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摘要　对甘肃省定西市安定区的马铃薯疮痂病病原进行了分离、鉴定和生物学特性研究。结果表明，菌株５Ｔ１具

有较强致病性，菌落表面呈灰色，有金属光泽，平均直径为４．６８ｍｍ，可产生黄褐色素，孢子圆形或圆柱形，孢子丝松

散，革兰氏染色呈阳性。５Ｔ１的１６ＳｒＤＮＡ序列与加利利链霉菌犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊菌株的相似度为９９％，结

合形态特征将菌株５Ｔ１鉴定为犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊，为甘肃省新报道病原菌。菌株５Ｔ１生长最适温度为

３０℃，最适光照条件为全黑暗，最适ｐＨ为８．５，最佳碳源和氮源分别为肌醇和天冬氨酸。该研究结果为甘肃省马铃

薯疮痂病诊断和综合防治提供了依据。

关键词　马铃薯疮痂病；　病原；　１６ＳｒＤＮＡ序列分析；　鉴定；　生物学特性
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　　马铃薯为继玉米、小麦和水稻之后的世界第四

大粮食作物［１］，分布广，种植便捷，产量高，是备受人

们喜爱的经济作物之一。甘肃省是国内马铃薯种植

大省，尤其定西马铃薯更是世界闻名。但是，随着种

植面积扩大，重茬严重，致土传病害严重发生，特别

是马铃薯疮痂病近年来成为甘肃省定西市薯块主要

病害之一。马铃薯疮痂病在世界各地马铃薯种植区

普遍发生［２］，其在薯块上形成褐色木栓化病斑，发病

严重时，病斑成片，严重影响薯块品质和商品性。据

报道，引起马铃薯疮痂病的病原为链霉菌，国内外报
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道的种主要有犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狊犮犪犫犻犲狊、犛．犪犮犻犱犻狊犮犪犫犻犲狊、犛．

狋狌狉犵犻犱犻狊犮犪犫犻犲狊、犛．犲狌狉狅狆犪犲犻狊犮犪犫犻犲犻、犛．犫狅犫犻犾犻、犛．狉犲狋犻犮狌犾犻狊

犮犪犫犻犲犻和犛．犵狉犻狊犲狌狊等
［２６］，其中犛．狊犮犪犫犻犲狊发现最早，分

布最广。我国不同省份报道的疮痂链霉菌存在差异，

内蒙古自治区有犛．狊犮犪犫犻犲狊、犛．犵犪犾犻犾犪犲狌狊和犛．犫狅犫犻犾犻
［７］，甘

肃省有犛．狊犮犪犫犻犲狊和犛．犵狉犻狊犲狌狊
［８］，黑龙江省有犛．狊犮犪犫犻犲狊、

犛．狋狌狉犵犻犱犻狊犮犪犫犻犲狊和犛．犪犮犻犱犻狊犮犪犫犻犲狊
［９］。近年来，不断有新

的疮痂致病种被发现，说明马铃薯疮痂病致病菌分布

复杂且存在多样性，但有关犛．犵犪犾犻犾犪犲狌狊在甘肃省引

起马铃薯疮痂病未见报道，且该种与内蒙古报道的

种在生物学特性等方面是否一致也需要进一步证

实。因此，本研究对分离自甘肃省定西市安定区马

铃薯疮痂病新病原犛．犵犪犾犻犾犪犲狌狊进行形态观察及

１６ＳｒＤＮＡ鉴定，并对其生物学特性进行了测定，以

期为该病害的诊断和综合防治提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料

供试马铃薯疮痂病病薯采自甘肃省定西市安定

区。燕麦琼脂培养基（ＯＭＡ）：燕麦片３０ｇ、琼脂１８ｇ

和蒸馏水１０００ｍＬ；胰蛋白胨大豆肉汤培养基

（ＴＳＢ）：胰蛋白胨１５ｇ、大豆蛋白胨５ｇ、氯化钠５ｇ

和蒸馏水１０００ｍＬ；水琼脂培养基（ＷＡ）：１８ｇ琼脂

和蒸馏水１０００ｍＬ。

１．２　试验方法

１．２．１　病原菌的分离和保存

将甘肃省定西市安定区具有马铃薯疮痂病典型

症状的病薯用自来水冲洗干净，无菌解剖刀切取带有

疮痂病斑的块茎病健交界处５ｍｍ×５ｍｍ×５ｍｍ的

小组织块，无菌条件下，用０．１％升汞表面消毒２０ｓ，

无菌水冲洗３次，无菌滤纸吸取多余水分，移至燕麦

琼脂培养基（ＯＭＡ）平板上，每皿４块，置于３２℃培

养箱中培养５ｄ，挑取组织块周围的菌落划线，置于

相同条件下纯化，所得纯化菌株编号，置于４℃冰箱

保存备用。

１．２．２　致病性测定

对分离到的菌株采用小薯片法、萝卜片法和离体

薯块接种法进行致病性测定，具体方法参考文献［６］

进行。

１．２．３　病原菌形态学及生物学特性

病原菌分别接种于ＯＭＡ平板，于３２℃下培养

５ｄ后观察培养性状。对ＯＭＡ平板上活化培养１８

～２４ｈ后的病原菌进行革兰氏染色，观察菌体形态，

并在显微镜下拍照。将燕麦培养基上３２℃培养７ｄ

的病原菌，置于不同温度、光照、ｐＨ、碳源和氮源等

条件下分别培养，７ｄ后用十字交叉法测量１０个单

菌落直径，计算菌落平均直径，用ＳＰＳＳ１９．０软件分

析并确定其最佳生长条件。

１．２．４　１６ＳｒＤＮＡ序列分析

ＤＮＡ提取：取２ｍＬ在ＴＳＢ中培养４８ｈ的菌

悬液，加入２ｍＬ离心管中，室温１２０００ｒ／ｍｉｎ离心

１ｍｉｎ，弃上清液，收集菌体。向菌体沉淀中加入２００μＬ

溶菌酶溶液，３７℃水浴３０ｍｉｎ（每１０ｍｉｎ颠倒混匀

１次）至混合液澄清，再加入２０μＬｐｒｏｔｅｉｎａｓｅＫ溶

液混匀后加２２０μＬ缓冲液ＧＢ，振荡１５ｓ，７０℃水浴

１０ｍｉｎ，溶液应变清澈，简短离心以去除管盖内壁水

珠，再加入２２０μＬ无水乙醇，充分振荡混匀１５ｓ，再简

短离心以去除管盖内壁水珠。将上一步所得溶液和絮

状沉淀均加入吸附柱中，１２０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｓ，弃废

液，将吸附柱放入收集管中，向吸附柱中分别加入５００

μＬ缓冲液ＧＤ和６００μＬ漂洗液ＰＷ，每次离心３０ｓ，之

后再离心２ｍｉｎ，弃废液，将吸附柱置于室温放置数分

钟，以彻底晾干吸附材料中残余的漂洗液，后将吸附柱

转入离心管中，向吸附膜的中间部位悬空滴加１００μＬ

洗脱缓冲液ＴＥ，室温放置２～５ｍｉｎ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心２ｍｉｎ得到ＤＮＡ产物，并将其收集到１．５ｍＬ离

心管中，置于－２０℃保存。

ＰＣＲ扩增：采用链霉菌１６ＳｒＤＮＡ通用扩增引物，

引物由武汉金开瑞生物工程有限公司合成。引物序列

２７Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；１４９２Ｒ：５′

ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′。ＰＣＲ反应体系为

２５μＬ：１４９２Ｒ２μＬ、２７Ｆ２μＬ、ＤＮＡ２μＬ、ｄｄＨ２Ｏ１９μＬ。

ＰＣＲ反应条件为：９４℃预变性１ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，

４８℃退火３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３０个循环；最后７２℃延

伸８ｍｉｎ。通过１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物。

将扩增出的１６ＳｒＤＮＡ片段送武汉金开瑞生物

工程有限公司测序。将所得序列校对后，在ＮＣＢＩ

的ＧｅｎＢａｎｋ中进行ＢＬＡＳＴ比对，选取与各菌株相

似性高的链霉菌菌株的１６ＳｒＤＮＡ序列，用ＭＥＧＡ

７．０软件中的邻接法构建系统发育树，明确其分类

地位。

１．３　数据分析

采用ＳＰＳＳ１９．０、ＭＥＧＡ７．０和Ｅｘｃｅｌ２０１０等

软件对试验数据进行统计分析，利用Ｄｕｎｃａｎ氏新复
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极差法进行差异显著性检验。

２　结果与分析

２．１　疮痂病菌的分离和致病性测定

２．１．１　病原菌的分离

将采集的具有疮痂典型症状的马铃薯，按照不

同病斑表现症状进行分类编号，平状病斑为Ｐ，凸状

病斑为Ｔ，凹状病斑为Ａ，通过组织分离和划线纯化

共分离到２０株分离物，依次编号为：３Ａ２２、３Ｐ１１、

３Ｐ２１、３Ｐ３４、４Ａ７、４Ａ１６、４Ａ１前、４Ａ３前、４Ｐ２、

４Ｐ３、４Ｐ８、５Ａ１、５Ｔ１、５Ｐ１、５Ｐ６、５Ｐ７、６１６、６２３、

６２４和６２５等。

２．１．２　致病性测定

采用小薯片法和萝卜片法对分离到的２０株分

离物进行致病性测定，结果表明，菌株５Ｔ１菌饼接

种到小薯片和萝卜片上，７２ｈ后，发病率分别为

１００％和８０％ （表１），观察到小薯片和萝卜片表面

变褐（图１）。采用离体薯块接种法，结果表明菌株

５Ｔ１能使薯块发病率达１００％ （表１），接种处出现

明显的褐色病斑（图１），７０ｄ后病斑面积扩大，并且

根据柯赫氏法则再次分离到菌株５Ｔ１。以上三种

方法证明分离到的菌株５Ｔ１具有致病性，并且对照

没有表现出发病症状，说明菌株５Ｔ１为甘肃省马铃

薯疮痂病的病原菌。

图１　马铃薯疮痂病菌菌株５犜１的致病性测定

犉犻犵．１　犘犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犻狊狅犾犪狋犲５犜１狅犳狆狅狋犪狋狅狊犮犪犫狆犪狋犺狅犵犲狀

表１　马铃薯疮痂病菌菌株５犜１致病性统计

犜犪犫犾犲１　犛狋犪狋犻狊狋犻犮狊狅犳狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔犳狅狉狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲５犜１狅犳狆狅狋犪狋狅狊犮犪犫狆犪狋犺狅犵犲狀

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

接种方法

Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

接种数／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｓａｍｐｌｅ

发病数／个

Ｎｕｍｂｅｒｏｆｉｎｆｅｃｔｅｄｓａｍｐｌｅ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

５Ｔ１ 小薯片法Ｓｍａｌｌｐｏｔａｔｏｃｈｉｐｓｍｅｔｈｏｄ １５ １５ １００

萝卜片法Ｒａｄｉｓｈｆｉｌｍｍｅｔｈｏｄ １５ １２ ８０

离体薯块接种法犐狀狏犻狋狉狅ｐｏｔａｔｏｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ ３ ３ １００

ＣＫ 小薯片法Ｓｍａｌｌｐｏｔａｔｏｃｈｉｐｓｍｅｔｈｏｄ １５ ０ ０

萝卜片法Ｒａｄｉｓｈｆｉｌｍｍｅｔｈｏｄ １５ ０ ０

离体薯块接种法犐狀狏犻狋狉狅ｐｏｔａｔｏｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ ３ ０ ０

２．２　病原菌鉴定

２．２．１　形态学特征

菌株５Ｔ１的菌落为圆形，表面呈灰色，有金属

光泽，菌落平均直径为４．６８ｍｍ，孢子丝松散，孢子

圆形或圆柱形。在ＯＭＡ培养基上菌落灰色，有黄

褐色素产生，革兰氏染色呈阳性（图２）。
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图２　马铃薯疮痂病菌菌株５犜１形态特征

犉犻犵．２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犻狊狅犾犪狋犲５犜１狅犳狆狅狋犪狋狅狊犮犪犫狆犪狋犺狅犵犲狀

２．２．２　病原菌１６ＳｒＤＮＡ序列分析

采用链霉菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物，对已提取菌株

５Ｔ１的ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，扩增出１６ＳｒＤＮＡ片段

长度约１５００ｂｐ，并将该１６ＳｒＤＮＡ扩增产物送武汉金

开瑞生物公司测序，测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进

行ＢＬＡＳＴ比对，选择同源性大于９８％的菌株和已报道

的从马铃薯上分离的疮痂链霉菌典型菌株犛狋狉犲狆狋狅犿狔

犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊（ＥＵ８４１７１４．１）、犛．犫狅狋狋狉狅狆犲狀狊犻狊（ＫＲ４７６４７６．１）、

犛．犱犻犪狊狋犪狋狅犮犺狉狅犿狅犵犲狀犲狊（ＡＢ０２６２１８．１）、犛．狋狌狉犵犻犱犻狊

犮犪犫犻犲狊（ＫＵ９７５４４３．１）、犛．犵狉犻狊犲狌狊（ＥＦ１９２２３５．１）和

犛．狊犮犪犫犻犲犻（ＡＹ２０７６０３．１），用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行多重比较

和用ＭＥＧＡ７．０软件中的邻接法构建系统发育树。结

果表明，从甘肃省马铃薯疮痂病薯上分离到的致病菌

株５Ｔ１与犛．犵犪犾犻犾犪犲狌狊（ＥＵ８４１７１４．１）菌株亲缘关系最

近（图３），序列相似度为１００％，结合形态学特征，将其

鉴定为加利利链霉菌犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊。

图３　基于１６犛狉犇犖犃序列构建的马铃薯疮痂病菌系统发育树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狆狅狋犪狋狅狊犮犪犫狆犪狋犺狅犵犲狀狅狀狋犺犲犫犪狊犻狊狅犳１６犛狉犇犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲

２．３　菌株５犜１生物学特性测定

２．３．１　温度对加利利链霉菌５Ｔ１生长的影响

加利利链霉菌５Ｔ１在温度为３０℃条件下培

养，７ｄ后，菌落直径达４．５６ｍｍ，显著高于其他温度

（犘＜０．０５）（图４），即该菌株最适生长温度为３０℃。

图４　温度对加利利链霉菌菌株５犜１生长的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳

犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊犻狊狅犾犪狋犲５犜１

２．３．２　光照对加利利链霉菌５Ｔ１生长的影响

加利利链霉菌５Ｔ１在３２℃、全黑暗条件下培养，

７ｄ后，菌落直径达５．１８ｍｍ，显著高于其他光照条件

（犘＜０．０５）（图５），Ｌ∥Ｄ＝１２ｈ∥１２ｈ的光照条件下，

其生长状况最差，即该菌最适光照条件为全黑暗。

图５　光照条件对加利利链霉菌菌株５犜１生长的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狅犳犾犻犵犺狋犮狅狀犱犻狋犻狅狀狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳

犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊犻狊狅犾犪狋犲５犜１

２．３．３　ｐＨ对加利利链霉菌５Ｔ１生长的影响

将加利利链霉菌５Ｔ１置于不同ｐＨ条件下，
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３２℃培养。结果表明，该菌在ｐＨ４～１０．５范围内均

可生长，其中ｐＨ６．５～９范围内生长较好，且显著高

于其他ｐＨ条件（犘＜０．０５）。７ｄ后，ｐＨ为８．５时

该菌菌落直径最大，达５．５３ｍｍ（图６）。因此，该菌

在偏碱的环境下生长良好，最适生长ｐＨ为８．５。

２．３．４　碳源对加利利链霉菌５Ｔ１生长的影响

将加利利链霉菌５Ｔ１置于不同碳源条件下，３２℃

培养。结果表明，该菌在供试碳源培养基上均可生长，

其中在果糖培养基上生长较差，第７天时菌落直径仅为

２．９３ｍｍ，当碳源为肌醇和甘露醇时，菌落生长速度最

快，第７天时菌落直径分别达５．５６ｍｍ和４．８１ｍｍ，显

著高于其他供试碳源（犘＜０．０５），表明该菌可以利用多

种碳源，并且最佳碳源为肌醇，其次为甘露醇（图７）。

图６　狆犎对加利利链霉菌菌株５犜１的生长影响

犉犻犵．６　犈犳犳犲犮狋狅犳狆犎狏犪犾狌犲狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳

犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊犻狊狅犾犪狋犲５犜１

图７　碳源对加利利链霉菌菌株５犜１生长的影响

犉犻犵．７　犈犳犳犲犮狋狅犳犆狊狅狌狉犮犲狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊犻狊狅犾犪狋犲５犜１

图８　氮源对加利利链霉菌菌株５犜１生长的影响

犉犻犵．８　犈犳犳犲犮狋狅犳犖狊狅狌狉犮犲狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳

犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊犻狊狅犾犪狋犲５犜１

２．３．５　氮源对加利利链霉菌５Ｔ１生长的影响

将加利利链霉菌５Ｔ１置于不同氮源条件下，３２℃

培养。结果表明，该菌在天冬氨酸和组氨酸培养基上

生长速度较快，第７天时菌落直径分别为３．３２ｍｍ和

２．２ｍｍ，当氮源为蛋氨酸和酪氨酸时，菌落生长速

度显著低于天冬氨酸和组氨酸（犘＜０．０５），第７天

时菌落直径仅为１．３３ｍｍ和１．１１ｍｍ，但均可生

长，表明该菌可以利用多种氮源，并且最佳氮源为天

冬氨酸（图８）。

３　结论与讨论

迄今为止，国内外对马铃薯疮痂病病原研究报道

很多，尤其国外研究较为深入，已报道的马铃薯疮痂

病病原菌种类有２０余种
［９］，大部分为链霉菌属，其中

犛．狊犮犪犫犻犲狊
［１０］，犛．犪犮犻犱犻狊犮犪犫犻犲狊

［２，１１］和犛．狋狌狉犵犻犱犻狊犮犪犫犻犲狊
［１２］

分布最为广泛。国内已报道的也有１０余种，且存在

地理差异，甘肃目前有犛．狊犮犪犫犻犲狊和犛．犵狉犻狊犲狌狊两种

·０１２·



４４卷第５期 崔凌霄等：甘肃省定西市马铃薯疮痂病新病原犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊的分离、鉴定及生物学特性研究

病原菌［８］。研究普遍认为链霉菌的种类受种植环境

和气候因素影响较大，其分布存在明显的地域性，不

同种植区域间病原菌种类不同［１３］。本文主要对甘

肃省定西市马铃薯疮痂病薯的病原进行分离、致病

性测定和鉴定，确定５Ｔ１为致病菌株，并通过形态

特征及１６ＳｒＤＮＡ序列分析，将其鉴定为加利利链

霉菌犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊犵犪犾犻犾犪犲狌狊，该菌引起甘肃省马铃

薯疮痂病为首次报道。

加利利链霉菌５Ｔ１生长的最适温度为３０℃，

与马铃薯疮痂病在２５～３０℃温度范围内易发病且

发病严重的报道［１４］一致。有关马铃薯疮痂病病原

光照条件的研究未见报道，本研究结果表明该菌最

适光照条件为全黑暗，半光照条件对其生长有一定

抑制作用，此与疮痂病发生于土壤中，全黑暗的条

件相符。马铃薯疮痂病病菌在不同ｐＨ培养基上

生长情况存在差异，ｐＨ在６～１０范围内菌株均可

生长，最适生长ｐＨ为８．５，与文献报道的链霉菌更

适合在碱性条件下生长［１３］一致；当ｐＨ＜５时，该

菌生长速度慢。因此，酸性土壤可减轻马铃薯疮痂

病的发生。加利利链霉菌５Ｔ１能在含甘露醇的培

养基上生长，且生长较好，与已报道的该菌不能利

用甘露醇为碳源的结果［１５］不一致，其原因可能是

与菌株的自身特性及适应性有关。研究表明，该菌可

以利用多种碳源和氮源，并且最佳碳源为肌醇和甘露

醇，３２℃培养７ｄ后，菌落直径分别达５．５６ｍｍ和

４．８１ｍｍ；最佳氮源为天冬氨酸，３２℃培养７ｄ后，菌

落直径为３．３２ｍｍ。

本研究仅对甘肃省定西市安定区的马铃薯疮痂

病病原进行了研究，有关甘肃省其他地方可能存在

的病原还有待进一步研究。
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