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天然四倍体红江橙与其二倍体的
植株形态学和遗传组成比较①

王　莹,　李晓林,　梁国鲁,　向素琼

西南大学 园艺园林学院,重庆４００７１５

摘要:对天然四倍体红江橙与其二倍体的植株形态学和基因组遗传组成进行了比较．天然四倍体红江橙植株表现

出与二倍体明显不同的植株形态特征,尤其是:生长较缓慢,树冠较小,树高与干周为二倍体的０􀆰８９和０􀆰８３倍;

春梢长度仅为二倍体的０􀆰７倍,春梢成熟叶片叶形指数减小,为二倍体的０􀆰８７倍,叶片厚度增加明显,为二倍体

的１􀆰３６倍、对天然红江橙四倍体基因组遗传组成的 GISH 与SSR分析显示,天然四倍体红江橙是由二倍体加倍而

来的同源四倍体,但又与二倍体基因组的遗传组成存在 DNA水平上的变异．
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红江橙(Citrussinensiscv􀆰 Hongjiangcheng)栽培品种为二倍体,它发现于广东省红江农场,因此

得名．红江橙是一个早结、丰产、品质优良的甜橙类品种,也是我国能与国外优良甜橙媲美的少数橙

类品种之一．但是红江橙平均每个果实约有２０粒种子的状况严重影响其可食性和商品性[１],所以,

其育种的主要目标就是减少红江橙的种子数．虽然目前通过芽变选种获得了一些无核(少核)选系[２],

但大多数选系后来被证明是不可遗传或者产量不够高和品质不够优良[３－５],因此至今也没有出现大

面积无核(少核)红江橙用于商业生产．由于四倍体材料的育性降低可能使种子数减少,同时四倍体也

可以作为培育三倍体无核品种的育种亲本．因此,本研究对获得的天然四倍体红江橙,比较其与二倍

体红江橙的植株形态学特征差异,同时采用具有高多态性与共显性优点的简单重复序列(simpleseＧ

quencerepeat,SSR)分子标记和基因组原位杂交(Genomeinsituhybridization,GISH)技术初步比较二

者的遗传组成,为今后四倍体材料的利用积累资料．

１　材料与方法

１􀆰１　植物材料与植株形态学观察

天然四倍体红江橙(２n＝４x＝３６)为从红江橙实生苗中筛选获得,以同期栽植的红江橙二倍体(２n＝
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２x＝１８)植株为对照,观察５年生天然四倍体生长状况,选择发育时期相同的植株,测量其高度、干周、

当年春梢长度及春梢成熟叶片的长度、宽度和厚度,春梢长度和叶片每株各测３０个求平均值．二倍体植

株取５株求平均值．

１􀆰２　天然四倍体红江橙与二倍体的GISH与SSR分析

基因组DNA的提取采用改良CTAB法并加以改进[６－７]．SSR引物来自于文献[８－９],引物序列委托

上海生工生物工程技术服务有限公司合成．SSR扩增体系采用２０μL反应体系,PCR扩增程序及电泳检测

参考文献[１０]进行．GISH 分析中的染色体制备参考文献[１１]的去壁低渗火焰干燥法,探针为二倍体的红

江橙基因组DNA进行地高辛(DIG)标记,GISH 杂交流程参考文献[１２]．

２　结果与分析

２􀆰１　天然四倍体红江橙与二倍体植株形态学比较

天然四倍体红江橙植株与二倍体相比表现出明显不同的植株形态特征,主要表现为:生长较为缓

慢,树冠较小(图１(d)),树高与干周分别为二倍体的０􀆰８９和０􀆰８３倍(表１);春梢较二倍体短但抽发

更密集,长度仅为二倍体的０􀆰７倍,春梢成熟叶片色泽较二倍体更浓绿,宽度变宽,叶形指数减小,

为二倍体的０􀆰８７倍(图１(a)Ｇ(b));尤其是叶片厚度增加明显,天然四倍体叶片厚度范围为０􀆰３５~

０􀆰４０mm,平均为０􀆰３８mm;二倍体叶片的厚度范围为０􀆰２５~０􀆰３０mm,平均为０􀆰２８mm,四倍体

叶片厚度为二倍体的１􀆰３６倍．

(a)天然四倍体叶片;(b)二倍体叶片;(c)二倍体植株;(d)四倍体植株．

图１　天然四倍体红江橙与二倍体植株树体与叶片比较

表１　天然四倍体红江橙与二倍体植株树体与叶片比较

倍性类型
树高/

m

干 周/

cm

春梢长度/

cm

春梢成熟叶片

厚度/mm 长度/cm 宽度/cm 叶形指数(长/宽)

天然四倍体 １􀆰９３ １５􀆰５０ ７􀆰３０ ０􀆰３８ ７􀆰４７ ４􀆰２３ １􀆰７６

二倍体 ２􀆰１６ １８􀆰７０ １０􀆰５０ ０􀆰２８ ８􀆰１０ ４􀆰００ ２􀆰０２

２􀆰２　天然四倍体红江橙与二倍体的GISH 分析

以红江橙二倍体的基因组DNA为探针,对自身染色体进行GISH 结果(图２(a)Ｇ(c))显示所有１８条染

色体每条上均有杂交信号且基本分布于整条染色体上,但信号亮度并不完全一致．间期细胞核中也如此(图

２(d),(e))．而以红江橙二倍体为探针,对天然四倍体红江橙染色体的 GISH 结果(图２(f)Ｇ(k)),信号亮度

比二倍体自身 GISH 要稍暗,但也基本每条染色体上都有覆盖整条染色体的信号,可以认为天然四倍体是

由二倍体红江橙加倍而来的同源四倍体．
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(a)Ｇ(e):红江橙二倍体的自身GISH;(f)Ｇ(k):红江橙天然四倍体的GISH;(a),(f),(i):PI衬染;(b),(d),(g),(j):杂交信号;(c),(e),

(h),(k):信号合成图．(k)中标尺适用于所有图片,表示５μm．

图２　红江橙二倍体(２n＝２x＝１８)和天然四倍体(２n＝４x＝３６)的GISH结果

２􀆰３　天然四倍体红江橙与二倍体的SSR分析比较

２１对SSR引物对天然四倍体红江橙与二倍体的SSR分析结果表明,１３对引物扩增带纹与二倍体

完全一致,８对引物扩增带纹表现有差异．与二倍体相比,天然四倍体红江橙的扩增带纹差异主要表

现为３种情况:２对引物扩增时出现了带纹缺失(图３(a),绿色箭头指示);５对引物扩增时出现了新

增带纹(图３(b),红色箭头指示);既发生带纹缺失又新增带纹的有１对引物(图３(c),红色箭头示新

增带纹,绿色箭头示带纹缺失)．２１对SSR引物对天然四倍体红江橙与二倍体的SSR分析结果表明天

然红江橙四倍体与二倍体的基因组在很大程度上呈现相似性,但也出现了 DNA 的变异,并不是二倍

体红江橙的简单加倍．

绿色箭头示四倍体缺失带纹,红色箭头示四倍体新增带纹．(a)CAC１５引物扩增时４x发生带纹缺失;(b)cAGG９,TAA３,CT０２,CTT０１,

CAC３９五对引物扩增时４x出现新增带纹;(c)TAA３３引物在扩增时既发生带纹缺失又出现新增带纹．

图３　红江橙二倍体和天然四倍体部分引物的SSR带纹

３　讨　论

柑橘种子的多少,直接关系到鲜食的方便性和影响果汁加工程序以及果汁的风味,因此无核或少核特

性是柑橘育种中关注的重要性状之一．长久以来,多倍体一直被认为是可以改良作物品种的一种重要方

式[１３],并且随着倍性增加,许多植物种类会出现生长速率的下降[１４]、二倍体的树体高度和树冠均明显大于

四倍体、四倍体的叶片更厚更宽[１５]的现象．本文的天然四倍体红江橙也是表现出这种生长趋势与叶片特征．
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但四倍体的产量通常较二倍体低,因此一般认为不太具商业生产潜力．通常四倍体的用途是作为亲本来培

育无核三倍体品种．柑橘上现已释放的三倍体商业品种有“Oroblanco”,“melogold”,“Tacle”,“winola”等．
以往柑橘天然多倍体的来源研究一般认为从二倍体多胚品种中发现的天然四倍体是由珠心细胞加倍而来

的,也就是说,是母本加倍的同源四倍体．本文的红江橙为一多胚甜橙品种,GISH 分析结果基本可表明天

然四倍体红江橙是二倍体加倍而来的同源四倍体．关于对同源四倍体柑橘遗传组成分析的研究,洪柳等

人[１６]对从多胚品种椪柑中获得的７株四倍体与其相应的二倍体进行了SSR比较分析,在结果中显示所选

用的引物未见差异,认为这７株四倍体全部是由四倍体珠心细胞发育而来的同源四倍体．而在本文对多胚

品种的红江橙天然四倍体进行SSR分析时,却又发现与其二倍体之间存在带纹差异．这与汪卫星等人对四

倍体红江橙的４５SrDNA的FISH 分析认为是同源四倍体但也可能发生了染色体的断裂或易位的结果基本

一致[１７]．而这种DNA水平的差异在其他同源四倍体的分析中也得到证实[１８－１９],导致这种不同结果出现的

原因可能是多胚品种的天然四倍体虽都认为来源于珠心细胞的染色体加倍,但在天然实生苗群体中,有的

在加倍过程中仅为简单的加倍,有的还发生了DNA序列上的变化,这也表明天然实生苗中的同源多倍体

也是含有丰富变异的材料,可为培育植物新品种提供丰富的育种资源．
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MorphologicalComparisonandGeneticDifference
BetweenaNaturalTetraploidandtheDiploid

ofCitrussinensiscv􀆰Hongjiangcheng

WANG　Ying,　LIXiaoＧlin,　LIANGGuoＧlu,　XIANGSuＧqiong
SchoolofHorticultureandLandscapeArchitecture,SouthwestUniversity,Chongqing４００７１５,China

Abstract:Acomparisonwasmadeofthemorphologicalcharacteristicsandthegeneticcompositionofthe

genomebetweenthediploidandnaturaltetraploidof“Hongjiangcheng”．Morphologically,thetetraploid

wasshowntobestrikinglydifferentfromthediploidplants．Ithadpoorergrowthrateandsmallertree

crown．Theheightandcircumferenceofitstrunkwas０􀆰８９and０􀆰９０timesthoseofthediploid,respectiveＧ

ly．Thelengthofvernalshootsofthetetraploidwas０􀆰７timesthatofthediploid．TheleavesofthetetraＧ

ploidwerebroaderandobviouslythickerthanthoseofthediploid．Theleafindexandtheleafthicknessof

thetetraploidwere０􀆰８７and１􀆰３６timesthoseofthediploid．GISH (genomeinsituhybridization)andSSR

analysesofthegeneticcopmsotionofthegenomeshowedthattheteraploidplantwasanautotetraploid,

resultingfromchrmosomomedoublingofthefemalediploidandthatsomeDNAvariationsoccurredbeＧ

tweenthenaturaltetraploidandthediploid．

Keywords:Citrussinensis;tetraploid;genomeinsituhybridization(GISH);simplesequencerepeat(SSR)
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