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　 　 摘要:　 为明确多花黄精白绢病病原菌的种类及生物学特性ꎬ筛选适宜的杀菌剂ꎬ本研究从重庆市南川区采集

多花黄精白绢病病株ꎬ采用菌核分离法ꎬ分离纯化得到多花黄精白绢病病原菌菌株 ＢＪＢꎬ依据柯赫氏法则验证其致

病性ꎬ通过形态学及分子生物学鉴定病原菌种类ꎬ通过生物学试验明确病原菌的适宜生长条件ꎬ并通过室内药效试

验筛选适宜杀菌剂ꎮ 结果表明ꎬ本研究分离纯化得到的白绢病病原菌菌株 ＢＪＢ 为罗耳阿太菌(Ａｔｈｅｌｉａ ｒｏｌｆｓｉｉ)ꎮ 多

花黄精白绢病病原菌的适宜生长条件为马铃薯蔗糖琼脂培养基(ＰＳＡ)ꎬ温度 ２５ ℃ꎬｐＨ 值 ４ꎬ碳源蔗糖ꎬ氮源硝酸

钠ꎬ暗培养ꎮ 多花黄精白绢病病原菌菌丝和菌核的致死温度分别为 ４５ ℃和 ５５ ℃ꎮ 杀菌剂戊唑醇对多花黄精白绢

病病原菌的抑制效果最好ꎬ半抑制浓度(ＥＣ５０)为 ０􀆰 ４２０ μｇ / ｍＬꎻ咯菌腈、萎锈灵和嘧菌酯的抑制效果其次ꎬＥＣ５０分别

为 １􀆰 ７５０ μｇ / ｍＬ、１􀆰 ９９１ μｇ / ｍＬ和 ２􀆰 ９４０ μｇ / ｍＬꎮ 本研究结果为多花黄精白绢病病害的诊断与防治提供依据ꎮ
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　 　 多花黄精(Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ Ｈｕａ)又名老

虎姜、山姜、仙人余粮ꎬ是一种多年生草本植物ꎮ 多

花黄精根茎富含糖类、酚类、黄酮类、皂苷类和氨基

酸等活性成分及矿质元素ꎬ是正品中药材黄精的来

源之一[１￣２]ꎬ具有抗氧化、抗疲劳、抗肿瘤、消炎、抗衰

老、降血糖和调节免疫等药理作用[３￣４]ꎮ 多花黄精生

产中常见的病害主要有根腐病[５￣６]、炭疽病[７]、茎腐

病[８]、叶枯病[９]和白绢病[１０]等ꎮ 受栽培制度及气候

变化的影响ꎬ重庆地区的多花黄精生产中白绢病的

危害呈多发、加重趋势ꎬ严重影响当地多花黄精药材

的品质和产量ꎮ 多花黄精白绢病是一种传染性极强

的真菌性病害ꎮ 田间调查发现ꎬ重庆地区一般地块

发病率为 ５％ ~ １２％ꎬ而地势低洼、排水不良的酸性

地块发病率可高达 ３０％以上ꎮ 每年５－７ 月为重庆地

区多花黄精白绢病的高发期ꎮ
引起植物白绢病的病原菌主要是小菌核属

(Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍ)病原菌ꎬ包括有性型罗耳阿太菌(Ａｔｈｅｌｉａ
ｒｏｌｆｓｉｉ) 和 无 性 型 齐 整 小 核 菌 ( Ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍ ｒｏｌｆｓｉｉ
Ｓａｃｃ.) [１１￣１７]ꎮ 鉴于多花黄精白绢病病原菌的鉴定分

类和高效防治杀菌剂筛选缺乏研究的现状ꎬ本研究

通过采集具有典型白绢病症状的多花黄精植株ꎬ进
行病原菌分离及其致病性检测ꎬ结合病原菌形态特

征和内转录间隔区(ＩＴＳ)碱基序列以及 ＳＳＵ、ＬＳＵ 基

因碱基序列分析ꎬ鉴定多花黄精白绢病病原菌种类ꎬ
并通过不同培养基、ｐＨ、碳源、氮源、光照、温度对病

原菌生长的影响试验ꎬ明确多花黄精白绢病病原菌

的生物学特性ꎬ并测定不同杀菌剂对该病原菌的抑

制效果ꎬ以期为多花黄精白绢病的诊断和科学防治

提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

１.１.１　 培养基及其配制 　 马铃薯蔗糖琼脂培养基

(ＰＳＡ)由蔗糖 ２０ ｇ、马铃薯 ２００ ｇ、琼脂 ２０ ｇ、水１ ０００
ｍＬ 配制得到ꎻ燕麦琼脂培养基(ＯＡ)由燕麦 ６０ ｇ、琼
脂 １８ ｇ、水１ ０００ ｍＬ 配制得到ꎻ水琼脂培养基(ＷＡ)
由琼脂 ２０ ｇ、水１ ０００ ｍＬ 配制得到ꎻ沙氏琼脂培养

基(ＳＤＡ)由蛋白胨 １０ ｇ、葡萄糖 ４０ ｇ、琼脂 １５ ｇ、水
１ ０００ ｍＬ 配制得到ꎻ玉米琼脂培养基(ＣＭＡ)由玉米

粉 ３０ ｇ、琼脂 ２０ ｇ、水１ ０００ ｍＬ 配制得到ꎻ马铃薯葡

萄糖琼脂培养基(ＰＤＡ)由葡萄糖 ２０ ｇ、马铃薯 ２００
ｇ、琼脂 ２０ ｇ、水１ ０００ ｍＬ 配制得到ꎻ察氏琼脂培养基

(Ｃｚａｐｅｋ)由硝酸钠 ３􀆰 ００ ｇ、磷酸氢二钾 １􀆰 ００ ｇ、硫酸

镁 ０􀆰 ５０ ｇ、氯化钾 ０􀆰 ５０ ｇ、硫酸亚铁 ０􀆰 ０１ ｇ、蔗糖

３０􀆰 ００ ｇ、琼脂 １５􀆰 ００ ｇ、水１ ０００ ｍＬ 配制得到ꎮ
１.１.２　 不同浓度药剂的制备 　 供试药剂包括 ９８％
萎锈灵(湖北津乐达化工有限公司产品)、９６％嘧菌

酯(湖北康宝泰精细化工有限公司产品)、９８％咯菌

腈(瑞士先正达作物保护有限公司产品)、９７％戊唑

醇(郑州凯瑞农化产品有限公司产品)、９６％异菌脲

(江苏辉丰农化股份有限公司产品)和 ９８％啶酰菌

胺(德国巴斯夫欧洲公司产品)６ 种ꎮ 萎锈灵原药用

甲醇溶解ꎬ其余 ５ 种原药均用丙酮溶解ꎬ配置成质量

浓度为１ ０００ ｍｇ / Ｌ的母液ꎬ于 ４ ℃保存备用ꎮ 为测

定 ６ 种药剂室内毒力ꎬ对 ６ 种原药进行稀释ꎬ稀释后

各药剂的质量浓度见表 １ꎮ

表 １　 防效试验杀菌剂浓度

Ｔａｂｌｅ １　 Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｅｆｆｉｃａｃｙ ｔｅｓｔｓ

药剂　 　 　 质量浓度(μｇ / ｍＬ)　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　

萎锈灵 １８.０００ ００、９.０００ ００、４.５００ ００、２.２５０ ００、１.１２５ ００、０.５６２ ５０、０.２８１ ２５

嘧菌酯 １ ０００.０００ ００、１２５.０００ ００、１５.６２５ ００、１.９５３ ００、０.２４４ ００、０.０３０ ５０、０.００３ ８０

咯菌腈 ４６.７００ ００、２３.３５０ ００、１１.６７５ ００、５.８３７ ００、２.９１８ ００、１.４５９ ００、０.７２９ ００

戊唑醇 １ ０００.０００ ００、１２５.０００ ００、１５.６２５ ００、１.９５３ ００、０.２４４ ００、０.０３０ ５０、０.００４ ００

异菌脲 １８０.０００ ００、１２０.０００ ００、８０.０００ ００、５３.３００ ００、３５.６００ ００、２３.６００ ００、１５.８００ ００

啶酰菌胺 １ ０００.０００ ００、５００.０００ ００、２５０.０００ ００、１２５.０００ ００、６２.５００ ００、３１.２５０ ００、１５.６２５ ００
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１.２　 方法

１.２.１　 病株样品采集与病原菌分离 　 ２０２０ 年 ６ 月

于 重 庆 市 南 川 区 三 泉 镇 ( ２９° ０８′ ２３. ３６″ Ｎꎬ
１０７°１３′６.５５″Ｅ)采集患有白绢病的多花黄精植株ꎬ
参照王雅等[１８] 方法进行病原菌分离ꎮ 用无菌水冲

洗病株根茎４~５ 次ꎬ吸干表面水分ꎬ将洗净的病株根

茎切成０.５ ｃｍ×０􀆰 ５ ｃｍ 的小块ꎬ放入带有无菌滤纸

的培养皿中ꎬ加入适量无菌水保湿ꎬ室温培养产生菌

核ꎮ 收集菌核并用 ７５％ 乙醇消毒 ２０~ ３０ ｓꎬ再用

０􀆰 １％ ＨｇＣｌ２消毒２~ ４ ｍｉｎꎬ最后用无菌水冲洗 ５ 次ꎮ
将冲洗后的菌核放在无菌纸上吸干表面水分ꎬ接入

盛有 ＰＤＡ 培养基的培养皿中央ꎬ在 ２５ ℃条件下暗

培养ꎬ待菌核萌发产生菌丝后ꎬ挑取边缘菌丝ꎬ再接

种到 ＰＤＡ 培养基上进行纯化培养ꎬ得到纯化病原菌

株ꎮ
１.２.２　 病原菌致病性测定　 选取 ３ 年生、长势一致

的健康多花黄精种苗ꎬ参考刘雨等[１９] 方法ꎬ在植株

叶片、茎秆、根茎上无伤接种直径为 ０􀆰 ５ ｃｍ 菌饼ꎬ以
浸有无菌水的棉球保湿ꎬ置于 ＢＳＧ￣４００ 型光照培养

箱(上海博迅医疗生物仪器有限公司产品)中ꎬ培养

条件设置为光照时间 １６ ｈ / ｄ、光照度１ ５００ ｌｘ、温度

２５ ℃、相对湿度 ７５％ꎮ 以接种空白 ＰＤＡ 培养基作

为对照ꎬ每处理分别接种 ５ 株ꎮ 依据柯赫氏法则ꎬ待
植株发病后ꎬ采集病健交界处组织进行再次分离、纯
化ꎬ通过形态鉴定和显微镜观察分离菌株与接种菌

株的菌落形态、菌核大小等特征是否一致来确定致

病菌ꎮ
１.２.３　 病原菌形态学鉴定 　 将上述病原菌接种到

ＰＤＡ 培养基上ꎬ ２５ ℃暗培养 ３ ｄꎬ采用十字交叉法

测量菌落直径ꎬ观察菌落形态和菌核形成及其颜色

变化ꎬ统计菌核数量ꎬ并在 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＣＸ４１ 显微镜

(日本奥林巴斯株式会社产品)下观察菌丝形态并

进行初步分类ꎮ
１.２.４　 病原菌分子生物学鉴定　 病原菌在 ＰＤＡ 培

养基中培养 ３ ｄ 后ꎬ使用 Ｄ３６９０ 真菌基因组提取试

剂盒(广州市百菱生物科技有限公司产品)提取病

原菌 ＤＮＡꎮ 选取 ＩＴＳ 引物 ＩＴＳ１ ( ５′￣ＴＣＣＧＴＡＧＧＴ￣
ＧＡＡＣＣＴＧＣＧ Ｇ￣３′) / ＩＴＳ４ ( ５′￣ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴ￣
ＧＡＴＡＴＧＣ￣３′) [２０]、ＳＳＵ 引物 ＮＳ１(５′￣ＣＡＣＣＴＧＧＴＴＧ￣
ＴＡＣＣＴＧＣＣＡＧ￣３′) / ＮＳ６ ( ５′￣ＡＧＣＴＴＧＡＴＣＣＴＴＣＴＧ￣
ＣＡＧＧＴＴＣＡＣＣＴＡＣ￣３′) [２１]、 ＬＵＳ 引 物 ＬＲＯＲ ( ５′￣
ＧＴＡＣＣＣＧＣＴＧＡＡＣＴＴＡＡＧＣ￣３′) / ＬＲ５ ( ５′￣ＡＴＣＣＴ￣

ＧＡＧＧＧＡＡＡＣＴＴＣ￣３′) [２２]对病原菌基因组 ＤＮＡ 进行

ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 扩增体系 ２０􀆰 ０ μＬ:ＤＮＡ 模板 １􀆰 ０
μＬꎬ２×Ｈｉｅｆｆ ｒｏｂｕｓｔ ＰＣＲ ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ[翌圣生物科技

(上海)股份有限公司产品]１０􀆰 ０ μＬꎬ上下游引物各

０.５ μＬꎬｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ０ μＬꎮ 扩增程序:９４ ℃ 预变性 ４
ｍｉｎꎻ９４ ℃变性 ４５ ｓꎬ５５ ℃ ( ＩＴＳ 引物) / ５０ ℃ (ＳＳＵ
引物) / ５０ ℃(ＬＳＵ 引物)退火 ４５ ｓꎬ７２ ℃延伸 ９０ ｓꎬ
共 ３５ 个循环ꎻ７２ ℃延伸 １０ ｍｉｎꎮ 引物合成及测序

均由重庆擎科生物公司完成ꎮ 将测序结果上传 ＮＣ￣
ＢＩ(美国国家生物信息中心)ꎬ获得序列号ꎬ并在 ＮＣ￣
ＢＩ 数据库 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ) 中进行

ＢＬＡＳＴ 比对ꎻ下载近源种的 ＩＴＳ 碱基序列、ＳＳＵ、ＬＵＳ
基因碱基序列ꎬ使用 ＭＥＧＡ ７.０ 软件进行同源性比

对ꎬ 以 Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ａｍｙｇｄａｌｅ ( ＮＣＢＩ 登录号分别为

ＫＣ３４３０１９、ＭＮ２７３７８６、ＭＨ８７５６６６) 为外源ꎬ设置自

展值 ( Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ) 为１ ０００ꎬ采用邻接法 ( Ｎｅｉｇｈｂｏｕｒ￣
ｊｏｉｎｉｎｇꎬＮＪ)构建系统发育树ꎬ确定多花黄精白绢病

菌株的分类地位ꎮ
１.２.５　 病原菌生物学特性测定

１.２.５.１　 培养基类型对病原菌生长的影响　 用无菌

打孔器取 ５ ｍｍ 的菌饼ꎬ分别接种于 ＰＳＡ、ＯＡ、ＷＡ、
ＳＤＡ、ＣＭＡ、ＰＤＡ 和 Ｃｚａｐｅｋ 培养基(培养皿直径 ９
ｃｍ)中ꎬ ２５ ℃培养 ３ ｄꎬ用十字交叉法测量菌落直

径ꎮ 每处理 ５ 次重复ꎮ
１.２.５.２ 　 培养基 ｐＨ 值对病原菌生长的影响 　 以

ＰＤＡ 为基础培养基ꎬ用 １ ｍｏｌ / Ｌ ＮａＯＨ 和 ＨＣｌ 溶液

调节培养基 ｐＨꎬ得到 ｐＨ 值为 ３、４、５、６、７、８、９、１０ 的

ＰＤＡ 培养基ꎮ 同样用无菌打孔器取 ５ ｍｍ 的菌饼ꎬ
分别接种于 ｐＨ 值为 ３、４、５、６、７、８、９、１０ 的 ＰＤＡ 培

养基中ꎬ ２５ ℃培养 ３ ｄꎬ用十字交叉法测量菌落直

径ꎮ 每处理 ５ 次重复ꎮ
１.２.５.３　 培养基碳源与氮源类型对病原菌生长的影

响　 以 Ｃｚａｐｅｋ 培养基为基础培养基ꎬ用等量甘露

醇、葡萄糖、麦芽糖、可溶性淀粉、果糖、乳糖替代培

养基中的蔗糖作为碳源ꎬ得到不同碳源的 Ｃｚａｐｅｋ 培

养基ꎻ用等量乙酸铵、甘氨酸、氯化铵、尿素、硫酸铵、
硝酸钾替代培养基中的硝酸钠作为氮源ꎬ得到不同

氮源的 Ｃｚａｐｅｋ 培养基ꎮ 然后ꎬ用无菌打孔器取 ５
ｍｍ 的菌饼ꎬ分别接种于不同碳源的 Ｃｚａｐｅｋ 培养基

和不同氮源的 Ｃｚａｐｅｋ 培养基ꎬ２５ ℃培养 ３ ｄꎬ用十

字交叉法测量菌落直径ꎮ 每处理 ５ 次重复ꎮ
１.２.５.４　 温度对病原菌生长的影响　 用无菌打孔器
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取 ５ ｍｍ 的菌饼ꎬ接种于 ＰＤＡ 培养基中ꎬ分别以 ５
℃、１０ ℃、１５ ℃、２０ ℃、２５ ℃、３０ ℃和 ３５ ℃条件下

培养 ３ ｄ 后ꎬ用十字交叉法测量菌落直径ꎮ 每处理 ５
次重复ꎮ
１.２.５.５　 光周期对病原菌生长的影响　 用无菌打孔

器取 ５ ｍｍ 的菌饼ꎬ接种于 ＰＤＡ 培养基中ꎬ分别以 ０
ｈ / ｄ(全暗)、１２ ｈ / ｄ(半明半暗)和 ２４ ｈ / ｄ(全明) ３
种光周期 ２５ ℃恒温培养 ３ ｄꎬ用十字交叉法测量菌

落直径ꎮ 每处理 ５ 次重复ꎮ
１.２.５.６　 病原菌致死温度测定　 采用试管水浴法测

定菌丝和菌核的致死温度ꎮ 试管中放入 １０ 个直径

０􀆰 ５ ｃｍ 菌饼ꎬ分别置于 ４１ ℃、４２ ℃、４３ ℃、４４ ℃、４５
℃、４６ ℃、４７ ℃、４８ ℃、４９ ℃和 ５０ ℃的恒温水浴锅

中预热 １ ｍｉｎ 后开始计时ꎬ１０ ｍｉｎ 后取出立即冷却

降温ꎬ然后取出菌饼表面消毒后置于 ＰＤＡ 培养基中

２５ ℃培养 ５ ｄꎬ观察菌丝是否生长ꎮ 同样ꎬ试管中放

入大小一致的 １０ 个菌核ꎬ分别置于 ４５ ℃、４７ ℃、４９
℃、５１ ℃、５３ ℃、５５ ℃、５７ ℃、５９ ℃的恒温水浴锅中

预热 １ ｍｉｎ 后开始计时ꎬ１０ ｍｉｎ 后取出立即冷却降

温ꎬ然后取出菌核ꎬ表面消毒后置于 ＰＤＡ 培养基中

２５ ℃培养 ５ ｄꎬ观察菌核是否生长ꎬ进而确定菌丝和

菌核的致死温度ꎮ
１.２.６　 室内药剂毒力测定 　 无菌条件下ꎬ取 １ ｍＬ
不同质量浓度不同类型杀菌剂药液(表 １)分别加入

１４ ｍＬ ＰＤＡ 培养基ꎬ混匀后置于直径 ９ ｃｍ 的无菌培

养皿中ꎮ 然后在不同质量浓度药剂的 ＰＤＡ 培养基

中接入直径 ０􀆰 ５ ｃｍ 的菌饼ꎬ以不加药剂的 ＰＤＡ 培

养基作对照ꎬ２５ ℃暗培养 ３ ｄ 后测量各处理的菌落

直径ꎮ 每处理 ３ 次重复ꎮ 抑制率按下式计算:
抑制率＝ (对照菌落直径－处理菌落直径) /对

照菌落直径×１００％ꎮ
１.３　 数据分析

利用 Ｅｘｃｅｌ ２０１６ 软件进行数据统计以及图、表
绘制ꎬ利用 ＳＰＳＳ ２０.０ 软件进行处理间差异显著性

分析及毒力回归方程的拟合和半抑制浓度(ＥＣ５０)
的计算ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 多花黄精白绢病症状

生产中多花黄精实生苗与根茎繁殖的植株可感

染白绢病ꎬ主要危害根茎和茎基部ꎮ 高温高湿条件

下ꎬ实生苗感染病害后ꎬ叶片由绿色转变为褐色ꎬ叶
片表面呈现云纹状斑点ꎬ逐渐扩展到整个叶片ꎬ可见

褐色的菌核ꎮ 土壤表面常长出一层白色绢丝状菌丝

体ꎬ常形成许多大小不一褐色或棕褐色的菌核或子

实体(图 １)ꎮ 根茎繁殖植株感病后ꎬ根茎呈黄褐色

斑点ꎬ地上叶片开始黄化ꎬ随着病情发展ꎬ叶片病斑

不断变大ꎬ后期呈黄褐色、不规则的病斑ꎬ稍凹陷ꎬ叶
片从下往上逐渐变黄ꎬ茎秆枯萎ꎬ菌丝不断往下侵染

根部ꎬ最后整个根茎腐烂ꎬ全株死亡ꎮ

Ａ:感染白绢病的 １ 年生种子苗ꎻＢ:感染白绢病的 ３ 年生种子苗ꎻＣ:子实体ꎮ
图 １　 多花黄精白绢病田间症状

Ｆｉｇ.１　 Ｆｉｅｌｄ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ ｗｉｔｈ ｓｏｕｔｈｅｒｎ ｂｌｉｇｈｔ

２.２　 病原菌致病性

将纯化好的菌株 ＢＪＢ 回接接种到健康的多花

黄精植株叶片、茎秆和根茎上ꎬ在 ２５ ℃下保湿培养ꎮ
接种后 ３ ｄ 出现病状ꎬ叶片接种部位出现水渍状斑ꎬ

组织表面可见紧贴的白色菌丝ꎻ接种后 ５ ｄ 叶片穿

孔(图 ２Ａ)ꎻ接种后 ７ ｄ 茎秆被侵染部位变为褐色

(图 ２Ｂ)ꎬ中间灰色ꎬ凹陷ꎻ接种后 ８ ｄꎬ根基部呈水渍

状腐烂ꎬ褐色(图 ２Ｃ)ꎬ有恶臭味ꎬ且很容易将植株从
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花盆中拔起ꎬ最后整个植株枯死(图 ２Ｄ)ꎮ 症状与

田间自然病株症状相同ꎬ而对照植株无明显病症

(图 ２Ｅ)ꎮ 接种后 １５ ｄ 采集病健交接组织和对照进

行再次分离、纯化病原菌ꎬ将分离菌株在 ２５ ℃培养

３ ｄ 观测菌落形态特征ꎬ其与接种菌株一致ꎬ培养 １０
ｄ 菌核形态与接种菌株的也一致ꎬ对照处理未获得

菌株ꎮ 因此ꎬ确定菌株 ＢＪＢ 为多花黄精白绢病的致

病菌ꎮ

Ａ:叶片接种后 ５ ｄ 的植株ꎻＢ:茎秆接种后 ７ ｄ 的植株ꎻＣ:接种后 ８ ｄ 的根茎ꎻＤ:叶片接种后 ２６ ｄ 的植株ꎻＥ:健康植株ꎮ 　
图 ２　 分离获得的菌株 ＢＪＢ 对多花黄精的致病性检测及叶片、茎秆和根茎感病症状

Ｆｉｇ.２　 Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｓｔｒａｉｎ ＢＪＢ ｏｎ Ｐｏｌｙｇｏｎａｔｕｍ ｃｙｒｔｏｎｅｍａ ａｎｄ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｌｅａｖｅｓꎬ ｓｈｏｏｔｓ ａｎｄ ｒｈｉｚｏｍｅｓ

２.３　 病原菌鉴定

２.３.１　 形态学鉴定　 菌株 ＢＪＢ 在 ２５ ℃培养 １ ｄꎬ菌
落开始萌发ꎬ培养 ５ ｄꎬ长满整个培养基ꎬ菌落呈圆形

(图 ３Ａ)ꎬ背面白色(图 ３Ｂ)ꎬ菌丝呈疏松的白色羽

毛状ꎬ从中间向四周辐射状生长(图 ３Ａ)ꎬ培养 ７ ｄ

形成近球形或椭圆形的白色菌核(图 ３Ｃ)ꎬ成熟后菌

核呈褐色或棕褐色(图 ３Ｄ) ꎬ表面具有光泽ꎮ 每皿

培养基可产生大小不一的菌核８~ ２３ 个ꎬ菌核直径

０.４~２􀆰 ２ ｍｍꎮ 显微镜下菌丝有横膈膜(图 ３Ｅ)ꎬ直
径５.４~７􀆰 ２ μｍꎬ未见分生孢子ꎮ

Ａ:培养 ５ ｄ 的菌落正面ꎻＢ:培养 ５ ｄ 菌落背面ꎻＣ:培养 ７ ｄ 的初期菌核ꎻＤ:培养 １２ ｄ 的后期菌核ꎻＥ:菌丝ꎮ
图 ３　 菌株 ＢＪＢ 的菌落、菌丝和菌核形态特征

Ｆｉｇ.３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｃｏｌｏｎｙꎬ ｍｙｃｅｌｉｕｍ ａｎｄ ｓｃｌｅｒｏｔｉｕｍ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＢＪＢ

２.３.２　 分子生物学鉴定　 以菌株 ＢＪＢ 基因组 ＤＮＡ
为模板ꎬ采用 ＩＴＳ 引物以及 ＳＳＵ、ＬＳＵ 引物对菌株进

行扩增ꎬ扩增产物测序后得到的序列上传至 ＮＣＢＩ
(美国国家生物信息中心)ꎬＧｅｎＢａｎｋ 登录号依次为

ＯＫ３３７８３１、ＯＫ３３７６８１ 和 ＯＫ３３７６８０ꎮ 菌株 ＢＪＢ 与

Ａｌｔｈｅｌｉａ ｒｏｌｆｓｉｉ 菌株的同源性较高ꎬ菌株 ＢＪＢ 的 ＩＴＳ
引物以及 ＳＳＵ、ＬＳＵ 引物的扩增序列与 Ａｌｔｈｅｌｉａ ｒｏｌｆｓｉｉ
菌株的 ＩＴＳ 引物以及 ＳＳＵ 和 ＬＳＵ 引物的扩增序列

( 登 录 号 分 别 为: ＭＨ８５８１３９、 ＭＷ６１７８８２ 和

ＭＨ８６９７２４)的相似度分别为 １００􀆰 ００％(５５８ / ５５８)、

１００􀆰 ００％(１ ３１２ / １ ３１２)和 ９９􀆰 ７７％ (８７５ / ８７７)ꎮ 菌

株 ＢＪＢ 与几个 Ａｌｔｈｅｌｉａ ｒｏｌｆｓｉｉ 菌株聚于同一分支(图
４)ꎬ因此ꎬ综合形态学特征和分子生物学分析结果ꎬ
本研究认为多花黄精白绢病致病菌 ＢＪＢ 为罗耳阿

太菌(Ａｔｈｅｌｉａ ｒｏｌｆｓｉｉ)ꎮ
２.４　 病原菌生物学特性

２.４.１　 培养基对病原菌生长的影响 　 不同培养基

中病原菌生长速度存在显著差异(图 ５Ａ)ꎮ ＰＳＡ 培

养基中病原菌生长最快ꎬ培养 ３ ｄ 菌落直径可达

７２􀆰 ３３ ｍｍꎬ显著高于其他培养基ꎻ其次为 ＰＤＡ 培养
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基ꎬ菌落直径为 ６８􀆰 ３ ｍｍꎻ再次是 ＳＤＡ 培养基和 ＯＡ
培养基ꎬ两者间差异不显著ꎮ ＷＡ 和 Ｃｚａｐｅｋ 培养基

中ꎬ病原菌生长较缓慢ꎬ培养 ３ ｄ 菌落直径仅为

３９􀆰 ３３ ｍｍ 和 ３３􀆰 ５ ｍｍꎬ显著低于其他培养基ꎮ

Ａ:基于 ＩＴＳ 碱基序列构建的系统发育树ꎻＢ:基于 ＳＳＵ 基因碱基序列构建的系统发育树ꎻＣ:基于 ＬＳＵ 基因碱基序列构建的系统发育树ꎮ
图 ４　 基于 ＩＴＳ 碱基序列以及 ＳＳＵ、ＬＳＵ 基因碱基序列分别构建的系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ ｂａｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ＳＳＵ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ａｎｄ ＬＳＵ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ

２.４.２　 ｐＨ 值对病原菌生长的影响 　 培养基 ｐＨ 值

３~１０ 时ꎬ病原菌培养 ３ ｄ 菌落直径均大于接种时的

菌斑直径 ５ ｍｍꎬ说明培养基 ｐＨ 值３~ １０ 范围内ꎬ病
原菌均能生长(图 ５Ｂ)ꎮ 培养基 ｐＨ 值为 ４ 时ꎬ病原

９４２２韩　 凤等:多花黄精白绢病病原菌鉴定及室内药剂筛选



菌培养 ３ ｄ 菌落直径达到 ７８􀆰 １７ ｍｍꎬ显著大于其他

处理ꎮ ｐＨ 为 ６、５、３ 和 ７ 处理的菌落直径次之ꎬ分别

为 ７３􀆰 ００ ｍｍ、７２􀆰 ８８ ｍｍ、７１ ｍｍ、７０􀆰 ３０ ｍｍꎬ且这 ４
种处理间的差异不显著ꎮ 培养基 ｐＨ 值为 ９ 和 １０
时ꎬ菌落直径分别为 ６１􀆰 ００ ｍｍ、５９􀆰 ６７ ｍｍꎬ显著低

于其他处理ꎮ 上述结果说明ꎬ偏酸性环境有利于病

原菌的生长ꎬ碱性环境下ꎬ病原菌的生长会受到抑

制ꎮ
２.４.３　 碳、氮源对病原菌生长的影响　 供试的 ７ 种碳

源培养基上ꎬ病原菌 ２５ ℃培养 ３ ｄ 菌落直径的变化

如图 ５Ｃ 所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ不同碳源培养基中ꎬ
病原菌均能生长ꎮ 其中ꎬ以蔗糖或甘露醇为碳源时ꎬ
病原菌培养 ３ ｄ 菌落直径较大ꎬ分别达 ５３􀆰 ００ ｍｍ 和

５２􀆰 ５０ ｍｍꎬ显著高于其他碳源ꎮ 其次为果糖、麦芽糖、

乳糖、葡萄糖等碳源处理ꎬ而以可溶性淀粉为碳源的

处理菌落直径最小ꎬ仅为 １８􀆰 １７ ｍｍꎮ 不同氮源培养

基中ꎬ病原菌 ２５ ℃培养 ３ ｄ 菌落直径的变化如图 ５Ｄ
所示ꎮ 从图中可以看出ꎬ供试的 ７ 种氮源培养基中ꎬ
病原菌均能生长ꎮ 其中ꎬ以硝酸钠或甘氨酸为氮源

时ꎬ病原菌培养 ３ ｄ 菌落直径较大ꎬ分别为 ５３􀆰 ００ ｍｍ
和 ５０􀆰 ６７ ｍｍꎬ显著高于其他氮源ꎻ其次为氯化铵、硝
酸钾、硫酸铵和尿素等氮源处理ꎬ菌落直径分别为

３８􀆰 ００ ｍｍ、３３􀆰 ５０ ｍｍ、３２􀆰 ００ ｍｍ、３１􀆰 １７ ｍｍꎻ以乙酸铵

为氮源的培养基中ꎬ病原菌菌落直径最小ꎬ仅为 １３􀆰 １７
ｍｍꎮ 上述结果说明不同的碳源和氮源培养基对病原

菌菌丝的生长速度有较大的影响ꎬ适宜的碳源为蔗糖

或甘露醇ꎬ氮源为硝酸钠或甘氨酸ꎬ而可溶性淀粉和

乙酸铵分别为促生效果较差的碳源和氮源ꎮ

ＰＳＡ:马铃薯蔗糖琼脂培养基ꎻＯＡ:燕麦琼脂培养基ꎻＷＡ:水琼脂培养基ꎻＳＤＡ:沙氏琼脂培养基ꎻＣＭＡ:玉米琼脂培养基ꎻＰＤＡ:马铃薯葡萄糖

琼脂培养基ꎻＣｚａｐｅｋ:察氏琼脂培养基ꎮ 柱上不同小写字母表示处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ
图 ５　 不同培养条件下的菌落直径

Ｆｉｇ.５　 Ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＢＪＢ ｕｎｄｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｕｌｔｕｒｅ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

２.４.４　 温度对病原菌生长的影响　 １０~３５ ℃环境温 度条件下ꎬ病原菌的菌落直径均高于接种时的直径ꎬ
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且随着培养温度的增加ꎬ培养 ３ ｄ 的菌落直径呈先增

加后减少的趋势ꎮ 其中ꎬ２５ ℃温度处理的病原菌培

养 ３ ｄ 菌落直径可达 ７８􀆰 １７ ｍｍꎬ增加最为显著ꎻ其次

为 ３０ ℃温度处理和 ２０ ℃温度处理ꎬ菌落直径分别为

６５􀆰 ８３ ｍｍ 和 ５６􀆰 １７ ｍｍꎻ１０ ℃温度处理下ꎬ菌落直径

为 ８􀆰 ８０ ｍｍꎬ５ ℃温度处理下ꎬ菌丝不生长ꎮ 上述结果

说明ꎬ２５ ℃为病原菌的适宜生长温度ꎬ过高多低的温

度均不利于病原菌的生长(图 ５Ｅ)ꎮ
２.４.５　 光周期对病原菌生长的影响　 不同光周期下

２５ ℃恒温培养 ３ ｄꎬ病原菌菌落直径的差异显著ꎮ 全

暗条件下菌落直径可达 ８１􀆰 ８３ ｍｍꎬ显著高于半明半

暗(１２ ｈ / ｄ)处理的 ７９􀆰 ８３ ｍｍ 和全光照(２４ ｈ / ｄ)处理

的 ７７􀆰 ００ ｍｍꎬ且半明半暗处理的菌落直径与全光照

处理亦存在显著差异(图 ５Ｆ)ꎮ 上述结果说明全暗的

环境有利于病原菌菌丝的生长ꎮ
２.４.６ 　 致死温度 　 多花黄精白绢病病原菌经 １０
ｍｉｎ ４１~４４ ℃恒温水浴处理后ꎬ菌丝在 ＰＤＡ 培养基

中均能继续生长ꎬ但经 １０ ｍｉｎ ４５~５０ ℃处理的菌丝

不再生长ꎬ由此确定菌丝的致死温度是 ４５ ℃ꎮ 菌核

经 １０ ｍｉｎ ４５ ℃水浴处理后ꎬ菌核在 ＰＤＡ 培养基中

能正常萌发ꎬ萌发率为 ８７％ꎬ随处理温度升高ꎬ萌发

率逐渐下降ꎬ５１ ℃处理后萌发率降到 ２６％ꎬ５３ ℃处

理后萌发率仅为 ２􀆰 ３％ꎬ５５ ℃和 ５７ ℃水浴处理后未

见菌核萌发ꎬ表明菌核的致死温度为 ５５ ℃ꎮ
２.５　 室内药剂毒力测定

６ 种杀菌剂对多花黄精白绢病病原菌的抑制效

果如表 ２ 所示ꎮ 从表中可以看出ꎬ６ 种杀菌剂对多

花黄精白绢病病原菌均有一定的抑制作用ꎮ 其中ꎬ
戊唑醇对病原菌抑制作用最强ꎬ ＥＣ５０ 为 ０􀆰 ４２０
μｇ / ｍＬꎻ其次为咯菌腈ꎬＥＣ５０ 为 １􀆰 ７５０ μｇ / ｍＬꎻ再次

是萎锈灵和嘧菌酯ꎬＥＣ５０ 分别为 １􀆰 ９９１ μｇ / ｍＬ和

２􀆰 ９４０ μｇ / ｍＬꎻ抑制作用最差的是啶酰菌胺ꎬＥＣ５０为

１２６􀆰 ３１７ μｇ / ｍＬꎮ

表 ２　 杀菌剂对 Ａｔｈｅｌｉａ ｒｏｌｆｓｉｉ 的抑菌活性

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓ ａｇａｉｎｓｔ Ａｔｈｅｌｉａ ｒｏｌｆｓｉｉ

药剂　 　 毒力回归方程　 　 相关系数
ＥＣ５０

(μｇ / Ｌ)
萎锈灵 Ｙ＝ １１.２２２ ３＋２.３０３ ７ｘ ０.９９０ ２ １.９９１
嘧菌酯 Ｙ＝ ６.４８０ ９＋０.５８４ ９ｘ ０.９９８ ５ ２.９４０
咯菌腈 Ｙ＝ １４.１８３ ３＋３.３４７ ５ｘ ０.９２６ ７ １.７５０
戊唑醇 Ｙ＝ ６.９７６ ０＋０.５８５ １ｘ ０.９９２ ３ ０.４２０
异菌脲 Ｙ＝ ８.７８０ １＋３.３１６ １ｘ ０.９８５ ２ ７３.７３３
啶酰菌胺 Ｙ＝ ４.８１６ ０＋１.８１３ ６ｘ ０.９９４ １ １２６.３１７

３　 讨论与结论

白绢病病原菌能侵害白术[１１]、温郁金[１２]、黄
连[１３]、 玄 参[１４] 和 铁 皮 石 斛[１５] 等 ５００ 多 种 植

物[２３￣２６]ꎮ 在中国多花黄精种植区ꎬ白绢病时常发

生ꎬ该病可引起植株根腐、茎腐等症状ꎬ严重影响植

株生长ꎬ导致产量减少ꎮ 作者在重庆南川多花黄精

种植区多年调查发现ꎬ白绢病病害有逐年加重的趋

势ꎮ ２０１１ 年ꎬ鲍康阜[１０] 报道了白绢病在安徽黄精

种植基地的发生事件ꎬ但并未对引起黄精白绢病的

病原菌种类进行鉴定ꎮ 本研究在多花黄精白绢病病

株调查的基础上ꎬ对白绢病病原菌进行分离ꎬ并结合

形态学特征和 ＩＴＳ 碱基序列以及 ＳＳＵ、ＬＵＳ 基因碱

基序列构建的系统发育进化树进行鉴定ꎬ明确引起

多花黄精白绢病的病原菌菌株 ＢＪＢ 为罗耳阿太菌

(Ａ. ｒｏｌｆｓｉｉ)ꎮ
多花黄精白绢病为土传病害ꎬ病原菌以菌丝体

和菌核在土壤、种茎、病残体、杂草中越冬ꎮ 当次年

温湿度条件适宜时ꎬ菌核以及菌核萌发产生的菌丝

可通过直接接触或伤口入侵的方式侵染寄主ꎮ 白绢

病病原菌菌核在土壤中可存活 ５ ~ ６ 年ꎮ 本研究结

果表明ꎬ多花黄精白绢病病原菌最适宜生长培养基

为 ＰＳＡꎬ与王静等[１６]报道烟草白绢病病原菌的适宜

培养基一致ꎻ该病原菌在 ｐＨ ３~ １０ 条件下均可生

长ꎬ对酸碱度适应性较强ꎬ且当 ｐＨ 为 ４ 时ꎬ菌丝生

长最快ꎬ表明多花黄精白绢病病原菌 Ａ. ｒｏｌｆｓｉｉ 喜好

酸性土壤环境ꎬ这与加拿大一枝黄花白绢病病原菌

(最适 ｐＨ ５) [１７] 和椒草白绢病病原菌 (最适 ｐＨ
６) [２７]的适宜生长 ｐＨ 有一定的差异ꎬ这可能是病原

菌为适应不同寄主环境而自我调节的结果ꎮ 因此ꎬ
生产中可通过施用生石灰和碱性肥料等措施调节土

壤的酸碱度ꎬ进而实现对多花黄精白绢病的防治ꎮ
多花黄精白绢病病原菌可利用多种碳源ꎬ最适合的

碳源为蔗糖ꎬ这与唐伟等[１７] 和王炳文等[２７] 的研究

结果一致ꎻ多花黄精白绢病病原菌对可溶性淀粉利

用相对较差ꎬ可能是可溶性淀粉为大分子化合物不

能被病原菌直接吸收ꎮ 多花黄精白绢病病原菌生长

最适合的氮源为硝酸钠ꎬ这草莓白绢病病原菌[２８] 一

致ꎮ 本研究中多花黄精白绢病病原菌菌丝和菌核的

致死温度分别为 ４５ ℃和 ５５ ℃ꎬ表明多花黄精白绢

病菌核比菌丝具有更强抗逆性ꎬ其原因可能与菌核

具有坚硬的致密组织相关ꎮ 黑暗条件有利于多花黄

１５２２韩　 凤等:多花黄精白绢病病原菌鉴定及室内药剂筛选



精白绢病病原菌菌丝的生长ꎬ这与王炳文等[２７] 的研

究结果一致ꎬ多花黄精白绢病病原菌在１０~ ３５ ℃的

环境中均能正常生长ꎬ最适生长温度为 ２５ ℃ꎬ这与

魔芋白绢病病原菌的生长温度和最适生长温度基本

一致[２９]ꎮ 重庆市南川区位于亚热带季风气候区ꎬ５－
７ 月处于梅雨季节ꎬ平均气温２１~３２ ℃ꎬ平均相对湿

度 ７６％左右ꎬ这为该地区多花黄精白绢病发生与流

行提供了适宜的气候条件ꎮ 同时ꎬ每年 ５ 月份重庆

南川区的多花黄精处于生长旺季ꎬ植株间通风差ꎬ田
间土壤湿度大ꎬ这也促进了多花黄精白绢病的发生

和流行ꎮ 因此ꎬ及时除草、合理密植、雨前减少灌溉ꎬ
及时处理病株及周围土壤ꎬ是重庆市南川区控制白

绢病发生与流行的有效手段ꎮ 本研究中初步探讨了

培养基类型、 ｐＨ、碳氮源、温度以及光周期对 Ａ.
ｒｏｌｆｓｉｉ 菌丝生长的影响ꎬ但病原菌侵染机制等方面的

工作尚有待进一步研究ꎮ
目前ꎬ生产中常用化学药剂进行作物白绢病的防

治[３０]ꎬ但由于不同地区、不同中药材品种的白绢病病原
菌对药剂的敏感性存在差异[２０￣２１ꎬ２３ꎬ３１￣３３]ꎬ因此ꎬ筛选合适

的药剂对中药材白绢病的防治有重要意义ꎮ 目前ꎬ中
国登记的白绢病防治药剂(ｈｔｔｐ:/ / ｗｗｗ.ｃｈｉｎａｐｅｓｔｉｃｉｄｅ.
ｏｒｇ.ｃｎ / )主要有:戊唑醇等[３４]麦角甾醇抑制剂类ꎬ萎锈
灵、氟酰胺和啶酰菌胺等[３５￣３６]琥珀酸脱氢酶抑制剂类ꎬ
嘧菌酯[３７] 等甲氧基丙烯酰酯类ꎬ咯菌腈等[３４ꎬ３８] 吡咯
类ꎬ异菌脲等[３９]二甲酰亚胺类ꎮ 此外ꎬ井冈霉素单剂或

者与化学药剂复配剂也可以用来防治花生等作物的白

绢病[３９]ꎮ 本研究选用的 ６ 种不同类型的药剂对多花黄

精白绢病病原菌的抑制效果从高到低依次为戊唑醇、
咯菌腈、萎锈灵、嘧菌酯、异菌脲和啶酰菌胺ꎮ 其中ꎬ戊
唑醇、咯菌腈、萎锈灵和嘧菌酯的抑制作用较强ꎬ异菌

脲和啶酰菌胺的抑制作用较弱ꎮ 戊唑醇具有很强的内

吸传导性ꎬ杀菌谱广、持效期长ꎬ低毒且对环境污染小ꎬ
在花生白绢病的防治中亦有较好的效果[４０]ꎮ 萎锈灵和

啶酰菌胺同属琥珀酸脱氢酶抑制剂类杀菌剂ꎬ但两者

对多花黄精白绢病病原菌的 ＥＣ５０分别为 １.９９１ μｇ / ｍＬ
和 １２６.３１７ μｇ / ｍＬꎬ差异较大ꎬ可能是由 ２ 种药剂的分

子结构差异导致的ꎮ 在进一步的研究中ꎬ可利用防治

效果较好的戊唑醇、咯菌腈、萎锈灵和嘧菌酯等药剂开

展活体植株试验和田间试验ꎬ以明确适用于生产的多

花黄精白绢病防治药剂和方法ꎮ
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