ЛЕКЦИЯ 6
Гибридная и гетерозисная селекция

Впервые  возможности гибридизации растений были исследованы И. Кельрейтером в 1760-1766 п. В 1904-1907 гг., было установлено, что депрессия инбредных линий кукурузы связана с самопылением, а «гибридная мощность», для обозначения которой был предложен термин «гетерозис», обусловлена гетерозиготностью. Уже в 1930 г. все селекционные программы по кукурузе в США базировались на подборе комбинаций инбредных линий. В целом же открытие гетерозисного эффекта, а также возможностей его практического использования положило, по существу, начало новой эры в селекции растений. 

Обычно истинный гетерозис определяют как величину, на которую среднее значение признака у гибридов FI превышает значение этого же признака у лучшего из родителей.
 Еще в 1918 г. для объяснения гетерозиса Джонсон предложил гипотезу доминантности, в соответствии с которой «гибридная мощность» возникает в результате действия и взаимодействия доминантных, часто сцепленных факторов роста. Сейчас это является основной гипотезой, объясняющей гетерозис. Однако истинный молекулярно-генетический механизм остается, по прежнему не ясным.
На практике впервые попытку использовать повышенную мощность гибридов в производстве зерна кукурузы предпринял американский исследователь Д. Бил в 1878 г. в Мичиганском сельскохозяйственном колледже. Он скрещивал различные сорта кукурузы и подобрал такие пары, у которых превышение гибридов по урожайности над родительскими сортами было 10-15%. Он предложил конкретную схему производства гибридных семян кукурузы в больших количествах. Однако межсортовые гибриды кукурузы не получили распространения. Причиной этого является применение ручного труда для удаления метелок у материнского компонента. Поэтому затраты на получение гибридных семян в большом объеме не окупались величиной прибавки урожая (l0-15%). 

В 1904-1906 гг. Г. Шелл предложил иной путь получения гибридов у кукурузы. Он предлагал скрещивать не сорта-популяции, а линии, полученные в результате многократного принудительного самоопыления исходных родительских форм. В результате многократного принудительного самоопыления получались гомозиготные линии, которые называются инбредными или инцухт-линиями (самоопыленные линии). 

Он обнаружил, что при самоопылении потомство становится менее продуктивным по сравнению с исходным сортом. Причиной снижения уровня жизнеспособности у самоопыленных потомств является то, что сорта у кукурузы являются популяциями. Благодаря свободному переопылению большинство генов находится в гетерозиготном состоянии. При этом признак, контролируемый рецессивным аллелем, не проявляется. Часто рецессивные аллели генов - это мутантные аллели, снижающие жизнеспособность растений или даже приводящие их к гибели. В гетерозиготной популяции действие их подавлено нормальными доминантными аллелями. 

Однако при самоопылении в течение нескольких поколений происходит постепенный переход всех генов в гомозиготное состояние. При этом рецессивные аллели проявляют свое действие. Поэтому при первом самоопылении отдельных растений наблюдается сильное разнообразие по жизнеспособности в потомстве: часть - незначительно хуже родительской формы, часть - значительно хуже, а часть вообще гибнет (в гомозиготное состояние перешли летальные аллели, например, ген отсутствия хлорофилла альбинизма). Дальнейшее самоопыление выживших растений приводит к постепенному снижению высоты и продуктивности растений. Такое явление снижения жизнеспособности растений при самоопылении называется инбредной депрессией. Однако после 6-7 самоопылений потомство стабилизируется на каком-то уровне и дальнейшее самоопыление уже не ухудшает его урожайность и общую жизнеспособность. Наступает инбредный минимум (почти все гены переходят в гомозиготное состояние). 

Полученные константные ослабленные самоопыленные линии Г. Шелл скрестил друг с другом. Оказалось, что урожайность полученных гибридов значительно возрастала. Некоторые из них до 40% превосходили урожайность исходных сортов-популяций, из которых были получены самоопыленные линии. 

Затем выяснилось, что в последующих поколениях высокая урожайность не сохраняется. Поэтому он предложил выращивать самоопыленные линии в большом количестве, затем высевать родительские формы в поле чередующимися рядами, у материнских растений вручную обрывать метелки и получать гибридные семена. Но, несмотря на высокую урожайность, такие гибриды все-таки в производство не пошли из-за очень высокой себестоимости семян. Окупаемость затрат на проведение дополнительной работы по получению самоопьшенных линий и проведению гибридизации была все еще недостаточной для широкого внедрения таких гибридов в производство. Это усугублялось и очень низкой (30% от исходной) урожайностью самоопыленных линий. 

Предложенная американским ученым Д. Джонсом (1917 г.) схема получения двойных межлинейныx гибридов позволила сделать их производство экономически выгодным (рис. 3). Стоимость гибридных семян при скрещивании резко снижается, так как в качестве материнского компонента используется высокоурожайный простой гибрид, коэффициент размножения которого, по сравнению с простыми гибридами, резко возрастает. 

Урожайность таких гибридов несколько ниже, чем у простых межлинейных и они менее выровнены. Тем не менее, такие гибриды в то время получили широкое распространение в производстве. 

В США гетерозисные гибриды кукурузы были быстро внедрены в производство и получили широкое распространение, вытеснив сорта-популяции. 

В то же время в СССР т.д. Лысенко затормозил развитие производства гибридов кукурузы, не принимая самой идеи создания самоопыленных линий, считая их биологическим уродством растения. В производстве долгое время выращивались исключительно межсортовые гибриды. 

2. Значение гетерозиса

Гетерозис - увеличение мощности и жизнеспособности гибридов первого поколения по сравнению с родительскими формами. 

В самом широком смысле гетерозис - это любые положительные эффекты, ведущие к превосходству гибридов первого поколения над родительскими формами. Эффект гетерозиса в полной мере проявляется только в Fl', а в последующих поколениях резко снижается. Причина этого - расщепление, в результате которого в популяции появляются не только гетерозиготные, но и гомозиготные малопродуктивные растения. Поэтому в производстве используют только F1. 

Кроме использования самоопыленных линий для получения гетерозисных гибридов в селекции и производстве гетерозис используется у ряда культур и имеет свои особенности. 

У вегетативно размножающейся культуры эффект гетерозиса передается вегетативному потомству в полной мере, поскольку мейоз отсутствует (картофель, сахарный тростник, батат, плодовые культуры), декоративные многолетние растения (ирис, гладиолус) и др.). 

У перекрестноопыляющихся культур каждое поколение гибридно. В естественных условиях в скрещивание вступают не чистые самоопыленные линии, а составляющие популяцию генотипы. 

Гетерозис в селекции и производстве используется и при проведении поликросса - взаимного переопыления. Часто его применяют при выращивании многолетних культур, например, злаковых трав. При этом отбирают образцы из коллекции, клонируют их и высевают на участке поликросса в нескольких повторениях. 
Гетерозисные гибриды F1, имеют ряд преимуществ по сравнению с сортами: 

- высокая выравненность первого поколения гибридов; 

- разностороннее проявление эффекта гетерозиса; 

- возможность вести авторское семеноводство, полностью контролируя его (надежная защита авторских прав селекционера). 

Гетерозис часто используется с целью повышения урожайности. В некоторых случаях (у сахарной свеклы) у гетерозисных гибридов ослабляется отрицательная корреляция между продуктивностью и качеством продукции (большая масса корнеплода в сочетании с высоким содержанием сахара в нем). 

Согласно первому правилу Менделя, гибриды F1 выровнены по всем морфологическим признакам, одновременно цветут и созревают. Технология их возделывания существенно улучшается. Поэтому многие сельскохозяйственные культуры уже сейчас почти полностью переведены на гетерозисную основу. 

Культуры, у которых очень широко распространены гетерозисные гибриды: кукуруза, сорго, сахарная свекла, подсолнечник, кормовые корнеплоды, травы, рожь, лук, капуста, томат, огурец, тыква, бахчевые и т.д. 

В России примерно треть овощных культур переведена на гибридную основу. В США, Франции и других экономически развитых странах эта цифра достигает 80%. 

Принципиальное отличие сорта от гетерозисного гибрида - однородность и стабильность растений разных репродукций при размножении семенами. Сорт можно возделывать в производстве много лет. Гетерозисный гибрид неустойчив, в последующих поколениях происходит расщепление и потеря степени выраженности желаемых признаков и свойств. Поэтому семена гетерозисных гибридов необходимо ежегодно получать заново, а гибриды F1, можно использовать в производстве только один раз. 

3. Классификация гетерозиса

В зависимости от направления использования и от того, какие части растений у гибридов получили наибольшие преимущества над родителями, гетерозис бывает: 

1) вегетативный - мощное развитие вегетативных органов растений F1 по сравнению с родительскими формами (кормовые корнеплоды, сахарная свекла, сахарный тростник, кормовые травы, суданская трава, табак и др.); 

2) генеративный - мощное развитие генеративных органов (цветков, плодов, соплодий), по сравнению с родителями (кукуруза, рожь, сорго, подсолнечник, томат, бахчевые, огурец); 

3) адаптивный (приспособительный). Нет каких-то внешних (фенотипических) особенностей, но значительно повышается устойчивость к неблагоприятным факторам (болезням, стрессам) у гибридов F1, в сравнении с родителями (сахарный тростник, свекла, томат и др.). 

4. Понятие о селекции на гетерозис

Селекцией на гетерозис называют создание гибридов F1, отличающихся высоким гетерозисом по урожайности, качеству продукции и другим хозяйственно важным признакам. 

Гетерозисный гибрид - это совокупность культурных растений первого поколения, полученных путем скрещивания сортов, самоопыленных линий, гибридов, обладающая определенными морфологическими, биологическими, хозяйственно-полезными признаками и свойствами, предназначенная для возделывания в определенных почвенно-климатических условиях для определенных целей. 

При создании сорта методом гибридизации, скрещивания проводят в начале селекционного процесса для создания генетически разнообразной популяции для отбора. Отбор же проводят в поколениях F2-F5• Основная часть работы посвящена оценкам потомств отобранныx элитных растений в последующих звеньях селекционного процесса (СП, КП, ПСИ и КСИ). Итогом работы является константный сорт. Далее работу по его размножению и сохранению ведет отрасль сельскохозяйственного производства - семеноводство. 

Селекционный процесс гетерозисных гибридов заключается в подборе родительских форм (т.е. самоопыленных линий) для скрещивания. Полученные самоопыленные линии оценивают на общую (ОКС) и специфическую комбинационную (СКС) способность, выделяют лучшие по урожайности пары. 

Итоговое скрещивание готовых родительских линий для промышленного производства гибридных семян на реализацию проводят в процессе семеноводства. 

5. Типы гибридов

Гетерозис может проявляться в следующих случаях. 

1. У отдаленных гибридов (табак, сахарный тростник, вегетативные части картофеля). Это редкое явление. Обычно отдаленные гибриды характеризуются пониженной семенной продуктивностью. 

2. У межсортовых гибридов. При скрещивании разных сортов одного и того же вида самоопыляющихся культур (пшеница, рис, табак) может проявиться эффект гетерозиса. Причина в том, что сорта у таких видов как правило - гомозиготные линии. При скрещивании сортов перекрестноопыляющихся культур эффект гетерозиса низкий. 

3.. У межлинейных гибридов. Скрещивают самоопыленные линии перекрестноопыляющихся культур. Самоопыленная линия - это гомозиготное потомство перекрестноопыляющейся культуры, полученное путем многократного принудительного самоопыления. Межлинейные гибриды бывают: 

а) простые ♀(♀А х ♂В) - получают от скрещивания двух самоопыленных линий; 

б) трехлинейные ♀(♀А х ♂В) х ♂С - гибриды, полученные от скрещивания простого межлинейного гибрида с самоопыленной линией' 

в) двойные ♀(♀А х ♂В) х (♀С х ♂Д)- гибриды от скрещивания двух простых гибридов; 

г) сложные - получают от скрещивания более, чем 4 самоопыленных линий. Сложным считается гибрид, хотя бы одна из родительских форм которого получена методом ступенчатой гибридизации. 

4. Сортолинейные гибриды - от опыления сорта пыльцой самоопыленной линии (♀copт х ♂линия). 

5. Линейно-сортовые гибриды - от опыления линии или простого гибрида пыльцой сорта (♀линия х ♂сорт; + (АхВ) х ♂сорт). 

6. У триплоидных гибридов. Получают от опыления тетраплоидной материнской формы пыльцой диплоидного опылителя, например, у сахарной свеклы. 

Из выше приведенных гибридов у большинства культур в производстве возделываются простые, трехлинейные и двойные межлиненые. 

6. Теория гетерозиса

Существуют несколько гипотез, объясняющих возникновение гетерозиса у гибридов F 1: 

1) теория сверхдоминирования объясняет проявление гетерозиса гетерозиготным состоянием генов у гибридов (АА < Аа > аа); 

2) теория доминирования объясняет возникновение гетерозиса накоплением большого количества доминантных генов в одном организме, а не просто гетерозиготным состоянием генов; 

3) теория генетического баланса основана на ядерно-цитоплазматическом взаимодействии у гибридов, обусловливающем физиологическую сбалансированность процессов обмена веществ. 

Промышленное проuзводство семян гетерозисных гибридов 

Промышленное производство гибридных семян сопряжено с высокими затратами труда и средств. Оно может быть осуществлено: 
1) с применением ручной кастрации; 
2) простым клонированием вегетативно размножаемых культур (черенками, клубнями, луковицами, отводками, прививкой и др.); 
3) с использованием мужской стерильности (генетической или ядерной - ГМС и ядерно-цитоплазматической - ЦМС); 4

4) с использованием самонесовместимости (спорофитной или гаметофитной); 
5) с использованием маркерных генов. 

Большинство перекрестноопыляющихся видов имеет обоеполые мелкие цветки, дающие мало семян в плоде (рожь, подсолнечник, свекла, люцерна). Поэтому применение ручной кастрации в промышленном масштабе невозможно. 

Для таких культур разработаны методы, позволяющие обходиться без ручного труда. Это использование ЦМС, ГМС и системы самонесовместимости. 

Использование мужской стерильности. 
Чтобы не приходилось кастрировать материнские растения вручную, нужно найти такие формы, у которых пыльники стерильны (т.е. не дают жизнеспособной пыльцы). Бывают различные формы фенотипического (внешнего) проявления мужской стерильности: 
-в цветках пыльники совсем не развиваются (табак); 
-тычинки закладываются, но не развиваются, остаются мелкими, пустыми (у кукурузы); 
-тычинки развиваются, дают нормальную пыльцу, но не растрескиваются (томат, свекла). 

Мужская стерильность бывает генной или ядерной (ГМС) и ядерно-цитоплазматической (ЦМС). 

Генная (ядерная) мужская стерильность обусловлена наличием в ядре генов ms, которые в рецессивном гомозиготном состоянии обусловливают недоразвитие пыльцы (у свеклы, пшеницы, сорго). Если женские растения не образуют пыльцы, то семена на них могут развиться только от переопыления другой формой с нормальной пыльцой, и при этом получатся гибридные семена. 

Ядерно-цитоплазматическая мужская стерильность обусловлена взаимодействием стерильной цитоплазмы (S) и ядерных генов-восстановителей фертильности (rfrf) в рецессивном состоянии. Стерильная цитоплазма вызывается мутациями плазмогенов, находящихся в митохондриях. Она передается только по материнской линии. Если при наличии стерильной цитоплазмы гены восстановления фертильности находятся в доминантном состоянии (RfRf), то растение будет фертильным, если в рецессивном - стерильным. Нормальная цитоплазма (N) всегда обеспечивает нормальное развитие пыльников. Ниже приведены компоненты популяции с различными сочетаниями стерильной и фертильной цитоплазмы и генов восстановления фертильности. 

Srfrf - источник стерильности. Стерильное растение. Размножение возможно только при опылении закрепителем стерильности. 

Nrfrf - закрепитель стерильности. Является нормальным фертильным растением, но при опылении стерильного растения потомство будет стерильным. 

NRfRf - источник восстановления фертильности на фертильной цитоrтазме. Является фертильным растением. При опылении стерильного растения потомство будет фертильным. 

SRfRf - источник восстановления фертильности на стерильной цитоплазме. Нормальное фертильное растение. При опылении стерильного растения потомство будет фертильным. 

У большинства культур для получения гибридов F1 используют ЦМС. 

Производство семян кукурузы на основе ЦМС.
                 Схема производства гибридных семян F1
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стерильность сохраняется
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фертильность восстанавливается
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       источ. стер 
Перед включением самоопыленных линий в скрещивание проверяют их на наличие генов восстановления фертильности в доминантном состоянии Для этого их пыльцой опыляют стерильные тестеры и оценивают по способности их потомства образовывать нормальную пыльцу. Подавляющее большинство самоопыленных линий кукурузы представляют собой закрепители стерильности Nrfrf. 

Предположим, что в селекционном учреждении найдена комбинация скрещивания самоопыленных линий (А х В), дающая высокий гетерозисный эффект (примерно 25-30%). Нужно наладить производство большого количества гибридных семян без ручной кастрации. Чтобы это сделать, необходимо материнскую линию А (Nrfrf) сделать мужскистерильной, а отцовской линии В (Nrfrf) передать восстановительную способность. То есть необходимо создать стерильный аналог А * (Srfrf) фертильной линии А и фертильный аналог В* (NRfRf) исходной отцовской линии В. 

Для этого в любой популяции кукурузы находят источник стерильности - его видно по сухой, недоразвитой метелке (Srfrf). Такая форма может быть только материнской, так как не дает пыльцы. К тому же от нее требуется только цитоплазма, а гены ядра нужно заменить ядром линии А. Для этого стерильный источник опыляют пыльцой линии А (см. схему ниже).
Получился гибрид F1 у которого стерильная цитоплазма и половина генома взята от источника стерильности, а половина - от линии А. Дальнейшая работа должна быть направлена на вытеснение ядерного материала источника стерильности при помощи насыщающих скрещиваний - беккроссов. В следующем возвратном скрещивании получился гибрид, у которого стерильная цитоплазма и 3/4 ядерного материала взята от линии А. 

Схема создания стер
ильного аналога линии А 
	 
	♀1/2
	♂1/2

	Насыщения: 
	 
	 

	первое
	1/4
	3/4

	второе 
	1/8
	7/8

	третье 
	1/16
	15/16

	четвертое 
	1/32
	31/32

	пятое 
	1/64
	63/64

	шестое 
	1/128
	127/128


После 6-7 -го насыщающего скрещивания получается линия А * аналог линии А со стерильной цитоплазмой, которая самостоятельно размножаться не может. Ее размножают, опыляя пыльцой линии А (закрепитель стерильности). 

Таким образом, для получения материнской формы гетерозисного гибрида нужна стерильная линия А * (Srfrf), а для ее размножения - фертильная линия А (Nrfrf). 

Одновременно с созданием стерильного аналога линии А ведут создание фертильного аналога В *(N/S RfRf) исходной отцовской линии В(Nrfrf), которая в нашем примере является закрепителем стерильности. Его создание необходимо для восстановления фертильности у гибридов F1 поскольку материнская форма стерильна и при посеве в чистом виде семян не даст. Поэтому гибриды должны иметь доминантный ген восстановления фертильности Rf. 

Схема создания аналога восстановителя фертильности линии В на фертильной основе

l-й год - источник фертильности ♀А цитNRfRf х ♂B-цитNrfrf 
[image: image21.wmf]®

F1 цитNRfrf 
2-й год - ♀(A х В F1цитNRfгf) х ♂'B-цитNrfгf 
[image: image22.wmf]®

Fb1цитNRfгf+цитNгfrf 

3-й год - ♀(А х В2 Fb1цитNRfrf) Х В х ♂B-цитNгfгf 
[image: image23.wmf]®

 Fb2циnNRfrf+цитNгfrf 

Поскольку все растения в потомстве первого беккросса фертильны, а восстановительной способностью обладают лишь 50% из них, то до проведения второго насыщающего скрещивания необходима проверка и на эту способность, т.е. на содержание гена Rf. Для этого каждое растение потомства первого беккросса скрещивают со стерильным анализатором (Srfrf). Для дальнейшего насыщения исполь​зуют растения, обладающие геном Rf. 

После 5-6 беккроссов с параллельной проверкой на восстановительную способность выделенные растения дважды подвергают самоопылению в сочетании с анализирующим скрещиванием и отбором полностью фертильных форм. 

Необходимость проведения большого числа насыщающих и анализирующих скрещиваний делает эту схему трудоемкой и растянутой во времени. Поэтому часто используют следующую схему.

Схема создания аналога восстановителя фертильности линии В на стерильной основе

l-й год -источник фертильности АхВ ♀A цитSRfRf х ♂B-циnNrfrf
[image: image24.wmf]®

 F1цитsRfrf
2-й год - (А х В) х В + ♀F1цитsRfrf х ♂B-циnNrfrf 
[image: image25.wmf]®

 Fb1цитsRfrf+цитsrfrf 

3-й год - (А х В2) x В + ♀Fb1цитSRfrf х ♂B-цитNгfrf 
[image: image26.wmf]®

 Fb2цитsRfrf+цитsrfrf 

4-й год - (А х В3) x В + ♀Fb2цитsRfrf х ♂B-цитNrfif 
[image: image27.wmf]®

 FbзцитsRfrf+цитsrfrf 

5-й год - (А х В4) х В + ♀ Fb3цитsRfrf х ♂B-цитNrfrf 
[image: image28.wmf]®

 Fb4цитsRfrf+цитsrfrf 

На 6-й и 7-й годы проводят самоопыление, отбор и последующее размножение восстановителя. Данная схема представляет собой вариант, когда используется готовая линия-восстановитель фертильности на стерильной цитоплазме. В этом случае можно одновременно создавать не только аналог-восстановитель линии А, но и ее стерильный аналог. 

Преимущество этой схемы заключается в том, что не нужно проводить проверки на восстановительную способность, так как растения, несущие ген Rf, андрофертильны, а особи без доминантного аллеля мужскистерильны. В то же время исследования показали, что использование стерильной цитоплазмы может в дальнейшем приводить к потере восстановительной способности у создаваемых аналогов. 

В связи с этим М.И. Хаджиновым был разработан комбинированный метод создания аналогов восстановителей фертильности, который предусматривает совмещение генов восстановителей фертильности с нормальной цитоплазмой. При этом методе на начальном этапе используют схему создания восстановителей на стерильной основе, а после пятого-шестого беккросса скрещиваемые компоненты меняют местами: в качестве материнской формы берут исходную линию, а опылителем служит восстановитель фертильности на стерильной основе. На заключительном этапе работы проводят самоопыление и анализирующие скрещивания для отбора форм, гомозиготных по генам восстановления. 
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