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摘要
!

茶树是我国重要的经济作物!茶园叶病的流行会造成严重的经济损失"

!"#)

年
#"

月到
!"#$

年
#

月从安徽*

福建和湖北省茶区的
&

个茶树品种上采集代表性茶叶斑病叶!该病害的发病症状与由
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引起的

茶炭疽病相似"采用组织分离法从发病叶片组织分离获得
!(

株菌落形态一致的真菌分离物!显微镜观察结果显

示!各菌株分生孢子的产生方式和形态特征相似"为进一步明确菌株的分类地位!选取
!

株来自安徽庐江和宣城地

区的代表性菌株%

,?-(

和
eJ?#-'

'进行多基因片段的
=?c

扩增和序列分析"结果表明!代表性菌株
,?-(

和

eJ?#-'

的
S]A

*

1-

4

*

%(

?

;##

基因序列分别与交链格孢
5"%(&$#&*##"%(&$#%#

参考菌株
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的序列

%

h=#!%'""

!

h=#!%#;)

!

h=#!;");

'相似性为
#""@

*

&&@

和
#""@

!结合菌株形态学观察以及柯赫氏法则验证!证

实交链格孢是引起该茶树叶斑病的致病菌"这是在安徽茶区首次发现由致病性链格孢引起茶树叶斑病"
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茶树
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起源

于云南(

#

)

"是我国重要的经济作物'我国对茶树病

害的研究多集中在叶部病害"原因一方面在于叶部

病害是我国茶树的主要病害"另一方面是茶树的经

济价值多集中在叶片"茶树芽和叶的品质直接影响

到茶叶的生产和经济价值(

!

)

'茶树叶部病害已记载

的有
#!(

种"主要有炭疽病*轮斑病和茶饼病等(

!%

)

'根

据联合国粮食及农业组织!

*BK

#的记录"

!"#(

年中国

生产茶叶
!%#

万
R

左右'若茶树种植区发生严重叶病"

则会造成茶叶大量减产'

!"#)

年
#"

月到
!"#$

年
#

月
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分别在安徽*福建和湖北采集到茶叶斑病叶"其症状

与
C'""(%'%&*)+36

!
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aa
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引起的茶炭疽病(

%

)症状相

似'为弄清该茶树叶斑病的病原"本研究对病原菌

进行了分离与致病性测定"并通过形态学观察和分

子生物学手段对该病原菌进行种类鉴定"以期为该

病害的监测和防控提供理论依据'

$

!

材料与方法

$%$

!

病样采集及病菌分离

在安徽*福建和湖北省主要产茶区的
&

个茶树

品种!-春兰.-鄂茶
#

号.-柿大茶黄种.-桃源大叶.

-皖茶
&#

.-白茶
#

号.-紫娟.-梅占.-五峰
!#!

.#上

采集症状相似的叶斑病叶"采用组织分离法(

;

)分离病

原菌'取新鲜病叶"在病健交界处剪取
#:.

! 的小

块"在
"7#@

的升汞中消毒
!.05

"

)"@

乙醇浸泡
'"N

"

然后用无菌水冲洗
'

次"每次
!"N

"晾干"接种至

=+B

平板上"在
!$U

黑暗条件下培养'待长出菌落

后转接到另一平板上纯化培养"将纯培养获得的菌

株保存到
=+B

斜面备用'

$%&

!

形态学观察

将纯化后的菌株在
=+B

培养基上培养
'9

后

分别用
(..

的打孔器取菌饼转接至
=+B

培养基

中央"在
!$U

黑暗条件下培养"于第
'

天和第
)

天观

察和记录菌落形态和颜色"并用十字交叉法测量菌

落直径'菌株在
=+B

培养基上产孢后"在光学显微

镜下观察菌落形态"记录各菌株分生孢子的形态特

征和大小'

$%;

!

分子鉴定

选取
!

株代表性菌株!

,?-(

和
eJ?#-'

#对其进

行
S]A

*

1-

4

和
%(

?

;##

基因的扩增和序列分析"其中

菌株
,?-(

分离于安徽庐江茶园的发病品种-鄂茶
#

号."

eJ?#-'

分离于宣城茶区的发病品种-白茶
#

号.'通过
?]BJ

法提取菌株的基因组
+PB

"然后

以基因组
+PB

为模板"分别采用通用引物
S]A#

&

S]A%

(

(

)

*

6a

9#

&

6a

9!

(

)

)和
,*#-)!$*

&

,*#-&$(c

(

)

)进

行基因片段的
=?c

扩增"引物由英潍捷基!上海#贸

易有限公司合成'

=?c

扩增选用
!;

"

>

体系%

!W

,NI#

J

I/NR8[I04#!7;

"

>

"菌株
+PB!

"

>

"引物

各
#

"

>

"

99<

!

K$7;

"

>

'

S]A

的
=?c

扩增反应条件%

&%U

预变性
&"N

$

&%U

变性
!"N

"

;&U

退火
!"N

"

)!U

延伸
;"N

"共
'"

个循环$

)!U

终延伸
;.05

'

1-

4

基因的
=?c

扩增反应条件%

&%U

预变性

%.05

$

&%U

变性
%;N

"

;(U

退火
%;N

"

)!U

延伸
%;N

"

共
'"

个循环$

)!U

终延伸
;.05

'

%(

?

;##

基因的
=?c

扩增反应条件%

&%U

预变

性
;.05

$

&%U

变性
'"N

"

;!U

退火
'"N

"

)!U

延伸

&"N

"共
%"

个循环$

)!U

终延伸
).05

'

扩增产物经
#@

的琼脂糖凝胶电泳检测后"将

目的片段送至合肥擎科生物科技有限公司进行测

序'将获得的序列结果在
P?JS

!

P/R0Q5/1?85R8[

_Q[J0QR8:G5Q1Q

63

S5_Q[./R0Q5

#数据库中进行
J>BA]

同源性搜索"明确与测试菌株序列同源性高的参考

菌株及其物种地位'

$%<

!

致病性测定

采用分生孢子悬浮液接种(

$

)进行致病性测定'

将菌株在
=+B

培养基上活化"用无菌水洗下分生孢

子"调配成浓度为
#W#"

;个&
.>

的分生孢子悬浮液'

以健康-舒茶早.的离体叶片和离体枝条上的叶片为

材料"用灭菌的大头针从叶片背面刺伤边缘"然后将配

制好的分生孢子悬浮液
#""

"

>

滴至叶片刺伤部位"以

无菌水接种作为空白对照"每个菌株
'

次重复'离体

叶片接种后放置于铺有保湿滤纸的灭菌培养皿中$在

离体枝条上接种叶片后"将离体枝条插入盛有蒸馏水

的三角瓶中'将接种的茶叶片和枝条放于人工气候箱

中培养"设置温度
!$U

"

>

#

+Y#!G

#

#!G

"湿度为

&"@

"并逐日对接种的叶片发病情况做观察记录'

&

!

结果与分析

&%$

!

病原菌分离

从安徽*福建和湖北省不同茶区的
&

个茶树品

种上采集的病叶症状相似"表现为病斑红褐色或棕

褐色"部分叶片病斑中央灰白"病斑上散生有黑色霉

点!图
#/

#

:

#'采用组织分离法获得了菌落形态一

致的
!(

株菌株'

!;U

下在
=+B

平板培养
'9

后"

菌落形态表现为正面致密"呈较规则圆形"菌落正面

中央橄榄褐色"边缘白色$背面中央深褐色"边缘白

色"菌落直径约
%!..W%)..

$培养
)9

后"菌落

直径约
)!..W)!..

"分生孢子为卵形或倒棍棒

形"褐色至黄褐色"大小为!

#$7"

#

'"7"

#

"

.W

!

%7"

#

#;7"

#

"

.

"横隔膜
#

#

'

个"纵斜隔膜
#

#

'

个'短

喙柱状或锥状!图
#9

#

_

#'根据菌落和分生孢子形

态学特征(

$

)

"可初步认为获得的分离菌株为链格孢

属
5"%(&$#&*#

成员'

/

(%#

/
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卷第
(

期 周园园等%茶树链格孢叶斑病的病原鉴定

图
$

!

茶叶斑病症状及链格孢分离物的形态学特征
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分子鉴定

以选取的代表性菌株
,?-(

和
eJ?#-'

的基因

组
+PB

为模板"分别
=?c

扩增
S]A

*

1-

4

和
%(

?

;##

基因片段"其扩增片段大小分别约为
;("

*

;$"

和

!$"F

a

!图
!

#'将测序后得到的基因片段序列分别

在
P?JS

网站进行
J>BA]

分析'结果表明"菌株

,?-(

的
S]A

*

1-

4

和
%(

?

;##

基因序列!

I<;$$!(!

*

I<;&'')'

和
I<;&'')#

#与交链格孢
5E#"%(&$#%#

参考菌株
?JA#")7!)

的序列 !

h=#!%'""

"

h=#!%#;)

"

h=#!;");

#同源性分别为
#""@

*

&&7"@

和
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$

菌株
eJ?#-'

的
S]A

"

1-

4

和
%(
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;##

基因序列

!

I<;$$!('

*

I<;&'')%

和
I<;&'')!

#同样与交

链格孢
?JA#")7!)

表现出很高的序列同源性"其序

列相似性分别达到
#""@

*

&&7(@

和
#""@

'

&%;

!

致病性测定

将分离获得的交链格孢菌株的分生孢子悬浮

液"创伤接种到健康-舒茶早.离体叶片和离体枝条

上的叶片"接种
)9

后"接种叶片上环绕接种点出现

明显的红褐色病斑"病斑直径
#

#

':.

$接种
#%9

后"病斑中央变为灰白色"病斑直径扩展至
!

#

%

:.

'接种无菌水的对照组则未观察到病斑!图
'

#'

采用组织分离法从接种发病的叶片上再次分离病原

菌"可分离获得与原始接种病原菌菌落形态一致的

菌落"经形态学观察和
S]A

序列分析证实是最初接

种的交链格孢"完成柯赫氏法则验证'这表明交链

格孢是引起茶树叶斑病的致病因子'

图
&

!

茶叶斑病菌代表性菌株
#@P
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2&

3

和
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4

5$(

基因

片段的
D*R

扩增电泳图
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图
;

!

茶树叶片接种交链格孢病菌后的发病症状
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讨论

迄今全世界已发表的链格孢种级分类单位
;""

个左右"广泛分布于自然界中"该类群菌既是动植物

内生菌"也可以是动植物病原菌'李秀凯曾报道交

链格孢可引起甲癣(

&

)

'链格孢形态特征醒目"易于

辨认至属"但种间变异幅度大"难以确定到种(

&#"

)

'

在真菌学研究中"传统的真菌鉴定主要依靠菌落*分

生孢子和子实体的形态特征等来鉴定'

A0..Q5N

主张以三维产孢表型作为区分小孢子链格孢的指标

之一"但需要操作者有足够的经验(

&

)

'除了传统的

形态学方法"近年来有越来越多的学者采用了多基

因鉴定的方法对链格孢属真菌进行区分和鉴定(

##

)

'

严进等(

#!

)研究发现
S]A

和
1-

4

基因序列可以将链

格孢属中大孢子种群和小孢子种群区分开'本文采

用
S]A

*

1-

4

和
%(

?

;##'

个基因序列对分离菌株进

行分析和鉴定"结合形态学特征将引起茶树叶斑病

的致病菌鉴定为交链格孢
5E#"%(&$#%#

'

国内外关于链格孢引起茶树叶部病害的报道很

少"目前仅有两篇文献报道了由交链格孢引起的茶

树叶斑病(

#'#%

)

"而对该病原在茶园的流行规律尚不

清楚'

!"";

年在印度孟加拉北部地区的茶园苗圃

中品种-

]-#)

.出现叶斑病"超过
)"@

的茶苗叶片受

到了感染"经鉴定确定为由交链格孢引起(

#'

)

$

!"#!

年在中国湖北省罗田县茶树未知品种的嫩叶上发生

叶斑病"超过
!"@

的嫩叶受到了感染"后经鉴定为

交链格孢引起(

#%

)

'在本研究中"笔者在湖北*福建

和安徽茶园的多个茶树品种上发现由交链格孢引起

的茶树叶斑病"表明致病性链格孢在茶树品种上的

专化性不强"能够侵染大多数茶品种"不同茶品种对

交链格孢的抗病性急需进一步深入研究'

在前人的研究中"链格孢一直被视为茶树内生

菌(

#;

)

'内生菌通常被认为是存在于健康的植物体

内并不引起植物致病的一类微生物'游见明研究发

现"在四川省茶树叶片中"链格孢是优势内生菌

群(

#(#)

)

'然而"随着对茶树病害种类的广泛调查和研

究深入"越来越多的研究发现交链格孢可以引起茶树

叶斑病'此外"在对茶园病害调查中"由交链格孢引

起的茶树叶斑病和由炭疽菌复合群引起的茶树炭疽

病症状极其相似"很容易混淆'因此"在茶园生产和

管理过程中"有必要深入调查两种病害的发病特点和

流行规律"因地制宜地制定病害防治措施"防止由交

链格孢引起的叶斑病在不同茶园大面积发生和流行'
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