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摘　要：采用下胚轴伤口接种法，用在黑龙江省建三江农场分离到的大豆疫霉菌 ３号生理小种对 ２９２份栽培大豆

材料（其中农家品种 １５３份、其它大豆栽培品种 １３９份）和 ２３６份野生大豆材料进行了抗性鉴定。结果表明：栽培

大豆资源抗病 ８０份，占 ２７．４％，中间类型 ９３份，占 ３１．８％，感病 １１９份，占 ４０．８％。１５３份农家品种中，抗病的有

４９份，占农家品种的 ３２．０％，表明农家大豆品种资源抗性比例较高。野生大豆资源中抗病的有 ４９份，占 ２０．８％；

中间类型 ５５份，占 ２３．３％；感病 １３２份，占 ５５．９％。鉴定的这些高抗资源可为我国大豆抗疫霉根腐病育种奠定基

础。
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　　由大豆疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）引起的大豆
疫霉根腐病是严重影响大豆生产的毁灭性世界病

害
［１］
。该病于１９４８年首次在美国的印第安纳州发

现，而后相继在澳大利亚、加拿大、巴西、日本、法

国、印度等主要大豆生产国都发现了该病
［２－４］

。我

国直到１９８９年才由沈崇尧和苏彦纯首次分离到病

原菌
［５］
。其后，该病在我国黑龙江省大豆主产区严

重发生，现已对大豆生产构成了严重的威胁
［６］
。

大豆疫霉菌具有复杂的遗传组成和丰富的遗

传变异，目前国际上已报道了至少 ５５个生理小
种

［７］
。抗病育种是防治该病的一项经济有效的措

施，而抗性资源筛选是抗病育种的工作基础。拓宽
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基因资源、减轻新生理小种对生产造成的压力，是

推进抗病育种进程的保证。

我国学者已经对大豆疫霉根腐病抗性鉴定进

行了相关研究
［８－１３］

。鉴于大豆疫霉根腐病在黑龙

江省的严重危害及其生理小种分化快、毒力类型复

杂的特点，定期进行病样采集、病原菌分离纯化、毒

力类型鉴定对防治该病尤为重要。在黑龙江发病

严重的建三江农场，进行病样采集、病原菌分离纯

化及生理小种鉴定，并用鉴定出的生理小种对 ２９２
份栽培大豆和２３６份野生大豆资源进行抗性评价，
以期拓宽我国栽培大豆的抗性基因谱。

１　材料与方法

１．１　供试材料
１．１．１　病株的采集　在黑龙江省发病严重的建三
江农场，选取５块大豆田，采用５点取样法［１４］

取样。

１．１．２　抗性资源鉴定　大豆品种资源由中国农业
科学院作物科学研究所邱丽娟研究员提供。包括

２９２份栽培大豆资源（其中１５３份农家大豆品种）和
２３６份野生大豆资源。
１．２　试验方法
１．２．１　病原菌的分离、纯化与鉴定　取新鲜的大
豆疫霉典型发病植株，采用病组织分离法进行大豆

疫霉根腐病菌分离，然后在 ＣＡ选择性培养基［１５］
上

培养。

病原菌分离：对采集到的新鲜病株的病茎放在

自来水龙头下流水冲洗１ｈ后，７５％酒精浸泡 ３０ｓ，
无菌水冲洗 ３次，用灭菌的滤纸吸干表面水分，通
过酒精灯外焰２次，取病健交界处组织置于 ＣＡ固
体选择性培养基上，１８℃温箱中培养５ｄ。

病原菌的镜检、纯化与鉴定：将培养皿倒置于

１５×１０倍显微镜下观察，对形态与疫霉菌丝相似的
菌落部位进行标记，然后在超净工作台里将选取部

位的菌丝转接于固体 ＣＡ选择性培养基上，按此程
序，纯化６～７次。

单孢分离与菌株保存：参照左豫虎等的
［１６］
诱

导大豆疫霉根腐病菌游动孢子的方法，每隔 ３０ｍｉｎ
换１次水，待观察到有适宜浓度的游动孢子后，转
入细胞培养板中培养，２～３ｄ后，在倒置显微镜下
进行单孢分离。单孢分离的菌丝生长５～６ｄ后，转
接到装有正常 ＣＡ培养基的试管中，菌丝长满管后，
４℃遮光保存，每隔３～４个月继代活化１次。
１．２．２　病原菌生理小种鉴定　病原菌的扩繁：将
１５ｍＬＣＡ固体培养基融化后倒入直径为 １０ｃｍ的
培养皿，尽量保持水平，冷却后制成 ＣＡ固体平板培

养基，将在试管斜面培养基活化的病原菌接种于平

板中央，倒置于２５℃温箱中培养８ｄ。
鉴别寄主的准备：采用国际上通用的一套鉴别

寄主（分别携带 Ｒｐｓ１ａ，Ｒｐｓ１ｂ，Ｒｐｓ１ｃ，Ｒｐｓ１ｄ，Ｒｐｓ１ｋ，
Ｒｐｓ３ａ，Ｒｐｓ６，Ｒｐｓ７基因；由加拿大农业部 Ｈａｒｒｏｗ研
究所提供）作为大豆疫霉根腐病生理小种鉴别寄

主，生理小种鉴定参照 Ｓｃｈｍｉｔｔｈｅｎｎｅｒ的方法［１７］
。

１．３　抗性评价
每个大豆材料分别取 １５粒种子播种于直径为

８ｃｍ的盆钵中，待对生真叶展开后，用大豆疫霉根
腐病病原菌３号生理小种对其进行下胚轴接种［１８］

，

３次重复。
栽培大豆和野生大豆对生真叶完全展开后，用

消毒过的刀片在其子叶节下约１ｃｍ处划一伤口，伤
口深度不超过大豆茎粗的三分之一，取扩繁后的带

有培养基的病原菌菌丝体切成３ｍｍ的方块嵌入伤
口中，接种后在苗的上部罩上塑料膜，向膜内浇水，

保持膜内相对湿度在９０％以上，在２５℃下培养３ｄ，
接种后４ｄ进行病情调查。

参照 Ｙａｎｇ［１９］的抗性评价标准，大豆对大豆疫
霉菌的反应共分为 ３种类型：≥７０％倒伏率的为感
病（Ｓ），≤３０％倒伏率的为抗病（Ｒ），植株倒伏率在
３０％ ～７０％的品种为中间类型（Ⅰ）。

２　结果与分析

２．１　病原菌的分离、镜检、纯化与单孢分离
大豆疫霉菌侵染大豆植株后，田间发病的典型

症状是叶片黄化、萎蔫，叶柄下垂，但不脱落，主茎

一般保持坚挺，上有条状病斑，一般呈褐色或咖啡

色，茎内部变褐。在黑龙江省建三江农场采集到具

有上述典型病症的病株 ２３份。用病组织分离法进
行病原菌分离，通过分离、镜检、纯化与单孢分离，

共计分离出１２个菌株。
２．２　疫霉菌的形态学观察与鉴定

大豆疫霉菌在 ＣＡ培养基上生长的菌丝体为白
色、绒毡状。在电镜下观察，菌丝一般无隔多核，有

呈近９０度的分枝，基部缢缩。经过单孢分离，由单
个孢子产生的菌丝细长，弯曲，数量较少。菌丝在

水浸条件下可产生无色倒梨状孢子囊，大小为 ４０～
６０μｍ×３０～５０μｍ。表明分离到的１２个大豆疫霉
菌株均符合大豆疫霉菌特征。

２．３　毒力类型和生理小种鉴定
采用国际上通用的鉴别寄主，对分离的 １２个

大豆疫霉根腐病菌株进行毒力类型鉴定，其中 ５个
菌株被鉴定为１号生理小种，毒力公式为 ７；３个菌
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株为３号生理小种，毒力公式为１ａ，７；４个菌株为中
间类型，毒力公式分别为 ±３ａ，６，７；１ｂ，±３ａ，７；
１ｄ，６，±７；１ａ，１ｃ，±３ａ，７（表１）。

表 １　菌株及来源

Ｔａｂｌｅ１　ＤｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅａｎｄｔｈｅｉｒｓｏｕｒｃｅ

原始菌株代号

Ｃｏｄｅｓｏｆｏｒｉｇｉｎａｌｉｓｏｌａｔｅｓ

毒力公式及生理小种

Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｆｏｒｍｕｌａａｎｄｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃｒａｃｅ

０８ｊｓｊ１ ±３ａ，６，７

０８ｊｓｊ５ ７（１）

０８ｊｓｊ３ １ａ，７（３）

０８ｎｋｓ３ １ｂ，±３ａ，７

０８ｎｋｓ８ １ａ，７（３）

０８ｎｋｓ４ ７（１）

０８４３２ １ａ，７（３）

０８ｊｓｊ１７ ７（１）

０８ｊｓｊ１４ １ｄ，６，±７

０８ｎｋｓ６ ７（１）

０８４３３ ７（１号小种）

０８４３８ １ａ，１ｃ，±３ａ，７

２．４　大豆种质资源对大豆疫霉根腐病的抗性鉴定
采用下胚轴伤口接种法，用分离到的大豆疫霉

菌３号生理小种对２９２份栽培大豆材料（其中农家
品种１５３份、其它大豆品种１３９份）和２３６份野生大
豆材料进行了抗性鉴定，２９２份栽培大豆材料中，抗
病８０份，占鉴定栽培大豆资源的 ２７．４％，中间类型
９３份，占 ３１．８％，感病 １１９份，占 ４０．８％。栽培大
豆中１５３份农家品种中，抗病 ４９份，占农家品种的
３２．０％；２３６份野生大豆资源中，抗病 ４９份，占鉴定
野生大豆资源的 ２０．８％，中间类型 ５５份，占
２３．３％，感病１３２份，占５５．９％（图１）。

图 １　栽培和野生大豆种质资源对

大豆疫霉根腐病的抗感鉴定

Ｆｉｇ．１　Ｎｕｍｂｅｒｏｆｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎａｎｄｗｉｌｄｓｏｙｂｅａｎ

ｇｅｒｍｐｌａｓｍｗｉｔｈｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｔｏＰ．ｓｏｊａｅ

３　讨论

尽管大豆疫霉根腐病毒力类型复杂，并且新小

种出现也较快，利用抗、耐性品种仍然是最有效的

防治手段，国外对于抗源的筛选和利用作了大量的

工作，自从抗大豆疫霉根腐病的基因发现以来，已

培育出大量的抗病品种并广泛应用于生产，但是抗

病品种种植８～１０ａ后，会出现抗性丧失而成为感
病品种。随着大豆疫霉新小种的不断出现，寻找新

的抗性基因、拓宽抗性种质资源对抗病育种工作尤

为重要。目前黑龙江省的优势生理小种是 １号小
种

［２０２１］
，但在近年的生理小种鉴定中，３号生理小种

出现频率也较高
［２２］
，因此进行３号生理小种的抗性

资源筛选，可为抗病种质创新、选育抗病品种和防

范３号生理小种的进一步蔓延提供资源上的保障。
我国大豆科研工作者曾对我国的部分大豆栽培品

种（品系）进行了疫霉根腐病的抗性鉴定
［８１０，１３，２３２５］

，

但是栽培大豆资源对大豆疫霉根腐病 ３号生理小
种的抗性研究鲜有报道，只有 Ｌｏｈｎｅｓ等［２６］

、Ｋｙｌｅ
等

［２７］
对我国南方大豆品种资源进行过大豆疫霉根

腐病３号生理小种的抗性鉴定。该研究用大豆疫
霉根腐病３号生理小种对 ２９２份栽培大豆材料（其
中包括１５３份农家大豆品种）进行了抗性评价，抗
病的 ８０份，占栽培大豆资源的２７．４％；１５３份农家
品种中，抗病的有 ４９份，占农家品种的 ３２．０％，这
表明农家大豆品种资源抗性比例较高。

由于栽培大豆亲本遗传基础狭窄，缺乏丰富的

基因源，因此，利用野生大豆拓宽栽培大豆遗传基

础，受到国内外大豆育种家的重视。我国存在着丰

富的野生大豆资源，南起北纬 ２４°的广东、广西北部
到北纬 ５２°５５′的黑龙江畔都有野生大豆生长［２８］

。

国外对野生大豆对大豆疫霉根腐病抗感反应的研

究少有报道，国内只有霍云龙等
［１１］
用 ＵＳＡＲ１、靳立

梅等
［１２］
用大豆疫霉根腐病 １号生理小种进行过野

生大豆抗性资源筛选，该研究首次利用 ３号生理小
种进行野生大豆抗性资源评价，结果表明，２３６份野
生大豆材料抗病的 ４９份，占野生大豆资源的
２０．８％。鉴定的这些高抗资源可为我国大豆抗疫霉
根腐病育种奠定良好的基础。
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