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摘 要:为明确广东省香水柠檬果实白皮病的病原,采用常规组织分离法,对患有白皮病

的香水柠檬果实进行分离鉴定。基于ITS、LSU 和TUB2基因序列联合构建的系统发育

分析结果显示,分离自柠檬果实上的NM005菌株与 Didymellaamericana 聚在一个进化

支上,在最大似然法系统发育树进化支上支持率为82%,在贝叶斯系统发育树进化支上支

持率为88%。同时,根据柯赫氏法则对分离菌株NM005进行致病性测定,结果显示,该菌

株可以使健康果实发病,且症状与大田症状相似。从接种后发病的果实上再次分离得到的

菌株与接种菌的形态特征一致,说明原分离菌为引起柠檬果实白皮病的病原菌。经形态学

及分子生物学鉴定,确定分离菌株为Didymellaamericana。该发现为香水柠檬果实白皮

病的田间防治提供了理论依据。
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onthefruitsoftheCitrus×limoninGuangdongProvince,isolatedandidentificationthedis-
easedfruitswerecollectedbyusingtheconventionaltissueisolationmethod.Basedonthephy-
logeneticanalysisjointlyconstructedfromtheITS,LSUandTUB2genesequences,there-
sultsshowedthattheNM005strainisolatedfromCitrus×limonfruitsclusteredwithDidy-
mellaamericanaonanevolutionarybranch,withasupportrateof82%onthemaximumlikeli-
hoodphylogenetictreeand88%ontheMrBayesphylogenetictree.Atthesametime,thepath
ogenicityoftheisolateswasdeterminedaccordingtoKoch􀆳srule,andtheresultshowedthat
thisstraincouldcausediseasesinhealthyfruits,andthesymptomsweresimilartothoseinthe
field.Thestrainsre-isolatedfromtheinoculateddiseasedfruitswereconsistentwiththemor-
phologicalcharacteristicsoftheinoculatedfungi,indicatingthattheoriginalisolatedfungus
werethepathogenicfungicausingwhitepeeldiseaseonCitrus×limonfruits.Throughmor-
phologicalandmolecularbiologicalidentification,theisolatedstrainwasidentificatedtobe
Didymellaamericana.Theresultsofthisstudyprovideatheoreticalbasisforthefieldcontrol
ofwhitepeeldiseaseonCitrus×limonfruitsandensuresthehealthydevelopmentoftheper-
fumelemonindustry.
Keywords:Citrus ×limon,whitepeeldisease,pathogenfungus,Didymellaamericana,
pathogenicityidentification

  香水柠檬(Citrus×limon‘Rosso’)是一种重要的经济作物,属芸香科柑橘属常绿小乔木,

果实长圆形,无核,在我国台湾、广东、云南等地均有种植。因其具有香气独特、营养价值高,

且完全没有酸涩味道,故被称为“香水柠檬”[1-2]。

近年来,随着香水柠檬的种植面积不断扩大,病虫害问题日益严重。作为一种重要的经济

作物,其果实品质直接影响产业发展。近年来,一种在香水柠檬果实上出现的病害暴发成灾,

表现为果实表面出现灰白色且粗糙的痂皮状病斑,逐渐扩大直至布满果面,导致果实外观和品

质严重下降,口感和营养价值也受到影响,严重影响了果实的商品价值。加之引发该病害的病

原菌未得到明确鉴定,导致病害防控缺乏针对性。本研究旨在明确引起该病害的病原菌,以便

采取有效的防治措施,为后续病害防治提供科学依据。

1 材料与方法

1.1 供试培养基

马铃薯琼脂培养基(PDA)为广东环凯微生物科技有限公司产品;燕麦琼脂(OA)为上海保

藏微生物有限公司产品;麦芽浸粉琼脂培养基(MEA)为青岛高科技工业园海博生物技术有限

公司产品。

1.2 样品采集及病原菌的分离与纯化

柠檬果实采自广东省农业科学院植物保护研究所大丰试验基地,从香水柠檬果树上采集具

有典型病害症状的果实,观察并记录病害症状及特征。

采用常规组织分离法分离,取患病果实表皮,切成小块,消毒晾干后移至PDA平板上,于

25℃恒温培养[3]。5d后,采用顶端菌丝法对其进行纯化。待菌落长出后,切取边缘菌丝移至

新的PDA平板上培养1~2d后,再次切取边缘菌丝至新的PDA培养基,重复以上操作,直至

获得单一菌株,分别于4℃和-80℃条件下保存备用。

1.3 病原菌形态学鉴定

将纯化后的病原菌分别接种至PDA、OA和MEA培养基上,置于27℃培养箱中培养5~10d,

观察并记录菌落特征及颜色[4]。待OA平板上的菌落培养至表面长出黑色物质,挑取少量黑色
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物质至载玻片上,盖上盖玻片,置于光学显微镜上观察其显微形态。

1.4 病原菌分子鉴定

将纯化菌接种至PDA培养基,于27℃培养箱中培养4d,采用SteadyPure植物组DNA提

取试剂盒(艾科瑞生物公司产品)提取菌株基因组 DNA,以提取的DNA为模板,使用ITS
(ITS1/ITS4)、LSU(LSU-LR0R/LSU-LR7)、TUB2(Bt2a/Bt2b)3对引物对该DNA进行PCR
扩增[5]。

1.5 系统发育树的构建

参考Luo等[5]的系统发育树,从 NCBI下载相关序列,而后在 MAFFT 网站(https://

mafft.cbrc.jp/)进行序列比对,采用BioEdit软件进行序列剪切,以Epicoccumcamelliae(CGM-
CC3.18343)作为外群,在CIPRES网站(http://www.phylo.org/)采用两种方法构建系统发育

树[5-6],即基于RAxML-HPC2onXSEDE(v8.2.8)的最大似然法(MaximumLikehood,ML)和
基于 MrBayesonXSEDE(v3.2.7a)的贝叶斯推断法(BayesianInference,BI)。

1.6 致病性测定

采用离体刺伤接种法和离体无伤接种法进行致病性测定。将备用菌株置于PDA平板上培

养3~5d,用直径6mm的打孔器打出菌饼备用。

离体刺伤接种法:使用无菌牙签在健康的柠檬果实表面以五点法方式打孔,造成伤口,将

菌饼的菌丝面贴于伤口处;离体无伤接种法:将菌饼的菌丝面贴于健康的柠檬果实表面。以接

种无菌的PDA作为对照,每个处理接种3个果实。接种后的果实放置保鲜盒中,于25℃温室

中保湿培养,观察并记录发病情况。根据柯赫氏法则,对发病的柠檬果实进行再分离培养,观

察分离得到的菌株与接种菌株的形态是否一致。

2 结果与分析

2.1 香水柠檬果实白皮病症状及致病性测定

染病果实表皮颜色异常、质地粗糙。初期出现半透明的不规则病斑,而后病斑逐渐扩大,
颜色逐渐加深,变成灰白色,果面呈现出具有粗糙感的痂皮症状,后期从边缘开始出现棕色或

浅褐色痂皮,严重影响果实外观和品质(图1a~1b)。

接种病原菌的果实在接种7d后呈现出染病症状,果实接种部位初期出现白色半透明的光

滑病 斑,而 后 病 斑 扩 大,颜 色 变 成 灰 白 色,质 地 逐 渐 粗 糙,呈 现 与 田 间 相 似 的 发 病 症

状(图1c~1d)。

a~b:田间症状;c~d:接种NM005的果实发病症状

图1 香水柠檬白皮病大田症状及接种NM005菌株的果实发病症状

2.2 香水柠檬果实白皮病病原菌的培养性状及显微形态

在PDA培养基上NM005菌株,菌落呈圆形(图2a),正面最初为白色,而后菌落逐渐变成
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灰白色,且菌丝浓密。背面形似两个同心圆,边缘规则,呈灰白色,中间呈棕褐色;在OA培养

基上菌落呈轮纹状(图2b),由外向内颜色由灰白色逐渐变成褐色,部分位置后期变成黑色;在

MEA培养基上,菌落呈轮纹状(图2c),菌丝稀疏,菌落颜色由外向内由白色变成淡黄色。在

OA培养基上培养7d,菌落长出黑色硬质点状物质和黑色菌丝。挑取黑色硬质点状物质至显

微镜下观察,可看到分生孢子,分生孢子呈椭圆形或橄榄球形,无色,大小为1.79μm×
4.37μm至3.55μm×6.72μm(n=35)(图2d~2e);挑取黑色菌丝至显微镜下观察,可看到厚

垣孢子,厚垣孢子散生、间生或顶生,多为单个圆形,黑色或褐色,直径为10.60~16.35μm
(n=35),少量椭圆形或梨形,偶有两个或两个以上粘连的情况(图2f~2h)。

a.PDA培养基菌落形态(左:正面,右:反面);b.OA培养基菌落形态(左:正面,右:反面);

c.MEA培养基菌落形态(左:正面,右:反面);d~e:分生孢子;f~h:厚垣孢子;比例尺为1000∶1

图2 NM005菌株的形态特征

2.3 香水柠檬果实白皮病病原菌的分子鉴定

使用ITS(引物ITS1/ITS4)、LSU(引物LSU-LR0R/LSU-LR7)、TUB2(引物 Bt2a/

Bt2b)3对引物对NM005菌株的DNA进行PCR扩增,利用NCBI上下载的菌株序列(表1)与

NM005菌株序列,基于ITS、LSU 和TUB2基因序列以最大似然法构建系统发育树,结果显

示,NM005菌株与Didymellaamericana聚在一支,其亲缘关系最近,支持率为82%。基于贝

叶斯法构建的系统发育树同样表明,NM005菌株与 D.americana 聚在同一分支,支持率为

88%,因此,将NM005鉴定为D.americana(图3)。

45 植 物 医 学        http://xbbjb.swu.edu.cn       第5卷



表1 用于系统发育分析的物种及其 GenBank登录号

物种 菌株号
GenBank登录号

ITS LSU TUB2
Didymellaamericana CBS185.85=PD80/1191 FJ426972 GU237990 FJ427088
Didymellaamericana CBS568.97 FJ426974 GU237991 FJ427090
Didymelladegraaffiae CBS144956 MN823444 MN823295 MN824618
Didymellagardeniae CBS626.68=IMI108771 FJ427003 GQ387595 FJ427114
Didymellaheteroderae CBS109.92=PD73/1405 FJ426983 GU238002 FJ427098
Didymellamaydis CBS588.69 FJ427086 EU754192 FJ427190
Didymellanaikii PLS3 OM952211 OM830704 OM858681

Didymellaprolaticolla CBS126182 MN973533 MN943740 MT005636
Didymellasubglomerata CBS110.92=PD76/1010 FJ427080 GU238032 FJ427186
Didymellatabebuiicola COAD3340 MZ703618 MZ703623 MZ712364
Epicoccumcamelliae CGMCC3.18343=LC4858 KY742091 KY742245 KY742333

图3 Didymella 属真菌系统发育树

3 讨论

在形态学观察的基础上,结合系统发育树分析,将引起广东省柠檬果实白皮病的病原菌鉴

定为Didymellaamericana[7-8]。Didymella 属真菌是一类常见的植物病原菌,可侵染多种植

物并引发病害。张亚鑫等[7]在稗草属杂草致病菌中发现D.americana。刘佳琦[9]在对高寒地

区披碱草(Elymusspp.)亚隔孢壳科叶斑病病原菌的研究中发现,其病原菌包括D.boeremae。
杨远桥[10]在果腐病的研究中发现Didymella 属真菌的存在。在广东省香水柠檬中发现病原菌

D.americana,丰富了Didymella属真菌的寄主范围。
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柑橘与香水柠檬同属芸香科柑橘属,柑橘果面白癞病的研究对香水柠檬果实白皮病的研究

具有一定的参考价值[11]。柠檬果实白皮病与柑橘果面白癞病存在相似之处,两者均为果面病

害,都会出现灰白色病斑;其不同在于,香水柠檬果实白皮病病原菌为Didymellaamericana,
柑橘白癞病病原菌为Zasmidiumfructicola,二者为不同的真菌类群。在症状上柠檬果实白皮

病发病初期为半透明的不规则病斑,随后出现灰白色粗糙的痂皮症状,后期病斑边缘有棕色或

浅褐色痂皮出现;柑橘白癞病初期果面产生黑色油腻状霉斑,并伴随细线状开裂,而后病斑变

为灰白色或灰褐色,最后病斑呈灰白色痂皮状、银屑状或牛皮藓状,边缘具黑褐色油墨状霉

层[11]。通过对比这两种病害,有助于深入了解香水柠檬果实白皮病的发生机制,为病害防治提

供新思路。
香水柠檬果实白皮病的病原菌被鉴定为D.americana,其侵染机制和致病过程需进一步深

入研究。此外,不同病原菌引起的病害需要根据病原菌的特性和病害发生特点来制定相应的防

治方案,因此,针对该病原菌的特效防治药剂筛选也是今后研究的重点方向之一。

4 结论

本研究首次明确引起广东省香水柠檬果实白皮病的病原菌为Didymellaamericana。该结

果丰富了Didymella 属真菌的寄主范围,为香水柠檬病害防治提供了理论依据,有助于减轻病

害对香水柠檬产业的危害,提升香水柠檬的产量和品质。在未来的研究中,可进一步深入探讨

该病原菌的生物学特性、致病机制及其与寄主互作的机制,并研发相关防治技术,为香水柠檬

产业的可持续发展提供更有力的支持。
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