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摘 要:为调查青海省民和县玉米叶斑病病原菌种类,从该地区玉米种植地采集具有典型

叶斑病症状的玉米病叶,通过叶斑病症状观察分类,采用组织分离法获得菌株,并从分离

的菌株中选取具有代表性的菌株进行分子鉴定.结果表明,青海省民和县玉米种植地玉米

叶斑病症状主要分为3类,第1类病斑不规则,较大,呈现褐黄色;第2类病斑呈长条形,

中央部分呈现黄褐色,边缘是紫褐色或深褐色,有2~3层同心轮纹,且能侵染叶脉部分;

第3类病斑呈长方形或菱形,病斑较大.共分离到14株菌株,经rDNA-ITS序列分析发现,

引起玉米叶斑病的病原菌分别为交链格孢(Alternariaalternat)、A.burnsii、细级链格孢

(A.tenuissima)、层出镰刀菌(Fusariumproliferatum)、三线镰刀菌(F.tricinctum)和

F.longifundum.引起青海省民和县玉米叶斑病的病原菌分别隶属于2属6种,病原菌主

要为链格孢属真菌.
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Abstract:ToinvestigatethepathogenspeciesofsilagemaizeleafspotinMinheCounty,thedis-
easedleaveswithtypicalsymptomswerecollectedfromthecornplantingarea.Thediseased
leaveswereclassifiedaccordingtothesymptoms.Thestrainsofpathogenwereobtainedbytis-
sueisolationmethod,andtheisolateswereidentifiedbymolecularbiologymethod.Theresults
showedthattherewerethreetypesofleafspotsobservedinMinheCounty.Thefirsttypeof
spotwasirregular,largelesions,inbrownishyellowcolor.Thesecondtypeofspotwaslong
strip,yellowbrowninthecenter,orpurplebrownordarkbrownintheedge,sometimeswith
2~3concentricrings,andtheveincouldbeinfected.Thethirdkindoflesionswereoval,
slightlylarger,yellow,scatteredontheleaves.Fourteenisolateswereisolatedandidentifiedby
rDNA-ITSsequenceanalysisasAlternariaalternat,A.burnsii,A.tenuissima,Fusarium
proliferatum,F.tricinctumandF.longifundum.ThepathogenscausedcornleafspotinMin-
heCountybelongedto2genera,6species,respectively.ThemainpathogensareAlternaria.
Keywords:silagemaize;leafspot;Alternariapathogens;rDNA-ITSsequenceanalysis

  玉米广泛分布于热带和温带地区,是目前世界上分布最广泛、最高产的谷类粮食作物之

一,同时也是重要的食品、医药和畜牧业的优质饲料.我国不仅是玉米的主要生产国,也是玉

米的主要消费国,自20世纪70年代后期,中国玉米主产区呈现不断扩张的趋势,使玉米从第

三大粮食作物晋升为第一大粮食作物[1].随着中国养殖业的发展,对青贮玉米的需求量与日俱

增,青贮玉米育种已成为中国玉米育种的重要途径之一[2-4].以往的研究报道中,研究者对青贮

玉米品种种植密度和抗病性进行分析后发现,随着种植密度的增加,大斑病、小斑病、矮花叶

病和丝黑穗病等都呈加重趋势[5-8].这些病害主要通过侵染玉米叶片导致玉米过早枯死,严重影

响了玉米的产量和品质[9-10].
玉米叶斑病可发生在玉米的各个生长周期[11].玉米叶片上的病斑常较小且密集,病斑形状

大多呈椭圆形、长方形或梭形,发病严重时,病斑可连在一起形成大面积的坏死叶斑[12-13];还

可进一步导致玉米植株矮小细弱、果穗瘦小和籽粒干瘪,对于玉米的生长发育产生严重的负面

影响,造成玉米产量的下降.
在我国,已报道的可引起玉米叶斑病的病原菌种类就多达十几种,发生的病害类型也有

10余种[14-16].其中,早在1984年段双科[17]就首次报道了玉米弯孢菌叶斑病的发生,但未分离

到其病原菌,1995年赵来顺等[18]鉴定病原菌为新月弯孢菌,后由戴法超等[19]将这种叶斑病命

名为玉米弯孢菌叶斑病.玉米叶斑病的病原菌从侵入到产生分生孢子传播,为害时间很短,容

易在生产上大面积暴发流行.近年来,随着我国“粮改饲”和“草牧业”的发展,玉米成为我国畜

牧养殖业特别是设施养殖业中应用最为广泛的饲草之一.
近年来,玉米叶斑病在我国不断蔓延,已成为制约我国玉米安全的主要病害之一.随着农

业种植结构的调整,青海省青贮玉米种植面积增大,在民和县等海东地区也有叶斑病发生,但

研究报道较少.基于此,本研究于2018—2019年在青海省民和县玉米种植地进行了玉米叶斑病

的初步调查,并在室内开展了病原分离和鉴定,旨在了解为害青海省民和县青贮玉米的叶部病

原物的种类,为玉米病害的防治奠定基础.

1 材料与方法

1.1 病害样品采集地概况

本研究病害样品采集地位于青海省民和县,地处湟水谷地,地貌以山地沟谷地为主,湟水、
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黄河自西向东分别流经民和县北境和南境,大通河自北向南流经民和县北境和南境,属高原大

陆性干旱气候,年均温度9℃,年降水量为292.2mm左右,无霜期198d,全县农作物主要有

小麦、豌豆和玉米.民和县气候温和,阳光充足,资源丰富,是青海省重要的粮食、蔬菜和瓜果

主产区.
1.2 试验材料

1.2.1 供试玉米样品采集

选择青海省民和县玉米叶斑病发病严重的地块,采集每个植株的发病叶片,进行症状辨析

后弃去非病原物引起的植株叶片.
1.2.2 培养基

PDA培养基为马铃薯葡萄糖琼脂培养基,包含马铃薯200g、葡萄糖20g、琼脂16g和蒸

馏水1000mL.
1.2.3 试验仪器

本试验所用仪器主要包括打孔器、培养皿、锥形瓶、超净工作台、电子天平、摇床、恒温培

养箱、冰箱、高压蒸汽灭菌锅、电子显微镜、水浴锅、酒精灯、剪刀、镊子和混合式研磨仪

(RetschMM400).试剂盒采用FisherScientific公司的试剂盒(LabServ-24).
1.3 试验方法

1.3.1 青贮玉米叶斑病样本的采集

选择青海省民和县玉米叶斑病发病比较严重的地块进行采样;发病植株上的发病叶片,从

下至上每个植株采集3个叶片进行症状辨析,弃去非病原物引起的植株叶片.根据玉米叶斑病

症状进行进一步分类.
1.3.2 病原菌株的分离培养

采用直接检查发病叶片病原物和常规组织分离法相结合,选择样品中有典型症状的病叶,
在病斑的病健交界处剪取组织块,用75%酒精消毒1min,0.1%升汞消毒0.5min,再用无菌水

冲洗,置于PDA培养基上,放入培养箱在(25.0±0.5)℃温度条件下培养,等到菌落形成后,用

PDA培养基再次纯化、保存.
1.3.3 rDNA-ITS分子鉴定

菌株DNA提取:将菌株接种到PDA平板上,25℃培养,待菌株长满平板后取菌丝,用混

合式研磨仪(RetschMM400)破碎菌丝后,采用Kingfisherduo磁珠纯化系统和基因组DNA提

取试剂盒(SK1375)进行DNA提取.
PCR反应:以基因组DNA 为模板,利用1对rDNA-ITS通用引物(ITS-1、ITS-4)进行

PCR(ITS-1:5'-GTAGGTGAACCTGCGG-3',ITS-4:5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3').
PCR反应程序:预变性95℃5min,变性95℃1min,复性50℃1min,延伸72℃1min,

35个循环,最终72℃延伸10min.引物合成、序列测定均由上海生工生物工程有限公司完成.
基因序列的比对及系统发育树构建:扩增产物纯化后,送样测定DNA序列.将测序获得的

rDNA-ITS序列通过与GenBank中的核酸数据库序列进行Blastn分析,采用CLUSTAL软件

进行多重序列比对,并用 MEGA6.0软件采用Neighbor-Joining法和 UPGMA 法构建系统发

育树.

2 结果与分析

2.1 青贮玉米叶斑病症状观察

通过对青海省民和县采集的青贮玉米叶斑病害样本症状进行观察,发现民和县青贮玉米叶
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斑病症状主要分为3种类型.第1类斑点不规则,病斑较大,呈现黄褐色(图1A);第2类病斑

呈长条形,中央部分呈现黄褐色,边缘是紫褐色或深褐色,有2~3层同心轮纹,且能侵染叶脉

部分(图1B);第3类病斑呈长方形或菱形,病斑较大(图1C).

图1 分离到链格孢属和镰刀菌属的玉米叶斑病样本

2.2 青贮玉米叶斑病病原菌分离及其形态特征

采用组织分离法从青贮玉米发病叶片分离病原菌株,从青海省民和县团结村采集的样品中

共获得14株病原真菌,经形态观察发现分属于链格孢属和镰刀菌属.11株菌株 MH1809-1,

MH1808-2, MH1813-2, MH1808-1, MH1806-1, MH1809-2, MH1806-2, MH1815-3,

MH1816-2,MH1805-1和 MH1815-1为链格孢属真菌,气生菌丝棉絮状或垫状,菌落呈灰白色

至深褐色,分生孢子黄褐色至褐色,有横、纵隔.3株菌株MH1813-1,MH1815-2和MH1806-3
为镰刀菌属真菌,气生菌丝棉絮状,菌落白色至浅红色,大型分生孢子发达,镰刀状,1~5个

隔膜;小型分生孢子卵圆形,无色,0~1个隔膜.
2.3 青贮玉米叶斑病菌rDNA-ITS序列系统发育分析

对14株菌株进行rDNA-ITS序列扩增和测序,测序结果与NCBI中已有序列进行同源序

列(BLAST)比对,最终明确分离所得菌株与数据库中现存的已知菌之间的相似程度.经分子生

物学鉴定发现,在青海省民和县引起玉米叶斑病害的主要病原菌是链格孢属真菌,占78.5%,

其次是镰刀菌属真菌,占21.4%.
对构建的系统发育树进行分析发现,MH1809-2,MH1806-2,MH1806-1,MH1808-1,

MH1813-2,MH1809-1,MH1808-2,MH1815-3和 MH1816-2与GenBank中已经登录的序列

号为OP536183的交链格孢 AlternariaalternataAH3的同源性达99%,聚为同一发育分支,

亲缘关系最近,这9株菌株鉴定为交链格孢.菌株 MH1805-1与GenBank中已经登录的序列号

为KY949588的AlternariaburnsiiGR4F99的同源性达99%,亲缘关系最近,该菌株鉴定为

Alternariaburnsii.菌株 MH1815-1与登录号为 MF373439的细级链格孢Alternariatenuissi-
maZ-Kh-F7聚为一个发育分支,亲缘关系最近.菌株 MH1815-2,MH1813-1和 MH1806-3分

别与GenBank中已有菌株三线镰刀菌FusariumtricinctumLW-5、层出镰刀菌Fusariumpro-
liferatumBL4和Fusariumlongifundum WZ-15的同源性达99%以上,亲缘关系最近.因此,

菌株 MH1815-2为三线镰刀菌,菌株 MH1813-1为层出镰刀菌,菌株 MH1806-3为 Fusarium
longifundum(图2).
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括号内为GenBank登录号.

图2 链格孢属和镰刀菌属真菌基于rDNA-ITS序列构建的NJ树

3 结论与讨论

本研究收集了青海省民和县地区青贮玉米叶斑病样本,并对其病原体进行了分离鉴定.青
海省民和县青贮玉米种植地玉米叶斑病病斑形态主要分为3类,共分离到14株菌株,经鉴定,

病原菌分别为交链格孢、A.burnsii、细级链格孢、三线镰刀菌、层出镰刀菌和F.longifun-
dum.引起青海省民和县玉米叶斑病的病原菌分别隶属于2属6种真菌,即交链格孢、A.burn-
sii、细级链格孢、层出镰刀菌、三线镰刀菌和F.longifundum;其中,引起青海省民和县玉米

叶斑病的主要病原菌为链格孢属.根据各种真菌分离到的频率判断,不规则病斑主要由链格孢

属引起.长方形或菱形病斑主要是由镰刀菌属引起的.本研究分离到的样品病斑大多呈梭形,

与玉米大斑病引起的病斑形状相似,玉米叶片上的小点状病斑,也可能与玉米品种、生育期和

温、湿度等因素有关,其致病性和在田间的发生情况值得进一步研究.
链格孢属(Alternaria)是一类极为常见的真菌,多种链格孢属真菌是农作物的主要致病菌

之一,也是重要的一种植物病原菌,它能引起包括玉米、小麦、烟草、马铃薯、番茄、苹果、梨

等几十种农作物发生病害,如黑斑病、褐斑病、叶斑病、赤星病等,严重影响农作物的产量,给

我国农业生产带来了巨大损失[20].本研究结果表明,引起青海省民和县玉米叶斑病害的主要病

原真菌是链格孢属.
真菌引起的玉米叶斑病,存在同一病原引起的症状差别很大和不同病原引起相似症状的特
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点,同时还存在2种及以上病原菌复合侵染的情况.所以仅通过叶斑病的症状有时还难以判断

病原菌的种类.本研究通过对青海省民和县玉米不同类型叶斑的病原菌进行分离和鉴定,明确

其主要的病原菌种类,为此类病害的正确诊断提供了依据和资料;但同时由于本研究采集样本

较少且采集的叶片叶斑病症较为单一,后期可通过采集更多不同症状的样本对民和县玉米叶斑

病害病原真菌进行进一步详细的研究.
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