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一种新发大豆根腐病的病原鉴定及防治药剂筛选
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摘要 为明确在广东新发现的一种大豆根腐病的病原菌种类，了解其生物学特性，筛选防治该病的有效杀

菌剂，采用组织分离法对罹病大豆植株的根部和茎基部的病原真菌进行分离，并通过形态学和 3个基因（rDNA⁃
ITS， TEF⁃1α， RPB2）的联合系统发育分析对病原真菌进行鉴定，再将该病原真菌接种到原发病大豆品种桂夏

2号的根部和茎基部，测定其致病性和不同培养基、温度、碳氮源、pH、光照、杀菌剂对菌丝生长的影响以及病原

菌分生孢子的致死温度。结果显示，分离到 2株具有不同特征的真菌，分别鉴定为新孢镰刀菌（Fusarium neocos⁃
mosporiellum）和镰状镰刀菌（F. falciforme），后者是在我国广东大豆上的首次报道；接种试验显示，这 2株真菌

单独或混合接种均可引起与田间自然发生的大豆根腐病相似的症状；新孢镰刀菌（F. neocosmosporiellum）在

28 ℃、pH 7条件下生长最快，可以有效利用多种碳氮源，乳糖和蛋白胨为最佳碳氮源，分生孢子致死温度为 51 ℃
（水浴 10 min）；镰状镰刀菌（F. falciforme）在 25 ℃、pH 7条件下生长最快，碳氮源利用能力强，以乳糖、蔗糖和麦

芽糖为最佳碳源，最佳氮源为蛋白胨，孢子致死温度为 54 ℃（水浴 10 min）；不同光照处理对 2个菌株的菌丝生长

无影响；杀菌剂咪鲜胺对 2个菌株的抑制作用最强。综上，引起广东新发大豆根腐病的病原真菌为新孢镰刀菌

（F. neocosmosporiellum）和镰状镰刀菌（F. falciforme），而这 2种真菌适应环境的能力强，对咪鲜胺敏感，该药剂

可作为防治新发大豆根腐病的首选药剂。
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大豆 ［Glycine max （Linn.） Merr］是植物优质蛋

白质、食用油和动物饲料的来源，是我国非常重要的

作物之一［1-2］，在东北、华南、黄淮海以及长江流域地

区广泛种植。大豆除了富含油脂和蛋白质外，还含

有多种独特生理功能的次生代谢产物，如大豆异黄

酮，能够预防及治疗癌症、糖尿病、心血管疾病和骨

质疏松等疾病［3］。

大豆在生产过程中经常会遭受到许多病原真菌

（或卵菌）的侵害，如平头炭疽菌（Colletotrichum 
truncatum）［4］、大豆疫霉（Phytophthora sojae）［5］、立枯

丝核菌（Rhizoctonia solani）［6］和尖孢镰刀菌（Fusari⁃
um oxysporum）［7］等，引起大豆多种真菌（卵菌）病害，

这些病害通常会导致大豆的品质和产量下降［8］。

2020年9月，在华南农业大学增城教学科研基地

（广州增城宁西）种植的桂夏 2号大豆品种上发现了

一种新发生的根部病害，病情非常严重，大豆植株发

病后很快就干枯死亡，对大豆生产和种子繁育造成

了重大的经济损失，但具体病因不明。世界各地报

道和研究较多的大豆根部病害的病原菌主要是镰刀

菌属（Fusarium spp.）的一些种［8］，这些镰刀菌种类能

够侵染大豆根茎部皮层及维管组织，引起大豆根腐

病和枯萎病，导致根茎部腐烂和枯萎症状。此次在

广东发现的大豆新病害的症状与美洲大豆猝死综合

症（sudden death syndrome，简称 SDS）的症状极为相

似［9］。据报道，SDS 主要由逗号镰刀菌（F. virguli⁃
forme）（北美大豆 SDS）和图库曼镰刀菌（F. tucuma⁃
niae）（南美大豆 SDS）引起［10］，它们侵染大豆后，造

成叶片叶脉间的叶肉焦黄坏死，根部及茎基部变褐

腐烂，但我国目前尚无SDS的报道，SDS是我国对外

植物检疫对象［9］。因此，有必要确认广东省新发大豆
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根腐病的病原种类，筛选出有效的防治药剂，以便最

终能够更有效地防治该病害。

1　材料与方法

1.1　病样采集、病原菌的分离纯化

2020年9月，从华南农业大学增城教学科研基地

（广州增城宁西）采集具有典型的大豆新病害症状特

征的罹病植株，带回实验室检查、拍照并采用常规组

织分离法分离病原菌。首先冲洗干净大豆茎基部泥

土，擦干，在病健交界处切取大小为 0.5 cm×0.5 cm
的小块组织，在 75%乙醇中浸泡消毒 30 s，然后移入

5% 次氯酸钠溶液消毒 2~3 min，再用无菌水漂洗 3
次，把消毒后的病健组织块放置于无菌滤纸上吸干

和风干水分，最后移植于 PDA 培养基中，置于 28 ℃
培养箱中培养，等待菌落长出后，挑取菌落边缘菌丝

进行纯化培养，2 次纯化后置于 PDA 斜面培养基保

存备用。

1.2　病原菌的形态学鉴定

将分离得到的病原菌接种到PDA培养基平板中

培养 7 d，记录菌落颜色和形态特征并拍照。用无菌

水洗下 PDA培养基平板中的分生孢子，制备孢子悬

浮液，吸取少量孢子悬浮液于干净载玻片上，在光学

显微镜下观察病原菌的形态特征并测量分生孢子大

小。参照文献［11］判定病原菌的种类。

1.3　病原菌的分子生物学鉴定

用灭菌移液枪头刮取在PDA培养基平板中培养

7 d的病原菌菌丝体，使用真菌基因组DNA提取试剂

盒（D3390-01， Bio-tek）从菌丝中提取基因组 DNA。

对核糖体 RNA 内转录间隔区（internal transcribed 
spacer，rDNA⁃ITS）、翻译延伸因子基因（translation 
elongation factor 1-alpha，TEF⁃1α）、RNA聚合酶Ⅱ第

二大亚基基因（RNA polymerase Ⅱ second largest 
subunit，RPB2）进行PCR扩增，各序列扩增引物信息

见表1。

PCR（polymerase chain reaction）反应总体系为

25 μL［DNA模板 1 μL，正向和反向引物各 1 μL，2× 
M5 Taq HiFi PCR mix（北京聚合美生物科技有限公

司）12.5 μL，ddH2O 9.5 μL］。反应程序为 94 ℃预变

性 2 min，94 ℃变性 30 s，55 ℃退火 30 s，72 ℃延伸

1 min，35 个循环；72 ℃延伸 10 min，4 ℃保存、备用。

用 1%琼脂糖凝胶电泳检测，将得到目的条带的产物

送至上海生工生物工程有限公司进行测序。将得到

的测序结果与 GenBank 数据库中的已有数据进行

Blast比对分析，并查找文献，下载不同病原镰刀菌的

基因序列，见表 2。使用 MEGA X 软件进行对齐和

剪切，PhyloSuite v1.2.2 将各菌株按照 rDNA ⁃ITS-
TEF1α- RPB2的顺序首尾串联拼接，使用MEGA X
软件中的Maximum likelihood（ML）方法构建系统发

育树，Bootstrap值重复1 000次。

1.4　病原菌的致病性测定

病原菌的致病性测定采用伤根浸根法［15］。选用

生长一致的两叶期大豆苗，将大豆苗的根部冲洗后

吸干水分，用消毒的剪刀剪去一些须根，用无菌水洗

下 PDA培养基平板上的病原菌的分生孢子，制备成

孢子悬浮液，将大豆幼苗根部浸泡在浓度为 1×106 
个/mL的孢子悬浮液中 1 h，最后移栽到无菌土壤基

质，以 R1、R2 单菌株接种以及 R1 和 R2 菌株混合接

种为处理组，以无菌水接种作为对照组，每组 3次重

复，接种后的大豆苗放置于人工气候培养箱内 30 ℃
保湿培养。

1.5　病原菌的生物学特性测定

1）培养基对病原菌菌丝生长的影响。供试培养

基为玉米粉琼脂（CAM）培养基（海博生物技术有限

公司）、察氏（Czapek）培养基（海博生物技术有限公

司）、燕麦片琼脂（OA）培养基（广东环凯微生物科技

有限公司）、马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）培养基（广东

环凯微生物科技有限公司）、自配番茄琼脂（TomA）

培养基（番茄 200 g，琼脂粉 18 g，蒸馏水 1 000 mL），

山药汁琼脂（YA）培养基（山药 200 g，琼脂粉 18 g，蒸
馏水 1 000 mL）和水琼脂（WA）培养基（琼脂粉 18 g，

表1　本研究所用的引物对

Table 1　Primer pairs used in this study

基因 Gene

rDNA⁃ITS

TEF⁃1α

RPB2

引物 Primer
ITS1
ITS4

EF1Ha
EF2Tb

RPB2-5F2
RPB2-7cR

引物序列 Sequences(5'-3')
TCCGTAGGTGAACCTGCGG

TCCTCCGCTTATTGATATGC
ATGGGTAAGGARGACAAGAC

GGARGTACCAGTRATCATGTT
GGGGWGAYCAGAAGAAGGC
CCCATRGCTTGYTTRCCCAT

参考文献 Reference
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[14]
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蒸馏水1 000 mL）。

用打孔器在 PDA 平板上生长 7 d的病原菌菌落

边缘打下直径为 5 mm的菌饼，分别接种于以上培养

基的培养皿上，每处理 3次重复；接菌培养皿在 28 ℃
恒温黑暗培养7 d后，用十字交叉法测量菌落直径。

2） 温度、光照、pH 对病原菌菌丝生长的影响。

培养温度梯度设置为 5、10、15、20、25、28、30 和

35 ℃；光照条件设置为完全光照、完全黑暗和 12 h光

暗交替 3 种模式；pH 值设置 4~11 共 8 个酸碱度处

理，用 1% HCl或 1% NaOH溶液调节高温灭菌后冷

却至 50 ℃左右的PDA培养基；接种与测量方法同本

文“1.5  1）”，每处理设3个重复。

3） 碳、氮源对病原菌菌丝生长的影响。以察氏

（Czapek）培养基为基础培养基，参照周而勋等［16］的

方法，将培养基中的碳源（蔗糖）以等量碳原子的麦

芽糖、甘露醇、葡萄糖、乳糖、山梨醇和肌醇替代；将

培养基中的氮源（硝酸钠）以等量氮原子的甘氨酸、

酵母粉、DL-苏氨酸、硝酸钾、蛋白胨和氯化铵替代。

每处理3次重复，接种与测量方法同本文“ 1.5  1）”。

4） 病原菌分生孢子致死温度的测定。将 1×106 

个/mL 的孢子悬浮液 1 mL 加入 1.5 mL 的薄壁灭菌

离心管中，调节水浴锅温度分别为 40、45、50、55 和

60 ℃。以室温处理为对照，持续处理 10 min，取出各

处理的离心管并快速冷却至室温，涂布在 PDA培养

基平板上，28 ℃恒温黑暗培养。每处理 3次重复，3 d
后观察是否长出菌落，从而判断孢子是否死亡，得到

分生孢子粗略的致死温度范围。再以粗略的致死温

度为中心温度，以 1 ℃为间隔，设置 5个温度梯度，重

复之前步骤，确定精确的致死温度。

1.6　杀菌剂的室内筛选

采用含药平板菌丝生长速率法，测定各杀菌剂

对病原菌的抑制效果。供试菌剂为吡唑醚菌酯乳油

（25%，北京中保绿农科技集团有限公司）、甲基硫菌

灵可湿性粉剂（70%，允发化工（上海）有限公司）、代

森锰锌可湿性粉剂（80%，四川润尔科技有限公司）、

咪鲜胺水乳剂（450 g/L，山东鑫星农药有限公司）。

将各杀菌剂用无菌水配制成使用浓度 100倍的母液

（5 个梯度的浓度），取 1 mL 各杀菌剂各浓度的母液

分别加入到高温灭菌后冷却到 50 ℃左右的 100 mL
定量PDA培养基中，充分混匀，制成含药平板。以添

表2　用于构建多基因系统发育树的镰刀菌属的参考菌株及GenBank登录号

Table 2　Reference strains and GenBank accession numbers of Fusarium spp. for the 
construction of a multigene phylogenetic tree

种名

Species name
Fusarium neocosmosporiellum

F. neocosmosporiellum

F. falciforme

F. falciforme

F. falciforme

F. solani

F. solani

F. brasiliense

F. virguliforme

F. tucumaniae

F. crassistipitatum

F. tucumaniae

F. phaseoli

F. azukicola

F. brasiliense

F. oxysporum

F. oxysporum

F. neocosmosporiellum

F. falciforme

菌株编号

Isolate No.
NRRL 22166
NRRL 22436
NRRL 32721
NRRL 25100
NRRL 54980
NRRL 46598
NRRL 32737
NRRL 22743
NRRL 22825
NRRL 31096
NRRL 36877
NRRL 31097
CBS 265.50

NRRL 54364
NRRL 31757
NRRL 26360
NRRL 25387

R1
R2

GenBank登录号 GenBank accession number
rDNA⁃ITS

DQ094319.1
AF178412.1
DQ094503.1
JF740885.1
KC808245.1
GU170648.1
DQ094518.1
AY320181.1
GU170655.1
GU170656.1
FJ919554.1
EF408524.1
MH856617.1
JQ670145.1
EF408514.1
MH865881.1

OQ860749
OQ860750

TEF⁃1α

AF178350.1
AF178348.1
DQ247041.1
JF740727.1
KC808203.1
GU170628.1
DQ247057.1
AY320145.1
GU170635.1
GU170636.1
FJ919488.1
AY220182.1
HE647964.1
JQ670137.1
AY320148.1
HM347120.1
HM347117.1

OR253889
OR253890

RPB2

EU329497.1
JX171610.1
EU329602.1
JF741056.1
KC808343.1
GU170593.1
EU329606.1
EU329525.1
EU329533.1
EU329557.1
FJ240405.1
FJ240387.1

KM232375.1
KJ511287.1
EU329565.1
EF470126.1
HM347209.1
OQ866625
OQ866626

注：R1和R2菌株是本研究的大豆新病害的病原菌菌株。Note： Strains R1 and R2 were the pathogenic strains of new emerging soybean 
disease in this study.

231



第 43 卷  华 中 农 业 大 学 学 报

加无菌水的混合溶液的PDA培养基为对照。接种方

法与本文“1.5  1）”一致，每处理 3 次重复，28 ℃恒温

黑暗培养 7 d，十字交叉测量菌落直径，按照公式（1）
计算抑菌率。

E = A - B
A - 0.5 × 100% （1）

式（1）中，A为添加无菌水对照组菌落直径；B为

添加杀菌剂的处理组菌落直径，E 为菌落生长抑

制率。

以杀菌剂浓度的对数值作为自变量（X），抑制率

对应的几率值作为因变量（Y），建立毒力回归方程，

并计算各杀菌剂对病原菌的有效中浓度（median ef⁃
fect concentration，EC50）。

1.7　数据处理

采用Excel计算试验数据和构建三维柱状图，运

用 SPSS17.0中的 Duncan’ s新复极差分析法进行单

因素 ANOVA 分析，并以小写字母为统计学差异进

行标注。

2　结果与分析

2.1　大豆新病害症状

田间大豆叶片上初期出现圆形或不规则形的黄

色斑点，斑点逐渐扩大或愈合形成萎黄斑，叶肉焦黄

坏死，仅有叶脉保持一点绿色组织，部分叶片卷曲皱

缩，后期从叶柄上脱落；枝条发育不全，结荚少、豆粒

小；茎基部和根部变褐腐烂，病斑可沿茎向上扩展

10~20 cm，髓部明显变为棕褐色（图1）。

2.2　病原菌的形态特征观察

对采集到的大豆新病害的罹病根部和茎基部进

行病原菌分离纯化，共获得 2 种菌落形态的真菌菌

株，分别命名为R1和R2。
在 PDA 培养基，28 ℃黑暗条件下培养，菌株 R1

菌落初为白色，后为红棕色，气生菌丝旺盛，菌落边

缘较整齐，菌落背面为红棕色（图 2 A，B）；分生孢子

无色，卵圆形或肾形，具有 0~1 个隔膜，大小为

（8.68~11.08） μm×（3.23~4.79） μm（图 2C）；培养

后期产生子囊壳，子囊壳深棕色，水滴状，具有孔口

和喙，子囊棒状丛生，每个子囊内含 8个单排子囊孢

子（图 2D，E），子囊孢子豆粒状，大小为（9.92~12.9） 
μm×（6.28~8.68） μm（图 2F）；在 PDA 培养基上未

发现大型分生孢子。

在同样培养条件下，R2菌株菌落白色，菌落边缘

不整齐，气生菌丝旺盛（图 3A，B）；小型分生孢子无

色，单胞，长椭圆形或卵形，具有 0~1 隔膜，大小为

（8.52~11.94） μm×（3.19~5.11） μm（图 3C）；大型

分生孢子无色，镰刀状，具有 3~4 隔膜，大小为

（25.17~33.55） μm×（4.34~6.14） μm（图 3D）；暂未

发现有性态（teleomorph）。

根据上述的形态特征，R1和R2菌株均符合镰刀

菌属的特征描述［11］，将它们初步鉴定为镰刀菌的 2
个种。

2.3　病原菌的分子生物学鉴定

利用 3 个基因的引物对 ITS1/ITS4、EF1Ha/
EF2Tb 和 RPB2-5F2 /RPB2-7cR，对 R1 和 R2 菌株

的 3 个基因 rDNA-ITS、TEF-1α 和 RPB2 进行 PCR
扩增，分别得到约550、750和1 000 bp的条带（图4）。

将 PCR 产物送至公司测序，测序结果上传至

A：田间病害症状；B：叶部症状；C：根部及茎基部腐烂症状；D：病茎纵切面症状。A： Diseased soybean in the field； B： Leaf necrotic spots 
symptoms in the field； C： Symptoms of root and stem basal rot； D： Symptoms of longitudinal section of diseased stem.

图1 大豆新发根腐病的田间症状

Fig. 1 Field symptoms of the new emerging soybean root rot disease
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NCBI。分别对 2 个菌株的 3 个基因 rDNA ⁃ ITS、
TEF1α和 RPB2在 NCBI进行 Blast分析，发现 R1菌

株与新孢镰刀菌（F. neocosmosporiellum）的相似性在

99%以上，R2菌株与镰状镰刀菌（F. falciforme）的相

似性也在 99% 以上。基于多基因联合系统发育分

析，构建了 ITS-TEF1α-RPB2多基因系统发育树（图

5）。从图 5可看出，R1菌株与新孢镰刀菌（F. neocos⁃
mosporiellum）聚为一支，而R2菌株与镰状镰刀菌（F. 
falciforme）聚为一支。结合形态学和分子生物学的鉴

定结果，确定 R1 菌株为新孢镰刀菌（F. neocosmos⁃
poriellum），而R2菌株为镰状镰刀菌（F. falciforme）。

2.4　致病性测定

R1 和 R2 菌株单独接种及两者混合接种的结果

显示，在接种 4周后，3种接种处理的大豆茎基部都表

现出变色、腐烂症状，与田间症状一致，而对照处理

无发病症状（图 6）。通过对比发现R1菌株主要影响

茎基部，而 R2菌株主要影响根系。而 R1和 R2菌株

混合接种同样出现相似的症状，显示出复合侵染现

象。从发病植株再次分离纯化病原菌可获得与 R1
和R2菌株具有相同菌落和孢子形态的菌株。因此，

根据科赫氏法则，可以确定新孢镰刀菌和镰状镰刀

菌均为引起大豆新发根腐病的病原菌，可分别和复

合侵染引起大豆根腐病。

A， B：菌落正反面；C：小型分生孢子；D 大型分生孢子。A， 
B： Colony （front and back）； C： Microconidia； D： Macroconidia.

图3 大豆根腐病菌R2菌株的菌落形态及显微形态

Fig.3 Colony morphology and microscopic 
characteristics of the pathogenic strain R2 

of soybean root rot disease

A， B：菌落正反面；C：分生孢子；D：子囊壳；E：子囊；F：子囊孢子。 A， B： Colony （front and back）； C： Microconidia； D： Perithecium； 
E： Asci； F： Ascospores.

图2 大豆根腐病菌R1菌株的菌落形态及显微形态

Fig.2 Colony morphology and microscopic characteristics of the pathogenic strain R1 of soybean root rot disease

CK：阴性对照 Negative control；M：DL2000 Marker；1：rDNA ⁃

ITS；2：TEF⁃1α；3：RPB2.
图4 大豆根腐病菌R1和R2菌株的 rDNA-ITS、TEF1α和

RPB2基因的PCR扩增产物电泳图

Fig.4 Electrophoresis of PCR amplification products of 
genes rDNA-ITS， TEF1α and RPB2 of the pathogenic 

strains R1 and R2 of soybean root rot disease
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2.5　病原菌的生物学特性

1）培养基对病原菌菌丝生长的影响。结果如图

7 所示。R1 菌株在 Czapek 培养基上生长最快，菌落

直径达到 6.11 cm；在 PDA、YA、CAM 培养基上次

之，菌落直径分别为 5.78、5.41 和 5.33 cm；在 OA 培

养基上生长最慢，菌落直径仅为 3.61 cm。R2菌株在

Czapek 培养基上生长最快，菌落直径达到 7.13 cm；

在 CAM、PDA 和 TomA 培养基上次之，菌落直径分

别为 6.92、6.96和 6.87 cm；而在 OA培养基上生长最

慢，菌落直径仅为4.6 cm。

2）温度、光照、pH对病原菌菌丝生长的影响。结

果如图 8 所示。R1 和 R2 菌株在 10~30 ℃范围内均

可以生长；在 5~28 ℃区间内，菌落直径随温度升高

而增大，20~30 ℃生长良好，R1 菌株在 28 ℃生长最

快，菌落直径为 6.00 cm；R2 菌株在 25 ℃生长最快，

菌落直径为 7.33 cm；随后菌落直径随温度升高而减

小（图 8A）。光照对R1和R2菌株生长影响不大，菌落

直径分别为 5.662 5~5.737 5 cm 和 7.175 0~7.287 5 
cm，在 α=0.05 水平下差异不显著（图 8B）。在 pH 
4~11，R1与R2菌株均能正常生长；在 pH 7时，R1与

R2菌株生长最好，菌落直径最大，分别为 5.93 cm 和

7.26 cm；在 pH 4~7，菌落直径随 pH 增大而增大，随

后随pH增大而减小（图8C）。

3） 碳、氮源对病原菌菌丝生长的影响。结果如

图 9、图 10所示。R1菌株以乳糖为碳源时，菌丝生长

最快，菌落直径达到 6.46 cm，以麦芽糖为碳源次之，

菌落直径为6.07 cm，以山梨醇为碳源时生长最慢，菌

落直径为 5.28 cm；以蛋白胨为氮源时，菌丝生长最

快，菌落直径达到 6.55 cm，其次为硝酸钠和硝酸钾，

菌落直径分别为 6.20、6.13 cm，而以氯化铵为氮源

时，菌丝生长最慢，菌落直径为4.05 cm。R2菌株在以

乳糖、麦芽糖、蔗糖为碳源时生长速率最快，菌落直径

为 6.43~6.47 cm，三者处理在 α=0.05水平下无显著

差异，以甘露醇、山梨醇、肌醇为碳源时生长速率最

慢，菌落直径为 5.91~6.03 cm；以蛋白胨为氮源时，

菌丝生长最快，菌落直径为 7.4 cm，其次为硝酸钠和

不同小写字母表示处理间差异显著（P<0.05），下同。Different 
lowercase letters indicate significant different（P<0.05）， the same

 as below.
图7 大豆根腐病菌R1和R2菌株在

不同培养基上的菌丝生长速率

Fig.7 The mycelial growth rates of the pathogenic 
strains R1 and R2 of soybean root rot disease 

on different media

A：对照处理； B：R1接种处理； C：R2接种处理； D：R1、R2混合接

种处理。A： Control treatment； B： R1 inoculation treatment； C： R2 
inoculation treatment； D： R1 and R2 mixed inoculation treatment.
图6 从新发大豆根腐病的罹病根部和茎基部分离到的R1

和R2菌株的致病性测定

Fig. 6 Pathogenicity test of stains R1 and R2 isolated 
from diseased roots and basal stems of the 

new emerging soybean root rot disease

R1和R2菌株是本研究的大豆根腐病菌，红色字体代表 4种已报

道的SDS病原菌。Strains R1 and R2 were the pathogens of soybean 
root rot disease in this study， the red represents the four reported 
SDS pathogens.

图5 基于 rDNA⁃ITS、TEF⁃1α和RPB2串联基因

序列构建的镰刀菌属的系统发育树

Fig.5 Phylogenetic tree of Fusarium spp. based 
on the concatenated sequences of genes rDNA⁃ITS，

TEF1α and RPB2
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硝酸钾，以氯化铵为氮源时，菌丝生长最慢，菌落直

径为4.65 cm。

4）病原菌分生孢子致死温度的测定。由表 3 可

知，R1和 R2菌株的分生孢子对温度的敏感度不同，

R1菌株的分生孢子在经过 51 ℃水浴 10 min处理后，

分生孢子丧失活力，不能萌发，不能长出菌落；而 R2
菌株的分生孢子比 R1 菌株的分生孢子对温度更不

敏感，R2菌株的分生孢子在经过 54 ℃水浴 10 min处

理后，分生孢子才丧失活力。

2.6　室内杀菌剂筛选

对R1和R2菌株进行杀菌剂室内毒力测定，结果

显示（表 4），在所选用的 4种杀菌剂中，2个菌株对咪

鲜胺表现最敏感，其次为吡唑醚菌酯，代森锰锌对两

菌株的抑制作用最差。因而，咪鲜胺可作为防治新

发大豆根腐病的药剂。

3　讨 论

本研究报道了在广东省内新发现的一种大豆根

部病害，并将引起该病害的病原菌鉴定为新孢镰刀

菌（F. neocosmosporiellum）和镰状镰刀菌（F. falci⁃
forme）。两菌株均侵染大豆，即能复合侵染大豆，造

成大豆茎基部和根部变色腐烂。通过对比发现，新

孢镰刀菌主要侵染大豆茎基部，镰状镰刀菌主要侵

图9 大豆根腐病菌R1和R2菌株在不同碳源

培养基上的菌丝生长速率

Fig.9 The mycelia growth of the pathogenic 
strains R1 and R2 of soybean root rot disease

 on different carbon sources plates

表3　大豆根腐病菌R1和R2菌株分生孢子的致死温度

Table 3　Lethal temperatures of the conidia of pathogenic 
strains R1 and R2 of soybean root rot disease

水浴温度/℃
Temperatures of water bath

CK
50
51
52
53
54
55

R1

+
+
-
-
-
-
-

R2

+
+
+
+
+
-
-

注：“+”表示孢子萌发，“-”表示孢子不萌发。Note： “+” means 
spores germinated， “-” means spores did not germinate.

图8 大豆根腐病菌R1和R2菌株在不同温度（A）、光照（B）和pH（C）下的菌丝生长速率

Fig.8 The mycelial growth rates of the pathogenic strains R1 and R2 of soybean root rot disease 
under different temperatures（A）， light treatments（B） and pH（C）

图10 大豆根腐病菌R1和R2菌株在不同

氮源培养基上的菌丝生长速率

Fig.10 The mycelia growth of the pathogenic 
strains R1 and R2 of soybean root rot disease

 on different nitrogen sources plates
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染大豆根部。叶片上出现的叶肉细胞焦黄坏死症

状，可能是因为镰刀菌侵染后会分泌一些毒素，这些

毒素通过植物的输导组织运输至植物叶片从而造成

这种症状的发生。美洲大豆SDS［17］症状与本次所研

究的大豆新病害症状有许多相似之处［9］，但也存在一

些不同之处。首先是病原菌的不同，美洲大豆 SDS

表4　杀菌剂对大豆根腐病菌R1和R2菌株的室内毒力测定

Table 4　In vitro toxicity test of four fungicides against the pathogenic strains R1 and R2 of soybean root rot disease

菌株

Strain

R1

R2

杀菌剂Fungicide

25% 吡唑醚菌酯乳油

Pyraclostrobin emulsion 25%

70% 甲基硫菌灵可湿性粉剂

Thiophanate-methyl wettable 
powder 70%

80% 代森锰锌可湿性粉剂

Mancozeb wettable
 powder 80%

450 g/L 咪鲜胺水乳剂

Prochloraz water 
emulsion 450 g/L

25% 吡唑醚菌酯乳油

Pyraclostrobin emulsion 25%

70% 甲基硫菌灵可湿性粉剂 
Thiophanate-methyl wettable 

powder 70%

80% 代森锰锌可湿性粉剂 
Mancozeb wettable 

powder 80%

450 g/L 咪鲜胺水乳剂

Prochloraz water emulsion 
450 g/L

质量浓度/(μg/mL)
Concentration

0.25
0.5
1.0
2.0
4.0

20.0
40.0
60.0
80.0

100.0

20.0
40.0
60.0
80.0

100.0

0.062 5
0.125
0.25
0.5
1.0

0.25
0.5
1.0
2.0
4.0

20.0
40.0
60.0
80.0

100.0

20.0
40.0
60.0
80.0

100.0

0.062 5
0.125
0.25
0.5
1.0

抑制率/% 
Inhibition rate

14.15
18.78
19.02
27.56
36.83

12.47
44.74
57.46
62.84
68.22

19.32
20.17
35.23
36.36
40.91

12.56
24.64
35.27
50.48
78.26

17.14
21.63
25.92
28.78
34.69

10.73
33.82
54.00
63.64
64.36

13.43
3.48

11.19
13.43
16.23

34.31
38.08
51.88
66.53
74.06

回归方程

Regression equation

y = 0.5874x+4.2445

y = 2.2974x+0.9967

y = 0.9944x+2.7596

y = 1.5134x+5.6255

y = 0.4424x+4.3319

y = 2.4065x+0.6792

y = 0.5976x+2.6897

y = 0.939x+5.6463

判定系数

Coefficient of 
determination (R2)

0.932 8

0.951 7

0.853 4

0.970 5

0.990 3

0.983 0

0.261 3

0.972 8

最大半效应质量浓

度/(μg/mL)
Median effect 

concentration (EC50)

19.33

55.27

179.06

0.386

32.37

62.44

7 344.53

0.204
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病原菌为逗号镰刀菌（F. virguliforme）（北美大豆

SDS）和图库曼镰刀菌（F. tucumaniae）（南美大豆

SDS），而本研究的大豆新病害病原菌并非SDS病原

菌，而是另外 2种镰刀菌；其次是在病程后期，SDS在

处于高温高湿条件下茎基部会产生蓝色的菌丝体，

病原菌在PDA培养基上也会产生蓝色菌落［18］，侵染

大豆茎的皮层及维管组织造成褐变腐烂，但髓部不受

影响，依然保持白色［9］；而本研究的大豆新病害在茎

基部没有产生蓝色菌丝体，2 个菌株在 PDA 培养基

上也不产生蓝色菌落，侵染大豆输导组织并且引起

根系和茎干髓部（维管束）褐变甚至黑化。结合以上

特点，确定本研究新发现的大豆根腐病并非美洲大

豆SDS。

此前，盖云鹏等［19］与潘汝谦等［20］报道了大豆新

赤壳菌（Neocosmospora vasinfecta，现改名为新孢镰

刀菌 F. neocosmosporiellum），可引起大豆和花生的

茎基部腐烂；何弯弯等［21］也在花生果实上分离到可

引起花生果实和种子腐烂的新孢镰刀菌。镰状镰刀

菌（F. falciforme）属于腐皮镰刀菌复合种 ［Fusarium 
solani species complex （FSSC）］ 中的一员，该病原菌

寄主范围非常广泛，曾被报道在印度番木瓜上引起

根部褐变和腐烂，发病率高达 40%~50%［22］；在墨西

哥，该菌也引起番茄叶片黄化、根茎腐烂［23］；该菌还

能侵染西瓜，造成西瓜果实表面呈现黄至棕色的凹

陷病斑，果实内部腐烂［24］。但在大豆上尚未见到报

道。本研究首次发现大豆是镰状镰刀菌（F. falci⁃
forme）的寄主之一。因此，这是在中国广东省首次报

道镰状镰刀菌（F. falciforme）为害大豆，引起根腐病。

此次分离的镰状镰刀菌在自然条件下以无性态存

在，并未观察到有性态，其原因可能是该菌的有性生

殖需要性亲和的菌丝融合。

为了有效地防治该病害，笔者随后对新孢镰刀

菌与镰状镰刀菌 2个菌株的生物学特性和杀菌剂室

内筛选进行了探究。结果表明，2个菌株的适合生长

温度均为 20~30 ℃，适应酸碱的能力强，这与何弯弯

等［21］的研究结果一致，碳氮源的适应范围广，在所选

用的 7种碳氮源上均能生长，但在供试氮源试验中，

以氯化铵为氮源时，2个菌株的菌落生长速率能够与

其他氮源形成显著差异，这点与韩凤英等［25］所得出

的铵态氮能够显著降低胡萝卜茄病镰刀菌菌丝生长

的试验结果一致。因此，在大豆的生产过程中，在氮

肥使用上，推荐以施用铵态氮肥为主，这样可以降低

大豆根腐病菌的生长，从而减少大豆根腐病的发生。

华南地区气候温暖湿润，土壤条件复杂，而病原

菌能适应多样的环境，有利于病原菌的生长与繁殖，

农事操作或农田管理不当有利于病原菌的传播。药

剂敏感性试验表明，当地菌株对所选用杀真菌剂已

具有一定的抗性，咪鲜胺可用于大豆根腐病的防治。

综上，本研究对广东大豆新发根腐病的病原菌

种类进行了鉴定，其中一种是未报到过的病原菌—

镰状镰刀菌，并且阐明了病原菌的生物学特征，筛选

了大豆新发根腐病的有效杀菌剂，可为进一步研究

该病害的发生和防控提供参考依据。
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Pathogen identification and control fungicide screening 
of a novel soybean root rot

HUANG Zhixing1,LI Yue1,DING Jiexin1,LIN Haiwei1,CHENG Yanbo2,NIAN Hai2,ZHOU Erxun1

1.College of Plant Protection/Guangdong Province Key Laboratory of Microbial Signals and 
Disease Control， South China Agricultural University， Guangzhou 510642，China；

2.College of Agriculture， South China Agricultural University， Guangzhou 510642，China

Abstract In order to identify the species of pathogenic fungi responsible for a novel soybean root rot 
in Guangdong， understand their biological characteristics， and screen effective fungicides to control the dis⁃
ease， the pathogenic fungi were isolated from the roots and stem bases of infected soybean plants using a 
tissue isolation method.The fungi were identified based on their morphology and through a combined phylo⁃
genetic analysis of 3 genes （rDNA⁃ITS， TEF⁃1α， and RPB2）.Subsequently， the isolated pathogenic fun⁃
gi were inoculated into the roots and stem bases of the original soybean cultivar Guixia No.2， either alone 
or in combination， to determine their pathogenicity.The effects of various media， temperatures， carbon and 
nitrogen sources， pH， light and fungicides on mycelial growth， as well as the lethal temperatures of the 
pathogens’ conidia were measured.The results showed that two fungal strains with different characteristics 
were isolated from the roots and stem bases of infected soybean plants， identified as Fusarium neocosmos⁃
poriellum and F. falciforme， respectively.The later was first reported in soybeans in Guangdong， China.In⁃
oculation experiments showed that both fungal strains， whether individually or in combination， could cause 
symptoms similar to those of soybean root rot disease observed in the field.F. neocosmosporiellum exhibited 
the fastest growth at 28 ˚C and pH 7， effectively using a variety of carbon and nitrogen sources， with lac⁃
tose and peptone identified as the most effective carbon and nitrogen sources， respectively.The lethal tem⁃
perature for conida was 51 ˚C for 10 min.In contrast， F. falciforme showed the highest growth rate at 25 ˚C 
and pH 7， with a strong capacity for using carbon and nitrogen sources. Lactose， sucrose， and maltose 
were the most effective carbon sources， while peptone was the optimal nitrogen source.The lethal tempera⁃
ture for conidia was 54 ˚C for 10 min.Different light treatments did not affect the mycelial growth of either 
strain. The fungicide prochloraz exhibited the strongest inhibitory effect on both strains. In summary， the 
pathogenic fungi responseble for the novel soybean root rot disease in Guangdong were F.neocosmosporiel⁃
lum and F. falciforme.These two fungi demonstrate strong environmental adaptability and sensitivity to pro⁃
chloraz， making it the preferred choice for controlling the novel soybean root rot disease.

Keywords root rot of soybean； Fusarium spp. ； pathogen identification； biological characteristics；  
multigene phylogenetic analysis； fungicide screening
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