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摘要

龙须草(Eulaliopsis 6觑口纪)为禾本科新发现的一种无融合生殖植物。本研

究通过根尖细胞染色体制片技术，确定龙须草体细胞染色体数目。通过分析龙须

草核型和观察花粉母细胞减数分裂过程中染色体行为与变异，判断其倍性水平和

多倍体类型。以来自于中国5个省、12个居群的龙须草为材料，通过RAPD分

子标记和形态学特征观察，分析12个龙须草居群间的遗传差异，划分出不同的

类型。通过遗传差异较大的龙须草类型间杂交，利用RAID分子标记，检测子

代与亲本的差异，分析其无融合生殖程度，探明子代的生殖来源；并结合传粉生

物学观察，研究龙须草无融合生殖的遗传学特性．

主要研究结果如下：

1)对湖北丹江，湖南衡阳，河南内乡、西峡，陕西山阳5个居群的龙须草

的根尖细胞染色体进行检测，每个居群观察30个以上根尖，每个根尖观察10．20

分散良好的中期细胞，取其平均值作为根尖细胞染色体数目。五个居群共观察

326个根尖，其中308个根尖细胞染色体为40条，占94．47％，因此龙须草体细

胞染色体数目为40，即211=40。观察中发现有18个根尖细胞染色体数日多于或

少于40，有80、60、30和20等，还有一些根尖细胞具有非整倍染色体数，这

些占观察根尖数的5．53 o．40。这一结果表明：龙须草根尖细胞染色体存在一定的自

然变异，种群中可能存在不同倍性的个体。所观察的几个龙须草居群的根尖细胞

染色体数目未发现明显差异．

2)龙须草核型分析结果显示：龙须草染色体形态较小，平均绝对长度为

3．820+0．415 p m，四个居群的龙须草在染色体形态特征上没有显著差异．龙须

草40条染色体相对长度每两条相似，20对染色体，除了第6对和第11对为近

中部着丝粒染色体外，其余18对都为中部着丝粒染色体，表现出较高的对称性，

臂指数(N．F．)为80。最长的染色体与最短的染色体长度比为2．6356，大于2：’

l的比值，且没有臂比大于2：i的染色体，根据Stebbin(1971)的核型分类标

准，龙须草的核型为lB型。用染色体分析软件计算出的核型参数，得出其核型

公式为2n=40=18m+2sm。

3)龙须草花粉母细胞减数分裂为连续型胞质分裂，终变期染色体构型为
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20 II。在其减数分裂过程中观察到一些异常现象，前期I出现不配对染色体，频

率为34．3％；后期I出现落后染色体，变幅为1．3个，频率为32．4％：末期II．

四分体时期可观察到明显的微核现象，频率为20％。

4)利用RAPD分子标记和形态特征观察，分析研究了中国12个龙须草居

群的遗传差异，16个寡聚核苷酸引物扩增共得到124条带，其中110条为多态

性带，占88．7％。Shannon多样性指数(，)为0．3590，物种水平Nei’s基因多

样度(H)为0．2241。12个龙须草居群的遗传相似系数在0．48～0．99之间。12

个居群的龙须草在植物体茎杆颜色、叶片颜色、生育期、茎高和花梗高度等形态

特征上存在一定差异。聚类结果结合形态学特征分析，12个龙须草居群可划分

为4类，河南、湖北、陕西山阳的9个居群聚为1类，陕西洋县居群、广东星子

山居群，广西百色居群各代表1类。

5)通过遗传差异较大的龙须草类型间杂交，获得杂交种子萌发后，得到

46株Fl代。利用RAPD分子标记，检测子代与亲本的差异，发现其中3株Fl

代与其母本带型不一致。龙须草传粉过程观察结果表明，其萌发的花粉管生长速

度缓慢，而且生长有限，基本上没有能够到达子房进入胚珠的。分析认为龙须草

无融合生殖程度较高，约93．5％。

本课题研究确定了龙须草为异源四倍体植物，具有40条染色体。把来自5

个省的12龙须草居群划分成4种类型：类型I为河南、湖北、陕西山阳等9个

居群；类型Ⅱ为广东星子山居群；类型Ⅲ为陕西洋县居群；类型Ⅳ为广西百色居

一群。利用RAPD分子标记检测了龙须萆46株杂交F1代，其中3株来自有性生

殖方式，确定龙须草为兼性无融合生殖植物。

关键词：龙须草；无融合生殖；细胞学； RAPD；遗传学
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Abstract

In this paper,the number of chromosomes in Ebmam was investigated by the

root lip squash method，its ploidy was analyzed by the karyptype and cllromosomes

behavior of the pollen mother cells meiosis．Genetic diversity in 12 populations of

apomictic Eulaliopsis bmam was evaluated by morpholo#cal observation and RAPD

analyse，as a result,12 populations of Kbma以were divided into different types．In

order to study Elaliopsis 6历口缸genetics characteristic,combining with pollination

biology,we analysed the origin of crossbreed offspring by RAPD in different types

with significative diversity and furhter discussed its deFee of apomixis

11 More than 30 root tips in each of populations of E．binata were observed,

separately,and 10-20 ceils with dispersive memphase chmmosome were statistic，

thereby obtaining the average number of chromosomes in root tips．In one study of

326 root tips，308 contained 40 chl．omOsomes and 18 had varying number of

chromosome in E binata，for example，some contain 80，60,30,20 chromosomes，

respectively,while the others appeared aneuploid．Therefore，We proposed that the

somatic cells of E bmam contained 40 chfomosomes(2n=40)．Furthermore，it was

noted that,few significant difference among those populations was found inE bmam，

although some natural mutations exist in the root却cells of E binata，indicating a

few individuals with differing ploidy in E binata．

21 The results of karyotype analysis presented the morphology in chromosomes

was relatively small and the average absolute length in E bmam was 3．820_+0．41靴m．

The 6th and llst chromosomes belonged to sub—middie centromere，wherease，the

other chromosomes attributed to middle centromere，presenting relatively hi曲

symmetry,more precisely,the nombrc fondamental(N．E)is 80．Plus，we found that

the ratio(the length of the longest chromosome／the length of the shortest

chromosome)Was 2．6356，which was more than 2／1，and all chromosomc ann ratios

were not more than I／2．According to the standard for classifying chromosome

karyotypc，established by Stetbbin，the karyotype of Ebmam belonged to type IB，

and the formula of karyotype in E binata was 2n=40=18m+2sm，depending upon the

data derived from karyotype parameters．
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3)The meiosis in E binata undergoes successive cytokinisis，and 20 bivalents

appeared at diakinesis．furthermore，in this study,some abnormal phenomena were

observed：some unpaved chromosomes with a 34．3％frequency appearing at

metaphase I．one or three lagging chromosomes with a 32．4％frequency observed at

anaphase I and the occurrence of micronuclei was detected in one of five ceUs during

the te仃ad period．

钔Genetic diversity in 12 wild populations of apomictic E binata was evaluated

by morphological observation and RAPD analyse．124 loci were indentified with 16

oligonucleo-tide plimers，out of which 110 loci were polymorphic and account for

88．7％．Shannon’s indices of diversity／--0．3590．Nei's gene diversity H=0．2241 at

species level．The genetic similarity coefficient in 12 wild populations of E．binata

varied from 0．48 t0 O．99．The 12 populations of E．binata could be divided into four

types according to their clustering analysis and morphological characters．Nine

populations from Henan,Hubei and Shanxi displayed high similarity and be clustered

into one type，while the other 3 populations from Yangxian Shanxi，Baise Guangxi

and Xingzi Guangdong respectively showed great differences and could be divided

into isolated type．

51 The CROSS were underdone in different types with significent diversity,and 46

F1 were obtained afert the cross—seed germinated．The differences beween parents

and offsprings were invested,as a result 3 F1 were not identical with their parents in

strips．The results of poUition process showed the burgeoned poUen-tubes growed

slowly,and the growth is limited to ovary or ovule in E binata．So the dgree of

apomix is very higll in E．binata，approximately 93．5％．

The resulm showed that E binata is a heterotetraploid plant with 40

chromosomes．The 12 populations of E．binata could be divided into four types：Nine

populations from Henan，Hubei and Shanxi(type I)，Xingzi Guangdong(type II)，

Yangxian Shanxi(typelII)，Balse Ouangxi(typelV)．The genetic results showed the

E．binata is facultativc apomixis plant．

Keywords：Eulaliopsis binata；apomixis；cytology；RAFD；genetics
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第一章课题的提出与文献综述

1课题的提出及研究的目的和意义

无融合生殖是一种特殊的生殖方式，它避免减数分裂和受精过程，由母体胚

胎组织通过无性途径形成种子。无融合生殖对于提高作物种质是一个有诱惑力的

性状，由它可介导形成大量遗传上一致的种群并且可以继承上一代的杂种优势。

无融合生殖在育种上具有许多农艺学的优势；迅速的产生和繁殖优势性状的种

子；减少育种的资金与时间；避免了有性生殖相关的复杂性问题，比如授粉和杂

交的兼容性；也避免了在营养繁殖中非常典型的病毒传递，如马铃薯(Hanna，

1995； Koltunow et a1．。1995；Jefferson et a1．，1996； Savidan，2000)。而令

人遗憾的是迄今在栽培作物中尚未发现可直接利用的无融合生殖材料。因此在作

物育种和种子生产中，利用无融合生殖的策略有：1)发掘和利用作物近缘无融

合生殖物种，通过有性杂交向作物转育无融合生殖特性；2)定位和分离自然的

专性或高度无融合生殖基因，利用基因工程将其转移到作物中(Koltunow，1995；

Kolttmow et a1．，2003)。

禾本科植物龙须草(Eulaliopsis binata)是一种优质的造纸原料植物和优良的

水土保持植物(Gupta，1984；王清锋，1993：张友德等，1993b)，并且是高光

效(“植物)植物(张友德等，1994b，1994a；邹冬生等，2000a)。更有意义

的是近年来发现其具有无融合生殖现象(张友德等，19965。中国作为龙须草的

物种起源地和主要的自然分布区，有丰富的龙须草资源(南京大学生物系，中国

科学院植物研究所，1959；刘亮，1994)。由于龙须草的经济价值有限，对这种

野生植物的研究仅局限于形态结构、栽培管理、生态作用、造纸性能等方面。近

年来杨小菊、姚家玲等人的研究，证明龙须草为无融合生殖植物(杨小菊等，1998：

Yao等，2004)。姚家玲等利用AFLP分子标记技术，结合形态学特征观察和叶片

纤维素等成分含量的测定，将来自湖北武当、郧县，河南淅川、西峡，广西白色，

陕西洋县等4个省的龙须草居群划分为4种生态型：窄叶类型(湖北)、．浓绿叶

类型(广西)、红杆类型(陕西)、宽叶类型(河南)(姚家玲等，2004)。陈智慧

等在此基础上，对窄叶型和红杆型龙须草花粉活性及结实率与其无融合生殖的关

系研究中发现，龙须草花粉对其种子形成没有实质性贡献，龙须草具有很高的无
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融合生殖程度，是优良的无融合生殖基因供体(陈智慧等，2005)。但对龙须草

种质资源及遗传多样性、细胞学、遗传规律等研究十分缺乏。鉴于被子植物中无

融合生殖植物的稀少和宝贵，以及无融合生殖研究的重要理论和实践意义。本研

究通过根尖压片确定其体细胞染色体数目，分析其核型和花粉母细胞减数分裂过

程中染色体的行为和变异，判断龙须草的倍性水平和多倍体类型，检测龙须草种

群内是否存在不同倍性的个体，为进一步研究不同倍性个体间的生殖方式、遗传

特点提供细胞学资料，同时也为其种质资源的研究鉴定和系统进化提供细胞学依

据；从前期的分子标记结果来看，分布于我国的龙须草物种内至少存在不同的类

型，表明龙须草的系统分类和种内遗传多样性有必要深入研究。本实验扩大了国

内龙须草主要分布区的资源收集，共采集5个省份的12个自然分布区居群(湖

北郧西、郧县、杨溪镇、丹江口、凉水河，河南内乡、淅川、西峡，陕西洋县、

山阳，广西百色、广东星子山等)，利用KAPD分子标记和形态学观察，分析居

群问的遗传差异，并划分出不同的类型，为遗传学研究提供依据，同时为其系统

分类提供分子水平的参考；以不同类型的龙须草为材料，通过田间杂交试验，检

测子代与亲本的遗传差异，分析龙须草的无融合生殖程度，为迸一步研究龙须草

无融合生殖遗传规律和分子机理，为定位、克隆无融合生殖基因奠定基础。同时

对其它材料的无融合生殖研究也有一定的借鉴作用．

2龙须草的研究现状

龙须草(Eulaliopsis binata)俗称蓑衣草，羊胡子草，羊草等，属禾本科

(Gramineae)黍亚科(Sum／am Panicoideae)甘蔗族(Trib Saccharene)楔颖草

亚族(Sub矿ibApocopidinae)拟金茅属(Eulaliops妇Honda)，多年生高光效纤维

草本植物，分蘖能力很强(耿以礼，1965；刘亮，1988)。主要分布于印度、伊

朗、菲律宾、越南、缅甸等东南亚及中亚地区，中国也是龙须草的主要分布区之

一。龙须草主要生长于我国秦岭以南地区，湖北西北部，湖南南部、西南部，广

西西南部，西部，西北部，云南大部分地区，广东连洲地区，贵州的黔南、黔东

南、黔西南及安顺、铜仁地区，四川东部、东北部、南部，陕西汉中、安康地区

及河南南阳地区广有分布(刘亮，1994)。龙须草作为一种优质的造纸原料、良

好的编织材料和优良的水土保持植物(陈之伦，1990；张友德等，1993a)，80
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年代后逐渐有人对其栽培管理、形态解剖，生理活性、开花习性、及分蘖规律等

进行了研究(张友德等，1993b；张友德等，1994a；张友德等，1994b)。近年来，

张友德、杨小菊等对窄叶型龙须草进行了初步的胚胎学研究，认为其成熟胚囊是

4细胞大黍型无孢子生殖胚囊(张友德等，1996；杨小菊，1998a)。此后，姚家

玲等对窄叶型龙须草和红杆型龙须草大孢子的发生，胚囊的起源，发生和发育，

胚的起源，胚乳的产生等过程进行了系统研究，得到了龙须草无融合生殖的证据，

探明了龙须草胚和胚乳的发育可以不经过受精而分别由卵细胞和极核自发分裂

形成；并对其龙须草的花粉发育过程进行了观察，其雄性配子的发育过程类似于

其它有性生殖的禾本科植物，最后形成3细胞型成熟花粉粒(杨平仿，2002；Yao
●

●

jia-ling et a1．，2004)。姚家玲等利用AFLP分子标记技术，结合形态学特征观察

和叶片纤维素含量、成分等的测定，将龙须草划分为4种类型：窄叶类型、，浓绿
t ·

叶类型、红杆类型和宽叶类型(姚家玲等，2004)。陈智慧等对窄叶型和红杆型

龙须草花粉活性及结实率与其无融合生殖的关系研究中发现，龙须草花粉对其种

子形成没有实质性贡献，龙须草具有很高的无融合生殖程度，是优良的无融合生

殖基因供体(陈智慧等，2005)。有关龙须草的系统分类学研究资料较少，中国

高等植物图鉴和中国植物志以及刘亮在其禾本科黍亚科的分类系统中，描述拟金

茅属只有龙须草一个种类(耿以礼；1965刘亮，1988)。但印度学者Sur(Sur，

2001)对拟金茅属的修订中指出这个属内有三个种，分别是：Eulaliops括binata

(Retz．)c．E．Hubb．；E duthiei Sur；E sykesii Bor。他认为这三个种在印度都有

分布，在中国大陆、中国的台湾地区和菲律宾群岛的龙须草自然分布区只有E

binata这一个种类。此外，与植物无融合生殖密切相关的细胞学研究，如龙须草

的染色体数目、核型特点和倍性水平等细胞学资料尚处空白。

目前有关龙须草的研究结果表明，龙须草为无融合生殖植物，且某些居群无

融合生殖程度较高，接近专性，而关于龙须草种质资源鉴定和种内遗传多样性、

细胞学、遗传规律等研究十分缺乏，限制了对龙须草无融合生殖机理的深入研究

和实际应用。

7



刘传虎；无融合生殖龙须草的细胞学和遗传学研究

3植物无融合生殖研究概况

3．1植物无融合生殖的概念和类型

无融合生殖是相对于有性生殖的雌雄配子融合而言，广义的无融合生殖

(apomixis)是指不经过雌雄配子的融合而繁衍后代的生殖方式，对被子植物来

说是指在胚珠内不发生受精作用而产生种子的生殖方式。植物中的无融合生殖曾

经是个很广泛的概念，Maheshwari(Mahcshwari，1950))将包括营养繁殖所有

的无性繁殖都归在无融合生殖的范畴内，后来Battaglia(Battaglia，1963)定义

无融合生殖只限定为发生胚珠内的、不经过受精作用而形成种子的生殖方式。胡

适宜(胡适宜，1981)则将由珠心等体细胞经过胚胎发育形成的不定胚也归在无

融合生殖的范畴。虽然对无融合生殖的确切定义研究者们一直都存在争论，但从

实际应用价值及其对作物改良的意义出发，目前植物中无融合生殖一般专指二倍

体无融合生殖，是一种发生在胚珠内的不经过减数分裂和受精作用形成胚(种子)

的生殖方式，根据生殖中是否有胚囊形成，分为配子体无融合生殖和孢子体无融

合生殖，而配子体无融合生殖包括无孢子生殖和二倍体孢子生殖，孢子体无融合

生殖是指不定胚生殖(Noglcr，1984a；Asker，1992；Koltunow，1993)

3．2植物无融合生殖的细胞学研究及多倍体化

植物的无融合生殖跟植物的倍性水平有着特殊的关系。通常配子体无融合生

殖跟高倍性有关，在自然界很少有能进行配子体无融合生殖的二倍体植物，而进

行配予体无融合生殖的草本植物则都是多倍体的(Asker，1992)。雀稗属80％

以上的种是多倍体，这些多倍体种群中约50％是四倍体种群，且基本上都具无

融合生殖现象(Quarin，1996)。在雀稗属普通种百喜草(bahiagrass,paspalum

notatltm 2n=4x=40)具无孢子生殖方式，与此对应的二倍体paspalum notatum

varsaurae(2n=2x=20)则是有性生殖种，而当它用秋水仙素加倍后，有三分之二的

后代具兼性无融合生殖特性，这也说明二倍体植物也具有无融合生殖基因，但它

的表达有倍性依赖性(Camilo Let a1．，2001)。禾本科是被子植物中包含无融合

生殖种类最多的科(Asker，1992；Anna。Ueli，2003：Brysting et a1．，2003)。

黄群策等(黄群策，1999；马国华，2001)总结出禾本科42属166种植物为无

融合生殖植物，且都为多倍体，其中32个属102个种类为无孢子生殖类型。
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对无融合生殖植物多倍体化问题不同学者有不同的认识。一种认为无融合生

殖的理想表达只能与多倍体的染色体组存在相关联(Quarin，2001；Roodt，Spies，

2003)，因为很少二倍体配子体无融合生殖的植物被报道，且一些有性生殖植物

染色体加倍后出现无融合生殖体(Camilo Let a1．，2001)。但大量的诱导产生的

多倍体植物并未发现无融合生殖现象，相反的事例是Asker所描述的无融合生殖

植物Potentilla口，苫研细染色体加倍后恢复了有性生殖(Asker，1992)。由此一些

学者认为多倍体并不一定是无融合生殖表达的必要条件，多倍体也许只是促进无

融合生殖表达而不是保证无融合生殖性状的存在(GallmM，1999)。有关无融合

生殖与多倍体化的关系和机制仍需进一步的研究。

3．3植物无融合生殖的遗传学基础

自从1841年，Smith首次报道雌、雄异株的三稔菖属植物Achornea ilicifolia

不经传粉产生种子的现象，至今对无融合生殖研究的160多年的历史中，已在

40多个科的400多种被子植物中发现无融合生殖现象。根据无融合生殖发生的

程度有专性(obligate)和兼性(facultative)之分(Carman，1997)。专性无融合

生殖个体的后代都通过无融合生殖产生，不需经过减数分裂和受精作用，其子代

可以保持遗传的纯合性和稳定性。而兼性无融合生殖个体同时具有有性生殖和无

融合生殖能力，有性生殖胚囊和无融合生殖胚囊在同一胚珠中和不同胚珠中共同

发育，因此兼性无融合生殖个体的后代在遗传上是不一致的，来自无融合生殖的

后代是纯合的母本型，来自有性生殖的是杂合体，其后代会发生性状和生殖方式

的分离(Anonymous，2001)。

在大多数现在的研究系统中，均报道配子体无融合生殖的遗传是由一个或少

数几个位点进行传递的。在进行无孢子生殖的草本植物Pennisetum(Sherwood

et a1．，1994)、Panicum(Savidan，1983)和Brachiaria(Ⅷle ct a1．，1994)中，

其无融合生殖是通过一个显性基因进行性状传递的简单遗传。双子叶Ranuncluna

科(No西er，1984b)和Hieracium科(Bicknell etal．，2000)的一些无孢子生殖

植物无融合生殖性状也被报道为简单的显性遗传。在二倍体孢予生殖植物中，进

行二倍体孢子生殖的蒲公荚Taraxacum(Van Dijk et a1．，1999)和Erigeron(Noye，

2000)为独立遗传，Voigt和Burson报道了进行二倍体孢子生殖的Eragrostis

curvla为简单显性遗传(Voig and Burson，1983)。
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虽然无融合生殖性状是由一个基因位点或少数几个基因位点控制的观点已

经被大多数学者接受，但是在分析遗传学数据时仍有许多疑问。在上面提到的一

些例子中，无融合生殖的遗传学研究都是通过与亲缘关系相近的有性生殖种杂交

并分析的，在这些研究中，无融合生殖的表达常常限制了亲本花粉的利用。而且

回交也鲜有报道，并且母性效应仍然普遍的没有被检测。No百er(1984)认为无

融合生殖是一个复合的性状，应该通过后代遗传产物来进行严格的检测，并辅以

细胞学研究确认每一个子代的生殖模式，并且评估所有后代的倍性，这些增加了

无融合生殖遗传分析的困难，也很耗时间(BjckneH，2001)，在无融合生殖植物

山柳菊Hieracmm中，并不能确定一些进行孤雌生殖的胚囊是否来源于不减数的

卵细胞。回顾以往Hieracium的研究数据，结合最新的研究结果，BickneU认为

控制无融合生殖的位点数被低估了，它至少表现出三个不连锁的显性位点以保证

自发二倍体无孢子生殖性状在Hierac缸m中完整传递，而不是只包含一个位点

(Bicknen，2004)。

在解释一些发表的无融合生殖遗传学数据的另一个困难是，这些数据往往把

无融合生殖解释成为质量性状，这个性状的特点是或者遗传或者不遗传。但是无

融合生殖在大多数的植物中是兼性表达的，并且通过有性生殖产生的种子在亲本

个体中变化相当大。遗传学研究的一个普遍现象是，F1代的无融合生殖的表达

程度比无融合亲本低(Koltunow et a1．，2000)，这个效应有很深远的意义。在对

Hieracium的遗传学研究中发现，大多数F1代表达无融合生殖性状的仅为总种子

数的5％，然而在亲本中无融合生殖个体要占到98％(BickneU ct a1．，2000)。这

些现象引发了对无融合生殖的重新思考，即无融合生殖性状可能不是简单遗传或

者像常常被报道的在自然系统中被简单控制。

3．4无融合生殖的细胞学研究

如前所述，已报道的配子体无融合生殖植物，绝大多数都是多倍体的，而它

们中有性生殖的个体或近缘有性种类一般是二倍体(Asker，1992)。在无融合生

殖研究过程中，无融合生殖植物染色体数目和倍性的研究，成为筛选和鉴定具不

同生殖方式个体和种类的重要方法，并为无融合生殖遗传学研究提供细胞学资

料。近年来，在无融合生殖研究中随着新方法和新技术的发展，如Matzk采用流

式细胞计，检测了32种专性、兼性无融合生殖和有性生殖的单子叶、双子叶植
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物的成熟种子，甄别其生殖方式，结果显示成熟种子中的胚和胚乳细胞的相对C

值很好地反应了其生殖方式(Matzk，2000)。目前流式细胞计在鉴定植物地相对

倍性中，已成为一种快速、简便且较准确的方法。而传统的根尖或茎尖压片和涂

片方法，因其具有直观和准确等优点仍然被广泛应用。

核型分析、带型分析和花粉母细胞减说分裂终变期染色体构型分析成为鉴定

物种倍性水平和多倍体类型的有效手段。

对于细胞中的染色体进行分组，并对每条染色体的形态特征进行细致的观测

和描述，即为核型分析(刘大钧，1999)。染色体核型分析对于细胞遗传、细胞

分类以及遗传工程的研究都是十分基本而必要的。目前已经对一些经济植物或有

特殊研究和应用价值的植物染色体进行了观察和分析，并制作了一些植物的染色

体图谱(利容千，1989；陈瑞阳等，2003)。染色体分带是20世纪70年代初兴

起的一项细胞学新技术，它借助特殊的处理程序，使染色体的一定部位显示出深

浅不同的染色带纹。这些带纹具有物种及不同染色体的特异性，每条染色体上带

的数目、部位、宽窄、与浓淡具有相对的稳定性，从而在以往染色体形态特征之

外又增添了一类新的标志，可以更有效地鉴别染色体个体性和研究染色体地结构

和功能，且在植物染色体组及物种倍性地判断中也有着重要意义。

Stebblns将多倍体分为同源多倍体、异源多倍体、同源异源多倍体和区段异

源多倍体(Stebbins，1947)。在确定多倍体的类型时，需考虑多倍体供体亲本的

染色体构型、多倍体杂种后代的染色体配对及育性等因素，而染色体的配对构型

和频率则是主要的判断依据。因同源多倍体染色体联会不正常，在前期常出现多

价体和单价体体联会不正常，如同源四倍体的同源染色体可以在同一时间配对形

成四价体(Wu et a1．，2001)。而在后期的花粉母细胞中会有染色体落后和微核

现象(邢少辰等，2001)，庄东红和石田雅士还在柿树(Diospyros肠舡L)减数

分裂中发现“拟多价体现象”，即几个二价体重叠或紧挨在一起，这是多倍体减

数分裂中期I的特殊现象(庄东红等，2000)。但同源多倍体的染色体配对因受

繁殖世代、二倍体供体亲本的染色体配对构型及其他的配对控制机制等的影响表

现较为复杂。有研究者已经报道过没有多价体的同源多倍体(Chen ct a1．，1995)，

也有人指出二倍体供体亲本中环状二价体对四价体形成的贡献明显大于棒状二

价体(Lavania et a1．，1991)，而且限制性近端交叉位点的存在也会影响同源
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四倍体中多价体的形成(Khazanehdari et a1．，1995)。因此确定同源多倍体时需

考虑这些因素。一般异源多倍体的确定较为简单，只需根据多倍体物种减数分裂

中期I的二价体配对构型就可以确定(wu et a1．，2001)。

3．5无融合生殖的分子生物学研究及进展

一些分子标记技术RAPD、RFLP、AFLP，ISSR，以及cDNA差异显示和

mRNA原位杂交等技术的应用极大的促进了植物无融合生殖的研究。特别是一

些和无融合生殖相关的DNA片断的发现，为深入了解其无融合生殖遗传机理和

分子机制带来了希望。

RAPD分子标记技术是由Williams等和wjlSh等两个课题组几乎同时提

出的一种分子标记技术(Williams，1990)。其基本原理是采用单个或多个lO碱

基随机引物，通过多聚酶链式反应(Polymerase ChainReaction，PCR)对DNA进

行体外扩增，然后经过电泳获得多态性图谱作为遗传标记的方法。它具有简便、

快速、费用低和多态性检出率高等优点，在植物种质资源研究和遗传育种领域的

应用非常广泛，近几年在无融合生殖遗传学研究中也发挥了重要作用。无融合生

殖个体与有性生殖或与其近缘种杂交，利用RAPD分子标记可以简单，准确、

快速地鉴定杂交后代来自无融合生殖还是有性生殖(张开春等，1997； Kiln et

a1．，1999：Casa et a1．，2002；Hovmalm et a1．，2004)。在有性生殖的Brachiaria

ruzizieusis和无孢子生殖Brachiaria br拓antha的杂交后代中，Martinez等用184

个引物进行RAPD分析，发现OPC4引物扩增后得到一特异片段，该片段与无

融合生殖有关(Martinez ct a1．，2003)。

RFLP标记是应用最早的DNA标记技术。因其稳定性好，目前仍是使用较

普遍的分子标记。在植物无融合生殖研究中，Lcbanc采用RFLF标记识别玉米

和摩擦禾杂交后代的无融合生殖植株，并找到了一个与二倍体孢子生殖紧密连锁

的基因片段，已将该标记定位在玉米第6条染色体长臂末端(Martinez ct ai．，

2003 Pupilli ct a1．，2004)。Roche等利用RFLP技术，从非洲狼尾草分离出无

融合生殖特有的12个分子标记，并以此为探针进行分子杂交，结果发现有6个

标记在无融合生殖后代中存在，其中5个与无孢予生殖紧密连锁，另外一个在

无融合和有性生殖后代中都存在(Roche ct a1．，2002)。在蒺藜草(Brachiaria

br拓antha)有性生殖的和无孢子生殖的杂交后代中，Pcssino等进行RFLP分析，



华中农业大学硕士研究论文

结果发现2个标记umc72、umcl47与无孢子生殖有关，目前已将这两个标记

定位于蒺藜草的1号染色体长臂末端和5号染色体短臂上(Pession，2001)。

AFLP标记AFLP是Vos发明的一项专利技术，其实质是RFLP和RAPD

两项技术的结合(Ⅶs，1995)。其基本原理是基于对限制性酶切片断的选择性扩

增。基因组DNA被限制性内切酶酶切后，在限制性片断末端连上双链接头，根

据接头序列和相邻的限制性位点序列设计引物，对限制性酶切片段进行扩增，扩

增产物经电泳检测后再比较其谱带的差异。AFLP技术具有高分辩率、高重复性

与高灵敏度，且为共显性等特点。AFLP标记随机分布于整个基因组，后代分离

遵循孟德尔遗传规律(熊立仲等，1998)。因此，该技术一经问世就被迅速用于

品种鉴定、亲缘关系分析、体细胞无性系变异的检测、遗传图谱的构建、基因定

位和克隆、基因表达研究等(贾继增，1996)。
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第二章龙须草核型分析和花粉母细胞

减数分裂的细胞学研究 ，

1前言

植物细胞内相对稳定的染色体数目、大小、形态和结构，代表了一个种的

特点(利容千，1989；Wang et a1．，1991；王琼等，2001)。龙须草(Eulaliopsis

binata)染色体数目和倍性的研究，可以检测龙须草种群内是否存在不同倍性的

个体，为进一步研究不同倍性个体问的生殖方式、遗传特点提供细胞学资料，同

时也为其种质资源的研究鉴定和系统进化提供细胞学依据。龙须草为禾本科黍亚

科拟金茅属多年生草本植物，主要分布于东南亚及中亚地区，我国主要分布于秦

岭以南丘陵山地(刘亮，1988)。龙须草作为水土保持先锋植物和优良的造纸原

料，前人的研究主要集中在其基本形态特征、田间栽培管理及水土保持效率等方

面(周茂堂等，1990；胡德林等，1994；邹冬生等，2000；喻夜兰等，2004)。

近年来杨小菊、姚家玲等人的研究，证明龙须草为无融合生殖植物(杨小菊等，

1998；Yao et a1．，2004)。但龙须草的细胞学研究尚为空白。植物的无融合生殖

特性与其倍性水平有着特殊的关系，已发现的无融合生殖物种，大多存在不同的

倍性类型，一般高倍体的进行无融合生殖，低倍体的进行有性生殖(Asker ct a1．，

1992；Tamara et a1．，1999；Camilo et a1．，2001；Urbanil et a1．，2002)。黄群策

等总结出禾本科黍亚科21个属的91个种类为无融合生殖植物，且都为多倍体(黄

群策，1999)。因此龙须草的染色体数目和倍性水平是深入研究其无融合生殖与

倍性水平的关系，遗传特点及系统进化的基础。本研究以来自4个省的5个居群

的龙须草为材料，通过根尖压片确定其体细胞染色体数目，通过分析其核型和花

粉母细胞减数分裂过程中染色体的行为和变异，判断龙须草的倍性水平和多倍体

类型。

14
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2材料和方法

2．1试验材料

试验材料龙须草植株和种子于2004年7月采自湖北丹江口，湖南衡阳，河

南内乡、西峡，陕西山阳4个省份的5个自然分布区，草蔸采回后移栽到华中农

业大学实验基地。种子采回后干燥备用。

2．2试验方法

2．2．1根尖细胞染色体制片及观察

取龙须草种子萌发的根尖(长约0．5 cm)，用饱和对二氯代苯+0．溴代萘前处

理2．5h(15～20℃)，水洗后用卡诺(Canoys)固定液(无水乙醇：冰醋酸=3：

1)固定2～24 h，然后用1 moFL的HCI解离10min(60℃水浴)，充分水洗后

采用改良的卡宝品红染色，压片镜检，观察统计染色体数日，Olympus BH2显微

镜观察，CCD摄影。 ．

2．2．2根尖细胞染色体的核型分析

核型分析采用李懋学，陈瑞阳和I．even等的植物核型分析标准(陈瑞阳等，

2003；Levan etal．，1964)。核型分类按Stebbins的分类标准(Stebbins，1971)。

见(附录I)。利用Simple PCI(C-IMAGING，PA，USA)专业图像分析软件进

行染色体长度的测量，利用LUCIA Cytogenetics(C-IMAGING，PA，USA)染

色体图像分析系统进行染色体核型配对。从湖北丹江，河南西峡，内乡，陕西山

阳四个龙须草根尖染色体图片中，分别选取5个典型的中期细胞进行测量，求其

平均值，制成染色体参数表，绘制核型模式图，选择具有代表性的分裂相排成核

型(河南西峡居群)。

2．2．3花粉母细胞减数分裂过程中染色体行为的观察

于龙须草初花期，取幼穗(长约0．8～1．5 cm)用卡诺固定液固定24小时后，

转入70％酒精4℃保存备用。采用酶解压片法制片：蒸馏水洗去固定液后，将花

药置于载玻片上，滴加一滴2％的纤维索酶(上海伯奥生物科技公司，批号：05128)

和1％的果胶酶(Aspegillus niger，6036—2)混合酶液酶解20min(37 17)，用滤

纸吸去酶液，卡宝品红染色，压片，Olympus BH2显微镜观察，CCD摄影。
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3结果与分析

3．1龙须草根尖细胞染色体数目

每个居群观察30个以上根尖，每个根尖观察10～20个分散良好的中期细胞，

取其平均值作为根尖细胞染色体数目，结果见表2-1。观察根尖最多的为湖北丹

江居群，有92个；湖南衡阳居群只观察了35个根尖。每个居群含40条染色体

的根尖数目都在93％以上。5个居群共观察326个根尖，其中308个根尖细胞具

有40条染色体，占94．47％，因此龙须草体细胞染色体数目为40，即2n=40。

观察中发现有18个根尖细胞染色体数目多于或少于40，有80、60、30和20等，

还有一些根尖细胞具有非整倍染色体数，这些占观察根尖数的5．53％(图版I：

1·4)。这一结果表明，龙须草根尖细胞染色体存在一定的自然变异，种群中可能

存在不同倍性的个体。但不同居群间龙须草的根尖细胞染色体数目没有明显差

异。

表2-1不同居群龙须草的根尖细胞染色体数目

Table 2-1 Chromosome numbers in root tjp cells of five populations

ofEulaliopsis binata
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3．2龙须草根尖细胞染色体的核型分析

用Simple PCI专业图像分析软件对5个根尖细胞典型的中期染色体进行长

度测量，并计算出核型参数，结果见表2．2。龙须草染色体形态较小，平均绝对

长度为3．820___0．415 II m，四个居群的龙须草在染色体形态特征上没有显著差异。

龙须草40条染色体相对长度每两条相似，20对染色体，除了第6对和第11对

为近中部着丝粒染色体外，其余18对都为中部着丝粒染色体，表现出较高的对

称性，臂指数(N．E)：80。最长的染色体与最短的染色体长度比为2．6356，大

于2：1的比值，且没有臂比大于2：1的染色体，根据Stebbin(1971)的核型

表2-2龙须草核型分析参数表

Table 2 Parame蜘obtained in karyotype analysis ofEulaliopsis binata

注：相对长度=每一条染色体的长度／染色体组总长度x100。随体长度未计算在内。

Note：The relative l∞gth of chromosome=the length of each chromosome／the total length of

chromosomes×100．and the length of satelites is not included in the chromosome length．

17
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分类标准，即按核型中最长染色体与最短染色体之比、臂比值大于2的染色体在

染色体组中所占的比例，把核型的不对称程度分为12个等级，分别为1A、2A、
r

‘一 口～

3A、4A、1B、2B、3B、4B、1C、2C、3C、4C，即由对称向不对称发展，其中

“埝”型最对称，“4C”型最不对称，那么龙须草的核型应该为lB型。由染色

体分析软件计算出的核型参数，得出其核型公式为2n=40=18m+2sm。选取其中

一个中期分裂相(河南西峡居群)，用LUCIA Cytogenetics染色体图像分析系统

进行染色体配对，染色体核型图见图2-1，核型模式图见图2．2。

图2-1河南西峡居群龙须草根尖细胞染色体和核型

Fig·2-1 Thechromosomes and karyotTpe ofEu[aliopsis binata

in Xixla He’nan population
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3．3龙须草花粉母细胞减数分裂过程中染色体行为的观察

花粉母细胞减数分裂过程中染色体行为和配对的研究，在植物染色体组分析

和多倍体类型的确定中起着重要的作用。我们详细观察了龙须草花粉母细胞减数

分裂过程中染色体的行为特点和配对情况，在其减数分裂过程中发现有单价体、

多价体、落后染色体和微核等异常现象。

前期I在减数分裂前期I的细线期，花粉母细胞的核仁开始解体，着色能力越

来越弱．此时的染色质螺旋化形成长细丝状的染色体，呈“花束”状形态(图版

I：5)。至粗线期，核仁仍然可见，染色体逐渐缩短变粗，同源染色体配对完成。

双线期的染色体进一步浓缩，可见交叉结，能识别棒状和环状染色体(图版I：6)。

终交期的染色体构型为20个二价体，即20Ⅱ，二价体构型的形状有棒型、环型、

丁字型和十字型，以棒型为主(图版I：7)。此时还观察到单价体和拟四价体即

染色体交叉端化现象(图版I：8)。共观察终变期细胞286个，形成二价体构型

的频率为84．6％。由于龙须草染色体较小，多价体交叉构型不易识别，未统计交

叉频率。

中期I一末期I在减数分裂的中期I，可观察到部分细胞的单价体游离在赤道

板外，有的单价体在其它染色体分离前已经到达两极(图版I：9-11)，统计105

个中期I细胞，其中36个观察到游离单价体，频率为34．3％。在后期I观察到

32．4％细胞内有l～3个落后染色体随机向两极移动(图版I：13．15)。这些落后的

染色体可能是中期I单价体向两极移动而形成的。在末期I可以观察到2个子细

胞之间有明显的细胞板分隔，形成二分体，因此龙须草花粉母细胞的减数分裂为

连续型胞质分裂。

中期Ⅱ减数分裂中期Ⅱ持续的时间较短，两个刚分离的子细胞并列在一起，二

分体细胞的染色体由纺锤丝牵引定位在两个子细胞中央(图版I：16)。中期Ⅱ的

两个二分体细胞分裂较同步，不同步的频率为12％，中期Ⅱ依然能观察到有单

价体游离在赤道板外，有的已经到达两极。(图版I：17)

后期Ⅱ在减数分裂的后期Ⅱ，二分体细胞的姊妹染色单体发生分离(图版I：

18．19)，随后被随机分配到子细胞的两极，染色单体到达两极后即开始解螺旋，

当新的核膜核仁开始形成时即进入末期Ⅱ。在后期Ⅱ仍然可以观察到滞后染色

体，变幅1～3个，频率比后期I稍低，为28％。因此，后期Ⅱ落后染色体的出
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现可能与进入二分体的单价体继续落后有关。

末期Ⅱ一四分体减数分裂的末期Ⅱ，到达两极的染色体单体已经解螺旋，子细

胞中间形成细胞扳，新的核膜和核仁形成，此时在细胞核外观察到微核(图版I：

20)，这些微核一直持续到四分体后期小孢子释放出来时(图版I：23．24)。观察

统计了135个小孢子，具有微核的有27个，频率为20％，其中具两个微核的占

4．4％。观察结果显示每个小孢子中微核的数日小于后期I落后染色体数，具有

微核的小孢子少于前期I出现落后染色体的细胞。这可能和落后染色体在小孢子

发育过程中未能产生核膜而被降解有关。因此龙须草小孢子中的微核是花粉母细

胞减数分裂过程中，不配对染色体随机分配到子细胞中形成的。

龙须草花粉母细胞减数分裂完成后，形成十字型排列的小孢子四分体(图版

I：21)。同时也观察到一些染色体分离，胞质不分离的异常四分体(图版I：22)。

4讨论一

4．1龙须草核型分析及其意义

染色体是遗传信息的载体，控制细胞的各种生命活动。对于细胞中的染色体

进行分组，并对每条染色体的形态特征进行细致的观测和描述，即为核型分析(刘

大钧，1999)。染色体核型分析对于细胞遗传、细胞分类以及遗传工程的研究都

是十分基本而必要的．目前已经对一些经济植物或有特殊研究和应用价值的植物

染色体进行了观察和分析，并制作了一些植物的染色体图谱(利容千，1989；陈

瑞阳等，2003)。因此龙须草染色体核型的研究不仅可以为龙须草的起源、进化

与分类提供基础资料，填补龙须草细胞学研究的空白，而且可以为龙须草无融合

生殖的遗传机理和分子机制的研究提供理论依据。

在染色体核型分析研究中，学界普遍认同的是Stebbins的核型分类标准，

即按核型中最长染色体与最短染色体之比及臂比值大于2的染色体在染色体组

中所占的比例，把核型的不对称程度分为12个等级，分别为1A、2A、3A、

4A、1B、2B、3B、4B、1C、2C、3C、4C，即由对称向不对称发展，其中“墉”

型最对称，“4C”型最不对称。Levitzky和Stebbins关于核型进化的基本观点，

认为高等植物染色体核型的进化趋势是由对称向不对称发展，系统演化上处于比

较古老或原始的植物，大多具有较对称的核型，而不对称的核型则主要见于衍生
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的、特化的以及比较进化的植物类群中(Stebbins，1971)。根据这一分类标准，

龙须草的核型应属于“1B”型，这是一个较不对称的核型，而龙须草属于禾本

科黍亚科拟金茅属植物，在禾本科的系统进化中，黍亚科处于比较进化的地位，

龙须草的核型类型对此提供了间接的证据。

4．2龙须草的倍性分析

龙须草为拟金茅属单种植物(刘亮，1988)，为其倍性的研究增加了困难，

但根据黍亚科的系统分类和演化可知，拟金茅属与甘蔗亚族、高粱亚族亲缘关系

较近，而这两个亚族的植物染色体组的基数多为10，如高粱、甘蔗(刘亮，1988；

陈瑞阳等，2003)；此外已研究过并收录在陈瑞阳等编著的‘中国主要经济植物

基因组染色体图谱》中的86种禾本科植物，有85个种类的染色体组基数在7～

12之间(陈瑞阳等，2003)。因此龙须草的染色体组基数可能在7～12之间。对

植物减数分裂过程中染色体行为的观察常有助于鉴定植物的倍性水平。刘大钧等

认为多倍体的非同源染色体在减数分裂过程中，个别染色体不能进行正常的联会

配对，在中期呈单价体，在后期随机的移向两极或滞后，在末期形成微核(刘大

钧，1999)。在龙须草花粉母细胞减数分裂过程中，不配对染色体、落后染色体

和微核的出现(频率分别为34．3％、32．4％和20％)为其是多倍体植物提供了进

一步的细胞学证据。大量的根尖细胞制片结果显示。龙须草体细胞染色体数为

40条，表明龙须草是一个四倍体物种。

龙须草核型分析分析结果显示(图2．2)，其染色体的对称性较高，而且40

条染色体在形态和相对长度上每2条基本相同，则意味龙须草可能是一个异源多

倍体类型。Wu等认为异源多倍体在减数分裂中期I的染色体构型为二价体(郭

君祥等，2004)，龙须草花粉母细胞减数分裂的终变期，其染色体构型为20个二

价体，则表明龙须草的多倍体类型可能是杂种性起源。通常在异源四倍体中出现

单价体的频率较低，而在龙须草减说分裂过程中却出现了较高的单价体频率，由

终变期二价体的形态推测，可能是2个染色体组中不同序号的染色体具有节段同

源关系，结果是来自不同染色体组的具有节段同源关系的染色体配对，形成一个

Ⅱ．另外应正常配对的染色体因配对伙伴的缺失反而成了单价体。

此外，龙须草为无融合生殖植物。禾本科是无融合生殖植物种类最多的科，

而那些能进行无融合生殖的物种或个体都为多倍体(黄群策，1999)，Asker等也
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认为在自然界能进行配子体无融合生殖的草本植物都是多倍体。因此综合实验结

果和比对分析，我们认为龙须草是一个异源四倍体植物，染色体组基数为10，

即2n=4x=40。

已发现的无融合生殖物种，大多存在不同的倍性类型，一般高倍性的进行无

融合生殖，低倍性的进行有性生殖，如蒲公英、飞蓬等(Peter et a1．，2003；Nyoes，

2005)。葛传吉等对小花鬼针草染色体数目和自然多倍体类型的研究发现，小花

鬼针草的染色体基数X一--"12，存在2n=24、36、48，72、84和96等不同的倍性，

其中2n=48所占比例最大，认为小花鬼针草的进化趋势是以2n=48为中心向更

高倍性发展的种内整倍性变异(葛传吉等，1994)。在龙须草的细胞学研究中，

一些2n=20、60和80的倍性变异也被观察到，表明龙须草中可能存在其它倍性

的个体，为了进一步研究其倍性水平与生殖方式的关系，了解龙须草在禾本科中

的分类地位，有必要对其迸行深入的细胞学、分子生物学等方面的研究。

4．3根尖压片方法的优化

在染色体制片过程中，根尖压片法是最长用且较成熟的一种方法。通常条件

下植物材料经过简单地前处理、固定、酸解或酶解后就可制片．在龙须草根尖压

片过程中，因其根尖长势较弱、染色体小且较多，为了得至q较好结果，本研究对

根尖压片法进行了优化。

1)取材：龙须草根尖长至0．5 cm左右时是取材的最好时机，此时龙须草根

尖分生区处于分裂最旺盛时期，为得到分散良好的中期细胞，保证了一定数量处

于分裂期的细胞。(龙须草种子萌发条件：温度26～30℃，水分要适中)

2)前处理：饱和对二氯代苯+a．溴代钠水溶液(500 ml对二氯代苯+2，3

滴a．溴代钠)处理时间2～4 h。前处理应注意：温度应在15℃左右为宜，若温

度高于20℃染色体容易发生粘连，分散不好；处理用的容器也不宣用尖底容器，

每一指形管(或青霉素小瓶)中，处理10～15个根尖为宜，宁少勿多；切取根

尖宜短，一般以长2～3 mm为宜；遮光条件下处理最好；每隔约半小时，摇动

一次。

3)前低渗：用0．075 mol／1的KCL溶液进行低渗，前低渗的目的是使细胞吸

水膨胀，压片时染色体分散均匀。

4)固定：卡诺固定液(纯酒精；冰醋酸3：1)固定30min以上，固定后的
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材料在一周之内制片效果较好。

5)解离：用l moFLHCL，60℃水浴解离10 min。解离太过一是染色体易

丢失，二是不易着色；解离不够则细胞不易分散，不易观察。

龙须草的压片操作中，在前处理适宜的条件下，染色体不难分散。难点是染

色体太小而通常不易作到极为平整的铺展。在高倍放大的显微镜视野中，由于景

深极小，常可看到所有的染色体不能同时准焦在一个平面上。其结果导致无法获

得平整而清晰的照片。之所以出现上述现象，主要因为细胞的内含物太多，或细

胞壁未能充分软化所致。为此，如遇上述情况，参看聂汝芝、李懋学<<棉属植物

核形研究>>，可采取以下的解离方法加以改善。1)固定或保存的材料，转入蒸

馏水中清洗3次，每次约10 min。转入2％纤维素酶和果胶酶混合酶溶液中，于

28～35℃酶解30～60 rain。倾去酶液，加蒸馏水洗几次。用上述固定液重新固

定10～20 min，直接转入1 mol／L HCL中于室温下解离约10 m／n。水洗10 m／n

后，既可进行染色和压片．2)材料经预热60℃的1 moFLHCL解离15 min后，

水洗10～20 rain，转入卡宝品红染色液中染色2～3 h。倾去染色液，水洗30 rain。

用上法之混合酶水溶液于37℃处理2～3h，水洗10～20rain，用45％的乙酸压

片。
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第三章不同居群龙须草的RAPD分析及类型划分

1前言

龙须草为无融合生殖植物。利用无融合生殖固定作物杂种优势，必须探明其

无融合生殖的遗传学机制，。因此龙须草种内遗传多样性分析和类型划分，对研究

龙须草的遗传规律，进而从分子水平上研究其无融合生殖机制具有十分重要的意

义。龙须草的系统分类学研究资料相当缺乏，中国高等植物图鉴和中国植物志以

及刘亮在其禾本科黍亚科的分类系统中，都认为拟金茅属只有龙须草一个种类

(耿以礼；1965刘亮，1988)。但印度学者Sur(Sur，2001)对拟金茅属的修订

中指出这个属内有三个种，分别是：Eulaliopsis binata限etz．)c．E．Hubb。；E

duthlei Sur；E sykesii Bor。他认为这三个种在印度都有分布，在中国大陆、中

国的台湾地区和菲律宾群岛的龙须草自然分布区只有E binata这一个种类。这

些基础研究的缺乏都限制了对龙须草无融合生殖现象的深入研究。

由于无融合生殖避开了减数分裂和受精作用，会导致种群内基因型变异和遗

传变异的下降，个体间在形态和遗传上具有较高的相似性，仅从形态学上难以划

分种或种以下的单位。RAPD分子标记技术以其快速、简便、多态性检出率较高

的特点，不仅在很多物种种以下水平遗传多样性检测、品种鉴定、遗传图谱构建

等研究中广泛应用，而且在无融合生殖遗传学研究的后代鉴定等方面也发挥了重

要作用(赵锦等，2003)。本实验采用RAPD分子标记技术，研究5个省的12

个龙须草居群之间的遗传差异，并结合形态学特征观测划分出不同的类型，为龙

须草的遗传学研究提供分子水平的参考，为迸一步开展龙须草分子生物学研究奠

定基础。
。

2材料和方法

2．1植物材料

供试的12个龙须草居群于2004年7月采自湖北郧西、郧县、杨溪镇、丹江

口，凉水河，河南内乡，浙川、西峡，陕西洋县、山阳，广西百色，广东星子山

等5个省份的12个自然分布区(见表3-1)。每个居群随机挖取不同革蔸，并采

24
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收种子，草蔸采回后移栽到华中农业大学实验基地，移栽成活率95％左右。第2

年春天，取龙须草幼嫩叶片抽提DNA。

2．2形态学观察

第2年春季，植株返青后观察记录不同龙须草居群生育期、叶片和茎杆的颜

色等形态学特征，并测量植株的茎杆高度和花梗长度求其平均值；种子成熟后，

观察各居群种子的颜色，并测量种子大小。

2．3 RAPD分子标记

2．3．1植物基因组DNA的提取

鉴于龙须草为无融合生殖植物，后代之间较为均一，为更好地代表居群的遗

传信息，又不致使试验规模扩大，取样时，从居群中随机取8～10个单株，采幼

嫩叶片10～20mg混和，用改良的CrAB方法提取龙须草总DNA(卢圣栋，1993)。

2．3．2 RAPD的PCR扩增与检测

DNA扩增在PTC DNA Engine“systemsPCR仪上进行。PCR反应体系为20

～|l l，PCR反应条件：94℃预变性5 min，94℃交性I min，3622复性1 min，

72℃延伸2 rain，共45个循环，最后72℃延伸10 rain。PCR扩增产物在1％

浓度的琼脂糖凝胶中电泳，溴化乙锭染色，在凝胶成像系统中拍照，保存图片。

2．3．3引物的筛选

筛选了angon公司生产的168个10bp的随机引物，选择扩增条带丰富、重

复性好的16个引物进行RAPD实验，所使用的引物序列及扩增结果见表3-2。

2．3．4数据分析”

根据DNA条带的有无RAPD扩增后的结果转化成二元数据矩阵，(有带赋

值为1，无带赋值为0)。根据Nei公式(Nci，1979)：F=2NXY／(Nx+NY)获

得各样品间遗传相似度，其中NXY为2个样品共同享有RAPD标记数，NX、

NY分别为x和Y样品各自有的RAPD标记数，再经D=1-F公式计算出相应的

遗传距离，通过NTSYS2．1软件进行聚类分析，得到聚类关系图。应用POPGEN32

计算有效等位基因(ne)，Nei's基因多样性(h)和Shannon多样性指数(，)。

2．3．5居群问的地理距离

利用北京灵图软件技术有限公司开发的中国电子地图，软件版本为

VRMap2．0，计算得到的居群间直线距离为其地理距离。
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3结果与分析

3．1形态学观察

对不同龙须草居群的形态特征和生物学习性观察，发现来源于同一地区或相

近地区的龙须居群其形态特征相似，河南，湖北、陕西山阳等9个龙须草居群在

植物体茎杆颜色、叶片颜色、生育期、茎高和花梗高度等特征上均较一致；地理

距离较远的龙须草居群形态特征上存在一定的差异，陕西洋县、广东星子山和广

西百色3个居群龙须草的茎杆颜色、叶片颜色与上述9个龙须草居群相比，颜色

较深，且这三个居群龙须草的花梗高度也高于其它9个居群；广西百色龙须草居

群的茎杆最高；结实后收获籽粒观察，发现不同龙须草居群的种子大小、形状和

颜色等也有差别。具体观察和测量结果见表3-I。

表3．1 12个龙须草居群的来源及形态学特征

Table 3-1 Origin and morphological characters of 12 populations in E．binata
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注：以上材料分单株栽培于温室内，生长栽培及管理条件一致．

Note：The materials above were planted in the greenhouse under the sallAe cultural conditions

3．2多态性引物扩增

从168个10bp的随机引物中筛选出16个具有丰富多态性的引物(见表3．2)，

对16个引物的扩增结果进行统计分析，电泳结果(图3-1，部分引物RAPD结

果)表明，16个引物共扩增出124条DNA片段，其中多态性DNA片段110条，

占总扩增DNA片段的88．7％。扩增条带最多的是$42，为12条；扩增条带最少

的是$67，为4条。平均每个引物在12个龙须草居群中扩增出7条多态性DNA

片段，说明不同龙须草居群之间存在一定的遗传差异。



垄!堡塞：垂壁堂皇壁垄望!塑塑望兰塑墨堡兰翌壅

表3-2 RAPD引物及扩增结果

怂篱e鼍}篙；装s赫s避篙；

图3-1$98、$83的RAPD扩增图谱．

Fig．3-1 Fingerprints of RAPD products from p—me玮$98，S83

注：M，Marker；,1-12依次为山阳居群，渐川居群。西峡居群，内乡居群，郧西居群，郧县居群，

杨溪镇居群，丹江口居群，凉水河居群，洋县屠群，星子山居群，百色居群。

Note：M，Marker；1-12 reprcsem population of Shanyang,Xichuau，Xlxia,Neixiang,Yunxi，Yun

county,Yangxi town，Danjiangkou，Liangshuihe，Yang county,Xingzishan，Baise，respectively
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3．3遗传距离和聚类分析

由16个引物扩增得到的结果，根据Nel公式计算出12个龙须草居群间的遗

传相似系数(表3．3)，结果表明：12个龙须草居群的遗传相似系数在0．48～0．99

之间，平均遗传相似系数为0．78。河南浙川居群和内乡居群遗传背景高度一致，

与西峡居群只检测到微小的差异，遗传相似系数达到0．96；来自湖北郧西、郧县、

杨溪镇、丹江口、凉水河的5个龙须草居群(编号为5～9)，也没检测出较大的

遗传差异，遗传相似系数在0．92～0．93之间；然而，陕西山阳居群(编号1)与

同省份的洋县居群(编号10)存在着较大的遗传差异，遗传相似系数为0．64，

却与河南、湖北的8个居群遗传差异较小；广东星子山居群(编号II)、广西百

色居群(编号12)和陕西洋县居群彼此间的遗传差异较大，其中百色居群与其

它居群遗传差异最大，遗传相似系数为0．48～0．58。

表3-3 12个居群龙须草的遗传相似系数和地理距离

Table 3-3 Genetic similarity coefficient and geographical distance of 12 populations

缸E binata

注：1-12依次为山阳居群、浙川居群、西峡居群、内乡居群、郧西居群，郧县居群、杨溪

镇居群、丹江口居群、凉水河居群，洋县居群、星子山居群和百色居群。表的上部分为各居

群间的地理距离，表的下部分为各居群问的遗传相似系数．地理距离(kin)为两居群间的

直线距离．

Note：1-12 represent population of Shanyang,X．ichuan,XLxia,Neixiang,Yunxi，Yun county,

yangxi town,Danjiangkon,I．．hn笋buille，Yang county,Xingzishan，Baise，respedtively．

Geographical djstance(above diagonal)and genetic similarity coefficient(below diagonal)

between every two populations．The geographical distance O∞)equals the linear distance between

two populations．
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由聚类结果可以看出，居群间的遗传距离与居群的地理分布呈现一定的相关

性(表3．3)，居群间的地理距离越近，遗传相似系数越大。如来自河南、湖北、

陕西山阳等9个居群之间的地理距离在8～169 km之间，其遗传相似系数为

0．92～0．99；山阳屠群与洋县居群虽然都来自陕西省，但山阳居群距河南、湖北

的8个居群较洋县居群近，表现出遗传差异小而聚为一类。陕西洋县居群、广东

星子山居群和广西百色居群相互之间的地理距离均在700 km以上，相互之问的

遗传相似系数也较小。结合形态学观察，将12个龙须草居群划分为以下四种类

型：来自河南、湖北、陕西山阳等9个居群聚为一类，陕西洋县居群、广东星子

山居群和广西百色居群各为1种类型。

3．4龙须草遗传多样性分析

对龙须草居群的RAPD谱带进行种内遗传多样性分析，结果表明：Shannon

信息指数(D为0．3590，Nei’s基因多样性指数(日)为0．2241(表3-4)，可

见龙须草在物种水平上具有较高的遗传多样性。其种内遗传多样性的形成，可能

是一些相距较远的居群对不同的地理环境适应的结果。如百色居群距河南、湖北

的几个居群均在1000 km以上，在表型上也表现出较高的形态多样性。

[二二二二
遗传相似累数

图3-2 12个居群龙须草的RAPD聚类图

Fig．3-2 Dendrogram of 12 populations inE 6跏Ⅱ胁based on cluster

analysis ofRAPD loci

一。￡七i?j

ii号，，．■。一二三r浮苣吾[
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表3_4龙须草的遗传多样性

Table 3-4 Genetic diversity ofE．binata

4讨论

4．1龙须草种内的遗传多样性产生和维持的可能原因

龙须草是近年发现的一种新的无融合生殖植物(Yao et a1．，2004)，且某些居

群可能具有专性无融合生殖特性。由于无融合生殖种内缺少基因重组和基因交流

会导致基因型变异和遗传变异的下降．Daurelio(Daurelio et a1．，2004)对进行

有性生殖和无融合生殖的百喜草居群的遗传多样性进行研究，发现其遗传多样性

分别为0．119和0．097，即无融合生殖降低了居群内的遗传多样性．段惠(段惠

等，2005)用AFLP技术分析无融合生殖植物紫茎泽兰的遗传多样性，其Shannon信

息指数(，)为0．42，Nei’s基因多样性指数(日)为0．29，认为其具有较丰富的

遗传多样性。而龙须草的Shannon信息指数(，)为0．3590，Nei’s基因多样性指

数(日)为0．2241，说明其种内的遗传多样性水平也较高．对无融合生殖植物种

内遗传多样性产生的机制， Maid认为可能来自种群的多起源。分析我国龙须草

的自然居群，可能也是多个不同的基因型个体建立起来的，因而能够保持一定的

遗传差异。同时在龙须草种内还发现有兼性无融合生殖类型，即保留了部分有性

生殖能力(Maid，1999)。Silander提出，兼性无融合生殖植物存在有性重组的机

会，提供了可供自然选择的遗传变异，产生新的有利基因型通过无融合生殖迅速

占领某个地区，从而补充了因无融合生殖而降低的遗传多样性，提高了居群问的

遗传变异水平并降低了居群内的遗传差异(Silander，1979)。

4．2龙须草居群间的遗传多样性与地理分布的关系

从实验结果可以看出不同龙须草居群之间的遗传多样性与地理分布具有一

定的相关性。地理距离较近的河南、湖北、陕西山阳等9个龙须草居群聚在一起；

陕西洋县居群、广东星子山居群、广西百色居群相互之问地理距离较远，遗传差

异也较大，被各划分为1种类型。分析认为龙须草主要以无融合生殖和营养繁殖

31



刘传虎：无融合生殖龙须草的细胞学和遗传学研究

繁衍后代，变异主要通过突变产生，无法通过遗传重组将这些变异进一步扩散，

因此同一地区或相近地区龙须草居群间的遗传差异在大多数情况下很小，相距较

远的龙须草居群由于分布的地理环境不同，在长期的进化发展中对环境的适应形

成不同的类型(张大勇，2003)。

12个居群中，陕西洋县居群与其它居群之间的亲缘关系并不遵循地理分布

远近的规律，这一居群与陕西山阳居群的地理距离较广东星子山居群近，而与山

阳居群的遗传相似系数却比星子山居群的小(分别为0．64和0．76)。这一结果暗

示洋县居群的龙须草生殖方式可能是多样化的，产生了较多的遗传变异，其生殖

方式值得重点研究。

4．3 RAPD分子标记技术在无融合生殖研究中的应用

RAPD分子标记技术近年来在植物无融合生殖研究中得到广泛应用，促进了

无融合生殖遗传和分子机理的研究。Ebina和Nakagawa对无融合生殖和有性生

殖的大黍及其杂种进行RAPD分析，结果发现，在所用的16个引物中，8个可

以明显区分无融合生殖和有性生殖植株(Ebina and Nakagawa，2001)。Ortiz研

究雀稗属的标志雀稗时发现，利用引物OPGl0、OPl04进行RAPD分析，可以

区分有性生殖和无融合生殖，而且与胚胎学的研究结果相符(Ortiz et a1．，1997)。

本研究结果表明，RAPD分子标记可以有效地划分龙须草的类型并分析其遗

传差异。而且分子标记与形态特征观察的结果基本吻合．但陕西洋县居群和广东

星子山居群在形态特征上是一致的，而在分子水平上却表现出一定差异，表明

RAPD分子标记技术具有较高的多态性检测率，对龙须草类型的划分具有更高的

准确性。我们通过胚胎学和细胞学研究，发现龙须草无融合生殖程度很高，有些

居群接近专性(数据未发表)，而且龙须草在中国为拟金茅属单种，为其遗传学

研究增加了困难。通过RAPD分子标记技术，寻找到分子水平上有较大差异的

龙须草不同类型，通过这些类型间的杂交及后代分析，有助于研究龙须草无融合

生殖遗传规律。
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第四章龙须草无融合生殖遗传学研究

1前言

无融合生殖是一种特殊的生殖方式，它避开了减数分裂和受精过程，由母体

组织通过无性途径形成种子。无融合生殖方式会形成大量遗传上一致的种群并且

可以继承母体的优势，在农业生产上具有巨大的应用价值。而令人遗憾的是迄今

在栽培作物中未发现可直接利用的无融合生殖材料．因此在作物育种和种子生产

中，利用无融合生殖的策略有：1)发掘和利用作物近缘无融合生殖物种，通过

有性杂交向作物转育无融合生殖特性；2)定位和分离自然的专性或高度无融合

生殖基因，利用基因工程将其转移至作物中(Koltunow，1995；Koltunowct a1．，

2003)。而这些策略首先要解决的前提就是要摸清无融合生殖的遗传学规律。

龙须草为禾本科拟金茅属单种植物(刘亮，1988)，为其遗传学研究增加了

难度。由于远缘杂交困难较大，故本研究首先把分布在国内5个省的12龙须草

居群，依据RAPD分子标记和形态特征差别划分出4种类型，遗传差异较大的

类型之间进行杂交实验，得到F1代，利用RAPD分子标记技术筛选出类群间亲

本特异引物，并通过这些特异引物的特异带型分析子代来源于何种生殖方式，以

寻找通过有性生殖产生的后代；并通过观察传粉受精时花粉在柱头上附着和生长

的状态，了解花粉的活力以及花粉与种子形成的关系，以便深入研究龙须草的遗

传规律，为进一步阐明龙须草无融合生殖机理奠定基础。

2材料与方法

2．1植物材料

供试的12个龙须草居群于2004年7月采自湖北郧西、郧县、杨溪镇、丹江

口、凉水河，河南内乡、淅川、西峡，陕西洋县、山阳，广西百色、广东星子山

等5个省份的12个自然分布区。每个居群随机挖取不同草蔸，并采收种子，草

蔸采回后移栽到华中农业大学实验基地，移栽成活率95％左右。(图版II：1)

通过RAPD分子标记和形态特征观察把12个龙须草居群分为4种类型：类

型I为河南、湖北、陕西山阳等9个居群；类型Ⅱ为广东星子山居群；类型Ⅲ为



刘传虎；无融合生殖龙须草的细胞学和遗传学研究

陕西洋县居群；类型Ⅳ为广西百色居群(详见本文第三章)。(图版II：2、3)

2．2龙须草花粉活性的检测

取新鲜的龙须草花粉，置于载玻片上，经I-KI染色后，镜检。每片观察10

个以上的视野，染色深、形状圆且饱满的计为有活性，染色浅或不着色的计为无

活性，统计有活性花粉的百分率。

2．3龙须草传粉过程的观察 ．，

在龙须草盛花期，开花当天至花后1～2d，取刚授粉及授粉后数小时至2d

的龙须草小穗(每次取样间隔2h)，卡诺固定液(无水乙醇：冰醋酸=3：1)固定

24 h后，转入70％酒精4℃保存备用，制片时在解剖镜下剥出子房(保证柱头

的完整性)，用乳酚棉蓝染色液(1％水溶性苯胺蓝5 ml+乳酸苯酚100 m1)染色

5～8 min，在Olympus BH2显微镜下观察，Pixera 150 CCD数码拍摄．

2．4龙须草田间去雄、杂交试验

于4月下旬～5月份，龙须草盛花期，在开花前1 d或开花当天散粉前，

完成人工剪颖去雄、人工授粉等操作，用硫酸钠纸袋套袋。6月中、下旬收获杂

交种子并统计结实率。

2．5龙须草去雄杂交子代生殖来源的检测

2．5．1杂交后代的种植

将同一杂交处理母本的后代种子3～4粒种植于16X16网格沙盘的一个网格

中，以花肥土灭菌后作为萌发基质，盟发温度28℃，保持土壤湿润。种子萌发

后统计萌发率，待小苗长15锄长时分单株移植于1次性塑料杯中。

2．5．2引物的筛选

在前期对不同居群龙须草的RAPD分析和分类研究中，从168个随机引物

中筛选出16个扩增条带丰富、重复性好的gl物，(引物号和序列见表4-1)。本研

究从上述16个引物中挑选出5个引物用于龙须草子代的检测，图4-1为其中4

个引物的RAPD扩增图谱，显示父母本的特异带型。
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表4-1 RAPD引物及扩增结果

Table 4·1 RAPD pHmen and amplified results

糊～r 跚。。序nce孙， 总瑟T0训剐盖恭黧础
S161 ACCTGGACAC ii 7

300
GAACGGACTC 10 10

$61 订cGAGCCAG 6 3

$87
GAACCTGCAC 8 7

$97 ACGACCGACA 10 8

图4·1 S161、$66、$61、$87的RAPD扩增图谱．

Fig．4-l Fingerprints ofRAPD products from primers S161，$66，$61，$87

注：l·12依次为山阳居群，浙川居群，西峡居群，内乡居群，郧西居群，郧县居群，杨溪镇居群，

月江口届群，凉水河届群，洋县居群，星子山届群，百色届群。

Note：I-12 represent population of Shanyang,Xichuan，Xixia，Neixiang,Yunxi，Yun COUIlty,

yangxi town，Danjiangkou，Liangshuihe，Yang county,Xingzishan，Baise。respectively

2．5．3杂交后代和亲本基因组DNA的提取

待龙须草杂交后代长成小苗后(图版II，4)，分单株取幼嫩叶片(10～20 mg)
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提取基因组DNA。龙须草杂交予代和亲本基因组总DNA的提取均以幼嫩叶片为

材料，采取改良的crAB方法。

2．5．4 PCR扩增与检测
。

为了提高检测效率，同一居群或同一单株来源的杂交后代1～5份DNA样

品混合，与其父母本DNA样品一起用亲本特异引物进行DNA扩增，待检测出

差异后再分单株检测。DNA扩增在PTC DNA Engine“systemsPCR仪上进行。

PCR反应体系为20|11，PCR反应条件：94℃预变性5min，94℃变性1min，

36℃复性1min，72℃延伸2min，共45个循环，最后72℃延伸10min。PCR

扩增产物在1％浓度的琼脂糖凝胶中电泳，溴化乙锭染色，在凝胶成像系统中拍

照，保存图片．

3结果与分析

3．1龙须草花粉活性的检测结果

分别对百色居群龙须草、星子居群龙须草、洋县居群龙须草和西峡居群龙须

草的花粉活性进行了检测，西峡居群龙须草的花粉活性较高为45．05％，星子和

洋县居群龙须草的花粉活性较低，分别为34．92％和33．39％，各居群龙须草花粉

的平均活性为38．48％，具体结果见表4-2(图版II，5)。

3．2龙须草传粉过程的观察结果

乳酚棉蓝染色使龙须草花粉粒和花粉管呈鲜艳的兰色，而龙须草的柱头在

成熟时为红色，二者颜色差异明显，在显微镜下可以很直观地辨别，也利于显微

测量和拍摄。本研究观察了9个居群龙须草各20多个雌蕊，结果表明，同一种

类型不同单株或同一单株的不同雌蕊，其花粉附着量及花粉萌发率也有较大差

异，表现出与有性生殖植物散粉时相同的特点，即受开花散粉时温度、湿度的影

响。星子、洋县和百色居群龙须草的花粉萌发率较低，平均为34％；湖北、湖南

和陕西山阳9个龙须草居群的花粉萌发率较高，平均为46％。为了检验龙须草花

粉管是否能够进入子房和胚珠，我们还观察了散粉后不同时期，柱头上萌发花粉

管的生长情况，观察发现龙须草在散粉后5～6 h(大约花序中1／3的小花开放时)，

花粉管生长较快，当散粉后9～10 h(花序中1／2小花开放时)。花粉管基本停

止生长，未见延伸进入子房和胚珠。表明大多数雌蕊接受的花粉粒，其萌发的花

粉管生长速度缓慢，而且生长有限，无法到达子房进入胚珠。那些萌发生长的花
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粉管多数附着在柱头细胞表面，有的在柱头上打绕，弯曲生长，有的则没有方向

性的生长(图版II：6、7、8)。

对于双受精植物，大量花粉会散落在柱头上面，伸长的花粉管穿过柱头，

花柱进入子房，将精细胞和极核融合，完成双受精。从龙须草受精过程看，龙须

草花粉管多数没有进入柱头，基本上没有进入子房，且花粉管生长速度慢，伸长

生长有限，使精细胞无法进入胚囊与卵细胞或者极核发生融合。因此龙须草无融

合生殖种子中胚和胚乳的发育不依赖于受精，能够自发形成。

表412不同居群龙须草花粉活性的检测

Table 4-2 Pollen germination rate ofE．binata in different populations

3．3龙须草田问去雄、杂交试验结果

以类型I为母本、类型Ⅱ为父本共做了21个杂交小穗，收到杂交种子258

粒，杂交处理后的平均结实率为25．79％，而类型I龙须草自然结实率为39．25

％。杂交处理后的结实率低于自然结实率，可能由于人工处理损伤了雌蕊(柱

头或子房)而降低了龙须草的结实率。以类型Ⅱ为母本，以类型I为父本共做

了11个杂交小穗，收到杂交种子227粒，杂交处理后的平均结实率为20．3％，

低于其自然结实率35．56％，同样由于人工处理损伤了雌蕊(柱头或子房)而降

低了结实率。

3．4龙须草杂交子代生殖来源的检测 ．

3．4．1龙须草杂交子代的种子萌发

分两次种植龙须草去雄杂交的子代种子，第一次播种132粒，出苗19株，

种子萌发出苗时间约48 h，萌发率14．4％；第二次播种146粒，出苗27株，种

子萌发出苗时间48 h左右，萌发率18．5％。
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3．4．2龙须草杂交子代的检测

我们对46株龙须草杂交子代幼苗分两次进行了初步检测。亲本与杂交子代

的取样列于表4．3、4．5，检测结果列于表4-4、4-6。

表4_3 1．12泳道所检测的DNA样品

table 4-3 1-12 channels represent the tested DNAsample

注：括号内为单株数，F1．1与F1．2为同一母本的不同后代单株。

Note：the parentheses represent the number of offspring,F1-1 and F1-2 are different offspring of

the same parents．

表4-4引物S161，S97。S61，S87检测结果

table 4-4 the detected results ofprimes S161，S9_7，$61，S87

1 1塑(腰里!曼2丝型堕墨f堡!!!蛆
$61 2．8，9，10一致；5，6一致：3，12一致；4．5，7不一致
$161 2。8，9，10一致；5，11不一致；3．6，7，12不清晰
$97 2．8。9，10一致；3，4，5。6．7，11，12一致
$87 2，8，9，10一致：3，4．5。6．7．11．12一致

第1批检测的19株杂交后代，其中11个单株为星子居群(类型II)的杂交

子代，分别来自6个母本单株。由引物S161，597，$61，$87等的检测结果来

看，11个来自星子居群的后代单株，与其母本在带型上均无明显差异，说明来

自星子居群的杂交子代与其母本遗传差异很小，是无融合生殖起源。对8个类型
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I居群的子代单株检测结果表明，来自湖北郧西和陕西山阳居群的5个单株(泳

道6、12)，所用的4个引物扩增谱带中均未发现子代与母本带型的差异，也未

见父本星子的特异条带。而来自河南西峡居群的2个子代单株，其父本为星子居

群，在所用引物S161，S97，$87扩增时未表现出与母本带型的差异，但用$61

引物扩增时，子代丢失了1条母本带(图4-2)。同时在星子为父本，山阳．4为

母本的子代F1-2单株(11泳道)，利用引物S161扩增后，子代获得了父本星子

的特异条带(图4-3)，所以星子与山阳．4的杂交子代中F1．2单株来自有性生殖，

说明类型I龙须草居群的生殖方式为兼性无融合生殖。

图4．2引物$61扩增电泳图

fig．4-2 Fingerprints ofRAPD products from primers$61

注：卜5泳道依次是洋县(亲本)；星子一3(亲本)；郧西-7(亲本)；西峡一l(亲本)；6-12

泳道依次是山阳--4(亲本)；山阳后代：西峡后代；星子后代；星子后代；星子后代；山阳

后代；郧西后代

Note：1-5 respresent respectively parents of Yang xian,Xing zi-3，Yun xi-7,Xi xia-1，Shah yang-4；

6-12：respresent respectively offsprings of Shan yang,Xi xia,Xing zi，Xing zi,Xing zi,Shah yang，

Yunxi．

图4．3引物$61扩增电泳图

fig．4-3 Fingerprints ofRAPD products from primers$61

注：l-5泳道依次是洋县(亲本)；星子一3(亲本)；郧西一7(亲本)；西峡一l(亲本)；6-12

泳道依次是山阳一4(亲本)；山阳后代；西峡后代：星子后代；星子后代；星子后代：山阳

后代；郧西后代

Note：1-5 respresent respectively parents of Yang xian，Xing zi-3，Yun xi·7，Xi x／a-1，Shan yang-4；

6-12：respresent respectively offsprings of Shah yang，Xi xia，Xing zi，Xing zi'Xing zi，Shah yang，

Yunxi．
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第2次检测的27株杂交子代，其中13个单株为星子居群(类型II)龙须草

后代，分别来自5个母本单株。14个单株为类型I龙须草居群后代，分别来自3

个居群10个母本单株。我们采用引物$61，$66，S161进行检测，亲本与子代

取样列于表44，检测结果列于表4—5。

表4-5 1-10泳道所检测的DNA样品

table 4-5 1-10 channels represent the tested DNAsample

注：括号内为单株数。

Note：the parentheses represent the number of offspring。

表4-6引物$61，$66，S161检测结果

table 4．6 the detected results ofPrirues$61，$66，S161

引物0rimes) 检测结果(results)
$161 1，2，3，4一致；5，6，7，8。9，10一致
$66 I，2，3，4一致#5，6，7，8，9，10一致
$61 1．2，3，4一致：5，7一致6。8，9．10一致

利用亲本特异引物$61，$66，S161等对27株类型I和类型Ⅱ的杂交子代

进行检测，RAPD扩增结果表明，子代与其母本带型一致，子代未出现父本特异

性条带。这些杂交子代具有较整齐的母本带型，可能来自母本的无融合生殖。

2次共检测龙须草类型I和类型Ⅱ杂交子代46个单株，仅有3株出现了与

母本带型不一致，说明龙须草无融合生殖程度较高，为90％以上，其中类型I

居群中为兼性无融合生殖，可能存在有性生殖个体。
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4讨论

4．1龙须草兼性无融合生殖特性

无融合生殖植物绝大多数具有减数的发育正常的雄性配子，似乎无融合生殖

基因只影响雌配子体的发育(Koltunow,Grossniklaus，2003)。以往的研究结果表明，

龙须草的花粉发育过程也没有受到无融合生殖的影响，花粉母细胞减数分裂正

常，小孢子有丝分裂完成后形成3细胞型的成熟花粉粒，在活体上的萌发率为

40％左右，离体萌发率为30％左右(陈智慧等，2005)。表明龙须草的花粉发育

正常，成熟花粉粒具有一定活性。暗示其物种中保留有一定比例的有性生殖能力，

龙须草可能是一种兼性无融合生殖植物。

虽然龙须草有发育正常且能够萌发的花粉粒，但观察龙须草的传粉过程，发

现花粉在柱头上附着率不高，能够附着在柱头并正常萌发的花粉管伸长，弯绕，

多数不能穿过柱头进入花柱和子房。传粉生物学的观察结果为龙须草具有较高程

度的无融合生殖率提供了辅助证据。

植物的结实规律能在一定程度上反应其生殖特性，无融合生殖程度对去掉雄

蕊后的结实率有影响，如果无融合生殖程度低，含有较大程度的有性生殖，去雄

套袋后会显著影响结实率。本研究的遗传学实验结果显示，在龙须草种子形成过

程中，去雄套袋与授粉处理的结实率有显著差异(数据未给出)，这一结果表明

其种子中有一部分来自有性生殖，因为没有花粉的参与而降低了结实率，龙须草

属于兼性无融合生殖。而花粉的参与对结实率的显著影响，表明龙须草可能属于

假受精的无融合生殖或者为无融合生殖程度低的兼性植物。但在以往的胚胎学研

究中未观察到典型的有性胚囊发育和明显的受精现象(姚家玲，2004)，杂交后

代的检测也显示，其无融合生殖频率很高(94％)，胚胎学研究也证明龙须草具

有较高程度的无融合生殖率(95％)，分析这一现象认为，龙须草的花粉对无融

合生殖胚或胚乳的启动发育有重要的作用，虽然卵细胞和极核的分裂不需要受

精，但是龙须草花粉在柱头上的萌发与花粉管的有限生长过程中，可能会释放出

一些生理活性物质(如激素)而刺激和促进无融合生殖的发生，因此花粉参与条

件下具有更高的结实率，无花粉参与时结实率很低。曾有报道称自发型无融合生

殖植物胚和胚乳的发育需要花粉的刺激或某种信号的传导(Asker，1992；

Koltunow，1993)，如我们在龙须草中也观察到50％左右为传粉后的迟发生胚(Yao

41
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Ct a1．，2004)；另外一个可能的原因就是龙须草无融合生殖胚乳的发生可能有一

部分需要受精，对此仍需要进一步大量细致的细胞胚胎学观察和验证。在已报道

的禾本科无融合生殖植物中，胚乳自发形成的种类很少见(黄群策，1998)，而

胚乳在植物种子形成中的作用是至关重要的。由此可见龙须草的无融合生殖特性

相当复杂，需要通过进一步的遗传学实验与细胞胚胎学实验一起反复论证。

vail Dijk(2003)认为，花粉等雄性功能的维持，对兼性无融合生殖植物来讲，

除了能够更好的适应环境，维持物种的多样性外，还可摆脱因无融合生殖越积累

越多的有害基因。因此龙须草种群中存在少数有性生殖个体、能够形成正常的雄

性配子，可以使龙须草在一定程度上获得进化的优势，作为无融合生殖的一种补

充。

4．2龙须草无融合生殖后代与有性生殖后代的关系

对于所有已知的无融合生殖机理和大多数被深入研究的无融合生殖类型，都

报道在无融合生殖植物中出现一定程度的有性生殖是可能的，因此大多数无融合

生殖植物都属于兼性无融合生殖。对龙须草不同类型杂交后代的检测结果表明，

93．48％的子代与母本共享特异引物扩增出的分子标记带型，表明后代没有父本的

遗传物质而来自于母本，为无融合生殖的结果。但在检测中也发现在星子与山阳、

西峡的杂交后代中，出现与母本带型不一致的情况．星子为父本山阳-4为母本的

杂交后代获得了父本的特异带型，而星子为父本西峡为母本的杂交后代丢失了母

本的条带。这表明其子代遗传物质相对于母本发生了改变，这种改变可能与减数

分裂和有性生殖有关。

在兼性无融合生殖中，配子体无融合生殖可通过减数或者不减数的卵细胞形

成杂合体。所以兼性无融合生殖后代的染色体倍性会发生一系列的变化，产生的

后代包括(1)母本严格的无融合生殖(2n+0)；(2)单倍体，由减数的雌配子产

生(n+0)；(3)不减数卵细胞与减数的精细胞融合(2n+n)；(4)减数的卵细胞重

组(n+n)：或者更稀少的(5)母本变化通过自体融合(Nybom 1996；Savidan，2000)。

例如在无孢子生殖材料H．piloselloidcs的杂交后代中，在遗传上与母本完全相同

的个体(2n+O)占后代总数的97．05％，单倍体后代(n+0)占0．94％，杂交后代(n+n)

占后代的1．91％，杂交后代(2n+n)占后代的O．1％。此外在无融合生殖植物的大

孢子母细胞的减数分裂过程中，会有染色体丢失的情况发生。如在无融合生殖植
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物飞蓬的研究中发现，一种二倍体孢子生殖的植株与二倍体有性生殖植株杂交，

其杂交后代出现了非整倍的染色体，如2n=35(4n．1)和2n=34(4n．2)，研究者证明

其是在受精前卵细胞丢失了母本的染色体。这些非整倍体丢失了母本的分子标

记。在龙须草研究中，我们同样发现利用$61引物扩增星子与西峡的杂交后代时

发生了丢失母本分子标记的情况，故推测有以下几种情况，(1)后代为单倍体

(n+O)，(2)有性生殖卵细胞在受精前丢失了母本的染色体，(3)因为有性生殖

的重组而失去母本特异序列。在利用引物$161扩增后，我们发现星子与山阳-4

杂交的一株后代获得了父本特异条带(图3．3)，这显然是有性生殖的结果。这种

后代的倍性有两种情况，或者为n+n，或者为2n+n。前者为减数分裂后的卵细胞

与减数精细胞融合结果，而后者为不减数卵细胞与减数的精细胞融合的结果．这

个杂交后代具体是哪种倍性情况，需要对其染色体数目进行测定。

龙须草为无孢子生殖植物，是由特殊的珠心细胞发育成不减数的胚囊，在胚

珠发育过程中观测到有性生殖的大孢子母细胞，但未见发育成熟的7细胞8核有

性胚囊，也没有观察到受精现象。在本实验的授粉学研究也未观测到花粉深入胚

囊，结合杂交后代检测结果，龙须草的无融合生殖程度很高，而有性生殖程度很

低(6．52％)。在今后对龙须草的无融合生殖后代分析的研究中，在RAPD分析标

记检测的基础上，如果采用流式细胞仪对后代的染色体倍性进行评估，有助于对

无融合生殖性状的遗传有更深一步的认识。
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结论

本课题对龙须草根尖染色体数目、核型和花粉母细胞减数分裂过程染色体行

为进行了研究，得出龙须草体细胞染色体为40条，核型公式为2n=40=18m+2sm，

核型分类为Stebbin’s 1B型。龙须草花粉母细胞减数分裂为连续型胞质分裂，终

变期染色体构型为20Ⅱ，在其减数分裂过程中出现落后染色体和微核等异常现

象。综合分析认为龙须草是一个异源四倍体植物，具40条染色体。

对湖北郧西、郧县、杨溪镇、丹江口、凉水河，河南内乡、浙川、西峡，陕

西洋县、山阳，广西百色、广东星子山等5个省份的12个龙须草居群进行RAPD

分析和形态特征观测，12个龙须草居群可分为4个类型：类型I为河南、湖北、

陕西山阳等9个居群；类型Ⅱ为广东星子山居群；类型Ⅲ为陕西洋县居群；类型

Ⅳ为广西百色居群。

利用RAPD分子标记检测了龙须草46株杂交F1代，其中3株F1子代，噪。

检测到与其母本的遗传差异，1株Fl子代来自有性生殖方式；而其萌发的花粉

管生长速度缓慢，而且生长有限，基本上没有能够到达子房进入胚珠的。分析认

为龙须草为兼性无融合生殖植物，无融合生殖程度较高，约93．5％．
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刘传兜：无融合生殖龙须草的细胞学和遗传学研究

图版与图版说明

PIates and expIanations

图版I 龙须草体细胞染色体和花粉母细胞减数分裂过程

1．2．具有40条染色体的根尖细胞

3．具有80条染色体的根尖细胞

4．具有20条染色体的根尖细胞

5．减数分裂细线期

6．粗线期，可以识别部分染色体构型(箭头)

7．终变期，示20个二价体。

8．终变期，示单价体(箭头)

9．10．中期I，分布在赤道板外的1条染色体、(箭头)

11．中期I，示染色体不同步分离(箭头)

12．中期I，示染色体正常分离

13．14．示3个落后染色体(箭头)

15．示1个落后染色体

16．中期Ⅱ，示染色体正常同步分离

17．中期Ⅱ，示一个染色体在赤道板外(箭头)

18．19．后期II，示落后染色体(箭头)

20．末期II，示微核(箭头)

21．十字型四分体

22．非连续型胞质分离

23．24．刚释放出来的小孢子，具明显的微核(箭头)

Plate I The chromosomes of somatic and the process of the pollen mother cells

meiosis in Eulaliopsis bmam ，

_t

Plate I The chromosomes of somatic and the process of the pollen mother cells

meiosis in Eulaliopsis bmam

1·2．The root卸cells containing 40 chromosomes

3．The root tip ceils containing 80 chromosomes

4．The root lip cells containing 20 chromosomes

52



竺±奎些查兰堡主旦塞丝兰

5．Leptotene．

6．Pechytene，Some chromosomes structure may be indenfied(arrow)．

7．Diakinesis，Showing 20 bivalents．

8．Diakinesis，Showing univalent(mow)．

9．10．Metaphase I，One chromosome orientated away from the equatorial plate

(mows)．

11．Metaphase I，Showing chromosomes separated asynchronously(mows)．

12．Metaphase I，Showing chromosomes separated normolly．

13·14．Anaphase I，Showing 3 lagged chromosomes(mows)

15．Showing 1 lagged chromosome(mow)

16,Metaphase II，Showing chromosomes separated normolly

17．Metaphasc II，One chromosome orientated away from the equatorial plate(arrows)

18—19．AnaphaseII。Showinglagged chromosomes(arrows)

20．TelophasoⅡAtetradwith S smallmicronudeus(mow)

21．Sporads．Showing“+，’structure

22．Not successive cytokinisis

23·24．Showing somc pollen蛐with a small micronucleus(mows)
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图版I龙须草根尖细胞染色体和花粉母细胞减数分裂过程

Plate I The chromosomes of somatic and the process of the pollen mother cells
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刘传虎；无融合生殖龙须草的细胞学和遗传学研究

图版n

l-从不同的分布区采集的龙须草栽培于温室

2．类型I龙须草的形态

3．类型Ⅱ龙须草的形态

4．类型I和类型II相互杂交后F1代龙须草形态

5．成熟花粉粒I-KI染色示花粉活力

6．龙须草花粉管弯曲生长不能进入柱头

7．龙须草花粉管进入柱头

8．散粉后9-10h花粉和柱头

PlateII

1．The E．binata from different population growthing in green-house

2．The morphology of type I ofE．binata

3．The morphology of type II ofE．binata

4．The morphology of F1 ofE．binata

5．Showing vigor of pollen after staining by I-K／

6．Showing pollen tube curved On the surface of sigma orE．binata

Z Showing the pollen tube elongated into stigma cell ofE binata

&Showing stigma and pollen after anthesis 9-lob
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图版Ⅱ

PlateⅡ



刘传虎：无融合生殖龙须草的细胞学和遗传学研究

致谢

本研究和论文写作是在导师姚家玲教授的悉心指导下完成的，在三年的求学

生涯中，导师在学习和生活上给予了无微不至的关怀和引导。导师治学态度严谨、

为人谦逊正直、对待工作兢兢业业、对科学孜孜以求。这些宝贵品质永远值得我

学习．衷心感谢导师多年来的指导和教诲!

在本次实验设计过程中，胡春根、陈春丽、张友德，刘彦老师给予了热情指
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方便和帮助，特向他们表示衷心的感谢!

本科生周云、冷正华、高欣、马昱、李学科、张秋平、张权和师弟旷乐参与

了部分试验工作，付出了辛勤劳动；师兄周兆喜、陈智慧在试验方法上给予了指

点和帮助；同学闫立霞，师弟杨波，范俊强、颜克亮，师妹赵莎、刘丽、邓芳、

史银莲在整个实验过程中给予了支持和关心；植科院刘铁芳、水产学院孟丽霞、

重点实验室胡志勇、武大的马路在数据处理上提供了帮助，在此一并向他们表示

我最诚挚的谢意!

朋友于淼、赵开进、徐雪峰、袁秉政和我的家人，他们在精神上给予了我源

源不断的鼓励，在物质上也为我提供了良好的条件，使我得以顺利完成学业，感

谢他们!

再次向所有关心和帮助过我的老师、同学们表示衷心的感谢1
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附录

附录一植物核型分析的标准

1．染色体数目

一般以体细胞染色体数目为准。统计细胞数目应在30个以上，其中85％以

上的细胞具有恒定一致的染色体数，即可认为是该植物的染色体数目。

2．染色体长度

1)绝对长度(或实际长度)：均以微米表示。

绝对长度(或实际长度)=放大的染色体长度(毫米)／放大倍数X1000

2)相对长度：均以百分比表示。现以Levan(1964)的公式为准，即

相对长度=染色体长度，染色体组长度X 100

3)染色体相对长度系数(1、R、L)：这是郭幸荣等(1972)提出的对染色

体长度进行分类的方法，即

染色体相对长度系数=染色体长度／全组染色体平均长度

I、R、L<0、76，为短染色体(S)

0、76≤I、R、L≤100，为中短染色体(M1)

1、0．1≤I、R、L≤125，为中长染色体(M2)

I、R、L≥126，为长染色体

4)染色体长度比：这是指核型中最长染色体与最短染色体的比值，即

染色体长对比=最长染色体长度，最短染色体长度

3．臂比
’

臂比公式计算如下； 臂比=长臂，短臂

4．着丝粒位置

注：以上述臂比值确定



5．核型分类

Stebbins(1971)参照生物界现有的核型资料，根据核型中染色体的长度

比和臂比两项主要特征，用以区分核型的对称和不对称程度，并将其分为12

种类型，如下表所示。

最长／最短 壁些盔主!!!塑墨鱼堡亘坌些
0．0 0．01～0．5 0．5～O．99 1．0

<2：1 1A 2A 3A 4A

(2：1)～(4：1) 1B 2B 3B 4B

>4：1 1(3 2(3 3C 4C
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附录二研究生期间发表论文和参加的学术会议

一， 研究生期间发表论文

1．刘传虎，周兆喜，周云，姚家玲+．不同居群龙须草RAPD分析及分类研

究．西北植物学报，2006，26(5)：915．920

2．刘传虎，张秋平，姚家玲+，陈春丽．龙须草核型分析和花粉母细胞减数

分裂的细胞学研究．中国农业科学，2006，(接收发表)．

3．周云，姚家玲+，旷乐，刘传虎．被子植物胚乳自主发生的分子机理研究

进展．西北植物学报，2005，25(12)562．2568

二， 研究生期间参加的学术会议

1．于2003年12月参加湖北省既武汉植物学学会年会

2．于2004年12月参加湖北省既武汉植物学学会年会

3．于2005年10月参加中国农业科学创刊40周年纪念大会
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