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摘 要 在甘肃省天水市林区采集到一种症状与已报道略有差别的云杉叶枯病,对病原菌进行分离与鉴定,

并测定其致病性和生物学特性。结果表明,在云杉上引起叶枯病症状的分离物SJ1菌丝呈白色、红橙色、深黄

棕色,后期菌落表面出现红黑色液滴,分生孢子黑色,扁圆形或近球形,表面有褶皱。ITS 、TUB2 和RPB2 基

因序列分析表明其与黑附球菌(Epicoccumnigrum)同源性最高,且在系统发育树上聚在一起,因此将其鉴定

为黑附球菌(E.nigrum)。生物学特性测定结果表明,最适菌丝生长的培养基为麦芽浸粉琼脂培养基,温度为

25℃,pH为7,光照对菌丝生长影响不大,最适碳、氮源分别为淀粉和蛋白胨,氮源为尿素时不生长。
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  云杉(Piceaasperata)是中国特有的云杉属

森林树种[1],为高大常绿乔木,多在山地形成水源

涵养林[2],是北方针叶林的特征种。云杉属植物

可用作建筑、乐器和造纸等[3-5],也是很受欢迎的

绿化和园艺观赏树木[6]。然而,云杉病害降低了

云杉的经济和生态价值。云杉育苗期的病害主要

有立枯病(Rhizoctoniasolani)、灰霉病(Botrytis
cinerea)和雪枯病(Lophophacidiumhyperbore-
um);成 林 云 杉 的 病 害 主 要 有 叶 锈 病(Chry-
somyxa spp.)、叶 疫 病 (Rhizosphaera kalk-
hoffii)、球果锈病(Thekopsoraareolata)和立木

腐朽病(Trametespubescens)。
云杉叶枯病是一种叶部病害,植株被感染后

针叶枯萎,造成巨大的经济损失。袁自清[7]报道

了一种云杉叶枯病症状,受感染针叶褪绿变枯黄

色,枯死后不脱落,枯死的针叶上埋生有黑色小

点;在江西省发现针叶上出现褐色病斑的叶枯

病[8],病斑周围有半透明环带,老叶上病斑颜色比

新叶要深;Janosikova-Heckova等[9]观察到一种

云杉叶枯病症状,被侵染的针叶上有红色或棕色

条带,针头枯死呈红棕色,针叶上有黑色的子实

体。2020年在甘肃省天水市调查时,发现一种症

状与已报道略有差别的云杉叶枯病,发病部位呈

深黄色,病健交界处呈黑色,病斑逐渐向外扩展,
最后整片针叶变黄脱落。枯死针叶表面出现黑

点,湿度大时叶基部和枝条被白色菌丝层覆盖(图

1-A)。因此,本试验对其进行了病原菌分离、鉴
定、致病性和生物学特性测定,以期为云杉叶枯病

的诊断和科学防控提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 云杉叶枯病菌的分离与致病性测定

采用组织分离法对收集自甘肃省天水市林区

具有典型叶枯病症状的云杉针叶进行分离,从病

健交界处切下长1cm的针叶组织,用75%的乙

醇消毒30s,用无菌水冲洗3次后在无菌滤纸上

干燥,然后将它们置于马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)
培养基上,25℃避光培养3~5d,经单菌落分离

纯化后,4℃储存,备用。
通过柯赫氏法则进行致病性测定。先用接种

离体植物的方法进行致病性试验[10]。用75%的

乙醇对离体健康的枝条进行消毒,无菌水洗涤,风
干后使用。将枝条放置在覆盖有两张无菌滤纸的

培养皿中,树枝柄部用无菌棉包裹,滤纸和无菌棉

用无菌水保持湿润。每个处理和对照都在单独的

树枝上和培养皿中进行,接种前用无菌昆虫针轻



轻刺破每个针叶的角质层,将培养5d的分离物

菌丝或孢子悬浮液喷洒在刺破的针叶上,对照喷

洒无菌水。所有接种和对照处理在25℃的培养

箱中12h光照和12h黑暗交替培养,观察发病

情况,叶枯病出现后重新分离,3次重复。对离体

树枝上针叶造成叶枯病的分离物用相同的方法接

种于活体云杉上再次进行致病性测定,同样每个

处理和对照都在单独的树枝上进行,喷撒悬浮液

和无菌水后用塑料袋保湿48h[11],观察发病情况

并进行再分离,重复3次。

1.2 病原菌鉴定

1.2.1 形态学鉴定 将菌株接到PDA培养基

中心,25℃避光培养,观察菌落形态和色素颜色,
然后在光学显微镜下观察分生孢子的形状和大

小,至少随机选择50个分生孢子测量大小。

1.2.2 分子生物学鉴定 按公司说明书使用

HP真菌 DNA 试剂盒 D3195(OmegaBio-Tek,
中国)提取病 原 菌 基 因 组 DNA,DNA 样 品 于

-20℃保 存,备 用。使 用 核 糖 体 RNA 序 列

(ITS)、β-微管蛋白(TUB2)基因[12]和RNA聚合

酶Ⅱ第2大亚基(RPB2)基因[13]进行PCR扩增。

PCR在 含 有1μLDNA 模 板、上 下 游 引 物 各

1μL、12.5μL2×Easy-TaqPCRSuperMix(中
国天启基因生物技术有限公司)、9.5μLddH2O2
的25μL反应体系中进行。扩增引物如表1所

示,引物由天启基因生物技术有限公司合成。

ITS 基因序列的扩增程序为95℃预变性3
min,95℃变性30s,55℃退火30s,72℃延伸

1min,30个循环,72℃延伸10min。TUB2 基因

序列的扩增程序为94℃预变性5min,94℃变性

30s,58℃退火30s,72℃延伸1min,34个循

环,72℃延伸7min。RPB2 基因序列的扩增程序

为94℃预变性2min,94℃变性30s,54℃退火

30s,72 ℃延 伸30s,35个 循 环,72 ℃ 延 伸

2min。

PCR扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检测

后,送天启基因生物技术有限公司进行测序。测

序结果与NCBI核苷酸数据库中的已知序列进行

BLAST比对,并下载已知的同源序列。将测序

结果提交至GenBank获取登录号。采用 MEGA
7.0中的邻接法构建系统发育树,并进行1000次

bootstrap测试,计算系统发育树中节点的置信度。
表1 引物序列

Table1 Primerinformation
基因 Gene 引物序列 Primersequence
ITS ITS1(5'-TCCGTAGGTGAACCCTGCGG-3') ITS4(5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')

TUB2 Bt2a(5'-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3') Bt2b(5'-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC-3')

RPB2 5F2(5'-GGGGWGAYCAGAAGAAGGC-3') 7cR(5'-CCCATRGCTTGYTTRCCCAT-3')

1.3 病原菌生物学特性测定

1.3.1 供试培养基 参考董汉松[14]的方法,配
制马 铃 薯 葡 萄 糖 琼 脂 (potatodextroseagar,

PDA)培养基、虎红琼脂(rosebengalagar,RBA)
培养基、胡萝卜琼脂(carrotagar,CA)培养基、马
铃薯蔗糖琼脂(potatosucroseagar,PSA)培养

基、麦芽浸粉琼脂(maltextractagar,MEA)培养

基、察氏(Czapekagar,CZA)培养基、水琼脂(wa-
teragar,WA)培养基、马铃薯胡萝卜琼脂(potato
carrotagar,PCA)培养基和燕麦片琼脂(oatmeal
agar,OMA)培养基。

1.3.2 培养基对菌丝生长的影响 配制9种供

试培养基。用直径为0.5cm的无菌打孔器取供

试菌株的菌饼,接入到培养基中央,再放入培养

箱,25℃黑暗培养6d,重复3次。用十字交叉法

测量菌落直径。

1.3.3 温度对菌丝生长的影响 温度条件为5、

10、15、20、25、30、35和40℃,将菌饼接入最适培

养基中央,培养箱中黑暗培养6d,其他同“1.3.2”。

1.3.4 pH 对菌丝生长的影响 用0.1mol/L
的NaOH和HCl调pH,选择4.0、5.0、6.0、7.0、

8.0、9.0、10.0和11.0共8个梯度,将菌饼接入

不同pH的最适培养基中央,25℃黑暗培养6d,
其他同“1.3.2”。

1.3.5 光照对菌丝生长的影响 将病原菌菌饼

接入到最适培养基中央,分别在12h光照和12h
黑暗交替、全光照和全黑暗的培养箱中25℃恒温

培养6d,其他同“1.3.2”。

1.3.6 碳、氮源对菌丝生长的影响 以CZA培

养基为基础培养基和对照,替换其中的碳、氮源。
供试碳源为:蔗糖、葡萄糖、麦芽糖、淀粉、木糖、果
糖、阿拉伯糖和乳糖。氮源为:硝酸钠、蛋白胨、甘
氨酸、脯氨酸、氯化铵、硫酸铵、尿素、亮氨酸、硝酸

铵和苯丙氨酸。制作不同的碳、氮源培养基(对照

的碳、氮源为蔗糖和硝酸钠),将病原菌接入到培

养基中央,25℃黑暗培养6d,其他同“1.3.2”。

·297· 西 北 农 业 学 报 32卷



2 结果与分析

2.1 病原菌的分离和致病性测定

根据菌落形态,获得5株真菌分离物,编号为

SJ1-SJ5。通过将菌丝体悬浮液(来自培养5d的

分离物SJ1)和分生孢子悬浮液(每毫升含106 个

分生孢子,来自培养5d的分离物SJ2-SJ5)喷洒

在离体枝条的针叶上来进行接种。在7d内,只

有接种了SJ1的针叶表现出与最初从森林中采集

的样本相似的症状,而对照和接种其他分离物的

针叶不发病(图1-B,1-C)。接种SJ1的针叶在活

体植株上7d内出现上述典型症状,针叶上出现

病斑,之后逐渐扩展,针叶变黄和枯萎,最终从树

上脱落,对照不发病(图1-D,1-E)。从接种后发

病的针叶中重新分离,得到与菌株SJ1菌落特征

相同的分离物,证实SJ1是云杉叶枯病的病原物。

  A.从森林中采集的云杉病叶;B.用菌株SJ1接种离体枝条针叶的症状;C.用无菌水接种离体枝条针叶的对照;D.用菌株SJ1接种活

体枝条针叶出现症状;E.用无菌水接种活体枝条针叶的对照

A.DiseasedneedlesofP.asperatacollectedfromforest;B.SymptomsofSJ1straininoculationontheneedlesofdetachedbranches;

C.needlesofdetachedbranchesinoculatedwithsterilewaterascontrol;D.SymptomsofSJ1straininoculationontheneedlesofvivo

branches;E.needlesofvivobranchesinoculationwithsterilewaterascontrol

图1 云杉叶枯病林间和接种后症状

Fig.1 SymptomsofP.asperataneedleblightinforestandafterinoculation

2.2 病原菌鉴定

2.2.1 形态学鉴定 将SJ1在PDA培养基上培

养,初期菌丝呈白色絮状,然后由红橙色变为深黄

褐色,培养后期出现气生菌丝,菌落表面出现红黑

色液滴,背面为红橙色(图2-A,2-B)。分生孢子

黑色,扁圆形或近球形,表面有褶皱,未成熟的分

生孢子有淡色的柄细胞,大小为12.10μm~
28.82μm×11.58μm~16.66μm(n=50)(图2-C)。

A.菌落正面;B.菌落反面;C.分生孢子(标尺=20μm)

A.FrontsideofSJ1colony;B.BacksideofSJ1colony;C.ConidiaofSJ1(bar=20μm)

图2 菌株SJ1的形态特征

Fig.2 MorphologicalcharacteristicsofstrainSJ1

·397·5期 李柘柘等:云杉叶枯病新病原的鉴定及其生物学特性测定



2.2.2 分子生物学鉴定 提取SJ1的基因组

DNA,用引物扩增核糖体RNA序列(ITS)、β-微
管蛋白(TUB2)和 RNA 聚合酶Ⅱ第2大亚基

(RPB2)基因,分别得到大小为545、347和939
bp的基因片段,所得序列上传至GenBank中(登
录号 MW725153、MW751459和 MW788323)。

在与 GenBank中的序列进行BLAST比较

后构建系统发育树,SJ1的ITS 、TUB2 和RPB2

的基 因 序 列 与 黑 附 球 菌 Epicoccum nigrum
(GenBank登 录 号 MW227323、MW186822 和

MW186823)的基因序列同源性分别为100%、

98.36%和99.79%,使用 MEGA7.0邻接法对3
个基因联合进行系统发育分析,发现菌株SJ1与

菌株E.nigrum 聚在一起(图3)。根据形态学[15]

和分子生物学特征,SJ1被鉴定为黑附球菌(Epi-
coccumnigrum)。

图3 菌株SJ1基于ITS 、TUB2 和RPB2 基因联合构建的多位点系统发育树

Fig.3 MultilocusphylogenetictreeconstructedwithITS ,TUB2andRPB2genesofstrainSJ1

2.3 生物学特性

2.3.1 培养基对菌丝生长的影响 黑附球菌

SJ1在9种供试培养基上均能生长,最适菌丝生

长的为 MEA培养基,菌落直径达5.78cm,显著

大于其他培养条件(P<0.05),而在CZA培养基

上生长最慢,菌落直径仅3.57cm。在PCA 和

OMA培养基上气生菌丝较稀疏,在 WA培养基

上基本不生长,而在其余培养基上气生菌丝生长

繁茂(图4)。

不同小写字母表示差异显著(P<0.05)。下同

Differentlowercaselettersindicatesignificantdifferences(P<0.05).Thesamebelow

图4 SJ1菌丝在不同培养基上的生长情况

Fig.4 EffectofmediaonmycelialgrowthofE.nigrumSJ1

2.3.2 温度对菌丝生长的影响 黑附球菌SJ1
在10到30℃下均能生长且气生菌丝繁茂,在

35℃下基本不生长,而在5℃和40℃时菌落不

生长。从10℃到25℃,菌落直径逐渐增大,在
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25℃时菌落直径显著大于其他温度条件(P<
0.05),从25 ℃到30 ℃,菌落直径减小,说明

25℃为菌丝最适生长温度(图5)。

图5 SJ1菌丝在不同温度的生长情况

Fig.5 Effectoftemperatureonmycelial

growthofE.nigrumSJ1

2.3.3 pH 对菌丝生长的影响 黑附球菌SJ1
在pH为4到11范围内均能生长且气生菌丝繁

茂。pH为4时生长最慢,菌落直径为5.68cm。

pH由4到7时,菌落直径逐渐变大,在pH 为7
时菌落直径最大,菌落直径达6.95cm,pH 由7
到11时,菌落直径逐渐变小。说明在过酸和过碱

条件菌丝生长均会受到抑制(图6)。

2.3.4 光照对菌丝生长的影响 黑附球菌SJ1
在不同光照下均能生长且气生菌丝繁茂,12h光

照和12h黑暗交替培养条件最适菌丝生长,菌落

直径达5.63cm,全黑暗条件下菌丝生长最慢,菌
落直径为5.27cm。各光照条件下差异不显著

(图7)。

2.3.5 碳源对菌丝生长的影响 黑附球菌SJ1
在不同碳源下均能生长,但碳源为乳糖和淀粉时

气生菌丝较稀疏,为其余碳源时气生菌丝繁茂;碳
源为淀粉时菌丝生长最快,菌落直径达5.12cm,
为麦芽糖时生长最慢,菌落直径仅3.90cm,除麦

芽糖外的其余碳源均对菌丝生长有促进作用

(图8)。

图6 不同pH下SJ1菌丝的生长

Fig.6 EffectofpHonmycelialgrowthofE.nigrumSJ1

图7 SJ1菌丝在不同光照处理的生长状况

Fig.7 EffectoflightonmycelialgrowthofE.nigrumSJ1

图8 不同碳源下SJ1菌丝的生长

Fig.8 EffectofcarbonsourceonmycelialgrowthofE.nigrumSJ1
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2.3.6 氮源对菌丝生长的影响 黑附球菌SJ1
在氮源为尿素时不生长,其余氮源条件下均能生

长,但氮源为亮氨酸和蛋白胨时气生菌丝较稀疏,
为其余氮源时气生菌丝繁茂;氮源为蛋白胨时生

长最快,菌落直径达5.15cm,且与对照差异显著

(P<0.05),除氮源为蛋白胨外,其余氮源均对菌

丝有抑制作用(图9)。

图9 不同氮源下SJ1菌丝的生长

Fig.9 EffectofnitrogensourceonmycelialgrowthofE.nigrumSJ1

3 讨论与结论

叶枯病导致云杉针叶的枯萎和病变,在本研

究中发现一种新的云杉叶枯病病害,通过形态学

和多位点序列分析,结合柯赫氏法则验证,最终确

定云杉叶枯病的病原菌为黑附球菌。袁自清[7]发

现云杉巴氏腔孢(Barriapiceae)可引起云杉叶枯

病,在 江 西 省 报 道 了 一 种 由 杉 木 假 单 孢 杆 菌

(Pseudomonascunninghamiaesp.nov.)引起的

叶枯病[8],Janosikova-Heckova等[9]观察到的云

杉叶枯病是由Dothistromaseptosporum 引起的,
由黑附球菌造成的云杉叶枯病为首次报道。

黑附球菌多分布于空气和土壤中,其代谢产

物有抗菌和抗生物膜活性作用[16],但其也可引起

茶树褐斑病[17]、水稻穗褐变病[18]和豇豆 叶 斑

病[19]等植物病害,而作为一种危害云杉的新病

原,研究其生物学特性对其防治有着重要意义。

SJ1在PDA培养基上培养后期菌落中央呈黄褐

色,菌落形态与引起水稻穗褐变病的黑附球菌落

相似[18],而王俊丽等[20]从火龙果茎中分离得到

的黑附球菌落中央呈浅黄白色,这可能与病原菌

寄主不同有关。本研究发现黑附球菌菌丝可有效

利用多种碳、氮源,最适碳源为淀粉,与Beverly
等[21]的研究结果一致,最适氮源为蛋白胨,碳源

为麦芽糖时生长最慢,而在氮源为尿素时不生长,
这为其防治提供了有益的思路。

本研究对云杉叶枯病病原进行了分离、鉴定

和生物学特性测定,为云杉叶枯病的诊断和防治

提供技术参考。但作为新病害,其流行规律、致病

机制及综合防治方法等还需进一步研究。
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IdentificationofANovelPathogenofNeedleBlightof
PiceaasperataandItsBiologicalCharacteristics

LIZhezhe,CUILingxiao,WEILijuan,JINMengjun,MATingandYANGChengde
(CollegeofPlantProtection,GansuAgriculturalUniversity,BiocontrolEngineeringLaboratoryof

CropDiseasesandPestsofGansuProvince,Lanzhou 730070,China)

Abstract IntheforestregionofTianshuiinGansuprovince,aPiceaasperataneedleblightwith
symptomslightlydifferentfromthosepreviouslyreportedoneswecollected.Thepathogenicfungi
wereisolated,identified,andtheirpathogenicityandbiologicalcharacteristicswereassessed.There-
sultsrevealedthatthemycelialoftheisolateSJ1inducingneedleblightsymptomsonP.asperatawas
white,reddish-orangeanddarkyellowish-brownincolor,hadredblackdropletsontheanaphasecolo-
ny’ssurface.Conidiahadwrinklesonthesurfaceandweredark,oblateornearlyspherical.TheITS ,
TUB2andRPB2geneshadthemostidentitywithEpicoccumnigrumandclusteredtogetheronthe
phylogenetictree,indicatingthatthepathogenSJ1wasE.nigrum.Accordingtothebiologicalcharac-
teristics,maltextractagarwasthebestmediumforE.nigrum.Theoptimumtemperatureformyceli-
algrowthwas25℃,thepHwas7,thelightconditionshadminimaleffectonmycelialgrowth,the
carbonandnitrogensourceswerestarchandpeptone,themycelialdidnotgrowwhenthenitrogen
sourcewasurea.
Keywords P.asperataneedleblight;E.nigrum;Identification;Biologicalcharacteristics
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