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小麦条锈菌夏抱子芽管核染

色方法的改进研究
`
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R ie n h ol d

(西北农学院植保系 ) (美国蒙大拿大学植病系 )

海登汉氏苏术精法也称铁矶苏木精法
〔` ’ ,

是常用
t;

士真菌细胞核染色方法
,

R
.

L i t t
-

le & J
.

G
.

M a n n e r s ( 1 9 6 9 ) ` “ 、曾报导用此法可对小麦条诱菌夏抱子芽管核进行染色
,

但 R
.

B
.

V o l i n ( 1 9 7 1 )
` 7 ’ ; 井金学

、

商 J飞生 ( 1 9 8 0 ) ; 李振 ;{皮
、

E
.

L
.

S h a r P和 M
.

R e i n -

h ol d ( 1 9 8 3 ) 在对小麦条诱菌夏抱子芽骨核
i

为染色试验中均发现用此法染核难 以掌握
。

为此
,

李振岐和 E
.

L
.

S h a r p等于 1 9 8 3年 3 一 4 月结合小麦条诱菌异核作用研究需
一

要
·

对

海登汉氏苏木精染色方法进行了改进研究
。

在反复试验中发现
,

改用稀释乳酚油做分色

剂
,

并将分色步骤移到用桔红 G染色之后
,

可比较容易地对小麦条锈菌夏抱子芽管互核进

行染色
。

1 9 8 3年 5 月一 1 9 8遭年 8 月李振岐
、

陆和平
、

马青等又在此基础上进行了补充改

进试验
,

着重研究了染色时间及本方法的适应范围和与此法配套的相应 的制片技术等
。

现此项研究 已基本完成
,

简报如下
。

一
、

小麦条锈菌夏袍子芽管核染色方法的改进研究

自 1 9 8 3年 3 月 至 1 9 8 4年 8 月
,

我们先后在美国蒙大拿大学植病系和西北农学院植保

系 对用海登汉苏木精染色法染小麦条锈菌夏抱子芽管核进行了一系列改进试验
,

研究出

了一套较好的改进式海登汉苏木精染核方法
。

现将染色方法步骤介绍如下
:

1
.

抱子水化
:
将供试夏抱子放在表面皿 内

,

置干燥器中
,

在 18 一 25 ℃下保湿 6 一 24

小时
,

使之充分吸水膨胀
。

2
.

制备培养基平板
:

将洁净
、

经 过干热灭菌的载玻片在刚刚融化的 0
.

2% 水洋 菜 培

养基上轻轻地平沾一下
,

随即翻转朝上
,

置于水平支架上
,

待凝固后备用
。

3
.

将水化后的夏抱子用干毛笔轻轻地蘸起
,

均匀地弹撒在培养基平板上
。

4
.

抱子萌发
。

在大培养皿 内倒入一薄层蒸馏水并平行放置两根短玻璃棒
,

然后将载

有夏抱子的培养基平板放在玻璃棒上
,

置于 7℃冰箱中使抱子萌发
,

一般经 5 一 8 小时
,

待芽管伸长到袍子的 5 一 7 倍时取出
。

5
.

将载有萌发抱子的平板放入 50 %绍丁氏固定液 (S
c h au id n s fl iu d) (饱和 氯化

. ①康振生
、

刘松洁
、

葛迅
、

邢优美参加了部分工作
。

②本刊编辑室收到此稿时间
:

1 98 4年 9 月 22 日
。

5 9 3 J S
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汞水溶液 10 0毫升
,

无水 乙醇 50 毫升
,

蒸馏水 15 0毫升
,

冰醋酸 6 毫升 )
,

固定 1 小时
。

6
.

水洗
:

细 ,以地母蒸烟水漂洗两次
。

7
.

干燥
:

将平板放入 4含℃的恒温箱中或放在加热板上 (复盖防尘 )
,

干燥 6 一 2 4小

时
` 。

8
.

水洗
:

取出用蒸馏水冲洗 1 分钟
。

9
.

媒染
:

在 4 % 铁明矾媒染液 ( 4 % 硫酸按水溶液 2 00 毫升
,

冰醋酸 2 毫 升
,

浓 硫

酸 0
.

4毫升 ) 中媒染 10 小时
。

10
.

水洗 : 取出用蒸馏水冲洗
。

n
.

染色
:

放入 0
.

5%海登汉氏苏木精染液 (苏木精 1 克
,

96 % 乙醇 10 毫升
,

蒸馏水

1 9 0毫升
,

碘酸钠或碘化钠 0
.

1克 ) 中染色 8 小时
。

1 2
.

水洗 : 取 出用蒸馏水 冲洗
。

13
.

脱水
:
在 50 %

、

75 %
、

95 %和 10 0%酒精中逐级脱水
。

1 4
.

在 0
.

25 %桔红 G ( or
a n

ge G ) 酒精溶液中复染 5 分钟
。

1 5
.

用无水酒精冲洗
。

1 6
.

分色: 将平板置于显微镜下
,

小心滴加分色剂一滴
,

当观察到芽管细胞质 的 染

色基本褪完
、

细胞核 (染成兰黑色 ) 明显出现时
,

立即滴加纯甘油
,

停止褪色
,

然后 加

盖玻片进行观察
,

绘图或拍照
。

完成褪色后
,

滴加甘油
,

用吸水纸 吸去分色剂
,

再用甘

油明胶封片可制成半永久性封片
。

本染色程序可简化如下表
:

抱子水化 ( 6 一 12 小时 ) ~ 制平板 , 抱子萌发 (7 ℃ 5一 7小时 )、 固 定 ( 1小时 )

赢
` 2℃干燥 ` 6一 2`小时 ’

赢
铁明矾媒染 “ “小时 ’一苏木精染色 ` ” 小 时 ’

赢
脱

水 ( 50 % , 75 % , 95 % ~ 1 00 %酒精 ) , 桔红 G染色 ( 5分钟 )

—
~ 稀释乳酚油 分

无水酒精冲洗
「

色 (在显微镜下 ) , 加纯甘油停止褪色~ 甘油明胶封片
。

自抱子水化
、

萌发至完成褪色大约经过 40 小时左右
。

经很多次的试验
,

大约对 上万

个芽管核染色结果充分证明
,

本方法易于掌握
,

染色效果 良好
。

正常条锈菌夏抱子芽管

中一般为两个核 (如附图 1 )
,

而异核体的夏抱子芽管中则为 3 个或 4 个核 (如附图 2 )
。

芽管中的核一般被染成兰黑色
。

二
、

小麦条锈菌夏胞子核的直接染色试验

对小麦条锈菌夏抱子核的直接染色不仅可由于免去抱子萌发环节大大节约时间
,

同

时也可 比芽管染核更准确地反映异核体的核数
。

在我们染芽管核过程中有时可观察到 少

数夏抱子核被染的情况
,

因而使我们联想到条锈菌夏袍子核的直接染色成功 与否
,

可能

与夏抱子的成熟度有关
。

为此
,

我们于 1 9 8 4年 6 一 7 月对不同成熟度的夏抱子进行了直

接染核试验
。

结果表明
,

刚刚成熟可抖落的夏抱子染核效果较好
。

正常的夏抱子一般为
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两个核
,

而异核体的夏泡子为 3 一 4 个核 (如附图 3
.

和附图 4 )
。

抱子过嫩
,

成熟度不

够 ; 或成熟过度
,
已经老化的抱子

,

染核效果均差
。

三
、

改进式海登汉苏木精染核方法的适用范围测定

为了解改进式海登汉苏木精染核方法的适用范围
, 1 9 8 4年 3 一 7 月从真菌五个亚门

中选择变异性较大的致病菌二十种
,

即鞭毛菌亚门中的 P h y t o p h t o r a in f e s t a n S ,
P e : -

o n o s p o r a p a r a s i t i e a ; 接合菌亚门中的 R h i z o p u s s t o l o n i f e r ; 子囊菌亚门中的 G ib b e r -

e l l a z e a e ,
E r y s ip h e g r a m i n i s ;

担子菌亚 门中的 p u e e i n i a r e e o n d i t a f
. s p

.

t r i t i e i ,

p u e e i n i a g r a m i n i s t r i t i e i
, p u e e i n i a s t r i i f o r m i s ,

U s t i l a g o h o r d e i ;
半知菌亚 门

中的 E x l e r o h i u m ( H e l m i n t h o s p o r i u m ) t u r e i e u m
,

D r e e h s l e r ( H e l m i n t h o s p o -

r 1u m ) m a j d i s ,

H e l m i n t h o s P o r i u m g r a m i n e u m
,

F u s a r i u m o x y s p o r u m f
. v a s i n -

f e e t u m
,

V e r t i e i l l i u m d a h l i a e ,
F u s a r i u m g r a m i n e a r u m

, P i r i e u l a r i a o r y z a e ,

G l o e o s P o r i u m f r u e t i g e n u m
,

R h i z o e t o n i a s o l a n i , p e n i e i l l i u m s p ,

A l t e r n a r i a

s p ,

进行了染核试验
。

试验证明
,

改进式海登汉苏木精染核方法
,

对真菌五个亚门中有代表性的 20 种变异

性较大的致病菌的细胞核均有良好的染色效果 (参阅附图 5 一 23 )
。

鞭毛菌
、

接合菌其

芽管菌丝无隔
,

多核 ; 子囊菌
、

担子菌
、

半知菌其菌丝 隔膜清晰
; 子囊菌

、

担子菌核相

规则
,

而半知菌的核变异性很大
,

特别是菌丝尖端可具 l 一多核
,

各种菌不等
。

此外
,

还观察到在半知菌
、

担子菌中其芽管和菌丝之间均有融合现象
。

在玉米小斑病菌
、

棉花

立枯病菌
、

禾谷镰刀菌
、

棉花枯萎病菌和青霉菌中 H形菌丝融合现象相当普遍
,

并且
.

观

察到桥丝中有核的移动
。

四
、

结论和讨论

综上一系列试验结果可 以得 出如下结论
:

改进式海登汉苏木精染核方法是一种染色

效果 良好
,

易于掌握且适应范围相当广泛的真菌细胞核染色方法
。

可以预期
,

这一方法

的推广应用将为真菌变异和细胞遗传学研究提供一个有力手段
。

本改进式海登汉苏木精染色法与 R
.

L i tt le & J
.

G
.

M a n n e r s所介绍的海登汉 苏木

精染色方法相比较有 以下几点改进
:

1
.

分色剂改用稀释乳酚油
,

并且将分色步骤移至用桔红 G染色之后
。

2
.

进一步确定了媒染和染色的时 间
。

3
.

在萌发之前增加了抱子水化环节
。

4
.

提出了用此法直接染夏抱子核的技术关键和与此法配套的半永久性制片技术
。
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图 1 P u c e i n i a s t r i i f o r m i s

正常夏抱子芽管 2核

图 2 P u e e i n i a s t r i i f o r m i s

异核体— 夏抱子芽管 3一 4核

口 3 P u e c i n i a s t r i i f o r m i s

正常夏抱子 2核

图 4 P u c e i n i a s t r i i f o r m i s

异核体
—

夏抱子 3一 4核
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图 5 Pu cein l a gr a m in istr t i i ei夏袍子及芽管核相

r

个红馨

图 6 Pu c cin ir a en o cd it af
.s p

,

t r i t i e i夏袍子及芽管核相

图 7 R如i Z 0 p u s S t o l o n i f e r
袍魏袍子芽管及菌丝核相



西北农学院学报
1 9 8 5年第1 期

一一一 ~ 一

一
一一一

6
~ 一一 ~ 一 -一

~
加 ~ 一一一

~ ~ 一 ~ _ _
一一一一一一一一一一一

一

一一
~

图 8G i b b e r 。 见l az e e a子班抱子及芽管核相

图 s「u s ar i u m gr 。 mi n e ar o m分生袍子
、

芽管及菌拱核相
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图 10 F u s a r i u m o x y s p o r u m f
.

s p
.

v a s i n f e e t u m菌丝
、

分生抱子及芽管核相

图 11 G lo e o s p o r i u m f r u e t ig e n u m分生袍子
、

芽管及菌丝核相
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公口幼

劫臼臼

图 12 p h y t o ph t h o r a i n f e s t a n :菌丝
、

抱斑梗
、

袍子及芽管核相

卜
L

1
1代̀l

护
J叮l

,
l之、声门月日以

口 1各 D r e e h s ! e r ( H . tm 花n t h o : p o 护iu m ) m a y d l :分生抱子穿甘及玻丝核柑
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图 1 4 ES xler oh i l u m ( He l mi nth o sP ori u m)t ur ei c u m分生抱子芽管核相

图 1 5 per on o s pora pa ra si ti ea袍子晚萌发及芽份核相

式鄂圈 1 6 Er vsi h peg ra mi ni s粉艳子
、

芽甘核相
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圈1 7 P于 rie u! a ria o ry za e分生艳子芽 l核相

圈 lv e e嘴̀ e` I liumda h lia e欲丝
、

分生袍子及芽价核相
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日19 Pe n厅 ei l !i u m :P
.

分生抽子芽 , 及苗丝核相

叭划万
洲协洛以月八

皿 20 R h i z o e t o n i a s o l a n i菌丝核相
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八

八口

图 2 1u st il ag oh o, d e i担子及

担袍子核相
- -

图 22 A It e r n瓦 r i a s P
.

分生饱子芽管核相

/ 王万场己二二三)

石
户

产
.

~

图 23 H e i m i n t h o , P o r i u m g r a m i n e u m分生袍子芽甘核相
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M a Q i n g e t a l
. e o i l t i n u e d t o : n o -

d i f y t il i s m e t h o
d

, a n
d f

o u n d t h a t u s i n g t h i s m o d i f i e d H
a id e n h a i n s

H
a e -

m a t o x y l i
n m e t h o d e o u l d

s u e e e s s
f
u l l y S t a i n u r e d o s P o r e n u e l e i ,

i f t h e

u r e
d

o s P o r e s u s e d a r e
j
u s t , r i P e , a n d a l s o

f
o u n d t h a t t h e n u e l e i o f m o r e

t h
a n 2 0 s P e e i e s o f P a t h

o g e n i e f
u n g i b e l o n g i n g t o 5 s u b o r d e r s e o u l d

b e s u e e e s s
f
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T h u s , w e t il i n k t h a t t h e m o -

d i f i
e d H a i d e n h a i n s H a e m a t o 二 v l i n m e t h

o d e a n b e e o n s i d
e r e d a s a s i ln P l e

,

u s e f u l
, a n d w i d e l y a d a P t a b l e m e t h o d f o r s t a i i l i n g n u e l e i o f f u n g i

.


