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草莓丝核菌根腐病病原菌鉴定及
O

种杀菌剂的

抑菌作用测定
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刘奇志!

!

张国珍#

$中国农业大学植物保护学院"北京
!

$--$#%

%

摘要
!

为了解草莓丝核菌根腐病的病原种类及筛选防治丝核菌根腐病的有效杀菌剂&本研究基于形态学特征$细胞

核荧光染色$菌丝融合群测定以及
?,PTE3;I

的序列分析&对北京和河北承德地区的草莓丝核菌根腐病的病原菌进

行了鉴定&并利用菌丝生长速率法测定了
.

种杀菌剂对丝核菌的抑菌作用%结果发现&北京地区的丝核菌为双核丝

核菌!

Z81A6C5B75N>0L/=3/<0'

&

]PR

#&属于融合群
T̂ ET

'河北的丝核菌为立枯丝核菌
N>0L/=3/<0'?/&'<0

&属于融合

群
T̂ E!

%氟啶胺$吡唑醚菌酯$噻呋酰胺$戊唑醇$咯菌腈$氟硅唑对
'

种丝核菌均有很强的抑制作用&

)*

"-

值为

-&-0%#

!

'&!/".

"

2

(

L+

&抑霉唑的抑制作用较差&

)*

"-

值为
#&#00/

!

$$&'%0/

"

2

(

L+

%同一种杀菌剂对不同丝

核菌的抑制作用存在差异&噻呋酰胺$戊唑醇$氟硅唑$咯菌腈和抑霉唑对立枯丝核菌的抑制作用强于对双核丝核

菌%试验结果为生产上合理选用杀菌剂防治草莓丝核菌根腐病提供了科学依据%
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草莓
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属蔷薇科草

莓属多年生常绿草本果树"因果实色泽鲜艳#芳香多

汁#酸甜适口"含有丰富的维生素
*

"被誉为,水果皇

后-

*

$

+

'

'-$"

年我国草莓总种植面积已达到
$'&#%

万
FL

'

"总产量
%!.&#

万
7

*

'

+

'随着国内草莓种植面

积的扩大和栽培模式的转变"土传根部病害加重'

已报道的草莓根腐病的病原菌达
'-

多种"主要有镰

孢属
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卷第
!

期 尹沙亮等!草莓丝核菌根腐病病原菌鉴定及
.

种杀菌剂的抑菌作用测定

其中"由丝核菌引起的草莓根腐病是影响草莓生产

的重要病害之一"严重威胁世界草莓的生产"在美

国#澳大利亚#意大利等多个国家均有报道*

.

"

$$$'

+

'

国内对草莓丝核菌根腐病的研究比较有限"前期报

道的病原菌一般为立枯丝核菌
N.?/&'<0

*

$%$!

+

'

'-$0

年"钟珊等*

$"

+首次报道了由双核丝核菌
Z81A6C5B75

N>0L/=3/<0'

引起的草莓根腐病在中国的发生'

针对其他作物上的立枯丝核菌"国内已有一些

杀菌剂的毒力测定*

$0$.

+

'而专门针对引起草莓根腐

病的丝核菌进行杀菌剂的毒力测定鲜有报道*

$/

+

'

目前国内引起草莓根腐病的丝核菌种类有哪些"不

同丝核菌对杀菌剂的敏感性是否存在差异并不清

楚'针对此问题"我们对北京和河北省承德地区的

草莓丝核菌根腐病病样进行了分离和鉴定"并测定

了氟硅唑#抑霉唑#吡唑醚菌酯#噻呋酰胺#戊唑醇#

咯菌腈和氟啶胺
.

种杀菌剂对代表性菌株的抑菌作

用"旨在为草莓丝核菌根腐病的有效防治提供科学

依据和指导'

$

!

材料与方法

$"$

!

试验材料

$&$&$

!

草莓病样

'-$!

年
:'-$0

年采自北京市昌平区和河北省

承德地区'

$&$&!

!

杀菌剂原药

#"(

氟硅唑$

DCA48CB[<C5

%#

#0(

抑霉唑$

8LB[BC8C

%#

#.(

吡唑醚菌酯$

J>

?B6C<47?<Z81

%和
#0(

噻呋酰胺

$

7F8DCA[BL895

%由北京中植科华农业技术有限公司

提供)

#"(

戊唑醇$

75ZA6<1B[<C5

%#

#"&'(

咯菌腈

$

DCA98<=<18C

%和
#/&!!(

氟啶胺$

DCAB[81BL

%由中国

农业大学种子病理学实验室刘西莉教授提供'

$&$&%

!

丝核菌菌丝融合群标准菌株

双核丝核菌标准菌株由山东农业大学于金凤教

授提供"立枯丝核菌标准菌株由中国农业大学陈旭

君副教授提供'

$"!

!

试验方法

$&!&$

!

病原菌的分离与纯化

采用常规组织分离法进行分离!用流动的清水

清洗草莓病株的根茎和小根'取剖开后有褐色病斑

的根茎"在病健交界处切取
"LLh"LL

的组织块)

取有黑褐色病斑的小根"于病健交界处切取
"LL

长

的小段'用
%&%( PB*CQ

溶液消毒
$L81

"灭菌水

漂洗
%

次"再用灭菌吸水纸吸干表面水分"置于

M,T

平板上"

'/g

黑暗培养'

%9

后挑取从病组织

块长出的菌丝转皿培养"从菌落边缘切取单根菌丝

尖进行菌株纯化'对纯化菌株进行编号保存备用'

$&!&!

!

形态学观察

将分离菌株在
'/g

培养
%9

"于菌落边缘打取

直径
"LL

的菌饼"置于
M,T

平板$直径
#6L

%培养

基上"

'/g

黑暗培养"观察并记录菌落颜色"有无菌

核产生等培养性状"十字交叉法逐日测量菌落直径'

$&!&%

!

菌丝细胞核数目观察

采用插片法培养菌株'菌株接种于
M,T

平板

中央"灭菌盖玻片斜插在接菌点周围"菌丝长满盖玻

片后取出'参照
WA

和
_BL5?

的方法*

'-

+经过优化"

用荧光染色剂
*BC6<DCA<?

$

$-

"

2

&

L+

%和
_<56F47

%%'"/

$

$

"

2

&

L+

%对菌丝进行染色"荧光显微镜下观

察菌丝细胞中的细胞核数目'

$&!&&

!

菌丝融合群测定

采用载玻片对峙法*

'$''

+

!待测菌株和标准菌株

分别在
'/g

"黑暗条件下培养
'9

"在菌落边缘各取

菌饼$直径
"LL

%"同时置于涂有
'( VT

培养基的

载玻片上"两个菌饼间隔约
'6L

'将接菌的载玻片

放置在
'/g

黑暗条件下保湿培养'待两菌落前沿

相遇并交叠约
'

!

"LL

后"取出载玻片于光学显微

镜下观察'

$&!&;

!

分子生物学鉴定及系统发育树构建

采用
*;T]

法提取纯化菌株的基因组
,PT

'用

通用引物
3;I$

$

"fE;**̂ ;T̂ ;̂̂ TT**;̂ *̂ Ê%f

%

和
3;I!

$

"fE;**;**̂ *;;T;;̂ T;T;̂ *E%f

%对

分离菌株
,PT

进行
M*R

扩增'扩增产物经
$(

琼

脂糖凝胶电泳检测后送至北京擎科新业生物技术责

任有限公司测序"测序结果在
5̂1]B1O

中进行

]+TI;

比对分析'在
P*]3

网站下载标准菌株的

?,PTE3;I

序列$表
$

%"用
]8<)987

对供试菌株和标

准菌株的序列进行比对分析"适当人工校正剪切后"

用
U)̂ T0&-

以最大简约法$

UB=8LALMB?48L<1

>

"

UM

%构建系统发育树"

]<<747?B

J

G$---

'

$&!&E

!

杀菌剂的抑菌作用测定

先用二甲基亚砜$

,UIQ

%将供试杀菌剂原药配

成母液$

$-

!

"

2

&

L+

%"之后用
,UIQ

稀释"制成系列

浓度梯度药液'将杀菌剂加入
M,T

培养基中"充分

摇匀"制成含药平板$

#6L

%"以加入等量
,UIQ

的

M,T

培养基为对照'用灭菌的打孔器在菌落边缘

(

%%$

(



'-$#

打取菌饼$

"LL

%"每一含药平板中央接种一个菌

饼"

'/g

黑暗培养'每个药剂浓度重复
%

次'当对照

菌落长至直径约
.6L

时"用十字交叉法测量含药平

板上的菌落直径"按下列公式计算菌丝生长抑制率'

菌丝生长抑制率
O

对照菌落直径
U

处理菌落直径
对照菌落直径

U

菌饼直径 V

$--(

'

!!

将菌丝生长抑制率换算成几率值$

+

%"药剂浓度

换算成浓度对数$

,

%"得出各杀菌剂的毒力回归方程

+

GO,HZ

"并计算
)*

"-

值及相关系数'

表
$

!

用于构建系统发育树的相关菌株的信息

'()*+$

!

H32,9D(0.,3,29+*(0+5.4,*(0+4C4+50,/,3409C/0

@

7

1

*,

6

+3+0./09++.307.440C5

1

5̂1]B1O

登录号

T665448<11<&

菌株号

*<95<D

84<CB75

寄主

_<47

采集地

Q?8

2

81

融合群

T1B47<L<484

2

?<A

J

,b$-'!-0 I7?!

草莓 以色列
T̂ ET

,b$-'!-/ I7?.

草莓 以色列
T̂ ET

,b$-'!'' I7?/

草莓 以色列
T̂ ET

T]$''$!! *E%"-

水稻 日本
T̂ E]Z

TX---$#' *$

水稻 马来西亚
T̂ E]Z

,b$-'!%- R̀ $/E$

土壤 美国
T̂ E]

$

<

%

T]'$#$!% *E%-'

土壤 日本
T̂ E]

$

<

%

,b$-'!%! I7?$-

草莓 以色列
T̂ Ea

,b$-'!%" I7?%0

草莓 以色列
T̂ Ea

,b$-'%#/ I7?$%

草莓 以色列
T̂ Ê

,b$-'!-' I7?$!

草莓 以色列
T̂ Ê

,b$-'!!% 3L$

草莓 美国
T̂ E3

,b$-'!!' 3Z4$

土壤 以色列
T̂ E3

,b$-'!'# I7?'!

草莓 以色列
T̂ ES

T]'$#$!0 ]1%.

黄瓜 美国
T̂ ER

TN0/!#$. aIRE-"'

百合
:

$3>6&0'%/&

A

?00

$外群%

T]$''$!- T̂ E$E3] : : T̂ $E3]

T]----$- TE$- : : T̂ $T

T]----%" R_E'/ : : T̂ $*

Sa/.-//0 $-E*Ea

3

"*

油菜 加拿大
T̂ E'E$

Sa/.-#-$ ,!

3

"R

油菜 加拿大
T̂ E'E$

Sa/.-/#. $$ET$-

3

#*

小麦 加拿大
T̂ E"

Sa/.-/#/ $$ET$-

3

$-*

小麦 加拿大
T̂ E"

Sa/.-#$- U$

3

$*

小麦 加拿大
T̂ E!

Sa/.-#$% U$

3

/I

小麦 加拿大
T̂ E!

Sa/.-#$! U$

3

#*

小麦 加拿大
T̂ E!

,b$-'!'$ I7?%

草莓 美国
T̂ ET

$外群%

!

!

结果与分析

!"$

!

菌株分离情况

从采集的草莓根腐病病样中共分离到
'"

株丝

核菌菌株"其中从北京市昌平区的病样分离到
$!

株"从河北省承德地区的病样中分离到
$$

株'分离

菌株经柯赫氏法则验证"对草莓均有致病性$结果未

列出%'

!"!

!

菌株的形态特征及细胞核数目

分离菌株在
M,T

平板上均呈辐射状生长"菌落

较疏松'显微镜下观察"发现菌丝呈直角或近直角

分枝"分枝处缢缩"近分枝处有隔膜"符合丝核菌属

的特征'但不同地区分离菌株在菌落生长速度#菌落

颜色及细胞核数目上不同'北京分离菌株生长相对

较慢"平均生长速率为
'/&.LL

&

9

$图
$B

%)菌丝体初

期白色"后呈淡褐色"连续培养
'-9

仍不产生菌核)经

荧光染色发现菌丝细胞内有两个细胞核$图
$6

%'河

北分离菌株生长相对较快"以
%/&-LL

&

9

的平均速

率生长$图
$Z

%)培养
'9

后菌丝在
M,T

平板上开始

纠集"随后颜色加深"形成黑褐色菌核)菌丝细胞内

有
%

个以上的细胞核"多为
!

个$图
$9

%'根据菌丝

的形态特征和细胞核数目"确定北京菌株为双核丝

核菌
Z81A6C5B75N>0L/=3/<0'

"河北菌株为立枯丝核

菌
N.?/&'<0

'

图
$

!

丝核菌在
IFL

上培养
&Z7

的菌落特征和

荧光染色的细胞核

=.

6

"$

!

?,*,3.+4,3IFL.3/C)(0+52,9&Z7(353C/*+.)

1

2*C,9+4/+3/+40(.3.3

6

,207+@()?76'7+),.4,*(0+4

!"%

!

分离菌株的菌丝融合群

根据待测菌株与标准菌株的对峙培养观察和鉴

定标准"分离得到的双核丝核菌菌株均能与菌丝融

合群
T̂ ET

的标准菌株发生菌丝融合$图
'B

%"而与

其他融合群的菌株不发生菌丝融合$图
'Z

%)分离得

到的立枯丝核菌菌株均能与菌丝融合群
T̂ E!

的标

(

!%$

(



!"

卷第
!

期 尹沙亮等!草莓丝核菌根腐病病原菌鉴定及
.

种杀菌剂的抑菌作用测定

准菌株发生菌丝融合$图
'6

%"而与其他融合群的菌

株不发生菌丝融合$图
'9

%'测定结果表明"本研究

从草莓根部分离到的双核丝核菌为
T̂ ET

融合群"

立枯丝核菌为
T̂ E!

融合群'

图
!

!

丝核菌的菌丝融合群测定

=.

6

"!

!

L3(40,D,4.4

6

9,C

@

4,2@()?76'7+),.4,*(0+4

!"&

!

分离菌株的分子生物学鉴定

用
?,PTE3;I

通用引物对
3;I$

&

3;I!

对双核

丝核菌
0

株代表菌株$

U+X$E'E'

#

U+X"E$E'

#

U+X0E

$E0

#

U+X.E$E%

#

U+X/E'E'

和
*$E$E'

%和立枯丝核菌
!

株代表菌株$

*,$E$

#

*,%E$

#

*,E+!E'

和
*,EM'E$E$

%

的基因组
,PT

进行
M*R

扩增"得到约
0--Z

J

的条

带'以
$3>6&0'%/&

A

?00

$登录号!

TN0/!#$.

%为外群菌

株"构建的双核丝核菌系统发育树显示"代表菌株与

双核丝核菌
T̂ET

融合群聚在一支"支持率为
##(

$图
%B

%)以双核丝核菌
T̂ET

$登录号!

,b$-'!'$

%为

外群菌株"构建的多核丝核菌的系统发育树显示"代

表菌株与立枯丝核菌
T̂ E!

融合群聚在一支"支持

率为
#$(

$图
%Z

%'分子生物学鉴定结果进一步印

证了菌丝融合群的鉴定结果!测序的
0

株双核丝核

菌和
!

株立枯丝核菌分别属于
T̂ ET

融合群和
T̂ E

!

融合群'

图
%

!

基于
9FKL8H'B

序列构建的双核丝核菌%

(

!和立枯丝核菌%

)

!

VI

系统发育树

=.

6

"%

!

I7

1

*,

6

+3+0./09++/,3409C/0+5)(4+5,39FKL8H'B4+

Q

C+3/+4,2).3C/*+(0+@()?76'7+),(35@A-71,+)

!";

!

两种丝核菌对杀菌剂的敏感性

通过测定
.

种杀菌剂对双核丝核菌和立枯丝核

菌代表菌株菌丝生长的抑制作用"发现其中的
0

种杀

菌剂对两种丝核菌均具有很强的抑制作用"

)*

"-

值在

-&-0%#

!

'&!/".

"

2

&

L+

之间'其中噻呋酰胺对立

枯丝核菌的
)*

"-

值最低'抑霉唑对两种丝核菌的抑

(

"%$

(



'-$#

菌作用较差"

)*

"-

在
#&#00/

!

$$&'%0/

"

2

&

L+

之间'

同一种杀菌剂对不同丝核菌的抑制作用存在差异"

噻呋酰胺#戊唑醇#氟硅唑#咯菌腈和抑霉唑对立枯

丝核菌的抑制作用强于对双核丝核菌"即立枯丝核

菌比双核丝核菌对这
"

种杀菌剂更为敏感$表
'

%'

氟啶胺和吡唑醚菌酯对两种丝核菌的抑制作用比较

一致"即两种丝核菌对这两种杀菌剂的敏感性比较

一致'

表
!

!

O

种杀菌剂对双核丝核菌和立枯丝核菌的抑菌活性测定

'()*+!

!

F+0+9D.3(0.,3,207+.37.).0.,3,2).3C/*+(0+@()?76'7+),(35@A-71,+))

1

4+:+32C3

6

./.5+4

杀菌剂

aA1

2

86895

种类

I

J

56854

回归方程

R5

2

?5448<15

@

AB78<1

)*

"-

值&
L

2

(

+

:$

)*

"-

KBCA5

相关系数$

%

%

*<??5CB78<16<5DD868517

氟啶胺

DCAB[81BL

双核丝核菌
Z81A6C5B75N>0L/=3/<0'

+

G$&--0#,H"&0"/' -&'''- -&#/$"

立枯丝核菌
N>0L/=3/<0'?/&'<0

+

G$&-"!#,H"&0%"- -&'"-$ -&#/-'

吡唑醚菌酯

J>

?B6C<47?<Z81

双核丝核菌
Z81A6C5B75N>0L/=3/<0'

+

G-&""%-,H"&%!$" -&'!$% -&#/0"

立枯丝核菌
N>0L/=3/<0'?/&'<0

+

G-&!.!-,H"&'%%! -&%''! -&##-0

噻呋酰胺

7F8DCA[BL895

双核丝核菌
Z81A6C5B75N>0L/=3/<0'

+

G-&.!0!,H"&'.0- -&!'0/ -&#/0-

立枯丝核菌
N>0L/=3/<0'?/&'<0

+

G$&'.0%,H0&$'!/ -&-0%# -&#.0.

戊唑醇

75ZA6<1B[<C5

双核丝核菌
Z81A6C5B75N>0L/=3/<0'

+

G-&00'.,H!&#./- $&-.#! -&#."-

立枯丝核菌
N>0L/=3/<0'?/&'<0

+

G$&'%#',H"&-%#- -&#%-$ -&#/0-

氟硅唑

DCA48CB[<C5

双核丝核菌
Z81A6C5B75N>0L/=3/<0'

+

G$&'-/0,H!&00-' $&#$-" -&##/%

立枯丝核菌
N>0L/=3/<0'?/&'<0

+

G$&'--',H!&#'#/ $&$!!' -&#"/-

咯菌腈

DCA98<=<18C

双核丝核菌
Z81A6C5B75N>0L/=3/<0'

+

G-&0#$$,H!&.'0. '&!/". -&#/#/

立枯丝核菌
N>0L/=3/<0'?/&'<0

+

G$&.''#,H0&0#0' -&$-%0 -&#//.

抑霉唑

8LB[BC8C

双核丝核菌
Z81A6C5B75N>0L/=3/<0'

+

G-&#0%0,H%&#/.0 $$&'%0/ -&#//#

立枯丝核菌
N>0L/=3/<0'?/&'<0

+

G-&0'%0,H!&%..% #&#00/ -&#0%'

%

!

讨论

由丝核菌引起的草莓根腐病是重要的草莓根部

病害之一'在国外"已有不少国家和地区对引起草

莓根腐病的丝核菌种类及其融合群进行了研究'在

美国加州中部沿海地区从草莓上分离的
$'%

株菌

中"除了
$

株为多核丝核菌外"其余均为双核丝核

菌"包括
%

个融合群"即
T̂ ET

#

T̂ Ê

和
T̂ E3

*

'%

+

'

在南非的西开普省"

"#&%(

的菌株为双核丝核菌

T̂ ET

#

T̂ Ê

和
T̂ E3

"

!-&.(

的菌株为立枯丝核菌

的
T̂ E0

*

'!

+

'西澳大利亚州草莓上分离到的
#0

株

丝核菌均为双核丝核菌"具有致病性的菌株属于融

合群
T̂ ET

#

T̂ ES

和
T̂ E3

*

'"

+

'而我国对引起草莓

根腐病的丝核菌研究极为有限'本研究发现北京和

河北承德地区引起草莓根腐病的丝核菌分别为双核

丝核菌融合群
T̂ ET

和立枯丝核菌融合群
T̂ E!

'

本研究仅对国内两个地区的草莓根腐病的丝核菌进

行了鉴定"其他草莓产区是否存在丝核菌的其他种

类以及融合群"还有待于进一步检测和研究'

通过测定
.

种杀菌剂对
'

种丝核菌抑菌作用"发

现除抑霉唑外"其他
0

种杀菌剂对测试的丝核菌均具有

很强的抑制作用"其中氟啶胺#吡唑醚菌酯和噻呋酰胺

的抑制作用最强"

)*

"-

值在
-&-0%#

至
-&!'0/

"

2

&

L+

'

这些杀菌剂可作为生产上防治草莓丝核菌根腐病的

候选药剂'同时"也发现同一种杀菌剂对不同丝核

菌的抑菌作用存在差异"有
"

种杀菌剂表现为对立

枯丝核菌的抑制作用强于对双核丝核菌的抑制作

用"换言之"立枯丝核菌比双核丝核菌对杀菌剂更为

敏感'对于这种差异的原因尚不清楚"也有待进一

步研究'
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