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摘要
:
对玉米灰斑病菌抱子产生

、

病菌接种和寄主杭病性刚定技术的研究结果

表明
,

应用玉米叶粉破酸钙琼脂和玉米叶粉琼脂 两种培养基
,

温度 24
一

25 ℃
,

培

养 5 天
,

病菌可大量产生分生袍子 ; 于植株喇叭 口期
,

用注射器将病菌袍子悬浮

液注射于植株喇叭 口 中
,

获得了理 想的发病效果 ;对 20 个玉米 自交系注射接种

鉴定结果表明
,

玉米 自交系间杭病性差异明显
,

但未发现免疫 自交 系
。

关键诃
: 玉米灰斑病

,

接种技术
,

杭病性鉴定

玉米灰斑病 & m明即m
~ 溯俐心众 T e h o n & D苗els 是严重威胁玉米生产的叶部病害

。

19 25 年在美国伊利诺州首次发现 [` 1
,

其后许多国家均有发生危害的报道仁̀
一幻

,

可造成产

量损失达 20 % 〔3 一 4〕
。

20 世纪 90 年代
,

此病在辽宁省突发流行
,

199 3 年东港市因该病危害

平均减产 10 % 左右51[
,

199 6 年全省玉米灰斑病大流行
,

发病面积 20 余万 hmz
,

产量损失达

2 亿多 k g
,

目前已上升为主要病害
。

应用抗病品种是防治该病的有效途径
,

玉米育种单位

已鉴定出一批抗病自交系或品种仁
6 一 “ 〕

。

研究表明
,

病菌在人工培养条件下产抱困难
,

人工

接种寄主难以发病
,

故以往对玉米抗病性的评价是通过田间自然发病调查进行
,

而利用人

工控制下的接种进行抗病材料筛选的报道甚少
,

从而限制了抗病基因的鉴定和有效利用
。

为此
,

作者从病菌生物学特性研究人手
,

寻求病菌分生抱子的产生条件
,

探索抗病资源鉴

定中简便
、

易行
、

可靠的田间人工接种方法
。

1
.

1

材料与方法

玉米灰斑病菌产抱特性研究

1
.

1
.

1 病原菌分离与培养
:
从玉米感病植株叶片上采集病斑

,

按常规组织分离法进行分

离培养
,

获取病菌的纯培养
。

以分生抱子悬浮液涂抹于 DP A 平板培养基上
,

产生病菌单

抱菌落
,

最终获取纯化菌株
。

1
.

1
.

2 适宜病菌产袍的培养基筛选与制备
:
玉米叶浸汁培养基 (耐 ez le af e x tm c t ag ar

,

MLE )A
:
干玉米叶 25 一 30 9 或鲜叶 100 9

,

水煮 20 而
n ,

取其滤液
,

加人 20 9 琼脂
,

定容 lL
,

12 1℃下灭菌 3 0 l hi n ,

冷却至 45 ℃左右倒入培养皿
,

制成平板培养基
。

玉米叶粉琼脂培养
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基 (耐 ze el fa 即 w dre
graa

,

M l尹A )
:
玉米叶用小型植物粉碎机粉碎成粉

,

取 15 9 玉米叶粉
,

加

人 15 9琼脂
,

加水量 I L
,

121 ℃下灭菌 30 而
n ,

制成平板培养基
。

玉米叶粉碳酸钙琼脂培养

基 (耐
z e le af 卿w d e r

luP
, CaC O3 ag ar

,

M L p C A )
:
取玉米叶粉 15 9

,

加人 2 9 C a C O3
,

15 9琼脂
,

加

水量 I L
,

12 1℃下灭菌 30 而
n ,

制成平板培养基
。

胡萝 卜玉米叶粉琼脂培养基 (
。

~ lun
s

iarn ez le af 详w) d er ag ar
,

CM IL 认 )
: 以胡萝 卜琼脂培养基为基础

,

加入玉米叶粉 10 9于 儿培养

基中
,

灭菌同上
,

制成平板培养基
。

v s 培养基 ( V S ag ar )
、

燕麦片琼脂培养基 (服加既1 ag ar
,

o )A
、

胡萝 卜琼脂培养基 (
C

~
t

agar
,

以 )
、

DP A 等培养基制备参照 uT
tt 。
的方法 9[]

。

1
.

1
.

3 接菌与产袍量测定
:
应用上述 M LE A

、

M ll
〕
A

、

M IJ ℃A
、

C M LPA
、

V S
、

C A
、

O A
、

PD A 等 8

种培养基作为病菌产抱量测定培养基
。

取 0
.

5而抱子悬浮液 (抱子含量 1
.

0 x l护个 /血 )

滴于直径为 g mr 的平板培养基表面
,

用弯曲玻璃棒涂布均匀
。

每处理重复 3 次
。

25 ℃下

培养 5 天后
,

用 0
.

1% T钟e e
n2 0 液将分生饱子洗下

,

用血球计数板计测病菌产抱数量
,

折算

每皿中抱子数量
。

1
.

2 病菌接种与寄主抗病性评价方法

1
.

2
.

1 接种方法
:
在田间试材按顺序排列播种

,

行长 4 m
,

行距 0
.

6 m
,

2 行区
,

小区保苗 24

株左右
。

每处理 3 次重复
。

人工培养的病菌分生抱子以无菌水配成抱子悬浮液
,

抱子含

量为 2
.

5 x l护个 /血
,

于植株 ( 9 一 1 1) 叶喇叭 口期
,

用喷嘴处装有 20 时 注射器针头的手提

式喷雾注射器
,

从植株喇叭 口处平行插人针头
,

将抱子悬浮液注人植株心叶中
。

每株接种

10 ml 菌悬液
,

每小区接种 15 株左右
。

1
.

2
.

2 寄主杭病性评价
:
接种后 so

一
40 天玉米籽粒生理成熟期

,

目测调查每小区发病情

况
。

根据受害叶片病斑面积占植株叶片总面积的百分比划分抗性等级
。

0 级
:
无病斑

,

免

疫 ( IM ) ;l 级
:
叶片病斑面积占叶片总面积 5 % 以下

,

高抗 ( H R ) ;2 级
:
病斑面积 5

.

1 % -

10 %
,

抗病 ( )R ; 3 级
:
病斑面积 10

.

1 % 一
25 %

,

中等抗病 ( MR ) ; 4 级
:
病斑面积 25

.

1 % -

5 0 %
,

感病 ( )S ;5 级
:
病斑面积在 50 % 以上

,

高度感病 (SH )
。

2 结果与分析

2
.

1 病菌在不同培养基上产抱蛋比较 本研究对 19 种常用和新组配培养基进行了筛

选
,

获得了可使病菌产抱的 8 种培养基
。

病菌产抱量比较结果 (表 l) 表明
:

( l) 病菌在各

种培养基上的产抱量存在一定差异
,

有的达到显著差异
。

所选择的 8 种培养基中
,

最适于

病菌产生分生抱子的为玉米叶粉碳酸钙琼脂培养基 ( M L PC A )和玉米叶粉琼脂培养基

( M ll 认 )
,

其次为玉米叶浸汁培养基 ( M L EA )
、

V8 汁琼脂培养基
、

胡萝 卜玉米叶粉琼脂培养

基 ( C M LP A )和胡萝 卜琼脂培养基 ;在 P D A 和燕麦片培养基上
,

病菌虽能产生分生抱子
,

但

数量极少
。

( 2) 病菌在玉米叶粉碳酸钙琼脂
、

玉米叶粉琼脂和玉米叶浸汁 3种培养基上产

抱较稳定
,

培养 5 一 7 天饱子数量较大
,

继续培养产抱量逐渐减少 ;在 V S培养基
、

胡萝 卜琼

脂培养基和胡萝 卜玉米叶粉琼脂培养基上
,

培养 5 天产抱量达到高峰
,

其后产抱量迅速下

降
,

而抱子萌发形成菌丝 ;在 PD A 和燕麦片培养基上
,

培养 5 天可见少量抱子
,

继续培养

抱子萌发形成菌丝
。

以上结果显示
,

玉米叶粉碳酸钙琼脂和玉米叶粉琼脂 2 种培养基适

于病菌产生分生抱子
,

是玉米品种抗灰斑病性鉴定中接种物生产的理想培养基
。
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2 寄主抗病性评价结果 19 99
一 2 (X) 1年

,

采用人工注射接种方法对供试玉米 自交系的

致病性测定结果 (表 2 )表明
,

不同玉米自交系间对灰斑病的抗性存在明显差异
。

供试 20

份材料中
,

表现 1级 (高抗 )试材 3 份
,

2 级 (抗病 )试材 5 份
,

3级 (中等抗病 )试材 4 份
,

4 级

(感病 )试材 6 份
,

5 级 (高度感病 )试材 2 份
,

未发现免疫类型材料
。

从试验结果可见
,

采

用人工培养产生的病菌分生抱子
,

经注射接种鉴定玉米的抗病性技术可行
,

方法简便适

用
,

结果可靠
,

可以在玉米抗灰斑病育种工作中应用
。

表 2 玉米灰斑病菌对供试玉米自交系致病性测定结果
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.
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.
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22 感 SSS
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yyy 02 3 129 100 2
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.
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3 讨论
采用玉米叶粉碳酸钙琼脂培养基和玉米叶粉琼脂培养基

,

在 24
一 25 ℃下培养

,

是玉

米灰斑病菌产抱的理想条件
,

改变了以往其病菌产抱难和产抱量少的状况
。

通过对玉米抗灰斑病接种的多种方法进行探讨
,

筛选出在植株喇叭口期
,

应用手提式

注射器于植株心叶中注射病菌抱子悬浮液的接种方法
,

获得了理想的寄主发病效果
。

采

用此人工注射接种的新技术鉴定玉米抗灰斑病性
,

在我国为首次
。

应用该技术对 20 份玉

米自交系进行抗病性鉴定结果表明
,

玉米 自交系间的抗病性存在明显差异
,

但未发现免疫

试材
。

鉴定出的 8 份高抗和抗病的玉米自交系可在玉米抗病育种中应用
。

co aet
,

( 19 94 )等 s[] 曾经采用 v s培养基培养玉米灰斑病菌
,

以抱子悬液喷雾接种玉米
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进行抗灰斑病鉴定
,

接种后用旋转式喷雾设备喷雾保湿
,

增加病菌侵染的成功率
。

相比之

下
,

本研究技术采用植株喇叭口期注射病菌抱子悬浮液的方法
,

利用植株心叶中的自然湿

度确保病菌侵染
,

无需辅助增湿设备保湿
,

可获得理想的发病效果
,

而且接种物用量少
,

大

大降低成本
,

具有简便
、

实用
、

成本低等特点
。

同时本试验采用的玉米叶粉碳酸钙琼脂培

养基和玉米叶粉琼脂培养基培养病菌
,

其产抱量明显大于 V8 培养基
。

实践表明
,

本研究

中的病菌接种物培养及植株喇叭 口期注射接种的方法
,

可在玉米灰斑病抗病育种工作中

应用
。

近年来
,

玉米灰斑病已经成为我国北方玉米上继玉米大
、

小斑病之后的又一种重要叶

部病害
,

危害极为严重
。

该研究表明
,

玉米不同品种间的抗病性存在明显差异
。

据此
,

综

合利用各地资源及其抗性
,

加强抗病育种工作是非常必要的
。
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