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　　摘要：通过分离、培养新疆南疆、北疆若干地点采集棉株中的黄萎病菌，对不同抗病性的棉花有效接种黄萎病菌，
采用鉴别寄主法和特异性引物ＰＣＲ检测技术来确定棉花黄萎病菌的类型。得出菌株４４－１３８在３０个棉花品种上均
表现强的致病力。
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　　棉花黄萎病菌（ＶｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍｄａｈｌｉａｅＫｌｅｂ．）是一种典型的
土传植物维管束病害，在世界各主要植棉区均有发生，并呈日

益蔓延的趋势，严重影响我国主产区新疆棉花的产量与安

全［１］。姚耀文等研究表明，新疆和田及车排子菌，生理型 ２
号，致病力最弱［２］。２０００年前，新疆没有落叶型黄萎病菌菌
系的报道［３］。２００４年，张莉等从南北疆各主要植棉区采样进
行检测，发现在南北疆已存在落叶型菌系，但数量很少［４］。

２００４年，段维军等采用营养亲和群和分子生物学的方法，再
次证实新疆存在落叶型黄萎病菌菌系［５］。根据２００８—２００９
年对棉花枯萎病、黄萎病的调查，近年来，棉花黄萎病的发生

日益严重，重病田明显增多，急性枯死型症状不断出现，给当

地农业生产带来极其严重的损失［６］，培育抗病品种是目前防

治棉花黄萎病的有效措施，抗病育种需要明确棉花黄萎病菌

的生理型、致病性分化和简易、准确的鉴定方法。

本研究通过分离、培养新疆南疆、北疆若干地点采集棉株

中的黄萎病菌，对不同抗病性的棉花有效接种黄萎病菌，鉴定

棉花黄萎病抗病性，探明棉花黄萎病菌生理型的简易、准确鉴

定方法，为棉花抗病性研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　棉花品种　共３０份抗病性不同的棉花品种（系）。
抗病品种（系）：新海１６号、新陆早２６号、中棉所３５号、中棉
所１２号、中棉所１７号、爱字棉、军海１号、新海２０号、中棉所
１９号、新陆早１２号；耐病品种（系）分别为新陆早４８号、辽棉

１８号、新陆早１１号、冀６６８、川７３７、新陆中４２号、新陆早４２
号；感病品种（系）分别为新陆早１号、新陆早３６号、大铃棉、
老炮台、１０８夫、Ｆ２、硕丰１号、新陆早１３号、苏 Ｋ２０２、新陆早
３５号、新陆早１６号、新陆早 ５０号。对照为感病品种军棉 １
号。所有棉花品种（系）均来自新疆农业大学农学院植物育

种系。

１．１．２　供试感病棉花植株　供试感病棉花植株的采集地点
和棉株数量见表１。

表１　感病棉花植株采集地点和棉株数

序号
采集时间

（年－月） 采集地点
感染棉花黄萎病棉株数

（株）

１ ２０１４－０８ 石河子１３２团 ４
２ ２０１４－０８ 石河子１２２团 ８
３ ２０１４－０７ 南疆 ５
４ ２０１４－０７ 阿克苏１６团 ８

１．１．３　供试棉花黄萎病菌　以落叶型棉花黄萎病菌株Ｖ７６、
Ｖ９９１为对照，对照菌株由美国南部平原棉花研究所及南京农
业大学提供。

１．２　方法
１．２．１　分离棉花黄萎病菌的方法　挑出发病棉株，留茎下
部，洗净去皮，擦干，切成１～３ｍｍ小块，用于无菌操作；在超
净工作台，将切好的病棉小块材料先后置于２％的次氯酸钠、
７５％乙醇和无菌水中各泡１～２ｍｉｎ，用无菌纸拭干，移入含
０．０１％链霉素的ＰＤＡ培养基，置于２５℃恒温培养箱培养；待
菌株长出，进行纯化、镜检、培养性状观察；置于－４℃冰箱中
待用。

１．２．２　鉴别寄主法
１．２．２．１　棉苗培育　挑选饱满的棉种进行催芽处理，待种芽
长度达到１ｃｍ时播种［７］。将催芽后的棉花种子种植在装有

灭菌土的无底塑料钵中，每钵种植６粒种子，每个品种１０钵，
播种后将营养钵置于托盘内，托盘中灌满清水，放置在人工气

候箱中培养，光照１２ｈ，温度２７℃；黑暗１２ｈ，温度 ２２℃［８］。

棉种出苗后，每个营养钵中留棉苗３株，待２张真叶展平时
接菌［９］。

１．２．２．２　接种黄萎病菌孢子液的制备　将分离培养的菌种
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在ＰＤＡ平板上活化３ｄ后，用打孔器在菌落上打孔，挑取５～
６块菌丝块放置液体ＰＤＡ培养基中，于２６℃下静置培养３ｄ
后，挑取液体培养基表面的菌丝。转接到营养较少的液体

ＰＤＡ培养基中，放在２０ｒ／ｍｉｎ、２６℃的摇床里培养，７ｄ后用４
层纱布过滤，在显微镜下用血球计数板将孢子浓度调至

２×１０７个／ｍＬ，现配现用。本研究采用营养较少的 ＰＤＡ培养
基配方为马铃薯５０ｇ、蔗糖５ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ。
１．２．２．３　棉苗接种　采用接种方法为切根蘸菌法，用灭菌后
的剪刀在塑钵的底部将棉苗的须根剪掉，然后放在盛有

３０ｍＬ孢子悬液的培养皿中泡１０ｍｉｎ，然后放回托盘中。７月
１９日挑选饱满的棉种，用３０％的Ｈ２Ｏ２冲洗３次，最后１次浸
泡５ｈ后，用无菌水冲洗２～３遍，最后用无菌水浸泡１２ｈ，将
土于高压蒸汽锅中灭菌；７月 ２０日播种于直径 １０ｃｍ、高
１０ｃｍ的有底塑料钵中，土下３～５ｃｍ位置，７月２７日长出２
片真叶，每钵留 ３株，将棉花黄萎病菌孢子浓度调至
２×１０７个／ｍＬ，将棉株剪去底根放入其中泡１０ｍｉｎ，然后放回
托盘中，每２ｄ浇水１次、记录１次，１５ｄ后开始零星发病，９
月１０日调查。
１．２．２．４　抗病性鉴定　当感病对照的病情指数达５０左右
时，按全国统一标准调查不同品种的发病情况。采用相对病

情指数来划分抗病类型。先用５０．０除以本期感病对照实际
病情指数，计算校正系数 Ｋ值。为保证鉴定结果的准确性，
要求Ｋ值范围０．７５～１．２５。然后将供试品种实际病情指数
乘以Ｋ值，即为相对病情指数（表２）［１０－１１］。

表２　相对病情指数及反应型

反应型 抗病指数 相对病情指数

免疫（Ｉ） ０级 ０
高抗（ＨＲ） １级 ０．１～１０．０
抗病（Ｒ） ２级 １０．１～２０．０
耐病（Ｔ） ３级 ２０．１～３５．０
感病（Ｓ） ４级 ３５．１～１００．０

计算公式：

发病率＝病苗总数／调查总数苗×１００％。
病情指数＝ε（发病级值×该级病叶数）／（最高发病级值×调
查总叶数）×１００％。

相对病情指数（Ｉｎ）＝Ｋ×鉴定品种的实际病指［２］。

　　Ｋ值的计算：
Ｋ＝５０．００／ＤＩＣＫ。

式中：Ｋ表示校正系数；５０．００表示感病对照标准综合评价病
情指数；ＤＩＣＫ表示本次鉴定感病对照综合评价病情指数。

接种后每隔２ｄ记录１次感病情况，播种５０ｄ后，将棉苗
全部削茎检查，根据病情，分级记载（表３）。

表３　病情指数分级标准

病情指数 苗期 削茎

０级 无病 维管束不变色

Ⅰ级 真叶发病面积在１／４以下 棉茎下部维管束变色

Ⅱ级 真叶发病面积在１／４～３／４ 棉茎中下部维管束变色

Ⅲ级 真叶发病面积在３／４以上 子叶节以上维管束变色

Ⅸ级 因病死亡 维管束变色，病死亡

１．２．２．５　生理型判定　美国 Ｓｃｈｎａｔｈｏｒｓｔ等根据不同菌系对

棉花致病严重性和症状类型将其分为落叶型、非落叶型。国

内以海岛棉、陆地棉、中棉三大棉种的不同抗感品种为鉴别寄

主，依据致病力强弱将我国棉花黄萎病划分为强、中、弱３个
生理型［１２］；强表示平均病情指数在３０以上；中表示平均病情
指数为２０．０～３０．０；弱表示平均病情指数在２０．０以下（表
４）［１３］。

表４　棉花生理型及致病力划分

指标
生理型

Ⅲ型 Ⅱ型 Ⅰ型
致病力 强 中 弱

平均病情指数 ＞３０ ２０～３０ ＜２０

１．２．３　ＰＣＲ鉴别方法
１．２．３．１　ＤＮＡ的提取　各供试菌系在 ＰＤＡ平板上２５℃培
养１５ｄ，采用天泽基因工程有限公司生产的柱式土壤 ＤＮＡ
ｏｕｔ试剂盒，按照说明书操作提取ＤＮＡ，将其保存在－２０℃冰
箱中备用。

１．２．３．２　引物合成　ＰＣＲ特异性引物选用 Ｐéｒｅｚ－Ａｒｔéｓ等
设计的检测棉花黄萎病菌落叶型（Ｄ１／Ｄ２）、非落叶型（ＮＤ１／
ＮＤ２）的 ２对特异性引物［１４］，扩 增 片 段 大 小 分 别 为

５５０、１５００ｂｐ。
１．２．３．３　ＰＣＲ反应体系及扩增条件　ＰＣＲ反应体系：１０×
ｂｕｆｆｅｒ（含Ｍｇ２＋）２．５μＬ、２００μｍｏｌ／ＬｄＮＴＰ、０．５ｕｍｏｌ／Ｌ各引
物、１ＵＴａｑＤＮＡｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ、模板１μＬ，总体积２５μＬ。扩增
条件：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５４℃退火１ｍｉｎ，
７２℃延伸２ｍｉｎ，３４个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。
１．２．３．４　ＰＣＲ产物的电泳检测　ＰＣＲ产物用１．０％琼脂糖
凝胶电泳，电泳结束后将琼脂糖凝胶置于含有０．５μｇ／ｍＬＥＢ
的染液中染色１５ｍｉｎ，然后置于凝胶成像仪上观察并扫描于
计算机软件中保存。

１．２．３．５　统计分析　采用Ｅｘｃｅｌ２００７对数据进行初步处理，
然后利用ＳＰＳＳ１８．０软件分析黄萎病相对病情指数与产量性
状指标间的相关关系。

２　结果与分析

２．１　分离得到的棉花黄萎病菌
从各采集地点采集的感病棉花植株中分离得到的棉花黄

萎病菌和分离率见表５。

表５　分离得到的棉花黄萎病菌及分离率

序号 采集地点 菌株名称
菌株数

（株）

菌株分离率

（％）

１ 石河子１３２团 ４４－１３８ １ ２５．０
２ 石河子１２２团 ８１－４ ４ ５０．０
３ 南疆 Ｎ－２ ２ ４０．０
４ 阿克苏１６团 ＡＫＳ－１６ １ １２．５

２．２　不同棉花品种（系）的抗病性
从表６可以看出，接菌４５ｄ后，相对病情情况为耐病的

有６个品种（系），感病的有２４个品种（系），分别为参试品种
的２０％、８０％，平均相对病情指数为４１．４。

３　讨论与结论

棉花黄萎病菌致病性分化强，在发病区域快速准确地鉴
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表６　接种棉花黄萎病菌株４４－１３８后的棉株感病情况

品种 相对病情指数 反应型

军棉１号 ５０．００ Ｓ
新陆早３６号 ３９．９４ Ｓ
１０８夫 ５１．３５ Ｓ
冀６６８ ５８．２０ Ｓ
新陆早３５号 ４７．０７ Ｓ
新陆早１２号 ４０．７８ Ｓ
老炮台 ４１．３７ Ｓ
新陆早４２号 ４２．０１ Ｓ
大铃棉 ３３．８４ Ｔ
新陆早１号 ３９．９４ Ｓ
新陆早１６号 ５０．１３ Ｓ
新陆早５０号 ３３．７６ Ｔ
新陆早４８号 ３４．２３ Ｔ
新陆中４２号 ３０．４９ Ｔ
新陆早１３号 ３７．７５ Ｓ
新陆早１１号 ３４．８５ Ｔ
军海１号 ３５．３１ Ｓ
辽棉１８号 ３７．７５ Ｓ
苏Ｋ２０２ ３７．７５ Ｓ
硕丰１号 ４０．６５ Ｓ
新海２０号 ５２．９５ Ｓ
中棉所１２号 ３４．２３ Ｔ
中棉所１７号 ４１．０８ Ｓ
中棉所３５号 ３９．６８ Ｓ
川７３７ ４７．６８ Ｓ
新陆早２６号 ３６．９１ Ｓ
爱字棉 ３８．５１ Ｓ
新海１６号 ３５．３１ Ｓ
Ｆ２ ４９．５１ Ｓ
中棉所１９号 ４８．９１ Ｓ

定出棉花黄萎病的致病性，对病情的防治有着重要意义。关

于棉花致病性常见的检测方法有温室致病性测定、菌落培养

性状比较和分子检测等方法，棉花黄萎病菌生理型的鉴定主

要通过接种病原菌后的鉴别寄主抗感反应型进行划分［１５］。

本试验通过鉴别寄主法得到棉株对菌株４４－１３８的平均相对
感病系数为４１．４。郭景红等对近５年新疆审定通过的新陆
早系列棉花品种抗黄萎病进行鉴定，新审定棉花品种抗黄萎

病性较弱，仅有 ２８％的品种鉴定抗病，３２％的品种鉴定感
病［１６］；邰红忠对近几年新疆南部棉区示范和试种棉花品种进

行了黄萎病抗病性鉴定，耐病品种占黄萎病鉴定材料的

２１４３％，没有抗病材料［１７］。本试验通过鉴别寄主法得到３０
个棉花品种（系）对菌株４４－１３８仅有２０％的品种（系）鉴定
耐病，８０％品种（系）鉴定感病，与前人研究结果一致。２００４
年，张莉等从南疆、北疆主要植棉区采样进行检测，发现在南

疆、北疆已存在落叶型菌系，但数量很少［４］。本试验验证了

该结论。现在南疆、北疆都存在落叶型菌系，具体分布、致病

力、生理型都不明确，还有待进一步研究分析。

从南疆、阿克苏 １６团采样地点的感病棉株中分离出

Ｎ－２、ＡＫＳ１６菌株，分离率分别为４０．０％、１２．５％。北疆石河
子１２２团、１３２团分离出了８１－４、４４－１３８菌株，分离率分别
为５０％、２５％。从中选出 ４４－１３８菌株进行鉴别寄主法鉴
定，得出棉株平均相对感病系数为４１．４，且每个棉株的相对
感病系数都大于３０．１，所以４４－１３８菌株属强致病力菌系，
生理型属生理Ｉ型。
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