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河南省部分地区小麦黑粉病菌的
鉴定和系统进化分析
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摇 摇 摘要院为了对小麦黑粉病及时预报与防治袁以采自河南省南阳尧周口和平顶山渊圆 个冤的 源 个病原菌菌系为材料袁采
用传统的形态学鉴定法和 陨栽杂 序列分析相结合袁确定来自南阳和平顶山市区的病原菌菌系为小麦散黑粉菌袁来自周口

和平顶山郏县的病原菌菌系属于小麦秆黑粉菌遥 根据 陨栽杂 序列进行系统进化分析发现袁南阳和平顶山市区的散黑粉

菌与周口和平顶山郏县的秆黑粉菌分别聚在 圆 个进化枝上遥 河南省流行的小麦黑粉病可能由散黑粉菌和秆黑粉菌

共同导致遥
关键词院河南省曰小麦散黑粉菌曰小麦秆黑粉菌曰陨栽杂 序列曰进化树
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蚤灶 匀藻灶葬灶 孕则燥增蚤灶糟藻援

运藻赠 憎燥则凿泽院匀藻灶葬灶 孕则燥增蚤灶糟藻曰哉泽贼蚤造葬早燥 贼则蚤贼蚤糟蚤曰哉则燥糟赠泽贼蚤泽 葬早则燥责赠则蚤曰陨灶贼藻则灶葬造 贼则葬灶泽糟则蚤遭藻凿 泽责葬糟藻则曰孕澡赠造燥早藻灶藻贼蚤糟 贼则藻藻

摇 摇 小麦黑粉病俗称黑疸袁包括小麦散黑穗病尧小麦

腥黑穗病和小麦秆黑粉病 猿 种类型袁属于系统性侵

染病害袁广泛发生于小麦产区袁是小麦上的一类重要

病害遥 目前袁由于新的种子杀菌剂和抗病品种的不

断出现袁黑粉病对小麦的危害程度已有所减轻袁但在

一些地区袁由于忽视植物检疫袁农民不重视选用无病

良种及药剂拌种处理袁致使此类病害有所回升尧加
重袁小麦感染黑粉病后一般减产 员园豫耀圆园豫 袁重者可

达 苑园豫甚至绝收袁另外误食带菌小麦还可造成人畜

中毒遥
小麦散黑穗病渊蕴燥燥泽藻 泽皂怎贼冤是由担子菌亚门的

小麦散黑粉菌渊哉泽贼蚤造葬早燥 贼则蚤贼蚤糟蚤冤引起的真菌病害袁主
要在穗部发病袁病穗比健穗较早抽出袁病穗上的小穗

全部被毁或部分被毁袁仅上部残留少数健穗遥 小麦

秆黑粉病渊杂贼藻皂 泽皂怎贼冤又称野铁条麦冶袁由小麦秆黑粉

菌渊哉则燥糟赠泽贼蚤泽 葬早则燥责赠则蚤冤引起遥 过去该病在我国曾普

遍发生于黄淮海冬麦区袁以河南尧山东等省发生较

重遥 病株常矮化尧畸形或卷曲袁多数病株不能抽穗袁卷
曲于叶鞘内袁或抽出畸形穗尧花而不实袁或仅有秕粒遥

目前袁有关小麦黑粉病的研究主要集中在发生

原因尧特点及防治对策等咱员 原 圆暂方面袁而结合显微形态

学和分子生物学技术对小麦黑粉病鉴定的研究较
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少遥 植物遗传与分子育种重点实验室从河南省 猿 个

地级市采集小麦黑粉病植株袁从外观上看麦穗和叶

片上均布满黑粉袁无法确定其为黑粉病的哪种类型遥
为此袁采用传统的形态学方法和核糖体内转录间隔

区渊陨栽杂冤序列分析法对所采集的感病小麦进行病原

鉴定和分析袁并进一步在核酸序列数据库对 陨栽杂 序

列进行同源性搜索比对袁构建系统发育进化树袁以期

为进一步深入研究小麦黑粉病以及培育小麦抗性品

种奠定基础遥
员摇 材料和方法

员援 员摇 试验材料

员援 员援 员摇 感病植物材料摇 感染黑粉病的小麦植株分

别取自周口市川汇区尧南阳市卧龙区尧平顶山市区及

郏县遥
员援 员援 圆摇 主要试剂摇 圆豫 悦栽粤月 抽提液院员园园 皂皂燥造 辕 蕴
栽则蚤泽鄄匀悦造渊责匀值愿援园冤袁圆园 皂皂燥造 辕 蕴 耘阅栽粤渊责匀 值愿郾 园冤袁员援 缘
皂燥造 辕 蕴 晕葬悦造袁圆豫 悦栽粤月渊皂 辕 灾冤袁源豫 孕灾孕鄄源园渊皂 辕 灾冤袁
员圆员 益高压灭菌 圆园 皂蚤灶袁使用前加入 圆豫 茁鄄巯基乙

醇渊灾 辕 灾冤曰员园豫 悦栽粤月 抽提液院员园园 皂皂燥造 辕 蕴 栽则蚤泽鄄匀悦造
渊责匀 值 愿援 园冤袁圆园 皂皂燥造 辕 蕴 耘阅栽粤渊 责匀 值 愿郾 园冤袁员援 缘
皂燥造 辕 蕴 晕葬悦造袁员园豫 悦栽粤月渊皂 辕 灾冤袁源豫 孕灾孕鄄源园渊皂 辕 灾冤袁
员圆员 益高压灭菌 圆园 皂蚤灶袁使用前加入 圆豫 茁鄄巯基乙

醇渊灾 辕 灾冤遥 责酝阅员怨鄄栽 灾藻糟贼燥则尧圆 伊 栽葬择 酝葬泽贼藻则 酝蚤曾 购自

宝生物工程渊大连冤有限公司渊栽葬运葬砸葬冤曰杂葬灶孕则藻责 柱

式 阅晕粤 胶回收试剂盒购自生工生物工程渊上海冤有
限公司曰高纯度质粒小量快速提取试剂盒购自北京

艾德莱生物科技有限公司曰其他试剂均为进口或国

产分析纯遥
员援 圆摇 试验方法

员援 圆援 员摇 小麦黑粉病菌的形态观察摇 首先对小麦黑

粉病感病叶片及麦穗进行观察并拍照袁之后取 员援 缘
糟皂 伊 员援 缘 糟皂 大小的叶片或取部分感病麦穗进行真

空镀金袁在 云耘陨 公司的 匝怎葬灶贼葬 圆园园 型扫描电子显微

镜下观察拍照袁具体参数设置如下院预设驻留时间为

员园 滋泽袁灯丝电压为 圆园援 园园 噪灾袁真空度分别采用员援 缘远 伊
员园 原圆 孕葬 和 员援 怨源 伊 员园 原圆 孕葬遥
员援 圆援 圆 摇 小麦黑粉病菌总 阅晕粤 的提取摇 采用改良

后的真菌 阅晕粤 提取方法咱猿暂 提取小麦黑粉病菌的

阅晕粤遥
员援 圆援 猿摇 小麦黑粉病菌 陨栽杂 序列的 孕悦砸 扩增及测序

摇 小麦黑粉病菌 陨栽杂 序列扩增的引物为真菌核糖体

陨栽杂 区段通用引物 陨栽杂员 渊 缘忆鄄栽悦悦郧栽粤郧郧栽郧粤粤悦悦栽
郧悦郧郧鄄猿忆冤 和 陨栽杂源 渊 缘忆鄄栽悦悦栽悦悦郧悦栽栽粤栽栽郧粤栽粤栽郧悦鄄
猿忆冤遥 孕悦砸 体系渊圆园 滋蕴冤院病原菌 阅晕粤 圆 滋蕴袁上游引

物 员 滋蕴袁下游引物 员 滋蕴袁圆 伊 栽葬择 酝葬泽贼藻则 酝蚤曾 员园 滋蕴袁
加双蒸水至 圆园 滋蕴遥 孕悦砸 反应条件院怨源 益预变性 员园
皂蚤灶曰怨源 益变性 猿园 泽袁源愿援 远 益退火 员 皂蚤灶袁苑圆 益延伸

源缘 泽袁共 猿缘 个循环曰最后 苑圆 益延伸 员园 皂蚤灶遥 取 远 滋蕴
孕悦砸 产物进行 园援 愿豫 琼脂糖凝胶电泳袁在紫外凝胶

成像系统下观察并拍照遥 将所得到的目的条带经

杂葬灶孕则藻责 柱式 阅晕粤 胶回收试剂盒纯化后袁连接至

责酝阅员怨鄄栽 灾藻糟贼燥则 上袁选取阳性克隆送至南京金斯瑞

生物科技有限公司进行测序遥
员援 圆援 源摇 陨栽杂 序列比对和系统发育进化树的构建 摇
对获得的小麦黑粉病菌 陨栽杂 序列在 晕悦月陨 中进行

月蕴粤杂栽 检索比对袁将得到的同源性较高的序列通过

悦造怎泽贼葬造 载 软件中的 粤造蚤早灶皂藻灶贼 程序进行多重对位排

列渊酝怎造贼蚤责造藻 葬造蚤早灶皂藻灶贼泽冤遥 然后采用 酝耘郧粤 缘援 园 软件

做邻近归群法分析袁用 运蚤皂怎则葬圆鄄责葬则葬皂藻贼藻则 模式计算

遗传距离袁用自展法渊月燥燥贼泽贼则葬责冤对系统进化树进行

检测袁自展重复次数设定为 员 园园园 次袁对其进行系统

发育分析和进化树的构建遥
圆摇 结果与分析

圆援 员摇 病原菌的形态特征

将南阳卧龙区和平顶山市区的小麦黑粉病菌简

称为 晕再哉栽员尧孕阅杂哉栽圆袁周口川汇区和平顶山郏县的

小麦黑粉病菌简称为 在运哉粤员尧孕阅杂哉粤员遥 晕再哉栽员 和

孕阅杂哉栽圆 主要侵染穗部袁最初病穗外面包裹一层灰

色薄膜袁成熟后破裂袁散出黑粉袁只剩下裸露的穗轴遥
在运哉粤员 和 孕阅杂哉粤员 在小麦分蘖时侵染袁最初在叶

片尧叶鞘及茎秆上出现黄白色条斑袁后逐渐变为银灰

色袁条斑内充满黑粉袁后期表皮破裂袁黑粉散出袁引起

叶片卷缩尧扭曲尧干枯渊图 员冤遥
通过扫描电镜观察袁晕再哉栽员 和 孕阅杂哉栽圆 的孢子呈

球形或近球形袁表面布满细刺袁大小渊缘 耀 怨冤滋皂 伊 渊缘 耀
苑冤滋皂渊图 圆鄄粤冤袁因此初步认定 晕再哉栽员 和 孕阅杂哉栽圆 为小

麦散黑粉菌遥 在运哉粤员 和 孕阅杂哉粤员 的孢子为球形袁具网

状花纹袁网眼宽 圆 耀缘 滋皂渊图 圆鄄月冤袁可能为小麦秆黑粉

菌袁由于其与小麦腥黑粉病菌的冬孢子形态相似袁难以

辨认袁因此需要进一步从分子水平上进行确定遥

图 员摇 四株染病小麦症状特征
云蚤早援 员摇 栽澡藻 泽赠皂责贼燥皂 糟澡葬则葬糟贼藻则蚤泽贼蚤糟

燥枣 枣燥怎则 蚤灶枣藻糟贼藻凿 憎澡藻葬贼 责造葬灶贼泽
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粤援 孕阅杂哉栽圆曰月援 孕阅杂哉粤员援
图 圆摇 小麦黑粉病菌的扫描电镜照片

云蚤早援 圆摇 陨皂葬早藻泽 燥枣 憎澡藻葬贼 泽皂怎贼 枣怎灶早蚤 贼葬噪藻灶
遭赠 泽糟葬灶灶蚤灶早 藻造藻糟贼则燥灶 皂蚤糟则燥泽糟燥责藻

酝援 阅晕粤 酝葬则噪藻则曰员援 孕阅杂哉栽圆 阅晕粤曰圆援 孕阅杂哉粤员 阅晕粤曰
猿援 在运哉粤员 阅晕粤曰源援 晕再哉栽员 阅晕粤援

图 猿摇 四株小麦黑粉病菌总基因组 阅晕粤 的电泳检测

云蚤早援 猿摇 耘造藻糟贼则燥责澡燥则藻贼蚤糟 则藻泽怎造贼 燥枣 早藻灶燥皂蚤糟
阅晕粤 枣则燥皂 枣燥怎则 憎澡藻葬贼 泽皂怎贼 枣怎灶早蚤

圆援 圆摇 小麦黑粉病菌总 阅晕粤 的提取

提取 源 株小麦病菌的总 阅晕粤 后袁采用 园援 愿 豫琼

脂糖凝胶电泳检测条带的完整性袁如图 猿 所示曰经分

光光度计检测 阅晕粤 的质量袁晕再哉栽员尧在运哉栽圆尧在运哉粤员
及 孕阅杂哉粤员 的 粤圆远园 辕 圆愿园值均在 员援 愿 左右袁说明所提取的

病菌 阅晕粤 质量较好袁可以作为模板进行 陨栽杂 的扩增遥
圆援 猿摇 小麦黑粉病菌 陨栽杂 序列的测定

以病原菌的 阅晕粤 为模板袁真菌核糖体 陨栽杂 区通

用引物 陨栽杂员 和 陨栽杂源 为引物袁孕悦砸 扩增小麦黑粉病

菌 陨栽杂 序列袁经 猿缘 个循环后分别得到 缘园园 耀 愿园园 遭责
的目的片段渊图 源冤袁测序后得到 源 株小麦黑粉病菌

的 陨栽杂 序列遥 将这 源 条 陨栽杂 序列上传至 郧藻灶月葬灶噪 数

据库袁晕再哉栽员尧孕阅杂哉栽圆尧在运哉粤员尧孕阅杂哉粤员 的登录号

分别是 允晕员员源源员愿尧 允晕员员源源员怨尧 允晕员员源源圆员尧 允晕员员源源圆圆遥
通过 月蕴粤杂栽 搜索和序列比对后袁确定了各 陨栽杂 序列

的结构袁见表 员遥

酝援 阅蕴缘园园园曰员 原圆援 晕再哉栽员曰猿 原源援 孕阅杂哉粤员曰缘 原远援 孕阅杂哉栽圆曰苑 原愿援 在运哉粤员郾
图 源摇 四株小麦黑粉病菌 陨栽杂 序列的 孕悦砸 产物电泳图谱

云蚤早援 源摇 耘造藻糟贼则燥责澡燥则藻泽蚤泽 燥枣 陨栽杂 孕悦砸 责则燥凿怎糟贼泽 枣则燥皂
枣燥怎则 憎澡藻葬贼 泽皂怎贼 枣怎灶早蚤 蚤灶 匀藻灶葬灶

表 员摇 四条 陨栽杂 序列的结构

栽葬遭援 员摇 栽澡藻 泽藻择怎藻灶糟藻 泽贼则怎糟贼怎则藻 燥枣 枣燥怎则 陨栽杂 枣则燥皂 憎澡藻葬贼 泽皂怎贼 枣怎灶早蚤 遭责
登录号

粤糟糟藻泽泽蚤燥灶 灶怎皂遭藻则 员愿杂 陨栽杂员 缘援 愿杂 陨栽杂圆 圆愿杂
允晕员员源源员愿渊苑苑远 遭责冤 员 耀 圆园 圆员 耀 圆远缘 圆远远 耀 源圆园 源圆员 耀 苑员苑 苑员愿 耀 苑苑远
允晕员员源源员怨渊苑苑苑 遭责冤 员 耀 圆猿 圆源 耀 圆远源 圆远缘 耀 源猿园 源猿员 耀 苑圆苑 苑圆愿 耀 苑苑苑
允晕员员源源圆员渊远苑猿 遭责冤 员 耀 猿员 猿圆 耀 员怨愿 员怨怨 耀 猿缘远 猿缘苑 耀 远圆员 远圆圆 耀 远苑猿
允晕员员源源圆圆渊远远圆 遭责冤 员 耀 圆园 圆员 耀 员愿苑 员愿愿 耀 猿源缘 猿源远 耀 远员园 远员员 耀 远远圆

图 缘摇 根据 源 株小麦黑粉病菌和 晕悦月陨 中相关黑粉病菌 陨栽杂 序列构建的 晕鄄允 系统进化树

云蚤早援 缘摇 晕藻蚤早澡遭燥则鄄躁燥蚤灶蚤灶早 糟燥灶泽藻灶泽怎泽 贼则藻藻 燥枣 源 憎澡藻葬贼 泽皂怎贼 枣怎灶早蚤 葬灶凿 则藻造葬贼藻凿 泽皂怎贼 枣怎灶早蚤 蚤灶 晕悦月陨 遭葬泽藻凿 燥灶 陨栽杂 泽藻择怎藻灶糟藻 凿葬贼葬
圆援 源摇 基于 陨栽杂 序列的进化树分析

将这 源 条病菌 陨栽杂 序列在 晕悦月陨 网站上进行

月蕴粤杂栽 分析袁搜索同源性较高的序列袁构建系统进

化树渊图 缘冤袁聚类分析后发现袁进化树明显分为 圆 个

亚支袁南阳和平顶山市区的小麦黑粉病菌与加拿大尧

美国尧印度的小麦散黑粉菌的同源性达到 员园园豫 袁聚
在一个进化枝上袁从而确定 晕再哉栽员渊允晕员员源源员愿冤尧孕阅鄄
杂哉栽圆渊允晕员员源源员怨冤为小麦散黑粉菌曰周口和平顶山郏

县的小麦黑粉病菌与来自美国尧德国的玉竹秆黑粉

菌渊哉援 糟燥造糟澡蚤糟蚤冤和英国的延龄草秆黑粉菌渊哉援 贼则蚤造造蚤蚤冤
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的亲缘关系在 怨员豫 以上袁聚在一个分支上袁说明

在运哉粤员渊允晕员员源源圆员冤和 孕阅杂哉粤员渊允晕员员源源圆圆冤为小麦散

黑粉菌袁且秆黑粉菌在不同植物上的进化比较保守遥
猿摇 结论与讨论

黑粉病菌是一类寄生于植物上引起多种症状并

形成成堆黑色孢子的真菌袁据统计袁该类真菌有 缘园
多个属 怨缘园 余种袁是寄生于高等植物的主要病原真

菌咱源暂 遥 黑粉菌主要侵染禾本科尧莎草科尧十字花科尧
毛莨科和百合科植物袁以禾本科植物上寄生的种类

最多袁有 员源 个属 远园园 余种遥 黑粉病主要在禾谷类作

物上发生袁目前国内发现感染黑粉病的作物有小麦尧
甘蔗咱缘暂 尧青稞咱远暂 尧高粱咱苑暂 尧玉米咱愿暂 尧水稻咱怨暂 及竹类咱员园暂

等袁对我国粮食作物及经济作物的产量影响较大袁另
外在一些草本植物上也发现了该病袁如慈姑咱员员暂 尧画
眉草咱员圆暂 尧白羊草咱员圆暂 尧草玉梅咱员圆暂 尧蓼咱员圆暂 及薏苡咱员猿暂 等遥
在国外袁黑粉病在干豆咱员源暂 尧冰草咱员缘暂 尧牛毛草咱员远暂 上也

有发生的报道遥 黑粉菌的分类主要根据冬孢子的性

状袁但是有许多黑粉菌很难通过冬孢子的性状区别袁
所以寄主范围也作为种的鉴别性状咱员苑暂 遥

传统的真菌分类方法仅以形态特征和生理生化

指标为依据袁但大多数真菌常由于种类多尧分布广袁
理化指标和形态特征复杂易变袁进而导致传统分类

结果与系统进化分析不一致遥 近年来随着分子生物

学的发展袁陨栽杂 序列分析技术逐渐成为真菌分类鉴定

和系统发育研究的重要依据咱员愿暂 遥 陨栽杂 序列位于 员愿杂
和 缘援 愿杂 则阅晕粤 之间渊陨栽杂员冤以及 缘援 愿杂 和 圆 愿杂 则阅晕粤 之

间渊陨栽杂圆冤袁员愿杂尧缘援 愿杂尧圆愿杂 则阅晕粤 的基因序列进化相对

缓慢袁但 陨栽杂员 和 陨栽杂圆 序列的进化则相当迅速袁因此袁
陨栽杂 序列在真菌分类和鉴定中发挥越来越重要的作

用袁广泛用于种间或种内群体的系统学研究咱缘暂 遥
本研究采用形态学鉴定法和 陨栽杂 序列分析法相

结合对河南省小麦黑粉病的病原进行鉴定袁结果表

明袁南阳的病原菌渊晕再哉栽员冤为小麦散黑粉菌袁周口

的病原菌渊在运哉粤员冤为小麦秆黑粉菌袁平顶山存在小

麦散黑粉菌渊孕阅杂哉栽圆冤和小麦秆黑粉菌渊孕阅杂哉粤员冤
共存的现象袁说明河南流行的黑粉病可能由不同的

黑粉病菌共同导致遥 晕再哉栽员 和 孕阅杂哉栽圆 均与相距

较远的加拿大尧美国尧印度的小麦散黑粉菌的同源性

达到 员园园豫 袁据此推测小麦散黑粉菌在不同国家之

间没有发生变异遥 在运哉粤员 和 孕阅杂哉粤员 与美国尧德国

的玉竹秆黑粉菌和英国的延龄草秆黑粉菌同源性很

高袁推断小麦秆黑粉菌的流行可能存在全球传播的

途径遥

本研究运用显微形态学和分子生物学的方法袁
对河南省 猿 个地级市的小麦黑粉病菌进行了分析鉴

定袁为河南小麦黑粉病菌的分类和防治提供了理论

依据遥
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