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长春花感染泡桐丛枝病原(M LO) 后

过氧化物同功酶的变化
.

田国忠 金开漩 汪跃

(中困林 业科学研究院林业研究所 )

摘要 用 聚丙 烯酞胺凝胶 电泳分析表明
,

长春花植林感染泡桐丛枝病原 (M LO )

后 茎叶中过乳化物同功酶总谱带数呈减 少的趋 势
,

健株最 多产生 n 条酶带
,

通常具

有 6 条典型的
、

稳定的谱带
,

即 I 。、

I
。 、

I d 、

五
、

lll d 和 111
。
;

,

肠表现典型的 l 级

症状的病株缺 少低 R f 位 区的 lll d
和 111

。

带
。

lll d 和 111
。

酶带的有无
、

浓度及活性 与

病株外部症状的严重度成负相 关
。

七叶期前的健株幼 苗茎叶 中也 无 l d 和 皿
。

谱带 ,

随着植抹生理年龄 的增 长
,

其活性和浓度逐渐增大
。

土 霉素处理病株可 以 提 高 Ill d

和 111
.

酶带的活 性和浓度
。

关锐词 泡桐丛枝病原(ML O ) , 长春花
, 过乳化物同功酶 , 聚丙 烯酸 胺 凝胶

电泳

由类菌原体(M LO )引起的泡桐丛枝病是泡桐栽培中的严重问题
。

深入了解病原和寄主之

间的关系
,

探索 M LO 侵染植株后引起的生理生化变化
,

对于病害的早期诊断 和抗病育种工

作具有重要意义
。

过氧化物酶是植物体内广泛存在的一种酶
,

参入多种代谢途径
,

病原物的侵 染造成植株

(包括泡桐 )体内过氧化物同功酶的变化在国内外 已有许多报道 【‘一 吕J
。

鉴于病健泡桐的形态和

生理年龄的差异较大
,

因而本试验将探索泡桐丛枝病原侵染长春花后过氧化物同功酶的变化

规律
,

试图明确其变化对病害早期诊断和植株对病原抗性的作用
。

一
、

材料和方法

(一 ) 感染泡桐丛枝病的长春花病株

选 用相同来源的
一

长春花 (Vl’
。: a : os 。 )种子于三月上旬在25 ℃左右的温室育苗

,

分别用带

菌的南方苑丝子 (C “ : ‘。ta 。: : t , al l’s )将病原(M L O)转接到长春花植株上
,

待表现典型的叶片

黄化
、

从枝和花变小或花变叶症状
,

经切片和 D API 染色后于荧光显微镜下检查证 实 M LO

的存在 1。
, ‘“ {

。

山 J’-侵 染期
、

接种量和植株本身的差异
,

症状表现有很大的不同
,

可分为下级
:

本文 于 1 9 8 9年 1 月 9 日收到
。
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I级 顶梢叶片黄化
,

下部生长正常
,

未丛枝 ; 能开花
,

但比正常花小
、

色淡
。

五级 整株叶片黄化
,

未丛枝
,

很少开花
。

皿 级 整株叶片变小
,

黄化
,

丛枝 ; 植株矮化
,

不能开花或花变叶
,

严重时提早死亡
。

(二 ) 过妞化物同功酶的提取

取相同生理年龄的发病长春花顶梢
,

用蒸馏水洗净后擦干
,

称其 重 量
,

于 一 20 ℃冰 箱

中冰冻后
,

加入。
。

1 M T ri s一H cl 缓冲液
,

病叶 (重 量 g )
: 0

.

I M T ri s
一

H cl 缓 冲液 (体 积

m l)为 i : i ,

研磨匀浆后离心
, 1 4 o o o r / m in

, 1 0 m in
,

上清液 (酶液 )于 4 ℃下保存备 用
。

(三) 聚丙烯醉胺凝胶电泳和过叙化物同功酶染色及酶谱的扫描

采用不连续垂直板凝胶电泳方法 I” ] ,

分离胶浓度为 7
.

5 %
,

浓缩胶为 2
.

5 % ;
每孔加样

3 0 ~ 5 0 p l
,

加样后电泳
,

稳流3 0 m A
,

电泳时间约为 4 ~ s h
。

过氧化物同功酶染色采用吴少伯的抗坏血酸
一
联苯胺法 L‘“; ,

至酶带清晰后
,

倾出染色液
,

用蒸馏水漂洗后观察分析
。

酶带置于津岛 U V 一1 90 双波长凝胶扫描仪上扫描
,

扫描波长60 0 n m
,

参比波长 4 00 n m
。

(四 ) 抗菌案洽疗试验 〔‘“〕及处理后过叙化物同功酶谱的分析

选取相同生理年龄的病株和健株对照
,

病株表现为 l 级症状
,

从花盆中倾出后小心冲去

土壤
,

将根浸泡于2 00 m l土霉素水溶液中
,

浓度为 1。。卜g / m !
,

浸泡 20 h
,

用水漂洗后重新

植于花盆中
,

对照以蒸馏水浸泡
。

置25 ℃左右充足光照和合适的水肥条件下生长
。

处理后20 天
,

记载病情变化
,

并取样进行过氧化物同功酶分析
。

二
、

试验结果

(一 ) 病健株过叙化物同功醉谱的差异

健康长春花茎叶最多出现n 条谱带
,

根据其特点可分为 I
、

亚和 皿 区域
。

工区为高 R f值

区
,

因受各种因素的影响而变化
,

故称可变区
,

共有 5 条带 (工
。、

工b 、 工
。 、

工d 和 I
。

) ; 五

区为中 R f值区
,

只有一条带且变化小
,

故称稳定区 ; 工 区为低 R f值 区
,

又称为易变区
,

共

有 5 条带 (111
。、 皿 、、 班

。 、

lll d
和 皿 。

)
。

多次重复取样电泳结果显示
,

健株稳定的 谱 带 共 有

6 条
,

即 工b 、 工
。 、

I d 、 五
、

皿 d
和 兀

. ,

其中以 工、、 亚和 Jll d 、 皿
。 4 条谱 带 颜 色最深

,

活

性最强
,

且 lll d
和 l

。

两带常因浓度和活性强而合并为一条带
。

以病级 兀与健 株 酶 带比 较
,

病株缺少 111 区的所有谱带
,

其中兀
d 和 111

。

两条酶带最为典型
,
兀区与健株无明显 差 异

,
工

区的谱带变化与病原 (ML O )侵染也无明显的相关性
。

图 1 可以肯定
,
泡桐丛枝病病原 ML O

侵染长春花植株后
,

对低 R f值区的同功酶带影响最大
,

在 ll[ 区健株有时会比病株多 出现一

至三条微弱的染色带(皿
. 、

皿、和 l
。

)
。

由于其活性和浓度低
,

很难说明在病株中这几 条 带

的消失与 M LO 的侵染有任何相关性
。

(二 ) 症状类型与过权化物同功醉的关系

图 2 可以看出
,

酶带 皿 d 、

兀
。

的浓度和活性与症状严重度呈明显的负相 关 性
,

即 发病

越严重颜色越浅
,

至病级 1 时则检测不到
。

I 区和 卫区酶带这种相关性不显著
。

用过氧化物同功酶谱比较病株上的黄化顶梢和绿色顶梢(尚未表现症状 )
,

结果为两者的

酶带 班d
和 111

。

的活性和浓度均低于健康对照
,

但黄化顶梢的又低于绿色顶梢的 (图 3 )
。
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图 1 病健长春花植株茎 叶过 氧化物 同功酶谱

人
.

健株可产 生的酶带最 多 B
.

健 株典型酶谱

C
.

表现 典型 l 级症状的病株醉 谱

二

灿、
沙口加健株 病级注 病级 11 病级皿

图 2 不 同症状类型的发病长春花 植株顶 梢茎叶过氧化物同功醉扫描曲线 (箭头所指 为 Ill d 和 皿
。

位 置)

接 种 时 期
, 、 叶 期

{
生长 1。。d

l
生长3。。d

级娜妈

’

才
‘ : : . , : 。 : _

/ 以
-

户扔 筑儿
健株 病掩绿斑村 病操公化怜

表 1 不同生长期传染长春花

植株发病率

发病株率

图 3 病株上 黄化枝和未黄化枝的过氧化物同功

酶谱扫描 曲线 (% )

未发病株率(% )

皿‘
’ .

八
_

{以儿为
接 种 株 数

; 2
·

1

1
0 2

·

1

1
0 7

·

2

{
。。

}
4 1

3 6 0天 18 0 天 7 5天

对 丸介七产
J粗叶期 七叶期 六叶期

图 4 健康长春花植株不同生长期的茎叶过氧化 物 同

功醉谱扫描曲线(图示 I 和班 区
,

箭 头所指位

置为 址
.

和 I
d )

图 5 土琢素溶 液浸

根处理后病株 过氧化

物 同功醉 谱

(蒸馏水浸根 : 1
.

半

年发病株
,

l 级 , 3
.

半年生健株对 照

土霉素浸根: 2
.

半

年 发病株
,

l 级 , 4.

半年生健株对 照 , 5
.

一年发病株
,

I 级
,

6
.

二年发 病株
,

l
级 )
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(三 ) 植株的不同生长期抗性与体内过妞化物同功醉的关系

对五对真叶至一年生的健康长春花植株顶梢茎叶过氧化物同功酶带的分析结果表明
,

六

叶期前检测不到酶带 lll d 和 l
。 ,

七叶期后开始显示其活性
,

且 随 生 理年龄的增 加
,

活 性和

浓度逐渐增大
,

见图 4
。

同时对八叶期
、

生长1 80 天和3 60 天的健康长春花植株用芜丝子接种

泡桐丛枝病 MLO
,

待其充分发病后调查其发病情况
。

从表 1 中看出
,

接种时间越早
,

发病

率越高
,

症状也越严重
,

这与健株体内过氧化物同功酶带 l d
和 1

.

的变化趋势相吻合
。

因而

推断 皿 d
和 l 。

两酶带与长春花植株对 ML O 的抗性有关
。

(四 ) 土拼案处理病株对过饭化物同功醉谱的影晌

经土霉素处理后20 天
,

发病半年植株的黄化顶梢叶片开始变绿
,

新抽出腋芽叶片正常 ,

过氧化物同功酶分析发现 lll d 和 uI
。

两酶带活性明显高于清水对照
,

但仍低于健康植株水平
。

发病一年和两年的病株
,

经处理后20 天
,

其外部症状未有明显的变化
,

但电泳结果表明
,
皿 d

和皿
。

两带 的活性和浓度均高于对照 (蒸馏水浸根)( 见图 5 )
。

抗菌素 (四环素簇 )能抑制 MLO

的生长和繁殖
,

因而会部分地解除病原对 lll d
和 111

。

酶带产生或活性 降 低 的抑制因子
,

这也

间接地说明这两条酶带的变化与 MLO 的存在有密切关系
。

三
、

讨 论

从试验结果看出
,

泡桐丛枝病 MLO 侵染长春花植株后引起体内过氧化物同功酶带的减

少
。

其它植物上由 MLO 引起的病害象月季绿瓣病山
、

木麻黄丛枝病 [ 3 1和桑树黄化型萎缩病 I’]

均出现类似的规律
。

而某些真菌和病毒引起的病害象棉花枯萎病 I‘」和大豆花叶病 [6] 等分别出

现相反的结论
。

即使是泡桐丛枝病原 M LO 侵染泡桐和长春花植株所引起的过氧化物同功酶

的变化规律也不尽一致 口 ’“l ,

其原因有待进一步探讨
。

就长春花植株感染袍桐丛枝病原 ML O

来说
,

某些酶带是相对稳定的
,

受植株年龄
、

季节变化及病原物的干扰甚小
,

它们是维持植

株代谢的基础酶
。

而有些酶带则是富于变化的
,

它们在逆境生理变化中起重要的作用
,

因而

在选育抗病品种时
,

这类酶带会成为抗病性的生化指标
。

长春花植株感染泡桐丛枝病 M LO 后的过氧化物同功酶的变化是一个复杂的过程
,

准确

地阐明这些变化与 MLO 侵染的相关性本质
,

还需作大量的研究
,

因而试图以过氧化物同劝

酶的变化来早期诊断 ML O 的侵染有其局限性
。
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。

It w a s e o n fir m ed
th a t th e e o nc e n t ra t io n a n d w id th o f ba n d n d a n d lll

。

h a v e c lo se r ela t io n to

t he sym Pto m s o f P er iw in k le in fec t ed w ith PW B 一M LO a n d a g e s o f Pe r iw in k le
.

T h e l一e a ltlly s e e d lin g s w ith le 3 s t h a n 7 Pa ir s o t lea v e s w e re a ls o la e k o f ba n d

坦 d a n d l“
。 .

T h e r o o t im m e rs io n o f d ise a se d P 1a n ts in o x y te t ra e ye lin e so 1u t io n

e o u ld m a k e sym p to m s s u bs id e p a r tia lly
, 荃tn d th e r es u lt o f PA G E o f Pe ro x id

-

a ses 3 llo w eo l th a t th e e o n e e n tra tio zi a n 〔1 a e t iv it y o f ba n d 皿 d a n d 1
.

in th e

t re a te d Pla lzts w e r e hig h e r th a n th e c o n tro l (ro o t im m e rsio n in d is tilled w a te r )

b u t s t ill lo w er tha ll th e he a lthy P la n ts (ro o t im m e rs io n in o x y te t ra e ye lin e o r

d is tille d w a te r )
.

W e d ed u e e d th a t th e Pre s e n e e o f b a n d 皿 d a n d lll
。

o f Pe ro x
-

id a s e is o e n z y m es 15 a g o o d in d ie a to r o f th e r e s ista n e e o f Pe r iw in k le a郎 in s t

PW B 一
MLO

。

I仁e , w o r d s Pa u lo w n ia w ite h e s
’

b ro o m
一

M LO ; Pe r iw in k le ; Pe r o x id a s e iso e n
·

z ym es ; PA G E


