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枣树为鼠李科枣属植物，在我国拥有悠久的栽

培历史。新疆维族自治区（简称新疆）红枣种植最多

的地区为阿克苏市，种植面积约 13万 hm2。近年来

枣树腐烂病扩大蔓延迅速，已成为枣树主要病害之

一，枣园病株率可达70%，死亡率在20%以上（王永

崇，2018）。贺志强等（2006）认为阿拉尔垦区有枣树

腐烂病的发生，且发生规律与枣树树势有关。国内

目前关于新疆枣树腐烂病病原菌的报道较少，对新

疆红枣产区的枣树腐烂病病害防控缺少理论基础。

本研究通过形态学特征、致病性测定和分子生物学分

析对新疆3个红枣主产区的枣树腐烂病病原菌进行

鉴定，以期为开展枣树腐烂病病害及其防控措施研究

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试样品：从阿克苏市的第一师九团枣树、杨

树、胡杨混栽的枣园，第一师十一团枣树、杨树、柳树

混栽的枣园和温宿县无其它树种混栽的枣园共采集

21 份均感染枣树腐烂病的枝条和树皮，品种为骏

枣，树龄5年，放于标本袋中标记以备用。健康的1~

2年生枣树枝条采自塔里木大学校园。

试剂、培养基及仪器：Taq 酶和 dNTPs，宝生物

工程（大连）有限公司；其它试剂均为国产分析纯。

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 20 g、蒸馏水

1 000 mL。Axio Lab.A1 正置生物显微镜、ZEISS

ZEN 显微镜数字成像系统，德国卡尔蔡司公司；

T100 PCR仪，美国Bio-Rad公司。

1.2 方法

病原菌的分离与致病性测定：采用常规组织分

离法分离获得病原菌单菌落，保存备用。采用严海

璘等（2018）改良的枝条组织烫伤法进行致病性测

定，取 15 cm长的健康枣树枝条，经无菌水冲洗后，

将树枝表皮用直径为 5 mm的打孔器烫伤，打取直

径 5 mm 的病原菌菌饼接种于烫伤部位，以无菌

PDA饼为空白对照，放于消毒盘中于25℃全光照培

养箱中培养观察，记录枝条发病情况并依据柯赫氏

法则验证病原菌的致病性。

形态学鉴定：对选取来自九团的代表菌株

JHZ122、十一团的代表菌株SHZ43和温宿县的代表

菌株WHZ51进行病原菌鉴定。将病原菌的单胞菌

株接种于PDA平板上，25℃光暗交替培养3 d，记录

各菌株的菌落特征。将离体枣树枝条上产生的产孢

体进行切片观察，用体式显微镜观察分生孢子器外部

形态、纵横切面形态特征及腔室数量并测量分生孢子

器和分生孢子大小，观察7个重复，每个重复观察3个

视野，每个视野100~150个分生孢子，记录、拍照。

分子生物学鉴定：采用改进的CTAB法提取菌

丝基因组DNA（Yu et al.，2011）。采用通用引物 ITS1

（5′-GGCGTCCAAGTGGATGCCT-3′）和 ITS4（5′-

CGTATAGTTATTCGCCTCCCT-3′）对 ITS 片段进行

扩增，25 µL PCR 反应体系：Taq Master Mix 5 µL、

ITS1/ ITS4 各 1 µL、ddH2O 17 µL、DNA 模板 1 µL；

PCR 扩增程序：94℃预变性 4 min；94℃变性 30 s，

51℃退火30 s，72℃延伸40 s，共38个循环。采用通

用引物 Bt2a（5′-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTT-

TC-3′）/Bt2b（5′-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTG‐

GC-3′）对β-tubulin基因进行扩增，25 µL PCR反应体

系：Taq Master Mix 5 µL、Bt2a/Bt2b 各 1 µL、ddH2O

17 µL、DNA模板 1 µL；PCR反应程序：94℃预变性

3 min；94℃变性30 s，61℃退火30 s，72℃延伸1 min，

共 38 个循环。将PCR反应产物委托生工生物工程
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（上海）股份有限公司进行测序，将获得的 ITS和 β-

tubulin 序 列 进 行 BLAST 相 似 性 比 对 ，并 通 过

MEGA 7.0软件以邻接法构建系统发育树。

2 结果与分析

2.1 病原菌的形态学特征及致病性鉴定

共分离获得 21 株菌株，且均能在 PDA 培养基

上生长，但不同地理来源的分离株在培养性状上有

较大差异。温宿县的代表菌株WHZ51菌落呈同心

圆轮纹状；九团的代表菌株 JHZ122菌落呈放射状；

十一团的代表菌株 SHZ43菌落呈雪花状。菌株分

生孢子器具有9~16个数量不等的内陷腔室，腔室形

状大小不一，器壁共用，分生孢子器横切面大小为

277.84~791.83 μm×286.19~818.92 μm，纵切面大小

为102.06~222.09 μm×209.24~620.36 μm。分生孢子

较小呈腊肠形，单胞，大小为 4.16~5.72 μm×1.65~

2.81 μm。枣树腐烂病病原菌形态特征符合金黄壳

囊孢Cytospora chrysosperma的特征。

致病性测定结果表明，21株菌株均可导致枣树

枝条发病，对发病组织进行再分离，均可获得相应的

接种菌株，将菌株进行纯培养后，性状与原接种菌株

性状相同，而对照枝条上未出现症状。

2.3 分子生物学鉴定

基于 ITS序列构建的系统发育树结果显示，菌株

WHZ51（MK061532）、JHZ122（MN015031）和SHZ43

（MK061533）均与金黄壳囊孢（KP114128、KX168605）

聚在一支（图1-A）。基于β-tubulin序列构建的系统

发育树结果显示，菌株 JHZ122（MN121755）、SHZ43

（MN121756）、WHZ51（MN128703）与金黄壳囊孢菌

（KP117038、KF039741）的 β-tubulin 序列同源性达

到 98%~100%（图 1-B）。表明 3 株菌株均与金黄壳

囊孢序列同源性最高，菌株 JHB122 与 SHB43 聚在

同一分支，与菌株 WHB51 聚在不同分支，表明来

源九团、十一团的菌株与来源温宿县的菌株存在

一定的碱基差异。

图1 基于 ITS序列（A）和β-tubulin序列（B）构建菌株WHZ51、JHZ122 和SHZ43及其相似菌株的系统发育树

Fig. 1 Phylogenetic tree of WHZ51，JHZ122，SHZ43 and the related strains based on ITS（A）and β-tubulin（B）sequences

3 讨论

本研究将3个不同地理来源的供试菌株接种在

PDA培养基上，其培养性状有明显差异，结合 ITS和

β-tubulin 序列片段对病原菌进行了分子生物鉴定，结

果表明引起新疆枣树腐烂病的病原菌是金黄壳囊孢。

本试验中不同菌株培养性状间存在差异可能与其不

同地理来源有关，与张星耀等（2007）认为金黄壳囊孢

亲缘关系远近与地理来源有明显的相关性的结论一

致。由于壳囊孢属Cytospora种类较多，分布范围广，

因此枣树腐烂病菌是否能够侵染其它树种或已经侵

染到哪些树种还有待进一步研究。
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