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摘要# 利用荧光显微镜对野生厚朴">&+%"'0& "((0*0%&'0C#自然条件下柱头黏附花粉的数量)自花授粉和同株异花授

粉时柱头黏附花粉)花粉萌发及花粉管生长过程进行观察( 结果显示!自然传粉条件下只有 $"`的柱头上可以观

察到花粉!且每个柱头上黏附的花粉量少%自花授粉后柱头上可以黏附大量花粉!但花粉不能萌发%同株异花授粉

后柱头上可黏附大量花粉!花粉可以萌发!但萌发时间推迟!且授粉 * J后!多数花粉管停止伸长!花粉管伸长过程

中出现末端膨大)生长扭曲等现象!花粉管生长过程中还伴随着一系列胼胝质反应!在柱头上与花粉管的接触处

和乳突细胞表面都可以观察到胼胝质!胼胝质的产生阻碍了花粉管的正常伸长( 因此!缺乏传粉昆虫和存在受精

前障碍是野生厚朴濒危的 " 个重要原因(
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!!植物的濒危机制有物种内外两方面的因素!其

内在因素主要是遗传)生理)发育和生殖等方面*$+

(

被子植物的有性生殖一直是植物发育生物学研究

的热点问题!其中!受精作为植物生活史的重要组

成部分!受到越来越多的关注*"+

!而利用荧光显微

镜观察花粉在柱头上的发育状况!为植物生活史的

研究提供了便捷)准确的方法( 近年来!一些学者

利用荧光显微镜对花粉管的萌发进行了研究!但多

数学者主要通过观察授粉后柱头上黏合的花粉数

及花粉管伸长情况研究植物的受粉习性或不同物

种杂交后花粉 柱头的亲和情况*% '(+

!极少数学者把

柱头上花粉萌发的荧光显微镜观察作为研究植物

濒危机制的一种手段*/+

(

野生厚朴">&+%"'0& "((0*0%&'0C#是木兰科木兰属

的落叶乔木!为国家二级保护濒危种*&+

!有关野生

厚朴濒危机制的研究很多!但主要集中在花部综合

特征)种子的萌发特性)果实和种子的变异等方

面*$# '$"+

!尚鲜有人通过花粉管在柱头上的发育过程

来研究其濒危机制( 木兰科主要的传粉昆虫为花

金龟科与丽金龟科的甲虫*$%+

!虽然两者的传粉效率

较高!但野生厚朴通常相距较远!且能够正常开花
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结果的厚朴一般比较高大!因此!甲虫在传粉时自

花传粉或同株异花传粉较多( 鉴于此!笔者主要利

用荧光显微镜对野生厚朴自花传粉和同株异花授

粉后花粉在柱头上的黏合)萌发及生长过程进行观

察!以探讨野生厚朴濒危的原因(

:;材料与方法

:>:;试验材料

以富阳亚热带林业研究所自然种群中的野生

厚朴为材料!供调查植株年龄均在 "# 2以上!生长

状况良好!每年能正常开花结果(

:><;试验方法

:><>:;昆虫传粉条件下的花粉萌发及花粉管生长

过程观察

于 "#$$ 年 , 月厚朴开花时!采集花被片和雄蕊

脱落且无香味的盛花末期的厚朴花朵 $# 朵带回实

验室!用福尔马林 乙酸 乙醇混合液"-..#固定 "*

J以上!之后将材料取出放入
!

r,#`和
!

r%#`的

酒精中分别过渡 #), J!然后用蒸馏水反复冲洗( 因

厚朴柱头粗大!因此在染色之前需要进行软化处

理!使组织能被压成薄层!以利在显微镜下检查花

粉管( 软化的方法有若干种!常用的是用 12]T软

化!12]T浓度和时间因软化材料不同而异*$*+

( 前

期试验发现!用 * B=C,Q

'$

12]T溶液处理 "* J 对

厚朴柱头的软化效果最好( 软化后的材料用蒸馏

水冲洗!浸泡在含 #)$ B=C,Q

'$

N

%

H]

*

的 $ 6,Q

'$

水溶性苯胺蓝溶液中染色 "* J( 材料染色完全后置

于载玻片上!加 $ 滴原来的染色液!加上盖片!用镊

子稍加压力!使花柱展开!最后用Q<5E2_F*###X荧

光显微镜在紫外光源下观察柱头黏附花粉的数量)

花粉的萌发)柱头乳突细胞的胼胝质产生及花粉管

的生长过程!并拍照记录( 花粉粒观察的计数方

法$每朵花取 $# 个柱头!每个柱头在显微镜下取 %

个不同的视野分别计数!取 % 次的平均数作为该柱

头的花粉粒数(

:><><;人工授粉后花粉萌发及花粉管生长过程

观察

野生厚朴初花期时外轮 % 枚花被片展开!内轮

花被片镊合!雄蕊未成熟且花粉尚未散出!因此采

集自然种群中带有处于初花期的野生厚朴花苞的

枝条 +# 枝!并带回实验室水培( 待厚朴花开放到盛

花期时对其中 %# 朵花进行自花授粉!另外 %# 朵进

行同株异花授粉!分别取自花授粉和同株异花授粉

后 ")*)/)$")"* J的柱头各 %# 个!对其进行处理和

观察!方法如 :><>: 节所述(

<;结果与分析

<>:;自然传粉条件下的花粉黏附(萌发及花粉管

生长

!!共观察自然传粉条件下的 $## 个柱头!结果发

现 $"`的柱头上可黏附花粉( 在 %## 个视野内!只

有 "* 个视野内可观察到花粉( 在可观察到花粉的

视野内!花粉数量极少!平均每个柱头上可黏附的

花粉数约为 #)$+( 前期研究发现!野生厚朴的结实

需要传粉昆虫!由此推测!自然条件下野生厚朴可

能因缺少授粉昆虫!以至于自然传粉时柱头黏附的

花粉粒少!这可能是导致厚朴濒危的原因之一( 另

外!可能因样本量少!只有极少数的花粉萌发1图 $

"2#2!其原因可能是昆虫对大多数的花朵进行了自

花传粉!引起自交不亲和!花粉不能萌发(

<><;人工授粉条件下的花粉黏附(萌发及花粉管

生长

<><>:;花粉粒在柱头表面的黏附及萌发

黏附到柱头上的花粉能否萌发是柱头 花粉相

互作用的重要环节!荧光显微镜下观察到的萌发的

花粉形态见图 $"W#( 对野生厚朴进行自花授粉后

观察!结果发现其柱头可黏附的花粉数较多!但授

粉后 " h"* J 内均没有萌发1图 $"E#2( 对同株异

花授粉后的柱头观察发现!其柱头上的花粉数较

多!部分花粉可以萌发1图 $"K# h"5#2!说明同株

异花授粉的花粉 柱头亲和性比自花授粉的亲和

性好(

<><><;花粉管的萌发伸长

花粉管在柱头中的伸长情况可以反映花粉与

柱头的亲和能力( 正常情况下!花粉管通过乳突细

胞的壁向下生长进入柱头!但在厚朴花粉管伸长的

观察过程中发现!厚朴花粉在柱头上萌发率较高!

但与离体萌发法培养的花粉相比!其萌发时间明显

推迟( 前期试验发现 ", i条件下离体萌发法培养

的盛花期的花粉多在培养后 $), h" J 时萌发!离体

萌发法培养的花粉 " J时的萌发情况见图 $"4#( 而

人工授粉后 " J荧光显微镜下柱头上多数花粉尚未

萌发!仅有少数花粉开始萌发!其花粉管发出荧光!

此时萌发的花粉粒伸出的花粉管很短!其长度不超

过花粉粒的直径1图 $"<#2!* J 后!花粉管几乎停

止伸长( 由图 $"># h"5#可知!同株异花授粉后 *)

/)$" 和 "* J时的花粉管长度在同一水平!花粉管在

伸长过程中出现各种形态!多在乳突细胞表面就开

始萌发!花粉管伸长过程中有的停止伸长!有的尖

端膨大!有的在柱头表面扭曲缠绕!难以进入柱头
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乳突细胞( 同时!在花粉管开始萌发后!在其与柱

头乳突细胞接触的部位观察到花粉管有胼胝质沉

积!部分乳突细胞表面也会产生胼胝质1图 $"># h

"6#2!胼胝质在荧光显微镜下发出黄绿色荧光( 这

与许多学者研究结果*%!,!(+相同!这种胼胝质的形成

阻碍了花粉管伸长及进入柱头( 在极少量的压片

中观察到花粉管进入花柱!花柱周围组织也产生了

大量胼胝质1图 $"c#2

2-自然传粉条件下柱头上的花粉量少% W-野生厚朴花粉萌发时的形态% E-自花授粉后柱头上黏附的花粉%

K-同株异花授粉后柱头上黏附的花粉% <-授粉后 " J柱头上黏附的部分花粉开始萌发% >-授粉后 * J花粉管伸长!

部分花粉管末端膨大!部分乳突细胞表面产生胼胝质% 6-授粉后 / J的花粉管与 * J时相比停止伸长!且部分花粉管尖端膨大!

部分花粉管在柱头表面扭曲生长% J-授粉后 $" J的花粉管停止伸长!部分进入花柱的花粉管生长扭曲% 5-授粉后 "* J的花粉管未继续伸长!

且多数末端膨大或生长扭曲% 4-离体萌发法培养的盛花期的厚朴花粉培养后 " J时的萌发状态% c-花粉管进入花柱!花柱周围产生大量胼胝质(

图 :;野生厚朴花粉萌发及花粉管生长过程的荧光显微观察

M'G6:;P7&,1D#5'("()A($$,"G,1-'"#5'("#"4A($$,"507,G1(95+()

9'$43'4&+"*' +55*1*&'"*.5+1(0G+)$0(1,&2,"2,-'21(&2(A,

=;讨论

授粉后!花粉与柱头表面的乳突细胞发生水合

作用!之后花粉黏附到柱头上!这是花粉与柱头相

互识别反应的关键一步( 黏附在柱头表面的花粉

粒数量是评价两者亲和性的重要指标!可以反映其

相互作用的强弱*(!$, '$&+

( 通过脱色苯胺蓝染色法

对厚朴花粉 柱头互作的研究表明!野生厚朴结实率

低的原因之一是其授粉后存在严重的受精前障碍(

自然条件下野生厚朴柱头黏附的花粉数量少!说明

其缺乏传粉昆虫!人工对野生厚朴进行自花授粉

后!黏附的花粉粒较多!但均不能萌发( _MF.D

等*"#+认为 D基因"当雌雄性器官具有相同的 D基因

时!交配不亲和!雌雄双方的 D基因不同时交配则能
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亲和#参与的雌蕊读出系统与雄性单位所携带的信

息相互作用的第一阶段是黏附和水合!该阶段出现

障碍表现在柱头黏附的花粉数量少或黏附的花粉

不能正常萌发( 对野生厚朴进行人工自花授粉后!

虽然其柱头黏附了较多花粉!但均不能萌发!说明

其花粉 柱头亲和性差( 同株异花授粉的花粉可以

萌发!但大多数花粉管在授粉后 * J 停止伸长!且花

粉管生长过程中末端膨大或出现扭曲!说明花粉 柱

头的亲和性较差!但从同株异花授粉柱头上花粉的

萌发情况看!花粉萌发率较高!这与朱彤等*"$+对大

叶黄杨")#"%,1#CO&B"%0*#C#花粉与柱头相互作用

的研究结果相似( 有学者认为无论柱头与花粉是

否亲和!大量授粉后!花粉受&群体效应'的影响均

容易黏附)水合并萌发*"$ '"%+

!该结论与 _;B28的观

点不一致!因此!花粉萌发是否能够证明花粉 柱头

的亲和性仍需借助其他物种和其他手段!如分子手

段进一步研究(

虽然野生厚朴柱头上黏附的花粉萌发率较高!

但花粉萌发时间较花粉离体萌发法中的花粉萌发

时间推迟!且部分萌发的花粉在其接触的乳突细胞

表面产生胼胝质!阻碍了花粉管的穿行!花粉管无

法顺利进入花柱完成受精( 而 DF7VT

*"*+的研究表

明!如果花粉与柱头间的亲和性强!花粉粒可以正

常萌发且其尖端分泌的角质酶可分解柱头表面的

角质层!进而进入花柱继续生长%若花粉不能正常

地伸长!则说明野生厚朴花粉与柱头间的亲和性较

弱!阻碍花粉管进入花柱( 另外!花粉和柱头出现

的其他不同程度的不亲和反应表现在柱头表面上

伸长的花粉管出现扭曲)肿胀)结合和分枝等现象!

这可能与胼胝质的产生有关( 笔者试验中!有极少

量的花粉管能够伸入到花柱中!推测可能是某些柱

头尚未对花粉建立起有效的不亲和防御机制!少量
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*"+ '"(+报道的现象一致!这些形态和生物学上的

原因可能共同导致授粉后厚朴结实率低( 异柱异

花授粉后花粉 柱头的亲和性)花柱中花粉管的伸长

情况及其能否顺利到达子房进行受精目前尚不清

楚!需要进一步研究!以便为提高人工授粉后植株

的受精率提供理论依据(

针对厚朴受精前障碍导致的物种濒危!必须采

取一定措施克服花粉与柱头间的不亲和!可以通过

试管受精)在柱头表面喷施生理活性物质)蕾期预

授粉)重复授粉)花粉蒙导等方法*"/ '%#+尝试克服厚

朴受精前障碍(
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