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摘要  对石河子地区采集的黄萎病菌代表性菌系进行生物学特性及致病性分化研究 , 结果表明 : 棉花黄萎病菌菌落形态为圆形 , 大多数
菌落的中央为白色棉絮状的菌丝而较凸起 ,供试菌系均可形成微菌核 ; 病菌在15～30 ℃条件下均可生长 , 最适生长温度为25 ℃ , 超过33
℃则不能生长 , 对高温具有一定的耐受性; 依据鉴别寄主法测定结果 , 石河子地区的棉花黄萎病菌可分为中、弱2 种致病型 , 其中以弱致
病类型为主。
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Monitoring Study on Pathotype of Verticilliu m Dahli ae of Cottonin Shihezi Region
ZHANG Li et al  ( Key Laboratory of Oasis Ecology Agriculture of Xinjiang Production and Construction Corps , Shihezi , Xi njiang 832003)
Abstract  The paper focused on biological characters , pathogenic differentiation of 30 strains fromthe cotton productive regions i n Shihezi . The results
showed that he colony shape of eachstrai nof Verticilliu m dahalie in cotton was round ; most of themhad white myceliuminthe middle of colony ; and all
tested strains could produce microsclerotia .The result also showed that all tested stains could growat 15～30 ℃and they growbest at 25 ℃ ; stai ns coul d
not growat 33 ℃; and stains of Verticillium dahalie incottonfromShihezi had certainresistance to hightemperature . According to the results of indenti-
fication host test , 30 strains coul d be divi ded into two pathotypes : mild type and weak type . The weaktype was mai n.
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  棉花黄萎病菌存在较强的致病性分化, 目前国内外依据

黄萎病菌侵染棉花后是否引起叶片脱落, 将病菌分为落叶型

与非落叶型2 类; 其中以落叶型黄萎病菌的致病力最强, 危

害最重[ 1] 。霍向东等对新疆棉花黄萎病菌致病性分化的研

究结果表明, 新疆棉花黄萎病菌存在强、中、弱3 种致病类

型, 其中以中等致病类型占优势[ 2] 。近年来随着新疆植棉面

积的不断扩大及各地大量棉种的调入, 强致病类型的棉花黄

萎病菌有可能被引入; 此外, 棉花黄萎病菌自身变异性较大 ,

常因环境条件影响而产生新的致病类型, 从而导致品种的抗

病性丧失 , 严重影响棉花生产[ 3] 。定期对棉花黄萎病菌致病

类型进行监测研究, 系统掌握病原菌分布和变化动态, 可为

抗病品种选育、栽培品种的及时更换和品种的合理布局提供

参考。为此笔者采用鉴别寄主法对石河子地区棉花黄萎病

菌群体进行监测研究。

1  材料与方法

1 .1  病样采集和分离 2005 年6 ～9 月 , 从新疆石河子地区

农八师12 个团场棉田采集棉花黄萎病病株84 份, 通过常规

的组织分离、单孢分离, 获得棉花黄萎病菌的纯培养菌系52

个, 具体的采样地点和品种见表1。

  表1 棉花黄萎病菌的采样地点和品种

序号 采样地点 棉花品种 序号 采样地点 棉花品种 序号 采样地点 棉花品种

 1 148 团2 营园林连 炮台1 号 19 121 团22 连8 斗3 号 炮台1 号 36 143 团1 场16 连10 号 早13

2 148 团2 营11 连23 号 康地1 号 20 134 团6 连102 南 炮台1 号 37 143 团2 场15 连9-10 早23

3 148 团1 营6 连 炮台1 号 21 134 团6 连6-4 炮台1 号 38 143 团2 场10 连15 号 297-5

4 148 团1 营2 连9 号 炮台1 号 22 134 团12 连23 炮台1 号 39 143 团2 场12 连8 斗5 中42

5 148 团2 营营部 炮台1 号 23 133 团11 连南8 号 早12 40 143 团3 场12 连9 号 297-5

6 149 团1 区12 连39 号 81-3 24 133 团11 连负1 号 康地1 号 41 143 团3 场12 连基建连 297-5

7 149 团1 区12 连44 号 150-2 25 133 团12 连2 轮6 号 康地1 号 42 143 团3 场17 连3 号 早13

8 149 团1 区12 连46 号 18-3 26 133 团2 连27 轮4 号 81-3 43 145 团6 场1 连3 号 297-5

9 149 团 - 27 142 团1 营良种连西S 炮台1 号 44 145 团6 场5 连13 -

10 150 团6 连路南 炮台1 号 28 142 团1 营10 连74 号-2 炮台1 号 45 145 团3 分场19 连西7 早13

11 150 团6 连 炮台1 号 29 142 团3 营11 连8 号 炮台1 号 46 147 团19 连182 号 297-5

12 150 团13 连65 号1 炮台1 号 30 142 团1 营10 连74-2 炮台1 号 47 132 团4 连4 斗7 号 297-5

13 150 团13 连65 号2 81-3 31 142 团3 营12 连32 东 297-5 48 132 团15 连2 号 炮台1 号

14 150 团砖瓦厂 - 32 142 团1 营良种连 炮台1 号 49 141 团12 连西苗圃 炮台1 号

15 121 团6 连3 斗2-4 号 炮台1 号 33 144 团种子站3 斗2 号 炮台1 号 50 141 团5 连中小3 号 早12

16 121 团6 连3 斗3-1 号 炮台1 号 34 144 团种子站5 斗2 号 - 51 141 团12 连 天河991

17 121 团4 连2 斗4 号 炮台1 号 35 143 团1 分场4 连下10A 早13 52 141 团11 连16 号 297-5

18 121 团22 连8 斗2 号 炮台1 号

 注 :“- ”表示“未知”。下同。 �
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1 .2  棉花黄萎病菌培养性状和生长适温测定

1 .2 .1 棉花黄萎病菌培养性状观察。从供试52 个棉花黄萎

病菌的菌系中选择30 个代表性菌系 , 将其分别接种到PDA

标准培养基上, 在25 ℃恒温培养箱中培养15 d , 观察记载其

菌落色泽、形态、是否产生微菌核等。
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1 .2 .2 棉花黄萎病菌温度梯度试验。将30 个代表性菌系分

别接种到PDA 培养基上,25 ℃培养箱中培养14 d , 用直径6

mm 的打孔器打取菌饼, 将菌饼接种到装有20 ml PDA 培养基

的培养皿中 , 带有菌丝的一面朝上, 每个菌系3 个培养皿, 各

菌系分别在15 、20 、25 、30、33 ℃的恒温培养箱中培养, 以十字

划线法测量每个菌系的菌落直径 ,6 d 测量1 次,12 d 结束。

1 .3 棉花黄萎病菌致病性分化测定

1 .3 .1 供试棉花品种。采用81-3 号( 抗) 、中12( 耐) 、新陆早

7 号( 感) 3 个棉花品种。

1 .3 .2 致病性测定方法。采用温室棉苗伤根接种法[ 4] 。

2  结果与分析

2 .1 棉花黄萎病菌各菌系培养特性观察  试验发现,30 个

棉花黄萎病菌代表性菌系的菌落形态具有多样性, 即便是采

自同一地区 , 其菌落形态也存在差异。不同菌系间菌落颜色

不同, 主要可分为白色/ 黑色、灰白色/ 黑色、灰色、白色4 种 ,

其中以白色/ 黑色所占比例最大( 70 .3 %) 。菌落形态大多为

圆形和椭圆形, 大多数菌落的中央为白色棉絮状的菌丝而较

凸起, 外围边为黑色的菌核; 少数菌落的菌丝为绒毡状、羊毛

状、菌膜状。随着时间的推移全部供试菌系都形成微菌核。

2 .2  棉花黄萎病菌温度梯度试验 供试30 个棉花黄萎病菌

代表菌系在不同温度条件下其菌落生长存在差异。表2 表

明, 不同菌系在15 ～30 ℃条件下均可生长。其中在25 ℃条

件下生长最好, 菌落直径为5 .0～7 .3 c m; 在20 及30 ℃条件下

菌丝生长较快, 菌落直径分别为3 .3～4 .7 c m 和3 .1 ～4 .1 c m;

在15 ℃条件下菌丝生长较慢, 并稍有抑制作用, 菌落直径为

2 .2 ～3 .3 c m; 在33 ℃条件下, 全部菌系停止生长。将33 ℃下

均不生长菌系重新放入25 ℃条件下培养, 全部菌系均恢复生

长, 说明棉花黄萎病菌耐高温能力较强。高温条件下菌落生

长受到抑制, 一旦不良环境条件恢复正常, 菌落又可继续恢

复生长, 且整个菌落形态不发生变化。

  表2 棉花黄萎病菌在不同温度条件下的生长情况

菌系
不同温度下的菌落直径∥cm

15 ℃ 20 ℃ 25 ℃ 30 ℃ 33 ℃
菌系

不同温度下的菌落直径∥cm

15 ℃ 20 ℃ 25 ℃ 30 ℃ 33 ℃

148 团2 营园林连 3 .1 4 .4 5 .6 3.3 0 142 团1 营良种连西S 2 .9 4.5 5 .6 3 .3 0
148 团一营6 连 3 .2 4 .6 5 .1 3.4 0 142 团3 营11 连8 号 3 .2 4.5 5 .5 3 .6 0
148 团1 分场2 连9 号 3 .3 4 .5 6 .7 4.3 0 142 团3 营12 连32 东 3 4.5 5 .0 3 .4 0
149 团1 区12 连44 号 2 .3 4 .5 6 .7 3.4 0 144 团种子站3 斗2 号 2 .9 4.3 6 .2 2 .7 0
149 团1 区12 连46 号 3 .1 4 .2 6 .3 3.1 0 144 团种子站5 斗2 号 2 .9 4.3 5 .8 3 .3 0
150 团6 连路南 3 .0 4 .6 3 .6 - 0 143 团1 分场16 连10 3 .5 4.7 7 .3 3 .8 0
150 团13 连65 号1 2 .5 4 .5 5 .1 3.1 0 143 团2 分场10 连15 3 4.4 6 .0 3 .3 0
150 团砖瓦厂 2 .9 4 .3 6 .7 2.9 0 145 团6 分场1 连3 号 3 .3 4.6 6 .9 3 .2 0
121 团6 连3 斗2-4 号 3 .2 4 .4 6 .7 3.1 0 145 团3 分场19 连西厂 3 .1 4.4 5 .4 3 .4 0
121 团4 连2 斗4 号 3 .3 3 .3 6 .3 3.2 0 147 团19 连182 号 3 .3 4.5 6 .8 3 .3 0
121 团22 连8 斗33 号 3 .1 4 .4 - - 0 132 团4 连4 斗7 号 2 .8 4.4 5 .2 3 .1 0
134 团6 连102 南 3 .4 4 .5 5 .3 3.4 0 132 团15 连2 号 3 .2 4.7 6 .1 3 .1 0
134 团2 连2-5 2 .5 4 .4 5 .3 4.0 0 141 团12 连西苗圃 3 .0 4.5 5 .6 3 .2 0
133 团11 连南8 号 3 .1 4 .3 5 .5 3.4 0 141 团5 连中小3 号 2 .9 4.2 5 .2 3 .5 0
133 团2 连27 轮4 号 2 .2 4 .3 6 .1 3.3 0 141 团11 连16 号 2 .9 4.4 6 .6 4 .1 0

2 .3  新疆棉花黄萎病菌致病性分化测定  试验表明,3 个棉

花品种接种各供试菌系后, 一般25 d 后开始发病,35 d 左右

达到发病高峰。根据各菌系对棉花品种的致病反应和病情

指数, 将30 个供试菌系分为中、弱2 种致病类型, 具体情况见

表3 。由表3 可知 , 在供试菌系中, 中等致病类型包括12 个菌

系, 占供试菌系40 % , 主要分布在148 团、142 团、121 团、134

团、149 团、141 团这几个团场; 弱致病类型包括18 个菌系, 占

供测棉花黄萎病菌菌系的60 % 。由此可见, 石河子地区棉花

黄萎病菌以弱致病类型为主, 中等致病类型和弱致病类型的

黄萎病菌各个团场都有分布。

  表3 供试菌系在不同棉花品种上致病性测定结果

菌系
棉花品种病情指数

新陆早7 号 中12 81-3

平均

病指

致病

类型
菌系

棉花品种病情指数

新陆早7 号 中12 81-3

平均

病指

致病

类型
148 团1 分场2 连9 号   28 .1  18 .1  3 .3  16 .5 中 144 团种子站5 斗2 号   9 .4  5 .8  6.6  7 .2 弱
142 团3 营12 连32 东 22 .5 17 .0 9 .0 16 .1 中 133 团11 连南8 号 8 .3 8 .8 3.6 6 .9 弱
121 团4 连2 斗4 号 20 .1 18 .1 8 .0 15 .4 中 150 团砖瓦厂 15 .0 4 .7 0 6 .2 弱

133 团12 连2 轮6 号 18 .8 15 .4 9 .9 14 .7 中 144 团种子站3 斗2 号 13 .9 4 .5 0 6 .1 弱
148 团2 营园林连 15 .9 8 .3 11 .8 12 .0 中 149 团 10 .1 5 .4 3.8 6 .1 弱
134 团12 连23 13 .2 15 .5 6 .3 11 .7 中 150 团6 连路南 8 .3 9 .2 0 5 .5 弱
149 团1 区12 连44 号 14 .0 13 .6 6 .9 11 .5 中 147 团19 连182 号 4 .7 7 .9 2.5 5 .0 弱
141 团12 连西苗圃 11 .0 14 .1 9 .2 11 .4 中 141 团5 连中小3 7 .9 4 .7 0 4 .2 弱
149 团1 区12 连46 号 10 .7 10 .7 11 .9 11 .1 中 143 团1 分场16 连10 4 .8 7 .8 0 4 .2 弱
142 团1 营良种连西S 23 .5 3 .8 5 .8 11 .0 中 142 团3 营11 连8 12 .5 0 0 4 .1 弱

141 团11 连16 号 13 .5 10 .7 8 .9 11 .0 中 121 团6 连3 斗2-4 号 8 .8 0 2.9 3 .9 弱
121 团22 连8 斗3 号 14 .6 12 .5 4 .4 10 .5 中 145 团3 分场19 连西7 3 .9 2 .9 3.8 3 .5 弱
150 团13 连65 号1 20 .0 1 .7 6 .8 9 .5 弱 145 团6 分场1 连3 3 .8 5 .9 0 3 .2 弱
133 团2 连27 轮4 号 10 .7 9 .1 5 .0 8 .3 弱 143 团2 分场10 连15 0 2 .8 4.7 2 .5 弱
134 团6 连102 南 10 .7 2 .7 8 .9 7 .4 弱 132 团15 连2 号 0 1 .7 0 0 .6 弱

 注 : 平均病指在20 .0 以上为感 ; 平均病指为10 .0 ～20 .0 为耐 ; 平均病指在10 .0 以下为抗。
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  表1 标准曲线方程线性相关系数

有机磷农药
出峰时间

min

标准曲线方程

线性相关系数

方法检出限

μg/ ml
o ,o ,o-Triethylphosphorothioate  7 .21 0 .999 7 8 .43×10 - 3

Thionazin 15 .09 0 .998 3 2 .94×10 - 2

Sulfotep 16 .59 0 .998 2 8 .64×10 - 3

Phorate 16 .79 0 .990 2 2 .25×10 - 2

Di methoate 16 .93 0 .981 0 3 .57×10 - 2

Disulfoton 18 .77 0 .992 0 9 .39×10 - 3

Methyl Parathion 19 .95 0 .996 0 2 .08×10 - 2

Parathion 21 .67 0 .997 9 9 .93×10 - 3

Famphur 26 .33 0 .990 8 4 .41×10 - 2

2 .2 试剂空白 由于FPD 是专用检测器, 灵敏性高, 因此必

须保证萃取试剂二氯甲烷中无干扰测定的杂质。该试验中 ,

在分析样品前先用180 ml 二氯甲烷按与样品完全相同的方

法进行处理, 分析后发现无干扰杂质峰 , 说明试剂合格, 分析

方法有效。试剂空白气相色谱图见图2。

图2 试剂空白气相色谱

2 .3  方法检出限( MDL)  向1 L 纯水中加入有机磷农药的

标准溶液 , 每种有机磷农药的加入量为0 .1 ng 。按照样品的

分析方法进行样品处理和浓缩, 连续分析7 个空白加标样

品, 用校准曲线计算每种化合物的浓度 , 然后计算7 次测定

浓度的标准偏差 Sb 。

MDL = 3 Sb ( 1)

方法的检出限见表1 。

2 .4  方法加标回收率和精密度  准确量取5 份同一地表水

样品, 分别加入一定量( 2 μg) 的有机磷农药, 然后按照样品的

处理方法进行分析, 加标回收率及相对标准偏差见表2 。

  表2 回收率测定结果 %

有机磷农药 平均回收率 RSD

o ,o ,o-Triethylphosphorothioate   80 .8 4 .59

Thionazin 102 .5 3 .00

Sulfotep 103 .1 2 .90

Phorate 96 .7 5 .44

Di methoate 110 .5 5 .75

Disulfoton 93 .4 4 .76

Methyl Parathion 106 .0 6 .07

Parathion 109 .6 5 .87

Famphur 109 .7 7 .72

2 .5  实际样品的测定 对采自不同区域的多份地表水样品

按照上述步骤进行测定 , 采用外标法定量, 发现某些区域地

表水中o ,o ,o- Triethylphosphorothioate( 三乙基偶磷硫酯) 、Methyl

Parathion( 甲基对硫磷) 有检出, 但浓度低于方法检出限。

3  讨论

目前开展的环境中有机磷农药测定还比较少 , 一般采用

固相萃取法( SPE) 和高效液相色谱法( HPLC) 等。该研究采用

液液萃取- 气相色谱法 , 降低了测试成本, 为地表水样品有

机磷农药残留的测定提供了一套实用的检测方法。
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3  结论与讨论

对棉花黄萎病菌不同菌系的培养特性和温度梯度试验

表明, 新疆棉花黄萎病菌各菌系在菌落颜色上主要分为白

色/ 黑色、灰白色/ 黑色、黑色、白色4 种, 其中以白色/ 黑色

居多。供试30 个棉花黄萎病菌代表性菌系均产生微菌核,

即石河子地区棉花黄萎病菌的菌落以菌核型为主, 这与以

前同类研究结果相同。棉花黄萎病菌温度梯度试验结果表

明, 石河子地区棉花黄萎病菌的耐高温能力强 , 该特性与石

河子地区棉花黄萎病在高温条件下发病轻, 而在遇到降温

或下雨的条件下发病明显加重相吻合。

鉴别寄主法是黄萎病菌致病类型监测的一个基本手

段, 但目前缺乏一套公认的鉴别寄主方法。该试验选择81-3

和新陆早7 号这2 个本地品种作为鉴别寄主, 具有代表性,

可以充分反映石河子地区棉花黄萎病菌的致病性变化。笔

者利用鉴别寄主法对石河子地区棉花黄萎病菌的致病性分

化监测结果表明 , 石河子地区棉花黄萎病菌以弱致病类型

为主 , 同时也存在中等致病类型黄萎病菌, 未发现强致病类

型的黄萎病菌。该结果与同类研究结果相同[ 4] , 说明目前

石河子地区的棉花黄萎病菌致病性变化不大, 该地区种植

的一些棉花品种对黄萎病菌仍有一定抗性。
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