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艾草白粉病的病原菌鉴定
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　　摘要：为了研究周口地区出现的艾草白粉病菌的种类和系统进化关系，为其防治及系统进化提供理论依据，采用
显微形态学观察、致病性检测、分子生物学检测的方法对其进行鉴定，并构建系统进化树进行分析。结果表明，艾草白

粉病菌分生孢子长度平均约为３４．５７μｍ，宽度平均约为１８．３６μｍ，以约３～８个分生孢子串生在分生孢子梗上，附着
胞少裂片对生。根据病原菌的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列（ＧｅｎＢａｎｋ登录号为ＫＦ０５６８１８）建立进化树分析可知其与来自韩国、日
本的Ｇｏｌｏｖｉｎｏｍｙｃｅｓａｒｔｅｍｉｓｉａｅ聚在１支上，登录号分别为ＫＪ１３６１１２、ＡＢ０７７６５４，而与同属的另外１个种亲缘关系较远。
分析认为，河南周口地区的艾草白粉病菌为Ｇ．ａｒｔｅｍｉｓｉａｅ。
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　　艾草（Ａｔｅｍｉｓｉａａｒｇｙｉ）别称艾蒿，属菊科（Ａｓｔｅｒａｃｅａｅ）蒿属
（Ａｒｔｅｍｉｓｉａ）植物，全草入药，具有温经、去湿、平喘、利胆、止
血、消炎、抗过敏等作用，故药物学家李时珍对艾草推崇有加，

并记录在《本草纲目》中。目前，白粉病是艾草的主要病害，

叶片、叶柄及茎危害较重，病部生有或薄或厚的白色无定形斑

片，严重时可致整个植株死亡。虽然化学农药对白粉病的防

治有一定的作用，但长期使用农药可能会造成农药残留并影

响艾草本身的药性，因此难以保证艾草的药用品质。已有学

者对艾草白粉病［１－３］进行过研究，在青岛、甘肃、塔里木盆地

等的艾草植株上出现蒿白粉病菌，但仅限于对其形态学的研

究，至今未发现运用形态学和分子生物学相结合的方法对艾

草白粉病菌进行研究的报道。因此，针对在河南周口发现的

艾草白粉病菌，对其进行形态学、致病性、分子生物学的研究，

以期为艾草白粉病菌系统进化及防治奠定理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
感染白粉病菌的艾草植株取自周口师范学院校园内。

１．２　白粉病菌的形态观察
首先采取感病叶片，通过二氨基联苯胺（３，３′－ｄｉａｍｉｎｏ

—８７１— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第８期



ｂｅｎｚｉｄｉｎｅｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＡＢ）和台盼蓝染色后在显微镜
下进行形态观察［４］。同时剪取１ｃｍ×１ｃｍ大小的感病叶片，
经真空镀金后，在Ｑｕａｎｔａ２００型扫描电子显微镜的高真空环
境下进行观察。参数设置如下：预设驻留时间为６μｓ，灯丝电
压为２５．００ｋＶ。
１．３　白粉病菌总ＤＮＡ的提取、ＩＴＳ序列的克隆及测序
１．３．１　病原菌总ＤＮＡ的提取　总 ＤＮＡ的提取方法参考生
工生物工程（上海）股份有限公司的试剂盒。

１．３．２　ＩＴＳ序列的克隆及测序　ＩＴＳ序列采用真菌核糖体区
段通用引物 ＩＴＳ１（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′）和
ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）进行扩增。白粉
病菌ＩＴＳＰＣＲ扩增体系为 ２０μＬ：总 ＤＮＡ模板 １μＬ，ＩＴＳ１
２μＬ，ＩＴＳ４２μＬ，ｄｄＨ２Ｏ５μＬ，ＴａｑＭｉｘ１０μＬ。ＰＣＲ反应条
件：９４℃５ｍｉｎ；９４℃３０ｓ，４８℃４５ｓ，７２℃６０ｓ，３８个循环；
７２℃５ｍｉｎ。

ＰＣＲ反应结束后取５μＬＰＣＲ产物，经１％琼脂糖凝胶电
泳检测，将所得到的目的条带经胶回收试剂盒［生工生物工

程（上海）股份有限公司］纯化，连接到ｐＭＤ１８－Ｔ载体上，再
转化至大肠杆菌 ＤＨ５α中，经质粒 ＰＣＲ检测阳性菌株后，将
其送至南京金斯瑞生物科技有限公司进行测序分析。

１．４　ＩＴＳ序列的系统进化树构建
在ＮＣＢＩ的 ＧｅｎＢａｎｋ数据库中搜素与艾草白粉病菌 ＩＴＳ

序列高度同源的序列，下载不同地区的 Ｇ．ａｒｔｅｍｉｓｉａｅＩＴＳ序
列，采用 ＣｌｕｓｔａｌＸ（１．８３版）进行序列的完全比对，利用
ＭＥＧＡ５．０软件中的邻近法（Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－Ｊｏｉｎｉｎｇ，Ｎ－Ｊ）生成艾
草白粉病菌的系统进化树，用自展法对系统进化树进行检验，

自展数为１０００次。

２　结果与分析

２．１　白粉病菌的形态观察
艾草白粉病菌主要侵染叶片正面，也可侵染叶片背面，发病

初期叶片表面出现白色无定形斑片，随后逐渐扩大并连成片状白

粉斑，即为病原菌分生孢子、分生孢子梗和菌丝体。病菌严重时，

白粉斑布满整个叶片，更为严重时可导致整个植株死亡。

将感病叶片经真空镀金后在扫描电镜下进行观察，同时采

用ＤＡＢ和台盼蓝对其染色，在显微镜下进行形态观察，艾草白
粉病菌的分生孢子成串且呈椭圆形或柱形，单个分生孢子长度

平均约为３４．５７μｍ，宽度平均约为１８．３６μｍ，以约为３～８个
分生孢子串生在分生孢子梗上，附着胞少裂片对生（图１）。
２．２　病原菌的致病性鉴定

根据科赫氏法则，对病原菌进行致病性检测，收集感病植

株上的白粉病菌接种至健康的艾草植株上，１５ｄ后叶片出现
白色的粉状物，且与自然状态发病叶片上的症状类似（图２－
Ａ）。取发病艾草叶片染色后在显微镜下观察，其特征与自然
发病叶片的显微形态观察特征相同（图２－Ｂ），因此初步鉴定
此病原菌为Ｇ．ａｒｔｅｍｉｓｉａｅ。
２．３　ＩＴＳ序列的扩增及分析

本试验通过真菌核糖体ＩＴＳ区通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４，以
艾草白粉病菌总ＤＮＡ为模板，ＰＣＲ扩增艾草白粉病菌核糖体
的ＩＴＳ区，经３８个循环后得到５５３ｂｐ的目的片段（图３）。将
ＩＴＳ序列上传至ＮＣＢＩ的ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，得到艾草白粉病

菌ＩＴＳ序列的登录号为 ＫＦ０５６８１８。在 ＮＣＢＩ中进行 ＢＬＡＳＴ，
与其他同源序列比对分析后发现，周口地区艾草白粉病病原

菌ＩＴＳ区段核苷酸编码序列中，１～１７８位为 ＩＴＳ１区段序列，
１７９～３３１位为５．８ＳｒＤＮＡ全序列，３３２～４９３位为 ＩＴＳ２区段
序列，４９４～５５３位为２８ＳｒＤＮＡ序列。
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２．４　系统发育树的构建
在ＧｅｎＢａｎｋ核酸数据库中，对艾草白粉病菌 Ｇ．ａｒｔｅｍｉｓｉ

ａｅ进行ＢＬＡＳＴｎ同源序列搜索，构建系统发育进化树，发现目
的序列ＫＦ０５６８１８与来自韩国的青蒿（登录号 ＫＪ１３６１１２）、日
本的杭白菊（登录号 ＡＢ０７７６５４）的白粉病菌亲缘关系最近，

聚在１个进化支上；同时与来自美国艾草和日本魁蒿、山地
蒿、滨菊上的白粉病菌（登录号分别为 ＡＢ０７７６５９、ＡＢ０７７６４９、
ＡＢ７６９４３３）均达到９９％同源，而与来自阿根廷茜草科蓬子菜
上的Ｇ．ｒｉｅｄｌｉａｎｕｓ（登录号ＡＢ７６９４２０）亲缘关系最远，同源性
仅为９３％（图４）。

３　讨论

据报道，艾草叶片中含有天然药物活性成分，加工的艾叶

具有血管舒张［５］、抑制血小板聚集［６］、抗诱变、抗真菌活性、抗

灰霉病等作用［７］。另外，蒿类植物中的黄酮提取物已被证实有

抗炎、抗氧化、抗菌等多种功效［８］。在药用植物的生产过程中，

病虫害问题已日渐突出，因此掌握药用植物病害的种类及危害

情况对于开展防治及深入研究具有极其重要的意义。

在真菌的鉴定过程中，通常采用形态学方法，通过观察真

菌的形态大小、形状来进行分类，但此法往往受人为、环境因

素影响导致不能准确判断物种之间的进化关系［９］。真菌

ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列在进化过程中保守性较强，有助于各种族之
间亲缘关系的确定。但更多学者认为，ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析
虽有优点，但并不能单独以这种方法鉴定出所有真菌种类，宜

采用与传统的形态学鉴定相结合的方法鉴定真菌种类［１０］。

本研究利用ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列在真菌鉴定上的应用，建立
系统进化树分析可得，周口地区的艾草白粉病菌与韩国青蒿

（ＫＪ１３６１１２）、日本杭白菊（ＡＢ０７７６５４）的白粉病菌同源性均
达到９９％，但艾草白粉病菌却未能与其寄主为同一属的青蒿
聚在同一支，来自日本寄主为魁蒿（ＡＢ０７７６５９）、山地蒿
（ＡＢ０７７６４９）和立陶宛的中亚苦蒿（ＡＢ７６９４３０）均为蒿属的不
同小种，却未能聚在１支，不同属的青蒿、杭白菊却聚在同一
支，因此推测白粉病菌进化与自身小种进化有关。然而刘先

宝等学者对海南的野艾蒿白粉病菌进行 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列鉴
定认为，其与菊科黄瓜菜的叉丝单囊壳白粉菌高度同源［１１］，

这与本研究结果有一定的差异。通过查阅文献发现，白粉病

菌虽具有专化性［１２－１４］，但不一定只侵染某一种特定的植物，

如番茄白粉病菌可侵染除茄科以外的葫芦科的部分植

物［１５－１６］，同时地域差异也可能造成白粉病菌的变异。

本研究运用显微形态学和分子生物学相结合的方法，对

河南周口地区艾草白粉病菌进行分析鉴定，对河南省艾草白

粉病病菌的分类及防治艾草白粉病具有重要的意义。
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