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摘 要

根据对桑青枯病原细菌的个体形态
、

培荞性状
、

生理特性
、

生化反应
、

血清学特性
、

寄

主范围等方面的试验研究结果
,

我们认为该菌与花生青枯病菌和番茄青枯病菌 (青枯假单胞

菌
,

p韶 u d o , O n a S S o l a n a c e a r“ m ( s m i th ) S m i th ) 基本相同
。

从寄主范围还可以认为桑青

枯病菌属于青枯假单胞菌小种 1 ( sP
.

S口 aI加 ce
a ur o R ac o i )

.

桑青枯病又叫细菌性枯萎病
,

是桑树的一种新的毁灭性病害
,

目前只在我国广东省有

发生的报导
。 1 9 7 3年此病首先在广东省顺德县发现

,

当时的发病面积只有几亩
,

近年来

迅速扩展蔓延
,

几乎遍及广东省所有桑区
。

据广东省 1 9 7 8年普 查结 果
,

发 病 面 积 达

1 83一0
.

6亩
,

占普查面积的 1 0
.

0 7% , 顺德县 1 9 7 6年发病面积只有 5 0 0 0亩
,

到 xg 7 s年已发

展到 1 7 0 0 0亩左右
,

占全县桑地面积的 2 2
.

8%
,

而其中伦教公社的发病面积占 该社的桑

地面积的6 0
.

8%
。

由于本病发病急
、

来势猛
、

扩展蔓延快
,

已成为当前威胁广东省发展

蚕桑生产的一个急待解决的问题
。

在 1 9 7 8年至 1 9 7 9年间
,

我们从形态
、

生理
、

生化特性和寄主范围等方面进行了鉴定

研究
,

初步证明桑青枯病是由 sP
.

S ol a

~
邝m引起的

。

由于该菌 能够侵染茄子
、

烟 草

等茄科植物
,

初步认为桑青枯病菌应属于青枯菌小种 1
。

现把本病原菌的详细研究结果

分述于下
。

症 状

桑青枯病一般在 4 一 11 月间发病
,

7 一 10 月高温期为发病盛期
。

本病有明显的发病中心
。

一般先由个别植株开始
,

然后向周围扩展 , 也有同时出现

多个发病中心的
,

则病害蔓延更快
。

无论是多年生的根刘桑
,

大树尾桑或是当年的定植

桑和实生苗均能受害
。

桑苗及幼龄桑树被害后
,

叶片最初失去光泽
,

随后失水凋萎
,

表

现青枯症状
,

死亡速度快 , 老龄桑树被害后
,

往往是桑枝的上
,

中部叶片的叶尖
、

叶缘

先失水而青枯
,

或由黄变褐而干枯
,

然后逐步护展至全叶
,

但死亡的速度较慢
。

发病株

第二年若能恢复生长
,

则植株矮小
,

生长缓慢
,

枝细叶小
,

剖开茎部皮层
,

可见木质部

·
本实脸的细 菌形态 的电镜观察

,

承广 东省徽生物研 究所 电镜室和 本院 电镜宝协助 进行
,

谨此致讼
。
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表面变褐色
。

病部切片在显微镜下观察
,

有大量的细菌从维管束冲出
。

地下部初期症状

不明显
,

但剖开根部皮层
,

可见本质部有褐色条纹
,

随着病情进展可延及茎枝
,

严重时

桑根木质部全部变为黑褐色
。

病根或病枝切口 没有或很少分泌正常的白色 乳汁 (桑胶 )
,

而溢出污白色的细菌菌脓
。

久病的桑根
,

皮层腐烂脱落
,

本质部变黑腐朽
。

(图 1 )
。

病原细菌的致病性试验

1 9 7 7年 10 月从顺德县杏坛公社和本院桑园采集病株
,

进行病原细菌的分离
、

培养
,

均得到菌落呈污白色的细菌
,

分别编号为
“
顺德 1 号 ”

菌株和
“
石牌 1 号 ”

菌株
。

经纯

化后
,

把这二个不同菌株的细菌接种于一年生健康桑苗上
,

各接种 10 株
,

并设有清水对

照
。

,’J顶德 1号 ”
菌株是用浸根法接种

,

接种后把桑苗放在 温度 27 一 2 8 “
C和 湿 度 75 %

左右条件下保温保湿
,

14 天后表现典型的青枯症状
,

30 天后检查
,

结果接种的 10 株桑苗

全部发病
,

发病率为 1 00 %
,

清水对照的不发病
,
从接种病株上再分离 出来的 菌落

,

也

是园形污白色的
,

与原来分离出来的一致
,

说明此菌株是桑青枯病的病原菌
。 “ 石牌 1

号 ” 菌株是用注射法接种
,

注射于桑苗嫩梢基部
,

接种后放在温 度 27
.

8 O
C和 湿度 7 8

.

4

%条件下保温保湿
,

经 7 天后就开始表现青枯症状
,

14 天后检查
,

结果接种的 10 株有 8 株

发病
,

发病率为 80 %
,

清水对照的不发病 , 从病株维管束中亦分离出同样菌落的细菌
,

表明此菌株也是桑青枯病的病原菌
。

为了查明其它桑区发生的青枯病其病原菌是否相同
,

又从顺德县伦教蚕种场和勒流

公社
、

南海县
、

中山县
、

新会县
、

台山县
、

昊川县
、

化州县
、

增城县和广州市郊等主要病

区各采集桑青枯病标样 1 一 2 个进行病原菌的分离
、

培养
,

都得到与上述同 样 的 细 菌

菌落
。

这些不同地区来源的细菌的致病性
,

都经过接种试验证实
。

发病娶求 的 温 度 在

3 0 “
C左右

,

湿度在 80 %以上为适宜
。

病原细菌的鉴定

(一 ) 菌体形态和柒色反应 供试的菌种为 t’lJ 质德 1 号 ” 菌株和 “ 石牌 1 号
”

菌株
。

菌体形态和大小
,

以 12 一 24 小时的新鲜培养物在电镜下观察
、

摄影
,

随后量度菌体的大

小
,

每一菌株量 1 00 个菌体
。

革兰氏染色
,

芽胞染色
,

荚膜染色均采用常规方法
。

观察结果
:

菌体杆状
,

两端园
,

大小为 3
.

15 一 1
.

24 义 1
.

18 一 0
.

45 微米
,

平均 1
.

90 义 0
.

80 微米
,

表面粗糙呈旋曲状 (图 2

一 1 )
,

极生鞭毛 1 一多条
,

多数生于一端
,

有时生于两端 (图 2 一 2 )
。

无芽胞
,

无

荚膜
。

革兰氏染色阴性反应
。

(二 ) 培养性状 供试的菌种
,

同上
。

培养性状主要观察细 菌 在 马 铃 薯 肉 汁 陈

琼脂平面 ( 含 有 马 铃薯
、

牛肉膏
、

旦白陈
、

酵母膏
、

蔗糖
、

琼脂 )
,

马铃 薯 柱 斜 面

上菌落生长的形状
、

色泽等
,

同时亦观察细菌在肉汁陈培养液里的生长 特 性
。

结 果 如

下
:

供试的二个菌株在马铃薯肉汁陈琼脂培养基上生长良好
,

在 2 8 ”
C培养 4 8小 时后 出

现菌落
。

菌落直径 2 毫米左右
,

圆形污白色 (大约一星期后变淡褐色
,

当菌落变深褐色
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时便失去生活力 )
,

表面湿润
、

光滑
、

稍隆起
,

边缘整齐
,

产生水溶性色素在培养基内扩

散
,

使培养基呈褐色
。

在马铃薯柱上生长可使薯块变褐
,

一星期后菌落亦变黑褐色
。

在

肉汁陈液体培养基 (含牛肉膏
、

旦白陈
、

酵母膏
、

蔗塘 ) 中生长良好
,

使培养液混浊
,

但没有明显的菌膜
。

(三 ) 生理生化特性

1
.

生理特性测定
:

供试的菌种同上
,

生长温度测定
,

使用马铃薯肉汁陈琼脂斜面

培养基
。

测定的温度是 8 “
C

、
1 0

“

C
、

1 2 O

.C
· ·

… 直至 44
”
C

,

培养 72 小时
,

每隔 24 小时检查

一次
,

共检查三次
。

重复试验四次
。

试验结果
,

两菌株的生长最适温度均为 28 一 36
O

c,

最低为 l o O
C

,

最高为 4 0 0
C

。

生长酸碱度
:

使用肉汁陈液休培养基
,

测定 p H值
,

范围由 p H 3 一 p H l l ,

培养 72 小

时
,

每隔 24 小时检查一次
,

共检查三次
。

重复试验四次
。

试验结果
:

两菌株的生长酸碱

度范围都是 p H S 一 9 ,

最适为 p H 7 一 8
。

致死温度
:

用毛细管法测定
。

将吸取细菌悬浮液的毛细管断 口在酒精灯上封闭
。

把

毛细管分别放在 5 1 C
“ 、

5 2 “
C

、

5 3 O
C

、
5 4 ”

C和 5 5”
C不同温度的温水中处理 1 0分钟

,

随后

将毛细管放人。
.

1% H g CI
:

液中冷却和消毒
,

再将多余的 H g CI
:
液自行流 去

,

然后 将管

口尖端剪断
,

把菌液吹人培养基中培养
。

重复试验三次
。

试验结果
。

两菌株的致死温度

均为 5 3 “
C

、

1 0分钟
。

2
.

生化反应 测定
:

供试的菌种为 勺质德 1号 ” 菌株
, “

石牌 1 号 ”
菌株

。

并以番

茄青枯病菌
、

花生青枯病菌 (广东农科院提供 ) 和水稻白叶 枯 病 菌 作 为 对 照
。

用 研

究细菌生化反应的常用十多种培养基进行培养和测定
,

在大约 3 0 “
C温度下 培养 10 夭左

右
。

测定细菌对碳素化合物的利用时
,

采用组合培养基 (成份 是 N H
4
H : P O

、 1
.

。克
,

K C I 0
.

2克
,

M g S O
、 ·

7 H Z O 0
.

2克
,

蒸溜水 10 0。毫升 ) 作为基础培养基
。

接种 日

期
:

第一次于 1 9 7 8年 5 月
; 第二

、

三次于 1 9 7 8年 7 月
。

接种后每隔 2 一 4 天检查一次
,

共检查三次
。

试验结果 (表 1 ) 表明
,

供试的两个菌株的生化反应是相同的
,

能把硝酸盐还原 为

亚硝酸盐
,

明胶不液化
,

石蕊牛奶反应碱性
,

石蕊被还原
,

旦 白陈的分解能产 生 H声
,

但不产生氨和叫噪
,

甲基红和V P反应阴性
,

淀粉不水解
,

柠檬酸盐能够利用 , 果糖
、

葡萄糖
、

蔗糖
、

麦芽糖
、

甘油能利用并产酸而不产气体
; 阿拉伯糖

、

木糖
、

甘露醇轻度

利用
,

只产生微量酸 ; 棉子糖不能利用
,

也不产生气体
, 脂肪不分解

,

接触 酶 反 应 阳

性
。

试验结果还表明
:

桑青枯病菌 ,’IJ项德 1号 ” 和 “ 石牌 1号 ”
两个菌株跟花生青枯病

菌和番茄青枯病菌除在木搪
、

甘露醇的利用程度上有差别外
,

其他反应都是相同的
。

(四 ) 血清学反应试验 供试的菌种为 t’lJ 质德 1 号
”
菌株

, “
石牌 1 号

”
菌株和番

茄青枯病菌
。

试验按照常规方法进行
,

先制备成 ,’II 质德 1号 ” 抗血清
, “

石牌 1 号”
抗

血清和
“ 番茄青枯菌

” 抗血清
。

然后把该三种抗血清稀释液与桑青枯菌 ,’I顶德 1号 ” 抗

原
、 “ 石牌 1号 ” 抗原和 “ 番茄青枯菌 ”

抗原进行 交互凝集反应试验
。

结果二个桑青枯菌抗血清固然能够跟其本身的抗原起明显的凝集反应
,

亦能够跟番

茄青枯菌抗原起明显的凝集反应
,

反之亦然
,

番茄青枯菌抗血清不但能够跟其本身的抗原
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表 1 桑青枯病细菌和其他病原细菌的生化反应试验结果

桑 青 枯

!顶德 1 号
花生青枯 番茄青枯

水 稻

白 叶 枯

笙 {到警
次 …次 } 次

第三次第二第三次 第一次 次第二第 次三次第二次第一次

下不不不不了…
\

啄毓卜
一

巡)
~

早
,一

…
二 l!。 。

厂
犷

{笙 }蔓}蔓}
’
阴 ~

一

男 `
一

’

\ 1 次 )次 }次 …
十+ +十////十一//+十+一十一++十++一++十+ ++十+十+十

//+//+一+

//+//小

+++一++++//++++++++//+////////////十++一+一+十十//一一十+++一++++//+lr

第一次一++//+//一+十

十一//+一//

十+

+一十一十十+一/ /
"

十

+++一//十

//+//一++

// //
同左+十

/////////
同左十+同左十+

果 糖

葡 萄 糖

阿拉伯糖

木 糖

蔗 糖

甘 油

甘 露 醇

棉 子 糖

麦 芽 糖

接 触 酶

M
。
R

.

反应

V
.

P
.

反应

石蕊牛奶

H :
S产生

柠檬酸盐

氨的产生

!.1 味产生

淀粉水解

脂肪分解

硝酸盐还原

明胶液化

变碱
还原

同 }同
左 {左

变碱
还原

同 }同

左 }左

变碱
还原

变碱
还原

变碱
还原

++ ++十十++十++十

/十/+/
1
/

+ } +

//
+
/

/
.

十/十/十

注 : + 表示 阳性 反应 一表示 阴性 反应 .

酷醉发酵
: + 表示产 酸 一表示不产酸不产气 士表示徽童产酸

起明显的凝集反应
,

也同样能够跟桑青枯菌二个抗原起明显的凝集反应
,

说明它们之间抗

原构结和亲缘关系是相同或接近的
。

(五 ) 寄主范围试验
1

.

人工接种试验
:

供试作物育番茄 ( L夕e o 户e r s i e u m e s u ￡en t u m )
、

茄 子 ( S O l a 九u 附

从 e `o , , g e灯 a )
、

辣椒 ( C a p s 乞e u m f r u t e s e 。。 s )
、

马铃薯 ( 5 0￡a 凡 u m b t u e r o s u 琳 )
、

烟 ( N i e o t玄a 件 a

忿a b a c u 。 )
、

花生 ( A r a e儿￡s h夕p o g a e a )
、

蚕豆 ( V ￡e￡a 了a b a )
、

豆角 ( V ￡g n a s e s口u 乞p e d a乙玄s )
、

菜豆 ( p 儿a s e o `u s , : 、艺g a r￡s )
、

黄瓜 ( C o e u 。 ￡s : a t京二
s )

、

丝瓜 ( L u f了a o e u t o o g u ￡a )
、

菜心

( B ; a s s玄e a p a r a e九￡n e摊: ￡s )
、

芥兰 ( B r a s s ￡e a a zb o一 g` a b r a )
、

羌 ( Z￡n g ￡b e r o f了玄e乞咋 a l e )
、

蓖麻 ( R ` e艺n u s e

洲 m o n i s )
、

桑 (M o r u s a lb a )
、

甘蔗 ( S“ c h ar
u二 o fl i e 宕, a r u 。 : ) 和香蕉

(M二。
sa 川。 扭、 ) 等 18 种

。

除羌
、

桑
、

甘蔗
、

烟和香蕉的生长期较长外
,

其他作物 的生

长期为20 一 40 天
。
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供试菌种为桑青枯菌
“
增城 1号

”
菌株 (致病力较强 )

。

以番茄青枯菌为对照菌
,

并设有清水对照
。

接种方法采用针刺接种法〔 ’ 、 。

菌液浓度每毫升约为 1
.

5 x l o 7

个细菌
。

用注射 针筒

吸取菌液
,

滴在植株顶部第三片展开叶的叶腋中
,

然后针刺 5 一 6 点 ;
香蕉的接种是在

假茎基部注射多点
。

接种后温度保持在 3 。“
C左右

,

最高不超过 3 5
“

C , 湿度保持在 80 % 以

上
。

接种后
,

每隔 7 一 10 天检查一次
,

共检查 3 一 4 次
。

发病植株均用血清学玻片凝集

反应 〔 5 〕 ,

鉴定其确是由青枯菌引起的
。

试验结果 (表 2 ) 表明
,

桑青枯菌在人工接种条件下能侵染 番 茄
、

茄 子
、

辣 椒
、

马铃薯
、

蚕豆
、

烟
、

花生
、

蓖麻
、

黄瓜
、

丝瓜
、

豆角
、

菜豆
、

菜心
、

芥兰
,

而不侵染甘

蔗
、

香蕉和羌 (在羌的接种点上有少量青枯菌涌出
,

但无症状表现 )
。

2
.

自然诱发试验
:
试验地在本学院历年严重发病的桑地

,

经多次犁耙均匀后备用
。

供试作物与人工接种的相同
。

其中的番茄
、

茄子
、

辣椒
、

烟
、

菜心
、

芥兰
、

桑
、

甘蔗和

香蕉预先育好苗
,

然后移植于上述处理过的试验地
,
其他作物均用种子直接播种

,

种植

时务使每种作物都均匀合理地分布于整个试验地
。

植期
:

第一批于 19 79 年 5 月 12 日
,

第二批于 1 9 7 9年 9 月 28 日
。

第二批种植前将原第一

批的桑
、

羌
、

香蕉和甘蔗留下
,

其它作物全部挖掉
,

挖后即把第二批作物种植于第一批

该种作物迹地上
。

种植后
,

每 7 一 10 夭检查一次
,

一直检查至 1 9 7 9年 12 月 1 日
。

发病株

均采回室内作血清学玻片凝集反应试验〔 5 〕 。

试验结果 (表 2 ) 表明
,

桑青枯菌 在 自然

条件下侵染的作物大部分与人工接种的相同
,

可以侵染番茄
、

茄子
、

辣椒
、

马铃薯
、

蚕

豆
、

烟
、

蓖麻
、

丝瓜
、

豆角
、

菜豆
,

而不侵染甘蔗
、

香蕉和羌
;
但和人工接种结果不同

的是在自然条件下不侵染花生
、

黄瓜
、

菜心和芥兰
。

讨 论 和 结 论

根据桑青枯病病原菌的个体形态
、

培养性状
、

生理生化特性以及寄主范围等
,

按照

伯吉氏细菌鉴定手册第七版〔 2〕和第八版〔 7 〕内容进行查对检查
,

又考虑到该菌与番茄青

枯菌在生理生化特性
、

血清学反应和寄主范围等方面基本上相同这种情况
,

可以确定桑

青枯病是由 p s e u d o m o n a s 5 0 `a朋 ce a r u 二 ( S m i t h ) S m i t h引起的
。

B u d d e n h a g e n
等 ( 1 9 6 2 ) 〔 3〕 ,

B u d d e n h a g e n
和 K e l m a n ( 1 9 6 4 )〔

4 〕把青枯菌分为三

个致病型
:

小种 1 侵染烟草等茄科植物和其他植物
,

小种 2 侵染香蕉 (三倍体 ) 和 H o l i -

e o n i a s ,

小种 3 侵染马铃薯
。

F r e n e h等 ( 1 9 7 0 ) 〔 6 〕提出茄子作为小种 i 的 鉴别寄主比

烟草更好
。

根据室内外试验结果表明
,

桑青枯菌可以侵染烟草和茄子等多种茄科植物
,

因此可以认为桑青枯菌属于小种 1
。

根据寄主范围试验
,

人工接种的和自然诱发的结果有些不同
,

应以自然侵染谱为依

据
,

即桑青枯菌能够 侵染番茄
、

茄子
、

辣椒
、

马铃薯
、

蚕豆
、

烟
、

蓖麻
、

丝瓜
、

豆角
、

菜豆
,

而不侵染甘蔗
、

香蕉
、

花生
、

黄瓜
、

菜心
、

芥兰和羌
。

寄主范围试验还证明桑青

枯菌极易侵染番茄
、

马铃薯
、

辣椒和蚕豆
。

因此
,
桑区的轮作

、

套作和间作等应该特别

注意这一问题
。
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图 1桑青枯病症状
1

·

桑枝上全部叶片青灰色凋萎 2
.

桑枝上部分叶片黄褐色枯萎 3
.

桑根纵切面 `注管束变褐色

携

豁
潺篡
髓

摧娜掇

蒸葬形

戮

荡瞿嗜

1 \觑
图 2桑青枯病病原菌

1
·

菌体形态
,

表面呈旋曲状
。

2
·

示鞭毛


