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天山野果林塞威士苹果和短距凤仙花
叶斑病病原真菌的鉴定
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摘要：为了解新疆天山野果林中塞威士苹果 Malus sieversii 与其林下伴生植物短距凤仙花 Impa-

tiens brachycentra 两种植物叶斑病病原菌的多样性及同源性，采用组织分离法获得病原菌，基于

rDNA-ITS序列构建系统发育树，并进行 ITS序列BLAST同源性比对，对病原菌进行鉴定分类，并

依据科赫氏法则测定致病性。结果显示，从新疆新源县天山野果林中的塞威士苹果及短距凤仙花

病叶上共分离得到 18 株菌落形态各异的病原菌，分属于 2 属 4 种，绝大多数属于半知菌亚门。其

中，链格孢属Alternaria sp.为塞威士苹果和短距凤仙花叶斑病病原真菌中的优势菌群。致病性测

定结果显示，其中 11 株病原真菌对塞威士苹果具有致病性，7 株病原真菌对短距凤仙花具有致病

性；塞威士苹果所有的病原真菌对短距凤仙花均有致病性，而且短距凤仙花所有的病原真菌对塞威

士苹果也有致病性。推测2种植物叶斑病可能由相同来源的病原真菌引发，短距凤仙花染病加剧

了塞威士苹果叶斑病暴发，可能是野果林退化的重要原因。
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Abstract: To evaluate the diversity and homology of pathogens causing leaf spot of Malus sieversii and

Impatiens brachycentra growing in the wild fruit forest in Tianshan Mountain in Xinjiang, the pathogen-

ic fungi responsible for the leaf spot disease of both plants were isolated and purified using tissue isola-

tion method, and were identified based on the construction of phylogenetic tree and homology align-

ment of ITS sequences using BLAST, followed by inoculation on healthy leaves to testify their pathoge-

nicity according to Koch’s postulates. The results showed that a total of 18 strains of pathogenic fungi

with different colony morphology characteristics were identified from M. sieversii and I. brachycentra

growing in the wild fruit forest in Tianshan Mountain, which were categorized into two genera and four

species, with the majority belonging to Deuteromycotina. Among them, Alternaria sp. was more abun-

dant than Mucor sp. The 11 strains of the identified fungi were pathogenic to M. sieversii, whereas sev-

en were pathogenic to I. brachycentra; all pathogens of M. sieversii were pathogenic to I. brachycentra
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and vice versa. The results indicated that I. brachycentra could harbor a large amount of pathogenic fungi

that could attack M. sieversii, which subsequently could trigger more severe consequences on M. sieversii.

Key words: wild fruit forest in Tianshan Mountain; Malus sieversii; Impatiens brachycentra; pathogenic

fungi

天山野果林主要分布在新疆维吾尔族自治区

（简称新疆）伊犁谷地、塔城盆地及其低丘陵地带，面

积达2万hm2以上，是中国经济果树资源中天然基因

库的重要分布区（刘兴诗等，1993；丁雪梅，2007）。

其中新疆野苹果为天山野果林的主要建群种，占天

山野果林总面积的90%左右，是研究苹果树遗传多

样性和基因进化的重要种质资源（刘爱华等，2014；

梅闯等，2015）。然而，近年来天山野果林出现严重

的退化，塞威士苹果树大面积死亡，导致实际分布面

积只有 50年前的 30%（丁雪梅，2007）。目前，野果

林的退化现象一般被认为与苹果小吉丁虫 Agrilus

mali 的入侵、苹果腐烂病、苹果褐斑病以及气候变

化、过度放牧等多种因素有关，是自然环境和人为因

素综合作用的结果（成克武等，2008；刘爱华等，

2013；2016）。但也有研究指出，苹果叶斑病也是苹

果产区的一种重要病害。苹果叶斑病是苹果早期的

一种落叶病，在美国、印度、日本、中国台湾和伊朗均

有发生，我国以渤海湾和黄河故道两大苹果产区发

生尤为严重（邵旭平等，2014）。鹿世晋等（1984）报

道了由苹果链格孢Alternaria mali引起的苹果叶斑

病在我国山东地区首次发生，该病害的病原菌致病

力较强，1片病叶上通常有病斑 10~20个，容易造成

叶穿孔或破碎，生长停滞，甚至枯焦脱落，尤其在病

害流行时，病叶率高达 70%左右，最终导致苹果产

量降低，严重时甚至会引起苹果树的死亡（郭志英

和董金皋，1995；邵旭平等，2014）。 尽管目前野

果林退化的具体原因十分复杂，探讨其退化原因

具有重要的研究意义，能为制定保护野果林的有

效措施提供科学依据。

本课题组在前期对新疆天山野果林的大范围调

查中发现，新源县野果林的退化现象最为严重；与相

对较为健康的巩留县野果林相比，新源野县果林的

塞威士苹果树普遍患有严重的叶斑病，症状表现为

叶片出现红褐色的斑块；值得注意的是，患病塞威士

苹果树下的优势伴生种短距凤仙花 Impatiens

brachycentra也大范围发生相同症状的叶斑病，而健

康的塞威士苹果树下短距凤仙花基本无染病现象。

近年来研究表明，林木病原菌可通过土壤、感病的植

物幼苗、昆虫以及空气等媒介广泛传播，引起其它植

物致病，如长喙壳属 Ceratocystis 和一些榆枯萎病

菌 Ophiostoma 可依靠昆虫传播，在树木伤口处侵

入，从而加速病原菌的传播（陈帅飞，2014）。刘云

龙和张云霞（2004）调查研究发现云南蒙自石榴枯

萎病的病原菌与当地存在的甘薯黑斑病病原菌相

同，均为甘薯长喙壳 C. fimbriata Ellis & Halst.，表

明病原菌很可能通过寄生性的变异而危害其它植

物。相对于远距离的传播，其林下伴生植物则更易

受到病原菌的影响。因此，为验证引发塞威士苹果

与短距凤仙花发生叶斑病的病原菌是否为相同来

源的致病真菌，本研究对塞威士苹果和短距凤仙花

叶斑病病原菌开展了分离鉴定工作，对其同源性进

行初步的探讨，以期从不同的视角来了解野果林的

退化机制。

1 材料与方法

1.1 材料

供试材料：2016年 7月于新疆伊犁市新源县天

山野果林中采集感染典型叶斑病的塞威士苹果、短

距凤仙花植株叶片并进行编号，从中挑选典型病叶

进行分离纯化。于2018年5月在相同地点采集健康

无病的塞威士苹果、短距凤仙花植株叶片。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂

15 g，蒸馏水定容至1 L。

试剂及仪器：DNA Marker，生工生物工程（上

海）股份有限公司；DNA提取试剂盒，北京索莱宝科

技有限公司；其余试剂均为国产分析纯。Biometra

PCR 扩增仪，德国耶拿公司；Allegra 64R 型冷冻离

心机，美国贝克曼库尔特公司；SHP-250型恒温培养

箱，上海一恒科学仪器有限公司；LDZX-50KBS 型

高压蒸汽灭菌锅，上海申安医疗器械厂；CX22LED

型光学显微镜，日本OLYMPUS公司。

1.2 方法

1.2.1 病原真菌的分离纯化及分子鉴定

采用常规组织分离法获得病原真菌，从采集的塞

威士苹果、短距凤仙花病叶标本中挑选具有典型症状

的病叶，用自来水冲洗，75%酒精表面消毒1 min，1%

次氯酸钠消毒 3 min，无菌水冲洗 3次，用灭菌滤纸
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吸干表面水分后，于病健交界部位取5 mm×5 mm组

织接种于PDA平板上，置于25℃恒温培养箱内培养

3~5 d获得菌株（色买提等，2016；李彦忠和聂红霞，

2016）。

对获得的病原真菌菌丝进行分子鉴定，按照

DNA 提取试剂盒操作步骤提取真菌 DNA，采用真

菌的通用引物 ITS1（5'-TCCGTAGGTGAACCTGC-

GC-3'）、下 游 引 物 ITS4（5' - TCCTCCGCTTATT-

GATATGC-3'）进行PCR扩增，引物由生工生物工程

（上海）股份有限公司合成。50 μL PCR反应体系：

10×PCR Buffer 5.0 μL、10 mmol /L dNTP 4.0 μL、

20 μmol /L 上下游引物各1.5 μL、5 U/μL Taq 酶0.5 μL、

模板 DNA 2.0 μL，加 ddH2O 至总体积为 50 μL。

PCR扩增条件：95℃预变性 5 min；95℃变性1 min，

55℃退火 30 s，72℃延伸 90 s，30 个循环；72℃延

伸 7 min。扩增产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分析检

测后，送生工生物工程（上海）股份有限公司进行测

序，测序所得菌株完整的基因间隔（internal tran-

scribed spacer，ITS）序列（包括 5.8S rDNA）用 Seq-

man II软件进行拼接校对后，通过Sequin13.05软件

在 GenBank 登录注册（易润华等，2013；韩彩霞等，

2016；高鹏等，2017）。

1.2.2 系统发育树的构建及菌株分类

所获得菌株序列在GenBank进行BLAST比对

和同源性分析，获得相似率最高的序列，然后将菌株

序列与BLAST获取的序列利用Clustal X 1.83软件

进行多重序列比对，获取整齐的序列矩阵（司二静

等，2017），然后利用 MEGA 4.1 软件采用邻接法

Kimura2-parameter 模型构建系统发育进化树（Lar-

kin et al.，2007；Tamura et al.，2007），重复 1 000 次。

根据病原真菌的 ITS序列分析及致病性对所获得菌

株进行分类。

1.2.3 病原菌的致病性测定

将健康的塞威士苹果与短距凤仙花叶片先用

75%酒精表面消毒，采用离体穿刺法进行接种。将

获得的病原菌菌株于PDA平板上培养 7 d后，于菌

落边缘打取直径约5 mm的菌饼接种到健康的叶片

上，重复 4 次，以接种 PDA 培养基作对照。接种后

放入 25℃恒温培养箱中培养，观测并记录发病情

况。依据柯赫氏法则，待发病后从病斑中再次分离

病菌培养，并与原接种菌株进行比较（王小洁等，

2017；张书亚等，2017）。

2 结果与分析

2.1 病原真菌分类及同源性分析

本试验共分离获得18株菌株，将测序菌株的基

因 序 列 提 交 NCBI 进 行 注 册 ，登 录 号 为

MG190007~MG190024。其中，11 株塞威士苹果病

原菌菌株的 rDNA-ITS序列长度为542~627 bp，7株

短距凤仙花病原菌菌株的 rDNA-ITS 序列长度为

505~592 bp。 塞 威 士 苹 果 病 原 菌 菌 株 P2

（MG190015）、P7（MG190016）（表 1）及短距凤仙花

病原菌菌株 S4（MG190010）（表 2）与GenBank中已

经报道的基因序列相似性均为99%以下，推测可能

为潜在新种；其余菌株则分别与链格孢属Alternaria

sp.和毛霉属Mucor sp. 两个已知属15株菌的序列同

源性均在99%以上（表1~2）。18株病原菌在真菌分

类学上隶属于半知菌亚门、接合菌亚门 2个亚门链

格孢属、毛霉属2个属。

表1 塞威士苹果病原菌菌株与亲缘关系最近菌株的系统发育分析

Table 1 Phylogenetic analysis of the nearest neighbors of the pathogenic fungi isolated from Malus sieversii

菌株编号
Strain

P1

P2

P3

P4

P5

P6

P7

P8

P9

P10

P11

登录号
Accession no.

MG190014

MG190015

MG190016

MG190017

MG190018

MG190019

MG190020

MG190021

MG190022

MG190023

MG190024

参考物种（登录号）
Reference（accession no.）

细极链格孢 Alternaria tenuissima（KR912298）

卷枝毛霉 Mucor circinelloides（KT921184）

细极链格孢 Alternaria tenuissima（JN986764）

冻土毛霉 Mucor hiemalis（KT583192）

链格孢 Alternaria alternata（KX179478）

冻土毛霉 Mucor hiemalis（FJ025198）

卷枝毛霉 Mucor circinelloides（KJ584555）

链格孢 Alternaria alternata（KU324793）

细极链格孢 Alternaria tenuissima（JN986764）

链格孢 Alternaria alternata（KX118420）

链格孢 Alternaria alternata（KU324793）

序列相似性（%）
Similarity

100

81

99

99

100

99

81

99

99

100

99
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表2 短距凤仙花病原菌菌株与亲缘关系最近菌株的系统发育分析

Table 2 Phylogenetic analysis of the nearest neighbors of the pathogenic fungi isolated from Impatiens brachycentra

菌株编号
Strain

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

登录号
Accession no.

MG190007

MG190008

MG190009

MG190010

MG190011

MG190012

MG190013

参考物种（登录号）
Reference（accession no.）

链格孢 Alternaria alternata（KU997022）

链格孢 Alternaria alternata（KF644350）

链格孢 Alternaria alternata（KF293886）

卷枝毛霉 Mucor circinelloides（KF381073）

细极链格孢 Alternaria tenuissima（FJ949082）

细极链格孢 Alternaria tenuissima（JX523613）

细极链格孢 Alternaria tenuissima（JX860514）

序列相似性（%）
Similarity

100

100

99

83

99

99

100

将 18 株病原菌菌株的 ITS 序列在 GenBank 数

据库中进行BLAST同源性比对分析，与相似性较高

且可培养菌株构建系统发育树，且菌株序列聚类的

自展支持率为 55%~100%，可确定 2 个物种的病原

菌菌株同属链格孢属和毛霉属。结合系统发育树分

析，苹果叶斑病原菌有4种，分别为链格孢Alternar-

ia alternata、细极链格孢 Alternaria tenuissima、冻土

毛霉 Mucor hiemalis 和卷枝毛霉 Mucor circinelloi-

des（图1）；而短距凤仙花病原菌有3种，分别为链格

孢、细极链格孢、卷枝毛霉（图 2），推测塞威士苹果

和短距凤仙花叶斑病的致病真菌可能具有同源性。

2.2 病原菌的致病性检测

依据柯赫氏法则，对纯化菌株的致病性进行

回接试验，发现塞威士苹果病原菌中链格孢属真

菌P1、P3、P5、P8、P9、P10、P11以及毛霉属真菌P2、

P4、P6、P7共11个菌株对塞威士苹果和短距凤仙花

叶片均有不同程度的侵染作用（图 3）；短距凤仙花

病原菌中链格孢属真菌 S1、S2、S3、S5、S6、S7 以及

毛霉属真菌 S4共 7株菌株对短距凤仙花和塞威士

苹果叶片均有不同程度的侵染作用（图 4），且 18株

病原菌菌株侵染叶片引发的病变症状与原叶斑病症

状相同，表明塞威士苹果所有的病原真菌对短距凤

仙花均有致病性，而且短距凤仙花所有的病原真菌

对塞威士苹果也有致病性。此外，采用组织分离法

对回接试验中病变叶片处进行致病真菌分离，可获

得与纯化菌株性状一致的病原菌，表明分离到的

P1~P11菌株确为塞威士苹果叶斑病的致病菌，菌株

S1~S7确为短距凤仙花叶斑病的致病菌。

图1 基于rDNA-ITS序列建立塞威士苹果病原真菌菌株与其它近似菌株的系统发育树

Fig. 1 Neighbor-joining tree pathogenic fungi isolated from the leaves of Malus sieversii and related strains based on partial and

aligned rDNA-ITS sequences
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图2 基于rDNA-ITS序列建立短距凤仙花病原真菌菌株与其它近似菌株的系统发育树

Fig. 2 Neighbor-joining tree of the pathogenic fungi isolated from leaves of Impatiens brevipes and related strains based on partial

and aligned rDNA-ITS sequences

图3 塞威士苹果病原菌菌株P1、P2、P4、P7和P11侵染

塞威士苹果（A）和短距凤仙花（B）叶片

Fig. 3 The symptoms of artificial inoculation of the pathogens

isolated strain P1，P2，P4，P7 and P11 from Malus sieversii

on leaves of Malus sieversii（A）and

Impatiens brachycentra（B）

图4 短距凤仙花病原菌菌株S1、S4~S7侵染

短距凤仙花（A）和塞威士苹果（B）叶片

Fig. 4 The symptoms of artificial inoculation of pathogens

isolated strain S1，S4-S7 from Impatiens brachycentra

on leaves of Impatiens brachycentra（A）

and Malus sieversii（B）

3 讨论

目前国内外关于链格孢属及毛霉属真菌引发果

树叶斑病致病菌的研究报道相对较少。邵旭平等

（2014）发现苹果链格孢能引起苹果斑点落叶病，韩

敏和蒋萍（2015）发现细极链格孢和链格孢为可引发

核桃叶斑病。另外，Rodriguez & Hernandez（2004）

报道毛霉属真菌冻土毛霉可引起桃树叶斑病，张国

辉等（201）研究也表明毛霉属真菌大毛霉M. muce-

do可引发蓝莓叶部病害。本研究通过分子生物学

方法，利用 rDNA-ITS 对新疆天山野果林中有相同

叶斑病病症的塞威士苹果及其林下优势草本植物短

距凤仙花的病原菌进行了鉴别，共获得18株病原菌

菌株，通过构建系统发育树对其病原菌多样性进行

比较，发现2种植物的病原菌亲缘关系较近，可能具

有同源性，这18种病原菌在真菌分类学上隶属于半

知菌亚门、接合菌亚门 2 个亚门链格孢属、毛霉属

2个属，并且以链格孢属为优势菌，这与Rodriguez &

Hernandez（2004）、邵旭平等（2014）和张国辉等

（2017）的研究结果基本一致。

链格孢属真菌为植物常见病原菌，可通过产生

链格孢毒素危害植物，其中链格孢产生的AM毒素

可损伤苹果叶片（Shimomura et al.，1993）。链格孢

毒素可干扰和破坏寄主植物的代谢而引发病害，主

要作用位点是细胞膜、线粒体、叶绿体等，同时还对

寄主蛋白质、核酸、酶等合成有不同程度的破坏和抑

制作用，从而导致植物生理失调、细胞死亡以至整个

植株枯死（曾永三等，2005；姜楠等，2016；何国鑫等，

2018）。毛霉是一种土壤传播真菌，可从土壤中分离

出来，是导致波多黎各农产品腐烂的主要病原菌之

一（Rodriguez & Hernandez，2004），但其主要致病机

制仍需进一步探究。

栾丰刚等（2008）研究结果发现硬枝碱蓬的伴生

植物中 80%以上会受到泡囊-丛枝（vesicalar-arbus-

cular，VA）菌根真菌不同程度的侵染，表明建群种与
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伴生植物之间有较高的依赖性。本研究结果同样表

明，2种植物的病原菌可以互相交叉感染。因此，塞

威士苹果感染叶斑病后，其病原菌的孢子可能通过

空气扩散、雨水淋溶、病叶凋落等方式传播到林下的

短距凤仙花植株上（徐涛等，2012）。短距凤仙花为

林下优势草本植物，常成片生长，密度较高，对病原

菌的繁衍扩散非常有利（Lively et al.，1995），如果环

境条件适宜，病原菌会大量繁殖，就会发生所谓的

“病原菌溢出”现象，促使暴发的病原菌向周围环境

中扩散，在这种情况下，短距凤仙花就成为孵育病原

菌繁衍的“库”，对塞威士苹果的健康造成极大的潜

在威胁（Power & Mitchell，2004；Beckstead et al.，

2010）。可见，野果林作为一个复杂的生态系统，各

物种之间并不是独立存在的，而是通过多种途径和

方式相互作用、相互影响，具有紧密的联结性与相关

性，在特定情况下，一个物种可以显著影响其它物种

的生存（邓贤兰等，2003）。本研究从病原菌传播途

径的角度解析了新源县天山野果林中塞威士苹果叶

斑病大面积暴发的原因，有利于更加全面、深入地了

解野果林的退化机制，为制定合理有效的保护措施

提供了科学依据。
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