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棉花黄萎病菌营养亲和性研究

李艳，杨家荣’，张慧霞，周书涛，许楠
(西北农林科技大学植物保护学院，陕西杨凌712100)

摘要：为给进一步研究病原菌的变异规律提供理论依据，采用营养体亲和性方法，于2006年11月对从陕

西三原棉花黄萎病圃中分离得到的26株代表菌系及陕西省植保所提供新疆菌株和泾阳菌株进行了研究。结

果表明：经在KPS培养基上诱发培养，28个菌株共获得295个nit突变株，且不同菌株的突变率差异较大。

经鉴定：nitl 235个，占总量的79．66％；nitM 59个．占总量的20．00％}nit3仅有1个。营养体亲和性配对测

试表明：28个菌株可分为2个营养亲合群(VCGs)．26个代表菌株都与弪阳菌株亲和，同属于亲合群VCGl，

新疆茵系属于亲和群VCG2。
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Preliminary Study Oil Vegetative Compatibility

Group of Verticillium dahliae in Soil

LI Yan，YANG Jia—rong’，ZHANG Hui—xia，ZHOU Shu—tao and XU Nan

(College of Plant Protection，Northwest A＆F University，Yangling Shaanxi 712100．China)

Abstract：In order tO explicit the pathogenicity and vegetative compatibility(VGC)of Verticillium

dahliae in soil and to provide the theoretical testimony for the aberrance rule of pathogen，in August

2006，we have identified 26 strains of Verticillium dahliae in the disease garden in the Doukou coun—

ty．Shaanxi province and studied．Based on the formation of complementary heterokaryons．295 Ni—

tratenonutiIizing(nit)mutants were obtained from 28 strains which induced on KPS media，in which

235 mutants were Nitl，It accounted for 79．66％of the total；59 mutants were NitM，only one strain

was Nit3．They also showed that 28 strains were assigned to two vegetative compatibility groups

(VCGs)：26 representative strains of V．dahliae and Jingyang strain were compatible with each other

and classified into the first VC group(VGCl)，while Xinjiang strain was classified into the second VC

group(VGC2)．

Key words：Verticillium dahtiae；Vegetative compatibility

大丽轮枝菌(Verticillium dahliae Kleb)是

一种世界性分布，且寄主范围很广的植物病原真

菌，已报道可引起660种植物的黄萎病“]。棉花

黄萎病菌没有明显的寄主专化性，利用棉花黄萎

病菌在不同棉花品种上致病力的差异划分的生理

小种或生理型受环境条件影响比较大，存在着一

定程度的差异，营养体亲和性在许多真菌中存在，

利用营养体亲和性及营养体亲和群技术来研究病

菌的遗传变异、种群地理分布、生理小种分化、致

病型预测、种群遗传分化、生物防治、病害流行与

动态是一种较为可靠和灵敏的方法。并且已用于

区分各菌系和建立种以下的次级分类单元。有研
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究表明，同一亲和群的菌株与另一亲和群的菌株

是遗传隔离的。研究VCGs多样性．可以了解种

群遗传结构、预测病害流行的趋势和发展动态及

分析病害动态的原因口]。

国内外许多研究证明，在植物病原真菌中，尤

其在半知菌中营养体亲型往往与专化型、生理小

种或某些致病型呈共同化的相关关系”]，依据不

能利用硝酸盐的突变体(nit)间营养体亲和性划

分出的棉花黄萎病菌营养体亲和群(VCGs)与其

生理小种间高度相关，即不同生理小种问营养体

不亲和，而同一生理小种归属于一个或少数几个

VCGs。笔者研究了26种棉花黄萎菌株与2个已

知的标准菌株(新疆菌和陕西泾阳菌)之间营养体

亲和性，从生理学角度研究棉花黄萎病菌的群体

结构，从而为进一步研究病原苗的变异规律提供

理论依据。

1精料s方法

1．1供试菌株

2005年9月从陕西三原棉花黄萎病圃土壤

中经分离纯化得到的26株代表菌系，以及2个已

知的标准菌株(新疆禾田菌系和陕西径阳菌系)。

1．2培养基制备

KPS培养基：PDA中加氯酸钾2．5 g·L，用于

诱发nit突变体。BM培养基：30 g蔗糖t 1 g

KH：PO。，0．5 g MgS04·7H20，0．5 g KCI，10

mg FeS04·7H 20，0．2 mL微量元素溶液，20 g

琼脂，1 L蒸馏水。微量元素溶液：5 g柠檬酸．

5 g ZnS04·7H20，1 g Fe(NH{)2(SOt)2·

6HzO，0．25 g CuS04·5H zO，0．05 g H3803，

0．05 g NaM004·2H20，95 mL蒸馏水。MM

培养基：BM培养基加入2 g NAN()。。MOz培养

基：BM培养基加入0．5 g NaNO。。MH培养基：

BM培养基加入0．2 g次黄嘌呤。

1．3 nit突变体的诱发和突变类型的鉴定

将PDA平板上培养7 d的菌落打成4 mm

的菌饼并接人KPS平板培养基中，每皿2块，

25℃下培养10～25 d，若发现从最初受抑制的菌

落边缘出现扇形面，即转到MM培养基上，25℃

培养6～7 d并与野生型菌株对照。在MM上呈

扩展性生长，无气生菌丝，不产微菌核的即为nit

突变体。然后将其转于MM斜面上保存备用。

将nit突变体转入M02和MH培养基上

25℃培养并观察其形态。nitl在M02和MH上

均呈野生型生长}nit M仅在MOz上表现野生型

而在MH上呈稀疏扩展性生长；nit3仅在MH上

PDA培养基：用于分离，纯化，保存菌种。 表现为野生型生长。

裹1各菌株Nit突变体的数■殛营养亲和性

Table 1 Vegetative compatibility and mutants quantity of 28 strains of Verticillium dahliae

勇系 N。‘突变体类型N“‘yp。
VCGs 3¨’alntl“‘突变体N粪itM洲”9。Nil3 VcGs

Mfain Nltl NltM Nit3

B19 8 4 0 VOGl C17 8 2 0 VCGl

A19 10 3 0 VoGl C20 10 l 0 VcGl

Bl 6 2 O VcGl A9 8 1 0 VCGl

B13 4 2 0 VCGl C9 7 3 0 VCGl

C2 9 1 0 V【X；1 A7 9 3 O VCGl

B4 9 0 0 VcGl B23 10 2 0 VCGl

Bll 8 3 0 V【’上；1 B15 8 2 0 VCGl

C3 11 3 0 VCGl B22 13 3 0 VCGl

B12 8 3 0 VcGl B8 15 l 0 VCGl

A23 12 2 1 VCGl A8 7 3 0 V(B1

A34 9 r 0 VCGl B2 7 l 0 VCGl

C13 6 3 0 VCGl C6 0 3 0 VCGl

C18 lO 2 0 VoGl 径阳 7 l 0 VCGl

C14 10 2 0 VCGl 新疆 8 2 0 vcG2

总计 235 59 l

1．4营养体亲和性肭测定

分别在各菌株的nit突变体中选择数个nitl

和nitM，与2个标准菌株的nitM或nitl在MM

培养基上等距离配对接种，25℃恒温培养2～3

周．若nitl与nitM生长菌丝发生融合、形成异核

体并恢复野生型生长，则二者营养体亲和，反之则
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不亲和。

2 结果与分析

2．1 nit突变株及其突变类型

在KPS培养基上培养10 d后开始陆续出现

突变体的扇形面，28个菌株共获得295个nit突

变株，且不同菌株的突变率差异较大。经鉴定

nitl共235个，占总量的79，66％；nitM共59个，

占总量的20．00％；nit3仅有1个。各突变类型

的突变率由高至低的顺序依次为nit]>nitM>

nit3，其中nitl在各菌株上均较易获得(表1)。然

而有的菌株只获得了nitl型，如B4；有的仅获得

nitM型突变体，如C6。

a控阳盈干口{寺侧酉两匿亲和-V．dahliae and Jingyang}train wei-e compatible；h．新疆菌株与待测菌不亲和(其中A：NitM；B：

Nitl)，V．dahllae and Xi嘶iang strain haven 7t compatibility(A：NitMIB：Nitl)

图1棉花黄萎病菌菌株的营养体亲和性反应

Fig．1 Vegetative compatibility reactions b‘mmⅡcolonies of V．dahliae isolates

2．2菌株间的营养体亲和性 必然具有相同的等位基因“m。具有这种相互亲

在本次试验中，所有供试菌株均能够自身亲 合现象的真菌就定为一个营养亲合群(VCG)。

和。分别以各菌株的nitl与泾阳菌株，新疆菌株 在遗传特性上，处于同一VCG中的菌株，比处于

的nitM在MM上进行等距离配对，而以各菌株 不同VCG中同种的其它菌株更为相似“]。营养

的nitM与泾阳和新疆菌株的nitl配对，测定其 亲合性分析在仅有无性繁殖的真菌中特别有意

营养体亲和性的结果显示：26株待测菌株都与泾 义。因为，基于营养亲合性和异核现象研究，能将

阳菌株亲和(图2 a)，同属于亲和群VGCl，但营 真菌种群进一步分成能交换遗传信息的

养亲和产生的亲和带形态特征却有着明显的差昴 VCGSC”。

(有的亲和带宽、密；而有的则较细、淡)；26株待

测菌株与新疆菌株(VGC2)间无亲和性，(图z—

b)；此外。在试验中还发现：不同突变类型间的营

养体亲和性也不同，其中nitl—nitM的亲和性最

好，其次是nitM nitM的亲和，Nit3与nitl或

nitM也能亲和；另外，同一种突变类型的不同突

变株所表现的营养体亲和性也有较大差异。

3 结论与讨论

营养亲合性(Vegetative compatibility)或异

核体亲合性是指任何两莆株接触、融合并交换细

胞质或核物质的遗传能力。这种重要的特性，实

际上控制着真菌异质体和异棱体的形成，在一些

真菌中．营养亲合性是受着称之为vie或her的多

个位点所调控，若两株真菌是营养亲合的，在大多

数情况下，它们的一个或多个vie或het位点，就

杨家荣等在前人工作的基础上，选用有代表

性的属于不同生理型的菌系，应用Nit突变体营

养体亲和性技术，将供试的代表菌株划分为4个

营养亲和群，江苏VD-8和美国T'9菌株亲和，属

于第4亲和群。陕西泾阳、新疆和田、河南安阳菌

株则分别属于第1、2、3营养亲和群o]。本次研究

发现从同～棉田土壤中分离所获26株棉黄萎病

菌和陕西泾阳菌株同属于一个亲和群(VCG2)，

但各菌株问亲和程度差异较大，不同菌株间亲和

性与其致病力强弱之间存在明显的相关性：即亲

和带较宽，完成亲和时间较短的菌株一般致病力

也较强，反之亦然。这是否说明棉花黄蒌病菌同

一VCG内在个体间存在着生理和遗传的差异，

还需进行更深入地研究。

有文献报道，V．duhliue的抗氯酸盐扇形角

变的培养特征是：①以其浓密的菌丝生长与亲本
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株的稀疏菌丝生长相区别；②以其薄的菌丝生长

与野生型菌株的浓密生长相区别；③角变与亲本

菌株皆为浓密生长，这是最常见的一种角变类

型o]。本试验的的突变体角变特征中未发现有

“角变菌丝生长稀薄而原始菌株浓密生长”这一类

型。出现最多的是角变和亲本菌株都为浓密生

长。

在本研究中，大多数菌株都诱发出Nitl和

NitM，也有一些菌株只获得了NitM或Nitl型突

变体，Nit3型突变体只获得了一株(表1)。资料

显示，许多学者在他们突变体诱发实验中也未鉴

定出Nit3型”“”]。另外，一些研究还表明，在吉

氯酸盐培养基上，每一种类型的Nit突变体获得

几率受诱发培养时培养基中所含氮源的影

响”2’1”。因此，本次实验中nit3获得较少可能与

KPS培养基中N源有关。试验发现，Nit3与nitl

或nitM也能亲和，但因车次实验只有一株Nit3

突变体，突变机率太小+因此对于Nit3与其他类

型突变体亲和度情况以及亲和的应用价值，还需

做进一步研究。
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