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摘要：［目的］鉴定引起新疆巩留县杏树果实斑点病病原菌，研究造成杏树果实病害的原因，为当地杏树防治工

作提供依据。［方法］采用常规组织分离法分离得到罹病杏真菌菌株，利用传统形态学观察和分子系统学分析

相结合的方式对所分离出菌株进行分类鉴定及其致病性检测。［结果］杏果病斑处的病原菌在显微镜下观察到

分生孢子形态与经ＰＤＡ培养基培养后观察到分生孢子形态均与 Ｔｈｙｒｏｓｔｒｏｍａｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ（Ｌéｖ．）Ｂ．Ｓｕｔｔｏｎ所产
生分生孢子一致；将分离获得的３株真菌的ｒＤＮＡＩＴＳ片段测序后与ＮＣＢＩ参考序列进行多重序列比对的结果显
示，其序列与Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ一致性为１００％；在基于ＩＴＳ基因序列构建的系统发育树中，３株菌与Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ
聚在同一分支。在接种了Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ后，杏果实和叶片均产生明显病斑并且从其所产生的病斑上再次分离
到所接菌，满足柯赫氏法则。［结论］从新疆巩留县杏果实病斑处分离获得的３株真菌，经鉴定为引起杏穿孔病
的病原菌Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ。这是该菌首次在该地区发现并报道。
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　　新疆是杏树的起源地之一，已有１６００多年的
栽培历史，品种繁多，主要包括３个类型：Ａｒｍｅｎｉａｃａ
ｖｕｌｇａｒｉｓＬａｍ．，Ａ．ｓｉｂｉｒｉｃａ（Ｌ．）Ｌａｍ．和Ａ．ｄａｓｇｃａｒｐａ
（Ｅｂｒｈ）Ｐｅｒｓ，其下约有１００余种［１－６］。他们是我国

重要的果树资源之一。然而，从２０１６年以来，巩留
县超过５０％杏树遭受病害，部分枝干产生坏死斑，
叶片形成圆形穿孔，而果实受害情况尤为严重，其表

面出现褐色、圆形、凹陷、分散或连续的病斑，树木落

果，造成果实品质和产量下降。为确定造成巩留县

杏树果实病害的原因，本研究对受害杏树果实病斑

进行分离、培养，得到病原菌，利用传统形态学观察

和分子系统学分析相结合的方式对所分离出菌株进

行分类鉴定及其致病性检测。旨在研究造成新疆巩

留县杏树果实病害的原因，为当地杏树防治工作提

供依据。

１　材料与方法
１．１　采集地点

２０１７年 ５月在新疆伊犁州巩留县（８２°４９′

２０．０５″Ｅ，４３°１５′１６．９７″Ｎ）杏树上采集罹病杏
１０枚。
１．２　病原菌的分离与纯化

采用常规组织分离法分离病原菌［７］：取杏果实

病健交界处，经７５％酒精消毒处理２ｍｉｎ，使用无菌
水冲洗２次，无菌滤纸吸附水分后置于 ＰＤＡ培养基
（马铃薯２００ｇ、琼脂１８ｇ、葡萄糖１８ｇ、蒸馏水１Ｌ）
平板上，每个平板接６个组织块，３个重复，２５℃培
养３ ４ｄ。分别挑取少量菌丝进行纯化培养产物
进行后续试验操作。

１．３　形态观察
１．３．１　病斑组织薄片的显微观察　选取病斑明显
的新鲜病果，利用徒手切片法，制成临时水载玻片，

置于显微镜（ＺｅｉｓｓＰｒｉｍｏＳｔａｒ，ＣａｒｌＺｅｉｓｓ）下观察，并
用ＣＣＤ相机（ＴＣＣ５．０，图森图像技术有限公司）
拍照。

１．３．２　菌株的形态观察　将分离获得的纯菌株置
于ＰＤＡ培养基平皿上，于２５℃下培养１５ｄ后，观察
其菌落颜色和形态，在显微镜下观察其菌丝、孢子等
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显微结构特征并拍照。

１．４　系统发育学分析
１．４．１　ＤＮＡ提取和ＰＣＲ扩增　所获得的真菌菌株
于ＰＤＡ培养基上培养１０ｄ后，刮取少量菌丝，采用
改良ＣＴＡＢ法进行总ＤＮＡ的提取［８］。随后，利用真

菌通用引物 ＩＴＳ１（５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ
３′）和 ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′）其
ｒＤＮＡＩＴＳ序列进行扩增［９］。ＰＣＲ反应体系为 ２５
μＬ，其中包括１２．５μＬ２×ＴａｑＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ（天根
生化科技有限公司），９．５μＬｄｄＨ２０，１μＬＩＴＳ１，１
μＬＩＴＳ４和１μＬＤＮＡ模板。ＰＣＲ反应程序为：９４℃
预变性５ｍｉｎ，９４℃变性３０ｓ，５４℃退火３０ｓ，７２℃延
伸３０ｓ，３５个循环，最后７２℃延伸１０ｓ，４℃保存。扩
增产物经琼脂糖凝胶电泳检测后，送北京美吉桑格

生物医药科技有限公司进行双向测序。

１．４．２　系统发育树构建　测序结果利用 Ｓｔａｄｅｎ
Ｐａｃｋａｇｅ１．６．０（ＭＲＣ，Ｃａｍｂｒｉｄｇｅ，Ｅｎｇｌａｎｄ）进行序列
拼接。将来自ＮＣＢＩ网站［１０］的参考序列与已测菌株

序列用在线网站 Ｍａｆｆｔ进行序列比对［１１］，ＭＥＧＡ６进
行序列删减输出 ｆａｓ格式，Ｍｅｓｑｕｉｔｅ转换成 Ｐｈｙ格
式，置于在线网站ＡＴＧＣ［１２］，基于最大似然法构建系
统发育树（ＭＬ树）。并用 Ｂａｙｅｓｉａｎ方法建立 Ｂａｙｅｓ
ｉａｎ系统发育学树（Ｂａｙｅｓｉａｎ树）。外群选为 Ｆｕｓａｒｉ
ｕｍｓｏｌａｎｉ。
１．５　致病性测定

将所分离的纯菌株于２５℃条件下在 ＰＤＡ培养

基上培养１０ｄ，然后用打孔器打出５ｍｍ直径菌饼，
正面朝下放置在已用无菌水和酒精消毒过的、健康

完好的杏树青果和叶片上，滴上１％水琼脂密封保
湿，放入无菌的且铺有湿润吸水纸的培养皿和塑料

盒中，杏果实６个重复，杏叶片３个重复，２５℃培养３
１０ｄ，以接种无菌琼脂块作为对照［１３］。待产生病

斑后，测量病斑大小并拍照。随后用 ＰＤＡ培养基分
离病健交界处，鉴定是否为所接种病原菌［１４］。

２　结果与分析
２．１　分离结果

于杏果实病斑处分离纯化获得１５个菌落形态
一致菌株，随机挑选 ３株（ＣＹＴ１７０１、ＣＹＴ１７０２、
ＣＹＴ１７０３）进行后续显微形态观察和系统发育学
分析。

２．２　病斑组织薄片的显微观察结果
杏果实表面形成褐色、凹陷、圆形聚集或分散的

病斑，其薄片制成的临时玻片在显微镜下观察时，可

看到病原菌的分生孢子形态（如图１）。分生孢子为
褐色至黑色，分散或聚集存在，梭形或蠕虫形，顶细

胞钝圆或锥形，多具有３ ５个分隔，在分隔的地方
出现缢缩。分生孢子大小为（２４．２４ ４９．９０）μｍ×
（９．５８ １８．７４）μｍ，平均为（３７．６２±７．５５）μｍ×
（１３．８１±２．２７）μｍ。结果与 Ｔｈｙｒｏｓｔｒｏｍａｃａｒｐｏｐｈｉ
ｌｕｍ（Ｌéｖ．）Ｂ．Ｓｕｔｔｏｎ［１５］所产生分生孢子基本一致。

注：ａ：自然寄主上褐色凹陷聚集病斑；ｂ：自然寄主上褐色凹陷分散圆形病斑；ｃ：自然寄主上观察到的３隔分生孢子；ｄ：自然寄主上

观察到的５隔分生孢子。ａ ｂ比例尺为１ｃｍ，ｃ比例尺为２０μｍ，ｄ比例尺为１０μｍ。ａ：Ｂｒｏｗｎ，ｈｏｌｌｏｗａｎｄａｇｇｒｅｇａｔｅｄｌｅｓｉｏｎｓｏｎｎａｔｕｒａｌ

ｈｏｓｔ．ｂ：Ｂｒｏｗｎ，ｈｏｌｌｏｗ，ｓｃａｔｔｅｒｅｄ，ａｇｇｒｅｇａｔｅｄａｎｄｒｏｕｎｄｌｅｓｉｏｎｓｏｎｎａｔｕｒａｌｈｏｓｔ．ｃ：Ｔｈｒｅｅｓｅｐｔａｌｃｏｎｉｄｉａｏｂｓｅｒｖｅｄｏｎｎａｔｕｒａｌｈｏｓｔ．ｄ：Ｆｉｖｅｓｅｐ

ｔａｌｃｏｎｉｄｉａｏｂｓｅｒｖｅｄｏｎｎａｔｕｒａｌｈｏｓｔ．Ｓｃａｌｅｂａｒ：ａ ｂ＝１ｃｍ；ｃ＝２０μｍ；ｄ＝１０μｍ．

图１　杏果实病斑和获得分生孢子形态
Ｆｉｇ．１　Ｔｈｅｌｅｓｉｏｎｓｏｎｔｈｅａｐｒｉｃｏｔｆｒｕｉｔａｎｄｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃｏｎｉｄｉａ

２．３　培养基观察结果
将ＰＤＡ培养基分离到菌株于 ２５℃培养 １５ｄ

后，观察到结果如图２。菌株菌落呈薄毡状，气生菌
丝为白至灰褐色，菌落边缘分生孢子散生或聚集。
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背面菌落中央呈深褐色，边缘为土黄色。分生孢子

梗单生或合轴分枝。分生孢子为梭形或蠕虫形，顶

细胞钝圆或锥形，多具有３ ５个分隔，在分隔的地
方出现缢缩，与自然寄主上形态相似。分生孢子大

小为（３３．８５ ５６．３１）μｍ×（１０．４６ ２２．５８）μｍ，
平均为（４１．７７±５．８８）μｍ×（１５．７７±３．０８）μｍ。
产孢结构为菌落和分生孢子的形态特征与 Ｔ．
ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ［１５］基本一致。

注：ａ ｂ：菌株在ＰＤＡ平板上２５℃生长１５ｄ的菌落形态特征；ｃ：３ ５隔分生孢子的形态特征；ｄ：分生孢子梗单生；ｅ：

分生孢子梗合轴分枝；ｆ：分生孢子再育产孢。ｃ ｄ比例尺为４０μｍ，ｅ ｆ比例尺为２０μｍ。ａ ｂ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃ

ｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃｏｌｏｎｉｅｓｏｎＰＤＡｐｌａｔｅｓａｔ２５℃ ｆｏｒ１５ｄ．ｃ：Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆ３ ５ｓｅｐｔａｃｏｎｉｄｉａ．ｄ：Ｓｉｍｐｌｅｃｏｎｉｄｉｏｐｈｏｒｅ．

ｅ：Ｃｏｎｉｄｉｏｐｈｏｒｅｏｆｓｙｍｐｏｄｉａｌｂｒａｎｃｈｅｓ．ｆ：Ｃｏｎｉｄｉａｒｅｐｒｏｄｕｃｅｓｐｏｒｅｓ．Ｓｃａｌｅｂａｒ：ｃ ｄ＝４０μｍ；ｅ ｆ＝２０μｍ．

图２　所获菌株的菌落及分生孢子形态特征
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｌｏｎｙｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆｔｈｅｉｓｏｌａｔｅｓａｎｄｔｈｅｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓｏｆｃｏｎｉｄｉａ

２．４　系统发育学结果
菌株 ＣＹＴ１７０１、ＣＹＴ１７０２、ＣＹＴ１７０３（对应 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号：ＭＧ３８４３２１、ＭＧ３８４３２２、ＭＧ３８４３２３）序
列与菌株 Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ（ＣＢＳ２３１．８９）进行多重序
列比对，序列一致性为１００％。

将分离到的３株菌的 ＩＴＳ序列和 ＮＣＢＩ下载的
相关参考序列一起构建 ＭＬ和 Ｂａｙｅｓｉａｎ系统发育学
树，结果显示，ＭＬ树和Ｂａｙｅｓｉａｎｓ树拓扑结构与分支
情况基本一致，３株菌均聚在 Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ这一支
（ＭＬ树支持率≥７５％，Ｂａｙｅｓｉａｎ树支持率≥８５％分
别依次标注在分支上）（Ｆｉｇ．３）。
２．５　致病性测定结果

在２５℃保湿培养条件下，杏叶片在接种２４ｈ后
出现病症，７２ｈ后病斑最大直径达１８ｍｍ，呈褐色，
凹陷状（图４）；杏果实于接种后４８ｈ出现病症，５ｄ
后病斑直径达１７ｍｍ，呈近圆形，深褐色，凹陷状（图

５）。杏果实和叶片的发病率均为１００％，然后从其
病健交界处进行再分离，所得菌株形态结构和 ＤＮＡ
提取、ＰＣＲ扩增获得 ＩＴＳ片段比对与系统发育学树
构建后结果一致，原病原菌Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ被重新分
离获取，满足柯赫氏法则。

３　讨论
Ｔｈｙｒｏｓｔｒｏｍａ ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ ［异 名： Ｓｔｉｇｍｉｎａ

ｃａｒｐｏｐｈｉｌａ（Ｌéｖ．） Ｍ．Ｂ．Ｅｌｌｉｓ，Ｈｅｌｍｉｎｔｈｏｓｐｏｒｉｕｍ
ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍＬéｖ．，Ｃｌａｓｔｅｒｏｓｐｏｒｉｕｍｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ（Ｌéｖ．）
Ａｄｅｒｈ．，Ｃｏｒｙｎｅｕｍｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ（Ｌéｖ．）Ｊａｕｃｈ，Ｓｃｉｎｉ
ａｔｏｓｐｏｒｉｕｍｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ（Ｌéｖ．）ＭｏｒｇａｎＪｏｎｅｓ，Ｓｐｏｒｏ
ｃａｄｕｓｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｓ（Ｌéｖ．）Ａｒｘ，Ｗｉｌｓｏｎｏｍｙｃｅｓｃａｒｐｏｐｈｉ
ｌｕｓ（Ｌéｖ．）Ａｄａｓｋ．，ＭａｃｒｏｓｐｏｒｉｕｍｒｈａｂｄｉｆｅｒｕｍＢｅｒｋ．，
ＰａｓｓａｌｏｒａｂｒｕｎａｕｄｉｉＳａｃｃ．，ＣｏｒｙｎｅｕｍｂｅｙｅｒｉｎｃｋｉｉＯｕ
ｄｅｍ．］，该菌于１８４６年在法国首次被观察到，后来

陆续在非洲、亚洲、欧洲、北美、中南美洲、澳大利亚 和大洋洲也有发现［１４］。随着研究的深入，Ｔ．
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图３　基于ｒＤＮＡＩＴＳ序列构建的系统发育学树
Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄｂａｓｅｄｏｎｒＤＮＡＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅ

注：ａ ｃ：杏叶片接种所获得菌株３ｄ后发病症状；ｄ ｆ：杏叶片对照。ａ ｃ：Ｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆ３ｄａｙｓ

ａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆａｐｒｉｃｏｔｌｅａｖｅｓ．ｄ ｆ：Ａｐｒｉｃｏｔｌｅａｖｅｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．

图４　杏叶片接种发病病症
Ｆｉｇ．４　Ｓｙｍｐｔｏｍｓｏｎａｐｒｉｃｏｔｌｅａｖｅｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ不断被重新分类。当前该菌最新学名，
维基百科显示为Ｗ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｓ；真菌索引显示为Ｓ．
ｃａｒｐｏｐｈｉｌａ；Ｍｙｃｏｂａｎｋ显示为Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ。

Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ常侵染核果类果树，可引起植物
发生病变［１６－１８］。侵染叶片，可产生圆形病斑，随时

间逐渐扩大，坏死后脱落；侵染树枝，坏死斑形成并

逐渐变大，凹陷；侵染果实，形成圆形凹陷坏死组织，

具有褐色色圈，树木受到严重危害时落叶、落

果［１８－２１］。墨西哥杏树的叶片，枝条和果实受到病

害，经鉴定为该菌侵染造成［１８］；印度杏树和桃树果

实、叶片和枝条也遭遇该菌危害，损失惨重［１９］；伊朗

的核果类树木中分离出大量 Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ［２２－２３］；
在国内，甘肃省兰州、临洮等地区的桃树受到 Ｔ．
ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ危害后，引起桃果实褐斑病［２０］。本研究

中杏果实出现的病症被命名为杏果实斑点病［２４］。

朱建兰等人在对杏果实斑点病菌进行生物学性状研

究时提到此病害在中国和印度等国家多有发

生［２４－２５］。由于Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ危害后核果类树木叶
片发生穿孔现象，因此以Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ作为病原菌
引起的植物病害也有记录为穿孔病而被深入

研究［１７，１９，２１，２６－２７］。

目前与杏树相关的病害有３０多种，其中侵染循
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第２期 程　元，等：新疆巩留县杏果实斑点病病原菌鉴定

注：ａ ｆ：杏果实接种所获得菌株５ｄ后发病症状；ｇ ｌ：杏果实对照。ａ ｆ：Ｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆ５ｄａｙｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎｏｆａｐｒｉｃｏｔｆｒｕｉｔｓ．ｇ

ｌ：Ａｐｒｉｃｏｔｆｒｕｉｔｓｂｌａｎｋｃｏｎｔｒｏｌ．

图５　杏果实接种发病病症
Ｆｉｇ．５　Ｓｙｍｐｔｏｍｓｏｎａｐｒｉｃｏｔｆｒｕｉｔｓａｆｔｅｒｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

环和适宜发病条件的被明确的病害主要有褐斑穿孔

病、霉斑穿孔病、褐腐病、杏疔病、腐烂病、白纹羽病

等［２５，２７－２９］。新疆杏树病害主要为穿孔病（病原为

Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｐｒｕｎｉ（Ｓｍｉｔｈ）Ｄｏｗｓｏｎ．）、流胶病（生理
原因或病菌感染）和果实软腐病 （生理性病

害）［１，３０－３１］，其中穿孔病以细菌性穿孔病研究为主，

危害果实，初期表面形成水渍状褐色圆形小斑点，后

期扩大为褐色病斑，病斑边缘翘起；危害叶片，病斑

初期呈水渍状小点，后期变为褐色斑点，脱落穿孔；

危害枝条，常发生水渍状暗紫色斑点，后变为褐色，

枝条呈水渍状干枯［２８］。虽然此病菌最后使果实出

现斑点病，叶片出现穿孔病，但是其病原病斑形成方

式与Ｔ．ｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ不同。

４　结论
通过对新疆巩留县杏果实病斑处分离，获得３

株病原菌，再经形态观察、系统发育学分析以及致病

性检测，鉴定出引起杏果实斑点病害病原菌为 Ｔｈｙ
ｒｏｓｔｒｏｍａｃａｒｐｏｐｈｉｌｕｍ。这是第一次在新疆巩留县发
现该菌并且报道。
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