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莴笋炭疽病病原鉴定 
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摘  要：【背景】2018 年 7−8 月，甘肃省兰州市永登县武胜驿镇种植的莴笋大面积发生炭疽病，约

40%的地块发病，绝收面积达 10%。【目的】明确莴笋炭疽病的病原。【方法】采用组织分离法进行病

原菌分离；通过 Koch’s 法则明确分出病菌的致病性；采用形态学和分子生物学方法对病原菌进行种类

鉴定。【结果】分离得到形态特征一致的真菌菌株 3 株。在 PDA 平板上 20 °C 培养 7 d，病菌分生孢子

无色，单隔，梭形，(10.44−19.40) μm×(2.61−4.48) μm。代表性菌株 Lett-11 接种莴笋离体叶片可引起

与自然发病相似的症状。BLASTn分析结果显示，菌株Lett-11 (GenBank登录号MK252097)的 rDNA-ITS

序列与莴苣盘二孢菌 Marssonina panattoniana strain CBS 163.25 (GenBank 登录号 MH854831.1)的序列

相似性达 99%。【结论】引起莴笋炭疽病的病原菌被鉴定为莴苣盘二孢菌 Mar. panattoniana [Synonymy: 

Microdochium panattonianum]，这是莴苣盘二孢菌引起莴笋炭疽病在甘肃的首次报道。 

关键词：莴笋，炭疽病，莴苣盘二孢菌 
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Anthracnose of lettuce caused by Marssonina panattoniana in 
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Abstract: [Background] In July to August 2018, anthracnose of lettuce occurred in a large area of 
Wushengyi town, Yongdeng county, Lanzhou city, Gansu province, China. About 40% fields suffered from 
the disease, and 10% fields failed to harvest. [Objective] Identify the pathogen of anthracnose on lettuce. 
[Methods] Pathogen isolation was carried out by means of diseased tissue isolation method. Koch’s rule was 
used to prove the pathogenicity of fungal strain isolated from lettuce. Morphological and molecular 
biological methods were used to identify the pathogen. [Results] Three fungal strains with similar 
morphological characteristics, were isolated from diseased samples. Conidia fusiform, with one septum, 
slightly curved, (10.44−19.40) μm×(2.61−4.48) μm, when the pathogen was cultured on PDA medium 
for 7 d at 20 °C. Artificial inoculation with representative strain Lett-11 on detached lettuce leaves, induced 
symptoms similar to in field. BLASTn analysis showed that the ITS sequences of strain Lett-11 (GenBank 
accession No. MK252097) had a 99% homology with Marssonina panattoniana strain CBS 163.25 
(GenBank accession No. MH854831.1). [Conclusion] Pathogen causing anthracnose on lettuce was 
identified as Marssonina panattoniana [Synonymy: Microdochium panattonianum]. This is the first report of 
anthracnose of lettuce caused by Mar. panattoniana in Gansu province, China. 

Keywords: Lactuca sativa var. angustata, Anthracnose, Marssonina panattoniana 

莴苣炭疽病是一种世界性、重要的莴苣病害，

依据病害的症状特点，又被称为穿孔病、环斑病和

锈 病 等 [1-2] 。 由 Marssonina panattoniana (Berl.) 

Magnus 引起的莴苣炭疽病最初由 Berlese (1895 年)

报道发生于意大利[1,3]。病害现已广泛分布于世界各

地，包括非洲的利比亚和毛里求斯；亚洲的日本、

黎巴嫩、菲律宾和土耳其；大洋洲的澳大利亚和新

西兰；欧洲的奥地利、英国、保加利亚、法国、德

国、希腊、匈牙利、意大利、荷兰、瑞典、瑞士、

俄罗斯和南斯拉夫；北美洲的加拿大和美国[4]。病

害的发病率通常很低，但在有利的气候条件下，可

导致严重的损失，例如 1983 年春季在美国加州发

生强降雨期间，及 1985 年夏季在英国发生强降雨

期间[2]。近年来，由于气候变化，寒冷潮湿的天气

在冬春季越来越普遍，炭疽病成为澳大利亚莴苣生产

中的主要病害，每年可造成约 1 千万美元的损失[5]。 

在我国，对该病害的研究报道极少，仅新疆的

北疆地区有病害发生的报道，罹病莴苣生长瘦小纤

弱，品质产量都受到不同程度的影响，重病田块莴

苣死亡率可达 80%以上[6-7]。 

莴 笋 (Lactuca sativa var. angustata Irish ex 

Bremer)，又称茎用莴苣，为菊科莴苣属一、二年生

草本植物，茎粗或极粗，供食用与制备酱菜，叶作

蔬菜用，全国各地均有栽培[8]。甘肃省永登县武

胜驿镇属半干旱半湿润的二阴山区，区域内海拔

2 300−2 900 m，年降雨量 400−650 mm，年平均气

温 3.6−7.2 °C，全年无霜期 70−140 d，≥10 °C 的活

动积温 1 080 °C[9]。莴笋为半耐寒、喜冷凉蔬菜，

非常适宜在武胜驿镇种植。该镇从 2013 年开始进

行莴笋的引种和试种，2015 年起莴笋种植面积
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迅速扩大，到 2018 年武胜驿镇莴笋种植面积达

1 000 hm2，仅石家滩、缸子沟、黑林 3 个村的种植

面积就达 667 hm2。种植莴笋的收益已成为当地农

民重要的经济来源。 

2018 年 7−8 月，武胜驿镇种植的莴笋上发生了

严重、疑似炭疽病的病害。莴笋叶片和茎受害，产

生大量黄褐色至褐色病斑。叶片上的病斑水浸状，

圆形或因受叶脉限制呈角状，(1−3) mm(1−5) mm，

后期病灶中心坏死脱落形成孔洞；中脉和茎上的病 

斑凹陷明显，病斑近圆形、长椭圆形或梭形，中脉

上病斑的长度可达 10 mm。约 40%的地块发病，绝

收面积达 10%，海拔 2 600−2 750 m 的石家滩、缸

子沟、黑林 3 个村为重病区。本研究旨在明确该病

害的病原，为病害科学防治提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  病害标样采集 
2018 年 8 月 16 日，从甘肃省永登县武胜驿镇

石家滩采集典型症状的莴笋病株 20 株，带回实验

室，用于镜检和病原菌分离(图 1A−C)。 

1.2  培养基 

PDA (g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0，琼脂

粉 12.0。PDB (g/L)：马铃薯 200.0，葡萄糖 20.0。

WA (水琼脂培养基) (g/L)：琼脂粉 12.0。 

1.3  主要试剂和仪器 

Universal Genomic DNA Extraction Kit、PCR 扩

增引物、Taq DNA 聚合酶、琼脂糖凝胶回收试剂盒，

宝生物工程(大连)有限公司。HITACHI CT15RE 高

速离心机，日立公司；梯度 PCR 扩增仪，ABI 公司。 

1.4  病原菌镜检和分离 

用灭菌的解剖刀和接种针挑取少许病组织，置

载玻片上，以蒸馏水为浮载剂，镜检病原菌分生孢

子产生情况并测量其大小(30 个数值)。 

采用组织分离法，自叶片的独立病斑上取病健

交界处组织(每个病斑取 1 块，大小约 5 mm5 mm)，

经 75%乙醇表面消毒 5 s，灭菌水冲洗 4 次，置 PDA

平板上 20 °C 黑暗培养，及时挑取菌落尖端菌丝进

行纯化，纯化后的菌株接种于 PDA 斜面保存。 

1.5  致病性测定 

菌株 Lett-11 在 PDA 平板 10 °C 培养 14 d，取大

小约3 mm3 mm菌丝块接种于莴笋离体叶片上(叶片

取自市售健康莴笋，品种不详；叶片经 0.02%次氯酸

钠消毒 5 s，再用自来水冲洗干净)，每叶片接种 4 枚

菌丝块，以接种相同大小的无菌 PDA 培养基块为对

照。每处理 12 个叶片，置于放有湿滤纸的直径 20 cm

培养皿内，10−20 °C、自然散射光下保湿培养。24 h

后，移去叶片上的接种菌丝块和无菌 PDA 培养基块， 

 

 
 

图 1  莴笋炭疽病症状   
Figure 1  Symptoms of lettuce anthracnose 
注：A−C：自然发病症状；D−G：莴笋离体叶片接种菌株 Lett-11 后的发病症状(10−20 °C，20 d). 
Note: A−C: Symptoms in field; D−G: Symptoms of inoculating strain Lett-11 on detached lettuce leaves (10−20 °C, 20 d). 
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继续保湿培养。随时观察接种叶片的发病情况，20 d

后调查发病率，并对发病叶片进行病原菌的重分离。 

1.6  病原菌适宜生长温度测定及形态特征观察 

设置 10、15、20、25 和 30 °C 5 个温度。试验

菌株在 PDA 平板上 15 °C 黑暗培养 15 d 后，用灭

菌刀切取大小约 3 mm3 mm 的菌丝块，接种于

PDA 平板中央，置不同温度下恒温黑暗培养，重复

5 皿。培养 14 d 和 20 d 时用十字交叉法测量菌落直

径。观察不同温度条件下菌落形态。 

试验菌株在 PDA 平板上 20 °C 和 10 °C 培养

7−14 d，观察、测量分生孢子梗、产孢细胞、分生

孢子和微菌核的形态和大小，另外观察测量试验菌

株在 WA 平板上 20 °C 培养 7 d 的产孢细胞和分生

孢子大小，每个目标的测量30 个数值。依据病菌

培养特征和显微形态特征进行种类鉴定。 

1.7  病原菌分子生物学鉴定 

1.7.1  DNA 提取及测序 

取在 PDB 中 20 °C 培养 14 d 的菌株 Lett-11 的

菌丝，利用 Universal Genomic DNA Extraction Kit

按使用说明提取总 DNA。选用真菌通用引物 ITS1 

(5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3′)和 ITS4 (5′-TC 

CTCCGCTTATTGATATGC-3′)扩增其 ITS 基因[10]。

PCR 反应体系(25 μL)：10×PCR reaction buffer 2.5 μL，

dNTPs (2.5 mmol/L) 1 μL，引物 ITS1/ITS4 (10 μmol/L)

各 0.5 μL，Taq DNA polymerase (5 U/μL) 0.3 μL，

DNA 模板 2 μL，ddH2O 18.2 μL。PCR 反应条件：

94 °C 3 min；94 °C 30 s，55 °C 30 s，72 °C 45 min，

35 个循环；72 °C 10 min，4 °C 保存。用 1.0%琼脂

糖凝胶电泳检测 PCR 产物，紫外灯下切取凝胶中的

目的条带，利用琼脂糖凝胶回收试剂盒按使用说明

回收纯化，测序工作委托金唯智生物科技有限公司

完成。测序结果在 NCBI 数据库进行 BLASTn 分析，

并提交 GenBank 获得接受号。 

1.7.2  构建系统发育树 

基于试验菌株的 rDNA-ITS 区序列构建系统发

育树：从 GenBank 核酸序列数据库中下载相关菌株

的 rDNA-ITS 序列(表 1)，以 Diplocarpon mespil 为

外群，用 ClustalX 1.83 软件对目的序列进行比对

(Alignment)，比对后的序列用 MEGA 6.0 软件的 NJ 

法构建系统发育树[11]，进行 1 000 次 Bootstrap 检验

计算系统树中节点的置信度。 

2  结果与分析 

2.1  病原菌镜检和分离结果 
镜检发现叶片和茎上的病斑上产生大量分生孢

子盘(分生孢子座)及无色、双细胞分生孢子(图 2)。

分生孢子大小为(10.82−18.65) μm(2.98−4.48) μm，

平 均 (14.72±1.63) μm(3.82±0.34) μm ； 长 宽 比

2.79−5.00，平均 3.88±0.52。 

从 15 块病组织(取自 15 个独立的病斑)的 3 块

上分离得到 3 株生长极缓慢、形态特征相似的目标

真菌。选择其中的 Lett-11 为代表性菌株进行后续的

研究工作。 
 

表 1  从 GenBank 下载的 Marssonina panattoniana 及相关种类的 rDNA-ITS 序列信息 
Table 1  The rDNA-ITS sequences of Marssonina panattoniana and related species downloaded from GenBank and their 
information 

种类 

Species 

序列号 

Accession No. 

菌株编号 

Strain No. 

寄主 

Host 

地理来源 

Locality 

Marssonina brunnea KM246325.1 BHHB1 Populus tomentosa China 

Marssonina brunnea KM246338.1 ROHY8253a1 Populus tomentosa China 

Marssonina coronariae FJ606798.1 wgl − − 

Marssonina coronariae EU329734.1 ZXR-YL-Ye-2 − − 

Marssonina panattoniana MH854831.1 CBS 163.25 − − 

Marssonina rosae KP099199.1 CFCC6814 Rosa chinensis China 

Marssonina rosae FJ493249.1 RM080715008 Rosa chinensis China 

Diplocarpon mespili EF600984.1 KACC 42361 Raphiolepis umbellata South Korea 

注：−：不祥. 

Note: −: Unknown. 
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图 2  产生于自然发病叶片上的分生孢子盘和分生孢子 
Figure 2  Microscopic morphology of acervuli and conidia borned on naturally diseased leaf 
注：A：分生孢子盘；B−C：分生孢子；标尺：A−C=20 μm. 
Note: A: Acervuli; B−C: Conidia; Scale bar: A−C=20 μm. 

 

2.2  致病性 

接种后 7−10 d，接种叶片开始发病显症。接种

后 20 d，发病率达 100%。接种莴笋离体叶片的发

病症状与自然发病症状相似。对照未发病。发病叶

片原接种菌的分出率达 100% (图 1D−G)。 

2.3  病原菌适宜生长温度及形态特征 

菌株 Lett-11 的适宜生长温度为 15−20 °C (图

3)，20 °C 培养 14 d，菌落直径 20.7−24.0 mm。在

PDA 平板上，菌落肉粉色(Flesh)，气生菌丝白色稀

疏(20 °C)，或几乎没有气生菌丝(10 °C 和 15 °C)，

菌落边缘整齐(图 4)。 

Let-11 在 PDA 和 WA 平板上培养 7 d，产生大

量分生孢子。产孢细胞无色，圆柱状、安瓿瓶形至

不规则形；支持产孢细胞的分生孢子梗可以形成也 

 

 
 

图 3  温度对菌株 Lett-11 菌丝生长的影响 
Figure 3  Effect of temperature on mycelial growth of 
strain Lett-11  
注：PDA 培养基，黑暗培养. 
Note: Potato dextrose agar in the dark. 

可以不形成，无色，稀疏分枝，分枝顶部生 1−4 个

产孢细胞；分生孢子无色，梭形，稍弯曲，基部平

截、钝圆或尖锐，多数具一个隔膜(偶见 2−3 个隔

膜)，2 个细胞不等大，可萌生次生分生孢子。不同

培养条件下产孢细胞和分生孢子大小差异较大；即

使相同条件下，产孢细胞和分生孢子的大小和形状

也有较大差异(表 2，图 5A−H)。微菌核近球形，淡 

 

 
 

图 4  菌株 Lett-11 的菌落形态特征 
Figure 4  Colony morphology of Marssonina panattoniana 
strain Lett-11 
注：A−D：不同温度下培养 20 d 菌落形态(PDA 培养基，

培养皿内径 72 mm). A：10 °C；B：15 °C；C：20 °C；D：
25 °C. 
Note: A−D: Cultured 20 d at different temperatures (PDA medium, 
Petri dish inner diameter 72 mm). A: 10 °C; B: 15 °C; C: 20 °C; D: 
25 °C. 
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表 2  不同培养条件下菌株 Lett-11 的产孢细胞和分生孢子大小 
Table 2  Size of conidiogenous cells and conidia for strain Lett-11 under different culture conditions 

培养基 

Medium 

培养条件 

Culture condition 

产孢细胞大小 

Size of conidiogenous cells (μm) 

分生孢子 Conidia 

大小 Size (μm) 长宽比 Length/Width ratio

PDA 7 d, 20 °C (9.70−23.87)(2.09−2.98) 
av. (15.97±3.58)(2.51±0.37) 

(10.44−19.40)(2.61−4.48) 
av. (14.46±2.28)(3.46±0.44) 

2.60−5.78 
av. 4.25±0.86 

WA 7 d, 20 °C (4.48−17.90)(2.24−4.10) 
av. (10.31±3.05)(2.96±0.45) 

(7.46−13.43)(2.98−5.22) 
av. (10.48±1.63)(3.77±0.80) 

1.43−4.05 
av. 2.88±0.66 

PDA 7 d, 10 °C (11.19−19.40)(1.12−2.98) 
av. (14.92±2.56)(2.40±0.49) 

(6.69−20.14)(2.11−3.52) 
av. (13.24±1.83)(2.94±0.34) 

2.26−6.81 
av. 4.59±0.90 

 

 
图 5  菌株 Lett-11 显微形态特征 
Figure 5  Microscopic features of Marssonina panattoniana strain Lett-11 
注：A−E：WA 培养基，20 °C 培养 7 d；A−C：分生孢子梗和产孢细胞；D，E：分生孢子；F，G：PDA 培养基，20 °C 培养 7 d，

示分生孢子及其萌生的次生分生孢子；H，I：PDA 培养基，10 °C 培养 7−14 d；H：分生孢子；I：微菌核；标尺：A−H=20 μm，I=30 μm. 
Note: A−E: Cultured 7 d at 20 °C, WA medium; A−C: Conidiophores and conidiogenous cells; D, E: Conidia; F, G: Cultured 7 d at 20 °C, 
PDA medium, showed conidia and secondary conidia; H, I: Cultured 7−14 d at 10 °C, PDA medium; H: Conidia; I: Microsclerotia; Scale bar: 
A−H=20 μm, I=30 μm. 
 

色(肉粉色)，55.0−75.0 μm (图 5I)，仅在 10 °C 培养

14 d 的 PDA 平板上观察到。 

通过与文献[3-4]中描述的相关真菌的形态特

征进行比对，并依据 Mycobank 中对 Marssonina 

panattoniana 的定义[12]，将菌株 Lett-11 鉴定为莴苣

盘二孢菌 Marssonina panattoniana (Berlese) Magnus 

[Synonymy: Microdochium panattonianum (Berl.) B. 

Sutton, Galea & T.V. Price]。 

2.4  病原菌的分子生物学鉴定 

BLASTn 分析结果显示，Lett-11 (GenBank 登录

号 MK252097)的 rDNA-ITS 序 列 与 Marssonina 

panattoniana (GenBank 登录号 MH854831.1)序列

相似性达 99%。同源性比对结果与形态学鉴定结果

一致。 

试验菌株 Lett-11 在系统发育树中与 Marssonina 

panattoniana 菌株 CBS 163.25 聚为一支(图 6)。 
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图 6  试验菌株 Lett-11 基于 rDNA-ITS 序列构建的系统发育树    
Figure 6  Phylogenetic trees based on rDNA-ITS sequences of tested strain Lett-11 
注：分支上的数据表示 Bootstrap检验的支持百分率，自展支持值(Bootstrap)>50%的显示在各个进化分支节点上；以 Diplocarpon mespil

为外群，粗体显示为本研究的试验菌株；括号内为 GenBank 序列号及菌株编号；图中标尺代表位点的碱基替代率. 
Note: The confidence values over 50% from 1 000 replicate bootstrap samplings are shown at each node. Diplocarpon mespil is an outgroup, 
isolate in this research shows in bold. GenBank accession numbers and strain numbers are shown in the parentheses. Scale bar indicates the 
base substitution rate. 

 

3  讨论与结论 

经病原菌分离、科赫氏法则证病，及病原菌形

态学和分子生物学鉴定，将甘肃省永登县武胜驿镇

莴 笋 炭 疽 病 的 病 原 鉴 定 为 莴 苣 盘 二 孢 菌 Mar. 

panattoniana (Berlese) Magnus。 

Mar. panattoniana (=Mic. panattonianum)是寄

主专化性较强的病菌，其寄主包括莴苣 Lactuca 

sativa L.，野莴苣 Lactuca serriola L.和 Lactuca 

scariola L.，苦苣 Cichorium endivia L.[4]。但从北海

道的莴苣病叶中分离到的 Mar. panattoniana 仅对莴

苣有致病性，对菊苣属 Cichorium spp.和其他菊科植

物无致病性[13]。除了影响田间的莴苣生长外，该菌

也是莴苣采后病害的潜在病原[2]。 

不同来源 (不同菌株及不同基质上 )的 Mar. 

panattoniana (=Mic. panattonianum)的分生孢子大小

上存在差异；在 3−26 °C 和 pH 4.0−5.2 条件下分生

孢子可萌发；分生孢子在没有游离水的情况下不会

萌发；芽管在 20 °C 和 pH 5.2 条件下生长最佳；

15−20 °C 时菌落生长最优；在 MEA (Malt extract 

agar)培养基上 20 °C 培养，2−7 d 内分生孢子的产量

呈对数增长[3]。 

Mar. panattoniana (=Mic. panattonianum)的分

生孢子萌发后可直接穿透寄主表皮细胞，72 h 内在

叶片组织中广泛定殖，96 h 后可形成坏死斑并产孢；

在温度>5 °C 时，接种后随着叶片湿润期的增加，

侵染水平增加；最佳侵染条件是叶片湿润期>8 h 和

15 °C[14]。 

Mar. panattoniana (=Mic. panattonianum)的分

生孢子在土壤里的病残体中可存活 18 周，在干燥

的病残体中可以存活 78 周[5,15]。在美国加利福尼亚

的萨利纳斯山谷，土壤中病残体上的微菌核的存活

时间可长达 4 年[16]；但在澳大利亚的罹病莴苣叶片

上未检测到微菌核，微菌核仅在培养中产生[5,17]。 

在本研究中，病原真菌的分出率只有 20%，究

其原因主要是病原菌生长极慢，病组织容易被生长

速度较快的交链孢菌和镰刀菌等干扰和覆盖。直接

从病斑上挑取病菌的分生孢子进行培养可能更易

获得病菌的纯培养物。本研究分离得到的病原菌的

形态特征和生物学特性与国外已有报道[3]基本一

致，在自然发病寄主组织上及不同培养条件下分生

孢子大小差异较大，即使在相同条件下，分生孢子

的大小和形状也有较大差异；病菌的适宜生长温度

为 15−20 °C。病菌的寄主范围及在当地自然条件

下的存活时间等尚待研究。甘肃省兰州市永登县武

胜驿镇莴笋炭疽病的暴发流行，与该地区 2018 年

7−8 月的多降雨(7 月份降水量 51.1 mm，8 月份降

水量 91.7 mm)造成的寒冷潮湿天气及莴笋大面积

重 茬 种 植 密 切 相 关 。 这 是 莴 苣 盘 二 孢 菌 Mar. 
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panattoniana 引起莴笋炭疽病在甘肃的首次报道。 

鉴于莴笋炭疽病危害的严重性，应引起有关部

门的高度重视，积极开展相关研究，制定防治对策。 
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