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安徽省玉米穗腐病主要致病镰孢菌的分离与鉴定

魏
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陈
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摘要
!

为明确安徽省玉米穗腐病主要致病镰孢菌的种类$采用单孢分离%形态学鉴定和分子生物学鉴定的方法$对

/C;A

年采集自安徽省
D

个玉米主产区)))合肥市%蚌埠市%淮北市%阜阳市%亳州市和宿州市的玉米穗腐病病样进

行了分离鉴定'在获得的
!""

株镰孢菌中$拟轮枝镰孢菌%禾谷镰孢复合种%层出镰孢菌%尖孢镰孢菌和黄色镰孢菌

的分离频率分别为
"L>;HR

%

/;>/ER

%

;H>DER

%

">;/R

和
C>ALR

'其中拟轮枝镰孢菌在各地的分布最广$属于安徽

省的优势致病镰孢菌'
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玉米是我国重要的粮食作物(同时也是重要的

工业原料和畜牧饲料(而玉米穗腐病一直是玉米生

产上的重要病害*玉米穗腐病由多种病原菌侵染引

起*有研究表明(在我国引起玉米穗腐病的主要致

病菌为镰孢菌(其次还有青霉+曲霉+木霉等(其中拟

轮枝镰孢
@0,)"-014("/-;-++-&-'(,

和禾谷镰孢复合

种
@3

:

")1-7()"014

&

.+*.4+$9

&

(.=

为广泛分布的

优势致病种类#

;

$

*由于地理位置+气候条件等的不

同(各地引起玉米穗腐病的镰孢菌种类也有所不同*

重庆地区玉米穗腐病优势致病镰孢菌为拟轮枝镰

孢+禾谷镰孢复合种和层出镰孢#

/

$

*甘肃省和辽宁

省的优势致病镰孢菌为拟轮枝镰孢#

H!

$

*黄淮海夏

玉米主产区玉米穗腐病优势病原菌为拟轮枝镰孢+

禾谷镰孢复合种和木霉#

"

$

*目前(尚未见有关安徽

省玉米穗腐病主要致病镰孢菌的系统报道*因此本

试验从安徽省主要玉米生产区采集病样(通过形态

学和分子生物学方法对致病镰孢菌进行分离鉴定(

为安徽省玉米穗腐病的综合防治提供理论依据*

M

!

材料与方法

M0M

!

供试材料

玉米穗腐病病样的采集!

/C;A

年从安徽省
D

个

玉米主产区"""合肥市+蚌埠市+淮北市+阜阳市+亳

州市和宿州市共采集玉米穗腐病病样
//D

份(所有
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病样均用纸袋包好带回实验室进行分离鉴定*

供试培养基!马铃薯葡萄糖琼脂%

&

$-,-$2.=-%$4.
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&培养基)合成低营养琼脂%

4

&

.d*.((.%

1p'%4-$88,%9.%,

)

,%

(

0WF

&培养基)水琼脂%

J,-.%

,

)

,%

(

SF

&培养基*

试剂!

/lD)

L

_(64#,4-.%#*=

+

;CC?

&

_(64KWF

U,22.%

+

"VD)

L

KWF

聚合酶+

;ClO688.%

+

/>"99$(

.

U

2WG_4

(宝日医生物技术%北京&有限公司)镰孢属.

种的特异性引物由生工生物工程%上海&股份有限公

司合成*

M0!

!

方法

M>!>M

!

玉米穗腐镰孢菌的单孢分离

从发病玉米穗上随机挑取
HC

个籽粒(置于
HR

W,:(<

溶液中(浸泡消毒
/9*1

(再放入
A"R

乙醇中

停留
;C4

(快速取出放入无菌水中清洗(置于灭菌滤

纸上吸干水分*随机夹取玉米籽粒均匀放置在加有

链霉素的
_KF

平板上(置于
/"g

培养箱中黑暗培

养(待籽粒周围长出菌丝后(挑取菌丝置于新的

_KF

平板上进行纯化培养(

!

!

A2

后观察形态*将

疑似镰孢菌的菌株进行单孢分离(挑取部分菌丝置

于
;>C9U

无菌水中(通过连续稀释(配制成终浓度

为
;

个.
"

U

的孢子悬浮液(吸取
HC

"

U

于
0WF

平板

上(均匀涂板(置于
/"g

下培养
!E'

(挑取单菌落于

新的
0WF

平板上再培养
!

!

"2

(即获得单孢纯培养

菌株#

D

$

*镰孢菌分离频率的计算公式如下!

各属真菌的分离频率
`

携带各属真菌的玉米籽

粒数.总玉米籽粒数
l;CCR

)

各种镰孢菌分离频率
`

同种镰孢菌株数.镰孢

菌总株数
l;CCR

*

M>!>!

!

玉米穗腐镰孢菌的鉴定

将单孢纯培养的菌株分别接种到加有抗生素的

_KF

和
0WF

平板上(

!2

后测量菌落直径并计算生长

速率(

A2

后观察菌株在
_KF

培养基上的菌落形态+

颜色变化以及在
0WF

培养基上的孢子形态+大小+

着生方式等特点*参考
O$$-'

和
U.4(*.

等的镰孢菌

形态学鉴定方法#

AE

$

(初步确定镰孢菌的种类*

对初步鉴定为拟轮枝镰孢+禾谷镰孢复合种+层

出镰孢+尖孢镰孢和黄色镰孢的菌株(通过镰孢菌基

因组
KWF

小量制备的方法提取菌株
KWF

*将所提

KWF

先用镰孢属引物
N-4Q

.

]

%表
;

&进行
_:]

扩

增(电泳结果符合
!H;?

&

目的条带的即为镰孢菌*

再将符合目的条带的菌株用各类镰孢菌特异性引物

%表
;

&进行
_:]

扩增(进一步确定镰孢菌的种类*

"C

"

U_:]

反应体系为!

KWF;>C

"

U

+

"VD)

L

KWF

聚合酶
C>"

"

U

+

;ClO688.%">C

"

U

+

/>"99$(

.

U

2WG_4!>C

"

U

+上下游引物各
/>C

"

U

(

22I

/

<

补足

至
"C>C

"

U

*

_:]

扩增程序为!

L!g

预变性
"9*1

(

L!g

变性

!C4

(

""

!

"Lg

退火
!C4

%各引物退火温度不同(详见

表
;

&(

A/g

延伸%延伸时间视
KWF

片段大小而定(

;CCC?

&

.

9*1

&(

H"

个循环(

A/g

再次延伸
A9*1

*

对于上述方法未鉴定到种的镰孢菌菌株(利用

引物
GPQ3;

'

Q

.

]

%表
;

&进行
_:]

扩增(扩增产物经

;R

琼脂糖凝胶电泳检测后符合目的条带的送去生

工生物工程%上海&股份有限公司测序*将测序结果

在
W:ON

网站上进行
OUF0G

比对(确定镰孢菌的种

类*

/">C

"

U_:]

反应体系为!

KWF/>C

"

U

+

/l

D)

L

_(64#,4-.%#*=;/>"

"

U

+

GPQ;

'

3Q

.

]

各
;>C

"

U

(

22I

/

<

补足至
/">C

"

U

*

_:]

扩增程序为!

L"g

预

变性
"9*1

)

L!g

变性
HC4

(

""g

退火
;9*1

(

A/g

延

伸
!/4

(

H"

个循环)

A/g

再次延伸
;C9*1

*

!

!

结果与分析

!0M

!

玉米穗腐病病原菌的分离

从安徽省
D

个地区采集的
//D

份玉米穗腐病病

样中共分离获得
"

个属
DEC

个菌株(包括镰孢属+青

霉属+腐霉属+木霉属和曲霉属*其中镰孢属共分离

获得
!""

株(经柯赫氏法则验证
!""

个菌株均具有

致病性*在分离的
DEC

个菌株中(镰孢属的分离频

率为
DD>L;R

(是安徽省玉米穗腐病的优势致病菌*

青霉属+腐霉属+曲霉属和木霉属的分离频率较低(

分别为
;">;"R

+

A>L/R

+

A>;/R

和
/>LCR

*

!0!

!

玉米穗腐镰孢菌的鉴定

通过观察菌株在
_KF

培养基上的色素变化和

生长速率以及在
0WF

培养基上的大型分生孢子和

小型分生孢子等的形态特征(初步确定镰孢菌的种

类%图
;

&*

将初步鉴定为镰孢菌的菌株
KWF

用镰孢属引

物
N-4Q

.

]

进行
_:]

扩增(结果表明有
!""

个菌株

能扩增出
!H;?

&

的目标片段*再用种特异性引物

对以上菌株
KWF

分别进行
_:]

扩增(根据片段大

小确定镰孢菌的种类%图
/

&*未扩增出任何目标片

段的菌株(使用
GPQ3;

'

Q

.

]

引物对其进行
_:]

扩

增(经基因测序并进行
OUF0G

比对(最终结果表明

'

///

'
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卷第
"

期 魏琪等!安徽省玉米穗腐病主要致病镰孢菌的分离与鉴定

有
/DL

株为拟轮枝镰孢(

LA

株为禾谷镰孢复合种(

D/

株为层出镰孢(

/H

株为尖孢镰孢(

!

株为黄色镰

孢(其分离频率分别为
"L>;/R

+

/;>H/R

+

;H>DHR

+

">C"R

和
C>EER

%表
/

&*因此拟轮枝镰孢为安徽省

玉米穗腐病的优势致病镰孢菌(广泛分布在安徽省

各玉米种植区*

表
M

!

镰孢菌特异性引物序列

"#$%&M

!

>

7

&4+8+4

7

5+3&5

7

#+568(5.5,)"-506

7

&4+&6

镰孢菌

@0,)"-014

&

.+*.4

引物

_%*9.%

引物序列%

"n3Hn

&

_%*9.%4.

e

6.1+.

扩增片段.
?

&

_%$26+-4*d.

退火温度.
g

G9

文献

].8.%.1+.

镰孢属

@0,)"-014

&&

>

N-4Q FF:G:::FFF::::GMGMFF:FGF

!H; "E

#

L

$

N-4] GGGFF:MM:MGMM::M:

拟轮枝镰孢

@34("/-;-++-&-'(,

aP]; :GG::GM:MFGMGGG:G::

"AE "D

#

;C

$

aP]/ FFGGMM::FGGMMGFGGFGFGFG:GF

禾谷镰孢复合种

@3

:

")1-7()"014

&

.+*.4+$9

&

(.=

Q

)

;DWQ F:FMFGMF:FFMFGG:FMM:F:F

/EC "A

#

;/

$

Q

)

;DW] GG:GGGMF:FG:GMGG:FF:::F

层出镰孢

@3

$

"&+-

2

(")/01

_]<; :GGG::M::FFMGGG:GG:

"E" "D

#

;C

$

_]</ GMG:FMGFF:G:MF:MGGMGGM

尖孢镰孢

@3&C

#

,

$

&"01

Q$Q; F:FGF::F:GGMGGM::G:M

H!C "E

#

;;

$

Q$]; :M::FFG:FFGGGMFMMFF:M

黄色镰孢

@3;0+1&"01

Q+C;Q FGMMGMFF:G:MG::GMM:

"AC "L

#

;/

$

Q+C;] :::GG:GGF:M::FFG:G:M

转录延伸因子
3;

'

GPQ3;

'

GPQ3;

'

Q FGMMMGFFMMFMMF:FFMF:

ACC ""

#

;H

$

GPQ3;

'

] MMFFMGF::FMGMFG:FGMGG

图
M

!

镰孢菌孢子形态!

!̂NN

"

.+

/

0M

!

>

7

(5&3(5

7

2(%(

/H

(8.5,)"-506

7

&4+&6

!

!̂NN

"

!09

!

不同地区间镰孢菌的分布

从安徽省
D

个玉米主产区共分离鉴定出
!""

株

穗腐镰孢菌(其中合肥市
EC

株(蚌埠市
E;

株(淮北市

A!

株(阜阳市
D!

株(亳州市
E/

株(宿州市
A!

株*拟

轮枝镰孢是
D

个地区的优势致病镰孢菌(其在合肥

市+蚌埠市+淮北市+阜阳市+亳州市+宿州市的分离频率

分别为
";>/"R

+

!">DER

+

!H>/!R

+

AE>;HR

+

A!>HLR

和

D!>EDR

*其次为禾谷镰孢复合种(其在合肥市+蚌埠

市+淮北市+阜阳市+亳州市+宿州市的分离频率分别

为
;A>"CR

+

;!>E;R

+

;E>L/R

+

/;>EER

+

/H>;AR

和

H/>!HR

*除阜阳市外(层出镰孢菌在其他
"

个地区

均分离到(且主要分布于合肥市+蚌埠市和淮北市*

'

H//

'



/C;L

尖孢镰孢菌只在合肥市+蚌埠市和淮北市分离到(而

黄色镰孢菌仅在合肥市分离到%表
/

&*综上所述(拟

轮枝镰孢和禾谷镰孢复合种为安徽省玉米穗腐病的

主要致病镰孢菌(且拟轮枝镰孢为优势种*

图
!

!

镰孢菌
Q'D

鉴定

.+

/

0!

!

K(%&4,%#5+-&)*+8+4#*+()(8.5,)"-506

7

&4+&6$

H

Q'D#3

7

%+8+4#*+()

表
!

!

安徽省不同地区玉米穗腐镰孢菌的分离频率

"#$%&!

!

F6(%#*+()85&

X

,&)4+&6(8.5,)"-506

7

&4+&6+)B)2,+

7

5(<+)4&

地区

].

)

*$1

拟轮枝镰孢

@34("/-;-++-&-'(,

株数

W$>

分离频率.
R

Q%.

e

6.1+

@

禾谷镰孢复合种

@3

:

")1-7()"014
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讨论

玉米穗腐病的致病菌有多种(其中镰孢菌为全

球大部分地区玉米穗腐病的主要致病菌*在美国+

加拿大+阿根廷和巴西的玉米种植区(穗腐病的主要

致病菌为镰孢菌#

;H;"

$

*在我国大部分地区(如重庆+

辽宁+甘肃+山西和陕西等地(玉米穗腐病的主要致

病菌也为镰孢菌#

;!

$

*本研究结果显示(从安徽省
D

个地区采集的玉米病样中(镰孢菌的分离比例最高(

为安徽省玉米穗腐病的优势病原菌*

通过对安徽省玉米穗腐病病样中
!""

株镰孢属

菌株进行分离鉴定(结果显示拟轮枝镰孢菌的分离

频率为
"L>;/R

(为安徽省最主要的玉米穗腐致病

镰孢菌*这与我国大部分地区的鉴定结果一致(有

研究表明拟轮枝镰孢在东北和华北地区的分离频率

也较高#

;

$

*在我国西北地区的甘肃省(玉米穗腐病

的优势致病菌为拟轮枝镰孢和黄色镰孢#

;D

$

*在西

南地区的重庆(拟轮枝镰孢+层出镰孢和禾谷镰孢

复合种是主要致病镰孢#

/

$

*各地镰孢菌的分离频

率存在差异(这与气候条件密切相关(有研究表明

干热的环境有利于拟轮枝镰孢和层出镰孢的侵

染#

;A;E

$

*据中国天气网安徽站的数据显示(

/C;A

年安徽省夏季高温持续时间很长(这可能是拟轮枝

镰孢分离频率最高的原因之一*此外拟轮枝镰孢

的传播途径多样(特别是可通过种子运输传播(使

其在各地分布广泛#

;L

$

*

玉米穗腐病一直是玉米上的重要病害(通过对

安徽省主要玉米生产区穗腐病病样的分离鉴定(确

'

!//

'
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卷第
"

期 魏琪等!安徽省玉米穗腐病主要致病镰孢菌的分离与鉴定

定安徽省玉米穗腐病的主要致病菌为镰孢菌(对于

选育抗病品种(防治病害具有重要意义*
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