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柱花草炭疽病菌的准确快速鉴定
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摘 要: 采用常规组织分离法分离得到 2 个柱花草炭疽病菌致病性菌株，利用 ITS通用引物 ITS1 / ITS4 对炭
疽菌 rDNA-ITS进行扩增，电泳检测得到约 500 bp大小的目的条带，经过生物信息学分析 2 个菌株均为刺盘
孢属胶胞炭疽病菌，且两者之间同源性达到 99%，对其侵染能力进行检测，5 个柱花草品系的抗病性有所
不同。
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炭疽病的传统分类是以形态特征和生理生化指标作为分类基础，但是大部分真菌分布广、形态特征
复杂，尤其是真菌种间很难区别，因此，传统的菌物分类常引起分类系统的意见分歧。与传统分类方法相
比，分子生物学技术具有明显的优越性。在真核生物中，核糖体 DNA是由核糖体基因及与之相邻的间隔
区组成，包括外部转录间隔区、18S基因、内部转录间隔区 1，5． 8S 基因、内部转录间隔区 2，28S 基因及基
因间隔序列。其中 18S，5． 8S和 28S的基因序列趋于保守，而在真菌的种间存在丰富的变化。通过对该区
段进行聚合酶链式反应及序列测定后，再进行特异性引物的设计，从而可以诊断及检测植物的病原菌，该

方法在植物病原真菌分子检测方面的应用尤为广泛［1］。在柱花草( Stylosanthes spp． ) 炭疽病菌属内小种的
分类方面，张伟丽等通过形态学及接种症状来初步鉴定柱花草炭疽病菌属［2］，易克贤利用 ＲAPD 分子标
记技术对柱花草菌株进行聚类分析［3］。目前，ITS序列分析在橡胶炭疽病菌中应用比较广泛，但在柱花草
炭疽病菌中的鉴定鲜见报道。笔者应用 ITS序列分析结合形态观察法检测柱花草炭疽病菌，选择 5 个不
同抗病能力的柱花草品系来检测病原菌的致病性，旨在为准确快速鉴定海南地区柱花草炭疽病菌种类提

供依据。

1 材料与方法

1． 1 材料 2011 年 9 月，从海口市世纪大桥下的海南大学种植基地采集柱花草炭疽病病样带回实验室
进行分离纯化。供试柱花草品种为热研 5 号、热研 2 号、品 907 和从热研 5 号中分离到的品 39，stylo1979。
新型植物基因组 DNA快速提取试剂盒和 DNA 片段回收试剂盒，均购自北京艾德来生物科技有限公司;
Taq DNA 聚合酶试剂盒购自 TAKAＲA公司; pGEM － T Easy Vector 购自 Promega公司; 乙醇等常用试剂均
为国产分析纯。
1． 2 方法
1． 2． 1 炭疽菌的分离与纯化 柱花草炭疽病菌分离采用常规组织分离法［4］。
1． 2． 2 炭疽菌致病性测定 选用健康完好同一位置的柱花草叶片，每片小叶上取 1 个接种点，用无菌束
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针轻轻刺破接种点表皮。然后将刺破的小叶放入有无菌湿滤纸的培养皿中。用打孔器在纯化后培养 1
周的菌落边缘打取菌饼，有菌面朝下放置于针刺处，用打孔器取同样大小的无菌水琼脂块作为对照。
28 ℃保湿培养 3 d后去掉菌饼和水琼脂块，继续培养 2 d后观察发病情况。接种叶片发病后，重新分离病
原菌，观察菌落和孢子形态，与最初分离的菌株做对比，确认其致病性［5］。
1． 2． 3 基因组 DNA提取 取适量菌丝( 约 100 mg) 加入液氮碾磨，使用“新型植物基因组 DNA 快速提
取试剂盒”进行 DNA提取。
1． 2． 4 rDNA-ITS区的 PCＲ扩增 根据柱花草炭疽病原菌 ITS保守区域设计特异性引物，引物序列如下:
ITS1( 5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') ，ITS4( 5'-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') 。反应体系( 50 μL) : 模
板 DNA 2 μL，dNTP( 10 mmol·L －1 ) 4 μL，引物 ITS1( 10 mmol·L －1 ) 1． 5 μL，引物 ITS4( 10 mmol·L －1 ) 1．
5 μL，Taq DNA 聚合酶( 10 U·μ L －1 ) 0． 2 μL，Pyrobest DNA Polymerase ( 5 U·μ L －1 ) 0． 8 μL，10 × PCＲ
Buffer( Mg2 + Plus) 5 μL，ddH2O 35 μL。PCＲ反应程序为: 预变性 94 ℃ 4 min; 94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃
40 s，30 个循环; 72 ℃延伸 7 min，4 ℃保存。取上述 PCＲ扩增产物 30 μL，用 1 × TAE 制备w = 1%的琼脂
糖凝胶，电泳 30 min后，在紫外灯下拍照、回收。
1． 2． 5 PCＲ产物的纯化、克隆和测序 用琼脂糖凝胶回收试剂盒对 PCＲ 产物进行回收纯化。回收后的
DNA连接到 pGEM-T Easy载体上，载体连接后 42 ℃热击法转化感受态细胞 DH5α，通过蓝白斑的筛选，挑
选白斑菌落，通过菌落 PCＲ验证阳性克隆，将阳性克隆摇菌后用碱裂解法提取质粒 DNA，并对质粒 DNA
进行酶切进一步验证阳性克隆，每个菌株挑选 3 个阳性克隆送深圳华大基因研究院进行测序。
1． 2． 6 序列分析 将菌株序列与 GenBank中核酸数据库( http: / /www． ncbi． nlm． nih． gov /BLAST) 上的序
列进行同源性比较。
1． 2． 7 炭疽菌的形态学观察 用显微镜观察分离到的菌株孢子及菌丝的形态，培养观察其在培养基上
的生长状况。
1． 2． 8 不同柱花草品系的抗病情况 配制 1 × 106·mL －1孢子悬浮，加入 w = 0． 1% Tween-20，便于孢子
附着。选出 5 个柱花草品系，每个品系扦插 10 株，每枝条保留 4 个节间，重复 3 次。待扦插的植株长出嫩
叶，表明已经生根成活时，即可进行接种。接种时，把制得的孢子悬浮液喷于柱花草植株，使叶片有明显
水珠，用黑色薄膜覆盖，黑暗生长 24 h后撤去薄膜，每日上、中、下午各喷 1 次水，保持其湿度，观察记录其
性状，然后根据 Horsfall-Barrat的分类标准［6］对柱花草进行抗性分级，计算发病率及病情指数。

图 1 病原菌 ITS序列扩增电泳图
M为 BM2000 DNA Marker，1 ～ 2 为 1 号菌
株，3 ～ 4 为 2 号菌株
Fig． 1 Electrophoresis of pathogenic bacteria
M: BM2000 DNA Marker; 1 and 2: No． 1
bacterial strain; 3 and 4: No． 2 bacterial strain

2 结果与分析

2． 1 柱花草炭疽病菌的分离和致病性 利用常规组织分离
法分离到 2 个菌株，然后接种到热研 5 号柱花草的嫩叶( 第 3
片叶) 上，针刺接种 3 d后，病斑呈圆形或不规则形，四周深褐
色，中间浅褐色; 空白对照的叶片均不发病。这说明分离到
的 2 个菌株均具有致病性。
2． 2 ITS通用引物对炭疽菌 rDNA-ITS的扩增 利用 ITS通
用引物 ITS1 / ITS4 对分离到的炭疽菌株进行扩增，琼脂糖电
泳检测后获得 1 条约 500 bp的条带( 见图 1) 。
2． 3 重组子的菌液 PCＲ鉴定 将 PCＲ产物回收纯化后，进
行载体连接及转化，得到白色单菌落后，对其进行 PCＲ 扩增
及电泳检测，结果如图 2a，1 ～ 6 为 1 号菌株挑取的菌落，7 ～
12 为 2 号菌株挑取的菌落，均在约 500 bp 处有明显亮带，说
明均已连接转化成功; 再次酶切验证，结果均能得到目的条带( 见图 2b) ，送去深圳华大基因研究院进行
测序。
2． 4 核糖体 DNA-ITS序列的生物信息学分析 将测序结果在 NCBI 网站上进行 BLAST 对比分析，不包
含引物结合区，2 个菌株的核糖体 DNA-ITS基因序列长度分别为 576 bp和 574 bp，与 NCBI上刺盘孢属胶
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胞炭疽菌( Colletotrichum gloeosporioides) 的 ITS 序列同源性最高为 100%，供试的 2 个菌株间同源性达到
99% ( 见图 3) 。

500 bp

M H2O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

a b
图 2 菌落 PCＲ电泳图( a) 和 NotⅠ酶切电泳图( b)

M为 BM2000 DNA Marker，1 ～ 6 为 1 号菌株，7 ～ 12 为 2 号菌株，H2O为空白对照
Fig． 1 Electrophoresis of colony PCＲ( a) and Not I digestion( b)

M: BM2000 DNA Marker; 1 to 6: No． 1 bacterial strain: 7 to 12: No． 2 bacterial strain; H2O: Blank

图 3 2 个菌株与胶胞炭疽菌之间 rDNA-ITS序列分析
Fig． 3 rDNA-ITS sequence analysis between two strains and Colletotrichum gloeosporioides

图 4 分离菌株的形态
a: 分生孢子( × 400) ; b: 菌落分生孢子粘孢团; c: 菌落气生菌丝

Fig． 4 Modality of isolated strain of Colletotrichum sp．
a: Conidia ( × 400) ; b: Conidia group; c: Aerial mycelium

2． 5 炭疽菌的形态 对 ITS 序列分析鉴定
的胶胞炭疽菌进行形态学观察( 见图 4 ) 。培
养 5 d后的病原菌菌落呈圆形，边缘整齐，菌
落初期为白色或浅灰色，后为浅褐色，有明显

的同心环带。菌落气生菌丝为白色或灰色，
显微镜下观察其具有隔膜，5 d 后中间开始产
生橘黄色孢子团，15 d 后产生黑色菌核状构
成物。分生孢子为单胞，椭圆形或圆柱形，大
多数分生孢子一端呈尖锐状，少数两端均为

圆形，2 个菌株形态无明显差异。
2． 6 分离到的柱花草炭疽病菌的致病性
为了确定分离到的菌株对柱花草品系的侵染
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能力，选 5 个圭亚那柱花草品系进行接种，结果表明，病情指数为 0 ～ 10 ( 抗病) 和 11 ～ 30 ( 中抗) 的各有 1
份，病情指数为 31 ～ 40 ( 中感) 的无，病情指数在 41 以上( 感病和高感) 的有 3 份( 见表 1) 。病斑不规则，
边缘也不整齐，呈褐色，为胶胞炭疽病菌的 B型。

表 1 不同柱花草品系发病情况
Tab． 1 The incidence of the disease attacking different varieties of Stylos

柱花草品系
Stylosanthes spp．

发病率 /%
Incidence

病情指数
Disease index

抗病性
Disease resistance

品 39
Stylo 39 100 100 d 高感

Highly infectious

热研 2 号
Stylosanthes guianensis cv． Ｒeyan No． 2 61． 54 54． 6 c 感病

Infectious

热研 5 号
Stylosanthes guianensis cv． Ｒeyan No． 5 58． 14 47． 5 c 感病

Infectious

品 907
Stylo 907 28． 57 17． 3 b 中抗

Moderate disease resistance

Stylo1979 6． 06 6． 7 a 抗病
Disease resistance

注: 表中病情指数数据后小写英文字母不同者表示差异显著( P ＜ 0． 05)
Note: Data with different lower case letters in the table mean significant difference ( P ＜ 0． 05)

5 个品系间出现病斑时间不同: 接种后第 3 天，品 39 的老叶和茎秆出现病斑，随后逐步增加并扩散到
新叶上，约 20 d后，整个植株死亡。热研 2 号在接种后第 5 天小范围出现病斑，热研 5 号则是第 7 天出现
病斑。
接种后 30 d的病症表现: 1) 品 39 柱花草，100%植株死亡，病症严重，叶片绝大多数脱落。2) 热研 2

号柱花草，植株无死亡，长势一般，叶片症状较重，病斑多，叶片脱落较多，茎秆上有黑色病斑。3 ) 热研 5
号，植株无死亡，长势一般，叶片病症较重，病斑较多，部分叶片脱落。4) 品 907，植株无死亡，长势较好，部
分叶片有病斑，脱落叶片较少。5) Stylo1979，植株无死亡，长势好，零星叶片有病斑。

3 讨 论

由于真菌的 rDNA存在高度保守区和可变区，在种内不同菌株间高度保守，而在真菌的种间存在着极
大的变化，能真实反映同一属内不同种间以及某些种内菌株间的序列差异，因此，ITS 序列分析广泛地被
应用在真菌属种分类的研究领域中［7］。病原物的准确鉴定对病害的防治有重要意义，传统的形态鉴定和
柯赫氏法则证明结合分子生物学检测手段，可快速准确地诊断病原物的种类。尽管有的真菌种内出现显
著的 ITS多态性，但对于大多数的真菌而言，ITS 多态性出现在属内种间差异明显，而种内较一致［8］。本
试验中 2 个柱花草炭疽病菌的 ITS扩增片段均约 500 bp，且基本无差异，与形态学观察到的菌落相符，均
为胶胞炭疽菌。
柱花草炭疽病菌主要由胶胞炭疽菌( Colletotrichum gloeosporioides) 引起，少部分由平头炭疽菌( Colleto-

trichum truncatum) 和豆炭疽菌( Colletotrichum lindemuthianum) 引起［9］。根据胶胞炭疽病的不同生物类型，
分为 A型和 B型［10］。A型菌侵染后产生的病斑为圆形，不连续分布，中间灰白，边缘暗褐色，能感染大多
数柱花草［11］，是危害澳大利亚柱花草的主要菌种。而 B 型病斑不规则，边缘也不整齐，呈褐色，主要侵染
圭亚那柱花草。在我国，主要危害柱花草的菌株为胶胞炭疽病菌，且 2 种专化类型都存在［12］。笔者通过
ITS序列分析和观察接种症状可知，分离的 2 个菌株为胶胞炭疽病菌的 B 型。分离鉴定的柱花草炭疽病
原菌，对不同柱花草品系的致病性不同，stylo1979 为雄性不育突变株，具有较强的抗病性，可为柱花草抗
炭疽病种质选育提供材料。
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Accurate and Ｒapid Identification of Colletotrichum from
Stylosanthes spp．

YANG Qin1，2，LUO Lijuan1，2

( 1． National Key Laboratory for Sustainable Utilization of Tropical Biological Ｒesources in Hainan，Haikou 571101，China;

2． College of Agronomy，Hainan University，Haikou 571101，China)

Abstract: Anthracnose is the main plant disease of Stylosanthes． Identification of pathogen of the disease is par-
ticularly important． Two pathogenic strains of anthracnose were separated by using conventional tissue isolation
method，and the rDNA-ITS of the pathogens were amplified by using universal primers ITS1 / ITS4． The electro-
phoresis results showed that the target band was 500 bp approximately． Bioinformatics analysis showed that the
two strains were clustered into Colletotrichum gloeosporioides and had 99% homology． Five Stylo species were in-
oculated with the two pathogenic strains，and the result showed that these 5 stylo species were different in toler-
ance to anthracnose．
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