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前　　言
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莲藕腐败病抗性鉴定技术规程

１　范围

本文件确立了莲藕腐败病抗性鉴定程序,规定了接种方法和抗性鉴定的步骤与基本要求,描述了对应

的证实方法.
本文件适用于莲藕(NelumbonuciferaGaertn)品种及种质资源对腐败病的抗性鉴定.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本

文件.

NY/T８３７　莲藕栽培技术规程

３　术语和定义

下列术语和定义适用于本文件.

３１
莲藕腐败病　lotusrhizomerotdisease
由尖孢镰刀菌(Fusariumoxysporum Schlfspnelumbicola)及其近缘种(Fcommune)侵染莲藕而

引起的一种土传、种传真菌病害.病原及发病症状见附录 A.

３２
接种体　inoculum
用于接种以引起病害发生的病原物或病原物的一部分.

３３
莲子实生苗　seedlingsfromlotusseeds
成熟莲种子在适宜条件下发芽生长,形成具有独立根系、茎和叶的正常植株个体.

３４
种藕营养体繁殖苗　seedlingsfromlotusrhizome
莲藕节上的芽在适宜条件下生长,形成具有独立根系、茎和叶的植株个体.

４　鉴定程序

莲藕腐败病抗性鉴定程序包括接种体的准备、病原菌接种和抗性鉴定三个阶段,流程如图１所示.

５　试剂与材料

除非另有说明,在本文件中仅使用确认的分析纯试剂和蒸馏水或去离子水或相当纯度的水.
葡萄糖、马铃薯和琼脂,用于制备马铃薯葡萄糖(potatodextrosebroth,PDB)培养基和马铃薯葡萄糖

琼脂(potatodextroseagar,PDA)培养基.
蛭石和营养土用于植物材料的种植.

６　仪器及用具

高压灭菌锅、摇床、培养箱、显微镜、培养瓶、血球计数板和纱布等.
１
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图１　鉴定流程

７　接种体的准备

接种的病原应选择当地致病性较强或致病频率较高的优势病原菌,其分离、鉴定和保存按照附录B.
保存的菌株首先转接至无菌的PDA培养基上活化,培养箱内２５℃生长７d;然后将适量活化的培养物转

接至装有无菌PDB培养基的培养瓶中,置于摇床内,在２５ ℃、１２０r/min~１８０r/min条件下振荡培养

５d~７d.
培养结束后,用无菌纱布过滤PDB培养物以去除菌丝,之后在显微镜下检查滤出液,并用血球计数板

对滤出液中的分生孢子进行浓度计数,最后用无菌蒸馏水调整分生孢子浓度至１×１０６个分生孢子/mL,
备用.

８　病原菌接种

８１　莲子实生苗接种

８１１　实生苗准备

在成熟种子的胚芽侧(较圆滑的一侧),将种皮剪开直径５mm~７mm 的圆形口,在加热至６０℃的蒸

馏水中浸种１５min,其间不定期搅拌,以清除种子表皮潜在病原物,同时促进后期种皮开裂和芽的萌发.
浸种后,将种子在无菌蒸馏水中浸泡４d~５d,直到大多数种子幼芽长度达到０５cm~１０cm,其间需更

换无菌蒸馏水,使水质始终保持清澈干净.

８１２　实生苗的接种方法

将发芽的莲子实生苗在上述病原菌的孢子悬浮液(１×１０６个孢子/mL)中浸泡６０min,每个品种或资

源至少接种３０粒发芽的种子,每１０粒种子作为一个重复.

８１３　实生苗的接种后管理

将处理的发芽莲子种植于湿润的灭菌混合基质中(营养土与蛭石体积比为１∶５),用少量蛭石覆盖

后,加入无菌蒸馏水,水层刚刚覆盖基质表面即可.种植环境需满足日平均环境温度大于等于２０℃,具备

自然光照,或光照１６h、黑暗８h的人工补光条件.此外,需要定期补充水分,同时做好虫害的防控.
２



NY/T４７２０—２０２５

８２　种藕营养体繁殖苗接种

８２１　营养体繁殖苗准备

种藕质量应符合 NY/T８３７的要求,其顶芽完整,且两侧至少具有２个完整节间,栽种于灭菌的混合

基质中(营养土与蛭石体积比为１∶２).其间正常水肥管理,同时做好虫害的防控.

８２２　营养体繁殖苗的接种方法

种植３０d~４５d后,待４片~５片叶长出,每节不定根８根~１０根时即可接种.将生长的藕苗连根小

心挖出,将根系浸泡于含有上述病原分生孢子的悬浮液(１×１０６个孢子/mL)中３０min.每个品种或资源

至少接种１５株苗,每５株为一个重复.

８２３　营养体繁殖苗的接种后管理

将接种后的植株移栽至湿润的灭菌混合基质中(营养土与蛭石体积比为１∶５),缓慢加水,待水层没

过栽培基质１cm~１５cm 后即可.种植环境需满足日平均环境温度大于等于２０℃,具备自然光照,或光

照１６h、黑暗８h的人工补光条件.其间正常水肥管理,同时做好虫害的防控.

９　抗性鉴定

９１　病情调查

根据当地环境温度、光照等条件,不定期观察全体植株的发病情况,当感病对照材料病情指数大于６０
即可开展调查.

统计各处理中每株苗枯死叶片数占其所有可统计叶片数的比例,并按表１划分等级,然后将对应病情

级别的植株数量填入附录C中.

表１　病情级别的划分

病情级别 症状描述

０ 无枯死叶片

１ 枯死叶片占可统计叶片数量的比例小于等于２５％
２ 枯死叶片占可统计叶片数量的比例大于２５％,小于等于５０％
３ 枯死叶片占可统计叶片数量的比例大于５０％,小于等于７５％
４ 枯死叶片占可统计叶片数量的比例大于７５％

９２　病情指数计算

病情指数(DI)按公式(１)计算.

DI＝∑(s×n)

N ×S ×１００ (１)

式中:

s———各病情级别数值;

n———各病情级别植株数;

N———调查总株数;

S———最高病情级别数值.

９３　抗性评价

抗性水平划分为５个级别,见表２.

表２　莲藕对腐败病抗性水平的分级

病情指数(DI) 抗性水平

DI＝０ 免疫(IM)

０＜DI≤３０ 抗病(R)

３０＜DI≤６０ 中抗(MR)

６０＜DI≤８５ 感病(S)

DI＞８５ 高感(HS)

３



NY/T４７２０—２０２５

９４　有效性判别

感病对照材料病情指数大于６０即认为该批次抗性鉴定判定为有效.对于同一个鉴定材料,如果３次

重复抗性评价级别出现差异,且相差２级以上(含２个级别),则应对该材料做重复抗性鉴定.

９５　鉴定报告

依据实生苗或种藕营养体繁殖苗３次重复鉴定的病情指数(DI)的平均值,确定抗性水平,按照附录

C填写鉴定表格,撰写正式鉴定报告.

９６　鉴定材料后处理

鉴定完毕后将莲藕植株、残体及相关培养基质集中进行无害化处理.

１０　证实方法

１０１　标记方法

在莲藕腐败病抗性鉴定材料准备阶段需要对所用的莲藕品种(资源)进行标记,标记的内容包括:

a)　品种(资源)名称;

b)　标记的编号;

c)　做标记的试验人员姓名;

d)　标记的时间;

e)　其他.

１０２　过程记录

在执行第６章和第７章所规定的各个阶段的程序指示过程中,记录并保留以下内容:

a)　执行各个阶段程序指示的人员姓名;

b)　时间;

c)　地点;

d)　具体操作内容;

e)　操作的结果;

f)　其他.

４
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附　录　A
(资料性)

莲藕腐败病病原及发病症状

A１　学名和形态描述

A１１　学名

莲藕腐败病病原为尖孢镰刀菌[FusariumoxysporumSchlfspnelumbicola (Nis& Wat)Booth]
及其近缘种Fusariumcommune,属真菌界(Fungi)、子囊菌门(Ascomycota)、丛赤壳科(Nectriaceae)、镰
刀菌属(Fusarium).

A１２　形态描述

尖孢镰刀菌在PDA培养基上生长良好.初期菌落为白色,４d~５d后菌落中心可见紫红色,随着菌

落生长,紧贴培养基的菌丝颜色逐渐加深至紫色,菌落气生菌丝白色,绒状,致密(见图 A１).病原菌在

PDA培养基上１周内能产生较多小型分生孢子,２周内可产生大型分生孢子(见图 A１).小型分生孢子

椭圆形,无色,单生或聚生,一般为单胞,间有一隔膜,(５０~１２０)μm×(２５~５０)μm.大型分生孢子镰

刀形,两端细胞逐渐狭细变尖,基部有足胞,椭圆状弯曲,或平直,一般有３个隔,少数有２个隔或４个~
５个隔.３隔分生孢子大小为(２６２~５２５)μm×(３１~４５)μm.

Fcommune在PDA培养基上生长良好.初期菌落为白色,４d~５d后菌落中心可见淡紫黄色或淡

黄色,菌落气生菌丝发达,白色,绒状,致密(见图 A１).病原菌在PDA培养基上１周内能产生较多小型

分生孢子,２周内可产生大型分生孢子(见图 A１).小型分生孢子长椭圆形、纺锤形、直或略弯曲成肾形

等,大小为(５３~１３１)μm×(２８~４２)μm.大型分生孢子纺锤形或近似镰刀形,为３个~５个分隔,４
隔~５隔的大型分生孢子大小为(２９６~５５１)μm×(２９~５１)μm.

图A１　尖孢镰刀菌及Fusariumcommune的菌落形态、大小孢子形态

A２　莲藕腐败病症状

病原菌的菌丝体及厚垣孢子随病残体在藕田土壤中越冬,在条件适宜时,从地下茎或根系侵入,随后

病原菌在维管束内定殖并通过维管束进行系统扩散和侵染.在发病初期,植株地上部没有明显症状,地下

茎中心维管束呈现淡褐色或褐色;随着病情发展,部分植株表现矮化,叶片边缘因缺水而呈现开水烫状青

５
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枯,并逐渐扩展至全叶;发病后期,莲根坏死,地下茎疏导组织完全变褐甚至腐烂,通气孔内常充满白色或

粉色菌丝(见图 A２).

图A２　莲藕腐败病症状

６
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附　录　B
(规范性)

莲藕腐败病菌的分离、鉴定及保存

B１　分离

将采集的病藕用清水冲洗清除泥土,从发病藕组织的病健交界处切取病变组织,在７０％乙醇溶液中

浸泡１min,然后用灭菌水冲洗１次.之后,将组织浸泡在３％的次氯酸钠溶液５min,其间不规则地振动

溶液.处理后的组织被转移放入无菌培养皿中,用灭菌水清洗５次,去除残留次氯酸钠.然后,将组织小

心地转移到含有氯霉素(５０μg/mL)的PDA培养基上,２８℃培养３d.随后,将组织中生长出来的菌丝挑

出,继代培养用于单孢子纯化.

B２　鉴定

形态学观察以及利用表B１所列引物对ITS、EF１a 和mtSSU 位点进行PCR扩增,并对PCR产物

进行测序,通过 NationalCenterforBiotechnologyInformation(NCBI)网站的BLAST工具进行序列的比

对,实现对分离菌物物种的鉴定.对经过单孢纯化的分离菌物进行培养后,将其产生的分生孢子按照前文

所述,回接莲藕实生苗或植株,产生相同症状,并最终再次分离到靶标病原物,完成柯赫氏法则验证.

表B１　鉴定引物

引物名称 引物序列 说明

EF１a上游 ATCACAAACCATTCACAACCGTC
EF１a下游 AATGATGAGAATGGCGCAATCAG

扩增产物约７００bp

mtSSUＧNMS１ CAGCAGTGAGGAATATTGGTCAATG
mtSSUＧNMS２ GCGGATCATCGAATTAAATAACAT

扩增产物约７４０bp

ITS１ TCCGTAGGTGAACCTGCGG
ITS４ TCCTCCGCTTATTGATATGC

扩增产物约６００bp

B３　保存

采用分生孢子甘油冻存法进行保存:将莲藕腐败病菌株接种至PDB中,置于２５℃、１５０r/min摇床中

振荡培养４d~５d后,取出部分培养悬浮液,加入等体积５０％的灭菌甘油溶液,振荡混匀,做好标记后置

于－８０℃ 冰箱中保存.

７
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附　录　C
(规范性)

莲藕抗腐败病鉴定结果记录表

莲藕抗腐败病鉴定结果记录表见表C１.

表C１　莲藕抗腐败病鉴定结果记录表

编号
鉴定材料

名称
来源 重复区号

病情级别
病情

指数

平均

病指

抗性

评价

０ １ ２ ３ ４

１ 感病对照

A
B
C


２ 鉴定品种１

A
B
C


　

３ 鉴定品种２

A
B
C


 

A
B
C


接种日期 地点

调查日期 记录人

鉴定人:
记录人:

审核人(签字):

８


