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摘要: 为科学有效地指导浙江樟(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃｈｅｋｉａｎｇｅｎｓｅ)枝干溃疡病的监测预报与防治ꎬ 通过组织

分离法辅以致病性测定验证ꎬ 从病样组织中分离获得 ２ 株能够侵染浙江樟枝干引起典型溃疡病症状的

致病菌株 ＪＹＺＪＺ２ 和 ＪＹＺＪＺ６ꎬ 基于 ＰｈｙｌｏＳｕｉｔｅ 平台进行菌株核糖体转录间隔区( ＩＴＳ)、 翻译延伸因子

１￣α( ｔｅｆ１￣α)、 β￣微管蛋白( ｔｕｂ２)和 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ大亚基( ｒｐｂ２)多个基因联合系统发育分析ꎬ 结合形态

学特征描述ꎬ 对病原种类进行分类鉴定ꎬ 明确其分类地位ꎮ 结果表明ꎬ 供试菌株 ＪＹＺＪＺ２ 和 ＪＹＺＪＺ６ 分

别与假可可毛色二孢(Ｌａｓｉｏｄｉｐｌｏｄｉａ ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ)和伊朗毛色二孢(Ｌ. ｉｒａｎｅｎｓｉｓ)的形态特征基本一

致ꎬ 亲缘关系相近ꎬ 分别将其鉴定为假可可毛色二孢和伊朗毛色二孢ꎬ 该致病菌能够侵染浙江樟引发溃疡病属首次发

现ꎮ 致病性测定结果还表明ꎬ 假可可毛色二孢 ＪＹＺＪＺ２ 菌株与伊朗毛色二孢 ＪＹＺＪＺ６ 菌株接种后致病力存在明显差异ꎬ
ＪＹＺＪＺ２ 菌株致病力较强ꎬ 而 ＪＹＺＪＺ６ 菌株致病力较弱ꎮ
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浙江樟(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃｈｅｋｉａｎｇｅｎｓｅ)属樟科(Ｌａｕｒａｃｅａｅ)樟属(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ)常绿乔木ꎬ 系地带性常绿
阔叶林建群或伴生树种ꎬ 亦为我国特有珍稀树种[１－２]ꎮ 浙江樟木材材质优良ꎬ 树形优美端庄ꎬ 植株富含
芳香油ꎬ 对二氧化硫(ＳＯ２)等有害物耐受性较强ꎬ 可分泌释放空气净化物质ꎬ 是优良的用材、 绿化、 观

赏、 经济和生态防护树种[１－３]ꎮ ２０２２ 年ꎬ 本课题组在福建省南平市建阳区浙江樟种植区首次发现溃疡病
为害ꎬ 该病害多发生在枝条分杈部位ꎬ 严重时病变部位瘤状肿大开裂致枝条枯萎ꎬ 植株枯死ꎬ 发病株率
达 １００％ꎬ 病情指数 ４７.９６ꎮ 经形态观察和核糖体转录间隔区( ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒꎬ ＩＴＳ)比对分析ꎬ
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初步判断浙江樟溃疡病可能由毛色二孢属真菌(Ｌａｓｉｏｄｉｐｌｏｄｉａ ｓｐｐ.)引起ꎬ 目前国内外尚无该病害及其病
原鉴定的研究报道ꎮ 毛色二孢属真菌属葡萄座腔菌科(Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ)ꎬ 是热带和亚热带地区多种植
物病害重要的病原菌ꎬ 因寄主广泛、 形态多变ꎬ 以及生长因子各异ꎬ 导致该属真菌种间关键形态特征显
著重叠ꎬ 仅仅依靠形态特征难以实现其种间有效鉴定识别[４－５]ꎮ 鉴于此ꎬ 学者们应用形态特征识别和系
统发育分析相结合的方法成功实现了毛色二孢属真菌的种间识别ꎬ 然而ꎬ 系统发育分析结果是否准确、
可靠与所选基因种类和数量有关[５－６]ꎮ 本研究应用 ＰｈｙｌｏＳｕｉｔｅ 平台[７]对 ＩＴＳ、 翻译延伸因子 １￣α( ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ
ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ １￣ａｌｐｈａꎬ ｔｅｆ１￣α)、 β￣微管蛋白(β￣ｔｕｂｕｌｉｎꎬ ｔｕｂ２)和 ＲＮＡ 聚合酶Ⅱ大亚基(ｌａｒｇｅｓｔ ｓｕｂｕｎｉｔ ｏｆ
ＲＮＡ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ Ⅱꎬ ｒｂｐ２)等基因序列进行多基因联合系统发育分析[６ꎬ８]ꎬ 结合形态特征ꎬ 对浙江樟溃疡
病病原菌株进行鉴定ꎬ 以期明确该病原菌的分类地位ꎬ 为浙江樟溃疡病防治提供理论支撑ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

２０２３ 年 ５ 月ꎬ 从福建省南平市建阳区国有林场坤中场(２７°２８′１４″Ｎꎬ １１８°２３′１０″Ｅ)采集具有溃疡病
典型症状的浙江樟枝干组织ꎮ
１.２　 病原菌分离纯化

取受害浙江樟病健交界处枝干树皮切成 ２ ｍｍ×５ ｍｍ 大小的组织块ꎬ 依次经体积分数为 ７５％的乙醇
溶液消毒 ３０ ｓꎬ 质量分数为 １％的次氯酸钠溶液浸泡 ２ ｍｉｎꎬ 无菌水漂洗 ３ 次ꎬ 无菌吸水纸吸干表面水
分ꎬ 备用ꎮ 将消毒后的组织块平铺接种至马铃薯葡萄糖琼脂培养基(ｐｏｔａｔｏ ｄｅｘｔｒｏｓｅ ａｇａｒꎬ ＰＤＡ)平板表
面ꎬ ２８ ℃恒温箱避光培养ꎬ 待其产生菌丝ꎬ 挑取边缘菌丝转移接种至新 ＰＤＡ 平板ꎬ 重复转接至获得纯
化菌落ꎬ 依菌落形态特征进行编号保存ꎮ
１.３　 致病性测定

选取经温室[室温 ２８ ℃ꎬ 光周期设置为 １４ ｈ(光照): １０ ｈ(黑暗)]预先适应性培养 ７ ｄ、 健康、 长
势一致的 ２ ａ 生浙江樟盆栽苗(苗高 ６０ ｃｍꎬ 地径 ８ ｍｍ)ꎬ 枝干接种处用体积分数为 ７５％的乙醇溶液消毒
清洗后ꎬ 取直径为 ６ ｍｍ 的菌饼进行针刺有伤回接处理ꎬ 脱脂棉蘸无菌水保湿ꎬ 封口膜呈漏斗状缠绕固
定ꎬ 置温室培养观察发病情况ꎬ 对发病植株再次取样分离ꎬ 确定病原ꎮ 以接种无菌 ＰＤＡ 作对照(ＣＫ)ꎬ
每处理各重复 ３ 次ꎮ
１.４　 病原菌形态学观察

将病原菌接种至 ＰＤＡ 平板ꎬ ２８ ℃暗培养ꎬ 逐日观察记录菌落变化ꎮ 取菌株菌饼接种浙江樟枝干进
行诱导产孢ꎬ 待枝干表面形成子实体ꎬ 徒手切片后使用尼康 Ｎｉｋｏｎ Ｎｉ￣Ｕ 显微镜镜检观察分生孢子器、
侧丝和分生孢子等各种结构的形态特征ꎬ 随机选择 ５０ 个分生孢子测定大小ꎮ
１.５　 病原菌分子生物学鉴定

刮取病原菌新鲜菌丝ꎬ 使用 ＳＰ Ｆｕｎｇａｌ ＤＮＡ Ｋｉｔ 试剂盒(ＯＭＥＧＡ)并参照其操作程序提取 ＤＮＡꎮ 利用
引物 ＩＴＳ１ / ＩＴＳ４、 ＥＦ１￣６８８Ｆ / ＥＦ１￣１２５１Ｒ、 Ｂｔ２ａ / Ｂｔ２ｂ 和 ＲＰＢ２￣ＬａｓＦ / ＲＰＢ２￣ＬａｓＲ 分别扩增 ＩＴＳ、 ｔｅｆ１￣α、 ｔｕｂ２
和 ｒｂｐ２ 基因序列[９]ꎬ 聚合酶链式反应(ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ ｃｈａｉｎ ｒｅａｃｔｉｏｎꎬ ＰＣＲ)扩增参照 ＬＩＡＮＧ ｅｔ ａｌ[８]的操作方
案进行ꎮ 使用 ＦａｓｔＰｕｒｅ Ｇｅｌ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｍｉｎｉ Ｋｉｔ 胶回收试剂盒(南京诺唯赞)回收 ＰＣＲ 产物ꎬ 将回收
的 ＰＣＲ 产物连接到 ｐＭＣ１００￣ＭＢ 载体(ＴａＫａＲａ)后ꎬ 转化到大肠杆菌感受态细胞 ＤＨ５αꎬ 筛选阳性克隆送
生工生物工程(上海)股份有限公司测序ꎮ 测序所获序列经 ＢｉｏＥｄｉｔ 软件检查修正后ꎬ 上传提交至美国国
家生物信息中心(Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｃｅｎｔｅｒ ｆｏｒ Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎꎬ ＮＣＢＩ)数据库进行 ＢＬＡＳＴ(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / Ｂｌａｓｔ.ｃｇｉ)比对分析ꎬ 检索下载相似度和可信度较高、 已发表菌株序列作为参考基因ꎬ
结合本研究所获浙江樟溃疡病致病菌株序列进行系统发育分析ꎮ 用 ＰｈｙｌｏＳｕｉｔｅ ｖ１.２.３ 软件平台构建系统
发育树[７]ꎬ 该平台整合了多基因序列比对修剪、 数据串联、 进化模型筛选和系统发育树构建等分析功
能ꎬ 实现一站式流程化操作ꎬ 便于系统发育分析初学者使用ꎮ 具体步骤如下: 首先ꎬ 使用 ＭＡＦＦＴ 功能
选项进行基因序列的多重序列比对ꎬ 随后利用 ＴｒｉｍＡＩ 功能选项对结果进行修剪ꎻ 接着ꎬ 使用
Ｃｏｎｃａｔｅｎａｔｅ Ｓｅｑｕｅｎｃｅ 功能选项将修剪后的序列按 ＩＴＳ￣ｔｅｆ１￣α￣ｔｕｂ２￣ｒｐｂ２ 的顺序进行串联拼接ꎻ 然后ꎬ 采用
ＩＱ￣ＴＲＥＥ[１０]功能选项ꎬ 以平截色二孢(Ｄｉｐｌｏｄｉａ ｍｕｔｉｌａꎬ ＣＭＷ ７０６０)为外群[８]ꎬ 基于最大似然法构建系统
发育树ꎬ 选择 ＧＴＲ＋Ｆ ＋Ｒ５ 模型ꎬ 并分别设置超快自举 (Ｕｌｔｒａｆａｓｔ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ) 和 ＳＨ 近似似然比检验
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(Ｓｈｉｍｏｄａｉｒａ￣Ｈａｓｅｇａｗａ ａｐｐｒｏｘｉｍａｔｅ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｒａｔｉｏ ｔｅｓｔꎬ ＳＨ￣ａＬＲＴ)ꎬ 重复次数为 １ ０００ꎻ 最后ꎬ 用 ＦｉｇＴｒｅｅ
ｖ１.４.４ 软件对生成的系统发育树进行读取注释ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 浙江樟枝干溃疡病症状

随着雨季来临和气温升高ꎬ 浙江樟溃疡病开始发生流行ꎮ 病原菌最初主要从枝干分叉处易积水部位
开始侵染(图 １Ａ、 Ｂ)ꎬ 受害严重植株分布密集区其侵染位点可扩展至分杈处以外枝干部位(图 １Ｃ)ꎮ 病
斑初为黑褐色近圆形ꎬ 随后逐渐加深变黑ꎬ 呈梭形扩展至环绕枝干(图 １Ｂ、 Ｃ、 Ｄ、 Ｅ)ꎬ 潮湿环境下呈
腐烂状凹陷ꎬ 伴有红褐色或黑色子实体(图 １Ｃ)ꎮ 随着病斑扩展变大ꎬ 受害部位周围伴有愈伤组织异常
增生ꎬ 皮层突起(图 １Ｂ、 Ｃ、 Ｅ)ꎬ 树皮开裂ꎬ 甚至肿大呈瘤状(图 １Ｄ、 Ｅ)ꎬ 输导组织病变造成水分和养
分通路被阻断ꎬ 病斑以上枝条逐渐枯死ꎬ 严重时病斑遍布植株分杈处ꎬ 树势明显衰弱ꎬ 最终导致植株枯
死(图 １Ｆ)ꎮ 该病害林间蔓延速度快ꎬ 短时间内造成林分成片枝干枯死ꎮ

　 　 注: Ａ.受害部位ꎻ Ｂ.受害部位树皮开裂ꎻ Ｃ.产生子实体ꎻ Ｄ ~ Ｅ.受害部位肿胀呈瘤状ꎻ Ｆ.植株枯萎ꎬ 箭头指示病斑环绕枝干部位ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ａ.ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓꎻ Ｂ.ｂａｒｋ ｃｒａｃｋｅｄ ｏｆ ｔｈｅ ａｆｆｅｃｔｅｄ ａｒｅａꎻ Ｃ. ｆｒｕｉｔｉｎｇ ｂｏｄｉｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈꎻ Ｄ￣Ｅ.ｓｗｏｌｌｅｎ ａｎｄ ｔｕｍｏｒ￣ｌｉｋｅ ｔｉｓｓｕｅ ｏｆ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｓｉｔｅｓꎻ
Ｆ.ｗｉｔｈｅｒｅｄ ｐｌａｎｔꎬ ｗｉｔｈ ａｒｒｏｗｓ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈ ａｎｄ ｓｔｅｍ ｅｎｃｉｒｃｌｅｄ ｂｙ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｐｏｔｓ.

图 １　 浙江樟枝干溃疡病症状

Ｆｉｇｕｒｅ １　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｃａｎｋｅｒ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｏｎ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃｈｅｋｉａｎｇｅｎｓｅ

２.２　 病原菌致病性测定

采集的浙江樟溃疡病组织经分离纯化ꎬ 获得菌株 １５ 株ꎬ 编号分别为 ＪＹＺＪＺ１~ ＪＹＺＪＺ１５ꎮ 致病性测定

结果表明ꎬ 分离菌株中仅 ＪＹＺＪＺ２ 和 ＪＹＺＪＺ６ 能够侵染浙江樟引起溃疡病ꎮ 接种溃疡病菌浙江樟症状发展

结果(图 ２)表明ꎬ 接种点初呈水渍状ꎬ 近圆形ꎻ 随后病斑不断扩大ꎬ 呈近椭圆形或梭形ꎬ 黑褐色ꎬ 略凹

陷ꎬ 出现大量黑色子实体ꎻ 后期病斑环绕枝干ꎬ 病斑上部枝干逐步枯死ꎮ 这与野外自然发病症状表现一

致ꎬ 接种发病部位可再次分离获得相应的接种菌ꎬ 可确定该菌株为浙江樟溃疡病致病菌ꎮ 同时ꎬ ＪＹＺＪＺ２
和 ＪＹＺＪＺ６ 菌株的致病力存在差异ꎬ ＪＹＺＪＺ２ 明显强于 ＪＹＺＪＺ６ꎮ

　 　 注: Ａ.对照ꎻ Ｂ.接种 ＪＹＺＪＺ２ 菌株ꎻ Ｃ.接种 ＪＹＺＪＺ６ 菌株ꎮ Ｎｏｔｅ: Ａ.ＣＫꎻ Ｂ.ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＪＹＺＪＺ２ꎻ Ｃ.ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＪＹＺＪＺ６.
图 ２　 接种溃疡病菌浙江樟症状发展

Ｆｉｇｕｒｅ ２　 Ｓｙｍｐｔｏｍ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｏｆ Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃｈｅｋｉａｎｇｅｎｓｅ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＪＹＺＪＺ２ ａｎｄ ＪＹＺＪＺ６
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２.３　 病原菌形态学特征

ＪＹＺＪＺ２ 和 ＪＹＺＪＺ６ 菌株的致病性、 菌落形态和显微结构特征存在差异ꎬ 从属不同分类群ꎮ
ＪＹＺＪＺ２ 菌株的形态特征如图 ３ 所示ꎮ ２８ ℃暗培养 ４８ ｈꎬ 菌落铺满培养皿ꎬ 菌落正反面初为白色ꎬ

气生菌丝绒毛状ꎬ 较浓密发达(图 ３Ａ)ꎻ 后期菌落正反两面均呈灰黑色至深棕黑色ꎬ 菌丝较初期更为致

密、 发达(图 ３Ｂ)ꎮ 浙江樟枝条接种 ＪＹＺＪＺ２ 菌株发病后期ꎬ 分生孢子器单生ꎬ 单腔室ꎬ 球形或近球形ꎬ
初埋藏在寄生主枝干表皮下方ꎬ 后突破表皮外露ꎬ 呈深棕色至黑色颗粒状ꎬ 个别表面附有菌丝ꎬ 分生孢

子器壁呈暗褐色(图 ３Ｃ)ꎮ 菌株侧丝呈丝状圆柱形ꎬ 无色ꎬ 透明ꎬ 不具隔膜ꎬ 少有分枝(图 ３Ｄ~Ｅ)ꎮ 初期

未成熟分生孢子无色ꎬ 透明ꎬ 单胞不具隔膜ꎬ 椭球形或卵球形ꎬ 两端钝圆(图 ３Ｆ~Ｈ)ꎻ 后期成熟分生孢子

呈棕褐色ꎬ 具 １ 中横膈膜呈双胞ꎬ 以及纵向条纹(图 ３Ｉ~ Ｊ)ꎻ 分生孢子大小(长×宽)为(２３.７８~２９.１４) μｍ×
(１３.２４~１６.２０) μｍꎬ 均值为(２６.４６±２.６８) μｍ×(１４.７２±１.４８) μｍ(ｎ＝ ５０)ꎮ 未发现该病原菌株的有性态阶

段ꎮ 根据菌株菌落形态及其显微结构特征ꎬ 可初步确定 ＪＹＺＪＺ２ 菌株为假可可毛色二孢 ( Ｌ.
ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ) [５ꎬ８ꎬ１１]ꎮ

注: Ａ~Ｂ.ＰＤＡ 培养基前后期正背面菌落形态ꎻ Ｃ.分生孢子器ꎻ Ｄ ~ Ｅ.分生孢子、 产孢细胞及侧丝ꎻ Ｆ.分生孢子着生产孢细胞ꎻ
Ｇ~Ｈ.无隔分生孢子ꎻ Ｉ.具 １ 隔膜分生孢子ꎻ Ｊ.具 １ 隔膜和纵条纹分生孢子ꎮ Ｎｏｔｅ: Ａ￣Ｂ.ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｎ ＰＤＡ ｍｅｄｉｕｍ ａｔ ｅａｒｌｙ ａｎｄ ｌａｔｅ
ｓｔａｇｅｓ ( ｆｒｏｎｔ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｉｄｅｓ)ꎻ Ｃ.ｐｙｃｎｉｄｉｕｍꎻ Ｄ￣Ｅ.ｃｏｎｉｄｉａꎬ ｃｏｎｉｄｉｏｇｅｎｏｕｓ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｐａｒａｐｈｙｓｅｓꎻ Ｆ. ｃｏｎｉｄｉｕｍ ａｔｔａｃｈｅｄ ｔｏ ｃｏｎｉｄｉｏｇｅｎｏｕｓ ｃｅｌｌꎻ
Ｇ￣Ｈ.ａｓｅｐｔａｔｅ ｃｏｎｉｄｉａꎻ Ｉ.ｂｒｏｗｎ ｃｏｎｉｄｉａ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｓｅｐｔｕｍꎻ Ｊ.ｃｏｎｉｄｉｕｍ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｓｅｐｔｕｍ ａｎｄ ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｔｒｉａｔｉｏｎｓ.

图 ３　 假可可毛色二孢的形态特征

Ｆｉｇｕｒｅ ３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ

　 　 ＪＹＺＪＮ６ 菌株的形态特征如图 ４ 所示ꎮ ＰＤＡ 培养基菌落初期正反面亦均为白色ꎬ 气生菌丝较稀薄

(图 ４Ａ)ꎬ 后期两面均呈灰黑色ꎬ 气生菌丝较初期稠密(图 ４Ｂ)ꎮ 菌株 ＪＹＺＪＺ６ 接种浙江樟枝条发病后期ꎬ
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分生孢子器单生ꎬ 初埋生枝条表皮下后突破表皮外露ꎬ 深棕色至黑色ꎬ 球形ꎬ 大部分单腔室ꎬ 壁厚ꎬ 上

被致密菌丝(图 ４Ｃ)ꎮ 侧丝圆柱形ꎬ 无色透明ꎬ 初无隔ꎬ 成熟后有隔膜形成ꎬ 几乎不分枝ꎬ 偶尔基部或

顶端细胞肿大ꎬ 顶端细胞圆钝(图 ４Ｄ~Ｅ)ꎮ 初期未成熟分生孢子透明ꎬ 单胞无隔膜ꎬ 椭球形、 近球形或

近圆柱形ꎬ 两端钝圆(图 ４Ｆ~Ｇ)ꎻ 后期成熟分生孢子不断着色ꎬ 呈深褐色ꎬ 形成 １ 中横膈膜ꎬ 以及纵向

条纹ꎬ 双胞(图 ４Ｈ ~ Ｉ)ꎻ 分生孢子大小(长×宽)为(２０.１８ ~ ２３.５２) μｍ×(１２.３６ ~ １４.８４) μｍꎬ 均值为

(２１.８５±１.６７) μｍ×(１３.６０±１.２４) μｍ (ｎ＝ ５０)ꎮ 未发现该病原菌株的有性态阶段ꎮ 根据菌株菌落形态及

其显微结构特征ꎬ 初步确定 ＪＹＺＪＮ６ 菌株为伊朗毛色二孢(Ｌ. ｉｒａｎｅｎｓｉｓ) [１２－１３]ꎮ

　 　 注: Ａ~Ｂ.ＰＤＡ 培养基前后期正反面菌落形态ꎻ Ｃ.分生孢子器ꎻ Ｄ~Ｅ.分生孢子、 产孢细胞及侧丝ꎻ Ｆ~Ｇ.无隔分生孢子ꎻ Ｈ.具 １ 隔膜
分生孢子ꎻ Ｉ.具 １ 隔膜和纵条纹分生孢子ꎮ Ｎｏｔｅ: Ａ￣Ｂ.ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｎ ＰＤＡ ｍｅｄｉｕｍ ａｔ ｅａｒｌｙ ａｎｄ ｌａｔｅ ｓｔａｇｅｓ ( ｆｒｏｎｔ ａｎｄ ｒｅｖｅｒｓｅ ｓｉｄｅｓ)ꎻ
Ｃ.ｐｙｃｎｉｄｉｕｍꎻ Ｄ￣Ｅ.ｃｏｎｉｄｉａꎬ ｃｏｎｉｄｉｏｇｅｎｏｕｓ ｃｅｌｌｓꎬ ａｎｄ ｐａｒａｐｈｙｓｅｓꎻ Ｆ￣Ｇ.ｃｏｎｉｄｉａ ｗｉｔｈｏｕｔ ｓｅｐｔａｔｅꎻ Ｈ.ｂｒｏｗｎ ｃｏｎｉｄｉａ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｓｅｐｔｕｍꎻ Ｊ.ｃｏｎｉｄｉｕｍ ｗｉｔｈ
ｏｎｅ ｓｅｐｔｕｍ ａｎｄ ｌｏｎｇｉｔｕｄｉｎａｌ ｓｔｒｉａｔｉｏｎｓ.

图 ４　 伊朗毛色二孢的形态学特征

Ｆｉｇｕｒｅ ４　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ Ｌ. ｉｒａｎｅｎｓｉｓ

２.４　 病原菌系统发育分析

基于 ＩＴＳ￣ｔｅｆ１￣α￣ｔｕｂ２￣ｒｐｂ２ 多基因联合构建系统发育树ꎬ 结果(图 ５)表明ꎬ 菌株 ＪＹＺＪＺ２ 与假可可毛色

二孢(Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ ＣＢＳ １１６４５９)聚在同一分支ꎬ ＳＨ 近似似然比检验和超快自举支持率值分别为

９７％和 １００％ꎻ 菌株 ＪＹＺＪＺ６ 与伊朗毛色二孢(Ｌ. ｉｒａｎｅｎｓｉｓ ＩＲＡＮ １５２０Ｃ)聚在同一分支ꎬ ＳＨ 近似似然比检

验和超快自举支持率值分别为 ９１％和 ９８％ꎮ 结合形态学特征和系统发育分析结果ꎬ 最终将菌株 ＪＹＺＪＺ２
和 ＪＹＺＪＺ６ 分别鉴定为假可可毛色二孢和伊朗毛色二孢ꎮ
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注: 该发育树以平截色二孢为外群ꎻ 图中分支处数值分别代表 ＳＨ 近似似然比检验 (左侧) 和超快自展支持率 (右侧)ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｐｌｏｄｉａ ｍｕｔｉｌａ ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｈｅ ｏｕｔｇｒｏｕｐꎻ ｔｈｅ ｄａｔａ ａｔ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ＳＨ￣ａＬＲＴ (ｌｅｆｔ) ａｎｄ ｕｌｔｒａｆａｓｔ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｓｕｐｐｏｒｔ (ｒｉｇｈｔ) .

图 ５　 基于 ＩＴＳ￣ｔｅｆ１￣α￣ｔｕｂ２￣ｒｐｂ２ 多基因系统发育分析最大似然树

Ｆｉｇｕｒｅ ５　 Ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｕｌｔｉ￣ｇｅｎｅ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＴＳ￣ｔｅｆ１￣α￣ｔｕｂ２￣ｒｐｂ２

３　 讨论
毛色二孢属(Ｌａｓｉｏｄｉｐｌｏｄｉａ)真菌隶属于葡萄座腔菌科(Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ)无性态菌物类群ꎬ 地理分

布区域广[５－６ꎬ８－９]ꎬ 可侵染多种木本植物造成植株根腐、 叶斑枯、 枝枯、 梢枯、 顶枯、 流胶、 溃疡、 蒂腐和
果腐等各种症状[５ꎬ１１－１７]ꎬ 其中能够引起溃疡病的有假可可毛色二孢[５－６ꎬ８ꎬ１１ꎬ１４－１８]、 可可毛色二孢
(Ｌ. ｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ) [６ꎬ１４ꎬ１６－１８]、 伊朗毛色二孢[１４ꎬ１６]、 柑橘毛色二孢(Ｌ. ｃｉｔｒｉｃｏｌａ) [６ꎬ１４ꎬ１７]、 Ｌ. ｓｕｂｇｌｏｂｏｓａ[１７]、 巴西
毛色二孢(Ｌ. ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｅ) [５ꎬ１７]、 信阳毛色二孢(Ｌ. ｘｉｎｙａｎｇｅｎｓｉｓ) [６]、 黄岩毛色二孢(Ｌ. ｈｕａｎｇｙａｎｅｎｓｉｓ) [６ꎬ１４]、
临海毛色二孢(Ｌ. ｌｉｎｈａｉｅｎｓｉｓ) [１４]、 微小毛色二孢(Ｌ. ｍｉｃｒｏｃｏｎｉｄｉａ) [１４]、 椪柑毛色二孢(Ｌ. ｐｏｎｋａｎｉｃｏｌａ) [１４]、
枣毛色二孢( Ｌ. ｚｉｚｉｐｈｉ) [６]、 Ｌ. ｃｈｉａｎｇｒａｉｅｎｓｉｓ[６]、 Ｌ. ｍｉｔｉｄｊａｎａ[１９]、 Ｌ. ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅａ[１９]、 核桃毛色二孢( Ｌ.
ｒｅｇｉａｅ) [２０]、 Ｌ. ｃｒａｓｓｉｓｐｏｒａ[２１]、 Ｌ. ｃｉｎｎａｍｏｍｉ[２２]等ꎬ 致病菌种类之多ꎬ 受害寄主涉及多种用材树种、 经济
树种和观赏树种[５－６ꎬ８ꎬ１５－２２]ꎬ 给农林业发展造成了不可估量的经济损失ꎮ

溃疡病是福建省南平市建阳区浙江樟种植过程中新出现的枝干病害ꎮ 由于毛色二孢属真菌寄主种类
丰富多样ꎬ 生长环境各异ꎬ 以致该属真菌的形态出现变异ꎬ 形态特征有所差异ꎬ 且存在形态特征重叠现
象ꎬ 因而仅凭形态特征识别难以得到准确可靠的鉴定结果[４－６]ꎮ 目前ꎬ 学者们已形成共识ꎬ 将多基因联
合系统发育分析结合传统形态学识别作为毛色二孢属真菌鉴定的有效手段[６ꎬ９]ꎮ 鉴于此ꎬ 本研究借鉴了
ＺＨＡＮＧ ｅｔ ａｌ[７]研发的 ＰｈｙｌｏＳｕｉｔｅ 平台ꎬ 成功构建了浙江樟溃疡病病原菌的 ＩＴＳ￣ｔｅｆ１￣α￣ｔｕｂ２￣ｒｐｂ２ 多基因串
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联系统发育分析最大似然树ꎬ 同时ꎬ 基于形态学特征观察和系统发育关系分析ꎬ 明确了浙江樟溃疡病主
要由假可可毛色二孢(Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ)和伊朗毛色二孢(Ｌ. ｉｒａｎｅｎｓｉｓ)侵染引起ꎬ 这是国内外关于浙江
樟溃疡病病原菌的首次报道ꎮ

假可可毛色二孢(Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ)是全球农林业重要的强致病性病原菌ꎬ 寄主范围广泛ꎬ 在亚
洲、 大洋洲、 美洲和非洲等地肆意侵染为害桉树(Ｅｕｃａｌｙｐｔｕｓ ｓｐｐ.)、 柑橘树(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｐｐ.)、 橡胶树(Ｈｅｖｅａ
ｂｒａｓｉｌｉｅｎｓｉｓ)、 台湾相思 ( Ａｃａｃｉａ ｃｏｎｆｕｓａ)、 樱桃 ( Ｃｅｒａｓｕｓ ｐｓｅｕｄｏｃｅｒａｓｕｓ)、 楠木 ( Ｐｈｏｅｂｅ ｓｐｐ.)、 樟树
(Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍ ｃａｍｐｈｏｒａ)和腰果(Ａｎａｃａｒｄｉｕｍ ｏｃｃｉｄｅｎｔａｌｅ)等多种经济植物ꎬ 引发溃疡病、 枝枯病、 梢枯
病和叶斑病等多种病害[８ꎬ１１－１３]ꎮ 假可可毛色二孢通过茎干侵入橡胶树后ꎬ 引发维管束褐变ꎬ 短时间内造
成植株叶片萎蔫下垂ꎬ 继而枝条脱水、 树皮干缩ꎬ 最后植株枯萎[２３]ꎮ 与假可可毛色二孢相比ꎬ 伊朗毛
色二孢(Ｌ. ｉｒａｎｅｎｓｉｓ)的寄主谱相对较窄ꎬ 但对特定树种造成的危害不容忽视ꎮ 在伊朗ꎬ 伊朗毛色二孢可
侵染胡桃属(Ｊｕｇｌａｎｓ ｓｐ.)、 柑橘属(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｐ.)和杧果(Ｍａｎｇｉｆｅｒａ ｉｎｄｉｃａ)引起枝枯病和溃疡病[２４]ꎮ 在印
度ꎬ 伊朗毛色二孢能够侵染火龙果(Ｓｅｌｅｎｉｃｅｒｅｕｓ ｓｐｐ.)引起茎腐病ꎬ 表现出比可可毛色二孢更强的致病
力[１３]ꎮ 假可可毛色二孢、 巴西毛色二孢和伊朗毛色二孢是引起印度主产区鳄梨(Ｐｅｒｓｅａ ａｍｅｒｉｃａｎａ)根腐、
茎溃疡与枝枯的主要病原菌ꎬ 各病原菌之间的致病毒力差异显著ꎬ 以假可可毛色二孢的致病毒力最高ꎻ
受害植株表现出韧皮部和木质部维管组织褐变ꎬ 以及根系腐烂ꎬ 导致枝条枯死、 植株萎蔫ꎬ 病害发病率
为 ２０％~５７％[５]ꎮ

毛色二孢属溃疡病致病菌在不同寄主间存在优势种和致病力强弱不一的现象[６ꎬ１３ꎬ１６ꎬ１９]ꎮ 本研究结果
表明ꎬ 假可可毛色二孢 ＪＹＺＪＺ２ 菌株对浙江樟的致病力明显强于伊朗毛色二孢 ＪＹＺＪＺ６ 菌株ꎬ 与鳄梨溃疡
病菌致病力的测定结果[５]相吻合ꎬ 而张晓阳等[１６]对樟树溃疡病菌的测定结果认为ꎬ 两者之间的致病力
差异不显著ꎮ 病原菌的致病力强弱可能受地域、 环境条件和寄主不同的影响ꎬ 例如ꎬ 本研究中弱致病性
菌株 ＪＹＺＪＺ６ 可与致病性菌株 ＪＹＺＪＺ２ 以非致病性内生菌形式共存ꎬ 这种致病力差异可能在寄主受外界胁
迫时发生转变[５－６ꎬ１３]ꎮ

野外病害调查发现ꎬ 福建省南平市建阳区每年 ６—８ 月雨季来临ꎬ 林间形成高温高湿环境条件ꎬ 导
致浙江樟溃疡病快速暴发ꎬ 受害最为严重ꎮ 同样ꎬ 印度西高止山脉高温多雨环境为毛色二孢属真菌侵入
鳄梨并快速扩散创造了有利条件ꎬ 加剧病害流行为害[５]ꎮ 可见ꎬ 夏季多雨形成的高温高湿环境是促进
浙江樟溃疡病暴发流行的主要因素ꎮ 福建省气候温暖湿润ꎬ 是浙江樟溃疡病菌适生分布区ꎬ 病害的暴发
流行潜在风险高ꎮ 因此ꎬ 在浙江樟栽培过程中ꎬ 应根据树种生长习性合理控制林分密度ꎬ 保持林分通风
透气ꎬ 降低林间温湿度ꎬ 从营林措施角度预防溃疡病ꎮ

在浙江樟溃疡病被发现之前ꎬ 国内外已陆续报道了毛色二孢属真菌侵染为害樟科(Ｌａｕｒａｃｅａｅ)类群树种的情
况ꎬ 主要包括刨花润楠(Ｍａｃｈｉｌｕｓ ｐａｕｈｏｉ)溃疡病(Ｌ. ｍａｒｇａｒｉｔａｃｅａ)[２５]、 楠木枝枯病(Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ) [１５]、
樟树溃疡病(Ｌ. ｐｓｅｕｄｏｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ、 Ｌ. ｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ、 Ｌ. ｉｒａｎｅｎｓｉｓ 和 Ｌ. ｃｉｎｎａｍｏｍｉ) [１６ꎬ２２]ꎮ 这些病害分布地域
相邻ꎬ 寄主树种亲缘关系较近ꎬ 且均为林业生产中的主要造林绿化树种ꎬ 因此ꎬ 存在较高的潜在交叉感
染风险ꎬ 应加强种苗产地检疫ꎬ 杜绝使用带病种苗ꎮ

４　 结论
毛色二孢属真菌是热带和亚热带地区多种木本植物病害重要的病原菌ꎮ 本研究结合多基因

(ＩＴＳ￣ｔｅｆ１￣α￣ｔｕｂ２￣ｒｐｂ２)串联的系统发育树分析与菌株形态特征观察ꎬ 将引起浙江樟溃疡病的病原菌鉴定
为假可可毛色二孢和伊朗毛色二孢ꎬ 这是国内外关于毛色二孢属真菌可可毛色二孢和伊朗毛色二孢侵染
为害浙江樟的首次报道ꎬ 初步明确了该病害病原分类地位ꎬ 研究结果为今后该病害的监测预警、 病原菌
致病机理和科学防治奠定理论基础ꎮ 毛色二孢属真菌种类繁多ꎬ 常以内生菌的形式隐蔽有效地寄生在寄
主植物体内[６ꎬ１９]ꎬ 其扩散传播可能与植物材料人为调运活动有关[９]ꎬ 今后应加强该类病原菌的收集鉴
定ꎬ 对其开展快速检测技术研究ꎬ 强化植物检疫监测ꎬ 降低人为扩散风险ꎮ 在明确病原的基础上ꎬ 还需
进一步开展浙江樟溃疡病流行规律观测和防治药剂筛选ꎬ 并从效应蛋白角度探索病原侵染机理ꎬ 从而为
预防和控制病害发生流行提供有效的治理策略ꎮ
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