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重寄生链霉菌 与生防放线菌

融合菌株的筛选

刘 冰
,

宗兆锋
,

王记侠
西北农林利技大学 植保学院

,

陕西 杨凌

摘 要 利用重寄生链霉菌 拐 和生 防放线菌 进行原生质体融合
,

通过菌落形态特征及颜色的差异

分离获得 株融合菌株
。

皿内实验结果表明
,

包括
一 , 一 , 一 , 一

和
一

在内的 个菌株保 留了亲本

较强 的抑菌作用
,

其中
一

只对粉红聚端抱 补 , 、而 , ,
一

。。 有较强 的抑菌活性
,

抑菌率

对粉红聚端抱 , 。 和大丽轮枝菌 。爪 爪
。 ‘翻 、 有抑菌作用

,

抑菌率接近 。 而其他 个菌株

对 种靶标病原真菌皆有强的抑菌活性
,

抑菌率可达 左右
。

在受抑菌丝再生能力测定中发现
,

菌株
一

对粉

红聚端抱
,二、。动有永久抑菌作用 菌株

一

对胶胞炭疽菌 “ 勿打
。
动。儿 二。 。 动 “。 以及菌株

一

对

大丽轮枝菌 友 。 的永久抑菌作用 比较显著
。

显微观察发现
,

受融合菌株抑制的菌丝均有不同程度的畸变
。
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在植物病害生物防治过程中
,

首先必须从 自然

界获得比较有效的野生菌株
。

但在长期的生物进化

过程中这些野生菌株已经形成了一整套独特的代谢

控制机制
,

正常条件下不会过量生产超过其 自身生

长
、

代谢需要的酶或代谢产物
,

这在很大程度上影响

了利用其控制病害的效果
。

为了提高生防菌株的防

病效果
,

必须对野生菌株进行人工改良
,

人为地把野

生菌株生物合成的代谢途径朝人们所希望的方向加

以引导
,

或者促使细胞内发生基因的重新组合
,

以优

化遗传性状
,

获得所需要的优秀菌种巨
‘口。 西北农林科

技大学病害生物防治实验室在多年病害生物防治研

究中
,

已经分离筛选出 多种具有生防作用的放线

菌
,

它们各 自具有不同的作用机理
。

本研究利用原生

质体融合的方法
,

将具有重寄生作用的菌株 〕

和具有较强拮抗作用 的菌株 进行融合
,

研究

了融合子的筛选方法及其某些性状
,

以期得到具有

更好生防效果的工程放线菌
,

为植物病害的生物防

治奠定基础
。

材料与方法

原生质体融合

原 生质体制备 在两个 工 三角瓶中

各加人 培养液
,

分别加人重寄生链霉素菌株

和生防放线菌菌株 抱子悬液
一 ,

在

条件下
,

振荡培养
。

将培养物倒

人无菌离心管中
,

离心收集菌丝体
。

将菌丝体重新悬

浮于缓冲液中
,

重复上一步骤
。

随后将菌丝体悬浮于

溶菌酶缓 冲液 中
,

条件下温浴 以产生原生质

体
。

补加 磷酸缓冲液
,

进行差速离心 以除去未

溶解菌丝
。

将上清液转人离心管中 离

心
,

沉淀原生质体
。

最后
,

将原生质体悬于

磷酸缓冲液中卜 〕备用
。

原 生质体灭 活 将制备的原生质体分为

份
,

份在 条件下进行热灭活
,

份进行紫外灭

活比 〕
,

份不做任何处理
。

原 生质体融合与再 生 将上述处理过的双

亲原生质体悬液两两混合
,

离心
,

温和沉降原生质体
,

加人磷酸缓冲液
,

重

复上述步骤
,

除去残留在管底的液滴
。

再加人

的 。。
,

立即用玻璃滴管吹吸以悬浮原生

质体
。

置 中温浴
,

补加磷酸缓冲液中止

反应后离心
,

弃去上清液
,

将重新悬浮的原生质体涂

布于再生平板上
,

厦温培养 一
,

使其再

生 巨
‘ 、 〕

。

一 一
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融合子的获得

在再生培养基上初选与出发菌株形态不同的菌

落作为融合子
,

将这些融合菌株和双亲菌株同时进

行 次继代培养田
,

选出性状稳定 的融合子用于抑

菌作用测定
。

皿内抑菌作用的测定

选 择灰葡萄抱 沉卿 、 ‘ 二
、

胶胞炭疽菌
, ‘,二

一

厂 、 、

尖抱镰 刀 菌

习
、 、‘ ,、 , 乙‘ ,二 、

粉红聚端抱 叮
’ ,

动 ‘

、乙 ,一。 乙‘ , ,
和大丽轮枝菌 , ‘ , , ‘ ‘ 。

种常见的靶标病原真菌
,

采用平板对峙法测定 株

融合菌株的皿内抑菌作用
,

镜检观察受抑制菌丝的

形态变化
,

同时还测定 了受抑制靶标病原真菌菌丝

的再生能力叫
。

结果与分析

融合子的获得

通过多次重复实验发现
,

双亲菌株原生质体的

制备比较困难
,

融合频率也不高
,

但仍然有不同性状

的菌株再生
。

依据出现菌落的形态和颜色
,

从再生平

板上共分离获得 株再生菌株
,

将其菌落特征与亲

本进行 比较
,

结果见表
。

由于参加融合的 个亲本

菌株 和 的原生质体经灭活后失去了再生

能力
,

而获得的再生菌株与双亲在菌落形态和颜色

明显不同
,

可 以初步认为获得的再生菌株是融合

子
,

对于这些融合子 的进一步确定还有待于进行

分析
。

表 融合菌探与亲本菌株菌落特征 比较
。

菌株 菌落形态 气生菌丝颜色
’

基内菌丝颜色 产饱量
, 〔 口

菌落呈辐射状

菌落呈 圆形
,

中间突起

淡红灰色
拜 ‘

自色
认 飞

珠 母灰色
宁赶一 十 十

菌落呈圆形
,

中间平坦

菌落呈 圆形
,

中间平坦
一

金黄色
〔

菌落呈圆形
,

边缘不规则

菌落呈圆形
,

中间平坦
飞

菌落呈辐射状

淡紫色
一 几一

白色
十 十 布

菌落呈圆形
,

中间平坦

菌落呈圆形
,

中间平坦

菌落呈 圆形
,

中问平坦
一 一飞 石一

象牙黄色
一

白色或桔橙色

桔橙色

勺色
、

扁豆紫色
一

金莺黄色
一

茉莉黄色

桔橙色
是

白色
,

部分橙色或黄色
,

白色偶带桔橙色
是几飞

伙山书名名︸诊扮议

‘‘卫亡

注 表示产抱量的多少
。

士 一 、 〔一 奋

为了考察所获得融合子的稳定性
,

将其和 个

亲本同时进行 次继代培养
,

最终选 出了性状稳定

的融合菌株
一 , 一 , 一 , 一

和
一 。

皿内抑菌效果

采用平板对峙法测定了 株融合菌株及其亲本

对靶标病原真菌的抑菌效果
,

结果见表
。

由表 可

见
,

选出的 株融合子对 种靶标病原真菌均有不

同程度的抑制作用
,

其中
一

只对粉红聚端抱有较

强 的抑菌活性 抑菌率
一

对粉红聚端

抱和大丽轮枝菌有抑菌作用
,

抑菌率接近 而
一 , 一

和
一

对 种靶标病原真菌皆有强

的抑菌活性 除
一

对粉红聚端抱抑菌率接近

外
,

其余均大于
。

与亲本进行 比较
,

株融

合菌株的抑菌活性大都介于 和 之间
,

这

可能是 由于融合菌株继承了亲本重组后 的遗传物

质
。
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表 融合菌株及其亲本对 种靶标病原真菌的皿内抑菌作用
一

牛 」 一

吕
一

靶标病原真菌
盯
〕 卜

对照菌落
半径 。

’

丈
处理菌落
半径

抑菌
率
卜

处理菌落
半径

抑菌
率

黔
而

处理菌落
半径

】

抑菌
率
一匕

处理菌落
半径

抑菌
率
处理菌落 抑菌
半径 率 写

访

处理菌落
半径

抑菌
率 环
卜

孺 黑 于一 黑 沈 黑 嘿 黑 黑 一 黑

处理菌落
半径

川

抑菌
率
飞

⋯ 〔 臀了
,

名 ,
,

浏喇刘灰葡萄袍召
〔 。

粉红聚端抱 。、

胶胞炭疽菌
解肥洲加

一

川了 场

尖抱镰刀菌
月忆沦川刀

大丽轮枝菌
儿八 亡

〔

,

,

口 口

牛

卜 牛
,

注 大丽轮枝菌为接种病原菌菌饼后 测量
,

其他为 测量
。

石一 一 蔽一 一 一 吕 〔

受抑菌丝的形态变化 生此类现象川
,

但与融合菌株的不尽相同
。

由此可以

显微观察发现
,

受抑制菌丝的形态发生 了显著 看出
,

菌株
一 , 一

和
一

保留了 的此

变化
。 一 , 一

和
一

巧 作用于灰葡萄抱和大丽 种特性
,

即可能分泌 了某种降解细胞壁的酶类和作

轮枝菌后
,

受抑制菌的基 内菌丝都不同程度出现了 用于原生质体的次生代谢物质
。

畸变
、

消解等现象 图
。

虽然亲本菌株 也发

图 融合菌株对靶标病原真菌的作用效果

融合菌株
一

使大丽轮枝菌丝畸变并消解 融合菌株
一

使灰葡萄抱菌丝畸变
,

融合菌株
一

导致大丽轮枝菌丝消解
一 工 王

必 毛 “ 一
工召 尸 工

一 ,

丁 ‘ 。之 一

融合菌株的永久抑菌作用 抑菌作用 比较因可 以看出 表
,

除对尖抱镰 刀菌

为了进一步确定融合菌株是否保留了亲本的一 外
,

几种抑菌作用显著的融合菌株仍然保留着亲本

些重要特性
,

本研究还测定了受抑制明显菌丝的再 对其他所有供试靶标病原真菌的作用
,

尤其对灰葡

生能力
。

通过与亲本 对靶标病原真菌的永久 萄抱的永久抑制作用显著高于亲本
。

表 融合菌株对 种靶标病原真菌的永久抑菌作用
、

粉红聚端抱
了
’

刃 尸 艺斤

胶胞炭疽菌
翻忍 口

厂 之‘ 己

尖抱镰刀菌
, 了 已之‘刀之

大丽轮枝菌
飞 艺 匕

一一一
力 尸
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从图 一图 还可 以看出
,

粉红聚端抱
、

大丽轮

枝菌
、

灰葡萄抱受
一 , 一

抑菌后菌丝虽然 可

以生长
,

但生长速率明显小于对照
,

表明解除抑菌物

质后部分靶标病原真菌的菌丝在适宜的营养生长条

件下可 以逐渐恢复生长 胶胞炭疽菌受
一

抑菌

后
,

大丽轮枝菌受
一

巧 抑菌后生长量几乎保持不

变
,

这可能是由于抑菌物质已经对其造成破坏
,

恢复

生长的菌丝失去 了吸收营养的能力 粉红聚端袍受
一

抑菌后
,

被抑菌丝几乎不能恢复生长
,

这可能

是由于靶标菌丝 已被放线菌分泌的次生代谢物完全

破坏
,

失去了生长能力而达到永久的抑菌效果
。

一
令

一
一 一

一

⋯。︸。日己一卜口口日日塑侧镶润﹄。祠。日川一卜口。一。臼
日日卑徊油佃

时间 时间

图 灰葡萄抱受抑后菌丝的再生能力
尸 ,
一。“

图 粉红聚端抱受抑后菌丝 的再生能力

了
’

勺 , , ,

一今一

一 一
一

工

,‘一一 一

一 一
一

︵曰︺︸、

﹄。。日‘﹁卜口口
日日塑侧使佃

﹄。︸。日己一卜口口
臼日卑侧稗渔

兰

日寸间时间

图 大丽轮枝菌受抑后菌丝的再生能力

讨 论

植物病害生物防治是一项复杂的生态系统工

程
,

影响因子极为庞杂
,

但最关键的是首先要获得有

效的野生优秀菌株
。

分离筛选的野生放线菌的生长

定殖往往滞后于靶标致病菌
,

有些种类对环境适应

范围太窄
、

对农药的反应 比靶标菌敏感
、

对靶标致病

菌的抑菌谱较窄
、

控制作用缓慢
,

难以在植物病害可

持续控制中发挥重要作用 同时
,

从 自然界分离
、

筛

选理想的生防菌比较费时费力
,

需要大量的前期工

作
。

原生质体融合可以使无性繁殖的放线菌通过基

因组的随机重组突变进行遗传改 良
,

是现阶段最为

现实可行
、

易于广泛开展的生物工程手段 〔
‘。司 ’

一 。

本研究将现有的重寄生链霉菌 和生防放

线菌 进行原生质体融合后
,

经筛选共得到

图 胶胞炭疽菌受抑后菌丝的再生能力

召 口 、 日 。、

株融合菌株
,

它们与亲本菌株在形态特征
,

包括菌丝

颜色
、

菌落形态
、

产抱量等方面都有很大区别 从皿

内实验结果可 以看出
,

融合菌株的抑菌活性大部分

介于两亲本之间
,

并在不同程度上保 留了亲本

的永久抑菌特性
,

这可能是由于融合菌株继承了两

亲本重组后的遗传物质
,

说明通过原生质体融合改

良生防放线菌是可行的
。

由于融合菌株保留了亲本

较强的拮抗特性
,

使离体检测其是否携带亲本

的重寄生特性的实验变得较为复杂
,

重寄生特

性的确定还有待于活体实验
。

在 目标性状 比较复杂的情况下
,

如何准确筛选

融合菌株是此类研究需要解决的关键性问题
。

本研

究利用再生菌株与两个亲本在菌落特征和颜色上的

明显差异筛选出的 株菌株中
,

有 株保留了亲本

的抑菌特性
,

说明这些性状之间存在着一定的相关
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性
,

可 以用于生防放线菌融合菌株的初筛
。

在具体的融合过程中
,

首先将两个亲本 和

的原生质体进行了灭活
,

从而可 以推断再生菌

落是真正的双亲原生质体融合形成的
,

但也不排除

其他假相
。

原生质体具有特殊的细胞结构
,

其形成与

再生又涉及复杂的生物过程
,

在这个过程中常常会

使次生代谢产物的调节发生变化形成突变株困
。

本

研究筛选的融合子的真伪及其遗传物质主要源于哪

个亲本
,

还需通过分子生物学方法进一步确定
。
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