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一株引起高粱根腐病的病原菌鉴定
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摘要:为明确一株分离得到的高粱根腐病的病原菌种类,采用蘸根接种法进行柯赫氏法则验证,并基于ITS
和β-tubulin 基因序列分析,同时结合形态学对该菌进行鉴定。结果表明,菌株ZY5菌落正面绒状,规则圆

形,黄褐色;菌落背面深黄褐色至黑色;厚垣孢子单生或串生,8~17μm×10~12μm;分生孢子长卵圆形,无
隔膜,大小2.0~3.0μm×1.0~1.5μm。基于β-tubulin 基因序列构建的系统发育树,与高粱附球菌(Epicoc-
cumsorghinum)聚为一支,支持率为98%。根据形态特征与构建的系统发育树的结果,将菌株ZY5鉴定为高

粱附球菌。高粱附球菌可以引起高粱根腐病为国内外首次报道。
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  高粱(SorghumbicolorL.Moench,1794)原
产非洲,具抗旱、耐涝、耐盐碱、耐贫瘠的特性,可用

作粮食、饲料、燃料等,其广泛分布在六大洲的热带、
亚热带和温带气候地区,每年产量5000多万t[1-3]。
黑龙江省是我国高粱主产区,其中80%集中在松

嫩平原中南部地区的安达、大庆、肇源等地[4-6]。
随着种植面积的增大,病害严重限制了高粱的生

产,由于真菌、细菌、病毒、线虫和寄生植物的影响,
高粱每年的作物损失达30%[7-8]。根腐病作为苗期

病害,其危害程度尤为明显,国内外学者研究表明,
高粱根腐病通常是由土壤真菌Fusariumspp.[9-11]、
Pythiumspp.[12]、Penicilliumspp.[13]、Bipolari-
ssorokiniana、Alternaria alternata、Macrophomina
phaseolina、Rhizoctoniasorghi和Phomasorghina[14-16]

等复合侵染导致。前期在对高粱病害进行调查期

间,发现根腐病发生普遍,且发病率高,影响高粱

幼苗的生长发育,并从高粱田间采集根腐病样本

分离真菌,根据菌落颜色、病菌形态初步确定有镰

孢菌、青霉菌、链格孢菌、丝核菌和一株文献未报

道的菌,本研究针对这一株菌进行了系统研究,以
期更好地了解引起高粱根腐病的病原种类,为病

害的防治奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试高粱品种:龙杂10号,由黑龙江省农业

科学院作物育种研究所提供。
供试培养基:PDA培养基。
供试菌株:2019年从黑龙江省肇源科技园区

采集高粱根腐病样本,分离、纯化获得菌株,编号

ZY5,保存在黑龙江八一农垦大学植物病理实

验室。
1.2 方法

1.2.1 柯赫氏法则验证 参照《植病病理学实验

技术》[17]中有关方法对从高粱根腐病样本中分离

纯化的菌株ZY5进行致病性测定。选用蘸根接

种法,发病后对发病组织再分离,与初分离菌株对

比,确定致病菌。
高粱种子消毒:挑选大小均匀饱满的成熟高粱

种子,清水冲洗3遍后,先后用70%乙醇消毒3min,
漂白水(漂白粉1g∶蒸馏水14mL)消毒20min,
再用无菌水洗3遍。

滤纸保湿法催芽获取无菌苗:取一张无菌的

滤纸铺入灭菌后的培养皿内,每皿加5mL无菌

水,再取经过消毒的种子,均匀地摆放到铺有滤纸

的培养皿中,每皿摆放20粒,然后放入28℃培养

箱中24h,第二天挑选无菌的高粱苗放入新的培

养皿内保湿培养,48h后接种分离菌。
蘸根接种法接种:将培养好的幼苗放在待测

菌株ZY5的孢子悬浮液中浸根处理1h,对照放

在无菌水中浸根处理1h。将处理好的幼苗放入

带有3层滤纸的培养皿中,每皿加入3mL无菌

水,放入28℃培养箱中培养,3d后观察发病情

况并拍照。
接种物再分离:从接种发病的植株上再进行

病菌分离和纯化,将培养物与接种的菌株进行对

比,观察性状是否相同。
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1.2.2 病原菌的形态学鉴定 在PDA培养基

25℃全黑暗恒温培养7d,观察菌株ZY5的微观

形态特征。结合相关文献[18-19]将该分离致病菌

株用显微镜观察,根据形态特征初步鉴定。
1.2.3 病原菌分子生物学鉴定 采用CTAB法

提取DNA,生物工程(上海)股份有限公司合成的

引物ITS1和ITS4(靶标ITS区域)以及Bt2a和

Bt2b(靶标β-tubulin 基因),对致病菌株DNA进

行PCR扩增,1%琼脂糖凝胶电泳检测DNA。扩

增体系(50μL):TapPCRMasterMix25μL,上
下游引物各2μL,模板DNA2μL,ddH2O19μL;
反应条件:95℃预变性3min,94℃变性45s,56℃
退火45s,72℃延伸45s,35个循环;最后72℃

延伸10min。扩增后将合格产物送至生工生物

工程(上海)股份有限公司进行测序。测序结果在

NCBI中进行BLAST比对,用软件 MEGA7进

行多序列比对并构建系统发育树[20]。

2 结果与分析

2.1 致病性测定

菌株ZY5回接致病性验证,结果表明,对照

未接菌的幼苗基本未发病(图1a),幼苗蘸根接种

后,幼根均变褐,发病较重(图1b),症状表现与田

间症状一致(图1c)。对接种发病的幼根经再分

离,获得的菌落与初分离得到的菌相同,确定菌株

ZY5为高粱根腐病的致病菌。

a.对照;b.接菌发病症状;c.田间发病症状。

图1 高粱根腐病病状

2.2 病原菌的形态学特征

ZY5在PDA培养基上25℃培养7d,菌落

直径63~65mm;菌丝灰白色;菌落正面绒状,规
则圆形,边缘黄褐色,中间灰褐色(图2A),背面深

黄褐色至黑色(图2B)。再放置室内,室温自然光

照培养10d,菌落背面逐渐变为深红色,菌落中心

出现不规则锈红色分生孢子团(图2C)。挑取病

菌显微镜观察,病菌可产生厚垣孢子,单生或串生

(图2D~E),大小8~17μm×10~12μm;分生孢

子梗具分枝(图2F);分生孢子长卵圆形(图2G),
无隔膜,大小2.0~3.0μm×1.0~1.5μm,初步

鉴定为附球菌。

A.菌落正面;B.菌落背面;C.菌落中心形成锈红色分生孢子团;D、E厚壁孢子;F.产孢结构;G.分生孢子。

图2 病原菌ZY5PDA培养的形态特征

51



     黑 龙 江 农 业 科 学 4期

2.3 病原菌的分子生物学鉴定

利用ITS基因和β-tubulin 基因对菌株ZY5
的DNA进行PCR扩增,PCR扩增产物经电泳验

证后送至生工公司测序,PCR产物的有效长度分

别为500bp和750bp。
将ITS 基因和β-tubulin 基因序列在 NCBI

上进行BLAST比对,下载序列相似性为99%及

以上,依据最大似然法(ML)构建系统发育树进

行系统进化分析,通过自举(bootstrap)对系统树

进行检验,1000次重复。该菌株ITS 基因序列

(OK584736)与Epicoccumsorghinum(MN341233)、
Epicoccumlatusicollum(MH824373)、Epicoccum
thailandicum(MN010545)聚为一支,不能具体确

定 到 种。而 其 β-tubulin 序 列 与 高 粱 附 球 菌

(Epicoccumsorghinum,MN218192)聚为一支,
自展支持率为98%(图3)。将菌株ZY5鉴定为

高粱附球菌。

图3 基于β-tubulin序列构建的ZY5菌株的系统发育树

3 讨论

已有研究表明引起高粱根腐病的病原菌有

Fusariumspp.[9-11]、Pythiumspp.[12]、Penicilliumspp.[13]、
Bipolaris sorokiniana、Alternaria alternata、
Macrophominaphaseolina、Rhizoctoniasorghi
和Phomasorghina[14-16]等,高粱根腐病通常由多

种土壤真菌复合侵染导致。本研究结合形态和分

子生物学鉴定出一株新的高粱根腐病致病菌高粱

附球菌(Epicoccumsorghinum)。国内相关报道

表明,高粱附球菌可侵染为害葫芦科,禾本科水

稻、玉米、慈竹、狗尾巴草,百合科黄花菜、吊兰,豆
科大豆、豇豆,马齿苋科马齿苋和苋科等植物,并
引起植株叶部、茎部、根部的病害[21]。

随着分子技术的发展,病原菌的鉴定不再仅

仅是对其形态进行观察[22],本研究提取了病原菌

ZY5的ITS 基因序列,并进行BLAST比对,该
菌株与Epicoccumsorghinum、Epicoccumlatusi-

collum 和Epicoccumthailandicum 的同源性均

为100%,不能鉴定到种。虽然大部分的致病菌

可通过ITS序列鉴定[23-24],但仍有部分种无法通

过此方法鉴定[25]。相对ITS 来说β-tubulin 基

因内含子区域高度可变,进化速率更快[26],因此

本研究又采用β-tubulin 基因进行系统发育分

析,结果显示,病原菌与高粱附球菌(Epicoccum
sorghinum)聚为一支,自展支持率为98%,能明显

与其他种区分开来。可见,结合多基因序列分析

是鉴定高粱附球菌较为理想的分子生物学手段。

4 结论

通过蘸根法确定ZY5为高粱根腐病的致病

菌。ZY5经PDA培养观察形态特征,并基于ITS
基因序列和β-tubulin 基因序列构建系统发育树,
将ZY5鉴定为高粱附球菌(Epicoccumsorghinum)。
研究结果可为了解引起高粱根腐病的病原种类及

病害的防治奠定基础。
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IdentificationofaPathogenCausingRootRotDiseaseinSorghum
ZHANGHuan,CAOShang,FANXinyu,ZHANGMeiqi,CHENXuemei,ZHANXin,GUOYongxia
(CollegeofAgriculture,HeilongjiangBayiAgriculturalUniversity/NationalCoarseCerealsEngineering
ResearchCenter,Daqing163319,China)

Abstract:Inordertoidentifythepathogenspeciesofaseparatedsorghumrootrot,thedippingrootinoculation
methodwasusedtoverifyKoch’spostulates,andthefunguswasidentifiedbasedontheanalysisofITSand
β-tubulingenesequences,combinedwithmorphologicalcharacteristics.Theresultsindicatedthatthecolony
ofstrainZY5wasvelvetyonthefront,regularandcircular,withayellowbrowncolor.Thereversesideof
thecolonywasdarkyellowbrowntoblack.Chlamydosporeswereeithersolitaryorinchains,andsized8-17μm×
10-12μm.Conidiawereoval-shaped,aseptate,andsized2.0-3.0μm×1.0-1.5μm.Thephylogenetic
treeconstructedbasedonβ-tubulinsequencesgroupedZY5closelywithEpicoccumsorghinum,withasupport
rateof98%.Basedonmorphologicalcharacteristicsandtheconstructedphylogenetictree,strainZY5was
identifiedasEpicoccumsorghinum.ThisisthefirstreportdomesticallyandinternationallyofEpicoccum
sorghinumcausingsorghumrootrot.
Keywords:sorghum;rootrotdisease;Epicoccumsorghinum;pathogenidentification
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