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摘要（黑体，小四）：在埃及曼扎拉湖周边新开垦的与外界阻隔的湖田中，莲属侵入稻田是导致农作物破坏和谷粒产量下降的一个主要原因。本研究针对齿叶夜睡莲对水稻的化感作用提出了深刻的见解(Oryza sativa cavr. Giza-177)。莲根状茎的提取液对水稻种子萌发和幼苗的生长具有抑制作用。抑制的程度主要是受提取液的类型和浓度的影响。其中乙醇提取液和水提取液的抑制作用要比氯仿提取液的抑制作用强。乙醇提取液中的酚醛含量显示了它的最大的抑制作用。在一个目标作物（水稻）和它的近邻（莲）的盆载实验中，大米的干重和相对生长率受种子年龄和莲根状茎密度的影响，生长率随着莲密度的增大而降低。对一个生长了莲和未生长莲的稻田中的数据处理证明了生长莲的稻田中水稻的叶面积指数和产量均降低。通过气相色谱法或质谱分析法识别潜在的化感化合物显示了莲根状茎中存在化感化合物酚醛。（宋体，小四）
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引言

在过去的几十年里，尼罗河上大规模面积的湿地都因为各种各样的发展目的而被开垦。曼扎拉湖的大部分面积也被开垦，并且倾向于当作农田使用。因为高水位和水稻土，水稻是新开垦区域种植的主要农作物。

很多农田中都有记录大米的产量严重降低。但是明显的全年的栽培大米和苜蓿并相互更替并不是导致大米产量严重降低的主要原因，其中还包括很多其它因素，但是它们的重要性还没有完全理解；比如，差的排水系统和部分稻子的不可收割。为了避免不可收割部分的潜
在有害影响，稻草残株（稻草秸杆）在田野中被原地烧掉或者在耕地的时候被农民去除。

   齿叶夜睡莲（白睡莲）是曼扎拉湖和Kafr El-Sheikh 周围新开垦稻田中主要的非传统的杂草，而且这个品种正在热带和亚热带的非洲、马达加斯加和罗马尼亚中扩展蔓延并在新大陆(Verdcourt,1989)中逐渐归化。在埃及，这种现象在尼罗河三角洲中很常见，但不是在山谷中,除了几个距开罗南部大约100千米的特殊地点(Zahran & Willis, 1992)。像很多入侵的植物，一旦确立了自己的地位，齿叶夜睡莲就成为一个能够消灭农作物和传统野草的强大竞争者。齿叶夜睡莲的成功繁殖和它的双重传播方式密切相关: 无性繁殖和有性繁殖(Hegazy,1994; Hegazy et al.,1994; Khedr & Hegazy,1998)。这种植物是通过将其根茎延伸到大概30cm地下深处，产生一种大量的化感作用物质来进行自身的特殊生长繁殖。此外，由于农业实践中产生的干扰，齿叶夜睡莲以种子方式或者由移植的大米种植园牵带而迅速繁殖。损失的大米出产量归咎于莲的入侵范围从10%提高到60%，取决于它的侵扰程度(Khedr & Hegazy,1998)。

在水生植物和湿地植物上的研究成果展示化感作用物质和植物毒素被释放到环境中,从而导致生态系统中有生命和无生命成分的有害改变(Einhelling et al.,1985;Elakovich & Wooten,1989,1991;Aliotta et al.,1990,1991;Gopal & Goel,1993;Della Greca et al., 1996,1998)。酚醛化合物是在中毒的高级植物中出现频率较高的一种化感作用物质,但是它们的化感应用的了解还是很少(Harborne,1973,1977;Stom & Roth,1981;Rice,1984;Gopal & Goel,1993)。

有关Nymphaea alba(Kok & Van der Velde,1994)的分解研究证明了蛋白质、酚醛化合物和糖苷通过媒介释放到环境中去。随着水的酸性增加,酚醛化合物大量集中,从而导致别的品种的生长受到抑制。如同Inderjit和Dakshini(1994）的发现，野草的生长可以导致土表和下层土壤酚醛物质的增加,是因为植物器官释放的浸出水溶化合物的影响。Chou & Chiou (1979)研究证明了酚醛化合物这种植物毒素是由稻田中的植物残渣分解产生的,而且不仅仅只是野草在田野中和稻子争夺营养品,其它具化感特征的植物也一样。

由于人们对化感作用的本质很难理解,本研究主要调查了齿叶夜睡莲对水稻的生长和产量的化感作用。

材料和方法

研究区域

研究区域位于坐落在曼扎拉湖西边地区(北纬31◦ 15′N,东经31◦ 55′E)的El- Aenaniya运河。它证明了十年前部分湖面被截断并填充作农业用途，栽植的主要作物有水稻和三叶草，两片庄稼每年连续的耕种。有关该研究区域的详尽描述可以在Khedr (1997)中找到。被截断区域的历史由 Abdel-Kader(1999)等提供。

植物材料和提取物
齿叶夜睡莲根状茎是从研究区域中被蝗虫骚扰的稻田中搜集，根状茎风干后磨成粉末,以每50g粉末作为相对的标准用于索氏提取器（Farag et al., 1987;McLaren, et al., 1990)。提取在一系列增加极性的溶剂中进行(250ml)，分别是氯仿，乙醇和水。提取时间分别为3小时， 提取量浓缩于1毫升冷冻保存，直到使用。 

为了进行生物测定试验,提取物(10% w/v)用蒸馏水稀释到10,8,6,4和2%(v//v)进行测试。生物溶液渗透浓度都低于0.1MPa，因而不考虑影响发芽(hegazy,1997)。 pH调节至7。
酚醛物质的测定
   乙醇提取物的水解按Harborne提出的方法（1973）进行：将50g粉末置于2mlHCl中酸解30分钟，水解产物经冷却、过滤和抽提。酚类提取物用乙醚进行分层、洗涤和蒸干。 残渣溶于甲醇(色谱级)，利用甲苯：甲醇：乙酸(45:8:4) 和冰乙酸（6%）进行薄层层析(TLC cellulose  MN 300)。但在被检测的三个点中并没有发现和Harborne(1973)所报告的标准酚相一致，但是他们给出了类似于valin-HCl指示者给出的玫瑰色。
   气相色谱/质谱(GC/MS)在惠普6890 GC/惠普5973质谱选择性探测器中完成。GC/MS条件根据Grbic-Galic等 (1990年)改进的食品技术实验室检测方法（农业学院、开罗大学)进行了调整。酚醛提取甲醇(色谱级)注射到HP-5质谱装备有5% HP ME的硅氧烷柱 (30 cm长× 0.25 mm × 0.25 μm胶片厚度)，其运载气体是氦气（25cms−）。注射器的温度保持在200◦C。以起始停留时间8m和最后停留时间2m，初始温度40◦C，并以每分钟3◦C升到200◦C。

   质谱条件为:毛细血管直接接口和离子源温度200◦C；传射程33-300amμ；电子倍增器电压为2200V，在电离作用电压为70eV的时候扫描速度约为1.6scan·s−1。鉴定未知化合物是基于内部参考与已知谱。辨认出化合物使在NIST分散格局册图书中标准化合物的碎裂模式和95%或更多相匹配。
生物鉴定测试

齿叶夜睡莲萃取物对大米(Oryza sativa cavr. Giza-177)种子萌发和幼苗成长中的测试实验是在实验室中被盖的玻璃培养皿(9×1.5 cm)的whatman 2号滤纸上进行的。在每一培养皿中加入20颗谷粒和5ml测试提取液，对照实验用蒸馏水代替提取液，培养皿放入18◦C夜间温度和25◦C日间温度的环境中进行萌发，每一组进行5个重复，当累积的发芽在所有的处理中开始稳定起来的15天以后试验被结束。种子萌发后期幼苗的根和茎长度经测量用来计算他们的根/茎比率。
盆栽试验术

在直径25厘米和28厘米深的塑料盆中做试验，土壤收集来自非蝗区场，开挖深度在5-20厘米之间。实验前，先将土壤风干、通过2毫米筛子筛选、灭菌、最后放入盆中。实验开始于1997年5月15日，结束于60天后。

水稻种子就在潮湿的滤纸上萌发，经发芽，10日龄秧苗(目标物种)按每盆3苗放置在盆栽中间。活着的荷花根茎(邻居种)按左右对称，埋设在离目标个体5厘米深度中，五个邻居密度(0,3,6, 9和12每盆)种植针对每个目标是在目标邻居法(Thijs & Shann, 1994)的实验设计基础上进行的。盆载有规律的灌溉以保持土壤湿润。在上面的20厘米土壤中每15天施于大约2 mg·kg−1与正常田野相符的肥料用于土壤湿透。该实验重复三次。

为了对干燥的大量谷类作物和相对成长率(RGR)进行估计,在15,30,45和60天的时候收获作物。植物在土壤表面被截取,在80◦C恒温下烘干。RGR的计算方法按照mg·g−1 ·d−1进行：

                          RGR = (lnW2 − lnW1) / (t2 − t1) 
在这里W=干重,t=第一次收获日期(t1)或第二次收获日期(t2)。
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图1 齿叶夜睡莲提取物对水稻种子萌发的影响。纵坐标为标准偏差。

田间数据

实验数据收集于同一稻田的三个蝗区和一个非蝗区，三个蝗区的齿叶夜睡莲平均密度分别为5、8、12根茎每平方米(khedr&hegazy,1998)，各个实验区域的水稻平均密度均为20束每平方米。 

在开花初期，每一束的叶子数量都被精确记录，叶面积也利用线形测量来进行确定(Sestak et al., 1971)，每一束的叶面积总数乘以每平方米的水稻数量就是每平方米的叶面积指数，单位为平方米/平方米。

水稻产量、粮食产量的估计是按每一稻穗的粒数和每平方米籽粒重量进行的，蝗区和非蝗区的结果均被计算为多少千克每平米。

统计分析

数据进行ANOVA分析。

结果

植物提取物对种子萌发和幼苗成长的作用

[image: image6.emf]齿叶夜睡莲提取物使水稻种子萌发率明显减少，如图1，发芽率随着提取物浓度的增加而显著降低(F检验=10.14、P值=0.05、n=4)，酚醛分数和乙醇提取物的抑制效果比水和氯仿提取物的更加明显（图1.）。当齿叶夜睡莲提取物浓度从2%增加至10%时，发芽率分别从97%降低至6%乙醇，12%酚类，27%水，42%氯仿提取物。
图2 齿叶夜睡莲根茎提取物对水稻幼苗生长的影响。（a）为根长度，（b）为茎长度，（c）为不同齿叶夜睡莲提取物浓度对根茎比例的影响。纵坐标为均方差。
发芽率的降低意味着齿叶夜睡莲提取物对水稻幼苗根茎的生长具有重要作用(F= 16.04, P= 0.05, n=4)，而高浓度的提取物对其具有重要的抑制作用（图2. a，b）。对于根来说，最高抑制为酚类提取物达42.5%,，而最低抑制为10%氯仿提取物达16.7%，氯仿提取物的抑制作用对根的作用较茎强，而其他提取物则相反，而对茎来说，最高抑制为酒精提取物达35%，而最低抑制作用为酚类提取物达22.3%。
根茎比的结果显示了植物提取物在刺激性和抑制功能上的集中作用（图2. c），当氯仿、乙醇、水提取物的浓度分别增加4%、2%和6%时，根/茎比分别上升而达到34.7%，53.7%和49.6%，酚醛分数在所有测试浓度中对其根茎比都具抑制作用(F= 32.07, P= 0.01, n= 4)，当酚醛分数介乎于29.3%到44.2%浓度在2%到10%之间时，幼苗根茎比例降低。
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图3 齿叶夜睡莲密度对（a）干批量生产（b）不同年龄水稻的相对增长率的效应。纵坐标为标准偏差
对植物生长的作用

    在盆栽试验中，水稻的总干质量受到不同年龄齿叶夜睡莲密度的影响（图3. a），在15日龄，齿叶夜睡莲根茎密度每盆3株时，水稻干重量增加了2.1%, 而荷花密度较高时，水稻
[image: image2.emf]
图4 齿叶夜睡莲密度对蝗区（a）叶面积指数（b）粒数（c）水稻产量的实地影响。纵坐标为标准差
干重量明显下降至对照的70.5% (F=19.41,P=0.05, n=3)。在30、45和60日龄时，齿叶夜睡莲密度的稳步增长导致水稻的干重量大幅度下降(F=35.51,P=0.01, n=3），在30日龄、齿叶夜睡莲密度在每盆3到12株时，水稻的干燥失重百分比在23.3% 和78.9%之间，在45和60日龄、齿叶夜睡莲密度每盆12株时，水稻的干燥失重达82.8%和83.6%。 
在45日龄、不同齿叶夜睡莲密度作用下，水稻的相对成长率增加，但是相对价值却较对照的为低，而在15到30日龄、齿叶夜睡莲根茎每盆9株时，水稻相对成长率降低的最高百分比为57.1%，在30到45日龄，齿叶夜睡莲根茎每盆12株时，其百分比为45.5%（图3.b），相比之下，5和60日龄,齿叶夜睡莲密度为3、9、12株每盆时，对水稻生长并未产生任何明显变化，只有当齿叶夜睡莲密度为6株每盆时，水稻的相对成长率才较对照增加了50%(F=30.86, P= 0.01, n= 3)，结果显示了齿叶夜睡莲的年龄和其根茎密度对水稻的干重量和相对生长量具重要影响。结果表明了各蝗区和不同齿叶夜睡莲密度（图4.a）区域水稻叶面积指数的降低（LAI）。叶面积指数从7.62平方米每平米降低到对照的5.02、3.08和1.06平方米每平米，其相对的齿叶夜睡莲密度分别为5、8和12株每平米。

对粮食产量的影响

齿叶夜睡莲的集中导致稻米数量的明显减少，当齿叶夜睡莲密度分别为5、8和12株每平米时，稻米数量分别从对照的130每穗降低至105、62和52每穗（图4.b），从而导致各蝗区粮食产量明显降低（图4.c），分别降低了22.9%、60.7%和75.4%。

酚醛组分的化学分析
图5显示了酚醛酒精提取物的GC图谱，质谱的格局（图6.a,b,d,e,f）表明了84.59%的化合物为酚醛类物质。其中有五种化合物已经彻底查清楚了，并且显示了有超过95%的与配套标准化合物具有相似的格局。其中酚醛化合物含量为75.35%，已经确定的有2,6-二叔丁基-4-甲基-2,5- cyclohexadie ne-1- one、二苯胺（苯胺）、4-硝基苯苯胺、1,2-苯二甲酸(苯二甲酸)、1,2-苯二酸-邻酯(邸丁酯)。复方丙(图5)含量为9.24%，但它的光谱与现有标准不相匹配，但是，它的碎裂格局证实其存在苯环结构（片段包括质量78，并且与82%酚醛化合物相匹配）。确定的化合物受2,6-二叔丁基-4-甲基-2,5- cyclohexadie ne-1- one（波峰显示在图5.a峰，质谱显示在图6.a峰）；4-nitrophenylbenzenamine（波峰显示在图5.d峰，质谱显示在图6.d峰）；Di-nbutylphthalate（波峰显示在图5.f峰，质谱显示在图6.f峰）；1,2-苯二甲酸（波峰显示在图5.e峰，质谱显示在图6.e峰）和苯胺（波峰显示在图5.b峰，质谱显示在图6.b峰）所控制，这些化合物按其百分比浓度依次递减的顺序进行排列。酚醛分数还包括了15.37%同时提取脂肪酸需包括的棕榈酸（图形g峰）和油酸（质谱显示在图6h峰）。
[image: image3.emf]
图5 齿叶夜睡莲酒精提取物酚醛分数的GC外形图。(a) 2,6-二叔丁基-4-甲基-2,5- cyclohexadie ne-1- one、(b)苯胺、(c)不明物质、(d) 4-硝基苯苯胺、(e)1,2-苯二甲酸、(f)1,2-邻苯二酸脂类（g）棕榈酸、（h）9-octadecanoic酸。
讨论

数据显示了睡莲属齿叶夜睡莲对稻田来说是一种蔓延性的杂草，它抑制了水稻的发芽、生长和产量，它之所以能够发挥作用是借助于它的种植密度、淹水条件和排水情况欠佳而导致的土壤缺氧而产生的。这种情况有利于产生毒性。Weidenhamer等（1989）确定了密度依赖的植物毒性效应的发生及强度，以及化感物质产量与密度之间的关系。
由水、乙醇和氯仿等萃取物含量所引起的根茎比例是一种提取物浓度的功能。可看作是水稻对齿叶夜睡莲的化感作用产生的“诱导反应”（sensu Owen, 1990），幼苗感受了三种萃取物的化感作用，从而导致了根系统中运输营养的部分容积变小，相应的，植物可能采取了另一种方法如增加根茎比例，通过减少芽生长和增加根系吸收功能来使营养吸收达到最大化，酚醛类化合物严重影响了植物的生长和光合活性，但酚醛类物质的化感作用行为方式还没有完全理解(Inderjit, 1996)，但是它们与蛋白质结合形成聚合物从而抑制了酶活性(Wittaker, 1970)。已知酚类是有效的抗菌剂(Harborne, 1997)，这可能是导致土壤肥力下降的主要原因。

水稻干重量和相对成长率随着齿叶夜睡莲根茎密度的增加而降低可能是由化感作用的影响造成的，这可能是在同一水稻密度和同样土壤质量的稻田中化感作用物质的增加造成的。Hall等（1982）和Einhelling以及Eckrich (1984)指出，环境条件不良作用和化感作用的胁迫，有助于增强植物毒性效应；Weidenhamer 等(1989)指出，化感作用和密度之间的相互作用可能是假定高密度植物争夺毒素和接受少许药物。

齿叶夜睡莲根状茎对水稻的化感作用在植物叶面积指数、生长及产量几方面非常明显，大量的齿叶夜睡莲根状茎释放相当数量的化感作用类似物抑制水稻的生长和产量的减少，齿叶夜睡莲根茎切面褐色水溶性物质随着时间而增加，显示了根状茎释放酚类物质。酚类化合
[image: image4.emf]
图6a 齿叶夜睡莲水提取物中已经确定的化合物的质谱图。(a) 2,6-二叔丁基-4-甲基-2,5- cyclohexadie ne-1- one、(b)苯胺、 (d) 4-硝基苯苯胺、(e)苯二甲酸、(f)邻苯二甲酸（h）油酸
物已经被报导为高等植物中最常见的化感作用释放物，由于酚类化合物是水溶性化合物的本质，它们在水田中释放的化合物可能是产生齿叶夜睡莲水稻化感作用的关键原因，这在水生生态系统和水生杂草管理的许多研究中都已被证实(Harborne, 1997, 1997;  Zapata  [image: image5.emf]
图6b （b）苯胺、（d）4-硝基苯苯胺、（e）苯二甲酸、（f）邻苯二甲酸、（h）油酸
& McMillan, 1979; Einhelling等, 1985;  Quackenbush等,1986; Elakovich, 1989; Elakovich & Wooten, 1989, 1991; Pandy等, 1993; Kok & Van  der Velde, 1994; Mallik等, 1994)。

酚类化合物极易受到氧化(Thomson, 1964)，它们的抑制作用也很可能因此而受到影响，但是，在曼扎拉湖周边齿叶夜睡莲、水稻和水稻土以及由于周围水位升高而造成的缺氧情况下，在齿叶夜睡莲密度增加时，仍旧可能导致平原地区水稻生长和产量抑制情况的加重。
尽管许多问题还没解决，但这项研究表明了齿叶夜睡莲的化感作用依赖于齿叶夜睡莲的密度、化感物质的种类和浓度。水稻根茎生长之间的相互复杂关系以及在自然条件下与齿叶夜睡莲种群动态之间的关系还有待于进一步的调查研究。
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