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摘要
!

为鉴定引起茶褐枯病的病原菌!本研究对病原菌进行分离"纯化和培养!通过柯赫氏法则验证菌株的致病性!

并观察病原菌的形态特征!依据病原菌
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和
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基因进行多基因系统发育分析#结果显示$病

原菌分生孢子呈淡蓝色!表面光滑!无隔膜!圆柱状!两端钝或向底部变窄!水滴状斑点!大小为%
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!分生孢子梗形成于气生菌丝上!透明!具有隔膜'附着胞为

棒状等不规则形状!颜色呈棕色到深棕色!单生#基于病原菌形态学鉴定和多基因系统发育分析结果!将病原菌确

定为山茶刺盘孢
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茶树是多年生灌木或乔木'广泛种植于热带)亚

热带和温带地区*茶树病害种类较多'对茶叶的产

量和品质构成一定的影响$

#&

%

*据报道'世界上已有

记载的茶树病原种类多达
,""

余种'我国已记载的

茶树病害种类有
#&+

种$

!

%

*根据病害在茶树上的发

生部位'将其分为叶部病害)茎部病害)根部病害和
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花部病害*其中'茶树叶部病害的种类相对其他部

位的种类多$

!

%

*同时'研究发现'同一种病原菌可侵

染茶树不同的组织部位'引起不同的组织产生病

害$

%'

%

*此外'多种病原菌可复合侵染引起茶树病

害$

+

%

*

!"#-

年至今'陆续有茶树新病害和新病原

的报道'例如'拟盘多毛孢
!(4%#"'%*'

5

4*4)#3(""*#(

所引起的茶轮斑病$

$

%

'茶拟盘多毛孢
!6%1(#(

引起

的黑褐色叶斑病$

#"

%

'茎点霉属病原菌
!1'3#4(

7

(%8

*)'"#I2?6)#3(""*#(

和
!61(&9#&23

所引起的茶叶

斑病$

###!

%

'果生刺盘孢
,'""(%'%&*)123

:

&2)%*)'"#

所

引起的茶炭疽病$

#&

%

*茶褐枯病!

J92H?=G:H43

5

8J

K3L92L9

"是由病原真菌所引起的茶树叶部病害'该

病害在中国)日本)斯里兰卡)印度等产茶国家均

有报道$

#%#+

%

*病害发生初期'病斑呈深褐色'圆

形#后期病斑逐渐扩大形成不规则病斑'中央出现

凸起的黑色块状物质'四周褪色'边界清晰$

#%

%

*发

生茶褐枯病的茶树树势衰退'茶树抽发的新梢)新

芽较少'茶叶产量显著降低$

#%

%

*引起茶褐枯病的

病原菌有多种'例如'山茶刺盘孢
,6)#3(""*8

#(

$

#$!"

%

)围小丛壳菌山茶专化型
;"'3(&(""#)*$

7

28

"#%#M>L

N

>)#3(""*#(

和葡萄座腔菌
0'%&

<

'4

5

1#(&*#

='%1*=(#

可通过复合侵染引起茶褐枯病$

+

%等*此

外'文献报道
,6#)2%#%23

的复合体和
,6

7

"'('4

5

'8

&*'*=(4

的复合体也可导致茶褐枯病$

#%#,

'

#$

%

*山茶

刺盘孢是最早被鉴定为茶褐枯病的病原菌$

!"

%

*同时'

山茶刺盘孢也是茶炭疽病的病原菌之一$

!#

%

*因培养

条件的不同'山茶刺盘孢在菌落形态)孢子大小)长宽

比等方面存在一定的差异$

'

'

#$

'

!#!!

%

*采用多基因系

统发育树的方法是鉴定山茶刺盘孢的主要依据'例

如'

?*@)/ABC

)

-/0!

)

+,-

和
,+.

基因$

!"

%

*

贵州省是我国最大的茶叶产区'截至
!"#'

年

底'全省投产茶园面积稳定在
&,

万
81

!以上$

!&

%

*

由于贵州茶区存在多云雾)寡日照)早春低温阴雨等

气候特征'茶树病害的发生率)危害度较其他茶区严

重'成为限制贵州省茶产叶产量和质量的重要因

素$

##

'

!&!,

%

*

!"#-

年
,.+

月'本课题组在贵州省余

庆县二龙茶区进行田间调查'发现一种茶树叶部病

害'个别茶园病害发生率达
&,O

至
%+O

'病害严重

度在
&!O

至
%&O

'其病害特征与茶褐枯病症状相似

!图
#

"*为了明确该病的病原菌'本文对该病害的

病原菌进行分离)纯化)形态学观察)多基因系统发

育树分析'以及致病性试验'确定引起该地区茶树叶

部病害的病原为山茶刺盘孢*本研究为该病害的防

控提供了重要的数据参考*

$

!

材料与方法

$%$

!

病原菌分离#培养和纯化

!"#-

年
,

月
.+

月'在贵州省余庆县二龙茶区

采集具有典型茶褐枯病症状的茶树叶片'参照本课

题组前期研究方法'将分离好的组织叶片置于
!,P

培养箱中的马铃薯葡萄糖琼脂培养基!

N

=J2J=K9Q/

J?=L92

5

9?

'

R*)

"上$

##

'

!%

%

*培养
&

"

%K

后挑取边缘

菌丝进行纯化'得到
&

个形态相似的代表性菌株'将

其保存于本实验室的农作物病害标本室*

$%&

!

形态学观察

将菌株接种到
R*)

培养基上'置于
!,P

培养

箱中
'K

'挑取
R*)

培养基上少许菌丝制片'采用光

学显微镜!

S4

6

1

N

<L

'

(T%&

和
UVWR0/XC

"和扫描

电镜!

Y3J2783

'

C/&%""@

"观察病原菌的菌落)菌丝)

分生孢子梗)分生孢子及附着胞的形态特征'并记录

大小*

$%'

!

致病性测试

挑取在
R*)

培养基中培养
,K

后的菌碟!

=Z

%11

"接种至经针刺和剪切处理后的茶叶片)茎及花

上'采用湿润的无菌脱脂棉进行
%+8

保湿$

##

'

!%

'

!-

%

*

套上保鲜袋'置于
!,P

人工气候箱中进行恒温培

养*同时接种无菌
R*)

的叶片)茎及茶花作为空白

对照*

%+8

后取下脱脂棉及菌碟'并定期观察及记

录症状变化*每个处理方式均
#,

个重复*对发病

部位进行再分离'确定其与接种菌株是否一致*上

述试验独立重复
&

次*

$%(

!

分子鉴定

根据
[93?

等$

!"

%报道的引物'对核糖体内转录

区!

?*@)/ABC

")肌动蛋白 !

+,-

")钙调蛋白

!

,+.

")微管蛋白!

-/0!

"基因进行扩增及测序'其

中'

,+.

采用
\]#

和
\]!)

引物进行扩增'

-/0!

采用
B#

和
(J/!H

引物进行扩增*基因序列采用

@\(A/(])CB

在线比对'其结果用以确定属级分类

地位*测序结果上传
9̂:(2:_

获取登录号'并下载

相关的参比序列*采用
R)̀ RI%a"H#"

!

CG=MM=?K

+

!"#

+
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期 王雪等&贵州省余庆县茶褐枯病病原菌的鉴定

!""&

"及最大简约法!
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'

WR

"进

行聚类分析及进化树构建'

?*@)/ABC

)
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和
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基因的系统发育树分析方法选择
(==J/

LJ?2

N

'重复次数!

?9

N

4372J3=:

"为
#"""

'最大的树数目

!

12QJ?99

"设置为
,"""

*小于
,"

的自展值在发育

树上不体现*

$%)

!

数据分析

数据采用
CRCC##>,

软件进行统计分析*采用

)@SV)

!

]C*

"对各组间的数据进行方差分析*统

计学差异采用顺序字母标注法进行标注*

&

!

结果与分析

&%$

!

病原菌的分离与纯化

从有典型茶褐枯病症状的茶树叶片分离纯化出

#,

个菌株'其中山茶刺盘孢
,6)#3(""*#(

菌株最多'

共
#"

个'比例约为
-->'O

'同时也分离到枝状枝孢

,"#='4

5

'&*23)"#='4

5

'&*'*=(4

)荸荠茎点霉秆枯病

菌
>*=

<

3(""#9(""*=*4

)双乳突炭层菌
?(3#$*#9*8

5

#

5
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和棕榈拟盘多毛孢
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4*4%&#)1*8
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等菌株*选择
b̂cd/!"#-/"#

等
&

个代

表性菌株进行深入研究*

&%&

!

病原菌形态学鉴定

b̂cd/!"#-/"#

菌株在
R*)

培养基上为白色

菌丝'边缘气生状'中间绒毛状'边缘平整*培养
+K

后'菌落中央颜色加深'变为灰褐色*观察发现'分

生孢子梗形成于气生菌丝上'透明'具有隔膜!图
!2

"

7

"#分生孢子梗顶端产生分生孢子'随着分生孢子

的成熟和变大'分生孢子与分生孢子梗分离!图
!7

"'

并在分生孢子梗末端形成断面和缺口!图中箭头所

示"!图
!K

"

9

"*镜下未观察到厚垣孢子)产孢细胞

及有性型*孢子呈淡蓝色'表面光滑'无隔膜'圆柱

状'两端钝或向底部变窄'水滴状斑点'大小为!

##>'

"
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"

#
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!
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1

'平均为!

#$>%E%>%

"

#

1D

!
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"

#

1

'长宽比
Z&>-

'

$Z,"

'镜下未

观察到刚毛!图
&2

"

H

"*附着胞为棒状等不规则形

状'颜色呈棕色到深棕色'单生'大小为!
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"
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"

#

1D

!

,>-

"
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"
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1

'平均为!
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"
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D

!
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1

'长宽比
Z#>,-

'

$Z,"

!图中箭头

所示"!图
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"

K

"*

图
$

!

茶褐枯病田间症状
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图
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!

茶褐枯病菌分生孢子梗在光学显微镜和扫描电镜下的形态特征
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!

病原菌的致病性测定

茶树叶片采用剪切法和针刺法'嫩茎采用剪切

法'茶花花瓣采用针刺法接种无菌
R*)

或菌株

b̂cd/!"#-/"#

'并定时观察和记录症状*接种无菌

R*)

未导致叶)茎和花产生病斑!图
%2

"

K

"*接种

病原菌至叶)茎和花
!K

后'均可见较为明显的病

斑'其中'叶片伤口处呈褐色'边缘为黑色*当时

间延长至
#"K

'

!

种处理的叶部病斑都不断扩大

!图
%9

"

M

"*接种病原菌
#"K

后'茎部病斑不断扩

大'呈黑褐色!图
%

5

"'上位叶萎蔫!图片未显示"*

+

&"#

+



!"!"

接种病原菌
%K

'花瓣接种处变为灰褐色'花瓣萎蔫

!图
%8

"*其中'叶部症状与田间症状相似*进一

步对病斑中的病原菌进行分离培养及分子鉴定'结

果表明与接种菌一致*进一步对茶叶针刺和剪切

处理
#"K

的发病率和病斑大小进行统计'表明剪

切处理的侵染率与针刺处理相同!

!

#

">",

"'并且

!

种处理在接种后期的病斑大小差异不明显!

!

#

">",

"!表
#

"*

图
'

!

茶褐枯病菌分生孢子和附着胞在光学显微镜和扫描电镜下的形态特征
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茶树叶片#茎#花接种菌株
ABC

D

E&F$GEF$

不同时间后的病斑
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病原菌分子生物学鉴定

在获 得 菌 株
b̂cd/!"#-/"#

的
?*@)/ABC

!

We",+%$"

")

,+.

!

We"'+,%#

")

-/0!

!

We#$!!$-

")

+,-

!

We"'+,%&

"等基因登录号后'序列比对发现菌

株
b̂cd/!"#-/"#

与
,6)#3(""*#

的 模 式 菌 株

!

]U#,!

"的
%

个基因序列相似性非常高*我们采用

%

个基因!

?*@)/ABCf-/0!f,+.f+,-

"加合

的方法进行系统学分析*

%

个基因加合总长度为

!&",

个位点!

+,-

&

#.!+!

'

?*@)/ABC

&

!+&.+'-

'

-/0!

&

+''.#,'#

'

,+.

&

#,'!.!&",

"*其中'

简约信息位点
!"

个'可变非简约信息位点
'!

个'并

采用
R)̀ RI%>"H#"

!

CG=MM=?K!""&

"软件构建进

化树*运行结果显示获得
#

个进化树!

-.Z#",

'

,@Z">$&

'

A@Z">+,

'

A,Z">+"

'

B@Z">"'

"

!图
,

"*系统学的分析将
b̂cd/!"#-/"#

与模式菌

株
,6)#3(""*#(]U#,!

归为一个分支!自举支持率

为
$-O

"*

+

%"#

+
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卷第
!

期 王雪等&贵州省余庆县茶褐枯病病原菌的鉴定

表
$

!

针刺和剪切接种处理茶树叶片和茎
$)*

后的发病情况$

$

+,-./$

!

!01/,1/,2,.

3

101456/,./,5,2*16/768/,6/*

-

3

2//*.02

9

,2*:;6602

9

,56/8$)*

<

416=024:;.,6042

处理

B?92J19:J

接种数

@<1H9?

=M

3:=7<42J3=:L

发病数

@<1H9?

=M

49L3=:L

发病率,
O

A:73K9:79

病斑平均

直径,
71

W92:

K3219J9?

=M49L3=:L

无菌水!

\b

"

CJ9?349G2J9?

#, " "H "

!

针刺
@99K43:

5

!

叶片
]92M4213:2

!

茎
CJ91

剪切
\<JJ3:

5

!

叶片
]92M4213:2

!

茎
CJ91

#,

#,

#,

#,

#,

#,

#,

#,

#""2

#""2

#""2

#""2

">,"

">%#

">,%

">%,

!

#

"同列数据后不同小写字母表示差异显著!

!

#

">",

"*

*3MM9?9:J4=G9?72L949JJ9?L3:J89L2197=4<1:3:K372J9L3

5
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72:JK3MM9?9:79

!

!

#

"a",

"

>

图
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!

基于
8!?@=#+A

#

!"#&

#

$%&

#

%$!

多基因系统发育树
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9

%>

!

+C/DE:421/21;168//-,1/*427;.60=.4:;1
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F
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%

$%&,2*%$!

'
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讨论

本研究从贵州省余庆县茶褐枯病的病害样品

中分离获得与菌株
ĉde/!"#-/"#

高度相似的
&

个菌株'根据柯赫氏法则'确认其为茶褐枯病的致

病菌*基于形态学特征和
%

个基因序列所构建的

系统发育树初步确定菌株
ĉde/!"#-/"#

等为山

茶刺盘孢*

当前'山茶刺盘孢的分类主要依据于形态学结

合多基因系统发育树的方法$

!'

%

*

,6)#3(""*#(

或

;6)*$

7

2"#%#M>L

N

>)#3(""*#(

的病原形态学研究表

明'该菌的菌落形态等受培养条件)寄主等因素影响

而存在一定差异*例如'

;6)*$

7

2"#%#M>L

N

>)#3("8

"*#(

的菌株
A\WR#+,%!

)

A\WR#"-%&

)

A\WR#"-%-

'

以及
,6)#3(""*#(\̂ W\\&>#%$!,

在
R*)

培养基上

的菌落形态和生长速率有着一定的差异$

#$

'

!!

%

*本研

究发现菌株
ĉde/!"#-/"#

在
R*)

上的菌落形态与

;6)*$

7

2"#%#M>L

N

>)#3(""*#(A\WR#+,%!

的菌落形态

相似*通过比较
,6)#3(""*#(

或
;6)*$

7

2"#%#M>L

N

>

)#3(""*#(

菌株在
R*)

)

B[)

或
C@)

培养基上产孢

细胞)分生孢子梗)分生孢子或附着胞等形态'发现它

们的分生孢子和产孢细胞在大小或形状上存在一定

差异*例如'

;6)*$

7

2"#%#M>L

N

>)#3(""*#(

的分生孢子

在
R*)

上的长度大于
B[)

上的长度'但宽度要

小$

'

%

*本研究发现菌株
ĉde/!"#-/"#

的分生孢子大

小为!

##>'

"

!$>,

"

#

1D&>$

"

'>'

#

1

'平均为!

#$>%

E%>%

"

#

1D

!

,>,E"a+

"

#

1

'长宽比
Z&>-

'比
,6)#8

3(""*#(W2LL99

长宽比大*同时'中国江苏分离物

,6)#3(""*#(fC#)&,

的长宽比
Z!a,

'中国云南分离

物
d@!)#

的长宽比
Z&>#

*表明本研究所分离的

,6)#3(""*#( ĉde/!"#-/"#

在分生孢子形态上与

文献具有一定差异$

!#

%

*菌株
ĉde/!"#-/"#

产生

分生孢子梗'与
,6)#3(""*#(fC#)&,

的分生孢子梗

形状相似*此外'附着胞的形态也存在一定的

差异$

#$

%

*

由于山茶刺盘孢在微观形态上存在多样性'给

病原的诊断带来困难*

]3<

等采用
+,-

)

,+.

)甘油

醛
/&/

磷酸脱氢酶!

;+!>?

")谷氨酰胺合成酶

!

;@

")

?*@)/ABC

和
-/0!

进行多基因系统发育树

分析$

#$

%

*

[2:

5

等为了区别炭疽种类和胶孢炭疽的

复合体'则采用
?*@)/ABC

)

+,-

)

;+!>?

)

,+.

)

几丁质合成酶!

,?@8#

")

-/0!

和
;@

基因进行多

基因系统发育树分析$

!#

%

*而本研究对文献所涉及

的基因进行扩增和测序'综合现有模式菌株的基因

序列等信息'选择了
?*@)/ABC

)

-/0!

)

,+.

和

+,-%

个基因进行系统发育树的构建'结果表明菌

株
ĉde/!"#-/"#

与
,6)#3(""*#(]U#,!

自举支持

率为
$-O

'表明菌株
ĉde/!"#-/"#

为
,6)#3(""*8

#(

*本研究发现菌株
ĉde/!"#-/"#

在致病性上与

*37_9:L

等报道有相似之处$

'

%

'菌株
ĉde/!"#-/"#

和
;6)*$

7

2"#%#M>L

N

>)#3(""*#(3L=42J9+!%&'

均可

导致叶和茎部产生病斑'同时'病原只能通过损伤方

+

,"#

+



!"!"

式入侵'无损方式不能产生病症*

[2:

5

等$

!#

%认为

,6)#3(""*#(

为中国茶树炭疽菌的优势种'同时
]3<

等$

#$

%认为
,6)#3(""*#(

也是茶褐枯病的病原菌'因

此'我们认为同种病原菌会引起茶树产生不同的病

害症状'其主要原因可能是与茶树的抗性品种)病害

发生的地理)气候)茶园微生态种群结构等因素相

关*因此'结合分子生物学鉴定结果及形态学特征'

我们确定贵州省余庆县茶区茶褐枯病的病原菌

b̂cd/!"#-/"#

等为
,6)#3(""*#(

*
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