
植物保护学报 Journal of Plant Protection，2020，47（5）：1161-1162 DOI: 10.13802/j.cnki.zwbhxb.2020.2019182

基金项目：河北省重点研发计划（19226515D）

* 通信作者（Author for correspondence），E-mail：805737255@qq.com；收稿日期：2019-10-24

核桃炭疽病病原菌的分离鉴定

Isolation and identification of pathogen of walnut anthracnose
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炭疽病是核桃生长过程中的一种重要病害，可

危害其叶片、果实、芽和嫩梢。截止目前，已报道的

核桃炭疽病病原菌主要有胶孢炭疽菌 Colletotri‐

chum gloeosporioides（黄雄等，2016）、果生刺盘孢菌

Colletotrichum fructicola（Wang et al.，2018）和核桃

盘二孢菌 Marssonina juglandis（Saremi & Amiri，

2010）。河北省是核桃生产大省，邢台市临城县薄皮

核桃产业是我国薄皮核桃产业龙头县，也是最大的

薄皮核桃基地，自 2017年开始，核桃炭疽病已成为

临城县乃至河北省核桃产业面临的一个严峻问题。

本研究以临城县核桃园中的病枝、病果为材料，进行

病原菌分离鉴定，以期明确该地区核桃炭疽病的病

原，为该病的后续研究和防治提供依据。

1 材料与方法

1.1 材料

供试核桃：核桃炭疽病的感病枝条、果实以及健

康的枝条、果实于2019年3月采自河北省邢台市临

城县核桃园。

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

15 g、蒸馏水1 L。

试剂及仪器：DNA提取试剂盒，上海桑尼生物

科技有限公司；D4030A dNTP、DRR20AM Taq 酶，

日本TaKaRa公司。GXZ-380B智能光照培养箱，宁

波东南仪器有限公司制造；莱卡DM4000显微镜，德

国 Leica 公司；ABI 3730XL 测序仪，美国 Applied

Biosystems公司。

1.2 方法

致病性测定：采用组织分离法对病原菌进行分

离，将大小为 1 cm×1 cm的感病组织块表面消毒后

置于 PDA培养基中，每皿放 4块，置于 25℃培养箱

中暗培养。待病原菌长出后，挑取边缘菌丝纯化培

养。将纯化后的菌株培养4~5 d后打取直径为8 mm

的菌饼。选取健康的核桃果实、叶片经75%酒精消

毒后，采用接种针进行刺伤，将菌饼接种于伤口处，

覆上湿润脱脂棉，保鲜膜包裹 48 h。以接种无菌

PDA 饼为对照。2 d 后去掉脱脂棉，逐日观察发病

情况。待其发病后进行病原菌的再分离，与初分离

获得的菌株性状进行比较。

形态学鉴定：将纯化后的菌株在PDA培养基中

于 25℃培养箱中暗培养，逐日观察菌落颜色和形

态，待其产孢后用显微镜观察分生孢子器、分生孢子

及附着胞的形态并测量大小，观察5个视野，每个视

野 100 个分生孢子。通过查阅《真菌鉴定手册》和

《植物病原真菌》进行初步鉴定。

分子生物学鉴定：病原菌总DNA按照DNA提

取试剂盒的操作说明进行提取。对CAL、GS基因进

行 PCR 扩 增 ，采 用 引 物 CL1C（5'-GAATTCAA-

GGAGGCCTTCTC-3'）/CL2C（5'-CTTCTGCATCAT‐

GAGCTGGAC-3'）和GSF1（5'-ATGGCCGAGTACA-

TCTGG-3'）/GSR1（5'-GAACCGTCGAAGTTCCAG-

3'），引物合成由上海桑尼生物科技有限公司完成。

50 μL 反应体系：20 ng/μL 基因组 DNA 1 μL、Buf‐

fer 5.0 μL、Taq 酶 1.0 μL、dNTP 1.0 μL、正反向引

物各 1.5 μL，ddH2O 39 μL。PCR扩增程序：95℃预变性

5 min，95℃变性30 s，58℃退火30 s，72℃复性1 min，

共 35个循环，最后 72℃延伸 7 min。PCR产物经纯

化后交上海桑尼生物科技有限公司进行测序。将测
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序得到的序列在 NCBI 官网进行 BLAST 相似性比

对，并通过MEGA 5.0软件以邻接法构建系统发育

树，重复1 000次。

2 结果与分析

2.1 病原菌分离、培养及致病性测定

对核桃感病组织进行分离培养后得到 1 种菌

株，编号为HTJ。将该菌株接种健康核桃果实和叶

片，2 d后即发病，接种症状与田间发病症状相似。

从菌株HTJ引起发病的叶片和果实上进行再分离，

得到与接种菌株相同的菌株。根据柯赫氏法则，菌

株HTJ为核桃炭疽病的致病菌。

2.2 形态学鉴定

菌株HTJ在PDA培养基上呈圆形蔓延生长，7~

10 d时菌落长满整个培养皿，菌落棉絮状，菌丝初期

呈白色，培养第 4天时，菌落中间呈灰绿色，背面呈

灰色，同时分泌出橘色分生孢子黏团，产生分生孢子

器。显微镜下观察，分生孢子器黑色，圆形，埋生或

半埋生在PDA培养基中，大小为0.1~2.7 mm。分生

孢子梗平行排列成一层，圆柱形。分生孢子单胞，无

色，内含1个或2个或多个油球，圆柱形或一端尖锐

或中间凹，大小为 10.9~16.3 μm×3.1~5.0 μm。分生

孢子萌发时从顶端、中间或两端萌发，附着胞褐色，

近圆形或不规则状。初步鉴定菌株HTJ属于炭疽菌

属Colletotrichum。

2.3 分子生物学鉴定

CAL、GS 基因序列比对结果显示，菌株 HTJ 与

暹罗刺盘孢菌 Colletotrichum siamense 相应序列的

同源性较高，相似性分别为 99.49%、99.68%。基于

CAL、GS 基因序列构建系统发育树，发现菌株 HTJ

与暹罗刺盘孢菌聚于相同进化支（图1）。结合形态

学特征鉴定结果和分子生物学鉴定结果确定菌株

HTJ为暹罗刺盘孢菌。

图1 基于CAL（a）和GS（b）基因序列构建菌株HTJ及其相关菌株的系统发育树

Fig. 1 The phylogenetic tree of strain HTJ and the related strains based CAL（a）and GS（b）gene sequences

3 讨论

目前关于核桃炭疽病的病原菌株多数报道为胶

孢炭疽菌，仅有 Wang et al.（2017）报道山东省济南

市商河县张坊镇、历城区仲宫镇和乳山市崖子镇的

核桃炭疽病病原菌为暹罗刺盘孢菌。本研究是关于

暹罗刺盘孢菌能引起核桃发病的第 2次报道，也体

现了核桃炭疽病病原菌的多样性。此鉴定结果为后

续其它地区核桃炭疽病的研究奠定了基础。关于该

病原菌的生物学特性、所致病害的发病规律等还需

继续研究，以便制定行之有效的防治方案。
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