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　　摘要：为明确重庆市巫溪烟区烟草赤星病病原菌的种类，从重庆市巫溪县通城烟站不同田块采集烟草赤星病典型
病斑，分离病原菌并进行鉴定。结果显示，分离到１株优势致病菌株Ｔｂ－ｗｘ－１，被证明是烟草赤星病病原菌，经对致
病菌株的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区序列进行测序，确定为细极链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ），这是首次在重庆烟区发现细极链格
孢引起烟草赤星病。
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　　烟草属于收获叶片的作物，在我国经济中占有比较重要
的地位。烟草病害发生后对烟叶产量与质量影响很大，严重

时会造成毁灭性的损失。目前，烟草赤星病是严重制约我国

烟叶生产的一类真菌病害，该病具有潜育期短、暴发快的特

点，在温湿度适宜的条件下，短时间内即可大面积流行，给烟

叶生产造成巨大损失［１］。

烟草赤星病的病原属半知菌亚门链格孢属，其寄主范围

较广，烟草、棉花、花生、大豆等均可被其侵染并产生病斑［２］。

早在 １８９２年 就 有 研 究 人 员 将 该 病 害 病 原 命 名 为
ＭａｃｒｏｓｐｏｒｉｕｍｌｏｎｇｉｐｅｓＥｌｌ．＆Ｅｖ．。１９２８年Ｍａｓｏｎ将其修改为
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｌｏｎｇｉｐｅｓ（Ｅｌｌ．＆Ｅｖ．）Ｍａｓｏｎ［３］。１９７１年Ｌｕｃａｓ提出
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｌｏｎｇｉｐｅｓ与 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ（Ｆｒ．）Ｋｅｉｓｓｌｅｒ在形态
上相同［４］。直到１９９８年张天宇等主张将烟草赤星病菌学名
确定为Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ（Ｆｒ．）Ｋｅｉｓｓｌｅｒ，并认为鉴于其对烟
草有明确的致病性，建议将其定名为链格孢烟草专化型［Ａｌ
ｔｅｒｎａｒｉａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ（Ｆｒ．）Ｋｅｉｓｓｌｅｒｆ．ｓｐ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ］［５］。２００４
年彭希文等对云南地区的１２株烟草赤星病菌菌株进行鉴定，
通过培养性状及形态特征确定属于长柄链格孢菌（Ａ．ｌｏｎｇｉ
ｐｅｓ）和链格孢菌（Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ）［６］。２００７年关博元对重庆多
个烟区采集到的５５株烟草赤星病菌菌株进行鉴定，确定均为
链格孢菌（Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ）［７］。２０１２年胡中会等对云南地区２８
份烟草赤星病菌菌株的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列进行分析，经鉴定确
定属于小孢子种［８］。２０１３年祖艳青等对河南烟区的赤星病
病菌进行鉴定，从形态学上鉴定为链格孢（Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ）、长
柄链格孢（Ａ．ｌｏｎｇｉｐｅｓ）和鸭梨链格孢（Ａ．ｙａｌｉｉｎｆｉｃｉｅｎｓ），其中
首次报道了鸭梨链格孢（Ａ．ｙａｌｉｉｎｆｉｃｉｅｎｓ）可以引起烟草赤
星病［９］。

近几年来，重庆巫溪烟区赤星病病害较为严重，烘烤期大

量叶片发病，造成烟叶烘烤后不可用，减产严重。为确定巫溪

烟区赤星病病原的种类，笔者采集田间发病病叶，对赤星病致

病菌进行室内分离并进行初步鉴定，为研究赤星病的发生规

律、提出有效防治方法奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
２０１４年９月自重庆市巫溪县通城烟站不同的田块采集

带有烟草赤星病菌典型病斑的病叶，带回实验室，并在实验室

内分离致病菌株。供试培养基为马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）
培养基：去皮马铃薯２００ｇ，琼脂２０ｇ，葡萄糖２０ｇ，蒸馏水定
容至１０００ｍＬ）。
１．２　方法
１．２．１　致病菌株分离　样品首先采用组织分离法［１０］。选取

带有典型赤星病病斑的叶片，清水冲洗干净后，在病健交界处

切下０．２ｃｍ×０．２ｃｍ大小的组织块，在 ７５％乙醇中消毒
１０ｓ，无菌水连续漂洗３次，再用灭菌滤纸除去多余水分，置
于固体ＰＤＡ培养基上，２５℃恒温培养，待长出菌丝后作菌种
纯化用。

１．２．２　致病菌株纯化　采用稀释纯化法［１０］，取初分离的培

养菌丝置于加入无菌水的离心管中振荡，分离菌丝上的孢子，

取１μＬ进行镜检，并调整其浓度，在 ＰＤＡ平板上加入２０μＬ
已配制好的孢子悬浮液，涂板后于２５℃恒温培养。当平板上
形成单个菌落，挑取菌落转接到新的ＰＤＡ平板上培养以获得
分离物的纯培养，纯化的菌种于４℃保存备用。
１．２．３　致病性测定　采用离体组织接种法。将病原菌在
ＰＤＡ平板上于２５℃恒温培养后，用灭菌枪头在菌落的边缘
打取菌饼。取Ｋ３２６烟草新鲜健康烟叶，用７５％乙醇棉球对
叶片表面消毒，无菌水冲洗３次。将菌丝块贴于烟叶叶片背
面，接种后的烟叶置于消过毒的保鲜盘内，叶片处于保湿状

态，置于２５℃室温培养箱内保湿培养１２ｄ，观察烟叶叶片发
病情况。

１．２．４　致病菌的形态学鉴定　观察致病菌在ＰＤＡ平板上的
菌落特征，显微镜下观察菌丝体、分生孢子等的形态特征，对

其进行形态学鉴定。
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１．２．５　致病菌的分子生物学鉴定　采用 ＣＴＡＢ法提取致病
菌基因组ＤＮＡ［１１］。以基因组 ＤＮＡ为模板，用真菌核糖体基
因转录间隔区ＩＴＳ通用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４进行ＰＣＲ扩增。

根据文献合成ＩＴＳ的引物［９］，见表１。
表１　ＰＣＲ扩增引物

引物名称 引物序列

ＩＴＳ１ ５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′
ＩＴＳ４ ５′－ＴＣＣＴＣＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′

　　以基因组ＤＮＡ为模板进行扩增。２５μＬＰＣＲ反应体系
如下：ＤＮＡｔｅｍｐｌａｔｅ（＜１μｇ）３．０μＬ，１０×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ２．５μＬ，
２．５ｍｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２ ２．０μＬ，２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ２．０μＬ，
２．５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶０．３μＬ，５ｐｍｏｌ／μＬＩＴＳ１１．０μＬ，
５ｐｍｏｌ／μＬＩＴＳ４１．０μＬ，灭菌ｄｄＨ２Ｏ１３．２μＬ。
　　ＰＣＲ扩增程序：９５℃５ｍｉｎ；９５℃４０ｓ，５６℃４０ｓ，７２℃
３０ｓ，共３０个循环；７２℃１０ｍｉｎ，最后于１０℃保存。

ＰＣＲ产物由华大基因生物科技有限公司进行序列测定。
将供试菌株测序结果序列在 ＮＣＢＩ上采用 ＢＬＡＳＴ比对分析，
并在ＧｅｎＢａｎｋ中下载已发表的部分链格孢 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区序
列，使用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件进行多重序列比对，然后将得到的比对
结果使用在线软件 Ｂｏｘｓｈａｄｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｈ．ｅｍｂｎｅｔ．ｏｒｇ／
ｓｏｆｔｗａｒｅ／ＢＯＸ＿ｆｏｒｍ．ｈｔｍｌ）进行格式化，得到多重序列比对结
果。将上述获得的多重序列比对结果导入 ＭＥＧＡ５．１０软件
中，使用邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－ｊｏｉｎｉｎｇｍｅｔｈｏｄｓ，ＮＪ）构建系统进化
树，选择１０００次重复，计算其进化数值（ｂｏｏｔｓｔｒａｐｖａｌｕｅｓ）。

２　结果与分析

２．１　致病菌株的分离纯化
于重庆市巫溪县通城烟站不同的田块采集带有烟草赤星

病菌典型病斑的病叶２０份，带回实验室，采用常规方法进行
病原菌分离，在２５℃下培养至长出菌丝，经纯化后观察培养
性状并镜检，筛选得到１株优势致病菌株，命名为 Ｔｂ－ｗｘ－
１，结果见图１。经平板培养，菌株菌落呈圆形，前期生长为白
色菌落，后期颜色逐渐加深呈现黑褐色甚至黑色（图１－Ａ）；
其分生孢子在显微镜下观察结果见图１－Ｂ，参照《中国真菌
志》第十六卷描述［１２］，确定分离得到的菌株属于链格孢属

（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）。
２．２　致病性测定

　　经室内接种Ｋ３２６的离体叶片，从接种点处逐渐扩展，边
缘有黄色晕圈，叶片发病部分变黄（图２），且从发病病斑再次
分离到同一种菌株。

２．３　致病菌株的分子生物学鉴定
２．３．１　致病菌株 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列多重比对　采用 ＣＴＡＢ法
提取致病菌 Ｔｂ－ｗｘ－１的基因组 ＤＮＡ，以基因组 ＤＮＡ为模
板进行ＰＣＲ扩增，将扩增产物直接进行测序。将得到的测序
结果在ＮＣＢＩ上采用 Ｂｌａｓｔ比对分析，结果如图３所示，可见
Ｔｂ－ｗｘ－１的序列与已报道的细极链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉ
ｍａ）序列同源性最高，相似性达１００％。在 ＧｅｎＢａｎｋ中下载
已发表的部分链格孢 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区序列 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ
（ＨＱ６４７３０７．１）、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ（ＦＪ７１７７２９．１）、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｌｏｎｇｉｐｅｓ（ＡＹ７５１４５７．１）、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａｙａｌｉｉｎｆｉｃｉｅｎｓ（ＨＱ２３８２７６．１），
使用ＣｌｕｓｔａｌＸ软件将Ｔｂ－ｗｘ－１的序列与其进行多重序列比
对，然后将得到的比对结果采用 Ｂｏｘｓｈａｄｅ格式化。图４结果
显示，这几种ｒＤＮＡ－ＩＴＳ区序列相似度非常高，仅有几个核
苷酸不同，Ｔｂ－ｗｘ－１与细极链格孢（Ａ．ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ）序列一
致。结合形态学与分子生物学鉴定结果，将该病原菌鉴定为

细极链格孢（Ａ．ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ）。这是首次在重庆烟区鉴定到细
极链格孢（Ａ．ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ）可以引起烟草赤星病。
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２．３．２　系统进化分析　在对以上序列进行多重比对的基础
上，使用ＭＥＧＡ５．１０软件采用邻接法构建系统进化树，如图５
所示，菌株Ｔｂ－ｗｘ－１与细极链格孢（Ａ．ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ）同处系
统发育树的１个分支，遗传距离最近；虽然与其他链格孢菌菌
株的遗传关系也较近，但并不与Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ、Ａ．ｌｏｎｇｉｐｅｓ聚为
１支。

３　讨论与结论

赤星病作为烟叶生长后期重要的叶部真菌性病害，一旦

暴发，对烟叶产业造成的损失巨大。因此，对其病原的种类进

行分析有助于烟区制定有针对性的防治措施。根据以前的报

道，重庆市多个烟区采集到的烟草赤星病菌菌株均为链格孢

菌（Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ）［７］，本研究通过对重庆市巫溪烟区赤星病致
病菌的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列进行测定和分析，最终鉴定为细极链
格孢（Ａ．ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ），在重庆地区属于首次报道，为巫溪烟区
开展该病害的防治提供了科学依据。
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