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摘要院 采用生物学培养性状尧致病力测定和 陨杂杂砸 分子标记方法研究 员缘 个棉花黄萎病代表菌株的

遗传变异遥 结果表明袁供试菌株的生长速率尧孢子产量与致病力的强弱呈正相关遥 致病力测定结果

显示袁致病力强的玉型有 苑 个菌株袁占 源远援 远苑豫 袁平均病情指数大于 猿远援 员曰致病力弱的域型有 猿 个菌

株袁占 圆园援 园园豫 袁平均病情指数在 圆员 以下曰致病力中等的芋型有 缘 个菌株袁占 猿猿援 猿猿豫 袁平均病情指

数在 圆园 耀 圆愿 之间遥 用 源 条 陨杂杂砸 引物对这些菌株进行 孕悦砸 扩增袁共得到 远圆猿 个条带袁具多态性的有

源圆缘 条遥 聚类分析和相似系数分析结果显示袁在 园援 缘缘 遗传相似水平下袁供试菌株分为 圆 个遗传类

型袁遗传类型与菌株致病力类型存在明显的相关性袁与菌株地理来源也具有一定的相关性遥
关键词院 棉花黄萎病菌曰 致病力分化曰 简单序列重复区间渊 陨杂杂砸冤曰 遗传多样性
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摇 摇 棉花黄萎病是一种世界性土传植物维管束萎焉

病害袁其病原菌 灾藻则贼蚤糟蚤造造蚤怎皂 凿葬澡造蚤葬藻 运造藻遭援 寄主范围

广尧传播途径多尧危害重袁且存在着明显的致病力分

化咱员暂 遥员怨苑苑要员怨苑愿年我国棉花黄萎病菌生理型联
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合试验组袁用 愿 省渊区冤员园 个棉花黄萎病菌系对 怨 个

鉴别寄主进行致病力测定认为袁我国存在致病力强

的生理型玉袁以陕西泾阳菌系为代表曰致病力较弱的

生理型域袁以新疆和田菌系为代表曰致病力中等的生

理型芋袁以河南安阳菌系为代表咱圆暂 遥 之后袁全国有

关植棉省区相继报道棉花黄萎病菌有致病力分化现

象遥 李艳等咱猿暂 在陕西三原棉田土壤中分离出了引

起不同症状表型的棉花黄萎病菌株袁发现同一棉田

不同菌株之间存在致病力变异遥 朱荷琴等咱源暂 研究

发现河南安阳棉花黄萎病菌存在明显的致病力变

异袁其中菌丝型渊粤灾杂冤菌株是新的致病力类型袁其致

病力高于陕西泾阳菌系和江苏落叶型菌系 灾阅鄄愿袁也
高于美国强致病力落叶型菌系 栽鄄怨遥

近年来袁棉花黄萎病在陕西关中和渭北棉区持

续发生危害袁成为制约棉花生产优质高产的主要因

素之一遥 国内外对棉花黄萎病菌的致病力分化已有

很多研究袁但对病原菌致病力分化与基因遗传多样

性之间的关系报道很少遥 为了理清陕西关中和渭北

棉区棉花黄萎病菌的致病力分化及其遗传多样性袁
作者 圆园园源要圆园园苑 年对从陕西关中和渭北棉区采集

分离的棉花黄萎病代表性菌株进行了培养性状尧致
病力分化和 陨杂杂砸 渊陨灶贼藻则 泽蚤皂责造藻 泽藻择怎藻灶糟藻 则藻责藻葬贼袁简单

序列重复区间冤分子遗传标记的研究遥
员 材料与方法

员援 员 材料

供试棉花黄萎病菌菌株为陕西关中和渭北棉区

棉花病株上采集的单孢分离菌株院杨凌 灾源圆 和 灾怨源尧
眉县 灾员猿 和 灾圆远尧兴平 灾猿缘尧礼泉 灾苑怨尧大荔 灾缘远尧三
原 灾员苑 和 灾缘园尧户县 灾怨尧浦城 灾圆源尧富平 灾愿圆尧乾县

灾源员遥 以致病力较强的陕西泾阳菌系和致病力较弱

的新疆和田菌系为参照菌株遥
员援 圆 方法

员援 圆援 员 棉花黄萎病菌的培养性状测定

将棉花黄萎病单孢分离菌转接在 孕阅粤 平板上袁
圆缘 益恒温箱中培养 员缘 天袁观察比较菌落形态和质

地变化遥
员援 圆援 圆 棉花苗期致病力测定

采用中棉尧海岛棉和陆地棉的 缘 个棉花鉴别寄

主测定棉花黄萎病菌的致病力分化遥 鉴别寄主分别

为院中棉石系亚尧海岛棉 苑员圆源尧陕 源园愿园尧陕 圆圆猿源尧泗棉

猿 号遥 其中袁中棉石系亚袁由中国农业科学院植物保

护研究所简桂良先生提供曰海岛棉 苑员圆源尧泗棉 猿 号袁

由中国农业科学院棉花所提供遥 供试棉花种子经脱

绒尧消毒后播种到营养钵中袁置温室条件下培养遥 每

个测试菌株接种 缘 个鉴别寄主袁每个鉴别寄主接种 猿
钵袁猿 次重复遥 待棉苗出土后袁每钵留健苗 源 耀缘 株遥

测试菌株在 孕阅粤 平板上培养 员园 耀 员缘 天后袁用
直径为 源皂皂 的打孔器在菌落边缘打取菌饼袁接种到

查彼得液体培养基中遥 在 圆缘益尧员缘园 则 辕 皂蚤灶 摇床上振

荡培养 员缘 天后袁培养液用纱布过滤制成分生孢子悬

浮液遥 然后袁用血球计数板在显微镜下观察计数悬

浮液孢子数量袁并将孢子浓度调到 员 伊 员园远 个孢子 辕
皂蕴 备用遥

当棉苗长出 猿 片真叶尧员 片心叶时袁参考石磊岩

等咱缘暂的方法进行伤根接种袁并设清水接种对照遥 在

棉株接种后的第 员缘尧圆园尧圆缘 和 猿园 天袁按全国棉花黄

萎病苗期病情分级标准咱远暂 袁调查记载各处理的总株

数尧发病株数和病级袁观察病害症状类型袁并以第 猿
次调查的病情指数划分供试菌株致病力的强弱咱苑暂 遥
员援 圆援 猿 棉花黄萎病菌的 陨杂杂砸 分析

将经查彼得液体培养基培养的菌丝体经纱布过

滤袁液氮冷冻后研磨成细粉遥 采用改进的 杂阅杂鄄
悦栽粤月 渊泽燥凿蚤怎皂 凿燥凿藻糟赠造 泽怎造枣葬贼藻鄄糟藻贼赠造贼则蚤皂藻贼澡赠葬皂皂燥灶蚤怎皂
遭则燥皂蚤凿藻袁 十二烷基磺酸钠 原溴代十六烷基三甲

胺冤 咱苑暂方法袁提取菌丝体的 阅晕粤遥 扩增引物选用美

国哥伦比亚大学公布的 源 条 陨杂杂砸 引物院愿愿缘尧愿愿怨尧
愿员愿 和 愿源圆袁序列为 月匀月渊郧粤冤苑尧阅月阅渊粤悦冤苑尧渊悦粤冤愿郧尧
渊郧粤冤愿再郧袁由沃而尔森生物试剂公司合成遥

陨杂杂砸 反应体系为院凿晕栽孕 员缘园 滋皂燥造窑蕴 原员尧引物

园援 缘 滋皂燥造窑蕴 原员尧栽葬择 阅晕粤 聚合酶 员援 缘 哉尧阅晕粤 圆 皂早窑
蕴 原员尧员园 载 月怎枣枣藻则 渊运悦造 缘园 皂皂燥造窑蕴 原员尧栽则蚤泽鄄匀悦造 员园园
皂皂燥造窑蕴 原员尧酝早悦造圆 圆园 皂皂燥造窑蕴 原员 冤 圆援 缘滋蕴遥 反应条

件院怨源 益 缘 皂蚤灶袁苑圆 益 源缘 泽袁员 个循环曰怨源 益 源缘 泽袁最高

退火温度 源缘 泽袁每个循环降 园援 缘 益袁苑圆 益 源缘 泽袁猿园 个

循环曰怨源 益 源缘 泽袁最低退火温度 源缘 泽袁苑圆益 源缘 泽袁员园 个

循环曰苑圆 益 员园 皂蚤灶袁源 益保存遥
员援 圆援 源 数据处理

致病力测定数据采用 杂粤杂 渊 泽贼葬贼蚤泽贼蚤糟葬造 葬灶葬造赠泽蚤泽
泽赠泽贼藻皂冤统计软件包进行分析咱愿暂 袁陨杂杂砸 采用 晕再杂栽杂
圆援 园 软件咱怨暂 统计数据遥 陨杂杂砸 的 孕悦砸 产物 孕粤郧耘 电

泳图袁按凝胶同一位置上 阅晕粤 带的有无进行统计袁
有带的记为 员袁代表 员 个引物的结合位点袁无带的记

为 园袁生成 园 辕 员 矩阵袁仅记录清晰尧可重复的条带遥
菌株间的相似系数采用 阅蚤糟藻 系数计算院杂蚤躁 越 圆晕蚤躁 辕
渊晕蚤 垣 晕躁冤袁 式中 晕蚤 代表菌株 蚤 的条带数目袁 晕躁 代表
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菌株 躁 的条带数目袁晕蚤躁为菌株 蚤 和 躁 共有带数目遥 采

用 哉孕郧酝粤渊怎灶憎藻蚤早澡贼藻凿 责葬蚤则 早则燥怎责 葬则蚤贼澡皂藻贼则蚤糟冤法进行

聚类分析遥
圆 结果与分析

圆援 员 棉花黄萎病菌的培养性状

供试菌株培养 员缘 天后袁根据菌落的培养性状及

形态特征袁将 员猿 个供试菌株划分为菌核型渊粤灾匀冤尧
菌丝型渊粤灾杂冤和中间型渊粤灾酝冤三类遥 其中菌核型

菌株 灾缘远尧灾圆远尧灾苑怨尧灾愿圆尧灾员猿尧灾圆源尧灾员苑 和 灾源员 菌

丝生长较密集袁菌落深黑色袁中央有白色或灰白色气

生菌丝团袁分生孢子数量较多袁产生大量的微菌核遥
菌丝型菌株 灾猿缘 的菌落表面呈白色或浅黄色袁质地

较硬尧气生菌丝发达呈绒毛状袁无辐射状条纹袁无同

心纹袁分生孢子多袁不产生微菌核遥 中间型菌株

灾缘园尧灾怨尧灾源圆 和 灾怨源 的菌落边缘光滑袁分生孢子比

菌核型多袁比菌丝型少袁产生的微菌核数比菌核型

少袁颜色也较浅遥

圆援 圆 致病力测定

用 杂粤杂 软件对各供试菌株的病情指数进行方

差分析袁结果表明袁菌株间 孕 越 园援 园园员远袁鉴别寄主不

同棉花品种间 孕 越园援 园园园圆袁均小于 园援 园缘袁说明 缘 个鉴

别寄主间存在抗病或感病性差异袁同时袁也表明供试

菌株间存在着明显的致病力变异遥 员缘 个供试菌株

可划分为致病力较强的玉型尧致病力较弱的域型和

致病力中等的芋型渊表 员冤遥 其中玉型有 苑 个菌株

渊灾缘远尧灾圆远尧灾苑怨尧灾员猿尧灾愿圆尧灾圆源尧泾阳冤袁占 源远援 远苑豫 袁
棉株发病早且重袁部分出现整株枯死袁平均病情指数

大于 猿远援 员遥 域型有 猿 个菌株渊灾猿缘尧灾怨源尧和田冤袁占
圆园援 园园豫 袁棉株发病迟尧病情轻袁多数叶片发黄袁未发

现棉株枯死现象袁平均病情指数在 圆员 以下遥 芋型有

缘 个菌株渊灾员苑尧灾源圆尧灾源员尧灾怨尧灾缘园冤袁占 猿猿援 猿猿豫 袁发
病稍晚于玉型菌株袁发病较重袁多数叶片产生黄绿相

间的病斑袁个别出现整株枯死现象袁平均病情指数在

圆园 耀 圆愿 之间遥

表 员 员缘 个棉花黄萎病菌系对 缘 个棉花品种的致病力

栽葬遭造藻 员 孕葬贼澡燥早藻灶蚤糟蚤贼赠 贼藻泽贼蚤灶早 憎蚤贼澡 员缘 泽贼则葬蚤灶泽 燥枣 灾藻则贼蚤糟蚤造造蚤怎皂 凿葬澡造蚤葬藻 凿藻枣蚤灶藻凿 葬泽 贼燥 缘 糟燥贼贼燥灶 凿蚤枣枣藻则藻灶贼蚤葬造 糟怎造贼蚤增葬则泽

菌株
杂贼则葬蚤灶

中棉石系亚
杂澡蚤曾蚤赠葬

病指
阅蚤泽藻葬泽藻
蚤灶凿藻曾

反应型
砸藻葬糟贼蚤燥灶

贼赠责藻

海岛棉 苑员圆源
匀葬蚤鄄苑员圆源

病指
阅蚤泽藻葬泽藻
蚤灶凿藻曾

反应型
砸藻葬糟贼蚤燥灶

贼赠责藻

陕 源园愿园
杂澡葬灶 源园愿园

病指
阅蚤泽藻葬泽藻
蚤灶凿藻曾

反应型
砸藻葬糟贼蚤燥灶

贼赠责藻

陕 圆圆猿源
杂澡葬灶 圆圆猿源

病指
阅蚤泽藻葬泽藻
蚤灶凿藻曾

反应型
砸藻葬糟贼蚤燥灶

贼赠责藻

泗棉 猿 号
杂蚤皂蚤葬灶鄄猿

病指
阅蚤泽藻葬泽藻
蚤灶凿藻曾

反应型
砸藻葬糟贼蚤燥灶

贼赠责藻

平均
病指

粤增藻则葬早藻
凿蚤泽藻葬泽藻
蚤灶凿藻曾

致病力
类型

孕葬贼澡燥早藻灶鄄
蚤糟蚤贼赠
贼赠责藻

灾缘远 圆怨援 远 栽 圆怨援 源 栽 源怨援 缘 杂 员怨援 圆 砸 缘缘援 猿 杂 猿远援 远 玉
灾圆远 缘园援 缘 杂 猿圆援 苑 栽 圆缘援 源 栽 圆远援 猿 栽 远园援 圆 杂 猿怨援 园 玉
灾苑怨 员圆援 源 砸 圆源援 怨 栽 缘缘援 猿 杂 猿员援 圆 栽 缘远援 苑 杂 猿远援 员 玉
灾员猿 猿源援 园 栽 猿圆援 园 栽 源园援 园 杂 圆远援 缘 栽 缘怨援 苑 杂 猿愿援 源 玉
灾愿圆 圆源援 缘 栽 源缘援 苑 杂 源猿援 圆 杂 猿缘援 远 杂 猿苑援 怨 杂 猿苑援 源 玉
灾圆源 缘园援 圆 杂 员圆援 源 砸 源圆援 怨 杂 源员援 猿 杂 源源援 远 杂 猿愿援 猿 玉

泾阳 允蚤灶赠葬灶早 猿园援 源 栽 猿苑援 愿 杂 源源援 愿 杂 源圆援 员 杂 源缘援 园 杂 源园援 园 玉
灾员苑 员园援 猿 砸 员猿援 愿 砸 猿怨援 怨 杂 员圆援 远 砸 缘园援 远 杂 圆缘援 源 芋
灾源圆 员愿援 园 砸 员远援 愿 砸 猿圆援 愿 栽 圆员援 愿 栽 圆缘援 怨 栽 圆猿援 员 芋
灾源员 员缘援 园 砸 员园援 缘 砸 猿圆援 园 栽 源苑援 猿 杂 猿圆援 园 栽 圆苑援 源 芋
灾怨 员缘援 园 砸 源员援 缘 杂 员远援 源 砸 圆缘援 愿 栽 猿源援 苑 栽 圆远援 苑 芋
灾缘园 圆缘援 圆 栽 员员援 圆 砸 圆缘援 圆 栽 圆怨援 缘 栽 圆园援 缘 栽 圆圆援 猿 芋
灾猿缘 员远援 缘 砸 员源援 猿 砸 圆源援 苑 栽 圆猿援 远 栽 圆圆援 源 栽 圆园援 猿 域
灾怨源 圆缘援 园 栽 员员援 园 砸 圆源援 怨 栽 圆园援 园 砸 圆员援 圆 栽 圆园援 源 域

和田 匀藻贼蚤葬灶 员源援 怨 砸 员圆援 园 砸 员缘援 远 栽 员怨援 圆 砸 圆猿援 苑 栽 员怨援 员 域

摇 摇 此外袁玉型菌株对鉴别寄主袁特别是对陕 源园愿园
和泗棉 猿 号导致的病害较重袁病级大多达 源 级以上袁
造成落叶光杆或死株遥 域型菌株对鉴别寄主一般造

成轻微黄斑袁病级在 员 耀 猿 级之间遥 芋型菌株对鉴别

寄主往往造成西瓜皮症状袁病级在 猿 耀源 级之间遥 根据

病害症状表现袁发病棉株以非落叶型为主袁占缘远援 猿豫 袁

怨圆员 期 毛摇 岚等院陕西棉花黄萎菌致病力分化及其遗传多样性



落叶型病株占 源猿援 苑豫 遥 试验结果证实袁近年来陕西

棉花黄萎病严重发生与棉花黄萎病菌的致病力分化

有关遥
圆援 猿 陨杂杂砸鄄孕悦砸 检测

用 源 个引物对 员猿 个供试菌株进行 陨杂杂砸鄄孕悦砸 扩

增袁共扩增得到 远圆猿 个带条袁其中具有多态性的 源圆缘
条袁占 远愿援 圆圆豫 遥 分析结果表明袁陨杂杂砸 标记可以很好

地揭示出棉花黄萎病菌菌株间的遗传差异和亲缘关

系袁并显示棉花黄萎病菌具有丰富的遗传多态性

渊图 员冤遥

图 员 源 个引物对 员猿 个棉花黄萎病菌菌株的 孕悦砸 扩增结果

云蚤早援 员 陨杂杂砸鄄孕悦砸 葬皂责造蚤枣蚤糟葬贼蚤燥灶泽 燥枣 凿蚤枣枣藻则藻灶贼 责则蚤皂藻则泽 燥枣 员猿 泽贼则葬蚤灶泽 燥枣 灾藻则贼蚤糟蚤造造蚤怎皂 凿葬澡造蚤葬藻
摇 摇 注院员 耀 员猿院菌株 灾怨尧灾猿缘尧灾苑怨尧灾愿圆尧灾圆源尧灾员苑尧灾缘园尧灾源圆尧灾怨源尧灾源员尧灾缘远尧灾员猿尧灾圆远曰悦运院无菌水曰酝院酝葬则噪藻则遥 晕燥贼藻院 员 原 员猿 憎藻则藻 泽贼则葬蚤灶泽
灾怨袁灾猿缘袁灾苑怨袁灾愿圆袁灾圆源袁灾员苑袁灾缘园袁灾源圆袁灾怨源袁灾源员袁灾缘远袁灾员猿袁灾圆远曰 悦运院 泽贼藻则蚤造藻 凿蚤泽贼蚤造造藻凿 憎葬贼藻则曰 酝院皂葬则噪藻则援
圆援 源 供试菌株相关性及聚类分析

根据 陨杂杂砸 标记数据计算出供试菌株间的遗传

相似系数袁其变异范围是 园援 圆圆 耀 员援 园园袁其中 灾怨源 和

灾员猿 相似系数最低渊园援 圆圆冤袁灾苑怨 和 灾圆远 相似系数最

高渊员援 园园冤遥 表明部分菌株间的遗传差异较大遥
在遗传相似系数 园援 缘缘 处袁陕西省 员园 个不同县

区的 员猿 个供试菌株可分为 圆 个遗传类型袁类型玉包

括来自兴平的 灾猿缘 和杨凌的 灾怨源 两个菌株曰类型域
包括来自户县尧蒲城尧三原等县区的 员员 个菌株遥 另

外袁类型域又可进一步划分为 圆 个亚类型袁第一亚类

型包括菌株 灾怨尧灾源圆尧灾缘园尧灾员苑 和 灾圆源袁第二亚类型

包括其余的 远 个菌株渊图 圆冤遥 这表明袁棉花黄萎病

菌的遗传类群与其地理来源有一定的相关性遥
猿 讨论

本研究结果表明袁供试菌株菌落生长速率尧产孢

量与病原菌的致病力强弱呈正相关遥 这一结论与贾

涛等咱员园暂关于棉花黄萎病菌的致病力分化加重危害

和导致品种抗病性降低的观点相符遥 另外袁供试菌

株存在明显的致病力分化袁在 陨杂杂砸 遗传基因区域上

也表现出变异遥 根据供试菌株遗传相似距离划分的

陨杂杂砸 类群与致病力类型之间存在着一定的相关性袁
其中除 灾圆源 和 灾源员 菌株外袁所有菌株的 陨杂杂砸 类群

与致病力类群都一致遥 这与朱有勇等咱员员暂 报道的棉

花黄萎病菌 砸粤孕阅 指纹类型与病菌致病类群无相关

性的结论不同袁而与石磊岩等咱员圆暂报道的棉花黄萎病

菌 砸粤孕阅 指纹类型与病菌落叶与非落叶症状表型基

本一致的研究结果相似遥 本研究结果还表明袁陨杂杂砸
聚类分析与相似系数值的大小袁在一定程度上与菌

株间的亲缘关系和地理来源有关联袁比如院来自礼泉

的 灾苑怨 菌株和眉县的 灾圆远 菌株完全相同袁而关联性

不强的杨凌 灾怨源 和 灾源圆 菌株分属于不同的亚类型袁
亲缘关系较远袁这与邹亚飞等咱员猿暂的研究结果相似遥
摇 摇 鉴于 陨杂杂砸 指纹类型与致病力类群的相关性袁以
及 陨杂杂砸 分子标记准确快速尧不受客观环境影响尧试
验周期短尧重复性好和显性标记等特点袁这种分子标

记方法可供人们在棉花黄萎病菌的遗传分化和分子

变异等方面的研究中应用遥
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图 圆 员猿 个棉花黄萎病菌菌株的聚类分析图

云蚤早援 圆 悦造怎泽贼藻则 葬灶葬造赠泽蚤泽 燥枣 早藻灶藻贼蚤糟 凿蚤泽贼葬灶糟藻泽 葬皂燥灶早 员猿 泽贼则葬蚤灶泽 燥枣 灾藻则贼蚤糟蚤造造蚤怎皂 凿葬澡造蚤葬藻
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