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烟草未知叶斑病叶际真菌分离鉴定
及其叶际真菌碳代谢特征
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摘　 要　 为诊断贵州省遵义市道真县烟田的一未知病害，了解其叶际微生态特征，采用组织分离法对其叶际

真菌进行分离纯化及分子生物学鉴定，依据柯赫氏法则验证致病菌，采用扩增子测序技术对其叶际微生物群

落组成与多样性进行分析，采用 Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 微平板法研究其叶际微生物的代谢活性。 结果表明，使用组织分

离法从感病烟叶组织上共分离到 １０ 个菌属的 ２４ 株真菌，致病力验证结果表明间座壳属（Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ）真菌具有

致病性，基于 ＩＴＳ、ＨＩＳ 和 ＴＥＦ１⁃α 基因序列构建联合系统发育树并结合形态学鉴定结果，揭示引起该烟草叶斑

病的病原为榆树间座壳菌（Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｅｒｅｓ）。 扩增子测序结果显示，健康和感病烟叶叶际优势真菌属均为布勒

酵母属（Ｂｕｌｌｅｒａ）（相对丰度分别为 ２２． ８９％ 、１０． ３３％ ）和纖柔菌属（Ａｂｒｏｔｈａｌｌｕｓ） （４４． ０１％ 、４１． ２１％ ）。 感病烟

叶与健康烟叶真菌群落的多样性指数无显著差异，感病烟叶的丰富度指数低于健康烟叶。 功能预测结果表

明，感病烟叶组织中的植物病原菌类群相对丰度高于健康组织。 碳源代谢发现，健康烟叶叶际微生物碳源代

谢能力强于感病烟叶，健康烟叶叶际微生物对 ２８ 种碳源具有较强的代谢能力；感病烟叶叶际微生物对 １２ 种

碳源有较高的代谢能力。 该烟草未知叶斑病由榆树间座壳菌引起，叶际微生物还包含链格孢属、织球壳属、短
梗霉属、棒孢属等致病菌，结果揭示了该未知烟草叶斑病的叶际真菌微生态特征。
关键词　 扩增子测序；间座壳属（Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ）；致病力；真菌群落；碳源代谢
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　 　 烟草作为我国广泛种植的叶用经济作物，在
生长发育过程中常常受到多种病原菌的侵染从而

导致病害发生。 烟草叶斑类病害是叶部主要病

害，常对烟草烟叶生产造成严重影响［１］ 。 常见叶

斑类病害包括赤星病［２］ 、靶斑病［３］ 、白粉病［４］ 、角
斑病［５］等。 烟草叶斑类病害的发生，往往伴随叶

际微生物群落结构组成的改变。 Ｘｉａｎｇ 等［６］ 采用

传统分离培养法和柯赫氏法则对烟草叶际微生物

及潜在病原菌分析发现，分离出的炭疽菌属（Ｃｏｌ⁃
ｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ）、炭角菌属（Ｘｙｌａｒｉａ）、棒孢属（Ｃｏｒｙｎｅｓ⁃
ｐｏｒａ）、拟盘多毛孢属（Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ）、链格孢属（Ａｌ⁃
ｔｅｒｎａｒｉａ）、附球菌属（Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ）、茸球壳属（Ｂｙｓ⁃
ｓｏｓｐｈａｅｒｉａ）、茎点霉属（Ｐｈｏｍａ）和间座壳属（Ｄｉａ⁃
ｐｏｒｔｈｅ）等叶际真菌均可致烟叶发病。 叶果等［７］ 采

用组织分离法分离烟草未知叶斑病病原菌，结合

形态学观察与多基因序列分析进行病原物鉴定，
通过柯赫氏法则验证其致病力，并测定其生物学

特性，最终确定病原菌为喀斯特炭疽菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉ⁃
ｃｈｕｍ ｋａｒｓｔｉｉ）。 已有研究表明，烟草叶斑类病害的

发生与叶际微生物群落结构组成密切相关。 刘畅

等［８］对烟草赤星病叶际微生物群落结构与多样性

的研究发现，感病烟叶叶际主要优势真菌为链格

孢属，叶际真菌群落结构与多样性均低于健康烟

叶。 孙美丽等［９］ 研究发现，感染靶斑病烟叶叶际

优势真菌为亡革菌属（Ｔｈａｎａｔｅｐｈｏｒｕｓ）、Ｓｔａｇｏｎｏｓ⁃
ｐｏｒｏｐｓｉｓ、链格孢属、亚隔孢壳属（Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ）；健康

烟叶的优势真菌属为链格孢属、异壳二孢属（Ｎｅｏ⁃
ａｓｃｏｃｈｙｔａ）、亚隔孢壳属（Ｄｉｄｙｍｅｌｌａ）和枝孢属（Ｃｌａ⁃
ｄｏｓｐｏｒｉｕｍ）。 叶斑病病原菌的诊断通常采用组织

分离培养法，但该方法检测结果的准确性常会受

到组织消毒方式、培养介质和培养条件等因素的

影响。 而扩增子高通量测序技术可从微观层面解

析感染叶斑病烟叶与健康烟叶叶际细菌和真菌的

菌群结构差异，近年来该技术已被广泛应用于烟

草叶斑类病害叶际微生态特征的研究［１０］ 。 贵州省

烟草科学研究院植物保护团队于 ２０２４ 年 ７ 月在贵

州省遵义市道真县烟田发现一未知叶斑类病害，
该病害病斑初始为不规则褐色，发病后期病斑扩

大为不规则多边形，外缘呈褐色，向内过渡为白

色，中央部分有肉眼可见的黑色孢子。 该病斑形

态与烟草赤星病、靶斑病等常见烟草叶斑病病斑

形态存在显著差异。 为了解烟草叶斑类病害的病

原菌种类及其叶际微生态特征，本研究对田间采

集的感病烟叶进行叶际真菌分离，并对分离菌株

进行致病性测定及分子生物学鉴定，同时对烟叶

叶际真菌菌群结构和叶际微生物碳源代谢功能进

行分析，旨在明确该病害病原菌的种类，进而为其

病害灾变规律和防控技术研究提供参考。

０４ 　 　 　 　 　 　 　 　 　 微　 生　 物　 学　 杂　 志　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 ４６ 卷



１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 供试材料　 ２０２４ 年 ７ 月从贵州省遵义市

道真县种植的云烟 ８７ 烟田中采集 ８ 份烟草叶斑

病标本（图 １）。 随机在挑选的发病烟株上，采集

健康叶片和典型感病的叶片，用已消毒的剪刀剪

取叶片感病与健康部位样品各 １． ５ ～ ３． ０ ｇ，装入

５０ ｍＬ 无菌离心管中，同一处理设置 ４ 次重复并

做好标记。 样品编号见表 １。

图 １　 烟草叶斑病典型症状

Ｆｉｇ． １　 Ｔｙｐｉｃａｌ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｆ ｓｐｏｔ ｄｉｓｅａｓｅ

表 １　 样品采集信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ

组织类型 分组 样品编号

健康叶片组织 ＤＺＪ ＤＺＪ１
ＤＺＪ２
ＤＺＪ３
ＤＺＪ４

感病叶片组织 ＤＺＢ ＤＺＢ１
ＤＺＢ２
ＤＺＢ３
ＤＺＢ４

１． １． ２　 培养基　 马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）培养

基：马铃薯 ２００ ｇ， 葡萄糖 ２０ ｇ， 琼脂 １８ ｇ， 蒸馏水

定容至 １ ０００ ｍＬ。
１． １． ３　 主要试剂与仪器设备 　 Ｐｒｅｍｉｘ Ｔａｑ（ＥＸ
Ｔａｑ Ｖｅｒｓｉｏｎ ２． ０ Ｐｌｕｓ Ｄｙｅ）、ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ、
ＤＮＡ 裂解液 Ｂｕｆｆｅｒ（宝生物工程有限公司）。 ＰＣＲ
仪（Ａｌｐｈａ⁃ＳＥ，美国 ＡＢＩ 公司）；电泳仪（ＤＹＹ⁃６Ｃ，
北京六一仪器厂）； Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 碳源代谢板及

Ｂｉｏｌｏｇ ＧＥＮ Ⅲ ＯｍｎｉＬｏｇ 全自动微生物鉴定系统

（ ＧＥＮＩＩＩＯｍｎｉＬｏｇＩＩＣｏｍｂｏＰｌｕｓ， 美 国 ＢＩＯＬＯＧ 公

司）；生化培养箱（ ＳＰＸ⁃２５０Ｂ⁃Ｚ，上海博迅实业有

限公司医疗设备厂）；人工气候箱（ＬＥＤＲ⁃６００，宁
波扬辉仪器有限公司）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 病原真菌的分离与纯化 　 从田间采集的

４ 份感病烟叶样品中选取少量烟叶组织，将其切

成 ５ ｍｍ ×５ ｍｍ 小块，使用无菌镊子将其接种于

ＰＤＡ 培养基，置于 ２５ ℃真菌培养箱中黑暗培养。
４ ｄ 后用无菌接种针挑取菌落边缘新鲜菌丝进行

纯化培养，并将纯化后的分离株接种于 ＰＤＡ 培养

基斜面，４ ℃保存备用。
１． ２． ２　 病原真菌的分子生物学鉴定 　 挑取生长

３ ｄ 的新鲜菌丝置于盛有 ２０ μＬ ＤＮＡ 裂解液的

１． ５ ｍＬ无菌离心管中，使用引物 ＩＴＳ１ （５′⁃ＴＣＣＧ⁃
ＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ⁃３′）和 ＩＴＳ４（５′⁃ＴＣＣＴＣＣＧＣ⁃
ＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ⁃３′）对真菌 ＩＴＳ 序列进行聚合酶

链式反应扩增。 ＰＣＲ 扩增体系和程序参照文献

［１１］的方法。 利用 １． ５％的琼脂糖凝胶对扩增后

ＰＣＲ 产物进行检测，检测合格后送至生工生物工

程（上海）股份有限公司测序，将测序结果上传至

ＮＣＢＩ 数据库进行 ＢＩＡＳＴ 比对，确定分离得到的真

菌种类。
１． ２． ３　 致病力验证　 在各菌属中挑选代表性菌

株采用柯赫氏法则进行致病性测定。 使用无菌

打孔器在待测真菌菌落边缘打取直径 ５ ｍｍ 的菌

碟，用一次性无菌注射器避开叶脉对叶片中上部

做刺伤处理，使用无菌接种针将菌碟菌丝面覆盖

在刺伤处，以润湿脱脂棉在叶柄基部对叶片进行

保湿培养。 每株菌株接种 ３ 张叶片，每张叶片对

称接种 ２ 个菌碟。 接种完成后将叶片放入人工

气候箱，温度 ２８ ℃、相对湿度 ８０％ （ ± ５％ ）、光
周期 Ｌ∶Ｄ ＝ １２ ｈ∶１２ ｈ 条件下培养。 ７ ｄ 后观察并

记录叶片的发病情况以评估真菌的致病性。 另选

取离体叶片上的致病菌进行活体烟株的致病力验

证，进一步确认病原菌。 重新分离发病叶片的病

原菌，对其进行形态学鉴定，使用引物ＲＰＢ２⁃５Ｆ
（ ５′⁃ＧＡＹＧＡＹＭＧＷＧＡＴＣＡＹＴＴＹＧＧ⁃３′）、 ＲＰＢ２⁃７ＣＲ
（ ５′⁃ＣＣＣＡＴＲＧＣＴＴＧＹＴＴＲＣＣＣＡＴ⁃３′）、 ＥＦ１⁃７２８Ｆ
（５′⁃ＣＡＴＣＧＡＧＡＡＧＴＴＣＧＡＧＡＡＧＧ⁃３′） 以 及 ＥＦ１⁃
９８６Ｒ （ ５′⁃ＴＡＣＴＴＧＡＡＧＧＡＡＣＣＣＴＴＡＣＣ⁃３′） 扩 增

ＲＰＢ２ 和 ＴＥＦ１⁃α 区域的基因序列［１２］， ＰＣＲ 扩增

体系 和 程 序 参 照 文 献 ［１３］ 的 方 法。 采 用

ＭＥＧＡ１１． ０ 软件通过邻接法构建系统发育树，以

１４３ 期　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　



确定病原菌种类。
１． ２． ４　 叶际微生物 ＤＮＡ 提取及扩增子测序　 将

田间取样获得的健康与感病烟叶组织于 － ８０ ℃
冰箱中保存，２０２４ 年 ７ 月使用干冰将样品送至北

京诺禾致源科技股份有限公司进行叶际微生物

ＤＮＡ 提取及扩增子高通量测序。 采用 ＣＴＡＢ
（Ｃｅｔｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌａｍｍｏｎｉｕｍ Ｂｒｏｍｉｄｅ）法［１４］ 进行烟叶

叶际微生物基因组 ＤＮＡ 的提取，用琼脂糖凝胶

电泳检测样品 ＤＮＡ 的纯度。 将提取的 ＤＮＡ 置

于离心管中，用无菌水稀释至 １ ｎｇ ／ μＬ，以此为模

板，使用引物 ＩＴＳ１⁃５Ｆ⁃Ｆ（５′⁃ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧ⁃
ＴＡＡＣＡＡＧＧ⁃３′） 和 ＩＴＳ１⁃１Ｆ⁃Ｒ （５′⁃ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴ⁃
ＴＡＧＡ⁃ＧＧＡＡＧＴＡＡ⁃３′）对真菌进行聚合酶链式反

应扩增；参考文献［１５］的方法进行多样性测序与

分析，以上过程均由北京诺禾致源科技股份有限

公司完成。 对扩增产物进行等量混样和纯化后，
构建 ＩＴＳ 基因文库，利用 ＩｏｎＳ５ＴＭＸＬ 平台进行测

序分析。
１． ２． ５　 烟叶叶际微生物碳源代谢功能 　 分别从

烟叶样品中剪取健康与感病烟叶各 １ ｇ，将其分别

加入盛有 ５０ ｍＬ ０． ８５％ 无菌生理盐水的锥形瓶

中，１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 振荡培养 １２０ ｍｉｎ。 静置 １５ ｍｉｎ 后

取上清液加入 Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 碳源代谢板中，每孔

１００ μＬ，并以稀释 １０ 倍后上清液作为对照。 将接

种的 Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 碳源代谢板置于 ＯｍｎｉＬｏｇ 培养箱

中 ２５ ℃孵育 ５ ｄ，每隔 １５ ｍｉｎ 由 Ｏｍｎｉｌｏｇ 系统读

数 １ 次。 ＯｍｎｉｌＬｏｇ 读数的大小反映微生物群落代

谢能力的强弱。 Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 板含有 ３１ 种碳源，按
其代谢特征和化学结构可分为 ６ 大类：碳水化合

物类（７ 种）、氨基酸类（６ 种）、醇类（３ 种）、胺类

（３ 种）、酸类（８ 种）和酯类（４ 种）。 调查记录 ０ ～
１６８ ｈ 烟叶叶际微生物在 Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 平板上的代

谢读数［１６］。
１． ２． ６ 　 数据处理与统计分析 　 采用 ＩＢＭ ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｖ． ２１ 进行单因素方差分析，利用Ｏｆｆｉｃｅ
２０１０ Ｅｘｃｅｌ 进行数据分析处理，利用 Ｈｅｍｌ １． ０ 构

建叶际微生物碳源代谢热图。

２　 结果与分析

２． １　 病际真菌的分离鉴定和致病性

从感病烟叶组织中共分离到 １０ 个菌属的 ２４
株真菌，其中部分真菌的菌落形态如图 ２ 所示。 通

过分子生物学鉴定，共获得木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ）真
菌 １２ 株 （占比 ５０． ００％）、间座壳属真菌 ３ 株

（１２． ５％）、 镰 刀 菌 属 （ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ） 真 菌 ２ 株

（８． ３３％）、曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ）真菌 １ 株（４． １７％）、
葡萄座腔菌属（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ） 真菌 １ 株（４． １７％）、
隔孢球壳属（Ｄｉｄｙｍｏｓｐｈａｅｒｉａ） 真菌 １ 株（４． １７％）、
耙齿菌属（Ｉｒｐｅｘ） 真菌 １ 株（４． １７％）、盘菌科（Ｐｅｚ⁃
ｉｚａｃｅａｅ）真菌 １ 株（４． １７％）、拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐ⁃
ｓｉｓ） 真菌 １ 株（４． １７％）、栓菌属（Ｔｒａｍｅｔｅｓ ）真菌 １
株（４． １７％）（表 ２）。

表 ２　 分离培养菌株

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｓｏｌａｔｅｄ ａｎｄ ｇｌｔｕｒｅｄ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株名称 所属科属 菌株数量 ／ 株 菌株编号及序列号

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ． 曲霉属（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ） １ ＤＺ２２（ＰＱ４６００３８）

Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ ｓｐ． 葡萄座腔菌属（Ｂｏｔｒｙｏｓｐｈａｅｒｉａ） １ ＤＺ２０（ＰＱ４６００３６）

Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ． 间座壳属（Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ） ３ ＤＺ６（ＰＱ４６００２７）、ＤＺ１１（ＰＱ４６００３０）、ＤＺ１５⁃Ｂ（ＰＱ５５９８０９）

Ｄｉｄｙｍｏｓｐｈａｅｒｉａ ｓｐ． 隔孢球壳属（Ｄｉｄｙｍｏｓｐｈａｅｒｉａ） １ ＤＺ２４（ＰＱ４６００４０）

Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ． 镰刀菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ） ２ ＤＺ１６（ＰＱ４６００３３）、ＤＺ３３（ＰＱ４６００４３）

Ｉｒｐｅｘ ｓｐ． 耙齿菌属（ Ｉｒｐｅｘ） １ ＤＺ３１（ＰＱ４６００４２）

Ｐｅｚｉｚａｃｅａｅ ｓｐ． 盘菌科（Ｐｅｚｉｚａｃｅａｅ） １ ＤＺ２３（ＰＱ４６００３９）

Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ． 拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ） １ ＤＺ１５（ＰＱ４６００３２）

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｐ． 木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ） １２ ＤＺ１ （ ＰＱ４６００２３ ）、 ＤＺ２ （ ＰＱ４６００２４ ）、 ＤＺ４ （ ＰＱ４６００２５ ）、 ＤＺ５
（ＰＱ４６００２６）、ＤＺ７（ＰＱ４６００２８）、ＤＺ９（ＰＱ４６００２９）、ＤＺ１８（ＰＱ４６００３４）、
ＤＺ２１（ ＰＱ４６００３７ ）、 ＤＺ３０ （ ＰＱ４６００４１ ）、 ＤＺ８⁃Ｂ （ ＰＱ５５９８０７ ）、 ＤＺ１３
（ＰＱ５５９８０８）、ＤＺ１９（ＰＱ５５９８１０）

Ｔｒａｍｅｔｅｓ ｓｐ． 栓菌属（Ｔｒａｍｅｔｅｓ） １ ＤＺ１４（ＰＱ４６００３１）
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图 ２　 部分代表性菌株的菌落形态
Ｆｉｇ． ２　 Ｃｏｌｏｎｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｔｒａｉｎｓ

ＤＺ５：木霉属；ＤＺ１１：间座壳属；ＤＺ１４：栓菌属；ＤＺ１５：拟茎点霉；ＤＺ１６：镰刀菌属；ＤＺ２０：葡萄座腔菌属；ＤＺ２２：曲霉属；ＤＺ２３：
盘菌科；ＤＺ２４：隔孢球壳属；ＤＺ３１：耙齿菌属；图 ３ 同

ＤＺ５： Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｐ． ； ＤＺ１１： Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ． ； ＤＺ１４： Ｔｒａｍｅｔｅｓ ｓｐ． ； ＤＺ１５： Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ． ； ＤＺ１６： Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ． ； ＤＺ２０：Ｂｏｔｒｙｏ⁃
ｓｐｈａｅｒｉａ ｓｐ． ； ＤＺ２２： Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｓｐ． ； ＤＺ２３： Ｐｅｚｉｚａｃｅａｅ ｓｐ． ； ＤＺ２４： Ｄｉｄｙｍｏｓｐｈａｅｒｉａ ｓｐ． ； ＤＺ３１： Ｉｒｐｅｘ ｓｐ． ； ｓａｍｅ ａｓ ｆｉｇｕｒｅ ３

　 　 离体叶片致病力测定结果表明（图 ３），接种

菌株 ＤＺ１１（间座壳属）的叶片有明显发病症状；
ＤＺ３１（耙齿菌属）接菌叶片表现出轻微发病症状，
接菌部位出现黄褐色不规则病斑，病斑周围叶片

发黄；接种菌株 ＤＺ５（木霉属）、ＤＺ１４（栓菌属）、
ＤＺ１５（拟茎点霉）、ＤＺ１６（镰刀菌属）、ＤＺ２０（葡萄

座腔菌属）、 ＤＺ２２ （曲霉属）、 ＤＺ２３ （盘菌科）、
ＤＺ２４（隔孢球壳属）的叶片均未出现发病症状。
接种过菌株 ＤＺ１１ 的烟叶再次分离到与原接种物

形态学特征一致的病原菌，经分子鉴定与原接种

物一致，且其他烟叶未分离到。
进行离体叶片致病力验证后，初步确认病原

菌来自间座壳属和耙齿菌属。 为了进一步确认病

原菌，本研究选取了室内盆栽试验进行活体致病

力验证，结果如图 ４ 所示。 与清水处理相比，间
座壳属 ＤＺ１１ 和 ＤＺ１５⁃Ｂ 处理的叶片上出现明显

的黄色晕圈，同属的 ＤＺ６ 处理叶片仅轻微泛黄，
耙齿菌属 ＤＺ３１ 在活体叶片上未表现出发病痕

迹。 活体致病力结果进一步证实本研究中的未知

叶斑病是由间座壳属真菌感染引起。

图 ３　 真菌的离体叶片致病性验证

Ｆｉｇ． ３　 Ｉｎ ｖｉｔｒｏ ｌｅａｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ ｆｏｒ ｆｕｎｇｉ

图 ４　 真菌的活体烟株致病力验证
Ｆｉｇ． ４　 Ｉｎ ｖｉｖｏ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ａｓｓａｙ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｏｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｐｌａｎｔｓ

Ａ：对照处理；Ｂ：间座壳属 ＤＺ１１；Ｃ：间座壳属 ＤＺ６；Ｄ：间座壳属 ＤＺ１５⁃Ｂ；Ｅ：耙齿菌属 ＤＺ３１
Ａ：ＣＫ；Ｂ：Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ． ＤＺ１１；Ｂ：Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ． ＤＺ６； Ｅ：Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ． ＤＺ１５⁃Ｂ；Ｅ：Ｉｒｐｅｘ ｓｐ． ＤＺ３１

　 　 间座壳属 ＤＺ１１ 在 ＰＤＡ 上生长良好，菌落呈

白色的规则圆形，菌丝生长茂密，随着培养时间延

长，分泌出果蔬腐烂性气味。 菌丝在光学显微镜

下呈透明状态，无隔膜，有分枝，菌丝直径约为

５ ～ ８ μｍ（图 ５Ａ）。 在光学显微镜（１０ × ４０）下观

察菌落分生孢子形态，α 型孢子为椭圆形 （图
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５Ｂ），两端钝圆，大小约为（４． ３５ ± ０． ９８） μｍ ×
（１． ７２ ± ０． ６２） μｍ。β 型孢子无色透明（图 ５Ｃ），
线状 无 隔 膜， 尾 端 弯 曲 呈 勾 状， 大 小 约 为

（２６． ６３ ± ３． ２５） μｍ × （１． ４５ ± ０． ２１） μｍ。 基于

ＩＴＳ、ＨＩＳ 和 ＴＥＦ １⁃α基因构建联合系统发育树，结
果显示，ＤＺ１１ 与 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｅｒｅｓ 聚为一支，结合形

态学鉴定结果，确定引起该烟草叶斑病的病原菌

为榆树间座壳菌（Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｅｒｅｓ）（图 ６）。

图 ５　 菌株 ＤＺ１１ 菌丝及孢子形态学特征
Ｆｉｇ． ５　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｍｙｃｅｌｉａ ａｎｄ ｓｐｏｒｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＺ１１

Ａ：菌丝形态；Ｂ：α 型孢子；Ｃ：β 型孢子
Ａ：Ｍｙｃｅｌｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ；Ｂ：α⁃ｔｙｐｅ ｓｐｏｒｅｓ；Ｃ：β⁃ｔｙｐｅ ｓｐｏｒｅｓ

２． ２　 烟草叶际真菌菌群结构

２． ２． １ 　 测序深度分析 　 ４ 份健康烟叶样品

（ＤＺＪ１、ＤＺＪ２、ＤＺＪ３、ＤＺＪ４） ＩＴＳ 序列经过滤和优化

后，共得到 ２６０ ８２５ 条高质量序列片段，７９ ７９２ ９５５
个碱基，序列平均长度 ３０６ ｂｐ；４ 份感病烟叶样品

（ＤＺＢ１、ＤＺＢ２、ＤＺＢ３、ＤＺＢ４） ＩＴＳ 序列经过滤和

优化后，共得到 ３２１ ４３４ 条高质量序列片段，
８２ ４６８ ８５２个碱基，序列平均长度 ２５８ ｂｐ。 当测

序深度达到 ２００ 时，所有样品的稀释曲线趋于

平缓（图 ７Ａ），说明样品数量足够且合格。 以

９７％ 的一致性将数据库聚类为扩增子序列变体

（ＡＳＶｓ）并与 ＳＳＵｒＲＮＡ 数据库比对，８ 份烟叶样

品共得到 ３３７ 个 ＡＳＶｓ，健康与感病叶际共有的

ＡＳＶｓ 为 ４５ 个，其中占比较高的是炭角菌目（Ｘｙ⁃
ｌａｒｉａｌｅｓ） （１１． １２％ ）、Ｐｈｏｍａｔｏｓｐｏｒａｃｅａｅ（８． ８９％ ）、
隔孢球壳属（Ｄｉｄｙｍｏｓｐｈａｅｒｉａ） （６． ６７％ ）、扁孔腔

菌属（ Ｌｏｐｈｉｏｓｔｏｍａｔａｃｅａｅ） （６． ６７％ ），健康烟叶叶

际特有 １３４ 个 ＡＳＶｓ，其中相对丰度最高的为炭

角菌目 （ Ｘｙｌａｒｉａｌｅｓ ） （ ２４． ４５％ ） 和隔孢腔菌目

（Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ） （１３． ３４％ ）；感病烟叶叶际特有

１１３ 个 ＡＳＶｓ，其中相对丰度最高的为炭角菌目

（ ２４． ４５％ ）、 暗 球 腔 菌 属 （ Ｐｈａｅｏｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ ）
（１３． ３４％ ） 和柔膜菌目（Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ） （１１． １２％ ）
（图 ７Ｂ）。

图 ６　 基于 ＩＴＳ、ＴＥＦ１⁃α 和 ＨＩＳ 基因构建的菌株 ＤＺ１１ 与相关间座壳属真菌的邻接法系统发育树
Ｆｉｇ． ６　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＤＺ１１ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ＩＴＳ，

ＴＥＦ１⁃α， ａｎｄ ＨＩＳ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
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图 ７　 烟叶样品真菌稀释曲线（Ａ）和韦恩图（Ｂ）
Ｆｉｇ． ７　 Ｆｕｎｇａｌ ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ （Ａ） ａｎｄ ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ （Ｂ） ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｆ ｓａｍｐｌｅｓ

２． ２． ２　 健康与感病烟叶叶际真菌菌群结构组成

　 图 ８ 结果表明，在门水平上，健康和感病组织的

优势真菌均为子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ） （相对丰度

分别为 ６６． ９０％和 ７５． ２３％ ）和担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏ⁃
ｍｙｃｏｔａ）（２７． ９１％ 、１６． ７８％ ）。 在属水平上，健康

和感病烟叶叶际优势真菌属均为布勒酵母属

（Ｂｕｌｌｅｒａ）（相对丰度分别为 ２２． ８９％和 １０． ３３％）、

纖 柔 菌 属 （ ４４． ０１％ 、 ４１． ２１％ ） 和 链 格 孢 属

（３． ８８％ 、１． ３１％ ）。 除上述三种共有优势真菌

外，感病烟叶组织中还特有几类真菌，分别为织球

壳属（Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ） （４． ９７％ ）、短梗霉属（Ａｕ⁃
ｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ） （ ３． ０８％ ）、 棒 孢 属 （ Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ ）
（１． ７１％ ）。健康烟叶组织特有真菌属为 Ｓｙｍｍｅｔｒｏ⁃
ｓｐｏｒａ，相对丰度为 ２． ４５％ 。

图 ８　 健康与感病烟叶叶际真菌门（Ａ）和属（Ｂ）的相对丰度

Ｆｉｇ． ８　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｅ ｆｕｎｇｉ ａｔ ｔｈｅ ｐｈｙｌｕｍ （Ａ） ａｎｄ ｇｅｎｕｓ （Ｂ） ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｖｅｓ
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２． ２． ３　 健康与感病烟叶叶际微生物群落 Ａｌｐｈａ
多样性　 所有样品的覆盖度指数（Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒ⁃
ａｇｅ）均大于 ０． ９９（表 ３），表明本次测序的数据合

理。 真菌多样性结果表明，健康烟叶的多样性指

数（Ｓｈａｎｎｏｎ、Ｓｉｍｐｓｏｎ）、丰富度指数（Ｃｈａｏ１、ＡＣＥ）

和覆盖度指数 （ Ｇｏｏｄｓ ＿ ｃｏｖｅｒａｇｅ） 分别为 １． ８８、
０． ６１、１２３． ７４、９９． ７５ 和 ０． ９９。 感病烟叶的多样性

指数（１． ９２、０． ６４）与健康烟叶相比无显著差别，
但感病烟叶的丰富度指数（６０． ８７、５６． ００）显著低

于健康烟叶。
表 ３　 不同烟叶样品组真菌群落的 Ａｌｐｈａ 多样性

Ｔａｂｌｅ ３　 Ａｌｐｈａ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｍｐｌｅ ｇｒｏｕｐｓ

样品组别
多样性指数

Ｓｈａｎｎｏｎ Ｓｉｍｐｓｏｎ

丰富度指数

Ｃｈａｏ１ ＡＣＥ

覆盖度

Ｇｏｏｄｓ＿ｃｏｖｅｒａｇｅ

ＤＺＪ １． ８８ ± ０． ２４ ０． ６１ ± ０． ０６ １２３． ７４ ± ４３． ０１ ９９． ７５ ± ３５． ９８ ０． ９９

ＤＺＢ １． ９２ ± ０． ４３ ０． ６４ ± ０． １０ ６０． ８７ ± ２４． ５７ ５６． ００ ± ２６． ０９ ０． ９９

２． ２． ４　 健康与感病烟叶叶际微生物群落 Ｂｅｔａ 多

样性分析　 主坐标（ＰＣＡ）分析用于确定真菌群落

的空间分布，群落结构相似度越高的样本距离越

近，群落差异很大的样本会分开。 在真菌群落中，
感病烟叶的 ３ 份样本与健康烟叶的 ３ 份样本聚集

在一起，感病与健康部位组内分别各有 １ 个样品

不与其他样品聚集，表明健康与感病烟叶的真菌

群落结构在组内存在一定差异（图 ９）。

图 ９　 健康与感病烟叶样品真菌 ＰＣＡ 分析

Ｆｉｇ． ９　 ＰＣＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｈｅａｌｔｈｙ ａｎｄ ｉｎｆｅｃｔｅｄ
ｔｏｂａｃｃｏ ｌｅａｆ ｓａｍｐｌｅｓ

２． ２． ５　 烟叶叶际真菌和细菌群落功能　 烟叶叶

际真菌经 ＦＵＮＧｕｉｌｄ 功能预测分析发现，健康烟叶

叶际真菌分布主要为地衣寄生菌（ Ｌｉｃｈｅｎ Ｐａｒａ⁃
ｓｉｔｅ，占比 ４４． ０１％ ）、真菌寄生虫⁃未定义腐生菌

（ Ｆｕｎｇａｌ ＿ Ｐａｒａｓｉｔｅ⁃Ｕｎｄｅｆｉｎｅｄ ＿ Ｓａｐｒｏｔｒｏｐｈ， 占 比

２３． ２９％ ）、未定义腐生菌（Ｕｎｄｅｆｉｎｅｄ＿Ｓａｐｒｏｔｒｏｐｈ，
占比 ４． ９１％ ）、植物病原菌（Ｐｌａｎｔ＿Ｐａｔｈｏｇｅｎ，占比

３． ０３％ ）、动物病原菌⁃内生菌⁃植物病原菌⁃木质

腐生菌（Ａｎｉｍａｌ＿Ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ⁃Ｐｌａｎｔ＿Ｐａｔｈｏ⁃
ｇｅｎ⁃Ｗｏｏｄ＿Ｓａｐｒｏｔｒｏｐｈ，占比 ３． ８８％ ）、内生菌⁃植物

病原菌⁃木质腐生菌 （ Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ⁃Ｐｌａｎｔ ＿ Ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃
Ｗｏｏｄ＿Ｓａｐｒｏｔｒｏｏｈ，占比 １． ７７％ ）、排泄物腐生菌

（Ｄｕｎｇ Ｓａｐｒｏｔｒｏｐｈ，占比 ０． ７４％ ）７ 类。 感病烟叶

叶际真菌主要为地衣寄生菌（Ｌｉｃｈｅｎ Ｐａｒａｓｉｔｅ，占
比 ４１． ２１％ ）、真菌寄生虫⁃未定义腐生菌（Ｆｕｎｇａｌ＿
Ｐａｒａｓｉｔｅ⁃Ｕｎｄｅｆｉｎｅｄ＿Ｓａｐｒｏｔｒｏｐｈ，占比 １３． ８７％ ）、未
定义腐生菌（Ｕｎｄｅｆｉｎｅｄ＿Ｓａｐｒｏｔｒｏｐｈ，占比９． ５９％ ）、
植物病原菌（Ｐｌａｎｔ＿Ｐａｔｈｏｇｅｎ，占比 ６． ４５％ ）、动物

病原菌⁃内生菌⁃植物病原菌⁃木质腐生菌（Ａｎｉｍａｌ＿
Ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ⁃Ｐｌａｎｔ ＿ Ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃Ｗｏｏｄ ＿ Ｓａｐｒｏ⁃
ｔｒｏｐｈ，占比 １． ３１％ ）、动物病原体⁃内生菌⁃植物病

原体⁃未定义腐生菌（Ａｎｉｍａｌ＿Ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃Ｅａｄｏｐｈｙｔｅ⁃
Ｅｐｉｐｈｙｔｅ⁃Ｐｌａｎｔ＿Ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃Ｕｎｄｅｆｉｎｅｄ＿Ｓａｐｒｏｔｒｏｐｈ，占
比 ３． ０８％ ）、内生菌⁃植物病原菌⁃木质腐生菌

（Ｅｎｄｏｐｈｙｔｅ⁃Ｐｌａｎｔ＿Ｐａｔｈｏｇｅｎ⁃Ｗｏｏｄ＿Ｓａｐｒｏｔｒｏｏｈ，占比

２． ００％ ）、排泄物腐生菌 （ Ｄｕｎｇ Ｓａｐｒｏｔｒｏｐｈ，占比

１． ４８％ ）８ 类（图 １０） 。
２． ３　 健康与感病烟叶叶际微生物的碳源代谢

功能

碳源代谢结果显示（图 １１），健康烟叶对多种

碳源的代谢能力均高于感病烟叶。 健康烟叶叶际

微生物群落对 ３１ 种碳源均可代谢，对糖类、氨基

酸类、酯类、醇类、胺类等 ２８ 种碳源代谢能力均较

强，对 ２⁃羟基苯甲酸、４⁃羟基苯甲酸和α⁃丁酮酸三

种碳源的代谢能力较弱；健康烟叶叶际微生物稀

释 １０ 倍后（ＪＹ１０）的微生物群落对碳源的代谢能

力显著下降，仅对 Ｄ⁃半乳糖醛酸、Ｄ⁃苹果酸和衣

康酸等 ７ 种碳源还保持较强的代谢能力，对 ２⁃羟
基苯甲酸、α⁃丁酮酸和苯乙基胺 ３ 种碳源丧失代

谢能力，对 Ｌ⁃苏氨酸、Ｄ⁃纤维二糖、甘氨酰⁃Ｌ⁃谷氨

酸和 α⁃Ｄ⁃乳糖等多种碳源代谢能力较弱。 感病
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烟叶叶际微生物群落对 Ｎ⁃乙酰⁃Ｄ⁃葡萄糖胺、
Ｙ⁃羟基丁酸等 １２ 种碳源有较强的代谢能力，对
２⁃羟基苯甲酸、４⁃羟基苯甲酸和 α⁃丁酮酸等 ３ 种

碳源几乎不能代谢；感病烟叶叶际微生物稀释 １０
倍后（ＢＹ１０）的微生物群落对各碳源代谢能力显

著降低，仅对 β⁃甲基⁃Ｄ⁃葡萄糖苷、Ｄ⁃半乳糖酸内

酯、Ｌ⁃丝氨酸和 Ｎ⁃乙酰⁃Ｄ⁃葡萄糖胺 ４ 种碳源有较

强的代谢能力，对 ２⁃羟基苯甲酸、Ｌ⁃苯基丙氨酸、
α⁃丁酮酸和苯乙基胺 ４ 种碳源完全不能代谢，对
其他多种碳源的代谢能力也较弱。

图 １０　 叶际真菌功能预测结果

Ｆｉｇ． １０　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｐｒｅｄｉｃｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｅ ｆｕｎｇｉ

图 １１　 烟叶叶际微生物的碳源代谢功能热图
Ｆｉｇ． １１　 Ｈｅａｔｍａｐ ｏｆ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｆｕｎｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｏｂａｃｃｏ ｐｈｙｌｌｏｓｐｈｅｒｅ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ

颜色值分别代表微生物代谢碳源的程度，１２２ ～ １９２ 为代谢程度低，１９２ ～ ２６２ 为代谢程度一般，２６２ 以上为代谢程度高

Ｔｈｅ ｃｏｌｏｒ ｖａｌｕｅｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｅｘｔｅｎｔ ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃａｒｂｏｎ ｓｏｕｒｃｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ， ｗｉｔｈ ｖａｌｕｅｓ ｒａｎｇｉｎｇ ｆｒｏｍ １２２ ｔｏ １９２ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｌｏｗ ｍｅｔ⁃
ａｂｏｌｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ， １９２ ｔｏ ２６２ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｍｏｄｅｒａｔｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ， ａｎｄ ｖａｌｕｅｓ ａｂｏｖｅ ２６２ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｈｉｇｈ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ

３　 讨　 论

本研究采用传统组织分离法从感病烟叶叶片

中分离得到 ２４ 株真菌，其中木霉属占比最高。 木

霉属分布范围广泛，能够在多种基质上快速生

长［１７］。 木霉属真菌对其他真菌具有显著的抑制

作用［１８］，这可能是其成为优势菌群的主要原因。
植物病原菌有葡萄座腔菌属、间座壳属、镰刀菌

属、拟茎点霉属，离体叶片致病力检测结果显示，
仅间座壳属成功侵染了烟叶，并出现褐色外缘的

病斑。 该病斑与田间观察到的病斑症状存在一定

差异，这种差异是否受到温度、湿度等环境因子影

响，或田间烟叶叶片病斑由多种病菌复合侵染引

起有待进一步研究验证。 已有研究表明，间座壳

属会导致玫瑰［１９］、苹果［２０⁃２１］ 以及芒果［１３］ 等多种
植物的茎叶发生病害，因此推测道真县烟田的烟
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草叶斑病是由间座壳菌导致。 本研究中感病烟叶

病原菌的分离培养只使用了 ＰＤＡ 培养基，鉴于部

分病原菌可能无法在 ＰＤＡ 培养基上生长或者无

法进行离体培养，若同时使用其他培养基，比如甘

油培养基（ＡＥＡ）等，可能会发现其他更多的真菌

物种。
Ｉｌｌｕｍｉｎａ 高通量测序结果显示，本研究中感

病与健康两组样品的优势真菌属均为布勒酵母

属，其在凤梨［２２］ 等多种植物中存在，但是不具有

致病性，某些 Ｂｕｌｌｅｒａ 属真菌对灰霉病等植物病

害还具有一定的防治效果［２３］ 。 本研究发现高丰

度的布勒酵母属真菌与以往对烟草叶际微生物

群落结构研究结果存在一定差异［２４］ ，说明该属

真菌不是烟叶叶际习居菌，这可能与取样烟叶

所处的环境以及采样时间不同有关。 链格孢属

作为烟草叶际习居真菌，在健康和感病烟叶中

相对丰度分别为３． ８８％ 、１． ３１％ ，链格孢属引起

的赤星病发病症状为黄褐色小斑点，随后逐渐

发展为圆形或近圆形，病斑表面呈深褐色或赤

褐色同心轮纹，与本研究中未知叶斑病病斑症

状不符，故排除链格孢属作为该叶斑病的病原

菌［２５］ ，但可能随着病情的发展导致赤星病伴随

发生。 除了上述共有优势真菌以外，还存在几

种在感病与健康烟叶中丰度差异较大的真菌，
织球壳属在感病组织中相对丰度为４． ９７％ ，在健

康组织中相对丰度为 ０． ７４％ ，研究表明织球壳

属的某些种有可能导致植物枯萎病［２６⁃２７］ ；短梗

霉属在感病组织中的相对丰度为３． ０８％ ，而在健

康组织中未检测到。 Ｘｉｅ 等［２８］ 的研究显示，亚洲

梨感染短梗霉菌会缩短梨花的寿命并减少坐果

率，但尚未有研究证实以上两种真菌属是否能

感染 烟 草 植 株 引 起 烟 草 叶 斑 病。 棒 孢 属

（Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ）仅在感病组织中被检测到，相对丰

度为 １． ７１％ ，该真菌寄主范围广泛，能够侵染草

莓［２９］ 、丹参［３０］ 等多种植物，感染烟草叶片引起

的棒孢霉叶斑病是烟草主要叶斑类病害之

一［３１ ］ 。 受培养基种类、培养条件等多种因素限

制，使用传统组织分离法并未分离到上述几种

真菌。 越来越多的研究表明，一种症状的病害

往往由多种病原菌导致［３２］ ，作为感病组织中特

有的三种真菌（相对丰度≥１％ ），其均有可能是

该未知叶斑病的潜在病原菌。

Ａｌｐｈａ 多样性结果显示，健康与感病烟叶叶

际真菌多样性无显著差异，健康烟叶叶际真菌

Ｃｈａｏ １ 和 ＡＣＥ 指数均高于感病烟叶。 结果与向

立刚等［３３］ 对未知叶斑病的烟叶叶际微生物的研

究结果一致，进一步说明了病害的发生会降低

叶际真菌的多样性。 功能预测结果显示，植物

病原菌类群在感病烟叶中占比为 ６． ４５％ ，在健

康烟叶中占比为 ３． ０３％ ，该结果与郭涛等［３４］ 研

究的烟草野火病叶际病原菌类群一致，表明病

原菌富集只是病害发生的前提条件，当病原菌

富集到一定程度，打破健康叶片上的微生物平

衡，致使叶际微生物多样性及丰富度水平降低，
无法抵御病原菌的入侵时，植株才会真正发病。

Ｂｉｏｌｏｇ ＥＣＯ 技术是一种高效高通量的功能

性定义细胞代谢活动的技术，主要应用于微生

物的代谢表型分析。 本研究发现健康与感病烟

叶叶际微生物对 ２⁃羟基苯甲酸的代谢能力均较

弱。 研究显示 ２⁃羟基苯甲酸可诱导植株抗病基

因表达，进而提高植物抗逆能力［３５］ ，是否可以通

过使用 ２⁃羟基苯甲酸来调节叶际微生物进而对

该病害进行防治有待进一步研究。 健康烟叶叶

际微生物可高效代谢 ２８ 种碳源，感病烟叶叶际

微生物可高效代谢 １２ 种碳源，说明健康烟叶叶

际微生物的生物活性高于感病烟叶叶际微生

物，该结果与张艺等［３６］ 的研究结果一致。 将感

病与健康烟叶叶际微生物分别稀释 １０ 倍后，其
对 ３１ 种碳源的代谢能力均显著降低，说明微生

物种群密度也会直接影响其对碳源的代谢能力。
本研究利用扩增子测序技术检测到的优势

真菌种类包括布勒酵母属、纖柔菌属以及链格

孢属。 在相对丰度排名前 ３０ 的真菌序列中，未
发现木霉属和间座壳属，这表明通过组织分离

法得到的优势菌株并不一定代表叶际的优势菌

株。 此外，部分通过组织分离法得到的真菌在

扩增子测序中未被检测到，这可能是由于它们

的相对丰度较低或其他未知因素所致。 因此，
结合扩增子测序与传统组织分离法可能会更全

面地揭示叶际微生物群落的组成。 基于对烟草

病斑的初步观察，本研究推测该病害为真菌性

病害，故仅对真菌群落进行了分析，后续研究将

进一步确认病害的病原菌，可能涉及对细菌群

落的分析。
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