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摘要　菌盖干腐病是羊肚菌犕狅狉犮犺犲犾犾犪ｓｐｐ．出菇后发生最严重的病害之一，常给羊肚菌生产造成较大损失。为明

确引起贵州六盘水地区羊肚菌菌盖干腐病致病菌种类，采用单孢分离法从六盘水地区３个羊肚菌栽培点的菌盖干

腐病样品上分离到９个菌株。基于形态学及ＩＴＳ和ＬＳＵ基因序列分析将９个菌株鉴定为长孢卵单隔孢霉

犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪。培养特性研究表明，该菌最适的培养基为ＰＣＡ，最适氮源为蛋白胨与硝酸铵，最适碳源为

葡萄糖与麦芽糖，菌丝生长及孢子萌发最适温度为１５～２５℃，最适ｐＨ为６～１０；当温度超过３０℃菌丝即停止生长，

孢子无法萌发。

关键词　羊肚菌；　菌盖干腐病；　长孢卵单隔孢霉；　系统鉴定；　培养特性

中图分类号：　Ｓ４３６．４６１　　文献标识码：　Ａ　　犇犗犐：　１０．１６６８８／ｊ．ｚｗｂｈ．２０２０５３７

犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀犪狀犱犮狌犾狋狌狉犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狕犪狋犻狅狀狅犳犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪

犪狊狊狅犮犻犪狋犲犱狑犻狋犺狆犻犾犲狌狊狉狅狋犱犻狊犲犪狊犲狅狀犮狌犾狋犻狏犪狋犲犱犿狅狉犲犾

犎犝犃犖犌犎狌犻１，　犣犎犃犖犌犡犻犪狅狔狅狀犵
１，　犣犎犈犖犌犎狌犪狀１，　犆犃犐犙犻狀犵狔犻

１，　犔犝犗犑犻犪犼犻犪
１，

犔犝犗犓犪犻２，　犔犐犛犺狌犼犻犪狀犵
１，　犢犃犖犌犢狅狌犾犻犪狀１

（１．犛犮犺狅狅犾狅犳犅犻狅犾狅犵犻犮犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊犪狀犱犜犲犮犺狀狅犾狅犵狔，犔犻狌狆犪狀狊犺狌犻犖狅狉犿犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犔犻狌狆犪狀狊犺狌犻　５５３００４，犆犺犻狀犪；

２．犔犻狌狆犪狀狊犺狌犻犃犮犪犱犲犿狔狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犛犮犻犲狀犮犲狊，犌狌犻狕犺狅狌犘狉狅狏犻狀犮犲，犔犻狌狆犪狀狊犺狌犻　５５３００４，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋　犘犻犾犲狌狊狉狅狋犱犻狊犲犪狊犲狑犻犱犲犾狔狅犮犮狌狉狊犪狀犱狅犳狋犲狀犮犪狌狊犲狊狊犲狉犻狅狌狊狔犻犲犾犱犾狅狊狊犲狊狅犳犮狌犾狋犻狏犪狋犲犱犿狅狉犲犾．犐狀狅狉犱犲狉狋狅

犻犱犲狀狋犻犳狔狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀狅犳狆犻犾犲狌狊狉狅狋犱犻狊犲犪狊犲，狀犻狀犲狊狋狉犪犻狀狊狑犲狉犲狅犫狋犪犻狀犲犱犫狔狊犻狀犵犾犲狊狆狅狉犲犻狊狅犾犪狋犻狅狀犻狀狋犺狉犲犲犮狌犾狋犻狏犪狋犻狅狀

狊犻狋犲狊狅犳犔犻狌狆犪狀狊犺狌犻犮犻狋狔．犅犪狊犲犱狅狀犿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犪狀犱犐犜犛犪狀犱犔犛犝狊犲狇狌犲狀犮犲犪狀犪犾狔狊犻狊，狋犺犲狀犻狀犲

狊狋狉犪犻狀狊狑犲狉犲犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犪狊狋犺犲狊犪犿犲狊狆犲犮犻犲狊，犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪．犆狌犾狋狌狉犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狕犪狋犻狅狀狊犺狅狑犲犱狋犺犪狋犘犆犃

狑犪狊狋犺犲狅狆狋犻犿犪犾犿犲犱犻狌犿犳狅狉犮狅犾狅狀狔犵狉狅狑狋犺，狋犺犲狅狆狋犻犿犪犾狀犻狋狉狅犵犲狀狊狅狌狉犮犲狊狑犲狉犲狆犲狆狋狅狀犲，犪犿犿狅狀犻狌犿狀犻狋狉犪狋犲，犪狀犱

狋犺犲狅狆狋犻犿犪犾犮犪狉犫狅狀狊狅狌狉犮犲狊狑犲狉犲犵犾狌犮狅狊犲犪狀犱犿犪犾狋狅狊犲．犜犺犲犫犲狊狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犪狀犱犻狀犻狋犻犪犾狆犎狉犪狀犵犲狊犳狅狉狊狆狅狉犲

犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀犪狀犱犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狑犲狉犲１５－２５℃犪狀犱６－１０，狉犲狊狆犲犮狋犻狏犲犾狔．犠犺犲狀狋犺犲狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犲狓犮犲犲犱犲犱３０℃，

狋犺犲犿狔犮犲犾犻狌犿狊狋狅狆狆犲犱犵狉狅狑犻狀犵犪狀犱狋犺犲狊狆狅狉犲狊犳犪犻犾犲犱狋狅犵犲狉犿犻狀犪狋犲．

犓犲狔狑狅狉犱狊　犿狅狉犲犾；　狆犻犾犲狌狊狉狅狋犱犻狊犲犪狊犲；　犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪；　狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪狀犪犾狔狊犻狊；　犮狌犾狋狌狉犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊

　　羊肚菌犕狅狉犮犺犲犾犾犪ｓｐｐ．是一类珍稀的大型食用

真菌，其营养丰富，味道鲜美，深受消费者青睐。人

工种植的羊肚菌普遍发生各种真菌性病害，常常造

成较为严重的经济损失。目前，在羊肚菌上报道的

真菌病害主要有由变红镰刀菌犉狌狊犪狉犻狌犿犻狀犮犪狉狀犪

狋狌犿 和木贼镰刀菌犉．犲狇狌犻狊犲狋犻交互引起的烂柄病

（ｓｔｉｐｅｒｏｔ）
［１］、长毛拟青霉犘犪犲犮犻犾狅犿狔犮犲狊狆犲狀犻犮犻犾犾犪

狋狌狊引起的白霉病（ｗｈｉｔｅｍｏｌｄｄｉｓｅａｓｅ）
［２］、长孢卵单

隔孢霉犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪引起的菌盖干腐病

（ｐｉｌｅｕｓｒｏｔｄｉｓｅａｓｅ）
［３］及曲霉犃狊狆犲狉犵犻犾犾狌狊ｓｐ．引起

的羊肚菌白腐病（ｍｏｒｅｌｗｈｉｔｅｒｏｔ）
［４］。

近年来，随着贵州六盘水市羊肚菌种植面积不

断扩大，菌盖干腐病已成为种植中最大的风险点之

一。菌盖干腐病属低温型病害，在每年的２月—
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４月，温度１０～２０℃、湿度较大的拱棚下暴发较为严

重。该病先在羊肚菌菌盖上形成白色绒毛状小菌

落，后随着病害部位扩大而逐渐萎缩、干枯和穿孔，

国内学者还将其称为霉菌性枯萎病［５］。

前人对羊肚菌菌盖干腐病已有一定研究，但在

病原菌的系统分类鉴定上还存在很多不足，对病原

菌的生长特性也还缺乏相关的研究，不利于该病的

田间识别及防治。本研究对六盘水羊肚菌主产区广

泛发生的菌盖干腐病样品进行病原菌的分离与鉴

定，并研究了病原菌的最佳生长条件等，旨在为羊肚

菌菌盖干腐病田间准确识别及防治提供理论支持。

１　材料与方法

１．１　病害调查与病原菌分离

于２０１８年和２０１９年羊肚菌收获季节分别从贵

州六盘水钟山区大河堡、六枝特区岩脚和水城县果

布戛３个羊肚菌规模化种植基地进行该病的调查和

取样。在每个栽培点随机选取３个小拱棚进行菌盖

干腐病发病率统计。将采集的菌盖干腐病羊肚菌单

独装入保鲜袋中带回实验室，用单孢分离法从各点感

病羊肚菌病害部位分离得到９个菌株（表１）。菌株在

ＰＤＡ试管斜面上培养１５ｄ后置于４℃ 保藏备用。

表１　羊肚菌菌盖干腐病样品采集点信息１
）

犜犪犫犾犲１　犛犪犿狆犾犻狀犵犾狅犮犪狋犻狅狀狊犪狀犱狉犲犾犲狏犪狀狋犻狀犳狅狉犿犪狋犻狅狀狊狅犳犿狅狉犲犾狆犻犾犲狌狊狉狅狋犱犻狊犲犪狊犲

采样点

Ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅ

经纬度

Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅａｎｄｌａｔｉｔｕｄｅ

羊肚菌种类

犕狅狉犮犺犲犾犾犪ｓｐｅｃｉｅｓ

发病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

采样数量／朵

Ｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｚｅ

分离菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

分离日期／年 月 日

Ｓｔｒａｉｎｉｓｏｌａｔｉｏｎｄａｔｅ

钟山区大河堡

Ｄａｈｅｂａｏ，Ｚｈｏｎｇｓｈａｎ

１０４°５０′５０″Ｅ

２６°４１′１６″Ｎ

梯棱羊肚菌

犕狅狉犮犺犲犾犾犪犻犿狆狅狉狋狌狀犪
７．３８±２．５２ ５

Ｍ２０１８００００１

Ｍ２０１８００００４

Ｍ２０１８００００２１

２０１８ ０４ ０４

六枝特区岩脚

Ｙａｎｊｉａｏ，ＬｉｕｚｈｉＴｅｑｕ

１０５°２３′１″Ｅ

２６°２１′２０″Ｎ

六妹羊肚菌

犕．狊犲狓狋犲犾犪狋犪
１０．７３±２．０２ ７

Ｍ２０１９０３０１

Ｍ２０１９０３０２

Ｍ２０１９０３０４

２０１９ ０３ １３

水城县果布戛

Ｇｕｏｂｕｇａ，Ｓｈｕｉｃｈｅｎｇ

１０５°０′１５″Ｅ

２６°１５′１０″Ｎ

六妹羊肚菌

犕．狊犲狓狋犲犾犪狋犪
１２．４５±２．７０ ８ Ｍ２０１９０３０８ ２０１９ ０３ ２０

梯棱羊肚菌

犕．犻犿狆狅狉狋狌狀犪
１４．５３±５．４７ ６

Ｍ２０１９０３０５

Ｍ２０１９０３０６
２０１９ ０３ ２０

　１）表中发病率数值为平均值±标准差。

Ｔｈｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅｉｓｍｅａｎ±ＳＤ．

１．２　病原菌形态学鉴定

将菌株接种于ＰＤＡ（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ）平

板，置于２５℃进行活化培养。用６ｍｍ直径打孔器

从菌落边缘打取菌饼接入另一个ＰＤＡ平板中央，设

置３次重复，在２５℃自然光照下培养１０ｄ后测量菌

落直径，观察菌落特征。收集菌落表面菌丝和子实

体，以蒸馏水为载浮剂制备临时装片，置于显微镜下

观察菌株形态特征。

１．３　病原菌分子鉴定

将供试菌株以三点法接种于ＰＤＡ平板培养基

上，置于２５℃恒温培养１５ｄ后刮取菌丝，用改良的

ＣＴＡＢ法提取菌株ＤＮＡ
［６］。扩增的目的序列分别

为内转录间隔区（ＩＴＳ）和２８Ｓ核糖体大亚基序列

（ｒＤＮＡＬＳＵ）２个基因片段。选用真菌ｒＤＮＡＩＴＳ

通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４扩增ＩＴＳ片段，选用引物

ＬＲＯＲ和ＬＲ５扩增大亚基ＬＳＵ片段，ＰＣＲ反应体

系及扩增程序参考 Ｍａｈａｒａｃｈｃｈｉｋｕｍｂｕｒａ等
［７］的方

法。扩增产物经１％ 琼脂糖凝胶电泳检测后，由北

京擎科生物技术有限公司进行纯化和测序。将所得

序列在ＧｅｎＢａｎｋ中运用ＢＬＡＳＴ进行同源序列检

索，查找与其相似性较高的菌株，用 ＭＥＧＡＸ软件

以邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统发育树，

确定菌株的分类地位。

１．４　菌株致病性鉴定

取新鲜、健康无损伤的尖顶羊肚菌犕狅狉犮犺犲犾犾犪

犮狅狀犻犮犪子实体，用７５％乙醇喷雾菌盖后，用无菌水轻

轻冲洗３次，无菌吸水纸吸干水珠后放置于超净工

作台中吹干表面水分。菌柄切口处用无菌湿棉球包

住后平置于塑料盒内，吸取５０μＬ１０
６个／ｍＬ孢子悬

浮液滴于菌盖凹坑内，每朵接种１点。试验重复

３次。接种后盖好盖子放置于２０℃黑暗培养５ｄ观

察发病情况。
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１．５　菌株生长和孢子萌发的最佳培养温度及狆犎

用６ｍｍ打孔器打取菌落边缘菌饼单点接种于

ＰＤＡ平板中央，并分别置于０、５、１０、１５、２０、２５、３０℃

和３５℃等８个温度环境中，１０ｄ后测量菌落直径。

用１ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ或ＨＣｌ分别调节ＰＤＡ培养基

ｐＨ至４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２和１３等１０个梯度，

将打取的菌饼（犱＝６ｍｍ）单点接种于不同ｐＨ的

ＰＤＡ平板中央，置于２５℃下培养１０ｄ后测量菌落

直径。试验设置３次重复。用移液枪吸取１００μＬ

１０６个／ｍＬ孢子悬浮液加入ＰＤＡ平板，均匀涂布后

分别置于上述８个温度环境中；取１００μＬ孢子悬浮

液均匀涂布于上述不同ｐＨ的ＰＤＡ平板上，放置于

２５℃自然光照条件下进行培养。２ｄ后将不同温度

和ｐＨ处理下的涂布平板置于ＯｌｙｍｐｕｓＢＸ５１显微

镜１０×１０低倍镜下随机选取１０个视野统计分生孢

子萌发情况。每个温度和ｐＨ设置３次重复。

１．６　菌株最佳培养基配方、碳源和氮源筛选

（１）最佳培养基筛选。设置ＰＤＡ培养基、查氏

培养基ＣＨＭ（ＮａＮＯ３３ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１ｇ，ＭｇＳＯ４·

７Ｈ２Ｏ０．５０ｇ，ＫＣｌ０．５０ｇ，ＦｅＳＯ４０．０１ｇ，蔗糖３０ｇ，

琼脂粉１５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ７．０～７．２）
［８］、平

板计数琼脂培养基ＰＣＡ（胰蛋白胨５ｇ，酵母膏粉

２．５ｇ，葡萄糖１ｇ，琼脂１５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，ｐＨ

７．０±０．２）、合成低营养琼脂培养基ＳＮＡ（ＫＨ２ＰＯ４

０．２ｇ，ＫＣｌ０．２ｇ，ＫＮＯ３１．０ｇ，ＭｇＳＯ４·７Ｈ２Ｏ

０．５ｇ，葡萄糖０．２ｇ，琼脂１５ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，自

然ｐＨ）
［９］和沙氏固体培养基ＳＤＡ（蛋白胨１０ｇ，琼

脂２０ｇ，葡萄糖４０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ，自然ｐＨ）
［１０］

来研究不同培养基对菌株菌丝体生长的影响。用

６ｍｍ打孔器在活化菌株菌落边缘打取菌饼分别接

种于上述培养基平板中央，置于２５℃自然光照条件

下培养１０ｄ后测量各平板内菌落直径（ｍｍ），试验

设置３次重复。

（２）碳源、氮源筛选。以查氏培养基ＣＨＭ为基

础培养基，分别将其中的蔗糖以同质量的葡萄糖、麦

芽糖、可溶性淀粉和甘油替换，即得不同碳源的培养

基；将查氏培养基中的硝酸钠以同质量的硝酸钾、氯

化铵、硫酸铵和蛋白胨替换配制成不同氮源的培养

基。置于２５℃的自然光条件下培养１０ｄ后测量各

处理平板上的菌落直径（ｍｍ），试验设置３次重复。

１．７　数据处理与分析

采用ＤＰＳｖ７．０５软件进行数据方差分析和多重

比较。

２　结果与分析

２．１　病害调查与菌株形态学鉴定

调查发现，几乎所有的羊肚菌种植地都发现感

染菌盖干腐病的子实体，但各地发病情况不一，发病

率普遍在５％～１５％，部分发病较重的小拱棚内可

达２０％以上，给人工种植羊肚菌的产量和质量造成

较为严重影响（表１）。

菌盖干腐病主要发生于菌盖，菌柄上少见。该

病发病初期在羊肚菌菌盖上形成５～１０ｍｍ不规则

白色绒毛状霉斑，后逐渐扩大，侵染部位萎缩、干枯

甚至形成１０～２０ｍｍ的大穿孔（图１ａ～ｃ）。在

ＰＤＡ平板上，菌株在２５℃下培养１０ｄ菌落直径３１

～３５ｍｍ，边缘整齐，表面干燥，雪白色绒毛状，有明

显轮状花纹，背面淡黄色（图１ｄ）。与梯棱羊肚菌于

平板内对峙培养下，菌株早期可释放抑制羊肚菌菌

丝生长的代谢产物，形成明显的抑菌圈，后病原菌菌

丝侵入羊肚菌菌落内（图１ｅ）。分生孢子梗透明，细

长，棍棒状，大小为（２３．２５～７５．２０）μｍ×（１．９１～

３．７２）μｍ，平均（５６．２２±１５．２）μｍ×（３．２２±０．４３）μｍ

（狀＝３０），顶端形成１～２串分生孢子链，分生孢子脱

落后留下明显的凸痕（图１ｆ～ｇ）。分生孢子全为链生，

透明，棍棒状或长柠檬形，大小为（１６．２５～２２．１８）μｍ×

（３．６８～５．７９）μｍ，平均（２０．４１±４．９５）μｍ×（４．７８±

０．６３）μｍ（狀＝３０），常有圆形或椭圆形疣点，１～３个隔

（多为１个），隔处稍缢缩（图１ｈ～ｋ）。基于形态特征

分析，初步将９个菌株鉴定为长孢卵单隔孢霉

犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪ＭａｔｓｕｓｈｉｍａＴ．
［１０］。

２．２　菌株分子生物学鉴定

将本研究获得的９株菌株的ＩＴＳ和ＬＳＵ序列与

从ＧｅｎＢａｎｋ中下载的１０个同源性较高的序列，以

犘犪犲犮犻犾狅犿狔犮犲狊狀犻狆犺犲狋狅犱犲狊ＣＢＳ２２９．７３和犘．狀犻狆犺犲狋狅犱犲狊

ＣＢＳ３６４．７６作为外类群，用ＭＥＧＡＸ软件构建ＮＪ系

统发育树（图２）。９个菌株都与长毛拟青霉犘．狆犲狀犻

犮犻犾犾犪狋狌狊和长孢卵单隔孢霉以９６％的支持率聚为一

支。结合形态特征，长毛拟青霉的安瓿瓶状小梗一般

３～５个聚合为扫帚状，分生孢子为无隔的单细胞，椭
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圆形或梨形，大小仅为（６～７．５）μｍ×（４．０～

５．０）μｍ，与长孢卵单隔孢霉差异非常大
［１０１１］。因此

基于形态学及ｒＤＮＡＩＴＳＬＳＵ基因序列分析，将９个

菌株鉴定为犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪ＭａｔｓｕｓｈｉｍａＴ．

图１　羊肚菌菌盖干腐病症状及病原菌形态特征

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳狆犻犾犲狌狊狉狅狋犱犻狊犲犪狊犲犪狀犱犿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犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪

　

图２　本研究获得菌株及相关菌株基于狉犇犖犃犐犜犛犔犛犝序列构建的犖犑系统发育树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狋犺犲狊狋狉犪犻狀狊狅犫狋犪犻狀犲犱犻狀狋犺犲狆狉犲狊犲狀狋狊狋狌犱狔犪狀犱狊狅犿犲狉犲犾犪狋犲犱狊狆犲犮犻犲狊犫犪狊犲犱狅狀狉犇犖犃犐犜犛犔犛犝狊犲狇狌犲狀犮犲狊

　

·９６·



２０２２

２．３　菌株致病性测定

将菌株接种于健康羊肚菌菌盖上，２０℃下培养

５ｄ后，接种处形成５～１０ｍｍ左右的白色霉层，被

侵染的菌褶出现坏死、干枯，与田间早期症状一致

（图３）。再次挑取白色霉层进行分离，所得菌株菌

落及形态特征与原菌株一致。

２．４　培养温度和狆犎对菌株生长及孢子萌发的

影响

　　不同培养温度和ｐＨ对病原菌生长及孢子萌发

的影响均达到显著水平（图４）。５～２５℃菌丝均可

生长，孢子可萌发，在１５～２５℃处理下菌丝生长和

孢子萌发率差异不显著，温度超过３０℃菌丝停止生

长，孢子不萌发（图４ａ）。说明该菌对冷凉环境适应

性较强，菌丝生长及孢子萌发最适温度为１５～

２５℃，不耐３０℃以上的高温。该菌对培养基ｐＨ的

要求不严格，在ｐＨ４～１２范围内孢子可部分萌发，

菌丝可正常生长，ｐＨ６～１１适宜菌丝生长，尤以

ｐＨ７时生长最快；分生孢子在ｐＨ６～１０时萌发率

显著高于其他处理（图４ｂ）。说明该菌孢子萌发的

最适ｐＨ为６～１０。

图３　菌株在羊肚菌子实体上的致病性检测

犉犻犵．３　犘犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔狋犲狊狋狅犳犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪

狅狀犿狅狉犲犾狊狆狅狉狅狆犺狅狉犲

　

图４　温度和狆犎对羊肚菌菌盖干腐病病原菌生长及孢子萌发的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊犪狀犱狆犎狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺犪狀犱犮狅狀犻犱犻犪犾犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪

　
２．５　碳源、氮源和不同培养基对病原菌生长的影响

　　不同氮源、碳源及培养基处理对病原菌生长的

影响达到显著水平（图５）。该菌在以蛋白胨与硝酸

铵为氮源的培养基中生长速率显著高于其他氮源处

理，说明该菌的生长对氮素要求较高（图５ａ）。菌株

在以葡萄糖和麦芽糖为碳源的培养基中的菌落直径

显著大于其他处理（图５ｂ）；不同培养基显著影响菌

株生长，菌株在ＰＣＡ培养基上的生长速率显著高于

其他培养基，沙氏培养基与ＰＤＡ次之，在查氏培养

基和合成培养基中生长速率最为缓慢，再次印证该

菌生长对氮源需求较高（图５ｃ）。说明该菌最适氮源

为蛋白胨与硝酸铵，最适碳源为葡萄糖与麦芽糖，最

适生长培养基为ＰＣＡ。

·０７·
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图５　不同碳源、氮源及培养基配方对病原菌生长的影响

犉犻犵．５　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮犪狉犫狅狀狊狅狌狉犮犲狊，狀犻狋狉狅犵犲狀狊狅狌狉犮犲狊犪狀犱犿犲犱犻狌犿狊狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪犾狅狀犵犻狊狆狅狉犪

　

３　讨论

菌盖干腐病也称霉菌性枯萎病，是羊肚菌人工

种植中危害最为严重的病害之一。广泛栽培的梯棱

羊肚菌犕．犻犿狆狅狉狋狌狀犪、六妹羊肚菌犕．狊犲狓狋犲犾犪狋犪和

七妹羊肚菌犕．犲狆狋犻犿犲犾犪狋犪等都可感染此病
［１２］，该

病害在早春羊肚菌发菇和收获期间传播迅速，常造

成较为严重的产量、质量损失。本研究中，９个菌株

经ＩＴＳ和ＬＳＵ序列联合分析与长毛拟青霉和长孢

卵单隔孢霉以极高支持率聚为一支，这与前人用

ＩＴＳ序列分析所得出的结果一致
［３］。长毛拟青霉和

长孢卵单隔孢霉都是在２０世纪７０年代根据形态特

征确立的，二者除了都有链生的分生孢子外，其他形

态特征差异极大。长毛拟青霉的分生孢子链基部是

一个安瓿瓶状的小梗，且３～５个聚合形成扫帚状的

分生孢子梗，而长孢卵单隔孢霉的分生孢子梗细长，

顶部直接着生１～２串链状分生孢子，无小梗结构；

其次，二者最明显的差异在于分生孢子结构，长毛拟

青霉的分生孢子为无隔的单细胞，椭圆形或梨形，大

小仅为（６．０～７．５）μｍ×（４．０～５．０）μｍ，而长孢卵

单隔孢霉的分生孢子为棍棒状或长柠檬形，大小为

（１６．２５～２２．１８）μｍ×（３．６８～５．７９）μｍ，有１～３

个隔将孢子分隔为２～４个细胞
［１０１１］。基于形态学

及ＩＴＳ和ＬＳＵ序列分析，将本研究的９个菌株鉴定

为长孢卵单隔孢霉。

在症状上，羊肚菌菌盖干腐病与Ｈｅ等报道的

白霉病高度相似，如发病条件及早期菌盖上雪白色

的霉层，以及后期病斑干枯、收缩直至穿孔等特

征［２］。有学者认为羊肚菌白霉病就是菌盖干腐病，

Ｈｅ等也通过ＩＴＳ序列分析发现长毛拟青霉与长孢

卵单隔孢霉高度同源［２］，但部分研究指出仅凭ＩＴＳ

序列分析而未经严格的形态学比较即将病原菌鉴定

为长毛拟青霉，其鉴定过程缺乏严谨性和科学

性［３５］。研究已证实拟青霉属犘犪犲犮犻犾狅犿狔犮犲狊是一个

复合属，形态相近的两个种其ＤＮＡ碱基序列可能

差异 很 大［１３］。从 目 前 在 ＧｅｎＢａｎｋ 上 发 布 的

犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪属相关序列来看，这个属极有可能也是

复合属，已报道的长孢卵单隔孢霉及其两个亚种与

犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪属已登记的其他５个种的ＩＴＳ碱基序

列差异很大，从理论上来讲可能并不都属于

犇犻狆犾狅狊狆狅狉犪属，但由于已报道的种极少，难以建立

系统性的分类标准，更多分类细节还需进一步研究

予以验证。

在生产中发现，从未种植过羊肚菌的大棚内也

会暴发菌盖干腐病。长孢卵单隔孢霉的来源可能有

两个。Ｈｅ等认为长孢卵单隔孢霉是羊肚菌的内生

菌，他们从健康的梯棱羊肚菌中分离到长孢卵单隔

孢霉，且分离频率高达１０％
［３］。但不排除他们的分

离材料已感染了病原菌，但还未表现症状。我们在

大量纯培养的羊肚菌平板上未发现类似长孢卵单隔

孢霉的污染菌落。从ＧｅｎＢａｎｋ和ＵＳＤＡ中已报道

的菌株来看，长孢卵单隔孢霉还可从豪猪粪便、人类

皮肤、芋犆狅犾狅犮犪狊犻犪犪狀狋犻狇狌狅狉狌犿ｖａｒ．犲狊犮狌犾犲狀狋犪和代

儿茶犇犻犮犺狉狅狊狋犪犮犺狔狊犮犻狀犲狉犲犪 等多种材料上分离得

到［１４１５］，说明长孢卵单隔孢霉在环境中有一定分布，

在条件适宜时即可导致羊肚菌发生菌盖干腐病。

本研究发现，长孢卵单隔孢霉对不同ｐＨ的适

应性极强，菌丝在ｐＨ为６～１１的条件下都可较快

生长，孢子萌发率也高于５０％，而多数羊肚菌栽培

种菌丝及子实体生长最适ｐＨ为６．５～７．５，ｐＨ超

过８即显著抑制菌丝生长和子实体形成
［１６］，说明传

统的石灰土壤消毒法不但不能有效抑制该菌在土壤

中的潜藏，还会造成羊肚菌减产。本研究表明，长孢

卵单隔孢霉在３０℃以上的温度下其菌丝停止生长，

孢子也失去萌发性能，说明该菌对高温非常敏感，在

生产中可以利用这一特征来防治该菌对羊肚菌的侵

染，如利用火焰消毒法对栽培地进行高温消毒，降低

·１７·
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羊肚菌栽培土壤中病害初侵染源的数量。杜习慧等

调查发现，在野外火烧迹地里很容易发现野生羊肚

菌，且第一年大量出菇，在随后的２～３年里逐渐消

失［１７］，极有可能与高温火烧改变病原菌在土壤里的

种群分布有直接的关系，下一步还需进一步研究。
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书　讯　 《微生物农药研发与管理》

为了推动微生物农药的研发和应用，支持农业绿色高质量发展，中国农业科学院植物保护研究所与农业农村部农药检定

所相关创新团队成员，近期完成了《微生物农药研发与管理》，由中国农业科技出版社出版。全书近６０万字，分为十章，系统总

结了近三十年来国内外细菌、真菌、病毒等不同类别微生物农药的特点特性、作用机理、生产与应用方面的研究进展和新趋势，

汇总了微生物农药剂型、质量、有效性与安全性评价相关标准和准则的发展，简述了登记管理现状和政策新变化。截至目前，

全球登记注册的微生物农药有效成分达到１５３个物种（含株系），按类别细菌、真菌、病毒分别占３５．３％、３８．６％和２６．１％，按区

域列前三位的是美国１４６、欧盟５０、中国４７。２０２０年ＦＡＯ／ＷＨＯ的ＪＭＰＳ会议提议，拟修订《ＦＡＯ／ＷＨＯ农药标准制定和使

用手册》由总一册改为微生物农药、化学农药的两分册，体现了微生物农药的性能特殊性和发展重要性。此书为微生物农药的

科研、教学、生产、技术推广和政府管理提供较全面的参考资料。

此书各章标题：

第一章　概　述　　　　　　　　　　　　第六章　微生物农药的剂型与产品

第二章　细菌类微生物农药 第七章　微生物农药质量及标准规范

第三章　真菌类微生物农药 第八章　我国微生物农药登记与管理

第四章　病毒类微生物农药 第九章　境外微生物农药登记与管理

第五章　其他种类微生物农药 第十章　微生物农药发展前景

主要出版信息：北京：中国农业科学技术出版社，２０２１．６，ＩＳＢＮ９７８－７－５１１６－５３４０－６，

Ｓ４８２．１，中国版本图书馆ＣＩＰ数字核字（２０２１）第１０８５４０号。定价１６８元。

联系人：中国农业科学技术出版社，姚欢，０１０－８２１０６６３１；中国农业科学院植物保护研究所，

农向群，１３６５１３０５２５８，ｎｏｎｇｘｉａｎｇｑｕｎ＠ｃａａｓ．ｃｎ。
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