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一种玉米多堆柄锈菌的单孢扩繁方法

(57)摘要

本发明涉及生物病菌的单孢扩繁方法，具体

公开了一种玉米多堆柄锈菌的单孢扩繁方法，挑

取病叶上的玉米多堆柄锈菌的单孢子堆接种到

健康玉米苗上，初繁后利用新的健康玉米苗先后

经转接和喷接，获得扩繁的单孢系；所述健康玉

米苗为三叶一心苗期的玉米苗。该分离方法成功

率高，耗时短，可以同时进行大量菌系的扩繁，便

于基于玉米多堆柄锈菌单孢系进行分析的研究。
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1.一种玉米多堆柄锈菌的单孢扩繁方法，其特征在于，挑取病叶上的玉米多堆柄锈菌

的单孢子堆接种到健康玉米苗上，繁殖后利用新的健康玉米苗先后经转接和喷接，获得扩

繁的单孢系；所述健康玉米苗为三叶一心苗期的玉米苗；

所述方法包括如下步骤：

(一)种苗；

(二)菌种初繁：挑取病叶上的玉米多堆柄锈菌的单孢子堆接种到健康玉米苗叶片上；

(三)单孢系转接：待初繁的玉米苗发病后，将生长在叶片上的全部孢子挑接到健康的

玉米苗上；

(四)收集孢子粉；

(五)单孢系喷接：将收集的孢子粉配制成孢子悬浮液，以喷雾的形式接种到多株健康

的玉米苗上，得到足够的孢子粉；

其中，步骤(二)接菌到健康玉米苗的第二叶和/或第三叶上，每片叶子只接种一个单孢

子堆；步骤(三)和(五)同时接菌到多株健康玉米苗的第二叶和第三叶上；

步骤(二)、(三)和(五)中，玉米苗接菌后，20-30℃的条件下，保湿24-48h，之后转移到

光照充足，空气相对湿度80％以上，温度20-30℃的环境条件下继续培养。

2.根据权利要求1所述的扩繁方法，其特征在于，所述步骤(三)或步骤(五)可转接1～3

代。

3.根据权利要求1或2所述的扩繁方法，其特征在于，所述健康玉米苗在接菌之前，对玉

米苗的第二片叶和第三片叶进行脱蜡处理。

4.根据权利要求3所述的扩繁方法，其特征在于，所述步骤(二)和步骤(三)在接菌前，

利用0.05％吐温20处理脱蜡后的叶片。

5.根据权利要求1所述的扩繁方法，其特征在于，步骤(一)包括玉米种子催芽和播种；

玉米种子催芽方法具体为：选取饱满的玉米种子，用0.1％的双氧水在室温条件下浸泡种子

24h-48h，倒掉液体或取出种子，在种子上面盖上湿纸巾或湿布，在通风处催芽。

6.根据权利要求5所述的扩繁方法，其特征在于，所述步骤(一)中，玉米种子前端长出

1-2mm胚根后即可播种，播种时，胚根朝上且朝向种植容器的中心。

7.根据权利要求4所述的扩繁方法，其特征在于，所述步骤(五)中，孢子悬浮液的配制

方法为：每1-5mg孢子加10-20mL  0.05％吐温20。
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一种玉米多堆柄锈菌的单孢扩繁方法

技术领域

[0001] 本发明涉及生物病菌的单孢扩繁方法，具体地说，涉及一种玉米多堆柄锈菌的单

孢扩繁方法。

背景技术

[0002] 玉米多堆柄锈菌可以引起玉米南方锈病，1972年首次在我国海南发现，2003年以

后，该病在我国20多个省份都有发生，因此该病从次要病害升为主要病害。玉米成为我国的

第一大粮食作物，因此防治玉米南方锈病迫在眉睫。

[0003] 公开号为CN102146439A和CN102174647A的中国专利申请分别公开了普通型和南

方型玉米锈病病原真菌的检测引物及分子检测方法，但并未公开如何得到玉米柄锈菌单孢

扩繁体系。

[0004] 近几年，玉米南方锈病开始得到大家的重视，其中在研究其群体遗传时，所用的菌

应该是纯菌系，而由于受到没有扩繁单孢系方法的限制，所用的菌系从叶片上直接刮取的

大量单孢子堆，这是一种混合菌系，不是纯菌系，因此对其研究结果具有影响。另外其他研

究也受到没有该方法而无法开展。也有利用单个孢子进行研究，但需要使用试剂盒，成本

高，限制了对大量样品的研究。

[0005] 玉米南方锈病很多研究需要基于纯的菌系开展，该菌是转性寄生菌，只能在活的

玉米植株上存活和繁殖，扩繁单孢系比较困难，国内外也没有报道过玉米多堆柄锈菌单孢

系的扩繁。因此现在亟需一套玉米多堆柄锈菌单孢扩繁体系，即得到纯化后的菌系。

发明内容

[0006] 为了解决现有技术中存在的问题，本发明的目的是提供一种玉米多堆柄锈菌的单

孢扩繁方法。

[0007] 为了实现本发明目的，本发明的技术方案如下：

[0008] 一种玉米多堆柄锈菌的单孢扩繁方法，挑取病叶上的玉米多堆柄锈菌的单孢子堆

接种到健康玉米苗上，繁殖后利用新的健康玉米苗先后经转接和喷接，获得扩繁的单孢系；

所述健康玉米苗为三叶一心苗期的玉米苗。

[0009] 所述病叶为田间采集的玉米南方锈病病叶，病叶上的一个单孢子堆往往由一个单

孢子繁殖而来。

[0010] 选择三叶一心苗期的健康玉米苗进行接菌，玉米苗更易发病。

[0011] 进一步地，所述方法包括如下步骤：

[0012] (一)种苗；

[0013] (二)菌种初繁：挑取病叶上的玉米多堆柄锈菌的单孢子堆接种到健康玉米苗叶片

上；

[0014] (三)单孢系转接：待初繁的玉米苗发病后，将生长在叶片上的全部孢子挑接到健

康的玉米苗上；
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[0015] (四)收集孢子粉；

[0016] (五)单孢系喷接：将收集的孢子粉配制成孢子悬浮液，以喷雾的形式接种到多株

健康的玉米苗上，得到足够的孢子粉；

[0017] 其中，步骤(二)接菌到健康玉米苗的第二叶和/或第三叶上，每片叶子只接种一个

单孢子堆；步骤(三)和(五)同时接菌到多株健康玉米苗的第二叶和第三叶上。

[0018] 需要说明的是，当需要扩繁的单孢子堆为多个时，可以接菌到多株健康玉米苗上。

利用多少玉米苗，第二叶和第三叶是否均接种，取决入实际扩繁目标，在此基础上所做的调

整，不偏离本发明宗旨。

[0019] 每株接种第二叶和第三叶，是由于第一叶容易干枯，第二和第三叶开始发病时，第

四叶还没长好，因此能够更加充分地利用营养。

[0020] 进一步地，步骤(二)、(三)和(五)中，玉米苗接菌后，20-30℃的条件下，保湿(湿度

100％)24-48h，之后转移到光照充足，空气相对湿度80％以上，温度20-30℃的环境条件下

继续培养。

[0021] 孢子的萌发需要水，在上述温度湿度条件下，可保证孢子的萌发率最高。保湿之后

的玉米苗转移到光照充足的温室或培养箱里继续培养，光照充足有利于叶片营养的制造，

进而更有利于产孢。

[0022] 进一步地，获得的孢子量不够喷接时，所述步骤(三)和步骤(五)，可转接或喷接1

～3代。

[0023] 进一步地，所述健康玉米苗在接菌之前，对玉米苗的第二片叶和第三片叶进行脱

蜡处理。

[0024] 进一步地，所述步骤(二)和步骤(三)在接菌前，利用0.05％吐温20处理脱蜡叶片。

对玉米苗进行脱蜡处理，利于菌的侵染。

[0025] 所述脱蜡处理可选择本领域的常规手段，例如，可用酒精消毒后的手指轻轻摸去

叶片上的蜡质。

[0026] 接菌时，所述步骤(二)在脱蜡的叶片上均匀喷洒0.05％吐温20，然后用消毒的挑

针或注射器挑取感染南方锈病的玉米叶片上边缘清晰的单孢子堆，转接到脱蜡处理后的玉

米叶片上。

[0027] 初繁时，挑取玉米叶片上边缘清晰的单孢子堆，防止被其他菌系污染。

[0028] 进一步地，所述步骤(三)在脱蜡的叶片上均匀喷洒0.05％吐温20后，用消毒的挑

针或注射器，挑取步骤(二)培养的孢子，均匀接种到脱蜡后的叶片上；均匀接种有利于在叶

片上发病均匀。

[0029] 进一步地，所述步骤(五)直接在叶片上喷孢子悬浮液。不用先喷洒0.05％吐温20，

孢子悬浮液里的水分足够孢子的萌发。

[0030] 进一步地，步骤(一)包括玉米种子催芽和播种；玉米种子催芽方法具体为：选取饱

满的玉米种子，用0.1％的双氧水在室温条件下浸泡种子24h-48h，倒掉液体或取出种子，在

种子上面盖上湿纸巾或湿布，在室温通风处催芽一天。

[0031] 如果浸泡时间短，则发芽较慢，若浸泡时间长，则由于缺氧，发芽率明显降低。

[0032] 进一步地，所述步骤(一)中，玉米种子前端长出1-2mm胚根后即可播种，播种时，胚

根朝上且朝向种植容器的中心。这样能够使第一叶和第三叶都向内生长，第二叶向外生长，
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方便接菌和收菌。

[0033] 进一步地，所述步骤(五)中，孢子悬浮液的配制方法为：每1-5mg孢子粉加10-20ml 

0.05％吐温20。之后，可使用喷壶等用具使孢子悬浮液以喷雾的形式对玉米苗进行喷接，进

一步扩大单孢系的繁殖。

[0034] 本发明的有益效果在于：

[0035] 本发明提供的玉米多堆柄锈菌单胞系扩繁体系，在提供的样品单孢子堆边缘清

晰，没有其他污染的情况下，初繁成活率90％以上，喷接成功率99％。潜育期只有4-5天，接

菌第7天开始产孢，15到20天产生大量孢子。而成株玉米潜育期需要20天，大大缩短了繁菌

时间。因此该方法具有时间短、成活率高的特点，对于研究玉米南方锈病的研究，提供了繁

菌基础。

附图说明

[0036] 图1为本发明玉米种植方式图；

[0037] 图2为本发明南方锈病转接后发病图。

具体实施方式

[0038] 下面将结合实施例对本发明的优选实施方式进行详细说明。需要理解的是以下实

施例的给出仅是为了起到说明的目的，并不是用于对本发明的范围进行限制。本领域的技

术人员在不背离本发明的宗旨和精神的情况下，可以对本发明进行各种修改和替换。

[0039] 下述实施例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。

[0040] 下述实施例中所用的材料、试剂等，如无特殊说明，均可从商业途径得到。

[0041] 实施例1

[0042] 实施例1用于说明本发明所述的方法

[0043] 1、种苗

[0044] 1)选择口径为100mm小花盆，土与基质按1:1混合，装满花盆。

[0045] 2)选取饱满的种子，用0.1％的双氧水室温条件下浸泡种子48h，然后倒掉水，在种

子上面盖上湿纸，在通风处诱芽，待种子前端长出2mm左右胚根播种。

[0046] 3)将装好土的花盆用平底培养皿压平，浸水10分钟，待表层土微微湿润，用镊子挑

选10粒已发芽种子放入花盆中，种植时胚根朝上且朝向花盆中心。最后在种子上方覆盖一

层浮土。

[0047] 2、菌种初繁

[0048] 1)待玉米长到三叶一心的时期接菌。

[0049] 2)接种前，对玉米苗进行脱蜡处理，然后在叶片上均匀喷洒0.05％吐温20。

[0050] 3)将微型注射器蘸75％酒精灼烧进行杀菌处理，冷却后，挑取两个玉米叶片上边

缘清晰的单孢子堆，并转接到健康的玉米叶片上，分别接种到玉米苗的第二叶和第三叶上，

每片叶子只接种一个孢子堆。由于夏孢子堆为无性繁殖过程，我们认为一个单孢子堆往往

由一个单孢繁殖而来。接种下一个单孢系时，微型注射器再次灼烧。

[0051] 4)将接种后的玉米苗置于保湿箱中，保湿24h，温度控制在25-30℃之内。

[0052] 5)然后转移到光照充足的温室或培养箱里继续培养，温度25-30℃之内，空气相对
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湿度80％左右。

[0053] 3、单孢系转接

[0054] 待初繁的玉米苗发病后，在孢子粉开始散落前，用微型注射器将生长在两片叶子

上的孢子粉分别转接到新的健康的两盆玉米苗上，分别编号A、B。接种前，对玉米苗进行脱

蜡处理，然后在叶片上均匀喷洒0.05％吐温20。接种后的培养条件同菌种初繁的4)和5)。

[0055] 4、收集菌种

[0056] 发病后，开始收集A和B盆苗的单孢子堆。先收集A，称量纸接着叶片，将夏孢子从叶

片上轻轻刮下来。收集B之前，需要向空气中喷水，沉降孢子，并再次对手进行消毒，然后收

菌。

[0057] 5、单孢系喷接

[0058] 将收集的A和B的孢子粉分别配制成孢子悬浮液，浓度1mg孢子加10ml  0.05％吐温

20。用微型小喷壶(15ml)以喷雾的形式分别接种到三盆健康的玉米苗上，分别编号A-1、A-2

和A-3，B-1、B-2和B-3。接种后的培养条件同菌种初繁的4)和5)。待发病后收集孢子，A和B各

三盆苗均总共收到收集0.5ml的夏孢子。

[0059] 虽然，上文中已经用一般性说明及具体实施方案对本发明作了详尽的描述，但在

本发明基础上，可以对之作一些修改或改进，这对本领域技术人员而言是显而易见的。因

此，在不偏离本发明精神的基础上所做的这些修改或改进，均属于本发明要求保护的范围。

说　明　书 4/4 页

6

CN 105349432 B

6



图1

图2
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