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摘要 本文描述了肉桂枯梢病的症状
,

鉴定病原菌为 加介 , d iP ol d必 ht oe bor 。 二 atP
. ,

该菌在

248 个分离菌株中
,

经单泡培养
,

2以株菌落呈灰褐色的称为 A 菌株
,

44 株菌落呈黑褐色 的称为 B

菌株
.

对 A
,

B 菌株进行了致病性
,

生长发育
、

硼素反应
、

光照强度
、

色素产生
、

超氧物歧化酶和蛋 白

质电泳等测定
,

都存在差异
,

我们认为
,

可能存在 2个不同的生理小种
.
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肉桂 ( G i n n a m o m u m c a s s i a
N

e o s e t E b e r
m

.

)是我国重要经济林树种
,

在 6 0 多 年的栽

培历史中未见有毁灭性病害的发生
.

19 8 7年广东郁南县大沥林场首次出现肉桂梢 枯病
,

林

地状似火烧
,

面积约 l h耐
,

病株率 80 %
。

19 90 年在高要
,

德 庆
、

郁南
、

云浮
、

罗定
、

封开
、

广

州等市县进行普查
,

严重发生此病
,

受害面积高达 S 0 00 h m 飞占栽 植肉桂面积 11 %
,

使桂皮

产量下降 巧% 一 30 %
。

肉桂枯梢病国内外尚未见报导
,

M
a r til l

( 192 4) 在葡萄牙叙述了 D IP lo d ia ut b

~
la 可 引

起樟树 ( C 。 。 p h or )枝枯溃疡 ; aC lna ar ( 1 9犯 ) 在美国发现 D
.

` n n a m 口m i 引起 阴香 ( C
.

d ul eC )

枝条枯萎 ; oH ls t ( 19 7 8) 认为 D
.

o at 蜘廊可导致樟属树种的枝梢溃疡病
。

本文对 肉桂枯梢

病的病原进行 了鉴定
,

并研究了病原菌的生物学特性
。

1 材料和方法

L l 菌种分离

19 8 7 一 19 9 3 年从广西梧州
,

广东的广州
、

高州
、

罗定
、

郁南
、

高要
、

德庆等县市林 间 2 84

病枯枝分离的纯菌鉴定为 B o

ytr
o d iP ot d ia 属真菌 2 48 株

,

其中在 P D A 培养基上呈灰褐色菌

落 2 04 株为一类
,

呈黑褐色菌落 44 株为另一类
。

分别将两类菌株进行单抱分离
,

灰褐型单抱

菌系标为 A 菌株
,

黑褐型单抱菌系标为 B 菌株
。

L Z 致病性测定
199 0 一 19 9 3年分别在室内盆栽一年生肉桂和湿地松苗和室外 5 年生 肉桂林分

,

进行致

病性测定
,

设 A 菌株
、

B 菌株和对照 3 个处理
。

接种共 8 次
,

每次 3 个重复
,

在 顶梢 10 cln
以下用针伤表皮

、

针伤及木质部和无伤三种 方法接种
,

将 P D A 上培养 5 天 2
~

x Z

~
菌

丝块放到接种点上
,

清水对照
,

罩以塑料袋保湿 5 天
,

第 30 天记载发病率
。

1.3 温变对菌体生长的影响

在 P D A 培养基平板上
,

将 2
~

x Z
mm 菌丝块放置 中间 ;把分生抱子移到 l % 葡萄糖液

凹玻片上
,

分别于 15 一 40 ℃ 不同温度培养
,

重复 3 次
。

前者 72 h 测量菌落直径
,

后者 12 h

l男 3一 11一 19收稿
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测量芽管长度
.

.4 1光照强度对产抱的影响

将菌丝块 Z n n r r
xZ

D n r以置于 PD A 平板上
,

28 ℃ 暗培养 3天
,

移到光照培养箱内
,

光照强度

用 J D 系列照度计测定
。

在 26 一 28 ℃ 培养 16 天统计每皿子座数和观测产抱情况
,

重复 3次
。

1.5 温度
、

光照对色素产生的影响

将 A, B菌株分别置于不 同温度
、

光照环境
,

10 天观察色素产生
,

重复 3次
。

1 .6 微量元素硼对菌体生长的影响

在 P D A 固体和液体培养基上分别加人不等量硼素
,

26 ℃ 培养
,

44 h 测量菌落直径
,

4 天

测量菌丝干重
,

重复 3 次
。

1.7 菌体超氧物歧化酶和蛋白质电泳测定

在 2 50 m L 三角瓶中装 50 n止马铃薯葡萄糖培养液
,

接种菌丝块后于 26 ℃ 培养 5 一 7

天
,

取出菌丝体用蒸馏水充分洗涤
,

加人缓冲液冰浴 内研磨成浆后
,

冷冻离心 20 而n
,

上清

液即为电泳样品
。

超氧物歧化酶 s( O D )测定参考王爱国 ( 19 8 3)
,

蛋 白质 电泳参照徐大维等

( 19 8 2) 的方法
。

酶带扫描用 S h n l 以d nz CS 一 93 0 型薄层扫描仪
.

2 结果

.2 1 症状

病菌大多从顶梢 以下 80 cnt 范围的伤 口侵人
.

嫩枝在有利的温湿度接种 12 天可形成 3

~
x 巧

~ 条形斑感病的嫩枝病斑迅速绕枝条扩展
,

从黑褐到黄褐色干枯
,

病枝在病健交

界处明显干缩
。

病菌侵人主干或老化枝条
,

病斑初稍 下陷
,

渐扩大 成 溃疡斑
,

皮层 开裂 干

枯
,

木质部变灰褐色
,

有些病斑边缘组织增生
,

呈肿瘤状
,

以新生愈伤组织继续存活
,

次年反

复发病以至干枯
.

病部子实体多在初夏多雨时出现
。

.2 2 病原菌的研究

.2 .2 1 病原菌形 态 19 87 一 19 9 3 年 从 广 西
、

广 东 等 地 采 集 2 84 个 肉桂 病 枝分 离 得 到

oB 卿do ilr do at 24 8 个菌株
,

经光照处理均产生子座
。

子座内聚集形成球形分生抱子器
,

直径

125 一 34 6 杯m
,

分生抱子椭 圆形至倒卵形
,

初单抱无色
,

成熟 暗褐色
,

中间有 一分隔
,

壁 平

滑
,

有线纹
,

巧名一 29 .4 拜m x 13
.

1一 15
.

5 户m
,

与林间采集病部子实体切片的抱子形态基本一

致
。

该菌在 P D A 培养基上产生两个不 同色泽菌落
,

经单抱分离灰褐 色稍紧密称 为 A 菌

株
,

共有 加 4 株
,

黑褐色絮状称为 B 菌株
,

共有科 株
,

形态如表 1
。

表 I A
、

B 菌株的形态特征

形态 A 菌株 B 菌株

菌 落 菌丝初白色
,

3 天后转灰褐色稍紧密 菌丝初白色
,

后转黑褐色
,

稍疏松

分生抱子器 19 5 一 3 4 6 料m 1 2 5 一 2 4 6 拜m

分生抱子梗 6
.

3 一 17
.

8 料m x 2
.

5 一 4 0 拼m 5
.

2 一 1 6
.

0 召m x 2
.

0 一 4
.

3 拼m

未成熟分生袍子 15
.

8 一 3 0
.

0 拜m x l 3
.

l 一 15
.

5 料m 19
.

0 一 2 9
.

2 拜m x l 3
.

5 一 15
.

3 拜m

成熟分生抱子 19
.

0 一 30
.

1 召m x 1 2
.

0一 1 5
.

8 拜m 19
.

0 一 2 7
.

8 拜m x l l
.

3 一 1 5
.

0 拜m

.2 .2 2 致病性 肉桂分离菌 与前 人报 导侵 染 柿
、

茶
、

湿 地 松 (钟小 平
,

19 90) 等 的真 菌

B ot yr do 洲 do ia ht eo bor m ae 形态特征基本是一致 的
,

但其对肉桂 的致病特性和能否交互感

染? 19 9 0 一 1 9 9 3 年将 肉桂 2 个菌株和 湿地松根腐病分离菌进行 致病 性 和 交互 接 种 测
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定
,

8 次接种平均发病率结果如表 2
。

表 2 肉桂糊肖病菌和湿地松根腐病菌接种发病率 %

菌 种 肉 桂 湿 地 松

总株 (枝 )数 无伤 口 针伤皮层 针伤木质部 株数 针伤木质部

A 菌 株 14 5 0 6 1 7 8 3 0 6 8

B 菌 株 1 2 3 0 4 8 6 4 2 8 5 3

松 根 腐 菌 4 0 0 4 1 6 6 2 5 7 1

不接种对 照 8 5 0 0 0 2 0 0

表 2 可知
,

肉桂 2 个菌株均可从肉桂枝干伤 口 侵染致病
,

伤及木质部 比伤皮层更重
,

A

菌株 比 B 菌株的致病力更强
。

湿地松根腐病菌和 肉桂枯梢菌可交互感染
,

表现典型症状
。

从肉桂枯梢病菌的形态特 征和 致病 能力
,

肉桂枯 梢病的病 原菌 鉴定 为 B ot r
yo id 川

。
id

a

t h 。 o b r 。 m a 。 P a t
. ,

根 据 R o g e r
( 19 7 8 ) 论述 巴蕉 枯 萎 病病原种 群 的观点

,

属于侵染樟属的

D IP l o d at 咖
n

am
o o i D

a C a

ma 。
,

D
.

o a at len 离 E va ns 和 D
.

r h e o b r o m a e (p a t ) N
o w e ll 均

应为 B
.

ht eo b ; o m a e 的同物异名种
。

.2 2
.

3 温度对病菌生长的影响

菌丝

芽管
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图 1看出 2 个菌株的生长发

育 温 度在 巧 一 38 ℃ 之间
,

2 4 一 3 3 ℃ 生长最好
,

A 菌

株比 B 菌株生长更快
,

芽管

生长要求温度稍高
,

2 菌株

间也有差异
。

.2 .2 4 光 照 强度对袍子 形

成 的 影 响 一 般 认 为

(eP te比 o n
,

19 7 6 ; R a o ,

19 7 8 ;

U d u e b o ,

19 7 4 ; M几电 in
,

19 73 )

B
.

r h e o b r o m a e
在光照条件

下才能产抱
,

光波不 同也有

差异 ( y U ihc i
,

19 78)
,

但光照强度对产抱影响未见论及
.

从图 2 可知
,

A 菌株在光照
、

黑 暗条

件下都可产抱
,

B 菌株只有见光才产袍
,

但子座和产抱数量因不同光照强度 ( l x) 而异
.

A 菌

株在 10 0 一 2 oo o lx 范围
,

第 3 天形成子座
,

子座 圆柱形
,

大小 1
~

x l
~

,

切片可见丛生分

生抱子 器 腔
,

第 5 天产生透明无色的分生抱 子
,

80 0 ~ Z 0 00 h 形成 的子座最多
.

60 饮 以下

和黑 暗条件第 10 天形成子座
,

第 12 天产抱
,

数量较少
.

B 菌株在 1 0 00 一 1 soo lx 第 6 天形

成子座
,

第 7 天产抱
,

8 00 一 2 oo o lx 大量产生子座
,

40 0 玩 以下和黑 暗条 件 难以形成或不形

成子座
,

即使形成子座也不产生抱子
。

在散射的 自然光
,

A 菌株 7天形成子座
,

10 天产抱
。

B

菌株 or 天形成子座
,

14 天产抱
。

.2 .2 5 色素的产生 表 3可知
,

A 菌株在 24 一 35 ℃
,

1 0 00 一 10 0 00 伙 的光照强度均可产生色

素
,

这与 U d ue bo ( 19 7 4) 认为 35 ℃ 才能产生色素略有不同
。

光 照越 强色 素越深
,

但在 35 ℃

时即使黑暗环境也能产生色素
。

B 菌株在任何温度
、

光照强度下均不产生色素
。
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鑫 羹羹 辱 纂 蓦 参

图2

赛 暴 馨 舀 舀

光照强度胆

不同光照强度子座形成数

光照强度肚

表 3 温度
、

光照强度 A
、

B 菌株色素产生的影响 ` , ,

24 ℃ 28 ℃ 35 ℃

A 菌株 B 菌株 A 菌株 B 菌株 A 菌株 B 菌株

++十++

0
ō
U

+++

0
八U

ǎ日0

++++

nUn

10 00 0

3 0 0 0

2 0 0 0

1 0 0 0

8 0 0

5 0 0

2 0 0

5 0

黑 暗

( 1) 十 深桃红色 一 浅桃红色 0 无色

2
.

2
.

6 硼素对菌丝生长的影响 表 4 可知适量增加硼素
,

可抑制菌落生长
.

表 4 硼素 对 A
、

B 菌丝生长的影响

少D A + 硼 刀m g
.

gk
一 ’

菌落直径加加 菌丝干重加8

A 菌株

P D A 十 10 X( 幻

P D A + 1侧洲〕

P D A 十 100

P D A 十 10

3 8
.

6

5 3
.

8

B 菌株

2 8
.

8

3 3
.

0

3 8
.

0

3 8
.

0

A 菌株

19
.

6

2 0
.

1

2 3
.

3

2 8
.

4

B 菌株

1 0
.

4

1 3
.

1

1 4
.

8

1 6
.

6

月峙O八
6
ūz

P D A 8 0
.

0 4 0
.

0 3 1
.

0 1 9
.

7
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. . 7 2 2菌体 S O D 和蛋白质图谱测定

将 A, B菌株分别作 S O D和蛋白质电泳图谱比较
,

图 3显示
,

培养 5 天 2个菌株 的 S O D

粗提液电泳
,

A 菌株有 2 条谱带
,

B 菌株有 3 条谱带
,

各酶带的 fE 值 标于扫描 图上
,

A 菌株

主酶带在 E f = 4 3
,

fE = 71 上
,

B 菌株在 fE = 43
,

fE = 69
,

E f = 73 上
。

图 4
,

5 看 到蛋 白质的 图

谱
,

2 个菌株随着培养时间增长
,

谱带更为清晰
,

谱带数目
、

位置
、

宽窄都有很高的一致性
,

其

主要的差异是 A 菌株在扫描图 fE = 90 位置上比 B 菌株多 1条主谱带
。

0
.

8 0 0卜 A 0
.

8 0 0

0
.

4 0 0 0
.

4 0 0

0 0n
.

八U

................

0
.

0 0 0
10 0

图 3 A
、

B 菌株 S O D 谱带扫描比较

1
.

2 0 0 1
.

2 0 0

0
.

8 0 0 0
.

8 0 0

0
.

4 0 0 0
.

4 0 0

0
.

0 0 0 0
.

0 0 0

图 4 A 菌株不同培养时间蛋白质谱带扫描
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1
.

20 0 1
.

20 0

0
.

8 0 0 0
.

8 0 0

0
.

4 0 0 0
.

4 0 0

0
.

0 0 0 0
.

0 0 0

0 10

图 S B 菌株不同培养时间蛋白质谱带扫描

3 讨 论

肉桂枯梢病是 一种新发 现严重的病害
。

Ma ri tn 等 曾报导 D
.

tu b e ri c o la
,

D
.

c i n n a 阴 o m i

和 D
.

n at al en is 、
都可引起樟属树种的枝枯溃疡病

。

病株子实体切 片
、

分离培养 的菌体形态

以及 病菌 对肉桂
、

湿 地 松 的 致 病 性 测 定
,

肉桂 枯 梢 病 的 病 原 菌 鉴 定 为 B
.

t h eo b eo o ae

尸a t
. 。

M a rt i n 等描述侵染樟属的 3个种应为同物异名种
。

在 2 48 个分离菌株 中
,

菌落灰褐

色的占 82 %
,

称为 A 菌株
,

菌落黑褐色的占 18 %
,

称为 B 菌株
。

我们发现 2 个菌株经过 3 年

来反复分离
,

单抱培养
,

接种试验
,

其形态和一些生物学特性都表现相 当稳定和 同一性
。

而

在不同的温度光 照强度下子座
、

抱子形成
,

生长速度
、

色素产生以及 S O D
、

蛋白质谱带等方面

都存在明显的差异
,

可以认为
,

这可能存在 2 个不同的生理小种
。

利用电泳酶谱对菌体的

S O D 和蛋白质进行分析
,

作为分类的辅助手段已经证明是有效的 (徐大维
,

19 82 ; B o n de
,

19 8 4 ;

E sr iel us
,

1 98 4)
。

我们的研究表明
,

在鉴别 B
.

ht 。
ob

: 。 。 a 。
类群或生理小种时

,

使用这些技术

手段是可行的
,

这可 以弥补依靠形态进行分类的缺陷
。
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、

温建新
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林计福
、

陈森
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,
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