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烟草黑胫病菌生理小种判别及鉴别寄主的筛选
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摘要：为了判别烟草黑胫病菌生理小种并对鉴别寄主进行筛选．采用菌丝块无创伤贴接法判别１０个不同
来源的烟草黑胫病菌对ＮＣ１０７１、Ｌ８、Ｆｌｏｒｉｄａ３０１、小黄金１０２５等４个鉴别品种的致病力．通过调查烟草
黑胫病菌侵染鉴别寄主情况，将这１０株来源不同的黑胫病菌划分为两类，其中６个菌株属于１号生理小
种，４个菌株属于０号生理小种．用红花大金元、ＮＣ８２、ＫＲＫ２６和Ｋ３２６等４个烟草品种通过菌丝块无创
伤贴接法进行筛选．结果表明，红花大金元可以代替小黄金１０２５作为感病品种，用于鉴定黑胫病菌生理
小种的类型．
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　　烟草黑胫病是烤烟生产过程中的主要真菌性病
害之一，且分布非常广泛［１］，其病原菌烟草寄生

疫霉 （Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐａｒａｓｉｔｉｃａｖａｒ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）对烟
草的危害极大，会导致无法挽回的经济损失．而研
究烟草黑胫病菌生理小种的判别及鉴别寄主的筛选

有助于明确黑胫病原生理分化情况，进而为烟草黑

胫病的防治提供理论依据．１８９６年，烟草黑胫病
首次在印尼爪哇烟草中发现［２］；１９５０年，在我国
黄淮烟区也发现了该病，之后蔓延至其他烟

区［３－８］．随着分子生物学技术的发展及其研究的深



入，愈来愈多研究者发现烟草黑胫病的致病性并不

是相对稳定的．例如：Ｌｕｃａｓ［９］报道了一个弱致病
力菌系，随后有研究者也陆续发现烟草黑胫病菌在

致病力上存在一定的差异；１９５７年以来，国内外
专家学者［６］开始对烟草黑胫病的生理专化性进行

研究；１９６２年，Ａｐｐｌｅ［１０］把对 Ｎ．ｐｌｕｍｂａｇｉｔｎｉｆｏｌｉａ
无致病力的菌系定为０号小种，高度致病力的菌系
定为１号小种；其他研究者发现，烟草黑胫病菌０
号小种对 Ｌ８、ＮＣ１０７１、Ｎ．ｎｕｄｉｃａｕｌｉｓ、Ｎ．ｐｌｕｍ
ｂａｇｉｎｉｆｏｌｉａ和 Ｋ３２６无致病力或仅有弱致病力，但
对小黄金１０２５具有一定致病力．此外，我国生理
小种的分布研究开始于２０世纪８０年代，０号生理
小种主要分布在我国的山东省、贵州省、云南省、

湖北省、河南省、陕西省、安徽省、福建省、湖南

省、四川省，１号生理小种主要分布在我国的辽宁
省［１１］．１９７３年，Ｌａｍｐｒｅｃｈｔ等［１２］采用类似方法，

以Ｄｅｌｃｒｅｓｔ２０２烟草品种接种后的不同反应，在南
非鉴定出２号小种；１９７８年，Ｍｃｌｎｔｙｒｅ等［１３］选用

几种特定烟草品种并结合某些培养性状和生理生化

特性，在美国将康涅狄格菌系０号和１号生理小种
区分开来，定为３号生理小种．截至目前，烟草疫
霉菌在全世界已发现的生理种有 ０、１、２、３
号［１４］．此外，李梅云［１５］、李斌等［１６］、苗圃等［１７］

主要通过 ＴＴＺ颜色反应、ＴＴＣ颜色反应和鉴别寄
主法鉴别黑胫病菌生理小种类型．而本研究拟采用
菌丝块无创伤贴接法来判别黑胫病菌生理小种类型

及致病性，旨在为抗病育种、栽培和植物保护等方

面控制该病害提供参考依据．

１　材料与方法

１１　供试菌种
烟草黑胫病菌由云南省烟草农业科学研究院微

生物学实验室提供，编号 １、２、３、４、５、６、７、
８、９、１０分别代表菌株 ＱＪＳ８０４（分离自曲靖市师
宗县五龙乡样品）、ＢＳＳＤＤ６（分离自保山市施甸
县万兴乡样品）、ＣＸＳＬ（分离自楚雄州双柏县大庄
样品）、ＤＬＸＹ（分离自大理州祥云县禾甸镇样
品）、ＣＸＬＴ（分离自楚雄州禄丰县仁兴镇样品）、
ＹＸＪＨＤ（分离自玉溪市江川区九溪镇样品）、ＹＸ
ＨＮ０６（分离自玉溪市红塔区高仓镇样品）、ＤＣ
ＷＳ０３（分离自迪庆州香格里拉市上江乡样品）、
ｅＸＳＢＤ４０（分离自昭通市巧家县老店镇样品）、ｇｈ２

（分离自临沧市耿马县勐永镇样品）．
１２　供试品种

鉴别寄主：Ｌ８、ＮＣ１０７１、Ｆｌｏｒｉｄａ３０１、小黄金
１０２５；对 照 烤 烟 品 种：红 花 大 金 元、Ｋ３２６、
ＫＲＫ２６、ＮＣ８２．以上烤烟品种均由云南省烟草农
业科学研究院提供．
１３　培养基制备

称取燕麦片３０ｇ，加入６００ｍＬ水，沸水浴上
加热并不断搅拌１ｈ，双层纱布过滤，弃掉过滤物，
滤液备用．称取琼脂粉１７～２０ｇ置于１０００ｍＬ烧
杯中，加入２００ｍＬ水，玻璃棒搅拌均匀，与滤液
充分混匀，加水补足 １０００ｍＬ，趁热分装灭菌，
１２１℃高压蒸气灭菌２０ｍｉｎ．
１４　烟苗准备

将Ｌ８、ＮＣ１０７１、Ｆｌｏｒｉｄａ３０１、小黄金１０２５、红
花大金元、Ｋ３２６、ＫＲＫ２６、ＮＣ８２这８个品种放入
漂浮盘进行育苗，在播种１个月时剪去叶片的１／２
以上，７ｄ后进行第２次剪叶，剪叶７ｄ后移栽至
温室大棚培养．
１５　黑胫病病菌接种体制备

挑取甘油管中保存的１０个菌株各１环，接种
在燕麦培养基平板中间，置于２８℃恒温培养箱培
养５ｄ，将活化的黑胫病菌置于燕麦培养基中，每
个菌株接种５皿，在２８℃培养箱中培养７ｄ．
１６　烟苗移栽

将烟苗移栽至装有栽培土的花盆中，并放置于

温室大棚中，定期浇水．设置８个处理，每个处理
６株，３次重复．
１７　黑胫病菌接种

将燕麦培养基中的黑胫病菌菌丝用无菌解剖刀

分割成４ｍｍ×４ｍｍ小块，将菌丝块贴接于烟苗的
茎基部，菌丝块用脱脂棉包裹住，并向脱脂棉滴加

少量蒸馏水，使其完全湿润，以保证菌丝体正常生

长，并设置培养基块接种作对照［１８］．
１８　病情调查

接种３ｄ后，以株为单位调查并记录各烟株发
病情况，共调查１４ｄ．病害严重度分级及调查方法
参照国标 《烟草病虫害分级及调查方法》 （ＧＢ／Ｔ
２３２２２—２００８）［１９］进行．
１９　生理小种鉴别

通过分析各鉴别寄主的发病情况，计算病情指

数 （简称病指），公式如下：
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病情指数 ＝∑（各级病株数 ×该病级数）
调查总株数 ×最高病级数 ×１００．

根据烟草品种抗病性鉴定标准［２０］判断抗感性，

其中：高抗或免疫 （ＨＲ），病指为０；抗病 （Ｒ），
病指为０１～２０；中抗 （ＭＲ），病指为２０１～４０；
中感 （ＭＳ），病指为４０１～６０；感病 （Ｓ），病指
为６０１～８０；高感 （ＨＳ），病指为８０１～１００．黑
胫病菌生理小种的划分参照表１．

表１　不同生理小种在鉴别寄主上的反应

寄主名称 ０号小种 １号小种 ２号小种 ３号小种

ＮＣ１０７１ Ｒ Ｓ － Ｒ

Ｌ８ Ｒ Ｓ Ｒ ＭＲ

Ｆｌｏｒｉｄａ３０１ Ｒ Ｒ Ｒ Ｒ

小黄金１０２５ Ｓ Ｓ Ｓ Ｓ

２　结果与分析

２１　黑胫病菌侵染不同品种烟株的发病情况
　　将鉴别寄主 Ｌ８、小黄金 １０２５、Ｆｌｏｒｉｄａ３０１、
ＮＣ１０７１被不同黑胫病菌侵染后的致病情况列入
表２．由表２可看出，鉴别寄主被黑胫病菌侵染
后分别表现出不同的感病情况，其中：Ｌ８对编号
为１、２、３、４、５、８、９的黑胫病菌表现为感
病，对编号为６、７、１０的黑胫病菌表现为抗病；
小黄金１０２５对 １０个黑胫病菌全部表现为感病；
Ｆｌｏｒｉｄａ３０１除对编号为 ９的黑胫病菌表现为感病
外，对其他 ９个黑胫病菌表现为抗病；ＮＣ１０７１
对编号为 １、２、３、４、５、８的黑胫病菌表现为
感病，对编号为６、７、９、１０的黑胫病菌表现为
抗病．

表２　鉴别寄主被不同黑胫病菌侵染后的致病情况

品种 菌株
病级

９ ７ ５ ３ １ ０
病指 抗感

Ｌ８

１ ３ ０ １ １ １ ０ ６６６７ Ｓ
２ ３ ０ １ １ １ ０ ６６６７ Ｓ
３ ２ ０ １ ０ ０ ３ ４２５９ Ｓ
４ ２ ０ １ １ １ １ ５０００ Ｓ
５ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
６ ２ ０ ０ ０ ０ ４ ３３３３ Ｒ
７ ２ ０ ０ １ １ ３ ３４９２ Ｒ
８ ５ ０ ０ １ １ ０ ７７７８ Ｓ
９ ４ ０ ０ ２ ２ ０ ６１１１ Ｓ
１０ １ ０ １ ２ ２ ２ ３０５６ Ｒ

小黄金１０２５

１ ３ ０ ０ １ ０ ２ ５５５６ Ｓ
２ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
３ ２ １ １ １ ０ １ ６１１１ Ｓ
４ １ １ １ ３ ０ １ ４７６２ Ｓ
５ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
６ ４ ０ ０ ０ ０ ２ ６６６７ Ｓ
７ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
８ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
９ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
１０ ３ １ ０ ０ ０ ２ ６２９６ Ｓ

Ｆｌｏｒｉｄａ３０１

１ ０ ０ ０ ０ ０ ６ ０００ Ｒ
２ １ ０ ０ ０ ０ ５ １６６７ Ｒ
３ ０ ０ ０ ０ ０ ６ ０００ Ｒ
４ １ ０ ０ １ ２ ２ ２５９３ Ｒ
５ １ ０ １ ０ ０ ４ ２５９３ Ｒ
６ ０ ０ ０ ０ ０ ６ ０００ Ｒ
７ １ ０ ０ ０ ０ ５ １６６７ Ｒ
８ ２ ０ ０ １ ０ ３ ３８８９ Ｒ
９ ２ ０ ０ ２ ０ ２ ４４４４ Ｓ
１０ ０ ３ ０ ０ ０ ３ ３８８９ Ｒ
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续表２

品种 菌株
病级

９ ７ ５ ３ １ ０
病指 抗感

ＮＣ１０７１

１ ５ ０ １ ０ ０ １ ７９３７ Ｓ
２ ４ ０ ０ ０ ０ ２ ６６６７ Ｓ
３ ３ ０ １ ０ ０ ２ ５９２６ Ｓ
４ ３ ０ １ ２ １ ０ ６１９０ Ｓ
５ ３ １ ０ ０ １ １ ６４８１ Ｓ
６ １ ０ ０ １ ２ ２ ２５９３ Ｒ
７ １ ０ １ ２ ０ ２ ３７０４ Ｒ
８ ４ ０ ０ ０ ０ ２ ６６６７ Ｓ
９ ２ ０ ０ ０ ０ ２ ５０００ Ｒ
１０ ０ ０ ０ ３ ０ ３ １６６７ Ｒ

２２　黑胫病菌生理小种的判别
不同黑胫病菌对鉴别品种的抗感性统计列入表

３．由表３可知，１０个黑胫病菌鉴定为２个不同的
生理小种，其中６个菌株为１号生理小种，４个菌

株为０号生理小种．属于黑胫病１号生理小种的菌
株有：ＤＣＷＳ０３、ＣＸＬＴ、ＤＬＸＹ、ＣＸＳＬ、ＱＪＳ８０４、
ＢＳＳＤＤ６，属于０号生理小种的有 ｇｈ２、ｅＸＳＢＤ４０、
ＹＸＨＮ０６、ＹＸＪＨＤ．

表３　不同黑胫病菌对鉴别品种的抗感性统计

　　　　　　菌株　　　　　　 　　　　　　　　　　鉴别寄主抗感性　　　　　　　　　　

编号 简称 Ｌ８ 小黄金１０２５ Ｆｌｏｒｉｄａ３０１ ＮＣ１０７１
生理小种

１ ＱＪＳ８０４ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ １

２ ＢＳＳＤＤ６ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ １

３ ＣＸＳＬ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ １

４ ＤＬＸＹ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ １

５ ＣＸＬＴ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ １

６ ＹＸＪＨＤ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ ０

７ ＹＸＨＮ０６ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ ０

８ ＤＣＷＳ０３ Ｓ Ｓ Ｒ Ｓ １

９ ｅＸＳＢＤ４０ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ ０

１０ ｇｈ２ Ｒ Ｓ Ｒ Ｒ ０

２３　黑胫病菌对不同栽培品种烟株的发病情况
栽培品种 ＫＲＫ２６、红花大金元、ＮＣ８２、Ｋ３２６

在不同黑胫病菌侵染下的致病情况列入表４．由表
４可看出，不同栽培品种被黑胫病菌侵染后分别表
现出不同的感病情况，其中：ＫＲＫ２６对编号为１、
５、６、８、９、１０的黑胫病菌表现为感病，对编号
为２、３、４、７的黑胫病菌表现为抗病；红花大金
元对１０个黑胫病菌全部表现为感病；ＮＣ８２对编号
为１、３、６、７、８、１０的黑胫病菌表现为感病，对
编号为２、４、５、９的黑胫病菌表现为抗病；Ｋ３２６
对编号为１、２、５、８、９、１０的黑胫病菌表现为感
病，对编号为３、４、６、７的黑胫病菌表现为抗病．
２４　栽培品种中黑胫病菌鉴别寄主的筛选

通过对比表２和表４栽培品种和鉴别寄主被黑

胫病菌侵染后的感病情况，发现栽培品种红花大金

元与鉴别寄主小黄金１０２５的感病情况一致，因此
可将红花大金元作为感病品种用于黑胫病菌０号和
１号生理小种的鉴定．

３　讨论与结论

３１　讨论
作为判别黑胫病菌生理小种类别的鉴别寄主需

要具备的条件有：鉴别能力、抗感分明、反应灵敏

稳定、重复性好［２１］．根据国内外鉴定黑胫病菌生
理小种类型的试验来看，本试验选用的４个鉴别寄
主Ｌ８、小黄金 １０２５、Ｆｌｏｒｉｄａ３０１、ＮＣ１０７１具有明
显的鉴别能力，从其发病情况可以直观地判别黑胫

病菌生理小种类型，满足试验需求．
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表４　不同黑胫病菌在栽培品种上的致病情况

品种 菌株
病级

９ ７ ５ ３ １ ０
病指 抗感

ＫＲＫ２６

１ ３ ０ ０ ２ ０ １ ６１１１ Ｓ
２ ２ ０ ０ １ ０ ３ ３８８９ Ｒ
３ ０ ０ ０ ０ ０ ６ ０００ Ｒ
４ ０ ０ ０ ３ ０ ３ １６６７ Ｒ
５ ４ ０ ０ １ ０ １ ７２２２ Ｓ
６ ３ ０ ０ ０ ０ ３ ５０００ Ｓ
７ １ ０ ０ ０ １ ４ １８５２ Ｒ
８ ３ ０ １ １ ０ １ ６４８１ Ｓ
９ ２ １ ２ ０ １ ０ ６６６７ Ｓ
１０ ５ ０ ０ ０ １ ０ ８５１９ Ｓ

红花大金元

１ ３ ０ ０ ０ １ ２ ５１８５ Ｓ
２ ５ ０ ０ ０ １ ０ ８５１９ Ｓ
３ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
４ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
５ ６ ０ ０ ０ ０ ０ １０００ Ｓ
６ ４ １ ０ ０ ０ １ ７９６３ Ｓ
７ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
８ ５ ０ ０ ０ ０ ０ １００００ Ｓ
９ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
１０ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ

ＮＣ８２

１ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
２ ２ ０ ０ １ ０ ３ ３８８９ Ｒ
３ ２ ０ １ ０ ０ ３ ４２５９ Ｓ
４ １ ０ １ ２ ０ ２ ３７０４ Ｒ
５ １ ０ ０ ０ １ ４ １８５２ Ｒ
６ ３ ０ ０ １ ０ ２ ５５５６ Ｓ
７ ４ ０ ０ ０ ０ ２ ６６６７ Ｓ
８ ５ ０ ０ ０ ０ １ ８３３３ Ｓ
９ ２ ０ ０ ０ １ ３ ３５１９ Ｒ
１０ ３ ０ ０ ０ １ ２ ５１８５ Ｓ

Ｋ３２６

１ ３ ０ ０ １ １ １ ５７４１ Ｓ
２ ３ ０ ２ １ ０ ０ ７４０７ Ｓ
３ ２ ０ １ ０ ２ ２ ３９６８ Ｒ
４ １ ０ １ ２ １ １ ３８８９ Ｒ
５ ４ ０ １ ０ ０ １ ７５９３ Ｓ
６ ２ ０ １ ０ ０ ４ ３６５１ Ｒ
７ １ １ ０ ０ ３ １ ３５１９ Ｒ
８ ３ ０ ０ ０ １ ２ ５１８５ Ｓ
９ ２ １ １ ０ ２ ０ ５９２６ Ｓ
１０ ４ ０ ０ １ １ ０ ７４０７ Ｓ

　　分析不同黑胫病菌侵染烟草栽培品种后的感病
情况，发现ＫＲＫ２６对编号为６、９、１０的０号生理
小种和编号为１、５、８的１号生理小种均表现为感
病，对编号为７的０号生理小种和编号为２、３、４
的１号生理小种均表现为抗病．ＮＣ８２及 Ｋ３２６在
不同黑胫病菌侵染后均呈现与 ＫＲＫ２６一样的发病
情况，因此不可将这３个栽培品种作为鉴别寄主．

通过对比表１、表２和表３可以发现，鉴别寄
主Ｌ８和Ｆｌｏｒｉｄａ３０１对编号为９的０号黑胫病菌生
理小种表现为感病，该结论与黑胫病菌生理小种的

划分结果 （参照表１）不符．由此可见，菌丝块无
创伤贴接法可能受外界条件影响，致使烟株表现出

不同的感病情况．例如Ｋ３２６、ＮＣ８２会对不同类型
的生理小种表现出不同的感抗性，因此不同黑胫病
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菌生理小种侵染这两个抗病品种后会表现出不同的

感病情况．近年来，分子生物学方法极大地帮助了
生理小种的鉴定［２２］．因此，有必要将分子生物学
与传统方法相结合，才能对烟草黑胫病菌生理小种

进行更加深入的研究．
３２　结论

采用菌丝块无创伤贴接法对１０个黑胫病菌进行
生理小种判别结果表明，６个菌株属于１号生理小
种，４个菌株属于 ０号生理小种．栽培烤烟品种
ＫＲＫ２６、ＮＣ８２、Ｋ３２６在被１０个不同黑胫病菌侵染
后均未呈现出感病症状，而栽培品种红花大金元与鉴

别寄主小黄金１０２５的发病情况一致，因此可以将红
花大金元用于黑胫病菌０号和１号生理小种的鉴定．
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