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　 　 摘要:　 旨在系统地研究通过远缘杂交结合胚培养获得甜瓜双单倍体的方法ꎬ以拓宽甜瓜双单倍体获得路径ꎮ
以西印度瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ａｎｇｕｒｉａ Ｌ.)为远缘花粉供体ꎬ对厚皮甜瓜阿鲁斯达令进行授粉ꎬ并结合胚培养方法进行研究ꎬ
以期获得厚皮甜瓜阿鲁斯达令的双单倍体ꎮ 结果表明ꎬ对阿鲁斯达令甜瓜进行远缘授粉后如果不作处理ꎬ子房会

全部败育ꎬ而对子房表面涂抹坐果灵后坐果率可达 ７３􀆰 ３３％ꎻ授粉 ２８ ｄ 后ꎬ共采收 ２２ 个远缘杂交果实ꎬ累计获得 ３５９
粒种子ꎻ胚培养后获得 ４ 株再生植株ꎬ再生植株占比为 １􀆰 １１％ꎻ通过流式细胞仪鉴定得出ꎬ再生植株有二倍体、混倍

体 ２ 种类型ꎮ 对比二倍体再生植株和母本阿鲁斯达令发现ꎬ二倍体再生苗的叶、花较小ꎬ植株长势较弱ꎬ果实较圆ꎬ
平均花粉活力较低ꎮ 对二倍体再生植株 Ｒ３、母本阿鲁斯达令自交 １ 代(Ｓ１代)群体形态学性状进行遗传变异系数

比较发现ꎬＲ３ Ｓ１代群体各项指标的遗传变异系数均远低于母本阿鲁斯达令 Ｓ１代群体ꎮ 利用筛选出的 ２ 对在阿鲁

斯达令基因组中具有多态性的简单重复序列(ＳＳＲ)引物 ＣＭＡＴＮ２４０、ＣＭＣＴＮ７１ 对 Ｒ３ Ｓ１代群体进行基因型分析ꎬ结
果表明ꎬ２０ 株 Ｒ３ Ｓ１代群体均为纯合带型ꎮ 通过形态学鉴定、ＳＳＲ 分子标记鉴定分析发现ꎬ获得的再生植株 Ｒ３ 为双

单倍体ꎮ 由研究结果可知ꎬ通过远缘杂交结合胚培养获得了甜瓜再生植株ꎬ通过细胞流式仪倍性鉴定、ＳＳＲ 标记分

析与 Ｓ１代群体性状遗传变异系数鉴定得出ꎬ再生植株为双单倍体ꎮ
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　 　 甜瓜(Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ Ｌ.)为葫芦科甜瓜属一年生

作物ꎬ可分为厚皮甜瓜、薄皮甜瓜两大类ꎮ 厚皮甜瓜

果形独特、芳香味浓ꎬ具有很高的经济价值ꎬ但是其生

长发育喜好空气干燥、光照充足、昼夜温差大的大陆

性气候条件ꎬ因此在 ２０ 世纪 ８０ 年代前仅种植于中国

新疆、甘肃等西北地区[１]ꎮ 随着“厚皮甜瓜东移”工
程的开展ꎬ厚皮甜瓜逐渐成为东部沿海地区的重要栽

培作物[２]ꎮ 栽培面积的扩大对品种培育提出了更高

要求ꎬ传统育种方式选育周期长、工作量大ꎬ而利用

单 /双单倍体(Ｈａｐｌｏｉｄ / ｄｏｕｂｌｅｄ ｈａｐｌｏｉｄꎬＨ / ＤＨ)进行

育种ꎬ可以缩短育种年限、提高育种效率ꎮ
在甜瓜中ꎬ培育单倍体 /双单倍体的方法包括利

用辐射花粉授粉[３]、未受精子房离体培养[４]、花药培

养[５]等ꎬ其中辐射花粉培养被认为是最成熟实用的方

法[６]ꎮ 目前ꎬ国外已经有多个优异双单倍体材料用于

甜瓜育种[７￣９]ꎬ其中不少源于厚皮甜瓜[７ꎬ １０￣１１]ꎬ也有学

者系统地研究了 ＤＨ 植株的性状特征[１２]ꎬ这些研究

结果为将甜瓜双单倍体用于育种研究奠定了基础ꎮ
国内学者韩丽华[１３] 和高宁宁等[１４] 分别通过离体胚

珠、子房培养获得了单倍体ꎬ并通过染色体加倍获得

了厚皮甜瓜双单倍体ꎮ 但是ꎬ目前国内有关甜瓜双单

倍体特征特性的研究仍很少[１２ꎬ １５]ꎮ
目前ꎬ关于小麦[１６]、大麦[１７]、玉米[１８]、油菜[１９] 等

大田作物远缘杂交结合胚培养诱导双单倍体的研究

已经有一定进展ꎮ Ｄｅ Ｖａｕｌｘ[２０] 曾利用种间杂交培育

出甜瓜单倍体ꎬ其后就再未见相关报道ꎮ 因此ꎬ本试

验在参考大田作物相关研究的基础上ꎬ利用甜瓜近缘

野生种西印度瓜(Ｃ. ａｎｇｕｒｉａ Ｌ.)对厚皮甜瓜阿鲁斯达

令进行远缘授粉ꎬ结合胚培养培育厚皮甜瓜双单倍

体ꎬ并对其特征特性进行研究ꎮ 本研究通过系统地研

究利用远缘杂交技术培育甜瓜双单倍体的途径ꎬ可以

在理论、实践上为甜瓜育种提供更多有益支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

厚皮甜瓜阿鲁斯达令由上海惠和种业有限公司

提供ꎬ是由日本引进的网纹甜瓜 Ｆ１代品种ꎻ野生种

西印度瓜由南京农业大学葫芦科作物遗传与种质创

新实验室提供ꎮ 试验材料种植于南京农业大学新农

村发展研究院有限公司温室大棚ꎮ ２０２０ 年 ３ 月中

旬播种育苗ꎬ４ 月初定植ꎬ进行常规栽培管理ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 远缘杂交　 在开花前 １ ｄ 的１６ ∶ ００－１７ ∶ ００ꎬ
选取第 ２ ｄ 要开放的阿鲁斯达令雌花(完全花)ꎬ进
行去雄套袋隔离处理ꎬ同时选取第 ２ ｄ 要开放的西

印度瓜雄花进行套袋隔离ꎮ 第 ２ ｄ ８ ∶ ００用 ３ 朵西

印度瓜雄花对 １ 朵阿鲁斯达令雌花授粉ꎬ授粉后套

袋ꎮ 通过预试验发现ꎬ远缘授粉后甜瓜很难坐果ꎬ于
是在授粉后设置涂抹、不涂抹 ２５ ｍｇ / Ｌ坐果灵(４￣
Ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘｙａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄꎬ ＰＡＰＣ) [２１] ２ 种处理方式

(涂抹位置为雌花果梗处)ꎮ １４ ｄ 后统计坐果率ꎮ
每个处理设 ３ 次重复ꎬ每次授粉 １０ 朵雌花ꎮ 授粉后

４~５ ｈ 在柱头喷施 １０ ｍｇ / Ｌ Ｎ￣苯基￣Ｎ′￣１ꎬ ２ꎬ ３￣噻二

唑￣５￣脲(ＴＤＺ)ꎬ以促进幼胚发育[２２]ꎮ 相关公式:
坐果率＝坐果数 /授粉雌花数×１００％ꎮ

１.２.２　 胚培养及再生植株驯化　 授粉后２８~３５ ｄ 收

取果实ꎮ 用流水冲洗果实 １０ ｍｉｎ 后在超净工作台

上用 ７５％乙醇对果皮进行表面消毒ꎮ 剖开消毒后

的果实ꎬ取出种子ꎬ用刀片刮除种子表面的瓜囊组

织ꎬ将种子接种于装有 ＭＳ 固体培养基的组培瓶(容
量为 ３５０ ｍｌ)中(接种量为 １ 瓶２０~ ３０ 粒种子)ꎬ再
将组培瓶转入培养室中培养ꎮ 在 ＭＳ 基本培养基中
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添加 ３％ 蔗糖、 ８％ 琼脂ꎬ调节溶液 ｐＨ 值为 ５.８~
６􀆰 ０[２３]ꎮ 培养条件:温度(２５± １) ℃、光照度２ ０００
ｌｘ、光 /暗周期 １６ ｈ / ８ ｈꎮ

待再生植株长出３~５ 张真叶ꎬ并且根系长到３~
５ ｃｍ 长时进行幼苗驯化ꎮ 在 ３ ｄ 内逐渐打开瓶盖ꎬ
完成再生植株的瓶内驯化后取出再生植株ꎬ洗净根

系附着的培养基ꎬ用 ２％多菌灵溶液浸泡根 ３０ ｓ[２４]ꎬ
随后将再生植株移入含已灭菌基质的营养钵中ꎬ浇
透水ꎬ待幼苗有新叶长出时移栽到大棚内ꎮ
１.２.３　 倍性的鉴定　 参考汪艳等[２５]的方法ꎬ选取再

生植株幼嫩叶片作为测定材料ꎬ委托金迪未来生物

科技(北京)有限公司采用流式细胞仪鉴定再生植

株的倍性ꎮ
１.２.４　 二倍体再生植株的形态学观察　 选取倍性鉴

定为二倍体的再生植株ꎬ对二倍体再生植株、母本阿

鲁斯达令的叶、花、果实等形态特征进行对比观察ꎮ
１.２.５　 二倍体再生植株花粉活力的测定 　 分别取

二倍体再生植株、母本阿鲁斯达令的雄花花粉于载

玻片上ꎬ加 １~２ 滴 １％醋酸洋红溶液ꎬ摇匀后盖上盖

玻片ꎬ置于显微镜下检测ꎬ深红色的花粉表示有活

力ꎬ无色或淡红色的花粉表示没有活力ꎮ 每片随机

选择 ３ 个视野ꎬ按照下式统计花粉生活力[２６]:
花粉生活力＝活花粉粒数 /总花粉粒数×１００％ꎮ

１.２.６　 二倍体再生植株自交后代整齐性鉴定 　 变

异系数(ＣＶ)可以表示群体内某一性状的离散程度ꎬ
变异系数越小ꎬ表示性状的一致性越高[２７]ꎮ 因此ꎬ
可以利用二倍体再生植株自交后代的整齐性进一步

判断其纯合性ꎮ 分别选取 ２０ 株二倍体再生植株 Ｒ３
自交后代和阿鲁斯达令自交后代ꎬ测量节间距、茎
粗、最大叶长和叶宽ꎬ按下式计算 ＣＶ:

ＣＶ＝Ｓ / ｘ－×１００
式中:Ｓ 为标准差ꎻｘ－ 为某性状的均值ꎮ

１.２. ７ 　 二倍体再生植株自交后代简单重复序列

(ＳＳＲ)标记的鉴定　 利用 ＳＳＲ 标记的共显性特点鉴

定二倍体再生植株的纯合性ꎮ 从葫芦科作物基因组

数据库的 ３０ 对标记中筛选出 ２ 对在母本扩增产物

中显示杂合条带的引物(表 １)ꎮ 用十六烷基三甲基

溴化铵(ＣＴＡＢ)法提取亲本材料阿鲁斯达令和 ２０
株 Ｒ３ Ｓ１代植株叶片的 ＤＮＡꎬＳＳＲ 引物由南京金斯

瑞生物科技有限公司合成ꎮ ２０ μｌ 扩增反应体系:１
μｌ 模板 ＤＮＡꎬ１０􀆰 ０ μｌ ２×Ｔａｑ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘꎬ各 １ μｌ 上、
下游引物ꎬ７ μｌ ｄｄＨ２ Ｏꎮ 扩增反应在 ＰＣＲ 仪中进

行ꎬＰＣＲ 扩增程序:９４ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ３０
ｓꎬ５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ２８ 个循环ꎻ７２ ℃
延伸 ８ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ 产物用 １％聚丙烯酰胺凝胶

电泳检测ꎮ

表 １　 多态性标记引物名称及对应序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎａｍｅｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｉｔｈ ｐｏｌｙ￣
ｍｏｒｐｈｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ

引物名称　 正向引物(５′→３′) 反向引物(５′→３′)

ＣＭＡＴＮ２４０ ＧＡＡＣＡＣＡＣＡＣＡＡＡＡＡＴＧＡＧ ＡＡＡＧＧＧＡＡＧＡＴＴＣＴＡＧＴＴＧ

ＣＭＣＴＮ７１ ＴＣＡＡＴＴＴＴＴＧＣＣＡＡＡＣＡＡＧＣ ＣＡＡＧＧＡＣＡＣＡＧＡＴＴＴＡＡＴＡＣ

２　 结果与分析

２.１　 坐果灵对远缘杂交坐果率的影响

以西印度瓜为父本ꎬ对阿鲁斯达令进行授粉后ꎬ
对子房表面进行涂抹、不涂抹坐果灵溶液 ２ 种处理ꎮ
如表 ２ 所示ꎬ２ 种处理方式的甜瓜坐果率差异显著ꎬ
不涂抹坐果灵的甜瓜子房败育ꎬ３ ｄ 内子房发黄ꎬ坐
果率为 ０ꎻ涂抹坐果灵处理显著提高了甜瓜的坐果

率ꎬ坐果率可达 ７３􀆰 ３３％ꎮ 由此可见ꎬ通过对甜瓜进

行远缘授粉后ꎬ涂抹坐果灵处理可以提高坐果率ꎬ提
高了幼胚发育的概率ꎮ

表 ２　 涂抹坐果灵溶液对远缘杂交坐果率的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ａｐｐｌｙｉｎｇ ４￣ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｏｘｙａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｏｎ ｆｒｕｉｔ ｓｅｔ￣
ｔｉｎｇ ｒａｔｅ ｏｆ ｍｅｌｏｎ

是否涂抹
坐果灵

授粉花数
(朵)

坐果数
(个)

坐果率
(％)

否 ３０ ０ ０ｂ

是 ３０ ２２ ７３.３３ａ
同列数值后标有不同小写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.２　 胚培养和倍性鉴定

授粉 ２８ ｄ 后ꎬ采收 ２２ 个甜瓜果实ꎬ累计获得

３５９ 粒种子ꎮ 将收获的种子接种在 ＭＳ 固体培养基

上培养 １０ ｄ 后观察可知ꎬ种子均萌发出肉眼可见的

绿色胚(图 １Ａ)ꎻ继续培养 ７ ｄ 后ꎬ幼胚突出种皮ꎬ萌
发出芽(图 １Ｂ)ꎬ共有 ４ 个胚萌发ꎬ将其转移到１ / ２
ＭＳ 培养基中单独培养后ꎬ这些胚均长出了根ꎬ最后

均发育成完整植株ꎬ分别命名为 Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４ꎬ统
计可知ꎬ再生植株占比为 １􀆰 １１％ꎮ

如图 ２ 所示ꎬ用 ＤＮＡ 流式细胞仪对获得的 ４ 株

再生植株进行倍性鉴定ꎬ测定结果显示ꎬ再生植株同

时存在二倍体和混倍体ꎬ其中 Ｒ３、Ｒ４ 为二倍体ꎬＲ１、
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Ｒ２ 为混倍体ꎮ

Ａ:绿胚ꎻＢ:出芽ꎮ
图 １　 不同状态的材料

Ｆｉｇ.１　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｔａｔｅｓ

２.３　 二倍体再生植株 Ｒ３、Ｒ４ 形态特征和花粉活力

　 　 观察发现ꎬ二倍体再生植株 Ｒ３、Ｒ４ 和母本阿鲁

斯达令在形态上有明显区别ꎮ 由图 ３ 可以看出ꎬ与
母本阿鲁斯达令相比ꎬ二倍体再生植株 Ｒ３、Ｒ４ 的叶

片、花瓣较小ꎬ果实较圆ꎬ且 Ｒ３、Ｒ４ 植株长势较弱ꎻ
二倍体再生植株 Ｒ３ 和 Ｒ４ 之间在叶色、叶形、花形

等方面有差异ꎬ可能因为它们是由不同配子发育而

来的ꎮ 由表 ３ 可以看出ꎬ二倍体再生植株 Ｒ３、Ｒ４ 的

雄花单位面积花粉数、花粉平均生活力均远低于母

本阿鲁斯达令的相应指标ꎮ

Ａ:再生苗 Ｒ１ꎻＢ:再生苗 Ｒ２ꎻＣ:再生苗 Ｒ３ꎻＤ:再生苗 Ｒ４ꎻＥ:Ｒ１ 的 ＤＮＡ 流式细胞仪分析结果(混倍体)ꎻＦ:Ｒ２ 的 ＤＮＡ 流式细胞仪分析结果

(混倍体)ꎻＧ:Ｒ３ 的 ＤＮＡ 流式细胞仪分析结果(二倍体)ꎻＨ:Ｒ４ 的 ＤＮＡ 流式细胞仪分析结果(二倍体)ꎮ
图 ２　 再生植株倍性鉴定

Ｆｉｇ.２　 Ｐｌｏｉｄｙ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｓ

表 ３　 不同基因型甜瓜的平均花粉活力

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｖｅｒａｇｅ ｐｏｌｌｅｎ ｖｉｇｏｒ ｏｆ ｍｅｌｏｎ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｏｔｙｐｅｓ

植株类别
平均总花粉数

(粒)
平均活花粉数

(粒)
平均花粉活力

(％)

阿鲁斯达令 １２１.００ １０９.００ ９０.２０ａ

Ｒ３ １１５.６７ ７１.３４ ６１.６７ｂ

Ｒ４ ４８.６６ ３０.００ ６１.６５ｂ
Ｒ３、Ｒ４:阿鲁斯达令再生植株(二倍体)ꎮ 同列数据后标有不同小写
字母表示处理间差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ

２.４　 Ｒ３ 自交 Ｓ１代整齐性鉴定

将再生植株 Ｒ３、Ｒ４ 进行自交留种ꎬ各自自交授

粉 ３ 朵雌花ꎬ每 ３ 朵雄花授粉 １ 朵雌花ꎮ 授粉 ４５ ｄ
后ꎬＲ３ 采收 １ 个果实ꎬ累计获得 ２０ 粒饱满的种子ꎻ
Ｒ４ 植株仅有 １ 朵雌花ꎬ自交后未坐果ꎮ 本试验对杂

交种阿鲁斯达令 Ｓ１代、再生植株 Ｒ３ Ｓ１代群体的节

间距、茎粗、最大叶长和最大叶宽这 ４ 个数量性状进

行变异系数分析ꎮ 由表 ４ 可以看出ꎬＲ３ Ｓ１代群体的

节间距、茎粗、最大叶长和最大叶宽的变异系数远小

于阿鲁斯达令 Ｓ１代群体ꎮ 变异系数代表性状观测

数值的变异程度ꎬ较小的变异系数意味着群体存在

较小的变异ꎬ整齐度高ꎬ基因型的纯合度高ꎮ
２.５　 Ｒ３ 自交 Ｓ１代的 ＳＳＲ 标记分析

从 ３０ 对引物中筛选到在母本阿鲁斯达令、Ｒ３
Ｓ１代群体间具有多态性的引物 ＣＭＡＴＮ２４０、 ＣＭ￣
ＣＴＮ７１ꎮ 利用 ２ 个 ＳＳＲ 标记对母本阿鲁斯达令、Ｒ３
Ｓ１代群体进行带型分析ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ原始母本阿

鲁斯达令均为双带型(杂合带型)ꎬ而 ２０ 株 Ｒ３ Ｓ１代

群体均为单带型(纯合带型)ꎮ 由此可见ꎬＲ３ 为双

单倍体ꎮ 进一步计算可知ꎬ在本研究中ꎬ双单倍体诱

导率为 ０􀆰 ２８％ [双单倍体数 ( １ 株) /接种种子数

(３５９ 粒)×１００％ ＝ ０􀆰 ２８％]ꎮ
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Ａ:阿鲁斯达令(左)、二倍体再生植株 Ｒ３(中)、二倍体再生植株 Ｒ４(右)的叶片形态ꎻＢ:阿鲁斯达令(左)、二倍体再生植株 Ｒ３(中)、二倍体

再生植株 Ｒ４(右)的雄花ꎻＣ:阿鲁斯达令(左)、二倍体再生植株 Ｒ３(右)的果实ꎻＤ:阿鲁斯达令(左)、二倍体再生植株 Ｒ３(中)、二倍体再生

植株 Ｒ４(右)的植株长势ꎮ
图 ３　 母本阿鲁斯达令、二倍体再生植株 Ｒ３ 和 Ｒ４ 的形态特征比较

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｍａｌｅ ｐａｒｅｎｔ Ｅａｒｌ’ｓ Ｄａｒｌｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔｓ Ｒ３ ａｎｄ Ｒ４

表 ４　 阿鲁斯达令 Ｓ１代与再生植株 Ｒ３ Ｓ１代的性状变异分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｓ１ ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｓ ｄｅｒｉｖｅｄ

ｆｒｏｍ Ｅａｒｌ’ｓ Ｄａｒｌｉｎｇ ａｎｄ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｐｌａｎｔ Ｒ３

基因型　 　 项目
标准差
(ｃｍ)

均值
(ｃｍ)

变异系数
(％)

阿鲁斯达令 Ｓ１代 节间距 ０.４７ ５.２３ ９.０７

茎粗 ０.１３ １.０３ １２.８４

最大叶长 １.８４ ２５.２０ ７.１４

最大叶宽 １.５２ １９.４５ ７.７３

Ｒ３ Ｓ１代 节间距 ０.２８ ５.１０ ５.５０

茎粗 ０.０７ ０.９４ ７.１５

最大叶长 ０.８９ ２４.６１ ３.６４

最大叶宽 ０.５９ １８.４３ ３.１８
Ｒ３:阿鲁斯达令甜瓜再生植株(二倍体)ꎮ

３　 讨 论

本研究建立的通过远缘杂交结合胚培养获得厚

皮甜瓜的双单倍体技术ꎬ拓宽了甜瓜双单倍体的培

育途径ꎬ对于创制甜瓜育种材料和提高育种效率具

有重要意义ꎮ 目前的国内外报道显示ꎬ辐射花粉授

粉是诱导甜瓜单 /双单倍体最有效的途径ꎮ 在本试

验中ꎬ远缘杂交再生植株率为 ０􀆰 ２８％ꎬ与张永兵

等[２８]得出的辐射花粉授粉诱导率(０􀆰 ２９％)相似ꎬ低
于薛皓等[２９]报道的 １􀆰 ０９％ꎮ 然而ꎬ本研究可以直接

Ａ:引物 ＣＭＡＴＮ２４０ꎻＢ:引物 ＣＭＣＴＮ７ꎮ １~２０:Ｒ３ Ｓ１ 代群体的 ２０

个单株ꎮ
图 ４　 Ｒ３ Ｓ１代群体 ＳＳＲ 标记电泳结果

Ｆｉｇ.４　 Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｉｃ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｉｍｐｌｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｒｅｐｅａｔ (ＳＳＲ)
ｍａｒｋｅｒｓ ｉｎ Ｒ３ Ｓ１ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

形成双单倍体ꎬ不需要单倍体染色体加倍环节ꎬ减少

了操作环节ꎬ降低了技术难度ꎮ

９７７刘博文等:远缘杂交结合胚培养法获得厚皮甜瓜阿鲁斯达令双单倍体



在本研究中ꎬＲ４ 植株仅出现 １ 朵雌花ꎬ且未能

坐果ꎮ ＤＨ 株系育性变异的现象在双单倍体群体中

并不罕见ꎮ 陈英等[３０] 认为ꎬ籼粳杂交 Ｆ１ 代的 ＤＨ
植株后代部分存在胚囊或者花粉败育的现象ꎻ有研

究者通过对水稻 ＤＨ 群体的研究发现植株出现雄性

不育和花器官发育正常的现象ꎬ而对雌花授予正常

的花粉后ꎬ雌花可以结实[３１]ꎻ谢冰等[３２] 认为ꎬＤＨ 株

系发生育性不良的现象可能由于胚状体发育过程中

出现了变异ꎬ进而导致育性降低ꎮ 今后可通过激素

调节改善植株的育性[３３]ꎬ以进一步促进 ＤＨ 植株的

应用ꎮ 研究者通过对葫芦科作物单倍体的研究ꎬ获
得了二倍体和混倍体ꎬ如 Ｐｒｚｙｂｏｒｏｗｓｋｉ 等[３４] 在用黄

瓜辐射花粉授粉诱导过程中获得了二倍体和混倍

体ꎬ该作者认为ꎬ这一现象与胚拯救过程中胚的染色

体自发加倍有关ꎮ Ｋｕｒｔａｒ 等[３５] 发现ꎬ南瓜单倍体比

较容易在子叶型胚形成以前获得ꎬ子叶型胚大多是

染色体已加倍的二倍体或混倍体ꎮ 本试验只获得二

倍体和混倍体的再生植株ꎬ推测可能与培养的时期

较靠后有关ꎮ 本研究中的接种过程在授粉后 ２８ ｄꎬ
此时绝大多数幼胚发生败育ꎬ形成空壳种子ꎬ而没有

败育的胚已发育为成熟的子叶型胚ꎬ即本研究中的

绿胚ꎮ 因此ꎬ在今后研究中ꎬ为了提高出胚成苗率并

避免混倍体出现ꎬ胚培养的时间可以适当提前ꎮ
在禾本科植物中ꎬ通常采用外源激素促进幼胚

发育ꎮ ＴＤＺ 是一种人工合成的植物生长调节剂ꎬ具
有生长素、细胞分裂素的双重作用ꎬ可以调节植物内

源激素来诱导幼胚发育[３６]ꎮ 在田间远缘授粉后ꎬ笔
者对甜瓜的子房柱头涂抹 ＴＤＺꎬ随后用胚拯救技术ꎬ
最后成功获得 ４ 个胚ꎬ表明外源 ＴＤＺ 在甜瓜上也能

促进幼胚发育ꎮ
当栽培环境相同时ꎬ遗传变异系数是衡量群体

遗传稳定性的重要指标ꎬ变异系数小的群体的遗传

基础较单纯ꎮ 冯建云[３７] 对羽衣甘蓝杂交 Ｆ１代群体

及用其小孢子通过离体培养获得的 ＤＨ 群体进行了

数量性状变异系数比较ꎬ发现 ＤＨ 群体各项指标的

变异系数均远小于 Ｆ１代群体ꎬ且整齐度高ꎮ 本研究

是在同一地块进行的ꎬ肥力和环境相同ꎬ环境因素差

异带来的影响可以忽略不计ꎮ 本研究获得的 Ｒ３ Ｓ１

代群体典型数量性状的变异系数远低于杂交种阿鲁

斯达令 Ｓ１代群体ꎬ整齐度高ꎬ可能为 ＤＨ 系ꎮ 同时ꎬ
本试验利用筛选出的 ２ 对 ＳＳＲ 引物对 Ｒ３ Ｓ１代群体

进行纯合分析ꎬ发现 ２０ 株 Ｒ３ 的自交后代在这 ２ 个

位点(由 ＣＭＡＴＮ２４０、ＣＭＣＴＮ７ 引物扩增出)都是纯

合的ꎬ证明获得的二倍体再生植株 Ｒ３ 是双单倍体ꎮ
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