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摘要: 为了解毛竹表面病害可培养真菌的多样性，采用组织分离法对井冈山毛竹病斑表面真菌进行了分

离，并对其 ITS-rDNA序列进行系统发育分析，同时研究了其多样性．结果表明: 所分离的 30 株真菌可归
属于 12 个属，以链孢霉属 Fusarium( 占比 20． 00% ) 、交链孢属 Alternaria( 占比 13． 33% ) 和赤霉属 Gibberel-
la( 占比 10． 00% ) 为优势类群，多样性指数的计算反映出所获得的毛竹表面真菌菌群具有不同的丰富度
及均匀度．
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0 引言

竹类植物是重要的可再生资源，竹林被人们称

为“第二森林”，是人类的天然氧吧，在原木替代品
工业原料、食品材料、医药保健材料等方面有着广泛
的应用［1］．毛竹是我国竹类品种中经济价值高、分
布广的优良竹种，因具有生长快、产量高、材质好等
特点而有着广泛的分布［2-3］． 随着毛竹林经营水平
的提高和大面积毛竹纯林的增加，毛竹病虫害发生

呈现多样化发展．竹子为无性繁殖植物，在竹子上寄
生、腐生、习居的生物较多，生物多样性较稳定，其中
以真菌为最多［4］． C． Mohanan 对亚洲竹类病害进行
调查，发现有多种真菌、细菌及病毒等不同种类、不
同类型的病原物侵害竹类 26 个属中的 170 个种［5］．
在中国竹类真菌病害中主要有毛竹枯梢病、基腐病、
竹秆褐腐病、竹叶锈病、竹秆锈病、竹黑粉病、竹赤团
子病、竹肉球病、竹黑痣病、竹丛枝病等［6-7］．
近年来，本课题组对江西省的毛竹林进行调查，

在井冈山国家级自然保护区发现毛竹林感染了一种

竹杆病害，该病不同于以往所报道的竹林病害特征，

根据病原形态初步命名为菱斑病． 同时对该病斑的
表面微生物进行了初步分离，将分离的致病微生物

进行了大田实验，获得了一些致病信息［8］． 为了进
一步确定该类病害的致病菌株，本文以井冈山国家

级自然保护区天然毛竹林为研究对象，系统调查了

竹杆病斑表面真菌的数量，并依据 ITS-rDNA 序列特
征对分离的 30 个菌株进行了鉴定和系统发育多样
性分析，初步获得了天然毛竹林病斑可培养真菌种

群的多样性信息，以期为确定该病病原菌提供菌种

资源，也为下一步进行田间生物防治提供基础．

1 材料与方法

1． 1 样品的采集及真菌的分离

从江西省井冈山国家级自然保护区毛竹栽培地

采集发病的毛竹，采样时选取相近年龄的发病植株，

在原地处理好材料，用无菌袋分装带回实验室于

24 h之内取染病毛竹的竹竿病健交界处，采用常规
组织分离法［9］，对样品进行真菌分离． 所得菌株在



马铃薯葡萄糖琼脂培养基( PDA) 分离纯化，获得纯
菌株于 4 ℃斜面保藏待用．

1． 2 真菌的形态学鉴定

依照真菌的经典分类鉴定方法［10］，结合菌株菌

落形态特征，包括形状、质地、颜色、边缘特征等情
况，初步去重复后确定形态种．

1． 3 真菌 ITS-rDNA区扩增、测序和序列分析

形态去重复后的菌株采用 CTAB的方法提取基
因组 DNA［11］． 采用通用引物 ITS1 和 ITS4 扩增 ITS
序列［12］． PCＲ 反应体系为: 模板 DNA 2 μL、10 ×
PCＲ buffer 5 μL、Taq DNA 聚合酶 2． 5 Unit、dNTP
( 2． 5 mmol·L －1 ) 4 μL、引物各 3 μL，补充去离子水
至 50 μL．反应条件: 94 ℃，5 min; 94 ℃，40 s; 60 ℃，
40 s; 72 ℃，40 s，共 34 个循环; 72 ℃，5 min．将 PCＲ
产物经琼脂糖凝胶回收试剂盒( 北京天根生物技术

有限公司) 纯化，送交上海生工生物工程技术服务

有限公司测序．序列提交到 GenBank 核酸序列数据
库并得到登号，采用软件 ClustalX 1． 81 进行多序列
的比较，比对结果采用 MEGA 4． 0 软件进行系统进
化树的构建．

1． 4 真菌多样性分析

所分离真菌的生物多样性采用 Shannon-Wiener
指数( H) 和 Simpson指数( D) 进行分析． H = －∑Pi lnPi，

D = 1 －∑Pi
2，其中 Pi为属于种 i的个体在全部个体

中的比例; 采用 Evenness 指数( J) 分析群落物种分
布的均匀程度． J = H / lnS，其中 H为 Shannon-Wiener
指数，S为物种总数目［13］．

2 结果与分析

2． 1 毛竹病害的症状特点

前期调查表明，井冈山毛竹林新病害主要危害

2 年生以上的毛竹，病菌由外而内逐渐深入竹腔，导
致竹杆腐烂至整株枯死，该病原为竹节间密布菱状

病斑，并成块状扩散，根据病原形态初步命名为菱斑

病．图 1 为调查取样健康毛竹和发病毛竹的示意图．

2． 2 毛竹病斑部位真菌的分离

利用马铃薯葡萄糖琼脂培养基( PDA) 对毛竹
菱斑病样品组织块进行分离，在总共 108 块毛竹病
斑组织中分离获得 30 株真菌． 根据菌株菌落大小、
颜色，其中 18 株是菌落表型有差异的微生物，图 2
为部分分离菌落形态特征．

图 1 健康毛竹与毛竹菱斑病病变图

图 2 部分纯化微生物的菌落形态

2． 3 毛竹病斑部位真菌的多样性

对 30 株分离培养物的 ITS 进行序列测定，将获
得的序列通过 BLAST 程序与 GenBank 数据库中已
报道的序列进行相似性比对分析，其中 29 株与
GenBank 中 已 报 道 菌 株 具 有 较 高 的 相 似 性
( ≥97% ) ，1 株相似性只有 92% ( 见表 1) ．多样性指
数分析表明: 分离自毛竹病斑的真菌 Shannon 多样
性指数为 2． 389 8，Simpson 多样性指数为 0． 893 3，
均匀度指数为 0． 702 6．

2． 4 毛竹病斑部位真菌的系统发育学分析

根据菌株菌落大小、颜色等形态特征去重复后
选择 18 株形态种用于分子鉴定，利用真菌 ITS 序列
的通用引物进行 PCＲ 扩增，扩增的目的片断送上海
生工生物工程技术有限公司测序．测序片段用 BLAST
软件与 GenBank的 ITS序列进行同源性比较，用于进
化树构建的菌株的名称和序列登录号如表 1．将形态
种 ITS-rDNA测序后经 BLAST 比对，MEGA4． 0 构建
Neighbor-joining系统进化树( 见图 3) ．

16S rDNA序列分析表明，分离得到的 30 株真菌
都属于子囊菌( 100% ) ，主要分属于 12 个属，其中 2
株不能确定种属地位( 见表 1) ; 在属的水平上以链孢
霉属 Fusarium、交链孢属 Alternaria为优势类群，分别
占总菌株数的 20． 00%和 13． 33% ( 见表 1) ．
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3 讨论

微生物是生态系统中重要的组成部分，其群落

结构组成及其变化在一定程度上影响着植物的质量

及其健康状况，植物的健康除与土壤环境息息相关

外，也与周边空间环境微生物密切相连［14-15］． 目前

土壤微生物多样性及功能菌株的筛选已引起国内外

学者的极大重视［16］，对土壤微生物群落结构的研究

日益增多，但是对与植物周边环境相关的表面微生

物及其多样性的研究在国内及国际上报道不多，这

些极有可能与植物地上组织病害侵染有关［17］．

图 3 邻接法构建 ITS序列的系统进化树

本文从井冈山毛竹病斑组织中分离获得真菌

30 株，根据菌落形态特征和 ITS 序列鉴定将其归属
为 Fusarium、Alternaria 、Gibberella、Arthrinium、Xylar-
ia和 Podospora 等 12 个属，还包括 2 个未确定的潜
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在新属; 多样性指数分析表明分离自毛竹病斑的真

菌 Shannon 及 Simpson 多样性指数分别为 2． 389 8
和 0． 893 3，均匀度指数为 0． 702 6，这些结果表明毛
竹真菌多样性较丰富．李潞滨等［18］对毛竹根际土壤
可培养细菌和放线菌多样性研究表明天然毛竹林根

际具有较为丰富的可培养微生物种群多样性，并存

在一些潜在的新的微生物菌种资源研究． 周春来
等［19］对竹类病原真菌进行统计发现其多达 440 多
种，而中国境内竹类病害病原物就多达 208 种，这充
分证明竹类病原菌具有丰富的种群多样性．

表 1 菌株的名称和序列登录号表

Phylogenetic
group( genus)

Ｒepresentative
isolate( accession No． )

No． of strainsin
OTU

Nearest type strain
( accession No． )

Sequence
identity /%

Fusarium 2-X( HQ647333) 6 Fusarium oxysporum( HM179531) 99
Trichoderma L5( HQ647339) 1 Trichoderma gamsii( EF488141) 99
Gibberella L6( HQ647340) 3 Gibberella zeae( HM769950) 99

5( HQ647334) Arthrinium sacchari( AB470880) 99
Arthrinium 7( HQ647335) 3 Arthrinium sacchari( AB470880) 99

L1． 1( HQ647336) Arthrinium sacchari( AB470880) 99
Unidentified N4( HQ647345) 2 Paraconiothyrium( EU295647) 98

TN3( HQ647349) Fungal sp． ( GU903284) 99
Podospora TL1( HQ647346) 2 Podospora sp． ( EF495232) 99
Pleospora TL3( HQ647347) 1 Pleosporales sp． ( AB255263) 99
Alternaria L7( HQ647341) 4 Alternaria alternata( GU325663) 99
Hypocrea L2( HQ647337) 2 Hypocrea sinuosa( FJ860838) 98

Chaetomium L4( HQ647338) 1 Chaetomium globosum( GU295946) 99
L10( HQ647342) Xylaria sp． ( GQ414524) 99

Xylaria L17( HQ647344) 3 Xylaria sp． ( AB495008) 98
TN4( HQ647350) Annulohypoxylon bovei( EF026141) 98

Acremonium TL4( HQ647348) 1 Acremonium sp． ( FJ770373) 92
Penicillium L13( HQ647343) 1 Penicillium aculeatum( EU076957) 98

一些植物表面真菌能侵染植物并使其宿主致

病．吕康生等［20］从感病的杂交竹中分离出 10 株镰
刀菌( Fusarium) ，并认为其中 6 种分离菌都是杂交
竹枯萎病的病原菌，该病的病原到底是镰刀菌属的

一种还是多种，以及该病的发病规律和防治措施等

值得进一步研究．马桂莲等［21］通过分离、接种、再分
离首次证实杂交竹梢枯病的病原为暗孢节菱孢菌

( Arthrinium phaeospermum) ．本文从井冈山毛竹菱斑
病中分离到许多致病真菌，如 Trichoderma、Fusari-
um、Arthrinium和 Gibberella等，该类病害是否与分离
所得的病原真菌有关，是由一种还是多种菌混合作

用相关，这些都有待于进一步研究．
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The Diversity and Isolation of Endophytic Fungi on the Lesion
Surface of Jinggangshan Moso Bamboo

ZHANG Zhibin1，LIU De1，XIONG Yaoyao1，WANG Ya2，LIU Yixin3，ZHU Du1，2*

( 1． Key Lab of Protection and Utilization of Subtropic Plant Ｒesources，College of Life Sciences，Jiangxi Normal University，Nanchang

Jiangxi 330022，China; 2． Key Lab of Bioprocess Engineering，College of Life Sciences，Jiangxi Science and Technology Normal University，

Nanchang Jiangxi 330013，China; 3． Jiangxi Academy of Forestry，Nanchang Jiangxi 330032，China)

Abstract: To obtain the information of the cultivable fungi diversity at the lesion surface of Moso Bamboo，the lesion
surface of Jianggangshan Moso Bamboo was isolated strains by tissue isolation method，the ITS-rDNA sequence and
the diversity of of the cultured fungi were analyzed． A total of 30 strains of fungi was isolated． As a result of morpho-
logical identification 12 genera were obtained，of which Fusarium( 20． 00% ) ，Alternaria( amounting to 13． 33% of
the total) ，and Gibberella( 10． 00% ) were dominant． Populations of fungi on surface of the Moso Bamboo indicated
different abundance and uniformity．
Key words: Moso Bamboo; ITS-rDNA sequence analysis; diversity index
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