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摘要　为鉴定引起山药茎蔓黑斑病的病原菌，本研究利用柯赫氏法则验证其致病性，根据菌株的形态特征和基于

狉狆犫２基因序列分析进行分类鉴定，并初步测定其寄主范围。结果显示：分离的２株病原菌分生孢子椭圆形，单胞，

（３．９～５．１）μｍ×（１．８～２．７）μｍ，产孢细胞瓶梗形，分生孢子器近圆形或梨形，无刚毛，具孔口，有时孔口延长形成

乳突，ＮａＯＨ颜色反应呈阳性，参考犘犺狅犿犪鉴定手册，可将其划分到ｓｅｃｔｉｏｎ犘犲狔狉狅狀犲犾犾犪犲犪。将供试菌的狉狆犫２序列

进行ＢＬＡＳＴ比对分析，其与ＧｅｎＢａｎｋ中的犈狆犻犮狅犮犮狌犿犾犪狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿具有最高的同源性，支持率为９７％，结合形态学

特征可将其鉴定为犈．犾犪狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿，该菌经人工接种后也能侵染番茄、辣椒和花菜幼苗。
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　　山药又名薯蓣，是一种药食两用的多年生草质

藤本植物，在我国的西北、华北及长江流域均有广泛

种植。由于山药具有较高的营养价值和药用价值，

近年来种植面积不断扩大，加上单一连作的栽培模

式使病害逐年加重。在山药栽培管理过程中常见的

病害有枯萎病［１］、褐斑病［２］、炭疽病［３４］、根腐病［５６］，

此外茎腐病［７］、斑枯病［８］、漆腐叶斑病［９］也时有发

生，这些病害已严重影响到山药的产量和品质。

茎点霉属犘犺狅犿犪真菌拥有丰富的生态多样性，

通常被认为是种类最多的真菌类群之一，已命名和

描述的超过３０００种
［１０］。早期学者主要依据寄主类群

和培养性状来进行分类，对于形态差异较小的物种，

形态分类就显示出一定的局限性。２００４年Ｂｏｅｒｅｍａ

等［１１］编写出版了《犘犺狅犿犪ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＭａｎｕａｌ》，

将厚垣孢子、产孢细胞、分生孢子和分生孢子器的形

态学特征、菌落的培养性状、ＮａＯＨ颜色反应以及寄

主范围作为分类依据，重新整理和修订了茎点霉属

真菌，并将其分为九大部分，根据编制的检索表可将

供试菌划分至其中一个部分，再划分到种。这为供

试菌在种属水平上的准确鉴定提供了有效的帮助，
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但部分分类单元之间的划分界限仍然比较模糊，鉴

定过程中供试菌可能同时拥有几种分类单元的特

征［１２］。分子生物学的快速发展为微生物的分类鉴

定提供了新思路和新方法，Ａｖｅｓｋａｍｐ等
［１３］利用４

个基因（ＬＳＵ、ＳＳＵ、ＩＴＳ、狋狌犫２）对亚隔孢壳科Ｄｉｄｙ

ｍｅｌｌａｃｅａｅ进行多位点系统发育研究，对该科几个单

系进化支进行了分类学修订，将原本属于广义茎点

霉ｓｅｃｔｉｏｎ犘犲狔狉狅狀犲犾犾犪犲犪部分的犘犺．狊狅狉犵犺犻狀犪、犘犺．

狆犻犿狆狉犻狀犪和犈．狀犻犵狉狌犿 转至新建立的附球菌属

犈狆犻犮狅犮犮狌犿，该属的典型特征为能够产生深色的葡

萄串状的厚垣孢子。Ｃｈｅｎ等
［１４］将狉狆犫２与ＬＳＵ、

ＩＴＳ和狋狌犫２三个位点结合进行多位点系统发育分

析，对附球菌属进行了修订和补充，加入了５种不产

生厚垣孢子的原茎点霉属真菌。随后，Ｃｈｅｎ等
［１５］

使用相同方法对附球菌属进行了再次补充和完善，

将９个新种纳入其中，其中包括犈．犾犪狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿、

犈．狏犻狋犻犮犻狊和犈．犱狌犮犺犲狊狀犲犪犲等５个不产生厚垣孢子

的新种。关于附球菌属真菌的研究主要集中于生物

防治方面，Ｃａｍｐｂｅｌｌ
［１６］研究发现，黑附球菌犈．狆狌狉

狆狌狉犪狊犮犲狀狊对小麦禾旋孢腔菌犆狅犮犺犾犻狅犫狅犾狌狊狊犪狋犻狏狌狊

有拮抗作用；室内试验表明，黑附球菌可以减少核盘

菌犛犮犾犲狉狅狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿 对莴苣的侵染
［１７］；Ｍｅｌ

ｇａｒｅｊｏ等
［１８］的研究表明，犈．狀犻犵狉狌犿能够有效抑制

桃褐腐菌犕狅狀犻犾犻狀犻犪犾犪狓犪；李宝年等
［１９］认为附球菌

属真菌对樟子松枯梢病病原菌犇犻狆犾狅犱犻犪狆犻狀犲犪具有

拮抗作用。近几年来，也有报道称附球菌属真菌能

引起作物病害，犈．狊狅狉犵犺犻狀狌犿会造成高粱根部变黑

腐烂［２０］和种子腐烂［２１］，犈．狀犻犵狉狌犿能引起枇杷叶片

的褐斑病［２２］。

本研究于２０１６年从四川省攀枝花市米易县采

集山药病样，发现茎蔓上一种新的病害，采用柯赫氏

法则回接验证，依据病原菌的菌落形态、分生孢子和

分生孢子器的形态特征，结合狉狆犫２基因序列建树比

对分析，确定病原菌的种类，从而为山药病害的准确

识别和药剂防治提供重要的理论依据。

１　材料和方法

１．１　植物材料和供试菌株

植物材料：山药品种为‘雅山一号’，病样采自攀

枝花米易县垭口镇和丙谷镇。辣椒品种为‘香辣二

荆条’，花菜品种为‘碧玉’，番茄品种为‘大红番茄’。

供试菌株（编号为ＳＹ１１和ＳＹ１２）均从山药发病茎

蔓分离获得，经过单孢纯化保存于４℃冰箱备用。

１．２　培养基

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅ

ａｇａｒ，ＰＤＡ）培养基：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂

１２ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ；水琼脂培养基：琼脂６ｇ，蒸

馏水１０００ｍＬ；燕麦琼脂（ｏａｔｍｅａｌａｇａｒ，ＯＡ）培养

基：燕麦片２０ｇ，琼脂１２ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ；麦芽

浸膏（ｍａｌｔｅｘｔｒａｃｔａｇａｒ，ＥＭＡ）培养基：麦芽膏４０ｇ，

琼脂１２ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ。

１．３　主要试剂

试剂及仪器：十六烷基三甲基溴化铵（ｈｅｘａｄｅ

ｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍｂｒｏｍｉｄｅ，ＣＴＡＢ），乙二胺

四乙酸（ｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄ，ＥＤＴＡ），

犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，北京擎科新业生物技术有限

公司；ＬｏａｄｉｎｇＢｕｆｆｅｒ，生工生物工程（上海）股份有

限公司。

１．４　病原菌的分离和纯化

采用常规组织分离法进行病原菌的分离［２３］。

病样用清水冲洗干净，自然风干，使用消毒剪刀截取

病健交界处５ｍｍ×５ｍｍ的组织块，７５％乙醇浸泡

１ｍｉｎ，然后用５％次氯酸钠处理３０ｓ，无菌水漂洗

３次后用无菌滤纸吸干水分，将组织块接种至ＰＤＡ

平板上，２５℃黑暗培养。

菌株纯化采用单孢分离法。收集菌株的分生孢

子器，机械压破后加入适量无菌水，取上清制成一定

浓度的孢子悬浮液，均匀地涂布于ＰＤＡ平板上，

２５℃黑暗培养３～４ｄ挑取单菌落，转接于ＰＤＡ斜

面上，获得纯菌株，待长满后４℃保存。

１．５　病原菌的形态学鉴定

将活化的纯菌株转接于ＯＡ、ＥＭＡ和ＰＤＡ培

养基上，２５℃黑暗培养７ｄ，测定菌落直径，并记录菌

落的形态特征，同时在菌落边缘滴加适量的１０％

ＮａＯＨ溶液，在１０ｍｉｎ和１ｈ后观察并记录培养基

的颜色变化。黑暗培养７ｄ后，将平板转移至１２ｈ

黑光灯照射、１２ｈ黑暗处理的人工气候培养箱中，

２５℃培养７ｄ，诱导分生孢子器的产生，在光学显微

镜下观察分生孢子、厚垣孢子和分生孢子器的形态

特征，并测定２０个分生孢子的大小，根据《犘犺狅犿犪

ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＭａｎｕａｌ》
［１１］中关于生长速度、颜色反

应以及分生孢子、分生孢子器和产孢细胞的形态特

征等描述细则来进行形态学鉴定。
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１．６　病原菌的致病性测定

离体叶片和茎蔓的无伤接种。将健康的山药叶

片和茎蔓洗净，用７５％乙醇进行表面消毒，超净工

作台中风干后放置于水琼脂平板上，将直径为６ｍｍ

的菌饼接种于叶片背面和茎蔓表面，适量喷洒无菌

水保湿，转置Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ，光照时和黑暗时温

度分别设置为２５℃和１６℃的人工气候培养箱中培

养，以接种空白马铃薯葡萄糖琼脂块作为对照。每

个处理为９片叶和９段茎蔓，重复３次。

１．７　病原菌的分子生物学鉴定

病原菌的总ＤＮＡ提取采用ＣＴＡＢ法：菌株在

ＰＤＡ平板上培养７ｄ后，轻轻刮取表面的气生菌丝，

冷冻干燥处理后使用液氮研磨至粉状，加入预热的

ＣＴＡＢ液，于６５℃恒温水浴３０ｍｉｎ。冷却后加入等

体积的酚∶氯仿∶异戊醇（２５∶２４∶１）抽提取上清，然后

加入等体积的酚∶氯仿（２４∶１）抽提两次。向上清液

中加入０．６倍体积的异丙醇，使ＤＮＡ沉淀，使用

７０％乙醇洗涤两次，干燥处理后加入ＴＥ缓冲液溶

解ＤＮＡ，４℃保存备用。

分别用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４
［２４］、ＲＰＢ２５Ｆ２

［２５］／ｆＲ

ＰＢ２７ｃＲ
［２６］对基因片段ＩＴＳ和狉狆犫２进行ＰＣＲ扩

增。２５μＬＰＣＲ反应体系为：犜犪狇ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ

１２．５μＬ、正向引物和反向引物（１０ｍｍｏｌ／Ｌ）各

０．５μＬ、模板ＤＮＡ（约３０～５０ｎｇ／μＬ）１μＬ、ｄｄＨ２Ｏ

１０．５μＬ。ＰＣＲ的扩增条件：（１）ＩＴＳ序列：９４℃预变

性５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，６０℃退火３０ｓ，７２℃延伸

１ｍｉｎ，共３５个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保

存。（２）狉狆犫２序列：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

４５ｓ，６０℃退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共５个循环；

９４℃变性４５ｓ，５８℃退火４５ｓ，７２℃延伸２ｍｉｎ，共

５个循环；９４℃变性４５ｓ，５４℃退火４５ｓ，７２℃延伸

２ｍｉｎ，共３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ，４℃保

存。扩增产物用１％琼脂糖凝胶进行电泳，使用凝

胶成像系统进行观察和拍照。ＰＣＲ产物送生工生物

工程（上海）股份有限公司进行纯化和测序，将测序结

果和ＧｅｎＢａｎｋ中已知种属的ＤＮＡ进行Ｂｌａｓｔ比对分

析，同时下载相似的序列，使用ＭＥＧＡ７．０软件，基于

ｐｄｉｓｔａｎｃｅ模型以邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建系统

发育树，经Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ１０００次循环检验。

１．８　病原菌寄主范围的测定

菌株培养５ｄ后，在菌落边缘制备直径为６ｍｍ

菌饼，在辣椒、番茄、花菜和豇豆的幼苗茎基部进行

接种，每种作物２０株，置于Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ，光照

时和黑暗时温度分别设置为２５℃和１６℃的条件下

培养，并定期进行症状观察和记录，统计发病率。

２　结果与分析

２．１　山药茎蔓黑斑病症状观察

在攀枝花米易县垭口镇和丙谷镇的山药种植基

地进行病害调查，共采集样品１２份，其中样品１１和

１２为山药茎蔓病害，主要症状为病斑初期呈近圆形

小黑点，逐渐扩展为近圆形或梭形黑斑，病斑中心稍

凹陷，之后扩大至不规则长形黑斑，病斑表面开裂，

有的绕茎一周，病部稍缢缩（图１ａ）。

图１　山药黑斑病的发病症状

犉犻犵．１　犅犾犪犮犽狊狆狅狋狊狔犿狆狋狅犿狊犻狀狔犪犿狊

２．２　分离菌株的形态学特征

本研究从山药发病茎蔓上分离获得了２株菌，

编号分别为ＳＹ１１和ＳＹ１２。ＳＹ１１在ＰＤＡ培养基上

中心呈橘黄色，边缘白色，菌丝形成垫状菌落（图２ａ），

在ＯＡ培养基上菌丝呈白色，中心致密，边缘稀疏，

菌落背面淡黄色，在ＥＭＡ培养基上的培养性状与

·０７·
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ＰＤＡ相似，ＳＹ１１接种于ＰＤＡ、ＯＡ和ＥＭＡ培养基

７ｄ后菌落直径分别为８．４、７．８和７．５ｃｍ，使用

１０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液处理ＥＭＡ培养基１０ｍｉｎ后，培

养基颜色变为墨绿色，１ｈ后逐渐变为棕色；分生孢子

无色、无隔、椭圆形（图２ｂ），大小为（３．９～５．１）μｍ×

（１．８～２．７）μｍ，分生孢子器椭圆形，具孔口（图２ｄ），

器壁为拟薄壁组织，内侧由６～７层等轴细胞组成，

外侧为２～３层暗褐色细胞（图２ｅ），产孢细胞瓶梗形

（图２ｃ），菌丝末端或中间着生呈链格孢状的膨大细

胞（图２ｆ）。

图２　山药茎蔓黑斑病病原菌犛犢１１的形态学特征

犉犻犵．２　犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狋犺犲狊狋狉犪犻狀犛犢１１犻狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿犫犾犪犮犽狉狅狋狅犳狔犪犿

　　ＳＹ１２在ＰＤＡ上的菌落形态和ＳＹ１１类似，但

菌落中心为絮状、背面有紫色的同心轮纹（图３ａ），

在ＯＡ培养基上菌落中心菌丝呈浅粉色、絮状，其余

白色、垫状，菌落背面中心为紫红色，在ＥＭＡ培养

基上性状与ＯＡ类似，在ＰＤＡ、ＯＡ和ＥＭＡ培养基

上培养７ｄ后的菌落直径分别为８．５、７．９和

７．６ｃｍ，使用１０ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液处理ＥＭＡ培养

基１０ｍｉｎ后，培养基颜色变为墨绿色，１ｈ后逐渐变

为棕色；分生孢子无色、无隔、椭圆形（图３ｂ），大小

为（３．９～５．０）μｍ×（１．８～２．８）μｍ，分生孢子器椭

圆形，具突出的孔口（图３ｃ），埋生或表生于培养基表

面，器壁为拟薄壁组织，内侧由４～５层等轴细胞组

成，外侧为２～３层暗褐色细胞（图３ｄ），菌丝末端或

中间着生浅粉色、呈串珠状的近圆形膨大细胞（图

３ｅ）。结合《犘犺狅犿犪ＩｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎＭａｎｕａｌ》中的描述

细则可将两个菌株归入ｓｅｃｔｉｏｎ犘犲狔狉狅狀犲犾犾犪犲犪中。

２．３　分离菌株的致病性鉴定

接种ＳＹ１１和ＳＹ１２菌株２ｄ后，山药叶片上产

生菌饼大小的黑褐色圆斑，接种６ｄ后形成近圆形

病斑，病斑边缘褪绿黄化，叶脉变黑，病斑中心生有

白色菌丝（图１ｂ～ｃ），对照叶片未发病（图１ｆ），发病

率为１００％。山药茎蔓接菌４ｄ后，茎蔓均发病，病

部边缘变褐，中心逐渐变黑，稍缢缩，表面密生白色

菌丝（图１ｄ～ｅ），对照茎蔓没有症状（图１ｇ）。将发

病叶片和茎蔓进行组织分离，对重新分离获得的病

原菌的培养性状和微观特征进行观察，确定该菌和

病样分离获得的病原菌为同一菌株，表明这两个菌

株均能侵染山药叶片和茎蔓，是引起山药茎蔓黑斑

病的病原菌。

２．４　病原菌的分子鉴定

以供试菌ＳＹ１１和ＳＹ１２的基因组ＤＮＡ为模

板，使用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４对ＩＴＳ区进行ＰＣＲ扩增，

分别获得长度为５０９ｂｐ和５２３ｂｐ的扩增片段，测序

结果与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的相似序列进行Ｂｌａｓｔ比

对分析，结果显示ＳＹ１１和ＳＹ１２与旋孢腔菌属、小

球腔菌属、茎点霉属、附球菌属真菌的相似度达

·１７·
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９９％以上，未能鉴定到种。使用引物ＲＰＢ２５Ｆ２／ｆＲ

ＰＢ２７ｃＲ进行ＰＣＲ扩增，分别获得长度为９０５ｂｐ和

８９８ｂｐ的扩增片段，将序列提交至ＧｅｎＢａｎｋ，获得

登录号分别为 ＭＧ７８７２６２和 ＭＧ７８７２６３；同时将测

序结果与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中的相似序列进行Ｂｌａｓｔ

比对分析，使用ＭＥＧＡ７．０软件构建基于狉狆犫２序列

的系统发育树，结果表明供试菌与３株犈．犾犪狋狌狊犻

犮狅犾犾狌犿（ＫＹ７４２１７４、ＫＹ７４２１７５和 ＫＹ７４２１７６）聚为

一支，支持率为９７％，附球菌属的其他种则在各自

的分支上，外群犔犲狆狋狅狊狆犺犪犲狉犻犪犮狅狀狅犻犱犲犪则自成一支

和附球菌属并列（图４），结合ＳＹ１１和ＳＹ１２的形态

学特征，可以将其鉴定为犈．犾犪狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿。

图３　山药茎蔓黑斑病病原菌犛犢１２的形态学特征

犉犻犵．３犕狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狋犺犲狊狋狉犪犻狀犛犢１２犻狊狅犾犪狋犲犱犳狉狅犿犫犾犪犮犽狉狅狋狅犳狔犪犿

图４　基于狉狆犫２序列对附球菌属的系统发育分析

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犈狆犻犮狅犮犮狌犿犾犪狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿犫犪狊犲犱狅狀狉狆犫２狊犲狇狌犲狀犮犲狊
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２．５　病原菌寄主范围的研究

菌株ＳＹ１１和ＳＹ１２接种番茄苗茎基部３ｄ后，

菌饼周围出现一圈水渍状病斑，６ｄ后病斑变为褐

色，扩展至整个茎基部，稍有缢缩，发病率为１００％；

接种辣椒苗４ｄ后，接种部位开始变褐，６ｄ后病斑

扩大并且凹陷，其发病率分别为８５％和９０％；接种

花菜幼苗４ｄ后，接种部位出现不规则褐色病斑，６ｄ

后病斑中心变为黑色，表面密布白色菌丝，其发病率

分别为７０％和８０％；ＳＹ１１接种豇豆苗未发病，

ＳＹ１２发病率为１０％，症状表现为粉色的稍凹陷病

斑。结果表明，两个菌株能侵染辣椒、番茄和花菜，

它的寄主范围可能包括茄科和十字花科作物，但对

豇豆的侵染力非常有限。

３　讨论

山药是四川攀枝花米易县重要的经济作物之

一，近年来由于山药的规模化种植，重茬严重，品种

也较为单一，病害日益加重，经过病害调查和鉴定，

当地由胶孢炭疽菌引起的炭疽病、尖孢镰刀菌和链

格孢属真菌引起的叶斑病较为常见。我们在山药茎

蔓上发现了一种新病害，症状为茎蔓生有椭圆形至

梭形的黑斑，病斑中心开裂稍凹陷，之后连成一片至

茎蔓枯死。本研究对引起攀枝花山药茎蔓黑斑病的

两株真菌进行了分离和鉴定，并通过柯赫氏法则验

证分离菌株为致病菌，经过形态学特征和基于狉犫狆２

序列的分子鉴定，确定分离菌株为犈．犾犪狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿，

属于子囊菌门、亚隔孢壳科、附球菌属真菌。

附球菌属于２０１０年由Ａｖｅｓｋａｍｐ等建立，经过

后续的补充和完善，现有１６个属。Ｃｈｅｎ等
［１５］通过

多基因序列分析，将犈．犾犪狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿纳入到附球菌

属中，并对菌株编号为ＬＣ５１５８（从高粱中分离获

得）的犈．犾犪狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿的形态学特征和菌落培养性

状作了描述。本研究分离到的菌株ＳＹ１１和ＳＹ１２

与ＬＣ５１５８形态学特征基本一致，也和犘犺狅犿犪鉴定

手册对ｓｅｃｔｉｏｎ犘犲狔狉狅狀犲犾犾犪犲犪的描述基本相符，只是

未见厚垣孢子，但能观察到菌丝中间或末端分化出

的串珠状的近圆形膨大细胞，有的呈粉色，与犘犺．

犪狀狊犲狉犻狀犪和犘犺．犲狌犮犪犾狔狆狋犻犮犪在培养基上形成的膨

大细胞类似［２６］，这可能是形成厚垣孢子的前体细

胞［１５］。同时，ＳＹ１１和ＳＹ１２在ＰＤＡ培养基上的生

长速度快于ＯＡ和 ＭＥＡ培养基，ＮａＯＨ反应是由

墨绿色逐渐转变为棕色，呈阳性，这与ＬＣ５１５８培养

性状一致，但是菌丝颜色和产生的色素有所不同，

ＳＹ１１和ＳＹ１２的菌丝呈橙色或粉色，培养基呈浅粉

色至紫色，且ＳＹ１２能产生紫红色的同心轮纹，而

ＬＣ５１５８的菌丝为烟灰色至暗绿色，这可能是因为

犈．犾犪狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿的地理特异性较明显。

通常情况下，子囊菌门真菌狉狆犫２单基因的系统

发育关系与１８ＳｒＤＮＡ高度契合
［２７］，Ｃｈｅｎ等认为

狉狆犫２单基因的系统发育树与多基因结合的系统发育

树非常吻合，且狉狆犫２基因在种间和属间关系上显示

出比ＩＴＳ更好的区分度
［１５］。本研究利用ｒＤＮＡＩＴＳ

和狉狆犫２基因分别进行建树分析，结果显示基于ＩＴＳ

序列构建的系统发育树（本文未列出）不能鉴定到种，

而狉狆犫２基因能将分离菌株与附球菌属的犈．犾犪狋狌狊犻

犮狅犾犾狌犿聚为一支，并且在种间表现出很好的区分度。

国内外关于犈．犾犪狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿的报道极少，目前

仅限于分类水平上的研究，只是在个别文献中有所

提及，该菌主要分离自黄荆、野山茶、高粱、掌叶槭和

罗汉松等植物，常被认为属于内生菌、腐生菌或半寄

生菌［１５］，对该菌病理学方面的研究较少。本研究首

次报道了山药茎蔓上的一种新病害，通过组织分离、

柯赫氏法则验证、形态学鉴定和分子生物学鉴定，试

验结果表明引起山药茎蔓黑斑病的病原菌为犈．犾犪

狋狌狊犻犮狅犾犾狌犿，并初步确定该菌能侵染茄科和十字花科

的个别作物，这为该病害的正确识别及防治方法的

筛选提供了基础。

参考文献

［１］　姚圣梅．山药新病害———枯萎病［Ｊ］．长江蔬菜，１９８８（３）：４１．

［２］　王诗军，田福进，田凤环，等．山药褐斑病的发生特点与防治方

法［Ｊ］．中国植保导刊，２００４，４（３）：４２ ４３．

［３］　黄云，王洪波，李庆，等．山药炭疽病病原研究（Ｉ）：炭疽病的症

状及其病原鉴定［Ｊ］．西北农业大学学报，２００４，２６（１）：４４ ４６．

［４］　朱桂宁，蔡健和，胡春锦，等．广西山药炭疽病病原菌的鉴定与

ＩＴＳ序列分析［Ｊ］．植物病理学报，２００７，３７（６）：５７２ ５７７．

［５］　沈丽淘．山药根腐病的病原学及防治药剂筛选研究［Ｄ］．成都：

四川农业大学，２０１２．

［６］　贾海民，鹿秀云，陈丹，等．麻山药根腐病发生规律及其防治技

术［Ｊ］．北方园艺，２０１１（１）：１５９ １６０．

［７］　易龙，肖崇刚，杨水英，等．重庆盾叶薯蓣茎腐病发生严重［Ｊ］．

植物保护，２００５，３１（６）：９６ ９７．

［８］　陈红岩，刘晓芸．保定市山药病害种类及为害特点调查初报

［Ｊ］．中国植保导刊，２０１０，３０（６）：２４ ２６．

［９］　王飞，刘红彦，文艺，等．山药漆腐叶斑病病原菌的鉴定及其生

物学特性研究［Ｊ］．园艺学报，２０１７，４４（５）：９７２ ９７８．

［１０］ＣＲＯＵＳＰＷ，ＧＡＭＳＷ，ＳＴＡＰＬＥＲＳＪＡ，ｅｔａｌ．ＭｙｃｏＢａｎｋ：

ａｎｏｎｌｉｎｅｉｎｉｔｉａｔｉｖｅｔｏｌａｕｎｃｈｍｙｃｏｌｏｇｙｉｎｔｏｔｈｅ２１ｓｔｃｅｎｔｕｒｙ

［Ｊ］．ＳｔｕｄｉｅｓｉｎＭｙｃｏｌｏｇｙ，２００４，５０：１９ ２２．

·３７·



２０１９

［１１］ＢＯＥＲＥＭＡＧＨ，ＤＥＧＲＵＹＥＲＪ，ＮＯＯＲＤＥＬＯＯＳＭＥ，ｅｔ

ａｌ．犘犺狅犿犪ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｍａｎｕａｌ［Ｍ］．ＣＡＢＩｐｕｂｌｉｓｈｉｎｇ，２００４．

［１２］ＡＶＥＳＫＡＭＰＭＭ，ＶＥＲＫＬＥＹＧＪＭ，ＤＥＧＲＵＹＴＥＲＪ，ｅｔ

ａｌ．ＤＮＡｐｈｙｌｏｇｅｎｙｒｅｖｅａｌｓｐｏｌｙｐｈｙｌｙｏｆ犘犺狅犿犪ｓｅｃｔｉｏｎＰｅｙ

ｒｏｎｅｌｌａｅａａｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅｔａｘｏｎｏｍｉｃｎｏｖｅｌｔｉｅｓ［Ｊ］．Ｍｙｃｏｌｏｇｉａ，

２００９，１０１：３６３ ３８２．

［１３］ＡＶＥＳＫＡＭＰＭＭ，ＤＥＧＲＵＹＴＥＲＪ，ＷＯＵＤＥＮＢＥＲＧＪＨ

Ｃ，ｅｔａｌ．ＨｉｇｈｌｉｇｈｔｓｏｆｔｈｅＤｉｄｙｍｅｌｌａｃｅａｅ：Ａｐｏｌｙｐｈａｓｉｃａｐ

ｐｒｏａｃｈｔｏｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｅ犘犺狅犿犪ａｎｄｒｅｌａｔｅｄｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅａｎｇｅｎｅｒａ

［Ｊ］．ＳｔｕｄｉｅｓｉｎＭｙｃｏｌｏｇｙ，２０１０，６５：１ ６０．

［１４］ＣＨＥＮＱｉａｎ，ＪＩＡＮＧＪＲ，ＺＨＡＮＧＧＺ，ｅｔａｌ．Ｒｅｓｏｌｖｉｎｇｔｈｅ

犘犺狅犿犪犲狀犻犵犿犪［Ｊ］．ＳｔｕｄｉｅｓｉｎＭｙｃｏｌｏｇｙ，２０１５，８２：１３７ ２１７．

［１５］ＣＨＥＮＱ，ＨＯＵＬＷ，ＨＯＵＷＪ，ｅｔａｌ．Ｄｉｄｙｍｅｌｌａｃｅａｅｒｅｖｉｓｉ

ｔｅｄ［Ｊ］．ＳｔｕｄｉｅｓｉｎＭｙｃｏｌｏｇｙ，２０１７，８７：１０５ １５９．

［１６］ＣＡＭＰＢＥＬＬＷＰ．Ｔｈｅｉｎｆｌｕｅｎｃｅｏｆａｓｓｏｃｉａｔｅｄｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

ｏｎｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙｏｆ犎犲犾犿犻狀狋犺狅狊狆狅狉犻狌犿狊犪狋犻狏狌犿 ［Ｊ］．Ｃａｎａ

ｄｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，１９５６，３４：８６５ ８７４．

［１７］ＭＥＲＣＩＥＲＪ，ＲＥＥＬＥＤＥＲＲＤ．Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｓｂｅｔｗｅｅｎ犛犮犾犲狉狅

狋犻狀犻犪狊犮犾犲狉狅狋犻狅狉狌犿ａｎｄｏｔｈｅｒｆｕｎｇｉｏｎｔｈｅｐｈｙｌｌｏｐｌａｎｅｏｆｌｅｔｔｕｃｅ

［Ｊ］．ＣａｎａｄｉａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，１９８７，６５（８）：１６３３ １６３７．

［１８］ＭＥＬＧＡＲＥＪＯＰ，ＣＡＲＲＩＬＬＯＲ，ＳＡＧＡＳＴＡＥ．Ｐｏｔｅｎｔｉａｌｆｏｒ

ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｏｆ犕狅狀犻犾犻狀犻犪犾犪狓犪ｉｎｐｅａｃｈｔｗｉｇｓ［Ｊ］．Ｃｒｏｐ

Ｐｒｏｔｅｃｔｉｏｎ，１９８６，５（６）：４２２ ４２６．

［１９］李宝年，徐树辉，杨传波，等．樟子松枯梢病拮抗真菌的筛选

［Ｊ］．东北林业大学学报，２００４，３２（５）：９７ ９９．

［２０］ＳＴＯＫＨＯＬＭＡＭＳ，ＷＵＬＦＦＢＥＧ，ＺＩＤＡＣＥＰ，ｅｔａｌ．ＤＮＡ

ｂａｒｃｏｄｉｎｇａｎｄｉｓｏｌａｔｉｏｎｏｆｖｅｒｔｉｃａｌｌｙｔｒａｎｓｍｉｔｔｅｄａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓｉｎ

ｓｏｒｇｈｕｍｆｒｏｍＢｕｒｋｉｎａＦａｓｏ：犈狆犻犮狅犮犮狌犿狊狅狉犵犺犻狀狌犿ｉｓｄｏｍｉ

ｎａｎｔｉｎｓｅｅｄｌｉｎｇｓａｎｄａｐｐｅａｒｓａｓａｃｏｍｍｏｎｒｏｏｔｐａｔｈｏｇｅｎ［Ｊ］．

ＭｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌＲｅｓｅａｒｃｈ，２０１６，１９１：３８ ５０．

［２１］ＲＩＳＴＩＣ
′
Ｄ，ＳＴＡＮＫＯＶＩＣ

′
Ｉ，ＶＵＣ

ˇ
ＵＲＯＶＩＣ

′
Ａ，ｅｔａｌ．犈狆犻犮狅犮

犮狌犿狀犻犵狉狌犿ｔｈｅｎｅｗｐａｔｈｏｇｅｎｏｆｓｏｒｇｈｕｍｓｅｅｄｉｎＳｅｒｂｉａ［Ｊ］．

ＲａｔａｒｓｔｖｏＩＰｏｖｒｔａｒｓｔｖｏ，２０１２，４９（２）：１６０ １６６．

［２２］ＷＵＤｉ，ＺＨＡＮＧＤａｎｈｕａ，ＴＩＭＫＯＭＰ，ｅｔａｌ．Ｆｉｒｓｔｒｅｐｏｒｔｏｆ

犈狆犻犮狅犮犮狌犿狀犻犵狉狌犿ｃａｕｓｉｎｇｂｒｏｗｎｌｅａｆｓｐｏｔｏｆｌｏｑｕａｔｉｎＳｏｕｔｈ

ｗｅｓｔｅｒｎＣｈｉｎａ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＤｉｓｅａｓｅ，２０１７，１０１（８）：１５５３．

［２３］方中达．植病研究方法［Ｍ］．第３版．北京：中国农业出版社，１９９８．

［２４］ＷＨＩＴＥＴＪ，ＢＲＵＮＳＴ，ＬＥＥＳ，ｅｔａｌ．Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｄｉ

ｒｅｃｔｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇｏｆｆｕｎｇａｌｒｉｂｏｓｏｍａｌＲＮＡｇｅｎｅｓｆｏｒｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔ

ｉｃｓ［Ｍ］∥ＩＮＮＩＳＭＡ，ＧＥＬＦＡＮＤＤ，ＳＮＩＮＳＫＹＪＪ，ｅｔａｌ．

ＰＣＲＰｒｏｔｏｃｏｌｓ：ａｇｕｉｄｅｔｏｍｅｔｈｏｄｓａｎｄａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ．ＳａｎＤｉｅ

ｇｏ，Ｃａｌｉｆｏｒｎｉａ，ＵＳＡ：ＡｃａｄｅｍｉｃＰｒｅｓｓ，１９９０：３１５ ３２２．

［２５］ＳＵＮＧＧＨ，ＳＵＮＧＪＭ，ＨＹＷＥＬＪＯＮＥＳＮＬ，ｅｔａｌ．Ａ

ｍｕｌｔｉｇｅｎｅｐｈｙｌｏｇｅｎｙｏｆ犆犾犪狏犻犮犻狆犻狋犪犮犲犪犲（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ，Ｆｕｎ

ｇｉ）：ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｌｏｃａｌｉｚｅｄｉｎｃｏｎｇｒｕｅｎｃｅｕｓｉｎｇａｃｏｍｂｉｎａ

ｔｉｏｎａｌｂｏｏｔｓｔｒａｐａｐｐｒｏａｃｈ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｓａｎｄＥ

ｖｏｌｕｔｉｏｎ，２００７，４４：１２０４ １２２３．

［２６］ＤＥＧＲＵＹＴＥＲＪ，ＮＯＯＲＤＥＬＯＯＳＭＥ．Ｃｏｎｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓｔｏ

ｗａｒｄｓａｍｏｎｏｇｒａｐｈｏｆ犘犺狅犿犪 （Ｃｏｅｌｏｍｙｃｅｔｅｓ）Ｉ．１．Ｓｅｃｔｉｏｎ

犘犺狅犿犪：Ｔａｘａｗｉｔｈｃｏｎｉｄｉａｖｅｒｙｓｍａｌｌｃｏｎｉｄｉａ犻狀狏犻狋狉狅［Ｍ］．Ｒｉ

ｊｋｓｈｅｒｂａｒｉｕｍ／ＨｏｒｔｕｓＢｏｔａｎｉｃｕｓ，Ｌｅｉｄｅｎ，Ｖｏｌｕｍｅ１５，Ｐａｒｔ１，

１９９２：７１ ９２．

［２７］ＬＩＵＹＪ，ＷＨＥＬＥＮＳ，ＨＡＬＬＢＤ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ

ａｍｏｎｇａｓｃｏｍｙｃｅｔｅｓｅｖｉｄｅｎｃｅｆｒｏｍａｎＲＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅＩＩｓｕｂ

ｕｎｉｔ［Ｊ］．ＭｏｌｅｃｕｌａｒＢｉｏｌｏｇｙａｎｄＥｖｏｌｕｔｉｏｎ，１９９９，１６：１７９９ １８０８．

（责任编辑：田　?

櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍櫍

）

（上接６７页）

［１７］ＡＲＴＨＵＲＳＳ，ＴＨＯＭＡＳＭＢ．Ｅｆｆｅｃｔｏｆｄｏｓｅ，ｐｒｅｍｏｒｔｅｍ

ｈｏｓｔｉｎｃｕｂａｔｉｏｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅａｎｄｔｈｅｒｍａｌｂｅｈａｖｉｏｕｒｏｎｈｏｓｔ

ｍｏｒｔａｌｉｔｙ，ｍｙｃｏｓｉｓａｎｄｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎｏｆ犕犲狋犪狉犺犻狕犻狌犿犪狀犻狊狅狆犾犻犪犲

ｖａｒ．犪犮狉犻犱狌犿ｉｎ犛犮犺犻狊狋狅犮犲狉犮犪犵狉犲犵犪狉犻犪［Ｊ］．ＢｉｏｃｏｎｔｒｏｌＳｃｉｅｎｃｅ

ａｎｄＴｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，２００１，１１（３）：４１１ ４２０．

［１８］李政海，鲍雅静，王海梅，等．锡林郭勒草原荒漠化状况及原因

分析［Ｊ］．生态环境学报，２００８，１７（６）：２３１２ ２３１８．

［１９］郭元朝．内蒙古锡林郭勒盟草原蝗虫发生危害及其防治对策

［Ｊ］．草原与草业，２００７，１９（３）：３０ ３３．

［２０］仝川，郗风江，杨景荣，等．锡林河流域中游草原植被退化遥感监

测及合理放牧强度的确定［Ｊ］．草业学报，２００３，１２（４）：７８ ８３．

［２１］刘玲，郭安红．２００４年内蒙古草原蝗虫大发生的气象生态条件

分析［Ｊ］．气象，２００４，３０（１１）：５５ ５７．

［２２］徐骁骁，孙清琳，刘鹏，等．环境温度对黑龙江草蜥体温及生理

体温调节能力的影响［Ｊ］．生态学杂志，２０１７，３６（２）：４４７ ４５１．

［２３］ＢＬＡＮＦＯＲＤＳ，ＴＨＯＭＡＳＭ Ｂ，ＬＡＮＧＥＷＡＬＤＪ．Ｔｈｅｒｍａｌ

ｅｃｏｌｏｇｙｏｆ犣狅狀狅犮犲狉狌狊狏犪狉犻犲犵犪狋狌狊ａｎｄｉｔｓｅｆｆｅｃｔｓｏｎｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ

ｕｓｉｎｇｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｒｅｓｔＥｎｔｏｍｏｌｏｇｙ，

２０００，２（１）：３ １０．

［２４］ＢＬＡＮＦＯＲＤＳ，ＴＨＯＭＡＳＭＢ，ＬＡＮＧＥＷＡＬＤＪ．Ｂｅｈａｖｉｏｕｒ

ａｌｆｅｖｅｒｉｎｔｈｅＳｅｎｅｇａｌｅｓｅｇｒａｓｓｈｏｐｐｅｒ，犗犲犱犪犾犲狌狊狊犲狀犲犵犪犾犲狀狊犻狊，ａｎｄ

ｉｔｓｉｍｐｌｉｃａｔｉｏｎｓｆｏｒｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｕｓｉｎｇｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．Ｅｃｏ

ｌｏｇｉｃａｌＥｎｔｏｍｏｌｏｇｙ，１９９８，２３（１）：９ １４．

［２５］姚君明．东亚飞蝗体温调节特性及其对绿僵菌致病性影响的研

究［Ｄ］．福州：福建农林大学，２００７．

［２６］ＫＬＡＳＳＪＩ，ＢＬＡＮＦＯＲＤＳ，ＴＨＯＭＡＳＭＢ．Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａ

ｍｏｄｅｌｆｏｒｅｖａｌｕａｔｉｎｇｔｈｅｅｆｆｅｃｔｓｏｆｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

ａｎｄｔｈｅｒｍａｌｂｅｈａｖｉｏｕｒｏｎｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｃｏｎｔｒｏｌｏｆｌｏｃｕｓｔｓａｎｄ

ｇｒａｓｓｈｏｐｐｅｒｓｕｓｉｎｇｐａｔｈｏｇｅｎｓ［Ｊ］．ＡｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌａｎｄＦｏｒｅｓｔＥｎ

ｔｏｍｏｌｏｇｙ，２００７，９（３）：１８９ １９９．

［２７］岳梅，雷仲仁，朱彬洲，等．东亚飞蝗耐高温能力及其体温调节

行为［Ｊ］．昆虫学报，２００９，５２（１０）：１１０３ １１０９．

［２８］ＡＮＤＥＲＳＯＮＲＶ，ＴＲＡＣＹＣＲ，ＡＢＲＡＭＳＫＹＺ．Ｈａｂｉｔａｔｓｅ

ｌｅｃｔｉｏｎｉｎｔｗｏｓｐｅｃｉｅｓｏｆｓｈｏｒｔｈｏｒｎｅｄｇｒａｓｓｈｏｐｐｅｒｓ．Ｔｈｅｒｏｌｅｏｆ

ｔｈｅｒｍａｌａｎｄｈｙｄｒｉｃｓｔｒｅｓｓｅｓ［Ｊ］．Ｏｅｃｏｌｏｇｉａ，１９７９，３８（３）：３５９ ３７４．

［２９］涂雄兵．绿僵菌侵染对东亚飞蝗发育的影响研究［Ｄ］．北京：中

国农业科学院，２０１０．

［３０］任金龙，赵莉，赵炎，等．意大利蝗对温度耐受力的初探［Ｊ］．草业

科学，２０１５，３２（２）：２７４ ２８０．

（责任编辑：田　?）

·４７·




