
植物遗传资源学报 ２０１７ꎬ１８(４):６９６￣７０３
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｐｌａｎｔ Ｇｅｎｅｔｉｃ Ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ＤＯＩ:１０. １３４３０ / ｊ. ｃｎｋｉ. ｊｐｇｒ. ２０１７. ０４. ０１２

绿豆尖镰孢枯萎病抗性鉴定方法

朱　 琳ꎬ孙素丽ꎬ孙菲菲ꎬ段灿星ꎬ朱振东
(中国农业科学院作物科学研究所ꎬ北京 １０００８１)

收稿日期:２０１６￣１２￣０５　 　 修回日期:２０１６￣１２￣２８　 　 网络出版日期:２０１７￣０６￣１３
ＵＲＬ:ｈｔｔｐ: / / ｋｎｓ. ｃｎｋｉ. ｎｅｔ / ｋｃｍｓ / ｄｅｔａｉｌ / １１. ４９９６. Ｓ. ２０１７０６１３. ０８４１. ０１２. ｈｔｍｌ
基金项目:国家现代农业产业技术体系建设专项(ＣＡＲＳ￣０９)ꎻ作物种质资源保护子项目(２０１６ＮＷＢ０３６￣１２)ꎻ中国农业科学院科技创新工程项

目ꎻ科技部、财政部国家科技基础条件平台(ＮＩＣＧＲ２０１６￣００８)
第一作者主要从事绿豆病害研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ :４２９５９９５７１＠ ｑｑ ｃｏｍ
通信作者:朱振东ꎬ主要从事豆类病害及抗病性研究ꎮ Ｅ￣ｍａｉｌ:ｚｈｕｚｈｅｎｄｏｎｇ＠ ｃａａｓ ｃｎ

　 　 摘要:绿豆是我国的主要食用豆类之一ꎮ 由尖镰孢引起的绿豆枯萎病是一种严重的土传病害ꎬ病原菌从根部侵入ꎬ引起

植株矮化ꎬ叶片黄化、枯萎ꎬ根茎部维管束变褐ꎬ严重时导致植株死亡ꎮ 防治枯萎病最经济、有效的方法是培育利用抗病品种ꎮ
本研究在控制条件下以具有不同抗性表型绿豆品种为材料ꎬ分别对接种方法、植株生育期、接种体浓度、接种体处理时间及接

种后植株培养温度等影响绿豆抗性表型的因素进行比较研究ꎬ以期建立一个快速、准确和高效的绿豆枯萎病抗性鉴定方法ꎬ
为抗病资源的筛选和抗病育种提供技术支持ꎮ 结果表明ꎬ绿豆枯萎病苗期抗性鉴定最适宜的接种方法为剪根浸根法ꎬ最适宜

接种体浓度为 １０５ ~ １０６孢子 / ｍＬꎬ接种最佳植株生育期为 ２ 叶期ꎬ最短有效接种体浸根时间为 ２ ｍｉｎꎬ最适宜发病温度为

２５ ℃ ꎬ接种后 １４ ｄ 调查病情ꎮ
关键词: 绿豆ꎻ枯萎病ꎻ尖镰孢 ꎻ抗性鉴定
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　 ４ 期 朱　 琳等:绿豆尖镰孢枯萎病抗性鉴定方法
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ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｃｕｌｔｉｖａｒｓꎬｗｈｉｃｈ ｃｏｕｌｄ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ａｃｔｕａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌ
ｏｆ ｆｏｕｒ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ. Ａｓ ｆｏｒ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅꎬ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ２５ ℃ ａｎｄ
３０ ℃ ꎬｅｖｅｎ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｆｏｕｒ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ａｔ ２５ ℃ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ａｔ ３０ ℃ ꎬａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｃｏｕｌｄ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ａｃｔｕａｌ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌ ｏｆ ｅａｃｈ ｃｕｌｔｉｖａｒ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｅｘｉｓｔｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ
２５ ￣３０ ℃ ａｎｄ ｂｏｔｈ ２０ ℃ ａｎｄ ３５ ℃ . Ａｓ ｆｏｒ ｓｕｒｖｅｙｅｄ ｐｅｒｉｏｄꎬ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｂｅ￣
ｔｗｅｅｎ １４ ｄ ａｎｄ ２１ ｄ ａｌｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ２１ ｄ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ａｔ １４ ｄ. Ｂｕｔ
ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｗａｓ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ １４ ￣２１ ｄ ａｎｄ ７ ｄ. Ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｓｃｏｒｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅ￣
ｔｗｅｅｎ １４ ￣２１ ｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｃｏｕｌｄ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｄｉｓｔｉｎｇｕｉｓｈ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｌｅｖｅｌ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌｓ.
Ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｓｕｒｖｅｙ ｐｅｒｉｏｄ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ａｔ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｙｃｌｅ
ａｎｄ ｔｉｍｅｌｉｎｅｓｓ. Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬｔｈｅ ｒｏｏｔ ｃｕｔｔｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｏｐｔｉｍａｌ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｏｆ
ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ａｔ ２ ｌｅａｆ ａｇｅ ｗａｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｔｏ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｐｒｕｎｅｄ ｒｏｏｔｓ ｄｉｐｐｅｄ ｉｎ ｓｐｏｒｅ ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ ｏｆ １０ ５ ￣
１０ ６ ｓｐｏｒｅ / ｍＬ ｆｏｒ ２ ｍｉｎ. Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｐｌａｎｔｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｉｎｃｕｂａｔｅｄ ａｔ ２５ ℃ . Ｔｈｅ ｓｕｒｖｅｙ ｔｉｍｅ ｏｆ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｃｏｒｉｎｇ
ｃａｎ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙ ｓｈｏｒｔｅｎ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｐｅｒｉｏｄ ａｔ １４ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ. Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｆｏｒ
ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｔｏ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ ｉｎ ｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎꎬ ｗｈｉｃｈ ｗｏｕｌｄ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ
ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ ｇｅｒｍｐｌａｓｍ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｂｒｅｅｄｉｎｇ ｐｒｏｇｒａｍ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:ｍｕｎｇ ｂｅａｎꎻＦｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔꎻＦｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍꎻｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ

绿豆(Ｖｉｇｎａ ｒａｄｉａｔａ (Ｌ. )Ｒ. Ｗｉｌｃｚｅｋ)属于豆科

(Ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｅ)蝶形花亚科 ( Ｐａｐｉｌｉｏｎａｃｅａｅ) 菜豆族

(Ｐｈａｓｅｏｌｅａｅ)豇豆属(Ｖｉｇｎａ Ｓａｖｉ)一年生草本植物ꎬ
是我国的主要食用豆类之一[１]ꎮ 绿豆起源于印度￣
缅甸地区东北部ꎬ现在东亚各国普遍种植ꎬ非洲、欧
洲、澳大利亚、加拿大、美国也有少量种植[２￣４]ꎮ 绿

豆在我国已有 ２０００ 多年的栽培历史ꎬ具有很高的食

用和药用价值ꎬ是广受欢迎的医食同源作物[５￣６]ꎮ
此外ꎬ绿豆还具有生育期短ꎬ固氮能力强ꎬ生长适应

性广泛等特性ꎬ是农业种植结构调整中主要的间、
套、轮作和养地作物[７]ꎮ

尖镰孢(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ)是引起作物枯萎

病的重要病原真菌ꎬ常造成重大的产量和经济损

失[８]ꎮ 由尖镰孢引起的绿豆枯萎病是一种严重的

土传病害ꎬ病原菌从根部侵入ꎬ造成植株矮化、叶片

黄化枯萎、维管束变褐ꎬ严重时导致死亡[９￣１０]ꎮ 近年

来该病在我国绿豆产区普遍发生ꎬ尤以西北、华北和

东北地区最为严重ꎬ田间发病时产量损失可达 ３０％
以上ꎬ甚至绝产ꎬ严重影响绿豆的生产ꎮ 由于尖镰孢

产生的厚垣孢子可以在土壤中长期存活ꎬ作为侵染

源在绿豆的各个时期均可进行侵染ꎬ因此ꎬ该病害的

防治十分困难ꎮ 实践证明ꎬ防治作物枯萎病最经济

有效的方法是利用抗性品种[８￣１２]ꎮ
为了有效的控制绿豆枯萎病ꎬ急需培育抗病品

种ꎮ 抗病品种的选育需要有效的抗源ꎬ而建立准确、
有效的抗病性鉴定方法是筛选抗性资源的基础ꎮ 本

研究在前期实验的基础上ꎬ以 ４ 个遗传背景和抗性

表型明确的绿豆品种为寄主材料ꎬ在控制条件下ꎬ筛
选绿豆抗枯萎病鉴定的最佳接种方法、植株生育期、
接种体浓度、接种体处理时间、接种后最适培养温度

及病情调查时间ꎬ以期建立一种快速、简单、有效、准
确的绿豆枯萎病抗性评价方法ꎬ为绿豆抗枯萎病资
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源筛选提供技术支持ꎮ

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 植物材料 在前期的实验中已初步筛选一些

抗性品种ꎬ在此基础上选用 ４ 个抗性表型和遗传背

景明确的绿豆品种豫绿 ２ 号、保 ２００６１２￣６￣１、冀绿 ７
号、白绿 ６ 号用于抗性鉴定方法筛选ꎮ 豫绿 ２ 号和

保 ２００６１２￣６￣１ 为高抗枯萎病品种ꎬ冀绿 ７ 号和白绿

６ 号为高感枯萎病品种ꎬ分别由南阳市农业科学院、
保定市农业科学院、河北省农林科学院和白城市农

业科学院提供ꎮ
１ １ ２ 接种体 本实验采用尖镰孢菌株 ＦＯ８ 进行接

种鉴定ꎮ ＦＯ８ 由本课题组从河北省保定市田间绿豆

枯萎病病株上分离纯化后保存ꎮ
１ ２　 方法

１ ２ １　 植株培育及接种体制备　 绿豆种子播种于

以蛭石为基质的纸杯中ꎬ每杯播种 １５ 粒ꎬ每个绿豆

品种播种 ３ 杯ꎬ播种后于 ２５ ℃温室中培养ꎬ根据实

际情况适量浇水ꎬ待幼苗 ２ 片真叶完全展开后(筛
选植株最佳接种生育期试验除外)ꎬ选取 １０ 株健

康、长势一致的幼苗用于接种ꎮ
将保存于 － ８０ ℃的菌株 ＦＯ８ 在 ＰＤＡ 培养基上

活化ꎬ然后再转接到新 ＰＤＡ 培养基上培养 ５ ｄꎬ用打

孔器制取直径为 ５ ｍｍ 的菌饼ꎬ取 ５ 块放入盛有

１００ ｍＬ 绿豆汤液体培养基[１３]的三角瓶中ꎬ置于２５ ℃、
１００ ｒ / ｍｉｎ 条件下振荡培养 ３ ~ ４ ｄꎬ用 ４ 层纱布过滤

后ꎬ１２０００ ｒ / ｍｉｎ 离心ꎬ弃上清ꎬ用自来水稀释ꎬ用血

球计数板计算产孢量ꎬ之后将孢子悬浮液浓度调整

至试验所需浓度ꎮ
１ ２ ２　 接种方法 采用剪根浸根法、直接浸根法和

胚根接种法 ３ 种方法进行接种ꎮ (１)剪根浸根法:
参考杨宇红等[１４]甘蓝枯萎病接种方法并稍作修改ꎬ
即将纸杯剪开ꎬ抖落幼苗培养蛭石ꎬ用自来水洗净根

部ꎬ剪去约 １ / ３ 根系ꎬ之后将根系浸泡在孢子悬浮液

中ꎻ(２)直接浸根法:将纸杯剪开ꎬ抖落掉蛭石ꎬ用自

来水冲洗幼苗根系后直接浸泡在孢子悬浮液中ꎻ
(３)胚根接种法:参考张衍荣等[１５] 豇豆枯萎病接种

方法并稍作修改ꎬ即绿豆种子用 ７５％ 的酒精消毒

５ ｍｉｎꎬ然后用无菌水冲洗 ２ 遍ꎬ将种子转移到放有

湿润滤纸的培养皿中ꎬ２５ ℃培养ꎬ待胚根长至 ５ ~
１０ ｍｍꎬ用孢子悬浮液浸泡 ３０ ｍｉｎꎬ最后移栽到以蛭

石为基质的纸杯中ꎮ
１ ２ ３　 植株生育期 分别在绿豆 ２ 叶期、３ 叶期、４

叶期采用剪根浸根法接种ꎮ
１ ２ ４　 接种浓度 用 １０４、１０５、１０６、１０７孢子 / ｍＬ 接种

体浓度分别进行接种处理ꎮ
１ ２ ５　 接种体处理(浸根)时间 设计 ５ 个处理时

间ꎬ分别为 ３０ ｓ、１ ｍｉｎ、２ ｍｉｎ、４ ｍｉｎ 和 ６ ｍｉｎꎮ
１ ２ ６　 培养温度 设 ４ 个处理ꎬ即接种后分别置于

２０ ℃、２５ ℃、３０ ℃、３５ ℃的培养箱中ꎬ观察记录植

株发病情况ꎬ确定最适宜发病温度ꎮ
１ ２ ７　 病情调查时间 设置 ３ 个病情调查时间ꎬ即
接种后 ７ ｄ、１４ ｄ 和 ２１ ｄ 各调查 １ 次ꎬ观察记录植株

发病情况ꎬ确定最适宜调查时间ꎮ
除各项单因子实验按照设计的方法进行外ꎬ余

下的均按以下方法进行:在绿豆 ２ 叶期采用剪根浸

根法接种ꎬ并用绿豆汤液体培养基制备绿豆枯萎病

菌孢子悬浮液ꎬ在浓度为 １０６ 孢子 / ｍＬ 的孢子悬浮

液中浸根 ２ ｍｉｎꎬ然后移栽于装有蛭石的纸杯中ꎮ 接

种幼苗置于 ２５ ℃、１２ ｈ 光照 / １２ ｈ 黑暗交替条件下

培养ꎬ接种后 １４ ｄ 调查病情ꎮ 所有处理均设 ３ 次重

复ꎬ每重复 １０ 株苗ꎮ 试验重复 ２ 次ꎮ
１ ３　 病情调查与评价

病害严重度分级标准:绿豆苗期接种枯萎病菌

的发病症状表现为植株叶片黄化、枯萎、植株枯死ꎮ
根据症状特征ꎬ参考孙文姬等[１６] 棉花尖镰孢枯萎病

病级划分标准ꎬ建立绿豆尖镰孢枯萎病 ０ ~ ４ 分级标

准ꎮ ０ 级:叶片无症状ꎻ１ 级:叶片边缘或叶尖轻微褪

绿变黄ꎬ黄化面积≤２５％ꎻ２ 级:叶片黄化面积 ２５％ <
Ａ≤５０％ꎻ３ 级:叶片重度黄化或萎蔫面积 ５０％ < Ａ≤
７５％ ꎻ４ 级:叶片完全枯萎ꎮ

于接种后 １４ ｄ 调查发病程度(筛选最佳调查时

间试验除外)ꎬ记录每个植株的病级数ꎬ按以下公式

计算病情指数:
病情指数(ＤＩ) ＝ ∑(各级病叶数 × 各级代表

值) / (调查总叶数 ×最高级代表值)
抗性评价标准:抗性评价按病情指数划分ꎬ

高抗(ＨＲ):０ < ＤＩ≤１５ꎻ抗( Ｒ) :１５ < ＤＩ≤３５ꎻ中
抗(ＭＲ):３５ < ＤＩ≤５５ꎻ感( Ｓ):５５ < ＤＩ≤７５ꎻ高感

(ＨＳ):７５ < ＤＩꎮ
１ ４　 统计分析方法

应用 Ｗｏｒｄ ２０１０、ＳＡＳ 统计软件处理原始数据ꎬ
Ｄｕｎｃａｎ 氏新复极差法进行差异显著性分析ꎮ

２　 结果与分析

２ １　 抗病性鉴定方法筛选

２ １ １　 不同接种方法的结果比较　 用剪根浸根法、
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　 ４ 期 朱　 琳等:绿豆尖镰孢枯萎病抗性鉴定方法

直接浸根法和胚根接种法 ３ 种方法接种ꎬ４ 个具有

不同抗性表型的绿豆品种的病情指数均存在显著

差异(Ｐ < ０ ０５)(图 １)ꎮ 采用剪根浸根法ꎬ豫绿 ２
号和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数分别 为 ５ ０ 和

４ ３ꎬ表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号的病情指

数分别为 ９７ ３ 和 ９５ １ꎬ表现为高感ꎬ４ 个品种的

抗性表型与预期的结果一致ꎮ 采用直接浸根法ꎬ
豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 病情指数分别为 １ ３ 和

１ ７ꎬ表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号病情指数

分别为 ７２ ３ 和 ６９ ３ꎬ表现为感病ꎬ与剪根浸根法

的结果比较ꎬ高感品种冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号的病情

相对较轻、潜育期长ꎮ 胚根接种法接种 １４ ｄ 后ꎬ豫
绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数均为 ０ꎬ表现

为高抗ꎻ高感品种冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号的病情指数

分别为 ４７ ０ 和 ４２ ７ꎬ表现为中抗ꎬ与预期的结果

差异较大ꎬ该方法不能作为绿豆枯萎病抗性鉴定

的接种方法ꎮ 通过 ３ 种接种方法的比较ꎬ本研究

认为剪根浸根接种是绿豆枯萎病抗性鉴定的最佳

接种方法ꎮ

图中小写字母表示经 Ｄｕｎｃａｎ 氏新复极差法检验在

Ｐ < ０ ０５ 水平差异显著ꎬ下同

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｐｉｔａｌｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ｔｈｅ

Ｐ < ０ ０５ ｌｅｖｅｌꎬｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ ｂｙ ＤＭＲＴꎬｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｂｅｌｏｗ

图 １　 不同接种方法对绿豆枯萎病表型的影响

Ｆｉｇ. １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｗｉｌｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ

２ １ ２　 植株生育期对枯萎病表型的影响　 分别在

２ 叶期、３ 叶期、４ 叶期采用剪根浸根法接种 ４ 个绿

豆品种ꎬ接种后 １４ ｄ 各品种的病情指数见图 ２ꎮ 在

２ 叶期接种ꎬ豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数

分别为 ４ ６ 和 ５ ３ꎬ表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号和白绿

６ 号的病情指数分别为 ９２ ３ 和 ９４ ０ꎬ表现为高感ꎻ３
叶期接种ꎬ豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数分

别为 １ ６ 和 １ ９ꎬ表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号

的病情指数分别为 ７０ ３ 和 ７１ ９ꎬ表现为感病ꎻ４ 叶

期接种ꎬ豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数分别

为 ０ ７ 和 １ ０ꎬ表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号的

病情指数分别为 ５８ ３ 和 ６３ ９ꎬ表现为感病ꎻ在 ３ 叶

期和 ４ 叶期接种ꎬ两个高感病品种冀绿 ７ 号和白绿

６ 号的病情指数在 ５５ ０ ~ ７５ ０ 范围ꎬ与预期的表型

不符ꎮ ４ 个绿豆品种在 ２ 叶期接种的病情指数显著

高于 ３ 叶期和 ４ 叶期接种的病情指数ꎬ表明随着绿

豆苗龄的增大ꎬ在一定程度上降低了绿豆对枯萎病

的感病性ꎮ 因此ꎬ绿豆抗枯萎病鉴定以 ２ 叶期接种

比较适宜ꎮ

图 ２　 植株生育期对绿豆枯萎病表型的影响

Ｆｉｇ. ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔａｌ ｓｔａｇｅ ｏｎ Ｆｕｓａｒｉｕｍ
ｗｉｌｔ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ｉｎ ｍｕｎｇ ｂｅａｎ

２ １ ３　 接种体浓度对枯萎病表型的影响　 采用剪

根接种方法用 ４ 个接种体浓度分别接种 ４ 个绿豆品

种ꎮ 接种后 １４ ｄ 结果表明ꎬ当接种体浓度为 １０４

孢子 / ｍＬꎬ豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数均

为 ０ꎬ表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号的病情指数

分别为 ４７ ０ 和 ３１ ３ꎬ表现为抗病和中抗ꎻ用该浓度

接种ꎬ高感绿豆品种发病轻且潜育期较长ꎬ结果与预

期表型不符ꎮ 当接种体浓度为 １０５ 孢子 / ｍＬ 和 １０６

孢子 / ｍＬ 时ꎬ豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数

均小于 １５ ０ꎬ表现为高抗ꎻ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号的

病情指数均大于 ７５ ０ꎬ表现为高感ꎬ与预期的表型

一致ꎮ 当接种体浓度为 １０７ 孢子 / ｍＬ 时ꎬ豫绿 ２ 号

和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数分别为 １２ ７ 和 １９ ７ꎬ
表现为高抗和抗病ꎬ保 ２００６１２￣６￣１ 发病略重ꎬ与预

期的表型有一定差异ꎻ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号的病情

指数都为 １００ ０ꎬ表现为高感ꎮ 从图 ３ 可看出ꎬ４ 个

绿豆品种的病情指数在接种体浓度为 １０６时虽然高

于接种体浓度为 １０５ꎬ但两者之间不存在显著性差

异(Ｐ≥０ ０５)ꎬ而用这两个接种浓度接种时 ４ 个绿

豆品种的病情指数与用 １０４或 １０７ 接种时的病情指

数均存在显著差异ꎮ 通过比较ꎬ接种浓度在 １０５ ~
１０６孢子 / ｍＬ 时ꎬ病情指数能够准确地区分绿豆品种

间的抗性表型ꎬ因此ꎬ此浓度范围为适宜的接种浓度

(图 ３)ꎮ

９９６
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图 ３　 不同接种体浓度对绿豆枯萎病抗性表型的影响
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２ １ ４　 接种体处理时间对枯萎病表型的影响 当用

孢子悬浮液浸根 ３０ ｓ 时ꎬ豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１
的病情指数都为 ０ꎬ表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号

的病情指数分别为 ５９ ０ 和 ４８ １ꎬ表现为感病和中抗ꎻ
当浸根时间为 １ ｍｉｎ 时ꎬ豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的

病情指数分别为 ２ ０ 和 １ １ꎬ表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号和

白绿 ６ 号的病情指数分别为 ７０ ０ 和 ６４ ５ꎬ表现为感

病ꎻ当浸根时间为 ２ ~６ ｍｉｎ 时ꎬ豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣
６￣１ 的病情指数均小于 １５ ０ꎬ表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号

和白绿 ６ 号的病情指数均大于 ７５ ０ꎬ表现为高感ꎮ 浸

根 ３０ ｓ 和 １ ｍｉｎ 时高感品种病情较轻ꎬ表型与预期结

果不符ꎻ浸根时间为 ２ ~ ６ ｍｉｎ 时ꎬ４ 个绿豆品种表型

与预期结果一致ꎬ且均能准确区分品种抗感差异ꎮ 浸

根时间为 ２ ~４ ｍｉｎ 时 ４ 个品种的病情指数的差异均

不显著(Ｐ≥０ ０５)ꎬ能够反映出每个品种的实际抗性

水平(图 ４)ꎬ故绿豆枯萎病接种时间以浸根 ２ ｍｉｎ 为

最省时有效的接种时间ꎮ

图 ４　 不同浸根时间对绿豆枯萎病表型的影响

Ｆｉｇ. ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｏｏｔ ｄｉｐｐｉｎｇ ｔｉｍｅ ｏｎ Ｆｕｓａｒｉｕｍ
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２ １ ５　 接种后培养温度对枯萎病表型的影响　 接

种后培养温度在 ２５ ℃时ꎬ４ 个绿豆品种的病情指数

高于在 ３０ ℃培养时的结果ꎬ但两者之间不存在显著

性差异(Ｐ≥０ ０５)ꎬ而 ２５ ℃和 ３０ ℃条件下 ４ 个品

种的病情指数与 ２０ ℃和 ３５ ℃之间的差异都达到了

显著水平(图 ５)ꎮ 接种后培养温度为 ２０ ℃时ꎬ豫绿

２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数分别为 １ ０ 和

０ ６７ꎬ表现为高抗ꎻ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号的病情指数

分别为 ６６ ３ 和 ５７ ７ꎬ表现为感病ꎬ与预期的表型存

在差异ꎮ 培养温度为 ２５ ℃ 时ꎬ 豫绿 ２ 号和保

２００６１２￣６￣１ 的病情指数分别为 ６ １ 和 ５ ３ꎬ表现为

高抗ꎬ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号的病情指数分别为 ９３ ３
和 ９５ ０ꎬ表现为高感ꎮ 培养温度为 ３０ ℃时ꎬ豫绿 ２
号和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数分别为 ２ ３ 和 ３ ０ꎬ
表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号的病情指数分别

为 ８５ ７ 和 ８８ ９ꎬ表现为高感ꎮ 培养温度为 ３５ ℃
时ꎬ４ 个品种均未发病ꎮ 以上结果表明ꎬ接种植株培

养温度 ２５ ~ ３０ ℃最适宜发病ꎬ在此温度范围内ꎬ高
感品种冀绿 ７ 号在接种后 ３ ~ ４ ｄ 即出现症状ꎬ随后

病情迅速扩展ꎬ至第 ９ 天病情指数已超过 ５５ ０ꎬ１４ ｄ
大部分接种植株枯萎死亡ꎻ２０ ℃培养虽仍能发病ꎬ
但潜伏期长ꎬ至第 ６ ~ ７ 天植株才出现感病症状ꎻ温
度高于 ３５ ℃则完全不发病(图 ６)ꎮ

图 ５　 接种后不同培养温度对绿豆枯萎病表型的影响
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２ １ ６　 最佳病情调查时间的选择　 接种后不同时

间(７ ｄ、１４ ｄ、２１ ｄ)调查 ４ 个绿豆品种病情指数ꎮ 接

种后 ７ ｄ 豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的病情指数分别

为 ０ ７ 和 ０ ５ꎬ表现为高抗ꎬ而冀绿 ７ 号和白绿 ６ 号

的病情指数分别为 ６１ ０ 和 ３６ ７ꎬ表现为感病和中

抗ꎮ 接种后 １４ ｄ 品种豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的

病情指数分别为 ２ ７ 和 ４ ６ꎬ表现为高抗ꎬ而冀绿 ７
号和白绿 ６ 号的病情指数分别为 ９７ ０ 和 ８５ １ꎬ表现

为高感ꎮ 接种后 ２１ ｄ 豫绿 ２ 号和保 ２００６１２￣６￣１ 的

病情指数分别为 ５ ３ 和 ８ ７ꎬ表现为高抗ꎬ冀绿 ７ 号

和白绿 ６ 号的病情指数分别为 １００ ０ 和 ９８ ７ꎬ表现

为高感ꎮ 虽然接种后 ２１ ｄ 时各品种的病情指数高

于 １４ ｄ 的结果ꎬ但两者之间不存在显著性差异(Ｐ≥
０ ０５)ꎬ而 ２ 个调查时间所获得的病情指数与 ７ ｄ 的

调查结果之间差异显著(图 ７)ꎮ 接种后 １４ ~ ２１ ｄ
调查ꎬ病情指数能够准确区分各品种间的抗性差异ꎮ
考虑到实验周期及时效性ꎬ接种后 １４ ｄ 可作为绿豆

枯萎病抗性鉴定的调查时间(图 ７)ꎮ

００７
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图 ６　 接种后培养温度对绿豆枯萎病发病进程的影响
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图 ７　 接种后最适调查时间的筛选
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３　 讨论

苗期接种鉴定作物病害抗性ꎬ周期短、速度快ꎬ
可节省大量人力物力[１７￣１９]ꎮ 本实验在控制条件下

对影响绿豆枯萎病表型的多个因素进行比较研究ꎬ
发现接种方法、植株生育期、接种体浓度、接种后培

养温度以及病情调查时间等均影响绿豆枯萎病抗性

鉴定结果ꎮ
在作物枯萎病抗性鉴定中ꎬ前人已利用叶片发

病程度作为抗性评价标准ꎮ 孙文姬等[１６] 根据叶片

发病严重度将棉花枯萎病的病级划分为 ０ ~ ４ 级ꎮ
周红梅等[２０]根据子叶发病程度也采用 ０ ~ ４ 级分级

方法对黄瓜枯萎病病级进行划分ꎮ 杨宇红等[１４] 根

据叶片发病严重度采用 ６ 级分级方法对甘蓝枯萎病

进行划分ꎬ０ 级:无症状ꎻ１ 级:１ 片叶叶脉轻微变黄ꎻ
２ 级:１ ~ ２ 片叶叶脉轻至中度变黄ꎻ３ 级:除心叶外ꎬ

其余叶片中度变黄或萎蔫ꎻ４ 级:全部叶片重度变黄

或萎蔫ꎻ５ 级:叶片完全萎蔫并死亡ꎮ 对于不同作

物ꎬ应当采用各自合适的分级标准ꎬ以准确区分抗性

表型ꎮ 目前ꎬ国内外在绿豆枯萎病抗性鉴定方法和

病情分级等方面尚缺乏研究ꎮ 绿豆枯萎病地上部分

症状为叶片黄化、枯萎ꎬ茎部维管束变褐ꎬ严重时植

株死亡[９]ꎮ 因此ꎬ本研究参考孙文姬等[１６]棉花枯萎

病病情评价方法ꎬ建立了以叶片黄化枯萎程度作为

绿豆枯萎病苗期抗性鉴定的分级标准ꎮ 本研究结果

证明ꎬ此标准能够准确有效地区分绿豆枯萎病抗性

表型ꎮ
尖镰孢枯萎病抗性鉴定常用的接种方法有接种

体浸根和土壤接菌法[１４ꎬ２０￣２３]ꎮ 土壤接菌法比较符合

自然发病ꎬ但实际操作中往往出苗不均匀ꎬ且容易受

其他因素影响ꎮ 浸根接种分伤根、不伤根处理ꎬ伤根

的途径多样ꎬ其中剪根浸根法被广泛应用于多种作

物的抗性鉴定中ꎮ 本实验结果显示ꎬ与直接浸根接

种相比ꎬ剪根浸根接种具有避免植株漏接、用菌量

少、发病快而整齐、鉴定结果准确稳定等优点ꎮ
在不同的生育期植物所表现出的抗性水平不

同ꎮ 一般来说ꎬ随着生育期的增大ꎬ植株的感病性会

随之降低[１３ꎬ１６]ꎮ 本研究结果表明ꎬ绿豆在 ２ 叶期接

种的病情指数显著高于 ３ 叶期和 ４ 叶期接种的病情

指数ꎬ表明随着苗龄的增大ꎬ在一定程度上降低了对

枯萎病的感病性ꎮ 另外ꎬ植株苗龄的增大ꎬ移栽相对

困难、移栽后缓苗慢ꎬ且实验周期长ꎬ而在 ２ 叶期接

种容易操作ꎬ且接种后缓苗快ꎬ发病均匀ꎬ实验周期
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短ꎬ因此ꎬ绿豆抗枯萎病鉴定以 ２ 叶期接种比较

适宜ꎮ
不同的接种体浓度也影响枯萎病的病情发展ꎮ

一些研究表明ꎬ随着接种体浓度的增大ꎬ感病和抗病

品种的发病程度均逐渐增加ꎮ 接种体浓度过高容易

造成抗病品种发病过重ꎬ而接种体浓度过低造成抗、
感品种之间的抗性差异降低ꎬ不利于抗性资源筛选ꎮ
因此ꎬ接种浓度过高或过低均会影响抗性鉴定的准

确性[２４￣２５]ꎮ 本实验结果表明ꎬ接种体浓度 １０５ ~ １０６

孢子 / ｍＬ 能够准确区分出绿豆抗、感枯萎病资源ꎬ
此浓度范围适宜于绿豆枯萎病抗性鉴定ꎮ

接种体处理时间对绿豆枯萎病表型影响较小ꎮ
选择合理的处理时间可明显缩短实验周期ꎬ提高工

作效率[１４ꎬ２６]ꎮ 本研究表明ꎬ接种体分别浸根 ２ ｍｉｎ
和 ４ ｍｉｎ 时ꎬ４ 个绿豆品种的病情指数无显著性差

异ꎬ均准确反映出其预期表型ꎮ 处理时间较短ꎬ如为

３０ ｓ 和 １ ｍｉｎꎬ病情发展相对较慢ꎬ需要较长的发病

时间才能获得准确的结果ꎮ 由于抗性资源筛选工作

量较大ꎬ选择接种体浸根时间为 ２ ｍｉｎꎬ可以提高工

作效率ꎮ
温度是影响尖镰孢枯萎病病情发展的一重要因

素ꎮ 温度不仅可明显影响病原菌的生长速度、产孢

量等ꎬ也影响病原菌孢子的萌发和侵染ꎬ而且对植物

的生长发育、抗性表达也具有很大的影响[２７]ꎮ 据研

究ꎬ２０ ~ ３０ ℃是棉花、甘蓝、蚕豆等许多作物枯萎病

的适宜发病温度范围ꎬ温度高于 ３２ ℃时ꎬ则延缓病

害的发展[２８￣３２]ꎮ 本实验结果显示ꎬ接种后植株培养

温度以 ２０ ~ ３０ ℃为绿豆枯萎病有效发病温度ꎬ以
２５ ~ ３０ ℃为最适宜发病的温度范围ꎬ能够快速有效

地鉴定品种枯萎病表型ꎮ 在 ２０ ℃条件下ꎬ接种绿豆

植株虽能发病ꎬ但病情发展缓慢ꎻ温度高于 ３５ ℃ꎬ接
种绿豆植株则完全不发病ꎬ此结果与棉花[２９]、甘
蓝[１４]等作物枯萎病研究结果一致ꎮ

苗期接种鉴定简便、有效ꎬ能够在短时间内得到

抗性鉴定结果ꎮ 然而病情的发展是一个动态的过

程ꎬ因此选择一个合理的调查时间尤为重要[３３￣４０]ꎮ
本实验选择 ３ 个病情调查时间(７ ｄ、１４ ｄ 和 ２１ ｄ)ꎬ
结果表明虽然接种后 ２１ ｄ 时ꎬ抗、感品种的病情指

数均高于 １４ ｄ 时的结果ꎬ但两者之间不存在显著性

差异ꎬ而这两个调查时间所获得的病情指数与 ７ ｄ
的调查结果之间差异显著ꎮ 接种后 １４ ~ ２１ ｄ 调查ꎬ
病情指数能够准确区分抗、感品种间的抗性水平ꎬ但
接种后 １４ ｄ 调查可以缩短实验周期ꎬ提高接种

效率ꎮ

综合本研究的结果ꎬ建立了一个快速、准确、高
效的绿豆抗枯萎病鉴定方法ꎬ即培育绿豆幼苗至 ２
叶期ꎬ取出植株洗净后剪除 １ / ３ 根系ꎬ在浓度为

１０５ ~ １０６孢子 / ｍＬ 接种体中浸根 ２ ｍｉｎꎬ接种后在温

度 ２５ ℃条件下培养 １４ ｄ 后调查病情ꎮ 该方法能准

确评价绿豆对枯萎病的抗性水平ꎬ鉴定结果稳定ꎬ适
用于对绿豆枯萎病的抗源筛选以及品种的抗性鉴

定ꎬ同时也为研究绿豆抗枯萎病机制、抗性遗传以及

抗病育种奠定基础ꎮ
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