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重庆市核桃炭疽病的病原鉴定及化学药剂筛选
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摘 要:核桃炭疽病是威胁重庆核桃产业的主要真菌性病害,近年来频繁发生,导致叶片

坏死、果实腐烂及枝条溃疡等症状,造成严重经济损失。为明确病原菌种类并筛选有效防

控药剂,本研究从重庆市14个地区采集93份病样,分离获得95株菌株。通过形态学观

察、分子生物学鉴定及多基因(ITS-ACT-GAPDH-Tub2-CAL)系统发育分析,确定优势病

原菌为睡莲炭疽菌(Colletotrichumnymphaeae)与胶孢炭疽菌(Colletotrichumgloeospori-

oides)。进一步针对上述病原菌开展10类杀菌剂的室内毒力测定,发现多菌灵(苯并咪唑

类)对胶孢炭疽菌菌丝抑制效果最佳(EC50=0.056μg/mL),而啶酰菌胺(烟酰胺类)对睡莲

炭疽菌活性最高(EC50=0.015μg/mL)。研究结果明确重庆地区核桃炭疽病以睡莲炭疽菌

和胶孢炭疽菌复合侵染为主,并提出针对性药剂筛选策略,为区域病害精准防控及抗药性

管理提供了科学依据。
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Abstract:Walnutanthracnose,causedbyColletotrichumspecies,posesaseverethreattowal-
nutproductioninChongqing,China.Ithasoccurredfrequentlyinrecentyears,causingsymp-
tomsofleafnecrosis,fruitrotandbranchcankers,andresultedseriouseconomiclosses.Toi-
dentifydominantpathogensandscreeneffectivefungicides,95trainswereisolatedfrom93dis-
easedsamplescollectedfrom14regionsofChongqing.Morphologicalcharacterization,molecu-
laridentification,andmultigene(ITS-ACT-GAPDH-Tub2-CAL)phylogeneticanalysiscon-
firmedthatthepredominantpathogensareColletotrichum nymphaeaeandColletotrichum
gloeosporioides.Invitrotoxicityassayswith10fungicidesrevealedthatcarbendazim(benzimid-
azole)exhibitedthehighestinhibitioneffectagainstC.gloeosporioides(EC50=0.056μg/mL),
whileboscalid(nicotinamide)showedthehighestactivityagainstC.nymphaeae(EC50=0.015
μg/mL)andthetargeteddrugscreeningstrategywasproposed,whichprovidedascientificba-
sisfortheprecisepreventionandcontrolofregionaldiseasesanddrugresistancemanagement.
TheresultsofstudyrevealedthatwalnutanthracnoseinChongqingisprimarilycausedbythe
combinedinfectionofC.nymphaeaeandC.gloeosporioides.Atargetedfungicideselection
strategywasproposed,providingascientificbasisforpreciseregionaldiseasemanagementand
resistancegovernance.
Keywords:Juglansregia;anthracnose;pathogenidentification;Colletotrichumnymphaeae;
Colletotrichumgloeosporioides;fungicidescreening

  核桃(JuglansregiaL.)是胡桃科(JuglandaceaeDC.exPerleb)胡桃属(JuglansL.)多年生

落叶乔木,是我国重要的“木本粮油”树种,兼具生态保护和经济价值,其栽培历史可追溯至7

000年前[1]。截至2020年,我国核桃种植面积已达679.1万hm2,覆盖23个省(区、市)[2]。核

桃在重庆市栽培历史悠久,是当地山区重要的经济支柱产业[3]。然而,近年来核桃病害问题日

益突出,尤其是炭疽病在重庆地区发生频率显著升高。2022年初田间调查显示,核桃树叶片出

现褐色病斑,中央呈灰白色,具明显同心轮纹,潮湿条件下形成粉红色黏质分生孢子堆;果实

表面产生多个凹陷、形状不规则的黑褐色病斑,具同心轮纹,后期密布黑色分生孢子盘,严重

时侵染核仁导致褐腐;枝条上可见黑褐色梭形病斑,对核桃产量与品质构成直接威胁[4]。

据文献报道,我国已明确由病原微生物侵染引发的核桃病害达20余种,主要包括核桃细

菌性黑斑病[5-6]、炭疽菌[5]、褐斑病[6]、白粉病[5]、溃疡病[5]、腐烂病[5-7]等。其中,炭疽病因病

原菌遗传多样性和致病机制复杂,已成为制约核桃产业发展的关键因子。核桃炭疽病由刺盘孢

属真菌(Colletotrichumspp.)引起,其病原种类多样,遗传变异显著。我国已报道的核桃炭疽

病原包括胶孢炭疽菌(C.gloeosporioides)和睡莲炭疽菌(C.nymphaeae)等[8-9],其中胶孢炭疽

菌在云南等地为优势种[10],而重庆地区病原种群组成尚不明确。化学防治是目前核桃炭疽病

的主要防控措施,咪鲜胺(Prochloraz)作为推荐药剂,因长期单一使用已导致多地病原菌敏感

性下降[11],抗药性风险日益凸显,亟需开展病原鉴定与药剂筛选研究。

本研究基于重庆市14个区(县)采集的炭疽病样本,通过形态学观察、多基因(ITS-ACT-

GAPDH-Tub2-CAL)系统发育分析明确病原菌种类,并筛选苯并咪唑类、烟酰胺类等10种作

用机制差异化的杀菌剂,评估其对优势病原的抑制效果,以期为重庆地区核桃炭疽病的精准防

控及抗药性管理提供科学依据。
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1 材料与方法

1.1 试验材料

2022年4月至2023年7月,在重庆市北碚区、城口县、巫溪县、巫山县、云阳县、奉节县、

彭水县、黔江县、秀山县、南川区、綦江区、石柱县、涪陵区和丰都县14个核桃种植区开展调

查,采集疑似核桃炭疽病的感病组织,包括叶片(近圆形褐色斑点)、枝条(凹陷梭形病斑)和果

实(表面凹陷严重、具黑褐色病斑)共93份。记录采集时间、地点及症状特征后,将样本置于

4℃冰箱保存备用。

10种供试原药均购自湖北康宝泰精细化工有限公司。除多菌灵用0.2md/L盐酸溶解外,

其余原药均以丙酮溶解配置成10mg/L母液,并以灭菌水稀释至不同质量浓度梯度(表1)。

表1 供试药剂信息

供试药剂
主要成分
含量%

分子式 类型 作用机制

啶酰菌胺 98.00 C18H12Cl2N2O 烟酰胺类 抑制呼吸作用

多菌灵 97.30 C9H9N3O2 苯并咪唑类 干扰有丝分裂,抑制细胞分裂

甲基硫菌灵 97.58 C12H14N4O4S2 苯并咪唑类 干扰有丝分裂,抑制细胞分裂

苯醚甲环唑 95.00 C19H17Cl2N3O3 三唑类 抑制细胞膜形成

丙硫菌唑 97.00 C16H22ClN3O 三唑类 抑制细胞膜形成

戊唑醇 97.00 C14H15Cl2N3OS 三唑类 抑制细胞膜形成

肟菌酯 96.00 C20H19F3N2O4 甲氧基丙烯酸酯类 抑制线粒体的呼吸作用

醚菌酯 97.00 C18H19NO4 甲氧基丙烯酸酯类 抑制线粒体的呼吸作用

嘧菌酯 96.00 C22H17N3O5 甲氧基丙烯酸酯类 抑制线粒体的呼吸作用

吡唑醚菌酯 98.03 C19H18ClN3O4 甲氧基丙烯酸酯类 抑制线粒体的呼吸作用

1.2 病原菌分离纯化与鉴定

1.2.1 病原菌的分离纯化

采用组织分离法[12]进行病原菌分离。病样经流水冲洗后,切取病健交界处组织块(5mm×5mm),

依次使用75%乙醇(15s)和5% NaClO(1min)表面消毒,然后用无菌水漂洗3次,晾干后接种

于马铃薯葡萄糖琼脂(PDA)培养基上,在25℃环境下培养3~7d。采用菌丝尖端挑取法对菌

落进行纯化,获得单一菌落。

1.2.2 致病性测定

参照柯赫氏法则,选取健康核桃叶片,使用70%乙醇表面消毒后,用无菌水冲洗,叶柄包

裹湿润的灭菌脱脂棉,平铺在灭菌纱布上。接种部位刺伤后,覆盖5mmPDA菌饼块,作为接

种菌丝块,对照组接种无菌PDA块。所有样品在25℃下进行光暗交替培养(12h/12h)。接种

7d后,观察发病情况并拍照记录。

1.2.3 形态学鉴定

纯化菌株在PDA培养基上,置于25℃黑暗条件下培养5d后,持续观察菌落形态(如颜

色、质地、边缘特征和生长速率)及微观特征(如分生孢子形态、附着胞结构、产孢结构等),并

拍照记录。

1.2.4 分子生物学鉴定

采用玻璃纸培养法获取分离物的菌丝,利用CTAB法提取DNA。以提取的菌株DNA为
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模板,选择内源转录间隔区(InternalTranscribedSpacer,ITS)、钙调蛋白(Calmodulin,CAL)、

甘油醛-3-磷酸脱氢酶(Glyceraldehyde-3-phosphateDehydrogenase,GAPDH)、β-微管蛋白(β-

tubulin,Tub2)、肌动蛋白(Actin,ACT)作为目标基因,进行PCR扩增(表2)。扩增产物经生

工生物工程(上海)股份有限公司测序后,使用NCBIBLAST比对进行初步鉴定。下载模式菌

株序列,并使用 MEGA11.0软件构建多基因(ITS-ACT-GAPDH-Tub2-CAL)串联系统发育

树。单基因分析采用邻接法(NJ),多基因联合分析则采用最大似然法(ML,Bootstrap=1

000)。

表2 多基因系统发育分析所用引物及序列信息

基因 引物 序列(5’-3’) 退火温度/℃ 长度/bp 参考来源

ITS ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG 55 650 [13]

ITS4 TCCTCCGCTTATTGATATGC

CAL CL1C GAATTCAAGGAGGCCTTCTC 54 700 [14]

CL2C CTTCTGCATCATGAGCTGGAC

GAPDH GDF GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA 62 250 [15]

GDR GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT

Tub2 T1 GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC 55 750 [16]

T2 ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

ACT ACT-512F ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC 55 300 [17]

ACT-783R TACGAGTCCTTCTGGCCCAT

1.3 室内药剂筛选

采用菌丝生长速率法测定供试药剂对两种菌株的毒力。将供试杀菌剂溶解于丙酮中(多菌

灵用0.2mol/LHCl溶解),配制10mg/L母液,再用灭菌水梯度稀释至0.1~100μg/mL。将

含药PDA培养基(9mLPDA+1mL药液)接种直径为5mm的菌饼,在25℃黑暗条件下培

养7d。采用十字交叉法测量菌落直径,计算抑菌率。

抑菌率(%)=(溶剂对照组直径-处理组直径)/(溶剂对照组直径-5mm)×100%。

1.4 数据处理与统计学分析

根据生物统计学概率值表,将抑菌率转换为几率值并与浓度对数进行回归分析。使用

SPSS27和GraphPadPrism8软件,以抑菌率的几率值为纵坐标,浓度的对数为横坐标,计算

毒力回归方程(y=ax+b)、相关系数(R)及抑制中浓度EC50值,用于评价杀菌剂的抑菌能力。

2 结果与分析

2.1 重庆市核桃炭疽病症状

田间调查发现,炭疽病可导致核桃新叶上出现病斑,初期病斑呈近圆形或不规则褐色,周

围有淡黄色晕圈,病斑可沿叶脉扩展成长条状,严重时病斑连片,导致叶片发黄。保湿后,病

斑表面可见灰白色菌丝和分生孢子团。老叶上的病斑多为近圆形,随着叶脉扩展或因叶脉阻碍

呈现梭形,病斑边缘呈深褐色,中间部分为浅褐色干枯,易破裂,病斑中央有黑色点状结构,为

炭疽菌的分生孢子盘(图1a)。茎秆上的病斑初期为黑色竖线,逐渐扩大形成梭形凹陷,后期病

斑扩展成片,导致枝条发黑萎缩,苞芽被侵染后可能发黑并掉落(图1b)。果实上的病斑初期呈褐
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色,后期转为黑褐色,病斑呈近圆形,中央下陷。一个果实上可出现多个病斑,病斑融合后可导

致果实整体变黑腐烂。病害侵染青皮部位甚至可扩展至核仁内部,使果实失去经济价值(图1c)。

图1 重庆市核桃炭疽病症状

2.2 病原菌的分离纯化结果

通过表面消毒、病健交界组织分离及PDA培养纯化,共获得95株病原分离物。根据培养

性状的观察,发现有两种表型较为一致。第一种表型以重庆市北碚区天府镇叶片样品的分离物

BTZL1-4为代表,共分离到25株,占比26.32%;第二种表型以城口县高观镇果实样品的分离

物CGWF-6-10为代表,共分离到32株,占比33.68%。

2.3 致病性测定结果

菌株BTZL1-4、CGWF-6-10接种核桃叶片后,在伤口处形成中间褐色,边缘深褐色病斑,

病斑处呈现轮纹状排列的粉色分生孢子,且菌株接种后接种叶颜色发黄(图2)。经柯赫氏法则
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验证,在病斑处分离到相应菌落形态的病原菌。

图2 菌株接种后核桃叶片症状

2.4 形态学鉴定结果

菌株BTZL1-4在PDA平板上培养时,菌落正面呈灰白色至淡褐色,从背面观察可见同心

轮纹状结构,背面颜色较暗黄,后期色素沉着转为淡褐色至橄榄色。气生菌丝丰富,呈灰白色,

致密且隆起,棉絮状,边缘不规则,生长速率较快,平均生长速率为(12.79±1.00)mm/d。培

养2周后,菌落中央逐渐形成橙色孢子团,随后孢子团从基部开始硬化,最终转变为黑色菌核,

并被气生菌丝覆盖,半埋于培养基中。营养菌丝透明,光滑且有分隔;分生孢子单胞,椭圆形,

直,一端钝圆,另一端较扁平,无隔膜,具一个油球,大小为(12.5~15.0)μm×(5.0~7.5)μm,

长宽比(L/W)=2.4。分生孢子梗呈弯曲的圆梯形,透明无色,长短不一。附着胞呈近圆形或

不规则椭圆形,灰色至深灰色,边缘规则,芽管可从分生孢子的一端或两端伸出,透明无色,无

隔(图3)。
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从左至右依次为菌落正面、菌落背面、分生孢子梗和分生孢子。

图3 菌株BTZL1-4的形态特征

菌株CGWF-6-10在PDA平板上培养时,菌落正面呈灰白色,正面和背面布满雪花状的小

白点。气生菌丝丰富,呈灰白色,隆起且致密,呈棉絮状,边缘规则,生长速率较慢,平均生长

速率为(6.76±2.14)mm/d。培养7d后,菌落中央出现橙色孢子团,随后孢子团从基部开始硬

化,最终转变为黑色菌核,且被气生菌丝覆盖,半埋于培养基中。营养菌丝透明,光滑且有分

隔;分生孢子单胞,椭圆形,直,一端钝圆,另一端锐尖,无隔膜,具一个油球,大小为(13.7~

17.5)μm×(5.0~6.3)μm,长宽比(L/W)=2.9。分生孢子梗呈圆梯形,上窄下宽,透明无色。

附着胞呈近圆形或不规则椭圆形,灰色至深灰色,边缘规则,芽管可从分生孢子的一端或两端

伸出,透明无色,无隔,长短不一(图4)。

从左至右依次为菌落正面、菌落背面、分生孢子梗和分生孢子。

图4 菌株CGWF-6-10的形态特征

2.5 分子生物学鉴定结果

对菌株BTZL1-4和CGWF-6-10分别进行ITS、ACT、CAL、GAPDH、Tub2基因的扩增

和测序,BLAST比对结果显示,菌株BTZL1-4与胶孢炭疽菌(Colletotrichumgloeosporioides)

的序列一致率超过99%,而菌株CGWF-6-10与睡莲炭疽菌(Colletotrichumnymphaeae)的序

列一致率超过99%。根据“ITS-ACT-GAPDH-Tub2-CAL”基因顺序进行拼接,并使用 MEGA

11.0软件构建系统发育树。结果表明,菌株BTZL1-4与C.gloeosporioides聚类在同一支,菌

株CGWF-6-10与C.nymphaeae聚类在同一支(图5)。

82 植 物 医 学        http://xbbjb.swu.edu.cn       第4卷



图5 基于ITS、ACT、GAPDH、Tub2和CAL 基因联合序列的多基因系统发育树

2.6 室内药剂筛选结果

筛选结果显示,胶孢炭疽菌和睡莲炭疽菌对啶酰菌胺、多菌灵、甲基硫菌灵、苯醚甲环唑、丙

硫菌唑、戊唑醇、肟菌酯、醚菌酯、嘧菌酯和吡唑醚菌酯这10种杀菌剂的敏感程度有所不同。胶

孢炭疽菌对苯并咪唑类杀菌剂多菌灵和甲基硫菌灵的敏感度较高,EC50值分别为0.056μg/mL
和1.564μg/mL,而对甲氧基丙烯酸酯类的肟菌酯、醚菌酯和嘧菌酯则表现出抗性。睡莲炭疽

菌对烟酰胺类杀菌剂啶酰菌胺和苯并咪唑类的多菌灵表现出较高的敏感性,EC50值分别为

0.015μg/mL和0.250μg/mL,三唑类杀菌剂丙硫菌唑的抑菌效果也较好;然而,对甲氧基丙烯

酸酯类的肟菌酯和醚菌酯表现出抗性(表3)。

表3 单药剂筛选结果

供试药剂
胶孢炭疽菌

毒力回归方程 R2 EC50/(μg·mL-1)
睡莲炭疽菌

毒力回归方程 R2 EC50/(μg·mL-1)

啶酰菌胺 y=0.2618x-1.1197 0.7836 125.292 y=0.05706x+0.0688 0.9878 0.015
多菌灵 y=0.6322x+1.0200 0.8817 0.056 y=0.1652x+0.1003 0.9296 0.250

甲基硫菌灵 y=1.5039x-0.3504 0.9146 1.564 y=0.6342x-0.6367 0.8124 8.101
苯醚甲环唑 y=0.8491x-1.1399 0.8103 25.990 y=0.5959x-0.4454 0.7364 8.485
丙硫菌唑 y=1.1497x-1.3902 0.8419 11.290 y=0.5599x-0.1267 0.9629 1.661
戊唑醇 y=1.0897x-0.7570 0.9919 4.565 y=1.1427x-0.7859 0.8239 7.297
肟菌酯 y=0.3801x-1.2215 0.9004 3707.000 y=0.3106x-1.5904 0.8855 45650.000
醚菌酯 y=0.5957x-0.7172 0.7992 1245.000 y=0.0799x-0.5108 0.9226 1215.000
嘧菌酯 y=0.2099x-0.8575 0.8750 9488.000 y=0.2061x-0.1798 0.7792 7157.000

吡唑醚菌酯 y=0.9195x-0.6832 0.9785 6.315 y=0.7259x-1.1942 0.9849 44.370
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3 讨论与结论

本研究观察到的核桃炭疽病症状与国内外关于Colletotrichum 属病原菌侵染特征的报道一

致[18-19]。其中,病斑上的粉红色分生孢子堆是炭疽病的典型标志,这一发现为田间快速诊断提

供了直观依据。通过形态学观察与多基因系统发育分析,首次明确重庆市核桃炭疽病的主要病

原为睡莲炭疽菌(Colletotrichumnymphaeae)和胶孢炭疽菌(Colletotrichumgloeosporioides),

其中睡莲炭疽菌的分离率较高。该结果与既往报道中以C.gloeosporioides为主的病原构成存

在细微差异[9]。此外,C.nymphaeae 作为核桃炭疽病病原体,于2021年在意大利首次被报

道[20],并于2022年在我国首次被确认作为核桃炭疽病的病原[21],这表明Colletotrichumnym-

phaeae已在我国西南地区建立了稳定的种群,可能与重庆湿润多雾的气候条件以及核桃品种

的种植布局相关。

在病原鉴定方法上,本研究突破了单一ITS 基因鉴定的局限性。由于炭疽菌属的ITS 序

列同源性较高且种间差异较小,本研究结合ACT、CAL、GAPDH 和Tub2基因,构建了多基

因系统发育树,从而显著提升了菌株区分的精度,使得鉴定结果更加准确。这一策略为复杂环

境下炭疽菌的精准分类提供了可推广的技术框架,尤其适用于具有高度表型可塑性的植物病原

菌鉴定。

化学防治试验结果显示,多菌灵(苯并咪唑类)对胶孢炭疽菌,啶酰菌胺(烟酰胺类)对睡莲

炭疽菌表现出高效的抑制活性,EC50值分别为0.056μg/mL和0.015μg/mL,这与两类病原菌

的遗传背景及药剂作用靶标的差异密切相关[22]。值得注意的是,甲基硫菌灵(同为苯并咪唑

类)在室内的抑菌效果弱于多菌灵,推测这一差异与甲基硫菌灵需在植物体内转化为多菌灵的

特性有关。在实验室无菌条件下,缺乏植物代谢酶的作用,导致活性成分的转化受到限制。然

而,甲基硫菌灵的环境稳定性较好(仅在强碱条件下分解)及其较强的内吸性使其在田间可能具

有更持久的防控效果,这一推测需通过田间药效试验进一步验证[23-24]。抗药性检测结果表明,

胶孢炭疽菌和睡莲炭疽菌对甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂(如肟菌酯和醚菌酯)表现出显著抗性,且

胶孢炭疽菌对甲基硫菌灵的抗性存在地域与年份差异[25-28],这与重庆地区长期单一依赖此类药

剂的用药历史密切相关。

尽管本研究为重庆核桃炭疽病的防控提供了重要依据,但由于样本量和菌株数量有限,可

能未全面代表重庆市核桃炭疽病病原菌的多样性。此外,药剂筛选仅停留在室内抑菌水平,本

研究未进行大规模的田间试验,因此实际防效可能受到气候、施药时机等因素的影响。药剂的

田间效果和抗药性风险仍需进一步评估。未来研究可通过扩大样本量,更全面地了解核桃炭疽

病病原菌的分布情况,并通过田间试验验证室内筛选药剂的防治效果。与此同时,深入研究病

原菌的抗药性机制,将为新型杀菌剂的开发提供理论支持。此外,开发综合防治策略,减少对

化学药剂的依赖,将有助于实现更加可持续的病害管理。
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