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　　摘　要:对供试的 21份菜豆种质资源材料的幼苗采用下胚轴双孔注射法进行接种菜豆枯萎

病菌(Fusarium oxysporum f.sp.phaseoli),接种7 d后调查下胚轴维管束发病情况 ,计算病情指

数 ,其中感病材料2份;中抗枯萎病材料 11份;抗枯萎病材料7份;高抗枯萎病材料1份。
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　　菜豆枯萎病是菜豆的重要病害之一 ,在适宜的发病

年份和地区 ,给菜豆生产带来较大影响[ 1] 。菜豆枯萎病

是由菜豆枯萎病菌(Fusariumoxysporum f.sp.phaseoli)

引起的一种真菌性土传维管束病害 ,病原菌为尖孢镰刀

菌。菜豆枯萎病的症状为病株结荚大量减少并变小。

病株轻者在晴天中午呈现萎蔫状 ,重者枯叶大量脱落 ,

大片整畦地死秧。通过菜豆种质资源对枯萎病的抗性

鉴定的研究 ,从中筛选出抗病种质资源 ,应用于菜豆抗

病育种实践。

1　材料与方法
1.1　菜豆材料的来源

供鉴定的 20份菜豆材料均由哈尔滨市农业科学院

豆类课题研究室提供。

1.2　病原菌的来源 、保存及培养

菜豆枯萎病菌(Fusariumoxysporum Schlecht.f.sp.

phaseoli Kendrick &Snyder)由中国农业科学院作物科

学研究所抗病虫与检疫研究室提供 ,菌种接种于 PDA

斜面培养基上置于电热恒温培养箱内培养备用。

1.3　试验方法

1.3.1　鉴定材料的准备　工具的准备:种子 、毛巾 、营养

钵、高压灭菌锅 、接种针 、双层纱布 、血球计数板 、盖玻片 、

滴管 、蛭石 、草炭 、恒温培养箱、医用注射针管 、枯萎病病

菌、PDA培养基;试剂的准备:5%次氯酸钠溶液 、无菌

水[ 2] 。

1.3.2　播种育苗　将供试 20份菜豆种子及 1份对照品

种经5%次氯酸钠溶液消毒10min后 ,用清水冲洗 ,湿毛

巾包裹放在恒温培养箱中 28℃催芽。待胚根长至

0.5 cm时 ,将其播于塑料育苗钵内 ,播种基质为消毒

(121℃高压灭菌 2 h)的蛭石草炭营养土(3∶1)。每试验

材料重复 3次 ,每重复 10株。20 ～ 25℃温室内育苗[ 2] 。

1.3.3　接种液的制备　病原菌在 PDA培养基上 ,25℃

恒温箱内培养 1周 ,用接种针刮取培养物于无菌水中 ,

再通过双层纱布过滤 ,即得到悬浮液。接种液浓度约

5.0×106个孢子/mL。真菌孢子或细菌数量的计测:测

定液体中孢子浓度的方法很多。除了菌落记数和比浊

法外 ,常用的是用血球记数板来测量孢子的数量。①血

球记数板是一块特制的加厚的载玻片 ,在中部有4条纵

槽 ,一条横槽 ,组成 H形 ,在上下两个方框中刻有高度精

确而纤细的刻线 ,加放盖玻片后 ,上下两方框离盖玻片

的距离为 0.1mm ,在每个方框中有 9个边长各为1 mm

的大格 ,中间一个大格的部位(血球记数室)适合测孢子

的数量 ,这个大格的边长 1mm ,面积 1mm2 。这个大格

又分为 25个中格 ,每个中格都用双线分开 ,中格边长

0.2mm面积为 0.04mm2 。每个中格又分为16个小格 ,

每个小格边长为 0.05 mm ,面积为 0.0025 mm2 =1/400

mm2 。所以每个大格的体积 1 mm2 ×0.1 mm =0.1

mm3 ,每个中格的体积 0.04mm2×0.1mm=0.004 mm3 ,

每个小格的体积=1/400mm2×0.1mm=1/4000mm3 ,每

毫升孢子数量=每个小格平均孢子数×4 000×1 000=

每个小格有菌数×40000000;②菌液孢子浓度的测定:首

先将培养的菌液摇动均匀后用滴管滴在中央平台上 ,盖

上盖玻片 ,如果菌液浓度过大 ,则要先稀释再将稀释的

菌液用来镜检、记数。通常检查 5个中格内的孢子数 ,

5个中格分别在 4个角上和中央 ,共计 80个小方格内的

孢子总数。计数的方格多且分布在不同方位上 ,可以避

免孢子在各方位上分布不均所造成的误差。

每毫升测量的菌液中孢子浓度=80个小格中孢子

总数×40000000/80=80个小格中孢子总数×500000。

接种液的配置:无菌水倒入长好菌种的培养皿内 ,

然后用接种针轻轻刮菌落 ,使长好的菌落能够充分的溶
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解到无菌水中 ,但注意且勿将培养基刮下 ,因其刮菌落

的目的在于测菌液中孢子的数目 ,而有培养基会使结果

有误。将菌落充分的溶解 ,尽量使培养基表面的菌落全

部溶解 ,然后将溶有菌落的无菌水倒入烧杯内 ,冲几次

至无菌落。然后用漏斗垫两层纱布过滤 ,取滤液做成玻

片在显微镜下观察 ,计算 1 mL接种液中孢子的数目 ,用

血球计数板计算孢子数目。以多次测量取其平均值来

求得数值的准确性。此试验测 5次数值即 5.5×106 、

4.5×106 、6.5×106 、7.5×106 、4.5×106 ,5次测量值的平

均值为 5.7×106即为试验的接种液的浓度。

1.3.4　采用下胚轴双孔注射法　菜豆苗龄为2叶 1心

时 ,用医用注射针管 ,采取双孔注射法 ,接种量约为

0.05～ 0.1 mL。接种后保湿 48 h ,相对湿度为 100%,温

度为 27～ 28℃,保湿后正常管理。具体操作方法:选好

的供试菜豆植株(2叶 1心期幼苗),在茎基部上方约

2 cm处用针头先刺一观察孔 ,孔深以刺到维管束为准 ,

然后在它的同侧下方约 1 cm处 ,用吸有菌(下胚轴双孔

注射法示意图 1)液的注射器刺到相同的深度处注射菌

液(此孔为注射孔),观察下面针孔 ,如稍有菌液流出 ,即

为接种完毕 ,假如观察孔未有菌液流出则为接种失

败
[ 3]
。

图1　下胚轴双孔注射法

1.3.5　病情调查与分级标准　接种 7 d后将植株幼茎

破开 ,观察下胚轴维管束病情况 ,进行病部分级调查。

级别及病情分级标准分别为:0级:无症状;1级:针口周

围维管束开始变色 ,但长度不超过下胚轴的1/4;3级:维

管束变色长度为下胚轴的1/4 ～ 1/2;5级:维管束变色长

度为下胚轴的 1/2到整个下胚轴;7级:维管束变色长度

超过下胚轴 ,但植株死亡;9级:植株因浸染而死亡。

病情指数的计算公式为:DI =∑(sini)×100/9N。

式中:DI —病情指数;s i—发病级别;n i—相应发病级的

植株数;i—病情分级的各个级别;N —调查总株数。

种质群体对枯萎病的抗性依据病情指数分为 5级。

1级.高抗(HR)(0≤DI<15);3级.抗病(R)(15≤DI<

30);5级.中抗(MR)(30≤DI<50);7级.感病(S)(50≤

DI<70);9级.高感(HS)(DI≥70)。

2　结果与分析
从表 1可以看出 ,21份菜豆材料中鉴定出感病材料

2份即63、60;中抗枯萎病材料 11份;抗枯萎病材料 7

份;高抗枯萎病材料 1份即 61;其中 60品种为对照。高

抗材料 BELBAK-RR-2来自菜豆起源中心安第斯山脉 ,

在进行高抗枯萎病育种时应用此材料进行抗源转育。

在抗病材料中既有来自国际热带农业中心的材料如

1-MAX、VAX 、CIAT-106、A216 ,也有黑龙江地方油豆角

材料如黑挤豆 、红旗油豆 、密山油豆等 ,这样为进行抗枯

萎病育种提供更多亲本选择。

表 1　21份菜豆材料的病情指数及对枯萎病的抗病性
品种代号 品种名称 病情指数(DI) 抗病性

61 BELBAK-RR-2 8.48 高抗(HR)

42 黑挤豆 16.30 抗病(R)

7 1-MAX 20.37 抗病(R)

80 VAX 23.70 抗病(R)

106 CIAT -106 25.18 抗病(R)

3 A216 25.93 抗病(R)

89 红旗油豆 26.67 抗病(R)

30 密山油豆 30.74 抗病(R)

31 哈菜豆六号 31.11 中抗(MR)

102 英国红 31.85 中抗(MR)

6 12号玉豆 32.59 中抗(MR)

65 G0446 34.07 中抗(MR)

81 VAXL 34.07 中抗(MR)

59 9Z-622 35.19 中抗(MR)

27 麻雀蛋 40.74 中抗(MR)

97 紫花 40.74 中抗(MR)

64 DDR390 43.33 中抗(MR)

52 98-12 48.15 中抗(MR)

35 江豆宽 48.52 中抗(MR)

63 CATRACHITA 56.30 感病(S)

60﹡ ARA-18 58.15 感病(S)

　　注:带“ *”的材料为感病对照。

3　讨论
由于阶段抗病性的存在 ,评定一批种质资源材料的

抗病性 ,不但要看其苗期的抗病能力 ,还要考察其在成

株期的抗病能力 ,并且还要进行多年的重复鉴定 ,最后

才能得出可靠的鉴定结果。苗期鉴定结果只是对大量

的材料进行初步的筛选 ,所得的数据只是为进一步鉴定

提供参考。

在进行病情调查时 ,发现 52号材料的茎秆维管束

几乎全部变色 ,但幼苗外观生长状况良好 ,如果单纯按

发病级别来看应属于高感材料 ,单从外在表现来看应属

于高抗材料 ,事实上这种类型的材料属于耐病类型 ,在

病情调查记录时应注意避免误判。
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青海高原区姬松茸引种栽培试验研究
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　　摘　要:从菌丝生长速率 、抗杂菌性 、温度等方面 ,筛选出青海省最适种植的姬松茸品种 ,并

从栽培试验中得出高原地区栽培姬松茸应注意的问题。
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　　姬松茸也称巴西蘑菇。姬松茸子实体圆整 ,肥厚 ,

鲜嫩可口 ,其蛋白质含量高达 40%～ 45%,此外还含有

钾、磷 、镁 、钙 、钠 、铜 、硼 、锌 、铁 、锰 、钼 、锗等多种矿质元

素。姬松茸在增强的人体免疫力方面在食用菌中居于

首位。因此 ,倍受美食 、保健医学和药学界的关注。我

国姬松茸栽培始于 1994年 ,虽然栽培历史短 ,但产量上

升很快 ,1998年已达1 000 t ,其主产区在福建省。在青海

高原区尚未引种栽培 ,为此青海省农科院土肥所于 2004

年12月引进姬松茸母种 ,进行了筛选和栽培试验。

1　试验材料
供试菌株:姬松茸1号 ,引自福建三明真菌研究所;

姬松茸 3号 ,引自福建三明真菌研究所;巴西 51240 ,引

自中国农业科学院土肥所菌种保藏中心;巴西 50654 ,引

自中国农业科学院土肥所菌种保藏中心。以上菌种均

由青海省农科院土肥所引进 ,在马铃薯葡萄糖琼脂培养

基(简称PDA)、麦粒培养基等培养基上进行扩繁后 ,以

相同菌龄的菌种进行品比试验。

2　试验方法及结果
2.1　菌丝生长速率及抗杂菌性试验

将菌种接于 PDA斜面培养基上 ,置于 25℃的培养

箱中培养 ,对菌丝生长进行观察 ,包括其萌发时间 ,生长

速率 ,菌丝色泽 ,致密度和布满管时间 ,每组设7次重复。

通过对不同菌株菌丝生长情况 、长势及其抗杂菌能力的

研究 ,在室内条件下培养观察 ,其测定结果见表1。

　　表 1 菌丝生长情况
菌株 萌发时间/h 菌丝颜色 菌丝长势 菌丝粗壮及致密度 生长速度/ mm·d-1 布满管时间/d 杂菌感染株数/个

姬松茸1号 24 白 ++++ ++++ 8.00 10 0

姬松茸3号 24 白 +++ +++ 8.18 9 1

巴西 51240 24 白 ++++ ++++ 8.27 8 0

巴西 50654 26 白 ++ + 6.41 12 1

　　注:“++++”表示长势旺盛 、粗壮致密 ,“ +++”较好, “ ++”一般,“ +”较差。　　
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　　从表 1可见 ,在相同培养条件下 ,菌丝生长存在明

显差异。其中姬松茸1号 、巴西51240日长速较快 ,菌丝

粗壮 、致密 ,活力强。姬松茸 3号 、巴西 50654品种活力

差 、日长速慢 ,菌丝长势弱 ,且抗杂菌能力差。
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Abstract:Inoculated FusariumWilt to 21 germplasm of Phaseouus Vulgaris L on seedlings period and invested the index

of the disease.The results show ed that 1 materials were high resistant;7 materials were resistant;11 materials were

moderate resistant ;2 materials were susceptive.
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