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丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｐｐ．）对花生的为害及病原学研究
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　　摘要：为了明确区分花生叶腐病、纹枯病、立枯病和果壳褐斑病症状特点，并了解丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｐｐ．）对
花生的为害和发病规律，采用 ＰＤＡ、ＷＡ培养基分离及纯化病原菌，显微观察其形态特征，采用涂抹和菌饼法接种
测定其致病性，并通过菌丝融合群和ｒＤＮＡ－ＩＴＳ同源性分析研究了不同病原菌之间的亲缘关系。结果表明：花生
叶腐病菌、纹枯病菌和立枯病菌菌丝粗壮，平均直径６．８～９．４μｍ，多核，无锁状联合，近直角分枝，分枝处缢缩，分
枝不远处常伴有分隔，具典型的立枯丝核菌 Ｒ．ｓｏｌａｎｉ特征。但三种病菌菌株之间没发现菌丝相互完全融合现象，
表明它们并不相同。菌丝融合群和分子生物学测定结果表明：花生叶腐病菌是ＡＧ－１－ＩＡ，花生立枯病菌是ＡＧ－
１－ＩＣ，花生纹枯病菌是ＡＧ－４；而花生果壳褐斑病菌为双核丝核菌，具体种类有待进一步确定。
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　　从２０世纪９０年代开始，我国花生产业发展迅
速。随着高产品种推广应用和种植密度的增加，田

间郁闭现象越来越严重，结果导致花生真菌病害发

生严重。常见病害主要有花生果壳褐斑病、叶腐病、

立枯病和纹枯病。花生果壳褐斑病的主要特点是在

果壳上形成褐色至黑褐色病斑，呈不规则形（图１－
Ａ），轻者病斑仅限于果壳，没有危害到果仁；发病严
重时常常多个病斑连在一起形成大斑，为害深达果

仁，造成花生果仁表面形成褐色椭圆形或不规则病

斑，湿度大时还引起果壳和果仁一起腐烂，造成花生



品质劣变［１～３］。该病害在我国发生比较普遍，个别

品种，尤其小粒花生，如四粒红等严重感病。常误认

为是土壤有害物质造成的。在日本，主栽花生品种

千叶半粒高度感病，受害非常严重。花生果壳褐斑

病也可和其他烂果病混合发生，导致花生果实失去

经济价值。

花生叶腐病主要危害花生叶片，严重时病斑也

可蔓延到茎秆上。叶片受害初期水浸状，逐渐发展

成淡褐色、枯白色，近圆形病斑，直径０．５～１．５ｃｍ，
边缘有不清晰黄褐色晕纹，叶片上的病斑往往连成

片，呈不规则大斑，甚至整个叶片枯死；在病组织表

面常有白色蛛丝状的菌丝，后期病株上的菌丝逐渐

缠结成团，由初呈白色小绒球状，逐渐变为如西红柿

种子大小的褐色至黑褐菌核；当雨量大，田间湿度高

或植株倒伏时，发病叶片常常几个叶片黏在一起腐

烂；病斑还可沿叶柄蔓延到茎秆上形成不规则浅褐

色病斑；该病害在田间多呈点片发生，地势低洼，种

植密度大，植株生长繁茂，植株徒长地块发病尤其严

重（图１－Ｂ）。近几年，在花生主产区山东省发生严
重，尤其是２０１３年，由于花生叶腐病的发生造成个
别地块减产５０％以上。另外，广东省和辽宁省也都
有该病害危害花生的报道［２］。

花生纹枯病、花生立枯病也时而发生，造成部分

田块受害严重。花生立枯病一般在花生幼苗期发

病，初期幼茎靠近地表部出现水浸状，后变成坏死状

褐色病斑，病斑处缢缩，植株发病严重时全株发黄枯

死，潮湿时病部有白色丝状物（图１－Ｃ）。花生立枯
病在我国发生较轻，只是个别年份偶尔发生，且危害

不重。花生纹枯病先在植株茎的下部或靠近底部侧

枝发生，而后向中上部蔓延，主要危害茎秆，其次是

叶片。病害初期在茎基部或受害叶片边缘产生灰绿

色或暗绿色水浸状病斑，并逐渐扩展形成不规则云

纹状褐色病斑，有时几个病斑联合导致茎秆出现云

纹状大斑，发病叶片大量枯死（图１－Ｄ）。该病害
２０世纪９０年代初，曾在一些花生产区发生较重，近
来国内很少有该病害发生的报道。

据报道，上述几种花生病害都是由 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ
属真菌侵染引起的［１，３～６］，但几种花生丝核菌病害病

原关系不明，更缺乏对发病规律的认识，这些可能是

导致防治不力和该类病害发生逐年加重的主要原

因。因此，有必要对我国花生丝核菌类病害病原进

行科学鉴定，对花生上几种丝核菌病害病原学作进

一步深入研究，明确相互之间的关系，为该类病害控

制提供科学依据。

注：Ａ：花生果壳褐斑病；Ｂ：花生叶腐病；Ｃ：花生立枯病；Ｄ：花生纹枯病
Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｐｅａｎｕｔｓｈｅｌｌｂｒｏｗｎｓｐｏｔ；Ｂ：Ｐｅａｎｕｔｌｅａｆｒｏｔ；Ｃ：Ｐｅａｎｕｔｄａｍｐｉｎｇ－ｏｆｆ；Ｄ：Ｐｅａｎｕｔｓｈｅａｔｈｂｌｉｇｈｔ

图１　几种花生丝核菌病害症状
Ｆｉｇ．１　ＳｙｍｐｔｏｍｓｏｆｐｅａｎｕｔｄｉｓｅａｓｅｓｃａｕｓｅｄｂｙＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｐｐ．

１　材料和方法
１．１　菌株采集与分离

从２００８年－２０１３年连续几年，在山东省各地，
河南、吉林、辽宁和福建省部分县市的田间典型花生

叶腐病、果壳褐斑病、纹枯病和立枯病病株上采集标

样，剪取大小０．３ｃｍ×０．３ｃｍ左右的病组织，采用病
组织分离方法，经７０％酒精３０ｓ、０．１％升汞２ｍｉｎ消
毒，无菌水冲洗３遍后，将其置于 ＰＤＡ或 ＷＡ（水琼
脂培养基）培养基上，２６℃培养。３ｄ后挑取菌体将
其置于ＷＡ上培养，然后采用切取单根菌丝的方法
进行纯化，并将其编号备用。花生叶腐病菌编号为

ＨＹＦ－０３；花生果壳褐斑病菌为 ＨＧＨ－０１；花生纹
枯病菌为ＨＷＫ－０３；花生立枯病菌为ＨＬＫ－０５。
１．２　致病性测定

用ＰＤＡ培养基增扩供试菌株，其中一组用刀片
刮取菌丝体，并用无菌水冲刷，按５０ｍＬ量滴加１滴
Ｔｗｅｅｎ－２０制作病菌悬浮液，另一组用打孔器制作
菌饼；然后采用菌饼和涂抹菌丝悬浮液两种方法接

种盆栽生长至结果期的花生植株，花生品种为鲁花

１１和花育２５，用无菌水处理作对照，３次重复。接
种植株置于２５℃培养箱内培养，保湿２４ｈ之后观察
并记录发病情况；依柯氏法则确定其致病性［７］。

３６８鄢洪海等：丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｐｐ．）对花生的为害及病原学研究



１．３　病原菌鉴定
１．３．１　形态及性状观察　依据Ｐａｒｍｅｔｅｒ＆Ｗｈｉｔｎｅｙ
（１９７０）、Ｏｇｏｓｈｉ（１９７２）等有关 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｉａ属和 Ｒ．ｓｏ
ｌａｎｉ的形态特征描述，使用 ＮｉｋｏｎＭｉｃｒｏｓｃｏｐｅＥ
ＣＬＩＰＳＥ８０ｉ显微镜逐项观察、测量病菌的菌丝分枝
与分隔、直径、颜色和锁状联合等性状，以及菌核形

成时间和数量等，拍照记录相关数据。根据病原菌

的形态特征及其在 ＰＤＡ和 ＷＡ培养基上的生长性
状特点，进行几种病害病原菌鉴定和差异比对［８］。

１．３．２　病菌细胞核数目观察　将待测菌株在 ＰＤＡ
平板上培养７ｄ后，用直径５ｍｍ的打孔器打取菌饼，
将菌饼移至 ＰＤＡ平板中央，在离菌饼１．５ｃｍ处，斜
插一灭菌的盖玻片后，将其置于２５℃下恒温培养。
待菌丝生长至盖玻片３／５处，将附有菌丝体的盖玻
片取出，用镊子将盖玻片生长有菌丝体的一面向下

盖在滴有１５μＬ５μｇ／ｍＬ的Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８染液的载
玻片上，黑暗条件下染色１ｈ，利用ＯＬＹＭＰＵＳ－ＢＸ４３
荧光显微镜于３５２ｎｍ波长激发光下，观察各供试菌
株细胞核数目［９］。

１．３．３　菌丝融合现象观察及融合群测定　采用改
进的载玻片定位配对法，并参照Ｏｇｏｓｈｉ、陈延熙等的
方法［８，１０］。即在培养皿内放置吸水纸、两根牙签，及

一个载玻片，并在培养皿内倒入少量无菌水，无菌条

件下在载玻片上倒上一薄层灭菌的２％ＷＡ。分别
挑取待测菌株 －菌饼（或标准菌株 －菌饼）置于载
玻片两端，菌饼之间相距约２０ｍｍ，然后于２５℃下培
养，当两菌饼菌丝在中央相遇，交叉２～５ｍｍ时立即
取出（大约需１～２ｄ）观察菌丝融合情况。
１．４　病原菌分子鉴定
１．４．１　基因组 ＤＮＡ的提取　采用 ＣＴＡＢ法提取
ＤＮＡ［１１］：供试菌株在ＰＤＡ平板上２５℃培养３ｄ，用牙
签将菌丝挑至１．５ｍＬ离心管中，加入１ｍＬＰＢＳ，漩
涡１ｍｉｎ。离心收集菌体，加入４５０μＬＬｙｓｉｓＢｕｆｆｅｒＡ，
使用研磨棒将菌体碾碎，使之分散。加入 ２０μＬ蛋

白酶 Ｋ，６５℃水浴１ｈ，颠倒混匀。加入４００μＬＬｙｓｉｓ
ＢｕｆｆｅｒＢ，颠倒数次混匀，离心５ｍｉｎ，将上清液转入另
一离心管，静置 ２ｍｉｎ，离心 １ｍｉｎ，去废液。使用
ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒＡ洗涤１次，ＷａｓｈＢｕｆｆｅｒＢ洗２次，晾干
去除乙醇，加入６０μＬｄｄＨ２Ｏ。
１．４．２　ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列测定及分析　选用 ＩＴＳ１和
ＩＴＳ４真菌核糖体基因转录间隔区（ＩＴＳ）通用引物
ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′／ＩＴＳ４：５′
－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′（ＴａＫａＲａ合成）
扩增花生叶腐、立枯病和纹枯病病原菌 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ
区域。

每样品反应体系为５０μＬ，配比如下：１０×ｒｅａｃ
ｔｉｏｎｂｕｆｆｅｒ５μＬ，４×ｄＮＴＰｓ４μＬ，引物ＩＴＳ１２．５μＬ，引
物ＩＴＳ４２．５μＬ，模板 ２．５μＬ，Ｔａｑ酶 ０．５μｌ，Ｍｇ２＋

３μＬ，加ｄｄＨ２Ｏ补足５０μＬ。将上述试剂置于０．５ｍＬ
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ管中，在ＰＴＣ－２００型 ＰＣＲ仪上扩增循环
（１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ、ｄＮＴＰｍｉｘ、Ｔａｑ酶购于 ＴａＫａＲａ
公司）。

ＰＣＲ扩增循环：９４℃预变性 ３ｍｉｎ；９５℃变性
３ｍｉｎ，５７℃退火５５ｓ，７２℃延伸９０ｓ，３５个循环；７２℃
最终延伸１０ｍｉｎ，４℃保存。

ＰＣＲ扩增产物检测、回收、配置测序反应体系
及纯化后，交由大连宝生物技术有限公司进行测序，

并将测序得到的结果在 ＮＣＢＩ中进行 ＢＬＡＳＴ比对，
进行同源性分析。

２　结果与分析
２．１　四种病害病原菌形态特性

从四种病害病原菌的基本形态和性状看，均符

合Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ属的特点（图２和表１），且无性世代
不产生任何孢子，尚未发现有性世代。而花生叶腐

病菌、花生纹枯病菌和花生立枯病菌更符合立枯丝

核菌（Ｒ．ｓｏｌａｎｉ）的形态特点，但各菌株在菌丝直径、
产生菌核时间和数量、气生菌丝发育等方面存在一

注：Ａ：花生叶腐病菌；Ｂ：花生立枯病菌；Ｃ：花生纹枯病菌；Ｄ：花生果壳褐斑病菌
Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ－１－ＩＡ；Ｂ：Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ－１－ＩＣ；Ｃ：Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ－４；Ｄ：Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ

图２　几种病原菌菌丝形态
Ｆｉｇ．２　ＭｙｃｅｌｉｕｍｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｐａｔｈｏｇｅｎｓ
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表１　４种花生丝核菌病害病原菌性状比较
Ｔａｂｌｅ１　Ａｆｅｗｆｌｏｗｅｒｓｓｉｌｋｎｕｃｌｅａｒｂａｃｔｅｒｉａｔｈｒｏｕｇｈｃｏｍｐａｒｉｎｇｄｉｓｅａｓｅｇｅｒｍｓ

花生叶腐病菌
Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ－１－ＩＡ

花生立枯病菌
Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ－１－ＩＣ

花生纹枯病菌
Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ－４

花生果壳褐斑病菌
Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｐｐ．

菌丝直径 Ｈｙｐｈａｄｉａｍｅｔｅｒ／μｍ ９．４±０．３ ８．９±０．２ ６．８±０．２ ４．１±０．１
菌核数量 Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍｎｕｍｂｅｒ ５．４±２ ４．４±２ ２．４±１ １．４±１

初生菌核时间
Ｔｉｍｅｏｆｐｒｉｍａｒｙｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍ

ｆｏｒｍａｔｉｏｎ／ｄ
３ ４ ６ ９

菌核重量
Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍｗｅｉｇｈｔ／ｍｇ １．７±０．３ ２．１±０．５ ２．２±０．４ １．３±０．３

气生菌丝
Ａｅｒｉａｌｍｙｃｅｌｉａ

发达
Ｆｌｏｕｒｉｓｈｉｎｇ

较发达
Ｌｅｓｓｆｌｏｕｒｉｓｈｉｎｇ

较发达
Ｌｅｓｓｆｌｏｕｒｉｓｈｉｎｇ

较少
Ｓｐａｒｓｅ

菌落颜色
Ｃｏｌｏｎｙｃｏｌｏｕｒ

灰白－褐色
Ｇｒａｙ－Ｂｒｏｗｎ

灰白－褐色
Ｇｒａｙ－Ｂｒｏｗｎ

灰白－褐色
Ｇｒａｙ－Ｂｒｏｗｎ

浅褐色－黄褐色
Ｌｉｇｈｔｂｒｏｗｎ－ｙｅｌｌｏｗｉｓｈｂｒｏｗｎ

定差异。其中以花生叶腐病菌菌丝最粗壮、产生菌

核最快最多和菌丝最发达；而花生果壳褐斑病菌菌

丝隔膜无明显缢缩，且菌丝直径小于５μｍ，不符合
Ｒ．ｓｏｌａｎｉ主要特征。
２．２　病菌细胞核数目检测

图３（Ａ－Ｄ）为几种病原菌细胞核经 Ｈｏｅｃｈｓｔ
３３２５８荧光染色后所显示的细胞核数目。其中花生

叶腐病菌、立枯病菌、纹枯病菌细胞核数目绝大多数

超过４个，最多可达１３个，平均细胞核数量为花生
叶腐病菌为６．１、立枯病菌为４．２、纹枯病菌为６．２，
而花生果壳褐斑病菌的细胞核数目多为２个，因此，
花生叶腐病菌、花生立枯病菌和花生纹枯病菌为多

核丝核菌，而花生果壳褐斑病病原菌细胞核数目是

２个，属于双核丝核菌。

注：Ａ：花生叶腐病菌；Ｂ：花生立枯病菌；Ｃ：花生纹枯病菌；Ｄ：花生果壳褐斑病菌
Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ－１－ＩＡＢ：Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ－１－ＩＣ；Ｃ：Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ－４；Ｄ：Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｐｐ．

图３　病菌细胞核荧光染色结果
Ｆｉｇ．３　ＦｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅｓｔａｉｎｉｎｇｏｆＲｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｐａｔｈｏｇｅｎｎｕｃｌｅｕｓ

２．３　病菌菌丝融合现象观察及菌丝融合群测定
２．３．１　菌丝间融合性检测　花生叶腐病、花生立枯
病、花生纹枯病病原菌之间均没有发生菌丝完全融

合现象，但能见花生叶腐病和花生立枯病有部分菌

丝融合情况。因此尽管花生叶腐病、花生立枯病和

花生纹枯病都为立枯丝核菌，但是它们并不相同。

２．３．２　与 Ｒ．ｓｏｌａｎｉ标准菌株配对融合培养　结果
发现花生叶腐病菌与 ＡＧ－１、花生立枯病菌与 ＡＧ
－１、花生纹枯病菌与ＡＧ－４有融合现象发生，且花
生立枯病菌与 ＡＧ－１的 ＡＧ－１－ＩＣ菌丝融合属于
完全融合；花生叶腐病菌与 ＡＧ－１菌丝融合群的
ＡＧ－１－ＩＡ、ＡＧ－１－ＩＢ、ＡＧ－１－ＩＣ亚融合群都有
菌丝融合现象发生，但与 ＡＧ－１－ＩＢ、ＡＧ－１－ＩＣ
发生的属于接触融合或不完全融合，而与 ＡＧ－１－
ＩＡ发生的是完全融合，即细胞壁溶解，细胞质融合
（图４）。因此，依据上述测试结果可以判断花生叶

腐病菌属于ＡＧ－１菌丝融合群的 ＡＧ－１－ＩＡ菌丝
融合亚群，花生立枯病菌为ＡＧ－１－ＩＣ菌丝融合亚
群，而花生纹枯病菌为ＡＧ－４菌丝融合群。
２．４　病菌 ＩＴＳ序列测定结果

用引物 ＩＴＳ４／ＩＴＳ１对花生叶腐病菌、花生立枯
病菌和花生纹枯病菌的基因组进行ＰＣＲ扩增，电泳
检测结果得到约 ６００～６７０ｂｐ大小的片段。经由
ＴａＫａＲａ公司测序，花生叶腐病菌 ＨＹＦ－０３基因片
段大小为６１２ｂｐ、花生立枯病菌ＨＬＫ－０５为６２４ｂｐ、
花生纹枯病菌ＨＷＫ－０３为６６７ｂｐ。将各菌株序列
上传ＮＣＢＩ中的 ＧｅｎＢａｎｋ数据库，得到４种花生丝
核菌ＩＴＳ序列的登录号，与其他同源序列做比对。
结果表明ＨＹＦ－０３样品序列与 Ｒ．ｓｏｌａｎｉＡＧ－１－
ＩＡ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＡＹ１５４３０１）同源性最高，达
１００％，ＨＬＫ－０５与 ＡＧ－１－ＩＣ（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：
ＡＹ１５４３００）同源性最高，为 ９９％，而 ＨＷＫ－０３与

５６８鄢洪海等：丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｐｐ．）对花生的为害及病原学研究



ＡＧ－４（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＪＮ２５４７８８．１）的同源性最 高，达到 ９９％。

注：Ａ：ＡＧ－１－ＩＡ（完全融合）；Ｂ：ＡＧ－１－ＩＢ（接触融合）；Ｃ：ＡＧ－１－ＩＣ（接触融合）
Ｎｏｔｅ：Ａ：ＡＧ－１－ＩＡ（Ｔｏｔａｌｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ）；Ｂ：ＡＧ－１－ＩＢ（Ｃｏｎｔａｃｔｆｕｓｉｏｎ）Ｃ：ＡＧ－１－ＩＣ（Ｃｏｎｔａｃｔｆｕｓｉｏｎ）

图４　花生叶腐病菌与标准菌株菌丝融合现象
Ｆｉｇ．４　Ｈｙｐｈａｌｆｕｓｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｓｔａｎｄａｒｄｓｔｒａｉｎａｎｄｐａｔｈｏｇｅｎｃａｕｓｉｎｇｐｅａｎｕｔｌｅａｆｒｏｔ

３　讨论与结论
Ｒ．ｓｏｌａｎｉ的分类一直争议不断，但普遍认为 Ｒ．

ｓｏｌａｎｉ的主要特征为：菌丝直径５μｍ以上，初生菌丝
靠近分枝的地方形成隔膜，分枝菌丝在分枝点和隔

膜处往往缢缩，成熟菌丝多呈直角分枝，菌丝细胞无

锁状联合，一般都能形成无内外层分化的菌核，没有

根状菌索，无性世代不形成任何孢子［１２～１４］。通过分

离培养、形态观察和测定，均表明花生叶腐病菌、立

枯病菌和纹枯病菌与上述特点一致，因此，可初步判

定花生叶腐病菌、立枯病菌和纹枯病菌均为 Ｒ．ｓｏｌａ
ｎｉ。而花生果壳褐斑病菌虽然也符合 Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ属
的特点，但菌丝直径小于５μｍ，与Ｒ．ｓｏｌａｎｉ有明显不
同。

Ｒ．ｓｏｌａｎｉ是一个大的复合种，存在许多形态相
似而又致病性不同的类型，目前多采用菌丝融合方

法划分成若干个菌丝融合群（ｇｒｏｕｐｓ），融合群下面
又分不同菌丝融合亚群，这也是该菌分类的一个重

要特点［１５，１６］。本研究采用ＡＧ－１到ＡＧ－８中的１２
个标准测试菌株对花生叶腐病菌、立枯病菌和纹枯

病菌进行了融合群及融合亚群测定。结果表明：花

生叶腐病菌为 ＡＧ－１融合群的 ＡＧ－１－ＩＡ亚群，
花生立枯病菌为ＡＧ－１融合群的ＡＧ－１－ＩＣ亚群，
而花生纹枯病菌为 ＡＧ－４融合群。虽然从形态特
征上看花生叶腐病菌、立枯病菌和纹枯病菌都很相

似，具有Ｒ．ｓｏｌａｎｉ典型特点，但菌丝融合测定结果表
明它们并不相同。

Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ属真菌不同种之间区分的另一个主
要依据是菌丝细胞内细胞核数目［１７］。本研究采用

Ｈｏｅｃｈｓｔ３３２５８荧光染色方法观测菌株，发现花生叶
腐病菌、花生立枯病菌和花生纹枯病菌的细胞核数

目多数超过４个，最多有１３个细胞核，所以从供试
病菌的细胞核数目看这３种病菌为典型多核丝核

菌，即为Ｒ．ｓｏｌａｎｉ；而花生果壳褐斑病菌则为２个细
胞核，应为Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａ属的双核菌类群，下一步也应
做融合群测定或分子生物学分析，以明确为哪一菌

群。

对于Ｒ．ｓｏｌａｎｉ的分类鉴定，传统的形态学观察
在早期曾发挥巨大的作用，但是由于受人为因素和

环境条件的干扰，加之病菌本身原因，导致该菌的分

类比较混乱。近年来，分子生物学技术在真菌鉴定

中得到了广泛的应用。吴元华等采用 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ
测序方法对烟草靶斑病菌进行了菌群分析，结果和

菌丝融合群方法测定结果一致，均为立枯丝核菌

（Ｒ．ｓｏｌａｎｉ）ＡＧ－３菌丝融合群［１７］；刘志恒等采用

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ测序分析方法研究了黄瓜果腐病菌的分
类地位，结果表明与菌丝融合测定结果比较吻合，两

种方法鉴定结果都表明黄瓜果腐病菌为立枯丝核菌

（Ｒ．ｓｏｌａｎｉ）ＡＧ－４的ＡＧ－４－ＨＧＩ融合亚群［１８］。从

目前报道的研究结果看，多数都反映出真菌核糖体

的ＩＴＳ序列表现为种内相对一致、种间差异比较明
显这一特点，这为 Ｒ．ｓｏｌａｎｉ的分子鉴定提供了可
能［１９～２１］。本文对三种供试菌株的 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ扩增
产物分析表明，花生叶腐病菌与 Ｒ．ｓｏｌａｎｉ的 ＡＧ－１
－ＩＡ融合亚群相同，花生立枯病菌与 Ｒ．ｓｏｌａｎｉ的
ＡＧ－１－ＩＣ融合亚群、花生纹枯病菌与 Ｒ．ｓｏｌａｎｉ的
ＡＧ－４融合群高度同源。将 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ测序分析
结果与形态鉴定、菌丝融合群测定结果比较，发现三

者非常吻合，暗示核糖体 ＩＴＳ分析可在花生丝核菌
病害病原鉴定中发挥重要作用。

然而，Ｒ．ｓｏｌａｎｉ遗传多样性丰富，研究其遗传多
样性的方法也有多种，采用不同方法对同一融合群

进行遗传多样性研究的结果并不完全一致［２２～２５］，表

明到目前为止还没有统一的方法用于Ｒ．ｓｏｌａｎｉ遗传
多样性的研究。
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６６８ 中国油料作物学报　２０１５，３７（６）



丝核菌标准菌株；另外，研究室李慧艳同学参与了菌

丝融合群测定和致病性研究、杜化仿同学参与了病

菌ＩＴＳ基因扩增和同源性分析研究、王静同学在病
菌形态观察和测定等方面做了大量工作。
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