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甘肃华山松溃疡病病原真菌类群的初步鉴定

!

收稿日期!

!"%>(%!(!$

!

修回日期!

!"%>(%!(#"

!

基金项目!国家自然科学基金"

#%?'"?&'

#&

!

作者简介!陈文艳&研究方向$林木病理学&

A(B.:/

$

%$'"$???'?C

!

%?#=D*B

"

通信作者!田呈明!教授!博士生导师&研究方向$林木病理学&

A(B.:/

$

D35-

E

B2

!

F

@

0+=5<+=D-

陈文艳%

!姜
!

宁%

!范鑫磊%

!郭怀林!

!田呈明%

"

"

%=

北京林业大学 林学院 省部共建森林培育与保护教育部重点实验室!北京
%"""C#

'

!=

甘肃林业职业技术学院!甘肃 天水
'&%"!"

#

摘
!

要!近年来甘肃陇南地区华山松溃疡病发生严重!导致华山松大面积死亡!但有关病害发生的

原因等尚不清楚"采用组织分离法从感病华山松的健康部位#病健交界处#子实体及病组织处分离

获得
>'

个真菌菌株!结合形态学及系统学对分离到的菌株进行初步分析"结果显示!所得菌株分

为
>

个种!其中
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为疑似病原菌"

关键词!华山松溃疡病$真菌类群$分子鉴定
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华山松"

6*0.%)(&)0<**

#作为我国本土树种!

广泛分布于山西(陕西(甘肃(青海(西藏(四川(湖

北(云南(贵州等省区!是重要的用材树种!也是荒山

造林和长江中上游防护林体系的主要造林树种之

一!在涵养水源!减少水土流失方面发挥着重要的生

态效益和社会效益)

%(!

*

&甘肃陇南地区天然分布有



大量的华山松林!也广泛营造了以华山松为主体的

水土保持和荒山绿化林&

当前!松树常见枝干病害包括疱锈病(腐烂病和

溃疡病)

#

*

&其中疱锈病作为一种毁灭性林木病害!

在北美洲(亚洲等地区普遍发生!属于检疫性病害!

其病原菌为柱锈属"

@(#0)(1*.&

#!主要为害华山松(

油松(红松等松科植物)

&($
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&由壳囊孢属"
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#引起的松树腐烂病是全球范围内严重危害松树

幼林枝干生长的一类病害)

?

*

!而镰刀菌"

-.%)(*.&

$*($*0)1.&

#所致的松树脂溃疡病则为世界性的危

险性林木病害!已被多个国家及我国列入进境检疫

性菌物名录)

'

*

&我国以华山松疱锈病为主的病害蔓

延速度相对较快!其范围也相对较广!积极进行华山

松病害防控已经迫在眉睫)

#

*

&尤其是
!"%C

年以来!

陇南地区发现连片的华山松枯死!局部地区发病率

高达
C"G

!给当地林业生产带来了巨大损失!应引

起高度重视&

目前对于陇南地区华山松枯死的原因尚不明

确!国内也无相关病害的研究报道&本研究在实地

调查的基础上!对发生溃疡病的华山松!采用常规组

织分离法进行病原菌的分离(纯化和分子鉴定!初步

明确与病害相关的真菌种类!为准确鉴定病原菌提

供研究基础!同时对防范病原菌的扩散!保护我国的

生态环境(森林资源(林业生产和旅游资源有重要

意义&

%

!

材料与方法

!"!

!

华山松溃疡病症状观察

于
!"%C

年
%"

月和
!"%>

年
$

月在甘肃省舟曲

县坪埞乡实地调查华山松溃疡病的发生情况&记录

病害发生部位!子实体的宏观形态!病斑大小及形

状&同时采集新鲜且发病症状明显的标本
!"

份!带

回实验室&

!"#

!

子实体的形态学鉴定

取发病后期的华山松溃疡病标本!观察并记录

不同类型子实体的颜色(形状(着生方式等&采用徒

手切片法将子实体制作半永久或临时玻片标本!在

显微镜下镜检!观察(测量子实体内部形态!初步确

定所分离菌株的分类地位&

!"$

!

真菌的分离及纯化

采用组织分离法!用无菌刀片直接切取单个子

实体!并从健康部位(病健交界处及病斑处切取大小

约
$BBU$BB

的组织块!在
"=$G

次氯酸钠中浸

泡
!B:-

!无菌水冲洗
!

"

#

次!置入马铃薯葡萄糖

琼脂培养基"

H

*2.2*<5Q2,*65.

E

.,B5<:+B

!

KVJ

#平

板上!

!$W

条件下暗培养&待出现菌落后采用单菌

丝法进行菌株的纯化&纯化后的菌落转入
KVJ

斜

面上
!$W

培养至菌丝覆盖斜面的
!

%

#

后!放入
&W

冰箱保存备用)

C

*

&

!"%

!

华山松溃疡病相关真菌系统学研究

将保存的菌株从
&W

冰箱中取出!置于
!$W

的

恒温培养箱!黑暗环境下活化
!&3

!将进入生长期

的菌株!转移到贴有玻璃纸
KVJ

培养平板上!于

!$W

恒温培养箱中黑暗培养
#

"

$<

!待长出大量菌

丝后剥取菌丝!并采用
NTJX

法提取
V1J

&以真

菌基因组
V1J

为模板!选用真菌通用引物
LTI%

%

LTI&

进 行
KNY

"

LTI%

$

$Z(TNNMTJMMTMJJN(

NTMNMN(#Z

!

LTI&

$

$Z(TNNTNNMNTTJTTMJT(

JTMN(#Z

#&扩增体系为
!"

#

P

!包括前后引物各

%

#

P

!

[:Q%"

#

P

!模板
V1J%

#

P

!无菌水
'

#

P

&

LTI

的
KNY

反应程序为$

>$W

预变性
#B:-

'

>$W

变

性
#"6

!

$$W

复性
#"6

!

'!W

延伸
!B:-

!

#$

个循环'

最后
'!W

延伸
%"B:-

&

TA7

的
KNY

反应程序为$

>$W

预变性
CB:-

'

>$W

变性
%$6

!

$$W

复性
!"6

!

'!W

延伸
?"6

!

#$

个循环'最后
'!W

延伸
$B:-

&

T9X

的
KNY

反应程序为$

>$W

预变性
CB:-

'

>$W

变性
#"6

!

$$W

复性
#"6

!

'!W

延伸
?"6

!

#$

个循环'

最后
'!W

延伸
$B:-

&

YKX!

的
KNY

反应程序为$

>$W

预变性
$B:-

'

>$W

变性
#"6

!

$!W

复性
%B:-

!

'!W

延伸
?"6

!

#$

个循环'最后
'!W

延伸
%"B:-

)

>

*

&

分别取
$

#

PKNY

产物用
%G

的琼脂糖凝胶进行电

泳检测!在紫外灯下观察&将
KNY

产物送至北京睿

博基因科技股份有限公司进行测序&所得序列在

1NXL

网站进行比较分析后!再用
[AMJ

"

;5,6:*-

&=%

#软件对序列进行编辑!基于
[K

法"

B.Q:B+B

H

.,6:B*-

8

!最大简约法#进行系统发育学分析!由此

最终确定真菌种名)

%"

*

&

!"&

!

数据处理

分离频率"

:6*/.2:*-0,5

\

+5-D

8

!

L7

#$分离到的

某一指定类型真菌的菌株数量占分离的真菌菌株数

量的百分率!用于比较和判断优势菌群&

!

!

结果与分析

#"!

!

华山松溃疡病发生情况

调查发现!华山松溃疡病在陇南地区大多为早

春至初夏开始发生!此时树木刚开始生长!对病原菌

的抵抗力弱!病斑迅速扩展!寄主活力降低&夏季是

树木生长旺盛的阶段!病害基本停止发生!随后进入

秋季病害又出现了蔓延的趋势&据观察该病的典型

症状为$在发病初期!病部的树皮稍微有些肿胀!并

且出现许多的松脂小泡!大小
%DB

左右&病害发展

到中后期!在华山松主干组织引起皮层局部溃疡!皮

C&%

西北林学院学报
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层腐烂!皮下出现变色斑点!病斑深至木质部!病部

树皮纵裂&为害后期往往伴有大量松脂流出!有时

黏附在树干上达数米长!在完全干燥后会变成灰白

色&同时在病部会产生不同类型的子实体!部分病

干上部的针叶褪绿成黄绿色或灰绿色!最终逐渐变

成褐色!全部枯死"图
%

#&

注$

J=

病树枝干流出大量树脂'

X=

树体表面纵向开裂'

N=

发病后期产生子实体'

V=

木质部形成黑褐色病斑&

图
C

!

感病华山松症状表现

7:

E

=%

!

I

8

B

H

2*B6*06E)(&)0<**D.-O5,

#"#

!

子实体形态观察

在发病的枝干上可见不同类型的肉质子囊壳!

大多数子座发达!表生!初期埋生!后期突破寄主表

皮露出!近球形(球形!颜色鲜艳!黄色子实体多单

生!橙红色和黑红色子实体多聚生"图
!

#&将子实

体切片置于
#G ]̂ R

水溶液中颜色加深&根据形

态学特征!子实体均被鉴定为子囊菌门"

J6D*B

8

D*(

2.

#!粪壳菌纲"

I*,<.,:*B

8

D5256

#!肉座菌目"

R

8H

*(

D,5./56

#的丛赤壳科"

15D2,:.D5.5

#真菌&根据文献

描述!初步确定橙红色和黑红色子实体为
!"#0"$5

1(*)

!黄色子实体为
-.%)(*.&

)

%%(%#

*

&

注$

J=

橙红色子实体'

X=

黄色子实体'

N=

埋生子实体'

V=

黑红色子实体&

图
D

!

不同类型的子实体

7:

E

=!

!

V:005,5-22

8H

56*00,+:2F*<:56

#"$

!

华山松溃疡病组织分离结果

从采自染病华山松的健康部位(病健交界处(子

实体及病斑处的
%!"

块组织块上共分离获得
>'

株

真菌!经序列测定并在
1NXL

上比对分析!结合系统

发育树分析"图
#

(图
&

#!

>'

个菌株初步鉴定为

!"#$#%&#%

'

#()%*+,*$#+)

(

-.%*$#++),*#+)$")

(

/*5

$(#$"() 6

H

=

(

!"#0"$1(*) 0"#&)$(#%

'

#()

(

2"(&")

'

*0*$#+)

(

!"&)1#

3

#0.&

4

"((.

3

*0".&

(

6"7*$.+)

%

'

#(.+#%)

(

68)"#)$("&#0*.&

4

()9*0#

'

"00%

:

+,)0*5

$.&

和
;)(")("%*0)"

&其中分离频率最高的
!

个类

群$

!"#$#%&#%

'

#()%*+,*$#+)

主要分离于子实体和

病健 交 界 处!

68)"#)$("&#0*.&

4

()9*0#

'

"00%

:

+5

,)0*$.&

大多分离于健康处和病健交界处&其次!

!"#0"$1(*)0"#&)$(#%

'

#()

的分离频率为
%%=?'G

!全

部来源于子实体和病健交界处&在科的分类水平上!

以丛赤壳科为优势菌群!占总菌株数量的
&&=##G

"表
%

#&

#

!

结论与讨论

松科植物溃疡病的病原菌通常隶属于镰刀菌

属&例如!国外分布范围广泛且发生严重的松树脂

溃疡病!其病原为
-.%)(*.&$*($*0)1.&

)

%&

*

!主要为

害湿地松"

6E"++*#1**

#(辐射松"

6E()<*)1)

#等松科

树种!引起寄主枝枯(生长衰退(整株枯死)

%$(%'

*

&该

病原菌已被多个国家列为检疫对象!也被列入我国

进境检疫性菌物名录&对病原菌的遗传多样性研究

表明!松树脂溃疡病的发源中心疑似美国东南部地

区)

%C

*

!但随着全球一体化的发展!近年来!该病害在

全球范围内持续蔓延!美国(墨西哥(日本(韩国等国

家均有相关报道!严重危害当地的松树资源和生态

>&%
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分离获得的感病华山松真菌类群
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'

#()?(",*%

为外群!基于
[K

法(

LTI(TA7%(YKX!

三基因片段联合分析建树&

图
E

!

基于
LTI(TA7C(YKXD

构建的华山松溃疡病菌株及
!"#0$#%&#%

'

#()

相关真菌的系统发育树
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图
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&目前!我国尚未有该类病害分布的记载!

但根据甘肃省陇南地区发生严重的华山松溃疡病分

离(鉴定结果显示!子实体分离到的
!"#$#%&#%

'

#5

()

(

-.%*$#++)

和
/*$(#$"()

均属于镰孢类真菌&它

们形成的子实体形态非常类似!同为基部子座(梨形

或近球形(颜色鲜艳!有可能作为病原菌侵入寄主植

物引起溃疡病的发生&其中
-.%*$#++)

属真菌大多

在其他类群真菌的子座上重寄生'

/*$(#$"()

则是

蚜虫(蚧壳虫等昆虫的重寄生菌!或以腐生菌的形式

存在于土壤和植物病部'而
!"#$#%&#%

'

#()

属内包

含多种植物病原菌!通常致使溃疡病(根腐病(实腐

病(枯死病等病害发生)

!"

*

!且该类真菌在本研究中

的分离频率最高&综上分析!在分离得到的所有真

菌类群中!

!"#$#%&#%

'

#()

作为病原菌寄生在华山

松上的可能性较大!因此在以后的致病性研究工作

中!可将重点放在该类群的真菌上&相比我国本土

的华山松溃疡病!国外松脂溃疡病的研究历史久远

且研究内容深入!已对病原菌
-.%)(*.&$*($*0)1.&

进行基因水平研究!针对关键靶标基因!从而制定科

学有效的策略)

!%

*

&因此!松脂溃疡病的相关研究思

路和方法可作为华山松溃疡病研究的参考&

甘肃省作为我国华山松树种的主要栽培地!需

引起对该类病害的重视并加强林区管理!一旦病害

大面积传播!将会对该地区的生态和经济带来不可

预估的影响&华山松溃疡病上的真菌类群已经完成

初步鉴定!后续的相关研究工作中!重点从以下
#

个

层面进行$松科植物溃疡病可借助一些媒介昆虫进

行病害传播&本研究分离结果中的
/*$(#$"()

属真

菌就可作为昆虫寄生菌借助昆虫的移动而转移寄

主)

!"

*

&在往后研究中需探究寄主植物上的昆虫对

于病害传播的影响'林木病害可能是由于不同类群

的真菌侵染所导致!华山松溃疡病上子实体种类多

样!真菌类群较多样化!因此在对于真菌进行准确鉴

定的同时!还需要通过开展进一步的致病性研究去

探究病原菌的类群'当前!国外对松树脂溃疡病没有

良好的防治方法!主要通过合理的种植及森林管理

措施!维持树木的茁壮长势!或使用抗溃疡病的松树

苗木等&针对已感病的地区!应该根据具体的病害

特点!努力探索出一种有效的防治该病害的方法!减

轻溃疡病对树木带来的危害)

!!

*

&在有条件情况下!

要大 力 开 展 生 物 防 治 工 作&本 研 究 中 分 离 到
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3

#0.&

4

"((.

3

*0".&

属于生物防治真菌!可

在后续的研究中探索其防治价值)
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XŶ N]AYR77AM

!

VLN] [

!

MJ1PA_Y

!

"1)+=)=Y*/5*0

:-65D2;5D2*,6:-5

H

:<5B:*/*

E8

.-<:-;.6:*-,:6O*0-.%)(*.&

$*($*0)1.&

!

.-<,:6O.66566B5-2*0F:*/*

E

:D./D*-2,*/*0:-;.(

6:;56*0.%$#01#(1)

)

)

*

=X:*/*

E

:D./L-;.6:*-6

!

!"%?

!

%C

"

&

#!

%%''(%%>"=

)

%>

*

!

PAA)]

!

PAAIR

!

I91M(LL_

!

"1)+=7:,62,5

H

*,2*0

H

:2D3

D.-O5,<:65.65*-6*0.%(*

3

*<):-]*,5.

)

)

*

=T35K/.-2K.(

23*/*

E8

)*+,-./

!

!"""

!

%?

"

%

#!

$!($&=

)

!"

*

!

MYf7A1RJ1T

!
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