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酸碱微环境对三种黄瓜主要真菌病原菌的影响

                王

(1.中国农科院蔬菜花卉所

莉‘，2，李宝聚“，石延霞‘
，北京 100081;2.沈阳农业大学植保学院植病系，沈阳 100161)

摘要:以引起黄瓜灰霉病(Botrytis cinerea)、黑星病(Cladosporium cucumerium),霜霉病(Pseudoperonospora cubensis)的3种真

菌病害病原菌为代表，通过对病菌栖息微环境酸碱度的调节，达到控制病害的目的。研究看出，黄瓜的3种主要病害病原菌在

pH=3. 4-10. 4间抱子萌发和致病力表现基本一致:偏酸性环境(pH=4. 2-6. 2)促进抱子萌发率和致病力增强而偏碱性环境

(pH =7. 5-10. 4)则对其明显抑制;降低叶面微环境的酸度，大大减轻了病害的发生、扩展，特别是对黄瓜灰霉病菌的防治有明

显效果。
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The effect of acid-alkali in the microenvironment on three major fungal

pathogens in cucumber
WANG Li''2，LI Bao-Ju'，SHI Yan-Xia'    (1. Institute of Vegetables and Flowers, Chinese Academy of Agricultural Sciences,

Beijing 100081, China; 2. Institute of Plant Protection, Shenyang Agricultural University, Shenyang 110161，China). Acta Ecologica Sinica,

2005,25(4):808一813.

Abstract:The microecological theory was combined with the basic principles of plant pathology, three major pathogens:

Botrytis cucumber，Cladosporium cucumerium and Pseudoperonospora cubensis of cucumber were studied in the paper. The

pathogen populations could be changed effectively by regulating the acidity in the microecology, thus various pathogens were

controlled in the same microecological system. The influence of buffer solutions of different pH 3. 4̂ 10.4 on plant，conidia or

sporangia and the pathogenicity of these three cucumber pathogens were studied in this paper.

    Plants treated with buffers of pH 3. 4一10. 4 showed no obvious abnormality, only those sprayed with buffer solution of

pH 3.4，3. 8，9. 8 and 10. 4 showed slight change of leaf color. The germination inhibition ratios of conidia or sporangia of the

three pathogens were generally higher at pH 7. 5一10.4 than that at pH 4.2̂-6.2. The germination ratio of C. cucumerium

conidia was the highest at pH 6.2，and the lowest at pH 9. 0 at 12h with the 87. 83% o inhibition to germination ratio. After

24h，the lowest germination ratio was observed at pH 8. 0，the inhibition ratio was 67. 33 0 o . The highest germinative inhibition

ratio 72. 39 0 o of P. cubensis sporangia was observed in solutions of pH9. 0. Meanwhile，comparison of germination ratio of C.

cucumerium and P. cubensis in 0.lmol/L KH2PO4(pH-4.15)、0.lmol/L K,HPO,(pH-} 9.50)gave consistent results. The

pathogenicity and conidia or sporangia germination ratio of three pathogens in microenvironment changed in the same trend.

Pathogenicity of the three pathogens at pH 4. 2一6. 2 was generally higher than that at pH 7. 5一10.4，the highest at pH 4. 2，

6.2, 5.0 respectively，and decreased obviously at pH)8.0. At pH 9.8, the disease spot caused by B. cinerea was the

smallest，the pathogenicity of B. cinerea decreased significantly and the disease index was lower 71. 41%than control. At pH

8. 0 the patogenicity of C.

disease index of cucumber

cucum ere um decreased and the disease index decreased 72. 49 0 o. Pathogenicity of P. cubensis and

mildew decreased while theincrease of microenvironmental acid-alkali. Comparison of conidia

基金项目:北京市自然科学基金重点资助项目(6001002);国家“十五”攻关资助项目((2001BA509B06)

收稿日期:2003-10-21;修订日期:2004-01-20

作者简介:王莉(1978-)，女，陕西人，硕士生，主要从事植物病理学研究.E-mail; wli4286(ai163. com

*通讯作者Author for correspondence. libj@mail. caas. net. cn

Foundation item: the Natural Science Foundation Key Project of Beijing (No. 6001002);the Natural "Tenth Five" year Plan Key Project of China

(No. 2001BA509B06)

Received date: 2003-10-21 ;Accepted date: 2004-01-20

Biography:WANG Li,Master candidate, mainly engaged in plant pathology. E-mail; wli4286@163. com



4期 王 莉等:酸碱微环境对三种黄瓜主要真菌病原菌的影响 809

germination ratio and pathogen pathogenicity in 0. 1mol/L KH2PO4(pH-4. 15)、0.lmol/L K2HP04(pH}9.50)with those in

buffer solutions of corresponding pH indicated that conidia germination was not influenced by the kinds of buffer solutions，but

only by pH of the solutions. However，further field experiment still needs to be performed.

    The experiments results showed that the spore germinating ratio was inhibited and primary infection site decreased by

regulating the acid-alkali in the microenvironment and exposing the habitat of the microorganisms in alkali environment，the

occurrence and spread of the disease were controlled effectively，by this way.

    Acid-base balance directly influenced the health of the organisms around it. The results indicated that solubility of leaf

proteins separated from the same plant differed in solutions of different pH. Meanwhile，the extraction ratio in alkaline solution

was generally higher than in acidic solution. The pathogens parasitized on surface of cucumber didn't invade into it immediately

but grew attaching on leaf surface for some time. This research is a good example for the application of acid-base balance and

microecological balance theory in plant disease control，it presented a bright prospect of its application in plant disease control.

especially in disease control of greenhouse vegetables.

Key words: microenvironment;acid-alkali;pathogen
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    在生产上，多种病原同时危害引起的病害比单一病原引起的病害更普遍，多种病原物共同作用引起的损失也要比这些病原

物单独引起的损失大得多[[I]，这些病害长期以来严重威胁农业生产。随着病原菌抗药性的逐渐增加，环境的污染，单一的化学杀

菌剂已不能满足农业生产的要求，多种病害同时防治成为一个难题，尤其是真菌病害，目前的防治更是面临很大压力。微生态防

治方法作为一种控制病害的新途径，渐渐为人们所重视，本研究应用微生态理论，从植物微生态平衡的角度人手，结合植物病

理学的基本原理，以危害黄瓜生产的3种主要病害:黄瓜灰霉病、黑星病和霜霉病为代表，通过对微环境酸碱度的调控，从而有

效地改变病原微生物的种群数量，达到在同一微生态体系中调节微环境防治多种病害的目的，本研究为开发新型的广谱、无毒、

无污染环保型微生态“农药”提供了一定的理论基础。

1. 1

1. 1

材料与方法

  供试材料

1 植物材料 (1)供试植株为黄瓜感病品种“新泰密刺”，在装有蛙石和草炭(1:1)的营养钵中播种，20̂-35 C温室内培

养，当长出1片真叶时待用。(2)供试植株为黄瓜感病品种“新泰密刺”，种子经0.1%升汞表面消毒，冲洗干净，于25C恒温箱中

催芽24h，然后播种于下垫两层纱布的小培养皿中，在25℃恒温箱中避光培养，种壳脱落后待用。

1.1.2 供试菌株 供试所用番茄灰霉病菌菌株(Botrytis cinerea)、黄瓜黑星病菌菌株(Cladosporium cucumerium)由中国农业

科学院蔬菜花卉研究所植保室提供，于PDA斜面培养基上保存;黄瓜霜霉病菌菌株(Pseudoperonospora cubensis)是从中国农业

科学院蔬菜花卉研究所大棚中的黄瓜霜霉病叶上获得，并鉴定均具有较强的致病性，接种于黄瓜苗活体保存。

1.1.3 供试试剂 分别用0. lmol/L KH2PO4和0. lmol/L K2HP04;0. 2mo1/L KH2PO;和0. 2mo1/L K2HPO。以及0. 2mol/L

甘氨酸和0. 2mol/L NaOH配成pH值为3.4,3.8,4.2,5.0,5.4,5.8,6.2,6.6, 7.0,7.5, 8.0,8.6,9.0,9.4,9.8和10.4共16

种缓冲液。

1.2 试验方法

1.2.1 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜植株的影响 分别用不同pH值的缓冲液喷雾于盆栽黄瓜植株上，每个处理20株苗，每

5d重复1次，共处理3次，以清水喷雾为对照，处理后每天调查1次。

1.2.2 不同pH值的缓冲溶液对3种黄瓜病害病原菌饱子萌发的影响

    (1)不同pH值的缓冲溶液对黄瓜灰霉病菌抱子萌发的影响 将产抱量大且致病力强的灰霉病菌菌株，转移至PDA平板

上进行培养，待产生大量抱子，分别用不同pH值的缓冲溶液、0. lmol/L KHZPO、和0. lmol/L K2HP0,将灰霉抱子洗下配成浓

度为4X105个抱子/ml的抱子悬浮液，并以蒸馏水配制抱子悬浮液作对照，用凹形载玻片法做抱子萌发试验，每处理4次重复，

分别在48h, 72h镜检饱子萌发情况，每处理随机查10个视野，计算出平均萌发率。

    (2)不同pH值的缓冲溶液对黄瓜黑星病菌抱子萌发的影响 选取产抱量大且致病力较强的黑星菌株，转移至PDA平板

上在室温下培养四天，待产生大量抱子，用不同pH值的缓冲溶液洗下培养皿内抱子配成浓度为2 X 105个抱子/ml的抱子悬浮

液，并以蒸馏水配制抱子悬浮液作对照，采用凹形玻片法每处理4次重复，分别在12h,24h镜检抱子萌发情况，每处理随机查

1。个视野，计算出平均萌发率。

    (3)不同pH值的缓冲溶液对黄瓜霜霉病菌抱子萌发的影响 将保湿后产生大量霉层的霜霉病叶，用毛笔洗下霉层，用不
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同pH值的缓冲溶液配制成2X10‘个抱子囊/ml的悬浮液，以蒸馏水配制抱子悬浮液作对照，采用凹形玻片法每处理4次重复

分别在24h,72h镜检抱子囊萌发与抱子萌发情况，每处理随机查10个视野，计算出平均萌发率。

1.2.3 不同pH的缓冲溶液对3种黄瓜病害的影响

    (1)不同pH值的缓冲溶液对黄瓜灰霉病斑面积的影响 分别用不同pH值的缓冲液、0. lmol/L KH2PO、和0. lmol/L

K2HP0,喷雾于黄瓜第1片真叶上，以清水喷雾为对照，立即将在PDA上培养3d具有强致病力的灰霉病菌落，从菌落边缘用

打孔器打取d=4mm的菌片接种于喷雾过试剂的叶片上，每个处理30株苗。接种后第3天调查发病情况[21

    (2)不同pH值的缓冲溶液对黄瓜黑星病情指数的影响 采用黄化子叶接种的方法[[3]:分别用不同pH值的缓冲液、

0. lmol/L KH,PO、和0. lmol/L K2HP0,喷雾于黑暗中培养5d的黄瓜黄化子叶上，以清水喷雾为对照，立即将培养的具有强

致病力的黑星抱子配成浓度为2X106个抱子/ml的抱子悬浮液，喷雾接种，每个处理30株苗，设4次重复。接种后第4天调查

发病情况。

    (3)不同pH值的缓冲溶液对黄瓜霜霉病情指数的影响 分别用不同pH值的缓冲液、0. lmol/L KHIP04和。. lmol/L

K,HPOA喷雾于黄瓜第1片真叶上，以清水喷雾为对照，立即将保湿后产生大量霉层的霜霉病叶，用毛笔洗下霉层，用无离子水

配制成2 X 104个泡子囊/ml的悬浮液，喷雾接种于黄瓜第1片真叶上，以清水处理为对照，每个处理30株苗。发病情况4d调查

1次，并记录[‘]。

1.2.4 计算方法

    抱子(抱子囊)萌发率(%)二〔视野中抱子(或抱子囊)萌发数/视野中抱子(或抱子囊)总数」X100%

    饱子(抱子囊)萌发抑制率(%)=[对照抱子(抱子囊)萌发率(%)一处理饱子(抱子囊)萌发率(%)]/对照抱子(抱子囊)萌

发率(%)

    病情指数=I(各级发病数X各级代表值)/(调查总数X最高级代表值)151

2 结果与分析

2.1 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜植株的影响

    用不同pH值的缓冲溶液喷雾于黄瓜植株，仅pH = 3. 4 , 3. 8与pH= 9. 8,10. 4的缓冲液处理后的植株叶色比对照的叶色

略浅，其它未发现植株生长有异常现象。

表1 不同pH值的级冲溶液对黄瓜植株的影响

Table 1  The effect of different pH buffer treatment on the cucumber growth

  处理后植株变化

Plant after treatments

pH处理pH treatments

R. 4 .1.9   4. 2   4. 6   5. 0 5. 4   5. R   6. 2   6. 6   7.0   7. 5   9.0   R. 5   9.0   9.4   9. 8   10. 4  CK

叶色变化Leaf color

株高变化Plant height

其它变化Others

++ +/一 一 +/一 +/一 一

    “一”无异常现象normality; "+/一”有零星异常very slight abnormality; "+”有较轻异常slight abnormality; "++”中等异常midding

abnormality; "+++”较重异常现象scale abnormality;CK 不经缓冲液处理，用清水喷雾为对照Control,no buffer treatment

2.2 不同pH值的缓冲溶液对3种黄瓜病害病原菌袍子萌发的影响

2.2.1 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜灰霉病菌抱子萌发的影响 灰霉病菌抱子在pH值3.4-10.4之间均能萌发;在48h和

72h观察时结果基本一致:在pH 4.2时，萌发率最高，抑制率最小;在pH 9.8时，萌发率最小，抑制率最高。在pH 4.2-6.2(偏

酸性)环境下病菌抱子萌发率普遍高于pH 7.5̂ 10.4(偏碱性)条件的萌发率，pH 7.5-10.4偏碱性环境对病菌抱子萌发抑制

率明显高于pH 4.2-6.2偏酸环境下饱子萌发抑制率及对照;同时灰霉病菌抱子在0. 1mo1/L KH,PO,(pH-4.15)和K,HPO4

(PH-9. 50)中在48h平均抱子萌发率分别为49.83%,5.9600;在72h分别为70.35 0o,9.070o，这与病菌抱子在对应pH缓冲

溶液中的抱子萌发率测定结果一致，说明病菌抱子萌发情况与缓冲液配制所用盐无关，只与溶液pH值有关(表2)0

2.2.2 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜黑星病菌抱子萌发的影响 黄瓜黑星病菌抱子在pH= 3. 4-10.4之间均能萌发，并且在

pH=4.2̂-6.2(偏酸性)环境下病菌饱子萌发率普遍高于pH= 7.5-10.4 (偏碱性)条件的萌发率，pH= 7. 5-10.4偏碱性环境

对病菌抱子萌发抑制率明显高于pH=4.2.6. 2偏酸环境下抱子萌发抑制率及对照。在pH= 6. 2时，抱子萌发率达到最大，这

与前人161报道的结果一致;在12h观察时pH= 9. 0的缓冲液中抱子萌发率最小，袍子萌发抑制率高达87-83%o;在24h观察时

发现pH=8.。的缓冲液中抱子萌发率最小，饱子萌发抑制率达到67.33 o67-33%。在24h观察时发现。. lmol/L KH2PO4(pH-'-. 15)

和0. lmol/1. K2HP0, (pH--9. 50)处理后抱子萌发率与表中趋势一致，分别为41. 37%和 38. 26 (表3)0
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            表2 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜灰霉病菌抱子萌发的影响

Table 2  The effect of different pH buffer treatment on conidia germination of B.a nerea

  处理

    pH

Treatments

萌发率(%)

Germinating

  ratio 48h

抑制率(%)
Inhibition

  ratio 48h

萌发率(%)

Germinating
  ratio 72h

抑制率(%)
Inhibition

  ratio 72h

pH处理
Treatments

萌发率(%)

Germinating
  ratio 48h

抑制率(%)
Inhibition

  ratio 48h

萌发率(%)

germinating

  ratio 72h

抑制率(%)
Inhibition

  ratio 72h

3. 4        11. 1 S      RR. 90      21. 65           24. 13      7.0           23. 10   11. 70                         27.30            4.55
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              表3 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜黑星病菌抱子萌发的影响

Table 3  The effect of different pH buffer treatment on conidia germination of C cu心u刀口er孟“刀口
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2.2.3 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜霜霉病菌饱子萌发的影响 黄瓜霜霉病菌抱子囊在pH= 3. 4̂ 10. 4之间均能萌发。pH

>}9. 4和pH=3. 4黄瓜霜霉抱子囊在24h内不萌发;72h后仅少数萌发;在pH=4.2̂ 6. 2偏酸性环境下，病菌饱子囊的萌发率

普遍大于pH=7.5--10.4偏碱性条件的萌发率，pH=7.5 10. 4偏碱性环境对病菌抱子囊萌发抑制率明显高于pH =4. 2-

6.2偏酸环境下饱子囊萌发抑制率及对照。在pH=5. 0时，抱子囊的萌发率达到最大;24h观察在有萌发的抱子囊中pH=9. 0

的缓冲溶液对抱子囊的萌发抑制率达到最大，达到72. 11 (表4)0

          表4 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜藉霉病菌抱子萌发的影响

Table 4  The effect of different pH buffer treatment on pathogenicity of P. cubensis

  处理

    pH

Treatments

萌发率(%)

Germinating

ratio 24h

抑制率(%)
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  ratio 24h

萌发率(%)
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  ratio 72h

抑制率(%)
Inhibition

  ratio 72h

pH处理
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2.3 不同pH的缓冲溶液对3种黄瓜病害的影响

2.3.1 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜灰霉病斑面积朱的影响 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜灰霉病斑面积的影响见图1所

示。从图中可以看出灰霉病菌在pH= 3. 4-10.4之间均能引起病害的发生，并且病斑面积与叶面微环境酸碱度的变化密切相

  因为灰霉病菌采取菌片接种方法，病斑面积更直接反应病情发展情况，因此本文在此用病斑面积表示
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关，在偏酸性环境下，病菌的病斑面积普遍大于相同条件下pH偏碱性条件的病斑面积((CK病斑面积=8. 57c M2);在pH =4. 2

时，病斑面积最大，达到16. 87cm'，病斑面积比对照增加了96. 85 Yo;在pH= 9. 8时，病斑面积为2. 45cm2，病斑面积比对照降低

71.41 。同时看出KH2P04 (pH}4. 15)处理后平均病斑面积为15.19em'，病斑面积比对照增加77. 25 %; K2HP04 (pH-'}=9. 50)

处理后平均病斑面积为2. 54cm2，病斑面积比对照降低70-36%o，与图中结果基本一致。说明叶面酸碱微环境显著影响病情的发

展，在偏酸性条件下病菌病斑面积增大，病情加重;在偏碱性条件下病斑面积明显减小，病情减轻。
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                                      图1 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜灰霉病斑面积的影响

                            Fig. l  The effect of different pH buffer treatment on disease area of B. cinerea

2.3.2 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜黑星病情指数的影响 黄瓜黑星病菌在pH= 3. 4̂-10. 4之间均能引起病害的发生，并且

病情指数与叶面微环境酸碱度的变化密切相关，在偏酸性环境下，病害的病情指数普遍大于相同条件下pH偏碱性条件的病情

指数(CK病情指数为62. 60);在pH= 6. 2时，病情指数最大，达到70.60，病情指数比对照增加了12-78%o;在pH>,8. 0时，病情

指数减小。pH=8. 0时，病情指数比对照降低72.49%。用0. lmol/L KHZPO,(pH-4. 15)处理后病情指数为47.50，病情指数

比对照降低24.120o;0. lmol/L KZHP04(pH-9.50)处理后病情指数为23. 27，病情指数比对照降低62. 83%均与图中结果基
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                                        图2 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜黑星病情指数的影响

                          Fig. 2  The effect of different pH buffer treatment on disease index of C. cucumerium

2.3.3 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜霜霉病情指数的影响 黄瓜霜霉病菌在pH=3. 4-10.4之间均能引起病害的发生，并且

病情指数与叶面微环境酸碱度的变化密切相关。在偏酸性环境下，病害的病情指数普遍大于相同条件下pH偏碱性条件的病情

指数(CK病情指数为50.83);在pH=5. 0时，病情指数最大，达到54.49，病情指数比对照增加了13.10 o13-10%;随着pH增大，病情

指数减小。在pH= 9.8时，病情指数比对照降低为60.18 0 o(图3)0
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          图3 不同pH值的缓冲溶液对黄瓜霜霉病情指数的影响

Fig. 3  The effect of different pH buffer treatment on disease index of P. cubensis
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3 结论与讨论

    (1)通过不同pH值的缓冲溶液对黄瓜植株的影响的研究表明，在pH=3.4̂-10. 4的缓冲液处理后的植株没有大的生长异

常现象，仅pH=3.4,3. 8与pH =9. 8,10. 4的缓冲液处理后的植株叶色略有变化。

    (2)通过三种病菌抱子在0. 1M KH2P04 (pH-4. 15) , 0. 1M K,HP04 (pH-9. 50)与在不同pH值缓冲液萌发情况比较中发

现病菌抱子萌发情况与缓冲液配制所用盐无关，只与溶液pH值有关。

    (3)通过不同pH值的缓冲溶液对3种黄瓜病害病原菌饱子萌发的影响的研究表明，3种黄瓜主要病害的病菌抱子(抱子

囊)在pH=7.5̂ 10.4(偏碱性)条件的萌发均受到抑制。

    (4)通过不同pH缓冲溶液对3种黄瓜病害的影响的研究表明，3种黄瓜主要病害的病情在pH=7.5̂ 10.4(偏碱性)条件

下有不同程度的降低，其中3种病害均在pH妻8.0的微环境下病情明显降低。

    (5)在酸碱微环境中3种黄瓜主要病害病原菌抱子(抱子囊)萌发和病害变化基本一致，在偏碱性(pH=7.5̂ 10.4)环境下

抱子(抱子囊)萌发率普遍受到抑制，病害降低。

    (6)从以上试验可以看出，调节微环境的酸碱度，使微生物栖息地微环境处于偏碱状态下，抑制病原菌抱子的萌发，减少初

侵染点，可以有效地控制了病害的发生和扩展。

    生物体内外微环境酸碱平衡直接影响到生物的健康。研究表明，同种植物叶蛋白在不同pH值中溶解性不同，碱性溶液中

叶蛋白提取率普遍高于酸溶液中的提取率E81;许多微生物生命活动中正常的生理生化反应与体内外微环境的pH值也有着密

切联系〔e-n7;通过对微生物定植叶面的湿度研究，发现水和叶面的夹角与叶表面pH值有一定的相关性[[121。此外，病原菌在寄主

表面并不立即侵人寄主组织，而是要先附着在寄主表面生长一段时间，然后再侵人寄主体内[E71。这样，叶面微环境对于病原菌的

侵人变得十分重要。目前酸碱平衡理论和微生态平衡理论在人类医学和兽医学上已得到广泛的应用，而在植物病害防治上却鲜

为人知。就酸碱微环境对黄瓜上3种重要的真菌病原菌抱子萌发和致病力的影响进行了较为系统的研究，突破了以往植物病理

学单一病害病菌生物学的研究，拓宽了前人仅在离体条件下对病原菌受酸碱等环境因子影响的研究。对多种病原菌同时进行了

基础理论上的生物学研究，而且对其应用于活体寄主上的表现也给予了研究，是酸碱平衡理论、微生态平衡理论以及微生物生

态应用研究在植物病害实际应用研究中的体现，为叶面病害的微生态控制提供一定的试验依据。
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