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　　摘要：针对在海南发生的一种木棉叶片褐斑病，为明确该病致病病原，采用形态学鉴定方法对其致病菌进行种类
鉴定，并对该病原菌的生物学特性进行了初步研究。研究结果表明，引起木棉叶片褐斑病的致病菌为半知菌亚门多主

棒孢霉菌（Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａｃａｓｓｉｉｃｏｌａ）；该病原菌菌丝在ＰＤＡ培养基上生长最适温度为２８℃、ｐＨ值为７～８，光照环境对菌
丝生长无明显影响，以麦芽糖为碳源、硝酸钠为氮源比较适合该病原菌丝的生长。
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　　木棉 Ｃｅｉｂａｐｅｎｔａｎｄｒａ（Ｌｉｎｎ．）Ｇａｅｒｔｎ．属木棉科高大落叶
乔木，原产于热带美洲和东印度群岛。目前，广泛引种于东南

亚及非洲热带地区［１］，我国主要分布于广西、云南、海南、广

东、四川、贵州和福建等地。其树生长迅速，加之花、根、皮、木

材和种子等经过不同工艺加工处理后均可利用，兼具经济、药

用和观赏的价值［２－５］。目前，木棉在生产中不仅是优良的林

用木材和绿化树种，而且其蒴果纤维更是优良的纺织材料，其

纤维与其他天然材料相比，具有不易潮湿、抗压力强、保暖性

好和不蛀不霉变等特性，是一种极具市场前景的新型生态纺

织材料［６］。由于木棉兼具优良林用、绿化和纺织等多方面的

经济价值，近年来，我国南方地区种植面积越来越大，尤其海

南在绿化宝岛和打造木棉之乡等相关项目的支持下，目前，整

体种植面积已达１００００ｈｍ２［７］。关于木棉研究，主要集中于
纤维开发利用和优良品种选育２个方面，然而随着木棉种植
面积的逐渐增大，必将导致病虫害大面积发生，影响其产量和

质量，而且国内外关于木棉种植中病虫害的研究报道甚少。

２０１４年１１月在海南省儋州市木棉育苗基地大面积发生木棉
褐斑病，笔者对海南多地的木棉分布区域进行采样调查，发现

该病害在海南已经大面积发生。为明确木棉褐斑病病原，本

试验通过柯赫氏法则分离纯化病原菌后，采用形态学描述方

法对该致病菌进行了鉴定，并对致病菌进行了生物学特性初

步研究，以期为木棉褐斑病的发生及综合防治提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试病样　试验分离所用病样均采集于海南大学儋

州校区农科教学实习基地中发病的木棉植株。

１．１．２　供试药品　葡萄糖、谷氨酸、ＫＨ２ＰＯ４、ＮａＯＨ、甘露醇、
ＮＨ４ＮＯ３、ＫＮＯ３、ＫＣｌ、蔗糖、ＭｇＳＯ４、脲、Ｃａ（ＮＯ３）２、ＮａＮＯ３、盐
酸、Ｆｅ２（ＳＯ４）３、可溶性淀粉均为分析纯，广州化学试剂厂生
产；麦芽糖、琼脂粉、α－乳糖均为生化试剂，国药集团化学试
剂有限公司生产。

１．２　试验方法
１．２．１　木棉褐斑病症状描述　通过基地观察木棉褐斑病的
典型症状，记录其发病特点，并对典型症状进行拍照。

１．２．２　木棉褐斑病病原分离及致病性测定　取基地发病木
棉叶片带回实验室后，采用常规组织分离法进行分离［８］。分

离时取病健交界处的叶片组织，接种到 ＰＤＡ培养基上，置于
生化培养箱中２５℃培养５ｄ，期间取样进行镜检。然后挑取
较纯菌落，进行纯化处理，并对纯化后的菌落、菌丝体、病原孢

子等进行形态描述和显微拍照。根据柯赫氏法则操作步骤，

采用针刺法接种菌饼的方式对温室盆栽苗进行致病性测

定［９］，处理时以接种不带菌的培养基作为空白对照，观察记

录，５ｄ后对接种发病叶片再次进行分离病原。
１．２．３　木棉褐斑病病原鉴定　将纯化病原菌用ＰＤＡ培养基
于２５℃下培养产孢后，制作临时玻片进行显微观察。根据菌
落特征，菌丝形态，分生孢子大小、形态及颜色等相关特征。

查阅相关文献进行比对后，确定病原菌的分类地位［１０－１５］。

１．２．４　木棉褐斑病病原菌生物学特性研究
１．２．４．１　不同温度对菌丝生长的影响　在生长良好菌落边
缘，用直径５ｍｍ打孔器打取菌丝块，接种于 ＰＤＡ培养基上，
置于５、１０、１５、２０、２５、２８、３０、３２、３５、４０℃ １０个不同温度中进
行培养，培养７ｄ后用十字交叉法测量个菌落直径，每个处理
重复５次。
１．２．４．２　不同ｐＨ值对菌丝生长的影响　在无菌条件下，用
灭菌的０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ和０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ溶液，将经过灭菌
的培养基 ｐＨ值分别调节至 ４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、
１０．０、１１．０等８个梯度。经接种病原菌（直径５ｍｍ）后，置于
２５℃中进行培养，７ｄ后用十字交叉法测量菌落直径，每个处
理重复５次。
１．２．４．３　不同碳源对菌丝生长的影响　以Ｃｚａｐｅｋ培养基为
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基础培养基，用等量 α－乳糖、麦芽糖、葡萄糖、Ｄ－甘露糖和
可溶性淀粉分别替代Ｃｚａｐｅｋ培养基中蔗糖作为碳源，配制不
同碳源的培养基。然后接种病原菌（直径５ｍｍ）于不同碳源
的培养基上，２５℃培养７ｄ后用十字交叉法测量菌落直径，每
个处理重复５次。
１．２．４．４　不同氮源对菌丝生长的影响　以Ｃｚａｐｅｋ培养基为
基础培养基，用等量的ＮａＮＯ３、Ｃａ（ＮＯ３）２、谷氨酸、酵母膏、脲
和ＮＨ４ＮＯ３分别替代Ｃｚａｐｅｋ培养基中 ＫＮＯ３作为氮源，配制
不同氮源的培养基。然后接种病原菌（直径５ｍｍ）于不同氮
源的培养基上，２５℃培养７ｄ后用十字交叉法测量菌落直径，
每个处理重复５次。
１．２．４．５　不同光照条件对菌丝生长的影响　在ＰＤＡ培养基
上接种纯化病原菌（直径５ｍｍ）后，分别置于全黑暗处理、全
光照处理、光暗交替（光—暗周期１２ｈ—１２ｈ）３种光照环境
中２５℃培养７ｄ后用十字交叉法测量菌落直径，每个处理重
复５次。
１．２．５　数据统计分析　用 Ｅｘｃｅｌ统计软件计算菌丝生长抑
制率，采用ＳＰＳＳ１９．０软件进行分析各重复处理间的方差值
和不同处理间的显著性检验。

２　结果与分析

２．１　木棉褐斑病危害症状
木棉褐斑病主要危害木棉叶片及茎秆，叶片发病初期，被

侵染叶片首先表现为暗褐色小点（图１－Ａ），后期病斑逐渐
扩大为圆形、梨形甚至椭圆形的不规则病斑，病斑边缘褐色至

暗褐色，中间褐色，病健交界处带有明显黄色晕圈（图１－Ｂ）；
发病严重时，中央组织坏死变脆或穿孔，或多个病斑联合成

块，中间灰褐色腐烂，湿度大时，叶片表面出现橘黄色水珠

（图１－Ｃ）。茎秆初侵染表现为褐色小点，之后病斑逐渐扩
大，成椭圆形分布在表面，呈褐色或黑色。发病严重时，中央

组织变黑，周围病斑联合在一起。

２．２　木棉褐斑病病原菌致病性测定
在木棉发病叶片上，初次分离共得到炭疽菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ

ｓｐｐ．）、链格孢菌（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｓｐｐ．）、弯孢霉菌（Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ
ｓｐｐ．）、镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｓｐｐ．）、多主棒孢霉（Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａｃａｓ
ｓｉｉｃｏｌａ）和２种未知菌等７种病原菌。采用温室盆栽苗菌饼接
种方法，对分离得到的病原菌进行致病性测定。结果表明，盆

栽木棉叶片在接种３ｄ后，可看见接种部位出现褐色小病斑，
并伴有扩散趋势（图２－Ａ）。连续观察１０ｄ后，接种叶片病
斑扩大，病健交界处出现明显黄色晕圈，并伴有叶片掉落现

象。而用不带菌的空白培养基接种后仅出现针刺的机械损

伤，呈现黑色小点，连续观察 １０ｄ，接种部位无明显扩展
（图２－Ｂ）。对显症部位再次进行取样分离，所得到的病原
菌与接种病原一致。接种试验表明，分离的病原菌是木棉褐

斑病的致病菌。

２．３　木棉褐斑病病原菌形态学鉴定
通过对病原菌培养菌落形态、菌丝体特征、分生孢子梗和

分生孢子形态进行显微观察，并查阅相关病原真菌形态描述

和分类文献资料，初步确认，引起木棉褐斑病的致病菌为半知

菌亚门（Ｄｅｕｔｅｒｏｍｙｃｏｔｉｎａ）、丝孢纲（Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔｅｓ）、丝孢目
（Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔａｌｅｓ）、暗色菌科（Ｄｅｍａｔｉａｃｅａｅ）、棒孢属（Ｃｏｒｙｎｅｓ
ｐｏｒａ）的多主棒孢霉（Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａｃａｓｓｉｉｃｏｌａ）。
　　该病原菌在ＰＤＡ培养基上，菌落呈辐射状向四周平展生
长，菌落舒展，边缘规则，绒毛细发状，菌落培养初期颜色较

浅，呈灰白色，后期逐渐变为灰褐色；菌丝体半透明、具分枝情

况，初期无色，后期淡褐色。ＰＤＡ培养基上培养的分生孢子
梗直、细、长、稍弯或屈膝状，垂直着生于菌丝顶端，单生或分

枝。分生孢子梗产孢处膨大，浅褐色至褐色。分生孢子孔出、

单生或顶生，经分离培养后变长。传代培养２～３次后形态稳
定，基部膨大，顶端钝圆，中后部分细长直或稍弯，多数呈棍棒

状，平均大小３８．９２μｍ×８．３５μｍ，光滑成熟分生孢子３～５
个隔膜。

２．４　木棉褐斑病病原菌生物学特性
２．４．１　温度环境对病原菌菌丝生长的影响　温度对病原菌
菌丝生长的影响见表１，病原菌菌丝在５～４０℃不同温度条
件下均可生长，但低温和高温生长较为缓慢，而最适生长温度

为２８℃，连续培养７ｄ后，菌落直径平均值为６８．８ｍｍ，菌丝
生长速率为９．８ｍｍ／ｄ。
２．４．２　不同 ｐＨ值对病原菌菌丝生长影响　从表２可以看
出，病原菌菌丝在 ｐＨ值为４．０～１１．０范围内的不同酸碱环
境条件下均可生长，但 ｐＨ值在５．０～９．０之间生长比较良
好，其中ｐＨ值为６时，菌落平均直径达６２．８０ｍｍ。总体来
说，在偏碱性条件下生长比较缓慢，微酸性条件下有利于菌丝

生长。
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表１　不同温度条件对木棉褐斑病病原菌菌丝生长的影响

温度

（℃）
菌落直径

（ｍｍ）
菌落生长速率

（ｍｍ／ｄ）

５ ４．４±０．３６ｅ ０．６２
１０ １０．６±０．０３ｄ １．５１
１５ １１．２±０．０１ｄ １．６０
２０ １３．４±０．０１ｄ １．９１
２５ ３３．８±０．０５ｃ ４．８３
２８ ６８．８±０．０６ａ ９．８３
３０ ４０．８±２．２１ｂ ５．８３
３２ ３２．８±１．０３ｃ ４．６９
３５ １０．４±０．４３ｄ １．４９
４０ ４．２±０．１６ｅ ０．６０

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表２、
表３同。

２．４．３　不同碳源、氮源对病原菌菌丝生长的影响　测定结果
表明，多主棒孢霉病原菌在所选择的５种碳源和氮源配制的
培养基中均能正常生长，但不同碳源、氮源对病原菌菌丝生长

表２　不同ｐＨ值环境对木棉褐斑病原菌菌丝生长的影响

ｐＨ值 菌落直径

（ｍｍ）
菌落生长速率

（ｍｍ／ｄ）

４ ４２．８０±０．２１ｅ ６．１１
５ ６０．８０±０．１０ａｂ ８．６９
６ ６２．８０±０．０９ａ ８．９７
７ ６０．６０±０．０２ａｂ ８．６６
８ ６０．６０±０．１４ａｂ ８．６６
９ ５６．６０±０．０６ｃ ８．０９
１０ ４５．２０±０．１０ｄ ６．４６
１１ ４４．２０±０．３６ｅ ６．３１

的差异较为明显。从表３可以看出，所选择的５种碳源以麦
芽糖比较适合菌丝的生长，培养５ｄ菌落直径达８６．６０ｍｍ，
其生长速率为１２．３７ｍｍ／ｄ，其次是 Ｄ－甘露糖，可溶性淀粉
作为碳源的生长最慢，生长速率仅为７．６８ｍｍ／ｄ。氮源病原
菌最适生长氮源为硝酸钠，其生长速率为８．７１ｍｍ／ｄ，其次是
硝酸钙，以硝酸铵生长最慢。

表３　不同碳源、氮源对木棉褐斑病病原菌菌丝生长的影响

碳源
菌落直径

（ｍｍ）
菌落生长速率

（ｍｍ／ｄ） 氮源
菌落直径

（ｍｍ）
菌落生长速率

（ｍｍ／ｄ）

麦芽糖 ８６．６０±０．８１ａ １２．３７ 硝酸铵 ２６．８５±０．０６ｄ ３．８４
甘露醇 ８１．６５±１．３３ｂ １１．６６ 硝酸钠 ６１．００±０．４８ａ ８．７１
α－乳糖 ８３．８５±０．７６ｂ １１．９８ 硝酸钙 ５９．２５±０．４０ｂ ８．４６
葡萄糖 ６４．９５±０．５５ｃ ９．２８ 谷氨酸 ４９．２５±１．１０ｃ ７．０４
可溶性淀粉 ５３．７７±１．０４ｄ ７．６８ 脲 ４３．６１±０．７２ｃ ６．２３
Ｃｚａｐｅｋ培养基 ６２．６５±０．８３ｃ ８．９５ Ｃｚａｐｅｋ培养基 ６０．１５±０．３５ａｂ ８．５９

２．４．４　光照对病原菌生长的影响　通过连续培养７ｄ后，发
现不同光照下病原菌菌丝的生长无明显差异，无论是在连续

黑暗还是在连续光照等条件下，其菌丝菌落直径和菌落生长

速率基本一致。平均生长速率值分别为 １３．０ｍｍ／ｄ和

１２．８ｍｍ／ｄ，不同处理间差异不显著。

３　结论与讨论

本试验通过对木棉叶片上的发病部位经病原菌分离纯
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化、致病性测定和形态特征观察，确定引起木棉褐斑病的病原

菌是多主棒孢霉菌Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａｃａｓｓｉｉｃｏｌａ。该菌在自然条件下
可寄生于多种植物的种子、枯死部位或土壤中，其寄主范围广

泛，可以侵染烟草、黄瓜、番茄、木瓜、香蕉、广藿香和一串红等

多种植物，引起植株叶片褪绿、坏死等症状［１６－２１］。多主棒孢

霉菌过去作为一种次要病害未引起相应关注，自北美热带地

区暴发番茄棒孢霉叶斑病和橡胶棒孢霉叶斑病以来，近年来

在我国已由次要病害上升为主要病害，而且危害程度日益严

重［２２］。木棉叶斑类的病害较多，危害较为严重的有炭疽病、

拟盘多毛孢叶斑病、黑痣病和叶点霉圆斑病等，高拓等在云南

红河所分离的致病菌为尾孢属真菌，其病原主要危害叶片，并

未发现有危害树干的情况［２３］，而本试验中所分离的多主棒孢

霉病原菌，在后期进行危害调查时发现，该病原菌除危害木棉

叶片外，还可危害木棉树干，造成树干发病部位坏死。

目前，国内学者对不同作物上的多主棒孢菌株进行了基

础生物学特性研究。不同作物上多主棒孢菌株的生物学特性

有所不同。对该菌的相关生物学特性研究表明，多主棒孢的

分生孢子可借风、雨或农事操作在田间传播，远距离的传播以

种子传播为主，而且休眠菌丝可以在种子表皮或种皮内潜伏，

成为后期危害的初侵染源。在菌落生长研究中，众多研究表

明，该菌菌丝生长最适温度为２８℃，产孢最适温度为３０℃，
而萌发温度为１５～３５℃，萌发对湿度要求较高，相对湿度达
９０％以上才能萌发，水滴中萌发率最高［２４－２６］，因此，高温、高

湿条件有利于棒孢叶斑病的流行和蔓延。通过平行比较发

现，张贺对巴西橡胶树棒孢落叶病的研究结果［２４］与本结果基

本一致，在微酸至中性环境中生长较好，但与罗霓等从番木瓜

和木薯上所分离的多主棒孢霉测定结果［２７－２８］差异较大，原因

可能是不同寄主植物上的生理小种之间的差异。由于供试

碳、氮源与培养条件的不同，导致对碳源和氮源的利用之间也

会有所差异。
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