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落羽杉赤枯病病原菌的分离鉴定及生物学特性分析
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摘要：为明确落羽杉属树木赤枯病的致病菌种类，对采自南京中山植物园及周边地区的病叶进行

病原菌分离，结合形态学特征与分子生物学技术对其进行鉴定，并分析病原菌的生物学特性。结果

表明，共获得9种菌种，分别标号为1~9，其中2号菌株检出率最高，占总数的36.40%，用该菌株侵染

健康叶片后发病症状与自然发病症状一致，并可再次分离到2号菌株，符合柯赫氏法则；形态学鉴

定结果显示，病原菌分生孢子为梭形、直或弯曲，5个细胞，顶胞和尾胞均为圆锥形，无色透明；rD-

NA-ITS 序列分析结果表明，该菌株与斑污拟盘多毛孢 Pestalotiopsis maculans 同源性最高，为

99.00%。结合形态特征与分子鉴定最终确定落羽杉赤枯病病原菌为斑污拟盘多毛孢。生物学特

性分析结果表明，该病原菌在25℃、pH 6~7的PDA培养基上长势最好；在以淀粉为碳源、谷氨酸为

氮源的培养基上生长最快。
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Abstract: In order to identify the pathogen causing red blight in Taxodium, the pathogen was isolated

from the diseased leaves collected from Nanjing Botanical Garden, Memorial Sun Yat-Sen and its sur-

rounding areas, and identified with morphological and molecular biological techniques. The biological

characteristics of the pathogen were also determined. The results showed that nine strains were ob-

tained, and the frequency of No. 2 fungus (36.40%) was the highest among all isolates. The symptoms

of Taxodium inoculated with No. 2 fungus were similar to that observed under natural conditions, and

No. 2 fungus could be isolated from these leaves in line with Koch’s rule. The conidia were fusiform,

straight or curved. Each conidium contained five cells, with the apical cells hyaline and colorless. In ad-

dition, the rDNA-ITS sequence of the pathogen showed 99.00% homology with that of Pestalotiopsis.

Therefore, based on the morphological and molecular analyses, the pathogen causing red blight in Taxo-

dium was defined as Pestalotiopsis maculans. Furthermore, the growth of P. maculans was best at 25℃,

pH 6-7 on PDA medium, and starch glutamic acid were most suitable carbon source and nitrogen

source.

Key words: Taxodium; red blight; Pestalotiopsis sp.; isolation and identification; biological characteristics

基金项目：江苏省农业科技自主创新资金项目（CX（16）1005），江苏省创新能力建设计划（科技设施类）（BM2015019），国家自然科学基金

（31570593）

* 通信作者（Author for correspondence），E-mail：yinyl066@sina.com

收稿日期：2016-12-05



4期 张 凡等：落羽杉赤枯病病原菌的分离鉴定及生物学特性分析 901

落羽杉属包括落羽杉 Taxodium distichum（L.）

Rich.、池杉 T. ascendens Brongn 和墨西哥落羽杉 T.

mucronatum Tenore 三个种（Denny & Arnold，2007）。

落羽杉原产北美东部沿海湿地、河谷及低丘地带，因

其高大、扎根深、扩基快等特点，在欧美等地区广泛

用于湿地造林、防风固土和填充沟壑（Allen et al.，

1994）；中山杉Taxodium hybrid是落羽杉、墨西哥落

羽杉和池杉种间杂交得到优良无性系的总称（Yan

et al.，2010；Hua et al.，2011），具有落羽杉属树种的

生长快、耐盐碱、观赏价值高等优点，为低洼湿地及

滩涂造林防风的优选林木树种（王伟等，2010；Qi et

al.，2014；Yu et al.，2016）。近年来，随着中山杉在我

国种植面积的不断扩大，病害问题也愈发突显。经

调查，该病害主要危害落羽杉属树木的叶片，如墨西

哥落羽杉、中山杉118、中山杉405等易感病植株，在

感病后病情发展迅猛，10 d左右可造成病株2/3的叶

片褐化并快速枯萎，病情严重时可导致病叶的大量

脱落，因此该病害不仅影响落羽杉属树木的景观效

果，也严重威胁植株的生长发育。

研究结果表明，杉木赤枯病的病原菌主要包括

拟盘多毛孢 Pestalotiopsis sp.、黑盘孢目多毛孢属

Pestalotia sp. 和镰刀霉属 Fusarium sp.（曾思海，

2001）。在发病初期，杉木幼苗顶梢的嫩叶首先产生

褐色病斑，随后病叶逐渐呈赤褐色，并着生黑色小点

即分生孢子盘（曾思海，2001；李六一，2009）。水杉

赤枯病发病症状与杉木相似，褐色病斑首先在叶尖

部产生，并逐步向下蔓延直至整片叶褐化枯萎，后期

病叶表面产生黑色绒状小点即分生孢子盘（林际朗

和陈贻谋，1990；匙明强等，2013）。分离鉴定引起

植物病害的病原菌，是进行病害发生规律和防治技

术研究的基础（林晓民等，2005；张志华和洪葵，

2006），通过分析病原菌的生物学特性，可以更好地

研究病害的发生规律，也为筛选高效的防治方法奠

定基础。董长珊和田志勇（2010）报道引发水杉赤枯

病的病原菌主要为炭疽菌 Colletotrichum sp.；匙明

强等（2013）鉴定认为拟盘多毛孢和链格孢Alternar-

ia sp.是引发水杉赤枯病的主要病原菌，同时，匙明

强（2012）还对这2种病原菌的生物学特性进行了分

析，发现 2 种病原菌的最适生长温度为 28℃，并且

pH为4~11时均可生长，表明这2种菌对酸碱度的适

应性较强。目前对杉科植物赤枯病的研究还较少，

主要集中在病原菌的分离鉴定及发生规律等方面，

对落羽杉赤枯病的研究则鲜有报道。

基于此，本研究对采自南京中山植物园及周边

地区的感病叶片进行病原菌分离，通过形态特征以

及分子鉴定确定病原菌的分类地位，并分析了该病

原菌的生物学特性，以期为落羽杉赤枯病的综合防

治提供理论支持。

1 材料与方法

1.1 材料

供试植物及病叶：中山杉 405扦插苗及病叶均

能采自南京中山植物园及周边地区。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂

粉 15 g；不加琼脂为马铃薯葡萄糖（potato dextrose，

PD）培养基。马铃薯蔗糖琼脂（potato sucroseagar，

PSA）培养基：土豆 200 g、蔗糖 20 g、琼脂 15 g；不加

琼脂为马铃薯蔗糖（potato sucrose，PS）培养基。胡

萝卜琼脂（carrot agar，CA）培养基：胡萝卜 150 g、琼

脂 20 g；不加琼脂为胡萝卜培养基。燕麦琼脂（oat-

meal agar，OA）培养基：燕麦片30 g、琼脂20 g；不加

琼脂为燕麦培养基。玉米琼脂（corn agar，COA）培

养基：玉米粉200 g、琼脂20 g；不加琼脂为玉米培养

基。水琼脂（water agar，WA）培养基：琼脂 20 g；查

彼克（Czapek）培养基：KNO3 2.00 g、KH2PO4 1.00 g、

MgSO4 ·7H2O 0.5 g、FeSO4 0.01 g、蔗糖 30.0 g。以上

培养基均用蒸馏水定容至1 L。

试剂及仪器：10 × PCR Buffer、MgCl2、dNTP、

DNA聚合酶、DNA提取试剂盒、6×Loading Buffer，

DL 2000 DNA Marker，宝生物工程（大连）有限公

司；其它试剂均为国产分析纯。PE-system-9700

PCR仪，美国应用生物系统公司；GelDoc XR System

凝胶成像系统，美国伯乐公司；DYY-6C型电泳仪、

DYCP-31DN型水平电泳槽，北京六一仪器厂；CX-

23型显微镜，奥林巴斯（中国）有限公司；PHS-3C型

pH计，上海仪电科学仪器股份有限公司。

1.2 方法

1.2.1 落羽杉赤枯病病原菌分离及培养

将中山杉 405感病叶片用双蒸水清洗后晾干，

在病健交界处剪取长、宽为4~5 mm的组织，70%乙

醇浸 2~3 s，0.1% 升汞消毒 3~4 min，无菌水清洗

3 次。用无菌镊子将病叶移至PDA培养基上，每皿

均匀放置3~4片病叶，并在25℃恒温箱中培养3~5 d

后进行观察、挑菌、继代，直至得到纯培养菌种（方中

达，1998），测定不同纯培养物的检出率，菌种检出

率=含有某一菌种的样品/所有样品总数×100%。
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选取株高 1.5 m、地径 1.5 cm长势一致的 2年生

中山杉 405扦插容器苗，应用柯赫氏法则鉴定病原

菌的致病性。对纯化得到的不同菌种分别进行用喷

涂和刺伤 2种方法接种。喷涂接种法：采用孢子悬

浮液或菌丝悬浮液。待菌株大量产孢后，将少量灭

菌水倒入PDA培养基中，用毛笔将孢子洗下，并进

行多次观察计数，对不易产孢的菌株，将其菌丝捣

碎，配成菌丝碎块悬浮液，并进行多次观察计数，使

悬浮液浓度为在 10×10倍视野下约 130个孢子（或

菌丝段），喷涂以叶片布满水膜但没有液体滴下为

止。针刺接种法：利用无菌针在针叶上刺2个伤口，

再用毛笔涂抹孢子（或菌丝）悬浮液，喷涂后用自封

袋保湿48 h（方中达，1998）。每种菌接种5盆，每盆

接种 3~5个叶片。定时观察并记录病斑发展情况，

待植株出现症状后，采集病叶并分离鉴定其病原菌

是否与接种用菌一致。

将保存于PDA斜面的病原菌接种到PDA平板

上，于25℃恒温箱中培养3 d，挑取菌株菌落边缘菌

丝到PDA培养基上，25℃恒温箱中培养6 d，观察记

录分离菌的菌落形态、菌丝颜色、色素分泌等性状。

1.2.2 病原菌的形态学特征鉴定及分子学鉴定

选择病斑病症明显的叶片，直接挑取病菌孢子

进行制片，在显微镜下观察病原菌形态特征。对于

刚采集未产孢的病斑，可将病斑保湿培养，待病原菌

产生分生孢子或待子实体成熟后再进行切片镜检，

观察病原菌的产孢方式，并在显微镜进行拍照。根

据病原菌的形态特征，采用《中国真菌志》的现代分

类系统对病原菌的形态特征进行鉴定，初步明确病

原菌的分类地位（韦继光等，2005）。

按照DNA提取试剂盒说明步骤提取真菌基因

组 DNA，并对 rDNA-ITS 进行 PCR 扩增，扩增引物

为通用引物 ITS1（5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-

3'）和 ITS4（5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'），引

物均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。

50 µL PCR反应体系：2×Fx Buffer 25 µL、10 mmol/L

dNTP 10 µL、5 U/µL Fx酶 0.5 µL、模板DNA 10 ng、

25 µmol/L 引物 ITS1 和 ITS4 各 1.5 µL，加 ddH2O 补

至 50 µL。PCR 扩增条件：98℃预变性 2 min；98℃

变性45 s，55℃退火30 s，72℃延伸1 min，共35个循

环；72℃充分延伸7 min。PCR产物经纯化后交由生

工生物工程（上海）股份有限公司测序。测序结果在

NCBI数据库中通过BLAST程序与已知序列进行对

比分析。应用ClustalX 2.1软件进行 ITS序列比对，

并用 MEGA 6.0 软件以邻接法构建基于 rDNA-ITS

序列的系统发育树，各分支置信度进行1 000次重复

分析。

1.2.3 病原菌的生物学特性

不同培养基对丝生长的影响：设 PDA、PD、

PSA、PS、CA、胡萝卜、OA、燕麦培、COA 和玉米共

10种不同培养基，以水为对照。培养 7 d后在菌落

边缘打取直径 5 mm菌丝块，分别将其接种到不同

固体或液体培养基中进行培养。固体培养基每皿接

种1块菌丝块，置于25℃恒温箱中培养4 d后观察培

养基上的菌落形态，并测量菌落直径。液体培养基

置于25℃、120 r/min恒温摇床中，培养4 d后过滤出

菌丝，在 80℃烘箱中烘至恒重，称量菌丝干重。每

处理重复3次。

不同温度对菌丝生长及分生孢子萌发的影响：

设 10、15、20、25、30 和 35℃共 6 个温度梯度。打取

直径5 mm的菌丝块，分别接种至PDA培养基和PD

培养基中，其中固体培养基置于不同温度的恒温培

养箱中培养4 d后，用十字交叉法测量不同菌株的菌

落直径；液体培养基置于不同温度的恒温摇床中，

转速120 r/min，培养4 d后滤出菌丝，在80℃烘箱中

烘至恒重，称量菌丝干重。挑取 2号优势菌株的分

生孢子器，用镊子将分生孢子器夹碎后，用无菌水将

分生孢子浓度调至 1×106 个/mL，取 200 µL 分生孢

子悬浮液置于凹槽拨片中，在不同温度条件下处理

12 h后统计分生孢子萌发率。每处理重复3次。

不同pH对菌丝生长及分生孢子萌发的影响：设

4、5、6、7、8、9和 10共 7个不同的 pH梯度。打取直

径 5 mm 的菌丝块，分别接种至不同 pH 的 PDA 或

PD 培养基中，其中固体培养基每皿接种 1 块菌丝

块，置于 25℃恒温培养箱中培养 4 d后测量菌落直

径；液体培养基置于25℃、120 r/min的恒温摇床中，

培养4 d后滤出菌丝，在80℃烘箱中烘至恒重，称量

菌丝干重。挑取 2号菌株的分生孢子器，用镊子将

分生孢子器夹碎后，用不同pH浓度的无菌水将分生

孢子浓度调至 1×106 个/mL，取 200 µL 分生孢子悬

浮液置于凹槽拨片中，处理12 h后统计分生孢子萌

发率。每处理重复3次。

不同碳源、氮源对菌丝生长的影响：以淀粉、乳

糖、半乳糖、葡萄糖、甘露醇、木糖醇和麦芽糖替代

Czapek培养基中的蔗糖作为碳源；以谷氨酸、酵母

膏、硝酸钠、尿素、硝酸钙、氯化铵和蛋白胨替代

Czapek 培养基中的硝酸钾作为氮源。配制不同碳

源和氮源的液体培养基，并接种直径为 5 mm的菌
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丝块，置于 25℃、120 r/min的恒温摇床中，培养 4 d

后过滤出菌丝，在 80℃烘箱中烘至恒重，称重菌丝

干重。每处理重复3次。

1.3 数据分析

试验数据利用 SAS 9.3 软件进行统计分析，采

用 t测验法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 落羽杉赤枯病的症状表现

对南京中山植物园及周边地区的落羽杉属树木

叶部的发病情况进行了跟踪调查，发现该病来势迅

猛，多则 10 d，少则 7 d 就可造成植株 2/3 的叶片褐

化、枯萎，最终导致病叶提前脱落。该病发病时由树

下到树上、树冠外缘向内膛（图 1-a），初期在病叶基

部的叶尖出现褐色斑点，之后向顶端发展（图1-b）；

后逐渐扩大变为暗褐色（图1-c），其中着生许多突起

的黑色小霉点，即分生孢子盘。该病对苗木和大树

均可造成危害，不仅影响景观效果，也严重危害植株

的生长发育。

图1 南京落羽杉属树木赤枯病发病症状

Fig. 1 The symptoms of Taxodium red blight in Nanjing

a：感病苗木；b：叶片感病初期；c：叶片感病后期。a：

Susceptible seedling；b：the early symptom of leaves；c：the

late symptom of leaves.

2.2 落羽杉赤枯病病原菌的分离鉴定

2.2.1 病原菌的采集及分离

对易感病的中山杉405植株上病叶进行病原菌

分离，共分离160块组织材料，得到9种纯培养物，分

别标号为 1~9，1~9 号培养物的出现频率依次为

18.43%、36.4%、12.60%、9.21%、6.91%、10.37%、

1.15%、0.46%和 0.92%，其中 2 号菌株出现频率最

高，为优势菌种。

将纯化的9种菌种分别以喷雾和刺伤涂抹2种

方式侵染中山杉405的叶片，其中2号菌株经喷雾接

种后植株发病率为83.00%，刺伤涂抹接种的发病率

为100.00%，表明损伤有利于2号菌株的侵染。2号

菌株接种后的症状表现为病叶初为灰绿色，进而为

黄褐色斑，最终变为赤褐色而干枯，病叶保湿后产生

黑色霉点，与自然发病症状相同，发病组织经再分离

后均获得原分离物，其菌落形态、分生孢子及大小均

与原接种物 2号菌株一致，符合柯赫氏法则。其它

纯化的菌种及无菌水接种的叶片均未发病。说明

2号菌株为引起落羽杉赤枯病的病原菌。

2.2.2 落羽杉赤枯病病原菌的分离及鉴定

将 2号菌株接种到PDA培养基上进行培养，菌

落初为白色，后变为黄色（图2）。分生孢子盘黑色，

散生，较明显，初埋生，后突破表皮。分生孢子为梭

形，直或弯曲，4隔5细胞，分生孢子大小20.1~27.1 µm×

7.1~9.4 µm，中间 3个细胞着色，其中上面 2个色胞

为褐色，第 3 个色胞颜色略浅，淡褐色，色胞长

14.2~18.9 µm。顶胞和尾胞均为圆锥形，无色透明。

顶胞上着生无色附属丝，2~3 根，顶端附属丝长

9.4~26.0 µm，尾胞上着生一根基部附属丝，中生，长

3.5~9.4 µm（图2）。

图2 落羽杉赤枯病病原菌的形态特征

Fig. 2 Morphological characteristics of the pathogen of

Taxodium red blight

a：菌落正面；b：菌落背面；c：分生孢子座；d：分生孢

子。a：Front of the colony；b：back of the colony；c：sporo-

dochium；d：conidia.

对 2 号菌株进行 PCR 扩增得到 1 条约 650 bp

的条带，PCR 产物经纯化后测序，测序结果在 NC-

BI 数据库进行 BLAST 比对分析，2 号菌株与斑污

拟盘多毛孢 Pestalotiopsis maculans（AB220236.1）

同源性最高，达 99.00%，遗传关系最近，确认 2 号

菌株为斑污拟盘多毛孢。进化分析结果也表明，
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落羽杉赤枯病病原菌斑污拟盘多毛孢与水杉赤

枯病病原菌异角状拟盘多毛孢 P. heterocornis 和

马尾松赤枯病病原菌枯斑盘多毛孢 P. funerea 的

遗传关系较近较远，后两者之间遗传关系较近（图

3）。结合形态学特征和分子鉴定结果，确定引起落

羽杉赤枯病的病原菌为斑污拟盘多毛孢。

图3 基于 ITS序列采用邻接法构建的2号菌株及其相关菌株的系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic tree of strain 2 and related strains based on ITS sequences by the neighbor-joining method

2.3 落羽杉赤枯病菌的生物学特性测定

2.3.1 不同培养基对病原菌生长的影响

在测试的固体培养基中供试菌均可生长，但在

PDA培养基和PSA培养基中长势最好，菌落直径均

值分别为 6.33 cm和 5.67 cm，二者之间无显著性差

异，均显著大于在其它固体培养基的菌落直径；在

OA培养基、COA培养基中的长势则较差，菌落直径

仅为 2.83 cm 和 3.27 cm，与 WA 培养基中无显著性

差异。在进行液体培养时，该病原菌在 PD 培养基

中的长势最好，平均菌丝重量达0.31 g；其次是在PS

培养基中，平均菌丝重量为 0.23 g；在胡萝卜培养

基、燕麦培养基、玉米培养基长势则较差，均显著低

于PD培养基和PS培养基；在水培养基中病原菌的

生长十分缓慢甚至停止生长（表1）。

表1 不同培养基对落羽杉赤枯病病原菌生长的影响

Table 1 Effects of different media on mycelium growth of pathogen of Taxodium red blight

固体培养基

Solid medium

马铃薯葡萄糖琼脂 Potato dextrose agar（PDA）

马铃薯蔗糖琼脂 Potato sucrose agar（PSA）

胡萝卜琼脂 Carrot agar（CA）

燕麦琼脂 Oatmeal agar（OA）

玉米琼脂 Corn agar（COA）

水琼脂 Water agar（WA）

菌落直径（cm）

Fungal diameter

6.33±1.81 a

5.67±1.04 a

4.00±0.50 b

2.83±1.01 c

3.27±0.65 c

2.33±0.29 c

液体培养基

Liquid medium

马铃薯葡萄糖 Potato dextrose（PD）

马铃薯蔗糖 Potato dextrose（PS）

胡萝卜 Carrot

燕麦 Oatmeal

玉米 Corn

水 Water

菌丝重量（g）

Fungal weight

0.31±0.05 a

0.23±0.10 b

0.11±0.02 c

0.14±0.02 c

0.08±0.01 c

0.01±0.00 d

表中数据为平均数±标准误。同列数据后不同字母表示经 t测验法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SE. Dif-

ferent letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by t test.

2.3.2 不同pH对病原菌菌丝生长发育的影响

该病原菌在pH 4~10的范围内均可生长，在pH

5~8之间长势较好且无显著性差异。但当 pH达 10

时，病原菌的生长受到明显的抑制，菌落直径仅为

2.44 cm，显著低于pH 5~8时的菌落直径。该菌在酸

性培养基中长势较碱性培养基中好，pH为4时的菌

丝重量为0.14 g，而pH为9时的菌丝重量仅为0.07 g，

二者间差异显著。表明该菌对碱性环境更加敏感。

pH为6和8时孢子萌发率分别为23.50%和29.73%，

显著低于pH为7时的萌发率50.71%，说明该菌在孢

子萌发时对环境pH也较敏感（表2）。

2.3.3 不同温度对病原菌菌丝生长发育的影响

该病原菌在温度 10~35℃均可生长，但温度为

25℃时长势最好。随着温度的降低，该病原菌的长

势逐步受到抑制，25℃时菌落直径为 5.75 cm，20℃

和15℃时菌落直径减小至3.92 cm和3.03 cm。但随

着温度的升高，对其抑制效果则显著增加，在 25℃

时菌丝重量为0.24 g，在20℃和15℃时分别为0.17 g

和 0.10 g，但在 30℃和 35℃时则显著降低，为 0.08 g

和 0.04 g。温度对该病原菌孢子萌发率也有影响，

不同温度间存在显著差异（表2）。

2.3.4 不同碳源、氮源对病原菌菌丝生长的影响

试验结果表明，病原菌在 8种不同碳源的培养

液中均能生长，但在以淀粉为碳源的培养基中生长

最好，培养6 d后的菌丝干重可达0.32 g。而以麦芽

糖为碳源的培养基中长势最差，6 d时的菌丝干重仅
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为 0.06 g（图 4-A）。该病原菌在 8种不同氮源的培

养基中也均能生长，以谷氨酸为氮源的培养基中

菌丝生长最快，培养 6 d后菌丝干重达 0.06 g；其次

在以酵母膏、硝酸钾和硝酸钠为氮源的培养基中

也可较好的生长，6 d 时菌丝干重分别达到 0.05、

0.04 和 0.05 g；在以蛋白胨为氮源的培养基中长势

最差，菌丝生长缓慢，6 d 时菌丝干重仅为 0.02 g

（图 4-B）。

表2 不同pH及温度对落羽杉赤枯病病原菌生长和产孢量的影响

Table 2 Effects of different pH values and temperatures on mycelium growth and spore production of

pathogens of Taxodium red blight

培养条件

Condition of culture

pH

温度（℃）

Temperature

4

5

6

7

8

9

10

10

15

20

25

30

35

菌落直径

Fungal diameter（cm）

3.14±0.41 a

4.13±0.46 b

4.79±0.26 b

4.80±0.12 b

3.89±0.24 b

3.06±0.14 a

2.44±0.27 c

1.68±0.39 a

3.03±0.23 b

3.92±0.38 b

5.75±0.25 c

4.25±0.66 b

1.40±0.10 a

菌丝重量

Fungal weight（g）

0.14±0.02 a

0.17±0.05 b

0.21±0.07 b

0.20±0.05 b

0.19±0.03 b

0.07±0.02 c

0.02±0.00 d

0.08±0.00 a

0.10±0.01 a

0.17±0.01 b

0.24±0.02 c

0.08±0.01 a

0.04±0.00 d

孢子萌发率

Spore germination rate（%）

-
4.47±2.34 a

23.50±4.82 b

50.71±6.48 c

29.73±5.56 b

10.29±1.48 c

1.69±1.55 a

11.89±2.75 a

27.45±4.86 b

35.18±10.10 c

45.90±10.26 d

16.96±6.06 a

3.59±3.47 e

表中数据为平均数±标准误。同列数据后不同字母表示经 t测验法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean ±SE. Dif-

ferent letters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by t test.

图4 不同碳源（A）和氮源（B）对落羽杉赤枯病病原菌菌丝生长的影响

Fig. 4 Effects of different carbon sources（A）and nitrogen sources（B）on mycelial growth of pathogens of Taxodium red blight

图中数据为平均数±标准误。图中不同字母表示经 t测验法检验在P<0.05水平差异显著。Data are mean±SD. Different let-

ters in the same column indicate significant difference at P<0.05 level by t test.

3 讨论

拟盘多毛孢属菌为世界性分布的真菌（Jeewon

et al.，2004），该菌属真菌的分生孢子为 5 细胞、梭

形，中间 3细胞为有色胞，顶端细胞无色，一至多根

附属丝，1949 年 Steyaert 根据其典型的形态特征所

命名（韦继光等，2005），本研究观察发现2号菌株形

态特征与拟盘多毛孢形态特征相吻合，初步确定了

该病原菌的分类地位。同时，结合对 ITS序列的分

析结果，最终将该病原菌鉴定为斑污拟盘多毛孢。
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葛起新等（1993）报道，斑污拟盘多毛孢是引起山茶

灰斑病的病原菌的正名，而山茶多毛孢 Pestalotia

guepini 和山茶拟盘多毛孢 Pestalotiopsis guepini 为

其异名，该菌以分生孢子的形式随气流或雨水等进

行传播，并以菌丝体、分生孢子器和分生孢子的形式

在病部潜伏越冬，次年随着气温的回升而开始侵染

植株；此外，高温、高湿以及长势较弱的地方发病较

重。该属菌种主要通过伤口进行侵入，叶片受机械

损伤或灼伤将增加发病概率，并能引起多种植物叶

斑病、枯枝病和茎溃疡病（葛起新等，1993）。本课题

组前期观察发现，在南京地区落羽杉属易感病植株，

赤枯病暴发期为高温多雨的7—8月份（未发表），本

研究也发现相对于涂抹接种，刺伤接种的植株发病

率为100%，这些结果与葛起新等（1993）报道的斑污

拟盘多毛孢的侵染特性相吻合。

研究表明，拟盘多毛孢属真菌不仅危害杉科植

物，也是引起马尾松、火炬松等松柏科植株赤枯病害

的主要病原菌（梁秋霞等，2002；伍南等，2012）。而

本研究结果表明，水杉赤枯病病原菌异角状拟盘多

毛孢与马尾松赤枯病病原菌枯斑盘多毛孢的遗传关

系较近，但与落羽杉赤枯病病原菌斑污拟盘多毛孢

较远。此外，关于这些植物赤枯病害的防治方法也

略有不同（梁秋霞等，2002；李六一，2009；匙明强，

2012），但可为落羽杉赤枯病的防治指明方向。

通过对病原菌生物学特性的研究，不仅可以了

解病原菌在不同环境因素中的适应能力，掌握病原

菌生长所需要的各种条件，而且有利于了解病害发

生规律与环境因素之间的关系，并为病害的防治提

供理论支持。邢勇和何定萍（1990）对山茶花灰斑病

病原菌山茶拟盘多毛孢进行生物学特性研究，结果

表明，该菌在20~25℃的PDA培养基中培养最佳，与

本试验结果基本一致。本研究结果发现斑污拟盘多

毛孢菌丝生长最适pH为5~8，孢子萌发率在pH 7时

最高，与邢勇和何定萍（1990）认为山茶拟盘多毛孢

孢子萌发率在pH 5时最高的结果存在一定差异，推

测不同地理环境条件及不同宿主可能是造成该菌最

适pH环境差异的原因。

营养元素对病原菌的生长及繁殖具有重要的作

用。本研究发现，斑污拟盘多毛孢以淀粉和乳糖碳

源时的利用效果最好，其次为半乳糖和葡萄糖；以谷

氨酸为氮源时，利用效果最好，其次为酵母膏和硝酸

钾和硝酸钠。邢勇和何定萍（1990）报道，以葡萄糖

和蔗糖为碳源时最利于斑污拟盘多毛孢菌丝的生

长，其次为淀粉和乳糖；以门冬氨酸和酵母膏为氮源

时菌丝生长最好，其次是谷氨酸和硝铵。这与本试

验结果存在差异，推测可能与寄主不同以及地区气

候不同等因素有关。本研究对引起落羽杉属赤枯病

的病原菌进行了分离鉴定，并分析该病原菌的生物

学特性，为后续的药剂筛选及防治技术研究提供了

理论基础。
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