
·生物技术· 北方园艺２０１１（１６）：１５２～１５４

第一作者简介：陈小凤（１９７５－），女，广西鹿寨人，硕士，助理研究
员，研究方向为苦瓜育种。

责任作者：黄如葵（１９６９－），女，博士，研究员，研究方向为蔬菜育
种。Ｅ－ｍａｉｌ：ｒｋｈｕａｎｇ＠ｇｘａａｓ．ｎｅｔ。

基金项目：教育部留学回国人员科研启动基金；广西自然科学基
金资助项目（桂科自０８３２０８６）。

收稿日期：２０１１－０５－２０

辐照花粉授粉及胚挽救时期

对 苦 瓜 离 体 雌 核 发 育 的 影 响

陈 小 凤，黄 如 葵，黄 玉 辉，刘 杏 连，梁 家 作，周 生 茂
（广西农业科学院 蔬菜研究所，广西 南宁５３０００７）

　　摘　要：采用辐照花粉授粉结合胚挽救技术，以７个不同基因型苦瓜作花粉供体对 ＭＣ５２进
行授粉，系统探讨辐照剂量、胚挽救时期对成苗率的影响及辐照剂量对产胚类型的影响。结果表
明：进行苦瓜辐照花粉授粉诱导离体雌核发育的适合辐照剂量为１５０Ｇｙ，胚最佳抢救时期为授粉
后第１０天。试验发现辐照剂量在２００Ｇｙ时也可获得高的坐果率，但大部分种子已成空壳，对于
苦瓜辐照花粉授粉诱导雌核发育获得单倍体是没有意义的；对辐照获得的１０２株苗进行倍性鉴
定，虽未得到单倍体植株，但在该试验中仍有较高比例的各种类型胚未发育成植株，还须进一步
优化胚的培养条件。
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　　辐照花粉授粉是诱导离体雌核发育获得单倍体的
有效途径之一，而单倍体材料的获得对植物遗传研究
和育种实践均具有重要的价值［１］。Ｓａｕｔｏｎ［２］首次采用
辐照花粉授粉结合胚挽救技术获得甜瓜单倍体，在葫
芦科其它瓜类蔬菜如黄瓜［３－４］、西瓜［５］上也都获得了成
功，得到单倍体胚。上述研究内容主要集中在辐照剂
量、胚挽救时期、胚培养条件等影响辐照花粉诱导单倍
体的因素方面，有些在此基础上进一步对单倍体形态、
育性及生理生化方面进行研究［４］。在苦瓜中，还没有
关于利用该技术创制单倍体研究的文献报道。为了获
得苦瓜单倍体，该试验利用７个不同基因型苦瓜作花
粉供体对 ＭＣ５２进行授粉，探讨辐照剂量、胚挽救时期
对成苗率的影响及辐照剂量对胚产生类型的影响，对
辐照花粉授粉诱导苦瓜离体雌核发育的试验体系进行

了初步探索，为进一步为获得苦瓜单倍体奠定理论
基础。

１　材料与方法
１．１　试验材料
供试材料来源于广西农业科学院蔬菜研究所。胚

挽救时期的试验父本为 ＭＣ１、ＭＣ１－①、ＭＣ３、ＭＣ５３；其
它试验的父本为 ＭＣ１、ＭＣ９、ＭＣ４２、ＭＣ１０５；母本均
为 ＭＣ５２。

１．２　试验方法
于早上８时左右采集前１ｄ开放的父本雄花，装入

防水袋中，立即拿到广西辐照中心进行Ｃｏ６０ｙ射线辐照。
辐照剂量为１００、１５０、２００Ｇｙ。为了有利于第２天早上花
粉的散粉，将辐照过的雄花保存在２５℃，相对湿度为
４３％的环境条件下［６］，并于取雄花当天下午把要授粉的
雌花套袋。次日早上用辐照过的花粉授粉并作好标记，
继续套袋隔离至坐果，５ｄ后统计坐果率。胚挽救时期
试验取授粉后１０、１２、１４ｄ的瓜，其它试验取授粉后第１０
天的瓜，用７５％的乙醇对瓜表面进行消毒，剖开果实分
离种子并接种到基本培养基ＭＳ中，７ｄ后剥离种壳取出
小胚接到ＭＳ＋６－ＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ中成苗培养。
１．３　计算方法
坐果率＝授粉数／坐果数×１００；成苗率＝成苗数／

培养种子数×１００；可抢救胚率＝（未成熟胚＋成熟
胚）／培养的种子数×１００。

２　结果与分析
２．１　辐照剂量对坐果率及成苗率的影响
由图１可看出，辐照剂量对坐果率的影响并没有

以剂量的高低表现出一定的规律性，低辐照剂量和高
辐照剂量均可获得高的坐果率。辐照剂量为１５０Ｇｙ
时，父本为 ＭＣ１及 ＭＣ９的组合，成苗率高于辐照剂量
为１００Ｇｙ的，ＭＣ４２与 ＭＣ１０５为父本的组合却正好相
反。辐照剂量为２００Ｇｙ时，仅 ＭＣ１为父本的组合成
苗率有４．１７％，其它组合均无胚萌发成苗。
２．２　胚挽救时期对成苗率的影响
由表１可知，授粉后第１０天取瓜培养，可抢救胚

的百分率最高，大部分组合的成苗率也是最高的，并且
出现了较多其它类型的未成熟胚。胚挽救时期在授粉
后第１２天以上时，仅获得子叶型的成熟胚，未出现其
它类型的胚。
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图１　辐照剂量对坐果率及成苗率的影响
Ｆｉｇ．１　Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ　ｄｏｓｅｓ　ｏｎ　ｆｒｕｉｔｓ　ｓｅｔｔｉｎｇ　ｒａｔｅ　ａｎｄ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｒａｔｅ

　　表１ 胚挽救时期对成苗率的影响

　　Ｔａｂｌｅ　１ Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　ｅｍｂｒｙｏ　ｒｅｓｃｕｅ　ｐｅｒｉｏｄ　ｏｎ　ｐｌａｎｔｌｅｔｓ

父本基因型

Ｐａｔｅｒｎａｌ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ
授粉天数

Ｐｏｌｌｉｎａｔｅｄ　ｄａｙｓ／ｄ
取瓜数

Ｔａｋｉｎｇ　ｍｅｌｏｎｓ／个
培养种子数

Ｎｏ．ｏｆ　ｃｕｌｔｕｒｅｄ　ｓｅｅｄｓ／个

未成熟胚／成熟胚
Ｉｍｍａｔｕｒｅ　ｅｍｂｒｙｏｓ／
Ｍａｔｕｒｅ　ｅｍｂｒｙｏｓ／个

可挽救胚的百分率

Ｅｍｂｒｙｏ　ｒｅｓｃｕｅ／％

成苗数／成苗率
Ｎｏ．ｏｆ　Ｐｌａｎｔｌｅｔｓ／
Ｐｌａｎｔｌｅｔｓ　ｒａｔｅ／％

ＭＣ１　 １０　 ５　 ７０　 １２／１４　 ３７．１４　 ８／１１．４２
１２　 ３　 ４２　 ０／２　 ４．７６　 １／２．３８
１４　 ２　 ２８　 ０／０ ０ ０／０

ＭＣ３　 １０　 ９　 １４３　 ４／１６　 １３．９９　 ２／１．４０
１２　 ２　 ３９　 ０／４　 １０．２６　 １／２．５６
１４　 １　 ７　 ０／０ ０ ０／０

ＭＣ１－① １０　 １４　 ８０　 ３２／３６　 ８５　 ３１／３８．７５
１２　 ４　 ２９　 ０／４　 １３．７９　 １／３．４５
１４　 ５　 ８９　 ０／８　 ８．９９　 ０／０

ＭＣ５３　 １０　 ９　 １１３　 ４０／２８　 ６０．１８　 ２１／１８．５８
１２　 ７　 ４０　 ０／４　 １０　 １／２．５０
１４　 ２　 ３６　 ０／０ ０ ０／０

　　注：表中未成熟胚指子叶型胚以下的发育类型，成熟胚指子叶型胚。
Ｎｏｔｅｓ：Ｔｈｅ　ｉｍｍａｔｕｒｅ　ｅｍｂｒｙｏ　ｒｅｆｅｒｓ　ｔｏ　ｔｈｅ　ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　ｅｍｂｒｙｏ　ｆｏｌｌｏｗｉｎｇ　ｇｒｏｗｔｈ　ｔｙｐｅ　ａｎｄ　ｔｈｅ　ｍａｔｕｒｅ　ｅｍｂｒｙｏ　ｒｅｆｅｒｓ　ｔｏ　ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　ｅｍｂｒｙｏ　ｉｎ　ｔｈｉｓ　ｔａｂｌｅ．

２．３　辐照剂量对产胚类型的影响
取辐照剂量为１００Ｇｙ和１５０Ｇｙ的瓜，剥离种壳取

胚培养。辐照花粉授粉后，种子的发育程度是不一致
的，出现了球形胚、鱼雷胚、心形胚、子叶形胚，未见箭

状胚和捌状胚（图２）。表２表明，辐照剂量不同，获得
各种类型的胚的比例也是不一样的。随着辐照剂量由
１００Ｇｙ增加到１５０Ｇｙ，４个组合获得的球形胚、鱼雷
胚、心形胚的比例都是明显增加的。

　　表２ 辐照剂量对产胚类型的影响

　　Ｔａｂｌｅ　２ Ｅｆｆｅｃｔｓ　ｏｆ　Ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ　ｄｏｓｅｓ　ｏｎ　ｅｍｂｒｙｏ　ｔｙｐｅｓ．

父本基因型

Ｐａｔｅｒｎａｌ　ｇｅｎｏｔｙｐｅ
辐照剂量

Ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ　ｄｏｓｅｓ／Ｇｙ

球形胚比例

Ｂａｌｌ－ｓｈａｐｅｄ
ｅｍｂｒｙｏ　ｒａｔｅ／％

鱼雷胚比例

Ｔｏｒｐｅｄｏ　ｅｍｂｒｙｏ
ｒａｔｅ／％

心形胚比例

Ｈｅａｒｔ－ｓｈａｐｅｄ
ｅｍｂｒｙｏ　ｒａｔｅ／％

子叶胚比例

Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　ｅｍｂｒｙｏ
ｒａｔｅ／％

ＭＣ１　 １００　 １６．１３　 ３．２３　 ３２．２６　 ４８．３９
１５０　 ２８．１７　 ７．０４　 ４５．０７　 １９．７２

ＭＣ１０５　 １００　 １２．００　 ０．００　 ３２．００　 ５６．００
１５０　 ３１．２５　 ５．００　 ４５．００　 １８．７５

ＭＣ９　 １００　 １８．４２　 ２．６３　 ３１．５８　 ４７．３７
１５０　 ３０．６１　 ６．１２　 ４２．８６　 ２０．４１

ＭＣ４２　 １００　 １８．２９　 ２．４４　 ３０．４９　 ４８．７８
１５０　 ３１．２５　 ６．２５　 ３７．５　 ２５．００

３　结论与讨论
该研究中，低辐照剂量和高辐照剂量均可获得高

的坐果率，原因尚不明确。因为影响坐果率的因素有
很多，比如亲本的生理状态、授粉前后花粉活力的保持
及授粉量多少等。经剥壳取胚培养发现，辐照剂量为
２００Ｇｙ时，大部分种子已成空壳，这对于苦瓜辐照花
粉授粉诱导雌核发育获得单倍体是没有意义的。
取不同发育程度的胚进行培养，父本为 ＭＣ１、

ＭＣ９、ＭＣ４２、ＭＣ１０５的４个组合共得到１０２株苗，其中

鱼雷胚没有苗生成，球形胚获得１株苗，心形胚获得１４
株苗，其余８７株均由子叶胚得来。根据 Ｋｕｒｔａｒ　Ｅ　Ｓ
等［７］的研究，若球形胚，箭状胚，杆状胚可以发育，则形
成单倍体，仅有５３．８％鱼雷形胚和２３．１％的心形胚发
育成单倍体，其余的鱼雷形胚、心形胚、子叶形胚及畸
形胚则发育成双单倍体。在苦瓜上以１５０Ｇｙ剂量辐
照得到的球形胚、鱼雷形胚、心形胚的比率较高，因此
初步推断适合的辐照剂量为１５０Ｇｙ。
辐照花粉诱导雌核发育的过程中，种子中败育胚
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图２　胚的类型
Ｆｉｇ．２　ｅｍｂｒｙｏ　ｔｙｐｅ

　　　　　　　　　　　注：Ａ：球形胚；Ｂ：鱼雷胚；Ｃ：心形胚；Ｄ：子叶形胚。
　　　　　　　　　Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｂａｌｌ－ｓｈａｐｅｄ　ｅｍｂｒｙｏ；Ｂ：Ｔｏｒｐｅｄｏ　ｅｍｂｒｙｏ；Ｃ：Ｈｅａｒｔ－ｓｈａｐｅｄ　ｅｍｂｒｙｏ；Ｄ：Ｃｏｔｙｌｅｄｏｎ　ｅｍｂｒｙｏ．

的比率很高，因此确定苦瓜胚挽救时间非常重要，太早
或太晚效果都不好。１２ｄ和１４ｄ取瓜培养时，部分基
因型仅获得少量的子叶型胚，大部分胚已败育，形成空
壳种子。以授粉后第１０天取瓜培养时，可挽救胚的百
分率和成苗率均是最高的。
对该试验中获得的苗进行倍性鉴定，未得到单倍

体植株。从幼胚发育到心形胚阶段，在适宜的培养基
上做胚离体挽救，可以提高胚的诱导率，如Ｓａｕｔｏｎ［８］等
的研究发现，幼胚在 ＭＳ＋６－ＢＡ　０．２ｍｇ／Ｌ＋活性炭
０．１５ｍｇ／Ｌ的培养基上进行胚抢救更容易发育成胚状
体，然后从胚状体再发育成植株，说明不同类型的胚所
需的培养条件应是不一样的。而该试验得到的所有类
型的胚均用同一种培养基培养，仍有相当高比例的球
形胚、鱼雷胚、心形胚、子叶形胚未发育成苗。
　　辐照花粉诱导雌核发育成单倍体的过程是复杂
的，影响的因素有很多，如基因型、授粉季节、辐照源及
剂量、胚抢救时期、培养条件等。该试验只是初步摸清
辐照花粉授粉诱导苦瓜离体雌核发育的条件。
　　综上所述，为了建立稳定、高效的苦瓜辐照花粉诱
导雌核发育获得单倍体的技术，还需要选择更多的基

因型参与试验，应对授粉季节进行对比试验和对各种
类型胚的培养条件作进一行的优化。
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