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摘　要 :以对苹果粗皮病抗性不同的两个苹果品种富士 (感病)和乔纳金 (抗病)为材料 ,通过田间采样、室

内盆栽模拟 ,结合组织化学、显微鉴定和 X - 射线微区分析 ,研究了枝条内锰的累积、分布与粗皮病抗性的关

系。结果表明 ,锰在韧皮部的含量高于木质部 ,感病品种含量高于抗病品种 ;粗皮病病斑部位存在氧化锰沉

淀 ,韧皮部锰的局部累积和分布与病斑的分布相一致 ;锰在感病品种的枝条横截面上存在局部累积现象 ,而在

抗病品种上分布较均匀。
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国内外对苹果粗皮病的研究已有 90年的历史 , 已经证实树体过量吸收锰是造成粗皮病的主要原

因〔1～5〕。由于锰易被植物吸收并迅速运输到地上部 , 所以锰害首先出现在地上部〔3〕。锰在组织中的分

布和化学形态与植物组织耐锰能力有关。Horst 等〔4〕发现 , 耐锰能力高的植物叶片中锰的分布十分均

匀 , 而锰敏感品种叶片中的锰呈局布累积状态。Blamey等〔5〕发现 , 向日葵组织细胞有分室化作用 , 锰

在细胞中被钝化 , 不易发生毒害。Zeiger等〔6〕发现 , 产生粗皮病的红富士苹果的锰含量随季节的变化

而变化。Richard等〔7〕发现锰毒表现为缺绿症、生长缓慢和粗皮病。Domoto 等〔8〕发现高锰存在的土壤

诱发缺铁 , 苹果体内的 Fe/ Mn与粗皮病有关。David等〔9〕进一步研究发现 , 苹果粗皮病与叶片中的锰

含量有关。苹果富士系品种通常对锰敏感 , 易发生粗皮病 , 而乔纳金则相反。本研究以这两个苹果品

种为试材 , 研究其体内锰的累积、分布 , 以阐明锰与苹果粗皮病发生的内在机制。

1　材料与方法

以对锰敏感性高的富士品种和敏感性低的乔纳金品种为试材。田间调查地点为山东烟台栖霞的富

士苹果园 (发病) 和乔纳金苹果园 (未发病) , 取样时间是 2000年 6月 2～8日和 9月 21～27日。室

内盆栽试验在中国农业大学植物营养系温室中进行。陶瓷盆直径 25 cm、深 40 cm , 装土 8 kg。供试

土壤为棕壤土 , pH (CaCl2) 为6. 5 , 有效锰 (DTPA2Mn) 为2. 52 mg/ kg。设 0、33、330 mg / kg 3个锰

水平 , 将MnSO4施入土壤。田间调查和盆栽试验中每个处理均设 4个重复。选取 1、2和 3年生枝条 ,

剪下后用手提冰箱带回实验室 , 放入冰箱中待测。2000 年 10 月将植物组织在 70℃烘干 , 粉碎后取

0. 3～0. 5 g于 550℃灰化 7～8 h , 1∶1 HCl处理后用原子吸收光度计 (PE2100) 测定锰含量。

荧光切片的制备〔10〕, 用不锈钢剪刀剪取一段枝条 , 插入样座的小孔中切取部分横段面 , 在双筒

解剖镜下选取所需样品于荧光显微镜下观察。X - 射线显微能谱法〔11〕: 用超低温冷冻置换法脱去细胞

内水分 , 材料包埋于 Spurr树脂中 , 切成 2μm厚的切片 , 表面喷碳镀膜后在场发射扫描电子显微镜

(JSM6300) 下区分形态结构 , 并用 EXAC22000型 X - 射线能谱仪 (清华大学电镜室提供) 测定细胞微

区中锰、铁元素的分布 , 分析电压为 20 keV。组织化学分析法〔10〕: 用普通光学显微镜选取所需组织



切片 , 分别用联苯胺染色 5 min和 30 min , 于高倍显微镜下观察并拍照。

2　结果与分析

2. 1 　不同品种苹果对粗皮病的敏感性

田间调查结果表明 , 苹果粗皮病发病时 , 皮孔向外排出溶胶物并在表皮裂口处凝结成直径小于

1 mm的棕褐色小粒 , 导致枝条表面不光滑 , 小粒逐渐扩大形成棕黄色或棕褐色圆形突起。随着病情

的加重 , 圆形突起颜色加深 , 范围扩大 , 直径达 2～3 mm , 病斑变得不规则。粗皮病的发生随枝龄不

同而有所差异。夏季 (6月) , 2年生和 3年生枝条的发病程度高于 1年生枝条。秋季 (9月) , 1年生

枝条的发病程度则高于 2年生和 3年生枝条。粗皮病的发生存在着明显的基因型差异。富士为感病品

种 , 皮孔周围形成许多褐色圆形突起 , 病斑在枝干表面平行排列 , 枝条横切面的韧皮部存在褐色沉

淀 ; 乔纳金为抗病品种 , 表皮光滑 , 皮孔清晰 , 未见任何发病症状 , 枝条横切面韧皮部无褐色沉淀。

2. 2 　苹果枝条内锰的累积

夏、秋季测定结果 (表 1) 表明 , 锰含量整体而言韧皮部高于木质部 ; 同一品种同一级枝条中韧

皮部比木质部高 1～4倍 ; 韧皮部秋季枝条 (300 mg/ kg以上) 高于夏季枝条 (300 mg/ kg以下) 。

夏季富士和乔纳金品种的枝条韧皮部中锰含量随枝龄的增加而升高 , 木质部中则随枝龄的增加而

降低 ; 韧皮部中锰含量 , 1～3年生枝条中均为富士品种显著高于乔纳金品种 ; 木质部中锰含量 , 仅

在 1年生枝条上富士显著高于乔纳金。秋季枝条内锰含量明显高于夏季 ; 与夏季相似 , 枝条内锰含量

随枝龄的增加而趋于降低 ; 两品种间的差异不明显。
表 1　两个苹果品种枝条内锰的含量

Table 1　Mn content in shoots of two apple cultivars (mg/ kg)

取样时间
Sampling dates

品种
Cultivar

1年生 First2year

木质部 Xylem 韧皮部 Phloem

2年生 Second2year

木质部 Xylem 韧皮部 Phloem

3年生 Third2year

木质部 Xylem 韧皮部 Phloem

夏季 Summer 富士 Fuji 90. 2 3 229. 6 3 64. 32 244. 0 3 58. 3 282. 0 3

(6月 2～8日) 乔纳金 Jonagold 59. 2 150. 4 49. 9 160. 8 40. 1 168. 2

秋季 Autumn 富士 Fuji 133. 3 466. 6 95. 47 352. 0 85. 0 3 367. 7

(9月 21～27日) 乔纳金 Jonagold 151. 1 373. 7 141. 5 334. 4 128. 6 364. 6

3表示两个品种间的差异达到 5 %显著水平 ,下同。3 Indicates a significant different at 5 % between two cultivars , the same below.

2. 3 　盆栽施锰条件下不同品种体内锰的累积

随盆栽土壤中施锰量增加 , 苹果枝条内锰含

量也迅速增加 (表 2) , 尤其是施锰量增加到

330 mg/ kg时 , 感病品种 1年生和 2年生枝条韧皮

部中锰含量达到1 499. 5 和 1 644. 8 mg/ kg , 远远

高于不施锰的对照。与田间调查的结果相同 , 韧

皮部中锰含量高于木质部。

表 2 的数据还表明 , 在不施锰的处理中两品

种枝条韧皮部和木质部锰含量没有显著差异 , 但

施锰量为 33和 330 mg/ kg时 , 与抗病品种相比 , 感

表 2　施锰量不同时两个苹果品种枝条内锰的含量

Table 2　Mn content in shoots of two apple

cultivars at different level of Mn application (mg/ kg)

品种
Cultivar

施锰量
Level of Mn
application
(mg/ kg)

1年生 First2year

木质部
Xylem

韧皮部
Phloem

2年生 Second2year

木质部
Xylem
韧皮部
Phloem

富士 　0 36. 3 　94. 0 48. 1 　82. 9

Fuji 33 69. 4 272. 8 3 88. 8 285. 4

330 361. 9 3 1499. 5 3 447. 4 3 1644. 8 3

乔纳金 　0 32. 3 　45. 1 91. 0 　75. 9

Jonagold 33 59. 4 　84. 8 156. 8 185. 4

330 121. 9 147. 4 699. 5 744. 8

病品种 1年生和 2年生枝条韧皮部中锰含量显著增加 , 木质部中的锰含量 , 在施锰量为 330 mg/ kg的

处理中也显著高于抗病品种。

2. 4 　粗皮病病斑部位锰的化学定位

由于联苯胺能使氧化锰变成蓝黑色的沉淀 , 苹果枝条横切面染色后出现蓝黑色沉淀的区域则为富

含氧化锰的区域。染色结果显示 , 抗性品种的韧皮部生长良好 , 未见任何病斑和锰的积累。与之形成

对照 , 敏感型品种的韧皮部在染色后出现蓝黑色沉淀 , 且与病斑部位相吻合 ; 染色后 5 min即可观察
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病斑组织变色 , 随着时间延长颜色也逐渐加深 , 30 min后变成蓝黑色 (见插页 3图版 , 1) 。另外 , 蓝

黑色氧化锰沉淀区域全部出现在韧皮部 , 木质部中没有 , 表明锰的累积主要发生在韧皮部 , 这与粗皮

病的发生部位相一致。木栓化的细胞在荧光显微镜下能自发荧光。荧光显微镜观察表明 , 敏感型品种

枝条横切面上黑色的氧化锰沉淀周围包裹着木栓鞘 (见插页 3图版 , 2) , 木栓鞘由几层细胞组成 , 形

状不规则。这可能是植物组织自身的一种防卫措施 , 阻止高浓度的锰向周围扩散 , 或者是防止周围细

胞的可溶性锰离子继续向锰累积的病斑部位转移 , 避免病情加重。

2. 5 　粗皮病病斑部位锰的能谱分析

锰射线扫描结果显示 : 在富士的 2年生枝条中 , 与明显大小不等的病斑相对应 (图 1 , A) , 在

2l9μm处的病斑部位可见到明显的锰的能谱峰 (图 1 , B) , 峰的高低与病斑大小成正比 ; 在乔娜金的

2年生枝条中 , 由于未见明显病斑 (图 1 , C) , 锰的能谱峰比较平稳 , 没有出现明显的峰值 (图 1 ,

D) 。这表明 , 锰在植物体内的分布与粗皮病发生的直接相关。

图 1　不同苹果品种 2年生枝条内锰的能谱扫描图

Fig. 1　Mn energy spectrum scanning of two2year2old shoot cross2section of different cultivars

　　图 2显示的是感病品种枝条的病斑和抗病品

种健康枝条内的 X - 射线电子探针元素点分析图

谱。可以看出 , 在能量为6. 0 keV 的横座标处有

明显的锰元素的能谱峰 , 乔娜金韧皮部几乎检测

不到锰的能谱峰。此外 , 钾和钙的能谱峰在两个

品种间也存在显著差异。

3　讨论

富士和乔纳金两个粗皮病抗性不同品种对锰

的吸收和分布存在差异。这种差异可能有两个方

面的原因 : 一是根系还原活性差异 , 敏感品种的

根际还原力强 , 形成Mn2 +而被吸收 ; 二是体内锰

图 2　不同苹果品种 2年生枝条的韧皮部

X- 射线电子探针元素点分析图谱

Fig. 2　X2ray electronic probe analysis map of two2year2old

shoot phloem cross2section of two different cultivars

的区域化作用 , 抗性品种的锰通常在体内均匀分布 , 并积累在非代谢区域内 , 如液泡。

本试验中发现 , 已经出现可见粗皮病症的富士品种的 2、3年生枝条 , 其韧皮部的锰含量分别为

244. 0 mg/ kg和282. 0 mg/ kg , 而韧皮部锰含量为229. 6 mg/ kg的 1 年生枝条较少发病 (表 1) , 表明

250 mg/ kg的韧皮部锰含量可能是富士出现粗皮病的临界点。然而在盆栽试验中 , 33 mg/ kg锰处理的
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富士枝条韧皮部锰含量达到 280 mg/ kg尚未出现粗皮病症 , 表明粗皮病的发生不仅与韧皮部锰含量相

关 , 还受到树体的生理状态 (如氧化活性、分室作用等) 、环境条件 (如病害、气候条件等) 的影响 ,

前者是内因 , 后者是外因 , 基因型的差异则更大。因此 , 很难给出一个粗皮病发生的临界锰浓度〔3〕。

国内外关于锰引起苹果粗皮病发生的文献报道中大多是测定叶片或树体的平均锰含量〔2 ,4～7〕。事

实上 , 过量吸收某种矿质元素所引起的毒害主要与该元素的局部累积有关 , 有必要对其进行定位。本

试验正是通过定位研究 , 证实了局部锰的过量累积是粗皮病发生的直接原因〔12～14〕。我们的研究还发

现氧化锰的形成与感病品种较强的氧化活性有关。因此可以推测 , 锰敏感型植物吸收大量的锰之后运

输到地上部 , 由于不均匀分布和较强的氧化活性 , 导致在皮层内形成氧化锰沉淀 , 出现坏死斑 , 最终

形成粗皮现象。抗性品种抗锰毒的机制是锰在组织细胞中分布较均匀。至于为什么感病品种体内的锰

出现局部累积状态 , 可能有某种诱发锰局部积累的机制 , 或有某种未知因素在控制着锰离子的移动和

分布 , 这还有待进一步深入研究。
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Accumulation and Distribution of Manganese in Shoots of Apple Cultivars with
Different Sensitivity to Manganese
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Abstract : With two apple cultivars of different resistance to internal bark necrosis ( IBN) as plant material ,

field investigation and greenhouse culture were carried out to elucidate the relationship between accumulation and

distribution of Mn in apple shoots and resistance to IBN. Investigation revealed higher Mn content in phloem and

shoot of sensitive cultivar than those in xylem and shoot of resistant cultivar. Histochemical test , microscopic obser2
vation and X2ray analysis indicated that manganese oxide deposited in the IBN spot tissue , and the accumulation

and distribution of Mn coincided with the IBN spot in phloem. Localized accumulation of Mn was found in the shoot

cross2section of sensitive cultivar , while a even distribution of Mn was found in resistant cultivar.

Key words : Apple ; IBN ; Cultivars ; Mn ; Content ; Distribution

22　　　　　　　　　　　　　　　　　园　　艺　　学　　报 　　　　　　　　　　　　　　　　　　30卷




