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摘要:桑枝枯菌核病是危害桑树叶片和枝条的严重真菌病害,
 

其病原菌亦可导致桑椹染病,
 

分离获得病原菌,
 

并研

究其生物学特性将有助于精准防控该类病害.
 

利用平板分离法对染病桑枝进行桑枝枯菌核病病原菌的分离纯化,
 

并通过回接实验对其致病性进行检测;
 

利用形态学观察和分子生物学手段对菌株进行鉴定;
 

通过检测菌株生长情

况,
 

明确其生物学特性及其侵染叶片时的特征.
 

研究结果表明,
 

分离获得的菌株GXS1接种桑叶36
 

h后,
 

桑叶出现

明显病斑;
 

该菌在马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)上菌落呈白色,
 

培养后期能产黑色菌核,
 

基于18S
 

rDNA和ITS
 

rDNA序列的系统发育分析,
 

菌株GXS1与核盘菌(Sclerotinia
 

sclerotiorum)亲缘关系最近;
 

该菌最适生长温度为

20
 

℃,
 

最适pH值为5.0,
 

最佳碳源为葡萄糖、
 

蔗糖或果糖,
 

最佳氮源为硝酸钠,
 

最适培养基为PDA;
 

该菌接种桑

叶12
 

h后开始形成侵染垫,
 

接种24
 

h后侵染垫数量明显增多.

关 键 词:桑枝枯菌核病;
 

核盘菌;
 

桑树;
 

生物学特性;
 

侵染过程
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Abstract:
 

Mulberry
 

branch-blight
 

sclerotiniose
 

is
 

a
 

fungal
 

disease
 

that
 

seriously
 

harms
 

the
 

leaves,
 

branches
 

and
 

fruits
 

of
 

mulberry
 

trees.
 

Isolating
 

the
 

pathogenic
 

microorganism
 

and
 

studying
 

its
 

biological
 

character-

istics
 

will
 

greatly
 

help
 

the
 

accurate
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

such
 

diseases.
 

In
 

this
 

study,
 

the
 

pathogenic
 

microorganisms
 

of
 

mulberry
 

branch-blight
 

sclerotiniose
 

were
 

isolated
 

and
 

purified
 

by
 

plate
 

separation
 

method,
 

and
 

the
 

pathogenicity
 

was
 

detected
 

by
 

back
 

infection
 

experiment.
 

Strain
 

identification
 

was
 

carried
 

out
 

based
 

on
 

morphological
 

observation
 

and
 

molecular
 

characteristics.
 

The
 

biological
 

characteristics
 

of
 

the
 

strain
 

and
 

the
 

infected
 

leaves
 

were
 

clarified
 

by
 

detecting
 

the
 

growth
 

of
 

the
 

strains.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

obvious
 

disease
 

spots
 

on
 

mulberry
 

leaves
 

were
 

detected
 

after
 

36-hour
 

inoculation
 

of
 

the
 

isolated
 

strain
 

GXS1.
 

This
 

strain
 

has
 

white
 

colonies
 

on
 

potato
 

glucose
 

medium
 

(PDA)
 

and
 

can
 

produce
 

black
 

sclerotia
 

in
 

the
 

later
 

stage
 

of
 

culture.
 

Based
 

on
 

18S
 

rDNA
 

and
 

ITS
 

rDNA
 

sequences,
 

the
 

phylogenetic
 

analysis
 

showed
 

that
 

this
 

strain
 

had
 

the
 

closest
 

relationship
 

with
 

Sclerotinia
 

sclerotiorum.
 

The
 

optimal
 

growth
 

temperature
 

of
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1
 

is
 

20
 

℃,
 

the
 

optimal
 

pH
 

is
 

5.0,
 

the
 

best
 

carbon
 

source
 

is
 

glucose,
 

sucrose
 

or
 

fructose,
 

the
 

best
 

nitrogen
 

source
 

is
 

sodium
 

nitrate,
 

and
 

the
 

most
 

suitable
 

medium
 

is
 

PDA.
 

Infection
 

cushion
 

of
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1
 

was
 

formed
 

after
 

12-hour
 

inoculation
 

in
 

mulberry
 

leaves,
 

and
 

the
 

number
 

of
 

infected
 

cushions
 

increased
 

significantly
 

after
 

24
 

hours
 

inoculation.
 

In
 

summary,
 

this
 

study
 

reported
 

a
 

pathogenic
 

fungus,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1,
 

which
 

can
 

cause
 

mulberry
 

branch-blight
 

sclerotiniose.
 

Its
 

bio-

logical
 

characteristics
 

and
 

infection
 

characteristics
 

were
 

preliminarily
 

clarified.
 

The
 

study
 

could
 

provide
 

an
 

important
 

theoretical
 

basis
 

for
 

the
 

pathogenic
 

biology
 

study
 

of
 

mulberry
 

branch-blight
 

sclerotiniose.
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蚕桑业在中国古代丝绸之路中发挥了关键作用,
 

也是“一带一路”建设的重要组成部分.
 

桑树(Morus
 

L.)不仅是家蚕的独特食物来源[1],
 

亦是抗干旱、
 

盐碱及水涝的生态修复植物[2],
 

其所含活性物质还是抗

炎、
 

降脂、
 

降血糖类药物的主要成分[3-4].
 

然而,
 

桑树常受到桑青枯病、
 

白粉病、
 

桑枝枯菌核病等植物病害

的威胁[5-6].
 

其中,
 

桑枝枯菌核病主要危害春季新萌发的桑叶及枝梢,
 

造成桑芽、
 

新梢基部形成褐色病斑,
 

上部芽叶迅速失水导致桑枝折断,
 

对桑叶产量影响巨大[7].
 

桑枝枯菌核病最早发现于我国广东[8],
 

之后在

全国各地陆续出现,
 

江苏省唯宁县1999年开始出现病情,
 

至2002年桑园大面积发病,
 

发病率高达80%~

100%,
 

桑叶因此减产50%[9].
 

2011年该病在广西宜州市广泛流行,
 

发病面积占全市桑树种植面积的28%
左右,

 

导致桑叶减产60%~90%[10].
 

此外,
 

蓝月丘[11]发现该病还会危害桑椹,
 

造成桑椹膨大变白,
 

内部产

生大量黑色粉状物.
 

因此,
 

研究桑枝枯菌核病对于提升桑叶和桑椹的产量和质量具有重要意义.
明确导致病害发生的病原微生物是桑枝枯菌核病防控的第一步.

 

目前针对桑枝枯菌核病病原菌尚无

系统性的鉴定报道,
 

仅有研究指出其病原菌来自核盘菌属(Sclerotinia
 

sp.)[10],
 

但该属的真菌包括核盘

菌(S.
 

sclerotiorum)[12]、
 

三叶草核盘菌(S.
 

trifoliorum)[13]、
 

小核盘菌(S.
 

minor)[14]以及雪腐核盘菌(S.
 

nivalis)[15]等.
 

核盘菌属多数为植物病原真菌,
 

不同种类之间差异较大[16].
 

因此,
 

进一步明确桑枝枯菌

核病病原菌的种类尤为必要.
 

此外,
 

了解病原菌的生物学特性有助于明确病害的发病条件及规律,
 

从而

能在培育桑树时创造不利于病原菌生存的环境条件,
 

进而降低病害发生率.
 

目前,
 

关于桑枝枯菌核病病

原菌生物学特性的研究较少[17],
 

且病原菌种间存在丰富的遗传多样性,
 

不同来源的分离株之间的生物
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学特性和致病力也存在差异[18-19].
本研究从桑树发病组织内分离纯化获得病原菌,

 

并验证其致病能力;
 

通过形态学观察以及分子生物学

手段明确其分类地位;
 

最后对病原菌生长最适温度、
 

pH值、
 

碳氮源和培养基等基本生物学特性及其侵染过

程进行研究,
 

以期更全面地了解该菌发病条件,
 

为桑枝枯菌核病的防治奠定基础.

1 材料与方法

1.1 材料

1.1.1 培养基

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)、
 

燕麦培养基(OA)、
 

麦芽浸粉培养基(MEA)、
 

水培养基(WA)、
 

察氏

培养基(CZA)、
 

察氏酵母培养基(CYA)、
 

桑汁培养基(SA)、
 

基础培养基(MM)[20].

1.1.2 发病桑树样品

发病桑树样品采集自广西河池市宜州区龙头乡龙田村池沟屯村头(24°26'N-108°8'E).

1.2 方法

1.2.1 菌株分离纯化

取发病桑树枝条用无菌水冲洗表面杂质,
 

用滤纸吸干水分.
 

75%乙醇消毒5
 

min后,
 

无菌水冲洗2~3
次,

 

吸干水分,
 

切取患病组织置于PDA培养基,
 

22
 

℃培养,
 

逐日观察,
 

待组织长出菌丝后,
 

通过菌丝尖端

纯化法进行纯化培养[21],
 

重复操作3次,
 

最后将纯化获得的菌株进行斜面培养,
 

置于4
 

℃保存.
1.2.2 菌株致病性检测

选取大小相似的桑叶,
 

用75%乙醇消毒后,
 

无菌水冲洗2~3次,
 

晾干备用.
 

用6
 

mm打孔器获取菌

饼,
 

对叶片进行刺伤处理,
 

将菌丝面朝下接种于桑叶上.
 

培养温度22
 

℃,
 

湿度大于90%,
 

光照与黑暗交

替12
 

h,
 

培养36
 

h.
 

以无菌PDA培养基为对照,
 

待叶片发病后,
 

对病原菌进行重分离,
 

重分离方法参照

1.2.1.
 

致病性检测后,
 

确定对编号为GXS1的病原菌开展后续研究.
1.2.3 菌株形态特征观察

将接种至PDA培养基的病原菌于22
 

℃黑暗条件下分别培养2
 

d和10
 

d后,
 

观察菌落形态并记录.
 

利

用光学显微镜观察菌株的显微形态,
 

记录其颜色、
 

大小及形状.
1.2.4 菌株分子生物学鉴定

刮取新鲜菌丝,
 

加入装有20
 

μL
 

DNA快速提取液PrepMan
 

Ultra
 

Sample
 

Preparation
 

Reagent(Ap-
plied

 

Biosystems,
 

USA)
 

的1.5
 

mL离心管中,
 

涡旋30
 

s,
 

100
 

℃加热10~15
 

min,
 

12
 

000
 

r/min离心

3
 

min,
 

吸取上清即得真菌总DNA.
 

以菌株GXS1基因组DNA为模板,
 

以引物18S-F(5'-CCAGTAGT-
CATATGCTTGTCT-3')和18S-R(5'-ACCTTGTTACGACTTTTACTTCC-3')扩增18S

 

rDNA序列;
 

以

引物ITS1(5'-TCCGTAGGTGAACCTTGCGG-3')和ITS4(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')扩增

ITS
 

rDNA部分基因序列.
 

PCR反应体系为:
 

模板DNA
 

1.0
 

μL;
 

上下游引物各1.0
 

μL;
 

Taq酶(南京诺唯

赞生物科技有限公司)12.5
 

μL;
 

ddH2O
 

9.5
 

μL.
 

PCR扩增程序为:
 

95
 

℃预变性5
 

min;
 

95
 

℃变性15
 

s,
 

55
 

℃退火15
 

s,
 

72
 

℃延伸15
 

s,
 

进行30个循环;
 

最后72
 

℃延伸5
 

min.
 

PCR产物送至生工生物工程(上
海)股份有限公司进行Sanger测序.

将所得序列在NCBI数据库中进行BLAST比对,
 

在Genbank数据库中下载同源序列,
 

利用MUSCLE
进行多序列比对,

 

设置模型为p-distance,
 

bootstrap设置为1
 

000,
 

其余参数默认,
 

采用邻接法(Neighbor-
Joining

 

Method)构建系统发育进化树.
1.2.5 S.

 

sclerotiorum
 

GXS1的生物学特性检测

1.2.5.1 温度对菌丝生长的影响

取直径为6
 

mm的S.
 

sclerotiorum
 

GXS1菌饼接种至PDA培养基,
 

置于温度分别为5
 

℃,
 

10
 

℃,
 

15
 

℃,
 

20
 

℃,
 

25
 

℃,
 

30
 

℃,
 

35
 

℃,
 

40
 

℃的培养箱,
 

黑暗条件下培养2
 

d.
 

每个处理设置3个重复,
 

用十字
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交叉法记录菌落直径.
1.2.5.2 pH值对菌丝生长的影响

以PDA培养基为初始培养基,
 

利用1
 

mol/L的HCl和NaOH调节其pH值分别至4,
 

5,
 

6,
 

7,
 

8,
 

9,
 

10,
 

11.
 

取直径为6
 

mm的菌饼接种至不同pH值的培养基中,
 

于22
 

℃黑暗条件下培养2
 

d.
 

每个处理设置

3个重复,
 

用十字交叉法记录菌落直径.
1.2.5.3 碳源对菌丝生长的影响

分别以2%(m/v)葡萄糖、
 

山梨醇、
 

麦芽糖、
 

蔗糖、
 

淀粉、
 

乳糖和果糖为碳源,
 

加入基础培养基中,
 

接种

新鲜的菌饼,
 

置于22
 

℃黑暗培养2
 

d.
 

每个处理设置3个重复,
 

用十字交叉法记录菌落直径.
1.2.5.4 氮源对菌丝生长的影响

分别以0.2%(m/v)硝酸钠、
 

硝酸钾、
 

甘氨酸、
 

硫酸铵、
 

尿素、
 

酵母浸粉和蛋白胨为氮源,
 

加入基础培

养基中,
 

接种新鲜的菌饼,
 

置于22
 

℃黑暗培养2
 

d.
 

每个处理设置3个重复,
 

用十字交叉法记录菌落直径.
1.2.5.5 培养基对菌丝生长的影响

将直径为6
 

mm的菌饼分别接种至马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA)、
 

水培养基(WA)、
 

察氏培养基

(CZA)、
 

察氏酵母培养基(CYA)、
 

燕麦培养基(OA)、
 

麦芽浸粉培养基(MEA)、
 

桑汁培养基(SA),
 

于22
 

℃
黑暗培养2

 

d.
 

每个处理设置3个重复,
 

用十字交叉法记录菌落直径.
1.2.6 S.

 

sclerotiorum
 

GXS1对桑叶侵染过程的观察

将S.
 

sclerotiorum
 

GXS1接种到100
 

mL马铃薯葡萄糖培养基(PDB)中,
 

温度22
 

℃,
 

150
 

r/min旋转

摇床培养5
 

d,
 

收集菌丝.
 

用组织研磨仪将菌丝磨碎,
 

用无菌水调OD600 至2.0,
 

制得菌丝悬浮液.
 

取桑叶,
 

用75%酒精消毒5
 

min,
 

然后用无菌水清洗2~3次,
 

将上述菌丝悬浮液均匀喷洒到叶片上,
 

保湿培养.
 

以

喷洒无菌水的叶片作为对照,
 

分别在6
 

h,
 

12
 

h,
 

24
 

h,
 

48
 

h取样,
 

加入适量FAA固定液固定24~48
 

h,
 

之

后用无菌水冲洗,
 

将叶片剪成小叶段,
 

在叶片各处均匀取样10个,
 

加入2.5
 

g/mL水合氯醛透明24~
48

 

h,
 

棉蓝染色3
 

min后,
 

无菌水洗去染液,
 

进行镜检观察.
1.2.7 数据统计

所有数据采用Excel
 

2016进行统计处理,
 

用SPSS
 

Statistics
 

21.0进行单因素方差Tukey分析,
 

利用

GraphPad
 

Prism
 

8.0.2作图.

2 结果与分析

2.1 桑枝枯菌核病病原菌的分离及形态特征

从发病桑树的枝叶分离病原菌(图1a),
 

共获得6株潜在病原菌(结果未显示),
 

经ITS初步鉴定,
 

核盘

菌Sclerotinia
 

sclerotiorum 为优势种类.
 

将其中一株潜在病原菌菌株GXS1接种于PDA培养基,
 

对其进行

进一步观察,
 

发现培养2
 

d后,
 

菌丝铺满直径为9
 

cm的平板,
 

生长初期气生菌丝较稀疏(图1b);
 

10
 

d后菌

丝变得浓厚,
 

培养基边缘出现菌丝纠结,
 

形成菌丝团,
 

菌丝团逐渐变大,
 

颜色加深,
 

表面出现小水珠,
 

最后

形成黑色、
 

表面光滑、
 

大小不一的菌核(图1c).
 

将菌株GXS1回接桑叶36
 

h后,
 

桑叶出现明显病症,
 

其病

斑呈褐色腐烂状,
 

而对照组叶片状况良好(图1d).
 

取发病部位重分离病原菌,
 

均能得到菌丝呈白色且能产

生黑色菌核的分离菌株(图1e),
 

与桑枝枯菌核病菌GXS1菌落形态一致,
 

而对照组未得到类似菌株.
 

这说

明桑枝枯菌核病病原菌GXS1具有导致桑树发病的能力.
 

利用显微镜进一步观察菌株GXS1,
 

发现菌丝无

色透明,
 

有隔,
 

未观察到分生孢子(图1f).
2.2 桑枝枯菌核病原菌的分子生物学鉴定

以GXS1菌株的基因组DNA为模板,
 

扩增获得菌株的18S
 

rDNA及ITS
 

rDNA保守基因序列,
 

片段

长度分别为1
 

692
 

bp和511
 

bp,
 

将序列提交至Genbank获得登录号OR186274和OR186271.
 

基于18S
 

rD-
NA序列的BLAST比对结果显示,

 

该菌与S.
 

sclerotiorum 相似度为100%,
 

系统发育分析结果表明,
 

菌株

GXS1的18S序列与多株S.
 

sclerotiorum 聚为同一最小分枝(图2a).
 

基于ITS
 

rDNA序列的BLAST比对

结果显示,
 

该菌与S.
 

sclerotiorum 相似度为100%,
 

系统发育分析结果显示,
 

菌株GXS1与多株S.
 

sclero-
tiorum 聚为同一最小分枝,

 

二者亲缘关系最近(图2b).
 

因此,
 

综合菌株的形态学和分子生物学特征,
 

将
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GXS1菌株鉴定为核盘菌(Sclerotinia
 

sclerotiorum),
 

命名为S.
 

sclerotiorum
 

GXS1.

图1 桑枝枯菌核病病原菌的分离及形态学特征

图2 GXS1菌株基于保守基因序列的系统发育树

2.3 温度和pH值对S.
 

sclerotiorum
 

GXS1生长的影响

将S.
 

sclerotiorum
 

GXS1接种于PDA培养基,
 

在不同温度条件下进行培养,
 

结果发现S.
 

scleroti-
orum

 

GXS1在5~30
 

℃时均能生长,
 

但菌落生长情况差异较大(图3a和图3b).
 

该菌在5
 

℃低温下能

够缓慢生长,
 

随着温度的升高,
 

菌丝生长速度逐渐加快,
 

20
 

℃时菌株生长速度最快,
 

平均菌落直径可

达59.3
 

mm.
 

当温度到达25
 

℃时,
 

菌丝生长开始受到抑制,
 

菌落直径减少至55.3
 

mm,
 

而高于或等

于35
 

℃时,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1则完全停止生长.
 

因此,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1最适生长温度为20
 

℃,
 

温度过高或过低均会抑制其生长.
在不同pH值条件下进行培养发现,

 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1在pH值为4~11时均可生长,
 

但菌落在

不同pH值条件下生长速度存在差异(图3c和图3d).
 

当pH值为5时,
 

菌株生长速度最快,
 

菌落直径可达

78.0
 

mm.
 

当pH值为4时,
 

其生长开始受到抑制,
 

菌丝变得致密,
 

菌落直径为65.3
 

mm,
 

此外,
 

随着pH
值的升高,

 

菌丝生长速度逐渐变慢.
 

因此,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1最适pH值为5,
 

表明中性偏酸的条件更
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适合该菌生长,
 

但过酸或者过碱条件下都不利于其生长.

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图3 温度和pH值对S.
 

sclerotiorum
 

GXS1菌丝生长的影响(2
 

d)

2.4 碳氮源对S.
 

sclerotiorum
 

GXS1生长的影响

探究菌株碳氮源的利用情况发现,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1在供试的7种碳源培养基上均能生长(图4a
和图4b).

 

当以蔗糖、
 

葡萄糖和果糖作为碳源时,
 

菌株生长速度均较快,
 

培养2
 

d后菌落直径分别为

53.3
 

mm,
 

53.3
 

mm和51.2
 

mm,
 

三者之间无显著差异,
 

其次为以乳糖和山梨醇为碳源时,
 

平均菌落直

径为44.5
 

mm和41.3
 

mm,
 

而以淀粉和麦芽糖为碳源时,
 

菌落直径与无碳对照组无明显差异(p>
0.05).

 

因此,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1菌株对葡萄糖、
 

蔗糖和果糖的利用效果最好,
 

但不能够利用淀粉和

麦芽糖作为碳源.
在供试的7种氮源培养基中,

 

除以尿素作为氮源的培养基外,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1在其他氮源培养基上

均能生长(图4c和图4d).
 

在以硝酸钠为氮源的培养基中菌丝生长速度最快,
 

平均菌落直径为63.8
 

mm;
 

其次

为以蛋白胨、
 

酵母浸粉和硝酸钾为氮源的培养基,
 

平均直径为54.3
 

mm,
 

53.8
 

mm和53.8
 

mm;
 

以硝酸

钾为氮源时菌丝较稀薄,
 

而以蛋白胨或酵母浸粉为氮源时菌丝更致密.
 

然而,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1以甘

氨酸为唯一氮源时,
 

平均菌落直径下降为37.3
 

mm,
 

菌落直径小于对照组直径43.5
 

mm,
 

表明甘氨酸会

抑制菌落生长.
 

因此,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1菌株对硝酸钠的利用效果最好,
 

且其生长会受到甘氨酸和尿

素的抑制.

2.5 培养基对S.
 

sclerotiorum
 

GXS1生长的影响

探究不同培养基对菌株生长情况的影响发现,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1在供试的7种培养基上生长时,
 

521第5期       张克瑶,
 

等:
 

桑枝枯菌核病病原菌的分离鉴定及生物学特性研究



菌落边缘规则,
 

生长速度存在明显差异(图5a和图5b).
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1在PDA培养基上生长速度

最快,
 

且菌丝致密,
 

2
 

d后菌落长满整个平板,
 

平均菌落直径为78.0
 

mm;
 

其次为CYA培养基,
 

培养2
 

d
后,

 

菌丝浓厚、
 

气生菌丝发达,
 

菌落直径为71.7
 

mm;
 

而其在CZA,
 

SA,
 

OA,
 

MEA和 WA培养基上生长

较慢.
 

因此,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1的最适培养基为PDA.

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图4 碳氮源对S.
 

sclerotiorum
 

GXS1菌丝生长的影响(2
 

d)

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义.

图5 培养基对S.
 

sclerotiorum
 

GXS1
 

菌丝生长的影响(2
 

d)
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2.6 S.
 

sclerotiorum
 

GXS1对桑叶的侵染过程

采用S.
 

sclerotiorum
 

GXS1菌丝悬浮液接种离体桑叶,
 

分别在不同时间取样,
 

观察菌株侵染桑叶的过

程.
 

结果发现:
 

在桑叶表面接种6
 

h后,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1以菌丝的形态附着在叶片表面(图6a);
 

接种

12
 

h后,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1的菌丝开始扭曲分叉,
 

形成侵染垫结构(图6b);
 

接种24
 

h后(图6c),
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1在叶表形成密集的网状结构,
 

可见多个清晰的球状侵染垫结构;
 

接种48
 

h后,
 

侵染垫延

伸出菌丝,
 

菌丝向周围细胞蔓延、
 

扩散(图6d).

图6 S.
 

sclerotiorum
 

GXS1对桑叶侵染过程的观察

3 讨论

明确植物病害的病原菌种类是制定综合防治方法的前提,
 

近年来陆续有核盘菌从不同菌核病寄主中被

分离鉴定出来,
 

如花生[22]、
 

马铃薯[23]、
 

花菜[24]、
 

茄子[25]等.
 

核盘菌是一种全球分布的植物病原真菌[12],
 

可危害600多种植物,
 

常侵染植物的叶、
 

茎以及果实等组织,
 

进而造成严重的经济损失[26].
 

本研究对引起

桑枝枯菌核病的病原菌进行了系统性鉴定,
 

并通过回接桑叶验证其致病性,
 

确认导致桑枝枯菌核病的病原

菌为核盘菌Sclerotinia
 

sclerotiorum.
环境条件是病害流行的重要因素,

 

植物的种植环境会影响病原菌生长,
 

从而间接影响病害发生[27-28],
 

如pH值、
 

温度、
 

水分和养分等环境因素.
 

因此,
 

阐明病原菌的生物学特性对确定合适的管理策略具有重要

意义.
 

有研究表明,
 

大部分核盘菌的最适生长温度为20~25
 

℃[29-30],
 

说明较低的温度更适合核盘菌的生

长.
 

本研究表明,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1在5~30
 

℃均能生长,
 

最适生长温度为20
 

℃,
 

在30
 

℃到40
 

℃之

间受到明显抑制,
 

这与Prova等[31]的研究结果一致.
 

研究还发现S.
 

sclerotiorum
 

GXS1在5
 

℃的低温下也

能生长,
 

这与春季土壤温度较低时病情蔓延情况相符.
 

环境的pH值对核盘菌的发育和毒力至关重要[32].
 

本研究发现S.
 

sclerotiorum
 

GXS1在pH值为4~11时均能生长,
 

说明该菌株对环境pH值的适应能力较

强,
 

但其更适宜在酸性条件下生长,
 

在pH值为5时菌丝生长速度最快,
 

这与不同地区、
 

不同寄主中分离出

的核盘菌一致[33-34].
 

除了温度和pH值等环境因素的影响,
 

碳氮源及培养基的种类也对病原菌的生长有影

响.
 

碳氮化合物是病原真菌在宿主体内生存所必需的,
 

它们能为真菌合成细胞组分提供所需的碳氮源[35].
 

王丹等[36]发现人参核盘菌最适碳源为蔗糖或葡萄糖,
 

最适氮源为蛋白胨、
 

牛肉膏或酵母浸粉,
 

最适培养基

为SDA;
 

周洁等[29]发现明日叶核盘菌的最适碳源是果糖、
 

葡萄糖以及蔗糖,
 

最适氮源是酵母提取物;
 

杨顺

超等[33]发现菊花核盘菌对果糖和蛋白胨的利用率最高,
 

最适培养基为酵母浸出粉胨葡萄糖培养基

(YEPD).
 

本研究中,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1可以利用多种碳氮化合物,
 

以葡萄糖、
 

蔗糖或果糖为碳源,
 

硝

酸钠为氮源时对菌株生长最有利,
 

最适培养基为PDA,
 

葡萄糖和蔗糖这类简单的碳水化合物可以被核盘菌
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利用并转化为草酸盐,
 

这有利于核盘菌的生长,
 

且能增强其致病能力[35].
 

本研究表明该菌能够同化利用不

同的碳氮源,
 

从而促进病原菌在宿主中的生长,
 

但尿素对菌株有明显抑制作用,
 

表明其具有防控该病害的

潜力,
 

但具体作用机制仍需进一步探究.
植物病原真菌在入侵植物时,

 

常常会形成特殊的侵染结构[37-38],
 

这些结构在病原菌穿透植物表皮时发

挥着重要作用,
 

具体过程与寄主和菌株有关[39-40].
 

核盘菌能够利用植物表面营养帮助自身发育,
 

形成侵染

垫,
 

从而破坏植物表面角质层,
 

侵染垫进一步分化出菌丝入侵到植物内部,
 

抑制植物防御杀死细胞[26].
 

孙

明明等[41]发现大豆核盘菌在侵染大豆叶片和茎秆的过程中,
 

菌丝形成分枝,
 

最终在尖端形成椭圆形的“侵
染胞”结构,

 

菌丝通过气孔或直接入侵植物组织.
 

本研究在S.
 

sclerotiorum
 

GXS1侵染桑树叶片的过程中

发现,
 

接种6
 

h后,
 

叶面观察到菌丝,
 

未出现结构改变;
 

接种12
 

h后,
 

菌丝开始扭曲膨胀,
 

出现分叉,
 

这与

Liang等[26]的报道一致;
 

接种24
 

h后,
 

可以观察到密集的菌丝网,
 

菌丝尖端膨大形成多个球状的侵染垫;
 

接种48
 

h后,
 

侵染垫分化出入侵菌丝,
 

不断分支延伸,
 

向周围细胞扩散.
 

本研究探究了S.
 

sclerotiorum
 

GXS1入侵桑树叶片的动态过程,
 

发现该菌能够通过形成特殊的侵染结构入侵桑树叶片,
 

帮助自身侵染植

物细胞,
 

这为进一步探究病原菌的侵染过程和致病机制奠定了基础.

4 结论

本研究通过分离纯化获得一株桑枝枯菌核病病原菌GXS1,
 

根据菌株形态特征、
 

ITS和18S保守序列

分析,
 

将该菌株鉴定为Sclerotinia
 

sclerotiorum,
 

回接实验证实S.
 

sclerotiorum
 

GXS1能够导致桑叶发病.
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1的生物学特性研究结果表明,
 

其生长最适温度为20
 

℃,
 

最适pH值为5,
 

最适碳源

为葡萄糖、
 

蔗糖或果糖,
 

最适氮源为硝酸钠,
 

最适培养基为PDA.
 

桑叶侵染过程显示,
 

S.
 

sclerotiorum
 

GXS1接种桑叶后会形成侵染垫结构,
 

再分支产生菌丝入侵桑叶.
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