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授粉方式对流苏石斛结实率及种子活力的影响
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摘要:选择流苏石斛 (Dendrob ium fim br ia tum )这一有重要药用价值的濒危物种进行不同方式的人工授粉实

验,检测了其种子的活力和萌发率.结果表明, 流苏石斛自交部分不亲和, 自交表现出近交衰退. 异交 (居群内

和居群间 )的结实率、有活力胚种子的比率及种子的萌发率均显著高于自交的, 居群间异交有活力胚种子的比

率显著高于居群内异交的. 对流苏石斛实施保护,要注意加强居群间的基因交流,居群间人工异交授粉可能是

一种比较好的方法.
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  流苏石斛 (D endrobium fimbriatum H ook) ,又名

马鞭石斛、旱马鞭、草石斛等, 兰科 ( O rchidaceae)

石斛属多年生植物,附生于海拔 600~ 1 700m的阴

湿岩石上或密林中树上, 在我国产于广西、云南和

贵州, 印度、锡金、不丹、缅甸、越南、泰国也有分

布
[ 1]

.流苏石斛是5中华人民共和国药典6收载的 5

种药用石斛属植物之一, 含有多种药效成分,具有

很高的药用价值
[ 2]

. 由于其生长缓慢、繁殖率低,

性喜湿润且通风良好的环境,对生境要求严格等生

物、生态学特性, 加之受到生境严重片断化以及人

们过度采挖等因素所带来的干扰,流苏石斛的野外

资源破坏严重,有的地区甚至临近枯竭
[ 3 ]

,因此对

其实施保护已成为当务之急.

2008年 4月, 我们在西双版纳热带植物园的

苗圃温室中对流苏石斛进行了不同方式的人工授

粉实验,评估不同授粉方式对流苏石斛的结实率、

有活力胚种子的比率以及种子萌发率的影响, 了解

该植物的繁殖方面的特点,以期为该物种的有效保

护提供基础资料.

1 材料和方法

1. 1 材料  流苏石斛花期 4~ 6月, 总状花序通常

下垂,生于无叶的茎上部结上, 其上通常疏生 6-

12朵花. 花橙黄色,唇瓣上有暗紫色斑块, 唇瓣凹

陷,边缘具流苏状髯毛, 上面密布短柔毛; 花有距,

内有少量花蜜. 黄色花粉团 4个,成 2对.

用于实验的流苏石斛于 2007年 11月从西双

版纳州景洪市银厂 ( 21b58cN, 101b13cE, 1 170m )

石灰岩山地林中按照均匀分布、随机采样的原则引

种 30株,移植到植物园苗圃温室中,栽在基质为椰

壳纤维和少量瓦砾的盆中, 定期适量浇水. 其生长

状况良好, 2008年 4月中旬开花.

1. 2 方法

1. 2. 1 授粉实验  选择长势相近的植株, 在开花

前用尼龙袋对花序进行套袋, 在盛花期随机选取正

在开放的花,进行以下几种人工授粉实验处理后重

新套袋: ¹ 自花授粉 ( Autogamy ): 花粉来源于自

身; º 同株异花授粉 ( Ge itonogamy) :花粉块来自同
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一基株不同分株花序的花; » 同居群内异交

( C rossing w ith in- populat ion): 花粉块取自同一居

群不同的植株; ¼居群间异交 ( C rossing betw een -

popu lation): 花粉块来自另一居群. 为了不使植株

的生长受到影响,授粉的花朵数不超过该花序上花

朵数的三分之一.授粉 1个月后, 统计各操控处理

的结实数量.用 V
2
检验 ( SPSS ver. 16. 0)检测不同

处理间结实率是否有显著性差异.

1. 2. 2 种子活力和萌发率检测  授粉 8个月后,

果实成熟.采集果实, 经 0. 1%生汞溶液表面消毒

处理后切开, 取种子分别进行 TTC染色处理法和

无菌培养,以检测种子活力和萌发情况.

TTC法:用 pH 值 6. 5, 1%的 TTC溶液浸泡种

子,置于 30 e 的暗室中染色 24 h后, 用蒸馏水冲

洗种子,进行镜检.在显微镜下随机数 5个视野,统

计染色种子和全部种子的数量, 重复多次,二者比

值的平均值作为有活力胚种子的比率.

种子萌发检测: 培养基配方是 KC+ 6- BA 2

mg /L+ NAA 0. 2mg /L+ 3%蔗糖 + 0. 7%琼脂, pH

值 5. 8 ? 0. 1, 培养条件是 ( 25 ? 1) e ,光照强度为

1 500~ 2 000 lx,光照周期为 12 h /d. 培养 30 d后,

每瓶 5点取样,在显微镜下随机数 5个视野,统计

萌发种子和全部种子的数量,二者比值的平均值即

为种子的萌发率.每个果实 3瓶重复. 有胚种子的

萌发率 =种子的萌发率 /有活力胚种子的比率.

将各授粉处理的有活力胚种子的比率进行单

因素方差分析 ( one - w ay ANOVA, SPSS ver.

16. 0),数据分析前先进行反正弦转换.

2 实验结果

2. 1 授粉与结实情况  接收花粉块后,第 2天流

苏石斛的花就开始萎蔫, 唇瓣纵向向合蕊柱收拢.

没有果实产生的花通常在授粉后的 2~ 4 d内脱

落.

自交结实率低, 其中自花授粉结实率仅为

11. 11% ( n = 27) , 同株异花授粉为 21. 74% ( n =

23) ;居群间异交的结果率最高 ( 76. 47% , n = 17),

居群内异交次之 ( 58. 62% , n= 29). 自花授粉和同

株异花授粉间没有显著差异 ( V
2
= 2. 05, P >

0. 05),居群内和居群间异交间没有显著差异 ( V
2

= 1. 51, P > 0. 05) .自交 (自花和同株异花授粉 )与

异交 (居群内和居群间 )间存在明显的差异 ( V
2
=

8. 30, P < 0. 05).

1:自花授粉 ( n = 27); 2: 同株异花授粉 ( n = 23); 3: 居

群内异交 ( n = 29) ; 4: 居群间异交 ( n = 17). 用相同字母标

注的处理间表示差异不显著,不同字母标注的处理间表示

差异显著.

图 1 流苏石斛不同授粉处理的结实率 (m ean ? SE)

F ig. 1 The e ffect o f pollina tion treatm ents on fru it se t ofD. f im-

br iatum ( m ean ? SE ). 1: Autogamy ( n = 27) ; 2: Ge ito-

nogam y ( n= 23); 3: Crossing- po llination w ith in- pop-

ulation ( n = 29); 4: C ro ssing- po llination between pop-

ulations ( n = 17 ). T reatm ents w ith the sam e letter are

no t sign ificantly d ifferent from each o ther

2. 2 种子活力和萌发率  授粉 8个月后, 果实内

的种子呈金黄色,粉尘状,数量巨大. TTC检测种子

活力,发现自交和异交的种子质量差别很大. 自交

授粉所得果实中,无胚和胚发育不完整种子的比率

约占总数的 2 /3,仅有 1 /3左右的种子的胚被染成

红色,自花和同株异花授粉之间的差异不显著 ( P

> 0. 05) . 异交所得的果实中, 有活力胚种子所占

的比率大大增加, 均极显著高于自花授粉的 ( P <

0. 001) ;居群间异交所得的有活力胚种子的比率

( 96. 70% )显著高于居群内异交的 ( 70. 05% ) (P <

0. 05).

无菌培养 15 d左右, 肉眼可辨接种异交种子

的培养基表面出现淡绿色,说明此时种子已萌发,

接种自交种子的无明显变化. 有胚种子的萌发率,

自花授粉的为 77. 42% , 同株异花授粉的为

72. 73% , 种群内异交和种群间异交的分别为

98. 50% , 92. 17%. 这些结果表明,异交的种子萌发

优于自交的 (见表 1).
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表 1 TTC检测及萌发实验结果

Tab. 1 The results of TTC and germ ina tion test

授粉方式 有活力胚种子的比率 /% 种子萌发的比率 (有胚种子的萌发率 ) /%

自花授粉 34. 67 26. 84 ( 77. 42)

同株异花授粉 36. 12 26. 27 ( 72. 73)

居群内异株异花授粉 70. 05 69. 66 ( 98. 50)

居群间异交 96. 70 89. 12 ( 92. 17)

3 讨  论

多数兰科植物是自交亲和的, 但通常有授粉前

防止自交的机制
[ 4]

,也有些兰科植物通过基因阻隔

(如自交不亲和 )来避免自交,自交不亲和在多个类

群中有报道
[ 5]
. 石斛属大部分种类是自交不亲和

的,通常表现为自交授粉花的脱落
[ 6 ]

. 流苏石斛自

交授粉的花大多脱落,仅有少数能生成果实,这表明

流苏石斛并不是完全自交不亲和, 但自交不亲和的

程度高.自交所产生的果实中, 接近 2 /3的种子无胚

或胚不完整, 这种早期发育阶段的近交衰退 (胚败

育 )在几种兰科植物中都有报道
[ 7~ 9]

. 此外, 自交所

得的有活力胚种子的萌发率低于异交的, 也表现出

近交衰退.近交衰退对后代适合度的影响体现在生

活史的各个阶段,流苏石斛在结实率、种子质量以及

种子萌发的阶段均有表现.

繁育系统被认为是植物保持遗传多样性的最重

要的因子之一,我们认为流苏石斛的部分自交不亲

和及近交衰退都是为了保持其高的遗传多样性.马

佳梅对西双版纳地区几个流苏石斛居群的遗传多样

性研究发现,版纳地区流苏石斛居群间的遗传分化

高于居群内,遗传变异主要存在于居群间
[ 10 ]

.从我

们的实验结果上看,在结实率、有活力胚种子的比率

以及可萌发种子的比率上, 居群间授粉的均高于居

群内授粉的,间接说明居群间的遗传多样性要高于

居群内的,这与马佳梅的研究结果相符.

生境破坏和片断化易造成传粉限制和近交程度

的增强,在这种情况下,对有近交衰退效应的植物实

现保护的措施之一便是人工基因流 ( A rt ific ial gene

flow )的方法, 例如不同居群的个体或花粉的引

入
[ 11, 12 ]

.人工异交授粉可以减少片断化居群的异交

种潜在的近交
[ 13 ]

,增强异交种后代的优势,由于长

距离的异交而产生的杂种优势在兰科植物 L iparis

lilifolia就有发现
[ 14 ]

.此类居群间异交也曾被用来获

得兰科植物 Cypriedium calceplous var. pubescens有活

力胚种子
[ 15]

. 我们的实验结果显示, 流苏石斛有通

过居群间异交授粉来获得最高比率的有活力种子的

可能性.因而,在流苏石斛野外分布零散, 居群间基

因交流少的情况下, 人工异交授粉增加居群间的基

因交流便是一种比较好的保护方法. 但也不能一味

的认为远交就能增强后代的生活力, 因为远交有可

能带来远交衰退问题,尤其是在分布范围有限,居群

间遗传分化高的情况下
[ 16]

. Ho lm es等人对稀有灌

木、自交不亲和的 G revillea rep ens ( P roteaceae )进行

居群间异交授粉的研究发现,有的居群间远交可以

增加该物种的繁殖成功率, 有的则由于增加了遗传

距离, 结实率和结籽率降低, 出现了远交衰退现

象
[ 17]

.流苏石斛居群间的遗传分化程度高,潜在远

交衰退的可能, 其居群间异交有没有类似 G revillea

repens的情况,目前我们还不得而知.

近交衰退普遍降低了后代的适合度, 但它的重

要性和具体影响是高度可变的
[ 18]

,环境胁迫愈严重

近交衰退程度愈高
[ 19]

.流苏石斛其它居群的近交衰

退程度如何、是否存在远交衰退等问题还是未知,这

需要下一阶段选择多个居群,进行大量的重复实验,

并结合传粉生物学观察, 以全面了解片断化生境中

流苏石斛的繁育特性.
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Dendrobium f imbria tum ( O rch idaceae)
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Abstract: W e conducted experim ental po llination and seed v iab ility and germ inat ion tests w ithD endrobium

f imbriatum, an endangeredmed icinal ep iphy tic orch id species fo rw h ich propagation and restorat ion are important

conservation needs. The resu lts show ed that D. f imbriatum was partia lly se lf- incompat ib le and inbreed ing de-

pression. Fru it se,t the percentage of v iable seeds and seed germ ination fo llow ing cross- pollination ( both w ithin

- popu la tion and betw een popu lations) w ere sign ificantly higher than fo llow ing se lf- po llina tion. Outcrossing be-

tw een populations produced a higher percentage o f v iable seeds than did w ith in population. B ased on the results,

w e recommend artific ially increasing gene flow among iso lated populat ions to conserveD. f im briatum. Therefore,

hand cross- pollination inter- population maybe a good method.

Key words: D endrobium f imbriatum; fruit se;t seed v iability; breed ing depression; conservat ion
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