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摘要: 为明确成团泛菌 P antoea agglom erans引起的玉米细菌干茎腐病经种子传播的规律, 采用细

菌常规分离法、Sherlock微生物鉴定系统、特异性分子检测技术, 对与干茎腐病相关的杂交种金玉

9856及其父本 PS056、母本 OSL190进行了种子带菌检测,证明金玉 9856和 PS056种子内部带菌,

获得分离物 Pag1和 Pag2, 2个分离物对感病的 PS056均具有致病性。菌液浸种、种子注射接种和

自然带菌种子直播都能够引发干茎腐病, 发病率分别达到 100%、100% 和 80%, 而持续高温 ( 50

� )处理 4天的种子则在植株上不表现症状。对种子接种后长成的植株的系统检测证明, 成团泛

菌侵染种子后,通过植株维管束系统向地上部组织扩展,随着水分的运输, 病菌通过茎秆到达果穗

的籽粒中,完成从种子到植株、再到新种子的病害循环, 同时能够引起植株发病。
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Seed transm ission ofPan toea agg lomerans, causa l
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Abstract: B acteria l dry sta lk ro t caused byPantoea agglom erans, is a new d isease in m aize seed produc-

t ion field. For understanding the transm ission ofP. agglom erans in m a ize seed, the detection o f seeds o f

inbred line Jinyu 9856, m a le parent line PS056 and fem a le parent OSL190 w ere conducted using three

m ethods includ ing norm alm ethod, SherlockM icrob ial Ident ification System and m o lecu lar species-speci-f

ic detection m ethod. P. agglom erans w as detected in and iso lated from seeds of PS056 and Jinyu 9856,

but not in OSL190. Tw o isolates w ere pathogenic and causing dry sta lk ro t in p lants o f PS056. P. agglo-

m erans, inoculated onto seeds of PS056 by soak ing, injecting and nature infection, can cause typica l

symptom s of dry sta lk ro ,t and the infection percentagew as 100% , 100% and 80%, using three inocu-

lation m ethods respect ively, and there w ere not symptom s by seed treatm ent w ith h igh tem perature ( 50

� ) for four days. The resu lt o f system at ic detect ion show ed thatP. agg lom erans, inocu lated on seeds,

can m ove up to m a ize plant and it can reach to leaves and seeds through stem along vascular system. A ll

resu ltsm ean thatP. agg lom erans successfu lly cyc led from seed to new seed�
K ey w ords: m a ize; bacteria l dry stalk ro;t Pantoea agg lom erans; seeds-borne; d isease cycle

� � 玉米细菌干茎腐病 ( bacterial dry stalk rot)是由

成团泛菌 P antoea agglom erans引起的一种新的细菌

病害
[ 1]
。2006年以来, 该病在新疆、甘肃等玉米制

种田中自交系 PS056(父本 )上连续发生, 田间植株
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发病率为 80% ~ 100% , 对杂交种种子生产有明显

影响,病害严重发生时甚至造成制种生产绝产。发

病植株表现矮小,茎下部的叶鞘表面出现褐色病斑,

剥开叶鞘后,在茎皮上可见不规则的褐色病斑,严重

时发病部位茎皮及茎髓组织消失, 形成不规则的缺

刻,发病茎秆组织呈现干腐。

种子带菌是细菌病害传播和流行的主要途径。

在泛菌属 Pantoea中, 已证明玉米细菌枯萎病的病

原菌斯氏泛菌 P antoea stew artii可以经种子传播
[ 2 ]
。

1933年, Ivano ff
[ 3 ]
从玉米胚乳中分离获得了斯氏泛

菌,并提出斯氏泛菌属于种传侵染。B lock等
[ 4]
检

测了斯氏泛菌在病害循环中的作用, 并估测了该病

菌侵染玉米种子后, 传播到幼苗上并导致植株发病

的种传率。M ichener等
[ 5]
进一步精确计算了携带斯

氏泛菌的玉米种子的种传率为 0. 034% ~ 0. 043%。

Goszczynska等
[ 6 ]
研究认为,引起洋葱心腐病的菠萝

泛菌 P. anana tis能够通过洋葱种子传播。迄今为

止,尚无关于成团泛菌通过种子传播而导致病害的

报道。

干茎腐病对特定玉米杂交种的制种生产影响极

大,且该病害能够在不同地区同一自交系 PS056上

发生。 2007年, 作者将甘肃制种基地提供的 PS056

种子在北京通州和昌平种植,田间植株茎秆上出现

相同的干茎腐症状。 2008年, 作者将 2007年从北

京昌平发病父本植株上收获的种子再次进行田间种

植观察, 同时将 2006年在甘肃配制的杂交种金玉

9856种子种植在甘肃和北京昌平, 父本表现出严重

的干茎腐症状, 杂交种也出现轻微的症状。 2009

年,在最初发病的甘肃病田中种植杂交种金玉 9856

( F1 )自交后获得的 F2种子, 部分 F2植株上出现典

型的干茎腐病症状。这些现象初步表明, 细菌干茎

腐病能够通过种子传播。

本试验采用常规种子带菌检测和分子检测技

术,研究了玉米干茎腐病病菌的种子带菌特征以及

病害从种子到幼苗,再到种子的传播过程,旨在初步

阐明病害的传播途径, 为病害控制策略的制定和杂

交种制种生产提供帮助。

1 材料与方法

1. 1 材料

供试玉米种子: 杂交种金玉 9856、父本 PS056

和母本 OSL190由北京奥瑞金种业股份有限公司提

供。致病性测定和种传研究接种用种子父本 PS056

和杂交种金玉 9856, 均经过持续恒温灭菌处理 ( 50

� 4天 )
[ 7- 8]

, 以确保种子中不带成团泛菌。

供试菌株:成团泛菌 P. agglom erans XJ1菌株由

本实验室保存, 分离自 2006年发病玉米植株茎秆;

成团泛菌标准菌株购自中国普通微生物菌种保藏管

理中心 ( China GeneralM icrobiolog ica l Culture Collec-

tion Center, CGMCC,其编号为 1. 2244
T

= JCM 1236=

ATCC 27155= NCTC 9381)。细菌分离物 Pag1分离

自玉米杂交种金玉 9856种子内部, 分离物 Pag2分

离自父本 PS056种子内部。

仪器:气相色谱仪, A g ilent 6890N, 美国安捷伦

科技有限公司;透射电子显微镜, H-7500, 日本日立

有限公司。

试剂: 牛肉汁蛋白胨培养基 ( nutrient agar,

NA)、溶菌肉汤液体培养基 ( luria-bertain ,i LB )和金

氏 B培养基 ( K ing� s B m edium, KB )参照 Schaad

等
[ 9]
的方法配制; 胰蛋白胨大豆肉汤琼脂培养基

( trypticase soy broth agar, TSBA )购自美国 Becton

D ick inson有限责任公司; 葡萄糖氧化发酵 H ugh-Le-

ifson(HL)培养基参照任欣正
[ 10]
的方法配制。细菌

基因组 DNA提取试剂盒购自天根生化科技 (北京 )

有限公司。

1. 2 种子带菌检测

种子外部带菌检测采用随机水洗分离方法
[ 11]

:

随机选取玉米父本 PS056、母本 OSL190及杂交种金

玉 9856种子样品各 100粒, 放入容量为 500mL的

三角瓶中,加入无菌水 50m L,剧烈震动 30次, 将洗

涤液分别倾倒入 1. 5mL离心管中, 3 000 r /m in离心

10m in, 吸除上清液, 约留 0. 2mL含有沉淀物的液

体, 将液体振荡混匀后,用移菌环蘸取液体在 NA平

板上划线或均匀涂抹,然后进行培养。

种子内部细菌检测参照 Khan等
[ 12]
的方法。随

机从 1. 2. 1所列材料中分别选取种子 100粒, 75%

乙醇浸泡 5 m in, 再用 3%的次氯酸钠溶液浸泡 5

m in, 用无菌水冲洗 3遍, 然后在无菌容器中破碎种

子, 加入适量 0. 01 mo l /L pH 7. 2磷酸盐缓冲液

( phosphate sa line buffer, PBS)在 4 � 无菌条件下浸

泡过夜。浸提液经过滤和离心浓缩后在 NA平板培

养基上划线或涂抹。

1. 3 种子中细菌分离物的鉴定

革兰氏染色和生理生化的测定参照 Schaad

等
[ 9]
的方法,菌落形态特征测定参见中国科学院微

生物研究所细菌分类组
[ 13 ]
的�一般细菌常用鉴定方
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法 �,鉴别成团泛菌的磷霉素抗性试验和 D -酒石酸

盐的利用试验参照 Del�to ile等
[ 14 ]
的方法。脂肪酸

特征鉴定采用 Sherlock微生物鉴定系统 (美国微生

物鉴定有限公司 M icrob ial Identificat ion Inc. , M I-

DI)。脂肪酸提取参照 Janse
[ 15]
和 Buyer

[ 16]
的方法,

鉴定数据在微生物鉴别系统 (M icrob ial Identificat ion

System, M IS)中自动分析并进行种的判断
[ 17]
。

细菌分离物的分子检测选用基于 P. agglom er-

ans 16S rDNA序列和特异于 P. agglom erans ITS序

列的引物对 Pa1 /Pa2(序列未发表 ) , 预期扩增产物

大小为 375 bp。分离自玉米发病茎秆中的菌株 P.

agglom erans X J1的 DNA和双蒸水分别作为阳性和

阴性对照。

PCR反应体系:模板 DNA 50~ 100 ng、10�mo l/L

引物 Pa1和 Pa2各 1�L、10mm ol /L dNTPs、1 �Taq

buffer、1U Taq DNA polym eras、加无菌双蒸水使总体

积为 50�L。PCR反应条件为: 94� 预变性 5m in; 94

� 变性 1m in, 60 � 退火 40 s, 72 � 延伸 1. 5m in, 25

个循环;最后 72 � 延伸 8m in, 4 � 保温。PCR反应

产物在 1%的琼脂糖凝胶中进行电泳并检测。

1. 4 种子分离物的致病性测定

在田间种植经灭菌处理的 PS056和金玉 9856

种子, 待植株长至抽雄阶段进行接种。将从 PS056

种子内获得的分离物 Pag2和金玉 9856种子中获得

的分离物 Pag1分别注射接种, 阳性对照为菌株 P.

agglom erans X J1, LB培养液为阴性对照。注射方法

参照任欣正
[ 10 ]

, 接种悬浮液浓度为 1 � 10
7

CFU /

mL,每株注射 1mL, 每处理接种 10株, 3次重复。接

种 1周后观察发病情况。

1. 5 种子传病试验

种子接菌:以菌株 P. agglom erans XJ1为试验用

菌。 ( 1)菌液浸种处理: 将种子浸泡在细菌悬浮液

中 4 h, 取出种子并晾干,使细菌附着在玉米种子表

面
[ 18]
。 ( 2)菌液注射种子处理:将细菌悬浮液注射

到种子内部, 确保种子带菌; ( 3)未灭菌、仅表面消

毒的种子直播; ( 4)灭菌处理后的种子直播。处理

( 1)至 ( 4)在田间条件下进行种植, 每处理 100粒种

子;处理 ( 1)同时在温室进行,处理后的种子播种在

装有灭菌土的塑料花盆中, 每盆播 5粒,每处理种植

20盆。接种处理的阳性对照为菌株 P. agglom erans

1. 2244T, LB培养液处理为阴性对照。细菌接种浓

度为 1 � 10
7

CFU /mL, 植株生长期系统观察发病

情况。

1. 6 病菌的侵染循环

PS056种子经浸种接菌 ( P. agg lom erans XJ1菌

株 )后播种,单行播种 20粒,留苗 10株, 3次重复。

在苗期和灌浆期分别取样进行细菌分离、鉴定和分

子检测。苗期取样部位为叶片, 灌浆期取样部位为

穗位下方至近地表处的 6个茎节、果穗籽粒。

2 结果与分析

2. 1 种子带菌检测

2. 1. 1 种子外部带菌的分离

随机水洗父本 PS056、母本 OSL190及杂交种金

玉 9856的种子后, 洗涤液在 NA培养基上划线, 仅

长出零星的细菌菌落,未出现与成团泛菌培养特征

相似的菌落。结果初步表明, 两个亲本和所配制杂

交种的种子外部均不携带目标菌 � � � 成团泛菌。

2. 1. 2 种子内部带菌的分离

对表面消毒种子经浸提和研磨, 取其上清液在

NA培养基上划线。金玉 9856和 PS056种子的浸提

液在 NA培养基上长出大量与成团泛菌培养特征相

似的淡黄色、圆形菌落, 分离物经纯化后分别标以

Pag1和 Pag2。母本 OSL190种子的浸提液未分离到

与成团泛菌培养特征相同的细菌菌落。

2. 2 种子中细菌分离物的鉴定

2. 2. 1 种子分离物的培养性状与细胞特征

分离物 Pag1和 Pag2在 NA培养基上的培养特

征相同, 菌落均为淡黄色, 圆形, 表面光滑, 微凸起,

边缘整齐,半透明, 较软,略粘。电镜观察结果表明,

细菌分离物细胞呈短杆状, 两端钝圆, 大小为 0. 5 ~

1. 0 �m � 1~ 3�m, 周生鞭毛。

2. 2. 2 种子分离物的生化特征

分离细菌 Pag1和 Pag2的革兰氏染色反应为阴

性, 在 KB培养基上不产生荧光,在 HL培养基上测

定为兼性厌氧,可使半胱氨酸产生 H 2S,葡萄糖可产

气, 硝酸盐还原反应阳性, 吲哚反应阳性, 伏 - 波

( Voges-Proskauer)试验阳性, 苯丙氨酸脱氨酶为阳

性, 脲酶阴性,产生黄色素。另外,在成团泛菌的两

个主要鉴别试验中, Pag1和 Pag2分离物对磷霉素

具有抗性,并且能够利用 D -酒石酸盐。上述生化

特征与成团泛菌主要鉴别特征一致。

2. 2. 3 基于脂肪酸特征的鉴定和特异性分子鉴定

经 M IS系统鉴定 , 分离物 Pag 1和 Pag 2与成

团泛菌的相似性超过 0. 5, 根据 Buyer
[ 19]
的鉴定

原则, Pag1和 Pag2在分类地位上属于成团泛菌 P.
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agglom erans。

分子特异性鉴定结果表明, Pag1和 Pag2分离

物都可扩增出目标条带, 并且直接以金玉 9856和

PS056种子的 PBS浸提液作为模板, 也能获得与分

离物扩增相同的特异性条带, 扩增条带的大小为

375bp,与阳性对照 P. agglom erans XJ1和 P. agglom-

erans 1. 2244
T
扩增出的条带相同, 阴性对照未扩增

出条带 (图 1)。

2. 3 种子分离细菌的致病性测定

阳性对照 P. agg lom erans X J1菌株接种 PS056

植株后, 产生典型的干茎腐症状 (图 2-A ); 分离物

Pag2接种 PS056植株后, 接种点周围出现明显的褐

色扩展病斑 (图 2-B ), 与阳性对照的症状相似, 发病

率为 100%; 分离物 Pag1接种 PS056和金玉 9856植

株后, 接种点也产生褐色坏死斑症状 (图 2-C, D ) ,

接种发病率约 80%; LB培养液阴性对照在接种点

周围无侵染症状 (图 2-E )。

图 1 种子细菌分离物、种子浸提液的成团

泛菌特异性分子检测

F ig. 1 M o lecu la r detection o fP. agglom erans to bac terial

iso la tes from seeds and to seed leach liquo r

� � 注: M: 100 bp DNA标记; 1: P. agglomerans 1. 2244
T
; 2: P. ag-

glomerans X J1; 3: Pag1; 4: P ag2; 5: 金玉 9856种子的 PBS浸提液;

6: PS056种子的 PBS浸提液; 7:双蒸水阴性对照。Note: M: 100

bp DNA ladder; lane 1: P. agglom erans 1. 2244
T
; lane 2: P. agglo-

merans X J1; lane 3: Pag1; lane 4: Pag2; lane 5: PBS leach liquor

from seeds o f Jinyu 9856; lane 6: PBS leach liquor from seeds o f

PS056; lane 7: negative contro.l

图 2 种子中细菌分离物的致病性

F ig. 2 The pathogenic ity test of bacter ia l isolates on m aize plants

� � 注: A: 阳性对照 ( PS056接种 P. agglomerans X J1); B:分离物 Pag2接种 PS056; C:分离物 Pag1接种 PS056; D:分离物 Pag1接种金玉

9856; E:阴性对照 ( LB培养液 )。N ote: A: Positive control ( the inbred line PS056 sta lk inocula ted w ith P. agglomerans X J1); B: PS056 in-

ocu lated w ith isolate P ag2; C: PS056 inoculated w ith Pag1; D: Jinyu9856 inoculated w ith Pag2; E: negative control ( LB broth).

2. 4 种子带菌对病害传播的影响

温室菌液浸种试验中, PS056植株生长至 4~ 5

叶期 (播种 4周后 )无任何症状出现。但截取接种

植株茎部进行分离, 可获得与成团泛菌培养特征相

同的分离物。植株生长至 9周后, 接种处理出现病

害症状,如植株畸形、茎基部出现褐色病斑, 发病率

约为 15%。

4种处理在田间播种后, PS056种子在幼苗期

无症状,植株在抽穗期产生典型的干茎腐病症状。

浸种处理、注射处理和种子未灭菌处理的植株发病

率分别为 100%、100 %和 80% ,种子灭菌处理的植

株未发病。对照菌 P. agglom erans 1. 2244
T
处理种

子后的植株症状相同, LB培养液处理未出现症状。

2. 5 病菌的侵染循环

苗期对 PS056叶片的检测表明,在幼苗叶片中

能够通过分离或直接分子鉴定的方法检测到成团泛

菌的存在,表明病菌已通过侵染种子并沿植株的维

管束系统向地上部组织扩展。在灌浆期,穗部及以

下的 6个茎节组织内都分离获得了相似的细菌, 不

同节位组织所带细菌的量无明显差异。在果穗的籽

粒中,也同样分离到相似的细菌。对纯化后各部位

分离物的特异性分子检测结果表明, 这些分离物均

为成团泛菌。检测结果证明, 引起细菌干茎腐病的

成团泛菌在玉米植株组织中随水分的向上传导而从

种子移动到果穗部位,最终进入到新种子中,形成了

种子带菌,完成了病菌从种子到种子的侵染循环。
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3 讨论

玉米干茎腐病在制种父本 PS056上的发生导致

植株茎秆扭曲、易折,株高明显下降, 造成雄穗高度

低于母本植株,因此父本花粉不能散落到母本果穗

的花丝上,导致杂交种金玉 9856的种子生产受到严

重影响。此病害主要发生在父本 PS056上, 母本不

发病, 杂交种金玉 9856仅有轻微发病。通过对种子

中细菌分离物的形态学、生化特性、全细胞脂肪酸鉴

定以及特异性分子检测, 证明诱发 PS056发病的原

因是种子带有致病的成团泛菌。种子中的病菌能够

随植株的生长,通过维管束系统,再度传到果穗的籽

粒中,完成致病细菌从种子到种子的侵染循环。种

子带菌和系统侵染是干茎腐病在制种田中的 PS056

上连年发生和在不同地区 PS056植株上发生的主要

原因之一。

许多重要的植物细菌性病害都能够通过种子带

菌的方式进行传播, 其传播和循环中需要完成从发

病植株至种子的传播, 然后再完成从带菌种子至植

株的传播。Tebaldi等
[ 20 ]
采用接种植株的方式, 证

明黑腐病菌 X anthom onas campestris pv. cam pestris在

西兰花上能够顺利完成从植株到种子的侵染, 从病

株上收获的种子,病菌的种传率高达 76% ~ 100%。

Jain & Agraw a l
[ 21]
对由 X anthom onas axonop od is pv.

cyam op sidis引起的瓜尔豆细菌疫病的研究表明, 自

然侵染下不同来源样本的带菌率为 95. 3%, 种子带

菌率为 7. 5% ~ 100% ,病菌可以完成从种子到种子

的侵染循环。Cam ara等
[ 22]
采用茎秆穿刺接种的方

式,证明了引起菜豆枯萎病的致病细菌 Curtobacteri-

um f laccum faciens pv. f laccum aciens能够完成从植株

到种子的侵染过程, 在抗性水平不同的品种上导致

不同程度的种子带菌率 ( 0 ~ 44. 2% )。Okechukw u

等
[ 23]
研究表明,无论是常用浸种接种还是直接种植

从自然发病植株上收获的豇豆种子, 引起豇豆细菌

疫病的病菌 X anthom onas campestris pv. vign icola都

能够从种子向植株传播, 引起种子萌发力降低、

6% ~ 24%的萌发幼苗死亡和 26% ~ 49%的成株发

病。因此,明确细菌病害的传播方式和传播过程,对

于选择有效的病害控制措施非常重要
[ 24]
。

成团泛菌长期被认为是一种腐生菌或植物病斑

上的次生菌
[ 25]

,也是土壤中的固氮菌之一
[ 26- 27]

,而

作为植物致病菌的报道多源于近年。例如, 在我国

成团泛菌引起水稻颖壳褐变病
[ 28- 29]

,在墨西哥引起

玉米和高粱叶枯病和维管束枯萎病
[ 30 ]

,在巴西引起

尖尾芋叶斑病
[ 31 ]

,在美国成为洋葱叶疫病和鳞茎腐

烂病的病原
[ 32]

, 在津巴布韦引起珍珠粟叶尖干枯

病
[ 33]
。此外,成团泛菌在一定条件下也是人的致病

菌
[ 34]
。因此,今后可能会揭示更多的由成团泛菌引

起的植物病害。

成团泛菌是一类土壤细菌,本试验也证明在甘

肃发病田土壤中可以分离获得成团泛菌,因此不排

除在种子完全不带菌的条件下, 土壤中的成团泛菌

也可以成功侵染种子, 从而引起干茎腐病。有关成

团泛菌与干茎腐病的关系和其它侵染途径的研究正

在进行中。
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