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摘 要:本研究对采自甘肃省礼县的苹果炭疽叶枯病病原菌种类进行了鉴定,并开展了防

治药剂的室内筛选.通过组织分离法将病原菌分离纯化后,采用科赫氏法则进行致病性验

证,结合形态学特征和内转录间隔区基因(InternalTranscribedSpacer,ITS)、β-微管蛋白

基因(β-Tubulin,TUB2)和肌动蛋白基因(Actin,ACT)多基因的系统发育分析对病原菌进

行鉴定;并利用菌丝生长速率法测定6种化学杀菌剂对病原菌的抑制效果.结果表明,分离

菌株为隐秘刺盘孢(Colletotrichumaenigma),可同时侵染叶片和果实,为当地苹果炭疽叶

枯病致病菌.室内毒力测定结果表明,杀菌剂丙森锌和嘧菌环胺对菌丝的生长抑制效果较

好,其EC50值分别为0.6980mg/L和1.2326mg/L;抑霉唑和异菌脲抑菌效果次之,EC50值分别

为3.6889mg/L和2.6840mg/L;氰霜唑和氟啶胺抑菌效果较差,EC50值分别为58.7409mg/L
和33.6477mg/L.研究结果为苹果炭疽叶枯病的有效防治提供了参考依据.
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Abstract:Thepurposeofthisstudywastodeterminethespeciesofappleglomerellaleafspotin
LiCity,GansuProvinceandtoscreenthecontrolfungicides.Inthisstudy,theleavessuspected
ofbeinginfectedwithappleglomerellaleafspotwereusedforisolationofthepathogenbytissue
isolationmethod.ThepathogenicitywasverifiedbyKoch􀆳srule.Thephylogeneticanalysiswas
performedwithInternalTranscribedSpacer(ITS),theβ-tubulingene(TUB2),andtheActin
gene(ACT)toidentifythepathogenincombiningwiththemorphologicalcharacteristics.The
inhibitoryeffectof6kindsofchemicalfungicidesonisolateswasdeterminedbymycelialgrowth
ratemethod.TheresultsshowedthattheisolatewasColletotrichumaenigma.Itspathogenicity
showedthatitcouldinfectnotonlyleavesbutalsofruits.Theresultsoflaboratorytoxicitytest
showedthattheCyprodinilandPropinebhadbetterinhibitoryeffectonthegrowthofmycelia
withEC50valueof0.6980mg/Land1.2326mg/L,respectively.TheeffectsofImazaliland
IprodionewerelesswithEC50valueof3.6889mg/Land2.6840mg/L,respectively.The
effectsofCyazofamidandFluazinam weretheleastwithEC50valueof58.9409mg/Land
33.6477mg/L,respectively.Thisstudyprovidesareferenceforthepreventionandtreatment
ofappleglomerellaleafspot.
Keywords:appleglomerellaleafspot;Colletotrichumaenigma;isolationandidentification;de-
terminationoftoxicity

  苹果(Maluspumila Mill.)是蔷薇科苹果亚科苹果属植物,苹果果实富含多种矿物质和维

生素,是消费者热衷的世界性果品之一[1].近年来,果树生长过程中病虫害发生严重,其中由刺

盘孢属真菌(Colletotrichum)侵染所引起的苹果炭疽叶枯病(GlomerellaLeafSpot,GLS)是果

树生长过程中的一种毁灭性叶部病害[2].该病害在我国苹果主产区连年发生,造成了严重的经

济损失[3].
苹果炭疽叶枯病在20世纪80年代首次发现于巴西[4],我国2010年前后开始对该病害进

行报道.该病害首先发生于河南省夏邑县周边的苹果园中,随后发病区域迅速扩展,目前已蔓

延至陕西省、山西省、河北省、河南省、安徽省、山东省和辽宁省等主要苹果产区[5-6].“嘎啦”
“粉红女士”“秦冠”“金冠”和“乔纳金”等品种对炭疽叶枯病表现为高度感病,其发病初期叶片上

出现形状不规则、边缘分界不明显、直径3~5mm近似圆形的黑色病斑,发病后期形成大小不

等、不规则形态的褐色枯死斑,最后导致叶片脱落[7-9].炭疽叶枯病流行性强、潜育期间隔较短

且发病急,生产上防治困难,并且果树受病原菌侵染后出现早期大量落叶,树势变弱,枝条二

次发芽和开花等现象,严重影响产量和品质[10].造成苹果炭疽叶枯病的病原菌种类多样,目前已

知的中国苹果炭疽叶枯病病原主要为隐秘刺盘孢(C.aenigma)、果生刺盘孢(C.fructicola)、胶孢

刺盘孢(C.gloeosporioides)和亚洲刺盘孢(C.asianum),其中果生刺盘孢为优势种[11-14].
化学防治具有高效、快捷、经济等特点,是目前苹果生产上普遍采用的防控手段,苹果炭

疽叶枯病经常使用咪鲜胺、吡唑醚菌酯和多菌灵等化学药剂防治[15-16].吡唑醚菌酯防治炭疽叶

枯病效果良好,但其极易产生抗药性,不宜长期使用[17-18].咪鲜胺在炭疽叶枯病病原菌侵染后

24h内治疗效果显著,但其药效持续时间短,72h后防治效果仅为原来的一半[19].陈功友等[20]

的研究表明,连续用药3年以上的炭疽病菌株对多菌灵产生严重的抗药性.由于不同地区耕作

方式和用药习惯不同,对于新型防控药剂缺少合理的理论指导依据.因此,本研究通过对甘肃

省礼县苹果炭疽叶枯病进行分离鉴定,并针对该病原菌进行室内毒力测定,筛选合适的炭疽叶
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枯病防控药剂,以期为当地苹果炭疽叶枯病的有效防控提供科学依据.

1 材料与方法

1.1 供试品种与试验试剂

苹果品种为“嘎啦”.葡萄糖购自国药集团;琼脂粉购自Solarbio;乙醇、无菌水和琼脂糖购

自Solarbio;5×TBE缓冲液购自Solarbio;核酸染料(Coolaber)、DNAMarkerⅡ购自中科瑞

泰;2×TaqMasterMix购自中科瑞泰;Omega真菌DNA提取试剂盒购自北京方程嘉鸿科技有

限公司;马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PotatoDextroseAgar,PDA)购自Solarbio;供试杀菌剂包

括异菌脲、氰霜唑、嘧菌环胺、抑霉唑、氟啶胺和丙森锌,所有药剂原药均由中国农科院植保所

廊坊农药中试厂提供.
1.2 试验仪器

试验仪器包括DHP-9162电热恒温培养箱,超净工作台,显微镜,电子秤,250mL量筒,
移液枪(1000μL,200μL,100μL,20μL,10μL),PTC-200PCR仪,Sigma1-14离心机,威乐伯

Infinity-1500凝胶成像分析系统,立式压力蒸汽灭菌器及101-2AB型电热鼓风干燥箱等.
1.3 炭疽叶枯病病原菌的分离

2020年10月11日于甘肃省礼县采集发病的苹果炭疽叶枯病叶片,保湿装入自封袋中于

4℃冰箱内保存.对苹果炭疽叶枯病的分离,采用常规的组织分离法.将样品用清水冲洗干净晾

干后用灭菌的剪刀于病健交界处剪下4mm×4mm的组织块浸于75%的乙醇中40s,紧接着

用无菌水冲洗3次,放置在无菌滤纸上待水分晾干后,分别放置在PDA平板上,每个平板放置

3~4个组织块,25℃下暗培养3d后,挑取单个菌落的菌丝,转移到新的PDA平板上,28℃
下暗培养7d后将得到的纯菌株保存于PDA斜面备用.
1.4 炭疽叶枯病病原菌的形态学观察

1)菌落形态观察

在PDA培养基上观察待测纯化菌株的菌落特征,包括菌落正面和反面的颜色、气生菌丝

的情况、菌落边缘的形状、菌落的质地等,采用十字交叉法测定菌落直径,并记录.
2)孢子及附着孢形态观察

将待测纯化菌株在PDA平板上培养产孢,对于不产孢的菌株,采用菌落划伤法、液体摇培

等方法进行诱导产孢[21].将产生的分生孢子、分生孢子盘等结构置于载玻片上,以无菌水做浮

载剂,在显微镜下观察其结构特征,对于菌丝、产孢结构、分生孢子等形态特征进行拍照和记

录描述,随机选取30个分生孢子,测量分生孢子的大小.针对附着胞的观察,先将分生孢子配

成孢子悬浮液(105~106个/mL),随后滴入凹形载玻片的凹陷处,盖上盖玻片,置于铺有灭菌

滤纸的无菌培养皿内25℃保湿培养12~24h,观察附着胞的产生及其形态特征,测量其大小

并记录.
1.5 炭疽叶枯病致病性测定

致病性测定采用室内果实接种法和叶片接种法.将供试菌株在PDA平板培养5d后,采用

划伤法或液体摇培法促使其产生分生孢子,配成孢子悬浮液(105~106 个/mL).果实接种方法

选用有伤孢子悬浮液接种,接种时挑选表面健康干净、无明显疤痕伤口的“富士”果实用作试验

材料.先用流水清洗苹果实表面,自然风干后用75%酒精擦洗,再用消毒后的打孔器(5mm)在
苹果果实表面打孔,挖去2mm深果肉,用移液枪将配置好的孢子悬浮液注入刺伤处10μL,对

照组注入等量无菌水.叶片接种同样使用孢子悬浮液接种,选用生长健康的“嘎啦”叶片作为接

种材料,清洗叶片并消毒后,用5号昆虫针刺伤叶片表面,并注入10μL的孢子悬浮液,并用
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灭菌的脱脂棉蘸上无菌水包裹在叶柄处以提供水分.接种后的果实和叶片密封保湿放入25℃
恒温培养箱.每个处理重复5次,接菌后每隔3d观察记录发病症状.对于接菌后发病的样本通

过组织分离法再次分离病原菌,并与原接种菌株进行比较.
1.6 炭疽叶枯病病原菌分子生物学鉴定

采用真菌基因组DNA提取试剂盒(Omega)提取菌丝DNA,用苹果炭疽叶枯病特异引物

Bt2a:GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 和 Bt2b:ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTG-
GC;ACT512F:ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC 和 ACT783R:TACGAGTCCTTCTGGC-
CCAT;真菌通用引物ITS1:TCCGTAGGTGAACCTGCGG和ITS4:TCCTCCGCTTATT-
GATATGC共3对引物分别对菌株的内转录间隔区(InternalTranscribedSpacer,ITS)、β-微
管蛋白基因(β-Tubulin,TUB2)、肌动蛋白基因(Actin,ACT)进行PCR扩增[22-26].PCR反应体

系总体积为25μL,包含2×MasterMix12.5μL,正反向引物各0.5μL(10μmol/L),DNA模板

1μL,以ddH2O补足至25μL.反应条件为:95℃预变性5min;95℃变性30s,55℃退火

45s,72℃延伸45s,共35个循环;最后72℃延伸10min.
取5μL上述PCR扩增产物于1.2%琼脂糖凝胶电泳(U∶130v)进行检测后将PCR产物送

至上海生工生物工程有限公司进行测序.将测得的基因序列与GenBank中的序列进行比对,下

载相似性高的序列及其对应复合种的常见模式菌株序列,使用 MEGA7.0软件剪切后按照

ITS-TUB2-ACT的顺序首尾拼接,分析系统发育关系,采用邻接法(Neighbor-joining,NJ)构
建系统进化树,以自展法(Bootstrap)进行检测,共循环1000次,得到系统发育树.
1.7 炭疽叶枯病室内毒力测定

采用菌丝生长速率法测定杀菌剂对菌丝生长的抑制率.先分别称取0.01g供试杀菌剂,置

入不同的50mL锥形瓶中,同时用吸量管吸取1mL丙酮加入锥形瓶振荡使其充分溶解[27].用
移液枪吸取9mL无菌水加入溶解液中,形成1000mg/L的药剂母液.在预试验的基础上,取

出一定量的药剂母液按照所需要的有效浓度进行稀释,得到试验所需最终浓度(表1).用移液

枪吸取6mL的药量注入冷却至50℃左右的PDA(54mL)中混匀,制成含不同药液浓度的培

养基,空白对照中加入等体积的无菌水,每个浓度设5个重复.再将5mm的待测菌饼菌丝面

朝下接入含药培养基的中央,放于25℃恒温培养箱中培养7d后,用十字交叉法测量培养皿内

菌落直径(mm),菌落生长抑制率计算公式如下:

菌丝生长抑制率(%)=
(对照菌落直径-菌饼直径)-(处理菌落直径-菌饼直径)

对照菌落直径-菌饼直径 ×100%

表1 供试杀菌剂毒力测定浓度设置 mg·L-1

杀菌剂 1 2 3 4 5 CK
异菌脲 0.5 1 2 4 8 0
氰霜唑 6.25 12.5 25 50 100 0

嘧菌环胺 0.5 1 2 4 8 0
抑霉唑 2 4 8 16 32 0
氟啶胺 6.25 12.5 25 50 100 0
丙森锌 0.375 0.75 1.5 3 6 0

2 结果与分析

2.1 苹果炭疽叶枯病形态学鉴定

样本苹果炭疽叶枯病症状(图1A、图1B)表现为叶片上呈现多个不规则、直径约1cm的病

斑,病斑呈棕褐色或浅褐色,边缘有明显的分界,病灶部位略有凹陷,在体式显微镜下可清楚
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地观察到病斑处有黑色颗粒状的分生孢子盘(图1C).温度适宜时病原菌扩散速度快,发病后期

数个病斑连成一片,一般7、8月份受温度和降雨影响,果园发病严重,使叶片干枯并开始脱落.

A、B为叶片症状;C为分生孢子盘.

图1 苹果炭疽病叶片症状

利用组织分离法将采集到的56个炭疽叶枯病样本进行分离,共得到48株疑似炭疽叶枯病

病原菌菌株.通过对其形态学特征的观察,发现分离得到的菌株为同一类,将其命名为TSPG.
TSPG在标准PDA培养基上培养7d后,菌落直径为(7.5±0.4)cm,菌落无性态,边缘平整,

圆形,产生大量气生菌丝,表面呈绒毡状,白色,菌落背面灰绿色至白色,由菌落中心到边缘绿

色逐渐变浅(图2A、图2B);该菌有性态未发现.其生长旺盛的营养菌丝透明光滑,具有隔膜和

分支;没有观察到厚垣孢子;分生孢子梗直接由菌丝生成,刚毛未发现;分生孢子梗透明,光滑

(图2D);分生孢子透明无隔膜,圆柱状或短棒状、一端钝圆一端钝圆或略细,大小为(14.3~
16.7)μm×(4.1~5.3)μm(图2C);附着胞单个松散分布,深棕色,卵圆形或不规则形,大小为

(8.1~9.3)μm×(5.4~7.6)μm(图2E、图2F).根据病原菌形态学特征分析,初步判断该菌株

与胶孢炭疽菌复合种(Colletotrichumcomplexes)相似.

A为菌落正面;B为菌落背面;C为分生孢子;D为分生孢子梗;E、F为附着胞.

图2 苹果炭疽叶枯病菌落形态和显微形态
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2.2 苹果炭疽叶枯病致病性测定

将待测菌株培养产孢后回接至健康的苹果果实和叶片上进行致病性测定,25℃黑暗环境

下培养后观察发病情况.果实和叶片致病性测定结果见图3,分离菌株可使苹果果实发病,接种

后第2d开始产生病斑,之后持续扩大,发病初期为水渍状,后期转为褐色或黑褐色.接种4d
后病斑大小为3.2cm2(图3A).同时分离菌株也可使叶片发病,接种后第2d产生病斑,接种

4d后病斑大小为2.3cm2,第7d产生黑色的分生孢子盘(图3B).将发病后的果实和叶片利用

组织块分离法再分离,得到与原菌株生长形态相似的菌株,证明原菌株对苹果果实和叶片均可

致病.

A为分离菌株孢子悬浮液果实有伤接种4d后记录;B为分离菌株孢子悬浮液叶片有伤接种4d后记录.

图3 苹果炭疽叶枯病致病性

2.3 苹果炭疽叶枯病分子生物学鉴定

从GenBank上下载属于胶孢复合群的27个菌株的ITS,TUB2,ACT 基因序列,其中

ITS 基因和TUB2基因大约500bp,ACT 基因大约300bp.将这3个基因序列联合,用最邻接

法构建ITS+TUB2+ACT 三基因联合的系统发育树,联合序列碱基长度为1456bp.构建的

系统发育树如图4所示,本研究所用的菌株自命名后加粗表示,标尺标示0.02步变化,节点处

标注为超过50的最邻接法的自举支持率,从树图中可以看出,分离菌株均与隐秘刺盘孢(Col-

letotrichumaenigma,菌 株 号:PGYXY04,其 中 ITS,TUB2 和 ACT 登 录 号 分 别 为

KF791588,KF791595和KF791567)聚在一起,其自展支持率为79,形成一个明显的分支.因

此进一步确定分离菌株TSPG为隐秘刺盘孢(C.aenigma)(图4).
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自展支持率标注于节点处,标尺表示0.02步变化.

图4 苹果炭疽叶枯病病原菌三基因(ITS+TUB+ACT)的最邻接法系统发育树

2.4 不同杀菌剂对苹果炭疽叶枯病室内毒力测定效果

室内毒力测定结果表明,不同浓度的杀菌剂对病原菌隐秘刺盘孢(C.aenigma)均有不同程

度的抑制作用.6种杀菌剂对苹果炭疽叶枯病病原菌的EC50值从高到低依次为氰霜唑、氟啶胺、

抑霉唑、异菌脲、嘧菌环胺和丙森锌.其中,毒力最强的是丙森锌,EC50值为0.6980mg/L;毒

力最弱的是氰霜唑,EC50值为58.7409mg/L.6种药剂对菌落生长抑制率的结果表明,对菌落

生长抑制效果最好的是嘧菌环胺和丙森锌,其浓度分别为2mg/L和1.5mg/L时,抑制率均大

于50%;异菌脲抑制率次之,浓度为4mg/L时,菌落抑制率大于50%;氰霜唑、氟啶胺和抑霉

唑对菌落抑制率较差(表2).
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表2 不同杀菌剂对苹果炭疽叶枯病的室内毒力测定

杀菌剂 浓度/mg·L-1 抑制率/% 毒力回归方程 EC50/mg·L-1 相关系数

异菌脲

氰霜唑

嘧菌环胺

抑霉唑

氟啶胺

丙森锌

0.5 10.47
1 27.91
2 39.53
4 56.98
8 72.09

6.25 8.14
12.5 13.95
25 25.58
50 44.19
100 60.47

0.5 25.58
1 38.37
2 58.14
4 74.42
8 91.86

2 38.37
4 45.35
8 59.31
16 77.91
32 89.53

6.25 22.09
12.5 34.88
25 39.53
50 47.67
100 68.61

0.375 36.05
0.75 48.84
1.5 58.14
3 75.58
6 80.23

y=1.5929x+4.3170 2.6840 0.9957

y=1.5242x+2.3037 58.7409 0.9984

y=1.9484x+4.8230 1.2326 0.9850

y=1.5186x+4.1391 3.6889 0.9776

y=0.9907x+3.4872 33.6477 0.9693

y=1.1425x+5.1784 0.6980 0.9911

3 结论与讨论

通过形态学特征和分子生物学相结合的方法分析鉴定,确定甘肃省礼县的苹果炭疽叶枯病

病原菌为隐秘刺盘孢(C.aenigma),属于刺盘孢属.刺盘孢属(Colletotrichum)是一类非常重要

的植物病原菌,可引起多种草本植物和木本植物发生严重的真菌性病害.Velho[28]对巴西苹果

炭疽叶枯病进行鉴定发现其病原菌为C.fruiticola和C.karstii,其中C.fruiticola 为该地区

炭疽叶枯病优势病原菌;Wallhead等[29]和Piccirillo等[30]针对美国炭疽叶枯病的研究发现,其

病原菌为C.fioriniae;符丹丹[11]对中国辽宁省、山东省等苹果产区的炭疽病进行分离后,运

用多基因 联 合 的 系 统 发 育 分 析 方 法,确 定 了 引 起 苹 果 炭 疽 叶 枯 病 的 病 原 有 隐 秘 刺 盘 孢

(C.aenigma)和果生刺盘孢(C.fructicola).戴蓬博等[31]和王薇等[32],在广泛收集和汇总了中

国苹果病害病原菌物名称后,确定中国苹果炭疽叶枯病病原为隐秘刺盘孢(C.aenigma)、果生

刺盘孢(C.fructicola)、胶孢刺盘孢(C.gloeosporioides)和亚洲刺盘孢(C.asianum).但本研

究中针对甘肃省礼县的苹果炭疽叶枯病病原菌仅分离出隐秘刺盘孢(C.aenigma),这可能是因
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为样品采集过程中选择的苹果品种较单一,或者与采样区域较小有关.此外,Watchanok[33]对

中国炭疽叶枯病种类多样性进行研究,结果表明,与礼县临近的陕西省苹果种植区炭疽叶枯病

病原菌均为隐秘刺盘孢(C.aenigma),这与本研究的结果相似.
目前,苹果生产中苹果炭疽叶枯病的防治主要采用化学药剂防治,但长期使用同一种化学

杀菌剂,容易使苹果炭疽叶枯病病原菌产生抗药性.王美玉等[34]通过苹果炭疽叶枯病对杀菌剂

敏感性分析的研究表明,病原菌C.gloeosporioides对苯并咪唑类杀菌剂甲基硫菌灵表现出高

抗性;对戊唑醇虽然表现出低水平抗性,但关于该类药剂的高抗性菌株已产生;对咪唑类药剂

咪鲜胺敏感性较强.王冰等[19]的研究发现,炭疽叶枯病的防治应以波尔多液为主,并与吡唑醚

菌酯等有机杀菌剂交替轮换使用,但长期使用吡唑醚菌酯容易产生抗药性.因此本研究采用

6种新型化学杀菌剂,对苹果炭疽叶枯病病原菌隐秘刺盘孢(C.aenigma)开展室内毒力测定,结

果表明杀菌剂嘧菌环胺和丙森锌对菌丝的生长抑制率效果较好,其EC50值分别为1.2326mg/L
和0.6980mg/L,两种药剂均可作为防控苹果炭疽叶枯病的参考,在生产上与其他药剂轮换使

用.其中,何艳维等[35]在田间施用70%丙森锌 WP500倍液发现其对炭疽叶枯病防治效果高达

90.95%,说明丙森锌在田间防治效果较理想,但刘召阳等[36]对苹果炭疽叶枯病病原菌进行室

内毒力测定结果发现,30%吡唑·异菌脲悬浮剂室内毒力最强,其EC50值为0.1829μg/mL,

与本研究结果略有不同,其原因可能是由于复配杀菌剂相比较单剂在病害防治方面具有明显的

增效作用.至于不同炭疽叶枯病病原菌对该药剂敏感性是否有差异,有待进一步探索.本试验

所筛选出来的药剂仅作为防治炭疽叶枯病参考药剂,须进行科学的田间药效评估后方可大面积

推广使用.
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