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生长素类物质对植原体感染酸枣组培苗的影响
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提要: 观察生长素类物质对感染植原体病酸枣试管苗影响的结果表明: 添加外源 NAA和 IBA后的病苗丛枝症状和不加生

长素类物质相似, 均表现伸长生长和梢较上部位有多个分枝梢生长, 而在培养基中添加IAA后可使病苗从其基部产生更多

丛生芽。培养 9个月后, 用NAA、IBA和 IAA处理的都没有检测出植原体病原脱除的绿苗, 也没有观察到丛生症状减轻的

病苗。
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Abstract: Sour jujube witches’ broom is resulted from imbalance of endogeneous hormones, which is caused by
phytoplasma. In order to investigate the effects of auxin analogs on witches’ broom phytoplasma, the infected
shoots of sour jujube (Zizyphus spinosus Hu.) were used as materials. The infected shoots were treated with
exogenous auxin analogs NAA, IBA and IAA, respectively. The results showed that NAA and IBA didn’t affect
witches’ broom, and IAA promoted shoot clumps production. After the treatments of NAA, IBA and IAA for 9
months, PCR analysis of phytoplasma presence showed the pathogen of witches’ broom phytoplasma was not
been eliminated in tested shoots, remission of witches’ broom symptom was not observed in all treatments.
Key words: auxin analogs; phytoplasma; sour jujube; in vitro shoots

枣疯病是由一种专门寄生于韧皮部筛管分子的

病原——植原体引起的, 是枣树生产的一种毁灭性

检疫病害。由于植原体病原不能人工培养, 使与致

病相关的分子生物学和病害生理研究不足, 极大地

增加了枣疯病的防治难度。最新的一些研究结果

表明 ,  组织培养的方法可以保存植原体病原

(Jarausch等 1996; Wongkaew 和 Fletcher 2004), 也
可以通过离体再生或添加外源生长素的方法脱除病

原(Dai 等 1997; Gribaudo 等 2007; Mirna 等 2007;
Parmessur 等 2002)或茎尖培养结合超低温处理脱

除病原(Wang和Valkonen 2008)。但在组织培养中

添加外源生长素对酸枣枣疯病试管苗症状的影响未

见报道。枣疯病丛枝症状的形成是由于细胞分裂

素和生长素(C/A)的比值异常增高, 主要是细胞分裂

素含量的增加所引起(赵锦等 2006)。本文的目的

是想采用组织培养方法, 在培养基内附加不同种类

和不同浓度的生长素类物质, 研究外源生长素类物

质对酸枣丛枝病试管苗症状的影响, 为枣疯病病树

的治愈提供参考。

材料与方法

以感染植原体病(JWB)具有丛枝症状的泰山

酸枣(Zizyphus spinosus Hu.)为试材, 按照常规方法

培养试管苗, 带病试管苗在不加任何生长调节物质

的 MS 培养基(MS0)上保存。剪取试管苗茎尖部

分, 高度 1 cm左右, 转移到附加 IBA、IAA和NAA
的MS培养基上, 每一种生长素类物质分别取0.5、
1.0、2.0 和 4.0 mg·L-1, 共设 12 个处理, 每一处理

30 个梢, 重复 3 次, 以不加任何生长调节物质为对
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照。每一继代培养周期为 45 d, 继代培养 6 次。

观察每一处理的丛枝症状并测算苗高、增殖芽梢

数和总干重。

1/2MS培养基中分别附加 IBA、IAA或NAA,
浓度均为 0.3 mg·L-1, 观察生长素类物质对丛枝病

苗生根的效应。

从经过生长素类物质处理培养的病株试管苗

的幼嫩顶梢提取总 DNA, 以健康试管苗作对照。

采用通用引物 P1 (5' aagagtttgatcctggctcaggatt 3')和
P7 (5' cgtccttcatcggctctt 3 ')进行直接 PCR, 用
R16F2n (5' gaaacgactgctaagactgg 3')和 R16R2 (5'
tgacgggcggtgtgtacaaaccccg 3')进行 Nested-PCR (Lee
等 1998), 扩增产物用 0.8% 琼脂糖凝胶电泳, 溴化

乙锭染色, 置紫外灯下检测 1.8 kb (直接PCR产物)
和 1.2 kb (Nested-PCR 产物)植原体特异扩增片段

的有无。

试验结果采用 DPS v3.01 软件进行统计分析,
不同处理平均值用 Duncan 法进行多重比较分析。

实验结果

1  不同生长素类物质对酸枣丛枝病试管苗生长的

影响

通过对加IBA和NAA以及不加任何生长调节

物质的培养基上的丛枝试管苗的生长形态进行系统

调查分析的结果表明, 不同处理之间差异不明显, 都
表现出苗高, 从上部叶腋处产生腋芽梢(图 1-a~c)
(NAA资料未列出), 即都表现出枣疯病试管苗的丛

枝症状。而 IAA 处理的病苗增高变差, 增殖变强,
从病苗基部产生更多的丛生芽梢(图 1-d、e)。当

浓度低于 0.5 mg·L-1 时, 三种生长素类物质对病苗

症状都无明显影响(资料未列出)。而健康对照在

附加任何生长素类物质的培养基上都只表现伸长生

长而无增殖生长(图 1-f)。
2  不同浓度生长素类物质对酸枣丛枝病苗症状的

影响

IBA或NAA处理和不加生长素类物质的对照

相似, 母梢平均生长高度及其增殖后所有梢的平均

高度差异不明显(表 1)。IAA 处理, 浓度在 0.5~
2.0 mg·L-1时, 和不加生长素类物质的对照差异不显

著, 但浓度由 2 mg·L-1 升高到 4 mg·L-1, 母梢和所有

梢的平均高度都明显变小, 和不加生长素类物质的

对照差异显著(表 1)。这一结果反映了生长素类物

质对植物生长的两重作用, 浓度较低促进伸长生长,
浓度较高抑制伸长生长。但本文中浓度较低的生

长素类物质与不加生长素类物质的对照相比, 都不

表现对丛枝病苗伸长生长的促进作用, 这可能是病

图 1  不同生长素类物质对酸枣丛枝病试管苗的影响

Fig.1  Effects of auxin analogs on sour jujube witches’ broom shoots
a、b: 不加生长素类物质的对照病苗, a: 培养 40 d, b: 培养 130 d; c: 培养基中附加 4.0 mg·L-1 IBA; d、e: 培养基中附加 4.0 mg·L-1

IAA, d: 培养 40 d, e: 培养 130 d; f: 不加或只加生长素类物质的培养基上的健康苗。
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苗自身的内源细胞分裂素过高所致(赵锦等2006)。
IBA和NAA在较低浓度0.5和1.0 mg·L-1时, 每

个母梢增殖芽梢数比不加生长素类物质的对照显著

增加。但当浓度升高到 2.0 mg·L-1 以上时, 随浓度

的增加, 增殖数下降, 增殖倍数和不加生长素类物

质的对照差异不显著。IAA 处理的病苗增殖倍数

随其浓度的增加而增加, 所有加和不加生长素类物

质处理之间差异显著。1.0 mg·L-1 到 4.0 mg·L-1 处

理之间也差异显著, 而 0.5 mg·L-1和 1.0 mg·L-1之间

差异不显著。植物生长素类物质的生理作用是促

进细胞伸长, 对细胞分裂没影响, 而本文中 IBA 和

NAA 在 0.5 mg·L-1 和 1.0 mg·L-1 及 IAA从 0.5 mg·L-1

升高到4.0 mg·L-1时都表现出促进丛枝病苗增殖生

长的作用, 这可能是由于在培养基中附加外源生长

素类物质后丛枝病苗中异常高的C/A值趋于平衡,
形成有利于试管苗增殖生长的 C/A 比值所致。因

为在组织培养中, 大多数植物包括健康酸枣的组培

快繁以细胞分裂素和生长素的适当配比最有利于增

殖(刘翠云等 1995; 代丽等 2006)。本文中健康的

对照植株最适宜增殖和伸长的培养基为 MS 添加

2.0 mg·L-1 和 0.4 mg·L-1 IBA (资料未列出)。
3  不同生长素类物质对酸枣丛枝病苗干重的影响

IAA和较低浓度(0.5~1.0 mg·L-1)的IBA和NAA
处理与不加生长素类物质的对照相比, 其丛枝病苗

的干重显著增加(表1), 表明外源生长素类物质调节

C/A值使丛枝病苗能更好的生长, 但与已报道的甘

蔗(Wongkaew 和 Fletcher 2004)和长春花(Mirna 等
2007)病苗加入外源生长素类物质使部分植株病原

脱除的结果不同。因为生长素类物质处理后的病

苗经 PCR 检测植原体病原仍存在(图 2)。

表 1  不同浓度生长素类物质对酸枣丛枝病苗生长高度、增殖梢数及干重的影响

Table 1  Effects of different auxin analog concentrations on plant height, shoot proliferation and
shoot dry weight of sour jujube witches’ broom shoots

生长素类物质 浓度 /mg·L-1    母梢高度 /cm     所有梢高度 /cm    增殖芽梢数 / 个 增殖梢数总干重 /mg

对照 0 4.3±0.8a 2.1±0.7a   3.9±0.8ef   73.2±4.2d

IAA 0.5 4.1±1.0a 1.9±0.7ab   7.3±1.1cd 141.2±26.4c

1.0 3.6±0.9ab 1.5±0.4ab   8.3±1.3c 155.3±15.2c

2.0 3.0±0.9ab 1.5±0.6ab 14.8±1.3b 221.9±13.2b

4.0 2.3±0.6b 1.0±0.4b 17.3±1.6a 407.4±15.7a

IBA 0.5 4.3±0.7a 1.8±0.6ab   8.1±0.8cd 145.7±18.1c

1.0 3.2±0.5ab 1.5±0.4ab   6.5±0.7d 141.0±16.7c

2.0 3.2±0.6ab 1.4±0.7ab   2.7±0.7f   74.9±10.0d

4.0 3.6±0.7ab 1.5±0.4ab   3.3±0.5ef   68.9±16.9d

NAA 0.5 4.2±0.3a 1.8±0.4ab   8.1±0.6cd 134.0±5.6c

1.0 3.3±0.4ab 1.4±0.4ab   7.9±0.4cd 129.0±13.7c

2.0 3.5±0.6ab 1.6±0.2ab   4.9±1.1e   75.1±4.9d

4.0 3.4±0.4ab 1.5±0.3ab   4.2±0.9ef   71.1±11.4d

　　同一列中标有不同字母的表示差异显著(P<0 .05 )。

图 2  生长素类物质处理后和不经生长素类物质

处理的酸枣病苗植原体病原 PCR 检测

Fig.2  PCR analysis of phytoplasma pathogens in infected
shoots with treatment of auxin analogs

a: 通用引物 P1/P7 扩增 1.8 kb 片段; b: Nested-PCR R16F2n/
R16R2 扩增 1.2 kb 片段。M: DNA 分子量标准; 1: 不加生长素

处理的病苗;  2 : 加生长素处理的病苗;  3 : 健康对照。

4  不同生长素类物质对酸枣丛枝病苗生根的影响

据范国强等(2006)报道, IBA对泡桐丛枝病苗

生根作用明显, 根粗, 须根多, 而 NAA 的作用不明

显, 根细, 须根少。而本文结果是 NAA 更有利于

酸枣丛枝病苗生根, 生根率高, 根粗而短, 而健康对

照形成的根细而长(图3）, 其次为IAA, 第三为IBA,
这表明植原体类型不同或侵染的植物基因型不同其
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对外源生长素类物质的反应也不同。根据 Lee 等
(1998)的分类, 酸枣丛枝病的植原体为第V组B亚

组, 而泡桐丛枝病的植原体则为第 I 组 D 亚组。

2002), 而桑在不加任何激素的培养基上培养就可以

脱除桑矮化病(Dai 等 1997)。田国忠等(2001)也报

道, 含有激素合成相关基因的根癌农杆菌接种感染

植原体的泡桐丛枝组培苗, 可使丛枝症状减轻。这

些结果都表明植原体可影响植物的激素代谢, 但在

不同的植物中其影响的作用不同(赵锦等 2006; 田
国忠等 2001)。总之, 植原体影响植物激素代谢的

机制尚不清楚, 值得深入研究。
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图 3  NAA对酸枣丛枝病试管苗生根的影响

Fig.3  Effect of NAA on rooting of sour jujube witches’
broom shoots

讨　　论

酸枣丛枝病苗对不同的外源生长素类物质反

应不同, IBA 和 NAA 对酸枣病苗的症状影响较小,
这和Mirna等(2007)报道的添加外源 IBA可以从长

春花病苗上脱除翠菊黄化病原(aster yellows)的结果

不同, 这可能是由于植原体病原的类型不同, 对生

长素类物质的反应也不同, 因为在Mirna的同一个

试验中添加IBA并没有从长春花上脱除榆树黄化病

(elm yellows)和蕃茄大芽病(stolbur) (Mirna 等

2007)。
外源生长素类物质 IAA导致酸枣丛枝病苗产

生更多的丛生芽梢, 其表现类似于细胞分裂素的增

殖作用。在组织培养中, 大多数植物包括健康酸枣

的组培快繁以细胞分裂素和生长素的适当配比最有

利于增殖(刘翠云等1995; 代丽等2006), 本文中IAA
促进枣疯病苗从基部产生更多的丛生苗, 可能是由

于外源 IAA 可促使枣疯病苗中细胞分裂素和生长

素(C/A)的异常高的比值降低并趋于正常, 因而IAA
表现出促进酸枣丛枝病苗的试管苗的增殖生长。

而IBA和NAA没有表现调节C/A值的作用, 表明不

同的植物基因类型或感染的植原体病原的类型不同

对外源生长素类物质的反应也不同。NAA和ABA
的使用可以减轻泡桐丛枝病症状(范国强等 2006),
2,4-D 可以脱除甘蔗的甘蔗黄化病(Parmessur 等
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