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摘要
!

本文以玉米茎腐病人工接种所需的禾谷镰刀菌
%23".52@

E

."@5=1".2@

和拟轮枝镰刀菌
%,91.4575885-5;13

为

材料!比较了三角瓶$聚乙烯袋和牛皮纸袋内用谷物培养基制备接种体的差别"发现在牛皮纸袋内用孢子悬浮液接

种玉米粒培养基可高效制备接种体"与三角瓶$聚乙烯袋相比!在牛皮纸袋中制备接种体表现生长点多$透气性好$

菌丝生长快$污染率低$质量高$对存放环境要求不严的优点"这种方法可以为玉米茎腐病等相似土传病害的人工

接种和病圃建造等提供高质量的接种体"
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镰刀菌
%23".52@

是农业生产中比较多样且常

见的病原真菌%能造成多种植物的根腐(茎腐和穗腐

等'在田间病害循环中%该类真菌可在土壤(作物残

体(寄主中存活%包括有腐生性存活(孢子扩散传播

和侵染定殖寄主等不同生活阶段)

*#

*

'比较常见的传

播途径有种传(土传和气传等)

;

*

&镰刀菌引起的土

传病害是农业生产中的重要病害%如玉米茎腐病%可

由禾谷镰刀菌
%,

E

."@5=1".2@

(层出镰刀菌
%,

6

.-&

85

I

1."42@

和拟轮枝镰刀菌
%,91.4575885-5;13

单独或

复合侵染引起)

!

*

'由假禾谷镰刀菌
%,

6

312;-

E

."&

@5=1".2@

引起的小麦茎腐病是近年来我国小麦生

产上的一种重要病害)

%

*

%这些病害已成为我国黄淮

海区域粮食作物上的重要土传病害&

对镰刀菌引起的土传病害研究有病原菌鉴定(致

病力测定(种质资源抗性鉴定(抗性材料创制(抗性基

因定位)

"

*等'选育和种植抗病品种是防控这些病害最

经济有效的措施)

=

*

%其中有些环节需要人工接种鉴

定%这就需要接种体的制备&就玉米和高粱茎腐病抗

性鉴定来说%除了田间自然诱发鉴定以外%常用的人

工接种鉴定方法有茎基部注射孢子液(牙签接种和土
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壤接种等)

P7

*

%不同接种方法需要制备不同的接种体%

接种体的制备质量直接影响鉴定结果的可靠性&

目前我国对玉米品种进行茎腐病的抗性鉴定采

用土壤接种法%即接种时将玉米根系一侧土壤挖开

"深约
%

"

*+I&

$%将病原菌培养物
#+

"

;+

K

接种在露

出的根系处%接种后覆土%并保持土壤湿润%以使病原

菌能够正常侵染玉米根系组织并从内部向茎髓组织

扩展)

P

*

&这种方法通常需要制备大量的接种体%常用

方法是将马铃薯葡萄糖琼脂培养基"

S

'HGH'O3̂H4'<3

G

K

G4

%

-AC

$平板上培养的病原菌菌丝块接种于经高压

灭菌的玉米粒或小麦粒培养基上扩大繁殖%选用的容

器有三角瓶或聚乙烯袋&在实际操作中%当需要鉴定

的材料数量较多时%接种体制备工作量较大%且往往

存在污染率高(制备速度慢(操作复杂(培养和存放不

便等问题%特别是要求短期内需快速(大量制备接种

体时就更加困难&传统的利用三角瓶或聚乙烯袋制

备接种体%还表现操作不方便(透气性差(湿度大等导

致菌丝生长受到抑制(繁殖周期长%且存放时间较长

时会大量滋生杂菌%污染率很高%制备的接种体质量

较差%由此会影响抗性鉴定的可靠性&

本文以引起玉米茎腐病的镰刀菌为材料%介绍

一种将镰刀菌孢子悬浮液接种在牛皮纸袋中的谷物

培养基上%快速(大量制备接种体的方法&这种方法

可为与玉米茎腐病等相似土传病害的人工接种或病

圃建造等提供高质量的接种体&

#

!

材料与方法

#"#

!

玉米粒培养基准备

将玉米粒先用水浸泡过夜%再在锅内煮
%+&9:

左右%淋水备用&

#$#$#

!

三角瓶内制备接种体

选实验室中常用且容量大的
*+++&)

三角瓶%将

水煮过的玉米粒装入三角瓶至约
#

#

;

处"约
"%+

K

$%无

菌透气封口膜封口后%

*#*8

高压湿热灭菌
*J

&

#$#$!

!

聚乙烯袋内制备接种体

将水煮过的玉米粒装入聚乙烯袋"

*+I&,PI&

,;+I&

$至约
#

#

;

处"约
7++

K

$%用聚乙烯袋上专用

的套环和盖子封口%

*#*8

高压湿热灭菌
*J

&

#$#$?

!

牛皮纸袋内制备接种体

选择韧性较好的牛皮纸定制成长
,

宽
,

高为

*+I&,PI&,;+I&

的双层袋子%内层袋子底部外

侧粘一层防水不干胶加固%将袋子在
*#*8

高压湿

热灭菌
;+&9:

后%放烘箱内
"+8

烘干
!J

&在无菌

操作台中%将已在聚乙烯袋内灭菌过的玉米粒培养

基装入灭菌的双层牛皮纸袋%装至牛皮纸袋约
#

#

;

处"约
7++

K

$"图
*

$&

图
#

!

接禾谷镰刀菌后
!K2

三种瓶!袋$内接种体特征

$%

&

"#

!
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接种体的制备

选取本实验室保存的禾谷镰刀菌
%,

E

."@5=1"&

.2@

和拟轮枝镰刀菌
%,91.4575885-5;13

各
*

个菌株

活化至
-AC

平板上%长出新鲜菌丝后%再转
-AC

平

板上%

#%8

下培养
;O

%待用&

禾谷镰刀菌和拟轮枝镰刀菌的孢子悬浮液制备

方法相同%将
-AC

平板上培养的菌丝挑取
*+

块左

右"

*I&

#

$放入
;Q

"

%Q

的绿豆汤培养液中%每三角

瓶
*%+&)

绿豆汤%将三角瓶放摇床上摇
=#J

%温度

#%8

%转速
*P+4

#

&9:

&镜检孢子浓度
(

*+

!个#
&)

即

可使用%孢子悬浮液制备好后若不及时使用%可放
!8

冰箱备用&在无菌操作台上将两种镰刀菌的孢子悬

浮液分别接入三角瓶(聚乙烯袋和牛皮纸袋内的玉米

粒培养基上%约
;+&)

#"瓶$袋%将瓶"袋$封口%牛皮纸

+

7!*

+



#+#+

袋口需对齐折叠%用发夹卡住%轻轻摇匀&每个处理

接菌
"+

"瓶$袋%全部摆放在室内架子上室温培养%摆

放时不要太紧密%保持一定距离%利于通风透气&培

养过程中若发现接种体被污染%及时清除&

#"?

!

接种体制备效果的调查

所有处理分别在接种后
#

(

%

(

*+

(

*%O

和
#+O

进

行调查%观察不同镰刀菌在玉米粒培养基上生长情

况&调查接种体的污染率(菌丝在玉米粒上布满情

况"菌丝布满率$及接种体的产孢情况&其中污染率

"

Q

$为污染瓶"袋$数占总瓶"袋$数的百分比'一粒

玉米粒长满菌丝视为菌丝完全布满玉米粒%菌丝布

满率"

Q

$为瓶"袋$内菌丝布满玉米粒量占全部玉米

粒量的百分比&三角瓶和聚乙烯塑料袋内制备的接

种体透过瓶"袋$直接肉眼观察估测%牛皮纸袋的接

种体在无菌操作台上打开调查&

由于禾谷镰刀菌在玉米粒上不产孢%所以只调

查拟轮枝镰刀菌接种体的产孢情况&分别在接菌后

*+O

和
#+O

对每个处理随机选取
*+

瓶"袋$无污染

的接种体调查%在无菌操作台上每瓶"袋$取
%+

K

接

种体%取前将瓶"袋$内接种体摇晃混匀%放于三角瓶

内加
*++&)

水%振荡
%&9:

后用纱布过滤%对原始

孢子液进行梯度稀释%用血球计数板检测孢子浓度%

并用公式计算每
K

接种体上产孢量%每
K

接种体上

产孢量"个#
K

$

c

)原始孢子液浓度"个#
&)

$

,

*++&)

*#

%+

K

&每个处理调查
*+

瓶%取平均值&

!

!

结果与分析

!"#

!

接种体的生长情况

玉米粒培养基接菌
#O

后调查%不同瓶"袋$内

玉米粒均以每个孢子为生长点%瓶"袋$内上下全部

玉米粒开始生长新鲜的细小白色菌丝%生长点多%且

分布均匀%其长势非常旺盛&接种
%O

后%玉米粒表

面菌丝增多%菌丝颜色由白色稍变粉红色%在三角瓶

和聚乙烯袋内%上部玉米粒菌丝明显比下部菌丝生

长旺盛%而牛皮纸袋内所有玉米粒表面均长满菌丝%

生长一致%都很旺盛%此时间段开始有杂菌污染&

*+O

后三角瓶和聚乙烯袋内菌丝长势会慢慢变弱%

特别是下部玉米粒几乎不再长菌丝"图
*

$%牛皮纸

袋内制备的玉米粒表面菌丝变浓密%上下部接种体

一致%玉米粒逐渐结成团%菌丝红色加深%此时间段

污染杂菌污染率迅速增加&

*%O

和
#+O

后%三角瓶

和聚乙烯袋内会出现少量水珠%内部湿度很大%菌丝

越来越稀薄%上层玉米粒布满菌丝%下层玉米粒表面

几乎没有菌丝"图
*

$%有的接种体被细菌严重污染%

几乎看不到菌丝%呈水浸状%打开有腥酸味%而牛皮

纸袋制备的接种体%菌丝布满整个玉米粒%粒间通过

菌丝结成团%颜色深红%打开无特殊味道%袋内湿度

逐渐降低%污染率远低于三角瓶和聚乙烯袋&

!"!

!

接种体的污染情况

接菌后不同时间调查接种体污染率"图
#

$%结果

发现所有处理在接菌后
#O

内均没有污染%之后污染

率随时间的推移而增加%聚乙烯袋的接种体污染率增

加幅度最快%三角瓶次之%牛皮纸袋最慢'接菌
#+O

后

聚乙烯袋内禾谷镰刀菌和拟轮枝镰刀菌的接种体污

染率分别为
%"Q

和
"#Q

%三角瓶内两种镰刀菌的接种

体污染率分别为
;+Q

和
;"Q

%牛皮纸袋内的接种体污

染率最低%特别是禾谷镰刀菌接种体在接菌后
*+O

时

有
!Q

的污染率%到
#+O

后污染率仍为
!Q

%拟轮枝镰

刀菌接种体在第
%

天调查有
#Q

的污染率%

#+O

时污染

率为
*#Q

&以上结果表明牛皮纸袋内的接种体污染率

最低%且增加幅度最慢%三角瓶次之%聚乙烯袋的最高%

禾谷镰刀菌的接种体污染率比拟轮枝镰刀菌的略低&

图
!

!

三种瓶!袋$内接种禾谷镰刀菌和拟轮枝镰刀菌不同天数接种体的污染率

$%

&

"!

!

<,4+/)%4/+%,4=/+1,7%4,.050)/7+1=%4,.05/+%,4U%+>7;(&'";<
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!

接种体在玉米粒上的菌丝生长情况

在玉米粒接菌后不同时间调查接种体菌丝布满

率"图
;

$%调查发现所有处理在接菌后
%O

内%玉米粒

表面菌丝布满速度很快%特别是牛皮纸袋内接种体的

菌丝布满率最高%禾谷镰刀菌和拟轮枝镰刀菌接种体

的菌丝布满率分别为
P=$!Q

和
=!$7Q

%三角瓶内接

种体的菌丝布满率次之%两种镰刀菌接种体的菌丝布

满率分别为
"#Q

和
"%Q

%聚乙烯袋的菌丝布满率最

低%分别为
;7Q

和
;=Q

'接菌后
*+O

发现%牛皮纸袋

内接种体的菌丝已全部布满菌丝%两种镰刀菌接种体

的菌丝布满率分别为
*++Q

和
7+Q

%三角瓶的次之%

为
=P$!Q

和
"=$%Q

%聚乙烯袋的最少%为
!;$;Q

和

!+$"Q

'接菌后
*%O

到
#+O

调查发现%聚乙烯袋的菌丝

布满率不再增加%反而有下降的趋势%三角瓶内的禾谷

镰刀菌接种体在
*%O

的菌丝布满率最高%为
P%Q

%之后

便开始下降&总体来说%牛皮纸袋内的接种体菌丝布

满率最高%三角瓶的次之%聚乙烯袋的最低%禾谷镰刀菌

的接种体菌丝布满率比拟轮枝镰刀菌的略高&

图
?

!

三种瓶!袋$内接种禾谷镰刀菌和拟轮枝镰刀菌不同天数后接种体的菌丝布满率

$%

&
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=
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拟轮枝镰刀菌接种体的产孢量

三种瓶"袋$内玉米粒接种拟轮枝镰刀菌后不同时

间调查接种体产孢量%结果表明随着时间的增加接种

体的产孢量不断增加%

#

(

%

(

*+O

三种瓶"袋$内接种体产

孢量差别不大%到
#+O

时牛皮纸袋内的产孢量最高"

#$

",*+

7个#
K

$%三角瓶内的产孢量次之"

P$;,*+

P个#

K

$%聚乙烯袋内的产孢量最少"

",*+

P个#
K

$"表
*

$&

表
#

!

三种瓶!袋$内拟轮枝镰刀菌接菌后不同时间接种体产孢量

N/351#
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接种后时间#
O
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L
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接种体产孢量#个+
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三角瓶

T(G<N

聚乙烯袋

-'(

L

3HJ

L

(3:30G
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牛皮纸袋

V4G2H0G

K

#

P$!,*+

"
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=
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%
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讨论

广义的接种体包括植物的病残体(空气中的孢

子(带菌的土壤等可能携带病原菌的载体%而用于人

工接种鉴定的接种体通常需要经过一定程序的制

备&土传病害根腐病和茎腐病人工接种鉴定的接种

体多选用孢子悬浮液或谷物培养基)

***;

*

&目前%国内

多数单位对玉米品种抗茎腐病的人工接种鉴定采用

土壤接种法%其接种体制备一般选用小麦或玉米粒培

养基%多数单位选用三角瓶作为容器进行制备%也有利

用聚乙烯袋进行制备)

7

*

&也有通过创伤后注射孢子悬

浮液进行接种的报道)

*!

*

%对高粱茎腐病的抗性鉴定多

用牙签接种法)

*%

*

%不同方法选用不同类型接种体&

玉米茎腐病的接种时期为玉米大喇叭口期至吐

丝散粉期%在接种前需要完成接种体制备%而这时通

常气温高(湿度大(空气中杂菌多%接种体制备过程

中容易污染&特别是当需要制备较多接种体时%工

作量大(时间紧迫%就可能影响接种体质量&本文以

玉米茎腐病人工接种鉴定所需的接种体制备为例%

选用禾谷镰刀菌和拟轮枝镰刀菌%比较了三角瓶(聚

乙烯袋和牛皮纸袋内制备镰刀菌谷物培养基接种体

的差别&由于传统的菌丝块接菌%操作不方便%接种

体生长点少且不均匀%不适合大量制备接种体使用%

所以本文选用孢子悬浮液接菌%每瓶"袋$装入玉米

+

*%*

+



#+#+

粒至自身体积的
#

#

;

处&结果表明前期瓶"袋$内接

种体之间差别不大%菌丝生长都很旺盛'但随着时间

的推移%不同瓶"袋$内接种体生长特性表现明显的

差别&三角瓶和聚乙烯袋封口小(透气性差%后期因

菌丝体增加%生长呼吸需要更多氧气%造成内部空间

湿度大%菌丝生长受到抑制%这时玉米籽粒可能由于

灭菌不彻底%会滋生杂菌%时间越长污染越严重%造

成菌丝生长势变弱%导致培养的接种体污染率高%菌

丝布满率低(产孢量变小'而且传统三角瓶内制备接

种体的方法在操作(存放和运输方面都不方便%三角

瓶内制备接种体量也受限%为了防止存放期间接种

体污染率继续增加%最好在低温下存放&而采用牛

皮纸袋制备接种体%前期菌丝能快速布满玉米粒%由

于牛皮纸袋透气性相对较好%能提供菌丝生长所需

氧气%菌丝能很快长进玉米粒内部%可快速大量制成

污染率低(菌丝布满率高(产孢量大的高质量接种

体%正好可弥补三角瓶和聚乙烯袋的不足&此外%牛

皮纸袋的使用方便(环保(存放节省空间(不易破碎(

运输方便%对存放环境要求不高%制备的接种体若不

及时使用%会自然风干%不需要另外采取措施存放%

可常温放置备用%保持良好通风即可&通过我们实

验室近几年的实际操作%发现可以加大牛皮纸袋体

积%推荐的尺寸是
*P$%I&,**$%I&,;#$%I&

%可

以快速大量制备优质的接种体&

本研究中%选用了引起玉米茎腐病的主要病原

菌禾谷镰刀菌和拟轮枝镰刀菌两个种的菌株%结果

发现禾谷镰刀菌接种体比拟轮枝镰刀菌接种体污染

率相对低%菌丝布满率高%这可能是由于拟轮枝镰刀

菌本身的菌丝生长没有禾谷镰刀菌旺盛%所以外表

观察拟轮枝镰刀菌的接种体没有禾谷镰刀菌的长势

好&但拟轮枝镰刀菌可产孢%产孢量结果同样表明

牛皮纸袋内制备的接种体质量最好&

在试验过程中%我们还用牛皮纸袋制备了玉米

茎腐病的另一种重要病原菌肿囊腐霉菌
(

/

4?52@

5=

I

8"42@ EGHHJ3̀<

)

%

*的玉米粒接种体%同样获得了

高质量接种体%其方法同镰刀菌接种体制备&我们

还发现牛皮纸袋也可以用于玉米小斑病"

@'1HJ34:

I'4:(3G20(9

K

JH

$和弯孢叶斑病"

.14d1(G49G(3G2

<

S

'H

$的病原菌
+5

6

-8".53@"

/

;53

和
>2.928".5"82&

="4"

"

UGNN34

$

F'3O9

_

:

在高粱粒培养基上接种体

的制备%省略了传统方法中要求菌丝布满高粱粒后%

用水洗去菌丝%然后平铺于垫有灭菌纸的瓷盘中保

湿等环节&因为在牛皮纸袋内制备玉米小斑病菌或

弯孢叶斑病菌接种体的过程中%由于其透气性好%在

接菌约
*+O

后自然风干过程中会产生大量的分生孢

子%接种约
#+O

左右可直接用于孢子洗脱及田间接

种&此外%在牛皮纸袋内制备的接种体还可用于土传

病害病圃的建造%也可尝试用禾谷镰刀菌
%,

E

."&

@5=1".2@

制备的谷物培养基接种体早春撒播麦田%诱

导产生子囊孢子%用于冬小麦赤霉病的抗性鉴定&
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