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新疆棉花黄萎病菌病原种群监测研究
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　　[摘　要 ]　采用致病性测定、营养亲和群测定及PCR 特异性扩增 3种方法,对新疆棉区采集的 35个棉花黄萎

病菌代表性菌系进行致病型鉴定。结果表明,新疆棉花黄萎病菌存在强、中、弱3种不同的致病类型,其中以中等致

病类型居多。利用营养亲和群方法将新疆棉花黄萎病菌分为2个亲和群,其中1个亲和群中的所有菌系均与标准落

叶型菌系相亲和,另1个亲和群中的所有菌系均与标准非落叶型菌系相亲和。利用棉花黄萎病菌落叶型特异引物进

行PCR 特异性扩增,有3个菌系扩增出550 bp 的落叶型黄萎病菌特异性片段。用营养亲和群及PCR 特异性扩增均

进一步证实目前新疆存在落叶型黄萎病菌菌系。

[关键词 ]　棉花黄萎病菌;致病性;营养亲和性; PCR 扩增;新疆棉区

[中图分类号 ]　S435. 621. 2+ 4　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2006) 1120189205

　　新疆是我国最大的优质棉生产基地,棉花生产

已成为新疆的支柱产业。随着新疆植棉面积的迅速

扩大和连作年限的延长,棉花黄萎病发生日趋加重,

已严重影响新疆棉花生产的可持续发展[1 ]。根据黄

萎病菌对棉花品种致病力的强弱,将黄萎病菌分为

强、中、弱 3 种致病类型[2 ]; 依据黄萎病菌侵染棉花

后是否引起落叶,将黄萎病菌分为落叶型与非落叶

型[3 ];其中以落叶型黄萎病菌的致病力最强,危害最

重。自我国江苏、山东、河北、河南等地相继报道存在

落叶型黄萎菌系之后,目前在新疆棉区有时也出现

大片落叶和死株棉田,与典型落叶型黄萎菌系危害

的症状相似。为及时掌握新疆棉区黄萎病菌种群的

变化,探索用于棉花黄萎病菌落叶型菌系检测快速、

简便、准确的方法,本研究通过致病性测定、病菌营

养亲和群测定及PCR 特异性扩增技术,对新疆棉花

落叶型黄萎病菌进行了检测,现将研究结果报道如

下。

1　材料与方法

1. 1　供试菌系

　　从新疆南、北疆棉区采集棉花黄萎病株,用常规

方法进行分离、纯化,从中选出具有代表性的 35 个

菌系做为供试菌系; 5个标准菌系,即落叶型标准菌

系T 9,落 151,落 153,强991和非落叶型标准菌系弱774

(表1)。

1. 2　棉花黄萎病菌致病性的测定

本试验采用 3个棉花品种,即唐棉 2号 (抗病) ,

鄂荆1号 (感病)和中12 (耐病)对供试菌系致病性进

行测定,方法参见文献[ 4 ]。

1. 3　棉花黄萎病菌营养亲和性测定

1. 3. 1　培养基　 (1) PSA 培养基。用于培养、保存

菌系。(2)W A C 培养基、基本培养基 (MM )、n it突变

体类型鉴别培养基 (M O 2,M H )的制备及n it 突变体

的诱导和n it突变体表型鉴定均参照Puhalla 等[5 ]和

Ko ro lev等[6 ]的方法。

1. 3. 2　营养亲和性测定[5 ]　将在MM 培养基上 24

℃培养4～ 5 d 的各菌系n it 突变体进行可能的全组

合互补配对: 在MM 平板的中央放一菌系的突变

体, 其他 4 个菌系的互补突变体置于四周, 间距

1. 0～ 1. 5 cm , 24 ℃培养,如果形成茂密白色气生菌

丝或浓密黑色微菌核带的即为两菌系可亲和。

1. 4　棉花黄萎病菌PCR 特异性扩增

1. 4. 1　引物的设计与合成　选用Encarnacion 等[7 ]

设计的落叶型 (D 1öD 2)引物。

D 1: 5′2CA T GT T GCT CT G T T G A CT GG23′;

D 2: 5′2GA C A CG GTA TCT T T G CT G AA 23′。

引物均由上海生工生物工程技术服务有限公司

合成。
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表 1　40个供试菌系和标准菌系的名称、来源及寄主

T able 1　N am e and source and ho st of 40 stra ins of V erticillium d ah liae

菌系
Strain

采集地点
Source

棉花品种
Co tton species

菌系
Strain

采集地点
Source

棉花品种
Co tton species

A 27 新疆阿克苏 X injiang A kesu 中 35 Zhong 35 S2428 新疆石河子 X injiang Sh ihezi 系 9 X i 9

A 215 新疆阿克苏 X injiang A kesu 新海 14 X inhai14 T2431 新疆石河子 X injiang Sh ihezi 中 36 Zhong 36

B 238 新疆阿克苏 X injiang A kesu 中 35 Zhong 35 T2432 新疆石河子 X injiang Sh ihezi 辽 17 L iao 17

B 253 新疆阿克苏 X injiang A kesu 中 35 Zhong 35 U 2435 新疆石河子 X injiang Sh ihezi 中 36 Zhong 36

C296 新疆阿克苏 X injiang A kesu 新陆中 7 X in luzhong 7 500 新疆博乐 X injiang Bo le 新陆早 13 X in luzao 13

C297 新疆阿克苏 X injiang A kesu 新陆中 7 X in luzhong 7 509 新疆博乐 X injiang Bo le 新陆早 13 X in luzao 13

C298 新疆阿克苏 X injiang A kesu 新陆中 7 X in luzhong 7 510 新疆博乐 X injiang Bo le 新陆早 12 X in luzao 12

E2117 新疆阿克苏 X injiang A kesu 中 35 Zhong 35 511 新疆博乐 X injiang Bo le 新陆早 12 X in luzao 12

F2151 新疆库尔勒 X injiang Kuerle 中 35 Zhong 35 524 新疆博乐 X injiang Bo le 新陆早 12 X in luzao 12

G2166 新疆库尔勒 X injiang Kuerle 未知U nknow n 536 新疆博乐 X injiang Bo le 系 7 X i7

I2214 新疆和田 X injiang H etian 中 35 Zhong 35 546 新疆奎屯 X injiang Kuitun 新陆早 9 X in luzao 9

J2224 新疆和田 X injiang H etian 中 35 Zhong 35 575 新疆奎屯 X injiang Kuitun 系 9 X i9

J2229 新疆和田 X injiang H etian 中 35 Zhong 35 584 新疆奎屯 X injiang Kuitun 系 9 X i9

K2246 新疆和田 X injiang H etian 99B 585 新疆奎屯 X injiang Kuitun 系 5 X i5

K2257 新疆和田 X injiang H etian 新彩 1 X incai 1 592 新疆石河子 X injiang Sh ihezi 新陆早 13 X in luzao 13

K2265 新疆和田 X injiang H etian 南 6 N an 6 强991Q iang991 中国农科院植保所赠 CAA S 棉花 Co tton

M 2404 新疆石河子 X injiang Sh ihezi 中 36 Zhong 36 弱774 R uo774 中国农科院植保所赠 CAA S 棉花 Co tton

P2410 新疆石河子 X injiang Sh ihezi 下 9 X ia 9 T 9 中国农科院植保所赠 CAA S 棉花 Co tton

Q 2418 新疆石河子 X injiang Sh ihezi 中 36 Zhong 36 落 151 L uo 151 南京农业大学赠N JAU 棉花 Co tton

S2425 新疆石河子 X injiang Sh ihezi 中 27 Zhong 27 落 153 L uo 153 南京农业大学赠N JAU 棉花 Co tton

1. 4. 2　DNA 提取方法　总 DNA 的提取参考

M ercado2B lanco 等[8 ]的方法。

1. 4. 3　PCR 反应体系和扩增条件　PCR 扩增的反

应液总量为25 ΛL ,反应体系为: 10×Buffer 2. 5 ΛL ;

200 Λmo löL dN T P 2 ΛL ; 1. 25 mmo löL M gC l22 ΛL ,

0. 5 Λmo löL 引物D 1,D 2各1. 25 ΛL , T aq酶1 U ,模

板1 ΛL , ddH 2O 14. 7 ΛL。反应液在PTC2200热循环

控制仪中进行扩增。扩增条件为94 ℃预变性5 m in;

94 ℃变性1 m in, 56 ℃退火1 m in, 72 ℃延伸3 m in,

30 个循环;最后74 ℃延伸10 m in。扩增产物在8 gö

kg 琼脂糖凝胶上电泳,电泳后于紫外凝胶成像仪上

观察结果,并扫描于计算机软件中保存。

2　结果与分析

2. 1　棉花黄萎病菌致病性测定结果

　　在试验中发现, 各供试菌系接种中 12、唐棉 2

号、鄂荆1号3个棉花品种后,一般20 d 开始发病, 35

d 左右达到发病高峰,根据各菌系对棉花品种的致

病反应和病情指数划分致病型,即病情指数在 30. 0

以上为感病 (S) ; 病情指数在 20. 1～ 30. 0 为耐病

(W ) ;病情指数在20. 1以下为抗病 (R ) ,具体情况见

表2。由表2可知,强致病类型包括592, 511, 510, C2
96和J 2229 5个菌系,占供试菌系的14. 3% ,致病力

大小与落153相似;中等致病类型包括16个菌系,占

供试菌系的 45. 7% ; 弱致病类型包括 14 个菌系,占

供试菌系的40. 0 %。由此可知,新疆棉花黄萎病菌

以中等致病类型为主。此外,本研究还发现,标准菌

系中以落 153 发病最早,发病进程快,发病严重,而

其余几个标准菌系则发病较轻。供试菌系中以592,

J 2229, K2265, S2428, G2166, F2151 发病较早, 个别

菌系 (592, 511, J 2229)接种后出现了典型的落叶型

黄萎病症状。

2. 2　棉花黄萎病菌营养亲和性测定结果

2. 2. 1　n it 突变体表型的鉴定　在试验中发现,

W A C 培养基上培养 20～ 30 d 后开始陆续出现突变

体的扇形面, 40个菌系共获得 240个n it 突变株,其

中n it A 169,占总突变株的 70. 3% , n it B 65 个,占

总突变株的 27. 2% , n it C 6 个, 占总突变株的

2. 5% ,各突变类型的突变率由高至低依次为n it A

> n it B > n it C。
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表 2　40个供试菌系和标准菌系在不同棉花品种上致病性测定结果

T able 2　V iru lence varia t ion of 40 differen t iso la tes inocu lated in to differen t variet ies

菌系
Strain

棉花品种抗感反应
R eaction type

1 2 3

病情指数
D isease

index

致病类型
T ype

菌系
Strain

棉花品种抗感反应
R eaction type

1 2 3

病情指数
D isease

index

致病类型
T ype

落 153 L uo 153 W S S 48. 21 强 Strong 536 W R R 20. 66 中M ildness
592 S S W 40. 10 强 Strong B 238 W W R 20. 31 中M ildness
511 S W W 33. 53 强 Strong B 253 W W R 20. 17 中M ildness
510 S W W 32. 05 强 Strong 强991Q iang991 W R R 19. 87 弱 Feeb leness

C296 S W W 31. 40 强 Strong P2410 W R R 19. 19 弱 Feeb leness
J2229 S R R 31. 09 强 Strong U 2435 S R R 18. 99 弱 Feeb leness
K2265 S R R 28. 99 中M ildness A 27 W W R 18. 52 弱 Feeb leness

546 S W R 28. 17 中M ildness C298 R R R 18. 00 弱 Feeb leness
J2224 S R R 28. 01 中M ildness K2257 S R R 17. 30 弱 Feeb leness
G2166 S R W 27. 61 中M ildness F2151 W R R 17. 21 弱 Feeb leness

575 W W W 27. 45 中M ildness 584 R R R 16. 47 弱 Feeb leness
S2425 S R R 26. 79 中M ildness 524 R W R 15. 55 弱 Feeb leness
509 W W R 26. 48 中M ildness 500 W R R 13. 67 弱 Feeb leness
585 W W W 26. 44 中M ildness A 215 R R R 13. 39 弱 Feeb leness

C297 W W R 25. 12 中M ildness 弱774 R uo774 W R R 13. 05 弱 Feeb leness
S2428 S R R 23. 72 中M ildness E2117 R R R 11. 21 弱 Feeb leness
T 2431 S R R 23. 19 中M ildness M 2404 R R R 10. 43 弱 Feeb leness
K2246 S R R 22. 55 中M ildness T2432 R R R 9. 022 弱 Feeb leness
Q 2418 S R R 22. 53 中M ildness I2214 R R R 8. 53 弱 Feeb leness

T 9 W W R 22. 46 中M ildness 落 151 L uo 151 R R R 6. 73 弱 Feeb leness

　　注: 1. 鄂荆 1号; 2. 唐棉 2号; 3. 中 12;“R”表示抗病,病情指数在 20. 1以下;“W”表示耐病,病情指数在 20. 1～ 30. 0;“S”表示感病,病情指数在 30. 0以上。

N o te: Co tton variety: 1. E jin 1 hao; 2. T angm ian 2 hao; 3. Zhong 12;“R”show s D isease index is 0. 1- 20. 1,“W”show s D isease index is 20. 1- 30. 0,“S”. show s

D isease index is above 30. 0.

2. 2. 2　亲和性测定　对供试菌系及标准菌系的互

补型突变体进行全组合配对培养, 17～ 28 d 后观察

发现,供试菌系分为亲和群É (V CGÉ )和亲和群Ê
(V CGÊ ) 2个营养亲和群,其中亲和群É含有T 9,落

151,落153,强9914个标准落叶型菌系和K2265, 592 2

个新疆供试菌系; 其余的 34 个菌系属于亲和群Ê ,

即非落叶型菌系。用亲和性技术鉴定落叶型和非落

叶型黄萎病菌菌系比较可靠[5, 9 ]。由此可知,新疆棉

区已存在致病性强的落叶型黄萎病菌菌系。

2. 3　棉花黄萎病菌PCR 特异性扩增结果

利用落叶型黄萎病菌的专一引物D 1öD 2,分别

以5 个黄萎病菌的标准菌系及 35 个供试菌系的总

DNA 为摸板进行PCR 特异性扩增,其中T 9,落151,

落153,强991, 592, K2265, 536共计7个菌系扩增出特

异性片段,大小为550 bp ,而标准菌系弱774及其他供

试菌系均未扩增出相应大小的片段 (图1)。

图 1　特异引物D 1öD 2对标准菌系和供试菌系的扩增结果
M. 分子量标记; 16, 30, 35和 1～ 14泳道为 592, K2265, 536, A 27, A 215, B238, B253, C296, C297, C298, E2117, F2151, G2166, I2214, J2224, J2
229, K2246菌系的扩增结果; 36～ 40泳道为标准菌系强991,弱774, T 9,落151,落153的扩增结果; CK 泳道为无模板的DNA 扩增结果

F ig. 1　R esu lt of PCR amp lificat ion w ith specific p rim ers D 1öD 2 to standard stra ins and the tested stra ins
L anes m arked M is the ladder DNA ; L anes m arked 16, 30, 35 and 1- 14 is the resu lt of amp lification of the partly tested strains (592, K2
265, 536, A 27, A 215, B238, B253, C296, C297, C298, E2117, F2151, G2166, I2214, J2224, J2229, K2246) ; L anes m arked 36- 40 is the p roduct

of amp lification of standard strains (Q iang991, Ruo774, T 9, L uo 151, L uo 153) ; L anes m arked CK is the con tro l w ith sterile w ater

191第 11期 张　莉,等:新疆棉花黄萎病菌病原种群监测研究



　　由此可知,新疆存在落叶型黄萎菌菌系,而且在

南、北疆植棉区均有分布,但目前新疆棉花黄萎病菌

仍以非落叶型黄萎病菌菌系为主,其中非落叶型黄

萎病菌菌系占供试菌系的91. 4%。

3　结论与讨论

本研究采用致病性测定、营养亲和性测定、PCR

特异性扩增3种方法对新疆棉花黄萎病菌的致病性

分化进行了研究。结果表明,目前新疆已存在致病力

强的落叶型黄萎菌系,而且在南疆和北疆植棉区均

有分布,这在国内属首次报道,须引起高度重视。邹

亚飞等[10 ]和王莉梅等[11 ]报道,落叶型黄萎病菌菌株

内也具有强、中、弱的致病性分化,有些落叶型菌系

的致病力并不一定比非落叶型菌系强,如本次研究

中的K2265。但总体而言,目前在新疆棉区,致病力

中等或致病力较弱的非落叶型黄萎病菌菌系,仍是

新疆棉花黄萎病菌的主要致病类型。

快速、准确地鉴定棉花落叶型黄萎病菌菌系是

控制该病扩展、蔓延和防治的主要条件。传统致病性

测定方法简单、易于掌握,但温室接种工作量大,鉴

定结果易受环境条件和人为因素的影响,其准确性

有待进一步提高。营养亲和性测定是建立在菌系间

遗传物质交换基础上的,其能客观地反映病菌自身

的生物学及遗传学特征,鉴定结果较为可靠,本研究

也进一步证明了这一点,但该方法也有其局限性,如

诱发突变体较费时,诱发的突变体易恢复为野生型,

个别菌系难诱发到互补型的突变体等。PCR 特异性

扩增实现了对棉花黄萎病菌致病类型的快速检测,

不仅快速、准确,而且避免了许多传统方法难以解决

的问题。因此,为达到快速、准确检测危险性病害的

目的,可以采用以特异性PCR 扩增为主,营养亲和

性测定、鉴别寄主测定等为辅的方法,从而构建一个

棉花黄萎病菌检测平台,为棉花黄萎病菌预警检测

体系提供技术支持。

在本试验中, 536 菌系与非落叶型棉花黄萎病

菌菌系的标准菌系属于同一亲和群,但在PCR 特异

性扩增测定中归于落叶型黄萎病菌菌系,其他同类

研究[9210 ]也曾出现类似情况。一般认为,该菌系在基

因水平上可能兼有落叶型和非落叶型两种性状的控

制位点。因此,可将536菌系作为落叶型和非落叶型

菌系的一种过渡类型。
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Popu la t ion m on ito ring study of V erticill ium d ah liae in co t ton in X in jiang

ZHANG L i1,D UAN W e i- jun1,L I Guo-y ing1,YANG Zh i-we i2
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Abstract: T he pathogen icity iden t if ica t ion of 35 rep resen ta t ive st ra in s of V erticillium d ah liae co llected

from the co t ton2p lan ted region in X in jiang w as studied u sing the m ethods of pathogen icity iden t if ica t ion,
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vegeta t ive compat ib ility group and PCR specif ic amp lif ica t ion. T he resu lts show : ( 1 ) the st ra in s of

V erticillium d ah liae in X in jiang can be separa ted in to th ree group s, nam ely strong, m iddle and w eak.

Among them , mo st of the st ra in s belong to the m iddle group. (2) the st ra in s of V erticillium d ah liae in

X in jiang can be separa ted in to tw o vegeta t ive compat ib ility group s. A ll st ra in s in one vegeta t ive

compat ib ility group can be fu sed w ith standard defo lia t ing patho type and all st ra in s in the o ther vegeta t ive

compat ib ility group can be fu sed w ith standard nondefo lia t ing patho type. T h is resu lt m akes su re the

p resence of the defo lia t ing patho type stra in s of V erticillium d ah liae in co t ton. ( 3) T he resu lt of PCR

amp lif ica t ion u sing the specif ic p rim er of defo lia t ing patho type of V erticillium d ah liae in co t ton show s that

the specif ic fragm en t (550 bp ) of defo lia t ing patho type of V erticillium d ah liae can be p roduced from th ree

st ra in s, w h ich p roves the p resence of the defo lia t ing patho type stra in s of V erticillium d ah liae in co t ton in

X in jiang at p resen t under the mo lecu lar level.

Key words: V erticillium d ah liae; pa thogen icity; vegeta t ive compat ib ility; PCR amp lif ica t ion; co t ton2
p lan ted region in X in jiang
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R esearch abou t effect of so il physica l p ropert ies on the varia t ion

of su rface roughness under the cond it ion of ra infa ll
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Abstract: O n the basis of art if icia l ra infa ll experim en ts and con tact roughness m eter, the effect of so il

physica l p ropert ies on su rface roughness w as studied. U nder the condit ion of ra infa ll den sity of 1. 0

mm öm in, the varia t ion of roughness increased w ith the increase of so il physica l clay gradually. T he

varia t ion of roughness decreased genera lly w ith the increase of so il bu lk den sity du ring the cou rse of

ra infa ll. T he varia t ion s of st ra igh t slope and rake slope w ere h igher than tho se of art if icia l hoe slope and

con tou r t illage slope w hen so il bu lk den sity w as the sam e. T he varia t ion of roughness a lso decreased

genera lly w ith the increase of so il mo istu re con ten t du ring the cou rse of ra infa ll and the varia t ion s of

st ra igh t slope w ere h igher obviou sly than tho se du ring the cou rse of the sam e so il mo istu re con ten t. A t the

sam e t im e, the quan t ita t ive analysis w as done on the effect of the above so il physica l facto rs on the

varia t ion of su rface roughness. T he resu lts w ere that the varia t ion of roughness had negat ive rela t ion sh ip

w ith so il mo istu re con ten t and so il bu lk den sity, and had po sit ive rela t ion sh ip w ith so il po ro sity.

Key words: ra infa ll; su rface roughness; so il tex tu re; so il bu lk den sity; so il mo istu re con ten t

391第 11期 张　莉,等:新疆棉花黄萎病菌病原种群监测研究


