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甘蔗环斑病致病菌的鉴定及生物学特性分析
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摘　要: 甘蔗环斑病是甘蔗常见的一种病害，在我国广东、广西等地较为常见。本研究从广西玉林地区的甘蔗

病叶中分离到1株真菌菌株，命名为YLES 1，并按照科赫氏法则对分离菌进行致病性测定，证实了分离菌是

甘蔗环斑病的病原菌。通过病原菌的形态观察，发现该真菌与附球菌属（Epicoccum）的形态特征类似。基于

分离菌株的核糖体DNA转录间隔区（ITS）、大亚基 r DNA（LSU）及β-微管蛋白（Tu）基因序列构建多基因联

合系统发育树，其中确定YLES 1属于E. sorghinum，是甘蔗环斑病的病原物。该菌株的生物特性分析结果显

示，YLES 1菌株生长的最适温度为 28 ℃，菌丝生长和产孢的最适 pH为 7 ~ 9，最适生长和产孢碳源为蔗糖，

最适氮源为酵母浸粉，且全黑暗的条件有利于菌YLES 1的生长。
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甘蔗（Saccharum officinarum L.）是我国最重要

的经济作物之一，是制造蔗糖的重要原料。中国是

世界第三大甘蔗生产国，中国的甘蔗广泛分布于广

东、海南、广西、四川、云南和福建等省［1］。甘蔗环

斑病是危害甘蔗产业的一种常见病害，病斑为卵圆

形，边缘呈淡黄色，中心呈草黄色［2］。该病害主要

危害甘蔗的老叶，也会侵染甘蔗的茎秆、嫩叶以及

叶鞘。当甘蔗受到该病害侵染时，会导致产量下

降，也会影响甘蔗的含糖量。目前针对此病害的研

究主要是病害调查和大田防控试验［3−4］，关于中国

甘蔗环斑病病原菌鉴定的研究较少，为了研究该病

害的致病菌，笔者从广西壮族自治区玉林市的甘蔗

种植区中采集典型病样进行了分离与鉴定，并进一

步对病原菌的生物学特性进行分析，为掌握甘蔗环

斑病致病菌的流行规律及其防治奠定基础。

1　材料与方法

1.1　样品和培养基　甘蔗病叶样品为笔者于2020年
11月采自广西壮族自治区玉林市（22°6’N；110°2’E）
甘蔗种植区的甘蔗病叶样品。马铃薯葡萄糖琼脂

培养基（PDA）：去皮马铃薯 200 g，无水葡萄糖

20 g，琼脂15 g，蒸馏水定容至1 000 mL。查氏培养

基（Czapek-Dox Medium）：硝酸钠 2 g，磷酸氢二钾

1 g，七水合硫酸镁 0.5 g，氯化钾 0.5 g，硫酸亚铁

0.01 g，蔗糖 30 g，琼脂 15 g，蒸馏水定容 1 000 mL。
配制完成后，以上培养基均在121 ℃条件下高压灭

菌20 min。
1.2　病原菌的分离　利用组织分离法［5］对甘蔗病

叶的病原菌进行分离纯化。具体方法：（1）取出一

小块发病叶片，用 1.0% 次氯酸钠（NaClO）对样品
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表面进行消毒 3 min。（2）将经（1）处理的样品在无

菌水中漂洗3次，每次漂洗大约5 s，放置，待病叶表

面水分蒸发。（3）用灼烧冷却后的小刀剪取4~5 mm
的病叶组织，放置在28 ℃的PDA上倒置培养，全程

操作要在超净工作台中进行。（4）培养2 d后，挑选

菌株长得最为一致的培养基，将生长菌落边缘的菌

丝尖端转移到新鲜的PDA平板上进一步纯化，纯化

后接种到多个PDA培养基上，得到多个菌落，即可

用于之后的形态学和生物学特性鉴定。

1.3　病原菌致病性的测定　按照科赫氏法则［6］对

分离到的病原菌进行致病性测定。具体的方法：

（1）将健康的甘蔗（cv. Yuetang 00-236）幼苗移植至

含基质土的花盆中进行培养，待其长至 5~7叶期，

用分离的病原菌对甘蔗叶片进行接种。（2）用酒精

对叶片表面进行消毒1~2次，用无菌注射器针头轻

微创伤叶片表面并保证不刺破叶片进行接种。然

后将分离出的菌株接种到健康的甘蔗叶片的伤口

处，在叶片表面缠上透明胶进行保湿。以接种相

同量的PDA培养基作为阴性对照。将所有接种后

的甘蔗盆栽放入光培养箱（温度为 25 ℃，湿度为

80%，12 h光照，12 h黑暗）培养 10 d。每株病原菌

进行3次重复实验。7 d后，观察是否发病，发病症

状是否与田间症状相同。

1.4　病原菌形态学鉴定　选择纯化后，在 28 ℃恒

温培养箱中在PDA平板上生长7 d的病原菌，对其

病原菌的菌落形态、大小及产孢能力等指标的鉴

定，并拍照记录，用挑针挑取平板上的菌丝放置于

已滴上清水的载玻片上，压片制成临时玻片，在光

学显微镜下观察菌丝、分生孢子的形态、大小和颜

色，观察孢子有无隔膜、有无分枝等，并测量其分

生孢子的大小，取平均值。

1.5　病原菌的分子鉴定　使用MightyAmp DNA聚

合酶的直接菌落 PCR 方法（Takara-Bio，大连，中

国）［7］扩增菌株的 ITS、LSU和Tu的 3个位点。扩增

引物：ITS引物为 ITS4（TCCTCCGCTTATTGATATGC）
和 ITS5（GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG）［8］；LSU
引物为 LR0R（GTACCCGCTGAACTTAAGC）和 LR7
（TACTACCACCAAGATCT）；Tu 引物为 T1（AACA 
TGCGTGAGATTGTAAGT）和 T2（TAGTGACCCTTGG 
CCCAGTTG）［9］。PCR反应体系：2×MightyAmp缓冲液

15 μL、10 μmol·L-1扩增引物各 0.75 μL、1.25 U·μL-1 
MightyAmp DNA 聚合酶 0.6 μL和纯水 12.9 μL，最

终体积为 30 μL。用无菌牙签挑取少量菌丝到

PCR混合液中，作为扩增的模板。PCR条件：98 ℃ 
2 min，98 ℃ 10 s，55~60 ℃ 15 s，68 ℃ 60 s，扩增

35个循环。用 1.5%（w/v）琼脂糖进行电泳分析检

测，对剩余的 PCR产物进行测序。将来自不同地

区的 3 株菌株的 ITS、LSU 和 Tu 序列提交到 Gen‐
Bank数据库。这些序列与 Epicoccum 属菌株的基

因序列进行序列比对［10］，使用临接法构建多基因

联合系统发育树。

1.6　病原菌的生物学特性分析　利用十字交叉法

对菌落直径进行测量。使用血球计数板对菌落产

孢量进行测定。在培养 7 d 后的培养基中加入

1 mL蒸馏水，并轻微摇晃使液体和菌落充分接触，

形成母液，若孢子浓度过大需要适当稀释，得到稀

释倍数（d）。每个样品重复计数 2~3次，求出每个

小格中孢子平均数（N），根据公式（1）计算出每mL
菌悬液所含孢子的数量［孢子数量/（个·mL−1）］。

孢子数量/（个·mL−1）=N×K×d （1）
式中，N：每个小格中平均孢子数；K：4×106；d：菌液

稀释倍数。

1.6.1　不同培养温度对病原菌生长及产孢量的影　不同培养温度对病原菌生长及产孢量的影

响　响　将5 mm的菌饼接种到PDA培养基上，放置在

5、10、15、20、25、28、30、37、40 ℃的培养箱中倒置

培养7 d，计算菌落直径和产孢量。

1.6.2　不同　不同 pH 对病原菌生长及产孢量的影对病原菌生长及产孢量的影

响　响　用 1 mol·L-1 HCl 和 1 mol·L-1 NaOH 溶液将

PDA培养基的pH调整为4、5、6、7、8、9、10、11。将

5 mm的菌饼接种到不同pH值的PDA培养基上，培

养7 d。计算菌落直径和产孢量。

1.6.3　不同光照对病原菌生长及产孢量的影　不同光照对病原菌生长及产孢量的影

响　响　将5 mm的菌饼接种到PDA培养基上，放置在

24 h黑暗、24 h光照、12 h黑暗/12 h光照条件下的

培养箱中培养7 d，计算菌落直径和产孢量。

1.6.4　不同碳源对病原菌生长及产孢量的影　不同碳源对病原菌生长及产孢量的影

响　响　以察氏培养基为对照，选择不同碳源（葡萄

糖、乳糖、麦芽糖、D-半乳糖、D-木糖、果糖、可溶性

淀粉）等量置换察氏培养基中的蔗糖。接种 5 mm
的菌饼到不同碳源的察氏培养基上，培养7 d，计算

菌落直径和产孢量。

1.6.5　不同氮源对病原菌生长及产孢量的影　不同氮源对病原菌生长及产孢量的影

响　响　以察氏培养基为对照，选择不同氮源（硝酸

钠、牛肉膏、蛋白胨、酵母浸粉、尿素、氯化铵、硝酸
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铵、甘氨酸）等量置换察氏培养基中的硝酸钠。将

5 mm的菌饼接种到不同氮源的察氏培养基上，培

养7 d，计算菌落直径和产孢量。

2　结果与分析

2.1　田间甘蔗环斑病形态特征　2020年 11月笔

者在对广东省遂溪市田间甘蔗环斑病的观察中发

现，病原菌主要为害老叶，也为害叶鞘和蔗茎。病

斑呈墨绿色偏褐色，边缘呈淡黄色边缘，长椭圆

形；不同甘蔗品种的病斑大小不一，一般为 10.0~
12.0 mm × 2.4~4.0 mm左右。病斑扩大后形状不规

则，合并成更大的红褐色斑块。老病斑中央呈黄

色，一般具有明显的红褐色边缘，有时整个病斑保

持红褐色（图1）。

2.2　病原菌的致病性检测　通过常规分离方法对

来自广西壮族自治区玉林市甘蔗种植区的病叶上

的病原菌进行分离纯化，获得 1 株菌株，命名为

YLES 1。利用科赫氏法则对分离的菌株进行致病性

鉴定，结果显示，接种YLES 1菌株的叶片上均出现

环型褐色病斑，类似于田间甘蔗环斑病的症状，阴性

对照未出现病斑（图2）。结果表明，菌株YLES 1为
甘蔗环斑病的致病菌。

2.3　病原菌的形态学鉴定　从接种的病叶中重新

分离出病菌，观察到病原菌形态及分生孢子特征。

YLES1 的病原菌及分生孢子的特征如图 3 所示。

图3显示了病原菌在PDA培养基上的菌落最初呈白

色绒毛，后变成灰棕色，背面呈淡黄色（图3-a）；菌
丝呈白色，致密，有隔片，有分枝（图 3-b）；单细胞

厚垣孢子为 9.23~21.5 μm×11.1~19.8 μm（n=30）
（图 3-c），多细胞厚垣孢子为 15.3~25.1 μm×13.7~

22.5 μm（n=30）（图 3-d）。10 d 后，菌落上出现分

生孢子器，近亚球形至瓶状，深棕色，大小为 51.9~
65.3 μm×56.7~90.1 μm（n=30），分生孢子大小为

9.1~9.8 μm×4.3~4.9 μm（n=30），单细胞、无色、杆状

或椭圆形（图3）。病原菌形态特征与附球菌属（Epi⁃
coccum）一致［10］。10 d后，分生孢子器出现在菌落上，

近球形至烧瓶状，深棕色，直径为 51.9~65.3 μm×
56.7~90.1 μm（n=30），分生孢子大小为9.1~9.8 μm×

4.3~4.9 μm（n=30），单细胞，无色，杆状或椭圆形（图

3-e、f）。
2.4　致病菌的分子鉴定　PCR产物经测序后，获

得YLES 1菌株的3个位点的序列。提交到GenBank

图1　田间甘蔗环斑病症状

a：环斑病危害的叶片；b：病叶放大图。

Fig.  1　Symptoms of sugarcane ring spot in the field
a： Leaves infected with ring spot disease； b： Close-up 

shot of infected leaves.

图2　病原菌的致病性检测结果

a：阴性对照，接种无菌蒸馏水的甘蔗叶；b、c和 d为接

种YLES 1菌株5天后的甘蔗叶片。

Fig. 2 Pathogenicity detection of pathogens
a： Negative control， sugarcane leaves inoculated with 

sterile distilled water； b， c and d are sugarcane leaves after 
5 days of inoculation withYLES 1 strains.

图3　病原菌菌落的形态特征

a：PDA培养基上菌落的形态（左：前面；右：背面）；b：菌
丝；c单细胞厚垣孢子；d：多细胞厚垣孢子；e分生孢子器；

f：分生孢子。比例尺为10 μm。

Fig.  3　Morphological characteristics of pathogen colonies
a： Colony morphology on PDA medium （left： front； 

right： back）； b： Mycelium； c Single-celled chlamydospore； 
d： Multicellular chlamydospore； e Pycnidia； f： Conidia.  The 
scale is 10 μm.
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（https：//www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/）数据库，获得

相应的获得接受号。YLES 1的 ITS、LSU和Tu序列

接受号分别为OM141553、OM141556和OM141559。

通过MEGA11.0软件与Epicoccum属菌株的基因序

列构建多基因系统发育树［10］，如图 4 所示，确定

YLES 1属于E. sorghinum。

2.5　致病菌的生物学特性分析　为了解 3株病原

菌的生长特性，本研究检测了温度、pH、光照、碳源

和氮源对致病菌营养生长和产孢量的影响，结果

（表 1）表明：①温度为 5 ℃时分生孢子停止萌发及

菌丝停止生长，10~40 ℃病原菌均可生长，其中，培

养温度为 28 ℃时最适宜病原菌的生长，菌落直径

为75.3 mm，产孢量为每皿3.24×107个，当温度低于

或高于 28 ℃时，菌落直径和产孢量均下降。②当

pH在 4~11时，病原菌均能正常生长和产孢，pH在

7~9时更有利于该病原菌的繁殖。③碳源和氮源

的不同也会影响3株菌的生长，其中碳源为麦芽糖

时菌落直径最大，为73.3 mm，但产孢量较低（每皿

1.54×107个）；当碳源为D-半乳糖时产孢量最多（每

皿 3.15×107 个），但菌落的直径较小；碳源为蔗

图4　基于 ITS、LSU和Tu序列用邻接法构建的多基因系统发育树

自展值高于50显示在节点上，T：模式菌株；R：代表菌株。

Fig.  4　Multigene phylogenetic tree constructed by using the neighbor-joining method based on ITS， LSU and Tu sequences
The self-spread value above 50 is displayed on the node.  T： model strain； R： stands for strain.
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糖时，较适宜该病原菌生长，菌落直径平均为

68.47 mm，产孢量为每皿 2.09×107个；当氮源为酵

母浸粉时较适宜 3株病原菌的生长。④相比较其

他指标，光照时间的长短对3株病原菌的菌落直径

影响不大，24 h的黑暗环境更有利于该病原菌产

孢。上述结果说明，致病菌以蔗糖为碳源、酵母浸

粉为氮源，在pH为7~9的培养基上，温度为28 ℃的

全黑暗的条件下有利于菌的生长和孢子的产生。

表1　不同条件对病原菌营养生长和产孢量的影响

Tab.  1　Effects of different conditions on trophic growth and sporulation of pathogens

温度
Temperature

pH

光照
Light

碳源
Carbon source

5 ℃
10 ℃
15 ℃
20 ℃
25 ℃
28 ℃
30 ℃
37 ℃
40 ℃
4
5
6
7
8
9
10
11
24 h光照
24 h light
12 h光照/12 h黑暗
12 h light/12 h darkness
24 h黑暗
24 h darkness
蔗糖 Sucrose
葡萄糖 Glucose
乳糖 Lactose
麦芽糖 Maltose
D-半乳糖D-galactose
D-木糖D-xylose
果糖 Fructose
可溶性淀粉
Soluble starch

-
16.9 ± 1.51g

22.63 ± 1.15f
35.43 ± 2.63e
67.67 ± 2.17bc
75.3 ± 2.59a

71 ± 2.13b
64.53 ± 3.89c
39.83 ± 3.33d
12.93 ± 2.48f
25.93 ± 2.22e
48.13 ± 1.78d
71.83 ± 1.17a
74.53 ± 1.25a

73 ± 0.46a
66.73 ± 1.31b
53.1 ± 4.2c
72.2 ± 0.87a

72.33 ± 1.93a

72.77 ± 0.55a
68.47 ± 1.86b
66.17 ± 1.84bc
55.13 ± 2.9e
73.3 ± 2.02a

44.33 ± 1.89f
54.57 ± 2.41e
59.73 ± 2.87d

64.4 ± 1.25c

-
0.61 ± 0.18g
0.95 ± 0.11f
1.88 ± 0.17e
2.95 ± 0.1b
3.24 ± 0.09a
2.67 ± 0.16c
2.39 ± 0.17d
1.97 ± 0.14e
0.77 ± 0.14g
1.23 ± 0.07f
1.69 ± 0.13e
3.17 ± 0.09c
3.45 ± 0.15b
3.71 ± 0.13a
2.33 ± 0.18d
1.82 ± 0.03e
3.05 ± 0.08b

3.29 ± 0.06a

3.36 ± 0.05a
2.09 ± 0.21cd
1.87 ± 0.21de
2.42 ± 0.25bc
1.54 ± 0.28ef
3.15 ± 0.39a
2.69 ± 0.15b
1.33 ± 0.23f
2.76 ± 0.18ab

培养条件
Cultural condition

菌落直径/mm
Colony diameter/mm

产孢量/（×107个·皿）
Sporulation/（×107·dish）
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氮源
Nitrogen source

硝酸钠
Sodium nitrate
牛肉膏
Beef extract
蛋白胨 Peptone
酵母浸粉 Yeast
尿素 Urea
氯化铵
Ammonium chloride
硝酸铵
Ammonia nitrate
甘氨酸 Glycine

61 ± 2.66c
69.53 ± 1.85ab
70.73 ± 2.11a
70.59 ± 2.55a
59.03 ± 2.08c
62.17 ± 2.41c
69.73 ± 1.31ab
66.03 ± 2.26b

2.51 ± 0.18b
2.07 ± 0.25c
1.25 ± 0.24d
2.76 ± 0.17ab
3.08 ± 0.2a
1.98 ± 0.2c
0.98 ± 0.16d
1.02 ± 0.25d

续表1    Tab. 1    continued

培养条件
Cultural condition

菌落直径/mm
Colony diameter/mm

产孢量/（×107个·皿）
Sporulation/（×107·dish）

注：同一生长条件下，同列不同小写字母表示差异显著（P < 0. 05）。
Note： Under the same growth condition， different lowercase letters in the same column indicate significant difference 

（P < 0. 05）.
3　讨 论

在世界上已报道的甘蔗病害超过120种，在中

国已有详细描述的甘蔗病害有 20种［11］，但国内甘

蔗的许多病害的病原物并没有鉴定出来，直至今

日依然有许多关于甘蔗病害病原物鉴定的报

道［12-13］。在中国，甘蔗环斑病是影响甘蔗种植的一

种主要病害［14］。在国内有关甘蔗环斑病病原物的

鉴定有 2篇报道，一是依据 rDNA-ITS的鉴定将甘

蔗环斑病病原物鉴定为 Leptosphaeria sacchari［2］；二

是将甘蔗环斑病病原物鉴定为Leptosphaeria spp.［15］。

本研究对在广西壮族自治区玉林市甘蔗种植区中

采集的甘蔗病叶中的病原菌进行分离，得到1株真

菌菌株，命名为YLES1。对分离的病原菌进行致病

性检测、形态学观察，确定该真菌可引起甘蔗环斑

病。本研究构建了YLES1菌株基于 ITS、LSU和Tu
基因序列的多基因系统发育树，结果表明YLES1
属于 E. sorghinum。本文是首次报道 E. sorghinum
引起甘蔗环斑病。本研究通过生物学特性分析明

确了该甘蔗环斑病致病菌 YLES 1 的最适生长条

件，其中碳源为蔗糖、氮源为酵母浸粉、pH为 7 ~ 

9，温度为 28 ℃的全黑暗的条件为最适生长条件。

闫浩浩等［16］在黑龙江省哈尔滨市香坊区在蓝靛叶

片上分离的高粱附球菌（E. sorghinum）LD-1的最适

生长温度为 25 ℃，最适的氮源和碳源分别为牛肉

膏、乳糖及葡萄糖。黄鈜琳等［17］在贵州茶叶叶片

上分离的高粱附球菌最适生长的环境条件为pH值

6.0、温度为22 ℃。这些研究结果表明，高粱附球菌

的寄主非常广，且不同植物叶片分离的高粱附球

菌属的致病菌所需最适生长条件存在差异，这可

能是寄主和生存的环境不同导致的。

4　结 论

本研究分离并鉴定了广西壮族自治区玉林市

的甘蔗种植区甘蔗环斑病的致病菌为YLES1属于

E. sorghinum。YLES1在碳源为蔗糖、氮源为酵母

浸粉、pH为 7 ~ 9，温度为 28 ℃的全黑暗的条件下

生长状态最佳。
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Pathogen identification and biological characterization of 
sugarcane ring spot disease

XIE Mengxiao1, QIU Shuqi1, ZHANG Yi1, TAN Lihua1, LIU Yuelian1, HU Hanqiao1,2, 
WANG Guan3, REN Lei1,2, WANG Yanyan1

(1. College of Coastal Agricultural Sciences, Guangdong Ocean University, Zhanjiang, Guangdong 524088, China; 2. South China 
Branch of National Saline-Alkali Tolerant Rice Technology Innovation Center, Zhanjiang, Guangdong 524088, China; 3. Hainan 

Nongle Nanfan Technology Co., Ltd., Sanya Hainan 572000, China)

Abstract: Sugarcane ring spot is a common disease in sugarcane, which is more common in Guangdong and 
Guangxi, China. One fungal strain, YLES 1, was isolated from sugarcane diseased leaves in the regions of 
Guangxi province. The pathogenicity of this strain was determined according to Koch’s postulates, confirming 
that it is a pathogen causing sugarcane ring spot disease. This fungus has similar morphological characteristics to 
Epicoccum. Sequence analyses based on concatenated data sets of the internal transcribed spacer (ITS) region of 
the ribosomal DNA (rDNA), large subunit rDNA (LSU) and β -tubulin (Tu) of the isolate showed that the strain 
YLES 1 was E. sorginum. The results indicated that E. sorginum was a pathogen of sugarcane ring spot disease. 
The biological characteristic analysis showed that the optimal temperature for the growth of the strain YLES 1was 
28 ℃, that the optimal pH for mycelial growth and spore production was 7-9, that the optimal carbon source for 
growth and spore production was sucrose, and that the optimal nitrogen source was yeast extract. Moreover, dark 
conditions were conducive to the growth of YLES 1.
Keywords: sugarcane； ring spot disease； Epicoccum； biological characteristics
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