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摘要  [ 目的] 探明YAG 激光对枯草芽孢杆菌WB7 诱变作用。[ 方法] 采用YAG 激光( 波长1 060 nm,功率7 W) 照射1 株对番茄早疫病菌
有拮抗作用的枯草芽孢杆菌WB7 ,综合各辐照时间组里菌株致死率和正变率的大小以及拮抗能力提高程度 ,分析不同辐照时间对WB7
生长以及诱变的影响效果。采用连续传代培养 ,测定正变株拮抗能力的遗传稳定性。[ 结果] 利用 YAG 激光辐照枯草芽孢杆菌对 WB7
有显著的诱变效应 ,不同辐照时间的诱变率有显著性变化 ,辐照1 .5 min 诱变作用最强,且正变率最大 ;筛选的最佳突变株WB7-L1 .5’5 高
抗番茄早疫病菌 ,经过7 代传代试验证明其可稳定遗传。[ 结论] 该研究建立了YAG 激光诱变枯草芽孢杆菌WB7 的试验体系 ,对番茄早
疫病的生物防治具有广阔的应用前景。
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Mutagenic Effect of YAG Laser on Antagonistic Bacteria WB7 against Alternaria solani
ZHANG Jun et al  ( College of Life Science ,Northwest University ,Xian,Shaanxi 710069)
Abstract  [ Objective] The research ai med to studythe mutagenesis effect of YAGlaser on Bacillus subtilis WB7 .[ Method] Using YAGlaser (λ=1 060
nm, P =7 W) to irradiate B .subtilis WB7 which had an antagonistic ability on Alternaria solani ,the effects of the different irradiate ti me on growth and
mutation were analyzed according to the comprehensive results of the lethality rate ,the positive mutation rate ,the i mproved level of antagonistic activity i n
each irradiating group .The heredity stability of antagonistic ability of the positive mutation strain was determined through succession cultivation.[ Result]
Usi ng YAGlaser to irradiate B .subtilis had distinct mutagenic effect on WB7 and the mutation rate under different irradiation ti me showed an obvious
change .1 .5 mi nirradiation had strong mutagenic effect with maxi mumpositive mutationrate .The best screened mutation strain WB7-L1 .5’5 had a highre-
sistance on A.solani and its antagonistic ability was proved stable in heredity throughthe succession cultivation tests for 7 generations .[ Concl usion] The
research established a experi mental systemfor using YAGlaser to irradiate B .subtilis WB7 ,which had wide applicationforeground on biological control of
A.sol ani .
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  番茄早疫病( Tomato Early Blight) 在各地普遍发生, 该病

除直接危害茎、叶、果外, 还可抑制番茄生长和果实形成, 造

成巨大的经济损失。当前国际上仍以化学防治作为控制番

茄早疫病的主要途径,但长期使用化学药剂易造成药害和污

染,安全、绿色的生物防治方法已成为该研究领 域的热

点[ 1 - 2] 。激光作为一种新型诱变方式, 能够直接损伤或切割

DNA, 引起染色体结构或数量上的变化, 然后通过细胞分裂

将这些变化遗传给后代; 也可使其能量在染色体及 DNA 分

子周围聚集,引起分子的剧烈运动或变化, 从而使 DNA 分子

发生 突变, 这就为微 生物的 诱变育 种提 供了 有利的 条

件[ 3 - 6] 。该试验出发菌株 WB7 是经原位筛选所得到的对番

茄早疫病菌具有较强拮抗作用的一株枯草芽孢杆菌。笔者

主要研究了Nd :YAG 激光( 以下简称YAG 激光) 对 WB7 的诱

变效应 ,并选育针对番茄早疫病菌拮抗能力显著提高的新拮

抗菌株 ,旨在为番茄早疫病的防治提供科学基础。

1  材料与方法

1 .1 材料

1 .1 .1 菌种。枯草芽孢杆菌 WB7( Bacill us subtilis WB7) 从渭

北番茄园土壤中分离得到。

番茄早疫病菌( Alternaria solani) 为该试验的目标植物病

原真菌 ,为西北大学生命科学学院302 实验室保藏菌种。

1 .1 .2 激光器。YAG 激光器( 华中科技大学 ,ZSM-1 型 ,波长

1 060 nm,输出功率0～70 W) 。

1 .1.3 培养基。

( 1) 摇瓶种子培养基牛肉膏5 .0 g/ L、蛋白胨10 .0 g/ L、葡

萄糖 5 .0 g/ L、NaCl 5 .0 g/ L、MnCl 2·7H2O 0 .01 g/ L、MgSO4·

7H2O0 .15 g/ L,pH 值7 .0。

( 2) 牛肉膏蛋白胨琼脂培养基。牛肉膏3 .0 g/ L、蛋白胨

10 .0 g/ L、NaCl 5 .0 g/ L、琼脂20 .0 g/ L ,pH 值7 .0。

(3) 马铃薯培养基( PDA) 。马铃薯200 .0 g/ L、蔗糖20 .0

g/ L、琼脂20 .0 g/ L ,pH 值自然。

1 .2 方法

1 .2.1 菌悬液制备。无菌条件下 ,将WB7 培养液以1 % 接种

量转接到新鲜的摇瓶种子培养液中,30 ℃振荡培养12 h , 取

10 ml 离心( 4 000 r/ min) 15 min ,弃去上清液;将菌体沉淀用无

菌生理盐水洗涤, 制成浓度为108CFU/ ml 菌悬液; 磁力搅拌

15 min , 制成匀菌悬液。

1 .2.2 YAG 激光诱变WB7 菌体。各取0 .3 ml 搅匀的菌悬液

于5 个无菌小试管( 直径1 .0 c m,壁厚0 .1 c m) 中进行YAG 激

光辐照 ,将该5 管样品分别辐照0、0 .5、1 .0、1 .5、2 .0 min , 取其

中不经辐照的菌悬液作为对照样。辐照时, 保持激光发射源

点与样品受照面的间距为10 c m,功率密度约为36 mW/ c m2 ,

黑暗条件下进行辐照。辐照后, 对各时间组样品依次作梯度

稀释( 10 - 1～10 - 8) ,于10 - 6～10 - 8稀释度下,各取吹吸均匀的

0 .1 ml 菌液涂布于无菌固体牛肉膏蛋白胨培养基上, 每个稀

释度各作3 个平行样,于30 ℃下培养24 h , 最后进行平板计

数, 计算致死率:

致死率= ( 对照生长菌落数- 各辐照时间生长菌落数) /

对照生长菌落数×100 %

1 .2.3 初筛。将已活化的番茄早疫病菌接于无菌固体PDA

培养基中央,30 ℃下培养50 h , 使菌落直径达到约15 mm, 随

后从上述不同辐照时间组样品培养基上随机挑取50 个单菌
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落, 按相同间隔接种于中央着生有番茄早疫病菌菌落的PDA

培养基上, 保证每个平板上均接有对照菌株, 并各自作好标

记, 继续培养30 h 后观察抑菌圈大小。以未照射的原始菌株

抑菌圈直径大小 Ф1 为对照, 突变株抑菌圈直径大小为 Ф2。

若 Ф2 > Ф1 ,则初步视其为正突变,反之为负突变。

正变率= 不同时间辐照组 Ф2 > Ф1 的菌落数/ 相对应辐

照组挑取菌落总数×100 %

1 .2.4 辐照时间对 WB7 生长及拮抗能力的影响分析。综合

各辐照时间组里菌株致死率和正变率的大小以及拮抗能力

提高程度 ,分析不同辐照时间对 WB7 生长以及诱变的影响

效果。

1 .2.5 诱变结果验证。对初步认为发生正变的共15 株菌株

进行抑菌圈大小测定后, 为了验证所测结果的显著度, 以50

株对照菌株中的最大抑菌圈直径为参照, 运用 t 值检验方

法, 对拮抗结果进行分析。

1 .2.6 正变菌株拮抗稳定性试验。采用连续传代培养, 测

定正变株拮抗能力的遗传稳定性。把拮抗效果有最显著提

高的菌株进行传代培养, 培养7 代, 并对每次传代的拮抗结

果进行记录,将所有数据用SPSS 软件进行分析。

表1 辐照时间对致死作用的影响

Table 1 The effects of irradiationti me onthelethal action

辐照时间∥min

Irradiationti me

长出总菌落数∥个

Total colony number

致死率∥%

Lethal rate
0     662      0
0 .5 538 18 .7
1 .0 308 53 .5
1 .5 158 76 .1
2 .0 93 85 .9

表2 正变菌株抑菌圈直径与出发菌株的 t 值检验结果

Table 2 t test results of the antibacterial circle diameter of positive muta-

tionstrains and original strains

菌株

Strain

平均值∥mm

Mean

偏离值∥mm

Deviationt value

t 检验结果

t test results
L1 .0’1 14 .233 3 0 .251 66    3 .653*

L1 .0’2 14 .266 7 0 .208 17 2 .186*

L1 .0’3 14 .333 3 0 .208 17 2 .404*

L1 .0’4 14 .300 0 0 .435 89 2 .253*

L1 .5’1 15 .166 7 0 .351 19 5 .085* *

L1 .5’2 14 .866 7 0 .208 17 7 .032* *

L1 .5’3 14 .733 3 0 .152 75 7 .183* *

L1 .5’4 14 .900 0 0 .173 21 4 .269* *

L1 .5’5 15 .533 3 0 .404 15 6 .244* *

L1 .5’6 14 .733 3 0 .776 75 3 .476* *

L1 .5’7 15 .466 7 0 .305 51 6 .081* *

L2 .0’1 14 .300 0 0 .264 58 3 .896*

L2 .0’2 14 .200 0 0 .264 58 3 .340*

L2 .0’3 14 .333 3 0 .288 68 2 .392*

L2 .0’4 14 .266 7 0 .351 19 2 .164*

 注 :对照抑菌圈直径为13 .60 mm; * 表示在0 .05 水平存在差异 ; * *

表示在0 .01 水平存在差异。L1 .0’1 表示1 min 时间组内首株被筛

出的正变株 ,其他依次类推。下同。

 Note :The antibacterial circle diameter of control is 13 .60 mm; * means dif-

ference at 0 .05 level and * * mean difference at 0 .01 level .L1 .0’1

stands for the first positive mutation strain screened from one- minute

group and the others can be analogized accordingly .The same as below.

2  结果与分析

2 .1  激光辐射对 WB7 的致死作用  YAG 激光可诱发细菌

DNA 分子损伤, 从而引起细胞遗传物质改变及代谢活动变

化。一方面这为诱变育种提供了有利的条件; 另一方面 , 其

也会造成部分菌体死亡。因而, 致死率在生物理化诱变中是

极为重要的指标, 常被用作判断最佳诱变条件的依据之一。

由表1 可知,低剂量辐照对 WB7 的致死作用有限。随着辐照

剂量的进一步加大, 激光对菌体的致死作用逐渐显现, 细菌

的存活数量大幅减少 , 表明高剂量的激光辐照对 WB7 有较

强的致死作用。

2 .2 辐照对菌株拮抗性的影响

2 .2 .1 初筛结果。由图1 可知 ,在2 min 内随着辐照时间的

延长, 负变菌株的数量会不断增加, 呈现先缓和后加剧的趋

势。而正变菌株的数量则从0 .5 min 开始逐渐增加, 到1 .5

min 时达到最大 ,随后数量开始减少 ,呈倒“V”型曲线。

图1 拮抗试验初筛结果

Fig .1 The preliminaryscreening results of antagonistic test

2.2 .2  诱变试验验证结果。由表2 可知, 初筛所得的15 株

变异株都可确认为发生了正向突变 , 而辐照1 .5 min 所得7

株正变株的拮抗效果均达极显著水平。

2 .2.3 最佳辐照时间分析。通过观察正变率、致死率与时

间的关系和两者间相互关系( 图2) 以及正变菌株拮抗能力提

高的效果( 表3) ,来判断最佳的辐照时间。

图2 不同辐照时间下的菌株正变率和致死率

Fig .2 Thepositive mutationrateandlethal rateof strains at differ-

ent irradiationtime

  由图2 可知, 在2 min 内致死率会随着辐照时间的延长

而不断增大。而正变率则呈现先升后降的趋势, 正变率与时

间在0 .5～1 .5 min 的过程内存在正相关关系, 在1 .5 min 时

正变率最大,达到了14 .0 %。由表3 可知 ,辐照了1 .5 min 的

正变菌株拮抗能力均明显强于辐照了1 .0 min 和2 .0 min 的

菌株, 拮抗能力最大。可见, 激光辐照1 .5 min 对于提高 WB7

的拮抗能力有最佳的诱变效应。
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表3 正变菌株拮抗能力提高效果

Table 3 The improved effect of antagonistic capability of positive mutationstrains

正变菌株

Positive mutation

strains

抑菌圈直径∥mm

Antibacterial circle

diameter

抑菌圈直径提高率∥%

Improvement rate of antiba-

cterial circle diameter

正变菌株

Positive mutation

strains

抑菌圈直径∥mm

Antibacterial circle

diameter

抑菌圈直径提高率∥%

Improvement rate of antiba-

cterial circle diameter
L1 .0’1 14 .233 3     4 .66 L1 .5’5 15 .533 3     14 .22
L1 .0’2 14 .266 7 4 .90 L1 .5’6 14 .733 3 8 .33

L1 .0’3 14 .333 3 5 .40 L1 .5’7 15 .466 7 13 .72

L1 .0’4 14 .300 0 5 .15 L2 .0’1 14 .300 0 5 .15

L1 .5’1 15 .166 7 11 .52 L2 .0’2 14 .200 0 4 .41

L1 .5’2 14 .866 7 8 .82 L2 .0’3 14 .333 3 5 .40
L1 .5’3 14 .733 3 8 .33 L2 .0’4 14 .266 7 4 .90
L1 .5’4 14 .900 0 9 .56

2 .3 L1.5’5 拮抗能力稳定性考察结果  由表4 可知, 经传

代7 次后 ,从第1 代正变株开始一直到所传第7 代,其拮抗效

果均无显著性差异 ,由此证明该正变菌株的拮抗能力可以进

行稳定的遗传。

表4 L1.5’5 遗传稳定性检验结果

Table 4 Theresults of L1.5’5geneticstabilitytest

培养代数
Generation

抑菌圈直径
平均值∥mm

Meanof positive
mutationstrains

抑菌圈直径偏
离值∥mm

Deviation value of positive
mutationstrains

t 检验结果
t test results

1 15 .366 7 0 .315 01     0.212

2 15 .240 0 0 .260 58 - 0.470

3 15 .236 7 0 .257 75 - 0.493

4 15 .363 3 0 .165 03 0.299

5 15 .396 7 0 .205 02 0.485

6 15 .270 0 0 .315 12 - 0.261

7 15 .366 7 0 .100 17 0.393
 注 :对照株抑菌圈直径为15 .33 mm。
 Note :The antibacterial circle diameter of control strains was 15 .33 mm.

3  结论

YAG 激光诱变是一种新型高效的诱变育种手段, 其具有

靶点小、能量密度高、方向性好、见效快等特点, 但在微生物

育种领域仍鲜有应用[ 7 - 8] 。笔者在这方面作了一些积极的

探索。从试验结果来看,YAG 激光对枯草芽孢杆菌 WB7 针

对番茄早疫病菌的拮抗能力有明显的诱变作用。辐照1 .0

min 时,正变菌株出现; 当激光作用1 .5 min 时, 正变率最大 ,

且此时所得的全部正变菌株的拮抗能力与对照相比均有极

显著的提高; 随后 ,正变菌株的数量开始减少 ,拮抗能力也出

现下降。试验证明最佳正变株L1 .5’5 的优良性状可以得到

稳定遗传,这表明其在番茄早疫病的生物防治领域具有广阔

的应用前景。
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