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嫁接棉苗对黄萎病的抗性及相关生理指标的变化
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黄冈师范学院化学与生命科学学院,黄州438000

摘要 以海岛棉海7124(R1)和Pima90(R2)为砧木,以冀棉11(S1)和鄂棉22(S2)为接穗,利用贴接法得到

嫁接苗(S1/R1,S2/R1,S1/R2和S2/R2),成活率均在60%以上,S2/R2的则达85%,表明选用的海岛棉品种与

陆地棉品种具有良好的亲和性。抗性鉴定结果表明,S1/R1、S2/R1对黄萎病表现为抗病;S1/R2、S2/R2表现为

高抗,说明利用合适的抗病砧木与感病的陆地棉嫁接,能有效地防治黄萎病。接种黄萎病菌3d后,叶片中

SOD、POD活性均有加强,MDA含量均有提高。且砧木叶片中SOD、POD活性最高,接穗叶片中SOD、POD活

性最低;4种组合的嫁接苗介于二者之间。而叶片中 MDA含量则相反,以接穗中最高,砧木中最低,嫁接苗介于二

者之间。表明嫁接增强植株的抗病性可能是通过增强防御自由基和活性氧伤害的酶系统、降低叶片细胞膜脂的过

氧化作用、使膜的损伤程度减小而实现的。棉苗感染病原菌后PAL活性明显升高并表现出规律性的变化,即在侵

染的第1天,酶活性上升较缓,随后急剧上升,酶活高峰出现在侵染后第3天,之后迅速下降,到第5天后与初始水

平接近。不同抗性品种的PAL活性变化有显著差异。鄂棉22(S2)的PAL活性上升缓慢,峰值较小,Pima90(R2)

的PAL活性上升快,峰值最高。S2/R2嫁接棉苗的PAL活性介于两者之间,且峰值与Pima90(R2)的接近。
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  棉 花 黄 萎 病 是 由 大 丽 轮 枝 菌(Verticillium
dahliaeKleb.)真菌侵染引起的严重危害棉花生产

的病害之一。我国在1935年引进美国棉花品种的

同时,也将棉花黄萎病菌带入国内。此后在国内各

产棉区逐渐传播,对棉花生产造成极大危害,常年造

成棉花减产20%左右,严重的高达70%,已成为棉

花生产可持续发展的主要障碍之一,被称为“棉花的

癌症”[1]。陆地棉GossypiumhirsutumL.种质资源

中缺乏抗黄萎病的基因,而海岛棉G.barbadense中

抗黄萎病的基因又难以在育种上应用,导致抗病育

种滞后,不能满足棉花生产的需要。番茄、黄瓜、葡
萄等园艺作物的嫁接可以改善抗逆性、矿物质吸收、
耐盐碱、耐低温和耐连作性能[2-4]。受此启发,纪龙

邦等[5]、郝俊杰等[6]尝试利用抗病的海岛棉品种与

感病但农艺性状优良的陆地棉嫁接,以改善陆地棉

的抗病性,已取得了初步成功。本研究选用抗黄萎

病的海岛棉材料海7124和Pima90为砧木,以感病

的陆地棉品种冀棉11和鄂棉22为接穗,研究嫁接

棉苗对棉花黄萎病的抗性反应及其相关生理生化指

标变化,旨在为棉花黄萎病防治和抗性机制探讨提

供科学依据。

1 材料与方法

1.1 嫁接苗准备

选取抗棉花黄萎病的海岛棉品系海7124(R1)
和Pima90(R2)为砧木,陆地棉品种冀棉11(S1)和
鄂棉22(S2)为接穗,共计4个嫁接组合,冀棉11为

感病对照。冀棉11、Pima90、海7124种子由中国

农业科学院棉花研究所提供,鄂棉22(S2)由湖北省

黄冈市农业科学院惠赠。按文献[7]取供试棉花品

种完整饱满种子分批浸种催芽(60℃,8h)后,直接

定植在有孔的塑料杯中。培养基质为沙土混合物,
基质预先翻晒消毒装杯,保持湿润。待棉苗长出子

叶后,每周喷洒1次叶面肥,日常浇水时溶入适量复

合肥。拔除弱苗、病苗及畸形苗,保证棉苗健壮均

一。在棉苗2叶1心采用贴接法嫁接。嫁接后单层
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遮阳网下遮阴,用市售保鲜袋(200mm×300mm)
套在嫁接苗上,喷湿袋口,捏紧后自然密合。3~5d
后敞开袋口通气,5~6d后去除套袋,后施营养液,
并喷洒叶面肥,保证嫁接苗迅速恢复生长。嫁接后

15d左右解开保鲜膜条带,增加光照,促进嫁接苗

健壮生长。
1.2 黄萎病菌接种及抗病调查

黄萎病菌V991由华中农业大学作物遗传改良重

点实验室棉花课题组提供。病菌活化后挑取少量菌

丝,移入Czapek’s液体培养基中,25℃150r/min
震荡,暗培养7~10d。用4层纱布过滤掉菌丝,获
得孢子悬浮液。显微镜下用血球计数板统计孢子数

目,将孢子悬浮液配成浓度为1.00×107/mL的孢

子悬浮液,备接种使用。
用刀片切去定植棉苗的塑料杯底,参照无底塑钵

菌液浇根法[8]对健壮的嫁接苗和实生苗黄萎病菌接

种。20d后调查发病情况。调查采用5级分级法[9]。
根据调查结果计算发病率和病情指数,并对病

情指数作方差分析,测验各鉴定材料间病情指数的

差异。
病情指数=[∑各级病株数/(总株数×最高病

级)]×100。
相对抗病指数=K×鉴定材料的实际病情指

数,K=50/感病对照实际病情指数。
1.3 POD 和 SOD 酶活性测定

每个处理各取叶片1g,冰浴研磨,分3次加入

10mL重蒸馏水,以10000r/min离心20min,取上

清液测定活性。每组处理重复3次。POD活性的测定

用愈创木酚法[10]。SOD活性的测定用NBT法[11]。
1.4 丙二醛(MDA)含量测定

取样品3g加入5mLpH7.8的磷酸缓冲液研

磨,10000r/min离心15min,上清液为MDA提取

液,3mL硫代巴比妥酸加3mL上清液煮沸10min,

6000r/min离心15min,分别在450、532、600nm用

751分光光度计比色[10]。每组处理重复3次。
1.5 PAL 酶活性测定

PAL酶活性测定参照文献 [12]进行,每组处

理设3次重复。

2 结果与分析

2.1 棉花嫁接成活率和移栽成活率

利用贴接法[10]完成4个嫁接组合,每个组合嫁

接180株,在嫁接后15d调查的成活率均在60%以

上,其中,S2/R2达85%(表1)。每个嫁接组合有

100株移栽在田间,移栽后15d调查成活率,均在

90%以上。
表1 棉花嫁接成活率和移栽成活率

Table1 Survivalratioofgraftedand

transplantingofgraftingcotton

嫁接棉株1)

(接穗/砧木)
Graftedcotton
(Scion/Rootstock)

嫁接株数

Numberof
grafted
plants

嫁接成活株数

Numberof
graftedsurvival

plants

嫁接成
活率/%
Grafted

survivalrate

S1/R1 160 102 63.8
S1/R2 160 121 75.7
S2/R1 160 127 79.4
S2/R2 160 136 85.0

 1)S1:冀棉11Jimian11;S2:鄂棉22Emian22;R1:海7124
Hai7124;R2:Pima90;下同 Thesameasbelow.

2.2 嫁接棉苗对黄萎病的抗性

接种后棉花嫁接苗抗病性鉴定结果见表2。接

穗冀棉11和鄂棉22的棉花黄萎病发病率均在

85%以上,病情指数均在65以上,均表现为感病;砧
木海7124和Pima90均表现免疫。4个组合的嫁

接苗中,冀棉11/Pima90和鄂棉22/Pima90为高

抗,冀棉11/海7124和鄂棉22/海7124为抗病,嫁
接棉花的病情指数均显著低于各自的接穗对照,说
明嫁接棉苗可以显著提高对黄萎病的抗性;尽管

2个海岛棉材料海7124和Pima90均对棉花黄萎

病表现免疫,但Pima90作砧木防治黄萎病的效果

更佳。这与郝俊杰等[6]的研究结果不一致。
表2 不同棉苗类型黄萎病发病率、病情指数和反应型1)

Table2 Diseaseincidence,diseaseindexanddiseasereaction

tocottonVerticillium wiltofdifferenttypesofcotton

棉苗类型

Cotton
type

发病率/%
Disease
incidence

病情指数

Disease
index

相对病情指数

Relative
diseaseindex

反应型

Disease
reaction

S1/R1 46.26bC 26.81dB 16.1 抗病Resistance
S2/R1 38.95bC 20.59dB 12.3 抗病Resistance
S1/R2 21.06cbB 9.05bcB 5.4 高抗 Highresistance
S2/R2 18.05cbB 7.56bcB 4.5 高抗 Highresistance
S1(CK) 88.17aA 67.02aA 40.2 感病Susceptibleness
S2 89.53aA 69.27aA 41.6 感病Susceptibleness
R1 0.00cB 0.00bB 0.0 免疫Immunity
R2 0.00cB 0.00bB 0.0 免疫Immunity

 1)不同小写字母表示在0.05水平上存在差异,不同大写字母表

示在0.01水平上差异显著,下同。Testofsignificantdiffer-
enceat0.05level(lowercase)andat0.01level(capitallet-
ter).Thesameasbelow.

2.3 黄萎病对嫁接棉苗叶片 SOD、POD 活性和

MDA 含量的影响

  将整齐一致的砧木实生苗、接穗实生苗和嫁接

苗各40株均分为2组,一组采用伤根法接种黄萎病

514



  华 中 农 业 大 学 学 报 第31卷 

菌;另一组为对照,同样进行伤根处理但未接种,3d
后分别对砧木实生苗、接穗实生苗和4个组合的嫁

接苗主茎第5叶的SOD、POD和 MDA进行测定,
结果(表3)表明:无论在对照组还是接种处理组中,

R1与 R2、S1与S2以及4个组合嫁接苗之间的

SOD、POD和MDA均无显著差异,SOD和POD活

性均表现为R1、R2>组合嫁接苗>S1、S2;而 MDA
含量则相反,表现为R1、R2<组合嫁接苗<S1、S2。
接种黄萎病菌后,SOD、POD活性和 MDA含量均

有增加,且砧木实生苗、接穗实生苗和组合嫁接苗之

间仍维持接种前的趋势,就SOD、POD活性而言,
仍表现为 R1、R2>组合嫁接苗>S1、S2,就 MDA
含量而言,仍表现为R1、R2<组合嫁接苗<S1、S2。
其中,R2的SOD和POD活性最高,分别达68.51
和661.26U/(mg·min),增幅分别为31.5%和

27.7%;S1的SOD最低,为40.80U/(mg·min),

S2的POD最低,为424.48U/(mg·min),增幅分

别只有15.5%和5.2%。
表3 黄萎病对棉株主茎叶超氧化物歧化酶、过氧化物酶活性和丙二醛含量的影响

Table3 EffectsofVerticillium wiltontheactivitiesofSOD,PODandcontentsofMDAincottonleaves

棉苗类型

Cottontype

SOD/(U/(mg·min))

未接种

No-inoculation
接种

Inoculation
增量/%
Increment

POD/(U/(mg·min))

未接种

No-inoculation
接种

Inoculation
增量/%
Increment

MDA/(μmol/g)

未接种

No-inoculation
接种

Inoculation
增量/%
Increment

S1/R1 47.53bB 56.25cC 18.3 451.80cC 518.20cC 14.7 4.05cC 5.28cC 30.3
S2/R1 48.22bB 57.46cC 19.2 457.77cC 526.45cC 15.0 4.38cC 5.53cC 26.3
S1/R2 47.12bB 56.68cC 20.3 453.14cC 517.33cC 14.2 4.13cC 5.46cC 32.2
S2/R2 46.56bB 56.75cC 21.2 462.05cC 532.70cC 15.8 4.07cC 5.31cC 30.5
S1 35.32aA 40.80aA 15.5 417.33aA 439.58aA 5.3 5.85aA 8.94aA 52.3
S2 36.74aA 42.57aA 15.9 403.56aA 424.48aA 5.2 5.67aA 8.80aA 55.2
R1 52.07bB 66.38bB 27.5 516.82bB 655.73bB 20.9 3.26bB 4.19bB 28.5
R2 52.10bB 68.51bB 31.5 517.52bB 661.26bB 27.7 3.32bB 4.18bB 25.9

2.4 嫁接棉苗苯丙氨酸解氨酶活性

接种黄萎病菌后,在不同时间分别对鄂棉22
(S2)、Pima90(R2)和S2/R2嫁接棉苗叶片的PAL
活性进行测定,结果(图1)表明,棉苗感染病原菌后

PAL活性明显升高并表现出规律性的变化,即在侵

染的第1天,酶活性上升较缓,随后急剧上升,酶活

高峰出现在侵染后第3天,之后迅速下降,到第5天

后与初始水平接近。受病原菌侵染后,不同抗性品

种的 PAL 活 性 有 显 著 的 差 异。感 病 品 种 鄂 棉

22(S2)的 PAL活性上升缓慢,峰值较小(32.41
U/(g·min)),抗病品种Pima90(R2)的PAL活性

图1 接种黄萎病菌后嫁接棉苗叶片PAL活性变化

Fig.1 ChangesofPALactivityintheleavesofgrafted
seedlingsofG.barbadense/G.hirsumtum

上升快,峰值高(53.65U/(g·min))。S2/R2嫁接

棉苗的 PAL活性介于两者之间,且峰值(46.13
U/(g·min))与R2接近。

3 讨 论

嫁接已成功应用于提高番茄、黄瓜、葡萄等园艺

作物的抗逆性、矿物质吸收、耐盐碱、耐低温和耐连

作性能[2-4]。可以通过嫁接提高棉花组织培养再生

苗的成活率[13],也可以通过嫁接有效地防治棉花的

黄萎病和提高连作棉田的棉花产量,而不影响棉花

的纤维品质[6,9]。嫁接植物在接穗和砧木之间存在

亲和性,嫁接亲和与否受砧木、接穗的遗传特性、生
理机能、生化反应及内部组织结构等的相似性和相

互适应能力的影响,嫁接亲和力的大小直接影响嫁

接成活、嫁接体的长势、抗性和寿命,以及产量和品

质等[6,14-15]。本试验中,分别以海岛棉海7124(R1)
和Pima90(R2)为砧木,以冀棉11(S1)和鄂棉22
(S2)为接穗,得到的嫁接苗S1/R1、S2/R1、S1/R2
及S2/R2成活率均在60%以上,且 S1/R2接近

80%,S2/R2达到85%(表1),表明选用的海岛棉品

种与陆地棉品种具有良好的亲和性。
棉花黄萎病菌是一种土传性真菌,它从寄主植

物根部侵染后,通过维管束系统扩展到植株各部位,
并导致植株叶片产生黄斑或萎焉症状。棉花的抗病
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机制主要是抗扩展和抗侵染,这种能力可能是由于

棉花的物理阻碍或化学抑制所导致,或者二者共同

作用的结果[15-16]。海7124和Pima90是具有抗棉

花黄萎病的海岛棉品种,鉴定结果为免疫,且在遗

传、育种、抗病基因克隆和分子标记等方面有广泛的

研究和应用[6,16-17];冀棉11为黄萎病感病对照,鄂
棉22为湖北省大面积种植的常规品种,产量高、品
质优良,但不抗黄萎病。本试验分别以海岛棉海

7124(R1)和Pima90(R2)为砧木,以冀棉11(S1)和
鄂棉22(S2)为接穗,得到的嫁接苗表现出不同程度

的抗病性,其中,S1/R1、S2/R1相对病情指数为

16.1和12.3,反应型为抗病;S1/R2、S2/R2的相对

病情指数为5.4和4.5,反应型为高抗。进一步证

实利用免疫的海岛棉做砧木与感病的陆地棉嫁接,
能起到有效地防治黄萎病的作用。

自由基是导致脂质过氧化的直接原因,如果植

物体内清除自由基的酶系统功能较强,足以控制氧

自由基(如超氧阴离子自由基·O2-,羟自由基

OH·等)及过氧化氢 H2O2的累积,则生物膜的损

伤也能得到相应的控制。过氧化物酶(POD)和超

氧化物歧化酶(SOD)是细胞抵御活性氧伤害的重要

成员,在清除超氧自由基、H2O2和过氧化物,阻止或

减少羟基自由基形成等方面起着重要作用,可作为

鉴定寄主抗病性的指标[18]。丙二醛(MDA)已被证

实是细胞膜脂中不饱和脂肪酸发生过氧化作用的终

产物之一,其含量的多少代表了膜损伤程度的大小

和植物对逆境条件反应的强弱[18]。本研究接种黄

萎病菌后第3天的测定结果表明,砧木、接穗和嫁接

苗叶片中SOD、POD活性均有加强,MDA含量均

有提高,4种组合的嫁接苗介于二者之间。而 MDA
含量则相反,以接穗最高,砧木最低,嫁接苗介于二

者之间(表3)。这说明嫁接可能是通过增强防御自

由基和活性氧伤害的酶系统,降低叶片细胞膜脂的

过氧化作用,使膜的损伤程度减小,从而增强植株的

抗病性的。

PAL是苯丙烷类代谢的关键酶和限速酶,参与

了木质素、植保素和酚类物质的合成。木质素是沉

积于植物木质化组织细胞壁中的芳香类化合物,可
构成保护圈而阻止病菌对寄主的入侵,且木质素降

解产物对病菌菌丝有毒害作用[19]。研究表明,在转

基因烟草中PAL基因的表达沉默,会抑制花叶病毒

感染后水杨酸的产生和系统抗性的获得;在转基因

烟草中PAL基因超量表达,会导致大量绿原酸的生

成和对真菌烟草尾孢感染敏感性的明显下降[19]。
棉苗感染黄萎病菌后PAL活性明显升高并表现出

规律性的变化,酶活高峰出现在侵染后第3天。且

不同抗性的品种间PAL活性存在明显差异(图1)。
因此,PAL活性可作为衡量植物抗病性的生化指标

之一。
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Resistanceandphysiologicalchangesofgrafted
cottontoVerticilliumdahhaeKleb.

ZHANGMing-ju XIAQi-zhong WUBing

ChemistryandBio-ScienceCollege,HuanggangNormalUniversity,Huangzhou438000,China

Abstract Usingsea-islandcotton7124(R1)andPima90(R2)asrootstocks,graftedseedlings
S1/R1,S2/R1,S1/R2andS2/R2wereobtainedbytheclose-joiningmethodwithJimian11(S1)and
Emian22(S2)asthescion.Allthegraftingsurvivalratesareabove60%,andthesurvivalratioof
S2/R2reached85%.Resultsconfirmedthattherewasfavorableaffinityamongtheselectedsea-island
cottonanduplandcottonvarieties.TheresistancetestshowedthatthegraftedseedlingsofS1/R1,
S2/R1,S1/R2,andS2/R2wereresistanttoVerticillium wiltwiththerelativediseaseindexesofresist-
anceat16.1,12.3,5.4and4.5,respectively.Theresultsindicatedthatsusceptibleuplandcottonculti-
varsgraftingonappropriatedisease-resistantrootstockscaneffectivelycontroltheVerticilliumwilt.The
physiologicalindexesofrootstocks,scionandgraftedseedlingsweredeterminedonthethirddayafterin-
oculationofVerticilliumdahhaeKleb..ItwasfoundthattheactivitiesofSODandPODinallleaves
wereenhancedwithMDAcontentincreased.TheSODandPODactivitiesinrootstocksleaveswerethe
highest(theSODandPODactivitiesinR2leavesare68.51and661.26U/(mg·min),respectively),
andtheincreasedamplitudesare31.5%and27.7%,respectively;theSODandPODactivitiesinscion
leaveswerethelowest(theSODactivityinS1leavesandPODactivityinS2leavesare40.80and424.48
U/(mg·min),respectively),andtheincreasedamplitudesare15.5%and5.2%,respectively;theSOD
andPODactivitiesinfourgraftedseedlingsleaveswerebetweenthem.WhiletheMDAcontentsinleav-
eswereinthecontrast:theMDAcontentsinscionleavesbeingthehighest,andthoseinrootstockleaves
beingthelowest,theMDAcontentsingraftedseedlingsleavesbeingmediate.Theenhancementofdis-
ease-resistanceinplantbygraftingcanbecontributedtotheenhancementoftheenzymesystemwhich
defensesthedamagefromfreeradicalsandreactiveoxygenthroughreducingthelipidperoxidationinthe
leafcellmembrane.PALactivityintheleavesofcottonseedlinginfectedbypathogenwassignificantly
elevatedandshowedregularchanges.PALactivityincreasedslowlyinprimarilyinfectedthefirstday
followedbyasharprise,andtheactivitypeakaroseatthe3rddayafterinfectionfollowedbyarapidde-
cline,thentheenzymeactivitywereclosetotheinitiallevelsatthe5thdayPALactivitiesindifferentre-
sistantvarietiesaresignificantlydifferent.PALactivityinEmian22(S2)increasesslowlywithsmall
peak(32.41U/(mg·min));PALactivityinPima90(R2)increasesquicklywithhighpeakvalue
(53.65U/(mg·min));PALactivityingraftedcottonseedlingsS2/R2ismediate,andthepeakvalue
(46.13U/(mg·min))ismoreclosetothatofR2.

Keywords cotton;graftedseedling;resistancetoVerticillium wilt;lipidperoxidation;SOD;
POD;MDA;PAL

(责任编辑:张志钰)

814


