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大蒜叶枯病菌毒素产生条件的研究
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［摘　要］　为了筛选大蒜叶枯病菌培养的最佳产毒条件，从田间发病的大蒜叶片上分离、鉴定得到大蒜叶枯病

菌菌株，利用大葱种子发芽法研究培养条件（培养基、培养温度、光照、振荡、培养基ｐＨ值、培养时间）对大蒜叶枯病菌

菌株产毒能力的影响。结果表明，大蒜叶枯病菌的最佳产毒培养条件为：ＣｚａｐｅｋＤｏｘ液体培养基、培养温度２４℃、培

养基ｐＨ值６．０～７．０、连续黑暗振荡培养，在以上条件下培养２０ｄ时大蒜叶枯病菌产生粗毒素的毒性最强。

［关键词］　大蒜叶枯病菌；培养条件；粗毒素

［中图分类号］　Ｓ４３６．３３ ［文献标识码］　Ａ ［文章编号］　１６７１９３８７（２００７）１２０１８６０５

Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆ犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿狏犲狊犻犮犪狉犻狌犿

（Ｗａｌｌｒ）Ｓｉｍｍｏｎｓｉｎｇａｒｌｉｃ

ＺＨＡＮＧＺｈｉｑｉａｎｇ，ＣＨＥＮＧＺｈｉｈｕｉ，ＳＨＥＮＹｏｎｇｊｉｅ
（犆狅犾犾犲犵犲狅犳犎狅狉狋犻犮狌犾狋狌狉犲，犖狅狉狋犺狑犲狊狋犃牔犉犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犢犪狀犵犾犻狀犵，犛犺犪犪狀狓犻７１２１００，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋：Ｉｎｏｒｄｅｒｔｏｓｃｒｅｅｎｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｔｈｅ犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿狏犲狊犻犮犪狉犻

狌犿 （Ｗａｌｌｒ）Ｓｉｍｍｏｎｓ，犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿狏犲狊犻犮犪狉犻狌犿 （Ｗａｌｌｒ）Ｓｉｍｍｏｎｓｗａｓｉｓｏｌａｔｅｄｆｒｏｍｆｉｅｌｄｉｎｆｅｃｔｅｄｇａｒｌｉｃ

ｌｅａｖｅｓａｎｄｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｉｎｌａｂ．Ｔｈｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｃｒｕｄｅｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｂｙｔｈｅ犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿狏犲狊犻犮犪狉犻狌犿

（Ｗａｌｌｒ）Ｓｉｍｍｏｎｓ，ｉｎｃｌｕｄｉｎｇｍｅｄｉｕｍ，ｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ，ｌｉｇｈｔｅｎｉｎｇ，ｖｉｂｒａｔｉｏｎ，ｃｕｌｔｕｒｅｄｕｒａｔｉｏｎａｎｄｐＨ

ｖａｌｕｅｗｅｒｅｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙｓｔｕｄｉｅｄｂｙＷｅｌｓｈｏｎｉｏｎｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｔｅｓｔｏｆｔｈｅｔｏｘｉｎｔｏｘｉｃｉｔｙ．Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓ

ｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｔｈｅｏｐｔｉｍｕｍｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｆｏｒｔｈｅｐａｔｈｏｇｅｎｃｕｌｔｕｒｅｔｏｐｒｏｄｕｃｅｃｒｕｄｅｔｏｘｉｎｗｅｒｅＣｚａｐｅｋＤｏｘｌｉｑ

ｕｉｄｍｅｄｉｕｍ，ｍｅｄｉｕｍｐＨ６．０－７．０，ｃｕｌｔｕｒｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ２４℃，ｗｉｔｈｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｄａｒｋｎｅｓｓａｎｄｖｉｂｒａｔｉｏｎｄｕｒ

ｉｎｇｃｕｌｔｕｒｅ．Ｕｎｄｅｒｔｈｅａｂｏｖｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ，ｔｈｅｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎｏｆｃｒｕｄｅｔｏｘｉｎｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｌｅｖｅｌｏｎｔｈｅ２０ｔｈ

ｄａｙｏｆｃｕｌｔｕｒｅ．

犓犲狔狑狅狉犱狊：犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿狏犲狊犻犮犪狉犻狌犿 （Ｗａｌｌｒ）Ｓｉｍｍｏｎｓ；ｃｕｌｔｕｒｅｃｏｎｄｉｔｉｏｎ；ｃｒｕｄｅｔｏｘｉｎ

　　大蒜叶枯病（Ｇａｒｌｉｃｔｉｐｂｌｉｇｈｔ）病原菌的无性世
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ｍｏｎｓ（属半知菌亚门），有性世代为枯叶格孢腔菌

犘犾犲狅狊狆狅狉犪ｓｐ．（属子囊菌亚门），该病在陕西各地均

有不同程度发生，对大蒜生产造成严重损失［１３］。选

育抗病性品种是控制大蒜叶枯病的重要途径，但大

蒜无法进行有性杂交育种，探索无性系变异筛选育

种十分重要。石凤梅［４］报道，利用毒素代替病原菌

试验，可以简便快速筛选出具有初步抗病性的材料。

病菌毒素不但可用于筛选抗病材料，而且在适当的

选择剂量下，还可作为一种外源激发子来诱导植物

产生抗性或促进植物生长。因此，应用病菌毒素进

行细胞无性系筛选可能是大蒜品种改良和育种的一

个新途径，但目前有关大蒜叶枯病菌毒素的培养条

 ［收稿日期］　２００６１１０３
［基金项目］　国家“十五”科技攻关项目（２００４ＢＡ５１６Ａ０９）；中德农业部科技合作项目（０６３７）

［作者简介］　张志强（１９８２－），男，山西高平人，在读硕士，主要从事蔬菜生物技术研究。Ｅｍａｉｌ：ｚｚｚｚ４０２＠ｙａｈｏｏ．ｃｏｍ．ｃｎ
［通讯作者］　程智慧（１９５８－），男，陕西兴平人，教授，博士生导师，主要从事园艺植物逆境生理生态研究。

Ｅｍａｉｌ：ｃｈｅｎｇｚｈ＠ｎｗｓｕａｆ．ｅｄｕ．ｃｎ



件及其致病性研究尚未见系统报道。本研究从田间

发病的大蒜叶片上分离、鉴定得到大蒜叶枯病菌菌

株，利用大葱种子发芽法研究培养条件（培养基、培

养温度、光照、振荡、培养基ｐＨ值和培养时间）对大

蒜叶枯病菌菌株产毒能力的影响，以期为大蒜叶枯

病菌毒素培养，以及应用该毒素进一步开展大蒜抗

叶枯病无性系离体筛选奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　供试菌种　大蒜叶枯病菌，由田间病株上分

离获得。

１．１．２　供试培养基　用于病菌培养、鉴定的培养基

为ＰＤＡ培养基，其组成为：马铃薯２００ｇ，葡萄糖２０

ｇ，琼脂２０ｇ，蒸馏水定容至１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０。

用于病菌毒素产生的培养基及其组成如下。

ＰＳ培养基（简称ＰＳ）：马铃薯２００ｇ，蔗糖２０ｇ，

蒸馏水定容至１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０。

改良Ｆｒｉｅｓ培养基（简称ＩＦｒｉｅｓ）：蔗糖３０ｇ，酒

石酸铵５ｇ，ＮＨ４ＮＯ３１ｇ，ＭｇＳＯ４０．５ｇ，ＮａＣｌ０．５

ｇ，结晶ＣａＣｌ２０．１ｇ，酵母膏０．５ｇ，蒸馏水定容至

１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０。

ＣｚａｐｅｋＤｏｘ 培 养 基 （简 称 ＣｚａｐｅｋＤｏｘ）：

ＮａＮＯ３３．０ｇ，Ｋ２ＨＰＯ４１．０ｇ，ＭｇＳＯ４０．５０ｇ，ＫＣｌ

０．５０ｇ，ＦｅＳＯ４０．０１ｇ，蔗糖３０ｇ，蒸馏水定容至

１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０。

改良理查德培养基（简称ＩＲｉｃｈａｒｄ）：ＫＮＯ３１０

ｇ，ＫＨ２ＰＯ４５ｇ，ＭｇＳＯ４２．５ｇ，ＦｅＳＯ４０．０２ｇ，蒸馏

水定容至１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０。

１．１．３　供试植物　生物测试植物为大葱，品种为山

东章丘大葱，种子由西北农林科技大学园艺学院提

供。

１．２　大蒜叶枯病菌菌种的分离和纯化

选高温、高湿的天气，在田间苍山大蒜叶片上采

集发病严重、典型的大蒜叶枯病病叶，放入体积分数

７０％酒精中浸泡３０ｓ，然后用０．１ｇ／Ｌ升汞消毒１～

２ｍｉｎ，并用无菌水冲洗３次后接于ＰＤＡ培养基平

板上，待有灰暗色菌丝长出后挑取菌丝进行纯化，得

到所需菌株。将分离得到的菌株在３５℃、相对湿度

１００％下离体和活体分别回接于苍山大蒜上，观察其

发病情况。

１．３　大蒜叶枯病菌产毒培养条件的筛选

１．３．１　培养基和产毒培养时间　分别在４个２５０

ｍＬ三角瓶中定量倒入１００ｍＬｐＨ７．０的ＰＳ、Ｉ

Ｆｒｉｅｓ、ＣｚａｐｅｋＤｏｘ和ＩＲｉｃｈａｒｄ４种培养基，用接种

针挑取大蒜叶枯病菌菌饼４块，接种于各培养基中，

置２５℃黑暗条件下１００～１２０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，分

别于培养４，６，８，１０，１２，１４，１６，１８，２０和２２ｄ取样，

每次取３瓶，共３０瓶，每处理重复３次，制备大蒜叶

枯病菌培养液。

１．３．２　温度和产毒培养时间　在２５０ｍＬ三角瓶

中定量倒入１００ｍＬｐＨ７．０的 ＣｚａｐｅｋＤｏｘ培养

液，用接种针挑取大蒜叶枯病菌菌饼４块，接种于三

角瓶中，分别置于１８，２０，２２，２４，２６，２８和３０℃恒温

箱中静止培养，每天早、晚人工各振荡１次，分别于

培养４，６，８，１０，１２，１４，１６，１８，２０和２２ｄ取样，每次

取３瓶，共３０瓶，每处理重复３次，制备大蒜叶枯病

菌培养液。

１．３．３　光照及振荡培养方式和产毒培养时间　在

２５０ｍＬ三角瓶中定量倒入ｌ００ｍＬｐＨ７．０的Ｃｚａ

ｐｅｋＤｏｘ培养液，用接种针挑取大蒜叶枯病菌菌饼４

块，接种于三角瓶中，置２４℃，连续黑暗（牛皮纸遮

光）静置（简称２４ＤＳ）、连续光照静置（简称２４ＬＳ）、

连续黑暗振荡（简称２４ＤＶ）、连续光照振荡（简称

２４ＬＶ）、每天１２ｈ光照１２ｈ黑暗振荡（简称１２Ｌ／

１２ＤＶ）、每天１２ｈ光照１２ｈ黑暗静置（简称１２Ｌ／

１２ＤＳ）条件下培养，分别于培养４，６，８，１０，１２，１４，

１６，１８，２０和２２ｄ取样，每次取３瓶，共３０瓶，每处

理重复３次，制备大蒜叶枯病菌培养液。

１．３．４　ｐＨ值　在２５０ｍＬ三角瓶中定量倒入１００

ｍＬｐＨ４．０，５．０，６．０，７．０，８．０，９．０和１０．０的Ｃｚａ

ｐｅｋＤｏｘ培养液，用接种针挑取大蒜叶枯病菌菌饼４

块，在２４℃恒温黑暗振荡培养，２０ｄ后制备大蒜叶

枯病菌培养液。

１．４　大蒜叶枯病菌粗毒素的制备及其毒性的生物

检测

１．４．１　病菌粗毒素的制备　将不同培养条件下获

得的大蒜叶枯病菌培养液，用８层灭菌滤纸滤去菌

丝体，滤液经４０００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，取上清液，

用０．４５μｍ滤器过滤得大蒜叶枯病菌粗毒素。

１．４．２　病菌粗毒素毒性的生物测定　采用种子发

芽法，以大葱种子发芽率判定毒素毒性（产量）。将

经表面消毒的大葱种子播种在直径９０ｍｍ的消毒

培养皿滤纸发芽床上，每皿５０粒种子，加入供试大

蒜叶枯病菌粗毒素６ｍＬ，２０℃条件下恒温保湿培

养５ｄ，重复４次，统计种子发芽情况，计算发芽率，

用Ｄｕｎｃａｎ’ｓ新复极差法进行数据差异显著性分析。
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２　结果与分析

２．１　大蒜叶枯病菌菌种的分离与纯化

从田间苍山大蒜叶枯病病叶上分离得到了大蒜

叶枯病菌菌株，其分生孢子形态见图１。经室内回

接鉴定，分离菌株可以引起苍山大蒜发生典型的叶

枯病症状。

２．２　不同培养基对大蒜叶枯病菌产生粗毒素毒性

的影响

从表１可以看出，在一定培养时间内，从Ｃｚａ

ｐｅｋＤｏｘ培养基中得到的大蒜叶枯病菌粗毒素对大

葱种子发芽的抑制作用最强，培养２０ｄ时，大葱种

子发芽率仅为１０．５％，而从ＰＳ、ＩＦｒｉｅｓ和ＩＲｉｃｈａｒｄ

培养基中得到的大蒜叶枯病菌粗毒素，对大葱种子

发芽的抑制作用稍弱，培养２０ｄ时的发芽率分别为

２７．０％，１８．５％和１５．５％。可见，ＣｚａｐｅｋＤｏｘ培养

基最适合大蒜叶枯病菌菌株的生长和毒素的产生。

图１　大蒜叶枯病菌的分生孢子

Ｆｉｇ．１　Ｃｏｎｉｄｉａｏｆ犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿狏犲狊犻犮犪狉犻狌犿

（Ｗａｌｌｒ）Ｓｉｍｍｏｎｓ

表１　不同培养基中大蒜叶枯病菌菌株产生的粗毒素对大葱种子发芽率的影响

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｕｄｅｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙ犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａｏｎＷｅｌｓｈ

ｏｎｉｏｎｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ％

培养时间／ｄ
Ｃｕｌｔｕｒｅｄｕｒａｔｉｏｎ

培养基Ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉａ

ＰＳ ＣｚａｐｅｋＤｏｘ ＩＲｉｃｈａｒｄ ＩＦｒｉｅｓ

４ ８８．５ａＡ ８０．０ｂＡ ８４．０ａｂＡ ８７．０ａｂＡ

６ ８２．５ａＡ ６９．０ｂＡ ７６．５ａｂＡ ８２．０ａＡ

８ ７６．５ａＡ ６２．０ｂＡ ６５．５ｂＡ ７２．０ａｂＡ

１０ ６８．０ａＡ ５３．５ｂＡ ５７．５ａｂＡ ６２．５ａｂＡ

１２ ５６．０ａＡ ４５．０ａＡ ４９．０ａＡ ５２．０ａＡ

１４ ４８．０ａＡ ３６．０ｂＡ ４２．５ａｂＡ ４３．５ａｂＡ

１６ ３６．５ａＡ ２２．０ｃＢ ２５．０ｂｃＡＢ ３１．５ａｂＡＢ

１８ ２６．５ａＡ １５．０ｂＢ １６．５ｂＡＢ ２１．０ａｂＡＢ

２０ ２７．０ａＡ １０．５ｃＢ １５．５ｂｃＢ １８．５ｂＡＢ

２２ ３８．５ａＡ １９．５ｂＢ ３１．５ａＡ ３５．５ａＡ

　　注：同一行数据后标不同小写字母表示差异显著（犘＜０．０５），标不同大写字母表示差异极显著（犘＜０．０１）。下表同。

Ｎｏｔｅ：Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｗｉｔｈｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｇｒｅａｔｌｙｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０１）．Ｔｈｅｆｏｌｌｏｗｉｎｇｔａｂｌｅｓａｒｅｔｈｅｓａｍｅ．

　　方差分析结果表明，在培养２０ｄ时，Ｃｚａｐｅｋ

Ｄｏｘ培养基上产生的大蒜叶枯病菌粗毒素对大葱种

子发芽率的影响与在ＩＦｒｉｅｓ培养基上达显著差异

（犘＜０．０５），与在ＰＳ培养基上达极显著差异（犘＜

０．０１），与在ＩＲｉｃｈａｒｄ培养基上差异不显著。

２．３　培养温度对大蒜叶枯病菌菌株产生粗毒素毒

性的影响

由表２可以看出，培养温度对大蒜叶枯病菌粗

毒素的毒性影响较大。在２４℃下培养，病菌产生粗

毒素的能力最强，表现为大葱种子发芽率普遍低于

其他各处理；在培养２０ｄ时，大葱种子发芽率降至

最小值（１０．０％），即病菌粗毒素的毒性最强，而在

１８，２０，２２，２６，２８和３０℃下培养，病菌产生粗毒素的

能力均较弱，在培养２０ｄ时，大葱种子的发芽率分别

为２８．５％，２４．５％，１４．０％，１９．５％，２６．０％和３９．５％。

方差分析结果表明，在培养２０ｄ时，２４℃下产

生的大蒜叶枯病菌粗毒素对大葱种子发芽率的影响

与在２６℃下达显著差异（犘＜０．０５）；与在１８，２０，２８

和３０℃下均达极显著差异（犘＜０．０１），与在２２℃

下差异不显著。

２．４　光照及振荡培养方式对大蒜叶枯病菌菌株产

生粗毒素毒性的影响

由表３可以看出，在３种不同光照条件下，振荡

（Ｖ）培养产生的大蒜叶枯病菌粗毒素对大葱种子发

芽的抑制作用均强于同种光照条件下静置（Ｓ）。可

见，振荡（Ｖ）有利于病菌的生长和产毒。在不同培
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养时期，２４ｈ黑暗（Ｄ）条件下产生的大蒜叶枯病菌

粗毒素对大葱种子发芽的抑制作用均强，而连续光

照（２４Ｌ）和光暗各１２ｈ（１２Ｌ／１２Ｄ）病菌产生的粗

毒素对大葱种子发芽的抑制作用均较弱。可见，光

照抑制大蒜叶枯病菌生长和产毒，黑暗则促进菌株

生长和产毒。

表２　不同温度下大蒜叶枯病菌菌株产生的粗毒素对大葱种子发芽率的影响

Ｔａｂｌｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｕｄｅｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙ犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓｏｎ

Ｗｅｌｓｈｏｎｉｏｎｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ％

培养时间／ｄ
Ｃｕｌｔｕｒｅｄｕｒａｔｉｏｎ

培养温度／℃ Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

１８ ２０ ２２ ２４ ２６ ２８ ３０

４ ９３．５ａＡ ８５．５ｂｃＡ ８１．５ｂｃＡ ８１．０ｃＡ ８１．５ｂｃＡ ８９．０ａｂｃＡ ９２．０ａｂＡ

６ ８７．５ａＡ ８０．０ｂｃＡＢ ７４．５ｂｃＡＢ ７１．０ｃＢ ８０．５ａｂｃＡＢ ８５．０ａｂＡＢ ８１．０ａｂｃＡＢ

８ ８０．０ａＡ ７４．０ｂＡＢ ６９．５ｂＡＢ ６５．０ｂＢ ７２．５ａｂＡＢ ７７．０ａＡＢ ７４．０ａｂＡＢ

１０ ７１．５ａＡ ６７．０ａＡＢ ５９．５ｂＡＢ ５４．０ｂＢ ６５．０ａｂＡＢ ６９．５ａＡＢ ６２．５ａｂＡＢ

１２ ６１．５ａｂＡＢ ５９．５ｂｃＡＢ ４９．５ｃｄＡＢ ４７．０ｄＢ ５１．５ｂｃｄＡＢ ６２．５ａＡ ５０．５ｃｄＡＢ

１４ ５２．０ａＡ ４４．０ｂＡ ３７．０ｂＡ ３７．０ｂＡ ４１．０ａｂＡ ４７．５ａｂＡ ４５．０ａｂＡ

１６ ４２．０ａｂＡＢ ３６．５ｂｃＡＢＣ ３０．０ｃｄＢＣ ２５．０ｄＣ ３３．５ｂｃｄＡＢＣ ３９．０ａｂｃＡＢ ４６．０ａＡ

１８ ３６．５ｂＡＢ ３０．５ｃＢＣ １７．５ｄｅＤ １６．０ｅＤ ２４．０ｄＣＤ ３３．０ｂＢＣ ４３．０ａＡ

２０ ２８．５ｂＢ ２４．５ｃＢＣ １４．０ｄｅＤ １０．０ｅＤ １９．５ｃｄＣＤ ２６．０ｂＢＣ ３９．５ａＡ

２２ ４５．５ｂＡＢ ３６．０ｃＢＣ ２２．０ｄＤ １９．５ｄＤ ２７．０ｄＣＤ ４２．５ｂｃＢ ５６．５ａＡ

　　由表３还可以看出，无论在何种培养方式下，均

在培养２０ｄ时毒性最强，对大葱种子发芽的抑制作

用最大，说明振荡培养２０ｄ左右是产毒培养较适宜

的培养方式和培养时间。

方差分析结果表明（表３），在培养２０ｄ时，２４ｈ

黑暗振荡培养条件下产生的大蒜叶枯病菌粗毒素，对

大葱种子发芽率的影响与在其他条件下均达极显著

差异（犘＜０．０１）。

表３　不同光照及振荡培养方式下大蒜叶枯病菌菌株产生的粗毒素对大葱种子发芽率的影响

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｕｄｅｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙ犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｉｇｈｔｅｎｉｎｇａｎｄｓｈａｋｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎｏｎ

Ｗｅｌｓｈｏｎｉｏｎｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ％

培养时间／ｄ
Ｃｕｌｔｕｒｅｄｕｒａｔｉｏｎ

培养条件Ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

１２Ｌ／１２ＤＳ ２４ＤＳ ２４ＬＳ ２４ＤＶ ２４ＬＶ １２Ｌ／１２ＤＶ

４ ８５．０ａＡ ８６．０ａＡ ９０．０ａＡ ８１．０ａＡ ８５．５ａＡ ８２．０ａＡ

６ ７６．０ｂｃｄＡＢ ８４．０ａｂＡ ８７．０ａＡ ７１．０ｄＢ ８０．０ａｂｃＡＢ ７２．５ｃｄＢ

８ ７３．０ａｂＡＢ ７６．０ｂＡＢ ７９．０ａＡ ６３．５ｃＢ ７４．０ｂＡＢ ６７．０ｂｃＡＢ

１０ ６３．０ａｂＡＢＣ ６７．０ａＡＢ ７０．０ａＡ ５３．５ｃＣ ６５．０ａｂＡＢＣ ５８．０ｂｃＢＣ

１２ ５４．０ａｂＡ ５７．０ａＡ ６０．０ａＡ ４７．０ｂＡ ５５．０ａｂＡ ５０．５ａｂＡ

１４ ４６．０ｂｃＡＢ ４９．０ａｂＡＢ ５４．０ａＡ ３６．５ｄＣ ４７．０ｂｃＡＢ ４１．０ｃｄＢＣ

１６ ３８．５ｂｃＡＢ ４４．０ａｂＡ ４７．０ａＡ ２５．５ｄＣ ４２．０ａｂＡＢ ３２．５ｃｄＢＣ

１８ ３１．０ａＡＢ ３４．０ａＡ ３７．０ａＡ １４．５ｂＣ ３２．０ａＡＢ ２１．５ｂＢＣ

２０ ２５．０ａＡＢ ２８．０ａＡ ３１．０ａＡ １０．５ｃＣ ２６．０ａＡＢ １９．０ｂＢ

２２ ３３．０ａＡＢ ３４．５ａＡＢ ３７．５ａＡ ２０．０ｃＣ ３１．５ａｂＡＢ ２６．５ｂＢＣ

２．５　产毒培养时间对大蒜叶枯病菌菌株产生粗毒

素毒性的影响

表１表明，除ＰＳ培养基在培养１８ｄ时大蒜叶

枯病菌产生的粗毒素毒性最强，大葱种子的发芽率

为２６．５％外，其他３种培养基都在培养２０ｄ时产生

的粗毒素毒性最强，其发芽率分别为 １０．５％，

１５．５％和１８．５％。由表２可以看出，在最佳培养基

ＣｚａｐｅｋＤｏｘ中，大蒜叶枯病菌均随培养时间延长，

产生粗毒素的能力增强，在培养２０ｄ时达到最大，

继续培养，毒性又减弱。由表３可以看出，在不同培

养方式下，培养２０ｄ时大蒜叶枯病菌产生的粗毒素

毒性最强，对大葱种子发芽的抑制作用最大。因此

认为，２０ｄ为大蒜叶枯病菌产毒培养的最佳时间。

２．６　ｐＨ值对大蒜叶枯病菌菌株产生粗毒素毒性

的影响

由图２可以看出，病菌培养液ｐＨ 值对大蒜叶

枯病菌粗毒素毒性影响很大。经过２４ｈ黑暗振荡

培养２０ｄ后，ｐＨ值为６．０和７．０的菌株产生的粗

毒素对大葱种子发芽的抑制作用最大，发芽率分别

为１３．０％和１０．５％；ｐＨ 值呈碱性或酸性均不利于

病菌产毒，培养液ｐＨ 值为４．０，５．０，８．０，９．０和

１０．０时，大葱种子的发芽率分别为２６．０％，２３．０％，

２５．０％，２９．０％和３１．５％。

方差分析结果表明，在培养基ｐＨ为６．０和７．０
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条件下，大蒜叶枯病菌产生的粗毒素对大葱种子发

芽的抑制作用均极显著（犘＜０．０１）大于其他各处

理，ｐＨ为５．０的种子发芽率显著（犘＜０．０５）低于

ｐＨ１０．０，而其他各处理间无显著差异（犘＞０．０１）。

因此，病菌产毒培养的适宜ｐＨ为６．０～７．０。

图２　不同ｐＨ培养液中大蒜叶枯病菌菌株产生的粗毒素

对大葱种子发芽率的影响

Ｆｉｇ．２　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｃｒｕｄｅｔｏｘｉｎｐｒｏｄｕｃｅｄｂｙ犛狋犲犿狆犺狔犾犻狌犿

狏犲狊犻犮犪狉犻狌犿 （Ｗａｌｌｒ）犛犻犿犿狅狀狊ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｐＨｖａｌｕｅ

ｏｎＷｅｌｓｈｏｎｉｏｎｓｅｅｄｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

３　讨　论

病原菌在人工培养基中的产毒量直接受培养基

成分和外界环境条件的影响。培养基成分直接影响

病菌的产毒量，如ＰＳＣ培养液适宜大豆根腐病菌产

毒［５］；水稻纹枯病菌以改良Ｒｉｃｈａｒｄ培养基产生毒

素最多［６］；Ｍｉｌｌｅｒ
［７］研究表明，禾谷镰刀菌可以在

Ｍｙｒｏｔｔ和 Ｍｏｓｓ液体培养基中产生脱氧雪腐镰刀菌

烯醇（ＤＯＮ）毒素，而在马铃薯液体培养基中不产生

ＤＯＮ毒素。环境条件也会影响病原菌的产毒量。

研究表明，适宜马铃薯晚疫病菌粗毒素培养的温度

为２０～２２℃，ｐＨ为６．０～７．０，黑暗条件下振荡培

养，在此条件下产生的粗毒素毒性最强，可强烈抑制

番茄种子发芽［８９］；童蕴慧等［１０］研究发现，不同培养

条件下产生的病菌粗毒素毒性有较大差异；吴蔼民

等［１１］报道，不同培养条件下生长的棉花黄萎病菌毒

素产量相差很大，培养８ｄ的产毒量仅为培养１４ｄ

的１／３。可见，适宜的培养条件对毒素高产有很大

作用。

本研究从田间发病的苍山大蒜叶片病斑上分离

出大蒜叶枯病菌，回接鉴定表明病菌具有正常的致

病性，症状典型，并且可产生有致病力的粗毒素。用

大葱种子发芽生物检测表明，大蒜叶枯病菌的最佳

产毒培养基为ＣｚａｐｅｋＤｏｘ液体培养基，培养温度为

２４℃，培养基ｐＨ值为６．０～７．０，在黑暗条件下连

续振荡培养２０ｄ时产生粗毒素的毒性最强。
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