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小麦高温抗条锈性的组织病理学

和超微结构变化

王保通 商鸿生

(西北农林科技大学教育部植保资源与病虫害综合治理重点开放实验室
,

杨凌 71 21 00 )

摘要
: 为了进一步弄清高温杭条锈病的抗性机制

,

利用荧光显微技术和 电镜技

术研究 了高温杭条锈性品种小僵 6 号的组织病理学特征和超微结构变化
。

结果

表明
:
在高温杭条锈性表达时

,

病斑周 围寄主 细胞发生坏死和木质化
,

在高温处

理 24 h
,

坏死细胞和木质化细胞数分别为初期的 17
.

1和 23
.

8倍
。

从超微结构观

察
,

在高温杭条锈性表达时
,

侵染点附近寄主细胞壁表面 凹凸不平
、

粗糙
,

细胞壁

的厚度也较健康细胞厚
。

之后
,

细胞 内的细胞器消解
,

仅有沿细胞壁分布的原生

质和残存的一些颗粒状物质
。

关键词
: 小麦

,

高温抗条锈性
,

组织病理学
,

超微结构

植物高温抗病性是在较高的环境温度下所诱导的一种低反应型抗病性川
。

高温抗条

锈性是一种持久抗病性
,

小种专化性弱
,

防病保产效能高
,

因而受到越来越多的重视
。

在

我国的农家品种和 目前大面积推广品种中存在大量的高温抗条锈性品种
,

由于对其抗病

性的机制缺乏了解
,

致使一大批高温抗条锈性品种的抗锈性没有得到充分利用
,

造成大量

的资源浪费
。

为了更好地利用这类宝贵的抗条锈性资源
,

作者系统研究了高温抗条锈性

表达的生理生化机制仁2 一 5〕
,

为进一步揭示高温抗条锈性的抗性机制
,

作者又对小麦高温抗

条锈性表达时的组织病理学和超微结构的变化进行了研究
。

1
.

1

材料与方法

供试小麦品种与小麦条锈菌菌种

供试小麦 ( irT t

~ aes ivt um )品种为小堰 6 号 (高温抗条锈性品种 )
、

辉县红 (高感品

种 ) ;小麦条锈菌 ( 乃联 in 记 s沉如~ W e s t )菌种为条中 29 号 CY2 9 及其弱毒突变菌系

M u

t29
。

菌种为单抱分离菌系
,

在鉴别寄主上鉴定确认无误后
,

在辉县红上隔离繁殖
,

收集

新鲜夏抱子
,

保存冰箱备用
。
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1
.

2 试验处理

小麦育苗采用常规土培法
,

待初生叶完全展平后 (苗龄 9 一 10 天 )
,

涂抹接种供试条锈

菌的新鲜夏抱子
,

保湿 24 h 后
,

置于植物生长箱中 ( 14
一 16 ℃ )培养

,

生长箱光强 8以x ) -

1以X心h
,

光照时间每天 16 h
。

将供试的条锈菌新鲜夏抱子分别接种供试小麦品种
,

以常规

处理 ( 14 ℃ )和花斑初期转高温 ( 21 ℃ )处理 24 h
,

造成下列 4 种类型的寄主
一
病原菌相互关

系类型
:
小堰 6 号

一 CY’2 9 在常温下的亲和性组合
,

小堰 6 号
一 CY 29 在高温下的非亲和性

组合 (高温抗条锈性 )
,

小堰 6 号
一 M u 口9 在常温下的非亲和性组合 (小种专化抗性 )和小

堰 6 号
一

uM t29 在高温下的非亲和性组合 (高温抗条锈性 + 小种专化抗条锈性 )
。

以不接

种健苗作对照
。

分别在花斑后 0
、

12
、

24
、

48 和 7h2 采样
,

于冰壶中带回实验室测定
。

1
.

3 组织病理学研究

1
.

3
.

1 R o
hir genr

的整叶透明荧光染色法
: C al c o n u o r

祀 R 研、 i et N ew 荧光染料由加拿大温

尼泊农业试验站提供
。

具体染色步骤
: ①将叶片切成 cZ m 长的小段

,

放人甲醇
一
氯仿 (甲

醇
:
氯仿

= 1 : Zv/ v) 透明液中处理 6 ;h ②将叶组织转人固定透明液乳酸乙醇液 (乳酚油
:

95 % 乙醇
二 1 : Zv/ v) 中煮沸 1

.

5而
n ,

然后放置过夜 ;③用 50 % 乙醇冲洗 2 次
,

每次 巧而
n ,

然

后用蒸馏水冲洗 2 一 3 次 ;④冲洗后转人 0
.

05 mo l / L N ao H 中漂白透明 2 次
,

每次 巧而
n ,

然

后用蒸馏水快速冲洗 2 一 3 次 ;⑤叶段转人 irT
s一

cH l 缓冲液 ( p H 二 8
.

5) 中 so 而;n ⑥用 0
.

1%

c alc iof
u o :
的 irT

s 一H CI 缓冲液染色 5 一 6而
n ,

迅速转入蒸馏水中 ;⑦蒸馏水冲洗 4 次
,

每次

10 而
n ,

然后转人 25 %甘油液中 30 而
n ,

即可用含有少量乳酚油的甘油液作载浮剂制片
。

将

制成的玻片用荧光显微镜观察
。

用 Y4 7 5 的屏障滤光片
,

激光滤光片为 U 激发
,

隔热滤光

片为 B3G 8
。

健康寄主细胞 自体荧光呈淡绿色
,

侵染引起的寄主细胞坏死有黄色自体荧

光
,

菌丝经 C欲c o fl o u r
荧光染料处理产生兰色次级荧光

。

每处理测定 30 个夏抱子侵人形

成的侵入点
。

测定寄主细胞坏死情况
,

计坏死细胞数和单个侵染点中坏死的寄主细胞数
、

高温处理前后侵染点周围细胞坏死情况
。

1
.

3
.

2 Hcl
一 间苯三酚 ( hP lo or gl

u c ioln )法
:
该方法是一种细胞木质化染色方法

。

通过染

色
,

木质化的细胞壁可染成樱桃红色或红紫色
,

即染即看
。

试剂配制
:
间苯三酚溶液

(0
.

19 间苯三酚溶于 100 而 95 % 乙醇中 )
,

20 % 盐酸溶液
。

将叶片段放于载玻片上
,

先滴上

一滴盐酸溶液 (媒染 )
,

然后加一滴间苯三酚溶液
,

盖上盖玻片在显微镜下观察
。

测定每视

野内的木质化细胞数
。

每样品记载 30 个侵染点
。

1
.

4 电镜切片的制备和观察

采用康振生川的方法
,

在花斑后 24 和 4 h8
,

分别采常温和高温处理的接种小麦叶片
,

切成 2
~ 的方块

,

经 4 %戊二醛和 2%饿酸双重固定后
,

经系列丙酮脱水
,

于 E户川 810 树胶

中浸透包埋
。

切成超薄切片
,

经醋酸双氧铀和柠檬酸铅染色后
,

于 EM 一 2的xE 型透射电

镜上观察并照相
。

2 结果

2
.

1 高温抗条锈性的组织病理学特征

接种条中29 号的小堰6号品种在常温下培养至花斑期
,

寄主叶内只产生极少量的木
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质化细胞和坏死细胞
,

之后坏死细胞只有少量增加
,

从花斑初期至花斑后 7h2
,

每侵染点

平均坏死细胞数由 0
.

13 个增至 0
.

31 个
,

每视野木质化细胞数由 0
,

16 个增加到 0
.

44 个

(表 1 )
。

花斑期转人高温下的处理
,

在转人 1h2 就能明显观察到坏死细胞和木质化细胞

数量的增多
,

至 24 h
,

坏死细胞和木质化细胞数明显增加
,

分别为花斑期的 17
.

1 和 23
.

8 倍

(表 2 )
,

之后部分坏死细胞连片
。

同时
,

在试验中发现
,

高温抗条锈性处理的细胞坏死和

木质化有一个特点
,

即在前期常温下寄主与菌丝表现亲和反应
,

当转入高温后
,

寄主细胞

的坏死发生在菌丝周围的细胞
,

而原来表现亲和反应的细胞不发生坏死
。

在荧光显微镜

下病斑中心为健康寄主和产生蓝色次体荧光的菌落
,

周围为产生黄色自体荧光的坏死细

胞
,

这层坏死细胞阻抑了菌丝的进一步蔓延和扩展
。

而在小种专化抗性造成的非亲和处

理
,

在花斑期观察寄主叶内的坏死细胞就比对照明显增加
,

说明坏死发生在花斑期之前
。

从组织病理学也可以看出
,

小种专化抗性的坏死细胞发生在紧靠侵染点周围的寄主细胞
,

之后逐渐向外扩展
,

到后期部分坏死细胞连片
。

表 1 常温 (14 ℃ )下寄主细胞坏死和木质化变化

毛山k 1 Ne
c

sID i
s

adn il ign 6 c
iat on of hw

e a t le af 。

ells at n o
ln 园 et ml ep la t

眠 ( 14 ℃ )

品种 菌种 观察项 目 花斑后时间 T i n le 曲 e r c h lo侧 is( h)

V面 it es E泊ce s l t e n 坦 0 12 抖 48 7 2

小僵 6号 C Y2 9 坏死细胞 (个 /侵染点 ) 0
.

13 0
.

18 0
.

22 0
.

29 0
.

31

刀侧珍出】 6 No
.

n ec 印 t i c c ell 犷云涵吮 t lon is et

木质化细胞 (个 /视野 ) 0
.

16 0
.

23 0
.

25 0
.

38 .0 44

No
.

h乡` fy
c

斑盯vi s u al if翻
含坏死细胞侵染点百分率 ( % ) 6

.

00 10 00 n
.

oo 13
.

00 15
.

00

Rat e of il涵沈 t ion is et 衍ht n ec 丽
c e e ll s ( % )

M u t2 9 坏死细胞 (个 /侵染点 ) 1
.

63 1
.

68 1
.

74 1
.

82 2
.

87

N o
.

n e 〔功 t i e e e ll叮 i证阮石。 n s i t e

木质化细胞 (个 /视野 ) 3
.

45 4
.

10 4
.

7 5 5
.

0 1 5
.

13

No
.

11卯近
c e ll 叮vi s u al if d d

含坏死细胞侵染点百分率 ( % ) 68
.

00 70
.

00 73
.

00 73
.

00 78
.

00

Ra t e of i川袄 : t ion ,
iet 初 ht n ce 加 t i c e e ll s

(% )

辉县红 C Y 29 坏死细胞 (个 /侵染点 ) 0
.

07 0
.

07 0
.

的 0
.

的 0
.

n

H山石田山朋 9 oN
.

cne 丽
c c
斑犷如涵叨 t ion is et

木质化细胞 (个 /视野 ) 0
.

13 0
.

13 0
.

15 0
.

15 0
.

16

oN
.

h即询
c e U盯vi s u al if翻

含坏死细胞侵染点百分率 ( % ) 2
.

00 2
.

00 3
.

00 .4 00 5
.

00

Rat e of i fn 阮 t ion ist e iw ht l l eC or it c c山s( % )

2
.

2 小麦高温抗条锈性表达时寄主叶片内的超微结构变化

条中 29 号小种侵染高温抗条锈品种小堰 6 号
,

在显症时转高温处理
,

寄主表达高温

抗病性
。

从超微结构观察
,

高温 24 h 时
,

在侵染点附近可观察到部分寄主细胞壁开始发生

坏死
,

表现为细胞壁表面凹凸不平
、

粗糙
,

且颜色深浅不一
。

细胞壁的厚度也较健康细胞

厚
,

而细胞内的细胞器并未发生变化 (图 1
一

A )
。

至高温 4h8
,

寄主叶内坏死细胞数 目明显

士惶多
,

坏死程度进一步加剧 (图 1
一

B )
,

除细胞壁的坏死更加严重外
,

细胞壁内的细胞器也
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表 2 高温 (21 ℃ )下寄主细胞坏死和木质化变化

毛止l
e
2 Ne crDss in ad l i脚f i

c t a io nof 洲 ,h
e at le af ce lls at ih hg et n l pe m t l u℃

(21 ℃ )

品种

V aj i it es

菌种 观察项目 花斑后时间 Ti m e 曲 e r e hl o

阴 15 ( h)

0 12 24 4 8 72

小僵 6号

Ra e咫

CY 29 0
.

13 0
.

33 2
.

22 3
.

15 5
.

4()

兀朋 y印 1 6

坏死细胞 (个 /侵染点 )

N o
.

n e℃
以 ic e e ll酬汕巧贸 t lon is et

木质化细胞 (个 /视野 )

N o
.

h即 i勿
〔: e l l犷 vi s u司 if祝

含坏死细胞侵染点百分率 (% )

Ra t e of l r苗沈 ti on s it e
iw ht n ce iort

。 。
ell s( % )

坏死细胞 (个 /侵染点 )

N o
.

n以 {

ort ic e e ll酬妇正加 tion is et

木质化细胞 (个 ) /视野

N o
.

il即 i fy
c ell 盯 vi s u al 五d d

含坏死细胞侵染点百分率 (% )

Rat e
of i l苗艾石on 。 i et 衍出 n eC or t le e ell s

(% )

坏死细胞 (个 /侵染点 )

No
.

刀伐 {
功 t i e c ell 犷访触比 ion is t e

木质化细胞 (个 ) /视野

No
.

h , ify
c
ell 犷 vi s l】al if翻

含坏死细胞侵染点百分率 (% )

Ra te Of 11涵戈 ti on s iet iw ht n ce iort
e 。

ell
s
(% )

0
.

16 0
.

46 3
.

8 1 6
.

10 8
.

35

6
.

00 21
.

00 33
.

00 肠
.

00 100
.

00

M l. 2t 9 6 3 2
.

20 2
.

6 8 5
.

7 8 8
.

3 1

45 3
.

2 1 5
.

47 9
.

2 1 9
.

62

6 8
.

00 81
.

00 9 2
.

00 9 8
.

00 100
.

00

辉县红 CY2 9

Hu ixj 田 d l ol l g

0
.

07 0
.

0 8 0
.

08 0
.

的 0
.

12

0
.

1 3 0
.

14 0
.

15 0
.

15 0
.

18

2
.

00 3
.

00 3
.

00 5
.

00 5
.

00

发生变化
,

细胞内的内质网
、

线粒体和叶绿体等数目明显减少
,

有的细胞内已无细胞器存

在 (图 1
一

c )
,

仅有沿细胞壁分布的原生质和残存的一些颗粒状物质
。

表明高温抗条锈性

表达的超微结构有其 自身的特异性
。

它的坏死首先发生在侵染点附近细胞的细胞壁
,

之

后逐渐发生到细胞质内的细胞器
。

图 1
一

D 为未接种处理的健康细胞
。

3 讨论

本研究发现
,

在前期常温下寄主与菌丝表现亲和反应
,

寄主细胞并不发生坏死
,

当转

人高温后
,

寄主细胞开始出现坏死
,

坏死发生在菌丝周围的细胞
。

在荧光显微镜下观察表

现为侵染点中心为健康寄主和产生蓝色次体荧光的菌落
,

周围为产生黄色 自体荧光的坏

死细胞
,

正是这层坏死细胞阻抑了菌丝的进一步蔓延和扩展
。

由此可以推断细胞的坏死

是由高温抗性诱导而产生
。

而小种专化抗性处理中
,

细胞的坏死发生在侵染点
,

然后向周

围蔓延
。

这一结果证明了高温抗条锈性的表达主要是通过高温诱导才产生的
,

而在常温

下这种抗条锈性并不表达
。

从超微结构观察
,

寄主植物的细胞坏死是从寄主细胞的细胞壁开始
,

接种寄主的细胞

壁首先加厚
,

表面变得粗糙
、

模糊
,

之后细胞内的细胞器慢慢解体
,

最后死亡
。

利用生化手

段研究表明
,

高温抗条锈性品种在高温条锈性表达时
,

寄主叶内的木质素含量
、

酚酸含量

及与木质素形成相关的酶活性明显增高
。

对其它病害的研究结果也表明
,

木质素是植物

体内存在最多的高聚物之一
,

可抵抗大多数微生物的降解
,

并可抵御微生物人侵与机械创
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图 1 小堰 6 号高温抗性表达时叶内细胞的超微结构

iF g
.

1 1 l
l e

ul tras trU
c t u l ,e of 芜

a o y a n
6 in xe erP
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伤等
,

从而提高寄主植物的抗病性
。

受侵植物细胞发生坏死也是细胞的一种主动抗性
,

从

而阻止病菌的进一步扩展和蔓延
。

本研究从组织病理学和超微结构角度进一步证实了在小麦高温抗条锈性表达时寄主

细胞坏死和木质化进程与细胞木质素增加进程一致
,

为高温抗条锈性 的抗性机制研究提

供了佐证
。
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