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前  言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起

草。

本文件由辽宁省林业和草原局提出并归口管理。

本文件起草单位：辽宁省经济林研究所、辽宁省森林经营研究所。

本文件主要起草人：郑泽洋、刘振盼、孙俊、刘娟娟、张悦、王克瀚、刘广平、卢立媛、张慧东、

金鑫、林晓坤、王学东、温福欣、常婧、李森远、商成林。

本文件发布实施后，任何单位和个人如有问题和意见建议，均可以通过来电和来函等方式进行反馈，

我们将及时答复并认真处理，根据实际情况依法进行评估及复审。

归口管理部门通讯地址：辽宁省林业和草原局（辽宁省沈阳市和平区太原北街2号），联系电话：

024-23448927。
文件起草单位通讯地址：辽宁省经济林研究所（辽宁省大连市甘井子区中华西路31号），联系电话：

0411-86515158。
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刺龙牙根腐病诊断及防治技术规程

1 范围

本文件规定了刺龙牙根腐病诊断及防治技术的术语和定义、病害诊断、病原菌鉴定、病害防治等技

术要求。

本文件适用于辽宁刺龙牙根腐病诊断及防治。

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。

GB/T 8321.10 农药合理使用准则（十）

NY/T 1276 农药安全使用规范准则

NY/T 496 肥料合理使用准则 通则

GB 20287 农用微生物菌剂

3 术语和定义

下列术语和定义适用于本文件。

3.1 刺龙牙

学名：辽东楤木（Aralia elata (Miq) Seem.)为五加科楤木属多年生落叶小乔木。

3.2 刺龙牙根腐病

由尖孢镰刀菌(Fusarium oxysporum)引起刺龙牙腐烂的根部病害。

3.3 柯赫氏法则

又称柯赫氏证病律，是用来确定侵染性病害病原物的验证程序。

4 病害诊断

4.1 田间诊断

病害田间症状及发病规律见附录 A。

4.2 室内诊断

4.2.1 主要仪器
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高压灭菌锅、恒温培养箱、超净工作台、光学显微镜、离心机、PCR仪、电泳仪、凝胶成像系统、

涡旋振荡器、全温振荡培养箱、超低温冰箱等。

4.2.2 主要试剂

马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）、马铃薯葡萄糖液体培养基（PDB）、康乃馨叶片琼脂培养基（CLA）、
无水乙醇、NaClO溶液、真菌基因组DNA提取试剂盒、液氮、琼脂糖、50×TAE电泳液、DNA maeker、
2×Es Taq MasterMix酶等。

4.2.3 病原菌分离纯化

采用组织分离法进行病原菌分离。选取疑似感病植物的根组织，洗净晾干。从病健交界处切取 5 mm
小块，放入 75%乙醇中浸泡 30秒，再置于 3% NaClO溶液中浸泡 2分钟，后以无菌水清洗 3次，在无

菌滤纸上吸干残余水分后转入培养基中培养，待长出菌丝后，切取边缘菌丝块转到新的培养基中，纯化

3次后获得纯培养物。

4.2.4 病原菌培养

将分离纯化后得到的病原菌转接于 PDA培养基中，25℃下黑暗培养 5天，观察菌落形态及颜色。

将病原菌转接于 CLA培养基中，25℃下黑暗培养 20天，观察分生孢子、厚垣孢子大小及形态。

4.2.5 柯赫氏法则验证

柯赫氏法则验证病原菌：

a) 灭菌营养土栽培 1年生刺龙牙苗，定植 30天后备用；病原菌于 PDA培养基上生长 7天后，打

取边缘菌丝块至 PDB液体培养基中，25℃、160rpm/min振荡培养 5天，获得病原菌孢子液；

b) 过滤菌丝后，用血球计数板调整孢子液浓度为 1×107个/mL，取 50 mL孢子液灌根于植株根部，

以无菌水为对照，温室培养 15天后观察植株发病情况；

c) 若发病症状与田间症状一致，则采集发病植株根部，再次进行病原菌分离培养，若与原病原菌

相同，则为目标病原菌。

5 病原菌鉴定

5.1 形态学鉴定

病原菌菌落颜色及形态，分生孢子和厚垣孢子大小及形态见附录 B。

5.2 分子鉴定

5.2.1 病原菌基因组 DNA提取

将病原菌接于 PDA 培养基，待菌丝长满培养基后，刮取菌丝，采用 CTAB 法提取病原菌基因组

DNA。

5.2.2 PCR检测

以 FOF1:5’-ACATACCACTTGTTGCCTCG-3’和 FOR1：5’-CGCCAATCAATTTGAGGAACG-3’为
特异性引物，每 20 μL PCR 反应体系包括 10 μL 2×Es Taq MasterMix酶，1 μL 基因组 DNA，正反向引

物各 1 μL，超纯水补充至 20 μL。
PCR反应程序为：95℃预变性 2分钟；然后经 95℃变性 30秒，55℃退火 30秒，72℃延伸 30秒，
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30个循环；最后 72℃延伸 2分钟。

5.2.3 PCR结果判定

PCR反应结束后取 5 μL扩增产物上样于 1%琼脂糖凝胶电泳检测，扩增出 340bp单一 DNA条带的

为阳性结果。

5.2.4 扩增序列比对

将扩增的DNA序列测序，在NCBI数据库进行Blast比对，待测菌株与尖孢镰刀菌的序列相似性大于

99%。

6 病害防治

6.1 防治原则

遵循“预防为主，综合防治”的植保方针，优先采用农业和生物防治措施，合理使用化学农药。农药

使用符合GB/T 8321.10和NY/T 1276的要求，禁止使用高毒、高残留农药、未登记的农药，使用次数和

剂量应严格控制。

6.2 农业防治

6.2.1 合理选地

选择土质肥沃、通透性和排灌性较好的砂壤地块，并对土壤进行消毒处理。

6.2.2 选择健康繁殖材料

种子繁殖应选用籽粒饱满的无病种子，使用50%多菌灵浸泡0.5 h，晾干后播种。移栽苗繁殖选用无

病虫害的一年生刺龙牙苗木，对根部消毒后进行移栽。

6.2.3 合理施肥

合理使用肥料，增施腐熟有机肥，氮磷钾合理配施，符合NY/T 496的要求。

6.2.4 保持田园卫生

及时清除杂草，发现病株立即拔除，并带出园外集中深埋或销毁。

6.3 生物防治

易发生根腐病的地块，于种植前选用1000亿cfu/g枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、解淀粉芽孢杆菌、

100亿cfu/g侧孢芽孢杆菌、巨大芽孢杆菌、50亿cfu/g多粘类芽孢杆菌，按照产品推荐用量和使用方法进

行施用，以预防根腐病的发生。发病初期，使用1000亿cfu/g枯草芽孢杆菌、地衣芽孢杆菌、解淀粉芽

孢杆菌进行灌根处理，防止病害扩展。生物制剂质量应符合GB 20287的要求。

6.4 化学防治

6-8月高温高湿条件下，根腐病易发生，因此可在发病初期进行病害防治。使用 50%多菌灵、40%
苯醚甲环唑、430g/L 戊唑醇、20%丙环唑、250g/L 嘧菌酯灌根处理，按照产品推荐用量使用，施药次

数视病害发展程度及天气情况而定。
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附 录 A

（资料性附录）

刺龙牙根腐病田间症状及发病规律

刺龙牙根腐病为土传病害，主要为害4年生以上的植株根部，发病初期根部出现黑褐色、水渍状病

斑，病斑逐渐扩展导致主根及须根内部组织腐烂，仅剩空的表皮，植株长势衰弱、地上部叶片逐渐变黄，

枯萎，最终植株死亡。

刺龙牙根腐病发病期为7-8月，高温高湿条件下发病较重。病原菌以菌丝体或厚垣孢子在土壤或病

株上越冬，成为翌年的初侵染源。病原菌通过气流、雨水、流水、土壤、繁殖材料等方式传播。土壤黏

重、透气性差的地块发病较重。

图A.1 刺龙牙根腐病田间症状
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附 录 B

（资料性附录）

刺龙牙根腐病菌形态特征

病菌生长速度较快，在马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）上25℃培养7天后菌落直径可达70-80 mm，

菌落圆形，气生菌丝茂盛呈白色或粉色絮状，菌落背面呈白色或粉色。在康乃馨叶片琼脂培养基（CLA）
上大型分生孢子呈镰刀状，2-5隔，20.57 -33.75×3.62-6.11 μm。小型分生孢子呈卵状，0-1隔，

5.12-13.53×3.04-4.79 μm。厚垣孢子呈球状，平均直径为13.76 μm。

图B.2 刺龙牙根腐病菌形态特征

_________________________________
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