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　 　 摘要:　 为明确江苏省南通市蚕豆赤斑病的病原菌种类ꎬ对致病菌进行分离纯化ꎬ并结合致病性测定、形态学

观察和多基因碱基序列分析对疑似病原菌进行鉴定ꎮ 结果表明ꎬ南通市蚕豆赤斑病病原菌为拟蚕豆葡萄孢(Ｂｏｔｒｙ￣
ｔｉｓ ｆａｂｉｏｐｓｉｓ)ꎮ 生物学特性分析结果表明ꎬ该病原菌菌丝的最适生长温度为 ２５ ℃ꎬ最适光照条件为 １２ ｈ 光照＋１２ ｈ
黑暗ꎬ对 ｐＨ 不敏感ꎬ最适碳源为葡萄糖ꎬ最适氮源为酵母膏、牛肉膏和硫酸铵ꎬ最适培养基为马铃薯葡萄糖琼

脂(ＰＤＡ)培养基ꎮ 抑菌药剂筛选结果表明ꎬ２􀆰 ０％苦参碱水剂和 １０􀆰 ０％苯醚甲环唑水分散粒剂对病原菌的抑制效

果最好ꎬ半数效应浓度(ＥＣ５０)分别为０.００５ ４ ｍｇ / Ｌ和０.７５５ ４ ｍｇ / Ｌꎬ而 １０􀆰 ０％多抗霉素可湿性粉剂和 ８０􀆰 ０％波尔多

液可湿性粉剂对病原菌几乎无抑制效果ꎮ 本研究结果可为江苏省南通市蚕豆赤斑病的科学防治提供理论基础ꎮ
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　 　 蚕豆(Ｖｉｃｉａ ｆａｂａ Ｌ.)是重要的粮食、蔬菜、饲料
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和绿肥兼用豆科作物ꎬ适应性广ꎬ有较强的固氮能

力[１]ꎮ 蚕豆营养价值高ꎬ蛋白质含量极为丰富ꎬ富
含人体必须氨基酸、维生素 Ａ、维生素 Ｂ２和钙、铁、
锌等矿质元素[２]ꎮ 真菌病害是限制蚕豆生产的主

要因素ꎬ目前为止ꎬ蚕豆上常见的真菌病害有锈病、
赤斑病、根腐病、枯萎病、褐斑病和叶斑病等[３]ꎬ其
中赤斑病是世界蚕豆产区的一种主要病害ꎮ 赤斑病

发生在蚕豆生长发育的各个时期ꎬ最初叶子上出现

红褐色斑点ꎬ在适宜的条件下ꎬ病斑上产生大量的分

生孢子ꎬ借助风雨的传播侵染蚕豆ꎬ在连续阴雨的天

气ꎬ病斑迅速扩大ꎬ最终叶片变黑并脱落ꎬ严重时整

株萎蔫死亡[４]ꎮ
蚕豆赤斑病的病原菌主要为葡萄孢属(Ｂｏｔｒｙ￣

ｔｉｓ)真菌[５￣６]ꎬ目前被分离出来的主要有 ３ 种ꎬ分别为

蚕豆葡萄孢(Ｂ. ｆａｂａｅ)、灰葡萄孢(Ｂ. ｃｉｎｅｒｅａ)和拟

蚕豆葡萄孢(Ｂ. ｆａｂｉｏｐｓｉｓ) [７]ꎮ 蚕豆葡萄孢被认为是

引起蚕豆赤斑病的主要病原菌ꎬ其致病性和危害大

于灰葡萄孢ꎬ其主要寄主有蚕豆、草莓、三叶草

等[８￣９]ꎮ 灰葡萄孢的寄主范围最广ꎬ能侵染 ２００ 多种

植物[１０]ꎮ 灰葡萄孢喜低温高湿ꎬ其菌株具有丰富的

多样性ꎬ菌丝生长速度快ꎮ 拟蚕豆葡萄孢是 ２０１０ 年

在湖北省发现和命名的 １ 个新种ꎬ其对蚕豆的危害

程度与蚕豆葡萄孢相近ꎬ均比灰葡萄孢引起的病害

程度严重[１１]ꎮ 在马铃薯葡萄糖琼脂(ＰＤＡ)培养基

上ꎬ拟蚕豆葡萄孢的生长速度与蚕豆葡萄孢相近ꎬ比
灰葡萄孢慢ꎬ其产生的菌核为同心环状ꎬ数量多于灰

葡萄孢ꎬ少于蚕豆葡萄孢ꎮ 近年来ꎬ在青海省又发现

并命名了 ５ 种引起蚕豆赤斑病的病原菌ꎬ分别为欧

美灰霉菌(Ｂ. ｅｕｒｏａｍｅｒｉｃａｎａ)、牡丹葡萄孢(Ｂ. ｐａｅｏｎ￣
ｉａｅ)、卡罗莱纳葡萄孢(Ｂ. ｃａｒｏｌｉｎｉａｎａ)、桉树灰霉菌

(Ｂ. ｅｕｃａｌｙｐｔｉ)和核盘菌(Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａ ｓｃｌｅｒｏｔｉｏｒｕｍ) [１２]ꎮ
赤斑病的防治主要有 ３ 种方式ꎬ分别为使用药剂

处理、改变作物栽培模式和寻找抗病品种ꎬ目前农业

生产上的赤斑病防治主要还是采用药剂处理的方

式[１２]ꎮ 药剂防治分为生物防治和化学防治ꎬ在南通

市如皋市ꎬ曾使用井冈􀅰枯草芽孢杆菌进行生物防

治ꎬ但效果不如化学药剂明显ꎬ因此需要筛选出对赤

斑病病原菌有明显杀菌效果的化学药剂ꎮ 本研究拟

以江苏省南通市如皋市的发病蚕豆为研究对象ꎬ从病

株上分离纯化病原菌ꎬ根据其形态学特征和多基因序

列构建系统进化树ꎬ明确病原菌的种类ꎬ同时对病原

菌进行生物学特性分析及室内药剂的防治筛选ꎬ以期

为当地蚕豆赤斑病的有效防治提供理论基础ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

供试样品为 ２０２２ 年在南通市吴窑镇鑫磊生态

家庭农场采集具有典型赤斑病发病特点的蚕豆叶片

样品ꎬ拍照后带回实验室ꎬ于 ４ ℃保存备用ꎮ
培养基:ＰＤＡ 培养基、察氏(ＣＺ)培养基、燕麦琼

脂(ＯＭＡ)培养基、水琼脂(ＷＡ)培养基ꎮ
试剂及仪器:Ｓｉｍｇｅｎ Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ 提取试剂盒购

自杭州新景生物试剂开发有限公司ꎻ其他试剂均为

国产分析纯ꎮ ＴＬ３２００Ｂ 光学显微镜购自南京泽洋生

物科技有限公司ꎻＲＴＯＰ￣３１０Ｙ 人工气候箱购自浙江

托普云农科技股份有限公司ꎮ
供试化学药剂:１０􀆰 ０％多抗霉素可湿性粉剂为

陕西麦可罗生物科技有限公司产品ꎬ７５􀆰 ０％百菌清

可湿性粉剂为利民化工股份有限公司产品ꎬ７０􀆰 ０％
甲基硫菌灵可湿性粉剂为山东邹平农药有限公司产

品ꎬ８０􀆰 ０％波尔多液可湿性粉剂为美国仙农有限公

司产品ꎬ１０􀆰 ０％苯醚甲环唑水分散粒剂为先正达南

通作物保护有限公司产品ꎬ１２.５％腈菌唑乳油为深

圳诺普信农化股份有限公司产品ꎬ２４􀆰 ０％腈苯唑悬

浮剂为美国陶氏益农公司产品ꎬ３􀆰 ０％甲霜口恶霉灵水

剂为山东东合生物科技有限公司产品ꎬ２􀆰 ０％苦参碱

水剂为河北瑞宝德生物化学有限公司产品ꎮ
１.２　 试验方法

１.２.１　 蚕豆赤斑病病原菌的分离纯化 　 采用组织

分离法分离病原菌[１３￣１４]ꎮ 将采集的蚕豆叶片样品

用清水冲洗并晾干ꎬ在病健交界处剪取５ ｍｍ×５ ｍｍ
的组织ꎮ 先用 ７５％的酒精消毒 ４５ ｓꎬ然后用 ３％的

ＮａＣｌＯ 溶液消毒 ３５ ｓꎬ再用无菌水清洗２~３ 次ꎬ转移

至灭菌滤纸吸干水分后ꎬ接种于 ＰＤＡ 培养基上ꎬ每
个培养基放置 ５ 个组织ꎮ ２５ ℃恒温黑暗条件下培

养约 ５ ｄꎬ待组织周围长出菌落后ꎬ挑取菌落边缘的

菌丝转接至新的 ＰＤＡ 培养基上进行纯化ꎮ
１.２.２　 蚕豆赤斑病病原菌的鉴定　 形态学鉴定:从纯

化的菌落边缘用直径 ９ ｍｍ 的打孔器打取菌饼ꎬ接种

于 ＰＤＡ 培养基上ꎬ２５ ℃恒温暗培养ꎬ每天观察并记录

菌落的生长速度、大小、颜色等特征ꎮ 同时ꎬ用光学显

微镜观察其菌丝形态ꎬ菌株是否产生分生孢子和孢子

梗ꎬ拍照记录观察结果ꎬ进行形态学的鉴定[１５￣１６]ꎮ
分子生物学鉴定:从 ＰＤＡ 培养基上挑取培养约
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７ ｄ 的菌丝ꎬ利用 Ｓｉｍｇｅｎ Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ 提取试剂盒提取

病原菌的 ＤＮＡꎮ 用 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 通用引物 ＩＴＳ１(５′￣ＴＣ￣
ＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′) / ＩＴＳ４ ( ５′￣ＴＣＣＴＣＣＧＣ￣
ＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′) 和 葡 萄 孢 属 特 异 性 引 物

Ｇ３ＰＤＨ 正向引物 (５′￣ＡＴＴＧＡＣＡＴＣＧＴＣＧＣＴＧＴＣＡ￣
ＡＣＧＡ￣３′) / Ｇ３ＰＤＨ 反向引物 ( ５′￣ＡＣＣＣＣＡＣＴＣＧＴＴ￣
ＧＴＣＧＴＡＣＣＡ￣３′)进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ引物由北京擎科

生物科技股份有限公司合成ꎮ 扩增产物送至北京擎

科生物科技股份有限公司测序ꎬ将获得的碱基序列

与 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库(ｈｔｔｐｓ: / / ｂｌａｓｔ.ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ. ｇｏｖ)
中与葡萄孢相关的内部转录间隔区( ＩＴＳ)、甘油醛￣
３￣磷酸脱氢酶(Ｇ３ＰＤＨ)碱基序列进行比对ꎬ下载葡

萄孢属内各近缘种模式菌株和参考菌株的目的碱基

序列ꎬ利用 ＭＥＧＡ １１.０ 软件中的邻接法构建系统进

化树ꎬ确定病原菌的种类[１７￣１９]ꎮ
１.２.３　 蚕豆赤斑病病原菌的致病性测定 　 根据柯

赫氏法则ꎬ采用活体叶片菌饼接种法进行病原菌的

致病性测定[２０]ꎮ 选取６~７ 叶期第３~４ 叶位叶片ꎬ刺
伤ꎬ用直径 ９ ｍｍ 的打孔器打取菌饼ꎬ接种于刺伤叶

片上ꎬ以接种 ＰＤＡ 培养基的叶片作为对照ꎬ在人工

气候箱 ２５ ℃黑暗培养ꎬ每隔 ２４ ｈ 观察并记录叶片

的发病情况ꎬ这期间喷水并用加湿器保湿ꎮ 待接种

叶片发病后ꎬ对接种病叶进行病原菌的再次分离ꎬ比
较分离出来的菌株与原菌株形态是否一致[２１]ꎮ
１.２.４　 蚕豆赤斑病病原菌的生物学特性测定 　 温

度对菌丝生长的影响:将病原菌转接在 ＰＤＡ 培养基

上ꎬ２５ ℃暗培养５~７ ｄꎮ 用直径 ９ ｍｍ 的打孔器在菌

落边缘打取菌饼ꎬ接种至新的 ＰＤＡ 培养基中央ꎬ分
别在 ５ ℃、１０ ℃、１５ ℃、２０ ℃、２５ ℃、３０ ℃、３５ ℃和

４０ ℃条件下黑暗培养[２２]ꎮ ５ ｄ 后ꎬ采用十字交叉法

测量菌落直径ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ
光照对菌丝生长的影响:用直径 ９ ｍｍ 的打孔

器打取菌饼ꎬ接种至 ＰＤＡ 培养基上ꎬ将平板置于 ２５
℃人工气候箱中培养ꎮ 将 ３ 个人工气候箱设置成 ３
种光照条件ꎬ分别为 ２４ ｈ 连续光照、１２ ｈ 光照＋１２ ｈ
黑暗和 ２４ ｈ 连续黑暗[２３]ꎮ ５ ｄ 后ꎬ采用十字交叉法

测量菌落直径ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ
ｐＨ 对菌丝生长的影响:用 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＨＣｌ 溶液

和 １ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＯＨ 溶液将 ＰＤＡ 培养基的 ｐＨ 调节

为 ５、６、７、８、９ 和 １０ꎮ 用直径 ９ ｍｍ 的打孔器打取菌

饼ꎬ接种至不同 ｐＨ 的 ＰＤＡ 培养基上ꎬ２５ ℃黑暗条

件下培养[２４]ꎮ ５ ｄ 后ꎬ采用十字交叉法测量菌落直

径ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ
碳源、氮源对菌丝生长的影响:用直径 ９ ｍｍ 的

打孔器打取菌饼ꎬ分别接种至碳源为蔗糖、葡萄糖、
乳糖和麦芽糖的察氏培养基上ꎬ采用同样的方法将

菌饼分别接种至氮源为酵母膏、牛肉膏、硫酸铵、氯
化铵、甘氨酸和蛋白胨的察氏培养基上ꎬ以缺碳源和

氮源的察氏培养基作为对照ꎬ２５ ℃ 黑暗条件下培

养[２５]ꎮ ５ ｄ 后ꎬ采用十字交叉法测量菌落直径ꎬ每个

处理重复 ３ 次ꎮ
培养基对菌丝生长的影响:用直径 ９ ｍｍ 的打

孔器打取菌饼ꎬ分别接种至 ＰＤＡ、ＣＺ、ＯＭＡ 和 ＷＡ
培养基上ꎬ２５ ℃黑暗条件下培养[２６]ꎮ ５ ｄ 后ꎬ采用

十字交叉法测量菌落直径ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ
１.２.５　 蚕豆赤斑病抑菌药剂的筛选 　 抑菌药剂初

筛:配制 ９ 种化学药剂(１０􀆰 ０％多抗霉素可湿性粉

剂、７５􀆰 ０％百菌清可湿性粉剂、７０􀆰 ０％甲基硫菌灵可

湿性粉剂、８０􀆰 ０％波尔多液可湿性粉剂、１０􀆰 ０％苯醚

甲环唑水分散粒剂、１２.５％腈菌唑乳油、２４􀆰 ０％腈苯

唑悬浮剂、３􀆰 ０％甲霜 口恶霉灵水剂、２􀆰 ０％苦参碱水

剂)母液ꎬ将药剂与 ＰＤＡ 培养基按体积比１ ∶ ９ 制成

含药 ＰＤＡ 培养基ꎬ 药剂最终质量浓度为 １ ０００
ｍｇ / Ｌꎮ 用直径 ９ ｍｍ 的打孔器打取菌饼ꎬ分别接种

至含不同农药的 ＰＤＡ 培养基上ꎬ以接种至含等体积

无菌水的 ＰＤＡ 培养基作为对照ꎬ２５ ℃ 黑暗培养ꎮ
培养 ５ ｄ 后ꎬ测量菌落直径ꎬ每种药剂重复 ３ 次ꎮ 观

察病原菌生长是否受到抑制ꎬ选择有抑制效果的化

学药剂进行进一步的质量浓度筛选试验ꎮ
抑菌药剂复筛:将对赤斑病病原菌有抑制效果的

化学药剂进行梯度稀释ꎬ将药剂与 ＰＤＡ 培养基按体

积比１ ∶ ９ 配制不同质量浓度的 ＰＤＡ 培养基ꎬ药剂最

终质量浓度为 ２５０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ、１００􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ、１０􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ、
１􀆰 ０ ｍｇ / Ｌ和 ０􀆰 １ ｍｇ / Ｌꎮ 接种菌饼ꎬ以含无菌水的

ＰＤＡ 培养基为对照ꎬ２５ ℃黑暗培养ꎮ ５ ｄ 后ꎬ测量菌

落直径ꎬ每种药剂每个质量浓度各重复 ３ 次ꎮ 通过

ＤＰＳ 软件计算各药剂处理对菌丝生长的抑制率和毒

力回归方程、半数效应浓度(ＥＣ５０)和相关系数[２７￣２８]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 蚕豆赤斑病的病害症状

蚕豆赤斑病病原菌早期主要侵染蚕豆叶片ꎬ发
病初期叶片上出现红褐色小斑点ꎬ后来逐渐扩大ꎬ形
成圆形或椭圆形的病斑ꎮ 病斑中间略凹陷ꎬ周围稍
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隆起ꎬ病健交界处明显ꎮ 严重时ꎬ病斑处叶片表皮破

裂或者病斑扩大合并ꎬ叶片变黑、枯萎ꎬ导致落叶

(图 １Ａ、图 １Ｂ)ꎮ
２.２　 病原菌的分离和致病性

从病健交界处分离蚕豆赤斑病的病原菌ꎬ得到

１ 株疑似菌株ꎬ命名为 ＶＦＬ３９ꎮ 将该菌株活体接种

到蚕豆叶片ꎬ接种 ２ ｄ 后ꎬ叶片开始出现黑色的病

斑ꎬ随着接种天数的增加ꎬ病斑逐渐扩大至叶片边

缘ꎬ最终叶片变黑、枯萎(图 １Ｃ)ꎬ而接种 ＰＤＡ 培养

基的叶片未出现任何病斑(图 １Ｄ)ꎮ 从接种后的发

病叶片上重新分离病原菌ꎬ得到与原接种病原菌形

态学特性一致的病原菌ꎮ 因此ꎬ通过柯赫氏法则ꎬ确
定 ＶＦＬ３９ 是蚕豆赤斑病的病原菌ꎮ

Ａ:蚕豆赤斑病田间发病症状ꎻＢ:蚕豆赤斑病发病叶片ꎻＣ:接种

蚕豆赤斑病病原菌 ５ ｄ 后的蚕豆叶片ꎻＤ:接种马铃薯葡萄糖琼

脂(ＰＤＡ)培养基 ５ ｄ 后的蚕豆叶片ꎮ
图 １　 蚕豆赤斑病的田间发病症状及病原菌接种症状

Ｆｉｇ.１　 Ｆｉｅｌｄ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｃｈｏｃｏｌａｔｅ ｓｐｏｔ ａｎｄ ｓｙｍｐ￣
ｔｏｍｓ ｏｆ ｌｅａｖｅｓ ａｆｔｅｒ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

２.３　 病原菌的鉴定

２.３.１ 　 形态学特征 　 在 ２５ ℃ 恒温条件下黑暗培

养ꎬ蚕豆赤斑病病原菌 ＶＦＬ３９ 菌落初期呈现白色ꎬ
菌丝绒毛状ꎬ不易挑起(图 ２Ａ)ꎬ约 ７ ｄ 后菌丝开始

变黄ꎮ 培养约 １５ ｄ 开始有菌核产生ꎬ排列较规则ꎬ
呈同心环状排列ꎬ菌核的形状大小不一ꎬ呈球形或椭

球形(图 ２Ｂ)ꎬ２０ ｄ 后ꎬ菌核开始变褐变黑ꎬ２５ ｄ 后

菌核已完全变黑ꎬ菌核个数１５０~２００ 个 /皿(图 ２Ｃ)ꎮ
ＶＦＬ３９ 在 ＰＤＡ 培养基上菌丝为二叉型(图 ２Ｄ)ꎬ产
生很少量的分生孢子ꎬ分生孢子浅褐色ꎬ长棒状(图
２Ｅ)ꎮ 形态学观察发现ꎬＶＦＬ３９ 的形态特征与葡萄

孢属的拟蚕豆葡萄孢、卡罗莱纳葡萄孢以及核盘菌

属的核盘菌类似ꎮ
２.３.２　 多基因序列分析　 将菌株 ＶＦＬ３９ 的 ＩＴＳ 碱基

序列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 数据库中进行比对ꎬ并构建系统

进化树ꎬ发现其属于葡萄孢属ꎬ但无法与某个具体的

菌株聚为一支(图 ３Ａ)ꎮ 将 ＶＦＬ３９ 的 Ｇ３ＰＤＨ 碱基序

Ａ:蚕豆赤斑病病原菌在马铃薯葡萄糖琼脂(ＰＤＡ)培养基上培

养 ５ ｄ 的菌落形态ꎻＢ:蚕豆赤斑病病原菌在 ＰＤＡ 培养基上培养

１５ ｄ 的菌落形态ꎻＣ:蚕豆赤斑病病原菌在 ＰＤＡ 培养基上培养 ２５
ｄ 的菌落形态ꎻＤ:显微镜下蚕豆赤斑病病原菌菌丝形态ꎻＥ:显微

镜下蚕豆赤斑病病原菌孢子形态(箭头指示为孢子)ꎮ
图 ２　 蚕豆赤斑病病原菌 ＶＦＬ３９ 的形态学特征

Ｆｉｇ.２ 　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎ ＶＦＬ３９ ｃａｕ￣
ｓｉｎｇ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｃｈｏｃｏｌａｔｅ ｓｐｏｔ

列提交至 ＧｅｎＢａｎｋ 进行比对并构建进化树ꎬ发现其与

模式菌株 Ｂ. ｆａｂｉｏｐｓｉｓ ＢｒｏａｄｂｅａｎＢＣ￣２ 聚为一支(图
３Ｂ)ꎮ 因此ꎬ结合形态学特征和多基因序列分析结果ꎬ
最终将 ＶＦＬ３９ 鉴定为拟蚕豆葡萄孢(Ｂ. ｆａｂｉｏｐｓｉｓ)ꎮ
２.４　 病原菌的生物学特性

２.４.１　 不同温度对病原菌生长的影响　 由图 ４Ａ 可

知ꎬ５~３０ ℃的条件下病原菌菌丝能生长ꎬ３５ ℃以上

的高温条件下病原菌菌丝不能生长ꎬ１０ ℃以下病原

菌菌丝生长非常缓慢ꎮ 随着温度的升高ꎬ菌丝的生

长速度呈现先升高后降低的趋势ꎮ 在 ２５ ℃时ꎬ菌丝

的生长速度最快ꎬ培养 ５ ｄꎬ菌落直径达到 ６３􀆰 ００ ｍｍ
(图 ４Ａ)ꎻ温度低于 ２５ ℃ꎬ菌丝生长速度显著降低ꎬ
２０ ℃培养 ５ ｄꎬ直径为 ２８􀆰 ３３ ｍｍꎻ温度高于 ２５ ℃ꎬ
菌丝生长速度降低更为显著ꎬ３０ ℃培养 ５ ｄꎬ菌落直

径仅为 ６􀆰 ８３ ｍｍꎮ 因此ꎬ该菌株对温度比较敏感ꎬ最
适宜的生长温度为 ２５ ℃左右ꎬ温度偏高或偏低均会

严重影响其生长ꎮ
２.４.２　 不同光照条件对病原菌生长的影响　 图 ４Ｂ
显示ꎬ在 ３ 种光照条件下ꎬ病原菌菌丝均能生长ꎮ 在

１２ ｈ 光照＋１２ ｈ 黑暗条件下ꎬ生长速度最快ꎬ培养 ５
ｄꎬ菌落直径达到 ６８􀆰 ６７ ｍｍꎻ其次为 ２４ ｈ 连续黑暗

条件ꎬ培养 ５ ｄꎬ菌落直径为 ５２􀆰 ８３ ｍｍꎻ２４ ｈ 连续光

照条件下ꎬ菌丝生长速度最慢ꎬ培养 ５ ｄꎬ菌落直径为

３９􀆰 １７ ｍｍꎮ 因此ꎬ最适宜该菌株生长的光照条件是
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Ａ:基于内部转录间隔区(ＩＴＳ)碱基序列构建的 ＶＦＬ３９ 的系统进化树ꎻＢ:基于 Ｇ３ＰＤＨ 碱基序列构建的 ＶＦＬ３９ 的系统进化树ꎮ
图 ３　 基于内部转录间隔区(ＩＴＳ)和 Ｇ３ＰＤＨ 基因碱基序列以邻接法构建的 ＶＦＬ３９ 的系统进化树

Ｆｉｇ.３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ＶＦＬ３９ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ (ＩＴＳ) ａｎｄ Ｇ３ＰＤＨ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｍｅｔｈｏｄ

１２ ｈ 光照＋１２ ｈ 黑暗ꎮ
２.４.３　 不同 ｐＨ 对病原菌生长的影响　 由图 ４Ｃ 可

知ꎬｐＨ 为５~ １０ 的条件下ꎬ病原菌菌丝均能生长ꎬ且
差异不显著ꎮ 在５~１０ 的 ｐＨ 范围内ꎬ培养 ５ ｄꎬ菌落

直径为４３.８３~ ４９􀆰 １７ ｍｍ(图 ４Ｃ)ꎮ 因此ꎬ该菌株对

ｐＨ 不敏感ꎮ
２.４.４　 不同碳源、氮源对病原菌生长的影响　 由图

４Ｄ 可知ꎬ在 ４ 种碳源条件下ꎬ病原菌菌丝均能生长ꎬ
在无碳条件下ꎬ菌丝也能生长ꎮ 以不加碳源的培养

基作为对照ꎬ在 ４ 种供试碳源中ꎬ菌株对葡萄糖的利

用效果最好ꎬ培养 ５ ｄꎬ菌落直径为 ２２􀆰 ５０ ｍｍ(图
４Ｄ)ꎻ菌株对麦芽糖和蔗糖的利用效果均不好ꎬ与无

碳条件差异不显著ꎮ 因此ꎬ最适宜该菌株生长的碳

源为葡萄糖ꎮ
由图 ４Ｅ 可知ꎬ在 ６ 种氮源条件下ꎬ病原菌菌

丝均能生长ꎬ在无氮条件下ꎬ菌丝也能生长ꎮ 以不

加氮源的培养基作为对照ꎬ在 ６ 种供试氮源中ꎬ菌
株对酵母膏、牛肉膏和硫酸铵的利用效果最好ꎬ培
养 ５ ｄꎬ菌落直径分别为 ５６􀆰 ６７ ｍｍ、５６􀆰 ００ ｍｍ 和

５５􀆰 ８３ ｍｍ(图 ４Ｅ)ꎻ菌落对其他氮源的利用效果均

不好ꎬ与无氮条件差异不显著ꎬ培养 ５ ｄꎬ菌落直径

为７􀆰 ８３ ~ １０􀆰 １７ ｍｍꎮ 因此ꎬ适宜该菌株生长的氮

源为酵母膏、牛肉膏和硫酸铵ꎮ
２.４.５　 不同培养基对病原菌生长的影响　 由图 ４Ｆ
可知ꎬ在 ４ 种培养基上ꎬ病原菌菌丝均能生长ꎮ 在

ＰＤＡ 培养基上ꎬ菌丝的生长速度最快ꎬ培养 ５ ｄꎬ菌
落直径为 ５４􀆰 ００ ｍｍꎻ其次为 ＯＭＡ 培养基ꎬ培养 ５ ｄꎬ
菌落直径为 ４３􀆰 ５０ ｍｍꎻ在 ＣＺ 和 ＷＡ 培养基上ꎬ菌丝

生长速度无显著差异ꎬ培养 ５ ｄꎬ直径分别为 ２７􀆰 ３３
ｍｍ 和 ２５􀆰 ５０ ｍｍꎮ 因此ꎬ最适宜该菌株生长的培养

基为 ＰＤＡ 培养基ꎮ
２.５　 病原菌抑菌药剂的室内筛选

药剂初筛试验结果表明ꎬ９ 种化学药剂中有 ２
种对 赤 斑 病 病 原 菌 几 乎 无 抑 制 效 果ꎬ 分 别 为

１０􀆰 ０％多抗霉素可湿性粉剂和 ８０􀆰 ０％波尔多液可

湿性粉剂ꎮ 另外 ７ 种化学药剂中ꎬ２􀆰 ０％苦参碱水

剂和 １０􀆰 ０％苯醚甲环唑水分散粒剂对病原菌的抑

制效果最好ꎬＥＣ５０<１􀆰 ０００ ０ ｍｇ / Ｌꎻ２４􀆰 ０％腈苯唑悬

浮剂、１２􀆰 ５％腈菌唑乳油和 ７５􀆰 ０％百菌清可湿性

粉剂对病原菌的抑制效果次之ꎬ１􀆰 ０００ ０ ｍｇ / Ｌ<
ＥＣ５０<５􀆰 ０００ ０ ｍｇ / Ｌꎻ其次为 ７０􀆰 ０％甲基硫菌灵可

湿性粉剂ꎬ５􀆰 ０００ ０ ｍｇ / Ｌ< ＥＣ５０< １０􀆰 ０００ ０ ｍｇ / Ｌꎻ
３􀆰 ０％甲霜 口恶霉灵水剂的抑制效果最差ꎬＥＣ５０>
１０􀆰 ０００ ０ ｍｇ / Ｌ(表 １)ꎮ

４１８１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０２４ 年 第 ４０ 卷 第 １０ 期



ＰＤＡ 培养基:马铃薯葡萄糖琼脂培养基ꎻ ＣＺ 培养基:察氏培养基ꎻ ＯＭＡ 培养基:燕麦琼脂培养基ꎻＷＡ 培养基:水琼脂培养基ꎮ 图中不同小

写字母表示差异显著(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ４　 不同条件下蚕豆赤斑病病原菌的菌丝生长情况

Ｆｉｇ.４　 Ｍｙｃｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｃａｕｓｉｎｇ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｃｈｏｃｏｌａｔｅ ｓｐｏｔ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

表 １　 ７ 种化学药剂对蚕豆赤斑病病原菌的毒力作用

Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｏｘｉｃ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｃａｕｓｉｎｇ ｂｒｏａｄ ｂｅａｎ ｃｈｏｃｏｌａｔｅ ｓｐｏｔ

药剂　 　 　 　 　 　 　 　 毒力回归方程　 　 　 　 　 相关系数 ＥＣ５０(ｍｇ / Ｌ)

７５.０％百菌清可湿性粉剂 Ｙ＝ ０.８６４ ２ｘ＋４.６４８ ４ ０.９６５ ３ ２.５５１ ７

７０.０％甲基硫菌灵可湿性粉剂 Ｙ＝ ０.８２２ ８ｘ＋４.３４５ ５ ０.９０５ ７ ６.２４４ ８

１０.０％苯醚甲环唑水分散粒剂 Ｙ＝ １.０５２ ３ｘ＋５.１２８ ２ ０.９９１ ９ ０.７５５ ４

１２.５％腈菌唑乳油 Ｙ＝ ０.７６５ ３ｘ＋４.７３５ ９ ０.９５９ ２ ２.２１３ ７

２４.０％腈苯唑悬浮剂 Ｙ＝ １.１４５ ７ｘ＋４.６５４ ０ ０.９９０ ７ ２.００４ ４

３.０％甲霜口恶霉灵水剂 Ｙ＝ １.１００ ５ｘ＋３.０７８ ２ ０.９８７ １ ５５.７７１ ３

２.０％苦参碱水剂 Ｙ＝ ０.２４１ ７ｘ＋５.５４８ ２ ０.９６４ ４ ０.００５ ４
ＥＣ５０:半数效应浓度ꎮ

３　 讨 论

赤斑病是世界各地蚕豆最主要的病害之一ꎬ蚕

豆葡萄孢是最早发现的致病菌ꎬ其次是灰葡萄

孢[２９]ꎮ 拟蚕豆葡萄孢最早是在中国湖北省被发现

的[１１]ꎬ后来在中国其他省份及其他国家也发现了拟
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蚕豆葡萄孢能引起蚕豆赤斑病[３０￣３２]ꎮ 不同蚕豆产

区的不同蚕豆品种ꎬ引起赤斑病的病原菌也有所不

同ꎮ 黄燕等[３０] 发现甘肃省、青海省、江苏省、四川

省、河北省、重庆市的蚕豆赤斑病是由蚕豆葡萄孢、
灰葡萄孢、拟蚕豆葡萄孢引起的ꎬ但在安徽省、湖北

省仅分离到灰葡萄孢[３３]ꎮ 马生彪等[７] 发现甘肃省

渭源县的蚕豆赤斑病是由蚕豆葡萄孢引起的ꎬ未发

现另外 ２ 种病原菌ꎮ 喻敏博[１２] 在青海省不仅发现

了上述 ３ 种主要赤斑病病原菌ꎬ还分离出另外 ６ 种

病原菌ꎮ 本研究在江苏省南通市吴窑镇仅鉴定出拟

蚕豆葡萄孢 １ 种病原菌ꎬ其原因可能是蚕豆病样仅

来自吴窑镇 １ 个试验点的 １ 个蚕豆品种ꎬ病原菌的

分离范围和数量较小所致ꎮ
研究病原菌的生物学特性有助于了解病害的发

生规律及其与环境之间的关系ꎬ从而便于在实际生

产中通过控制环境条件减少病害的发生ꎮ 本研究结

果表明ꎬ拟蚕豆葡萄孢菌丝在５~ ３０ ℃能够生长ꎬ最
适生长温度为 ２５ ℃ꎬ这与张静[１５] 对湖北省拟蚕豆

葡萄孢的生物学特性研究结果一致ꎮ 拟蚕豆葡萄孢

菌丝在 ｐＨ 为５~１０ 范围内也均能正常生长ꎬ且生长

速度无显著差异ꎬ最适碳源为葡萄糖ꎬ最适氮源为酵

母膏、牛肉膏和硫酸铵ꎮ 本研究在 ｐＨ 和碳 /氮源上

的研究结果与张静[１５] 对湖北省拟蚕豆葡萄孢的生

物学特性研究结果存在差异ꎬ这可能是采集病样的

品种及生长区域不同导致的ꎮ 有研究结果表明ꎬ拟
蚕豆葡萄孢的生长温度范围和 ｐＨ 范围比蚕豆葡萄

孢广ꎬ且致病力较强[１５]ꎬ其对蚕豆的危害可能会进

一步加重ꎬ在今后的蚕豆田间生产中要重视对拟蚕

豆葡萄孢引起的赤斑病的防治ꎮ
抑菌药剂室内筛选试验结果表明ꎬ２􀆰 ０％苦参碱

水剂和 １０􀆰 ０％苯醚甲环唑水分散粒剂对拟蚕豆葡

萄孢的抑制效果最好ꎮ 苦参碱水剂是天然植物性农

药ꎬ在生产上是一种广谱的杀虫剂ꎬ其对蔬菜的霜霉

病、疫病、炭疽病等也有很好的防治效果ꎬ杀菌机理

是抑制菌体生物合成ꎬ影响菌体的生物氧化过程ꎮ
有研究结果表明ꎬ苦参碱水剂对小麦赤霉病、水稻稻

瘟病和芍药红斑病、炭疽病、根腐病的病原菌生长均

有一定的抑制作用[３４]ꎮ 苯醚甲环唑水分散粒剂属

于三唑类杀菌剂ꎬ其对梨黑星病、苹果斑点落叶病、
番茄早疫病、辣椒炭疽病等均有较好的防治效果ꎬ杀
菌机理是抑制真菌细胞壁的合成和细胞膜的功能ꎬ
从而有效抑制真菌的生长和繁殖ꎮ 药剂筛选田间试

验结果表明ꎬ８０􀆰 ０％代森锰锌可湿性粉剂和 ７５􀆰 ０％
的百菌清可湿性粉剂对蚕豆赤斑病的防治效果最

好[３５]ꎮ 在本研究中ꎬ７５􀆰 ０％百菌清可湿性粉剂对拟

蚕豆葡萄孢也有抑制效果ꎬ但不如 ２􀆰 ０％苦参碱水

剂和 １０􀆰 ０％苯醚甲环唑水分散粒剂效果明显ꎬ这可

能是由室内试验和田间试验的环境差异导致ꎮ 苦参

碱水剂是植物源农药ꎬ苯醚甲环唑水分散粒剂也是

三唑类杀菌剂中毒性较低的一种ꎬ对环境友好ꎬ可以

安全使用ꎬ但本研究仅为室内筛选结果ꎬ还需进行相

关的田间试验以便在生产上推广应用ꎮ

４　 结 论

江苏省南通市蚕豆赤斑病的病原菌为拟蚕豆葡

萄孢(Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｆａｂｉｏｐｓｉｓ)ꎮ 该病原菌菌丝最适生长温

度为 ２５ ℃ꎬ最适光照条件为 １２ ｈ 光照＋１２ ｈ 黑暗ꎬ
对 ｐＨ 不敏感ꎬ最适碳源为葡萄糖ꎬ最适氮源为酵母

膏、牛肉膏和硫酸铵ꎬ最适培养基为 ＰＤＡ 培养基ꎮ
室内抑菌药剂筛选结果表明ꎬ２􀆰 ０％苦参碱水剂和

１０􀆰 ０％苯醚甲环唑水分散粒剂对病原菌的抑制效果

最好ꎬ在今后的田间生产中可用于蚕豆赤斑病的化

学防治ꎮ
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