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　　摘要：针对现行马铃薯晚疫病菌研究中单孢子囊分离方法操作难度大、耗时久、成功率低的问题，在已有的悬浮液
分离方法的基础上，利用单个孢子囊含有多个游动孢子，且每个游动孢子遗传物质相同的特点，分离获得单个孢子囊

后，采用低温刺激其释放游动孢子，形成了一套分离单个孢子囊的新方法。结果表明，改进后的方法成功率提高了近

５倍，操作时间减少了５０％，同时操作难度也大大降低，是病原群体研究试验中快速、大批量分离单孢子囊的一种行之
有效的方法。该方法成功地应用于马铃薯晚疫病菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ）群体遗传和竞争试验研究。
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　　马铃薯晚疫病是由致病疫霉（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｉｎｆｅｓｔａｎｓ）引起
的具有很强的破坏力的、给马铃薯生产造成极大危害的病

害［１］，每年因马铃薯晚疫病造成的直接损失高达数１０亿美
元［２］，因此，明确马铃薯晚疫病的发生、发展和进化规律，对

马铃薯晚疫病的管控十分重要。当今研究多集中于病原菌毒

力的增减，很少涉及到病原菌的生存策略［３］。在自然环境

中，由于寄主资源有限，同一寄主可能会被多个病原菌侵染，

病原菌之间会为了有限的资源展开竞争［４－５］。病原菌对寄主

多重侵染时会采取什么样的繁殖策略，有什么因素会对其造

成影响，目前对此众说纷纭［６－８］。本研究旨在通过探究不同

基因型的病原菌侵染同一寄主时，竞争力有何变化，探讨不同

病原菌在有限的生存空间中采用何种生存策略。

本研究的技术路线为：（１）选取２个 ＳＳＲ等位基因位点
有差异的自育交配型菌株；（２）两两单独、两两混合按１∶１
的比例接种到马铃薯叶片（感病品种 Ｆａｖｏｒｉｔｅ）上，每处理重
复５次；（３）接菌后第３天开始拍照，至第７天结束；（４）从２
个不同菌株混合的处理中分离获得５０个孢子囊，分别培养，
提取ＤＮＡ，进行 ＳＳＲ分析；（５）使用 ＡＳＳＥＳＳ［９］计算病斑大小
与发病面积，检验不同等位基因的菌株致病力强弱。

为了得到混合侵染后不同菌株竞争力强弱的结果，必须

从混合接种的叶片上分离大量的单孢子囊。而传统的单孢子

囊分离方法———水琼脂平板划线法［１０］存在以下不足：（１）水琼
脂不含营养物质，孢子囊萌发后无法从水琼脂上获取营养，往

往难以长到黑麦培养基上；（２）镜检费时费力，即使操作熟练
也需要花３～１０ｍｉｎ才能完成１个单孢子囊的分离；（３）水琼
脂厚度难以控制，太厚不利于镜检，太薄又易碎，难以转移到黑

麦培养基上。由于离体的马铃薯叶片在被马铃薯晚疫病菌侵

染后极易腐烂，腐烂后的叶片杂菌极多，无法进行单孢子囊分

离，而传统的水琼脂平板划线法效率低下，无法满足试验需要。

为此，本试验在袁军海等的研究方法［１１］基础上进行改进，探寻

一种能够快速、高效，适合大批量获取单个孢子囊的方法。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试菌株　供试菌株分别于２０１０年、２０１１年采自云
南省和贵州省安顺市，根据省份和市区首写字母依次编号命

名为ＹＮ３和ＡＳ２２。
１．１．２　黑麦培养基　黑麦培养基的制作借鉴 Ｃａｔｅｎ等的方
法［１２］：取５０ｇ黑麦于烧杯中，用自来水冲洗干净，加入适量去
离子水，室温下浸泡１５～２０ｈ，充分研磨后于６５℃水浴２ｈ，
用４层纱布过滤去渣，加热煮沸并于滤液中加入１２ｇ琼脂
粉，待琼脂粉充分融化后用去离子水定容至１Ｌ，分装，灭菌。
１．１．３　主要器材　三目生物显微镜、血球计数板、恒温培养
箱、培养皿（直径９ｃｍ）、玻片等。
１．２　方法
１．２．１　水琼脂平板划线法　先倒１层大约１ｍｍ的水琼脂
平板，然后将孢子囊悬浮液滴在平板上，于１０×１０倍显微镜
下观察，将含有单个孢子囊的部分小心切下，用镊子将含有孢

子囊的一面朝上置于黑麦培养基上，封口，置于１８℃恒温培
养箱中培养，及时观察其萌发情况。

１．２．２　改进后的分离方法　改进后的分离方法具体操作如下：
（１）用接种针从发病的马铃薯叶片上挑取少许菌丝，在

含有２００μＬ无菌水的２ｍＬ离心管中搅拌数次，待接种针上
的菌丝和孢子囊混入无菌水后，用转速为１５００ｒ／ｍｉｎ的涡旋
机涡旋３０ｓ，重复２次。随后用血球计数板调整孢子囊悬浮
液浓度，将孢子囊悬浮液浓度调整到１个／２μＬ。（２）于１片
载玻片上放置３个已用７５％乙醇灭菌的盖玻片，分别在３个
盖玻片上滴１滴孢子囊悬浮液，然后于１０×１０倍显微镜下镜
检，若观测到单个孢子囊，则在液滴上加盖 １块 ０．８ｃｍ×
０．８ｃｍ的黑麦培养基，随后将其转移至灭菌过的空培养皿
中，封口。（３）将培养皿放至４℃冰箱中低温处理２～３ｈ，刺
激孢子囊释放游动孢子［１３］，然后转移到 １１℃的环境存放
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１６～１８ｈ，促进游动孢子萌发［１４］，最后放置１８℃的恒温培养
箱中培养４～１０ｄ。（４）待萌发的孢子囊在黑麦培养基块上
产生菌丝，在超净工作台中将其转移至黑麦培养基平板上培

养，于１８℃恒温培养箱中培养，即可得到由单个孢子囊生长
而来的菌株。

２　结果与分析

２．１　单独侵染与多重侵染病斑面积比较
接种后５ｄ，ＹＮ３菌株单独侵染时相对病斑面积约为

１２％，ＡＳ２２菌株单独侵染时相对病斑面积约为７％，而将二
者按相同的比例混合，进行多重侵染时，相对病斑面积约为

２４％，相对病斑面积显著增加了近２倍。
２．２　多重侵染单孢子囊分离情况

ＹＮ３菌株所占比例为５７％，大于ＡＳ２２菌株所占的４３％，
这结果符合单独侵染时，ＹＮ３菌株的侵染力大于ＡＳ２２菌株。
２．３　单孢子囊分离结果

２种单孢子囊分离结果见表１，对同一菌株采用水琼脂平
板划线法分离１００个孢子囊，最后仅能存活１２个分离物，存
活率仅为１２％；而采用改进后的方法分离１００个孢子囊，最
后能存活６８个分离物，存活率达到了６８％，存活率是改进前
的５．７倍。

表１　不同方法分离孢子囊的存活率

方法 分离数（个） 存活数（个） 存活率（％）
水琼脂平板划线法 １００ １２ １２
改进后的分离方法 １００ ６８ ６８

２．４　分离时间比较
从表２可以看出，水琼脂平板划线法熟练操作后，１ｈ最

多仅能分离２０个孢子囊。而改进后的方法，１ｈ能分离出４０
个孢子囊，时间减少了５０％。

表２　不同方法分离孢子囊所消耗时间

方法 分离数（个） 最短耗时（ｈ）
水琼脂平板划线法 １００ ５．０
改进后的分离方法 １００ ２．５

３　讨论

从试验得到的数据来看，将２个不同基因型的马铃薯晚疫
病菌混合接种到同一叶片上，在接种量（孢子囊数量）保持一

致的条件下，混合侵染后的侵染能力明显大于单独侵染。单独

侵染时，ＹＮ３的相对病斑面积是ＡＳ２２的 １．７１倍；混合侵染的
叶片上ＹＮ３的孢子囊数量是ＡＳ２２的１．３３倍。表明单独侵染
和混合侵染时，２个菌株毒力的提高大致呈相同比例，也就是
说，混合侵染使得２个菌株互相竞争，为了争取更多的生存空
间和资源，二者都提高了自身的毒力，使得自身能在竞争中保

持竞争力，避免资源被对方完全占据而失去生存空间。

对于混合侵染时病原物的侵染力有何变化，已有众多学者

开展了研究［６－８］，前人研究结果表明，由于寄主资源有限，混合

侵染会使得病原物之间的竞争加剧，从而使得病原物的侵染力

提升［４－５］。然而也有一部分试验观察到，混合侵染不仅没有使

病原物的侵染力上升，侵染力相比单独侵染时反而下降了［１５］。

本研究结果表明，混合侵染后病原物的侵染力出现显著的提

升，且二者的竞争力关系没有发生显著的改变。有些试验的结

论［１５］却与之相反，甚至在相同病原物、相同寄主的试验中也出

现了这种情况［３］。今后研究要增加病原物的数量，主要是增加

侵染力不同的菌株之间的竞争情况，还有多重侵染时会发生什

么情况。将来计划除了本试验中使用的２株马铃薯晚疫病菌
株，再增加２株侵染力相当，但是与本试验所使用菌株有明显
差异的马铃薯晚疫病菌菌株，按两两组合、３个组合、４个组合
进行混合侵染，以便得到更为丰富的试验结果。

当前所使用的单孢子囊分离方法———水琼脂平板划线法

明显无法满足如此大量的分离工作。目前，针对马铃薯晚疫

病菌的单孢分离对象主要有２种，一是分离游动孢子；二是分
离孢子囊。因为游动孢子体积极小，只有配制成悬浮液方能

分离。但是配制成悬浮液后，因为游动孢子体积太小，且不断

在悬浮液中游动，镜检后也很难确定其位置，所以分离难度

大。孢子囊相对游动孢子大得多，而且在悬浮液液滴中不易

移动，容易镜检确定位置，便于分离。

污染率高、萌发率低是影响单孢子囊分离存活率的两大

主要问题。杨志辉等采用单游动孢子的方法分离马铃薯晚疫

病菌，平均分离率可高达５１．６％［１６］，如果每个游动孢子都有

这样的分离率，一个孢子囊有６个以上的游动孢子［１７］，完全

释放后至少能有３个游动孢子存活。根据上述思路，我们针
对单个孢子囊的分离进行改进，用低温刺激的方法促进孢子

囊释放游动孢子，进而利用游动孢子的数量来提升存活率。

改进后方法相比较于水琼脂平板划线法，主要改进之处

是操作难度降低，工作效率和存活率提高。水琼脂平板划线

法首先要镜检，要找到一处只有单个孢子囊的地方，然后还要

在显微镜下划线切割，该过程如果操作不当很容易把多余的

孢子囊也切割下来。划线切割完成后还要用镊子转移水琼脂

块，为了方便镜检，水琼脂平板一般都倒得很薄，所以镊子很

容易把水琼脂捏碎，即转移操作难度较大，改进后的方法克服

了这一难题。同时，改进后的方法镜检快，只需要检查液滴上

是否有单个孢子囊。镜检后操作也很简单，只需要在液滴上

加盖１块０．８ｃｍ×０．８ｃｍ的黑麦培养基，再转移到空的培养
皿中即可。从实际操作时间来看，改进后的方法大大节省了

操作时间，提高了工作效率，为马铃薯晚疫病菌甚至致病疫霉

的群体研究带来了极大便利。
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光照对花生网斑病菌生长、产孢及致病力的影响

胡彦江１，张茹琴２

（１．青岛农业大学生命科学学院，山东青岛２６６１０９；
２．青岛农业大学农学与植物保护学院／山东省植物病虫害综合防控重点实验室，山东青岛２６６１０９）

　　摘要：研究了不同光照条件对花生网斑病菌（ＰｈｏｍａａｒａｃｈｉｄｉｃｏｌａＭａｒａｓａｓ，Ｐａｕｅｒ＆Ｂｏｅｒｅｍａ）生长、产孢及致病力的
影响。结果表明，在燕麦培养基上培养 １４ｄ时，病原菌在近紫光、全光照条件下的菌落直径（分别为 ６．２ｃｍ和
６．３ｃｍ），显著高于黑暗、光暗交替（１２ｈ－１２ｈ）条件下的菌落直径（分别为３．９ｃｍ和４．３ｃｍ）。在黑暗或光暗交替
（１２ｈ－１２ｈ）条件下培养２２ｄ时，花生网斑病菌在燕麦、玉米琼脂或花生叶煎汁培养基上均未产生分生孢子，但在近
紫光下，除玉米琼脂培养基外，在燕麦培养基和花生叶煎汁培养基上均产生大量的分生孢子，浓度分别为 ３．１×
１０６个／ｍＬ和７．０×１０５个／ｍＬ。在近紫光下，花生离体叶片于接种病原菌孢子悬浮液后７ｄ开始发病，但在黑暗、光暗
交替条件下未发病。因此，近紫光有利于花生网斑病菌菌丝生长、产孢及致病。
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　　花生（ＡｒａｃｈｉｓｈｙｐｏｇａｅａＬ．）是一种重要的油料和经济作
物，在世界范围内广泛种植。其中，中国是世界上最大的花生

生产、消费和出口国。据统计，２０１３年我国花生种植面积达
４．７１×１０６ｈｍ２［１］。但由于种植面积的增加，花生连作重茬现象
也越来越严重，从而导致各种病害也逐年加重，严重限制了花生

产量及品质的进一步提高［２］。随着病害控制过程中农药的大量

使用，给花生食品安全及出口也带来了极大的隐患［３］。

花生网斑病，又称云斑病、褐纹病、污斑病，１９７３年在美
国德克萨斯州首次发生，１９８２年首次在我国山东、辽宁等花

生产区发现，随后在陕西、河南等省发生［４］。该病害是一种

主要危害花生叶部的真菌病害，也是近年来花生上的严重病

害之一［２，４］。在花生中后期发病最重，主要危害叶片，其次危

害叶柄和茎部，导致花生生长后期大量落叶，影响产量，一般

可减产１０％～２０％，严重时达３０％以上［２，４］。目前，国内外学

者就该病害的病原学［５－７］、发生条件［８－９］及田间病害流行动

态［４］等方面进行了研究。Ｍａｒａｓａｓ等用发生学方法，结合产孢
方式，将该病原菌的无性阶段鉴定为半知菌亚门、球壳孢目、

茎点霉属、花生茎点霉（ＰｈｏｍａａｒａｃｈｉｄｉｃｏｌａＭａｒａｓａｓ，Ｐｕａｅｒ＆
Ｂｏｅｒｅｍａ）［５］，我国李君彦等的鉴定结果［７］与之一致。该病菌

一般以菌丝和分生孢子器在残叶组织中越冬，病害田间始发

期为６月上旬，高峰期在７月份以后，期间持续阴雨和生长后
期低温有利于病害发展［７］。病害的发生与花生生育日数、气

温和相对湿度呈正相关，与降雨量呈负相关，其中效应最大的

为花生生育日数。因此即使不同年度间温湿度有所变化，第
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