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摘要　为了解温度对烟草赤星病菌致病力及代谢表型的影响，本研究采用菌丝生长速率法和离体叶片法，分别测定

不同温度下烟草赤星病菌的生长速率和致病力，同时采用Ｂｉｏｌｏｇ代谢表型技术测定了其在２２、２５、３０℃和３５℃下不

同碳源、渗透压和ｐＨ下的代谢表型。结果表明，烟草赤星病菌在１５～３５℃下均可生长，３０℃时菌丝生长最快、致病

力和产孢能力最强，３５℃时孢子萌发率最高。在２２、２５、３０℃和３５℃时，赤星病菌均可代谢ＢｉｏｌｏｇＦＦ代谢板上的

９５种碳源，且随着温度升高对碳源的代谢能力逐渐增强。２２℃和２５℃时烟草赤星病菌对渗透压的适应范围最广，

其次为３０℃，３５℃时适应范围最窄。在２２、２５、３０℃和３５℃时，赤星病菌在ｐＨ３．５～１０范围内均可正常代谢，在

２２、２５℃和３０℃下，赤星病菌表现出强脱羧酶活性和弱脱氨酶活性，在３５℃下，其脱羧酶和脱氨酶活性均相对较弱。

研究结果揭示了烟草赤星病菌在不同温度下的适应能力，为赤星病菌与环境互作研究提供了参考。
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２０２２

　　烟草赤星病（ｔｏｂａｃｃｏｂｒｏｗｎｓｐｏｔ）是烟叶成熟

期的主要真菌性病害，其病原菌为半知菌亚门Ｄｅｕ

ｔｅｒｏｍｙｃｏｔｉｎａ链格孢属犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪真菌，该属病原

菌寄主范围广，烟草、棉花、柑橘等均可被其侵

染［１３］。目前已知可引起烟草赤星病的链格孢种类

有链格孢犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪、长柄链格孢犃．犾狅狀犵犻狆犲狊、极

细链格孢犃．狋犲狀狌犻狊狊犻犿犪、鸭梨链格孢犃．狔犪犾犻犻狀犳犻

犮犻犲狀狊和犃．狋犪犫犪犮犻犮狅犾犪
［４］，其中又以犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪最为

严重和普遍，所以本研究以该种作为研究对象。烟

草赤星病的发生与流行受多种因素影响，其中温度

是病原菌生长、侵染和致病过程中的重要环境影响

因子［５７］。有研究发现烟草赤星病发生的最适温度

范围为２３．７～２８．５℃
［８］，犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪菌丝生长和产

孢最适温度在２１～２８℃，但不同温度下生长速率和

产孢量有较大差异［９］。除生物学特性外，温度也可

影响病原菌致病力，如刘畅等［１０］研究发现，黑胫病

菌犘犺狔狋狅狆犺狋犺狅狉犪狀犻犮狅狋犻犪狀犪犲可致病温度范围为２１

～３５℃，其中３０、３５℃时致病力最强。汪汉成等
［１１］

研究发现，烟草青枯病菌犚犪犾狊狋狅狀犻犪狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿

可致病的温度范围为２５～３５℃，３０～３５℃时致病力

最强。

除了温度外，影响病原菌侵染与危害的其他生

态环境因子还包括碳源营养等。汪汉成等［１２］的研

究发现，烟草赤星病菌能高效代谢包括犔果胶糖、

犇半乳糖、犇甘露糖等在内的３４种碳源。病原菌

在不同渗透压和ｐＨ环境下的代谢表型特征能够反

映其对环境的耐受力，如刘畅等［１０］进行不同温度、

不同渗透压／ｐＨ下烟草黑胫病菌的代谢表型研究

时发现，２７℃和３０℃时烟草黑胫病菌的渗透压适应

范围最广，２０、２７℃和３０℃时，烟草黑胫病菌在ｐＨ

５．０～１０．０范围内可正常代谢。Ｗａｎｇ等
［１３］发现，

在３０℃和３５℃时，烟草青枯病菌对渗透压和ｐＨ的

适应性较强。然而，作为危害烟叶生产最严重病原

菌之一的赤星病菌，其在不同温度下对不同碳源、渗

透压和ｐＨ的适应能力却缺乏了解。

为此，本研究采用菌丝生长速率法和离体叶片

法分别测定了不同温度下烟草赤星病菌的生长速率

和致病力，并采用Ｂｉｏｌｏｇ代谢表型技术测定了在

２２、２５、３０℃和３５℃下不同碳源、渗透压和ｐＨ对其

代谢表型特征的影响，旨在通过代谢表型了解温度

对烟草赤星病菌致病力的影响机制。

１　材料与方法

１．１　材料

烟草赤星病菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪，贵州省烟

草研究院真菌实验室保存。供试烟株为８叶期的

‘云烟８７’。马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）：马铃

薯２００ｇ、葡萄糖２０ｇ、琼脂２０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ，用

于培养烟草赤星病菌。ＡＥＡ培养基：酵母提取粉

５ｇ、琼脂２０ｇ、丙三醇２０ｍＬ、ＮａＮＯ３６ｇ、ＫＨ２ＰＯ４

１．５ｇ、ＫＣｌ０．５ｇ、ＭｇＳＯ４０．２５ｇ，用于孢子诱导。

ＢｉｏｌｏｇＰＭ９和 ＰＭ１０代谢板（货号：１２１６１、

１２１６２），ＢｉｏｌｏｇＦＦ代谢板（货号：９４５４５），ＦＦＩＦ接

种液（ｆｉｌａｍｅｎｔｏｕｓｆｕｎｇｉｉｎｏｃｕｌａｔｉｎｇｆｌｕｉｄ）（货号：

７２１０６）：由０．０３％吐温４０和０．２５％吉冷胶制成，

ＯｍｎｉｌｏｇＰＭ高通量微生物细胞表型芯片测定系统

（货号：９１１７１），均购自美国Ｂｉｏｌｏｇ公司。３种代谢

板分别用于测定病原菌在不同渗透压、ｐＨ和碳源

下的代谢表型。犇葡萄糖（货号：Ｇ５４００），购自美国

Ｓｉｇｍａ公司；酵母氮源（货号：２３９２１０），购自美国

Ｄｉｆｃｏ公司。

１．２　方法

１．２．１　不同温度对烟草赤星病菌生物学特性的

影响

１．２．１．１　烟草赤星病菌生长速率测定

采用菌丝生长速率法［１４］测定不同温度下菌丝

生长速率。用直径６ｍｍ打孔器打取３０℃黑暗培养

５ｄ的赤星病菌菌碟，分别置于ＰＤＡ培养基上，１５、

２０、２５、３０、３５、４０℃黑暗条件下培养，每个处理３组

重复，分别于接种后３、５、７ｄ采用“十字交叉法”测

量菌落直径，并计算生长速率。

１．２．１．２　烟草赤星病菌产孢量测定

将病原菌接种到ＰＤＡ培养基上，分别置于１５、

２０、２５、３０、３５、４０℃的生化培养箱中黑暗培养，每个

处理３组重复，培养７ｄ后用１０ｍＬ无菌水洗涤平

板，制成孢子悬浮液，在显微镜下利用血球计数板测

定单位面积（ｃｍ２）的产孢量
［１５］。

１．２．１．３　烟草赤星病菌孢子萌发率测定

将病原菌在ＡＥＡ培养基上３０℃黑暗培养７ｄ

后，用无菌水将分生孢子洗下，双层纱布过滤得到孢

子悬浮液，调节孢子浓度至１×１０５个／ｍＬ。采用凹

玻片法［１６］测定病原菌孢子萌发率，将制备好的玻片

分别置于１５、２０、２５、３０、３５、４０℃条件下恒温保湿黑

·２４１·
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暗培养，１２ｈ后在显微镜下观察孢子萌发情况，以芽

管长度大于孢子短半径视为萌发，记录各处理孢子

萌发情况。

１．２．１．４　烟草赤星病菌致病力测定

病原菌在ＰＤＡ培养基上３０℃黑暗培养５ｄ后

用直径６ｍｍ的打孔器在菌落边缘打取菌碟。采集

‘云烟８７’烟株中下部健康叶片，无菌水冲洗，再用

７５％乙醇对烟叶表面消毒，无菌水冲洗后晾干。每

片烟叶以叶脉为分界，用接种针在对称烟叶叶肉部

位刺伤接种４个菌碟
［１７］，然后分别置于１５、２０、２５、

３０、３５、４０℃光照培养箱（Ｌ∥Ｄ＝１２ｈ∥１２ｈ，ＲＨ

７０％，光照强度：６０００ｌｘ）培养，每处理接种３片烟

叶。分别于培养２４、４８、７２、１２０ｈ时采用十字交叉

法测量病斑直径。

１．２．２　不同温度下不同碳源对烟草赤星病菌代谢

表型的影响

　　采用Ｂｉｏｌｏｇ公司的ＦＦ代谢板进行烟草赤星病

菌碳源代谢表型分析［１８］。将烟草赤星病菌接种到

ＡＥＡ培养基上于２５℃、黑暗下培养５ｄ，至产生大

量分生孢子，用无菌棉签蘸取孢子，用ＦＦＩＦ接种液

制备孢子悬浮液，调整孢子悬浮液的浓度为１×１０５

个／ｍＬ，然后依次加入ＦＦ代谢板微孔中（１００μＬ／

孔）。接种完毕后的代谢板置于恒温培养箱中，分别

于２２、２５、３０℃和３５℃下培养７ｄ。在ＯｍｎｉＬｏｇ工

作软件中设置培养孢子悬浮液所需温度和时间，然

后采用ＢｉｏｌｏｇＤ５Ｅ＿ＯＫＡ＿ｄａｔａ．ｅｘｅ软件收集赤星

病菌在生长过程中代谢板孔内的颜色变化值，根据

微生物代谢的孔颜色变化值，使用Ｅｘｃｅｌ２０１９制作

热图，分析其碳源代谢表型。

１．２．３　不同温度下不同渗透压和ｐＨ对烟草赤星

病菌代谢表型的影响

　　取２０．０５ｍＬ１．２．２中的孢子悬浮液与０．７５ｍＬ

犇葡萄糖溶液、２ｍＬ酵母氮源溶液和１．２ｍＬ无菌

水混合均匀，将混合液加入ＰＭ９和ＰＭ１０代谢板，

分别测定病原菌在不同渗透压和ｐＨ下的代谢表

型。将接菌后的ＰＭ９、ＰＭ１０代谢板分别于２２、２５、

３０℃和３５℃恒温培养箱中培养７ｄ。代谢表型的分析

方法同１．２．２。

１．３　数据分析

使用ＳＰＳＳ２４．０软件对试验数据进行单因素方

差分析，应用ＬＳＤ（ｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ）法进

行差异显著性检验。

２　结果与分析

２．１　不同温度对烟草赤星病菌生物学特性的影响

温度对烟草赤星病菌菌丝生长、产孢量、孢子萌发

和致病力均有影响，且不同温度下各参数间存在显著

差异（表１）。１５～３５℃时病原菌菌丝均可生长产孢，孢

子均可萌发；４０℃时菌丝停止生长、产孢，孢子不萌发；

菌丝最适生长与产孢温度为３０℃，孢子最适萌发温度

为３５℃。当温度为１５℃和４０℃时，接种叶片不发病；温

度３０℃时病斑直径最大，为最适致病温度。

表１　不同温度对烟草赤星病菌生物学特性的影响１
）

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊狅狀狋犺犲犫犻狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪

温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

生长速率／ｍｍ·ｄ－１

Ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ

产孢量／×１０６·（ｃｍ２）－１

Ｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎｑｕａｎｔｉｔｙ

孢子萌发率／％

Ｓｐｏｒｅｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

病斑直径／ｍｍ

Ｌｅｓｉｏｎｄｉａｍｅｔｅｒ

１５ （５．１９±０．３１）ｄ （１．２０±０．５１）ｃｄ （１５．６２±２．３５）ｃ （０．００±０．００）ｅ

２０ （８．２５±０．５７）ｃ （１．６５±０．１４）ｂｃ （６５．４９±４．０８）ｂ （１４．７５±０．２１）ｃ

２５ （９．７５±０．５３）ｂ （２．０６±０．１９）ａｂ （７１．９３±２．６３）ｂ （１７．１８±０．６７）ｂ

３０ （１０．９４±０．４１）ａ （２．７３±０．２３）ａ （７３．６１±６．７１）ｂ （２１．００±０．５３）ａ

３５ （４．５６±０．２７）ｄ （０．７５±０．０８）ｄｅ （８７．６７±１．９２）ａ （８．６３±０．２３）ｄ

４０ （０．００±０．００）ｅ （０．００±０．００）ｅ （０．００±０．００）ｄ （０．００±０．００）ｅ

　１）表中同列数据后相同字母表示经ＬＳＤ法检验数值间差异不显著（犘＞０．０５）。

Ｄａｔａｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎａｒｅｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｌｅａｓｔｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｔｅｓｔ（ＬＳＤ）（犘＞

０．０５）．

２．２　不同温度下碳源对烟草赤星病菌代谢表型的

影响

　　在２２、２５、３０℃和３５℃下，烟草赤星病菌代

谢的碳源种类和代谢强度存在着共性与差异（图

１）。４个测试温度下，烟草赤星病菌对所有供试

碳源均可正常代谢，其所代谢的碳源种类随温度

升高而增多。在２２、２５、３０℃和３５℃时，烟草赤

星病菌可高效代谢的碳源分别有４４、４６、４８种和

５４种，烟草赤星病菌代谢弱的碳源分别有１、２、５

种和４种。

·３４１·
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图１　烟草赤星病菌在犉犉代谢板上的代谢特征

犉犻犵．１　犕犲狋犪犫狅犾犻犮犳犲犪狋狌狉犲狊狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪狋犪犻狀犅犻狅犾狅犵犘犺犲狀狅狋狔狆犲犕犻犮狉狅犃狉狉犪狔犉犉狆犾犪狋犲狊
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２．３　不同温度下渗透压和狆犎对烟草赤星病菌代

谢表型的影响

２．３．１　不同温度下渗透压对烟草赤星病菌代谢表

型的影响

　　在２２、２５、３０℃和３５℃时，烟草赤星病菌能进

行高效代谢的渗透压环境分别有７６、７１、５６种和２

种，烟草赤星病菌代谢弱的渗透压环境分别有９、

１１、１４种和１８种。４个温度下，烟草赤星病菌在

２０～２００ｍｍｏｌ／Ｌ 苯甲酸钠（ｐＨ５．２）和４０～

１００ｍｍｏｌ／Ｌ亚硝酸钠渗透压环境下均代谢弱或不

能代谢。在３５℃时，烟草赤星病菌在１００ｍｍｏｌ／Ｌ

硫酸铵（ｐＨ８．０）、１００ｍｍｏｌ／Ｌ亚硝酸钠条件下完

全不能代谢（图２）。

２．３．２　不同温度下ｐＨ对烟草赤星病菌代谢表型

的影响

　　４个测试温度下烟草赤星病菌可进行代谢的

ｐＨ范围均为３．５～１０，但在不同温度和ｐＨ环境下

代谢表型存在差异。在ｐＨ４．５，烟草赤星病菌在

２２、２５℃及３０℃下均可高效代谢大多数测试氨基

酸；而在３５℃下，烟草赤星病菌仅可高效代谢精氨酸

（ａｒｇｉｎｉｎｅ）、天冬氨酸（ａｓｐａｒｔｉｃａｃｉｄ）、谷氨酸（ｇｌｕｔａｍｉｃ

ａｃｉｄ）等１０种氨基酸。在ｐＨ９．５，烟草赤星病菌在

２２℃和３５℃下对测试氨基酸的代谢相对较弱；而在

２５℃和３０℃下，其可高效代谢的氨基酸种类分别为６

种和２种。此外，在２２、２５℃及３０℃下，烟草赤星病菌

表现出较强的脱羧酶活性和较弱的脱氨酶活性；在

３５℃下，其脱羧酶和脱氨酶活性相对较弱。在Ｈ０１～

Ｈ１２微孔中，烟草赤星病菌在２５℃和３０℃时对所有

测试化合物均可高效代谢，２２℃时可高效代谢的化合

物数量相对较少，而３５℃时可高效代谢的仅有辛酸盐

（ｃａｐｒｙｌａｔｅ）、犡β犇葡糖苷酸（犡β犇ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ）、犡

β犇氨基葡萄糖苷（犡β犇ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｉｄｅ）及犡β犇氨

基半乳糖苷（犡β犇ｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｉｄｅ）（图３）。

３　结论与讨论

烟草赤星病是烟叶生产上的重大病害之一，每

年都会对烟草行业造成重大经济损失［１９］。温度对

病原菌的生物学特性具有显著影响，本研究结果显

示，烟草赤星病菌１５～３５℃条件下均可生长，２５～

３０℃适合产孢，这与Ｄｉｃｋｉｎｓｏｎ等
［２０］的研究结果基

本一致。本文发现烟草赤星病菌３０℃下菌丝生长

最快、致病力最强，结果与唐明等［９］报道的２８℃为

最适菌丝生长温度较为接近；同时，致病力结果与

孔凡玉［８］报道的烟草赤星病发病的适宜温度范围

为２３．７～２８．５℃类似，其差异原因可能为试验方

法不同，本文采用室内离体叶片法，而后者为田间

监测结果。

碳源是植物病原菌生存的基本营养物质，已有

研究表明，温度会影响病原菌代谢碳源的种类和强

度，如黑胫病菌犘．狀犻犮狅狋犻犪狀犪犲
［１０］、烟草青枯病菌犚．

狊狅犾犪狀犪犮犲犪狉狌犿
［１３］。李六英等［２１］的研究发现，烟草赤

星病菌 ２８℃ 时仅能代谢 ＢｉｏｌｏｇＰＭ１２ 板中

２４．２１％的碳源；王友升等
［２２］的研究发现，链格孢

２６℃时可代谢ＢｉｏｌｏｇＦＦ板中７７种碳源物质；汪汉

成等［１２］的研究发现，烟草赤星病菌２５℃时可高效代

谢ＢｉｏｌｏｇＰＭ１２代谢板中的３４种碳源。相比而

言，本文采用ＢｉｏｌｏｇＦＦ碳源代谢板进行测试，其碳

源种类较ＢｉｏｌｏｇＰＭ１２代谢板少，但大部分碳源为

常见真菌可代谢碳源，能反映烟草赤星病菌对大部

分碳源的需求。本文发现烟草赤星病菌在２２、２５、

３０℃及３５℃下均可代谢所有碳源物质，在４个温度

下，均能高效代谢犖乙酰基β犇葡萄糖胺、苦杏仁

苷等２３种碳源，推测这些碳源均为烟草赤星病菌的

适宜碳源。烟草赤星病菌代谢碳源的数量随温度升

高而增多，推测温度会影响病原菌生理生化途径的

变化，进而影响碳源代谢种类的变化，４种温度下烟

草赤星病菌利用率均高的碳源是否与烟草赤星病的

发生与危害程度有关有待下一步深入研究。

除了营养物质外，温度、渗透压和ｐＨ等环境

因子也影响病原菌的生物学特性与致病力［２３２４］。

病原菌在不同环境条件下代谢能力的变化可以反

映其对环境的耐受能力［１０］。对不同温度、渗透压

和ｐＨ下青枯菌和黑胫病菌代谢表型研究发现，３０

～３５℃时青枯病菌对渗透压和ｐＨ适应能力较强，

２７～３０℃时烟草黑胫病菌对渗透压和ｐＨ适应能

力较强，该结果与生产上高温时黑胫病和青枯病危

害较重相吻合［１０１１］。对不同温度、渗透压和ｐＨ环

境条件下烟草赤星病菌的代谢表型研究发现，温度

影响烟草赤星病菌对渗透压和ｐＨ环境适应力，

２５℃和３０℃时其适应范围广。其与烟草青枯菌和
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图２　烟草赤星病菌在不同温度和渗透压下的代谢表型
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图３　烟草赤星病菌在不同温度和狆犎环境下的代谢表型
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黑胫病菌对高温的响应规律基本一致，原因可能为

青枯病菌、黑胫病菌及赤星病菌的最适发病温度相

似。此外，汪汉成等［１２］也报道了２５℃时不同烟草赤

星病菌菌株的渗透压和ｐＨ适应范围，本文研究结

果与其基本一致，均发现烟草赤星病菌存在强脱羧

酶活性和弱脱氨酶活性。本文发现２５℃和３０℃时，

烟草赤星病菌在Ｈ０１～Ｈ１２微孔中的ｐＨ环境下烟

草赤星病菌可高效代谢微孔内的全部物质，而３５℃

时仅可高效代谢４种，推测温度对烟草赤星病菌的

脱羧酶和脱氨酶活性产生了较大影响，其影响机理

有待下一步深入研究。
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