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(57)摘要

本发明公开一种定量检测菌核病侵染能力

的方法。利用稳定碳同位素值差异较大的来源于

C3植物的甜菜蔗糖和C4植物的甘蔗蔗糖，建立双

向同位素示踪培养体系，形成在甘蔗蔗糖和甜菜

蔗糖培养基上培养的待测植物和核盘菌，用甘蔗

蔗糖和甜菜蔗糖培养基上培养的待测植物交替

感染甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖培养基上培养的核盘

菌，构建双向同位素示踪培养系统，利用双向同

位素示踪培养系统，可以获取菌‑叶体系中菌块

的份额，计算不同时刻下核盘菌在待测植物叶片

上的增殖系数fni以及菌‑叶体系的稳定碳同位

素分馏值δi，依据fni和δi来定量评判不同时刻

待测植物对核盘菌的侵染情况；对不同时刻待测

植物对核盘菌的侵染情况进行定量分级。
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1.一种定量检测菌核病侵染能力的方法，其特征在于：

第一，分别选用C4植物的代表性蔗糖甘蔗蔗糖和C3植物的代表性蔗糖甜菜蔗糖作为有

机碳源，分别测定其δ13C值，甘蔗蔗糖的δ13C值记为δC1，甜菜蔗糖的δ13C值记为δC2；

第二，分别用上述甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制培养待测植物的培养基，培养待测植物组

培苗，培养一段时间后，用于后续的核盘菌侵染实验；

第三，同时，同样用上述甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制培养核盘菌的培养基，将该培养基制

成平板，培养核盘菌，培养一段时间后，一部分用于核盘菌菌块的δ13C值的测定，一部分用于

后续的侵染待测植物的实验；

第四，配制高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基，用于随后的核盘菌侵染待测植物的培

养；

第五，分别用甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块，去交替侵染长势

一致的、在甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物，培养在高丰度稳定碳同

位素的蔗糖培养基；

第六，分别测定用甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块的δ13C值，其中

在甘蔗蔗糖培养基中培养的核盘菌菌块的δ13C值记为δB1，在甜菜蔗糖培养基中培养的核盘

菌菌块的δ13C值记为δB2；

第七，随后再测定不同侵染时间时的菌‑叶体系的δ13C值，用甘蔗蔗糖配制的培养基培

养的核盘菌菌块，去侵染在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物的菌‑叶体系的δ13C值

记为δTAi，用甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块，去侵染在甘蔗蔗糖配制的培养基上

培养的待测植物的菌‑叶体系的δ13C值记为δTBi，这里的i为不同时间的取样次数，δTA0与δTB0
分别为在实验开始的0时刻的δTAi和δTBi；

第八、依据δB1、δB2、δC1、δC2、δTA0以及δTB0，获取菌‑叶体系中菌块的份额f以及在甘蔗蔗

糖和甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值，其中；在甘蔗蔗糖配制的培养

基上培养的待测植物叶片的δ13C值记为δA，在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶

片的δ13C值记为δB；获取菌‑叶体系中菌块的份额f的计算公式为： 随后

将f代入公式： 获得在甘蔗蔗糖配制的培养基上培养的待

测植物叶片的δ13C值δA和在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值δB；

第九、依据δTA0、δTB0、δC1、δC2、δTAi以及δTBi，获取不同时刻下核盘菌在待测植物叶片上

的增殖系数fni，这里的i为不同时间的取样次数；获取不同时刻下核盘菌在待测植物叶片上

的增殖系数f n i计算方法为：将δT A 0、δT B 0、δC 1、δC 2、δT A i以及δT B i ，代入方程：

第十、依据δTA0、δB、δTAi以及f、fni，或者δTB0、δA、δTBi以及f、fni，获取不同时刻下菌‑叶体

系的稳定碳同位素分馏值δi，这里的i为不同时间的取样次数；获取不同时刻下菌‑叶体系

的稳定碳同位素分馏值δi的方法为： 或
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第十一、依据fni和δi来定量评判不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况；

第十二、联合使用fni和δi来对不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分级。

2.根据权利要求1所述的一种定量检测菌核病侵染能力的方法，其特征在于：在第二步

骤中，在甘蔗蔗糖或甜菜蔗糖配制的培养基培养待测植物组培苗时，培养的组培苗应为同

一来源的无性系，培养过程需经过多次增殖培养，使获得的材料能保证后续的需要。

3.根据权利要求1所述的一种定量检测菌核病侵染能力的方法，其特征在于：在第三步

骤中，获取甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块的方法是，将核盘菌菌株

先分别在含甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖的培养基上活化培养7天后，切取6mm菌块，菌丝体朝下接

触培养基，接种于新的相应培养基的平板中心点培养，培养7天后，一部分培养后的材料用

于核盘菌菌块的δ13C值的测定，一部分用于后续的侵染待测植物的实验。

4.根据权利要求1所述的一种定量检测菌核病侵染能力的方法，其特征在于：在第四步

骤中的所述的高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基配制方法为，按照质量守恒定律，将13C/
12C标准品和甘蔗蔗糖配置成δ13C值为30.0‰PDB的培养基。

5.根据权利要求1所述的一种定量检测菌核病侵染能力的方法，其特征在于：在第五步

骤中，核盘菌菌块交替侵染待测植物的方法是，将长势一致的、在甜菜蔗糖培养基中培养的

待测植物转接至高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基中，然后切取在甘蔗蔗糖培养基中培养

7天的核盘菌的菌块，菌块菌丝朝下接触叶片，接种于上述系统中的待测植物叶片上，叶片

接种部位为每张叶片的中心部位；同理，将长势一致的、在甘蔗蔗糖培养的待测植物幼苗转

接至高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基中，然后切取在甜菜蔗糖培养基中培养7天的核盘

菌的菌块，菌块菌丝朝下接触叶片，接种于上述系统中的待测植物叶片上，叶片接种部位为

每张叶片的中心部位。

6.根据权利要求1所述的一种定量检测菌核病侵染能力的方法，其特征在于：在第十一

步骤中所述的依据fni和δi来定量评判不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况的方式是：分

别比较同一时刻不同植物，或不同时刻同一植物的fni和δi，fni和δi值越大表示侵染得越多，

植物菌核病的感染得较严重，反之，则表示侵染得越少，植物菌核病的感染得较轻。

7.根据权利要求1所述的一种定量检测菌核病侵染能力的方法，其特征在于：在第十二

步骤中所述的联合使用fni和δi来对不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分级

方法为：Si＝10fni+166.67δi，这里的i为不同时间的取样次数，Si为不同时刻待测植物感染

核盘菌的级数。
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一种定量检测菌核病侵染能力的方法

技术领域

[0001] 本发明涉及一种定量检测菌核病侵染能力的方法，属于植物病理信息检测技术。

背景技术

[0002] 菌核病是由核盘菌引起的一种植物真菌病害，宿主范围广，破坏性极强。菌核病能

够侵染十字花科、茄科、豆科等75个科的278个属的400多种植物，是诸葛菜和油菜上危害最

严重的病害。菌核病在诸葛菜和油菜的全生育期内均易发生，开花期后发病尤其严重，能一

直危害到成熟期。菌核病严重影响着油菜产量和植物油质量；常年发病率为10～30％、严重

时高达80％以上，减产率达10～70％、含油量降低1～5％。因此，快速、准确地获取植物菌核

病的侵染信息对其高效、安全、绿色防控具有重要意义。

[0003] 植物的组织培养是当前生物技术中的最基本的技术和手段，现已广泛应用到园

艺、农业和林业生产中。它是一种在人为提供一定的温度、光照、湿度、营养、激素等条件下，

快速繁育植物的技术。

[0004] 无论是核盘菌还是植物都可以依赖蔗糖来进行培养。自然界的蔗糖因为来源不

同，它们的稳定碳同位素的差异是不同的。在植物组织培养过程中，组培苗通常是额外提供

糖作为有机碳源。C3植物δ13C的变化范围为‑20‰～‑35‰，C4植物δ13C的变化范围为‑9‰～‑

17‰。因此，来源于C3植物的甜菜蔗糖和C4植物的甘蔗蔗糖的稳定碳同位素值差异较大，用

相应的蔗糖培养的培养物的δ13C的差异也大。

[0005] 双向同位素示踪培养技术是指同时在同一条件下，将相同的生物材料分别培养在

两种同位素值差异较大的同一种培养基上，依据生物材料的同位素值得差异变化，获取物

质来源信息的方法。核盘菌分泌的和感病组织产生的有机物为致病进程中重要的致病因

子。究竟是核盘菌分泌的还是感病组织产生的致病因子，目前仍难以区分。对致病因子的来

源的解析，可为菌核病的发病情况提供基础信息，为理解菌核病的发病机理提出科学数据。

本发明就是通过多次使用同位素示踪培养和双向同位素技术来定量检测菌核病感染植物

的能力。

发明内容

[0006] 本发明要解决的技术问题是，提供一种定量检测菌核病侵染能力的方法，以克服

现有技术只凭病斑大小的表观结果来判断菌核病侵染能力，一方面难以定量比较菌核病的

侵染程度，另一方面难以获取菌核病侵染植物过程信息等的不足。

[0007] 本发明采取以下技术方案：它包括以下步骤：

[0008] 第一，分别选用C4植物的代表性蔗糖甘蔗蔗糖和C3植物的代表性蔗糖甜菜蔗糖作

为有机碳源，分别测定其δ13C值，甘蔗蔗糖的δ13C值记为δC1，甜菜蔗糖的δ13C值记为δC2；

[0009] 第二，分别用上述甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制培养待测植物的培养基，培养待测植

物组培苗，培养一段时间后，用于后续的核盘菌侵染实验；培养的组培苗应为同一来源的无

性系，培养过程需经过多次增殖培养，使获得的材料能保证后续的需要；
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[0010] 第三，同时，同样用上述甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制培养核盘菌的培养基，将该培养

基制成平板，培养核盘菌，培养一段时间后，一部分用于核盘菌菌块的δ13C值的测定，一部分

用于后续的侵染待测植物的实验；获取甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌

块的方法是，将核盘菌菌株先分别在含甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖的培养基上活化培养7天后，切

取6mm菌块，菌丝体朝下接触培养基，接种于新的相应培养基的平板中心点培养，培养7天

后，一部分培养后的材料用于核盘菌菌块的δ13C值的测定，一部分用于后续的侵染待测植物

的实验；

[0011] 第四，配制高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基，用于随后的核盘菌侵染待测植物

的培养；高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基配制方法为，按照质量守恒定律，将13C/12C标准

品和甘蔗蔗糖配置成δ13C值为30.0‰PDB的培养基；

[0012] 第五，分别用甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块，去交替侵染

长势一致的、在甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物，培养在高丰度稳定

碳同位素的蔗糖培养基；核盘菌菌块交替侵染待测植物的方法是，将长势一致的、在甜菜蔗

糖培养基中培养的待测植物转接至高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基中，然后切取在甘蔗

蔗糖培养基中培养7天的核盘菌的6mm菌块，菌块菌丝朝下接触叶片，接种于上述系统中的

待测植物叶片上，叶片接种部位为每张叶片的中心部位；同理，将长势一致的、在甘蔗蔗糖

培养的待测植物幼苗转接至高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基中，然后切取在甜菜蔗糖培

养基中培养7天的核盘菌的6mm菌块，菌块菌丝朝下接触叶片，接种于上述系统中的待测植

物叶片上，叶片接种部位为每张叶片的中心部位；

[0013] 第六，分别测定用甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块的δ13C值，

其中在甘蔗蔗糖培养基中培养的核盘菌菌块的δ13C值记为δB1，在甜菜蔗糖培养基中培养的

核盘菌菌块的δ13C值记为δB2；

[0014] 第七，随后再测定不同侵染时间时的菌‑叶体系的δ13C值，用甘蔗蔗糖配制的培养

基培养的核盘菌菌块，去侵染在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物的菌‑叶体系的

δ13C值记为δTAi，用甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块，去侵染在甘蔗蔗糖配制的培

养基上培养的待测植物的菌‑叶体系的δ13C值记为δTBi，这里的i为不同时间的取样次数，δ

TA0与δTB0分别为在实验开始的0时刻的δTAi和δTBi；

[0015] 第八、依据δB1、δB2、δC1、δC2、δTA0以及δTB0，获取菌‑叶体系中菌块的份额f以及在甘

蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值，其中；在甘蔗蔗糖配制的

培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值记为δA，在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植

物叶片的δ13C值记为δB；获取菌‑叶体系中菌块的份额f的计算公式为：

随后将f代入公式： 获得在甘蔗蔗糖配制的培养基上培养

的待测植物叶片的δ13C值δA和在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值δB；

[0016] 第九、依据δTA0、δTB0、δC1、δC2、δTAi以及δTBi，获取不同时刻下核盘菌在待测植物叶

片上的增殖系数fni，获取不同时刻下核盘菌在待测植物叶片上的增殖系数fni计算方法为：

将δTA0、δTB0、δC1、δC2、δTAi以及δTBi，代入方程： 这里的i为不同时间
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的取样次数；

[0017] 第十、依据δTA0、δB、δTAi以及f、fni，或者δTB0、δA、δTBi以及f、fni，获取不同时刻下菌‑

叶体系的稳定碳同位素分馏值δi，获取不同时刻下菌‑叶体系的稳定碳同位素分馏值δi的方

法为： 或 这里的i为不同时间的取样次数；

[0018] 第十一、依据fni和δi来定量评判不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况；定量评

判不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况的方式是：分别比较同一时刻不同植物，或不同

时刻同一植物的fni和δi，fni和δi值越大表示侵染得越多，植物菌核病的感染得较严重，反

之，则表示侵染得越少，植物菌核病的感染得较轻；

[0019] 第十二、联合使用fni和δi来对不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分

级；对不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分级方法为：Si＝10fni+166.67δi，

这里的i为不同时间的取样次数，Si为不同时刻待测植物感染核盘菌的级数。

[0020] 本发明的优点如下：

[0021] 1)本方法不仅能够测定菌核病侵染植物叶片时菌‑叶体系中菌块的份额f以及在

甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值，而且还可以测定不同

时刻下核盘菌在待测植物叶片上的增殖系数fni，最重要的是还可以定量核盘菌侵染待测植

物的过程以及对不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分级；

[0022] 2)本方法能够定量比较核盘菌侵染不同植物的过程，为植物菌核病的抗病机理研

究提供基础数据，为植物菌核病的防治提供科技支撑；

[0023] 3)本方法能够对植物菌核病感病情况进行预测和定量分级，为菌核病的精确施药

提供依据。

[0024] 本发明的基本原理为：

[0025] C3植物δ13C的变化范围为‑20‰～‑35‰，C4植物δ13C的变化范围为‑9‰～‑17‰。因

此，利用稳定碳同位素值差异较大的来源于C  3植物的甜菜蔗糖和C4植物的甘蔗蔗糖建立双

向同位素示踪培养体系，形成在甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖培养基上培养的待测植物和核盘菌，

用甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖培养基上培养的待测植物交替感染甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖培养基上

培养的核盘菌，构建双向同位素示踪培养系统，利用双向同位素示踪培养系统，可以获取

菌‑叶体系中菌块的份额f。本发明的初始培养时的双向同位素示踪培养系统的两端元的同

位素混合模型可以表示为：

[0026] δTA0＝fδB1+(1‑f)δB    (1)

[0027] δTB0＝fδB2+(1‑f)δA    (2)

[0028] δTA0为在实验开始的0时刻,用甘蔗蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块，去侵染

在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物的菌‑叶体系的δ13C值，δTB0为用甜菜蔗糖配制

的培养基培养的核盘菌菌块，去侵染在甘蔗蔗糖配制的培养基上培养的待测植物的菌‑叶

体系的δ13C值，δB1为在甘蔗蔗糖培养基中培养的核盘菌菌块的δ13C值，δB2为在甜菜蔗糖培养

基中培养的核盘菌菌块的δ13C值,f为实验开始的0时刻的菌‑叶体系中菌块的份额，δA为在

甘蔗蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值，δB为在甜菜蔗糖配制的培养基上

培养的待测植物叶片的δ13C值。

[0029] 联立 (1 ) 和 ( 2 ) 式 ，可获得菌 ‑叶体系中菌块的份额f的计算公式为 ：
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随后将f代入公式(1)或(2)，求得δA和δB：

[0030] 同样，不同培养时刻下菌‑叶体系也满足双向同位素示踪培养系统的两端元的同

位素混合模型，它们可分别表示为：

[0031] fδB1+fni(δB+δi)+(1‑f)(δB+δi)＝δTAi    (3)

[0032] fδB2+fni(δA+δi)+(1‑f)(δA+δi)＝δTBi    (4)

[0033] 这里fni为不同侵染时刻下核盘菌在待测植物叶片上的增殖系数；δi为不同时刻下

菌‑叶体系的稳定碳同位素分馏值，δTAi为用甘蔗蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块，去

侵染在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物的菌‑叶体系的δ13C值，δTBi为用甜菜蔗糖

配制的培养基培养的核盘菌菌块，去侵染在甘蔗蔗糖配制的培养基上培养的待测植物的

菌‑叶体系的δ13C值，这里的i为不同时间的取样次数，其他符号代表的意义与前面所述的相

同。

[0034] 联立(1)、(2)、(3)和(4)式，可求得fni

[0035]

[0036] 依据δTA0、δB、δTAi以及f、fni，或者δTB0、δA、δTBi以及f、fni，获取不同时刻下菌‑叶体

系的稳定碳同位素分馏值δi，获取不同时刻下菌‑叶体系的稳定碳同位素分馏值δi的方法

为： 或 这里的i为不同时间的取样次数。

[0037] 分别比较同一时刻不同植物，或不同时刻同一植物的fni和δi，fni和δi值越大表示

侵染得越多，植物菌核病的感染得较严重，反之，则表示侵染得越少，植物菌核病的感染得

较轻。

[0038] 定量进行核盘菌的侵染情况的分级，有利于进行不同植物的比较。联合使用fni和

δi来对不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分级；对不同时刻待测植物对核盘

菌的侵染情况进行定量分级方法为：将核盘菌对植物的侵染情况分成10级，核盘菌在待测

植物叶片上的增殖系数fni和菌‑叶体系的稳定碳同位素分馏值δi的权重各定为0.5。核盘菌

在待测植物叶片上的增殖系数fni为50％(0 .5)和菌‑叶体系的稳定碳同位素分馏值δi为

30‰(PDB)定成10级，则对不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分级方法为：Si
＝10fni+166.67δi，这里的i为不同时间的取样次数，Si为不同时刻待测植物感染核盘菌的

级数。

具体实施方式

[0039] 本发明的实例：它包括以下步骤：

[0040] 第一，分别选用C4植物的代表性蔗糖甘蔗蔗糖和C3植物的代表性蔗糖甜菜蔗糖作

为有机碳源，分别测定其δ13C值，甘蔗蔗糖的δ13C值记为δC1，甜菜蔗糖的δ13C值记为δC2；

[0041] 第二，分别用上述甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制培养待测植物的培养基，培养待测植

物组培苗，培养一段时间后，用于后续的核盘菌侵染实验；培养的组培苗应为同一来源的无
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性系，培养过程需经过多次增殖培养，使获得的材料能保证后续的需要；

[0042] 第三，同时，同样用上述甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制培养核盘菌的培养基，将该培养

基制成平板，培养核盘菌，培养一段时间后，一部分用于核盘菌菌块的δ13C值的测定，一部分

用于后续的侵染待测植物的实验；获取甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌

块的方法是，将核盘菌菌株先分别在含甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖的培养基上活化培养7天后，切

取6mm菌块，菌丝体朝下接触培养基，接种于新的相应培养基的平板中心点培养，培养7天

后，一部分培养后的材料用于核盘菌菌块的δ13C值的测定，一部分用于后续的侵染待测植物

的实验；

[0043] 第四，配制高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基，用于随后的核盘菌侵染待测植物

的培养；高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基配制方法为，按照质量守恒定律，将13C/12C标准

品和甘蔗蔗糖配置成δ13C值为30.0‰PDB的培养基；

[0044] 第五，分别用甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块，去交替侵染

长势一致的、在甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物，培养在高丰度稳定

碳同位素的蔗糖培养基；核盘菌菌块交替侵染待测植物的方法是，将长势一致的、在甜菜蔗

糖培养基中培养的待测植物转接至高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基中，然后切取在甘蔗

蔗糖培养基中培养7天的核盘菌的6mm菌块，菌块菌丝朝下接触叶片，接种于上述系统中的

待测植物叶片上，叶片接种部位为每张叶片的中心部位；同理，将长势一致的、在甘蔗蔗糖

培养的待测植物幼苗转接至高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基中，然后切取在甜菜蔗糖培

养基中培养7天的核盘菌的6mm菌块，菌块菌丝朝下接触叶片，接种于上述系统中的待测植

物叶片上，叶片接种部位为每张叶片的中心部位；

[0045] 第六，分别测定用甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块的δ13C值，

其中在甘蔗蔗糖培养基中培养的核盘菌菌块的δ13C值记为δB1，在甜菜蔗糖培养基中培养的

核盘菌菌块的δ13C值记为δB2；

[0046] 第七，随后再测定不同侵染时间时的菌‑叶体系的δ13C值，用甘蔗蔗糖配制的培养

基培养的核盘菌菌块，去侵染在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物的菌‑叶体系的

δ13C值记为δTAi，用甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块，去侵染在甘蔗蔗糖配制的培

养基上培养的待测植物的菌‑叶体系的δ13C值记为δTBi，这里的i为不同时间的取样次数，δ

TA0与δTB0分别为在实验开始的0时刻的δTAi和δTBi；

[0047] 第八、依据δB1、δB2、δC1、δC2、δTA0以及δTB0，获取菌‑叶体系中菌块的份额f以及在甘

蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值，其中；在甘蔗蔗糖配制的

培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值记为δA，在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植

物叶片的δ13C值记为δB；获取菌‑叶体系中菌块的份额f的计算公式为：

随后将f代入公式： 获得在甘蔗蔗糖配制的培养基上培养

的待测植物叶片的δ13C值δA和在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值δB；

[0048] 第九、依据δTA0、δTB0、δC1、δC2、δTAi以及δTBi，获取不同时刻下核盘菌在待测植物叶

片上的增殖系数fni，获取不同时刻下核盘菌在待测植物叶片上的增殖系数fni计算方法为：
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将δTA0、δTB0、δC1、δC2、δTAi以及δTBi，代入方程： 这里的i为不同时间

的取样次数；

[0049] 第十、依据δTA0、δB、δTAi以及f、fni，或者δTB0、δA、δTBi以及f、fni，获取不同时刻下菌‑

叶体系的稳定碳同位素分馏值δi，获取不同时刻下菌‑叶体系的稳定碳同位素分馏值δi的方

法为： 或 这里的i为不同时间的取样次数；

[0050] 第十一、依据fni和δi来定量评判不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况；定量评

判不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况的方式是：分别比较同一时刻不同植物，或不同

时刻同一植物的fni和δi，fni和δi值越大表示侵染得越多，植物菌核病的感染得较严重，反

之，则表示侵染得越少，植物菌核病的感染得较轻；

[0051] 第十二、联合使用fni和δi来对不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分

级；对不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分级方法为：Si＝10fni+166.67δi，

这里的i为不同时间的取样次数，Si为不同时刻待测植物感染核盘菌的级数。

[0052] 详细实施过程及内容

[0053] 分别选用C4植物的代表性蔗糖甘蔗蔗糖(δC1，δ
13C值‑14.45‰(PDB))和C3植物的代

表性蔗糖甜菜蔗糖(δC2，δ
13C值‑26.73‰(PDB))作为有机碳源。待测植物为：甘蓝型油菜和

诸葛菜。甘蓝型油菜种子，品种为宝油旱12，由贵州禾睦福种子有限公司提供。诸葛菜种子

采自于中国科学院地球化学研究所老所园区。油菜和诸葛菜分别在甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配

置的培养基中经种子萌发、增殖等步骤培养，得到的材料用于后续的核盘菌侵染实验。种子

萌发培养培养基为1/2MS培养基，随后将无菌播种后培养基放置于培养室中培养2周后，接

着接种于增殖培养基内进行增殖培养，在增殖培养基中培养4周后，挑选待测植物的丛芽接

至高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基(δ13C值30‰(PDB))中进行核盘菌侵染实验。

[0054] 病原菌为核盘菌。核盘菌的培养，将菌株首先分别在含甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖的MS

培养基上活化培养7天后，将核盘菌菌株先分别在含甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖的培养基上活化

培养7天后，切取6mm菌块，菌丝体朝下接触培养基，接种于新的相应培养基的平板中心点培

养，培养7天后，一部分培养后的材料用于核盘菌菌块的δ13C值的测定，一部分用于后续的侵

染待测植物的实验；经测定，本实验的在甘蔗蔗糖培养基中培养的核盘菌菌块的δ13C值为‑

15.51‰(PDB)，在甜菜蔗糖培养基中培养的核盘菌菌块的δ13C值为‑24.06‰(PDB)。

[0055] 核盘菌菌块交替侵染待测植物实验：分别用甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基培

养的核盘菌菌块，去交替侵染长势一致的、在甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基上培养的

待测植物，培养在高丰度稳定碳同位素的蔗糖培养基；核盘菌菌块交替侵染待测植物的方

法是，将长势一致的、在甜菜蔗糖培养基中培养的待测植物转接至高丰度稳定碳同位素的

蔗糖培养基中，然后切取在甘蔗蔗糖培养基中培养7天的核盘菌的6mm菌块，菌块菌丝朝下

接触叶片，接种于上述系统中的待测植物叶片上，叶片接种部位为每张叶片的中心部位；同

理，将长势一致的、在甘蔗蔗糖培养的待测植物幼苗转接至高丰度稳定碳同位素的蔗糖培

养基中，然后切取在甜菜蔗糖培养基中培养7天的核盘菌的6mm菌块，菌块菌丝朝下接触叶

片，接种于上述系统中的待测植物叶片上，叶片接种部位为每张叶片的中心部位。分别于接

种后0h、24h、48h、60h、72h取菌块和发病叶片部位的菌‑叶体系测定的δ13C值。用甘蔗蔗糖配
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制的培养基培养的核盘菌菌块，去侵染在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物的菌‑

叶体系的δ13C值记为δTAi，用甜菜蔗糖配制的培养基培养的核盘菌菌块，去侵染在甘蔗蔗糖

配制的培养基上培养的待测植物的菌‑叶体系的δ13C值记为δTBi，这里的i为不同时间的取

样次数，δTA0与δTB0分别为在实验开始的0时刻的δTAi和δTBi；结果如表1。

[0056] 依据δB1、δB2、δC1、δC2、δTA0以及δTB0，获取菌‑叶体系中菌块的份额f以及在甘蔗蔗糖

和甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值，其中；在甘蔗蔗糖配制的培养基

上培养的待测植物叶片的δ13C值记为δA，在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片

的δ13C值记为δB；获取菌‑叶体系中菌块的份额f的计算公式为： 随后将

f代入公式： 获得在甘蔗蔗糖配制的培养基上培养的待测

植物叶片的δ13C值δA和在甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值δB；如表2。

[0057] 表1  核盘菌菌块交替侵染待测植物实验不同时刻菌‑叶体系的δ13C值(‰PDB)

[0058]

[0059]

[0060] 表2  核盘菌菌块交替侵染待测植物实验接种的菌‑叶体系中菌块的份额f以及在

甘蔗蔗糖和甜菜蔗糖配制的培养基上培养的待测植物叶片的δ13C值(‰PDB)

[0061]   菌块的份额f 蔗糖培植物叶片的δ13C值

甘蔗蔗糖培菌接种甜菜蔗糖培油菜 0.57 ‑30.49

甜菜蔗糖培菌接种甘蔗蔗糖培油菜 0.57 ‑18.16

甘蔗蔗糖培菌接种甜菜蔗糖培诸葛菜 0.44 ‑26.68

甜菜蔗糖培菌接种甘蔗蔗糖培诸葛菜 0.44 ‑14.88

[0062] 依据δTA0、δTB0、δC1、δC2、δTAi以及δTBi，获取不同时刻下核盘菌在待测植物叶片上的

增殖系数fni，获取不同时刻下核盘菌在待测植物叶片上的增殖系数fni计算方法为：将δTA0、

δTB0、δC1、δC2、δTAi以及δTBi，代入方程： 这里的i为不同时间的取样

次数；结果如表3。

[0063] 表3  核盘菌菌块交替侵染待测植物实验不同时刻菌‑叶体系中核盘菌在待测植物
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叶片上的增殖系数fni

[0064]

[0065] 依据δTA0、δB、δTAi以及f、fni，或者δTB0、δA、δTBi以及f、fni，获取不同时刻下菌‑叶体

系的稳定碳同位素分馏值δi，获取不同时刻下菌‑叶体系的稳定碳同位素分馏值δi的方法

为： 或 这里的i为不同时间的取样次数；计算结果

如表4。

[0066] 表4  核盘菌菌块交替侵染待测植物实验中不同时刻菌‑叶体系的稳定碳同位素分

馏值δi(‰PDB)

[0067]

[0068] 联合使用fni和δi来对不同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分级；对不

同时刻待测植物对核盘菌的侵染情况进行定量分级方法为：Si＝10fni+166.67δi，这里的i

为不同时间的取样次数，Si为不同时刻待测植物感染核盘菌的级数。计算结果如表5。

[0069] 表5 不同时刻油菜和诸葛菜感染核盘菌的级数

[0070] 侵染方式 0h 24h 48h 60h 72h

甘蓝型油菜 0 1.432 1.677 1.718 1.735

诸葛菜 0 0.602 1.078 2.085 3.077

[0071] 本发明的实施效果如下：

[0072] 从表2中可以看出，无论是油菜还是诸葛菜，甘蔗蔗糖培养的植物叶片都具有较高
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的δ13C值，而甜菜蔗糖培养的植物叶片都具有较低的δ13C值，两者之差达到10‰PDB，适用双

向同位素示踪培养条件，同时也获取了初始培养菌‑叶体系中菌块的份额f，这为以后的计

算提供基础，同时也能准确地获取不同蔗糖培养的δ13C值，避免了不同时间培养的δ13C值未

能真实表示与实验条件相同的待测植物材料蔗糖培养的δ13C值，大大减少了实验误差。

[0073] 从表3中可以看出，不同时刻菌‑叶体系中核盘菌在不同植物叶片上的增殖系数fni
是显著不同的。油菜增殖系数在第一天就达到0.067，而诸葛菜在第一天的增殖系数仅为

0.029，到第二天也仅为0.050；从油菜和诸葛菜的增殖系数来看，油菜发病快，到第二天病

情就基本稳定，诸葛菜发病慢，但是，随后的48小时，病情迅速加重。从表4的不同时刻不同

植物的菌‑叶体系的稳定碳同位素分馏值中也可以看到类似结果。

[0074] 表5中，我们也同样可以看出，油菜发病快，病级数第一天就达到1.432，而诸葛菜

在第一天仅为0.602，第二天也只有1.078，但到了第三天则达到3.077；油菜在第二天的病

级数为1.677，至第三天也仅为1.733。从上述结果中可以看出，油菜虽然感病快，但是，在第

二天就有“免疫”功能；而诸葛菜发病慢，但随后病情增长快，若能早期发现，早期防治，则可

以达到事半功倍的效果。另外，我们通过拟合病级数y(病级)与时间x(小时)的关系发现，诸

葛菜感病适合指数增长模型(y＝0.302e0.033x)，而油菜感病则适合2参数单矩形双曲线模型

(米氏方程y＝1.964x/(8.765+x))，据此，我们可以对它们的感病情况进行预测和防治。

[0075] 所述实施例为本发明的优选的实施方式，但本发明并不限于上述实施方式，在不

背离本发明的实质内容的情况下，本领域技术人员能够做出的任何显而易见的改进、替换

或变型均属于本发明的保护范围。
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