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 云南省玉米大斑病菌生理小种的鉴定及交配型分析
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摘要 采用2套 Ht单基因鉴别品种,对2007-2009年采自云南省13个地区的81份玉米大斑病菌菌株进

行了生理小种鉴定,利用分子标记技术对菌株交配型进行了分析。结果表明,云南省玉米大斑病菌生理小种和

交配型组成复杂,81个菌株可分为0、1、2、3、12、23、2N、3N、12N、23N和123N等11个小种类型,其中能克服鉴

别寄主上所有显性抗病基因的123N小种占22.2%,为优势小种;依据分子标记,81个菌株可分成A、a、Aa3种

交配型菌株及中性菌株,分别占49.4%、12.3%、29.6%和8.6%。此外,在同一区域内存在多个生理小种和不

同的交配型菌株。
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  大斑刚毛球腔菌Setosphaeriaturcica (Lut-
trellLeonardetSuggs),其无性态为大斑突脐孢

Exserohilumturcicum (Pass.)LeonardetSuggs。
该病菌引起的玉米大斑病广泛分布在世界玉米产

区,也严重影响我国北方春玉米产区和西南冷凉山

区玉米生产[1-2]。由于大斑病生理小种的变异,原来

抗大斑病的玉米品种丧失抗性的事例时有报道[3-4]。
自2002年以来,玉米大斑病呈明显加重趋势,一些

品种发病严重,特别是在东北春玉米区和西南玉米

区的局部地区已经成灾[5-6]。1986年吴安国等[7]首

次报道云南省玉米大斑病菌生理小种的研究后,在
较长一段时间里,流行小种一直以0小种为主。之

后,他们又鉴定出云南存在3号生理小种,即新命名

的23号小种[8]。1994年北京、天津、吉林和云南等

地玉米大斑病菌1号和2号小种分离频率分别达到

58.3%[9]和37.5%[10]。
近年来,我国玉米大斑病菌的变异进一步复杂

化,特别是123N号生理小种的出现,其所携带的致

病基因可以克服当前已知的所有抗大斑病显性基

因。新小种的出现主要是由于病原菌与抗病品种共

同进化的结果,而有性杂交是导致大斑病菌变异的

主要途径之一[11]。针对近年来云南省玉米大斑病

危害呈加重趋势,笔者自2007-2009年采集了云南

省主要玉米产区玉米大斑病菌菌株,分析它们的生

理小种和交配性组成,旨在为抗玉米大斑病育种及

布局新品种提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 病原菌的采集与分离

在2007-2009年,收集了云南省玉溪、保山、临
沧、红河和大理等13个州(市)的玉米大斑病叶标

本,采用组织分离和保湿培养法,将分生孢子涂布在

4%的水琼脂平板上,于25℃下培养5~8h,在双目

扩大镜下,每个样本分离1个单孢菌株,共获得81
个玉米大斑病菌菌株(表1)。
1.2 鉴别寄主

2套 Ht单基因的鉴别寄主由中国农业科学院

王晓鸣研究员和河北农业大学董金皋教授惠赠。它

们分 别 为 OH43 (对 照)、OH43Htl、OH43Ht2、

OH43Ht3、OH43HtN 和黄早四Ht1、黄早四 Ht2、
黄早四 Ht3、黄早四 HtN。
1.3 生理小种鉴定

将2套鉴别寄主种子播种于40cm×30cm×
8cm的铁盘里,置于温室中培养,每份品种留苗

5株。经单孢纯化的大斑病菌接在PSA培养基上,
置于25℃培养箱内培养10d。待玉米长到4~5叶
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表1 菌源编号与采集地点

Table1 Numberandcollectionsiteofthetargetisolates

年份-编号
Year-code

采集地点 Collectionsite
年份-编号
Year-code

采集地点 Collectionsite

2007-01
临沧临翔区凤翔街道南信桥

NanxinBridge,FengxiangTownship,
Linxiang,Lincang

2008-42
德宏州瑞丽市城关

Chengguan,RuiliCity,Dehong

2007-02
临沧凤庆县凤山镇后山

Houshan,FengshanTownship,
FengqingCounty,Lincang

2008-43
德宏州瑞丽市畹町

Wanding,RuiliCity,Dehong

2007-03
大理市南涧县碧溪

Bixi,NanjianCounty,DaliCity
2008-44

德宏州瑞丽市畹町
Wanding,RuiliCity,Dehong

2007-04
大理市南涧县南涧镇太平村

TaipingVillage,NanjianTownship,
NanjianCounty,DaliCity

2008-45
德宏州陇川县护国

Huguo,LongchuanCounty,Dehong

2007-05
昭通市彝良县洛泽河镇邻东村

LindongVillage,LuozeheTownship,
YiliangCounty,ZhaotongCity

2008-46
德宏州潞西遮放

Zhefang,Luxi,Dehong

2007-06
昭通市彝良县洛泽河镇邻东村

LindongVillage,LuozeheTownship,
YiliangCounty,ZhaotongCity

2008-47
德宏州弄目

Nongmu,Dehong

2007-07
昭通市彝良县洛泽河镇邻东村

LindongVillage,LuozeheTownship,
YiliangCounty,ZhaotongCity

2008-48
德宏州弄目

Nongmu,Dehong

2007-08
昭通市昭阳区沙坝八社

SabaeighthCooperative,Zhaoyang,ZhaotongCity
2008-49

德宏州陇川县户撒
Husa,LongchuanCounty,Dehong

2007-09
昭通市昭阳区沙坝七社

SabaseventhCooperative,Zhaoyang,ZhaotongCity
2008-50

德宏州陇川县户撒
Husa,LongchuanCounty,Dehong

2007-10
昭通市镇雄县乌峰旧府关房

Guanfang,oldPrefectureofWufeng,
ZhenxiongCounty,Zhaotong

2008-51
德宏州梁河县芒东

Mangdong,LiangheCounty,Dehong

2007-11
文山州砚山维摩落水洞
Slocker,WeimoVillage,
YanshanCounty,Wenshan

2008-52
德宏州梁河县芒东

Mangdong,LiangheCounty,Dehong

2007-12
普洱市城关

Chengguan,Pu′erCity
2008-53

红河州金平县营盘乡
YingpanVillage,JinpingCounty,Honghe

2007-13
玉溪市红塔区高仓龙村

GaocanglongVillage,Hongta,YuxiCity
2008-54

红河州金平县铜厂乡
TongchangVillage,JinpingCounty,Honghe

2007-14
玉溪市通海县高大乡普丛村

PucongVillage,GaodaTownship,
TonghaiCounty,YuxiCity

2008-55
红河州金平县铜厂乡

TongchangVillage,Honghe

2007-15
玉溪市通海县高大乡五街村
WujieVillage,GaodaTownship,
TonghaiCounty,YuxiCity

2008-56
红河州开远市乐白道

LebaiRoad,KaiyuanCity,Honghe

2007-16
玉溪市通海县高大乡五街村
WujieVillage,GaodaTownship,
TonghaiCounty,YuxiCity

2008-57
红河州开远市小龙潭

XiaolongPool,KaiyuanCity,Honghe

2007-17
玉溪市通海县高大乡五街村
WujieVillage,GaodaTownship,
TonghaiCounty,YuxiCity

2008-58
红河州开远市乐白道酒房

LebaiRoadJufang,KaiyuanCity,Honghe

2007-18
玉溪市通海县高大乡五街村
WujieVillage,GaodaTownship,
TonghaiCounty,YuxiCity

2008-59
红河州开远市平街乡宗舍村

ZongsheVillage,PingjieTownship,
KaiyuanCity,Honghe

2007-19
玉溪市通海县河西镇代文
Daiwen,HexiTownship,
TonghaiCounty,YuxiCity

2008-60
红河州开远市平街乡宗舍村

ZongsheVillage,PingjieTownship,
KaiyuanCity,Honghe

2007-20
玉溪市通海县河西镇代文
Daiwen,HexiTownship,
TonghaiCounty,YuxiCity

2008-61
红河州开远市中和营坝心村

BaxinVillage,ZhongheyingTownship,
KaiyuanCity,Honghe

881
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  续表1 ContinuedfromTable1

年份-编号
Year-code

采集地点 Collectionsite
年份-编号
Year-code

采集地点 Collectionsite

2008-21
临沧临翔区南美乡南美村

NanmeiVillage
2008-62

红河州个旧市锡城镇
XichengTownship,GejiuCity,Honghe

2008-22
大理市三塔银桥镇

YinqiaoTownship,Santa,DaliCity
2008-63

昆明市云南农业大学
YunnanAgriculturalUniversity,KunmingCity

2008-23
大理市三塔银桥镇

YinqiaoTownship,Santa,DaliCity
2008-64

昆明市禄劝县撒营盘乡
ShayingpanVillage,LuquanCounty,KunmingCity

2008-24
大理市三塔银桥镇

YinqiaoTownship,Santa,DaliCity
2008-65

昆明市禄劝县团街新街
Tuanjiexinjie,LuquanCounty,KunmingCity

2008-25
宾川县宾居镇

BinjuTownship,BinchuanCounty
2008-66

昆明市禄劝县团街新街
Tuanjiexinjie,LuquanCounty,KunmingCity

2008-26
昭通镇雄县乌峰旧府关房

Guanfang,OldPrefectureofWufeng,
ZhenxiongCounty,Zhaotong

2008-67
禄丰金山镇南雄三棵树村

NanxiongThreeTreesVillage,JinshanTownship,
LufengCounty,Chuxiong

2008-27
文山州麻栗坡县城关

Chengguan,MalipoCounty,Wenshan
2008-68

禄丰金山镇南雄三棵树村
NanxiongThreeTreesVillage,JinshanTownship,

LufengCounty,Chuxiong

2008-28
文山州文山县追栗街乡

ZhuiliStreetVillage,WenshanCounty,Wenshan
2008-69

禄丰金山镇南雄三棵树村
NanxiongThreeTreesVillage,JinshanTownship,

LufengCounty,Chuxiong

2008-29
文山州文山县追栗街乡

ZhuiliStreetVillage,WenshanCounty,Wenshan
2008-70

楚雄市富民镇土洞乡
TudongVillage,FumingTownship,Chuxiong

2008-30
普洱市墨江县赖蚌村

LaibangVillage,MojiangCounty,Pu′erCity
2008-71

曲靖市会泽县乐业镇
LeyeTownship,HuizeCounty,Qujing

2008-31
普洱市墨江县双龙乡

ShuanglongVillage,MojiangCounty,Pu′erCity
2008-72

曲靖市富源县植保站
PlantProtectionStation,
FuyuanCounty,QujingCity

2008-32
普洱市墨江县双龙乡烧烤城

BarbecueAreaofShuanglongVillage,
MojiangCounty,Pu′erCity

2008-73
曲靖市富源县植保站

PlantProtectionStation,
FuyuanCounty,QujingCity

2008-33
玉溪市峨山县小街

Xiaojie,EshanCounty,YuxiCity
2008-74

丽江市永胜县植保植检站
PPS,YongshengCounty,LijiangCity

2008-34
玉溪市峨山县小街

Xiaojie,EshanCounty,YuxiCity
2009-75

大理市永平县胜泉村龙滩社
Longtanshe,ShengquanVillage,
YongpingCounty,DaliCity

2008-35
玉溪市峨山县高平

Gaoping,EshanCounty,YuxiCity
2009-76

玉溪市红塔区
Hongta,YuxiCity

2008-36
保山市隆阳区汉庆岩腈村
YanjingVillage,Hanqing,
Longyang,BaoshanCity

2009-77
保山市龙阳区板桥老营村
LaoyingVillage,Banqiao,
Longyang,BaoshanCity

2008-37
保山市隆阳区大官市

Daguanshi,Longyang,BaoshanCity
2009-78

保山市龙阳区板桥老营村
LaoyingVillage,Banqiao,Longyang,

BaoshanCity

2008-38
德宏州农科所

InstituteofAgriculturalSciences,Dehong
2009-79

保山市施甸县水常乡兵斗村
BingdouVillage,ShuichangTownship,

ShidianCounty,BaoshanCity

2008-39
德宏州农科所

InstituteofAgriculturalSciences,Dehong
2009-80

保山市施甸县姚关大马邑
Damayi,Yaoguan,ShidianCounty,

BaoshanCity

2008-40
德宏州勐嘎镇

MenggaTownship,Dehong
2009-81

保山市施甸县水常乡小官市村
XiaoguanshiVillage,ShuichangTownship,

ShidianCounty,BaoshanCity

2008-41
德宏州瑞丽市畹町乡昆板
Kunban,WandingTownship,

RuiliCity,Dehong

981
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期,在玉米大斑病菌培养好的培养基中加入适量含

0.5%Tween-20的无菌水,刮洗培养基,孢子液用双

层纱布过滤,配成浓度为1×104个/mL的孢子悬浮

液,喷雾接种50mL。接种后,将育苗盘移入25℃、
相对湿度90%以上的接种室中,黑暗48h后,转入

同一温室接受自然光照。病情稳定后(约10d),调
查病情,确定生理小种类型。
1.4 鉴定标准

R型:病斑初为黄绿色水浸状条斑,后中间变

褐,边缘有明显的较宽的黄色晕圈,病斑狭长,出现

早,枯死慢,称为褪绿斑;S型:病斑初为灰绿色水浸

状斑,后扩大为梭形大斑,灰褐色,边缘无明显晕圈,
出现晚,枯死快,称为萎蔫斑。
1.5 生理小种命名

根据1989年Leonard等[12]提出的生理小种命

名系统进行命名。
1.6 交配型的分子测定

根据已有子囊菌交配型研究结果设计简并引

物,采用何月秋[13]的CTAB法提取玉米大斑病菌基

因组DNA。反应程序等参考张泗举[14]的方法。

2 结果与分析

2.1 玉米大斑病菌生理小种的组成及分布

依据鉴定品种的反应型,2007-2009年采集了

云南省13个州(市)的81个玉米大斑病菌菌株可分

出0、1、2、3、12、23、2N、3N、12N、23N、123N共11
个生理小种(表2),其中123N号小种出现频率为

22.2%,12N号和23N号小种均为16.0%,0号小

种为12.3%,1、2、23等3小种均为6.2%,12号和

2N号小种均为4.9%,3N号小种为3.7%,3号小

种为2.5%(表3)。试验结果表明,云南省玉米大斑

病菌生理分化明显,且呈多样性和复杂化,即使从同

一个村不同样本上分离到的菌株,其生理小种也不

同,如昭通市彝良县洛泽河镇邻东村分离的3个菌

株,2个为小种23N,1个属于123N;玉溪市通海县

高大乡五街村的3个菌株分属于23N,0和1号小

种(表2)。9个鉴别品种对每个单孢菌株的反应一

致,且抗感反应明晰,说明鉴别结果可靠。

表2 2007-2009年的云南省玉米大斑病菌生理小种和交配型

Table2 PhysiologicalracesandmatingtypesofSetosphaeriaturcicaisolatescollectedfromYunnanProvinceduring2007to2009

年份-编号
Year-code

生理小种
Race

交配型
M.T.

年份-编号
Year-code

生理小种
Race

交配型
M.T.

年份-编号
Year-code

生理小种
Race

交配型
M.T.

2007-01 23N Aa 2007-28 23N Aa 2008-55 123N A
2008-02 0 Aa 2007-29 0 A 2008-56 12 A
2007-03 12N Aa 2007-30 1 A 2008-57 123N A
2007-04 123N - 2007-31 123N A 2008-58 3 A
2007-05 0 a 2007-32 1 - 2008-59 12N A
2009-06 0 a 2007-33 123N A 2008-60 123N A
2008-07 1 A 2008-34 123N A 2008-61 3N A
2008-08 23 a 2008-35 0 A 2008-62 2N Aa
2008-09 123N - 2008-36 3N A 2008-63 1 Aa
2008-10 12N Aa 2009-37 0 A 2008-64 12N Aa
2007-11 23N A 2009-38 123N Aa 2008-65 12N a
2007-12 123N A 2009-39 23N Aa 2008-66 3 a
2007-13 23N - 2009-40 12N Aa 2008-67 12N A
2007-14 3N A 2009-41 2N A 2008-68 23 A
2007-15 123N A 2008-42 23N Aa 2008-69 23 Aa
2007-16 2 - 2008-43 2 Aa 2008-70 1 Aa
2008-17 12 A 2009-44 2N A 2008-71 12N Aa
2007-18 123N A 2008-45 123N a 2008-72 23N A
2008-19 123N A 2008-46 123N A 2008-73 12N A
2008-20 123N A 2008-47 2 A 2008-74 2 A
2008-21 12 A 2008-48 12N - 2008-75 0 Aa
2007-22 23 Aa 2008-49 12 - 2008-76 123N A
2008-23 12N A 2008-50 0 a 2008-77 0 A
2008-24 2N Aa 2008-51 123N a 2008-78 23N A
2008-25 123N Aa 2008-52 2 Aa 2008-79 0 a
2007-26 23 Aa 2008-53 123N a 2008-80 12N Aa
2007-27 23N A 2008-54 23N Aa 2008-81 12N A

091
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表3 云南省各地区玉米大斑病菌生理小种和交配型组成

Table3 PhysiologicalracesandmatingtypesindifferentareasofYunnanProvince

地区
Prefecture

交配型 Matingtype

A a Aa
中性菌株
Neuter

生理小种组成 Racecomposition

0 1 2 3 12 23 2N 3N 12N 23N 123N

总计
Total

临沧Lincang 0 0 3 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 3
普洱Pu′er 1 0 3 0 0 0 0 0 0 1 1 0 1 0 1 4
保山Baoshan 2 0 5 0 0 0 1 0 0 0 2 0 1 2 1 7
德宏 Dehong 7 4 2 2 1 0 2 1 2 0 0 0 2 1 6 15
大理 Dali 1 3 1 2 2 1 0 0 0 1 0 0 2 0 2 7
楚雄Chuxiong 3 0 1 0 2 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 4
丽江Lijiang 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 1
文山 Wenshan 4 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 3 4
玉溪 Yuxi 9 0 2 1 3 2 0 0 0 1 0 1 0 2 3 12
红河 Honghe 4 2 4 0 0 1 0 1 0 2 1 1 0 3 1 10
昆明 Kunming 2 0 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 2 1 0 4
曲靖 Qujing 1 1 1 0 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 3
昭通Zhaotong 5 0 0 2 0 0 1 0 1 0 0 1 2 2 0 7
总计 Total 40 10 24 7 10 5 5 2 4 5 4 3 13 13 18 81
百分率/%
Frequency

49.412.329.6 8.6 12.3 6.2 6.2 2.5 4.9 6.2 4.9 3.7 16.0 16.0 22.2 100.0

2.2 玉米大斑病菌交配性分子检测结果

采用张泗举[14]报道的引物,对81个大斑病菌

菌株进行PCR检测,扩增出的DNA片段与张泗举

报道的相符,即a交配型特异片段859bp和A交配

型特异片段238bp,交配型 Aa同时带有这2个片

段。其中交配型A的菌株40个,交配型a的10个,
交配型 Aa的 24 个,中 性 菌 株 的 7 个,分 别 占

49.4%、12.3%、29.6%和8.6%(表2,表3)。Aa
交配型为两性菌株,它与 A和a均有交配潜力,其
分布频率仅次于交配型A,这可能增加了玉米大斑

病菌发生有性交配的可能性,进而使得该病菌生理

分化更加复杂。从交配型在地州之间分布来看,各
交配型菌株没有明显规律可循,如临沧所分离的3
株菌株均为两性菌株Aa型,而A、a和Aa3种交配

型菌株在德宏、大理、红河和曲靖均有分布,德宏、大
理、玉溪和昭通均存在中性菌株。即使在同一自然

村同一地块采集的菌株,可分离到不同交配型菌株,
如红河开远市平街乡宗舍村2个菌株分属 A和a
交配型;楚雄州禄丰县金山镇南雄三棵树村2个菌

株分属Aa和A交配型(表2)。

3 讨 论

由于云南省的特殊立体地理气候,以及大约有

800多个杂交组合及自留地方品种,玉米大斑病菌

在近30年来未曾大面积发生和流行。但由于复杂

的地理环境和气候的多样性,以及品种的多样性种

植,也导致了玉米大斑病菌在云南各玉米产区的群

体分布呈现复杂化。笔者从81株大斑病菌中鉴定

出多达11个生理小种,12N、23N号小种所占比例

较大,均达16.0%,特别是123N号生理小种高达

22.2%。因这些小种致病谱较广,严重威胁 Ht基

因的骨干玉米自交系,故应引起玉米育种工作者注

意。王玉萍等[15]从我国10个省100份大斑菌中鉴

定出15个生理小种,与之相比较,仅13号、N号、

1N号和123号4个生理小种没有分离到,共有小种

达73.3%,足以证明云南省玉米大斑病菌生理小种

组成非常复杂。
有性生殖是一些植物病原真菌发生变异的一种

重要机制。该机制可以使不同致病能力的菌株间发

生遗传物质重组,拓宽子代菌株的致病范围,形成新

的致病小种。因此,研究病原菌的交配型及交配能

力,有助于了解病原菌的致病变异方向和制订病害

防治策略。张泗举[14]证明已知交配型的菌株均为

可育,利用分子生物学与对峙培养法检测大斑病菌

交配型结果基本一致。由于对峙培养测定病菌交配

型的条件较严格,如诱导物及培养条件的不一致均

可导致病菌之间产生子囊壳的能力不同,而分子生

物学从病菌自身的遗传基础着手,避免了对峙培养

检测交配型的不足,缩短了检测时间,提高了工作效

率。笔者对所分离的81株玉米大斑病菌进行了分

子检测,测定出有A、a、Aa3种交配型和中性菌株。

Aa型为两性菌株,即与2个亲和群都能产生子囊和
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子囊孢子的菌株类型,而中性菌株即同2个相反亲

和群的标准菌株杂交都不产生子囊壳,鉴定不出交

配型的菌株类型。这也说明交配型的多样性,特别

是在同一采样田块可分离到不同交配型菌株,这可

能是云南省生理小种多样的另一个原因。因此,针
对云南省立体气候明显、生态类型多样的玉米种植

区,应加强不同抗病基因来源的自交系组合,培育出

遗传基础更为广泛的玉米新品种,以促进病菌稳定

化的选择,减缓病菌进化速度,延长抗病高产品种的

使用年限。
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Identificationofphysiologicalracesandanalysisof
matingtypeofSetosphaeriaturcicainYunnanProvince

WANGLi-zhi KANGZhi-yu WUJing-zhi WUYi-xin MAOZi-chao HEYue-qiu

FacultyofAgronomyandBiotechnology/KeyLaboratoryofAgriculturalBiodiversityand
PestsandDiseasesControl,MinistryofEducation,YunnanAgriculturalUniversity,

Kunming650201,China

  Abstract EightyoneSetosphaeriaturcicaisolateswerecollectedfrom13cornplantingareasof
YunnanProvinceduring2007to2009,whichwereidentifiedbyusingtwosetsofthecorndifferentials
containingsingleHtresistancegenesandtheirmatingtypeswereanalyzedbyusingmolecularmarkers.
Theresultsshowedthatbothphysiologicalracesandmatingtypesofthepathogenwereverycomplicat-
edinYunnanProvince.Theisolatescouldbedividedinto11racesincluding0,1,2,3,12,23,2N,

3N,12N,23Nand123N,amongwhich123Ncouldovercomeallofthesingledominantresistancegenes
ofthedifferentialstoS.turcicaandaccountedfor22.2%.Basedonthemolecularmarkers,the81iso-
latesweredividedintothreematingtypesincludingA,aandAa,andneuter,accountingfor49.4%,

12.3%,29.6%and8.6%,respectively.Inaddition,differentracesandmatingtypesofS.turcicaexis-
tedinthesamearea.

Keywords Setosphaeriaturcica;physiologicalraces;matingtype;identification
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