
同源四倍体青花菜花粉活力及结籽性研究

张蜀宁
1
, 张 � 杰1, 2

, 孙成振
1
, 王建军

1

( 1. 南京农业大学作物遗传与种质创新国家重点实验室, 农业部南方蔬菜遗传改良重点开放实验室,

江苏 � 南京 � 210095; 2. 云南农业大学园艺系, 云南 � 昆明 � 650201)

收稿日期: 2010- 11- 02初稿; 2011- 03- 01修改稿

作者简介: 张蜀宁 ( 1956- ) , 男, 副教授, 研究方向: 蔬菜遗传与育种( E-mail: snzhan g@n jau . edu. cn )

通讯作者: 王建军 ( 1956- ) , 男, 副教授, 研究方向: 蔬菜遗传与育种( E-mail: w ang jianju n@ njau. edu. cn)

基金项目: 江苏省科技支撑计划项目 ( BE201130172)

摘 � 要: 以二、四倍体青花菜为材料, 采用 TT C 法、离体和原位萌发法研究其花粉活力, 并用正交设计法研究

其结籽性。结果表明: 1) TT C 染色试验中四倍体与二倍体花粉可染率分别为 48� 6%和 60� 8% , 差异显著。2)

离体萌发试验中 4X 花粉在 4 h 时萌发率最大, 达 66� 45% , 4 h 后萌发率稳定; 2X 在 5h 时萌发率最大, 达

69� 4% , 5 h 后萌发率稳定; 4X 花粉中有大小异常的未萌发花粉, 2X 花粉中未发现, 花粉粒大小均一。3) 花

粉原位萌发试验中四倍体花粉管较短并有较多异常生长现象, 与二倍体杂交相比, 四倍体花粉萌发不整齐, 一

致性较差; 四倍体杂交、自交及二倍体自交等 3 组合花粉原位萌发结果近似, 显著低于二倍体杂交组合。4) 结

籽性测定试验中二倍体杂交与自交组合结籽指数显著高于四倍体杂交与自交组合, 经过选择, 四倍体自交结籽

指数 2009 年比 2008 年提高 62� 1%。
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Pollen Viability and Seed Formation of Autotetraploid Broccoli
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Abstract: Diplo id and autot et raplo id brocco li plants' po llen viabilit ies w ere studied by using TT C staining, in vit ro as

well as in situ germinat ion, and their seed formation abilities by o rthogonal exper imentation. T he results showed

that : 1) the po llen TT C staining rates o f the tetraplo id and the diplo id w ere 48� 6% and 60� 8% , r espectiv ely, w hich

were significantly different; 2) the in v itr o pollen germination rate of the autotet raplo id reached a max imum o f

66� 45% in 4h and leveled off afterward, w hile that of the diplo id peaked at 69� 4% in 5h and t hen leveled o ff; 3)

abnormalities wer e f ound on the size and germination of the aut otetr aploid pollen, w hile those w ere uniform fo r the

diploid pollen; 4) the germination rat e of the autot et raplo id was low er than t hat of the diplo id bro cco li, the pollen

tubes of the autot et raplo id g rew slow er w ith mo re ir regularities than did the diploid broccoli, t he in situ

germ inat ions of t he hybrid and self-bred autotetr aplo id, as w ell as, the self-br ed diploid w ere similar, but

significantly low er than t he diplo id hybr ids; and 5) t he seed formation indices of the hybrid and self-bred diplo id

were significantly higher than that o f t he autotetr aploid. Through selection pr ocess, the seed fo rmation of self-bred

auto tetraplo id was improved by 62� 1% in 2009 from 2008�
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� � 人工诱导获得的同源四倍体植株在表现出倍性
优势的同时, 也会伴随着一些缺陷的出现, 尤其以

稔性的降低为同源四倍体利用的最大障碍[ 1]。对同

源四倍体稔性的研究在不结球白菜
[ 2]
、青花菜

[ 3]
、

甘蓝[ 4] 、番茄[ 5]、黄花菜[ 6]等作物上已有报道。

花粉活力是指影响花粉萌发生长以及最终完成

受精的全部潜在能力, 所含的内容较为广泛, 包括

花粉内部生理生化性能、花粉萌发特性、花粉管生

长、受精活力、生命力、贮藏性能、花粉寿命等,

近年国内外对花粉活力方面研究有较多报道[ 7- 10] ,
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本研究以本试验室经秋水仙素诱导获得的同源四倍

体青花菜 ( 2n = 4x = 36) 为材料, 通过对二、四

倍体青花菜花粉活力的系统比较, 试阐述同源四倍

体青花菜的结籽性, 以期为四倍体青花菜的育种提

供理论依据。

1 � 材料与方法

1� 1 � 材料
同源四倍体青花菜自交系 08Q-1, 08Q-8 ( 2n

= 4x= 36) , 二倍体青花菜 08CK-1、08CK-2 ( 2n

= 2x= 18) 由南京农业大学作物遗传与种质创新

国家重点实验室提供。2008年 9月播种, 2009 年

3~ 6月进行试验。

1� 2 � 方法
1� 2� 1 � 采用 T T C染色法[ 11] 测定花粉生活力, 统

计 500粒花粉的可染率。

1� 2� 2 � 采用离体萌发法测定花粉活力[ 12]
。收集当

天开花的二、四倍体各 30 朵, 混合采集花粉。接

种在 0� 5%琼脂+ 10%蔗糖+ 0� 03%硼酸+ 0� 05%
Ca ( NO 3 ) 2 � 4H 2O 配制培养基上, 25 � 暗培养

0� 5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 10, 12 h。镜检记数,

以花粉管长度超过花粉粒直径作为花粉萌发标准,

每处理随机取 30 个视野统计花粉粒 500粒以上;

每处理随机取 30个已萌发花粉粒, 测量花粉管长

度, 重复 4次[ 13] 。

1� 2� 3 � 花粉原位萌发及花粉管生长的观测。蕾期
授粉 2X � 、2X � 2X、4X � 、4X � 4X 四个组合。

经过 1, 2, 4, 6, 8, 18, 24, 48 h, 取雌蕊立即

用 FAA 固定液固定。参照陶书田 [ 14] 及张恩慧 [ 15]

的方法, 从固定液中取出雌蕊, 蒸馏水冲洗 3次,

40 � 下 1 mol � L- 1
NaOH 溶液软化处理 15 m in,

蒸馏水冲洗 1次, 用 0� 1%苯胺蓝染色液 ( 1% K 3

PO 4配制) 染色, 24 h 后将雌蕊置于载片上, 加 1

滴甘油, 压片。荧光显微镜下观察柱头花粉的黏附

萌发及花柱、子房内花粉管生长, 显微拍照和测

数, 每个处理 10根花柱。

1� 3 � 结籽性测定
花期授粉、蕾期授粉的 4个组合以及二倍体自

然授粉和四倍体自然授粉共 6 个处理, 每处理 5

株。统计结角率 (角果数 � 100/授粉花数)、有效

角果率 (有效角果数 � 100/角果数)、种子数 (单

株)、结籽指数 (种子数/授粉花数)、有效结籽指

数 (种子数/角果数) 和千粒重。调查四倍体花期

自交授粉的角果数、种子数, 并计算结籽指数 (种

子数/角果数)。

2 � 结果与分析

2� 1 � 二、四倍体花粉活力 ( T TC 法) 比较

随机统计 583粒 2X 花粉粒和 547 粒 4X花粉

粒, 其中 354 粒 2X花粉粒呈淡红色或红色, 266

粒 4X 花粉粒显色, 可染率分别为 60� 8% 和
48� 6% , 2X花粉可染率高于 4X, 且差异显著。

2� 2 � 二、四倍体花粉离体萌发及花粉管生长比较
比较

花粉离体培养 0� 5 h 后可观察到萌发 (图

1A)。4X花粉在 4 h 时萌发率最大, 达 66� 45%,

4 h 后萌发率稳定; 2X 在 5 h 时萌发率最大, 达

69� 4% , 5 h 后萌发率稳定。观察发现, 4X 花粉

中有大小异常的花粉, 没有萌发; 2X花粉粒大小

均一。

2� 3 � 二、四倍体花粉原位萌发比较
离体培养 0~ 4 h, 二、四倍体花粉管长度差

异不明显 (图 1B) ; 培养 5 h 后, 4X 花粉管长度

明显小于 2X; 培养 12 h时, 4X花粉管长达 412� 8
�m, 比 2X 短 8� 7%。观察发现, 4X 花粉管有许

多异常生长现象 (图 2K~ M) , 细胞质在花粉管中

分布不均匀, 细胞质积累使花粉管在中部和基部膨

大或基部呈波浪状, 花粉管成球形甚至分叉, 花粉

管头部弯曲变细不能继续生长。

2� 3� 1 � 柱头黏附花粉粒数目比较 � 二、四倍体黏
附花粉粒数都随授粉后时间的延长而增加 (表 1) ,

花粉粒与柱头乳突细胞间的联系紧密, 花粉粒不易

因雌蕊被固定、染色等操作而脱落。2X � 柱头黏
附花粉粒少, 18 h 均不超过 51粒。2X � 2X 黏附
花粉粒最多, 2 h 达 50 粒, 4 h 后均在 200 粒以

上。4X � 花粉粒较难黏附于柱头上, 48 h均不超

过 70 粒。4X � 4X, 花粉粒黏附好于 2X � 和 4X

� , 24 h最高达 262粒, 但不及 2X � 2X。
2� 3� 2 � 花粉粒萌发数目比较 � 2X � 6 h 才有萌

发, 18 h达 15� 2粒, 花粉管短, 花粉粒周围的乳

突细胞有明显的胼胝质 (表 1)。2X � 2X花粉萌发

最早, 1 h 有少数花粉萌发, 2 h萌发数超过 30粒

(图 1B) , 6 h后萌发数高达 237� 3粒, 并有花粉管

进入花柱 (图 2D) , 柱头胼胝质明显少于自交组

合。四倍体自交和杂交的萌发情况相似, 杂交组合

的萌发较早 ( 2 h) , 两组合最大萌发数均不超过

40粒, 与二倍体杂交相比, 四倍体花粉萌发不整

齐, 花粉管有长有短 (图 2C)。
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图 1� 二、四倍体花粉离体萌发及花粉管生长

Fig� 1� Pollen germination of diploid and autotetraploid

A. 花粉萌发率; B. 花粉管生长

图 2 � 青花菜二、四倍体花粉萌发过程显微观察

Fig� 2 � Seed formation in different types of pollination for diploid and autotetraploid broccoli

注: A~ J:二、四倍体花粉原位萌发, K~ N:四倍体离体花粉萌发 � 200。A: 2X � 柱头黏附花粉粒, 未萌发( 6 h) ; B: 2X� 2X花粉

粒萌发( 2 h ) ; C : 4X � 4X花粉粒萌发( 6 h) ; D: 2X � 2X花粉粒大量萌发,整齐( 6 h ) ; E: 4X � 花粉管进入子房( 24 h) ; F: 4X � 4X

花粉管达到子房底部( 12 h) ; G : 2X� 2X 大量花粉管进入子房( 48 h) ; H : 2X(花粉管进入子房( 48 h) ; I: 4X � 花粉管进入子房,箭

头示花粉管顶端膨大 ( 18 h) ; J: 4X � 4X 进入子房,箭头示花粉管进入胚珠( 48 h )。K:花粉管中部膨大; L:花粉管基部膨大,头

部弯曲变细; M :花粉管基部波浪状; N :花粉管膨胀成球形。A, F, I, J放大倍数 � 200,其余为 � 100。
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表 1 � 二、四倍体不同授粉方式花粉粒柱头黏附数目、萌发数目及进入花柱和子房的花粉管数目
Table 1� Numbers of pollen grains attached to stigma, germinated pollen grains, pollen tubes in stigma and ovary in different types

of pollination for diploid and autotetraploid broccoli

处 � 理
授粉后时间( h)

1 2 4 6 8 18 24 48

2X � 14�6 � 5� 2 5� 9 � 1� 7 10� 6 � 5� 2 41� 8� 3�5 14� 9 � 4� 3 50� 0 � 8� 2 38� 8 � 15�7 50� 6 � 9� 7

2X� 2X 10�4 � 5� 3 50� 3 � 10� 5 238� 3 � 27� 0 268� 3� 17� 9 321� 7 � 39� 1 235� 0 � 14� 9 305� 9 � 35�5 319� 5 � 26� 2

4X � 3�7 � 2� 5 30� 8 � 4� 9 5� 5 � 2� 6 16� 3� 3�7 50� 2 � 15� 6 23� 2 � 8� 5 57� 5 � 16�2 67� 4 � 9� 5

4X� 4X 10�7 � 3� 9 32� 1 � 9� 5 12� 0 � 5� 1 22� 9� 6�7 23� 7 � 8� 3 48� 2 � 7� 3 262� 8 � 20�8 150� 6 � 12� 8

2X � - - - 7�0 � 2� 3 5� 8 � 2� 4 15� 2 � 4� 8 8� 2 � 4�8 10� 3 � 3� 1

2X� 2X 3�1 � 1� 4 32� 5 � 7� 2 82� 8 � 10� 9 183� 2� 18� 9 237� 3 � 16� 0 136� 7 � 19� 2 150� 2 � 17�3 137� 1 � 17� 2

4X � - - 5� 2 � 2� 0 13� 5� 5�4 22� 7 � 9� 9 30� 8 � 10� 5 30� 6 � 10�7 30� 8 � 10� 6

4X� 4X - 2� 8 � 1� 9 7� 4 � 3� 6 13� 6� 3�6 16� 7 � 8� 6 39� 0 � 9� 1 26� 2 � 6� 4 36� 5 � 8� 3

2X � � � � 5�5 � 1� 4 2� 0 � 0� 8 7� 1 � 2� 1 5� 0 � 1�3 3� 1 � 1� 6

2X� 2X � � � 45�8 � 10� 3 66� 4 � 8� 4 62� 4 � 11� 0 130� 5 � 18�8 70� 3 � 15� 4

4X � � � � 2�5 � 1� 0 7� 9 � 3� 2 14� 2 � 1� 7 20� 5 � 5� 3 13� 0 � 3� 6

4X� 4X � � � 2�3 � 1� 1 3� 9 � 1� 2 3� 2 � 4� 9 16� 1 � 6� 6 17� 8 � 5� 3

注:表中数据为平均值 � 标准误。

2� 3� 3 � 进入花柱及子房的花粉管数目比较 � 6 h

后各组合才有花粉管进入花柱或子房, 花粉管在花

柱或子房内主要沿维管束附近细胞间隙生长, 所现

荧光多呈虚线状, 不连贯。2X � 大部分花粉管停
留在柱头, 6~ 8 h 极少数花粉管到达花柱, 18 h

有花粉管进入子房, 24 h 可见 5根花粉管进入到

子房中下部, 48 h 进入子房的也很少 (图 2H )。

2X � 2X, 花粉管生长较快, 6 h就有大量花粉管穿

入花柱, 随后进入子房, 48 h 有花粉管到达子房

底部 (图 2G)。四倍体两组合花粉管生长差异不明

显, 进入子房的花粉管数目比 2X � 多, 但明显少
于 2X � 2X, 有 10~ 20根花粉管进入子房 (图 2E、

2F) 及胚珠 (图 2J) , 还有进入子房的花粉管出现

顶端膨大的现象 (图 2I) , 还可观察到有少数花粉

粒刚萌发, 可见四倍体花粉管萌发生长一致性较

差。

2� 4 � 结实性
各处理结角率均高于 70% , 2X � 2X 最高达

80� 3% (表 2) , 其有效角果率最高达 84� 3%, 2X

� 、4X � 和 4X � 4X 3个处理的有效角果率分别为

74� 5%、70� 6%和 78� 0%。结籽指数: 2X � 2X为

10� 3籽�花- 1
、12� 8籽 �果- 1

, 有效结籽指数为

15� 2, 明显高于其余处理; 4X � 4X结籽指数分别

为 4� 4籽�花- 1和 5� 7籽�果- 1 , 有效结籽指数为

7� 4, 低于二倍体组合, 高于 4X � 。可见四倍体的
结实性低于二倍体。自然授粉状态下二、四倍体结

籽性均好于人工授粉处理, 二倍体结籽指数高达

15� 2, 四倍体为 9� 6, 二倍体也好于四倍体。
2009年四倍体自交平均每角果种子数为 4� 7

粒, 2008年平均每角果为 2� 9粒, 2009年比 2008

年增加了 62� 1%, 结籽性明显比 2008年提高, 可

见选择对提高结籽率有效。

表 2 � 二、四倍体青花菜不同授粉方式结籽性

Table 2� Seed formation in diff erent types of pollination for diploid and autotetraploid broccoli

处理
结角率

( % )

有效角果数

(个)

有效角果率

( % )

种子数

(粒)

结籽指数

(籽�花- 1) (籽�果- 1 )

有效结籽指数

(籽�有效角- 1 )

千粒重

( g)

2X � 73� 8 165 74�5 1657 5� 5 7� 5 10� 0 3� 1329

2X� 2X 80� 3 189 84�3 2874 10� 3 12� 8 15� 2 3� 1001

4X � 75� 8 154 70�6 1066 3� 7 4� 9 6� 9 5� 2484

4X� 4X 76� 8 156 78�0 1148 4� 4 5� 7 7� 4 5� 3000

2X自然 - 1886 86�3 33212 - 15� 2 17� 6 -

4X自然 - 1190 84�2 13574 - 9� 6 11� 4 -
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3 � 讨 � 论

本研究中二倍体青花菜自交, 花粉萌发很少,

表现出一定的自交不亲和性, 证明抑制区主要在柱

头, 这与在甘蓝
[ 16]
和白菜

[ 17]
上的研究结果一致。

而四倍体花粉黏合程度好于二倍体自交, 并且柱头

胼胝质反应不明显, 这说明四倍体花粉萌发率低与

二倍体自交不亲和机理不尽相同。四倍体青花菜与

二倍体杂交相比, 授粉后花粉黏合时间推迟, 花粉

在柱头上萌发缓慢且不整齐, 另外花粉管进入子房

后还出现顶端膨大等异常现象, 可见四倍体花粉萌

发率低, 花粉管生长缓慢且一致性差是四倍体受精

率低结实率低的一个原因; 较二倍体自交而言, 两

者花粉萌发率都很低, 但四倍体青花菜有效结籽数

却远远低于二倍体自交组合, 推测四倍体结实性差

的主要原因不在于花粉萌发率的高低, 而在于双受

精及胚胎发育过程, 这与李俊星[ 3]的观点相同。

结籽率低是同源四倍体植物利用的最大障碍。

本研究四倍体青花菜 2009年自交结籽指数比 2008

年提高了 62� 1%, 这说明通过多代选择驯化处理

可以提高同源四倍体青花菜的结籽率, 这为选育同

源四倍体青花菜优良品种提供了育种基础。
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