
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２３ꎬ３９(７):１４７２￣１４８２
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

马菁华ꎬ刘　 芳ꎬ任启飞ꎬ等. 多花黄精致病真菌筛选及致病力鉴定[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２３ꎬ３９(７):１４７２￣１４８２.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２３.０７.００４

多花黄精致病真菌筛选及致病力鉴定

马菁华ꎬ　 刘　 芳ꎬ　 任启飞ꎬ　 范志伟ꎬ　 欧明烛ꎬ　 陈云飞ꎬ　 熊鹏飞ꎬ　 沈玺龙
(贵州省植物园ꎬ贵州 贵阳 ５５０００４)

收稿日期:２０２２￣１０￣１０
基金项目:贵州省科技计划项目[黔科合成果(２０２１)一般 ０１３、黔科

合支撑(２０２１)一般 ２５７]ꎻ贵州科学院青年基金项目[黔
科院 Ｊ 字(２０２１)５ 号、黔科院 Ｊ 字(２０２０)１９ 号]

作者简介:马菁华(１９９１－)ꎬ女ꎬ河南焦作人ꎬ硕士ꎬ助理研究员ꎬ主要

从事植物资源收集与保护研究ꎮ (Ｅ￣ｍａｉｌ)９９６０６１０５２＠ ｑｑ.
ｃｏｍ

通讯作者:任启飞ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ) ｒｅｎｑｉｆｅｉ１９８５＿２００６＠ １２６.ｃｏｍ

　 　 摘要:　 根腐病、炭疽病、叶斑病等多种病害会造成黄精产量减少、品质下降ꎮ 本研究从多花黄精根际及块茎

中分离得到 ３７ 株菌株ꎬ并接种于无菌组培苗进行致病鉴定ꎬ从中筛选出 １２ 株致病菌ꎮ 结合菌株致病特征和菌落

形态ꎬ从 １２ 株致病菌中选择 ７ 株致病菌进行进一步观察ꎮ 通过测定 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ、ＴＥＦ￣１α 基因序列ꎬ鉴定出这 ７ 株致

病菌中 ２ 株为尖孢镰刀菌、２ 株为腐皮镰刀菌、１ 株为芬芳镰刀菌、１ 株为卵形孢球托霉、１ 株为裂褶菌ꎮ 其中ꎬ叶片

上尖孢镰刀菌 ＱＢ￣ｅｄ￣１ 致病力最强ꎬ尖孢镰刀菌 Ｅ￣ｒｚ￣７ 次之ꎻ块茎中尖孢镰刀菌 ＱＢ￣ｅｄ￣１ 致病力最强ꎬ芬芳镰刀菌

Ｅ￣ｅｄ￣２ 次之ꎮ 菌株 ＱＢ￣ｅｄ￣１ 对黄精叶片和块茎都有较强的致病力ꎮ 本研究提供了一种主动筛选多花黄精致病真菌

的方法ꎬ可在病害发生前预先筛选可能的致病菌ꎬ为黄精病害检测和防控提供了有效的检测手段ꎮ
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　 　 黄精是百合科黄精属多年生草本植物ꎬ其中

多花黄精(Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ)、黄精( Ｐｏｌｙｇｏ￣
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ｎａｔｕｍ ｓｉｂｉｒｉｃｕｍ)、滇黄精(Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｋｉｎｇｉａｎｕｍ)
列入«中国药典» [１] ꎬ为中国重要的药食同源植物ꎮ
随着其经济价值的开发利用ꎬ黄精种植面积不断

增加ꎬ茎腐病、叶枯病、炭疽病等多种病害也随之

发生ꎬ给药农造成严重损失[２] ꎮ 目前针对黄精病

害及其致病菌已有较多研究ꎬ主要有两种研究方

向ꎬ其一针对病害部位进行组织分离以筛选病原

菌ꎬ其二以黄精根际土壤或药用部位为对象研究

其寄生的真菌群落ꎮ 前者详细阐述了黄精各病害

发生的时间、过程、危害程度及各发病阶段叶片、
块茎以及整个植株的症状ꎬ有针对性地分离到对

应致病菌并进行形态和致病性的检测分析ꎮ 如茎

腐病引起滇黄精茎部褐色病斑最终导致植株茎部

干枯倒伏ꎬ严重可致 ７０％的植株发病ꎬ从滇黄精茎

部分离出致病菌滇黄精刺盘孢[３] ꎮ 根腐病引起多

花黄精叶片变黄、根状茎腐烂、植株枯萎等ꎬ从多

花黄精根部分离出致病菌尖孢镰刀菌和腐皮镰刀

菌[４] ꎮ 叶枯病首先在叶部形成水浸状病斑ꎬ后叶

缘变黄褐色ꎬ最终整个叶片枯死ꎬ从多花黄精叶片

分离出致病菌尖孢镰刀菌[５] ꎮ 炭疽病在叶面形成

褐色病斑并着生黑色菌丝颗粒ꎬ至茎秆枯死ꎬ植株

发病率达 ２０％以上ꎬ致病菌为 Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｃｉｒｃｉ￣
ｎａｎｓ (Ｂｅｒｋ.) Ｖｏｇｌ[６] ꎮ 褐斑病为褐色病斑ꎬ着生黑

色子实体ꎬ可使叶片组织坏死、穿孔ꎬ导致植株地

上部分枯死ꎬ致病菌为棕榈拟盘多毛孢[７] ꎮ 后者

采用平板培养法培养黄精内生或根际真菌进行寄

生真菌种类的统计和分析ꎬ或采用高通量测序技

术全面描述微生物群落环境ꎮ 分离滇黄精寄生真

菌ꎬ得到 ３７ 株可培养真菌ꎬ包含 ２１ 株镰刀菌属真

菌、１２ 株黑绿木霉及其他真菌[８] ꎮ 从泰山黄精根

茎叶和果实中共分离 ３２ 株可培养真菌ꎬ其中镰刀

菌属占比最大ꎬ其次为不产孢真菌( Ｓｔｅｒｉｌｅ ｍｙｃｅｌｉａ)
和链格孢属真菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ.) [９] ꎮ 黄精(种)根

茎内生真菌群落的优势真菌依次为 Ｓｅｔｏｐｈｏｍａ、肉
座菌目的未鉴定属、新赤壳属、棘壳孢属和 Ｃｕｔａｎｅ￣
ｏｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎ 等真菌ꎬ根际和内生共有的真菌相对

丰度较大的依次为 Ｓｅｔｏｐｈｏｍａ、篮状菌属、肉座菌目

的未鉴定属、新赤壳属、角担菌科的未鉴定属、镰
刀菌属等真菌[１０] ꎻ多花黄精根际真菌群落中镰刀

菌属为优势菌属之一ꎬ且患根腐病的病株根际中

的相对丰度高于健康植株根际[１１] ꎮ 不同研究方向

和手段展示出黄精不同的寄生真菌类群ꎬ而许多

致病菌并非优势菌属ꎬ却导致了病害发生ꎮ 鉴于

此ꎬ我们以多花黄精为材料主动筛选其根际及内

生真菌ꎬ研究其致病性ꎬ可在病害发生前发现可能

的致病菌ꎬ为病害防控研究提供参考ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试植株 １:多花黄精多年龄植株ꎬ采自贵州省

植物园黄精苗圃ꎬ圃内黄精引种自贵州省内外多地ꎬ
包括湖北(Ｅ)、贵州毕节(ＱＢ)、贵州水城(ＱＳ)、贵
州铜仁(ＱＴ)、贵州遵义(ＱＺ)ꎬ取黄精块茎及根进行

真菌筛选ꎮ
供试植株 ２:多花黄精无根组培苗ꎬ由团队研究

人员扩繁ꎬ用于快速鉴定致病真菌ꎮ
供试植株 ３:２ 年生多花黄精块茎繁殖植株ꎬ植

株高大ꎬ茎叶繁盛ꎬ长势健康ꎬ用于对所筛致病真菌

进行叶片致病力测定ꎮ
供试植株 ４:２ 年生多花黄精种子繁殖植株ꎬ植

株健康ꎬ长势整齐ꎬ用于对所筛致病真菌进行块茎致

病力测定ꎮ
培养基:ＰＤＡ 培养基用于真菌培养ꎻＭＳ 培养基

含蔗糖 ２５ ｇꎬ琼脂粉 ６ ｇꎬ不添加激素ꎬ用于黄精无根

组培苗培养ꎮ
１.２　 菌株分离纯化

１.２.１　 根际真菌分离　 采集新鲜黄精植株ꎬ抖落根

部松散土壤后附着于根上的为根际土ꎬ按照 １ ｇ 土

添加 １０ ｍｌ 水的比例添加无菌水于根际中ꎬ室温下

１６０ ｒ / ｍｉｎ振荡 ２ ｈꎬ静置 １０ ｍｉｎ 后将上清液用无菌

水稀释１×１０２ ~１×１０４倍ꎬ每种稀释液分别取 ２０ μｌ 涂
布于 ＰＤＡ 平板ꎮ 另在无菌操作台用无菌剪刀将黄

精根系沿块茎处剪断ꎬ伤口在酒精灯下灼烧 ２ ｓꎬ用
无菌水冲洗 ３ 次ꎬ晾干后平铺于 ＰＤＡ 培养基表面ꎮ
每种处理 ３ 次重复ꎬ置于 ２８ ℃恒温培养ꎮ
１.２.２　 块茎内生真菌分离 　 取多花黄精新鲜块茎

在自来水下冲洗 １０ ｍｉｎꎬ之后在无菌操作台内操作ꎮ
切取 ３ 段块茎ꎬ每段厚 ２ ｃｍꎬ依次用 ７５％乙醇浸泡 ５
ｍｉｎꎬ无菌水漂洗 ３ 次ꎬ５％次氯酸钠浸泡 ５ ｍｉｎꎬ无菌

水漂洗 ５ 次ꎬ置于灭菌滤纸晾干ꎬ用手术刀削去表

皮ꎬ剩余块茎切成薄片置于 ＰＤＡ 培养基表面ꎬ削去

的表皮将切面在酒精灯下灼烧 ２ ｓꎬ同最后一次的洗

涤水一起作为对照ꎬ平铺或涂布于 ＰＤＡ 培养基ꎬ以
验证消毒是否彻底ꎮ 每种处理 ３ 次重复ꎬ置于 ２８ ℃
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恒温培养ꎮ
１.２.３　 菌株纯化　 培养３~ ５ ｄ 后ꎬ平板上长出较多

真菌菌落ꎬ挑取菌落边缘菌丝至新鲜 ＰＤＡ 培养基ꎬ
反复纯化至菌落单一ꎬ观察并记录各菌株菌落形态ꎬ
保存于试管斜面备用ꎮ
１.３　 致病真菌筛选

挑选形态差异较大的菌株转接到新鲜 ＰＤＡ 培

养基培养 ３ ｄꎬ在菌落边缘切取直径 ０􀆰 ５ ｃｍ 的菌饼ꎬ
接种于多花黄精无菌组培苗茎基部ꎬ置于 ２５ ℃光下

继续培养ꎬ观察菌株及植株生长情况ꎬ３０ ｄ 后统计

植株发病情况ꎬ记录可导致多花黄精发病的菌株及

发病症状ꎬ筛选致病真菌ꎮ
１.４　 致病真菌形态鉴定

根据菌株引起的植株病症及菌落形态ꎬ挑选致病

能力强的菌株进行形态鉴定ꎮ 在平板边缘切取直径

０􀆰 ５ ｃｍ 的圆形菌饼ꎬ转入新鲜 ＰＤＡ 培养基ꎬ２８ ℃暗培

养 ７ ｄꎬ挑取少量菌丝用水浸法制片ꎬ在尼康 ＥＣＬＩＰＳＥ
Ｎｉ￣Ｅ 正置显微镜下观察菌丝及孢子形态并拍照ꎮ
１.５　 致病真菌分子生物学鉴定

待鉴定致病菌委托深圳微科盟科技集团有限公

司提取真菌 ＤＮＡ 并扩增相关基因序列ꎬ进行真菌分

子生物学鉴定ꎮ 首先对真菌目的基因 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 测

序ꎬ初步结果显示较多菌株为镰刀菌ꎬ由于 ｒＤＮＡ￣
ＩＴＳ 对镰刀菌属种间鉴别能力较弱[１２]ꎬ进一步对真

菌目的基因 ＴＥＦ￣１α 测序ꎬ引物序列如表 １ 所示ꎮ

表 １　 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 和 ＴＥＦ￣１α基因 ＰＣＲ 扩增引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ ａｎｄ

ＴＥＦ￣１α

目标基因　 引物名称　 　 引物序列(５′→３′) 　 　 　

ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ ＩＴＳ１ ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ

ＩＴＳ４ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

ＴＥＦ￣１α ＴＥＦ￣１Ｈ ＡＴＧＧＧＴＡＡＧＧＡＧＧＡＣＡＡＧＡＣ

ＴＥＦ￣２Ｔ ＧＧＡＡＧＴＡＣＣＡＧＴＧＡＴＣＡＴＧＴＴ

　 　 ＰＣＲ 扩增反应体系(５０􀆰 ０ μｌ):基因组 ＤＮＡ(２０
ｎｇ / ｍｌ)１􀆰 ０ μｌꎬ１０×Ｂｕｆｆｅｒ(含 ２􀆰 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ Ｍｇ２＋)５􀆰 ０
μｌꎬＴａｑ 聚合酶 (５ Ｕ / μｌ) １􀆰 ０ μｌꎬ１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰ
１􀆰 ０ μｌꎬ 引物 １ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ) １􀆰 ５ μｌꎬ 引物 ２ ( １０
μｍｏｌ / Ｌ)１􀆰 ５ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ３９􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 扩增反应程

序:９５ ℃预变性 ５ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ５８ ℃退火 ３０
ｓꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ循环 ３５ 次ꎻ７２ ℃延伸 ７ ｍｉｎꎮ 反

应完成后ꎬ取 ３ μｌ ＰＣＲ 产物进行 １％琼脂糖凝胶电

泳检测ꎬ确认 ＰＣＲ 扩增片段ꎮ 用 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ 凝胶

回收试剂盒回收 ＰＣＲ 产物ꎬ取纯化后的 ＰＣＲ 产物

使用测序仪 ＡＢＩ３７３０￣ＸＬ 进行测序ꎮ
用 ＮＣＢＩ Ｂｌａｓｔ 程序将拼接后的序列文件与 ＮＣ￣

ＢＩ 核酸数据库中的数据进行同源序列比对ꎬ使用

ＭＥＧＡ１１.０ 软件ꎬ采用最大似然法(Ｍａｘｉｍｕｍ Ｌｉｋｅｌｉ￣
ｈｏｏｄ Ｅｓｔｉｍａｔｅ)构建系统发育树ꎬｂｏｏｔｓｔｒａｐ 值设置为

１ ０００ꎮ
１.６　 致病真菌致病力测定

选择健康生长的盆栽多花黄精ꎬ采用创伤接种

法ꎬ将各菌株分别接种至多花黄精活体叶片或块茎

上ꎮ 用 ７５％的酒精对叶片背面和块茎接种部位进

行表面消毒ꎬ２ ｍｉｎ 后用无菌手术刀轻轻划伤叶脉

和块茎ꎬ取直径 ０􀆰 ５ ｃｍ 的菌饼ꎬ菌丝面贴于伤口部

位ꎬ对照使用相同大小的 ＰＤＡ 培养基ꎮ 各处理 ３ 次

重复ꎬ置于温室培养ꎬ２ ｄ 后取下菌饼或培养基ꎬ１５ ｄ
后测定病斑大小ꎮ
１.７　 数据分析

利用 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ ２０１０ 整理原始数据并作

图ꎬ应用 ＳＰＳＳ １７. ０ 统计软件进行方差分析ꎬＤｕｎ￣
ｃａｎ’ｓ 法进行显著性检验ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 根际真菌与内生真菌菌落形态

从苗圃内的多花黄精植株中共分离到 ３７ 株真

菌ꎬ包括根际真菌 ２４ 株ꎬ块茎内生真菌 １３ 株ꎮ 其

中从引种自湖北省的多花黄精植株中分离到真菌

２０ 株ꎬ包括根际真菌 １２ 株ꎬ内生真菌 ８ 株ꎻ从引种

自贵州省毕节市的多花黄精植株中分离到 ７ 株ꎬ
包括根际真菌 ４ 株ꎬ内生真菌 ３ 株ꎻ从引种自贵州

省六盘水市水城区的多花黄精植株中分离到 ２
株ꎬ均为根际真菌ꎻ从引种自贵州省铜仁市的多花

黄精植株中分离到 ３ 株ꎬ均为根际真菌ꎻ从引种自

贵州省遵义市的多花黄精植株中分离到 ５ 株ꎬ包
括根际真菌 ３ 株ꎬ内生真菌 ２ 株ꎮ 各菌株菌落形态

如表 ２ 所述ꎮ
所分离的真菌菌株菌落形状多数为圆形ꎬ菌丝

呈白色絮状ꎬ蓬松或绵密ꎻ部分真菌菌株产生色素ꎬ
在培养基上呈现紫色、粉色或土黄色等颜色ꎬ少数真

菌菌株形成色素环ꎻ少数真菌菌株菌落形状不规则ꎮ
根据形态初步推断大部分真菌菌株为镰刀菌属ꎮ
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表 ２　 多花黄精根际真菌及内生真菌菌落形态

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ａｎｄ ｔｕｂｅｒｓ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ

序号 编号　 引种地　 　 分离部位　 菌落形态

１ Ｅ￣ｒｚ￣１ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ呈辐射状分布ꎬ靠近菌落边缘位置产生浅紫色色素ꎬ呈环形ꎻ
背面白色ꎮ

２ Ｅ￣ｒｚ￣２ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ绵密ꎻ背面白色ꎮ

３ Ｅ￣ｒｚ￣３ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎻ背面白色ꎮ

４ Ｅ￣ｒｚ￣４ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ稍绵密ꎬ呈辐射状分布ꎻ背面白色ꎮ

５ Ｅ￣ｒｚ￣５ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ呈辐射状分布ꎻ背面中心橙红色ꎬ四周橙黄色ꎮ

６ Ｅ￣ｒｚ￣６ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面不规则圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎻ背面土黄色ꎮ

７ Ｅ￣ｒｚ￣７ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ菌落中心浅紫色ꎻ背面紫色ꎮ

８ Ｅ￣ｒｚ￣８ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ呈辐射状分布ꎻ背面中心部分黑紫色ꎮ

９ Ｅ￣ｒｚ￣９ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ稀疏ꎬ呈辐射状分布ꎻ背面白色ꎮ

１０ Ｅ￣ｒｚ￣１０ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ稀疏ꎬ呈辐射状分布ꎻ背面土黄色ꎮ

１１ Ｅ￣ｒｚ￣１１ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色略偏黄ꎬ絮状ꎬ绵密ꎬ呈辐射状分布ꎻ背面白色ꎮ

１２ Ｅ￣ｒｚ￣１２ 湖北省(Ｅ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色略偏粉色ꎬ絮状ꎬ绵密ꎬ呈辐射状分布ꎻ背面白色ꎮ

１３ ＱＢ￣ｒｚ￣１ 贵州毕节(ＱＢ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ呈辐射状分布ꎻ背面辐射状紫色ꎮ

１４ ＱＢ￣ｒｚ￣２ 贵州毕节(ＱＢ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎻ背面白色ꎮ

１５ ＱＢ￣ｒｚ￣３ 贵州毕节(ＱＢ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎻ背面紫色ꎮ

１６ ＱＢ￣ｒｚ￣４ 贵州毕节(ＱＢ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ绵密ꎬ菌落中心紫色ꎬ边缘白色ꎻ背面中心紫色ꎬ边缘白色ꎮ

１７ ＱＳ￣ｒｚ￣１ 贵州水城(ＱＳ) 根际(ｒｚ) 形状不规则ꎬ菌丝白色绵密ꎬ不易切断ꎻ背面白色ꎮ

１８ ＱＳ￣ｒｚ￣２ 贵州水城(ＱＳ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ黑灰色粉末状ꎻ背面灰色ꎮ

１９ ＱＴ￣ｒｚ￣１ 贵州铜仁(ＱＴ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色略偏粉色ꎬ絮状ꎬ绵密ꎬ呈辐射状分布ꎻ背面土黄色ꎮ

２０ ＱＴ￣ｒｚ￣２ 贵州铜仁(ＱＴ) 根际(ｒｚ) 形状不规则ꎬ墨绿色粉末状ꎻ背面深绿色ꎮ

２１ ＱＴ￣ｒｚ￣３ 贵州铜仁(ＱＴ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ绵密ꎻ背面白色ꎮ

２２ ＱＺ￣ｒｚ￣１ 贵州遵义(ＱＺ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ绵密ꎻ背面紫色ꎮ

２３ ＱＺ￣ｒｚ￣２ 贵州遵义(ＱＺ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ绵密ꎬ辐射状分布ꎻ背面土黄色ꎮ

２４ ＱＺ￣ｒｚ￣３ 贵州遵义(ＱＺ) 根际(ｒｚ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ辐射状分布ꎻ背面中心紫红色ꎬ四周姜红色往边缘颜色渐浅ꎮ

２５ Ｅ￣ｅｄ￣１ 湖北省(Ｅ) 内生(ｅｄ) 正面圆形ꎬ菌丝白色丝状ꎬ不易切断ꎻ背面土黄色ꎮ

２６ Ｅ￣ｅｄ￣２ 湖北省(Ｅ) 内生(ｅｄ) 正面不规则圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ产粉色色素ꎬ呈环状ꎻ背面粉色ꎮ

２７ Ｅ￣ｅｄ￣３ 湖北省(Ｅ) 内生(ｅｄ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ辐射状分布ꎻ菌落背面中心黑紫色ꎮ

２８ Ｅ￣ｅｄ￣４ 湖北省(Ｅ) 内生(ｅｄ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎻ背面白色ꎮ

２９ Ｅ￣ｅｄ￣５ 湖北省(Ｅ) 内生(ｅｄ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ绵密ꎻ背面白色ꎮ

３０ Ｅ￣ｅｄ￣６ 湖北省(Ｅ) 内生(ｅｄ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ菌落中心紫色ꎻ背面白色ꎮ

３１ Ｅ￣ｅｄ￣７ 湖北省(Ｅ) 内生(ｅｄ) 正面不规则圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ菌落中心紫色ꎻ背面紫色ꎮ

３２ Ｅ￣ｅｄ￣８ 湖北省(Ｅ) 内生(ｅｄ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎻ背面白色ꎮ

３３ ＱＢ￣ｅｄ￣１ 贵州毕节(ＱＢ) 内生(ｅｄ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ绵密ꎬ菌落中心紫色ꎻ背面粉红色ꎮ

３４ ＱＢ￣ｅｄ￣２ 贵州毕节(ＱＢ) 内生(ｅｄ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ蓬松ꎬ辐射状分布ꎬ菌落中心紫色ꎻ背面白色ꎮ

３５ ＱＢ￣ｅｄ￣３ 贵州毕节(ＱＢ) 内生(ｅｄ) 形状不规则ꎬ菌丝墨绿色粉状ꎮ

３６ ＱＺ￣ｅｄ￣１ 贵州遵义(ＱＺ) 内生(ｅｄ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ绵密ꎬ略带粉色ꎻ背面白色ꎮ

３７ ＱＺ￣ｅｄ￣２ 贵州遵义(ＱＺ) 内生(ｅｄ) 正面圆形ꎬ菌丝白色絮状ꎬ绵密ꎬ略带黄色ꎻ背面白色ꎮ

５７４１马菁华等:多花黄精致病真菌筛选及致病力鉴定



２.２　 致病真菌确定及其致病过程

选取 １６ 株真菌菌株接种于无菌培养的黄精茎

基部ꎬ用于研究其致病性ꎬ３０ ｄ 后观察各菌株及植

株生长状态ꎬ结果统计如表 ３ 所示ꎮ 从真菌菌株生

长状态来看ꎬ各菌株在接种至 ＭＳ 培养基后能够在

培养基上正常生长ꎬ多数真菌菌丝接触植株后会缠

绕茎叶生长ꎬ少数菌株则仅在培养基表面生长ꎬ不会

攀附植株ꎮ 从植株生长状态来看ꎬ少数植株正常生

长ꎬ多数植株则表现出不同程度的染病状态ꎬ受菌丝

侵染的植株茎叶绿色褪去ꎬ呈现水浸状ꎬ部分植株受

侵染部位出现红色或红褐色ꎮ

表 ３　 接种真菌后植株及菌株生长状态

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｇｒｏｗｉｎｇ ｓｔａｔｕｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｐｌａｎｔｓ ａｆｔｅｒ ｆｕｎｇｉ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

序号 编号　 　 真菌生长状态　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 植株生长状态　 　 　 　 　

１ Ｅ￣ｒｚ￣１ 菌丝平铺培养基 菌丝侵染部分水浸状ꎬ红褐色ꎬ植株几近死亡

２ Ｅ￣ｒｚ￣３ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶 植株正常生长

３ Ｅ￣ｒｚ￣５ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶 菌丝侵染部分发红ꎬ植株几近死亡

４ Ｅ￣ｒｚ￣６ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶 少数叶片边缘遭到菌丝侵染ꎬ侵染部分失绿、干枯

５ Ｅ￣ｒｚ￣７ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶 菌丝侵染部分失绿ꎬ水浸状ꎬ植株几近死亡

６ ＱＢ￣ｒｚ￣３ 菌丝缠绕茎叶 叶基部开始水浸状ꎬ轻微失绿

７ ＱＢ￣ｒｚ￣４ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶 菌丝侵染部分水浸状ꎬ萎蔫ꎬ植株几近死亡

８ ＱＳ￣ｒｚ￣１ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶 菌丝侵染部分失绿ꎬ植株死亡

９ ＱＳ￣ｒｚ￣２ 菌丝平铺培养基 植株正常生长

１０ ＱＴ￣ｒｚ￣２ 菌丝平铺培养基 植株正常生长

１１ ＱＺ￣ｒｚ￣３ 菌丝平铺培养基 菌丝侵染部分水浸状ꎬ红褐色ꎬ植株几近死亡

１２ Ｅ￣ｅｄ￣１ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶 茎叶失绿ꎬ水浸状ꎬ萎蔫ꎬ植株死亡

１３ Ｅ￣ｅｄ￣２ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶 叶基部失绿ꎬ菌丝侵染部分水浸状ꎬ腐烂ꎬ呈现红褐色

１４ Ｅ￣ｅｄ￣６ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶ꎬ并形成粉色球状小颗粒 菌丝侵染部分发红ꎬ植株几近死亡

１５ Ｅ￣ｅｄ￣７ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶 茎叶失绿ꎬ水浸状ꎬ呈现红褐色ꎬ植株几近死亡

１６ ＱＢ￣ｅｄ￣１ 菌丝平铺培养基ꎬ缠绕茎叶 菌丝侵染部分水浸状ꎬ茎叶断折ꎬ植株几近死亡

　 　 可见不同菌株对多花黄精生长的影响不同ꎬ部分

菌株对多花黄精无致病危险ꎬ而有些菌株则会导致多

花黄精感病死亡ꎮ 如图 １ 所示ꎬ瓶 Ａ 不接种菌株ꎬ叶
片鲜绿ꎬ植株挺拔ꎬ长势良好ꎻ瓶 Ｂ 接种菌株 Ｅ￣ｅｄ￣１ꎬ
菌丝长满培养基并缠绕植株导致茎叶失绿、萎蔫、腐
烂ꎬ植株接近死亡ꎻ瓶 Ｃ 接种菌株 ＱＴ￣ｒｚ￣２ꎬ菌丝铺满

培养基ꎬ但植株叶片鲜绿ꎬ长势良好ꎮ 根据植株生长

状态ꎬ将各真菌菌株分为致病菌和非致病菌ꎮ 接种

Ｅ￣ｒｚ￣３、ＱＳ￣ｒｚ￣２、ＱＴ￣ｒｚ￣２ꎬ植株正常生长ꎬＥ￣ｒｚ￣６ 侵染能

力较弱ꎬ植株基本正常生长ꎬ将这 ４ 株菌株定义为非

致病菌ꎬ其余 １２ 株引起植株感病ꎬ定义为致病菌ꎮ
　 　 致病菌中 Ｅ￣ｒｚ￣１、ＱＺ￣ｒｚ￣３、Ｅ￣ｅｄ￣２、Ｅ￣ｅｄ￣７ 致病症

状相同ꎬ植株均出现水浸状ꎬ产生红褐色ꎬ并最终死

亡ꎮ Ｅ￣ｒｚ￣５、Ｅ￣ｅｄ￣６ 致病症状相同ꎬ植株受菌丝侵染部

分发红ꎬ并最终死亡ꎮ Ｅ￣ｒｚ￣７、ＱＢ￣ｒｚ￣３、ＱＢ￣ｒｚ￣４、Ｅ￣ｅｄ￣１

Ａ:未接种致病菌对照ꎻＢ:接种致病菌 Ｅ￣ｅｄ￣１ꎻＣ:接种非致病菌

ＱＴ￣ｒｚ￣２ꎮ
图 １　 致病菌与非致病菌对多花黄精植株生长的影响

Ｆｉｇ.１　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ａｎｄ ｎｏｎ￣ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｎ Ｐｏｌｙｇ￣
ｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ ｇｒｏｗｉｎｇ ｓｔａｔｕｓ

致病症状相同ꎬ植株茎叶失绿ꎬ呈现水浸状ꎬ并最终死

亡ꎮ ＱＳ￣ｒｚ￣１ 使植株受侵染部分失绿ꎬ植株不产生水

浸状和色素ꎬ最终依然死亡ꎮ ＱＢ￣ｅｄ￣１ 使植株受侵染
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部分呈水浸状并易折断ꎬ最终导致植株死亡ꎮ 各致病

菌侵染黄精致病过程相同ꎬ图 ２ 以 Ｅ￣ｅｄ￣１ 为例展示了

植株发病过程ꎮ

Ａ:菌株在培养基上生长ꎻＢ:菌丝缠绕植株ꎻＣ:菌丝侵染植株ꎬ在水

平和垂直方向扩张ꎻＤ、Ｅ:植株逐渐枯萎ꎬ茎叶发黄ꎻＦ:植株死亡ꎮ
图 ２　 致病菌侵染多花黄精植株的过程

Ｆｉｇ.２ 　 Ｉｎｆｅｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ ｂｙ ｐａｔｈｏ￣
ｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ

２.３　 致病菌形态鉴定

结合各菌株致病特征和菌落形态ꎬ选择 Ｅ￣ｒｚ￣５、

Ｅ￣ｒｚ￣７、ＱＳ￣ｒｚ￣１、ＱＺ￣ｒｚ￣３、Ｅ￣ｅｄ￣１、Ｅ￣ｅｄ￣２、ＱＢ￣ｅｄ￣１ 共 ７
株真菌菌株进行进一步的观察ꎮ 各菌株菌落形态为

圆形或接近圆形ꎬ菌丝均为白色ꎬ部分菌株在培养基

表面产生特定色素引起菌落正面或背面呈不同的颜

色ꎮ 其中 Ｅ￣ｒｚ￣５、ＱＺ￣ｒｚ￣３ 形态相似ꎬ菌落圆形ꎬ菌丝白

色ꎬ呈辐射状ꎬ不同之处在于二者菌落背面的颜色ꎬＥ￣
ｒｚ￣５ 为橙黄色ꎬＱＺ￣ｒｚ￣３ 为姜红色ꎮ Ｅ￣ｒｚ￣７、ＱＢ￣ｅｄ￣１ 形

态相似ꎬ菌落圆形ꎬ菌丝白色ꎬ菌落正面略见浅紫色ꎬ
不同之处在于二者菌落背面ꎬＥ￣ｒｚ￣７ 呈现紫色同心圆

环ꎬＱＢ￣ｅｄ￣１ 呈现粉色同心圆环ꎮ ＱＳ￣ｒｚ￣１ 菌落形状接

近圆形ꎬ但不规则ꎬ菌丝白色而绵密ꎬ菌落背面为白

色ꎮ Ｅ￣ｅｄ￣１ 菌落圆形ꎬ菌丝白色ꎬ菌落背面土黄色ꎮ
Ｅ￣ｅｄ￣２ 菌落形状接近圆形ꎬ但不规则ꎬ菌丝白色絮状ꎬ
菌落正面和背面都呈现粉色同心圆环(图 ３Ａ)ꎮ 从显

微镜中观察到ꎬ在试验所用培养基上ꎬＥ￣ｒｚ￣５、Ｅ￣ｒｚ￣７、
ＱＺ￣ｒｚ￣３、Ｅ￣ｅｄ￣２、ＱＢ￣ｅｄ￣１ ５ 株真菌菌株的菌丝有不同

程度分节ꎬ均具有分生孢子梗ꎬ产生大小不同的椭圆

或镰刀状孢子ꎬ具备镰刀菌属特征ꎮ ＱＳ￣ｒｚ￣１、Ｅ￣ｅｄ￣１ ２
株真菌菌株的菌丝不分节ꎬ其中 ＱＳ￣ｒｚ￣１ 孢子球形ꎬ与
菌丝相连ꎬ无游离孢子ꎬＥ￣ｅｄ￣１ 无孢子 (图 ３Ｂ、图
３Ｃ)ꎮ

Ａ:ＰＤＡ 培养基培养 ７ ｄ 后致病菌菌落形态ꎻＢ、Ｃ:ＰＤＡ 培养基培养 ７ ｄ 后致病菌菌丝和孢子形态ꎮ Ｅ￣ｒｚ￣５、Ｅ￣ｒｚ￣７、ＱＳ￣ｒｚ￣１、ＱＺ￣ｒｚ￣３、Ｅ￣ｅｄ￣１、Ｅ￣
ｅｄ￣２、ＱＢ￣ｅｄ￣１ 为本试验筛选的致病真菌菌株ꎮ

图 ３　 致病菌形态

Ｆｉｇ.３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ

２.４　 致病真菌分子生物学鉴定

利用真菌通用引物 ＩＴＳ１、ＩＴＳ４ 对各致病菌基因

组进行扩增和测序ꎬ分别获得对应基因片段ꎮ 将序

列提交至 ＮＣＢＩ 比对ꎬ得到与待测物种序列相似性
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最大的物种信息ꎬ并将结果提交至国家微生物科学

数据中心(ＮＭＤＣ)ꎮ 如表 ４ 所示ꎬ对各致病菌 ｒＤ￣
ＮＡ￣ＩＴＳ 基因进行扩增和测序ꎬ从各菌株中都获得长

度 ５００ ｂｐ 以上的片段ꎬ分别与 Ｆｕｓａｒｉｕｍ、Ｇｏｎｇｒｏｎｅｌ￣
ｌａ、Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ ３ 个属 ５ 个种的同源性高ꎬ相似度

达 ９８􀆰 ７０％以上ꎮ

表 ４　 基于 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 的致病菌扩增信息及同源性分析

Ｔａｂｌｅ ４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ

菌株　 序列长度
(ｂｐ) 相似物种　 　 　 相似度

(％) ＮＭＤＣ 登录号

Ｅ￣ｒｚ￣５ ５３８ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ ９８.７０ ＮＭＤＣＮ０００１１ＧＡ

Ｅ￣ｒｚ￣７ ５１２ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ９９.８０ ＮＭＤＣＮ０００１１ＧＢ

ＱＳ￣ｒｚ￣１ ６３１ Ｇｏｎｇｒｏｎｅｌｌａ ｂｕｔｌｅｒｉ ９９.８４ ＮＭＤＣＮ０００１１ＧＤ

ＱＺ￣ｒｚ￣３ ５３１ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ ９９.６２ ＮＭＤＣＮ０００１１ＧＥ

Ｅ￣ｅｄ￣１ ５９８ Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ ｃｏｍｍｕｎｅ ９９.５０ ＮＭＤＣＮ０００１１Ｇ８

Ｅ￣ｅｄ￣２ ５２４ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｒｅｄｏｌｅｎｓ １００.００ ＮＭＤＣＮ０００１１Ｇ９

ＱＢ￣ｅｄ￣１ ５０５ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ １００.００ ＮＭＤＣＮ０００１１ＧＣ

　 　 对各致病菌 ＴＥＦ￣１α 基因进行扩增和测序ꎬ分
别获得对应基因片段ꎬ将序列提交至 ＮＣＢＩ 比对ꎬ得
到与待测物种序列相似性最大的物种信息ꎮ 如表 ５
所示ꎬＱＳ￣ｒｚ￣１、Ｅ￣ｅｄ￣１ 未检测到扩增序列ꎬ其他菌株

均获得长度 ６７０ ｂｐ 以上的片段ꎬ同表 ４ 结果一致ꎬ
均属于 Ｆｕｓａｒｉｕｍꎬ５ 个种的同源性高ꎬ相似度均达

９８􀆰 ５９％以上ꎮ

表 ５　 基于 ＴＥＦ￣１α的致病菌扩增信息及同源性分析

Ｔａｂｌｅ ５　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｈｏｍｏｌｏｇｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ
ｂａｓｅｄ ｏｎ ＴＥＦ￣１α

菌株　 序列长度
(ｂｐ) 相似物种　 　 　 相似度

(％)

Ｅ￣ｒｚ￣５ ７０７ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ ９８.５９

Ｅ￣ｒｚ￣７ ６７５ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ９９.５５

ＱＳ￣ｒｚ￣１ － 　 　 　 － －

ＱＺ￣ｒｚ￣３ ７０６ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ ９９.５７

Ｅ￣ｅｄ￣１ － 　 　 　 － －

Ｅ￣ｅｄ￣２ ６９１ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｒｅｄｏｌｅｎｓ ９９.５７

ＱＢ￣ｅｄ￣１ ６７４ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ９９.８５

　 　 下载各菌株 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 基因扩增序列ꎬ比对结

果中相似性最大的 ５ 个物种 ＤＮＡ 序列ꎬ采用最大

似然法对各菌株及其相似序列构建系统发育树ꎬ

得到各菌株的进化信息ꎬ如图 ４ 所示ꎮ ７ 株菌株分

属于 ３ 个属 ５ 个种ꎬ分别为 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ (Ｅ￣
ｒｚ￣７、ＱＢ￣ｅｄ￣１)、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｒｅｄｏｌｅｎｓ (Ｅ￣ｅｄ￣２)、Ｆｕｓａｒｉ￣
ｕｍ ｓｏｌａｎｉ (Ｅ￣ｒｚ￣５、ＱＺ￣ｒｚ￣３)、Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ ｃｏｍｍｕｎｅ
(Ｅ￣ｅｄ￣１)、Ｇｏｎｇｒｏｎｅｌｌａ ｂｕｔｌｅｒｉ(ＱＳ￣ｒｚ￣１)ꎮ 分枝上的

数据表示 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检验的支持百分率ꎬ各分枝

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 检验的支持率都在 ６０％以上ꎬ计算结果

可信ꎮ
综上ꎬ致病菌株 Ｅ￣ｒｚ￣５、Ｅ￣ｒｚ￣７、ＱＳ￣ｒｚ￣１、ＱＺ￣ｒｚ￣３、

Ｅ￣ｅｄ￣１、Ｅ￣ｅｄ￣２、 ＱＢ￣ｅｄ￣１ 依次鉴定为腐皮镰刀菌

(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ)、尖孢镰刀菌 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏ￣
ｒｕｍ)、卵形孢球托霉(Ｇｏｎｇｒｏｎｅｌｌａ ｂｕｔｌｅｒｉ)、腐皮镰刀

菌( Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ)、 裂褶菌 ( Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ ｃｏｍ￣
ｍｕｎｅ)、芬芳镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｒｅｄｏｌｅｎｓ)和尖孢镰刀

菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)ꎮ
２.５　 致病真菌致病力测定

采用创伤接种法在健康多花黄精叶片分别接种

不同致病菌 １５ ｄ 后ꎬ接种部位呈现大小不同的病斑

(图 ５Ａ)ꎮ 未接种致病菌对照ꎬ叶片划痕已不明显

且没有病斑ꎬ接种 ＱＳ￣ｒｚ￣１、Ｅ￣ｅｄ￣１、Ｅ￣ｅｄ￣２ 的叶片在

划痕处的正面和背面呈现黄色至褐色干枯病斑ꎬ接
种 Ｅ￣ｒｚ￣５、Ｅ￣ｒｚ￣７、ＱＺ￣ｒｚ￣３、ＱＢ￣ｅｄ￣１ 的叶片在划痕处

有较大病斑ꎬ已透穿叶片呈现孔洞ꎮ 对叶片病斑大

小统计ꎬ并与对照相比发现ꎬＥ￣ｒｚ￣５、Ｅ￣ｒｚ￣７、ＱＢ￣ｅｄ￣１
菌株的致病力强(表 ６)ꎮ
　 　 在块茎接种致病菌 １５ ｄ 后ꎬ接种部位呈现不

同程度的病症(图 ５Ｂ)ꎮ 未接种致病菌对照ꎬ刀片

伤口细小且已干燥ꎬ接种 ＱＺ￣ｒｚ￣３、Ｅ￣ｅｄ￣１ 的块茎划

痕处变褐ꎬ呈现轻微水浸状ꎬ接种 Ｅ￣ｒｚ￣５、Ｅ￣ｒｚ￣７、
ＱＳ￣ｒｚ￣１、Ｅ￣ｅｄ￣２、ＱＢ￣ｅｄ￣１ 的块茎划痕处变褐ꎬ呈现

水浸状且腐烂、凹陷ꎮ 对块茎病斑大小统计ꎬ并与

对照相比ꎬ结果表明ꎬＥ￣ｒｚ￣５、Ｅ￣ｒｚ￣７、ＱＳ￣ｒｚ￣１、Ｅ￣ｅｄ￣
２、ＱＢ￣ｅｄ￣１ 菌株的致病力强(表 ６)ꎮ
　 　 通过病菌致病力测定ꎬ发现致病菌对叶片和块

茎均有一定的致病能力ꎬ但症状和速度不同ꎮ 叶片

的病斑较为干燥ꎬ而块茎的病斑则呈现水浸状ꎬ且有

不同程度的凹陷和腐烂ꎮ 从适应能力来看ꎬ 菌株 Ｅ￣
ｒｚ￣５、Ｅ￣ｒｚ￣７ 和 ＱＢ￣ｅｄ￣１ 在叶片和块茎均能生存并侵

染使之感病ꎮ 从致病力来看ꎬ叶片中 ＱＢ￣ｅｄ￣１ 致病

力最强ꎬ Ｅ￣ｒｚ￣７ 次之ꎻ块茎中 ＱＢ￣ｅｄ￣１ 致病力最强ꎬ
Ｅ￣ｅｄ￣２ 次之ꎮ 综合来看ꎬ菌株 ＱＢ￣ｅｄ￣１ 对黄精叶片

和块茎的致病力都最强ꎮ
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图 ４　 基于 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 基因序列构建的致病菌系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ

９７４１马菁华等:多花黄精致病真菌筛选及致病力鉴定



Ａ:叶片症状ꎻＢ:块茎症状ꎻａ:叶片正面ꎻｂ:叶片背面ꎻＣＫ:未接种致病菌对照ꎬＥ￣ｒｚ￣５、Ｅ￣ｒｚ￣７、ＱＳ￣ｒｚ￣１、ＱＺ￣ｒｚ￣３、Ｅ￣ｅｄ￣１、Ｅ￣ｅｄ￣２、ＱＢ￣ｅｄ￣１ 为本试

验筛选的致病真菌菌株ꎮ
图 ５　 多花黄精叶片及块茎接种致病菌 １５ ｄ 后症状

Ｆｉｇ.５　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｔｕｂｅｒｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｏｒ １５ ｄａｙｓ

表 ６　 多花黄精叶片和块茎接种致病菌 １５ ｄ 后病斑大小

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｌｅｓｉｏｎ ｓｉｚｅ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｔｕｂｅｒｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｏｒ １５ ｄａｙｓ

病斑 ＣＫ Ｅ￣ｒｚ￣５ Ｅ￣ｒｚ￣７ ＱＳ￣ｒｚ￣１ ＱＺ￣ｒｚ￣３ Ｅ￣ｅｄ￣１ Ｅ￣ｅｄ￣２ ＱＢ￣ｅｄ￣１

叶片病斑(ｃｍ) ０±０ｃ ４.５±２.０ｂ ５.０±２.３ａｂ ２.５±０.５ｂｃ ３.２±２.１ｂｃ １.３±１.０ｂｃ ３.０±１.８ｂｃ ８.２±３.３ａ

块茎病斑(ｃｍ) ０±０ｃ １.５±０.３ａｂ １.７±０.８ａｂ １.３±０.６ｂ ０.８±０.２ｂｃ ０.９±０.３ｂｃ ２.５±１.０ａｂ ３.５±０.４ａ

ＣＫ:未接种致病菌对照ꎬＥ￣ｒｚ￣５、Ｅ￣ｒｚ￣７、ＱＳ￣ｒｚ￣１、ＱＺ￣ｒｚ￣３、Ｅ￣ｅｄ￣１、Ｅ￣ｅｄ￣２、ＱＢ￣ｅｄ￣１ 为本试验筛选的致病真菌菌株ꎮ 同一行不同小写字母表示处理
间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ

３　 讨论与结论

对贵州省植物园黄精种质资源圃内不同引

种地的多花黄精根际真菌及内生真菌进行筛选

和纯化ꎬ共分离出 ３７ 株真菌菌株ꎮ 根际的真菌

数量较块茎内部多ꎬ且多数呈现辐射状菌丝ꎬ内
生菌则很少ꎬ与樊锐锋等 [１０] 研究结果相同ꎮ 目

前暂无研究讨论菌丝形态及其影响因素ꎬ不确定

是否由于菌丝在植株体内缺乏足够空间导致无

法自由伸展ꎮ 从湖北省多花黄精分离的真菌菌

株菌落多为圆形或不规则圆形ꎬ菌丝多白色絮状

带少许粉色、紫色或土黄色ꎬ而从贵州省多花黄

精分离的真菌菌株菌落不规则形状更多ꎬ且菌丝

为粉末状ꎬ呈现墨绿色或黑色ꎬ由于样点和样本

数量较少ꎬ其规律和原因需进一步研究分析ꎮ 根

据前期菌落形态特征分析及后期分子生物鉴定

都发现镰刀菌占了很大比例ꎬ这与谭伟等 [８] 研究

结果类似ꎮ 但致病菌的种属及致病力与宿主采

集地和分离部位没有明显关联ꎬ且同种致病菌的

致病力也有强有弱ꎬ说明致病菌的危害与菌株自
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身特性关系更密切ꎮ
黄精属植物病害已引起科研人员的广泛关

注ꎬ诸多病害的病原菌被分离出来ꎮ 从滇黄精、黄
精、多花黄精等根茎腐烂病病斑部位分离并鉴定

的病原菌有滇黄精刺盘孢[３] 、尖孢镰刀菌 [４ꎬ１３￣１４ ] 、
腐皮镰刀菌[４ꎬ １４ ] 、Ｆ. ｆｏｅｔｅｎｓ[１５]和 Ｆ. ｈｏｓｔａｅ [１５] ꎮ 从

炭疽病病斑部位分离并鉴定的病原菌有果生炭疽

菌[１６] 、胶孢炭疽菌[１６] 、尖孢炭疽菌[１６] 、Ｃ. ｓｐａｅｔｈｉａ￣
ｎｕｍ[１７] 、松针炭疽菌[１８] 、博宁炭疽菌[１８] ꎮ 从叶枯

病、褐斑病、黑斑病等病斑部位鉴定出的病原菌依

次为尖孢镰刀菌[５] 、棕榈拟盘多毛孢[７] 、链格孢属

真菌[１９] ꎮ 本研究分离鉴定出 ２ 株尖孢镰刀菌、２
株腐皮镰刀菌、１ 株芬芳镰刀菌、１ 株卵形孢球托

霉和 １ 株裂褶菌ꎬ其中同一株尖孢镰刀菌能同时

危害叶片和块茎ꎮ 本研究首次发现腐皮镰刀菌对

黄精叶片致病ꎬ也首次发现卵形孢球托霉、裂褶菌

对作物致病ꎮ
镰刀菌属真菌可导致多种经济作物土传病

害的发生ꎬ是主要的致病真菌之一 [ ２０￣２５] ꎮ 有针

对西瓜专化型尖孢镰刀菌的研究结果表明ꎬ该
菌在室内平板培养中通过营养竞争抑制土壤中

较多细菌和放线菌ꎬ通过营养竞争及次生代谢

产物抑制部分真菌生长ꎬ且其数量在西瓜多年

连作后急剧上升 [ ２６] ꎮ 因而作者大胆推测相对

于其他属真菌ꎬ镰刀菌对环境的适应性更强ꎬ有
更强的可培养性ꎬ无论在土壤、植株体内、人工

培养基上都能很好地适应并进行繁殖ꎮ 且镰刀

菌可 分 泌 果 胶 酶、 纤 维 素 酶 等 细 胞 壁 降 解

酶 [ ２７] ꎬ还会分泌镰刀菌酸、脱氢镰刀菌酸等毒

素 [ ２８] 对植物造成毒害ꎬ导致作物病害发生ꎮ 有

研究结果表明ꎬ从岩石表面分离到 １ 株卵形孢

球托霉ꎬ其能够产生有机酸松化岩石使菌丝能

够插入岩石内部ꎬ从而达到侵蚀石灰岩释放金

属离子的效果 [ ２９] ꎮ 本研究发现卵形孢球托霉

菌丝绵密不易切段ꎬ且其菌丝能够缠绕植株茎

叶并导致茎叶绿色褪去而死亡ꎬ推测其菌丝深

入植物组织阻断了植株水分和养分的运输而导

致病害的发生ꎮ 裂褶菌多作为营养美味的食用

菌ꎬ寄生于腐烂木材ꎬ但其同样能够寄生于宿主

并通过菌丝缠绕等将宿主杀死 [ ３０] ꎮ
通过试验结果和有关文献报道的结果对比发

现ꎬ土壤和植物体内长期大量存在多种微生物ꎬ随

着作物种植年限增加ꎬ有害微生物及其代谢产物

逐渐在土壤积累ꎬ当温度、湿度等环境条件适宜或

植物受到外力损伤时ꎬ可能引发病害[３１] ꎮ 本研究

筛选出多花黄精致病菌ꎬ下一步将筛选拮抗、促生

菌ꎬ并检测黄精根际微生物群落结构的建立与致

病菌、拮抗菌数量和种类之间的关系ꎬ以期能够在

致病菌引起病害之前及时预测其发生ꎬ并利用拮

抗菌遏制致病菌生长和繁殖ꎬ对作物的田间病害

预防起到积极作用ꎮ
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