
2025，47（1）
https://doi.org/10.3724/aauj.2025011

江西农业大学学报 
Acta Agriculturae Universitatis Jiangxiensis

http : / / xuebao.jxau.edu.cn

一株玉兰炭疽病新病原鉴定与防治药剂筛选
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摘要：【目的】旨在明确江西省玉兰炭疽病病原菌种类和生物学特性，对采集的具有典型发病症状的玉兰叶片进

行分离鉴定并筛选高效化学防治药剂，为玉兰炭疽病防控提供理论依据。【方法】采用组织块分离法对玉兰炭疽

病发病叶片进行病原菌分离纯化，并根据柯赫式法则对分离得到的 5株代表菌株进行致病性测定后，对最后

分离所得的病原菌 BTJ3 进行形态学鉴定；以 ITS、CHS-1、ACT、TUB2 等引物对病原菌进行 PCR 扩增与测序，

在 NCBI数据库中进行BLAST同源性比对分析，使用MEGA 7.0软件构建多基因序列系统发育树，以对病原菌进

行分子鉴定。利用菌丝生长速率法测定病原菌的生物学特性，并采用含药平板法开展病原菌室内毒力测定。

【结果】（1）玉兰炭疽病病斑呈圆形或不规则形，中间深褐色，后期病斑扩大呈深灰色，边缘黑色并带有黄绿色晕

圈；从采集的玉兰病叶样本中共分离获得 5株炭疽菌菌株，遵循柯赫式法则确定菌株BTJ3为玉兰炭疽病病原，

该病原菌形成的菌落初期为灰白色，气生菌丝发达，后期出现灰绿色同心圆环；分生孢子呈长椭圆形，大小为

（8.7~19.5） μm×（3.45~6.36） μm，单胞，两端钝圆，透明无隔膜；分生孢子附着胞不规则形，卵圆形或球形，浅棕

色至灰黑色，大小为（7~10.8） μm×（4.2~7.3） μm。（2）将菌株 BTJ3的 ITS、CHS-1、TUB2和 ACT 基因序列提交至

GenBank中，获得序列登录号为 PQ225996、PQ243288、PQ243289、PQ233290；基于多基因序列构建的系统发育

树结果显示，菌株BTJ3与暹罗炭疽菌聚为同一个进化支，且支持率为 93%，通过形态学结合多基因（ITS，TUB2，
ACT，CHS-1）联合的系统发育分析，鉴定引起江西省玉兰炭疽病的病原菌为暹罗炭疽菌（Colletotrichum 
siamense）。（3）适宜该病原菌生长的温度为 20~30 ℃；最适的 pH 范围为 7~9，甘露醇和蛋白胨为最佳碳、氮源，

光暗交替环境有利于其生长。（4）室内药剂筛选结果表明，80% 多菌灵可湿性粉剂对暹罗炭疽菌有较好的抑

制作用，其 EC50值为 0.28 μg/mL。【结论】首次报道引起江西省玉兰炭疽病的病原菌为暹罗炭疽菌，明确了病原

菌生物学特性和最佳化学防治药剂，为玉兰炭疽病科学防治提供依据。
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Abstract：［Objective］In order to clarify the species and biological characteristics of Magnolia denudata 
anthracnose in the campus of Jiangxi Agricultural University，the leaves of Yulania denudata anthracnose with 
typical symptoms were isolated and identified，and the efficient chemical control agents were screened to 
provide theoretical basis for the prevention and control of anthracnose in Yulania denudata.［Method］The 
pathogen was isolated and purified from the diseased leaves of Magnolia denudata by tissue block separation 
method，and the pathogenicity of the five representative strains was determined according to Koch’s rule，
and the morphological identification of the pathogen BTJ3 wasconducted.ITS，CHS-1，ACT，TUB2 and other 
primers were used for PCR amplification and sequencing of pathogenic bacteria.BLAST homology comparison 
analysis was performed in the NCBI database，and MEGA 7.0 software was used to construct a multi-gene 
sequence phylogenetic tree for molecular identification of pathogenic bacteria.The biological characteristics 
of the pathogen were determined by mycelial growth rate method，and the indoor virulence of the pathogen 
was determined by drug-containing plate method.［Result］The lesions of anthracnose on Magnolia are 
round or irregular.They are dark brown in the center. In the later stage，the lesions expand and turn dark 
gray，with black edges and a yellowish-green halo.A total of 5 strains of Colletotrichum were isolated from 
the collected Magnolia leaf samples. According to Koch’s rule，the strain BTJ3 was identified as the 
pathogen of Magnolia anthracnose.The colony formed by the pathogen was grayish white in the early stage，
with developed aerial hyphae，and grayish green concentric rings appeared in the later stage.The conidia were 
oblong，measuring 8.7-19.5 μm in length and 3.45-6.36 μm in width，unicellular，with bluntly rounded ends，
transparent and without septa.The appressoria of the conidia were irregular，ovoid or spherical，light brown to 
grayish-black，and measure 7-10.8 μm in length and 4.2 - 7.3 μm in width.The ITS，CHS-1，TUB2 and ACT 
gene sequences of strain BTJ3 were submitted to GenBank，and the obtained sequence accession numbers were 
PQ225996，PQ243288，PQ243289 and PQ233290. The phylogenetic tree constructed based on multiple gene 
sequences showed that that strain BTJ3 clustered into the same evolutionary clade as Colletotrichum siamense，
with a bootstrap support value of 93%.The pathogen of Magnolia anthracnose in Jiangxi Province was identified 
as Colletotrichum siamense by morphology combined with phylogenetic analysis of multiple genes（ITS，TUB2，
ACT，CHS-1）.The suitable temperature for the growth of the pathogen was 20-30 ℃.The optimum pH range 
was 7-9，mannitol and peptone were the best carbon and nitrogen sources，and the alternating light and dark 
environment was beneficial to its growth. The results of indoor fungicide screening showed that 80% 
carbendazim WP had a good inhibitory effect on Colletotrichum siamensis，and its EC50 value was 0.28 μg/mL.
［Conclusion］The pathogen causing anthracnose of Magnolia denudata in Jiangxi Province was first reported to 
be Colletotrichum siamensis.The biological characteristics of the pathogen and the best chemical control agent 
were clarified，which laid a foundation for the scientific control of Magnolia anthracnose.

Keywords：Magnolia denudata；Colletotrichum siamense；biological characteristics；multigene joint 
analysis；fungicide screening

【研究意义】我国是木兰科植物资源最丰富的国家，世界范围内木兰科植物约有16个属，我国便涵盖

其中 11个属，占比达世界属总数的 70%[1]。玉兰（Yulania denudata）为木兰科（Magnoliaceae）玉兰属（Yu⁃
lania）开花乔木[2]。其树干通直，树冠宽广，叶片互生呈倒卵形。玉兰主要含有柠檬醛、脂肪酸、维生素A
等化学成分，树皮、花瓣也可入药，用于治疗头痛、急性鼻窦炎等疾病，具有一定的药用价值[3]，对二氧化

硫、氯气等也有较强的抗性，作为木兰科植物中常用的春花乔木，具有较高的观赏价值，是我国名贵园林

树木之一[4]。病害是影响玉兰健康生长的关键因素之一，玉兰的病害主要包括枯枝病、叶斑病、黄化病、
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黑斑病和煤污病等[5-6]。炭疽菌属（Colletotrichum）真菌寄主广泛，植物炭疽病是一种由炭疽菌属真菌引起

的常见病害，在全球范围内均有发生，造成重大经济损失[7]。已于 2012年被列为世界第八大植物病原真

菌[8]。许多炭疽菌属内的物种都能引起植物发病，这些病原真菌不仅能侵染大田作物和经济作物，导致

作物减产甚至死亡，还危害观赏、园艺和药用植物等，对农业经济也造成了巨大的损失[9]。炭疽病的症状

主要为黑色椭圆形或不规则形病灶，在植物幼苗期至成熟阶段均可发病。发病后期叶片遍布病斑，甚至

枯萎脱落，严重影响寄主植物的光合作用和呼吸作用等生命活动[10]。目前对于玉兰病害的相关研究较

少，针对病害特点做出的防控手段也不足。因此，分离鉴定玉兰炭疽病病原并探究其培养条件，以及筛

选高效的化学药剂对于玉兰炭疽病的防治具有重要意义。【前人研究进展】随着对植物病害研究的不断

深入，学者们对炭疽菌的寄主植物范围也有了更全面的研究、认知和了解。李翰文等[11]发现隐秘炭疽菌

（Colletotrichum aenigma）为洒金珊瑚炭疽病的主要病原真菌；由斯高威尔炭疽菌菌（C. scovillei）侵染引起

阴香炭疽病[12]；日本女贞炭疽病是由暹罗炭疽菌侵染引起[13]；果生炭疽菌是引起重要油料作物攸县油茶

发病的主要种群[14]；胶孢炭疽菌（C. gloeosporioidess）是引起草莓茎部发病的主要种群[14]；喀斯特炭疽菌

（C. karstii）[16]和尖孢炭疽菌（C. acutatum）[17]引起甜柿果实腐烂或枝条枯死；2022年首次发现可可炭疽菌

是侵染观花植物距瓣豆叶片的病原真菌[18]。

【本研究切入点】对病原菌进行准确的分类鉴定是研究其传播途径、流行规律及对病害开展正确防

治手段的基础[19]。尽管近年来学者们对炭疽菌属真菌进行了广泛的研究，但关于该菌引起玉兰病害的

文献报道极少。目前，对玉兰上是否存在其他病原菌及引起玉兰叶部病害的病原菌生物学特性的认识

仍然有限。【拟解决的关键问题】研究从形态学和分子生物学角度对江西省新发生的玉兰炭疽病病原菌

进行鉴定，旨在准确识别其病原菌种类，探究其病原菌的培养条件，并筛选对其高效防治的化学药剂进

行，进而为玉兰炭疽病病害灾变规律及有效防控策略的定制提供科学的理论基础与参考依据。

1 材料与方法

1.1　材料

1.1.1　供试样品采集　

玉兰叶斑病病害样本采集于江西农业大学树木园，均为表现出典型病害症状的叶片，观察症状特征

并拍照记录。采摘后将病叶装入干净的自封袋中及时带回实验室，置于4 ℃冰箱中保存备用。

1.1.2　供试培养基　

参考董汉松[20]的方法，配制 7种供试培养基，分别为 PDA 培养基、NA 培养基、FIM 培养基、WA 培养

基、PSA培养基、Czapek培养基和SNA培养基。

1.1.3　试剂与仪器　

20%唑醚·氟环唑悬浮剂（孟州广农汇泽生物科技有限公司）、40%腈菌唑悬浮剂（江西禾益化工股

份有限公司）、80% 乙蒜素水剂（大地农化生物科技有限公司）、70% 代森联水分散粒剂（巴斯夫欧洲公

司）、40%苯醚甲环唑悬浮剂（青岛好利特生物农药有限公司）、5%己唑醇悬浮剂（江苏谷顺农化有限公

司）、70%甲基硫菌灵可湿性粉剂（山东邹平农药有限公司）、80%多菌灵可湿性粉剂（河北冠龙农化有限

公司）奥林巴斯生物体视显微镜（BX53型）、恒温恒湿培养箱（LRH-250CL型）电泳成套设备、PCR 扩增

仪、电泳仪、凝胶成像系统（SIM型）、-80 ℃超低温冰箱（MDF-86V936型）。

1.2　方法

1.2.1　病原菌的分离纯化　

采用组织分离法[21]对采集的玉兰病叶进行病原菌分离。用清水冲洗以去除表面附着的杂质后，用

无菌吸水滤纸吸干表面水分，用无菌手术刀在病叶的病健交界处切取大小约 3 mm×3 mm的组织样品。

将切取的样本依次浸入 0.3%次氯酸钠溶液中 2 min，随后在体积分数 75%乙醇中短暂浸泡 30 s，最后用

无菌水连续漂洗 3次，彻底清除试剂残留后用灭菌的滤纸吸干。将消毒后的组织块立即接种至 PDA培

养基表面，将接种平板倒置放于 25 ℃恒温培养箱中培养 5 d，当出现明显菌落后，用无菌打孔器从菌落边

缘挑取菌丝块，转移至新的PDA平板上[22]，进行初步纯化培养，25 ℃培养 7 d进行进一步分离及纯化，以

确保获得单一纯化的病原菌菌株。
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1.2.2　致病性测定　

选取健康无损伤的玉兰叶片作为接种对象，对叶片进行表面消毒后，在叶片主脉两侧分别选择 3个

接种点[23]。设置刺伤和无刺伤 2种处理，在刺伤处理组中，使用无菌针在选定的接种点轻轻刺伤叶片表

皮，以模拟自然感染条件；而在无刺伤处理组中，叶片表面保持完整。将菌饼分别接种至相应处理组的

叶片上，接种后的叶片套上装有湿润的脱脂棉的自封袋保湿，以接种无菌琼脂块为对照。待接种叶片出

现典型病害症状后，按照 1.2.1的方法对发病叶片进行再分离，通过观察菌株的形态学特征，验证分离所

得菌株与原接种菌株的一致性。

1.2.3　病原菌形态学鉴定　

将纯化得到的菌株转接到 PDA 平板上 25 ℃暗培养 7 d，观察菌落形态特征。10 d后挑取病原菌孢

子，在光学显微镜下观察其分生孢子的形态、颜色，并测量大小，对其进行形态学鉴定[24]。

1.2.4　病原菌分子鉴定　

将纯化得到的代表菌株转接至PDA培养基上25 ℃活化7 d，用无菌解剖刀从平板中挑取足量新鲜菌

丝体，用无菌研钵进行充分研磨。通过十六烷基三甲基溴化铵（CTAB）法对供试菌株的基因组DNA进行

提取[25]，将得到的 DNA 样品储存在-20 ℃冰箱中保存。以 ITS（internal transcribed spacer），CHS-1（chitin 
synthase 1）、ACT（actin）和 TUB2（β-tubulin 2）序列设计引物，进行扩增与测序。具体引物序列见表 1，引
物均由生工生物工程（上海）股份有限公司提供。PCR反应体系总体积为 25 μL，包含 1.0 μL的 DNA模

板，引物各 1.0 μL，2×Taq Master Mix 12.5 μL及 9.5 μL ddH2O。PCR扩增程序为：94 ℃预变性 5 min；94 ℃
变性 20 s，59 ℃退火 20 s，72 ℃延伸 50 s，30 个循环；最后 72 ℃延伸 10 min（CHS-1 基因的退火温度为

55 ℃；TUB2基因的退火温度为 59 ℃；ACT基因的退火温度及时间为 55 ℃、20 s）。PCR产物通过琼脂糖

凝胶电泳检测后送至生工生物工程（上海）股份有限公司进行序列测定。

获得的序列上传至GenBank，并在NCBI数据库中进行BLAST同源性比对分析。使用MEGA 7.0，采
用最大似然法（maximum likelihood）构建多基因序列系统发育树[29]，Boot-strap值设为 1 000来检验系统发

育树的可靠性。

1.2.5　病原菌生物学特性　

（1）不同培养基对菌丝生长的影响。将 PDA、NA、FIM、WA、PSA、Czapek和 SNA等几种培养基配制

好后 121 ℃湿热灭菌，制备平板。将供试病原菌菌饼接入冷却的平板中央，设 3次重复，25 ℃暗培养 6 d
后，使用十字交叉法测算供试菌株生长直径。

以此试验结果设置最适病原菌生长的基础培养基，用无菌打孔器打出 6 mm的菌饼接入以下各处理

组的平板中，每个处理设 3次重复。放置于相应条件下 25 ℃培养 6 d后，采用十字交叉法测量菌株生长

直径。

（2）光照对菌丝生长的影响。将供试菌株菌饼接入 PDA平板正中央，设置以下 3种光照处理：连续

光照（200 lx，灯皿距离 20 cm），完全黑暗（0 lx），光暗交替（12 h/200 lx、12 h/0 lx，灯皿距离 20 cm），其中黑

暗处理用3层锡箔纸包裹完全遮光，将供试菌株接入平板培养。

表1　引物序列

Tab.1　Primer sequences

基因

Gene
ITS

CHS-1

TUB2

ACT

引物名称

Primer name
ITS1
ITS4

CHS-79F
CHS-345R

T1
Bt2b

ACT-512F
ACT-783R

碱基序列（5'-3'）
Sequence（5'-3'）

TCCGTAGGTGAACCTGCGG
TCCTCCGCTTATTGATATGC

TGGGGCAAGGATGCTTGGAAGAAG
TGGAAGAACCATCTGTGAGAGTTG

AACATGCGTGAGATTGTAAGT
ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC

ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC
TACGAGTCCTTCTGGCCCAT

序列来源

Reference
[26]

[27]

[28]

[27]
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（3）pH对菌丝生长的影响。以 PDA培养基作为基础培养基，设置 8个不同的 pH处理水平，范围为

4.0~11.0（误差范围±0.2）的处理进行实验。用 1 mol/L HCl和 1 mol/L NaOH溶液分别将培养基的 pH值调

节为 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0 和 11.0 后，121 ℃湿热灭菌 20 min 后制备无菌平板，将株接入平板

培养。

（4）温度对菌丝生长的影响。以 5 ℃为梯度，设置 5~40 ℃的 8个温度处理进行试验，将供试菌株放

入对应温度培养箱中培养。

（5）碳、氮源对菌丝生长的影响。以Czapek培养基为基础培养基，参照韦唯等[30]的方法，将果糖、麦

芽糖、甘露醇、葡萄糖、可溶性淀粉等 5种不同碳源等质量替换培养基中原有的蔗糖，制备含有不同碳源

的培养基；将蛋白胨、牛肉膏、尿素、硫酸铵、酵母浸粉等 5种不同氮源等质量替换培养基中原有的硝酸

钠，制备含有不同氮源的培养基。将供试菌株接入不同碳、氮源平板中培养。

1.2.6　室内药剂筛选　

根据供试杀菌药剂说明书上的推荐使用浓度，按半倍梯度法分别稀释成不同浓度梯度，不同药剂的

测试浓度如表 2所示。将药剂按照一定的体积比加入灭菌后的 PDA培养基中，制备含有不同测试浓度

的带药平板。同时，用无菌水以相同体积比例代替药液加入培养基，设置空白对照组，每个浓度处理重

复 3次。将直径为 6 mm的供试菌株菌饼接种至含药培养基的中央区域，在 25 ℃黑暗条件下培养 8 d，采
用十字交叉法测量菌落直径，计算出药剂的抑制率并转化为抑制机率值。利用Excel 2010和 SPSS 23.0
软件，根据机率值和药剂测试浓度对数进行回归分析。

抑制率=[（对照组菌落直径-处理组菌落直径）/（对照组菌落直径-菌饼直径）]×100% （1）

2 结果与分析

2.1　玉兰炭疽病病原菌的分离及致病性测定

玉兰炭疽病主要侵染玉兰叶片，新病害的典型症状表现为叶片上出现圆形或不规则形病斑，发病初

期病斑较小，中间呈深褐色，中后期病斑扩大，逐渐变深灰色或灰白色，中心偶有出现黑色小点，边缘黑

色并带有黄绿色晕圈。在干燥条件下病斑中心脱落形成穿孔。

对发病症状明显的玉兰叶片样本进行分离纯化培养，根据菌落形态，共获得纯化菌株 5株，编号为

BTJ1-BTJ5。通过喷洒分生孢子悬浮液和菌饼刺伤接种，7 d后，观察到仅接种 BTJ3病原菌的叶片明显

表现出与最初在树木园中采集的病害样本相似的发病症状，而对照组及接种其余4株分离物的叶片均未

出现发病症状。接种BTJ3的叶片在活体植株上出现的病斑均呈不规则形，发病初期深褐色，中后期逐

渐变黑，病斑四周带有黄绿色晕圈，最终病斑中心脱落形成穿孔，这一特征与自然条件下玉兰叶片炭疽

病发病症状相吻合。摘取接种后发病叶片进行病原菌再分离，获得了形态学特征与原接种菌株BTJ3一

致的病原菌，依据柯赫氏法则验证原接种菌株BTJ3为玉兰炭疽病病原菌。

表2　药剂浓度

Tab.2　Concentration of fungicides

药剂名称

Drug name
20％唑醚·氟环唑 20％ Pyraclostrobin+Epoxiconazole
80%乙蒜素 80% Ethylicin
70%代森联 70% Metiram
40%苯醚甲环唑 40% Difenoconazole

5%己唑醇 5% Hexaconazole
70%甲基硫菌灵 70% Thiophanate-methyl
80%多菌灵 80% Sanmate
40%腈菌唑 40% Boniconazole

测试浓度/（μg·mL-1）

Test concentration
25
32

700
50

12.5
87.5
3.2
200

12.5
16

350
25

6.25
43.75

1.6
100

6.25
8

175
12.5

3.13
21.88

0.8
50

3.13
4

87.5
6.25
1.56

10.94
0.4
25

1.56
2

43.75
3.13
0.78
5.47
0.2

12.5
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2.3　玉兰炭疽病病原菌的形态学鉴定

将菌株BTJ3在PDA培养基上 25 ℃暗培养 6 d，以观察菌落特征。菌株BTJ3在培养基上的菌丝初期

为灰白色，气生菌丝较长且稠密，放射状向外扩展，边缘整齐。5 d左右菌丝中心出现灰绿色同心圆环并

向外扩展，外缘白色菌丝背面一般会形成明显的轮纹并伴有黑色点状物质。培养后期于菌落中心位置

产生橙色分生孢子堆。通过镜检观察，发现其分生孢子（图2B）呈长椭圆形，单胞，两端钝圆，透明无隔膜，

大小为（6.7~19.5） μm×（3.45~6.36） μm；分生孢子附着胞不规则形，卵圆形或球形，浅棕色至灰黑色，大小

为（5.1~10.8） μm×（4.2~7.3） μm。根据形态特征，初步鉴定供试菌株BTJ3为暹罗炭疽菌C. siamense。

A：自然发病玉兰叶片；B：发病后期的玉兰叶片；C：接种发病玉兰叶片；D：健康玉兰叶片。
A：Naturally diseased Y. denudata leaves；B：Leaves of Y. denudate in late stage of disease；

C：Inoculation of diseased Y. denudate leaves；D：Healthy Y. denudate leaves.
图1　玉兰炭疽病发病症状

Fig.1　Symptoms of Yulania denudate anthracnose disease

A：菌株正反面；B：分生孢子；C：分生孢子附着胞；D：菌丝附着胞。
A：Positive and negative sides of the strain；B：Conidium；C：Conidia appressoria；D：Hyphae appressorium.

图2　玉兰炭疽病病原菌的形态特征
Fig.2　Morphological characteristics of anthracnose pathogen of Yulania denudata
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2.4　玉兰炭疽病病原菌的分子生物学鉴定

将菌株BTJ3的 ITS、CHS-1、TUB2和ACT基因序列提交至GenBank中，获得序列登录号为PQ225996、
PQ243288、PQ243289、PQ233290。基于多基因序列构建的系统发育树结果显示，菌株 BTJ3 与 C. sia⁃
mense DJ-11聚为同一个进化支，且支持率为 93%（图 3）。综合菌株形态特征和分子生物学鉴定结果，将

引起玉兰炭疽病的病原菌鉴定为C. siamense。

2.5　玉兰炭疽病病原菌的生物学特性

2.5.1　不同培养基对菌丝生长的影响　

BTJ3的适应性较强，在除WA外的 6种供试培养基中均能正常生长。在所有供试培养基中，PDA培

养基是最适合BTJ3菌丝生长的培养基（图 4A）。在该培养基上，菌落直径达到 7.87 cm，显著高于其他供

试培养基中菌落直径。其次为 PSA培养基和NA培养基，菌落直径为 7.60 cm、7.23 cm。在CZA，SNA和

FIM培养基中生长速度较为缓慢，而WA是最不适合菌株生长的培养基，在WA培养基上生长最慢，菌落

直径显著小于其他供试培养基，且气生菌丝极稀疏。因此说明，PDA培养基为BTJ3菌丝生长提供了最

适宜的环境，而WA培养基则是最不适合菌株生长的基质。

2.5.2　光照对菌丝生长的影响　

BTJ3 的菌丝在 3 种光照处理下均能生长，但受光照影响其生长速率有显著差异（图 4B）。其中，

12 h/光照 12 h/黑暗条件下 BTJ3菌丝生长最快，6 d后菌落直径为 7.47 cm，显著高于其他光照条件下病

原菌菌丝生长直径。24 h/d光照条件和完全黑暗处理下菌丝生长直径分别为 6.70 cm、6.27 cm，二者间并

无显著性差异（P>0.05）。

2.5.3　pH对菌丝生长的影响　

BTJ3 在 pH 值为 4.0~11.0 的条件范围内均能生长，在 pH 值为 4.0 和 11.0 时，菌丝生长最缓慢，仅为

5.30 cm，在 pH 值为 7~9 时生长较快，菌落直径为 6.10~7.00 cm，其中，pH 值为 7.0 时菌落直径最大，为

7.00 cm（图 4C），各处理间差异不明显，但显著高于其他 pH 值条件下菌丝生长直径。当 pH 值为 10.0~
11.0时，菌丝生长直径呈下降趋势。说明在中性或弱碱性条件下，BTJ3菌丝能正常生长，在酸性或者碱

性条件下，菌丝生长则受到抑制。

2.5.4　温度对菌丝生长的影响　

在 10~35 ℃温度范围内，BTJ3菌株能生长，但其生长活力差异较大。在 5 ℃、40 ℃时不生长（图 4D）。

10 ℃时，菌丝生长严重受阻，15~35 ℃时能正常生长，菌丝生长速度呈上升趋势，25 ℃时达到最大，为

7.80 cm，显著高于其他温度条件下的菌丝生长直径。继续升高温度后，菌丝生长开始受到阻碍，40 ℃

图3　基于 ITS、CHS-1、TUB2和ACT基因联合序列构建的系统发育树

Fig.3　Phylogenetic tree was constructed based on the combined sequences of ITS，CHS-1，TUB2 and ACT genes
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时，菌丝不生长。将 5 ℃和 40 ℃温度条件下的培养皿转至 25 ℃培养箱种培养，发现 5 ℃条件下的菌丝能

正常生长，但 40 ℃条件下菌丝不生长，因此认为BTJ3菌株生长的最适温度为 25 ℃，而 40 ℃为BTJ3菌株

的致死高温，而5 ℃仅抑制菌丝生长，并非其致死低温。

2.5.5　碳源对菌丝生长的影响　

添加不同碳源条件下，BTJ3菌株生长情况具有显著性差异（图 4E）。BTJ3菌株在不添加碳源的情况

下菌丝生长受阻，仅为 5.80 cm，且气生菌丝极稀薄。在添加了碳源的其余培养基上菌丝正常生长，气生

菌丝发达，呈白色。在添加甘露醇为碳源时，BTJ3菌株生长最快，6 d生长直径为 7.80 cm，显著高于其余

几种碳源添加的培养基中菌丝生长直径，且菌落边缘清晰，菌丝密集。其次为添加麦芽糖和葡萄糖为碳

不同小写字母表示差异显著（P<0.05）。
Different lowercase letters represent significant difference（P<0.05）.

图4　玉兰炭疽病病原菌的生物学特性
Fig.4　Biological characteristics of anthracnose pathogen of Yulania denudate
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源时，菌丝生长直径分别为 7.30 cm、7.20 cm，二者间无显著性差异。相比之下，以果糖和可溶性淀粉为

碳源时，菌丝生长速度较慢，菌落直径均低于 6.20 cm，且相互间无显著差异，但与其他几种碳源添加时

的菌落直径相比，存在显著性差异。说明甘露醇是最适宜BTJ3菌株菌丝生长的碳源。

2.5.6　氮源对菌丝生长的影响　

BTJ3菌株在 6种不同氮源添加的培养基上均能生长，但不同氮源添加对BTJ3菌株生长的影响具有

显著性差异（图 4F）。在氮源为蛋白胨的培养基中，BTJ3的生长最快，6d的菌落生长直径达到 7.60 cm，

且白色气生菌丝旺盛，显著高于其余几种氮源添加的培养基中菌丝生长直径。其次为添加牛肉膏、尿素

和酵母浸粉为氮源的条件下，菌丝生长直径分别为 7.40，7.00，6.80 cm。在无氮源添加的条件下，菌株虽

能正常生长，但生长速度较慢，6 d仅为 5.40 cm，且气生菌丝极其稀疏，菌丝颜色极浅，接近透明。菌丝生

长速度最慢的氮源培养基为硫酸铵，菌落直径为 2.30 cm，显著低于其他氮源添加的培养基。说明蛋白

胨是最适宜BTJ3菌株菌丝生长的氮源。

2.6　不同杀菌剂对病原菌的毒力测定

在各供试杀菌剂设定的不同浓度范围内，BTJ3菌株菌丝生长均受到不同程度的抑制。根据同种杀

菌剂的不同浓度对BTJ3的平均抑制率的几率值和药剂浓度的对数进行回归分析，求出毒力回归方程和

半效应浓度（EC50），结果详见表3。

由表 3可知，8种杀菌剂对菌株BTJ3均有一定的毒力，其中EC50在 1~10 μg/mL范围内的有 5种杀菌

剂：20% 唑醚·氟环唑、40% 苯醚甲环唑、5% 己唑醇，70% 甲基硫菌灵和 80% 多菌灵，EC50分别为：5.56，
1.24，4.92，3.05，0.28 μg/mL；EC50值越小，其药剂对菌株毒力越大，故 8种药剂中对暹罗炭疽菌抑制效果

最好的是80%多菌灵可湿性粉剂，效果最差的是40%腈菌唑，EC50值为134.77 μg/mL。
3 讨论与结论

玉兰是木兰科植物中具有较高观赏价值的园林绿化树种，是我国特有的名贵园林树木之一，北方地

区早春的重要观花树种。炭疽菌属（Colletotrichum）真菌作为炭疽病的主要病原菌，其寄主范围广泛，遗

传差异性大，因不同环境条件导致的炭疽病病原种类并不相同[31]。随着分子生物学技术的广泛应用，基

于生物基因型进行分类的方法被引入炭疽菌属的分类鉴定[32]，但仅基于 ITS单个基因序列结合形态分析

对物种进行鉴定，可能因不全面而导致错误的结论，故有学者提出通过分析多个基因序列能够更清晰地

明确物种间的进化关系，提高识别的准确率。本研究对玉兰叶部病斑特征的比对及对分离纯化所得到

的病原菌进行形态观测，分子生物学鉴定，确定了首次发现的玉兰炭疽病的病原菌为暹罗炭疽菌（C. sia⁃
mense）。暹罗炭疽菌具有寄主植物广泛，致病性强等特点，由其导致的病害，在全球范围内均有分布[33]，

此次虽为首次在玉兰病叶上分离得到暹罗炭疽菌，但其在草莓[34]，苹果[35]等重要经济作物上均有报道，是

主要的炭疽病病原之一。鉴于暹罗炭疽菌引起的炭疽病具有侵染性强，发病迅速等特点，其具有广泛传

播的风险，因此，建议有关管理部门应给予重视。

表3　8种化学药剂对玉兰炭疽病病原菌抑制作用

Tab.3　Inhibition of 8 chemical fungicides on anthracnose pathogen of Yulania denudate

杀菌剂

Fungicide
20％唑醚·氟环唑 20％ Pyraclostrobin+Epoxiconazole
40%腈菌唑 40% Boniconazole
80%乙蒜素 80% Ethylicin
70%代森联 70% Metiram
80%多菌灵 80% Sanmate

5%己唑醇 5% Hexaconazole
70%甲基硫菌灵 70% Thiophanate-methyl
40%苯醚甲环唑 40% Difenoconazole

毒力回归方程

Regression equation
y=0.833 6x+4.378 8
y=1.136 2x+2.580 4
y=1.124 9x+2.853 1
y=1.046 2x+3.136 7
y=0.949 1x+5.519 0
y=1.642 5x+3.863 4
y=0.861 0x+4.582 4
y=0.955 4x+4.912 0

抑制中浓度/（μg·mL-1）

EC50

5.561 3
134.770 2

81.023 2
60.381 8

0.283 9
4.920 1
3.054 7
1.236 3

决定系数

R2

0.983 4
0.979 5
0.968 0
0.977 1
0.973 1
0.987 5
0.975 5
0.964 6
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植物病害的发生与流行规律与病原菌本身的生物学特性有着密切联系[36]，本研究通过测定暹罗炭

疽菌的生物学特性发现，最适宜其生长的培养基为 PDA，适宜的温度范围为 20~30 ℃，同时光暗交替有

利于其生长。pH是真菌与寄主之间相互作用的关键影响因素，pH的改变会影响寄主体内酶活性，从而

间接影响病原菌的侵染能力[37]，本研究结果表明，暹罗炭疽菌在pH为7.0时生长最好，在酸性或碱性条件

下生长受到抑制，这与刘在哲[35]的研究结果一致。在碳、氮源的利用率上，暹罗炭疽菌的最适碳源为甘

露醇，最适氮源为蛋白胨和牛肉膏，而在添加硫酸铵为氮源的培养基中，菌丝生长受到明显抑制，说明暹

罗炭疽菌对有机氮源的利用率更高。

目前，在植物病害防控管理中，化学药剂防治策略占据着至关重要的地位，其高效性和便捷性使

其成为最为广泛采用的控制手段。特别是针对炭疽病这一严重威胁植物健康的病害，筛选高效药剂

的需求尤为迫切。为此，本研究旨在通过室内毒力评价试验，探寻对暹罗炭疽菌具有显著抑制效果的

化学药剂，以期为进一步的病害防治工作提供科学依据。试验结果显示，80% 多菌灵可湿性粉剂展现

出显著的抑菌活性，其对暹罗炭疽菌的半数有效浓度（EC50）值为 0.28 μg/mL，显著低于其他测试药剂，

表明其具有最强的毒力效果；40% 苯醚甲环唑和 70% 甲基硫菌灵亦表现出较强的抑菌活性，其 EC50值

分别为 1.24 μg/mL 和 3.05 μg/mL，研究结果与徐丹丹等[38]报道具有较高的相似性。然而，鉴于化学药剂

长期单一使用可能导致病原菌产生抗药性的问题，在实际应用中必须采取综合管理策略，包括根据实际

情况合理复配不同作用机制的药剂，准确把握合适的施药窗口期以及定期轮换使用不同类型的化学药

剂，从而有效延缓病原菌抗药性的发展，确保病害防治的长期有效性。上述研究结果对于深入理解玉兰

炭疽病的发生规律、制定科学的防治方案具有重要的参考价值。
致谢：江西省教育厅科学技术项目（GJJ210414）同时对本研究给予了资助，谨致谢意！
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