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摘 要

选择镰 刀 菌用驹 田 或植选 1 号培养基
,

在米饭培养基上划分镰刀 菌种 群
,

用试管法或盆栽作致病性测定
, 以 检刚土壤中棉花枯姜病致病菌

。

试验结果表

明
,

该致病菌主要在扔油 色
、

淡青莲及深紫色菌群中
,

分别占21
.

2 %
, 1 1

.

5%
,

4
.

5%
。

陕 西杨陵 ( 1 9 8 5 ) 棉枯姜病病圆 ( 发病株率 85 % 以 上 )
,

播种前10 公 分 土

层内每克干土含菌量为 2 2 3 6~ 2 5 7 6个菌落
。

使用这一定量检刚程序比单独使用

选择性培养基提 高了精确度
,

方 法 简便易行
。

关键词 棉花枯萎病菌
; 定量检测 ; 选择性培养基

; 致病性试验

国内外在使用选择性培养基从
一

上壤中分离镰刀菌方面进 行 了 大 量 工 作
。

.aP p va i -

Z a S 〔` 。 ’ 提出了改订式五氯硝基苯琼脂培养基及 v 一 8 菜汁葡萄糖酵母 膏琼脂 ( v D Y A )

培养基
; 日本测量土壤内尖抱镰刀菌低密度接种体

,

采用驹田氏培养基
〔了 ’ ,

在培 养 基

组合成分上
,

除考虑对 目的物提高选择性
,

增加对杂菌的抑制性外
,

还注意到色素的产

生以利选择识别 ; 籍秀琴等 【” 改订N a 弓h 和 Sny d
e r的五氯硝基苯凉脂培养基建 立植 选 1号

培养基
,

用于棉籽上常见镰刀菌种的分离鉴定工作
;
刘西钊

〔 3 〕用 P ar k培养基测定 土 壤

中棉枯萎菌的含量及其分布
,

研究病菌的消长规律
;
戴丽莉等 “ 二研究土壤中尖 抱 镰刀

菌的存在状态
,

改 良P ar k培养基
,

认为用山梨糖代替半孔槽并加入五氯酚钠可抑制木霉

菌及其他青霉和曲霉菌
; 顾本康等

〔 6 ’ 改订 日本驹田氏培养基
,

建立了 46 号培养基
。

用上述各种培养基检测镰刀菌
,

依靠皿内菌落形态特征及颜色反应进行种的分辨实

有困难
。

因目前 已证明能引致棉花枯萎病的镰刀菌除尖抱镰刀菌萎蔫专化型 ( F u : 。 : iu 。

。 x 脚 oP ur 附 f
.

￡力
.

撇
: `。 f

` “ 栩。 nS y ale
犷 . o t H an 貂

n .

) 外
,

还有其它的种
; 尖 袍 镰

刀菌有很多专化型
,

检出的尖抱镰刀菌不能直接认定为棉花枯萎病菌
,

因而由平板计数

的精确度必然很差
。

改进完善土壤中棉花拈萎病致病菌定量俭测的方法是本文探索研究

的目的
。

本文于 19 8 6年 1月 2 9 日收到
。
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州史 棉花枯萎病致病菌定量检测的研究

材 料 与 方 法

以陕西杨陵棉枯萎病圃棉臼土为俭测土样
,

用过筛 ( 80 目 ) 灭菌土稀释风 干 病 圃 土

样
,

作成 10
一 ’

一 10
一 ’

4 个稀释度
。

每一稀释度重复 5 皿
,

每皿。
.

1克土样
。

风干 土 样 计

测水分含量装瓶置冰箱 保存
。

选择性培养基
:

在驹田
、

植选 1 号
、

P盯 k
, P S A

,

土壤浸液琼脂
、

淀粉琼脂及山梨

糖蛋 白陈琼脂培养基中选出
。

根据病上 4 级稀释
,

25
尸

C 暗培养 3 日后移入 2 2
O

C下光照 4

天 ( 每天 1 2小时 ) 培养性状
,

抑制土壤杂菌的能力
,

抗琼脂限化
,

选择镰刀菌及对菌落

局限作用等
,

综合性状择优选择
。

鉴别性培养基
:

采用拉依洛 〔 ” 研究镰刀菌属分类用的米饭培养基
。

任 22 ℃培 养 10

一 15 天
,

待菌落颜色稳定后
,

对土壤中选择的真菌进行归类
。

致病性试验
:

定性测定用各类群代表菌株
,

定量测定用单菌落培养物
,

正米饭管内加

灭菌土种棉花直接检测
,

盆栽测定用的被检菌株要在麦数稻糠固体 盛质上扩大繁殖后使

用
。

测示棉种用感病鲁棉 1 号
。

棉籽经硫酸脱绒 “ 4 0 2), 热药浪处理少仁催芽点播
。

根 据

典型症状求枯萎致病菌所占比例
。

土壤相对 含菌量测定
:

用松林土 厂̀ : ’ 对检测的
一

病土作等组稀释处理
,

在温室条件种

植感病品利
一

测定土壤中病原菌的初始菌量与发病的相关性
。

结 果

( 一 ) 培养基综合性状

综合性状比较以驹田培养基的选择性最佳
,

常态培养抑制土壤杂菌能力强 ; 植选 l

号在厌气条 件下 使用能提高选择作用
,

虽然还有 4
.

5 5% 的木霉
、

青霉
、

曲霉菌 以及 10 %

平板面积 为细菌污染
,

但不影响对掀刀菌 的选择
,

菌落局限性好便于计数
,

培养基组分

容易购置
。

P a r l: 培养 基的选择 医亦好
,

杂菌出现牢占1 0
.

9 %
,

主要缺点是菌 落 局 限 性

差
,

菌落重叠影响计数
。
P S A 无抑制杂菌 能力

,

平皿全受细菌污染
,

基质俗化下塌 并产

生恶臭气味
,

真菌生长呈现片状茵丛
。

培养基选择 以驹田及植选 l 号符合试验要求
。

( 二 ) 土样分离法改进

采用土粒法 〔 」分离
,

先将土样均 匀分散于皿底
,

再覆盖
`

12 ℃培养摧 ( 用恒温 水 浴

控制 )
,

使被俭菌由菌 丝穿过培养基形成菌落
,

因而平皿清晰
,

污染少
,

易作孤立菌落

的挑取转移工作
。

常规平板涂抹丧 }亚氢落生
一

长决
:

细菌污染严重
。

在值选 l 号
_

匕式验
,

土粒法比平板稀释涂抹选择的菌落量增 及
。

前人研究表明
,

尖抱镰刀菌及多种镰刀菌能忍受 C 0
2

的较高浓度
,

厌 气培 养能 仰制

杂菌提高选择效果
。

用棉花枯姜菌 白色
、

紫色
、

F , 。 _ ,

菌系
、

茄
一

商镰刀菌 ( F
.

5 。 l: 心 ) 及
、

串珠镰刀菌 ( F
.

二 。币 il f or 阴。 ) 进行试验
,

厌 气处理使菌落生
一

民均受到限制
。

枯萎 菌

、
在植选 1 号上比其在自然对照 P D A 上菌落直径局限缩小刊%

。

土拉法分离与植选 1 号厌

气培养组合应用
,

改进了土样分离方法
。

钻 : ( 弃 ) 土样检侧及菌群
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土样检侧以 10
一 2

稀释度菌落数适 中
,

3 日暗培养后统计菌落数
,

驹田及植选 1 号培

养平均每皿分别有菌落 2 5
.

8及 29
.

0个
。

米饭培养基对选择的土壤真菌
,

分色鉴别效果明显
。

将皿内分散菌落转接于米饭管

比色归类
,

获得镰刀菌和相似种群的菌落颜色表现为奶油色
、

淡青莲
、

紫红
、

深紫
、

山

鸡褐
、

古铜褐
、

迎春黄及凋叶棕 ( 表 1 )
。

由驹田培养基选出的 79 株菌落分 色出现奶油

色
、

淡青莲及深紫色菌系分别 占3 4
。

1 7%
、
1 7

.

72 %及 8
。

85 % , 由植选 1号基质上选 出的

103 株菌落
,

上述菌系出现率依次为29
.

12 %
、

14
.

47 %
、 4

.

85 %
。

表 1 从病土 10
一 ’

稀释度中分离出的各类菌群

选选择性性 分离离 总菌菌 米饭饭 各 类 菌 在 米 饭 培 养 基 上 颜 色色

培培养基基 日期期 落数数 管数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数数 白白白白白白色…
奶油
{
淡青莲…

深紫…紫
红

}
山鸡褐…古

铜褐
{
迎春黄
{
凋叶棕棕

驹驹驹 3
.

1 8

}
3。。 2 555 。

{
6

{
5

{
666 4

{
2

}
。

}
。

}
222

田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田田

33333
·

2 7

{
“
}
1 555 。

}
7

}
2

{
。。 1

}
1

!
3

…
。

}
111

`̀̀
·

1 3

}
1 3

!
1 2

}
。

!
3

!
3

{
。。 。

{
。

}
6

{
。

}
。。

44444
。

1 555 “
{
2 7

}
。

}
1 1

1
4

{
1

」
。

】
5

{
。

{
。

{
666

刃刃刃刃 `。3

{
7 9

…
。

!
2 7

…
1`

…
7

}
5

…
8

…
999 。

}
999

又又又
{
2 5

·

7 5

}
1 9

·

7 5

}
。

}
6

·

7 5

{
3

·

5。。 1
·

7 5

{
1

·

2 5

{
,

·

。。。 2
。

2 555 。

…
2

·

2 555

植植植 3
·

` 8

1
3。

」
3。。 555 666 999 1

1
。。 555 000 222 222

选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选选

号号号 3
。

2 777 3`

…
2 222 000 888 6

…
2

…
。。 2

1
。

…
.

。。 444

44444
。

1 333 3`

}
, 3

}
,, 1 OOO 3

{
。

{
。。 000 , 6

{
。。 333

44444
。

1555 ` 8

{
` 8

{
lll 6

{
。

{
2

{
。。 666 。

{
.

。。 333

`̀̀

}
“ 6

…
1” 3

{
7

)
3 0

1
1 8

{
555 。

…
` 3

一

…
` 666 222 1 222

面面面
{
2 0

.

叫
2 5

.

7 5

卜
·

7 5

】
7

·

5 0

卜
5”

卜
·

2 555 。

】
3

·

2 5

】
`

·

。。。 ”
·

5”

{
3

·

0〔〔

注 , 采样 日期 19 8 5
,
3
,

14 , 病圃土
,

每次分离 5个重复
。

凋叶棕
、

迎春黄为不产抱菌群
,

用麦粒培养诱发有性子实体未获成功
。

山鸡褐类群

主要为木贼镰刀菌 ( F
.

qe 耐 se lt’ )
。

白色致密菌系菌丝无隔
,

以及少数黑色
、

灰色及绿

色菌 株系非镰刀菌种
。

( 四 ) 致病性试验

定性测定 9 个分离菌群
,

两次接菌量分别为盆土重的 1
.

2%和 5 %
。

试 验 结 果 表

明
,

棉枯萎病致病菌存在于奶油色
、

淡青莲
、

紫红及深紫菌群中
。

5 %接菌量古铜褐菌

群于棉株 5 叶期出现了 l 株病株
。

用试管法定量检测病土中各色镰刀菌群的致姜性
, 7 群共 32 4管菌株中有 4 个 类 型

t
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共 5 1管菌株发病
。

奶汕
、

淡青莲
、

粉红及深紫菌群中棉枯姜致病菌分别占 0 1
.

2%
、

1 1
.

5%
、

4
.

3%及 2
.

9%
。

用盆栽重复检测 4个菌群包括对照组共 163管
,

奶油色
、

深紫菌 株 中致

病菌 占 2 1
.

2% 及 4
.

5%
。

参试其性菌群凋叶棕
、

山鸡褐
、

古铜褐
、

紫红等不能致病
。

( 五 ) 相对定蚤值计算

根据实验数据
,

以致病性稳定菌群灼高限致病率
,

用下列
一

二式可分别求出驹 田及植

选 1 号基质选择分离的棉枯姜致病菌的土壤含菌量
。

F v ( f
.

) = 刀
’

( N
.

C i
.

C
,
i

N =
a 义 b

d
( 2

式中 F v( f
.

)

— 棉枯萎致病菌菌落数 ( 干土 / 克 ) ;

N

-
每克干土真菌菌落数

,

驹田 26 6 09
.

48
,

植选 2 9 9 6 7
.

9 6 ;

。

— 每皿菌落数 ( 0
.

1克土样 )
,

驹田 2 5
.

7 5 ,

植选 29
.

仍

b

—
土样稀释倍数 1 0

一 2 ;

d

—
干土% ( 土样含水量 3

.

23 % ) ;

C
, .

C
产 :

一
奶油色菌群中致病菌比例 ( % ) ;

驹田 3 4
.

17 Q石 x 2 1
.

2%

植选 2 5
.

8 6% x 2 1
·

2%

C
: ·

C,
2

— 淡青莲菌群中致病菌比例 ( % ) ;

马句田 1 7
.

7 2% 火 1 1
.

5%

植选 15
.

5 1% 火 1 1
.

5%

C
3 ·

C,
。

— 深紫菌群中致病菌 ( % ) ;

驹田 8
.

8 5% x 4
.

5%

植选 4
.

3 1% x 4
.

5%
。

计算结果
: 用驹田培养基选择分离得到的棉枯萎病致病菌每克干土含菌 量 2 5 7 5

.

8 2

个菌落
,

植选 1 号培养基分离出 2 2 3 5
.

5 8个菌落
,

相对定量值二者相差 34 0个
。

( 六 ) 棉枯萎病土壤初始菌量与发病关系

播种前期 ( 3 月 20 日 )
,

从病圃取土样用松林土作稀释处理
。

在温室条件种植感病

品种鲁棉 l 号
。

从发病始 日起每 3 日记载 1 次病情
。

试验结果 ( 表 2 ) 表明
,

在变温正

常发病条件下
,

土壤中棉枯萎菌的初始菌量与发病的关 系为未稀释病土
,

每克干土含菌

量相当于 2
.

5 又 10
3

水平时
,

发病期短
,

出苗至显症 22 天
, !丙势发展较快

。

当病土作 1 0
一 `

稀释时
,

发病期延迟 6 一 7 天
,

出苗至发病需要 28 一 29 天
。

病土稀释至 10
一 ’

时
,

发病期

推迟 12 ~ 13 天
,

从出苗至发病经约 34 一 35 天
,

病势发展缓慢
。

当病土稀释至 1 0
一 3

及 1 。
一 `

级浓度
,

相当于有接种体含菌量在 2
.

5个水准下
,

则不再表现症状
。

据此推论
,

棉 枯 萎

病发生是土壤中枯萎菌群体作用的结果
,

当菌量减少到一定限量时便失去群体 致 病 效

应
,

一

土壤含菌量是病害消长制约因素之一
。

根据发病期的长短及病势速率发展快慢可指

示估测土堆中的初始菌量相对值
。
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表 2棉枯萎病菌土壤初蛤菌纽与发病的关系

1 5卷

呷烹具期 }
、

.

2。

{
4

.

2 9

{
。

.

2

{
。

.

5

{
。

.

8

!
5

.

1 1

}
5

.

14

{
5

.

17

!
。

.

2。 ,5
.

2 3

)
5

.

2 6

}
5

.

2 9

}
一

-

立兰兰立一一旦 - 一卫
一

一卫一土 且
~

一上口 一一一 匕一卫一土一匕一上
一

一互望遗竺一巴竖王二瞥…且
~

-
~

吕兰妙一 {
一资草裂生世鬓
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病土 10
一 3, 10 ` 稀释度及灭菌土对照不发病

。

讨 论

1
.

用驹田或植选 1 号培养基
,

后者厌气培养能抑制土壤中多种杂菌的生长
,

对镰

刀菌有较好选择作用
。

经 3 日暗培养并 4 日光照处理形成的菌落
,

不能直接分辨出棉花

枯萎菌
。

呈现紫色素的菌落并不一定就是枯萎病菌
。

光照产抱显色为不必要环节
,

暗培

养后可直接将选择的菌 株转入米饭培养管
。

2
.

用米饭培养基于土壤中常见镰刀菌种分色归类是适用的
。

拉依洛
〔 ` ’ 指 出

,

尖

抱镰刀菌 包括棉枯萎病菌其菌落色级在 白色
、

红色及紫色范围内是正确的
,

但在这样色

级内还存有尖抱镰刀菌 以外的其他镰刀菌种
,

在米饭基质上比色后仍不能鉴定出棉枯萎

致病菌
。

致病试验明确了在奶油色
、

淡青莲及深紫菌群中棉枯萎致病菌仅占一定比例
。

检测棉枯萎致病菌在无准确简便手段之前
,

重视致病性生物测定关键环节尤为童要
,

缺

少这一步骤
,

若单纯按菌群色级来推断棉枯萎菌的存在
,

必然作出错误的结论
。

3
.

综合前人研究成果并通过试验而建立的棉枯萎病菌检测程序
,

是土壤带菌定量

检测比较实用的方法
。

不作菌种形态镜检
,

克服了工作难度并减少了工作量
。

检测精度比

单独使用选择性培养基高
。

陕西杨陵病圃棉枯萎菌含菌量 2 2 3 6 ~ 2 5 7 6个菌落 (干土 / 克 )
,

低于有关报告而更接近实际 , 这样的菌量水平已能满足抗萎品种鉴定选择的需要
。

4
.

病土作等级稀释
,

用感病品种测定
,

其结果发病期随稀释度加大而有规律的推

迟
,

病情有规律的下降
。

说明土壤中的初始菌量是影响病情轻重的重要因素
。

依试验数

据作 出病情曲线对指示大田病土中棉枯萎菌的相对含量有实际参考价值
。

5
.

通常认为棉枯萎病菌为土壤习居菌
,

但其在土壤残体中的定殖存活率远比离体

存活于土壤中高
。

M eM u l l e n ( 1 9 8 3 ) 报告
,

从土壤中分 离 F u s a r i u m s p p
。

用 M a r t i n 培

养基碎片技术 的获得率最 高
。

因此
,

从病残体中检测病菌与本试验结果比较是必要的工

作
,
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