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　　摘要　从大兴安岭长白山采集 17号芥黄蜜环菌, 用分离的单孢菌株进行交配型测定, 证实中

国该种为双因子异宗配合机制 ,选取各号标本的 4 种交配型菌株进行循环配对实验, 结果发现该种

的交配型基因座的多样性很高,共有 13 对复等位基因,证明该种在世界分布区域内具有较强的生

态适应能力。是目前国际首次用实验测定的蜜环菌交配基因数目。
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　　蜜环菌复合种( A rmil laria mellea ( Vah1: Fr . ) Kummer complex )是一个寄主范围极广,

形态和培养特征变异甚大的林木病原菌。1978年以来,单倍体菌株的遗传交配研究发现它是

由若干个互交不育群( Intersterility Groups, ISG)即生物种组成,绝大多数 ISG 属于四极性异

宗配合种, 只有非洲的黑姆蜜环菌( A . heimii Pegler )、欧洲的无环蜜环菌( A . ectyp a ( Fr . )

Emel)和蜜环菌日本亚种( A . mel lea subsp. nipp onica Cha & Igarashi)等少数地区存在同宗配

合种。目前各国林病学者和菌物分类学家一致采用 ISG来作为划分种的标准。为调查中国蜜

环菌种类,从 1992年开始对东北蜜环菌进行的生物种研究, 发现了 5个生物种[ 1] ,经过与欧

洲、北美生物种菌株的交配, 发现了中国生物种 A,即芥黄蜜环菌( A rmil laria sinap ina Berube

& Dessur. ) ,并对东北种类作了进一步的订正。同时为详细调查中国蜜环菌存在同宗配合的可

能性和交配等位基因的数量,对芥黄蜜环菌的所有菌株进行了交配型及其复等位基因的遗传

测定,现将结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　菌种采集

1993～1997年间本文第一作者从大兴安岭和长白山采集芥黄蜜环菌共 17号(表 1) ,将蜜

环菌子实体在无菌滤纸上做孢子印, 孢子印低温保存,带回实验室进行单孢分离。

1. 2　单孢分离和交配极性测定方法

培养基采用 2% MEA( 2%的 Sigma 麦芽粉, 2%的琼脂) ,方法按参考文献[ 1]、[ 2]进行。

每一子实体至少分离 40个单孢菌株,从中挑选典型的单孢菌落形态并且生长旺盛的 12个菌
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株进行列联配对, 推断交配极性。有些难以推断交配型的子实体需要重复配对实验 2～3次。

1. 3　复等位基因的配对测试方法和判断标准

培养基采用改进的 MEJA
[ 2] , 从每一子实体分离株中选取 4个不同交配型( A 1B1、A 2B2、

A 1B2、A 2B1 )的代表菌株进行 2个子实体间的 4×4配对。通过 16个配对反应推断菌株的交配

基因多样性。在 MEJA 培养基上,不亲和交配反应的对峙线清晰明显,而亲和性交配反应更易

判断:不仅对峙双方菌落都变为褐色,而且产生较长的根状菌索。如果 16个均为亲和反应,则

为不同的复等位基因,即一方的交配因子为A 1、A 2、B1、B2 ,而另一方为A 3、A 4、B3、B4 ;如果 2个

携带A 因子的菌株表现非亲和反应,则它们的交配因子均为A 1、A 2 , B因子也依此类推。为确

定表 1中菌株的交配因子, 所有标本的菌株都进行配对试验。

表 1　用于交配基因测定的芥黄蜜环菌菌株

标本号 寄　　主 采 集地 点 采集日期(年-月-日)

93005 白桦( B etula p latyphyl la Suk . ) 内蒙莫尔道嗄 1993-09-01

93006 白桦 内蒙乌尔其汗 1993-09-02

93007 阔叶树 内蒙绰尔 1993-09-05

93009 蒙古栎( Quercus mog ol ica Fis ch . et T urcz. ) 内蒙绰尔 1993-09-09

93011 黑桦( B . dahur ica Pall . ) 内蒙绰尔 1993-09-09

93012 黑桦 内蒙绰尔 1993-09-09

96015 岳桦( B . ermanii Cham. ) 长白山岳桦林带 1996-08-28

96016 岳桦 长白山岳桦林带 1996-08-28

96017 松树( P inus sp. ) 长白山地下森林 1996-08-28

96022 岳桦林地 长白山岳桦林带 1996-08-30

96023 岳桦林地 长白山岳桦林带 1996-08-30

96024 岳桦林地 长白山岳桦林带 1996-08-30

96025 落叶松( Lar ix sp . ) 长白山岳桦林带 1996-08-30

96037 冷杉( A bies sp. ) 长白山地下森林 1996-09-02

96041 不详 长白山白河市场 1996-09-03

96042 白桦 内蒙绰尔 1996-09-08

97011 灌木 内蒙阿尔山 1997-09-04

2　结果与分析

2. 1　交配极性测定

共进行了约 1 600个配对组合,所采集的 17号芥黄蜜环菌都呈现典型的双因子异宗配合

交配系统,除极少数子实体因列联配对的 12个菌株中只有 3个交配型外,绝大多数都得到 4

种交配型。这一结果表明中国的该生物种不存在同宗配合交配机制。

2. 2　复等位基因的测算

共进行了 3轮,首先对采自大兴安岭的 93005～93012共 6个菌株进行了第一轮循环配对

试验,其中 93011和 93012呈现近似子实体内的交配反应, 属于同一个克隆, 具有 2个共同的

交配因子,其它各号都属于复等位基因,分别编为 A 1～A 10和 B1～B10。第 2 轮对长白山的
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96015～96041和大兴安岭的 96042、97011进行循环配对实验,结果 96023和 96024为同一克

隆, 96015与其它各号标本呈现近似部分亲和反应,难以判断, 故排除其交配因子, 其余都属于

交配的复等位基因,编为A 11～A 28和 B11～B28。第 3轮配对实验目的检验前 2轮的交配因子是

否存在重复, 选取每号标本的 2 个代表不同交配型的菌株( A 1B2+ A 2B1或 A 1B1+ A 2B2 )进行

循环配对,最后结论证明, 93012和 96042属于同一克隆,合并其共同的交配因子,其它 13对

复等位交配基因之间不存在重叠,由于该两个菌体相距约 20 km ,说明大兴安岭存在较大的克

隆。结果见表 2。

表 2　复等位基因循环交配结果

菌株号 93005 93006 93007 93009 96011 93012 96016 96017 96022 96023 96024 96025 96037 96041 96042 97011

93005 + + + + + + + + + + + + + + +

93006 + + + + + + + + + + + + + +

93007 + + + + + + + + + + + + +

93009 + + + + + + + + + + + +

96011 P + + + + + + + + + +

93012 + + + + + + + + + +

96016 + + + + + + + + +

96017 + + + + + + + +

96022 + + + + + + +

96023 P + + + + +

96024 + + + + +

96025 + + + +

96037 + + +

96041 + +

96042 +

97011

　　注: + 示亲合性交配反应; P 示部分亲合。

3　讨　论

　　( 1)蜜环菌属中基于生物种而建立的分类种的概念相对较新, 所以种内变异的研究仍然不

系统,在菌索分支,担子果形态、生理生化特征和 RFLP 等方面的研究有一些初步观察
[ 3 ] ,但是

对于多态性最错综复杂的交配型基因座( M at ing-typeloci)研究甚少, 国际上还没有对任一生

物种的交配型复等位基因的数目做出过测算,欧洲、北美的一些专家估计在一个种的分布区域

会达到两位数
[ 4, 5]
。根据本次测定结果的抽样数中出现复等位基因的比率( 13/ 17)和最大克隆

的菌体直径并按照参考文献[ 6]的方法进行统计推断,分布于整个北美和亚洲的这一蜜环菌的

复等位基因数目可达到 3位数。说明该种在遗传基础上具有很强的生态适应能力和竞争生存

能力。但是目前国际上尚无对蜜环菌各生物种之间的交配型基因多样性和相对竞争力进行测

度学的研究。这种解析蜜环菌生态遗传机制的分析还需要深入。

( 2)蜜环菌的生物种是根据生殖隔离而建立,已经成为蜜环菌分类中最可靠且最广泛使用

的标准,但同时同宗配合也是一项分种的补充标准, 加之异宗配合现象是产生遗传隔离机制的
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前提,所以阐明本地蜜环菌配合类型也成为蜜环菌分类和森林病理学研究的一项必不可少的

内容。目前欧洲、非洲、亚洲日本等地均已发现同宗配合种[ 3, 4] ,我国也极有可能存在,本研究为

进一步探索由交配产生的蜜环菌遗传多样性演变机制奠定了方法基础。
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　　Abstract　T he div ersity of mat ing alleles in population of Armillaria sinap ina in Great

Xingan & Changbai M ountains w ere inverst igated. T he r esults from mat ing tests betw een the

four haploid st rains w hich r epresented a fr uit ing body’s mat ing genotype and another one

w er e used to deduced mating geno types among closely adjacent individuals. 13 pair mat ing

factors have been found from the 17 stocks except four individuals f rom the same location

( about tw enty kilometers apart ) sharing one mat ing genotype. T he result indicated that the

fungus po ssessed high level of mating alleles div er sity and adapt ing ability in this area.

　　Key words　A rmillaria sinap ina; mat ing alleles; diversity
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