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　　摘要：为明确西藏林芝地区油菜黑斑病的病原物，从发病田采集病株，采用组织分离法得到一株链格孢菌 ＸＺ
－Ｓ１，用柯赫氏法则对该菌进行致病性测定，结合形态学特征和核糖体基因内转录间隔区（ｒＤＮＡ－ＩＴＳ）序列构建系
统发育树对该菌进行鉴定，菌株ＸＺ－Ｓ１与芸薹链格孢Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ在自举值９９％相聚一群。生物学特性试
验结果表明：该菌最适生长温度为２５℃，最适生长ｐＨ值为６．５～７．５，淀粉为最佳碳源，蛋白胨为最佳氮源，马铃薯
蔗糖琼脂培养基为最适生长培养基，马铃薯胡萝卜琼脂培养基为最适产孢培养基。
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　　油菜是我国四大油料作物之一，我国油菜的种
植面积约占世界的１／３，总产量居世界首位［１］。油

菜在西藏俗称“白卡”、“波孜”、“牛娜”等，是西藏

的主要油料作物，也是本地农民长期种植的传统经

济作物，虽然其种植总面积不大，但分布却很广泛，

几乎每个农业县和半农牧县都有种植，在西藏种植

面积仅次于青稞。西藏独特的高原气候，使得该地

区的油菜具有抗寒、抗旱、耐瘠薄、含油量高等特

点［２］，从而孕育了丰富的白菜型黄籽油菜地方

品种。

油菜黑斑病是油菜上常发生的病害之一［３］，在

我国各油菜产区均有发生，现已报道芸薹链格孢

（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ）、芸薹生链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｂｒａｓｓｉｃｉｃｏｌａ）和萝卜链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｒａｐｈａｎｉ）３个
种均可以引起油菜黑斑病。该病主要为害叶片、叶

柄、茎和角果，湿度大时在病部产生黑色霉状物，致

侧枝或整株枯死，最终造成油菜结实差，籽粒弱小，

发芽率低下，对产量造成一定的影响。近年来，随着



西藏油菜种植面积的扩大，油菜病害加重，尤其是霜

霉病和黑斑病普遍严重发生，但国内关于西藏油菜

的研究主要集中在农艺学、遗传育种、抗旱性及虫害

方面［４～６］，关于西藏油菜病害方面的报道很少。国

外科技人员对芸薹链格孢进行了多态性分析、种的

鉴定、株系鉴定及病害传播的监测［７］。Ｊａｓａｌａｖｉｃｈ等
对十字花科蔬菜有致病性的链格孢核糖体基因内转

录间隔区（ｒＤＮＡ－ＩＴＳ）部分序列进行了分析，表明
可以根据ＩＴＳ区对链格孢进行种的鉴定，为从核酸
水平进行鉴定提供了科学依据［８，９］。本文从西藏林

芝地区常见的农家油菜品种———白菜型黄籽油菜上

分离到一株黑斑病菌进行分离和致病性测定，结合

传统形态学和分子生物学方法对该病原菌进行鉴

定，并对该病原菌进行生物学特性研究，为该病害的

防治提供依据。

１　材料和方法
１．１　菌株来源

２０１３年８月在西藏林芝地区油菜黑斑病发病
田块（Ｎ２９°３９．１９８′，Ｅ９４°２０．６６３′）采集病株，油菜品
种为乃东黄籽（来自西藏山南乃东，白菜型黄籽油

菜品种），按照组织分离法分离病原菌［１０］：在病、健

交界处剪取２～３ｍｍ长的病组织，用７０％乙醇消毒
３０ｓ，用０．１％升汞消毒３ｍｉｎ，用无菌水洗３次，最后
将病组织直接移至马铃薯葡萄糖琼脂培养基平板上

（ＰＤＡ配方：去皮马铃薯 ２００ｇ，葡萄糖 ２０ｇ，琼脂
１７ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ），为防止细菌污染，每３００ｍＬ
的培养基中加入 １ｍＬ的硫酸链霉素溶液（４０μｇ／
ｍＬ），将接菌的ＰＤＡ平板倒置于２０～２５℃恒温培养
箱中，待菌落长出后挑取边缘菌丝转接到新的 ＰＤＡ
平板上，在２５℃恒温培养箱中纯化培养，用孙广宇
等的方法进行单孢分离［１１］，得到单孢分离物 ＸＺ－
Ｓ１，于４℃保存备用。
１．２　致病性鉴定

采用柯赫氏法则进行致病性鉴定［１０］。

黑斑病菌ＸＺ－Ｓ１接种体的制备：将在 ＰＤＡ培
养基上生长良好的病原菌菌丝及孢子刮下（生长７ｄ
左右），加入一定量无菌水，用组织捣碎机将混合液

打碎配成菌丝及孢子悬浮液备用。油菜黑斑病菌

ＸＺ－Ｓ１接种体孢子浓度为８×１０６／ｍＬ。
离体接种［１２］：取旺盛生长的乃东黄籽油菜顶部

健康嫩叶和角果，立即置于铺有灭菌滤纸的托盘上，

叶片正面朝上，用灭菌的昆虫针将油菜叶片和角果

各刺伤２处，用喷雾法接种病原菌分生孢子后套上
塑料袋密封保湿，置于人工气候箱中培养，１４ｄ后观

察发病情况，描述症状并记录结果。将发病组织采

用１．１中的方法再分离菌株，观察再次分离得到的
菌株形态，并与原发病植株上分离到的病原菌在相

同培养条件下进行形态学比较。

１．３　病原菌的形态学鉴定
将黑斑病菌ＸＺ－Ｓ１接种到马铃薯胡萝卜琼脂

（ＰＣＡ）培养基（马铃薯 ２００ｇ，胡萝卜 ２０ｇ，琼脂粉
１２ｇ，水１０００ｍＬ，配制方法同 ＰＤＡ培养基）平板上，
于２５℃条件下盖玻片插片法培养 ７ｄ，参考文献
［１３～１５］，根据产孢表型进行初步鉴定，采用莱卡
显微镜（Ｌｅｉｃａ）ＤＭ２０００在光学显微镜下观察分生孢
子的形状、分隔情况和颜色等特征，用ＬＡＳ４．０照相
系统测量孢子大小和喙的大小，根据孢子形态和显

微测量数据鉴定病原菌。

１．４　病原菌的分子鉴定
病原菌ＤＮＡ的提取方法主要参考甘丽萍等［１６］

的方法，并略有改进。用真菌核糖体基因内转录间

隔区（ｒＤＮＡ－ＩＴＳ）通用引物ＩＴＳ－１Ｆ（５′－ＣＴＴＧＧＴ
ＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ－３′），ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣ
ＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′），（上海生物技术服务有
限公司合成）对菌株 ＸＺ－Ｓ１的基因组进行 ＰＣＲ扩
增，ＰＣＲ反应体系为 ２５μＬ：其中 １０×ＰＣＲ缓冲液
２．５μＬ，ＤＮＡ模板为１０ｎｇ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ２．０μＬ，
１０μｍｏｌ／Ｌ引物各 １μＬ，５Ｕ／μＬＴａｑ酶 ０．２μＬ，最后
加双蒸水补足。反应程序：９５℃预变性 ５ｍｉｎ；９５℃
变性４５ｓ，５３℃退火４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３５个循环；最
后７２℃延伸７ｍｉｎ。

ＰＣＲ产物的纯化和序列测定由上海英骏生物
技术有限公司完成，将测序结果利用 Ｂｌａｓｔ在 Ｇｅｎ
Ｂａｎｋ中进行同源序列查找，选择２１个相关种的ｒＤ
ＮＡ－ＩＴＳ序列，使用ＣＬＵＳＴＡＬＸ对排，用ＭＥＧＡ４．０
在重复１０００次下构建系统进化树［１７］（选择茄链格

孢Ａ．ｓｏｌａｎｉ为外群）。
１．５　病原菌生物学特性测定
１．５．１　温度对病原菌生长及产孢的影响　在无菌
条件下将在ＰＤＡ平板上生长良好的油菜黑斑病菌
ＸＺ－Ｓ１，用４ｍｍ的打孔器在菌落边缘均匀一致地
打取菌饼接种到新的 ＰＤＡ平板中央，并分别置于
５℃、１０℃、１５℃、２０℃、２５℃、３０℃和 ３５℃恒温培养
箱中培养，７ｄ后测量菌落直径。在待测定培养皿中
加入１０ｍＬ无菌水洗脱孢子，经双层纱布过滤后配
制成容积相等的孢子悬浮液，并用血球计数板在显

微镜下检测计数分生孢子数量。每个处理重复 ３
次，取平均值［１０］。

１．５．２　ｐＨ值对病原菌生长及产孢的影响　用０．１
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ｍｏｌ／Ｌ的 ＨＣｌ和 ＮａＯＨ溶液，将 ＰＤＡ培养基调至
ｐＨ２、３、４、５、６、７、８、１０后，经高压蒸汽灭菌后制成平
板，接种油菜黑斑病菌ＸＺ－Ｓ１，后于２５℃恒温培养
箱中培养，方法同１．５．１。７ｄ后测量其菌落生长直
径及产孢量，每个处理重复３次，取平均值。
１．５．３　Ｃ、Ｎ源对病原菌生长及产孢的影响　以察
氏培养基（Ｃｚａｐｅｋ）为基础培养基，其中 Ｃ源物质分
别选用乳糖、葡萄糖、蔗糖、可溶性淀粉；Ｎ源物质分
别选用氯化铵、硝酸钾、蛋白胨和乙酸铵。另设对照

为不含碳源和不含氮源的察氏培养基，方法同

１．５．１。接种后置２５℃恒温培养箱中培养，７ｄ后测量
其菌落生长直径及产孢量，每个处理重复３次，取平
均值。

１．５．４　不同培养基对病原菌生长及产孢的影响　
分别配置 ６种培养基：水琼脂培养基（ＷＡ）、察氏
（查彼克）培养基（Ｃｚａｐｅｋ）、马铃薯葡萄糖琼脂培养
基（ＰＤＡ）、马铃薯胡萝卜琼脂培养基（ＰＣＡ）、马铃
薯蔗糖琼脂培养基（ＰＳＡ）和玉米粉琼脂培养基
（ＣＭＡ），按１．５．１方法，接种后置２５℃恒温培养箱中

培养，７ｄ后测量菌落生长直径及产孢量，每个处理
重复３次，取平均值。

２　结果与分析
２．１　病原菌的致病性鉴定

离体叶片染病初期，褐色圆形病斑，略具同心轮

纹，四周有黄色晕圈，接种４ｄ后穿透叶片，病部生黑
色霉状物，角果上出现黑色病斑，上着生暗褐色至黑

色霉状物。

２．２　病原菌的形态学鉴定
菌落灰黑色，气生菌丝少，灰黑色轮纹（图１Ａ、

１Ｂ），产生大量的分生孢子。分生孢子梗多数单生，
分生孢子形成短至中等长度的孢子链，菌落边缘以

单链为主（图１Ｃ），分生孢子（图１Ｄ）倒棒形至长卵
圆形，浅褐色，喙较长、柱形、顶端近无色，横隔１０～
１１个，纵隔０～６个，分生孢子（４２～１２５）μｍ×（１１
～２６）μｍ，喙长（２．３～３．０）μｍ×（４５～６５）μｍ，根据
分生孢子的大小，分隔情况和喙的长短，初步鉴定该

菌株为芸薹链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ）。

注：Ａ、Ｂ菌株ＸＺ－Ｓ１的菌落形态；Ｃ：菌株ＸＺ－Ｓ１的产孢表型（×５０）；Ｄ：菌株ＸＺ－Ｓ１的分生孢子形态（×２００）
Ｎｏｔｅｓ：ＡａｎｄＢ：ＣｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｓｏｌａｔｅＸＺ－Ｓ１；Ｃ：Ｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎｐａｔｔｅｒｎｓ（×５０）ｏｆｉｓｏｌａｔｅＸＺ－Ｓ１；Ｄ：ＣｏｎｉｄｉａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｓｏｌａｔｅＸＺ－Ｓ１（×２００）

图１　菌株ＸＺ－Ｓ１的形态特征
Ｆｉｇ．１　ＭｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｉｓｏｌａｔｅＸＺ－Ｓ１

２．３　病原菌的分子鉴定
对菌株ＸＺ－Ｓ１进行 ＤＮＡ提取（图２Ａ），用引

物ＩＴＳ－１Ｆ和ＩＴＳ４进行扩增后得到长度约为６００ｂｐ
目的片段（图２Ｂ），测序获得了５０２ｂｐ核苷酸序列，
将测定的序列提交 ＧｅｎＢａｎｋ（登录号：ＫＰ１３５４２２），

通过选择２１个相关种的 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列进行同源
序列比对，用ＭＥＧＡ４．０软件构建系统发育树，ＸＺ－
Ｓ１与 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ（ＫＦ５４３０３６、ＫＦ５４３０５０）在
９９％水平上，相聚一群（图３），从分子水平证明了菌
株ＸＺ－Ｓ１与Ａ．ｂｒａｓｓｉｃａｅ的亲缘关系最近。
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注：Ａ：菌株ＸＺ－Ｓ１的ＤＮＡ检测结果（１～３为３次重复）；
Ｂ：菌株ＸＺ－Ｓ１的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列的扩增产物

（１和２为２次重复，Ｍ：ＤＮＡＬａｄｄｅｒ）
Ｎｏｔｅ：Ａ：ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｆｏｒＤＮＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆ

ｉｓｏｌａｔｅＸＺ－Ｓ１（１－３：３ｒｅｐｅａｔｓ）；Ｂ：Ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍ
ｆｏｒｒＤＮＡ－ＩＴＳｏｆｉｓｏｌａｔｅＸＺ－Ｓ１（１－２：２ｒｅｐｅａｔｓ）

图２　菌株ＸＺ－Ｓ１的ＤＮＡ检测与ｒＤＮＡ－ＩＴＳ
序列的ＰＣＲ产物电泳图

Ｆｉｇ．２　ＥｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｔｏｇｒａｍｓｆｏｒＤＮＡｄｅｔｅｃｔｉｏｎａｎｄＰＣＲ
ｐｒｏｄｕｃｔｓｏｆｒＤＮＡ－ＩＴＳｏｆｉｓｏｌａｔｅＸＺ－Ｓ１

２．４　病原菌的生物学特性
２．４．１　温度对病原菌生长及产孢的影响　菌株ＸＺ
－Ｓ１的温度生长范围为５℃ ～３５℃，当温度为２５℃
时，菌落生长直径最大，而且产孢量也最多，此温度

为该菌的最适生长温度。当温度为５℃ ～２５℃时，
菌落直径及产孢量随温度的升高而增加，而当温度

超过２５℃时，菌落直径及产孢量随温度的升高而减
小。当温度低于５℃或高于３５℃时，菌丝生长停止
且不产孢（图４）。
２．４．２　ｐＨ值对病原菌生长及产孢的影响　菌株
ＸＺ－Ｓ１生长的ｐＨ值范围为２～１０，当ｐＨ值为６．５
～７．５时，菌落生长最好，当 ｐＨ值为２～４时，菌落
生长直径随ｐＨ值的增加而急剧增加，当 ｐＨ值为４
～７时，菌落生长直径随 ｐＨ值的增加而平缓增加；
当ｐＨ值为８时，产孢量最大，当 ｐＨ值为６～８时，
产孢量随 ｐＨ值的增加而急剧增加，当 ｐＨ值 ＞８
时，产孢量急剧下降，产孢量受 ｐＨ值的影响变化幅
度较大（图５）。

注：括号中为相关菌株在ＧｅｎＢａｎｋ登记号，分支处数值表示自举值。尺标表示每个核苷酸位点上的０．０５替换值
Ｎｏｔｅ：ＮｕｍｂｅｒｓｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆｔｈｅｒｅｌａｔｅｄｉｓｏｌａｔｅｓｉｎＧｅｎＢａｎｋ．Ｎｕｍｂｅｒｓｉｎｅａｃｈ

ｂｒａｎｃｈｐｏｉｎｔｓｄｅｎｏｔｅｔｈｅｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓｓｕｐｐｏｒｔｅｄｂｙｂｏｏｔｓｔｒａｐ．Ｓｃａｌｅｂａｒｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ０．０５ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓｐｅｒｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｐｏｓｉｔｉｏｎ
图３　基于ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列构建的菌株ＸＺ－Ｓ１的系统发育树

Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆｉｓｏｌａｔｅＸＺ－Ｓ１ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｒＤＮＡ－ＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２．４．３　碳、氮源对病原菌生长及产孢的影响　菌株
ＸＺ－Ｓ１在５种不同处理的碳源培养基上均能生长
和产孢，碳源为淀粉时，菌落生长直径最大，可达

１４．２０ｃｍ；蔗糖和乳糖次之，不含碳源的培养基上生

长最差，为 ４．３０ｃｍ。病菌产孢的最佳碳源也为淀
粉，产孢量可达２．６×１０５／ｍＬ，蔗糖和乳糖次之，不
含碳源的培养基上产孢量最小，碳源对菌落生长和

产孢量的影响是一致的（表１）。

０８３ 中国油料作物学报　２０１５，３７（３）



图４　温度对菌株ＸＺ－Ｓ１生长及产孢的影响
Ｆｉｇ．４　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｏｎｖｅｇｅｔａｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈ

ａｎｄｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎｏｆｉｓｏｌａｔｅＸＺ－Ｓ１

图５　ｐＨ值对菌株ＸＺ－Ｓ１生长及产孢的影响
Ｆｉｇ．５　ＥｆｆｅｃｔｓｏｆｐＨｏｎｖｅｇｅｔａｔｉｖｅｇｒｏｗｔｈ
ａｎｄｓｐｏｒｅｙｉｅｌｄｏｆｉｓｏｌａｔｅＸＺ－Ｓ１

表１　碳源对菌株ＸＺ－Ｓ１生长及产孢的影响
Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎ

碳源

Ｃａｒｂｏｎ
ｓｏｕｒｃｅ

菌落直径

Ｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒ
／ｃｍ

产孢量

Ｓｐｏｒｅｙｉｅｌｄ
／（×１０５／ｍＬ）

葡萄糖 Ｇｌｕｃｏｓｅ ５．７５ａ ２．１ａ

蔗糖 Ｓｕｃｒｏｓｅ ６．４５ｂ ０．８ａｂ

淀粉 Ｓｔａｒｃｈ １４．２０ｂｃ ２．６ｂｃ

乳糖 Ｌａｃｔｏｓｅ ６．０５ｃ １．３ｃｄ

对照 ＣＫ ４．３０ｄ ０．４ｄ

　　注：表中同列数据不同字母表示显著水平为０．０５，下同
　　Ｎｏｔｅ：Ｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ
０．０５ｌｅｖｅｌ．Ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

　　氮源对菌株 ＸＺ－Ｓ１影响如下：当氮源为蛋白
胨时，菌落生长直径最大，可达７．８６ｃｍ；对照次之，
氯化铵最差，仅为３．４０ｃｍ；菌株ＸＺ－Ｓ１产孢的最佳
氮源也为蛋白胨，产孢量可达３．８×１０５／ｍＬ，硝酸钾
次之，氯化铵最差，不产孢（表２）。

表２　氮源对菌株ＸＺ－Ｓ１生长及产孢的影响
Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅｓｏｎｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎ

氮源
Ｎｉｔｒｏｇｅｎｓｏｕｒｃｅ

菌落直径
Ｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒ

／ｃｍ

产孢量
Ｓｐｏｒｅｙｉｅｌｄ
／（×１０５／ｍＬ）

蛋白胨
Ｐｅｐｔｏｎｅ ７．８６ａ ３．８ａ

氯化铵
Ａｍｍｏｎｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅ ３．４０ａ ０．０ｂ

硝酸钾
ＫＮＯ３

７．０２ｂ １．３ｂｃ

乙酸铵
Ａｍｍｏｎｉｕｍａｃｅｔａｔｅ ５．６６ｃ ０．７ｃ

对照
ＣＫ ７．５８ｄ ０．１ｃ

２．４．４　不同培养基对病原菌生长及产孢的影响　
从表３可知，当培养基为ＰＳＡ时，菌株ＸＺ－Ｓ１菌落
生长直径最大，可达７．８６ｃｍ；ＰＣＡ和 Ｃｚａｐｅｋ次之，
而ＰＤＡ最差，为４．０４ｃｍ。病菌产孢的最佳培养基
为 ＰＣＡ，产孢量可达９．２×１０５／ｍＬ，ＰＤＡ次之，ＷＡ
最差，仅为７．０×１０４／ｍＬ。

表３　培养基对菌株ＸＺ－Ｓ１生长及产孢的影响
Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｍｅｄｉｕｍｓｏｎｖｅｇｅｔａｔｉｖｅ

ｇｒｏｗｔｈａｎｄｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

菌落直径
Ｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒ

／ｃｍ

产孢量
Ｓｐｏｒｅｙｉｅｌｄ
／（×１０５／ｍＬ）

马铃薯葡萄糖琼脂
ＰＤＡ ４．０４ａ ６．１ａ

马铃薯蔗糖琼脂
ＰＳＡ ７．８６ｂ ３．５ｂ

马铃薯胡萝卜琼脂
ＰＣＡ ７．３５ｂ ９．２ｂ

水琼脂
ＷＡ ５．８９ｃ ０．７ｃ

查彼克
Ｃｚａｐｅｋ ７．０３ｃ １．１ｄ

玉米粉琼脂
ＣＭＡ ５．６８ｄ ５．３ｄ

３　讨论
国内部分学者对十字花科作物黑斑病的病原鉴

定结果表明，芸薹链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ）、芸薹
生链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃｉｃｏｌａ）和萝卜链格孢（Ａｌ
ｔｅｒｎａｒｉａｒａｐｈａｎｉ）均可引起十字花科作物感病，南方
十字花科作物黑斑病主要由芸薹生链格孢引起，北

方十字花科作物主要由芸薹链格孢引起［１８］，西藏林

芝地区气候条件与我国北方地区相似，本研究对西

藏林芝地区油菜上分离到的一株黑斑病病原菌进行

了致病性测定和病原鉴定，结果证明：芸薹链格孢是

引起本地油菜黑斑病的重要病原之一，该研究结果

与前人的研究结果一致［６，１８］。
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　　由于链格孢分生孢子形态是链格孢菌的主要形
态鉴定标准，但分生孢子易受环境条件的影响，要准

确鉴定链格孢，必须综合考虑其它标准［１９，２０］，分类

学家经过多年研究，总结出一套采用营养相对贫乏，

尽量接近自然的人工培养条件———如 ＰＣＡ培养基，
对链格孢从菌落特征到单支分生孢子梗上的产孢表

型及分生孢子形态特征进行综合比较研究，大大提

高了对链格孢形态鉴定的准确度［１３，１４］。与此同时，

Ｊａｓａｌａｖｉｃｈ等根据ＩＴＳ区对链格孢进行种的鉴定，为
从核酸水平进行鉴定提供了科学依据［８，９］。本研究

借鉴Ｓｉｍｍｏｎｓ等人设计的一套特定的培养条件，对
分离到的链格孢进行形态学鉴定，同时结合分子生

物学方法进行聚类分析，证明了菌株 ＸＺ－Ｓ１为 Ａｌ
ｔｅｒｎａｒｉａｂｒａｓｓｉｃａｅ。

由于油菜黑斑病近两年在西藏林芝地区发生比

较严重，但目前关于西藏油菜黑斑病尚未进行系统

研究，对该病原菌进行生物学特性的研究对该病的

防治具有重要的理论指导意义。通过生物学特性试

验表明：菌株 ＸＺ－Ｓ１最适生长和产孢的温度为
２５℃，ｐＨ值为７～８，淀粉和蛋白胨分别为最适碳、
氮源，最适菌落生长和产孢的培养基分别为 ＰＳＡ和
ＰＣＡ。本研究表明氮源对该菌的生长尤其是产孢影
响比较大，这种现象与镰刀菌引起的玉米穗腐病相

似［２１］，该菌分生孢子借助气流传播，农业生产中避

免偏施过量氮肥，可降低菌源数量，减轻病害的发

生。此外，由于本地区长期种植本地品种，携带致病

菌的种子是该病的主要初侵染源之一，因此，种子消

毒也是防治该病的重要措施之一［２２］。
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