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马铃薯疮痴病菌的多样性研究

孙艳丽 摘译
�东北农业人学 哈尔滨 �������

要防除马铃薯疮痴病首先必须研究土壤

中的病原菌生态特点
�

为此
，

对病原菌进行

合理的分类
，

并探讨了解病原菌的多样性是

很有必要的
�

本研究从 日本各地收集的病斑

上所分离出的马铃薯疮痴病菌和已知的种

�
�

�������
，

�
�

������������ 进行了表现型和基

因型方面的比较
，

并从分类学上进一步探讨

了马铃薯疮痴病菌的多样性
�

试验方法

�� 菌株

从 �个地方的马铃薯疮痴病斑上分离出

了已登记过的 �个菌株
�

从北海道分离出了

至今还没有登记过的 �� 个菌株
，

这些菌株

分别来 白于不同类型的土壤
�

为了便于进行

比较
，

本试验同时利用了 �
�

������� 的标准

菌 株 �����
， �������� ��������� 和

‘

�
�

���������勿� 的标准菌株 ���������
。

虽然

������口����� 属放线菌是主要 的土壤微生

物
，

但做为植物病原菌是非常稀少
，

所以也

为了比较研究这些少数病原菌在内的各病原

菌间的关系
，

本研究同时供试了马铃薯橡皮

病菌
。

�
�

� 病菌形态及生理特性

参照 �������和 ��������的方法观察了

白蛋白琼脂培养基上培养的病菌抱子的颜色

和抱子链的形态
�

在本研究中病菌生理特性的调查项目仍

然参照 了 ������和 ����� 所用过的方法
�

即根据 ��������和 ��������的方法在蛋白陈

���������酵母提取液 ��������������
、

铁

琼脂培养基和酪氨酸 ��������� 琼脂培养基

上观察了黑色素生成能力
�

根据 ������� 和 �������� 的方法观察

了炭源的 自养性
，

依照 ��������等人的方

法观察了氮源利用和多聚半乳糖醛酸
、

黄嗓

吟
，

木聚糖的自养性以及对生长抑制剂的耐

性
。

依照 �������� 的方法观察� ������� 的

白养性
、

根据 ��������等人的方法在无菌

条件下把用高压灭菌的 �� �� 磷酸二氢钠

和过滤灭菌的 �� �� 玻拍酸混合成 户���

�的溶液
，

然后此溶液和灭菌过的 ��������

基木液休培养基按 ���的 比率混合
，

同

���� 和 ��� 溶液把含有上述混合液的培

养基 �� 调整到 �
�

�� �
�

�
，

每个培养基的

此
，

在栽培中
，

可以通过改变施肥方式
，

降

低马铃薯块茎膨大区域的离
一

子强度来抑制病

害的发生
�

应用这种施肥方法
，

并配合以肥

料中铰离子硝化降低 �� 位的作用
，

即使在

可溶性硅酸含量较高的铝石英质土壤上
，

防

治马铃薯疮痴病也是可能的
。

在 �� 位较高

的上壤上
�

则有必要采用硫酸铝或其他方法

降低上壤 �� 值
�

而在非铝石英质土壤上栽

培马铃薯
，

则没有必要调整土壤 �� 值
�

以上通过改变施肥方式或调整土壤中离

子强度来减轻土壤病害的方法
，

迄今尚未见

有报道
，

如果这种方法能够实际应用到马铃

薯疮痴病的防治上
，

无论从经济效益上还是

在环境保护上
，

都将是最理想的防病方法
�
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然后把病原菌接种到上述

培养基
，

在 ��℃下培养 �� ��
，

观察病原

菌的生长情况
�

�� 聚类分析

参 照 �������和 ����� 的方法根据

病菌形态及生理特性 的观察结果计算菌

株 间 的 一 致 系 数 ������� � �������

������一������ ����
，

并 把 它做 为相 似

度
�

即先 计算菌株间各特性一致 的个数

所 占的百分数
，

然后根据群体平均法进

行聚类分析
�

�� ��� 的提取与 ��� 的相同性试验

��� 的提取是按照 ������� 的方

法进行
�

在 ���� �� 培养基 上 培养并

过滤后所得到的菌体里加 ��� 溶菌酶溶

液包括 �
�

�� 蔗糖
，
���� ����一盐酸

缓冲液����
�

��
，
���� ���� ����

�

��

���一，溶菌酶
�

��℃ 下溶菌 ��一 �����
，

然后加 ����一 ‘ 蛋 白酶溶液 �
�

��� ��℃

下放置 ���
，

最后加 一����一 ， ���溶液

�����
�

保 温 静 置 �� ���
�

用 酚
、

氯

仿
、

异戊醇 ��� ��� ��� 溶液除去蛋 白

质 � 次
，

而 后 用 ���������” ��沉 淀 核

酸
，

把沉 淀 的 核 酸用 �� 缓 冲液包 括

���� ����一盐 酸 缓 冲 液
。

���

���� ����
�

��溶解
�

加 ������ 分解

���
，

用酚处理后
，

以 乙醇沉淀 ���
，

再用 �� 缓 冲液溶解 ���
�

然后从供试

菌株中选择全 国各地的代表性菌株进行了

��� 相同性试验
�

�
�

� ����分析试验

从供试菌株中选取涉及全国的代表性

菌株对疮痴病致病性有关的酷酶基因进行

了 ���� 分 析 试 验
�

本 试 验 以

��������� ���菌株的酷酶基 因碱基顺序

中选取 �’ 一���……��一�
尹

及 �
�一���…

一���一�
产

片断做模板
，

利用 ��� 合成

机
，

合成了这二种低聚核营酸
，

并把它分

别做为
����和 ����标记

�

� 试验结果

��� 病菌形态及生理特性

本试验观察结果表明
，

病原菌抱子链的

形态有螺旋状 ������� ���
，

直一 波状

������������
，

半 螺旋状 �����一

�������一������� ����等 �种

类型
�

在马铃薯疮痴病斑上分离出的菌株可

划分为 �和 �两类群
，

这与谷井
、

片山
、

������� 等人的结果相一致
，

从马铃薯象皮

病斑上分离出的菌株早表现 �� 型
�

黑色

素生成能力上只有 �菌株呈阳性
，
�菌株和

�� 菌株均呈阴性
，

在其它调查项 目中没发

现与形态相一致的差异
�

但 �菌株中发现

了在 ���
�

�一�
�

�环境中能生长的菌
，

这些

菌同在酸性土壤上生长的马铃薯疮俪病菌

�
�

������������ 具有很多的共同性
，

其胞子

链形态是 �型
，

不产生黑色素
�

��� 聚类分析

根据形态及生理特性
，
利用群体平均法

所进行的聚类分析结果表明
，

供试的 �� 个

菌株以 ���的相似度聚类成 �个类群
，

而

以 ���的相似度聚类成 �个类群
�

在上述

聚类分析结果中
，

胞子链的形态及黑色素的

生成能力占很大的比重
�

在 �菌株中
，

从

九州分离出的菌株和北海道分离出的菌株分

别以 ���的相似度划为同一类群
，

在本研

究中虽然计算了各供试菌株同 �
�

������� 及

�
�

������������标准菌株的相似度
，

但由于

计算时的项目数与各供试菌株间计算时的项

目数不同
，

所以在聚类分析上只用相似度进

行 了 比较
。

其结果表明
，

在 �菌株中有 弓

个菌株表现同 �
�

����论� ���������
，
���

以上的相似度
，

在 �菌株中有 �个菌株表

现 同 �
�

���曲
������ ���������

，

��� 以上

的相似度
。
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��� ��� 相同性试验

��� 相同性试验结果表明
，
�菌株和

�菌株间相同性很小
�

从九州和本州分离出

的 �菌株彼此间表现很大的相同性���� �

�����
，

但与北海道分离出的 �菌株间表现

很小的相同性 �����
�

从九州分离出的 �

菌株彼此间以及北海道分离出的 �菌株彼

此间表现很大的相同性 �“ �和 ����，

但

九州和北海道的 �菌株之间的相同性很小

��� � ���
�

从千叶县和北海道分离出的

�� 菌株之间表现很大的相同性 �����
�

从九州分离出的 �菌株和 � 菌株分别同

�
�

����匆�
，
���

������和 �
�

��
���

��������
��

�����表现很大的相 同性 �“ �和 ��� �

�����
�

在 �菌株和 � 菌株内
，

九州的菌

株和北海道的菌株之间 ��� 的相同性很

小
，

这与 ������� 的结果是相一致的
�

�
�

� ����分析

验证 ��������’ �� 菌株的酷酶基因低

聚核昔酸片断大小结果表明
，

在 �菌株中

除了北海道菌株外的 �个菌株分别与 ���，的

��
�

���片断和 ����的 �
�

���片断或其中一

个片断具有共通性
�

但也有个别菌株 ���
，和

��气的部分片断表现不同
�

在 �菌株中
，

北

海道菌株只有与 ����的 �
�

���片断表现共

同 性
，

而 其 它 片 断 没 表 现 共 同 性
。

������纪� ���������标 准 菌株 的 ���� 的

��
�

���片断同九州和本州分离出的 �菌株

表现很多的共同性
�

� 讨 论

在本研究中
，

从马铃薯疮痴病斑和橡皮

病斑上分离出的病菌其根据抱子链的形态差

异可划分成 �种类型 ��
、

�
、

���
�

过去

在日本所报道的马铃薯疮痴病病原菌抱子链

形态有 �型和 � 型
。

还有报道指出存在不

具有黑色素生成能力的 �型病原菌
�

但本

研究结果表明
，

黑色素生成能力的有无与形

成差异是完全一致的
，

即只有 �型病原菌

具有黑色素生成能力
，

并且只有从马铃薯象

皮病斑上分离出的病菌抱子链形态是 ��

型
�

这说明象皮病病原菌同马铃薯疮痴病菌

分别属于不同的种
，

这与过去的研究结果是

一致的
�

已有报道指出
，

马铃薯疮痴病的主要病

原菌有 �
�

����犯� �标准菌株 ����������

和酸性土壤中的 �
�

����臼����’�� �标准菌株

����������
�

�
�

���云沁�标准菌株同本研究

所供试的 �菌株相 比较
，

在基本特性上都

是一致
，

即抱子链形态是 �型
，

黑色素生

成能力是阳性
，

能利用 ���调查项 目中的

所有糖类等
�

但其它生理特性方面菌株之间

有差异
，

并且没有明显的一致现象
�

然而
，

在 相 似度 上 九 州 和 本 州 的 部分 菌株 同

��������� 标 准菌株表现 ��� 以上 的高

值
，

说明上述菌株同 �
�

�������标准菌株相

类似
�

���������标准菌株同所供试的 �

菌株比较结果表明
，

两者的抱子链形态都为

�型
，

黑色素生成能为阴性
，

说明在这方面

两者的性质是一致
�

然而 �
�

���������勿，标

准菌株不能把棉籽糖做炭源可利用
，

而所供

试的所有 �菌株都能把棉籽糖做炭源可利

用
，

其它生理特性方面菌株之间没有明显的

一致现象
�

九州的 �个菌株同 巴配����������

的标准菌株在特性上很一致
，

与标准菌株间

的相似度方面也表现 ��� 的高值
，

这表示

上 述 � 个 菌 株 可 能 是 �
�

�������������

��������根据 ����刀���夕���属 ��� �包括标

准菌株在内�个菌株的 ��� 项调查性状结果

计算了相似度 ������
，

按 ”
�

��相似度

把上述 ��� 个菌株分成 �� 个组群
，

这些组

群分别相当于 �
�

����勿�及 �
�

������������
·

但 ������提出计算相似度时所依据的性状

数 口应该是 �� 个以上
�

因此
，

在本研究中

只根据几个表现性状计算相似度
，

并由此断
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定 供 试 分 离 菌 株 与 �
�

����沁， 及 ��

��讨�����企�标准菌株间的亲缘关系认为定

论的可靠性较差
�

根据 ��� 的相同性来定论种间的关系

时
，

其相同性应该是 ��� 以上
�

但也有人

建论相 同性 ��� 以上就可认定属于 同一

种
�

因此可知
，
��� 的相同性应达到百分

之多少才能认定是属于同一种
，

则是人为的

问题常有争论
�

然而
，

��� 的相同性则是

了解同属种间的近缘菌株之间亲缘关系的有

效方法
，

其数值的大小表示菌株之间亲缘关

系的远近
�

根据本试验结果认为
，

本州和九州的 �

菌株与 �
�

����企� ��������� 标准菌株间亲

缘关系较近
，

与北海道的 �菌株间亲缘关

系较远
�

九州 �佐贺县�的 � 菌株彼此之

间及北海道的 �菌株彼此之间亲缘关系较

近
，

但九州和北海道的 � 菌株之间亲缘关

系较远
�

�
�

������������ ���������标准菌

株与九州的 � 菌株间亲缘关系较近
，

从马

铃薯象皮病斑中分离出的木州和北海道的

�� 菌株表现很高的相同性
，

认为彼此间亲

缘关系较近
。

本试验的 ����分析结果表明
，

九州

及本州的 �株同 �
�

������� ���������株具

有很高的相似性
，

但同北海道的 �株差异

很大
，

这与 ��� 相同性试验所表示的菌株

的 菌 株 间 血 缘 关 系 结 果 相 一 致
�

�������一 ���� 等 人 利 用 �
� 。 ���������

，

���������菌 株 的
���� 操 纵 子 合 成

�
�

���的 ��� 标记
，

用它所进行的 ����

分析结果表明
，

马铃薯疮痴病菌在遗传上是

多种多样的
，

并指出要开发马铃薯疮痴病菌

的简单检测方法
，

首先要明确疮痴病菌所共

有的致病基因
。

这次所探讨的软木脂分解酷

酶基因是把分解马铃薯表层的软木脂酷酶做

����，

它在病原菌侵人上是很重要
�

因此

可以把酷酶基因做为马铃薯疮痴病菌检测及

识别中的有效标记
�

另外在本试验中以软木

脂分解酷酶基因为模板合成的低聚核普酸并

没有与供试的全部病原菌株形成杂合体
�

因

此
，

认为疮痴病菌的酪酶基因稳定性较低
�

�������� 和 ����等人从马铃薯疮痴

病 斑 上 分 离 出 诱道 疮 痴病 的化 学物 质

��������� ���������
，

并确认此物质的生成

能力大小与 �
�

������� 的致病性间存在着正

相关
，

因此今后此物质的生成能力大小指标

可用于病原菌的判定上
�

由上述结果可知
，

在 日本存在着表现型

和遗传型两方面均不同的多种疮痴病菌
，

而

且病菌种类至少有 �种
，

其中 �种是在分类

学上与 �
�

����论�及 �
�

����������’�� 亲缘关

系非常近
，

其余 �种是与 �
�

������� 和 ��

������
���幼� 亲缘关系较远

，

有可能相当于

不同的种
，

而且这些不同的病菌都是从北海

道分离出来的
，

说明北海道的病原菌有特异

性
�

�前很难只根据表现型判断病原菌的种

类
，

��� 相同性试验对探明马铃薯疮痴病

病原菌种类以及与已知病原菌株间的关系则

是很有效的手段
�

但形态和生理特性均不同

的木州 �菌之一的 ����菌株 ��� 和北海

道 �� 菌之一的 �一卜�菌株 ��� 表现着

��� 的相同性
�

这就说明
�

要明确象同属

的种之间这样亲缘关系比较近的菌株间的亲

缘关系时
，

有必要根据形态及生理特性和

��� 相同性试验综合起来进行详细的分

析
�

在遗传上多种多样的 ��������，��� 属

放线菌株具有致病性这一事实可知
，

要详细

地分析病原菌则利用与致病性有关的 ���

水平上进行检测病原菌是一种很有效的方

法
，

今后需要进一步研究发病机理和病原基

因的解明
�

�


