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苹果四倍体品种天星的花粉形态及
胚囊发育特征研究
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摘要：利用扫描电子显微镜(SEM)和激光扫描共聚焦显微镜(LSCM)技术对二倍体富士苹果及其四倍体芽变品种天星的

花粉性状及胚胎发育特征进行了现察与研究，结果表明：四倍体天星品种的畸形花粉率为10．27％，明显高于富士，花粉萌发

率低，为62．42％。2个品种的花粉粒大部分侧面观为长椭圆形，具3沟型萌发孔沟，两极端形状宽而平整，极面观为三角形，

但四倍体天星的花粉粒的极轴长和赤道轴长均大于二倍体富士。但P／E值小。差异显著，其花粉粒形状不及二倍体富士规则

且饱满程度也低。四倍体天星的花粉表面为纵向条状纹饰。有少量分又和穿孔，花粉外壁略显粗糙。不如二倍体富士的外壁

光滑。天星和富士均为蓼型胚囊，二者均存在异常胚囊现象，天星的异常胚囊现象包括板核位置异常、极核数目异常、卵器结

构异常、胚囊内有多个发育滞后的细胞等；而在富士中仅发现少数胚囊结构不完整的现象。
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Abstract：The pollen characteristics and embryonic development of Fuji(2x)apple and its bud mutation Tensei

(4x)，were observed by using Scanning Electron Microscope(SEM)and Laser Scanning Confoeal Microscope

(LSCM)．The results showed that the rate of the abnormal pollens Was 10．27％，which w艄lager than that of diploids．

The rate of pollen germination of Tensei Was 62．42％．which was lower than that of diploids．The pollens of both culti·

varg were 3-colporate，and the main shape Was oblong and two polars of pollen were wide and flat，polars were trian—

sh．But the shape of Tensei WaS less than Fuji，or the full extent was lower than Fuji．The pollen surface of Tensei was

Strips ornamentation，with a few of bifurcations and perforations．The pollen surface of Tensei Was slightly rough，which

of Fuji was smooth．The equatorial axis length and polar axis length of tetraploid were longer than diploid，but WE

value of tetraploid Was less than diploid，which Was significant difference．The embryo sac of Tensei and Fuji is the—

nopodiad-type，and there Was abnormal embryo sac between them．The embryo sac of Tensei Was abnormal in varying

degrees，including polar nucleaus Was in abnormal position，abnormal number of polar nuclei，abnormal structure of egg

apparatus and the stasis of embryo development．There were only few incomplete embryo sacs in Fuji．
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学研究出现了许多新的研究领域，获得纵深的发

展⋯。迄今，利用电子显微镜已对苹果嵋1、葡萄¨⋯、

板栗口-等果树的自然多倍体或诱导多倍体进行了

孢粉学研究。激光共聚焦显微技术已应用于生物芯

片技术、激光显微操作系统、细胞骨架研究、生理生

化、基因定位及胚胎学研究等领域¨J，目前，已经成

功运用激光共聚焦显微镜对水稻¨J、苹果属¨’等多

倍体的胚胎发育进行研究。天星(Tensei)是富士

(Fuji)苹果的芽变，为四倍体品种一o。本研究运用

扫描电子显微镜和激光扫描共聚焦显微镜对天星和

富士的花粉性状及胚囊发育特征进行观察研究，以

期为苹果多倍体育种提供一定的孢粉学依据。

1材料与方法

1．1 材料

试材为苹果四倍体品种天星及其二倍体富士，

生长于辽宁省营口市鲅鱼圈区熊岳镇辽宁省果树科

学研究所，7年生，砧木为山定子，树势强健，生长结

果正常。土壤为沙壤土，地势平坦。2007年天星盛

花期为5月1日，富士盛花期为4月29日。

1．2取样方法

2007年4月底在大蕾期采集花蕾，取其花药，

经室温晾干后收集花粉。胚囊于花前ld取花期相

对一致的花并切取子房部位，用皇家嘎拉品种进行

人工授粉后开始取样，每天取样1次，直至花后5d，

每次每个品种取样30朵花。

1．3花粉萌发力测定

采用的培养基为15％蔗糖+l％琼脂+0．02％

硼酸。花粉晾干后，用头发将花粉均匀条播在培养

基上，4次重复，每重复播3行。置于25℃，湿度为

65％的恒温箱中培养，6h后在光学显微镜下观察花

粉的萌发情况，花粉萌发的标准以花粉管超过花粉粒

直径为准¨引。统计100粒以上，花粉萌发率(％)=

(萌发花粉数／观察花粉总数)×100。

1．4花粉形态观察

取少许晾干后花粉，轻拍，花粉均匀粘于双面胶

上，喷金镀膜后，置于日立S-450扫描电镜下观察，

选取典型的花粉粒拍照。取6个不同的视野，每个

视野选5个方位一致、典型的花粉调查花粉粒的极

轴及赤道轴的长度。在200倍下调查畸形花粉包括

小花粉和非椭圆形花粉的数量；同时对花粉粒大群

体进行拍照。在1000倍下对花粉粒小群体进行拍

照，在2000倍下分别对花粉粒的双沟侧面、单沟侧

面和极面进行拍照，每品种取6个典型的花粉在5000

倍下对花粉纹饰拍照。每项指标调查30个数据，通

过DPS7．05进行统计分析。畸形花粉率(％)=(畸

形花粉数量／花粉总数量)×100。

1．5胚囊发育观察

取样后以FAA固定液固定24～48h，后转入

70％乙醇中4℃保存备用。试验时梯度复水后

(50％、30％、10％乙醇、蒸馏水)用4％蔗糖曙红溶

液染色12—48h，水洗3次后乙醇梯度脱水(10％、

30％、50％、70％、90％、100％)。50％水杨酸甲酯透

明2h后转入100％水杨酸甲酯中透明12—48h。水

杨酸甲酯封片，ZeissSl0型激光扫描共聚焦显微镜
· 观察，获取图像，LSCM Image Examiner软件处理

图像。

2结果与分析

2．1花粉形态比较

通过图版l观察可知，四倍体天星和二倍体富

士花粉的大部分侧面观均为长椭圆形，极面观为三

角形，两极端形状宽而平整，具3沟型萌发沟孔，萌

发沟长，至近两端；天星花粉粒与富士相比较大，极

轴长为44．16p,m，赤道轴长为23．841山m，均大于富

士的43．95斗m和22．03¨m。P／E值为1．87，与富士

P／E值2．00相比较小，但是差异明显。由表1可以

看出，花粉萌发率富士为86．76％，天星低于富士，

为62．42％，差异明显。天星的花粉形状不及富士

规则，且饱满度低于富士，小花粉和非椭圆形花粉比

较多，畸形花粉率为10．27％，高于富士的5．24％，

差异明显。

表l 天星和富士的花粉粒性状扫描电镜观察比较

Table l Comparing the SEM observation of pollen morphology of apple

每列内不同字母表示差异达5％水平Different letters in eaehcolumn mean significant at 0．05 level
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图版Ⅱ 天星和富士的胚囊发育
Plate II The embryonic development of Tensei and Fuji

Al：二核胚囊，天星(×400；4 Y=I 30日)；A2：四核胚囊，天星(×800；4月30日)；A3a、A3b：连片，八核胚囊，天星(×800；5月1日)；A4：极核融

合和液泡高度液泡化，天星(X 800；5月4日)；A5：■核胚囊，富士(×400；4月30日)；A6：17q核胚囊，富士(x 800；5月1日)；A7：八核胚囊，

富士(x400；5月1日)；A8极核融合，卵细胞高度液泡化，富士(×800；5月3日)；BIa～b：连"，极核位置异常，天星(x400；5月2日)；132：极核位置

异常，天星(x400；5月2日)；B3a—d：连片，只有一个极核，天星(x400；5月2日)；B4 a—d：连』t，无极核，无反足细胞，卵器异常．天星(×400；5月2

日)：B5：胚囊内有多核，但发育滞后，天星(x400；5月2日)；B6：没有极核，富上(×400；5月3日)。EC：卵细胞；SY：助细胞；AC：反足细胞；

PN：极核；SC：精核

Al：the two—nucleate embryo sac ofTensei(×400；April 30th)，A2：lhe fou卜nucleate embryo SaC OI Tensei(×400；April 30th)，A3a，A3b：the eight—nu—

eleate embryo sift：ofTensei(x800；May lth)，A4：the two polar nucleus are fusional，and the degree of the vacuoleofthe egg apparatus deepen．Tensei(x 800；

May 4th)．A5：the two—nucleate embryo sac of Fuji(x400；April 30th)，A6：the four-nucleate embryo sac of Fuji(X400；May 1th)，A7：the eight·nuele-

ate embryo sac of Fuji(x400；May lth)，A8：the two polar nueleus are fusional．and the degree of the vacuole of the egg apparatus deepen．Fuji(x 800；May

3th)：Bl a．b：polar nucleaus in abnormal position of Tensei(×400；May 2th)，B2：polar n1]t!]eatJs in abnormal positiod of Tensei(x400；May 2th)，B3a-

d：only one polar nuclei ofTensei(×400；May 2th)，B4a—d：no polar nucleaus，no antipodal cell and abnormal structure of egg apparatus．Tensei．(x400；

May 2th)，B5：the stasis of embryo development with more nucleaus of Tensei(×400；May 2th)，B6：no polar nueleaus，Fuji(X400；May 3th)．EC：egg

cell．SY：synergid．AC：antipodal cell．PN：polar nuclei．SC：sperm cell

3讨论

3．1 花粉特征

通过花粉粒特征进行倍性鉴定可了解孢原组织

细胞的倍性水平，以花粉粒的特征进行倍性鉴定具

有重要的应用价值⋯3。多倍体品种的花粉粒表现

巨大性，明显大于二倍体品种m1。本试验结果表

明，四倍体天星的极轴长和赤道长均大于二倍体富

十，但是极轴K差异不显著。其P／E值小于富士，

差异明显。因此天星的花粉大小不能作为鉴定品种
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的单一依据，必须与其他花粉性状结合才可靠。

在本研究观察结果中，天星与富士相比小花粉

和非椭圆形花粉多，这与杨晓红⋯。对苹果属植物的

花粉研究结果、多倍体花粉大小极不均匀、很多花粉

呈不定型是一致的。这可能是由于四倍体的染色体

加倍，小孢子母细胞在减数分裂过程中有些染色体

不能正常配对，从而导致异常分裂，形成畸形花粉。

减数分裂异常是影响多倍体育性的细胞遗传因

素¨舢16】。邓秀新等¨7】对柑桔的同源及异源四倍体

花粉育性研究表明，同源四倍体的平均花粉育性下

降，小花粉数量大于二倍体品种，由此可知天星的小

花粉和非椭圆形花粉可能没有育性，使天星的花粉

萌发力降低。但减数分裂异常只是花粉育性低的部

分原因，雄配子体在发育过程中异常也可能导致花

粉败育¨“19’，以后可以对天星的雄配子体发育进行

研究，来确定其花粉败育的具体原因。一般情况下，

一个品种的花粉量多少与花粉萌发能力强弱，是决

定雄配子参与受精能力强弱的标志Ⅲ-；而苹果花粉

一般萌发率在30％，即在生活力较低的情况下，也

能很好的结实旧“。天星的花粉萌发率虽然比富士

低，但是其萌发率为62．42％，说明其有一定的可育

性，能正常授粉结实。

3．2胚囊结构

本研究结果表明，四倍体天星正常胚囊的结构

与二倍体富士是一致的，都属于典型的蓼型胚囊。

这与王颖等¨-在平邑甜茶与扎矮山定子杂交后代

的四倍体皱叶矮生型株系上研究结果相同，张华华

等旧引研究也表明同源四倍体水稻受精、胚胎和胚乳

发育过程及特点与正常的二倍体水稻的基本一致，

这说明倍性的增加没有改变发育的过程。黄群策

等旧副研究认为同源四倍体水稻和二倍体水稻在发

生受精作用的时间上没有很大的差异，这与本试验

结果相同。但是在天星的胚囊中只观察到一个精

核，这有可能是由于另一个精核被遮挡，没有扫描到，

也有可能是另外一个精核已经与卵细胞融合，具体原

因还需要进一步研究。

Guo等¨1研究表明同源四倍体水稻中的雌性生

殖单位退化、极核异常、胚囊退化、卵器退化、异常小

胚囊和“双套结构”胚囊等6类异常胚囊，是其结实率

低的原因。这可能是因为在大孢子母细胞减数分裂

期间，产生的四价体、三价体、二价体和单价体等，引

起同源染色体出现多种情况的异常分离，从而形成非

整倍体的功能大孢子，这部分功能大孢子进一步发育

时异常，最后导致成熟胚囊结构出现各种异常Ⅲ1。

而王兰等㈣对同源四倍体水稻研究证明极核数目异

常和极核位置异常是不能正常受精的。在本试验中

观察到的极核位置异常、极核数目异常、卵器结构异

常、珠心细胞异常和发育滞后等胚囊异常现象，可能

受精不正常，进而影响了天星的结实状况。
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