rapid obtaining cold 

tolerance homozygous forms and lines from perspective rice hybrids. For doubled haploids rice 20 combinations of 

cold tolerance F1 hybrids generation and 10 varieties of local and foreign selection were used. Anthers were removed 

from clinical genotypes aseptically and cultured on induction medium agar N6, containing 2 mg/l 2.4 D and 60 g/l 

maltose. After 28 days was observed in some combinations of callus induction. The average callus formation in all 

hybrid combinations was 1.0-26.6% of the total planted anthers. For plant regeneration obtained calli were trans-

ferred to regeneration medium Murashige and Skoog supplemented with 5 mg/l BAP, 1 mg/l IAA and 500 mg/l 

casein hydrolyzate. This regeneration medium promoted the formation of green regenerants. It was observed the 

formation of chlorophyll-defective albino regenerants in F1 hybrids KazNIIR5 / Kuban 3 (12.5%) and F1 Odaebyeo / 

Madina (9.0%), while this index in F1 hybrids Opytnyi/Kuban 3, F1 KazNIIR5 /Opytnyi and F1 Avangard/Opytnyi 

were 5.0%, 4.9% and 5.4% respectively. At the results of research doubled haploid - regenerate were obtained from 

F1 hybrid combinations Liman/Jinbubyeo, KazNIIR5 /Opytnyi, Marzhan/Lyman and Odaebyeo/Madina. 

Keywords: rice, cold resistance, haploid biotechnology, anthers, calli, regeneration, regenerated plants. 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ГАПЛОИДНОЙ БИОТЕХНОЛОГИИ  
В СЕЛЕКЦИИ РИСА НА ХОЛОДОСТОЙКОСТЬ  

 
Аннотация. Для получения гаплоидов риса наиболее эффективным способом является метод культуры 

изолированных пыльников и микроспор. В работе показаны результаты исследования по применению куль-
туры пыльников для ускоренного получения гомозиготных холодостойких форм и линии из перспективных 
гибридов риса. Для получения дигаплоидов риса использованы 20 комбинаций холодостойких гибридов F1 

генерации и 10 сортов отечественной и зарубежной селекции. Пыльники из исследуемых генотипов извле-
кали в асептических условиях и культивировали на индукционной агаризованной среде N6, содержащей             
2 мг/л 2,4 Д и 60 г/л мальтозы. Через 28 дней в некоторых комбинациях наблюдалась индукция каллусо-
генеза. Средний показатель каллусообразования по всем гибридным комбинациям составил 1,0-26,6% от 
количества высаженных пыльников. Для регенерации растений полученные каллусы переносили на регене-
рационную среду Мурасиге и Скуге с добавлением 5 мг/л БАП, 1 мг/л ИУК и 500 мг/л гидролизат казеина. 
Данная регенерационная среда способствовало образованию зеленых регенерантов. Было отмечено 
образование хлорофилл-дефектных регенерантов-альбиносов у гибридов F1 КазНИИР 5/Кубань 3 (12,5%) и                  
F1 Odaebyeo /Мадина (9,0%), в то время как этот показатель у гибридов F1 Опытный /Кубань 3, F1 
КазНИИР5/Опытный и F1 Авангард /Опытный составил 5,0%, 4,9% и 5,4% соответственно. В результате 
проведенных исследований получены дигаплоиды - регенеранты из F1 гибридных комбинации Лиман/Jin-
bubyeo, КазНИИР5/Опытный, Маржан /Лиман и Odaebyeo /Мадина. 

Ключевые слова: рис, холодостойкость, гаплоидная биотехнология, пыльники, каллусогенез, регене-
рация, растения-регенеранты. 

 
Введение. Рис является важнейшей сельскохозяйственной культурой, которая обеспечивает 

основным продуктом питания более половины населения планеты. В настоящее время посевы риса 
имеются в более чем в 110 странах на площади 147 млн. га с годовым производством зерна свыше 
700 млн. тонн. Отмечен рост мирового производства риса в 2011 г. до исторического максимума – 
718,3 млн. тонн. По оценке экспертов Продовольственной и сельскохозяйственной организации 
Объединенных наций (ФАО), в 2012 г. производство риса в мире возросло на 1,7%, и составило 
781 млн. тонн, превысив на 2 – 3% спрос на пшеницу. Ожидаемое производство риса к 2020 году 
прогнозируется в объеме 750 млн. тонн. Следует отметить, что в последние годы наблюдается 
определенный дефицит риса в мировой торговле, что обуславливает рост цен на него. В перспек-
тиве ожидается усиление этого дефицита [1, 2]. 

Республика Казахстан относится к северным зонам рисосеяния. Посевы риса доходят до 44º51 ́
северной широты (I зона). По природным особенностям зону рисосеяния Республики Казахстан 
можно разделить на три климатические зоны:  

а) I зона-северная (Каратальский, Акдалинский, Тасмурунский, Чарынский, Казалинские 
массивы) с суммарной температурой 2700-3250ºС. 

б) II зона-центральная (Кызылординский, Шиелийский) с суммарной температурой 3250-
3600ºС. 

в) III зона-южная (Тогускенский, Кызылкумский) с суммарной температурой более 3600ºС. 
Нестабильные давления атмосферы по сезонам в различные годы приводит к резким изме-

нениям климатических условий. Поэтому в Республике Казахстан остро стоит задача по созданию 
сортов риса устойчивых к пониженным положительным температурам в начальный период роста и 
формирование всходов, не снижающие полевую всхожесть, и с повышенной силой роста пророст-
ков растений [3].  
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В настоящее время для ускорения селекционного процесса в селекции растений широко 
применяют гаплоидную биотехнологию, которое позволяет получить гомозиготную форму за одну 
генерацию. При традиционных методах селекции на это необходимо 5-7 поколений [4].  

Для получения гаплоидов риса наиболее эффективным методом является метод культуры 
изолированных пыльников и микроспор. Успех получения гаплоидов в культуре пыльников зави-
сит от таких факторов как генотип и условия выращивания донорных растении, стадии развития 
микроспор и условии культивирования пыльников в питательной среде. С применением метода 
культуры пыльников и микроспор создан ряд сортов и улучшенных линий риса в Китае, Корее, 
Японии, США, России, Италии и многих других странах [5, 6]. Культура пыльников была при-
менена для получения выносливых к затоплению [7], солеустойчивых [8, 9] и холодостойких 
линии риса [10], а также созданы линии с высокой питательной ценностью и качеством зерна [11]. 

Целью исследования является применение культуры пыльников для ускоренного получения 
гомозиготных холодостойких форм и линии из перспективных гибридов риса. 

Материалы и методы. Культура изолированных пыльников in vitro. Донорные растения 
срезали в фазу трубкования и помещали в холодильник для холодовой обработки при температуре 
+4°С на трое суток. Поверхностную стерилизацию метелок проводили в ламинарном боксе, 70% эта-
нолом. Индукцию каллусогенеза проводили на питательной среде N6 содержащей 2 мг/л 2,4-Д [12].  

Для получения дигаплоидов риса использованы 20 комбинаций холодостойких гибридов 
F1генерации и 10 сортов отечественной и зарубежной селекции: F1Кубань 3/Опытный, F1Опыт-
ный/Маржан, F1Кубань 3/Баканасский, F1Опытный/Мадина, F1Кубань 3/Алтынай, F1Опытный 
/Кубань 3, F1Лиман/Jinbubyeo, F1КазНИИР 5/Опытный, F1КазНИИР 5/Кубань 3, F1Кубань 3/Лиман, 
F1Маржан/Лиман, F1Авангард/Опытный, F1Odaebyeo/Мадина, F1Алтынай/Опытный, 
F1Jinbubyeo/Авангард, F1КазНИИР 5/Алтынай, F1Авангард/КазНИИР5, F1 УзРос7-13/Маржан, 
F1FL478/Todorokiwase, Odaebyeo, Jinbubyeo, КазЕр-6, Тогускен 1, Опытный, ПакЛи, КазНИИР 5, 
Кубань 3, Алтынай, Ко 293, IRRI мутант. Все донорные растения выращивали в оранжерее.  

Для увеличения эффективности получения гаплоидных растений применены различные 
модифицированные варианты питательных сред. После холодовой обработки при температуре 
+5+7оС в течений 5 суток, пыльники извлекали в асептических условиях и культивировали на 
индукционной агаризованной среде N6 [13] содержащая 2 мг/л 2,4 Д и 60 г/л мальтозы. 

Результаты и обсуждение. Пассированные пыльники гибридов риса на N6 среде культиви-
ровали при температуре 25 оС в темноте. Количество высаженных пыльников для каждой комби-
нации составило от 180 до 720 шт. Через 28 дней в некоторых комбинациях наблюдалась индукция 
каллусогенеза (рисунок 1). 

Средний показатель каллусообразования по всем гибридным комбинациям составил 1,0-26,6% 
от количества высаженных пыльников (таблица 1).  
 

 
 

Рисунок 1 – Опыты по культуре пыльников риса для получения холодостойких линии 
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Таблица 1 – Частота каллусогенеза в культуре пыльников риса холодостойких генотипов 
 

Генотип 
Количество 

пассированных пыльников, шт 
Количество каллусов, 

 шт. 
Частота каллусогенеза,  

% 

F1 Авангард/ КазНИИР 5 620 21 3,3 

F1 Авангард /Опытный 540 37 6,8 

F1 Алтынай /Опытный 720 22 3,0 

F1КазНИИР 5/Алтынай 280 8 2,8 

F1КазНИИР 5/Кубань 3 420 8 1,9 

F1 КазНИИР5/Опытный 500 61 12,2 

F1 Кубань 3 /Алтынай 180 33 18,3 

F1 Кубань 3/ Баканасский 240 64 26,6 

F1 Кубань 3 /Лиман 280 10 3,5 

F1 Кубань 3/Опытный 680 21 3,0 

F1 Лиман /Jinbabyeo 500 104 20,8 

F1Маржан / Лиман 440 63 14,3 

F1 Опытный /Кубань 3 560 78 13,9 

F1 Опытный/Маржан 220 9 4,0 

F1 Опытный /Мадина 540 74 13,7 

F1УзРОС 7-13/Маржан 400 86 21,5 

F1 FL478/Todorokiwase 400 4 1,0 

F1Jinbabyeo/Авангард 360 4 1,1 

F1Odaebyeo /Мадина 420 11 2,6 

Алтынай 440 19 4,3 

КазЕР-6 280 4 1,4 

КазНИИР 5 280 10 3,5 

Кубань 3 340 10 2,9 

Опытное 300 15 5,0 

Пак-Ли 420 – – 

Тугискен 280 8 2,8 

Jinbabyeo 380 4 1,0 

Odaebyeo 280 28 10,0 

Ко 293, IRRI мутант 460 – – 

 
Как видно, из таблицы 1 у F1гибридов КазНИИР 5/Кубань 3, F1 Jinbubyeo/Авангард и 

F1FL478/Todorokiwase было получено наименьшее количество каллусов (1,9; 1,1 и 1,0%). 
Известно, что некоторые генотипы риса не отзывчивы в культуре пыльников. Наибольшее коли-
чество каллусов наблюдалось у гибридов Кубань 3/Баканасский (26,6%), Лиман/Jinbubyeo(20,8%) 
и УзРОС 7-13/Маржан (21,5%). 

Для регенерации зеленых растений полученные каллусы (диаметр >3 мм) переносили на 
регенерационную среду Мурасиге и Скуге [14] содержащую 2,5 мг/л БАП, 2 мг/л кинетин, 0,5 мг/л 
ИУК и 30 г/л сахарозы. Микро-, макроэлементы, сахарозу, мезоинозит автоклавировали, витамины 
и гормоны стерилизовали фильтрованием через стерильный мембранный фильтр диаметром 
0,22 мкм. При охлаждении до 70°С в стерильную питательную среду добавляли фильтрованием 
витамины и гормоны. Процент регенерации рассчитывали от количества посаженных каллусов. 
Данная регенерационная среда способствовала образованию зеленых регенерантов у 4 гибридов: 
F1Лиман/Jinbubyeo, F1КазНИИР5/Опытный, F1Маржан/Лиман и F1Odaebyeo/Мадина составило 
5,7%, 1,6%, 1,5% и 36,3%, соответственно (рисунок 2). 
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Рисунок 2 – Зеленые растение регенеранты гибридов полученные в культуре пыльников 
 

Наибольшая частота регенерации зеленых растений была у каллусов гибрида F1Odae-
byeo/Мадина. Существует предположений о том, что на начальной стадии микроспор пластиды 
находятся в состоянии метаморфоза, подготавливаясь к функционированию в гаметофитном 
поколении. У микроспориальных клеток, образующихся при холодовой обработке, отсутствуют 
обычные гаметофитные признаки, они не могут развивать зеленые пластиды из-за дефектов в 
хлоропластном геноме. Каллусы, возникающие из таких клеток, дают начало альбиносам [15]. 
Появление альбиносных растений зависит от генотипа донорного растения и условий культи-
вирования. Наибольшее количество образования хлорофилл-дефектных регенерантов-альбиносов 
отмечена у гибридовF1КазНИИР 5/Кубань 3 (12,5%) и F1Odaebyeo /Мадина (9,0%),в то время как 
этот показатель у гибридов F1 Опытный /Кубань 3, F1 КазНИИР5/Опытный и F1 Авангард /Опыт-
ный составил 5,0%, 4,9% и 5,4%соответственно (таблица 2). 

Из-за дефектов на уровне ядерного генома микроспоры не способны к полному развитию фо-
тосинтетического аппарата. Альбиносные растения регенеранты риса [16] и ячменя [17]  лишенные 
 

Таблица 2 –Частота регенерации сортов и гибридов риса 
 

Генотип 

Количество 
пассированных 

каллусов, 
шт. 

Количество 
зеленых 

регенерантов, 
шт. 

Регенерация 
зеленых 
растений,  

% 

Количество 
альбиносных 
регенерантов, 

шт. 

Регенерация  
альбиносных 
растений,  

% 

F1 Кубань 3 /Алтынай 33 – – 1 3,0 

F1 Опытный /Кубань 3 78 – – 4 5,1 

F1 Лиман /Jinbabyeo 104 6 5,7 – – 

F1 КазНИИР5/Опытный 61 1 1,6 3 4,9 

F1КазНИИР 5/Кубань 3  8 – – 1 12,5 

F1Маржан / Лиман 63 1 1,5 – 1,5 

F1 Авангард /Опытный 37 – – 2 5,4 

F1Odaebyeo /Мадина 11 4 36,3 1 9,0 

F1 Кубань 3/Лиман 10 1 10 – – 

Опытное 15 – – 2 13,3 

Алтынай 19 1 5,2 – 5,2 
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23S и 16S рРНК не содержат зрелые хлоропласты. В пластидном геноме альбиносных растении 
пшеницы, ячменя, и риса наблюдаются делеции [18, 19]. В исследовании Э. Галиевой (2001) выяв-
лено два типа альбиносных регенерантов пшеницы андроклинного происхождения – «облигатные» 
и «факультативные». «Облигатные» растения-альбиносы не содержат хлоропласты ни на одном 
этапе развития, в то время как «факультативные» растения-альбиносы теряют сформированные 
хлоропласты и приобретают хлоротические признаки к фазе 3-го листа. Эти данные указывают на 
существование двух различных клеточных механизмов формирования альбиносов в культуре 
изолированных пыльников in vitro. При проведении ультраструктурного анализ генезиса пластид 
выявлено, что пластиды зеленых растений-регенерантов проходят стадии пропластид, лейкоплас-
тов, милопластов, хлоропластов. Пластиды «облигатных» альбиносных растений-регенерантов 
проходят стадии пропластид, лейкопластов, амилопластов и затем деградируют, не образуя хло-
ропласты. Пластиды «факультативных» альбиносных растений-регенерантов, проходя стадии 
пропластид, лейкопластов, амилопластов, хлоропластов, деградируют в клетках растений в фазе           
3-го листа. ПЦР-анализ в пластидах растений альбиносов пшеницы и тритикале полученных в 
культуре пыльника, выявило изменения цитоплазматических генов в геноме пластид, связанных с 
фотосинтезом[20]. Предполагается, что делеции фотосинтезирующих генов, особенно atpB гена, 
кодирующий β-субъединицу CF1-комплекса АТФ-синтазы, является основной причиной форми-
рования альбиносных растений в культуре пыльников злаков [21]. Литературные данные свиде-
тельствуют отсутствие единой тщательно отработанной технологии, которая обусловлена тем, что 
не только для каждого вида, но порой сорта необходимо подбирать специфические процедуры 
культивирования. Однако, эти сложности носят технический характер и могут быть преодолены. 
Принципиальные трудности в решении проблемы экспериментальной гаплоидии связаны главным 
образом с недостаточностью теоретических знаний о механизмах регуляции морфогенеза в куль-
туре пыльников и изолированных микроспор. По частоте регенерации альбиносов генотипы распо-
ложились в следующем порядке: Опытное, F1КазНИИР 5/Кубань 3, F1Odaebyeo/Мадина, F1 Аван-
гард/Опытный, Алтынай, F1 Опытный/Кубань 3, F1 Кубань 3/Алтынай и F1Маржан/Лиман. 

С целью улучшения регенерации растений злаковых зерновых, полученных андрогенезом, Ю. 
Гончарова и ряд других исследователей рекомендуют зеленые проростки культивировать на 
безгормональной питательной среде МС содержащей половинный набор макро, микро элементов, 
Fe-хеллата и витаминов [22]. Следуя рекомендации, зеленые растеньица регенерантов полученных 
в культуре пыльников из гибридов - F1 Опытный/Кубань 3, F1 Авангард/Опытный, F1 Лиман/Jin-
babyeo, F1 КазНИИР5/Опытный и сорта Алтынай пассировали на половинную среду МС. На 8-е 
сутки отмечали апикальное доминирование и начало ризогенеза. В настоящее время, все каллусы 
культивируются на регенерационной среде в светокультуральной комнате. 

Таким образом, для ускоренной стабилизации перспективных холодостойких гибридов риса 
проведены биотехнологические работы и получены дигаплоиды – регенеранты из комбинации 
Лиман/Jinbubyeo, КазНИИР5/Опытный, Маржан /Лиман и Odaebyeo /Мадина. 
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Аннотация. Күріш гаплоидтарын алудың бірден-бір тиімді жолы оқшаулаған аталық тозаңды жəне 

микроспораны қолдану болып табылады. Зерттеу жұмысында күріштің перспективті гомозиготалы суыққа 
төзімді гибридтері мен формаларын жылдам алу үшін тозаң дақылдарын қолданудың нəтижелері көрсе-
тілген. Күріш дигаплоидтарын алуда 20 комбинацияның F1 гибридтері жəне 10 отандық жəне шетел сорттары 
қолданылды. Зерттеу материалдарынан аталық тозаңдар асептикалық жағдайда бөлініп алынып, құрамында 
2 мг/л 2,4 Д жəне 60 г/л мальтоза бар N6 индукциялық агарозалы ортаға отырғызылды. 28 күннен кейін кей-
бір комбинацияларда каллусогенез индукциясы байқалды. Барлық гибридтік комбинация бойынша орташа 
каллус түзілу көрсеткіші жалпы отырғызылған аталық тозаң санынан есептегенде 1,0-26,6% құрды. Өсімдік 
регенерациясы үшін каллустарды 5 мг/л БАП, 1 мг/л ИСҚ жəне 500 мг/л казеин гидролизаты бар Мурасиге 
жəне Скуг ортасына ауыстырылды. Бұл регенерациялық орта жасыл регенеранттардың түзілуіне ықпал етті. 
F1 КазНИИР 5/Кубань 3 (12,5%) жəне F1 Odaebyeo /Мадина (9,0%) гибридтерінде хлорофилл-дефектті альби-
нос-регенеранттардың түзілуі байқалды, осы көрсеткіш F1 Опытный /Кубань 3, F1 КазНИИР5/Опытный жəне 
F1 Авангард /Опытный гибридтерінде сəйкесінше 5,0%, 4,9% жəне 5,4% құрды. Жүргізілген зерттеу жұмыс-
тарының нəтижесінде F1 Лиман/Jinbubyeo, КазНИИР5/Опытный, Маржан /Лиман жəне Odaebyeo /Мадина 
гибридтік комбинацияларынан дигаплоид-регенеранттар алынды. 

Түйін сөздер: күріш, суыққа төзімділік, гаплоидты биотехнология, тозаңқап, каллусогенез, регенера-
ция, регенерант-өсімдік. 
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