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　　摘要：２０１６年７月笔者于贵州大学烟草实习基地及贵州省遵义市播州区乐山镇发现烟草茎点病。为明确其病
原，从病区采集发病的烟株茎秆，镜检和分离培养发现病组织中均存在茎点霉（Ｐｈｏｍａ）；根据柯赫氏法则测定其致病
性，结果表明该病菌可引起伸根期和旺长期叶片及茎秆发病；研究该菌株的形态学、培养性状及 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ、ＬＳＵ这２
个基因的部分序列，并构建系统发育树，初步断定引起烟草茎点病的病原菌为广生茎点霉（Ｐ．ｏｍｎｉｖｉｒｅｎｓ）。
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　　烟草约于１７世纪初传入我国［１－２］，是我国重要的经济作

物。烟草行业在世界各产烟国经济中占有非常重要的地位，

我国更是世界上的烟草产销大国。在生产上，烟草病害是制

约烟叶产量提高的重要因素。至２００２年，已报道的烟草病害
有 １１６种，其中侵染性病害有 ７９种，非侵染性病害 ３７
种［３－４］。２０１６年７月笔者于贵州大学烟草实习基地及贵州
省遵义市播州区乐山镇发现疑似烟草茎点病，但目前对该病

害的报道不多［５－８］。鉴于此，本研究对该病原菌进行形态学

鉴定，并经柯赫氏法则对其致病性进行验证，分析其 ｒＤＮＡ－
ＩＴＳ及ＬＳＵ基因序列，以明确烟草茎点病的致病菌，为烟草茎
点病后期的相关研究提供依据。

１　材料与方法

１．１　病害症状观察
２０１６年７月通过对贵州省多个主要产烟区烟草病害的

调查及采样，于贵州大学烟草实习基地及贵州省遵义市播州

区乐山镇Ｋ３２６上发现烟草茎点病，采集具有典型症状的烟
株茎秆，观察并记录病害症状。

１．２　病原菌的分离、纯化及形态特征观察
将所采病茎放在体视显微镜下观察并挑取单个分生孢子

器，置于无菌水中制成孢子悬浮液，涂布到水琼脂（ＷＡ）平板
上。挑取单孢接种到马铃薯葡萄糖琼脂培养基（ＰＤＡ）上，
２８℃ 恒温培养２～３ｄ，然后进行纯化保存，之后转入试管中
置于４℃条件下保存备用。如果单孢子不长菌落，则直接挑
取单个分生孢子器接种到平板上进行分离。

将保存好的菌株接种于 ＰＤＡ培养基上，于２８℃恒温避
光培养７ｄ，观察记录菌落形态及培养特性，观察分生孢子器
和分生孢子的形态，并测量其大小，参照文献［９－１４］确定烟
草茎点病菌的分类地位。
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１．３　病原菌的致病性测定
根据柯赫氏法则，对分离得到的菌株进行致病性测定。

选取Ｋ３２６健康的伸根期和旺长期烟株，用经灭菌后的接种
针刺伤茎秆以造成伤口。刮取在 ＰＤＡ平板上生长７ｄ的菌
丝，接种于２个生长期的茎秆伤口处，同时以不接菌丝为对
照。将生长７ｄ的菌落用打孔器打取直径为５ｍｍ的菌丝圆
片，接种于叶片上，同时以无菌的 ＰＤＡ培养基圆片为对照。
茎秆和叶片均用塑料袋保湿４８ｈ，置于２８℃人工气候箱中。
接种４８ｈ后移去菌丝和菌丝圆片。定期观察并记载发病情
况和症状特点，对病组织进行镜检并再次分离，观察描述病原

菌的形态特征，确定致病菌。

１．４　病原菌的分子生物学鉴定
参照Ｃｕｂｅｒｏ等的方法［１５］提取菌丝的总 ＤＮＡ。采用引物

ＩＴＳ１／ＩＴＳ４（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′／５′－ＴＣＣＴＣ
ＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′）、ＬＲＯＲ／ＬＲＯＲ５（５′－ＡＣＣＣＧＣＴＧＡ
ＡＣＴＴＡＡＧＣ－３′／５′－ＴＣＣＴＧＡＧＧＧＡＡＡＣＴＴＣＧ－３′）对菌株
的ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，分别获得ＩＴＳ、ＬＳＵ２段基因。

扩增ＩＴＳ基因的ＰＣＲ反应程序：９４℃５ｍｉｎ；９４℃ ３０ｓ，
５３℃３０ｓ，７２℃ ９０ｓ，共４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。扩增
ＬＳＵ基因的 ＰＣＲ反应程序：９４℃ ５ｍｉｎ；９４℃ １ｍｉｎ，４８℃
４５ｓ，７２℃ １ｍｉｎ，共４０个循环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

所获得的ＰＣＲ产物经１％琼胶糖凝胶电泳检测后送往北
京诺赛基因组研究中心有限公司进行测序。采用 ＭＡＦＦＴ［１６］

对病原菌的ＩＴＳ和ＬＳＵ序列与在ＧｅｎＢａｎｋ下载的相关序列进
行比对。为实现排序匹配的最优化，采用手工校对。比对后

的序列采用ＭｒＢａｙｅｓ３．１．２［１７］软件以贝叶斯法［１８］构建系统发

育树。

２　结果与分析

２．１　烟草茎点病症状观察
田间观察发现，该病害多发生在烟株的生育后期，主要危

害茎秆部位。发病初期在烟株茎杆上形成边缘明显的近椭圆

形或不规则形灰白色或褐色病斑（图１－Ａ），病斑稍凹陷、粗
糙。发病后期多个病斑融合成长条溃疡，有时甚至扩展至顶

部，病部凹陷，上面密生小黑点，即为病菌的分生孢子器

（图１－Ｂ）。病重时茎部组织大面积干枯，造成水分和养分
的运输受阻，影响叶片的产量和品质。病菌易从打顶抹杈和

采叶伤口处侵入。

２．２　病原菌培养性状与形态特征
病菌在ＰＤＡ、麦芽汁琼脂培养基（ＭＥＡ）和燕麦琼脂培养

基（ＯＡ）上生长良好，２５℃黑暗条件下培养５ｄ，菌落直径分
别为４．５、３．７、４．６ｃｍ。由图２可知，菌落在ＰＤＡ培养基上呈
圆形或近圆形，边缘整齐，菌落菌丝细长且密，初期菌丝白色，

后变成灰褐色，菌落边缘为白色。２６℃黑暗条件下培养６ｄ
可产生大量分生孢子器。分生孢子器散生或聚生，褐色，椭圆

形或近球形，器壁薄且内壁无色，有孔口，具乳突，大小为

８２７２μｍ×２４３．９３μｍ～９１．１２μｍ×２５５．１２μｍ。产孢细胞
由分生孢子器内壁细胞生出，呈瓶梗状，透明。分生孢子无色

透明，单胞，有１～２个油球，无隔膜，近圆柱形或椭圆形，壁
薄，无附属物，大小为 １．５５μｍ×３．３９μｍ～２．８２μｍ×
５５０μｍ。　
２．３　病原菌致病性测定

由图３可知，采用菌丝接种盆栽伸根期和旺长期的烟株
茎秆７ｄ后，均出现明显的病斑。伸根期病斑为浅灰色至浅
褐色，粗糙且凹陷，病斑随后逐渐扩大，回接所产生的症状与

田间症状一致，但短期内未在病斑处产生分生孢子器。将

５ｍｍ菌丝圆片接种于伸根期和旺长期叶片，６ｄ后均在叶片
上形成明显病斑，病斑黄褐色，近圆形或不规则形，病斑边缘

有黄色晕圈。病斑处较薄、质脆、易破，部分病斑扩大连成片。

从接种发病的茎秆及叶片上再次分离的病原菌与原接种菌株

形态相同，表明接种菌株为致病菌。

２．４　病原菌的分子生物学鉴定
对烟草茎点病菌株 ＨＧＵＰ８００１的 ＩＴＳ和 ＬＳＵ序列进行

ＰＣＲ扩增，分别获得５２８、８５６ｂｐ的片段。将测序得到的序列
提交至ＧｅｎＢａｎｋ（登录号为：ＩＴＳ，ＭＦ１９２８５０；ＬＳＵ，ＭＦ１９２８５１）。
利用Ｂｌａｓｔ进行同源性比较，结果显示与ＨＧＵＰ８００１的ＩＴＳ基
因序列同源性达９９％的菌株均为茎点霉，进一步比对ＬＳＵ基
因序列，也与多个茎点酶属菌株同源性为 ９９％，表明
ＨＧＵＰ８００１菌株属于茎点霉属真菌。图４系统发育树显示，
烟草茎点病菌株与广生茎点酶（Ｐ．ｏｍｎｉｖｉｒｅｎｓＣＢＳ６５４．７７、Ｐ．
ｏｍｎｉｖｉｒｅｎｓＣＢＳ９９１．９５）聚在一起，结合其形态学特征将其鉴
定为广生茎点霉。

３　结论与讨论

本研究于２０１６年７月在贵州省２地发现烟草茎点病，分
离得到病原菌，采用形态学和分子生物学相结合的方法将病

原菌确定为广生茎点霉。该病害仅在吉林［５－６，８］、陕西［７］２省
有过报道，目前尚未有在贵州省发生的相关报道。于莉等曾

描述了烟草茎点病的病原为 Ｐ．ｔａｂａｃｉ，但该病原菌回接时仅
能使烟杆发病，而叶片不产生任何症状［５］。该菌还能引起其

他植物产生病害，如龟背竹茎点霉叶斑病［１９］，说明广生茎点

霉没有寄主特异性。除本研究中的广生茎点霉外，茎点霉属

还有多个种可引起其他作物产生病害，如 Ｐ．ａｄｉａｎｔｉｃｏｌａ引起
茶树褐芽病［２０］、苜蓿茎点霉（Ｐ．ｍｅｄｉｃａｇｉｎｉｓ）引起苜蓿茎点霉
叶斑病［２１］、茎点霉属真菌能引起紫茎泽兰褐斑病［２２］、Ｐ．
ｈｅｒｂｉｃｏｌａ引起核桃茎点霉黑斑病［２３］、向日葵茎点霉（Ｐ．
ｍａｃｄｏｎａｌｄｉｉ）引起向日葵黑茎病菌［２４］、南方茎点霉菌（Ｐ．
ｊｏｌｙａｎａ）引起香蕉茎点霉鞘腐病［２５］等。

前人报道烟草茎点病菌一般不直接侵染叶片，且易从打
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顶抹杈和采叶伤口处侵入［２６］。在测定病原菌致病性的试验

中，笔者分别对与采集样本同品种的 Ｋ３２６伸根期及旺长期
叶片和茎秆进行回接。烟杆刺伤后较易发病，而烟叶无伤口

也易发病，表明广生茎点霉不仅能侵染烟草茎秆，也能侵染叶

片，可侵染的烟株生长期也更广范。在进行烟田耕作时建议

减少烟株机械损伤，以减少该病菌侵染烟株引发烟草茎点病。

本研究对烟草茎点病在贵州省２个地区的发病情况进行

调查，初步确定该病在贵州省２地确有发生。对病原菌进行
分离，并根据柯赫氏法则确定分离菌株为致病菌。进一步对

病原菌的ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列及ＬＳＵ基因进行分析，并建立基于
ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列和ＬＳＵ基因的系统发育树，最终将引起贵州
省烟草茎点病的病原鉴定为半知菌亚门球壳孢目茎点霉属广

生茎点霉，但关于该病菌是否能引起其他烤烟品种发病还须

继续探究。
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