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　　摘　要:对杜鹃褐斑病的病原菌进行分离 、培养 ,进行了形态学鉴定 ,并对其 rRNA基因内转

录间区(ITS区)进行了克隆测序 ,与 Genbank 中已有的有关序列进行了比较 ,确定其病原菌为

Phomopsis sp.。
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　　杜鹃褐斑病是杜鹃上常见的重要病害之一[ 1] ,全国

各地发生较普遍 ,严重影响杜鹃花的长势及园林景观 ,

除危害杜鹃花外 ,还危害杜鹃属其他植物[ 2-4] 。该病主

要为害杜鹃花叶片 ,初期在叶面产生红褐色小点。随后

逐渐扩展为近圆形或因受叶脉限制而呈多角形病斑。

后期病斑中央变为黄白色至灰白色 ,边缘红褐色(因品

种而不同),病斑中央产生黑色小点 ,为病原菌的子实

体。虽然该病在各省市均有发生 ,但国内对其病原菌分

离、纯化及生物学特性方面的研究报道甚少。国内外的

一些学者开始采用分子生物学方法对该属进行近一步

的研究 ,以弥补传统形态学鉴定的不足。而目前国内的

研究还集中在形态学鉴定及生物学特性上 ,分子方法并

未涉及 ,因此在这方面可做大胆尝试。

该研究对杜鹃花褐斑病病原菌进行了分离 、纯化 ,

并通过形态学及分子生物学的方法进行了鉴定 ,对其

ITS区进行了 PCR扩增和克隆测序分析。

1　材料与方法
1.1　杜鹃褐斑病病原菌的分离与形态学特征鉴定

对发病的杜鹃叶片进行徒手切片 ,观察分生孢子器

及分生孢子形态。从发病的杜鹃上采下褐斑病病叶片 ,

冲洗干净后 ,在叶片的病健交界处切下 5 mm×5 mm的

小块 ,用 0.1%浓度的升汞溶液消毒3 min ,75%乙醇溶

液中浸泡 1min ,用无菌水冲洗干净后移于 PDA 平板培

养基上 ,置于 25℃恒温条件下培养。待长出菌丝后 ,在

菌落边缘用无菌接种针挑取带有菌丝的培养基一块 ,移

于 PDA 斜面试管中 ,继续放入 25℃恒温条件下培

养[ 5-7] 。

1.2　杜鹃褐斑病病原菌分子生物学鉴定

1.2.1　试剂　UltraPureTM质粒 DNA小量提取试剂盒

(购自赛百胜);质粒 T 载体 , TaqplusDNA 聚合酶 ,限制

性内切酶 ,X-gal , IPTG(购自上海生工);转化宿主细胞

大肠杆菌 JM109(实验室保存);小量胶回收试剂盒(购自

上海华舜生工);连接试剂盒(购自天泰生命科技)。

1.2.2　菌丝体的培养收集　将分离纯化后的病原菌菌

丝接种于 PDA液体培养基 ,25℃下 ,PDA培养液摇床振

荡培养5 ～ 7 d ,转速120 r/m ,离心收集菌丝体 ,用吸水纸

尽量吸干水分 ,4℃保存备用。

1.2.3　DNA的提取　采用改良氯化苄法
[ 8]
,离心收集

菌丝体 ,尽量吸干水分 ,每克菌丝体加 5 mL 提取液(100

mM Tris-Hcl ,40 mM EDTA ,pH 8.0),振荡使之与菌丝

体充分混匀 ,再加入 1 mL 10%SDS 、3 mL 氯化苄 ,剧烈

震荡 ,使管内混合物呈乳状。在50℃水浴保温 1 h ,每隔

10 min振荡混合1次。然后加入 3 mL 3M NaOAc, pH

5.2混匀 ,冰水浴 15 min ,6 000 rpm离心 15 min ,取上清

液 ,加入等体积的异丙醇室温沉淀 20 min。10 000 rpm

室温离心 15 min ,沉淀用 70%乙醇洗 1次 ,自然干燥或

吹干后溶于 TE(10 mM Tris-Hcl , 1 mM EDTA ,pH 8.

0),加1μL RNAase消化后 ,保存于-20℃冰箱备用。提

取的 DNA可在 0.8%的琼脂糖凝胶上电泳检测。

1.2.4　ITS区PCR扩增引物　采用真菌通用引物 ITS1

和 ITS4 ,由上海生工生物工程有限公司提供 ,其序列如

下:ITS1(5′-3′):TCCGTAGGTGAACCTGCGG ;ITS4(5′-
3′):TCCTCCGCTTATTGATATGC 。

1.2.5　PCR扩增体系　PCR扩增体系 50 μL ,包括超纯

水 40.5μL ,10×Buffer 5.0μL ,4×dNTP 1.0 μL , ITS1和

ITS4各1.0 μL ,模板 DNA 1.0 μL , TaqPlus 酶 0.5 μL。

反应混合物加30.0μL 矿物油覆盖。每个反应为 30个
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循环 ,每个循环包括 95℃变性 1 min ,55℃退火 1 min ,

72℃延伸1 min ,首次循环先在95℃预变性 3 min ,最后 1

次循环后在 72℃延伸 3 min。扩增产物经 0.8%琼脂糖

凝胶电泳(Goldenview染色 ,购自赛百胜)后用凝胶成相

系统(BIO-RAD)观察并保存。分子量标准为赛百胜公

司提供的 DL 2000。

1.2.6　PCR产物的回收 、连接与转化　用上海华舜生

物工程有限公司的小量胶回收试剂盒 ,按说明书提供的

方法即可完成回收。用成都天泰生命科技有限公司提

供的连接试剂盒连接 PCR片段与 pUCm-T 载体。用氯

化钙法制备新鲜的大肠杆菌感受态细胞(按《分子克隆

实验指南》第三版)。将重组质粒 DNA转入感受态细胞

JM109 ,取适量菌液涂布于 Amp 抗性平板(含 X-gal ,

IPTG)上 ,37℃培养16 ～ 24 h ,放于 4℃使显色完全。

1.2.7　阳性重组质粒的筛选和鉴定　经蓝白筛选 ,进行

菌落 PCR鉴定 ,反应体系与反应条件同前。将 PCR初

步筛选阳性的重组质粒 DNA 用限制性内切酶 SalI和

EcoRI进行酶切证实。酶切体系总体积 10 μL ,混匀后

37℃水浴 3 h ,电泳检测。

1.2.8　DNA测序　利用 UltraPureTM质粒 DNA小量提

取试剂盒(购自赛百胜)提取高纯度的质粒DNA ,用于测

定插入片段的碱基序列。样品送上海生工生物工程技

术服务有限公司测序。

2　结果
2.1　病原菌的形态学特征及培养形状

病叶切片镜检 ,分生孢子器具有长短不等的颈 ,颈

的开口常有液滴状的分生孢子群 ,α型分生孢子椭圆至

纺锤形 ,内具油滴 , 5～ 9μm×2～ 3.5μm 。未见典型的β

型孢子。

PDA培养基上菌落呈白色绒毛状 ,菌丝生长较为缓

慢 ,1周后满皿 ,14 d后菌落上出现散生的黑色小颗粒子

实体(如图1 ,图2),培养基背面变成黑褐色。

2.2　病原菌 ITS区的序列系统发育分析

Length:578bp(见图3)。

　　将所得的 Phomopsis sp.的 ITS区序列分别与Gen-

Bank中已有的序列进行比较 ,并构建了系统发育树(见

图4)。

　　从图 4及图 5中可以看出 ,病原菌 ITS区与 Pho-

mopsis若干种有着较高的同源性 ,其同源率最高达到

97.3%。根据形态学及分子生物学特征 ,鉴定该菌为

Phomopsis sp.。

　TCCGTAGCTGAACCTGCGGAGGGATCATTGCT

GGAACGCGCCCTAGGCGCACCCAGAAACCCTTT

GTGAACTTATACCTTTTGTTGCCTCGGCGCATGC

TGGTCTCCAGTAGGCCCCTCACCCCGGTGAGGA

GACGGCACGCCGGCGGCCAAGTTAACTCTTGTCT

TTACACTGAAACTCTGAGAAAAAACACAAATGA

ATAAAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTG

GCATCCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAA

GTAATGTGAATTGCAGAATTCAGTGAATCATCG

AATCTTTGAACGCACATTGCGCCCTCTGGTATTC

CGGAGGGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTCAAC

CCTCAAGCATTGCTTGGTGTTGGGGCACTGCTT

TTTACCAAGCAGGCCCTGAAATCTAGTGGCGAG

CTCGCCAGGACCCCGAGCGCAGTAGTTAAACCCT

CGCTCTGGAAGGCCCTGGCGGCGCCCTGCCGTT

AAACCCCCAACTTTTGAAAATTTGACCTCGGA

TCAGGTAGGAATACCCGCTGAACTTAAGCATAT

CAATGACGCGGAGGA

图3　Phomopsis sp.ITS 区序列
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图 4　根据 Phomopsis属不同种类的 ITS序列构建的系统发育树

3　讨论
严巍 ,徐颖等

[ 3]
曾对引起杜鹃红斑病和褐斑病的病

原物进行了分离鉴定 ,得出 Diplodia.sp 是引起杜鹃红

斑病的主要病原菌 ,Pestalotiopsis.sp是引起杜鹃褐斑病

的主要病原菌。现通过病叶切片观察以及组织培养 ,

虽然病原菌培养性状与前人研究较为接近 ,但分生孢子

形态有较大的差异。

曾在国内首次对杜鹃褐斑病病原菌的 ITS区基因

片段进行了成功的 PCR扩增 、克隆及测序 ,并根据其

ITS区序列以及 Genbank中查到的有关序列构建了亲缘

关系树状图 ,与该图所反映的种间与种内关系与形态学

分类结果一致。由图 4 ,5可以看出 ,病原菌与这另外 8

个 种 (菌 株)即 AF001025 、 AF001023 、AJ968405、

AY601920 、AF079777和 AF317583的同源率均在90.1%

以上 ,而与其它种的同源率也在78.4%至 89.2%之间 ,

但仍然高于其它种间的差异 ,如 EF488375与 AY841801

之间同源率为77.3%,反映了种间较大的遗传差异。根

据形态学及分子生物学特征 ,最终鉴定该菌为 Phomop-

sis sp .。因此认为 ITS序列分析与形态学特征相结合是

鉴定杜鹃褐斑病病原菌的一个较好的方法 ,这与相关报

道也是一致的[ 9-10] 。

图 5　Phomopsis属不同种的 ITS 序列同源性
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Isolation and Identification of Pathogens that Caused Rhododendron Brown Patch
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Abstract:The pathogen of rhododendron caused brown patch was isolated and cultivated.Both morphological and molecu-

lar methods w ere used to identify the pathogen.The internal transcribed spacer(ITS)region in rRNA gene was cloned

and sequenced , and the sequence was compared with others species in Genbank.The results showed that the Phomopsis

sp.was the pathogen of rhododendron brow n patch.
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