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摘  要：为明确引起高山杜鹃褐斑病的病原菌及其生物学特性，采用形态学及分子生物学方法对病

原菌进行了鉴定，并采用平板培养法研究了该病菌的生物学特性，筛选了化学杀菌剂及生防细菌。

形态特征及 rDNA-ITS 序列、β-tubulin 基因和 tef1 基因序列分析结果表明，引起高山杜鹃褐斑病的

病原菌为棒孢新拟盘多毛孢 Neopestalotiopsis clavispora；该病原菌最适生长温度为 25–28 ℃，适宜

在偏酸性培养基上生长，最适碳、氮源分别为葡萄糖和牛肉膏，最适生长培养基为 PDA。毒力测

定结果表明，苯醚甲环唑、氟硅唑、氟环唑、戊唑醇及异菌脲对棒孢新拟盘多毛孢的 EC50 分别为

0.799 1、2.275 6、2.742 5、3.736 6 和 4.875 7 mg/L；实验室前期筛选出芽胞杆菌属的 4 株生防细

菌，在室内处理离体叶 10 d 后，对褐斑病的防效达 57.51%–75.97%。为研究高山杜鹃褐斑病的防控

提供了科学依据。 
关键词：高山杜鹃；褐斑病；棒孢新拟盘多毛孢；杀菌剂；生防菌 
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Abstract: The pathogen causing brown leaf spot of Rhododendron lapponicum was identified by 
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morphological and molecular methods, and the biological characteristics of the pathogen were 
studied based on observation of plate cultures, and the fungicides and biocontrol agents were 
screened. The pathogen was identified as Neopestalotiopsis clavispora based on its morphological 
characteristics and rDNA-ITS, β-tubulin and tef1gene sequences. The mycelium grew at 25–28 °C 
suitably and preferably in acidic medium. Glucose and beef paste were the best carbon and 
nitrogen sources for its mycelial growth, respectively. PDA was the best culture medium among   
8 media tested. Toxicity bioassay showed that difenoconazole, flusilazole, epoxiconazole, 
tebuconazole and iprodione were the effective chemical fungicides with EC50 of 0.799 1, 2.275 6, 
2.742 5, 3.736 6 and 4.875 7 mg/L, respectively. Four Bacillus isolates could antagonize the 
growth of mycelium and their control efficacy of the disease on detached leaves was 
57.51%–75.97%. The results provided a scientific basis for the prevention and control of brown 
leaf spot of R. lapponicum. 
Keywords: Rhododendron; brown leaf spot; Neopestalotiopsis clavispora; fungicide; biocontrol 
agent 

 
高山杜鹃隶属于杜鹃花科 Ericaceae、杜鹃

花属 Rhododendron L.，是中国十大名花之一，

花大色艳、叶色光亮常绿，具有较高的观赏和园

林应用价值，主要分布在云南、四川、贵州和西

藏等西南地区，目前云南地区高山杜鹃的总量已

超过 1 000 万株，占全国总量的 80%以上(杨秀

梅等 2019)。 
随着种植面积逐年扩大，其病害发生也越来

越严重。根部或枝干病害主要有茎腐病、溃疡病、

根腐病和枯梢病等，叶部病害主要有炭疽病、灰

霉病、褐斑病、黑斑病和枯叶病等 (任纬恒 
2019) 。 引 起 杜 鹃 炭 疽 病 的 病 原 菌 主 要 为

Colletotrichum，黑斑病主要由 Alternaria 引起，

Phomopsis 可引起杜鹃褐斑病(潘欣等 2008)，枯

叶病主要由 Phytophthora 引起，Pestalotiopsis 也

可引起杜鹃花花瓣发病(Rivera & Wright 2000)，
这些病害在潮湿多雨的季节容易发生，严重制约

高山杜鹃的观赏及园林应用价值，但目前高山杜

鹃病害的发生与防控方面的研究相对有限。 
2020 年 12 月，笔者在高山杜鹃品种“锦缎”

上发现了一种极其严重的叶部真菌病害(褐斑

病)，最初出现褪绿小斑点，边缘黄绿色，病健

交界不清，渐变为浅褐色至不规则褐色病斑，边

缘深褐色，老病斑正面覆盖灰白色的霉状物，并

可见到黑褐色的小颗粒，叶片背面病斑浅褐色，

严重影响该品种经济价值和观赏价值，杀菌剂嘧

菌酯对其防效差。为了有效控制该病害，本研究

对其开展了病原学研究，并筛选了对该病害有效

的化学杀菌剂和生防菌剂，以期对高山杜鹃褐斑

病的发生和防控提供理论依据。 

1  材料与方法 
1.1  材料 
1.1.1  病样 

采集具有典型褐斑症状的高山杜鹃“锦缎”

叶片，保鲜带回实验室进行病原分离。 
1.1.2  培养基及试剂 

培养基：PSA、PDA、燕麦培养基、胡萝卜

培养基、Czapek 培养基参照方中达(1998)的方

法配制。高山杜鹃汁液琼脂培养基(200 g/L 杜

鹃叶片，20 g/L 琼脂)，高山杜鹃汁液+PSA 培养

基(200 g/L 杜鹃叶片+PSA)等。 
引物：ITS 基因片段引物 ITS1 (5ʹ-TCCGTA 

GGTGAACCTGCGG-3ʹ)和 ITS4 (5ʹ-TCCTCCG 
CTTATTGATATGC-3ʹ)、β-tubulin 基因片段引物

Bt2a (5ʹ-GGTAACCAAATCGGTGCTGCTTTC-3ʹ)
和 Bt2b (5ʹ-ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGG 
C-3ʹ)、tef1 基因片段引物 EF1-526F (5ʹ-GTCGTY 
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GTYATYGGHCAYGT-3ʹ)和 EF1-1567R (5ʹ-ACH 
GTRCCRATACCACCRATCTT-3ʹ)。 

试剂：PCR 扩增反应所需的 Buffer、Taq 
DNA 聚合酶、dNTP、DNA、Marker 等均来自

生工生物工程(上海)股份有限公司。 
1.1.3  生防菌株 

Bacillus velezensis 3-3 及 5-10、B. subtilis 
4-5、B. amyloliquefaciens 5-3 等 4 个生防芽胞杆

菌为实验室保藏菌株，均为八角 Illicium verum 
叶片内生菌。 
1.1.4  化学杀菌剂 

8 种化学杀菌剂原药分别为：95%氟硅唑(海
南利蒙特生物农药有限公司)，98%异菌脲(江西

施普润农化有限公司)，98%吡唑醚菌酯、95%
氟环唑(浙江禾本科技股份有限公司)，95%苯醚

甲环唑、96%嘧菌酯(浙江威尔达化工有限公司)，
97%戊唑醇、98%福美双(河北益海安格诺公司)。 

1.2  方法 
1.2.1  病原菌分离纯化 

采用组织分离法分离病原菌，用 75%乙醇浸

泡病叶组织 2 min，切取病健交界处 1 mm×1 mm
大小的组织块，置于 PSA 平板中央，25 ℃黑暗

恒温培养 3 d 后，挑取菌落边缘的菌丝块转接培

养、纯化，并保存备用。 
1.2.2  致病性测定 

依据柯赫氏法则，将褐斑病病原菌在 PSA
平板上培养 6–7 d 后，取直径为 5 mm 的菌饼接

种到健康高山杜鹃“锦缎”叶片上，置于带有无

菌吸水纸的培养皿中，以不含病原菌的 PSA 培

养基圆饼作为空白对照，每个处理 3 次重复。接

种后的叶片放于 25 ℃的光照培养箱中保湿培养

(光照 14 h，黑暗 10 h)，每天观察叶片发病情况。

发病后对病组织重新进行病原菌分离，与接种菌

株培养特征比较，确认病原菌的致病性(李博勋

等 2014)。 
按照上述方法，确定病原菌在垂丝海棠及石

榴叶片上的致病性。 

1.2.3  病原菌鉴定 
形态学鉴定：将病原菌接种至 PSA 平板上，

25 ℃恒温黑暗培养 7 d，观察菌落形态、颜色等。

用显微镜观测分生孢子的形态特征、颜色、大小

及附属丝，初步鉴定病原菌的归属。 
分子生物学鉴定：采用 CTAB 法(Pornsuriya 

et al. 2020)提取纯化病原菌基因组 DNA，选择通

用引物 ITS (ITS1/ITS4)、β-tubulin (Bt2a/Bt2b)、
tef1 (EF1-526F/EF1-1567R)对病原菌目的基因进

行 PCR 扩增，PCR 体系(20 μL)：无菌 ddH2O 
13.7 μL，10×EasyTaq buffer (Mg2+) 2.0 μL，dNTPs 
(2.5 mmol/L) 1.6 μL，上下游引物(10 μmol/L)各
1.0 μL，EasyTaq DNA 聚合酶 0.2 μL，基因组

DNA 模板 0.5 μL (约 20 ng)。ITS-PCR 反应条件：

94 ℃预变性 4 min 30 s，30 个循环(94 ℃变性   
30 s，52 ℃退火 45 s，72 ℃延伸 90 s)，72 ℃最

终延伸 10 min，16 ℃保存；β-tubulin 基因 PCR
反应条件：95 ℃预变性 3 min，30 个循环(95 ℃
变性 1 min，55 ℃退火 50 s，72 ℃延伸 1 min)，
72 ℃最终延伸 10 min，16 ℃保存；tef1 基因 PCR
反应条件：94 ℃预变性 5 min；94 ℃变性 30 s，
63–53 ℃或 66–56  (℃ 每循环降低 1 )℃ 退火   
45 s，72 ℃延伸 90 s，36 个循环；72 ℃最终延

伸 7 min，16 ℃保存(刘思睿等 2019)。PCR 产物

送至昆明硕擎生物公司测序。将测序结果与

GenBank 数据库中的相关同源序列比对，选用同

源性较高的菌株序列作为参比对象，从 GenBank
中下载的基因序列信息见表 1，用 MEGA5.0 进

行 ClustalW 比对后构建系统发育树，采用邻接

法(NJ)构建系统进化树，确定该菌与同属菌株间

的亲缘关系。 
1.2.4  病原菌生物学特性测定 

不同培养基对菌丝生长的影响：在菌落边缘

取直径为 5 mm 的菌饼接种到燕麦培养基(OA)、
胡萝卜培养基(CA)、玉米培养基(MA)、杜鹃汁液

培养基(RLA)、杜鹃汁液+PSA (RL+PSA)、PSA、

PDA 及 Czapek 培养基中央，然后放置于 25 ℃ 
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表 1  从 GenBank 下载的相关基因序列及信息 
Table 1  Gene sequences and related information downloaded from GenBank 
种名 
Species 

菌株编号 
Culture accession  
No. 

GenBank 登录号 
GenBank accession No. 

参考文献 
Reference 

ITS TUB TEF 
Neopestalotiopsis aotearoa CBS 367.54 KM199369 KM199454 KM199526 Maharachchikumbura et al. (2014) 
N. piceana CBS 394.48 KM199368 KM199453 KM199527 Maharachchikumbura et al. (2014) 
N. petila MFLUCC 17-1737 MK764275 MK764341 MK764319 Norphanphoun et al. (2019) 
N. samarangensis CBS 115451 KM199365 KM199447 KM199556 Maharachchikumbura et al. (2013) 
N. ellipsospora ZYP04-5 MW326086 MW363926 MW363927 卢声洁等 2021  Lu et al. 2021 
N. clavispora TOR-802-803-804 KU096879 KU096880 KU096881 Chamorro et al. 2016 
N. sonneratae MFLUCC 17-1744 MK764279 MK764345 MK764323 Norphanphoun et al. (2019) 
N. thailandica MFLUCC 17-1730 MZ303788 MZ312681 MZ344173 Norphanphoun et al. (2019) 
N. drenthii BRIP 72263a MZ303786 MZ312679 MZ344171 Prasannath et al. (2021) 
N. surinamensis CBS 450.74 KM199351 KM199465 KM199518 Maharachchikumbura et al. (2014) 
N. acrostichi MFLUCC 17-1754 MK764272 MK764338 MK764316 Norphanphoun et al. (2019) 
N. olumideae BRIP 72283a MZ303791 MZ312684 MZ344176 Prasannath et al. (2021) 
N. olumideae BRIP 72273a MZ303790 MZ312683 MZ344175 Prasannath et al. (2021) 
Pestalotiopsis clavispora MFLUCC12-0280 JX398978 JX399013 JX399044 Maharachchikumbura et al. (2012) 

 
培养箱黑暗培养 5 d，采用十字交叉法在第 3 和

第 5 天测量菌落直径，每个处理设置 6 次重复。 
温度对菌丝生长的影响：取直径为 5 mm 菌

龄相同的菌饼接种到 PSA 培养基中央，分别放

置于 5、10、15、20、25、28、30、32 和 35 ℃       
9 个温度的恒温培养箱中暗培养 5 d，测定方法

同上，每个处理设置 6 次重复。 
pH 对菌株菌丝生长的影响：以 PSA 为基础

培养基，用 1 mol/L HCl 和 1 mol/L NaOH 调节

PSA 培养基 pH 值至 4.0、5.0、6.0、7.0、8.0、
9.0、10.0 及 11.0，灭菌后制成平板备用。取直

径为 5 mm 菌龄相同的菌饼接种到不同 pH 值的

PSA 平板中央，测定方法同上，每个处理设置

6 次重复。 
碳氮源对菌丝生长的影响：以 Czapek 培养

基为基础培养基，分别以等当量的麦芽糖、乳糖、

蔗糖、葡萄糖及甘露醇为碳源，蛋白胨、硝酸钾、

酵母粉、牛肉膏及硝酸钠为氮源，以不添加碳源

或氮源为空白对照，灭菌后制成平板备用。取直

径为 5 mm 菌龄相同的菌饼接种到各碳、氮源平

板中央，培养 5 d，测定方法同上，每个处理设

置 6 次重复。 
1.2.5  室内杀菌剂筛选 

以丙酮溶解氟硅唑、异菌脲、吡唑醚菌酯和

氟环唑，以苯溶解福美双，以甲醇溶解苯醚甲环

唑，以乙酸乙酯溶解嘧菌酯及戊唑醇。 
将上述农药用相应的有机溶剂溶解后配制

成 6–8 个浓度梯度，加入 150 mL PSA 培养基中，

配制成所需质量浓度的含药培养基，以不含药剂

但含相同体积溶剂的 PSA 为对照。按 1.2.4 的方

法将菌饼接种至平板中央，每个处理重复 6 次，

培养 5 d后采用十字交叉法测量各处理的菌落直

径，取平均值计算抑制率： 

(%) 100
 


对照菌落直径 处理菌落直径

抑制率
对照菌落直径 菌饼直径

 

以药剂质量浓度对数为横坐标，抑制率几率

值为纵坐标，用 DPS 7.05 软件绘制毒力曲线，

求得毒力回归方程，F 检验值、P 值及 EC50 置信

区间，对不同杀菌剂的毒力大小进行比较。 
1.2.6  室内生防菌株的筛选 

采用平板对峙法，取直径为 5 mm 菌龄相同

的褐斑病原菌饼接种于 PSA 平板(9 cm)中央；用

无菌牙签蘸取少许活化好的内生细菌，点接于
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距离病原菌丝块中心 3 cm 处；每个复筛菌株设

6 次重复，25 ℃恒温黑暗培养 5 d 后测量内生细

菌抑菌带宽度。 
选取上述抑菌效果较好的内生细菌接种于液

体 LB 培养基中，置于 37 ℃、160 r/min 恒温摇床

培养 3–5 d，将芽胞浓度稀释至 1.0×107 CFU/mL 
(含 2‰吐温)备用。选取健康的高山杜鹃叶片，

用 75%乙醇表面消毒 1 min，无菌水漂洗 3 次，

置于无菌滤纸上吸干水分，然后浸泡于上述各菌

悬液中 1 h，以直接浸泡在 2‰吐温溶液的处理

作为对照(CK)，晾干后采用灭菌接种针刺伤叶

片，将直径 5 mm 菌饼反扣于伤口处，接种后的

叶片放入培养皿置于 25 ℃培养箱中保湿培养

(光照 14 h，黑暗 10 h)，每个处理 4 次重复，每

天观察叶片发病情况，于第 6 天及第 10 天测定

各处理病斑大小，测定相对防效： 

(%) 100
 
对照组病斑面积 处理组病斑面积

相对防效
对照组病斑面积

 

1.2.7  数据分析处理 
采用 DPS 7.05 及 Excel 2010 统计分析数据

及绘图。 

2  结果与分析 
2.1  病害症状及致病性测定 

褐斑病主要危害高山杜鹃叶片，在高山杜鹃

品种“红粉佳人”上不发生，在“若娃”“粉千

金”上较轻，在“锦缎”上严重。最初出现褪绿

小斑点，边缘黄绿色，病健交界不清(图 1A，1B)，
渐变为浅褐色至不规则褐色病斑，边缘深褐色

(图 1C，1D)，老病斑正面覆盖灰白色的霉状物，

并可见到黑褐色的小颗粒，叶片背面病斑浅褐

色。病斑直径多为 1–3 cm，但多个病斑愈合时，

可达 4 cm 以上(图 1E，1F)。采用病叶组织分离

和纯化病原菌，获得 2 类疑似病原菌，接种健康

叶片后，获得编号为 D17 的菌株可在接种点产

生病斑。菌株 D17 接种健康叶片后，出现以接

种点为中心逐渐向四周扩散呈圆形的病斑，病斑

中间部位产生黑褐色小颗粒(分生孢子盘)，颗粒

上有黑色的液滴，即分生孢子液。分生孢子盘以

叶片正面为多，呈不规则轮纹状排列，叶片背面

较少。取分生孢子再培养和再接种，得到同样的

症状和分生孢子，且孢子形态与田间病叶上孢子

完全一致。说明 D17 为高山杜鹃褐斑病致病菌

(图 1G–1I)。此外，将 D17 接种至垂丝海棠及石

榴叶片上，亦可以引起它们发病(图 1J，1K)。 

2.2  病原菌鉴定 
2.2.1  形态学鉴定 

PSA 平板上菌落呈近圆形，具轮纹，菌落

边缘呈波浪状；逐层向外生长；气生菌丝浓密呈

絮状，正面白色至灰白色，背面淡黄色(图 2A，

2B)。培养 5 d 后在接种菌饼处开始出现紫黑

色小液滴(图 2C，2D)，随着培养时间的延长，

紫色小液滴逐渐增多，这些小液滴镜检后均

为病原菌分生孢子 (图 2E–2G)。分生孢子长

梭形，有些稍微弯曲，测量 100 个以上分生

孢子，大小为 18.0–26.5(21.9)×4.1–8.4(6.4) μm；

分生孢子有 4 个横隔 5 个细胞，中间 3 个细胞颜

色较深，均为褐色，隔膜处颜色最深，第 3 个细

胞颜色浅，第 2 个细胞颜色最深，3 个着色细胞

长 13.4–19.8(15.2) μm，芽管是从第 3 个细胞侧

面萌发(图 2H)；两端细胞(顶细胞和基细胞)均为

无色透明的三角形；顶细胞上着生 2–4 根无色透

明附属丝(图 2F，2G)，长 14.2–44.5(25.8) μm，

尾细胞着生 1 根无色透明的分生孢子梗，中生，

长 3.3–11.2(5.8) μm。依据培养性状和孢子形态

特征将高山杜鹃褐斑病菌 D17 鉴定为新拟盘

多毛孢属真菌。 
2.2.2  病原菌分子鉴定 

对供试菌株的 rDNA-ITS 基因、β-tubulin 基因

和 tef1 基因进行扩增和测序，分别获得 521、476
及 1 000 bp 的基因片段，将序列提交至 GenBank
数据库，序列号分别为 MZ350187、OM304329 及

ON555691。经 BLAST 比对分析后选取并下载序

列相似性较高的菌株及相近种的菌株为内群， 
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图 1  高山杜鹃褐斑病自然发病症状及 D17 致病的叶片症状   A，B：发病初期田间症状(正面/背面). 
C，D：发病中期田间症状(正面/背面). E，F：发病晚期田间症状(正面/背面). G：高山杜鹃致病性测定

(左边接种 D17，右边接种空白 PSA 菌饼). H，I：致病性测定(正面/背面). J：垂丝海棠叶片致病性测定. 
K：石榴叶片致病性测定 
Fig. 1  Natural symptom of brown leaf spot on Rhododendron lapponicum and the pathogenicity determination 
of strain D17. A, B: Symptom of initial stage in the field (front/reverse). C, D: Symptom of intermediate stage 
in the field (front/reverse). E, F: Symptom of terminal stage in the field (front/reverse). G: Pathogenicity 
determination (left: inoculated with D17, right: inoculated with PSA without pathogen). H, I: Pathogenicity 
determination (front/reverse). J: Pathogenicity determination on Malus halliana. K: Pathogenicity 
determination on pomegranate. 

 
以 Pestalotiopsis clavispora 为外群，MAGA5.0 软

件拼接前述 3 个基因片段后构建 D17 的邻接树，

分析结果表明，供试菌株 D17 与 Neopestalotiopsis 
clavispora M. Chamorro (菌株号为 TOR-802- 
803-804)菌株聚为同一支(图 3)，且支持率达到

100%。因此，结合菌株的形态特征，将高山杜

鹃褐斑病病原菌 D17 鉴定为棒孢新拟盘多毛孢

Neopestalotiopsis clavispora M. Chamorro。 

2.3  病原菌生物学特性 
2.3.1  培养基对菌丝生长的影响 

不同培养基对 D17 菌丝生长(图 4A)具有一

定影响。在 8 种培养基中，病原菌均能生长。第

3 天时，菌株在燕麦培养基上生长最快，随着培

养时间的增长，到第 5 天时，PDA 培养基中的

菌落直径最大，其次是燕麦及 PSA 培养基；

Czapek 培养基上的菌落直径最小，其次是杜鹃

叶片培养基，在 PSA 中加入杜鹃汁液后能显著

提高病原菌菌落直径。 
2.3.2  pH 值对菌丝生长的影响 

不同的 pH 值对菌丝的生长具有一定影响

(图 4B)，病原菌在 pH 4.0–11.0范围内均可生长。

在 pH 4.0–9.0 条件下，菌落直径差异不显著，第

5 天时，pH 4.0–5.0 时菌落直径为 8.5 cm，pH 11.0
时菌落直径仅为 7.59 cm。偏酸性条件相对有利

于菌丝体生长。 
2.3.3  温度对菌丝生长的影响 

温度是影响菌落直径的关键因素之一(图 4C)，
病原菌菌丝体的适宜生长温度为 15–30 ℃，其中
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最适生长温度为 25–28 ℃；当温度低于 15 ℃或

高于 30 ℃时均会抑制病原菌的生长。 
2.3.4  碳、氮源对菌丝生长的影响 

不同碳、氮源对菌丝体生长的影响不同

(图 4D，4E)，最适合其生长的碳源为葡萄糖，生

长 5 d 后菌落直径达到 5.93 cm，而蔗糖与其他

碳源相比，菌落直径相对较小，仅为 4.67 cm；

最适合其生长的氮源为牛肉膏，生长 5 d 时菌落

直径为 6.27 cm，酵母粉为 6.23 cm，与牛肉膏差

异不显著，硝酸钠最低，仅为 5.08 cm。 
 

 
 

图 2  高山杜鹃褐斑病菌菌株 D17 的形态特征   A，B：菌落形态(正面/背面). C，D：产生分生孢子后

菌落形态(正面/背面). E：分生包子盘. F，G：分生孢子形态. H：孢子萌发. 标尺=20 μm 
Fig. 2  Morphological characteristics of the isolate D-17 of brown leaf spot pathogen of Rhododendron 
lapponicum. A, B: Colony morphology (obverse/reverse). C, D: Colony morphology after conidium production 
(obverse/reverse). E: Acervulus. F, G: Conidium morphology. H: Conidium germination. Scale bars=20 μm. 

 
 

图 3  基于 rDNA-ITS、β-tubulin 和 tef1 序列构建高山杜鹃褐斑病菌菌株 D17 的多基因邻接树 
Fig. 3  Adjacency tree of pathogen isolate D17 causing brown leaf spot of Rhododendron lapponicum based 
on the combination of rDNA-ITS, β-tubulin and tef1 sequences. The bold represents strain found in this study. 
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图 4  高山杜鹃褐斑病菌 D17 菌株在不同条件下菌落生长直径   A：培养基类型. B：pH. C：温度. D：

碳源. E：氮源. 不同小写字母表示同一时间不同处理之间有显著差异(P<0.05) 
Fig. 4  Colony diameter of Neopestalotiopsis clavispora D17 under various conditions. A: Colony growth rate 
on different media. B: Colony growth rate under different pH values. C: Colony growth rate under different 
temperatures. D: Colony growth rate on different carbon sources. E: Colony growth rate on different nitrogen 
sources. Different lowercases indicate significant differences among treatments at 0.05. 
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2.4  化学杀菌剂的毒力 
供试的 8 种药剂对高山杜鹃褐斑病菌均有一定

抑菌活性，但差异较大(表 2)。苯醚甲环唑、氟硅唑、

氟环唑、戊唑醇及异菌脲对褐斑病菌的 EC50分别为

0.80、2.28、2.74、3.74 和 4.88 mg/L，福美双和嘧菌

酯效果较差，EC50分别为 28.46 mg/L 和 76.24 mg/L。 

2.5  生防菌对 D17 菌株的抑制效果 
对 D17 菌株具有抑制效果的 4 株生防菌

中，Bacillus velezensis 3-3 抑菌带最宽，其次

是 B. velezensis 4-5 及 B. amyloliquefaciens 
5-10，B. subtilis 5-3 最窄(图 5A–5D)。在离体叶

片上，它们都表现出一定预防效果(图 5E–5I)，
其中 B. subtilis 4-5 防治效果最好，达到 75%以

上，其次是 B. velezensis 3-3 和 B. velezensis 
5-10，B. amyloliquefaciens 5-3 防治效果最低

(表 3)。 
 

表 2  八种不同杀菌剂对高山杜鹃褐斑病菌 D17 菌丝生长的抑菌作用 
Table 2  Inhibitory effects of 8 fungicides on mycelia of Neopestalotiopsis clavispora D17 
药剂 
Fungicide 

毒力回归方程 
Toxicity regression equation 

F 检验值 
F test value 

P-值 
P-value 

EC50 (95%置信限) 

EC50 (95% confidence interval) (mg/L) 
氟硅唑 Flusilazole y=4.742 8+0.720 4x 178.118 0.000 2 2.28 (1.42–3.65) 
异菌脲 Iprodione y=3.770 2+1.787 3x 22.688 0.008 9 4.88 (1.57–15.16) 
福美双 Thiram y=2.677 6+1.597 0x 20.201 0.020 6 28.46 (11.95–67.77) 
苯醚甲环唑 Difenoconazole y=0.553 0+0.567 7x 147.264 0.000 3 0.80 (0.42–1.52) 
吡唑醚菌酯 Pyraclostrobin y=4.299 8+0.847 9x 19.828 0.011 2 6.70 (2.12–21.11) 
氟环唑 Epoxiconazole y=4.299 8+0.847 9x 22.980 0.017 3 2.74 (0.85–8.82) 
嘧菌酯 Azoxystrobin y=2.866 1+1.133 7x 50.010 0.002 1 76.24 (35.88–162.01) 
戊唑醇 Tebuconazole y=4.458 2+0.964 5x 59.812 0.001 5 3.74 (1.79–7.80) 

 

 
 

图 5  生防细菌对高山杜鹃褐斑病菌 D17 的拮抗表现及室内防治效果   A–D：生防细菌对 D17 的拮抗

表现(A：Bacillus velezensis 3-3；B：B. subtilis 4-5；C：B. amyloliquefaciens 5-3；D：B. velezensis 5-10). 
E–I：生防细菌对 D17 室内防治效果 (E：CK；F：B. velezensis 3-3；G：B. subtilis 4-5；H：B. 
amyloliquefaciens 5-3；I：B. velezensis 5-10) 
Fig. 5  Antagonism and control efficiency of biocontrol agents against Neopestalotiopsis clavispora D17. 
A–D: Antagonism of biocontrol agents against D17 (A: Bacillus velezensis 3-3; B: B. subtilis 4-5; C: B. 
amyloliquefaciens 5-3; D: B. velezensis 5-10). E–I: Indoor control efficiency of biocontrol agents against D17 
(E: CK; F: B. velezensis 3-3; G: B. subtilis 4-5; H: B. amyloliquefaciens 5-3; I: B. velezensis 5-10). 
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表 3  内生细菌对高山杜鹃褐斑病 D17 室内防治效果 
Table 3  Indoor control effects of biocontrol agents on Neopestalotiopsis clavispora D17 
菌株 
Isolate 

6 d 10 d 
病斑直径 
Lesion diameter  
(cm) 

病斑面积 
Lesion area  
(cm2) 

防效 
Control effect  
(%) 

病斑直径 
Lesion diameter  
(cm) 

病斑面积 
Lesion area  
(cm2) 

防效 
Control effect  
(%) 

Bacillus velezensis 3-3 (0.71±0.52)b (0.58±0.57)b 62.58 (0.83±0.56)b (0.75±0.64)b 67.81 
B. subtilis 4-5 (0.66±0.05)b (0.35±0.05)b 77.42 (0.84±0.12)c (0.56±0.16)c 75.97 
B. amyloliquefaciens 5-3 (0.81±0.10)b (0.53±0.13)b 65.81 (1.05±0.12)b (0.88±0.20)bc 62.23 
B. velezensis 5-10 (0.73±0.10)b (0.42±0.12)b 72.90 (0.96±0.16)b (0.75±0.25)bc 67.81 
CK (1.40±0.11)a (1.55±0.24)a – (1.72±0.16)a (2.33±0.44)a – 
小写字母表示在 0.05 水平差异显著 
Different lowercases indicate significant differences among treatments at P≤0.05.  

 

3  讨论 
高山杜鹃褐斑病是危害杜鹃叶片的重要病

害。当前对高山杜鹃叶斑病害的研究报道主要集

中于叶点霉属 Phyllosticta、疫霉属 Phytophthora、

暗 球 腔 菌 属 Phaeosphaeria 、 炭 疽 菌 属

Colletotrichum、链格孢属 Alternaria、球腔菌属

Mycosphaerella、拟盘多毛孢属 Pestalotiopsis、

丽 赤 壳 菌 属 Calonectria 及 葡 萄 座 腔 菌 属

Botryosphaeria (Rivera & Wright 2000；Garibaldi 
et al. 2004 ； Mcquilken & Hopkins 2004 ；

Inghelbrecht et al. 2011；任纬恒 2019；Weiland 

et al. 2020)。Maharachchikumbura et al. (2014)
根据拟盘多毛孢形态特征结合 ITS、 TUB

和 TEF 基因分析将拟盘多毛孢属真菌划分

为拟盘多毛孢属 Pestalotiopsis、新拟盘多毛

孢 属 Neopestalotiopsis 及 假 拟 盘 多 毛 孢 属

Pseudopestalotiopsis。本研究依据病菌的形态特

征并参考 Maharachchikumbura et al. (2014)对拟

盘多毛孢的分类研究结果及 ITS 基因、β-tubulin

基因和 tef1 基因系统发育分析，将高山杜鹃褐斑

病病原鉴定为棒孢新拟盘多毛孢 Neopestalotiopsis 

clavispora。该病原菌可引起黑老虎环斑病(Xie et 

al. 2020)、铁皮石斛叶斑病(Cao et al. 2022)、红

掌枯萎病(Daengsuwan et al. 2021)和红豆杉叶斑

病(Wang et al. 2019)，一些由棒状拟盘多毛孢引

起的病害如草莓根腐病(Chamorro et al. 2016)、
蓝莓溃疡病及枯梢病(Borrero et al. 2018)是否由

棒孢新拟盘多毛孢引起还需实验验证。 
任纬恒(2019)发现 Pestalotiopsis vismiae 可

引起高山杜鹃炭疽病，感染部位呈灰白色不规则

块状，首先感染“露珠”杜鹃叶片边缘，随后向

叶片中部扩散，所列出症状与本研究所述症状不

同，不属于褐斑病类型，即还没有关于棒孢新拟

盘多毛孢 Neopestalotiopsis clavispora 和棒状拟

盘多毛孢 Pestalotiopsis clavispora 引起的高山杜

鹃褐斑病的报道。本研究结果表明，棒孢新拟盘

多毛孢也可引起垂丝海棠及石榴叶片发病。该菌

在高山杜鹃上引起褐斑病还未见报道，但在我国

其他地方是否也有分布还有待进一步研究。生物

学特性研究结果显示病原菌适宜在偏酸性培养

基中生长，最适温度为 25–28 ℃，最适碳、氮源

分别为葡萄糖及牛肉膏，这与李博勋等(2020)的
研究结果基本一致。 

化学防治是高效快捷的防治植物病虫害方

法之一。但是，市面上仍缺乏针对高山杜鹃的防

病药剂。本研究测定了 8 种化学杀菌剂对该病原

菌菌丝生长的影响，其中苯醚甲环唑的 EC50 最

小，室内防治效果最佳，异菌脲、氟环唑及戊唑

醇也具有较好防治效果。研究结果发现 60%唑

醚·代森联水分散粒剂(唐鑫彪等 2020)、苯醚甲

环唑和福美双及三唑类杀菌剂苯甲·丙环唑和二
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甲酰亚胺类杀菌剂异菌脲(薛德胜等 2018)对棒

孢新拟盘多毛孢具有很好的抑制效果，与本研究

结果基本一致。嘧菌酯的抑菌活性最低，EC50

为 76.24 mg/L，证明了其在田间对高山杜鹃褐斑

病防治效果不好的原因。 
生物防治因具有低毒、对环境友好等特性，

在农作物病害防控中也越来越受到关注。目前，

对高山杜鹃褐斑病生防菌株筛选的报道较少，仅

Ruanggwong et al. (2021)发现木霉 Trichoderma 
asperelloides TSU1 对棒孢新拟盘多毛孢具有一

定抑制作用。本研究通过室内筛选试验，得到

4 株能够有效抑制该病原菌生长的生防细菌。在

离体叶片上，使用高强度病菌接种的情况下，防

效仍达到 57.51%–75.97%，但它们在田间实际防

效还有待进一步验证。 
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