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摘　要 : 高温处理瓜枝孢菌 (C ladosporium cucum ern ium ) 分生孢子获得了耐热、低致病力的非亲和菌

株 , 试验证明菌株的非亲和性长期保持稳定。耐高温瓜枝孢非亲和菌株可显著激发黄瓜 ( Cucum is sativus

L. ) 对黑星病的抗性 , 其诱导抗病的能力稳定遗传 , 但诱导抗病性表达有一迟滞期。诱导接种浓度越高 ,

诱导抗病效果越显著 , 挑战接种浓度高 , 诱导的抗病效果差。
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resistance and Its Induc ing D isea se2resistance in Cucum ber
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Abstract: The incompatible isolates of C ladosporium cucum ern ium with heat2resisting and low pathoge2
nisity was obtained by high temperature treatments. It was showed that the low pathogenicity of C. cucum ern i2
um is stability. The heat2resistance isolates of C. cucum ern ium could induce cucumber scab resistance, and

the induced resistance ability could inheritance, however there was a lag stage in the induced resistance ex2
p ression. The induced resistance effect increased with the increase of induced inoculum concentration, and

challenge inoculum concentration increased, induced effect reduced.
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在植物病毒病的研究中人们广泛认识了 “交叉保护现象”, 并利用植物病原物非亲和小种诱导出

了寄主对相应亲和小种的抗性 (Boshan & Cohen, 1983; 田波 , 1985)。20世纪 50年代后 , 在麦类

(朱建祥 , 1998; 肖悦岩 等 , 2003; 郭桢 等 , 2005)、水稻 (王国平和罗宽 , 1994)、瓜类 (吴营昌

和王守正 , 1991; Cherif et al. , 1992; Fought & Kúc, 1996)、棉花 (吴洵耻和刘波 , 1987; 张大业

和张家清 , 1996) 和烟草 (董汉松和于建立 , 1993) 等作物真菌病害研究中也不断观察到由不同种

病原物或由同种病原物不同生理小种诱导的抗病性 , 其中有仅表现在诱导接种部位的局部诱导抗病

性 , 也有能够在同一株植物未进行接种的部位或器官上表现的系统诱导抗病性 (葛银林和李德葆 ,

1995; Durrant & Dong, 2004)。经过长期观察人们已经认识到利用诱导植物抗病性控制病害危害是一

个有价值的研究方向 (王海华和康健 , 2003; 杜俊卿和云兴福 , 2006; 刘双清 等 , 2006)。
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近年来我国东北地区黄瓜 (Cucum is sa tivus L. ) 黑星病是黄瓜生产上的重要病害 , 利用诱导抗病

性控制黑星病危害是一个有利手段 , 然而这方面的报道较少。观察发现 , 引起黄瓜黑星病的瓜枝孢菌

(C ladosporium cucum ern ium ) 在自然条件下可大量产生孢子 , 且致病力的自然变异不大 (李宝聚 等 ,

1997) , 直接从田间采集筛选低致病力菌株十分困难。利用高温处理获得耐高温瓜枝孢非亲和菌株诱

导黄瓜对亲和菌株的抗性在我们先前的试验中已经得到证实 (关爱民 等 , 2006) , 本文作者在前面

工作基础上对耐高温非亲和菌株的筛选方法、诱导抗病效果以及耐高温非亲和菌株的诱导抗病效果和

致病稳定性等方面进行了更为详尽的试验分析 , 旨在为诱导黄瓜抗黑星病的方法寻找新的途径。

1　材料与方法

111　材料

将黄瓜感病品种 ‘长春密刺’种子经 011%的升汞表面消毒 , 25 ℃恒温箱中催芽 24 h后播种于

垫有两层纱布的培养皿中 , 20 ℃恒温箱中黑暗培养 5 d, 种壳脱落后备用。

试验采用两个引致黄瓜黑星病的瓜枝孢菌 (C1cucum ern ium ) 强致病菌株 32号和 43号 , 前者采

自辽宁省抚顺地区的染病黄瓜 , 经单孢分离获得 , 后者自沈阳市东陵区的染病黄瓜上单孢分离。经鉴

定 , 两菌株均可大量产生分生孢子 , 有强致病力。

112　耐高温非亲和菌株的筛选与致病力测定

将上述菌株在 PDA上培养 5 d (20 ℃) , 产生大量孢子后用无菌水配成孢子浓度为 410 ×10
6个·

mL
- 1的悬浮液 , 稀释接种法接种于 PDA平板 , 待培养基凝固后分别置于 40、45和 50 ℃的人工气候

箱中处理 30、60和 90 m in后转入 20 ℃恒温箱中继续培养 , 逐日观察 , 若发现培养皿中长出单个微

小菌落 , 即挑至 PDA斜面继续生长 , 每一个单菌落定义为一个耐热菌株。

将以上单菌落分离获得的菌株培养 5 d, 配成孢子浓度为 410 ×10
5个·mL

- 1的悬浮液 , 参照李宝聚

等 (1997) 的方法鉴定菌株致病力。鉴定时将供试孢子悬浮液喷雾接种 5 d苗龄的黄化苗 , 分别以接种

相同浓度的未进行高温处理的原始菌株 (32号和 43号 ) 为对照。接种后 5 d参照李宝聚等 (1997) 的

方法调查发病率和严重度 , 计算病情指数百分率 (方中达 , 1999) , 以不引致发病的菌株为非亲和菌株。

113　耐高温非亲和菌株诱导黄瓜对黑星病抗病性的测定

自耐高温菌株筛选试验中选取 8个低致病力菌株 : ①E24321 ( 45 ℃, 90 m in)、②E24322 ( 45

℃, 90 m in)、③E24323 (45 ℃, 90 m in)、④F24321 (50 ℃, 30 m in)、⑤F24323 (50 ℃, 30 m in)、

⑥F24324 (50 ℃, 30 m in)、⑦F23222 (50 ℃, 30 m in) 和⑧G23223 (50 ℃, 60 m in) 进行诱导抗性

试验。将选定的菌株培养 5 d后用无菌水配成孢子浓度为 410 ×106个·mL - 1的悬浮液 , 喷雾接种在 5

d苗龄的黄化苗 , 24 h后以孢子浓度 410 ×105个·mL - 1的强致病力菌株挑战接种 , 以只接种强致病

菌株的黄化苗为对照。挑战接种后第 4天和第 6天各调查 1次发病情况。每处理 50～60株 , 3次重

复。以 (对照株病情指数 -诱导株病情指数 ) /对照株病情指数的百分率作为诱导效果。

114　诱导接种浓度对诱导抗病效果试验

选取诱导抗病效果明显的两个菌株 ( F23222号和 F24321号 ) , 培养 5 d后用无菌水分别配成孢子

浓度 410 ×10
4、210 ×10

5、410 ×10
5、210 ×10

6、410 ×10
6、110 ×10

7、210 ×10
7、410 ×10

7个 ·

mL
- 1的悬浮液 , 喷雾接种苗龄 5 d的黄化苗 , 诱导接种 24 h后分别以 32号和 43号菌株挑战接种 ,

挑战接种孢子浓度 410 ×10
5个·mL

- 1
, 以只接种 32号和 43号菌株的处理对照 , 挑战接种后第 4天

和第 6天调查发病情况。每处理 50～60株苗 , 3次重复。计算诱导效果 , 建立诱导效果 ( IE ) 与诱

导接种浓度 ( IC ) 关系模型。

115　挑战接种浓度对诱导抗病效果试验

将菌株 F23222和 F24321培养 5 d后用无菌水配成孢子浓度 410 ×10
6个·mL

- 1的悬浮液 , 喷雾接

463



　3期 李宝聚等 : 耐高温瓜枝孢非亲和菌株筛选及其诱导黄瓜抗黑星病的研究　

种在苗龄 5 d的黄化苗 , 24 h后分别以孢子浓度为 410 ×104、210 ×105、410 ×105、110 ×106、210 ×

10
6、110 ×10

7、210 ×10
7、310 ×10

7、410 ×10
7个·mL

- 1的 32号和 43号菌株孢子悬浮液挑战接种 ,

以只接种相应浓度的强致病菌株为对照 , 挑战接种后第 4天和第 6天调查发病情况。每处理 50～60

株苗 , 3次重复。计算诱导效果 , 建立诱导效果 ( IE) 与挑战接种浓度 (CC ) 关系式。

116　耐高温非亲和菌株诱导黄瓜抗黑星病的表达

将菌株 F23222和 F24321在 PDA上培养 5 d, 无菌水配成孢子浓度 410 ×106个 ·mL - 1的悬浮液 ,

喷雾接种苗龄 5 d黄化苗 , 分别于诱导接种后 0、6、12、24、48和 72 h挑战接种 32号和 43号菌株 ,

挑战接种孢子浓度 410 ×10
5个·mL

- 1
, 挑战接种后第 4天和第 6天调查发病情况。每处理 50～60株

苗 , 3次重复。计算诱导效果 , 建立诱导效果 ( IE) 与挑战接种间隔时间 ( t) 关系式。

117　耐高温菌株的低致病力及其诱导抗病性的稳定性测定

将菌株 F23222和 F24321世代繁殖 , 以高温处理后获得的菌株为 0代 , 每隔 7 d转接 1次为 1代 ,

连续在 PDA斜面上培养 15代 , 按前述方法鉴定每代菌株的致病力及其诱导的抗病效果。

2　结果与分析

211　耐高温瓜枝孢菌株的筛选结果

供试的 32号和 43号瓜枝孢经 40、45和 50 ℃高温分别处理 30、60和 90 m in, 记录单菌落数 ,

其中 40 ℃ 30 m in处理长出的菌落数太多不易单孢挑取 , 不进行单孢培养 ; 40 ℃ 60 m in、90 m in, 45

℃ 30 m in、60 m in长出的单菌落数目也较多 , 从每皿中各随机挑取 10个单菌落 ; 45 ℃ 90 m in, 50 ℃

30 m in、60 m in处理长出的单菌落数量很少 , 全部挑取菌落培养。50 ℃ 90 m in处理的培养皿中未长

出单菌落 , 说明 50 ℃处理 90 m in已杀死瓜枝孢孢子。

212　耐高温菌株的致病力测定结果

接种耐高温菌株后调查致病力 , 结果表明 32号和 43号两个菌株经 40 ℃ 60 m in, 45 ℃ 30 m in、

60 m in处理后筛选出的耐热菌株的致病力与其母株 ( 32号和 43号 ) 相比差别不大 , 致病力基本不

变。40 ℃ 90 m in处理后获得的耐热菌株致病力降低 , 但致病力降低幅度都在 40%以下 , 而经 45 ℃

90 m in和 50 ℃ 30 m in、60 m in处理后获得的耐热菌株致病力明显降低 , 许多菌株已没有致病力 (表

1)。可见 , 随着处理温度升高 , 处理时间延长 , 一方面病菌孢子的致死率提高 , 另一方面也使得未

致死孢子的致病力降低。

表 1　耐高温瓜枝孢对黄瓜致病力 (病情指数 ) 的测定

Table 1　Test of pa thogen ic ity ( d isea se index) of hea t2resistance isola tes of C. cucum ern ium /%

菌株
Isolate

未处理
Non2treatment

40 ℃

60 m in 90 m in

45 ℃

30 m in 60 m in 90 m in

50 ℃

30 m in 60 m in

32 58169
3221 48133 33157 49144 55125 3144 8151 0100

3222 55188 33156 45166 54134 0100 0100 0100
3223 47103 28133 52134 51133 0100 0100 0100
3224 45167 29103 43153 56151 0100 0100 0100

3225 49104 45119 48117 55150 9125 - -
43 58198
4321 46197 45193 50115 43193 0100 0100 -
4322 48185 31154 48175 48164 4162 0100 -
4323 63193 43165 43120 58108 0100 3135 -
4324 68107 34183 46142 46154 3154 0100 -
4325 55138 43108 48186 45166 0100 - -

　　注 : 3次重复平均值 ; - : 菌株死亡。
Note: Means of three times; - : Isolate died.
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213　耐高温菌株诱导的黄瓜抗黑星病效果

调查 8个耐高温菌株对黄瓜抗病诱导效果 (表 2) , 可见供试耐高温菌株都不同程度地诱导出黄

瓜对黑星病的抗性 , 其中 F24321号和 F23222号菌株诱导的抗病效果最明显 , 第 1次调查这两个菌株

的诱导抗病效果分别为 76106%和 75188% , 第 2次调查也都在 60%以上。

表 2　耐高温瓜枝孢诱导的黄瓜抗黑星病效果

Table 2　 Induced d isea se resistance effect in cucum ber by hea t2resistance isola tes of C. cucum ern ium

菌株
Isolate

第 1次调查 First investigation

发病率 /%
Incidence

病情指数 /%
D isease index

诱导效果 /%
Induced effect

第 2次调查 Second investigation

发病率 /%
Incidence

病情指数 /%
D isease index

诱导效果 /%
Induced effect

E24321 32100 9160 44148 dD 89113 57183 32195 bB

E24322 29117 10142 39173 dD 90100 59160 30190 bB

E24323 43175 12192 25127 eE 93118 60191 29138 bcBC

F24321 13133 4114 76106 aA 54117 26167 69108 aA

F24323 35119 12159 27118 eE 92198 67172 21148 cC

F24324 21115 5138 68188 bB 85142 53133 38117 bB

F23222 12150 4117 75188 aA 56128 27131 68134 aA

G23223 26192 7131 57172 cC 84178 54135 36199 bB

32 57165 17129 - 100 86125 -

　　注 : 3次重复平均值。
Note: Means of three times.

214　诱导接种浓度与诱导抗病效果

调查 F24321号和 F23222号两个耐高温非亲和菌株诱导接种浓度与诱导效果关系 , 结果见图 1。在

试验接种浓度范围内 , 诱导接种浓度越高 , 诱导效果越显著 , 当菌株 F24321号诱导接种孢子浓度为
410 ×10

4个·mL
- 1时 , 第 1次调查诱抗效果为 48118% , 第 2次调查降低到 28135% ; 当诱导接种孢

子浓度为 410 ×10
7个·mL

- 1时 , 第 2次调查的诱导效果仍保持在 75%以上 , 两个菌株表现的诱导抗

病趋势一致。

分析诱导接种浓度 ( IC) 与诱导抗病效果 ( IE) 的关系证明 , F24321号诱导的抗病效果第 1次

和第 2次调查可分别用 IE1 = - 1514788 + 518938LN ( IC1 ) , r = 019828和 IE2 = - 5211618 + 715039LN

( IC2 ) , r = 019937描述 ; F23222号诱导的抗病效果可分别用 IE1 = - 2418006 + 612898LN ( IC1 ) , r =

019914和 IE2 = - 5414191 + 715118LN ( IC2 ) , r = 019926描述。

图 1　菌株 F24321 ( A) 和 F23222 ( B) 诱导接种浓度与诱导抗病效果的关系

F ig. 1　Rela tion sh ip between induced inoculum concen tra tion of isola tes F24321 ( A) , F23222 ( B) and induced effect
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215　挑战接种孢子浓度与诱导效果

用 F24321号和 F23222号菌株诱导接种黄化苗 24 h后以不同浓度强致病菌株挑战接种 , 结果见图

2。可见诱导抗病性的表达水平受挑战接种孢子浓度影响很大 , 在试验浓度范围内 , 挑战接种压力增

大 , 诱导效果降低。挑战接种孢子浓度为 410 ×105个·mL - 1时 , 两个诱导菌株表现的诱导抗病效果

第 1次调查分别为 79128%和 71137% , 第 2次调查分别为 61124%和 58132% ; 挑战接种孢子浓度为

410 ×106个·mL - 1时 , 第 1次调查表现一定程度的诱导抗病效果 , 分别为 40180%和 36118% , 第 2

次调查诱导效果仅有 16135%和 15134% ; 以浓度 410 ×10
7个·mL

- 1的孢子悬浮液挑战接种的处理植

株 , 基本不表现诱导抗病效果。

诱导效果 ( IE) 与挑战接种孢子浓度 (CC ) 之间可用指数方程描述 , 其中 , F24321号诱导的抗
病效果第 1次和第 2次调查分别用 IE1 = 7313982EXP ( - 412017 ×10

- 8
CC1 ) , r = 019623和 IE2 =

5215075EXP ( - 517127 ×10 - 8
CC1 ) , r = 019262 描述 , F23222 号可分别用 IE1 = 6717309EXP

( - 416488 ×10
- 8

CC1 ) , r = 019489和 IE2 = 5017724EXP ( - 610301 ×10
- 8

CC1 ) , r = 019093描述。

图 2　菌株 F24321 ( A) 和 F23222 ( B) 挑战接种浓度与诱导效果关系

左 : 实测值 ; 右 : 估测值。

F ig. 2　Rela tion sh ip between cha llenge inoculum concen tra tion of isola tes F24321 ( A) , F23222 ( B)

and induced effect

Left: Observed value; R ight: Estimated value.

216　诱导接种与挑战接种间隔期试验结果

调查挑战接种间隔时间对 F24321号和 F23222号菌株诱导效果的影响 , 结果见图 3。两个诱导菌株

的诱导抗病性都在诱导接种后 6 h开始显现 , 72 h内随挑战接种间隔期延长 , 诱导效果增加 , 诱导接

种后 2 d抗病效果达到最高峰 , 此时诱导效果第 1次调查分别为 71178%和 77139% , 第 2次调查分别

为 55195%和 58114% , 诱导接种后 3 d其诱导抗病效果仍处于高峰。诱导接种后立即挑战接种不产

生抗病效果 , 说明诱导抗病性表达有一迟滞期 , 也表明在诱导株与强致病株同时接种的情况下 (诱

导后立即挑战接种 ) , 诱导株竞争不过强致病株 , 诱导后立即挑战接种的处理发病程度与对照基本相

同。

诱导效果 ( IE) 与挑战接种间隔时间 ( t) 之间的关系可用抛物线描述 , 其中 F24321号诱导的抗
病效果第 1次和第 2次调查分别为 IE1 = 813698 + 212669 t - 0101859 t

2
, r = 019951和 IE2 = - 110756 +

210149 t - 0101799 t
2
, r = 019924; F23222号分别为 IE1 = 213888 + 215815 t - 0102309 t

2
, r = 019847和

IE2 = - 414227 + 119915 t - 0101623 t
2
, r = 019893。
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图 3　菌株 F24321 ( A) 和 F23222 ( B) 挑战接种间隔期与诱导效果关系

左 : 实测值 ; 右 : 估测值。

F ig. 3　Rela tion sh ip between cha llenge inocula tion in terva l tim e of isola tes F24321 ( A) , F23222 ( B)

and induced effect

Left: Observed value; R ight: Estimated value.

217　耐高温菌株的低致病力及其诱导抗病性的稳定性测定结果

试验证明 , 连续培养 15代后耐高温菌株的低致病力 (非亲和性 ) 及其诱导抗病的能力仍然保持

(表 3) , 且各世代间的致病力和诱导抗病能力基本一致 , 说明本试验所选耐高温菌株经数代繁殖后其

低致病力和诱导抗病的能力稳定遗传 , 可见该菌株有较高的利用价值。

表 3　瓜枝孢耐高温菌株的低致病力及其诱导的抗病性的稳定性测定结果

Table 3　Stab ility test of low pa thogen ic ity and induced effect of hea t2tem pera ture isola tes of C. cucum ern ium

世代
Generation

F24321

致病力
(病情指数 /% )
Pathogenicity
( disease index)

诱导抗病结果
Result of induced resistance

挑战接种
病情指数 /%
D isease index

诱导效果 /%
Induced
resistance

世代
Generation

F23222

致病力
(病情指数 /% )
Pathogenicity
( disease index)

诱导抗病结果
Result of induced resistance

挑战接种
病情指数 /%
D isease index

诱导效果 /%
Induced
resistance

1 0100 14147 52164 1 1125 14157 58122

2 0100 14155 60113 2 0173 16166 52122

3 0100 13194 54137 3 0153 17126 50150

4 0100 12188 57184 4 0100 15137 55192

5 0121 12118 52137 5 0100 13160 61100

6 0154 11167 61180 6 0180 11145 67116

7 0136 14159 52117 7 1110 19133 44157

8 0150 13164 55135 8 0160 15173 54189

9 0100 14146 52167 9 0120 12106 65141

10 0100 15147 49136 10 0100 14120 59128

11 0170 15136 49172 11 0100 18155 46180

12 0100 13125 56163 12 0140 10169 69134

13 0153 15177 48138 13 0100 16171 52108

14 0128 11112 63160 14 0100 14184 57144

15 0100 12134 59161 15 0100 13177 60151

43号母株 29160 30155 - 32号母株 32177 34187 -

Isolate 43 Isolate 32
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3　讨论

利用高温处理黄瓜黑星病的瓜枝孢病菌 (C. cucum ern ium ) 分生孢子的方法可以获得具有诱导黄

瓜抗黑星病能力的非亲和菌株 , 且菌株的低致病力稳定遗传 (关爱民 等 , 2006)。在已有工作基础

上 , 本研究建立了耐高温瓜枝孢非亲和菌株的筛选方法 , 籍此方法获得了一系列耐热非亲和菌株 , 以

其作为诱导因子诱导黄瓜对黑星病菌亲和菌株的抗病性 , 从中选出了 2个可明显诱导黄瓜抗黑星病的

菌株 , 第 1次调查诱导效果都在 75%以上 , 第 2次调查也在 60%以上。分析诱导接种浓度、挑战接

种浓度、诱导—挑战接种间隔期等影响诱导效果的因素证明 , 诱导接种浓度增大、挑战接种浓度降低

都有利于增强诱导黄瓜植株抗黑星病能力表达 , 而且诱导—挑战接种之间存在最适时期。诱导菌株和

强致病菌株同时接种黄化苗后 , 诱导抗病效果非常低或病情发展与对照相同 , 可见诱导菌株在与强致

病菌株竞争过程中处于劣势 , 因而不能诱导抗病反应。诱导—挑战接种时间间隔从 6 h开始产生诱导

抗病现象 , 48 h后诱导抗病效果达到最高水平 , 72 h后仍然保持最明显的诱导抗病效果。由此作者

推测 , 黄瓜黑星病菌诱导菌株优先占领强致病菌株的侵染位点 , 使挑战接种菌的侵染概率降低 , 最终

导致经诱导处理的寄主发病减轻。

经连续 15代培养发现所得耐高温瓜枝孢菌菌株的低致病力和诱导抗病能力都能稳定地遗传 , 增

加了试验的可靠性和可重复性 , 也使得耐高温菌株的实际应用有了可能。研究发现 , 尽管耐高温菌株

诱导黄瓜抗黑星病性类似于病毒中的弱毒株系的交叉保护作用 , 但他们之间又有本质上的区别 , 病毒

中的弱毒株系 (或称温和株系 ) 的利用存在潜在的风险 , 因为温和株系在一定条件下可能突变成强

毒株系 , 它还可能传播到其它寄主植物上造成更严重的危害等 , 而瓜枝孢耐高温菌株相对窄的寄主范

围使得其成为一种较为安全的诱导因子 , 它的低致病力和诱导抗病能力可稳定遗传 , 这为以后将该诱

抗菌株作为一种有效的诱导抗病因子的实际应用提供了理论依据。

本试验是在实验室内控制条件下进行的 , 所获得的耐高温低致病力诱导菌株用于田间生产实践还

需要进行大量的工作。
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