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木麻黄青枯病菌小种和菌系的鉴定
’

梁子超 陈小华”

(林 学系 )

提 要

从华南沿海各病区采集的 6个木麻黄青枯菌分离株
,

通过对寄主范囤
、

浸润反应和色素

形成的测定
,

均表现能侵染多种茄科植物
,

而不能侵染香蕉 ; 浸润于烟叶上引致坏死 反应 ;

在含L一酪氨酸的培养基上产生大量黑素
。

因此
,

确认其属于青枯菌小种 1
。

各分离株均能利

用半乳糖醇
、

山梨糖醇和甘露糖醇产酸
,

而对乳糖
、

麦芽糖和纤维二糖时利用能力则不同
,

分属于H a y w ar d的生化型 l 和硕
。

各分离株的其它细菌学特性也稍有差异
。

根据各分离株的

致病性
、

菌落形态
、

生化反应和血清反应的差异
, _

上述 6 个木麻黄青枯菌分离株可划分为三

个菌系
,

S C一 i
、

S C一 2 和 S C一 3
。

木麻黄青枯病是 由青枯菌 ( p s e u d o m o n a s s o l a n a e e a r : `m E
.

F
.

s m川
: ) 引起的一种严

重的木麻黄病害
。

近十多年来
,

造成木麻黄的大量死亡
,

严重者死亡率可达 90 % 以上
,

对华南沿海以木麻黄为主要结构树种的海岸防护林 网有严重的威胁
。

青枯病的防治非常困难
,

选育和推广抗病品种似乎是最好的办法〔 “ “ 〕 。

选育抗病品

种之前应先了解清楚推广区内病原菌的小种和菌系
,

才能保证筛选出来的品种具有较稳

定的抗性 〔 2 2 〕〔 “ 3〕 。

国际上对青枯菌小种和菌系的研究较多
。

青枯菌可依据其寄主范围 分种为 三 个 小

种〔 ` 〕
。

菌系的划分则十分多样
,

主要依据是致病性
、

菌落形态
、

生化反应
、

血清学特

性和溶原性等细菌学特性等〔 3〕〔 ` 〕 〔 “ ; 〔 , 〕 。

国内对青枯菌小种和菌系的研究尚未有报道 〔 ’ “ 〕 ,

对木麻黄青枯菌的小种归属和菌

系的划分亦无研究
。

为了抗病育种工作的需要
,

本试验从致病性
、

浸润反 应
、

菌 落 特

征
、

生化反应和血清学特性等几个方面
,

对木麻黄青枯菌的小种和菌系进行了鉴定
。

材 料 与 方 法

本研究菌种的来源
,

是从广东沿海及福建东山岛的木麻黄青枯病株中分禽的
, 3 个

对比的分离株是从其它经济作物上分离的 (表 1 )
。
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木麻黄青枯菌小种和菌系鉴别所用分离株的来源

分 离 号 分离寄主 离 地 点 分 离 者

者者者者者者宽作作作作作罗作黄黄黄黄黄黄薯生茄麻麻麻麻麻麻铃木木木木木木马花番 ZJ一 2

D B一 3

D B一 4

S P一 2

H L一 1

D S一 2

CS一 1

G Z一 2

GD一 1

广东湛江 (z h an J ian g)

广东 电白 (D in aB a i)

同 上

广州石牌 (S h jP a i)

广东惠来 (H u L ia i)

福建东山 (D n ogS hn a)

湖南长沙 ( C h an gS h a)

广 州 (G u n ag z hou )

广 东 (G u an gD on ) g

分离时间

19 80
。

5

19 8 0
。

8

19 80
。

1 1

9 8 0 1
。

6

19 8 0
。

8

19 8 0
。

8

19 8 0
。

6

9 18 0
。

5

19 8 7

李子仁

广东农科院植保所

以上分离株经接种确定其致病性后
,

均保存于无菌蒸馏水中〔 ` 7〕 ,

并 定期于 T T C

培养基〔 ` 5 〕 (旦白陈 1 %
,

葡萄搪 1 %
,

水解乳旦白 0
.

1%
,

琼脂 1
.

8%
, 2 , 3 , 5 一氯

化三苯基四氮哇 0
.

00 5 % ) 上划线观察
,

以保证其致病力不致衰退
。

(一 ) 小种 ( R a e e ) 的鉴定

1
.

寄主范围
:

木麻黄 ( c Q s u a r i “ a e g u ￡Se 艺i f
o 乙i a L

.

)取用感病母株一年生苗木的 小

枝
,

用无性繁殖的方法进行繁殖
,

成活后栽于花盆中
, 5 周后用W in

s t o a d和 K e lm a n 〔 2 摇〕

的切根淋菌法接种 ; 香蕉 ( M us a A A A大种高把 ) 选取高度为 15 一 30 厘米的健康分萦苗
,

用 B u d d e n h a g e n 〔 ` 〕的方法
,

向假茎内注射 2 毫升菌液
; 马铃薯 ( s o t a o u m f u b e r o s o m

.

L )
,

花生 ( A : a e九￡s 几y p o g a e a L
.

) 番 茄 ( L夕C o p e r s `c : ` ,炸 e s C u l e ” t u o L
.

)
,

茄子 ( S o l a n o m

m以。
勺 en L

.

) 和烟草 ( iN co t i川 “ t ab aC “ 二 L
.

) 等均采用常规方式育苗
,

长至 4一 5 片

叶时用刺茎法〔 “ 峨〕接种
。

除香蕉只设 2 个重复
,

每重复 3 株外
,

其余均重复 3 次以上
,

每重复 5 株以上
。

植株接种后置于
’

}亘温 3 0 0
C

,

相对湿度 65 一 70 % 的温空中
,

15 天后统计

发病结果
。

2
.

烟叶浸润反应
:

按 L 。 : a n 。 和 S e q ue ir a “ “ 〕的方法
,

用浓度为 1 0 8

细菌 / 毫升的

菌液浸润生长 7 周左右为烟草叶片
。

为利于比较
,

各分离株浸润在 同一叶片上的不同地

方
。

每次浸润 5 一 10 张叶片
,

分别重复 3 一 4 次
。

浸润后的烟草植株保存于 30
“
C的温室

中
,

每隔 1 2小时观察记录一次叶片的反应
,

到 60 小时作最后记录
。

3
.

黑素的产生
:

在不含 T T C盐的 T T C基础培养基中加人 。
.

1% 的 L一酩氨酸匕’ 〕 ,

接

种后分别于 2 4
、

4 8和 72 小时进行观察
,

根据培养基变黑变褐的程度
,

比较各分离株产生

黑素的能力
。

(二 ) 各种专化型 ( S p e e i f i e t y p e
) 的鉴定

1
.

致病型
:

用各分离株接种番茄
,

花生
,

烟草和茄子之后
,

分别于第 4
、

7
、

10

和 15 日按以下病级标准记录各寄主的反应
:

O = 无症状 ; 1 = 1 片叶萎蔫 ; 2 = 月植株

萎蔫
, 3 二 万植株萎蔫

; 4 = 全株萎蔫死亡
。

然后再按平均病级为 3
.

1一通
.

。者为高度致

病
, 1

.

5一 3
.

。者为中等致病
, 。

.

1一 1
.

5者为轻度致病及 O 为完全无致病性的标准进行 归

类
。
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2
.

菌落型
:

用F ro
n c h和 S eg uei ra〔 ?〕的方法将各分离株接种于 T TC培 养 基 上

,

32
O

C生长 4 8小时后观察菌落的形态特征
,

以 4 个最大菌落的长轴的平均数作菌落直径
。

3
.

生化特性和生化型
:

用 H a y w ar d 〔 ’ ` 〕的方法
,

测定各分离株利用碳水化合 物

产酸
、

还原硝酸盐产气和产生亚硝酸盐的能力
,

以及聚日一经基 丁酸盐和丙二酸盐的利

用
,

七叶灵营和淀粉的水解
,

明胶的消解
,

过氧化氢酶的活性
,

耐盐性
,

产氨和产色素

等特性
。

各种生理生化特性测定中所使用的琼脂是 汕头水产品加工厂出品的纯化琼脂
。

所使

用的蛋白陈是武汉生物制品厂的产品
。

其它药剂均是化学纯以上级别的试剂
。

所有的试

验均在 32 士 o
.

S O
C下进行

,

均重复 3 次以上
。

4
.

血清反应和血清型
:

用浓度为 4 x l 。 ’
细菌 / 毫升的生理盐水细菌悬 浮液 作抗

原
,

加入 。
.

3%的福尔马林
,

冰箱保存
。

选用 3
.

5市斤以上的健康家免
,

按M lls hi n
等〔 “ 。 〕的程序

,

分别于第 1
、

3
、

4
、

6
、

7 和 8 日静脉注射 0
.

2毫升抗原
,

于第 n 日采血
。

抗血清凝集效价为 2 5 6 0一 1 0 2 4 0
。

血清

反应采用常规的试管凝集和双向琼脂渗透法
。

用经 1 20
O
C处理 2 小时的细菌 悬 浮 液〔 ￡ 〕

作抗原
,

用培养基的生理盐水浸洗液作对照
。

结 果

(一 ) 木麻黄青枯菌小种归属

1
.

寄主范围
:

各木麻黄青枯菌分离株和马铃薯
、

花生
、

番茄等 3 个经济作物青枯

菌分离株
,

在人工接种的条件下均能侵染木麻黄和全部与试的茄科植物
,

但均不能侵染

香蕉
。

2
.

烟叶浸润反应
:

烟草叶片在浸润后 36 小时
,

各木麻黄青枯菌分离株和 3 个经济

作物的青枯菌分禽株的所有浸润点均出现淡褐色斑点
。

随着时间的增加
,

斑点的颜色逐

渐加深
,

面积稍为增大
,

但受到较大的叶脉的限制
。

到 60 小时后
,

斑点变成深褐色
,

边

缘有一个黄褐色的晕环
。

与 L oz
a n 。
和 S e q ue i r a 〔 ’ 。 〕所描述的坏死反应症状相同

,

而 与

过敏反应及黄化反应的症状不同
。

3
.

黑素的产生
:

在加人了。
.

1% L一酪氨酸的培养基上
,

各木麻黄青 枯菌分禽 株

和 3 个其它经济作物青枯菌分禽株在 48,J
、时内就产生大量的黑素

,

使整个培养基均变为

褐色
。

根据国外的报道
,

青枯菌的三个小种的差异是明显的
:

小种 1 侵染大多 数 茄 科 植

物
一 3 〕 ,

浸润于烟叶上产生坏死反应 〔 ’ ” 〕 ,

在含 L 一酩氨酸的培养 基 上 产 生 大 量 的黑

素
一

’ 、 小种 2 只侵染香蕉〔 3 〕 ,

浸润于烟草上产生过敏反应〔 ` ’ 〕 ,

在酪氨酸培养基上不

产生或 只产生很少黑素 〔 ` 〕 ; 小种 3 侵染番茄和马铃薯
,

但不侵染 茄 子和大多数茄科寄

主
一

` 〕 ,

在烟叶上只引起黄化斑〔 ` “ 〕 ,

在酩氨酸培养基上只产生少量的 黑素〔 ’ ” 〕 。

木麻

黄青枯菌各分离菌株均能侵染 多种茄科植物而均不能侵染香蕉
,

浸润于烟草上引起坏死

反应和在培养基上产生大量黑素
。

因此
,

木麻黄青枯菌是属于青枯菌小种 1
。

(二 ) 木麻黄青枯菌专化型和菌系 ( tS
r ia 幼 的划分
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1
。

致病型
:

各木麻黄青枯菌分离株对番茄
,

花生
,

烟草和茄子的致病力稍有差异

(表 2 )
,

并可划分为 3 个致病型
:

ZJ 一 2 和 D B一 4 分离株属致 病 型 1 ,

对 以 上 4

种寄主的致病力均属中等
; S P一 2 分离株属致病型 2 ,

对番茄致病力强
,

对烟草和 茄

子的致病力中等
,

而对花生则完全无致病力
; D B一 3

、

H L一 1 和 D S一 2 分 禽株 属于

致病型 3 ,

对番茄和茄子的致病力强
,

但对花生和烟草的致病力中等
。

三种经济作物青

枯菌分离株分别划为致病型 4 和 6
。

表 2 各 分 离 株 致 病 性 的 比 较

… 」 接 种 后 第 15 天 的 发 病 情 况

介 离 枚 1 功 病 刑 {—一

—
二

— — —
一

—
一

1
-

一一一
-

— —

—
-

-

-

一
{ } 曹

_

三二一匕一生乡 { 胭 早 } 加 ,

z ,一 2 1 { M
1

M 1 M I M

—
} 1 }

—
一

—
一卜

—
-

—
i

—
{
-

一

—
一一一卫生生

一
一 …一一一

…
一生一 {一 竺 一 阵一竺一}一

一
坐

一
一

一兰全立一 …一一一兰一
一 一一

匕一里一一
一

…一竺一
-

…一竺一
~

…一竺一
一

一些卫 一… 阵
一

竺一一
一

…一 竺一
一

卜
一竺- -

一

}一少 - 一
一 -些二i一 一…

3

卜
一里一一

.

匕
一一

竺一一卜
一

一竺
一

一

一 }一竺
-

-
~

一
一

~

-卫竺二生一 …
-

一
-

一…一二一
.

…一竺一阵
一

竺一
-

卜一二一一
一些二生

一

一…一一圣二
一一

-

`一
一

一
一

一

竺一一…一一里一 -
-

!一兰一 一卜- -竺 一
C S一 1

{ { r l … L … L … H

—
{ 5 }

—
-

—
}
一

—
}

—
}

—
一 一

一

三全兰
一一 , -

-
-

- -

- -
-

一…
一

一卫- 一…一王 一 …一 兰一 -
卜一 - 生一-

对 照 1 } 0 } 0 { 0
1

0

H 二 高度致病 (平均病级为 3
.

1一 4
.

0) M 二 中等致病 (平均病级为 1
.

5一 3
.

0)

L 二 轻度致病 (平均病级为 O
。
1一 1

。

5) 0 = 完全无致病性

2
.

菌落型
:

在 32
O
C以下

,

在 T T C平板上生长 48 小时后
,

各木麻 黄青枯菌分离株

和其它经济作物的青枯菌分离株的菌落形态
、

颜色
、

质地等均很相似
,

呈现不规则近园

形
,

稍隆起
,

乳 白色
,

中间稍红或淡红
,

有粘质
,

有较强的流动性
。

但菌落的大小则差

异较大
,

D B一 3
、

H L一 1 和 D S一 2 分离株的菌落较小
,

直 径为 1
.

0一 2
.

5毫米
,

而 其

它分禽株的直径均为 2
.

5一 4
.

。毫米
。

3
.

生化型
:

各分离株利用碳水化合物产酸的结果 (表 3 ) 表明
,

根据其对乳糖
、

麦芽糖和纤维二搪以及对半乳糖醇
、

山梨糖醇和甘露糖醇的利用情况
,

各分离株可分别

归入 H a y w ar d
尸 ` 2 〕的生化型班和 VI

。

如再考虑其利用木塘和半乳糖能力的不同
,

还 可

进一步将其分为 4 个亚型
:

111
,

型分离株包括 S P一 2 和 G D一 1 ,

属 H a y w ar d 〔
’ “ 口的 生

化型 111
,

利用木搪和半乳糖的能力都较强
; 111

:

型分离株包括 D B一 3
、

H L一 1 和 D S一

2 ,

也属生化型 111
,

利用半乳糖能力较强
,

但利用木糖的能力较弱
, yI : 型分 离株 包括

Z J一 2
、

D B一 4 和 G Z一 2 ,

属生化型 VI
,

不利用木搪
,

利用半 乳 糖能 力较弱 ; VI
:

型

分离菌株包括 C S一 1 ,

也属生化型 VI
,

不利用木糖
,

利用半乳糖利用能力强
。
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表 3各分离株利用碳水化合物产酸的能力的比较

分离株

S P一 2

G D一 1

DB一 3

H L一 1

S D一 2

Z J一 2

DB一 4

G Z一 2

S C一 l

生 {生 }/ I’ J用
少

,
、 ,

{ 化 {葡 葡 糖 {乳 糖 }半乳糖醇 } 阿拉伯糖 } …
} 亚 }果 糖 } , , , }

,
,

、

拍
(

, , {
,

.

拍 :

他 }
_ 。

、 { 、
二 , `

} 兰 }雾 捍 {麦 芽 糖 { 山梨糖醇 { 山 梨 搪 } 水 糖 }半 乳 糖
型 } 型 }羲 坤 1贡

武

几哭 {炭二坦二…巴士冀 } 小
`

“ …
一厂 ” ` ’

`

~ …~ …甘 油 1纤维二糖 …甘露糖醇 …水 杨苔 … …

一瓜万万阵国二不刃三二叮二
…一阵二兰井二

-

{二二 !一二一…二二
-

毕二
-

皿

…
_

1止生二
-

…二一兰{
一

上二
一

…止一…一二一 }二止止

{
且 ’

{止止二
~

卜二
一二一目一兰

一

…一二
.

一一二- 一…二二
-

一…一阵二
-
卜二兰毕二

一

…一二一
-

卜二一卜二二
一

{
_

…止一二
~

…
—

{
一兰二- …一二一

一

卜二
一 -

{
一

二一
万 …

” ’

…二1 二- …一二一
一

…二-立
一

…一二一
~

…
—

…一二 一
…一卜

二止止…止一阵二…-一…
- -

一…一上
-

{ 刀
,

}
十 +

!
一

}
+ +

}
一 { 一

{
· 十 + 在 2 至 7 日内使指 示 剂变黄 ; + 在 8一 1 4 日 内使指 示剂 变黄 ; 一在 35 日内指示 剂不 变

。

各木麻黄青枯菌分离株和 3 个其它经济作物的青枯菌分离株的其它生化特性均很一

致
,

并与 H a y w a r d 〔
` ” 〕所列的特性相吻合

。

4
.

血清型
:

各分离株在交互凝集反应中
,

除了与本身的抗血清产生明显的凝集反

应外
,

均能与其它分离株的抗血清产生明显的相互凝集反应
。

双向凉脂渗透反应可将各木麻黄和 3 个其它经济作物青枯菌分离株分为 4 个 血 清

型
。

血清型 工包括 Z J一 2
、

D B一 3
、

D B一 4
、

H L一 1
、

D S一 2 和 G Z 一 2 等 分 离

株
; 血清型 n 有 S P一 2 分禽株

, 血清型 l 有 C S一 1 分离株 ; 血清型 ,\rI 有 G D 一 1 分离

株
。

所有 4个血清型的分离株
,

在与本身的或同一型内其它分离株的抗血清反应时
,

除 n

型只产生 2 条沉淀带外
,

I
、

111 和 VI 型均产生 3 条沉淀带
。

各型分离株相互 反 应 时
,

工
、

n 和 VI 型之间产生 2 条沉淀带
,

而 111 型与其它各型反应只 产 生 一 条 沉 淀 带 ( 图

1 )
。

各分离株相互反应时产生的沉淀带的位置相近
,

相邻的沉淀带接合也良好
,

表明

各血清型分离株之间的抗原结构既有相同亦有差异
。

综合上述侧定结果
,

将各分离株的各种专化型列出如表 4
。

可以看出 6 个木麻黄青

枯菌分离株分为三个组
,

组内各分离株的特性比较一致和稳定
,

没有互相交又的现象
,

组间的差异则比较明显
。

因此
,

我们将从华南地区木麻黄病株上分离到的 6 个分离株
,

初

步划分为 3 个菌系
,

暂称为 S C一 1 、
S C一 2 和 S C一 3

。
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图 1 双向琼脂渗透反应结果
: 1

、
2

、
3

、
4 组分离株分别 与 I

、

l
、

互
、

丁组抗 血清反应
,

C K为加入等量的培养基浸洗液
,

作为对照
。

表 4 各 菌 系 特 性 的 比 较

} { … 菌 系 。勺 特 性

菌 系 } 分离株 { 来 源 一

—
— —

{

—
-

一
} … 4 致病型 } 菌落型 … 生化型 … 血清型

s C一 ’

…聚岌…柔霹委…
1

…
大

…
`

1

…
1

s c 一 2

…
S p 一 “

…木麻黄 … 2

{ 大 。 l
`

1 1

S C一 3 】 D B一 3 j 木麻黄 { } } {

{ 耳L一 1 1 木麻黄 } 3 { 小 } l
:

{ I

! sD 一“
…木麻黄 } … 1 {

s c一`

{
C s 一 ’

…
马铃薯 …

5

1 大

… 万
2

… l

s c一 5

{
G Z一2

{
花 生 …

4

{
大

{
丁

`

… `

义一6

{
G D一 ,

…番 茄 }
5

… 大
}

l
’

…
尹

丁
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:

木麻黄青枯病菌小种和菌系的鉴定

讨 论

小种和菌系是人为的分类
,

划分的方法和依据不同
,

结果也就不同
。

目前
,

青枯菌

小种的划分是比较明确的了 〔 “ 〕〔 ` 〕〔 ’ 。〕 ,

但种系的划分则十分多变〔 7 〕 。

虽然 B u d d o n h a -

g e n
和 K 。 lm a n , 〕在 1 9 6 4年曾提出过一个鉴别青枯菌菌系的假想的程序

,

但绝大多数的

工作者仍然是单纯依据致病性〔 ` 〕〔 2 〕〔 ` ’ 〕〔 ’ ` 〕 ,

菌落特征〔 7 〕或血清学特性〔 , 〕〔 ’ ` 〕〔 ” 〕

来鉴定和划分青枯菌的菌系
,

综合考虑两个以上特性的人都很少〔 7 〕〔 “ 〕 。

根据本研究的

结果
,

致病性
,

菌落形态
、

生化特性和血清学特性均用可反映 出木麻黄青枯菌的三个菌系

在某些方面的差异 (表 4 )
,

但这几个特性互相间都没有明显的相关
,

因此
,

本试验以

致病性为主
,

综合考虑其它的几种特性进行菌系的划分
。

木麻黄青枯菌的三个菌系的地理分布不是一致的
,

如 S C一 3 既存 在 于 粤西 的 电

白
,

也存在于闽南的东山
,

另外在同一林地中也可存在不止一个的菌系
,

如电白林区就

同时有 S C一 1 和 S C一 3
。

这与 O k a b 。
和 G ot 。 〔 4 〕在 日本所得的 结果 是一致的

。

由于适

当的感病品种的系列和病原菌致病性的系列尚未建立起来
,

木麻黄不同品种对这 3 个木

麻黄青枯菌菌系的抗性 尚未清楚
,

木麻黄抗病品种的筛选至少也应通过这三个菌系的严

格的接种检查
。

木麻黄青枯菌分离株与 3 个参加比较的其它经济作物的青枯菌分离株均属小种 1 的

范畴
,

但菌系的特性有一定的差异 (表 4 )
。

由于 3 个经济作物的青枯菌分离株均能不

同程度地侵染木麻黄
,

进行木麻黄抗青枯病品种筛选时
,

也应考虑到其它经济作物青枯

菌的菌系
。
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