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摘要　‘芽黄’红瑞木枝干溃疡病在上海发生严重。本研究通过病原菌分离，致病性测定和形态学特征观察，将引起

此病害的病原菌鉴定为拟盘多毛孢属一种犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．。通过扩增病原菌的ｒＤＮＡＩＴＳ序列，构建系统发育

树，其在系统发育树上与拟盘多毛孢属中分生孢子中间三个细胞异色的类群处于同一分支，此结果与形态学鉴定结

果一致。５种杀菌剂室内药剂筛选结果表明，对犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．的抑制中浓度（ＥＣ５０）为０．６３９～１．７８７μｇ／ｍＬ。

４种杀菌剂室外药效试验结果表明，在发病初期，２５％丙环唑乳油和２５％嘧菌酯悬浮剂防治效果可达８０％以上，当

病害发展后，供试４种杀菌剂对病害的防治效果均小于５０％。

关键词　‘芽黄’红瑞木；　枝干溃疡；　拟盘多毛孢属；　药剂筛选；　药效试验
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木属落叶灌木，其叶片卵圆形，花白色，

茎秆终年呈黄绿色，冬季落叶后，茎秆金黄，鲜明突

出［１］。因花与枝条皆具有较高的观赏价值，逐渐成

为园林造景中优良的彩色树种。红瑞木在我国原分

布于东北、华北和西北地区［２］，因其具观赏价值，其

引种分布区域逐渐扩大，近年来在上海乃至华东地

区，红瑞木也被广泛种植。

‘芽黄’红瑞木在上海迪士尼乐园园区被广泛种

植，近两年在园区调查中发现，‘芽黄’红瑞木上一

种茎秆病害发生严重，此病害在小枝和主枝上均可

发生。上海梅雨季节后，植株茎秆上始现病斑；此

后，随着病害发展，病斑逐渐增大或增多，造成小枝

枯死，发生严重者甚至危害基部主枝，导致整株植物
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枯萎死亡。此病害不仅对‘芽黄’红瑞木危害程度较

严重，而且其危害率也较高，夏末调查显示，苗圃区

株发病率达６０％以上。

鉴于此病害对‘芽黄’红瑞木造成的严重危害，

本研究对其危害症状等进行了观察描述，对病原菌

进行了分离培养和致病性测定，利用传统的形态学

鉴定，结合核糖体 ＤＮＡ内部转录间隔区（ＩＴＳ，ｉｎ

ｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ）序列的系统发育树分析，

对病原菌进行了鉴定；并进行了药剂筛选和药效防

治试验，以期科学有效地指导该病害的识别与防控。

１　材料与方法

１．１　采样与分离

从上海迪士尼乐园西北苗圃‘芽黄’红瑞木上采

集发病枝条，对症状典型的病枝进行病原菌分离［３］：

取发病枝条病健交界处表面积４ｍｍ×２ｍｍ植物

组织，７０％乙醇消毒２～３ｓ，５％次氯酸钠消毒

２ｍｉｎ，在无菌水中漂洗３次后晾干，置于含０．２％乳

酸的ＰＤＡ平板上，２５℃恒温培养，５ｄ后挑取组织块

周围的菌丝转皿培养、纯化，必要时用孢子稀释法进

行单孢分离。对分离物归类、编号和转管４℃保存。

１．２　致病性测定

将菌株于ＰＤＡ平板上２５℃恒温培养５ｄ，用无

菌手术刀将菌丝块切成５ｍｍ×３ｍｍ大小。选取

‘芽黄’红瑞木健康植株，用无菌手术刀轻轻划伤枝

条表皮，将菌丝块正面朝向伤口，用已浸湿无菌水的

脱脂棉保湿伤口，并对接种枝条套袋保湿２４ｈ。每

个菌株设３个重复，并设置清水对照。接种后分别

于７ｄ和１４ｄ观察并记录发病情况，对发病枝条进

行病原菌再分离及再次进行致病性测定。

１．３　病原菌形态特征观察

将致病菌株转移至ＰＤＡ平板上，２５℃恒温培

养３～７ｄ，观察菌落形态特征，在光学显微镜下

观察病原菌的分生孢子形态，并测量其大小，

鉴定。

１．４　病原菌狉犇犖犃犐犜犛的犘犆犚扩增与序列分析

１．４．１　基因组ＤＮＡ提取

将致病菌株转接到ＰＤＡ平板上，于２５℃培养５

～７ｄ，在平板上倒入液氮，用灭菌的载玻片刮取菌

丝至研钵研磨，采用改良的 ＣＴＡＢ法提取基因

组ＤＮＡ
［４］。

１．４．２　ｒＤＮＡＩＴＳＰＣＲ扩增和纯化

采用真菌核糖体ｒＤＮＡＩＴＳ区域通用引物ＩＴＳ１

ｆｕｎｇｌ和ＩＴＳ４进行ＰＣＲ扩增，引物序列如下：ＩＴＳ１

ｆｕｎｇｌ（５′ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ３′），

ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）。ＰＣＲ反应

体系总体积２５μＬ，包括：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ２．５μＬ，ｄＮＴＰ

ｍｉｘ（各２５ｍｍｏｌ／Ｌ）２μＬ，ＭｇＣｌ２（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．５μＬ，

真菌通用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４（２０μｍｏｌ／Ｌ）各０．５μＬ，ＤＮＡ

模板０．５μＬ（５０ｎｇ／μＬ），狉犜犪狇（５Ｕ／μＬ）０．１２５μＬ。反应

程序为：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１５ｓ，５０℃退火

４５ｓ，７２℃延伸４５ｓ，３５个循环；７２℃延伸５ｍｉｎ。

１％琼脂糖凝胶电泳检测ＰＣＲ产物，并用ＤＮＡ

凝胶回收试剂盒（Ａｘｙｇｅｎ）切胶纯化后获得目的基

因片段。

１．４．３　目的片段的克隆测序及序列分析

通过ｐＭＤ１９ ＴＶｅｃｔｏｒ（ＴａＫａＲａ）对纯化后

ＤＮＡ片段进行克隆，蓝白斑筛选后将阳性单克隆送

上海生工生物技术有限公司测序。测序结果在

ＮＣＢＩＧｅｎＢａｎｋ（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｇｏｖ）中

Ｂｌａｓｔ同源比对，向ＧｅｎＢａｎｋ提交基因序列。参照

Ｊｅｅｗｏｎ等
［５］对犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊部分种构建的系统发

育树，使用Ｍｅｇａ５．０软件Ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ分析

方法，构建系统发育树。相关序列基本信息见表１。

表１　本研究中参与系统发育树分析的序列１
）
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犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊犳狌狀犲狉犲犪 犆狌狆狉犲狊狊狅犮狔狆犪狉犻狊犾犲狔犾犪狀犱犻犻 新西兰ＮｅｗＺｅａｌａｎｄ ＡＦ４０５２９９

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊犵狉犪犮犻犾犻狊 小草海桐犛犮犪犲狏狅犾犪犺犪犻狀犪狀犲狀狊犻狊 中国香港ＨｏｎｇＫｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ ＡＦ４０９９６２

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊犽犪狉狊狋犲狀犻犻 山茶花属犆犪犿犲犾犾犻犪ｓｐ． 新西兰ＮｅｗＺｅａｌａｎｄ ＡＦ４０５３００

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊犾犲狌犮狅狋犺狅犲狊 犜犲犾狅狆犲犪ｓｐ． 美国夏威夷Ｈａｗａｉｉ，ＵＳＡ ＡＦ４０９９６９

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊犿犪犮狌犾犪狀狊 山茶花属犆犪犿犲犾犾犻犪ｓｐ． 法国Ｆｒａｎｃｅ ＡＦ４０５２９６
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续表１　犜犪犫犾犲１（犆狅狀狋犻狀狌犲犱）

种类Ｓｐｅｃｉｅｓ 寄主 Ｈｏｓｔ 地理来源Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃｏｒｉｇｉｎ ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｏ．

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊犿犻犮狉狅狊狆狅狉犪 犃犲犵犻犮犲狉犪狊犮狅狉狀犻犾犪狋狌犿 中国香港ＨｏｎｇＫｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ ＡＦ４０９９５８

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狀犲犵犾犲犮狋犪 省藤属犆犪犾犪犿狌狊ｓｐ． 澳大利亚Ａｕｓｔｒａｌｉａ ＡＦ４０９９７５

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狆犪犾犿犪狉狌犿 棕榈树Ｐａｌｍ 澳大利亚Ａｕｓｔｒａｌｉａ ＡＦ４０９９９０

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狆犪狌犮犻狊犲狋犪 荆豆犝犾犲狓犲狌狉狅狆犪犲狌狊 新西兰ＮｅｗＺｅａｌａｎｄ ＡＦ４０９９７２

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狉犺狅犱狅犱犲狀犱狉犻 方叶五月茶犃狀狋犻犱犲狊犿犪犵犺犪犲狊犲犿犫犻犾犾犪 澳大利亚Ａｕｓｔｒａｌｉａ ＡＦ４０９９８６

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狊狔犱狅狑犻犪狀犪 密花普罗梯亚木犘狉狅狋犲犪犿犲犾犾犻犳犲狉犪 南非ＳｏｕｔｈＡｆｒｉｃａ ＡＦ４０９９７０

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狋犺犲犪犲 密花普罗梯亚木犘狉狅狋犲犪犿犲犾犾犻犳犲狉犪 南非ＳｏｕｔｈＡｆｒｉｃａ ＡＦ４０５２９７

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狏犲狉狊犻犮狅犾狅狉１ 犌犪狉犮犻犪犿犪狀犵狅狊狋犪狀犪 澳大利亚Ａｕｓｔｒａｌｉａ ＡＦ４０９９９３

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狏犲狉狊犻犮狅犾狅狉２ 番石榴犘狊犻犱犻狌犿犵狌犪犼犪狏犪 澳大利亚Ａｕｓｔｒａｌｉａ ＡＦ４０５２９８

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狏犻狊犿犻犪犲 针垫花属犔犲狌犮狅狊狆犲狉犿狌犿ｓｐ． 美国夏威夷Ｈａｗａｉｉ，ＵＳＡ ＡＦ４０９９７７

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．１ 犌犪狉犮犻犪犿犪狀犵狅狊狋犪狀犪 澳大利亚Ａｕｓｔｒａｌｉａ ＡＦ４０９９８４

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．２ 甘蔗犛犪犮犮犺犪狉狌犿狅犳犳犻犮犻狀犪狉狌犿 中国香港ＨｏｎｇＫｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ ＡＦ４０９９６８

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．３ 红千层属犆犪犾犾犻狊狋犲犿狅狀ｓｐ． 澳大利亚Ａｕｓｔｒａｌｉａ ＡＦ４０９９８５

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．４ 卡西猪笼草犖犲狆犲狀狋犺犲狊犽犺犪狊犻犪狀犪 澳大利亚Ａｕｓｔｒａｌｉａ ＡＦ４０９９８９

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．５ ／ 中国香港ＨｏｎｇＫｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ ＡＦ４０９９９２

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．６ 宝特猪笼草犖犲狆犲狀狋犺犲狊狋狉狌狀犮犪狋犪　 菲律宾Ｐｈｉｌｉｐｐｉｎｅｓ ＡＦ４０９９９１

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．７ 针垫花属犔犲狌犮狅狊狆犲狉犿狌犿ｓｐ． 南非ＳｏｕｔｈＡｆｒｉｃａ ＡＦ４０９９６１

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．ＥＮ８ 小草海桐犛犮犪犲狏狅犾犪犺犪犻狀犪狀犲狀狊犻狊 中国香港ＨｏｎｇＫｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ ＡＦ４０５２９４

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．８ 针垫花属犔犲狌犮狅狊狆犲狉犿狌犿ｓｐ． 南非ＳｏｕｔｈＡｆｒｉｃａ ＡＦ４０９９８０

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．ＥＮ９ 小草海桐犛犮犪犲狏狅犾犪犺犪犻狀犪狀犲狀狊犻狊 中国香港ＨｏｎｇＫｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ ＡＦ４０９９６３

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．９ 针垫花属犔犲狌犮狅狊狆犲狉犿狌犿ｓｐ． 南非ＳｏｕｔｈＡｆｒｉｃａ ＡＦ４０９９７９

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．ＥＮ１２ 小草海桐犛犮犪犲狏狅犾犪犺犪犻狀犪狀犲狀狊犻狊 中国香港ＨｏｎｇＫｏｎｇ，Ｃｈｉｎａ ＡＦ４０９９９４

犛犲犻狉犻犱犻狌犿犮犪狉犱犻狀犪犾犲 犆狌狆狉犲狊狊狅犮狔狆犪狉犻狊犾犲狔犾犪狀犱犻犻 新西兰ＮｅｗＺｅａｌａｎｄ ＡＦ４０９９９５

Ｕｎｃｕｌｔｕｒｅｄ犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｃｌｏｎｅＣ１３８Ｏ９ 高良姜犃犾狆犻狀犻犪狅犳犳犻犮犻狀犪狉狌犿 中国Ｃｈｉｎａ ＫＦ７１８２５２

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．Ｃ６ｂ２ｂ 柠檬犆犻狋狉狌狊犾犻犿狅狀 喀麦隆Ｃａｍｅｒｏｏｎ ＪＸ４３６８０３

犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．１４ＪＡＥＳ 犕犪狔狋犲狀狌狊犻犾犻犮犻犳狅犾犻犪 巴西Ｂｒａｚｉｌ ＥＦ４５１７９９

１５ＳＨＷ２ ‘芽黄’红瑞木犆狅狉狀狌狊犪犾犫犪‘Ｂｕｄ’ｓＹｅｌｌｏｗ’中国Ｃｈｉｎａ ＫＴ９５３３７９

　１）未标注的种类，均参考Ｊｅｅｗｏｎ等［５］。

ＲｅｆｅｒｔｏＪｅｅｗｏｎｅｔａｌ［５］ｆｏｒｔｈｅｓｐｅｃｉｅｓ（ｇｅｎｕｓ）ｗｉｔｈｏｕｔｔｈｅｌａｂｅｌ．

１．５　药剂防治试验

１．５．１　供试药剂

２５％嘧菌酯悬浮剂（ＳＣ）（先正达中国投资有限

公司）；１０％苯醚甲环唑水分散粒剂（ＷＧ）（先正达

中国投资有限公司）；８０％代森锰锌可湿性粉剂

（ＷＰ）（南通德斯益农化工有限公司）；５０％多菌灵可

湿性粉剂（ＷＰ）（上海悦联化工有限公司）；２５％丙环

唑乳油（ＥＣ）（先正达中国投资有限公司）。

１．５．２　室内药剂筛选

采用菌落生长速率法测定供试药剂对致病菌的

菌丝生长抑制率。将菌株接种在ＰＤＡ培养基上，于

２５℃ 培养箱中黑暗培养７ｄ，用直径５ｍｍ打孔器沿

菌落边缘打取菌碟，菌丝面向下置于含质量浓度０．１、

０．２、０．４、０．８、１．６和３．２μｇ／ｍＬ的ＰＤＡ平板上，

每处理重复３次，并设无药空白对照。２５℃黑暗培

养，待对照平板的菌落直径长至培养皿直径约２／３

时，用十字交叉法测量各处理菌落直径。计算菌丝

生长抑制率。

菌丝生长抑制率（％）＝［１－（处理菌落直径－

菌饼直径）／（对照菌落直径－菌饼直径）］×１００。

将菌丝生长抑制率换算成几率值（狔），药剂浓度

换算成浓度对数（狓），按浓度对数与几率值回归法求

得线性回归方程狔＝ａ＋ｂ狓，并计算各供试药剂对病

原菌的抑制中浓度（ＥＣ５０）、几率值与浓度对数之间

回归的相关系数狉值。

１．５．３　田间药效防治试验

于２０１４年在上海迪士尼西北苗圃进行田间药

效防治试验。采用喷雾的方法，连续施药３次，间隔

期为１４ｄ左右。每个药剂处理１００盆‘芽黄’红瑞

木，并设清水对照。第一次施药前将所有具明显病

斑的枝条剪除。每次药后１４ｄ调查发病情况。并

计算株发病率、病情指数及防治率。病害调查分级
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标准如下：０级，无枝枯；１级，１枝无分枝的小枝枯

萎；２级，无分枝的小枝枯萎，数目大于１枝；３级，１

枝有顶级分枝的枝条枯萎；４级，有顶级分枝的枝条

枯萎且枝条枯萎数目大于１枝；５级，１枝或１枝以

上基部大枝（至少有两级分枝）枯萎；６级，整株枯

萎。株发病率的计算公式为：株发病率（％）＝发病

株数×１００／总株数；株发病防治效果（％）＝（１－处

理株发病率／对照株发病率）×１００；病情指数＝１００

×∑（各级病株数×各级代表值）／（调查总株数×最

高级代表值）；病情指数防治效果（％）＝（１－处理病

情指数／对照病情指数）×１００。

２　结果与分析

２．１　病害症状观察

‘芽黄’红瑞木溃疡病在上海始发于６月初，发

病初期受害枝条表皮上出现长约３ｍｍ的黑褐色、

两端稍尖的长椭圆形病斑，随着病情的发展，病斑逐

步扩大，长达数厘米，或扩展成片，呈不规则状，使枝

条表皮环状坏死，导致病斑坏死部分上端枝条枯死，

叶片枯萎（图１ａ）。病原菌既可侵染植株顶部较小

的分枝，导致分枝枯死，也可侵染植株主干基部，导

致整株植物枯萎死亡。

图１　红瑞木枝干溃疡病症状及病原菌形态

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳犻狀犳犲犮狋犲犱犫狉犪狀犮犺狅犳犆狅狉狀狌狊犪犾犫犪犪狀犱犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狊狆．犮犪狌狊犻狀犵狋狉狌狀犽犮犪狀犽犲狉

２．２　病原菌鉴定

２．２．１　病原菌分离、鉴定及致病性测定

从采集的发病‘芽黄’红瑞木中，挑取５个症状典

型的病斑，从每个病斑的病健交界处各切取３块植物

组织进行分离，培养后获得１５个单菌落。其中５个

菌落颜色为白色，从中随机挑取２个菌落进行转移培

养，分别编号为１５ＳＨＷ１，１５ＳＨＷ２。其余１０个菌

落形态特征一致，颜色均为灰色，从中随机挑取４个

菌落进行转移培养，分别编号为１５ＳＨＧ１，１５ＳＨＧ２，

１５ＳＨＧ３，１５ＳＨＧ４。将上述６株编号菌株进行致病性

测定，结果见表２，１５ＳＨＷ１和１５ＳＨＷ２接种后植株

均表现发病，而４株菌落颜色为灰色的菌株和对照接种

后不发病。对致病的菌株１５ＳＨＷ１和１５ＳＨＷ２接种

产生的病斑进行了再分离培养和观察。

在ＰＤＡ培养基上，菌株１５ＳＨＷ１和１５ＳＨＷ２

气生菌丝较浓密，呈绒毛状，白色，至生长后期，其上

产黑色的分生孢子器（图１ｂ）。显微观察，分生孢子呈

纺锤形，分生孢子大小为（２９．１４±２．２５）μｍ×（７．１２±

０．３９）μｍ，分生孢子具有４个分隔，将分生孢子分为

５个细胞，中间３个细胞颜色为深色，且为异色。两

端两个细胞无色，近三角形。顶部细胞直接着生３

根附属丝（长度为３０．７７±２．８１μｍ），附属丝顶端不

呈匙状，基部细胞着生一根较短的附属丝（长度为

７．７８±１．９６μｍ）（图１ｃ）。从接种病斑上重新分离

的病原菌与上述形态描述一致。根据菌落形态和分

生孢子特征，参照真菌分类相关文献［６８］，认为上述

特征符合拟盘多毛孢属犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊分类特征，将

此病原菌鉴定为拟盘多毛孢犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．。

为验证菌株致病性，选择下列菌株再次接种：

１５ＳＨＷ１，菌株１５ＳＨＷ１的单孢分离菌株，编号为

１５ＳＨＷ１（ＳＣ），菌株１５ＳＨＷ１的回收分离菌株，编

号为１５ＳＨＷ１（Ｅ），菌株１５ＳＨＷ２的回收分离菌

株，编号为１５ＳＨＷ２（Ｅ）。从表２结果可知，上述４

株菌株接种的植株均表现为发病，而对照不发病。

因此可确定分离获得的拟盘多毛孢犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊

ｓｐ．菌株是 ‘芽黄’红瑞木溃疡病的致病病原菌。
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２０１７

表２　‘芽黄’红瑞木溃疡病病原菌致病性测定

犜犪犫犾犲２　犘犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔犱犲狋犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狋犺犲犻狊狅犾犪狋犲狊狅犳犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狊狆．

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

接种日期／年 月 日

Ｄａｔｅｏｆｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

７ｄ后病斑平均长度／ｃｍ

Ａｖｅｒａｇｅｌｅｎｇｔｈｏｆｃａｎｋｅｒａｆｔｅｒ７ｄ

１４ｄ后病斑平均长度／ｃｍ

Ａｖｅｒａｇｅｌｅｎｇｔｈｏｆｃａｎｋｅｒａｆｔｅｒ１４ｄ

对照Ｃｏｎｔｒｏｌ ２０１５ ０６ ３０ ０ ０

１５ＳＨＧ１ ２０１５ ０６ ３０ ０ ０

１５ＳＨＧ２ ２０１５ ０６ ３０ ０ ０

１５ＳＨＧ３ ２０１５ ０６ ３０ ０ ０

１５ＳＨＧ４ ２０１５ ０６ ３０ ０ ０

１５ＳＨＷ１ ２０１５ ０６ ３０ ２．０３±０．４５ ２．６７±０．５４

１５ＳＨＷ２ ２０１５ ０６ ３０ ４．１３±０．１９ ５．６７±０．３１

对照Ｃｏｎｔｒｏｌ ２０１５ ０８ ２２ ０ ０

１５ＳＨＷ１ ２０１５ ０８ ２２ ０．７７±０．１７ １．０７±０．３３

１５ＳＨＷ１（ＳＣ） ２０１５ ０８ ２２ １．１３±０．１７ １．１３±０．１７

１５ＳＨＷ１（Ｅ） ２０１５ ０８ ２２ ０．８７±０．０５ ０．８７±０．０５

１５ＳＨＷ２（Ｅ） ２０１５ ０８ ２２ １．２０±０．０８ １．９０±０．８４

２．２．２　病原菌ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析及系统进化树构建

用引物ＩＴＳ１ ｆｕｎｇｌ和ＩＴＳ４对１５ＳＨＷ２菌

株基因组ＤＮＡＰＣＲ扩增获得了１条６００ｂｐ左右

的清晰条带。将目标条带回收纯化，并克隆测序后

得到了长度为５９０ｂｐ的ｒＤＮＡＩＴＳ序列。将该序

列（已提交ＧｅｎＢａｎｋ数据库，登录号：ＫＴ９５３３７９）在

ＧｅｎＢａｎｋ数据库中进行Ｂｌａｓｔ同源性比对，结果显

示所测的序列与多株拟盘多毛孢属（犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊

ｓｐ．）菌株序列（登录号：ＫＦ７１８２５２．１，ＫＦ７１８２５０．１，

ＥＦ４５１８０４．１，ＫＦ７１８２４９．１，ＪＸ４３６８０３．１，ＥＦ４５１７９９．１）

相似度均较高，达到９９％。由于以上序列均未能鉴

定到种，同时比对结果中相似度达９８％以上的序列

很多，且参比序列是拟盘多毛孢属下不同种，Ｂｌａｓｔ

比对结果表明１５ＳＨＷ２属于拟盘多毛孢属，但不

能鉴定到属下种级分类单元。

基于表１菌株序列，参照Ｊｅｅｗｏｎ等
［５］运用ＭＥＧＡ

５．０软件采用ＭａｘｉｍｕｍＬｉｋｅｌｉｈｏｏｄ分析方法，构建

系统发育树，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值为１０００。聚类分析结果

显示，所选序列构建的系统进化树各分支自展值较

高，在属内主要分为Ｘ、Ｙ、Ｚ三大分支。所测菌株

１５ＳＨＷ２与Ｂｌａｓｔ同源性比对中同源性最高的菌株

序列（ＫＦ７１８２５２，ＪＸ４３６８０３，ＥＦ４５１７９９）均在Ｘ分支下

（图２），表明它们之间遗传距离较近。拟盘多毛孢属

下分为三大类群的结果与Ｊｅｅｗｏｎ等
［５］利用ＩＴＳ和

５．８Ｓ序列建立的系统进化树所得到的结果一致。同

时，Ｊｅｅｗｏｎ等
［５］的研究结果表明，这３个基于分子系

统发育信息分类的类群，与以下基于形态特征区分的

类群完全吻合：Ｘ类群形态特征为中间细胞异色且顶

端细胞附属丝顶部不存在匙状凸起，Ｙ类群特征为中

间细胞同色且顶端细胞附属丝顶部存在匙状凸起，Ｚ

类群特征为中间细胞同色且顶端细胞附属丝顶部不

存在匙状凸起。本研究中引起“芽黄”红瑞木溃疡病

的病菌在形态学特征上符合Ｘ类群特征：中间细胞异

色，顶端附属丝顶部不存在匙状凸起。

图２　基于犌犲狀犅犪狀犽数据库的系统发育树构建

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀狋犺犲犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狋犺犲

１５犛犎犠２犪狀犱狅狋犺犲狉犻狊狅犾犪狋犲狊犳狉狅犿犌犲狀犅犪狀犽
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４３卷第３期 罗卿权等：‘芽黄’红瑞木枝干溃疡病病原菌的鉴定及药剂防治

２．３　药剂防治试验结果

２．３．１　室内药剂筛选结果

表３结果表明，５种杀菌剂ＥＣ５０值较接近，８０％

代森锰锌可湿性粉剂的ＥＣ５０值最低，为０．６３９ｍｇ／Ｌ，

２５％嘧菌酯悬浮剂ＥＣ５０值最高，为１．７８７ｍｇ／Ｌ。

２．３．２　室外药剂防治试验结果

从表４室外防治试验结果可知，第１次和第２

次药后调查，对照的病情指数分别为４．２０和６．００，

病害发生程度较轻。此时，２５％丙环唑乳油和２５％

嘧菌酯悬浮剂均有较好的防治效果，第１次药后防

治效果分别达到９５．２４％和８５．７１％，第２次药后分

别达到９０．００％和８０．００％。但随着病害的发展，第

３次药后调查，对照的病情指数达到１７．４０时，４种

杀菌剂对病害的防治效果均小于５０％。

表３　５种杀菌剂对‘芽黄’红瑞木溃疡病菌犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狊狆．的室内毒力测定

犜犪犫犾犲３　犛犲狀狊犻狋犻狏犻狋狔犪狊狊犪狔狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊狊狆．狅犳犆狅狉狀狌狊犪犾犫犪犪犾犫犪‘犅狌犱’狊犢犲犾犾狅狑’狋狉狌狀犽犮犪狀犽犲狉狋狅

犳犻狏犲犳狌狀犵犻犮犻犱犲狊犻狀犾犪犫狅狉犪狋狅狉狔

杀菌剂

Ｆｕｎｇｉｃｉｄｅ

毒力回归方程

Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ
ＥＣ５０／ｍｇ·Ｌ－１

相关系数（狉）

Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

８０％代森锰锌ＷＰ　８０％ｍａｎｃｏｚｅｂＷＰ 狔＝１．２０６狓＋５．２３４ ０．６３９ ０．９５２

１０％苯醚甲环唑ＷＧ　１０％ｄｉｆｅｎｏｃｏｎａｚｏｌｅＷＧ 狔＝０．４０４狓＋５．０５０ ０．７５１ ０．９７９

５０％多菌灵ＷＰ　５０％ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍＷＰ 狔＝４．６９９狓＋５．５１９ ０．７７５ ０．９６９

２５％丙环唑ＥＣ　２５％ｐｒｏｐｉｃｏｎａｚｏｌｅＥＣ 狔＝０．５６１狓＋４．９８７ １．０５５ ０．９９７

２５％嘧菌酯ＳＣ　２５％ａｚｏｘｙｓｔｒｏｂｉｎＳＣ 狔＝０．４７０狓＋４．８８１ １．７８７ ０．９７０

表４　４种杀菌剂对‘芽黄’红瑞木溃疡病的田间防治效果

犜犪犫犾犲４　犈犳犳犻犮犪犮狔狅犳犳狅狌狉犳狌狀犵犻犮犻犱犲狊犳狅狉犮狅狀狋狉狅犾狅犳犆狅狉狀狌狊犪犾犫犪狋狉狌狀犽犮犪狀犽犲狉犻狀犳犻犲犾犱犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狊

杀菌剂

Ｆｕｎｇｉｃｉｄｅ

第１次药后

Ａｆｔｅｒｔｈｅｆｉｒｓｔｔｒｅａｔｍｅｎｔ

株发

病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

防治

效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｉｃａｃｙ

病情

指数

Ｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎｄｅｘ

防治

效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｉｃａｃｙ

第２次药后

Ａｆｔｅｒｔｈｅｓｅｃｏｎｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ

株发

病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

防治

效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｉｃａｃｙ

病情

指数

Ｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎｄｅｘ

防治

效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｉｃａｃｙ

第３次药后

Ａｆｔｅｒｔｈｅｔｈｉｒｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ

株发

病率／％

Ｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

防治

效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｉｃａｃｙ

病情

指数

Ｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎｄｅｘ

防治

效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｉｃａｃｙ

８０％代森锰锌ＷＰ

８０％ｍａｎｃｏｚｅｂＷＰ
７．００ ２２．２２ ２．６０ ３８．１０ ８．００ ３３．３３ ６．２０ －３．３３　 １６．００ ４６．６７ ９．８０ ４３．６８

１０％苯醚甲环唑ＷＧ

１０％ｄｉｆｅｎｏｃｏｎａｚｏｌｅＷＧ
４．００ ５５．５６ ３．２０ ２３．８１ ５．００ ５８．３３ ４．４０ ２６．６７ １７．００ ４３．３３ １１．００ ３６．７８

２５％丙环唑ＥＣ

２５％ｐｒｏｐｉｃｏｎａｚｏｌｅＥＣ
１．００ ８８．８９ ０．２０ ９５．２４ １．００ ９１．６７ ０．６０ ９０．００ ２３．００ ２３．３３ １０．４０ ４０．２３

２５％嘧菌酯ＳＣ

２５％ａｚｏｘｙｓｔｒｏｂｉｎＳＣ
１．００ ８８．８９ ０．６０ ８５．７１ ２．００ ８３．３３ １．２０ ８０．００ ２５．００ １６．６７ １０．６０ ３９．０８

清水对照　Ｗａｔｅｒ ９．００ － ４．２０ － １２．００ － ６．００ － ３０．００ － １７．４０ －

３　讨论

拟盘多毛孢属犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊由Ｓｔｅｙａｅｒｔ
［９］１９４９

年建立，但多年以来Ｇｕｂａ
［１０］、Ｓｕｔｔｏｎ

［７］、ＮａｇＲａｊ
［１１］

等分类系统对基于形态特征进行的该属及近似属的

分类一直存在争议。近年来，根据Ｊｅｅｗｏｎ等
［６］、韦

继光等［１２］基于分子系统发育对该属及近似属的研

究，表明Ｓｕｔｔｏｎ
［７］的分类方法比较接近基于分子系

统发育学所得到的分类结果。目前认为稳定的拟盘

多毛孢属犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊具有以下形态特征
［８］：分生

孢子具有多根顶端附属丝，分生孢子５个细胞，顶

端附属丝不分支或非二叉分支。本研究中“芽黄”红

瑞木溃疡病菌符合上述形态特征，因此将其鉴定为

拟盘多毛孢属犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．。

同时本研究采用ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析并构建系

统发育树的方法对菌株１５ＳＨＷ２进行了分子生物

学鉴定。对ｒＤＮＡＩＴＳ片段在ＧｅｎＢａｎｋ数据库中

的Ｂｌａｓｔ同源比对结果表明菌株１５ＳＨＷ２属于拟

盘多毛孢属的一种，与形态学方法鉴定结果一致。

但由于该属内ｒＤＮＡＩＴＳ片段种间相似度较高，仅

凭ｒＤＮＡＩＴＳ难以将此菌株鉴定到种一级分类单

元。在系统进化树中与菌株１５ＳＨＷ２处于同一分

支上有多个不同种类的拟盘多孢属菌株，表明这些

菌株间遗传距离较近，同源性较高，相互之间难以区

分。过去拟盘多毛孢属种内鉴定多以分生孢子大小

和寄主为依据，致使全世界已报道拟盘多毛孢属内
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种多达２４１个，然而Ｊｅｅｗｏｎ等
［６］、韦继光等［１２］结合

分子系统发育的研究结果，认为寄主完全不能作为

拟盘多毛孢种内分类的依据，分生孢子大小也只能

作为种内分类的次要依据。因此，当前拟盘多毛孢

内的分类未能建立一个比较完善的分类检索体系，

仍然处于比较混乱的状态［８］，将拟盘多毛孢鉴定到

具体的种较为困难。

拟盘多毛孢属包含很多种植物病原真菌，同时，

该属也是木本植物上一类重要的内生真菌。本研究

Ｂｌａｓｔ比对结果表明，具有与１５ＳＨＷ２序列相似性最

高的菌株，如ＫＦ７１８２５２．１、ＫＦ７１８２５０．１、ＥＦ４５１８０４．１、

ＫＦ７１８２４９．１、ＪＸ４３６８０３．１、ＥＦ４５１７９９．１等均被报道

为内生真菌。韦继光等［１５］根据ｒＤＮＡＩＴＳ序列建

立的系统发育树结果表明，同一种拟盘多毛孢不论

其为内生性或是病原性的，均可聚在系统发育树的

同一个分支下。本研究中，Ｂｌａｓｔ比对结果显示引起

‘芽黄’红瑞木溃疡病的犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．与部分内

生性菌株相似性较高。韦继光等［１５］认为某些拟盘

多毛孢在不同（或相同）的植物中可以表现为内生状

态或病原状态，内生拟盘多毛孢在一定条件下可以

转变为病原拟盘多毛孢，如茶拟盘多毛孢犘犲狊狋犪犾狅狋犻

狅狆狊犻狊狋犺犲犪犲是茶的病原真菌，在金花茶枝叶和罗汉

松枝上是内生真菌。因此，引起‘芽黄’红瑞木溃疡

病的犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．是否在某些环境条件下，也

可作为内生真菌存在于健康植株或其他植物中，也

值得进一步研究。

红瑞木溃疡病在上海地区发生均较为普遍，造

成植株部分枝条枯萎，甚至植株整株枯死。罗卿权

等［１６］对辰山植物园从国外引进的一种红瑞木品种

犆狅狉狀狌狊犪犾犫犪‘Ｓｐｈａｅｔｈｉｉ’上溃疡病进行的病原菌鉴

定结果表明，其由葡萄座腔菌犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪犱狅

狋犺犻犱犲犪引起。研究显示，在美国，山茱萸属植物

犆狅狉狀狌狊ｓｐｐ．广泛受到山茱萸炭疽病（ｄｏｇｗｏｏｄａｎ

ｔｈｒａｃｎｏｓｅ）的危害，其病原菌被鉴定为犇犻狊犮狌犾犪犱犲

狊狋狉犪犮狋犻狏犪
［１７］，除危害叶片外，其也会引起茎秆上的黑

色坏死斑。本研究中，上海迪士尼乐园中的‘芽黄’

红瑞木由华北地区大量引种，引起其溃疡病的病原

菌被鉴定为犘犲狊狋犪犾狅狋犻狅狆狊犻狊ｓｐ．。因此，在上海已鉴

定的引起红瑞木溃疡病的病原菌至少存在２种，但

这２种病原菌均分离自较小的种植区域，且２个种

植区域所种植的红瑞木品种不同，引种来源地不同。

因此在上海地区种植的红瑞木上引起溃疡病的主要

病原菌是何种仍需进行大量的取样和分离才能

确定。

尽管室内药剂筛选试验中的几种药剂均对病原

菌有不同程度的抑制作用，然而室外药效试验对该

病害的防控不尽如人意。在发病初期，２５％丙环唑

乳油和２５％嘧菌酯悬浮剂防治效果可达８０％以上，

但当病害发展后，供试４种杀菌剂对病害的防治效

果均小于５０％。本研究未能找到一种能够有效控

制该病害的杀菌剂。防治此病害应全面开展综合治

理措施，如修剪发病枝条，尤其是结合冬季修剪降低

病原基数，合理配置，增加通风透光条件，结合在发

病之前或发病初期进行药剂预防或早期控制。
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