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摘要
!

为了解黑龙江省大庆市苜蓿根腐病的病原!评价不同苜蓿品种芽期对根腐病的抗病性!于
!"#$

年采集疑似

感染根腐病的苜蓿病株!对其进行了病原分离与鉴定"将鉴定得到的致病菌接种于
#$

个品种的紫花苜蓿幼芽!测

定相对根长#相对苗长#发病率和病情指数!利用隶属函数进行抗病性综合评价"形态学和
L.SC4X\)

序列分析结

果表明!分离获得的致病菌为尖孢镰刀菌
.3+#&*36'?

,

+

2

'&36

!其对不同苜蓿品种芽期相对根长#相对苗长#发病

率和病情指数均有显著影响&

!

#

"@"&

'"说明尖孢镰刀菌对苜蓿有较强致病性"抗病性综合评价表明$不同苜蓿

品种芽期对尖孢镰刀菌根腐病抗性由强到弱依次为$)龙牧
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紫花苜蓿
G(/*)#
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属豆科多年生草

本植物%是世界上种植最为广泛的牧草之一%它具有

产量高+适应性强+营养丰富+草质优良+家畜易于消

化等特点%其营养价值居牧草之首%有.牧草之王/的

美誉(

#

)

*紫花苜蓿根系发达%一次种植可利用多年%

可用于生态恢复改良干旱和轻度盐碱土壤*但因利

用年限较长%根腐病不仅影响当年苜蓿产量%对第
!

年返青及其多年生特性都有较大影响%已成为苜蓿



!"#I

产量下降和植株衰败的一个极其重要的原因(

!1

)

*

根腐病是世界性病害%几乎所有苜蓿产区都有发生*

据估计%每年全世界由根腐病造成的产量损失在

!"a

左右%有些严重发生的地块甚至达到
0"a

(

0&

)

*

根腐病是由镰刀菌引起的土传真菌病害(

+

)

%

!""1

年%李敏权等(

%

)在对甘肃定西苜蓿根腐病病原的研

究中发现了
1

种镰刀菌%即尖孢镰刀菌
.8'?

,

+

2

'B

&36

+锐顶镰刀菌
.8#)36*$#%36

和半裸镰刀菌
.8

+(6*%()%36

%这是我国首次有关根腐病病原的系统

的研究报道*尖孢镰刀菌是苜蓿根腐病主要致病

菌%它不仅可以在宿主植物中存活%还可在土壤和空

气中存活达
#"

年以上%表现出很强的致病性(

$

)

*目

前%苜蓿种苗对尖孢镰刀菌的抗病性方面缺乏系统

性研究*本试验在形态学观察的基础上%结合分子

生物学手段%测定了
#$

个紫花苜蓿品种芽期对尖孢

镰刀菌的抗病性%以期为苜蓿抗根腐病品种的筛选

提供参考依据*

$

!

材料与方法

$%$

!

菌株与苜蓿品种来源

!"#$

年
+

月在黑龙江八一农垦大学动物科技

学院草业科学系苜蓿试验田进行了根腐病调查采

样%苜蓿品种为&龙牧
$"#

'*将田间疑似病株挖出%

并将主根维管束变褐坏死的根腐病根样品!图
#

"带

回实验室进行致病菌分离与鉴定*

图
$

!

苜蓿根腐病症状

()

*

%$

!

G

9

>

,

/->.-63:63:634--/4-/

供抗病性评价苜蓿品种共
#$

个%分别为&

,g!"""

'+

&

.)1#"_'

'+&

)[1"#"

'+&

gW#+$/e

'+&

gW!I$/e

'+

&

gW1#I/e

'+&

gW1&0/e

'+&敖汉'+&北极星'+&北

极熊'+&皇后'+&巨能
4,̂

'+&龙牧
$"#

'+&龙牧
$"+

'+

&

\V0

'+&擎天柱'+&斯贝德'和&肇东'%均由黑龙江

省畜牧研究所提供*

$%&

!

病原菌分离纯化

病原菌分离采用常规组织分离法进行%通过在

P.C

培养基上培养+纯化获得分离菌株*再经过平

板涂布法进行单孢分离%用斜面
P.C

培养基
0c

冰

箱中保种%待用*

$%'

!

病原菌形态学观察

待菌丝长成菌落之后%依据
(::>H

'

M

镰刀菌分

类标准(

I

)在显微镜下观察菌丝和分生孢子形态+厚

垣孢子的有无及着生方式%并用测微尺测量孢子大

小%同时进行显微照相*

$%@

!

病原菌致病性测定及再分离纯化

根据柯赫氏法则%将单孢分离的菌株回接至健

康的成株&龙牧
$"#

'%植株发病症状与田间自然发病

症状一致%从症状完全一致的植株上分离+纯化病原

菌至
P.C

培养基%观察再次分离+纯化的菌株与接种

菌株形态是否一致%形态一致的菌株为目标病原菌*

$%P

!

病原菌分子生物学鉴定

在形态学特征鉴定的基础上%采用
.SC

提取

试剂盒!

QK3VC4.11I"4"#

%

QK3VC

公司"提取菌

株
.SC

*采用
L.SC4X\)

区通用引物
X\)#

!

&i4

\,,V\CVV\VCC,,\V,VV41i

"和
X\)0

!

&i4\,4

,\,,V,\\C\\VC\C\V,41i

"进行
P,̂

扩增*

P,̂

反应体系为
!&

#

W

%

!J;#

<

K6M>OLK79#!@&

#

W

%

.SC

模板为
#

#

W

%上下游引物各
"@1

#

W

%

BB/

!

Q

#"@I

#

W

*反应程序为
I0c

预变性
157;

#

I0c

变性

1"M

%

&0c

退火
1"M

#

%!c

延伸
#57;

%

1&

个循环#

%!c

延伸
&57;

*

P,̂

产物经
#@"a

的琼脂糖凝胶

电泳检测*引物由生工生物工程!上海"股份有限公

司合成%扩增产物送交该公司测序*

获得的
L.SC4X\)

序列与
VO;(6;?

数据库!

H>>

]

$

'

FFF@;AG7@;85@;7H@

<

:d

0

G86M>

"中的镰刀菌
L.SC4X\)

序列进行比较%利用
K3VC&

软件进行聚类分析%

构建进化树*

$%K

!

不同苜蓿品种芽期抗病性比较

$@K@$

!

病原菌接种

在
P.C

培养基上培养病原菌%

#

周后加
&5W

无

菌水至培养基上%用手术刀刮取菌丝%双层无菌纱布

过滤菌丝%再加
&5W

无菌水冲洗培养基表面残留的

菌丝%滤液即为孢子悬浮液%浓度为
#J#"

+ 个0
5W

*

挑选各苜蓿品种中优质的种子约
!""

粒%在无菌条

件下用
%&a

乙醇浸泡
!57;

%再用
#a

次氯酸钠浸泡

&57;

%无菌水冲洗
&

次%无菌滤纸吸干种子表面水

分%将种子均匀放置在放有双层滤纸的
IA5

无菌培

养皿中%添加适量无菌水使种子吸饱水分进行催芽*

#

"

!B

后种子萌发%幼芽约
#A5

时%挑选长势一致

的幼芽放置在新的放有双层滤纸的
IA5

无菌培养

,

"1!

,
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卷第
0

期 刘香萍等$尖孢镰刀菌的分离鉴定及不同苜蓿品种芽期抗病性

皿中%每皿
!&

粒*每个苜蓿品种分为
C

+

(

两组%每

组
1

个重复%

C

组为处理组%每皿注射
15W

的孢子

悬浮液#

(

组为对照组%每皿注射
15W

无菌水*每

天适量添加无菌水%保证幼芽吸水饱满*待接种
#0B

后%测定根长+苗长和发病株数%根据病斑占根系面

积的百分比进行病害分级*分级标准为$

"

级%无症

状#

#

级%根部变细#

!

级%根部病斑面积小于等于

#

0

!

#

1

级%根部病斑面积大于
#

0

!

#

0

级%全株腐烂

!图
!

"*

图
&

!

苜蓿芽期接种病原菌病害分级标准图

()

*

%&

!

D:3..)6)13/)-014)/54)3

,

)1/=45-6;).53.5-03:63:63

,

:30/.

)0-1=:3/5;7)/2

,

3/2-

*

50.;=4)0

*

/25<=;./3

*

5

$@K@&

!

测定指标

相对根长
U

!菌液处理组根长0对照组根长"

J#""a

#

相对苗长
U

!菌液处理组苗长0对照组苗长"

J#""a

#

发病率
U

!病株数0总株数"

J#""a

#

病情指数
U

+

!各级病株数
J

该级代表值"0!总

株数
J

最重级别代表值"

J#""

*

$@K@'

!

数据处理

运用隶属函数对各指标进行标准化处理(

#"

)

*

当指标与抗病性呈正相关用公式!

#

"%当指标与抗病

性呈负相关用公式!

!

"*

#

!

H

:

"

I

H

:

J

H

57;

H

569

J

H

57;

!

#

"

#

!

H

:

"

I

H

57;

J

H

:

H

569

J

H

57;

%

:

I

#

%

!

%2%

$

!

!

"

E

:

I

+

$

*

I

#

!

H

*

:

J

,

H

:槡
"

H

:

!

1

"

K

:

I

E

:

+

6

:

I

#

E

:

!

0

"

L

I

+

$

:

I

#

(

#

!

H

:

"

,

K

:

)%

:

I

#

%

!

%2%

$

!

&

"

式中%

#

!

H

:

"表示隶属函数值#

H

:

表示
:

品种的综合

指标值#

H

57;

表示
:

品种综合指标的最小值%

H

569

表

示
:

品种综合指标的最大值*

用公式!

1

"计算标准差系数
E

:

%之后用公式!

0

"得到

各指标的权重系数
K

:

*用公式!

&

"计算综合评价值*

$%N

!

数据统计分析

采用
)P))!!@"

软件对数据进行方差分析*

&

!

结果与分析

&%$

!

病原菌形态学鉴定

菌株在
P.C

培养基上
!&c

培养
%B

后菌落直

径为
+!@1

"

+$@"55

%气生菌丝茂盛呈白色絮状!图

16

"%培养基底部为黄白色%气生菌丝有隔%且具有侧

生分枝!图
1G

"*不易产生小型分生孢子%无隔膜%大

小!

1@"

"

I@&

"

#

5J

!

"@I

"

!@"

"

#

5

#产生的大型分生孢

子!图
1A

"多呈纺锤形%细长%顶端微微弯曲%一般具有

1

"

&

个隔膜%大小!

#"@"

"

#&@&

"

#

5J

!

1@&

"

!@#

"

#

5

*

培养后期%容易生成厚垣孢子!图
1B

"%菌丝膨大*

依据形态学特征%将该菌株鉴定为尖孢镰刀菌*

图
'

!

苜蓿根腐病病原菌的形态特征

()

*

%'

!

I-4

,

2-:-

*

)13:123431/54)./)1.-6

4--/4-/

,

3/2-

*

50

&%&

!

病原菌分子生物学鉴定

菌株经提取
.SC

%利用
X\)

引物进行
P,̂

扩

增后%经琼脂糖凝胶电泳检测得到大小约
&+"G

]

的

片段!图
0

"*所获得的序列在
S,(X

数据库进行

(WC)\

比对%发现该病原菌与登录号为
KV#1+%"&

,

#1!

,
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等尖孢镰刀菌的
X\)

序列同源性为
IIa

"

#""a

*

图
@

!

苜蓿根腐病病原菌的
4!?F8#EG

片段
CDR

扩增图谱

()

*

%@

!

CDR3>

,

:)6)13/)-05:51/4-

,

2-45.).>3

,

-64!?F8#EG

643

*

>50/-64--/4-/

,

3/2-

*

50

在基于
L.SC4X\)

区序列构建的系统发育树中

!图
&

"%病原菌与
S,(X

数据库中的尖孢镰刀菌聚为

一类%而与其他菌种距离较远%表明该病原菌属于尖

孢镰刀菌*

&%'

!

不同苜蓿品种芽期抗病性评价

&@'@$

!

尖孢镰刀菌对
#$

个苜蓿品种芽期相对根长

和相对苗长的影响

!!

受尖孢镰刀菌侵染后%苜蓿芽期的相对根长和

相对苗长呈现下降趋势%在一定程度上反映了苜蓿

接种病原菌后的抗病性强弱%并且不同品种间存在

显著性差异!

!

#

"@"&

"*从图
+

可知%各品种相对

根长在
"@1I

"

"@I+

之间*其中相对根长小于
"@&

的有&敖汉'+&皇后'和&北极熊'%相对根长分别为

"@1I

+

"@0"

和
"@0#

#大于
"@I&

的有&斯贝德'%相对

根长为
"@I+

#其他品种的相对根长在
"@&

"

"@I&

之

间*各品种的相对苗长在
"@0$

"

"@I$

之间*其中

相对苗长小于
"@&

的有&敖汉'%相对苗长为
"@0$

#大

于
"@I&

的有&巨能
4,̂

'和&

gW1&0/e

'%相对苗长分

别为
"@I&

和
"@I$

#其他品种的相对苗长在
"@&

"

"@I&

之间*

图
P

!

基于
4!?F8#EG

区序列构建的系统发育树
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*

%P

!
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9
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*
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,
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*
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H
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图
K

!

尖孢镰刀菌对
$V

个苜蓿品种芽期相对根长和相对苗长的影响
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*

%K

!
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%

(

"
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*
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*

/2-6$V3:63:63+34)5/)5.;=4)0

*
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!

#$

个苜蓿品种芽期根腐病发病率

不同品种苜蓿芽期的发病率存在显著差异!

!

#

"@"&

"*从图
%

可知%发病率在
++@+%a

"

#""a

之间%

其中发病率最低的为&龙牧
$"#

'%发病率为
++@+%a

#而

发病率达到
I&a

的有
+

个苜蓿品种%分别为&敖汉'+

&

,g!"""

'+&龙牧
$"+

'+&北极星'+&北极熊'和&皇后'*

,
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图
N

!

$V

个苜蓿品种芽期接种尖孢镰刀菌的发病率
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*
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!
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#$

个苜蓿品种芽期病情指数

不同苜蓿品种芽期对病原菌的抗性存在显著差

异*从图
$

可知%各品种的病情指数变化范围在
!&

"

+$

之间*病情指数在
1"

以下的是&龙牧
$"#

'%其病

情指数为
!&

#病情指数在
+"

以上的品种有$&北极

星'+&皇后'+&北极熊'+&

,g!"""

'和&敖汉'%&敖汉'

的病情指数最高%为
+$

*

图
V

!

$V

个苜蓿品种芽期接种尖孢镰刀菌的病情指数

()

*
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!
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!

#$

个苜蓿品种芽期对尖孢镰刀菌抗病性综

合评价

!!

以
#$

个苜蓿品种芽期的相对根长+相对苗长+发

病率和病情指数
0

个指标作为依据%采用隶属函数法

结合各指标的权重系数%综合评价这
#$

个苜蓿品种

芽期对尖孢镰刀菌的抗病性!表
#

"*

L

值代表抗病性

的强弱%

L

值越大抗病性越强*排序结果表明%

#$

个苜

蓿品种芽期抗病性的强弱顺序依次为&龙牧
$"#

'

$

&斯

贝德'

$

&

)[1"#"

'

$

&巨能
4,̂

'

$

&肇东'

$

&

.)1#"_'

'

$

&

gW#+$/e

'

$

&

gW1&0/e

'

$

&

\V0

'

$

&

gW1#I/e

'

$

&擎天柱'

$

&

gW!I$/e

'

$

&龙牧
$"+

'

$

&北极星'

$

&皇后'

$

&北极熊'

$

&

,g!"""

'

$

&敖汉'*

,
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表
$

!

$V

个苜蓿品种芽期各指标隶属函数值与
9

值

E3<:5$

!

G=<-4;)03/56=01/)-030;9+3:=5-6)0;5J-6$V3:63:63+34)5/)5.)0/25<=;./3

*
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材料编号

CAAOMM7:;

A:BO

品种

T6L7O>

R

隶属函数
)=G:LB7;6>ON=;A>7:;

相对根长

Ô86>7dOL::>8O;

<

>H

相对苗长

Ô86>7dOMOOB87;

<

8O;

<

>H

发病率

.7MO6MO7;A7BO;AO

病情指数

.7MO6MO7;BO9

L

值

Ld68=O

排序

QLBOL
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讨论

镰刀菌形态复杂%易受外界环境影响发生变异%

通过形态学观察很难准确鉴定到种*本研究用形态

学和分子生物学结合的方式%对样本菌株进行鉴定*

其中的分子生物学用到的
L.SC4X\)

是介于
#$)

L.SC

+

&@$)L.SC

和
!$)L.SC

之间的区域%该区

域被普遍用来进行真菌种间或种内遗传相似性的分

子系统研究(

###1

)

*

关于苜蓿苗期根腐病抗病性评价%黄宁等(

#0

)用

尖孢镰刀菌接种了
+!

个苜蓿品种的无菌苗%聚类分

析得到了抗病品种
0

个+中抗品种
1#

个+感病品种

!%

个#辛宝宝等(

#&

)用尖孢镰刀菌对
+"

份紫花苜蓿

种质材料进行苗期对根腐病抗病性评价%通过计算

发病率和病情指数%并测定株高+地上生物量及地下

生物量%得出
#!

份耐病材料+

10

份感病材料+

#0

份

高感材料%无免疫和抗病材料%它们的发病率范围是

1@11a

"

#""a

%病情指数范围为
!&@I!

"

$!@%$

#潘

其龙等(

#+

)用拟枝孢镰刀菌接种测定
1"

个紫花苜蓿

品种苗期抗性%结果表明不同品种间抗性差异显著%

病情指数在
1"@+%

"

+0@+%

*关于苜蓿种苗期抗病

性评价%郭玉霞等(

#%

)将锐顶镰刀菌接种于
#0

个紫

花苜蓿品种的种子上进行种苗期对根腐病抗病性评

价%通过测定相对根长+苗高+发病率%并计算病情指

数%得出
#

个品种抗病性最强+

0

个品种抗病性较

强+

&

个品种抗病性较弱+

#

个品种抗病性最弱%它们

的病情指数范围为
$@&$

"

+1@#!

#孔前前等(

#$

)用

#&"

株镰刀菌侵染&中苜
#

号'苜蓿种子%测定其发

病率及病情指数来评价镰刀菌的致病性*其中尖孢

镰刀菌的病情指数范围为
&#@+%

"

%$@""

*而苜蓿

种子自身存在发芽率的问题%本试验对苜蓿种子进

行催芽后接种尖孢镰刀菌%避开了苜蓿种子由于种

子休眠+未受精+不完整+包衣过厚而影响试验准确

性的问题%降低了误差*本试验对
#$

个苜蓿品种芽

期进行尖孢镰刀菌根腐病抗性评价%得出发病率范

围为
++@+%a

"

#""a

%病情指数变化范围为
!&

"

+$

*这与辛宝宝等(

#&

)

+孔前前等(

#$

)的试验虽然接种

的菌种相同%但因接种时期和苜蓿品种的不同而导

致病情指数存在较大差异*

@

!

结论

本研究从苜蓿根腐病病组织中分离得到病原

菌%形态学鉴定结果与基于
X\)

序列的分子生物学

鉴定结果一致%确定所分离病原菌为尖孢镰刀菌*

#$

个苜蓿品种在芽期对其抗病性存在差异%由强到

弱依次是&龙牧
$"#

'

$

&斯贝德'

$

&

)[1"#"

'

$

&巨

能
4,̂

'

$

&肇东'

$
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'
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'
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&
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