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西瓜炭疽病人工接种鉴定的新方法

— 离体叶接种和 A D 评价法
`
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,

陕西杨陵
·
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摘 要 对具有不同抗性水平的3个西瓜品种进行了离体叶人工接种炭疽病抗性鉴定方

法的研究
。

结果表明
,

离体叶与幼苗人工接种同样能够真实地反映西瓜品种固有的抗病性
,

且

能节省菌液
、

劳力
、

试材和费用
,

并对环境条件更易控制
,

简便易行
,

可以广泛采用
.

该法用注

射器悬滴接种
,

菌液浓度为 l x l 。`

抱子 / m L
.

接种叶片的叶龄为 15 ~ 20 d
,

接种后 3 d 开始发

病
,

第。 d 调查统计病情指数
.

品种抗病性可以用平均病斑直径 (
DA

)
,

助
二习 (发病病斑直

径 ) /接种总滴数〕和病情指数 ( DI )两种标准进行评价
,

其中用 月刀进行品种抗病性评价减少

病级划分中的人为误差
,

更为客观简便
,

可以取代 DI 在离体叶人工接种西瓜炭疽病抗性鉴

定中广泛采用
.

关键词 西瓜
,

离体叶
,

接种
,

炭疽病
,

抗病性
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,
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co ll et ot ir sc h u o aL ge an ir a , 是作物西瓜
、

甜瓜和南瓜等葫芦科作物炭疽病的致病因

子
〔幻 ,

该病是潮湿条件下的瓜类作物果实和叶片上最为严重的世界性病害
〔幻 .

采用人工接

种法对西瓜品种进行炭疽病抗性研究受到各国西瓜育 种家的广泛重视
。

G oo d e 〔` ,和 D ut at

等
〔”
在 c

·

加 ge an ir ur
n 生理小种分化研究 中

,

采用苗期
、

成株期和果实发育期接种病原

菌
,

证明其结果基本一致
。

以后人们在抗性 鉴定中一般都采用苗期人工接种方法
。

我国西

瓜抗炭疽病育种起步较晚
,

刘莉
、

王鸣 〔` ,对西瓜离体幼苗人工接种鉴定法和常规的幼苗人

工接种鉴定法进行了比较研究
,

认为二者同样能真实地体现西瓜 品种 固有的抗感水平
。

S
u ha g 和 D u h a n 〔5 ,

曾对葫芦的离体叶接种 C
·

加 ge an ir u
二 研究了炭疽病流行的最佳条

件
,

但未进行品种抗病性鉴定的研究
.

C u 。 u z
az

〔幻
等曾用喷雾接种法接种首稽的离体子叶

,

精确地测定出了其对三 叶草刺盘抱菌 ( C oo le t ot ir hc u , tr t’fo ll’l’ )的抗性
。

研究认为
,

此法可

以作为温室筛选抗病品种的替代方法
。

由于离体叶人工接种鉴定法与常规的苗期人工接种鉴定法相 比具有许多优点
,

例如
:

节省菌液
、

劳力
、

试材和设备
,

且易控制环境条件
,

结果更为准确可靠
。

本试验的目的是对

这种离体叶人工接种鉴定的新方法进行系统地研究
,

为西瓜炭疽病抗性人工接种鉴定
、

筛

选及抗病育种提供有效的手段
。

1 材料和方法

1
.

1 品种来源

供试的 e h a r l e s t o n G r a y
、

co
n g o 西瓜品种对瓜类炭疽病菌生理小种 l分别表现抗病

收稿日期
: 1 9 93一 0 6

一 0 9
·

1 自然科学基金资助项目
; 2 现 在海南现代农艺研究所工作

.



18 西北农业大学学报 第 2 2卷

和中度抗病反应
〔 3 , ,

兴城红被证明是感病 品种
〔们 ,

均为引自国内外的代表品种
,

并经过多

年自交纯化
。

1
.

2 病原菌的收集与鉴定

供试的西瓜炭疽病菌分离物
“

A 一 1 ”

采 自本研究在陕西杨陵试验田中的西瓜摧病果

实
,

并经过初分离
、

再分离和单抱分离
。

分离方法参照刘莉
、

王鸣
〔。
所采用 的方法

.

通过镜

检菌丝和分生抱子以及回接鉴定
,

证明该分离物确为典型的西瓜炭疽病菌
,

并经鉴定属于

瓜类炭疽病菌生理小种 1
。

1
.

3 西瓜炭疽病抗性人工接种鉴定方法

西瓜幼苗人工接种炭疽病抗性鉴定于 1 9 8 1年 9月 25 日至 10 月 17 日在温室进行
,

接种方

法参照文献〔4〕
。

离体叶人工接种鉴定在西北农业大学园艺系组织培养室进行
。

将不 同浓度的抱子悬

浮液
,

用微量注射器悬滴法接种于西瓜的离体叶片中
,

并以接种无菌水为对照
。

接种后在

空气相对湿度 ( R H ) 95 %一 1 00 %
,

温度 25 一 26 ℃条件下
,

保湿保暗 25 h
,

之后 给以 日光灯

照明
,

日照时数为每日 1 6 h
.

6 d 后调查统计病斑直径及病情指数
。

在品种抗病性评价中
,

我们用了 2个评价标准
:

平均病斑直径 ( A D )和病情指数 ( DI )
,

其分级标准如下
:

A D 一习 (发病病斑直径 ) /接种总滴数
,

根据 A D 的抗病分级标准为
:

0
.

0 0 m m 免疫 < 0
.

s o m m 高抗 0
.

5 1一 1
.

5 0 m m 抗病

1
.

5 1 ~ 2
.

o o m m 中抗 2
.

0 1一 3
.

o o m m 感病 ) 3
.

o l m m 高感

D l 的计算参照文献 〔4〕采用的标准
,

根据离体叶接种鉴定的特点
,

将炭疽病根据病斑

直径 ( D )分级如下
:

0级
: 0

.

0 m m l级
: 0

.

1 ~ 1
.

o m m 3级
: 1

.

1~ 2
.

o m m

5级
:

2
.

1一 3
.

o m m 7级
: 3

.

1一 4
.

O m m g级
: 4

.

l m m 以上

DI 一 〔习 (各级病斑数 x 该病级代表数 ) / (最高级代表级 x 调查总病斑数 ) 〕 x l o o ,

采用病情指数对抗病性进行分级
,

其分级标准与幼苗人工接种鉴定法相同
,

即
:

O % 免疫 n % 以下 高抗 12 %一 33 % 抗病

34 % ~ 55 % 中抗 56 %一 77 % 感病 78 %以上 高感

2 结果与讨论

2
.

1 西瓜离体叶人工接种炭疽病抗性鉴定方法的研究

2
.

1
.

1 不 同接种浓度试验 在抗病性鉴定中选择适宜的接种浓度是很重要的
。

接种浓度

过大或过小都不能真实地反映品种的抗病性
。

参考前人试验中采用的接种浓度
,

根据离体

叶接种特点
,

本试验设置了 4个浓度处理
,

即 1少
、

1。 , 、

1 0 ` 、

1以抱子 / m L
.

接种后 3个抗性不

同的品种的感病表现见表 1
。

由表 1看 出
,

在 1 又 1少抱子 / m L 浓度下
,

感病 品种兴城红表现抗病
,

中抗品种 C on go

表现高抗
,

抗病 品种 C ha
r l e s

ot
n G r a y 则表现免疫

。

在 1护抱子 / m L 浓度下
,

虽然抗病品种

c ha
r le s ot n G ar y 表现了抗病反应

,

但中抗品种 c o n g 。
也表现抗病

,

感病品种兴城红则表

现中抗反应
。

因此
,

这 2个接种浓度压力太小
,

不能真实地反映品种的抗感水平
。

在 107 抱子



第 1期 文生仓等
:

西瓜炭疽病人工接种鉴定的新方法— 离体叶接种和 A D 评价法 1,

/m L 浓度下
,

接种后发病迅速
,

第 6 d 调查
,

3个品种均表现高度感病和感病
,

也不能清楚

地区分它们的抗病性
。

在 1护抱子 / m L 浓度下
,

3个抗性不同的西瓜品种均表现出了它们所

固有的抗病性
,

品种 间抗病性差异明显
。

因此在离体叶人工接种鉴定中
,

适宜的接种浓度

确定为 1 e0 抱子 / m L

表 1 不同接种浓度下的发病情况比较

品 种
接种抱子浓度 (抱子 /m L )

0 ( C K )

A D ( m m )

.89.178些DI
兴城红

C h a r l e s t o n G
r a y

oC
n g o

0
.

0 0

0
。

0 0

0
.

0 0

0
.

O
。

O
.

5 6

0 0

0 8

3
.

0 1

1
.

1 1

1
.

6 7

4
。

5 6

2
.

6 7

3
.

3 3

兴城红

C h
a r

l
e s t o n G

r a y

C o n g o

0
.

0

0
.

0

0
.

0

3 9
.

2

1 4
.

5

2 0
.

8

7 1
.

3

2 1
.

1

3 7
.

8

9 8
.

3

6 0
.

7

7 4
.

4

13.0

2
.

1
.

2 不 同叶态及叶龄接种试脸 选用兴城红西瓜品种的子叶 10 d 以下叶龄的幼叶 15

~ Z O d 的成龄叶和 25 d 以上的老龄叶等 4种不同的叶态或叶龄
,

用 1护抱子 / m L 的抱子悬

浮液进行接种试验
,

结果见表 .2

表 2 不同叶态
、

叶龄的叶片接种后抗病性比较

叶态及叶龄 开始发病 d 数

接种后 Z d

接种后 2 ~ s d

接种后 3 d

接种后 2~ 3 d

病斑连片所需 d 数 腐烂 备注

++子 叶

l o d 以下幼叶

1 5~ Zo d 成龄叶

2 5 d 以上老叶

接种后 3 d

接种后 6 d

病斑不连片

接种后 6 d

八刀
:

2
.

8 9m n

D l
:

1 6 8
.

3

结果表 明
,

子叶接种后第 Z d 便开始发病
,

第 3 d 各个接种点滴的发病病斑便迅速扩

大连成一片
,

到第 4 d 整片子叶腐烂
。

10 d 以下叶龄的幼叶和 25 d 以上的老龄叶在接种后

2 ~ 3 d 开始发病
,

到第 6 d
,

各接种点发病病斑迅速扩大
,

大部分连接成片
,

病斑小难以区

分
。

用 15 ~ 20 d 的成龄真叶接种后第 3 d 开始发病
,

第 6 d 统计发病情况
,

病斑直径很易测

得
,

未发病的抱子液滴亦清晰可见
,

统计的 A D 为 2
.

89 m m
,

D l 为 68
.

3
,

表现了感病反应
。

因此在西瓜炭疽病离体叶人工接种抗性鉴定 中
,

适宜的接种浓度为 l护抱子 l m L 并以选用

1 5 ~ Zo d 叶龄的功能叶为宜
。

2
.

1
.

3 不 同保湿方式试验 对兴城红西瓜 品种巧 ~ 20 d 成龄叶片的剪 口进行了 3种处

理
:

①保持 自然状态 (不处理 ) ;②用脱脂棉缠封 ; ③用石蜡封固
。

3种处理均平放于覆有 4层

无菌水饱和的吸水纸培养盘中
,

以 1护抱子 / m L 的抱悬浮液悬滴法接种后
,

培养盘上的塑

料薄膜盖严保湿
,

观察发病情况
。

结果见表 .3

结果表明
,

用脱脂棉缠封剪口 的成龄叶片在接种后第 Z d 便开始发病
,

而且发病部位

多在 叶柄近端处
,

并不一定在接种菌液的部位发病
,

而且病斑成片
,

叶柄基部腐烂
,

到第

6 d 全叶腐烂
。

在剪 口保持 自然状态下
,

发病部位也不一定在接种菌液的部位
,

大部分也在
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叶柄近端处
,

到第 6 d 叶柄基部也开始腐烂
,

病斑连成一片
,

与前者类似
。

只有用石蜡封 固

剪 口 的叶片接种后发病正常
,

各接种点发病的病斑及未发病的抱子液滴均清晰可见
,

可以

清楚地进行观察统计
。

表 3 离体叶剪口不同处理方法的病情比较

剪口处理

棉花缠封

不 处 理

石蜡封固

开始发病天数

接种后 Z d

接种后 2 ~ s d

接种后 3 d

发病部位

叶柄近端处

叶柄近端处

接种点

病斑可否分辨

以上研究结果表明
,

采用西瓜离体叶进行人工接种炭疽病的抗性鉴定最佳的技术规

程是
:

用微量注射器进行滴法接种
,

适宜的叶龄为 15 ~ 20 d 的成龄叶
,

抱子液浓度以 1护抱

子 / m L 为宜
。

此外
,

接种叶片的剪 口应用石蜡封 固
。

接种后平放于铺有 4层用无菌水饱和

的吸水纸的培养盘中
,

其上用塑料薄膜盖严保湿
,

温度 24 ℃左右
,

相对湿度 10 0纬
,

保持

2 4 h 黑暗
,

其后改为 日光灯照明
,

光周期为 日照时数 16 h
,

6 d 后统计发病情况
,

计算病情

指数及平均病斑直径
。

2
.

2 用西瓜离体叶及幼苗人工接种进行炭疽病抗性鉴定的结果

采用 以上技术规程
,

于 1 9 9 1年 9月 s 日至 1 0月 2 5 日对 e h a r l e s t o n G r a y
、

C o n g o 和兴城

红西瓜品种进行离体叶人工接种炭疽病的抗性鉴定
,

并于同年 9月 5日至 10 月 17 日进行了

西瓜炭疽病幼苗人工接种抗性鉴定
,

以比较它们的研究结果 (表 4和表 5 )
。

表 4 西瓜离体叶人工接种炭疽病抗性鉴定结果

品 种 接种滴数 发病率 月 2〕 ( m m ) ( D l )

兴城红

oC
n g o

C h a r
l
e s t o n G r a y

3 0

3 0

3 0

9 0
.

0

5 6
.

7

3 3
.

3

3
.

0 1

1
.

6 3

1
.

2 1

7 8
.

9

4 0
.

6

2 0
.

3

表 5 西瓜品种苗期人工接种炭疽病抗性鉴定结果

品 种 调查株数 发病率 ( % )

兴城红

C o n g o

C h a r
]
e s t o n G

r a y

3 0

3 0

3 0

9 3
.

3

5 0
.

0

3 6
.

7

( D l )

8 2
.

3

3 9
.

6

1 8
.

9

由表 4和表 5可以看出
,

采用离体叶和幼苗人工接种鉴定法对西瓜炭疽病抗性进行鉴

定所得结果是一致的
,

感病品种兴城红的病情指数分别为 78
.

9和 82
.

3
,

发病率分别为 90
.

0 %和 9 3
.

3 %
,

表现感病反应
;抗病品种 C h a r l e s t o n G r a y 的病情指数分别为 2 0

.

3和 1 8
.

9 ,

发病率分别为 5 6
.

7纬和 5 0
.

0 %
,

表现抗病反应
;
中抗品种 C o n

go 的病情指数分别为 40
.

6

和 39
.

6 ,

发病率分别 33
.

3 %和 36
.

7 %
,

表现中抗反应
。

上述数据不但抗性趋势一致
,

而且绝

对数值也很相近
。

充分说明这两种鉴定方法均能真实地反映西瓜品种 固有的抗病性
,

但用

离体叶进行人工接种鉴定具有多种优点
,

因而可用 以代替传统的幼苗接种法对西瓜进行
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炭疽病的抗性鉴定
、

筛选和抗病育种
。

2
.

3 西瓜离体 叶人工接种抗性鉴定中抗病性评价标准的比较研究

将表 4简化可以得到表 .6

表 6 抗性鉴定中两种抗病性评价标准的比较

品种 A D ( m m )

3
.

0 1 ( S )
白

1
.

6 3 ( M R )

1
.

2 1 ( R )

( D了)

兴城红

oC
n go

C h a r le s t o n G r a y

7 8
.

9 ( S )

4 0
.

6 ( M R )

2 0
.

3 ( R )

* S :

感病
,

M R :

中抗
,

R :

抗病

由表 6可以看出
,

用 A D 和 D l 对各品种进行抗病性评价所得结果完全一致
,

A D 能够

真实地体现病原菌的致病力和西瓜品种固有的抗病性
,

这表明可以用 A D 代替 D l 衡量

品种的实际抗病性
。

另外
,

从 A D 的计算公式 ( A D = 2 发病病斑直径 /接种总滴数 )也可

以发现其合理性
,

A D 的分母为接种总滴数
,

是发病接种滴数与未发病接种滴数之和
,

分

子又是各病斑直径的总和
,

它实际上 已包含了发病率
,

同时也将致病力的强弱 (病斑大小 )

纳入公式之中
。

采用 A D 评价抗病性不需要象 D l 那样进行繁琐的病级划分和计算
,

并可

减少 D l 在分级
、

观察和计算中的人为误差
。

因此
,

我们认为在西瓜离体叶人工接种炭疽

病的抗性鉴定中
,

完全可以用 A D 作西瓜品种抗病性评价 的客观而实用的标准而予以推

广应用
。
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