
　!"#$% &'()*+#-! #-) 犘犾犪狀狋犘狉狅狋犲犮狋犻狅狀

收稿日期：　２０１７ ０６２８　　　修订日期：　２０１７ ０７ ２４
基金项目：　国家自然科学基金（３１４０００１４）；长江大学青年人才基金（２０１６ｃｑｒ０８）

 通信作者 Ｅｍａｉｌ：ｄｊｘｉｎ５５５＠ｈｏｔｍａｉｌ．ｃｏｍ；ｚｈｏｕｙｉ＠ｙａｎｇｔｚｅｕ．ｅｄｕ．ｃｎ
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摘要　波斯菊是一种重要的观赏植物，叶枯病的发生影响其生长及市场价值。本文从陕西杨凌地区采集波斯菊病

叶，通过保湿培养、单孢分离方法获得２株分离物。将分离菌的纯培养物接种健康寄主植物，发病后再分离的分离

物与原接种病原菌菌株特征相同。采用形态学及ｒＤＮＡＩＴＳ、ＥＦ１α和ＧＡＰＤＨ基因序列分析相结合的方法对分离

菌进行鉴定，结果表明，两株菌株均为侵染向日葵链格孢犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊。这是国内外波斯菊上

犃．犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊的首次报道。
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中图分类号：　Ｓ４３６．８　　文献标识码：　Ａ　　犇犗犐：　１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．０５２９ １５４２．２０１７．０６．０３２

犐狊狅犾犪狋犻狅狀犪狀犱犻犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犪狀犲狑狆犪狋犺狅犵犲狀犮犪狌狊犻狀犵犾犲犪犳

犫犾犻犵犺狋狅狀犆狅狊犿狅狊犫犻狆犻狀狀犪狋狌狊

犔狌狅犎狌犪狀，　犑犻犪犌狌狅犵犲狀犵，　犉犪狀犡犻犪狅狔犪狀，　犔犻狌犎犪犻犳犲狀犵，　犘犲犻犇狅狀犵犳犪狀犵，　犇犲狀犵犑犻犪狀狓犻狀，　犣犺狅狌犢犻

（犆狅犾犾犲犵犲狅犳犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犲，犢犪狀犵狋狕犲犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犑犻狀犵狕犺狅狌　４３４０２５，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋　犆狅狊犿狅狊犫犻狆犻狀狀犪狋狌狊犻狊犪狀犻犿狆狅狉狋犪狀狋狅狉狀犪犿犲狀狋犪犾狆犾犪狀狋．犜犺犲犾犲犪犳犫犾犻犵犺狋犱犻狊犲犪狊犲犮犪狀犪犳犳犲犮狋狆犾犪狀狋犵狉狅狑狋犺犪狀犱

犿犪狉犽犲狋狏犪犾狌犲．犐狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔，狋犺犲犮犪狌狊犪犾犪犵犲狀狋狑犪狊狅犫狋犪犻狀犲犱犳狉狅犿犱犻狊犲犪狊犲犱犾犲犪狏犲狊犫狔狊犻狀犵犾犲狊狆狅狉犲犻狊狅犾犪狋犻狅狀犪狀犱犻狋狊

狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔狑犪狊狋犲狊狋犲犱狋狅犳狌犾犳犻犾犾狋犺犲犓狅犮犺’狊狉狌犾犲．犅犪狊犲犱狅狀狋犺犲犿狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊犪狀犱狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮犪

狀犪犾狔狊犻狊狅犳犪犮狅犿犫犻狀犲犱犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲犱犪狋犪狊犲狋（狉犇犖犃犐犜犛，犈犉１α犪狀犱犌犃犘犇犎），狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀狑犪狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犪狊犃犾

狋犲狉狀犪狉犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊．犐狋’狊狋犺犲犳犻狉狊狋狉犲狆狅狉狋狅犳犾犲犪犳犫犾犻犵犺狋犱犻狊犲犪狊犲狅狀犆．犫犻狆犻狀狀犪狋狌狊犮犪狌狊犲犱犫狔犃．犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻

犮犻犲狀狊犻狀狋犺犲狑狅狉犾犱．
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　　波斯菊犆狅狊犿狅狊犫犻狆犻狀狀犪狋狌狊，一年生菊科秋英属

观赏植物，原产于墨西哥和南美洲。因其花美叶

茂、易栽培，被广泛应用于公园及道路等基础栽植

区，环境效益优良［１］。波斯菊医药潜能巨大，既可

作为传统中药材，治疗黄疸、间歇热、脾肿大等疾

病，还可作为抗氧化剂，用于 ＤＮＡ氧化损伤治

疗［２］。国内外研究发现，细菌［３］、植原体［４］、真

菌［５８］均可侵染波斯菊。

本文通过对波斯菊叶枯病病叶进行保湿培养，

采用单孢分离法分离获得病原菌，依据柯赫氏法则

验证其致病性，最后通过形态学与分子生物学相结

合的方法进行种类鉴定，为波斯菊叶枯病的预测预

报及防控提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　病原菌的分离

２０１６年于陕西省西安市杨凌植物园采集波斯

菊病叶，切取病健交界处，保湿培养后用无菌玻璃针

进行单孢分离，将获得的纯培养物保存于ＰＤＡ斜面

及１５％甘油中。

１．２　致病性测定

将分离物的菌丝转接于Ｖ８培养基上，在２２℃恒

温条件下，每天光照８ｈ，培养７ｄ后，用无菌水洗脱分

生孢子，过滤后离心，再用灭菌水将滤液配制成孢子

悬浮液（１０５个／ｍＬ）。用无菌毛笔蘸取配制好的孢子

悬浮液刷在健康的波斯菊叶片上，以无菌水作对
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照，室温培养于无菌保湿装置中，观察并记录发病

情况。利用相同的方法对发病叶片中的病原菌进

行再分离，并与原分离物进行对比，验证柯赫氏法

则。重复３次。

１．３　病原菌鉴定

选取分离的病原菌菌株ＹＺＵ１６１１６９及ＹＺＵ

１６１１７０进行形态学与基因序列分析鉴定。

１．３．１　形态学鉴定

菌落形态：供试菌株在ＰＤＡ培养基上培养２～

３ｄ后用直径６ｍｍ的无菌打孔器切取菌落边缘的

菌丝块，转接于含ＰＤＡ培养基的９０ｍｍ培养皿中

央，２５℃恒温黑暗培养７ｄ，观察菌落形态、分泌物颜

色等，并测量菌落直径。

孢子形态：挑取少量待试菌株菌丝转接于ＰＣＡ

（马铃薯２０ｇ、胡萝卜２０ｇ、琼脂２０ｇ、蒸馏水１０００ｍＬ）

培养基上，在２２℃恒温条件下，每天８ｈ光照，培养

７ｄ后，观察并记录其分生孢子产孢方式、分生孢子

与分生孢子梗的形态、颜色等，并随机测量５０个成

熟分生孢子的大小。

１．３．２　多基因位点序列分析

将供试菌株在ＰＤＡ培养基上培养５～７ｄ，刮取

适量菌丝用液氮研磨后采取改良ＣＴＡＢ法提取

ＤＮＡ。ＰＣＲ 扩增和测序所用引物为ＩＴＳ５ 和

ＩＴＳ４
［９］、ｇｐｄ１和ｇｐｄ２

［９］、ＥＦ４４６Ｆ和ＥＦ１４７３ｒ
［１０］，均

由南京金斯瑞生物科技有限公司提供。用体积为

４０μＬ的２×犜犪狇预混反应体系进行ＰＣＲ扩增

（Ｇｅｎｓｔａｒ，北京康润诚业生物科技有限公司）。获得

的ＰＣＲ产物在含核酸染料（ＧｏｌｄｅｎＶｉｅｗ，北京博迈

德基因技术有限公司）的１％琼脂凝胶上电泳后，在

凝胶成像系统下成像，扩增产物由北京六合华大基

因生物技术有限公司进行纯化，并利用正反引物测

序。对获得的正反两个序列进行校正后，将完整的

序列利用ＢＬＡＳＴ进行同源性比对分析，再利用

Ｍｅｇａ７．０．２６软件，将本研究序列与其他比对序列的

３个基因序列拼接合并，最后利用ＲａｘＭＬ软件构建

ＭＬ（ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ）系统发育树，以自展法

（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）进行检测，１０００次循环。

２　结果与分析

２．１　波斯菊叶枯病危害症状及致病性测定

波斯菊叶枯病６月初开始发病，受高温和多湿

气候影响，７月中旬为发病高峰期。发病初期，病叶

多见于植物中下部，受侵染叶片的叶尖部出现褐色

坏死，靠近坏死部的叶组织常伴有褪绿现象（图

１ａ），条件适宜时病害发展迅速，后期整个叶片黄萎

枯死（图１ｂ）。根据体视显微镜下观察到的分生孢

子形态特征将所获得菌株初步判断为链格孢属真

菌。将分离菌株的分生孢子接种于健康波斯菊叶

片，接种２４ｈ后叶片出现水渍状褐色斑点，２ｄ后

接种叶片有明显坏死症状，３ｄ后整个叶尖大面积

枯死（图１ｃ），对照组未见发病症状。从接种后发

病叶片上再分离的分离物与原接种病原菌菌株特

征相同，表明所分离的链格孢是引起波斯菊叶枯病

的病原菌。

图１　波斯菊叶枯病症状

犉犻犵．１　犔犲犪犳犫犾犻犵犺狋狊狔犿狆狋狅犿犪狀犱狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犻狋狔狋犲狊狋狊狅狀犆狅狊犿狅狊犫犻狆犻狀狀犪狋狌狊

２．２　病原菌形态特征

选取的两株病原菌ＹＺＵ１６１１６９及ＹＺＵ１６１１７０

的菌落形态及孢子形态一致。在ＰＤＡ培养基上，

２５℃黑暗培养７ｄ后的菌落圆形，黄灰色，中央气生

·３８１·
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菌丝颜色稍浅、絮状，边缘呈绒毛状（图２ａ）。菌落

背面中央浅棕色，有黄色色素产生、边缘呈淡黄色

（图２ｂ）。菌落大小为４５～４９ｍｍ。

图２　波斯菊病原菌在犘犇犃培养基上２５℃培养７犱的菌落形态

犉犻犵．２　犆狅犾狅狀狔犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犳狉狅犿犆狅狊犿狅狊

犫犻狆犻狀狀犪狋狌狊狅狀犘犇犃狆犾犪狋犲犪狋２５℃犳狅狉７犱犪狔狊

　　分离物在ＰＣＡ培养基上的产孢表型如图３ａ

所示，分生孢子单生或产生２个分生孢子的短

链。分生孢子梗单生，直立或弯曲，黄褐色，具隔

膜２～８个，大小为（５４～１３０）μｍ×（４．８～６．５）μｍ。

分生孢子倒棒状、长椭圆形或卵形，浅棕色至黄

褐色，孢身具３～８个横隔膜，横隔膜间常有１～

２个纵隔膜或斜隔膜，大小为（４５～９０）μｍ×（１６

～２３．５）μｍ，无喙或有喙。喙圆柱状或丝状，常

有１～３个隔膜，大小为（６７～１９７）μｍ×（２．５～

５．５）μｍ（图３ｂ）。

通过形态学比较分析，发现菌株ＹＺＵ１６１１６９

及ＹＺＵ１６１１７０的形态学特征与犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犺犲犾犻犪狀

狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊一致
［１１］，形态学研究表明该病原菌为

犃．犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊。

图３　波斯菊病原菌在犘犆犃培养基上２２℃下培养７犱的孢子形态

犉犻犵．３　犆狅狀犻犱犻犪犾犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犳狉狅犿犆狅狊犿狅狊犫犻狆犻狀狀犪狋狌狊狅狀犘犆犃狆犾犪狋犲犪狋２２℃犳狅狉７犱犪狔狊

２．３　病原菌分子生物学鉴定

将分离菌株 ＹＺＵ１６１１６９和 ＹＺＵ１６１１７０的

ｒＤＮＡＩＴＳ、ＧＡＰＤＨ、ＥＦ１α基因序列利用ＢＬＡＳＴ

进行同源性比对分析，发现各序列与犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犺犲

犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊的相似度均为１００％，测序结果提

交至ＧｅｎＢａｎｋ获得的登录号见表１。将两株病原菌

与其相近种的３个基因序列合并分析（共１１９７ｂｐ），

构建ＭＬ（ｍａｘｉｍｕｍｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ）系统发育树，结果显

示该病原菌与犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊聚为一

簇，ｂｏｏｔｓｔｒａｐ支持率为１００％（图４）。表明波斯菊

叶枯病的病原菌为犃．犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊。

３　结论与讨论

本试验对波斯菊叶枯病病原菌进行了单孢分

离、致病性测定、形态学鉴定，以及ｒＤＮＡＩＴＳ、

ＧＡＰＤＨ、ＥＦ１α基因序列分析，研究表明：陕西杨

凌波斯菊叶枯病的病原菌为链格孢属的犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪

犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊。Ｓｉｍｍｏｎｓ
［１１］以Ｒｏｂｅｒｔｓ从向日
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４３卷第６期 罗欢等：一种波斯菊叶枯病新病原菌的分离与鉴定

葵种子上分离的病原菌为模式菌株建立此种。

Ｖｒａｎｄｅｃｉｃ等
［１２］首次报道其引起克罗地亚地区向日

葵叶枯病及茎枯病，发病率１０％～５０％。孙霞
［１３］在

我国新疆及云南两地的向日葵上首次报道此菌，并

通过形态学鉴定确定其为侵染向日葵链格孢犃．犺犲

犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊，并指出该种寄生性较强。本研究

通过致病性试验发现，如果条件适宜，供试菌株可快

速侵染波斯菊致其严重发病。此外，将供试菌株的

菌丝块和孢子液接种离体向日葵、苦苣菜及飞蓬叶

片，均可侵染导致发病。

表１　参考菌株的编号、寄主、地理分布及犌犲狀犅犪狀犽登录号

犜犪犫犾犲１　犛狆犲犮犻犲狊犪狀犱狋犺犲犻狉犌犲狀犅犪狀犽犪犮犮犲狊狊犻狅狀狀狌犿犫犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犲狆犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲

种

Ｓｐｅｃｉｅｓ

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎ

寄主

Ｈｏｓｔ

来源

Ｃｏｕｎｔｒｙ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号

ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

ＩＴＳ ＧＡＰＤＨ ＥＦ１α

链格孢犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪 ＣＢＳ９１６．９６ 落花生犃狉犪犮犺犻狊犺狔狆狅犵犪犲犪 印度Ｉｎｄｉａ ＡＦ３４７０３１ ＡＹ２７８８０８ ＫＣ５８４６３４

假格链格孢犃．犪犾狋犲狉狀犪狀狋犺犲狉犪犲 ＣＢＳ１２４３９２ 茄犛狅犾犪狀狌犿犿犲犾狅狀犵犲狀犪 中国Ｃｈｉｎａ ＫＣ５８４１７９ ＫＣ５８４０９６ ＫＣ５８４６３３

芸薹生链格孢犃．犫狉犪狊狊犻犮犻犮狅犾犪 ＡＴＣＣ９６８３６ 甘蓝犅狉犪狊狊犻犮犪狅犾犲狉犪犮犲犪 美国ＵＳＡ ＪＸ４９９０３１ ＫＣ５８４１０３ ＫＣ５８４６４２

芸薹链格孢犃．犫狉犪狊狊犻犮犪犲 ＣＢＳ１１６５２８ 甘蓝犅狉犪狊狊犻犮犪狅犾犲狉犪犮犲犪 美国ＵＳＡ ＫＣ５８４１８５ ＫＣ５８４１０２ ＫＣ５８４６４１

犃．犮犪狉狅狋犻犻狀犮狌犾狋犪犲 ＣＢＳ１０９３８１ 胡萝卜犇犪狌犮狌狊犮犪狉狅狋犪 美国ＵＳＡ ＫＣ５８４１８８ ＫＣ５８４１０６ ＫＣ５８４６４５

雪叶莲链格孢犃．犮犻狀犲狉犪狉犻犪犲 ＣＢＳ１１６４９５ 橐吾犔犻犵狌犾犪狉犻犪ｓｐ． 美国ＵＳＡ ＫＣ５８４１９０ ＫＣ５８４１０９ ＫＣ５８４６４８

侵染向日葵链格孢犃．犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊 ＣＢＳ１１７３７０ 向日葵犎犲犾犻犪狀狋犺狌狊犪狀狀狌狌狊 英国ＵＫ ＫＣ５８４２００ ＫＣ５８４１１９ ＫＣ５８４６６１

ＣＢＳ２０８．８６ 向日葵犎犲犾犻犪狀狋犺狌狊犪狀狀狌狌狊 美国ＵＳＡ ＮＲ０７７２１３ ＫＣ５８４１２０ ＥＵ１３０５４８

ＹＺＵ１６１１６９ 波斯菊犆狅狊犿狅狊犫犻狆犻狀狀犪狋狌狊 中国Ｃｈｉｎａ ＭＦ４１４１６５ ＭＦ４１４１６７ ＭＦ４１４１６９

ＹＺＵ１６１１７０ 波斯菊犆狅狊犿狅狊犫犻狆犻狀狀犪狋狌狊 中国Ｃｈｉｎａ ＭＦ４１４１６６ ＭＦ４１４１６８ ＭＦ４１４１７０

日本链格孢犃．犼犪狆狅狀犻犮犪 ＣＢＳ１１８３９０ 青菜犅狉犪狊狊犻犮犪犮犺犻狀犲狀狊犻狊 美国ＵＳＡ ＫＣ５８４２０１ ＫＣ５８４１２１ ＫＣ５８４６６３

葱链格孢犃．狆狅狉狉犻 ＥＧＳ４８．１４７ 洋葱犃犾犾犻狌犿犮犲狆犪 美国ＵＳＡ ＤＱ３２３７００ ＫＣ５８４１３２ ＫＣ５８４６７９

苦苣菜链格孢犃．狊狅狀犮犺犻 ＣＢＳ１１９６７５ 花叶滇苦菜犛狅狀犮犺狌狊犪狊狆犲狉 加拿大Ｃａｎａｄａ ＫＣ５８４２２０ ＫＣ５８４１４２ ＫＣ５８４６９１

图４　基于狉犇犖犃犐犜犛、犌犃犘犇犎、犈犉１α基因序列用犕犔方法

构建的菌株犢犣犝１６１１６９及犢犣犝１６１１７０系统发育树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮狊狋狉犪犻狀狊犢犣犝

１６１１６９犪狀犱犢犣犝１６１１７０犫犪狊犲犱狅狀狉犇犖犃犐犜犛，

犌犃犘犇犎，犈犉１α犵犲狀犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊

波斯菊是优良的园林绿化材料，其种植面积不

断扩大，而病害的发生极大地影响了其观赏价值。

目前，国外已报道犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犮狅狊犿狅狊犪
［５］，犆犲狉犮狅狊狆狅

狉犪犳犪犵狅狆狔狉犻
［６］，犆狅犾犾犲狋狅狋狉犻犮犺狌犿犪犮狌狋犪狋狌犿

［７］和犇犻犪

狆狅狉狋犺犲狊狋犲狑犪狉狋犻犻
［８］等病原真菌可侵染波斯菊引起病

害，其中同为链格孢属的真菌犃．犮狅狊犿狅狊犪引起波斯

菊叶枯病在症状上与犃．犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊并无明

显差异。本研究首次发现并报道了波斯菊为犃犾狋犲狉

狀犪狉犻犪犺犲犾犻犪狀狋犺犻犻狀犳犻犮犻犲狀狊新寄主，为该菌引起的波斯

菊叶枯病的防治提供了可靠依据。
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