Лекция № 6
Экспериментальный мутагенез и его использование в селекции
Вопросы:
1.Мутационная изменчивость и ее значение в селекции
2.Методы использования мутации 
3.Особенности выявления мутантов и самоопыляющихся, перекрестноопыляющихся и вегетативно размножающихся растений 
4.Пути использование экспериментального мутагенеза в селекции растений
5. Классификация мутаций: физические мутагены, химические мутагены
6.Хозяйственно ценные формы и сорта, полученные на основе экспериментального и спонтанного мутагенеза

1.Мутационная изменчивость и ее значение в селекции
В современной селекции используются следующие виды и способы получения, исходного материала: 1) естественные популяции; 2) гибридные популяции; 3) самоопыленные линии ( инцухт-линиц); 4) искусственные мутации и полиплоидные формы.
Значения различных видов исходного материала в истории развитии селекции и настоящее время не одинаково.
Сегодня мы становимся на искусственных мутациях.
Искусственный или экспериментальный мутагенез – важнейший источник создания исходного селекционного материала, основанный на применении ионизирующих излучений и химических мутагенов.
Сведения о первых работах по мутантам  появились в 20-30 годах нашего столетия, в Советском Союзе известными учеными Сапегиным А.А. были получены ряд хозяйственно- полезных мутационных форм у пшеницы. 
Однако лишь в 50-ые годы, благодаря крупным успехам ядерной физики и химии, добились получения на различных культурах практически ценных форм растений.
В Институте химической физики АНСССР под руководством И. А. Рапопорта работает центр по химическому мутагенезу, являющийся кардинатором многих сельскохозяйственных НИУ, работающих по данному вопросу.
Подробно останавливаться вообще о мутациях, истории развития, становлений, о многочисленных зарубежных ученых и их результатах мы не будем, о них разговор вели на предыдущих лекциях по генетики и селекции.
Возможны 2 пути селекционного использования искусственных мутаций:1- прямое использование мутаций, (воздействие на взрослое растение); 2- использование мутации в процессе гибридизации.
В первом случае  ставится задача улучшения существующих сортов по некоторым хозяйственно- биологическим признакам, исправления у них отдельных недостатков. Этот метод считается перспективным в селекции на устойчивость заболеваниям. Предполагается, что у любого ценного сорта можно быстро получить мутации устойчивости и сохранив при этом нетронутыми др. хозяйственно-биологические признаки, что дало бы возможность селекционерам быстро реагировать на рассообразование паразитов.
2. Методы использования мутации 
Первый путь метод прямого использования мутации- рассчитан на быстрое создание исходного материала с нужными признаками и свойствами. Однако прямое и быстрое использование мутаций при тех высоких требованиях, которые предъявляются в современным селекционным сортам, далеко не всегда дает положительные результаты. 
  Второй путь использования искусственных мутаций
Полученный вследствие мутагенезу исходный материал должен, как правило, пройти через гибридизацию.. Мутации могут изменять свое аренотипическое выражение в зависимости от того, в какой генотип они включаются. Особенно это относится к малым аризиологическим мутациям. Поэтому скрещивание качественно меняет влияние отдельных мутаций на развитие многих признаков и свойств: широко применяются также сочетание индуцированного мутагенеза с гибридизацией, обработка мутагенезами гибридных семян F0; F2, и старших поколений, скрещивание мутантных форм между собой и с лучшими раионированными сортами, бекроссовая гибридизация. 
Третий путь. Используется эксперимент мутагенез и совместно с отдаленной гибридизацией. Путем искусственных мутаций в ряде случаев удается преодолевать нескрещиваемость разных далеких видов растений, а также производить пересадку путем трасплонтаций  отдельных локусов хромосом диких видов в хромосомный комплекс культурных растений ( в США от эгилопса перенесли в геном пшеницы локус, контролирующий уст. к ржав. от пырея, локус, контролирующий уст. к стебл. ржавчине и головне и т.д.
Закономерности эксп. мутагенеза у различных сортов подчиняются закону гомологических рядов в наследс. изменчивости.
Процесс мутирования связанный с изменением отдельных генов, и с перестройкой хромосом  (фрагментация нехватки, генверсии, дупликации, транслокации), обычен для всех растений. Однако в природных популяциях выявить процесс мутирования трудно. Появляющиеся в результате мутации новые признаки в естественных условиях природы обычно характеризуют в лучшем случае 1% взятых растений, а часто эта цифра до 1 . 10-6 и даже меньше.
Огромное большинство естественно возникающих и экспериментально вызываемых мутаций рецессивно. Но мутации доминантного характера не исключены полностью, хотя и боле редки ( возникновение красной окраски колоса у белоколосой пшеницы, крайне быстро развивающиеся и плодоносящие на первом году мутанты лесной земляники). В некоторых случаях возникновение доминантных признаков растений с соответствующими рецессивными признаками может быть связано не с непосредственным переходом определенного рецессивного в его доминантную, а с мутацией гена иного локуса. Такой новый мутантный ген может подавлять эффект предшествующей мутации и вызывать возврат к проявлению доминантных признаков исходной формы.
Мутирование стало известно генетикам почти с законами Менделя. Но эволюционное значение этого явления долго было предметом дискуссий. Многие из известных мутаций шли в направлении ослабления организма и были обусловлены или явно вредными перестройками хромосом, или вредными генами. Это вызывало сомнение в прогрессивной роли мутации. 
Экспериментальное получение мутаций на заре  XX века не было разработано, и существовало мнение, что этот процесс управляется не включительно внутренними характерами структуры клетки. Открытие индуцирования мутации лучами Рентгена показало возможность значительного повышения частоты мутации под влиянием характера внешней среды. Но зависимость характера мутации от исходного генотипа была несомненной .Первые опыты экспериментального получения мутантов у растений при помощи лучей Рентгена дали картину, во многом  напоминающую ту, что наблюдается после инбридинга у аллогамных растений. А такое проявление ганотипической изменчивости было мало интересно селекционеру того времени. Лишь значительно позднее, в середине XX столетия, были общие закономерности мутационного процесса и положительные перспективы его использования в селекции растений. 
3. Особенности выявления мутантов и самоопыляющихся, перекрестноопыляющихся и вегетативно размножающихся растений.
Мутационный процесс, как и всякое изменение генотипа, связан, безусловно, с одной стороны, с характером мутирующего генотипа, а с другой – с теми факторами, на фоне которых мутагенез протекает, включая и специальные мутагенные воздействия.
Совершено ясно, что спектр мутаций овсов будет отличатся от того, что происходит у маков, и характер мутантов этих растений будет отличатся от мутантов яблони или картофеля. Конечно, некоторые мутанты у разных видов будут иметь нечто общее ( потеря хлорофилла, гигантизм, карликовость), другие будут резко специфичны ( потеря твердости оболочки семени у косточковых, потеря алколоидности у богатых алколоидами видов, белоцветковость у растений с окрашенным цветком ). От генотипа зависит и частота мутаций. Отдельный гены более лабильны и чаще меняют свою структуру и соответственное проявление в оренотипе, другие более стабильны. Например, у кукурузы ген R (антоциановая окраска растений) дает спонтанные мутации примерно с частотой около 0,5 на 1000. Ген ( ингибитор окраски алейронового слоя ) мутирует уже реже и дает около 0,1 мутанта на 1000, а ген Wх ( восковидный эндосперм) крайне стабилен и его мутирование изменяется частотой менее миллионных.
Вопрос о роли генотипа в целом, конечно, решается в зависимости от того, какие гены от содержит. По теории вероятности можно ожидать, что более сложные и богатые генотипы будут обладать более богатыми спектрами и будут мутировать чаще, чем простые и бедные. С этим вполне сходится не раз отличаемое усиление мутационного процесса у гетерозиготных гибридных форм по сравнению с гомозиготными.
Некоторое кажущееся противоречие этой концепции – большая частота наблюдения мутаций у диплоидных форм по сравнению с полиплоидными. Однако здесь надо иметь ввиду, что факты видимого проявления мутаций далеко не отражают всех генетических изменений в гене, и еще причиной такой картины является и относительно большая стойкость отдельных генов в полиплоидных комплексах, чем в диплоидных и гаплоидных.
Роль факторов среды в стимуляции мутационного процесса и его направлений несомненна. Играют роль колебания температур, различного качества излучения ( включая лучи до инфракрасных), химические воздействия.
 Вместе с тем выявлено и то, что различные воздействия имеют свою специфику в отношении тех наследствий, какие они вносят в характер генотипов. Внешние импульсы меняют не только частоту мутаций, на их спектрах.
Установлено, что искусственно вызываемый мутагенез обычно лишь повторяет те типы мутации, которые возникают также и спонтанно. 
Но естественный мутагенез идет медленно и требует больших сроков ожидания для выделения мутагенеза тот же результат получается значительно быстрее. Выбором мутагенных факторов можно в ряде случаев стимулировать появление определенных типов мутации чаще, чем других и получать их спектры, отличающиеся по количественному составу от спектов спонтанного мутагенеза.
 Нередко мутации отклоняются от исходной формы в направлении сходной адаптации к среде ( поздние, не вызревающие до зимы растения овса, лищенные тычинок подсолнечники и др). однако не все индуцированные мутации дают картину регресса, заставляющие селекционеров сомневаться в перспективах использования экспериментального мутагенеза для селекции экономически важных культурных растений. Исследования показали, что при экспериментальном мутагенезе кроме уродливых и с пониженной жизнеспособностью форм появляются и генотипические отклонения в экономически более ценную сторону. Путем соответствующего набора исходных форм мутагенных факторов и их дозировки, а также условий их применения соотношение полезных и вредных мутаций в ряде опытов достигаются изменения в пользу первых.
Отдельные мутанты, отличающиеся различными положительными качествами, ныне получены у большинства  с/х растений. Подобные мутанты являют собой ценный исходный материал для селекционной работы, и поэтому их коллекции существенно пополняют мировые ресурсы различных культур. За последних 2-3 тысячелетия долее 100 экспериментально полученных мутантов в разных странах после должного отбора использовали в качестве производственных сортов ( соя Райден, яровая пшеница, Сопора (Индия) – очень скороспелая и устойчивая к полеганию; устойчивый к мучнистой росе ячмень Вена (Австрия); устойчивый с ржавчине овес Флорад (США) – с повышенной урожайностью; безалкогольный лютик ( Киевский мутант) и др. 
Но основное значение экспериментального мутагенеза в селекции растений, пожалуй, состоит в том, что он повышает эффективность других методов экспериментального формообразования, и прежде всего гибридизации, давая для нее новые нужные компоненты.
4. Пути использование экспериментального  мутагенеза в селекции растений
Пути использование экспериментально мутагенеза в селекции растений идет обычно по одному нижеследующих путей: 
1. при бочковых или генных мутациях ( результат изменения молекулярной структуры ДНК) – у самоопыляющихся растений практически ценные мутанты могут сразу размножатся и поступать на конвейер отбора. 
Полученные мутанты также вовлекаются в скрещивания ( с исходной формой и между собой в пределах одного сорта и между мутантами, полученными в разных сортах). В результате таких скрещиваний в М2 могут возникнуть интересные комбинации мутантных генов, которые выделяют как перспективный материал для последующей работы.
Большой интерес представляет также индицирование мутаций в гибридных популяциях в качестве источника изменчивости; 
При ориентации на почковые мутации у перекрестноопыляющихся растений основное внимание обычно отдается индицированию мутации в свободно переопыляющихся мутациях, а за ним следует размножение мутантов, выделяемых семейственным, групповым и массовым отборами.
Проводится также искусственное скрещивание мутантов с исходной и другими формами.
Выделяют гетерозисные формы, возникший в М, от скрещивания мутантов между собой и другими формами.
При ориентации на бочковые мутации у вегетативно размножаемых растений обычно индуцируют мутации в вегетативных органах в качестве источника разнообразия форм для клонового отбора, а затем следует отбор доминантных и рецессивных ( возникших у гетерозигот) мутантов, выявляющихся естественно, и несколько позже отбор мутантов выявляемых в результате расхимеривания ( химер особей состоит из клеток разл. генетт. структуры) и демаскирования рецессивных изменений. Параллельно с этим проводят индуцирование мутаций в семенных потомствах вегетативно размножаемых растений, чтобы иметь источник дополнительной изменчивости их с последующим вегетативным закреплением полезных форм.  
При получений получении хромосомных мутаций селекционная работа идет в следующих направлениях:
1) использование транслокации для межвидового и  межродового переноса единичных желательных признаков и как средство разделения тесно сцепленных генов;
2) получение направленных дупликаций;
3) диплоидизация аутополиплоидов и использование хромосомных мутаций типа перестроек, моно-и полисомиков в качестве механизма предупреждения или сокращения самоопыления в некоторых популяциях.
5. Классификация мутаций: физические мутагены, химические мутагены
1. по своим действиям мутации делятся на морфологические, физиологические и биохимические. 
Они могут изменять проявление любого внешнего признака, влиять на функции отдельных органов, рост и развитие организма, вызывать различные изменения количественного состава и т.д.
2. по проявлению мутации могут быть доминантными и рецессивными. Вторые возникают чаще первых. Причем доминантные мутации проявляются сразу же в гетерозиготном состоянии, а рецессивные только после того, как матировавший ген скажется в гомозиготном состоянии.
3. по влиянию на жизнеспособность мутации делятся на полезные, нейтральные, и вредные (летальные) мутации, вызывающие гибель организма
доминантные летальные М вследствие резкого проявления быстро отбрасываются естественным отбором, и проявляться в последующих поколениях ( альбинизм у ячменя, кукурузы и др.)
М бывают: Генеративные М-возм. в гаметах и клетках.
    Соматические М- проявл. в клетках организма. 
Для бесполых и вегетат. При размножении 
Почковые М, вариации, спор- в клетках точек роста плодов. прямые и обратные М- прямые чаще.
Малые мутации – незнач. изм. Физиолог. и плорор. призн. имеют огромное значение в селек. и ивол.
Физические мутагены
 Излучения проникая, через цитоплазму, воздействуют на молекулы ДНК ядра.
Дозировка мутагенных ионизирующих излучений, конечно должна носить индивидуальный характер в зависимости от взятых объектов.
При мощности излучения V и Х – лучей в 323-368 р/мин для злаков, картофеля, бобовых применятся дозы 5000-20000р  при экспозиции 20-60 мин. Для почек груш испешно использованы дозы 2000-8000р.
Для быстрых нейтронов успешно применялись дозы 500-100р.
Не лишены мутагенного воздействия и лучи, лишенные ионизирующего действия, как лучи солнечного спекта ( ультрафиолетовые, видимые, инфракрасные) и более  длинные электромагнитные волны.
К цитоморфологическим моментам, усиливающий мутагенный эффект излучений, относятся крупные ядра, длинные плечи хромосом, малое число хромосом.
Для успешного использования ионизирующих излучений в селекции необходимы достаточные масштабы опыта, главным образом большое число семей от отдельных растений.
В росте с каждой культурой нужно учитывать ее особенности: самоопылитель или перекрестник, полиплоидна она или диплоидна, чувствительна или нечувствительна к облучению. 
В зависимости от этого можно облучать сухие или проросшие семена, отдельные почки, пыльцу и целые растения.
  Примеры успешного использования ионизирующих. 
Гама – лучи (Со60) --------- 10-15 килорентген 
Ретгеновые лучи  ---------- 10-20 рентген
Быстрые нейтроны -------- 600-1000 рад
Тепловые нейтроны ------- 1011; 5.1011; 1.1011 нейтр/см2                    
Эти дозы могут быть увеличены в несколько раз и доведено до так называемых критических, при которых выживает около 40% растений.
Дозы облучения очень различны для разных видов и даже сортов растений. Если область пыльцы, то доза уменьш.в 1,5-2раза.
    На количество и свойства мутации оказывают большое влияние особенности сорта, его генотип. При одном и том же мутагене одни сорта оказываются высокомутабильными, другие же дают мало мутаций. Целесообразно в качестве исходного материала брать районированные и перспективные сорта, приспособленные к местным условиям. У таких сортов надо устранить отдельные отрицательные признаки или усилить положительные. Для чего желательно провести разведочные опыты ы группой сортов, чтобы выяснить их мутабильность.
Особенно эффективно использование ионизирующих получений для получения форм, устойчивых к гибридным заболеваниям. Обычно возбудитель той или иной болезни приспособлен к определенному белковому составу клеток растений.
Резкое же изменение в составе белков растения в результате мутации нарушает это соответствие и может сделать растение устойчивым.
Например, в результате облучения гама – лучами в последние годы были созданы сорта зерновых культур, устойчивые к ржавчине и другим грибным болезням.
  При облучении семян - мутации возникают в отдельных клетках зародыши, и развившиеся в таких семян растения первою поколения чаще всего несут мутации лишь в тканях, образовавшихся из этих клеток, т.е. явл. химерами. Поэтому выявление и отбор мутации в основном следует проводить со второго поколения –М2. ( М – общее обозначение всех мутантов).
  Часто целесообразно проводить повторные облучения семян. Для этого семена, собранные с растений М1, смешивают и снова облучают. Это можно проводить несколько раз и затем высевать облученные семена отдельными семьями. В результате накапливается значительное количество мутаций, что позволяет сокращать объем работ в М2 и делает отбор растений с полезными мутациями менее трудоемким.
Здесь нужно иметь в виду, что если мы имеем дело с перекрестниками, то следует соблюдать все предосторожности в целью предотвратить переопыление (т.е. как и при обычной гибридизации).
Если растения способны размножатся вегетативно, то каждый ценный отобранный мутант М1,М2 и т.д. можно размножить черенками или корневищами.
Химические мутагены
Кроме ионизирующих излучений через цитоплазму в ядро относительно легко проникают некоторые химические соединения и, реагируя с ДНК, вызывают различного рода мутации.
Для получения хозяйственно – ценой мутации из химических мутагенов наиболее широко применяются алкимирующие соединения: этиленимин, нитрозоэтилмочевина, нитрозометилмочевин, этилметансульфенат, диметилфульфат и др.
Химические мутагены обычно применяют в виде видных растворов 0,05 – 0,2% концентрации при продолжительности намачивания семян от 12 до 24. при этом обеспечивается лучшее высыхание растений и сохранение среди них мутации с хозяйственно – полезными признаками. 
Не следует допускать большого разрыва во времени между обработками семян и их высевом, т.к. противном случае может снизится всхожесть и возрасти повреждающий эффект. Чтобы снизить повреждающие действие мутагенов, обработанные семена рекомендуется промывать в противной воде.
Для получения хозяйственно – полезных мутаций у каждого либо сорта рекомендуется подвергать мутагенному  воздействию от 2 до 4 тыс. семян.
Химические мутагены имеют преимущество перед ионизирующими излучениями в том отношении, что действует более мягко и вносят меньше грубых нарушений в структуру хромосом. При высоких дозах смертность свыше 60% довольно части при изученных, при использовании мутагенов химического порядка гибель всходов снижается на 40-50%, а при использовании этиленимина даже до 0,2-0,06%).
6. Хозяйственно ценные формы и сорта, полученные на основе экспериментального и спонтанного мутагенеза
К настоящему времени в нашей стране районированы мутагенные сорта яровой пшеницы.
Новгородская 67, ячменя Минский, сол Универсал, овса на корм Зеленый, орасоли Санарис 75, люпина Киевский скороспелый и др. культур.
Во ВНИМК им. Пустовойта впервые в мировой селекции методом химического мутагенеза создан сорт подсолнечника Первенец ( оливковый мутант), в масле которого содержится до 75% оливковой кислоты, по качеству оно не уступает маслу оливкового дерева.
Особое внимание селекционеров привлекает использование мутации карликовости. С этой проблемой во многих странах связано осуществление селекционных программ по созданию короткостебельных сортов зерновых культур интенсивного типа, особых при орошении внесении высоких доз минеральных удобрений давать урожай зерна 100ц с 1га и выше.
Одним из наиболее ценных допоров короткостебельности у пшеницы оказался старый японский озимый сорт Нарин-10, обладающий тремя парами спонтанно возникших рецессивных генов карликовости.
В мексиканском международном. Центре по улучшению пшеницы и кукурузы (СИММИТ) проф. Барлаугом гены + Нарин10 созданы сорта пшениц интенсивного типа ,в 4 раза поднялась урожайность и в 7 раз валовый сбор зерна.
Используются и доминантные гены тибетской пшеницы ( Том Пус) и родезийский сорт Olsen Dwaчfs.
Эти гены снижают высоту стебля сильнее чем рецессивные, т.е. высота 30-35 см. такие ультра – низкорослые трехгенные сорта могут дать урожай до 150ц/га и выше.В Краснодарском НИИСХ путем хим. Мутагенеза получены карликовые из сортов озимых пшениц Безостая 1 и Мириновская 808. карликовые мутанты Безост. Имеющие хорошие качества зерна и более высокую зимостойкость широко используются в гибридизации.
Контрольные вопросы:
1. Каково значение естественных и индуцированных мутаций в селекции? 
2. Какие известны типы мутаций в зависимости от характера изменения генетической структуры? 
3. Какими методами получают индуцированные мутации? 
4. Какие источники ионизирующих излучений используются в селекции? 
5. Какие дозы ионизирующих излучений считаются оптимальными для получения хозяйственноценных мутантов? 
6. Какие химические мутагены и в каких концентрациях чаще всего используют в селекции растений? 
7. Как обнаруживают и используют в селекции индуцированные мутации у самоопыляемых культур?  
8. Как обнаруживают и используют в селекции индуцированные мутации у перекресноопыляемых культур? 
9. Как обнаруживают и используют в селекции индуцированные мутации у вегетативно размножаемых культур? 
10. Каковы главные направления и основные достижения селекции на основе мутагенеза?
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