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黑龙江省水稻立枯病病原鉴定及致病性研究

刘 烨，赵兴红，韩雨桐，张琳淋，张俊华*

（东北农业大学农学院，哈尔滨 150030）
摘 要：对分离自黑龙江省 16个市县的 369个水稻立枯病菌株进行了形态学和分子生物学鉴定，它们分

别属于 3个属 9个种。致病性测定结果表明，尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）和轮枝镰刀菌（Fusarium verticil⁃

lioides）的致病性相对较强，立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）其次；腐皮镰刀菌（Fusarium solani）、木贼镰刀菌

（Fusarium equiseti）、燕麦镰刀菌（Fusarium avenaceum）、层出镰刀菌（Fusarium proliferatum）和腐霉菌（Pythium

spp.）的致病性相对较弱；Fusarium commune不具致病性，说明其只是一种腐生菌，不引起水稻的立枯病。结合

分离出现频率和致病性测定结果，确定尖孢镰刀菌（F. oxysporum）和轮枝镰刀菌（F. verticillioides）为黑龙江省

水稻立枯病的优势病原菌。
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Studies on Identification of Pathogen and Pathogenicity of
Rice Seedling Blight in Heilongjiang Province

Liu Ye, Zhao Xing-hong, Han Yu-tong, Zhang Lin-lin, Zhang Jun-hua*
( College of Agronomy, Northeast Agricultural University, Harbin 150030, China)

Abstract：369 strains were isolated from the samples of rice seedling blight in 16 counties of Heilongjiang
Province, which were divided into three genera and nine species through morphological observation and molecular
detection. The results of pathogenicity test indicated that Fusarium oxysporum and Fusarium verticillioides showed
stronger pathogenicity than others. The virulence of Rhizoctonia solani is weaker than F. oxysporum and F. Verticilli⁃
oides, but stronger than that of Fusarium solani, Fusarium equiseti, Fusarium avenaceum, Fusarium proliferatum and
Pythium spp. Fusarium commune has no pathogenicity to rice seedling, suggesting that it’s just a kind of saprophytic
pathogen. According to the occurrence frequency and the results of pathogenicity test, F. oxysporum and F. verticilli⁃
oides were considered as the dominant pathogens of rice seedling blight in Heilongjiang Province.
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水稻是我国的主要粮食作物之一，在我国整

个农业生产中占有重要的地位 [1]。黑龙江省是主

要的水稻产区，种植面积逐年增加。近年来由于

黑龙江省春季低温，加之大棚育秧、机插工厂化

等种植方式和预防、管理措施不到位等原因，水
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稻立枯病呈加重趋势，严重影响黑龙江省水稻的

产量和品质 [2]。

2010～2012年从黑龙江省 16个市县的水稻

产区采集水稻立枯病感病标样，分离获得 369个
立枯病菌株。通过对 369个菌株进行分类鉴定及

致病性测定研究，明确了黑龙江省水稻立枯病菌

的种类和致病性情况，为黑龙江省水稻立枯病的

防治奠定了基础。

1 材料和方法

1.1 调查取样

于 2010~2012年在黑龙江省尚志、庆安、密

山、宁安、桦南、五常、鸡西、富锦、海林、富裕、杜
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蒙、牡丹江、依安、方正、饶河、852农场等 16个市县

的水稻产区进行调查，选择典型症状的病株取样。

1.2 病原菌的分离及形态学鉴定

病原菌的分离采取常规组织分离法，挑取单

菌落进行单孢分离和纯化。观察菌落培养性状及

生长速度，通过 SNA培养基培养，显微镜下观察

菌株的产孢特征及各种孢子形态 [3-4]（分别参照

Booth[5]、Gerlach[6]、Nelson[7]、Brayford[8]和 Leslie[9]的分

类系统及王拱辰 [10]的《常见镰刀菌鉴定指南》和陈

鸿逵 [11]的《浙江镰刀菌志》对分离物进行微观形态

学的鉴定）。

1.3 分子生物学鉴定

将形态学方法无法确定到种的菌株进行分子生

物学鉴定。将经单孢分离纯化的菌株接种到PSA平
板上，28℃培养 7 d后收集菌丝。参照张艳菊等[12]的

方法采用SDS法提取和纯化菌株基因组DNA。
PCR扩增：本试验采取真菌通用引物 EF-1H

（5′-ATGGGTAAGGAAGACAAGAC-3′），EF-2T（5′-
GGAAGTACCAGTGATCATGTT-3′）；PCR扩增采用

如下反应体系：反应总体积为 50μL：无菌 ddH2O
37.5μL；10×PCR buffer（Mg2+ plus）5μL；10 mmol/L
dNTPs 4μL；Primer1（20μmol/L） 1μL；Primer2
（20μmol/L）1μL；100 ng/μL DNA模板 1μL；Taq酶
（5U/μL）0.5μL。扩增条件：先 94℃变性 3 min；然
后 94℃变性 40 s，56℃退火 40 s，72℃延伸 1 min，
共进行 35个循环；最终 72℃延伸 10 min，放置在

4℃保温。PCR扩增产物进行 1%琼脂糖凝胶电泳

检测，电泳条件为 150 V、250 mA、30 min，并用凝

胶成像系统照相，将 PCR产物送至上海生工进行

DNA测序，将测序结果提交到 Gene Bank中进行

序列比对。

1.4 病原菌的致病性测定

精选水稻种子，表面消毒、催芽，浸泡于分离

病菌的孢子悬浮液（l×106个/mL）中 0.5 h，播入装

有试验土（160℃干热灭菌 2 h）的钵中，每钵 10
粒，覆盖塑料薄膜以减少水分蒸发，待水稻苗 3叶
期时调查发病情况（采用王国珍等 [13]的 5级分级

标准）。根据柯赫氏法则，对发病植株进行再分

离，显微镜下观察分离得到的病菌是否与原接种

菌株相同。

2 结果与分析

2.1 病原菌形态学鉴定结果

从黑龙江省 16个市县水稻产区采集的感病

水稻秧苗中共分离到 369个分离物，根据菌落的

培养性状、生长速度及分生孢子形态特征等，分

离物分属 3个属 9个种，分别为：镰刀菌属（Fusari⁃
um）的尖孢镰刀菌（F. oxysporum）、轮枝镰刀菌（F.
verticillioides）、腐皮镰刀菌（F. solani）、木贼镰刀菌

（F. equiseti）、层出镰刀菌（F. proliferatum）、燕麦镰刀

菌（F. avenaceum）、F. commune，腐霉菌（Pythium
spp.）、立枯丝核菌（Rhizoctonia solani）（表1）。

表 1 分离的镰刀菌的形态特性鉴定

鉴定结果

F. oxyspo‐

rum

F. verti‐

cillioides

F. solani

F. equiseti

F. pro‐

liferatum

F. avenace‐

um

F. commune

典型的形态特征

大孢子

镰刀形，2～4隔，基细胞

足跟明显

无

马特形，2～8隔

抛物线形，3～5隔，顶细

胞足跟明显

无

细长型，5～7分隔，产生

于粘孢团上，有足细胞

镰刀形，0～5隔

小孢子

大量，卵圆形或

肾形

链状

卵形或肾

无

链状，无分隔，

假头生

无

大量，卵圆形或

肾形

菌落形态

白色，背面产生淡紫色色素

圈，丝绒状

白粉色至浅粉，细绒毛状至

粉末状

白色至灰白色，绒毛状

白色至浅粉，背面浅粉至蜜

桃色，长绒毛状

粉色至淡紫，背面紫色，细

粉状

洋红色，边缘白色，中心黄

棕色

黄色或黄白色，背面黄色至

紫色色素圈，长毛状

产孢细胞

单瓶梗，较短

单瓶梗，轮枝状

分枝

单瓶梗

不规则分枝

单瓶梗或复瓶

梗

单瓶梗或复瓶

梗

单瓶梗或复瓶

梗

厚垣孢子

球形，顶生间生

无

圆球形，单生串

生对生

球 形 ，后 期 变

褐，间生

无

无

球形，单生间生

对生

2.2 病原菌分子生物学鉴定结果

2.2.1 镰刀菌的特异性片段扩增结果

对镰刀菌基因组 DNA利用延伸因子 EF-1α
的引物 EF-2T和 EF-1H扩增后的序列片段大小
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在 690bp左右（图 1）。 2.2.2 EF-1α基因 PCR 扩增产物的测序与比对

结果

将扩增出的 PCR产物送至上海生物工程公司

进行 DNA测序，将延伸因子 EF-1α测序后的序列

结果提交到Gene Bank中，比对结果见表 2。
2.3 黑龙江省水稻立枯病病原菌分离比例

从分离结果可以看出，不同地区的水稻立枯

病病原菌的优势种不尽相同，如海林地区的水稻

立枯病病原菌主要为腐皮镰刀菌和轮枝镰刀菌，

而尚志地区只分离到了尖孢镰刀菌和轮枝镰刀

菌，但从整个黑龙江省来看，轮枝镰刀菌与尖孢

镰刀菌的分离频率较高，分别占总分离株数的

37.40%和 32.25%，详细结果见表 3。
 

690bp 

1000bp 

500bp 

图 1 镰刀菌DNA采用 EF-1α扩增后产物

表 2 所测菌株序列与基因库中现有序列比较结果

菌株编码

HN4(1)
HN3(1)
MS1(6)
SZ3（1）
HN1黄（2）
HL1（1）

所测序列

EF-1α
EF-1α
EF-1α
EF-1α
EF-1α
EF-1α

碱基数（bp）

677
672
716
689
685
693

相似性（%）

100
99
99
99
99
100

镰刀菌种名

F. oxysporum
F. oxysporum
F. solani
F. oxysporum
F. commune
F. commune

表 3 黑龙江省 16个市县水稻立枯病病原菌分离结果

采集地区

海林

尚志

庆安

密山

桦南

富锦

五常

852农场

宁安

富裕

杜蒙

牡丹江

依安

方正

饶河

鸡西

总计

分离频率（%）
F. oxysporum

12.00
37.50
41.67
19.35
34.38
35.71
17.65
38.88
27.78
48.39
32.14
50.00
30.00
22.23
60.00
35.00
32.25

F. avenaceum
0
0
0
0
0
0
11.76
0
11.11
3.22
0
0
0
8.33
0
0
2.71

F.equiseti
16.00
0
0
0
15.62
7.14
17.65
0
0
0
0
0
25.00
13.89
0
25.00
8.40

F. solani
32.00
0
0
9.68
0
0
14.71
16.67
27.78
0
10.72
13.64
0
0
0
0
8.13

F. commune
8.00
0
8.33
0
25.00
14.29
0
5.56
0
0
0
0
0
0
0
0
3.79

F. verticillioides
32.00
62.50
50.00
51.61
25.00
35.72
32.35
22.22
27.78
48.39
50.00
18.18
45.00
44.44
35.00
25.00
37.40

F. proliferatum
0
0
0
3.23
0
0
0
0
5.55
0
0
18.18
0
8.33
0
0
2.44

R. solani
0
0
0
16.13
0
0
5.88
16.67
0
0
0
0
0
0
5.00
10.00
3.52

P. spp.
0
0
0
0
0
7.14
0
0
0
0
7.14
0
0
2.78
0
5.00
1.36

2.4 病原菌致病性测定

回接结果表明，尖孢镰刀菌和轮枝镰刀菌的

致病性相对较高，病情指数分别达到了 37.37和
34.11，为黑龙江省水稻立枯病的主要致病菌。立

枯丝核菌致病性仅次于尖孢镰刀菌和轮枝镰刀

菌；腐皮镰刀菌、木贼镰刀菌、燕麦镰刀菌和层出

镰刀菌的致病性相对较弱，而 F. commune不具有

致病性，表明其为腐生菌（表 4）。
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表 4 黑龙江省水稻立枯病病原菌致病性比较

病原菌

F. oxysporum
F. verticillioides
Rhizoctonia solani
F. solani
F. equiseti
Pythium spp.
F. avenaceum
F. proliferatum
F. commune

回接株数

50
50
50
50
50
50
50
50
50

感病株数

46
45
39
34
31
27
25
23
0

致病率（%）

92.0
90.0
78.0
68.0
62.0
54.0
50.0
46.0
0

病情指数

37.37
34.11
28.79
17.42
16.81
13.37
10.88
5.42
0

再分离株数

46
45
39
34
30
26
25
21
0

再分离频率（%）

92.0
90.0
78.0
68.0
60.0
52.0
50.0
42.0
0

3 结论与讨论

对黑龙江省 16个市县的水稻立枯病病原菌

分离可以看出，不同地区的水稻立枯病病原菌的

优势种不尽相同，但就整个黑龙江省来说，水稻

立枯病病原分离物主要为尖孢镰刀菌和轮枝镰刀

菌。致病性测定表明，尖孢镰刀菌、轮枝镰刀菌、

腐皮镰刀菌、木贼镰刀菌、燕麦镰刀菌、层出镰刀

菌、立枯丝核菌和腐霉菌均回接成功引起水稻立

枯病，其中尖孢镰刀菌和轮枝镰刀菌致病性较

强，而 F. commune不具有致病性。结合分离和致

病性测定结果，确定尖孢镰刀菌和轮枝镰刀菌为

黑龙江省水稻立枯病的主要致病菌。

黑龙江省水稻立枯病的研究较少，只有 2001
年郑雯等 [2]分离了密山市的水稻幼苗立枯病病

原。本试验结果与郑雯等试验结果部分相似，都

分离到了尖孢镰刀菌、腐皮镰刀菌、木贼镰刀菌

和立枯丝核菌，但没有分离到禾谷镰刀菌（F.
graminearum）、半裸镰刀菌（F. semitectum），这可

能与采集地的土壤类型、采集的年份、分离方法

和采集样本的数量有关。本试验分离到的轮枝镰

刀菌、层出镰刀菌、燕麦镰刀菌和腐霉菌引起水

稻立枯病为黑龙江省首次报道。

F. commune为黑龙江省首次分离到，目前没

有查找到关于 F. commune中文名称的描述。在形

态学上 F. commune与尖孢镰刀菌极其相似，二者

很难区分开。F. commune在黑暗条件下培养时有

细而长的单瓶梗和复瓶梗产生，而尖孢镰刀菌只

产生单瓶梗。持续的紫外灯照射下 F. commune会
产生 5个隔的分生孢子（52-56～60-64）μm×（3.8-
3.9～4.6-5.0）μm，而尖孢镰刀菌多为 2～4隔。

林佩力等 [14]研究认为引起水稻立枯病的病原

为镰刀菌（Fusarium）、腐霉菌（Pythium）、丝核菌

（Rhizoctonia），其中镰刀菌（Fusarium）为主要病原

菌；而华致甫 [15]则认为丝核菌（Rhizoctonia）为主要

病原菌，其次为镰刀菌（Fusarium），前者致病力远

高于后者。王国珍等 [13]研究了宁夏地区的水稻立

枯病病原菌，其致病力强弱依次为镰刀菌（Fusari⁃
um）、腐霉菌（Pythium）、丝核菌（Rhizoctonia）。本

试验中分离到了镰刀菌（Fusarium）、丝核菌（Rhi⁃
zoctonia）、腐霉菌（Pythium），致病性测定结果表明，

尖孢镰刀菌和轮枝镰刀菌致病性强于立枯丝核菌，

腐霉菌致病性最弱。此结果与前人报道不尽相同，

说明不同省份、不同地区水稻立枯病病原菌的致病

性强弱不同。这可能与采集地区的土壤类型、气候

条件有关。另外，水稻育秧期间的栽培技术和生育

环境的变化以及当年的环境条件等都会对病原菌

的种类和致病性产生重要的影响。
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