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Рис играет огромную роль в питании населения мира. В России, как в Европе и Амери-
ке, рис в основном высевают прямым посевом, а в Азиатских странах применяют рас-
садную технологию. После прямого посева следует затопление поля, которое может при-
вести к низкому проценту всходов и гибели молодых растений. С другой стороны, 
затопление рисовых чеков помогает в борьбе с сорными растениями, грызунами. Несмо-
тря на то, что рис – это растение–гидрофит, вода может приводить к гипоксии или даже 
аноксии, способствуя угнетению молодых побегов. В целом большинство сортов риса на 
ранних стадиях развития в условиях водного стресса имеют низкую выживаемость, поэ-
тому необходимо проводить скрининг генотипов и отбирать селекционный материал, 
способный выдерживать стрессовые условия. Одним из факторов толерантности к усло-
виям водного стресса является энергия прорастания AG (anaerobic germination), представ-
ляющая собой сложный признак, контролируемый несколькими генами, картирован-
ными на разных хромосомах. Зарубежные ученые выделили сорта, обладающие генами 
энергии прорастания AG (Khao Hlan On, Mazhan Red и другие). В нашей стране на дан-
ный момент мало сортов с генами устойчивости к анаэробным условиям. В настоящее 
время с помощью QTL (quantitative trait locus) изучено небольшое количество местных 
сортов и популяций на толерантность к анаэробным условиям, поэтому необходимо рас-
ширить исследования большого количества образцов для отбора устойчивых генотипов. 
Целью настоящего исследования стало проведение скрининга дигаплоидных андроген-
ных растений риса на наличие генов энергии прорастания AG1 и AG2, а также отбор пер-
спективных генотипов, представляющих особый интерес для селекционной работы. 
В  качестве исходного материала использовали 25 растений регенерантов, полученных 
методом культуры пыльников in vitro, из четырех гибридов, родительскими линиями ко-
торых являлись доноры энергии прорастания (Khao Hlan On), устойчивости к глубоко-
водному затоплению (Inbara-3, IR-64) и высокопродуктивные российские сорта (Кон-
такт, Магнат, Новатор). Молекулярно-генетический анализ проводился с применением 
молекулярных маркеров AG1 (qAG–9–2) и AG2 (qAG–7–1). В общей сложности ген AG1 
идентифицировали в 17 линиях риса, ген AG2 – в 11 линиях, а оба гена – в 9 линиях риса 
(4641/1, 4641/2, 4641/3, 4641/4, 4641/6, 4641/8, 4641/9, 4641/10, 5010/4). Лабораторный 
опыт на устойчивость дигаплоидных линий к анаэробному стрессу выявил образцы 
с высокой энергией прорастания. Отобраны перспективные дигаплоидные андрогенные 
растения риса в качестве исходного материала для селекции.
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Введение
Рис (Oryza sativa L.) – это вторая по площади 

возделывания в мире зерновая и продовольствен-
ная культура [1]. В нашей стране, как в Европе 
и Америке, рис в основном высевают прямым по-
севом (ПП), в Азиатских странах применяют рас-
садную технологию посева. Затопление рисовых 

чеков, плохо выравненные поля и плохой дренаж 
при ПП могут привести к низкому проценту всхо-
жести семян, а также гибели молодых растений 
риса. Однако длительное глубокое затопление по-
могает в борьбе с сорными растениями, грызуна-
ми  [2]. Повышение уровня воды в рисовых чеках 
является экологическим стресс-фактором, которое 
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может ограничивать рост, развитие растений риса, 
приводя к серьезным потерям урожая. Несмотря 
на то, что растения риса являются гидрофитами, 
вода может приводить к гипоксии или даже анок-
сии, что предотвращает функционирование фер-
ментов для расщепления углеводов и  выработки 
энергии, необходимой для роста растений [3, 4]. 
В  целом большинство сортов риса на ранних ста-
диях развития в условиях водного стресса имеют 
плохую всхожесть и выживаемость  [1]. Использо-
вание MAS-технологий (marker-assisted selection) 
позволяет проводить скрининг большого количе-
ства генотипов за короткое время и отбирать ли-
нии, способные выдерживать длительное затопле-
ние во время прорастания, что значительно 
снижает гибель молодых растений и  повышает 
урожайность, а также помогает бороться с сорной 
растительностью [2]. 

Одним из факторов толерантности к условиям 
водного стресса является энергия прорастания AG 
(anaerobic germination), представляющая собой 
сложный признак, контролируемый несколькими 
генами, картированными на разных хромосо-
мах [5–7]. Маккилл и Куш в своих исследованиях 
выяснили, что толерантность к анаэробным усло-
виям водного стресса у риса является целостным 
полигенным признаком, который обусловлен ге-
нами, контролирующими огромное количество 
физиологических и биохимических процессов, 
происходящих внутри растения [8]. Действие та-
ких процессов позволяет растению удлинять сте-
бель при низком уровне кислорода и ускорять га-
зообмен в условиях его недостатка [4]. Основные 
локусы QTL (quantitative trait locus) толерантности 
к условиям водного стресса у риса обнаружены 
и картированы на разных хромосомах и обозначе-
ны как AG1 и AG2. 

Ангаджи и др. [9, 10] при проведении скри-
нинга тысячи образцов риса, выявили несколько 
местных сортов, имеющих в геноме гены энергии 
прорастания AG (Khao Hlan On, Mazhan Red и 
другие). В сорте Khao Hlan On идентифицировано 
пять QTL, из них самый большой картирован на 
длинном плече хромосомы 9 (qAG–9–2). У сорта 
Mazhan Red идентифицировано шесть значимых 
QTL: на хромосомах 2, 5, 6 и 7, а самые крупные 
QTL обнаружены у сорта Nanhi на хромосоме 7 
(qAG–7–1) [2, 11]. 

В России на данный момент мало сортов с ге-
нами устойчивости к анаэробным условиям. В на-
стоящее время с помощью QTL изучено небольшое 
количество местных сортов и популяций на толе-
рантность к анаэробным условиям, поэтому необ-
ходимо расширить исследования большого количе-
ства образцов для отбора устойчивых генотипов. 
Главным преимуществом MAS-технологий в срав-
нении с традиционными методами селекции явля-
ется быстрый скрининг генотипов, сокращение  
селекционного процесса и повышение степени на-

дежности оценки селекционного материала  [12]. 
Сочетание традиционных методов селекции с фун-
даментальными – например, андрогенеза in vitro – 
позволяет ускорить селекционный процесс и полу-
чить генетически уникальное гомозиготное 
потомство (дигаплоиды), которое может обладать 
высоким потенциалом урожайности и устойчиво-
стью к абиотическим и биотическим факторам сре-
ды. Объединив MAS-технологии и метод культуры 
пыльников in vitro, можно быстро получить уни-
кальные линии с генами устойчивости к абиотиче-
ским стресс-факторам. В нашем предыдущем ис-
следовании с  применением биотехнологических 
методов были получены регенерантные растения 
риса. Исходным материалом являлись гибриды, 
родительскими линиями, которых были донорные 
растения с генами энергии прорастания и россий-
ские высокоурожайные сорта (реципиенты) [13].

Целью исследования стало проведение скри-
нинга дигаплоидных андрогенных растений риса 
на наличие генов энергии прорастания AG1 и AG2, 
а также отбор перспективных генотипов, пред-
ставляющих особый интерес для селекционной 
работы.

Материалы и методы
Первый этап исследования включал отбор рас-

тительного материала в теплице с 25 линий риса, 
полученных методом культуры пыльников in vitro 
в  лаборатории клеточной селекции Федерального 
государственного бюджетного научного учрежде-
ния «Аграрный научный центр «Донской» в 2023 г. 
(Комбинация 4641 (Inbara-3 × Контакт) × Khao 
Hlan On – 14 растений; комбинация 4565 (IR-64 × 
Магнат) – 2 растения; комбинация 5009 (Inbara-3 × 
Новатор) × Контакт – 3 растения и  комбинация 
5010 (Inbara-3 × Новатор) × Контакт – 6 растений). 
Родительскими линиями являлись доноры энергии 
прорастания Khao Hlan On (Мьянма), устойчиво-
сти к глубоководному затоплению Inbara-3 (Индо-
незия), IR-64 (Филиппины) и российские сорта 
(Контакт, Магнат, Новатор). Второй этап исследо-
вания заключался в  выделении геномной ДНК из 
высечек зеленых листьев с помощью детергента 
СТАВ (ЦТАБ – цетилтриметиламмонийбромид), 
который позволяет получать чистую растительную 
ДНК для полимеразной цепной реакции (ПЦР). 
Объем реакционной смеси для амплификации со-
ставлял 25 мкл: 5 мкл Sybr Green (5×; Евроген, Рос-
сия), 1 мкл F-праймера, 1 мкл R-праймера (общая 
концентрация праймеров в конечной реакционной 
смеси 0,4 мкМ), 15 мкл деонизированной воды 
и 3 мкл ДНК (с концентрацией 100 нг). Амплифи-
кацию проводили в термоциклере Rotorgene 6000 
(Corbett Research, Австралия). Амплификационные 
продукты подвергали электрофорезу в 2%-ном ага-
розном геле. Гель фотодокументировали в трансил-
люминаторе под ультрафиолетовым светом с помо-
щью видеосистемы GelDoc 2000 (BioRad, США). 
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Электрофореграммы анализировали при помощи 
программы Bio-Rad ImageLab 6.0. Для ПЦР-анали- 
за использовали отобранные по литературным дан-
ным и базе данных www.ncbi.nih.gov маркеры AG1 
(qAG–9–2) и AG2 (qAG–7–1) [1, 9], синтезированные 
ЗАО «Евроген» (Россия). Маркеры имели следую-
щие нуклеотидные последовательности праймеров:  
AG1 F 5’– GTATGGCGAGACCCTACAGACC–3’, 
R 5’–GACCCACTTAATGTGTCACAAGG–3’;  
AG2 F 5’–GGGTGGAGTGTAATAATAGCAAGC–3’, 
R 5’–AACACGTCCAAAGTCACAGAGC–3’.

Заключительный этап исследования состоял 
в проверке достоверности полученных с помощью 
ПЦР-анализа результатов. Для этого в лаборатор-
ных условиях провели опыт по проращиванию зе-
рен, полученных от дигаплоидных андрогенных 
растений риса, под слоем воды в пробирках [14]. 
Воздушно-сухие семена в количестве 5 шт. поме-
щали в пробирку высотой 15 см, заливали дистил-
лированной водой глубиной 10 см и инкубировали 
в культуральной комнате при температуре 25–26°C 
с освещенностью более 5000 люкс и фотопериодом 
16/8 ч [15]. Динамику роста фиксировали на 5-е, 
7-е, 11-е и 14-е сут измерением колеоптиле. Экс-
периментальные данные обрабатывали с помощью 
программы Excel пакета STATISTICA 6. Проводи-
ли расчет стандартного отклонения и  коэффици-
ента вариации. 

Результаты 
Молекулярные технологии позволяют просле-

дить передачу генов от родительских линий к ги-
бридным растениям. Практически любой ген,  
локус могут быть маркированы, поскольку суще-
ствует большое количество специфических марке-
ров, в том числе и для генов устойчивости к абио-
тическим и биотическим факторам среды 
у растений риса [16].

В наших исследованиях дигаплоидные андро-
генные растения риса мы проанализировали на 
наличие генов энергии прорастания AG1 и AG2. 
Тестирование с помощью молекулярных маркеров 
показало следующие результаты, представленные 
на рис. 1 и 2. В качестве примера, на рис. 1 маркер 
гена AG1 инициировал амплификацию фрагмен-
тов молекулярной массы порядка 235 п.н., что со-
ответствует литературным данным. Результаты 
молекулярно-генетического анализа продемон-
стрировали наличие гена AG1 в 17 линиях и в до-
норных сортах Inbara-3 и Khao Hlan On. Маркер 
гена AG2 инициировал амплификацию фрагмен-
тов с длинной ампликона порядка 110 пн. В каче-
стве примера, на рис. 2 ген AG2 визуализировался 
в 10 генотипах. По результатам скрининга, осно-
ванном на ПЦР−анализе, выявлены образцы, не-
сущие в себе гены AG1 и AG2 (табл. 1). В общей 

Рис. 1. Электрофореграмма продуктов амплификации геномной ДНК андрогенных линий риса с маркером гена AG1
Примечание: * М – маркер молекулярного веса 50+ п.н. DNALadder («Евроген», Россия); №1 – Inbara-3, №2 – IR-64, №3 – Khao 
Hlan On (донорные сорта); №4 – Контакт; №5 – Новатор; №6 – Магнат (российский сорта риса без гена AG1); №7 – 23 – реге-
нерантные линии риса; №7–4641/1; №8–4641/2; №12–4641/3; №13–4641/4; №14–4641/5; №15–4641/6; №16–4641/7; №17–
4641/8; №18–4641/9; №19–4641/10; №20–4641/14; №21–4641/15; №22–5010/1

Рис. 2. Электрофореграмма продуктов амплификации геномной ДНК андрогенных линий риса с маркером гена AG2
Примечание: * М – маркер молекулярного веса 50+ п.н. DNALadder («Евроген», Россия); №1 – Inbara-3, №2 – IR-64, №3 – Khao 
Hlan On (донорные сорта); №4 – Контакт; №5 – Новатор; №6 – Магнат (российский сорта риса без гена AG2); №7 – 23 – регене-
рантные линии риса; №7–4641/1; №8–4641/2; №9–4641/3; №10–4641/4; №12–4641/6; №13–4641/8; №15–4641/9; №16–4641/10; 
№18–4641/12; №19–5010/4
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сложности ген AG1 идентифицировали в 17 лини-
ях риса, ген AG2 – в 11 линиях, а оба гена – в 9 ли-
ниях риса (4641/1, 4641/2, 4641/3, 4641/4, 4641/6, 
4641/8, 4641/9, 4641/10, 5010/4). 

Заключительный этап состоял в исследовании 
морфофизиологического ответа, полученного от 
дигаплоидных растений риса семенного материа-
ла на действие водного стресса. Из 25 растений се-
менной материал был получен только от 17 гено-
типов, так как некоторые регенеранты оказались 
гаплоидными (стерильными). Скрининг дигапло-
идных линий риса показал следующие результаты, 
представленные на рис. 3. 

На 5-е сутки затопления, существенной раз-
ницы по длине колеоптиле практически не на-
блюдалось, варьирование составило от 1,7 см 
(4641/14) до 3,2 см (4641/7 и 4641/11). На 7-е сут 
длина проростков увеличилась в донорном сорте 
Khao Hlan On на 2,5 см, в реципиентном сорте 
Контакт – на 0,7 см, а в линиях – от 0,2 см (4641/1 
и 4641/15) до 2,6 см (4641/9). На 11-е сут макси-
мальные значения по длине колеоптиле наблюда-
лись у линий 4641/15, 5010/1, 5010/2, 5009/2, 
5009/3, а также у донорного сорта Khao Hlan On 
и  составили 10,3 см, 10,8 см, 10,6 см, 10,5 см, 
10,3  см и 10,9 см соответственно. На 14-е сутки 
разница по длине у линий риса без генов AG1, AG2 
и с генами была существенной и составила в сред-
нем 6,9 см. Длина проростка растений риса, не 
имеющих гены AG1 и AG2, была сходной с этим 
показателем у реципиентного сорт Контакт. Раз-
ница по длине проростка у линий с двумя генами 
и одним в среднем составила 0,7 см. Значение ко-
эффициента вариации по признаку динамики ро-
ста варьировало от 17,3% (на 5-е сут) до 24,5% 
(на 14-е сут) (табл. 2).

 Полученный неоднородный селекционный 
материал обладает наибольшим потенциалом для 
дальнейшего отбора лучших генотипов.

Таблица 1
Наличие генов AG1 и AG2 в регенерантных линиях риса

Линия AG1 AG2 Линия AG1 AG2

4641/1 + + 4641/15 + –
4641/2 + + 5010/1 + –
4641/3 + + 5010/2 + –
4641/4 + + 5010/3 + –
4641/5 + – 5010/4 + +
4641/6 + + 5010/5 – –
4641/7 + – 5010/6 – –
4641/8 + + 5009/1 – –
4641/9 + + 5009/2 – +
4641/10 + + 5009/3 + –
4641/11 – – 4565/1 – –
4641/12 – + 4565/2 – –
4641/14 + –

Примечание: «+» ген, унаследованный от зарубежных донор-
ных сортов Khao Hlan On и Inbara-3; «−» ген от отечественных 
сортов Контакт, Новатор, Магнат.

Рис. 3. Динамика роста дигаплоидных линий риса в условиях водного стресса 
Примечание: * – линии, статистически значимо отличающиеся от отечественного сорта Контакт

Таблица 2
Показатели динамики роста дигаплоидных линий риса

Показатели
День проращивания, сут

5 7 11 14

Среднее значение длины 
проростка, см 2,5 3,7 8,8 13,1

Коэффициент вариации, % 17,3 19,2 23,1 24,5
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Обсуждение
При прорастании семян риса под водой в кор-

невой зоне возникает несколько неблагоприятных 
условий. Кислорода становится недостаточно, что 
препятствует дыханию и росту корней, а также на-
капливаются такие газы, как CO2 и этилен. Недо-
статок кислорода приводит к замедлению роста 
и  функционирования корней, тем самым снижая 
поглощение питательных веществ и воды. Кроме 
того, в токсичных концентрациях накапливаются 
некоторые вещества, такие как сероводород и про-
межуточные продукты анаэробного углеводного 
обмена – например, органические кислоты. Это 
изменяет pH среды и влияет на доступность пита-
тельных веществ для растения и их усвоение. В со-
вокупности эти изменения приводят к поврежде-
нию корней и всего растения и в тяжелых случаях 
могут привести к его гибели [17]. Было обнаружено 
некоторое генетическое разнообразие в отношении 
устойчивости к переувлажнению, но оно не было 
в достаточной мере использовано в селекции.

Создание сортов риса, более устойчивых к за-
топлению во время прорастания, способствовало 
проведению исследований для выявления призна-
ков, связанных с устойчивостью, и выведения се-
лекционных линий, более подходящих для прямо-
го посева. Недавно были идентифицированы 
основные QTL, AG1 и AG2, связанные с устойчи-
востью к затоплению во время прорастания, и они 
являются целью для клонирования и использова-
ния в маркер-ориентированной селекции [2]. 

Когда затопление происходит сразу после 
прямого посева, устойчивые к слою воды геноти-
пы риса прорастают лучше, а их проростки растут 
относительно быстрее, чтобы выбраться из зато-
пленной почвы. Эти генотипы способны форми-
ровать корни и листья под водой. Их устойчивость 
к затоплению связана со способностью иниции-
ровать и поддерживать катаболизм углеводов 
в прорастающих семенах, анаэробное дыхание для 
поддержания энергоснабжения и сохранение рас-
тяжимости клеток растущего зародыша. По мере 
того, как проросток удлиняется и достигает более 

аэрируемых зон, развивается аэренхима, обеспе-
чивающая кислородом погруженные в воду части 
растения, особенно корни [17].

Образцы риса, которые мы выделили в ре-
зультате исследований, представляют большую 
ценность для селекционной работы, направлен-
ной на создание сортов, устойчивых к глубокому 
уровню воды, который создается после посева се-
мян. Эта технология позволяет подавить сорную 
растительность, которая не может преодолеть 
слой воды толщиной 30–40 см. Рис с генами AG 
способен к такому прорастанию, в результате чего 
сохраняется большое количество всходов, форми-
руется оптимальная густота посева, а массив рас-
тений риса становится чистым от сорняков без 
применения гербицидов. Поэтому проведенные 
исследования имеют не только теоретическую, но 
и практическую пользу для сельского хозяйства.

Заключение
В ходе исследования провели скрининг дига-

плоидных андрогенных растений риса на наличие 
генов энергии прорастания AG1 и AG2. Ген AG1 
был идентифицирован в 17 линиях и в донорных 
сортах Inbara-3 и Khao Hlan On, а ген AG2 – 
в  11  линиях, 9 из них унаследовали оба гена 
(4641/1, 4641/2, 4641/3, 4641/4, 4641/6, 4641/8, 
4641/9, 4641/10, 5010/4). Лабораторный опыт по 
проращиванию зерен риса в пробирках выявил 
линии с высокой энергией прорастания. Значение 
коэффициента вариации по признаку динамики 
роста варьировало от 17,3% (на 5-е сут) до 24,5% 
(на 14-е сут). Семенной материал с перспектив-
ных андрогенных растений рекомендуется к вне-
дрению в селекционные программы и представля-
ет особый интерес для дальнейших исследований.

Исследование выполнено в рамках Государ-
ственных заданий № 0505-2025-0007 и №0505-
2025-0009 ФГБНУ «Аграрный научный центр 
«Донской».Работа проведена без использования 
животных и без привлечения людей в качестве 
испытуемых. Авторы заявляют об отсутствии 
конфликта интересов. 
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Identification of AG germination energy genes 
in dihaploid androgenic rice plants
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Rice plays a huge role in the nutrition of the world population In Russia, as in Europe and 
America, rice is mainly sown by direct seeding, while in Asian countries, seedling technology is 
used. Direct seeding is followed by flooding of the field, which can lead to a low percentage of 
seedlings and death of young plants. On the other hand, flooding of rice fields helps in the fight 
against weeds and rodents. Despite the fact that rice is a hydrophyte plant, water can lead to 
hypoxia or even anoxia, contributing to the suppression of young shoots. In general, most rice 
varieties at the early stages of development under water stress have low survival, so it is necessary 
to screen 8 genotypes and select breeding material capable of withstanding stressful conditions. 
One of the factors of tolerance to water stress conditions is the germination energy AG 
(anaerobic germination), which is a complex trait controlled by several genes mapped on 
different chromosomes. Foreign scientists have identified varieties with the AG germination 
energy genes (Khao Hlan On, Mazhan Red and others). In our country, there are currently few 
varieties with genes for resistance to anaerobic conditions. Currently, a small number of local 
varieties and populations have been studied for tolerance to anaerobic conditions using QTL, so 
it is necessary to expand the study of a large number of samples to select resistant genotypes. 
Therefore, the purpose of the study was to screen dihaploid androgenic rice plants for the 
presence of AG1, AG2 germination energy genes and to select promising genotypes of particular 
interest for breeding work. The source material was 25 regenerated plants obtained by in vitro 
anther culture from four hybrids whose parental lines were donors of germination energy (Khao 
Hlan On), resistance to deep-water flooding (Inbara-3, IR-64) and Russian varieties (Contact, 
Magnat, Novator). Molecular genetic analysis was performed using molecular markers AG1 
(qAG–9–2) and AG2 (qAG–7–1). In total, the AG1 gene was identified in 17 rice lines, the AG2 
gene in 11 lines, and both genes in 9 rice lines (4641/1, 4641/2, 4641/3, 4641/4, 4641/6, 4641/8, 
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4641/9, 4641/10, 5010/4). Laboratory experiment on dihaploid lines resistance to anaerobic 
stress revealed samples with high germination energy. Promising dihaploid androgenic rice 
plants were selected as source material for breeding.

Keywords: rice, in vitro method, anaerobic germination, AG1 and AG2 genes, dihaploid androgenic 
rice plants, anaerobic stress
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