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　　摘要：从雪莲果叶片的病斑上分离得到一种病原真菌，根据病害症状特点、病菌形态特征和培养性状等进行鉴定，
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　　雪莲果，属菊科葵花属植物，含有酚酸、黄酮、酯类、挥发
油、多糖等成分，清肝解毒、清理肠胃、排毒通便、养颜美容，并

有降血糖、降血脂、抑菌、促进铁钙吸收等药理作用，特别适合

糖尿病人和减肥者食用［１－２］。近年来通过多种途径进入我

国，目前已在云南、福建、贵州等地引种栽培成功［３－４］。然而，

雪莲果自传入我国这十余年来，其相关理论和技术研究较少，

尤其对种植过程中病虫害的发生情况及其防治措施未见深入

研究及报道，这显然与近年来其发展趋势是相矛盾的。同时，

近年来由于雪莲果在四川攀西地区的大面积连年种植以及气

候变化等原因，雪莲果种植的各个时期叶腐病、镰刀叶斑病、

褐斑病、紫斑病等叶部病害发生较为严重，且有逐年加重的趋

势，对其生产带来了较大的危害，但国内外学者对雪莲果叶部

病害尤其是叶腐病进行系统研究的资料甚少，这显然已不适

应当前雪莲果产业的发展要求［５］。由此可知，研究雪莲果叶

腐病的发生、发展规律及防治措施对雪莲果产业的发展具有

重大的理论和现实意义。鉴于此，本研究在攀西地区特定条

件下，对雪莲果叶腐病进行了病原菌鉴定和生物学特性研究，

为雪莲果种植及病害的防治提供一定的理论和实践依据。

１　材料与方法

１．１　病原菌的分离、纯化及鉴定
１．１．１　样本采集及病原菌分离　病害样本采集于西昌学院
农业科学学院试验田（该试验田雪莲果种植的整个时期均未

施用任何化学农药），对叶部（叶面、叶缘、叶尖）病害进行症

状观察和记录并带回实验室供室内试验。参照《植病研究方

法》中病原真菌的组织分离法［６］对叶片上的病原菌进行分

离、纯化，并经单孢分离获得纯培养菌株。

１．１．２　病原菌形态特征观察与鉴定　将菌株移于ＰＤＡ平板
上，置于２２℃的恒温培养箱中培养，逐日观察记录病原菌的

培养性状。经过ＰＤＡ培养纯化后，挑取所得的纯菌株制片，
并在显微镜下观察病原菌孢子的形态特征。根据以上性状并

查阅相关文献，初步判定病原菌的种类。

１．１．３　病原菌的科赫氏法则鉴定　用所得的菌株配成孢子
悬浮液，采用刺伤和无伤接种法［７－８］，把孢子液涂于雪莲果的

健康叶片上，以无菌水涂抹叶片保湿作对照，然后将接种的雪

莲果叶片放入具有湿润无菌纸的培养皿中，置于２２℃的恒温
培养箱内保湿培养。每处理重复３次，观察和记录接种结果，
比较其发病症状是否与初次分离时的症状一致，并对接种成

功的病斑再次进行组织分离，确认致病菌株。

１．２　雪莲果叶腐病病原菌生物学特性研究
处理的设置分别如下：选择燕麦培养基、ＰＤＡ、ＰＳＡ、玉米

培养基和牛肉膏蛋白胨培养基共５种不同培养基进行雪莲果
叶腐病病原菌最佳培养基筛选试验，其最优结果作为其他试

验所采用的培养基；病菌最适培养ｐＨ值试验分别设置ｐＨ值
为４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０的６个ｐＨ值梯度，筛选得到的
最佳ｐＨ值作为后续试验的基础条件；病菌适宜培养温度试
验设置１８、２０、２２、２４、２６、２８、３０℃共７个温度梯度，所得出的
最佳温度作为后续试验培养该菌的基本温度；病菌最佳培养

湿度试验设置３５％、５０％、６５％、７５％、７９．８％和８８％共６个
梯度；光照对菌落生长的影响试验设全黑暗、半光照（日光灯

照射１２ｈ光暗交替）和全光照３个处理。以上各试验每处理
均做３次重复。

将活化的菌种用打孔器打成直径为０．４ｃｍ的菌饼，分别
接种后放到不同试验条件下培养，采用“十”字交叉法逐日测

量菌落直径并观察生长情况。

将各项试验记录数据分别录入相应的数据文件，用

ＭｉｃｒｏｓｏｆｔＥｘｃｅｌ和ＳｉｇｍａＰｌｏｔ１０．０软件计算各处理的平均值和
标准差，并进行统计分析比较和作图。

２　结果与分析

２．１　病原菌鉴定
２．１．１　病原菌症状描述　该病危害雪莲果叶片，初期病部为
淡黄色圆形或不规则小点，无明显晕圈，后期病斑沿叶脉呈条

形散射状扩大，继而连成一片，天气潮湿时叶片腐烂，其上产
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生大量黑褐色霉层（图１）。

２．１．２　病原菌的培养性状及形态特征　病原菌在 ＰＤＡ培养
基上菌落呈绒毛状，不规则圆形，菌丝初期呈灰白色至灰褐

色，后期菌落表面颜色有明显分层现象，菌落中间灰黑色，边

缘灰白色；接种１～２ｄ内气生菌丝以垂直生长为主，菌落隆

起高度可达１ｃｍ，接种３ｄ后菌丝横向生长速度加快，接种
６ｄ后菌丝成熟，其顶端出现黑色小粒点，开始产孢（图２）。
菌丝直径０．８２～２．８７（平均１．６３）μｍ，早期菌丝无隔，后期
逐渐产生隔膜；无性孢子为分生孢子，孢子有隔，单生或串生

呈球形、卵形至长圆形，大小在７．１２～１３．７９（平均９．７２）μｍ×
１．９８～７．５４（平均４．５７）μｍ范围内；节间产生小格孢，成不
规则的灰黑色四边形，格孢大小为 ３．３０～１４．４１（平均
９．８８）μｍ×１．８３～８．２２（平均４９４）μｍ（图３）。

２．１．３　科赫氏法则证病　把从发病部位分离获得的病原菌
菌株回接到健康无病的雪莲果叶片上，刺伤接种的叶片５ｄ
后开始发病，无伤接种的叶片１０ｄ后开始发病。无论是刺伤
接种还是无伤接种，其症状特点与自然发病叶片相同，清水对

照不发病。从接种的病组织分离的病原菌与自然发病组织分

离的病原菌形态一致。

根据病原菌症状特点、形态特征、培养性状及科赫氏证病

结果，并参考相关文献，确定从该地区雪莲果叶片上分离得到

的病原菌为链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）真菌。
２．２　雪莲果叶腐病病原菌生物学特性研究
２．２．１　不同培养基对雪莲果叶腐病菌菌丝生长情况的影响
　经活化后的雪莲果叶腐病菌在５种培养基中均可正常生
长，各菌落生长的平均直径大小不一（图４）。在ＰＤＡ、ＰＳＡ培
养基中生长无显著性差异，它们与其他培养基上的菌落平均

直径呈极显著差异（Ｐ＜０．０１），在玉米培养基中生长最慢。
在５种培养基上菌株的直径大小依次为：ＰＤＡ＞ＰＳＡ＞燕麦＞
牛肉膏蛋白胨＞玉米培养基。其中，菌株被培养９６ｈ时菌落
直径在 ＰＤＡ培养基中优先达到最大，达７．１３ｃｍ，且菌丝灰
白、浓密，整齐度高。因此，ＰＤＡ培养基是雪莲果叶腐病菌生
长的最佳培养基，并且在接下来的 ｐＨ值、温度、湿度和光照
条件的试验中均采用该培养基作为该菌的基础培养基。

２．２．２　不同 ｐＨ值对雪莲果叶腐病菌菌丝生长情况的影响
　将经活化后的雪莲果叶腐病菌接种到不同ｐＨ值的ＰＤＡ培
养基上，菌株在ｐＨ值为４．０～９．０范围内均能生长。ｐＨ值
为４．０～７．０范围内菌株的菌落平均直径随 ｐＨ值增加而增
加；ｐＨ值为８０～９．０时，菌落平均直径随ｐＨ值升高而减小

（图５）。菌株在ｐＨ值为４．０时生长最慢，培养７ｄ时其菌落
平均直径仅为２．８ｃｍ；在ｐＨ值为７．０的培养基中生长良好，
培养７ｄ时其平均菌落直径达到７．１７ｃｍ，与其他各处理间差
异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）。因此，通过该试验可以得出
雪莲果叶腐病菌的最适宜生长ｐＨ值为７．０。因此，在接下来
的温度、湿度和光照条件的试验中均采用该 ｐＨ值条件为其
基本培养条件。

２．２．３　不同温度对雪莲果叶腐病菌菌丝生长情况的影响　
图６表明，各种温度下菌落平均直径有明显的差异，温度是影
响菌株生长的重要因子。菌株在１８～３０℃都能生长，但生长
的适温范围是２４～２６℃，以２６℃最佳，在此温度下培养的菌
落生长最快且菌丝浓密整齐，培养７ｄ时平均菌落直径达到
６．９７ｃｍ，与其他各处理间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。当培养温
度为１８℃和３０℃时菌丝生长受到抑制，培养７ｄ时其菌落
平均直径最小，分别仅为２．７７ｃｍ和２．９７ｃｍ，与其他处理呈
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极显著差异。以上结果说明，雪莲果叶腐病菌生长的最适温

度为２６℃，温度过高或过低均不利于该菌株生长。因此，在
接下来的湿度和光照条件试验中均采用该温度条件为该菌的

基本生长条件。

２．２．４　不同湿度对雪莲果叶腐病菌菌丝生长情况的影响　
将在ｐＨ值为７．０的ＰＤＡ培养基上以２６℃恒温培养的雪莲
果叶腐病菌在不同湿度条件下进行培养，菌株的生长情况如

图７所示。该菌在供试湿度范围３５％～８８％内均可生长，在
湿度为５０％～７５％时生长较快，以６５％最佳，此条件下培养
的菌落生长最快，培养７ｄ时其平均菌落直径高达７．１０ｃｍ，
与其他湿度条件的处理差异极显著（Ｐ＜０．０１），而当湿度为
８８％和３５％时菌丝生长受到抑制，其菌落直径最小。通过该
试验可以得出雪莲果叶腐病菌的最适宜生长湿度为６５％，并
将其作为光照条件试验的湿度条件。

２．２．５　不同光照条件对雪莲果叶腐病菌菌丝生长的影响　
将经活化后的雪莲果叶腐病菌菌丝块接种到ｐＨ值为７．０的
ＰＤＡ培养基上，在温度２６℃、湿度为６５％条件下置于不同光
照环境中培养，该菌株均能够正常生长，在全光照、半光照、全

黑暗的生长条件下菌落的生长直径之间没有显著性差异，不

同的光照条件对雪莲果叶腐病菌的生长影响不大（图８）。

３　结论与讨论

通过对雪莲果叶腐病症状的观察、病原菌的分离培养以

及病原菌的鉴定，确定雪莲果叶腐病病原菌为链格孢属

（Ａｌｔｅｒｎａｒｉｓｐｐ．）真菌。
病原菌生物学特性试验中分别研究了不同培养基、ｐＨ

值、温度、湿度和光照条件对雪莲果叶腐病菌生长情况的影

响，采用只允许一个变量发生变化，而其他量不变的单因素试

验方法，通过分步骤试验，并进行单因素方差分析找出相应的

显著性关系，最后依次找出最佳试验因子。结果表明，雪莲果

叶腐病菌的最适生长培养基为 ＰＤＡ培养基，最佳 ｐＨ值为
７．０，最适生长温度为２６℃，最适生长湿度为６５％，光照对其
影响不大。这些结果与王仕玉等对齿瓣石斛病原链格孢菌

（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓ）和王春江等对小麦链格孢 （Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｔｒｉｔｉｃｉｎａ）的生物学特性研究的结果［９－１０］基本相近，仅在对 ｐＨ
值变化的反应方面存在一定的差异。这可能是由于菌株在不

同的地域及寄主植物上产生不同的寄生适应性，而这些适应

性导致其在某些生物学特性上可能显示出一定的差别。

本研究明确了雪莲果叶腐病的致病病原菌及该菌的主要

生物学特性，为进一步研究该菌奠定了基础，对于有效控制该

病提供了重要的参考价值。
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