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单孢继代培养对茄链格孢生长和产孢的影响

刘华娇，谷　青，赵冬梅，张　岱，潘　阳，杨志辉，朱杰华
（河北农业大学马铃薯病害研究中心，河北保定０７１０００）

　　摘要：继代培养对茄链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｏｌａｎｉ）的形态、菌落颜色、生长和产孢等生物学性状均会产生影响。经过
连续单孢分离和培养，获得茄链格孢的２次继代培养菌株。随着继代培养代数的增加，角变现象呈上升趋势，Ｆ１、Ｆ２
代菌株出现角变现象的概率分别为２３．３３％、５２．５０％。通过十字交叉法和系列稀释法分别测定继代培养菌株的生长
情况和产孢量。结果表明，无性Ｆ１、Ｆ２代与亲代相比，其生长量和产孢量均呈下降趋势，且Ｆ２代下降百分率更高。与

亲代菌株相比，Ｆ１代的生长量下降１．２５％～７．６１％，Ｆ２代生长量下降１０．０７％ ～２２．２９％；Ｆ１代菌株单位面积产孢量

降低 １２．８０％～８４．６０％，Ｆ２代菌株单位面积产孢量下降８０．１１％～９６．５０％，且产孢量与菌落颜色深浅密切相关，菌落

颜色较深的菌株分生孢子单位面积的产孢量要高于菌落颜色浅的菌株。表明茄链格孢无性后代活力不断降低。
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　　由茄链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｏｌａｎｉ）引起的马铃薯早疫病是影
响我国马铃薯生产的重要真菌病害之一。严重时，该病对马

铃薯主产区造成的损失可达７０％ ～８０％［１］。马铃薯早疫病

是一种气传多循环流行性病害，病菌对环境的适应能力强。

自茄链格孢被报道以来，前人的研究多集中在其生物性状、侵

染方式、药效防治等方面，关于实验室条件下单孢继代培养对

茄链格孢生长情况及适应能力的影响国内外未见报道。

研究表明，继代培养可引起虫草、白僵菌等微生物的变异

和生物学特性的改变。刘荻等发现，北虫草的组织分离株在

继代培养中会发生明显的角变［２］。刘海英等发现，继代培养

会造成玉米大斑病菌的菌丝生长速度变慢，产孢量降低［３］。

张慧等研究发现，白僵菌产孢量随继代培养代数呈指数下降

趋势［４］。许志斌对绿僵菌进行研究发现，随着继代培养代数

的增多，菌株的产孢量逐渐降低［５］。孙召朋通过继代培养降

低了白僵菌对玉米螟的毒力［６］。唐晓庆等研究发现，继代培

养能逐渐增强球孢白僵菌的抗旱能力［７］。

Ｍｅｎｇ等分析发现，茄链格孢病菌的遗传变异很高，推测
其可能存在隐藏的有性生殖［８］。除有性生殖外，还有一种可

能是茄链格孢存在准性生殖现象，使病菌的遗传变异增高。

单孢分离技术在病原真菌遗传特性、致病力分化等研究中有

重要作用。单孢分离可以获得纯菌种，有利于更好地研究菌

株的遗传变异。本试验通过对茄链格孢的单孢分离及其后代

的继代培养，比较亲代与后代之间生长和产孢的差异，分析继

代培养对茄链格孢的影响，旨在为说明茄链格孢较高的遗传

变异及是否存在准性生殖现象提供理论依据。
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１　材料与方法

本试验于２０１６年８月至２０１７年１月完成于河北农业大
学马铃薯病害研究中心。

１．１　供试菌株
在笔者所在实验室的菌库中选取６株茄链格孢菌株，分

别是采集自河北省的 ＨＢ－１、ＨＢ－６，黑龙江省的 ＨＬＪ－１、
ＨＬＪ－９，内蒙古自治区的ＮＭＧ－１和陕西省的ＳＸ－１。
１．２　单孢分离和继代培养

对６株野生型茄链格孢进行产孢培养并进行单孢分离。
产孢培养参照刘丽丽的培养方法［９］进行诱导产孢；采用稀释

法进行单孢分离，向每皿经诱导产孢的茄链格孢中加入５ｍＬ
无菌水进行冲洗，制备成孢子悬浮液，在一次性皿中倒入较薄

的一层马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基，取１ｍＬ稀释过的
孢子悬浮液涂于皿中，静待一段时间，待培养基表面无流动液

体时，在显微镜下将周围无菌丝的单个分生孢子连带培养基

一起切割转移到新的培养基上培养，获得下一代菌株。

１．３　茄链格孢继代培养菌株生长量的测定
每个菌株分离１０株单孢，培养７ｄ后采用十字交叉法测

量菌落直径，计算其平均值。

１．４　茄链格孢继代培养菌株单位面积产孢量的测定
菌株进行产孢培养３ｄ后，用５ｍＬ无菌水在菌落上反复

冲洗，使孢子脱落至无菌水中。将孢子悬浮液收集至１０ｍＬ
离心管中，统计１０倍物镜视野下分生孢子的总数量。每次观
察并记录５个视野下的孢子总数，计算其平均值。每个菌株
至少检测３皿长势一致的菌落，取其平均值。

单位面积产孢量＝每皿的产孢量
每皿的菌落面积

。

１．５　数据统计及分析
利用ＳＰＳＳ１９软件对茄链格孢在继代培养中的菌株菌落

直径和单位面积产孢量进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　单孢继代培养对茄链格孢菌落形态的影响
由图１可知，茄链格孢在继代培养过程中出现了扇形、半

月形和不规则形等角突变现象。６株亲代菌株在平板培养时
有２株发生了角突变现象；每个亲代菌株分别分离到１０株Ｆ１
代菌株，在６０株 Ｆ１单孢后代中共有１４株出现了角突变现
象，其角突变率为２３．３３％；通过单孢分离获得的４０株 Ｆ２代
菌株中共有 ２１株出现了角突变现象，其角突变率为
５２５０％。这表明茄链格孢单孢后代随着继代培养代数的增
加，其角突变率呈上升趋势。

２．２　茄链格孢继代培养菌株菌落颜色与产孢量的相关性
由表１可知，茄链格孢继代培养后代菌落形态与颜色深

浅变化明显，且与其单位面积产孢量密切相关，颜色深的单位

面积产孢量大，且发生半月形角变的菌株产孢量明显高于未

角变菌株（表中未列出）。其中，在ＨＢ－６的Ｆ１代１０株菌株
中，菌落颜色深的４株菌株为Ｆ１－１、Ｆ１－２、Ｆ１－３、Ｆ１－４，其单位面
积产孢量为１０８～１５１个／ｍｍ２，菌落颜色浅的６株菌株 Ｆ１－５、
Ｆ１－６、Ｆ１－７、Ｆ１－８、Ｆ１－９、Ｆ１－１０单位面积产孢量在 １～４个／ｍｍ

２

之间，对菌株ＨＢ－６的Ｆ１代菌株单位面积产孢量进行方差

表１　茄链格孢ＨＢ－６Ｆ１代菌株单位面积产孢量统计

菌落颜色深

的菌株

单位面积产孢量

（个／ｍｍ２）
菌落颜色浅

的菌株

单位面积产孢量

（个／ｍｍ２）
Ｆ１－１ １２８．３８±９．６３０ａｂ Ｆ１－５ １．９５±０．８４ｃ
Ｆ１－２ １１７．３８±１５．７１２ａｂ Ｆ１－６ １．３８±０．０００ｃ
Ｆ１－３ １０８．４１±１８．３０４ｂ Ｆ１－７ １．５１±０．０００ｃ
Ｆ１－４ １５０．３９±３４．８５０ａ Ｆ１－８ ２．１１±０．９１２ｃ

Ｆ１－９ ３．３２±２．８６９ｃ
Ｆ１－１０ １．８９±０．０００ｃ

　　注：数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。下表同。

分析发现，Ｆ１－１～Ｆ１－４菌株间只有Ｆ１－３菌株与Ｆ１－４菌株差异显
著，其余菌株之间差异不显著，Ｆ１－５～Ｆ１－１０菌株间差异也不显
著，但Ｆ１－１～Ｆ１－４菌株与Ｆ１－５～Ｆ１－１０菌株间差异显著。
２．３　单孢继代培养对茄链格孢菌株生长的影响

由表２可知，通过十字交叉法测定６株茄链格孢的亲代
菌株以及Ｆ１、Ｆ２代菌株的菌落直径发现，继代培养菌株的菌
落直径呈逐代下降趋势。与亲代菌株相比，Ｆ１代菌落直径下
降１．２５％～７．６１％，Ｆ２代菌株直径下降１０．０７％ ～２２．２９％。
其中ＨＬＪ－１菌株菌落直径差异最大，与亲代菌株相比，Ｆ２代
菌落直径下降了２２．２９％；菌株 ＨＢ－１下降趋势较缓，Ｆ１代
菌落直径较亲代下降了３．５６％，与Ｆ１代相比，Ｆ２代菌落直径
下降６．７６％。对６株茄链格孢的亲代菌株以及Ｆ１、Ｆ２代菌株
菌落直径进行方差分析发现，除菌株ＮＭＧ－１的亲代和Ｆ１代
菌落直径间差异不显著外，其余菌株的亲代、Ｆ１代、Ｆ２代间差
异均显著。结果表明，继代培养使菌丝生长速度变慢，相同培

养条件下亲代、Ｆ１代、Ｆ２代的菌落直径呈明显的递减趋势，继
代培养抑制了菌丝的生长。

２．４　单孢继代培养对茄链格孢产孢能力的影响
由图２可知，４株茄链格孢菌株随着继代培养，其单位面

积产孢量呈下降趋势，且每个菌株的亲代、Ｆ１代、Ｆ２代之间产
孢量差异均显著。与亲代菌株相比，Ｆ１代菌株单位面积产孢
量降低１２．８０％ ～８４．６０％。其中，菌株 ＮＭＧ－１的 Ｆ１代菌
株的单位面积产孢量较其余菌株 Ｆ１ 代产孢量高，为
２７个／ｍｍ２，其余菌株产孢量为４～１０个／ｍｍ２。Ｆ２代菌株中，
各菌株单位面积产孢量较亲代下降８０．１１％ ～９６．５０％，菌株
ＨＬＪ－９的Ｆ２代菌株单位面积产孢量最低。说明随着继代培
养，茄链格孢的产孢能力在不断下降。
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表２　茄链格孢继代培养菌株间菌落直径比较

菌株代数
菌落直径（ｃｍ）

ＨＢ－６ ＨＬＪ－１ ＨＢ－１ ＨＬＪ－９ ＳＸ－１ ＮＭＧ－１
亲代 ６．８３±０．１４４ａ ６．３７±０．０７６ａ ６．７５±０．１３２ａ ６．３５±０．１７３ａ ６．３３±０．１７６ａ ６．４０±０．１００ａ
Ｆ１代 ６．３１±０．０３０ｂ ６．１８±０．０１０ｂ ６．５１±０．０３６ｂ ６．０５±０．０９５ｂ ６．１１±０．０５０ｂ ６．３２±０．０７０ａ
Ｆ２代 ５．８５±０．０４０ｃ ４．９５±０．０１０ｃ ６．０７±０．１１５ｃ ５．６２±０．１０４ｃ ５．１８±０．０２５ｃ ５．４１±０．０９２ｂ

３　结论与讨论

继代培养往往会引起微生物菌落形态、颜色、生长和产孢

等方面的变化，Ｒａｊａｎｉｋａｎｔｈ等报道，继代培养对白僵菌产孢量
的影响很大［１０］；唐晓庆等研究发现，继代培养会使菌落发生

变化［７］。本研究发现，继代培养可以降低茄链格孢的生长速

度，同时引起其产孢能力的退化。这与刘海英等关于玉米大

斑病菌单孢继代培养的研究结果［３］相符合。

真菌中关于角突变现象的报道已有多个，例如蝉拟青霉

菌［１１］、禾谷镰刀菌［１２］、黄瓜黑星病菌［１３］和球孢白僵菌等，徐

雍皋等提出，角变现象的产生可能与不正常的细胞核分裂有

关［１２］。胡海燕等认为，角变现象是异核体分离造成的［１４］，而

唐晓庆等则认为，可能是核内和核外遗传物质共同起作用的

结果［１５－１６］。本研究发现，茄链格孢菌在实验室条件下培养会

出现角变现象，Ｆ１、Ｆ２代菌株出现角变现象的概率分别为
２３．３３％、５２．５０％，随着继代培养代数的增加，整体呈上升趋
势，这与徐金柱等关于球孢白僵菌角变现象的研究结果［１６］相

符合。

本研究发现，茄链格孢菌落颜色与产孢量密切相关，菌落

颜色深的菌株产孢量显著高于菌落颜色浅的菌株。该结果与

张倩倩等关于芸薹生链格孢突变体与野生株相比菌落颜色变

浅的研究结果［１７］相一致。Ｌｅｅ等通过研究推测单个分生孢子
在继代培养过程中可能丢失染色体，茄链格孢单孢继代培养

性状的改变可能与该菌染色体丢失引起的变异有关［１８］。
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