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干旱胁迫下内生真菌感染对黑麦草叶
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摘要;以内生真菌感染7HKL0JDPCH@OKFHGCHL3(,:与不感染7HKL0JDPCH@FEHH3(b:的黑麦草7rstuvwxyzy{{y*2:种子建立实验种

群3分别对其施加长时间不同强度的 干 旱 胁 迫3通 过 比 较 黑 麦 草 体 内 过 氧 化 物 酶7c)q:|超 氧 化 物 歧 化 酶7-)q:|多 酚 氧 化 酶

7cc):活性及其同工酶谱的变化以探讨保护酶系统在内生真菌}}植物共生体的抗旱性方面所作的贡献B研究结果表明3水分

胁迫和内生真菌对黑麦草 8种酶的影响不仅表现在总量上而且表现在同工酶的酶谱及各区带的酶活力上B就总酶活力而言3(,
和 (b植株中 c)q|-)q和 cc)的活性均随着干旱胁迫强度的增加而增加3进一步将 (,和 (b植株的酶活力进行比较3发现

与 (b植株相比3(,植株中 c)q和 cc)的活性相对较低3而 -)q的活性相对较高B从同工酶的谱带数量和强弱来看3c)q同

工酶各区带活力均随干旱胁迫强度的增加而增加3(,植株叶片增加的幅度高于 (b叶片3而且 (,叶片在重度胁迫下出现了 9
条新带>-)q同工酶各区带活力在 (,叶片中有随干旱胁迫增加而增加的趋势3而在 (b叶片中有些区带酶活力增强3有些区带

酶活力减弱3且 (,叶片在中度胁迫下出现了 9条新带>cc)同工酶随干旱胁迫的增强3(,和 (b叶片均表现为有些区带酶活

力增强3有些区带酶活力减弱B总之3内生真菌的感染虽然没有显著提高宿主植物黑麦草 c)q|-)q和 cc)的活性3但使宿主

黑麦草对干旱胁迫的反应更为迅速3其中既包括 c)q|-)q等酶活力的迅速升高3也包括新酶带的产生B
关键词;多年生黑麦草>内生真菌>干旱胁迫>同工酶
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内生真菌在植物抗逆性上的作用可以分为对非生物胁迫的抗性和对生物胁迫的抗性两方面Q前者主要包括对干旱和高温

的耐性Q后者主要包括阻抑昆虫和食草动物的采食x抵抗病原性真菌和线虫的危害等y]z{自 :,0!|V0/5y‘z首次报道内生真菌

与高羊茅抗旱性有关以来Q关于植物}}内生真菌共生体的抗旱机制已经进行了大量的研究Q已有工作表明Q与未感染植株相

比Q干旱条件下感染植株的根系生长更为旺盛y[QZzx有更多的叶卷曲 ŷzx气孔导度下降更早x更快Q气孔关闭更为迅速yfQ_zv也有些

感染植株Q其分蘖基部具有贮水功能ycQhzv此外Q内生真菌能提高一些宿主植物的渗透调节能力y_zQ而渗透调节能力的增强又与

分蘖在干旱条件下的存活率以及后期的恢复生长密切相关{
在 干旱胁迫下Q耐旱性植物可动员酶性的和非酶性的防御系统保护细胞免遭氧化伤害Q前者包括超氧化物歧化酶UROPXx

过氧化物酶UGOPXx过氧化氢酶UVNbXx抗坏血酸还原酶UN.NGOPX等y]d~]‘z{然而到目前为止关于水分胁迫下内生真菌对植物

体内保护酶活性的影响国内外报道甚少Q最近报道了水分胁迫下内生真菌感染对黑麦草叶内保护酶系统活力的影响y][z{本文

仍以黑麦草为实验材料Q通过比较不同强度水分胁迫条件下内生真菌感染与未感染植株体内几种保护酶的同工酶酶谱Q进一步

探讨保护酶在内生真菌a牧草共生体的抗旱性方面所作的贡献{
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! 材料和方法

!"! 实验材料

选择黑麦草#$%&’()*+,+--+./0为实验材料1品种为 234456789黑麦草是优良的牧草和草坪草1在世界温带地区广泛栽培1
常与内生真菌 :+%;<*=%>’()&%&’’构成共生关系923445678种子自美国俄勒冈种子公司购进1内生真菌侵染率高于 ?@A9

选 取 均 匀B饱 满 的 种 子1洗 净 后 一 部 分 直 接 摆 放 于 湿 滤 纸 上1室 温 萌 发C另 一 部 分 经 热 处 理#先 经 过 DEF恒 温 水 浴 保 温

GHI341再升温至 HJF恒温水浴保温 EHI340后1摆放于湿滤纸上1室温萌发9G周后1将已萌发的种子移至蛭石中9每天浇 G次

水1每 KLE周施 G次肥1以保证充足的水分和养分供应9移栽 H周后进行内生真菌感染率的检测9根据检测结果1建立MN和MO
两个实验种群P9种子和叶鞘中内生真菌的检测B内生真菌的活力判断以及构建 MO种群方法的可行性见参考文献QGDR9

!"S 实验方法

!"S"! MN和 MO实验种群的建植 挑选长势良好B大小一致的 MN和 MO植株移入直径 KH6IB高 KG6I的塑料盆中1每盆装填

TUV复合土壤#土W沙XGWG01土壤田间持水量为 K@"EJA1萎蔫系数为 Y"EGA9每盆移入 KD株苗1MN和 MO种群分别移栽 GK
盆1共 KD盆9

!"S"S 干旱胁迫处理 采用两因素随机区组实验设计1因素之一为干旱胁迫1分对照B轻度B中度B重度 D个水平C因素之二为

内生真菌感染率1分 MN和 MOK个水平9将 DZK共 T个处理各重复 E次9干旱胁迫强度为[对照 T@A O\#O387]\5̂563_‘1田间

持水量01轻度 Y@A O\1中度 DHA O\1重度 E@A O\9干旱胁迫实验从 G???年 G@月 H日LGG月 H日共持续 EK]9胁迫开始时1
充分灌水1使土壤含水量达到田间持水量水平1然后停止供水使其自然下降1当达到预定的胁迫强度下限后1每天称重浇水使其

水分含量维持在胁迫水平9于 G@月 E@日剪取植株叶片进行 abc及其同工酶的分析1GG月 H日胁迫实验周期结束时剪取植株

叶片进行 2bc和多酚氧化酶#22b0的活性及其同工酶的分析9

!"S"d 植物样品的采集与各项指标的测定 准确称取 @"KV样叶1分 E次 加 入 磷 酸 缓 冲 液#2ea1 f̂J"T0EI71冰 浴 研 磨 至 匀

浆9DF1?@@@ghI34离心 K@I341取上清液备用92bc活性的测定采用愈创木酚法QGHRCabc活性的测定采用 iej法QGYR9同工

酶 的分析方法采用垂直不连续聚丙烯酰胺凝胶电泳92bc同工酶电泳采用 TA分离胶1E"JHA浓缩胶1显 色 方 法 采 用 联 苯 胺

法QGJR1即称取 @"GV联苯胺用少量无水已醇溶解1用 @"GIk7h. f̂H"@醋酸缓冲液稀释至 G@@I71用前加 @"HI7EA双氧水1室温

下反应 GHI34Cabc采用 G@A分离胶1E"JHA浓缩胶1显色方法采用iej法QGTR1即将凝胶浸泡在 K"DHZG@lEIk7h.iej中1黑

暗处染色 K@I341取出凝胶后放在含有 @"@KTIk7h.jMmMc1K"TZG@lHIk7h.核黄素和 @"@EYIk7h. f̂J"T磷酸缓冲液 中 黑

暗下反应 GHI341最后将凝胶浸在含有 @"@HIk7h. f̂J"T磷酸缓冲液BG@lDIk7h.Mcjn溶液中1照光 E@LD@I34C22b同工酶

采用 G@A分离胶1DA浓缩胶1显色方法参考毕 玉 蓉 和 梁 厚 果QG?R的 方 法1即 称 取 @"HV对 苯 二 酚B@"HV邻 苯 二 酚B@"@KV对 苯 二

图 G 不同强度干旱胁迫对黑麦草 2bc活性的影响

O3V/G \o54V8pkq2bc56_3r3_‘s4]8g]3qq8g84_]gksVo_78r87p

\t T@A O\CjG Y@A O\CjK DHA O\CjE E@A O\

胺1用少量无水已 醇 溶 解1再 用 @"KIk7h. f̂Y"T磷 酸 缓 冲 液 定

容到 G@@I71染色 K@I349所有同工酶均先在 GT@u恒压下电泳1
当 溴 酚 蓝 进 入 分 离 胶 后1在 KH@u恒 压 下 电 泳 KLEo1直 至 完 成

#均 在 DF下 进 行09染 色 后 立 即 照 相 或 用 2o5gI5635NI5V8

m5p_8guca影像摄录系统进行图像分析和扫描9

S 结果与分析

S"! 干 旱 胁 迫 对 黑 麦 草 叶 内 过 氧 化 物 酶#2bc0活 性 及 其 同 工

酶的影响

2bc活 性 在 MN和 MO叶 片 中 均 随 干 旱 胁 迫 强 度 的 增 加 而

增 加#图 G01内生真菌的感染不仅没有提高宿主植物 2bc的 活

性1相反无论在充足供水的对照条件下1还是在不同程度的干旱

胁 迫 条 件 下1MN叶 片 的 2bc活 性 均 低 于 MO叶 片1但 二 者 之 间

的差异随干旱胁迫的增加有减小的趋势1表明与 MO叶 片 相 比1

MN叶片的 2bc活性对干旱胁迫的反应更为迅速9

2bc同工酶染色后呈棕红色#图 K09整体来看1不同强度的干旱胁迫和内生真菌感染状态对2bc同工酶酶带数影响不大1
多数情况下酶带数均为 E条#分别表示为vGBvKBvE区01表明实验种群在遗传背景上的同源性1但各区带的酶活力因干旱胁迫

强度的不同及内生真菌感染状态的不同而有明显差异9随着干旱胁迫强度的增加1MN和 MO叶片 2bc同工酶的活性均有升高

HKEGJ期 任安芝 等[干旱胁迫下内生真菌感染对黑麦草叶内几种同工酶的影响

P 按照文献惯例1下文将内生真菌侵染#84]k̂o‘_8w34q86_8]0的 植 株 简 称 为 MN植 株1将 未 被 内 生 真 菌 侵 染#84]k̂o‘_8wqg880的 植 株 简 称 为 MO
植株
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的趋势!且这一变化在 "#和 "$区更趋明显%从区带的积分 &’值()&’*来看!+,叶片 "#区带的活力随干旱胁迫强度的增强

而显著增加!+-叶片在该区的酶活力虽然在轻.中度干旱胁迫下有增加的趋势!但在重度胁迫下表现为活力下降!而且对照和

各处理之间的活力差异不明显/在 "$区 +,和 +-叶片的酶活力变化比较接近!均在轻.中度胁迫下增加!而在重度胁迫下 下

降!只是 +,下降的幅度更大/至于 "0区!+,和 +-叶片的酶活力差异较大!+,叶片在对照和轻.中度胁迫下都有一个明显的峰

值!而在重度胁迫下峰值不明显!与之相反!+-叶片只在重度胁迫下有一明显峰值%

图 # 不同强度干旱胁迫对黑麦草叶内过氧化物酶同工酶活性的影响

-123# +445678491445:5;71;75;<17=849:8>2?7<7:5<<8;@AB1<8C=D584E5:5;;1FG

进一步对 +,和 +-叶片 @AB同工酶活性进行比较!发现无论在对照条件下还是在不同强度的干旱胁迫条件下!+,叶片

@AB同工酶的总活力均低于 +-叶片!但与各自的对照组相比!干旱胁迫导致 +,叶片同工酶活性增加的幅度显著高于 +-叶

片!而且 +,叶片在重度胁迫下在 "#和 "$区之间出现了 0条新带!而 +-叶片在对照条件下在 "$区有 #条带!随着干旱胁迫

程 度的增加!该区只剩下 0条带%由此推测!干旱胁迫下+,叶片@AB同工酶活力的迅速增加以及新酶带的出现可能与+,种群

对干旱的适应性更强有关%

HIH 干旱胁迫对黑麦草叶内超氧化物歧化酶(JAB*活性及其同工酶的影响

在 +,和 +-叶片中 JAB活性均随干旱胁迫强度的增加趋于增加!内生真菌的感染有提高宿主植物 JAB活性的趋势(图

$*%与对 @AB活性影响相一致!内生真菌的感染也使宿主植物 JAB活性对干旱胁迫的反应更为迅速!表现为随干旱胁迫强度

的增加!+,叶片趋向于比 +-叶片的 JAB活性更高%

图 $ 不同强度干旱胁迫对黑麦草 JAB活性的影响

-123$ K?F;25<84JABF671L17=>;95:91445:5;79:8>2?7G5L5G<

KM NOP -K/Q0 ROP -K/Q# STP -K/Q$ $OP -K

JAB同工酶经 UVQ法染色后背景为深蓝色!酶带无色透明

(图 S*!各实验种群的同工酶主带均为 $条(分别表示为 "0."#.

"$区*!但 各 区 带 的 活 力 随 干 旱 胁 迫 强 度 的 不 同 及 内 生 真 菌 的

感染与否各有差异%对于 +,叶片!各区带的酶活力随着干旱胁

迫强度的增加趋于增加!这一变化趋势 在 "$区 表 现 最 为 明 显!
而在 "0和 "#区重度胁迫下的酶活力低于中度胁迫!因此在这

两个区内以中度胁迫下的叶片酶活力最高!而且在 "#区中度胁

迫还导致 0条新酶带的出现/对于 +-叶片!"0和 "#区带的酶

活 力 随 干 旱 胁 迫 强 度 的 增 加 分 别 有 降 低 和 升 高 趋 势!但 对 照 和

各处理之间的酶活性差异不显著!只在 "$区!酶 活 力 随 干 旱 胁

迫强度的增加而显著降低%进一步对 +,和 +-叶片各酶带的活

力进行比较!发现在 "0区!所有处理条件下 +,叶片的酶活力均

高 于 +-叶 片/在 "#区!二 者 在 各 处 理 条 件 下 的 酶 活 力 比 较 接

近!且 均 以 中 度 胁 迫 下 的 酶 活 力 为 最 高/在 "$区!对 照 条 件 下

+,叶片的酶活力小于 +-叶片!但随着干旱胁迫强度的增加!+,叶片的活力显著增加!而 +-叶片的活力显著降低!致使在重度

胁迫下!+,叶片的酶活力显著高于 +-叶片!由此推测 "$区带可能与黑麦草抗旱性的关系最为密切%

HIW 干旱胁迫对黑麦草叶内多酚氧化酶(@@A*同工酶的影响

从图 T可见!不同强度的干旱胁迫和内生真菌感染对 @@A同工酶的酶带数影响不大!各实验种群的同工酶均有 S条主带

("0!"#!"$!"S*!但各区带的酶活力随干旱胁迫强度的不同而有所差异%+,叶片"0!"#!"S区带的酶活力均有随干旱胁迫强
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度增加而增加的趋势!而 "#区带的活力则以充足灌水的对照组为最高$随着干旱胁迫强度的增加!"#区带的酶活力逐渐减

小$与 %&叶片的变化程度不同!%’叶片的 "(!"#!")区带的活力随干旱胁迫强度的增加均有上升趋势!而 "*区带的活力则

以充足灌水的对照组为最高!以重度干旱胁迫组为最低$总体来看!"*和 "(区带的活力以 %’叶片高于 %&叶片!"#和 ")区

带的活力二者之间比较接近!总体表现为 %’叶片的 ++,同工酶活力高于 %&叶片$

图 ) 不同强度干旱胁迫对黑麦草叶内超氧化物歧化酶同工酶活性的影响

’-./) %00123405-0016173-73178-3940564:.;383618847<,=-84>9?140@16177-AB691.6A88

%&C*D)!* EFG ’HI’-1B5HA@A2-39JK( LFG ’HK# )MG ’HK) #FG ’HK%’CMDE!M EFG ’

图 M 不同强度干旱胁迫对黑麦草叶内多酚氧化酶同工酶活性的影响

’-./M %00123405-0016173-73178-3940564:.;383618847++,-84>9?140@16177-AB691.6A88

%&C*D)!* EFG ’HI’-1B5HA@A2-39JK( LFG ’HK# )MG ’HK) #FG ’HKMDE!%’CM EFG ’HKL LFG ’HKN )MG ’HKE #FG ’H

O 讨论

同工酶作为植物体内最活跃的酶之一!它的合成和活性始终受到体内遗传基因的控制和调节$不良环境的影响常引起基因

的变异而导致酶结构及其活性的改变!这种改变反映在同工酶的酶谱上便出现了不同数量及不同迁移率的谱带$因此!从同工

酶的分析中可以初步了解各种植物对不良环境的适应情况及基因的变异情况P(FQ$

ORS +,=同工酶变化对干旱胁迫和内生真菌感染的反应

关于水分胁迫对 +,=同工酶的影响!(F世纪 TF年代以来已有不少报道!赵会贤等P(*Q的实验表明!在水分胁迫条件下!抗

旱 小 麦 品 种 的 +,=同 工 酶 谱 带 增 加!原 有 某 些 酶 带 的 活 性 亦 增 强K莫 饶 和 郑 成 木P((Q对 水 稻 的 研 究 表 明!水 分 胁 迫 并 未 引 起

+,=同工酶酶带数的变化!只是导致若干酶带活性的增加$本文对多年生黑麦草的研究表明!随着干旱胁迫强度的增加!%&和

%’叶片 +,=同工酶活性均有增强的趋势!而且 %&叶片在重度胁迫下出现了 *条新带$
至于内生真菌对 +,=活性及同工酶的影响!虽然在 (F世纪 TF年代初期就由一些学者所提出!但该方面进行的研究较少$

自 U4V1638等P(#Q发现内生真菌的存在可改变宿主植物几丁质酶的合成以来!有人提出植物 +,=活性也可能被内生真菌所影

响!其后 WA00AA等P()Q以高羊茅X黑麦草为材料!采用人工接种的方法获得牧草Y内生真菌的多个共生体$研究结果表明!多数 %&
叶鞘的 +,=活性显著低于 %’叶鞘KZ47713等P(MQ以 *F??4B[\]7<,)处理内生真菌感染与未感染的黑麦草!发现 %’叶片的

抗坏血酸过氧化物酶的活性显著高于 %&叶片K胡桂馨等P(LQ在对高羊茅的干旱胁迫研究中!也发现 %&植株 +,=活性显著低于

N(#*N期 任安芝 等C干旱胁迫下内生真菌感染对黑麦草叶内几种同工酶的影响
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!"植株#本文对黑麦草 $%&活性及其同工酶的研究中也表明’无论在充足供水条件下’还是在不同程度的干旱胁迫条件下’

!"叶片的$%&活性均高于!(叶片’与已有的报道相一致#另外’本文从$%&同工酶谱的研究中进一步发现’与各自的对照相

比’!(叶片的活性变化比 !"叶片更为迅速’而且 !(叶片在重度胁迫下出现了 )条新带’说明内生真菌的存在虽然没有提高宿

主植物 $%&的活性’但提高了宿主植物遭受干旱胁迫时的 $%&调节能力’其中既包括 $%&活力的迅速增加’也包括新酶带的

产生#

*+, -%&同工酶变化对干旱胁迫和内生真菌感染的反应

-%&在控制脂质过氧化和防止膜系统受伤等方面有一定的保护作用’与植物的抗旱性有关.)/0#关于 -%&同工酶与植物抗

旱性关系的研究报道较少’莫饶和郑成木.110的研究表明’水分胁迫不影响水2旱稻 -%&同工酶的酶带数’但各区带酶活性分别

表现出增强或减弱’而且同工酶活性的增强或减弱与水2旱稻的抗旱性似乎不存在相关性#至于内生真菌对植物-%&活性的影

响’目前的报道就更少#345567等.180以不同浓度的 95-%:处理内生真菌感染和不感染的黑麦草’发现 -%&活性在 !(和 !"叶

片之间无明显差异#本文的研究结果也表明’随着干旱胁迫强度的增加’!(和!"叶片的-%&活性均趋于升高’而且!(叶片的

-%&活性有高于 !"叶片的趋势#进一步对二者的同工酶谱进行分析’发现内生真菌的存在虽然没有显著提高宿主植物 -%&
的活性’但-%&活性随干旱胁迫强度增加而升高在!(和!"叶片中是通过同工酶各区带有差别的变化而实现的’!(叶片-%&
同工酶对干旱胁迫的反应更为敏感’说明内生真菌的存在可能改变了宿主植物的 -%&同工酶活性表达的调节能力#

*+* $$%同工酶变化对干旱胁迫和内生真菌感染的反应

$$%是普遍存在于植物体内的一种生理防御性酶类#目前对 $$%生理功能的研究比较多地集中在它与植物的抗病性关

系上’至于多酚氧化酶活性与植物抗旱性之间的关系如何’已有的报道较少#商振清等.1;0在温室中用 $!<处理水稻幼苗’发现

处理后的幼苗体内 $$%活性有所升高=李天星等.1>0在田间环境下对云南松进行水分处理’结果表明随水分亏缺程度的增加’

$$%活性逐渐增加#本研究结果也表明’无论是 !(叶片还是 !"叶片’其 $$%活性均随干旱胁迫强度的增加而增加’可见干旱

和病原菌侵染一样都会使 $$%活性升高#对 !(和 !"叶片同工酶活力进行比较’发现内生真菌感染并未提高宿主植物的 $$%
活性’说明与病原菌不同’内 生 真 菌 并 未 触 发 宿 主 植 物 的 自 我 防 御 反 应’从 而 进 一 步 证 明 了 内 生 真 菌 与 宿 主 植 物 是 互 利 共 生
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./0 36J6Z‘Y&$’-7\H5I6\z m’{HJJ|-b(5_J[65]64_65V4WXY76̂ 5Vâ 76\\6IHo6[W457̂JJ_6Z][6 ]̂]6ZZH45Z (b<\4a7X]X̂\̂]76\HZ7H]Zb

MSSb}Rgb~!45V45"’)?>?’#*G:?8k8j/b

.:0 z6Z7m$’($6‘4\!’%4Z76\X[HZ&K’PgstbpX66__6]74_MNOPQRSTUQNRPSRqrTstUQ457X6I\4a7X 5̂V56o 7̂4V6H5_6Z7̂7H454_7̂JJ

_6Z][6b%tsSg&RTt’)?>>’’’,G/kwb
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