
护 . 份冬” 坪

、

愿用示踪原子法研究林檬梢枯病

病原菌 (P ho m a
·

tr a e he ip hi la
) 与寄主植物

之
,

周 的 相 互 朋 保

、
沙 .a 康察维里 .P 孙 基彼阿 尼 .K r

·

基卡施维里

奋

去

沪

近来
,

牛物科学研究工作中
,

广泛应用

放射性同位素法
。

只往生物学个别部尸乐

业已取得显著成就
。

其中以具菌学
,

特别

是植物病理学
,

对本方法的应用
,

还受一

定的限制
。

无箫本国抑或外 国研究者所发

表的相应著作
,

还不甚多
。

骸研究工作的内容
,

关 系 到 各 个简

题
。

例如
,

阴明具菌有性世代的互相关系

( 6 )
,

弄清标瑟勉的袍子的 傅 播 途 趣
、

( 5 )
,

病株祖蔽中寄生性微生物的傅播

途褪 ( 4 )
,

确定寄主植物与寄生菌之简

新陈代榭的特性 ( 2 )
,

等等
。

格兽吉亚社会主义共和国科学院植物

保护研究所由于建立生物物理研究法实脸

室而 开展这一方面的工作
。

研究裸题是
:

研究寄生菌 P ho m a tr a -

e h e i Ph i l a ( P e t r i ) K a n t s h
`

e t Gi k a s h
.

S y n
.

D eu t e r o P I , o m a t r a o h e i Ph i l a p e t r i 与其寄主

(棒檬树 ) 之简新陈代蒯的本性
。

这种具菌 P h o m a t r a c h e iPl l i l a 近来在

格兽吉亚社会主义共和国亚热带地区严重

傅播
,

故引起棒檬最危险的病髻
,

f8J 阴名

的梅檬侵染性梢枯病或称
“

玛尔西可
” 。

为了研究
_

L述简超
,

首先必须制补应

用何种放射性同位素标赫本病 原 菌 的 菌

耕体的培养法
,

然后阴明放例性对于其菌

的生物学特性和形态学特点的影响 (生活

力
,

繁殖器官的发育
,

对摔檬致病力
,

等

等 )
。

研究工作的第二阶段包括研究其菌在

活的植物有机体中的习性
,

基木上弄清寄

生菌与寄主之简新陈代榭产物的本性及其

对穆檬所起作用的机理
。

选用放射性同位素时
,

必须考虑到借

助这些同位素能使其菌 p h o m a t r a e h e iPh i la

本身起
“

示踪
”

作用
。

我佣根据下面理由

选用 P 3 : 和5 3 “ :
第一

,

磷和硫是其菌化学

粗成中的二种基本元素 ; 第二
,

这些同位产、口*

*

本部文蒙杜雷付院关
,

赵善欢付院关及柯冲同志审阴斧正
,

klIJ 此致瀚— 部者
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了

城
"
.

冬似

、

素具有相当长的半襄期
,

由此可以保靓实

轮所必要的持覆时简
。

为了培养标蕊趁的菌 栋体
,

我们利用

碗粹培养法
。

将不同剂量的相应同位素
,

呈 Na
: H P 3 “

O ;
及 N a : 5 8 5 0 ;

溶液状态
,

加

于不同的人工固体培养基和液 体 培 养基

中
。

由于标怂过的菌拣体实胎操作上
,

必

须洗浮 i农林
,

免受茶黄放射性微粒的机械

私附
,

同时价浮液体培养篆中的菌林体比

固体的容易得多
,

故采用液体块养基来培

养真菌
。

我俏选用啤洒麦芽 汁和 P o 几 3 H 培养

液作为培养菇
。

为了制备培养茶
,

加入含

糖量 10 多的蒸沼水于啤酒麦牙 汁 中
。

然

后
,

再加入不 同剂量的放射性同位素
,

目

的是研究基厦的不同 比度 ( 25
,

5 0
,

10 0

微居里 )

P 。邢 H 培 养 液 中
,

加 入 放射性磷

( N a Z
H P 3 “

0 ; 伏态 )
。

这种物厦是 P o 兀 e H

培养基中唯一含磷成分
。

啤酒麦芽汁培养

基
,

除放射性磷外
,

尚含有稳定性磷
。

这

种分别倒入相应献验盆的培养基
,

都袒高

压消毒器灭菌
,

然后再接种生长在非放射

性培养基上的菌林体或具菌袍子 又P h o

ma
tr a e h e iPh i l : )

。

试娥盆放于定温箱中
,

韭

稚持在具菌发育最适宜的温度 范 闻 。 22
。

一
2 5

o

C )
。

每隔三天
,

观察真菌生 长 及 发 育状

况
,

非放射性培养基上培养的具菌
,

作为

对照
。

艰察桔果指出
,

啤洒麦芽汁培养基

中具菌的生长
,

从第二天就开始
,

及后菌

落逐衡长大 ; 至第十二天
,

出境特有的 白

色气生菌粽体
,

带橙黄色色素
。

P 。贻H培养液中
,

具菌的生长较啤酒

一 6 6 一

麦茅汁弱些
,

同时真菌固有的特征
,

在这

种培养基上
,

兹没有呈现出 来
。

拮 果
,

P O 兀 3 H培养液后来因不符合我们的要求而

被淘认
。

但是
,

应 当指出
,

从 p 。 几
9H

·

培养

液第十二天培养状况来看
,

放射性培养基

上生长的具菌比对照粗强烈些
。

现察放射性基胃上 p h o m a t r a e h e iPh i址

生弄和发育的同时
,

也督注意对其菌形态

特点的研究
。

研究过程中
,

必 须 弄 清 楚

的
,

尤其是放射性基盾是否影响真菌之生

长和发育及其致病力尚题
。

斌麟粗和 对照粗的形态分析
,

同时进

行
。

拮 早弄清我仍所研究的培养基中
,

不

同放射性韭不引起形态特征
_

L 的 明 显变

化
:

一

无输是分生抱子器的抑或菌栋的产生

和发育
,

都与对照粗一致
。

为 了阴明具菌的放射程度
,

将菌拣体

从培养盆中小已分离 出来
,

用水仲洗
,

直

至完全失去放射性
,

韭使菌 栋体表面不钻

附放射性基盾
。

冲洗赴的菌株 体
,

放到

80
”

C烘箱中
,

烘干至固定的重量
。

以后
,

借助 r e 认r e p 斜数器侧量其放射性
。

获得
.

的材料折算为 16毫克的干燥菌粽体
。

就脸指出
,

P o 几 3 H培养液中生长的具

菌菌林体
,

在所有不同放射比度的培养基

中
,

对于 P . ,
之吸收

,

此啤酒麦芽汁培养

基上生长的菌益体多得多 (箫朋表 l ) ,o

了

户尸 、 、

匆

表 1
.

墨脸…
一

监谬摧一

些)…竺; i生
一

…一暨…一
“

呷
一
塑
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兰 {
一

,
’
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吧
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-

5 0
“

`
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飞

协

对 P3 2
吸收能力的这种差粱

,

应当歌

为啤酒麦芽汁培养基中
,

不仪含有放射性

P 3 , ,

而是也含有稳定性 P 3 工 ,

后者也被其

菌所吸收
。

至于 P O几 3 H 培养液上生长的

菌撇体
,

且lJ仅仅吸收放射性 P 3 “ 。
·

在含有呈硫酸钠状态的 5 3 “
培养基上

培养的具菌 P h o m a t r a e h e i Ph i l a
,

也获得类

似的桔果
。

因此
,

把放射性同 位 素 5 3 “

和 P 3 “

、
加进有机体所需的培养基

_

匕 也
一

可 获 得

P h o m a t r a e h e iPh i l a 的 被 标捻的菌蒜体
。

为了阴明放射性在菌林体重新发育的

生长部分再度斡移简题
,

曹再殷置下面就

跪
。

用接种斜 (如针 )将含有标菇过 5 3 5
的

且又洗净的菌林体
,

接种到培养皿中非放

射性培养基上 : 即啤酒麦芽汁培养基
,

璐

铃茨及葡萄糖琼脂
。

这两种墓厦上
,

标蕊

过的菌林体的发育与对照粗一致 ( 没有标

蕊的具菌非放射性的基盾
。

(第十二天的培

养物
,

忽过小心洗浮后
,

检聪其放射性
。

根据脉冲数和放 .l3 照片确定
,

接种标蕊过

菌粽体的
,

其放射性会再度鸭移到重新生

长的菌赫体中
。

此外
,

也曾研究菌棘体放:jr,j 性蚌移到

其生命活动产物
_

_

L尚题
。

为此
,

将示踪且

洗浮的菌林体再放进非放射性培养基上
。

每隔三天
,

进行偷胎
,

兹侧量其滤液放射

性
。

及后
,

培养基放射性薄步 L升
,

这是因

为真菌新陈代榭的放射性产物积果之故
。

具菌袍子进行示踪处理
,

此蛟简单 ;

热里
,

我们应用固体琼脂培养基
,

其放射

比度为 S , 5
50 0 微居里

。

当具菌子实体开

始成熟后
,

袍子散落到涂有 甘油 载 玻片

上
。

全部袍子脉冲数除以袍子数
。

检胎拮

果确定
,

袍子堆是含有放射性的
,

甚至接

种后
,

其生长的菌株体也是含有放射性
。

由于 P h o m a t r a e h e i Ph i la 的袍子
,

非常栩

小
,

豹 2
.

7一 4 义 1微米
,

故我仍不能确

定多个袍子的放射性
。

为此
,

我们又研究

粗 型 H e lm i n t h o s Po r i u m g r a m i n e u m 的 袍

子
,

其体积为 80 一 110 义 12 一20 微米
。

精

果阴明每个袍子的放射性豹在 10 0 一 4 50 次

脉冲 /分钟的变幅之简
。

下面一粗献轮
,

关系到弄清培养共放
、

射比度极限对具菌生活力之作用简即
。

还同放射比度 ( 自口P 3 “

各为 8 0
,

10 0 ,

1 2 0
,

1 5 0
,

3 0 0 微居里和 5 3 “
各 为 5 0 0

,

. 7 0 0
,

1 0 0 0微居里 ) 的 s : :

和 P , 2
拭欲指

出
,

培养基 P 吕 2
放射此度达 12 0 微居里

,

具菌发育正常 ; 而对 5 3 3
来瀚

,

甚至放射

比度达 10 0 0微居里
,

也没有视察到其苗生

长的抑制现象
。

P 3 “

放射此度高于 120 微居

里
,

具菌仅仅开始生长
,

但不发育
,

只有

培养基放射比度由于 fII 然衰变而降 至 1 20

微居里
,

其菌才开始生天
。

因此
,

P 3 “
放 射比度近 12 0微居里

,

应

骸是真菌 p h o m a t r a c h e i Ph i l a 发育最适宜的

放射比度
。

至于 S “ “ ,
lRJ 可在 l O)t o微居里

放射比度培养基上十分顺利地培养具菌
。

这 样
,

可 以 肯
、

定
,

其 菌 P ho m a

t r a e h e i Ph i l a
对 I司位 素表现出极大的稳定

性
。

为了阴明 T 射麟对具菌生 活 力 的 作

用
,

朵用 C o 。 ” l
,

5 0 0
,
0 0 0一 2 , 0 0 0

, 0 0 0 偷

荆量照射培养 5 一 6 天的具菌
。

由于照射

桔果
,

培养物上没有发现宏砚 变 化 或微

观变化
。

接种后
,

新培养物发育正常 (与

对照粗比较 )
,

这 就 弧 实 其
,

菌 lP lo m a

、、斗户

tr a c h e i Ph i l a 极强的稳定性
。

一 6 7 一



.

此外
,

也进行标蕊放射性菌裱体的生

活力及其在寄主内的习性 ( in vi v

o) 的拭

凳
。

首先
,

必须弄清
,

p h a rn a t r a e h e i户 i l a

的标蕊过的放射性的菌袜体是否保存其致

病力
。

后者只有应用标舔的菌林体进行人

工咸染寄主以及对病株粗撇中菌株体之扩

展的进一步视察
,

才能确定
。

应用标蒜的菌林体 (分别为P 3 2 ,
5 3 `

和 P 3 ,
+ 5 3 `

) 以 人工接种一年生棒檬枝

梢
。

小心洗浮后的菌林体
,

接种到一年生

枝梢的切 口
,

而在接种部位
,

为了牛彩持一

定湿度
,

用灭菌湿消棉花盖住
,

然后
,

再

用羊皮抵絮紧
。

而非彭满寸性菌林体咸染的

植株
,

作为对照
。

榷物粗麟中放射性的菌林体的存在情

况
,

可用 r e 益r e p 箭数器和放射照片来确

定
。

放射性的侧量
,

可用安于铝室 的 飞M

一 2 0钟型蔚数器进行
。

须要测量的样品
,

紧压于两片厚度 Zm m的招板之尚 ; 这时
,

为了舒数叶片同一面积的脉冲数
,

填层招

板中简要有 2 平方米的小孔
,

它直联钟型

针数器补数表的中央
。

人工接种后第三天
,

便获得首次的裁

脸枯果
。

从而阴明
,

距离接种部位 3 c5 二

的叶子
,

变为带放射性的
。

当然
,

被感染

植株粗麟内标蕊的菌粽体在这 么 短 时 简

( 3 天 ) 内运斡 35 cm 的距离
,

是不熊解

释这种现象的
。

根据 T
.

f a e e H e P 〔 3 〕和 几
.

A
.

K a H q a 户e几 H 及 K
.

r
.

r H K a m B H兀H 的青

料
,

植物有机体中菌株体之扩展
,

达到这

样大的速度
,

是不可能的
。

对这些事实进

行比较
,

便可肯定
: 叶子中的放射性是由

新陈代翻的放射性毒盾产物 之 运牌所决

定
。

这些新陈代蒯产物
,

也随植物体内上

升液流而斡移
。

为了确定栖物有机体中标蕊的菌袜体

扩展的可能性
,

曾对致病枝梢进行分析
。

病梢的拟切
、

横切和斜切都蔚算其脉冲数

及放射照片
。

正如放射照片所示
,

底片土

变黑张度
,

随接种部位的远离而从最兹逐

步诚弱
·

这样强夕沪分怖
,

不能定出标豁

菌粽扩展范圃与其新陈代榭放射性产物扩

展范困之界痰
。

定出标器菌株扩展速度与其新陈代榭

放射性产物扩展速度或示踪性 5 3 ”
的 N a Z

厂

、,.
了矛勺

场沙

.
。 _ ` , 二

二

一 。 ,
二

* “ 。 、 ~
:

,

` J ,
八 。 . ,

一
。 t, 4 不!胜五压心 少J版佗卜 Z义甘幼

产

开花资
,
七

岁
奴 l r U久r 力叨生牙

种情况下
,

是不可能的
。

所有这种情况的

放射性物厦的扩展照片
,

通通一样
。

应 当指出
.

第三天跪察到最大的放射

性
,

是在顶端嫩叶
,

而不是下端老叶 ; 荃

于位于接种部位之下的叶子
,

全部没有放

射性
。

另外
,

也霄投置一些就脸
,

以阴明放

射性同位素进入植物体内之可能途握
,

特

别是灌溉
,

通趁根系给撑檬苗木施 入 P 3 “

( N a 2
H P 3 2 0 ;

溶液 ) 及 5 3 5 ( N a Z S . “ 0 。
溶

掖 )
,

灌后第五天
,

从柏株叶片双面测量

其活动度
。

桔果发现枝梢上任何叶片都具

有放射性
。

真菌 p h o m a t r a e h e i Ph i l a 新 陈代甜产

物对于植物
,

具有毒害作用
。

我们的目的

是弄清具菌毒原 ( 毒素 ) 的物理和化学特

性
,

为此
,

我佣进行下面拭盼
。

为了获得大量的标蒜 5 3 `
的具菌新陈

代榭的毒厦产物
,

故在 2 立升献验瓶中
,

进行培养
。

由此获得的菌林体
,

用蒸留水

小心洗去麦芽汁
,

韭再次接种到含 2 务葡

一 6 8 一



厂
’

`性一刃,

飞
萄糖溶液的非放射性培养基上

。

隔 3一 5

天后
,

再作过滤
,

从葡萄糖液 中 取 出 具

菌
。

含有示踪性具菌新陈代浏产物的滤液

毒性
,

再接种到健株
,

即接种到健康棒檬

的切枝及番茄幼苗
,

以进行偷胎
.

从非放

射性菌赫体滤液中
,

撑檬枝稍和番茄幼苗

也呈现出中毒象征
。

研究毒素物理特性的拭麟拮果
,

筒述

如
一

民 滤液煮沸 3 0 分 钟
,

韭未失去其毒

性
,

滤液毒性袒受阳光三天的作用
,

也不

改变
。

滤液蒸发时
,

井残留干物厦容易溶

于醚中 ; r y M 6 p H H 吸附剂不能从溶液中

提出滤液毒厦部分
。

,

最后
,

也曾采用各种不同处理来殷置

藏脸
,

从研究滤液中毒素抽出物
,

随后又

榆脸其毒性
。

拭脍靓实
,

不能用醚类提取毒素
。

必须

指出
,

滤液隔2 0一 3 0天后便失去其毒性
。

为了研究毒素的化学特性
,

现正开始

应 用放射性 同位素法及色层分 离 法 的 工

作
。

( 薛 奕释 )
书
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)
H n H T a 犯以 H M

P a C了e RH e M
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: IJ
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A
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.

只
.
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.
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.

r H K a 山 B H江H
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