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不同杀菌剂对桂花灰斑病病原菌的
室内毒力评价
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摘 要:为筛选有效防治桂花灰斑病的高效低毒的杀菌剂,为该病的防控提供研究基础,

本研究采用菌丝生长速率法分别测定6种化学农药和5种生物农药对桂花灰斑病病原菌的

室内毒力.结果表明,11种药剂对桂花灰斑病病原菌生长的抑制率明显不同,但化学农药

抑菌效果普遍比生物农药好.其中,在化学农药中,10%苯醚甲环唑和500g/L异菌脲悬浮

剂抑菌效果表现最好,EC50值分别为0.33μg/mL和0.52μg/mL;50%氯溴异氰尿酸素抑

菌效果最差,EC50仅为117.54μg/mL.在生物农药中,3%四霉素的抑菌效果较好,EC50值

为40.83μg/mL;其次是100亿芽孢/克枯草芽孢杆菌,EC50值为63.73μg/mL;抑菌效果

最差的是3%中生菌素,EC50为1341.60μg/mL.在农业生产中,化学农药可选用10%苯醚

甲环唑、500g/L异菌脲悬浮剂、430g/L戊唑醇、300g/L苯甲·丙环唑进行防治,能达到

快速有效的防治效果;生物农药则可选用3%四霉素、100亿芽孢/g枯草芽孢杆菌来进行

防治.
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Abstract:Toscreeneffectiveandlow-toxicfungicidesforthepreventionandcontrolofgrayspot
diseaseofOsmanthusfragrans,andprovideresearchbasisforthepreventionandcontrolofthe
disease,theindoortoxicityof6chemicalpesticidesand5biologicalpesticidestothepathogenof
Pestalotiopsisscirrofacienswasdeterminedbythemycelialgrowthratemethod.Theresults
showedthattheinhibitoryratesof11kindsofpesticidesonthegrowthofthepathogenofPesta-
lotiopsisscirrofaciensquitedifferent,buttheinhibitoryeffectsofchemicalpesticidesweregen-
erallybetterthanthebiologicalpesticides.Amongthechemicalpesticides,10%difenoconazole
and500g/LIsocarburonsuspensionhadthebestbacteriostaticeffect,withEC50valuesof0.33
μg/mLand0.52μg/mL,respectively.Thebacteriostaticeffectof50% Chlorobromoisocyanu-
ratewastheworst,EC50wasonly117.54μg/mL.Amongbiopesticides,3%tetracyclinehada
goodbacteriostaticeffect,withanEC50valueof40.83μg/mL.Thesecondwas10billion
spores/gramofBacillussubtilis,withanEC50valueof63.73μg/mL.Theworstbacteriostatic
effectwas3% Mesobiotin,theEC50was1,341.60μg/mL.Inagriculturalproduction,10%
difenoconazole,500g/LIsocarburonsuspensionagent,430g/Ltebuconazoleand300g/L
Benzofeniconazolecanbechosenaschemicalpesticidestoachieverapidandeffectivecontrol
effect.Biologicalpesticidescontrolcanuse3%tetracyclineand10billionspores/gramofBacil-
lussubtilis.
Keywords:Osmanthus;grayspotdisease;fungicides;indoortoxicitydetermination

  桂花(OsmanthusfragransLour)是木犀科木犀属常绿植物,为我国十大传统名花之一,树

形优美,适应性强,既是优良的园林绿化树种,又是著名的香料植物,在药材、食品工业等方面

也有很大的开发利用潜力,可实现良好的生态效益、社会效益和经济效益[1].随着种植规模的

不断扩大,桂花病虫害的发生也日趋严重.杨玉婷等[2]对目前报道的桂花病虫害进行了总结,

其中病害24种,主要包括炭疽病、叶枯病、叶斑病、灰霉病、白粉病等,引起的病原多达43种.
近年来,在重庆市万州区发现桂花上发生了一种较为严重的病害,病原菌侵染后,主要出现为

叶斑、腐烂和溃疡等症状,病斑灰白色,近椭圆形[3],对桂花的生长发育和园林观赏价值造成

了较大影响.经鉴定及资料比对,该病害为拟盘多毛孢引起的灰斑病.桂花灰斑病病原菌

(Pestalotiopsisscirrofaciens)的分生孢子呈长卵形至纺锤形,略弯曲,5个细胞,两端细胞无

色,中央3细胞有色,分隔处不缢缩或略缢缩,末端细胞渐尖[4].该病原菌在PDA培养基中生

长良好,菌丝最适生长温度为25℃,其菌丝在pH值3~10范围内生长良好,且较喜好酸性环

境,pH值为5时最佳[5].
拟盘多毛孢属寄主范围较广,危害严重,对于该属病原菌的防治多数采用化学防治.由于

一些化学药剂能够快速抑制或直接杀死病原菌,因此被广泛运用于生产实践当中[6].张晓勇

等[7]通过6种杀菌剂对山茶灰斑病病原菌室内毒力测定,结果表明,多菌灵和甲基硫菌灵这

2种苯并咪唑类杀菌剂对拟盘多毛孢菌有显著的抑制效果.任海英等[8]通过药剂筛选后发现,

吡唑醚菌酯、苯酿甲环唑、咪鲜胺、丙环唑和异菌脲均能抑制菌丝生长.但是,由于长时间使用

单一的化学药剂,也产生了病菌抗药性、环境污染和生态平衡破坏等问题[9].生物农药毒性较

小,是一种环境友好型且可以有效防治病害的农药,能迅速分解成小的残留物,对地下水和地

表水几乎不会产生负面影响[10-11].近年来,不少学者对生物农药在病害方面的防治进行了系统

性研究,杨帅等[12]研究了春雷霉素、多抗霉素、香菇多糖、氨基寡糖素、枯草芽孢杆菌等5种

生物农药对芦笋茎枯病致病菌的抑菌活性;黄大野等[13]发现诺沃霉素A对茶轮斑病致病菌拟

盘多毛孢有强烈抑制作用,其研究表明诺沃霉素A有望成为防治茶轮斑病的一种新型生物药

剂.但是,目前还没有学者对生物农药在桂花灰斑病上的防治进行研究.本研究开展了11种杀
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菌剂对桂花灰斑病病原菌的毒力测定,其中包括6种化学农药和5种生物农药,以期找到可以

替代化学药剂的生物农药,为生物农药用于桂花灰斑病的绿色防控提供技术支撑,为生产实践

提供理论依据.

1 材料与方法

1.1 供试菌株

桂花灰斑病病菌分离于重庆市万州区灰斑病发病桂花树.
1.2 供试培养基

PDA培养基配方为马铃薯200g、葡萄糖20g、琼脂粉20g和蒸馏水1000mL.
1.3 供试药剂

本试验选用6种化学农药和5种生物农药共11种药剂进行室内毒力测定,具体药剂、剂

型、厂家信息见表1和表3,各化学药剂和生物药剂含毒培养基质量浓度分别见表2和表4.

表1 化学药剂种类

序号 药剂名称 剂型 生产厂家

1 10%苯醚甲环唑 水分散粒剂 先正达南通作物保护有限公司

2 500g/L异菌脲悬浮剂 悬浮剂 苏州富美实植物保护剂有限公司

3 50%氯溴异氰尿酸 可溶粉剂 南京南农农药科技发展有限公司

4 430g/L戊唑醇 悬浮剂 青岛瀚生生物科技有限公司

5 25%三唑酮 可湿性粉剂 美国赛默技术公司

6 300g/L苯甲·丙环唑 乳油 陕西标正作物科学有限公司

表2 各化学药剂含毒培养基质量浓度 μg/mL

供试药剂 含毒介质质量浓度

10%苯醚甲环唑 3.125,6.25,12.5,25,50
500g/L异菌脲悬浮剂 18.75,37.5,75,150,300
50%氯溴异氰尿酸 18.75,37.5,75,150,300
430g/L戊唑醇 18.75,37.5,75,150,300
25%三唑酮 18.75,37.5,75,150,300

300g/L苯甲·丙环唑 18.75,37.5,75,150,300

表3 生物药剂种类

序号 药剂名称 剂型 生产厂家

1 3%四霉素 水剂 辽宁微科生物工程股份有限公司

2 6%春雷霉素 水剂 北京三浦百草绿色植物制剂有限公司

3 100亿芽孢/g枯草芽孢杆菌 可湿性粉剂 德强生物股份有限公司

4 3%中生菌素 可湿性粉剂 福建凯立生物制品有限公司

5 28%井冈霉素 可溶粉剂 浙江钱江生物化学股份技术公司

1.4 病原菌的形态观察

将保藏的病原菌接种至PDA培养基上并放置于28℃恒温培养箱培养,培养过程中观察菌

落的培养性状和菌落形态,待其产孢后挑取子实体在显微镜下观察菌株的分生孢子.
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表4 各生物药剂含毒培养基质量浓度 μg/mL

供试药剂 含毒介质质量浓度

3%四霉素 18.75,37.5,75,150,300
6%春雷霉素 18.75,37.5,75,150,300

100亿芽孢/g枯草芽孢杆菌 18.75,37.5,75,150,300
3%中生菌素 18.75,37.5,75,150,300
28%井冈霉素 18.75,37.5,75,150,300

1.5 杀菌剂的室内毒力测定

本试验采用含毒介质培养法的生长速率法研究11种杀菌剂对桂花灰斑病病菌菌落生长的

影响.首先进行药剂浓度粗筛试验,将11种杀菌剂各设置5个浓度梯度,以无菌水作对照.将
药剂稀释成母液,待PDA温度降至40℃~50℃后,在无菌环境下吸取药剂母液加入到灭菌

PDA培养基中,充分混匀后,制成不同浓度梯度的含药PDA平板.待其凝固再接入培养5d的

菌株,用直径为0.3cm的打孔器进行打孔接种,打孔时切取菌落边缘活性较高的菌丝,每个培

养皿接种一个菌饼,菌丝面朝下.每个处理设置3个重复,于28℃恒温培养箱培养4~7d后

观察,采用十字交叉法测量各个不同处理的菌落直径,计算不同浓度下杀菌剂对菌株菌丝生长

的相对抑制率(如下式).复筛试验依据初筛试验的菌落抑制率,设计合适的复筛浓度,以无菌

水作为对照,方法同上,每个处理重复3次,按照下面的公式计算抑制率.

抑制生长率= 1-
处理菌落直径-菌饼直径
对照菌落直径-菌饼直径{ }×100%

1.6 数据处理与统计学分析

采用Excel2010软件进行数据分析整理,求出毒力回归方程,通过几率值换算表,将菌丝

生长抑制率换算成几率值(y),以浓度对数与几率值得出线性回归方程和r值,算出杀菌剂对

菌丝的抑制中浓度(EC50),并利用抑制中浓度EC50筛选高效低毒杀菌剂.

2 结果与分析

2.1 病原菌形态观察

在PDA培养基上,菌落为灰白色,边缘整齐.菌落背面中央浅褐色,有明显的轮纹,颜色

加深,为深褐色,边缘为灰白色.分生孢子呈长梭形,顶胞上着生无色附属丝,2~3根,尾胞上

着生1根基部附属丝,中生.根据中国真菌志及相关文献的查询,鉴定为拟盘多毛孢属真菌(图1).

a为菌落形态;b为孢子形态(10倍目镜).

图1 病原菌形态和孢子形态

2.2 化学农药室内毒力测定

2.2.1 6种化学农药处理下病原菌菌落生长状态

6种化学农药处理下病原菌菌落的生长状态差异较大;其中,10%苯醚甲环唑、500g/L异
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菌脲悬浮剂、430g/L戊唑醇、300g/L苯甲·丙环唑相较对照处理,均表现为对菌落生长有明

显抑制作用(图2).在50%氯溴异氰尿酸、25%三唑酮处理下,表现出不同浓度处理下菌落直

径大小有差异,且随着处理浓度升高,菌落生长受到更明显的抑制(图3).

a为10%苯醚甲环唑;b为500g/L异菌脲悬浮剂;c为50%氯溴异氰尿酸;

d为430g/L戊唑醇;e为25%三唑酮;f为300g/L苯甲·丙环唑.

图2 6种化学杀菌剂处理后病原菌菌落形态

图3 6种化学杀菌剂处理后病原菌菌落直径
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2.2.2 化学农药毒力结果分析

由6种化学农药对桂花灰斑病病菌的室内毒力测定结果可见,在6种供试杀菌剂中,10%
苯醚甲环唑对桂花灰斑病病菌的抑制作用最强,EC50为0.33μg/mL;其次是500g/L异菌脲悬

浮剂,其EC50为0.52μg/mL;430g/L戊唑醇和300g/L苯甲·丙环唑抑制作用相差不远且效果

也不错,其EC50分别为5.97μg/mL、10.85μg/mL;随后是25%三唑酮,EC50为78.36μg/mL;

50%氯溴异氰尿酸的抑制作用最弱(表5).

表5 6种化学农药对桂花灰斑病病原菌的室内毒力测定

杀菌剂 浓度/μg·mL-1 抑制率/% 几率值 毒力回归方程 EC50值/μg·mL-1

10%苯醚甲环唑

500g/L异菌脲悬浮剂

430g/L戊唑醇

300g/L苯甲·丙环唑

25%三唑酮

50%氯溴异氰尿酸

50 90.48 6.3048
25 85.71 6.0364
12.5 85.71 6.0364
6.25 83.33 5.9542
3.125 66.67 5.4399

300 95.38 6.6449
150 92.86 6.4758
75 88.54 6.1500
37.5 89.58 6.2265
18.75 81.4 5.8779

300 1.00 8.0902
150 1.00 8.0902
75 96.15 6.7507
37.5 91.91 6.4051
18.5 86.5 6.0803

300 1.00 8.0902
150 99.51 7.5758
75 89.66 6.2816
37.5 85.78 6.0803
18.75 76.72 5.7063

300 90.22 6.2816
150 75.25 5.6745
75 49.90 5
37.5 13.97 3.9197
18.75 13.77 3.9197

300 85.65 6.0364
150 43.50 4.8236
75 35.87 4.6415
37.5 20.53 4.1584
18.75 6.45 3.4452

y=0.6165x+5.2956

R2=0.8247
0.33

y=0.5924x+5.1692

R2=0.9163
0.52

y=1.8951x+3.5298

R2=0.9030
5.97

y=2.0806x+2.8455

R2=0.9263
10.85

y=2.1521x+0.9237

R2=0.9483
78.36

y=1.9425x+0.9787

R2=0.9391
117.54

2.3 生物农药室内毒力测定

2.3.1 5种生物农药处理下病原菌菌落生长状态

从试验结果可知,5种生物农药处理下的病原菌菌落生长也在一定程度上受到了抑制;其

中,3%四霉素、100亿芽孢/g枯草芽孢杆菌的抑制作用明显,6%春雷霉素的抑制作用稍弱,

且3种药剂均表现出随着处理浓度升高,菌落受抑制的强度增大.3%中生菌素也对菌落有一定

的抑制作用,而28%井冈霉素对病原菌菌落的抑制效果一般,即使药剂浓度达到最大处理浓度
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300μg/mL时,其生长菌落与对照菌落大小相差不大,抑菌效果不明显(图4、图5).

a为3%四霉素;b为6%春雷霉素;c为100亿芽孢/g枯草芽孢杆菌;d为3%中生菌素;e为28%井冈霉素.

图4 5种生物杀菌剂处理后病原菌菌落形态

质量浓度/μg·mL-1

a为3%四霉素;b为6%春雷霉素;c为100亿芽孢/g枯草芽孢杆菌;d为3%中生菌素;e为28%井冈霉素.

图5 5种生物农药处理后病原菌菌落直径

2.3.2 生物农药毒力结果分析

由5种生物农药对桂花灰斑病病菌的室内毒力测定结果可见,在5种供试杀菌剂中,3%
四霉素抑菌效果较好,EC50值为40.83μg/mL;其次为100亿芽孢/g枯草芽孢杆菌,EC50值为

63.73μg/mL;3% 中生菌素的EC50值高达1341.60μg/mL,对桂花灰斑病病菌抑制效果最

差(表6).
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表6 5种生物农药对桂花灰斑病病原菌的室内毒力测定

杀菌剂 浓度/μg·mL-1 抑制率/% 几率值 毒力回归方程 EC50值/μg·mL-1

3%四霉素

100亿芽孢/g枯草芽孢杆菌

28%井冈霉素

6%春雷霉素

3%中生菌素

300 90.38 6.2816
150 81.16 5.8779
75 65.93 5.4125
37.5 38.28 4.6945
18.75 37.27 4.6681

300 70.6 5.5534
150 68.3 5.4677
75 41.00 4.7725
37.5 40.5 4.7467
18.75 35.5 4.6147

300 77.04 5.7388
150 46.94 4.9247
75 18.88 4.1221
37.5 13.04 3.8735
18.75 9.45 3.6592

300 49.88 5
150 45.96 4.8996
75 31.87 4.5323
37.5 19.63 4.1584
18.75 6.00 3.4452

300 32.54 4.5601
150 28.31 4.4172
75 13.56 3.9197
37.5 12.76 3.8250
18.75 10.68 3.7735

y=1.4651x+2.6398

R2=0.9543
40.83

y=0.8632x+3.4425

R2=0.8606
63.73

y=1.7309x+1.2182

R2=0.9201
153.07

y=1.2792x+2.0085

R2=0.9286
218.06

y=0.7193x+2.7503

R2=0.8897
1341.60

3 结论与讨论

化学类农药具有种类多、价格便宜、见效快等优势,因此当出现大面积病虫害时常使用化

学类农药进行防治;但鉴于长期单一使用某种化学农药可能会导致病原菌产生抗药性,因此本

研究尝试筛选出多种对桂花灰斑病菌抑制作用较好的化学农药供生产者选择.此外,如果仅使

用化学农药,对环境不友好,故本研究还尝试筛选出一些对桂花灰斑病菌抑制效果较好的生物

农药,以期能为生产者提供更多的选择.
本研究选用了6种化学农药和5种生物农药对桂花灰斑病病原菌进行了室内毒力测定.从

试验结果可以看出,6种化学农药对桂花灰斑病病菌的生长有着不同程度的影响,且均起到了

一定的抑制作用,但不同杀菌剂之间的抑制作用有所差异.在6种杀菌剂对桂花灰斑病病原菌

菌丝生长的抑制试验中,10%苯醚甲环唑和500g/L异菌脲悬浮剂对桂花灰斑病菌的抑制作用

最好,EC50值分别为0.33μg/mL和0.52μg/mL,其值远低于其他化学农药,说明这2种杀菌

剂可能对桂花灰斑病的防控效果最优,在发病较为严重时,可尝试轮换选择10%苯醚甲环唑和

500g/L异菌脲悬浮剂.此外,430g/L戊唑醇、300g/L苯甲·丙环唑也可以作为备选药剂,以

延缓病菌产生抗药性.选择10%苯醚甲环唑来进行防治时,用药浓度为3.125μg/mL即可对桂

花灰斑病病菌就有很好的抑菌效果,因此选择10%苯醚甲环唑对桂花灰斑病进行防治既能有
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效防治病害还能节省成本.
从5种生物农药对桂花灰斑病原菌的室内毒力测定试验结果来看,3%四霉素和100亿芽

孢/g枯草芽孢杆菌对桂花灰斑病病原菌有不错的防治效果,EC50值分别为40.83μg/mL和

63.73μg/mL.其中当3%四霉素的药剂浓度达到150μg/mL时,抑菌效果十分明显.总体上

看,本试验选用的生物农药对病原菌的生长抑制作用较化学农药稍差,建议在桂花灰斑病发生

情况较轻,范围较小的情况下使用.虽然生物农药的效果没有化学农药效果好,但是生物农药

具有选择性强、不易产生抗药性、环境污染小等产品优势[14],以及生物农药具有中低毒、安全、

无污染的优点,符合农药高效、低毒的发展方向,契合我国的可持续发展理念,应当被大力

推广[15].
对于桂花灰斑病的防控应做到“预防为主,综合防控”,在药剂防治方面,从经济效益和防

治效果方面来考虑,可以轮换选用10%苯醚甲环唑、500g/L异菌脲悬浮剂、430g/L戊唑醇、

300g/L苯甲·丙环唑、3%四霉素、100亿芽孢/g枯草芽孢杆菌,病害发生面积较大或发生较

为严重时主要选用前4种化学农药,病害发生面积较小或发生较轻时可选用后2种生物农药,

注意日常用药防控时需注意轮换用药.国内外鲜有对桂花灰斑病防治药剂的相关报道,因此本

研究测定11种杀菌剂对该病的防治效果,为今后的研究奠定了一定的理论基础;但本研究只

对桂花灰斑病菌菌丝的毒力效果进行了评估,缺乏药剂对病原菌孢子萌发的毒力研究.此外,

本试验只涉及室内毒力测定,并未进行田间药效试验,所以其田间使用效果还不明确,在指导

生产前,还应进一步进行田间药效试验观察药剂在田间的防效表现.
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