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� � 摘要:近年在河北省、山东省等地的冬枣果实上发现一种新病害 � 冬枣黑疔病, 又称黑斑病或果实黑点病。经

2004- 2005年在河北省和山东省 7 市县调查, 从 18 批次 219 个冬枣病果样品中分离得到 653 个分离物,经筛选、纯化

和回接试验, 依照柯赫氏法则对冬枣黑疔病病原菌进行了研究, 根据病原菌的形态特征, 病原菌鉴定为毁灭茎点霉

Phoma destructiva Plowr. 和细交链孢 Alternaria alternata ( Fr. ) Keissler。
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Identification of Pathogens Causing Black Spot on Dongzao Jujube
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Abstract: A new disease- Dongzao jujube black spot in Hebei and Shandong provinces was reported. The black

spot of Dongzao jujube has been studied in the laboratory and in fields during 2004- 2005. 653 isolates from 219 infect-

ed Dongzao jujube samples from eighteen times of sample collection were selected, purified and reinoculated. The

pathogens were inoculated on fruits through wounds and on surface directly. According to Koch�s Rule and cultural and

morphological characters, two fungal pathogens were identified as Alternaria alternata ( Fr. ) Keissler and Phoma de-

structiva Plower. .
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� � 冬枣为鼠李科枣属落叶果树, 河北沧州、山东沾

化为主产区,多年来冬枣在国内外市场久赋盛名, 但

近年来冬枣果实黑疔病发生日趋严重, 蔓延迅速, 由

2000年初病果率不足 5%上升到现在的 30% , 严重

的病果率达 70%。该病如不及时控制,冬枣这一地

方名产的经济价值将在很大程度上受到影响。吴玉

柱[ 1]、季延平[ 2]、辛玉成[ 3]等对冬枣黑斑病(黑疔病)

进行了初步研究,吴玉柱、季延平认为该病害主要由

细极链格孢 Alternaria tenuissima 单独侵染引起;而辛

玉成认为黄单孢杆菌属细菌( Xanthomonas )和假单

孢杆菌属细菌( Pseudomonas )病原复合侵染导致该

病害。鉴于目前人们对引起冬枣黑疔病的病原菌存

在分歧, 而在生产上,冬枣黑疔病发展日益严重的局

面未能得到有效控制,因此, 全面系统研究冬枣黑斑

病病原尤为重要, 准确的病原鉴定可为病害的有效

防治奠定理论基础。本试验报道了 2004- 2005 年

对病原菌的分离鉴定结果。

1 � 材料和方法

1. 1 � 病样采集
2004- 2005年于叶片和果实发病期( 6 月下旬

~ 8月下旬) , 在沧州市所属沧县、献县、南皮、黄骅、

海兴、沧州市农林科学院农场选择有代表性的冬枣

园, 多批次采集新鲜冬枣叶片和病枣果。
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1. 2 � 病原菌分离与鉴定

1. 2. 1 � 病菌分离 � 采用马铃薯、葡萄糖、琼脂培养
基( PDA) , 按照常规方法[ 5]进行组织分离培养。取

新鲜病枣果, 先用 70% 酒精棉球对枣果表面消毒,

再用新配制的 3%次氯酸钠溶液进行表面灭菌半分

钟,然后无菌水清洗 3次;每一病斑于病健交界处分

离3~ 5块病组织, 同一病斑的病组织块放于同一个

培养皿中, 25 � 恒温箱内培养。5 d 后检查病组织

分离菌落, 记录分离物的种类和数量, 并及时纯化,

转入试管保存于 4 � 冰箱。分离物分别以菌 1, 2, 3

��表示。

1. 2. 2 � 病菌的纯化和鉴定 � 将纯化的病原菌在

PDA培养基上于25 � 恒温黑暗条件下培养, 观察菌
落形态、颜色等,观察分生孢子器、分生孢子形状、颜

色、着生情况。测量孢子大小,依照病原菌培养性状

及形态特征,按文献[ 4~ 8]所述特征对病菌进行鉴

定。

1. 2. 3 � 分离物的致病性测定 � 2004- 2005 年连续

两年,将分离到的 3种真菌(菌 1, 2, 3) ,分别单独或

混合在室内和田间进行回接试验。

1�2�3�1� 配制孢子悬浮液 � 将在 PDA培养基上培

养7 d的分离物, 加无菌水制成孢子悬浮液。悬浮

液中孢子浓度为 10 � 40倍显微镜下每视野 40~ 60

个孢子。

1�2�3�2� 室内接种方法 � 采集 7 月 20日前的幼

果、缓慢生长期和白熟期新鲜健康枣果, 用 70%酒

精棉球对枣果表面消毒, 无菌水冲洗 3次。用打孔

器将滤纸切成直径为 0. 6 cm的圆纸片,蘸取孢子悬

浮液后轻贴于枣果表面,每果接种三个位点,每处理

10~ 15个果。枣果分刺伤和无伤两种方式接种, 刺

伤处理即用灭菌的医用针头刺伤果皮造成伤口。分

离物采取单接和混合接种。以无菌水作对照 ( ck)。

接种后的枣果在 25~ 30 � 室温下保湿培养,每天观

察, 记录果实发病情况, 7~ 10 d后统计发病率。

1�2�3�3 � 田间接种方法 � 选轻病冬枣园(沧州市农
林科学院示范园) ,在无病果的枝上进行分离物田间

接种,分别对 7月 20日前的幼果、缓慢生长期和枣

果白熟期按照室内接种的方法接种,接种处覆盖灭

菌湿脱脂棉,并套硫酸纸袋(规格为 7�0 � 12 cm)保
湿。每处理 30 个果。以无菌水作对照。8月下旬

和9月上、中旬调查接种果发病情况, 记录发病果

数, 统计发病率。

2 � 结果与分析

2. 1 � 采集分离结果
2004- 2005年连续 2年采集典型病果进行室内

分离培养,主要分出真菌(见表 1) :茎点霉属真菌和

交链孢属真菌,前者2年平均分离频率为45�6% ,后

者 2年平均分离频率为 48. 8%; 其他菌主要为真菌

Fusicoccum sp, 2年平均分离频率仅为 5�6%。
表 1 2004- 2005 年冬枣黑疔病病果分离结果

Tab. 1 The isolated results of Dongzao in different places during 2004- 2005

年份
Year

样本数
Diseased
Samples

病组织块数
Number
of tissues

茎点霉属( %)
Phoma sp. isolating

rate

交链孢属( % )
Alternaria sp. isolating

rate

其他菌( % )
Isolating rate of
the others

2004 82 263 46. 8 48. 1 5. 1

2005 137 390 44. 5 49. 5 6. 0

平均分离频率( % ) 45. 6 48. 8 5. 6

2. 2 � 鉴定的结果
2. 2. 1 � 分离物的回接试验 � 2004~ 2005年连续 2

年,将分离物分别在室内和田间进行回接及再分离

(表 2; 图 1) , 结果表明,不论室内或田间,分离物接

种枣果均可导致枣果发病, 其表现与田间典型症状

一致。田间枣果刺伤接种发病率刺伤高于无伤接种

发病率, Phoma sp. 刺伤接种处理中, 最高发病率为

62. 5% , 平均为 46. 8% , 无伤处理的最高发病率为

19. 6% ,平均为 16. 9%; Alternaria sp. 刺伤接种处理

的最高发病率为 66. 0% , 平均为 46. 4%, 无伤处理

的发病率比较低, 平均为 19. 2%。室内条件下, 刺

伤处理中, Phoma sp. 接种最高发病率为 84. 2%, 平

均为 70. 6% , Alternaria sp. 接种最高发病率为

100% ,平均为 75. 4%;无伤处理中, Phoma sp.和 Al-

ternaria sp. 接种平均发病率分别为 14. 6% , 14. 2%。

而且,无论田间或室内接种发病的枣果,均能重新分

离出接种菌,经鉴定证实与所接菌相同。田间接种

再分离频率 Phoma sp. 和 Alternaria sp. 分别为 87.

0%, 87. 5% , Phoma sp. 和 Alternaria sp.室内接种平

均再分离频率分别为 79. 5%, 83. 6%。

依据柯赫氏法则,充分证明分离物为冬枣黑疔

病的病原菌。
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表 2 � 3 种真菌的致病性测试及再分离结果

Tab. 2 � Tests on pathogenicities and re- separatation of the species of fungi

接种地点
Locations

接种时间
Inoculation
t ime

接种果数
Number of
the inoculated

接种方式
Inoculat ion
method

Phoma sp. Alternaria sp. Fusicoccum sp. *

发病率( % )
Disease
incidence

再分离率( % )
Re_isolat ion
frequencies

发病率( % )
Disease
incidence

再分离率( % )
Re_isolation
frequencies

发病率( % )
Disease
incidence

室内 Room 2004- 8- 17 24 刺伤 83. 3 85. 7 91. 7 79. 3

2004- 9- 19 24 刺伤 41. 7 76. 0 58. 3 81. 0 100

2005- 8- 1 24 刺伤 75. 0 73. 1 83. 3 82. 1 66. 7

2005- 8- 15 24 刺伤 68. 7 76. 9 43. 7 86. 7

2005- 9- 6 21 刺伤 84. 2 85. 7 100 88. 9 78. 9

平均/ % 70. 6 79. 5 75. 4 83. 6 81. 9

2004- 8- 17 24 无伤 25. 0 69. 5 16. 7 84. 6

2004- 9- 19 24 无伤 33. 3 73. 9 25. 0 76. 1 41. 7

2005- 8- 1 24 无伤 8. 3 70. 6 16. 7 74. 4 54. 5

2005- 8- 15 24 无伤 6. 2 69. 2 12. 5 72. 7

2005- 9- 6 21 无伤 0 0 5. 3

平均( % ) 14. 6 70. 8 14. 2 77. 0 33. 8

田间Field 2005- 7- 8 30 刺伤 31. 2 85. 4 26. 8 87. 8 15. 0

2005- 8- 5 50 刺伤 62. 5 88. 6 66. 0 87. 2 20. 0

平均( % ) 46. 8 87. 0 46. 4 87. 5 17. 5

2005- 7- 8 30 无伤 14. 3 73. 7 20. 0 78. 3 6. 4

2005- 8- 5 50 无伤 19. 6 66. 7 18. 4 71. 4 2. 3

平均( % ) 16. 9 70. 2 19. 2 74. 9 4. 3

� 注: * 无论室内和田间回接, Fusicoccum sp.接种时接种处变褐、软腐,与典型症状不一致。

2. 2. 2 � 病原菌的培养性状和鉴定 � Phoma sp. (图

2) :在PDA培养基上, 菌落近圆形,浅灰至黄褐色, 易

变异,有的菌落呈扇形或瓣状。菌落中心部分菌丝隆

起。气生菌丝毛毡状,灰白色。后期菌落表面产生大

量黑点(分生孢子器) ,有时黑点呈轮纹状排列。

分生孢子器褐色至黑褐色,球形或近球形,或瓶

形,假薄壁状,散生在培养基表层, 大小为: ( 197. 2)

216. 9~ 345. 1( 493. 0) �m � ( 128. 2) 147. 9~ 305. 7

( 353. 3)�m。产孢细胞无色, 光滑, 瓶体式产孢。分

生孢子卵圆形、卵形, 无色或浅色, 有或无油球, 大

小: ( 2. 6) 5. 2~ 7. 8 �m � ( 2. 4) 4. 5~ 6. 4 �m。

根据以上形态特征, Phoma sp.菌株被鉴定为:

毁灭茎点霉 Phoma destructiva Plowr.

分 类 地 位: Deuteromycotina, Coelomycetes,

Sphaeropsidales, Phoma.

A. Phoma sp.接种枣果后发病症状; B. Alternaria sp.

接种枣果后发病症状 � A. Symptoms after inoculat ion byPhoma sp.

B. Symptoms after inoculation by Alternaria sp.

图 1 � 接种健枣发病照片

Fig. 1� The photos of the symptoms after inoculation

by two pathogens for 20 days

A�分生孢子器; B�分生孢子器; C�分生孢子

A. The broken pycnidium; B. Pycnidium; C. Conidia

图 2� Phoma sp.菌株的分生孢子器和分生孢子

Fig. 2� Conidia and Pycnidium of the Phoma sp.

A� 分生孢子梗和串生的分生孢子; B�分生孢子; C�分生孢子串生

A. Conidiophore and the conidia in a chain; B. Conidia;

C. Conidia in chains

图 3 � Alternaria sp.菌株的分生孢子梗和分生孢子

Fig. 3� Conidia and conidiophore of the Alternaria sp.

Alternaria sp. (图 3) :菌落圆形、正面墨绿色、背

面黑色。12 h 黑暗交替培养可形成明显的同心轮

纹。菌丝初为无色,后为浅褐色, 有隔, 分枝。分生

孢子梗分枝或不分枝,浅榄褐色, 屈膝状,单生, 合轴

式延伸, 2~ 3 个隔膜, 孔生式产孢。分生孢子常聚

为带有分枝的长链状, 一般 6~ 12 个串生。分生孢

子倒棒形、卵圆形,淡褐色至褐色,平滑,少数有小细

点, 具有纵隔膜1~ 2个,横隔 3~ 4个,大小为: ( 11.
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7) 16. 8~ 47. 3( 49. 3) ( m � ( 6. 5) 9. 1~ 12. 9( 15. 5)

(m。分生孢子常有喙, 喙较直, 不分枝, 无隔膜, 大

小为 4. 9~ 6. 5(m � 1. 3~ 2. 7 ( m 。

根据以上形态特征, Alternaria sp. 菌株被鉴定

为:细交链孢 Alternaria alternata ( Fr. ) Keissler

分类地位: Deuteromycot ina, Hyphomycetes, Hy-

phyomycetales, Demat iaceae, Alternaria.

3 � 结论与讨论

冬枣黑疔病又名黑斑病、果实黑点病。曾报道

该病原菌为 Alternaria tenuissima ( Fr. ) Wiltshire 及

Xanthomonas 和Pseudomonas。本研究经两年、多地广

泛采集病果标样,依照柯赫氏法则进行分离、回接、

再分离,得到致病菌,分别为 Phoma destructiva Plowr.

和 Alternaria alternata( Fr. ) Keissler, 两者均不同于以

往的报道。据文献记载, 茎点霉属真菌 Phoma de-

structiva 和细链格孢菌Alternaria alternata 致病力强,

在生产上造成多种植物病害, 也可以侵染、危害经济

林树种及花卉[ 5~ 11] ,但它们作为冬枣树上重要病原

菌尚未见报道。

分离频率、刺伤和无伤接种以及发病症状与田

间典型症状相比较, 证明了 Alternaria alternata 和

Phoma destructiva 是黑疔病的 2种病原菌, 关于分离

频率, Alternaria alternata 高于Phoma destructiva, 说明

Alternaria alternata 是优势种。但不同生态枣树和不

同气候条件下其优势种可能会有一定幅度的变化,

这势必给防治带来一定难度。因此, 应对不同生态

枣园的优势种, 通过采样分离,给予确认。

Fusicoccum sp. 菌株在刺伤和无伤接种条件下

能够引起发病, 但其症状为腐烂型病斑,与该病典型

症状差异较大, 有必要对其致病作用作进一步研究。

关于枣果实病害病原菌的研究, 郑晓莲[ 12]等提

出枣缩果病病原有盾壳霉菌 ( Coniothyrium oli-

vaceum )、交 链 孢 菌 ( Alternaria alternata f. sp.

Tenuis)、小穴壳菌 ( Dothiorella gregaria ) 3 种; 康绍

兰[ 13]等认为枣铁皮病是由细交链孢菌 ( Alternaria

alternata( Fr. ) Keissler)、毁灭茎点霉菌 ( Phoma de-

structiva Plowr)、壳梭孢菌 ( Fusicoccum sp. ) 3种菌单

独或共同侵染引起。上述作者所报道的枣果实病害

的病原菌为 1~ 3种, 可单独或复合侵染,而本研究

经接种证实, 接种 Alternaria alternata 和 Phoma de-

structiva均表现出与自然发病的黑疔病典型症状一

致。康绍兰等研究的大枣属于制干品种, 而本研究

的冬枣属于鲜食品种,树种不同是否能相互侵染需

进一步研究。

本研究所确定的 2种病原, 虽然与康绍兰[ 13]等

报道的枣铁皮病病原菌中的 2种是相同的, 但经比

较后认为,这是2种区别显著的枣树病害,后者症状

是全果性症状,且枣果易于脱落, 而黑疔病病果属病

斑型症状,且病枣不脱落。
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