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大叶相思白粉病感病和抗病叶片

三种酶活性的比较研究
’

岑炳沽 黄丽芳

(林学系 )

郑慧勤

提 要

大叶相思叶片对白粉菌感病性的生化测定结果表明
,

抗坏血酸氧化酶活性和过氧化物酶

同功酶活性随三个树龄级而增加
,

老龄抗病叶比幼龄感病叶活性高
。

补充抗坏血酸可使感染白

扮菌的叶片转绿
,

延缓侵染斑的扩展
。

处理24 小时后
,

感病欺叶的抗坏血酸氧化酶活性显著

提高
,

我们认为
,

叶片两种酶的活性与植株 的抗性有关
。

大叶相思 ( A e a 。 i a a “ , f e“ 1i f
o r沉 f s A

.

C u n n . e x B e n t h
.

) 的调查试验中发现
,

白粉病 ( 0 i d l’u o sP
.

) 是随植株树龄增大
、

叶龄老化发病率显著降 低
。

橡 胶 白粉 病

( O i d i u , 。 e r。 )
、

燕麦白粉病 ( E r y : f p九e g r a附 I’ 作 i: )
、

桃白粉病 ( S p孔a e r o亡h e e a p a件 ” o : a )

也有类似的报道 〔 ` ; 〔 吕
一

r ` “ 〕 。

植物对一些真菌病害的抗性早 期研究中
,

B as s e tt ( 1 9 1 1 )

曾指出
,

较抗病的 果实常具有高的氧化酶活性 〔 ’ 〕 。

P y 6 “ H ( 1 9 5 2 ) 证 实 棉 花 品 种 抗

病的比感病的多酚氧化酶活性高
·

6 〕 。

rS 记h
a r ( 1 9 7 4) 认为抗坏血酸氧化酶活 性降低是

稻瘟病感病性增高原因之一
。

沈其益 ( 1 9 78 ) 报道棉花枯萎病感病的与抗病的品种间过

氧化物酶同功酶活性是不 同 的 〔 名〕
。

P a o e cB K a 宜在 研 究 小 麦叶片对 锈 菌 的 抗 性 时

观察到叶片末端比基部更有利于病菌侵人和抱子堆形成是与过氧化氢酶活性有关 亡. 〕。

显

然
,

植物品种或植株的不同器官之间酶的 生理反应对某些病害具有一定的保护特性
,

植

物白粉病寄主的品种或不同发育阶段表现的感病性与伉病性一般认为与植物的形态结构

,
“
厂 , , ” ,

, 夸
、

伉生植物
尸 , 汀 , 。 〕 · , , 〕相联系

,

与酶活性的关系尚少见报道
。

本文通过比较

大叶相思不同叶龄发育阶段的抗坏血酸氧化酶
、

多酚氧化酶
、

过氧化物酶同功酶的生理

反应探讨植株叶片组织中这些酶类变化与白粉病发生的关系
。

介

材
`

料 和 方 法

试验材料
: 1 9 8 1 ~ 1 9 8 4年的 3 一 6 月大叶相思 白粉病严贡发病期间在 华 南 农 业大

学
、

广东省林科所苗圃和造林地的二
、

五
、

十七年生的大叶相思
,

进行物候观察
、

叶 片解

本丈 承荤果子超教授
,

王 庄教授
,

蔡谁垣讲 师审阅
,

徐声杰讲师
、

胡仲强
、

赵奋成同志 水加部分试

抢工作
,

特此 a 舟
。

兮
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剖结构和接种试验
。

接种体是用新鲜感病的大叶相思斑块 (大小 1 义 2 m m
,

抱子含量

约 为1 0 “

个抱子
。

) 接种时将斑块粘贴于寄主上
,

用塑料袋保湿 24 小时
,

观 察 记 录 菌丝

体
,

抱子量和叶片褪色程度
,

计算发病率
。

根据上述观察和试验的结果
,

选取 1 一 15 天

叶龄为高度感病叶片和 30 天以上叶龄为高度抗病叶片作三种酶活 性的测试材料
。

抗坏血酸氧化酶和多酚氧化酶活 性用常规法测定
:

摘取高感和高抗叶片后即置于冰

壶中
。

测试时各称取 2 克试样
,

加经冷冻的 p H 6磷酸缓冲液
,

迅速研磨成浆
,

稀释后放在

18 ~ 2 0
“

C水浴锅上浸提 30 分钟
,

离心取得酶浸提液
,

然后加人定量的抗坏血酸或 焦儿茶

酚底物
,

以 0
。

00 5M碘液滴定测定酶活性
。

过氧化物酶同功酶的测定
:

材料取样与抗坏血酸氧化酶测定法同
。

将供试叶片洗净

擦千
,

称取 5 克剪碎
,

放在预冷的研钵中
,

加入 o
.

I M p H o
.

8的 T r is 书 lC 缓冲液
,

研磨

成匀浆
,

经四层纱布过滤
,

取滤液在冰箱内 0 一 4
O

C下以3 5 0 0转 / 分离心 20 分钟
,

将上

清液作酶分析
。

同功酶的 分离用聚丙烯酞胺凝胶园盘电泳
广 3 二 ,

凝胶系统为 7 %
,

电极缓冲

液 p H S
.

9 ,

电流 2 ~ 3 毫安
,

电泳时间 60 ~ 80 分钟
。

用抗坏血酸一联苯胺染色
,

记录酶

谱数和色深
。

同时还使用 日产岛津紫外光层析扫描 仪
,

( Sh im a
dz

u
W

a y le e n gt h T I C

S e a n n e r C S一 9 1 0 ) 吸收波长为 6 0 0 n m
,

扫描速度 2 0 n m / m i n进行酶带扫描
。

色

结

(一 ) 大叶相思叶龄抗病性的差异

对二
、

五年生的大叶相思不同叶龄进

行白粉菌接种试验
,

每次各叶龄接种 30 个

叶 片
,

重复 5 次
, : 5天后记录发病情况

,

嘉
计算平均发病指数结果女。图 1

。

蒙
图 1 看 出大叶相思 白粉病的发病率是

随树龄增大
、

叶片老化而降低
,

这与自然感

病情况调查材料是一致的
。

根据植物对白

粉菌坑性主要表现为不 同的病斑型
,

我们

把 1一 15 天叶龄划为高度感病叶龄
,

30 天以

上为高度抗病或近乎免疫叶龄
。

高感叶片

黄白至 浅绿色
,

角质层厚度 1
.

1~ 2
.

7微米
。

高抗叶片浓绿色角质层厚 4
.

5一 6
.

9微米
。

果

—
2 年生 一一一 5 生生

图 1 二
、

五年生大叶相思不同叶龄接种白

粉菌的发病指数

(二 ) 大叶相思高感叶龄与高抗叶龄的抗坏血酸氧化酶和多酚叙化酶活性比较

1
.

大叶相思三个树龄叶片两种酶活性比较
:

两种酶活性测定是在 1 9 8 2~ 1 9 8 3年的

4 一 6 月进行的
,

气温在 22 一 28
O

C间
。

每次测量 15 一 20 株
,

重复 6 次
,

酶活性 以每克鲜

组织每分钟氧化抗坏血酸的毫克数表示
。

由于温度影响酶的活性 (图 2 )
,

但在测量温

度范围内
,

酶活性变化的规律基本上是一致的
。

我们取 2 6
.

5一2 8
.

2
O

C间的 测量结果值
,

如表 1 ,

并对树龄 ( A )
、

叶龄 ( )B 与抗坏血酸氧化酶活性的关系用双因素有重复的方

差分析
,

进行显著性检验
。
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表中看 出
,

大叶相思 二个龄级的叶片

抗坏血酸氧化酶活性老 龄树大于幼龄树
,

高度抗病的老龄叶大于高度感 病 的 幼 龄

浪处
,

一
_ _

酶活性ǎ日g\的
.

冷澎茗日形à

叶
,

同时还看到叶龄酶活性有随树龄增大

而提高的趋势
。

这种差异 用双因素有重复

的 F检验的结果是
:

F A 二 1 5
.

1 2
. ’

> F
。 . 。 :

== 6
.

9 3 ,

F
B二 1 6 7

.

1 3
’ .

> F
。 . 。 、 = 9

.

3 3 ,

F
人 . B 二 6

.

07
`

> F
。 . 。 。 二 3

.

89
,

说明差 异 是

极显著的
。

相关分析还表明
,

高感病叶和

高抗病叶的抗坏血酸氧化酶活性与接种发

病率有显著的相关 关 系 (r
` 一 。

.

8 2 6 0>

r 。 . 。 1 = 0
.

7 0 7 9)
。

多酚氧化酶活性 大 叶

相思高感病叶稍高于高抗病叶
,

但差异不

显著 ( t
。 . 。 。 , 2

.

5 7 > 1
.

0 8 )
。

酶 活 性受

到温度的影响
,

每种酶 只有在一定的温度

下才表现其最大的活力
,

两种酶测定期间

的温度是在 22 ~ 2 8
O

C 之间
。

我们测定了这

个温度范围与酶活性的关系
,

发现抗坏血

酸氧化酶
、

多酚氧化酶活性与温度成反比

例
。

感病叶和抗病叶的抗坏血酸氧化酶变

化系数较少
,

分 另l]为 33
.

“ 和 19
.

7 1 ,

而 多

酚氧化防较大
,

为 8 2
.

28 和 5 4
.

25
。

2
.

补充抗坏血酸对大叶相思感染白

粉菌和抗坏血酸氧化酶活性的影响
: 1 9 8 3

一 1 9 8 4年对造林地的大叶相思二 年生苗的

高感叶龄在接种前 2钊
、

时和接种出现 白色

菌层后使用每升含 1 0
、

2 5
、
5 0毫克的抗坏血

死 2 4

。一。 嫩叶抗坏血酸氧化酶 老叶抗坏

血酸氧化酶 ; x 一 x 嫩叶多酚氧化酶 x 一 x 老

叶多酚氧化酶

图 2

表 1

大叶相思叶片两种晦舌性温度变化曲线

大叶相思叶片抗坏血酸氧化醉
、

多酚氛

化醉活性比较 ( m g / g
。

分杭坏血酸 )

一一一
. 侧口 . . . . 口 . . . . . . . ~ 阳

-
. . 护 . 门 -

. . . . 曰 . . 口曰口 . . . . . .

抗坏血酸氧化酶

不接种 接种

多酚氧化酶

不接种 接种

户
高感叶龄

高抗叶龄

高感叶龄

高抗叶龄

高感叶龄

高抗叶麟

1 0 0 2 0
。
0 7 40

. 侧 . . . . . . . . . . . . 目. .̀ ` . . . . 曰 . .
j

J. 山 . 碑.

2 1 0 5 0
。
1 3 4 0

0
.

2 1 7 6 0
。
2 8 7 9 0

。

1 5 3 6 0
。

1 1 4 0

0
.

1 2 2 6 0
。

07 8 0 0
。
2 0 8 1 0

。

1 4 5 8

0
.

2 9 2 6 0
.

3 0 8 7 0
。
1 5 5 9 0

。
1 4 4 1

0
.

1 3 3 3 一 0
。
2 1 1 0 一

0
。

3 63 2 一 0
。
1 6 4 2 一

二年生七年生十七年生

-
. .口口 . . . 口 . . . . . ~ 甲 . 口~ ` . 口

一
. ~ . .

-
. . ~

一
,

一一-
~ . . 口 . . . 口. . 口 . . .

酸进行喷洒处理
,

对照用清水
。

前者喷药 1 次
, 后者隔夭 1 次

,

连续 3 次
。

每一处理接种

称琪篇段
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过氧化物酶同 功酶
。

结果发现
,

接种感病叶片同功酶谱比对照增加 2 条颜色较浅酶带
,

而抗病叶片并无增加 (图 3 )
。

不接种的二
、

七
、

十七年生的大叶相思叶 片 同 功 酶谱

(图 4 ) 中三个龄级的大叶相思感病叶片和抗病叶片各条酶带从阴极 向阳极的迁移顺序
,

大致可分 P X一 I
、

P X一 I 和 P X一 皿三个活性区
,

每区的各条酶带按迁移顺 序 依次

编号
。

二年生的大叶相思抗病叶与感病叶比较
,

在 P X一 I 区的 1
.

增加 2 条 P X一 1
. /

酶

带
。

一

七年生的抗 病叶与感病叶片比较
,

在 P X 一 I 区的 I
。

酶带的阳极端增加了 1 条 P X

一 I 了酶带
,

另一酶带染色强度很深
。

十七年生抗病叶在 P X一 I 区的 I
。

酶带和 I `
酶带

各 增 加 了 P X一 I 犷和 P X一 I 扩酶带
,

在 P X一 I 的 1
.

还增加了 P X一 1
. 产

酶带
,

但着色

强度较浅
。

扫描 (图 5 ) 图上相应区间的主峰位置
、

宽度
、

峰高与上述谱型基本相似
。

可以看出
,

感病叶片与抗病叶片之间的差异主要表现酶带数 目的不同
,

而且酶带数还随

树木年龄而增多
,

增加的酶带主要分布在 P X一 I 区
。

表 2 大叶相思叶片补充抗坏血酸后对白粉菌俊染斑和执坏血酸复化醉活性的影呐

处 理 时 间
对照

病 斑

10 m g / 升

面 积 ( m m ’ )

25 m川升 肋爪尽/ 升

接种 24 小时前喷药

接种后喷药三次

2 3
。

1 0

2 2
。

9 0

喷药 2 4小时后

48 小时后

对照

1 6
。
1 0 1 8

。

3 0 19
。

3 0

1 1
。
2 3 1 6

。

2 0 1 5
。

80

抗坏血酸氧化酶活性 ( m g / g
。

分抗坏血酸 )

.
。

2 43 0

0
,

183 5

O
,

1 1 3 7

7
口

护é..U一
二

....
j .上,̀口.已.耳....。

日ēì网日感 病 叶 抗 病 叶
年 生 5一年 生 年 生

对照 接种 对照 按种

图 3 大叶相思叶片接种后过氧化物

酶同功酶变化

感病叶抗病升 惑病叶 感病什 杭病叶

圣
.
-

abaa
.

口儿t祖下几了孟注叮
`

冷州月枯口.,ù目.乙枯七

l
.ar

l
目.9旧..̀.L旧雌L护口目曰少

图 4 不同龄大叶相思叶片过氧化物酶同功酶酶谱比较
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讨 论

一般认为 〔 :二〔 ` 〕 ` ’ 〕 ,

植物的氧 化 酶

活性与某些真菌病害的抗病性有关
。

补充

抗坏血酸可 以抑制过敏性坏死
厂 ’ 5〕和使黄

化色斑叶片转绿 ” . 〕 。

我们对大叶相思 白

粉病的测试研究也证实了这一点
。

植株补

充抗坏血酸 2 4小时后测定叶片的抗坏血酸

氧化酶活性提高到接近老叶水平
,

可能是

喷洒抗坏血酸引起植物体内酶促反应
,

激

发抗坏血酸氧化酶活性的提高
,

从而对白

粉菌的侵染 扩展起一定的抑制作用
。

大叶相思幼苗接种白粉菌后感病叶片

过氧化物酶同功酶活性反应增 强
,

而抗病

叶片反应较小
,

这与前人报道三叶草白粉

病 ( E ysr i p入1 p o 忿yg o o i )
尸

”
一

,

棉花枯萎病

( F “ 拟 r i“ 滋 o x夕s p o r “ 沉 f
. u a s 1’九` e e t “ m )

“ 急1的感病 和扰病品种间的变化相 类似
。

过
一

此址
图 5 不同龄大叶相思叶片过氧化物阵同功醉

谱扫描

苗期大叶相思对白粉菌高度感病
,

其后随年龄增大而发病率降低
,

由此看来树木叶片同

功酶活性与感病性是 呈负相关的
。

也许是过氧化物酶同功酶某些特殊同功酶成份与植物

的抗性相联 系
。

根据接种大叶 旧仓
、

叶片抗坏血酸氧化酶和过氧化物酶同功酶活性的反应
,

结合对高

感叶龄和高抗叶龄在一定条件下测量获得的抗坏血酸氧化酶
、

过氧化物酶同功酶活性恒

定值作为指标
,

这对选育抗病品种是有一定 参考价值的
。

植物中 p
一

卜片酶活性对某些真菌的反应可能是不同的
,

棉花品种抗病的比感病的多酚

氧化酶活性高亡“ 二 ,

而大汗于相思抗病叶的多酚氧化酶活性却低于感病叶
,

也许是 褐 化反

应对抑制大叶相思白粉菌的发育不起主导作用
,

亦即是说酚类化合物的氧化作用在抑制

大叶相思 白粉菌发育中的作用不显著
。

本文从试验结果若重比较了大叶相思感病叶龄与抗病叶龄的抗坏血酸氧化酶
、

过氧

化物酶同功酶活性间的羞异
,

分析其与伉性的关系
,

并不排除植株叶片表现的感病性与

抗病性可能与其他的酶类
,

抗生物质
、

形态结构等多种因素综合影响有关
。
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