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摘要:由真菌 Fusarium pseudograminearum 引起的小麦冠腐病是澳大利亚小麦生产上最严重的病害。为进行病

害抗性鉴定和筛选抗病种质资源，需制备大量的病菌分生孢子。本试验以强致病性菌株 FPCS3096 为材料，开

展了该菌株产孢条件的研究，结果表明: 在 6 种培养基中，以 1 /2 PDA 产孢量最大; 在营养生长阶段，在菌丝长

满平板后( 28 ℃下需培养 6 ～ 7 d) ，延长培养时间( 即继续培养) ，大大促进了后期的产孢，培养 12 d 的产孢量

是培养 6 d 的 4 倍，而且在这一阶段，暗培养促进了产孢，连续暗培养的产孢数是连续光培养产孢数的 2 倍多。
试验同时发现，在一定的范围内，培养皿内培养基的重量或平板培养基的厚度对产孢有很大的影响，量越多，产

孢量越大，当培养基的重量比为 2 倍多时，产孢的数量比为 7 ～ 10 倍。与本实验室以前采用的在 PDA 培养基

上培养、然后光照产孢的技术相比，现有的技术将产孢数量提高了 20 ～ 50 倍。
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Abstract: Fusarium pseudograminearum ( FPCS3096 ) ，the causal agent of wheat crown rot，is an eco-
nomically important disease in Australia． The studies on conditions for sporulation of the pathogen were con-
ducted in order to increase amount of sporlution for the purpose of artificial inoculation． The results showed
that the amount of sporulation of FPCS3096 on 1 /2PDA medium was the biggest of 6 kinds of media; that pro-
longing incubation time after the mycelium spreads all the plate ( it took 6-7days at 28 ℃ ) during the myceli-
um growth stage would greatly enhance sporulation during the sporulation stage，and the amount of sporulation
at a 12-days long incubation period was 4 times as high as that at a 6-days period; that also dark incubation
during the mycelium growth stage enhanced the sporulation as compared with light incubation，and the amount
of sporulation at a photoperiod of 24 h darkness incubation was more than 2 times as high as that at a photope-
riod of 24 h light incubation; that the weight of medium poured into plates influenced the sporlution，and the
more weight，and the greater amount of sporlution． The current technique increases amount of sporlution
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of FPCS3096 20-50 times as compared with the previous technique in the laboratory，i． e． incubating the
pathogen on PDA plate，then lighting the plate．
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在澳大利亚，Fusarium pseudograminearum( 以前为 Fusarium graminearum Group 1，有性世代 Gibberel-
la zeae ( Schwein． ) Petch ) ［1］，引起两种重要的小麦病害，即小麦赤霉病和小麦冠腐病( Crown rot) ［2］，赤

霉病是病菌在小麦穗期多雨高湿的气候下侵入穗部引起发病的，而冠腐病是病原菌主要在苗期从根冠

及邻近区域侵入，起初在薄壁组织定殖，后期扩展到维管束的一种病害
［3］，这种病害在穗期干旱的条件

下引起小麦白穗，对产量构成严重的威胁，特别是近几年来，澳大利亚干旱严重，冠腐病对小麦生产构成

了严重的威胁，成为小麦生产上最严重的病害。为了有效地防治小麦冠腐病，科学家们开展了小麦抗冠

腐病抗源的挖掘与利用研究，他们首先进行了抗性鉴定方法的探讨
［4 － 9］，Li 等

［10］
建立了一种简便、快

速、高效的冠腐病抗性鉴定方法。在人工接种中，一个基本的前提是确保有足够量的接种体，即需要大

量的大型分生孢子，他们现有的做法是将病菌接种在 PDA 上培养 6 ～ 7 d，刮去表面菌丝后在萤光灯下

光暗交替培养 5 ～ 7 d，然后收获孢子。试验中笔者发现，这种方法产孢量并不大，为了达到接种需要的

浓度( 孢子 1 × 106 /mL) ，不得不进行离心浓缩处理，并要制备大量的培养基，同时消耗大量的一次性培

养皿。为此，笔者以菌株 Fusarium pseudograminearum ( FPCS3096) 为材料，开展了该菌株产孢条件的研

究，获得较好的结果，现报道如下。

1 材料与方法

1． 1 供试菌株

小麦冠腐病的强致病性菌株 Fusarium Pseudograminearum( FPCS3096) ，由 CSIRO Plant Industry 提供。
1． 2 培养基筛选试验

1． 2． 1 培养基的种类 根据营养成分及不同的比例，选择 6 种培养基，分别是: 1． 2． 5% 绿豆汤固体培

养基( MBA) ; 2． 5% MBA; 3． 10% MBA; 4． PDA( 马铃薯 200 g，葡萄糖 20 g，琼脂 20 g) ; 5． 1 /2 PDA( 马

铃薯 100 g，葡萄糖 10 g，琼脂 20 g) ; 6． 1 /4 PDA( 马铃薯 50 g，葡萄糖 5 g，琼脂 20 g) 。绿豆汤汁的配制

是将不同比例的绿豆汤汁在微波炉加热9 min，一个要点是不能让绿豆爆开，然后将绿豆倒掉，取其汤汁。
1． 2． 2 接种、培养与产孢 将 1 块直径为 7 mm 的长满 FPCS3096 菌丝的 PDA 琼脂块接入上述各培养

基中，28 ℃下培养 7 d 后，用灭菌的玻片刮去表面的菌丝，然后，放入产孢柜中，在萤光灯下光暗交替

12 h 光照，直至试验结束。
1． 3 营养生长阶段光周期对产孢的影响

试验设 3 个处理: 1． 24 h 暗培养; 2． 光暗各 12 h 培养; 3． 24 h 光培养。暗培养的做法是将一组 5 个

接人 7 mm 菌丝块的 1 /2PDA 培养皿用双层的金属箔纸包埋。所有处理的培养皿放人光照培养箱中

( 光照为 40 W 的日光灯) ，28 ℃下培养 7 d，产孢过程同 1． 2． 2。
1． 4 营养生长阶段不同培养时间对产孢的影响

试验设 4 个处理: 1． 培养 6 d; 2． 培养 8 d; 3． 培养 10 d; 4． 培养 12 d。具体的做法是采用时间差，使

以上处理的培养皿在刮去表面菌丝后，同一时间放人产孢柜中，产孢过程同 1． 2． 2。
1． 5 产孢阶段不同光源对产孢的影响

试验设 4 个处理，1． 无光照( 暗处理) ; 2． 12 h 光暗交替; 3． 24 h 光照; 4． 12 h 萤光、暗交替。暗处理

的做法同 1． 3。将接菌的平板培养 12 d 后，刮去表面菌丝再按照以上处理。以上所有试验处理均采用

5 个重复。
1． 6 不同重量的培养基对产孢的影响

在培养皿中倒入不同量的培养基，然后称重，去除培养皿的重量 15． 00 g，即得到倒入培养基的重

量，接种培养 12 d，产孢过程同 1． 2． 2。
1． 7 孢子计数

试验 1． 2—1． 5 采用相同的方法，即在产孢的第 3，5，7，9 天，计数各培养皿的孢子数。具体做法是
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数据为 5 个重复的平均值。同一列相同的字母表示经新复极差法( P = 0． 05) 测验，平均数没有显著性差异。
Each datum is a mean of 5 replications，means with the same letter are not significantly difference at P = 0． 05 by Dun-

can’s multiple range test．
图 1 不同培养基对菌株 FPCS3096 产孢数量的影响

Fig． 1 The influence of different media on sporulation of pathogen FPCS3096

数据为 5 个重复的平均值。同一列相同的字母表示经新复极差法( P = 0． 05)

测验，平均数没有显著性差异。
Each datum is a mean of 5 replications，means with the same letter are not signifi-

cantly difference at P = 0． 05 by Duncan’s multiple range test．
图 2 营养生长阶段不同光周期对产孢的影响

Fig． 2 The influence of different photoperiods during vegetative growth
stage on sporulation of pathogen FPCS3096

将每 1 培养皿 4 等分，每次随机取 1 等分观察。将 1 等分的培养基加入 2 mL 水，将孢子洗下后，在显微

镜下观察，记数显微记数器中 4 个方格内的孢子数，并按公式:

孢子数 /mL = 4 个方格内孢子数 /4 × 250 × 1 000 ( 1)

为减少误差，每个培养皿取 4 个观察值，即总共观察 16 个方格。
试验 1． 6 采用类似的方法，在产孢的第 3，7 天各观察 1 次，将每 1 培养皿 2 等分，每次随机取 1 等

分观察。将 1 等分的培养基加入 4 mL 水，其余同前。
1． 8 数据分析

应用 DPS3． 01 专业版数据分析软件，采用新复极差法对平均数进行比较。

2 结 果

2． 1 不同培养基中 FPCS3096 的产孢数量

图 1 表明，不同培养基的

产孢数量有很大差异，在 6 种培

养基中，在 4 次观察中，2． 5%
MBA 产孢数 量 总 最 少，而 1 /
2PDA 产孢 数 量 总 最 多，如 在

第 7 天，两者的产孢数量分别

为孢子 4． 43 × 105 /mL 和 3． 14
× 106 /mL，相差 7 倍多。
2． 2 营养生长阶段光周期对

产孢的影响

图 2 表明，菌丝生长阶段

不同的光周期对产孢有显著的

影响，如在第 7 天，24 h 暗培

养的产孢数显著地高于光暗各

12 h 培养和 24 h 光培养的产

孢数，三者的数量分别为 6． 47 ×
106 /mL，3． 38 × 106 /mL，3． 01 ×
106 /mL，24 h 暗培养的产孢数

是 24 h 光培养的产孢数的 2． 15 倍，但光暗各 12 h 培养和 24 h 光培养的产孢数没有显著性差异。
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数据为 5 个重复的平均值。同一列相同的字母表示经新复极差法( P =
0． 05) 测验，平均数没有显著性差异。

Each datum is a mean of 5 replications，means with the same letter are not
significantly difference at P = 0． 05 by Duncan’s multiple range test．

图 3 营养生长阶段不同培养时间对产孢的影响

Fig． 3 The influence of different incubation times during vegetative growth
stage on sporulation of FPCS3096

数据为 5 个重复的平均值。同一列相同的字母表示经新复极差法( P =
0． 05) 测验，平均数没有显著性差异。

Each datum is a mean of 5 replications，means with the same letter are not
significantly difference at P = 0． 05 by Duncan’s multiple range test．

图 4 产孢阶段不同光源对产孢的影响

Fig． 4 The influence of different light sources during sporulation
stage on sporulation of pathogen FPCS3096

2． 3 菌丝生长阶段不同培养时间对产孢的影响

图 3 可看出，在光照第 5 天，培养 6，8，10，12 d 的产孢量分别为 2． 53 ×106 /mL，3． 09 ×106 /mL，9． 39 ×
106 /mL，1． 12 × 107 /mL，培养 12 d 的产孢量是培养 6 d 产孢量的 4． 43 倍，这表明不同培养时间对产孢

有显著的影响。
2． 4 产孢阶段不同光源对产孢的影响

图 4 表明不同光源对产孢量有显著的影响，以 12 h 萤光、暗交替的产孢数量最多。如第 7 天，无光

照、12 h 光暗交替、24 h 光照和 12 h 萤光、暗交替的产孢数分别为 2． 33 × 106 /mL，8． 52 × 106 /mL，9． 32
× 106 /mL 和 1． 13 × 107 /mL。
2． 5 培养皿内不同重量的培养基对产孢的影响

试验结果见表 1，从表 1 可看出，不同重量的培养基对产孢量有很大的影响，总的趋势是培养基的

重量越重，产孢量越大。如当培养

基的重 量 为 34． 32 g 时，光 照 3 d
和 7 d 的 产 孢 量 分 别 为 10． 19 ×
106 /mL 和 12． 03 × 106 /mL，当培养

基的重量为 14． 26 g 时，光照 3 天

和 7 天的产孢量分别为 1． 0 × 106 /
mL 和 1． 63 × 106 /mL，前者培养基的

重量是后者的 2． 38 倍，但前者产孢量

分别是后者的 10． 19 倍和 7． 38 倍。
根据这一结果，以 1 L 培养基铺 30
个左右平板可获得最大产孢量。

3 讨 论

有关真菌产孢条件的研究，主

要涉及培养基的种类和成分( 包括

利用寄主植物组织的汁液) ［11 － 13］、
理化性状( 固体、液体培养基) ［14］、
温度和光照等

［15］。但本试验中仍

有一些新的发现。首先是真菌培养

时间对产孢的影响，笔者在一次偶

然中发现在菌丝长满平板后，继续

培养促进了产孢，为了进一步证实，

笔者设计了不同培养时间的试验，

结果表明培养 12 d 的产孢量比培

养 6 d 提高了 3 ～ 4 倍。而国内在

稻瘟病菌产孢过程中，普遍的做法

是在菌丝未长满平板( 通常是长到

70% ～ 80% 的平板时) ，就刮去菌

丝
［16］，然后立即光照。其次，在营

养生长阶段，暗处理促进了后期的

产孢。而现有的理论认为，光照对

产孢的影响是在孢子形成阶段
［12］，

所以有了在菌丝长满平板后，刮去

或不刮去菌丝，采用光照促进产孢

的方法。第三，培养皿内培养基的

重量或厚薄对产孢的影响，表 1 的

结果表明，当重量比相差 2 倍多时，
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产孢量最大相差 10 倍多( 表 1) ，这种差异很可能是某些微量元素促进了产孢。
表 1 培养皿内培养基重量对产孢量的影响

Tab． 1 The influence of medium weight each Petri on the amount of sporulation of FPCS3096 106 /mL

重量 /g
Weight

光照 3 d
3 days of light

光照 7 d
7 days of light

重量 /g
Weight

光照 3 d
3 days of light

光照 7 d
7 days of light

34． 32 10． 19 12． 03 18． 75 2． 84 4． 53
30． 33 5． 12 8． 69 17． 50 2． 34 4． 38
29． 25 4． 23 8． 03 17． 29 2． 05 3． 39
28． 01 4． 14 6． 75 17． 21 2． 2 3． 44
24． 99 4． 05 7． 5 16． 90 2． 38 3． 25
24． 13 4． 03 7． 19 14． 26 1． 0 1． 63
19． 39 2． 84 4． 69

菌株 Fusarium pseudograminearum FPCS3096 产孢的最佳条件是 28 ℃下在 1 /2PDA 上培养 12 d( 暗

培养) ，刮去表面菌丝后，在萤光灯下光暗交替培养 3 ～ 7 d，然后收获孢子，具体的时间取决于接种试验

的进度安排。由于培养基的量对产孢影响很大，因此我们在以后的接种试验中倒入培养基的量是控制

在 1 L 培养基铺 30 个平板，这样，产孢量每次都在 1 × 107 /mL 以上。相比，本实验室以前采用的在 PDA
培养基上培养然后光照产孢，产孢数量一般是 2 × 105 /mL ～ 5 × 105 /mL，因此，现有的技术将产孢量提高

了 20 ～ 50 倍，大大地减轻了工作量。
在国内，笔者曾试用这种方法在稻瘟病菌产孢上，很遗憾，培养时间的延长以及暗培养、培养基的重

量对产孢均没有显著性影响，尽管采用了多个菌株，也采用了刮去菌丝或不刮菌丝等多种方法，这表明

不同真菌产孢的习性有很大的不同。
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