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红哺鸡竹异香柱菌的形态学和分子鉴定
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摘要! 竹丛枝病是普遍发生并导致竹林退化的最具破坏性的病害之一% 研究该病害的病原对于该病的防治有重大

的意义% 异香柱菌属
6+4+$"+7-8*'""

箬竹异香柱菌
6+4+$"+7-8*'"" 3&3&+

是引起竹子丛枝病的病原之一% 利用形态学

结合系统发育分析的方法! 对采自浙江桐乡的红哺鸡竹
9*5''"34&8*53 -$-:+38+%3

丛枝病病原进行了分离鉴定% 结果

表明$ 根据该分离物的形态特征& 平板纯培养物的培养特征以及基于内源转录间隔区
#

核糖体
678

"

9:;#<678

'序列

的系统发育分析! 最终确定为箬竹异香柱菌% 该分离物与红哺鸡竹丛枝病的关系还需进一步研究% 图
4
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竹子是多年生的禾本科
Y<CD(1ECE

植物* 中国约有竹子
,3

属
4##

余种* 红哺鸡竹
9*5''"34&8*53 -$-#

:+38+%3

广泛分布在浙江+ 江苏+ 湖北等省" 是非常重要的经济和观赏竹* 竹子丛枝病!

](GB?E0

&

#K<''D 'H

KCDK''

' 又名扫帚病" 鸟巢病" 能导致竹子生长衰退" 严重影响竹子质量以及出笋率" 降低其观赏性"

甚至竹子大面积枯死* 虽然国内已有一些有关竹子病原菌的研究报道(

!$2

)

" 但有关竹子丛枝病病原的研

究报道相对较少* 竹子丛枝病病原复杂" 涉及多个病原物如竹针孢座囊菌
;8-8#'"37"$-#< 4&=+

" 竹暗球

腔菌
>*&+"37*&+$-& ?&<?#3&+

" 异香柱菌属
6+4+$"+7-8*'"+

以及植原体!

>?TG'>@C0DC

'等" 也有多种病原物

混合侵染的报道(

,

)

* 竹香柱型丛枝病在中国报道的较少" 其病原菌包括箣竹香柱菌 @7-8*'"" ?&<?#3&+

和

箬竹香柱菌
A7-8*'"" 3&3&+

等
2

种* 朱熙樵 (

$

)曾在浙江省境内的短穗竹
B$&8*534&8*5#< :+%3-('"$#<

" 淡

收稿日期,

2#!4#!!#2#

# 修回日期,

2#!4#!2#2,

基金项目, 浙江省重中之重林学一级学科开放基金项目%

`S2#!,,#

'# 浙江省教育厅资助项目%
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'

作者简介, 李洪滨" 从事林木病原微生物鉴定研究*
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! 白哺鸡竹
-"#$$%&'.)"#& /+$)0&

及毛竹
-"#$$%&'.)"#& ,/+$0&

上收集到箣竹香柱菌的

标本" 王华清等#

#

$也从毛竹上采集到箣竹香柱菌的样品%

$%%$

年! 日本学者
&'(')'

等 #

"

$根据形态学

结合分子检测的结果! 将这
$

种菌更名为箣竹异香柱菌 1,',2%,30)"$%! 4.54+&.,

和箬竹异香柱菌
16

&.&.,

% 目前! 国内明确的报道是
16 &.&.,

能引起箬竹丛枝病#

*+,!-

$及短穗竹丛枝病#

.

$

% 对于植原体与真菌

复合侵染引起丛枝病的情况! 有研究发现! 水竹
-"#$$%&'.)"#& ",',2%)$./.

丛枝病病枝的电镜观察中同时

存在类细菌& 植原体和瘤座菌菌丝! 并且类细菌的培养液接种健株后能诱发水竹丛枝病#

*/

$

" 朱熙樵等#

00

$

从竹瘤座菌
7.$.8&0. '.9,

引起的竹丛枝病病枝中发现有植原体的存在% 本研究应用形态学特征观察结合

聚合酶链式反应检测手段! 对浙江桐乡市红哺鸡竹丛枝病枝进行了病原物的分离与分子鉴定%

0

材料与方法

!"!

试验材料

红哺鸡竹健株和丛枝病株均于
$%01

年
2

月采自浙江省桐乡市灵安镇% 采集的新鲜样品直接用于试

验或保存于
!,3 "

备用%

!"#

试验方法

04$4*

形态观察 观察采集到的新鲜子实体的颜色& 大小及质地" 作真菌子座横截面的徒手切片! 观察

真菌的子囊壳& 子囊及子囊孢子%

*4$4$

分离培养及培养特征的观察 取新鲜的子实体! 将它切成
$#! 55

的小段! 用体积分数为
,67

的

乙醇浸泡
$89 :

后! 再用体积分数为
0%$

的次氯酸钠消毒
9#6 5;<

! 最后用无菌水漂洗! 用灭菌滤纸控

干后移植于马铃薯葡萄糖琼脂'

=>'

(平板上! 放入
$# "

的恒温培养箱培养% 隔
$1 ?

观察并记录真菌的

生长状况%

04$49

红哺鸡竹丛枝病真菌的分子检测
!

植物总
>('

的提取% 分别称取
340 @

真菌子座及平板菌丝

体! 采用
&ABACA

各种材料全基因组提取试剂盒'

&ABACAD

中国大连(的方法提取总
>('

! 浓度检测合格

后! 置于
!$3 "

冰箱中备用%

"

聚合酶链式反应扩增% 聚合酶链式反应的引物为真菌内源转录间隔区
%

核

糖体
>('

'

E&F%C>('

(区段通用引物对
E&F*GHE&F2

! 用
:.;

酶'

&ABACAI

中国大连(进行扩增! 具体反应体

系参照说明书% 聚合酶链式反应条件为
.1 "

预变性
9 5;<+ 9#

个循环中!

.1 "

变性
9% :

!

#% "

退火
1#

:+ ,$ "

延伸
0 5;<+

最后
,$ "

延伸
0% 5;<

% 产物于
1 "

保存%

#

聚合酶链式反应产物的电泳检测及序

列测定% 聚合酶链式反应产物在
0% @

)

B@

!0琼脂糖凝胶!

0#% J

!

$6 5;<

电泳检测后! 委托杭州皓丰生物

技术有限公司测序%

04$42

红哺鸡竹丛枝病植原体的分子检测
!

植物总
>('

的提取% 称取
340 @

感病及健康的红哺鸡竹植

株的韧皮部组织! 采用常规的十六烷基三甲基溴化铵'

K&'L

(法分别提取总
>('

! 浓度检测合格后! 置

于
!$3 "

冰箱中备用%

"

聚合酶链式反应扩增% 参照邱并生等#

0$

$的方法! 采用巢式聚合酶链式反应的方

法扩增植原体% 所用引物为植原体通用引物
M0"5G$HM0"5M0

及
M0"G$HM0"M$

#

09

$

! 用
:.;

酶'

&ABACA+

中

国大连(进行扩增% 第
0

轮以植株的总
>('

为模板!

M0"5G$HM0"5M0

为引物! 聚合酶链式反应条件为
.2

"

预变性
9 5;<

"

96

个循环中!

.2 "

变性
93 :

!

66 "

退火
26 :+ ,$ "

延伸
0 5;<

" 最后
,$ "

延伸
03

5;<

% 第
$

轮用第
0

轮扩增产物的
63

倍稀释液为模板!

M0"G$HM0"M$

为引物! 退火温度提高到
"3 "

!

其余条件与第
0

轮相同% 聚合酶链式反应产物的电泳检测及序列测定与
04$49

相同%

04$46

序列同源性比较及系统发育树构建 从美国生物技术信息中心'

(KLE

(数据库'

?NNOPHHQQQ4<RS;4

<T54<;?4@UVH

(下载与本实验所得序列相关的基因序列! 并使用
WXY' "4%"

#

01

$数据软件中的
<Z;@?SUC%[U;<%

;<@

法构建进化树! 其中 *

SUUN:NCAO

+ 设定为
0 333

次重复! 遗传距离使用
WXY' "43"

数据软件屮提供

的 *

\]BZ: A<^ KA<NUC

+ 法进行计算%

$

结果与分析

#"!

感病植株症状表现

红哺鸡竹丛枝病多发于老竹林以及缺乏管理且过密的竹林! 发病时间多为
2

月初至
,

月中旬! 发病

症状为个别竹枝发病! 进而扩展到其他枝条% 发病的竹枝呈现扫把状! 分枝增多! 竹叶明显变小! 叶片

李洪滨等, 红哺鸡竹异香柱菌的形态学和分子鉴定 0320



浙 江 农 林 大 学 学 报
!"#$

年
#!

月
!%

日浙 江 农 林 大 学 学 报

的颜色也较正常叶片淡!图
&

"#

!"!

红哺鸡竹丛枝真菌的形态特征

子座包裹于竹叶鞘中$ 为弯曲杆状$ 中间稍厚$ 两端稍细$

形如香柱$ 为肉质质地$ 长度约为
'!( )*

$ 呈灰色或者黑色$

中轴有一浅黄色线状条带连接两端!图
!+

"$ 切开后内部为绿色#

子囊壳大多为长圆形或卵圆形$ 紧密地着生于子座外侧$ 颜色

为褐色或暗红色$ 成熟的子囊壳外侧有一孔状开口!图
!,

"$ 隐

约可见内部长条状子囊!图
!-

"# 组织分离实验发现$ 该菌生长

极其缓慢$ 容易被杂菌污染$ 常规组织分离
&. /

左右才长出菌

丝体$ 菌丝为纯白色的毛绒状$ 菌正反面菌丝颜色一致!图
!0

"#

在对该菌落的逐步观察记录中发现$ 该菌在组织分离
!%!'% /

生

长速度最快$ 之后生长减缓#

图
!

子实体和菌落形态

123456 ! 15427283 9:/26; <8/ ):=:8>

#

!"#

红哺鸡竹丛枝真菌的分子检测

以真菌
?@A"50B+

区段通用引物
?@A&1C?@AD

作为引物$ 从红哺鸡竹子座及平板菌丝体中扩增到了约

$"" 9E

的片段!图
'

"$ 与预期大小相符% 而健康组织及双蒸水的对照中没有出现特异扩增带$ 说明该病

样中确实有真菌存在#

!"$

红哺鸡竹丛枝植原体的
%&'

检测结果

利用巢式聚合酶链式反应技术从表现症状的红哺鸡竹的韧皮部组织中没有扩增出片段$ 而从阳性对

照桑萎缩病样品!本实验保存"中扩增到了约
&F! G9

的预期大小的片段!图
D

"# 说明感病红哺鸡竹没有受

到植原体的侵染#

!"(

红哺鸡竹丛枝真菌序列分析及系统进化树构建

红哺鸡竹丛枝真菌经测序列得到
.D. 9E

的
?@A"50B+

序列$ 将该序列与美国生物技术信息中心中的

基因序列进行比对# 结果表明& 该病原菌与异香柱菌属
!"#"$%"&'()*%!

的
!

个代表种
+,+-""H

$

+-+-""I

!

J686,<8G

登录号&

+,"$.D'"F&

和
+,"$.D'!F&

"的同源性高达
K(L

# 从美国生物技术信息中心下载相关

图
#

红哺鸡竹丛枝病症状

123456 # M27)N6;

'

"95::* ;>*E7:* :O 28O6)76/

.)/**%+#-0)/+ '$'1"+0"2+

#

&"D!
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的
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序列! 并构建系统发育进化树"图
*

#! 结果可见$ 分离自红哺鸡竹的丛枝真菌与
!"#!

"$%"&'()*%" +,+-"!+

和
!"#"$%"&'.)*%" +-+-"!,

的亲缘关系最近! 此节点支持率为
-../

%

0

结论与讨论

本研究通过形态学特征观察和聚合酶链式反应检测从红哺鸡竹丛枝病枝中检测到了
-

种真菌! 并根

据
#$%!&'()

序列一致性和系统进化树分析结果! 明确该真菌为箬竹异香柱菌
/"#"$%"&'.)*%" +-+-"

%

目前! 已知竹香柱型丛枝病病原有箣竹香柱菌和箬竹香柱菌 1

种% 前者的子座为微黄色! 平板培养

物分生孢子较短! 后者子座为紫色! 分生孢子较长! 其余构造没有显著差异&

"

'

% 采自浙江桐乡红哺鸡竹

丛枝病的子座颜色为深紫色! 与箬竹香柱菌更为接近( 而本试验中! 平板纯培养物未能见到分生孢子产

生! 这也许跟培养时间) 温度) 营养有关系% 本试验采用的是
2')

培养基及
13 "

的培养条件! 今后可

以对这些条件做些调整进行进一步的研究% 系统发育学上!

#$%!&'()

系统发育树显示! 采自红哺鸡竹

图
0

红哺鸡竹丛枝真菌
#$%!&'()

序列聚合

酶链式反应扩增电泳图

4567&8 0 29: ;<=>5?5@;A5BC B? #$%!&'() B? ?7C65

图
D

红哺鸡竹丛枝植原体
-"% &:()

基因序列聚

合酶链式反应扩增电泳图

4567&8 D 29: ;<=>5?5@;A5BC B? -"% &:() 68C8 B? =EFAB=>;G<;

;GGB@5;A8H I5AE 0)1**%+#-.)1+ '$'2"+."3+ I5A@E8G

*

!J&BB<

% %

图
3

利用邻接法构建的基于
#$%!&'()

序列的系统进化树

4567&8 3 2EF>B68C8A5@ A&88 J;G8H BC #$%!&'() G8K78C@8G B? 0)4 '$'2"+."3+ I5A@E8G

*

!J&BB< ;CH &8>;A8H ?7C65 @BCGA&7@A8H I5AE AE8
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丛枝病的试验菌株与异香柱菌属
!"#"$%"&'()*%!

构成一个分支! 且与
+"#"$%"&',)*%! -.-."

高度聚类! 节

点支持率达到了
&%%'

! 说明它们的亲缘关系很近! 可以解释为红哺鸡竹丛枝病的试验菌株为
+/ -.-."

的
&

个分离物! 由于寄主不同! 产生了一些遗传上的差异"

国内异香柱菌引起竹丛枝病的报道较少! 对
!/ -.-."

和
!/ 0.102-."

这
!

种病原的描述也比较简

单" 本研究从红哺鸡竹丛枝病枝上分离到的真菌与程燕林等#

(

$在短穗竹丛枝病枝上分离鉴定的真菌均为

箬竹异香柱菌" 这将该真菌的寄主范围又进一步扩大! 但该真菌是否为红哺鸡竹丛枝病的病原菌! 还需

要进一步的致病性实验验证" 中国竹丛枝病发生十分普遍! 有必要对不同竹种上的香柱菌进行详细的形

态学以及分子系统学的研究以确定其分类地位"

)
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