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新疆哈密瓜细菌性斑点病离体叶片

种子带菌检测及致病力分化

王爱英1，李国英孙，曾 义2，张 昕2

(1．石河子大学绿洲农业生态重点实验室，新疆石河子832003；2．石河子大学农学院，新疆石河子832003)

摘要：应用甜瓜离体叶片检测甜瓜种子的带菌情况，分别采用不同的缓冲液和不同的接菌方法进行检测，

发现PBS缓冲液富集病原菌效果好，注射接种效率高。同时，离体叶片是菌株致病力分化初步检测较好的材

料，从田间分离所得菌株来看，黄瓜细菌性角斑和西瓜果腐菌株致病力均被分化为强、中、弱，两且从种子上分

离的病原菌的致病力弱。
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Detection of Acidovorax in Melon Seed and Pathogenic

Differentiation Using in Vitro Leaf in Xinjiang

WANG Ai—yin91，LI Guo-ying孙，ZENG Yi2 and ZHANG Xin2

(1．Key Laboratory of Oasis Ecology Agriculture of Xinjiang Bingtuan，Shihezi University，Shihezi Xiniiang 832003，

China}2，Agriculture Department Shihezi University。Shihezi Xinjiang 832003，China)

Abstract：The different buffer solution separately examination the ratio of melon seed
7
S disease-carry-

ing using 1eaf in vitro was conducted．The result showed that PBS buffer solution which had better

effect to enrich bacteria．And the inj ection vaccination efficiency is high．The leaf is better material in

vitro for pathogenic differentiation．Pseuodomonas syringae pv．Lachryman and Acidovorax avenae

subsp．citrulare are compartmentalized as strong，middle and weak in pathogenic differentiation，dis-

ease germ’S pathogenesis strength is weak separated from the seed．
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细菌性病害大都可经种子传播[1’2]。甜瓜细

菌性斑点病属于种子带菌，常规检测的精度低、难

度大。由于从种子上分离植物病原细菌相当困

难，其结果也常变化不定。Sharon等1982年报

道寄生离体叶片用于检测番茄斑叶病菌(Pseud-

omornas tomato)和辣椒斑点病菌(Xanthomonas

vesicatorria)，Rardhana和Cirenoto 1985年运用

类似的方法鉴定桃细菌性穿孔细菌(Xan-

thomonas pruni)，病菌在离体叶片上的表现症状

和在自然病叶上相同[3’4]。免疫放射分析方法具

有灵敏度高、稳定性好、快速、特异性较强等优点，

但有时会发生交叉反应，出现假阳性现象[引。王

汉荣，孙漱沅等运用离体浓缩接种方法为水稻细

菌性条斑病菌的检测提供了一种可靠，简便而又

快速的种子带菌检测方法‘引。

1 杏舌料s方法

1．1材料

1．1．1 供试的离体叶片与种子 离体叶片采自

温室所育的甜瓜品种86—1出苗15～20 d左右的

健康子叶；阿勒泰地区86—1病瓜的种子。

1．1．2标准菌株标准菌株黄瓜细菌性角斑病
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菌psl一8(Pseuodomonas syringae pv．Lachryman

Smith and Bryan，psi)和西瓜细菌性果腐病Aae-

14(Acidovorax avenae subsp．citrulli Willems，

Goor，Thieenmans，Gillis，Kersters&Ley，

Aac)由中国农科院植保所提供。其他菌株的来

源见表1、表2。

1．1．3其他供试材料0．5％水琼脂，KBA培养

基，无菌水，PBS缓冲液，0．85％的生理盐水，5

mL一次性注射器，毛笔，喷壶。

表1 2000～2001年采集的西瓜

细菌性果腐病菌菌株

TabIe l Acidovorax avenae subsp．citrulli

strains in 2000～200l

表2 2000～2001年采集的

黄瓜细菌性角斑病菌

Table 2 Pseuodomonas sy—ngae pv．

Laehryman strains in 2000～2001

1．2方法

1．2．1标准菌株的制备 将KBA斜面培养24

h的黄瓜细菌性角斑菌psi-8和西瓜细菌性果腐

病原菌Aac-14，每管用3 mL无菌水将菌苔洗下，

吸取1 mL菌悬液移入另一离心管或试管中，对

照比浊计用无菌水将菌悬液稀释为30×108

CFU／mL、15×108 CFU／mL、9×108 CFU／mL、

9×105 CFU／mL、9×104 CFU／mL、9×103 CFU／

mL、9×102 CFU／mL、4×104 CFU／mL、4×103

CFU／mL等浓度梯度。同时，依次用这些稀释菌

液进行注射接种，以无菌水作为对照。

1．2．2 离体子叶不同接种方法和有效浓度的测

定取温室培育15 d左右新鲜完整健康的甜瓜

子叶，子叶表面用75％酒精轻轻擦拭消毒(注意

不要划伤)，分别对9×108 CFU／mL的菌悬液采

用注射(O．5 mL)、喷雾、毛笔摩擦3种方法接种

新鲜甜瓜子叶，接种后的叶片叶面朝下置于水琼

脂平板的培养皿中，并在28℃下黑暗培养48h(注

意保湿)，观察症状。若出现症状，做细菌溢光镜

观察并划线分离纯化保存菌株。

标准菌株所配置的不同稀释度的菌悬液采取

注射的方法对离体子叶进行接种。

1．2．3 离体叶片种子带菌检测 取30粒病瓜种

子，表面用70％酒精消毒2 min，分另4浸泡在PBS

缓冲液、无菌水、0．85％生理盐水中，将浸泡液加

入2---3滴吐温20，放置于4℃冰箱中，3 h后以此

浸提液注射接种用。子叶表面经70％酒精消毒，

用注射器吸取种子浸提液0．5 mL，沿主叶脉注

射，叶背朝上放置于0．5％的水琼脂平板上，28℃

下黑暗培养，48 h后观察结果。

1．2．4菌株离体叶片的致病性测定取健康完

好的叶片，表面用70％酒精进行消毒。将所分离

得到的菌株(表1、2)培养24 h后，用无菌水配置

成4×107 CFU／mL菌悬液，2 mL注射器吸取

0．5 mI。的菌悬液沿主叶脉注射于离体叶片中。

之后将叶背朝上放置于0．5％的水琼脂平板上，

28℃温箱中黑暗培养。36 h、48 h后观察叶片的

发病情况，并测量病斑的大小。利用Statistics软

件中不加权算术平均法进行聚类分析，建立UP—

GMA树‘71。

2 结果与分析

2．1不同浸提液注射接种试验结果

表3表明，PBS缓冲液浸提病种的浸提液注

射子叶接种后48 h显示症状，出现症状比较明

显，有利于种子病原菌的富集，无菌水浸提尽管可
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得到较多的致病菌，但致病结果并不理想。分离

出现症状的叶片，可得到病原菌的纯培养。

2．2离体子叶接种病原菌试验结果

采用3种不同接种方法接种。以注射法接

种，子叶叶片上出现的症状最早，注射48h就可以

显症，症状明显，比较容易观察到结果。次为喷雾

接种。摩擦接种由于接菌量分散，起始的接菌量

不大，出现的症状较晚甚至不表现症状，喷雾接种

出始的接菌量较大，而且集中，叶片的发病症状较

为严重(表4)。

表3不同浸提液注射接种试验

Table 3 Experiment of different leaching solution

tnjection vaccination

注：+：在接种点，叶肉稍微有些褪绿。边缘黄化l++：沿接种点，

病菌的侵染开始扩展：+++：沿接种点，病情扩展，叶肉已经凹

陷或已腐烂f++++：叶片腐烂菌脓出现。一；接菌后未反应。

表4离体叶片不同接种方法检测的结果

Table 4 Result of different vaccination method in vitro leaves

菌株
Baeterial strain

M接et种ho方ds法of Nu接mb种er叶of矗e数aves Nu发mb病er叶of盔e数aves 攀瘴事／％ M发。病rb程idi度tyI I e7q●“。
inoculate inoculated infected

lnctdence
degree

黄瓜细菌性角斑
Pseuodomonas syringae

果腐病菌
Acidovorax avenae

注射Injection 4 4 i00 +++

摩擦Friction 4 l 25 +

喷雾Spraying 4 3 75 ++

注射Injection 5 5 100 +++

摩擦Friction 5 1 20 +

璧墨曼211∑!!墨 ! ! 塑 ±±

注：分级标准同表3。

表5黄瓜细菌性角斑病原菌psi-8不同菌量接种甜瓜离体子叶

Table 5 Cucumber bacterial spot pathogen psi-8 with different fungus amount inoculated in vitro cotyledon of melon

表6西瓜细菌性果腐病菌Aac-14不同浓度接种甜瓜离体子叶

Table 6 Result 011 in vitro cotyledon of melon inoculated by bacterial fruit rotten of different density Aac-14 of germ

注；分级同表3．
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2．3不同菌量接种甜瓜离体子叶检测结果

从表5、6可以得出，黄瓜细菌性角斑病菌

psl-8接种“早金”离体子叶病菌的有效浓度为4

×105 CFU／mL，接种“86-1”的离体子叶病菌的

有效浓度为4×104 CFU／mL，而西瓜细菌性果

腐病菌Aac-14接种“早金”离体子叶病菌的有效

浓度为4×104 CFU／mL，接种“86—1”的离体子叶

病菌的有效浓度为4×103 CFU／mL(有效浓度

以最低浓度发病程度达“++”)。接种“早金”发

病的潜育期较长，且发病程度轻；接种“86-1”潜育

期短，且发病程度较重。这与“早金”的抗病性强

于86-1有关。发病子叶进行光镜细菌溢观察，均

出现细菌溢，并可分离到致病菌。

图1黄瓜细菌性角斑病菌离体子叶接种树状聚类图

Fig．1 Tree diagram on cotyledon inoculated in vitro by encumber bacterial spot germ
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图2 果腐病原菌离体子叶接种树状聚类

Fig．2 Tree diagram on cotyledon inoculated in vitro by water-melon bacterial fruit rotten germ

2．4离体叶片接菌的致病力分化

从图1可以看出：黄瓜细菌性角斑菌也可分

为3个类群，198号单独为一个类群，为强致病

型；144、psl、10、90、p⑨-1、147、95、56、pC)一a号为

一个类群，为较强致病型；而85、80等为弱致病

型。由图2可得：以距离为3的水平划分，得到3

个子类群，16号单独为一个类群；Aac、189、214、

201、211、19、183、15、18号等为一个类群；而1-1、

3sz为一个类群。所归的类群基本与温室幼苗喷

雾接种聚类分析一致，并且果腐病原菌的致病力

强于黄瓜细菌性角斑病菌，种子分离出的致病菌

两种接种方法测得致病力均低。

3 结论与讨论

3．1甜瓜细菌性斑点病菌离体叶片检测种子带

菌，PBS缓冲液浸提带菌种子后注射离体子叶，

显症时间早，症状明显，控制一定的接菌初始量，

且在48 h内产生菌脓。可用于检测带菌率较低

的甜瓜种子，灵敏度较高。

3．2甜瓜细菌性斑点病离体叶片检测法，能够把

发病的关键条件(湿度、温度、光照、苗龄及嫩绿程

度)调节到最佳状态，而且使这些条件保持恒定。

所以离体叶片检测不受自然条件的影响，即使在

寒冬只要在温室育好少量的苗，就能够进行种子

检测。 (下转第222页)
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3 结论与讨论

3．1 聚集度指标分析结果表明，美洲斑潜蝇幼虫

潜道空间分布图式为随机分布型。其原因可能是

棉田内美洲斑潜蝇种群密度较低，个体问互不影

响。另外，除了C指数外，I指数、M*／n平均拥

挤度和IC指数均无置信区间判别公式，由于C

指数在各田块的变化规律与其他3个指标规律一

致，随机分布的判断应该一致。另外，进一步用

1wao回归模式测定结果表明，其分布型为随机分

布。

3．2美洲斑潜蝇在棉株上的垂直分布随着虫口

密度的增大、棉株生育期的变化，分布叶位随之

增高。但在棉株各生育期及不同虫口密度下，均

主要分布在棉株中下部。根据该分布特性，建议

(上接第219页)

3．3 离体检测法具有直观可靠、简便、稳定、快

速等优点。无病、患其他病害或携带丧失活力的

细菌性斑点病菌的种子均不会误诊。

3．4被测种子量的多少决定了菌量的多少，它直

接关系到症状的产生和田间病害的流行，所以该

方法在实际应用中，取样量的多少是一个重要的

问题。特别是病种收获后次年播种前，取多少量

才合适，这涉及到细菌性斑点病种子带菌最低的

容许限量(即带菌阈)。

3．5从致病力结果的聚类分析可以看出，其致病

菌之间的致病力存在一定差异。据此可将供试菌

株按致病性分为强、中、弱3种不同的致病类型。

就我们所采集菌株的来源，其地域性差异小，可能

与此种病害刚刚从新疆流行起来，病原菌的变异

小有关。试验中发现，直接从种子上分离的菌株，

致病力明显较低，其原因有待进一步研究。
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