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摘要:软腐病是魔芋生产上常见的病害,
 

一旦发病难以控制会造成魔芋大面积减产甚至绝收,
 

分离鉴定引起魔芋

软腐病的病原菌,
 

并筛选出防效好的绿色复配农药组合,
 

为魔芋绿色、
 

高效生产提供用药方案。
 

本研究采用组织分

离法从发病魔芋植株中分离纯化病原菌菌株,
 

进行形态学及分子生物学鉴定,
 

并通过接种试验测定菌株寄主范围。
 

以菌株XM-6为试材,
 

选用常见的6种生物农药和8种化学农药通过抑菌圈法筛选能抑制菌株生长的农药,
 

并将抑

制作用强的农药按比例复配后测定其增效作用。
 

本研究共分离出2株魔芋软腐病病原菌,
 

经形态学及分子生物学

鉴定为Pectobacterium
 

aroidearum。
 

致病性鉴定试验表明,
 

菌株之间的致病力有所差异,
 

菌株XM-6致病力强于菌

株XM-7。
 

寄主范围测定结果说明,
 

魔芋病原菌也能侵染芋、
 

番薯、
 

马铃薯、
 

芹菜、
 

胡萝卜、
 

白萝卜和白菜。
 

药剂筛

选试验表明1%香芹酚水剂(AS)∶80%福美双水分散性粒剂(WG)(9∶1)的组合效果最佳,
 

增效系数(SR)为2.19。
 

本研究为魔芋生产上软腐病防治提供了一种绿色、
 

科学的农药复配方案。
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Abstract:
 

Soft
 

rot
 

is
 

a
 

common
 

disease
 

in
 

the
 

production
 

of
 

konjac.
 

The
 

disease
 

is
 

very
 

difficult
 

to
 

control
 

after
 

infection
 

of
 

plants,
 

which
 

can
 

cause
 

yield
 

loss
 

or
 

even
 

crop
 

failure
 

in
 

large-scale
 

konjac
 

production.
 

Isolation
 

and
 

identification
 

of
 

pathogenic
 

bacteria
 

causing
 

konjac
 

soft
 

rot,
 

and
 

screen
 

effective
 

green
 

com-

pound
 

pesticide
 

combinations
 

to
 

provide
 

strategies
 

for
 

green,
 

efficient
 

control
 

of
 

disease
 

in
 

konjac
 

produc-
tion.

 

In
 

this
 

study,
 

the
 

pathogenic
 

bacterial
 

strains
 

were
 

isolated
 

and
 

purified
 

from
 

diseased
 

konjac
 

plants
 

by
 

tissue
 

isolation
 

method,
 

and
 

identified
 

by
 

morphological
 

and
 

molecular
 

approaches.
 

The
 

host
 

range
 

of
 

the
 

strains
 

was
 

determined
 

by
 

inoculation
 

test.
 

Taking
 

strain
 

XM-6
 

as
 

the
 

test
 

material,
 

six
 

common
 

bio-

pesticides
 

and
 

eight
 

chemical
 

pesticides
 

were
 

selected
 

to
 

screen
 

the
 

pesticides
 

that
 

could
 

inhibit
 

the
 

growth
 

of
 

the
 

strain
 

by
 

using
 

the
 

inhibition
 

zone
 

method.
 

The
 

pesticides
 

with
 

strong
 

inhibitory
 

effects
 

were
 

pro-

portionally
 

compounded
 

to
 

determine
 

their
 

synergistic
 

effects.
 

Two
 

strains
 

of
 

konjac
 

soft
 

rot
 

pathogens
 

were
 

isolated,
 

and
 

identified
 

as
 

Pectobacterium
 

aroidearum
 

by
 

morphology
 

and
 

molecular
 

biology.
 

The
 

pathogenicity
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

pathogenicity
 

of
 

strains
 

differed
 

from
 

each
 

other,
 

and
 

strain
 

XM-6
 

was
 

stronger
 

than
 

strain
 

XM-7.
 

The
 

results
 

of
 

the
 

host
 

range
 

test
 

showed
 

that
 

konjac
 

pathogens
 

can
 

also
 

infect
 

taro,
 

sweet
 

potato,
 

potato,
 

celery,
 

carrot,
 

white
 

radish
 

and
 

cabbages.
 

The
 

pesticides
 

screening
 

test
 

showed
 

that
 

the
 

combination
 

of
 

1%
 

carvacrylol
 

AS∶80%
 

Thiram
 

WG
 

(9∶1)
 

was
 

the
 

most
 

effective,
 

with
 

a
 

synergistic
 

coefficient
 

(SR)
 

of
 

2.19.
 

This
 

experiment
 

provides
 

a
 

green
 

and
 

scientific
 

pesticide
 

formula-
tion

 

for
 

the
 

control
 

of
 

soft-rot
 

disease
 

in
 

konjac
 

production.
Key

 

words:
 

Amorphophallus
 

Blume;
 

soft
 

rot
 

disease;
 

isolation
 

and
 

identification;
 

pesticide
 

compounding;
 

laboratory
 

screening

魔芋(Amorphophallus
 

Blume)是天南星科魔芋属的多年生草本植物,
 

也是唯一可提供大量葡甘聚糖

的经济作物,
 

起源于亚洲中南半岛北部和云南南部,
 

其始祖种是森林下层的留居者,
 

主要有白魔芋、
 

珠芽

魔芋、
 

花魔芋等多个种[1]。
 

魔芋葡甘聚糖作为良好的可溶性膳食纤维,
 

具有预防高血压、
 

高血脂以及减脂

瘦身等功效,
 

在医药、
 

食品加工和功能材料等方面都有十分重要的作用[2]。
 

魔芋在生产中常受到病害的侵

袭,
 

通常有软腐病、
 

白绢病、
 

病毒病、
 

日灼病、
 

叶枯病等,
 

其中软腐病最普遍,
 

一旦发病会导致魔芋减产和

品质下降,
 

造成难以挽回的经济损失,
 

被称为魔芋的“癌症”[3-4]。

魔芋软腐病是细菌性病害,
 

主要由果胶杆菌属(Pectobacterium)、
 

迪基氏菌属(Dickeya)和一些未知菌

株引起[5],
 

在高温、
 

高湿环境及雨季或排水不良的田间易暴发。
 

软腐病主要侵染魔芋的叶片、
 

叶柄和球茎。
 

叶片染病时,
 

先出现水浸状的暗绿色小斑,
 

组织逐渐腐烂并伴有汁液流出,
 

叶片泛黄最后干枯;
 

叶柄染病

时,
 

出现水浸状条斑或叶柄基部发生溃烂,
 

汁液沿叶柄逐渐蔓延,
 

导致叶柄腐烂离解,
 

植株朝发病一侧倒

伏;
 

球茎染病时,
 

发病部位表现暗褐色水浸状病斑,
 

逐渐朝内部侵染,
 

出现灰褐色黏液状腐烂并散发臭味,
 

叶片萎蔫卷缩,
 

后期地上部全株或半边发黄[6-8]。

化学防治是魔芋软腐病防控的主要手段,
 

应用广泛的农用链霉素已退出农药市场,
 

目前噻菌铜、
 

氢氧

化铜、
 

波尔多液等化学农药应用普遍。
 

研究表明青枯立克、
 

四霉素水剂、
 

噻森铜等均对软腐病有良好的防

治效果[9]。
 

化学农药虽然效果显著、
 

用药成本低、
 

操作简单,
 

但是施用过多不仅会致使病原菌出现耐药性,
 

还易造成环境污染、
 

药物残留等问题[10],
 

不符合绿色健康可持续发展的要求。
 

因此,
 

在生产中应选择安全

健康、
 

选择性高、
 

无药害、
 

低残留的农药。
 

生物农药又称天然农药,
 

可源自植物(例如其分泌物、
 

精油以及

树皮、
 

根和叶的提取物)、
 

微生物(例如代谢物)以及生物来源的纳米颗粒(例如银和金纳米颗粒)等[11-12],
 

具

有环境友好、
 

来源广泛、
 

选择性强的特点,
 

应用范围正在逐步扩大。
 

生物农药在防治魔芋软腐病方面的研

究较少,
 

主要有枯草芽孢杆菌、
 

大蒜素、
 

木醋液等[13-14]。
 

采用生物农药防治魔芋软腐病能大大减少化学农

药所带来的污染,
 

避免抗药性问题,
 

减少对魔芋自身生长的影响[15]。
 

但生物农药易受环境因素干扰,
 

防治
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效果缓慢,
 

生产成本高,
 

将生物农药与化学农药合理复配,
 

不仅能增强防治效果,
 

减缓病原菌抗药性,
 

还能

降低生产成本,
 

减少对环境的影响。
为探究不同农药对魔芋软腐病病原菌的防治效果,

 

本研究从魔芋发病植株中分离纯化魔芋软腐病病原

菌,
 

选用市售常见的6种生物农药和8种化学农药,
 

分别探讨其对魔芋软腐病病原菌的抑制效果,
 

并进一

步探究二者在复配条件下的抑制效果,
 

以期为魔芋软腐病防治提供高效、
 

环境友好的绿色防治方案,
 

同时

为魔芋安全生产提供技术支撑和科学依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 供试材料

2024年6月从重庆市北碚区西南大学歇马魔芋资源圃采集发病的白魔芋植株。

1.1.2 供试培养基

NA培养基:
 

蛋白胨10
 

g/L,
 

牛肉膏3
 

g/L,
 

NaCl
 

5
 

g/L,
 

琼脂15~20
 

g/L,
 

pH值7.0;
 

LB液体培养

基:
 

蛋白胨10
 

g/L,
 

酵母提取物3
 

g/L,
 

NaCl
 

10
 

g/L,
 

pH值7.0;
 

LB固体培养基:
 

蛋白胨10
 

g/L,
 

酵母提

取物3
 

g/L,
 

NaCl
 

10
 

g/L,
 

琼脂15~20
 

g/L,
 

pH值7.0。

1.1.3 供试药剂

供试6种生物农药种类及名称见表1,
 

供试8种化学农药种类及名称见表2,
 

细菌基因组DNA提取试

剂盒由天根生化科技(北京)有限公司生产。
表1 生物农药及来源

药剂名称 剂型 来源

1.5%苦参·蛇床素 水剂(AS) 山西德威本草生物科技有限公司

0.5%大黄素甲醚 水剂(AS) 内蒙古清源保生物科技有限公司

1%香菇多糖 水剂(AS) 北京三浦百草绿色植物制剂有限公司

1%香芹酚 水剂(AS) 内蒙古清源保生物科技有限公司

4%小檗碱硫酸盐 水剂(AS) 内蒙古清源保生物科技有限公司

1%申嗪霉素 悬浮剂(SC) 一帆生物科技集团有限公司

表2 化学药剂及来源

药剂名称 剂型 来源

6%春雷霉素 水剂(AS) 山西新源华康化工股份有限公司

3%噻霉酮 微乳剂(ME) 安道麦辉丰有限公司

50%啶酰菌胺 水分散粒剂(WG) 巴斯夫欧洲公司

50%腐霉利 可湿性粉剂(WP) 住友化学(上海)有限公司

80%福美双 水分散粒剂(WG) 比利时特胺有限公司

24%噻呋酰胺 悬浮剂(SC) 青岛瀚生生物科技股份有限公司

20%松脂酸铜 水乳剂(EW) 上海沪联生物药业(夏邑)股份有限公司

50%咪鲜胺 悬浮剂(SC) 德州祥龙生化有限公司

1.2 试验方法

1.2.1 病原菌分离纯化

采用划线分离法分离病原菌[16],
 

采集发病魔芋植株并清理表面泥土,
 

流水冲洗30
 

min,
 

用75%酒精对

材料表面进行消毒,
 

在超净工作台中吹干,
 

用灭菌刀切下病健交界处,
 

放入75%酒精浸泡2
 

min,
 

用无菌水
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漂洗3次;
 

将病样组织放入含有1
 

mL无菌水的灭菌离心管中,
 

用无菌玻璃棒捣碎,
 

静置2
 

min后用接种环

蘸取液体,
 

在NA培养基上划线,
 

28
 

℃培养24
 

h,
 

将单菌落进行多次划线培养获得纯化菌株。

1.2.2 菌株致病性初步鉴定

用灭菌牙签蘸取单菌落接种在LB液体培养基中,
 

在28
 

℃摇床(180
 

r/min)中培养24
 

h,
 

制成OD600≈

0.6的菌悬液。
 

选择无病害的白魔芋球茎,
 

流水冲洗干净,
 

75%酒精表面消毒并在超净工作台中吹干;
 

将球

茎切成厚0.5
 

cm左右的方块,
 

培养皿中放入无菌滤纸,
 

加入2
 

mL无菌水保湿,
 

在切片中央划出十字形伤

口,
 

用移液枪吸取20
 

μL菌悬液接种在伤口处,
 

保鲜膜密封,
 

28
 

℃培养24
 

h。
 

对照接种无菌水,
 

设置3次

重复。
 

将培养后发病的魔芋球茎再次分离病原菌,
 

根据柯赫氏法则进行验证。
菌株致病能力强弱根据病斑平均长度(L)[17]评价:

 

0级,
 

无明显病斑,
 

标注为“-”;
 

1级,
 

L<10
 

mm,
 

标注为“+”;
 

2级,
 

10≤L<15
 

mm,
 

标注为“++”;
 

3级,
 

15≤L<20
 

mm,
 

标注为“+++”;
 

4级,
 

L≥
20

 

mm以上,
 

标注为“++++”。

1.2.3 病原菌致病性鉴定

球茎接种同1.2.2,
 

对照接种无菌水,
 

设置3次重复。
 

叶柄接种:
 

选择生长健壮的叶柄,
 

流水冲净,
 

75%酒精表面消毒,
 

吹干后用灭菌刀切开,
 

每段8
 

cm左右,
 

将叶柄形态学下端用湿润的无菌棉球包住,
 

放

入培养皿,
 

灭菌牙签在中间扎3个小孔,
 

移液枪吸取20
 

μL菌悬液接种在伤口处,
 

保鲜膜密封,
 

28
 

℃培养

24
 

h,
 

对照接种无菌水,
 

设置3次重复。
 

叶片接种:
 

选择生长健壮的叶片,
 

流水冲净,
 

75%酒精表面消毒,
 

吹干后用湿润的无菌棉球包住小叶柄,
 

放入培养皿,
 

灭菌牙签在中间扎3个小孔,
 

移液枪吸取20
 

μL菌悬

液接种在伤口处,
 

保鲜膜密封,
 

28
 

℃培养24
 

h,
 

对照接种无菌水,
 

设置3次重复。

1.2.4 病原菌分子生物学鉴定

提取病原菌菌株DNA,
 

利用细菌16S
 

rDNA通用引物27F/1492R(27F:
 

AGAGTTTGATCCTGGCT-
CAG;

 

1492R:
 

TACGGCTACCTTGACGACTT)[16]进行PCR扩增。
 

2%琼脂糖凝胶电泳检测扩增产物,
 

回

收纯化产物后送测序。
 

将测序结果进行BLAST比对,
 

下载相关同源序列,
 

利用 MEGA11软件并采用邻接

法(Neighbor-joining,
 

NJ)构建系统发育树,
 

明确病原菌菌株的分类地位。

1.2.5 病原菌形态学鉴定

挑取菌株单菌落在NA培养基上划线,
 

放置在28
 

℃培养箱中培养24
 

h,
 

观察菌落形态、
 

颜色等特征,
 

进行革兰氏染色鉴别菌株,
 

在扫描电子显微镜下进一步观察病原菌的形态特征。

1.2.6 病原菌寄主范围测定

选取新鲜无病害的芋、
 

番薯、
 

马铃薯、
 

芹菜、
 

胡萝卜、
 

白萝卜、
 

白菜7种不同植物的根茎、
 

块根、
 

块茎、
 

茎或叶进行试验。
 

材料用流动的水冲洗干净,
 

75%酒精表面消毒,
 

番薯、
 

马铃薯、
 

芋、
 

白菜切成

3
 

cm×2.5
 

cm×0.5
 

cm的方块,
 

胡萝卜和白萝卜分别切成0.5
 

cm的圆片和三角片,
 

芹菜切成8
 

cm
长的小段。

 

将切好的材料放进含有无菌滤纸的培养皿中,
 

加入2
 

mL无菌水保湿,
 

用灭菌牙签在中央

扎3个小孔,
 

移液枪吸取20
 

μL菌液接种在伤口处,
 

保鲜膜密封,
 

28
 

℃培养24
 

h,
 

观察发病情况。
 

对

照接种无菌水,
 

设置3次重复。

1.2.7 单药剂对魔芋软腐病病原菌XM-6抑制作用测定

采用抑菌圈法[18]进行测定,
 

提前制备 OD≈0.6的菌悬液并用无菌水配制6个不同浓度的药液。
 

将药液同样 配 成6个 不 同 浓 度。
 

配 制 LB固 体 培 养 基 并 灭 菌,
 

待 温 度 降 到45
 

℃左 右 倒 板,
 

每 皿

20
 

mL,
 

培养皿凝固晾干后用一次性无菌棉签蘸取菌悬液涂板备用,
 

在平板中间用直径0.65
 

cm的打

孔器打孔,
 

吸取50
 

μL药液加入,
 

密封后28
 

℃培养24
 

h。
 

对照加入无菌水,
 

设置3次重复。
 

抑菌圈直

径采用十字交叉法测量并计算药液抑制率,
 

使用DPS
 

9.01进行毒力回归方程计算,
 

并比较不同杀菌

剂的抑制中浓度(EC50)。

抑制率(%)=
处理组抑菌直径-对照组抑菌直径

处理组抑菌直径 ×100% (1)
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1.2.8 复配药剂对魔芋软腐病病原菌XM-6抑制作用测定

依据1.2.7试验结果进行药剂复配最佳组合筛选,
 

分别配制各药剂母液,
 

浓度为50倍EC50,
 

按照0∶

10、
 

1∶9、
 

2∶8、
 

3∶7、
 

4∶6、
 

5∶5、
 

6∶4、
 

7∶3、
 

8∶2、
 

9∶1、
 

10∶0的比例混合,
 

同样采用抑菌圈法测定。
 

培养结束后测量抑菌圈直径,
 

计算实际抑制率、
 

理论抑制率、
 

毒效比率,
 

按照毒效比率<1为拮抗作用、
 

毒

效比率=1为相加作用、
 

毒效比率>1为增效作用的标准进行评定[19]。

理论抑制率(%)=单剂A 实际抑制率×单剂A 所占比例+单剂B 实际抑制率×单剂B 所占比例

毒效比率(%)=
实际抑制率
理论抑制率 ×100% (2)

1.2.9 复配药剂对魔芋软腐病病原菌XM-6的协同增效作用

用无菌水配制浓度为50倍EC50 的药液,
 

按照1.2.8中有增效作用的比例进行混合配成母液,
 

2倍稀

释法稀释成5个浓度梯度,
 

按照1.2.7方法进行抑菌圈试验,
 

得到毒力回归方程和EC50。
 

依据 Wadley
法[20-21]进行药剂增效作用评价,

 

即当SR>1.5时为增效作用,
 

0.5≤SR≤1.5时为相加作用,
 

SR<0.5时

为拮抗作用。

增效系数(SR)的计算公式:

EC50(TH)=
A+B

A
EC50(A)

+
B

EC50(B)

(3)

SR=
EC50(TH)
EC50(OB)

(4)

式中:
 

A、
 

B 为杀菌剂在混剂中的比例;
 

EC50(A)、
 

EC50(B)为单剂抑制中浓度;
 

EC50(TH)为理论抑制中

浓度;
 

EC50(OB)为实际抑制中浓度。

1.3 统计分析

试验数据整理用 Excel
 

2016进行,
 

使用 DPS
 

9.01计算毒力回归方程,
 

使用SPSS
 

26.0并采用

Duncan􀆳s新复极差法进行差异显著性分析。

2 结果与分析

2.1 病原菌分离与鉴定

2.1.1 病原菌分离及致病性鉴定

本试验共分离24株菌株,
 

命名为XM-1~XM-24。
 

接种试验结果表明,
 

有2株菌株存在致病性,
 

接

种后球茎出现水浸状腐烂并散发恶臭,
 

菌株XM-6的致病能力强于菌株XM-7,
 

菌株XM-6致病能力表

现为4级,
 

菌株XM-7为3级(表3)。
 

科赫氏法则验证结果显示,
 

接种后发病球茎中分离出的菌株与接

种菌株一样,
 

证明接种菌株为魔芋软腐病致原菌。

菌株XM-6和菌株XM-7致病性鉴定试验表明,
 

接种24
 

h后魔芋球茎、
 

叶柄和叶片(图1b、
 

c、
 

e、
 

f、
 

h、
 

i)都出现明显的发病情况,
 

组织软化腐烂,
 

并散发恶臭,
 

且叶片和叶柄的发病速度比球茎快,
 

对照组无发病

症状(图1a、
 

d、
 

g)。
 

菌株XM-6在球茎、
 

叶片和叶柄上的发病面积与严重程度均高于菌株XM-7,
 

因此,
 

后

续室内药剂筛选试验以菌株XM-6为研究对象。
表3 魔芋软腐病病原菌菌株信息

菌株编号 取样地点 分离部位 致病能力

XM-6 重庆市北碚区歇马街道 叶柄 ++++

XM-7 重庆市北碚区歇马街道 叶柄 +++

  注:
 

“+”越多代表致病能力越强。
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a、
 

d、
 

g:
 

接种无菌水的对照;
 

b、
 

e、
 

h:
 

接种菌株XM-6魔芋组织的发病情况;
 

c、
 

f、
 

i:
 

接种菌株XM-7魔芋组织的发病情况。

图1 不同魔芋组织接种病原菌发病情况

2.1.2 病原菌分子生物学鉴定

菌株XM-6和菌株XM-7的16S
 

rDNA序列长度均为1
 

404
 

bp,
 

序列相似性为99%,
 

GenBank登录号

分别为PV361861、
 

PV361862。
 

将测序结果进行BLAST比对,
 

发现菌株XM-6和菌株XM-7的16S
 

rDNA

序列与已报道的标准菌株Pectobacterium
 

aroidearum
 

strain
 

SCRI
 

109(NR159926.1)同源性最高,
 

分别为

99.86%、
 

99.93%。
 

以Dickeya
 

fangzhongdai
 

strain
 

M1L1
 

(MT613400.1)为外群构建系统发育树(图2),
 

结果表明菌株 XM-6和菌株 XM-7与 P.
 

aroidearum
 

strain
 

SCRI
 

109、
 

P.
 

aroidearum
 

strain
 

SCRI
 

3、
 

P.
 

aroidearum
 

strain
 

CCRMPA102、
 

P.
 

aroidearum 聚集在一个类群,
 

因此菌株XM-6和菌株XM-7初步

鉴定为Pectobacterium
 

aroidearum。

2.1.3 病原菌形态学鉴定

菌株XM-6和XM-7经28
 

℃培养24
 

h后在 NA培养基上都呈乳白色圆形,
 

表面光滑、
 

边缘齐整

(图3a、
 

b),
 

革兰氏染色结果为阴性(图3c、
 

d)。
 

菌株XM-6在扫描电镜下呈短杆状,
 

菌体直或稍弯曲

(图3e),
 

符合Pectobacterium
 

aroidearum 的形态特征。

2.1.4 魔芋软腐病病原菌XM-6、
 

XM-7寄主范围测定

菌株XM-6和菌株XM-7对所选的7种作物均存在致病性,
 

接种病原菌培养24
 

h后,
 

芹菜(Apium
 

graveolens)、
 

胡萝卜(Daucus
 

carota)、
 

番薯(Ipomoea
 

batatas)、
 

马铃薯(Solanum
 

tuberosum)、
 

芋(Coloca-

sia
 

esculenta)、
 

白萝卜(Raphanus
 

sativus)、
 

白菜(Brassica
 

rapa)都有不同程度的发病(图4),
 

表现出水浸

状病斑,
 

组织软化溃烂并伴有浓烈的臭味。
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图2 基于16S
 

rDNA序列构建的系统发育进化树

a.XM-6在NA培养基上菌落形态;
 

b.
 

XM-7在NA培养基上菌落形态;
 

c.
 

XM-6革兰氏染色;
 

d.
 

XM-7革兰氏染色;
 

e.
 

XM-6扫描电镜。

图3 魔芋软腐病病原菌的形态特征

2.2 室内防治药剂筛选

2.2.1 单药剂对魔芋软腐病病原菌XM-6的抑制效果

供试的6种生物农药中有3种对菌株XM-6有抑制效果(表4),
 

分别是1%申嗪霉素SC(抗生素杀菌

剂)、
 

1%香芹酚AS(植物源杀菌剂)和0.5%大黄素甲醚AS(植物源杀菌剂);
 

供试的8种化学农药中有

4种对菌株XM-6有抑制作用(表5),
 

分别是80%福美双 WG、
 

3%噻霉酮 ME、
 

6%春雷霉素AS和50%

咪鲜胺SC。
 

将上述有抑制作用的药剂进行EC50 测定,
 

在生物农药中,
 

1%香芹酚 AS
 

抑制活性最好,
 

EC50 为58.959
 

8
 

mg/L;
 

1%申嗪霉素SC和0.5%大黄素甲醚 AS抑制活性相差不大,
 

EC50 分别为

306.545
 

5
 

mg/L、
 

326.263
 

6
 

mg/L,
 

但1%申嗪霉素SC在低浓度时无抑制作用(表6)。
 

在化学农药中,
 

80%福美双 WG抑制活性最好,
 

EC50 为10.863
 

3
 

mg/L,
 

其次是EC50 为35.576
 

9
 

mg/L
 

的3%噻霉酮

ME和EC50 为112.133
 

9
 

mg/L的6%春雷霉素AS,
 

50%咪鲜胺SC对菌株XM-6最不敏感(表6)。
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图4 菌株XM-6和XM-7在不同寄主上的致病效果

表4 生物农药对菌株XM-6的抑制效果

药剂名称
有效成分/

(mg·L-1)

抑制率/

%
药剂名称

有效成分/

(mg·L-1)

抑制率/

%

1%申嗪霉素SC 1
 

300 64.66±0.77a 1%香菇多糖AS 1
 

000 0

870 60.90±0.15b 500 0

696 59.25±0.45c 100 0

435 55.40±0.36d 50 0

217.5 45.21±1.23e 10 0

87 0 5 0

1%香芹酚AS 2
 

000 81.91±0.47a 4%小檗碱硫酸盐AS 4
 

000 0

1
 

600 80.56±0.25b 2
 

000 0

1
 

000 78.71±0.07c 400 0

800 78.02±0.25c 200 0

400 73.65±1.44d 40 0

200 60.77±0.49e 20 0

0.5%大黄素甲醚AS 1
 

600 73.08±0.34a 1.5%苦参·蛇床素AS 1
 

500 0

800 63.68±1.36b 750 0

400 57.67±0.91c 375 0

200 46.35±0.74d 187.5 0

100 26.22±0.69e 93.8 0

50 21.20±1.11f 46.9 0

  注:
 

数据以平均值±标准差表示,
 

同一种药剂抑制率数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05);
 

87
 

mg/L
 

1%

申嗪霉素SC、
 

1%香菇多糖 AS、
 

4%小檗碱硫酸盐 AS、
 

1.5%苦参·蛇床素 AS对菌株XM-6的抑制率均为0,
 

未进行

方差分析。
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表5 化学农药对菌株XM-6的抑制效果

药剂名称
有效成分/

(mg·L-1)

抑制率/

%
药剂名称

有效成分/

(mg·L-1)

抑制率/

%

6%春雷霉素AS 6
 

480 77.06±0.77a 50%啶酰菌胺 WG 50
 

000 0

3
 

240 73.31±0.22b 5
 

000 0

1
 

620 68.03±0.11c 500 0

810 64.36±0.07d 50 0

405 60.54±0.12e 5 0

202.5 53.41±0.24f 0.5 0

3%噻霉酮 ME 960 73.20±0.23a 50%腐霉利 WP 50
 

000 0

480 70.98±0.19b 5
 

000 0

240 68.12±0.36c 500 0

120 63.59±0.61d 50 0

60 56.14±0.53e 5 0

30 44.04±0.40f 0.5 0

80%福美双 WG 1
 

600 63.43±0.18a 24%噻呋酰胺SC 24
 

000 0

800 61.78±0.26b 2
 

400 0

400 60.51±0.55c 240 0

200 59.64±0.42d 24 0

100 57.67±0.40e 2.4 0

50 52.47±0.66f 0.24 0

50%咪鲜胺SC 75
 

000 73.24±0.51a 20%松脂酸铜EW 20
 

000 0

50
 

000 72.34±0.47a 2
 

000 0

40
 

000 69.75±0.3b 200 0

25
 

000 67.41±0.66c 20 0

12
 

500 64.77±0.45d 2 0

5
 

000 50.22±1.36e 0.2 0

  注:
 

数据以平均值±标准差表示,
 

同一种药剂抑制率数据后小写字母不同表示差异显著(p<0.05);
 

50%啶酰菌胺 WG、
 

50%腐霉利 WP、
 

24%噻呋酰胺SC、
 

20%松脂酸铜EW对菌株XM-6的抑制率均为0,
 

未进行方差分析。

表6 生物农药与化学农药的室内毒力测定结果

分类 名称 毒力回归方程 EC50/(mg·L-1) 相关系数(r)

生物农药 1%申嗪霉素SC y=0.626
 

8x+3.441
 

5 306.545
 

5 0.990
 

1

1%香芹酚AS y=0.632
 

4x+3.880
 

2 58.959
 

8 0.941
 

8

0.5%大黄素甲醚AS y=0.981
 

2x+2.533
 

7 326.263
 

6 0.984
 

9

化学农药 80%福美双 WG y=0.165
 

9x+4.828
 

1 10.863
 

3 0.947
 

1

3%噻霉酮 ME y=0.490
 

0x+4.239
 

9 35.576
 

9 0.958
 

5

6%春雷霉素AS y=0.421
 

5x+4.136
 

0 112.133
 

9 0.996
 

4

50%咪鲜胺SC y=0.500
 

0x+3.230
 

2 3
 

464.256
 

5 0.962
 

4
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2.2.2 复配药剂对魔芋软腐病病原菌XM-6的抑制效果

根据单剂测定结果,
 

选择EC50 低的药剂按不同比例进行复配,
 

即生物农药1%香芹酚AS与化学农药

80%福美双 WG、
 

3%噻霉酮 ME分别进行复配。
 

毒效比率测定结果如表7,
 

1%香芹酚 AS∶80%福美双

WG(2∶8、
 

3∶7、
 

4∶6、
 

5∶5、
 

6∶4、
 

7∶3、
 

8∶2、
 

9∶1)以及1%香芹酚AS∶3%噻霉酮 ME(6∶4、
 

8∶2、
 

9∶1)的复配组合毒效比率大于1,
 

具有增效作用,
 

其他组合均表现相加或拮抗作用。

在确定最佳组合的基础上,
 

根据 Wadley法评价复配药剂的增效作用(表8),
 

1%香芹酚AS∶80%福美

双 WG(8∶2、
 

9∶1)有增效作用,
 

增效系数(SR)分别是1.55、
 

2.19;
 

1%香芹酚AS∶3%噻霉酮ME(9∶1)

有增效作用,
 

增效系数(SR)是1.89。
 

除1%香芹酚AS∶80%福美双 WG(2∶8、
 

3∶7)和1%香芹酚AS∶

3%噻霉酮 ME(6∶4)为拮抗作用外,
 

其余的组合均为相加作用。

表7 复配药剂的毒效比率

名称 比例 实际抑制率/% 理论抑制率/% 毒效比率

1%香芹酚AS∶80%福美双 WG 0∶10 60.93 60.93 1.00

1∶9 63.29 63.06 1.00

2∶8 72.58 65.19 1.11

3∶7 77.04 67.32 1.14

4∶6 78.44 69.45 1.13

5∶5 79.90 41.12 1.94

6∶4 80.56 73.72 1.09

7∶3 80.60 75.85 1.06

8∶2 81.72 77.98 1.05

9∶1 82.40 80.11 1.03

10∶0 82.24 82.24 1.00

1%香芹酚AS∶3%噻霉酮 ME 0∶10 75.73 75.73 1.00

1∶9 74.17 76.38 0.97

2∶8 72.81 77.03 0.95

3∶7 72.21 77.68 0.93

4∶6 75.25 78.33 0.96

5∶5 77.15 78.99 0.98

6∶4 80.16 79.64 1.01

7∶3 80.44 80.29 1.00

8∶2 81.60 80.94 1.01

9∶1 82.72 81.59 1.01

10∶0 82.24 82.24 1.00
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表8 复配药剂对菌株XM-6的协同增效作用

名称 比例 回归方程 EC50/(mg·L-1)增效系数(SR) 评价

1%香芹酚AS∶80%福美双 WG 2∶8 y=0.496
 

0x+4.200
 

5 40.930
 

4 0.32 拮抗

3∶7 y=0.531
 

0x+4.110
 

4 47.344
 

4 0.30 拮抗

4∶6 y=0.402
 

8x+4.514
 

5 16.049
 

8 1.01 相加

5∶5 y=0.493
 

3x+4.233
 

1 35.871
 

9 0.51 相加

6∶4 y=0.452
 

3x+4.380
 

4 23.432
 

0 0.91 相加

7∶3 y=0.557
 

9x+4.056
 

0 49.226
 

7 0.52 相加

8∶2 y=0.449
 

6x+4.412
 

4 20.239
 

4 1.55 增效

9∶1 y=0.436
 

3x+4.444
 

9 18.724
 

4 2.19 增效

1%香芹酚AS∶3%噻霉酮 ME 6∶4 y=0.647
 

9x+3.643
 

3 124.163
 

0 0.38 拮抗

8∶2 y=0.677
 

2x+3.648
 

5 99.030
 

1 0.53 相加

9∶1 y=0.484
 

3x+4.288
 

7 29.438
 

4 1.89 增效

3 讨论与结论

3.1 讨论

近年来,
 

随着分子生物技术在细菌分类中的应用,
 

很多病原菌的分类发生了变化,
 

引起植物软腐病的

病原菌也经历了多次变更,
 

原来的欧文氏菌属(Erwinia)被拆分成5个属,
 

其中能产生果胶酶的软腐欧文

氏菌群现被归入果胶杆菌属(Pectobacterium)和迪基氏菌属(Dickeya)[22]
 

。
 

果胶杆菌属目前包含19个种,
 

主要是胡萝卜果胶杆菌(P.
 

carotovorum)、
 

黑腐果胶杆菌(P.
 

atrosepticum)、
 

海芋果胶杆菌(P.
 

aroidea-
rum)、

 

山葵果胶杆菌(P.
 

wasabiae)、
 

巴西果胶杆菌(P.
 

brasiliense)等[23]。
 

迪基氏菌属是2005年从后称

菊果胶杆菌(Pectobacterium
 

chrysanthemi)的欧文氏菌(Erwinia
 

chrysanthemi)中分离出来的新属[24],
 

目

前包括12个种。
 

引起魔芋软腐病的病原菌存在多样性,
 

吴金平[25]对收集的33份魔芋软腐病病原菌进行鉴

定,
 

发现魔芋软腐病病原菌属于胡萝卜果胶杆菌胡萝卜亚种(P.
 

carotovorum
 

subsp.carotovorum)和菊果

胶杆菌(P.
 

chrysanthemi),
 

还鉴定了一株新病原菌为肠杆菌科细菌(Enterobacter.
 

sp.)。
 

研究人员对湖北

省宜昌市魔芋软腐病病原菌进行分离鉴定,
 

发现主要是P.
 

aroidearum 和Dickeya
 

fangzhongdai,
 

其中

P.
 

aroidearum 占 66.7%[26]。
 

还 有 其 他 报 道 也 表 明 魔 芋 软 腐 病 病 原 菌 为 P.
 

carotovorum
 

subsp.carotovorum、
 

P.
 

aroidearum、
 

Dickeya
 

sp.等[27-29]。
 

综上所述,
 

魔芋软腐病致病菌大多属于果胶杆

菌属(Pectobacterium)和迪基氏菌属(Dickeya)。
 

本研究经分离纯化得到菌株XM-6和菌株XM-7,
 

它们的

16S
 

rDNA序列与已报道的标准菌株P.
 

aroidearum
 

strain
 

SCRI
 

109(NR159926.1)同源性高达99%以上,
 

在构建的系统发育树中与P.
 

aroidearum 明显聚为一个类群,
 

基于形态学及16S
 

rDNA将其鉴定为海芋果

胶杆菌(Pectobacterium
 

aroidearum)。
 

Pectobacterium
 

aroidearum 一般被认为主要引起单子叶植物患病,
 

但也能侵染其他植物引发细菌性软腐病[30],
 

在大白菜、
 

红泡椒、
 

马铃薯、
 

西葫芦[31-34]等植物中也有

P.
 

aroidearum 致病的报道。
 

病原菌寄主范围测定试验也表明分离出的病原菌寄主范围广泛,
 

不仅能侵染

魔芋,
 

还能侵染伞形科(Umbelliferae)、
 

旋花科(Ipomoea
 

Batatas)、
 

茄科(Solanaceae)、
 

十字花科(Brassi-
caceae

 

Burnett)等多种植物。
 

在实际生产中要注意田间卫生管理,
 

及时清除发病植株残体,
 

避免出现交叉

感染,
 

同时,
 

还应注意与非寄主作物轮作,
 

减少病原菌积累等情况。
化学农药作用效果快,

 

适用范围广,
 

用药成本低,
 

目前仍是病害防治的主要手段。
 

生物农药来源广泛,
 

选择性强,
 

且不易产生抗药性,
 

但在当前生产应用中占比依然较少。
 

随着人们环保意识的不断增强,
 

未来

生物农药应用会越来越广泛[35]。
 

化学农药和生物农药各有优缺点,
 

将两种类型农药合理混配制成农药混

剂,
 

不仅能取长补短起到增效作用,
 

还能减少环境污染,
 

符合可持续发展的要求。
 

本研究进行的室内药剂
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筛选试验发现生物农药1%香芹酚AS和化学农药80%福美双 WG、
 

3%噻霉酮 ME对病原菌抑制效果最

强,
 

赵青华等[36]研究也表明3%噻霉酮 WP对魔芋软腐病病原菌抑制效果较好,
 

80%福美双 WG和1%香

芹酚AS在防治魔芋软腐病中尚未见报道。
 

1%香芹酚AS是一种植物源杀菌剂,
 

以香芹酚母药加工而成,
 

是天然源的单帖类苯酚,
 

具有抗病毒、
 

抗菌的作用[37]。
 

香芹酚对多种细菌和真菌有抑制作用,
 

在防治马铃

薯晚疫病、
 

葡萄霜霉病、
 

辣椒白粉病中表现良好[38-40]。
 

将1%香芹酚AS与其他两种抑制效果好的化学农药

合理复配,
 

有望获得高效、
 

安全的用药方案。
 

在复配组合中1%香芹酚AS∶80%福美双 WG(8∶2、
 

9∶1)
和1%香芹酚AS∶3%噻霉酮 ME(9∶1)表现出增效作用,

 

1%香芹酚AS∶80%福美双 WG(9∶1)的效果

最佳。
 

但药剂在田间的表现还未明确,
 

下一步需开展田间试验对室内筛选结果进行验证。

3.2 结论

本研究从魔芋发病植株中分离纯化出XM-6和XM-7两个魔芋软腐病病原菌,
 

结合形态学及分子生物

学鉴定均为Pectobacterium
 

aroidearum,
 

并以菌株XM-6为研究对象筛选出对病原菌有抑制作用的最佳复

配药剂组合;
 

在室内药剂筛选中发现1%香芹酚AS∶80%福美双 WG(9∶1)表现最佳,
 

增效系数(SR)为

2.19。
 

本试验结果为生产上防治魔芋软腐病提供了一定的科学依据。
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