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　 　 摘要:　 为了明确绣球花叶枯病的病原菌ꎬ本研究通过组织分离法对采集自江苏省南京市的绣球品种无尽夏

叶片发病组织进行分离ꎬ经回接试验确定菌株 ＹＫ￣Ｂ 是致病菌ꎬ研究发现ꎬＹＫ￣Ｂ 菌株接种至健康绣球花叶片上能引

起和采集的绣球花叶片发病组织一致的叶枯病症状ꎮ 通过形态学观察并结合多基因联合系统发育分析ꎬ病原菌菌

株 ＹＫ￣Ｂ 被鉴定为链格孢菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ)ꎻ进一步进行病原菌菌株 ＹＫ￣Ｂ 在不同碳源、氮源、温度和 ｐＨ 值条

件下的菌丝生长试验ꎬ结果表明ꎬＹＫ￣Ｂ 菌丝生长最适碳源是棉子糖ꎬ最适氮源是蛋白胨ꎬ最适温度是 ２５ ℃ꎬ适宜的

ｐＨ 值为６~８ꎮ 通过测定 ７ 种杀菌剂对致病菌菌株 ＹＫ￣Ｂ 的室内毒力ꎬ结果表明杀菌剂氢氧化铜的抑菌效果最好ꎮ
本研究结果对绣球花叶枯病的诊断和防治具有一定的指导意义ꎮ
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　 　 绣球花[Ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ (Ｔｈｕｎｂ.) Ｓｅｒ.]
别名八仙花、紫阳花等ꎬ是绣球花科(Ｈｙｄｒａｎｇｅａｃｅ￣
ａｅ)绣球属(Ｈｙｄｒａｎｇｅａ)多年生花灌木ꎬ因颜色丰富、
花色可调而深受人们喜爱[１￣２]ꎮ 绣球花抗逆性强、适
应性广、文化内涵深厚、用途广泛ꎬ具有较高观赏价

值、生态价值和经济价值[３￣５]ꎮ
叶部病害是制约绣球花产业发展的主要因素之

一[６]ꎬ尤其是中国长江中下游地区夏季高温多雨ꎬ绣球

花叶部病害暴发快且集中ꎮ 目前已报道的绣球花叶部

病害主要有叶斑病[７]、白粉病[８￣９] 等ꎮ 本研究在 ２０２２
年对江苏省南京市绣球花温室(３２°０４′Ｎꎬ１１８°８８′Ｅ)进
行病情调查中发现ꎬ在温室标准管理条件下有一种新

病害ꎬ 疑似为叶枯病ꎮ 该病害主要危害绣球花叶片组

织ꎬ具体表现为下部叶片先发病且发病较重ꎬ发病初期

叶尖或叶缘处出现不规则黄褐色坏死斑ꎬ发病中期病

斑面积逐渐扩大ꎬ最后整张叶片枯死ꎬ并在病叶表面产

生灰黑色霉层ꎮ 进一步调查发现ꎬ该病害主要发生于

高温高湿的梅雨期ꎬ发病率在 ５０％左右ꎬ对绣球花的生

长及切花品质造成严重影响ꎮ
链格孢菌(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ)是子囊菌门常见

病原菌ꎬ主要以菌丝体和分生孢子随病残体在基质

中越冬[１０]ꎬ可以感染多种植物ꎬ如马铃薯[１１]、梨[１２]、
柑橘[１３]、烟草[１４] 等ꎬ然而ꎬ由链格孢菌引起的绣球

花叶枯病尚未见报道ꎮ 本研究依据病原菌的形态特

征和多基因( ＩＴＳ[１５]、ＧＡＰＤＨ[１６]、ＯＰＡ[１７] 和 Ａｌｔ[１８] )
序列分析结果ꎬ将绣球花叶枯病病原菌鉴定为链格

孢菌ꎬ并研究该病原菌的基本生物学特性ꎬ同时还测

定多种杀菌剂对其的毒力ꎬ以期为绣球花叶枯病诊

断及防控提供科学依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

病样采集:２０２２ 年在江苏省南京市绣球花温室

(３２°０４′Ｎꎬ１１８°８８′Ｅ)具有典型叶枯病症状的绣球花

品种无尽夏上采集病叶ꎬ供病原菌的分离使用ꎮ
本试验用到的培养基包括马铃薯葡萄糖琼脂

(Ｐｏｔａｔｏ ｄｅｘｔｒｏｓｅ ａｇａｒꎬＰＤＡ)培养基、马铃薯葡萄糖肉

汤(Ｐｏｔａｔｏ ｄｅｘｔｒｏｓｅ ｂｒｏｔｈꎬＰＤＢ)培养基和察氏(Ｃｚａ￣
ｐｅｋꎬＣＰＫ)培养基ꎮ ＰＤＡ 和 ＰＤＢ 培养基均购自上海

盛思生化科技有限公司ꎬＣＰＫ 培养基购自北京索莱

宝生物科技有限公司ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 病原菌的分离和纯化 　 病原菌分离和纯化

方法参考刘志刚等[１９]的方法ꎬ其中将病健交界处小

叶块(５ ｍｍ × ５ ｍｍ)的消毒顺序调整为依次使用

７５％乙醇(３０ ｓ)和 ２％氯化汞(１ ｍｉｎ)ꎮ
１.２.２ 　 致病性测定 　 取病原菌菌株的 ＰＤＡ 菌饼

(直径约 ５ ｍｍ)置于 ＰＤＢ 液体培养基中ꎬ在温度为

２５ ℃、转速为 ２００ ｒ / ｍｉｎ的恒温摇床中振荡培养３ ｄꎬ
收集菌丝体和孢子ꎬ制成孢子悬浮液(１× １０６ 个孢

子ꎬ１ ｍＬ)ꎬ采用喷雾接种法对健康的绣球花盆栽苗

叶片进行喷施ꎬ同时以无菌水处理的绣球花盆栽苗

叶片作为对照ꎮ 接种后ꎬ立即用一次性透明塑料袋

覆盖植株ꎬ４８ ｈ 后取下塑料袋ꎬ将植株置于温度为

２５ ℃、光周期为 １６ ｈ / ８ ｈ 的光照培养箱中培养ꎮ 接

种后每天观察并记录发病情况ꎬ致病性测定试验重

复 ３ 次ꎮ
１.２.３　 病原菌鉴定　 形态观察:观察 ＰＤＡ 培养基上

病原菌菌株的菌落形态ꎬ并用光学显微镜观察其形

态特征ꎮ 分子鉴定:取样方法和真菌 ＤＮＡ 的提取方

法参考陈慧杰等[７]的方法ꎬ以提取的真菌 ＤＮＡ 为模

板ꎬ分别对内转录间隔区(Ｉｎｔｅｒｎａｌｌｙ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃ￣
ｅｒꎬ ＩＴＳ)序列、Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ 过敏源基因 Ａｌｔ ａｌꎬ
甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶基因(ＧＡＰＤＨ)以及外模蛋白

Ⅱ(ＯＰＡ)基因进行 ＰＣＲ 扩增(扩增引物对见表 １)ꎮ
ＰＣＲ 扩增产物经琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ进一步切

胶、纯化后进行测序ꎮ 测序结果采用 ＮＣＢＩ￣Ｂｌａｓｔ 进
行序列比对ꎬ并将序列上传至 ＧｅｎＢａｎｋꎮ 参考吕昭

龙[２０]的方法从 ＧｅｎＢａｎｋ 下载链格孢菌属的 １２ 个菌

株的 Ａｌｔ、ＧＡＰＤＨ、ＯＰＡ、ＯＰＡ 基因序列ꎬ并将这 ４ 个

基因序列联合ꎬ采用 ＭＥＧＡ １１ 软件构建多基因系统

进化树进行亲缘关系分析ꎮ
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表 １　 本研究中使用的引物对

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

引物名称
目标基
因 / 区域

引物序列(５’→３’) 参考
文献

ＩＴＳ１ ＩＴＳ ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ [１５]

ＩＴＳ４ ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ

ｇｐｄ￣Ｆ ＧＡＰＤＨ ＣＡＡＣＧＧＣＴＴＣＧＧＴＣＧＣＡＴＴＧ [１６]

ｇｐｄ￣Ｒ ＧＣＣＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴＴＧＴＧＣ

Ａｌｔ￣Ｆ Ａｌｔ ａｌ ＡＴＧＣＡＧＴＴＣＡＣＣＡＣＣＡＴＣＧＣ [１７]

Ａｌｔ￣Ｒ ＡＣＧＡＧＧＧＴＧＡＹＧＴＡＧＧＣＧＴＣ

ＯＰＡ￣Ｆ ＯＰＡ ＡＧＣＣＡＣＡＴＧＣＴＣＴＧＧＴＴＡＧＣ [１８]

ＯＰＡ￣Ｒ ＡＧＧＣＣＣＴＴＣＣＡＡＴＣＣＡＴ

１.２.４　 病原菌生物学特性研究　 不同碳源和氮源

对病原菌菌丝生长的影响:以 ＣＰＫ 培养基为基础ꎬ
配方中的蔗糖分别等碳量替换成棉子糖、葡萄糖、
甘露醇、山梨醇和乳糖ꎬｐＨ 为自然值ꎬ其余成分均

不变ꎬ制成不同碳源的培养基ꎻＣＰＫ 培养基中的硝

酸钠分别等氮量替换成酵母浸粉、蛋白胨、磷酸氢

二胺、磷酸二氢铵和尿素ꎬｐＨ 为自然值ꎬ其余成分

均不变ꎬ制成不同氮源的培养基ꎻ将菌饼(直径为 ５
ｍｍ)置于不同碳源和氮源的培养基上ꎬ放入 ２５ ℃
恒温培养箱中ꎬ暗培养 ５ ｄꎬ通过十字交叉法[２１] 测

定菌落直径ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ ｐＨ、温度对病原

菌菌丝生长的影响:通过 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ的盐酸溶液和

０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ的氢氧化钠溶液进行酸碱度调节ꎬ制成

ｐＨ 值分别为 ６、７、８、９、１０ 的 ＰＤＡ 培养基ꎬ菌饼大

小、接种方法、培养条件、菌落直径测量方法均同

上ꎻ将菌饼(直径为 ５ ｍｍ)接种至 ＰＤＡ 培养基上ꎬ
分别置于 １５ ℃、２０ ℃、２５ ℃、２８ ℃、３０ ℃、３７ ℃
条件下恒温培养ꎬ暗培养 ５ ｄꎬ通过十字交叉法测

定菌落直径ꎮ
１.２.５　 杀菌剂室内毒力测定　 将肟菌􀅰戊唑醇(有
效成分含量 ７５％ꎬ水分散粒剂)、多菌灵(有效成分

含量 ５０％ꎬ可湿性粉剂)、苯甲丙环唑(有效成分含

量 ３０％ꎬ乳油)、王铜(有效成分含量 ８４％ꎬ水分散粒

剂)、氢氧化铜(有效成分含量 ７７％ꎬ水分散粒剂)、
吡唑醚菌酯(有效成分含量 ２５％ꎬ悬浮剂)、百菌清

(有效成分含量 ７５％ꎬ可湿性粉剂)等 ７ 种常用化学

杀菌剂均稀释 １００ 倍ꎬ制成含不同杀菌剂的 ＰＤＡ 培

养基ꎬ以不含杀菌剂的 ＰＤＡ 培养基为对照(ＣＫ)ꎮ
菌饼大小、接种方法、培养条件、菌落直径测量方法

均同上ꎬ依据菌落直径计算菌丝生长抑制率[抑菌

率＝ (对照菌落直径－处理菌落直径) / 对照菌落直

径×１００％]ꎮ 以菌丝生长速率和各药剂抑制率为评

价依据ꎬ比较不同药剂对病原菌生长的抑制活性ꎮ
１.３　 数据分析

试验数据的统计与整理采用软件 Ｅｘｃｅｌ ２０２０ꎬ
试验数据的单因素方差分析和差异显著性分析

(Ｄｕｎｃａｎ’ｓ 法ꎬＰ<０􀆰 ０５)使用软件 ＳＰＳＳ ２０.０ꎬ柱状

图绘制使用软件 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 绣球花叶枯病的发病症状

经观察发现ꎬ绣球花叶枯病主要危害叶片组织ꎬ
发病初期叶尖或叶缘处出现不规则的黄褐色坏死

斑ꎻ初期症状出现后７~ １０ ｄ 进入发病中期ꎬ病斑面

积逐渐扩大ꎻ继续发病２０~３０ ｄ 进入病情后期ꎬ叶片

枯死ꎬ并在病斑表面产生灰黑色霉层(图 １)ꎮ

图 １　 温室中绣球花叶枯病在不同发病阶段的症状

Ｆｉｇ.１ 　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｌｅａｆ ｂｌｉｇｈｔ ｏｎ Ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ ａｔ
ｖａｒｉｏｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ ｓｔａｇｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｇｒｅｅｎｈｏｕｓｅ

２.２　 绣球花叶枯病病原菌的分离与致病性

本研究从绣球花叶枯病典型发病叶片组织中分

离到 ８ 个菌落形态特征相同的菌株作为代表性菌

株ꎬ并命名为 ＹＫ￣Ｂꎮ 制备 ＹＫ￣Ｂ 的孢子悬浮液(１×
１０６个孢子ꎬ１ ｍＬ)ꎬ采用喷雾接种法对健康的绣球

花盆栽苗叶片进行喷施ꎬ并以无菌水处理作为对照ꎮ
接种 ７ ｄꎬ病原菌处理的叶片组织表现出典型的叶枯

病症状ꎬ而对照叶片均保持健康状态(图 ２)ꎮ 致病

性试验重复 ３ 次均得出相同结果ꎮ 收集接种后的病

叶ꎬ分离病原菌并进行形态学观察与分子生物学鉴

定ꎬ鉴定结果与接种菌株一致ꎬ符合柯赫法则ꎬ证明

ＹＫ￣Ｂ 菌株为绣球花叶枯病病原菌ꎮ
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图 ２　 接种 ＹＫ￣Ｂ 菌株后第 ７ ｄ 绣球花叶片组织的发病情况

Ｆｉｇ.２　 Ｄｉｓｅａｓｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ｉｎ Ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｍａｃｒｏｐｈｙｌｌａ ｌｅａｆ ｔｉｓ￣
ｓｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ７ｔｈ ｄａｙ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＹＫ￣Ｂ

２.３　 绣球花叶枯病病原菌的形态学特征

将ＹＫ￣Ｂ 菌株转移至新的 ＰＤＡ 培养基中ꎬ于 ２５ ℃
培养箱中孵育 ５ ｄꎬ菌落颜色最初为白色ꎬ后逐渐变为

灰白色(图 ３Ａ 和图 ３Ｂ)ꎮ 通过显微镜观察菌丝、孢子

的形态特征并测定孢子大小ꎬ结果发现该菌株菌丝存

在横隔膜和分枝(图 ３Ｃ 和图 ３Ｄ)ꎮ 分生孢子形状为纺

锤形ꎬ顶端有短喙或无喙ꎬ有纵隔膜和横隔膜(图 ３Ｅ 和

３Ｆ)ꎬ大小为(２０~６０ μｍ)×(９~１８ μｍ)ꎮ 根据观察到的

形态特征ꎬ初步鉴定该病原菌为链格孢菌ꎮ
２.４　 绣球花叶枯病病菌的分子鉴定

提取的病原菌 ＤＮＡ 用引物对 ＩＴＳ１Ｆ / ＩＴＳ４[４]、
ｇｐｄ￣Ｆ / ｇｐｄ￣Ｒ[５]、 ＯＰＡ￣Ｆ / ＯＰＡ￣Ｒ[６] 和 Ａｌｔ￣Ｆ / Ａｌｔ￣Ｒ[７]

进行 ＰＣＲ 扩增及其产物测序ꎬ然后将序列上传至

ＧｅｎＢａｎｋ ( 序 列 号 分 别 为 ＯＱ５６０４８０、 ＯＱ５６１７６５、
ＯＱ５６１７６６ 和 ＯＱ５６１７６４)(表 ２)ꎮ

Ａ 和 Ｂ:在 ＰＤＡ 培养基上培养至第 ５ ｄ 的菌落形态ꎻＣ:在 ＰＤＡ 培养基上培养至第 ５ ｄ 的菌丝形态特征ꎻＤ:在 ＰＤＡ 培养基上培养至第 ５ ｄ 的

分生孢子梗ꎻＥ 和 Ｆ:在 ＰＤＡ 培养基上培养至第 ５ ｄ 的分生孢子形态特征ꎮ
图 ３　 菌株 ＹＫ￣Ｂ 的形态特征

Ｆｉｇ.３　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＫ￣Ｂ

表 ２　 病原菌 ＹＫ￣Ｂ 的寄主、采集地以及基因库登录号

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｈｏｓｔꎬ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｌｏｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ ｓｔｒａｉｎ ＹＫ￣Ｂ

菌株名称 寄主 采集地点
基因库登录号

ＩＴＳ ＧＡＰＤＨ ＯＰＡ Ａｌｔ ａ１

ＹＫ￣Ｂ 绣球花
江苏省南京市

(３２°０４′Ｎꎬ １１８°８８′Ｅ) ＯＱ５６０４８０ ＯＱ５６１７６５ ＯＱ５６１７６６ ＯＱ５６１７６４
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　 　 通过 ＮＣＢＩ￣Ｂｌａｓｔ 序列比对分析发现ꎬ样品 ｒＤＮＡ￣
ＩＴＳ 序列与 Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔｅ (ＭＫ７３２１００. １)的一致性为

９９％ꎬｒＤＮＡ￣ｇｐｄ 序列与 Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ (ＯＭ８６４６６５.１)的
一致 性 为 １００％ꎬ ｒＤＮＡ￣ＯＰＡ 序 列 与 Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ
(ＪＦ８３５８８３.１) 的一致性为 １００％ꎬ ｒＤＮＡ￣Ａｌｔ 序列与

Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ(ＭＮ９１９１９３.１)的一致性为 １００％ꎮ 多基因

联合系统发育树分析结果显示ꎬ分离菌株 ＹＫ￣Ｂ 与 Ａ.
ａｌｔｅｒｎａｔｅ 菌株 Ｙ￣６￣１３ 聚在同一个分支上(图 ４)ꎬ因
此ꎬ分离菌株 ＹＫ￣Ｂ 属于链格孢菌ꎮ

图 ４　 绣球花叶枯病菌株 ＹＫ￣Ｂ 的多基因系统发育树

Ｆｉｇ.４ 　 Ｍｕｌｔｉｇｅｎｅ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｈｙｄｒａｎｇｅａ ｌｅａｆ ｂｌｉｇｈｔ
ｓｔｒａｉｎ ＹＫ￣Ｂ

２.５　 绣球花叶枯病菌株 ＹＫ￣Ｂ 的生物学特性

２.５.１　 不同碳源和氮源对 ＹＫ￣Ｂ 菌株生长的影响　
在不同碳源条件下培养至第 ５ ｄ 时ꎬＹＫ￣Ｂ 菌落颜色

存在较大差异:甘露醇为碳源时菌落呈现深灰绿色ꎬ
山梨醇为碳源时呈现灰绿色ꎮ 棉子糖为碳源时菌丝

生长速率为 １２􀆰 ０７ ｍｍ / ｄꎬ显著高于葡萄糖、山梨醇、
蔗糖、甘露醇和乳糖为碳源时的生长速率ꎻ乳糖为碳

源时菌丝生长速率仅为 ５􀆰 ２７ ｍｍ / ｄꎬ故乳糖在一定

程度上抑制了菌丝生长(图 ５Ａ 和图 ５Ｃ)ꎮ 在不同

氮源条件下病原菌 ＹＫ￣Ｂ 培养至第 ５ ｄ 时ꎬ菌落形态

与颜色也呈现较大差异ꎮ 氮源为蛋白胨时菌丝生长

速率达到了 １４􀆰 １３ ｍｍ / ｄꎬ显著高于酵母粉、硝酸钠、
磷酸氢二铵、磷酸二氢铵和尿素ꎬ尿素和磷酸二氢铵

在一定程度上抑制了菌丝生长(图 ５Ｂ 和图 ５Ｄ)ꎮ
２.５.２　 不同温度和 ｐＨ 对 ＹＫ￣Ｂ 菌株生长的影响　
不同温度条件下 ＹＫ￣Ｂ 菌丝生长速率差异显著ꎬ当
温度在 ２５ ℃时菌丝生长速率显著高于其他试验温

度ꎬ在 １５ ℃、２０ ℃和 ３０ ℃、３７ ℃时菌丝生长受到抑

制(图 ６Ａ、图 ６Ｃ)ꎮ 不同 ｐＨ 值下菌落生长形态有

一定差异ꎬｐＨ 值为 ９ 和 １０ 时开始抑制菌丝向周围

生长(图 ６Ｂ)ꎮ ｐＨ 值为 ７ 时菌丝生长速率为 ９􀆰 ６
ｍｍ / ｄꎬ显著高于 ｐＨ 值为 ９ 和 １０ 时菌丝生长速率

(图 ６Ｄ)ꎮ
２.６　 杀菌剂对 ＹＫ￣Ｂ 的毒力

不同杀菌剂对 ＹＫ￣Ｂ 菌株生长的抑制效果见图

７Ａꎮ 氢氧化铜和王铜对 ＹＫ￣Ｂ 菌株的抑制效果更

好ꎬ显著优于苯甲丙环唑、肟菌􀅰戊唑醇、吡唑醚菌

酯、百菌清、多菌灵ꎻ在氢氧化铜抑制作用下 ＹＫ￣Ｂ
培养到第 ５ ｄ 时菌丝生长速率仅为 １􀆰 １ ｍｍ / ｄꎬ与
ＣＫ 相比降低 ８９􀆰 ９１％ꎻ多菌灵对 ＹＫ￣Ｂ 菌株的抑菌

率仅为 ２９􀆰 ０５％ꎻ在多菌灵抑制作用下病原菌菌株

ＹＫ￣Ｂ 培养至第 ５ ｄ 时生长速率为 ８􀆰 ０ ｍｍ / ｄꎬ与 ＣＫ
相比降低 ２６􀆰 ６１％(图 ７Ｂ、图 ７Ｃ)ꎮ

３　 讨 论

链格孢菌是自然界普遍存在的一种病原真菌ꎬ
是引起植物病害和许多果蔬花卉采后腐烂的主要致

病菌[２２]ꎬ包括内生菌、腐生菌和致病菌等多个种

群[２３]ꎬ不同地区、不同寄主中的链格孢属真菌存在

一定差异[２４￣２５]ꎮ 贾艺凡等[２６] 从各地梨园采集黑斑

病病叶、病果研究发现ꎬ在江苏省南京市、陕西省铜

川市、云南省昆明市梨黑斑病的主要致病菌是链格

孢菌(Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ)ꎬ然而在四川省成都市梨黑斑病

的主要致病菌则是梨黑斑链格孢菌 ( Ａ. ｇａｉｓｅｎ)ꎮ
Ｌｉｕ 等[２７]研究发现链格孢菌是圆锥绣球褐斑病的主

要致病菌ꎮ 而陈存等[２８] 研究发现链格孢菌也是引

起芍药轮纹病的主要致病菌ꎮ 本研究通过形态学观

察及多基因( ＩＴＳ、ＧＡＰＤＨ、ＯＰＡ 和 Ａｌｔ)序列分析ꎬ发
现链格孢菌(Ａ. ａｌｔｅｒｎａｔａ)是引起江苏省南京市绣球

花叶枯病发病的病原菌ꎮ 本次研究未涉及江苏省其

他地区绣球花叶枯病的致病菌种类ꎬ有待于今后进

一步开展研究ꎮ
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Ａ:不同碳源条件下菌落生长情况ꎻＢ:不同氮源条件下菌落生长情况ꎻＣ:不同碳源对菌丝生长速率的影响ꎻＤ:不同氮源对菌丝生长速率的影

响ꎻ图柱上不同小写字母表示处理间存在显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ５　 不同碳源和氮源对 ＹＫ￣Ｂ 菌株菌丝生长速率的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃａｒｂｏｎ ａｎｄ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｓｏｕｒｃｅｓ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＫ￣Ｂ

Ａ:不同温度条件下菌落生长情况ꎻＢ:不同 ｐＨ 条件下菌落生长情况ꎻＣ:不同温度对菌丝生长速率的影响ꎻＤ:不同 ｐＨ 对菌丝生长速率的影

响ꎻ图柱上不同小写字母表示处理间存在显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ
图 ６　 不同温度和 ｐＨ 值对 ＹＫ￣Ｂ 菌株菌丝生长速率的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｐＨ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＫ￣Ｂ
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Ａ:不同杀菌剂下菌落的生长情况ꎻＢ:不同杀菌剂对菌丝生长速率的影响ꎻＣ:不同杀菌剂对菌丝抑制率的影响ꎻ图柱上不同小写字母表示处

理间存在显著差异(Ｐ<０􀆰 ０５)ꎮ ＣＫ:对照ꎬ不含杀菌剂ꎮ
图 ７　 不同杀菌剂对 ＹＫ￣Ｂ 菌株菌丝生长速率和抑菌率的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｒａｔｅ ａｎｄ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＹＫ￣Ｂ

　 　 病原菌的生物学特性与相应病害的发生和流

行密切相关[２９] ꎮ 其中ꎬ碳源和氮源对病原微生物

是最重要的营养元素ꎬ也是其细胞结构组成的基

本成分[１０] ꎮ 本研究中引起绣球花叶枯病的链格孢

菌 ＹＫ￣Ｂ 菌株最适宜的碳源和氮源分别是棉子糖

和蛋白胨ꎮ 王学文等[１０] 研究发现ꎬ引起元宝枫翅

果褐斑病的链格孢菌 ＹＢ２６ 菌株最适碳源为甘露

醇、最适氮源为牛肉膏ꎻ陈宸等[３０] 研究发现ꎬ引起

金森女贞叶斑病链格孢菌最适宜的碳源是蔗糖或

果糖ꎬ最适氮源是硝酸钾ꎬ与本研究结果不同ꎮ 这

可能是寄主的种类和地域差异导致ꎮ 病原菌适宜

的温度和 ｐＨ 对于病害的发生规律和防控措施的

制订具有指导意义ꎮ 本研究中ꎬ链格孢菌 ＹＫ￣Ｂ 菌

株适宜菌丝生长的 ｐＨ 值为６ ~ ８ꎬ最适宜的温度是

２５ ℃ꎮ 这与罗其鑫等[３１] 对蓝莓叶斑病病原菌的

研究结果一致ꎮ
关于防治链格孢菌引起的病害ꎬ目前市场上

虽然不乏微生物源和植物源农药制剂ꎬ但是考虑

到防治成本和防治效果ꎬ生产上仍以化学杀菌剂

防治为主ꎬ因此筛选能抑制该病原菌的化学药剂

对绣球花叶枯病的防治具有重要意义ꎮ 本研究结

果表明ꎬ杀菌剂氢氧化铜对绣球花叶枯病病原菌

链格孢菌 ＹＫ￣Ｂ 具有很强的毒力ꎬ这与李有德

等[３２]在苹果上的研究结果以及詹庆玲等[３３] 在滁

菊上的研究结果并不一致ꎬ推测可能是在苹果和

滁菊等以食用和饮用为目的植物上铜制剂类农药
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使用浓度受限或者供试菌株来自不同寄主植物导

致ꎮ 此外ꎬ本研究中杀菌剂筛选仅限于室内ꎬ田间

防治效果还需要进一步验证ꎮ

４　 结 论

本研究通过病原菌的分离、形态观察、分子鉴

定以及回接验证ꎬ成功鉴定出引起绣球花叶枯病

的病原菌为链格孢菌ꎬ并明确了其生物学特性:菌
丝生长最适碳源为棉子糖ꎬ最适氮源为蛋白胨ꎬ最
适温度为 ２５ ℃ꎬ适宜的 ｐＨ 值为６ ~ ８ꎮ 此外ꎬ通过

室内毒力测定发现氢氧化铜和王铜对 ＹＫ￣Ｂ 菌株

的抑制效果较好ꎮ 本研究结果为绣球花叶枯病的

诊断和防控提供了重要的科学依据ꎬ未来可进一

步探讨该病原菌在不同环境条件下的流行规律以

及田间防治效果ꎬ以期进一步完善绣球花叶枯病

的综合防治策略ꎮ
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