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中国北纬 33 度地区小卖纹枯病菌的群体组成及致病力研究
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摘 要 2 为明确中国北纬 33 度地区小麦纹枯病病原菌的组成和致病力，对分离自江苏、安徽、河南、湖北 4 省

的 157 株丝核菌，通过 Hoechst 33258 荧光染色法进行细胞核数量观测，利用菌丝融合的方法测定其所属融合群，

并测定了其中 111 株丝核菌株对 3 个小麦品种 (CIl 2633 、陕 229 、扬麦 158) 麦苗的致病力。结果表明，在供试菌株

中， 150 林为双核丝核菌，占 95.54% ，都属于 AG-D 融合群; 7 株为多核丝核菌，占 4.46% ，其中 3 株属于 AG- 1-IB

融合群， 3 株属于 AG11 融合群， 1 株属于 AG5 融合群。供试菌株的致病力存在明显差异，双核丝核茵的致病力显

著高于多核丝核菌， AG-D 融合群中两种不同融合频率的菌株致病力无明显差异。不同地区的茵株间致病力无明

显差异，菌株对 3 个小麦品种的致病力有显著差异，对 CIl 2633 致病力最强，对陕 229 致病力最弱，对扬麦 158 的致

病力居中。
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Abstract: Wheat sharp eyespot is one of the most important diseases in the north latitude 33
0 

regions of 

china. One hundred and fifty-seven Rhizoctonia isolates were isolated from different areas of J iangsu , An 

hui , Henan and Hubei province in 2008 and 2009. Identification results showed , among these isolates , 150 

isolates were Rhizoctonia cerealis with percentage of 95. 54 % , and 7 isolates were Rhizoctonia solani with 

percentage of 4. 46 %. All R. cerealis isolates were in AG-D anastomosis group. Among the 7 isolates of 

R. solani , based on anastomosis and blast of their ITS sequences , one isolate was in AG5 anastomosis 

group , and 3 isolates were in AGll and 3 isolates were in AG-1-IB , r巳spectively. The virulence of 111 iso 

lates was tested with artificial inoculation method in greenhouse. The results showed that virulence of 

these isolates was differ巳nt significantly. The virulence of R. cerealis isolates was higher than that of R. 

solani isolates. No significant difference was observed between two R. cerealis AG-D groups with different 

anastomosis frequency. The virulence of isolates from 4 provinces was not significantly different. The vir 

ulence of isolates to 3 wheat cultivars was significantly different , and it was the highest to CIl 2633 and the 

lowest to Shaan 229. 
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由丝核菌侵染小麦引起的小麦纹枯病( Sharp 

eyespot of wheat) 是一种世界性小麦病害，几乎遍

布世界各温带小麦种植区。该病在中国冬麦区普遍

发生，并成为黄淮平原及长江流域麦区的主要病害

之二[1-3J 。国内许多学者对小麦纹枯病病原菌进行

了较深入地研究，表明引起江苏等地小麦纹枯病的

病原菌有双核丝核菌的 AG-D 融合群(又名 CAG1

融合群或禾谷丝核菌 Rhizoctonia cerealis Van der 

Hoeven) 和多核的立枯丝核菌 CRhizoctonia solani 

Kühn) ，其中禾谷丝核菌 AG-D 融合群属于优势种

群，其次是立枯丝核菌 AG5 ， AG4 、 AG2 等融合

群【4-7J 。但对北纬 33 度地区其他省份小麦纹枯病病

原菌组成和致病力的研究并不多见。本研究收集了

江苏、安徽、河南、湖北 4 个省不同麦区的小麦纹枯

病菌株，对其细胞核数目、菌丝融合群种类、病菌

rDNA-ITS 序列和致病力进行了系统研究，旨在明

确北纬 33 度地区小麦纹枯病的病原组成，了解小麦

纹枯病菌群体结构与致病性之间的关系。

1 材料与方法

1. 1 菌株的收集、分离与鉴定

2008 和 2009 年春，从江苏、安徽、河南、湖北 4

个省的冬小麦田中采集了小麦纹枯病株。在室内采

用常规组织分离法进行病原真菌的分离阳，并对分

离到的菌株进行了纯化及初步的形态学鉴定，共得

到 157 株丝核菌菌株，并在 PSA 斜面土 4'C 保存。

双核丝核菌的 AG-D 融合群和立枯丝核菌的 AG5

融合群由江苏省农科院植保所保存;立枯丝核菌

AG-2-illB 和 AG-1-IB 融合群由华南农业大学资源

环境学院周而勋教授提供。

1. 2 细胞核数目的观察

采用 Kangatharalingam 和 Ferguson 的荧光染

色法[9J 并参照罗信昌[IOJ 的菌丝培养方法，对菌丝

染色 1 h，荧光显微镜下观察细胞核数目。

1. 3 菌株融合群的鉴定

1. 3. 1 通过菌丝融合鉴定融合群

对双核丝核菌与 AG-D 标准融合群菌株进行菌

丝融合测定，多核丝核菌与 AG5 和 AG-2- ill B 融合

群标准菌株进行菌丝融合测定。将活化后的菌株与

标准菌株同时从 PSA 上移到清洁玻片上，距离 1~

2 cm，保湿，对峙培养。菌丝生长至前沿相互接触

时，用番红 O-KOH 染色液染色，在显微镜下观察井

统计融合频率[11-13J 。

1. 3. 2 通过比对 rDNA-ITS 序列鉴定融合群

又才多核丝核菌中与 AG5 和 AG-2-ill B 融合群

标准菌株都不融合的菌株，通过 SDS 法提取其基因

组 DNA，采用真菌通用引物 ITS1 C5'-TCCGTAG 

G TG AACCTGCGG-3') 和 ITS4 (5'-TCCTC­

CGCTT A TTGA T A TGC-3' )[14J 直接扩增多核丝核

菌总 DNA 中的 ITS 片段。 PCR 扩增反应条件为:

95'C 预变性 3 min; 95'C 变性 30 s ， 58'C 退火 l

min ， 72'C 延伸 45 s , 35 个循环; 72 'C 充分延伸 10

mln ，最后 4'C 保存。 PCR 产物用琼脂糖凝胶电泳

检测并测序(华大生物公司)。在 GenBank 中进行

同源性比较。

1. 4 菌株致病力测定

取清水浸泡 2 d 后的小麦抨粒，置于三角瓶中

高压灭菌(121 'c , 1 h) ，接人活化后的纹枯病菌菌

株， 25'C 静置培养 20 d ，每隔 2 d 振摇兰角瓶以打碎

结块的麦粒。

试验选扬麦 158 、陕 229 和 CIl 2633 共 3 个小

麦品种，将种子播种于装有 1 kg 无菌土的外口径为

16 cm 塑料钵中，每钵播 25 粒，正常栽培管理，待小

麦长到三叶期接人带病菌麦粒，每个菌株 3 个重复，

接种 4 周后调查病情。病情调查参照 Lipps 等

人[1町的分级标准。计算病情指数，使用 DPS 7.05 

软件对病情指数进行统计分析。

2 结果与分析

2.1 菌株的分离与鉴定

试验分离鉴定出丝核菌菌株 157 株，其中江苏

省 58 株，安徽省 39 株，湖北省 24 株，河南省 36 株。

2.2 菌丝细胞核数目观察结果

对 157 株菌株进行细胞核数目观察的结果

(图1)表明， 150 株为双核丝核菌，占 95.54%; 7 株

为多核丝核菌，占 4.46% 。

2.3 菌丝融合群鉴定结果

对 150 株双核丝核菌与标准融合群菌株 AG-D

进行菌丝融合群测试的结果表明， 150 株供试菌株

都与标准融合群菌株 AG-D 融合。按照菌丝融合群

的划分方法，凡是可以融合的都可归为同一融合群。

根据观察到的菌丝融合频率的高低，将它们分为 2

类，其中属于第 1 类的有 128 株，占 85.33% ，菌丝

融合频率高于 50% ;属于第 2 类的有 22 株，占 14.

67% ，菌丝融合频率低于 50%(表1)。

7 株多核丝核菌分别与融合群标准菌株 AG5 ，

AG-2-illB 进行菌丝融合群测试，结果表明，只有 1

株与 AG5 标准菌株融合， 6 株多核丝核菌与融合群

标准菌株 AG5 和 AG-2-ill B 都不融合。对 7 株多

核丝核菌菌株 rDNA-ITS 序列进行了测定，结果表
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明， 3 株属于 AG-1-IB 融合群， 3 株属于 AG11 融合

群， 1 株属于 AG5 融合群。将 3 株 AG-1-IB 融合群

菌株与 AG-1一IB 标准融合群菌株进行融合测定，均

与之发生融合。说明菌丝融合群测定结果与 ITS

序列比对的结果一致。

A，双核丝核菌 ;8，多核丝核菌(标尺二 20μm) 。

A , binucleate RhizοCtOlllα8 ， multinucleate Rhizoctonia (8ar= 20μm). 

图 1 菌丝细胞核数目的观察

Fig. 1 Observation of the nuclear number of Rhizoctonias 

表 1 双核丝核菌菌丝融合群鉴定结果

Table 1 Anastomosis of binucleate Rhizoctonia isolates 

类别 融合状况
Anastomosis type Anastomosis character 

菌株数目
Number 

百分率(%)
Percentage 

第一类 Type 1 

第二类 Type 2 

融合频率 50% 以上 Anastomosis frequency is above 50 % 128 

22 

85.33 

14. 67 融合频率 50% 以下 Anastomosis frequency is less than 50 % 

2.4 菌株致病力测定结果

2.4.1 不同菌株间的致病力差异

接病原菌后 28 d，对扬麦 158 、陕 229 和

CIl 2633 的病情指数调查结果表明， 111 株丝核菌间

致病力强弱有明显差异。禾谷丝核菌在 3 个小麦品

种上平均病情指数较立枯丝核菌的高(表 2) 。

表 2 禾谷丝核菌和立枯丝核菌对小麦致病力的比较

Table 2 Virulence comparison between R. cerealis and R. solani 

病情指数 Diseasc index 
菌株种类

Strains type 扬麦 158 Yangmai 158 陕 229 Shaan 229 CI1 2633 
平均

Average 

禾谷丝核菌R. cereα lis 

立枯丝核菌 R. solani 

60.04 38.21 69.71 

16.00 

55.99 

11. 42 11.26 6.99 

从平均病情指数看，禾谷丝核菌为 55.99 ，立枯

丝核菌为 1 1. 42 。与禾谷丝核菌致病力比较， 7 株立

枯丝核菌具有相对较弱的致病性，说明多数禾谷丝

核菌对小麦具有较强的致病性，而立枯丝核菌也能

引起小麦纹枯病，但致病力远不及禾谷丝核菌。

2.4.2 AG-D 中两种融合频率茵株问的致病力

差异

从 AG-D 融合群内 2 类菌株(表1)病情指数的

平均数(表 3)来看，两种融合频率菌株间致病力在

5%显著水平上无差异，说明菌株问致病力差异与融

合频率大小无相关性。

2. 4. 3 不同地区问茵株以及菌株对三个小麦品种

的致病力差异

分别计算各地区菌株的病情指数的平均数，用

DPS 统计软件进行完全随机设计二因素无重复试

验统计分析，比较地区间菌株致病力差异和菌株对

三个小麦品种的致病力差异。结果(表的表明，地

区间的菌株致病力在 5%显著水平上无显著差异;

菌株对三个小麦品种的致病力在 5%显著水平上有

显著差异，对 C112633 致病力最强，对陕 229 致病力

最弱，对扬麦 158 的致病力居中。
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Table 3 

表 3 AG-D 中两种融合频率菌株阁的致病力差异

Virulence of different anastomosis frequency type of AG-D to three wheat cultivars 

融合频率类型
病情指数 Disease i时ex

Averagc 
Anastomosis frequency type 扬麦 158 Yangmai 158 陕 229 Shaan 229 平均

CI1 2633 

第-类 Type 1 59.93 37.96 

第二类 Type 2 60. 80 39. 94 

69. 16 

73.58 

55. 68a 

58. lla 

平均数后的小写字母表示差异显著性(0.0日，相同字母表示不显著。

The characters followed average refer to difference significant at O. 05 levels. 

表 4 地区间菌株和菌株对三个小麦品种的致病力差异

Table 4 Virulence of Rhiwctonia isolates from different regions to 3 wheat cultivars 

病情指数 Disease index 

地区 Region 扬麦 158 陕 229
Yangmai 158 Shaan 229 

CI1 2633 

江苏 Jiangsu 58.39 34.76 66.69 

安徽 Anhui 56.46 38. 65 67.05 

湖北 Hubei 52.44 39.06 58. 38 

河南 Henan 52.41 29.47 70. 78 

标准差 Standard deviation 2.99 4.45 5.23 

平均病情指数 Average disease index 54. 92b 35.48c 65. 73a 

标准差 平均病情指数

Standard deviation Average disease index 
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平均数后的小写字母表示差异显著性(0.0日，相同字母表示不显著。

The characters followed average refer to difference significant at O. 05 levels. 

3 讨论

试验结果表明，引起中国北纬 33 度地区小麦纹

枯病的病原菌主要是双核丝核菌中 AG-D 融合群

(又名禾谷丝核菌 R. cereali5) ， 少部分为立枯丝核

菌，这与之前对小麦纹枯病菌的菌丝融合群鉴定结

果基本一致[1-4， 16-17J 。各地菌株都以双核的禾谷丝

核菌为主，但不同地区双核和多核两种丝核菌所占

的比例稍有不同，其中安徽省的 39 株丝核菌中有 5

株属于多核丝核菌，所占比例最大，而河南省的 36

株丝核菌中则未发现有多核丝核菌。以往从小麦纹

枯病样本中分离的多核丝核菌绝大多数属于 R. 50-

lani 的 AG5 和 AG2 融合群。本研究分离的多核丝

核菌只有-株属于 AG5 融合群，在这 4 个省分离的

小麦纹枯病菌中还发现有 AGll 次要菌丝融合群，

这在其他文献中未见报道。对于多核丝核菌融合群

的划分，针对现有的 AG5 和 AG-1-IB 融合群标准

菌株，本试验结合了菌丝融合群测定和 ITS 序列的

比对进行了分析研究，结果表明，两种方法所得结果

相吻合。说明在待测融合群菌株较少和缺少融合群

标准菌株的情况下，通过 ITS 区序列比对进行多核

丝核菌融合群的分类也是有效的。

本研究和以往的研究结果[18 叫都表明，对于小

麦这-单一寄主，引起小麦纹枯病的病原菌主要是

双核的禾谷丝核菌 R. cerealis AG-D 融合群，即使

有极少量的多核丝核菌，其致病力也非常弱。而对

水稻纹枯病菌的研究中也发现，侵染水稻引起水稻

纹枯病的主要是多核的立枯丝核菌 Rhizoctonia 50-

lani 走üh口(= ThanateρhorU5 cucumeri5 (Frank) 

Donk)AG-1 融合群[11 ， 21J 。说明丝核菌虽然是-个

包含多类真菌的大的类群，但由于病原菌和寄主长

期的协同进化，引起小麦和水稻的纹枯病的丝核菌

种和融合群相对单→【22 叫，但对于引起小麦纹枯病

的双核丝核 AG-D 融合群下病菌群体结构及其变化

还有待于进一步的研究。

本研究对 AG-D 中两种融合频率菌株间的致病

力差异的分析结果表明，二者之间无显著性差异。

之前，方正等将 AG-D 融合群按照融合频率分为 4

类，其对小麦的致病力也元显著性差异[18J 。说明小

麦纹枯病优势致病融合群 AG-D 融合频率的划分与

其致病力元相关性，因此认为通过划分融合频率分

析小麦纹枯病菌的致病力差异并无必要性。菌株对

3 个小麦品种致病力在 5%水平上有显著差异，说明

不同小麦品种对丝核菌的抗性有所差异。在以往的

田间抗性鉴定中，本试验的供试品种扬麦 158 为中

感品种，陕 229 为较抗品种， CI1 2633 为抗性品种。

但本次苗期致病力测定结果却表明 CI1 2633 对病原

菌的抗性最弱，说明在小麦纹枯病菌致病力的鉴定

中，室内苗期鉴定与田间成株期抗性鉴定的结果有

→定的差异。初步分析其原因可能为，温室条件下，
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在接种后的前期，为保证快速发病，室内湿度很大，

C1l Z633 在茵期的植株较细，使其抗病性减弱。而

C1l Z633 在成株期则表现为植株较高、茎秤较细、节

间较长和刚健，这些特性对病菌的侵染不利。而陕

ZZ9 和扬麦 158 的室内外的对病菌的抗性鉴定结果

一致。因此，室内外抗性鉴定结果的一致性还需要

在更多的品种上加以验证。

本研究再次证明禾谷丝核菌 R. cerealis 的

AG-D 融合群为小麦纹枯病菌的优势菌群，多核丝

核菌中的 AG-LAG-Z 、 AG-5 融合群菌株在小麦纹

枯病病株上也能检测到，但分离频率很低且致病力

较弱。虽然小麦纹枯病菌菌丝融合群组成存在一定

地域差异，但各地小麦纹枯病菌的优势菌群是一致

的，都是双核的禾谷丝核菌 AG-D 融合群。因此，可

将其作为抗病鉴定、抗源筛选和抗病育种的主要针

对对象，并进行小麦抗纹枯病遗传和基因定位的

研究。
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