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　　摘要：为了鉴定河南省商丘地区感染枸杞的白粉菌，采用形态学鉴定、致病性鉴定、分子生物学鉴定方法对该地区
感染枸杞的白粉菌病原菌及系统进化关系进行研究。结果表明，分生孢子梗直立，大小为（８２～１７２）μｍ×（１０～
２５）μｍ，分生孢子串生，呈圆柱形、长椭圆形，大小为（２０～３６）μｍ×（１０～１８）μｍ，附着胞呈乳头形；病原菌接种叶片
病症与自然状态一致，形成薄而边缘不明显的白色斑片；对其核糖体ＤＮＡ内转录间隔区（ＩＴＳ）序列进行ＰＣＲ扩增、测
序获得５９４ｂｐ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＪＸ５４６２９６．１），经 ＢＬＡＳＴ比对分析发现，该序列与 ＩＴＳ序列同源性 １００％；用
ＭＥＧＡ５．１软件分析其与来自穆氏节丝壳（Ａｒｔｈｒｏｃｌａｄｉｅｌｌａｍｏｕｇｅｏｔｉｉ）的 ＡＢ０２２３８０．１、ＡＦ４５５７４８．１、ＡＢ３２９６９０．１、
ＡＦ０７３３５８．１白粉菌的系统关系，结果表明，河南省商丘地区感染枸杞的白粉菌为穆氏节丝壳。
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　　枸杞（Ｌｙｃｉｕｍｃｈｉｎｅｎｓｅ）是茄科植物中的名贵药材和滋补
品［１］。枸杞白粉病主要危害叶片，使得叶面覆满白色霉斑

（初期）、粉斑（稍后），严重时枸杞植株外呈一片白色，病株光

合作用受阻，最终致使叶片逐渐变黄、易脱落。感染枸杞的白

粉病分布在国外许多区域［２－４］，本研究首次报道了枸杞白粉

菌在河南省商丘地区的发生，并对其进行了致病特异性分析、

形态学及分子生物学鉴定。试验采用真菌核糖体ＩＴＳ通用引
物ＩＴＳ１、ＩＴＳ４成功克隆了枸杞白粉菌ｒＤＮＡ的ＩＴＳ区段，并对
其进行序列测定，通过与 ＧｅｎＢａｎｋ中报道的 ＩＴＳ序列进行比
较分析，对枸杞白粉菌进行系统研究与鉴定，以期为进一步的

枸杞白粉菌系统进化研究奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验所用材料为２０１３年７月取自商丘师范学院校园的

野生枸杞感染叶片。

１．２　病原菌形态学鉴定
对感染植株的菌斑采用台盼蓝染色的方法［５］进行表型

观察。将感染叶片沿着主脉剪成１．５ｃｍ×１．５ｃｍ块状，浸没
于固定液Ｖ无水乙醇∶Ｖ冰乙酸 ＝３∶１中脱去叶色；将叶片组织转入
０．３％台盼蓝溶液中，于常温过夜染色；用２．５ｇ／ｍＬ水合三氯
乙醛脱色后再用蒸馏水冲洗数次，制成装片镜检。

１．３　病原菌致病性鉴定
收集病叶表面孢子于无菌水中，配成５万个／ｍＬ的分生

孢子悬浮液，采用喷雾法再接种至健康的枸杞植株上，并使用

无菌水接种健康植株作对照。接种发病后，与自然状态发病

的症状进行比较，并再次收集接种植株叶片病菌，进行显微形

态学鉴定，比较与自然发病病原菌的异同。

１．４　病原菌分子生物学鉴定
参照庄彩云等的方法［６］提取枸杞叶片上白粉菌 ＤＮＡ。

采用真菌核糖体 ＩＴＳ区段通用引物 ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ
ＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）、ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－
３′）［７］进行ＰＣＲ扩增。２０μＬＰＣＲ反应体系：２μＬ１０×ＰＣＲ
Ｂｕｆｆｅｒ、１．６μＬｄＮＴＰ（２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）、各０．６μＬ１０μｍｏｌ／Ｌ引
物［生工生物工程（上海）有限公司合成］、０．２μＬＴａｑ聚合酶
（５Ｕ／μＬ）、１４μＬｄｄＨ２Ｏ、１μＬ模板。反应条件：９４℃预变性
５ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，５０℃退火４０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个
循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经１．０％琼脂糖凝胶（含
０．５μｇ／ＬＥＢ）电泳检测。

参照ＴａＫａＲａ琼脂糖凝胶 ＤＮＡ纯化试剂盒说明书纯化
ＰＣＲ产物，克隆至ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，再转化至 ＤＨ５α中，经
蓝白斑筛选、质粒ＰＣＲ检测，将获得的阳性株送南京金斯瑞
生物科技有限公司进行正反双向测序。

在ＧｅｎＢａｎｋ核酸序列数据库中搜寻、下载与枸杞白粉菌
目的序列高度同源的ＩＴＳ序列，利用 ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行全序
列匹配，用ＭＥＧＡ５．１软件选择基于Ｋｉｍｕｒａ－２－Ｐａｒａｍｅｔｅｒ双
参数模型，用邻近接连法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒｈｏｏｄ－Ｊｏｉｎｉｎｇ，Ｎ－Ｊ）构建
系统进化树并分析亲缘关系。

２　结果与分析

２．１　病原菌形态学鉴定
该病原菌感染枸杞叶２面，形成薄而边缘不明显的白色

斑片（图１－Ａ）。显微镜观察发现，分生孢子梗直立，大小为
（８２～１７２）μｍ×（１７～２５）μｍ，包含１个足细胞（图２－Ａ），
２～３个短细胞；分生孢子串生，圆柱形、长椭圆形，大小为
（２０～３６）μｍ×（１０～１８）μｍ（图２－Ｃ）；孢子单边萌发芽管
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（图２－Ｂ）；没有观察到病原菌的子囊壳。初步鉴定该白粉菌
为穆氏节丝壳（Ａｒｔｈｒｏｃｌａｄｉｅｌｌａｍｏｕｇｅｏｔｉｉ）。
２．２　病原菌致病性鉴定

接种白粉菌１０ｄ后，健康枸杞叶片开始发病（图１－Ｂ）；
１８ｄ后观察发现其与自然状态叶片病症一致，而对照无病
症。镜检再接种叶片的病菌，证实接种病菌显微形态学特征

与原病原菌相同。结果进一步表明，该病原菌为穆氏节丝壳。

２．３　病原菌分子系统学鉴定
扩增真菌核糖体 ＩＴＳ区段，获得５９４ｂｐ的目的片段（图

３）。通过测序和 ＢＬＡＳＴｎ分析，发现该病原菌ｒＤＮＡＩＴＳ序列
长度为５９４ｂｐ，其中１～３１ｂｐ为部分１８ＳｒＤＮＡ序列，３２～

２１９ｂｐ为 ＩＴＳ１全序列，２２０～３７３ｂｐ为５．８ＳｒＤＮＡ全序列，
３７４～５３５ｂｐ为 ＩＴＳ２全序列，５３５～５９４ｂｐ为部分２８ＳｒＤＮＡ
序列（图４）。该序列在ＧｅｎＢａｎｋ中的登录号为ＪＸ５４６２９６．１。
　　将枸杞白粉菌ＪＸ５４６２９６．１序列进行ＢＬＡＳＴｎ分析，选取
４条高度同源的ＩＴＳ序列与河南省商丘地区采集的３个白粉
病菌，并利用ＭＥＧＡ５．１软件作邻近接连法（Ｎ－Ｊ）分析，进化
枝经Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ重复１０００次测试，达到１００％的支持强度（图
５）。由病原菌Ｎ－Ｊ系统进化树可知，相同穆氏节丝壳属种
序列分别聚为一支；ＪＱ０１０８４８（续断菊）与来自车前寄主
ＪＱ８４５８７８．１聚为一支，自展支持率达到１００％，亲缘关系十分
近；凤仙花白粉菌亲缘关系较远。结果表明，来自商丘地区的

枸杞白粉菌为穆氏节丝壳。

３　结论与讨论

穆氏节丝壳白粉菌属白粉菌目（Ｅｒｙｓｉｐｈａｌｅｓ）白粉菌科

（Ｅｒｙｓｉｐｈａｃｅａｅ）节丝壳属（Ａｒｔｈｒｏｃｌａｄｉｅｌｌａ），寄生于茄科枸杞属
植物上［２，８］。已有的感染白粉菌枸杞的报道来自日本、朝鲜、

澳大利亚［２］等国外许多区域，并且病原菌都为穆氏节丝壳。

本研究报道了枸杞白粉菌在中国河南省商丘地区野生枸杞种

上的发生，形态学鉴定发现，该病原菌分生孢子梗直立、圆柱

形、简单无分枝、大小为（８２～１７２）μｍ×（１７～２５）μｍ，，分生
孢子串生、圆柱形、无明显纤维体、大小为（２０～３６）μｍ×
（１０～１８）μｍ，分生孢子的端头萌发出长而无分枝的芽管，附
着胞呈乳头形，该病原菌为穆氏节丝壳，这与国外报道一

致［２－４］。利用ＩＴＳ序列等分子系统学鉴定进一步确定了该病
原菌为穆氏节丝壳，本研究报道的枸杞是河南省商丘地区穆

氏节丝壳寄主的新记录种，为进一步探讨枸杞白粉菌系统进
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化奠定了基础。

本研究还发现，ｒＤＮＡＩＴＳ序列分子系统鉴定与传统形态
学、致病性鉴定结论具有一致性，这是基于真菌的ＩＴＳ序列受
外界环境影响小、种间存在丰富变异、种内有较高保守性的缘

故［９－１０］。结果表明，ｒＤＮＡＩＴＳ序列分子系统鉴定方法可以高
效、快速地鉴定真菌。
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　　摘要：为了指导兴安落叶松培育良种壮苗及合理引种，利用有序样本聚类分析法对９个种源兴安落叶松一年生播
种苗苗高进行生长时期的划分，并对各种源苗高和地径进行 Ｌｏｇｉｓｔｉｃ拟合。结果表明：９个种源兴安落叶松一年生播
种苗苗高和地径年生长用Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程可以很好拟合，各种源苗高拟合的相关系数均达到０．９９以上，地径拟合的相关
系数均在０．９５以上。利用有序样本聚类分析方法划分苗高的生长阶段显示各种源生长盛期起始时间和持续时间各
不相同。阿里河种源兴安落叶松进入生长盛期最早，生长盛期持续时间也最长，盛期生长量占年总生长量的

８７０２％；阿木尔、呼中、莫尔道嘎的生长初期较长，生长盛期少于６０ｄ，盛期生长量占年总生长量的比值小于６０％。由
Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程划分的苗高生长盛期与用有序样本聚类法划分的生长盛期基本一致，苗高生长盛期主要在７月上旬到９
月中旬，连日生长量最大的时间出现在７月底到８月中旬。由Ｌｏｇｉｓｔｉｃ方程划分的各种源地径生长盛期起始时间及生
长盛期持续时间差异很大，其中阿木尔种源地径生长盛期起始最早，持续期长达１１０ｄ；嫩江和阿里河种源地径生长盛
期起始晚，持续期也最短，生长盛期还不足５０ｄ。地径连日生长量最大的时间除克一河种源出现在７月底外，其他种
源比较一致，都在８月中上旬。
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　　兴安落叶松（ＬａｒｉｘｇｍｅｌｉｎｉｉＲｕｐｒ．）是松科落叶松属的高
大乔木，是大兴安岭地带性植被的主要组成树种，耐寒、喜光、

抗性强、易更新［１］，也是我国东北主要造林树种之一［２］，在我

国用材树种中占据重要地位，是我国经济建设所需木材的主

要来源［３］。目前，我国对兴安落叶松的生长规律研究主要是

利用解析木的数据通过方程拟合来研究树高、胸径、材积与年

龄间的关系［４－９］以及利用树高、胸径来推测材积生长［１０］，但

只是定性划分了一年生苗木的苗高生长时期［１１］。掌握幼苗

的生长节律，确定其生长盛期及生长速度可以更好地培育、管

理苗木，提高其经济、生态价值［１２］。目前，扎兰屯地区兴安落

叶松人工造林面积不断扩大，播种育苗量迅速增加，种子来源

范围较广，因此对不同种源兴安落叶松幼苗生长规律进行研

究，探讨其生长规律具有重要意义。

采用有序样本聚类分析法对一年生苗木生长时期进行定
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