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摘要　据２０１１－２０１４年调查，甘肃省柴胡斑枯病发生严重，常年发病率为１３％～２１％，严重度１～２级。本研究以

形态学和分子生物学方法相结合，明确了甘肃省柴胡斑枯病病原及其生物学特性。甘肃省柴胡斑枯病菌分生孢子

器近球形或球形，黑褐色，高６６．４～９０．２μｍ，平均７７．５μｍ；直径５７．３～９０．０μｍ，平均７０．５μｍ。分生孢子针形、

无色，有些稍弯曲，具１～３隔膜，大小（１３．０～２６．０）μｍ×（１．５～３．０）μｍ，平均１９．０μｍ×２．０μｍ。通过ＩＴＳ、ＬＳＵ、

ＲＢＰ２和βｔｕｂｌｉｎｅ多基因位点构建系统发育树，将柴胡斑枯病病原鉴定为柴胡壳针孢犛犲狆狋狅狉犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪Ｓａｃｃ．。

该菌菌丝生长、分生孢子萌发和产孢的温度范围分别为０～３５℃、０～３５℃、５～３５℃，最适温度分别为２０～２５℃、

１５℃、１０～１５℃；连续光照有利于菌丝生长、孢子萌发和病菌产孢；菌丝生长、孢子萌发和产孢的适宜ｐＨ范围分别

为４．０～１０．０、４．５１～９．１９和５．０～９．０，最适ｐＨ分别为５．０、６．４９和５．５；此菌在相对湿度７５％以上可萌发，以水

中萌发最好；柴胡叶或根渍液对孢子萌发有较强的促进作用。表明柴胡壳针孢菌丝生长和孢子萌发的适宜温度偏

低，因此该病害在气温偏低及持续阴雨结露条件下发生较重。

关键词　柴胡斑枯病；　形态学；　分子生物学；　病原鉴定；　生物学特性
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　　柴胡犅狌狆犾犲狌狉狌犿犮犺犻狀犲狀狊犲ＤＣ．属伞形科多年生

草本植物［１］，为我国常用大宗药材，始载于《神农本

草经》，列为上品，以根入药，性味苦、微寒，具疏散退

热，升阳，舒肝等功效，主治疟疾，肝郁气滞，胸肋胀
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痛等症［２］。主产于我国东北、华北、内蒙古、河南、陕

西及甘肃等省区，多为野生［３］。由于长期过度采挖，

野生资源不能满足市场需要，中国从２０世纪８０年

代初开始研究野生变家种试验［４］。甘肃省是柴胡的

道地产区之一，经调查，甘肃省定西市、陇南市以及

河西地区均有大面积种植，仅定西市的陇西县柴胡

种植面积就达到约２０００ｈｍ２，陇南一带的礼县、清

水县，河西地区的金昌、天祝、武威等地种植规模也

在４００ｈｍ２，使甘肃的柴胡产量跃居全国之首
［５］，

２０１２年甘肃柴胡种植面积达１９０９０ｈｍ２，年产量达

４．３４万ｔ，占全国的５０％
［６］。

但是随着栽培面积逐年增大，柴胡病害发生日

趋严重，国内记载柴胡病害主要有斑枯病犛犲狆狋狅狉犻犪

犫狌狆犾犲狌狉犻Ｓａｃｃ．
［７９］、壳二孢叶斑病犃狊犮狅犮犺狔狋犪犫狌

狆犾犲狌狉犻Ｔｈüｍ．
［９］、锈病 犘狌犮犮犻狀犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻Ｒｕｄｏｌ

ｐｈｉ
［１０］、根腐病犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿Ｓｃｈｌ．

［１１］、犚犺犻

狕狅犮狋狅狀犻犪ｓｐ．
［１２］和链格孢叶斑病犃犾狋犲狉狀犪狉犻犪犪犾狋犲狉狀犪

狋犪（Ｆｒ．：Ｆｒ．）Ｋｅｉｓｓｌ．
［１３］。在２０１１－２０１４年甘肃省

药用植物病害调查中，发现斑枯病是甘肃省柴胡生

产中的主要病害，甘肃省定西地区陇西县、灵台县、

渭源县、漳县及安定区都有发生，发病率平均１３％

～２１％，严重度１～２级
［１２］。作为柴胡栽培过程中

影响柴胡质量和产量的重要病害，国内仅对其病原

进行了记载，但是对该病害的发生危害情况，病原的

生物学特性及病害的防治措施等均无系统的研究报

道。本研究旨在对该病的病原进行研究，测定其生物

学特性，同时提出一定的防治建议，为柴胡规范化种

植以及斑枯病的有效防治提供一定的科学依据。

１　材料与方法

１．１　材料

供试菌种：２００７年１０月采自甘肃中医药大学

药材示范园的柴胡斑枯病新鲜标样，经分离培养后

镜检确定为壳针孢属真菌犛犲狆狋狅狉犻犪ｓｐ．，纯化后接

种健康柴胡叶片发病的病菌，再次分离后，于４℃下

保存备用。

１．２　方法

１．２．１　病原形态观察

从采集的柴胡斑枯病病叶组织上挑取病原分生

孢子器，置于载玻片上，以水为浮载剂，在光学显微

镜下观察并测定分生孢子器２０个，分生孢子３０个，

分别取最大值和最小值作为该指标的上限和下限，

同时观察菌株在ＰＤＡ、ＯＡ和ＭＥＡ培养基
［１４］上，于

２５℃下黑暗培养２０ｄ的培养性状，并利用冷冻切片

机对分生孢子器进行切片，观察分生孢子器内部结

构，再参照相关资料［７９］鉴定病原。

１．２．２　病原菌ＤＮＡ提取及系统发育树的构建

取在ＰＤ培养液中于２０℃、４５ｒ／ｍｉｎ振荡培养７ｄ

的柴胡斑枯病病原菌菌丝在液氮中研磨，用ＵＮＩＱ１０

柱式真菌基因组ＤＮＡ抽提试剂盒（ＳＫ１３７５，上海生工）

提取ＤＮＡ。ＩＴＳ、ＬＳＵ、ＲＢＰ２和βｔｕｂｌｉｎｅ４个片段的

ＰＣＲ扩增分别采用引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４、ＬＲＯＲ／ＬＲ５
［１５］、

ｆＲＰＢ２５ｆ／ｆＲＰＢ２７ｃＲ
［１６］、Ｔ１／βＳａｎｄｙＲ

［１７１８］。５０μＬ

ＰＣＲ反应体系：１０×ＰＣＲＢｕｆｆｅｒ（含ＭｇＣｌ２２０ｍｍｏｌ／

Ｌ）５μＬ、ｄＮＴＰｓ１０ｍｍｏｌ／Ｌ０．５μＬ、１０μｍｏｌ／Ｌ引物各

２．５μＬ、２Ｕ／μＬ犜犪狇４μＬ、模板ＤＮＡ２μＬ。ＰＣＲ扩增

条件：９５℃预变性３ｍｉｎ；９４℃变性３０ｓ，分别以５３℃

（ＩＴＳ、ＬＳＵ），５５℃（ＲＢＰ２），５２℃（βｔｕｂｕｌｉｎ）退火４５ｓ，

７２℃延伸１ｍｉｎ，共３０个循环；最后７２℃延伸８ｍｉｎ，４℃

保存。扩增产物用１％的琼脂糖凝胶进行电泳，用凝胶

成像仪进行观察并照相。ＰＣＲ产物委托生工生物工程

（上海）股份有限公司进行纯化和测序。并用ＢｉｏＥｄｉｔ
［１９］

软件反复校对，去除两端不确定的序列后，在ＧｅｎＢａｎｋ

中进行ＢＬＡＳＴｎ比较搜索，下载相似序列并进行多基

因片段的拼接，选用犚犲犪犱犲狉犻犲犾犾犪犿犻狉犪犫犻犾犻狊作为外群（菌

株号：ＣＢＳ１２５０００；ＩＴＳ、ＬＳＵ、ＲＢＰ２和βｔｕｂｌｉｎ在Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ登录号分别为：ＫＦ２５１３３２、ＫＦ２５１８３６、ＫＦ２５２３３５和

ＫＦ２５２８０４）。ＭＥＧＡ６．０软件采用邻接法构建系统

发育树。

１．２．３　柴胡斑枯病菌生物学特性测定

１．２．３．１　不同温度对菌丝生长、产孢量及孢子萌发

的影响

在已培养３０ｄ的菌落边缘打取直径为７ｍｍ的

菌饼接种于ＰＤＡ平板上，分别置于５、１０、１５、２０、２５、

３０、３５℃温度下培养，每温度处理重复３皿。每隔４ｄ

用十字交叉法测定菌落大小，２０ｄ后测定产孢量。孢

子量测定采用血球计数板计数；孢子萌发采用悬滴培

养，每温度处理重复３次，定时观察孢子萌发率，每重

复观察计数５个视野约３００个孢子，统计其萌发率。

１．２．３．２　不同光照对菌丝生长、产孢量及孢子萌发

的影响

将菌饼接种于ＰＤＡ平板上，置２５℃连续光照，

光暗１２ｈ交替及连续黑暗条件下培养；将孢子悬浮

液于２０℃在上述光照条件下悬滴培养，其他同上。
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１．２．３．３　不同ｐＨ对菌丝生长、产孢量及孢子萌发

的影响

将菌饼接种于由ＮａＯＨ和ＨＣｌ调制的ｐＨ为

４．０、４．５、５．０、５．５、６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０、

９．５、１０．０的ＰＤＡ培养基平板上，２５℃下培养；用柠

檬酸磷酸二氢钾缓冲液配制ｐＨ 为４．５１、５．５８、

６．４９、７．００、７．４１、８．３９、９．１９的孢子悬浮液，２０℃下

悬滴培养，其他同上。

１．２．３．４　不同湿度对孢子萌发的影响

将孢子悬浮液均匀涂抹于载玻片上，在室温下

自然干燥，用小容器调节法，以硫酸控制相对湿度，

湿度设置为７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、

９８％、９９．５％，以１００％饱和湿度为对照，共９个处

理，２０℃下培养。其他同上。

１．２．３．５　不同营养条件对孢子萌发的影响

分别以尿素、马粪浸渍液、土壤浸渍液、葡萄糖、

柴胡根浸液、柴胡叶浸液１∶５、１∶１０、１∶２０稀释成孢

子悬浮液，２０℃下悬滴培养
［１６］，其他同上。

２　结果与分析

２．１　症状

病原菌主要危害叶片、茎秆。叶部产生直径为

１～２．５ｍｍ的近圆形、椭圆形、半圆形小病斑，边缘

紫褐色，稍隆起，中部黄褐色、灰褐色，后变灰白色。

叶片两面的病斑上均可产生黑色小颗粒，即病菌的

分生孢子器。有些病斑自叶尖向下扩展呈“Ｖ”字

形，有些沿叶缘发生，造成中脉一侧枯死。发病严重

时，病斑相互汇合，引起叶片枯死。

２．２　病原

病原菌在ＰＤＡ培养基上菌落灰白色至肉粉色，

分生孢子器埋生在菌丝中，孢子量少，菌丝呈紫红色，

菌丝壁较厚，产紫色色素，生长速度０．７３ｍｍ／ｄ（图

１ａ）；在ＯＡ培养上的培养性状同ＰＤＡ培养基，生长速

度：０．９９ｍｍ／ｄ，有少量分生孢子器，似乎孢子还未成熟

（图１ｂ）；在ＭＥＡ培养基上，菌落黑灰色，有大量的分生

孢子器，孢子角肉粉色，生长速度０．４４ｍｍ／ｄ（图１ｃ）。

图１　柴胡斑枯病菌菌落及微观形态

犉犻犵．１　犆狅犾狅狀犻犲狊犪狀犱犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犛犲狆狋狅狉犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪

　　挑取组织上病原并对分生孢子器切片观察，此

菌分生孢子器近球形或球形，黑褐色，器壁由１～２

层细胞构成，高６６．４～９０．２μｍ（平均７７．５μｍ），直

径５７．３～９０．０μｍ（平均７０．５μｍ）（图１ｄ），外壁细

胞黑褐色，内层淡褐色至无色，具圆形孔口，大小（１０～

３０．２）μｍ×（１０～３１．４）μｍ，平均１８μｍ×２０．２５μｍ，孔

口细胞壁明显增厚；分生孢子梗产生于内壁细胞，无

色，大小为（１．５～５．０）μｍ×（１．０～３．０）μｍ，平均

２．７μｍ×２．８μｍ（图１ｅ）。分生孢子针形、基部较

圆，顶部较细、无色，有些稍弯曲，具１～３隔膜，大小
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（１３．０～２６．０）μｍ×（１．５～３．０）μｍ，平均１９．０μｍ×

２．０μｍ（图１ｆ）。此菌分生孢子两端和中间细胞均

可萌发长出无色芽管。经分离培养和从组织上挑取

病原镜检，内有顺序排列的小油珠。该菌引起的病

害在甘肃省干旱地区种植的柴胡上发生普遍，且较

严重。

依据形态和培养特性，根据参考资料，将柴胡斑

枯病菌鉴定为真菌界无性态真菌柴胡壳针孢犛犲狆

狋犪狉犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪Ｓａｃｃ．。

２．３　柴胡枯斑病病原系统发育分析

通过对ＩＴＳ、ＬＳＵ、ＲＢＰ２和βｔｕｂｌｉｎｅ片段的扩增

和测序，得到长度分别为５１６、８９４、１１６６和４２３ｂｐ的

序列（登录号分别为：ＫＣ８７４６７５，ＫＹ７９８１４４，ＫＹ７９８１４６

和ＫＹ７９８１４５）。用ＢＬＡＳＴｎ在ＧｅｎＢａｎｋ中搜索并

下载同源序列，通过多基因片段拼接并构建系统发

育树发现，菌株ＴＣＭ５与寄生于柴胡犅．犮犺犻狀犲狀狊犲的

柴胡壳针孢犛．犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪（菌株：ＣＢＳ１２８６０１，

ＣＢＳ１２８６０３）聚类在同一分支上（图２），同时该菌株

分生孢子１～３个隔膜，孢子大小为（１５．３～３８．８）

μｍ×（０．９～１．２）μｍ，与柴胡壳针孢犛．犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅

犾犪相似，依据多基因序列片段和形态鉴定结果，将

柴胡斑枯病菌ＴＣＭ５鉴定为柴胡壳针孢犛．犫狌

狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪。

图２　柴胡斑枯病菌多基因序列分析

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳８狊狋狉犪犻狀狊犫犪狊犲犱狅狀犪犮狅犿犫犻狀犲犱

犱犪狋犪狊犲狋狅犳犐犜犛，犔犛犝，犚犘犅２犪狀犱β狋狌犫狌犾犻狀狊犲狇狌犲狀犮犲狊

２．４　病原菌生物学特性

２．４．１　温度对菌丝生长，产孢和孢子萌发的影响

该菌在０～３５℃范围内均能生长，适宜温度为

２０～２５℃，但生长缓慢，５～２５℃病菌的生长量随温

度的升高而缓慢升高，低于５℃或高于３０℃生长速

率急剧下降，在２０℃下，生长速度最快，为０．６ｍｍ／ｄ，

２０ｄ时菌落直径１１．８ｍｍ；而３５℃时急剧下降，２０ｄ

菌落直径仅为１．８ｍｍ。这表明该菌生长极其缓慢，

并且高温抑制该菌正常生长发育（表１）。

该菌产孢温度范围较宽，在５～３５℃均能产孢，适

宜温度为１０～１５℃，产孢量分别为１８．１×１０４个／ｃｍ２

和１８．５×１０４个／ｃｍ２，与其他温度的产孢量存在极

显著的差异。低于５℃不产孢，高于３０℃产孢量急

剧下降（表１）。

表１　不同温度对柴胡壳针孢菌丝生长、产孢量和孢子萌发的影响（２０犱）１
）

犜犪犫犾犲１　犆狅犾狅狀狔犱犻犪犿犲狋犲狉狊，狊狆狅狉犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀犪狀犱犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳犛犲狆狋狅狉犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊（２０犱）

温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

菌落直径／ｍｍ

Ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｃｏｌｏｎｙ

４ｄ ８ｄ １２ｄ １６ｄ ２０ｄ

产孢量／

×１０４·（ｃｍ２）－１

Ｙｉｅｌｄｏｆｓｐｏｒｅｓ

孢子萌发率／％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

８ｈ １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ６０ｈ ７２ｈ

０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．５ （１．３±１．２）ｅ （０．０±０．０）ｃ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．２ ０．７ （１．２±０．８）ｅ

５ ０．０ ０．０ ０．５ ０．８ （２．２±１．０）ｃｄｅ （８．７±２．０）ｂ ０．０ ０．３ ０．８ １．８ ２．５ ４．２ （５．７±１．０）ｅ

１０ ０．０ ０．２ １．２ １．５ （３．５±２．２）ｃｄ （１８．１±１．２）ａ ０．０ ０．７ ２．０ ３．７ ４．５ ６．７ （８．８±１．２）ｃｄ

１５ ０．０ １．０ １．５ ２．８ （４．０±２．１）ｂｃ （１８．５±３．０）ａ ０．８ ７．８ １２．３ １９．７ ３１．５ ３４．０ （３６．５±２．０）ａ

２０ ０．０ １．５ ６．０ ８．８ （１１．８±３．２）ａ （１２．０±２．４）ｂ ０．７ ６．７ １１．８ １７．８ ２５．８ ３０．８ （３６．２±２．０）ａ

２５ ０．０ １．７ ４．８ ８．２ （１１．３±２．０）ａ （４．０±１．２）ｃ ０．０ ３．２ ９．３ １３．７ １６．３ ２４．８ （３１．２±３．２）ａ

３０ ０．０ ０．３ １．８ ４．５ （５．７±１．０）ｂ （１．４±１．０）ｃ ０．０ １．８ ６．７ ７．８ ８．３ １３．８ （１９．３±１．０）ｂ

３５ ０．０ ０ ０．５ １．０ （１．８±１．０）ｄｅ （１．４±１．０）ｃ ０．０ ０ ０．７ ４．７ ５．５ ６．５ （１２．８±２．０）ｃ

　１）表中数据为平均值±ＳＤ，同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平差异显著。下同。

Ｄａｔａａｒｅｍｅａｎ±ＳＤ．Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌｂｙＬＳＤ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

　　分生孢子在０～３５℃均可萌发，１５℃为适宜萌发温

度，３０℃时萌发率急剧下降，３５℃不萌发。该菌孢子萌

发速度很缓慢，最适温度下８ｈ萌发率０．８％，７２ｈ最高

萌发率达３６．５％（表１）。由此可见，病菌菌丝生长和

孢子萌发速度均缓慢；孢子萌发和孢子形成的适温

均为１５℃，而菌丝生长的适温为（２０～２５℃），由此

可见，柴胡壳针孢孢子形成、萌发和菌丝生长缓慢，

但是适应温度范围较广，所以在甘肃省发生面积和

地域范围较广。

２．４．２　菌丝生长、产孢及孢子萌发的光照条件

从表２可以看出，菌丝在连续光照条件下生长

较好，２０ｄ菌落直径可达到１１．０ｍｍ，产孢量最大，

达到５．８×１０４个／ｃｍ２，显著高于其他处理；同样分

生孢子在连续光照条件下，７２ｈ萌发率最高达
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３４．３％。而在光暗交替和连续黑暗条件下菌落生

长、产孢量和孢子萌发率无显著差异，但均低于连续

光照。表明连续光照有利于菌丝生长、孢子萌发和

病菌产孢。

表２　不同光照对柴胡壳针孢菌丝生长、产孢量（２０犱）和孢子萌发的影响

犜犪犫犾犲２　犆狅犾狅狀狔犱犻犪犿犲狋犲狉狊，狊狆狅狉犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀（２０犱）犪狀犱犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳犛犲狆狋狅狉犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犾犾狌犿犻狀犪狋犻狅狀犮狅狀犱犻狋犻狅狀狊

处理

Ｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｎｇｃｏｎｄｉｔｉｏｎ

菌落直径／ｍｍ

Ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｃｏｌｏｎｙ

８ｄ １２ｄ １６ｄ ２０ｄ

产孢量／

×１０４个·（ｃｍ２）－１

Ｙｉｅｌｄｏｆｓｐｏｒｅｓ

孢子萌发率／％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

８ｈ １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ６０ｈ ７２ｈ

连续光照Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ １．２ ４．５ ７．２ （１１．０±３．２）ａ （５．８±１．５）ａ ０．３ ３．３ ９．３ １５．５ ２２．０ ２８．３ （３４．３±２．０）ａ

光暗交替１２ｈｉｌｌｕｍｉｎａｔｉｏｎ／１２ｈｄａｒｋｎｅｓｓ １．５ ４．７ ７．３ （９．３±１．８）ｂ （３．１±１．８）ｂ ０．２ ４．８ １１．８ １４．２ １７．０ ２３．７ （３１．５±３．２）ｂ

连续黑暗Ｃｏｎｔｉｎｕｏｕｓｄａｒｋｎｅｓｓ ０．７ ３．８ ７．３ （９．８±１．２）ｂ （３．７±２．０）ａ ０．０ ４．２ １０．３ １２．０ １３．８ ２１．０ （２８．７±２．３）ｂ

２．４．３　菌丝生长、产孢及孢子萌发的ｐＨ

表３结果表明：病菌生长适宜的ｐＨ范围较宽，

在ｐＨ４．０～１０．０范围内均能生长，ｐＨ５．０时菌落

生长最快，２０ｄ可达到１３．８ｍｍ；产孢要求的ｐＨ为

５．０～９．０。其中以ｐＨ５．５产孢量最大，达到６．７×

１０４个／ｃｍ２，ｐＨ低于５．０和高于９．０均不产孢。

表４结果表明：分生孢子在ｐＨ４．５１～９．１９间均可

萌发，以ｐＨ６．４９最好，７２ｈ孢子萌发率达１０．３３％，

ｐＨ高于７．００孢子萌发率逐渐下降。孢子的形成、

萌发及菌丝的生长均以偏酸性条件为好。

表３　不同狆犎条件对柴胡壳针孢菌丝生长和产孢量（２０犱）的影响

犜犪犫犾犲３　犆狅犾狅狀狔犱犻犪犿犲狋犲狉狊，狊狆狅狉犲狆狉狅犱狌犮狋犻狅狀（２０犱）狅犳犛犲狆狋狅狉犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犎犱犲犵狉犲犲狊

ｐＨ
菌落直径／ｍｍ　Ｄｉａｍｅｔｅｒｏｆｃｏｌｏｎｙ

８ｄ １２ｄ １６ｄ ２０ｄ

产孢量／×１０４个·（ｃｍ２）－１

Ｙｉｅｌｄｏｆｓｐｏｒｅｓ

４．０ １．３ ４．５ ７．５ （８．５±０．８）ｃ　 （０．０±０．０）ｃ

４．５ ２．３ ６．８ １１．８ （１３．２±１．３）ａ （０．０±０．０）ｃ

５．０ ４．３ ７．８ １２．０ （１３．８±１．２）ａ （４．０±０．７）ｂｃ

５．５ ０．５ ３．０ ６．２ （１１．５±１．３）ｂ （６．７±０．５）ａ

６．０ １．８ ５．２ ８．７ （１１．３±１．８）ｂ （５．２±１．２）ｂ

６．５ １．２ ４．５ ９．０ （１１．７±２．２）ｂ （５．２±３．７）ｂ

７．０ １．０ ４．７ ７．５ （１１．０±２．２）ｂ （４．０±３．１）ｂｃ

７．５ １．７ ４．８ ７．８ （１０．８±２．６）ｂｃ （３．９±０．２）ｂｃ

８．０ ２．２ ４．５ ７．７ （９．８±２．１）ｂｃ （４．５±２．２）ｂｃ

８．５ ２．３ ５．３ ８．５ （１０．８±１．６）ｂｃ （１．７±１．２）ｃ

９．０ １．０ ３．８ ６．０ （８．３±３．１）ｃ （１．６±０．２）ｃ

９．５ １．０ ３．０ ６．２ （８．７±１．３）ｃ （０．０±０．０）ｃ

１０．０ １．２ ４．３ ７．２ （８．３±１．５）ｃ （０．０±０．０）ｃ

表４　不同狆犎条件下孢子萌发率

犜犪犫犾犲４　犌犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳犛犲狆狋狅狉犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犎犱犲犵狉犲犲狊

ｐＨ
孢子萌发率／％　Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

８ｈ １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ６０ｈ ７２ｈ

４．５１ ０．０ １．２ ２．７ ４．２ ６．２ ７．３ （８．３±１．２）ｂｃ

５．５８ ０．５ ２．２ ４．７ ６．３ ８．０ ８．７ （９．７±３．２）ａｂ

６．４９ ０．３ １．７ ４．３ ５．５ ６．８ ８．８ （１０．３±３．２）ａ

７．００ ０．３ １．５ ３．８ ５．２ ６．３ ６．７ （７．３±２．６）ｃｄ

７．４１ ０．０ １．０ ３．５ ４．２ ４．５ ５．２ （５．７±０．８）ｄ

８．３９ ０．０ ０．８ ２．０ ２．３ ２．５ ３．２ （３．８±１．７）ｅ

９．１９ ０．０ ０．７ １．７ １．８ ２．２ ２．８ （３．５±０．３）ｅ

２．４．４　孢子萌发的湿度条件

表５结果表明：分生孢子在相对湿度７５％～

９９．５％和水滴中均可萌发，以对照水滴中萌发最好，

达到２３．０％，与其他处理均有极显著差异，其次为

１００％的相对湿度，萌发率１３．７％，而ＲＨ在９９．５％以

下，孢子萌发率逐渐下降，７０％时不萌发。
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表５　不同湿度对柴胡壳针孢孢子萌发率的影响

犜犪犫犾犲５　犛狆狅狉犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳犛犲狆狋狅狉犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲犾犪狋犻狏犲犺狌犿犻犱犻狋犻犲狊

相对湿度／％

Ｒｅｌａｔｉｖｅｈｕｍｉｄｉｔｙ

孢子萌发率／％　Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

８ｈ １２ｈ ２４ｈ ３６ｈ ４８ｈ ６０ｈ ７２ｈ

水滴 Ｗａｔｅｒ ０．０．２ ０．５ １．７ １１．８ １９．３ ２１．０ （２３．０±３．３）ａ

１００ ０．０ ０．０ ０．７ ５．３ ８．７ １０．３ （１３．７±２．６）ｂ

９９．５ ０．０ ０．０ ０．７ ２．５ ５．３ ６．３ （７．７±１．６）ｂ

９８ ０．０ ０．０ ０．３ １．５ ２．８ ４．３ （５．８±１．４）ｂ

９５ ０．０ ０．０ ０．２ ０．５ １．２ １．８ （３．２±２．１）ｃ

９０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．３ ０．８ １．５ （２．３±１．２）ｃｄ

８５ ０．０ ０．０ ０．０ ０．２ ０．３ ０．８ （１．７±１．６）ｃｄ

８０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．２ ０．７ （０．８±０．５）ｄ

７５ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．３ （０．７±０．５）ｄ

７０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ ０．０ （０．０±０．０）ｄ

２．４．５　孢子萌发的营养条件

图３表明，分生孢子在柴胡叶片浸渍液中萌发最

好，萌发率达５７．０％～６０．３３％，高出对照４０．６６百分

点，其次是柴胡根浸液和土壤浸渍液，分别为４９．３％

～６０．５％及１５．３％～２６．５％，均高于清水对照的萌

发率。

图３　不同营养液中柴胡斑枯病菌孢子萌发率（７２犺）

犉犻犵．３　犛狆狅狉犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊（７２犺）狅犳犛犲狆狋狅狉犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狀狌狋狉犻狋犻狅狀犿犲犱犻犪

　　图４表明，柴胡斑枯病菌分生孢子萌发时速度

很慢，即使在适宜的营养液中，前期１２ｈ萌发率在

１０％左右，２４～４８ｈ间增长至５４％，说明２４～４８ｈ

是孢子萌发的最快时期，这与温度、湿度等试验中的

结果一致。

３　讨论

３．１　病原

生于柴胡叶上的壳针孢属真菌记载有４种：

（１）犛．犪犿狆犺犻犵犲狀犪Ｍｉｙａｋｅ，其分生孢子器１２０～１５０μｍ，

分生孢子３个隔膜，大小（１８～２２）μｍ×（１．５～２）μｍ；

（２）犛．犫狌狆犾犲狀狉犻犮狅犾犪Ｓａｃｃ．，其分生孢子大小（２４～３０）

μｍ×２μｍ；（３）犛．犫狌狆犾犲狀狉犻狀犪，其分生孢子３个隔

膜，大小（３２～４３）μｍ×２．２μｍ；（４）犛．犫狌狆犾犲狀狉犻

狋犪犾犲犪狋犻Ｄｉｅｔ．，其分生孢子３个隔膜，大小（３０～４０）

μｍ×２μｍ
［９］。白金铠认为这４种菌在形态上均与

犛．犫狌狆犾犲狀狉犻相似，其分生孢子器大小（５５～１３５）μｍ

×（５０～１１０）μｍ，分生孢子１～４个隔膜，多为２～３

个隔膜，分生孢子器球形，分生孢子隔膜和大小也均

相近，均应视为其异名。甘肃省柴胡斑枯病的病原

通过形态学和分子生物学鉴定，确定为犛．犫狌狆犾犲狌狉犻

犮狅犾犪Ｓａｃｃ．。
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图４　不同营养液中柴胡斑枯病菌孢子萌发率

犉犻犵．４　犛狆狅狉犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳犛犲狆狋狅狉犻犪犫狌狆犾犲狌狉犻犮狅犾犪犻狀

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狀狌狋狉犻狋犻狅狀犿犲犱犻犪

３．２　病原菌的生物学特性

病原菌的培养特性和生物学特性与病害的发生

发展密切相关。壳针孢属犛犲狆狋狅狉犻犪真菌是在全球

分布最广泛、最常见的一类病原菌，寄主范围广泛，

可寄生于很多植物的叶片和果实上，引起叶斑或果

斑症状［２０］。该属真菌普遍生长缓慢，菌丝生长、产

孢和孢子萌发均需要较低的温度和持续的露水。如

当归褐斑病菌犛犲狆狋狅狉犻犪ｓｐ．分生孢子萌发的适温为

２０℃，相对湿度要求在７５％以上
［２１］。本研究对柴胡

斑枯病菌生物学特性的测定结果表明，该菌菌丝生

长、产孢和孢子萌发的最适温度分别为２０～２５℃、

１５、１０～１５℃，孢子萌发相对湿度要求在７５％以上，

菌丝生长、孢子萌发和产孢的适宜ｐＨ分别为５．０、

６．４９和５．５，因此在低温，高湿和中性偏酸环境下该

病易于侵染和发生。甘肃省定西地区柴胡主产区陇

西县、灵台县、渭源县、漳县及安定区等地属高寒阴

湿地区，气温较低，阴湿多露，适于孢子的萌发和侵

染，因此病害发生重。

３．３　防治建议

在栽培过程中，建议多采用玉米柴胡和小麦

柴胡套种模式，不仅利用前作物的遮阴保湿作用代

替地面盖草，节约了盖草成本，有利于柴胡出苗、出

壮苗，而且还可以减少病虫害的发生［２２］。依据课题

组对当归褐斑病防治的研究［２３］以及国内对龙胆草

斑枯病的药剂防治研究结果［２４］，建议在柴胡斑枯病

发病初期喷施５０％多菌灵可湿性粉剂６００倍液、

７０％甲基硫菌灵可湿性粉剂７００倍液、１０％苯醚甲

环唑水分散颗粒剂１８００倍液、７８％波·锰锌可湿

性粉剂６００倍液及７０％丙森锌可湿性粉剂６００倍

液。７～１０ｄ喷施１次，连续喷施３次。并且在柴胡

收获后，彻底清除病残组织，集中烧毁或沤肥，减少

越冬菌源，可减轻来年病害的发生。
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２０１７

　　牡丹黑斑病多在牡丹生长后期发生，且危害严

重，主要由链格孢属真菌引起。本研究中分离获得

的牡丹黑斑病病原菌为链格孢菌犃．犪犾狋犲狉狀犪狋犪，与石

良红等［２０］的研究结果一致，但笔者在分离病原菌

时，还获得了另外一种链格孢菌，经致病性测定，发

现也能引起牡丹黑斑病的发生。由于链格孢属真菌

多为弱寄生性真菌，对寄主的适应性较为广泛，因此

推测牡丹黑斑病可能由多种链格孢属真菌引起，其

不同种类链格孢菌的致病性是否存在差异，有待进

一步研究。

随着洛阳地区牡丹种植面积的增加，尤其是近

几年油用牡丹种植面积的增加，牡丹病害的防控逐

渐成为牡丹栽培管理过程中的重要事项，目前有关

牡丹病害的基础性研究很少，病害防治以化学防治

为主，容易造成环境污染，且易导致病原菌抗病性

的增加，因此今后应从病原学和病害流行学入手，

明确病害流行发生规律，找出关键防治时期，开展

绿色生态防控研究，保障牡丹种植产业健康持续发

展；同时，应进一步开展牡丹病害病原菌致病性分

析，调查和分析病原菌在不同牡丹品种上的致病性

差异，获得抗病性强的品种，为牡丹的抗病育种提

供基础和依据。
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