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摘 要 组织学研究表明
,

黄瓜霜露菌在不同抗病类型品种上
.

其侵入前的过程基本相

似
,

并且都能形成胞间菌丝和吸器
.

然而
,

随着品种抗病性的增强
,

吸器形成速率变慢
,

数目减

少
,

同时菌丝扩展缓慢 ,寄主细胞坏死发生时间早
.

机率高
.

电镜观察显示
,

抗病品种中菌丝和

吸器的细胞质中液泡数量增加
,

菌丝和吸器的壁与细胞质膜分离
,

原生质电子致密度加深
,

最

后菌丝和 吸器解体
;

受侵寄主细胞分泌 的拼服质
,

可将吸器体完全包围
,

从而阻止了吸器的进

一步发育
.
在发生坏死的寄主细胞中

,

吸器也解体坏死
。

关键词 黄瓜
,

黄瓜霜霉菌
,

组织学
,

超微结构
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黄瓜霜霉病〔p s e u d oP
e r o n o sP o ar e u be n s i s ( B e r k

.

e t C u r t
.

) R o s t o w
.

j是黄瓜上的毁灭

性病害
,

利用抗病品种是防治该病的最有效措施
。

采用组织学和 电镜技术研究该病菌在不

同抗病类型上的侵染过程
,

是揭示寄主抗病机制的重要方面之一
。

关于霜霉病的抗性机理
,

国外在葛芭霜霉病 1[]
、

甘蓝霜霉病图
、

大豆霜霉病
〔 3二等方面

都有深入的研究
,

但对黄瓜霜霉病研究甚少
。

国内李靖等
〔们
仅就病菌侵入后寄主的一系列

变化进行了研究
,

但未从病菌以及与寄主相互作用方面进行探讨
。

为此
,

作者选用不同抗

性的黄瓜品种
,

就黄瓜霜霉菌的侵染过程及侵入后寄主与病菌的相互关系的一系列变化
,

探讨黄瓜品种的抗病性机制
,

从而为抗病育种提供理论依据及鉴定手段
。

1 材料和方法

1
.

1 供试品种与菌种

选用不同抗性的黄瓜品种 4 个
:

津杂 2 号 (抗病 )
、

津研 6 号 (中抗 )
、

黑单 1 号 (中感 )
、

长春密刺 (感病 )
。

将种子催芽处理后
,

播于直径为 20
c m 的花盆中

,

待幼苗长出 4 片真叶

时
,

用于接种试验
。

供试菌种采 自大田发病植株
,

室 内在感病品种长春密刺上繁殖备用
。

1
.

2 接种

接种前
,

先将发病长霉层的黄瓜叶片用清水冲洗后
,

置 1 00 %相对湿度下保湿 24 h
,

用毛笔将新产生的霉层刷入无菌水中
,

配成泡子囊悬浮液
,

均匀地喷在黄瓜植株的第二叶

上
,

保湿 16 h
,

最后将接种幼苗置人工光源下培养
,

光照为 1万 lx
,

光照时间每天 16 h
,

温

度为 1 8~ 2 2 oC
.

1
.

3 取样
、

染色及光学显微镜观察

于接种后 4
,

6
,

1 2
,

2 4
,

4 8
,

7 2
,

9 6 h 各取样一次
,

每次每品种取 1 c m 火 0
.

5 。 m 的叶块 6

~ 8 个
,

置于饱和的水合三氯乙醛溶液中透明
,

然后在 0
.

1%乳酚油棉蓝液中染色 巧 m in
,
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以乳酚油作浮载剂
,

在光学显微镜下观察侵入方式
、

菌落
、

吸器发育以及黄瓜叶肉细胞坏

死程度等
。

菌落大小用其长度即菌落两端伸展最远的菌丝尖端之间的距离表示
,

吸器和黄

瓜叶肉组织坏死数量均按侵染点 (菌落 )为单位分别统计
。

叶表面抱子萌发情况
,

采用荧光

染色法
,

接种叶片先用荧光染料 C a l。of lo u r w hi t e 染色后
,

于荧光显微镜下观察
。

1
.

4 电镜制样及观察

于接种后第 1
,

3 d 分别于感病 品种长春密刺及抗病品种津杂 2 号接种叶片上采样
。

叶样于 4%在戊二醛液中固定 16 h
,

随后用 2%锹酸固定 Z h
,

然后经系列丙酮脱水
,

用

E oP
n 8 12 环氧树脂包埋

。

样品的超薄切片经醋酸双氧铀和柠檬酸铅双重染色后
,

在 JE M
-

Z 0 0 0 E X 型透射 电镜上观察
、

拍照
。

2 结果与分析

2
.

1 光学显微镜观察

2
.

1
.

1 黄瓜霜霉 菌的使入 通过普通光学显微镜和荧光显微镜观察
,

黄瓜叶面上接种饱

子囊后
,

这些饱子囊在水滴中萌发产生游动泡子
,

游动泡子游动一段时间后在气孔上休止

成为休止袍
,

休止抱直接萌发从气孔侵入叶内
。

接种后 4 h 观察
,

所有品种的气孔正下方

都形成 了梨形或不规则形状的气孔下囊
。

而位于气孔外的休止抱虽然可以萌发产生芽管
,

但却很少侵入
。

接种后 6 h
,

在 4 个品种上
,

叶表面休止袍的萌发率为 35
.

5%一 38
.

6 %
,

这

些萌发的芽管通常并不侵入寄主
,

这表明只有到达气孔的游动抱子才能萌发侵入叶内
。

上

述过程在感病和抗病的黄瓜品种上基本相似
。

通常一个气孔上只形成一个侵染点
,

但有时

也可以形成两个侵染点
。

在一个气孔上有两个休止泡
,

分别产生气孔下囊和侵染菌丝
。

2
.

1
.

2 黄瓜霜霉菌的吸器形成 接种后 6 h
,

气孔下囊上 长出侵染菌丝
,

然后从侵染菌

丝上产生裂瓣状或球状吸器伸入寄主细胞
,

偶而从气孔下囊上直接产生吸器
。

吸器的形成

标志着病原物与寄主寄生关系的建立
,

黄瓜霜霉菌成功侵入是以吸器的形成为标志的
,

虽

然不同抗性的黄瓜品种在接种后 6 h 都开始产生吸 器
,

但在抗病 品种上 只有少数侵染点

有吸器形成
,

而感病品种上较多
,

并且在个别的侵染点上产生了两个吸器
。

接种后 6 h
,

抗

病品种的侵入率为 21 %
,

而感病品种则为 65
.

6%
.

在感病和中感品种上
,

单个侵染点的吸

器平均数明显多于抗病 品种
。

随着菌丝的扩展
,

吸器数 目随之增多
。

接种后 24 h
,

感病品

种单个侵染点吸器平均数为 2
.

15 个
,

而抗病品种仅为 。
.

91 个
,

到 48 h
,

吸器数 目骤然增

多
,

感病 品种达 n
.

17 个
,

而抗病品种 仅为 2
.

53 个
,

二者相差悬殊
,

中感和中抗品种吸器

平均数居中 (表 l )
。

在观察中还发现
,

在一个寄主细胞里可以形成 2个 以上的吸器
。

表 1 不同抗病类型黄瓜 品种上的霜霉菌吸器形成比较
’

抗病类型 品种名称
接 种后不同时间单个侵染点吸器平均数 (个 )

抗病 津杂 2 号 。
.

21

中抗 津 研 6 号 0
.

55

中感 黑单 1 号 0
.

63

感病 长 春密刺 。
.

7 0

,

每次每品种镜检 3 0 个侵染点
。

2
.

1
.

3 黄瓜霜霉 菌的菌落扩展

0
.

6 6

1
.

0 2

1
.

1 2

1
.

3 8

黯
4 8 h

2
.

5 3

4
.

1 5

8
.

1 5

1 1
.

1 7

:
竺h
4

.

6 吕

2 6

6 4

1 5

1 0
-

1 3
-

7
.

7 1

13
.

5 2

15
.

5 7

口乙ōJCù仁」00丹JOù,̀

侵染菌丝不断分枝扩展形成菌落
。

接种后 24 h 内
,

霜霉
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菌菌落扩展缓慢
,

此后明显加快
,

接种后 48 h
,

感病品种菌落线性 长度 1 64
.

6 拼m
,

已明显

大于抗病品种 ( 6 4
.

7 拜m )
,

中感
、

中抗品种分别为 1 1 7
.

6 拼m 和 7 5
.

0 拼m (表 2 )
。

菌落扩展

趋势与吸器形成数 目相一致
,

随着菌落的扩展
,

形成了更多的吸器
。

表 2 不同抗病类型黄瓜品种霜霉菌的菌落扩展
’

抗病类型
接种后不 同时间菌落长度印 m )

抗病

中抗

中感

感病

品种名称

津杂 2 号

津研 6 号

黑单 1 号

长春密刺

2 4 h

1 6
.

4

1 9
.

5 ):
.

:

::
1 1 7

.

6

1 6 4
.

4

7 3
.

9

9 8
.

1

1 2 7
.

8

1 7 6
.

2

8 2
.

3

1 0 7
.

4

1 7 6
.

2

1 9 0
.

7

.

每次每品种镜检 3 0 个 菌落
.

2
.

1
.

4 寄主 细胞的坏死 在霜霉菌侵染过程中
,

寄主细胞迅速坏死是抗性表达的一个重

要方面
。

本研究观察到
,

抗病
、

中抗品种从接种后 24 h 起寄主细胞就开始出现坏死
。

中感

品种坏死反应出现较晚
,

在接种后 48 h 出现
,

而感病品种在 72 h 也出现坏死
,

但机率较

低
,

坏死细胞数较少
。

抗病品种在接种后 72 h
,

出现坏死细胞的侵染点数目占 40
.

7%
.

而

感病 品种为 13
.

7%
,

表明不同抗病类型的品种
,

坏死反应 出现的时间及机率显然不同
。

2
.

2 电子显微镜观察

2
.

2
.

1 胞间菌丝 电镜观察发现
,

黄瓜霜霉菌侵入感病 品种叶片组织中后
,

可在细胞间

隙产生大量呈线状的胞间菌丝
。

菌丝扩展时产生分枝
,

但均无隔膜
。

菌丝细胞壁在电镜下

可分辨 出由两层构成
,

其 内层 电子致密度较低
,

但较厚 ;而 外层 电子致 密度较高
.

并且较

薄
。

菌丝细胞内分布有大量的线粒体
、

内质网
、

核糖体
、

月旨肪粒以及高尔基体等细胞器
。

原

生质中并分布有小型液泡
,

菌丝细胞质膜中度染 色
,

紧贴菌丝细胞壁 (图 1 )
。

而在抗病品

种的叶片内
,

菌丝的数量明显减少
,

并且菌丝细胞内发生了一系列变化
。

菌丝细胞原生质

中液泡数 目增加
,

并且体积增大
。

细胞质膜染色程度加深
,

并与细胞壁分离
。

细胞内原生

质的电子致密度加深
,

细胞器呈不规则排列
,

并趋于解体 (图 2 )
。

2
.

2
.

2 吸器 菌丝在感病品种叶片细胞间扩展过程中
,

当与寄主细胞壁接触后
,

可产生

入侵结构仲入寄主细胞内而形成吸器
。

每一菌丝在扩展过程中可先后产生多个吸器
。

吸

器形成时
,

在与寄主细胞接触的菌丝细胞壁上先形成一个楔状的入侵栓
,

它穿过寄主的细

胞壁
,

使寄主细胞质膜内陷
,

同时入侵栓顶端开始延伸和扩展形成吸器 (图 3 )
。

多数吸器

都分为颈部和膨大的吸器主体两部分
,

少数吸器颈部不明显或没有
。

吸器体通常呈菌丝

状
,

具分枝 (图 4) 或者呈球状
。

吸器体壁由两层构成
,

其外层染 色较深
,

而内层染 色较浅
。

吸器在寄主细胞 内发育过程中
,

始终未刺破寄主细胞质膜
,

而是被寄主质膜包围起来
。

而

抗病品种细胞内
,

尽管吸器可以形成
,

然而吸器体通常呈畸形
,

吸器内液泡数量增加
,

吸器

质膜与吸器壁分离
,

吸器内原生质 电子致密度加深
,

细胞器趋于解体
,

最后吸器坏死 (图

6 )
。

2
.

2
.

3 寄主 细胞的变化 在菌丝细胞产生入侵栓
,

入侵寄主细胞壁以及吸器发育过程

中
,

寄主细胞发生了一系列的变化
。

其中最明显的特征是 向入侵部位分 泌和沉积脱胀质

(图 3)
,

这种现象在感病品种中也有出现
,

但是在抗病品种中较为普遍
,

并且脱肌质的分

布面广
,

有时可将入侵结构完全包围起来
,

从而阻止了吸器的形成
; 而有些脱肌质则包围
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菌菌落扩展缓慢
,

此后明显加快
,

接种后 48 h
,

感病品种菌落线性 长度 1 64
.

6 拼m
,

已明显

大于抗病品种 ( 6 4
.

7 拜m )
,

中感
、

中抗品种分别为 1 1 7
.

6 拼m 和 7 5
.

0 拼m (表 2 )
。

菌落扩展

趋势与吸器形成数 目相一致
,

随着菌落的扩展
,

形成了更多的吸器
。

表 2 不同抗病类型黄瓜品种霜霉菌的菌落扩展
’

抗病类型
接种后不 同时间菌落长度印 m )

抗病

中抗

中感

感病

品种名称

津杂 2 号

津研 6 号

黑单 1 号

长春密刺

2 4 h

1 6
.

4

1 9
.

5 ):
.

:

::
1 1 7

.

6

1 6 4
.

4

7 3
.

9

9 8
.

1

1 2 7
.

8

1 7 6
.

2

8 2
.

3

1 0 7
.

4

1 7 6
.

2

1 9 0
.

7

.

每次每品种镜检 3 0 个 菌落
.

2
.

1
.

4 寄主 细胞的坏死 在霜霉菌侵染过程中
,

寄主细胞迅速坏死是抗性表达的一个重

要方面
。

本研究观察到
,

抗病
、

中抗品种从接种后 24 h 起寄主细胞就开始出现坏死
。

中感

品种坏死反应出现较晚
,

在接种后 48 h 出现
,

而感病品种在 72 h 也出现坏死
,

但机率较

低
,

坏死细胞数较少
。

抗病品种在接种后 72 h
,

出现坏死细胞的侵染点数目占 40
.

7%
.

而

感病 品种为 13
.

7%
,

表明不同抗病类型的品种
,

坏死反应 出现的时间及机率显然不同
。

2
.

2 电子显微镜观察

2
.

2
.

1 胞间菌丝 电镜观察发现
,

黄瓜霜霉菌侵入感病 品种叶片组织中后
,

可在细胞间

隙产生大量呈线状的胞间菌丝
。

菌丝扩展时产生分枝
,

但均无隔膜
。

菌丝细胞壁在电镜下

可分辨 出由两层构成
,

其 内层 电子致密度较低
,

但较厚 ;而 外层 电子致 密度较高
.

并且较

薄
。

菌丝细胞内分布有大量的线粒体
、

内质网
、

核糖体
、

月旨肪粒以及高尔基体等细胞器
。

原

生质中并分布有小型液泡
,

菌丝细胞质膜中度染 色
,

紧贴菌丝细胞壁 (图 1 )
。

而在抗病品

种的叶片内
,

菌丝的数量明显减少
,

并且菌丝细胞内发生了一系列变化
。

菌丝细胞原生质

中液泡数 目增加
,

并且体积增大
。

细胞质膜染色程度加深
,

并与细胞壁分离
。

细胞内原生

质的电子致密度加深
,

细胞器呈不规则排列
,

并趋于解体 (图 2 )
。

2
.

2
.

2 吸器 菌丝在感病品种叶片细胞间扩展过程中
,

当与寄主细胞壁接触后
,

可产生

入侵结构仲入寄主细胞内而形成吸器
。

每一菌丝在扩展过程中可先后产生多个吸器
。

吸

器形成时
,

在与寄主细胞接触的菌丝细胞壁上先形成一个楔状的入侵栓
,

它穿过寄主的细

胞壁
,

使寄主细胞质膜内陷
,

同时入侵栓顶端开始延伸和扩展形成吸器 (图 3 )
。

多数吸器

都分为颈部和膨大的吸器主体两部分
,

少数吸器颈部不明显或没有
。

吸器体通常呈菌丝

状
,

具分枝 (图 4) 或者呈球状
。

吸器体壁由两层构成
,

其外层染 色较深
,

而内层染 色较浅
。

吸器在寄主细胞 内发育过程中
,

始终未刺破寄主细胞质膜
,

而是被寄主质膜包围起来
。

而

抗病品种细胞内
,

尽管吸器可以形成
,

然而吸器体通常呈畸形
,

吸器内液泡数量增加
,

吸器

质膜与吸器壁分离
,

吸器内原生质 电子致密度加深
,

细胞器趋于解体
,

最后吸器坏死 (图

6 )
。

2
.

2
.

3 寄主 细胞的变化 在菌丝细胞产生入侵栓
,

入侵寄主细胞壁以及吸器发育过程

中
,

寄主细胞发生了一系列的变化
。

其中最明显的特征是 向入侵部位分 泌和沉积脱胀质

(图 3)
,

这种现象在感病品种中也有出现
,

但是在抗病品种中较为普遍
,

并且脱肌质的分

布面广
,

有时可将入侵结构完全包围起来
,

从而阻止了吸器的形成
; 而有些脱肌质则包围
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了吸器
,

阻止了吸器的进一步发育 (图 5 )
。

接种后第 l d
,

感病品种细胞保持正常
,

而抗病

品种侵染点中个别寄主细胞
,

其原生质电子致密度加深
,

细胞器呈现无规则排列
,

并且有

些 已经解体
,

整个寄主细胞趋于坏死
。

到接种后第 3 d
,

含坏死细胞的侵染点数目明显增

加
,

并且寄主细胞完全坏死并 已解体 (图 6 )
。

在观察中也发现
,

在发生坏死的寄主细胞中
,

其吸器也都坏死解体
.

3 讨 论

植物抗病性是寄主
一

病原物相互作用复杂过程的表现
。

本试验利用普通光学显微镜
、

荧光显微镜和电子显微镜
,

就黄瓜霜霉菌在不同抗病类型的黄瓜品种上的侵染过程进行

了较为系统的观察
,

基本明确了不同抗性表达中所涉及到的重要事件
、

时间顺序以及病菌

发育受抑的特征
。

oC h e ln s] 曾报道
,

在感病和抗病黄瓜品种上
,

黄瓜霜霉菌的游动抱子释放
,

休止以及

萌发产生芽管侵入气孔
,

这些过程都基本相似
,

并且侵入寄主以后也都能产生胞间菌丝
,

形成吸器
。

本试验所获结果也证实了这一点
,

而与李靖等
〔们的结果有不同之处

,

他们在抗

病品种上没观察到菌丝及侵染过程
。

我们的研究进代步表明
,

黄瓜霜霉菌在不同黄瓜品种

上侵染的组织病理学特征表现不同
。

与感病品种相比
,

黄瓜霜霉菌在抗病品种上的侵染过

程受到了明显的抑制
,

吸器形成速率变慢
,

吸器数目减少
,

同时菌丝扩展缓慢
,

菌落减小
。

黄瓜霜霉菌这种侵染受抑的程度与品种抗性密切相关
,

随抗病性增强
,

受抑程度加重
。

黄瓜霜霉菌侵入寄主后
,

随吸器在寄主细胞 内的形成
,

标志着病菌与寄主间寄生关系

的建立
。

然而
,

在抗病和感病品种上
,

病菌吸器形成的速率存在着明显差异
。

吸器形成受

阻无疑与品种抗病性 的表达 有密 切关系
。

值得注意的是
,

在接种后 6 h
,

在感病品种上

6 5
.

6%的侵染点已有吸器形成
,

但在抗病 品种上仅 21 %的侵染点产生了吸器
,

这表明在

吸器形成初期
,

抗病品种已表达出对黄瓜霜霉菌的抗性
。

随着寄生抗病性的表达
,

病菌菌

丝扩展缓慢
,

吸器数量减少
,

并且吸器和菌丝细胞 内也发生了一 系列的病变
,

由最初原生

质的电子致密度加深
,

细胞器呈不规则排列
,

到最终细胞器解体而坏死
。

病菌在抗病品种

上的这些组织学和细胞学特征仅仅是侵染受抑的结果
,

而就其受抑的直接原因可能涉及

到寄主抗性的生理生化机理
.

在多种霜霉菌与寄主相互关系的超微结构研究中
,

康振生等
〔`〕和 W

e ht je 等
「, 〕曾观察

到
,

在霜霉菌侵入寄主细胞形成吸器的过程中
,

部分寄主细胞在入侵栓部位分泌并沉积大

量拼服质
,

但饼服质的功能目前仍不清楚
。

本试验也发现
,

在黄瓜霜霉菌吸器发育过程中
,

寄主细胞也不同程度地分泌和积累了脱肌质
,

但是拼服质积累的量和分布范围在抗病 品

种与感病品种中不尽相同
。

在抗病品种中
,

受侵细胞出现拼服质的机率高
,

同时脐肌质在

细胞中的分布较广
,

有时可将整个吸器体包围起来
。

在此情况下
,

吸器的进一步发育与营

养的吸收无疑会受到阻碍
。

由此表明寄主细胞分泌拼服质可能与寄主抗性表达有关
。

李靖等 [’] 在研究黄瓜抗病品种受霜霉菌侵染 中观察到了寄主细胞的过敏性 坏死现

象
。

在本试验中我们发现
,

不仅在抗病品种的侵染点中可观察到坏死的寄主细胞
,

而且在

部分感病品种的侵染点中也有坏死寄主细胞存在
,

但是两者在出现时间和机率上存在明

显差异
。

在抗病品种上
,

接种后 24 h 寄主细胞就开始出现坏死
,

而感病 品种在接种后 72 h
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才有坏死寄主细胞出现
,

并且坏死细胞数 目很少
,

并不影响菌丝的扩展
。

黄瓜霜霉菌为严

格寄生菌
,

寄主细胞的迅速坏死可明显抑制它的进一步发育
。

本试验的电镜观察发现
,

在

抗病品种上发生坏死的寄主细胞有两种类型
,

一类是被病菌侵染的
,

即寄主细胞内有吸器

存在
,

并且吸器已经解体坏死
;另一类是未被侵染的

。

这两种情况下
,

病菌坏死与寄主细胞

坏死是同时发生
,

还是互为因果
,

其坏死发生的直接因子是什么
,

这些问题值得进一步研

究
,

它们的澄清将为揭示其抗病的内在机理提供科学依据
。
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