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　　摘要：近几年，花生果腐病是花生上发生较为严重的一种病害，为明确海南花生果腐病病原菌的生物学特性，有效
开展病害防治工作，降低该病危害，采用病原菌分离、鉴定，并对其生物学特性进行研究。通过对其培养特性、形态特

征的观察及ｒＤＮＡ的转录间隔区（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒｓ，简称ＩＴＳ）序列测定，与 ＧｅｎＢａｎｋ中同源性较高的菌株进
行序列对比，最后将菌株ＪＧＦ２确定为镰刀菌。生物学特性研究表明，ＪＧＦ２菌丝在ＰＤＡ培养基上生长最快，菌丝生长
的最适宜温度为２０～３５℃，最适ｐＨ值为８，乳糖为最佳碳源，牛肉浸膏为最佳氮源。
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　　花生是我国重要的油料作物和经济作物之一，
具有很高的营养价值和经济价值，在国民经济中占

有重要地位，而近年来我国各大花生产区不断受到

植物病害的侵染，严重影响花生产量和品质［１－３］。

花生果腐病，别称烂果病，主要表现在花生荚果腐

烂，轻者半个荚果为褐色或黑色，里面的籽粒小而

硬实，发育不良，严重者整个荚果都为深黑色，果皮

和籽粒均已腐烂。花生果腐病在我国各大花生产

区发生，轻则减产２０％，严重的减产８０％以上，尤其
是在重茬地块，有逐年加重趋势［４－５］。国内外研究

报道，花生果腐病的病原菌种类复杂，不同地域有

不同的致病病原菌，目前我国山东［６］、河北［７］等地

有花生果腐病病菌分离鉴定的相关报道，但海南花

生还未见相关报道。鉴于果腐病对花生产业的潜

在威胁，本研究通过组织分离法对海南文昌花生果

腐病的病原菌进行分离、鉴定，并对形态学及生物

学特性进行研究，旨在明确病原菌种类，探明其发

生传播规律，为该病害的防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　材料与培养基
１．１．１　试验材料　从海南文昌花生地采集５株地
下荚果有黑色不规则病斑、地上部叶片脱落的花生

样品。

１．１．２　培养基　培养基配制方法参考余凤玉等
报道［８］。

１．２　方法
１．２．１　病原菌的分离　采用常规组织分离法分离
病原菌［９］。

１．２．２　致病性测定　按照柯赫氏法则进行致病性
测定。

１．２．３　病原菌形态学观察　将纯化后的病原菌接
种到ＰＤＡ培养基平板上，在２５℃恒温培养箱中黑
暗培养，观察记录菌落形态学特征。

１．２．４　ＤＮＡ提取、ＰＣＲ扩增及序列测定　将分离
菌株在ＰＤＡ培养基上培养５～７ｄ后，收集新鲜的
湿菌体 ０．１～０．３ｇ，用液氮在研钵中磨碎，装入
１．５ｍＬ的离心管中，然后用基因组 ＤＮＡ快速提取
试剂盒（真菌）提取 ＤＮＡ。利用通用引物 ＩＴＳ１和
ＩＴＳ４对病原菌的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区进行 ＰＣＲ扩增。并
将ＰＣＲ产物送至北京六合华大基因科技股份有限
公司进行测序。将该序列通过 Ｂｌａｓｔ程序与
ＧｅｎＢａｎｋ中核酸数据进行比对分析，采用 ＢｉｏＥｄｉｔ、
Ｍｅｇａ５．０等软件对菌株进行系统发育分析，构建系
统发育树。

１．２．５　培养基对菌丝生长的影响　将活化的供试
菌株用打孔器打成直径为６ｍｍ的菌饼，接种于直
径为９ｃｍ的６种供试培养基平板中央，２５℃恒温
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培养，每个处理重复５次，２ｄ后用十字交叉法测量
菌落直径。

１．２．６　ｐＨ值对菌丝生长的影响　用 ０．１ｍｏｌ／Ｌ
ＨＣｌ溶液和 ０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液将 ＰＤＡ培养基
ｐＨ值调节到４、５、６、７、８、９、１０、１１共 ８个酸碱度。
其他同“１．２．５”节。
１．２．７　碳源对菌丝生长的影响　以 Ｃｚａｐｅｋ培养基
为基础培养基，其中蔗糖分别用等质量碳素的甘露

醇、Ｄ－果糖、葡萄糖、可溶性淀粉、乳糖、阿拉伯树
胶粉、甘油等７种碳源替代，设置无碳作为对照，配
制成不同的碳源培养基。其他同“１．２．５”节。
１．２．８　氮源对菌丝生长的影响　以 Ｃｚａｐｅｋ培养基
为基础培养基，其中硝酸钠分别用等质量氮素的蛋

白胨、硫酸铵、硝酸钾、牛肉膏、磷酸二氢铵等５种氮
源替代。设置无氮作为对照，配置成不同的氮源培

养基。其他同“１．２．５”节。

２　结果与分析

２．１　病原菌分离纯化及致病性
从发病花生果壳样品中，分离到５个分离物，用

孢子悬浮液接种到花生荚果上，５株均产生与田间
相似症状，其中 ＪＧＦ２致病性最强。从接种发病的
花生病健交界处分离纯化病菌，经比较与原接种菌

株在形态上相同，确认所分离到的分离物为发病植

株的病原菌。

菌株ＪＧＦ２２５℃在ＰＤＡ培养基上菌丝为白色，
绒毛状，显微镜观察到２种不同分生孢子，大型分生
孢子镰刀型，稍弯曲，３～５个隔膜；小型分生孢子长

椭圆形至卵圆形，无隔或１个分隔。依据 Ｌｅｓｌｉｅ等
的方法［１０］鉴定该病原菌均为镰刀菌。

２．２　病原菌基因序列分析
经ｒＤＮＡＩＴＳ１和 ＩＴＳ４引物对菌株 ＪＧＦ２进行

ＰＣＲ扩增，获得１条长度为５９５ｂｐ的片段。将该序
列与ＧｅｎＢａｎｋ中核酸数据库（ｈｔｔｐ：／／ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．
ｇｏｖ／ｂｌａｓｔ）进行同源性比较，基于 ＩＴＳ序列构建系统
发育树。如图１所示，菌株ＪＧＦ２与镰刀菌同源性高
达１００％，进化分析聚在同一分支上，因此可以确定
菌株ＪＧＦ２为镰刀菌。

２．３　培养基对菌丝生长的影响
菌株ＪＧＦ２在６种不同的培养基上均能生长，但

在ＰＤＡ培养基上菌丝生长最快，菌落直径最大，２ｄ
后均长满平板，且菌落致密浓厚；其次为 Ｒｉｃｈａｒｄ培
养基，菌落直径为（８．０±０．８）ｃｍ；在琼脂培养基上
生长较差，菌落直径最小，仅有（４．５±０．３）ｃｍ，菌
丝也最稀疏。由图２可知，菌株ＪＧＦ２在不同培养基
上菌丝生长差异明显，ＰＤＡ培养基最有利于菌丝的
生长。

２．４　ｐＨ值对菌丝生长的影响
由表１可知，菌株ＪＧＦ２在 ｐＨ值为４～１１条件

下菌丝均能生长，其中 ｐＨ值为 ８时，菌丝生长最
快，长满平板，而且菌丝生长茂盛、紧密；而在 ｐＨ值

为９～１１条件下，菌丝生长差异不显著。
２．５　碳源对菌丝生长的影响

不同碳源对菌株 ＪＧＦ２菌落生长的影响不明
显，最适宜的碳源是乳糖，菌落直径为７．７ｃｍ，其次
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表１　不同ｐＨ对菌丝生长的影响

不同ｐＨ值 菌落直径

（ｃｍ） 长势

４ ４．２０±１．４０Ｅｅ 差，菌丝稀薄

５ ７．１０±２．１０Ｄｄ 好，菌丝茂密

６ ７．１０±０．９０Ｄｄ 好，菌丝茂密

７ ７．５６±１．８０Ｃｃ 好，菌丝茂密

８ ９．００±０．００Ａａ 好，菌丝茂密

９ ８．１３±２．３０Ｂｂ 好，菌丝茂密

１０ ８．００±２．００Ｂｂ 好，菌丝茂密

１１ ８．１０±１．５０Ｂｂ 好，菌丝茂密

　　注：同列不同大写字母、小写字母分别表示在０．０１、０．０５水平差

异显著。表２、表３同。

是蔗糖和葡萄糖，菌落直径均为７．５ｃｍ，但各处理
间差异不显著。对照组的菌落直径为６．５ｃｍ。在
碳素培养基上菌丝生长浓密，而对照组的菌丝较稀

薄（表２）。

表２　不同碳源对菌丝生长的影响

不同碳源
菌落直径

（ｃｍ） 长势

蔗糖 ７．５±０．８Ａａ 好，菌丝茂密

甘露醇 ７．４±１．１Ａａ 好，菌丝茂密

Ｄ－果糖 ７．３±１．２Ａａ 好，菌丝茂密

葡萄糖 ７．５±０．９Ａａ 好，菌丝茂密

可溶性淀粉 ７．４±１．０Ａａ 好，菌丝茂密

乳糖 ７．７±０．９Ａａ 好，菌丝茂密

阿拉伯树胶粉 ７．３±１．１Ａａ 好，菌丝茂密

甘油 ７．３±０．６Ａａ 好，菌丝茂密

无碳ＣＫ ６．５±１．２Ｂｂ 差，菌丝稀薄

２．６　氮源对菌丝生长的影响
由表３可知，不同氮源对菌株ＪＧＦ２菌丝生长的

影响显著，最适宜的氮源是牛肉浸膏，长满平板；其

次是硝酸钠，菌落直径为８．１ｃｍ；硫酸铵作为氮源
菌落直径最小，为２．７ｃｍ，不适合该病原菌的生长；
对照的菌落直径为７．１ｃｍ，但菌丝相当稀薄，在生
长范围内，培养基并未完全被菌丝覆盖，而其他氮

素培养基上，在生长范围内培养基被菌丝完全覆

盖，菌丝浓密。

３　讨论与结论

随着人民生活水平的提高，嫩花生作为鲜食食

品越来越受大家的青睐，发展前景十分广阔。然

而，近年来我国各大花生产区不断受到植物病害的

影响，特别是花生果腐病发病频繁。花生果腐病别

表３　不同氮源对菌丝生长的影响

不同氮源
菌落直径

（ｃｍ） 长势

硝酸钠 ８．１±０．８Ｂｂ 好，菌丝茂密

硝酸钾 ４．４±０．９Ｆｆ 好，菌丝茂密

硫酸铵 ２．７±１．１Ｇｇ 好，菌丝茂密

牛肉浸膏 ９．０±０．０Ａａ 好，菌丝茂密

蛋白胨 ７．８±１．７Ｃｃ 好，菌丝茂密

磷酸二氢铵 ６．１±１．４Ｅｅ 好，菌丝茂密

无氮ＣＫ ７．１±１．１Ｄｄ 差，菌丝稀薄

称烂果病，在多年重茬种植的地块结荚期遇雨水较

多时发病加重。由于常年高温多湿的气候影响，海

南花生果腐病已成为花生的一种主要病害，对产量

和品质的影响极其严重。本研究通过对花生果腐

病病菌的鉴定，尤其是对其进行系统的生物学特性

研究，为该病害田间防治奠定理论基础。

根据病原菌的形态学特征分析结果，花生果腐

病病原菌鉴定为镰刀菌。镰刀菌尤其是茄病镰刀

菌在自然界中普遍存在，是多种植物及动物的致病

菌［１１－１２］，能引起植物根腐、枯萎等症状，其产生的毒

素不仅影响植物生长，也影响植物品质［１３］。本研究

结果表明，从海南省文昌市采集到的花生果腐病主

要是由镰刀菌引起的，其镰刀菌 ＩＴＳ序列长度为
５９５ｂｐ，是否还有其他病菌与之混合侵染，需进一步
采样分离鉴定。另外，本试验生物学特性研究表

明，菌株ＪＧＦ２菌丝在ＰＤＡ培养基上生长最快，菌丝
生长的最适宜温度为２０～３５℃，最适ｐＨ值为８，乳
糖为最佳碳源，牛肉浸膏为最佳氮源。
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稻曲病田间简易接种方法———厚垣孢子直接喷雾法

张俊喜１，成晓松２，葛兆建１，高　波１，霍金兰３，王　凯１，李红阳１，顾慧玲１，
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３．江苏省盐城市盐都区气象局，江苏盐城２２４００５）

　　摘要：介绍一种简易稻曲病田间接种方法（厚垣孢子直接喷雾），包括菌源的采集保存、水稻种植过程、接种体制
备、接种实施过程以及最终接种效果，为水稻新品种对稻曲病的抗性田间鉴定、杀菌剂新品种对稻曲病的田间药效试

验提供一种简易可行的操作方法，从而为水稻生产上新品种、新药剂的选择提供保障。

　　关键词：稻曲病；田间接种；厚垣孢子；杀菌剂；鉴定
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收稿日期：２０１９－０１－１７

基金项目：国家重点研发计划（编号：２０１６ＹＦＤ０２００８０５）；江苏省自然

科学基金（编号：ＢＫ２０１４１２６４）。

作者简介：张俊喜（１９６６—），男，江苏盐城人，研究员，主要从事大宗

农作物病虫害防治应用研究。Ｔｅｌ：（０５１５）６８６６８９６１；Ｅ－ｍａｉｌ：

ｙｃｎｋｚｊｘ＠ｓｏｈｕ．ｃｏｍ。

通信作者：葛兆建，硕士，研究员，主要从事农业资源与环境研究。

Ｔｅｌ：（０５１５）６８６６８８９３；Ｅ－ｍａｉｌ：ｙｃｋｊｊｎｃｃ＠１６３．ｃｏｍ。

　　水稻稻曲病是由稻绿核菌［有性态：Ｖｉｌｌｏｓｉｃｌａｖａ
ｖｉｒｅｎｓ（Ｎａｋａｔａ）Ｅ．Ｔａｎａｋａ＆Ｃ．Ｔａｎａｋａ；无性态：
Ｕｓｔｉｌａｇｉｎｏｉｄｅａｖｉｒｅｎｓ（Ｃｏｏｋｅ）Ｔａｋａｈ．］引起的水稻穗
部谷粒病害，是一种全球性的真菌病害，在亚洲、美

洲、非洲等许多国家和地区均有较大面积发生，发

病严重时，病穗率可达４０％以上。近年来，由于水
稻耕作制度和生产技术条件发生较大变化，我国稻

曲病发生日趋加重，已从次要病害上升为主要病

害。穗粒发病后内部菌丝体膨大，呈现大于穗粒多

倍的稻曲球，不但影响水稻产量和稻米品质，而且

含有对人、畜剧毒的稻曲菌毒素，对动物球形分子

蛋白具有抑制效应，能够引起老鼠的肝脏、肾脏和

膀胱细胞坏死。稻曲病不仅影响农作物水稻产量，

而且对人类健康构成了重大负面影响［１－２］。

稻曲病的发生规律尚未完全清楚，对发生温度

都有相佐观点。对稻曲病的研究已有较长时间，近

年来国家、省、市（区）立项研究主要在致病菌类型

及分子机制等方面有阶段性结论，但生产上如何采

取切实可行的高效防控措施还没有定论。达成共

识的是不同水稻品种抗病性和不同杀菌剂品种对

稻曲病的防控效果具有明显差异。笔者开展稻曲

病田间简易接种方法研究，为水稻新品种推广应

用、杀菌剂新品种筛选提供保障。

１　材料与方法

１．１　稻曲球采集保存
　　２０１４年、２０１７年江苏省盐城市大面积生产上水
稻稻曲病发生极少，寻找发病重的田块采集稻曲球

（表１），为下年试验作准备，各采集３００粒稻曲球带
入江苏沿海地区农业科学研究所（盐城市亭湖区）

工作室自然晾干，装入塑料袋于室内常温下保存。

１．２　水稻种植
　　为提高试验接种效果，于２０１５年选择高感稻曲
病的盐稻１０号［３－４］，２０１８年选择生产上常见发生
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