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木麻黄对青枯病的抗性及其与细胞膜透

性和过氧化物酶同工酶关系的探讨
`

梁子超 陈柏锉
’ .

( 林学系 )

要

病区残存 10 年生以上的木麻黄 ( C此如 ir n o e叮“ 韶̀ t2’ f !o ia L i ll) 不同无性系的幼苗经青枯

假单胞菌 ( p : e “ d o爪。 九 a s : O la 竹 a e o a , u m E
.

F
.

S m f t h )菌系 S C一 2人工接种后
,

发病 症 状 可

以划分为青枯
、

半枯
、

黄萎
、

枝枯四个类型 ; 其对青枯病的抗性有差异
,

发病率较低的单株有

3
、

1 1
、

1 5
、

1 9
、

和粗 4
,

发病率较高的单株有 l 和 2
。

用 电导率方法测定各无性系幼苗的相对

透性和用聚丙烯酸胺园盘凝胶电泳测定过氧化物酶同工酶的结果表明
,

细胞膜的相对透性 和

过氧化物酶同工酶的第 4 条谱带的比移值与植株感病率有一定的关系 , 过氧化物酶 同工酶的

谱带数和过氧化物酶的活性与感病率的关系不大
。

各无性系的过氧化物酶与相对透性之间 也

有一定的相关关系
。

木麻黄 ( C a s u a r 求n a e口u ￡s e t￡f o ￡̀ a L i n ) 青枯病是由青枯假单胞菌 ( p s u e d o n : o 月 a s : o `a -

。
批。

“ nt E
.

F
.

S m it h )引起的维管束病害
,

它严重危害广东沿海木麻黄防护林带
。

过去
,

多种经济作物对青枯病的抗性和抗病生理有很多的研究〔 “ 〕 ,

但关于木麻 黄青枯 病的研

究极少〔 ` 〕
。

在植物抗病育种中
,

了解植物的抗病性和抗病生理是很重 要的
。

本研究的

目的是探讨病区内残存10 年生以上单株的抗性以及它和细胞膜透性
、

过氧化物酶同工酶

的相互关系
。

材 料 与 方 法

试验材料 在 电白县港口 林场选取残存的 10 年生以上 的 木 麻 黄 1
、

2
、

3
、

8
、

1 1
、

1 5
、

1 9
、

3 9
、

4 0
、

粗 2
、

粗 3
、

粗 4 等 1 2个单株 (这些单株的小叶数为 7 一 1 0 ) 作

为测定的材料
;
并在广州石牌选取感病的木麻黄单株 53 作比较

。

从这些单株上选取树干萌芽条或幼嫩小枝
,

用激素处理无性繁殖法促使小枝出根
,

出根后移至装有无菌砂壤土的花钵中定植
。

60 天苗测定细胞膜的相对透性和过氧化物酶

同工酶
, 1 80 天苗接种测定无性系的抗性

。

·
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接种体和接种 接种试验用的接种体是青枯假单胞菌菌系 S C一 2 〔 ` 〕 。

菌苔用无菌蒸

馏水制成细胞悬浮液于室温保存
。

用时从保存的悬浮液取出菌液在不含 k e l m an
〔 ’ 。 〕 的

2 , 3 , 5 一氯化三苯基四氮哇 ( T T C ) 的 T T C培养基上 32
O

C活化 24 小时
,

再移 在相

同的培养基上 32
O

C培养 4 8小时
。

用清水把菌苔制成含菌量为 l 。 “

个细胞 / 毫升的 菌液供

接种用
。

接种是用锋利的解剖刀伤根
,

每株淋 15 毫升菌液
,

设同样伤根淋无菌水作对照
。

处

理后放在 28 一 32
“

C
,

人工光照 12 小时的温室内
,

逐 日观察和淋水
。

第 20 天逐 株镜检发

病和死亡的原因
,

统计发病率和死亡率
。

细胞膜相对透性的侧定 每个无性系取移植 60 天的苗 3 一 5 株
,

用自来水冲洗净
,

蒸馏水再冲洗一次
,

干净滤纸吸干
。

取主茎
,

从顶端向下
,

切成为 1 厘米的小段
,

把顺

序相同的小段合并
。

按主茎从上而下的顺序
,

每 0
.

2克为一个样品
。

因各无性 系苗木的

生长差异
,

制成的样品 2 一 7 个
。

每个 0
.

2克的样品放人装有 10 毫升双蒸 蒸馏水容量为

25 毫升的三角瓶中
。

如果最后的小段总重量不足 0
.

2克
,

同样按 1 ,

50 (重量
:
体 积 )

比例加人双蒸蒸馏
,

另设双蒸蒸馏水作对照
,

并每瓶加塑料盖密封
。

根据W i l n e r的方法〔 5 〕略加修改
,

将制好的样品放在 32
O

C温箱内静置 8 小时
。

取出

用 D D S一 n A 型电导率仪测定电导率
。

测定后
,

把去盖的三角瓶放在已沸腾 的 压 力锅

内
,

用流动蒸汽破坏细胞膜 10 分钟
,

立即取出
,

置室温下冷却
,

待温度与室温平衡再测

电导率
。

然后按下列公式计算相对透性
,

再取每个无性系的样品测定平均值作为其细胞

膜的相对透性
。

相对透性 ( % ) X 1 0 0

S
。
为样品静置 8 小时后的测定的 电导率 ; S : 为样品用蒸汽破坏细 胞膜 后测定 的电

导率
; C

。
为双蒸蒸馏水静置 8 小时后测定的电导率

; C :
为双蒸蒸馏水蒸汽加 热 后再测

定的电导率
。

过复化物酶同工酶的洲定 小心挖出移植 60 天的苗木
,

整株用自来水冲洗干净
,

蒸

馏水再冲洗
,

并用滤纸吸干
,

取其小枝
、

根称重
,

剪碎
,

放在冰浴内预冷的研钵中
,

枝

按 1 : 5 ,

根按 i : 5 0 (重量
:

体积 ) 的比例加人提取 缓 冲 液 〔 ` “ 〕 ( o
.

I M p H s
.

o的

T r i s 一 H C I缓冲液
,

其 中含 0
.

5 M蔗塘
, o

.

o o 6 M抗坏血酸
, 0

.

0 0 6 M 半胧 氨 酸 )
,

在冰浴

中迅速匀浆
。

匀浆后在冰箱内用定性滤纸过滤
。

滤液立即用来测定过氧化物酶同工酶
。

电泳是按常规的凝胶园盘 电泳方法〔 “ 〕进行
,

选用过硫酸按催化系统
,

不用成层胶
,

只用凝胶浓度为 7 %
, p H S

.

9的分离胶
。

同一批样 品测定的胶柱一次制胶
,

聚合完后放

在冰箱内保存
,

供在 1 一 3 日内测定用
。

在 12 管的园盘 电泳槽每次测定 3 个无性系的样

品
,

每管加样 0
.

0 25 毫升提取过滤液
。

因提取缓冲液 内含 O
.

SM蔗糖
,

样品不再加 50 %的

蔗塘液
。

用 0
.

01 %的澳酚蓝为前沿指示剂
。

加样后 电泳槽放在冰箱内
,

在 电压 1 80 一 2 70

伏
,

电流 12 一 24 毫安的条件下
,

电泳时间 60 一 80 分钟
。

电极缓冲液只用三次
。

电泳完毕后
,

取 出胶柱放在蒸馏水中
,

再取 出放人抗坏血酸一联苯 胺 染 色 剂〔 “ 〕

(取 2 克联苯胺溶于 18 毫升文火加热的冰醋酸中
,

再加 72 毫升蒸馏水制成联 苯 胺 储 存
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液
,

取联苯胺储液 20 毫升
,

加人 70
.

4毫克抗坏血酸
,

20 毫升 0
.

6 %过氧化氢
,

60 毫升蒸馏

水组 成 染色 剂 ) 中
。

室温下染色 30 分钟
,

并同时记录酶谱每条带出现的时间
,

计算相

对活性〔 ’ ` 〕 。

染色完的胶柱取出用蒸馏水洗涤后放在 7 %的冰醋酸中保存
,

画图记录
。

结 果 与 分 析

(一 ) 病区残存单株抗性的差异 在人工接种青枯假单胞菌菌系 S C一 2 的情况下
,

各无性系病株的症状有差异
,

可 以划分为四个类型
。

青枯型
:

植株感染后
,

小枝失水收

缩
,

上部小枝下垂
,

出现典型的全株萎蔫
。

从感病症状出现到全株萎蔫速度较快
,

只 2

一 3 天
。

在显微镜下检查
,

茎 和顶部小枝均有致病菌存在
,

出现这一类型的 无 性 系有

粗 3
、

53
。

半枯型
:
植株感染后

,

先半边的枝条失水收缩
,

顶端小枝下垂
,

在出现病状

的小枝
、

茎亦有致病菌存在
,

整株的萎蔫较慢
,

一般在半边枯后 7 天左右才扩展到整株

死亡
,

出现这一类型的无性系有粗 2
。

黄萎型
:

植株感病后
,

生长缓慢或停顿
,

小枝变

黄
,

这时小枝无病原菌存在
,

病菌主要存在茎的维管束内
。

随感染的加重
,

有些小枝干

枯脱落
,

直到发病后期植株才出现典型的萎蔫症状
,

出现这个类型的无性系有 l
、

2
、

3
、

11
、

15
、

19
。

枝枯型
: 仅个别小枝失水收缩下垂

,

其余部分仍正常生 长
,

未 见 死

亡
,

出现这一类型的无性系有粗 4
。

表 1 各无性系接种青枯假单胞菌菌系 S C一 2 的发病情况

单 株

1

2

3

接 种 株 数 发 病 率 ( % ) 死 亡 率 ( % )

1 8

5

3 8
.

9

4 0
。

0

3 8
。

9

4 0
。

0
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,亡山J. 11人n甘氏」

:…
月了nù厅了.土臼an甘

,上,上,自2

5
。

3

4 3
。

3 4 3
。

3

力性O口
J
任凡b六UOJ八石n甘,山,占,人OJ

月
任noCQ八O

,曰勺JJLLù

n1519粗粗粗53

各个无性系在人工接种青枯假单胞菌菌系 S C一 2 后表现出的发病率和 死亡率 亦不

相同
。

表 1 的数字表明
,

在室内人工接种条件下
,

无性系粗 4 虽有枝 枯 症状
,

但 不 死

亡 , 无性系 3
、

n
、

15
、

19 的发病率和死亡率较低
; 无性系粗 2 和粗 3 的发病率和死亡

率中等
, 无性系 1

、
2 的发病率和死亡率较高

,

差不多和感病的无性系 53 相仿
。

(二 ) 病区残存单株抗病生理的差异

1
.

各 无 性 系 细胞膜透性的差异
:

每个无性系苗木主茎的细胞膜相对透性表现为

由上而下逐渐增加的变化规律
。

比较各无性系主茎的细胞膜相对透性
,

它们之间存在差
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异 (表 2 )
。

这些差异有些是不显著的
,

有些是较显著和显著的
。

将各无性系主茎平均相对透性和发病率进行相关分析 (为了满足数字符合正态分布

的要求
,

本试验结果的百分数在进行统计分析时均进行 X 二 s i n ~ ’
甲了的变 换 )

,

其相

关系数
r 二 0

.

6 3 5 ,

根据相关系数显著性检验
, 当 df = 7 时

, r 。 . : = 0
.

58 2 , r 。 . 。 。 = 。
.

6 6 6 ,

r > r 。 . , ,

所以各无性系的平均细胞膜相对透性和发病率之间有较显 著的 直线关系
。

可

以初步认为
,

植株细胞膜的相对透性低的其抗病性较强
,

相对透性高的其抗病性较差
。

但因
r
仅大于

r 。 . , ,

所以还未能作 出最后结论
。

表 2 不同无性系苗木主茎相对透性比较

单株号 { 1 J 2 1 5

相对透性
( % )

t 检验 a

共
一

兰毕招
生
阵陌{竺…竺阵2 8

;
7 8

…
3 7

’
3 6

…
2 8

;
’ 3

…
` 。

`

9。

…丫;>se…
3 8

’

。 5

! ) ,.’ {
`

…: t:
8

_

巴
`

吟a: 各无性系分别与无性 系 53进行 t检脸

2
。

各无性系的过氧化物酶同工酶的差异
:

各个无性系健康的苗木本身 的 小 枝 和

根的过氧化物酶同工酶的酶谱是不相同的
,

一般表现为小枝的谱带比根的多
。

各个无性

系之间的小枝
、

根的过氧化物酶同工酶谱亦不相同
,

几乎找不 出共同的谱带 (图 l )
。

用过氧化物酶同工酶谱带数和发病率进行相关分析
,

各无性系的谱带数和发病率的相关

系数 r 根 二 0
.

0 90
,

而小枝的谱带数和发病率的相关系数 r 枝 二 O
。

0 8 9
,

均小于
r 。 . : ,

所以

小枝
、

根的过氧化物酶同工酶谱带数与发病之间无显著的相关关系
。

把同一胶柱上每一条过氧化物酶同工酶谱带宽度按加权法相加为总宽
。

用总宽与发

病率进行相关分析发现
,

根的总带宽与发病率的相关系数 r 根 = 。
.

24 6 ;
枝的总带宽与发病

率的相关系数 r枝 二 o
。

0 4 1
。

进行相关显著分析表 明
, r 根

、

r 枝均小于
r 。 . ; 二 O

。

5 4 9
。

所以根
、

枝的过氧化物酶同工酶总带宽与植株发病率无显著的相关
。

染色用的抗坏血酸一联苯胺

染色剂在染色时谱带出现的时间快慢可 以反映出每条谱带的相对活性
。

从染色的情况表

明
,

带宽可以代表酶的活性
。

所以
,

过氧化物酶的活性与发病率的关系亦可能不显著
。

用各无性系过氧化物酶同工酶顺序相同谱带的比移值 ( R
f
) 和发病率的相关分析发

现
,

根的各条谱带的比移值与发病率无显著的关系
,

小枝的各条谱带的比移值除第 4 条

谱 带外亦无显著的关系
,

仅小枝的第 4 条谱带的比移值和发病率的相关系数
r 二 O

。

6 7 20

进行相关显著分析表明
,

d f = s 时
, r 。 . 。 。 = 0

.

6 3 2
, r 。 . 。 ; “ 0

.

7 6 5 , r 。 . 。 。
< r < r 。 · 。 : -

所以小枝的过氧化物酶同工酶第 4 条谱带的比移值和发病率的相关关系是显著的
,

随比

移值的增大
,

植株的发病率增高
,

但因 r < r 。 . 。 , ,

所以还未能作出最后的结论
。

各无性系的枝条过氧化物酶同工酶第 4 条谱带的比移值除了与发病率有显著的关系

外
,

与无性系细胞膜的相对透性亦有显著关系
,

其相关系数
r = 。

.

59 4 > r 。 . 。 。 ,

表 现 为

随比移值的增大而细胞膜的相对透性逐渐增高
。

但 因 r < r 。 . 。 : ,

所以亦未能作出最后的

结论
。
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讨 论

采自电白县港口林场木麻黄病区部分残存单株无性繁殖的苗木
,

经室内人工接种青

枯假单胞菌菌系 S C一 2 鉴定
,

其抗病性不同
,

有些抗性较高
,

如无性系 3
、

1 1
、

15
、

19
、

粗 4 ; 有些抗性中等
,

如粗 2
、

粗 3 ;
有些抗性较低

,

如 1
、

2 两个无性系
,

与石牌选

出的感病无性系相差不大
。

因此
,

病区残存单株需经严格测定后才能确定其真实的抗病

性
。

青枯型病株迅速凋萎
,

半枯型和黄萎型病株死亡较慢
,

枝枯型病株发病而不死亡
,

划表明寄主的水平抗性存在差异
。

因此
,

在苗期筛选无性系的抗病性时
,

应当统计各症

状类型的数值
,

作为鉴定寄主抗性的一个指标
。

同一无性系的苗木其抗病性按理应当一致
。

但在室内人工接种条件下
,

苗木的感病

程度并不一致
,

感病有先有后
,

或者有些感病
,

有些不感病
。

因此一次鉴定的结果
,

不

一定能反映出单株抗病的实质
,

必须经多次
,

而且在多种条件下反复鉴定
,

才能确定一

个单株的真实抗病性
。

细胞膜的透性与植物抗病性之间的相关关系过去有许多研究
,

有人认为细胞膜透性

与植株的抗病性有郑
’ 。 〕 c ’ 。 〕 ,

有人认为无关〔 ’ 吕〕 。

根据本实验的结果表明
,

各无性系

苗木主茎的细胞膜相对透性和人工室内接种鉴定的发病率之间有相关关系
,

而且小枝的

过氧化物酶同工酶第 4 条谱带的比移值与细胞膜的相对透性之间亦有相关
,

这可 能 表

明
,

存在于细胞膜的过氧化物酶 〔 ` 。〕的成分和植物的抗病性有一定的关系
。

过氧化物酶的活性与植物抗病性之间的相关关系过去也有不少的研究
。

有人认为
,

过氧化物酶的活性与植物的抗病性有关〔 吕〕 c ’ , 〕〔 ’ ` 〕 〔 ’ “ 〕也有人认为过氧化物酶的 活 性

与植物的抗病性无关〔 吕〕 。

关于过氧化物酶同工酶与抗病的关系
,

有人 认为抗病 品种和

感病品种的过氧化物酶同工酶谱相同〔 ` , 〕 ,

亦有些实验结果表明
,

抗病品种和感病品种

的过氧化物酶同工酶谱是变化不定的〔 3〕 。

本试验结果表明
,

抗性不同的 无性系其过氧

化物酶同工酶谱不同
,

过氧化物酶同工酶谱带数
、

过氧化物酶活性均与抗病无关
,

但过

氧化物酶同工酶的小枝酶谱中第 4 条谱带的比移值与发病有一定的关系
,

可以推测
,

过

氧化物酶某些微量的特殊同工酶成分与植物的抗病性有关
。
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