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S o u t h C h i n a A g r i e 。

U
-

甄 豆枯 萎病 抗原筛选研 究
’

方木壬 黄健坤

( 园 艺系 )

提 要

1 9 8 2一 1 9 8 3年用苗期人工接种及田 ]’de 病圃的方法鉴定了 5 0个长弧豆 ( V i g 打 a s es 口u艺p e d a 艺云s

( L ) F r u h w )品种及两个眉豆 ( V i g竹 a e 夕21儿d r i e a s k e e l s .

)品种对镰刀菌枯萎病 ( F u s a r i u ,” s p
。

)

的抗病性
。

筛选出
“

猪肠豆
”
和

“
珠燕 ” 两个高度抗镰刀菌枯萎病的长虹豆品种

,

为抗病育种

提供两份有价值的抗原
。

前 言

长虹豆 ( v
.

se
s
qu p妞成 is ( L ) F r u h w

.

) 是我国重要的豆类蔬菜之一
,

各地栽培普

遍
,

但在高温多雨的华南地区
,

长虹豆枯萎病 (F 琳ar ￡环m s p
.

) 为害严重
。

根据对广西梧

州市
,

广东湛江
,

海口及广州 等地的调查
,

一般田间发病率 ( 死株率 ) 在 15 ~ 25 % 左

右
,

病害严重的田块发病率可达 30 ~ 40 %
,

对生产造成很大损失
。

长虹豆枯萎病是一种

土壤传播的病害
,

从苗期到商品成熟期都能侵染为害
,

目前
,

除采用土地轮作外
,

尚无

理想的 农药可防治
,

因此
,

抗病育种途径很值得研究
。

国外对就豆枯萎病的研究
,

主要是在粮用虹豆 ( v i gan
“ in 比

“招 E n al ) 方面
。

五十年

代美国在筛选抗原的基础上
,

育成了一些抗镰刀菌枯萎病的粮用虹豆品种 〔 ` 〕 厂2 ,

但在

长虹豆方面
,

尚无报道
。

我国长虹豆品种资源丰富
,

但过去未作过系统的抗病性鉴定
。

也未有抗枯萎病品种的报道
。

作者等于 1 9 8 2一 1 9 8 3年对我国部分长虹豆品种资源进行抗

枯萎病的鉴定研究
,

目的是为抗病育种寻找抗原
。

在鉴定筛选过程中
,

对抗病性鉴定方

法
,

也作了一些研究
,

以便找出简单
、

迅速
、

准确的筛选方法
,

为筛选大量选种材料创

造条件
。

材 料 与 方 法

本试验听用材料包括从我国各地收集到的 80 个长就豆 ( V
.

se sq 成 p de 成 is ( L )F
r u h w

.

品种及二个眉豆 (饭豆 ) ( V
. e夕乙i d r i e a S k e e l s

.

) 品种
。

.
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(一 ) , 种 的分离和培养

供试菌种是 1 9 8 2一 1 9 8 3年先后分离自广州地区东圃
、

棠下
、

鹤洞
、

石井
、

夏茅及我

院蔬菜场的长虹豆病株
。

经过人工接种致病性试验
,

证明其致病性与大 田病株一致后
,

在马铃薯
、

葡萄糖
、

琼脂培养基 ( P D A ) 上培养
,

温度为 2 8
“

C
,

保留各菌株供试验用
。

( 二 ) 接种抽子液的制告

各菌株先分别以 ( P D A ) 培养基或改订 L e o in a n
培养液

,

培养一周
。

接种 时
,

前者

用无菌水把培养皿上的菌丝体及抱子洗出
,

过滤 , 后者则把菌块及培养液置于组织捣碎

机内
,

用低速捣碎菌块
,

然后过滤
。

接种时
,

将这两种菌液分别用无菌水稀释到以低倍

镜 ( 12 5倍 ) 下
,

每个视野 含1 00 个抱子作为原液
,

并分别稀释为含 50
、

2 5
、

12
、

6 个抱

子浓度的菌液
,

作不同抱子量浓度的试验
。

(三 ) 幼苗接种方法

将供试的品种播种于花盆 (盆栽沙土预先经 1 :

50 福尔马林溶液消毒 )
。

4 一 5 天

后
,

当幼苗第一对真叶展开时
,

将幼苗挖起
,

剪去部分主根
,

然后将幼苗根部浸人上述

5 个菌株的等量混合菌液中
,

约 10 秒种
,

立即将带菌的幼苗移植于鉴定圃 (鉴定圃前作

为水稻田
,

土壤经充分晒透
,

并用 1 :
50 福尔马林溶液进行土坡消毒 )

,

以 后 定 期 淋

水
,

并记录其发病率
。

每一供试品种种植三个小区
,

每个小区 40 株
。

( 四 ) 田间病 . 鉴定方法

田间病圃是一块连作八造虹豆 的重病 田
。

试验小区面积 15 x 3 市尺
,

播种 50 株
。

每

品种重复三次
,

随机排列
。

第一次 田间病圃试验
,

在 1 9 8 2年 7 月 1 日播种
,

10 月 3 日结

束
。

第二次田间病圃试验在 1 9 8 3年 4 月 4 日播种
, 7 月 10 日结束

。

病圃按一般栽培方法

进行管理
,

治虫不治病
,

并定期调查记录发病率
,

一直到未收期停止
。

结 果

(一 ) 旅种液 . 适抢子 t 的试脸

为确定品种抗病鉴定的最适宜的病菌接种量
,

用感病的品种
“
红嘴燕

” 及 “ 四 季

青
” 为材料

,

分别以固体培养 ( P D A ) 及液体培养 (改订 L e o in a n
液 ) 的不同浓度的 菌

液
,

进行接种鉴定
。

结果 发现
:

二种培养基配 制成的接种液
,

在同一浓度下
,

发病率无

明显差异
,

说明对病菌致病力的影响不大
。

但 P D A 用料简单
,

操作简便
,

因 此
,

从育种

实践的需要来看
,

较为合适
。

不同的接菌量 ( 即不同抱子浓度 )
,

对发病率影响较大
。

虽然在 6 ~ 100 个 抱 子 浓

度范围内都能致病
,

但发病率随浓度的增加而提高
。

以感病品种
“
红嘴燕

”
为例

,

对照

(未接种病菌 ) 发病率为 。 % ,
接菌量为 6 个抱子

,

发病率为 7 7
.

2 % , 12 个抱子
,

发病

率为 8 7
.

。% ; 2 5个抱子
,

发病率为 9 2
.

4 %
,

50 个抱子及 1 00 个抱子的
,

发病率都是 1 00 %
。

不同接菌量有浓度高潜育期短的趋势
,

长短相差最多 2 天
。

50 ~ 1 00 个抱子的菌液浓

度接种后第 7 天开始发病
,

第 14 天达到高峰
。

但低浓度的 (含 6 一 2 5个抱子 ) 菌液接种
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后发病进程较缓慢
,

最后发病率也比较低
。

不同抱子浓度引起的苗期病状是一致的
。

最

先是第一对真叶退绿黄化
,

继而幼茎呈水溃状病斑
,

内部维管束变黑褐色
,

很快地第一

对真叶脱落
,

植株枯萎死亡
。

每批鉴定工作
,

从接种开始到记载工作结束约 25 天
,

比田

间鉴定大大加快了进度
。

(二 ) 不同品种苗期人工接种鉴定结果

1 9 8 2年秋季进行第一次苗期接种鉴定
,

参试品种 20 个
。 1 9 8 3年夏季进行第二次苗期

接种鉴定
,

参试品种有80 个长弧豆品种及 2 个眉豆品种
,

共82 份材料
。

两次接种抱子浓

度都是低倍镜下每视野含 50 个抱子
。

日平均温度为 22 ~ 2 8
O

C
。

鉴定结果表明
:
不同品种对枯萎病的抗病性存在显著的差异

。

从高度抗病到高度感

病之间
,

有一系列的抗 (感 ) 病类型
。

以 1 9 8 3年夏季材料为例
,

80 个长虹豆品种抗 (感 )

病程度大致可以分为四类
:

1
.

抗病品种 (发病率为 。 ~ 20 % )
,

有
“

猪肠豆
”

(发病率 。 %
,

引种地区
:
广

东 )
、 “

珠燕
” ( 1

.

1%
,

广东 )
、 “

西园
” ( 1 8

。

8 %
,

广东 ) 等
,

共 三 个品 种
,

占

3
。

7%
。

2
.

中抗品种 (发病率为21 ~ 40 % )
,

有
“

揭上一号
”

( 3 7
.

5%
,

广东 )
, “

长德豆

角
” (3 6

.

4%
,

广东 ) 等两个品种
,

占2
.

5 %
。

3
.

中感品种 (发病率为 41 ~ 60 % )
,

有
“ 司前金山豆

” ( 4 7
.

6%
,

广东 )
、 “

搓

农白豆
”

( 5 0
.

0%
,

广东 )
, “ 翡翠

” ( 51
.

0 %
,

广东 )
、 “

浙江青皮
” ( 6 0

.

0%
,

浙

江 )
、 “

翁沉八月角
” ( 6 0

.

。%广东 ) 共 5 个品种
,

占 6
.

3 %
。

4
.

高感品种 (发病率为 61 ~ 10 。 % )
,

有
“
新潜铁线青

” ( 6 3
.

0%
,

广东 )
、 “

芦

1 1 3 ,, ( 6 5
.

3%
,

广东 )
、 a

红嘴莲
,, ( 6 6

.

1%
,

广东 )
、 ,’ 1 4 5 3 2 ,, ( 6 7

.

2 %
,

广东 )
、

“
浙江白皮

” ( 6 7
.

4%
,

浙江 )
、 “

乌破豆角
” ( 6 7

.

5%
,

广 东 )
、 “

十 八 罗 汉
”

( 6 7
.

5%
,

北京 )
、 "
银燕

,, ( 6 5
.

2 %
,

广东 )
、 ,’ 5 0公分

,, ( e 9
.

2 %
,

广东 )
、 " 园身

青
” (6 9

.

4 %
,

北京 )
、 “

龙须青
” ( 7 0

.

3%
,

广东 )
、 “
掘尾青

” ( 7 1
.

4%
,

广东 )
、

a
芦 1 1 4 ” ( 7 2

.

5写
,

广东 )
、 “

竹叶青
” ( 7 1

.

6%
,

北京 )
、 a

紫尾青
,, (了2

.

0%
,

安

徽 )
、 “

大鸡青
”

( 72
.

3%
,

广东 )
、 “

南海早花
” ( 7 3

.

0%
,

广东 )
、 “

东莞松皮”

(7 3
.

5写
,

广东 )
、 “

红粒白尖
” ( 7 4

.

4%
,

旅大 )
、 “

五叶子
” ( 75

.

。%
,

成都 )
,

“ 油身白
” ( 7 6

.

3%
,

广东 )
、 “

早青弧
” ( 76

.

4 %
,

江苏 )
、 “ 四大青

” ( 77
。

2 %
,

广东 )
、 “

茶 1 4 8 3” ( 77
.

6 %
,

广东
、

) “
米尺虹

” ( 7 8
.

8%
,

上海 )
, “

南 岗 青 豆
”

( 7 9
.

3%
,

广东 )
、 “

青丰
”

( 7 9
.

4%
,

陕西 )
、 “

芦花白
” ( 8 0

.

4%
,

广东 )
、 “

芦

1 1 9 ” ( 8 1
.

0%
,

广东 )
、 “

云南白弧豆
,,

( 5 1
.

0%
,

云南 )
、 ,’
乌仁

” ( 8 4
.

1%
,

广

东 )
、 “

马尾青
” ( 8 4

.

1 %
,

广东 )
、 “

大条青
” ( 8 5

.

4 %
,

安徽 )
、 “

中山八月角
”

( 8 .5 6 %
,

广东 )
、 “

长青
” ( 8 5

.

7 %
,

广东 )
、 “

旅大红虹
” ( 86

.

2%
,

旅 大 )
、

“
齐眉青

”
( 86

。

6 %
,

广东 )
、 “

南宁白豆角
” ( 86

.

6%
,

广 西 )
、 “

河 旁 青 豆
”

( 8 7
。

1%
,

广东 )
、 “

快子青
” ( 8 7

.

6%
,

广东 )
、 “
铁线青

” ( 8 8
.

7 %
,

广东 )
、 “
五

月青” ( 89 .2 %
,

广东 )
、 “

罗裙带
” ( 8 9

.

6 %
,

陕西 )
、 “

新桥弧豆
”

( 8 9
.

8%
,

贵

州 )
、 "

粤夏二号
” ( 6 9

. 8%
,
广东 )

、 a

桂林白豆角
,, ( 9 1 ,

o %
,

广西 )
、 ,’

富 育
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青 ” (1 9
。

5%
,

广东 )
、 “ 上海红弧

” ( 9 2
.

5%
,

上海 )
、 “ 紫英白露虹豆

” ( 9 2
.

5%
,

成都 )
、 “ 司前八月豆

” ( 9 2
.

8%
,

广东 )
、

,’ J 匕京紫虹 ” ( 9 2
.

9%
,

北京 )
、 “ 铁线

藤
” ( 9 3

。
8 %

,

广东 )
、

“ 四季仔
” ( 9 4

.

9%
,

广东 )
、 “
杭州粉皮

” ( 95
.

。%
,

浙江 )
、

“
长身白豆

” ( 9 5
.

3%
,

广东 )
、 “ 红膳鱼骨

” (9 5
.

5%
,

武汉 )
、 “
五月鲜

” ( 9 5
.

9%
,

武汉 )
、 “

米一生
” ( 9 6

。

O%
,

陕西 )
、 “

指甲青
”

(9 6
.

2 %
,

广东 )
、 “

花皮弧豆
”

( 96
.

6 %
,

成都 )
、 “
龙眼七叶仔

”
(9 6

.

8%
,

广东 )
、 “

沈 阳 十 八 粒
”

(9 7
.

4%
、

沈阳 )
、 “ 四季青

” (9 8
.

7%
,

广东 )
、 “

之就
, 2 28 一 2 ” ( 98

.

9%
,

浙江 )
、 “ 蛇豆

”

( 1 0 0%
,

广东 )
、 “
江西白可豆

, 〔1 00 %
,

江西 )
、 “ 白荚白露虹豆

” ( 1 00 %
,

成都 )
、

“ 红嘴燕
,, ( 1 0 0%

,

成都 )
,

共 7 0个品种
,

占 8 7
.

3%
。

眉豆是长虹豆的近缘种
,

它们之间的杂交容易亲和 〔 3 J ,

因而通过种间杂交 就有可能

进行抗病基因的转移
。

但本试验所用的两个眉豆品种 ( “ 白眉豆
万
和

“
揭西红眉豆

” )
’

其发病率分别为6 0 %及 86
。

8 %
,

都属于高感类型的品种
,

利用价值不大
。

(三 ) 田间翻 . 鉴定给果

为比较苗期人工接种鉴定与田间病圃成株鉴定的结果
, 1 9 8 2年秋季及 1 9 8 3年夏季选

择 14 个有代表性的品种进行 田间病圃鉴定
。

结果仍然以
“
猪肠豆

”
及

“
珠燕

”
两个品种

抗病能力最强
。

其中
“
猪肠豆

”
发病率为 。 一 2

.

3 % , “
珠燕

”
为 。 ~ 1

.

5%
。

经过多次

苗期人工接种鉴定及田间病圃鉴定
,

都证明这两个品种具有高度抗镰刀菌枯 萎 病 的 能

力
,

是两份有重要育种价值的抗原
。 “

西园
” 、 “

浙江青皮
”
及

“
司前金山豆

”
三个品

种发病率分别为 2 1
.

0%
, 2 2

。
7 ~ 3 0

.

7 %和 2 9
.

4~ 4 0
.

。%
,

属于中抗类型的品种
。

而
“
芦

花白
” (发病率6 1

.

3% )
, “

富育青
” ( 8 0

.

5% )
, “

乌仁
” ( 8 0

.

7 ~ 8 2
。

。% )
、 “

粤

夏二号
” ( 8 6

。

7 ~ 8 9
。

0% )
, “
铁线青

,, ( 8 7
.

6% )
、 a
南岗青豆

,, ( 8 3
。

0~ 8 8
.

1% )
、

`
揭上一号

,, ( 96
.

5% )
、 " 四季青

,, ( 9 4
.

1~ 9 6
.

5% )
、 “ 红嘴燕

” ( 95
。

4~ 9 5
.

4% )

等 9 个品种的发病率都在 60 %以上
,

属高感类型的品种
。

两年田间病圃结果都比较相近
。

如果将上述 14 个品种田间病圃鉴定的结果与苗期人工接种鉴定的结果进行比较
,

发

现其中 12 个品种 ( “
猪肠豆

” 、 “
珠燕

” 、 “
西园

” 、 “
司前金山豆

” 、 “
芦花白

” 、

“
富育青

” 、 “
乌仁

” 、 “
粤夏二号

” 、 “
铁线青

” 、 “
南岗青豆

” 、 “ 四 季 青
” 、

“ 红嘴燕
” ) 苗期人工接种的发病率与田间病圃的发病率非常接近

。

但有两个品种则差

异较大
,

如 “
揭上一号

”
苗期鉴定发病率为 3 4

.

4 % (属高抗类型 )
,

而田间病 圃鉴定发

病率却达到 96
.

5 % (属高感类型 ) ; 相反
, “

浙江青皮
”
苗期发病率为 60 % ( 属中感类

型 ) ,
而田间鉴定发病率则只有 2 2

.

7纬及 3 0
.

7%
,

( 属中抗类型 )
。

这一结果表明
,

大

多数品种人工接种鉴定与 田间病圃鉴定是一致的
,

但少数品种则可能不一 致
,

甚 至 相

反
。

因此
,

在运用苗期人工接种鉴定来确定品种的抗病性时
,

必须注意到这种差异
。

讨 论

(一 ) 1 9 8 2年 ~ 1 9 8 3年鉴定的80 个长虹豆品种
,

分别来自我国华南
、

西 南
、

长 江

流域地区及北方等 14 个省
、

市
、

自治区
。

从签定筛选的结果看
,

被列为抗病及中抗类型

的品种都是来自枯萎病为害严重的华南地区
。

而来自没有枯萎病为害或为害 很轻 的 其
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他地区的品种中
,

除了
“
浙江青皮

”
属于中感品种外

,

其他品种都是
“
高感

”
类 型 品

种
。

这一结果反映出
,

戴豆枯萎病抗原的分布与该病害的分布有密切的联 系
。

在枯 萎

病为害严重的华南 (尤其是广东 ) 地区的品种
,

由于自然选择及人工选择的结果
,

抗病

变异较多
,

在众多的地方品种中有可能蕴藏着一些抗病基因资源
。

`

因此
,

应通过大量的

鉴定筛选
,

把这些抗病品种资源发掘出来
,

为生产或育种所利用
。

(二 ) 我国 (尤其是华南地区 ) 长弧豆品种资原很丰富
,

但过去未作过系统的抗病

性研究
,

或者仅仅依靠病区大田自然发病率来鉴定品种的抗病性
,

不仅进展缓慢
,

数量

有限
,

而且也欠准确
。

木试验所用的苗期接种鉴定方法
,

其特点是苗期病菌侵染后
,

即

有明显的症状
,

短期内即能较准确的鉴定出品种间抗病或感病的差异
。

因此
,

在抗病育

种过程中
,

用这种方法进行抗源或大量育种材料的初步选择或淘汰
,

可以节省许多田间

鉴定的工作量
,

加快选择的进度
。

但是
,

正如本试验所指出
,

个别品种苗期人工接种抗

病性与田间病圃鉴定的结果可能不一致
,

因此
,

对那些重要的抗原材料或选择材料
,

除进

行苗期接种初步筛选之外
,

还必须同时进行田间病圃成株鉴定
,

以便更准确的反映品种

的抗病性
。
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