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几丁质和flg22诱导的辣椒幼苗
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(四川省农业科学院
 

园艺研究所/蔬菜种质与品种创新四川省重点实验室/农业农村部西南地区园艺作物生物与种质创制重点

实验室,成都
 

610066)

摘 要 【目的】为明确几丁质和鞭毛蛋白衍生肽flg22诱导的辣椒幼苗先天免疫生理响应特征,探讨辣椒先天免

疫生理响应与辣椒抗多种病害的关系。【方法】以5个四川本地辣椒品种幼苗为试材,鉴定它们对青枯病和疫病病

情指数和抗性水平,采用水培法培育幼苗并进行外源几丁质和flg22处理,检测各品种不同诱导时间下幼苗根系生

长、气孔孔径、胼胝质沉积、活性氧(ROS)积累和SOD、CAT活性,以及先天免疫相关基因表达量的变化,综合评价

其生理响应及其与抗病性关系。【结果】(1)各品种幼苗青枯病和疫病病情指数以‘川腾10号’最低,抗病性最强,

以‘本地条椒’最高,抗病性最弱。(2)外源几丁质和flg22抑制了各品种幼苗根系生长速率,诱导离体叶片气孔闭

合,促进叶片细胞壁胼胝质沉积加厚,ROS含量持续增加,SOD和CAT活性不断提高。各品种幼苗先天免疫生理

响应指标的平均隶属函数值以‘川腾10号’最高,‘本地条椒’最低,并且平均隶属函数值与疫病、青枯病病情指数

均具有显著负相关性。(3)外源flg22和几丁质诱导‘川腾10号’幼苗先天免疫相关基因CaWRKY22、CaMAPK7
和ChiIV3 显著上调表达。【结论】外源flg22和几丁质可诱导辣椒幼苗先天免疫生理响应,且响应程度强弱在品种

间存在差异,依据生理响应指标通过隶属函数可综合评价辣椒品种的抗病水平;‘川腾10号’的平均隶属函数值最

高,多抗性水平最好,这与其先天免疫相关基因CaWRKY22、CaMAPK7 和ChiIV3 的显著上调表达有关。

关键词 辣椒;植物先天免疫;病原体相关分子模式;flg22;几丁质;生理响应
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Abstract [Objective]
 

The
 

study
 

aims
 

to
 

examine
 

the
 

characteristics
 

of
 

innate
 

immune
 

physiological
 

re-
sponses

 

induced
 

by
 

chitin
 

and
 

flagellin-derived
 

peptide
 

flg22
 

in
 

pepper
 

seedlings,
 

and
 

to
 

explore
 

the
 

rela-



tionship
 

between
 

innate
 

immune
 

physiological
 

responses
 

and
 

pepper
 

multiple
 

resistance
 

to
 

diseases.
 

[Methods]
 

Five
 

local
 

pepper
 

cultivars
 

from
 

Sichuan
 

were
 

used
 

as
 

experimental
 

materials.
 

The
 

disease
 

inde-
xes

 

of
 

bacterial
 

wilt
 

and
 

phytophthora
 

blight
 

in
 

pepper
 

seedlings
 

were
 

analyzed.
 

Seedlings
 

were
 

cultured
 

by
 

hydroponics
 

and
 

treated
 

with
 

chitin
 

and
 

flg22
 

exogenously.
 

Root
 

growth,
 

stomata
 

aperture,
 

callose
 

depo-
sition,

 

reactive
 

oxygen
 

species
 

(ROS)
 

accumulation,
 

SOD,
 

CAT
 

activities
 

as
 

well
 

as
 

gene
 

expression
 

un-
der

 

different
 

induction
 

times
 

were
 

analyzed.
 

The
 

physiological
 

responses
 

and
 

their
 

relationship
 

with
 

disease
 

resistance
 

were
 

evaluated
 

comprehensively
 

using
 

biostatistics.
 

[Results]
 

(1)
 

The
 

lowest
 

disease
 

index
 

of
 

bacterial
 

wilt
 

and
 

phytophthora
 

blight
 

was
 

‘Chuanteng
 

No.10’
 

(‘CT10’)
 

cultivar,
 

which
 

was
 

the
 

stron-
gest

 

in
 

disease
 

resistance.
 

The
 

highest
 

disease
 

index
 

of
 

bacterial
 

wilt
 

and
 

phytophthora
 

blight
 

was
 

‘Tiao-
jiao’

 

(‘TJ’)
 

cultivar,
 

which
 

was
 

the
 

weakest
 

in
 

disease
 

resistance.
 

(2)
 

Exogenous
 

chitin
 

and
 

flg22
 

inhibi-
ted

 

the
 

root
 

growth
 

rate
 

of
 

pepper
 

seedlings
 

in
 

five
 

cultivars,
 

induced
 

stomatal
 

closure
 

on
 

detached
 

leaves,
 

promoted
 

callose
 

deposition
 

in
 

cell
 

wall,
 

and
 

increased
 

ROS
 

levels
 

with
 

improved
 

SOD
 

and
 

CAT
 

activities.
 

By
 

calculating
 

the
 

average
 

membership
 

function
 

value
 

of
 

the
 

innate
 

immune
 

physiological
 

response,
 

it
 

showed
 

that
 

the
 

highest
 

was
 

‘CT10’
 

and
 

the
 

lowest
 

was
 

‘TJ’.
 

The
 

average
 

membership
 

function
 

value
 

has
 

a
 

significant
 

negative
 

correlation
 

with
 

the
 

disease
 

index
 

of
 

bacterial
 

wilt
 

and
 

phytophthora
 

blight.
 

(3)
 

flg22
 

and
 

chitin
 

induced
 

the
 

expression
 

of
 

genes
 

involved
 

in
 

innate
 

immune
 

response
 

in
 

‘CT10’,
 

such
 

as
 

CaWRKY22,
 

CaMAPK7,
 

and
 

ChiIV3.
 

[Conclusion]
 

Exogenous
 

flg22
 

and
 

chitin
 

induce
 

the
 

innate
 

im-
mune

 

physiological
 

responses
 

in
 

pepper
 

seedlings,
 

with
 

variations
 

among
 

the
 

varieties.
 

The
 

average
 

mem-
bership

 

function
 

of
 

‘CT10’
 

is
 

the
 

highest
 

and
 

the
 

multi-resistance
 

level
 

is
 

the
 

best,
 

due
 

to
 

the
 

up-regulated
 

expression
 

of
 

CaWRKY22,
 

CaMAPK7,
 

and
 

ChiIV3.
Key
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  辣椒(Capsicum
 

annuum
 

L.)为茄科重要的经

济作物,是世界范围内种植历史悠久、栽培最广泛的

蔬菜之一[1]。然而辣椒生产中常见的细菌和真菌性

病害多达20余种,不仅造成产量的极大损失,还严

重影响着辣椒品质。评价和鉴定抗多病害辣椒资

源,培育对多种病害具有抗性的辣椒品种是防控病

害最有效的手段[2]。
目前,发掘多病害抗性品种依赖植物自身防御

系统对病原微生物的先天免疫反应[2]。植物先天免

疫反应包括两个层次的先天免疫系统,细胞表面PTI
模式触发免疫系统(PAMP-triggered

 

immunity)和细

胞内ETI效应子触发免疫系统(effector-triggered
 

immunity)[3-4]。当环境病原微生物入侵植物时,通
过激活PTI和ETI,二者协同作用,引起不同强度的

免疫反应[5]。病原相关分子模式(pathogen-associated
 

molecular
 

pattern,PAMP)是病原体特有的分子结构,
植物细胞表面模式识别受体(pattern-recognition

 

receptors,
 

PRRs)[5]通过识别PAMPs触发PTI;而
病原体分泌到植物细胞内的效应蛋白通过核苷酸结

合域富含亮氨酸重复受体(NLRs)激活[6]触发ETI。

PRRs[7]和NLRs介导关联的信号级联之间存在着

复杂的相互作用[8],形成一系列共同的信号事件,如
调节丝裂原活化蛋白激酶

 

(MAPKs)、Ca2+ 信号内

流、WRYKs和 MYBs等转录因子表达、防御基因

以及病程相关PR基因(pathogen
 

related
 

gene)表
达[9-11],最后引起过敏反应(HR)、活性氧(ROS)产
生[12]、胼胝质积累[13]、气孔关闭[14]及抑制根系伸长

 

[15-16]等一系列先天免疫反应。当免疫反应强,能抵

御病原微生物的入侵时,植物就表现为抗病;相反,
免疫反应弱或过于迟缓,不能及时抵御病原微生物

的入侵时,植物就表现为感病[2]。
迄今,对植物先天免疫系统的研究绝大多数主

要集中在功能基因挖掘和调控机制上,在辣椒先天

免疫防御系统中相关机制的报道也不胜枚举,CaL-
RR-RLKs[17]、CaCKR5[18]、CaLRR51[19]等PRRs蛋

白激酶和富含亮氨酸的重复蛋白NLRs已被证明在

青枯菌诱导辣椒的先天免疫反应中具有正调节作

用;参与防御反应的转录因子(TFs),如 MYBs转录

因子CaPHL8[20]、WRKYs
 

转录因子
 

CaWRKYs[21-24]、

NAC型转录因子CaNAC2c[25]、锌指蛋白转录因子

CaC3H4[26]和CaHDZ27[27]等,以及辣椒丝裂原活化

蛋白激酶
 

CaMAPKs[28-29]、辣椒钙依赖性蛋白激酶

CaCDPKs[30]、防御基因几丁质结合酶CaCBP1[31]、几
丁质酶ChilV3[32]、防御蛋白Ⅲ型XopS效应子[33]等

先天免疫相关基因的调控作用机制已有深入的研究

报道。然而,对PAMPs诱导辣椒先天免疫系统包

括ROS产生、胼胝质积累、气孔关闭及抑制根系伸

长等先天免疫反应的生理响应特征却鲜有报道。
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病原体相关分子模式PAMPs是一类病原体微

生物保守分子,其中以真菌的几丁质和鞭毛蛋白衍生

肽flg22诱导激活植物免疫系统的研究最为广泛[16]。
本研究试图分析病原体相关分子模式PAMP———几

丁质和flg22处理下不同品种辣椒幼苗的先天免疫

生理响应变化特征,探索培育对多种病害具有抗性

的辣椒品种的可行性方法。

1 材料和方法

1.1 材料及幼苗培育

供试辣椒5个品种为四川本地资源或自育线椒

品种(表1);病原体相关分子模式PAMP-flg22(flagellin
 

fragment)购自爱必信生物(abs45152926);几丁质购自

Sigma-Aldrich(CAS:1398-61-4)。试验于四川省农

业科学院园艺研究所光照温室中进行,其中平均温

度为25
 

℃/18
 

℃(昼/夜),相对湿度为60%,采用
 

T8全光谱荧光灯为光源,光周期为16
 

h/8
 

h(昼/
夜)。

供试辣椒幼苗按试验分批次进行培育,选取饱

满的辣椒种子,用体积分数为20%的次氯酸钠溶液

消毒5
 

min,蒸馏水冲洗3次,在28
 

℃黑暗中催芽,
待根长至2

 

cm左右后移至灭菌后的1/2
 

MS营养

液试管(50
 

mL)中,待辣椒幼苗长至1叶1心时完

成育苗工作。

表1 供试辣椒材料基本信息

Table
 

1 General
 

information
 

of
 

tested
 

pepper
 

cultivars

品种代号
Cultivar

 

code
品种名称

Cultivar
 

name
 

种质类型
Germplasm

 

type
来源
Sources

HG4 红冠4号 Hongguan
 

No.
 

4 选育品种
 

Breeding
 

cultivar 课题组自育
 

Seed
 

selection
 

by
 

our
 

group

CT10 川腾10
 

Chuanteng
 

No.
 

10 选育品种
 

Breeding
 

cultivar 课题组自育Seed
 

selection
 

by
 

our
 

group

XJ
 

本地条椒
 

Local
 

Tiaojiao 地方品种
 

Local
 

cultivar 四川成都
 

Chengdu,
 

Sichuan

TJ
 

本地线椒
 

Local
 

Xianjiao 地方品种
 

Local
 

cultivar 四川成都
 

Chengdu,
 

Sichuan

HM 海迈格力
 

Haimaigeli 选育品种
 

Breeding
 

cultivar 四川海迈种业有限公司
 

Sichuan
 

Haimai
 

Seed
 

Industry
 

Co.,
 

Ltd.

1.2 试验处理

所有试验均设置对照、1
 

μmol/L
 

flg22[13,34-35]和

8
 

nmol/L几丁质[36]
 

3个处理,离体幼叶处理时间

为2
 

h,并以施入蒸馏水为对照,1叶1心和6叶1
心幼苗处理时间分为1

 

d短期处理和10
 

d
 

持续处

理两组,并以不施胁迫的1/2
 

MS营养液为对照。
其中,1

 

d短期处理是对试管幼苗施入flg22或几丁

质,在胁迫1
 

d后再将幼苗重新置入新的1/2
 

MS营

养液中继续培养;10
 

d持续处理是对试管幼苗施入

flg22或几丁质,持续胁迫培养10
 

d。

1.2.1 1叶1心幼苗处理

选取长势一致的1叶1心的第1批试管幼苗,
分别向试管营养液中施入flg22或几丁质进行时长

1
 

d短期处理和10
 

d
 

持续处理。每次指标测量时间

固定在一天中的同一时间段,每2
 

d
 

测定1次,测量

从处理前2
 

d开始至10
 

d结束,每个处理测量10株

幼苗。试验重复3次。

1.2.2 离体幼叶处理

选取长势一致的1叶1心的第2批试管幼苗,培
养至6叶1心,选取从叶心数起第2-4片真叶叶片

进行离体胁迫培养。供试叶片要求背面平整、叶片大

小适中(叶长≤2.5
 

cm),以便使叶片在培养皿中培养

时,背面气孔能够完全、平整地接触到培养液。每个

处理的离体幼叶分别从9株幼苗上采集,并随机培养

在
 

3个培养皿中,每皿培养3片叶。试验重复3次。
 

1.2.3 6叶1心幼苗处理

选取另一批长势一致的1叶1心的试管幼苗,
培养至6叶1心,分别向试管内1/2

 

MS营养液施

入flg22或几丁质进行时长1
 

d短期处理和10
 

d
 

持

续处理,每个处理不少于9株辣椒幼苗,并分别在处

理1
 

d和10
 

d后对幼苗组织取样,用于生理特性与

基因表达分析。试验重复3次。

1.3 测定项目及方法

1.3.1 幼苗根系生长速率测定

按1.2.1节的方法培育幼苗,按时间顺序测定

幼苗根系长度。将幼苗小心取出摆正,用毫米刻度

尺测量根系长度,并计算根系生长速率{[第n
 

天根

长-第(n-2)天根长]/时间(2
 

d),
 

cm/d]}。

1.3.2 叶片气孔孔径分析

按1.2.2节的方法培育幼苗并选取离体叶片。
将离体叶片背面向下漂浮培养在5

 

mL
 

MES-KOH
溶液的培养皿中,在光照培养箱中光下培养2

 

h,其
目的使叶片气孔充分张开。再向 MES-KOH 溶液

培养皿中分别施入flg22或几丁质,小心混匀,处理
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2
 

h,以施入蒸馏水为对照组。处理后用尖头镊子小

心撕取叶片背面表皮,平整的捏取到滴有20
 

μL
 

MES-KOH 溶液的载玻片上进行制片与显微镜镜

检(ZEISS
 

Axio
 

Imager
 

A2),在10倍目镜下搜索到

目标表皮,在100倍目镜下调整好焦距,选取清晰无

重影的气孔迅速拍照并保存,使用蔡司ZEN软件

line工具对保存好的照片上气孔孔径进行测量,每
个处理组气孔测量数量≥60个。其中,MES-KOH
溶液配制方法与成分为:10

 

mmol/L
 

MES用KOH
调pH 至6.15,50

 

mmol/L
 

KCl,50
 

μmol
 

CaCl2。
光照培养箱的光照指数为

 

120
 

μmol/(m
2·s)。每

个处理做3个培养皿重复,每皿培养3片叶。

1.3.3 胼胝质沉积分析

按1.2.3节的方法培育幼苗,选取幼苗的第1
-2片真叶叶片(≤2

 

cm)进行固定、脱色与染色。
使用FAA(成分为V/V:

 

35%
 

H2O,50%
 

无水乙

醇,5%
 

冰醋酸,10%
 

甲醛)对叶片组织固定24
 

h,
再用无水乙醇对叶片脱色,然后用苯胺蓝染色液(成
分为0.01%

 

苯胺蓝,
 

67
 

mmol/L
 

K2HPO4,
 

pH
 

12)[35]对叶片组织进行荧光染色。染色后的叶片组

织包埋在含有甘油包埋液(成分为V/V:
 

70%
 

甘

油,30%苯胺蓝染色液)中,将叶片组织放在荧光显

微镜10倍物镜下,使叶片布满物镜,进行观测拍照。
荧光光源是HBO50,用UV

 

filter滤镜,每张荧光照

片使用蔡司ZEN软件收集平均荧光强度值(arith-
metic

 

mean
 

intensity),平均荧光强度即为照片图像

的像素灰度值(Vpxiels),表示胼胝质沉淀的强度。每

个处理设3个重复,每个重复分别从3株幼苗上获

取,每株幼苗取2片叶。

1.3.4 ROS含量、SOD和CAT活性及相关基因表

达分析

按1.2.3节的方法培育幼苗,按不同处理对幼

苗材料编号并均匀分装在冻存管中,-80
 

℃液氮冷

冻保存,一部分用于荧光定量qPCR基因表达分析,
一部分用于活性氧(ROS)含量以及超氧化物歧化

酶(SOD)、过氧化氢酶(CAT)活性测定。

SOD活性采用 NBT法试剂盒(睿信生物,泉
州);CAT活性采用可见显色法测定试剂盒(睿信生

物,泉州);ROS活性氧含量采用化学荧光分析法测

定试剂盒(睿信生物,泉州),ROS与细胞质荧光传

感器发生反应,生成的荧光产物与 ROS含量成正

比,通过荧光酶标仪读取520
 

nm、605
 

nm处的数值

γex,520nm、γem,605nm,其比值即为相对荧光强度。ROS
含量为每1

 

mg幼苗组织的相对荧光强度。仪器使

用多功能酶标仪(BGM
 

FLUOstar
 

Omega,德国)。
查阅文献获得了辣椒先天免疫相关基因转录因

子基因CaMAPK7[29]、CaWRKY22[22]和防御基因

ChiIV3[32]的序列。根据隶属函数综合评价结果,
对排名第一的辣椒幼苗品种进行基因表达分析。使

用植物RNA提取试剂盒(丹凤生物,成都)从以上

液氮预冷冻处理的幼苗组织材料中分离总 RNA。
使用TUREscript

 

1st
 

Stand
 

cDNA
 

Synthesis
 

Kit(艾德

莱生物,北京)进行反转录。用2×SYBR􀳏Green
 

Master
 

Mix
 

试剂盒(丹凤生物,成都)进行qRT-QPCR,
实时荧光定量PCR仪为qTOWER2.2(Analytik

 

Jena
 

AG,德国)。以β-tubulin为内参基因[37],用2
-ΔΔCT

法计算基因相对表达量。用Beacon
 

Designer
 

8.14
 

设计引物,所用引物如表2所示。

表2 PCR扩增引物

Table
 

2 Primer
 

sequences
 

for
 

PCR

序号
Number

引物名称
Primer

 

name
序列

Primer
 

sequence(5'→3')

1
WRKY22-F GAAGACGAGGACGAAGAAT

WRKY22-R GCATAGACCCCTGAAAGTTA

2
ChiIV3-F ACCAGAACAAGTGCTCAA

ChiIV3-R CTCCACAGTATTCCCTAGTC

3
CaMAPK7-F TTGATAACCCAAGGGCTAAGGG

CaMAPK7-R AAGAGGAAACTGAGCGGGAAGA

1.4 抗病性分析

将表1供试材料按1.1节方法育苗,再选取长

势一致的1叶1心的一批试管幼苗,
 

播种于基质穴

盘中,待长至6叶1心,分成两部分分别进行青枯菌

(Ralstonia
 

solanacearum)和疫霉菌(Phytophthora
 

capsici)人工接种,按品种进行抗病性鉴定及病情指

数(DI)分析[38-39]。其中,青枯病抗性划分标准为:高
抗

 

(HR),DI≤20%;抗病
 

(R),
 

20%<DI≤40%;耐
病

 

(MR),
 

40%<DI≤60%;感病
 

(S),DI
 

>60%。疫

霉菌抗性划分标准为:免疫(I),发病点为0;高抗

(HR),0<DI≤3%;
 

抗(R),3%<DI≤10%;中抗

(MR),10%<DI≤30%;感病(S),DI
 

>30%。

1.5 数据分析与统计

每个指标重复测定3次取平均值。用Excel
 

2019
进行数据图表处理,用SPSS统计分析软件进行Dun-
can法多重比较(P<0.05)和皮尔森相关性分析。

采用隶属函数值法[40]对试验获得的气孔孔径、
胼胝质沉积、ROS含量以及SOD和CAT活性这

 

5
项先天免疫生理响应指标,分短期处理组和持续处
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理组分别进行评价,两组处理取平均值进行排名。
如果指标与抗病性正相关,隶属函数值计算公式为:

Zij=(Xij-Xi,min)/(Xi,max-Xi,min);
 

如果指标与抗

病性为负相关,
 

则用反隶属函数进行转换,计算公

式为:Zij=1-(Xij-Xi,min)/(Xi,max-Xi,min)。式

中:Zij为
 

i
 

品种
 

j
 

指标的隶属函数值;Xij
 为

 

i
 

品种
 

j
 

指标的测定值;Xi,max
 和

 

Xi,min 分别为各生理响应

指标的最大和最小测定值。

2 结果与分析

2.1 不同辣椒品种幼苗对疫病和青枯病的抗性

分析

  5个辣椒品种幼苗分别进行疫霉菌和青枯菌接

种侵染,其抗病性水平和病情指数调查结果(表3)
显示,疫病和青枯病的病情指数均以‘川腾10号’最
低,而均以‘本地条椒’最高,说明‘川腾10号’抗病

性最好,‘本地条椒’抗病性最差,其余品种居中;‘本
地条椒’为感病品种,而其余品种均属于中抗水平。

2.2 外施flg22和几丁质降低了不同品种辣椒幼

苗的根系生长速率

  图1表明,在外施几丁质和flg22的第2天,短
期处理组和持续处理组中不同品种辣椒幼苗根系生

长速率均显著下降,根系生长均受抑制;各品种根系

生长速率平均值在flg22短期和持续处理组分别降

低了18.67%和18.59%,在几丁质短期和持续处理

组分别降低了17.87%和17.83%。

表3 不同品种辣椒幼苗疫病和青枯病病情指数

Table
 

3 Disease
 

index
 

of
 

blight
 

and
 

bacterial
 

wilt
 

of
 

different
 

pepper
 

cultivars

品种代号
Cultivar

 

code

疫病Blight 青枯病
 

Bacterial
 

wilt

病情指数
 

Disease
 

index/% 抗性水平
 

Resistance
 

level 病情指数
 

Disease
 

index/% 抗性水平
 

Resistance
 

level

CT10 31.56 中抗 Moderate
 

resistance 40.33 中抗 Moderate
 

resistance

XJ 38.90 中抗 Moderate
 

resistance 45.29 中抗 Moderate
 

resistance

HG4 40.00 中抗 Moderate
 

resistance 49.24 中抗 Moderate
 

resistance

HM 49.10 中抗 Moderate
 

resistance 55.25 中抗 Moderate
 

resistance

TJ 60.56 感病
 

Susceptible 62.38 感病
 

Susceptible

柱形图上不同小写字母表示同一品种不同处理时间在
 

0.05
 

水平差异显著。
图1 外源flg22和几丁质短期(A、C)和持续(B、D)诱导处理辣椒幼苗的根系生长速率

Different
 

lowercase
 

letters
 

on
 

the
 

column
 

indicate
 

significant
 

difference
 

among
 

the
 

same
 

varieties
 

under
 

different
 

treatment
 

times
 

at
 

0.05
 

level.
Fig.1 The

 

root
 

growth
 

rate
 

of
 

pepper
 

seedlings
 

induced
 

by
 

exogenous
 

flg22
 

and
 

chitin
 

for
 

short-term
 

(A,
 

C)
 

and
 

sustained
 

(B,
 

D)
 

treatments
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  随着处理时间延长,几丁质和flg22的短期和

持续处理组根系生长速率受抑制现象均得到了缓

解。其中,在第6天时,各品种根系生长速率均已显

著高于第2天;在第10天时,flg22和几丁质持续处

理组根系生长速率平均值均不再上升,分别保持在

0.185和0.143
 

cm/d,而此时短期诱导处理组幼苗

根系平均生长速率仍继续缓慢上升,但各品种不同

处理组均显著低于处理初期(第0天)。与此同时,
连续10

 

d不外施PAMPs的5个品种对照幼苗根系

生长速率均保持在第0天水平。
另外,在第8-10天,‘川腾10号’的根系生长

速率在各品种间均最高,‘本地条椒’则始终处于较

低水平,且在此期间几丁质和flg22持续诱导处理

组中‘川腾10号’与‘本地条椒’差异均达显著水平

(P<0.
 

05)。

2.3 flg22和几丁质诱导不同辣椒品种叶片气孔闭

合和细胞壁胼胝质加厚

  将5个品种辣椒幼苗离体叶片培养在 MES-
KOH溶液中,并外施flg22和几丁质,以外施清水

为对照,在外施处理2
 

h后镜检观测叶片气孔孔径。
结果(图2)表明,各品种幼苗叶片气孔孔径在外施

flg22和几丁质处理下均比对照显著减小,即诱导了

离体叶片气孔闭合,尤其是几丁质诱导处理表现得

更明显。其中,各品种离体叶片气孔孔径平均值在

flg22和几丁质诱导处理下分别比对照减小了39.45%
和48.20%;抗病性强的‘川腾10号’分别减小了

40.67%和62.86%,抗病性弱的‘本地条椒’分别减

小了46.42%和34.35%。在几丁质诱导处理下,各
品种间以‘川腾10号’气孔孔径降幅最高,而‘本地

条椒’气孔孔径降幅低于平均值。

  同时,各品种辣椒幼苗分别外施flg22和几丁

质后,取叶片进行苯胺蓝荧光染色,其荧光强度越强

说明细胞壁胼胝质沉积数量越多。观测结果(图3)
表明,短期与持续处理组各品种辣椒叶片荧光强度

均比对照不同程度增强,即细胞壁胼胝质沉积数量

增加,且5个辣椒品种中除‘本地条椒’外,在flg22
和几丁质短期与持续处理下,荧光强度与各品种对

照相比增幅均达到显著水平。5个辣椒品种每片叶

面平均荧光强度在flg22短期和持续诱导处理下分

别较对照增加了45.00%和35.00%,在几丁质诱导

处理下则分别较对照增加了29.30%和20.97%。5
个辣椒品种间,‘川腾10号’对照的叶片荧光强度显

著高于其他品种对照,说明该品种自身细胞壁胼胝

质沉积数量较多。

柱形图上不同小写字母表示不同品种不同处理在0.05
水平差异显著。下同。

图2 flg22和几丁质诱导辣椒幼苗的叶片气孔孔径

Different
 

lowercase
 

letters
 

on
 

the
 

column
 

indicate
 

significant
 

difference
 

among
 

different
 

varieties
 

under
 

different
 

treatments
 

at
 

0.05
 

level.
 

The
 

same
 

as
 

below.

Fig.2 The
 

stomatal
 

closure
 

of
 

the
 

leaves
 

of
 

pepper
 

seedling
 

induced
 

by
 

exogenous
 

flg22
 

and
 

chitin

图3 外施flg22和几丁质短期(A)和持续(B)诱导辣椒叶片细胞壁胼胝质沉积

Fig.3 The
 

callose
 

deposition
 

of
  

the
 

leaves
 

of
 

pepper
 

seedlings
 

induced
 

by
 

exogenous
 

flg22
 

and
 

chitin
 

for
 

short-term
 

(A)
 

and
 

sustained
 

(B)
 

treatments
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2.4 flg22和几丁质诱导不同辣椒品种幼苗组织

ROS含量和SOD、CAT活性增加

  图4表明,不同辣椒品种幼苗组织ROS含量在

外源flg22和几丁质短期和持续诱导处理下均较对

照显著增加,且持续处理组增加幅度更大。其中,辣
椒幼苗组织ROS含量随处理时间延长而增加,与对

照组相比,5个品种幼苗组织 ROS含量平均值在

flg22和几丁质诱导短期处理组分别增长了44.31%
和55.18%,持续处理组分别增长了94.40%和85.11%。

各辣椒品种幼苗组织CAT 和SOD的活性在外

源flg22和几丁质短期和持续诱导处理下均比对照显

著提高(图5)。其中,与对照相比,5个品种辣椒幼苗

的CAT活性平均值在flg22和几丁质短期诱导处理

下分别提高了50.05%和36.77%,而持续诱导处理

下仅分别提高了24.61%和22.82%,表明不同辣椒

品种幼苗组织CAT 活性随着flg22和几丁质持续处

理时间延长而降低。与此同时,与对照相比,5个品

种辣椒幼苗SOD活性平均值在flg22和几丁质短

期诱导处理下分别提高了63.97%和64.24%,而在

持续诱导处理下分别提高了117.27%%和116.21%,
表明不同辣椒品种幼苗组织SOD活性随着flg22
和几丁质持续诱导处理时间增加而持续增加。

图4 外施flg22和几丁质短期(A)和持续(B)处理下辣椒幼苗的ROS含量

Fig.4 The
 

ROS
 

contents
 

of
 

pepper
 

seedlings
 

induced
 

by
 

exogenous
 

flg22
 

and
 

chitin
 

for
 

short-term
 

(A)
 

and
 

sustained
 

(B)
 

treatments

图5 外施flg22和几丁质短期(A、C)和持续(B、D)处理下辣椒幼苗组织SOD和CAT活性

Fig.5 The
 

SOD
 

and
 

CAT
 

activities
 

in
 

tissues
 

of
 

pepper
 

seedlings
 

induced
 

by
 

exogenous
 

flg22
 

and
 

chitin
 

for
 

short-term
 

(A,
 

C)
 

and
 

sustained
 

(B,
 

D)
 

treatments
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  5个辣椒品种间,辣椒幼苗SOD活性在flg22
短期和持续处理诱导下均以抗性强的‘川腾10号’
最高,且持续处理组SOD活性较其他品种差异达显

著水平;在几丁质短期和持续处理诱导下,‘川腾10
号’辣椒幼苗SOD活性也均处于较高水平。另外,
在对照条件下,‘川腾10号’幼苗组织的CAT活性

也高于其他品种,也说明该品种自身抗逆性较强。

2.5 flg22和几丁质诱导辣椒幼苗先天免疫生理响

应效果的综合评价及其与抗病性的相关性

  5个品种辣椒幼苗在施加外源flg22和几丁质

后,短期处理和持续处理组不同先天免疫生理响应

指数表现出不同程度的差异,为了进一步明确这种

免疫生理响应指数的差异变化,运用隶属函数分别

计算flg22和几丁质诱导气孔孔径、胼胝质积累、

ROS含量、CAT和SOD活性这5项生理响应指数

的隶属度,然后取其算数平均数作为平均隶属函数

值。平均隶属函数值(表4)综合反映5项先天免疫

生理响应指数的强弱程度,各品种平均隶属函数值

依次为‘川腾10号’>‘红冠4号’>‘本地线椒’>
‘海迈格力’>‘本地条椒’,说明各辣椒品种先天免

疫生理响应指数以‘川腾10号’最强,‘本地条椒’最
弱,这与各品种疫病和青枯病的病情指数表现基本

一致。
表4 外施

 

flg22和几丁质诱导处理的

各品种辣椒隶属函数值分析

Table
 

5 Analysis
 

of
 

membership
 

function
 

of
 

different
 

pepper
 

cultivar
 

under
 

flg22
 

and
 

chitin
 

treatment

品种名称
Cultivar

 

name

平均隶属值
Average

 

membership
 

degree

平均排名
Average

 

ranking

川腾10号
 

Chuanteng
 

No.
 

10 0.603 1

红冠4号
 

Hongguan
 

No.
 

4 0.585 2

本地线椒
 

Local
 

Xianjiao 0.565 3

海迈格力
 

Haimaigeli 0.492 4

本地条椒
 

Local
 

Tiaojiao 0.351 5

  为了进一步明确flg22和几丁质诱导的各品种

辣椒先天免疫生理响应指数与疫病、青枯病病情指

数之间的相关性,探索不同PAMPs诱导先天免疫

生理响应指数与辣椒抗多种病害的多抗性之间的关

系,将各品种疫病和青枯病病情指数(表3)分别与

其平均隶属值(表4)进行皮尔森相关性分析,表明

辣椒品种平均隶属函数值与其疫病、青枯病病情指

数均具有显著负相关性,相关指数分别为-0.976(P
<0.01)和-0.954(P<0.05)。这说明不同品种的

辣椒幼苗对flg22和几丁质诱导先天免疫生理响应

的强弱差异与其病情指数密切相关,这种差异可以

通过隶属函数综合评价进一步数量化。

图6 CaWRKY22、CaMAPK7 和ChiIV3 基因在

外施flg22和几丁质处理下的相对表达量

Fig.6 The
 

relative
 

expression
 

level
 

of
 

CaWRKY22,
 

CaMAPK7,
 

and
 

ChiIV3
 

genes
 

induced
 

by
 

exogenous
 

flg22
 

and
 

chitin

2.6 flg22和几丁质诱导‘川腾10号’辣椒幼苗抗

病相关基因CaWRKY22、CaMAPK7和ChiIV3上调

表达

  
 

为了进一步解释和验证‘川腾10号’辣椒品种

平均隶属函数值最高、抗性最好的形成机制,分析了

‘川腾10号’幼苗在flg22和几丁质短期和持续诱导

处理下先天免疫相关基因CaWRKY22、CaMAPK7 和
 

ChiIV3 表达特征。结果(图6)表明,‘川腾10号’
幼苗先天免疫相关基因CaWRKY22、CaMAPK7
和ChiIV3 对flg22和几丁质诱导处理做出明显响

应,它们相对表达量在短期处理组和持续处理组中
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均表现出显著上调趋势,且随处理时间延长进一步

显著提高。其中,在持续处理组中,flg22和几丁质

诱导处理‘川腾10号’幼苗的
 

CaWRKY22 相对表

达量较对照分别显著提高了17.60倍和27.47倍,

CaMAPK7 相对表达量较对照分别显著提高了

4.25倍和12.52倍,ChiIV3 相对表达量较对照分

别显著提高了9.71倍和4.28倍。

3 讨 论

3.1 flg22和几丁质诱导的辣椒先天免疫防御反应

相关生理响应特征

  Gómez-Gómez等[15]报道,Col-0野生型拟南芥

幼苗在添加鞭毛蛋白衍生肽flg22培养液中培养2
周后,其幼苗根和叶的生长均受到抑制,鲜质量显著

降低,长期培养后植株还会产生矮化现象;Leba
等[35]、Stegmann等[41]将Col-0野生型拟南芥在1

 

μmol/L
 

flg22平板培养基上生长7
 

d后,其根系伸

长较对照减少了40%~60%。本研究结果显示,各
品种辣椒根系生长在外源1

 

μmol/L
 

flg22、8
 

nmol/L
 

几丁质短期处理(1
 

d)和持续处理(10
 

d)中均受到

了抑制,它们根系生长速率平均值在flg22处理8
 

d
时分别比0

 

d降低了49.7%和48.5%,在几丁质处

理
 

8
 

d时分别比0
 

d降低了47.5%和47.4%,说明

flg22和几丁质处理明显抑制辣椒生长速率,这与上

述前人研究结果[15,35,41]相似。
因为气孔具有重要的免疫功能,气孔关闭是限

制病原微生物入侵植物先天免疫反应的一部分,在
植物防御中起着至关重要的作用[42],所以气孔表皮

上的微孔不仅是CO2 和 H2O的通道,也是微生物

入侵的主要通道。当植物感受到病原体入侵染时,
气孔会迅速关闭,被称为气孔免疫[16,41]。Melotto
等研究数据表明,在拟南芥离体叶片与5

 

μmol/L
 

flg22共孵育2
 

h时,叶片气孔孔径闭合约41%[42];

Gong报道,拟南芥离体叶片与1
 

μmol/L
 

flg22共

孵育2
 

h,叶片气孔孔径闭合约30%[34]。本研究结

果表明各品种辣椒幼苗离体叶片与1
 

μmol/L
 

flg22
或8

 

nmol/L几丁质共孵育2
 

h后,叶片气孔孔径分

别平均闭合34.3%或47.4%,这与拟南芥[34,42-43]气

孔免疫的研究结果基本一致。
 

说明flg22和几丁质

处理离体辣椒叶片诱导了气孔免疫反应。
胼胝质是一种

 

β-1,3-葡萄糖聚合物,其沉积增

加是一种多方面的防御反应,由不同的信号通路控

制,起到抵御病原菌入侵的屏障作用[10,13,44]。植物

在生长发育和受到生物、非生物胁迫过程中均会有

胼胝质沉积。在模式植物拟南芥中,胼胝质沉积已

成量化植物先天免疫活性模型体系[13]。Luna等对

拟南芥幼苗进行flg22和几丁质胁迫处理24
 

h,在
苯胺蓝染色后,胼胝质在叶片上沉积的数量可对应

镜检叶片下的紫外荧光强度,用像素数量表示胼胝

质沉积量,flg22诱导叶片胼胝质沉积显著高于对照

约0.8倍,而几丁质处理则高于对照约1.8倍[13]。
本研究中辣椒叶片在flg22和几丁质诱导1

 

d后,紫
外荧光强度对应胼胝质沉积量分别显著高于对照约

0.45倍和0.29倍,这与前人报道胼胝质增厚水平

有明显差异,其原因可能是本研究所选用材料为辣

椒真叶,而Luna等选用的是拟南芥子叶。但结果

仍初步证明外源flg22和几丁质处理能诱导辣椒叶

片胼胝质沉积,产生防御反应。
植物细胞产生ROS是成功识别植物病原体和

激活植物先天免疫防御反应的标志[12,45],
 

ROS在

植物先天免疫反应中发挥双重作用[46]。在植物先

天免疫防御反应中ROS在最佳浓度下充当信号分

子,在较高浓度下充当毒性分子。植物为保护自身

免受ROS
 

的毒害,依赖自身抗氧化系统清除过量

的ROS来维持稳态。细胞内
 

ROS
 

浓度精细调节

中最关键的酶是CAT
 

和SOD,它们控制H2O2 的胞

内含量[45,47]。本研究中各品种辣椒幼苗在外源

flg22和几丁质持续诱导处理后,CAT活性水平不

再随处理时间延长而提高,然而 ROS含量持续提

高。ROS无法被及时清除,在细胞内大量积累,这
可能是持续处理组各品种辣椒幼苗根系在第10天

的生长速率不再提高的原因之一。以上结果表明

flg22和几丁质处理能诱导辣椒先天免疫,引起辣椒

幼苗中ROS产生。

3.2 辣椒幼苗先天免疫生理响应与防御相关基因

表达变化的关系

  前人研究已表明CaWRKY22[22]、CaMAPK7[29]

和ChiIV3[32]在辣椒抗青枯病的防御系统中起着重

要的作用。CaWRKY22是参与辣椒先天免疫反应

的转录因子,CaMAPK7为丝裂原活化蛋白激酶,

ChiIV3为辣椒几丁质结合蛋白。本研究通过荧光

定量PCR检测了平均隶属函数值最高、抗病性相对

最好的‘川腾10号’品种在flg22和几丁质诱导处

理下CaWRKY22、CaMAPK7 和ChiIV3 基因的相

对表达量的变化,表明外源flg22和几丁质处理诱

导的‘川腾10号’辣椒先天免疫生理响应和抗病性

与其先天免疫相关基因CaWRKY22、CaMAPK7 和

ChiIV3 显著上调表达有关。
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4 结 论

辣椒幼苗外源施加PAMP———flg22和几丁质

诱导了其先天免疫防御反应相关的生理响应。不同

品种的辣椒幼苗对flg22和几丁质诱导先天免疫生

理响应的强弱存在差异,表明不同PAMPs诱导先

天免疫生理响应指标通过隶属函数综合评价可以反

映不同品种辣椒对多种病害的抗性水平。‘川腾10
号’的平均隶属函数值最高,多抗性水平也相对最

好,这与先天免疫相关基因CaWRKY22、CaMAPK7
和ChiIV3 显著上调表达有关。
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