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　　摘要：研究不同温度、水分含量、光照条件、ｐＨ值对狗牙根黑粉菌冬孢子萌发的影响，结果表明，温度２３～２８℃、
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和萌发过程；此外，还研究了不同培养基对次生小孢子形态及产孢数量的影响，结果发现９种培养基均能产孢，在４％
葡萄糖酵母膏液体培养基中产孢量最多，存在３种不同形态的次生孢子，带荚膜的次生孢子无活性。
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　　狗牙根［Ｃｙｎｏｄｏｎｄａｃｔｙｌｏｎ（Ｌ．）Ｐｅｒｓ．］因其根茎繁殖能
力强、生长快、耐践踏、抗旱性强，成为铺设运动场、停机坪、高

尔夫果岭、公园、庭院绿化的主要草坪草种［１－２］。但近年来，

狗牙根黑穗病在我国发生普遍且态势严重，严重影响我国草

坪质量及其他场地绿化效果。狗牙根黑穗病是由担子菌亚门

黑粉菌目黑粉菌属狗牙根黑粉菌引起的一种的真菌性病害。

狗牙根黑穗病是系统侵染，引发全株性病害。最为直观明显

的症状即开花期穗产生充满孢子堆的病瘿，表现为一种典型

的苗期侵染、花期发病的症状。感病植物不能正常开花结子，

导致植株不育，一般７—９月为黑穗病发病高峰期［３］。狗牙根

黑粉菌主要靠冬孢子传播，匍匐茎也能传播。Ｇａｒｃｉａ－Ｇｕｚｍａｎ
等发现，黑粉菌通过来自种皮或土壤的越冬孢子菌丝侵染发

芽种子的胚芽鞘，并扩散至整个植物组织，黑粉菌对狗牙根的

种子萌发、出苗无影响，但被其侵染的狗芽根匍匐枝的生长、

干物质总量、竞争力都明显降低了［４］。目前，国内对狗牙根

黑穗病的关注不多，狗牙根黑粉菌的致病机理尚不清楚。因

此，本研究对狗牙根黑粉菌冬孢子的萌发条件、萌发过程及黑

粉菌产次生孢子培养基进行探索，为进一步研究狗牙根黑粉

菌的致病机制及该病原菌与狗牙根之间的互作提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
狗牙根黑穗病标样采自漯河医学高等专科学校的校园草

坪，室内自然风干后于室内纸袋保存。试验用冬孢子取自发

病穗，黑粉菌菌株 ＬＨＬ１由笔者所在实验室分离、鉴定，保存
于中国武汉菌株保藏中心。

１．２　冬孢子的分离
选取未抽穗的病穗，在超净工作台中用 ７５％乙醇消毒

５ｓ，再用０．１％氯化汞消毒４ｍｉｎ，然后用无菌水漂洗５次。
用无菌镊子将穗外膜撕开，再轻刮下病穗上的黑粉菌冬孢子

于无菌水中制成冬孢子悬浮液备用，在显微镜下用血球计数

板统计，冬孢子的浓度为１０万个／ｍＬ。
１．３　不同因素对冬孢子萌发的影响
１．３．１　光照对冬孢子萌发的影响　取１００μＬ冬孢子悬浮液
并用三角玻璃棒均匀涂布于 ＰＳＡ（马铃薯蔗糖固体培养）平
板上，将ＰＳＡ平板放在温度为２８℃的培养箱内，且分别置于
连续光照（日光灯，光强１４００ｌｘ）、１２ｈ／１２ｈ光暗交替、黑暗
条件下培养，于１６ｈ后显微镜下观察、统计并比较这３种条
件下冬孢子的萌发率。

１．３．２　水分对冬孢子萌发的影响　室温下将冬孢子分别浸
于无菌水中０、１２、２４、３６、７２ｈ，吸取冬孢子悬浮液１００μＬ均
匀涂布于ＰＳＡ平板上，该平板放在２８℃、光照（日光灯，光强
１４００ｌｘ）条件下的培养箱内培养，分别于１６ｈ后显微镜下观
察并统计不同浸水时间下的冬孢子萌发率。

１．３．３　温度对冬孢子萌发的影响　取１００μＬ冬孢子悬浮液
并用三角玻璃棒均匀涂布于ＰＳＡ平板上，将ＰＳＡ平板放在光
照（日光灯，光强１４００ｌｘ）条件下的培养箱中，分别在１５、１８、
２３、２８、３３、３８℃ 等６个温度条件下培养，１６ｈ后显微镜下观
察并统计不同温度下的冬孢子萌发率。

１．３．４　ｐＨ值对冬孢子萌发的影响　用 ２ｍｏｌ／ＬＨＣｌ和
２ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ＰＳＡ培养基的初始 ｐＨ值为４、５、６、７、８、
９、１０，取 １００μＬ冬孢子悬浮液均匀涂布于 ＰＳＡ平板上，将
ＰＳＡ平板放在２８℃、光照（日光灯，光强１４００ｌｘ）条件下的
培养箱中培养，１６ｈ后显微镜下观察并统计不同初始 ｐＨ值
的ＰＳＡ培养基平板上冬孢子的萌发率。
１．４　狗牙根黑粉菌冬孢子萌发及形态观察

用改良玻片培养法观察冬孢子的萌发情况，具体做法如

下：先将制备好的无菌冬孢子悬浮液与融化的无菌低熔点琼

脂糖混合，用毛细滴管吸取孢子与琼脂糖混合液滴在无菌载

玻片上，迅速盖上盖玻片并轻压使滴液分散成薄层，置于铺有

滤纸的无菌培养皿中；再滴加数滴无菌水，盖上培养皿盖，整

个过程在无菌超净台上完成。培养皿放置于２３℃光照培养
箱中培养６、２４ｈ后取出，经苯胺蓝染色２０ｍｉｎ，用脱色液脱
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色２ｈ后于显微镜下观察冬孢子的萌发形态。
１．５　狗牙根黑粉菌产孢培养基的筛选试验

利用马铃薯葡萄糖液体培养基、马铃薯蔗糖液体培养基、

燕麦液体培养基、麸皮液体培养基、玉米粉液体培养基、完全

液体培养基、４％葡萄糖酵母膏液体培养、２％甘油酵母膏液体
培养基、狗牙根干草酵母膏液体培养基９种液体培养基分别
对狗牙根黑粉菌产孢效果和孢子形态进行试验。

马铃薯葡萄糖液体培养基、马铃薯蔗糖液体培养基配方

参照文献［５］；燕麦液体培养基、麸皮液体培养基、玉米粉液
体培养基配方参照文献［６］；完全液体培养基配方参照文献
［７］；４％葡萄糖酵母膏液体培养基、２％甘油酵母膏液体培养
基配方参照文献［８］；狗牙根干草酵母膏液体培养基配方：
５０ｇ狗牙根干草在锅里煮沸后继续煮０．５ｈ，然后用纱布过滤
得液体，添加１０ｇ酵母膏，用自来水加到１０００ｍＬ。

将保存于４℃营养琼脂斜面培养基上的ＬＨＬ１菌株接种
于ＰＳＡ固体培养基上，２８℃培养进行活化。无菌条件下用接
种针从培养好的平皿中挑取一单菌落接种于装有１００ｍＬＰＳ
液体培养基的 ２５０ｍＬ三角瓶中，在恒温 ２８℃、转速
２００ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养３ｄ，成为种子液培养。按０．６％接
种量吸取种子液转接于含５０ｍＬ液体培养基的２５０ｍＬ摇瓶
中，在转速为２００ｒ／ｍｉｎ的条件下摇床振荡培养，摇菌４ｄ后，
用胶头滴管吸１滴菌液于载破片上，苯胺蓝染色后，显微镜下
观察次生孢子形态；菌液稀释１００倍用血球计数板统计次生
孢子的数量。

２　结果与分析

２．１　不同因素对冬孢子萌发的影响
２．１．１　光照条件对冬孢子萌发的影响　试验结果表明，光
照、黑暗条件下，狗牙根黑粉菌冬孢子都能萌发，且光照能促

进冬孢子萌发。持续光照培养的冬孢子萌发率为３１％，光照
与黑暗间隔１２ｈ培养的萌发率为４０％，持续黑暗培养萌发率
为２７％左右，说明在自然光周期条件下萌发较好，这与玉米
瘤黑粉菌冬孢子萌发对光的需求［９］一致。

２．１．２　水分条件对冬孢子萌发的影响　试验结果表明，冬孢
子浸泡０～７２ｈ都能萌发，且浸泡４８ｈ的孢子萌发率最高；在
０～４８ｈ范围内随着浸水时间延长，冬孢子的萌发率有所提高。
与水稻黑粉菌冬孢子要浸泡２４ｈ才能萌发相比，狗牙根黑粉
菌冬孢子萌发对水分的需求更低，这可能与在干燥器内保存比

在室内纸袋中保存冬孢子散失的水分更多有关［７］。然而，一直

浸泡在无菌水中的冬孢子萌发率有所降低，这可能与水中氧气

含量低，不能满足冬孢子萌发对氧气的需求有关。这与玉米瘤

黑粉菌及水稻黑粉菌冬孢子试验的结果［７，９］相似。

２．１．３　温度对冬孢子萌发的影响　图１显示，在１５～３８℃
范围内，冬孢子都能萌发。在１８～３３℃下，冬孢子都能较好
地萌发，其中２３℃左右最适合冬孢子萌发，此时在ＰＳＡ平板
上培养１６ｈ的孢子萌发率高达５３％，培养３６ｈ时萌发的孢
子已长成大菌落，无法再统计萌发率，此时肉眼可见白色菌

落，说明狗牙根冬孢子萌发非常快。

２．１．４　ｐＨ值对冬孢子萌发的影响　图２显示，在 ｐＨ值为
４～１０的范围内，冬孢子均可以萌发；在 ｐＨ值为 ５～７时，冬
孢子萌发率较高。可见偏碱性环境不利于冬孢子萌发。

２．２　狗牙根黑粉菌冬孢子形态及萌发过程
图３显示，狗牙根黑粉菌冬孢子淡褐色或棕色，近球形或

卵形，直径为７～９μｍ，膜面光滑而薄，这与程建斌的描述［３］

相符。本试验结果显示，冬孢子培养６ｈ后开始萌发，２４ｈ后
呈树枝状；冬孢子萌发产生先菌丝，一端萌发或两端同时萌

发，先菌丝上侧生担孢子；先菌丝有隔，偶见长先菌丝，长先菌

丝上不产生担孢子，短先菌丝上担孢子多形成树枝状。

２．３　ＬＨＬ１菌株的形态特征
冬孢子在ＰＳＡ平板上萌发后形成雪花样白色菌落，从菌

落中挑取单菌落进行分离培养得到菌株 ＬＨＬ１。菌株 ＬＨＬ１
在ＰＳＡ平板上２８℃光照培养２周后，菌落直径达到１．４ｃｍ
左右，近圆形，边缘整齐，正面乳白色，质地近紧密为一薄层，

背面黄褐色（图４－Ａ）。显微镜下ＬＨＬ１菌为长条形，一端膨
大，一端细长，分裂生长（图４－Ｂ）。
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２．４　不同液体培养基对ＬＨＬ１生物量及产孢的影响
如图５所示，９种液体培养基以马铃薯蔗糖液体培养基

生物量最大，其他从大到小依次为４％葡萄糖酵母膏培养基、
２％甘油酵母膏液体培养基、完全液体培养基、马铃薯葡萄糖
液体培养基、玉米粉液体培养基、燕麦液体培养基、狗牙根干

草酵母膏液体培养、麸皮液体培养基。图５还显示，９种液体
培养基均能够产生次生孢子，但不同培养基的产孢量和孢子

形态不同，其中马铃薯蔗糖液体培养基产孢量最大，玉米粉液

体培养基产孢量最小。在燕麦、玉米粉、麸皮、完全及甘油酵

母膏液体培养基中既有次生孢子产生又有菌丝存在，这也可

能是在这５种培养基中产生次生孢子少的原因之一。

　　狗牙根黑粉菌的次生孢子形态有３种，第１种形态见图
６－Ａ，这种次生孢子小而细，９种液体培养基除狗牙根干草酵
母膏液体培养外都产生这种类型孢子；第 ２种形态见图
６－Ｂ，由狗牙根干草酵母膏液体培养产生，孢子个体大，中间
间隔大，细胞质分布不均一；第３种形态见图６－Ｃ，孢子有荚
膜，此类孢子只在狗牙根干草马铃薯酵母膏液体中培养产生，

在其他液体培养基和固体培养基中均无再生能力，其原因还

有待进一步研究。

３　结论与讨论

综合结果与分析得出以下结论：（１）温度为２３～２８℃、
光照与黑暗间隔１２ｈ、ｐＨ值为５～７的条件最适合狗牙根黑
粉菌冬孢子萌发；（２）冬孢子萌发产生先菌丝，一端萌发或两
端同时萌发，先菌丝上侧生担孢子；（３）９种培养基均能产孢，
以４％葡萄糖酵母膏、马铃薯葡萄糖、马铃薯蔗糖３种液体培
养基产孢量最大，存在３种不同形态的次生孢子。

冬孢子从形成到萌发需要经历后熟期、休眠期、复苏期和

萌发期４个时期，光照是打破冬孢子休眠的重要条件。本试验

结果显示，光照对狗牙根黑粉菌冬孢子的萌发并不是必要条

件，这与水稻黑粉菌冬孢子在黑暗条件下不能萌发不同［７］，说

明可能不同黑粉菌冬孢子萌发对光的需求不同，但本研究中

１２ｈ光暗交替培养能促进冬孢子萌发。水分是打破冬孢子休
眠期进入复苏期的必要条件，但本试验中未浸水的冬孢子在

ＰＳＡ平板上也能萌发，这可能与笔者采用冬孢子的保存方式
（纸包）有关。温度是影响冬孢子萌发的重要因素之一，狗牙

根黑粉菌冬孢子在１５～３８℃都能萌发，其中以温度为２３℃左
右萌发率最高，这与水稻黑粉菌和玉米瘤黑粉菌冬孢子的萌发

温度［７，９］较一致，与玉米丝黑穗病原菌冬孢子的最佳萌发温度

为２８℃［１０］不同。ｐＨ值对冬孢子的萌发影响很大，弱酸性至
中性环境有利于冬孢子萌发（ｐＨ值５～７），偏碱性环境不利于
冬孢子萌发。这与酸性条件促进玉米瘤黑粉菌冬孢子、美味黑

粉菌冬孢子萌发的结果［９，１１］较为接近。本试验中冬孢子萌发

率偏低，可能与部分冬孢子因光照不足而没有完成后熟作用以

及试验过程中使用了表面消毒剂等有关。

狗牙根黑穗病是一种苗期侵染、花期发病的病害，国内对

该病病原菌的研究鲜有报道，国外的研究显示狗牙根黑粉菌

通过来自种皮或土壤越冬孢子的菌丝侵染发芽种子的胚芽

鞘，并扩散至整个植物组织；但对狗牙根黑粉菌冬孢子的生物

学特性及其具体的侵染过程、致病机理都未见报道。

通过９种液体培养基的产孢对比试验发现，９种培养基
均能产孢，以４％葡萄糖酵母膏、马铃薯葡萄糖、马铃薯蔗糖３
种液体培养基产孢量较大，麸皮液体培养基产孢量最小。说

明狗牙根黑粉菌产次生孢子对培养基要求不严，这与水稻黑

粉菌［７］不同，也为进一步研究该病原菌致病机理以及与寄主

的互作提供了有力保障。笔者还发现，狗牙根黑粉菌存在３
种不同形态的次生孢子，其中带荚膜的次生孢子无活性，其原

因还有待于进一步研究。

参考文献：

［１］孙吉雄．草坪学［Ｍ］．兰州：甘肃科学技术出版社，１９８９：９８－９９．
［２］唐　欣，向佐湘，苏　鹏．狗牙根研究进展［Ｊ］．作物研究，２００９，
２３（增刊）：３８３－３８６．

［３］程建武．狗牙根黑穗病初报［Ｊ］．中国草地，１９９２（１）：７３．
［４］Ｇａｒｃｉａ－ＧｕｚｍａｎＧ，ＢｕｒｄｏｎＪ．ＩｍｐａｃｔｏｆｔｈｅｆｌｏｗｅｒｓｍｕｔＵｓｔｉｌａｇｏ
ｃｙｎｏｄｏｎｔｉｓ（Ｕｓｔｉｌａｇｉｎａｃｅａｅ）ｏｎｔｈｅｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｏｆｔｈｅｃｌｏｎａｌｇｒａｓｓ
Ｃｙｎｏｄｏｎｄａｃｔｙｌｏｎ（Ｇｒａｍｉｎｅａｅ）［Ｊ］．ＡｍｅｒｉｃａｎＪｏｕｒｎａｌｏｆＢｏｔａｎｙ，
１９９７，８４（１１）：１５６５－１５７１．

［５］方中达．植病研究方法［Ｍ］．北京：农业出版社，１９７９：８３－８７．
［６］邱海萍，柴荣耀，张　震，等．马唐致病菌株Ｍｄｓ０４０４的生物学特
性［Ｊ］．浙江农业学报，２００８，２０（３）：１６３－１６７．

［７］陈胜军，王艳丽，张　震，等．稻粒黑粉菌冬孢子萌发影响因素及
其产孢培养基的筛选［Ｊ］．浙江农业学报，２０１１，２３（３）：５７２－５７６．

［８］Ｄｕｒｉｅｕ－ＴｒａｕｔｍａｎｎＯ，ＴａｖｌｉｔｚｋｉＪ．Ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｅａｎｄｐｅｒｍａｎｅｎｔｅｆｆｅｃｔｓ
ｏｆｔｈｅｃａｒｂｏｎｓｏｕｒｃｅｓａｎｄｖａｒｉｏｕｓａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓｏｎｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙａｎｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｃｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓｏｆＵｓｔｉｌａｇｏｃｙｎｏｄｏｎｔｉｓｃｅｌｌｓ［Ｊ］．ＴｈｅＪｏｕｒｎａｌｏｆ
ＣｅｌｌＢｉｏｌｏｇｙ，１９７５，６６（１）：１０２－１１３．

［９］刘正坪，赵占军，张　贵，等．玉米瘤黑粉病菌冬孢子生物学特性
研究［Ｊ］．现代化农业，１９９８，２２２（１）：１２－１３．

［１０］刘洪亮，王险峰，刘　辉，等．玉米丝黑穗病原菌冬孢子萌发条
件研究［Ｊ］．中国植保导刊，２００７，２７（１２）：５－８．

［１１］徐　蝉，张敬泽，王晓清，等．美味黑粉菌冬孢子萌发条件的研
究［Ｊ］．长江蔬菜，２０１２（１６）：１０４－１０７．

—８６１— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第１１期


