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西瓜枯萎病菌生理小种分化研究
’

王 浩 波 ” 王 鸣
(西北农业 大学 陕西杨陵 7 12 1 0 0 )

摘要 用浸根接种法对来 自全 国八省 (市 )
、

自治 区 的西瓜枯姜病 菌 (F us
a ir u m o

xy sP or lu m .f

sP
.

二 iv eu m
,

F O N ) 10 个分离物进行 了生理小 种分化鉴定研究
。

根据这 10 个分 离物在 6 个鉴别

寄主上的反应
,

初步把它们划分为小 种 O
,

1
,

2
,

3
,

计 4个生理小种
。

同时对这 10 个 西瓜枯姜病

菌分 离物 ( F O N iso l at
e s

) 的菌丝体进行 了过氧化物酶同工酶 ( P O D ) 聚丙烯酸胺凝胶电泳分析
。

电泳图谱的分析 结果支持 了浸根接种鉴定的结论
。
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西瓜枯萎病是 由尖镰抱菌西瓜专化型所引起的土传病害
,

是西瓜生产中的主要限制因素
。

枯萎病菌西瓜专化型的不同分离物间存在明显的小种分化现象
。

lS ee ht 最先指出西瓜枯萎病

菌生理小种分化的迹象
。 巨̀〕 ;

rC
a ll 首次真正明确了小种分化的存在

〔2」; iC r ul h 把来自意大利的

西瓜枯萎病菌分离物划分为小种 。和小种 少〕 ; 1 9 7 3年又报道在以色列存在致病性更强的小

种 2〔` 〕 ; 以后在美国也发现小种 2 的存在
巨5〕 ; 此外还有报道在法国

、

西班牙
、

澳大利亚等国都

存在有生理小种分化 6j[
。

关于我国西瓜枯萎病菌生理小种分化情况
,

仅有张兴平
、

王鸣首次做过研究报道比
“」。

他

们的研究结果与国外的结果不完全一致
,

其研究将生理小种 2 的病菌分离物又区分为 2个组

( gr o u p )
,

并指出对一些病菌分离物的确切归属 尚待进一步研究
。

本研究采用苗期浸根接种法

辅以最新的鉴定手段— 菌丝体过氧化物酶同工酶电泳分析
,

以确切查明西瓜枯萎病菌在我

国的生理小种分化情况
。

1 材料与方法

试验于 1 9 9 1年在西北农业大学西甜瓜研究室的温室和干旱半干旱研究中心的生物大分

子实验室内进行
。

1
.

1 浸根接种鉴定 病原菌分离物依次编号为 F O N 一 1 (北京通县 )
,

F O N 一 2 (河北邢台 )
,

F O N 一 3 (上海 )
,

F O N 一 4 (北京大兴 )
,

F O N 一 5 (湖南 )
,

F O N 一 6 (河南郑州 )
,

F O N 一 7 (新疆 )
,

F O N 一 s (陕西富平 )
,

F O N 一 9 (山西 )
,

F O N 一 1 0 (陕西大荔 )
。

鉴别品种为 S u g a r B a b y ( S B )
,

S u g a r l e e ( 5 1 )
,

C r im s o n S w e e t ( C S )
,

C h a r l e s t o n G r a y ( C hG )和 C a l h o u n G r a y ( C a G )
,

5 个品种

均来源于美国
。

另加我国的 l 个感病品种兴城红 ( x i n g e h e n g R e d
,

代号 x i n g )
。

温室内苗期鉴定采用浸根接种法
。

每分离物每品种接种 10 株
,

3次重复共 30 株
,

以无菌

水浸根为对照
。

试验前 10 个病原菌分离物都在郑杂 5 号西瓜上进行复壮后经单抱分离
。

具体

,

国家自然科学基金资助项 目
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接种方法
、

接种浓度和时间以及接种后的管理和记载均同张兴平
、

王鸣 ,
·

9习。

1
.

2 菌丝体 PO D 同工酶电泳分析 将西瓜枯萎病菌的 10 个分离物分别接入 P S 液体培养

基中
,

于 27 C左右振荡培养 1 5 天
,

用真空泵抽气过滤
,

所取菌丝再用蒸馏水冲洗 4一 5 次
,

用

干净滤纸吸去多余水分
。

每一分离物称取菌丝体约 1
.

0 9 (鲜重 )
,

加样品提取液
厂` 。

江 m l
,

置

冰冻研钵上磨碎后再用超声波处理
。

用超速离心机离心 30 m in (4 C
,

10 0 0 o r / m in)
,

取上清

液备用
。

P O D 聚丙烯酸胺凝胶电泳按张自立
、

俞新大方法
’ 。三。

凝胶板只制分离胶板
,

凝胶浓度为

7
.

5%
,

p H 8
.

9
。

电泳采用 L K B 多用电泳系统
。

每样槽点样 10 浏
,

点样前预电泳 10 m in
,

电

泳开始前 10 m in 保持 8 5 m A
.

4 C
,

后调至 12 0 m A
,

4 亡
,

直至 2
.

5一 3 h 电泳结束
。

染色采

用联苯胺法
犷’ 。 二。

拍照和绘模式图并记录电泳结果
。

2 结果与分析

2
.

1 苗期浸根接种鉴定结果

西瓜幼苗经人工接种后第 5 天开始发病
,

记录死株数
,

每 2 天统计 1 次
,

直至感病品种

充分发病为止 (接种后 17 天 )
。

各品种接种后第 17 天的最终枯萎率见表 1
。

表 1 不同西瓜品种对不同 F O N 分离物的反应

T a b le l T h e r e a e t i o n o f t h e d if f e r e n t w a t e r
m

e lo n e u l t i v a r s t o t h e d if f e r e n t F O N i s o la t e s a .

( % )

寿王

H O , t

病原菌分离物 F O N Iso lat e

FO N 一 1 F O N 一 Z F ( ) N 一 3 FO N 一 4 F O N 一 5 FO N 一 6 F O N 一 7 F O N 一 8 F O N 一 9 F O N 一 10

S B

S 1

C S

X I n g

C h G

C a (
,

36
.

7 弓3
,

3 4 0
.

0 7 3
.

3

2 6
.

7 2 3
.

3 2 3
.

3 2 6
.

7

2 0
.

0 3 0
.

0 2 0
.

( ) 30
.

0

36
.

7 4 3
.

3 5 0
.

0 9 6
.

7

13
.

3 3
.

3 2 3
.

3 2 6
.

7

16
.

7 3 3
.

3 3
.

3 0
.

0

7 3
.

3

20
.

0

3 3
.

3

3 6
.

7

3 3
.

3

5 6
.

7

6 3
.

3

2 3
.

3

3 6
.

7

5 6
.

7

2 3
.

3

3 3
.

3

::
.

:

::
.

)

;:
.

:

4 3
.

3 50

2 3
.

3 33

3 3
.

3 70

3 6
.

7 60

0
.

0 50

1 6
.

7 53

::
.

::
3 4 0 0

注
:
拐 种后 第 17 夭 的枯萎率 N o , e :

T h e w l
l t

r a t e o f t h e 1 7 r h d a y a f t e r I n o e u
l a t l o n

将 表 l 的数字按 全国西瓜 抗枯萎病 育种协作组统 一规 定的抗感 分级 ( R :
m or at h yt

< 35 %
,

:s m or t a ilt y ) 35 % )简化处理如表 2
。

由表 2可明显看出各西瓜品种的鉴别反应及枯

萎病菌分离物的小种分化情况
。

根据参试的

1 0 个西瓜枯萎病菌分离物在鉴别寄主上的

反应
,

可将它们划为小种 。
,

1
,

Zb
* ,

3
,

计 4 个

生理小种
。

小种 0 仅对 2 个感病品种有毒性
,

F ( ) N 一 6 和 F O N 一 7 除对 2 个感病品种 SB

和 iX n g 表现较强毒性外
,

还对中抗品种 C S

表现毒性
,

因此把它们划为小种 1
。

(F ) N 一 5

除对 2 个感病品种致病外还对 C a G 有毒性
,

而 C a G 是国外研究者广泛应用的一个抗小

种 。
,

1感小种 2b 的鉴别寄主
,

据此 (F ) N 一 5

当属不同于 F O N 一 6和 F O N 一 7 的小种 b2
。

表 2 西瓜枯萎病菌生理小种分化及

其在西瓜品种上鉴别反应

le 2 T h e s u g g e s t e d r a e e s o f FO N i s o la te s a n d t h e i r

d i f f e r e n t ia l r e a e t o n s o n w a t e r
m

e l o n e u l t i v a r s a

小种 0

R a e e o

小种 1

R a e e l

小种 2 小种 3

R a e e 3

品 种 FO N
一 1 F O N

一 2 F O N 一

6

C u l t i v a r F O N 一

3 F O N
一

4 FO N 一 7

F O N
一

8

R a e e Z

FO N
一 S P 旦 ) N

上U N
-蕊

S B 5 5 5 5

5R555R5RRSR55RRRR5RRX i n g

S L

C S

C h G

C a G

N o t e :
R

:
m o r t a l

l t y < 3 5 % S
:
m o r t a l r t y弃 3 5夕

、 田 于此 生理小 神 Z b 与国 抓报 趁约生理小知 2 有某些差 注
,

因此定 名为 Z b
.

以示区别
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FN o一 9
,

F O N 一 10 毒性最强
,

除 s L 对其有一定抗性外
,

其它鉴别寄主均表现感病
,

显然它们

与小种 1
,

小种 b2 都不同
,

据此试验结果应划小种 3
。

2
.

2 西瓜枯萎病菌分离物 P O D 同工酶电泳结果

由于从菌丝 内提取酶相当困难
,

F O N 一 2分离物没有提取成功
。

由图 1 可以看出
,

西瓜枯

萎病原菌的 P O D 同工酶的基本谱型由 5 条酶带组成
。

分析病原菌各分离物的 P o D 同工酶电

泳图谱
,

结合前述浸根接种鉴定结果
,

可以明显看出
,

小种 。 的特征酶带为 P X
, ,

P X
:

和 P X
。 ,

而 P X
4

在小种内则不同分离物表现不同
。

小种 1 的特征酶带为 P X
3

和 P X 。 。

小种 b2 的特征酶

带为 P X
Z ,

P X
3 。

小种 3 的特征酶带为 P X
, 、

P X
3 。

由此可见
,

西瓜枯萎病菌 P O D 同工酶可以

很好地把不同生理小种区分开来
。

尽管同一小种的不同分离物之间在酶带深浅及一些弱带上

也有差别
,

但小种与小种间的差别更大更明显
。

试验证 明
,

完全可以用 PO D 同工酶所获得的

特征酶带区分不同的生理小种
。

同时也支持了我们采用苗期浸根接种的鉴定结果的正确性
。

各

生理小种的 PO D 同工酶的特征酶谱如图 2
。

J 一一兰一鱼一` 上一二毛一一主一一二几一」 -
一里一一』止

0
.

06 7 P X t口 I刀加 〔 二」 . . . . . . . 四口口 皿皿皿

0 09 3 PX 盆̀ 二二 , 仁二二习 . 回刀功 . 刀功 J . . . .

。
·

16 0p X ,

~ ~
. . .

~
江田皿 口正四

. .
~

. .
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丹甲, , 吧罗甲叫少少少 一 . . . . ..... J . . . . 盯盯
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图 1

F i g l

口工团 二二口

西瓜枯萎病菌各分离物的 P O D 同工酶图谱
T h e P O D is o e n z y m i e z y m o g ra m o f F O N

is o l a t es

各生理小种 P O D 同工酶特征

酶谱
T h e s P e e i f i e z y m o g r a

m
o f P O D

i s o e n z y m e o f F O N r a e e s

3 讨 论
试验结果表明

,

我国不同地区的西瓜枯萎病病原菌确实存在着生理小种分化
。

我们划分

的生理小种与国外 N et ez r 和 M a r yt 等 [’, 5
·

“ 〕划分的生理小种不完全一致
。

其中的生理小种 2b

显然是不同的
。

国外划分的小种 2除鉴别寄生 IP 2 9 6 3 4 1对其有抗性外
,

其余所有品种都表现

高度感染 1[ `习
。

而我们划分的小种 2 却有 3个品种对其具有抗性
。

另外我们还鉴定出了不同于

国外 已报道的任何小种的新生理小种— 生理小种 3
。

就我国西瓜栽培历史之悠久
,

面积之广

大等方面来说
,

我国西瓜枯萎病菌小种分化不同于美国
、

以色列等国是完全有可能的
。

我们

试验采用的鉴别寄主也不完全相同于国外采用的鉴别寄生
,

但这些鉴别寄主对区分我国西瓜

枯萎病菌生理小种是有效的
。

因此在参考和选用国外所用的鉴别寄主的基础上
,

通过试验探

索建立我国自己的一套鉴别寄主是十分必要和有效的
。

本试验结果与张兴平
、

王呜v[,
`」的初步研究结果是相似的

,

但又有某些差别
,

主要是小种

0 和小种 1上的不同
。

这可能主要是 由于鉴别寄主的不同所致
。

1 9 8 7年 M ar t yn 的研究就表

明
,

现有的鉴别寄主还没有明确区分小种 。 和小种 1的品种图
。

由于缺乏区分小种 。 和小种 1

的适宜鉴别寄主
,

必然会在不同的试验当中由于采用不同的寄主而把同样的分离物划入不同

的小种中去
。

此外张兴平
、

王鸣的试验把生理小种 2 暂时划为不同的 2 个组
。

并指出其进一

步的划分有待继续研究确定
。

根据本试验的结果
,

认为可以把这 2 个组明确划为两个不同的

生理小种
,

即小种 b2 和小种 3
。

用病原菌菌丝体的 P O D 同工酶电泳分析结果也进一步印证了
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我们的划分是客观的
、

正确的
。

同工酶是基因表达的产物
。

应用同工酶或可溶性蛋白电泳法来鉴别区分不同的生理小种
,

是在分子水平上对其生理分化的直接鉴定
。

此法 国内外仅在玉米小斑病菌上有过成功报

道 红̀ 2 〕 。

我们首次将 P O D 同工酶的电泳分析用于西瓜枯萎病病原菌的生理分化研究中
,

证明不

同的生理小种有其不同的特征酶带
,

应用这种方法完全可以有效快速地鉴别出不同的生理小

种
,

是鉴别病原菌生理小种的一个崭新而重要的有效手段
。
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