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[bookmark: _Toc230879881][bookmark: BookMark2]前言
本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由西宁市蔬菜技术服务中心提出。
本文件由青海省农学会归口。
本文件起草单位：西宁市蔬菜技术服务中心、宁波检验检疫科学技术研究院、西宁植物园、西宁市农业综合执法局、湟中区蔬菜技术服务中心、大通县蔬菜技术服务中心、青海大学农林科学院。
本文件主要起草人：张晓梅、段维军、孔小平、冯玉珠、魏廷珍、陈利文、禹涛、周红伟、严湘萍、张海霞、张琨、梅燕、徐丽萍、王小青、周倩怡、王佳莹、张金发、张玉岚、张广生、魏建平、胡建焜、赵兰、任延靖。
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白菜类蔬菜  黄萎病室内抗性鉴定技术规程
[bookmark: _Toc17233325][bookmark: _Toc17233333][bookmark: _Toc24884211][bookmark: _Toc24884218][bookmark: _Toc26648465][bookmark: _Toc26718930][bookmark: _Toc26986530][bookmark: _Toc26986771][bookmark: _Toc97192964][bookmark: _Toc230878487][bookmark: _Toc230879882]范围
[bookmark: _Toc17233326][bookmark: _Toc17233334][bookmark: _Toc24884212][bookmark: _Toc24884219][bookmark: _Toc26648466]本文件规定了白菜类蔬菜黄萎病室内抗性鉴定技术的术语和定义、试剂和培养基、仪器设备、病原菌接种体制备、接种鉴定、抗性鉴定及档案管理等内容。
本文件适用于白菜类蔬菜黄萎病室内抗性鉴定。
[bookmark: _Toc26718931][bookmark: _Toc26986531][bookmark: _Toc26986772][bookmark: _Toc97192965][bookmark: _Toc230878488][bookmark: _Toc230879883]规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 16715.2  瓜菜作物种子 第2部分：白菜类
[bookmark: _Toc97192966][bookmark: _Toc230878489][bookmark: _Toc230879884]术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。


白菜类蔬菜
[bookmark: OLE_LINK78][bookmark: OLE_LINK77][bookmark: OLE_LINK76][bookmark: OLE_LINK80][bookmark: OLE_LINK81][bookmark: OLE_LINK79][bookmark: OLE_LINK82][bookmark: OLE_LINK83][bookmark: OLE_LINK85][bookmark: OLE_LINK84]十字花科（Cruciferae）芸薹属（Brassica）中以叶丛、叶球、花薹等为蔬菜产品的一、二年生草本植物，主要包括大白菜（Brassica rapa ssp. pekinensis）、小白菜（Brassica rapa var. Chinensis）、菜薹（Brassica rapa var. utilis）等。

黄萎病
主要由长孢轮枝菌(Verticillium dahliae)、大丽轮枝菌(Verticillium dahliae）、黑白轮枝菌(Verticillium albo-atrum)等引起的土传维管束病害。
[bookmark: _Toc19870][bookmark: _Toc7223][bookmark: _Toc23005][bookmark: _Toc16870][bookmark: _Toc230879885]试剂和培养基
[bookmark: _Toc8209][bookmark: _Toc230879886]试剂
[bookmark: _Toc10781]70%乙醇溶液
700 mL 无水乙醇，加蒸馏水定容至1000 mL，混匀备用。
[bookmark: _Toc22080]1%次氯酸钠溶液
量取10 mL 10%的次氯酸钠原液加入90 mL的蒸馏水，混匀后用于样品表面消毒。
[bookmark: _Toc2863][bookmark: _Toc230879887]培养基
[bookmark: _Toc14286]马铃薯葡萄糖固体培养基
[bookmark: OLE_LINK97][bookmark: OLE_LINK96]取200 g去皮切块的马铃薯，加1000 mL蒸馏水，煮沸20 min～30 min，至薯块软烂。用纱布或滤纸过滤，定容至1000 mL。加入20 g葡萄糖和15 g～20 g琼脂，充分搅拌溶解，121℃高压蒸汽灭菌20 min，灭菌后趁热倒平板或摆斜面，冷却凝固后备用。
[bookmark: _Toc10593]马铃薯葡萄糖液体培养基（PDA液体培养基）
将200 g马铃薯去皮切块，加1000 mL蒸馏水，煮沸20 min～30 min，至薯块软烂。用纱布或滤纸过滤，取滤液定容至1000 mL。向滤液中加入30 g葡萄糖，不加琼脂，搅拌至溶解灭菌后备用。
[bookmark: _Toc20184][bookmark: _Toc31976][bookmark: _Toc14828][bookmark: _Toc6198][bookmark: _Toc8518][bookmark: _Toc230879888]仪器设备
仪器设备见附录A。
[bookmark: _Toc14823][bookmark: _Toc16563][bookmark: _Toc17899][bookmark: _Toc31463][bookmark: _Toc230879889]病原菌接种体制备
[bookmark: _Toc29829][bookmark: _Toc230879890]分离纯化
[bookmark: OLE_LINK106][bookmark: OLE_LINK105]从发病白菜组织病健交界处切取5 mm×5 mm小块，经70%乙醇消毒30 s，1 %次氯酸钠溶液处理5 min后，用无菌水冲洗3次，每次冲洗10 s，接种于马铃薯葡萄糖固体培养基，恒温培养箱25℃倒置培养3 d～5 d，挑取单菌落，进行反复纯化培养。
[bookmark: _Toc21723][bookmark: _Toc230879891]柯赫法则验证
将纯化菌株接种到健康白菜幼苗，观察幼苗是否出现典型黄萎病症状；从发病幼苗重新分离菌株，确认与原纯化菌株一致后，将菌株保存于-80℃甘油管。
[bookmark: _Toc27197][bookmark: _Toc230879892]接种液制备
[bookmark: OLE_LINK102][bookmark: OLE_LINK103]将保存菌株转接至PDA液体培养基，置于25℃、150 r/min震荡培养48 h，用血球计数板测定孢子浓度至5×106 CFU/mL，于4 ℃条件下保存备用。
[bookmark: _Toc28827][bookmark: _Toc6271][bookmark: _Toc30327][bookmark: _Toc27930][bookmark: _Toc230879893]接种鉴定
[bookmark: _Toc10468][bookmark: _Toc230879894]鉴定室条件
人工接种鉴定在人工气候室或气候箱内进行。
[bookmark: _Toc16400][bookmark: _Toc230879895]鉴定设计
试验采用随机区组排列设计，设3次重复，采用营养钵单株种植，每处理12株。
[bookmark: _Toc5087][bookmark: _Toc230879896]材料育苗
[bookmark: _Toc19192][bookmark: OLE_LINK108][bookmark: OLE_LINK107]种子经1%次氯酸钠溶液消毒10 min后，用无菌水冲洗干净，置于25℃条件下催芽，也可直接播种；育苗温度白天22℃～25℃，夜间18℃～20℃，种子质量应符合GB/T 16715.2的规定。
[bookmark: _Toc8616][bookmark: _Toc230879897]接种方法
[bookmark: OLE_LINK110][bookmark: OLE_LINK109]幼苗4～5片真叶时采用灌根法（每株幼苗浇灌10 mL孢子悬浮液）或针刺法（接种叶片主脉注射10 μL孢子悬浮液）接种。
[bookmark: _Toc7453][bookmark: _Toc230879898]接种后管理
[bookmark: OLE_LINK111][bookmark: OLE_LINK112]接种后先将幼苗置于25℃、85%湿度中保湿黑暗环境中培养24 h，保湿结束后，转为12 h光照/12 h黑暗、白天25℃/夜间20℃，光照强度2000 lux～3000 lux、相对湿度50%～60%的常规培养条件下培养7 d～10 d。
[bookmark: _Toc66][bookmark: _Toc26947][bookmark: _Toc29772][bookmark: _Toc15104][bookmark: _Toc230879899]抗性鉴定
[bookmark: _Toc665][bookmark: _Toc230879900]鉴定方法
[bookmark: _Toc3046]病情等级
调查病情等级划分0～6级，见附录B。
[bookmark: _Toc27409]病情指数计算
调查和记载每份鉴定材料的病情等级，按公式（1）计算病情指数。计算结果取3次重复的平均值。
		()
[bookmark: _Toc25646]式中：
—病情指数；
—对应级数值；
—各级病株数；
—最高级数值；
—调查总株数。
[bookmark: _Toc23367][bookmark: _Toc230879901]抗性级别鉴定
[bookmark: OLE_LINK113]抗病性级别鉴定划分为6级，见附录C。
[bookmark: _Toc30122][bookmark: _Toc9182][bookmark: _Toc19116][bookmark: _Toc9392][bookmark: _Toc230879902]档案管理
建立白菜类蔬菜黄萎病室内抗性鉴定档案，记录品种名称、播种时间、接种时间等，保存时间不少于2年，记录内容按附录D规定格式填写。
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[bookmark: _Toc230879903]
（资料性）
仪器设备及参数
仪器设备及参数见表A.1。
仪器设备及参数
	仪器设备
	参数

	恒温摇床
	转速范围120 r/min～180 r/min；温度控制25℃±1℃

	[bookmark: _Toc1448]恒温培养箱
	温度范围15℃～30℃；温度波动范围± 0.5℃

	[bookmark: _Toc20332]低温冰柜
	箱内温度范围-15℃～-25℃

	[bookmark: _Toc31397]灭菌锅
	温度范围121℃～135℃；灭菌时间15 min～30 min；最高工作压力0.22 MPa

	[bookmark: _Toc23894]超净工作台
	洁净等级100级（@≥0.5 µ）；平均风速0.25 m/s～0.6 m/s

	[bookmark: _Toc20064]电子天平
	感量0.01 g

	血球计数板
	规格为16×25型或25×16型

	[bookmark: _Toc7518]血球计数板
	规格为16×25型或25×16型

	[bookmark: _Toc16838]离心机
	最低转速不低于5000 r/min

	[bookmark: _Toc31064]显微镜
	物镜倍数：10×、20×、50×、100×；目镜倍数10×





[bookmark: _Toc230879904]
（资料性）
白菜黄萎病病情等级
白菜黄萎病病情等级划分见表B.1。
[bookmark: OLE_LINK121][bookmark: OLE_LINK120]白菜黄萎病病情等级划分
	等级
	病斑占比范围

	0级
	无

	1级
	病斑面积占整个叶面或根部横切面的1%～15%

	2级
	[bookmark: OLE_LINK114][bookmark: OLE_LINK115]病斑面积占整个叶面或根部横切面的16%～30%

	3级
	病斑面积占整个叶面或根部横切面的31%～50%

	4级
	病斑面积占整个叶面或根部横截面的51%～65%

	5级
	[bookmark: OLE_LINK40][bookmark: OLE_LINK34]病斑面积占整个叶面或根部横截面的66%～80%

	6级
	病斑面积占整个叶面或根部横截面的81%以上





[bookmark: _Toc230879905]
（资料性）
白菜黄萎病病害抗性分级标准
白菜黄萎病病害抗性分级标准见表C.1。
白菜黄萎病病害抗性分级标准
	病情级别
	病情指数（I）

	免疫（IM）
	I=0.00

	高抗（HR）
	0＜I≤10

	抗病（R）
	10＜I≤35

	中抗（MR）
	35＜I≤55

	中病（MS）
	55＜I≤75

	高感（HS）
	75＜I





[bookmark: _Toc230879906]
（资料性）
白菜类蔬菜黄萎病室内抗性鉴定附表
[bookmark: OLE_LINK119][bookmark: OLE_LINK118]白菜类蔬菜黄萎病室内抗性鉴定记录见表D.1。
白菜类蔬菜黄萎病室内抗性鉴定记录表
	编号
	品种名称
	来源
	重复区号
	病情级别
	病情指数
	平均指数
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	播种日期
	
	接种日期
	

	接种生育期
	
	接种病原菌分离物编号
	

	株系类型
	
	调查日期
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