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摘要
!

茭白胡麻叶斑病发生普遍且严重!已成为茭白的常见病害#为了明确病原菌!先后从茭白主产区采集胡麻叶

斑病病叶!各产区分离纯化
,

"
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株病原菌#通过对菌株
*@)

的内转录间隔区
ABC

基因"

&/

磷酸甘油醛脱氢酶

;!>B

基因"延伸因子
FD8#

"

基因的序列进行分析#结合形态学观察"致病力测定等方法对茭白胡麻叶斑病病菌

进行鉴定#结果表明!茭白胡麻叶斑病病原菌为稻平脐蠕孢
0*

5

'"#&*4'&

<

N#(

!与水稻胡麻叶斑病病原菌一致#本

文的研究成果可为茭白胡麻叶斑病的防治提供一种新的思路#
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'又名高笋)茭瓜'是我

国第二大水生蔬菜'也是我国特有蔬菜'经济效益非

常显著$
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*由
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引起的茭白胡麻叶

斑病又称茭白叶枯病'是近年来影响茭白产量的主

要病害之一*随着茭白种植面积逐年扩大'该病的

发生范围也在不断扩大'在全国茭白主要种植区都

普遍发生$
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'而且田间发生程度也越来越严重'特别

严重时'株发病率达
$"O

'病叶率达
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$
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*为了

弄清不同茭白主产区胡麻叶斑病病原菌'本研究对

茭白五个主产区的胡麻叶斑病菌进行了分离纯化)

形态学观察)致病力测定和分子鉴定'以期为茭白胡

麻叶斑病的诊断)抗病育种以及病害防治提供理论

依据*
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材料与方法
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主要生物试剂及仪器
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提取的相关试剂)药品购自大连宝生物公

司#琼脂糖凝胶回收试剂盒为爱思进生物技术有限公

司产品*本试验所涉及引物均委托武汉天一辉远生

物技术有限公司合成'使用引物序列详细信息见表
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菌株采集与分离

在
!"#-

年
'

月
.!"#'

年
##

月期间共采样

+

次'茭白胡麻叶斑病叶采自湖北武汉市与恩施州'

浙江桐乡县与金华市'江西九江市'江苏南通市与扬

州市以及广西贵港市等茭白主产区*病原菌的分离

纯化方法参照组织分离法$

&

%

'即&取茭白叶片病健交

界处'剪切成
,11D,11

的小块'用
',O

乙醇消

毒
&"L

'灭菌水清洗
&

次后接种于
R*)

平板上'每

皿
%

"

,

块'置于
!+P

光照培养箱中暗培养
!

"

%K

'

再纯化菌株*将成功分离纯化的病株用
R*)

培养

基斜面接种保存后'在
%P

冰箱中保存!本试验筛选

菌株情况见表
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菌株信息
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致病力测定

采用离体叶片接种法$

%
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'该试验共进行
!

次'每

次试验设
&

个重复*在茭白生长初期取宽约
!71

的叶片进行室内人工接种试验*从田间采回叶片后

剪取其中部约
'71

的一段'置于铺有湿润吸水纸的

培养皿中'叶背朝上'用直径为
,11

的菌丝块进行

接种'每皿
&

组重复加
#

组
R*)

培养基琼脂块作为

空白对照*接种后喷水雾'将培养皿盖住保湿'置于

!+P

恒温黑暗条件下'观察
!%

"

$-8

'待叶片出现染

病状态后将菌饼移除'

$-8

后对病斑进行组织分离'

观察菌落形态以及在显微镜下观察分离到的病菌是

否与接种病菌相同*
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菌株形态学特征观察

将已分离纯化的菌株接种在
R*)

培养基平板

上'培养
&

代后用打孔器沿菌落边缘切取直径为

,11

的菌丝块接种于
R*)

培养基上'在
!+P

培养

箱中黑暗培养约
#,K

'期间观察菌落的颜色以及在

R*)

培养基上的菌落形态等*在病原菌长满平板

前在显微镜下观察菌丝尖端'待长满平板后'用无

菌水将菌落表面的孢子洗下'在显微镜下进行

观察*

$%)

!

菌株
!HI

的提取

菌株基因组
*@)

提取采用
\B)(

法$

,
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'核酸

溶解后取
#"":
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产物进行
#O

琼脂糖凝胶电泳检

测'剩余产物置于
.!"P

条件下保存备用*

$%G

!

基因扩增体系及条件

对溶解后的
*@)

核酸溶液进行质量检测'然

后再进行基因扩增*

FD8#
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基因扩增体系为
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#
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模板
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期 黄婉琴等&茭白胡麻叶斑病病原菌分离与鉴定
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*基因

BC8#
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反应程序为&

$,P

预变性
,13:

#

$,P

变性

&"L

'

,%P

退火
,"L

'

'!P

延伸
#13:

'循环
%"

次#最

后
'!P

延伸
,13:

*基因
ABC

反应程序为&

$,P

预

变性
,13:

#

$,P

变性
&"L

'

,"P

退火
#13:

'

'!P

延

伸
#13:

'循环
&,

次#最后
'!P

延伸
'13:
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由于
BC8#

!

基因引物为简并引物'故将其扩增

产物连
B

载体克隆后送武汉天一辉远公司测序检

测'其他基因将扩增产物委托公司进行双向测序*

检测结果分别得到菌株的
BC8#

!

基因序列)

ABC

基

因序列和
;!>?

基因序列*将测序结果用
*@)/

W)@'>"

软件进行分析'然后登录
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后与
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数据库中公布相关属种病原菌基因

信息作同源性比较分析*
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结果与分析
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茭白胡麻叶斑病病菌危害症状

茭白胡麻叶斑病一般出现在
,

月下旬到
'

月上

旬之间'在
-

月下旬到
'

月中上旬发病速度明显加

快'

'

月中旬后开始进入发病高峰期'到
$

月中旬发

病速度开始变缓'进入
##

月后发病逐渐停止$

!

%

*在

叶片发病初期'叶片上散生褐色小点'后逐渐扩大成

状如芝麻粒的褐色椭圆形或纺锤形病斑!图
#2

"*

病斑周围呈黄褐色晕圈'时有轮纹'后期中心变灰白

色*病情严重时叶片上分布着密密麻麻的病斑'甚

至联合成不规则的大斑'造成较大的坏死区'致使叶

片由叶尖或叶缘向下或向内逐渐枯死'最后叶片

干枯*

图
$

!

胡麻叶斑病菌危害水稻和茭白叶片症状
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形态学鉴定结果

病原菌在
R*)

培养基上生长良好'初期菌落为

灰白色'

!

"

&K

后从中心开始变为淡灰色!图
!2

"'

之后逐渐扩散'

!+P

黑暗培养
'K

后'菌落能长满

直径为
$"11

的培养皿!图
!H

"*长满整个培养皿

后菌丝变为褐绿色'最终菌落呈黑褐色'圆环形'

菌丝绒毛状'呈辐射状展开'边缘规则'中心部分

或有气生菌丝'或产生白色菌丝团'培养
#,K

左右

气生菌丝铺满整个培养皿*显微镜下分生孢子深

黄褐色或浅褐色'长卵形)梭形或者倒棍棒形'光

滑'正直或一侧弯曲'两端渐狭'钝圆'
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个假隔

膜'脐部略突出'基部平截'长
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'宽
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!图
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"*菌丝尖端疏散铺开'有向一侧弯曲

的分支'或短或长!图
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图
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茭白胡麻叶斑病菌
HI(J

菌落形态
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图
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茭白胡麻叶斑病菌分生孢子形态
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茭白胡麻叶斑病菌菌丝尖端形态
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致病力测定结果与分析

胡麻叶斑病病标样分离得到的
;=

株菌株接种

离体叶片致病力测定结果表明%所有菌株对茭白叶

片均能致病%接种后发病率为
*++Q

&

7"J

时%病斑

长度增加到
;

"

%I&

左右&人工接种茭白和水稻叶

片后%在叶片上表现的症状相同"图
*I

$&
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茭白胡麻斑病病原菌的分子鉴定

提取所有菌株基因组
ABC

且酶处理后%在
##+R

%
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电泳条件下检测基因组完整性&部分菌株检
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相似度在
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小结与讨论

虽然茭白胡麻叶斑病在茭白叶片上危害程度非

常严重%但由于茭白的地理分布以及种植分布的局

限性&长期以来人们对于茭白胡麻叶斑病的重视程

度不够%导致对该病的研究较少&对于该菌的鉴定

传统方法为观察病原菌分生孢子%通过测量分生孢
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本次对茭白胡麻叶斑病病原菌的形态鉴定也证明了

这点&在对所分离的样本进行形态特征观察的过程

中%采取
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培养基作为病原菌产孢培养基&发现

在
-AC

培养基上不同菌株产孢量差异较大%有些菌
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蠕孢还是稻平脐蠕孢&关于菌株产孢量与菌株致病

力的强弱(菌株不同来源等方面的潜在关系还有待进

一步探究&

随着生物技术的发展%分子分类学的方法开始应
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%与水稻胡麻叶斑病病原
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*一致&本研究在对该病害病原菌的鉴定(侵染等

方面的研究%可以结合水稻胡麻叶斑病的研究成果%

为茭白胡麻叶斑病的防治提供新的思路&
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