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　　摘要：为验证玉米黑粉菌单倍体菌株平板交配现象可以明确不同交配型菌株的可行性，运用稀释纯化法分离纯化
玉米黑粉菌单倍体菌株１０个，将单倍体菌株两两混合后，运用划线法在固体培养基ＹＰＤＡ上培养７ｄ，选取菌落表面
形成白色菌丝、镜检明确平板交配的菌株。通过注射接种玉米植株幼苗，分析各菌株组合对玉米植株的致病性。结果

表明，在４５组菌株组合中出现平板交配现象的菌株组合有９种，因与同一单倍体菌株产生平板交配现象的菌株为相
同交配型菌株，由此可知３号菌株、５号菌株、８号菌株及９号菌株为相同交配型菌株；１号菌株、４号菌株、６号菌株、７
号菌株及１０号菌株为相同交配型菌株。通过玉米侵染试验发现，在４５组菌株组合中有２６种组合可以引起玉米植株
肿瘤，２６种组合中每组中的２个单倍体菌株为不同型单倍体菌株，进而明确２号菌株、３号菌株、５号菌株、８号菌株及
９号菌株为相同交配型菌株；１号菌株、４号菌株、６号菌株、７号菌株及１０号菌株为相同交配型菌株。除２号菌株外，
通过平板交配现象推导结果与玉米侵染试验获得的结果完全一致。本研究表明通过玉米黑粉菌单倍体菌株平板交配

现象可以进行菌株的不同交配型鉴定。
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　　玉米黑粉菌（Ｕｓｔｉｌａｇｏｍａｙｄｉｓ）属黑粉菌目
（Ｕｓｔｉｌａｇｉｎａｌｅｓ）黑粉菌科（Ｕｓｔｉｌａｇｉｎａｃｅａｅ），可以侵染
玉米植株的所有地上组织，并迅速引起玉米植物组

织膨大，造成玉米植株特异性生长，并最终在玉米

地上组织形成黑粉瘤［１－２］。Ｕ．ｍａｙｄｉｓ的整个生活
史包含腐生生活的酵母型和寄生生活的菌丝型２种
型态，由酵母型向菌丝型的转化是 Ｕ．ｍａｙｄｉｓ成功
侵染寄主植物的关键［３－５］。Ｕ．ｍａｙｄｉｓ侵染玉米植
物组织的典型症状是诱导植物地上部分各类组织

膨大形成含有黑色冬孢子的植物肿瘤［６－７］。当膨大

的植物组织破裂后，黑色冬孢子也会随之被释放，

随风和水流扩散，在遇到合适条件后萌发，重新形

成酵母型单倍体细胞［８］。

虽然黑粉菌的有性生殖需要寄主，但在人工培

养基上也能获得快速生长。玉米黑粉菌的生命周

期可分为单倍体孢子和双核菌丝体２个阶段［９－１０］。

单倍体孢子可在特定的培养基上芽殖，菌体形态类

似酵母状，但这种形式的单倍体孢子不具有致病

力。只有当２个不同交配型的单倍体孢子通过ａ双
等位基因座编码的信息素 －受体体系相互识别并
发生单倍体细胞间的融合形成双核菌丝体后，ｂ多
等位基因座的 ｂＥ／ｂＷ（ｂＥａｓｔ／ｂＷｅｓｔ）异源二聚体
触发包括多个转录因子基因和３８个潜在效应基因
在内的调控级联，从而调控双核菌丝的维持、致病

性及有性生殖的完成［１１－１３］。只有２个不同交配型
的单倍体菌株交配结合形成双核菌丝体，才能形成

玉米黑粉病的典型症状，因此筛选不同交配型的单

倍体菌株对玉米黑粉菌与玉米互作研究至关重要。

最早在１９３２年的 Ｓｌｅｕｍｅｒ以及之后的 Ｂｏｗｍａｎ
（１９４６）、Ｒｏｗｅｌｌ（１９５５）均认为２个不同交配型的单
倍体的交配反应可以在人工培养基上进行，他们在

显微镜下观察到了亲和的单倍体细胞的融合，然

而，这个融合产物没有进一步的发展，未形成冬孢

子［１４－１６］。也是在 １９３２年，Ｂａｕｃｈ报道了显微镜下
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的交配迹象［１７］。在麦芽培养基上，２个亲和菌株的
单菌落叠加在一起，便可以在菌落表面形成一层厚

重的菌丝；非亲和的２个单倍体菌株保持着酵母状
生长，并保持着正常的人工培养基上的生长模式。

同时Ｂａｕｃｈ把这一现象叫作平板交配［１７］。在本研

究中，将获得的２个单倍体菌株混合后在固体培养
基ＹＰＤＡ上培养，出现了平板交配的现象，且国内未
见报道。本研究发现出现平板交配现象的２个单倍
体一定为不同型单倍体菌株。同时本研究对出现

和未出现平板交配的２个单倍体菌株进行玉米致病
性分析，从而明确菌株的不同交配型，验证了通过

平板交配现象筛选菌株的不同交配型的可行性。

１　材料与方法

１．１　材料
玉米黑粉菌菌瘤于２０２０年８月分别从吉林省

双阳、公主岭２个地点采集，所采集样品由吉林省农
业科学院植物保护研究所微生物重点实验室保存。

１．２　样品处理
将田间采集的玉米黑粉菌菌瘤用７０％无水乙

醇进行表面消毒２次，每次３ｍｉｎ。在超净工作台内
用无菌牙签刺入菌瘤内，挑取少量菌粉置于３ｍＬ含
有Ａｍｐ抗生素的 ＹＥＰＳ液体培养基中过夜培养。
取接近试管底部的１．５ｍＬ过夜培养液于２ｍＬ离心
管内进行菌体收集，倒掉上清，取沉淀进行冬孢子

萌发观察。

１．３　单胞分离
根据上述冬孢子的萌发情况，采用稀释纯化

法［１８］分离纯化单倍体菌株。准备适量洁净的硬琼

脂胶培养基（琼脂占比为３％），倒在培养皿中，待凝
固后在培养皿的背面用记号笔画４～５ｍｍ的小格；
接着将菌体沉淀用１ｍＬ无菌水回溶镜检观察其孢
子浓度，直至稀释至１个视野内担孢子的个数在３０
个左右时，用无菌牙签蘸取浓度适当的孢子悬浮

液，移在琼脂平板表面上所画的小格范围内，稍向

下压，使培养基表面稍微下凹，但勿使表面破碎。

而后，从培养皿的背面，用低倍镜检视小格内孢子

数目，如格内只有１个孢子，就用无菌接种铲将这一
小块培养皿取下，移植在 ＹＰＤＡ培养基内培养。待
形成菌落后再进行划线取单菌落摇菌进行菌种保

存。分别从双阳、公主岭２个地点的玉米黑粉菌菌
瘤内获得１０株单倍体菌株。
１．４　单倍体菌株的平板交配

将获得的１０株单倍体菌株进行摇菌过夜培养，

按照表１方式选取２个单倍体菌株培养液按１∶１
的比例混合，并收集菌体，用无菌牙签蘸取沉淀进

行划线培养。于２８℃的培养箱内培养，划线培养基
为ＹＰＤＡ。待菌落长出后，进行显微镜观察，约７ｄ
后，菌落平板表面长出透明菌丝或者白色菌丝，再

次进行显微镜观察。

１．５　不同菌株组合致病性分析
将获得的１０株单倍体菌株进行摇菌过夜培养，

菌液Ｄ６００ｎｍ为２．０时，按照表１方式选取２个单倍体
菌株再次按１∶１的比例混合，收集菌体，并用无菌
水进行回溶，Ｄ６００ｎｍ为２．０，注射接种玉米植株幼苗，
观察发病情况并记录。

表１　１０株单倍体菌株两两组合

单倍体

菌株
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

１ ＼ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

２ ＼ ＼ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

３ ＼ ＼ ＼ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

４ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

５ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

６ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋ ＋ ＋ ＋

７ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋ ＋ ＋

８ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋ ＋

９ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋

　　注：“＋”表示组合方式；“＼”表示已有组合，下表同。

２　结果与分析

２．１　显微镜观察
经无菌牙签刺入菌瘤内取菌粉过夜培养后，取

沉淀进行显微镜观察时发现此时冬孢子萌发形成

担子及担孢子（图１）。

２．２　单倍体菌株的平板交配
将经单胞分离获得的单倍体菌株两两混合进
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行摇菌，收集菌体进行划线培养。待菌落长出后，

进行显微镜观察发现，有的担孢子出现分隔并伸长

（图２），而有的担孢子则未出现分隔（图 ３）；培养
７ｄ后，可见平板内菌落表面有的形成白色菌丝（图
４），有的未形成白色菌丝，此时镜检发现菌丝，同时
分隔的担孢子形成芽管（图５），芽管结合形成菌丝，
出现平板交配现象（图６）。当２个单倍体出现平板
交配现象时，说明２个单倍体是亲和的，属于真正意
义上的细胞融合，因此这种互作叫作平板交配［１１］。

镜检发现有的菌丝有分隔（图７），有的菌丝没有分
隔（图８），均未观察到锁状联合。

　　各菌株与其他菌株的４５种组合中有９种组合
观察到平板交配现象（表２），１号菌株与５号菌株、
８号菌株；３号菌株与７号菌株、１０号菌株；４号菌株
与５号菌株、８号菌株；５号菌株与１号菌株、４号菌
株、１０号菌株；６号菌与８号菌株、９号菌株；７号菌
株与３号菌株；８号菌株与１号菌株、４号菌株、６号
菌株；９号菌株与６号菌株；１０号菌株与３号菌株、５
号菌株。而２号菌株和其他菌株未出现平板交配
现象。
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　　从菌株交配型关系可以推断，３号菌株、５号菌
株、８号菌株及９号菌株为相同交配型菌株；１号菌
株、４号菌株、６号菌株、７号菌株及１０号菌株为相
同交配型菌株。

表２　１０株单倍体菌株两两组合后出现平板交配情况统计

单倍体

菌株
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

１ ＼ － － － ＋ － － ＋ － －

２ ＼ ＼ － － － － － － － －

３ ＼ ＼ ＼ － － － ＋ － － ＋

４ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋ － － ＋ － －

５ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ － － － － ＋

６ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ － ＋ ＋ －

７ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ － － －

８ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ － －

９ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ －

　　注：＋表示显微镜观察到平板交配现象；－表示显微镜未观察

到明显的平板交配现象。

２．３　不同菌株组合致病性分析
将不同组合的菌株注射接种玉米植株幼苗，分

析各菌株组合致病性（图９）。通常接种后 ３ｄ出现
褪绿病斑，６ｄ出现肿瘤。各菌株与其他菌株的４５
种组合中有２６种组合可以引起玉米叶片肿瘤（表
３）。笔者发现出现平板交配的组合菌株，在玉米植
株内一定会发生交配，并在玉米叶片上形成肿瘤，

即这２个单倍体菌株为不同型的单倍体菌株；但未
出现平板交配现象的组合菌株，在玉米植株内可能

出现交配现象，在玉米叶片上形成肿瘤（表３）。由
表３可知，２号菌株、３号菌株、５号菌株、８号菌株及
９号菌株为相同交配型菌株，１号菌株、４号菌株、６
号菌株、７号菌株及１０号菌株为相同交配型菌株，
与平板交配结果基本一致。

表３　１０株单倍体菌株两两组合侵染玉米植株发病情况统计

单倍体

菌株
１ ２ ３ ４ ５ ６ ７ ８ ９ １０

１ ＼ ＋ ＋ － ＋ － － ＋ ＋ －

２ ＼ ＼ － ＋ － ＋ ＋ － － ＋

３ ＼ ＼ ＼ ＋ － ＋ ＋ － － ＋

４ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋ － － ＋ ＋ －

５ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋ ＋ － － ＋

６ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ － ＋ ＋ －

７ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋ ＋ －

８ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ － ＋

９ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＼ ＋

　　注：＋表示玉米植株出现明显的肿瘤；“－”表示玉米植株未出

现明显症状。

３　讨论与结论

本研究取玉米黑粉菌的菌包内菌粉培养，并进

行单胞分离获得单倍体菌株，两两组合培养，出现

平板交配的现象，该结果与 Ｓｌｅｕｍｅｒ等的研究结
果［１４－１６］一致。同时，平板交配现象的出现也说明玉

蜀黍黑粉菌的交配能够发生于体外。冬孢子萌发

形成担孢子，２个相互兼容的担孢子相遇后停止芽
殖，细胞形成相向的结合管；单倍体细胞融合后，Ｕ．
ｍａｙｄｉｓ的细胞周期受到阻滞，形成具有侵染能力的
双核的菌丝型；不断延伸的双核菌丝遇到植物表面

合适位置后在末端膨大形成附着胞，帮助双核菌丝

穿透植物表皮；穿透植物表皮后双核菌丝进一步在

植物细胞间延伸并大量增殖，引起植物组织膨大。

侵染晚期，植物营养逐渐被消耗，膨大组织内的部

分双核菌丝开始出现核融合现象，形成双倍体菌

丝。双倍体菌丝断裂、聚合后分化形成冬孢子，冬
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孢子在植物组织破裂后被释放。冬孢子遇到合适

条件后又开始萌发，首先经减数分裂形成先菌丝，

然后先菌丝经有丝分裂形成酵母型单倍体担

孢子［１９］。

本研究平板交配现象是在菌落长出后约７ｄ，平
板内菌落表面长出透明菌丝或者白色菌丝时观察

到的平板交配。张修军等研究表明，担抱子向菌丝

形态转化的决定因素是水分，即在环境变干、水分

逐渐丧失的过程中转变为菌丝形态［２０］。本研究结

果与之相一致，培养７ｄ的平板内培养基水分逐渐
消失，平板内环境变干，担孢子完成了向菌丝形态

的转化，故此平板内菌落表面长出透明菌丝或者白

色菌丝。由于平板交配现象的出现说明玉蜀黍黑

粉菌的交配能够发生于体外，因此本研究推测玉米

黑粉菌侵入玉米植株存在２种侵染方式，一种为冬
孢子萌发形成担孢子，当２个相互兼容的担孢子相
遇后停止芽殖，细胞形成相向的结合管，单倍体细

胞融合后形成具有侵染能力的双核菌丝，双核菌丝

侵入玉米植株；另外一种为冬孢子萌发形成担孢

子，担孢子萌发形成单核菌丝，单核菌丝侵入玉米

植株，玉米植株内的单核菌丝交配形成双核菌丝，

双核菌丝进一步在植物细胞间延伸并大量增殖，引

起植物组织膨大，形成肿瘤。同时本研究发现，平

板交配获得的同型单倍体菌株与玉米植株侵染试

验获得的同型交配菌株结果基本一致。出现平板

交配的２个单倍体菌株，在玉米植株内一定发生交
配现象，并在叶片形成肿瘤，２个单倍体菌株为不同
型单倍体菌株；而未出现平板交配的２个单倍体菌
株，部分组合菌株会在玉米植株内发生交配现象，

在叶片上形成肿瘤。也就是说能够进行平板交配

的一对菌株一定能够在玉米植株上形成肿瘤。该

现象与Ｐｕｈａｌｌａ的研究结果［２１］相一致，尽管不能确

定平板交配与在玉米植株内的真实交配的关系，但

平板交配可以作为一种遗传工具，便于统计交配类

型，并且节省时间和人力，同时，平板交配也可以用

于研究不相容位点的基因研究中。Ｐｕｈａｌｌａ在研究
中发现，在培养基内加入０．５％的酪蛋白水解物或
者均等氨基酸混合物会增加平板交配出现的频

率［２１］。但在本研究中未加入该氨基酸，培养基为普

通的固体培养基ＹＰＤＡ。因此若想快速获得玉米黑
粉菌不同型单倍体菌株可以在固体培养基内加入

０．５％的酪蛋白水解物，增加平板交配现象的频率，
进而获得不同交配型的单倍体菌株。

综上所述，本研究可得出如下结论：取玉米黑

粉菌的菌包内菌粉培养，并进行单胞分离获得单倍

体菌株，两两组合培养，采用普通的固体培养基

ＹＰＤＡ培养，出现平板交配的现象。出现平板交配
现象的２个单倍体一定为不同型单倍体菌株。玉米
植株接种试验表明，出现平板交配现象的菌株可以

引起玉米叶片肿瘤，而部分未出现平板交配现象的

单倍体菌株组合也可使玉米叶片形成肿瘤，说明这

２个单倍体菌株为不同型单倍体菌株。平板交配现
象可以明确２个不同单倍体菌株为不同型单倍体菌
株，但对于不存在平板交配型的菌株只能通过接种

玉米植株才能够确定他们是否为不同型单倍体菌

株。本研究表明，通过玉米黑粉菌单倍体菌株平板

交配现象可以进行菌株的不同交配型鉴定。
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脂氧合酶对甜瓜果实后熟软化生理

及相关基因表达的影响

代文婷２，刘战霞３，陈伟君１，张　强１

（１．海南经贸职业技术学院，海南海口５７１１２７；２．海南省农业科学院农产品加工设计研究所，海南海口 ５７１１００；

３．新疆农垦科学院农产品加工研究所，新疆石河子８３２０００）

　　摘要：为探究甜瓜果实在采后贮藏过程中脂氧合酶对果实后熟软化生理及相关基因表达的影响，以西州蜜１７号
为试验材料，通过对甜瓜果实贮藏期间脂氧合酶活性、乙烯释放量、果实硬度、呼吸强度、果胶酶活性、淀粉酶活性以及

相关基因表达量进行测定，研究甜瓜果实采后脂氧合酶代谢、乙烯产生、后熟软化生理及相关基因表达的作用关系。

分别将甜瓜果实在２０℃贮藏（对照组）、经１－ＭＣＰ处理后２０℃贮藏、２℃贮藏，分析甜瓜果实中ＬＯＸ活性与乙烯释
放量的变化趋势。结果表明，在甜瓜果实后熟软化过程中，ＬＯＸ活性上升先于乙烯释放量的增加，而在乙烯释放量与
呼吸强度跃变后，ＬＯＸ活性逐渐下降。同时，果实中果胶酶与淀粉酶活性及其基因表达量在跃变现象发生后显著增
加，果实硬度随之迅速下降，说明果胶酶与淀粉酶基因表达增强和酶活性升高是甜瓜果实发生软化的关键因素。此

外，ＬＯＸ活性升高能够启动乙烯释放量的增加，促使果实发生呼吸跃变并进入后熟阶段，但乙烯对ＬＯＸ却没有调控作
用。由此可知，ＬＯＸ活性对果胶和淀粉的变化没有直接影响，而是通过启动乙烯的释放来调节果胶和淀粉的代谢反
应，使果实发生软化。
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　　甜瓜（ＣｕｃｕｍｉｓｍｅｌｏＬ．）是重要的园艺特色瓜
果，其肉质松脆、风味浓郁，深受消费者青睐。海南

是我国重要的甜瓜繁育基地，经多年培育和优化，

已形成了诸多风味口感俱佳、果实大小适中、抗病

性强、商品性好的优良品种，如西州蜜１７号、翠玉、
金香玉等。甜瓜属于呼吸跃变型果实，果实采后贮

藏过程中易发生后熟生理，表现为迅速软化并腐

烂［１］，导致甜瓜的贮藏时间普遍较短。

脂氧合酶（ｌｉｐｏｘｙｇｅｎａｓｅ，ＬＯＸ）是植物体内脂肪
酸代谢的重要酶［２］，广泛参与植物的生长发育、成

熟、衰老等生理代谢过程。乙烯是促使果实发生后

熟软化生理的关键物质［３］。有研究表明，果实乙烯

代谢速率的跃变由ＬＯＸ的反应产物所启动。此外，
用外源乙烯处理果实，可以使 ＬＯＸ活性增强，加速
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