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摇 摇 摘要:摇 芦笋茎枯病由天门冬拟茎点霉(Phomopsis asparagi)引起,为明确 P. asparagi 与寄生在其他蔬菜、水果

和经济林木等植物上的拟茎点霉不同种之间的系统发育关系,对分离至福建漳州的 P. asparagi 菌株及从 GenBank
下载的相关菌株的 35 条 ITS 序列进行多序列比对分析,并用 Neighbor鄄Joining 法构建系统发育树。 系统发育分析结

果显示:35 个菌株被划分为玉、域和芋组群;P. asparagi 与葡萄拟茎点霉(P. viticola)、叶下朱生拟茎点霉(P. phyl鄄
lanthicola)、杨桃拟茎点霉(P. averrhoae)、大豆茎溃疡病菌(Diaporthe phaseolorum)聚在 I 组群的 A 亚群,它们的系

统学关系最近;大豆拟茎点霉(P. longicolla)、大豆间座壳菌(Diaporthe sojae)、褐纹拟茎点霉(P. vexans)、光叶子花

拟茎点霉(P. glabrae)、柑橘间座壳菌(Diaporthe citri)、黄瓜间座壳菌(Diaporthe sclerotioides)聚在域组群,它们与 P.
asparagi 的系统学关系较远;昏暗拟茎点霉(P. obscurans)单独聚在最远的分支上(芋组群),其与 P. asparagi 的系

统学关系最远。
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摇 摇 Abstract:摇 To define the phylogenetic relationships of Phomopsis asparagi and related speices that parasitized other
vegetables, fruits and economic trees, 35 internal transcribed space ( ITS) of ribosomal DNA ( rDNA鄄ITS) sequences of
P. asparagi isolated from Zhangzhou city of Fujian province and the related speices downloaded from GenBank were together
processed by multiple sequences alignment analysis, and the phylogenetic tree was constructed by Neighbor鄄Joining method.
The Phomopsis strains were clustered into group I, group II and group III. P. asparagi, P. viticola, P. phyllanthicola, P.
averrhoae and Diaporthe phaseolorum were clustered together in subgroup A of group I. They were closely related, but were
relatively differentiated to some extent. P. longicolla, Diaporthe sojae, P. vexans, P. glabrae, Diaporthe citri and Diaporthe

sclerotioides were clustered in group II. They had a distant
relationship with P. asparagi. P. obscurans was clustered in
the farthest distance clade(group III), indicative of the far鄄
thest phylogenetic relationship with P. asparagi.
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摇 摇 芦笋(Asparagus officinalis L. )又名石刁柏,素
有“蔬菜之王冶的美称,富含多种氨基酸、蛋白质、
维生素及人体所需的微量元素等[1] 。 中国已成为

世界上生产和出口芦笋数量最大的国家[2] 。 芦笋

茎枯病(Asparagus stem blight)是芦笋的一种毁灭

性病害,其病原菌最初由 Saccardo[3] 命名为天门冬

茎点霉(Phoma asparagi),而后 Bubak[4] 将其更正

为天门冬拟茎点霉(Phomopsis asparagi),并一直沿

用到现在。 当前,P. asparagi 在国内外的芦笋产

区均有发生危害,国内主要分布在福建、山东、海
南、山西、河南、台湾等省[5鄄7] ,国外主要分布在美

国、欧洲、澳大利亚、意大利、新西兰、希腊等国

家[8鄄10] 。 在发病严重的地区发病率达 100% [11鄄12] ,
病情指数达 50 ~ 70 [13] ,导致芦笋植株整株干枯,
严重影响芦笋的品质和产量。

核糖体 DNA 内转录间隔区( rDNA鄄ITS)序列是

介于 18S rDNA、5. 8S rDNA 和 28S rDNA 之间的区

域,该区域进化速度较编码区快,在种内不同菌株间

高度 保 守, 而 在 真 菌 的 种 间 存 在 着 丰 富 的 变

化[14鄄15]。 rDNA鄄ITS 序列测定和比对为大量生物的

系统发育和亲缘关系的鉴定提供了有价值的参考,
己被广泛应用于亲缘关系较近分类群的系统发育研

究[16]。 Murali 等[17]利用 rDNA鄄ITS 序列分析结果表

明寄生在柚木上的内生菌 Phomopsis 存在多个不同

的组群。 Kanematsu 等 [18]从形态特征观察和 ITS 序

列分析认为寄生在蔷薇科果树上的 Phomopsis 与 P.
asparagi 在分子系统发育上存在差异。 目前,尚未

见基于 rDNA鄄ITS 序列对 P. asparagi 与寄生在其他

蔬菜、果树和经济林木上的 Phomopsis 菌株进行系统

发育分析的研究报道。 本研究对分离自福建漳州不

同地区的 3 个 P. asparagi 菌株的 ITS 序列进行测

定,并对 P. asparagi 菌株与 GenBank 中登录的寄生

在其他蔬菜、果树和经济林木上的 19 个种的拟茎点

霉菌株的 ITS 序列(共 35 条)进行多序列比对分析,
以进一步揭示 P. asparagi 与拟茎点霉属其他重要

种的系统发育关系,为 P. asparagi 的分子鉴定及其

分子进化关系研究提供理论依据。

1摇 材料与方法

1. 1摇 供试菌株

于 2010 ~ 2013 年,在福建省东山县芦笋产区和

福建省热带作物科学研究所内芦笋试验地采集具有

芦笋茎枯病典型症状的茎秆组织,采用常规组织分

离法[19]对病斑上的病菌进行分离和纯化,并参照卢

松茂等[20]方法进行形态特征鉴定和致病性测定,获
得 3 个 Phomopsis asparagi 菌株(PDL、PQW、PWF),
在恒温培养箱中 25 益、12 h 光暗交替条件下用燕麦

培养基(OA)培养 7 d,备用。
1. 2摇 菌丝体的收集及基因组 DNA 的提取

将已在燕麦培养基(OA)上 25 益条件下生长 7
d 的 3 个 Phomopsis asparagi 菌株(PDL、PQW、PWF)
菌落边缘分别切取直径为 5 mm 的菌饼,接种至装

有 100 ml 马铃薯葡萄糖液体培养基(PD)的三角瓶

上,每瓶接 3 块菌饼,在 25 益、120 r / min条件下振荡

培养 7 d。 用纱布过滤菌液,获得菌丝置于无菌的滤

纸上吸去水分,55 益下烘 30 min。 采用十二烷基硫

酸钠(SDS)法提取基因组 DNA[21]。
1. 3摇 PCR 扩增及测序

利用真菌 ITS 通用引物 ITS1(5忆鄄TCCGTAGGT鄄
GAACCTGCGG鄄3忆) 和 下 游 引 物 ITS4 ( 5忆鄄TCCTC鄄
CGCTTATTGATATGC鄄3忆)扩增病菌 rDNA鄄ITS 序列。
PCR 反应体系组成成分为:10伊Buffer(含 MgCl2)2郾 5
滋l,dNTP (2郾 5 mmol / L) 0郾 5 滋l, ITS1 和 ITS4 ( 10
滋mol / L)各 1郾 5 滋l,Taq(5 U / 滋l) 0郾 2 滋l,模板 DNA
1 滋l,ddH2O 17郾 8 滋l。 PCR 反应程序为:94 益预变

性 5 min;94 益变性 30 s,55 益退火 45 s,72 益延伸

1 min,30 个循环;72 益延伸 10 min。 PCR 产物用质

量分数 1%的琼脂糖凝胶电泳检测,将条带清晰的

PCR 扩增产物送上海生工双向测序。
1. 4摇 供试菌株 ITS 序列分析

将供试菌株 PDL、PQW、PWF 的 ITS 序列分别

与 GenBank 中核酸数据库进行 BLAST 分析,比较

同源性。 用 Clustal X、SeqMan 等软件分析供试菌

株 PDL、PQW、PWF 与已发表的 P. asparagi 菌株

(GenBank 登录号: JQ070363) 的核糖体 DNA鄄ITS
序列差异,分析其 5. 8S 及其侧翼的 ITS 区的变异

情况。
1. 5摇 基于 ITS 序列构建系统发育树

将供试菌株(PDL、PQW、PWF)及来自 GenBank
登录的寄生在其他蔬菜、果树、经济林木等上的 35
个拟茎点霉菌株(表 1)的 ITS 序列用 Clustal X 软件

进行多序列比对分析,并用 MEGA5. 0 软件的 Neigh鄄
bor鄄Joining 法构建系统发育树,Bootstrap 检验1 000
次。
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表 1摇 35 个拟茎点霉菌株及来源

Table 1摇 35 Phomopsis strains and their sources

摇 摇 种摇 名 寄主 来源 登录号 摇 摇 摇 种摇 名 寄主 来源 登录号

Phomopsis fukushii 沙梨 日本 JQ807468 Phomopsis ternstroemia 厚皮香 中国 KC153098
Phomopsis fukushii 沙梨 日本 JQ807469 Phomopsis averrhoae 杨桃 中国 AY618930
Phomopsis viticola 葡萄 美国 HQ288249 Phomopsis averrhoae 未知 印度 JN638437
Phomopsis viticola 葡萄 美国 HQ288246 Phomopsis ternstroemia 厚皮香 中国 KC153099
Phomopsis vexans 茄子 印度 KJ002791 Phomopsis glabrae 叶子花 中国 AY601918
Phomopsis vexans 茄子 印度 KJ002790 Phomopsis longanae 荔枝 意大利 JX417145
Phomopsis obscurans 草莓 中国 HM013820 Phomopsis phyllanthicola 马尾松 中国 FJ441632
Phomopsis longicolla 大豆 美国 FJ785439 Phomopsis phyllanthicola 阴香 中国 JN107737
Phomopsis longicolla 大豆 美国 FJ785438 Phomopsis castaneae 板栗 中国 JF957786
Diaporthe sojae 野生大豆 美国 KC343201 Diaporthe citri 柑橘 印度 KJ477016
Diaporthe sojae 野生大豆 美国 KC343200 Diaporthe citri 柑橘 印度 KJ477017
Phomopsis mali 红豆杉 中国 KF574900 Phomopsis perniciosa 樱桃 中国 JF812647
Phomopsis asparagi 芦笋 中国 JQ070363 Phomopsis asparagi(PDL) 芦笋 中国 KJ801804
Phomopsis azadirachtae 苦楝树 印度 KC631323 Phomopsis asparagi(PQW) 芦笋 中国 KJ801805
Phomopsis azadirachtae 苦楝树 印度 KC631322 Phomopsis asparagi(PWF) 芦笋 中国 KJ801806
Diaporthe phaseolorum 芒果 中国 KC492471 Diaporthe sclerotioides 黄瓜 荷兰 AF439626
Diaporthe phaseolorum 芒果 中国 KC492468 Diaporthe sclerotioides 黄瓜 日本 AB201439
Phomopsis glabrae 葫芦 科特迪亚 KF317654

2摇 结果与分析

2. 1摇 供试菌株核糖体 ITS 序列分析

分别以提取的 PDL、PQW 和 PWF 菌株基因组

DNA 为模板,用真菌通用引物 ITS1 和 ITS4 进行

PCR 扩增,产物经电泳后均得到大小约为 600 bp 的

DNA 片段(图 1)。 上海生工双向测序结果显示,
PDL、PQW 和 PWF 菌株的片段大小与预测的较为一

致,它们的 ITS 序列长度分别为 585 bp、585 bp、587
bp。 将 PDL、PQW 和 PWF 菌株的 ITS 序列提交至

NCBI 后,获取登录号分别为 KJ801804、KJ801805、
KJ801806。 三者的 ITS1鄄5. 8S鄄ITS2 序列的一致性达

100% ,其中 rDNA鄄ITS1 全长为 173 bp,5. 8S 全长为

159 bp,rDNA鄄ITS2 全长为 160 bp。 它们与 P. as鄄
paragi 菌株 Pa1100 ( GenBank 登录号: JQ070363 )
ITS1鄄5. 8S鄄ITS2 序列的同源性达 99. 8% ,仅在 rD鄄
NA鄄ITS2 有 1 个碱基的差异,由碱基 A寅G 单碱基

转换。 由此说明 P. asparagi 同种内的不同个体之

间的 ITS 序列是非常保守的。
2. 2摇 基于 ITS 序列的拟茎点霉菌株的系统发育分析

将 35 个拟茎点霉菌株的 ITS 序列进行多序列比

对分析,采用 Neighbor鄄Joining 法构建了系统发育树,结

M:DL鄄2000 marker;1:PDL 菌株;2:PQW 菌株;3:PWF 菌株;4:
ddH2O。

图 1摇 3 株 P. asparagi 菌株的 PCR 产物电泳图

Fig. 1摇 Electrophoretogram of PCR products of three strains of
P. asparagi

果(图 2)显示,35 个菌株被划分为玉、域和芋组群,且除

Diaporthe sojae、Phomopsis longicolla、P. mali 和 P. cas鄄
taneae 外,同一组群的不同种分别聚在不同的分支上,
表明寄生在蔬菜、水果和经济林木等植物上的拟茎点

霉之间的 ITS 序列存在一定差异。 其中,P. asparagi
与寄生葡萄的 P. viticola、马尾松的 P. phyllanthicola、
杨桃的 P. averrhoae、芒果的Diaporthe phaseolorum 等菌

株聚在 I 组群的 A 亚群,它们之间的 ITS 序列差异小,
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表明它们之间的亲缘关系近,但又存在一定分化;玉组群

B 亚群的拟茎点霉(P. ternstroemia、P. azadirachtae、P.
mali、P. castaneae、P. perniciosa、P. fukushii)及 C 亚群

的拟茎点霉(P. longanae)与 P. asparagi 的亲缘关系

次之;寄生在葫芦、黄瓜、野生大豆、大豆、茄子和柑橘

等植物上的拟茎点霉分别聚在域组群的A 和 B 亚群,该
组群的菌株与 P. asparagi 的 ITS 序列差异较大,它们

之间的亲缘关系较远;而单独聚在芋组群的寄生草莓的

P. obscurans 菌株与 P. asparagi 的 ITS 序列差异最大,
表明它们之间的亲缘关系最远。

分支处数字为 Bootsrap 值(1 000 次重复),代表分类单位被聚在一起的几率(% )。 玉、域和芋代表 3 个组群;A、B 和 C 代表 3 个亚群。
图 2摇 基于 P. asparagi 及其近似种的 rDAN鄄ITS 序列构建的系统发育树

Fig. 2摇 Phylogenetic tree of P. asparagi and related speices based on their rDAN鄄ITS sequences
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3摇 讨 论

拟茎点霉属真菌已描述有 400 多个种[22],主要

为植物致病菌、植物内生菌或腐生菌,甚至危害人和

动物[23],其分类主要依据形态特征、培养特征和寄

主范围[24],但其分子进化关系尚不十分清楚。 rD鄄
NA鄄ITS 序列已广泛应用于真菌的分子鉴定、亲缘关

系分析及系统发育研究。 陈永青等[25] 采用 rDNA鄄
ITS 序列分析法对寄生在木棉、发财树、榴莲、番石

榴、芒果、杨梅、柚等植物上的拟茎点霉属 7 个种 15
个菌株进行了系统发育分析,但未涉及 P. asparagi。
杨迎青等[7]对河北、江西、海南、山东和福建等 5 省

区的天门冬拟茎点霉的形态特征及 ITS 序列进行分

析,证实了 P. asparagi 存在地域差异,但未研究 P.
asparagi 与近似种如 P. viticola、P. longicolla、P. ob鄄
scurans、P. vexans、P. fukushii 等的分子进化关系。
本研究探明了 P. asparagi 与寄生在蔬菜、水果和经

济林木等植物上的拟茎点霉属重要种的系统发育关

系,为 P. asparagi 的分子鉴定及亲缘关系分析提供

一定的理论参考。
杨迎青等[7] 研究认为 P. asparagi( JQ619526)

与 P. phyllanthicola(JN107737)聚在一起,且支持率

达 92% ,它们的亲缘关系最近,而本研究结果显示,
P. asparagi ( KJ801804、 KJ801805、 KJ8018046、
JQ070363)与 P. phyllanthicola(JN107737)不聚在同

一分支上,这可能与不同的 P. asparagi 菌株有关。
系统 发 育 树 显 示, 寄 生 红 豆 杉 的 P. mali

(KF574900 ) 菌 株 与 寄 生 板 栗 的 P. castaneae
(JF957786)菌株聚在同一分支上,且自展支持率为

100% ,表明它们的 ITS 序列差异小,推测为异名同

物,但有待对它们的形态特征进行分析验证。 同时,
寄生大豆的 P. longicolla(无性态)菌株和寄生野生

大豆的 Diaporthe sojae(有性态)菌株也聚在同一分

支上,且自展支持率为 100% ,这与 Gomes 等[23] 报

道它们属于同 1 个种是一致的。 Zhang等[26] 认为尽

管序列有相似之处,但 P. longicolla 与 Diaporthe so鄄
jae 为不同的种,这可能与不同的分离菌株 ( P.
longicolla 和 Diaporthe sojae)存在差异有关。

本研究中用于分析的拟茎点霉菌株的 ITS 序列

有 3 个为自测序列,其余大部分为已发表文献中的

ITS 序列,这为数据分析的准确性及代表性提供重

要基础,但它们的形态特征及生物学特性等差异有

待进一步的比较分析。
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