
!

!"!"# $%&$'(),* ),,

!.$,&!'(&)%&+(,

收稿日期!

!

)&%# &.)*

!!!

修订日期!

!

)&%# &" )<

基金项目!

!

上海市园林科学规划研究院青年人才发展基金'

)&%$=%=<

(

%

通信作者
T=+L,K

!

M?

S

,-

E

)&&&)

"

%".8/F+

厚皮香枯梢病病原菌鉴定

孙荣华%

!

)

!

!

徐
!

颖%

!

)

%

!

!

王章训%

!

)

!

!

路广亮%

!

)

!

!

许能春.

!

!

黄国培!

'

%8

上海市园林科学规划研究院"上海
!

)&&).)

%

)8

上海城市困难立地绿化工程技术研究中心"上海
!

)&&).)

%

.8

上海园林 '集团(有限公司"上海
!

)&&..*

%

!8

浙江农林大学"杭州
!

.%%.&&

(

摘要
!

厚皮香枯梢病在上海地区发生严重%本研究对上海地区的厚皮香枯梢病进行了病原菌的分离与致病性鉴

定$得到其病原菌菌株
)&%<69[

E

%根据病原菌的形态特征将其鉴定为小新壳梭孢
A)(

:

/1+%(%%/*

3

$'8/*

%扩增

病原菌
)&%<69[

E

的
N@H2=B[6

序列和翻译延伸因子
EC4%

"

基因序列$进行
5>26[

序列比对与小新壳梭孢相似

性分别为
##1

和
%&&1

&基于
N@H2=B[6

序列构建系统发育进化树$其在系统发育树上与小新壳梭孢的类群处于同

一分支$此结果与形态学鉴定结果一致%
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厚皮香&
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枯梢病&
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厚皮香
;)',1&'()*+$

60

*,$,&5)'$

是山茶科

厚皮香属灌木或小乔木"因其树形优美&枝叶层次感

强"是一种优良的常绿观赏树种$近年来"随着厚皮

香在上海地区栽培规模的不断扩大"栽培中出现的

病害尤其是厚皮香枯梢病造成的危害愈来愈重$厚

皮香枯梢病发病初期"叶片表现为褪绿发黄&叶片所

在的小枝皱缩萎蔫"锯开枝干可见褐色至深褐色的

病斑$随着病情不断扩展"发病枝干会逐渐枯死"危

害严重时整株厚皮香死亡$

目前国内外关于厚皮香的病害研究还未见报

道"为了明确厚皮香枯梢病的病原菌种类与发病机

制"针对其提出合理有效的预防及防治措施"本研究

对厚皮香枯梢病的危害和症状进行了观察"开展了病

原菌的分离纯化&致病性测定"并利用传统的形态学

鉴定"结合核糖体
N@H2=B[6

&翻译延伸因子
EC4%

"

的

序列比对和系统发育进化树研究"以期为病害防治

提供依据$

!

!

材料与方法

!"!

!

病原菌的分离与纯化

)&%<

年
!

月
g*

月从上海地区青浦赵巷苗圃厚

皮香上采集发病枝干"采用组织分离法从病健交界



)&)&

处取样进行病原菌分离"于
7@2

平板上
)*i

培养"

挑取菌落边缘的菌丝块转移纯化"将纯化后的菌株

保存于
!i

冰箱备用$

!"$

!

致病性测定

根据柯赫氏法则进行致病性测定$选取长
)&

!

!&/+

的健康厚皮香枝条插于盛水三角瓶中$用

无菌手术刀划伤枝条表皮形成长度为
%/+

的伤口"

将菌丝块正面朝向伤口"用已浸湿无菌水的脱脂棉保

湿"将接种后的枝条放入'

)*h%

(

i

"光周期
>

&

@3

%!'

&

%&'

的恒温培养箱中培养$每个菌株重复接

种
.

个枝条"并设置清水对照$接种后
*

!

<O

观察

发病情况"并对发病枝条进行病原菌再分离*

%

+

$

!"%

!

病原菌形态学鉴定

将纯化菌株转移至
7@2

平板上"于'

)*h%

(

i

恒

温培养"观察菌落形态特征$将发病枝条于'

)*h

%

(

i

保湿培养
%&

!

%!O

后"于发病部位可观察到分

生孢子器"对病组织进行切片"在显微镜下观察分生

孢子形态特征并测量分生孢子大小$

!"9

!

病原菌分子鉴定

将菌株于
)*i 7@2

平板上培养
!O

"刮取表

面菌丝"

Y[25

法提取和纯化基因组
@H2

$采用

真菌
N@H2=B[6

通用引物
B[6=Q?-

E

%

'

*o=Y[[__[=

Y2[[[[2_2__22_[22=.o

(和
B[6!

'

*o=[YY[Y=

Y_Y[[2[[_2[2[_Y=.o

(进行
7YU

扩增%同时用引物

T\%=<)$\

'

*o=Y2[Y_2_22_[[Y_2_22__=.o

(和

T\%=#$"U

'

*o=[2Y[[_22__22YYY[[2YY=.o

(对病

原菌的翻译延伸因子
EC=%

"

基因序列进行
7YU

扩

增$

7YU

产物送往上海生工生物技术有限公司测

序"将测序所得序列提交到
_D-5L-a

"在
HY5B

进行

5>26[

序列比对'

'II

J

!

&

-/R,;-=K+;-,';

E

FP

#

RKL0I

("

并运用
VT_2*8&

软件构建系统发育进化树以确

定病原菌的分类地位$

$

!

结果与分析

$"!

!

发病症状

近几年笔者对上海地区厚皮香枯梢病危害症状

进行了观察"发现该病害在上海地区始发于
.

月下

旬"主要表现在嫩枝与枝梢上的叶片失水&褪绿"枝

条萎蔫&枯死$随着病害的发展"小枝整枝枯萎'图

%L

(%此病害也可侵染较大的枝干"较大枝干受侵染

后"其上生长的叶片均变褐枯萎"横剖枝干"在木质

部可见红褐色至深褐色的病变'图
%R

($

图
!

!

厚皮香枯梢病危害症状

&'

(

"!

!

@

A

7

;

/07045'+?3.S01:'%*.$%&'()"

72

(*"*$-'%"

!

$"$

!

病原菌致病性

对典型发病枝干进行病原菌分离"得到的菌株

菌落形态一致"将其命名为
)&%<69[

E

"在离体条件

下将其分别接种厚皮香的嫩枝与枝条"接种后病害

症状发展迅速$接种
<O

后观察"嫩枝枝干上可见

黑色病斑'图
)L

(%枝条接种处上部叶片皱缩&褪绿"

接种枝条萎蔫&枯死'图
)R

(%接种清水的对照均不

发病$

)&%<69[

E

菌落接种厚皮香嫩梢和枝条的发

病症状与厚皮香自然状态下的感染症状相同$对接

种发病的厚皮香枝干进行病原菌再次分离"所得分

离物与原分离物菌落形态一致"证明
)&%<69[

E

为

厚皮香枯梢病病原菌$

$"%

!

病原菌的培养性状及形态特征

病原菌在
7@2

平板上于
)*i

恒温培养
)

!

.O

后"长出边缘整齐的菌落"初期气生菌丝灰白色&菌

落生长较快"

*

!

"O

后菌丝转灰黑色至黑色'图

)

"$%

)
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卷第
!

期 孙荣华等!厚皮香枯梢病病原菌鉴定

.L

("菌落生长达
.&O

时仍未见产孢$将发病厚皮香

枝条离体保湿培养
%&

!

%!O

后"在发病枝条上肉眼可

见黑色圆球形粒状物的分生孢子器"显微镜下可见分

生孢子器周围有大量分生孢子"分生孢子梭形无色单

孢"内含多个不规则形球状物"分生孢子顶端钝圆"基

部平截$分生孢子大小为'

%)8&!

!

%#;!<

(

$

+4

'

!8".

!

<8!%

(

$

+

'图
.R

($根据该病原菌的菌落和分生孢

子形态特征"将该病原菌初步鉴定为小新壳梭孢

A)(

:

/1+%(%%/*

3

$'8/*

$

图
$

!

$T!U@C)

(

对厚皮香的致病性测定

&'

(

"$

!

B3/*0

(

+1'.'/

A

04/*+,/23'1$T!U@C)

(

/0

:'%*.$%&'()"

72

(*"*$-'%"

!

图
%

!

$T!U@C)

(

的形态学特征

&'

(

"%

!

G02

;

*0-0

(

'.3-.*323./+2,04,/23'1$T!U@C)

(

!

$"9

!

病原菌
2<NF:>)@

序列分析

分别以
B[6%=Q?-

E

K

&

B[6!

和
T\%=<)$\

&

T\%=#$"U

为引物对病原菌的
N@H2=B[6

和
EC=%

"

基因序列进行

7YU

扩增"克隆测序后得到长度为
*$"R

J

的
N@H2=B[6

序列'

_D-5L-a

登录序列号为
V9&)<#")

(和
)#!R

J

的

EC=%

"

基因序列'

_D-5L-a

登录序列号为
VZ<$%#$)

(%

将两种序列分别与
_D-5L-a

中核苷酸数据进行

5>26[

比对"目标序列与小新壳梭孢
AD

3

$'8/*

的相

似性分别为
##1

和
%&&1

$对
N@H2=B[6

序列经

VT_2*8&

软件采用邻接法'

-D,

E

'RFN

f

F,-,-

E

"

HA

(进行

聚类分析"

RFFI0INL

J

值为
%&&&

"结果表明"所测菌株

)&%<69[

E

序列
V9&)<#")

与
_D-5L-a

中
AD

3

$'8/*

的遗传距离最近"位于发育树的同一分支'图
!

($同源

性比对数据和系统发育树位置进一步证明了厚皮香枯

梢病的病原菌为小新壳梭孢
AD

3

$'8/*

$

图
9

!

基于
>)@

序列构建的
$T!U@C)

(

菌株系统发育进化树
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(
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D
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讨论

小新壳梭孢
A)(

:

/1+%(%%/*

3

$'8/*

'

7D--

S

=

/FFal6L+?DK0

(

YNF?0

"

6K,

JJ

DN0l28A8>7',KK,

J

0

是子囊菌葡萄座腔菌科
5FIN

S

F0

J

'LDN,L/DLD

的一种

无性型菌物*

).

+

$新壳梭孢
A)(

:

/1+%(%%/*

是

YNF?0

等基于形态学和分子生物学证据于
)&&"

年

建立的一个新属"其对应的有性型为葡萄座腔菌属

#(&'

0

(1

3

5$)'+$

"小新壳梭孢是新壳梭孢
A)(

:

/1+%4

(%%/*

的模式种*

.

+

$小新壳梭孢是引起多种林木和

果树病害的常见病原真菌*

!*

+

"它对油桐&柑橘&蓝

莓&鳄梨&芒果&桃&杏等多种林木和果树均可造成危

害"引起枝条枯萎或茎干溃疡*

"#

+

$

本研究中侵染厚皮香的小新壳梭孢在
7@2

培养

基上不产生分生孢子"病组织在
)*i

恒温保湿培养

%&

!

%!O

后在发病部位可产生分生孢子器和分生孢

子"分生孢子为梭形无色单孢"为类壳梭孢无性型"未

发现其他类型的分生孢子$在
7@2

培养基和病组织

上均未观察到有性世代"这与前人*

.

"

%&%%

+的研究结果

一致"小新壳梭孢不易在人工培养基或病斑组织上产

生有性世代$虽然
B[6

序列被认为是中等保守的"不

易区分种间差异*

%)

+

"但在本研究中基于
N@H2=B[6

构

建的系统发育树可以将小新壳梭孢和新壳梭孢其他

种如
AD$'?/&+

或
AD'+?+1

很好地区分开来$

厚皮香枯梢病病原菌的鉴定为此病害的防治提

供了基础和依据"但该病害的发生流行规律&侵染循

环及防治措施等还需进一步研究明确"尤其是小新

壳梭孢寄主范围广泛"本研究中的小新壳梭孢

)&%<69[

E

是否也可引起其他多种植物的溃疡或枯

梢值得进一步研究$

参考文献

*

%

+

!

罗卿权"路广亮"徐颖"等
8

芽黄红瑞木枝干溃疡病病原菌的

鉴定及药剂防治*

A

+

8

植物保护"

)&%<

"

!.

'

.

(!

%)) %)$8

*

)

+

!

7THH(YGGZ6U

"

62VCT>6_A8#(&'

0

(1

3

5$)'+$L-OC/4

1+%(%%/*0

J

D/,D0L00F/,LIDOb,I'N,

J

DQN?,INFIFQ>%&+,+7+$7).+4

%+(1$

'

Z,b,QN?,I

(

,-HDbWDLKL-O

*

A

+

8V

S

/FILMF-

"

%#$*

"

)!

!

!!* !*$8

*

.

+

!

YUGC67]

"

6>B77TU65

"

]BH_\BT>@VA

"

DILK87'

S

KF=

E

D-DI,/K,-DL

E

D0,-I'D5FIN

S

F0

J

'LDN,L/DLD

*

A

+

86I?O,D0,-V

S

=

/FKF

ES

"

)&&"

"

**

!

).* )*.8

*

!

+

!

赵嘉平"梁军"吕全"等
8

葡萄座腔菌属系统分类评述*

A

+

8

林

业科学研究"

)&&<

"

)&

'

.

(!

!%* !))8

*

*

+

!

5T_GC@T52@

"

6>B77TU65

"

]BH_\BT>@VA

"

DILK8

5FIN

S

F0

J

'LDN,L/DLDL00F/,LIDO b,I' ;)'*+,$.+$%$&$

33

$ ,-

YL+DNFF-

"

6F?I' 2QN,/LL-O VLOL

E

L0/LN

*

A

+

8V

S

/FKF

E

,/LK

7NF

E

ND00

"

)&%&

"

#

'

%

(!

%&% %).8

*

"

+

!

王"黄俊斌"李国怀
8

葡萄座腔菌属'

#(&'

0

(1

3

5$)'+$

(引起

的果树病害及研究进展*

A

+

8

植物保护"

)&%.

"

.#

'

"

(!

< %.8

*

<

+

!

程燕林"梁军"吕全"等
8

葡萄座腔菌科研究进展/鉴定"系统发

育学和分子生态学*

A

+

8

生态学报"

)&%%

"

.%

'

%%

(!

.%#< .)&<8

*

$

+

!

廖旺娇"邹东霞"黄乃秀"等
8

广西桉树溃疡病病原菌的鉴定

*

A

+

8

西南农业学报"

)&%"

"

)#

'

#

(!

%%$! %%$#8

*

#

+

!

袁志林"陈益存"汪阳东
8

一种新发生的油桐叶枯病病原真菌

*

A

+

8

菌物学报"

)&%%

"

.&

'

!

(!

"*$ "")8

*

%&

+

7>GT[WUY

"

7cUTWV2U[sHTWAV

"

72>V2[TTU2A

"

DILK8A)(

:

/1+%(%%/*

3

$'8/*/L?0D0LKDI'LKO,DRL/aFQB

0

F

0

4

6

+/*

3

$,+%/.$&/*,-\KFN,OL

*

A

+

87KL-I7LI'FKF

ES

"

)&%&

"

*$

'

!

(!

$&%8

*

%%

+

69TH(V

"

Y92GY9

"

>BC9>8\,N0IND

J

FNIFQA)(

:

/1+%(%4

%/*

3

$'8/*L00F/,LIDOb,I'0ID+/L-aDNL-OO,DRL/aFQ20,L-

J

DLN

INDD0,-[L,bL-

*

A

+

87KL-I@,0DL0D

"

)&%&

"

#!

'

$

(!

%&")8

*

%)

+余仲东"赵官成"淡静雅"等
8

葡萄座腔菌属
B[6=-N@H2

的分

子系统学分析*

A

+

8

菌物学报"

)&%&

"

)#

'

)

(!

)$* )#.8

!责任编辑"王
!

音

$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$$

#

'上接
%<<

页(

*

%#

+闫晓翠"李在峰"杨华丽"等
8.&

个重要小麦生产品种抗叶锈

性基因分析*

A

+

8

中国农业科学"

)&%<

"

*&

'

)

(!

)<) )$*8

*

)&

+张林"王静"张梦雅"等
8

河南省
%"

个主栽小麦品种抗叶锈基

因分析*

A

+

8

植物遗传资源学报"

)&%<

"

%$

'

.

(!

*!" **!8

*

)%

+齐爱勇
8

小麦品种'系(苗期和成株期抗叶锈病基因发掘和分

子定位*

@

+

8

保定!河北农业大学"

)&%*8

*

))

+

UGT>\627

"

6BH_9U7

"

622UBTT8UD0,0IL-/DIFKDLQL-O

0ID+N?0I0FQb'DLI

!

/F-/D

J

I0L-O+DI'FO0FQO,0DL0D+L-L

E

D+D-I

*

V

+

8TOF8@TVDM,/F

!

YBVV([

"

VDM,/F@\

"

%##)

!

!) !*8

*

).

+

@C5BH9A

"

AG9H6GHU

"

6[C556U]87F0I?KLIDO

E

D-D0

QFNND0,0IL-/DIF0IN,

J

N?0I,-0DKD/IDOYBVV([L-ONDKLIDO

b'DLI

*

A

+

87KL-I@,0DL0D

"

%#$#

"

<.

'

"

(!

!<) !<*8

*

)!

+

6BH_9U7

"

9CTU[2=T67BHGA

"

]B>>B2V9V8_D-DI,/0

L-ORNDDO,-

E

QFNO?NLRKDND0,0IL-/DIFKDLQL-O0IN,

J

DN?0I0,-

b'DLI

*

A

+

8[?Na,0'AF?N-LKFQ2

E

N,/?KI?NDL-O\FND0IN

S

"

)&&!

"

)#

'

)

(!

%)% %)<8

*

)*

+

92UUV_[GHA5

"

UTB[W>7

"

]GUWT>>2]]

"

DILK820?+=

+LN

S

FQ

E

D-DI,/0I?O,D0,-'DML

J

KF,OL-OIDINL

J

KF,Ob'DLI

*

A

+

8AF?N-LK

FQI'D2+DN,/L-6F/,DI

S

FQ2

E

NF-F+

S

"

%#!"

"

.$

!

%&$) %&##8

*

)"

+

VYBH[G69U2

"

]T>>BH_6YU

"

72UZU\8]'DLIU?0I

!

2-

LIKL0FQND0,0IL-/D

E

D-D0

*

V

+

8YL-RDNNL

!

Y6BUG7?RK,0',-

E

"

%##*8

*

)<

+师丽红"张娜"胡亚亚"等
8%&

个小麦新品种'系(抗小麦叶锈

性评价*

A

+

8

中国农业科学"

)&%%

"

!!

'

%!

(!

)#&& )#&$8

*

)$

+丁艳红"刘欢"师丽红"等
8)$

个小麦微核心种质抗叶锈性分

析*

A

+

8

作物学报"

)&%&

"

."

'

<

(!

%%)" %%.!8

!责任编辑"王
!

音#

)

$$%

)




