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几种蚕豆根腐病病原菌的分离鉴定

段晓东

（乌鲁木齐市农业技术推广中心，新疆 乌鲁木齐８３００１１）

摘要：为确定乌鲁木齐市达坂城区蚕豆根腐病的病原菌种类，从而有针对性地进行病害防治，本研究从乌鲁

木齐市达坂城区多个蚕豆产区采集病原样本，进行分离纯化再回接，对比发病症状，并结合形态学和分子生

物学鉴定技术明确病原菌的分类地位。结果表明：经病原菌分离纯化后得到８个菌株，通过对病原菌菌落结

构、菌丝的形态学观察及分子生物学方法确认，腐皮镰刀菌、半裸镰刀菌、立枯丝核菌、细极交链孢４种真菌是

蚕豆根腐病的致病菌。达坂城区蚕豆根腐病是由多种病原菌复合侵染引起的。因此，达坂城区蚕豆根腐病

应采用包括轮作倒茬、种子消毒、改良土壤菌落结构、覆膜、沟灌、机器点播等综合防控措施。
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　　自２００９年蚕豆根腐病传入，造成达坂城地区

蚕豆大面积死苗、绝产，严重制约了蚕豆产业的正

常发展。当地农技部门采用化学防治、轮作、外地

引用抗病品种等方式，未能起到很好的控制作用。

反而造成达坂城蚕豆种质资源的丧失和化学农药

残留超标等问题，很多农户因为蚕豆根腐病的问

题，已放弃种植蚕豆。根腐病是世界性难题，其病

因往往不是单一菌种，表现出复合侵染特性。蚕

豆根腐病很可能是多种病原菌复合侵染。因此，

本研究依据柯霍氏法则，在乌鲁木齐市达坂城区

采取多点取样，对不同发病部位病原菌进行分离、

纯化，再进行不同部位回接，分离比对，获取蚕豆

根腐病的病原菌。同时结合形态学及分子生物学

鉴定技术，确定该病原菌的分类地位，为后续防治

奠定基础。

１　材料与方法
１．１　材料

２０１６－２０１８年，分别在达坂城东沟乡、西沟

乡、阿克苏乡及高?子乡等蚕豆主产区的不同发

病类型田采集典型根腐病样本５８２个，用于病原

菌的分离鉴定。接种蚕豆品种为青海１２号和农

户自留种，由乌鲁木齐农业技术推广中心提供。

１．２　方法

１．２．１　病原菌的分离纯化方法　采用常规的组

织分离技术，选取典型特征蚕豆根腐病组织，冲洗

除去泥土等大的颗粒，用刀切去损伤及污染严重

部位，切取病健交界处１～３ｃｍ组织，进行病原菌

分离。先用７５％乙醇溶液浸泡１５ｓ，然后用

０．１％升汞浸泡１ｍｉｎ，消毒时要不断搅动，使分

离材料与消毒剂充分接触，用无菌水冲洗３次，分

离材料在无菌水中停留的时间分别为３，５和

３ｍｉｎ，以除去残留的消毒剂。将废液倒入烧杯

中，待分离结束后集中处理。表面消毒完毕后，

将分离材料放在无菌纸上，吸去病组织表面多余

的水分［１］。在无菌条件下置于ＰＤＡ培养基（马铃

薯２００ｇ，葡萄糖２０．０ｇ，琼脂１８．０ｇ，蒸馏水

１０００ｍＬ）
［２］平板上，每个培养皿上放一个组织

块，做好标记（姓名、材料、消毒时间等）。封上封

口膜，将培养皿倒置放入２６℃左右的恒温箱内培

养［３］。前２ｄ主要观察是否被细菌污染，后待有

肉眼可见菌落出现，取菌落前沿菌丝转于新培养

皿，经过培养的菌株，显微镜下初步镜检，已产孢

子的配制成孢子悬浮液进行单孢子分离，未产孢

子或不产孢子的采取划线法分离，直至分离的菌

落为纯菌落为止［４］。并按菌株类型和培养特性进

行初步分类，转管后供鉴定和致病性测定用。

１．２．２　病原菌的形态学观察　将纯化的病原菌

接种在 ＰＤＡ 培养基上，２５ ℃黑暗条件下培养

７ｄ，观察菌落颜色和形态，并在光学显微镜下记

录产孢子结构和孢子形态特征［５］。

１．２．３　疑似病原菌的回接试验　依据科赫法则，

采用活体接种法测试上述分离菌株的致病能力。

采用室内盆栽土壤接菌的方法，在上口径×下口

径×高度为１６ｃｍ×１３ｃｍ×１１ｃｍ的带孔花盆内

装入２／３高度的灭菌土，将浸泡于无菌水中２ｄ
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的健康蚕豆种植于盆中央，每盆一粒，覆土２～

３ｃｍ，对外壳已经逐渐裂开的蚕豆种，芽点朝上

覆土２～３ｃｍ。浇水培育，待子叶出土。此时将

纯化后的菌株分别大量繁殖，待分生孢子或菌丝

大量出现时，取５～１０皿，用灭菌水稀释并用细毛

笔轻轻冲刷，将孢子或菌丝体配制成浓度是（１０～

２０）×１０３个孢子·ｍＬ１的悬浮液（未产孢子的疑似

病原菌浓度不予统计），刮接于花盆，然后灌水保

湿，各品种设３次重复，贴上标签，并设置一组空

白对照，每５ｄ重复浇灌带菌悬液，以无菌水补足

水分营造高湿环境。于花期后，结荚前拔取蚕豆

植株调查发病情况，将发病部位清理后进行无菌

分离，描述发病症状，孢子形态、菌落颜色等生物

学性状，并与样本发病症状及初接种疑似病原菌

进行形态学比对［６］。

１．２．４　病原菌的分子鉴定　分别刮取在ＰＤＡ

上培养７ｄ的疑似病原菌菌丝，采用Ｅｚｕｐ（Ｅｚｕｐ

ＣｏｌｕｍｎＦｕｎｇｉＧｅｎｏｍｉｃＤＮＡＰｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎＫｉｔ）柱

式真菌基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒（上海生工生物

工程股份有限公司）提取ＤＮＡ。

基因扩增引物采用ｒＤＮＡＩＴＳ区段通用引

物ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′），

ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）
［７］。

ＰＣＲ扩增条件为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性

４０ｓ；５７℃退火４０ｓ；７２℃延伸２ｍｉｎ，３５次循环；

最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应体系参见文献［５］。

取５μＬ产物在１．５％的琼脂糖凝胶中电泳（电压

５Ｖ·ｃｍ１），在紫外透射仪下检测并照相。ＰＣＲ

产物送上海生工生物工程技术服务有限公司测

序，将得到的序列在ＧｅｎＢａｎｋ中进行对比，通过

同源性分析对病原菌进行分子水平鉴定［８］。结合

病原菌的形态观察及致病性测定，最终确定达坂

城地区蚕豆根腐病的病原菌。

１．２．５　病原菌的同源性比对方法　将测得的序

列通过 ＮＣＢＩ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ）

进行Ｂｌａｓｔ检索，并下载相关序列，利用ＤＮＡｓｔａｒ

分析软件，对测序的结果及相关引用序列进行对

比分析［９］，利用软件中的 ＭｅｇＡｌｉｇｎＣｌｕｓｔａｌＶ

模型进行同源性分析，比对后进行手工校正。构

建系统发育树。

２　结果与分析
２．１　病害症状描述及疑似病原菌分离鉴定

由图１可知，病害发生在蚕豆根部和茎基部，

根部发病，维管束变黑腐烂，侧根死亡，主根炭化，

叶片、豆荚上出现黑色斑块，植株上部枯萎。茎部

发病，黑色病斑常绕茎一周。取发病部位经ＰＤＡ

培养基培养纯化后共获得９个疑似病原菌，编号

Ｒ１～Ｒ９。

２．２　疑似病原菌分离频次

从达坂城４个乡采集的５８２份病残体样本，

经病原菌初步分离发现镰刀菌、丝核菌、交链孢

３种病原菌占分离频次总数的７０．７９％，其中镰刀

菌分离率为４３．８１％，丝核菌分离率为２０．２７％，

交链孢的分离率为６．７０％；粘帚霉、弯孢菌、青

霉、曲霉等真菌的占总分离率的２９．２１％，其中粘

帚霉分离率为６．７０％，其他真菌的分离率均在

５％以下（表１）。

２．３　疑似病原菌的回接试验结果分析

根据依据科赫法则，对上述分离得到的８个

疑似病原菌进行致病力测定。结果表明，Ｒ４、Ｒ５、

Ｒ９、曲霉、青霉接种后未致病。Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ６、

Ｒ７、Ｒ８对蚕豆具有致病性，通过对接种植株的再

分离、培养性状观察和病原形态镜检表明，再分离

获得的病原菌与接种病原菌完全一致，对照植株

未发病。据此，证实Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ６、Ｒ７、Ｒ８为致

病菌。

表１　达坂城蚕豆根腐病疑似病原菌的分离频次结果

地点
镰刀菌

Ｒ１／Ｒ３／Ｒ８

立枯丝核菌

Ｒ６／Ｒ７

细极交链孢霉

Ｒ２

粘帚霉

Ｒ５

弯孢菌

Ｒ４
Ｒ９ 曲霉 青霉 分离总数

东沟乡 １２８ ６１ ２１ ４   １８ ４ ２２４

西沟乡 ８ １０ ５  ２  ９  ４２

阿克苏乡 ４２ ３１ １１ ２３   ２ ５ １１９

高?子乡 ７７ １６ ２ １２  １３ ７ ４ １９７

合计 ２５５ １１８ ３９ ３９ ２ １３ ２９ １３ ５８２

　　注：Ｒ９为子囊菌门未知菌种；“”表示未分离。

２．４　疑似病原菌Ｒ１和Ｒ３的回接发病症状及形

态学描述

　　回接试验表明，Ｒ１和Ｒ３均为致病菌，且引

起的症状相似。发病特点：根部感病后，首先从根

尖开始变色，进而主根下半部出现褐色条斑，病斑

多不凹陷，以后逐渐扩大，表皮及皮层变黑坏死，

叶片由下而上逐渐变黄，植株矮化，但病程进展比

较缓慢，严重时可造成整株死亡（图２）。
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图１　蚕豆根腐病病害症状

图２　病原菌Ｒ１和Ｒ３菌株的致病性鉴定

　　形态学描述：由图３可知，Ｒ１和Ｒ３病原菌的

菌落生长快，在ＰＤＡ平板上２５℃培养３ｄ的直径

为５２～５７ｍｍ，菌落圆形，绒毛状，初生菌丝奶白

色，后略带黄色，有的逐渐转为紫色或淡蓝色，培养

基背面由内向外呈黄棕色至淡黄色，小型分生孢子

少，纺锤形或哑铃形，０～１隔，菌丝平铺成厚密，白

至灰白，有隔，并有分枝，气生菌丝绒毛状，培养基

不变色。大型分生孢子镰刀形，弯曲，细胞壁薄，向

两端比较均匀地逐渐收缩变尖，基部足胞明显，一

般２～４隔，多数３隔。厚垣孢子圆形，间生或串生

产孢细胞［４］，根据形态特症初步鉴定该菌株为犉狌

狊犪狉犻狌犿犻狀犮犪狉狀犪狋狌犿（半裸镰刀菌）
［１０１１］。

２．５　疑似病原菌Ｒ８的回接发病症状及形态学

描述

　　回接试验表明Ｒ８为致病菌。发病特点：主

要侵染根部，并向上发展。发病初期根部产生水

渍状褐色坏死斑，严重时整个根内部腐烂，仅残留

纤维状维管束，病部黑褐色或红褐色。发病速度

快（图４）。

形态学描述：由图５可知，Ｒ８病原菌的菌落

平铺，气生菌丝羊绒状，白色至浅灰，大多数菌株

呈奶油色，中央有土黄色粘孢团。ＰＤＡ 上培养

３ｄ，菌落直径为３７～４８ｍｍ。大型分生孢子马特

型，即大型分生孢子最宽处在孢子中线上部，两端

较钝，顶细胞稍弯，基细胞钝圆形或足跟不明显，

多数分隔３～５，整个孢子形态较短较胖
［１２］。小型

分生孢子椭圆形、卵形或肾形，比较宽，分隔，多为

１隔。根据形态特症初步鉴定该菌株为犉狌狊犪狉犻

狌犿狊狅犾犪狀犻（腐皮镰刀菌）
［１０１１］。
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图３　病原菌Ｒ１和Ｒ３的形态特征

图４　病原菌Ｒ８菌株的致病性鉴定

图５　病原菌Ｒ８的形态特征

２．６　疑似病原菌Ｒ６和Ｒ７的回接发病症状及形

态学描述

　　回接试验表明，Ｒ６、Ｒ７是致病菌，且引起的

症状相似。发病特点：接种Ｒ６、Ｒ７后，植株从茎

基部开始发病，出现黑褐色、不规则形的凹陷病

斑，并向地下根部延伸，导致近地表处缀缩或断

裂（图６）。形态学描述：由图７可知，Ｒ６、Ｒ７病原

菌的菌丝分枝处缢缩；分枝菌丝在离起源处不远

有隔膜；菌丝分支呈直角或者锐角；无性阶段不形

成产生孢子；形成内外结构一致的菌核，菌丝从菌

核四周长出［１３］。根据形态特症初步鉴定该菌株

为犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻（立枯丝核菌）
［１０１１］。
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图６　病原菌Ｒ６和Ｒ７菌株的致病性鉴定

图７　病原菌Ｒ６和Ｒ７的形态特征

２．７　疑似病原菌Ｒ２的回接发病症状及形态学

描述

　　回接试验表明，Ｒ２是致病菌。发病特点：接

种Ｒ２的植株根部有黑褐色条斑，根系颜色逐渐

变深。叶片发黄，叶缘变黑。严重的植株根部腐

烂，整株颜色变黑萎
"

，是叶片和豆荚变黑的主要

原因（图８）。

形态学描述：由图９可知，在ＰＤＡ平板上，

２５℃培养３ｄ，Ｒ２病原菌的菌落直径４．６ｃｍ，菌

落圆形，中央厚，外围薄，青褐色，较厚，气生菌丝

绒毛状，致密，背面中央灰黑色，外围灰白色。分

生孢子单生，阔倒棒状或近椭圆形，黄褐色，具横

隔４～８个，纵、斜隔１～３个；产生不分枝的长链，

及其分生孢子中间１～２个横膈膜增厚
［１４１５］。根据

形态特症初步鉴定该菌株为犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪

（细极交链孢霉）［１０１１］。

２．８　病原菌菌株的分子生物学鉴定

用真菌通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４对病原菌菌株

Ｒ１、Ｒ２、Ｒ６、Ｒ８ｒＤＮＡ的ＩＴＳ区进行扩增，得到

大约５５０～７５０ｂｐ的ＤＮＡ片段，将扩增的ＰＣＲ

产物进行测序，通过ＢＬＡＳＴ进行比对和同源性

分析（图１０～１２）（附图１～４详见文章ＯＳＩＤ码）。

Ｒ１和Ｒ３同源性为１００％，可确定为同一种

病原菌。其与犉狌狊犪狉犻狌犿犻狀犮犪狉狀犪狋狌犿 （半裸镰刀

菌）、犉狌狊犪狉犻狌犿犲狇狌犻狊犲狋犻（木贼镰刀菌）、犉狌狊犪狉犻狌犿

犮犺犾犪犿狔犱狅狊狆狅狉狌犿（厚垣镰孢菌）同源性分别为

９８．６％、９９．０％、９９．６％。结合形态学特征和致病

性，鉴定Ｒ１、Ｒ３为犉狌狊犪狉犻狌犿犻狀犮犪狉狀犪狋狌犿（半裸镰

刀菌）。
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图８　病原菌Ｒ２菌株的致病性鉴定

图９　病原菌Ｒ２的形态特征

　　Ｒ２与 犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪（细极交链孢

霉）、犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪（细交链孢霉）同源性分

别为９９．１％、９８．９％。结合形态学特征，鉴定Ｒ２

为犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪（细极交链孢霉）。

Ｒ６与Ｒ７同源性为１００％，可确定为同一种

病原菌，其与犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻（立枯丝核菌）同

源性均为９９．９％。结合形态学特征，鉴定Ｒ６、Ｒ７

为犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻（立枯丝核菌）。

Ｒ８与犉狌狊犪狉犻狌犿狊狅犾犪狀犻（腐皮镰刀菌）同源性

为１００％。结合形态学特征，鉴定Ｒ８为犉狌狊犪狉犻

狌犿狊狅犾犪狀犻（腐皮镰刀菌）。

Ｍ：ＭａｒｋｅｒＤＬ２０００；泳道１～１０：ＣＫ、Ｒ８、Ｒ１、Ｒ６、Ｒ７、Ｒ９、Ｒ２、

Ｒ４、Ｒ３、Ｒ５

图１０　蚕豆根腐病病原菌菌株ｒＤＮＡＩＴＳ区段

ＰＣＲ扩增凝胶电泳图
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表２　引用ｍｔＤＮＡ犆犗犐基因片段在ＧｅｎＢａｎｋ中的登录号及其作用

真菌名称 基因片段登录号 中文名称 主要作用

犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪 ＫＴ３６６７３８．１ 细交链孢霉 柑橘褐斑病等

犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪 ＪＸ８６７２１８．１ 细极交链孢霉 小麦黑胚病等

犆犾犪犱狅狊狆狅狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿 ＪＮ８８７３３９．１ 尖孢支孢霉 辣椒叶斑病等

犆犾狅狀狅狊狋犪犮犺狔狊狉狅狊犲犪 ＦＪ０２５２０１．１ 粉红粘帚霉 生物防治菌等

犆狌狉狏狌犾犪狉犻犪犾狌狀犪狋犪 ＫＹ４０４１７８．１ 新月弯孢霉 玉米黄斑病等

犉狌狊犪狉犻狌犿犮犺犾犪犿狔犱狅狊狆狅狉狌犿 ＫＴ６３４０７４．１ 厚垣镰孢菌 山药根腐病等

犉狌狊犪狉犻狌犿犲狇狌犻狊犲狋犻 ＫＹ４２６４１０．１ 木贼镰刀菌 水稻立枯病等

犉狌狊犪狉犻狌犿犻狀犮犪狉狀犪狋狌犿 ＫＴ５８７６５０．１ 半裸镰刀菌 白术根茎腐烂病等

犉狌狊犪狉犻狌犿狊狅犾犪狀犻 ＫＪ８４７７４０．１ 腐皮镰刀菌 大豆根茎腐病等

犚犺犻狕狅犮狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犻 ＦＲ８４６４６５．１ 立枯丝核菌 根腐、枯萎病等

图１１　蚕豆根腐病不同病原菌系统聚类树

图１２　蚕豆根腐病不同病原菌ｍｔＤＮＡ犆犗犐基因５５０ｂｐ片段序列的同源性比较
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３　结论与讨论
通过对达坂城地区蚕豆根腐病主要致病性病

原菌的多次分离、纯化、鉴定和统计，初步查明了

该地区的蚕豆根腐病病原菌主要有腐皮镰刀菌、

立枯丝核菌、半裸镰刀菌、细极交链孢，其中腐皮

镰孢霉、立枯丝核菌、细极交链孢均具有强致病

性。镰孢霉所占的比例最大，造成蚕豆根部腐烂、

炭化。立枯丝核菌是造成茎基腐的主要原因。而

细极交链孢则造成叶部、根部发黑的重要原因。

粉红粘帚霉接种后并未致病。确定蚕豆根腐病是

多种病原菌的复合侵染。因此，在防治过程中单

纯的使用一种药剂或使用一种方法是不行的。在

此基础上，提出蚕豆根腐病的综合防控策略：（１）

轮作倒茬，前茬为非豆科作物；（２）种子消毒，可采

用温汤浸种配合药剂拌种。种皮带菌除了造成苗

期病害以外，也可潜伏在花期发病，形成病害流行

中心；（３）改良土壤菌落结构，增加土壤中有益菌

数量，通过营养竞争抑制有害菌的生长；（４）通过

覆膜，促进蚕豆早熟，避开高温天气，避免病害流

行；（５）沟灌代替大水漫灌，较少积水；（６）机器点

播，留出行距，减少播种量，促进生长，提高抗

病性。
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