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摘要：玉米单倍体育种技术可以有效地缩短育种进程，快速获得大量纯合系。孤雌生殖诱导是获得玉米单倍体的主要方法之一，该项技术在国外各大育种公司已被广泛使用，但在国内仍处于研究探索阶段。本文从诱导系的选择与繁殖、基础材料的组配、杂交诱导、单倍体籽粒的挑选、单倍体植株的种植、加倍以及双单系的繁殖等方面综述了孤雌生殖诱导系（简称诱导系）产生玉米单倍体育种技术的基本流程，同时展望了单倍体育种的应用前景。
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The technology research of parthenogenesis induced maize haploid breeding
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Abstract: maize haploid breeding technology can effectively shorten the breeding process and quickly get a lot of homozygous lines. Parthenogenesis induction is one of the main methods to obtain maize haploid, which has been widely used in major breeding companies abroad, but in the country is still in the exploratory stage. In this paper, overview the basic processes of parthenogenesis induced haploid production, including inducer’s selecting and breeding, composition of the basic materials, hybrid induction, selecting of the haploid kernels, seeding and doubling of the haploid plant and double haploid line’s multiplication, simultaneously, outlook the prospects of the haploid breeding.
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选育优良自交系是玉米育种中最重要的环节，传统的常规育种经过7代的自交选择也只能使自交系的纯度理论上达到99.2%，需要耗费大量的人力、物力、而且费工费时。单倍体育种只需经过2代即可得到理论上100%的纯系，能够显著缩短育种进程、提高育种效率，是玉米育种的重要技术之一[1-3]。目前获得单倍体的主要途径有花粉花药培养、辐射处理、孤雌生殖和远缘杂交等[4]。其中利用孤雌生殖诱导系诱导产生单倍体的方法以其具有操作简单、无配子选择性等特点，目前已成为国内外各大育种公司和科研院所玉米育种的主要手段之一[5]。本文结合作者的育种实践综述利用孤雌生殖诱导系（简称诱导系）产生玉米单倍体育种技术的基本流程，旨在为玉米育种者开展单倍体育种工作提供一定的理论参考。

1 诱导系的选择与繁殖
某些遗传材料具有通过有性杂交诱导对方产生较高频率的单倍体种子称之为单倍体诱导系。国内常用的诱导系均是来源于带紫色R-nj基因标记的Stock6，如RWS、MHI、HU400、农大高诱1号、吉高诱系3号等，平均诱导率在2.52%~10.4%[6]，诱导率在5%以上的诱导系已可以满足单倍体大规模诱导的需要。通常诱导系表现为生长势弱，花期雌雄不调，苞叶过长、自交结实差等特点。所以在繁殖诱导系时一定要选取土壤肥力较好、宜于管理的田块精细播种，同时在授粉时剪去多余的苞叶，采用混合授粉或互交的方式来得到足够量的诱导系种子。
2 基础材料的组配、选择
理论上，作为母本的基础材料可以是任何杂合型的玉米种质，可以是商业上推广利用的优良杂交种，也可以是根据育种目标组配的选系集团或群体材料等。如是以选系为目标组配基础材料，应该尽可能包含农艺性状好、产量高、抗逆性强、品质优等多个综合优良性状。不同的诱导世代对于能否获得理想的 DH 系有很大影响。目前主要是在 F1植株进行诱导，即经过了一次减数分裂和基因重组。有研究表明[7]，在F1代诱导比F2代时诱导得到理想DH系的可能性更大。
综合考虑，如果双亲差异大，后代分离的基因较多，则仅靠一次重组就需要很大的群体才可能获得优良重组基因型。因此这类材料的诱导可以在 F2或更高世代诱导，而对于遗传基础偏窄的群体则可以在F1代诱导［8］。另外，实践经验表明硬粒型材料诱导后标记性状不明显，故在诱导时应该扩大基础材料的种植规模。
3 杂交诱导
一般诱导系的花期都较早，需要适时晚播，为了获得足够量的花粉，并且需要分至少3次分期播种，苗期精心管理，对于基础材料播种密度不易过大，否则影响结实，影响单倍体籽粒挑选的准确度。
诱导系与基础材料杂交授粉的方法与常规杂交方法相同，需要在基础材料雌穗吐丝前套上小袋，待到吐丝后3-5天时取诱导系花粉进行授粉。为了获得理想的结实效果，笔者建议：第一，在基础材料雄穗散粉前摘除雄花，可以降低授粉时自交污染的概率；第二，取诱导系花粉时，可以将花粉收集于塑料小瓶内，用两层丝袜封住瓶口，授粉时倒置小瓶将花粉均匀地撒在花丝上，可以极大地提高授粉效率。第三，在阴雨天空气湿度较大时授粉，可以事先在小瓶内加入少量化石粉，可以有效地防止花粉结块打团。
4 单倍体籽粒的挑选
杂交果穗成熟后收获并进行干燥晾晒，把握好单倍体籽粒的挑选时机，果穗不宜太干，以脱粒时不掉种皮为适。单倍体籽粒挑选的基本方法是利用籽粒Navajp标记的R-nj基因和紫色叶鞘标记的ABPl基因标记[9-11],一般包含有4种类型的籽粒：第一类是胚乳糊粉层显紫色、胚芽也显紫色的杂合型二倍体种子；第二类是胚乳糊粉层和胚芽均未显紫色的外来花粉（非诱导系花粉）污染所致的二倍体种子；第三类是胚乳糊粉层显示紫色，胚芽未显紫色的单倍体种子；第四类是胚乳糊粉层显示紫色，但表现为无胚或死胚的种子。另外，单倍体种子还可以通过胚的形状和大小来判别，一般单倍体籽粒的胚较小，而且呈三角形。有研究表明籽粒着色程度受多个修饰基因所控制（CI-I、Idf等）[12],受其影响，对于一些材料如黄早四杂种优势群，紫顶颜色非常弱，有的仅仅是一个点，难以辨别，给单倍体鉴定带来了很大的困难，故在挑选时需要根据经验仔细判别。对于少数模棱两可的籽粒可以当作准单倍体种子处理，留着在加倍时通过植株表现来最后确定。
5单倍体植株的种植和确认
选择温光条件好、昼夜温差大、适合玉米生长的生态环境区，将有利于单倍体植株自然加倍率的提高。有研究表明在海南和甘肃地区，单倍体自然加倍率明显高于北方地区。单倍体是由配子发育而来的个体，其染色体组数是正常植株的一半。与正常自交系相比，单倍体植株生长缓慢，苗势弱，易受病虫害侵染，故在播种时需选择环境和条件良好的地块，应该具备喷灌或滴灌系统，同时施足底肥，加强田间管理，严防病虫鼠害，确保全生育期均具备良好的生长环境。根据土壤肥力水平、地利条件和种植方式等来确定单倍体植株的种植密度，一般以正常育种材料田间密度的2倍为宜。
单倍体幼苗长到6-8片叶时，根据植株的紫色标记及形态学特征去除杂株。凡幼苗叶鞘绿色，植株瘦弱，叶片狭窄、直立，叶色较浅者为来自基础材料的单倍体植株，而幼苗叶鞘紫色，叶片茎杆紫色，植株高大粗壮者均是杂交植株，予以田间淘汰。部分植株长势介于单倍体和杂交种之间，幼苗叶鞘绿色，叶片稀疏者可能是单倍体自然加倍形成的二倍体植株，自交后代如不发生分离则是双单系。另外有部分植株幼苗叶鞘绿色，叶片茎杆均为绿色，但长势高大者应该为非诱导系花粉污染者，也应淘汰。
6 单倍体加倍
不同材料在不同生态环境下单倍体的加倍率各不相同，但总体来说自然加倍率仍然偏低，有些材料甚至根本不发生自然加倍，而且大多数单倍体植株存在雌雄不调现象。仅仅依靠自然加倍的方法已很难满足目前商业育种的大规模需求，研究探索行之有效的化学加倍方法已迫在眉睫。目前，在育种实践中主要利用的方法仍是自然加倍，本文在此对自然加倍的操作授粉步骤做一简要陈述。
单倍体一般表现为雄性不育，一般只有少部分单倍体的部分雄穗分枝的一个或几个花药能形成正常的花粉，在开花期，需逐株仔细观察单倍体植株雄穗的散粉情况，如发现有一个或几个饱满花药外露时，小心取下花药并置于授粉纸袋上，用手术刀或大头针将其破开，轻轻弹打纸袋取下花粉并均匀撒在花丝中央，然后套上纸袋，做好标记（挂牌或绑绳）。大部分单倍体植株表现为雌雄不调，须用剪刀剪去多余的苞叶，再进行精确授粉，如果在第二天发现仍有花药散粉，则可以进行二次授粉，这将有利用单倍体结实率的提高。在实践中，也发现有极少部分单倍体植株雄穗的一个或几分枝可以完全散粉，此时只需要按常规授粉方法取粉自交即可。
7 双单倍体的收获、保存
单倍体自交果穗籽粒结实少，脱水快，一般需要适时早收（大约授粉30天以后），否则会造成果穗上的籽粒会腐烂、开裂或脱落。收获时需要将收到籽粒的果穗分别单独存放，避免混杂，丢失。干燥后再仔细脱粒，妥善保管。
8 双单倍体系的确认、繁殖
按照不同单穗分行将获得的双单倍体种子精细单粒播种，经过自然加倍获得的双单倍体种子苗势，芽势仍然不及正常种子，故需选择肥水条件良好的平整地块来播种双单倍体种子，田间精心管理，确保能够正常生长发育。对于结实粒数太少（小于3粒）的单穗，最好采用营养砵育苗，然后移栽以保证出苗。
来源于同一果穗的双单倍体种子：（1）如果全部植株田间表现整齐一致，且不是杂交种株型，则可确认为全部为双单倍体，花期全部自交授粉，形成DH系。（2）如部分植株表现高大粗壮，部分表现整齐一致，则去除高大粗壮的杂株，保留具有自交系特征的植株，并自交形成DH系。出现杂株可能是由于授粉时受到其他花粉的污染所致。（3）如植株田间表现不齐且叶片或茎杆带有紫色遗传标记，则是外来花粉或诱导系基因污染所致，此果穗收获的籽粒须全部淘汰。
单倍体诱导过程中，一些隐性致死基因由于没有显性基因的掩盖而得以表现，故大部分单倍体植株表现瘦弱矮小，或完全不能生长发育，只有长势强壮发育良好的单倍体才有可能恢复育性，才有可能自交结实。因此，获得双单倍体系的过程相当于是优中选优的结果，一般能够加倍自交结实得到种子的DH系，都应该具有较好的农艺性状。对于经过繁殖的DH系，在下一个世代通过相应环节的鉴定淘汰，筛选出表现特别优异的DH系，进行常规配合力的测定，进而用于新型杂交组合的配制。
9单倍体技术的应用前景
单倍体技术在玉米育种中的应用前景十分广阔。首先对目标诱导基础材料进行遗传重组与改良，使其聚合足够多的有利基因位点，然后利用单倍体技术使优良的基因快速纯合，进而获得性状优良的纯系，这将会极大提高玉米育种的效率［13］。在未来将单倍体育种技术和分子标记辅助选择育种技术、转基因育种技术、分子设计育种技术等结合起来，形成一整套快速，精确育种技术体系，为实现大规模玉米育种商业化提供强有力的支撑。同时，未来我们还需要在单倍体诱导机理，新型诱导系选育和染色体化学加倍研究方面加大工作力度，争取早日培育出诱导率更高的诱导系，摸索出更加行之有效的染色体加倍方法，以适应玉米生产发展的需要。
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