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摘要：［目的］为了明确重庆樟树溃疡病的病原菌种类。［方法］采集重庆市渝中区、北碚区和涪陵区的樟树溃疡

病样品进行病原菌的分离与纯化，观察病原菌的形态学特征，对不同菌落形态代表菌株的ｒＤＮＡＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎ和
ＥＦ１α序列进行扩增和测序，构建系统进化树，并测定其致病性。［结果］从重庆不同地区采集的樟树溃疡病样
品中共分离得到４８份菌株，单菌丝纯化后得到６８株纯化菌株，根据纯化菌株在ＰＤＡ培养基上的培养特性及分
生孢子特征，将其分为Ⅰ型、Ⅱ型和Ⅲ型３种类型。选取不同类型的代表菌株构建系统进化树，结果表明：这３
类菌株分别为葡萄座腔菌属中的Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｄｏｔｈｉｄｅａ、Ｂ．ｐａｒｖａ和 Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ。致病性测定结果发现：所有菌
株均能使樟树枝条产生黑色坏死病斑，且 Ｂ．ｐａｒｖａ菌株的致病性最强，Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ菌株的致病性次之，Ｂ．ｄｏ
ｔｈｉｄｅａ菌株的致病性最弱。［结论］重庆樟树溃疡病的病原菌为 Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ、Ｂ．ｐａｒｖａ和 Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ，其中 Ｂ．
ｒｈｏｄｉｎａ和Ｂ．ｐａｒｖａ为引起樟树溃疡病的首次报道。
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　　樟树（Ｃｉｎｎａｍｏｍｕｍｃａｍｐｈｏｒａ（Ｌ．）Ｐｒｅｓｌ）又名香
樟树，属樟科（Ｌａｕｒａｃｅａｅ），樟属（ＣｉｎｎａｍｏｍｕｍＴｒｅｗ）
常绿乔木，是良好的林木、绿化树、行道树和庭荫树，

且具有较高的药用价值［１－２］。随着人们环保意识的

增强和城市绿化工程的加快，越来越多的樟树进入城

市绿化的行列，但是城市绿化移植樟树导致樟树病害

的发生也日趋严重［３－４］，其中，樟树溃疡病是樟树上

发病最严重的病害之一，该病害主要危害主干，尤以

移植后的苗木受害较重，发病率一般为１５％ ５０％，
发病严重时病株率达１００％，死亡率达８８％，极大地影
响了樟树造林成活率和樟树的长势［５］。

樟树溃疡病于１９９５年由郭立中等［５］通过调查与

研究湖南地区樟树病害的发生后首次报道，并且将其

病原菌的有性型鉴定为囊孢壳菌（Ｐｈｙｓａｌｏｓｐｏｒａｓｐ．），
无性型鉴定为大茎点霉菌（Ｍａｃｒｏｐｈｏｍａｓｐ．）。２００５
年，邓先琼等［６］对该病的病原菌种类进行了再鉴定，

根据樟树溃疡病菌子囊、子囊孢子、分生孢子、分生孢

子梗的形态特征，将该病害的病原菌鉴定为葡萄座腔

菌（ＢｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｄｏｔｈｉｄｅａＣｅｓｅｔｄｅＮｏｔ．）。赵桂华
等［７］通过对樟树溃疡病的病原菌分离培养、致病性测

定及观察菌丝特征和分生孢子的萌发状况，证实了江

苏地区的樟树溃疡病由真菌耧斗大茎点霉菌（Ｍａｃｒｏ
ｐｈｏｍａａｑｕｉｌｅｇｉａｅ）引起。然而，前期的研究范围主要
集中于湖南和江苏地区，且关于该病菌与其近缘真菌

的转录间隔区（ＩＴＳ）序列差异、系统进化和分类地位
等方面缺乏系统研究。因此，本研究通过采自重庆地

区的樟树溃疡病的发病组织进行病原菌的分离纯化，

根据病原菌的形态学特征、致病性及 ＩＴＳ序列、β微
管蛋白基因（βｔｕｂｕｌｉｎ）序列和延伸因子基因（ＥＦ１α）
序列的同源性分析，对引起重庆樟树溃疡病的病原菌

进行鉴定与分析，以期为系统研究樟树溃疡病及对其

进行防治奠定理论基础。

１　材料与方法
１．１　病原菌的分离和纯化

２０１７年１１月至２０１８年７月，在重庆渝中区、北
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碚区和涪陵区采集患有溃疡病的樟树树皮和枝条，

分别装入样品袋中进行编号。参照方中达［８］有关病

原真菌的组织分离方法，对采集的樟树溃疡病样本

进行病原菌的分离，并采用单菌丝法［９］纯化菌株，纯

化的菌株保存至－８０℃的甘油中。
１．２　病原菌的形态学观察

将纯化菌株活化后，接种至新鲜的 ＰＤＡ平板
上，置于２５℃培养箱中，黑暗培养。观察菌落颜色、
形态及气生菌丝等特征。分生孢子的诱导采用黑光

灯（３６５ｎｍ）诱导法［９］，在显微镜下观察孢子的形态

特征。

１．３　病原菌ＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎ和ＥＦ１α序列的扩增
将菌株接种在铺有灭菌玻璃纸的 ＰＤＡ平板上，

培养３ｄ后刮取菌丝，在研钵中液氮速冻后研磨成
粉，采用 ＣＴＡＢ法［１０］提取其基因组 ＤＮＡ，分别对
ＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎ和 ＥＦ１α基因序列进行 ＰＣＲ扩增。
引物序列参见文献［１１１３］，由北京六和华大生物科
技有限公司合成。ＩＴＳ序列扩增程序为：９４℃预变性
４ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ；５８℃退火４５ｓ；７２℃延伸４５ｓ，
共３０个循环。βｔｕｂｕｌｉｎ和 ＥＦ１α基因序列扩增程
序除退火温度为６０℃外，其余与上述相同。将纯化
的扩增产物连接到载体 ｐＭＤ１８Ｔ，转化至大肠杆菌
（Ｅｓｃｈｅｒｉｃｈｉａｃｏｌｉ）ＤＨ５α感受态细胞，之后，将经ＰＣＲ
验证为阳性的菌液送至北京六和华大生物科技有限

公司测序。

１．４　系统进化树的构建
将测序所得序列在 ＮＣＢＩ上进行检索比对，并

下载本属及参考属真菌分离物的序列，与测定的病

原菌相关基因序列进行比较分析。利用 ＣｌｕｓｔａｌｘＷ
（１．８３）和ＭＥＧＡ６软件对所测菌株和参考菌株的核
苷酸序列进行多重比对和遗传进化分析，采用邻接

法（ＮｅｉｇｈｂｏｒＪｏｉｎｉｎｇ）构建系统进化树（重复次数为
１０００）。
１．５　致病性的测定

剪取粗细均匀的１年生樟树枝条，无菌水洗净
晾干，经 ７５％酒精表面消毒后剪成长短一致的小
段，两端用石蜡封口。用打孔器在枝干中间打孔，将

菌丝块接种在伤口处，以空白培养基为对照，每个菌

种设置６次重复。将蘸有无菌水的灭菌棉花覆盖在
菌丝块上面保湿，然后放置在２５℃的恒温条件下进
行培养，接种２ｄ去除菌丝块和棉花，接种４ｄ调查、
记录枝条发病状况，并测量病斑长度。之后，切取发

病枝条的病健交界处进行再分离，将获得的菌株和

原始接种菌株进行菌落形态和ＩＴＳ序列的比较。

２　结果与分析
２．１　樟树溃疡病的症状

樟树溃疡病可危害不同树龄樟树的主干、主枝

和树梢，树干受害后皮层坏死，后期皮层纵横开裂并

翘起（图１Ａ）。樟树枝梢被病菌侵染后易形成黑褐
色病斑，随后病斑以上枝条变黑褐色坏死，形成枝枯

（图１Ｂ、Ｄ）。在幼龄树上，大部分病斑位于主干的
中部和下部，在主干与侧枝的分蘖处也容易产生病

斑，被为害的主干部分形成凹陷的 Ｕ形溃疡病灶
（图１Ｃ），将发病部分的主干横切，发现患病部分已
经深入到了树干的木质部（图１Ｅ），在病患交接的地
方为红棕色的病斑，患病严重的部位则出现黑色腐

烂的病斑（图１Ｃ、Ｅ、Ｆ）。
２．２　病原菌的形态学观察

从重庆渝中区、北碚区和涪陵区共采集到樟树

溃疡病样品６２份，分离得到４８株具有葡萄座腔菌
属真菌特征的菌株，单菌丝纯化后获得６８株纯化菌
株。根据纯化菌株在 ＰＤＡ培养基上的培养特性及
分生孢子特征，可分为３种类型，分别称为Ⅰ型、Ⅱ
型和Ⅲ型，其中，Ⅰ型菌株有４３份，Ⅱ型菌株有１６
份，Ⅲ型菌株有９份。从３种类型的菌株中选取１４
株代表菌株进行形态学分析（表１），包括分离自渝
中区的３份菌株（ＹＺＳ７６ａ、ＹＺＳ８１ａ和ＹＺＳ８１ｂ）、北
碚区的５份菌株（ＹＺＳ９１ａ、ＹＺＳ９１ｂ、ＹＺＳ９１ｃ、ＹＺＳ９
１ｄ和 ＹＺＳ１１１ａ）及涪陵区的 ６份菌株（ＹＺＳ１１ａ、
ＹＺＳ１２ａ、ＹＺＳ１６ａ、ＹＺＳ３２ａ、ＹＺＳ３３ａ和ＹＺＳ５１ａ）。

Ⅰ型代表菌株（３株）在 ＰＤＡ平板培养２ｄ，菌
落为白色，边缘不整齐，生长缓慢，气生菌丝较短且

很密集，呈棉絮状（图２Ａ１）；４ｄ后菌落长满整个培
养皿，气生菌丝逐渐变成灰白色，菌落背面为灰绿

色，后期变成黑色。分生孢子器黑色，多为单生，菌

株ＹＺＳ１２ａ和 ＹＺＳ１１１ａ能够泌出乳白色的分生孢
子角。显微镜下可观察到分生孢子为梭形、透明的

单细胞（图 ２Ａ２），分生孢子的长度为 １８．３６
３２２４μｍ，宽度为５．４２ １４．５６μｍ，平均长宽比为
２．８０（表１）。这类型菌株的菌落特征和分生孢子形
态与Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ的代表菌株相似［１４－１５］。

Ⅱ型代表菌株（６株）的菌落初期为白色，气生
菌丝呈束状直立生长，气生性较强但生长稀疏，培养

至２ｄ菌落已长满整个培养皿，菌丝尖端可接触至
培养皿盖（图２Ｂ１）；４ｄ后菌落逐渐变成灰白色，背

９１
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注：Ａ：主干上的溃疡症状，病斑纵横开裂；Ｂ：枝梢上的枯枝症状；Ｃ：幼龄树主干上的溃疡症状；Ｄ：枝梢发病部位的放大；Ｅ：幼龄树主干发病

部位横切，病斑已深入至木质部；Ｆ：幼龄树主干上形成的黑色腐烂病斑，图中显示皮层坏死部分。

Ｎｏｔｅ：Ａ：Ｔｈｅｔｒｕｎｋｃａｎｋｅｒｄｉｓｅａｓｅｍａｉｎｌｙｅｘｔｅｎｄｅｄａｌｏｎｇｔｈｅｓｔｅｍａｎｄｔｈｅｎｅｃｒｏｔｉｃｃｏｒｔｅｘｃｒａｃｋｅｄｓｙｍｐｔｏｍｓ；Ｂ：Ｔｈｅｎｅｃｒｏｓｉｓｏｎｓｈｏｏｔｓ；Ｃ：Ｔｈｅｎｅｃ

ｒｏｔｉｃｔｉｓｓｕｅｓｆｏｒｍｅｄｂｌａｃｋｃａｎｋｅｒｌｅｓｉｏｎｓｏｎｓｔｅｍｏｆｙｏｕｎｇｔｒｅｅｓ；Ｄ：Ｔｈｅｐａｒｔｉａｌｅｎｌａｒｇｅｄｖｉｅｗｏｆｎｅｃｒｏｓｉｓｏｎｓｈｏｏｔｓ；ＥａｎｄＦ：Ｔｈｅｐａｒｔｉａｌｅｎｌａｒｇｅｄｖｉｅｗ

ｏｆｓｙｍｐｔｏｍｓｏｎｔｈｅｉｎｆｅｃｔｅｄａｎｄｉｎｔｈｅｘｙｌｅｍ（Ｅ）ａｎｄｒｉｎｄ（Ｆ）．

图１　樟树溃疡病的症状
Ｆｉｇ．１　Ｔｙｐｉｃａｌｃａｎｋｅｒｓｙｍｐｔｏｍｓｏｆｃａｍｐｈｏｒｔｒｅｅ

注：Ａ１、Ｂ１、Ｃ１：菌株在ＰＤＡ培养基培养２ｄ时的菌落；Ａ２、Ｂ２、Ｃ２：分生孢子，标尺＝２０μｍ。

Ｎｏｔｅ：Ａ１，Ｂ１，ａｎｄＣ１：ＭｙｃｅｌｉｕｍｃｏｌｏｎｉｅｓｏｆＢｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｓｔｒａｉｎｓｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎＰＤＡｆｏｒ２ｄ；Ａ２，Ｂ２，ａｎｄＣ２：ＭｙｃｅｌｉｕｍｃｏｌｏｎｉｅｓｏｆＢｏｔｒｙｏ

ｓｐｈａｅｒｉａｓｔｒａｉｎｓｃｕｌｔｕｒｅｄｏｎＰＤＡｆｏｒ４ｄ；Ａ３，Ｂ３，ａｎｄＣ３：ＣｏｎｉｄｉａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓｏｆＢｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｓｔｒａｉｎｓ．Ｓｃａｌｅｂａｒｓ＝２０μｍ．

图２　樟树溃疡病菌菌落特征及分生孢子形态
Ｆｉｇ．２　Ｃｏｌｏｎｉａｌａｎｄｃｏｎｉｄｉａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｅｓｏｆｃａｍｐｈｏｒｔｒｅｅｃａｎｋｅｒｓｔｒａｉｎｓ

面呈灰棕色，最后变成黑色。分生孢子器黑色，多分

布在培养皿的边缘，菌株 ＹＺＳ９１ａ和 ＹＺＳ９１ｂ可泌
出乳白色的分生孢子角，显微镜下可观察到分生孢

子为椭圆形、无隔膜、透明的单细胞（图２Ｂ２），分生
孢子长度为 １８．２３ ３２．２３μｍ，宽度为 ７．５０
１７９６μｍ，平均长宽比为２．４１（表１）。其他４株代
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表菌株在培养３０ｄ时能够观察到黑色的孢子器，但
镜检时均未观察到分生孢子。这类型菌株的菌落特

征和分生孢子形态与Ｂ．ｐａｒｖａ代表菌株相似［１５］。

Ⅲ型代表菌株（５株）的菌落初期为白色，气生
菌丝呈放射状生长，气生性较上述２种类型菌株强，
且很浓密，菌落生长最快，培养２ｄ菌落已长满整个
培养皿（图２Ｃ１）；培养４ｄ后，菌落正面灰白色，背
面呈灰黑色，气生菌丝呈棉絮状。分生孢子器位于

培养基表面，且为聚生，其中，４株代表菌株能够泌

出乳白色的分生孢子角。显微镜下发现有２种类型
的分生孢子，初期无色透明、无隔膜，成熟后则变成

深褐色，且孢子中间形成一条横隔（图２Ｃ２），分生
孢子长度为 １９．１２ ３３．６１μｍ，宽度为 ９．８５
１９９７μｍ，平均长宽比为 １．７５（表 １）。代表菌株
ＹＺＳ７６ａ在培养３０ｄ时镜检时均未观察到成熟的分
生孢子。该类型菌株的菌落特征和分生孢子形态与

Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ代表菌株相似［１５］。

表１　樟树溃疡病菌不同类型菌株的分生孢子大小
Ｔａｂｌｅ１　Ｃｏｎｉｄｉａｌｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓｏｆｃａｍｐｈｏｒｔｒｅｅｃａｎｋｅｒｓｔｒａｉｎｓ

菌株

Ｓｔｒａｉｎｓ
分生孢子大小Ｃｏｎｉｄｉａｌｄｉｍｅｎｓｉｏｎｓ

长×宽 Ｌｅｎｇｔｈ×ｗｉｄｔｈ／μｍ （长×宽）平均值±标准误ＭｅａｎｏｆＬｅｎｇｔｈ×ｗｉｄｔｈ±ＳＤ／μｍ 长／宽Ｌ／Ｗ
Ⅰ型 ＹＺＳ１２ａ （１８．３６ ３２．２３）×（５．５５ １２．３５） （２５．６４±２．４４）×（８．５３±１．５１） ３．０８±０．５４

ＹＺＳ１１１ａ （１９．２１ ２６．２１）×（５．４２ １０．４０） （２２．３６±２．１４）×（９．１６±０．９７） ３．０４±０．５１

ＹＺＳ５１ａ （２１．３６ ３２．２４）×（８．５５ １４．５６） （２８．１６±２．４４）×（１１．２２±１．４４） ２．５４±０．３５

Ⅱ型 ＹＺＳ９１ａ （２１．８２ ３２．２３）×（９．０３ １７．９６） （２６．３３±２．３５）×（１１．７９±１．６２） ２．４８±０．４９

ＹＺＳ９１ｂ （１８．２３ ２９．６６）×（７．５０ １３．５８） （２４．０１±２．１７）×（１０．４０±１．３１） ２．３４±０．２９

ＹＺＳ１１ａ － － －

ＹＺＳ３２ａ － － －

ＹＺＳ９１ｃ － － －

ＹＺＳ９１ｄ － － －

Ⅲ型 ＹＺＳ１６ａ （１９．１２ ２６．５１）×（１０．５４ １４．８６） （２２．４３±１．４５）×（１２．６２±１．１３） １．７９±０．１５

ＹＺＳ３３ａ （１９．３６ ２６．２３）×（９．８５ １５．４８） （２２．９６±１．５３）×（１３．２７±１．１３） １．７４±０．２１

ＹＺＳ８１ａ （２１．８６ ２９．５８）×（１２．６９ １８．１９） （２６．５０±１．６６）×（１５．３２±１．１９） １．７４±０．１５

ＹＺＳ８１ｂ （２２．２３ ３３．６１）×（１２．６５ １９．９７） （２８．４５±２．２９）×（１６．４１±１．５４） １．７４±０．１４

ＹＺＳ７６ａ － － －

　　注：每菌株分别统计５０个分生孢子；“－”观察期内未产生分生孢子（３０ｄ）。
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｌｅｎｇｔｈａｎｄｗｉｄｔｈｏｆ５０ｃｏｎｉｄｉａｗｅｒｅｍｅａｓｕｒｅｄｆｒｏｍｅａｃｈｓｅｌｅｃｔｅｄｓｔｒａｉｎｓ．“－”Ｎｏｃｏｎｉｄｉａｗｅｒｅｏｂｓｅｒｖｅｄｄｕｒｉｎｇｔｈｅｏｂｓｅｒｖａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ（３０

ｄａｙｓ）．

２．３　病原菌的ＤＮＡ序列和系统发育分析
对选取的１４株代表菌株进行 ＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎ和

ＥＦ１α序列扩增，３个基因分别扩增到长度约５５０、
４００、２００ｂｐ的特异性片段，与预期目标片段大小一
致。将获得的ＩＴＳ序列在ＮＣＢＩ上Ｂｌａｓｔｎ比对，结果
显示：菌株 ＹＺＳ１２ａ、ＹＺＳ５１ａ、ＹＺＳ１１１ａ与 Ｂ．ｄｏ
ｔｈｉｄｅａ（无性型：七叶树壳梭孢 Ｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍａｅｓｃｕｌｉ）的
代表菌株ＣＭＷ８０００相似性为１００％；菌株ＹＺＳ１１ａ、
ＹＺＳ３２ａ、ＹＺＳ９１ａ、ＹＺＳ９１ｂ、ＹＺＳ９１ｃ、ＹＺＳ９１ｄ与Ｂ．
ｐａｒｖａ（无性型：小新壳梭孢 Ｎｅｏｆｕｓｉｃｏｃｃｕｍｐａｒｖｕｍ）的
代表菌株 ＣＭＷ９０８１相似性为９９％；菌株 ＹＺＳ１６ａ、
ＹＺＳ３３ａ、ＹＺＳ７６ａ、ＹＺＳ８１ａ、ＹＺＳ８１ｂ与 Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ
（无性型：可可毛色二孢 Ｌａｓｉｏｄｉｐｌｏｄｉａｔｈｅｏｂｒｏｍａｅ）的
代表菌株ＣＭＷ９０７４相似性为９９％。

将来源于重庆市不同地区的１４份樟树溃疡病

菌株以及ＧｅｎＢａｎｋ上登录的不同国家地区及不同寄
主的葡萄座腔菌属菌株的ＩＴＳ核苷酸序列进行系统
进化树分析，结果表明：１４份樟树溃疡病菌株聚集
为３个不同的分支（图３），其中，３份形态特征为Ⅰ
型的菌株和来源于瑞士李树的菌株ＣＭＷ８０００（登录
号ＡＹ２３６９４９）聚在同一组群；６份形态特征为Ⅱ型
的菌株和来源于新西兰杨树的菌株ＣＭＷ９０８１（登录
号ＡＹ２３６９４３）聚在同一组群；５份形态特征为Ⅲ型
的菌株和来源于墨西哥松树的菌株ＣＭＷ９０７４（登录
号ＡＹ２３６９５２）聚在同一组群。此外，将部分代表菌
株的ＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎ和 ＥＦ１α序列组合构建进化树，
获得的进化树与根据ＩＴＳ序列所构建的进化树结果
一致（图４）。因此，本研究中获得的樟树溃疡病菌
为３种不同类型的葡萄座腔菌属真菌，分别是 Ｂ．
ｄｏｔｈｉｄｅａ、Ｂ．ｐａｒｖａ和Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ。
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注：本研究中用到的菌株在进化树中用“·”表示。括号中为模式菌株的寄主、采集地和序列登录号。

Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｓｔｒａｉｎｓｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｃｉｒｃｌｅ（·）．Ｔｈｅｈｏｓｔ，ｃｏｕｎｔｒｙ，ａｎｄＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆＩＴＳｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐａｔ
ｔｅｒｎｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｓｈｏｗｅｄｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ．

图３　基于不同葡萄座腔菌属真菌的ＩＴＳ序列构建的系统进化树
Ｆｉｇ．３　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＢｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｓｐｅｃｉｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃａｍｐｈｏｒｃａｎｋｅｒｄｉｓｅａｓｅｉｎＣｈｏｎｇｑｉｎｇ

ＭｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｙｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＮｅｉｇｈｂｏｕｒＪｏｉｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆＩＴＳｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

注：本研究中用到的菌株在进化树中用“·”表示。括号中为模式菌株的ＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎ和ＥＦ１α序列登录号。
Ｎｏｔｅ：Ｔｈｅｓｔｒａｉｎｓｏｂｔａｉｎｅｄｉｎｔｈｉｓｓｔｕｄｙｗｅｒｅｉｎｄｉｃａｔｅｄｂｙａｃｉｒｃｌｅ（·）．ＴｈｅＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒｓｏｆＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎａｎｄＥＦ１αｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ
ｐａｔｔｅｒｎｓｔｒａｉｎｓｗｅｒｅｓｈｏｗｅｄｉｎｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ．

图４　基于不同葡萄座腔菌属真菌的ＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎ和ＥＦ１α序列构建的系统进化树
Ｆｉｇ．４　ＰｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｔｒｅｅｏｆＢｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｓｐｅｃｉｅｓａｓｓｏｃｉａｔｅｄｗｉｔｈｃａｍｐｈｏｒｃａｎｋｅｒｄｉｓｅａｓｅｉｎＣｈｏｎｇｑｉｎｇ

ＭｕｎｉｃｉｐａｌｉｔｙｂａｓｅｄｏｎｔｈｅＮｅｉｇｈｂｏｕｒＪｏｉｎｉｎｇａｎａｌｙｓｉｓｏｆｃｏｍｂｉｎｅｄＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎａｎｄＥＦ１αｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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２．４　病原菌的致病性测定
将选取的代表菌株接种樟树１年生离体枝条，２

ｄ开始发病，４ｄ时枝条上形成棕色或黑色的溃疡状
病斑。病斑初期棕色，后期变成深褐色，最终变成黑

色，溃疡部位软化腐烂并凹陷（图 ５Ａ），接种无菌
ＰＤＡ的枝条对照均未发病。对发病枝条进行再分
离，所得病原菌与原接种病原菌形态特征一致，且

ＩＴＳ序列相同，符合科赫氏法则，说明分离得到的菌
株均为樟树溃疡病的病原菌。采用 ＳＰＳＳ软件对不
同类型樟树溃疡病菌株接种樟树１年生离体枝条后
４ｄ的病斑长度进行显著性差异分析，结果显示：Ｂ．
ｐａｒｖａ菌株的致病性最强，Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ菌株的致病性
次之，Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ菌株的致病性最弱，相同种的菌株
之间致病性差异不显著（图５Ｂ）。

Ａ：接种樟树溃疡病菌４ｄ的病斑形态；Ｂ：不同菌株在樟树１年生离体枝条的致病性测定。

Ａ：Ｗｏｕｎｄｅｄｓｈｏｏｔｓｏｆｃａｍｐｈｏｒｔｒｅｅｗｅｒｅｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｃｏｌｏｎｉｚｅｄｐｌｕｇｓａｎｄｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｅｄａｔｆｏｕｒｄａｙｓｐｏｓｔｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ．Ｂ：Ｔｈｅｌｅｎｇｔｈｓｏｆｎｅｃｒｏｓｉｓｉｎ

ｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｓｔｒａｉｎｓｏｆＢｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｓｐｅｃｉｅｓｏｎｗｏｕｎｄｅｄｃａｍｐｈｏｒｓｈｏｏｔｓ．

图５　不同菌株接种樟树离体枝条症状及致病性测定结果
Ｆｉｇ．５　Ｄｉｓｅａｓｅｓｙｍｐｔｏｍｓａｎｄｌｅｎｇｔｈｓｏｆｎｅｃｒｏｓｉｓｏｎｅｘｃｉｓｅｄｓｈｏｏｔｓｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

ｗｉｔｈｓｔｒａｉｎｓｏｆＢｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｓｐｅｃｉｅｓ

３　讨论
随着重庆市绿化工程的加快，越来越多的樟树

被用作道旁树。本研究调查发现，新移植的樟树上

溃疡病的发生较重，极大地影响了樟树成活率和樟

树的长势。目前，关于樟树溃疡病病原菌的报道较

少，且多根据生物学特征进行鉴定。１９９５年郭立中
等［５］首次报道了湖南地区的樟树溃疡病，２００５年邓
先琼等［６］根据病原菌的形态特征和培养特性，将该

地区的樟树溃疡病菌鉴定为 Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ，本研究与
该报道的结果一致。之后，赵桂华［７］于２００９年对江
苏省句容市的樟树溃疡病菌进行了分离，所得菌株

初期为白色，后期变为深灰褐色，分生孢子为无色的

近梭形单细胞，本研究中的Ⅰ型菌株与该特征相近，
但是赵桂华等［７］将其鉴定为耧斗大茎点霉菌。其原

因可能是因为葡萄座腔菌属真菌的培养特性容易受

到培养条件、人员操作等因素的影响，且不同种间形

态特征差异不明显，仅根据形态学特征对病原菌进

行鉴定存在一定的偏差［１５－１８］。ＩＴＳ序列能够实质性
地反映出属间、种间碱基对的差异，近年来被广泛应

用于真菌不同种间或近似属间的系统发育研究

中［９，１９－２０］。因此，本研究通过观察菌株形态学特

征，并结合真菌 ＩＴＳ、βｔｕｂｕｌｉｎ和 ＥＦ１α序列的进化
关系，对来源于重庆地区的樟树溃疡病菌进行鉴定，

研究发现，引起樟树溃疡病的优势菌为Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ；
此外，新鉴定的Ｂ．ｐａｒｖａ和Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ２个种为引起
樟树溃疡病的首次报道。该结果可为系统研究樟树

溃疡病的病原菌提供理论依据，同时对樟树溃疡病

的防治也具有重要指导意义。

樟树溃疡病菌在１年生离体枝条上的致病力测
定结果显示：来源于重庆不同地区的樟树溃疡病菌

间致病力的差异与其地域来源无明显的相关性，但

与菌株种类存在明显相关性，Ｂ．ｐａｒｖａ菌株的致病
性最强，Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ菌株的致病性次之，Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ
菌株的致病性最弱。尽管本研究分离得到的优势种

为Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ，但其它２个高致病力的种可对我国
其它地区的樟树存在潜在威胁。此外，有关报道表

明，葡萄座腔菌属的许多种是我国落叶果树和林木

的重要病原菌［１６，１８］，其中，Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ、Ｂ．ｐａｒｖａ和
Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ在我国普遍存在，且在梨、桃、蓝莓和葡
萄上均有其危害的报道［９，２１－２３］。虽然目前重庆地

区仅在梨树上发现有 Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ造成的危害［９］，但

重庆是我国柑橘、梨和枇杷等果树的主产区之一，因

此，本研究从重庆不同地区樟树上分离得到的 Ｂ．
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ｄｏｔｈｉｄｅａ、Ｂ．ｐａｒｖａ和Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ致病菌是否也能够
引起柑橘、梨、葡萄和枇杷等果树的病害，有待进一

步深入研究。

４　结论
本研究对采自重庆不同地区的樟树溃疡病样品

进行了病原菌的分离与纯化，根据获得的病原菌的

形态学特征、ＩＴＳ序列、βｔｕｂｕｌｉｎ序列和 ＥＦ１α序列
及致病性，将重庆樟树溃疡病菌鉴定为Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ、
Ｂ．ｐａｒｖａ和 Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ，且不同种间致病力存在差
异，Ｂ．ｐａｒｖａ对樟树致病性最强，Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ次之，而
Ｂ．ｄｏｔｈｉｄｅａ致病性最弱，其中，Ｂ．ｒｈｏｄｉｎａ和Ｂ．ｐａｒ
ｖａ为引起樟树溃疡病的首次报道。该研究结果可
为深入研究樟树溃疡病的发生流行规律以及制定防

治策略奠定基础。
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