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内生大豆间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ 的子囊壳促生培养及鉴定

豆明珠ꎬ蒲顺昌ꎬ闫淑珍ꎬ陈双林

(南京师范大学生命科学学院ꎬ江苏 南京 ２１００２３)

[摘要] 　 本文介绍了对野大豆内生间座壳真菌的子囊壳促生培养方法ꎬ结合形态特征和分子序列对分离和培

养的野大豆内生间座壳真菌进行了鉴定. 采用马铃薯葡萄糖琼脂培养基(ＰＤＡ)和水琼脂培养基(ＷＡ)ꎬ接种分

离获得的野大豆内生间座壳菌株 ＤＹＹＰ４３４２ 菌饼ꎬ同时分别在接种菌饼两侧平行放置灭菌大豆茎秆和灭菌松

针ꎬ以诱导野大豆内生间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ在大豆茎秆和灭菌松针上产生子囊壳ꎬ之后在 ２５ ℃、１２ ｈ 光照与

１２ ｈ 黑暗交替处理下培养ꎬ添加灭菌大豆茎秆和灭菌松针的培养基中持续产生子囊壳ꎬ数量显著多于对照组马

铃薯葡萄糖琼脂培养基(ＰＤＡ)和水琼脂培养基(ＷＡ). 通过形态特征和 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 分子序列鉴定该分离菌株为

大豆间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅꎬ该菌此前被报道发生在栽培大豆上ꎬ引起茎荚枯病ꎬ作为内生真菌在野大豆上则为首

次记录ꎬ文中比较了野大豆内生 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ 与栽培大豆上发生的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ 及其他 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ 种的差异.
ＩＴＳ序列系统发育分析结果支持 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｋｏｃｈｍａｎｉｉ为 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ的命名异名的观点.
[关键词] 　 野大豆ꎬ内生真菌ꎬ子囊壳ꎬ培养方法
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Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ在世界范围内分布ꎬ其生活方式包括内生菌、腐生菌和病原菌[１] . Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ 由 Ｎｉｔｓｃｈｋｅ[２]引
入ꎬ是间座壳科 Ｄｉａｐｏｒｔｈａｃｅａ的模式属ꎬ该属以 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｅｒｅｓ为模式种. 目前的国际藻类、真菌和植物的命

名规则(ＩＣＮ)要求对多型性真菌使用单一名称[３] . Ｒｏｓｓｍａｎ 等[４]基于命名优先原则决定使用该属较早的

有性型名称 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ来代替其无性型名称 Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓꎬ解决该属的命名问题. Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ 包括有性型和无性

型两种状态ꎬ有物种名记录的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ为 １ ０７２个ꎬＰｈｏｍｐｏｓｉｓ 为 ９８９ 个(Ｉｎｄｅｘ Ｆｕｎｇｏｒｕｍ ２０１９)ꎬ但目前未

能完全对其无性型和有性型的物种完成一一对应. Ｇｏｍｅｓ等[５]详细描述了 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ中的 ５４ 个物种ꎬ包括
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它们的的形态和分子序列信息. Ｄｉｓｓａｎａｙａｋｅ等[６]重点研究了目前已知的 １７１ 种通过培养或直接测序它们

的主模式标本、附加模式标本、等模式标本或新模式标本进行识别的相关的物种. 目前迫切需要重新制定

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ的物种划分[７] . 间座壳属的形态学特征主要包括两部分[８] . 间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ的形态分类存在

着物种界限模糊的问题[９]ꎬ尤其是子囊壳大小、子囊的大小和子囊孢子的大小等ꎬ在相近物种之间经常存

在交叉ꎬ迫切需要重新制订间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ 物种划分的形态学标准[７]ꎬ因此ꎬ子囊壳、子囊和子囊孢子

的成熟度对于间座壳属真菌的准确鉴定至关重要.
Ｇｕａｒｎａｃｃｉａ等[１]采用在ＷＡ培养基上放置无菌松针对分离自欧洲葡萄的间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ真菌进行

产孢诱导ꎬ从而获得了成熟的子囊壳ꎬ实现了准确的物种鉴定和描述. 李会平等在 ＷＡ 培养基上放置大豆

茎秆诱导了所培养的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ ｖａｒ. ｃａｕｌｉｖｏｒａ产生大量子囊壳[１０] . 不论是野外直接获得的间座

壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ真菌标本ꎬ还是在实验室分离的间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ 真菌培养物ꎬ都存在着如何保证获得足

够多的和成熟的子囊壳用于间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ的准确鉴定这一问题. ２０１７ 年 ７ 月———２０１８ 年 ７ 月ꎬ在分

离野大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ内生真菌时ꎬ获得了 １株间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ真菌. 然而ꎬ该菌株在马铃薯葡萄糖琼脂

培养基上仅产生为数不多的子囊壳ꎬ使得不能对其进行准确的物种鉴定. 为此ꎬ本研究探索了对野大豆内

生间座壳真菌的子囊壳促生培养ꎬ并结合形态特征和分子序列对分离和培养的野大豆内生间座壳真菌进

行鉴定.

１　 材料与方法

１.１　 材料

１.１.１　 供试菌株

野大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ Ｓｉｅｂ. ｅｔ Ｚｕｃｃ.植株样品于 ２０１７年 ８月 ７日从山东东营黄河三角洲国家级自然保护

区外围区(１１８ｏ５９′９″Ｅꎬ３７ｏ４５′３８″ Ｎ)采集ꎬ按照 Ｓｕｎ等[１１]的组织分离法进行内生真菌的分离ꎬ分离培养基

为改良的马铃薯葡萄糖琼脂培养基(ＰＤＡ). 其中ꎬ从野大豆叶片中分离的菌株 ＤＹＹＰ４３４２ 初步鉴定为间

座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ真菌ꎬ菌种保存于南京师范大学微生物菌种保藏中心(ＭＣＣＮＮＵ).
１.１.２　 培养基

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(ＰＤＡ):马铃薯 ２００ ｇꎬ葡萄糖 ２０ ｇꎬ琼脂 ２０ ｇꎬ水 １ ０００ ｍＬ.
水琼脂培养基(ＷＡ):琼脂 １０ ｇꎬ水 １ ０００ ｍＬ.
改良的 ＰＤＡ:每 １０００ ｍＬ ＰＤＡ培养基中添加 ５０ ｍＬ野大豆汁液.

１.１.３　 试剂

乳酸酚棉蓝染色液ꎻ５％ ＫＯＨꎻ２％ ＣＴＡＢꎻ３ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＡｃꎻ氯仿－异戊醇(２４ ∶１)ꎻＴａｑ ＤＮＡ 聚合酶ꎻ１０×
ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ、ＤＬ２０００ ＭａｒｋｅｒꎻｒＤＮＡ￣ＩＴＳ的 ＰＣＲ扩增引物由上海生工生物工程技术有限公司合成.
１.２　 方法

１.２.１　 子囊壳的促生培养

将长度为 ５ ｃｍ的松针和大豆茎秆分别置于蓝口玻璃瓶中(２５０ ｍＬ)ꎬ在 １２１ ℃、１５ ｍｉｎ 高压条件下灭

菌 ２次ꎬ分别获得灭菌松针、灭菌大豆茎秆. 从 ＰＤＡ平板上生长旺盛的野大豆内生间座壳菌株 ＤＹＹＰ４３４２
菌落边缘ꎬ以无菌打孔器取直径为 １０ ｍｍ 的菌饼ꎬ转接到直径为 ９ ｃｍ 培养皿中的 ＰＤＡ 平板和 ＷＡ 平板

上ꎬ在培养基上菌饼的两侧平行放置灭菌松针或灭菌大豆茎秆. 设置 ６组处理ꎬ分别是在 ＷＡ平板和 ＰＤＡ
平板上仅接种菌饼、在 ＷＡ平板和 ＰＤＡ平板上接种菌饼的同时加放灭菌松针或灭菌的大豆茎秆ꎬ每组处

理 ３次重复. 在 ２５ ℃ꎬ１２ ｈ光照培养与 １２ ｈ 暗培养交替处理条件下培养. 培养 ２０ ｄ 与 ３０ ｄ 后在 Ｎｉｋｏｎ
Ｃ￣ＬＥＤＳ 复合显微镜下ꎬ用 Ｃａｎｏｎ ＤＳ１２６３１１数码相机拍摄子囊壳的外观特征并进行计数[１２] . 因子囊壳聚

生ꎬ故以子座作为统计单位进行子囊壳的计数.
采用 ＳＰＳＳ ２１.０软件进行单因素方差分析(ＡＮＯＶＡ)ꎬ采用 Ｔｕｋｅｙ检验进行显著性差异检验[１３] .

１.２.２　 形态特征观察

将分离菌株接种于 ＰＤＡ平板上ꎬ于 ２５ ℃ 暗培养 ７ ｄ后ꎬ观察菌落正反面的颜色和气生菌丝的疏密程

度等菌株 ＤＹＹＰ４３４２的培养特征. 挑取成熟子囊壳ꎬ在 ＪＳＺ６体式显微镜(南京江南永新光学有限公司)下
徒手切片. 将切片材料置于载玻片上ꎬ滴加 ５％ ＫＯＨꎬ再滴加乳酸酚棉蓝染色液ꎬ封盖. 在显微镜下观察并

—１６—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



南京师大学报(自然科学版) 第 ４４卷第 ４期(２０２１年)

利用 ＢＸ５３Ｆ显微数码测量系统(ＯｌｙｍｐｕｓꎬＪａｐａｎ)测量成熟子囊、子囊孢子的大小ꎬ对选定的结构进行 ３０
次测量ꎬ并计算出平均值和标准差(ＳＤ). 范围被表示为 ｍｉｎ.－ｍａｘ.×ｍｉｎ.－ｍａｘ. (ｍｅａｎ＋ＳＤ). 显微图像采用

带有微分干涉对比度(ＤＩＣ)的 Ｉｍａｇｅｒ Ａ１显微镜(Ｃａｒｌ ＺｅｉｓｓꎬＧｅｒｍａｎｙ)在 ２００×与 ６３０×放大倍数下拍摄.
１.２.３　 菌株的 ＩＴＳ序列获得和系统发育分析

按照 Ｇｕｏ等[１４]的方法ꎬ用无菌牙签从平板上刮取培养 ７ ｄ的菌株 ＤＹＹＰ４３４２菌丝体ꎬ采用 ＣＴＡＢ法提

取菌丝 ＤＮＡ. 采用真菌通用引物 ＩＴＳ１￣Ｆ(５′ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ￣３′)和 ＩＴＳ４(５′ＴＣＣＴＣＣＧＣＴ￣
ＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′)扩增核糖体内转录间隔区( ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ１)ꎬ其中 ＩＴＳ１￣Ｆ 为正向引物ꎬ ＩＴＳ４ 为反向引

物. ＰＣＲ 反应体系为 ２５ μＬꎬ含有 １０×Ｔａｑ ＤＮＡ 聚合酶缓冲液 １２.５ μＬ、正向引物和反向引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)
各 １ μＬ、ＤＮＡ样品 １ μＬ 和灭菌去离子水 ９.５ μＬ. 反应条件为 ９５ ℃预变性 ２ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 １ ｍｉｎꎬ退火

５０ ℃ １ｍｉｎꎬ７２ ℃延伸 １ ｍｉｎꎬ共 ３０个循环ꎻ７２ ℃ 延伸 ７ ｍｉｎ. ＰＣＲ扩增产物质量采用 １％琼脂糖凝胶电泳

法检测ꎬ扩增产物交由上海生工生物工程公司测序.
在 ＮＣＢＩ(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ)数据库中对所测菌株 ＤＹＹＰ４３４２ 的 ＩＴＳ 序列进行 ＢＬＡＳＴ 比

对. 下载 ＧｅｎＢａｎｋ中豆科植物上发生的 １２种间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ(主要为模式标本分离株 ｅｘ￣ｔｙｐｅ 或附加模

式标本分离株 ｅｘ￣ｅｐｉｔｙｐｅ)的 ３０ 条 ＩＴＳ 序列ꎬ使用 ＭＡＦＦＴ ７. ０ 软件 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｍａｆｆｔ. ｃｂｒｃ. ｊｐ / ａｌｉｇｎｍｅｎｔ /
ｓｏｆｔｗａｒｅ / )对测序序列和下载序列进行在线多序列比对ꎬ然后使用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件进行比对序列的手动截

齐调整. 参照 Ｄｉｓｓａｎａｙａｋｅ 等从 ＧｅｎＢａｎｋ 中下载 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅｌｌａ ｃｏｒｙｌｉｎａ ＣＢＳ １２１１２４ 菌株的 ＩＴＳ 序列

(ＫＣ３４３００４)作为外群ꎬ基于贝叶斯推断法(Ｂａｙｅｓｉａｎ ｉｎｆｅｒｅｎｃｅꎬＢＩ)使用 ＭｒＢａｙｅｓ ３.１.２ 软件构建贝叶斯系

统发育树ꎬ使用 ＦｉｇＴｒｅｅ ｖ１.４.３ 与 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ＣＣ２０１９软件对构建的进化树进行编辑标示.
表 １　 用于系统发育分析的 ＧｅｎＢａｎｋ 中间座壳属真菌的 ＩＴＳ 序列信息

Ｔａｂｌｅ １　 ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ
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—２６—

􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉􀪉



豆明珠ꎬ等:内生大豆间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ的子囊壳促生培养及鉴定

２　 结果与讨论

２.１　 子囊壳在培养基和植物材料上的发生

２.１.１　 子囊壳在培养基和植物材料上的培养特征

野大豆内生间座壳菌株 ＤＹＹＰ４３４２在大豆茎秆和松针上都能够产生多于在单纯的 ＰＤＡ 平板和 ＷＡ
平板上的子囊壳(图 １). 在 ＷＡ平板ꎬ子囊壳发生在菌饼边缘(图 １ａ)ꎻ当存在有大豆茎秆或松针时ꎬ子囊

壳既可出现在菌饼边缘ꎬ也可出现在大豆茎秆或松针附近ꎬ但更多地是在整个大豆茎秆或松针上发生

(图 １ｂꎬｃ). 在 ＰＤＡ平板上ꎬ子囊壳最初发生在菌饼边缘ꎬ随着培养时间的延长ꎬ子囊壳会散生于在 ＰＤＡ
平板各处ꎬ一般埋生于 ＰＤＡ内ꎬ而以喙突出于培养基外(图 １ｄ)ꎻ当存在有大豆茎秆时ꎬ子囊壳既出现在菌

饼边缘ꎬ也可散生于 ＰＤＡ上ꎬ或在大豆茎秆上发生(图 １ｅ)ꎻ当存在有松针时ꎬ子囊壳在菌饼边缘、ＰＤＡ 表

面和松针上都有发生ꎬ但是以松针周围的培养基上发生的最多(图 １ｆ).

　 　 ａ－ｃ分别为 ＷＡ、ＷＡ＋灭菌的大豆茎秆和 ＷＡ＋灭菌的松针上的菌落图ꎬｄ－ｆ分别为 ＰＤＡ、ＰＤＡ＋灭菌的大豆茎秆和

ＰＤＡ＋灭菌的松针上的菌落图.
图 １　 野大豆内生间座壳菌株 ＤＹＹＰ４３４２ 在不同培养基上的生长状态(接种后培养 ３０ ｄ)

Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｔｈｅ ｃｏｌｏｎｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｆｕｎｇａｌ ｓｔｒａｉｎ ＤＹＹＰ４３４２ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ
ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍ(３０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ)

２.１.２　 子囊壳在培养基和植物材料上的发生数量

在培养基上添加无菌大豆茎秆或者松针会明显地促进野大豆内生间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ 菌株 ＤＹＹＰ４３４２
子囊壳的产生ꎬ且这些子囊壳主要发生在大豆茎秆或者松针上(图 ２). 野大豆内生间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ 菌株

ＤＹＹＰ４３４２的子囊壳埋生于培养基内或者大豆茎秆、松针内ꎬ大多聚生ꎬ极少单生ꎬ孔口形成较长的喙突出

于基质外(图 ２).
在体式显微镜下对不同培养基不同介质诱导产生的子囊壳的形态进行观察ꎬ不同介质诱导产生的子

囊壳的成熟度及形状略为不同. 在 ＷＡ和 ＰＤＡ培养基中ꎬ添加无菌大豆茎秆作为诱导介质所产生的子囊

壳相较于添加无菌松针作为诱导介质所产生的子囊壳的成熟度要高ꎬ并且添加无菌大豆茎秆作为诱导介

质所产生的子囊壳为球状而添加无菌松针作为诱导介质所产生的子囊壳更为细长(图 ２ｂꎬｅ)ꎻ不添加诱导

介质的对照组 ＷＡ与 ＰＤＡ平板上所产生的子囊壳的形状差异不大(图 ２ａ－ｄ).
对分离菌株促进产生的子囊壳进行了分析. 结果表明ꎬ添加无菌植物材料会促进间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ 内

生真菌子囊壳产生. 培养 ２０ ｄ时在ＷＡ培养基中添加大豆茎秆时产生的子囊壳平均值为(８８±８.７１)个 /皿与

对照组ＷＡ培养基子囊壳数量(３±１)个 /皿相比差异极显著(Ｐ<０.０１). ＷＡ培养基中添加无菌松针时产生的

子囊壳平均值为(１５.３±１.５３)个 /皿与对照组 ＷＡ 培养基子囊壳数量(３±１)个 /皿相比没有显著性差异

(图 ３Ａ). ＰＤＡ培养基中添加大豆茎秆产生的子囊壳为(６３±７.２)个 /皿与对照组 ＰＤＡ 培养基子囊壳数量

(３０.３±６.６５)个 /皿相比差异极显著(Ｐ<０.０１). ＰＤＡ培养基中添加无菌松针产生的子囊壳为(５３±１１.５３)个 /皿
—３６—
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　 　 ａ－ｃ分别为 ＷＡ菌饼、ＷＡ上灭菌大豆茎秆和 ＷＡ上灭菌松针上产生的子囊壳ꎬｄ－ｆ分别为 ＰＤＡ菌饼、ＰＤＡ上灭菌大豆茎秆和 ＰＤＡ
上灭菌松针上的产生的子囊壳ꎬ标尺＝ ２ ０００ μｍ.

图 ２　 野大豆内生间座壳菌株 ＤＹＹＰ４３４２ 的子囊壳在不同培养基上的发生状态(接种后培养 ３０ ｄ)
Ｆｉｇ􀆰 ２　 Ｔｈｅ ｐｅｒｉｔｈｅｃｉｕｍ ａｐｐｅａｒａｎｃｅｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｆｕｎｇａｌ ｓｔｒａｉｎ ＤＹＹＰ４３４２ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａｅ

ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｄｉｕｍ(３０ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ)

　 　 Ａ为不同培养基诱导子囊壳的产生(２０ ｄ)ꎬＢ为不同培养基诱导子囊壳的产生(３０ ｄ) . 色柱上方∗表示经 Ｔｕｋｅｙ检验在 Ｐ<０.０５
水平与对照组相比差异显著ꎬ∗∗表示经 Ｔｕｋｅｙ检验在 Ｐ<０.０１水平与对照组相比差异极显著.

图 ３　 不同时间子囊壳的产生个数

Ｆｉｇ􀆰 ３　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｐｅｒｉｔｈｅｃｉａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｍｅｓ

时与对照组 ＰＤＡ培养基(３０.３±６.６５)个 /皿相比子囊壳数量差异显著(Ｐ<０.０５)(图 ３Ａ). 培养 ３０ ｄ 时在 ＷＡ
培养基中添加大豆茎秆产生的子囊壳为(１００±７.８１)个 /皿与对照组ＷＡ培养基(３.３±０.５８)个 /皿相比子囊壳

数量差异极显著(Ｐ<０.０１). ＷＡ培养基上添加无菌松针产生的子囊壳为(５７.６±１６.５６)个 /皿与对照组 ＷＡ培

养基(３.３±０.５８)个 /皿相比子囊壳数量差异极显著(Ｐ<０.０１)(图 ３Ｂ). 在 ＰＤＡ培养基中添加大豆茎秆产生的

子囊壳数量(８８.６±１３.０５)个 /皿与对照组 ＰＤＡ 培养基(５５.３±２.０８)个 /皿相比子囊壳数量差异显著(Ｐ<
０.０５). 在 ＰＤＡ培养基中添加无菌松针产生的子囊壳数量为(７５.６±１３.０５)个 /皿与对照组 ＰＤＡ培养基子囊壳

数量(５５.３±２.０８)个 /皿相比子囊壳数量没有显著性差异(图 ３Ｂ).
２.２　 菌种鉴定

２.２.１　 形态特征鉴定

从野大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ叶片中分离获得的内生真菌菌株 ＤＹＹＰ４３４２在 ＰＤＡ平板上 ２５ ℃恒温培养 ７ ｄꎬ
菌落直径可达 ９.０ ｃｍ. 菌丝初期呈白色ꎬ边缘规则ꎬ气生菌丝发达致密ꎬ呈毯状ꎬ后期逐渐转为灰色或淡黄

褐色. 有性型特征:子囊壳黑色ꎬ球状或近球状ꎬ聚生ꎬ埋生于基质内ꎬ具有伸出于基质外的乳突状突起ꎬ突
起(喙)长 ７２８.２ μｍ~２２７８.３ μｍ. (图 ４ＢꎬＣ)ꎻ子囊壳直径为 ２６１.５ μｍ~３０３.２ μｍ(图 ４Ｄ)无侧丝. 子囊单

囊壁ꎬ无柄、棍棒状ꎬ内含 ８ 个子囊孢子ꎬ顶端有明显的顶环(图 ４ＥꎬＧ－Ｊ). 子囊大小:(３５.１８ ~ ４２.９７) ×
(６.２５~８.６１)μｍ(ａｖ.±ＳＤ:(３８.３９±１.８) ×(７.２３±０.５８)ꎬｎ ＝ ３０). 子囊孢子透明ꎬ重叠单列ꎬ椭圆形或梭状

—４６—
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(图 ４Ｋ~Ｌ)ꎬ二室的ꎬ有 ４个水滴状斑点ꎬ中间为较大的水滴状斑点ꎬ两端则为较小的水滴状斑点ꎬ子囊孢

子大小:(８.０２~１１.６６)×(２.２３~３.５４)μｍ(ａｖ.±ＳＤ:(９.９８±０.７５)×(３.０３±０.２４)ꎬｎ ＝ ３０)(图 ４ＦꎬＫ~ Ｌ). 在所

有的培养条件下均未观察到无性型分生孢子器、α型分生孢子和 β型分生孢子.
根据形态特征鉴定为大豆间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ Ｌｅｈｍａｎ.
宿主－喜树 Ｃａｍｐｔｏｔｈｅｃａ ａｃｕｍｉｎａｔａꎬ辣椒 Ｃａｐｓｉｃｕｍ ａｎｎｕｕｍꎬ柑橘属 Ｃｉｔｒｕｓ ｓｐ.ꎬ甜瓜 Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏꎬ大豆

Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘꎬ向日葵 Ｈｅｌｉａｎｔｈｕｓ ａｎｎｕｕｓꎬ琉璃菊 Ｓｔｏｋｅｓｉａ ｌａｅｖｉｓꎬ葡萄 Ｖｉｔｉｓ ｖｉｎｉｆｅｒａ[１４－２０] . 在野大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ
上还没有 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ的报道.

　 　 Ａ在ＷＡ＋无菌大豆茎秆上的菌落图ꎻＢ ＰＤＡ＋无菌大豆茎秆诱导产生的子囊壳ꎻＣ 乳突状突起(喙)ꎻＤ 子囊壳横切图ꎻ
Ｅ子囊ꎻＦ子囊孢子ꎻＧ－Ｊ子囊ꎻＫ－Ｌ子囊孢子 Ｂａｒｓ. Ｂ＝ ２０００ μｍꎻＣ－Ｄ＝ ５０ μｍꎻＥ－Ｌ＝ １０μｍ.

图 ４　 大豆间座壳

Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ

在野大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ 上还没有 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ 的报道ꎬ已经在栽培大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ 上报道的间座壳

属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ 真菌则有: Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃａｕｌｉｖｏｒａ、 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｎｏｖｅｍ、 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ、 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ、
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ａｓｐａｌａｔｈｉ、Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｅｒｅｓ、Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｍａｓｉｒｅｖｉｃｉｉ、Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｍｉｒｉｃｉａｅ、Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ、Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｍｅｌｏｎｉｓ、
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｕｅｃｋｅｒａｅ. 尽管野大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ与栽培大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ是近缘种ꎬ是其直接祖先[２１]ꎬ但是ꎬ对于

大豆间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ而言ꎬ野大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ属于其新被发现的宿主. 在野大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ 分离大

豆间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ时ꎬ选择的是无病害的健康植株组织ꎬ因此ꎬ该菌是符合内生真菌的定义的[２２]ꎬ而
对于其在野大豆中的作用ꎬ则需要进一步的研究.
２.２.２　 系统发育分析

基于 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ构建的贝叶斯系统发育树(图 ５)表明ꎬ分离自野大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｓｏｊａ的间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ
内生真菌菌株 ＤＹＹＰ４３４２ 与 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ ＦＡＵ６３５、Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ ＣＢＳ１１６０１９ 和 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ ＤＰ０６０１
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聚为分支 ＶＩＩꎬ构成一个独立的支系ꎬ且获得良好支持(ＢＰＰ ＝ ０.９６ꎬＢＰＰ ＝ Ｂａｙｅｓｉａｎ ｐｏｓｔｅｒｉｏｒ ｐｒｏｂａｂｉｌｉｔｉｅｓ)ꎬ
因此支持了根据形态特征获得的鉴定结果ꎬ从野大豆中分离的间座壳属内生真菌菌株是大豆间座壳

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ. 这一分支中还有发生在向日葵上的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｋｏｃｈｍａｎｉｉ ＢＲＩＰ５４０３３ꎬ本研究结果支持了

Ｕｄａｙａｎｇａ等[１５]的基于形态分类学和分子系统学的意见ꎬ即 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｋｏｃｈｍａｎｉｉ不是一个独立的物种ꎬ应归

于 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ.
贝叶斯分析基于最适模型 ＧＴＲ＋Ｉ＋Ｇ. 在系统发育树中ꎬ共有 １２ 个分支ꎬ其中 １１ 个分支对应于大豆

Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ中已报道的 １１种间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ物种ꎬ且每一分支都具有较高的贝叶斯后验概率(图 ５)ꎬ
支持了这些形态学物种的独立性. 分支Ⅰ为(Ｈｏｂｂｓ)Ｓａｎｔｏｓ等[１８]最初发现的、已知在阿根廷、美国、中国分

布的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａꎻ分支Ⅱ为 Ｂｅｒａｈａ ＆ Ｏ’Ｂｒｉｅｎ最初发现的、已知在巴西、德国、美国分布的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ
ｍｅｌｏｎｉｓꎻ分支Ⅲ为 ＳｈｉｖａｓꎬＴｈｏｍｐｓｏｎ ＆ Ｔａｎ最初发现的、已知在澳大利亚分布的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｍｉｒｉｃｉａｅꎻ分支Ⅳ
为 Ｕｄａｙａｎｇａ ＆ Ｃａｓｔｌｅｂｕｒｙ最初发现的、已知在中国、美国分布的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｕｅｃｋｅｒａｅꎻ分支Ⅴ为 ＳｈｉｖａｓꎬＭｏｒｉｎꎬ
Ｔｈｏｍｐｓｏｎ ＆ Ｔａｎ最初发现的、已知在澳大利亚分布的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｍａｓｉｒｅｖｉｃｉｉꎻＳａｎｔｏｓꎬ分支Ⅷ为 Ｖｒａｎｄｅｃｉｃ ＆
Ｐｈｉｌｌｉｐｓ最初发现的、已知在克罗地亚、意大利、南非、美国分布的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｎｏｖｅｍꎻ分支Ⅸ为(Ａｔｈｏｗ ＆
Ｃａｌｄｗｅｌｌ)ＳａｎｔｏｓꎬＶｒａｎｄｅｃｉｃ ＆ Ｐｈｉｌｌｉｐｓ 最初发现的、已知在阿根廷、巴西、加拿大、日本、韩国等分布的

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｃａｕｌｉｖｏｒａꎻ分支Ⅹ为 ＪａｎｓｅｎꎬＣａｓｔｌｅｂｕｒｙ ＆ Ｃｒｏｕｓ 最初发现的、已知在阿根廷、南非、美国分布的

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ａｓｐａｌａｔｈｉꎻ分支Ⅺ为 Ｎｉｔｓｃｈｋｅ最初发现的、已知在中国、意大利等分布的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｅｒｅｓꎻ分支Ⅻ为

(Ｃｏｏｋｅ ＆ Ｅｌｌｉｓ)Ｓａｃｃａｒｄｏ最初发现的、已知在巴西、中国、美国等分布的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍꎻ除 １１种在大

豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ 上发生的间座壳属真菌外ꎬ分支Ⅵ为南非豆科植物南非红茶 Ａｓｐａｌａｔｈｕｓ ｌｉｎｅａｒｉｓ 上的

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ａｍｂｉｇｕａꎬ并且与大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ上的间座壳属真菌具有较密切的亲缘关系.

分支上的值显示的是贝叶斯法推理的后验概率(ＢＰＰ≥０.８５)
图 ５　 基于 ＢＩ的 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 序列构建的系统发育树

Ｆｉｇ􀆰 ５　 Ｐｈｙｌｏｇｒａｍ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｂａｙｅｓｉａｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ ｒｅｇｉｏｎｓ

３　 结论

本研究选择的植物材料大豆 Ｇｌｙｃｉｎｅ ｍａｘ 为大豆间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ 在自然条件下的宿主之一ꎬ另
一植物材料松针目前尚未报道为 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ的宿主. 本研究中针对不同植物材料这一影响因素对大豆

间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ子囊壳的促进产生进行了比较研究ꎬ提供了有一定说服力的结果ꎬ不同植物材料对

大豆间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ有性型子囊壳的产生结果不同ꎬ无菌大豆茎秆在 ＷＡ 和 ＰＤＡ 培养基中比无菌
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豆明珠ꎬ等:内生大豆间座壳 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ的子囊壳促生培养及鉴定

松针在 ＷＡ和 ＰＤＡ平板上促进产生的子囊壳的数量多. 子囊壳促进实验的方法对于间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ
的其他物种的有性型的人工培养观察具有一定的参考意义ꎬ在进行间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ物种的有性型的培

养中可添加该物种分离的常见宿主植物材料以促进其产生成熟子囊壳. 本实验中对子囊壳进行计数时以

子座为单位进行计数这可能会低估了每皿中子囊壳的数量.
通过对成熟子囊壳切片进行形态学鉴定和基于 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ进行的系统发育分析ꎬ确定了该株分离自野

大豆内生真菌的间座壳属 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ的明确物种. Ｕｄａｙａｎｇａ等对大豆、瓜类植物中的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ ｃｏｍｐｌｅｘ
进行了基于 ＩＴＳ / ＥＦ / ＴＵＢ / ＣＡＬ / ＨＩＳ的系统发育及致病性分析ꎬ认为 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ、Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏ￣
ｒｕｍ、Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ、Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｍｅｌｏｎｉｓ、Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｕｅｃｋｅｒａｅ 等属于 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ ｃｏｍｐｌｅｘ. 然而ꎬ在本研究中

仍然将它们作为不同的物种进行完整的形态与系统发育比较. 在本研究中主要用于比较的为从

Ｄｉｓｓａｎａｙａｋｅ等对间座壳属 １７４个物种的系统发育分析中选择出的在大豆宿主中发现的 １１ 个间座壳属物

种. 其中在本研究的系统发育树分支Ⅰ中 Ｇｏｍｅｓ等将菌株 ＣＢＳ １８０.５５ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ ｖａｒ. ｓｏｊａｅ、ＣＢＳ
６５９.７８ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ ｖａｒ. ｓｏｊａｅ 归为 Ｄ􀆰 ｓｏｊａｅ. Ｈｕａｎｇ 等将 ＣＢＳ １００. ８７ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ、ＣＢＳ
１８０.５５ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ 归为 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ. 本研究中在分别使用 Ｄ􀆰 ｓｏｊａｅ 的附加模式标本的分离株

(ｅｘ￣ｅｐｉｔｙｐｅ)的序列 ＦＡＵ６３５与 Ｄ􀆰 ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ模式标本的分离株(ｅｘ￣ｔｙｐｅ)的序列 ＡＴＣＣ６０３２５进行系统发育

树的构建ꎬＣＢＳ １８０.５５ Ｄ􀆰 ｓｏｊａｅ、ＣＢＳ ６５９.７８ Ｄ􀆰 ｓｏｊａｅ、ＣＢＳ １００.８７ Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ与 Ｄ􀆰 ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ 聚类为

一支建议可以归入 Ｄ􀆰 ｌｏｎｇｉｃｏｌｌａ. 分支Ⅲ中分离自甜瓜 Ｃｕｃｕｍｉｓ ｍｅｌｏ 的菌株 ＦＡＵ６５６∗为 Ｕｄａｙａｎｇａ 等建立

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｕｅｃｋｅｒａｅ时的模式标本的分离株(ｅｘ￣ｔｙｐｅ)ꎬ在本研究中发现其与 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｍｉｒｉｃｉａｅ 聚为一支. 分
离自野大豆的菌株的显微形态与 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ 很接近ꎬ但仔细比对分离自野大豆的菌株

ＤＹＹＰ４３４２子囊孢子的大小为 ８.０２－１１.６６×２.２３－３.５４ μｍ 与 Ｕｄａｙａｎｇａ 等描述的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｐｈａｓｅｏｌｏｒｕｍ
(９.７)１２×３.５(－４.３)有略微差异ꎬ子囊孢子的宽度要略窄. 子囊孢子大小更接近于 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ(９)９.５－
１１.９(－１２) × ３ － ４ μｍꎬ并且在系统发育树分支Ⅶ中与物种 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ 附加模式标本的分离株

(ｅｘ￣ｅｐｉｔｙｐｅ)聚类为一支. 故而结合形态与系统发育分析ꎬ分离自野大豆的间座壳属菌株应为 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ.
本研究从野大豆植株中分离鉴定出的 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ为该物种在野大豆宿主中的首次记录. Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ

ｓｏｊａｅ建种于 １９２３年ꎬＬｅｈｍａｎ分离自美国北卡罗来纳州大豆 Ｓｏｊａ ｍａｘ(Ｌ.)Ｐｉｐｅｒꎬ根据原始文献ꎬＤｉａｐｏｒｔｈｅ
ｓｏｊａｅ的名称来源于其宿主 Ｓｏｊａ ｍａｘ(Ｌ.)Ｐｉｐｅｒꎬ并且子囊壳仅在培养中可出现[２３]ꎬＤｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｏｊａｅ可以感染

大豆的茎ꎬ豆荚和叶子ꎬ引起大豆荚和茎枯病.
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