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新型抗除草剂棉花不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１ 的培育及鉴定
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　 　 摘要:通过连续回交ꎬ将抗除草剂基因 ＥＰＳＰＳ￣Ｇ６ 转育花粉败育彻底(无微量花粉ꎬ不育度达 １００％ )的棉花单基因隐性控

制的核不育系 Ｙｕ９８￣８Ａꎬ进而培育成抗除草剂核不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１ꎮ 对该转育不育系花冠表型测量观察表明ꎬ与同质系正常可

育株比较ꎬ不育株花冠较小ꎬ不育株子房直径略大于可育株ꎬ花柱长和花柱外露长度均明显高于同质系正常可育株ꎬ花柱头外

露为其最显著的表型特征ꎻ显微观察显示ꎬ不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１ 小孢子败育主要是在四分体形成后的小孢子发育期ꎮ 小孢子败

育特征表现为花粉粒无内含物、无刺突产生ꎬ最后解体、退化ꎮ ＰＣＲ 分子鉴定表明ꎬ抗除草剂基因 ＥＰＳＰＳ￣Ｇ６ 转育入 Ｙｕ９８￣８Ａꎬ
除草剂抗性试验表明ꎬ该转育不育系可抗质量百分比浓度达 ０. ３％的草甘膦ꎮ 该抗除草剂核不育系的培育在棉花杂种优势利

用方面有重大利用价值ꎮ
　 　 关键词:陆地棉ꎻ抗除草剂不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１ꎻ培育及分子鉴定
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我国是全球最大的棉花生产国ꎬ也是全球最大

的棉花消费国和原棉进口国ꎬ供需矛盾十分突出ꎮ
因而ꎬ在今后较长时间内ꎬ棉花育种的主要目标之一

仍然是选配具有强优势、多抗、优质、易于制种的棉

花杂交种ꎮ 在棉花杂种优势利用中ꎬ挖掘和培育新

类型的雄性不育系具有重要的意义ꎮ 与细胞质雄性

不育系相比ꎬ隐性单基因控制的棉花雄性核不育材

料具有育性位点纯合ꎬ与杂合“近等基因系”杂交后



植　 物　 遗　 传　 资　 源　 学　 报 １４ 卷

代不育与可育呈现 １∶ １ 分离ꎬ且具有育性恢复源广

泛ꎬ容易配制强优势组合的特点ꎮ 目前ꎬ我国棉花雄

性核不育系已被广泛应用于杂种优势利用研究与杂

交棉生产实践中[１]ꎮ
棉花隐性单基因控制的核不育系豫 ９８￣８Ａ 是

从河南省农业科学院棉花育种研究室选育的转基因

抗虫棉后代中选获的新核不育系ꎬ其花粉败育彻底

(无微量花粉ꎬ不育度达 １００％ ) [２]ꎮ 由于该核不育

系不仅抗虫ꎬ且一般配合力高、组配优势组合的机率

大ꎬ本研究进一步以该材料为母本ꎬ通过连续回交ꎬ
将抗除草剂基因聚合到该不育系ꎬ并将其命名为

Ｙｕ９８￣８Ａ１ꎬ主要通过该不育系的表型及显微观察、
抗除草剂表型鉴定及分子检测等来阐明该不育系的

特征特性ꎬ旨在为 Ｙｕ９８￣８Ａ１ 不育系在棉花杂种优

势利用方面提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１. １　 材料

棉花隐性单基因控制的核不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ 和

转基因抗除草剂株系 ＥＨＣ０９￣００２ 均由河南省农科

院育种研究室选育ꎬ非转基因材料中棉所 ２４ 由中棉

所种质资源室提供ꎮ 所有材料均种植于河南原阳ꎬ
常规栽培管理ꎮ
１. ２　 形态学观察与测量

在开花期ꎬ对每个单株分上、中、下 ３ 个部位取

样ꎬ每个样 ３ ~ ５ 朵花ꎬ对柱头外露、花丝长度、花药

形态、开裂及散粉情况进行观察ꎬ同时用卡诺氏固定

液固定花药并在显微镜下观察拍照ꎮ
１. ３　 细胞学观察

取植株各发育时期幼蕾于改良卡诺氏固定液中

固定 １２ ~ ２４ ｈ 后ꎬ于 ７０％ 的乙醇中保存备用ꎮ 采

用标准的铁 － 醋酸洋红染色制永久压片[３]ꎮ 采用

常规石蜡切片法制片ꎬ系列浓度乙醇脱水ꎬ二甲苯透

明ꎬ石蜡包埋ꎬ切片厚度 ８ μｍꎬ铁矾 － 苏木精染色ꎬ
树胶封片ꎬＯｌｙｍｐｕｓ 倒置显微镜观察并拍照ꎮ
１. ４　 除草剂抗性鉴定

于 ３ ~ ４ 真叶期用 ０. ３％ 质量浓度的草甘膦均

匀喷撒棉花植株ꎬ２ 周后观察叶面反应ꎮ 叶片无任

何反应的植株定性为抗ꎬ有褐色焦斑点状的植株定

性为不抗ꎮ
１. ５　 分子鉴定

取抗 除 草 剂 供 体 材 料 ＥＨＣ０９￣００２、 不 育 系

Ｙｕ９８￣Ａ１ 及非转基因材料中棉所 ２４ 幼嫩叶片ꎬ采用

改良的 ＣＴＡＢ 法小量提取棉花基因组 ＤＮＡ[４]ꎮ 以

非转基因材料中棉所 ２４ 基因组 ＤＮＡ 为阴性对照ꎬ
对不育系 Ｙｕ９８￣Ａ１ 基因组 ＤＮＡ 进行 ＰＣＲ 检测ꎮ 根

据抗草甘膦基因 ５￣烯醇丙酮酰莽草酸￣３￣磷酸合成

酶 ( ＥＰＳＰＳꎬ ５￣ｅｎｏｐｙｒｕｌ￣ｓｈｉｋｉｍａｔｅ￣３￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｓｙｎ￣
ｔｈａｓｅ) [５] (ＧｅｎＢａｎｋ:ＥＵ１６９４５９􀆰 １)ꎬ利用软件 Ｐｒｉｍｅｒ
５. ０ 设计 ＰＣＲ 检测引物对(ＥＦ:５′￣ ＧＣＡＡＧＣＴＧＡＣ￣
ＣＧＣＣＡＣＣＡ￣３′ꎬ ＥＲ: ５′￣ＴＣＧＧＣＣＡＴＣＡＣＣＴＧＡＡＴＣ￣
３′)ꎮ 按以下成分配制 ＰＣＲ 反应体系(２０ μＬ) :模
板 ＤＮＡ１. ０ μＬ(５０ ｎｇ)ꎬ１０ × Ｂｕｆｆｅｒ(Ｍｇ２ ＋ Ｐｌｕｓ)２. ０
μＬꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ ２. ０ μＬꎬ ＥＦ 和 ＥＲ(２０ ｍｏｌ /
Ｌ)各 ０. ５ μＬꎬ５ Ｕ / ＤＮＡ 聚合酶０. ２ μＬꎬ无菌 ｄｄＨ２

Ｏ １３. ８ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序为:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ
９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ５６ ℃退火４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ３０
个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 １０ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物用 １％ 的琼

脂糖凝胶电泳ꎬ紫外凝胶成像系统拍照ꎮ

２　 结果与分析

２. １　 不育系花器表型

整个生育期中ꎬ与同质系正常可育株比较ꎬ不育

株棉花株型、株高虽然一致ꎬ但花冠相对较小(图
１)ꎮ ２０１２ 年 ９ 月ꎬ在盛花期对不育株和可育株分别

随机选择 ２０ 朵花ꎬ对其子房直径、花柱长、花柱外露

长度、花药数分别测量ꎮ 结果表明ꎬ每朵花的花药数

量在不育株和正常可育株之间没有差异ꎬ均为 １２５
个左右ꎮ 不育株子房直径略大于可育株ꎬ其花柱长

和花柱外露长度均明显高于同质系正常可育株(图
１ 和表 １)ꎬ花柱头外露及无微量花粉是该不育材料

最显著的表型特征ꎮ
除质核互作雄性不育外ꎬ核不育系已被成功用

于水稻、小麦、棉花、大豆、麻类等作物的杂种优势利

用中[６￣７]ꎮ 与杂交棉品种选育“三系法”中细胞质雄

性不育系相比ꎬ隐性单基因控制的核雄性不育材料

具有育性位点杂合ꎬ后代呈现不育与可育 １∶ １ 分离ꎬ
且育性恢复容易ꎬ容易配制强优势组合的特点ꎬ应用

潜力大[８]ꎮ 核雄性不育性在棉花中已被应用于遗

传改良研究[９]ꎮ “两系法”杂种优势利用不受恢保

关系制约ꎬ恢复材料来源相对广泛ꎬ配组自由度大ꎬ
选配到强优势组合的机率高ꎬ并且可避免不育细胞

质对杂种优势的负效应ꎮ 在棉花杂交种制种方面ꎬ
利用“两系法”育种策略ꎬ四川省农科院以洞 Ａ 为基

础ꎬ先后选育出 ４７３Ａ 等核不育两用系ꎬ进而选配的

杂交种ꎬ如川杂 １１ 号取得了可观的经济效益[１０]ꎮ
最近ꎬ四川省农科院又选育出川杂 ２２ 号ꎬ同样具有

较好的应用前景[１１]ꎮ
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Ａ:不育花花冠ꎻＢ:可育花花冠ꎻ
Ｃ:不育花雄蕊及花柱ꎻＤ:可育花雄蕊及花柱

Ａ ａｎｄ Ｂ:Ｔｈｅ ｃｏｒｏｌｌａ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ
Ｃ ａｎｄ Ｄ:Ｔｈｅ ａｎｄｒｏｅｃｉｕｍ ａｎｄ ｓｔｙｌｅ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ

ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 １　 不育花和可育花的花冠、雄蕊及花柱

Ｆｉｇ. １　 Ｃｏｒａｌｌａꎬａｎｄｒｏｅｃｉｕｍꎬａｎｄ ｓｔｙｌｅ ｏｆ
ｓｔｅｒｉｌｅ ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒ

表 １　 棉花不育株和可育株花器形态特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｏｔｔｏｎ ｓｔｅｒｉｌｅ ａｎｄ
ｆｅｒｔｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒｓ

类型

Ｆｌｏｗｅｒ ｔｙｐｅ
子房直径(ｍｍ)
Ｏｖａｒｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ

花柱长(ｍｍ)
Ｓｔｙｌｅ ｌｅｎｇｔｈ

柱头外露长(ｍｍ)
Ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ

ｅｘｐｏｓｅｄ ｓｔｉｇｍａｓ

花药数

Ｎｏ. ｏｆ
ａｎｔｈｅｒｓ

可育花

Ｆｅｒｔｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒ
７.５１ ±０.３１ ２０.８３ ±１.９３ －１.２１ ±１.３７ １２５ ±８.４４

不育花

Ｓｔｅｒｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒ
７.５８ ±０.３３ ２２.１１ ±１.４７ ３.４６ ±１.４７ １２５ ±８.１８

作物不育系柱头明显外露现象在红麻质核互作

不育材料中也有发现[１２]ꎬ该特征为异花授粉提供了

天然的便利条件ꎮ 然而ꎬ迄今报道的棉花核不育系

在育性败育彻底性方面或多或少存在不足之处ꎬ如:
４７３Ａ(洞 Ａ 衍生系)、阆 Ａ 在一定的气候条件下ꎬ会
产生微量花粉并自交成铃[１３￣１４]ꎬ从而在一定程度上

限制了此类核不育材料在棉花杂种优势的应用ꎮ 目

前ꎬ中国在众多核不育基因中ꎬ已投入生产使用的仍

主要是洞 Ａ 型(ｍｓ１４)、ｍｓ５ｍｓ６ 以及在此基础上培

育的一系列衍生系ꎬ而其他核不育类型由于或花粉

败育不彻底、或配合力低、或综合性状差等原因ꎬ目
前尚难以在生产中广泛应用[９]ꎮ 相对而言ꎬ仅就育

性败育彻底性和柱头外露的特点ꎬ该不育材料具备

一定的杂种利用优势ꎮ
２. ２　 不育系花药发育特征

分别取 Ｙｕ９８￣８Ａ１ 不育花和正常姊妹系可育花

花药ꎬ在显微镜下观察ꎬ不育系花药均表现为只有花

药壁ꎬ而正常可育花花药则包含众多的花粉粒(图
２)ꎮ 该结果显示ꎬ不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１ 不育花花粉粒

在成熟前或发育过程中已经完全退化消失ꎮ

Ａ:不育花花药ꎻＢ:可育花花药及花粉粒

Ａ:Ａｎｔｈｅｒ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒꎬＢ:Ａｎｔｈｅｒ ａｎｄ ｐｏｌｌｅｎ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒ

图 ２　 不育花和可育花的花药与花粉粒

Ｆｉｇ. ２　 Ａｎｔｈｅｒ ａｎｄ ｐｏｌｌｅｎ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒ

显微观察表明ꎬ同正常可育株类似ꎬ不育花药花

粉母细胞在四分体时期无显著差异ꎬ均表现为正常ꎬ
而在四分体分离后小孢子发育过程中ꎬ花粉粒干瘪ꎬ
且无刺突产生ꎬ最后ꎬ花粉粒退化消失ꎬ仅仅形成空

花药壳(图 ２、图 ３)ꎮ

Ａ:不育株四分体ꎻＢ:可育株四分体ꎻＣ:不育株花粉粒ꎻＤ:可育株花粉粒

Ａ ａｎｄ Ｃ:Ｔｅｔｒａｄ ａｎｄ ｐｏｌｌｅｎ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙꎬ
Ｂ ａｎｄ Ｄ:Ｔｅｔｒａｄ ａｎｄ ｐｏｌｌｅｎ ｏｆ ｆｅｒｔｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

图 ３　 不育株和可育株的小孢子发育显微观察

Ｆｉｇ. ３　 Ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｉｃａｌ ｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｉｃｒｏｓｐｏｒｅ
ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ａｎｄ ｆｅｒｔｉｌｅ ｆｌｏｗｅｒ

有研究指出ꎬ从造孢细胞形成开始至花粉粒成

熟ꎬ均有不同的棉花雄性不育材料出现败育ꎮ 棉花

晋 Ａ 胞质雄性不育系败育主要是在造孢细胞增殖

及小孢子母细胞的形成时期[１５]ꎻ而湘远 ４Ａ 等不育

系在减数分裂时期败育[１６]ꎮ 虽然小孢子母细胞形
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成期和小孢子分离至成熟期都有败育现象ꎬ特棉 Ｓ￣
１ 败育则主要发生在四分体形成期[１７￣１８]ꎮ 但小孢子

母细胞形成期败育细胞毕竟为少数ꎬ小孢子分离至

成熟期的败育则可能是四分体期败育的直接结果ꎮ
而陆地棉 １３３５Ａ 不育系的败育则发生在四分体孢

子散开后的小孢子 (花粉粒) 发育的单核至双核

期[１９]ꎬ与此类似ꎬ本研究抗除草剂不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１
小孢子败育主要发生在四分体形成后的小孢子发育

期ꎬ表现为花粉粒无内含物、无刺突产生ꎬ最后解体、
退化ꎮ

从育种应用上讲ꎬ虽然获得遗传稳定、花粉败育

彻底的棉花不育材料是杂种优势利用的前提条件ꎬ
本研究仍然认为ꎬ除了进一步与其他不育基因的等

位性、经济性状的配合力等进行全面分析外ꎬ亦需要

首先从花药败育细胞形态学[１７ꎬ２０]、生理生化代谢特

征等层面进行深入的研究ꎬ以明确该不育材料败育

过程特有的显著特征[１８ꎬ２１￣２３]ꎮ
２. ３　 不育系的抗除草剂鉴定

根据抗草甘膦基因 ＥＰＳＰＳ￣Ｇ６ 设计引物对ꎬ分
别对不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１、抗除草剂株系 ＥＨＣ０９￣００２
及非转基因材料中棉所 ２４ 基因组进行扩增ꎮ ＰＣＲ
产物凝胶电泳结果表明ꎬ不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１ 及阳性

对照抗除草剂株系基因组 ＤＮＡ 均能扩增出 ＥＰＳＰＳ
基因目的条带ꎬ而非转基因材料则未能扩增出预期

条带(图 ４)ꎮ 该结果表明ꎬ不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１ 聚合

了抗除草剂基因 ＥＰＳＰＳ￣Ｇ６ꎮ

Ｍ:分子量标准ꎻ１:抗除草剂品系ꎻ２:非转基因材料中棉所２４ꎻ
３ ~ ６:不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１

Ｍ:Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍａｒｋｅｒꎬ１:Ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｌｉｎｅ ＥＨＣ０９￣００２ꎬ
２:Ｎｏｎ￣ｔｒａｎｓｇｅｎｉｃ ｌｉｎｅ Ｚｈｏｎｇｍｉａｎｓｕｏ ２４ꎬ３￣６:Ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅ Ｙｕ９８￣８Ａ１

图 ４　 抗除草剂基因 ＰＣＲ 鉴定

Ｆｉｇ. ４　 ＰＣＲ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆＥＰＳＰＳ￣Ｇ６ ｇｅｎｅ

在 ３ ~ ５ 片真叶期ꎬ用质量浓度为 ０. ３％草甘膦

均匀喷洒植株ꎬ２ 周后观察表型表明ꎬ抗除草剂不育

系 Ｙｕ９８￣８Ａ１ꎬ真叶及生长点均生长良好ꎬ无明显变

化ꎬ而对照不育系 Ｙｕ￣９８Ａ(未转育抗草甘膦基因

ＥＰＳＰＳ￣Ｇ６)真叶出现褐色斑点ꎬ生长点受到抑制ꎬ显

现轻微枯萎状(图 ５)ꎮ 该结果表明ꎬ不育系 Ｙｕ９８￣
８Ａ１ 对草甘膦表现为抗ꎮ

Ａ:不育系 Ｙｕ９８￣８ＡꎻＢ:抗除草剂转育不育系 Ｙｕ９８￣８Ａ１
Ａ:Ｐｌａｎｔ ｏｆ ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅ Ｙｕ９８￣８ＡꎬＢ:Ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ

ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｅｒｉｌｅ ｌｉｎｅ Ｙｕ９８￣８Ａ１

图 ５　 草甘膦除草剂抗性表型

Ｆｉｇ. ５　 Ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｙｐｈｏｓａｔｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ

以棉花核不育系为材料ꎬ通过转育进而获得具

有特色性状的衍生系ꎬ在棉花育种中也得到广泛的

研究ꎮ 如张超等[２４] 以棉花不育系转育的抗虫不育

系生产的杂种 Ｆ１群体的抗虫性好、产量高、品质优ꎬ
在生产上具有较好的应用前景ꎮ

３　 讨论

随着作物育种目标不断提高ꎬ通过基因导入、杂
交及回交转育等方法ꎬ培育具备多种优良性状的新

型核不育系一直是杂种优势利用的重要内容ꎮ 本研

究采用抗除草剂供体株系 ＥＨＣ０９￣００２ 为轮回亲本ꎬ
转育核不育系 Ｙｕ￣９８Ａꎬ通过杂交、自交及回交等常

规育种手段ꎬ最终转育成抗除草剂核不育系 Ｙｕ￣
９８Ａ１ꎮ 该不育系可以直接应用于杂交制种ꎬ同时亦

可在该材料基础上ꎬ进一步培育一系列优质、多抗不

育系ꎮ
如前文所述ꎬ隐性核不育具有恢复源广泛、容易

配制强优势组合等特点ꎻ但隐性核不育系材料的应

用均面临制种时需要拔除 ５０％ 可育株的问题ꎮ 虽

然外源基因分子标记可以作为鉴定不育系的重要策

略ꎬ但由于外源基因均为显性基因ꎬ因而ꎬ对于杂交

制种时纯合不育株和杂合不育株的分离依旧无法有

效区分ꎮ 针对上述问题ꎬ我国育种工作者注重不育

系连锁标记性状的开发与利用研究ꎮ 例如ꎬ冯辉

等[２５]采用连续回交转育及测交筛选基因型的方法ꎬ
育成了单隐性基因控制的无蜡粉型青梗菜雄性不育

系ꎻ刘国民等[２６]将具有黄单隐性基因控制的绿色叶

片性状突变体转育成带有标记性状实用型籼稻不育
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系ꎬ 这些隐性单基因控制表型性状的开发使杂交制

种时苗期鉴定不育株、直接拔除杂合可育株成为现

实ꎮ 目前ꎬ分子标记已用于作物不育系的鉴定与选

育ꎬ例如ꎬ曹香霞[２７] 开发的 ＳＣＡＲ 标记用于棉花不

育系的鉴定ꎻ于娜娜等[２８] 则利用 ＳＣＡＲ 标记完成了

大白菜雄性不育系的定向转育ꎮ 当然ꎬ与表型标记

类似ꎬ采用更加直接和准确的分子标记来区分杂交

制种时纯合不育株和杂合不育株需要被选用的分子

标记呈共显性或隐性特征ꎮ
所以ꎬ对隐性基因控制的核不育系的杂种优势

利用而言ꎬ除了抗病虫等优良性状的转育外ꎬ应着力

于隐性基因控制的表型性状及呈共显性或隐性分子

标记的开发利用研究及相应的核不育系转育ꎮ 这也

是隐性核不育系杂交制种中ꎬ苗期鉴定不育株、提高

制种产量的有效手段ꎮ
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