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&为模式菌株+诠释菌株或外围群菌株*

&

5O6;M>
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OM>L67;

%

O

]

7>

R]

OM>L67;:L:=>

<

L:=

]

M>L67;@

&

!

结果与分析

&%$

!

山茶灰斑病的发病症状

如图
#

所示%在山茶叶片上%叶部病斑近圆形或

不规则形%多从叶片边缘开始形成并逐渐扩大%初期

水渍状%呈黑褐色%病健交界明显%后期病斑部位扩

大并逐渐干枯呈灰色%叶表皮组织易脱落%严重者形

成缺刻或穿孔*病斑内形成球状隆起的小黑点%分

布稀疏%直径
1""

"

#&""

#

5

不等*叶部病斑小黑

点部位横切面可见分生孢子盘%孢子盘上可清晰看

到产孢细胞和未脱落的分生孢子%分生孢子!

#&

"

!"

"

#

5J

!

&

"

+

"

#

5

%呈梭形%具有
0

个隔%

&

个细胞%中

部细胞颜色呈深棕色%顶端有附属丝
#

"

1

条%具有

显著的拟盘多毛孢属真菌特征*

,

##!

,
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图
$

!

山茶灰斑病症状和病原菌分生孢子盘

()

*
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!
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,
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*
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,
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!

山茶灰斑病病原菌的形态学鉴定

山茶灰斑病分离菌株形态学特征如图
!

所示*

1

株菌株在
!aP.C

培养基上培养
%B

后%菌落平均

直径均为!

%@+&j"@!1

"

A5

!

$U&

"%生长速度为!

#"@I!j

"@1&

"

55

0

B

*培养物菌落呈同心环状%疏松%绒毛

状%未产分生孢子堆%菌落背面淡黄色!图
!6

"%初步

鉴定
1

株菌株属于同一个种*

图
&

!

山茶灰斑病分离菌株形态学特征

()

*

%&

!
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,
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卷第
0

期 张晓勇等$山茶灰斑病病原菌鉴定及防治药剂初步筛选

!!

在
)SC

培养基中的松针上所形成的孢子堆呈

黑褐色球形%直径
!""

"

&""

#

5

%为半流动状的黑色

黏液团%其基部嵌入松针表皮生长!图
!G

"*在显微

镜下%其分生孢子梗倒棍棒状%有隔%透明%基部
#

"

!

个不规则分支%长短不一*产孢细胞簇生%呈球形+

圆柱形或安瓿瓶状%长度
$@"

"

!"@"

#

5

!

)

?j).U

#1@&!

#

5j1@+$

#

5

%

$U#&

"%透明%宽
!@!

"

0@+

#

5

!

*

?j).U!@II

#

5j"@%&

#

5

%

$U#&

"!图
!A

"

B

"*

分生孢子纺锤形%直%偶稍有弯曲%

0

个隔将分生孢

子分为
&

个细胞%分生孢子大小为!

#+@1

"

!!@&

"

#

5

J

!

0@0

"

%@#

"

#

5

!

)

?j).U

!

!"@&j!@#

"

#

5J

!

&@0j

"@%

"

#

5

%

$U1"

"#基部细胞倒圆锥状%与中部细胞

之间接触平截面较小%长度
!@&

"

&@0

#

5

!

*

?j).U

0@1

#

5j"@+

#

5

%

$U1"

"%透明%薄壁*中间
1

个细

胞呈瓮状至近圆柱形%厚壁且有小疣突%长度
#"@!

"

#%@1

#

5

!

)

?j).U#!@&

#

5j#@+

#

5

%

$U1"

"%隔处

略微缢缩%

1

个细胞颜色相同%浅棕黄色至深棕黑色%

隔膜较周围细胞颜色更深%其中第
!

个细胞长
!@I

"

&@$

#

5

!

)

?j).U0@0

#

5j"@%

#

5

%

$U1"

"%第
1

个细

胞长
1@&

"

&@I

#

5

!

)

?j).U0@!

#

5j"@&

#

5

%

$U1"

"%

第
0

个细胞长
1@1

"

&@+

#

5

!

)

?j).U1@I

#

5j"@+

#

5

%

$U1"

"*顶部细胞圆锥状%隔膜处显著收缩%细胞壁

较薄+光滑%细胞呈透明状%长度
!@$

"

&@1

#

5

!

)

?j

).U#@%

#

5j"@+

#

5

%

$U1"

"*顶部细胞顶部具

#

"

1

根管状附属丝%透明%尖端丝状%附属丝从顶部

细胞的顶部共点分支或从主附属丝上多回分支%长

度
#"

"

!&

#

5

!

)

?j).U#&@1

#

5j1@I

#

5

%

$U1"

"*

基部附属丝!中生柄"无或
#

条%透明%管状%长度
#

"

0

#

5

!

*

?j).U!@0

#

5j#@&

#

5

%

$U1"

"%分生

孢子基部中生!图
!O

"

8

"*

通过对代表性菌株的进一步培养和显微形态观

察%并与该属已知种相比较%将所分离的
1

株菌株初

步鉴定为
!(+%#"'%*'

2

+*+

2

'&%3

5

#"*)#K6H6L6AHAH@

%

[@.@/

R

BOh,L:=M

(

+

%

$

)

*

&%'

!

病原菌多基因分子系统学分析

将本试验分离的
1

株菌株所测得的
X\)

+

!

4>=G=87;

和
%(

0

#

序列与从
VO;(6;?

中下载的
11

个模式菌株

或公认菌株对应的基因序列用
,8=M>68-!@"

进行比

对%以
=('

2

(+%#"'%*'

2

+*+6#

5

$# K6H6L6AHAH@

%

[@

.@/

R

BOh,L:=M

!菌株号$

K_WZ,,#!4"+&!

"为外类

群%并以
/O=L7M>7d)O6LAH

构建的系统发育树如图
1

所

示*在该树中%本研究分离的
1

个菌株!

WP)Z

!"#0"#+

+

WP)Z!"#0"!1

+

WP)Z!"#0"!0

"都与
!8

2

'&%3

5

#"*)#

模式菌株及其他菌株聚为一支%支持率

为
#""a

%支持了形态学鉴定结果*

图
'

!

基于
#EG

%

!

8/=<=:)0

和
2.

3

$

建立的山茶

灰斑病分离菌株多基因系统发育树

()

*

%'

!

I3J)>=>

,

34.)>-0

9,

2

9

:-

*

43>)065445;64->

1-><)05;

,

34/)3:#EG

&

!

8/=<=:)030;2.

3

$.5

H

=5015.

&%@

!

菌株对不同杀菌剂的敏感性

如表
!

所示%与对照相比%所有处理下菌株
WP4

)Z!"#0"!1

的菌落直径都显著减小%其中
&"a

多菌

灵
gP

和
%"a

甲基硫菌灵
gP

的
0

个高浓度!有效

成分%下同"和其他
0

种杀菌剂的最高浓度处理直接

导致接种的菌饼上的菌丝死亡%抑菌率
#""a

*当

%&a

百菌清
gP

浓度降低至
%&5

<

0

W

%

%"a

代森锰

锌
gP

浓度降至
#!&5

<

0

W

%

#&a

三唑酮
gP

浓度

降至
#&"5

<

0

W

和
1%a

苯醚甲环唑
gV

浓度降至

!&5

<

0

W

时对病原菌抑制率降低至
$&a

以下%防效

显著降低*说明在推荐浓度范围内%

&"a

多菌灵

gP

和
%"a

甲基硫菌灵
gP

对该病原菌的抑制效果

最佳%而
%"a

代森锰锌
gP

+

#&a

三唑酮
gP

和
1%a

苯醚甲环唑
gV

在推荐浓度范围内抑菌效果相对

较差*此外%从表
!

中还可以看出%浓度为
!&"

"

&""5

<

0

W

的
%"a

代森锰锌
gP

和
%&

"

1""5

<

0

W

的
%&a

百菌清
gP

可显著促进培养物产孢*

,

1#!

,
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表
&

!

K

种杀菌剂对菌株
LCGM&A$@A&'

纯培养物生长的影响#

N;

$

$

$

E3<:5&

!

O6651/-6.)J6=0

*

)1);5.-01-:-0

9*

4-7/2-6).-:3/5LCGM&A$@A&'

#

N;

$

杀菌剂

_=;

<

7A7BO

有效成分浓度0
5

<

,

W

2#

,:;AO;>L6>7:;:N

N=;

<

7A7BO

菌落直径0
55

.765O>OL

:NA:8:;

R

抑制率0
a

X;H7G7>7:;L6>O

是否产孢

)

]

:LO4N:L57;

<

孢子堆密度0

个,
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"不同小写字母表示
&a

差异显著水平*.

2

/表示培养物不生长或已死亡%.

'

/和.

S

/分别表示产孢和不产孢*
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<
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/
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R
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<
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/
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/
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<
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]
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]
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]
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'

!

讨论

拟盘多毛孢属真菌广泛分布于自然界%属寄生

性较弱的半知菌*传统上对拟盘多毛孢属真菌进行

分类以分生孢子大小+中间
1

个细胞的颜色和长度+

附属丝长度和形状等形态特征作为依据%并将拟盘

多毛孢属真菌分为三大类有显著区别的进化群%第

一个类群分生孢子的中间
1

个细胞呈颜色均匀的浅

棕色或橄榄色%第二个类群为颜色均匀的暗黑色%第

三个类群为杂色(

#0

)

%本文报道的
1

菌株即属于第三

个类群*但随后多基因序列分析证明以颜色来进行

分类是不可靠的(

#"

)

%而且这些形态特征与菌株培养

环境有关*山茶灰斑病主要由拟盘多毛孢属真菌引

起%已报道的拟盘多毛孢属病原有污斑拟盘多毛

,

0#!

,
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卷第
0

期 张晓勇等$山茶灰斑病病原菌鉴定及防治药剂初步筛选

孢(

!

)

+白珠树拟盘多毛孢(

1

)

+长刚毛拟盘多毛孢(

0

)

+

山茶拟盘多毛孢(

&

)和葡萄牙拟盘多毛孢(

+

)

*本文采

用传统形态学特征%结合
X\)

+

!

4>=G=87;

和
%(

0

#

多基

因序列分析确定山茶灰斑病的病原菌为葡萄牙拟盘

多毛孢
!8

2

'&%3

5

#"*)#

*

目前已知的葡萄牙拟盘多毛孢全部分离自山茶

属植物(

#&

)

%该真菌模式菌株!

,()1I1@0$

"最早于

#I0$

年采自葡萄牙%后由
K6H6L6AHAH7?=5G=L6

等

对其进行系统的分类研究(

+

)

*在分类学上%其近缘种

有
!8)#6(""*#(

%

!8

0

3&)#%#

和
!8$'A#(B-'""#$/*#(

%

!8

2

'&%3

5

#"*)#

与
1

个近缘种的分生孢子结构相似%且顶

端附属丝数量较少%不过
1

个近缘种的分生孢子大小

分别为!

!1

"

10

"

#

5J

!

&@&

"

I@"

"

#

5

(

&

%

$

)

+!

!I

"

1I

"

#

5

J

!

$@&

"

#"@&

"

#

5

(

#+

)和!

!&

"

1!

"

#

5J

!

$

"

#"

"

#

5

(

+

)

%与
!8

2

'&%3

5

#"*)#

的分生孢子大小有明显的

区别*

W7=

等(

$

)从采集自江西省庐山植物园的山茶

上分离到该种!菌株号$

W,01+"

和
W,"+%"

"*本研

究首次在我国西南地区从山茶灰斑病病斑上分离到

葡萄牙拟盘多毛孢*

多菌灵和甲基硫菌灵都属于苯丙咪唑类杀菌

剂%其作用机理都是抑制真菌细胞
!

4

微管蛋白合成%

阻碍正常有丝分裂(

#%

)

*从本研究试验结果来看%在

推荐浓度范围内%苯丙咪唑类杀菌剂对菌株
WP)Z

!"#0"!1

的抑制效果最佳%这与前人获得的药剂对

拟盘多毛孢属病原菌室内抑菌效果一致(

#$#I

)

*但苯

丙咪唑类杀菌剂在人畜安全性上一直被人们所诟

病%而且作用位点单一%病原菌极易产生抗性(

!"

)

%

Q54

6>M=

等研究表明分离自日本鹿儿岛市茶叶种植区的

!8"'$

5

*+(%#

菌株已对苯丙咪唑类杀菌剂产生抗

性(

!#

)

*百菌清可破坏真菌细胞中的三磷酸甘油醛

脱氢酶!

VCP.

"活性%使真菌细胞糖代谢受损(

!!

)

*在

该试验中百菌清在推荐浓度范围内对所分离的病原

菌表现出较好的抑制效果*代森锰锌可抑制真菌细

胞丙酮酸的氧化%且锰和锌元素可促进植物生长及提

高抗性%多位点保护%不易产生抗药性(

!1

)

%本试验表明

%"a

代森锰锌
gP

在
#"""5

<

0

W

以上才能达到

#""a

的抑制效果%而在
!&"

"

&""5

<

0

W

浓度下会促

进所分离的病原菌产孢%增强其对不良环境的抵抗

能力*三唑酮和苯醚甲环唑都是真菌甾醇生物合成

抑制剂(

!0

)

%可导致真菌细胞裂解死亡%本研究表明%

在推荐浓度范围内这两种甾醇合成抑制剂抑菌效果

并不理想*鉴于此%建议在拟盘多毛孢属真菌引起

的病害防治中%应多种杀菌剂混合使用或交替使用%

以提高防治效果和避免产生抗药性*
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%

,/Z[3C\X̂ Q\33

%

VZQW76;

<

B:;

<

%

O>68@!(+%#"'%*'

2

+*+M

]

OA7OM6MM:A76>OBF7>H

9#6(""*#+*$($+*+

!

>O6

"(

*

)

@K

R

A:>69:;

%

!"#1

%

#!1

$

0% +#@

(

#%

)

_Z*XKẐ CK
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植物病原菌抗药性遗传研究(
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葡萄霜霉病菌对甲霜灵抗药性

治理及其田间抗药菌株遗传稳定性分析(
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