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摘 要:为明确赤芍根腐病病原菌草莓垫壳孢(Coniellafragariae)的寄主范围并筛选有效

的生物杀菌剂,本研究采用叶片刺伤接菌法,对赤芍、樱桃、牡丹等12种植物叶片进行致

病性试验,并采用菌丝生长速率法测定了8种生物杀菌剂对C.fragariae 的抑菌效果.结

果表明,该病原菌可侵染赤芍、樱桃、牡丹、月季、苹果、石榴和核桃叶片,不侵染梨、山

楂、竹、小叶黄杨、冬青叶片.0.3%丁子香酚对C.fragariae 的抑制效果最好,EC50仅为

0.1305mg/L;3%中生菌素次之,EC50为4.2256mg/L;8%宁南霉素、6%春雷霉素、4%
嘧啶核苷类抗菌剂、10%多抗霉素和5.0亿多粘类芽孢杆菌抑菌效果较差,EC50分别为

63.5868mg/L,72.1673mg/L,293.9003mg/L,360.9500mg/L和405.7081mg/L;

24%井冈霉素对赤芍根腐病病原菌的抑制效果最差,抑菌效果不明显.该研究结果为田间

赤芍根腐病的诊断及防治药剂的选择提供了理论依据.
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Abstract:InordertoclarifythehostrangeofConiellafragariae,apathogenofrootrotdisease
ofPaeoniaveitchiiLynch,andscreeneffectivebiocides,thepathogenicitytestwasconducted
on12speciesofplants,includingP.veitchii,cherryandpeonybyleafstabbinginoculation
method,andtheantifungaleffectof8biologicalfungicidesonC.fragariaewasdeterminedby
mycelialgrowthrate.TheresultsshowedthatthepathogencaninfecttheleavesofP.veitchii,
cherry,peony,rose,apple,pomegranateandwalnut,butcouldnotinfecttheleavesofpear,
hawthorn,bamboo,yellowpoplarandholly.Theinhibitoryeffectof0.3%eugenolonC.fra-
gariaewasthebestwithonly0.1305mg/LofEC50,andfollowedby3% Zhongshengmycin
with4.2256mg/LofEC50.Theantifungaleffectof8%ningnanmycin,6%kasugamycin,4%
pyrimidinenucleosideantimicrobials,10%polycxinsand500millionPaenibacilluspolymyxawas
poor,withEC50valueof63.5868mg/L,72.1673mg/L,293.9003mg/L,360.9500mg/Land
405.7081mg/L,respectively.Theinhibitoryeffectof24% Jinggangmycinonrootrotof
P.veitchiiwastheworst,andtheinhibitoryeffectwasnotobvious.Theresultsofthisstudy
providetheoreticalbasisforthediagnosisandcontrolofP.veitchiirootrotinthefield.
Keywords:PaeoniaveitchiiLynch;rootrotdisease;C.fragariae;hostrange;biologicalfungicides

  赤芍(PaeoniaveitchiiLynch)又名木芍药、草芍药、红芍药和川赤芍等,属毛茛科(Ranun-

culaceae)多年生草本植物[1],为我国著名野生道地中药材,分传统药用芍药和观赏芍药两种.
药材中使用的赤芍为直接晾晒后的根部,具有抗肿瘤、抗菌、抗氧化、活血化瘀和清热凉血等

作用[2-3].另外,赤芍的观赏价值不容小觑,因赤芍枝干和花茎较高、花型整齐丰满、花色艳丽

丰富、适应能力较强、能接受较粗放的管理且便于繁殖的特点,在景观建筑、盆栽和切花市场

上广受欢迎,是近年来公园花坛及鲜切花市场的主要花卉之一.2021年9月,在甘肃省定西市

赤芍种植示范田中发现一种由草莓垫壳孢(Coniellafragariae)引起的赤芍根腐病,该病原菌主

要为害赤芍根部,受侵染植株根部组织变色腐烂且有异味,地上部分出现叶片发黄、植株瘦弱

矮小、茎基部腐烂及整株干枯死亡等症状,严重影响赤芍的药用品质及观赏价值.
据报道,草莓垫壳孢可侵染草莓属(Fragariaspp.)、凤梨(Ananascomosus)、展叶松(Pi-

nuspatula)、蔷薇属(Rosaspp.)和豌豆属(Pisumspp.)等植物[4-5],但仅鉴定了病原真菌的种

类,未进行相关的寄主范围研究.进行寄主范围测定可在一定程度上对病原菌的致病机理、病

害流行风险及潜在的生防价值进行初步评估[6-7],同时也可为病害的综合防控提供理论依据.
赤芍是以根部入药的中药材,根部发病会引起严重的产值损失.目前,根腐类病害防治多

为化学防治,化学药剂具有见效快、杀菌力强等特点,因此,依旧是防治病害最常用的手段[8],

但化学药剂的残留及病原菌的抗性问题仍需重点关注[9-10].为此,本研究选用了8种生物杀菌

剂,采用菌丝生长速率法对赤芍根腐病病菌进行了抑制效果测定,以期筛选出高效的生物药

剂,为后续的田间防治提供技术支撑.
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1 材料与方法

1.1 试验材料

1.1.1 供试菌株

将从赤芍根腐病根段中分离出的C.fragariae典型菌株CS-1作为供试菌株,保存于甘肃

省农业科学院植物保护研究所经济作物病害实验室4℃冰箱中.

1.1.2 供试叶片

供试叶片包括赤芍(PaeoniaveitchiiLynch)、石榴(Punicagranatum L.)、月季(Rosa
chinensisJacq.)、苹果(MaluspumilaMill.)、樱桃(PrunuspseudocerasusLindl.)、核桃(Jug-
lansregiaL.)、牡丹(PaeoniasuffruticosaAndr.)、梨(PyrusL.)、山楂(Crataeguspinnatifi-

daBunge.)、竹(Bambusoideae)、小叶黄杨(Buxussinicavar.parvifolia M.Cheng)及冬青

(IlexpurpureaHassk.)离体叶片.

1.1.3 供试药剂

选择8种生物源杀菌剂对病原菌进行室内毒力测定,供试杀菌剂种类、类型及来源见表1.

表1 供试药剂信息

杀菌剂 药剂类型 药剂来源

4%嘧啶核苷类抗菌剂 水剂 武汉科诺生物科技股份有限公司

24%井冈霉素 水剂 武汉科诺生物科技股份有限公司

6%春雷霉素 可溶液剂 武汉科诺生物科技股份有限公司

5.0亿多粘类芽孢杆菌 液体 武汉科诺生物科技股份有限公司

0.3%丁子香酚 可溶液剂 保定市亚达益农农业科技有限公司

10%多抗霉素 可湿性粉剂 陕西麦可罗生物科技有限公司

3%中生菌素 可湿性粉剂 山东中新科农生物科技有限公司

8%宁南霉素 水剂 德强生物股份有限公司

1.2 试验方法

1.2.1 寄主范围测定

采用离体接种法进行病原菌寄主范围测定,将分离纯化好的病原物PDA培养基打成5mm
的菌饼,用无菌接种针在供试叶片每个接菌部位制造2~3个微小伤口,每张叶片接种4个菌

饼,以接种PDA菌饼为对照,置于25℃培养箱中保湿培养7d,每天观察记录叶片发病情况,

待叶片发病后进行再分离,观察是否为原接种病原菌.

1.2.3 室内药剂毒力测定试验

吸取(或称取)供试杀菌剂,加入无菌水,配置成如表2所示的母液浓度,备用.
预试验确定药剂的浓度梯度(表2),分别吸取一定体积的母液于三角瓶中,再加入冷却至

40℃的灭菌PDA培养基,在锥形瓶中振荡混匀,定容至100mL,倒入直径90mm灭菌培养皿

中制作成所需浓度的含药平板,各处理设置3组重复,1组对照,对照组用等量的无菌水替代

母液.
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表2 供试杀菌剂母液浓度 mg/L

杀菌剂 母液浓度 试验浓度

4%嘧啶核苷类抗菌剂 4000 25,50,100,200,400

24%井冈霉素 24000 400,800,1600,3200,6400

6%春雷霉素 6000 25,50,100,200,400

5.0亿多粘类芽孢杆菌 100000 250,500,1000,2000,4000

0.3%丁子香酚 300 0.0625,0.125,0.250,0.5,1

10%多抗霉素 10000 62.5,125,250,500,1000

3%中生菌素 3000 1,2,4,8,16

8%宁南霉素 8000 15.265,31.25,62.5,125,250

在超净工作台内用直径为5mm灭菌打孔器将分离纯化好的病原物PDA培养基打成5mm
的菌饼,依次接种到含药平板的中央,以接种到不加药平板作为对照,每个浓度重复3次.将接

好菌的平板置于25℃黑暗条件下进行培养,3d后用游标卡尺用十字交叉法垂直测量菌落直

径,3组重复的平均数代表菌落的最终大小,进行方差分析,通过公式计算出平均抑制率[11-12].

菌丝生长平均抑制率(%)=
对照菌落平均直径-处理菌落直径平均值

对照菌落直径平均值-接种菌饼直径 ×100%

1.3 数据处理与统计学分析

采用 MicrosoftExcel2019软件对各处理试验数据进行统计整理,利用SPSS19.0软件对

数据进行差异显著性分析.计算各处理浓度菌落平均值数值和菌丝生长抑制率,以药剂质量浓

度对数(x)为横坐标,抑制率的概率值(y)为纵坐标,求出各药剂对供试菌株的毒力回归方程

y=a+bx、有效抑制中浓度(EC50)、相关系数(R2)及95%置信区间[13].

2 结果与分析

2.1 C.fragariae典型菌株CS-1的寄主范围测定结果

测定结果发现,CS-1可侵染赤芍、石榴、月季、苹果、樱桃、核桃及牡丹7种供试叶片,并

呈现不同程度的叶斑症状;不能侵染梨、山楂、小叶黄杨、竹和冬青叶片.接种菌株2d后,月

季和樱桃叶片表面出现黑褐色叶斑,赤芍和牡丹3d时开始发病,苹果和核桃4d时出现发病

症状,石榴叶片在接种7d后才出现病斑.此外,CS-1对月季叶片的致病力最强,叶片开始出现

黑褐色病斑并迅速扩展,之后在叶片上能明显看到黑褐色孢子团,CS-1对苹果和石榴叶片的致

病力最弱,其中苹果叶片侵染后病斑直径最小且扩展速度最慢,石榴叶片虽发病较晚,但病斑

扩展速度较快.接种7d后,梨、山楂、小叶黄杨、竹和冬青叶片未出现明显的叶斑症状,尽管

接种点出现发黑现象,但未见黑褐色孢子团的出现,对发黑部位进行病原菌再分离,也未能分

到原病原菌(图1).
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  为便于观察,部分图片等比例进行了调整,其中A为赤芍,B为牡丹,C为石榴,D为核桃,E为苹果,F为樱桃,G为月季,

H为冬青,I为竹,J为小叶黄杨,K为山楂,L为梨,每个小图左侧为对照,右侧为病斑扩展情况.

图1 接种C.fragariae典型菌株7d后不同植物叶片产生症状

2.2 生物杀菌剂对C.fragariae菌丝生长的抑制效果

由试验结果可知,不同药剂对病原菌的抑制效果不同,各药剂对病原菌的抑制率随着处理

浓度的增高而增高.其中,丁子香酚浓度为0.0625~1.0000mg/L时抑制率为36.12%~

90.47%;中生菌素浓度为1.00~16.00mg/L时抑制率为6.77%~94.85%;宁南霉素浓度在

15.2650~250.0000mg/L时抑制率为6.77%~91.65%;春雷霉素浓度在25.00~400.00mg/L
时抑制率为21.34%~93.54%;嘧啶核苷类抗菌剂浓度在25.00~400.0mg/L 时抑制率为

13.84%~58.78%;多抗霉素浓度在62.50~1000.00mg/L时抑制率为15.59%~94.62%;多

粘类芽孢杆菌浓度在250.00~4000.00mg/L时抑制率为44.35%~85.80%;井冈霉素浓度在

400.00~6400.00mg/L时抑制率为18.92%~53.30%(表3).

表3 生物杀菌剂对C.fragariae菌丝生长的抑制效果

供试药剂 药剂浓度/(mg·L-1) 菌落平均直径/mm 抑菌率/%

4%嘧啶核苷类抗菌剂 25.00 63.51±0.13a 13.84e
50.00 55.05±0.18b 26.29d
100.00 50.48±0.17c 33.02c
200.00 47.79±0.18d 36.98b
400.00 32.99±0.09e 58.78a

24%井冈霉素 400.00 60.06±0.10a 18.92e
800.00 54.00±0.12b 28.14d
1600.00 51.03±0.80c 32.52c
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供试药剂 药剂浓度/(mg·L-1) 菌落平均直径/mm 抑菌率/%

3200.00 45.08±0.13d 41.44b
6400.00 36.71±0.06e 53.30a

6%春雷霉素 25.00 58.35±0.09a 21.34e
50.00 48.83±0.06b 35.45d
100.00 32.34±0.10c 59.74c
200.00 20.35±0.07d 77.39b
400.00 9.39±0.23e 93.54a

5.0亿多粘类芽孢杆菌 250.00 42.79±0.10a 44.35e
500.00 35.04±0.07b 55.76d
1000.00 31.73±0.21c 60.64c
2000.00 28.32±0.11d 65.65b
4000.00 14.64±0.05e 85.80a

0.3%丁子香酚 0.0625 48.37±0.08a 36.12e
0.1250 40.68±0.10b 47.45d
0.2500 32.78±0.10c 59.08c
0.5000 17.74±0.32d 81.23b
1.0000 11.47±0.06e 90.47a

10%多抗霉素 62.50 62.32±0.17a 15.59e
125.00 43.36±0.10b 43.51d
250.00 31.73±0.10c 60.63c
500.00 20.58±0.04d 77.06b
1000.00 8.65±0.04e 94.62a

3%中生菌素 1.00 68.30±0.16a 6.77e
2.00 62.61±0.14b 15.15d
4.00 43.70±0.13c 43.00c
8.00 20.37±0.13d 77.36b
16.00 8.50±0.08e 94.85a

8%宁南霉素 15.2650 68.30±0.05a 6.77e
31.2500 51.64±0.09b 31.32d
62.5000 44.74±0.06c 41.48c
125.0000 21.35±0.17d 75.92b
250.0000 10.67±0.06e 91.65a

清水对照 — 72.90±0.10 —

  注:小写字母不同表示同一处理组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).

2.3 生物杀菌剂对C.fragariae菌丝生长的毒力测定结果

室内毒力测定结果表明,供试的8种生物源杀菌剂对病原菌都有一定的抑制效果,但不同

杀菌剂对病原菌的毒力效果不同.经EC50分析表明,丁子香酚和中生菌素对赤芍根腐病菌具有

很好的抑制作用,其EC50分别为0.1305mg/L和4.2256mg/L,其中,丁子香酚抑制效果最

好.除此之外,宁南霉素和春雷霉素的EC50分别为63.5868mg/L和72.1673mg/L,对赤芍根

腐病病原菌的抑制效果次之;嘧啶核苷类抗菌剂、多抗霉素和多粘类芽孢杆菌的抑制效果较

差,EC50分别为293.9003mg/L,360.9500mg/L和405.7081mg/L;井冈霉素对赤芍根腐病

病原菌无明显的抑制效果(表4).
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表4 生物杀菌剂对C.fragariae菌丝生长的毒力测定结果

供试药剂 回归方程 相关系数(R2) EC50/(mg·L-1) 95%置信区间

4%嘧啶核苷类抗菌剂 y=2.6047x+0.9704 0.9419 293.9003 154.241~560.015
6%春雷霉素 y=1.9076x+1.4550 0.9906 72.1673 54.507~95.549

5.0亿多粘类芽孢杆菌 y=0.8919x+2.6738 0.8859 405.7081 183.335~897.806
0.3%丁子香酚 y=1.4213x+6.2569 0.9751 0.1305 0.084~0.203
10%多抗霉素 y=2.0418x+0.2218 0.9827 360.9500 275.270~473.299
3%中生菌素 y=2.6666x+3.3310 0.9880 4.2256 3.474~5.140
8%宁南霉素 y=2.2911x+0.8684 0.9808 63.5868 50.992~79.292
24%井冈霉素 y=0.7606x+2.1537 0.9848 5523.6319 —

3 结论与讨论

1883年Crous等[14]从草莓属中分离出了C.fragariae,对其形态特征进行了相关描述,德

国学者曾在芍药属叶片上分离得到过C.fragariae[15-16].笔者前期研究已明确该菌为赤芍根腐

病的主要致病菌[17].为了解该病原菌是否侵染叶片,本研究选取赤芍叶片及常与其栽种的11种

不同属植物叶片对该菌的寄主范围进行了初步测定,结果发现,C.fragariae可侵染赤芍、樱

桃、牡丹、月季、苹果、石榴、核桃等叶片,叶片染病后呈现不同类型的病斑,与报道中描述的

草莓垫壳孢同属真菌引起的叶斑病症状一致,并且对侵染叶片进行再分离,发现与原接种菌的

形态特征一致,结果说明该病原菌可侵染上述植物.此外,还发现该菌在月季叶片上产孢量大

且病斑扩展速度最快,推测该菌为月季的强致病菌.该病原菌不能侵染梨、山楂、小叶黄杨、竹

和冬青叶片,初步认为这些植物不是该病原菌的寄主植物.本研究只对供试植物叶片进行初步

寄主范围研究,该病原菌是否对其他更多植物叶片及根系具有致病性尚待进一步研究.
赤芍为多年生根茎类中药材,根腐病防控主要采用杀菌剂结合栽培管理的方法,如化学农

药灌根和沟施等[18],防治难度大,效果不理想.同一种化学杀菌剂长期大量使用易对病原菌产

生抗药性,并引起农残和环境污染[19-21],选用低毒、高效、持久、便于降解、残留量小等特点的

生物杀菌剂是病害防治所需,更是大势所趋[22].本研究选择了8种生物杀菌剂,试验结果显示,

0.3%丁子香酚的抑菌效果最好.据报道,丁子香酚可用来防治蔬菜、瓜类等作物上的霜霉

病[23-25]、疫病和叶霉病及马铃薯上的晚疫病[26]、早疫病和黑痣病[27]等,这与其广谱及高效的特

质相符合,生产上可作为化学杀菌剂的替代药剂.本试验筛选的药剂均在室内测定,其田间防

治效果尚需进一步试验验证.
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