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猕猴桃细菌性叶枯病病原菌和发生规律研究
Ξ

宋晓斌,张学武,黄　健
(西北农林科技大学 林学院,陕西 杨陵 712100)

　　[摘　要 ]　对猕猴桃细菌性叶枯病的症状进行了描述,并研究了病原菌的形态特征、生理生化特性、侵染循

环、传播途径和发病因素。结果表明,该细菌在许多理化特性上与猕猴桃细菌性溃疡病的病原细菌有相同之处,但

在形态特征上与溃疡病病原细菌有着明显的差异,该病的病原细菌应该为丁香假单胞杆菌丁香致病变种,该病的

发生与品种、气候和管理水平有一定的关系。
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　　猕猴桃细菌性叶枯病是新发现的猕猴桃病害,

最初发现于陕西杨陵杨村乡猕猴桃示范园,以后在

该地各猕猴桃园均有不同程度的发生,今后有可能

会发展为猕猴桃的主要病害,给猕猴桃产业造成损

失。为了能够控制该病的发生和蔓延,从 1997年开

始对该病的病原菌和病害的发生规律进行了研究,

现将研究结果报道如下。

1　材料与方法

1. 1　叶枯病的症状观察

　　自 1997年 5月中旬开始,在杨村乡猕猴桃示范

园选择发病叶片定期进行症状观察,并进行症状描

述。

1. 2　病原菌的分离培养和观察

1997 年 5 月中旬, 在秦美猕猴桃 (A ctin id a

d eliciosa L iang C F et Fergu sa A R cv. Q inm ei)患

病叶片上选择病、健组织相交的部分取材,于实验室

无菌操作间将所取材料用无菌水清洗后,用 70 mL ö

L 乙醇处理 1 m in,再用 1 gökg 的新洁尔灭进行表

面消毒,用无菌水冲洗干净后,再用刀片切取 1 mm 3

的组织块,放在滴有无菌水的载玻片上,置于日产的

O lympu s BH 型光学显微镜下观察喷菌现象, 并记

录结果,而后用接种环把观察过的悬浮液涂于 PDA

培养基上,在 27 ℃下恒温培养, 24 h 后观察培养结

果。将不同植株叶片上所分离培养的特征一致的优

势菌落编号,并将菌株扩繁至 4套,以备生理测定使

用。

用培养 24 h 的细菌制作菌体观察玻片。鞭毛、

荚膜、芽孢染色按文献[ 1 ]的方法进行,用显微镜观

察。将培养 24 h 的菌落连同培养基切成 2. 5 mm×

2. 5 mm×2. 5 mm 的方块,在体积分数 40%的戊二

醛液中固定 4 h,然后置 PBS液中缓冲浸渍 15 m in,

弃去 PBS 液, 分别在 50, 60, 70, 80, 90 mL öL 的乙
醇中各脱水 15 m in,最后在 100 mL öL 的乙醇中脱
水 20 m in。而后置菌块于载栏中,在普通干燥器中

干燥 24 h,再于临界点干燥器中干燥 30 m in, 取出

粘台并喷金,于扫描电镜下观察记录。

1. 3　致病性测定

1998年 5月中旬,用先一年分离纯化的病原菌

分别在美味猕猴桃 (A ctin id a d eliciosa L iang C F et

Fergu sa A R )、海 沃 德 ( A . d eliciosa cv.

“H ayw ard”)、亚特 (A . d eliciosa cv.“Yate”)、秦香

(A . d eliciosa cv.“Q inxyang”)、桑 (M orus a lba )、桃

(P runus p ersica )、李 (P runus sa licina )以及烟草叶

片上接种,采用擦伤喷菌悬液法接种,菌悬液浓度为

4. 32×106 mL - 1,每个品种接种 9片叶子,在自然条

件下,观察接种叶片的发病情况。结合田间调查结果

推断病原菌对不同品种的浸染能力,以确定该病病

原菌的寄主范围和HR 测定的致病性。

1. 4　病原细菌的理化特性测定

分别配制 SNA、K ingπs B、NDA 培养基,并用事

先准备好的一套菌系进行接种, 27 ℃下培养 2～ 4

d,观察菌落形态、颜色,并在紫外灯下观察是否有蓝

绿色荧光产生,以判断病原细菌所在属。按LO PA T
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实验要求[2 ] ,制备果聚糖产生 (L )、氧化酶反应 (O )、

马铃薯软腐 (P)、精氨酸双解酶反应 (A )所需要的培

养基和种植烟草过敏试验 (T )所用的烟草植株,并

用另一套备好的菌系分别进行L、O、P、A、T 测试,

同时用另外一套菌系做 22酮葡萄糖酸产生 (22K )、

蛋黄反应 (E)、硝酸盐还原 (N )和蔗糖产酸 (A c)的

补充试验,以确定病原细菌的种。另进行单糖、多糖

利用试验,产气产酸试验,产H 2S 试验,淀粉水解试

验,根据试验结果判断病原细菌的分类地位。对照菌

为 P seud om onas sy ring ae pv. actin id iae T ak ikaw a,

从罹细菌性溃疡病的猕猴桃枝蔓上分离。

1. 5　发病规律调查

根据田间调查病害的发生与猕猴桃园栽植品

种、气候和管理水平之间的关系,研究病害发生的规

律。病害的分级见表 1,病情指数按下式计算。

感病指数 =
∑

4

i= 0
x iy i

x m ax∑y i

× 100

式中, x i 为病级代表; y i 为 x i 对应病级的调查数。

表 1　猕猴桃细菌性叶枯病的分级标准

T able 1　Standard of classificat ion on w ithered leaf on k iw ifru it

病级
Grade

病级代表值 (x )
V o lum e of

grade

病斑面积占叶片
面积的百分率X ö%

Percen t of the infected
spo rt area in area of leaf

参考指标
Reference

item s

É 0 X = 0 叶片无病斑 H ealth

Ê 1 0< X ≤15 1～ 3个病斑,病斑不交合 1- 3 single infected
spo ts

Ë 2 15< X ≤30 4～ 6 个病斑, 有病斑交合 Som e of 4 - 6
infected spo ts jo in

Ì 3 30< X ≤45 6 个以上病斑, 有 3 个以上交合M o re than 6
spo ts, over 3 spo ts jo in

Í 4 X > 45 多数病斑交合, 近半叶片枯死M o re of spo ts
jo in, near 1ö2 leaf w ithered

2　结果与分析

2. 1　叶枯病的症状

　　从 5 月中旬开始, 在叶片上出现直径 0. 3 mm

大的水渍状斑点,下旬发展为形状不规则的病斑,病

斑受叶脉限制呈现为多角状,随着时间的推移,病斑

中心开始枯死,呈深褐色,病斑周围与健康部分相接

处仍然为水渍状。随着病斑的扩大,叶子中部大部分

组织枯死,但叶片不脱落。轻时则个别叶片表现出局

部枯死症状,重时大部分叶片干枯死亡。

2. 2　病原菌的形态特征

病健相接处组织在显微镜下有明显的喷菌现

象,经过分离纯化的菌株在 PDA 培养基上培养,菌

落为乳白色,边缘整齐,表面光滑有光泽。在光学显

微镜下菌体为杆状,稍弯曲,两端钝圆,无荚膜和芽

孢。在扫描电镜下,可清晰地看到病原细菌呈杆状,

在菌落中菌体丝状连接, 单个菌体大小为 (1. 0～

1. 3) Λm× (3. 0～ 4. 2) Λm ,由于培养时间不足和在

电镜观察时没有进行专门的鞭毛染色,多数看不到

鞭毛,只能看见在菌体的两端部鞭毛着生处的窝状

凹陷,有些菌体鞭毛隐约可见 (图 1)。

2. 3　病原菌的致病性、侵染循环及传播途径

用所分离的猕猴桃细菌性叶枯病的病原菌,对

4个品种各 9个叶片接种,从其结果可以看出,接种

第 3 天开始, 叶片陆续表现出水渍状病斑, 到第 7

天,接种病原菌的猕猴桃叶片均有水渍状产生,症状

表现早的叶片上的病斑组织枯死,其中最先和最后

出现症状的品种都是秦美,病斑大而严重,在亚特上

表现的症状轻,在海沃德和秦香上表现症状介于秦

美和亚特之间。这表明所分离的病原细菌对猕猴桃

具有侵染能力,潜育期在 72 h 以上。在桑、桃、李上

不表现出叶枯病的症状,可在烟草上出现过敏反应,

表明桑、桃、李不是该病原菌的寄主。该病原菌的其

他寄主范围还有待于进一步研究。

图 1　猕猴桃叶枯病病原细菌

F ig. 1　Patho logical bacterium of

w ithered leaf on k iw ifru it
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根据田间观察,该病在夏季雨后气温升高时出

现明显的发病高峰,且发病的叶片相对集中在最先

表现症状的叶片周围,可以初步判断病原菌是靠雨

水进行传播的。从芽中分离的与该病原菌形态相似

菌体及该病病原菌的血清学测定结果说明,病原菌

可以在芽中越冬,随着叶芽萌发和气温的升高,病原

菌进行初侵染,以后随着降雨传播进行再侵染。

2. 4　病原菌的理化性质

病原菌的理化特性试验结果表明 (表 2) , 菌株

在 PDA 培养基上的菌落为乳白色,圆形光滑,边缘

整齐; 在 SNA 培养基上, 菌落形态均为白色, 半球

形,光滑而粘稠,为典型的 levan 菌落; 在 K ingπB 培

养基上为灰白色,平台状,并具可弥散的黄绿色素,

在紫外灯下可看到蓝绿色的荧光; 在NDA 培养基

上菌落形态均为灰白色,平台状奶油样。可以初步判

断,猕猴桃细菌性溃疡病病原菌可能为假单胞杆菌

属的É a 组或Ì a 组。同时这 9 个菌株以及对照在

LO PA T 试验中按照L , O , P, A , T 的顺序, 它们的

测试结果均为“+ - - - + ”,可以推断病原菌为

假单胞杆菌中的É a 组细菌。补充的 22酮葡萄糖酸
盐的产生、蛋黄反应、硝酸盐还原和蔗糖产酸 4项试

验表明, 病原菌和对照的测试结果均为“- - -

+ ”,因此,可以断定病原菌为丁香假单胞杆菌。

表 2　病原菌鉴定测试

T able 2　T est fo r pathogen

测试内容
Item of test

LO PA T 试验 补充试验 Supp lem en tary test

L O P A T 22K E N A c

病原菌 Pathogen + - - - + - - - +

对照 CK + - - - + - - - +

表 3　病原菌的理化特性测试结果

Table 3　The physio logical and biochem ical characters of pathogen

测试内容
Item s of test

测定结果 Results

病原菌
Pathogen

对照菌
CK

碳 水 化 合 物 利 用
Carbohydrate u tilization

葡萄糖 Gluco se + +

蔗糖 Sucro se + +

半乳糖 Galacto se + +

乳糖L acto se + +

阿拉伯糖A rab ino se + +

木糖 Xyo se - +

淀粉Am ylo se - -

纤维素 Celluo se - -

其 他 碳 源 利 用 O ther
source carbon u tilization

壳聚糖 Ch ito san - -

甘露聚糖M annan - -

甘露醇M annito l + +

肌醇 Ino sito l + <

酶反应 Enzym e reaction

过氧酶 Perox isom e - -

尿酶U rease - -

果 胶 酶 Pectate
lyase

- <

硝酸还原N itrate reduction - -

产H 2S P roduce H 2S - -

利用柠檬酸钠产碱Base from citric acid < +

L 酒石酸利用 T artaric acid (L ) u tilization - -

苯甲酸利用Benzo ic acid u tilization - -

高丝氨酸 Homo serine u tilization - -

41 ℃下生长 Grow th under 41 ℃ - -

　　注:“- ”. 阴性反应;“+ ”. 阳性反应;“< ”. 反应不明显。

N o te:“- ”. N egative;“+ ”. Po sitive;“< ”. T he reaction is no t obvious.

进一步的生理生化试验结果 (表 3)说明, 病原

菌能够利用的碳源有葡萄糖、蔗糖、半乳糖、乳糖、阿

拉伯糖、肌醇、甘露醇等,在利用这些C 源时均可以

产酸,但不产气; 不能利用木糖、淀粉、纤维素、壳聚

糖、甘露聚糖, 不发生过氧化物酶、尿酶、果胶酶反

应。不发生硝化反应,不产生H 2S,但可产生果聚糖,

病原菌除了肌醇利用、果胶酶反应、柠檬酸盐产碱几

个特性不同外,其余与对照菌相同。除此之外,病原

菌和对照菌两者之间在形态特征上存在着明显的差

异, 如果要归于猕猴桃致病变种 ( P seud om onas

sy ring ae pv. actin id iae T ak ikaw a)显然不合适。根据

形态特征和生理生化特性与对照菌的差异,作者认

为该病的病原菌归于丁香假单胞杆菌致病变种

( P seud om onas sy ring ae pv. sy ring ae ) 较 为 合

适[1, 3～ 5 ]。

2. 5　发病因素

2. 5. 1　发病与品种　不同品种发病严重程度调查

结果见表 4。从表 4可以看出,秦美猕猴桃细菌性叶

枯病发病率为 17. 9% ,感病指数为 10. 1; 亚特发病

率为 4. 8% ,感病指数为 2. 2; 秦香发病率为9. 8% ,

感病指数为 5. 0; 海沃德发病率为 6. 3% ,感病指数

为 3. 2,调查结果与接种测试结果一致。表明秦美品

种较易感病,亚特比较抗病,海沃德和秦香处于二者

之间。
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表 4　不同品种猕猴桃细菌性叶枯病发生调查

T able 4　 Invest igation of the w ithered leaf on differen t variet ies of k iw ifru it

品种
V ariety

不同病级叶片数
N um ber of leaf in every grade

É Ê Ë Ì Í

发病率ö%
Rate of
infection

感病指数
Index of
infection

秦美 A . cv.“Q inm ei” 235 11 15 10 6 17. 9 10. 1

亚特 A . cv.“Yate” 208 5 2 3 0 4. 8 2. 23

秦香 A . cv.“Q inx iang” 224 9 5 6 2 9. 8 5. 0

海沃德
A . cv.“H ayw ard” 238 6 4 4 1 6. 3 3. 2

2. 5. 2　发病与气候　猕猴桃细菌性叶枯病的发生

与气候有直接关系。调查发现, 5月中旬至 7月下旬

的降雨量对病害的发生和传播极为有利,而 8 月份

以后的降雨对叶枯病的发生影响不十分明显。

2. 5. 3　发病与管理水平　管理水平的好坏直接关

系着猕猴桃植株的健康水平,一般管理好的猕猴桃

园树体健壮,叶片肥厚,对猕猴桃病原细菌的侵入直

接起到一个机械阻挡的作用,管理差的猕猴桃园树

势弱,抵抗力差,有利于细菌的侵入。

3　结论与讨论

细菌性叶枯病是新发现的猕猴桃病害,其病原

菌在许多理化特性上与猕猴桃溃疡病病原细菌有相

同之处,但细菌性叶枯病病原菌不能利用木糖,而猕

猴桃溃疡病病原细菌能够利用木糖。在形态特征上,

细菌性叶枯病病原菌大小为 (1. 0～ 1. 3) Λm× (3. 0

～ 4. 2) Λm ,而溃疡病病原细菌大小为 (0. 7～ 1. 5)

Λm× (1. 6～ 2. 9) Λm [2 ] ,两者之间差异很大。因此,

作者认为把该病原细菌归为猕猴桃致病变种显然不

太合理,而作为丁香致病变种比较合适。该病的发生

在几个猕猴桃品种间存在着明显的差异,其发生与

气候和管理水平有一定的关系,夏季多雨湿润气候

有利于该病的发生,管理好的猕猴桃园发病轻。由于

该病的病原菌为细菌,建议在防治时应用抗菌素。
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Stud ies on pa thogen and occu rrence facto rs of the

bacteria l w ithered leaf on k iw ifru it

SONG X iao-bin , ZHANG Xue-wu, HUANG J ian
(Colleg e of F orestry , N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h is paper dealt w ith iso la t ion and cu lt iva t ion of the pathogen of bacteria l w ithered leaf on

k iw ifru it, described symp tom , and studied the mo rpho logica l, physio logica l and b iochem ical characters,

infect ing cycle, ho st range, sp reading w ay of bacteria l of w ithered leaf d isease in k iw ifru it. T he resu lts show
that bacterium of w ithered leaf is the sim ilar to bacterium of canker d isease on k iw ifru it a t physio logica l

and b iochem ical characters, bu t there are mo rpho logica l d ifferences betw een the tw o pathogen s. T he resu lts

concluded that the pathogen of bacteria l w ithered leaf on k iw ifru it shou ld be P seud om onas sy ring ae pv.

sy ring ae. T here are clo se rela t ion s betw een occu rrence of the disease and variet ies, clim ate and m anaging
level.

Key words: k iw ifru it; bacteria l; w ithered leaf
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