
书书书

刘培培，张　冰，程晓琴，等．红掌帚梗柱孢叶枯病菌的鉴定［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（９）：９５－９７．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．０９．０２５

红掌帚梗柱孢叶枯病菌的鉴定

刘培培，张　冰，程晓琴，王会会，马　瑞，谢昌平
（海南大学环境与植物保护学院，海南海口５７０２２８）

　　摘要：红掌真菌性叶枯病是近几年在海南新发现的一种病害，在红掌病害中较严重。田间症状是多从叶缘发病，
发病初期叶片出现水渍状褪绿病斑，病斑周围有黄晕，后期叶片大面积枯萎，甚至致植株枯死。从中国热带农业科学

院周边采集红掌叶枯病病叶，对该病菌进行分离培养。通过对该病原菌的形态鉴定以及 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析，确定
引起该病害的病原菌为苞叶芋帚梗柱孢菌（ＣｙｌｉｎｄｒｏｃｌａｄｉｕｍｓｐａｔｈｉｐｈｙｌｌｉＳｃｈｏｕｔｉｅｓ，Ｅｌ－Ｇｈｏｌｌ＆Ａｌｆｉｅｒｉ）。此病原菌引起
红掌叶枯病在国内为首次报道。
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　　红掌（Ａｎｔｈｕｒｉｕｍａｎｄｒａｅａｎｕｍ）别称灯台花、花烛、安祖花，
为天南星科（Ａｒａｃｅａｅ）花烛属（Ａｎｔｈｕｒｉｕｍ）多年生常绿草本花
卉，原产于南美洲的热带雨林地区，现欧洲、亚洲、非洲皆有栽

培。由于红掌花色艳丽，花期长，近年来逐步走进家居，成为

美化家庭的盆栽，备受国内外消费者喜爱。目前，我国已报道

的红掌病害主要有根腐病（Ｐｙｔｈｉｕｍｓｐｌｅｎｄｅｎｓ）［１］、炭疽病
（Ｃｏｌｌｅｔｏｒｉｃｈｕｍｄｅｓｔｒｕｃｔｉｖｕｍ／Ｃｏｌｌｅｔｏｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）、细菌
性叶斑病（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓａｘｏｎｏｐｏｄｉｓｐｖ．ｃｉｔｒｉ）、细菌性叶枯病
（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ／Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ）［２］、灰霉病（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ）、褐
斑病（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍｚｏｎａｔｕｍ）、叶霉病（Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍｃｌａｄｏｓｐｏｒｉ
ｏｉｄｅｓ）、茎基腐病（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐａｒａｓｉｔｉｃａ、Ｐｙｔｈｉｕｍｐｒｉｎｇｓｈ
ｃｉｍ）、苗枯病（Ｍｅｔａｔｈｉｚｉｕｍａｎｉｓｏｐｌｉａｅ）、根茎溃疡病（Ｃｙｌｉｎｄｒｏ
ｃｌａｄｉｕｍｓｐ．）、藻斑病（Ｃｅｐｈａｌｅｕｒｏｓｖｉｒｅｓｃｅｎｓ）。国外已报道的
红掌病害有露湿漆斑菌（Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍｒｏｒｉｄｕｍ）引起的叶斑
病［３］、由花叶万年青头孢菌（Ｃｅｐｈａｌｏｓｐｏｒｉｕｍｄｉｅｆｆｅｎｂａｃｈｉａｅ）引
起的叶斑病、根腐病（Ｃａｌｏｎｅｃｔｒｉａｃｒｏｔａｌａｒｉａｅ）、叶疫病（Ｐｈｙｔｏ
ｐｈｔｈｏｒａｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）。但由苞叶芋帚梗柱孢菌（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃｌａｄｉｕｍ
ｓｐａｔｈｉｐｈｙｌｌｉ）引起的红掌叶枯病尚未见报道。

海南省儋州市红掌叶枯病在红掌病害中较严重，多从叶

缘发病，引起叶片大面积枯萎，弱化植株生长，甚至致其枯死，

造成重大的经济损失。本试验主要是从形态观察和分子鉴定

两方面进行研究，确定引起红掌叶枯病病原真菌是苞叶芋帚

梗柱孢菌（Ｃ．ｓｐａｔｈｉｐｈｙｌｌｉＳｃｈｏｕｌｔｉｅｓ，Ｅｌ－Ｇｈｏｌｌ＆Ａｌｆｉｅｒｉ），从而
为这种病害的防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　病叶采集及症状描述
红掌叶枯病病叶采于中国热带农业科学院周边。按常规

方法对田间病株症状进行描述及拍摄。

１．２　菌株分离
采用常规组织分离法分离，无菌操作接种到马铃薯葡萄

糖琼脂培养基（ＰＤＡ）上，置于室温下培养。
１．３　菌株的致病性测定

采用针刺法进行人工接种。具体方法：先用灭菌针将叶

片刺伤，再将分离纯化菌株的菌饼（直径０．４５ｃｍ），贴在伤口
上，处理１０株。同时设与菌饼同样大小的琼脂块作为对照，
最后表面覆盖已灭菌的吸水纸，用保鲜袋套住保湿培养４～
７ｄ，观察并记录发病情况。
１．４　病原菌菌落和形态观察

将菌种分别接种在马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）和
水琼脂培养基（ＷＡ）上，室温下培养５ｄ后，观察菌落的培养
性状，包括菌落的颜色、气生菌丝是否发达、分子孢子、不孕附

属丝形态和大小，以及是否存在厚垣孢子等。采用培养基表

面划伤法来诱导病原菌分子孢子、不孕附属丝和泡囊的产生，

具体做法：用灭菌的刀片在培养基表面划上几刀，再置于常温

下培养５～１０ｄ，分生孢子、不孕附属丝和泡囊产生，然后再观
察分生孢子和不孕附属丝的形态以及测量分生孢子、分生孢

子梗和泡囊的大小。

１．５　病原菌ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析
用ＣＴＡＢ法提取菌丝的 ＤＮＡ。采用通用引物 ＩＴＳ１：５′－

ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＣ－３′，ＩＴＳ４：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ
ＧＡＴＡＴＧＣ－３′扩增菌株的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ片段，并委托天根生化
科技（广州）有限公司进行序列测定。对测得的供试菌株

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区段的序列，分别运用 ＧｅｎＢａｎｋ核酸数据库中的
ＢＬＡＳＴ工具软件，在ＤＮＡ序列数据库中搜索同源 ＤＮＡ序列
并进行比较分析，根据 ＢＬＡＳＴ搜索和比较的结果，进行同源
性分析。

２　结果与分析

２．１　田间症状描述
该病原菌主要危害红掌叶片，从叶片边缘开始发病。典

型症状：发病初期叶片出现水渍状褪绿病斑，然后逐渐扩大为
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圆形、卵圆形和不规则的浅褐色至深褐色病斑，边缘有黄色的

晕圈，发病后期多个病斑也会联合成片，造成叶片枯死（图

１－ａ）。
２．２　菌株的致病性测定

将分离纯化后的菌种接种到健康的叶片上，经过４～７ｄ
后的观察，针刺法接种的叶片全部发病，且症状与初始分离所

选叶片相同（图１－ｂ，图１－ｃ），对照叶片没有发病症状（图
１－ｄ）。以接种后发病叶片作为分离材料再次分离，所得菌
与初次分离所得菌落的分生孢子形态等相同，符合柯赫氏

法则。

２．３　病原菌菌落和形态观察
在ＰＤＡ上培养，病原菌的菌落圆形，红棕色，边缘整齐且

颜色较浅，气生菌丝发达（图２－ａ）。而通过在培养基表面划
伤后，菌落的刮伤处会散生许多白色粉状物，即为病原菌的不

孕附属丝、分生孢子梗和大型分生孢子。泡囊为无色，棍棒

状，大小为４．２～５．９μｍ（图２－ｃ）；分生孢子梗扫帚状，一级
分枝长度为 １４．３～２２．７μｍ，二级分枝长度为 １０．１～
１４．７μｍ，三级分枝长为８．６～１２．３μｍ（图２－ｃ）；大型分生
孢子无色，圆柱状，两端圆形，多数无分隔，少数１～２个分隔，
其长为３５．３～４６．５μｍ，宽为３．５～４．７μｍ（图２－ｂ）；还可见
厚垣孢子，未见有小型分生孢子产生。在ＷＡ上培养时，产生
的大型分生孢子与ＰＤＡ上培养产生的大型孢子基本一致（图
２－ｅ），分生孢子梗末端膨大（图２－ｄ），未见有小型分生孢子
产生［４］。通过对培养性状和形态学的观察，进行查阅相关资

料，初步鉴定引起该病害的病原菌所在属为帚梗柱孢属（Ｃｙ
ｌｉｎｄｒｏｃｌａｄｉｕｍ）。
２．４　病原菌ｒＤＮＡ－ＩＴＳ测序分析与同源性比较

以提取病原菌的基因组ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，３个
样品均可扩增出１条大小与预计长度符合约６００ｂｐ的特异片
段。以转化后收集的菌液进行ＰＣＲ扩增，克隆的结果与基因
片段ＰＣＲ扩增结果一致，长度约为６００ｂｐ。片段经克隆、测序
后放到ＮＣＢＩ进行ＢＬＡＳＴ比对（ＧｅｎＢａｎｋ：ＥＵ２８５－５５５．１），结
果表明，该病原菌目的片段的序列与数据库中已有的苞叶芋帚

梗柱孢菌（Ｃ．ｓｐａｔｈｉｐｈｙｌｌｉＳｃｈｏｕｔｉｅｓ，Ｅｌ－Ｇｈｏｌｌ＆Ａｌｆｉｅｒｉ）ＩＴＳ核
苷酸序列（ＧＱ２８０６２７．１）有极大的相似性，同源性高达９９％。

３　结论与讨论

目前，国内尚未对由苞叶芋帚梗柱孢菌引起的红掌叶枯

病报道，黄志朋对红掌茎基腐病病原进行研究，提出帚梗柱孢

霉（Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃｌａｄｉｕｍｓｐ．）可侵染红掌根茎部或茎基部引起根
茎溃疡病［５］，但未提到该病原可危害红掌叶片，也未确定病

原具体种。毕可可等对白掌病害进行研究，确定苞叶芋帚梗

柱孢菌是白掌褐腐病的致病菌［６－７］，但在红掌上还未见报道。
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本研究针对红掌叶枯病进行了病原菌分离，通过对分离菌株

的形态特征和ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列同源性的分析，将分离的菌株
鉴定为苞叶芋帚梗柱孢菌（Ｃ．ｓｐａｔｈｉｐｈｙｌｌｉＳｃｈｏｕｔｉｅｓ，Ｅｌ－Ｇｈｏｌｌ
＆Ａｌｆｉｅｒｉ），本结论为国内首次报道。该研究为有效防治红掌
叶枯病提供了理论依据，使用何种药剂及如何有效防治有待

进一步研究。此外，由于真菌引起的红掌叶枯病和细菌引起

的红掌叶枯病在病株上产生的症状十分相似，所以在鉴别红

掌叶枯病病原时，可首先通过切取叶片病斑组织做显微镜检

查，如果发现有细菌溢留现象，则为细菌性叶枯病。
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　　摘要：黄顶菊［Ｆｌａｖｅｒｉａｂｉｄｅｎｔｉｓ（Ｌ．）Ｋｕｎｔｚｅ］是近年来恶性入侵我国的一种菊科植物。本研究通过探讨黄顶菊的
繁殖生物学特性，为科学预防和治理黄顶菊的入侵扩散提供理论基础。于２０１３年８月至２０１５年１１月，对在郑州大
学生命科学学院栽培的黄顶菊种群进行繁殖生物学特征研究，包括综合形态学、花序开花动态、花粉胚珠比和交配系

统类型等，并对河南省郑州市东风渠附近的黄顶菊自然种群的访花昆虫进行观察研究。结果表明，黄顶菊具有灵活的

交配系统，有性繁殖方式为兼性异交型，即自交和异交授粉均能产生可育瘦果，也可通过无融合生殖方式产生瘦果。

瘦果体积小［千粒质量仅为（０．１７±０．０１）ｇ］且数量庞大，发育成熟时间短，开花５ｄ后便可观察到成熟的瘦果。在开
花盛期，观察到访花昆虫有蝶类、蝇类、蛾类和蜂类等。本研究从繁殖生物学的角度揭示黄顶菊的快速入侵机制，为控

制和治理黄顶菊由河南省向南扩散蔓延提供了重要理论依据。
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　　黄顶菊［Ｆｌａｖｅｒｉａｂｉｄｅｎｔｉｓ（Ｌ．）Ｋｕｎｔｚｅ］原产于南美洲，在
分类上隶属菊科（Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ）堆心菊族（Ｈｅｌｅｎｉｅａｅ）黄顶菊属
（Ｆｌａｖｅｒｉａ）［１］。刘全儒曾将黄顶菊定名为二齿黄菊［２］，《中国

植物志（英文版）》将它译为“黄顶菊”，并归属为向日葵族

（Ｈｅｌｉａｎｔｈｅａｅ）［３］。２００１年，在南开大学附近路边首次发现黄
顶菊，虽然入侵我国的时间较短，但表现出非常强的入侵性，

在入侵等级上属于１级，即恶性入侵类［１，４］。目前黄顶菊在

河南省的黄河以及沿岸地区（包括安阳市、濮阳市、新乡市、

郑州市等）的入侵比较严重，已经对该地区造成了一定规模

的生态破坏，而且蔓延形势相当严峻。有研究预测，黄顶菊在

我国的潜在适生区为南方诸省［５］，而河南省是黄顶菊从北向

南蔓延的必经区域和关键区域。如果黄顶菊的蔓延得不到控

制，不仅会对入侵地的粮食生产、生物多样性保护和生态环境

等均造成严重的危害，也会加剧黄顶菊向南方入侵的速度。

菊科植物是我国入侵种类最多的类群之一，多数具有生

长发育快，果实数量大且有适宜传播扩散的结构和机制等生

物学特性，有些植物还能分泌特殊物质抑制其他植物的生

长［６］。对黄色星蓟（ＣｅｎｔａｕｒｅａｓｏｌｓｔｉｔｉａｌｉｓＬ．）、窄叶千里光（Ｓｅ
ｎｅｃｉｏｉｎａｅｑｕｉｄｅｎｓ）和三叶鬼针草（ＢｉｄｅｎｓｐｉｌｏｓａＬ．）［７－９］等菊科
入侵植物的繁殖生物学研究表明，菊科入侵物种呈现出多样

化的繁殖类型，如营养繁殖、无融合生殖、自交不亲和、自交亲

和以及不完全自交亲和等。与繁殖有关的特征，在外来入侵

植物种群建群时将直接影响其归化或入侵是否成功［１０］，因此

研究入侵物种的繁殖生物学特性对控制种群扩散分布具有重

要意义。本研究通过探讨黄顶菊的综合形态学特征及花序开

花动态、交配系统类型和访花昆虫等特征，鉴定黄顶菊的交配

系统类型并评估其繁殖能力，为科学预测、预防和治理黄顶菊

—７９—江苏农业科学　２０１７年第４５卷第９期


