
利用Nit 突变体和RAPD 标记研究玉米弯孢叶斑病菌的营养体亲和性
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摘要  分别利用Nit 突变体技术和RAPD 标记 , 对来自河南省不同地区的10 个新月弯孢菌株的营养体亲和性进行了研究。结果显示: 利
用Nit 突变体技术将供试菌株分为3 个VCGs ;利用RAPD 标记 ,以0 .5 为阈值将供试菌株分为3 个遗传类型 ; 来自同一个VCGs 的菌株属
于同一个遗传类型, 表明Nit 突变体技术可用于玉米弯孢叶斑病菌菌株间亲缘关系的研究。
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Study on Vegetative Compatibility of Maize Curvularia Leaf Spot Fungus with Nit Mutants and RAPD Fingerprint
DOU Yan- ping et al  ( Department of Bio-engineeri ng , Henan Institute of Science and Technology , Xi nxiang , Henan 453003)
Abstract  Vegetative compatibility of 10 isolates of Curvulari a l unata fromdifferent areas of Henan province was analyzed with nitrate non-utilizi ng ( Nit)
mutants and RAPDfingerprints techniques . Results showed : ① All isolates belonged to 3 different vegetative compatibility groups ( VCGs) . ②The iso-
lates mentioned-above can be divided into 3 genotypes based onthreshold 0 .5 of genetic distance with RAPDfi ngerprint . ③The isolates i nvolved in the
same VCG also belonged to one genotype . The results indicated that Nit mutant techni que could be used i nthe study onthe genetic relationships among
isolates of maize Curvularia leaf spot fungus .
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  营养体亲和性是病原真菌较为稳定的遗传特征, 由于基

因连锁关系, 一些具有营养体亲和性的基因就可能成为高频

率的基因。利用营养体亲和性技术可以研究病原真菌的种

内分化, 进而了解病害流行趋势并对其进行监测, 尽早做好

预防工作。Puhalla[ 1] 最先提出用营养体亲和群( VCG) 来划分

尖孢镰孢的不同专化型, 主要根据硝酸盐利用缺陷型突变株

( Nit 突变体) 的配对互补现象, 判断菌株间的遗传相似性, 进

而将其归为不同的营养体亲和群。VCG 技术对于研究未知

其有性世代的半知菌菌株间的遗传关系有重大意义。

DNA 随机扩增多态性( RAPD) 分析是基于PCR 原理的一

种分子生物学技术, 可用于真菌的遗传多态性研究。这已在

很多真菌的研究中得以证实, 如镰刀菌[ 2] 、大麦白粉病菌[ 3] 、

稻瘟病菌[ 4] 、玉米灰斑病菌[ 5] 和高粱丝黑穗病菌[ 6] 等。

笔者分别利用Nit 突变体技术和RAPD 标记对来自河南

省不同地区的新月弯孢菌株进行研究, 以了解其遗传背景 ,

为该病害的预测预报和玉米抗病育种工作提供理论依据。

1  材料与方法

1 .1 供试菌株 从河南省不同玉米种植区分离出10 个新月

弯孢( Curvulari a l unata) 分离物( 表1) 。

  表1 供试菌株及其地理来源

菌株 来源 菌株 来源

XY1 信阳 ZK2 周口

LH1 漯河 ZK3 周口

LH2 漯河 XX1 新乡

LH3 漯河 XC1 许昌

ZK1 周口 JZ1 焦作

1 .2 利用 Nit 突变体测营养体亲和性  

1 .2 .1  培养基。PDA 培养基: 用于菌株的分离, 单孢纯化 ,

培养及保存;KPS 培养基( PSA + KCl O3) : 用于Nit 突变体的诱

导;MM 培养基: 用于 Nit 突变体的鉴定 ;MO2 培养基、MH 培
�
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1 .2 .2 Nit 突变体的诱导和鉴定。将供试菌株在PDA 培养

基上活化, 挑取菌落边缘幼嫩菌丝块约 2 mm2 , 接种于含

2 .0 %KCl O3 的KPS 培养基上, 在25 ℃恒温暗培养, 观察菌落

生长情况。如出现不规则生长( 非辐射状菌落) , 假定其为Nit

突变体。在每一不规则菌落区的边缘挑取菌丝, 转入 MM 培养

基, 若不产生气生菌丝或菌落很薄, 证明其形成了硝酸盐营养

缺陷型( Nit) 突变体, 之后将其转入PDA 斜面, 保存备用。

1 .2 .3  Nit 突变体生理表型的划分。将稳定的 Nit 突变株

分别转入 MO2 和 MH 培养基。根据突变株对2 种培养基中

氮源的利用能力, 将其分为不同的生理表现类型( 表2) 。

  表2 不同类型Nit 突变体的表现型

突变体类型
不同氮源培养基上的生长情况

MO2 MH
Nit1 + +
Nit M + -
Nit3 - +

 注 : + 表示有明显气生菌丝产生 , - 表示菌丝只在培养基内扩展。

1 .2 .4  营养体亲和性的测定。在 MM 平板中央放置某菌

株的任一个特殊类型( Nit M 或 Nit3) 突变体, 周围近等距离

放置其他菌株的Nit1 型突变株 , 间距约1 .5c m, 于25 ℃下黑

暗培养。如在2 菌株的突变体菌落交界处有明显的气生菌

丝形成, 表明这2 个菌株属于同一营养体亲和群( VCG) ; 反

之,2 菌株属于不同的营养体亲和群。

1 .3  RAPD 扩增

1 .3 .1  基因组 DNA 的提取与检测。将供试菌株在PDA 平

板上活化, 用无菌水洗菌丝配成孢子悬液。取适量孢子悬

液接种于盛有100 ml PD 培养液的三角瓶中 , 置于29 ℃恒温

摇床 ,130 r/ min 振荡培养4 ～5 d。用无菌纱布过滤获取菌

丝, 根据 CTAB 法提取菌丝基因组 DNA。取5 μl 模板 DNA

经1 % 的琼脂糖凝胶电泳检测 DNA 的有无 , 之后置于 - 20

℃冰箱中保存。

1 .3 .2  引物筛选。从由上海生物工程有限公司合成的60

条10 bp 随机引物中筛选出带型清晰、重复性好的8 条( 表

安徽农业科学,Journal of Anhui Agri .Sci .2006 ,34(19) :4859 - 4860                   责任编辑  金琼琼 责任校对 金琼琼



3) , 用于供试菌株的 RAPD 扩增和 DNA 图谱分析。

  表3 引物及其碱基组成

引物 碱基组成(5′-3′) 引物 碱基组成(5′-3′)

S8 GTCCACACGG S36 AGCCAGCGAA

S18 CCACAGCAGT S37 GACCGCTTGT

S20 GGACCCTTAC S43 GTCGCCGTCA

S22 TGCCGAGCTG S51 AGCGCCATTG

1 .3 .3  RAPD 扩增。采用25 μl 反应体系:10 ×PCR 反应缓

冲液2 .5 μl ;10 mmol/ L dNTP 2 μl ;10 μmol/ L 随机引物1 μl ;

2 .5 U Taq 酶0 .5 μl ; 模板DNA 1 μl ; 重蒸水18 μl 。反应循环

参数为:94 ℃变性2 min ;94 ℃变性20 s ,35 ℃退火30 s ,68 ℃

延伸1 min , 共40 个循环; 最后68 ℃延伸6 min。取扩增产物

10 μl , 加2 μl 上样缓冲液混匀 , 点入含溴化乙锭( EB) 的

1 .0 % 琼脂糖凝胶孔中 , 在 1 ×TAE 缓冲液中电泳, 之后在

254 nm 紫外光下检测。200 bp DNA ladder 为北京天为时代

科技有限公司产品。

1 .3 .4  数据分析。利用 DPS 统计软件的 UPGMA 法( 非加

权配对算术平均法) 处理结果, 得到所有供试菌株的亲缘关

系聚类图。

2  结果与分析

2 .1  利用 Nit 突变体划分营养体亲和群  将来自不同分离

株的不同类型的Nit 突变体配对培养时得到了明显的亲和

现象( 图1) , 即两型突变体菌落交界处形成了旺盛的气生菌

丝带。对10 个供试菌株两两测定, 将其划分为3 个营养体

亲和 群( VCGs) 。XY1、LH2、LH3 、ZK1、XC1 和 ZK2 属 于

VCG1 ;LH1 、XX1 和JZ1 属于 VCG2 ;ZK3 单独属于 VCG3 。测

定结果表明 : ①新月弯孢菌种内不同分离株间遗传背景有

差异 ; ②Nit 突变体技术可以用于玉米弯孢病菌营养体亲和

 注 :A .NitM 型突变体与周围的 Nit1 型突变体间产生的旺盛白

色气生菌丝带 ;B . Nit M 型突变体与周围 的 Nit1 型突 变体

间 , 及 Nit1 型突变体间的旺盛白色气生菌丝带。

图1 不同菌株的两型突变体间的亲和现象

群的划分 , 菌株间亲和与否很容易判断。

2 .2  利用 RAPD 标记划分遗传类型  对10 个测试菌株的

菌丝基因组进行 DNA 扩增 , 利用 DPS 软件处理结果 , 得到

其遗传距离聚类图( 图2) 。在遗传距离0 .5 处 , 将测试菌株

分为3 类 : ①XY1 、LH2、LH3 、ZK1 、XC1 和ZK2 ; ②LH1 、XX1 和

JZ1 ; ③ZK3 。由图2 可以看出 , 除菌株 XY1 与 LH2 、LH3 与

ZK1 间有较近的亲缘关系外, 其他菌株间的亲缘关系均较

远, 尤其是ZK3 单独属一个遗传类型 , 在遗传距离1 .00 处

才与其他测试株归为一个遗传组。这表明新月弯孢菌种内

存在明显的遗传分化。

图2 测试菌株的遗传聚类

3  小结与讨论

利用 Nit 突变体进行营养体亲和性测定时, 部分 Nit1 型

突变体间也出现了白色气生菌丝带 , 其原因有待进一步研

究。不同菌株两型突变体间的亲和测定将供试菌株分为3

个 VCG,RAPD 扩增后进行遗传聚类也将供试菌株分为3 个

遗传类型 , 且3 个 VCG 与3 个遗传类型相对应。因此,Nit

突变体技术可用于玉米弯孢叶斑病菌营养体亲和性的研

究。该方法具有费用低、操作简便、结果容易识别等优点,

结合 DNA 的分子标记技术可以更好地了解病原菌的遗传

背景。2 种技术研究的结果均表明 , 来自河南省的玉米弯孢

叶斑病菌存在遗传分化现象。因此 , 要提高警惕, 以防气候

条件变化、品种更换等造成该病害再度流行和暴发。
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