
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

第 29卷 第 1期
2010年　2月

华　中　农　业　大　学　学　报
Journal of Huazhong Agricultural University

Vol. 29　No. 1
Feb. 2010 ,26～30

大蒜叶枯病抗性鉴定方法的筛选

程晓兰　程智慧 3 3 　邹　燕　牛　青

西北农林科技大学园艺学院 ,陕西 杨凌 ,712100

摘要　为了建立大蒜叶枯病抗性鉴定的方法 ,根据田间调查结果选取对大蒜叶枯病不同抗性的 3个品种

G087、G064、G039作为鉴别品种 ,对病菌离体接种鉴定中不同孢子悬浮液浓度、病菌接种部位、接种后不同培养

温度、不同株龄接种 ,以及活体接种方法进行了比较和筛选。结果表明 :采用 4～5叶期大蒜的离体叶片 ,叶面或

叶背接种 ,接种病菌孢子悬浮液浓度 106个/ mL ,接种后置于 21 ℃温度条件下培养 7 d ,统计病情指数和品种抗

性类型 ,鉴定结果与品种的抗病水平一致 ; 离体接种鉴定比活体接种法更简便、快速 ; 离体和活体鉴定结果均与

品种田间抗病性一致 ,可作为大蒜品种资源叶枯病抗性鉴定技术。
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　　大蒜叶枯病 ( garlic tip blight )是真菌性病害 ,

有性阶段病原菌为枯叶格孢腔菌 Pleos pora (子囊

菌亚门) ,无性阶段为匐柄霉 S tem p hy l i um (半知菌

亚门) ,并以无性阶段侵染为主。由于耕作制度和栽

培生态环境的不断变化 ,大蒜病害呈不断上升趋势 ,

尤其是大蒜叶枯病 ,常常大面积发生 ,造成严重的经

济损失[122 ]。

选育和利用抗病品种是防治大蒜叶枯病的一项

重要措施 ,但目前国内外尚未见关于大蒜叶枯病抗

病性鉴定方法的研究报道。笔者根据田间调查情况

选择有代表性的 3个品种分别进行离体接种 (不同

孢子悬浮液浓度、不同温度、不同部位、不同株龄)和

活体接种进行抗病性鉴定[324 ] ,旨在建立一套既简

便 ,又能准确反映大蒜叶枯病抗病性的离体接种鉴

定方法 ,为大蒜叶枯病的有效防治和栽培品种的选

择提供科学依据。

　材料与方法

　供试材料

鉴定品种为西北农林科技大学大蒜品种资源课

题组收集保存 ,根据对田间大蒜品种资源调查结果

筛选出并对大蒜叶枯病具不同抗性的 3个大蒜代表

品种 ,其中 G087、G064、G039分别为抗病、中抗和

感病品种。

供试菌种为笔者所在课题组从陕西杨凌大蒜田

间分离纯化并鉴定保存的大蒜叶枯病菌。

　试验方法

采用活体和离体接种 2种方法对 3个大蒜品种

进行抗性鉴定。活体接种采用非伤口接种法即孢子

悬浮液喷洒法和伤口接种法 ;离体接种采用不同浓

度 (孢子数 105、106、107个/ mL )的叶枯病菌孢子悬

浮液、不同的温度 (18 ℃、21 ℃、24 ℃) 、不同的部位

(叶面和叶背) 、不同的株龄 (2～3叶期、4叶期、5叶

期) [ 528 ]。

1)孢子悬浮液的配制。将大蒜叶枯病菌种接种

到直径 9 cm培养皿的 PDA 培养基上进行扩繁 ,置

于光照培养箱中 ,温度 21 ℃下培养 ,待菌丝长满整

个培养皿时用黑布包起来 ,大约 10 d时取出 ,在无

菌条件下向培养皿里加入无菌水 ,用毛笔刷孢子 ,用

血球计数板计数配成叶枯病菌孢子悬浮液。

2)大蒜接种苗的种植。将大蒜种瓣用 40 %甲

醛 300倍液浸泡消毒 3 h ,用清水冲洗 15 min ,然后

种植于装有用敌克松进行灭菌后的土壤营养钵中 ,

置于温室培养。

3)活体接种方法。参考方中达的方法进行[9 ]。

孢子悬浮液喷洒法 :在已灭菌的容积为 100 mL
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喷壶里加入浓度为 106个/ mL 的叶枯病菌孢子悬浮

液 (孢子悬浮液中滴 1 滴 Tween 20 以助于吸附) ,

将孢子悬浮液接种于 3 个品种的植株上 (每个植株

约接种 1 mL) 。每个处理设 3 次重复 ,以喷无菌水

为对照。接种后放置在暗处 24 h 并保湿使孢子萌

发 ,之后使其在温度 21℃左右的环境条件下自然发

病。

伤口接种法 :用已灭菌的小刀在大蒜叶中部垂

直于叶脉处割 1 个长约 0. 5 cm 的小伤口 ,然后滴

1滴浓度为 106个/ mL 的叶枯病菌孢子悬浮液。每

个处理设 3次重复 ,设割伤处滴 1滴无菌水为对照。

之后的处理方法参照孢子悬浮液喷洒法。根据离体

接种预试验结果 ,叶中部打孔所得叶圆片接种后变

化较明显 ,所以本试验活体接种法中伤口接种选在

叶中部进行 ,离体接种的叶段也取自叶中部。

活体鉴定大蒜叶枯病分级标准[10 ] :0级 , 无病 ;

1级 , 叶片上有零星病斑或叶尖干枯面积占整片叶

的 5 %以下 ;3级 , 病斑面积占整片叶的 6 %～25 % ;

5级 , 病斑面积占整片叶的 26 %～50 % ;7 级 ,病斑

面积占整片叶的 51 %～75 % ;9级 ,病斑面积占整片

叶的 76 %以上。

采用计算病情指数定量评价其抗病性 ,并依据

病情指数大小 ,将抗性水平分为免疫 ( I) 、高抗

( HR) 、抗病 ( R) 、中抗 (MR) 、感病 ( S) 、高感 ( HS) 6

个级别 :免疫 ( I) ,病情指数为 0 ;高抗 ( HR) ,病情指

数为 1～10 ;抗病 ( R) ,病情指数为 10. 1～20 ;中抗

(MR) ,病情指数为 20. 1～30 ;感病 (S) ,病情指数为

30. 1～40 ;高感 ( HS) ,病情指数为 40. 1以上。

4)离体接种适宜大蒜叶枯病菌孢子悬浮液浓度

的确定。在直径为 9 cm的培养皿里垫 1层滤纸 ,加

入 3 mL 的 10 mg/ kg的激动素溶液作培养介质兼

防绿保衰 ,将镜检确定无叶枯病菌孢子的健康大蒜

嫩叶洗净后吸干表面水分 ,用已灭菌的剪刀剪成约

1 cm的叶段移入培养皿中 ,用血球计数板计数 ,配

成浓度分别为 105个/ mL、106个/ mL、107个/ mL 的

叶枯病菌孢子悬浮液 ,用移液枪均匀地给每个叶段

加 0. 05 mL ,每个培养皿接种 20 个叶段 ,设 3 个重

复 ,对照每个叶段加 0. 05 mL 无菌水 ,用封口膜将

培养皿封严 ,在 21 ℃、3 000 lx (12 h/ d)的培养箱中

培养 ,7 d后调查发病情况 ,并计算病情指数[ 11 ] ,筛

选最佳叶枯病菌孢子悬浮液浓度。

离体鉴定大蒜叶枯病分级标准[ 12 ] : 0 级 , 叶片

绿色 ;1 级 , 叶片褪绿 ;3 级 ,叶片轻黄 ,黄色面积大

于等于 1/ 3小于 2/ 3全叶面积 ;5 级 , 叶片黄色 ,黄

色面积大于等于全叶面积的 2/ 3 ;7级 , 叶片黄褐或

青褐色。

病情指数 =
∑(各级病叶数×相应级别)
调查总叶数×最高病级 ×100

5)离体接种后适宜培养温度的确定。按本文

“1. 2”中 4)的方法 ,接种叶枯病菌孢子悬浮液的浓

度为 106个/ mL ,接种后放置于 18 ℃、21 ℃、24 ℃

条件下培养 ,7 d后调查病情指数 ,筛选最佳培养温

度。

6)离体接种适宜部位的确定。按本文“1. 2”中

4)的方法 ,接种大蒜叶枯病菌孢子悬浮液浓度为

106个/ mL ,分为叶面接种和叶背接种 2种方法。叶

面接种时叶正面朝上放置于培养皿中 ,叶背接种时

叶背面朝上放置于培养皿中。接种后置于 21 ℃条

件下培养 ,7 d后调查病情指数 ,筛选最佳接种部位。

7)离体接种后适宜株龄的确定。按本文“1. 2”

中 4)的方法 ,接种大蒜叶枯病菌孢子悬浮液浓度为

106个/ mL ,分别于大蒜品种处于 2～3 叶期、4 叶

期、5叶期的时候接种。接种后置于 21 ℃条件下培

养 ,7 d后调查病情指数 ,筛选最佳接种株龄。

　结果与分析

　叶枯病菌活体接种的抗性鉴定

在接种 8～10 d后 , 用目测法观察并记载 3个

大蒜品种各供试叶片上的发病程度 ,然后每隔 7 d

调查 1次 ,连续调查 3次 (表 1) 。

试验结果表明 ,活体接种采用的非伤口接种法 ,

即孢子悬浮液喷洒法和伤口接种法 ,在植株接种 8 d

后都有发病症状 ,可见该病菌孢子主要通过自然孔

口、伤口侵染大蒜植株。

相关性分析结果表明 , G087大蒜品种 2种接种

方法的相关系数为 0. 993 , G064大蒜品种 2种接种

方法的相关系数为 0. 962 , G039大蒜品种 2种接种

方法的相关系数为 0. 979 ,而且差异都不显著 ( P >

0. 05) 。这说明2种接种方法都可以对大蒜叶枯病

抗性进行鉴定 ,且鉴定结果基本一致。

　不同浓度孢子悬浮液离体接种的抗性鉴定

本试验中 3个大蒜品种接种不同浓度叶枯病菌

孢子悬浮液离体鉴定结果可以看出 ,当接种叶枯病

菌孢子浓度 105个/ mL 时 3 个品种病情指数都低 ,

不能客观反映品种间的抗病性差异 ; 当浓

度为107个 / mL时 ,抗病品种 G087病情指数比感
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表 1　不同抗性大蒜品种叶枯病抗性活体接种鉴定结果评价1)

Table 1　Evaluation on the resistant level of different resistant garlic cultivars in in vivo test

品种
Cultivar

接种方法
Met hods of
inoculation

接种后 8 d
8 d after inoculation

ⅠⅡ

接种后 15 d
15 d after inoculation

ⅠⅡ

接种后 22 d
22 d after inoculation

ⅠⅡ

接种后 29 d
29 d after inoculation

ⅠⅡ

G087 伤口 Wounded 3. 1 HR 6. 9 HR 7. 8 HR 13. 0 R

喷洒 Spraying 1. 4 HR 6. 5 HR 6. 9 HR 11. 9 R

G064 伤口 Wounded 6. 9 HR 10. 8 R 23. 7 MR 23. 8 MR

喷洒 Spraying 2. 3 HR 13. 2 R 26. 1 MR 23. 0 MR

G039 伤口 Wounded 13. 9 R 15. 6 R 18. 5 R 31. 5 S

喷洒 Spraying 5. 6 HR 8. 9 HR 11. 1 R 18. 5 R

　1) Ⅰ.病情指数 Disease index ; Ⅱ.反应型 Reaction type.

病品种 G039病情指数还高 ,这与田间调查结果不

一致。只有接种浓度为 106个/ mL 时 , 3 个不同抗

性大蒜品种的病情指数结果与田间调查结果基本一

致 (表 2) 。
表 2　孢子悬浮液离体接种后大蒜的病情指数和反应型

Table 2　Disease index and cultivar reaction type of garlic cultivars

with different concentration of spore suspension inoculation in vit ro

品种
Cultivar

105/ mL 106/ mL 107/ mL

G087 13. 1 ( R) 18. 6 (R) 35. 2 (S)

G064 14. 0 ( R) 20. 4 (MR) 24. 3 (MR)

G039 14. 3 ( R) 33. 8 (S) 33. 1 (S)

　不同温度离体接种孢子悬浮液的抗性鉴定

在不同温度下离体鉴定大蒜叶枯病抗性结果表

明 ,18 ℃时病情指数偏低 ;24 ℃病情指数偏高 ,抗

病品种 G087病情指数比其他 2 个品种还高 ,这与

田间调查结果不一致。18 ℃和 24 ℃下的病情指数

结果难以反映 3个品种的抗病性差异 ,但 21 ℃下病

情指数与田间调查结果基本一致 ,所以21 ℃是离体

接种适合的培养温度 (表 3) 。
表 3　不同温度下离体接种后大蒜的病情指数和反应型

Table 3　Disease index and reaction type of garlic cultivars with

different culture temperature inoculation in vit ro

品种
Cultivar

18 ℃ 21 ℃ 24 ℃

G087 15. 2 ( R) 17. 1 (R) 42. 1 ( HS)

G064 19. 5 ( R) 28. 6 (MR) 30. 5 (S)

G039 26. 0 (MR) 31. 4 (S) 42. 1 ( HS)

　不同部位离体接种孢子悬浮液的抗性鉴定

由 3 个大蒜品种叶枯病离体鉴定结果可知 ,采

用叶面接种和叶背接种都能如实反映不同品种对叶

枯病的抗感性。

统计分析结果表明 ,同一品种采用叶面接种和

叶背接种 ,发病情况和抗感类型无显著性差异 ( P >

0. 05) ,说明叶面接种和叶背接种均适于大蒜叶枯病

抗性鉴定 (表 4) 。

表 4　不同部位离体接种后大蒜的病情指数和反应型

Table 4　Disease index and cultivar reaction type of garlic

cultivars with different inoculation position in vit ro

品种
Cultivar

叶面接种
Inoculation on leaf face

叶背接种
Inoculation on leaf back

G087 16. 4 ( R) 13. 5 ( R)

G064 26. 4 (MR) 22. 4 (MR)

G039 32. 9 (S) 32. 3 (S)

　不同株龄离体接种的抗性鉴定

本试验中 3个大蒜品种 3个时期叶枯病离体鉴

定结果表明 ,2～3 叶期鉴定结果与田间表现不一

致 ,抗病品种 G087 大蒜品种的病情指数比感病品

种 G039大蒜品种的病情指数还高 ;4叶期和 5叶期

鉴定结果与田间的表现基本一致 ( F = 15. 34) ,品种

间离体接种结果有显著差异 ( P < 0. 05) , G087大蒜

品种抗病性强 ,属于对叶枯病不敏感的抗病品种 ;

G064大蒜品种属于中等抗病的品种 ; G039 大蒜品

种属于对叶枯病敏感的感病品种 (表 5) 。
表 5　不同株龄离体接种后大蒜的病情指数和反应型

Table 5　Disease index and reaction type of garlic cultivars

with inoculation on leaves of different age plant in vit ro

品种
Cultivar

2～3叶期
2～3 leaf stage

4叶期
4 leaf stage

5叶期
5 leaf stage

G087 39. 8 (S) 16. 4 ( R) 13. 5 ( R)

G064 35. 1 (S) 21. 3 (MR) 27. 5 (MR)

G039 26. 5 (MR) 34. 4 (S) 30. 2 (S)

　讨　论

　代表性大蒜品种的选择依据

根据田间调查结果 , G087 病情指数为 16. 7 ,

G064病情指数为 20. 2 , G039 病情指数为 30. 4 ,分

别为抗病、中抗和感病品种 , G087叶短而窄 ,叶片硬

而挺直 ,开张度小 ,叶绿素含量高 ; G064叶最大且最

宽 ,叶绿素含量较高 ; G039叶较长而宽 ,叶绿素含量

低[13 ]。本试验主要依据田间病害调查结果 ,选择 3

个代表性品种 G087、G064、G039分别作为抗病、中
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抗和感病品种 ,建立大蒜叶枯病离体鉴定方法。

　大蒜叶枯病离体鉴定和活体鉴定的差异

大蒜叶的构造和其它单子叶植物一样 ,叶片剖

面可分为表皮 (上表皮、下表皮) 、栅栏组织、海绵组

织、维管束、乳汁管和气孔等。大蒜叶枯病菌主要以

子囊壳随病残体在土壤中越冬 ,第 2 年散发出子囊

孢子进行初侵染 ,病部产生分生孢子再借风雨、气流

等进行再侵染。活体接种方法分为无伤口接种法即

孢子悬浮液喷洒法和伤口接种法 ,试验证明病菌孢

子主要经自然孔口和伤口侵入寄主。由试验结果可

以看出 ,活体接种后 ,刚开始病情指数偏低 ,各品种

之间无差异 ,而在接种 15 d 后不同的品种发病情况

才表现出差异。G064 大蒜品种采用孢子悬浮液喷

洒法活体鉴定时 ,接种后 29 d 的病情指数比接种后

22 d 低 ,这是因为接种后 22 d调查时发病在 9级的

叶片在接种后 29 d 调查时已经枯死 ,不能算作功能

叶。G039大蒜品种采用孢子悬浮液喷洒法发病情

况和田间调查结果有异 ,可能是这种方法接种时

G039叶片较小 ,保绿时间较长 ,发病不充分 ,通过叶

片表皮气孔感染叶枯病菌的能力低 ,所以导致发病

情况出现异常。

活体鉴定大蒜叶枯病抗性时孢子悬浮液喷洒法

对叶片的喷洒量难以均匀 ,而伤口接种法对叶片的

伤口大小也难以均匀 ,伤口处于叶片的位置不一定 ,

从而使 2种活体鉴定方法接种后发病不均匀 ,造成

致病性不稳定 ,影响鉴定结果。另外 ,活体接种的方

法鉴定周期长 ,与活体鉴定相比离体鉴定在人工控

制的生长环境下进行 ,其周期较短 ,只需大约 1周的

时间就可完成整个鉴定过程 ,而且不影响植物的生

长。所以离体鉴定的方法更适用于对大蒜品种叶枯

病的抗性鉴定。

　离体鉴定大蒜叶枯病抗性适宜条件的选择

活体接种方法的研究结果表明 ,大蒜叶枯病菌

孢子主要通过自然孔口和伤口侵入大蒜植株 ,在进

行离体接种鉴定时 ,大蒜叶段上或在伤口周围病菌

都能侵入。本试验结果表明 ,给大蒜叶片离体接种

3个不同浓度的叶枯病菌孢子悬浮液 ,浓度为 105

个/ mL 时发病较慢 ,接种 7 d后的病情指数都偏低 ,

感病品种表现为抗病 ,结果与田间调查结果不一致 ;

浓度为 107个/ mL 时发病快 ,到后期 3 个品种发病

都较严重 ,接种 7 d 后抗病品种 G087表现为感病 ,

这与田间调查结果有异 ;浓度为 106 个/ mL 时 ,接

种后的结果与田间调查结果基本相符。植物对真菌

性病害的抗性除决定于自身的抗性机制外 ,还与接

种的病原浓度有关 ,病原浓度过低 ,品种的抗感性差

异难以体现出来 ,病原浓度过高 ,抗病品种也会表现

出感病症状[6 ] ,因此 ,浓度为 106个/ mL 的叶枯病菌

孢子悬浮液是合适的离体接种浓度[14 ]。

大蒜叶枯病的发病最适温度为 15～25 ℃。在

本试验设置的 18 ℃、21 ℃、24 ℃3 个离体接种温

度中 ,18 ℃时发病较慢 ,病情指数都较小 ,感病品种

G039 表现为中抗 ,这与田间调查结果不一致 ;

24 ℃时发病快 ,后期发病重 ,抗病品种 G087 都表

现为高感 ,表现不出对叶枯病菌的不敏感性 ,这与田

间调查结果也不一致。只有在 21 ℃时 3 个品种的

抗性分级明显 ,且与田间调查结果一致 ,所以适宜的

离体接种温度为 21 ℃。

叶面离体接种和叶背离体接种结果差异不显

著 ,这可能是由于大蒜叶正面和背面角质层分布、表

皮细胞分布、气孔分布、叶绿素含量等没有明显差

异[15 ]。所以离体接种时选择叶面和叶背均可。

本试验在 3 个大蒜品种处于 2～3 叶期、4 叶

期、5叶期时分别进行离体鉴定 ,在 2～3 叶期接种

的结果为抗病品种 G087病情指数高于其它 2个品

种 ,这与田间结果不一致 ,但 4叶期和 5叶期接种的

结果与田间调查结果基本一致。株龄过小 ,难以获

得准确的鉴定结果 ,这可能是由于植株刚发芽不久 ,

过于幼嫩 ,抗病系统发育还不完善 ,4叶期以后鉴定

才能较准确地反映品种间的抗性差异。但越到后

期 ,鉴定所需时间和成本也随之增加 ,而且要获得无

菌叶片的难度也加大。所以当大蒜品种株龄在 4叶

期、5叶期时采叶片进行离体接种 ,有利于各个品种

抗病性差异的充分表现。

本试验首次对大蒜叶枯病的抗性鉴定方法进行

研究 ,试验结果表明 :活体接种和离体接种方法的鉴

定结果都能如实地反映供试品种的田间抗性 ,但离

体接种法比活体接种法更简便、快速 ;离体叶面接种

和叶背接种的鉴定效果基本一致 ;离体鉴定接种的

适宜孢子悬浮液浓度为 106个/ mL ,适宜培养温度

为 21 ℃,适宜株龄为 4～5叶期。
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Screen of Evaluation Methodology of Garl ic Resistance to Tip Blight

CH EN G Xiao2lan　CH EN G Zhi2hui　ZOU yan　N IU qing

Horticul t ure Col lege , N ort hw est A & F Uni versi t y , S haan x i , Yangl i ng 712100 , Chi na

　　Abstract　The p urpose of t he experiment is to establish an evaluation met hod of garlic resistance to

tip blight . According to t he result s of field investigation , the experiment collected 3 cultivars G087 ,

G064 , G039 with different disease resistance to garlic tip blight as t he identification cultivars. The spore

suspension concent ration ,t he spore inoculation position and t he cult ure temperat ure after inoculation and

t he plant age for i n vi t ro identification and the met hods for i n v i vo identification have been compared and

screened. The investigating disease index and the cultivar resistant types were measured and t he best i n

vi t ro identification result s which was in agreement wit h t he resistance level of t he identification cultivars

were got ten under the conditions as follows : the inoculating leaves at 4～5 leaf stage of plant , inocula2
ting on leaf face or leaf back , inoculating spores at t he concent ration of 106 / mL ,cult uring t he inoculated

leaves at the temperat ure of 21℃ for 7 days. Both i n v i t ro and i n v i vo identification result s were in

agreement wit h field disease resistance of t he identification cultivars. However ,t he i n vi t ro identification

was simpler and faster t han t he i n v i vo identification. The established i n v i t ro identification technology in

t his experiment is simple in method , short in identification cycle duration and accurate in result , which

can be used to evaluate the disease resistance of garlic germplasm resources to tip blight .

Key words　garlic tip blight ; resistance ; identification i n v i vo ; identification i n v i t ro
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