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　　摘要：为进一步探讨山东省大蒜主产区根腐病的病原菌及种类，于２０２０年从山东省济宁市任城区、金乡县，菏泽
市巨野县，临沂市兰陵县等采集发病大蒜植株，通过组织分离法获得４株分离物，利用形态学鉴定方法，结合 Ｂｌａｓｔ同
源性分析，利用ＭＡＧＥ７．０构建系统发育树的方法对分离物进行鉴定。结果表明，尖孢镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）、
腐皮镰孢菌（Ｆ．ｓｏｌａｎｉ）、芳香镰孢菌（Ｆ．ｒｅｄｏｌｅｎｓ）、木贼镰孢菌（Ｆ．ｅｑｕｉｓｅｔｉ）是山东省大蒜主产区根腐病的致病菌。通
过对比４种镰孢菌对大蒜根腐病的致病性发现，分离出尖孢镰孢菌的植株根腐病最为严重，可见尖孢镰孢菌是大蒜根
腐病病害的主要致病菌。结果可为大蒜根腐病拮抗菌的筛选和防治及大蒜———根腐病互作机理研究提供理论依据和

技术参考。
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　　大蒜（ＡｌｌｉｕｍｓａｔｉｖｕｎＬ．）为百合科葱属一年生
或二年生草本植物，原产于西亚和中亚，汉代张骞

出使西域带回我国［１］，至今已有２０００多年的种植
历史［２］。大蒜性温味辛，富含营养物质，是人们生

活中重要的蔬菜和调味品。据统计，我国是世界上

大蒜种植面积最大、产量最高的国家［３］，大蒜种植

成为多数地区经济发展的重要支柱性产业和出口

创汇农产品之一［４］。近年来随着大蒜产业的发展

和效益的增加，在大蒜主产区由于连作、管理不善

等因素影响，大蒜病害呈现高发态势［５］，尤其是大

蒜根腐病较为严重，影响大蒜的产量和品质。已有

研究表明，根腐病发生是由多种病原菌混合侵染造

成的［６］，比如牡丹根腐病病原菌是茄腐皮镰刀菌

（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｏｌａｎｉ）、链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）、立
枯丝核菌（Ｒｈｉｚｏｃｔｏｎｉａｓｏｌａｎｉ）等；甜瓜、黄瓜、苜蓿等
作物的根腐病病原菌是茄腐皮镰刀菌；宁国山核桃

根腐病的病原是尖孢镰刀菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）和瓜果
腐霉菌（Ｐｙｔｈｉｕｍａｐｈａｎｉｄｅｒｍａｔｕｍ）。有关大蒜根腐

病的病原，前人进行了一定研究，已知的有真菌性

和细菌性病原菌。张博等通过对病株进行分离和

致病力测定，确定致病菌是腐霉（Ｐｙｔｈｉｕｍ）［７］；而有
的研究则认为大蒜根腐病是由镰刀菌属的真菌引

起的，其中尖孢镰刀菌是致病的优势种［８］；有的研

究则认为大蒜根腐病属细菌性病害，是大蒜软腐病

的一种［９］；由此可见，导致大蒜根腐病的致病菌在

不同地区存在差异。本研究以大蒜根腐典型发病

植株为供试材料，采用组织分离法对病原菌进行分

离纯化，运用菌落形态学和分子生物学相结合的方

法进行鉴定，以期明确导致大蒜发生根腐病的病原

菌种类，旨在为大蒜生长过程中根腐病病害的有效

防治提供理论基础和技术借鉴。

１　材料与方法

１．１　样品来源
于２０２０年从山东省济宁市任城区、金乡县，菏

泽市巨野县，临沂市兰陵县等大蒜种植主产区采集

发病的植株样品，将以上样品保存于无菌采样袋

中，立刻到实验室进行病原菌分离。

真菌固体培养采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基

（ＰＤＡ）、Ｅｚｕｐ柱式真菌基因组 ＤＮＡ抽提试剂盒购
于生工生物工程（上海）股份有限公司。

１．２　方法
１．２．１　菌株分离纯化　采用常规组织分离法进行
病原菌分离［１０－１１］，取患根腐病的大蒜植株，流水冲
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洗根部３０ｍｉｎ，７５％乙醇浸泡１ｍｉｎ，３％次氯酸钠浸
泡２ｍｉｎ，无菌水漂洗５次，无菌滤纸吸干。取病健
交界处用无菌刀切２ｃｍ小段接种于 ＰＤＡ培养基，
２８℃培养５～７ｄ，挑取边缘菌丝转接纯化。
１．２．２　菌株的致病性测定　斜面保存的菌株接种
到ＰＤＡ液体培养基中，２８℃、１６０ｒ／ｍｉｎ摇床培养
７ｄ，制成１０７个孢子／ｍＬ的孢子悬浮液，用于接种
备用，装有基质的组培瓶灭菌后备用。采集苗期大

蒜植株，用流水冲洗２０ｍｉｎ，乙醇消毒鳞茎和根部
１ｍｉｎ，无菌水冲洗５次，移栽到灭过菌的基质中，加
入２５ｍＬ菌悬液灌根，对照组接无菌水培养，观察接
种后的发病情况。根据科赫法则，对发病的植株再

次进行病原菌分离，并与原接种菌株进行比较。

１．２．３　菌株鉴定
１．２．３．１　形态观察　将分离到的致病菌接种到
ＰＤＡ培养基上，２８℃培养５ｄ后观察菌落形态。挑
取菌丝进行菌体显微观察，参照《真菌鉴定手册》进

行形态学鉴定［１２］。

１．２．３．２　ＩＴＳ序列分析　将纯化培养好的菌株用
真菌基因组 ＤＮＡ提取试剂盒进行提取。采用真菌
通用引物 ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－
３′）、ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）进
行扩增。ＰＣＲ反应体系为：ＤＮＡ模板０．５μＬ，１０×
Ｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰ１μＬ，酶０．２μＬ，上下游引物各
０．５μＬ，加双蒸 Ｈ２Ｏ至２５μＬ。反应条件：９４℃预

变性４ｍｉｎ，９４℃ 变性４５ｓ，５５℃退火４５ｓ，７２℃延
伸１ｍｉｎ，３０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经
１％琼脂糖凝胶电泳检测后，ＤＮＡ片段经胶回收试
剂盒回收，将扩增产物送生工生物工程（上海）股份

有限公司进行序列测定。

１．２．３．３　构建系统发育树　从 ＮＣＢＩ网站下载与
待测菌株相似的序列，通过 ＣＬＵＳＴＡＬ＿Ｘ（ｖｅｒｓｉｏｎ
１８１）［１３］进行序列比对，去除冗余序列。用邻接法
（ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ－ｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）［１４］在 ＭＥＧＡ７．０［１５］软件中
构建系统发育树，设定值Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ均为５００次。

２　结果与分析

２．１　菌株分离纯化结果
通过组织分离法从发病大蒜植株中分离到４株

菌落形态特征不同的真菌菌株，依次编号为５５Ｒ－１、
ＢＲ９１７－３、ＪＳＳ６、ＬＺＲ，进一步分离纯化培养后，进行
菌落形态鉴定和分子生物学鉴定。

２．２　菌株致病性测定
采用科赫法则进行致病性验证，将分离到的菌

株重新接种到健康大蒜植株上。接种７ｄ后，分别
接种不同病原菌分离物的植株均呈明显干枯症状，

根部呈腐烂状（图１）。对根部发病部位重新分离病
原菌，分离结果与原接种真菌一致。根据科赫法

则，证明接种的真菌５５Ｒ－１、ＢＲ９１７－３、ＪＳＳ６、ＬＺＲ
是引起大蒜根腐病的致病菌。

２．３　菌株鉴定
２．３．１　形态特征鉴定　菌株５５Ｒ－１菌落颜色呈
白色，菌落背面为浅黄色，生长速度中等，菌丝白

色、絮状、致密。大分生孢子纺锤形，有横隔，１～３
隔常见，小分生孢子棒槌形（图２）。
　　菌株ＢＲ９１７－３菌落颜色呈白色，菌落背面呈
黄色，中心区域菌丝隆起，絮状茂盛，边缘菌丝颜色

稍暗。大分生孢子细长，镰刀型或纺锤形，１～３个
隔膜，两端细胞尖或稍弯，小分生孢子纺锤形或者

椭圆形（图３）。
　　菌株 ＪＳＳ６菌落颜色呈白色，菌落背面为土黄
色。菌丝白色、密实、边缘齐。小孢子长椭圆形，大

孢子顶端渐尖，呈镰刀状，多数３隔（图４）。
　　菌株 ＬＺＲ菌落呈同心环状，初期颜色为浅白
色，在生长后期中心圆环区呈土黄色，菌落背面黄

色。大型分生孢子呈镰刀型，１～３横隔，小型分生
孢子呈卵圆形或柱形，偶有横隔（图５）。
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２．３．２　ＩＴＳ序列分析　对 ＰＣＲ扩增产物采用琼脂
糖凝胶电泳进行检测，电泳结果见图６，扩增条带大
小在５１０～５４０ｂｐ之间。
　　将４个菌株ＩＴＳ序列进行 Ｂｌａｓｔ同源性分析，利
用ＭＥＧＡ软件构建系统发育树，结果如图７所示。
菌株５５Ｒ－１与芳香镰孢菌（Ｆ．ｒｅｄｏｌｅｎｓ）表现出最
高相似度（１００％）且聚在一支，结合菌落形态及显

微观察结果，鉴定菌株５５Ｒ－１为芳香镰孢菌；菌株
ＪＳＳ６与木贼镰孢菌（Ｆ．ｅｑｕｉｓｅｔｉ）的同源性最高，相
似性１００％且与该物种其他菌株均聚在一支，结合
菌落形态及显微观察结果，鉴定菌株ＪＳＳ６为木贼镰
孢菌；菌株ＢＲ９１７－３与尖孢镰孢菌（Ｆ．ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ）
的相似性最高（１００％）且聚到一支，结合菌落形态
及显微观察结果，鉴定菌株 ＢＲ９１７－３为尖孢镰孢
菌；菌株ＬＺＲ与腐皮镰孢菌（Ｆ．ｓｏｌａｎｉ）的其他菌株
均聚到一支且表现出最高相似性（１００％），结合菌
落形态及显微观察结果，鉴定菌株 ＬＺＲ为腐皮镰
孢菌。

３　讨论

近年来由于市场需求增大，大蒜种植盲目扩大

生产，连作、病害、种质资源退化等已成为山东省大

蒜生产的主要限制因素［１６］，尤其是土传病害已严重

制约和影响大蒜的产量提高和品质改善。张丽等

研究表明，土传病害的病原菌种类和数量与气候、

土壤类型及生物因子等密切相关［１７］。前人对大蒜

根腐病的致病菌进行了大量研究，但不同地域的研

究者分离得到的病原菌却不尽相同［１６］，可见不同区

域大蒜根腐病的致病菌存在明显差异。本研究从

山东省３个地市４个县（市、区）取样大蒜根腐病病
株，通过形态学和分子生物学鉴定均为镰孢菌属，

分别为尖孢镰孢菌、腐皮镰孢菌、芳香镰孢菌、木贼

镰孢菌，可见镰孢菌属是山东省大蒜主产区根腐病

的致病菌。但从分离地理区域来看，不同地域所分

离到的分离物种类存在明显差别［１８］，究其原因可能

与各县（市、区）的地理位置、气候因素和耕作制度

等密切相关［１１］。本研究的取样区域多采取大蒜连

作种植模式，该种植模式致使土壤地力下降，自身
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有毒物质不断积累，造成微生物群落结构和优势菌

群发生明显变化，加剧根腐病等土传病害的发

生［１６］，这与张丽娟等的研究结果类似［８］。

同一种属不同种类的致病菌对根腐病的致病

效果差异明显，本研究通过对比尖孢镰孢菌、腐皮

镰孢菌、芳香镰孢菌、木贼镰孢菌对大蒜根腐病的

致病性发现，分离出尖孢镰孢菌的植株根腐病较为

严重，分离出腐皮镰孢菌、芳香镰孢菌、木贼镰孢菌

的植株根腐病较轻，可见尖孢镰孢菌是该病害的主

要致病菌。下一步笔者所在课题组将通过盆栽和

大田试验，进一步研究在不同生长时期尖孢镰孢菌

对大蒜根腐病的致病机制，同时开展针对该病害的

抗病品种选育和种苗繁育工作，筛选高效防治药

剂［１９］，以期为防治山东省大蒜主产区根腐病提供理

论依据和技术支撑。

４　结论

综上，尖孢镰孢菌、腐皮镰孢菌、芳香镰孢菌、

木贼镰孢菌均可导致山东省大蒜主产区大蒜根腐

病的发生，尤其是尖孢镰孢菌是该病害的主要致病

菌。本研究能为开展山东省大蒜主产区根腐病病

害的深入研究和防治工作奠定理论基础，为解决大

蒜根腐病识别及科学防治提供了一定的参考，对提

高大蒜产量和改善大蒜质量意义重大。
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江西省丝瓜果实腐烂病病原及寄主范围研究

邹　芬１，何烈干１，赖金美２，李湘民１，黄瑞荣１，马辉刚１

（１．江西省农业科学院植物保护研究所，江西南昌３３０２００；２．江西省赣州市南康区农业局植保站，江西赣州 ３４１４０１）

　　摘要：为明确江西省丝瓜果实腐烂病病原菌种类及病原菌寄主范围，从江西省南昌市和赣州市丝瓜种植区采集具
有典型症状的腐烂病病果并进行病原菌分离，采用形态学观察、致病性测定和分子生物学技术对其种类进行鉴定，并

接种７种作物幼苗以明确其寄主范围。结果表明，从丝瓜烂果病病样中共分离到２株菌株，分别命名为 ＳＧ－１和
ＳＧ－２，２株菌株形态特征一致，菌落呈圆形，气生菌丝发达，有膨大的孢子囊，孢子囊萌发有泡囊产生，有性生殖还可
见雄器和藏卵器。在以ＩＴＳ、Ｃｏｘ２、β－ｔｕｂｕｌｉｎ３个基因构建的系统发育树中，菌株 ＳＧ－１、ＳＧ－２和瓜果腐霉（Ｐｙｔｈｉｕｍ
ａｐｈａｎｉｄｅｒｍａｔｕｍ）聚在同一个分支，结合上述结果，将此次采集的丝瓜果实腐烂病病原鉴定为瓜果腐霉。将该病原菌
接种葫芦科的黄瓜，茄科的辣椒、茄子，十字花科的白菜、西兰花，锦葵科的秋葵等代表性作物幼苗，结果表明其还可以

引起幼苗猝倒病。

　　关键词：丝瓜果实腐烂病；病原鉴定；瓜果腐霉；寄主范围；Ｃｏｘ２基因；β－ｔｕｂｕｌｉｎ基因
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　　丝瓜（Ｌｕｆｆａｃｙｌｉｎｄｒｉｃａ）隶属葫芦科丝瓜属，主要
种植于热带和亚热带，如中国、泰国、印度、马来西

亚等［１］。丝瓜是我国常见的瓜类蔬菜之一，分为普

通丝瓜和有棱丝瓜２个栽培种［２］，营养价值丰富，

果肉中不仅富含蛋白质、维生素、钙磷铁等元素，还

具有抗衰老和抗过敏等保健作用和药用价值［３－４］；

成熟的丝瓜由于其发达的网状纤维且天然易降解

还可替代海绵作为一种环保的洗刷灶具［５］。丝瓜

在江西省多个县（市、区）均有种植，据调查，丝瓜约

占江西省瓜类蔬菜资源总量的 １８．３％［６］。作者

２０１９年７—８月到田间调查发现，有部分丝瓜发生
烂果现象，对产量和品质造成了较大影响，由于尚

不清楚各地区丝瓜果实腐烂病由何种病原菌引起，

因此对病原菌进行系统分离鉴定，并明确其寄主范

围，对生产上防治该病害具有重要意义。关于枯萎

病、炭疽病、病毒病、蔓枯病等丝瓜生产上常见病害

的病原鉴定已有较多报道。彭家柱等根据形态学

鉴定和ＩＴＳ序列分析相结合的方法将丝瓜枯萎病病
原鉴定为尖孢镰刀菌［７］；孙蕾对吉林省丝瓜、黄瓜、

西瓜等１１种葫芦科作物炭疽病病原进行了鉴定，通
过联合ＩＴＳ、ＣＨＳ１和 ＧＡＰＤＨ多基因测序分析，确定
丝瓜、黄瓜等的病原为圆刺盘孢（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ），西瓜炭疽病的病原有 ２种，分别为 Ｃ．
ｏｒｂｉｃｕｌａｒｅ和 Ｃ．ｉｎｃａｎｕｍ，苦瓜炭疽病的病原为 Ｃ．
ｉｎｃａｎｕｍ，表明不同寄主病原不尽相同［８］。牛二波对

山西省丝瓜病毒病病原检测结果表明，丝瓜受小西

葫芦黄化叶病毒 （ｚｕｃｃｈｉｎｉｙｅｌｌｏｗｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，
ＺＹＭＶ）和黄瓜花叶病毒（ｃｕｃｕｍｂｅｒｍｏｓａｉｃｖｉｒｕｓ，
ＣＭＶ）复合侵染［９］。目前对丝瓜果实病害病原鉴定

的研究较少，对丝瓜果实腐烂病的研究主要见于常

规发生和防治介绍，尚未发现对丝瓜果实腐烂病病

原菌分子系统学方面的研究。本研究拟通过对病

原菌进行形态学观察、致病性测定，结合核糖体内
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