
　!"#$% &!'()*-+ ." 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

收稿日期：　２０１５ ０４２９　　　修订日期：　２０１５ ０７ ２１
基金项目：　国家自然科学基金（３１３６０４２）；国家向日葵现代产业技术体系（ＣＡＲＳ１６）

 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｊｉｎｇｌａｎ７１＠１２６．ｃｏｍ

向日葵锈菌夏孢子萌发条件的研究
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摘要　以向日葵锈菌３３０生理小种为材料，研究了夏孢子萌发的适宜条件和培养载体。向日葵锈菌夏孢子萌发适

宜温度范围１０～２５℃，最适温度１５℃。１５℃下在琼脂薄膜上１ｈ即可萌发，１２ｈ达到萌发高峰，萌发率最高可达

９７％。孢子在无菌水中萌发最适浓度为２０ｍｇ／Ｌ，萌发率随浓度增大而降低。光照在前５ｈ均抑制夏孢子萌发，但７ｈ

后光照对夏孢子总萌发率基本无影响。新鲜夏孢子萌发率较高，在室温放置２７０ｄ后基本丧失萌发能力。最适条件

下，在供试的６种不同萌发载体上，夏孢子萌发率、芽管长度及萌发形态显著不同，琼脂薄膜载玻片、尼龙纱网、玻璃纸

较适宜夏孢子萌发，萌发率超过９０％；在ＰＶＤＦ膜和亲水滤膜上可观测到芽管内部黄色物质转移和特殊结构的形成。
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　　向日葵锈菌（犘狌犮犮犻狀犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻）引起的向日葵

锈病是向日葵生长发育过程中常见的真菌性病害，

１８２２年美国科学家Ｓｃｈｗｅｉｎｉｔｚ首次描述了向日葵

锈菌［１］。近年来，随着向日葵种植面积的扩大以及

连年种植，致病力更强的小种的出现和发展［２４］致使

向日葵锈病流行的潜在威胁和涉及范围不断增加，

从而严重威胁向日葵的生产。锈菌长期以来受到高

度重视的主要原因，一方面是其给农业生产和国民

经济带来巨大的损失，另一方面是锈菌具有其独特

的生物学特性，具有很高的研究价值［５］。夏孢子作

为锈菌的主要无性孢子形态，是锈菌唯一能不断重

复发生的阶段，不需要经过休眠就能萌发，落到新寄

主上２４ｈ内即可萌发产生芽管变成双核菌丝，双核

菌丝在几天内就可以形成新的夏孢子堆，对锈病的

大规模暴发起着决定性作用。目前，锈菌夏孢子萌

发相关研究较多，如小麦条锈菌（犘狌犮犮犻狀犻犪狊狋狉犻犻犳狅狉

犿犻狊ｆ．ｓｐ．狋狉犻狋犻犮犻）
［６７］、松杨栅锈菌（犕犲犾犪犿狆狊狅狉犪

犾犪狉犻犮犻狆狅狆狌犾犻狀犪）
［８］、苜蓿 锈 菌 （犝狉狅犿狔犮犲狊狊狋狉犻犪
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［９］等，但是关于向日葵锈菌夏孢子萌发条件，仅

１９７０年Ｈｅｎｎｅｓｓｙ等
［１０］有过简单报道。本研究采

用超声波水雾法［６］，对向日葵锈菌夏孢子进行萌发

试验，以探明影响向日葵锈菌夏孢子萌发的主要因

素，并研究了不同载体对向日葵锈菌萌发率和芽管

形态的影响，旨在通过对向日葵锈菌夏孢子人工萌

发条件的研究，掌握适宜于其他研究目的的试验基

础条件，为进一步研究夏孢子对寄主侵染和致病机

制提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　供试菌株

供试向日葵锈菌（犘狌犮犮犻狀犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻Ｓｃｈｗ．）

３３０生理小种由内蒙古农业大学植病研究室提供。

在感病品种‘黑大片’上进行隔离繁殖，收集新鲜锈

菌夏孢子进行萌发试验。

１．２　试验方法

将１％的琼脂培养基融化后用移液枪取５００μＬ

于亲水载玻片上制成琼脂薄膜，用双层纱网将少量夏

孢子均匀抖落于琼脂薄膜上，将载玻片置于保鲜盒中

的玻璃弯管上，同时在保鲜盒底部加少量无菌水，用

超声波加湿器使保鲜盒内处于水雾饱和，然后加盖密

闭培养。（以下试验如无特别说明，均采用此方法。）

１．２．１　温度对夏孢子萌发的影响

在黑暗条件下培养温度分别设置为－２０、０、５、

１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０℃，分别在２、４、８、１２ｈ时统

计各处理下新鲜夏孢子的萌发率。

１．２．２　光照对夏孢子萌发的影响

将光照环境设置为全黑暗和全光照（２４００ｌｘ）２

种，置于１５℃恒温培养８ｈ，每小时观察一次，统计

各时间段夏孢子萌发率。

１．２．３　存放时间对夏孢子萌发的影响

收集病叶上新鲜夏孢子，分别在２０℃环境下干

燥处理后密封离心管中并分别存放１、３０、９０、１５０、

２１０、２７０ｄ，然后对夏孢子进行萌发处理，置于黑暗

条件下１５℃恒温培养，分别于４、８、１２、２４ｈ观察并

统计夏孢子萌发率。

１．２．４　孢子浓度对夏孢子萌发的影响

将２００ｍＬ无菌水倒入３０ｃｍ×４５ｃｍ的盘中，再

将称量好的新鲜夏孢子均匀抖落于水面，使最终浓度

为２０、３０、４０、５０ｍｇ／Ｌ，置于黑暗条件下１５℃恒温培

养。分别于２、４、８、１２ｈ观察并统计夏孢子萌发率。

１．２．５　不同培养载体对夏孢子萌发的影响

采用亲水载玻片、琼脂薄膜载玻片、ＰＶＤＦ膜

（ｐｏｌｙｖｉｎｙｌｉｄｅｎｅｆｌｕｏｒｉｄｅｆｉｌｍ，０．４５μｍ孔径）、亲水

滤膜（０．４５μｍ孔径）、玻璃纸（ｃｅｌｌｏｐｈａｎｅｐａｐｅｒ）、尼

龙纱网（２５０μｍ孔径）６种不同载体。将玻璃纸和

尼龙纱网湿润后置于亲水载玻片上，亲水滤膜和

ＰＶＤＦ膜安放在铺有水饱和滤纸的亲水载玻片上，

用琼脂培养基在亲水载玻片上制成薄膜，并用亲水

载玻片作为参照进行萌发试验，分别于２、４、８ｈ观

测萌发率和芽管长度，亲水滤膜和ＰＶＤＦ膜采用侧

光照射，仪器型号为ＯＬＹＭＰＬＵＳＳＺＸ１６。

１．３　统计与分析

以芽管长度大于孢子直径的１／２以上作为夏孢

子萌发标准［１１］。在普通光学显微镜下观察夏孢子的

萌发情况。每个处理３个重复，每个重复取不同视野

观察不少于３００个孢子。统计镜检总孢子数和萌发

的孢子数，计算夏孢子萌发率，运用 ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ

和ＳＰＳＳ软件对各处理进行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　培养温度对夏孢子萌发的影响

试验结果（图１）表明，在供试温度范围内，夏孢

子在－２０℃和４０℃时未见萌发，其余０～３５℃环境

下均可萌发，其中适宜萌发温度为１０～２５℃，夏孢

子在最适温度１５℃时２ｈ萌发率可达到５１．５％，至

４～８ｈ达到萌发高峰，１２ｈ萌发率达９７％。当温度

低于５℃或高于３０℃时，夏孢子萌发率显著降低，在

３５℃时只有极少量萌发。适宜的温度条件下，培养

时间越长，孢子萌发率越高。

２．２　光照对夏孢子萌发的影响

如图２所示，夏孢子在黑暗条件下处理１ｈ萌

发率便可达３３％，显著高于光照条件下处理１ｈ的

萌发率（１４％）。在夏孢子萌发初期，黑暗条件明

显促进孢子萌发，在１～５ｈ萌发率存在显著差异，

培养至６ｈ后萌发率无显著差异，８ｈ均可达到

９５％左右。

２．３　存放时间对夏孢子萌发的影响

研究结果显示，新鲜夏孢子在培养２４ｈ时萌发率

为９７％，显著高于室温干燥条件下存放的孢子萌发率。

夏孢子在２０℃，干燥条件下存放３０、９０、１５０、２１０、２７０ｄ

后的２４ｈ的萌发率分别为７７％、２４％、１８％和７％，存放

２７０ｄ后的夏孢子萌发率仅为３％，基本丧失萌发能力，

说明夏孢子萌发率随着存放时间的增长而明显降低。
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　 　　　　图１　温度对向日葵锈菌夏孢子萌发的影响　　　　　　　　图２　光照对向日葵锈菌夏孢子萌发的影响

　　　　犉犻犵．１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀狋犺犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳　　　　　　犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犾犻犵犺狋狅狀狋犺犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳

　　　　　　狌狉犲犱犻狀犻狅狊狆狅狉犲狊狅犳犘狌犮犮犻狀犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻　　　　　　　　　　　　狌狉犲犱犻狀犻狅狊狆狅狉犲狊狅犳犘狌犮犮犻狀犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻

图３　存放时间对向日葵锈菌夏孢子萌发的影响

犉犻犵．３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狊狋狅狉犪犵犲狋犻犿犲狅狀狋犺犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狌狉犲犱犻狀犻狅狊狆狅狉犲狊狅犳犘狌犮犮犻狀犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻

图４　孢子浓度对向日葵锈菌夏孢子萌发的影响

犉犻犵．４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狊狆狅狉犲犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狅狀狋犺犲

犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狌狉犲犱犻狀犻狅狊狆狅狉犲狊狅犳犘狌犮犮犻狀犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻

２．４　孢子浓度对夏孢子萌发的影响

由图４可以看出，在与空气接触面积一致条件

下，使用水培法使夏孢子萌发，不同孢子浓度对夏孢

子萌发影响很大，当孢子浓度为２０ｍｇ／Ｌ时萌发率

最高，１２ｈ时可达到９３％，随着孢子浓度的增大，孢

子萌发率呈下降趋势，当孢子浓度为５０ｍｇ／Ｌ时，

１２ｈ时萌发率仅为３７％。

２．５　不同培养载体对夏孢子萌发的影响

表１数据显示，在不同培养载体上夏孢子萌发率

存在显著差异。供试的６种培养载体中，琼脂薄膜最

适合孢子的萌发，培养８ｈ后萌发率可达９３．５％，明显

高于其他载体。其次是尼龙纱网和玻璃纸，分别达到

８８．７５％和８６．１３％，而孢子在ＰＶＤＦ膜、亲水滤膜和

亲水载玻片上萌发率基本无差异，均在４６％左右。

从芽管长度来看（表２），培养２ｈ后，琼脂薄膜

上夏孢子萌发芽管最长，载玻片上的最短；ＰＶＤＦ

膜、亲水滤膜、玻璃纸及尼龙纱网上的芽管长度没有

显著差异，８ｈ时夏孢子芽管在琼脂薄膜上平均长度

为４７３．８５μｍ，明显高于其他载体，然后依次为是尼

龙纱网、玻璃纸、亲水滤膜。而亲水载玻片和ＰＶＤＦ

膜上芽管生长与其他载体相比较慢，８ｈ时平均长度

分别为１７８．９０μｍ和１６８．１６μｍ。
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表１　不同培养载体上向日葵锈菌夏孢子萌发率１
）

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狌犾狋狌狉犲狊狌犫狊狋狉犪狋犲狊狅狀犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狌狉犲犱犻狀犻狅狊狆狅狉犲狊狅犳犘狌犮犮犻狀犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻

载体

Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ

萌发率／％　Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

２ｈ ４ｈ ８ｈ １２ｈ

琼脂薄膜Ａｇａｒｍｅｄｉｕｍ （５２．００±３．６３）ａ （８５．２５±４．３７）ａ （９３．５０±３．１４）ａ （９５．７５±１．８５）ａ

尼龙纱网Ｎｙｌｏｎｇａｕｇｅ （３７．８８±６．８１）ｂ （７０．５０±８．５２）ｂ （８８．７５±５．０６）ａ （９１．７５±３．３０）ａ

亲水载玻片 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｓｌｉｄｅ （１７．１３±２．７８）ｄ （３４．７５±５．５８）ｄ （４６．２５±６．８９）ｂ （４６．２５±７．７７）ｃ

玻璃纸Ｃｅｌｌｏｐｈａｎｅｐａｐｅｒ （２９．１３±４．１７）ｃ （８６．２５±４．７０）ａ （８６．１３±５．９４）ａ （９３．７５±２．７２）ａ

亲水滤膜 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅｆｉｌｔｅｒ （１５．５０±２．２０）ｄ （４５．７５±３．９３）ｃ （４６．６３±４．７１）ｂ （５４．８８±５．６６）ｂ

ＰＶＤＦ膜ＰＶＤＦｆｉｌｍ （１２．２５±２．４７）ｄ （４３．７５±１．６５）ｃ （４６．６３±３．５７）ｂ （４８．３８±４．３３）ｂｃ

　１）同列数据后不同小写字母表示差异显著（犘＜０．０５）。下同。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

表２　不同培养载体上向日葵锈菌夏孢子萌发芽管长度

犜犪犫犾犲２　犔犲狀犵狋犺狊狅犳狌狉犲犱犻狀犻狅狊狆狅狉犲犵犲狉犿狋狌犫犲狊狅犳犘狌犮犮犻狀犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狌犾狋狌狉犲狊狌犫狊狋狉犪狋犲狊

载体Ｓｕｂｓｔｒａｔｅ
芽管长度／μｍ　Ｌｅｎｇｔｈｏｆｇｅｒｍｔｕｂｅｓ

２ｈ ４ｈ ８ｈ

琼脂薄膜Ａｇａｒｍｅｄｉｕｍ （７８．２６±４．２８）ａ （２１７．５３±６．４１）ｂ （４７３．８５±６．３９）ａ

尼龙纱网Ｎｙｌｏｎｇａｕｇｅ （５３．７９±２．８０）ｂ （２５０．１７±１４．３０）ａ （３３８．７３±６．５１）ｂ

亲水载玻片 Ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃｓｌｉｄｅ （４２．９２±４．４８）ｃ （１７０．６６±６．０３）ｃ （１７８．９０±３．２６）ｅ

玻璃纸Ｃｅｌｌｏｐｈａｎｅｐａｐｅｒ （５８．６１±６．０８）ｂ （１４４．２４±６．５５）ｄ （２７７．６３±３．８７）ｃ

亲水滤膜 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅｆｉｌｔｅｒ （５１．９７±４．５５）ｂ （１４１．５９±４．１６）ｄ （２２９．３２±９．７９）ｄ

ＰＶＤＦ膜ＰＶＤＦｆｉｌｍ （５１．０５±４．１８）ｂ （９９．５４±６．４６）ｃ （１６８．１６±１．２４）ｆ

　　观察不同载体上孢子萌发形态，在琼脂薄膜载

玻片（图５ａ）上可以清晰地看到夏孢子芽管伸长和

移动，芽管在琼脂中伸长没有方向性；尼龙纱网（图

５ｂ）上孢子萌发芽管较其他载体更为顺直；在亲水载

玻片（图５ｃ）上可以观察到夏孢子萌发时孢子内部物

质随芽管伸长在芽管内部颗粒状不均匀分布。夏孢

子在玻璃纸（图５ｄ）上萌发芽管清晰且萌发程度较

为一致。使用侧光照射亲水滤膜（图５ｅ）可以观察到

孢子鲜黄色且有光泽，芽管伸长时有黄色物质从孢子

内流入芽管，而在ＰＶＤＦ膜（图５ｆ）上萌发后可观察到

芽管尾部膨大，黄色物质随芽管伸长流入尾部膨大

处，呈鲜黄色水滴状，其他载体均未发现此现象。

图５　不同培养载体上向日葵锈菌萌发夏孢子形态

犉犻犵．５　犉狅狉犿狊狅犳犵犲狉犿犻狀犪狋犲犱狌狉犲犱犻狀犻狅狊狆狅狉犲狊狅犳犘狌犮犮犻狀犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻狅狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狌犾狋狌狉犲狊狌犫狊狋狉犪狋犲狊

３　结论与讨论

夏孢子反复侵染是向日葵锈病大规模发生的主

要原因，研究锈病首先必须明确夏孢子的萌发因素

及受环境影响的程度。国内外对向日葵锈菌夏孢子

的研究主要集中于侵染条件和侵染结构方面［１２１３］，
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对影响夏孢子萌发因素鲜有报道，因此本试验在前

人研究的基础上对温度、光照、存放时间和孢子浓度

以及不同培养载体对锈菌夏孢子萌发的影响进行了

研究。

试验结果表明，向日葵锈菌夏孢子的萌发与外

界环境条件密切相关，条件适宜的情况下，新鲜孢子

１ｈ便开始萌发，８ｈ萌发率可达９０％以上，萌发时

芽管顶端略微膨大，一般每个夏孢子产生１个芽管，

少数产生２个芽管，未发现多个芽管的现象。萌发

时孢子内部黄色的物质随着芽管伸长流入芽管尾

部。夏孢子萌发温度范围较广，０～３５℃均可萌发，

１０～２５℃为适宜萌发温度，与 Ｋｏｃｈｍａｎ等
［１０］在

１９８３年得出的１５～２５℃最适侵染温度及Ｓｈｔｉｅｎ

ｂｅｒｇ和Ｖｉｎｔａｌ
［１４］在１９９３年的研究结果１０～２４℃基

本一致。黑暗环境在孢子萌发初期可以促进孢子萌

发，但达到一定时间，光照对新鲜孢子萌发率基本无

影响，这与小麦条锈菌持续光照抑制夏孢子萌发，但

光照对新鲜夏孢子影响较小的结果相近［１５１６］。使用

新鲜的孢子进行生物测定可以确保较高萌发率［１７］，

试验证明锈菌夏孢子存放时间对孢子萌发影响很

大，室温条件下存放２７０ｄ的夏孢子基本丧失萌发

能力。与新鲜夏孢子相比，即使存放３０ｄ的夏孢子

萌发率也存在显著差异，结果与张永红对小麦条锈

菌夏孢子萌发研究结论一致［７］。存放时间影响孢子

萌发率的现象在其他非专性寄生菌如苹果树腐烂病

菌（犞犪犾狊犪犿犪犾犻）
［１８］、稻曲病菌（犝狊狋犻犾犪犵犻狀狅犻犱犲犪狏犻

狉犲狀狊）
［１９］中也同样存在，孢子萌发率会随存放时间增

长而下降。夏孢子浓度低于２０ｍｇ／Ｌ时萌发率最高，

超过３０ｍｇ／Ｌ时萌发率显著降低。浸没水中会抑制

夏孢子萌发，可能与其萌发需氧有关；而夏孢子在水

面上漂浮时，萌发率会因孢子浓度过高或孢子聚集而

降低［２０２１］。所以在水培条件下应尽量降低孢子浓度。

鉴于水培法不利于对孢子萌发进行观察，试验

设置了不同培养载体进行夏孢子萌发试验。结果表

明，在其他载体上孢子浓度对萌发率影响很小，只要

均匀分散几乎不受浓度影响。并且载体对夏孢子萌

发的影响直接取决于它的保水性能，证明水分是夏

孢子萌发的关键因素之一［５６］。琼脂薄膜载玻片上

夏孢子萌发情况最佳，培养８ｈ后萌发率可达

９３．５％，芽管平均长度为４７３．８５μｍ，便于开展实时

观察，适用于观察不同条件对孢子萌发的影响，但由

于芽管在琼脂薄膜上伸长没有方向性而且易长入到

琼脂薄膜内，收集萌发孢子较为困难；亲水载玻片上

孢子萌发过程清晰易于观察，但保湿能力较差，萌发

率低且萌发程度差异较大；玻璃纸较亲水载玻片保

湿能力强，８ｈ时萌发率为８６．１３％，萌发程度较为

一致且透光性好，方便实时观察和收集孢子，作为萌

发载体较其他载体更具有优越性；使用尼龙纱网做

萌发载体，虽观察孢子萌发芽管形态具有局限性，但

萌发率高且芽管较长，适用于大量收集萌发孢子及

芽管时使用；ＰＶＤＦ膜和亲水滤膜作为载体虽然萌

发率较低，但通过侧光照射可全方位观察到孢子萌

发过程和形态，并且可以清晰地看到芽管内的黄色

物质的转移过程，这与马青、康振生等观察到的向日

葵叶片表面锈菌夏孢子芽管结合现象时芽管表现一

致［１２，２２］。使用纱网和亲水滤膜进行试验的结果与

范龙泉等［６］针对不同载体对小麦条锈菌夏孢子萌发

影响结果基本一致，但以ＰＶＤＦ膜为载体时观察到

向日葵锈菌夏孢子萌发时芽管尾部有明显黄色水滴

状膨大，而小麦条锈菌夏孢子在ＰＶＤＦ膜上萌发时

未见说明。

鉴于目前针对向日葵锈菌夏孢子萌发条件和

方法研究较少，对于研究向日葵锈病的发生规律和

防治方法缺乏基础依据，本研究在探明向日葵锈菌

夏孢子萌发的基本条件的同时通过对不同载体上

夏孢子萌发率和萌发形态的比较，掌握了适用于不

同试验目的的夏孢子萌发方法，为向日葵锈菌相关

研究奠定了基础条件，对于今后向日葵锈菌侵染机

制及夏孢子萌发侵染相关的生物学研究具有重要

意义。
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