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摘要 柑橘是世界第一大水果, 通常认为其细胞质遵循母系遗传规律. 但最近研究发现, 柑橘杂交后代的细胞质 

并非完全遗传自母系亲本, 目前柑橘杂交群体的细胞质遗传规律尚不清楚. 本研究从自然群体材料细胞器基因组 

系统发育关系分析中发现了柑橘细胞器基因组的多样性、核质进化冲突以及柑橘杂交过程中细胞器基因组存在 

非典型现象. 为进一步探究柑橘杂交群体的细胞质遗传规律, 本研究以宽皮柑橘“CR038”(Citrus reticulata)为母 

本, 枳“Pt005”(C. trifoliata)为父本创制了柑橘F 1杂交群体. 利用HiFi数据组装了群体亲本的完整细胞器基因组(mi
togenome和chlorogenome), 并利用重测序数据组装了杂交后代的细胞器基因组草图. 通过分析和鉴定杂交群体细 

胞器基因组的群体结构和重组事件, 将柑橘杂交群体的细胞质遗传方式划分为母系遗传、双亲遗传和类父系遗 

传3种类型. 本研究基于全基因组分析首次揭示了柑橘杂交群体的细胞质遗传规律, 为柑橘细胞质研究提供了新 

的视角, 对柑橘遗传育种具有重要意义. 
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细胞器基因组是真核生物区别于原核生物的标志 

性特征, 在植物中通常指线粒体基因组(mtDNA)和叶 

绿体基因组(cpDNA). Margulis [ 1 ]提出mtDNA和 

cpDNA分别由原始真核细胞(proto-eukaryotic cell)吞 

噬的α变形菌(Alphaproteobacterium)和蓝藻进化而来. 
在多数被子植物和动物中, 细胞器基因组与遵循孟德 

尔遗传规律的核基因组(nDNA)不同, 前者表现典型的 

单亲遗传, 通常为母系遗传 [2], 如烟草 [3]和水稻 [4]等模 

式植物. 这一遗传模式被认为可以减少胞质基因组的 

重组损伤和有害突变 [5], 从进化生物学角度来看, 这种 

严格的单亲遗传也可能源于核质遗传冲突, 以避免双 

亲遗传情况下, 两个不同来源的细胞器基因组在合子 

内共存并竞争复制, 导致“自私基因”(selfish gene)的堆 

积, 从而引发基因冲突造成对宿主细胞的损伤 [6]. 然而, 
随着大规模基因组数据的公布与分析, 在许多物种, 尤 

其是在远缘杂交种中发现细胞器基因组并不完全来自 

母本 [7], 即存在父系泄漏和双亲遗传等非典型模式, 并 

且在组织细胞水平还观察到个体内细胞器基因组的异 
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质性 [8]. 在天竺葵(Pelargonium inquinans L.)的杂交后 

代中观测到几乎均等的双亲叶绿体遗传, 造成杂种后 

代斑驳叶斑 [9]; 在葫芦科黄瓜(Cucumis sativus L.)等作 

物中甚至存在罕见的混合单亲遗传模式, 即叶绿体为 

母系遗传, 线粒体为父系遗传 [10]. 哺乳动物杂交过程 

中也同样存在父系泄漏现象. 有研究表明, 哺乳动物 

在受精过程中存在识别和破坏父系线粒体的机制, 当 

该机制被干扰时会产生父系泄漏 [11]. 然而植物杂交过 

程中细胞器基因组是如何进行母系遗传, 或者如何意 

外进行双亲遗传或父系遗传, 目前尚无明确机制. 
细胞器基因组的父系泄漏和父系遗传之间存在本 

质的生物学差异, 前者指细胞器基因组主要由母系遗 

传, 父系胞质只贡献很小一部分, 为不同种质之间的 

细胞质成分交换提供机会; 后者与母系遗传相似, 指 

来自不同亲本的细胞器基因组没有出现重组行为, 子 

代的细胞器基因组为父系来源. 这意味着父系泄漏允 

许打破细胞器基因组核苷酸之间的连锁不平衡, 从而 

促进有益变异的积累; 同时有助于形成不同的核质互 

作组合, 以摆脱不利的核质冲突环境, 从而在自然选 

择下得以保留, 促进物种进化和品种改良. 
柑橘为芸香科(Rutaceae)柑橘亚科(Aurantioideae) 

柑橘属(Citrus L.)植物. 中国是柑橘重要起源中心, 拥 

有丰富的野生、半野生和近缘属等种质资源, 如枳(C. 
trifoliata L.)、金柑(C. japonica S.)和九里香(Murraya 
paniculata L.)等. 柑橘属种类繁多, 包括橘、柚、枸 

橼、柑、橙、枳、金柑等类型 [12], 且种间杂交亲和性 

较好, 因此产生了很多天然杂种, 导致遗传背景十分复 

杂 [13]. 此外, 柑橘属的橘、枳、金柑等大部分种质存 

在珠心多胚现象, 在杂交过程中由于珠心胚的干扰, 
导致合子胚发育提前终止或死亡, 因此杂交育种只能 

选择少数单胚种质为亲本以提高杂交效率. 然而综合 

性状优良的单胚品种数量十分有限, 尤其在砧木育种 

中, 为了最大限度地保持砧木遗传背景一致性和性状 

稳定性, 不得不选择综合性状优良的多胚品种为亲本 

进行杂交, 通过胚挽救技术获得较多的杂交后代, 这 

使得柑橘砧木育种更加困难 [14]. 与核基因组相比, 柑 

橘细胞器基因组种内遗传多样性较低、进化相对缓慢 

且保守, 常用于柑橘品种起源和亲本溯源研究 [15]. 此 

外, 许多研究表明, 柑橘细胞器基因在影响柑橘发 

育 [16]、果实品质形成 [17]和抵御病菌侵害 [18]等方面发 

挥重要作用. 柑橘属植物的细胞器基因组通常认为是 

母系遗传, 因此常用于自然杂交种质的亲本鉴定 [19]. 
但目前有研究显示, 自然杂交群体的核基因组与胞质 

基因组的系统发育拓扑关系不一致, 这可能与mtDNA 
父系泄漏导致的异质性有关 [16]. 研究还发现, 柑橘杂 

交后代的cpDNA保持严格的母系遗传, 而mtDNA存在 

父系泄漏 [16]. 在原生质体融合获得的胞质杂种中, 也 

观测到cpDNA和mtDNA遗传自不同亲本的现象 [20]. 
在柑橘自然杂交种中, 细胞器基因组通常表现出强烈 

的母系遗传倾向, 但仍存在线粒体父系泄漏现象从而 

引入少量变异, 使部分个体表现线粒体杂合. 目前关 

于柑橘细胞器基因组的研究多数是基于自然杂交种 

质, 且发现非典型遗传行为频率非常低 [16,21]. 然而, 在 

柑橘人工创制的有性杂交群体中, 其细胞器基因组遗 

传规律如何目前尚无相关报道. 
本研究以自然群体种质和有性杂交后代群体为材 

料, 对柑橘杂交过程中的细胞质遗传规律进行系统分 

析, 进一步结合基因组分析、分子标记等策略, 鉴定 

在柑橘杂交后代群体中的细胞质遗传类型和发生频 

率, 揭示柑橘细胞器基因组遗传规律, 对新品种选育和 

优化柑橘遗传育种具有重要意义. 

1 材料与方法 

1.1 实验材料 

以多胚宽皮柑橘“CR038”(C. reticulata)为母本, 多 

胚枳“Pt005”(C. trifoliata)为父本进行杂交, 通过分胚 

培养技术 [22]获得柑橘砧木F 1群体. 由于枳的三出复叶 

性状是显性遗传 [23,24], 因此根据子代出现三出复叶性 

状的叶形鉴定为有性杂种并进行繁殖. 亲本及有性杂 

交后代均栽植于柑橘砧木评价与育种基地同一区域 

内, 采集亲本和200株杂交后代进行DNA提取和基因 

组重测序.  
同时还从国家柑橘种质资源圃(重庆)采集了192 

份来自不同地区的种质资源作为自然群体, 进行DNA 
提取和测序. 这些种质包括橘、柚、宜昌橙、酸橙、 

甜橙、香橙、枸橼、柠檬、金柑、枳及其杂交后代. 
此外, 还从NCBI数据库下载了4份欧洲枸橼和1份欧洲 

枳的重测序数据加入自然群体数据库 (项目 I D :  
PRJNA414519) [25]. 

本研究还分别从NCBI和Zenodo平台(https://zeno
d o . o rg / r e c o r d s / 5 8 2 6 7 5 4 )收集了已发表的甜橙 
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(NC_037463.1) [26]、柚、橘、枳和金柑完整组装的线 

粒体基因组 [16]. 

1.2 基因组DNA提取 

采集新鲜叶片使用本中心改良的CTAB法提取基 

因组DNA, 用NanoDrop分光光度计对DNA质量评估后 

再用0.8%的琼脂糖凝胶电泳检测完整性. 检测合格的 

自然群体样本于Illumina Novoseq 6000平台, 有性杂 

交群体样本于DNBSEQ-T7平台进行全基因组重测序. 
亲本“Pt005”和“CR038”幼嫩叶片用于Pacbio Se
quelⅡ平台生成HiFi长读长数据. 

1.3 细胞器基因组组装和注释 

亲本的HiFi数据分别输入默认参数的Oatk软 

件 [27]进行线粒体和叶绿体基因组组装. 群体重测序数 

据经fastp以默认参数质量过滤后, 使用GetOrangelle软 

件 [28]进行自然群体叶绿体基因组组装, 选取完全成环 

的叶绿体基因组用于后续分析. 杂交群体重测序数据 

同样使用GetOrangelle组装叶绿体和线粒体基因组草 

图. 为避免因不同解环位置造成不必要的分析偏差, 完 

整组装的线性叶绿体基因组首先按照“LSC-IRb-SSC- 
IRa”顺序进行对齐. 为了确保分析过程中所有基因组 

注释的一致性 ,  使用在线工具 P M G A ( h t t p : / /  
www.1kmpg.cn/pmga/) [29]对新组装和下载的线粒体基 

因组进行注释. 对于叶绿体基因组, 使用CPGAVAS2软 

件 [30]以NCBI数据库的枳叶绿体基因组为参考进行批 

量注释, CPGView [31]检测叶绿体基因组的注释错误. 
分别使用Circos, PMGmap和Chloroplot在线工具 [32]对 

线粒体和叶绿体基因组进行可视化. 

1.4 比较基因组分析 

Minimap2用于线粒体基因组比对(-ax asm5 
- -eqx) [33], 比对结果使用NGenomeSyn进行格式转换 

和可视化 [34]. bcftools用于从minimap2输出的sam文中 

获取SNP信息 [35]. 
使用Python脚本从叶绿体基因组注释gb文件中提 

取所有基因ID和对应的CDS序列, 并生成每个样本的 

基因存在缺失变异(presence-absence variation, PAV), 
使用R/heatmap绘制热图. 使用mafft v7.526 [36]对各自 

物种中LSC和SSC单拷贝区间内每个基因对应的CDS 
序列进行多序列比对, 以输入的第一条CDS序列为参 

考计算Pi值, 使用R/ggplot2绘制各物种每个保守基因 

的多样性. 

1.5 系统发育分析 

分别以剔除了细胞器基因组序列的核基因组与细 

胞器基因组作为参考基因. 将收集和测序得到的Illu
mina平台测序数据使用fastp [37]进行质控和过滤, 随后 

BWA-mem2 [38]将clean reads比对至参考基因组, sam
tools [35]用于格式转换和排序, 然后按照GATK [39]标准 

流程进行SNP calling, VCF2Dis软件 [40]构建系统发 

育树. 

1.6 重组信号检测 

根据亲本重测序数据设计 I n D e l引物 (长度 

30~50 bp), 使用在亲本间具有差异条带的引物鉴定杂 

交后代来源. 
使用MISA软件 [41]识别父本线粒体和叶绿体基因 

组中的SSR位点, 参数设置为“1-10 2-6 3-5 4-5 5-5 6- 
5”. 基于获得的线粒体和叶绿体SSR序列, 利用Pri
mer3 [42]设计mtSSR和cpSSR引物. 使用自编脚本检测 

引物对在父本核基因组以及初步组装的母本细胞器基 

因组中是否存在重合条带, 最终选择只在父本细胞器 

中有特异条带的SSR引物. 然后以亲本和子代DNA为 

模板, 进行PCR扩增和PAGE电泳, 比较亲本和子代个 

体的带型, 鉴定子代细胞器基因组来源. 
使用Vcftools [43]从经GATK过滤后的vcf文件中提 

取不同Group对应样本及亲本的变异信息, SimPlot软 

件 [44]以默认参数进行重组事件检测. 

2 结果与分析 

2.1 柑橘线粒体和叶绿体基因组特征 

分别组装了父本“Pt005”和母本“CR038”完整成环 

的线粒体和叶绿体基因组(图1A~C). 父本的线粒体基 

因组为1个完整的环状基因组, 总长546.6 kb, GC含量 

44.92%; 叶绿体基因组总长160.3 kb, GC含量38.44%. 
线粒体基因组共注释到63个基因(包括37个蛋白编码 

基因、23个tRNA和3个rRNA). 母本的线粒体基因组 

组装成两个环状亚基因组, 总长521.6 kb, 亚基因组大 

小分别为302.5和219.0 kb, 亚基因组GC含量较为一致 

(44.83%和45.22%), 共包含71个基因(包括40个蛋白编 

中国科学: 生命科学 2026 年 第 56 卷 第 3 期  

659  

 https://www.sciengine.com/doi/10.1360/SSV-2025-0276

http://www.1kmpg.cn/pmga/
http://www.1kmpg.cn/pmga/


孙晓峰等: 柑橘杂交群体的细胞质遗传分析  

660  

 https://www.sciengine.com/doi/10.1360/SSV-2025-0276



码基因、25个tRNA和6个rRNA). 叶绿体基因组总长 

160.7 kb, GC含量38.42%. 将新组装的两个线粒体基 

因组比对至已发表的柑橘线粒体基因组, 结果显示 

“CR038”与温州蜜柑的线粒体基因组具有良好的共线 

性(图1D), 但“Pt005”和“ZK”之间存在一段约200 kb的 

倒位, 将“Pt005”的HiFi数据比对至“ZK”基因组上, 在 

倒位两端均存在reads截断, 证明该倒位是真实存在的. 
注释的保守基因数量和与其他基因组的共线性关系表 

明, 新组装的两个线粒体基因组质量较好. 此外, 与其 

他柑橘线粒体基因组的比对表明, 柑橘种间线粒体基 

因组存在大量结构变异(图1D). 根据自然群体的Illu
mina数据, 构建了父本“Pt005”的线粒体和叶绿体变异 

图谱, 分别包含47501和3621个SNP. 
此外, 从197份自然群体的测序数据中组装了120 

个完整成环的叶绿体基因组, 通过全基因组序列比对 

排除序列完全一致的组装, 共获得82个非冗余的叶绿 

体基因组, 大小160.0~160.7 kb不等. 根据叶绿体基因 

组保守基因结构注释结果, 绘制了82个柑橘种质的基 

因PVA热图, 结果表明柑橘叶绿体基因构成高度保守 

(图1E). 值得注意的是, 在香橙和柠檬中出现ndhG基 

图 1 柑橘细胞器基因组及其多样性. A~C: 父本“Pt005”与母本“CR038”的线粒体基因组(A, B)和叶绿体基因组(C). 每个基因 
组圈图从外至内分别为正向链和反向链基因、GC含量分布; 线粒体基因组还显示了微卫星重复序列、串联重复序列和分散 
重复序列的分布, 圆形中心部分为分散重复序列之间的联系; D: 7个柑橘线粒体基因组共线性; E: 柑橘非冗余叶绿体保守基 
因PAV热图; F: 不同柑橘种质的叶绿体基因结构多样性. x轴为基因, 包括tRNA和rRNA基因, y轴为种名, z轴为多样性π 
Figure 1 Citrus organelle genomes and diversity. A–C: Mitochondrial genomes (A, B) and chloroplast genomes (C) of the paternal parent “Pt005” 
and maternal parent “CR038”. In the circos plots of all genomes, the features from the outermost to the innermost layers are as follows: genes located 
on the positive strand and negative strand, the distribution of GC content, and mitochondria exhibiting the distribution of microsatellite repeats, tandem 
repeats, and dispersed repeat sequences. The innermost circle illustrates the connections between dispersed repeat sequences; D: the collinearity of the 
seven citrus mitochondrial genomes; E: gene PAV heatmap of non-redundant chloroplast genomes including citrus and its hybrids; F: the gene 
diversity of the chloroplast genomes of different citrus species. The x-axis is the gene name, including tRNA and rRNA genes, the y-axis is the species 
name, and the z-axis is the diversity value π  
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因丢失, 这可能会影响质子泵送和质体醌(PQ)结合 [45], 
造成其抗氧化应激和耐高温干旱胁迫能力降低 [21]. 
trnS-GGA和trnS-GCU两个丝氨酸转运RNA在种间存 

在不同的缺失, 这可能是进化过程中受到自然选择的 

结果. 本研究还统计了叶绿体基因的遗传多样性(图 

1F), 结果发现, 绝大多数rRNA和tRNA不存在变异, 但 

宜昌橙的trnC-GCA多样性异常高. 柚是柑橘属三大基 

本种之一, 其所有基因多样性均为0, 表明其基因结构 

高度保守, 而另一个基本种枸橼 [13], 其基因多样性整 

体最高. 

2.2 柑橘自然群体核质基因组进化冲突 

分别以细胞核、线粒体和叶绿体基因组的SNP重 

建了不包含甜橙等杂交种的自然群体系统发育关系, 
结果与Wang等人 [16]的结果类似, 即不同种之间的核质 

基因组拓扑结构不一致(图2A). 就枳种群而言, 以核基 

因组为参考时其最先被分化出来, 这与其线粒体和叶 

绿体的进化地位相冲突. 此外, 枸橼种群也同样存在 

此类明显的进化冲突. 
加入了杂交种群的细胞器基因组系统发育树表 

明, 甜橙、酸橙、柠檬和枳柚的mtDNA和cpDNA明显 

遗传自柚. 与mtDNA系统发育不同的是, 这些遗传自 

柚的杂交种群在叶绿体系统发育树中被紧密地聚集在 

一起(图2B). 本研究还发现, 枳柚杂种(以柚为母本)和 

一个枳橙杂种出现了异常的细胞器基因组聚集在枳分 

支上的个体, 推测这可能是由于大片段的父系泄漏所 

导致. 此外, 柠檬种群(酸橙和枸橼的杂交后代)的胞质 

基因组也出现类似的结果, 部分个体与柚遗传距离较 

近, 部分与橘聚集在一支上, 但并未在柠檬母系亲本 

酸橙(橘柚杂种)中发现这一现象. 

2.3 柑橘有性杂交群体细胞器基因组遗传 

从人工创制的“CR038”和“Pt005”的有性杂交后代 

群体中随机采集200株F 1个体进行全基因组重测序, 并 

分别以父本“Pt005”的线粒体和叶绿体基因组为参考 

构建了系统发育树. 结果表明, 基于叶绿体基因组可以 

将子代分为3个Group, 其中Group3(包括a和b)中178个 

子代和母本聚集在一起, 这与典型的母系遗传一致, 而 

Group1中的8个子代和Group2中的14个子代与父本遗 

传距离更近. 基于线粒体基因组将子代分为4个Group, 
其中Group3b中80个子代遗传距离位于双亲之间但更 

靠近母本, 另外的Group1, Group2和Group3a(分别有8, 
14和98个个体)和叶绿体的发育关系保持一致. 据此本 

研究认为, 父系泄漏事件确实存在于柑橘杂交过程, 且 

在线粒体中更容易发生(图3A). 
为了确定发生严重泄漏事件的Group1和Group2 

个体是否严格属于“CR038”和“Pt005”杂交后代, 本研 

究根据两个亲本的全基因组数据开发了InDel标记, 结 

果显示在所有属于Group1和Group2的个体中均同时 

存在双亲特异条带(图3B), 说明它们确实是这两个亲 

本的杂交后代. 由于全基因组重测序以及比对过程中 

因重复序列的存在可能会引入错误, 为了验证基于叶 

绿体和线粒体基因组系统发育分析结果的可靠性, 分 

别利用“Pt005”的线粒体和叶绿体基因组开发了父本 

特异SSR标记. 结果显示, 8个F 1个体(Group1)的带型与 

父本相同, 但Group2内个体与母本带型一致(图3C和 

D). 为了进一步验证Gourp2的个体是否含有父本的细 

胞器基因组信息, 又设计了父本特异标记, 通过Sanger 
测序和电泳分别检测到与父本一致的基因型(图3E和 

F). 分子标记的结果同样支持基于细胞器基因组系统 

发育关系的正确性, 即Group1个体细胞器基因组存在 

明显的父系泄漏, 且比Group2泄漏区域更多. 
利用SimPlot软件从vcf文件中检测杂交群体的线 

粒体和叶绿体基因组是否存在重组信号. 根据系统发 

育树划分的Group提取对应样本组的变异信息, 比对 

结果表明, 线粒体和叶绿体分别聚类的Group1子代与 

父本基因型保持高度一致, Group3a子代基因型与母 

本高度相似 (图4A和B).  线粒体划分出的独特的 

Group3b子代则表现出确切的重组迹象, 大多数区域 

的基因型与母本一致, 但能够明显分辨出重组断点, 
即父本泄漏区域. 值得注意的是, 在Group2子代中, 其 

与父母本的基因型相似度曲线表现非常混乱, 且存在 

一些区域与亲本的相似度接近0, 因此本研究推测: 
Group2可能是在杂交过程中由于严重的核质冲突或 

父本细胞器清除系统的致命漏洞 [11]所致. 
此外, 基于从头组装的杂交后代细胞器基因组草 

图, 本研究检视了所有可能发生重组或泄漏事件的区 

域(图4C). 通过基因组比对, 在亲本间共鉴定到118968 
个(叶绿体697, 约占0.43%基因组区域; 线粒体118271, 
约占22.68%基因组区域)差异SNP位点, 并统计了 

Group1和Group2中每个样本的泄漏区. 结果表明, 与 

Group1相比, Group2个体携带的共有父本特异基因型 
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数量显著减少(cpDNA 229个, 占Group1的33.24%; 
mtDNA 16842个, 占40.73%). Group1共同拥有689个 

叶绿体父本特异基因型, 占亲本差异位点数的98.85%, 
其中的3个个体拥有与父本完全相同的基因型(图4D); 
Group1共同拥有41352个线粒体父本特异基因型, 占亲 

本差异位点数量的34.96%, 每个个体携带的特异基因 

型比例范围为34.96%~43.45%(图4D), 而Group2携带 

的共有基因型比例显著减少, 表明基因型泄漏在细胞 

器基因组上发生的位置并非完全固定. 但由于测序数 

据的限制, 子代线粒体基因组组装质量多数较差, 导 

致泄漏区域统计并不完整. 

3 讨论 

3.1 柑橘线粒体和叶绿体基因组的多样性 

本研究组装了两个柑橘个体(“Pt005”和“CR038”) 
的完整细胞器基因组和82个非冗余的柑橘完整叶绿体 

基因组, 并以“Pt005”细胞器基因组为参考检测了197 
份自然群体种质的变异信息, 其中线粒体基因组SNP 
密度约为86.9个/kb, 远高于Wang等人 [16]利用山金柑 

基因组检测的19.3个/kb, 这可能与所使用的参考基因 

组和群体组成不同有关. 
通过比较不同柑橘种质的叶绿体基因组发现 ,  

图 2 柑橘演化过程中的核质进化冲突与细胞器基因组系统发育. A: 以酒饼簕为外群构建的柑橘属6个种的核基因组(左)、 
叶绿体基因组(中)和线粒体基因组(右)系统发育; B: 加入5个杂交种群的叶绿体(左)和线粒体(右)系统发育树, 不同颜色代表不 
同的种群类型. 黑色箭头表示枳柚和枳橙的发育树位置 
Figure 2 The nuclear-cytoplasmic evolution divergence during citrus evolution and cytoplasmic genome phylogeny. A: The phylogenetic 
relationships based on nuclear genome (left), chloroplast genome (middle), and mitochondrial genome (right) from six citrus species constructed with 
Atalantia buxifolia as the outgroup; B: the chloroplast (left) and mitochondrial (right) phylogenetic tree including five hybrid populations. Different 
colors represent different populations. The black arrows indicate the phylogenetic positions of citrumelos and citranges  
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图 3 柑橘F 1杂交群体父系泄露. A: 杂交群体叶绿体(左)和线粒体(右)系统发育树. 不同颜色代表亲本和划分的不同子代类型; 
B: 核基因组InDel标记; C: 叶绿体SSR标记; D: 线粒体SSR标记. E: Group2叶绿体标记Sanger测序峰图; F: Group2线粒体InDel 
标记. M和P分别表示母本和父本 
Figure 3 Paternal leakage of the citrus F 1 hybrid population. A: The chloroplast (left) and mitochondrial (right) phylogenetic tree of the hybrid 
population. Different colors represent the parents and their different offspring groups; B: nuclear InDel markers; C: chloroplast SSR markers; D: 
mitochondrial SSR markers; E: Sanger sequencing peak of chloroplast marker for Group2; F: mitochondrial InDel markers for Group2. M and P 
represent the maternal parent and paternal parent, respectively  
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图 4 柑橘F 1杂交后代不同Group胞质基因组的重组检测. A: 以线粒体基因组划分的4个Group重组检测; B: 以叶绿体基因组 
划分的3个Group重组检测. 不同颜色代表不同亲本, 折线相交处为可能的重组断点, 用虚线标记; C: 基于子代细胞器基因组草 
图的基因型分布; D: Group1和Group2中个体泄漏基因型数量. 每个花瓣代表一个个体, 花瓣外侧数字表示叶绿体基因型泄漏 
数量, 内侧数字表示线粒体基因型泄露数量, 中心数字表示不同Group内共有的泄漏基因型数量 
Figure 4 The recombination detection of different groups from the citrus F 1 hybrid offspring. A: The recombination detection of the four groups 
based on the mitochondrial genome; B: the recombination detection of the three groups based on the chloroplast genome. Different colors represent 
different parents, and the intersection of broken lines is the possible recombination breakpoints, which are marked as dotted lines; C: genotype 
distribution based on descendant organelle genome sketches; D: leaked genotypes number of Group1 and Group2 in organelle genomes. Each petal 
represents each offspring, the outer ring number of each petal indicates the number of leaked genotypes in chloroplasts, the inner one indicates that in 
mitochondria, and numbers in the center indicate the shared leaked genotype number of chloroplasts and mitochondria  
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ndhG基因在一些杂交个体, 如柠檬中存在罕见缺失. 
此外, 两个丝氨酸tRNA在不同柑橘中存在不同的选择 

性缺失, 该基因位点可用于柑橘种质鉴定. 橘、柚和枸 

橼, 被认为是柑橘属的3个基本种, 它们的核基因组多 

样性均处于极低水平, 通常来说, 其线粒体和叶绿体基 

因组也应高度保守, 但本研究的结果表明, 3份枸橼(两 

份欧洲种质 [25]和一份云南种质)叶绿体基因组的保守 

基因存在更高的多样性, 而橘和柚的多样性保持在较 

低水平. 杨晓明 [46]通过SSR标记将36份枸橼种质划分 

为两个不同地域的类群, 因此本研究推测枸橼的多样 

性更高可能是由于种质来源不同所导致. 
来自核质的3个拓扑结构树更加直观地体现了柑 

橘核质系统发育的不一致, Wang等人 [16]推测这一结果 

是低频父系泄漏导致的线粒体变异, 但并未揭示叶绿 

体的进化水平差异. 本研究除了在已报道的柠檬中发 

现父系泄漏现象外, 在枳柚、枳橙等杂种中同样发现 

存在不一致的遗传地位, 因此我们推测: 在柑橘杂交 

过程中由于亲本间核基因组和细胞器基因组均存在较 

大差异且mtDNA存在更多结构变异 [12,25,47], 父系泄漏 

更容易发生(图5A). 

3.2 柑橘杂交群体细胞质遗传类型 

本研究利用人工创制的柑橘F 1杂交群体的全基因 

组重测序数据分别构建了线粒体和叶绿体系统发育 

树, 结果表明, 杂交子代的细胞器基因组不完全来源于 

母本. 子代细胞器基因组草图与双亲基因型比对结果 

显示, 每个Group内个体携带的父本特异基因型数量 

近似(图4D). Group1的8个子代与父本叶绿体基因组高 

度相似, 其中3个拥有与父本完全一致的基因型, 而在 

Group2中, 仅包含Group1中约1/3的泄露区域(以携带 

的父本特异基因型为参考), 说明在柑橘杂交过程中双 

亲的细胞器基因组同样出现了非典型的基因组重组事 

件. 整合系统发育树、mtDNA和cpDNA重组检测结果 

(图4), 将本群体出现的细胞器基因组遗传划分为3个 

类型——母系遗传、双亲遗传和类父系遗传(图5B). 
F 1子代中89%个体的cpDNA符合经典细胞质遗传类 

型, mtDNA虽有少数父系泄漏(约占子代数量的40%), 
但基本符合经典单亲遗传, 将其归为母系遗传; 7%个 

体mtDNA和cpDNA基因型与亲本差异较大, 子代基因 

组同时存在母本和父本双方基因型, 推测其发生了重 

组行为, 将其归为双亲遗传; 另有4%个体mtDNA和 

cpDNA基因型与父本高度一致, 但并未有确切证据证 

明父本的细胞器基因组完全替代母本进入子代细胞 

质, 因此将其归为类父系遗传. 
根据以上结果, F 1代89%个体的cpDNA基因型与 

母本完全一致 ,  高于其mtDNA与母本一致的比例 

(49%), 这表明mtDNA比cpDNA更容易发生父系泄漏, 
这就可以很好地解释为何此前的研究未能在柑橘有性 

杂交个体叶绿体中发现父系泄漏等特异遗传类 

型 [16,48]. 此外, 我们推测柑橘中cpDNA, mtDNA以及 

nDNA三者可能存在互相独立的遗传重组方式. Sod
mergen [49]在大麦中通过DNA免疫电子显微技术已经 

发现, 生殖细胞向花粉转变过程中mtDNA和cpDNA在 

不同的时期被清除, 即两者之间互相独立. 
双亲遗传是我们在本群体中发现的一种新的细胞 

质遗传模式. 虽然早在2002年就有学者在柑橘杂种中 

提出“mimics biparental inheritance of mtDNA”的概 

念 [48], 但该结论是通过线粒体基因特异探针进行检测 

的, 结果表明在后代中仅检测到低丰度的信号, 其使用 

的探针基因位于NUMTs区间, 因此我们认为这可能是 

父系泄漏或者是nDNA产生的信号干扰. 同时该研究 

也推测mtDNA片段向nDNA中的水平基因转移(HGT) 
事件可能是造成杂交后代出现父系特异信号的原因. 
本研究结果通过群体细胞器基因组组装、比对和重组 

检测, 排除了NUMTs和NUPTs产生影响的可能性, 避 

免了HGT产生的检测误差, 但我们并不否认HGT通过 

介导核质信号联系, 进而影响细胞质遗传模式改变的 

可能性. 
柑橘杂交出现不同细胞质遗传类型可能与父系 

mtDNA特异识别和清除受阻相关 .  黄瓜是典型的 

mtDNA父系遗传类型植物, 研究表明, 当线粒体靶向 

核酸内切酶MTI1基因突变会导致mtDNA由父系遗传 

转变为双亲遗传 [10]. 对线虫的研究同样表明, 在胚胎 

发育早期, 父系mtDNA会迅速被自噬体包裹并降解, 
如果出现自噬缺陷, 或者父本mtDNA自身结构不能被 

自噬体识别则会逃避被降解的命运 [50]. 以上结果表明, 
在不同的生物中均存在一套特异性识别mtDNA来源 

的系统, 以避免在子代同时出现不同亲本的mtDNA, 
而柑橘出现非典型细胞质遗传可能与该系统有关. 

本研究提出的类父系遗传类型, 仅在基因组层面 

进行了研究. 虽然cpSSR和mtSSR标记均检测到父本 

片段 ,  但关于Group1中的8个F 1个体的cpDNA和 
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mtDNA具体遗传来源和遗传方式(是重组导致基因型 

与父本相似, 或是完全由父本遗传而来), 后续需要开 

发特异荧光探针, 在细胞学水平检测花粉与卵细胞形 

成和受精卵发育过程中cpDNA和mtDNA是否存在, 并 

区分其确切来源才能确定遗传类型. 

4 总结 

本研究分别以柑橘自然群体和有性杂交群体材 

料为对象, 基于系统发育关系、特异SSR分子标记检 

验、重组断点检测和杂交群体细胞器基因组比对等 

策略, 证明柑橘杂交过程中mtDNA和cpDNA存在非 

典型遗传方式, 并将有性杂交群体的细胞质遗传分 

为3种不同的类型. 通过重组断点检测和基因组比对, 
初步确定本杂交群体m t D N A的泄漏频率远高于 

cpDNA. 此外, 本研究提供了完整的柑橘线粒体和叶 

绿体变异图谱, 将有助于柑橘细胞质遗传机制的深入 

解析.   
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Cytoplasmic inheritance analysis of citrus hybrid populations 
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Citrus is one of the most essential fruit crops worldwide, and it is generally considered that its cytoplasmic information is inherited 
from the maternal parent. Recent research has indicated that not all cytoplasmic genomes of citrus hybrids are derived from their 
female parent. However, the cytoplasmic inheritance pattern in citrus hybridization remains largely unexplored. In this study, we 
characterized the organelle genome diversity, nuclear-cytoplasmic evolutionary divergence and atypical genetic events in organelle 
genomes during hybridization in citrus by analyzing the phylogenetic relationship of organelle genomes in a natural citrus population. 
An F 1 population was created from the cross with “CR038” (Citrus reticulata) as the maternal parent and “Pt005” (C. trifoliata) as the 
paternal parent. The complete organellar genomes (mitochondria and chloroplasts) of the parents were assembled using HiFi reads, 
and the draft organellar genomes of the offspring were also assembled using resequencing data. According to the analysis and 
identification results on phylogenetic relationship, comparative genome and recombination events, the cytoplasmic inheritance pattern 
of citrus could be classified into three types: maternal inheritance, biparental inheritance, and pseudo-paternal inheritance. This study 
is the first to reveal the cytoplasmic inheritance pattern in citrus based on the whole genome sequence data, which provides a novel 
insight into the genetic breeding in citrus. 

citrus, organellar genome, hybrid population, nuclear-cytoplasmic conflict, cytoplasmic inheritance 
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