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椪柑无核优系的细胞学研究

张雅菁　程玉芳　伊华林

华中农业大学园艺植物生物学教育部重点实验室,武汉４３００７０

摘要　以椪柑无核优系(CitrusreticulateBlanco)及其母本江西靖安有核椪柑(C．reticulateBlanco)、鄂柑１
号(C．reticulateBlanco)为材料,从花粉形态、授粉亲和性和合子胚发育等方面研究优系无核机制.结果表明:

无核优系花粉母细胞减数分裂异常比例显著高于其母本,花粉粒形态和小孢子母细胞的解剖学结构与母本有明

显不同;无核优系自花授粉后的花粉管可以正常抵达花柱基部,自交亲和;无核优系胚胎早期败育,授粉后３周

是败育主要时期;无核优系自花或异花授粉都不会产生种籽.无核优系果实无核的主要原因是胚胎早期败育.
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　　椪柑原产中国,是中国柑橘产区传统栽培类型,
分布广,栽培历史悠久,面积大.但我国不同产区主

栽的椪柑品种种籽多,无核椪柑品种是生产、消费者

追求的目标.前人选育了一批无籽椪柑优系,如南

靖１４号、桂林良丰无核[１]、溪南椪柑、黔阳无核等,
其无核机制前人作过研究,有花粉不育[２]、胚囊败

育[３]及胚囊早期败育或自交不亲和[４Ｇ５]等原因.近

年,通过芽变选种在江西靖安椪柑中筛选出一个

无籽优系,具有果大、丰产、树势开张的特点,本研

究拟通过细胞学方法探讨无核优系无核的细胞学

机制.

1　材料与方法

1.1　试验材料

椪柑无核优系(W)和鄂柑１号(CK２)定植于华

中农业大学国家柑橘育种中心,江西靖安有核椪柑

材料(CK１)取自江西靖安县.
1.2　花粉生物学特性及发育过程观察

花粉染色活力、花粉萌发率及花粉量的测定与

统计方法见参考文献[６Ｇ７],花粉染色活力＝染成红

色花粉数/视野内花粉总数×１００％;花粉萌芽率＝
已发芽的花粉数/花粉粒总数×１００％.

花粉母细胞减数分裂观察参考杨晓伶等[８]的方

法;小孢子母细胞发育观察采用石蜡切片法[９].
1.3　人工授粉

于２０１１年和２０１２年连续２a选取树冠外围、
生长势中强的结果枝上的花朵去雄、授粉、套袋,果
实成熟后统计坐果率和种籽数,杂交组合为 W×
W、W×CK１和 W×CK２.
1.4　花粉管生长观察

分别在授粉后４、８、１６、２４、３２、４８、５６、７２、１２０h
采集花柱和子房在 FAA 固定液中固定２４h,再转

入７０％ 乙醇 ４ ℃ 保存,切片制作参照文献 [１０]
进行.
1.5　合子胚和子房发育过程的组织学观察

分别采集授粉后１、２、３、５、６周的３个杂交组合

子房进行石蜡切片,在ECLZPSE９０i显微镜下观察

并拍照.

2　结果与分析

2.1　花粉生物学特性及发育过程观察

１)花粉染色活力、花粉萌发率与花粉量.花粉

染色统计结果(表１)表明:无核优系染色活力为

２０．１３％,显 著 低 于 CK１ (６２．０４％)和 CK２
(５７．１７％).

花粉萌芽率观察(表１)显示:无核优系的萌发
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率极低,为１．１５％,而CK１和CK２的萌发率分别为

１３．８０％和１５．７０％,差异不显著.
花粉量计数结果(表１)说明,无核优系的单花

药花粉量显著低于２个对照.
表１　花粉活力与数量

Table１　Observationofpollenviabilityandnumber

品种

Cultivar

花粉染色活力/％
Pollen

viability

花粉萌发率/％
Pollengermination

rate

单花药花粉粒数目

No．ofpollen
grainsperanther

W ２０．１３±０．０３b １．１５±０．００２b ２６３７５±３０００b
CK１ ６２．０４±０．０３a １３．８０±０．０２a ３６１２５±３３７５a
CK２ ５７．１７±０．０２a １５．７０±０．０２a ３５４３７±２５６２a

　注:表中不同字母表示经 Duncan’s新复极差检验差异显著

(P＜０．０５).Note:Differentlettersindicated significant

differencesusingDuncan’smultiplerangetest(P＜０．０５)．

２)花粉形态扫描电镜观察.扫描电镜观察结果

显示:CK１(图１D)和CK２(图１G)花粉粒为球状结

构、饱满,沟腹(图１F、I)、花粉沟清晰(图１E、H);
无核优系花粉粒不整齐(图１A),≥８０％畸形,呈枣

核状或不饱满的球状结构(图１C),花粉沟及沟腹

不明显(图１B),发育异常,与对照有明显差异.

３)花粉母细胞减数分裂观察.如表２所示,江
西有核椪柑花粉母细胞减数分裂不正常比例仅

４％,而无核优系减数分裂异常比例达３３．２％;异常

行为在终变期、中期I、后期I、中期Ⅱ和后期Ⅱ中均

有出现(图２),但四分体时期均表现正常.观察结

果说明:无核优系花粉母细胞减数分裂有高比例

的异常行为,但正常比例也较高,此结果表明优系

花粉育性低可能并不是由花粉母细胞异常分裂引

起的.

　A、B、C为无核优系(W),D、E、F为CK１,G、H、I为CK２;A、D、G:花粉粒群体;B、E、H:花粉粒极面观;C、F、I:花粉粒赤道面观;AＧ

Cshow W,DＧFshowCK１;GＧIshowCK２;A,DandG:Groupformofpollengrains;B,EandH:Thepolefrontsofpollengrains;C,

FandI:Theequatorfrontsofpollengrains．

图１　扫描电镜花粉粒形态

Fig．１　Scanningelectronmicrographsofpollengrains

　　４)小孢子母细胞发育后期观察.石蜡切片显

示,无核优系小孢子母细胞的形态在减数分裂期

(图４３、B、F、G)以及花粉粒形成期(图３C、D、H、

I)与对照无明显差异,差异出现在花药开裂释放花

粉粒时期,此时优系的细胞核开始弥散消失,甲苯

胺蓝染色后呈通剔透亮的蓝色,部分小孢子母细

胞有皱缩现象(图３E),对照正常(图３J),这一结

果说明影响无核优系花粉育性的关键时期可能是

花粉母细胞减数分裂完成之后、花药开裂释放花粉

粒之间.

７



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３５卷　

表２　花粉母细胞减数分裂观察

Table２　Themeioticbehaviorofpollenmothercell

时期

Stage

CK１
观察总数

Total
numbers

不正常细胞数目

Abnormal
numbers

不正常细胞比例/％
Percentageof

abnormalnumbers

W
观察总数

Total
numbers

不正常细胞数目

Abnormal
numbers

不正常细胞比例/％
Percentageof

abnormalnumbers
终变期 Diakinesis １２６ ３ ２ １４３ ６５ ４５．５
中期Ⅰ MetaphaseⅠ １８５ ９ ５ １３８ ４５ ３２．６
后期Ⅰ TelophaseⅠ １１９ ９ ８ １２０ ４３ ３５．８
中期Ⅱ MetaphaseⅡ ８９ ０ ０ ４５ ２０ ４４．４
后期Ⅱ TelophaseⅡ ４３ ５ １２ ５９ ２３ ３９．０
四分体 Tetrad １５１ ０ ０ ６２ ４ ６．５
总数 Totalnumbers ７１３ ２６ － ６０３ ２００ －
平均值 Average － － ４ － － ３３．２

　 A:中期Ⅰ分布在赤道板外的染色单体;B:后期Ⅰ落后染色体;C:末期Ⅰ染色体不均等分离;D:中期Ⅱ出现３个赤道板;E,F:末期

Ⅱ染色体不均等分裂;G:末期Ⅱ染色体不均等分裂及落后染色体;H:四分体;标尺:５μm.A:Chromosomesoutsidethemetaphase

plate(MetaphaseⅠ);B:Laggingchromosomes(AnaphaseⅠ);C:Unequallycleavagingchromosomes(TelophaseⅠ);D:ThreeeＧ

quatorialplates(MetaphaseⅡ);E,F:Unequallycleavagingchromosomes(TelophaseⅡ);G:UnequallycleavagingandlaggingchroＧ

mosomes(TelophaseⅡ);H:Tetrad．Bar＝５μm．

图２　无核优系花粉母细胞减数分裂情况

Fig．２　MeiosisofpollenmothercellsofseedlessfineselectionPonkan

　AＧE为 W;FＧJ为CK１;A、F:小孢子二分体;B、G:小孢子四分体;C、H:单核花粉粒;D、I:成熟花粉粒;E、J:花药即将开裂释放花

粉粒;标尺＝１０μm.AＧE:W;FＧJ:CK１．A,F:Microsporocyteofdyadcell;B,G:Microsporocyteoftetradcell;C,H:Mononucleate

pollengrains;D,I:Maturepollengrains;E,J:Antherreleasingpollengrainssoon．Bar＝１０μm．

图３　小孢子母细胞发育后期形态

Fig．３　Morphologyofthemicrosporemothercellduringlatedevelopmentstage

８
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2.2　自交不亲和性检测

１)花粉粒在柱头表面萌发情况.如图４所示,
优系自交授粉后花粉粒在柱头表面的萌发率在

１７％左右,显著低于鄂柑１号.授粉５６h后,二者

花粉萌发率均达到最大值.显微观察显示:鄂柑１
号 花 粉 粒８０％ 有 萌 发 迹 象 ,无 核 优 系 为１９％ .

图４　花粉粒在柱头表面萌发率曲线

Fig．４　Thegerminationratioofpollengrainonstigma

表明:无核优系自交后仍有少量花粉在柱头萌发,自
交不亲和现象不明显.

２)花粉管在花柱中生长情况.授粉５６h后,无
核优系和鄂柑１号大部分花粉管到达花柱中上部,
小部分可以抵达花柱基部(图 ５A、C),授粉１２０h
后,大量花粉管可抵达花柱基部(图５B、D),二者花

粉管生长过程均正常.
2.3　胚胎发育观察

鄂柑１号(CK２)自交授粉后胚胎发育正常;无
核优系自交和无核优系(W)×鄂柑１号(CK２)杂交

后,胚胎在发育过程均出现败育现象,且败育主要在

授粉３周后出现,过程相似(图６).即授粉１~２
周,胚胎发育正常,３周后子房内部开始出现空腔

(图６E、J),５周后胚胎发育缓慢,极少数胚珠能发

育成鱼雷形胚(图６I、F).６周后子房内部空腔更

　A、B:无核优系自交授粉５６h和１２０h后花粉管生长情况;C、D:W×CK２授粉５６h和１２０h后花粉管生长情况,标尺＝１０００μm.

A,Bindicatedpollentubegrowthstateat５６hand１２０hafterselfＧpollinationrespectively;C,Dindicatedpollentubegrowthstateat５６

hand１２０hafterW ×CK２．Bar＝１０００μm．

图５　花粉管在花柱中的生长情况

Fig．５　Pollentubegrowthstatueinthestyle
加明显(图６H、K),胚珠败育.无核优系自交授粉

６周后,仍有少数未退化的胚珠,但未见到子叶形胚

出现,表现发育异常或滞后(图６G).
2.4　坐果率及种籽数

对授粉 后 坐 果 率 及 种 籽 数 进 行 观 测,结 果

(表３)表明:无核优系自花授粉及人工授粉后的坐

表３　坐果率及种籽数观测

Table３　Thestatisticsoffruitsetratesandseedsnumber

杂交组合

Cross
combination

授粉总数

Numbersof
flowerspollinated

坐果率/％
Fruitsetting

rate

单果平均种籽数

Averageseeds
No．perfruit

　２０１１
　W×W １００ ９ ０．１
　W×CK２ １００ ６ ０．６
　CK２×CK２ １００ ８ １５．０

　２０１２
　W×W ２００ ４ ０．４
　W×CK２ ２００ ５ ０．４
　CK２×CK２ ２００ ２．５ １２．０

果率与鄂柑１号自花授粉后的坐果率相近.而种籽

数则差异较大,鄂柑１号自花授粉果实种籽数分别

为１５和１２,无核优系自花授粉或人工授粉其果实

种籽数均不到１粒,达到无核或小核标准.

3　讨　论

花粉的萌发量及其活力对花粉管能否到达子房

完成受精作用具有重要影响[１１Ｇ１２].本研究中椪柑无

核优系花粉有一定育性,自花授粉２４h后花粉在柱

头的萌发率可保持１８％左右,５６h后一些花粉管可

顺利到达花柱基部,说明其为非自交不亲和类型.
通过对授粉后胚胎发育进行解剖观察,发现无核优

系自花及异花授粉后,胚胎前２周发育正常,但从第

３周开始,胚珠内部逐渐出现空腔,部分胚珠发育迟

缓或萎缩直至最终败育;椪柑无核优系授以育性高

的花粉仍表现无核,与自花授粉相似.综上,优系的

９
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　A:鄂柑１号心形胚(授粉３周);B:鄂柑１号心形胚向鱼雷形胚过渡(授粉５周);C:鄂柑１号子叶形胚(授粉６周);D:鄂柑１号子

房横切(授粉３周);E:无核优系心形胚(授粉３周);F:无核优系鱼雷形胚(授粉５周);G:无核优系未退化的胚珠形态(授粉６周);

H:无核优系子房横切(授粉６周);I:W×CK２鱼雷形胚(授粉５周);J:W×CK２子房横切(授粉３周);K:W×CK２子房横切(授粉６
周)．H 标尺＝１０００μm,其余标尺＝５０μm.A:EＧganNo．１heatＧshapeembryoat３rdweek;B:EＧganNo．１heatＧshapeembryowas

growingintotorpedoＧshapedembryoat５thweek;C:EＧganNo．１cotyledonembryoat６thweek;D:EＧganNo．１ovariantransversesecＧ

tionat３rdweek;E:SeedlessselectionPonkaheatＧshapeembryoat３rdweek;F:SeedlessselectionPonkatorpedoＧshapedembryoat

５thweek;G:SeedlessselectionPonkamorphologyofundegeneratedovules;H:SeedlessselectionPonkaovariantransversesectionat

６thweek;I:W×CK２torpedoＧshapedembryoat５thweek;J:W×CK２ovariantransversesectionat３rdweek;K:W×CK２ovarian

transversesectionat６thweek．BarofH＝１０００μm,theothers＝５０μm．

图６　鄂柑１号、无核优系自交授粉及 W×CK２杂交授粉后胚胎发育过程

Fig．６　ProcedureofembryonicdevelopmentafterEＧganNo．１,seedlessselectionPonkan
selfＧpollinationandpollinationofW×CK２

无核原因是胚胎的早期败育而与花粉育性及自交不

亲和关联度不大,且无核性状稳定,可以作为潜在的

优良品种进行试验示范推广.
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CytologicalmechanismsoftheeliteseedlessPonkanaccessions

ZHANGYajing　CHENGYufang　YIHualin

KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,MinistryofEducation,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China

Abstract　ThecytologicalmechanismsoftheeliteseedlessPonkanaccessionweresystematically
studiedthroughcomparingwithitsmaternalparentJiangxiPonkanandEＧganNo．１．MalegametefertiliＧ
ty,selfＧincompatibilityandembryodevelopmentwereinvestigated．Theresultsshowedthatmalegamete
ofJiangxiseedlessPonkandevelopedabnormallyandthepollenfertilityoftheeliteseedlessPonkanwas
significantlylowerthanthatofthecontrol．Meanwhiletheabnormalmeiosispercentageofpollenmother
cellwasseverelyhigherthanthatofthecontrol．Morphologicalandanatomicalstructureofmicrospore
mothercelloftheeliteseedlessPonkanwasdifferentfromthatofthecontrol．TheseedlessPonkanacＧ
cessionhadselfＧcompatibilityanditspollentubesgrewdownwardthroughthestylenormally．Embryo
abortionoccurredatearlydevelopmentalstagecausingtheseedlessnessoftheeliteseedlessaccession．
The３rdweekafterpollinationwasthecriticalperiodtoobservetheembryoabortion．Seednumbersin
fruitdidnotchangesignificantlybyselfＧpollinationorcrossＧpollination．Embryoabortionisresponsible
fortheeliteseedlessPonkanaccession．

Keywords　seedlessPonkantangerine;embryonicdevelopment;biologicalcharacteristicsofpollen;

selfＧincompatibility;pollination
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