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α 玉米孤雌生殖诱导系的选育方法研究
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摘　要　本试验通过对北农大高油 (BHO )与 Stock6 F 1 的自交后代、BC 1 和BC2 后代分离群体单株单倍体诱

导率的分布趋势分析发现,在 3个群体中均以诱导率最低的类型占绝大部分,诱导率较高 (相对于 Stock6)的

类型所占比率很小,而诱导率突出的类型所占比率更小。在 F 1自交后代系统中出现了诱导率大大超出高亲的

极端类型,而在BC1 和BC2 的后代系统中未见有诱导率超高的跳跃性分布类型。随着 Stock6回交次数的增

加,后代中分离出诱导率超亲类型的可能性越来越小。因此BHO 中可能存在不同于 Stock6的诱导单倍体基

因。与BC1 和BC2 后代相比,BHO öStock6的自交后代中籽粒N avajo 标记更趋向于深标记类型,表明BHO 中

也具有增强籽粒色素的修饰基因。BC1 和BC2的后代中,没有发现大胚类型,而 F 1 的自交后代中则获得了一

些大胚面的穗行。由ABP l等基因控制的紫色植株标记受修饰基因的影响比较小。
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Abstract　D istribu t ive tendency of hap lo id ra te induced by single p lan t in sub sequen t self2
cro ssing genera t ion s of BHO öStock6 (F 1 ) , BHO öStock6öStock6 (BC 1 ) and BHO öStock6ö

Stock6öStock6 (BC2 ) popu la t ion s w as analyzed. T he resu lts ind ica ted that in the th ree

popu la t ion s mo st individuals belonged to the low hap lo id inducing ra te (H IR ) type, a sm all

part to modera te H IR type (abou t the sam e level as stock6) , and on ly a few to h igh H IR

type. In F 1’s p rogen ies con siderab le amoun t of t ran sgressive segregates w ith h igher hap lo id

inducing ab ility w ere found, on the con trary there w as no jump ing dist ribu t ion in that of BC 1

and BC 2. W ith the increase of backcro ssing t im es, the tran sgressive segregates decreased,

ind ica t ing that there ex ists som e k ind of hap lo id2inducing gene ( s) d ifferen t from that of

Stock6 in BHO. Compared w ith BC1 and BC 2, the kernel N avajo m arker of som e F 1

segregates w ere obviou sly in ten sif ied, suggest ing that som e modifier genes of R 2n j m ay also

ex ist in BHO. Among the tw o fo rm ers no large germ type w as found, w h ile in the la ter som e

ear2row s w ith large germ appeared. T he pu rp le p lan t m arker (ABP l) w as no t sign if ican t ly

affected by modifier gene.
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利用单倍体育种以缩短育种年限、实现配子体选择、加快选系速度,是几代育种家的梦想。

但是由于获取单倍体技术上的原因,这一愿望一直未能实现。自从Coe 发现玉米高频孤雌生

殖诱导系 Stock6以来[1 ] ,育种家已利用 Stock6作父本诱导了大量母本单倍体。孤雌生殖诱导

系具有杂交诱导母本雌配子体形成高频单倍体的能力,符合单倍体育种的基本要求,从而使玉

米单倍体育种可能变为一种现实的育种方法。但是在实际应用中发现, Stock6存在许多严重

的缺陷,如其雄花对温度敏感,在温度偏高时,花粉量很少或者不散粉,因而无法利用其花粉;

其次, Stock6 的自交结实性也很差, 穗粒腐病严重, 往往得不到种子; 另外, Stock6 籽粒的

N avajo 遗传标记表达较弱。因此,利用 Stock6诱导单倍体的关键是首先要对其进行改造,也

就是在保持孤雌生殖诱导能力的前提下,克服上述缺点。国外在这方面起步较早,并已经育成

了一些新的诱导系[2～ 4 ],它们不但适应当地的生态环境,而且诱导率有了进一步的提高,因此

利用价值已经大大超出 Stock6。遗憾的是,一些改良成功的高频诱导系已经申请了专利权

(Shatskaya 和Chalyk 私人通讯, 1997) ,限制了国际间材料的自由交换。作为一项可能会给玉

米育种进程带来显著变化的育种新技术,我们应当尽快掌握并加以运用。而要建立我国自主的

玉米单倍体育种体系,就必须从 Stock6的改良入手。虽然 Stock6引入时间不长,但本项研究

经过连续数代的大群体测交和高强度选择,已经获得了单倍体诱导率达 5%～ 6%、遗传标记

显著增强、花粉量大、抗病性好的新诱导系农大高诱一号。现将诱导系的选育方法总结如下。

1　材料与方法

1. 1　选育诱导系的基础材料

Stock6引自美国玉米遗传合作社,具有高频诱导孤雌生殖单倍体的能力,它带有 2 个标

记性状: ①籽粒N avajo 斑纹,由A 1A 2C 1C 2R 2nj 互补基因控制; ②植株紫色,由A 1A 2C 2B P l

互补基因控制。这 2个标记性状对于绝大部分玉米材料表现为显性。北农大高油 (BHO )是本

实验室的一个高油改良群体,胚面很大,在田间曾经发现过自发产生的单倍体。在BHO 群体

内不同单株与 Stock6的数十个杂交果穗中,选择其中籽粒N avajo 斑纹标记最深的一个杂交

果穗作为选系的原始组合。于是利用这一组合 (F 1)再与 Stock6回交 1或 2次,形成 F 1 自交、1

次回交 (BC 1)和 2次回交 (BC2)共 3个选系基础群体。BC 2 是利用 Stock6给BC1 的 S0 植株授

粉产生的,由于BC 1 的 S0 植株已经发生分离,故从 S0 中选择 4个优良标记穗行计授粉 20余

穗。

1. 2　后代处理程序

1996～ 1998年分别在北京和海南对上述杂交和回交后代群体进行连续 4个世代的选育。

由于BC 1 的自交一代和BC 2 的回交当代就已经发生性状分离,所以对BC 1 和BC 2 后代的选择

与 F 1 后代的选择是同步的。后代处理按系谱法进行。各代的选择重点包括:单倍体诱导率、籽

粒N avajo 标记、植株ABP l标记、籽粒大胚性状、花粉量、结实性以及抗病性等。

S1: 由于遗传标记基因处于杂合状态,因此本代未测定单倍体诱导率,重点对籽粒N avajo

标记和植株ABP l标记进行选择,凡籽粒标记未达 2级以上者均予以淘汰。

S2: 继续加强对N avajo 标记和ABP l标记的选择,对于胚和胚乳上色斑扩大的,加大选择

群体,保留大胚籽粒,凡结实性差的均淘汰。由于本年度开花期遭遇少有的异常高温干旱,对雄

穗的散粉能力是一个严酷的选择条件,因而许多雄穗不散粉或散粉不畅的个体被淘汰。对于所
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有紫色植株则利用其花粉进行单株诱导率测交,单倍体测验种为H 4öSyn695,每株测交 5 穗

以上。对籽粒标记分离的测交种,则根据有标记的部分测单倍体诱导率。

S3: 从收获的 S2 植株果穗上的籽粒来看,多数个体的N avajo 标记已经纯合,有的果穗上

出现一些胚部标记达到 4级的籽粒。S3 播种种子均选自果穗中的标记深者。由于所选种子数

量少,播种按单粒点播。其他性状的选择标准同 S2。S3 中所有具有ABP l标记的紫色植株除自

交外,全部进行单株诱导率测定,测交方法同上。

S4: 所收获的 S3 果穗籽粒的N avajo 标记几乎均已纯合,因此对 S4 主要选择籽粒标记深

者播种,单粒点播,本代单株诱导率测定根据 S3 单株测交结果,对诱导率高的系统进行重点测

配。单倍体测验种采用黄绿苗自交系 Syn695y g。黄绿苗测验种与诱导系杂交后不但籽粒标记

明显,而且在苗期即可对单倍体进行鉴定,因此测定结果准确可靠。测交时,每个被测单株至少

授粉 7穗以上。除黄绿苗测验种外,部分穗行用H 4öSyn695为测验种进一步测交,每穗行测交

5株,每株测交 5穗以上。

S5: 在对 S4 的高诱导率家系进行全面鉴定的基础上,选择其中诱导率最高、标记深、胚面

大、综合性状好的穗行中的优良单株进行重点繁殖。

1. 3　单倍体的鉴定方法

测交籽粒由具有标记的二倍体和单倍体籽粒组成,其中二倍体占绝大多数。单倍体籽粒的

糊粉层为紫色或紫红色,而胚部无色;胚面较小,且凹陷较深。而正常杂交的二倍体籽粒的胚和

糊粉层均有紫色。因此二者易于区分。有时测交籽粒中还含有少量的胚和糊粉层均未着色的

籽粒,它们是由于花粉污染所至。然而仅仅根据籽粒标记所选得的“单倍体”并不十分可靠,所

以还必须进行幼苗或植株鉴定。

将选得的“单倍体”籽粒精细播种。出苗后根据植株ABP l紫色标记可以非常容易地对单

倍体进行鉴别,凡幼苗叶鞘全部为紫色者均不是单倍体。但是由于该标记性状仍处于分离状

态,因此一些单倍体还需要根据幼苗的生长发育速度、株高、叶片长度、叶色以及叶片夹角等来

判断。单倍体表现为生长发育慢、植株矮、叶片短且较上冲、叶色浅等。一般到拔节期即可完全

判定。对于从 Syn695y g 测验种中所选得的“单倍体”,在温室苗床中根据黄绿苗性状 (y g )进行

鉴定。单倍体苗 (y g )为黄绿色,而二倍体苗 (Y gy g )的叶片为绿色,二者极易分清。

单倍体诱导率= 单倍体苗数ö测交结实粒数×100%

1. 4　遗传标记的选择标准

籽粒N avajo 标记 (胚部) 参照刘志增和宋同明提出的方法按 7级标准划分[5 ]。各代所有

用于播种的籽粒都经过籽粒标记检查,籽粒标记的入选标准是: 胚部标记必须达到 2级以上,

择优录选大胚籽粒。单倍体测交时仅选用紫色植株的花粉,并仅以紫株所结的种子进代。

2　结果与分析

2. 1　不同基础群体后代的选系效果比较

利用高油群体BHO 与单倍体诱导系 Stock6 杂交,并以 Stock6 进行 1 次回交和 2 次回

交,从而形成了 Stock6所占遗传比重分别为 50% , 75%和 82. 5%的 3个基础群体。经过对各

个群体后代中分离出来的所有具有ABP l紫株标记的单株与单倍体测验种进行测交,并将其

中籽粒N avajo 斑纹标记明显的测交组合进行了单倍体诱导率的鉴定。
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由于在 S2 代之前未进行单倍体诱导率测定,所以 S2 代具有优良遗传标记植株的单倍体

诱导率分布是随机的。另外,由于S2 代的单倍体诱导率鉴定是在下一代进行的, S3 代的播种材

料未及参考 S2 代的诱导率资料,同时所有 S3 代的紫株均予以诱导率测交,因此,实际上 S3 代

具有优良标记的植株的诱导率分布也未受选择的影响。于是对 S2 和 S3 两个世代中 3个不同

群体的单株诱导率分布进行了比较分析。由表 1可见,在 3个群体中均以诱导率最低的类型占

绝大部分,诱导率较高的类型所占比率很小,而诱导率突出的类型所占比率更小。这表明高诱

导率性状具有隐性遗传的特点。

表 1　BHO öStock6的 F 1、BC1 和BC2 后代分离群体中

单株单倍体诱导率及分布频率 (括号内) Υö%

诱导率区间

Υö%

S2 样本数 S3样本数

F 1 群体 BC1群体 BC2 群体 F 1群体 BC1 群体 BC2群体

0≤Α< 0. 2 11 (78. 6) 15 (60) 7 (63. 6) 33 (67. 3) 89 (79. 5) 24 (55. 8)

0. 2≤Α< 0. 4 0 3 (12) 0 2 (4. 1) 9 (8) 10 (23. 3)

0. 4≤Α< 0. 6 1 (7. 1) 5 (20) 1 (9. 1) 3 (6. 1) 7 (6. 3) 3 (7)

0. 6≤Α< 0. 8 1 (7. 1) 2 (8) 0 3 (6. 1) 4 (3. 6) 4 (9. 3)

0. 8≤Α< 1. 0 0 2 (18. 2) 2 (4. 1) 1 (0. 9) 1 (2. 3)

1. 0≤Α< 1. 20 0 0 2 (4. 1) 0 1 (2. 3)

1. 20≤Α< 1. 40 0 1 (9. 1) 2 (4. 1) 1 (0. 9)

1. 40≤Α< 1. 60 0 0 1 (0. 9)

1. 60≤Α< 2. 00 1 (7. 1) 0

2. 00≤Α< 2. 50 0

2. 5≤Α≤3. 15 2 (4. 1)

合计 14 25 11 49 112 43

从不同群体中诱导率突出类型的分布来看,在 F 1 自交后代系统中出现了诱导率极端突出

的类型,其中 S2 中最高单株诱导率为 1. 68% , S3 中为 3. 15% ,这种类型与同一系统中相近类

型的分布区域相隔很大的跨度,二者诱导率值相差 1倍以上。而在BC1 和BC 2 的后代系统中,

单株诱导率的分布比较具有连续性,虽然也分布着一些诱导率较高的类型,但未见有诱导率超

高的跳跃性分布类型。在 S2 代,除 F 1 后代系统出现一诱导率超高类型外,BC1 和BC2 中的最

高单株诱导率基本与原始亲本 Stock6 的诱导率相当 (Stock6 的单倍体诱导率经测定为

0. 91% )。而在 S3 中, F 1 后代系统分离出的最高单株诱导率已相对于 Stock6的 3倍之多,BC 1

系统中分离出的最高单株诱导率也较上代有较大幅度的提高,达 1. 4% ,明显高于 Stock6,但

是BC 2 系统的最高单株诱导率却从 S2 代的 1. 39%降为 1. 11% ,与 Stock6 的诱导率基本持

平。这表明随着 Stock6回交次数的增加,后代中分离出诱导率超亲类型的可能性越来越小。由

于在BHO 群体中曾经发现过自发产生的单倍体,因此BHO öStock6 的自交后代所出现的大

幅度超亲分离可能与双亲中诱导单倍体的基因发生重组有关。而在BC 2 后代中双亲遗传重组

的可能性大大降低,实际上又恢复了 Stock6的特性。此外,随着回交次数的增加, Stock6的一

些其他不良性状如散粉困难、结实性差、N avajo 标记弱和容易感病等也不容易被克服。因此,

采用 F 1 自交后代群体进行选系效果最好。
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2. 2　对 BHO öStock6自交后代系统诱导率性状的选择

在对BHO öStock6自交后代系统单株标记性状选择的基础上,对 S2～ S4 代单株单倍体诱

导率进行了广泛测定。在 S2 代被测单株中,发现BHO öStock6 (43) 2226单株的诱导率最高,达

1. 68% ,遗憾的是在本世代玉米花期恰遇罕见高温天气,使这一诱导率最高的单株授粉后未能

结实。而另一诱导率较高的单株BHO öStock6 (52) 2625 则由于籽粒N avajo 标记较差而被淘

汰。诱导率位居第三的BHO öStock6 (52) 2225具有较深的植株和籽粒色素标记,同时还具有大

胚面等优良性状,因此被选入下一分离世代。在随后的分离世代中, S3 代诱导率最高的前 4位

单株以及 S4 代的前 5位单株均来源于 S2 代的BHO öStock6 (52) 2225单株。可见单倍体诱导率

性状的遗传传递力是比较高的。从世代间诱导率的变化来看,BHO öStock6 (52) 2225在其后的

分离世代中出现了诱导率超亲的类型,在 S3 代它所分离出的最高单株诱导率达 3. 15% ,而到

S4 代所分离出的最高单株诱导率已达 6. 52%。由于 S4 代最高诱导率单株所在穗行的植株性

状和标记性状已经稳定,因此将其中一个高诱导率单株进行繁殖形成新的孤雌生殖单倍体诱

导系,并定名为农大高诱一号,其系谱为: BHO öStock6 (52) 222528213。高诱一号的单倍体诱导

率为 5. 82%。

表 2　BHO öStock6自交后代中各个世代单倍体高诱导率前 5位单株的系谱关系

S2 S3 S4

系　谱 诱导率 Υö% 系　谱 诱导率 Υö% 系　谱 诱导率 Υö%

(43) 2226 1. 68 (52) 222528 3. 15 (52) 2225211216 6. 52

(52) 2625 0. 69 (52) 222521 2. 91 (52) 222528214 6. 17

(52) 2225 0. 55 (52) 2225211 2. 06 (52) 222521026 6. 04

(52) 2224 0. 24 (52) 2225210 1. 22 (52) 22252728 5. 91

(24) 2227 0. 18 (24) 2227213 1. 04 (52) 222528213 5. 82

2. 3　遗传标记性状的选择

孤雌生殖诱导系诱导的单倍体是通过标记性状来加以识别的,没有高效可靠的标记性状,

就无法在育种中应用这一技术。因此优良的标记性状对于单倍体诱导系是必不可少的。在

Stock6中前人已经导入了 2个显性标记性状[6 ] ,即籽粒N avajo 标记和ABP l紫株标记,但是

其N avajo 标记的表达很弱,无法直接应用,而紫株标记的表达非常可靠[5 ]。因此在利用 Stock6

选育新的单倍体诱导系时,需加强其籽粒N avajo 标记,保持其紫株标记,如有可能导入新的显

性标记。

由于BHO 群体内不同单株与 Stock6的数十个原始杂交果穗的籽粒N avajo 标记有较大

差异,因此BHO 群体中与籽粒色素表达有关的基因必然也存在差异。而选系用的原始杂交果

穗是其中N avajo 标记最深者,故该组合中可能具有增强籽粒色素的修饰基因。在S2 代分离群

体的自交果穗中, BHO öStock6 自交后代的籽粒N avajo 胚部标记为 3 级的占 45. 5% , 4 级的

占 27. 3% , 1级和 2级类型相对较少 (表 3) ; BC1 后代的标记则主要集中在 2级 (43. 5% ) ,其次

为 1级和 3级, 4级仅占 6. 5% ;而BC 2 中未出现N avajo 标记达到 4级的类型。因此与BC 1 和

BC 2 后代相比, BHO öStock6 的自交后代中籽粒N avajo 标记更趋向于深标记类型,具体表现

为籽粒胚芽色素加深、着色面积扩大,甚至分离出整个胚面全部着色的紫盾状体类型,同时糊
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粉层着色面积也相应扩大。这种情况在BC 2 后代中未曾出现,在BC 1 后代中也比较少见。另外

许多BHO öStock6的 S2 代果穗的籽粒N avajo 标记已经纯合,至 S3 代大部分穗行已经纯合,

表明BHO 具有控制该标记性状的 7对显性互补基因中的多数。

表 3　S2 代群体中不同等级N avajo 标记

果穗的分布频率

N avajo
标记等级

F 1 自交系统 BC1系统 BC2 系统

0 0 0 0

0. 5 0 0 0

1 13. 6 26. 1 18. 5

2 13. 6 43. 5 48. 1

3 45. 5 23. 9 33. 3

4 27. 3 6. 5 0

5 0 0 0

统计穗数 22 46 17

对于ABP l紫株标记, 从 3 个后代系统中均

易于获得,但以BC 2 的后代纯合最快,而 F 1 自交

后代纯合最慢。但该标记的表达受修饰基因的影

响比较小,只要纯合后均能达到大致相同的表达

效果。大量单倍体诱导率测交试验证明,所有紫色

纯合株与绿株杂交的后代除单倍体外均表现为紫

色株。故紫株标记是除籽粒标记外识别假单倍体

的重要辅助标记。

与上述 Stock6的 2个色素标记不同,高油群

体BHO 具有独特的大胚性状。大胚对于小胚表

现不完全显性。由于普通玉米材料的胚面相对而

言都比较小,所以大胚面也是一个易于识别的籽

粒标记。但是大胚面的遗传比较复杂,一般认为是

由多基因控制的性状,因此在选择时需要保持适当的群体规模。在上述BC1 和BC2 后代中,没

有发现大胚类型,而在 F 1 自交后代中则获得了一些大胚面的穗行。据观察,在分离世代一旦出

现大胚类型,一般都可以传递给后代,说明大胚性状的遗传力是比较高的。

通过对标记性状的严格选择,使得所有入选下一代的材料均具有可以接受的标记性状。在

此基础上再对单倍体诱导率进行选择,从而能够实现诱导率性状与标记性状的有机结合。正是

按着这一技术路线,经过连续多代的大规模选择,在BHO öStock6的自交后代中选育出了籽粒

N avajo 标记加深并兼具ABP l紫株标记和大胚面标记、且单倍体诱导率更高的孤雌生殖诱导

系农大高诱一号。

3　讨论

本试验通过对BHO öStock6的自交、BC1 和BC2 后代分离群体单株单倍体诱导率的分布

趋势分析发现,在 3 个群体后代中均以诱导率最低的类型占绝大部分, 诱导率较高 (相对于

Stock6)的类型所占比率很小,而诱导率突出的类型所占比率更小。这表明高诱导率性状具有

隐性遗传的特点。因此适合于采用系谱法进行选择。在 F 1 自交后代系统中出现了诱导率大大

超出高亲的极端类型,这种类型与同一群体中诱导率邻近类型相隔很大的区间。而在BC1 和

BC 2 的后代系统中,单株诱导率的分布比较具有连续性,虽然也分布着一些诱导率较高的类

型,但未见有诱导率超高的跳跃性分布类型。随着 Stock6回交次数的增加,后代中分离出诱导

率超亲类型的可能性越来越小。由于在BHO 群体中曾经发现过自发产生的单倍体, 因此

BHO öStock6的自交后代所出现的大幅度超亲分离可能与双亲中诱导单倍体的基因发生重组

有关。而在BC 2 后代中双亲遗传重组的可能性大大降低,恢复了Stock6的特性。故选育新诱导

系时基础群体的创造非常重要,用来改造 Stock6的基础材料必须具有能够克服其缺点的互补

性状,更重要是应具有增强 Stock6诱导能力的互补或修饰基因,可达到事半功倍的效果。当然
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发现具有这种特点的材料比较困难,高油玉米群体BHO 就是其中之一。此外在组配基础群体

时不宜将 Stock6的遗传成分导入过多,否则改良难以实现[7 ]。

籽 粒 N avajo 标记是选择单倍体的关键性状。该性状的遗传非常复杂, 除了

A 1A 2B z 1B z 2C 1C 2R 2nj 7个必须的显性互补基因外,还有 P r和 in 等修饰基因, C 1、R 1、B z 1、

B z 2和 P r等基因则具有剂量效应[6 ]。与BC1 和BC2 后代相比,BHO öStock6的自交后代中籽

粒N avajo 标记更趋向于深标记类型,如籽粒胚芽色素加深、着色面积扩大等。这种情况在BC 2

后代中未曾出现,在BC1 后代中也比较少见。由此推测BHO 原始杂交株中可能具有增强籽粒

色素的修饰基因。

作为另外一类籽粒显性性状,大胚面标记在色素标记欠明显的情况下有助于区分二倍体

和单倍体籽粒,因此可作为色素标记的补充。在上述BC1 和BC 2 后代中,没有发现大胚类型,

而在 F 1 自交后代中则获得了一些大胚面的穗行。而由A B P l等基因控制的紫色植株标记则能

够在苗期甚至种子发芽时区分单倍体和二倍体,是除籽粒标记外识别假单倍体重要辅助标记。

由于该标记的表达受修饰基因的影响比较小,因此只要纯合后均能达到大致相同的表达效果。

在 3个群体的分离后代中,以BC2 的后代紫株标记纯合最快,而 F 1 自交后代纯合最慢。

单倍体诱导率、籽粒N avajo 斑纹标记、ABP l紫色植株标记、大胚面以及散粉性能和结实

性等诸多性状是由不同的遗传基因所控制的。本试验之所以能够在杂交后代中使这些有利基

因集合于一体并得以提高,可归纳为以下几点原因:①选择了恰当的原始材料,BHO 与 Stock6

的互补性很强,能够克服 Stock6的一般缺陷,同时在诱导率性状和籽粒N avajo 标记性状上有

加强作用; ②采取了正确的组配方式,实践证明自交后代比回交后代更为有利; ③对单株单倍

体诱导率进行了连续多代的全面测定;④对标记性状进行了严格的早代选择等。
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