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杨树无 性 系抗 灰斑病

离体培养的早期选择
*

苏晓华 张绮纹 曾大鹏 张祝山 邢亚杰

摘要 用 田间感病
、

中度感病和抗病的10 个杨树无性系为材料进行离体培养
,

在培养皿中将

杨树灰斑病病菌接种在小叶上
。

结果表明
:
这些无性系对接种的病菌是敏感的, 无性系间在抗病

性上差异较大
,

并且感病程度与田间观测结果 基本一致
。

田间抗病的 1
、

2 和 3 号组培苗经接种

后均未发病
,

病菌菌丝也未侵入组织内部 ; 中度感病的 5
、

6 号组培苗接种后出现少量黄褐色斑

点 , 而重度感病的 7
、

8
、

, 和 10 号组培苗接种点产生了褐色坏死斑
,

幼苗枯黄
。

但也有例外
,

4 号虽然在大田中度感病
,

组培苗接种后却未发病
。

关位词 杨树
、

离体培养
、

杨树灰斑病
、

早期选择

杨树灰斑病 (C 01 9 。eu m p即ul in uo B res
。

)是发生在杨树 (小苗到大树 )上的一种主要叶部

病害
。

尤以幼苗
、

幼树被害严重
。

分布于我国河北
、

辽宁
、

吉林和黑龙江等省
。

该病能使叶

片提早脱落
,

嫩梢枯死
,

或造成多顶苗
。

据调查
,

该病在东北三省发病率较高
,

如哈尔滨市植

物园 8 年生小青杨 (Pop
ul: 5 p se u d o

一 s im o n fi K ita g
.

) 发病率为 1 0 0 %
,

病情指数为6 1 。 3 年

生小叶杨 (P
. : 流。瓜1 Car r

.

) 发病率与病情指数分别为 1 00 %和 8 9[
’〕

。

当前
,

鉴定杨树对灰

斑病抗性的一般力法是在大田进行
,

至少要经 Z a 以上才能得到较为可靠的结果
。

为了缩短

抗病品种选择时间
,

节约投资和试验占地
,

有必要探索新的可行性为法
,

以便能通过较少的

幼苗进行早期抗性检验
。

目前世界上进行抗性早期选择较新的力法是借助于离体培养手段
。

利用此为法对细菌性

病原菌抗性选择报道较多[z,
“〕,

但有关真菌性病原菌抗性报道非常少
,

尤其是真 菌性灰斑病

国内外尚未有过报道
。

为了探讨真菌性病原菌抗性早期选 择
,

在离体培养条件下对组培植株

进行接种
,

研究不同杨树无性系对灰斑病的抗性
,

以便为杨树抗病测定和抗病育种提供早期

鉴定依据
。

1 材料和方法

1
.

1 试验材料

辽宁省锦县是杨树灰斑病高发区
, 1 9 9 1年

,

在该地区大凌河林场苗圃做了杨树不同无性系

19 9 2一1 1一2 3 收稿
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田 间灰斑病发病测试
。

根据测试结果选择了重感
、

中感和抗病三种类型的 l。个无性系作为试

验材料 (表 1 )
。

衰 1 杨树灰斑脚田间润奋给果
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,

将表 1 中10 个无性系在中国林科院苗圃进行扦插
,

把发病前抽出的新梢作为

离体培养的外植体材料
。

1. 2 试脸方法

1
.

2
.

1 无菌苗的培养 采 ;IJ组培为法培养无菌苗
。

将从中国林科院苗圃采来 的新梢用洗洁

精洗净
,

自来水冲洗后
,

用。
.

1纬H g cl
:

溶液快速冲洗两次
,

用重蒸馏水洗净
,

在 70 %乙醇溶

液中浸 2 一 3 m in
,

后置于 0
.

1% H g cl
Z

溶液中 10 ~ 13 m in
,

用无菌水漂洗 3 次
。

将一部分

嫩梢消毒后
,

在叫l朵丁酸 (IB A )50 p p m 溶液中浸沾一下
,

用刀将茎段切成 1
.

5 c m 长带芽小段

置于 M S 培养基中培养
。

待小苗长出 2 片叶子
,

转移到生根培养基 中培 养
。

生根培养基
:

M S + N A A o
.

0 2 m g / L + 蔗糖2 5 9 / L + 琼脂 6 9 / L
。

光照培养每天 1 6 h
,

培养温度 2 5 ~ 2 5 ℃
。

1
.

2
.

2 病原菌的培养 杨树灰斑病由小钻杨 (p
. 5 1二o n ii x p

.

p , , a 二fd a lis ) 上分离所得
。

经纯化
,

在马铃薯蔗糖琼脂培养基上培养1 0 d
,

产生分生抱子备用
。

1
.

2
.

3 病菌接种方法 选各无性系生长平展的叶片用微滴管在叶片主脉 两 侧各 滴一滴病菌

袍子悬浮液 (抱子浓度为 2 x 1 0’ 个/ m l)
。

密封培养皿
,

放入培养箱中培养
,

温度为 28 ℃
,

湿度保持在 95 % 以上
。

3 6 d 后再移入人工气象器 (LH 一2 。。二R dc R D CT ) 中培养
。

每一无性

系人工接种10 株组培苗
,

另外 5 株苗滴加无菌水作为对照
。

2 试验结果

利用光学显微镜和扫描电镜观察 10 个无性系组培苗人工接种灰斑病病菌
,

其结果与田间

自然发病基本一玫
。

经观察
,

这些无性系可以被成功地接上 病菌 (见图版 I 一 1 )
。

接种一周

后
,

将培养皿中接病菌的叶片取 出
,

采用徒手切片法在光学显微镜下观测叶表面和横切面病

菌侵染情况
,

发现 8 号鞍山小钻和 10 号法库 1 号均有菌丝从气孔处侵入
,

其它无性系没有出

现
。

3 周后取样用扫描 电镜继续观察
,

除 1 号
、

2 号
、

3 号和 4 号外
,

其它无性系均有菌丝

进入组织内部 (见图版 I 一 2 ~ 4 )
。

5 周后打开培养皿将接种叶片冲洗净
,

在光学 显微镜 下

观察接种点并进行评价
:
对照无病症

; 1 号帝国杨
、 2 号 N 2 1 3 6杨

、

3 号N 3 0 1 6杨和 4 号74
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杨没有症状 ; 5 号 1 09 杨和 6 号杂种杨均出现少量黄褐色斑点
;
而 7 号锦县小钻

、

8 号鞍山小

钻
、

9 号白城小钻和 10 号法库 1 号均 出现锈褐色坏死大斑点
。

通过不 同接种时间 (l 。月 6 日
、

10 月31 日 )
、

不同接种浓度 ( 2 X 10
4

个 / m l
、

2 x l护个/

m l) 及不同保湿度 (80 %左右
、

95 %左右 )的对比试验得出
:

前两者均无明显的差异
,

而后者

差异明显
。

湿度如低于 90 %根本不发病
。

德国 K ec hel
,

H
.

G
.

冈 等在培养皿中用细菌性黑

斑病菌 (X a 7: tho 优。, za : p o p 二If)在杨树 4 个标准无住系
,

即 P
。

b : aba n 云ic a 和 P
。

jo l n d o : j (黑杨

派 )
,
p

. 。ol u m bi a R 汁er 和 p
.

2 55 / 6 3( 19 ) (青杨派 )上接种也曾得出
,

接种六周后不 同接种

时期之间根本没有可评价的差别
。

使用不同浓度的细菌悬浮液同样没有明显的差别
,

两者的

不同组合也根本没有导致可确切的反应偏离
。

针对外植体茎段在培养室内因光照时间不足导致其休眠
,

即茎段抽出新稍及生根后很快

封顶
,

叶片黄化并脱落等
,

采用呵噪丁酸 (IB A )处理外植体
,

其抽梢和生根都快于未处理的

茎段
,

加快了无菌苗的繁殖过程
。

3 讨 论

(l ) 试验结果说明
,

在供试的10 个无性系中
,

田间表现抗病的 1 、
2

、

3 号杨组培苗
,

经接种均未发病
,

病菌菌丝也未侵入组织内部
。

表现中度感病的 5
、

6 号杨
,

其组培苗经接种

后出现少量黄褐色斑点
。

表现重度感病的 7
、

8
、

9 、

10 号杨组培苗的接种点产生了褐色坏

死斑
,

甚至幼苗枯黄
。

这表明
,

用组培苗人工接种的为法取得了与田 间病情调查基本一致的

结果
。

证明了利用离体培养方法对杨树灰斑病进行抗性早期测定是可行的
。

但也有例外
, 4

号7 4杨中度感病
,

但组培苗接种后却未发病
。

(2) 开展这项试验时间较短
,

仅测定了10 个无性系
,

所以这种早期检验的结论尚需进一

步的研究验证
。

假如这种早期检验适用性得到确认
,

那么人们只要在实验室控制条件下
,

用

较少的时间就可进行对杨树灰斑病抗性的早期选择
。

这将使杨树良种很快地得以推广
。

(3) 在杨树微繁中
,

以往用外植体叶片或茎段经愈伤分化再产生无菌苗
,

培养时 间长
。

而采用 IB A 处 理 外植体带芽茎段
,

可促进抽梢和 生 根
,

直接形 成 无 菌 苗
。

Ser r es
,

R.

等 [6 ]对美国栗 (c as t o ne a d en tat 。) 幼苗也曾用生长素 (IB A )处理
,

促进生长
,

也看到这种处

理能提高植物微繁效果
,

并有益于挑选出大量抗病植株
。
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杨树无性系抗灰斑病离体培养早期选择的研究 图版 I

1
.

6 号杨最初接菌情况 ,

2
.

1 号杨接菌 3 周后横切面
,

无菌丝穿入 ,

3
.

4 、

9 号杨接菌 3 周后 横切面
,

有菌丝穿入
。


