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　　摘要：从源于２个地区种植的辽粳 ４０１自然发病的 ８穗稻曲病穗的 ８个稻曲球中分离获得 １５株稻曲病菌
（Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａｖｉｒｅｎｓ），其中从２个稻曲球的不同部位共分离获得８株稻曲病菌。用人工注射接种法将菌株分别接种
到水稻品种丰田一号（感病品种）和辽粳４０１（中抗品种）上。结果表明，分离的菌株致病力分化较大。不同地区种植
的同一寄主品种菌株致病力有差异；同一稻曲球上分离的菌株表现出致病力差异；同一菌株接种不同水稻品种，株发

病率主要与水稻抗性有关。为提高稻曲病病菌接种成功率，对接种稻曲病病菌的水稻进行不同梯度的温度和保湿时

间处理。结果表明，低温处理有利于提高稻曲病病菌的接种成功率。
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　　水稻稻曲病（ｒｉｓｅｆａｌｓｅｓｍｕｔ）是由稻绿核菌
［Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａｖｉｒｅｎｓ（Ｃｏｏｌｅ）Ｔａｋａｈａｓｈｉ］侵染引起
的水稻穗部真菌性病害。稻曲病的发生会造成稻穗

空秕率增加，水稻产量下降；同时，稻曲球含有的稻曲

菌毒素可以引起人畜病变［１］。稻曲病病害严重时，发

病率高达４４．１％，产量损失高达２６．９％［２］。因此，控

制稻曲病的发生发展，对水稻生产至关重要。

目前，学者们对稻曲病病菌的侵染过程已做了

大量研究，普通观点认为，稻曲病病菌以菌核和厚

垣孢子的形式在田间病残体、土壤或者其他寄主植

物上越冬，翌年在合适条件下萌发侵染水稻。张震

等研究推测，稻曲病病菌侵染水稻雌蕊发生在水稻

开花以前，可直接从子房上获得营养形成稻曲

球［３］。研究稻曲病病菌的致病力分化，有助于病害

流行预测和抗病品种的选育，同时也是综合防控稻

曲病的基础性工作［４］。但迄今为止，有关稻曲病病

菌致病性分化的研究鲜有报道。

人工接种技术是为探索稻曲病病菌侵染过程、

致病力分化、寄主的抗病机制及抗病育种等过程不

可逾越的一步，目前稻曲病病菌人工接种方法还不

够成熟。张君成等报道用马铃薯蔗糖培养基

（ｐｏｔａｔｏ－ｓａｃｃｈａｒｏｓｅ，简称ＰＳ）液体培养获得的菌丝
片段和分生孢子混合液于１６：００—１８：００注射接种
抽穗破口前６～９ｄ的水稻，接种效果最好［５－６］。但

对于接种后不同梯度的温度和保湿时间对稻曲病

病菌接种发病率的影响报道较少。为此，本试验对

稻曲病病菌接种不同品种后条件的处理进行比较

研究，以明确接种后不同温度和保湿时间对稻曲病

发生的影响。

１　材料与方法

接种试验于２０１９年８月５日在辽宁省农业科
学院盆栽场试验基地进行，２０１９年９月９日调查接
种结果。室内试验于２０１８年５月至８月在辽宁省
农业科学院植物保护研究所进行。

１．１　供试材料
１．１．１　菌株　２０１８年采集于辽宁省沈阳与东港２
个地区种植的辽粳４０１自然发病的稻曲病标样。
１．１．２　培养基成分　马铃薯蔗糖琼脂培养基
（ｐｏｔａｔｏ－ｓａｃｃｈａｒｏｓｅ－ａｇａｒ，简称 ＰＳＡ）：２００ｇ马铃
薯、２０ｇ蔗糖、２０ｇ琼脂，加水至１Ｌ。ＰＳ：２００ｇ马铃
薯、２０ｇ蔗糖，加水至１Ｌ。
１．１．３　接种水稻品种　辽粳４０１由辽宁省水稻研
究所提供。丰田一号由辽宁省盐碱地利用研究所

提供。

１．２　方法
１．２．１　供试菌株的分离与培养　采用厚垣孢子悬
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液法，从稻曲球中分离菌株，并将上述分离菌株进

行单孢纯化。提取菌株 ＤＮＡ，按照 Ｚｈｏｕ等方法［７］

对菌株进行分子鉴定。纯化菌株在滤纸片上于

－２０℃ 条件下保存。
１．２．２　水稻的种植和接种体的制备　水稻的种植：
将水稻种子消毒后进行育苗，种植于育秧盘中。待

生长到四叶期插秧于草炭土和黄土１∶１的盆中，每
盆４点，每点２棵苗，常规栽培管理。

接种体的制备：将滤纸片上活化的稻曲病病菌

移入ＰＳ培养基中，２７℃，１３０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，７ｄ
后可获得大量菌丝和薄壁分生孢子。

１．２．３　接种方法　在水稻孕穗期，即在水稻破口抽
穗前７ｄ，用注射器将菌丝 －分生孢子接种液（１×
１０６个／ｍＬ）从侧面注入稻苞直至充满溢出（每穗
１～２ｍＬ）。每盆设无菌水注射作空白对照。每个
菌株接种水稻１０～２０株。作温湿度处理的水稻使
用混合菌株接种５０株。
１．２．４　各接种条件的不同设置　接种后盆栽分别
置于（１５±１）、（２０±１）、（２５±１）℃的人工气候室
中，相对湿度为（９５±５）％、光—暗为１２ｈ—１２ｈ交
替培养。在保湿４８、７２、９６ｈ后，分别将水稻移至室
外继续培养。于傍晚（１６：００—１８：００）盆栽注射接
种后，室外常规培养作为对照组。

１．２．５　病情调查统计方法　接种２１ｄ后调查接种
结果，记录水稻病穗数及每穗病粒数。参考前人研究

的分级标准［８－９］，结果见表１，将病级分为１１级。病
情指数计算公式：病情指数＝∑（各级病穗数×相应
的级数）／（调查总穗数×最大病级数）×１００。

表１　水稻稻曲病分级标准

级数
每穗稻曲球数

（个）
级数

每穗稻曲球数

（个）
级数

每穗稻曲球数

（个）

０ ０ ４ ６～９ ８ ３０～３９

１ １ ５ １０～１５ ９ ４０～４９

２ ２ ６ １６～１９ １０ ≥５０

３ ３～５ ７ ２０～２９

２　结果与分析

从田间采集的稻曲病标样上采用徐晗等的厚

垣孢子液法［１０］，分离出１５株稻曲病单孢菌株。其
中东港市分离出４株菌株，沈阳市分离出１１株菌株
（表２）。沈阳市的Ｓ① －１～Ｓ① －５来源于同一稻
曲球（１号球）的不同部位，Ｓ②－１～Ｓ② －７来源于
另一稻曲球（２号球）的不同部位。为保证供试菌株

的可靠性，对分离菌株的菌落形态、分生孢子形态等

进行形状观察，发现供试菌株与笔者所在实验室保存

的其他稻曲病病菌菌株相似。进一步提取分离的病

原菌ＤＮＡ，采用对稻曲病病菌特异的监测引物进行
分子鉴定，所有分离菌株均在约３８０ｂｐ处出现目的
条带，以此判断分离菌株均为稻曲病菌（图１）。

表２　稻曲病病菌株分离情况

采集地 菌号 穗编号 球编号

东港市 Ｄ－１ １ —

Ｄ－２ ２ —

Ｄ－４ ３ —

Ｄ－５ ４ —

沈阳市 Ｓ－２ ５ —

Ｓ－３ ６ —

Ｓ①－１ ７ １

Ｓ①－３ ７ １

沈阳市 Ｓ①－４ ７ １

Ｓ①－５ ７ １

Ｓ②－１ ８ ２

Ｓ②－２ ８ ２

Ｓ②－３ ８ ２

Ｓ②－５ ８ ２

Ｓ②－７ ８ ２

２．１　不同地区种植的同一寄主品种的分离菌株致
病力分析

选取２个采集地共８株菌株，接种同一水稻品
种丰田一号，每个菌株注射接种２０株孕穗期水稻，
接种结果见表 ３。通过调查计算发病率和病情指
数，发现不同地区种植的同一寄主品种分离的菌株

致病力存在差异，东港地区菌株接种株发病率和病

情指数最大值分别为４５％、１５，最小值分别为５％、
１，平均值为２０％、７；沈阳地区菌株接种株发病率和
病情指数最大值分别为 ７５％、３８，最小值分别为
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２０％、７，平均值为４８％、１８。表明菌株致病力分化
可能与地域有很大关系。

表３　不同地区分离菌株接种结果

菌号
接种株数

（株）

发病株数

（株）

株发病率

（％） 病情指数

Ｄ－１ ２０ ５ ２５ ８
Ｄ－２ ２０ １ ５ １
Ｄ－４ ２０ ９ ４５ １５
Ｄ－５ ２０ １ ５ ２
平均值 ２０ ７
Ｓ－２ ２０ ９ ４５ １２
Ｓ－３ ２０ １０ ５０ １４
Ｓ②－３ ２０ １５ ７５ ３８
Ｓ②－５ ２０ ４ ２０ ７
平均值 ４８ １８

２．２　同一稻曲球来源的不同菌株的致病力分析
选取来源于２个稻曲球的共８株菌株，分别接种

同一水稻品种丰田一号，每个菌株注射接种１０株孕
穗期水稻，接种结果见表４。从同一稻曲球上分离的
稻曲病病菌，接种水稻后仍表现出比较大的致病力差

异。以从８号病穗上分离的５个稻曲病病菌为例，病
情指数最大值为３２，最小值为７，平均值为１６。

表４　同一稻曲球来源的不同菌株接种结果

菌号
接种株数

（株）

发病株数

（株）

株发病率

（％） 病情指数

７号穗 Ｓ①－３ １０ ８ ８０ １６

Ｓ①－４ １０ ２ ２０ ４

Ｓ①－５ １０ ９ ９０ １５

平均值 ６３ １２

８号穗 Ｓ②－１ １０ ５ ５０ １３

Ｓ②－２ １０ ５ ５０ １５

Ｓ②－３ １０ ８ ８０ ３２

Ｓ②－５ １０ ２ ２０ ７

Ｓ②－７ １０ ７ ７０ １２

平均值 ５４ １６

２．３　同一菌株接种不同水稻品种的致病力分析
选取８个菌株，分别接种丰田一号和辽粳４０１，

每个菌株注射接种孕穗期水稻，接种结果见表５，空
白对照均未发病。对８个菌株的株发病率和病情指
数作均值处理后，２个水稻品种的病情指数一致，但
“田一号的株发病率高于辽粳４０１。接种菌株是从
辽粳４０１上分离得到，而接种结果表明，菌株分离寄
主接种结果并不显示出特殊性，接种结果主要与水

稻抗性有关。

表５　相同菌株接种不同水稻品种接种结果

菌号
丰田一号 辽粳４０１

接种株数（株） 发病株数（株） 株发病率（％） 病情指数 接种株数（株） 发病株数（株） 株发病率（％） 病情指数

Ｄ－４ ２０ ９ ４５ １５ ２０ ０ ０ ０
Ｄ－５ ２０ １ ５ ２ ２０ ２ １０ １
Ｓ－２ ２０ ９ ４５ １２ ２０ ２ １０ ２
Ｓ－３ ２０ １０ ５０ １４ ２０ ６ ３０ ８
Ｓ①－１ １０ ０ ０ ０ １０ ６ ６０ ２３
Ｓ①－３ １０ ８ ８０ １６ １０ ４ ４０ ３２
Ｓ①－４ １０ ２ ２０ ４ １０ ０ ０ ０
Ｓ①－５ １０ ９ ９０ １５ １０ ５ ５０ １２
平均值 ４０ １０ ２１ １０

２．４　接种后不同温湿度条件对穗发病率与病情指
数的影响

由表６可以看出，在保湿时间相同的条件下，低
温处理有利于提高发病率和病情指数，提高接种成

功率。而在相同温度处理下，保湿时间的延长，对

接种结果影响不大。１５℃处理组和２０℃处理组接
种结果均高于室外对照组；但２５℃处理组接种结果
与室外对照组相差不大。

３　结论与讨论

本研究利用 ２０１８年采集的稻曲病样，分离出

１５株单孢菌株，通过形态观察和分子特异性引物检
测，确认这１５株单孢菌株均为稻曲病菌株。将１５
株菌株进行水稻孕穗期注射接种，结果表明，不同

地区种植的同一寄主品种分离出的菌株存在致病

力差异，说明菌株致病力与地域有关；对来源于同

一稻曲球不同部位分离菌株的接种结果发现，菌株

存在较大的致病力差异；同一菌株对不同水稻品种

接种结果表明，株发病率与水稻抗性有较大相关性。

已有研究报道表明，在同一个稻瘟病病斑上，

存在不同类型的稻瘟病病菌小种类型，这种现象可

能来源于生理小种的变异，或是由不同菌株同时侵

—０３１— 江苏农业科学　２０２０年第４８卷第１８期



表６　接种后不同处理条件接种结果

时间

（ｈ）

１５℃ ２０℃ ２５℃

总穗数

（穗）

发病穗数

（穗）

发病率

（％） 病情指数
总穗数

（穗）

发病穗数

（穗）

发病率

（％） 病情指数
总穗数

（穗）

发病穗数

（穗）

发病率

（％） 病情指数

４８ ５０ ２１ ４１ １６ ５０ １８ ３７ ８ ５０ １１ ２２ ６

７２ ５０ ２３ ４７ １０ ５０ １３ ２７ ８ ５０ ８ １６ ２

９６ ５０ １８ ３６ ８ ５０ １８ ３５ ７ ５０ １１ ２２ ６

室外 ５０ １３ ２６ ６

染造成的［１１－１２］。本研究表明，来源于同一稻曲球的

菌株存在致病力分化，并且后期调查结果证明，菌

株Ｓ②－１接种丰田一号在８月末稻曲球上有菌核
产生，而 Ｓ② －２～Ｓ② －７没有菌核产生；而菌株
Ｓ②－１接种辽粳４０１没有产生菌核。目前菌核的
产生机制尚不明确，还需大量试验研究。

稻曲病病菌的人工接种技术是深入研究稻曲

病的瓶颈，因此有必要探索高效引发稻曲病的接种

技术。前人已对不同接种体的接种效果和接种时

间进行了深入探讨［１３］，注射接种孕穗期水稻，是目

前比较常见的稻曲病病菌接种方法，在试验过程

中，笔者也尝试用喷雾接种、棉花团蘸取菌悬液保

湿处理等方法，但均未能接种成功。为提高稻曲病

病菌的接种成功率，笔者对注射接种的水稻进行不

同温度、不同保湿时间的处理进行探索。试验结果

表明，对于注射接种的水稻进行低温处理可以提高

稻曲病病菌的接种成功率。１５、２０℃温度处理组接
种株成功率和病情指数要高于室外条件接种成功

率，但 ２５℃ 处理接种成功率与室外对照组相差不
大，甚至略低于室外对照组，这可能是因为室外对

照组８月夜间温度在２０℃左右，对于接种算是一个
短暂的低温处理。接种后处理条件的改变可以导

致接种结果的变化，因此接种后条件的处理也是影

响稻曲病病菌接种成功率的一个重要因素。试验

初步认为，低温处理有利于提高稻曲病病菌的接种

成功率。

全部试验均在盆栽条件下进行，每盆注射无菌

水作为空白对照，对照均未发病，因此可以认为发

病是由人工接种引起的。接种后不同处理试验采

用混合菌株注射接种，以排除菌株致病力差异引起

的接种效果不同。
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