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近年来，随着火龙果的种植面积不断扩大，高密

度的种植和不科学的栽培管理使得火龙果植株病害

突显。广东省湛江市台风频繁，大面积的伤口和高

温高湿的气候为病害侵染和传播提供了适宜条件，

使得该地区火龙果病害日益严重。在湛江市发现一

种危害火龙果植株茎和果实的新病害——火龙果锈

斑病，严重时果园发病率可达 50%。本研究拟采用

形态学观察和分子序列分析对该地区的火龙果锈斑

病病原菌进行鉴定，以期为该病害发生流行规律的

研究提供理论基础。

1 材料与方法

1.1 材料

供试病株和健康植株：火龙果锈斑病病株采自

广东省湛江市麻章区中国农业科学院南亚热带作物

研究所百果园火龙果示范中心，种植5年。栽培2年

的健康火龙果茎、盆栽 1年的火龙果苗均由中国农

业科学院南亚热带作物研究所休闲农业体验中心提

供，所用供试火龙果品种均为金都一号。

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

20 g、蒸馏水1 000 mL。

试剂和仪器：2×MightAmp Buffer和MightAmp

DNA Polymerase，日本 TaKaRa 公司；其它试剂均为

国产分析纯。TP600 PCR 仪，日本 TaKaRa 公司；

Chemidoc MP全能型凝胶成像分析系统，美国伯乐

公司。

1.2 方法

病原菌的致病性测定：采用组织块分离法从火

龙果病茎、病果上病斑的病健交界处分离病原菌，纯

化培养后制备直径为 5 mm的菌饼，采用针刺法将

其分别接种到刺伤的健康离体火龙果茎部和果实表

皮，每个火龙果茎部和果实分别接种 2个病原菌菌

饼，1 个空白 PDA 对照，3 次重复。配制浓度为 1×

103 个/mL的孢子悬浮液，取200 µL喷洒到刮伤的盆

栽苗茎部，用无菌水作为对照，3次重复。接种后的

火龙果茎、果和盆栽苗于28℃下光照培养箱培养。

病原菌的鉴定：形态学观察：将致病菌接种到

PDA 平板上，28℃培养箱黑暗培养 10 d，观察菌落

特性，菌丝、产孢结构及孢子形态和大小。病原菌的

分子序列分析：利用 ITS和 β-tubulin基因通用引物

对致病菌进行PCR扩增。20 μL PCR反应体系：2×

MightAmp Buffer 10 μL、0.3 μmol / L ITS1 / T1 和

ITS4/βt2b 引物各 0.5 μL、2.5 × 104 U / L MightAmp

DNA Polymerase 0.5 μL、ddH2O 8.5 μL。挑取适量

病原菌菌丝适量于上述反应体系中，扩增程序：98℃

预变性 2 min；98℃变性 10 s，56℃退火 15 s，68℃延

伸40 s，39个循环。PCR产物经1%琼脂糖凝胶电泳

检测后送英潍捷基（上海）贸易有限公司测序。测序

结果用BLAST软件在GenBank进行同源性比较，以

Clustal X进行多序列比对。采用MEGA5.2软件的

邻接法构建系统发育树，共1 000次循环。

2 结果与分析

2.1 火龙果锈斑病病原菌的致病性

接种火龙果锈斑病病原菌 10 d后，健康火龙果

离体茎部的锈斑覆盖刺伤部位，病斑扩展较慢；接种

12 d后，健康盆栽苗出现锈斑，18 d后锈斑扩展连成

片，35 d后最初连接成片的锈斑开始脱落；接种 7 d

后，健康火龙果果实褪色，变软，开裂；与田间发病症
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状相似，对照无任何发病症状。对发病火龙果茎部

和果实进行再分离，均能获得与原接种菌一致的菌

株。根据柯赫氏法则证明分离得到的菌株为火龙果

锈斑病病原菌。

2.2 火龙果锈斑病病原菌形态学观察

共分离得到 8株火龙果锈斑病病原菌，以BJ12

为代表的菌株菌落黏稠，在PDA培养基上呈黑白相

间的螺纹状酵母样，后期呈现黑色油漆状（图1-A）。

分生孢子梗分化不明显，在菌丝上突出的产孢细胞

的顶端产生分生孢子；分生孢子椭圆形，两端钝圆，

无色，单胞，4~11 μm×3~5 μm（图1-B）。厚垣孢子椭

圆形、圆筒形，深褐色，壁厚，光滑，1~2 个细胞，9~

15 μm×5~7 μm（图1-C）。根据形态特征初步将其鉴

定为出芽短梗霉Aureobasidium pullulans。

图1 火龙果锈斑病病原菌出芽短梗霉的形态特征

Fig. 1 Morphological characteristics of Aureobasidium pullulans from rust disease of pitaya

A：菌落形态；B：分生孢子；C：厚垣孢子。 A：Colony morphology；B：conidia；C：chlamydospores.

2.3 火龙果锈斑病病原菌分子序列分析

利用2个通用引物扩增，分别得到大小为558 bp

（登录号 KX184283）和 500 bp（登录号 KX184275）

2 个片段；在 NCBI 数据库进行比对，其分别与

AY225167 和 KU341770 同源性达到 100%；在系统

发育树上与出芽短梗霉（登录号 KU341770 和

JF419607）位于同一分支（图2），与形态学鉴定结果

一致。

图2 基于β-tubulin基因序列采用邻接法构建BJ12菌株及近缘种的系统发育树

Fig. 2 Phylogenetic tree derived from neighbor-joining analysis and β-tubulin of BJ12 strains and related species

3 讨论

出芽短梗霉寄主广泛（Kim，2014），但关于其引

起火龙果锈斑病的相关报道较少。本试验共分离得

到的 8株菌株形态和致病性都略有不同，主要可分

为2个群体，以BJ12 和BJ01（Wu et al.，2017）为代表

的菌株分别为 5株和 3株，是否存在 2个生理小种，

有待后续试验进一步确定。BJ12菌株回接到健康

火龙果果皮上，引起果皮开裂，变色变软；但田间发

病果不仅仅有开裂症状，同时还有溃疡症状出现。

易润华等（2013）研究结果显示引起火龙果溃疡病的

病原菌为新暗色柱节孢Neoscytalidium dimidiatum。

广东省火龙果也可能被多种致病菌复合侵染，这有

待后续试验验证。
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