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苹果组培苗和温室盆栽苗对火疫病的感病性研究
α
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摘　要　不同品种的苹果对梨火疫病 (E rw in ia am y lovora)菌的敏感性不同,用盆栽苗与体外组培苗所得的结
果一致,感病快的品种体内所含的病菌数高于感病慢的品种;外植体的生理状态对病害的发生有影响。
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Abstract　T he respon ses of su scep t ib ility of app le cu lt ivars to E rw in ia am y lovora w ere

differen t. T he num ber of the bacteria l cells from su scep t ib le cu lt ivars w as h igher than that

from resistan t cu lt ivars. Symp tom s ob ta ined in v itro w ere sim ilar to tho se ob served in the

greenhou se. T he physio logica l sta te of p lan t lets grow n in v itro inf luenced the level and

un ifo rm ity of symp tom s.
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火疫病 (f ire b ligh t)是由梨火疫欧氏杆菌 (E rw in ia am y lovora ,以下简称 Ea)引起的,从 80

年代后期开始,广泛传播于欧美大陆,对苹果、梨、山楂等园艺作物危害极大。在 1992～ 1995年

期间,仅南斯拉夫由火疫病所造成的经济损失就达 620万马克。火疫病以其传播快、蔓延迅速、

难于控制而成为研究的热点,欧美各国目前正投入较大力量对火疫病进行多方位研究,以寻找

有效的防治方法[1～ 4 ]。本试验进行了不同品种苹果盆栽苗和组培苗对 E. am y lovora 感病性研

究,以筛选对 E. am y lovora 的抗、感品种,并对组培苗的发育时期、生理状态和培养条件与 E.

am y lovora 的互作影响进行了比较,为进一步研究苹果的抗火疫病机理奠定基础。本文全部内

容均在南斯拉夫诺维萨德大学园艺系完成。

1　材料与方法

1. 1　植物材料

苹果 Idared, P rim a, A vajlija, B iho rka (南斯拉夫的栽培品种)和 Fu ji(引自日本的栽培品

种)
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1. 2　病菌培养

以不同来源的 5个 E. am y lovora 菌株为病原菌: Ea1127来自英国,寄主为山梨; Ea311来

自南斯拉夫,寄主为　　; Ea7ö75 来自德国, 寄主为　子; Ea7002 来自加拿大, 寄主为苹果;

Ea24来自南斯拉夫,寄主为苹果。菌株接种在新鲜配制的肉汤琼脂培养基 (每 100 mL 含0. 8 g

肉汤粉, 1. 5 g 琼脂)上, 28 ℃下培养 2 d,用无菌水将其悬浮为浓度 107 cfuõmL - 1的菌悬液。

1. 3　盆栽苗试验

生长在温室盆栽的嫁接苹果苗,当接穗长为高 25～ 40 cm 时,用以上 5个来源的菌株分别

接种,每一品种苹果苗每菌株接种不少于 8株。

接种用 0. 46 mm 的注射器插入苹果苗顶端幼嫩的未完全展开叶上方的茎,在伤口处留一

滴菌悬液。在不同时间,测量茎段发生火疫病症的长度,以发病的茎段占全部茎段长的%表示。

试验重复 2次,结果进行 F 检验和邓肯多重比较。

1. 4　组培苗试验

不同品种的苹果树休眠芽及开始旺盛生长的枝条作为组培的外植体供体。

休眠芽培养在BA 0. 1 m gõL - 1, IBA 0. 01 m gõL - 1的L epo ive 培养基上,扩增培养在M S

附加BA 0. 5 m gõL - 1, IBA 0. 05 m gõL - 1, GA 0. 1 m gõL - 1培养基上。当外植体长为 4～ 5个节间

时移入生根培养基 (1ö2M S基本培养基附加 IBA 0. 1 m gõL - 1)上诱导生根。分别对不同品种、

不同培养时期的组培苗进行以下 2种方法接种:

①切叶法:将剪刀浸入到已配制好的菌悬液中 2 m in 后,选取 2片已完全展开的叶,在 1ö2

处与叶中脉垂直剪去半片叶,将接种后的外植体重新置于新鲜的培养基中,在相同条件下培

养。

②灯芯法: 将棉线浸入到已配制好的菌悬液中 2～ 3 m in,用缝衣针将其穿于已完全展开

叶的茎段节间处,保留长约 0. 5 cm 的棉线于其中,再置于上述培养基中培养。

1. 5　感病外植体中所含的 E rw in ia amylovora 菌数的测定

对切叶法和灯芯法感病后的外植体分别在不同时间随机取样,测定每一外植体所含的Ea

菌落的数量。每一取样平行进行 5个重复。所取材料加 1 mL 无菌的磷酸缓冲液于研钵中研

磨, 再加 9 mL 缓冲液使其悬浮, 系列稀释后, 取 0. 1 mL 菌悬液铺板于含LB 培养基中, 在

28 ℃下培养 2 d,菌落计数。实验重复 2次。

2　试验结果

2. 1　盆栽苗的感病性

不同品种的苹果盆栽苗对不同来源的 E. am y lovora 菌株的感病性不同 (图 1)。以接种非

致病菌 Ea273为对照,与对照相比, Ea7002, Ea7ö75, Ea24的致病力呈极显著差异 (P = 0. 01) ,

Ea311的致病力有显著差异,而Ea1127的致病力差异不显著。可见,不同来源病菌菌株的致病

力不同,不同品种的苹果对同一菌株敏感性不同。随后的感病性筛选选用了Ea7002, Ea311和

Ea24为病原菌。

不同品种的苹果对同一梨火疫病菌菌株的感病性表现出不同。以Ea24感染 5个品种的苹

果,图 2所示, P rim a 和 Fu ji不仅感病较慢,并且症状的扩展也较慢, 3周后,茎段 40%～ 50%

感病, Idared, A vajlija, B iho rka 在感病 1周后症状明显扩大,迅速向下蔓延; 3周后, 80%以上
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图 1　接种 15 d 后火疫病的发病程度

的茎全部感病。与前 2品种的症状差异显著 (P = 0. 05)。同样,分别以Ea7002和 Ea331感染苹

果苗得到相同的结果。表明 P rim a 和 Fu ji 对 Ea 菌的抗性较 Idared, A vajlija, B iho rka 的为

高。

图 2　Ea24菌接种后不同时间苹果的感病茎的长度 (% )

212　组培苗的感病性

21211　品种对感病性的影响　用切叶法和灯芯法对不同品种的组培苹果苗接种病菌后,症状

的发展速度有所不同。

用灯芯法接种的外植体症状发生较快。接种的当天, Idared, A vajlija 和B iho rka 品种在所

留的“灯芯”附近,茎部出现红褐色 (火疫病的最初症状)。2 d,症状有所扩展。3 d, P rim a 和 Fu ji

相继在感染部位出现症状,而 Idared, A vajlija 和B iho rka 已在“灯芯”之上的所有茎节全部变

成红褐色,叶主脉亦变红。5 d, Idared, A vajlija 和B iho rka 品种出现严重症状, P rim a 和 Fu ji

的症状始终轻于 Idared, A vajlija 和B iho rka。

切叶法接种的外植体症状出现稍慢。接种当天无表现。2 d 时, Idared, A vajlija 和B iho rka
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所切叶片的叶脉变红。3 d 时,症状开始逐渐扩展到茎部及相邻叶,而 P rim a 和 Fu ji品种的切

叶边缘和叶脉才开始变红。感染 7 d 之后, Idared, A vajlija 和B iho rka 出现严重症状。

在接种梨火疫病菌后的不同时间,分别测定 cfu 的数量。感病快的品种 Idared, A vajlija 和

B iho rka 与 P rim a 和 Fu ji相比,在前 2 d, cfu 的数量没有显著差异, 5 d 后前 3品种的 cfu 开始

明显高于 P rim a 和 Fu ji,差异显著 (表 1)。表明 P rim a 和 Fu ji相对较抗病, Idared, A vajlija 和

B iho rka 相对较感病。

21212　体外培养时间对感病性的影响　分别对体外培养不同时间、不同品种的苹果苗进行同

一菌株切叶法接种,在体外培养 4 个月、6 个月和 8 个月的 P rim a,其体内所含病菌数分别为

2. 1×106, 2. 4×106, 2. 0×106 cfuö植株。A vajlija 所含病菌数分别为 2. 7×107, 2. 3×107 和 3. 0

×107 cfuö植株。培养时间对 cfu 的影响无显著差异,结果表明,外植体在体外培养时间的长短

对外植体的感病性不产生显著性影响。

21213　生长调节剂对感病性的影响　在接种的前 1周,将外植体分别转移至含BA 和 IBA 及

不含两者的扩增培养基中,接种后,在相同培养基上培养 2周后测定其所含 cfu 的数量,结果

如表 2所示。在含BA 和 IBA 培养基上的 P rim a, A vajlija 所含 cfu 数量与不含BA 和 IBA 的

培养基上的 P rim a, A vajlija 所含 cfu 数量相比,结果没有明显差异。可见,培养基中生长调节

剂对外植体的感病性没有明显影响。不论BA 和 IBA 在培养基中的存在与否,从A vajlija 上所

测的 cfu 数量均明显高于 P rim a。

表 1　不同时间、不同品种苹果

感病后所含菌落 (cfu)数量 cfuõ株- 1

苹果品种
接种后时间 töd

2 5 10

P rim a 1. 7×102 a① 2. 2×103 a 2. 5×106 a

Idared 2. 6×102 a 2. 5×105 b 2. 4×107 b

A vajlija 2. 2×102 a 1. 3×105 b 3. 1×107 b

B iho rka 2. 8×102 a 2. 4×105 b 2. 5×107 b

Fuji 2. 0×102 a 1. 6×103 a 2. 4×106 a
①表中小写字母相同为差异不显著,不相同为差异显著 (P =

0. 05)。

表 2　培养基中生长调节剂对植株

所含菌落 (cfu)数量的影响

苹果品种
BA 和 IBA
存在 (+ ) ö缺少 (- )

cfuõ株- 1

P rim a
　

+

-

2. 4×106 a①

2. 0×106 a

A vajlija
　

+

-

2. 7×107 b

3. 1×107 b

①表中小写字母相同为差异不显著,不相同为差异显著 (P =

0. 05)。

21214　外植体的发育状态对感病性的影响　对在生根培养基上培养 4～ 5周后、已生根的外

植体进行同一菌株切叶法接种,与对照 (外植体没有进行生根诱导)相比,感病的程度和发病速

度都低于对照,在接种后的 15 d,测定 P rim a 外植体内所含菌落数,结果为诱导生根的外植体

含 2. 6×106 cfuö植株,无根的外植体含 3. 2×107 cfuö植株,差异显著。其他 4个品种也有类似

结果。可见,外植体诱导生根后可显著降低对梨火疫病菌的敏感性。

3　讨论

植物的抗病性受多方面因素的影响,抗病基因是决定因素。抗病基因表达快、产物活性强

的植株抗病性就强,反之则弱。本研究证明,不同品种的苹果在相同的条件下对梨火疫病菌的

感染表现出不同的反应,品种 P rim a 和 Fu ji比 Idared, A vajlija, B iho rka 的发病慢且程度轻,
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体内所含的菌落数低,可见 P rim a 和 Fu ji的抗病性强于 Idared, A vajlija, B iho rka。

植物的抗病性还与病菌2寄主植物的相互作用密切相关[7 ] ,而寄主植物的生理状态是影响

这一相互关系的重要基础。例如,生长旺盛的植株对梨火疫病菌的敏感性高于生长缓慢的植

株[2 ]。离体培养在一定程度上会影响外植体的生理状态[8, 9 ] ,培养基中生长调节剂的水平和离

体培养维持时间的长短会改变外植体的某些生理反应[10～ 12 ]。从本研究结果看,苹果品种间对

梨火疫病菌的敏感程度组培苗与盆栽苗相一致, P rim a 和 Fu ji 较抗病, Idared, A vajlija,

B iho rka相对较感病,供试的 5个品种对梨火疫病菌的敏感性并未因其离体培养而改变。因此,

利用苹果的组培苗来筛选抗火疫病品种及研究抗病的机理不仅具有一定的可靠性和便利性,

而且对像火疫病这种传播快危害大的疾病的研究比在温室和田间更易于控制。

本研究还表明,根系对植株的感病程度有影响,同一品种的苹果苗在诱导生根后,其抗病

能力提高。Schou ten 等[13 ]报道火疫病症状的发展与寄主细胞的渗透势有关,已结果实的苹果

树,在果实周围的营养芽对火疫病的敏感性增加。Su lem an 和 Steiner [14 ]对苹果组织中的山梨

醇含量和溶质势与火疫病症状发展的研究也证明了这一点:寄主细胞若能维持它们的膨压,并

且水分和营养物质没有被细菌抑制,则不发生病害。根系在抗病性中的作用可能与吸收营养以

及维持体内渗透势有关。这方面的研究有待进一步深入。

在体外的抗火疫病研究中,对植株的致病性测定多采用切叶法, H amm ersch lag [6 ]在研究

梨的抗X an thom onas cam p estris菌中首次使用了灯芯法。本研究同时利用灯芯法和切叶法测

定火疫病菌的致病反应,结果表明,以灯芯法接种梨火疫病菌可加快苹果的火疫病发生,灯芯

法接种发病快的原因可能与叶片和茎部的细胞所含物质不同有关。B lake [15 ]和H ew ill[16 ]的研

究曾分别证明寄主组织的淀粉含量与火疫病的敏感性之间有负相关。叶片中碳水化合物的含

量高于茎段,因此,以叶片为感染部位较茎为感染部位的发病快。
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