
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０２１ꎬ３７(４):８６１￣８６６
ｈ ｔｔｐ: / / ｊ ｓ ｎ ｙ ｘ ｂ. ｊａ ａ ｓ.ａ ｃ.ｃ ｎ

杜　 娟ꎬ李　 金ꎬ张　 涛ꎬ等. 应用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量检测果园葡萄霜霉病菌潜伏侵染[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０２１ꎬ３７(４):８６１￣８６６.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０２１.０４.００７

应用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ定量检测果园葡萄霜霉病菌潜伏侵染

杜　 娟ꎬ　 李　 金ꎬ　 张　 涛ꎬ　 张　 游ꎬ　 姚　 珮ꎬ　 顾沛雯
(宁夏大学农学院ꎬ宁夏 银川 ７５００２１)

收稿日期:２０２１￣０１￣２６
基金项目:国家重点研发项目(２０１９ＹＦＤ１００２５０２)ꎻ宁夏回族自治区

科技重大专项(２０１９ＢＢＦ０２０１３)
作者简介:杜　 娟(１９９５－)ꎬ女ꎬ河南漯河人ꎬ硕士研究生ꎬ主要从事

生物防治与菌物资源利用研究ꎮ ( Ｅ￣ｍａｉｌ) ｄｕｊｕａｎ３５４８＠
１６３.ｃｏｍ

通讯作者:顾沛雯ꎬ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｇｕｐｅｉｗｅｎ２０１９＠ ｎｘｕ.ｅｄｕ.ｃｎ

　 　 摘要:　 为明确葡萄霜霉病菌潜伏侵染阶段的菌量与病害发生的关系ꎬ本研究对贺兰山东麓宁夏立兰酒庄酿

酒葡萄园 ３ 个试验样地进行采样调查ꎬ分析 ３ 个样地检测的分子病情指数(ＭＤＩ)与果园田间调查的病情指数(ＤＩ)
的相关性ꎮ 结果表明ꎬ宁夏立兰酒庄酿酒葡萄园 ３ 个样地的 ＭＤＩ 和 ＤＩ 呈极显著相关ꎬ３ 个样地的 ＭＤＩ 均与采样后

１５ ｄ 的 ＤＩ 拟合性最高ꎻ当ＭＤＩ 值为０.００３ ５~０.１８４ １时ꎬ采样后 １２ ｄ 葡萄霜霉病在果园零星发生ꎮ ＭＤＩ 大于０.００３ ５
时ꎬ可作为当地酿酒葡萄霜霉病防治预警指标ꎮ
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　 　 由葡萄生单轴霉(Ｐｌａｓｍｏｐａｒａ ｖｉｔｉｃｏｌａ)侵染引起

的葡萄霜霉病是世界范围内葡萄生产中最严重的病

害之一[１￣２]ꎬ也是中国葡萄生产中最重要的病害和监

控研究的对象[３￣５]ꎮ 该病害主要依靠气流传播ꎬ具有

发生范围广、流行速度快、危害程度重的特点[６]ꎮ
潜伏期菌量的定量检测是病害进行早期监测预警的

关键[７￣８]ꎮ 在潜伏期ꎬ病原菌在葡萄叶片内不断蔓

延ꎬ一旦进入发病期ꎬ在适宜条件下葡萄霜霉病便会

大面积流行ꎬ给葡萄生产造成严重损失[９]ꎮ 因此ꎬ
对处于潜伏侵染状态的葡萄霜霉病菌进行及时、准
确的定量分析ꎬ不仅可实现葡萄霜霉病的早期诊断

和对该病流行趋势进行准确预测ꎬ还可及早制定正

确防控策略并采取防控措施ꎬ减少产量损失ꎮ
近年来ꎬｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 技术已被广泛应用于植

物体内病原菌潜伏侵染定量研究[１０￣１１]ꎮ Ｙａｎ 等[１２]

１６８



首次提出分子病情指数(ＭＤＩ) 的概念ꎬ即病原菌

ＤＮＡ 浓度与寄主植物 ＤＮＡ 浓度的比值ꎬ并将它用

于衡量病害潜伏侵染的菌量ꎮ Ｚｈｅｎｇ 等[１３]利用人工

接种的叶片建立了 ＭＤＩ 和田间调查的病情指数

(ＤＩ)的线性关系ꎬ从而对发病情况进行估测ꎮ 潘阳

等[１４]建立了小麦条锈病菌双重 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测

体系ꎬ可在一个反应体系中同时确定病原菌和寄主

植物 ２ 种目标 ＤＮＡ 的浓度并获得 ＭＤＩꎮ Ｋｎüｆｅｒ
等[１５]应用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 技术分析病害进展曲线下

的面积来研究油菜黄萎病的潜伏期菌量ꎮ 刘琦

等[１６]发现小麦条锈病潜伏期的ＭＤＩ 与 ＤＩ 之间存在

极显著相关性ꎬ表明可以利用 ＭＤＩ 对田间实际发病

情况进行早期预测ꎮ Ｌｉｕ 等[１７]研究认为ꎬ及时、准确

地量化病原菌潜伏侵染阶段的菌量ꎬ明确 ＭＤＩ 与田

间调查得到的 ＤＩ 的关系是病害预测和防治的关键ꎮ
目前国内外开展了一系列对葡萄霜霉病菌潜伏

侵染阶段的定性或定量研究[１８￣２１]ꎬ大多为室内研

究ꎬ有关果园葡萄霜霉病菌早期潜伏侵染定量的研

究尚未见报道ꎮ 本研究在前期建立了葡萄霜霉病菌

的 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量检测体系的基础上ꎬ对处于潜

伏侵染阶段的样品进行 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测ꎬ获得侵

染早期病原菌在寄主中的 ＭＤＩ 值ꎬ病害发生后进行

果园病情调查ꎬ计算 ＤＩ 值ꎬ通过葡萄霜霉病菌潜育

期的 ＭＤＩ 和 ＤＩ 的回归分析ꎬ确定 ＭＤＩ 和 ＤＩ 的相关

性ꎬ为有效测定葡萄霜霉病菌潜伏侵染阶段的菌量

和准确预测该病害的流行趋势提供新的方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 研究区概况

试验在宁夏贺兰山东麓立兰酒庄酿酒葡萄园

(３８°１６′Ｎꎬ１０５°５７′Ｅꎬ海拔高度１ １９０ ｍ)进行ꎬ７~ ９
月为酿酒葡萄霜霉病发生期ꎬ此期间平均气温

２２􀆰 ０１ ℃ꎬ平均湿度 ５６􀆰 １６％ꎮ 供试酿酒葡萄品种为

赤霞珠(Ｃａｂｅｒｎｅｔ Ｓａｕｖｉｇｎｏｎ)ꎬ树龄 ７ ａꎬ株距×行距:
３ ｍ×５ ｍꎬ树形为斜干水平形ꎬ滴管水肥一体化ꎬ正
常农事管理ꎮ
１.２　 取样与调查

设置 ３ 个试验样地ꎬ记作 ＬＦ￣１、ＬＦ￣２ 和 ＬＦ￣３ꎬ每
块试验样地面积 １０􀆰 ５ ｈｍ２(３００ ｍ×３５０ ｍ)ꎬ分割成

１２６ 个５０ ｍ×５０ ｍ 的样区ꎮ 在葡萄霜霉病未显示症

状时(２０１９ 年 ７ 月 ９ 日)采集样品ꎮ 每个样区标记 ５
株葡萄树ꎬ每株随机采集 ３ 片叶ꎬ共计 １５ 片叶ꎬ混合

后作为一个样品进行 ＤＮＡ 提取ꎬ进行 ＭＤＩ 的检测ꎮ
采样结束后ꎬ对 １２６ 个样区的相应位置进行病

情调查ꎬ每 ３ ｄ 调查 １ 次ꎬ至果园开始零星发病(约
第 １２ ｄ)ꎬ随后统计第 １２ ｄ、１５ ｄ 和 １８ ｄ 的发病情

况ꎬ进行 ＤＩ 的计算ꎮ ＤＩ 调查点与 ＭＤＩ 采样点为同

一株葡萄树ꎮ 调查时ꎬ在每株葡萄树上部、中部、下
部随机调查 ３０ 张叶片ꎬ每个样区共计调查 １５０ 张叶

片ꎬ记录葡萄霜霉病普遍率与严重度ꎬ病害发生程度

分级指标参照农业部农药检定所颁布的葡萄霜霉病

发生程度分级标准[２２]ꎮ
　 　 ＤＩ＝普遍率×平均严重度×１００

普遍率是指发病的普遍程度ꎬ即发病率ꎮ 普遍

率＝(病叶数 /调查总叶数)×１００％
平均严重度是指发病位点的严重程度ꎮ

平 均 严 重 度 ＝ ∑(发病病级×该级病叶数)
调查总病叶数

×

１００％
１.３　 样品 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测

１.３.１ 　 葡萄叶片 ＤＮＡ 的提取 　 按照 Ｅ. Ｚ. Ｎ. Ａ.􀅺
ＨＰ Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ Ｋｉｔ(美国 Ｏｍｅｇａ Ｂｉｏ￣ｔｅｋ 公司产品)说
明书提取每个样区葡萄叶片总 ＤＮＡꎬ－２０ ℃保存备

用ꎮ
１.３.２　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 定量检测叶片 ＤＮＡ 和样品中

病原菌 ＤＮＡ　 根据 ＧｅｎＢａｎｋ 中葡萄 ＥＦ１￣α 基因(登
录号:ＸＭ００２２８４８８８.３)设计引物 Ｆ￣ｇ￣６、Ｒ￣ｇ￣６ꎬ扩增

葡萄叶片 ＤＮＡꎮ 采用李文学等[２１] 报道的引物 Ｆ￣
ｃｏｘ￣Ｐｖ、Ｒ￣Ｐｖ 扩增葡萄霜霉病菌 ＤＮＡꎮ 采用 ｑＴＯＷ￣
ＥＲ ２.２ 荧光定量 ＰＣＲ 仪(德国 Ｊｅｎａ 公司产品)进行

ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 扩增ꎬ引物序列见表 １ꎮ

表 １　 本研究使用的引物序列

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物　 序列(５′→３′) 　 　 　 Ｔｍ
(℃)

长度
(ｂｐ)

Ｆ￣ｇ￣６ ＣＡＧＣＡＣＡＡＴＣＴＧＣＣＴＧＴＧＡＧＧＴＡＣ ６０.５０ ２４

Ｒ￣ｇ￣６ ＧＴＣＧＡＣＴＡＣＣＡＣＴＧＧＴＣＡＣＴＴＧＡＴＣ ５９.２８ ２５

Ｆ￣ｃｏｘ￣Ｐｖ ＴＣＧＴＧＴＡＴＴＧＡＴＴＡＣＴＧＣＧＴＣＡＡＡ ５３.８６ ２４

Ｒ￣Ｐｖ ＡＣＡＴＴＧＴＣＣＡＴＡＡＡＡＡＡＣＡＣＣＴＴＧＴ ５２.４３ ２５

　 　 Ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应体系 ( ２０􀆰 ０ μｌ):２× Ｔｒａｎｓ
Ｓｔａｒｔ 􀅺 Ｔｉｐ Ｇｒｅｅｎ ＳｕｐｅｒＭｉｘ １０􀆰 ０ μｌ(北京全式金生

物技术有限公司产品)ꎬ正反引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)各

０􀆰 ４ μｌꎬＤＮＡ 模板 １􀆰 ０ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ 补足ꎮ 葡萄叶片和
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葡萄霜霉病菌 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 反应条件均为:９４ ℃预

变性 ３０ ｓꎻ９４ ℃变性 ５ ｓꎬ５９ ℃退火 １５ ｓꎬ７２ ℃延伸

３０ ｓꎬ４０ 个循环ꎮ
标准曲线的建立:将已知质量浓度的葡萄叶片

和葡萄霜霉病菌的 ＤＮＡ 质量浓度和各自的 Ｃｔ 值ꎬ
通过软件 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ ｓｏｆｔ ２􀆰 ２ 分别生成葡萄叶片

ＤＮＡ 质量浓度和葡萄霜霉病菌 ＤＮＡ 质量浓度与 Ｃｔ
值的标准曲线ꎬ其中葡萄霜霉病菌的线性方程为

Ｙ１ ＝ １８􀆰 ０１－３􀆰 ６０ｘ１(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９２ ９７)ꎬｘ１为葡萄霜霉病

菌 ＤＮＡ 质量浓度的对数值( ｌｇＣ)ꎬＹ１为葡萄霜霉病

菌的 Ｃｔ 值ꎻ葡萄叶片的线性分析方程为Ｙ２ ＝ ２６􀆰 ３８－
３􀆰 ０６ｘ２(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９５ ９８)ꎬ其中 ｘ２为葡萄叶片 ＤＮＡ 质

量浓度的对数值( ｌｇＣ)ꎬＹ２为葡萄叶片的 Ｃｔ 值ꎮ 同

时得到葡萄霜霉菌 ＤＮＡ 质量浓度定量检测的最小

检测限为１􀆰 ０×１０－４ ｎｇ / μｌꎬ而葡萄叶片 ＤＮＡ 质量浓

度定量检测最小检测限为１􀆰 ０×１０－２ ｎｇ / μｌꎮ
１.３.３　 ＭＤＩ 的计算　 参照闫佳会等[２３] 的方法分别

计算每个样区的 ＭＤＩꎮ
ＭＤＩ＝葡萄霜霉病菌 ＤＮＡ 质量浓度 /葡萄叶片

ＤＮＡ 质量浓度

１.４　 数据分析

对 ３ 个试验样地的 ＭＤＩ 与 ＤＩ 通过 Ｅｘｃｅｌ ２０１６

和 ＳＰＳＳ ２２.０ 进行回归分析ꎬ确定其相关性ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 ＬＦ￣１试验样地的 ＭＤＩ 和 ＤＩ 的回归分析

应用 ＳＰＳＳ 软件和 Ｅｘｃｅｌ 对立兰酿酒葡萄园 ＬＦ￣１
试验样地的 ＭＤＩ 与采样后 １２ ｄ、１５ ｄ 和 １８ ｄ 果园调

查的 ＤＩ 进行回归分析ꎮ ＬＦ￣１ 样地的 ＭＤＩ 和 ＤＩ 回归

分析结果见图 １ꎬＭＤＩ 与采样后 １２ ｄ ＤＩ 的回归方程

为Ｙ＝ ４８.２１１ ０ｘ＋０.０５３ ８(Ｒ２ ＝ ０.７７９ ７ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻＭＤＩ
与采样后 １５ ｄ ＤＩ 的回归方程为Ｙ＝８６.２８１ ０ｘ＋０.０３５ ４
(Ｒ２ ＝０.９０３ ３ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻＭＤＩ 与采样后 １８ ｄ ＤＩ 的回

归方程为 Ｙ＝ １１１.３６０ ０ｘ＋ ０.１４３ ５ (Ｒ２ ＝ ０.８７５ ８ꎬ Ｐ<
０􀆰 ０１)ꎬ结果表明ꎬ潜伏侵染阶段的 ＭＤＩ 与 ＤＩ 极显著

相关ꎮ 当检测的 ＭＤＩ 值在０.００３ ５~０.０５３ ４时ꎬ１２ ｄ 后

葡萄霜霉病在果园零星发生ꎮ
综合 ３ 次病情的回归结果分析ꎬ直线斜率为

４８.２１１~１１１􀆰 ３６０ꎬ即随田间病情指数调查时间的延

后ꎬ利用 ＭＤＩ 预测 ＤＩ 的单位增长率为 ４８.２１１~
１１１􀆰 ３６０ꎬ差异较大ꎮ 直线截距为０.０３５ ４~ ０.１４３ ５ꎬ差
异较小ꎮ ＭＤＩ 与采样后 １５ ｄ ＤＩ 的回归方程的 Ｒ２最

高ꎬ此时 ＭＤＩ 的最大检测值为０.０５３ ４ꎬ其相应的 ＤＩ
的最大值为 ３􀆰 ５６０ꎮ

Ａ:采样后 １２ ｄꎻＢ:采样后 １５ ｄꎻＣ:采样后 １８ ｄꎮ
图 １　 ＬＦ￣１样地葡萄霜霉病分子病情指数与田间病情指数的线性回归

Ｆｉｇ.１　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ￣ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｇｒａｐｅ ｄｏｗｎｙ ｍｉｌｄｅｗ ｉｎ ＬＦ￣１

２.２　 ＬＦ￣２试验样地 ＭＤＩ 和 ＤＩ 的回归分析

ＬＦ￣２ 样地回归分析结果见图 ２ꎬＭＤＩ 与采样后

１２ ｄ ＤＩ 的回归方程为Ｙ＝ ５０.１２６ ０ｘ＋ ０.５０１ ０(Ｒ２ ＝
０.８１９ ９ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻＭＤＩ 与采样后 １５ ｄ ＤＩ 的回归方

程为Ｙ＝ ８４.２４３ ０ｘ＋０.５６０ ９(Ｒ２ ＝ ０.９１３ ７ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻ
ＭＤＩ 与 采 样 后 １８ ｄ ＤＩ 的 回 归 方 程 为 Ｙ＝
１００.６６０ ０ｘ＋１.０１６ １(Ｒ２ ＝ ０.８８３ ４ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ结果表

明ꎬ潜伏侵染阶段的 ＭＤＩ 与 ＤＩ 极显著相关ꎮ 当检

测的 ＭＤＩ 值为０.００９ ９~０.１６５ １时ꎬ采样后 １２ ｄ 葡萄

霜霉病在果园零星发生ꎮ
综合 ３ 次病情的回归结果分析ꎬ直线斜率为

５０.１２６~１００􀆰 ６６０ꎬ即随调查田间病情指数时间的延

后ꎬ利用 ＭＤＩ 预测 ＤＩ 的单位增长率为 ５０.１２６~
１００􀆰 ６６０ꎮ 直线截距为０.５０１ ０~ １.０１６ １ꎬ差异较小ꎮ
ＭＤＩ 与采样后 １５ ｄ 的 ＤＩ 回归方程的 Ｒ２最高ꎬＭＤＩ
的检测范围在０~ ０.１６５ １ꎬ其相应的 ＤＩ 范围在０~
１６􀆰 ０００ꎮ ＬＦ￣２ 试验样地发病率较高ꎬ４２ 个样区中有

３０ 个检测到 ＭＤＩꎬ且 ＭＤＩ 值越大ꎬ发病越严重ꎮ
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Ａ:采样后 １２ ｄꎻＢ:采样后 １５ ｄꎻＣ:采样后 １８ ｄꎮ
图 ２　 ＬＦ￣２样地葡萄霜霉病分子病情指数与田间病情指数的线性回归

Ｆｉｇ.２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ￣ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｇｒａｐｅ ｄｏｗｎｙ ｍｉｌｄｅｗ ｉｎ ＬＦ￣２

２.３　 ＬＦ￣３试验样地 ＭＤＩ 和 ＤＩ 的回归分析

ＬＦ￣３ 样地回归分析结果见图 ３ꎬＭＤＩ 与采样后

１２ ｄ ＤＩ 的回归方程为Ｙ＝ ４４.０４１ ０ｘ＋ ０.２７９ ０(Ｒ２ ＝
０.８６２ ６ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻＭＤＩ 与采样后 １５ ｄ ＤＩ 的回归方

程为Ｙ＝ ８０.０８９ ０ｘ＋０.７０２ ０(Ｒ２ ＝ ０.８９６ １ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎻ
ＭＤＩ 与采样后 １８ ｄ ＤＩ 的回归方程为Ｙ＝ ９８.２４７ ０ｘ＋
１.２０５ ３(Ｒ２ ＝ ０.８２８ １ꎬＰ<０􀆰 ０１)ꎬ结果表明ꎬ潜伏侵染

阶段的 ＭＤＩ 与 ＤＩ 极显著相关ꎮ 当检测的 ＭＤＩ 值为

０.０１１ ３~０.１８４ １时ꎬ采样后 １２ ｄ 葡萄霜霉病在果园

零星发生ꎮ
综合 ＬＦ￣３ 试验样地 ３ 次病情的回归结果分析ꎬ

直线斜率在４４.０４１~９８.２４７ꎬ即随调查田间病情指数

时间的延后ꎬ利用 ＭＤＩ 预测 ＤＩ 的单位增长率为

４４.０４１~９８.２４７ꎮ 直线截距为０.２７９ ０~ １.２０５ ３ꎬ差异

较小ꎮ ＭＤＩ 与采样后 １５ ｄ 试验样地 ＤＩ 的回归方程

的 Ｒ２最高ꎬＭＤＩ 的检测范围为０~ ０.１８４ １ꎬ其相应的

ＤＩ 范围在０~ １３􀆰 ３３ꎮ ＬＦ￣３ 试验样地 ＭＤＩ 与采样后

１５ ｄ ＤＩ 的拟合性均低于 ＬＦ￣１ 和 ＬＦ￣２ꎮ

Ａ:采样后 １２ ｄꎻＢ:采样后 １５ ｄꎻＣ:采样后 １８ ｄꎮ
图 ３　 ＬＦ￣３样地葡萄霜霉病分子病情指数与田间病情指数的线性回归

Ｆｉｇ.３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ￣ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｖｉｓｕａｌｉｚｅｄ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｇｒａｐｅ ｄｏｗｎｙ ｍｉｌｄｅｗ ｉｎ ＬＦ￣３

３　 讨 论

明确潜伏侵染阶段的菌量对于植物病害的预测

和防治至关重要[２３]ꎮ 预测植物病害初始病情的传

统方法主要是田间调查或室内离体培养[９ꎬ ２４]ꎬ传统

方法预测与田间病害实际发生情况差异较大ꎬ预测

结果极为不准确ꎮ 使用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 方法获得的

ＭＤＩ 在病害流行学研究中有广泛的应用前景ꎬ相比

于传统方法更加精确合理ꎬ更适用于果园病害早期

监测预警等流行病学的研究[２２]ꎬ是一种可靠的研究

果园中葡萄霜霉病菌潜伏侵染的方法ꎮ

本研究通过对宁夏立兰酒庄酿酒葡萄园 ３ 个试

验样地的 ＭＤＩ 和 ＤＩ 的分析发现ꎬ二者之间呈极显

著相关ꎬ这与 Ｚｈｅｎｇ 等[１３] 和闫佳会等[２３] 在小麦白

粉病和小麦条锈病上的研究结果相一致ꎮ ３ 个试验

样地均能检测到葡萄霜霉病菌ꎬ且 ＬＦ￣１ 试验样地存

在 ＭＤＩ 最低检测值为零ꎬ说明应用此方法对果园样

品进行检测时ꎬ需要保证有充足的样本量才能够代

表一个试验样地的分析结果ꎮ 同时发现 ３ 个试验样

地中都存在 ＭＤＩ 的检测值不为零ꎬ但其 ＤＩ 值为零

的情况ꎮ 这一结果说明应用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 可以有

效检测到尚未显示症状的葡萄叶片中微量的潜伏侵
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染阶段的菌量ꎮ 综合 ３ 个试验样地调查的数据ꎬ当
ＭＤＩ 检测值为０.００３ ５~ ０.１８４ １时ꎬ１２ ｄ 后葡萄霜霉

病在果园零星发生ꎮ 取 ＭＤＩ 值大于０.００３ ５作为防

治预警指标ꎮ 考虑到能检测到 ＭＤＩ 时ꎬ葡萄霜霉病

菌已经侵染到寄主体内ꎬ建议在防治时采用内吸性

杀菌剂进行防治ꎮ
闫佳会等[２３]认为ＭＤＩ 与 ＤＩ 的回归分析成功的

关键在于采样时间和调查时间的确定ꎮ 本研究采样

时间是依据宁夏贺兰山东麓地区采样年度的气候条

件和往年果园最早出现病害的日期综合考量确定

的ꎮ 宁夏立兰酒庄地处贺兰山东麓酿酒葡萄产区ꎬ
该地区气候干旱、少雨ꎬ葡萄霜霉病一般在 ７ 月中下

旬开始发生ꎬ８ 月进入盛发期[６ꎬ２５￣２６]ꎬ因此本研究在

７ 月上旬果园病害发生前进行样品采集ꎬ果园初见

病斑时期进行果园调查ꎬ保证了在一个潜育期内完

成果园样品检测和病情调查ꎬ避免了葡萄霜霉病菌

再侵染对试验结果造成的干扰ꎮ
在植物病害的研究中ꎬ应用 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ 对植

物病原菌潜伏侵染的研究已有很多[２７￣２９]ꎬＤｕｖｉｖｉｅｒ
等[３０] 建立了空气中小麦条锈菌孢子密度的 ｒｅａｌ￣
ｔｉｍｅ ＰＣＲ 检测体系ꎬ用于预测田间病情ꎮ 在 ＭＤＩ 的
应用方面ꎬ初炳瑶等[３１] 应用检测到的 ＭＤＩ 值ꎬ并结

合病情调查进行分析ꎬ对 ３ 种小麦条锈菌杀菌剂的

防治效果进行评价ꎬ证实了 ＭＤＩ 在药剂筛选中应用

的可行性ꎮ 刘琦等[１６]结合光谱数据将 ＭＤＩ 值转化

为建立模型所需的分类标签ꎬ验证 ３ 种模型对小麦

条锈病潜伏期定性识别的准确率ꎮ 这些研究结果进

一步证明了采用 ＭＤＩ 的分析方法在植物病害防治

研究中的应用前景广泛ꎮ 本研究通过 ｒｅａｌ￣ｔｉｍｅ ＰＣＲ
建立的果园葡萄霜霉病菌潜伏侵染的 ＭＤＩ 方法能

够快速、准确地定位发病中心和潜伏侵染阶段菌量ꎬ
进而在早期对葡萄霜霉病的发生做出预警ꎬ指导果

园病害防治工作ꎬ有效减少农药使用量ꎮ 此外ꎬ由于

葡萄霜霉病的发生还受到气象条件的影响ꎬ如遇降

雨时ꎬ即使具有相同 ＭＤＩ 值ꎬ葡萄霜霉病潜伏期也

会大大缩短ꎬ此时更应提前做好防治工作ꎮ 本研究

仅开展了赤霞珠品种葡萄霜霉病 ＭＤＩ 的研究ꎬ后续

将在其他酿酒葡萄品种上做进一步验证ꎬ以提高利

用 ＭＤＩ 进行病害防治预警的实用性ꎮ
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