
第 1 5卷第 2期 西北农业大学学报

1 9 8 7年 6月 A e t a U n土v .

S
e p t e n t r i o n a l i o e e id

e n t
.

A g r ie
.

V o l
.

1 5 ,

No
。

2

J u n e , 1 9 8 7

葡萄霜霉菌异核现象对致病力表现的作用
.

李 华

( 西北农业大学园艺系 )

摘 要

对取 自法 国不 同地区的葡萄霜霉菌群体 的抱子囊的观察表明
,

该菌致病力

的差异首先表现在其袍子囊的大小和其中所含有的细胞核数量的差异
。

通过连

续袍子囊移种
,

由任意取 自自然群体 的一个抱子囊获得 了几个致病力各异的纯

系
。

致病力不 同的纯 系混合侵染
,

可提高混合群体 的致病力
,

利用时 M
e t al a

xy l

的杭性作标记
,

证明 了不同菌丝体 间的细胞核 交换现象和异核现 象
。

由于异核

现 象的作用
,

霜霉菌的 自悠群体的致病力可 以通过细胞核之间的协生作用达到

其最高水平
。

关健词 葡萄霜霉菌
,
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;
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;
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;

品种抗病性

一个世纪以来
,

主要存在于美洲种葡萄中的抗病性被大量用于葡萄抗病育种
,

并且

已经获得很多既抗根瘤蚜又抗真菌病害的欧美杂种
。

由于这些杂种在很多国家都表现出

对霜霉菌 ( P l a s o o p a r a 。 ` t i e o l a B e r l
. 。 t d e T o n i ) 的高度抗性

,

所以在现在的抗霜霉

病育种程序中常被用作抗病亲本
。

但是
,

B ou ab ls 「̀ ’
的实验表 明

:
葡萄霜霉菌不 同群体

之间存在着
“

毒力
”

的差异
。

最近发现的对 A N I LI D E系内吸性农药具有抗性的菌系
〔 6 ’ ,

进一步证明了葡萄霜霉菌变异的潜在势能
。

为了确定葡萄霜霉菌致病力的差异是否能导致病力更强
、

更能侵染抗病品种菌系的

发展
,

从而克服抗病品种的抗性
,

作者于 1 9 8 2一 1 9 8 5年在法国波尔多农业研究中心病理

研究所就葡萄霜霉菌的致病力和引起群体间致病力差异的原因进 行了研究
。

材 料 和 方 法

1
.

植物材料
:

离体欧亚种葡萄品种 ( 厂:it’
: 沉 n i f

e r a vc
.

M lst
c a d

e
n

e
) 幼叶小圆

片 ( 直径 1 2 m m )
。

该葡萄品种的扦插苗栽种于温室营养钵内
,

株龄为两月左右
。

2
.

真菌材料
:

取自法国不 同葡萄产区的葡萄霜霉菌的 8 个自然群体
。

其袍子囊悬

浮液由用无离子水冲洗接种后六天的幼叶圆片上的抱子囊而获得
。

3
.

接种鉴定技术
:

将取自三片幼叶的 30 个圆片置 于垫有三层用无离子水浸透的消

本文于 19 86年 4月 3日收到
。

.

M
.

lC er ej
a u提供了研究条件

,

魏宁生
、

贺普超教授审阅了全文并提出修 改意见
,

在 此一井致谢
.
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毒滤纸的培养皿中
,

叶背向上
。

每片上接种一滴 2 5 拼 1含有 5 个抱子囊的悬浮液
。

接种 24

小时后
,

用真空管吸掉接种液
。

将接种后的培养皿在温度为 22 ℃ ,

光周期为 1 2小时
,

光

照强度为 6 0 0 0 L x 的人工气候室中放置 6 天后
,

用 D e s a y m a r d o 一 3 一 5 一 7 ~ 1 0记分

法 〔” 观察记载每个圆片的发病情况
。

用这种记分法可对观察结果进行方差分析
。

4
.

抱子囊的显微观察
:

将抱子囊用 醋酸铁胭脂红染色法
〔 ’ 〕 染色后

,

于光学显微

镜 ( 放大 1 00 0倍 ) 下直接观测其细胞核的数量和大小
。

泡子囊的长
、

宽度均在 由摄影机

与显微镜 ( 放大 1 0 0 0倍 ) 相连接的电视荧光屏上测得
。

5
.

单抱子囊移种
:

将稀释为每毫升 1 0 0 0个抱子囊的悬浮液用微吸管置于有一簿层

琼脂 ( 1 5 9 l/ ) 的载片上
,

在显微镜 ( 放大 20 0倍 ) 下用巴斯德吸管取出单个抱子囊并立

即转移到置于幼叶圆片背面的水滴中 ( 2 5 “ l )
。

连续单抱子囊移种方法如图 1 所示
。

为了研究菌系间细胞核的交换
,

选用 了葡萄霜霉菌对内吸性农药 M
o

iat ax y l 的抗性

作为遗传标记
,

并采用了 lC
e r i

e

au
〔 5 ’
所描述的鉴定这种抗性的方法

。

一一

于
一一

图 1 连续单抱子囊移种示意图

1一 20
:

每次移种分离抱子囊 20 人
n :

连续单抱子囊移种次数

结 果

( 一 ) 葡萄霜霉菌抱子囊形态的差异

对来 自不同地区的霜霉菌 自然群体按等量混合的 1 0 0 0个抱子囊的形态观察结果 ( 表

1 )表明
:

袍子囊的大小有很大的差异
,

其长度在 5
.

1一 3 5
.

0拜m之间
,

宽度在 5
.

1一 1 0
.

。户 nI

之间
。

我们所观察到的抱子囊的大小范围比 A r an u d 〔” 和 N i c ol a e v 〔 , ’
所观察到的更大

。

表 1 1
, 。00 个抱子囊按其大小的分布频率

分 级 界 限 ( “ m )

_
平 均 ( 拼。 )

5
.

1 ~ 1 0 1 0
.

1一 1 5 1 5
.

1~ 2 0 2 0
.

1 ~ 2 5 2 5
.

1 ~ 3 0 3 0
.

1 ~ 3 5

长度 (% ) 1 2 4 6 2 8 1 1 2 1 14
.

9

宽度 (% ) 4 2 4 6 8 4 1 1
。

2



西北农业大学学报 1 5卷

图 2抱子囊长度与细胞核数的关系

纵轴
:

细胞核数 , 横轴
:

抱子 囊长度

通过对每个抱子囊中所 含有的细胞核数 目

的观察
,

发现抱子囊中所含有的细胞核数 与抱

子囊的大小存在着线性关系 ( 图 2 )
。

这 与

N ic ol a eY 〔 9 ’ 的研究结果相符
。

每个抱 子 囊 中

细胞核的直径在 1 一 10 之间
,

胞细核的直径在

2 ~ 4 拼 m之间
。

( 二 ) 抱子 I 间致病力的差异

我们从供试的 8 个自然群体的每个群体 中

分离了 20 个抱子囊并分别接种到幼叶圆片上
。

从 16 0个圆片得到的结果 ( 表 2 ) 表 明
,

多 数

抱子囊并不能完成侵染过程
, 7 个 自然群体的

平均侵染率不超过 20 %
,

但群体 C og an
c l 的 平

均侵染率可达 70 %
。

自然群体

来 源

表 2 抱子囊致病力的分布

接种后第六天的致病力

2 3 4 5 6 7 8 9 1 0

平 均

侵染率 ( % )

nUlbn
甘八曰一bCU
工勺0斤r土̀月,翻O乙11)压人,19曰C O g n a C I

C o g o a e Z

B o r d e a u x

A n io u

C h a m P a g n e

C o t e s d u R h o n e

A l s a c e

L a n g u e
d o c

6 7 2 3

,1,
.几9白,上111COgú111叮百八O八D叮̀Qé厅才1土1上11砚.11.一11

16 3

注
:

侵染率 ( % ) =
一

型缠黛奥绅』龙马丝
、 1 00

按种切 叮国 片致

每个抱子囊的致病力也有很大的差异
。

它通常较低 ( l ~ 3 分 )
,

但在一些群体中

可以较高 ( C o g n a e l : 5 分
:

) 或很高 ( C o g n a c Z : 9 分 )
。

对群体 C o g n a o Z 进行了 g 次连续单抱子囊移种的结果 (表 3 )表明
,

从第七次单抱子

囊移种开始
,

所有能够侵染的抱子囊具有完全相同的性质
,

其致病力都为 7 分
。

这个结

果说明
,

一个群体的抱子囊丘刚包核可能是不同的
,

这就造成了由这些细胞核构成的菌系

之间的致病力的差异
。

通过连续的单抱子囊移种可以获得细胞核较一致的袍子囊
。

这些

抱子囊在营养繁殖过程中可以 保持同样的结构和性质
。
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表 3 自然群体 C o g n a c Z 的致病力在连续单抱子囊移种过程中的变化

单范序藻犷 一一 一
- -

一 - 一

茹们台第六太; Jf 致病力
`

”
” ’ `

一
平一刁牙一一

移种次数 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 侵染率 ( % )

1 1丁 1 1 1 1 5

3 1 1 2 3 2 1 1 4 5

7 3 1 7 8 5

8 3 1 7 8 5

9 3 1 7 8 5

( 三 ) 由连续单袍子囊移种获得的菌系之间致病力的差异

我们分别在第三次和第七次单抱子囊移种时对群体 C O
gn

。 “ l 单泡子囊菌系间 致 病

力的差异进行了分析
。

在第三次单袍子囊移种时
,

利用了二 个菌 丫

系
。

菌系 A 取自一个记分为 8 的圆 片
,

菌 系 B

取白一个记分为 2 的圆片
。

对这两个菌系致病

力的鉴定结呆 ( 图 3 ) 表明
:

菌系
, 、 的致病力

更强 ( F = 6 6
.

16 1来带 ; F 。
. 。 。 5 = 8

。

8 9 )
。

此

外
,

这两个菌系致病力的变异范国都较大
,

而

且
,

菌系 A 的变异范圆 ( 1 一 9 分 ) 显著大于

菌系 B ( 0 一 6 分 )
。

在第七次单抱子戛移种时
,

每个抱子囊的 图 3

致病力都很相似 ( 都为 7 分 )
。

对取自两个不

同圆片的菌系 C和 D 致病力的分析表明
,

这两

个菌系的致病力完全相同
,

而且变异 范 围 很

在 第三次单抱子囊移种后
,

来 自群

体 C o g n a o l的两菌系的致病力比较

纵轴
:
百 分率 ( % ) , 横轴

:

致病力记分

小
、

很集中 ( 图 4 )
。

我 们 认 为 在 这 个时期
,

这两个菌系已成为单一细胞核构成

的纯系
。

根据这种现象
,

在单抱子囊连续移种的不同阶段
,

通过选择记分不同的幼叶圆

10 0 10 0

1 0 0 1O

圈 4 在第七次单抱子囊移种后
,

来自群体 C o g n a c l的两菌系的致病力比较

纵轴
:
百 分率 ( % ) ; 横轴

:

致病力记分
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片
,

获得了致病力各异的不同的霜霉菌纯系
。

在本试验中
,

必须进行 6 一 7 个无性代的

连续单袍子囊移种才能使葡萄霜霉菌的致病力稳定下来
,

这说明抱子囊中的细胞核并不

是由一个游动抱子的细胞核经有丝分裂而来
。

( 四 ) 不同纯系间细胞核交换的证明

用一个对内吸性农药M e at lax y l 敏感的纯系 ( S ) 和一个抗该农药的纯系 ( R ) 等

量混合获得人工混合群体 ( R 一 S )
。

将群体 ( R 一 S ) 在离体叶圆片上培养五代后
,

从中分离了40 个抱子囊
。

对 由这 40 个抱子囊经一代培养获得的 40 个菌系的抗药性实验表

明
,

所有这 40 个抱子囊都成为抗药类型 ( 图 S A )
。

在这些菌系中选择一个抗药性较差

的菌系 ( 在图 S A 中带有箭头的菌系 )
,

又从这个菌系分离了20 个抱子囊
。

在对 由这 20 个

抱子囊经一代培养获得的 20 个菌系进行抗药性鉴定时
,

发现其中一个菌系为敏感型 ( 图

S B
:

带箭头的菌系 )
。

这表明
:

在构成群体 ( R 一 S ) 时
,

纯系 ( S ) 和纯系 ( R )

之间可能存在着细胞核的交换 ; 而通过连续单抱子囊移种又能将 S型细胞核和 R 型细胞

核分开
。

1oo 10 0

-卜兀凉一
`

0
一斗招匕` 卜一一朴一一币

10 0

图 S A 对取自群体 ( R 一 S ) 的 40

个抱子囊的抗药性鉴定

箭头表示 S p抱子囊

纵轴
:

S m ; 横轴
:

S e

图 5B 对取自由sP 抱夭囊产生的菌系

的 2 0个抱子囊的抗药性鉴定

箭头表示敏感型菌系
,

即 S型纯系

纵轴 S m
:

在有 M et al a x yl 溶液条件下产泡量记分 ,

横轴 S
e :

在无 M e t al a x yl 溶液条件下产抱量记分

( 五 ) 葡萄霜霉菌异核现象对致病力表现的影响

以上结果表明
,

葡萄霜霉菌的菌丝体包含着不同的
、

性质各异的细胞核群体
,

每一种

细胞核控制一定的而且稳定的致病力
。

为了研究异核现象对葡萄霜霉菌致病力表现的作

用
,

我们比较了纯系 A l ,
A Z ( 这两个纯系由一个抱子囊经连续单袍子囊移种获得 )

,

B l ,
C l 及由两个纯系的混合群体 ( A l 十 A Z ) 和 ( B l 十 C l ) 的致病力

。

结果 ( 表 4 )

表明
,

由两个致病力不同的纯系按等量混合组成的混合群体的致病力高于每个纯系分别

接种时的致病力
。

葡萄霜霉菌的这种由于纯系间的结合而提高致病力的协生现象
,

与细
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胞核上所携带的遗传信息有关
,

因为纯系 A l和 A Z 具有相同的细胞质
。

表 4 纯系间和纯系混合群体间致病力的比较

袍 子 囊 纯系
接种液浓度
(抱子囊 / m l)

平
致病

均
力

带

L
.

5
.

D
.

0
。

0 0 1

A
l

A
2

A
l + A

Z

2 0 0

2 0 0

1 0 0 + 1 0 0

4
。

9 3 . 奈

3
.

0 3 O
。

7 7 3

6
。

5 0

豢辛

带来

B B l 2 0 0

C C
l 2 0 0

6
。

0 3 来米

3
。

4 0 带寮 0
。

3 4 0

B
; + C

,

1 0 0 + 1 0 0 7
。

7 5 带 带

.

纯 系 A
, ,

A
?

和 A : 十
A

Z接种 30 个幼 叶圆片 ; 纯 系 BJ
,

C , 和 B , + C , 接种 60 个幼叶圆片
。

二差 异极显著
。

讨 论 和 结 语

与藻状菌纲的其他属 (如尸h yt
o P附h o r a ,

B er 川沁和尸。 ,
·

oll os P or a
等 ) 比较

,

对葡萄霜

霉菌的遗传变异的原因至今研究甚少
〔 ’ 。 ” ` ’ 。

但葡萄霜霉菌的有性繁殖能引起染 色 体

和基因的重组
,

导致新的生物型 ( b iot y p e 、 的产生
。

此外
,

基因突变 也是 引 起变 异的

原因
。

据 D a v i d s e 〔 6 ’ 报道
,

P 人y t o 夕h t人o r a s p p
.

对 M
e t a l : : x y l 的抗药性可能是 由突 变

引起的
。

葡萄霜霉菌体细胞的单倍体状态 ( B os c , 1 9 4 6 ) 能促进突变基因的表现
,

不管

突变是显性的还是隐性的
。

N I C O I。
。 v 〔 9 〕 通过对单游动抱子菌系和单抱子囊菌系 的 抱子

囊的显微观察提出了异核假说
,

和由异核现象而引起的拟性 重 组 ( T i n飞i ne
, 1 9 6 9 )

,

构成了引起变异的另一因素
。

以 上听提到的 各种引起霜霉菌变异的可能原因
,

为解释不 同菌系或不 同抱子囊致病

力的差异 ( 表 1 ) 提供了依据
。

研究结果表明
,

如果为了解释这种差异必须考虑影响细

胞核 ( 游动抱子 ) 数的泡子囊大小的差异 ( 图 2 )
,

就更应该首先考虑细胞核之间遗传

信息的差异
。

实际上
,

利用连续单抱子囊移种的方法
,

可 以逐渐减小自然群体 变 异 范

围
,

获得致病力各异但稳定的纯系
。

特别是
,

由一个随机在自然群体中取出的泡子囊
,

可

以获得几个致病力完全不 同的纯系
。

这些纯系的致病力
,

与自然群体或 自然群体中的由

一个抱子囊自然繁殖的菌系相反
,

非常稳定 ( 表 3 ,

图 4 )
。

这些结果都说明
,

抱子囊

中所含有的不同的细胞核
,

具有不 同的确定一定致病力水平的遗传基础
。

同时
,

由致病

力不同的纯系混合侵染
,

可 以提高群体的致病力 ( 表 4 ) , 可 以用不同细胞核间决定致

病力的遗传信息互补来解释这种纯系间的协生现象
。

葡萄霜霉菌袍子囊的异核现象表明
,

娜个泡子囊中的细胞核并不是如 sI 扮 a fn f i 仁. 1

所解释的那样
,

由一个原始细胞核
,

即形成菌丝体以前的游动泡子的细胞核
,

经有丝分裂

后在泡子囊形成过程中进入袍子囊的
。

相反
,

我们必须承认不同纯系的菌丝体之间存在着
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细胞核的交换
,

正如我们 用对 M
e at l a x y l具有抗性和不具抗性的纯系的混合群体进行的实

验所表明的那样 (图 j )
。

关于葡萄霭霉菌菌竺体融合现象还未曾见报道
,

但 N 金。 ol a ve 〔”

提到了在侵入气孔过程中游动抱子之间融合的可能性
。

为了获得致病力稳定的纯系
,

必

须进 行 6 次以上的连续单抱子囊转移 ( 表 3 ,

图 3 ,

图 4 ) 的事实说明 霜霉菌纯系之

间的细胞核交换和由此引起的异核现象是比较频繁的
。

综上所述
,

可将葡萄霜霉菌的自然群体看作 由不同的细胞核群体构成的一个系统
。

在这个系统中
,

由于 各细胞核群体间的异质性及其遗传信息的互补
,

使它的致病力保持

在其最佳水平
。

所 以
,

应进一步研究在葡萄霜霉菌这一细胞核群体中
,

抗病葡萄品种是

否能逐渐选择致病力强的类型
,

从而导致致病力强的新生物型的出现和抗病基 因失效的

可能性
。
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