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　 　 大豆[Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ(Ｌ.)Ｍｅｒｒ.]是中国重要的经
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济作物之一ꎬ它是人类植物蛋白的主要来源ꎬ也可用

于加工优质饲料和农副产品ꎬ在日常生产中不可或

缺[１￣２]ꎮ 近年来ꎬ随着国家持续推进大豆￣玉米带状

复合种植、粮豆轮作、盐碱地开发利用等产能提升工

程ꎬ大豆总产量有所提高ꎬ初步缓解了大豆产需缺口

大、严重依赖进口等问题[３]ꎮ 但随着复种指数的增

加ꎬ实际生产中大豆病虫害发生频率也在逐年提高ꎬ
大豆病虫害包括真菌病害、病毒病害、细菌病害、虫
害等ꎬ种类多ꎬ危害大ꎮ 据报道ꎬ全球已知的大豆病

害有 ７０ 余种ꎬ其中在中国发生的大豆病害有 ４０ 余

种ꎬ常见的病害有 １０ 余种[４]ꎮ
前人研究发现ꎬ真菌侵染会使大豆豆荚发病ꎬ引

起大豆豆荚干枯、豆荚萎缩及豆荚腐烂ꎬ是大豆豆荚

上最为常见的病害[５]ꎬ目前已报道的豆荚真菌病害

主要有大豆炭疽病(Ｓｏｙｂｅａｎ ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅ)、大豆紫斑

病(Ｓｏｙｂｅａｎ ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａ ｓｐｏｔ)、大豆荚枯病( Ｓｏｙｂｅａｎ
ｐｏｄ ｂｌｉｇｈｔ)、大豆黑斑病(Ｓｏｙｂｅａｎ ｂｌａｃｋ ｓｐｏｔ)等ꎮ 大

豆炭疽病是由炭疽菌属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ.)真菌引

起ꎬ炭疽菌属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ.)真菌包括平头炭

疽菌 ( Ｃ. ｔｒｕｎｃａｔｕｍ ) 等 １０ 余 种[６￣７]ꎻ 菊 池 尾 孢

菌(Ｃｅｒｃｏｓｐｏｒａｋｉｋｕｃｈｉｉ)是大豆紫斑病的病原菌[８]ꎻ大
豆荚枯病的病原菌主要是镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐｐ.)
真菌ꎬ镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐｐ.)真菌包括木贼镰刀

菌(Ｆ. ｅｑｕｉｓｅｔｉ)等 １０ 余种[９]ꎻ链格孢属真菌(Ａｌｔｅｒｎａ￣
ｒｉａ ｓｐｐ.)是大豆黑斑病的病原菌ꎬ包括链格孢(Ａ.
ａｌｔｅｒｎａｔａ)、芸苔链格孢 ( Ａ. ｂｒａｓｓｉｃａｅ)、细极链格

孢(Ａ. ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ) [１０]ꎮ 豆荚真菌病害的病原菌数量

繁多ꎬ种类复杂ꎬ同一种大豆病害可能是由同一属不

同种的病原菌引起的ꎬ而不同种病原菌的形态特征、
致病性、侵染规律、对杀菌剂的敏感性都不尽相

同[１１]ꎬ因此需要对病原菌进行精细鉴定ꎮ
由于发现的病原菌种类的增多和属种间的区别

较小ꎬ利用传统的基于病原菌形态特征的病原菌鉴别

技术难以对致病菌进行准确鉴别ꎮ 随着分子生物学

技术的发展ꎬ基因测序技术的应用越来越广泛ꎬ目前

ＩＴＳ、ＨＩＳ３、ＴＵＢ２、ＧＡＰＤＨ 和 ＣＨＳ￣１等多基因特征序列

分析在物种的属级和种级进化关系分析和鉴定中发

挥了重要的作用ꎬ也是目前常用的病原菌鉴定方

法[１２]ꎮ
本研究采集了江苏南京、淮安、徐州、南通、盐城 ５

个地区大豆种植区内的病荚ꎬ拟通过组织分离与纯化ꎬ
结合形态学观察与分子生物学鉴定ꎬ明确江苏省引起

大豆豆荚发病的主要病原菌ꎬ为今后江苏地区大豆豆

荚真菌病害的防控及抗病品种的选育提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 病样的采集

本研究于 ２０２３ 年大豆生长季(始粒期￣满粒期)
在江苏南京、淮安、徐州、南通、盐城 ５ 个地区的大豆

种植区内采集具有明显病斑的豆荚样品ꎬ标记后于

－２０ ℃冰箱保存ꎮ
１.２　 病原菌的分离纯化与保存

将采集到的豆荚用清水冲洗ꎬ在病健交界处取

数块２ ｍｍ×２ ｍｍ 的植物组织ꎬ置于 ７５％酒精中浸泡

３０ ｓꎬ随后在 ＮａＣｌＯ 溶液(有效氯浓度为 ２％)中浸泡

２ ｍｉｎꎬ用去离子水冲洗 ３ 遍ꎮ 将处理后的植物组织

放入 ＰＤＡ 培养基(含 ５０ μｇ / ｍＬ的利福平和氨苄青

霉素)中密封ꎬ２５ ℃暗培养 ４８ ｈꎮ
取 ３ ~ ５ 块 ＰＤＡ 培养基上菌落边缘的菌丝

块(２ ｍｍ×２ ｍｍ)ꎬ放入 １５ ｍＬ 无菌水中用匀浆机打

碎ꎬ吸取 ６０ μＬ 液体均匀涂布在浓度为 ３％ 的 ＷＡ
培养基(含 ５０ μｇ / ｍＬ的利福平和氨苄青霉素)上ꎬ２５
℃暗培养２４~４８ ｈꎮ 挑取单根菌丝转移至 ＰＤＡ 培养

基上继续培养 ７ ｄꎮ 挑取菌落边缘菌丝于 ＰＤＢ 培养

基中ꎬ１２０ ｒ / ｍｉｎ振动培养 ５ ｄ 后吸取培养液置于冻

存管中ꎬ于－８０ ℃冰箱中长期保存ꎮ
１.３　 病原菌的分子生物学鉴定

以核糖体内转录间隔区基因( ＩＴＳ)序列和 β￣微
管蛋白 ２ 基因(ＴＵＢ２)序列为模版ꎬ设计引物 ＩＴＳ￣
ＩＴＳ４ ( ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ) / ＩＴＳ５ ( ＧＧＡＡＧ￣
ＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ)ꎻＴＵＢ２￣Ｔ１(ＡＡＣＡＴＧＣＧＴ￣
ＧＡＧＡＴＴＧＴＡＡＧＴ) / Ｂｔ２ｂ ( ＡＣＣＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＴＧＡＣ￣
ＣＣＴＴＧＧＣ)ꎬＰＣＲ 扩增病原菌 ＤＮＡꎮ 扩增产物由擎

科生物工程(南京)股份有限公司进行测序ꎮ 将测

序结果在 ＮＣＢＩ(美国国家生物技术信息中心)数据

库( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / )中进行 ＢＬＡＳＴ
比对ꎬ确定病原菌的种属ꎮ 同时下载与病原菌 ＩＴＳ
序列和 ＴＵＢ２ 序列相似性高的序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ￣Ｘ
软件中的最大似然法(ＭＬ)构建病原菌和相似菌种

的系统发育树ꎬ分析病原菌与相似菌种的亲缘关系ꎮ
１.４　 病原菌的形态学观察

首先肉眼观察 ２５ ℃暗培养的纯化分离物的菌

落颜色、菌丝形态ꎬ吸取无菌水轻轻冲洗菌落ꎬ将孢

子冲出后ꎬ用荧光显微镜观察孢子形态及大小ꎮ 若
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病原菌的孢子无法被冲洗出ꎬ取菌丝块置于 ＰＤＢ 培

养基中ꎬ２５ ℃条件下 １２０ ｒ / ｍｉｎ振动培养 ５ ｄ 至产孢

后再用显微镜观察ꎮ
１.５　 柯赫氏法则验证

参考大豆黄化苗接种大豆炭疽病病原菌的方

法[１３]ꎬ在装有湿润蛭石的花盆中均匀播种大豆ꎬ用
黑色塑料袋覆盖花盆ꎬ暗培养４~５ ｄꎬ将 ５ ｃｍ 黄化苗

拔出ꎬ冲洗干净后备用ꎮ 用直径为 ０.５ ｃｍ 的打孔器

在 ＰＤＡ 平板培养基的菌落边缘打孔ꎬ取菌丝块ꎬ并
将长有菌丝的一面贴在在大豆黄化苗下胚轴部位ꎬ
用湿润的吸水纸将接种部位包裹起来ꎬ并在外面包

裹 １ 层无菌锡纸ꎬ放于 ２５ ℃光照培养箱中培养 ５ ｄꎬ
１２ ｈ 光照与 １２ ｈ 黑暗交替ꎬ记录发病情况ꎮ 切取黄

化苗发病组织置于 ＰＤＡ 培养基(含有 ５０ μｇ / ｍＬ利
福平和 ５０ μｇ / ｍＬ氨苄青霉素)中培养ꎬ观察形成的

菌落形态ꎬ并提取 ＤＮＡ 进行分子生物学鉴定ꎬ完成

柯赫氏法则验证ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 感病豆荚的采集

在江苏省南京、徐州、淮安、南通、盐城 ５ 个城市

的大豆种植区内采集 ７８ 份大豆病荚ꎮ 其中ꎬ在南京

市共采集到 ２９ 份大豆病荚(六合区 １６ 份、浦口区 ８
份、玄武区 ５ 份)ꎻ在徐州市铜山区共采集到 １５ 份大

豆病荚ꎻ在淮安市共采集到 １５ 份大豆病荚(淮阴区

３ 份ꎬ洪泽区 １２ 份)ꎻ在南通市如东县共采集到 ９ 份

大豆病荚ꎻ在盐城市共采集到 １０ 份大豆病荚(滨海

县 ６ 份、盐都区 ４ 份)ꎮ
采集的感病豆荚表面均有圆形或不规则的黑色

斑块ꎬ有的病斑有晕圈ꎬ随着病原菌侵染程度的加深ꎬ
病斑面积也逐渐扩大ꎬ直至侵染整个豆荚ꎬ使豆荚干

枯、籽粒干瘪ꎬ严重时大豆颗粒无收(图 １)ꎮ

Ａ、Ｂ:大豆荚期田间状况ꎻＣ:采集的豆荚发病症状ꎮ
图 １　 大豆豆荚病害症状

Ｆｉｇ.１　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｓｏｙｂｅａｎ ｐｏｄ ｄｉｓｅａｓｅｓ

２.２　 病原菌的初步鉴定

对病原菌进行分离和纯化ꎬ在 ７８ 份大豆病荚

中共分离出 １１２ 种病原菌ꎬ利用 ＮＣＢＩ 数据库比对

１１２ 种病原菌的 ＩＴＳ 和 ＴＵＢ２ 序列ꎬ将这 １１２ 种病

原菌分为 ５ 个属ꎬ分别是镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐｐ.)
(７３ 种)、炭疽菌属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ.) ( １５ 种)、
拟茎 点 霉 属 ( Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐｐ.) ( １０ 种 )、 黑 孢 菌

属(Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐｐ.)(９ 种)和色二孢属( Ｌａｓｉｏｄｉｐｌｏ￣
ｄｉａ ｓｐｐ.)(５ 种)ꎬ均属于半知菌亚门真菌ꎮ 其中镰

刀菌属真菌占比最大ꎬ为 ６５􀆰 １８％ꎻ其次是炭疽菌

属真菌ꎬ占 １３􀆰 ３９％ꎬ拟茎点霉属、黑孢菌属和色二

孢属真菌占比均低于 １０􀆰 ００％(图 ２Ａ)ꎮ 在南京、
徐州、淮安、南通、盐城 ５ 个城市的大豆病荚中均

分离到镰刀菌属真菌ꎬ说明该菌属分布广泛ꎮ 炭

疽菌属真菌和拟茎点霉属真菌在南京、淮安、徐
州、盐城的大豆病荚中被分离到ꎬ黑孢菌属真菌在

南京、淮安、南通、盐城的大豆病荚中被分离到ꎮ
色二孢属真菌的检出率较低ꎬ仅在南通地区的大

豆病荚中被分离到(图 ２Ｂ)ꎮ
２.３　 病原菌的系统发育分析

从每个菌属中选择 ３ 种病原菌进行系统发育分

析ꎬ编号如表 １ 所示ꎮ 选择稻瘟病菌(Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈｅ
ｏｒｙｚａｅ ＰＯ￣ＦＡ２８)作为外类群构建系统发育树ꎬ结果

显示ꎬ系统发育树共被分为 ５ 个支系ꎬ分别对应镰刀

菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐｐ.)、黑孢菌属(Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐｐ.)、
炭疽菌属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ.)、色二孢属(Ｌａｓｉｏｄｉｐ￣
ｌｏｄｉａ ｓｐｐ.)和拟茎点霉属(Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐｐ.)５ 个菌属ꎬ
均有较高的支持率(９９.０％~１００􀆰 ０％)(图 ３)ꎮ
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图 ２　 病原菌的菌属(Ａ)和来源(Ｂ)的占比

Ｆｉｇ.２　 Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｅｎｅｒａ (Ａ) ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｕｒｃｅｓ (Ｂ)

表 １　 病原菌编号

Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

编号　 　 　 属名　 　 　 　 采集地

ＸＺ１８ 镰刀菌属 徐州

ＸＺ１６ 拟茎点霉属 徐州

ＮＪＸＷ３０ 镰刀菌属 南京

ＮＪＬＨ９ 黑孢菌属 南京

ＮＪＬＨ１５ 镰刀菌属 南京

ＮＪＬＨ１７ 拟茎点霉属 南京

ＮＪＪＰ１９ 黑孢菌属 南京

ＨＡＤＪ１９ 炭疽菌属 淮安

ＨＡＤＪ２０ 炭疽菌属 淮安

ＹＣ５ 炭疽菌属 盐城

ＹＣＢＨ８ 拟茎点霉属 盐城

ＮＴ１ 色二孢属 南通

ＮＴ２ 色二孢属 南通

ＮＴ５ 色二孢属 南通

ＮＴ８ 黑孢菌属 南通

　 　 ＮＪＬＨ１５、 ＮＪＸＷ３０、 ＸＺ１８ 属 于 镰 刀 菌 属ꎬ
ＮＪＬＨ１５ 与层出镰刀菌(Ｆ. ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ)聚在一起ꎬ
支持率为 ８５􀆰 ４％ꎻＮＪＸＷ３０ 与串珠镰刀菌(Ｆ. ｖｅｒｔｉ￣
ｃｉｌｌｉｏｉｄｅｓ)聚在一起ꎬ支持率为 ３３􀆰 ４％ꎻＸＺ１８ 单独

为一支ꎬ其临近分支是木贼镰刀菌(Ｆ. ｅｑｕｉｓｅｔｉ)和

变红镰刀菌(Ｆ. ｉｎｃａｒｎａｔｕｍ)ꎬ支持率为 １００􀆰 ０％ꎮ
ＮＪＪＰ１９、 ＮＪＬＨ９、 ＮＴ８ 属 于 黑 孢 菌 属ꎬ ＮＪＪＰ１９、
ＮＪＬＨ９ 均与球黑孢菌(Ｎ. ｓｐｈａｅｒｉｃａ)聚在一起ꎬ支
持率分别为 １８􀆰 ２％、４１􀆰 ６％ꎻＮＴ８ 为单独一支ꎬ其临

近分支是黑孢菌(Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐ.) 和稻黑孢菌 (Ｎ.
ｏｒｙｚａｅ )ꎬ 但 支 持 率 较 低ꎬ 为 ５􀆰 ６％ꎮ ＨＡＤＪ２０、

ＨＡＤＪ１９、ＹＣ５ 属于炭疽菌属ꎬＹＣ５ 以 ３７􀆰 ８％的支持

率与平头炭疽菌(Ｃ. ｔｒｕｎｃａｔｕｍ)聚在一起ꎬＨＡＤＪ２０、
ＨＡＤＪ１９ 均单独为一支ꎬＨＡＤＪ２０ 的邻近分支是平头

炭疽菌(Ｃ. ｔｒｕｎｃａｔｕｍ)ꎬ支持率为 １００􀆰 ０％ꎬＨＡＤＪ１９
以 ４４􀆰 ４％的支持率与临近分支大豆炭疽菌(Ｃ. ｓｏ￣
ｊａｅ)和尖孢炭疽菌(Ｃ. ａｃｕｔａｔｕｍ)聚在一起ꎮ ＮＴ１、
ＮＴ２、ＮＴ５ 属于色二孢属ꎬＮＴ２ 和 ＮＴ５ 均与假可可毛

色二孢菌(Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ)聚在一起ꎬ支持率分

别为 ８６􀆰 ８％和 ２７􀆰 ４％ꎻＮＴ１ 单独为一支ꎬ临近分支

为假可可毛色二孢菌(Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ)ꎬ支持率

为 ６０􀆰 ４％ꎮ ＹＣＢＨ８、ＸＺ１６、ＮＪＬＨ１７ 属于拟茎点霉

属ꎬＸＺ１６、ＮＪＬＨ１７ 分别与大豆内生间座壳真菌和大

豆南方茎溃疡病菌(Ｄ. ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ)聚在一起ꎬ支持

率分别为 ７５􀆰 ２％、６９􀆰 ８％ꎬＹＣＢＨ８ 单独为一支ꎬ其邻

近分支是大豆拟茎点霉菌(Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ)ꎬ支持率为

８７􀆰 ４％(图 ３)ꎮ
２.４　 病原菌的形态学特征

从每个菌属中选择 １ 种病原菌进行形态学观

察ꎬ选取的病原菌分别为 ＮＪＬＨ１５、ＨＡＤＪ２０、ＹＣＢＨ８、
ＮＪＪＰ１９、ＮＴ１ꎮ ＮＪＬＨ１５ 的菌落中心为橘红色ꎬ向外

渐变为白色ꎬ形状呈较为规则的圆形ꎬ气生菌丝茂

密ꎬ呈绒毛状(图 ４Ａ、图 ４Ｂ)ꎻＮＪＬＨ１５ 的小型分生孢

子呈椭圆形ꎬ无色ꎬ大小为(５~ １５)μｍ×(２~ ３)μｍꎻ
大型分生孢子呈镰刀形ꎬ略微弯曲ꎬ具有 １ ~ ５ 个隔

膜ꎬ基部有足胞ꎬ无色ꎬ大小为(１５~ ４５)μｍ ×(２~ ５)
μｍ(图 ４Ｃ)ꎻＮＪＬＨ１５ 厚垣孢子呈球形或近球形ꎬ大
小为(８~１０)μｍ×(５~ １０)μｍ(图 ４Ｄ)ꎮ ＮＪＬＨ１５ 与

层出镰刀菌(Ｆ. ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ)在系统发育树上聚在

一起ꎬ支持率为 ８５􀆰 ４％ꎬ同时ꎬＮＪＬＨ１５ 的形态特征

与 Ｆ. ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ 非常相似[１４]ꎬ因此将 ＮＪＬＨ１５ 鉴定

为 Ｆ. ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ 成员ꎮ
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数字表示支持率(％)ꎮ
图 ３　 病原菌系统发育树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

　 　 ＨＡＤＪ２０ 的菌落生长初期为纯白色ꎬ后逐步变

为深灰ꎬ菌落外观呈圆形或近圆形ꎬ菌丝紧密(图
５Ａ、图 ５Ｂ)ꎻ分生孢子盘黑色ꎬ生有深棕色、具分隔

的刚毛(图 ５Ｃ)ꎻ分生孢子为单孢孢子ꎬ呈镰刀状ꎬ无
隔膜ꎬ无色ꎬ大小为 (１５~ ３８) μｍ × (２~ ５) μｍ (图

５Ｄ)ꎮ ＨＡＤＪ２０ 虽然在系统发育树上为一个单独的

分支ꎬ但其邻近分支是平头炭疽菌(Ｃ. ｔｒｕｎｃａｔｕｍ)ꎬ
支持率为 １００％ ꎬ且 ＨＡＤＪ２０ 的形态特征与 Ｃ. ｔｒｕｎ￣
ｃａｔｕｍ[１５]非常相似ꎬ因此将 ＨＡＤＪ２０ 鉴定为 Ｃ. ｔｒｕｎ￣
ｃａｔｕｍ 成员ꎮ
　 　 ＹＣＢＨ８ 的菌落生长初期为白色ꎬ后逐渐变为淡

黄色ꎬ培养基背面可见黑色子座ꎬ形状呈圆形或近圆
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Ａ:培养皿正面菌落形态ꎻＢ:培养皿反面菌落形态ꎻＣ:分生孢子及产孢细胞ꎻＤ:厚垣孢子ꎮ
图 ４　 病原菌 ＮＪＬＨ１５ 培养性状及形态学特征

Ｆｉｇ.４　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎ ＮＪＬＨ１５

Ａ:培养皿正面菌落形态ꎻＢ:培养皿反面菌落形态ꎻＣ:分生孢子盘和刚毛ꎻＤ:分生孢子ꎮ
图 ５　 病原菌 ＨＡＤＪ２０ 培养性状及形态学特征

Ｆｉｇ.５　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎ ＨＡＤＪ２０

形(图 ６Ａ、图 ６Ｂ)ꎮ α 型分生孢子呈长椭圆形ꎬ单
孢ꎬ无色ꎬ含有 ２ 个油滴ꎬ大小为(５~ １２) μｍ×(２~
４) μｍ(图 ６Ｃ)ꎬ未观察到 β 型分生孢子ꎮ ＹＣＢＨ８
虽然在系统发育树上为一个单独为分支ꎬ但其邻近

分支是大豆拟茎点霉菌(Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ)ꎬ支持率为

８７􀆰 ４％ꎬ且 ＹＣＢＨ８ 的形态特征与 Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ[１６] 大

体相似ꎬ因此将 ＹＣＢＨ８ 鉴定为 Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 成员ꎮ

Ａ:培养皿正面菌落形态ꎻＢ:培养皿反面菌落形态ꎻＣ:分生孢子ꎮ
图 ６　 病原菌 ＹＣＢＨ８ 培养性状及形态学特征

Ｆｉｇ.６　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎ ＹＣＢＨ８

　 　 ＮＪＪＰ１９的菌落生长初期为白色ꎬ后逐渐变为灰色ꎬ
菌落形状不规则ꎬ边缘呈波浪形ꎬ随着分生孢子的产生ꎬ
菌落逐渐变为褐色或黑色(图 ７Ａ、图 ７Ｂ)ꎮ 分生孢子为

单孢孢子ꎬ亮黑色ꎬ呈椭圆形或球形ꎬ分生孢子单个顶生ꎬ

大小为(１０~１８) μｍ×(８~１２) μｍ(图７Ｃ、图７Ｄ)ꎮ ＮＪＪＰ１９
与球黑孢菌(Ｎ. ｓｐｈａｅｒｉｃａ)聚在一起ꎬ支持率较低ꎬ仅为

１８􀆰 ２％ꎬ但 ＮＪＪＰ１９ 的形态特征与 Ｎ. ｓｐｈａｅｒｉｃａ[１７] 非常相

似ꎬ因此将ＮＪＪＰ１９鉴定为Ｎ. ｓｐｈａｅｒｉｃａ 成员ꎮ
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Ａ:培养皿正面菌落形态ꎻＢ:培养皿反面菌落形态ꎻＣ:产孢细胞ꎻＤ:分生孢子ꎮ
图 ７　 病原菌 ＮＪＪＰ１９ 培养性状及形态学特征

Ｆｉｇ.７　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎ ＮＪＪＰ１９

　 　 ＮＴ１ 的菌落生长初期为白色ꎬ后逐渐变为褐色ꎬ菌
落边缘规整ꎬ气生菌丝茂密ꎬ菌丝白色或灰色(图 ８Ａ、
图 ８Ｂ)ꎮ 分生孢子为单孢孢子ꎬ无色透明ꎬ近似卵形ꎬ大
小为(１２~２３) μｍ×(８~１０) μｍ(图 ８Ｃ)ꎬ未见成熟分生

孢子ꎮ ＮＴ￣１为单独的一个分支ꎬ其邻近分支是假可可

毛色二孢菌(Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ)ꎬ支持率为 ６０􀆰 ４％ꎬ且
ＮＴ１ 的形态特征与 Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ[１８]相似ꎬ因此将

ＮＴ１ 鉴定为 Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ 成员ꎮ

Ａ:培养皿正面菌落形态ꎻＢ:培养皿反面菌落形态ꎻＣ:分生孢子ꎮ
图 ８　 病原菌 ＮＴ１ 培养性状及形态学特征

Ｆｉｇ.８　 Ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎ ＮＴ１

２.５　 柯赫氏法则验证

以大豆黄化苗下胚轴为试验材料ꎬ接种 Ｆ. ｐｒｏ￣
ｌｉｆｅｒａｔｕｍ、Ｃ. ｔｒｕｎｃａｔｕｍ、Ｄ. ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ、Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏ￣
ｍａｅ、Ｎ. ｓｐｈａｅｒｉｃａ５ 种病原菌的菌丝ꎬ明确这 ５ 种病

原菌的致病性ꎮ 接种结果表明ꎬ５ 种病原菌均能导

致大豆发病ꎬ但致病能力有所不同ꎮ 根据病斑大小

可以看出ꎬ 接种 Ｆ. ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ、 Ｃ. ｔｒｕｎｃａｔｕｍ、 Ｄ.
ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 的黄化苗下胚轴发病严重ꎬ接种 Ｌ. ｐｓｅｕｄｏ￣
ｔｈｅｏｂｒｏｍａｅꎬＮ. ｓｐｈａｅｒｉｃａ 的黄化苗下胚轴症状非常

轻(图 ９Ａ~图 ９Ｅ)ꎮ 分离发病部位的病原菌ꎬ再次

进行形态学观察和分子生物学鉴定ꎬ结果显示ꎬ分离

得到的病原菌均与先前接种的病原菌相同(图 ９Ｆ~
图 ９Ｊ)ꎬ符合柯赫氏法则ꎮ

３　 讨 论

本研究从江苏省内 ５ 个大豆种植区采集发病大

豆豆荚ꎬ分离出 １１２ 种病原菌ꎬ经鉴定发现ꎬ１１２ 种

病原菌属于半知菌亚门的 ５ 个属ꎮ 其中镰刀菌属病

原菌占比最大ꎬ为 ６５.１８％ꎬ并且在江苏省的每个大

豆种植区菌都分离到镰刀菌属病原菌ꎮ 可知镰刀菌

属病原菌是为害江苏省大豆豆荚的主要病原菌ꎮ 前

人研究发现ꎬ镰刀菌能够侵染各个生长阶段的大豆ꎬ
造成幼苗枯萎、荚果和种子腐烂以及根腐病[１９￣２１]ꎬ
所以不仅要注意防控大豆根部或茎基部的镰刀菌ꎬ
同时也要重视防控大豆鼓粒期或鲜荚采收期豆荚上

的镰刀菌ꎮ 炭疽菌属真菌和拟茎点霉属真菌均是大

豆生产中常见的病原菌ꎬ在江苏省分布较为广泛ꎮ
炭疽菌主要侵染大豆豆荚ꎬ大豆发病症状为ꎬ豆荚表

面形成不规则的黑褐色斑点ꎮ 炭疽菌严重影响鲜食

豆荚的品质和产量[２２]ꎮ 拟茎点霉菌是大豆种腐病

和茎枯病的主要致病菌[２３￣２４]ꎬ目前国内还没有关于

大豆豆荚中分离到拟茎点霉菌的报道ꎬ国外也鲜有
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Ａ~Ｅ:接种 ５ 种病原真菌 ５ ｄ 后大豆黄化苗下胚轴的发病情况ꎻＦ~ Ｊ:从 Ａ~Ｅ 发病部位分离得到的病原菌在 ＰＤＡ 上的形态特征ꎮ
图 ９　 柯赫氏法则验证

Ｆｉｇ.９　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ Ｋｏｃｈ’ｓ ｐｏｓｔｕｌａｔｅｓ

相关报道ꎮ 目前关于黑孢菌属真菌和色二孢属真菌

在大豆上被分离到的报道极少ꎬ本研究中ꎬ黑孢菌属

真菌在江苏省大豆种植区分布较为广泛ꎬ在 ４ 个种

植区均分离到该病原菌ꎮ 黑孢菌属真菌是内生真

菌ꎬ其代谢产物能显著抑制多种作物的真菌病害ꎬ主
要存在于无症状宿主体内ꎬ可作为生防菌[２５]ꎬ对于

本研究分离到的黑孢菌属真菌是否也能抑制其他真

菌还有待进一步探究ꎮ 色二孢属真菌的占比最少ꎬ
仅占 ４􀆰 ４６％ꎬ只在 １ 个采集地被分离到ꎮ 色二孢属

真菌是变色菌ꎬ对它的研究主要集中在木材染色等

方面[２６]ꎬ在大豆上鲜少被报道ꎮ 由此可见ꎬ各采集

地区分离到的病原菌不尽相同ꎬ可能是因为不同的

生态环境或地理环境影响病原菌群体结构和组成ꎮ
国外的诸多研究结果表明ꎬ多种病原菌能造成

大豆豆荚病害ꎮ 早在 ２３ 年前ꎬ美国研究者 Ｒｏｙ
等[２７]对侵染北美大豆豆荚的真菌进行了综述:在北

美地区的大豆感病豆荚中分离到 ８８ 种病原菌ꎬ分属

于 ６５ 个属ꎮ 中国鲜有对大豆豆荚真菌病害的病原

菌进行系统调查的研究ꎬ本研究发现ꎬ除 Ｌ. ｐｓｅｕｄｏ￣
ｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ 外ꎬ其他本研究分离到的病原菌均在此

综述中出现ꎬＬ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ 首次在大豆豆荚上

被分离到ꎬ这丰富和完善了引起大豆豆荚病害的病

原菌菌库ꎮ
病害的分类是进行病害精准防控的基础ꎬ病害

的防控要考虑到植物保护的综合性、整体性、预防性

和前瞻性ꎮ 大豆的病害防治也应如此ꎬ病原菌鉴定

只是基础工作ꎬ下一步应该培育抗病品种、合理轮

作、协调田间水系、建立合适的群体结构ꎬ努力协调

好营养生长和生殖生长的矛盾ꎬ将物理防控、化学防

控、生物防控有机结合ꎬ才能对大豆病害取得较为理

想的防治效果ꎮ
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