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马铃薯双单倍体诱导研究
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( l 廊坊市农林科学院
,

廊坊 0 65 0 00 ; 2 中国农科院蔬菜花卉研究所
,

北京 100 0 8 1)

摘 要 通过 4 x 一

Z x
杂交测验

,

从 肠勿un m Ph
u

erj
a
后代中筛选出 9 份诱导双单倍体频率和花粉育

性高的授粉者
,

它们的平均诱导率为 33 株双单倍体 1/ oo 个浆果
,

并具有显性纯合的胚斑标记基因

(BB )和紫色胚轴标记基因 (即 )
,

可用来有效识别双单倍体
。

不同的 四倍体母本产生双单倍体的频

率不同
,

中薯 2 号产生频率最高
,

100 个果中可产生 34 株双单倍体
,

母本基因型对双单倍体的产生

有很大的影响
。

关键词 马铃薯 双单倍体 孤雌生殖 标记基因

中图分类号 55 32
.

0 35
.

2 文献标识码 A 文章编号 1 00 0 一 709 1 ( 19 99 )增刊 一 00 35 一 05

马铃薯普通栽培种 (肠 za n u m ut be osr
u m L

.

ss p t ub
e

osr
u m )因是四倍体及其复杂的 四体遗

传方式
,

使得人们对它的许多性状遗传机制不清楚
,

另外 由于 74 % 的野生种是二倍体
,

限制 了

野生种基因的利用
,

造成马铃薯育种研究进展缓慢
。

利用双单倍体可在二倍体水平上进行各

种遗传操作
,

包括把 野生种 的有利基 因转 移到栽培种 中
,

起到桥梁 的作用
,

提高育种效果
。

Ho
u
ga

、 川发现
,

通过种间杂交
,

以 os al 二 u m Ph
。

erj
。

( Z n 一

Z x
一

24 )为授粉者
,

诱导 四倍体栽培马

铃薯孤雌生殖
,

产生出双单倍体
,

目前通常采用 肠 al n u m Ph
u 护刃口

Pl 2 2 5 682 的三个系 ( 1
,

13 和

22 )侧 以及 IV p 3 5
、

I v P 48
、

IPv 1 01 作为授粉者 〔3 〕
。

但这些授粉者存在诱导率低
、

生长势弱
、

休

眠期短
、

不易保存等缺点
。

另外不 同的四倍体栽培品种产生双单倍体 的能力也不一样
。

本研

究 旨在从 So al n u m Ph
u

erj
a 后代中筛选诱导频率高的基 因型和产生双单倍体能力强的四倍体

栽培品种
,

并探讨鉴定双单倍体的方法
。

1 材料和方法

1
.

1 材料

四倍体 栽 培 品 种 ( 系 )
: 中薯 2 号

、

8 0 0 9 35
、

7 9
一

6
一

19
。

二倍 体 授粉 者材 料 为 肠Za n u m

ph
u 护匀口 的杂交后代 9 3 0 0 2

一

8
一

2
、

9 3 0 0 2
一

1
一

4
、

9 3 0 0 2
一

4
一

4
、

9 3 0 0 3
一

3
一

9
、

9 3 0 0 2
一

4
一

7
、

9 3 0 0 2
一

7
一

7
、

9 3 0 0 2
-

7
一

1
、

9 3 0 0 2
一

4
一

l
、

9 3 0 0 2
一

2
一

4 共 9 份以及 IV P 3 5
、

IV P4 8 (对照 )
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 4x
一

2x 种间杂交 以四倍体马铃薯 品种为母本
,

授粉者为父本
,

配制 3 x n (共 33) 个

组合
。

杂交授粉于 1 9% 年 7 一 9 月在河北省坝上农科所 网室 内进行
,

花粉育性用 0
.

2 % 卡宝

红溶液染色
,

计算百分率
。

授粉时用少量的 0
.

2 % 蔡乙酸涂抹母本花柄节处
,

座果后用纱布袋

1 9 99 一 0 2 一 0 3 收稿
。

作者简介
: 庞万福

,

男
,

19 56 年生
,

副研究员
,

主要从事马铃薯育种和栽培技术研究工作
。
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及时套果
。

1
.

2
.

2双单倍体识别 利用标记基因识别
: 首先用显微镜检查种子胚斑标记

,

保 留无胚斑标

记的种 子
。

19 97 年春播种于温室育苗箱中
,

在苗期观测上胚轴
、

茎和叶柄是否有紫色素存在
,

在这些部位呈现紫色素的植株为 4 x
或 3 x

杂种呈现绿色的植株为双单倍体
。

收获时观测块茎

皮的颜色
,

紫皮色块茎者为杂种
,

白
、

黄色块茎者为双单倍体
。

细胞学鉴定
:
采用根尖染色体计数

,

参照 c hi en
一

An Li
u
的方法闭

,

首先在室温下用 0
.

02

mo l几 经喳琳 ( h y dor xy qu ino nli
e
)溶液处理根尖 3 h

,

然后在 Fa mr er
’ 、
溶液 (乙醇

:
冰醋酸 二 :3

1) 固定至少 2 4 h
。

固定后 60 ℃下用 I N H CI 溶液水解根尖 10 m ni 后
,

用 2 %醋酸
一

地衣红 ( ac
-

ct o 一

or cc ni )溶液进行根尖染色 24 h
。

在 40 0 倍光学显微镜下进行染色体计数
,

识别双单倍体和

四倍体
、

三倍体的杂种
。

诱导频率计算
: 以 10 0 个浆果中产生的双单倍体数目表示诱导频率

。

2 结果与分析

2
.

1 不同的授粉者诱导频率的比较

肠 al nu m 户
u er at 后代中不同的基因型诱导频率差异显著 (表 1 )

,

9 3 0 0 2
一

1
一

4 的双单倍体

诱导频率为 81
.

8 株八 00 个浆果
,

930 0 2
一

4
一

4 的诱导频率为 14
.

6 株双单倍体八 oo 个浆果
。

筛

选出的 9 个授粉者平均诱导率达到 33 株双单倍体 / 10 0 浆果
,

而对照 IV I
〕
3东 IV I砰 8 的诱导率

仅为 4 株双单倍体 / 100 个浆果
。

所选用 的 9 个授粉者在北方干旱地区生长势 旺
,

开花性状

好
,

花粉育性高
,

有利于杂交授粉
,

但环境因素影响授粉者产生花粉的能力
,

从而降低了诱导

率
。

如阴雨天气温降低
,

产生花粉量少
,

影响杂交
,

需用贮存 的花粉 ( 一 2 0℃ )进行杂交
,

贮存后

解些.....8145352221..2120..1814

的花粉活力下降
,

影响诱导率
。

授粉者均产生
n 和 Z n 花粉

,

产生 Z n 花

粉的频率从 2 0 % 到 4 % 不等 (见表 1 )
。

一方

面 Z n 花粉与母本的卵细胞结合形成四倍体

杂种是 4 x 一

Z x
杂交产生杂种的主要原 因 ;另

一方面授粉者产生一定频率的 Z n 花粉有利

于提高座果率
,

防止孤雌生殖种子 的浆果脱

落阁
。

但本研究表明产生 Z n 花粉的频率大

小 与双 单倍体 诱 导 率无 显 著 相 关 (
r =

0
.

12 9 )
。

另外授粉者结薯能力 也较强
,

有利于材

料繁殖保存和在育种上的应用
。

2
.

2 不同四倍体母本产生双单倍体频率的

比较

3 个四倍体品种 与 11 个授粉者分别杂

交
,

杂交花 2 3 4 0 朵
,

产 生 3 4 8 个浆果
,

2 7 9 7

表 1 不同的授粉者诱导率 (双单倍体株

数 1/ oo 个桨果 )等性状的比较

授粉者
花粉育 Z n 花粉 薯块重
性 ( % ) 频率 ( % ) ( g /单株 )

8Un
门、ùnll
山

斗,且八U

,卫/OC八

n”02哎JO户nUUn内、ùùbn曰O
ōIù内JR

ù勺勺̀内Jl、ù4
1、ù,ù门j42

. .1J̀八、ù1
J

I勺̀今ù11
`11,

刀
Un
40
é内、àù气ù只ù4
t了nU,̀

.....

……
4哎JQC
一

14
Unt /nU
曰

lù勺41
皿
,1, 111
ù

112勺白勺ù八”n,ùO
ù勺Un一fàUnn料ù傀JUn户fù

,....

……
1二OOLI曰

j

4
J

IùO内JQ工
J

矛
.

J̀勺̀只ōQ2OOOQ只007QOQOQO9 300 2
一

l
一

4

93 00 2
一

8
一
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9 300 3
一

1
一

9

9 300 2
一

2
一

4

9 300 2
一

7
一

1

9 300 2
一

4
一

l

9 30 0 3
一

7
一

7

9 3 00 2
一

4
一

7

9 300 2
一

4
一

4

I V P 3 5 (又寸只食)

IV P4 8 (对照 )

3
.
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粒种子
,

鉴定出双单倍体 63 个 (表 2 )
。

平均看产生一株双单倍体需杂交 37 朵花
,

结 5
.

5 个浆

果
,

产生 44 粒种子
。

不同的四倍体品种间产生双单倍体的频率有很大差别
,

中薯 2 号产生双

单倍体的频率是 34
.

0( 双单倍体 / 10 0 个浆果 ) ; 7 9
一

6
一

19 产生双单倍体的频率为 13
.

6 ; 8 0 09 3 5

产生双单倍体的频率为 10
.

9
。

中薯 2 号产生双单倍体的能力明显高于其他两个品种
,

说明除

授粉者影响产生双单倍体的能力外
,

母性效应起有 十分重要的作用
。

这可能是由于不同的四

倍体母本开花结实性能不同所致
,

如本研究中中薯 2 号具有很强的天然结实能力
,

孤雌生殖后

每个浆果 中产生的种粒数较多 ( 1 3
,

5 粒 /浆果 )
,

高于 8 0 0 9 3 5 和 7 9
一

6
一

19
。

但也可能是其他原

因造成的
,

包括不 同母本隐性致死基因频率不同
、

双单倍体发育能力不同以及胚乳对发育的种

子的影响闹
。

有一点可确定的是
,

在选择产生双单倍体的母本时
,

除考虑所需 的农艺性状外
,

开花
、

座果能力也应是重要的因素
。

表 2 四倍体母本产生双单倍体频率 (双单倍体株数 l/ oo 个浆果 )的比较

子数种粒
母 本 浆果数

无胚斑 无胚斑种 种子数 /单
种子数 子比率 ( % ) 果

杂花 交数

6CU7
八j八j伪乙了h

月.1ù、à

J̀O,7...335-
盆

件
J

斗Q了L.3.6一
了6八、é内j4

一、ù只U7气
ù, 矛60
了OC̀J内、à

7
,卫,̀,

少
,
少

4
布J
4
了6,111中薯 2 号

7 9
一

6
一

19

80 09 35

7 5 7

70 8

87 5

2 34 0

113 8

19 2

136

1 4 66

34
.

0

13
.

6

10
.

9

4 3
.

9 7
.

7 2 19
.

5

计均合平

3 讨论

3
.

1 马铃薯双单倍体的鉴定方法

来 自于 肠 al n u o Ph
u 八勺a 的授粉者具有显性纯合的胚斑点标记基因 ( B B)

,

胚斑位于种子

胚基部呈深紫色
,

在显微镜或放大镜 下在种子两边清晰可见
,

4 x 一

Z x
杂交后代中具有胚斑的种

子为杂种四倍体或三倍体
,

无胚斑的种子是双单倍体
,

本研究中所产生的 2 7 97 粒种子
,

经镜检

无胚斑种子为 14 68 粒
,

占 43
.

9 %
,

但最后根据其他形态标记和染色体计数确定的双单倍体数

只有 63 个
,

仅占全部无胚斑种子 的 4
.

3 %
,

排除种子发芽率
、

出苗率和成活率等 因素
,

无胚斑

的种子有相当一大部分并不是双单倍体
。

c ali ga {ri 6 〕也报道了同样 的结果
,

他认为
,

这一现象

是由于遗传背景不同和剂量效应导致的胚斑标记不易识别
。

但毕竟有 54
.

1 % 的杂种可被剔

除
,

极大地减少 了以后的工作量
。

除胚斑标记基因 ( 1313)外
,

授粉者还具有紫色胚轴标记基因 ( P P )
,

它表现在杂种后代植株

的上胚轴
、

茎和叶柄具有紫色色素积 累
。

一般认为 」3B 和 P P 基因实际上受一组互补基 因控

制
,

具上位性
,

在种子 子叶基部 表现 为胚斑
,

成苗后 在植 株器 官的基部表现 为花色 素昔积

累阁
。

本研究选用的 3 个四倍体母本茎叶均无紫色色素存在
,

因此在苗期观察上胚轴
,

成苗后

观察植株茎和叶柄基部是否有紫色素存在
,

可剔除 70 % 以上的杂种植株
。

块茎皮色和芽眼均

为黄或白色
,

授粉者皮色为紫色
,

紫色为显性 〔” 〕
,

因此杂种皮色或芽眼为紫色
。

另外双单倍体

生长势较弱
,

通过生长势评价 (茎粗
、

株高 )可把母本 自交形成的四倍体植株 同双单倍体区别出

来
。
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利用 1 B3和 PP标记基 因确定的双单倍体数为 67个
,

染色体计数确定的双单倍体数为 63

个
,

标记基因的识别效率为 83 %
,

可见本研究筛选 出来的诱导者的标记基 因可用来有效地识

别双单倍体
。

3
.

2 影响马铃薯双单倍体产生的环境因素

除 了诱导者和母本基因型影响产生双单倍体的能力外
,

环境 因素 (温度
、

湿度 )的作用也不

容忽视
。

授粉时环境温度夜间 13 一 16 ℃
,

白天温度 21 一 24 ℃
,

湿度 40 % 一 60 % 时发生双单倍

体的频率最高
。
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