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摘要
!

为了明确聊城市引起仓储玉米籽粒霉烂的病原菌种类!采用形态学和分子生物学相结合的方法对
"!

份样本

进行了病原菌分离和鉴定#结果表明!优势病原菌为拟轮枝镰孢
=/&$.+/#-(.%+2+,,+"+)(&

!其次为哈茨木霉复合种
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!分离频率分别为
#0<!>P

和
1!<;=P

!其他病原菌如禾谷镰孢复合种
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.$#+1($./#.
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"层出镰孢
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"棘孢木霉
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"黑曲霉
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"黄曲

霉
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"草酸青霉
0(1+2+,,+/#"H$,+2/#

和玉蜀黍丝核菌
P8+E"2%"1+$E($(

的分离频率分别为
?<1@P

"

0<>"P

"

0<>"P

"

"<"@P

"

"<"@P

"

0!<>0P

和
#<=;P

#基于
00

个哈茨木霉复合种分离物的
D=50

"

基因序列进行了系统发育

分析!结果表明该地区分离到的均为非洲哈茨木霉
!<$

4

."8$.E+$1/#

#致病性测定结果显示!非洲哈茨木霉是玉米

穗腐病的致病菌且对玉米产量有一定影响#

关键词
!

仓储$

!

籽粒霉烂$

!

病原菌$

!

哈茨木霉

中图分类号!

!

J!#1<!!

!!

文献标识码!

!

9

!!

EF(

!

!

0;<0@@>>

"

\

<]VGX<1;0>1#>

?+/-()*/&(&,*,%&)*.*"()*/&/.

2

()'/

9

%&+"(#+*&

9

+)/$%,0(*A%

:%$&%-$/)*&D*(/"'%&

9

N#,H/(

#

!

-#E,%)

1

#

!

I",-M&)

1<

/)

#

!

GH+,-H(%

<

%()

#

!

NH"$%&

#

!

!"#N5/:&)

$

E'"&#E*%#-.#$%&P&2#$#;#-

#

@-M-$(."3-?

>

%

:

(

)

*$.;'#;*"'"&3H%*-2#*

>

4.$-&.-2

+

PE=6-&#*-%

:

@-M-$E*%5$&.-

+

S-

>

L"M%*"#%*

>

%

:

PE=%&6*%

<

2$&!%*#/-*&

T-

)

$%&%

:

!%*#/6/$&"

#

=$&$2#*

>

%

:

(

)

*$.;'#;*-

#

7"%3$&

)

!

;=0;;;

#

6/$&"

%

34+)$(")

!

")239&342*6(3%7

0

45&

=

(452

1

&):27;(%B&K&3)&63249/3%)

1

:423(

1

&%)!%(2*5&)

1

*%4

0

#

45&7/)

1

%%)"!

:(;

=

6&:>&3&%:26(4&9()9%9&)4%7%&98

0

(*2;8%)(4%2)27;23

=

5262

1

%*(6()9;26&*/6(3;&4529:@A5&3&:/64:

:52>&945(445&92;%)()47/)

1

/:>(:H;2"*$;?5-*#$.$''$%$3-2

#

72662>&98

0

,*$./%3-*?"/"*O$"&;?:

=

&*%&:*2;

=

6&P

$

AHND

%#

>5%*5>&3&%:26(4&98

0

#0@!>R()91!@;=R

#

3&:

=

&*4%?&6

0

@A5&%:26(4%2)73&

Q

/&)*%&:27245&37/)

1

%:/*5

(:HA

)

*"?$&-"*;?:

=

&*%&:*2;

=

6&P

#

HA

<

*%'$

:

-*"#;?

#

,A"2

<

-*-'';?

#

(2

<

-*

)

$'';2&$

)

-*

#

(A

:

'"5;2

#

E-&$.$''$;?

%1"'$.;?()9T/$O%.#%&$"O-"->&3&?@1@R

#

0@>"R

#

0@>"R

#

"@"@R

#

"@"@R

#

0!@>0R()9#@=;R

#

3&:

=

&*4%?&C

6

0

@L5

0

62

1

&)&4%*()(6

0

:%:8(:&92)45&0H+0

"

:&

Q

/&)*&:2700AHND%:26(4&:52>&945(4(66%:26(4&:%)45%:3&

1

%2)

>&3&,A"

:

*%/"*O$"&;?@L(452

1

&)%*%4

0

4&:43&?&(6&945(4,A"

:

*%/"*O$"&;? >(:45&

=

(452

1

&)27;(%B&&(3324()9

5(9:2;&)&

1

(4%?&&77&*42)*23)

0

%&69@

5%

6

7/$,+

!

:423(

1

&

+

!

K&3)&6324

+

!

=

(452

1

&):

+

!

,*$./%3-*?"/"*O$"&;?

!!

玉米是三大粮食作物之一#在食品和工业等方面

应用广泛&穗腐病菌不仅发生在玉米生长后期#也可

发生在贮藏期造成籽粒霉烂#严重影响玉米的产量和

质量&病原菌产生的毒素等次生代谢产物会引起人畜

中毒#严重者甚至造成死亡'

0

(

&

近年来#不断有引起玉米穗腐病病原菌种类的

报道#但大多数是在玉米生长后期进行样本采集#且

多数地区的优势病原菌多为拟轮枝镰孢或禾谷镰孢

复合种'

1#

(

#而关于在贮藏过程中引起玉米籽粒霉烂

的病原菌种类的研究尚未见报道&温度和湿度是影
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响穗腐病发生的主要因素#玉米灌浆成熟阶段遇到

连续阴雨天可加重穗腐病的发生#玉米在贮存过程

中#当贮存温度高于
0;f

或籽粒含水量大于
0!P

时#也可加重籽粒霉烂'
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现有研究表明哈茨木霉复合种
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包括至少
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个种!贵州木

霉
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&本研究在对采自山东省聊城市

农户家中贮藏的籽粒霉烂的玉米样本进行病原菌分

离鉴定的基础上#采用
(+24

6

%),24W%-)2&F0

'

$

D=50

"

%

基因序列对分离到的哈茨木霉复合种进行分子鉴

定#以明确引起山东省聊城市玉米贮藏过程中籽粒

霉烂的木霉种类#为玉米在贮藏过程中的防治籽粒

霉烂提供理论依据&

!

!

材料与方法
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材料

玉米籽粒霉烂样本!高唐县
00

份)东昌府区
00

份)冠县
"

份)茌平县
0;

份)阳谷县
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份&

马铃薯葡萄糖琼脂培养基$

$89

%!马铃薯
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)琼脂粉
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)蒸馏水
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试剂!
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#北京康为世纪生

物科技有限公司+真菌基因组
859

提取试剂盒#北京

艾德莱生物科技有限公司+

8I1;;;859 R%&N(&

#

E%O%D%

公司+

";gE9S

#上海生工生物工程有限公

司+

H,2V(.)9

6

%&2.(*F0;

#南京生兴生物技术有限公

司&引物由上海生工生物工程有限公司合成&

仪器!

$CD

仪#东胜龙
SECF>00

+

*(+82-eDh

凝胶成像分析系统#美国
H,2FD%T

公司+

8MMF00

型

电泳仪#北京六一仪器厂+
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台式高速冷

冻离心机#上海力申科学仪器有限公司+
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型

电热恒温水浴锅#上海一恒科学仪器有限公司&
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病原菌分离鉴定

取发病籽粒置于
1<;P

的次氯酸钠溶液中浸泡

"',4

#再以无菌水冲洗
#

遍#用灭菌滤纸吸干籽粒表

面水分后将其放置在
$89

平板上#于
1=f

黑暗条件

下培养
#

"

"T

#待长出菌丝后进行分离纯化获得单孢

菌株#在新的
$89

平板上
1=f

黑暗培养
#

"

"T

后#

参照,真菌鉴定手册-

'

@

(和,中国真菌志 青霉属及其

相关有性型属-

'

=

(

#根据菌落形态和分生孢子的大小

及形态特征等对菌株进行初步的形态学鉴定&

将培养好的真菌用真菌基因组提取试剂盒提取

基因组
859

#用真菌特异性引物
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(和镰孢菌延伸

因子引物
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(进行分子生物学鉴定&

$CD

反应体系为!模

板
8590<;
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#
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上游引物和下游引物各
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#加
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1
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补足

至
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$

I

&

$CD

反应程序为!

?"f

预变性
0;',4

+

?"f

变性
0',4

#退火温度下退火
#;.
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!
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个循环+

=1f

延伸
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#
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保存扩增产物&

$CD

产物在

0P

琼脂糖凝胶上进行电泳检测&所有扩增产物均

由生工生物工程$上海%股份有限公司测序#测序结

果在
5CHA

进行
HI9JE

比对&

!@A

!

哈茨木霉复合种鉴定

将经真菌通用引物
AEJ0

"

AEJ!

鉴定为哈茨木

霉复合种的菌株#采用引物
S[0F=1>[

$

"lFC9ECF

*9*99*EEC*9*99**F#l

%

'

0;

(和
ES[0IIS&(3

$

"lF99CEE*C9**C99E*E**F#l

%

'

00

(对其
D=50

"

序列进行
$CD

扩增#

$CD

反应体系和
$CD

反应程

序见
0<1

#其中退火温度为
"#f

&

$CD

产物在
0P

琼脂糖凝胶上进行电泳检测&所有扩增产物由生工

生物工程$上海%股份有限公司测序#测序结果在

5CHA

进行
HI9JE

比对&以
*(4H%4N

中哈茨木霉

复合种相关序列为参考序列#利用
RS*9"<1

软

件#采用邻近法$

4(,

6

XG2&F

\

2,4,4

6

%构建系统发育树#

进行哈茨木霉复合种下不同种的鉴定&

!@L

!

非洲哈茨木霉的致病性测定

将非洲哈茨木霉分离物在
$89

培养基上
1>f

培养
"T

#用无菌水冲洗菌落表面#获得分生孢子#经

纱布过滤后#配制成孢子含量为
0g0;

@个"
'I

的孢

子悬浮液#采用花丝通道注射法接种到授粉后
#T

的玉米果穗上&收获前进行调查#记录发病情况&
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结果与分析

:@!

!

真菌的分离鉴定

经形态学鉴定#

"!

份样本中分离到的病原菌初

*

;>0

*
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#

期 孙华等!聊城市仓储玉米籽粒霉烂病原菌的分离与鉴定

步划分为镰孢属
=/&$.+/#.

//

<

)木霉属
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)青霉属
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和丝核菌属
P8+E"2%"1+$.
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<

+分子生物学鉴定

结果进一步表明分离到的病原菌分别为拟轮枝镰孢
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)禾谷镰孢复合种
=<

:

.$#+1($./#

.

/

(-,(.-2'

/

+(b

)层出镰孢
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霉复合种
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)棘孢木霉
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)黑曲霉
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)黄曲霉
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草酸青霉
0<"H$,+2/#

)短密青霉
0<K.(-+2"#

'

$25

%/#

和玉蜀黍丝核菌
P<E($(

&其中#除短密青霉外#

其他真菌均是玉米穗腐病的已知致病菌&

:@:

!

真菌的分离频率

0;

种真菌中#拟轮枝镰孢的分离频率最高#为

#0<!>P

+哈茨木霉复合种次之#为
1!<;=P

+然后

为草酸青霉#为
0!<>0P

&拟轮枝镰孢和哈茨木霉

复合种在调查的
"

个县$或区%均有分布+草酸青霉

仅在冠县未分离到+禾谷镰孢复合种仅在东昌府

区)茌平县和阳谷县分离得到+黑曲霉仅在阳谷县

和高唐县分离得到+黄曲霉仅在高唐县和东昌府区

分离得到+玉蜀黍丝核菌仅在东昌府区和阳谷县分

离得到+层出镰孢仅在东昌府区分离得到#棘孢木

霉仅在高唐县分离得到#短密青霉仅在冠县分离到

$表
0

%&

高唐县拟轮枝镰孢的分离频率最高#为
!"<!"P

#

是该县的优势病原菌#哈茨木霉复合种次之#仅为

0><0>P

+东昌府区哈茨木霉复合种的分离频率最

高#为
1=<1=P

+冠县拟轮枝镰孢的分离频率最高#

为
@;<;;P

#是该县的优势病原菌+在茌平县#拟轮

枝镰孢)哈茨木霉复合种)草酸青霉和禾谷镰孢复合

种的分离频率相差不大+阳谷县拟轮枝镰孢和哈茨

木霉复合种的分离频率相同#均为
1?<!0P

#远高于

其他病原菌的分离频率$表
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表
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山东聊城不同县&区%病原菌的分离频率!
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分离频率"
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高唐县$
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%

824

6

-X%4

6

W:
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茌平县$
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阳谷县$
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%
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平均分离频率"
P
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拟轮枝镰孢
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哈茨木霉复合种
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草酸青霉
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禾谷镰孢复合种
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后#玉米苞叶过早干枯#且在苞叶表面覆盖绿色和白
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结论与讨论

国内外研究表明#玉米穗腐病的致病菌主要为

拟轮枝镰孢及禾谷镰孢复合种#在本研究中#引起聊
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一步防治玉米仓储病害提供理论依据&
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