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刁债穿旗病僧嘟十片脚勿峨秘每舌力的刻七
*

张 慧 商鸿生 李振岐
(西北农业大学植保系

,

陕西杨陵 71 21 0 0)

摘 要 小麦初生叶接种条锈菌后
,

亲和反应寄主叶片 R N as
e
活性

,

分别在潜育期和产

抱期呈双峰型增长
;
不亲和反应叶片 R N as

e
活性在侵染初期高于健康对照

,

但低于亲和性反

应
,

其后随着病程发展
.
近免疫反应叶片 R N as e

活性与对照相同
,

而中度抗病反应叶片也呈

双峰增长
,

峰高及峰延续时间不同于亲和性反应
。

条锈菌侵染对 D N as e
活性影响较小

,

亲和

反应叶片仅在产抱阶段 D N as e
活性有所增强

,

中度抗病反应叶片在显症时活性增强
.

关键词 小麦条锈病
;
核糖核酸酶

,

脱氧核糖核酸酶
,

核酸代谢

中图分类号 5 4 35
·

12 L 42

小麦条锈病是我国小麦生产中危害最大的真菌病害
,

有关摧病小麦的病理生物化学

的基础研究十分薄弱
〔` 〕 。

前人对小麦秆锈病和叶锈病的研究发现
,

锈菌侵染导致寄主核酸

代谢发生明显病理变化
〔 ,

· ’ 〕 。

条锈病是 否有类似现象
,

迄今未见诸文献
。

作者等 1 9 91 一

1 9 9 4 年系统研究了小麦条锈病催病植物的核酸代谢
,

本文报道核酸水解酶的变化
。

1 材料与方法

1
.

1 品种
、

菌种及接种苗培育

供试小麦 ( rT l’lt’ cu m ae st l’v u m L )为重要栽培品种洛夫林 13 和小堰 6 号
。

选种后常规

方法盆栽土播
,

待幼苗第一 叶展平 (苗龄 g d) 后
,

涂抹接种各条锈菌单泡菌系的新鲜夏抱

子
。

供试小麦条锈菌 ( P u c c i n i a s t ir l’f 汾m .ls W e s t )为条中 2 9 号生理小种 ( C y 2 9 )及其 3 号

( C Y 2 9
一

m u t 3 )
、

6 号 ( C Y 2 9
一

rn u t 6 )弱毒突变菌系
〔` 〕 。

接种苗培养按常规方法进行
〔’ 〕 。

1
.

2 核酸水解酶活性的测定

R N a s e 和 D N as e 活性的测定采用外源基质法
〔 5

,

6〕 。

新采叶片样在液氮中形成细粉后
,

加入 乙酸
一

乙酸钠 (0
.

1 m ol
·

L
一 ’ ,

p H S
.

5) 及少量聚乙烯毗咯烷酮 ( P V P
,

iS g m a 公司产品
,

复旦大学欧阳光察先生赠 )
。

提取液离 心 ( 2 7 0 00
,

4 ℃ ) 20 m in
,

取 1 00 拜L 上清液
,

加入 10 。

卜L 酵母 R N A 溶液 ( 10 m g
·

m L 一 `
)

,

溶于上述缓冲液
,

用前透析除去小分子量核昔及寡

聚核昔酸
,

用于 R N a
se 测定 )或小牛胸腺 D N A 溶液 l( m g

·

m L
一 ` ,

用前在 10 0℃加热 10

m in 后迅速冷却至室温
,

变性处理
,

用于 D N a s e 测定 )
,

混匀后置于 30 ℃水浴中温育 l h
。

加入 8 0 0 拼L 乙醇 ( 95 % )
,

涡轮混合后立即置于 一 20
、

C冰箱终止反应并沉淀未酶解 R N A

和 D N A
,

1 Z h 后离心 ( 2 0
,

0 0 0 4 ℃ )
,

上清液稀释 1 5 倍 (对 R N a s e )或不稀释 (对 D N a s e )后

用紫外分光光度计 ( U in k on
一

8 1 0) 在 2 60
n m 比色

。

根据与不温育样品间 0 D 26 。

差值计算酶

活
,

每毫克蛋白每小时变化 1
.

0 O D 26 。
( 30 C )定义为 l 个酶活力单位 u( )

。

样品粗提液中

收稿 日期
: 29 9 4

一

( ) 5
一

18
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蛋白质含量的测定按 B r
a d fo rd[

, 」的方法进行
。

结果以 3次平行实验 6 次分析的平均值及

标准差表示
。

2 结 果

2
.

1 接种品种的病程

洛夫林 13 小麦品种接种 C Y 29 后
,

7 d 出现花斑
,

第 n d 饱子堆破裂并开始产抱
,

第

15 d 进入盛产抱期
,

第 19 d 产抱减少
,

进入产饱末期
,

寄主表现为亲和反应 ( C )
,

反应型为

3
一

4 型 ;
接种 c Y 29

一

m u t 3 后
,

第 7 d 显症
,

随后出现肉眼可辩的小枯斑
,

不产抱
,

寄主呈不

亲和反应 ( I )
,

反应型为 。 型
。

小堰 6 号接种 C Y 29 后
,

第 s d 出现花斑
,

第 12 d 开始产

抱
,

寄主呈亲和反应 ( C )
,

反应型为 3 型
。

接种 C Y 29
一

m ut 6 后
,

第 7 d 显症
,

第 n d 开始少

量产抱
,

并伴 随叶组织明显退绿
,

寄主表现为不亲和反应 ( I )
,

反应型为 2 型
。

2
.

2 R N as e
酶活性的病理变化

未接种小麦初生叶的 R N as e 活性随叶龄增加有逐渐升高趋势
,

但 叶龄 ” d( 相对于

接种后 g d) 前增加并不显著
。

洛夫林 13 和小堰 6 号在 19 d 仅比叶龄 12 d 增加 4
.

1 %和

8
.

3 %
.

叶龄 19 一 lZ d 期间
,

R an
s e 活性增加较快

,

两品种增幅分别达到 51
.

6 %和 54
.

5 %
,

随后小 f匠 6 号 R N a s e 活性维持在该水平
,

而洛夫林 13 在叶龄 29 d 时又有增加 (表 l )
。

表 1 条锈菌侵染对小麦叶片 R N as
e
的影响 u

“

m g
一 1

品种 样品
接种后 夭数 ( d)

2 5 7 9 1 1 15 1 92 5 7 9 1 1 15 19

洛夫林 1 3 1

C

C K

小惬 6 号 l

1
.

2 3士 0
.

0 3

1
.

4 5士 0
.

7 9

1
.

9 8士 0
.

1 5

1
.

4 4士 0
.

1 0

1
.

8 7士 0
.

2 7

1
.

9 8士 0
.

0 8

1
.

2 5士 0
.

2 6

1
.

4 2士 0
.

2 1

2
.

3 2士 0
.

1 7

1
.

4 3士 0
.

14

1
.

4 4士 0
.

0 9

2
.

5 3士 0
.

1 9

1
.

2 4士 0
.

16

1
.

3 0土 0
.

12

1
.

7 4士 0
.

2 0

1
.

5 0士 0
.

16

1
.

6 6士 0
.

2 2

2
.

0 3士 0
.

2 2

1
.

2 8士 0
.

13

1
.

2 7士 0
.

0 5

2
.

6 9士 0
.

2 4

1
.

5 6士 0
.

16

3
.

2 2士 0
.

1 8

2
.

9 6士 0
.

3 1

1
.

9 4士 0
.

1 5

1
.

7 6士 0
.

1 7

4
.

1 7士 0
.

3 3

2
.

4 1士 0
.

2 5

2
.

8 3士 0
.

3 0

5
.

2 6士 0
.

5 4

1
.

9 7士 0
.

1 6

2
.

0 0士 0
.

1 5

4
.

2 3士 0
.

3 0

2
.

3 6士 0
.

2 0

2
.

7 9士 0
.

1 3

4
.

7 0士 0
.

3 7

2
.

4 9士 0
.

1 5

2
.

5 4士 0
.

2 3

3
。

2 5士 0
.

3 7

2
.

3 8士 0
.

3 1

2
.

64士 0
.

2 8

4
.

0 0士 0
.

2 5

条锈菌毒性小种 C Y 29 侵染
、

寄主呈亲和反应时
,

叶片 R N as e 活性变化十分剧烈
,

所

测 2 个品种的表现基本类似
.

接种后 Z d
,

洛夫林 13 和小堰 6 号接种叶 R N a se 活性 显著

高于未接种对照
,

分别 为对照的 1
.

61 和 1
.

38 倍
。

接种后 s d
,

R N as e 活性进 一 步增 强分

别达 相应 对 照的 1
.

86 和 1
.

78 倍
。

显症时 (接种后 7 d )
,

R N as e 活性有所回落
,

仅为对照

的 1
.

4 。和 1
.

3 5倍
。

然而
,

随着产抱临近 (接种后 g d )
,

R N as e 再次增加
,

并达到最高峰
,

洛

夫林 13 和小僵 6 号分别为对照的 2
.

43 和 2
.

18 倍
`

盛产抱后
,

R N as
e 活性随病情发展逐

渐下降
。

由此可见
,

条锈菌侵染时表现亲和反应叶片 R N as e 活性呈双峰趋势增 长
,

早期峰

在接种后 s d
,

晚期峰出现在接种后 g d
,

晚期峰峰高大于早期峰
。

C Y 2 9 弱毒突变菌系侵染过程中
,

不亲和反应初生叶内 R N a se 活性的动态变化趋势

因寄主抗病程度不同而大相径庭
。

呈近免疫反应 (洛夫林 1 3) 的叶片在接种初期略高于对

照 (但远低于同一品种表现亲和反应者 )
,

显症后与对照无显著差别
,

仅呈单峰增长趋势
,

峰高也极其有限
。

而呈中度抗病反应的寄主 (小堰 6 号 )
。

接种后 Z d 高于对照 (但低于亲

和性反应 ) ;
接种后 s d

,

与对照无显著性差异
,

但此后酶活性急剧增加
,

至接种后 g d 达到

高峰
,

为对照的 2
.

06 倍
.

产饱期间又迅速回落
。

因而中度抗病反应叶片内 R N a s e 也呈双
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峰增加趋势
,

与亲和性反应不同之处在于早期峰幅度更低
,

晚期峰历程短
.

2
.

3 D N a
se 活性的病理变化

小麦初生叶内 D N a s e 活性极低
,

而且在叶片衰老过程中 D N as e 比活性变化 幅度小
,

仅在实验末期 (叶龄 29 d) 时才测得酶活显著增加
。

条锈菌侵染过程中
,

呈亲和反应寄主叶

片 D N a s e 活性
,

仅在产抱后 (接种后 n d) 逐渐增加
,

产抱前与对照不存在显著差别
; 至于

呈不亲和反应的叶片
,

表现近免疫反应叶片与对照变化趋势相同
,

而表现中度抗病反应叶

片在显症后有所增加
,

初产抱时达到最高值
,

与亲和性反应峰值在抱末期有所区别
。

农 2 条锈菌侵染对小麦叶片 D N as
e
活性的影响 1 0

一 , u ·

m g
一 I

品种 样 品
接种后夭数 (d )

2 5 7 9 1 1 1 5 1 9

C K

洛夫林 1 3 1

C

C K

小值 6 号 I

C

8 2士 10

7 9士 14

8 6士 1 1

1 0 0士 1 3

10 2士 13

9 6士 7
.

2

8 8士 8
.

1

9 4士 5
.

3

9 6士 7
.

2

9 5士 8
.

2

9 6士 1 7

! 0 1士 1 4 7

9 3士 1 3

9 4士 1 0

9 3士 2 1

1 0 7士 16

10 1士 3
.

1

94 士 1 3

9 9士 14

10 0士 12

9 5士 7
.

5

9 9士 12

1 36士 16

9 9士 17

8 8士 2 1

1 0 3士 5
.

0

1 1 2士 12

8 7士 19

4 3 4士 3 1

1 0 6士 1 2

1 0 7士 8
.

0

10 6士 5
.

4

1 7 0士 6
.

4

1 1 7士 1 4

3 4 2士 19

2 5 9士 2 2

1 3 3士 1 4

1 3 6士 6 4

2 1 4士 1 5

1 5 4士 2 7

14 5士 4 2

2 8 6士 15

3 讨 论

R o hr in ge r
等最早发现叶锈菌侵染可导致小麦叶片核糖核酸酶活性增强

「, 〕 ,

对小麦秆

锈病的研究亦有类似报道
,

对条锈病 国内外无类似研究
。

作者等的系统测定表明
,

小麦受

到条锈菌侵染后核糖核酸酶活性有显著增强
,

因而可以断定核糖核酸酶的这种病理变化

是小麦锈病催病植物核酸代谢的一个普遍特征
。

前人关于寄主
一

病原菌间亲和性及与不亲和性组合核糖核酸酶活性变化因试材不同

而不一致
.

R o hr in ge
r
等

〔 , 〕
指出

,

叶锈菌侵染后小麦感病和抗病品种均在接种后 3 d 和 6 d

酶活性呈双峰增长
。

S a
hc

s e
等 〔’ 〕则报道秆锈菌侵染时感病品种呈双峰增长

,

但抗病品种

呈单峰增长
.

本研究用同一小麦品种分别接种条锈菌同一小种野生菌株或突变菌株而构

成亲和性组合和不亲和性组合
,

进而证实亲和性反应 (感病 )时核糖核酸酶呈双峰增长
;而

呈不亲和反应时
,

则依不亲和程度不同而出现单峰或双峰增长
.

这表 明
,

核糖核酸酶活性

的病理变化不仅与病原菌的侵染活动有关
,

而且与寄主抗病性也有必然的联系
。

植物核糖核酸酶是 R N A 代谢关键酶
,

自然衰老和环境胁迫都可导致酶活性逐渐增

强
。

锈菌侵染后酶活性变化模式则 明显不同
,

这表明寄主与病原菌相互作用改变了寄主的

核酸代谢
。

但是
,

酶活性的激增出现在产抱期
,

正值病原菌生殖活动最旺盛和生物量最大

的阶段
,

病原菌本身对酶活变化的相对
“
贡献

”
不可忽略

。

近来 aB
r
an 等人 〔’ 0] 发现小麦秆

锈病病株胞间 R N a s e
可能是秆锈菌致病相关因子之一

,

为此提供了另一旁证
。

环境胁迫下 R N a s e 活性可作为伤害指标
。

在本研究中
,

条锈菌侵染早期 (接种后 Z d)

亲和与不亲和反应酶活即有显著差异
,

而且 中度抗病寄主又较近免疫寄主变幅大
。

鉴于该

阶段病原菌菌体生长量甚微
,

此种差异究竟是寄主对条锈菌侵染的
“

伤害反应
”
抑或主动

保卫反应的结果还是有待深入研究
。

尽管如此
,

R N a se 活性仍不失为侵 染早期鉴别寄主

抗病性的生化指标
。
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