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　　摘要：辣椒疫霉菌游动孢子的形成是辣椒疫病发生的前提，疫霉菌产孢条件的优化对辣椒疫病抗性育种具有重要
意义。本试验对Ｖ８培养基的浓度、黑暗培养时间及无菌水处理等条件进行探索，以期获得辣椒疫霉菌游动孢子产生
的最佳条件。结果表明：５％ Ｖ８培养基最适合辣椒疫霉菌菌丝生长及产孢，产孢量可达１００万个／ｍＬ，在光照试验中
发现５ｄ黑暗处理时菌丝生长浓密且在光照条件下易于产孢。结果还发现，无菌水对产孢量有重要作用，黑暗处理后
加入适量无菌水进行光照能够大大提高产孢量，最高产孢量可达７５０万个／ｍＬ。本试验简化了辣椒疫霉菌的培养，获
得了游动孢子最佳产孢条件，为辣椒抗疫霉病研究奠定了基础。
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　　辣椒疫病是由辣椒疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ）所引起
的世界性病害，可造成幼苗猝倒、茎秆枯死和果实腐烂。辣椒

疫霉菌最早由美国学者 Ｌｅｏｎｉａｎ于 １９２２年分离并定名为
Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｃａｐｓｉｃｉ［１］，属鞭毛菌亚门（Ｍａｓｔｉｇｏｍｙｃｏｔｉｎａ）卵菌
纲（Ｏｏｍｙｃｅｔｅｓ）霜霉目（Ｐｅｒｏｎｏｓｐｏｒａｌｅｓ）疫霉属（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏ
ｒａ）真菌［２］。辣椒疫病于１９１８年在美国首次发生后并迅速传
播至整个世界，我国也于２０世纪５０年代在江苏发现辣椒疫
病的发生［３］。目前在我国各地均有发生，是我国辣椒生产上

的主要病害之一。在辣椒种质资源疫病抗性评价与抗性相关

基因表达及克隆等相关研究中，需要预先诱发出大量疫霉菌

游动孢子作为接种菌源，而对辣椒疫霉菌产孢条件和游动孢

子释放条件的优化是上述研究的前提。鉴于目前辣椒疫霉菌

培养及产胞条件研究结论复杂多样，还未有一致的标准和方

法，本试验选用混合蔬菜汁配制的改良 Ｖ８培养基，对辣椒疫
霉病菌丝培养和产胞过程中的光照、水分等因素进行研究，探

索辣椒疫霉菌最佳产孢条件，旨在简化辣椒疫霉菌培养及游

动孢子产生过程，为辣椒疫病抗性育种研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
　　试验所用的辣椒疫霉菌来自江苏省农业科学院资源与环
境研究所，金宝汤Ｖ８１００％混合蔬菜汁饮料购于金宝汤亚洲
有限公司。

　　基本培养基：琼脂粉１０ｇ＋碳酸钙１．０ｇ，加蒸馏水定容
至５００ｍＬ，１２０℃高压蒸汽灭菌２０ｍｉｎ。

１．２　方法
１．２．１　Ｖ８培养基配比对菌丝生长及产孢影响　配制５％、
１０％、１５％、２０％等４种浓度的 Ｖ８培养基，编号为１、２、３、４，
以基本培养基作为空白对照组，编号为０，每组３次重复。将
供试辣椒疫霉菌切块转接到上述５种培养基上，置于２８℃暗
培养５ｄ后记录菌落直径，再移至 ２８℃全光照条件下培养
５ｄ，１０倍显微镜下观察孢子囊，记录孢子囊数，然后诱导孢
子囊释放游动孢子并计算浓度。

１．２．２　黑暗培养时间对菌丝生长及产孢影响　将辣椒疫霉
菌接种于５％Ｖ８培养基上，２８℃黑暗培养，设置３、４、５、６ｄ
黑暗处理，编号为３、４、５、６，以全光照作为空白对照，编号为
０，每组３次重复。培养后３ｄ开始依照试验设置将黑暗处理
的培养皿移到全光照条件下，培养后６ｄ时记录菌落直径，
１０ｄ后在１０倍显微镜下观察孢子囊，记录孢子囊数，然后诱
导游动孢子囊释放游动孢子并计算浓度。

１．２．３　水处理对产孢影响　取２８℃黑暗培养５ｄ后的疫霉
菌，以全光照不加无菌水为对照组，以全光照加入１０ｍＬ无菌
水为处理组，每组３个重复。５ｄ后诱导孢子囊释放游动孢子
并计算浓度。

１．２．４　菌落直径数据统计　菌落直径（ｃｍ）＝３个培养皿菌
落直径之和／３。
１．２．５　疫霉菌孢子囊数据统计　１０倍显微镜下随机选取１０
个视野，观察记录孢子囊数并求出１个视野的平均孢子囊数：
１个视野的平均孢子囊数（个）＝１０个视野总孢子囊数／１０。
１．２．６　诱导孢子囊释放游动孢子及其浓度计算　在培养皿
内加入１０ｍＬ无菌水，４℃冰箱处理３０ｍｉｎ，取出置于室温
３０ｍｉｎ，冲洗下白色菌落，吸取等量孢子悬浮液，１０倍显微镜下
利用２５×１６规格血球计数板统计并计算游动孢子浓度：游动孢
子浓度（个／ｍＬ）＝５个中方格内游动孢子数／８０×４００×１００００。

２　结果与分析

２．１　Ｖ８培养基配比对菌丝生长及产孢影响
　　辣椒疫霉菌５ｄ黑暗培养５ｄ光照培养后在显微镜１０倍
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视野下镜检，发现０号偶尔有孢子囊出现在视野中，菌丝短而
稀疏；１号５％Ｖ８试验组菌丝较密，接种块中央附近孢子囊出
现较少，边缘孢子囊多，１个视野中平均有５０个边缘孢子囊；
２号１０％试验组、３号１５％试验组平均２０、４０个；４号２０％试
验组的中央、边缘孢子囊个数差异不明显，１个视野中平均３
个孢子囊。菌落直径与血球计数板所得游动孢子浓度见图

１。由图１可以看出，１号５％Ｖ８培养基最有利于辣椒疫霉菌
菌丝生长与产孢。

２．２　黑暗处理时间对辣椒疫霉菌菌丝生长及产孢的影响
　　辣椒疫霉菌经过０、３、４、５、６ｄ黑暗处理后在培养后１０ｄ
于１０倍显微镜下镜检，结果发现，０ｄ处理菌丝稀少，稀疏地
在培养基上生长，１个视野中平均２个孢子囊；３ｄ处理菌丝
稀疏，１个视野中平均４个孢子囊；４ｄ处理菌丝较３ｄ处理浓
密，１个视野中平均９０个孢子囊；５ｄ处理菌丝成棉絮状，但
边缘较少，１个视野中平均１４０个孢子囊；６ｄ处理菌丝与５ｄ
处理差异不大，但１个视野中平均１５个孢子囊。由图２可以
看出，在３ｄ黑暗处理中辣椒疫霉菌虽然菌落直径最大，但其
菌丝较５ｄ黑暗培养的菌丝不够浓密，并且光照处理后产孢
效果没有５ｄ黑暗培养的强，综合选择５ｄ黑暗培养作为最佳
黑暗培养时间。

２．３　全光照时加入无菌水对游动孢子释放的影响
　　辣椒疫霉菌经过５ｄ黑暗培养和５ｄ光照培养后与奥林
巴斯显微镜１０倍视野下观察（图３、图４），经血球计数板计数
得到加入无菌水的游动孢子浓度高达７５０万个／ｍＬ，未加入
无菌水的游动孢子浓度为５０万个／ｍＬ。在加入无菌水的试
验组中发现，孢子囊一旦成熟就会在水的作用下释放游动孢

子，游动孢子聚集在菌丝附近形成游动孢子树的现象（图５）。

３　结论与讨论

　　在以往的研究中，对辣椒疫霉菌产孢所适宜的培养基和

诱导方法存在不同观点。王晓敏等发现，胡萝卜培养基适合

辣椒疫霉菌菌丝生长和游动孢子囊产生［４－６］；刘正坪等研究

发现，在马铃薯＋番茄、ＰＶ８上疫霉菌菌丝生长状况最佳［７］；

而徐作?等认为 Ｖ８培养基营养丰富，能很好地促进辣椒疫
霉菌孢子囊的产生，Ｖ８培养基较利马豆培养基、燕麦培养基
和胡萝卜培养基、ＰＤＡ等具有营养元素稳定、制作简单方便
等优点［８］。本研究在有关Ｖ８培养基对辣椒疫霉菌培养的报
道介绍下，利用Ｖ８混合蔬菜汁来配制不同浓度的培养基，发
现５％配比最有利于菌丝生长及产孢。
　　张政兵等发现，辣椒疫霉菌菌丝生长对光照不敏感，但孢
子囊的产生需要光照［９］。有学者认为在光照培养诱导产孢

之前需要黑暗培养，该过程作用是为辣椒疫霉菌产孢积累营

养物质，但对于黑暗培养的时间还未见研究。本试验结果发

现，光照处理相对黑暗处理有抑制菌丝生长的现象，导致在全

光照下培养的菌落直径较小，气生菌丝稀疏；并且发现菌落直

径与产孢量并不存在正相关关系，菌落直径大的产孢量不一

定大；本试验在辣椒疫霉菌产孢需要光照这一观点上与前人

结论一致。在光照培养诱导产孢之前需要黑暗培养，先增加

疫霉菌的营养生长，王晓敏推测可能由于营养生长积累了为

产生孢子所需的养分，但过分生长是不利于产孢的［４］。本试

验为探索黑暗培养时间进行比较试验，得出５ｄ黑暗处理的
（下转第２５８页）

—３７１—江苏农业科学　２０１５年第４３卷第１０期



与３０周蛋质量极显著正相关（０．５５１），与４３周累计产蛋数极
显著负相关（－０．２９５），这与赵振华等的研究结果［２－３］一致。

２．３．２　体质量与产蛋性能的相关性　开产日龄与初生质量
相关性不显著，与开产体质量、１８周体质量、６周体质量、３０
周体质量、初生质量的相关性依次减小，分别为 ０．３４２、
－０．２８５、－０．２３９、０．１２７、－０．０１２；开产蛋质量与开产体质
量、３０周龄体质量极显著正相关，与开产体质量、３０周体质
量、初生质量、１８周体质量、６周体质量的相关性依次减小，分
别为０４５２、０．３１４、０．１２１、０．０８７、０．０４８；３０周蛋质量与各阶
段体质量极显著正相关，与开产体质量、３０周体质量、１８周体
质量、６周体质量、初生质量的相关性依次减小，分别为
０．２８８、０．２４５、０．２１６、０１９２、０．１７４；４３周累计产蛋数与育成期
末极显著负相关，与开产体质量显著负相关，与１８周体质量、
开产体质量、６周体质量、３０周体质量、初生质量的相关性依
次减小，分别为０．１９５、－０．１４２、０．１２３、－０．０７８、－０．０３５，由
此可见，育雏育成期体质量和开产体质量对产蛋性能有极其

重要的作用。

２．３．３　胫长与产蛋性能的相关性　开产日龄与开产胫长、３０
周胫长相关性不显著；开产蛋质量与开产胫长、３０周胫长极
显著正相关；３０周蛋质量与开产胫长、３０周胫长极显著正相
关；４３周累计产蛋数与开产胫长、３０周胫长相关性不显著。
２．３．４　骨盆宽与产蛋性能的相关性　３０周骨盆宽与开产蛋
质量极显著正相关（０．２０６），与开产日龄、３０周蛋质量显著正相
关，与４３周累计产蛋数相关性不显著（－０．０６７）。
２．３．５　耻骨间距与产蛋性能的相关性　３０周耻骨间距与开
产蛋质量显著正相关（０．１４１），与开产日龄、３０周蛋质量、４３
周累计产蛋数相关性不显著，分别为０．１２２、０．０５４、－０．０３８。

３　结论

不同开产体质量的坝上鸡开产日龄、开产蛋质量差异显

著，随着开产日龄增加，开产体质量增大，开产蛋质量增大。

开产胫长越长，开产蛋质量越大，３０周蛋质量和４３周累计产
蛋数也越大。

开产日龄与４３周累计产蛋数极显著负相关，与开产蛋质
量极显著正相关，与３０周蛋质量相关性不显著，开产蛋质量
与３０周蛋质量极显著正相关，与４３周累计产蛋数极显著负
相关。开产胫长、３０周胫长与蛋质量极显著正相关，与开产
日龄、４３周累计产蛋数相关性不显著。

开产体质量与开产日龄、开产蛋质量、３０周蛋质量极显
著正相关，与４３周累计产蛋数显著负相关，育雏育成期末体
质量与开产日龄、３０周蛋质量极显著正相关，与４３周累计产
蛋数显著正相关，与开产蛋质量相关性不显著。

３０周骨盆宽与开产蛋质量极显著正相关；与开产日龄、
３０周蛋质量显著正相关；与４３周累计产蛋数相关性不显著。
３０周耻骨间距与开产蛋质量显著正相关；与开产日龄、３０周
蛋质量、４３周累计产蛋数相关性不显著。
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效果最好，菌丝生长浓密，光照培养后产孢较多。

　　辣椒疫霉菌孢子囊在１６～２８℃下多为间接萌发，即在水
中孢子囊萌发释放游动孢子，在３０℃以上时多为直接萌发，
即在湿度较低时，孢子囊萌发产生芽管［１０］。辣椒疫霉菌侵染

寄主的典型过程是通过游动孢子完成侵染的，所以研究水对

于游动孢子产生及释放的影响具有重要意义。侯全刚等一致

认为，连续光照有利于辣椒疫霉菌产孢［１１－１２］，但在全光照条

件下是否加无菌水培养少有研究，本研究得出水对游动孢子

的释放有重要作用，与未加无菌水对照组相比游动孢子浓度

高出１个数量级。简化游动孢子释放程序是本研究最大的创
新，选择Ｖ８混合蔬菜汁来代替单一培养基，加之研究水对产
孢影响得出最简化的产孢条件，增加了游动孢子的释放量，为

辣椒疫病研究奠定了基础。
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