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河南省烟草低头黑病的病原鉴定
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摘要：为了明确引起河南省烟草低头黑病的病原菌，在襄城、舞阳两县采集表现烟草低头黑病症状

的病株，采用组织分离与单孢分离相结合的方法分别获得Ⅰ号和Ⅱ号２个菌株。形态学鉴定结果

表明：在ＰＤＡ培养基上，菌落正面初期呈白色、黄色或灰色等变化，但后期均能产生分生孢子盘、

刚毛、分生孢子梗与分生孢子。ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析结果表明，菌株Ⅰ号和菌株Ⅱ号属于同一个

种，其序列与序列号为ＤＱ２８６１５８．１和 ＨＭ２３１２６６．１的辣椒炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｃａｐｓｉｃｉ）ＩＴＳ
序列同源性分别均为１００％和９９％。因此，河南省烟草低头黑病的病原菌可确定为辣椒炭疽菌

［Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｃａｐｓｉｃｉ（Ｓｙｄ．）Ｂｕｔｌｅｒ　＆Ｂｉｓｂｙ］。
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　　烟草低头黑病多发生于烟株茎、叶部，茎部发病
时一侧先形成直径０．２～０．３ｍｍ的圆形或椭圆形
小黑斑，逐渐向上、向下扩展成下陷条斑，顶芽随之
向有病的一侧弯曲，呈“低头”状，最后全株变黑枯
死，故称“低头黑病”。在我国该病最早发现于潍坊
市，２０世纪５０年代其危害程度不亚于烟草黑胫病，

至９０年代仍是山东烟区第二大根茎病害。１９６３
年，陈瑞泰等首次报道该病病原菌属于半知菌亚门、

炭疽菌属（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ），但种名未定［１］。张广民
等［２］对山东青州低头黑病病原分离物进行单胞分离

培养、形态特征观察、致病性和寄主范围测定，将其
鉴定为辣椒炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｃａｐｓｉｃｉ）的新变

　河南农业科学，２０１３，４２（１１）：８６－８９
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型———辣椒炭疽菌烟草变型［Ｃｏｌｔｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｃａｐｓｉ－
ｃｉ（Ｓｙｄ．）Ｂｕｔｌｅｒ　＆Ｂｉｓｂｙ　ｆ．ｎｉｃｏｔｌａｎａｅ　Ｇ．Ｍ．Ｚｈａｎｇ
＆Ｇ．Ｚ．Ｊｉａｎｇ　ｆ．ｎｏｖ］。河南烟区也曾遭受低头黑病
的危害，１９６４年、１９８０年分别报道长葛县、襄城县有
该病的零星发生［３］，总体上危害较轻。２０１１年８
月，笔者在进行烟田有害生物调查时发现，襄城县和
舞阳县有少量低头黑病疑似病株，发病品种均为中
烟１００，严重地块病株率在２％左右，且呈现危害加
重的趋势。本研究采取形态学观察结合分子生物学
方法对上述病株的病原菌进行鉴定，以期为该病的
准确诊断及对症防治提供理论依据。

１　材料和方法

１．１　植物材料

２０１１年８月从襄城县和舞阳县田间采集具烟
草低头黑病典型症状的疑似病株。

１．２　试验方法

１．２．１　病原菌的分离纯化　将取自襄城、舞阳两地
的病株按常规组织分离法［４］，在无菌条件下分别切取
病部组织，剪成３ｍｍ×３ｍｍ大小的组织块，置于

ＰＤＡ培养基平板上２５℃光／暗（１２ｈ／１２ｈ）培养；分
离纯化后，经单胞分离获得病原菌的纯培养物。从襄
城、舞阳获得的菌株分别编号为Ⅰ号和Ⅱ号。

１．２．２　病原菌的培养性状观察　单孢菌株在ＰＤＡ
培养基上培养５ｄ后，用直径５ｍｍ的打孔器打取
菌 饼，转 接 于 ＰＤＡ 平 板 中 央，２５ ℃ 光／暗
（１２ｈ／１２ｈ）培养，７ｄ后观察菌落特征。

１．２．３　载孢体与分生孢子观察　挑取自然病株和

ＰＤＡ培养基上的病原菌子实体，置于载玻片上，在
光学显微镜下观测载孢体与分生孢子的大小与

形态。

１．２．４　ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列测定及分析　菌株Ⅰ号和
菌株Ⅱ号在ＰＤＡ培养基上培养５～７ｄ后，刮取菌
丝体及上面的小黑点，用ＣＴＡＢ法［５－６］提取 ＤＮＡ，

琼脂糖凝胶电泳检测所提取ＤＮＡ的纯度。利用通
用引物ＩＴＳ１和ＩＴＳ４对ＤＮＡ进行ＰＣＲ扩增，设计

２５μＬ　ＰＣＲ反应体系，反应条件为：９４ ℃预变性

５ｍｉｎ；９４℃变性４５ｓ，５４℃退火４５ｓ，７２℃延伸

１０５ｓ，共３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ。反应
结束后，将扩增产物用１％琼脂糖凝胶进行电泳，

ＢＳＴ－２０Ｍ型凝胶成像系统检测并记录扩增产物的
电泳图谱。将扩增产物送交生工生物工程（上海）股
份有限公司进行序列测定，对测序结果在ＧｅｎＢａｎｋ
中进行ＢＬＡＳＴ比对。使用ＣｌｕｓｔａｌＸ　１．８３软件［７］

对自测序列以及从ＧｅｎＢａｎｋ下载的相关序列进行
比对后，利用 ＭＥＧＡ　５软件［８］以距离法（ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
ｊｏｉｎｉｎｇ法）［９－１１］构建系统发育树。

２　结果与分析

２．１　烟草病株症状
发病初期，茎部出现黑斑，并沿茎的一侧逐渐向

上蔓延至顶芽（图１ａ），由于受害一侧枯萎，顶芽逐
渐向受害一侧弯曲（图１ｂ），最终致全株枯萎死亡。

病部皮层下密生小黑点，即病原菌的分生孢子盘，发
育成熟后突破表皮，病害后期，可见小黑点密集排列
呈椭圆形（图１ｃ）。

２．２　病原菌的培养性状
菌株Ⅰ号和菌株Ⅱ号在ＰＤＡ培养基上的生长

性状不同。菌株Ⅰ号菌落圆形，边缘整齐，菌丝生长
密实，正面初呈白色，渐变为灰白色，绒毛状，分生孢
子盘初期埋生，７ｄ左右突出培养基表面，呈轮纹状
排列，并有灰褐色胶黏物溢出，即分生孢子团（图

１ｄ）；菌落背面浅黄褐色，有零星褐色点状物，５ｄ后
能清晰看见黑色小点粒，即分生孢子盘（图１ｅ）。菌
株Ⅱ号菌落正面初期呈白色、黄色或灰色，菌丝稀
疏，边缘整齐，５ｄ后渐变为灰白色（图１ｆ），背面褐
色，出现散生小黑点，并逐渐增多，以接种点为中心
呈轮状与辐射状排列（图１ｇ）。

２．３　病原菌的子实体特征
菌株Ⅰ号和菌株Ⅱ号子实体特征相同。寄主病

部表皮层下密生小黑点状分生孢子盘，发育成熟后
突破表皮，直径为５６．８～１４９．６μｍ；刚毛深褐色，直
立，散生于分生孢子盘中，３～５个分隔，末端渐细，

大小为（４１．３～２２１．９）μｍ×（２．６～７．７）μｍ（图１ｈ）；

分生孢子梗无色，圆柱形或棒状，密集栅栏状排列
（图１ｉ）；分生孢子无色，单胞，新月形，内含油球，大
小为（１６．１～２８．４）μｍ×（３．６～５．８）μｍ（图１ｊ）。分
生孢子萌发时中部产生一隔膜，于一端或两端产生
芽管，芽管顶端或分枝顶端产生附着胞。

２．４　病原菌ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析
对菌株Ⅰ号和菌株Ⅱ号ｒＤＮＡ－ＩＴＳ进行ＰＣＲ

扩增和序列测定后，利用 ＭＥＧＡ　５软件构建系统发
育树（图２）。结果显示，从襄城县和舞阳县分离到
的２个菌株聚在一起，获得９４％的自展支持率，

且这２条 序 列 与 序 列 号 ＤＱ２８６１５８．１ 和 ＨＭ
２３１２６６．１的ＩＴＳ序列同源性分别为１００％和９９％，

表明从襄城县和舞阳县分离到的２株烟草低头黑病
菌属于同一个种，均为辣椒炭疽菌（Ｃ．ｃａｐｓｉｃｉ）。
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ａ．症状初期；ｂ．症状中期；ｃ．症状后期；ｄ．菌株Ⅰ号菌落正面观；ｅ．菌株Ⅰ号菌落背面观；
ｆ．菌株Ⅱ号菌落正面观；ｇ．菌株Ⅱ号菌落背面观；ｈ．分生孢子盘、刚毛；ｉ．分生孢子梗；ｊ．分生孢子

图１　烟草低头黑病症状及病原特征

Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｃａｐｓｉｃｉ为辣椒炭疽菌；Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｄｅｍａｔｉｕｍ 为黑线炭疽菌；
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｔｒｕｎｃａｔｕｍ 为平头炭疽菌

图２　菌株Ⅰ号和菌株Ⅱ号系统发育树

３　结论与讨论

炭疽菌属的特征主要为分生孢子盘一般生于寄

主表皮下，常产生褐色、有分隔、表面光滑、顶部渐尖
的刚毛；分生孢子梗无色至褐色，具分隔；产孢细胞
无色，圆柱形，以内生芽殖的方式产生分生孢子；孢

８８ 河南农业科学 第４２卷　



子无色、单胞、柱状或新月形，萌发后芽管顶端产生
附着胞［１２］。本试验观察到的菌株Ⅰ号和菌株Ⅱ号
的培养性状、子实体特征与炭疽菌属的属级特征相
一致，测量结果与张广民等［２］、贲海燕［１３］、肖杰文
等［１４］报道的辣椒炭疽菌（Ｃ．ｃａｐｓｉｃｉ）特征相一致。
在２０世纪９０年代之前，炭疽菌属真菌的分类主
要依赖于形态学方法。由于该属真菌的纯培养特
征及孢子和附着胞形态不稳定，且具有广泛的寄
主范围，导致形态分类出现较大的混乱［１５－１６］。随
着分子生物学手段的发展，基于分子标记的系统
学方法被引入该属真菌的分类［１７］，随后得到广泛
的应用［１８－２０］。本试验对供试菌株ｒＤＮＡ－ＩＴＳ进行

ＰＣＲ扩 增 和 序 列 测 定 后，在 ＧｅｎＢａｎｋ中 进 行

ＢＬＡＳＴ比对，以距离法构建系统发育树，结果表
明，供试菌株ＤＮＡ序列与序列号ＤＱ２８６１５８．１和

ＨＭ２３１２６６．１的ＩＴＳ序列同源性分别为１００％和

９９％，其均为Ｃ．ｃａｐｓｉｃｉ。
通过形态学鉴定和分子生物学鉴定证明，引起

河南省烟草低头黑病的病原菌为辣椒炭疽菌［Ｃｏｌ－
ｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ　ｃａｐｓｉｃｉ（Ｓｙｄ．）Ｂｕｔｌｅｒ　＆Ｂｉｓｂｙ］。
致谢：试验得到襄城县、舞阳县烟草分公司的大力支持，

在此表示谢忱。
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