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摘要:华山松疱锈病是华山松 Pinus armandi最严重的病害之一 。为了利用重寄生菌对华山松

疱锈病进行生物防治 ,对其病原菌茶 生柱锈 Cronartium ribicola 的重寄生菌进行了分离和鉴

定。依据柯赫氏三原则对分离得到的真菌进行鉴定 , 得到茶 生柱锈的重寄生菌链格孢

Alternaria spp.,镰刀菌 Fusarium spp.,棒束孢 Isaria sp.,拟盘多毛孢 Pestalotiopsis sp.,木霉

Trichoderma spp.及粉红单端孢 Trichothecium roseum 。经显微和超显微观察发现接种重寄生菌

后锈孢子受到不同程度的破坏 ,且不同的重寄生菌对锈孢子有不同的作用方式 。图 3表 4参 15
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茶 生柱锈 Cronartium ribicola 是世界林木三大病害之一———五针松疱锈病的病原菌 。在我国 ,该

病原菌主要危害红松 Pinus koraiensis及华山松P.armandi ,故五针松疱锈病又被称为红松疱锈病和华山

松疱锈病[ 1 ,2] 。在云南省 ,华山松疱锈病的发病面积就达 5 967.9 hm2 ,已对长江防护林体系的建设和西

部生态环境的恢复造成了严重的威胁
[ 3]
。一种真菌生长在另一种真菌上是自然界普遍存在的现象 ,这

种现象被称为菌物寄生现象或重寄生现象[ 4] 。众多研究发现 ,重寄生菌对植物病原菌有着明显的控制

作用 ,是一类极具生防潜力的生物资源。重寄生性也是多数生防菌的主要生防机理 。所以重寄生菌的

研究不仅具有理论价值而且更具有重要的应用价值。Treseder曾报道[ 6] ,柱锈菌 Cronartium spp.的锈子

器和锈孢子在自然状态下被重寄生菌 、昆虫和线虫等生物因子破坏的可能性高达 50%～ 60%。由此可

知 ,茶 生柱锈在林间也可能存在着多种生物控制因子 ,除已发现的紫色霉菌 Tuberculina maxima
[ 6 , 7]
和

枝顶孢 Acremonium sp.[ 8]外 ,还应该有其他的重寄生菌尚不为人所知 ,所以进行该病原菌重寄生菌的分

离鉴定 ,从中选出生态适应性强 ,防治效果好的菌株并加以开发利用 ,将为可持续控制华山松疱锈病的

研究奠定基础和提供充足的生物资源。

1　材料与方法

1.1　材料采集

1.1.1　采集地点及时间　采集样地设在云南省昆明市东川区二二二林场 、巧家县马树林场 、大理洱源

县罗坪山林和四川省广元县天台山林场的发病林分。材料采集时间为3月中旬至5月上旬 。

1.1.2　采集方法　在各采集地随机选取 10 ～ 15株进行锈孢子和感病枝干的采集 ,每株取样数不低于 4



份。 ①锈孢子的采集 。用小刀划破锈子器包被将锈孢子抖入已灭菌的三角瓶中 ,封口胶密封后置于冰

壶内 ,收集到的锈孢子需在 4 ℃下低温干燥保存 。②感病枝干的采集 。用锯子将锈子器较多的枝干截

成小段并装入干净的塑料袋内;剥取感病树皮装入已灭菌的三角瓶内 。

1.2　菌种分离

1.2.1　以锈孢子为分离材料　直接将锈孢子抖落于 PDA平板上 。

1.2.2　以保湿后锈子器中长出的菌丝体为分离材料　将感病枝干和病皮置于室温下保湿 , 待锈子器

表面长出菌丝体 , 锈孢子堆变白后挑取少许菌丝体移入PDA平板 。分离后的PDA平板于 28 ℃全黑暗

培养 。待 PDA平板长出菌落后进一步纯化 。记录各菌株纯化菌落的培养性状 , 待菌落产生孢子或子

实体后 , 于显微镜下观察 , 记录特征并显微计测孢子大小 。查阅相关文献确定其分类地位。

1.3　重寄生菌的鉴定

以分离得到的菌株为供试菌株 , 以 1.1.2采集到的锈孢子为供试锈孢子。

1.3.1　活菌体接种锈孢子堆　将放有滤纸的培养皿高温灭菌 , 在无菌条件下用滴管滴入少量无菌水

浸润滤纸。滤纸上抖入一小堆锈孢子后将直径约 1 mm的供试菌株的菌块置于锈孢子堆上 。28 ℃下培

养2 d后开始观察记录 , 连续观察记录 5 d(每隔 2 d 加入一定量无菌水以保持滤纸湿润)。以不接入

菌块的锈孢子堆为对照 1 , 以直接将菌块置于湿润滤纸上培养的设为对照 2 , 每处理均设 3个重复 。

1.3.2　接种后锈孢子的显微及超微结构观察　挑取少许接种后的锈孢子以水为浮载剂制片 , 于显微

镜下观察锈孢子的变化情况。选取受伤害有代表性的锈孢子进行超微结构观察 , 样品送至北京中科院

微生物研究所电镜室处理并进行电镜扫描。

1.3.3　TTC(2 , 3 , 5-氯化三苯基四氮唑)法检测锈孢子活力　参照《现代植物生理学实验指南》[ 9]及张

雄[ 10]的方法 , 并加以改进 。显微镜下观察经 TTC处理后的锈孢子着色情况。设锈孢子完好(即形状不

变 , 表面疣突排列紧密不脱落)且孢子内含物被均匀染成红色的为有活力者 。锈孢子活力率=有活力

锈孢子个数÷视野内锈孢子总个数×100%。

1.3.4　供试菌株的再分离　从 1.3.1各处理中变白的锈孢子堆中挑取少许锈孢子置于 PDA平板上 ,

同时将置于保湿滤纸上的菌块(对照2)也接入 PDA平板作为对照 。在 28 ℃下培养 5 d后观察长出的

菌落情况 , 纯化后进行初步鉴定。每菌株均设 4个重复 。

2　结果与分析

2.1　菌种分离及鉴定结果

4个采集地 2种分离材料共分离得到真菌 212株 , 已初步鉴定到属的有 139株 , 分属于 8个属。

鉴定到种的有 2种 61株。不产孢尚不能判断其归属的有 12个菌株。分离鉴定结果见表 1。由表 1可

知 , 虽然采集地不同 , 分离材料有异 , 但分离所得的真菌种类不多 , 各采集地分离的结果呈现出很大

的相似性 。粉红单端孢 、 链格孢 、 镰刀菌和壳梭孢等 4个属的真菌出现频率还很高。

表 1　各采集地分离所得菌株数及鉴定结果
Table 1　Results of isolation and identification of strains f rom four plots

属(种)名
不同采集地菌株数

大理洱源 巧家马树 东川二二二 四川广元 总计

链格孢 Alternaria 11 7 11 3 32
毛壳 Chaetomium 1 0 1

球毛壳 C.globosum 1 3

镰刀菌 Fusarium 5 5 1 22 33

壳梭孢 Fusicoccum 1 10 16 1 28

棒束孢 Isaria 2 3 1 0 6

青霉 Penicillinum 5 2 1 3 11

拟盘多毛孢 Pestalotiopsis 1 6 3 0 10

木霉 Tirchoderma 1 8 0 9 18

粉红单端孢 Trichothecium roseum 31 28 0 0 59

其他 9 2 1 0 12

总计(菌株数) 67 72 34 39 212
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2.2　保湿后感病枝干和病皮上锈子器及锈孢子的变化

感病枝干和树皮保温大约 20 d后 , 锈子器上会长出白色 、浅红色或暗色的菌丝体。锈子器的包

被碎裂消解 , 锈孢子堆由鲜黄色变成白色。挑取少许锈孢子于显微镜下观察可见锈孢子或被许多菌丝

缠绕 、破碎(不破碎者颜色也变浅而透明), 或表面的疣大部分脱落和完全脱落 , 使孢子呈圆形透明且

内含物浓缩 。这与杨松[ 11]用黑色塑料薄膜包扎病部一段时间再解开观察到的现象相同 。与杨斌等[ 8]

发现的重寄生菌 Acremonium sp.接种后锈孢子的变化情况也一致 。

2.3　重寄生菌接种试验结果

将分离所得的菌株接种锈孢子堆 , 其试验结果表明各属的不同菌株表现基本一致 , 以各属中有代

表性的菌株为例 , 试验结果见表 2 ～ 3。

表 2　接种后锈孢子堆的变化及锈孢子活力测定
Table 2　Growth of conobia and aeciospores color change and their activity after inoculation

属(种)名 菌株号

菌落的生长及锈孢子堆颜色变化

2 3 4 5 d

接种后 对照 1 接种后 对照 1 接种后 对照 1 接种后 对照 1

锈孢子活力/ %

接种后 对照 1

链格孢 MS011 + - +++ - ++++ - ++++ + 0 76

毛壳 LS015 - - - - - - + + 80 82

镰刀菌 MM007 ++ - +++ - ++++ - ++++ + 0 59

壳梭孢 DS002 - - - - - - - ++ 76 82

棒束孢 MM008 ++ - +++ - ++++ - ++++ ++ 0 82

青霉 LS011 - - - - ++ - ++ - 46 59

拟盘多毛孢 MM011 + - +++ - ++++ - ++++ ++ 15 82

木霉 LS020 ++ - +++ - ++++ - ++++ + 0 59

粉红单端孢 MM005 - - ++ - +++ - ++ - 19 59

未知种 LS012 - - - - - + - + 43 68

　　说明:“ -” 菌块于锈孢子堆中长出菌丝但不能形成菌落 , 或形成菌落但锈孢子堆无明显变化。以下 4级菌块于锈孢子堆上均形

成菌落且菌落覆盖了锈孢子堆:“ +” 为锈孢子堆颜色变浅 , “ ++” 为锈孢子堆小部分变白 , “ +++” 为锈孢子堆一半

以上变白 , “ ++++” 为锈孢子堆完全变白。

表 3　供试菌株直接置于保湿滤纸上培养(对照 2)的情况
Table 3　Growth of strains cultivating direct ly on water fi lter paper

属名 菌株号
菌落生长情况

2 3 4 5 d

链格孢 MS011 + + + +

毛壳 LS015 - - - -

镰刀菌 MM007 - - - -

壳梭孢 DS002 - - - -

棒束孢 MM008 - - - -

青霉 LS011 + + ++ +++

拟盘多毛孢 MM011 - - - -

木霉 LS020 - - - -

粉红单端孢 MM005 - - + +

未知种 LS012 + + - -

　　　说明:“ -” 为菌块无明显变化 , 仅在菌块上长出少许菌丝 , 菌丝并不延伸;“ +”

为菌块上的菌丝向周围延伸形成稀疏的菌落 , 其直径:于锈孢子堆上形成的

菌落直径<1;“ ++” 为菌块形成的菌落密实同于锈孢子堆上形成的菌落 ,

但直径比值<1;“ +++” 为菌块形成的菌落密实同于锈孢子堆上形成的菌

落 , 但直径比值≥1。

　　由表 2 ～ 3可知 , 用链格孢 、

镰刀菌 、棒束孢 、 拟盘多毛孢 、

木霉及粉红单端孢 6个属的真菌

接种锈孢子堆 , 各接种菌块均能

在锈孢子堆中生长并形成菌落 ,

且菌落最终可覆盖整个锈孢子

堆 , 在菌落形成与延伸过程中 ,

锈孢子堆的颜色会逐渐由鲜黄变

为白色 , 此现象与 2.2结果完全

相同 。而未接入菌块的锈孢子堆

(对照 1)颜色依然为鲜黄色 , 仅

到了后期颜色会稍变浅或小部分

变白 。以上各属真菌的菌块直接

置于保湿滤纸上培养(对照 2),

菌块的菌丝或不生长或生长很差

只能形成稀疏的菌落 , 远不及在

锈孢子堆形成的菌落 。随着时间
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的延长置于滤纸上的菌块或所形成的菌落就逐渐枯萎 , 干瘪 , 不再生长。除此之外 , 用 TTC检测变

白的锈孢子的活力发现 , 以上 6个属真菌处理后的锈孢子活力均明显低于对照 1。上述结果表明这些

真菌均有赖于锈孢子提供营养 , 并通过消耗锈孢子使锈孢子失活而生长。

2.4　重寄生再分离结果

表 4　供试菌株再分离情况
Table 4　Results of strains after reisolation

属(种)名 菌株号
再分离所得真菌

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ

链格孢 MS011 √ √ √ √

毛壳 LS015 ★ ★ √ ★

镰刀菌 MM007 √ √ √ √

壳梭孢 DS002 ★ √ ★ ★

棒束孢 MM008 √ √ √ √

青霉 LS011 ★ ★ ★ ★

拟盘多毛孢 MM011 √ √ √ √

木霉 LS020 √ √ √ √

粉红单端孢 MM005 √ √ √ √

未知种 LS012 ★ ★ ★ ★

　　说明:√为再分离所得真菌同于对照 2(原菌株);★为再分离所得真菌不同于对照 2。

　　由表 4可知 , 从链格孢 、 镰

刀菌 、棒束孢 、 拟盘多毛孢 、 木

霉及粉红单端孢 6个属的真菌接

种后变白的锈孢子堆上进行再分

离 , 均能得到与原菌株相同的真

菌 , 而从其他供试真菌处理后的

锈孢子堆上再分离绝大多数不能

得到与原菌株相同的真菌 。这些

都说明 , 锈孢子堆由鲜黄色变为

白色确实是以上 6个属真菌的作

用所致。

2.5　接种重寄生菌后锈孢子的

变化

对接种重寄生菌后的孢子进

行显微和超显微观察均能看到与 2.2结果相同的现象 , 而且发现重寄生菌不仅使锈孢子失活 , 还对锈

孢子的外部结构或内部结构造成了破坏(图 1 ～ 3)。

观察发现 , 非重寄生菌(如壳梭孢 , 图 1)接种后的锈孢子外形完好 , 不变形 , 表面疣突排列紧密

与正常锈孢子无异。重寄生菌粉红单端孢和拟盘多毛孢菌丝(图 2)并未穿透锈孢子却能使孢子活力大

大减弱甚至死亡;锈孢子外观虽未受到明显的破坏 , 但内含物浓缩且外壁向内凹陷 。其他的重寄生菌

链格孢 、 镰刀菌 、棒束孢 、木霉(图3)的作用则不同:其菌丝紧密缠绕锈孢子 , 制片时即使反复挪动

盖玻片 , 甚至用解剖针挑散也不易使锈孢子和菌丝分开;经 TTC 染色后 , 锈孢子不着色 , 而重寄生

菌菌丝内部则呈现许多红色的小颗粒(显示其有活力), 在显微镜下还可观察到锈孢子的菌丝和红色小

颗粒环状排列 , 说明菌丝穿透锈孢子且在内部盘卷。扫描电镜下同样观察到菌丝穿透锈孢子且有的锈

孢子上还可见到小孔和凹陷;作用后的锈孢子外壁上的疣突易脱落 , 甚至整个外壁都会脱落 。这就预

示着重寄生菌作用锈孢子可能存在着不同的机理 。

3　结论与讨论

从锈孢子堆或保湿后变白的锈孢子堆中分离重寄生菌 。重寄生菌人工接种鲜活锈孢子堆后通过培

养 , 又再现出锈孢子堆变白及锈孢子破碎 、 疣突脱落 、活力丧失等典型症状 , 从变白锈孢子堆上再分

离重寄生菌 , 鉴定仍为原菌株后即可确认茶 生柱锈的重寄生菌(符合柯赫氏三原则)。故本研究所得

的链格孢 、镰刀菌 、 棒束孢 、 拟盘多毛孢 、 木霉及粉红单端孢为茶 生柱锈的重寄生菌 。

重寄生菌的作用机理主要有分泌毒素和分泌细胞壁降解酶 2个方面
[ 12]
。真菌选择的营养基质 ,

最终取决于其向外分泌消化酶的种类[ 13] 。重寄生菌已被证明可以向外分泌分解真菌细胞壁骨架成分

的几丁质酶和 β-葡聚糖酶 , 从而破坏寄主细胞壁的骨架结构。锈孢子的外壁主要也由 β-葡聚糖和几丁

质组成
[ 13 ,14]

, 其表面疣突是从孢子的初生壁发育而成的
[ 12]
, 链格孢等 4个属的真菌均能使锈孢子表

面的疣突脱落 , 孢子破碎 , 说明锈孢子的外壁结构已在一定程度上受到破坏。而毒素主要是作用于寄

主真菌的细胞质膜和细胞内部结构 , 通过影响细胞内的物质及能量代谢导致其生理失调最终使细胞死

亡[ 15] 。拟盘多毛孢和粉红单端孢作用后的锈孢子在外观上没有明显的变化 , 但孢子内部发生的变化

预示着这 2种真菌可能以分泌毒素物质为主要作用机理 。基于上述分析 , 筛选得到的茶 生柱锈重寄

生菌可能存在着细胞壁降解酶和毒素两方面的作用机理 , 揭示不同重寄生菌伤害锈孢子的不同机理 ,
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图 1　壳梭孢DS002菌株接种后的锈孢子
Figure 1　Aeciospores af ter inoculation for Fusicoccum DS002

图 2　拟盘多毛孢 MM011菌株接种后的锈孢子
Figure 2　Aeciospores after inoculation for Pestalotiopsis MM011

图 3　木霉 LS020菌株接种后的锈孢子
Figure 3　Aeciospores after inoculation for Trichoderma LS020

进而挑选出有应用前景的重寄生菌 , 将为华山松疱病的生物防治提供资源和新的防治思路。
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Isolation and identification of Cronartium ribicola

mycoparasites in southwest China

YANG Yan-hong1 ,2 , CHEN Yu-hui1 , ZHU Yun-feng3

(1.School of Conservation Biology , Southwest Forestry College , Kunming 650224 , Yunnan , China;2.Department

of Science and Technology , Zhejiang Forestry College , Linan 311300 , Zhejiang , China;3.Forest Pest Control &

Quarantine Station of Zhijiang Province , Hangzhou 310020 , Zhejiang , China)

Abstract:Pinus armandi blister rust is one of the most severe diseases in P.armandi forest.In order to

biologically control this disease with mycoparasites , isolation and identification of mycoparasites on Cronartium

ribicola were conducted.The results showed that Alternaria spp., Fusarium spp., Isarta sp., Pestalotiotiopsis

sp., Trichoderma spp.and Trichothecium roseum were mycoparasites in Cronartium ribicola.Microscopic and

ultra-microscopic observation of aeciospores under ESM showed that different mycoparasites had different effects on

aeciospores.[Ch , 3 fig.4 tab.15 ref.]

Key words:forest protection;mycoparasites;Cronartium ribicola;Pinus armandi blister rust
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