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摘要
!

本研究采用
Q*T

培养基对上海地区的番茄棒孢叶斑病的病原菌进行分离'培养及致病性测定%通过形态学

和分子生物学方法鉴定病原菌%并对该病菌的生物学特性进行研究$结果表明"番茄棒孢叶斑病病原菌菌落呈灰褐

色%菌丝质地致密'绒毛状&分生孢子单生或串生%圆柱形或倒棍棒形'顶端钝圆%基部平截%呈半透明至浅褐色%假隔

膜
!

#

45

个%直或稍弯曲%基脐加厚%深褐色$结合病原菌
3DAT@E*

序列测定'比对后%确定该病原为多主棒孢

A&'

"

5$)

1

&'/;/)),,;&#/

$该病菌的菌丝生长最适温度为
7;

#

#5c

%最适
H

W

范围为
!

#

:

%产孢的最适温度约为

7;c

%最适
H

W

范围为
;

#

R

%麦芽糖和乳糖为碳源的培养基适宜菌丝生长%可溶性淀粉和乳糖溶液中孢子萌发率最

高%光暗交替条件适宜菌丝生长%孢子在水滴中极易萌发$这是该病在上海地区的首次报道$

关键词
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番茄棒孢叶斑病&

!

多主棒孢&

!

病原鉴定&

!

生物学特性
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番茄棒孢叶斑病"

A&'

"

5$)

1

&'/+0/)J

H

(-()-(G/-(

#

又称斑点病$主要危害番茄的叶片和茎秆%该病由

棒孢属
A&'

"

5$)

1

&'/ BMJJ(P

真菌引起$最早于

4R5"

年在黄瓜上发现$随后东南亚的印度,马来西

亚,印度尼西亚,斯里兰卡等国家橡胶树上普遍暴发

棒孢霉叶斑病$该病现已成为威胁世界橡胶产业发

展的重要病害&

47

'

%随着病原菌的广泛传播$寄主范

围也变得广泛$例如番茄&

#

'

,黄瓜&

!

'

,辣椒&

;

'

,苦

瓜&

"

'

,紫苏&

6

'

,一品红&

:

'

,大豆&

R

'等%我国最早在豇

豆上发现由多主棒孢引起的豇豆棒孢叶斑病$而后

发现该病菌可侵染黄瓜$但并未引起重视&

45

'

%在很

长一段时间内$棒孢叶斑病被列为次要病害%然而$



7575

由于病原菌具有寄主广泛,侵染破坏力强,传播途径

多样的特点$再加上蔬菜设施栽培面积逐年增加$设

施内温湿度条件促进了病原菌滋生$棒孢叶斑病发病

越来越重$尤其是我国东北,华北和华东等设施蔬菜

种植面积大的地区棒孢叶斑病发生尤为严重&

44

'

%番

茄棒孢叶斑病最早于
4R:7

年在北美等热带地区暴

发$随后在南美,韩国,日本相继发生&

47

'

%该病在我国

北京,山东,河北,浙江,海南等地均有发生$严重影响

我国番茄的产量和品质&

44

'

%但是$至今在上海地区还

未有关于番茄棒孢叶斑病的报道%

迄今$我国关于番茄棒孢叶斑病的研究大多集

中在病害发现和病原菌鉴定等方面&

4#4!

'

%与黄瓜,

橡胶,茄子等其他作物相比$番茄棒孢叶斑病方面的

研究还不够深入和系统$有关病原菌孢子萌发,菌丝

生长等相关生物学特性方面的报道还很少见%

7546

年
R

月$课题组在上海市奉贤区庄行镇番茄种植温

室里发现番茄棒孢叶斑病病叶$立即取样带回实验

室进行分离,鉴定%因此$本试验通过对上海奉贤地

区番茄棒孢叶斑病的病原菌进行分离,鉴定和
3DX

AT@E*

序列分析$从而明确上海地区番茄棒孢叶

斑病病原菌的种类$并进一步研究病原菌孢子萌发

和菌丝生长等特性$探讨病原菌的相关生物学特性$

为番茄棒孢叶斑病的病原学研究提供依据$也为该

病在上海地区的生态学防治提供参考%

$

!

材料与方法

$%$

!

病害观察及病样采集

7546

年
R

月在上海市奉贤区庄行镇大棚栽培

的番茄中采集具有典型特征的番茄叶片$记录症状,

拍照后$带回实验室做进一步分离%

$%&

!

分离

病样洗净后置于自来水下冲洗
4

#

7'

$晾干后

将病健交界处组织切成
#

#

!GG

小块$在
58;̀

有

效氯的次氯酸钠液中消毒
#

#

;G%.

$取出后用无菌

水清洗
4

#

7

次$无菌条件下吹干后置于马铃薯蔗糖

琼脂培养基"

Q*T

#上$

7;c

,黑暗条件下培养&

4;4"

'

%

$%)

!

致病性鉴定

将纯化的菌株
*W46X4;R

接到液体培养基"

Q*

#

中$于
7;c

$

4#53

(

G%.

条件下振荡培养
6L

后$用双

层纱布过滤,离心$用无菌水配成孢子含量为
4j45

"

个(
G<

的菌悬液%采用喷雾法接种番茄叶片$接种

后套袋保湿
7!'

后揭膜恢复正常生长条件$设置

#

次重复$每次重复
75

株%待接种植株发病后调查

发病情况$并从发病部位进行病原菌再分离&

4#

$

4"

'

%

$%-

!

病原菌鉴定

$8-8$

!

形态观察

将分离的病菌接种到
Q*T

平板上$

7;c

黑暗条

件下培养$定期观察记录菌落形态和颜色$孢子形成

后通过显微镜观察分生孢子形态%

$8-8&

!

分子鉴定

通过改良
FETY

法提取病原菌的基因组

DAT

&

46

'

%采用真菌核糖体基因转录间隔区通用引

物
@E*4

"

;eXEFFBETBBEBTTFFEBFBFX#e

#和

@E*!

"

;eXEFFEFFBFEETEEBTETEBFX#e

#$对

DAT

进行
QFZ

扩增%引物由上海生工生物工程有

限公司合成%

QFZ

扩增条件为!

R!c

预变性
#G%.

+

R!c

变性
4G%.

$

;;c

退火
#5J

$

67c

延伸
4G%.

$

#5

个循环+

67c

保温
75G%.

&

4;4"

'

%

4̀

琼脂糖凝胶电

泳检测后$利用回收试剂盒回收得到扩增产物$将纯

化的
QFZ

产物委托基康生物技术有限公司测序%

测得的
DAT

序列通过
Y<T*E

进行比对$查找同源

性最高的病原菌序列%

$%.

!

不同条件对孢子萌发的影响

$8.8$

!

温度对孢子萌发的影响

将平板培养基上产生的分生孢子用无菌水洗

下$配成低倍镜下每视野
75

#

#5

个孢子的孢子悬浮

液$滴于凹面载玻片上$分别置于
;

,

45

,

4;

,

75

,

7;

,

#5

,

#;

,

!5

,

!;c

条件下保湿培养
47'

$然后镜检$并

计算孢子萌发率&

4:

'

%每处理设置
#

次重复%

$8.8&

!H

W

对孢子萌发的影响

用
584G(+

(

<WF+

和
584G(+

(

<A/UW

调配

H

W7

#

47

的缓冲液$分别配制孢子悬浮液$

7;c

保

湿培养$

47'

后镜检并统计孢子萌发率%每处理设

置
#

次重复%

$8.8)

!

湿度对孢子萌发的影响

用浓硫酸在干燥器中调节湿度范围为
4;̀

,

#5̀

,

!;̀

,

"5̀

,

6;̀

,

R5̀

%将孢子悬浮液涂在载

玻片上放入容器中$

7;c

培养
47'

后调查孢子萌发

率%以水滴中的孢子萌发率为对照%

$8.8-

!

碳源对孢子萌发的影响

用无菌水配制
7̀

可溶性淀粉溶液,

7̀

麦芽糖

溶液,

7̀

乳糖溶液,

7̀

甘露醇溶液,

7̀

葡萄糖溶液

和
7̀

果糖溶液$分别配制孢子悬浮液$滴于载玻片

上$

7;c

培养
47'

后统计各处理的孢子萌发率%

$%/

!

不同条件对菌丝生长的影响

$8/8$

!

温度对菌丝生长的影响

用打孔器取直径
58"&G

的菌块置于
Q*T

培养

*

:;4

*
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基上$分别置于
;

,

45

,

4;

,

75

,

7;

,

#5

,

#;

,

!5

,

!;c

条

件下恒温培养$

6L

后用十字交叉法测定菌落直径%

每处理重复
#

次%

$8/8&

!H

W

对菌丝生长的影响

用
584G(+

(

<WF+

和
584G(+

(

<A/UW

调配

H

W7

#

47

的培养基$取直径
58"&G

的菌块于
Q*T

培养基上$

7;c

恒温培养$

6L

后用十字交叉法测定

菌落直径%每处理重复
#

次%

$8/8)

!

光照对菌丝生长的影响

用打孔器取直径
58"&G

的菌块置于
Q*T

培养

基上$分别置于连续光照,

47'

明暗交替,完全黑暗

#

种光照条件$

7;c

恒温培养$

6L

后测量菌落直径$

每处理
#

次重复%

$8/8-

!

碳源对菌丝生长的影响

以
Q*T

为基础培养基$将其中的蔗糖以可溶性

淀粉,麦芽糖,乳糖,甘露醇,葡萄糖和果糖等量替

换$即成含糖量相同而碳源不同的培养基$灭菌后接

种$

7;c

恒温培养$

6L

后测量菌落直径$每处理
#

次

重复%

$%H

!

数据统计与分析

采用
$I&0+7545

及
DQ*

软件进行数据处理$并

利用
DM.&/.

氏新复极差法进行多重比较%

&

!

结果与分析

&%$

!

田间症状及致病性鉴定

田间以危害番茄叶片为主$叶正,背面均可受

害%发病初期叶片出现深褐色小点$病斑
7

#

#GG

时近似圆形$病斑质薄呈半透明状$中央或者近中央

仍有直径
7

#

#GG

黄褐色斑点$似靶心$周围有黄

色晕圈$病健界限明显+中期病斑逐渐扩大$呈圆形,

多角形或不规则形$深褐色+发病后期病株变黄$叶

片脱落"图
4/

#%纯化菌株
*W46X4;R

接种番茄叶片

"L

后开始发病$症状与田间观察相似$重新分离可

得到相同的病原菌%

&%&

!

病原菌形态学特征

菌落在
Q*T

平板上呈灰褐色$菌丝质地致密,

绒毛状"图
42

#%分生孢子单生或串生$圆柱形或倒

棍棒形,顶端钝圆$基部平截$呈半透明至浅褐色$假

隔膜
!

#

45

个$直或稍弯曲$大小"

#7

#

4:R8;

#

$

Gj

"

"

#

4"

#

$

G

$基脐加厚$深褐色$宽
!

#

6

$

G

"图
4&

,

4L

#$分生孢子梗较粗$圆柱状$有横隔$具有多层出

梗"图
40

#%

图
$

!

番茄棒孢叶斑病田间发病症状及病原菌形态特征

:7

;

%$

!

*5@2A

;

9C7>6

3

?

=

@A?67C@298794D5CD?A1

=

2A4A

;

7>54>2515>@9176@7>6A8-$#

.

*+'

,

$#/49586

=

A@A8@A?5@A

!

&%)

!

病原菌分子鉴定

菌株
*W46X4;R

的
3DAT@E*

序列经
QFZ

扩

增$得到
;752

H

左右的片段%测序后$获得
;472

H

的序列"图
7

#%通过
AFY@B0.Y/.O

进行
Y<T*E

相似性比对$与多主棒孢
A&'

"

5$)

1

&'/;/)),,;&#/

"

C9:;7"RR

,

$C4R:446

#的相似性达
R:̀

以上"图
#

#%结

合形态学鉴定结果$引起上海地区设施栽培番茄叶片

上棒孢叶斑病的病原为多主棒孢
A=;/)),,;&#/

%

*

R;4

*
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图
!

!

菌株
"#$%&$'(

的
)*+,-."

序列

/0

1

2!

!

)*+,-."34

5

647849:3;)<07"#$%&$'(

!

图
=

!

菌株
"#$%&$'(

基于
)*+,&-."

序列的系统发育分析

/0

1

2=

!

>?

@

A9

1

474;08<7<A

@

3039:3;)<07"#$%&$'(<7B)4A<;4B3;)<073C<34B97)*+,&-."34

5

647843

!

!2D

!

不同条件对孢子萌发的影响

!#D#$

!

温度对孢子萌发的影响

由图
$

可知!多主棒孢分生孢子在温度为
%&

时不萌发!

'"

!

$%&

范围内均可萌发"

!"

!

(%&

为

适宜萌发温度范围!孢子萌发率超过
)%*

#最适宜

温度为
!%&

!萌发率达
+%*

#低于
!"&

和高于
(%&

孢子萌发受到明显抑制!当温度为
$%&

时!萌发率

仅为
(*

"

图
D

!

温度对多主棒孢孢子萌发的影响

/0

1

2D

!

E::48;39:;4F

G

4)<;6)497;?4

1

4)F07<;097

9:!"#

$

%&'

(

"#)*)''++*",)3

G

9)43

!

!#D#!

!,

-

对孢子萌发的影响

从图
%

可以看出!在试验选取的
,

-

范围内!分生

孢子均可萌发"当
,

-

为
!

!

)

时!随着
,

-

升高!孢子

萌发率增加!当
,

-

增加到
)

时!萌发率最高!为
."*

#

而后随着
,

-

增大!萌发率略有降低"可见!孢子对碱

性条件的适应性较强!较强酸性条件不利于孢子萌发"

图
'

!

G

#

对多主棒孢孢子萌发的影响

/0

1

2'

!

E::48;39:

G

#H<A6497;?4

1

4)F07<;097

9:!"#

$

%&'

(

"#)*)''++*",)3

G

9)43

!

!#D#=

!

湿度对孢子萌发的影响

当湿度低于
)%*

时!孢子不萌发$图
/

%"当湿

度为
."*

时!孢子萌发率仅为
!*

#而水滴对照中孢

&

"/'

&
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卷第
(

期 田守波等'番茄棒孢叶斑病病原鉴定及生物学特性研究

子萌发率为
+)*

"说明水是孢子萌发的必需条件"

图
J

!

湿度对多主棒孢孢子萌发的影响

/0

1

2J

!
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A

97;@4

1

4)G07<;097

9:!"#

$

%&'

(

"#)*)''++*",)3

H

9)43

!

!#E#E

!

碳源对孢子萌发的影响

如图
)

所示!孢子在可溶性淀粉溶液和乳糖溶

液中萌发率最高!分别为
++#!*

和
+%#/*

!以下依

次为麦芽糖溶液(甘露醇溶液(葡萄糖溶液!在果糖

溶液中的萌发率最低!仅为
!+#%*

"

图
%

!

碳源对多主棒孢孢子萌发的影响

/0

1

2%

!

F::48;39:8<)D97396)84397;@4

1

4)G07<;097

9:!"#

$

%&'

(

"#)*)''++*",)3

H

9)43

!

!2'

!

环境条件对菌丝生长的影响

!#'#$

!

温度对菌丝生长的影响

温度对菌丝生长影响见图
+

"菌落在
%

!

$%&

范围内均可生长!其中!

!%

!

("&

时生长最快!为适

宜生长温度范围"当温度低于
%&

或高于
$%&

时!

菌落生长缓慢"

!#'#!

!,

-

对菌丝生长的影响

由图
.

可知!病菌对酸碱条件的适宜范围较广!

当
,

-

为
!

!

'!

时!菌丝均可生长"适宜
,

-

范围为

$

!

+

"当
,

-

小于
$

或者大于
+

时!菌丝生长速度

减慢"

!#'#=

!

光照对菌丝生长的影响

从图
'"

可以看出!在明暗交替条件下菌落直径

大于连续光照和全黑暗条件!为
$#++01

!而连续光

照条件下菌落直径极显著低于其他两个处理!菌落

直径最小!为
$#(!01

"可见!适当光照有利于菌丝

生长"

图
K

!

温度对多主棒孢菌落生长的影响
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图
(

!

H

#

对多主棒孢菌落生长的影响
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图
$M

!

光照条件对多主棒孢菌落生长的影响
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!#'#E

!

碳源对菌丝生长的影响

多主棒孢菌丝可以在多种碳源上生长$图
''

%"

在以麦芽糖为碳源的培养基上菌丝生长最快!菌落直

径为
/#""01

!其次为乳糖!菌落直径为
%#)!01

#菌

丝在以甘露醇(葡萄糖和可溶性淀粉为碳源的培养

基上生长差异不显著!菌落直径在
%#!!

!

%#$"01

之间"病菌对果糖的利用能力最低!菌落直径仅为

(#."01

!该结果与碳源对孢子萌发影响相似"

图
$$

!

碳源对多主棒孢菌落生长的影响

/0

1

2$$
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!

结论与讨论

多主棒孢
!"#$%%&&#'($

$

2345#67849#

%

:3;

隶

属于半知菌亚门
<38934=1

>

0=9;?@

丝孢纲
-

>,

A=B

1

>

0393C

丝孢目
-

>,

A=1

>

039@D3C

暗色菌科
<31@9;B

@03@3

棒孢属
!')

*

+,%

-

')$E8CC=F

!是棒孢属内发

现最早(寄主范围最广的种"据统计!

(+"

个属
%("

余种植物均可被其侵染!包括橡胶(黄瓜(茄子(豇

豆(木瓜(木薯等作物!每年造成巨大经济损失)

$

!

''

*

"

由多主棒孢引起的叶斑病已成为我国一种重要的流

行病害"番茄棒孢叶斑病易与灰叶斑病(炭疽病等

病害混淆!并且传播和发病速度快!早期容易因误诊

而错过最佳防治时期!造成经济损失"

对于植物病原真菌!传统上采用观察菌落形态(

分生孢子形态等进行形态学鉴定"目前!人们在形

态学观察的基础上!借助
G7H

分子鉴定技术!对病

原真菌进行准确(高效的鉴定!有效避免了传统鉴定

中由于人为因素导致的误判"陈璐)

'.

*建立了黄瓜

寄主上多主棒孢菌
G7H

检测体系!并根据
((

种不

同寄主上多主棒孢与其他主要真菌病原菌
.

$$

基因

序列差异!设计特异性引物
I

@$J'

+

I

@$H'

!建立了多

主棒孢的荧光定量
G7H

检测技术"曾蓉等)

'%

*在形

态学观察的基础上!通过对病原菌
4<KLMNO

序列

测定(比对!确定上海地区黄瓜叶片出现的靶斑病病

原为多主棒孢"高苇等)

!"

*采用形态学观察和分子

生物学方法对危害辽宁(山东茄子棒孢叶斑病的病

原菌进行了鉴定!确定该病的病原菌为多主棒孢"

本研究通过观察菌落和孢子形态!发现引起上

海地区番茄叶片棒孢叶斑病的病原菌与杜公福

等)

'$

*对海南地区樱桃番茄叶斑病的病原形态学鉴

定结果相似"本研究结果中菌落呈灰褐色!分生孢

子大小$

(!

!

'+.#%

%

"

1P

$

/

!

'/

%

"

1

!而海南地区

樱桃番茄叶斑病病原菌的菌落呈灰褐色至黑色!分

生孢子稍大些!为$

(+

!

!'/

%

"

1P

$

+

!

!'

%

"

1

"进

一步对病原菌
4<KLMNO

序列测定(比对后!确定该

病原为多主棒孢!与我国报道的海南木薯(黄瓜上的

多主棒孢相似性在
.+*

以上"这是该病在上海地

区的首次报道"

本研究中!番茄多主棒孢菌丝生长最适温度为

!%

!

("&

!最适
,

-

值范围为
$

!

+

!产孢的最适温度

约为
!%&

!最适
,

-

值范围为
%

!

.

!麦芽糖和乳糖

为碳源的培养基更有利于菌丝吸收!可溶性淀粉和

乳糖溶液中孢子萌发率最高!而以果糖为碳源不利

于孢子萌发和菌丝生长!光暗交替条件适宜菌丝生

长!孢子在水滴中极易萌发!该结果与刘鸣韬等)

!'

*

在黄瓜靶斑病菌和张春霞等)

!!

*在橡胶树棒孢霉落

叶病上的报道一致"从病原菌生物学特性可以看

出!该病菌具有喜温好湿的特点!高温(高湿有利于

该病的流行和蔓延)

!(

*

"上海气候温暖湿润!尤其夏

季梅雨气候!有利于番茄棒孢叶斑病的发生"另外!

番茄棒孢叶斑病病残体上的分生孢子及菌丝均可在

保护地内安全越夏!成为下茬番茄的初侵染源!这些

因素可能是导致该病发生的重要原因之一"
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