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摘要
!

对云南景洪发生的澳洲坚果果实褐斑病进行了病原菌分离鉴定和生物学特性研究#经致病性测定"形态学

和分子生物学鉴定!病原菌为
,#"'$()%&*#

5

($%#4(

5

%#%#

#生物学特性研究表明!该菌菌丝生长的适温为
!,

"

&"P

!

孢子萌发的适温为
!"

"

!,P

!光照对菌丝生长影响不明显!紫外光对分生孢子的萌发有显著影响!不同的糖溶液可

促进分生孢子的萌发#

关键词
!

澳洲坚果'

!

果实腐烂'

!

,#"'$()%&*#

5

($%#4(

5

%#%#

中图分类号!

!

C%&->-%

!!

文献标识码!

!

)

!!

!"#

!

!

#">#--++

"

F

>;GH8>!"#$#,+

!"#$%&'&()%&*$)$".&*1*

-

&()1(+)/)(%#/&:%&(:*'%+#

,

)%+*

-

#$

()3:&$

-

<)()")<&)'/3&%./*0$/*%

6,"#$$&.Q8.

'

!

=478&/*

+

9.*

+

'

!

(R4=/.

'

!

?":1./*

+

"

'

!

=4%.

B

)*

+

"

!

B5--&-C-/*0*5*#(

+

D)(

E

01&6>)(

E

/

'

F0-

4

;(-

4

!

---#""

'

>;0-&

"

9.:%/)(%

!

?8'

C

/A8)

+

'*D/&E.*

+

K/D/@/K./*&AFG)H*E

C

)A@.E'/E'.*6.*

+

8)*

+

'

(&**/*

C

G)I.*D'H/E.E)9/A'@/*@

.@'*A.5.'@/*@A8'.GF.)9)

+

.D/9D8/G/DA'G.EA.DEH'G'EA&@.'@L?8'

C

/A8)

+

'*H/E.@'*A.5.'@/E>&6(-#1*)0&

E

#-*&/#

E

*&A

*&F

BC

/A8)

+

'*.D.A

B

A'EA

'

K)G

C

8)9)

+B

/*@K)9'D&9/GF.)9)

+B

L?8'EA&@

B

)5F.)9)

+

.D/9D8/G/DA'G.EA.DEE8)H'@A8/A

A8'E&.A/F9'A'K

C

'G/A&G'5)GK

B

D'9.&K

+

G)HA8H/E!,.&"S

'

/*@A8'E&.A/F9'A'K

C

'G/A&G'5)GE

C

)G'

+

'GK.*/A.)*

H/E!".!,SL?8'9.

+

8AD)*@.A.)*8/@*))FI.)&E'55'DA)*K

B

D'9.&K

+

G)HA8LR9AG/I.)9'A9.

+

8A8/@E.

+

*.5.D/*A

'55'DA)*D)*.@./9

+

'GK.*/A.)*L2.55'G'*AE&

+

/GED)&9@

C

G)K)A'D)*.@./9

+

'GK.*/A.)*L

;#

5

0*/":

!

K/D/@/K./

#

!

@.E'/E'

#

!

>&6(-#1*)0&

E

#-*&/#

E

*&*&

!!

澳洲坚果
E#)#=#3*#L

N

>

'又称夏威夷果)澳洲

胡桃等'是世界公认的名贵食用干果和木本油料'被

誉为-坚果之王.*据报道'截至
!"#,

年我国澳洲坚

果种植面积达到
#!>'+

万
81

!

'占世界种植面积的

,'>,#O

$

#

%

*我国澳洲坚果产业起步较晚'至
!""+

年才迅速发展'目前种植较早的果园逐渐进入丰产

期'随着果园种植时间的增加'病虫害发生日趋严

重'种类也在不断变化)增加*

!"#+

年
-

月'在景洪

景哈澳洲坚果果园发现未成熟果大量脱落'严重的

落果达到
,"O

以上*新鲜落果和树上病果的症状

表现为&果皮上有褐色病斑'呈水渍状'病斑边界清

晰'有的病斑上有白色霉状物!图
#2

"'与炭疽菌引

起的症状明显不同'将此病害暂定为澳洲坚果果实

褐斑病*采集症状典型的病果带回实验室'在室内

对病果表面霉状物进行镜检'同时进行病原菌的分

离鉴定和病原菌的生物学特性研究'现将结果进行

报道*

图
$

!

田间与接种感病症状

*+

,

%$

!

!+1/21/1
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4
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6741+<6./8+/=02<0286/:+<7?@=26+7<
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材料和方法

$%$

!

材料

病原菌分离材料&来源于云南省热带作物科学



!"!"

研究所景哈澳洲坚果试验基地'采集症状典型的病

果作为病原菌分离标本*

R*)

培养基&马铃薯
!""

5

'葡萄糖
!"

5

'琼脂

粉
#'

5

'水
#"""1]

*

真菌菌丝
*@)

快速抽提试剂盒)

ABC#

,

ABC%

$

!

%

)

YAC&

$

&

%

)

B0U#/

$

$

%,

%

)

!

/J<H<43:B#

,

B!!

$

-'

%等
R\X

扩增引物'由生工生物工程!上海"技术服务有限公

司合成*

试验接种材料&澳洲坚果未成熟果实'由云南省

热带作物科学研究所澳洲坚果研究中心提供*

$%&

!

方法

$>&>$

!

病果上霉状物镜检

用牙签挑取病果表层霉状物少许'放在载玻片

上'加灭菌水'盖上玻片'在显微镜下观察霉状物的

形态特征*

$>&>&

!

病原菌的分离"致病性的测定

病原菌分离&将病果用自来水清洁后'用
',O

乙醇表面消毒处理
&"L

后'取病健交界处组织
&

"

%11

分别放置在
R*)

培养基平板上
!,P

下培养
,K

'

将得到的菌落进行单孢分离'得到纯培养菌株用于致

病性试验'并将菌株与病果上镜检结果进行比对*

致病性测试&将纯培养
#"K

的菌株孢子制成浓度

为
#D#"

-个,
1]

的孢子悬浮液备用*在果园选取
!"

个正常未成熟果'

#"

个作为处理分别用微喷壶在每个

果上喷
#1]

孢子悬浮液#

#"

个为对照分别接种无菌

水
#1]

*在
!"

"

!+P

温度下'用保鲜袋对果实进行

保湿处理'

&K

后去除保鲜袋*处理
'

"

#"K

'从被感

染的果实组织中分离真菌'确认是否为病原菌*

$>&>'

!

病原菌鉴定

$>&>'>$

!

形态学鉴定

将纯培养病原菌在
R*)

培养基上培养
,

"

'K

'

观察形态特征)产孢方式等'依据
]=1H2?K

)

]3

等$

+$

%的方法进行鉴定*

$>&>'>&

!

分子生物学鉴定

菌株总基因组
*@)

采用快速抽提试剂盒提取

后'分别用
%

对引物
ABC#

,

ABC%

'

YAC&

'

B0U/#

"

'

!

/

J<H<43:B#

,

B!!

进行
R\X

扩增'扩增产物由生工

生物工程!上海"技术服务有限公司完成测序'最后

将获得的
ABC

)

YAC&

)

B0U#/

"

)

B̀ (!

序列上传至

9̂:(2:_

数据库'并与
9̂:(2:_

数据库中有关序列

进行同源性比较'通过
W0̂ )'

软件构建
?*@)/

ABC/YAC/B0U/B̀ (

序列多基因联合系统发育树'

确定其分类地位*

$>&>(

!

生物学特性测定

$>&>(>$

!

温度对菌丝生长和孢子萌发的影响

#

"菌丝生长&将纯培养菌株用打孔器打成直径

,11

的菌块'接种在
R*)

平板上'分别置于
,

)

#"

)

#,

)

!"

)

!,

)

&"

)

&,

)

%"P

'

XY+"O

'黑暗条件下进行

恒温培养'

,K

后采用-十字交叉法.测定菌落生长直

径'每处理
%

次重复'依据菌落生长情况确定病原菌

的适宜温度*

!

"分生孢子萌发&采用悬滴法'将分生孢子制

成
!>"D#"

,个,
1]

的孢子悬浮液'分别在凹玻片凹

面滴入
,""

#

]

孢子悬浮液'然后凹玻片放入培养皿

内保湿'再将培养皿分别置于
#"

)

#,

)

!"

)

!,

)

&"

)

&,P

'

XY+"O

的条件
#"8

'观察孢子的萌发率'每

处理重复
&

次*

$>&>(>&

!

光照条件对菌丝生长的影响

将直径为
,11

的菌饼接种在
R*)

培养基平

板后'分别置于连续光照)

#!8

光暗交替和全黑暗
&

种处理'在
!,P

)

XY+"O

的培养箱中培养
,K

'测定

菌落生长直径'每处理重复
&

次*

$>&>(>'

!

紫外光对分生孢子萌发的影响

采用悬滴法'用灭菌水将分生孢子制成
!>"D

#"

,个,
1]

的孢子悬浮液'放到无菌凹面载玻片上'

然后分别置于
%"[

紫外灯下
,"71

的距离照射
"

)

,

)

#"

)

#,

)

!"

)

!,

)

&"13:

'然后在
!,P

条件下用无菌

培养皿保湿'

#"8

观察孢子的萌发率*每处理重复

&

次*

$>&>(>(

!

糖溶液对分生孢子萌发的影响

用浓度为
#O

的葡萄糖)蔗糖)果糖)乳糖)麦芽

糖溶液分别配成
!>"D#"

,个,
1]

孢子悬浮液'然后

在凹玻片每个凹面滴入
">,1]

孢子悬浮液'以蒸

馏水为对照'在
!,P

)

XY+"O

的培养箱中培养

#"8

'检查孢子萌发率'每处理重复
&

次*

$>&>)

!

试验数据处理

试验数据用
CRCC!#

软件处理分析'使用
*<:/

72:

!

*

"法*

&

!

结果与分析

&%$

!

病果上霉状物镜检

在
!"

倍显微镜下观察'霉状物为大型分生孢

子'圆柱形'两端圆'!

',

"

#""

"

#

1D

!

->"

"

#"

"

#

1

'

有
,

个隔'未见小型分生孢子*

+

+"#

+
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卷第
!

期 蒋桂芝等&澳洲坚果褐腐病的病原菌鉴定及生物学特性

&%&

!

病原菌的分离#致病性的测定

分离样本
#,

个'得到
#,

个菌落*经观察菌落

和分生孢子形态初步鉴定'

#,

个菌落均为同一种真

菌'分生孢子形态与病果上霉状物镜检结果一致*

单孢分离后'得到纯培养菌株编号为
Sg!"#+"-!$

*

!"#+

年
'

月
#"

日进行致病性测定*接种处理

&K

除去保鲜袋'接种孢子悬浮液的果实上开始出现

点状水渍病斑'

,K

时病斑已扩大变成褐色'病斑边

缘呈水渍状'

'K

时较大的病斑上有裂缝出现'有的

病斑上开始出现白色霉状物'

#"K

时的症状与田间

一致!图
#H

"#对照无症状*从有症状的果实中重新

分离到与接种一致的真菌'确认菌株
Sg!"#+"-!$

对

澳洲坚果果实有致病性*

&%'

!

病原菌鉴定

&>'>$

!

形态鉴定

菌株
Sg!"#+"-!$

菌落近圆形'在
R*)

培养基

上生长较慢'

!,P

时日平均生长量
,>$,11

'菌丝绒

毛状'初期为白色'逐渐变为红棕色'背面红褐色至

深红棕色!图
!2

"*在
R*)

培养基上产生大量的分

生孢子*大型分生孢子梗由总梗)扫帚状可育分枝)

伸延梗和顶生囊泡组成 !图
!H

"*总梗透明'平滑

!

,"

"

#""

"

#

1D

!

-

"

$

"

#

1

#伸延梗有隔'直或弯曲'

长
#$"

"

%!"

#

1

'宽
&

"

'

#

1

'顶端有隔'终止于棍

棒状的囊泡!图
#7

"'直径
!

"

-

#

1

*扫帚状可育分

枝上孢子梗长
,"

"

$-

#

1

'宽
-

"

$

#

1

#

#

级分支
"

"

#

隔'!

#,

"

&"

"

#

1D

!

&

"

'

"

#

1

#

!

级分支
"

"

#

隔'

!

#-

"

&"

"

#

1D

!

%

"

'

"

#

1

#

&

级分支无隔'!

#%

"

!!

"

#

1D

!

%

"

-

"

#

1

'每个末端分支产生
#

"

&

瓶梗'

圆柱形到肾状的瓶梗'单生时倒梨形'透明'无孔'

!

#%

"

!,

"

#

1D

!

!

"

-

"

#

1

!图
!K

'

9

"*大分生孢子

圆柱形'两端圆'!

',

"

#"#

"

#

1D

!

-

"

#"

"

#

1

'有
&

"

'

隔'多数为
,

隔!图
!M

"'由无色黏液平行聚集成

束*基于这些形态特征'

Sg!"#+"-!$

鉴定为五隔大

无性孢丽赤壳菌
,#"'$()%&*#

5

($%#4(

5

%#%#

*

图
&

!

菌株
"M&F$NFG&O

的形态特征

*+

,

%&

!

>7:

5

.7=7

,

+?2=?.2:2?6/:+16+?178"M&F$NFG&O

&>'>&

!

分子生物学鉴定

从
Sg!"#+"-!$

菌丝体中提取
*@)

基因组'通

过
%

对引物
ABC#

,

ABC%

'

YAC&

'

B0U/#

"

'

!

/J<H<43:

B#

,

B!!

等进行
R\X

扩增)测序'获得
,&#H

N

ABC

)

%!+H

N

YAC&

)

%$-H

N

B0U/#

"

)

,-#H

N

B̀ (!

片段'

登录号分别为
WY'$%!+%

)

WY'$%!+-

)

WY'$%!+,

)

WY'$%!+'

*在
@\(A

网站上进行同源性比较'通过

(])CB

搜索核酸数据库显示'与已报道
,#6

5

($%#8

4(

5

%#%#

中的
gT+,,$,"a#

)

WU%%!'%%a#

)

WU%%!+,$a#

和
WU%%&"'%a#

序列相似性分别为
$$O

)

#""O

)

#""O

和
#""O

*通过
W0̂ )'

软件构建菌株

Sg!"#+"-!$

的
ABC/B0U/B̀ (

多基因联合与近缘

+

$"#

+



!"!"

种的系统发育树'结果显示
Sg!"#+"-!$

与
,#6

5

($%#4(

5

%#%#

培养型模式菌株
,0C#&&&%$

位于同

一分枝'支持率为
#""O

!见图
&

"*

形态学和分子鉴定分析表明病原菌
Sg!"#+"-!$

是
,#"'$()%&*#

5

($%#4(

5

%#%#

*

图
'

!

基于
#-JE-P*$E-QR&

序列构建的菌株
"M&F$NFG&O

与近源物种的系统发育树

*+

,

%'

!

K.

3

=7

,

/</6+?:/=26+7<1.+

5

1786./

5

26.7

,

/<+?8@<

,

@1"M&F$NFG&O2<076./::/=26+S/

1

5

/?+/1921/07<#-JE-P*$E-QR&1/

L

@/<?/1

&%(

!

生物学特性测定

&>(>$

!

温度对菌丝生长和孢子萌发的影响

#

"菌丝生长&经过
,K

培养'得到不同温度下菌

落的平均生长量'见表
#

*菌株
Sg!"#+"-!$

的菌丝

生长温度范围为
#"

"

&,P

'适宜温度为
!,

"

&"P

'

#"P

以下和
%"P

以上不适宜生长'表明该菌适宜生

长温度范围广*

表
$

!

温度对菌株
"M&F$NFG&O

菌丝生长的影响$

%

-29=/$

!

P88/?61786/4

5

/:26@:/7<4

3

?/=+2=

,

:7;6.7816:2+<"M&F$NFG&O

温度,
P

B91

N

9?2J<?9

菌落直径,
11

W

6

794324

5

?=GJ8

,

!

">"E">"

"

0

#"

!

#>"E">#-

"

0

#,

!

#">!E">,"

"

*

!"

!

!&>%E">!-

"

(

!,

!

!$>"E">-"

"

)

&"

!

!$>-E">+"

"

)

&,

!

#!>-E">+%

"

\

%"

!

">"E">"

"

0

!

#

"表中数据为平均值
E

标准差*同列数据后不同大写字母表示

在
">"#

水平差异显著*下同*

*2J23:J89J2H492?9192:EC*>*3MM9?9:J72

N

3J2449JJ9?L3:K3/

72J9L3

5

:3M372:JK3MM9?9:792J">"#49I94>B89L219H94=G>

!

"分生孢子萌发&处理
#"8

观察孢子的萌发率

结果见表
!

*表
!

显示'菌株
Sg!"#+"-!$

孢子萌发

的温度为
#,

"

&"P

'适宜温度为
!"

"

!,P

'

!,P

时

孢子萌发率最高'

#,P

以下和
&,P

以上孢子不能

萌发*

表
&

!

温度对菌株
"M&F$NFG&O

孢子萌发的影响

-29=/&

!

P88/?61786/4

5

/:26@:/7<1

5

7:/

,

/:4+<26+7<

:26/7816:2+<"M&F$NFG&O

温度,
P

B91

N

9?2J<?9

孢子萌发率,
O

C

N

=?9

5

9?13:2J3=:?2J9

#"

!

">"E">"

"

0

#,

!

#>"E">!

"

0

!"

!

&#>%E">-

"

(

!,

!

,%>!E">$

"

)

!+

!

#->#E!>#

"

\

&"

!

,>!E">%

"

*

&,

!

">"E">"

"

0

&>(>&

!

光照条件对菌丝生长的影响

培养
'K

'菌落生长情况见表
&

*全光照)

#!8

光)暗交替)全暗等
&

种处理间无极显著差异'即光

照条件对菌丝生长影响不明显*

表
'

!

光照条件对菌株
"M&F$NFG&O

菌丝生长的影响

-29=/'

!

P88/?6178+==@4+<26+7<7<4

3

?/=+2=

,

:7;6.

7816:2+<"M&F$NFG&O

处理

B?92J19:J

菌落直径,
11

W

6

794324

5

?=GJ8

全光照
U<4443

5

8J

!

&">,E#>''

"

)

#!8

光)暗交替

#!843

5

8J2:KK2?_24J9?:2J3=:

!

!+>-E!>'#

"

)

全暗
*2?_

!

!+>&E!>+-

"

)

+

"##

+



%-

卷第
!

期 蒋桂芝等&澳洲坚果褐腐病的病原菌鉴定及生物学特性

&>(>'

!

紫外光对分生孢子萌发的影响

处理后
#"8

观察孢子的萌发结果见表
%

*紫外

光对分生孢子的萌发有显著影响'随着紫外光照时

间的延长'分生孢子的萌发率显著降低'紫外光照至

!"13:

以上时分生孢子不能萌发'说明分生孢子对

紫外光较敏感*

表
(

!

紫外光对菌株
"M&F$NFG&O

孢子萌发的影响

-29=/(

!

P88/?6178@=6:2S+7=/6=+

,

.67<1

5

7:/

,

/:4+<26+7<

7816:2+<"M&F$NFG&O

时间,
13:

B319

孢子萌发率,
O

C

N

=?9

5

9?13:2J3=:?2J9

"

!

,%>!E">$

"

)

,

!

%>,E">&-

"

(

#"

!

!>#E">!+

"

\

#,

!

">!,E">,"

"

*

!"

!

">"E">"

"

0

!,

!

">"E">"

"

0

&>(>(

!

糖溶液对分生孢子的萌发影响

在
!,P

)

XY+"O

的培养箱中培养
#"8

'分生孢

子的萌发率见表
,

*

#O

糖溶液可以提高分生孢子的

萌发率'即可促进分生孢子的萌发'其中以葡萄糖的

促进效果最好'以后依次为麦芽糖)蔗糖)乳糖)果糖*

表
)

!

$T

糖溶液对菌株
"M&F$NFG&O

孢子萌发的影响

-29=/)

!

P88/?6178$T1@

,

2:17=@6+7<7<1

5

7:/

,

/:4+<26+7<78

16:2+<"M&F$NFG&O

#O

糖

#OL<

5

2?

孢子萌发率,
O

C

N

=?9

5

9?13:2J3=:?2J9

果糖
U?<7J=L9

!

,$>&E">,+

"

0

蔗糖
C<7?=L9

!

-->&E">,+

"

\

葡萄糖
4̂<7=L9

!

$,>&E">,+

"

)

乳糖
]27J=L9

!

-%>&E">,+

"

*

麦芽糖
W24J=L9

!

+#>"E#>""

"

(

\e

!

,,>&E#>#,

"

U

'

!

讨论

由五隔大无性孢丽赤壳菌
,#6

5

($%#4(

5

%#%#

引

起澳洲坚果果实褐斑病属首次报道*由
,#6

5

($%#8

4(

5

%#%#

引起植物病害的报道不多见'目前报道在桉

树)澳洲坚果$

#"

%和红千层)千层金$

##

%等植物叶片上

分离到'是桉树焦枯病的病原菌之一*对
,#6

5

($8

%#4(

5

%#%#

生物学特性的研究表明'该菌菌丝的生长

温度范围广'为
#"

"

&,P

'孢子萌发的温度为
#,

"

&"P

'光照条件对菌丝生长影响不明显'但紫外光对

分生孢子的萌发有显著影响'糖可促进分生孢子的

萌发*在调查病害时发现'果园荫蔽度大'湿度大'

阳光很少能直射到地面'并且果实虫蛀率在
,O

"

#"O

左右'基于果园内的环境条件和病原菌的生物

学特性'建议对澳洲坚果褐斑病的防治首先应采用

农业措施///修枝整形'降低果园的荫蔽度'让紫外

光穿过树冠照进果树内堂'同时降低果园内湿度'可

抑制病原菌孢子的萌发#其次'对病害进行监测'在

出现利于病害发生的天气条件时先进行预防喷施保

护剂'必要时再使用杀菌剂进行防治*
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