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摘要　‘鹰嘴蜜桃’是广东的一个特色桃品种，以广东的连平县种植面积最大，但自２００８年以来，桃树流胶病严重影

响当地‘鹰嘴蜜桃’产业的发展，成为桃生产中的一大病害。为明确广东‘鹰嘴蜜桃’流胶病的病原菌种类，通过病原

菌的分离和致病性回接试验，并采用形态学鉴定方法结合基于狉犇犖犃犐犜犛、β狋狌犫狌犾犻狀和犜犈犉１α基因序列分析的分

子鉴定方法对病原菌进行了鉴定。结果表明，引起广东‘鹰嘴蜜桃’流胶病的病原菌为犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪犱狅狋犺犻犱犲犪（无

性态犉狌狊犻犮狅犮犮狌犿犪犲狊犮狌犾犻）。
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　　桃犘狉狌狀狌狊狆犲狉犻犮犪（Ｌ．）Ｂａｔｓｃｈ是广东的一个优

稀水果品种，种植面积不大且零散。目前，在广东省

内种植的所有桃类品种中，‘鹰嘴蜜桃’是最好的品

种，种植区域主要集中在河源的连平县和韶关的翁

源县［１２］。由于政府的大力扶持，‘鹰嘴蜜桃’产业得

到了迅速发展。就连平县而言，该县于２００５年被评

为“中国鹰嘴蜜桃之乡”；２０１１年，连平‘鹰嘴蜜桃’

被评为“岭南十大佳果”；２０１５年，连平‘鹰嘴蜜桃’

获得“国家地理标志保护产品”证书，这些荣誉和证

书的获得又对‘鹰嘴蜜桃’产业的发展起到了极大的

促进作用。目前该县‘鹰嘴蜜桃’种植面积已发展到

２７９７ｈｍ２，是广东省‘鹰嘴蜜桃’连片种植面积最大

的一个山区县，‘鹰嘴蜜桃’产业也已成为连平县山

区农民脱贫致富的主导产业之一。然而，桃流胶病

一直是该县‘鹰嘴蜜桃’产业发展面临的一大难题。

该病常造成植株树势衰弱甚至整株死亡，给果农造

成极大损失。为了了解该病的危害情况，本课题组

于２００８年到连平县进行了实地调查和病样采集，对
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该病大面积发生流行的原因进行了分析，并提出了

针对该病的防控建议［３］；２０１０年，本课题组再次到

该地调查采样，并对‘鹰嘴蜜桃’流胶病的病原进行

了分离和鉴定，为该病害的防控提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　病样采集及田间症状观察

分别于２００８年９月和２０１０年８月到广东省连

平县上坪镇‘鹰嘴蜜桃’果园调查‘鹰嘴蜜桃’流胶病

发病情况，采集病害样本并对症状进行拍照。

１．２　病原菌的分离培养

参照方中达［４］的组织分离法对‘鹰嘴蜜桃’流胶

病病枝病健交界处组织进行分离，待长出菌落后根

据菌落形态特征将不同分离菌株分别挑出培养并单

孢纯化，再移植到斜面培养基培养后４℃保存备用。

１．３　病原菌的致病性测定

采用离体接种方法，包括有伤和无伤接种［５７］，

并稍作修改。选取当年生健康无症春梢，先用自来

水冲洗干净，再用７０％乙醇进行表面消毒，然后剪

成约２０ｃｍ长的小段，在中部位置刻去０．１ｃｍ×

０．５ｃｍ的表皮，再用已长满病原菌菌丝的１ｃｍ×

５ｃｍ灭菌纱布条包扎伤口，同时设空白对照，然后将

枝条基部插入搪瓷盆中已灭菌的湿沙中（另一端用

灭菌脱脂棉包扎保湿），最后将整个搪瓷盆装入封口

袋中密封保湿，于２６℃培养６ｄ后观察发病情况；无

伤接种方法同有伤接种方法。

１．４　病原菌的培养性状及形态特征观察

将病原菌接种到马铃薯蔗糖琼脂培养基（ＰＳＡ）

上，于２６℃恒温培养，观察记录菌落、分生孢子等的

形态特征，并测量菌落生长速率及分生孢子大小。

自然基质上病原菌的形态特征观察则选取带有子实

体的病部组织进行徒手切片，以水作浮载剂制成临

时玻片，然后在ＮｉｋｏｎＥｃｌｉｐｓｅ９０ｉ正置荧光电动显

微镜下进行显微观察、测量和拍照，记录其载孢体、

产孢细胞和分生孢子的形态特征。

１．５　病原菌的分子生物学鉴定

１．５．１　病原菌基因组ＤＮＡ的提取

用解剖刀刮取新鲜菌丝体于２ｍＬ离心管中，

加入６个钢珠（直径３ｍｍ），再加入８００μＬＦＧ１［Ｅ．

Ｚ．Ｎ．Ａ．ＴＭＦｕｎｇａｌＤＮＡＭｉｎｉＫｉｔ（ＯｍｅｇａＢｉｏｔｅｋ）］，在

室温下采用ＭＴＭ６０ＣｅｌｌＭｉｌｌ（方统生物科技有限公

司，ＦａｓｔｗｉｎＢｉｏｔｅｃｈＣｏ．Ｌｉｍｉｔｅｄ）（ｉｎｔｅｎｓｉｔｙ：９９）研磨

３０ｍｉｎ，其余步骤按试剂盒说明书提取病原菌基因组

ＤＮＡ，然后将ＤＮＡ模板置于－２０℃保存备用。

１．５．２　病原菌的ＰＣＲ扩增及测序

以病原菌基因组ＤＮＡ为模板进行ＰＣＲ扩增，

引物ＩＴＳ５（５′ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣ

ＡＡＧＧ３′）和ＩＴＳ４（５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡ

ＴＡＴＧＣ３′）
［８］用于扩增核詜体基因转录间隔区

（狉犇犖犃犐犜犛）片段，引物Ｂｔ２ａ（５′ＧＧＴＡＡＣＣＡＡ

ＡＴＣＧＧＴＧＣＴＧＣＴＴＴＣ３′）和 Ｂｔ２ｂ（５′ＡＣＣ

ＣＴＣＡＧＴＧＴＡＧＴＧＡＣＣＣＴＴＧＧＣ３′）
［９］用于

扩增β微管蛋白基因（β狋狌犫狌犾犻狀）片段，引物ＥＦ１

７２８Ｆ（５′ＣＡＴＣＧＡＧＡＡＧＴＴＣＧＡＧＡＡＧＧ３′）

和ＥＦ１９８６Ｒ（５′ＴＡＣＴＴＧＡＡＧＧＡＡＣＣＣＴＴＡＣＣ

３′）
［１０］用于扩增转录延伸因子１α（犜犈犉１α）片段。

ＰＣＲ反应体系（５０μＬ）：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（Ｍｇ
２＋

Ｐｌｕｓ）５μＬ，ｄＮＴＰＭｉｘｔｕｒｅ（各２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ，

ＴａＫａＲａ犜犪狇酶（５Ｕ／μＬ）０．４μＬ，以上试剂均为

ＴａＫａＲａ公司产品，模板ＤＮＡ２μＬ，引物（英潍捷基

（上海）贸易有限公司合成）各２μＬ（５μｍｏｌ／Ｌ），超

纯水３４．６μＬ。

反应条件：９５℃预变性２ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，

５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循环；７２℃延

伸１０ｍｉｎ；４℃保存。

ＰＣＲ产物经１％琼脂糖凝胶电泳检测后，将含

有目的条带的ＰＣＲ产物交由英潍捷基（上海）贸易

有限公司分别用各基因相对应的ＰＣＲ扩增引物进

行双向测序。

１．５．３　序列比对及系统发育分析

将获得的病原菌狉犇犖犃犐犜犛、β狋狌犫狌犾犻狀、犜犈犉１

α序列提交到ＧｅｎＢａｎｋ，并与ＧｅｎＢａｎｋ中的ＤＮＡ

序列进行同源性比较分析，下载相关序列及其模式

菌株序列，以犕犪犮狉狅狆犺狅犿犻狀犪狆犺犪狊犲狅犾犻狀犪为外群，用

ＭＥＧＡ６．０软件
［１１］进行比对，采用邻接法（ｎｅｉｇｈ

ｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ，ＮＪ）构建系统发育进化树，以自展法

（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）进行检测，重复１０００次并计算ＮＪ系统

发育进化树内每个分支的ｂｏｏｔｓｔｒａｐ值。

２　结果与分析

２．１　病害症状

该病既可危害实生苗、嫁接苗，也可危害成年

·６８·
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结果桃树主干和侧枝。发病初期枝干表面形成近

圆形褐色病斑，略凹陷，后逐渐扩展为圆形、椭圆

形、梭形大斑，或发展成隆起的小疱斑，在水分充

足特别是持续阴雨时，病斑皮层易开裂，流出淡黄

色透明黏稠胶液，凝结氧化后逐渐变成茶褐色或黑

褐色凝胶。发病严重时，病斑扩大连成片，当病斑

环绕枝干一周时，病部以上枝干生长逐渐衰弱，最

后枯死（图１ａ～ｃ）。解剖病部，病部皮层变褐坏

死，可深达木质部。

２．２　病原菌的分离及致病性测定

两次采样组织分离结果表明，依据菌落形态特征

可将分离到的菌株划分为７个类群，分属于葡萄座腔

菌属犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪ｓｐ．、拟茎点霉属犘犺狅犿狅狆狊犻狊ｓｐ．、

镰刀菌属犉狌狊犪狉犻狌犿ｓｐｐ．、链格孢属真菌犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪

ｓｐｐ．和炭疽菌属犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿ｓｐ．。其中，葡萄座

腔菌属的分离频率最高。

分别从上述７个菌落类群中各选出一个菌株进

行单孢纯化，用于致病性接种试验，接种结果表明，

有伤接种６ｄ后，经犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪ｓｐ．接种的枝条，

接种部位及其周围的表皮明显变褐坏死（图１ｄ），病部

木质部也明显变褐，取病健交界处组织进行再分离，

可重新分离获得与原分离菌株一致的菌株，而对照

及其他６个菌株均未表现出任何发病症状，也未分

离到测试菌株；无伤接种及对照均未发病。根据柯

赫氏法则，证明该犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪ｓｐ．菌株为‘鹰嘴

蜜桃’流胶病的病原，菌株编号为ＬＰＰＧ０８０１。

图１　‘鹰嘴蜜桃’流胶病症状及菌株犔犘犘犌０８０１的致病性测定

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳‘犢犻狀犵狕狌犻犿犻狋犪狅’狆犲犪犮犺狋狉犲犲犵狌犿犿狅狊犻狊犪狀犱狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔狋犲狊狋狅犳犻狊狅犾犪狋犲犔犘犘犌０８０１

２．３　病原菌的培养性状和形态特征

在ＰＳＡ培养基上２６℃培养４ｄ后菌落直径达

７．０１～７．４４ｃｍ，圆形或近圆形，边缘不规则，中央

灰褐色或榄绿色，边缘白色，菌落背面中央暗褐

色，边缘白色，气生菌丝棉絮状（图２ａ～ｂ）。菌落

上生黑色颗粒状物，即子座，成熟分生孢子单胞，

无色，薄壁，无隔，正直，纺锤形至梭形，具不规则油

球，大小为（１６～２３．５）μｍ×（５～７）μｍ，平均（２０±

１．６）μｍ×（６．２±０．４）μｍ，５４个分生孢子的９５％置

信区间为（１９．６～２０．４）μｍ×（６．１～６．４）μｍ，长宽

比为３．２±０．２６（平均值±标准差），９５％置信区间

为３．１～３．３。
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在自然基质上，载孢体埋生于表皮下，后突破表

皮外露，为真子座，暗褐色至黑色，单腔室至多腔室，

腔壁黑褐色、革质，向内侧渐呈无色（图２ｃ～ｄ）；分生

孢子梗缺或不明显，无色，基部不分枝，圆柱形；产孢

细胞全壁芽生式产孢，无色，圆柱形或瓶梗形（图２ｅ）；

分生孢子单胞，无色，薄壁，无隔，正直，纺锤形至梭

形，具不规则油球，大小为（２０．５～３０）μｍ×（５．５～

７．５）μｍ，平均（２６．５±２．１）μｍ×（６．４±０．５）μｍ，５０

个分生孢子的９５％置信区间为（２５．９～２７．１）μｍ×

（６．３～６．５）μｍ，长宽比为４．２±０．３７（平均值±标准

差），９５％置信区间为４．１～４．３（图２ｆ），较ＰＳＡ培养

基上形成的分生孢子略大。

在自然条件和人工培养基上均未发现有性型。

根据病原菌的培养性状和形态特征，参考以往文献

对该菌描述［１２１４］，初步鉴定此病原菌为犉狌狊犻犮狅犮犮狌犿

犪犲狊犮狌犾犻。

图２　‘鹰嘴蜜桃’流胶病病原的菌落及形态特征

犉犻犵．２　犆狅犾狅狀犻犲狊犪狀犱犿狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犮犪狌狊犻狀犵‘犢犻狀犵狕狌犻犿犻狋犪狅’狆犲犪犮犺狋狉犲犲犵狌犿犿狅狊犻狊
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２．４　分子生物学鉴定

为进一步明确该病原种类，对病原菌株的狉犇

犖犃犐犜犛、β狋狌犫狌犾犻狀和犜犈犉１α基因进行扩增并测序，

分别得到５８１、４３９和３００ｂｐ的基因片段，将所得序列

提交到ＮＣＢＩ的ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，获得序列登录号

分别为ＫＵ９２８２５８、ＫＵ９２８２６０和ＫＵ９２８２５９，并与数

据库中的已知序列进行同源性比对，初步确定归属，

并下载同源性较高的相关序列，与本研究供试菌株

共同构建系统发育树（图３）。图３表明，供试菌株

ＬＰＰＧ０８０１与犅．犱狅狋犺犻犱犲犪和犇犻犮犺狅犿犲狉犪狊犪狌犫犻狀犲狋犻犻

处于同一分支，但本研究未见菌株ＬＰＰＧ０８０１产生

犇犻犮犺狅犿犲狉犪型分生孢子，因此将该菌株鉴定为犅．

犱狅狋犺犻犱犲犪（无性态犉．犪犲狊犮狌犾犻）。

图３　用犖犑法基于狉犇犖犃犐犜犛、犜犈犉１α和β狋狌犫狌犾犻狀基因核苷酸序列构建的系统发育树

犉犻犵．３　犜犺犲犖犑狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犫狋犪犻狀犲犱犳狉狅犿狋犺犲犮狅犿犫犻狀犲犱狉犇犖犃犐犜犛，犜犈犉１α犪狀犱β狋狌犫狌犾犻狀犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲犱犪狋犪

３　讨论与结论

桃流胶病可分为侵染性流胶病和非侵染性流胶

病，但两种情况常常混合发生。２００８年本课题组调

查发现，发生于广东连平的‘鹰嘴蜜桃’流胶病除非

侵染性流胶外，还一个重要原因是侵染性流胶［３］。

关于侵染性流胶病的病原，国内外已有许多研究报

道［１５２３］。发生于广东的桃流胶病病原，已报道的有

犔犲狆狋狅狊狆犺犪犲狉犻犪狆狉狌狀犻
［１６］、犆狌犮狌狉犫犻狋犪狉犻犪ｓｐ．

［１６］、犇狅

狋犺犻狅狉犲犾犾犪犵狉犲犵犪狉犻犪
［１７］和犅．犱狅狋犺犻犱犲犪（无性态犉．犪犲狊

犮狌犾犻）
［２０］４种。经形态学鉴定和分子生物学鉴定，确

定本研究中引起广东‘鹰嘴蜜桃’流胶病的病原为

犅．犱狅狋犺犻犱犲犪（无性态犉．犪犲狊犮狌犾犻），与李夏等
［２０］报道

的病原一致，但未发现其有性世代。

关于犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪真菌的鉴定，传统的鉴定

方法主要是依据无性型的形态学特征，但对于很多

犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪真菌来说，仅依据这一特征并不能

作出准确鉴定，而同时引入多基因系统发育分析，可

以有效解决这个问题［２４］，本研究结果进一步验证了

这一观点。本研究发现，病原菌在自然基质上形成

的分生孢子明显比在ＰＳＡ培养基上形成的分生孢

子长，与赵晓军等［２５］的报道一致，但与Ｓｌｉｐｐｅｒｓ

等［２６］的报道不同，这可能与培养基的不同有关。此

外，在依据Ｐｈｉｌｌｉｐｓ等
［１４］提出的葡萄座腔菌科Ｂｏｔ

ｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ检索表进行检索时，在属级水平可

查到犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪、犖犲狅犳狌狊犻犮狅犮犮狌犿两属，在种级

水平可查到犅．犳狌狊犻狊狆狅狉犪、犅．犱狅狋犺犻犱犲犪和犅．犳犪

犫犻犮犲狉犮犻犪狀犪三个种，仅依靠分生孢子长度和长宽比很

难确定到种。在进行多基因系统发育分析时，菌株

ＬＰＰＧ０８０１与犅．犱狅狋犺犻犱犲犪和犇．狊犪狌犫犻狀犲狋犻犻聚为一
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类，与犅．犳狌狊犻狊狆狅狉犪和犅．犳犪犫犻犮犲狉犮犻犪狀犪等明显处于

不同分枝，因此依据分子生物学的鉴定可将菌株

ＬＰＰＧ０８０１鉴定为犅．犱狅狋犺犻犱犲犪或犇．狊犪狌犫犻狀犲狋犻犻。然

而，犇犻犮犺狅犿犲狉犪 真菌一个明显的特征是会产生

犇犻犮犺狅犿犲狉犪型分生孢子
［２７］，而在本研究中未见菌株

ＬＰＰＧ０８０１产生犇犻犮犺狅犿犲狉犪型分生孢子，因此排除

犇．狊犪狌犫犻狀犲狋犻犻而将其鉴定为犅．犱狅狋犺犻犱犲犪。由此可

见，采用形态学鉴定和分子生物学鉴定相结合的方

法能够有效解决犅狅狋狉狔狅狊狆犺犪犲狉犻犪真菌中形态相似种

难以区分的问题。
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