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大蒜紫斑病菌产毒培养条件的筛选
3

沈永杰 , 程智慧 , 张志强
(西北农林科技大学 园艺学院 , 陕西 杨凌 712100)

[摘　要 ]　为了研究大蒜紫斑病菌培养的最佳产毒条件 ,从具有典型病斑的发病大蒜叶片上分离得到大蒜紫斑

病菌 ,对该病菌的产毒培养条件进行了研究。结果表明 ,最佳病毒条件为 :培养基为改良 Fries培养基 ,培养温度为 26

℃,培养基 p H值为 7 ,培养时间为 6 h ,培养方式为连续 24 h黑暗 +振荡培养。同时试验选择山东章丘大葱种子 ,以

种子发芽抑制法对粗毒素进行生物检测 ,表明培养得到的粗毒素具有一定的毒性。
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Screen of the culture condition for production of phytotoxin
by garlic violet leaf spot
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Abstract : In order to research the optimum conditions of toxin production by garlic violet leaf spot ,t he

germ was isolated f rom pat hogenic and typical spot s of garlic leaves. The condition of p hytotoxin2producity

capability was st udied. Result s showed t hat t he optimal condition for p roducing p hytotoxin was improved

as : Fried liquid medium ,26 ℃,p H 7 ,cult ured period 7d ,continual 24 h dark and shaking. Shallot seed ger2
mination was selected to test t he toxicity of crude toxin ,which showed t hat t he cult ured crude toxin had

definite toxicity.
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　　大蒜紫斑病是真菌性病害 ,其病原为葱链格孢

( A L ternari a porri ( ELLiot t ) Cif . ) ,异名为 M ac2
ris pori rm porri ELLis ,属半知菌亚门链格孢属[1 ] ,

是葱蒜类蔬菜的主要病害之一 ,在陕西省及其他各

省均有不同程度的发生 ,并造成一定的经济损失。

病菌在感染大蒜的过程中会产生毒素 ,致使受感染

的大蒜叶片出现紫黑色霉状物 ,且病斑多具同心轮

纹。一般而言 ,病原真菌在寄主体外产生毒素的量

与培养条件关系密切[2 ]。

目前 ,化学药物防治大蒜紫斑病虽然有一定的

作用 ,但是由于部分残毒滞留在大蒜产品中 ,而且污

染环境 ,影响人类身体健康 ,故存在严重弊端。因

此 ,采用抗病育种方法显得尤为重要。国内外的许

多抗病育种方法 ,是采用体细胞无性系变异进行育

种。在育种过程中 ,首先要筛选出病菌的产毒条件。

然而对于大蒜和葱类作物紫斑病菌产毒条件的系统

研究 ,迄今在国内外尚未见报道。本试验在分离大

蒜紫斑病菌的基础上 ,研究大蒜紫斑病菌的产毒培
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养条件 ,建立病菌粗毒素毒性生物检测技术 ,以期为

大蒜抗紫斑病离体细胞筛选育种奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

供试菌种 :大蒜紫斑病菌菌种从具有典型紫斑

病发病植株上的病斑分离纯化而来 ,由本实验室保

存。

生物测定材料 :山东章丘大葱种子 ,由陕西杨凌

农城种业提供。

1. 2　常规条件下大葱种子发芽曲线的测定

将经表面消毒的大葱种子 ,播种于直径 90 mm

放有滤纸的消毒培养皿中 ,每皿 50粒 ,重复 3次 ,加

入 7. 5 mL 无菌水 ,于 20 ℃、黑暗条件下恒温保湿

培养 ,每天统计发芽数 ,计算发芽率。以发芽种子胚

根长超过种子直径计为发芽[ 3 ]。

1. 3　大蒜紫斑病菌产毒培养条件的筛选

1. 3. 1　产毒培养基和产毒培养时间的筛选　试验

设计以下 4种培养基 :

(1)改良 Fries 培养基 ( Improved2Fries Medi2
um) :蔗糖 30 g ,酒石酸铵 5 g ,N H4 NO3 1 g ,MgSO4

0. 5 g ,NaCl 0. 5 g ,结晶 CaCl2 0. 1 g ,酵母膏 0. 5 g ,

蒸馏水 1 L ,调 p H值至 7. 0。

(2) PSK培养基 ( PS K Medium) :马铃薯 200 g ,

蔗糖 30 g , K2 HPO4 1 g ,加蒸馏水至 1 L。

(3)查彼克培养基 (Czapek2Dox Medium) :蔗糖 30

g ,NaNO3 2 g , K2 HPO4 1 g , MgSO4 ·7 H2 O 0. 5 g ,

KCl 0. 5 g ,FeSO4 0. 01 g ,蒸馏水 1 L ,调 p H值至7. 0。

(4)改良理查德培养基 ( Improved2Richard Me2
dium) : KNO3 10 g , KH2 PO4 5 g ,MgSO4 2. 5 g , Fe2
SO4 0. 02 g ,蒸馏水 1 L ,调 p H值至 7. 0。

分别在 4个 500 mL三角瓶中倒入 300 mL 上述

4种培养基 ,然后取一定大小的大蒜紫斑病菌菌丝块 ,

接种于各液体培养基中 ,每瓶接种 2 块 ,在黑暗、26

℃、110 r/ min条件下振荡培养。培养时间共设 10个

处理 ,即分别于培养 2 ,4 ,6 ,8 ,10 ,12 ,14 ,16 ,18和 20 d

取样 ,每次取 3瓶 ,制备大蒜紫斑病无菌滤液及粗毒

素[4 ]。

1. 3. 2　产毒培养温度的筛选　取 1. 3. 1 中筛选出

p H为 7. 0 的 300 mL 培养基倒入 500 mL 三角瓶

中 ,取一定大小的大蒜紫斑病菌菌丝块 ,接种于此培

养基 ,每瓶接种 2 块 ,在黑暗、110 r/ min 条件下培

养。培养温度设 18 ,20 ,22 ,24 ,26 ,28 和 30 ℃共 7

个处理 ,按 1. 3. 1中筛选出的时间培养后取样 ,每处

理取 3瓶 ,制备大蒜紫斑病无菌滤液及粗毒素。

1. 3. 3　光照及振荡培养条件的筛选 　取 1. 3. 1 中

筛选出 p H 为 7. 0 的 300 mL 培养基倒入 500 mL

三角瓶中 ,取一定大小的大蒜紫斑病菌菌丝块 ,接种

于此培养基中 ,每瓶接种 2块 ,在 1. 3. 2中筛选时的

适宜温度条件下培养。共设 5种光照和振荡培养方

式 : ( 1) 12 h 光照/ 12 h 黑暗 + 振荡 (简称 12L/

12D + V ) ; (2) 12 h 光照/ 12 h 黑暗 + 静置 (简称

12L/ 12D + S) ; (3) 24 h光照 +静置 (简称 24L + S) ;

(4) 24 h黑暗 +振荡 (简称 24D + V) ; (5) 24 h 黑暗

+静置 (简称 24D + S) 。按 1. 3. 1 中筛选出的时间

培养后取样 ,每处理取 3瓶 ,制备大蒜紫斑病无菌滤

液及粗毒素。

1. 3. 4　适宜培养基 p H 值的筛选 　取 1. 3. 1 中筛

选 300 mL 培养基倒入 500 mL 三角瓶中 ,取一定大

小的大蒜紫斑病菌菌丝块 ,接种于此培养基 ,每瓶接

种 2块 ,培养基 p H值分别设 3 ,4 ,5 ,6 ,7 ,8 ,9 ,10 ,11

和 12共 10个处理 ,在 1. 3. 2中筛选时的适宜温度、

1. 3. 3中筛选时的最佳光照及振荡条件下 ,按 1. 3. 1

中筛选出的时间培养后取样 ,每处理取 3瓶 ,制备大

蒜紫斑病无菌滤液及粗毒素。

1. 4　无菌滤液与粗毒素的制备及其生物检测方法

1. 4. 1 　无菌滤液的制备 　将大标紫斑病菌在 1. 3

中筛选出的病菌产毒最佳条件下培养后 ,用 8层纱

布过滤 ,将滤液用滤纸抽滤 ,得到无菌滤液。

1. 4. 2　粗毒素的制备　将无菌滤液于 4 000 r/ min

离心 10 min ,上清液经 0. 45μm的滤膜过滤 ,得到

病菌粗毒素。

1. 4. 3　生物检测方法 　采用种子发芽抑制法检测

病菌粗毒素的毒性[5 ]。具体方法为 :将经表面消毒

的大葱种子播种在直径 90 mm放有滤纸的消毒培

养皿中 ,每皿 50粒 ,3次重复 ,每皿加入供试病菌粗

毒素 7. 5 mL ,20 ℃、黑暗条件下恒温保湿培养一定

时间 (以常规条件下大葱种子发芽曲线测定筛选的

适宜发芽时间为标准) ,统计种子发芽情况 ,计算发

芽率。发芽标准同 1. 2。以无菌水作为对照 (C K) 。

1. 5　数据处理

试验数据采用方差分析和 Duncan新复极差法

进行统计分析。

2　结果与分析

2. 1　大葱种子在常规条件下的发芽曲线测定

从图 1可以看出 ,章丘大葱种子在无菌水处理

下 ,发芽率逐渐增高 ,从第 1 天的 0. 4 %上升到第 5
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天的 90. 9 %。但是 ,从第 5 天开始 ,发芽率不再提

高 ,一直维持在 90. 9 %。故在进行粗毒素的种子发

芽抑制试验中 ,发芽时间确定为 5 d。

图 1　大葱种子在常规条件下的发芽曲线

Fig. 1　Welsh onion seed germination under the

conventional condition

2. 2　产毒培养基和产毒培养时间对大蒜紫斑病菌

粗毒素量的影响

试验观察表明 ,大蒜紫斑病菌在 4种培养基中

均能生长 ,但是外部形态不同。在改良 Fries 培养

基上大蒜紫斑病菌呈刺球状 ,而在其他 3 个培养基

上则均呈圆球形。

从表 1可以看出 ,大蒜紫斑病菌在改良 Fries培

养基中培养 6 d 产毒量最多 ,致使大葱种子发芽率

最低 ,仅为 6. 0 % ,而在 PS K培养基、查彼克培养

基、改良理查德培养基中培养 6 d的产毒量均较少 ,

大葱种子发芽率分别为 50. 0 % ,50. 0 %和 43. 3 %。

此外 ,PS K培养基、查彼克培养基、改良理查德培养

基产毒高峰时间也比改良 Fries 出现得迟 ,分别在

培养 8 ,8 和 16 d ,此时大葱种子的发芽率分别为

31. 3 % ,22. 7 %和30. 0 %。在相同培养时间下 ,改良

Fries培养基上产生的毒素 ,使大葱种子的发芽率基

本显著 ( P < 0 . 05)或极显著 ( P < 0 . 01)低于其他的

培养基。从产毒趋势上也可以看出 ,在培养时间相

同时 ,4种培养基中以改良 Fries 培养基产毒量最

多。可见 ,改良 Fries 培养基是最适合大蒜紫斑病

菌产毒的培养基 ,产毒量最多的培养时间是 6 d ,此

时毒力最强。

表 1　大蒜紫斑病菌在不同培养基上经不同时间培养产生的粗毒素对大葱种子发芽率的影响

Table 1　Effect of crude toxin by pathogen in different culture media and shaking time on the number

of Welsh onion seed germination

培养时间/ d
Culture time

发芽率/ %　Germination rate

PSK培养基
PSK medium

查彼克培养基
Czapek2Dox medium

改良 Fries培养基
Improved2Fries medium

改良理查德培养基
Improved2Richard medium

2 72. 0±2. 0 aA 65. 3±3. 1 bA 46. 0±2. 0 dC 54. 7±1. 2 cB

4 65. 3±3. 1 aA 60. 7±1. 2 aA 34. 0±5. 3 cC 46. 0±2. 0 bB

6 50. 0±3. 5 aA 50. 0±2. 0 aA 6. 0±2. 0 bB 43. 3±5. 8 aA

8 31. 3±1. 2 bB 22. 7±1. 2 cC 11. 3±1. 2 dD 35. 3±1. 2 aA

10 38. 7±3. 1 aA 26. 0±2. 0 cB 14. 7±3. 1 dC 32. 7±1. 2 bAB

12 40. 0±4. 0 aA 30. 0±2. 0 cC 20. 0±2. 0 cC 32. 0±2. 0 bB

14 46. 0±5. 3 aA 36. 7±3. 1 bB 24. 7±1. 2 dBC 30. 7±1. 2 cC

16 47. 3±4. 2 aA 39. 3±2. 3 bAB 28. 7±6. 2 cC 30. 0±4. 0 cBC

18 50. 0±2. 0 aA 43. 3±1. 2 bB 31. 3±1. 2 dD 37. 3±1. 2 cC

20 56. 7±1. 2 aA 47. 3±1. 2 bB 34. 0±2. 0 dD 42. 0±2. 0 cC

　　注 :同行数据后标不同小写字母者表示差异显著性 ( P < 0 . 05) ,标不同大写字母者表示差异极显著 ( P < 0 . 01) ,标相同字母者表示差异不

显著 ( P > 0 . 05) 。

Note :Different capital letters represent very significant difference ( P < 0 . 01) ; different small letters represent significant difference ( P <

0 . 05) . The same letter means no significant difference ( P > 0 . 05) .

2. 3　培养温度对大蒜紫斑病菌粗毒素量的影响

从表 2可以看出 ,不同培养温度下大蒜紫斑病

菌产毒量差异很大。在 26 ℃培养条件下大蒜紫斑

病菌产毒量最多 ,培养 6 d时 ,生物检测大葱种子的

发芽率最低 ,仅为 8. 0 % ;而在 24 ℃和 28 ℃培养条

件下大蒜紫斑病菌产毒量比 26 ℃培养条件下稍低 ,

大葱种子的发芽率分别为 8. 5 %和 9. 5 % ;在 18 ,

20 ,22 和 30 ℃培养条件下大蒜紫斑病菌产毒量均

极显著 ( P < 0 . 01)低于 26 ℃,培养 6 d时 ,大葱种子

的发芽率分别为 13. 0 % ,12. 0 % ,11. 1 %和 14. 5 %。

在大蒜紫斑病菌产毒量最多的温度 (26 ℃)下 ,大葱

种子发芽率与在 24 和 28 ℃差异不显著 ( P <

0 . 05) 。在各培养温度下大蒜紫斑病菌产生的毒素使

大葱种子的发芽率均比在常规条件下 (90. 9 %)低。

由此可见 ,适宜大蒜紫斑病菌产毒的培养温度为

24～28 ℃,其中在 26 ℃下产毒量最多 ,毒力最强。
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表 2　不同培养温度下大蒜紫斑病菌产生的粗毒素对

大葱种子发芽率的影响

Table 2　Effect of crude toxin by pathogen at different

temperatures on the number of Welsh onion seed germination

温度/ ℃
Temperatures

发芽率/ %
Germination rate

差异性测验
Significant test

ɑ= 0. 05 ɑ= 0. 01

18 13. 0±1. 2 ab AB

20 12. 0±1. 6 abc ABC
22 11. 1±1. 2 bcd ABCD
24 8. 5±1. 9 de DE
26 8. 0±1. 6 e E
28 9. 5±1. 9 cde BCD

30 14. 5±2. 5 a A

2. 4　光照和振荡培养条件对大蒜紫斑病菌粗毒素

量的影响

由图 2可见 ,在 24D + V条件下 ,大蒜紫斑病菌

产毒量最大 ,培养 6 d 时大葱种子发芽率最低 ,为

9. 0 % ;24L + S条件下 ,大蒜紫斑病菌的产毒量最

少 ,培养 6 d 时大葱种子发芽率为 14. 0 % ;在

12L/ 12D + V、12L/ 12D + S和 24D + S条件下 ,大葱

种子的发芽率为分别为 11. 2 % , 13. 5 % , 12. 0 %。

说明振荡较静置有利于产毒 ,黑暗较光照有利于产

毒。在连续黑暗和振荡条件下 ,大蒜紫斑病菌产生

的粗毒素使大葱种子发芽率极显著低于其他条件下

( P < 0 . 01) 。由此可见 ,24 h 黑暗 +振荡条件适合

大蒜紫斑病菌产毒。

2. 5　培养基 p H 值对大蒜紫斑病菌粗毒素量的影

响

由图 3可见 ,在 p H为 7的培养基中 ,大蒜紫斑

病菌产毒量最大 ,培养 6 d 时生物检测大葱种子发

芽率最低 ,为 9. 0 % ;在 p H分别为 6和 8的培养基

中 ,生物检测大葱种子发芽率分别为 10. 0 %和

10. 5 % ;大蒜紫斑病菌产毒量最少的培养基 p H 为

5 ,此时生物检测大葱发芽率为 33. 5 % ;在 p H 分别

为 3 ,10 ,11和 12的培养基中 ,生物检测大葱种子发

芽率均很低。方差分析结果表明 ,在培养基 p H 为 7

的条件下 ,大蒜紫斑病菌产生的粗毒素使大葱种子

发芽率极显著 ( P < 0 . 01)低于 p H 分别为 4 ,5 和 9

的培养基 ,而与 p H分别为 3 ,6 ,8 ,10 ,11和 12培养

基差异不显著。由此可知 ,p H 为 7 的培养基最适

合大蒜紫斑病菌产毒。

图 2　不同光照及振荡条件下大蒜紫斑病菌产生的

粗毒素对大葱种子发芽率的影响

Fig. 2　Effect of crude toxin by pathogen in different light

and shaking conditions on Welsh onion seed germination

图 3　不同 p H培养基上大蒜紫斑病菌产生的粗毒素对

大葱种子发芽率的影响

Fig. 3　Effect of crude toxin by pathogen in different

p H values on Welsh onion seed germination

3　结论与讨论

在致病毒素的研究中 ,首先要筛选出病菌的产

毒条件。例如 ,中国在小麦抗赤霉病育种方面处于

世界领先地位 ,通过调节培养条件 ,曾选育出著名的

抗赤霉病品种苏麦 3 号 ,此后又相继选育出 7840、

扬麦 9号和扬麦 158 等中抗赤霉病、丰产品种[ 628 ]。

关于大蒜和葱类作物紫斑病菌产毒条件的系统研究

迄今在国内外尚未见报道。

病原真菌的产毒能力与培养条件密切相关。本

研究结果表明 ,在 PS K培养基、改良 Fries培养基、

查彼克培养基、改良理查德培养基中 ,大蒜紫斑病菌

的培养以改良 Fries 培养基产毒量最高 ,故作为最

适培养基 ,虽然这与张金林等[9 ]研究所用的培养基

(下转第 166页)
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相同 ,但是他们并没有指出产毒达到高峰时的最佳

培养条件。在本试验中 ,对培养基和培养时间而言 ,

大蒜紫斑病菌在改良 Fries培养基产毒量最多时所

需的时间最短 ,为 6 d ;而在 PS K培养基、查彼克培

养基产毒量最多时所需培养时间均为 8 d ,改良理查

德培养基则需 16 d ,且大蒜紫斑病菌在以上 3 种培

养基的粗毒素毒性均无改良 Fries培养基中产生的

粗毒素毒性强。在本试验设置的温度范围内 ,24～

28 ℃条件下 ,大葱种子发芽率均较低 ,其中以 26 ℃

最低 ,但三者之间发芽率无显著性差异 ,因此认为大

蒜紫斑病菌产毒培养的适宜温度为24～28 ℃,以 26

℃时产毒量最多。

本研究中 ,振荡较静置有利于产毒 ,黑暗较光照

有利于产毒 ,在所设置的 5 个处理中 ,以 24 h

黑暗 +振荡条件下大蒜紫斑病菌产毒量最高 ,并与

其他 4 个处理差异极显著。p H 为 7 的培养基与

p H分别为 3 ,10 ,11 ,12的培养基 ,产生的毒素量差

异不显著 ,其原因可能是 : (1)偏酸偏碱不利于大蒜

紫斑病菌产毒 ; (2)溶液本身偏酸偏碱也不利于大葱

种子发芽。培养基 p H 为 9 时 ,大葱种子发芽率升

高 ,这是由于粗毒素是大蒜紫斑病菌的次生代谢产

物 ,此时 p H 不适合粗毒素的产生 ,产毒量减少 ,导

致大葱种子发芽率升高。所以 ,适合大蒜紫斑病菌

产毒的培养基 p H值为 6～8 ,最佳产毒 p H为 7。

本研究明确了大蒜紫斑病的产毒条件 ,同时为

粗毒素的纯化及以后进行大蒜抗紫斑病变异无性系

的筛选提供了理论基础。
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