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为明确引起岗梅
G,(H$&
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.(,,$

枝枯病的病原!对从广东梅州采集的岗梅枝枯病病部分离的致病菌株
*%4

6

F

'(,1

进行了形态学观察!并运用
RS*9Fe

构建了病原菌株
&859

内转录间隔区%

,4)(&4%+)&%4.-&,G(T.

/

%-(&

!

AEJ

'

的系统发育树#结果显示&病原菌的形态学特征与拟盘多毛孢属
0(&%$,"%+"

'

&+&

真菌相似!在系统发育树中该菌株

与小孢拟盘多毛孢菌
0(&%$,"%+"

'

&+&#+2."&

'

".$

在同一分支上#因此!初步将岗梅枝枯病病原菌鉴定为小孢拟盘多

毛孢菌
0<#+2."&
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岗梅
G,(H$&

'

.(,,$

$

B22N<(%9&4<

%

CX%'

/

<

(bH(4)X<

属冬青科冬青属
G,(HI<

#分布于广东)广

西等地'

0

(

#是我国南方民用中药#具有清热解毒)生

津止渴)利咽消肿)散瘀止痛之功效#临床用于治疗

感冒发热)肺热咳嗽)热病津伤口渴)咽喉肿痛)跌打

瘀痛等病症'

1

(

&

岗梅的药用价值之广使其市场需求量越来越

大#岗梅的栽培面积也随之扩大&枝枯病是岗梅大

面积种植过程中的一种主要病害#株发病率为

0;P

以上&岗梅枝枯病主要危害岗梅的主干)侧

枝和嫩梢#引起发病枝条萎蔫)干枯#树势衰弱#生

长速度缓慢#岗梅的产量和品质下降&关于岗梅枝

枯病病原的报道#袁勤峰等'

#

(认为引起广东岗梅枝

枯病的病原菌是胶孢炭疽菌
I",,(%"%.+28/#

:

,"("&5

'

".+"+)(&-2'

/

+(b

#何凌冰等'

!

(则认为该病由葡萄

座腔菌
C"%.

7

"&

'

8$(.+$)"%8+)($

引起#但是否存在

其他病原菌引起广东省梅州市平远县岗梅生产基

地上的岗梅枝枯病#并不清楚&因此#本研究对岗

梅枝枯病病原菌进行鉴定#旨在对该病害的防治提

供参考&

!

!

材料与方法

!@!

!

材料

植物材料!供试健康岗梅植株株高约
!;-'

#由

华润三九医药股份有限公司提供+罹病岗梅样本于

1;0@

年
0;

月采自广东省梅州市平远县的华润三九

医药股份有限公司中药材种植基地&

培养基!

$89

#参照,植病研究方法-

'

"

(配方

配制&

!@:

!

方法

!<:<!

!

病原菌的分离纯化与致病性测定

采用常规组织分离法对田间采回的罹病岗梅样
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本进行分离#将获得的培养物在显微镜下用无菌接

种针挑取单菌丝片段进行两次菌株纯化#获得纯培

养分离物&致病性测定采用针刺法在无病健康且长

势相近的岗梅幼苗茎部进行&将纯化后的菌株在

$89

平板上
1>f

培养
#

"

!T

后取直径
0-'

的菌

丝块贴住针刺部位#并用湿润的棉花覆盖固定#对照

组接种直径
0-'

的无菌
$89

培养基#每个处理设

置
"

个重复&于
1>f

光照条件下保湿培养
"

"

0;T

后#观察分离物的致病情况&对接种后发病的组织

再次进行病原菌分离纯化#比较该分离物与接种病

原菌的形态异同&

!<:<:

!

病原菌的形态观察

将
!f

斜面保存的菌株转至
$89

平板上#于

1>f

培养箱中培养
#

"

=T

#观察并记录菌落特征#每

日测定菌落大小&待菌落产孢后利用镜台及目镜测

微尺测定分生孢子的大小#记录并统计&

!<:<A

!

病原菌的分子鉴定

采用
CX,

等'

@

(的方法提取病原真菌总基因组

859

#对
&859

内转录间隔区$

AEJ

%进行扩增&扩增

所用的引物为
AEJ0

$

"lFECC*E9**E*99CCE*C**F

#l

%和
AEJ!

$

"lFECCECC*CEE9EE*9E9E*CF#l

%

'

=

(

&

$CD

反应体系$

1"

$

I

%!

1g!$

F

$CD*&((4R,b

01<"

$

I

)

859

模板
"

$

I

)

"

$

'2+

"

IAEJ0

和
AEJ!

各
0

$

I

)

5:-+(%.(FW&((K%)(&"<"

$

I

+

$CD

扩增反

应程序!

?!f

预热
#',4

+

?!f

变性
#;.

#

"#f

退火

#;.

#

=1f

延伸
0',4

#

#"

个循环+

=1f

再延伸
=',4

+

!f

保存&

扩增结束后取
"

$

I$CD

产物在
0P

琼脂糖凝

胶中进行电泳#最后将目标片段送往华大基因科技

股份有限公司进行测序&测序结果与
*(4H%4N

中的

数据进行
HI9JE

同源性比对#并运用
RS*9=<;

进

行系统发育分析&

:

!

结果与分析

:@!

!

岗梅枝枯病的症状特点及病原菌致病性测定

岗梅枝枯病主要危害岗梅的主干)侧枝和嫩梢#

引起发病枝条萎蔫)干枯#树势衰弱#生长缓慢&嫩

梢发病时枝条由绿色变为深褐色#嫩叶和幼茎失水#

干枯$图
0%

"

G

%&主干和侧枝初侵染时#病斑处失

绿变褐#呈条状#病斑中心呈现出黑褐色的斑块#病

斑周围浅褐色#病斑逐渐扩散侵染#后整个病斑成为

黑褐色#严重时病斑环绕大部分主茎#导致病斑以上

部位因养分输送受阻而失水失绿干枯&

从病组织上获得
#

个分离物!

*%4

6

'(,0

)

*%4

6

F

'(,1

和
*%4

6

'(,#

&利用针刺法对其进行致病性

测定#结果显示#只有分离物
*%4

6

'(,1

在接种
?T

后#岗梅枝干部出现深褐色病变#病变部位中间有白

色羽状物$图
0-

%#与原采回的标本岗梅枝枯病在田

间自然病害特征一样#病斑有逐渐扩大的趋势#分离

物
*%4

6

'(,0

)

*%4

6

'(,#

未引起岗梅产生病变&从

接种后岗梅发病茎部的病健交界处组织上$图
0-

%再

次进行病原菌的分离纯化#此次分离的菌物在
$89

平板上的菌落形态$图
1%

"

G

%和分子特征$

AEJ

%与

原接种体一致&

图
!

!

岗梅枝枯病田间症状及分离物接种所致症状

?4

6

@!

!

#

K

8

9

128/231J-+.*57J+,4

6

J1235.*6()

+

,*..(4534-,I*5I*31-.45270,*1425

:@:

!

岗梅枝枯病病原菌的形态学特征

*%4

6

'(,1

在
$89

培养基上于
1>f

培养箱中

培养
"T

后的菌落近圆形#边缘规则#正面为白色丝绒

状#反面淡黄色#有轮纹#菌体由内而外呈波浪形扩

张#整体蓬松#

0;T

后产孢$图
1%

"

G

%+对病部进行切

片观察到分生孢子盘埋生于寄主表皮下#黑色#单腔#

分生孢子整齐地排列在分生孢子盘内$图
1-

%+光学显

微镜下观察到分生孢子大小为$

0?<>

"

1?<"

%

$

'g

$

"_1

"

?<?

%

$

'

$图
1T

%#呈纺锤形或长梭形#直或微

弯#具
!

个隔膜#

"

个细胞#分隔处稍有缢缩#基部和顶

部细胞无色#中间
#

个细胞均为淡橄榄色#其中上部

两个细胞颜色较下部细胞颜色深+成熟孢子顶端有

*

0=0

*



1;0?

1

"

!

根无色透明附属丝#分支或不分支#长为
1!<"

"

#@

$

'

#基部细胞平截#具一内生附属丝#长为
?<;"

"

01<?@

$

'

#不分支&根据病原菌的形态特征#此病

原菌属于拟盘多毛孢属
0(&%$,"%+"

'

&+&

真菌&

图
:

!

岗梅枝枯病病原菌形态特征

?4

6

@:

!

P2.

9

J2,2

6

47*,7J*.*71-.4/147/231J-4/2,*1-T*5

6

8-4:4/2,*1-I3.285.*6()

+

,*..(+.*57J

:@A

!

岗梅枝枯病病原菌的分子鉴定

利用真菌
AEJ

通用引物
AEJ0

和
AEJ!

对病原菌

*%4

6

'(,1

的
&859

内转录间隔区$

AEJ

%进行扩增#获

得片段大小约为
"1!G

/

的产物&将扩增产物序列

$

R*>1;01!

%在
*(4H%4N

中进行
HI9JE

比对#用
RS*9

=<;

按照
5U

$

4(,

6

XG2&F

\

2,4,4

6

%法构建
*%4

6

'(,1

及

相关真菌的系统发育树$图
#

%#结果表明#病原菌株

*%4

6

'(,1

与
0(&%$,"%+"

'

&+&#+2."&

'

".$.)&%,4C*UF!

$

OE!"?#";<0

%)

0<#+2."&

'

".$.)&%,4$'F0

$

RB;?!1#=<0

%)

0<#+2."&

'

".$.)&%,48$e#F1

$

OM>!?=??<0

%和
0<

#+2."&

'

".$.)&%,4IO00

$

8j;;0;;?<0

%在同一分

支上&

图
A

!

岗梅枝枯病病原菌株
T*5

6

8-4:

及相关真菌基于
("#

序列的系统发育树

?4

6

@A

!

=J

K

,2

6

-5-1471.--231J-4/2,*1-T*5

6

8-4:3.285.*6()

+

,*..(*5I.-,*1-I/

9

-74-/+*/-I25/-

U

0-57-/23("#

A

!

讨论

本研究对采自广东省梅州市平远县的岗梅枝枯

病样品进行组织分离纯化#经柯赫氏法则验证获得岗

梅枝枯病病原菌株#观察病原菌株形态学特征并对病

原菌株的
AEJ

序列进行分析后#初步将岗梅枝枯病的

病原菌鉴定为小孢拟盘多毛孢
0<#+2."&

'

".$

&

本研究结果与袁勤峰等'

#

(报道的岗梅枝枯病病

原为胶孢炭疽菌
I<

:

,"("&

'

".+"+)(&-2'

/

+(b

#何凌

冰等'

!

(报道的岗梅枝枯病病原为葡萄座腔菌
C<)"5

%8+)($

不同#其原因可能是采样的地点)季节)岗梅

植株的生长环境不同#也可能是岗梅枝枯病可由多

种病原菌引起或存在多种病原菌复合侵染的情况&

韦继光'

>

(的研究表明#拟盘多毛孢属分类的首

要特征是分生孢子有色胞的颜色类型#其次是顶端

附属丝$顶端附属丝末端是否膨大)是否呈单根后分

支)附属丝着生位置以及根数%及基部附属丝的有

无)是否分叉&宋利沙'

?

(的研究表明#基部附属丝的

有无及是否分叉与顶端附属丝是否呈单根后分支以

及着生的位置#不是很重要的分类特征&

本研究使用了
AEJ

序列对岗梅枝枯病病原菌进

行分子鉴定&宋利沙'

?

(的研究表明#该序列能区分

拟盘多毛孢属中包括
0<#+2."&

'

".$

在内的
@

个物

种#建议把
AEJ

作为拟盘多毛孢属的主要条形码#

*

1=0

*
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!

F):G

作为拟盘多毛孢属的辅助条形码#对于个别比

较难以鉴别的种类#可采取
AEJh

!

F):GhS[0F

"

序

列组合建立分子系统发育树对拟盘多毛孢属物种进

行识别&本研究利用
AEJ

序列构建病原菌株及相关

真菌的系统发育树能很好地将
0<#+2."&

'

".$

与其

他菌株区分开&

传统的拟盘多毛孢属
0(&%$,"%+"

'

&+&

分类多数

以
*:G%

'

0;

(的检索表为依据#但该检索表存在形态

特征重叠严重#种间区别不够明确等不足之处'

00

(

&

拟盘多毛孢属真菌在培养时也会出现同种菌株在不

同培养基上的分生孢子长度)顶端附属丝长度)基部

附属丝长度等形态指标有明显差别的现象'

01

(

#不同

的研究者对同一个种的描述也有差别&在拟盘多毛

孢属真菌的分类和鉴定中#应统一培养基和培养条

件从而对拟盘多毛孢属真菌进行形态特征的比较并
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