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密度２１万～２２．５万株／ｈｍ２。条播时行距４０ｃｍ为宜。
３．３　施肥与杂草防除

播种前整地时，施氮磷钾复合肥４５０～７５０ｋｇ／ｈｍ２作为
基肥，苗期和始花期分别追施尿素７５ｋｇ／ｈｍ２左右。播种后
立即喷洒５５％乙草胺乳油１０００ｍＬ／ｈｍ２，兑水８００ｋｇ／ｈｍ２均
匀喷雾防治杂草，使用乙草胺时要注意用量、浓度以防产生药

害；出苗后及时查苗补缺、间苗定苗。及时中耕除草。

３．４　病虫防治及防倒伏
在植株幼苗期注意防治地老虎等地下害虫，花荚期注意

防治豆龟蝽、斜纹叶蛾、大豆食心虫、豆卷叶螟等害虫。植株

旺长时，运用多效唑或矮壮素等进行控制，防止倒伏。

３．５　及时收获
茎秆豆荚变黄褐色，植株摇动听到部分籽粒响声时，进行

收获，收获后晾晒２～３ｄ，完成后熟作用，脱粒，晒干进仓。
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　　摘要：采用３因素随机区组设计方法研究接种方法、烟草品种、菌种３种因子对烟草黑胫病菌致病力的影响。结
果表明：各因子对烟草黑胫病菌致病力的影响依次为接种方法＞烟草品种＞菌种，不同接种方法接种后的病斑长度依
次为菌丝块茎基部创伤接种＞游动孢子悬浮液灌根接种＞菌丝块茎基部不创伤接种，不同烟草品种接种后的病斑长
度依次为红大＞Ｇ１４０＞ＮＣ８９，接种不同菌株后的病斑长度依次为ＢＺ－８＞ＦＹ－１０＞ＳＸ－３；接种方法与烟草品种间的
互作效应达到了显著水平，其他因子互作效应均未达到显著水平。
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　　烟草黑胫病是由烟草疫霉菌（Ｐｈｙｔｈｏｐｈｔｈｏｒａｎｉｃｏｔｉａｎａｅ
ＢｒｅｄａｄｅＨａａｎ）引起的烟草主要病害之一，可以危害所有栽培
烟草，烟株一旦发病，往往都是整株死亡，严重影响烟草生产，

是烟草病害的攻克难题之一，在中国各烟区广泛发生［１－３］。

我国过去在进行抗黑胫病品种鉴定中，发现不同地区菌株致

病力有较大差异 ［４］。龚龙英等研究指出，不同接种方法对烟

草黑胫病菌致病力测定有一定的影响，甚至会产生较大差异，

但未作系统研究［５］。本试验就影响烟草黑胫病菌致病力的

主要因子及其互作效应进行研究，以期为今后致病力分化测

定方法的选择、寄主植物抗病性的鉴定以及烟草黑胫病的综

合防治等相关研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　供试菌株
供试烟草疫霉菌菌株为 ＢＺ－８、ＦＹ－１０、ＳＸ－３，保存于

安徽农业大学植物病原真菌研究室，均分离自烟草新鲜病组

织，分别来自皖北烟区的安徽省亳州市、江淮烟区的安徽省凤

阳县、皖南烟区的安徽省歙县。

１．２　供试寄主植物
供试烟草品种 Ｇ１４０、ＮＣ８９、红大，均由安徽省农业科学

院烟草科学研究所提供。将种子装在布袋内，催芽至露白，然

后播入盛有灭菌土壤的盆钵中进行培养，待烟苗长至３张真
叶时移栽到底部打孔的塑料杯内（２孔／杯），每天早晚各浇水
１次，每周用Ｈｏａｇｌａｎｄ完全营养液喷１次。待烟苗长至 ７～８
张叶时，供接种用。

１．３　培养基（液）的配制
１．３．１　ＬＢＡ培养基　取 ６０ｇ利马豆粉加入去离子水
１０００ｍＬ，６０℃恒温水浴加热１ｈ，用４层纱布过滤，取滤液，
用去离子水定容至１０００ｍＬ，加入琼脂２０ｇ，在微波炉内加热
至琼脂完全熔化，趁热分装，１２１℃灭菌２０ｍｉｎ。
１．３．２　１０％Ｖ６Ｃ培养液　参照马国胜等方法

［３］配制，１２１℃
灭菌２０ｍｉｎ，待用。
１．４　接种方法
１．４．１　游动孢子悬浮液灌根接种　供试菌株在ＬＢＡ平板上
２５℃暗培养３ｄ，从菌落边缘切取１０块大小约２ｍｍ×２ｍｍ
的菌丝块，移入盛有２０ｍＬ１０％ Ｖ６Ｃ培养液、直径９ｃｍ的培
养皿中，２５℃暗培养３ｄ，用灭菌镊子把菌丝丛转移到另一无
菌培养皿中，加入灭菌水 ２０ｍＬ，并加入 ４滴土壤浸出液，
２５℃ 光照培养，每１２ｈ换１次灭菌水，并同时加入４滴土壤
浸出液，直至孢子囊大量形成。待大量孢子囊产生后，将培养

皿置于４℃冰箱中１５ｍｉｎ，取出置于２５℃温度下 ３０ｍｉｎ，即
得到有大量孢子的孢子悬浮液。取样镜检测定其浓度，并将
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其稀释成１万个／ｍＬ对烟苗进行灌根接种，每株 １０ｍＬ，每天
浇水保湿。设等体积无菌水灌根处理作为空白对照。　
１．４．２　菌丝块茎基部针刺创伤接种　参照马国胜等方
法［６］，略有改进。供试菌株在 ＬＢＡ培养基平板上２５℃暗培
养５ｄ，用直径０．６ｃｍ的灭菌打孔器制成菌碟，将有菌丝的一
面向下，贴于用昆虫针束（４根小号昆虫针束）轻度刺伤的烟
草茎基部，用脱脂棉蘸灭菌水覆盖保湿。接种后烟苗置于室

内室温（２５±２）℃培育，每天喷水保湿。设无烟草黑胫病菌
的纯培养基碟片处理为空白对照。

１．４．３　菌丝块茎基部不创伤接种　参照马国胜等方法［６］，

略改进，接种前不创伤，其他同“１．４．２”节。
１．５　试验设计

采用３因素随机区组设计，以接种方法、烟草品种、菌株
为试验因子，各设３个水平，３次重复，每重复３株烟苗。各
因素、水平设置及代码如下所示：（１）接种方法（Ａ），其中 Ａ１
为菌丝块茎基部针刺创伤接种、Ａ２为游动孢子悬浮液灌根接
种、Ａ３为菌丝块茎基部不创伤接种；（２）菌株（Ｂ），其中Ｂ１为
ＢＺ－８、Ｂ２为ＦＹ－１０、Ｂ３为ＳＸ－３；（３）烟草品种（Ｃ），其中
Ｃ１为红大；Ｃ２为ＮＣ８９、Ｃ３为Ｇ１４０。
１．６　结果观察与统计分析

菌丝块创伤和不创伤接种法以接种处纵向扩展的病斑长

度作为评价致病力的标准；游动孢子悬浮液灌根接种法，以土

表以上病斑长度作为评价致病力的标准。接种后第３天开始
观察，第４天开始记载，以后每２ｄ记载１次，共记载３次。
按３因素随机区组设计，对接种后第８天的病斑长度资料进
行统计分析。

２　结果与分析

２．１　影响烟草黑胫病病斑长度的主因子效应分析
由表１可知，不同处理间病斑长度大小存在极显著差异，

各因子影响均在０．０１水平上差异显著。Ａ１Ｂ１Ｃ１处理组合
病斑长度最长，达到６０．３ｍｍ；Ａ２Ｂ２Ｃ１处理组合病斑长度次
之，达到 ３９．６ｍｍ；其次分别是 Ａ１Ｂ１Ｃ３、Ａ１Ｂ２Ｃ１、Ａ２Ｂ１Ｃ１、
Ａ１Ｂ２Ｃ３处理组合，病斑长度分别达到 ３８．９、３８．５、３５．９、
３４．５ｍｍ；再次分别是 Ａ１Ｂ３Ｃ１、Ａ１Ｂ２Ｃ２处理组合，病斑长度
分别达到 ２４．２、２２．３ｍｍ；９个处理组合 Ａ２Ｂ１Ｃ３、Ａ２Ｂ２Ｃ２、
Ａ２Ｂ３Ｃ２、Ａ３Ｂ１Ｃ１、Ａ３Ｂ２Ｃ１、Ａ３Ｂ２Ｃ２、Ａ３Ｂ２Ｃ３、Ａ３Ｂ３Ｃ２、
Ａ３Ｂ３Ｃ３没有发病。
　　由表２可知，接种方法（Ａ）与烟草品种间（Ｃ）的互作达
到了显著水平，其他因子互作差异均不显著。由于 Ｆ的大小
表示各因子及互作变异的大小，所以各因子及互作对致病力

大小影响的次序为接种方法 ＞烟草品种 ＞菌种 ＞接种方
法×烟草品种＞菌种×烟草品种＞接种方法×菌种＞接种方
法×烟草品种×菌种。
２．２　单因子对烟草黑胫病斑长度的影响
２．２．１　接种方法的影响　由表３可知，各单因子对病斑长度
大小的影响差异显著，以接种方法最显著。试验设计的３种
接种方法以菌丝块茎基创伤接种的病斑长度最长，平均病斑

长度２７．０ｍｍ；其次为游动孢子悬浮液灌根接种，平均病斑长
度８．５ｍｍ；菌丝块茎基不创伤接种病斑最小，平均病斑长度
１．５ｍｍ，可见创伤有利于病斑的发生扩展。

表１　不同接种方法、烟草品种和菌株组合对烟草黑胫病
病斑长度的影响

处理组合
平均病斑长度

（ｍｍ）
差异显著水平

０．０５ ０．０１
Ａ１Ｂ１Ｃ１ ６０．３ ａ Ａ
Ａ１Ｂ１Ｃ２ ７．３ ｄｅ Ｄ
Ａ１Ｂ１Ｃ３ ３８．９ ｂ Ｂ
Ａ１Ｂ２Ｃ１ ３８．５ ｂ Ｂ
Ａ１Ｂ２Ｃ２ ２２．３ ｃ Ｃ
Ａ１Ｂ２Ｃ３ ３４．５ ｂ ＢＣ
Ａ１Ｂ３Ｃ１ ２４．２ ｃ Ｃ
Ａ１Ｂ３Ｃ２ ７．８ ｄｅ Ｄ
Ａ１Ｂ３Ｃ３ ８．９ ｄｅ Ｄ
Ａ２Ｂ１Ｃ１ ３５．９ ｂ ＢＣ
Ａ２Ｂ１Ｃ２ ０．９ ｅ Ｄ
Ａ２Ｂ１Ｃ３ ０ ｅ Ｄ
Ａ２Ｂ２Ｃ１ ３９．６ ｂ Ｂ
Ａ２Ｂ２Ｃ２ ０ ｅ Ｄ
Ａ２Ｂ２Ｃ３ ２．７ ｄｅ Ｄ
Ａ２Ｂ３Ｃ１ ０．６ ｅ Ｄ
Ａ２Ｂ３Ｃ２ ０ ｅ Ｄ
Ａ２Ｂ３Ｃ３ ０．８ ｅ Ｄ
Ａ３Ｂ１Ｃ１ ０ ｅ Ｄ
Ａ３Ｂ１Ｃ２ １．１ ｅ Ｄ
Ａ３Ｂ１Ｃ３ １０．３ ｄ Ｄ
Ａ３Ｂ２Ｃ１ ０ ｅ Ｄ
Ａ３Ｂ２Ｃ２ ０ ｅ Ｄ
Ａ３Ｂ２Ｃ３ ０ ｅ Ｄ
Ａ３Ｂ３Ｃ１ １．６ ｅ Ｄ
Ａ３Ｂ３Ｃ２ ０ ａ Ａ
Ａ３Ｂ３Ｃ３ ０ ｄｅ Ｄ

表２　不同因素对烟草黑胫病病斑长度影响的方差分析

变异来源 ｄｆ ＳＳ ＭＳ　 Ｆ Ｆ０．０５ Ｆ０．０１
区组 ２ 　２０．８２ １０．４１ ０．０５ ３．１８ ５．０６
处理 ２６ ２３６６９．９４ ９１０．３８ ４．３ １．７４ ２．１８
Ａ ２ ９２７６．４３ ４６３８．２１ ２１．９１ ３．１８ ５．０６
Ｂ ２ ２３８９．９５ １１９４．９８ ５．６５ ３．１８ ５．０６
Ｃ ２ ４４５６．２９ ２２２８．１５ １０．５３ ３．１８ ５．０６
Ａ×Ｂ ４ １１４８．４５ ２８７．１１ １．３６ ２．５６ ３．７２
Ａ×Ｃ ４ ２９１０．４３ ７２７．６１ ３．４４ ２．５６ ３．７２
Ｂ×Ｃ ４ １２０６．１５ ３０１．５４ １．４２ ２．５６ ３．７２
Ａ×Ｂ×Ｃ ８ ２２９０．０２ ２８６．２５ １．３５ ２．１３ ３．７２
误差 ５２ １１００７．３８ ２１１．６８
总变异 ８０ ３４６７７．３２

表３　单因子对烟草黑胫病病斑长度的影响

影响因子
平均病斑长度

（ｍｍ）
显著水平

０．０５ ０．０１
Ａ１ ２７．０ ａ Ａ
Ｃ１ ２２．３ ａｂ ＡＢ
Ｂ１ １７．６ ｂ ＡＢ
Ｂ２ １５．３ ｂｃ Ｂ
Ｃ３ １０．７ ｂｃ ＢＣ
Ａ２ ８．５ ｃ ＢＣ
Ｂ３ ４．９ ｃ ＢＣ
Ｃ２ ４．４ ｃ ＢＣ
Ａ３ １．５ ｃ Ｃ

２．２．２　烟草品种的影响　表３表明，烟草品种对烟草黑胫病
菌致病力的影响极显著。红大的病斑长度最长，平均病斑长

度２２．３ｍｍ；其次为 Ｇ１４０，平均病斑长度 １０．７ｍｍ；ＮＣ８９最
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不易侵入，平均病斑长度４．４ｍｍ。说明品种红大最感病，而
Ｇ１４０、ＮＣ８９有一定的抗病性，以ＮＣ８９抗病性最强。
２．２．３　菌株的影响　由表３可知，菌种对致病力的影响极显
著。ＢＺ－８的病斑长度最长，平均为 １７．６ｍｍ；其次为
ＦＹ－１０，平均病斑长度为１５．３ｍｍ；ＳＸ－３的病斑长度最短，
平均为４．９ｍｍ。说明ＳＸ－３的致病力最弱，ＢＺ－８的致病力
最强。

２．３　因子互作的影响
由表４可知，品种与接种方法组合对烟草黑胫病菌致病

力的影响差异显著，而其他各因子互作差异均不显著。红大

品种的接种方法很重要，而Ｇ１４０、ＮＣ８９的接种方法则表现得
不明显。对同一接种方法，品种的抗病性影响较大，总体来

看，ＮＣ８９的抗病性最强。

表４　接种方法与烟草品种互作的影响

接种方法
不同烟草品种接种后的病斑长度（ｍｍ）
红大 ＮＣ８９ Ｇ１４０

不创伤接种 ２８．４ａＡ １６．７ａｂＡ １２．７ａｂＡ
灌根 ２５．０ａｂＡ ２７．３ｂＡ ２．４ｂＡ

创伤接种 ３．４ｂＡ １０．７ｂＡ １４．１ａｂＡ

　　注：同列数据后不同大写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１），不同
小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．４　烟草黑胫病菌的致病力
供试菌株在烟草品种上的致病力差异极显著。表１表

明，红大在创伤接种和灌根接种时，各菌种之间致病力差异极

显著，不创伤接种则差异不显著。研究结果还表明，同一菌株

对不同品种的致病力差异较大。菌株 ＢＺ－８创伤接种红大
与ＮＣ８９的病斑长度差异极显著；灌根接种时，红大与 ＮＣ８９、
Ｇ１４０的病斑长度差异极显著；创伤接种时，菌株 ＦＹ－１０引
起的病斑长度在各烟草品种间差异显著，在灌根接种条件下，

ＦＹ－１０对红大引起的菌斑长度与 ＮＣ８９、Ｇ１４０差异显著；而
菌株ＳＸ－３引起的病斑长度仅创伤接种存在差异。

由表５可知，采用创伤接种时，３个品种的发病率均达
１００％；采用灌根接种时，红大发病率达５５．５％，Ｇ１４０发病率
为２２．２％，ＮＣ８９发病率为７．５％；采用不创伤接种时，各品种
几乎没有发病。

表５　不同接种方法下烟草的发病率

接种方法
发病率（％）

红大 ＮＣ８９ Ｇ１４０
创伤接种 １００．０ １００．０ １００．０
灌根 ５５．５ ２２．２ ７．５

不创伤接种 ０ ３．７ ３．７

２．５　不同烟草品种对烟草黑胫病的抗性反应
从测定结果可以看出，红大、Ｇ１４０、ＮＣ８９这３个烟草品

种对烟草黑胫病的抗病能力有明显差异，其中红大最感病，

Ｇ１４０、ＮＣ８９表现抗病，且 ＮＣ８９比 Ｇ１４０强。研究还发现，红
大品种灌根接种后３ｄ开始出现症状，６ｄ后病斑达一定长
度；Ｇ１４０、ＮＣ８９这２个品种接种后３ｄ症状不明显，６ｄ后开
始出现症状，而且很少，发病明显推迟。

３　结论与讨论

本研究表明，不用烟草种植区的烟草黑胫病菌存在致病

力分化现象，ＢＺ－８的致病力最强，其次为ＦＹ－１０，致病力最
弱的是ＳＸ－３；烟草品种对致病力的表现影响较大，供试菌株
在Ｇ１４０、ＮＣ８９上致病力的分化不明显，但在红大品种上致病
力的分化较明显。试验结果还表明，在尽量减少系统误差的

情况下，菌丝块茎基部创伤接种可能是测定致病力的最好方

法，此法简单，通过病斑的出现时间、大小、发展速率来判断致

病力的强弱。王革等研究认为，菌丝块茎基部不创伤接种可

能是一种较理想的接种方法，不创伤接种比创伤接种侵染率

低［７］。本研究也发现，不创伤接种发病率较低。笔者认为感

病品种可采用游动孢子悬浮液灌根接种，而抗病品种可采用

菌丝块创伤接种。

谢成颂等研究结果表明，烟草植株的茎表皮具有一定的

抗病性，表皮无伤口时，抗病品种不易被病菌侵入，几乎不发

病，而感病品种发病率可达５０％［８］。这已经在游动孢子悬浮

液灌根法中得到证实，感病品种红大的发病率达５５．５％，而
抗病品种ＮＣ８９发病率仅为７．５％。苏德成报道，在大田中，
烟草疫霉菌主要是由孢子萌发产生芽管侵入寄主，游动孢子

悬浮液灌根是最接近自然条件的方法，但烟草黑胫病的发病

部位多在茎基近地面处，并由此向上、向下扩展，且向上扩展

速度较快，表现出局部坏死［９］。但谢成颂等报道，游动孢子

悬浮液灌根接种法的接菌量不易控制，分级标准不易掌握，需

要确定一套理想实用的病情指数分级标准［８］。所以，笔者认

为，如果评价致病力的指标为发病率，那么游动孢子悬浮液灌

根接种比较好，但此法需将烟草根部拔出调查，不利于系统的

操作；菌丝块茎基部创伤接种对病斑的发生扩展影响最显著，

但由于损伤了茎表皮，不利于寄主的生物学抗性表现，不能真

实反映寄主固有抗病性和病原物致病力。苏德成报道，致病

力的强弱包括病原菌对寄主植物的破坏程度以及对寄主引起

相同发病程度所需的时间［９］。本研究发现，当采用菌丝块茎

基部创伤接种破坏寄主植物生物学结构时，抗病品种的病斑

扩展依然较缓慢，由此推断，抗病品种对病原菌的抗性除烟草

生物学抗性机制之外，还有其他抗病性机制。
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