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花生疮痂病病原菌分离技术研究
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　　摘要：花生疮痂病菌在人工培养条件下生长缓慢、产孢困难，难以进行分离纯化。为了建立一套高效、实用的
花生疮痂病菌组织分离和单孢分离纯化技术，研究了取样时期、取样部位、表面消毒时间、采后存放时间对组织分

离法分离频率的影响，及不同培养基和取样时期对单孢分离技术的影响。结果表明，采用组织分离法，叶片分离频

率显著高于茎秆，叶片表面适宜消毒时间１～３ｍｉｎ，采后冷藏４８ｈ内分离频率差异不显著，不同采集时期对叶片病
菌分离频率无显著影响；采用改进的稀释平板法成功分离纯化到大量单孢子菌落，ＰＬＤＡ（花生煎汁培养基）上的单
孢子菌落多于ＰＤＡ，对杂菌的抑制作用显著大于ＰＤＡ，发病早期和中期的病秆可获得大量单菌落，但发病后期只能
获得极少单菌落。
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　　花生疮痂病是中国花生产区近年来新流行的重
要病害，由花生痂圆孢 （ＳｐｈａｃｅｌｏｍａａｒａｃｈｉｄｉｓＢｉｔ．＆
Ｊｅｎｋ．）引起［１］。该病害１９４０年首次在南美巴西发
现，阿根廷、日本、中国相继报道［１～５］。花生疮痂病

在我国发生普遍，危害严重，福建、广东、广西、河北、

河南、江苏、山东、辽宁等省份花生产区均曾暴发流

行［５～１３］。辽宁作为我国花生主要种植区，种植面积

日益增大。近年来，花生疮痂病在辽宁多地暴发流

行，严重危害花生生产［１３］。

痂圆孢属真菌已经引起多种植物病害。该属病

原菌培养形态特征多表现为：菌落形态颜色多样，生

长速度极慢，菌落致密，气生菌丝不茂盛，肉革质状，

隆起，有褶皱，易变异等［２～３，１４～２６］。菌落在培养基上

生长初期像细菌或酵母菌［１４，１５］。该属病原菌在培

养基上很难产孢或不产孢［１，１５，１９，２７］。由于痂圆孢属

病原菌人工培养生长极慢，菌落形态特殊等，导致病



原菌分离困难。豇豆疮痂病菌（Ｓｐｈａｃｅｌｏｍａｓｐ．）在
ＰＤＡ上分离培养４～６ｄ才能在组织块上长出，并且
病原菌在组织块上生长明显受抑制，很容易被组织

块的其它真菌覆盖，在人工培养基上很难分离［２０］。

葡萄黑痘病菌在 ＰＤＡ上分离培养１０ｄ左右方能观
察到病菌菌丝［１６］。芒果疮痂病菌（Ｓ．ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ）分
离中，由于病菌生长缓慢，极易被杂菌污染，且病菌

极易被误认为是细菌菌落，导致分离失败［１５］。花生

疮痂病菌除了生长速度慢、肉质状隆起、表面有褶

皱、气生菌丝不发达等菌落特性外，颜色多样化，从

淡黄色至黑色，偶尔有棉絮状或黑点状出现［１～３］。

未见有性世代报道。花生疮痂病菌在人工培养基上

起初能够形成分生孢子，而继续培养几代后产孢能

力丧失［１］。关于花生疮痂病菌分生孢子类型国内

外有不同报道。根岸宽山报道了两种分生孢子：小

型分生孢子椭圆形，单胞，无色，有两个油球，３μｍ×
（５～７）μｍ；大型分生孢子纺锤形或棍棒形，单胞或
双胞，无色，（３～４）μｍ×（１０～２０）μｍ，与Ｂｉｔａｎｃｏｕｒｔ
记载的分生孢子相似［１］。我国学者张宝棣和蔡学

清分别报道三种分生孢子［５，７］。作者在研究中也发

现花生疮痂病原菌分离难，并且在人工培养基上不

易产孢，难以进行单孢子分离纯化。

目前，国内外对花生疮痂病的研究主要集中在

品种抗性［６，２８］、药剂防治［２９］、发生流行［４，６，３０］等方

面，未见有关花生疮痂病菌分离技术的研究报道。

本研究从组织分离法和单孢分离法两方面研究病原

菌分离技术，探索不同分离部位、表面消毒时间、病

样保存时间、发病时期对组织分离法的影响；首次采

用改良的稀释平板法进行花生疮痂病菌单孢子分离

纯化，研究不同培养基和发病时期对茎秆病部孢子

稀释平板法分离的影响，旨在建立一套高效、实用的

组织分离和单孢子分离纯化技术。

１　材料与方法
１．１　材料

分离所用病样采自辽宁花生主产区阜新市阜新

蒙古族自治县阜新镇他本沙扎兰村。该采集地块未

喷施过任何杀菌剂。

１．２　组织分离法
１．２．１　不同分离部位对分离频率的影响　病样采
集后放４℃冰箱保存１２ｈ，分别对叶片和茎秆病斑部
位病原菌进行分离。选取有典型病斑的叶片和茎

秆，将叶片病斑部剪成２～３ｍｍ见方的组织块，茎秆
病斑病健交接处剪成２～３ｍｍ长度的组织块。组织
块在７０％酒精中浸泡３ｓ，０．１％升汞溶液中表面消

毒２～３ｍｉｎ，无菌水漂洗４次，在灭菌吸水纸上吸干
组织块多余水分。组织块放置于 ＰＤＡ平板上，
２５℃、１２ｈ光照条件下培养。每处理１０个培养皿，
每培养皿放置４个组织块，设３次重复。培养３ｄ后
每天观察记录病原菌生长情况。如有组织块长出杂

菌，立即将其他未长出菌落的组织块用无菌镊子转

移到新的ＰＤＡ平板中。
１．２．２　表面消毒时间对分离频率的影响　采用组
织分离法分离叶片病部病原菌，设置４种不同升汞
溶液消毒时间：１～２ｍｉｎ，２～３ｍｉｎ，３～４ｍｉｎ，４～
５ｍｉｎ。其它操作同１．２．１。
１．２．３　采后存放时间对叶片组织分离的影响　不
同存放时间设定为采集后８ｈ。采集后放在４℃冰箱
保存２４ｈ和４８ｈ。对不同存放时间的病叶进行组织
分离，其它操作同１．２．１。
１．２．４　病害发生时期对叶片组织分离的影响　病
叶采集选在不同发病时期：２０１４年７月７日，７月２２
日，８月４日，８月１９日，即每隔１４～１５ｄ采集。病
样采集后放４℃冰箱保存１２ｈ后进行分离。其它操
作同１．２．１。
１．３　稀释平板法
１．３．１　两种培养基对茎秆病部分生孢子稀释平板
分离的影响　将病秆剪成适当长度，自来水冲洗３
次，无菌水冲洗３次。２５℃、１２ｈ光照条件下保湿培
养１８ｈ。选取１０个２～３ｍｍ长度的独立病斑，用刀
片将病斑切下，放在试管中，加入５ｍＬ无菌水，涡旋
振荡３ｍｉｎ。取０．５ｍＬ振荡的孢悬液放入培养皿中，
加入９．５ｍＬ无菌水，同时加入硫酸链霉素混匀。取
１００μＬ菌悬液分别置于 ＰＤＡ和 ＰＬＤＡ（花生煎汁培
养基：鲜花生叶２００ｇ，葡萄糖５ｇ，琼脂粉２０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ）平板上，涂布器涂匀，２５℃、１２ｈ光照条件
下培养。以上所用器具和滤纸全部经灭菌处理。每

处理１０个培养皿，设３次重复。每天观察菌落生长
情况，在第８～１０ｄ时统计平板上病原菌和其它菌落
数目。

１．３．２　病害发生时期对茎秆平板稀释分离的影响
　采集时间为２０１４年７月７日，７月２２日，８月４
日，８月１９日，９月 ２日，即每隔 １４～１５ｄ进行采
集。分离操作和培养条件同１．３．１。每处理１０个
培养皿，设３次重复。
１．４　病原菌鉴定及致病性测定

观察植株病斑上分生孢子和分生孢子盘形态。

对分离培养的病原菌进行ＩＴＳ序列扩增及分析。致
病性测定选用盆栽花生，接种期为４～５片复叶。将
培养一个月的菌落刮下，菌丝研磨过滤，用无菌水配

７８３薛彩云等：花生疮痂病病原菌分离技术研究



置一定浓度的菌丝悬浮液，均匀喷施整株花生上，２５
～２７℃条件下保湿。对照喷施无菌水。
１．５　数据处理与分析

单因素方差分析（ＡＮＯＶＡ）用于分析不同消毒
时间、不同采集期、采后存放时间对分离频率的影

响。独立样本ｔ检验用于分析不同分离部位对组织
分离法和不同培养基对稀释平板法的影响。分离频

率经反正弦转换后进行比较分析。用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘ
ｃｅｌ计算标准误差。

２　结果与分析

２．１　组织分离法
２．１．１　不同分离部位对组织分离的影响　叶片部
位目标病原菌分离频率显著高于茎秆（Ｐ＜０．０５）。
由图１可知，采用组织分离方法，叶片部位病原菌分
离频率为 ６６．７％，茎秆为 １３．３％，二者差异显著
（Ｐ＜０．０５）。叶片的杂菌分离百分率和未长菌组织
块百分率为１４．２％和１９．２％，茎秆分别为５９．２％和

２７．５％，叶片分离的杂菌频率和未长菌的组织块频
率均低于茎秆。分离培养５ｄ开始，叶片病斑上部陆
续长出肉眼可见的病菌菌落，茎秆病斑８ｄ左右开始
长出病原菌。在分离培养１０ｄ，病菌菌落仍很小（图
２）。病原菌最初仅在组织病斑上部隆起，随着生长
逐渐蔓延到培养基上，形态似细菌，菌落颜色呈现橘

色，褶皱隆起。在 ＰＤＡ培养基上，２５℃、１２ｈ光照条
件下，培养 ３５ｄ（５周）的菌落直径为 ２８．７６±
０．５３ｍｍ。

图１　叶片和茎秆病菌组织分离的分离频率
Ｆｉｇ．１　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｌｅａｖｅｓａｎｄ
ｓｔｅｍｓｂｙｔｉｓｓｕｅｉｓｏｌａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ

注：Ａ：叶片分离培养１０ｄ的菌落；Ｂ：茎秆分离培养１０ｄ的菌落；Ｃ：叶片分离培养３０ｄ的菌落；Ｄ：ＰＤＡ上３５ｄ的菌落形态
Ｎｏｔｅ：Ａ：１０－ｄａｙ－ｏｌｄｃｏｌｏｎｙｆｒｏｍｌｅａｆ；Ｂ：１０－ｄａｙ－ｏｌｄｃｏｌｏｎｙｆｒｏｍｓｔｅｍ；Ｃ：３０－ｄａｙ－ｏｌｄｃｏｌｏｎｙｆｒｏｍｌｅａｆ；Ｄ：３５－ｄａｙ－ｏｌｄｃｏｌｏｎｙｏｎＰＤＡ

图２　病菌组织分离中的菌落形态
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｌｏｎｉｅｓｉｓｏｌａｔｅｄｂｙｔｉｓｓｕｅｉｓｏｌａｔｉｏｎ

图３　不同表面消毒时间叶片病菌分离频率
Ｆｉｇ．３　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｌｅａｖｅｓ
ｓｕｒｆａｃｅ－ｓｔｅｒｉｌｉｚｅｄｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

２．１．２　表面消毒时间对叶片组织分离的影响　由
图３可知，随着表面消毒时间的延长，目标病菌的分

离频率呈下降趋势，分别为８２．５％、６５．８％、３７．５％
和２１．７％；杂菌分离百分率呈下降趋势，分别为
６．７％、５．０％、３．３％和０．８％；未长菌组织块百分率
呈上升趋势，分别为 １０．８％、２９．２％、５９．２％和
７７．５％。叶片消毒１～２ｍｉｎ与２～３ｍｉｎ病原菌分离
频率差异不显著，二者显著高于 ３～４ｍｉｎ和 ４～
５ｍｉｎ（Ｐ＜０．０５）。
２．１．３　采后存放时间对叶片组织分离的影响　如
表１所示，病叶在采集后 ８ｈ，病原菌分离频率为
８０．０％，采集后在冰箱中保存２４ｈ和４８ｈ后，分离百
分率分别下降至６４．２％和６９．２％，三种处理的分离
频率之间无显著性差异（Ｐ＞０．０５）。杂菌菌落百分
率随着保存时间的延长，呈现上升趋势。
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表１　不同保存时间叶片病菌分离频率
Ｔａｂｌｅ１　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｌｅａｖｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄｅｐｏｓｉｔｉｎｇｔｉｍｅ

保存时间
Ｓｔｏｒａｇｅｔｉｍｅ

分离频率 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙ／％
目标病原菌 Ｔａｒｇｅｔｐａｔｈｏｇｅｎ 杂菌 Ｕｎｄｅｓｉｒｅｄｍｉｃｒｏｂｅｓ 未长菌 Ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ－ｆｒｅｅ

室温下８ｈ８ｈａｔｒｏｏｍｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ８０．０±０．０４ａ ４．２ １５．８
４℃／２４ｈ ６４．２±０．０６ａ ７．５ ２８．３
４℃／４８ｈ ６９．２±０．０８ａ ９．２ ２１．７

２．１．４　病害发生时期对叶片组织分离的影响　病
害发生前期、中期、后期采集的病叶均能通过组织分

离得到病原菌。４个不同采集时间的病叶，病原菌
的分离百分率均比较高，分别为 ６５．０％、６６．７％，
６７．５％和５１．７％，差异不显著 （Ｐ＞０．０５）（图４）。

图４　不同发病时期叶片病菌组织分离的分离频率
Ｆｉｇ．４　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎｆｒｅｑｕｅｎｃｙｏｆｌｅａｖｅｓ

ｃｏｌｌｅｃｔｅｄｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｉｍｅ

２．２　茎秆病部稀释平板法

２．２．１　两种培养基对稀释平板分离的影响　稀释

平板单孢分离培养第６ｄ，ＰＬＤＡ和 ＰＤＡ培养基上均

出现针眼大小的病菌单菌落。培养后第１０ｄ，获得

大量纯净的单孢子菌落，ＰＤＡ上菌落直径为１～１．５

ｍｍ，ＰＬＤＡ上约２．５～３ｍｍ。单孢子菌落生长初期

形态似细菌。ＰＬＤＡ上的单菌落灰白色，有少许气

生菌丝；在ＰＤＡ上浅橘色，革质气泡状，无气生菌丝

（图５）。

由表２可知，采用稀释平板法在 ＰＬＤＡ培养基
上分离病菌，病菌的菌落数为 ２９３．４０个／皿，高于
ＰＤＡ（２３２．３０个／皿），二者差异不显著（Ｐ＞０．０５）。
ＰＬＤＡ培养基上杂菌菌落总数为 ５．０１个／皿，杂菌
数量显著低于ＰＤＡ的杂菌５８．９６个／皿（Ｐ＜０．０１）。

表２　稀释平板法菌落数
Ｔａｂｌｅ２　Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｏｎｉｅｓｏｎｐｌａｔｅｓｂｙｄｉｌｕｔｉｏｎ－ｐｌａｔｅｍｅｔｈｏｄ

培养基
Ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ

菌落数 Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｏｌｏｎｉｅｓ
目标病原菌 Ｔａｒｇｅｔｐａｔｈｏｇｅｎ 细菌 Ｂａｃｔｅｒｉａ 非致病真菌 Ｎｏｎｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｆｕｎｇｉ 杂菌 Ｕｎｄｅｓｉｒｅｄｍｉｃｒｏｂｅｓ

ＰＬＤＡ ２９３．４０±３０．５７ ４．９１±０．２７ ０．１０±０．０６ ５．０１±０．３３
ＰＤＡ ２３２．３０±４０．４２ ５８．９６±３．１６ ０±０．００ ５８．９６±３．１６

注：Ａ：ＰＬＤＡ上培养１０ｄ的单孢菌落；Ｂ：图中，左图为ＰＬＤＡ，右图为
ＰＤＡ．“ａ”和 “ｂ”为Ｓ．ａｒａｃｈｉｄｉｓ单孢菌落
Ｎｏｔｅ：Ａ：ｃｏｌｏｎｉｅｓａｆｔｅｒｃｕｌｔｕｒｅｄｆｏｒ１０ｄａｙｓｏｎＰＬＤＡ；Ｂ：ｌｅｆｔｉｓＰＬＤＡｍｅ
ｄｉｕｍ，ｒｉｇｈｔｉｓＰＤＡ．“ａ”ａｎｄ“ｂ”ｒｅｐｒｅｓｅｎｔＳ．ａｒａｃｈｉｄｉｓｓｉｎｇｌｅ－ｓｐｏｒｅ
ｃｏｌｏｎｙ

图５　稀释平板的菌落形态
Ｆｉｇ．５　Ｃｏｌｏｎｉｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙｄｉｌｕｔｉｏｎ－ｐｌａｔｅｍｅｔｈｏｄ

２．２．２　病害发生时期对稀释平板分离的影响　如
图６所示，采用稀释平板法在 ＰＬＤＡ培养基上对茎
秆病斑孢子进行单孢分离。用发病的前中期的病秆

上的孢子，平板上获得的病菌菌落数量较多，分别为

１２５．７个／皿（７月 ７日）和 １３３．１个／皿（７月 ２２
日），８月４日的孢子量上升至最高２５２．６个／皿。而

在发病后期８月１９日和９月２日采集的病组织中，
保湿培养很难产生孢子，平板上的病菌菌落数急剧

下降，病斑菌落平均分别只有０．６个／皿和１．１个／
皿。５个采集时期的病菌菌落数，８月４日显著高于
７月７日和７月２２日（Ｐ＜０．０５），三者又显著高于
８月１９日和９月２日（Ｐ＜０．０５）。

图６　不同发病时期的病秆稀释
平板法获得的病菌菌落数

Ｆｉｇ．６　Ｎｕｍｂｅｒｓｏｆｐａｔｈｏｇｅｎｆｕｎｇａｌｃｏｌｏｎｉｅｓｂｙｄｉｌｕｔｉｏｎ－
ｐｌａｔｅｍｅｔｈｏｄｆｒｏｍｐｅａｎｕｔｓｔｅｍｓｏｂｔａｉｎｅｄａｔｄｉｆｆｅｒｅｎｔｄａｔｅｓ
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２．３　病原菌鉴定及致病性测定
花生疮痂病组织保湿培养，可获得大量的分生

孢子，单胞，无色，椭圆形，透明，两端钝圆，具两个油

球，孢子大小为（２．７６～４．０４）μｍ×（５．８６～８．２１）
μｍ。病斑上可见大量分生孢子盘，单生或连生（图
７）。ＩＴＳ－ｒＤＮＡ序列与ＧｅｎＢａｎｋ中的核酸序列进行
ＢＬＡＳＴ检索比对，结果显示该病菌与 Ｓ．ａｒａｃｈｉｄｉｓ
（ＪＮ９４３４８５）和 Ｓ．ｍａｎｉｈｏｔｉｃｏｌａ（ＡＹ７３９０１８）等痂圆孢
属真菌相似度高达９８％。接种后，花生植株出现典
型疮痂病斑（图８），病斑上产生分生孢子与分生孢
子盘。因此，确定分离的病菌为花生疮痂病菌

Ｓ．ａｒａｃｈｉｄｉｓ。

注：Ａ：分生孢子；Ｂ：分生孢子盘
Ｎｏｔｅ：Ａ：ｃｏｎｉｄｉａ；Ｂ：ａｃｅｒｖｕｌｕｓ

图７　叶片病斑上的分生孢子及分生孢子盘形态
Ｆｉｇ．７　Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｃｏｎｉｄｉａａｎｄａｃｅｒｖｕｌｕｓ

ｏｎｔｈｅｓｕｒｆａｃｅｏｆａｐｅａｎｕｔｌｅａｆ

Ｎｏｔｅ：Ａ：叶片疮痂病斑；Ｂ：茎秆疮痂病斑
注：Ａ：Ｔｈｅｓｃａｂｏｎｐｅａｎｕｔｌｅａｖｅｓ；Ｂ：Ｔｈｅｓｃａｂｏｎｐｅａｎｕｔｓｔｅｍ

图８　病原菌接种的发病症状
（２５～２７℃，接种８ｄ，４到５叶期）

Ｆｉｇ．８　Ｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆｐｅａｎｕｔｗｉｔｈｉｓｏｌａｔｅｄｐａｔｈｏｇｅｎ
（２５～２７℃，ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｆｏｒ８ｄ，ｇｒｏｗｔｈ

ｓｔａｇｅｗｉｔｈ４ｔｏ５ｌｅａｖｅｓ）

３　结论与讨论
３．１　组织分离法分离病原菌

采用叶片组织分离花生疮痂病菌，分离频率显

著高于茎秆。升汞表面消毒叶片１～３ｍｉｎ效果好。
不同采集时期的病叶均有较高分离率，病叶采后冷

藏４８ｈ内分离频率不受明显影响。

本研究用于组织分离的茎秆采自花生疮痂病发

病前中期。该时期采集的茎秆通过保湿培养，病斑

有大量孢子，说明病斑上病菌有活性。茎秆病菌分

离频率显著低于叶片，杂菌频率和未长菌的组织块

频率均高于叶片。分析原因，可能是由于茎秆部位

的病斑特征所致：１）茎秆上的病斑比叶片病斑面积
大，多呈木栓化结构，火山口状龟裂，有利于腐生菌

等其它杂菌的侵入和污染；２）在进行表面消毒时，有
龟裂纹的病斑更容易吸收表面消毒剂，不容易清洗

彻底。此外，作者曾分离过葡萄黑痘病菌，在病果上

难分离到病原菌，而 叶 片 上 分 离 频 率 较 高。

Ｅｍｅｃｈｅｂｅ在ＰＤＡ上用组织分离法分离豇豆疮痂病
（Ｓｐｈａｃｅｌｏｍａｓｐ．）时发现，分离叶片病斑的病原菌比
茎秆、叶柄和豆荚容易得多［２０］，本研究结论与其一

致。发病时期对叶片病原菌的分离结果并无显著影

响。但病害发生后期，病叶的数量明显减少，田间难

采到典型疮痂病叶。

３．２　稀释平板法分离病原菌
采用改进的稀释平板法能够达到花生疮痂病菌

单孢分离和纯化的目的。在ＰＤＡ和ＰＬＤＡ培养基平
板上均能获得大量形状规则、纯净的单孢菌落。ＰＬ
ＤＡ培养基单孢分离效果优于 ＰＤＡ。分离材料应选
用病害发生前、中期采集的病茎秆。

菌种纯化和单孢子分离方法有琼胶平板稀释纯

化法等多种［３１］。在此基础上，许多学者根据不同病

原菌孢子特点，对单孢分离方法或工具不断改进，总

结出多种有效的单孢分离方法。如挑针法［３２～３３］，毛

细管法［３４～３５］，敲打叶片孢子法［３６］，以上分离方法，

均需要显微操作检视单个孢子，对于孢子小且透明

的真菌单孢分离比较困难。张海旺等针对栗疫病菌

分生孢子小、无色的特点，采用水琼脂平板涂布孢子

菌悬液的方法，获得大量单孢子菌落，不需显微检

视［３７］。花生疮痂病菌人工培养很难产生分生孢子，

而在病组织上，特别是茎秆病斑保湿能够产生大量

的分生孢子。作者曾通过显微检视病部单个孢子，

分离纯化到单孢子菌落。但由于分生孢子小，无色，

在显微设备下检视单个孢子，难度大，费时，又极易

污染，成功率极低。本文采用的改进的稀释平板法

是一种简单、有效的针对花生疮痂病菌的单孢分离

纯化方法。操作简单，容易掌握，省去表面消毒的环

节，有效减少对环境的污染。单孢分离技术的实现，

也为该病菌遗传等方面的研究提供可靠的技术

保障。

茎秆上分生孢子的获得量在不同的病害发生时

期有明显变化。在病害发生的前、中期茎秆病斑保

０９３ 中国油料作物学报　２０１７，３９（３）



湿产生的分生孢子数量较多，后期茎秆的病斑孢子

急剧减少，可能是导致后期病害流行趋于平缓的

原因。

３．３　病原菌分离过程中的菌落形态特点
花生疮痂病菌生长速度慢，菌落形态特异，熟悉

和了解花生疮痂病原菌的形态特征和分离特性是分

离纯化花生疮痂病菌的关键。病组织块在培养基上

至少５ｄ以上才有病菌长出。病菌起初只病斑上部
隆起，不扩展，生长速度极慢，形态上容易被误认为

细菌。随着不断生长，病原菌菌落逐渐蔓延到培养

基上，菌落多为橘色，革质，褶皱，容易被误认为是细

菌、放线菌或酵母菌。病原菌在组织块上长出的速

度慢，有的组织块１５ｄ时才会长出病菌。如有杂菌
长出，需及时将未长杂菌的组织块转出，避免被杂菌

覆盖。稀释平板法单孢分离纯化病菌，病原菌在ＰＬ
ＤＡ和 ＰＤＡ上均在 ６ｄ左右出现针眼大小的菌落。
病原菌单孢子菌落生长初期形态均似细菌，两种培

养基上单菌落形态略有差别。ＰＤＡ上，单孢子菌落
橘色，无气生菌丝，皮革质状。ＰＬＤＡ上单孢子菌落
灰白色，少量气生菌丝。ＰＬＤＡ上菌落略大于ＰＤＡ。

本研究对花生疮痂病菌进行初步鉴定和致病性

测定，确定分离得到的病菌为花生疮痂病菌

Ｓ．ａｒａｃｈｉｄｉｓ。关于该病菌的分生孢子类型，国内外学
者有不同报道。作者仅在病斑上见到大量的椭圆形

分生孢子，与根岸宽光描述的小型分生孢子形态大

小一致［１］。对于花生疮痂病菌的产孢诱导与机理，

遗传分化，流行规律以及致病机制等方面还有待进

一步研究。
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