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摘要:为明确一种烟草新叶斑病的病原菌及其生物学特性,
 

从陕西省宝鸡市陇县秦烟99烟田采集病样,
 

经分离纯

化、
 

致病性测定获得病原菌,
 

结合形态学和分子生物学鉴定,
 

测定代表性菌株BAN1的生物学特性。
 

结果表明:
 

该

病主要危害烟草叶缘和叶尖,
 

病斑褐色、
 

锯齿状或不规则,
 

后期易穿孔脱落。
 

在PDA培养基上病原菌菌落正面呈

白色,
 

背面呈黄褐色,
 

平均生长速率为(7.15±0.25)
 

mm/d;
 

分生孢子器暗褐色、
 

球形,
 

(141.8~236.2)
 

μm×
(190.9~246.6)

 

μm;
 

分生孢子无色、
 

单胞、
 

梭形,
 

(2.4~3.0)
 

μm×(3.6~6.8)
 

μm,
 

结合ITS、
 

LSU、
 

TUB2 多基

因序列分析结果,
 

将该叶斑病的病原菌鉴定为Phoma
 

bulgarica。
 

PDA培养基、
 

pH值为5、
 

25
 

℃、
 

全黑暗条件培养

最适宜该病原菌的生长;
 

最适碳源和氮源分别为淀粉和苯丙氨酸;
 

病原菌的致死温度为46
 

℃、
 

水浴10
 

min。
 

这是

在国内首次报道的由P.
 

bulgarica 引起的烟草叶斑病。
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Abstract:
 

To
 

clarify
 

the
 

pathogenic
 

bacteria
 

of
 

a
 

new
 

leaf
 

spot
 

disease
 

of
 

tobacco
 

and
 

its
 

biological
 

charac-

teristics,
 

disease
 

samples
 

were
 

collected
 

from
 

the
 

tobacco
 

field
 

of
 

Qin
 

Yan
 

99
 

in
 

Long
 

County,
 

Baoji.
 

The
 

pathogenic
 

fungi
 

were
 

obtained
 

through
 

isolation,
 

purification
 

and
 

pathogenicity
 

determination.
 

The
 

pathogen
 

was
 

identified
 

by
 

combining
 

morphology
 

and
 

molecular
 

biology,
 

and
 

the
 

biological
 

properties
 

of
 

the
 

representative
 

strain
 

BAN1
 

were
 

determined.
 

The
 

results
 

showed
 

that
 

the
 

disease
 

mainly
 

affected
 

tobacco
 

leaf
 

margins
 

and
 

tips,
 

presenting
 

asbrown,
 

serrated
 

or
 

irregularly
 

shaped
 

spots
 

that
 

easily
 

perfora-

ted
 

and
 

detached
 

in
 

the
 

later
 

stages.
 

The
 

pathogen
 

colonies
 

on
 

PDA
 

medium
 

were
 

white
 

on
 

the
 

obverse
 

and
 

yellow-brown
 

on
 

the
 

reverse,
 

with
 

an
 

average
 

growth
 

rate
 

of
 

(7.15±0.25)
 

mm/d.
 

Pycnidia
 

were
 

dark
 

brown,
 

spherical,
 

measuring(141.8-236.2)
 

μm
 

×
 

(190.9-246.6)
 

μm.
 

Conidia
 

were
 

colorless,
 

unicel-

lular,
 

and
 

pike-shaped,
 

with
 

dimensions
 

of
 

(2.4-3.0)
 

μm
 

×
 

(3.6-6.8)
 

μm.
 

Multigene
 

sequence
 

analy-

sis
 

based
 

on
 

ITS,
 

LSU,
 

and
 

TUB2
 

gene
 

sequences
 

confirmed
 

the
 

pathogen
 

as
 

Phoma
 

bulgarica.
 

Optimal
 

growth
 

conditions
 

included
 

cultivation
 

on
 

PDA
 

medium,
 

pH
 

5,
 

25
 

℃,
 

and
 

total
 

darkness.
 

The
 

optimal
 

carbon
 

and
 

carbon
 

sources
 

were
 

starch
 

and
 

phenylalanine,
 

respectively.
 

The
 

lethal
 

temperature
 

of
 

the
 

pathogen
 

was
 

46
 

℃,
 

aftera
 

water
 

bath
 

for
 

10
 

min.
 

This
 

is
 

the
 

first
 

report
 

of
 

P.
 

bulgarica
 

causing
 

leaf
 

spot
 

disease
 

on
 

tobacco
 

in
 

China.
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近年来,
 

由于耕作制度、
 

气候条件、
 

烟草品种和栽培方式的改变,
 

以及烟田连作年限延长,
 

导致烟草叶

斑类病害逐年加重[1]。
 

烟草叶斑病因流行范围广,
 

持续时间长,
 

混生病多不易区分,
 

给当地的烤烟质量和

产量造成重大损失[2]。

目前,
 

对于烟草叶斑病的防治仍然以化学药剂为主。
 

烤烟打顶后至采收完成,
 

叶部病害大面积发生,
 

主要病害包括马铃薯Y病毒病、
 

赤星病、
 

野火病等[3]。
 

防治化学药剂的选择和施用多参考主要病害的用

药,
 

生产上常选用10%苯醚甲环唑水分散粒剂[4]、
 

80%代森锰锌可湿性粉剂、
 

430
 

g/L戊唑醇悬浮剂[5]、
 

450
 

g/L咪鲜胺水乳剂[6]、
 

80%波尔多液可湿性粉剂[7]、
 

8%井冈霉素可溶液剂[8]等,
 

在一定程度上能够控

制烟草叶斑病的发生和发展,
 

但是施用同种药剂不能有效防治多种病原菌引起的叶部病害。
 

长期不规范使

用化学农药一方面会导致病原菌产生抗药性,
 

另一方面也导致一些对常规化学药剂不敏感的以子囊菌门

(Ascomycota)真菌为主要病原的新病害逐渐上升为主要病害。
 

2020年以来,
 

在我国各烤烟产区,
 

一些由

Epicoccum
 

sp.
 [9],

 

Didymella
 

segeticola[10],
 

Cumuliphoma
 

indica[11],
 

Stagonosporopsis
 

vannaccii[12]等

在内的多种病原菌引起的烟草叶斑类新病害和新病原不断被发现,
 

并呈现出危害加重的趋势,
 

且不同地区

之间病原种类不一。

本研究前期从陕西省宝鸡市陇县秦烟99烟田发现了一种新型烟草叶斑病,
 

病斑不规则形,
 

褐色,
 

杂有

不规则的白色斑,
 

常造成叶尖和叶缘破碎。
 

不同于其他烟草叶斑病,
 

该病原主要危害烟叶的叶尖或叶缘部

位,
 

部分病斑边缘呈“锯齿”状。
 

在生产上常不被重视,
 

多被误认为是虫害。
 

在发病环境适宜时,
 

若不依据该

病害的病原为靶标选择药剂加以防治,
 

易造成流行,
 

给烟叶生产带来巨大的损失,
 

因此,
 

为更好地防治该

病害,
 

需明确引起该叶斑病的病原种类和适宜的生存环境。
 

病原菌经组织分离、
 

纯化后,
 

进行致病性测定,
 

结合形态学和分子生物学手段进行鉴定,
 

并研究该菌的生物学特性,
 

旨在为该病害的防治提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

烟草品种:
 

秦烟99,
 

由陕西省宝鸡市陇县曹家湾镇盛大烤烟专业合作社提供。
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供试病样:
 

采集自宝鸡市陇县曹家湾镇三里营村。

供试培养基:
 

马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养基,
 

燕麦琼胶(OA)培养基(燕麦片30
 

g加水1
 

000
 

mL,
 

煮沸1
 

h,
 

用纱布过滤后补足水至1
 

000
 

mL,
 

加入琼脂粉20
 

g),
 

20%V8培养基(V8汁离心后取澄清液

200
 

mL,
 

碳酸钙(
 

CaCO3)0.2
 

g,
 

琼脂粉20
 

g,
 

蒸馏水1
 

L),
 

察氏酵母膏琼脂(CYA)培养基,
 

玉米粉琼

胶(CMA)培养基,
 

麦芽浸膏琼脂(MEA)培养基,
 

察氏(CZA)培养基[13]。
 

以上培养基用250
 

mL锥形瓶

分装,
 

100
 

mL/瓶,
 

121
 

℃下灭菌25
 

min。

1.2 试验方法

1.2.1 病组织分离与分离物纯化

选取田间具有典型症状的烟草叶片进行拍照,
 

并详细描述烟草叶斑病的发病症状。
 

参照《植物病理学

实验技术》中组织分离法[14]对采集的新鲜病样进行分离,
 

剪去若干病组织(发病症状较轻的病斑病健交界

处)5
 

mm×5
 

mm,
 

放入70%酒精中表面消毒10
 

s,
 

然后再置于3%次氯酸钠溶液中消毒3
 

min,
 

后用无菌

水漂洗3次,
 

用无菌滤纸吸干水分,
 

置于加有硫酸链霉素的PDA平板上,
 

每个平板摆放5块,
 

10次重复。
 

倒置于25
 

℃恒温培养箱中全黑暗培养,
 

5
 

d后,
 

将分离株单菌落编号,
 

4
 

℃冰箱保存。

1.2.2 分离物致病性测定

离体叶片针刺接种法[15]:
 

选取5~6叶期烟草叶片,
 

消毒后用湿润的无菌棉包裹基部,
 

放入培养皿中,
 

将烟草叶片用一次性注射器针头刺穿,
 

而后将菌饼贴在伤口上,
 

将培养皿封口,
 

置25
 

℃温室内保湿培养,
 

以接种PDA培养基菌饼为对照。
 

活体叶片注射接种法:
 

在8~10叶期烟草中部叶片选取3点注射2
 

μL的

分离株孢子悬浮液(1×108
 

个/
 

mL),
 

置25
 

℃,
 

14
 

h光照/10
 

h黑暗温室保湿培养24
 

h,
 

而后将保湿盖摘掉

在温室内继续培养,
 

以接种等量无菌水为对照,
 

按相同方法进行接种,
 

观察记录发病情况,
 

待叶片发病后,
 

采用组织分离法于病健交界处再次分离,
 

确定分离株是否为致病菌。

1.2.3 病原菌的形态学鉴定

将代表性菌株BAN1在PDA培养基上25
 

℃恒温培养7
 

d,
 

观察记录烟草叶斑病病原菌的菌落形态。
 

在加有灭菌烟草茎秆的PDA培养基上培养病原菌,
 

待其分生孢子器等结构产生后,
 

描述并测量分生孢子

器和分生孢子的形态与大小。

1.2.4 病原菌的分子生物学鉴定

利用真菌基因组 DNA 提取试剂盒提取病原菌 DNA,
 

通用引物ITS1/ITS4[16]、
 

LORO/LR5[17-18]、
 

TUB-2Fd/TUB-4Rd[19]分别对病原菌的核糖体内转录间隔区(ITS)、
 

核糖体大亚基(LSU)和β-微管蛋白基

因(TUB2)的片段进行PCR扩增,
 

引物均由陕西擎科生物科技有限公司合成。
 

PCR产物经1%琼脂糖凝胶

电泳检测,
 

将合格扩增产物送至陕西擎科生物科技有限公司进行测序。
 

测序结果在NCBI中进行BLAST
比对,

 

从GenBank下载Phoma 属近缘种的ITS、
 

LSU、
 

TUB2 基因序列作为参考序列。
 

利用 MEGA
 

9.0
软件对上述基因序列进行比对分析,

 

序列两端切齐后,
 

按照ITS-LSU-TUB2 顺序首尾相连,
 

以最大似然

法构建系统发育树,
 

重复检验1
 

000次。

1.2.5 病原菌的生物学特性测定

将烟草叶斑病病原菌8
 

mm的菌饼分别接种于直径90
 

mm的PDA、
 

OA、
 

20%V8、
 

CYA、
 

CMA、
 

MEA培养基中央,
 

25
 

℃全黑暗培养,
 

测定不同培养基对病原菌生长的影响。
 

采用PDA培养基,
 

设置7
个温度梯度:

 

5、
 

10、
 

15、
 

20、
 

25、
 

30、
 

35
 

℃,
 

以确定不同温度对病原菌生长的影响;
 

同时测定病原菌的

致死温度,
 

分别于45、
 

46、
 

47、
 

48、
 

49、
 

50
 

℃水浴处理10
 

min,
 

接种于PDA平板上培养,
 

以病原菌菌丝

不生长的温度为致死温度。
 

用1
 

mol/L的
 

NaOH溶液和 HCl溶液将灭菌后的PDA培养基调至3、
 

4、
 

5、
 

6、
 

7、
 

8、
 

9、
 

10、
 

11、
 

12共10个pH梯度,
 

以确定不同pH值对病原菌生长的影响。
 

设置全光照、
 

全黑

暗、
 

12
 

h/12
 

h光暗交替3个光照处理,
 

以确定不同光照条件对病原菌生长的影响。
 

采用察氏培养基为
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基础培养基,
 

测定不同碳源(以硝酸钾为氮源,
 

以葡萄糖、
 

果糖、
 

麦芽糖、
 

淀粉、
 

乳糖、
 

山梨醇为碳源替

换其中的蔗糖并设置无碳处理作为对照,
 

25
 

℃全黑暗培养)、
 

不同氮源(以蔗糖为碳源,
 

以蛋白胨、
 

草酸

铵、
 

苯丙氨酸、
 

甲硫氨酸、
 

酵母粉、
 

硫酸铵等替换其中的硝酸钾并设置无氮处理作为对照,
 

25
 

℃全黑暗

培养)对病原菌菌丝生长的影响。

在PDA平板上培养5
 

d的烟草叶斑病病原菌的菌落边缘打取直径为8
 

mm的菌饼,
 

在无菌条件下将其

接种于直径90
 

mm的各处理平板中央,
 

置于恒温培养箱中培养7
 

d后采用十字交叉法测量菌落直径,
 

计算

菌丝平均生长速率,
 

每个处理4次重复。

1.3 数据分析

采用Excel
 

2013和SPPS
 

19.0软件对数据进行统计分析,
 

Duncan氏新复极差法进行各处理间的差异

显著性检验。

2 结果与分析

2.1 烟草叶斑病田间发病症状

于2023年8月5日在秦烟99烟草田(5月1日移栽)发现新病害,
 

田间发病率为20%。
 

该病主要危害

烟草叶缘和叶尖,
 

病斑形状不规则,
 

灰褐色,
 

边缘具有明显的黄绿色晕圈,
 

伴生不规则的白色斑,
 

后期叶尖

和叶缘呈“锯齿状”,
 

病斑易“穿孔”破碎,
 

开裂脱落(图1)。

图1 烟草叶斑病田间发病症状

2.2 分离株BAN1的致病性测定

采用离体叶片针刺接种法接种代表性分离株BAN1菌饼4
 

d后,
 

接种处坏死,
 

产生水渍状病斑,
 

对照

叶片不发病(图2a)。
 

采用活体叶片注射接种法接种分离株孢子悬浮液7
 

d后,
 

叶尖接种处坏死,
 

而用无菌

水处理的叶片保持健康(图2b)。
 

根据柯赫氏法则,
 

对发病叶片再分离,
 

所得菌株菌落形态与接种菌株一

致,
 

确定分离株BAN1为该烟草叶斑病的病原菌。

2.3 烟草叶斑病病原菌的形态学鉴定

菌株BAN1活化后,
 

25
 

℃黑暗培养7
 

d,
 

在PDA平板上的平均生长速率为(7.15±0.25)mm/d,
 

菌落

近圆形,
 

菌丝茂密、
 

白色至灰白色,
 

菌落背面中间黑色,
 

黄褐色,
 

边缘白色(图3a、
 

3b)。
 

随着培养时间的延

长,
 

菌落颜色逐渐变成黄棕色。
 

在加入灭菌烟草茎秆的PDA平板上诱导病菌产孢,
 

产孢结构生于菌落边缘

或烟草茎秆表面(图3c),
 

分生孢子器暗褐色、
 

球形,
 

(141.8~236.2)
 

μm×(190.9~246.6)
 

μm(图3d、
 

3e);
 

后期在分生孢子器表面分泌大量白色“脓状物”,
 

其为大量的分生孢子。
 

分生孢子无色、
 

单胞、
 

梭形、
 

瓜子形、
 

芝麻形,
 

(2.4~3.0)
 

μm×(3.6~6.8)
 

μm(图3f)。
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图2 分离株BAN1的致病性测定

图3 菌株BAN1的形态特征

2.4 烟草叶斑病病原菌的分子生物学鉴定

为了准确鉴定该物种,
 

提取代表性菌株BAN1的基因组DNA,
 

联合ITS、
 

LSU 和TUB2 多基因构建

系统发育树。
 

由图4可知,
 

该菌株与Phoma
 

bulgarica 聚在一支。
 

结合形态学鉴定,
 

最终将菌株BAN1鉴

定为Phoma
 

bulgarica。

2.5 不同培养基对烟草叶斑病病原菌菌丝生长的影响

由图5可知,
 

最适于烟草叶斑病病原菌菌丝生长的培养基为PDA培养基和OA培养基,
 

菌丝的平均

生长速率分别为7.33
 

mm/d、
 

7.30
 

mm/d,
 

二者差异无统计学意义。
 

菌株BAN1的菌落在不同培养基上呈

规则圆形,
 

菌落颜色和菌丝茂密程度不同。
 

在OA培养基和CMA培养基上,
 

菌丝生长较为稀疏(图6)。
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图4 基于ITS、
 

LSU 和TUB2基因序列构建的菌株BAN1的系统发育树

小写字母不同表示p<0.05,
 

差异有统计学意义,
 

下同。

图5 在不同培养基上的平均生长速率

2.6 不同温度对烟草叶斑病病原菌菌丝生长

的影响

由图7可知,
 

该菌在5~35
 

℃内均能生长,
 

最适宜菌丝生长的温度为25
 

℃,
 

在该温度条件

下菌丝的平均生长速率为7.07
 

mm/d;
 

当温度

为20
 

℃时有利于病原菌的生长,
 

菌丝平均生长

速率为5.21
 

mm/d,
 

与其他处理差异显著;
 

当

温度低于10
 

℃或高于30
 

℃时菌丝生长速度缓

慢或不生长。
 

病原菌菌饼经过46
 

℃及以上温度

恒温水浴处理10
 

min后再培养,
 

菌丝完全没有

生长,
 

确定该病原菌菌丝的致死温度为46
 

℃、
 

水浴10
 

min。

图6 在不同培养基上28
 

℃培养7
 

d的菌落形态

2.7 不同pH值对烟草叶斑病病原菌菌丝生长的影响

烟草叶斑病病原菌在pH值为3~12内均能生长,
 

表明该病原菌对酸碱耐受性强。
 

从图8可以看出,
 

该病原菌对碱性环境敏感,
 

更适宜在酸性环境下生长。
 

最适宜菌丝生长的pH值为
 

5,
 

该条件下菌丝的平均
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生长速率为7.25
 

mm/d。
 

pH值在3~8时,
 

对病原菌生长水平的影响没有统计学意义。
 

在碱性环境下,
 

随

着pH值的升高,
 

病原菌菌丝的生长速率呈现减缓趋势。

图7 在不同温度下培养的平均生长速率 图8 在不同pH值的PDA培养基上的平均生长速率

2.8 不同光照条件对烟草叶斑病病原菌菌丝生长的影响

由图9可知,
 

该病原菌在3种不同光照环境下均可生长。
 

全黑暗条件下病原菌菌丝平均生长速率为

7.37
 

mm/d,
 

与其他处理差异有统计学意义,
 

为最适光照条件。

2.9 不同碳源对烟草叶斑病病原菌菌丝生长的影响

由图10可知,
 

烟草叶斑病病原菌在供试的6种碳源察氏培养基上均可以正常生长,
 

而在无碳源的对照

培养基上菌丝稀疏,
 

生长异常。
 

不同碳源对该病原菌生长的影响较大,
 

最适宜病原菌菌丝生长的碳源为淀

粉,
 

在该条件下菌丝的平均生长速率为5.75
 

mm/d;
 

其次是果糖,
 

菌丝的平均生长速率为5.06
 

mm/d,
 

与

其他处理差异有统计学意义。

图9 在不同光照环境下培养的平均生长速率 图10 在不同碳源察氏培养基上的平均生长速率

图11 在不同氮源察氏培养基上的平均生长速率

2.10 不同氮源对烟草叶斑病病原菌菌丝生长的

影响

由图11可知,
 

6种供试氮源均可以被病原菌

利用,
 

菌丝生长速率显著高于无氮对照。
 

苯丙氨

酸最适宜病原菌菌丝的生长,
 

其平均生长速率为

6.94
 

mm/d;
 

蛋白胨、
 

草酸铵、
 

硫酸铵次之,
 

其平

均生长速率分别为6.50、
 

6.44、
 

6.38
 

mm/d,
 

与

其他处理差异有统计学意义。
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3 讨论与结论

本研究证实了P.
 

bulgarica 可引起烟草叶斑病,
 

该病害在烤烟圆顶期至打脚叶前后发生,
 

典型症状为

叶缘和叶尖呈“锯齿状”,
 

具明显的黄绿色晕圈。
 

在生产上常被误认为是昆虫危害造成的缺刻或孔洞,
 

加之

防治策略不合理,
 

影响烟草的生产。
 

2024年8月,
 

在陕西省其他烤烟产区不同品系(种)烟株叶片上也发现

了此病害,
 

该新型叶斑病的发生,
 

严重影响了烟叶的产量和烤烟的外观品质,
 

需高度重视。
 

研究人员可通

过设计特异性引物等[20]方法精准诊断,
 

确定预防该叶斑病的最佳时期,
 

精准用药,
 

同时采取其他有效措施

加以防治。

Phoma 属真菌,
 

种类多,
 

可引起多种植物病害,
 

病原菌的鉴定较为困难[21-22]。
 

通过ITS、
 

LSU 和

TUB2 多基因系统发育树分析,
 

我们初步确定烟草叶斑病的病原菌BAN1为P.
 

bulgarica。
 

P.
 

bulgarica
属子囊菌门,

 

Aveskamp等[23]报道其从紫草科植物Trachystemon
 

orientale分离得到,
 

分生孢子器在添加

灭菌异株荨麻(Urtica
 

dioica
 

L.)的 MEA培养基上产生,
 

P.
 

bulgarica
 

CBS
 

258.92分生孢子器大小为

(140~170)
 

μm×(250~295)
 

μm,
 

在OA培养基上培养7
 

d的菌落直径为45~65
 

mm;
 

在 MEA培养基上

培养7
 

d的菌落直径为40~45
 

mm,
 

且不同菌株间菌落形态存在差异。
 

本研究结果与Aveskamp等[23]的研

究不完全一致,
 

分生孢子器形态相似,
 

大小略有差异;
 

在OA和MEA培养基上菌丝生长速率相似,
 

菌落颜

色略有不同,
 

可能是由于寄主、
 

地理位置、
 

环境条件、
 

试验技术等不同造成的。

P.
 

bulgarica
 

BAN1生物学特性结果表明,
 

PDA培养基、
 

25
 

℃、
 

全黑暗条件更利于病原菌的生长。
 

该

病原菌生长最适pH值为5,
 

适宜生长温度为20~25
 

℃,
 

致死温度为46
 

℃、
 

水浴10
 

min。
 

这与当地土壤偏

酸性,
 

田间发病时降雨、
 

温湿度条件相对应。
 

在生产上可通过控制田间密度、
 

及时清除脚叶增加透光透气

性,
 

加强田间管理,
 

及时采取化学、
 

生物等防治方法[24]对烟草叶斑病进行综合防控,
 

降低病害造成的经济

损失。
 

目前尚未见关于该病原菌生物学特性的报道,
 

后续我们将对其产孢特性、
 

孢子萌发条件、
 

化学药剂

及生防菌的筛选展开进一步的研究。

本研究鉴定了一种烟草新叶斑病的病原菌,
 

这是在国内首次报道由P.
 

bulgarica 引起的烟草叶斑病,
 

明确了该病原菌对于生长环境条件及其营养的需求,
 

结果将为该病害的进一步诊断、
 

预测以及流行规律研

究与综合防治策略的制定提供基础。
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