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"摘!要# 为明确铁炮百合 !0%*%#'*&(1%2*&$#'" 枯萎病的病原菌种类$ 并初步筛选该病害的防治药剂$ 采

用组织分离法从患病铁炮百合的鳞片上分离纯化病原菌$ 并用柯赫氏法则验证病原菌的致病性e形态学结合多

基因系统发育分析$ 鉴定病原菌为尖孢镰刀菌6#4+$%#'&>/4"&$#'e采用菌丝生长速率法对 % 种常用杀菌剂进行

室内毒力测定$ 发现 $*# M-T咪鲜胺 A(对尖孢镰刀菌的抑菌效果最好$ T3

*#

值为 #7++% EM-Te研究结果可为铁

炮百合枯萎病的防治提供理论基础e
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铁炮百合 !0%*%#'*&(1%2*&$#'"$ 又名为麝香百合$ 是百合科百合属的多年生球根草本植物$ 原产于中国

台湾和日本南部$ 在中国分布于华南# 华东# 北京等地区e铁炮百合的鳞茎为球形或近球形$ 鳞片白色e其

鳞茎# 花可入药$ 性凉$ 味甘微苦$ 有清热解毒# 润肺止咳的功效$ 也可用作普通食品e同时$ 铁炮百合也

是一种常见的观赏花卉植物$ 因其美丽的外观# 清淡的香气# 适中的价格和易于繁殖的特性$ 不仅在花卉市

场中占有一席之地$ 也深受广大消费者的喜爱$ 具有一定的经济价值和广泛的市场需求e另外$ 铁炮百合含

有高蛋白# 高碳水化合物和低脂肪的营养物质$ 还含有丰富的药用活性成分$ 如甾体皂苷和生物碱等$ 具有

抗肿瘤# 抗炎等作用e百合枯萎病又被称为百合茎腐病或根腐病$ 是一种由土传真菌引起的病害$ 会导致百

合叶片枯萎发黄$ 鳞茎腐烂$ 最终会导致全株枯死$ 严重影响百合生长发育并影响其药用及观赏价值$ 是百

合病害中最为严重$ 造成经济损失最大的病害之一e准确且快速地鉴定出导致百合枯萎病的病原菌$ 可进一

步明确其致病机制$ 对百合枯萎病的防治和百合种植业的发展有着重要意义e

李诚等(')从兰州百合枯萎病标样中分离获取了尖孢镰刀菌 !6#4+$%#'&>/4"&$#'"# 茄病镰刀菌 !67

4&*+(%" 和串珠镰刀菌 !67'&(%*%2&$'"$ 证明了尖孢镰刀菌具有寄主专一性且致病性最强e牟晓玲等(")明

确了引起甘肃省兰州百合主产区百合枯萎病的致病镰孢菌为尖孢镰刀菌# 茄病镰刀菌# 三线镰刀菌 !67

5$%-%(-5#'" 和燕麦镰刀菌 !67+:)(+-)#'"$ 其中致病力最强的是尖孢镰刀菌e任胜林等(+)从江苏宜兴百

合枯萎病的典型发病植株中分离到 $ 株病原菌株58U]# 585]# 58=]和58D]$ 其中菌株58U]的致病性最

强$ 为尖孢镰刀菌百合专化型 !67&>/4"&$#'?[7N7*%*%%"e李润根等($$*)首次报道了层出镰刀菌 !67"$&*%2̂

)$+5#'"# 共享镰刀菌 !67-&''#()" 能够引起龙牙百合枯萎病$ 并通过室内毒力测定发现 '"7*i烯唑醇

W5$ 'i申嗪霉素 A(对层出镰刀菌的抑菌效果较好$ 肟菌'戊唑醇WQ.对共享镰刀菌的抑制作用最强e

近年来$ 在对龙牙百合($$*)

# 兰州百合(")

# 卷丹百合(+)等百合品种枯萎病病原菌的鉴定方面有较多研

究(%)

$ 而尚未发现铁炮百合枯萎病菌相关的国内文献报道e据此$ 本试验拟从患病铁炮百合鳞片上分离
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获得病原菌$ 应用形态学结合分子生物学技术对其进行鉴定$ 确定病原菌种类$ 并通过室内毒力测定选

出良好的杀菌剂$ 以期为铁炮百合枯萎病的防治提供科学依据e

'!材料与方法

'7'!材料

实验材料采自宜春学院农学基地种植的患病铁炮百合鳞片$ 用于病原菌的分离e

病原菌的分离和鉴定均使用马铃薯葡萄糖琼脂 !5F@K@FQ>Z@JF?>2MKJ$ 5Q2" 培养基$ 植物基因组

Q)2提取试剂盒 !天根生化科技 !北京" 有限公司" 等e

'7"!供试药剂

选择 $*# M-T咪鲜胺 A(等 % 种杀菌剂对病原菌进行室内毒力测定$ 供试杀菌剂种类# 来源及使用含

量见表 'e

表 '!供试杀菌剂种类* 来源及使用浓度

药剂名称 药剂生产公司 药剂含量-!EM'T

,'

"

*#i异菌脲 A( 江西禾益化工股份有限公司 * ###$ " *##$ ' ###$ *##$ "*#$ '##

$+# M-T戊唑醇 A( 烟台绿云生物科技有限公司 $ +##$ " '*#$ &%#$ $+#$ "'*$ &%

"#i三唑酮乳油X( 重庆依尔双丰科技有限公司 " ###$ ' ###$ $##$ "##$ '##$ $#

$*# M-T咪鲜胺 A( 青岛瀚生生物科技股份有限公司 /7###$ $7*##$ "7"*#$ #7/##$ #7$*#$ #7""*

"*# M-T嘧菌酯 A( 浙江世佳科技股份有限公司 "* ###$ '" *##$ * ###$ " *##$ ' "*#$ *##

'i申嗪霉素 A( 上海农乐生物制品股份有限公司 '##$ *#$ "#$ '#$ *$ "

'7+!方法

'7+7'!病原菌的分离

病原菌的分离采用组织分离法(')

$ 从患病百合植株鳞片切取 ' LEk' LE的小块组织$ 先将其浸泡于

0*i的乙醇溶液中消毒 +# ?$ 用无菌水冲洗 + n* 次$ 然后在 "i次氯酸钠溶液中浸泡 ' EB9$ 再用无菌水

冲洗 + n* 次$ 用无菌滤纸吸干小块叶片组织表面的水分后转接在 5Q2培养基上$ 置于光照时间为

'" 4-R$ 温度为 "* j的培养箱中培养 * n0 R$ 待平板中长出了菌丝后$ 在无菌超净工作台中用挑针挑取

少量菌丝至新的5Q2培养基上$ 再培养 * n0 R$ 用梯度稀释法进行单孢分离和纯化$ 直至获得病原菌的

纯培养$ 将纯化好的菌落放入 $ j冰箱保存备用e

'7+7"!病原菌形态学鉴定

在无菌条件下$ 使用打孔器在分离纯化后得到的菌株上打取直径为 * EE的菌柄$ 接种到新的5Q2培

养基中培养 $ n0 R后$ 观察菌落的颜色# 大小及形态等特征e待产生孢子后$ 在显微镜下观察菌丝# 大

型分生孢子# 小型分生孢子和厚垣孢子形态及其产生方式等$ 并分别测量至少 +# 个大# 小型分生孢子的

长度和宽度等数据e病原菌的分类鉴定参考文献(0)$ 初步明确病原菌的分类地位e

'7+7+!病原菌的分子生物学鉴定

表 "!5(=引物及序列

引物 引物序列 参考文献

;YA' Y((.Y2..Y22((Y....

(&)

;YA$ Y((Y((.(YY2YY.2Y2Y.(

)<A' (2.(.Y.2..22Y2YY..Y(22Y.

(/)

)<A" .(..2Y(2Y(.22YY222Y22(2Y

X],'\ 2Y...Y22..22.2(22.2(

('#)

X],"Y ..22.Y2((2.Y.2Y(2Y.YY

!!采用 ;YA 序列引物 !;YA' 和 ;YA$"# E@AA_

序列引物 !)<A' 和 )<A""# X]8'

+

序列引物

!X]8'\和X]8"Y" !表 "" 进行5(=扩增$ 本实

验5(=扩增体系为 *#

)

T$ 正反向引物各 "

)

T$

YKS 酶 "*

)

T$ Q)2 模 板 #7*

)

T$ RR\

"

U

"#7*

)

T$ 反应参数为 /$ j 变性 +# ?$ *& j 退

火 +# ?$ +# 个循环$ 0" j 延伸 +# ?$ 0" j 终延

伸 " EB9e取 *

)

T产物在 'i n'7*i琼脂糖凝胶

内 '"# d电泳 +# EB9左右$ 在凝胶成像系统中观察并拍照记录e其余产物取 *

)

T左右送至生工生物工程

!上海" 股份有限公司进行测序$ 扩增产物测序后登录 )(D;进行 DT2AY检索$ 初步确认菌所属的种类$

再和已知种属的其他菌株 !表 +" 比对分析并构建系统发育树e

'&&'
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表 +!系统发育树中用到的.>9DK9^参考序列

菌株号 种名 X]8'

+

E@AA_

VH& 6#4+$%#'-&''#() :($+#%** :($+#%/0

5_]#'0 6#4+$%#'&>/4"&$#' \c'%*&$& \c'%*&'"

O('' 6#4+$%#'-&''#() :($+#0#' :($+#%$$

Y]+ 6#4+$%#'-&''#() :($+#%$0 :($+#0#$

Y]* 6#4+$%#'-&''#() :($+#%+/ :($+#0'0

)==T'+*%% 6#4+$%#'2#I%7#$&% 2]'%#"0/ _+$$//

)==T'+%'0 6#4+$%#'"./**&".%*#' 2]'%#"0$ _+$*'%

)==T""/$% 6#4+$%#'"4)#8&-%$-%(+5#' 2]'%#"0' _+$*''

)==T"#$++ 6#4+$%#'&>/4"&$#' 2]##&$0/ _+$*'/

)==T""*+& 6#4+$%#'&>/4"&$#' Qc&+0%&' Qc&+'/"/

'7+7$!病原菌致病性测定

病原菌致病性测定采用叶片接种法e从生长正常且长势良好的铁炮百合植株上获取叶片带回实验室$ 在自

来水下冲洗 #7* 4后$ 用 0*i的酒精浸泡 +# ?$ 无菌水冲洗 + n*次$ "i的次氯酸钠溶液处理 '# EB9左右$ 再

用无菌水冲洗 + n*次$ 用无菌滤纸吸干叶片表面残留水分$ 进行 +组重复实验$ 每组 "片叶片$ 每片叶片上接

菌饼 "个$ 以接5Q2培养基块的叶片作为对照组e为了补充适量的水分$ 加入含有一定无菌水的无菌棉球于培

养皿中$ 将培养皿用封口膜封好并做好标签后放入 "* j恒温培养箱中培养 0 R后观察叶片的致病情况e

另取无菌培养的铁炮百合鳞片做刺伤处理$ 设置 $ 个处理$ 分别是接种菌块# 以 5Q2培养基块做对

照& 接种孢子悬浮液# 以无菌水为对照$ + 次重复$ 每组 + 片鳞片$ * R后观察鳞片致病情况e

'7+7*!% 种抑菌剂对尖孢镰刀菌菌丝生长的抑制能力

采用菌丝生长速率法进行室内毒力测定('')

e分别制成含有表'中药剂的5Q2培养基平板$ 以添加等量无菌

水的5Q2平板作为空白对照$ 每个组设 +次重复e取生长良好的待测病原菌$ 用打孔器将病原菌打成 * EE菌

饼$ 接种于不同药剂浓度和对照的5Q2平板上$ 置于"* j恒温培养箱中培养0 Re采用十字交叉法测量记录各

组菌落直径$ 计算药剂对铁炮百合枯萎病病原菌的菌丝生长抑制率e根据生物统计概率值换算表$ 将抑制率转

为对应的概率值$ 以概率值为纵坐标$ 以各药剂浓度的对数为横坐标$ 计算毒力回归方程e再计算各药剂的抑

制中浓度T3

*#

!\KCN<KZBEKCXNN>L@Ba>(F9L>9@JK@BF9" 值# 斜率和相关系数$值e抑菌率按下式计算%

抑菌率g!对照菌落直径,处理菌落直径"-!对照菌落直径,菌饼直径" k'##ie

"!结果与分析

"7'!病原菌的形态学鉴定

从患病的百合鳞片上分离到 ' 个菌株$ 该病原菌在5Q2平板上呈圆形$ 菌落突起呈絮状$ 颜色为粉白

色$ 并带有紫色e菌丝白色质密$ 从中间向四周放射状生长 !图 ' !K# 1""e其大型分生孢子呈月牙状$ 稍

弯曲$ 两端渐尖$ 多数为 " n+ 隔e测得大型分生孢子的平均尺寸为% "'7$' !'&7'# n"&7$'"

)

E k+7*&

!+7'+ n*7&&"

)

E!图 ' !>""e小型分生孢子单胞呈卵形或者椭圆形$ 其平均尺寸为% &7*" !*7&" n'"7&%"

)

E k"70& !"7'% n$7*/"

)

E!图 ' !N""e厚垣孢子串生$ 呈球形或椭圆形 !图 ' !M""$ 菌丝为有隔菌丝

!图 ' !L""e结合潘鑫('")的方法$ 根据形态学特征可初步鉴定其为镰刀菌属e

! !K" 菌落正面!!!! !1" 菌落反面!!!!!!!! !L" 菌丝!!!!!!! !R" 分生孢子梗

'/&'
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!>" 大型分生孢子!!! !N" 小型分生孢子!!!!! !M" 厚垣孢子

图 89菌落形态和显微形态特征

"7"!病原菌致病性检测

以接5Q2培养基块或无菌水的叶片和鳞片为对照$ 将菌块或孢子悬浮液接在健康的铁炮百合叶片和

鳞片上$ 观察其致病性e接种 0 R后$ 对照组叶片接培养基块部位无明显症状 !图 " !K# 1""$ 而接菌叶

片有明显病斑$ 叶片发黄萎蔫$ 伴有腐烂症状 !图 " !L# R""e百合鳞片接种菌块和孢子悬浮液 * R 后$

鳞片明显软化腐烂 !图 " !># M""$ 而对照组无症状 !图 " !N# 4""e

!!!! !K" 叶片正面!!!!!! !1" 叶片背面!!! !L" 接种菌块的叶片正面! !R" 接种菌块的叶片背面

!!! !>" 接种菌块的鳞片! !N" 接种5Q2培养基块的鳞片 !M" 接种孢子悬浮液的鳞片!! !4" 接种无菌水的鳞片

图 :9叶片及鳞片致病情况

图 >9不同引物扩增产物电泳图

"7+!病原菌的分子鉴定

将菌株Y5提取的Q)2与引物;YA'-;YA$# )<A'-

)<A" 和X]8'\-X]8"Y分别进行5(=扩增和电泳并测

序$ 结果表明可以分别获得片段大小为 *"'$ %0/$

%&$ 1[的明亮且单一的清晰条带 !图 +"e

待测菌株Y5与表 + 中已知明确种类的菌株序列

同源性比对$ 将 X]8'

+

基因序列和 E@AA_基因联合

后$ 与 Y]+# Y]*# )==T"#$++ 等菌株序列分析后$

分别使用<X.207# 软件采用邻接法 !)>BM41FJ8HFB98

B9M"$ ' ### 次计算重复检验构建出系统发育树 !图

$"e采用 X]8'

+

8E@AA_联合构建$ 结果表明菌株 Y5

与]7FZG?[FJIE处于同一分支上$ 结合形态特征和分

子鉴定的结果$ 菌株 Y5可被鉴定为尖孢镰刀菌 6#^

4+$%#'&>/4"&$#'e

"7$!杀菌剂室内毒力测定

% 种杀菌剂对尖孢镰刀菌的室内抑制作用如表 $

所示e$*# M-T咪鲜胺对尖孢镰刀菌表现出很强的抑制效果$ T3

*#

值仅为 #7+%% EM-T$ 其次是 $+# M-T戊

'#/'



陈一宙$ 等% 铁炮百合枯萎病菌的分离# 鉴定及室内药剂筛选花卉病害病原菌鉴定及防治

唑醇$ 该药物对病原菌的抑制效果一般$ T3

*#

值为 *&7&&+ EM-T$ "*# M-T嘧菌酯对病原菌抑制效果最差$

T3

*#

值为 ' $*" %*+7/"% EM-T!图 *"e

TP

NRRL20433 Fusarium oxysporum
NRRL22538 Fusarium oxysporum 

PUF017 Fusarium oxysporum

ZJ8 Fusarium commune

YC11 Fusarium commune

TF3 Fusarium commune

TF5 Fusarium commune

NRRL13566 Fusarium fujikuroi

NRRL13617 Fusarium phyllophilum 

NRRL22946 Fusarium pseudocircinatum
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100
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99

100

0.005 0

图 ?9基于 Q̂ Y8

"

和*1CC-基因结合采用R!法构建系统发育树

表 $!% 种杀菌剂对尖孢镰刀菌的毒力测定

药剂名称 毒力回归方程 相关系数!$"

T3

*#

-!EM'T

,'

"

*#i异菌脲 /g'7#'# *>h'7%$+ #7/0" ' #/'7$%+

$+# M-T戊唑醇 /g'7"'+ #>h"7&*+ #7/&# *&7&&+

"#i三唑酮乳油 /g#7$/& #>h+7*'+ #7/#0 /%&7'*+

$*# M-T咪鲜胺 /g'7#*" #>h*7$/& #7/+' #7+%%

"*# M-T嘧菌酯 /g#7#0$ #>h$7*$$ #7/$+ ' $*" %*+7/"%

'i申嗪霉素 /g'7"'" #>h'70+" #7&*/ $/07#'*

!!!! !K" 未加药剂的处理!!!! !1" $*# M-T咪鲜胺 !/7### EM-T" ! !L" $+# M-T戊唑醇 !&%7### EM-T"

图 @9杀菌剂对供试菌株菌丝生长的抑制作用对比

+!小结与讨论

因百合种类及栽培地区的差异$ 引起百合枯萎病的病原菌种类也不尽相同$ 目前可使百合患枯萎病

的病原菌种类较多e因此$ 鉴定引起特定种类百合枯萎病的病原菌对于防治至关重要e本试验从患病的

铁炮百合中分离病原菌$ 结合形态学观察$ 采用 X]8'

+

等多基因联合建树$ 系统发育分析鉴定了其病原

菌为尖孢镰刀菌 !67&>/4"&$#'"e镰刀菌枯萎病属于发生最为广泛$ 且危害最大的百合病害e在 '## 多种

重要经济作物中$ 至少有 &' 种作物会发生镰刀菌病害('+)

e镰刀菌形态变异概率大$ 因此其形态特征在分

类鉴定时不易准确把握e一些形态上较为相近的近缘种镰刀菌之间会难以区分$ 因此借助基于多基因分

析的分子生物学技术对镰刀菌种属间进行准确快速鉴定非常必要('$)

e;YA序列分析在镰刀菌分类鉴定中应

用较广e而相较于;YA序列$ X]8'

+

序列分析能够较好地区分镰刀菌相似种('*)

e相比之下$ E@AA_序列分

''/'
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析方法在百合镰刀菌鉴定研究方面应用较少e吕艺瑶等(/)研究表明$ 联合基因建树比使用单个基因的分

析结果更准确可靠e

目前对尖孢镰刀菌引起植物病害的防治药物以化学药物为主$ 长期使用会对土壤和生态系统造成严

重的危害e研究病原物的生物学特性和室内药剂筛选对于探究和掌握病害发生# 流行和防治等具有重要

意义e本试验进行了 % 种杀菌剂对尖孢镰刀菌的室内毒力测试e结果表明$ 药物咪鲜胺和戊唑醇对病原菌

的抑制效果较好$ 与夏智杰等('%)对安徽甜瓜和栝楼蔓枯病的研究结果类似e而嘧菌酯对病原菌抑制效果

最差$ 与李润根等('')对龙牙百合枯萎病的研究不同$ 推测其差异性来源于百合品种和生长环境的不同$

因而分离得到的病原菌也存在着一定的差异e

本试验明确了被试的铁炮百合枯萎病的病原菌种类$ 并通过室内毒力测试筛选出了高效的抗菌药物$

为进一步诊断该病害的发生# 掌握其流行规律和防治提供了理论依据$ 为铁炮百合枯萎病防治提供了理

论和用药依据e但杀菌剂室内毒力测定结果只能说明该药剂在室内离体条件下对尖孢镰刀菌具有的杀菌

活性e室内试验与实际自然环境相比$ 仍然存在一定差异e药剂的实际应用效果还需进一步的田间试验

证实e
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