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摘要  研究了玉米弯孢菌产毒能力与培养条件、环境因子等因素的关系。结果表明 :不同菌株的产毒能力存在明显差异 ,以CL-1、CL-2、
CL-7、CL-13 菌株培养液对叶片的破坏能力最强;该病原菌在Fries 培养基中有较强的产毒能力 ;培养基中以蔗糖为碳源、以 KNO3 为氮源

较适合毒素的产生;在25 ℃条件下培养20～25 d 产毒能力较强;光照对毒素的产生没有明显的影响 ;其中培养方式对毒素的产生有较大
的影响,振荡培养有利于毒素的产生。
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Factors Affecting Toxin Production of Curvulari a lunata
TANG Shu-ge et al  ( Shenyang Agricultural University , Shenyang , Liaoning 110161)
Abstract  The factors affecting the toxin production of Curvularia l unata were researched inthis paper .The results showed that the various strains were
different i ntoxin production. CL-1 ,CL-2 ,CL-7 ,CL-13 strai ns were strong inthe toxin production .Fries was the proper medium.The opti mumcondition of
the toxin production was 25 ℃ ,pH8 ,light 12 hours one day and shaking culture .
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  植物病原菌的致病因子主要有酶、毒素和激素三大类 ,

其中以毒素研究最多。毒素被认为是与病程密切相关的一

类致病因子。玉米弯孢菌叶斑病是一种世界性的玉米病害 ,

常造成巨大的经济损失。毒素是玉米弯孢菌叶斑病的主要

致病因子之一, 所以研究其致病机理对于防治该病害有着重

要的意义。

1  材料与方法

1 .1 材料  供试玉米弯孢菌叶斑病菌( Curvul ari a l unat a ) 从

辽宁省瓦房店地区严重感病的玉米叶片上经单孢分离得到。

供试玉米为自交系黄早四, 由沈阳农业大学植物免疫室

提供。

1 .2 方法  将经单孢分离的玉米弯孢菌东单60 接种于PD

固体培养基上 , 培养5 d 后接于无菌水中, 配制成浓度为

1×107/ ml 孢子悬浮液。将此孢子悬浮液1 000μl 接入液体培

养基中,25 ℃振荡培养20 d。将毒素培养液用4 层纱布滤去

菌丝, 所得滤液为毒素原液, 最后进行生物测定。

生物测定可采用电解质外渗法和抑制种子根伸长法。

细胞膜损伤度( %) = ( 1 -
1 - T1/ T2

1 - C1/ C2
) ×100

式中, C1 为对照叶片杀死前外渗电导率; C2 为对照叶片杀死

后外渗电导率; T1 为毒素处理杀死前外渗电导率; T2 为毒素

处理杀死后外渗电导率。

根长抑制率( %) = 对照处理根长- 毒素处理根长
对照处理根长

×100

2  结果与分析

2 .1 生长条件对毒素产生的影响

2 .1 .1 不同来源玉米弯孢菌毒素的毒力差异。表1 表明 ,15

个供试菌株接种在自交系黄早四的叶片上, 毒素对叶片的破

坏作用有明显差异。菌株 CL- 1、CL-2、CL-7、CL- 13 产生的毒素

破坏力较强,采用针刺法接种发酵液于叶片上,3 d 后可见褪绿

斑,并且随着时间的延长褪绿斑逐渐变大;菌株 CL- 5、CL-15 产

生的毒素破坏力较弱,发酵液接种于叶片上3 d 后未出现褪绿

斑,接种5 d 后才在叶片上出现较明显的症状。 �
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  表1 玉米叶片对不同菌株毒力的反应

菌株
菌株接种时间∥d

1 2 3 4 5
CL-1 - - + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
CL-2 - - + + + + + + + + + + + + + + + + + +
CL-3 - - - + + + + + + + + + +
CL-4 - - - + + + + + + + + +
CL-5 - - - - + + +
CL-6 - - - + + + + + + + + +
CL-7 - - + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
CL-8 - - - + + + + + + + + + +
CL-9 - - - + + + + + + + + +
CL-10 - - - + + + + + + + + + +
CL-11 - - - + + + + + + + + + + +
CL-12 - - - + + + + + + + + +
CL-13 - - + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
CL-14 - - - + + + + + + + + + + +
CL-15 - - - - + + +

 注 : + 表示轻度褪绿 ; + + 表示中度褪绿 ; + + + 表示重度褪绿。

2 .1 .2 培养基对毒素产生的影响。图1、2 表明, 在4 种培

养基中玉米弯孢菌均能生长 , 产毒情况有明显差异。在

Fries 培养基中毒素产量最大 ,在PD 培养基中该菌的产毒能

力最差。培养初期在培养液中长出白色的菌丝球, 随着时

间的延长 ,菌丝球逐渐由白色变为黑色, 同时培养液的颜色

也逐渐加深。在PD 培养液中菌丝量较少, 菌丝球较小, 培

养液的颜色较浅; 在Fries 培养液中, 培养初期菌丝量较大,

最后培养液的颜色也较深。用不同培养液处理叶圆片时,

表现的症状也有所不同。用Fries 培养液处理的叶片, 在叶

圆片的边缘出现深褐色 , 而其他培养液处理的叶片未出现

上述现象。由此可见,Fries 培养基适宜玉米弯孢菌的生长,

有利于毒素的产生。

2 .1 .3  碳源对毒素产生的影响。图3、4 表明, 在 Fries 培养

基中加入蔗糖和葡萄糖有利于毒素的产生, 淀粉不利于毒

素的产生。所以, 在提取毒素时以蔗糖作为碳源。

2 .1 .4 氮源对毒素产生的影响。图5、6 表明 , 当尿素作为

氮源时, 培养液对根的抑制率比较低 ,其他氮源对毒素的产

生不存在差异。利用2 种生物测定方法得到的结论不一

致, 可能是由试验材料不同而造成的。综合考虑各方面因

素, 选择KNO3 作为培养基的氮源。
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图1 培养基对根长抑制率的影响

图2 培养基对细胞膜损伤度的影响

图3  碳源对根长抑制率的影响

2 .1 .5  培养液pH 对毒素产生的影响。图7、8 表明 , 培养

液酸度对毒素产生有一定的影响。在酸性较强时 , 因不利

于菌丝生长而使得产毒能力明显下降 ; 在中性偏碱的培养

液中 , 毒素原液对叶片破坏作用最大 ,叶圆片的边缘明显褪

图4 碳源对细胞膜损伤度的影响

图5  氮源对根长抑制率的影响

图6 氮源对细胞膜损伤度的影响

绿,其外渗电解质电导率值达1 500μS/ cm。这都可能是由于在

碱性溶液中毒素的溶解度较大,并且在该条件下毒素能较好地

发挥其作用。因此,培养液的酸度应略偏碱性。

图7 酸度对根长抑制率的影响                图8 酸度对细胞膜损伤度的影响

2 .2  环境因素对毒素产生的影响

2 .2 .1 培养温度对毒素产生的影响。图9、10 表明 , 在15

～40 ℃温度范围内 ,玉米弯孢菌均可生长 ,但生长速度却有

着明显差异, 其产毒能力也存在差异。25 ℃时产毒能力最

强,15 ℃时产毒最弱。病菌的产毒能力与菌丝生长呈正相

关。在该菌生长较快时 ,其产生毒素的能力也较强。

2 .2 .2  培养时间对毒素产生的影响。图11、12 表明, 振荡

培养20 和25 d 后 , 培养液对叶片的破坏作用最明显, 对胚

根的抑制作用最大。在短时间内毒素的产量很低 , 说明毒

素是该菌的次生代谢物 ;培养时间过长, 毒素产量未有明显

变化。这可能是由于培养液中的养分基本消耗完 ,弯孢菌

图9  温度对根长抑制率的影响

的生活代谢能力下降。
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图10  温度对细胞膜损伤度的影响

图11 培养时间对根长抑制率的影响

图12 培养时间对细胞膜损伤度的影响

2 .2 .3 不同光照对毒素产生的影响。图13、14 表明,光照对

毒素的产生有较大的影响。在光—暗交替条件下产生毒素的

能力最强,在全光照条件下培养液对根长的抑制率最低, 在全

黑暗条件下毒素的产生低于光—暗交替条件。这说明适当时

间的黑暗有利于毒素的产生。由于光—暗交替有利于分生孢

子的形成,所以该情况可能与分生孢子的形成有关。

图13 光照对根长抑制率的影响

2 .2 .4 培养方式对毒素产生的影响。图15、16 表明, 静止、

间歇振荡、连续振荡培养方式对毒素产生有较大影响。静

止培养的发酵液对根的抑制作用最小 , 叶片电解质外渗液

电导率也最小; 连续振荡培养的发酵液产生毒素的致病作

用最强。这种差异可能是由于在连续振荡的过程中发酵液

图14  光照对细胞膜损伤度的影响

图15 培养方式对根长抑制率的影响

图16 培养方式对细胞膜损伤度的影响

中供氧量充足 ;而静止培养供氧量相对比较少 ,接种的孢子

因集中在三角瓶的底部而不利于菌丝的生长。

3  讨论

研究表明, 较高温度( 25 ℃) 有利于玉米弯孢菌毒素的

产生 ,高温和低温都不利于毒素的产生; 偏碱的环境有利于

毒素的产生; 光照振荡培养有利于毒素的产生 ;该菌产毒条

件与菌丝生长对碳源、氮源要求较为一致, 一般为单糖和寡

糖。另外, 研究发现, 真菌产生毒素还受到微量元素( Zn、

Mo、Mn 等) 、化学农药、植物提取物等因素的影响。
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