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　　摘要：麻风树芽枯病是贵州省境内麻风树人工林中最常见、最重要的病害种类之一，其症状主要表现为叶芽不能
萌发，或刚萌发即枯死，导致病株出现大量“光秆”枝条，且在病害发展后期整个枝条枯死。通过一系列研究，包括病

菌的分离培养、致病性接种、形态特征观测以及 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析，证实引起该病的病原菌为小新壳梭孢
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国内外均系首次报道。
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　　作为新兴的能源树种，麻风树（ＪａｔｒｏｐｈａｃｕｒｃａｓＬ．）在近
年来得到广泛重视，目前在国内外气候适宜的地区均有大面

积的种植［１］；与此同时，人工林的大面积建设导致麻风树病

虫害问题十分突出。根据连续几年的野外调查结果，笔者发

现许多麻风树植株在每年的生长季节中，存在许多“光秆”枝

条，系枝条上叶芽受到病菌感染而失去活力、不能正常萌发生

长所致，因而称之为芽枯病。该病的发生会导致大量枝条不

能萌发且在病害发展后期整个枝条枯死，直接导致麻风树能

源林分的生产力及其果实产量受损严重，从而成为麻风树上

最重要病害种类之一。然而，迄今为止，这一特殊的病害类型

及其致病病原在国内、国外均未见相关报道，更无从谈及对于

该病的有效防治。鉴于此，本研究对该病的发病特点及其致

病病原物进行初步研究，以期为将来的病害流行学研究及其

科学防控技术研究提供必要的基础科学依据。

１　材料与方法

１．１　病害调查
病害调查时间为２０１４年５月中旬，所调查麻风树林分位

于贵州省罗甸县茂井镇高里村，为丘陵山地的中上坡位，主要

坡向为南或西南，海拔范围为 ４８０～５５０ｍ。调查代表面积
１０ｈｍ２，所栽麻风树为７～８年生中幼林。病害调查内容主要
包括发病时间、发病症状、受害株率、危害程度、危害后果等。

１．２　病害采样及分离培养
采集具有典型芽枯症状的病枝，带回实验室进行研究。

对采集到的病害标本尽快实施病菌分离操作，分离部位包括

枯芽部位的病健交界组织、病部中间组织以及芽眼病斑上的

病菌子实体。分离前先将病枝截成小段，用自来水冲洗干净，

然后用无水乙醇擦洗消毒（重点处理芽眼病部），用乙醇灯火

焰蘸烧，然后用消毒的刀片切开，用接种针挑取相应的病部组

织迅速转置于试管中的培养基上，在２８℃恒温条件下进行培
养。分离培养基为马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养基。分离
培养出的培养物各通过２次转管进行纯化，最终将所获培养
物（菌株）按采集地点、采集时间及标本号进行统一编号，于

４℃ 冰箱内保藏备用。
１．３　致病性接种试验

试验时间为２０１５年４月上旬。向纯化的试管菌种中加
入无菌水并搅匀以制成菌体悬浮液或直接用病菌子实体制作

孢子悬浮液。供试麻风树苗选用健康无病的２年生容器实生
苗，接种时用毛笔蘸菌液涂抹整个茎部，共处理１０株；另选
１０株直接涂抹无菌水作为对照。用塑料薄膜包裹接种部位
以保湿（同时避免其他病菌感染）。将各试验苗置于人工小

温棚内，棚内温度为２０～３０℃。涂菌处理与对照处理的苗木
要间隔一段距离以避免交叉感染。１周后开始观察发病情
况。最后，从病菌接种后形成的病斑上再次分离培养，通过形

态特征的观测确定分离到的菌株与接种菌株是否为同一种。

１．４　病原菌形态特征观测
对已经产生子实体的标本，可直接进行徒手切片，在显微

镜下观测记录子实体结构、大小，以及其中孢子的形态特征。

对人工分离物进行镜检时，镜检内容包括菌落形态、生长速度、

颜色，分生孢子形态、大小、颜色，以及产孢结构形态等特征。

１．５　分子生物学研究
将获得的纯培养菌落委托北京三博远志生物技术有限责

任公司进行核糖体 ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）基因内转录间隔区（ＩＴＳ）的
序列测定。依据 ＩＴＳ序列，采用 ＭＥＧＡ４．０中的邻接法
（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄ，简称Ｎ－Ｊ法）进行系统树的构建，
并用Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ对进化树进行１０００次可信度分析。
１．６　病原的分类鉴定

根据病原菌的形态特征，结合分子生物学研究结果，参考

相关文献资料，对病原物进行分类鉴定。

２　结果与分析

２．１　病害危害情况
芽枯病在所调查的麻风树林分中普遍发生，感病株率达
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７３％（ｎ＝１００）。在受害植株中，感病枝条数为１～３根的占
２４％，４～６根的占３５％，６根以上的占４１％。病害的发生导
致许多麻风树植株的大量枝条不能萌发而呈光秆状，最终干

枯死亡，症状十分显眼；该病的发生对麻风树的正常生长及林

分产量造成严重影响。从发病率、危害后果方面看，该病害可

被列为贵州麻风树的头号危险性有害生物。

２．２　病症特点
每年春末夏初，当麻风树树液开始流动时，病菌即开始其

侵染进程；病菌主要从芽眼部位入侵，导致芽位组织变色腐

烂，流出红褐色汁液，嫩芽变褐枯死；随后，围绕芽眼形成灰白

色病斑并逐渐扩大，病斑上可见生长许多黑色颗粒状物（为

病菌的子实体）。在一般情况下，受害枝条上的大多数芽会

同时受到侵染危害，感病的芽均不能正常萌发，或刚萌发即枯

死，结果导致整个枝条呈光秆状，最终整个枝条枯死

（图１－ａ～图１－ｄ）。５—７月是该病的发病盛期。
需要说明的是，该病菌除了主要侵染芽眼外，也可以侵染

枝干上的其他部位，形成典型的溃疡下陷斑，在这种情况下，

该病易与由七叶树壳梭孢（Ｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍａｅｓｃｕｌｉ）引起的枝干溃
疡病［２］混淆。事实上，这２种病害在麻风树林分中常常混合
发生危害。

２．３　病原形态特征
在人工ＰＤＡ培养基上，由各部位分离培养形成的菌落特

征相似。菌落初为白色、紧密，后变为灰色，直至呈暗灰色，一

般不易形成明显的子实体（图１－ｅ）。
　　基于病斑上自然形成的子实体的解剖观测结果如下：分生
孢子壳单生或几个呈单层聚生于子座内，后期突破寄主表皮；
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分生孢子壳呈球形，直径为１５０～２００μｍ（ｎ＝２０），有或无乳
突，壳壁由暗褐色厚壁细胞组成，使其呈暗褐色或黑色；分生孢

子梗成层着生于整个内部壳壁上；分生孢子呈淡橄榄色，长椭

圆、拟鞋底形，无隔，一端钝园，另一端稍显平截，大小为（４．７～
７．９）μｍ×（１２．８６～２２．０４）μｍ（ｎ＝２０）。子囊壳的大小、形状
与结构与分子孢子壳相似，不易区分。子囊具双囊壁，棍棒形，

大小为（１８～２４）μｍ×（８２～１５５）μｍ，内含８个子囊孢子，子
囊孢子呈卵圆形、宽椭圆形，大小为（８．３５～１２．１６）μｍ×
（１７４５～２０．５６）μｍ（ｎ＝２０），详见图１－ｆ～图１－ｍ。
２．４　致病性接种试验

由于人工培养菌落不易产孢，病菌悬浮液直接由病斑上

的子实体研磨加无菌水配制而成，其孢子浓度为 １．６×１０５

个／ｍＬ。接种后１周，大多数芽眼部位出现流汁现象，２周后，
流汁现象更严重，有些刚刚冒出的新嫩芽出现变色枯萎；１个
月后，在芽眼部位呈现明显的病斑，直径为２～５ｃｍ。３个月
后，病斑呈现灰白色，上面着生黑色颗粒状物，与野外症状相

似。对照处理的苗木均正常生长发芽、展叶甚至抽枝。由病

斑部位的颗粒状物分离培养的菌落和接种菌的菌落形态特征

一致，颗粒状物解剖特征也与接种病原菌一致，从而验证了科

赫法则。

２．５　分子检测鉴定
通过多次分离纯化，获得代表性病原菌株 ＭＹ０１。以

ＭＹ０１菌株ＤＮＡ为模板，利用常用引物ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧ
ＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）及 ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴ
ＧＣ－３′）为探针扩增ＩＴＳ序列。图２是该病菌的ＩＴＳ序列。

将该ＤＮＡ序列在 ＮＣＢＩ（美国国立生物技术信息中心）
网站的 ＧｅｎＢａｎｋ上利用 ＢＬＡＳＴＮ模块进行 ＢＬＡＳＴ，对 ＭＹ０１
的ＩＴＳ序列进行同源性分析。根据 ＢＬＡＳＴ结果，该菌株与
ＪＮ２２２９７０［小新壳梭孢（Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍｐａｒｖｕｍ）］的同源性达
１００％，详见图３。

３　结论与讨论

根据以上研究结果，证实引起麻风树芽枯病的病原菌为

小新壳梭孢［Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍｐａｒｖｕｍ（Ｐｅｎｎｙｃｏｏｋ＆Ｓａｍｕｅｌｓ）

Ｃｒｏｕｓ，Ｓｌｉｐｐｅｒｓ＆Ａ．Ｊ．ＬＰｈｉｌｌｉｐｓ］，在现代分类系统中属于子
囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）座囊菌纲（Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ）葡萄座腔菌
目（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｌｅｓ）葡萄座腔菌科（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ）新壳
梭孢 属 （Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍ），其 有 性 型 为 葡 萄 座 腔 菌
（ＢｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｐａｒｖａＰｅｎｎｙｃｏｏｋ＆Ｓａｍｕｅｌｓ）。有研究表明，该
菌为世界广布种，且寄主范围十分广泛，是许多植物的重要病

原菌［３］。其中，国内报道该菌可侵染危害蓝莓、核桃、毛葡

萄、桉树、柏木、油桐等［４－９］。然而，迄今为止，国内外均未有

关于该菌侵染危害麻风树并引起严重芽枯病的报道。

小新壳梭孢在系统发育上与同属的 Ｎ．ｒｉｂｉｓ比较相近，
它们在形态上十分相似，容易混淆，相互之间的区别必须依据

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ和 ＥＦ－１ａ基因序列分析［３］。同时值得一提的

是，Ｎ．ｐａｒｖｕｍ自身的种内遗传多样性很高，使得系统发育分
析结果为同一种的不同菌株间在菌落特征、形态特征等方面

却存在一定变异［１０］。这也可能是不同研究对 Ｎ．ｐａｒｖｕｍ的
形态描述存在差异的原因。

研究表明，小新壳梭孢对麻风树的致病性极强，一旦发现

植株感病，往往为时已晚。因此，对该病的防治应该以预防为

主，即加强林分的水肥管理，提高树木生长势，必要时辅以预

防性喷药处理；发病初期及早喷药处理也可以获得一定的疗

效；发病晚期则应该将感病枝、感病梢修剪掉，连同病死株集

中销毁，最大可能地剔除传染源。对病株周边的健康植株，在

秋季落叶或春季萌发前喷施化学保护剂可以起到一定的预防

作用。当然，下一步要加大对病原菌的生物及生态学特性的

深入研究，切实掌握麻风树芽枯病的病害流行学特点，通过多

方面的试验掌握科学可靠的综合防控措施。

参考文献：

［１］王海波，郭俊云，刘　潮，等．麻风树脂肪酸去饱和酶７基因的克
隆及生物信息学分析［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（２）：３１－３５．

［２］吴跃开，欧国腾，孙建昌．麻风树枝干溃疡病的病原鉴定［Ｊ］．湖
北农业科学，２０１２，５１（３）：５１８－５２１．

［３］Ｐｈｉｌｌｉｐｓ Ａ Ｊ Ｌ，Ａｌｖｅｓ Ａ，Ａｂｄｏｌｌａｈｚａｄｅｈ Ｊ，ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ
Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ：ｇｅｎｅｒａａｎｄｓｐｅｃｉｅｓｋｎｏｗｎｆｒｏｍ ｃｕｌｔｕｒｅ［Ｊ］．
ＳｔｕｄｉｅｓｉｎＭｙｃｏｌｏｇｙ，２０１３，７６（１）：５１－１６７．

［４］徐成楠，迟福梅，冀志蕊，等．５种杀菌剂对蓝莓枝枯病菌
（Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍｐａｒｖｕｍ）的毒力测定及对病害的防效研究［Ｊ］．中
国果树，２０１６（３）：４２－４６．

［５］尹万瑞，朱天辉．核桃枝枯病病原菌生物学特性及药剂防治［Ｊ］．
东北林业大学学报，２０１６，４４（７）：９８－１０１．

［６］吴代东，付　岗，叶云峰，等．毛葡萄穗轴溃疡病病原鉴定及防治
药剂初步筛选［Ｊ］．植物保护，２０１６，４２（１）：２０３－２０７．

［７］廖旺姣，邹东霞，薛振南，等．桉树小新壳梭孢梢枯病菌室内药剂
毒力测定［Ｊ］．林业科技开发，２０１４，２８（４）：１１６－１１８．

［８］李淑斌，张　颢．柏木枯萎病病原菌的形态特征及分子鉴定［Ｊ］．
华北农学报，２０１１，２６（增刊２）：１９０－１９２．

［９］袁志林，陈益存，汪阳东．一种新发生的油桐叶枯病病原真菌
［Ｊ］．菌物学报，２０１１，３０（４）：６５８－６６２．

［１０］ＡｂｄｏｌｌａｈｚａｄｅｈＪ，ＪａｖａｄｉＡ，ＺａｒｅＲ，ｅｔａｌ．Ｐｈｙｌｏｇｅｎｙａｎｄｔａｘｏｎｏｍｙｏｆ
ＢｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａａｎｄＮｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍｓｐｅｃｉｅｓｉｎＩｒａｎ，ｗｉｔｈｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎｏｆ
Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｓｃｈａｒｉｆｉｉｓｐ．ｎｏｖ．［Ｊ］．Ｍｙｃｏｌｏｇｉａ，２０１３，１０５（１）：
２１０－２２０．　

—７８—江苏农业科学　２０１９年第４７卷第１期


