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　　摘要：从白睡莲黑斑病叶上分离获得 １株真菌 ＳＬ－１５１２，对其完成致病性测定，依据病原菌形态特征结合
ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析，将其鉴定为草茎点霉（Ｐｈｏｍａｈｅｒｂａｒｕｍ）；为明确该病原菌的生物学特性和最佳的室内抑菌药
剂，对不同条件下病原菌菌丝的生长情况展开分析和进行室内药剂平板筛选。结果表明，马铃薯葡萄糖培养基

（ＰＤＡ）和马铃薯蔗糖培养基（ＰＳＡ）均适合该菌株的生长，碳源和氮源以葡萄糖和蛋白胨较适宜，生长适温为２８℃，致死
温度为５５℃，在ｐＨ值４～１０条件下均生长良好，其最适ｐＨ值为５～７，通气及光照对草茎点霉菌丝生长均无显著性影
响；在供试的３种药剂中，代森锰锌抑菌效果最好，在质量浓度１０００ｍｇ／Ｌ时相对抑菌率为９７．１％，ＥＣ５０为１．２ｍｇ／Ｌ。
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　　白睡莲（Ｎｙｍｐｈａｅａａｌｂａ）为多年生水生草本，是一类具有
很高观赏价值的园林花卉。原产埃及尼罗河，国内各省区均

有栽培［１］。它不仅是水景园中必备的浮叶性水生花卉，也是

优良的新型切花，且根状茎既可食用或酿酒又可入药，能治小

儿慢惊风，全草也可以作绿肥［２］。

白睡莲病害主要包括睡莲腐烂病、黑根病、褐纹病、叶腐

病、斑腐病和炭疽病等［３－４］。２０１５年８—１０月，笔者在湖北省
孝感市农业科学院试验园发现白睡莲黑斑病发病率达８０％，
从黑斑病病叶上分离获得１株真菌ＳＬ－１５１２，对其完成致病
性测定，依据病原菌形态特征结合 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析，将
其鉴定为草茎点霉菌（Ｐｈｏｍａｈｅｒｂａｒｕｍ）；为明确该病原菌的
生物学特性和最佳的室内抑菌药剂，对不同条件下病原菌菌

丝的生长情况展开分析和室内药剂平板筛选，以确定该菌株

的生物学特性，为进一步的田间防效试验提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
患黑斑病的白睡莲叶片采自湖北省孝感市农业科学院试

验基地。

本试验选取以下６种培养基作为供试培养基：马铃薯蔗
糖培养基（ＰＳＡ）、马铃薯葡萄糖培养基（ＰＤＡ）、查氏培养基
（ＣＡ）、清水洋菜培养基（ＷＡ）、燕麦培养基（ＯＡ）和玉米粉培
养基（ＣＭＭ），其配制方法参照《植病研究方法》［５］。

筛选和分离白睡莲黑斑病病菌采用 ＰＳＡ培养基，药剂筛
选试验用的３种生产上常用农药详细情况见表１［６－７］。

蛋白胨、酵母粉、ＮａＣｌ、琼脂等购自生工生物工程（上海）
股份有限公司。

表１　供试药剂及试验浓度

药剂 剂型 厂家
稀释倍数／质量浓度（ｍｇ／Ｌ）

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ
４７％春雷·王铜 可湿性粉剂 北兴化学工业株式会社 ５０００／２００ ２０００／５００ １５００／６３０ １０００／１０００
８０％代森锰锌　 可湿性粉剂 美国陶氏益农公司 ５０００／２００ ２０００／５００ １５００／６３０ １０００／１０００
８０％烯酰吗啉　 水分散粒剂 江苏健神生物农化有限公司 ５０００／５０ ２０００／１３０ １５００／１７０ １０００／２５０

１．２　白睡莲黑斑病病菌的生物学特性研究
参照傅本重等报道的生物学特性研究方法［８］，共选取以

下８个指标对该致病菌进行生物学特性分析，包括最佳培养

基、碳源、氮源、温度、ｐＨ值、致死温度、最佳光照和通气条件，
每个处理５皿，试验重复２次。

各指标研究中，接种方法均是沿 ＰＳＡ培养基上培养７ｄ
的病原菌菌落边缘打取菌龄一致的菌饼（直径６ｍｍ）置于培
养基平面中间，置于２８℃霉菌培养箱培养７ｄ后用十字交叉
法测量菌落直径。

１．３　室内药剂平板筛选
按照试验设计，加入一定量的药剂至凝固前的 ＰＳＡ培养

基中混合均匀倒入培养皿中，配成相应浓度的含杀菌剂的平

板，以不加杀菌剂的ＰＳＡ为对照，每个浓度重复５皿，试验重
复３次。接种观察和分析方法同“１．２”节。根据测得的菌落
直径，利用数据分析软件，计算出各浓度下的相对抑菌率［９］，
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取浓度对数值为ｘ，相对抑菌率几率值为ｙ［１０］，作出毒力回归
方程［１１］，并计算 ４种供试药剂对病原菌的有效中浓度
（ＥＣ５０）。

菌落净直径＝菌落直径－菌饼直径（６ｍｍ）；
　　相对抑制率＝（对照菌落净直径－处理菌落净直径）／对
照菌落净直径）×１００％。
１．４　数据分析

采用数据处理软件 Ｅｘｃｅｌ２０１０、ＳＰＳＳ２２和 Ｏｒｉｇｉｎ８对试
验数据进行统计学分析，得出毒力回归方程、决定系数，然后

根据毒力回归方程计算有效中浓度（ＥＣ５０），作图、进行显著
性差异分析（α＝０．０５）。

２　结果与分析

２．１　草茎点霉菌最佳培养基配方筛选
草茎点霉菌在不同培养基上菌落的生长情况如表２所

示。结果表明，该草茎点霉菌在供试的６种培养基上均能生
长，但生长速率及菌丝密集程度存在明显差异。无论是从生

长速率，还是菌丝密集程度来看，ＰＤＡ和 ＰＳＡ均有利于该草
茎点霉菌的生长，生长速率分别达９．６１、９．５３ｍｍ／ｄ；其次有
利于病原菌生长的是 ＯＡ，生长速率为７．６０ｍｍ／ｄ；而在 ＷＡ
上生长速率最为缓慢，其直径虽然达到３０．１ｍｍ，但是菌丝很
稀疏，仅有很薄的１层。

表２　草茎点霉菌丝在不同培养基上的生长情况

培养基
菌落直径

（ｍｍ）
生长速率

（ｍｍ／ｄ）

ＰＳＡ ６６．７０±０．４５ａ ９．５３ａ
ＰＤＡ ６７．３０±０．５２ａ ９．６１ａ
ＣＡ ４９．９０±０．５４ｃ ７．１３ｃ
ＷＡ ３０．１０±０．５０ｄ ４．３０ｄ
ＯＡ ５３．２０±０．７８ｂ ７．６０ｂ
ＣＭＭ ４８．６０±０．３８ｃ ６．９４ｃ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。表３、
表４同。

２．２　草茎点霉菌最佳碳源筛选
草茎点霉菌在不同碳源培养基上菌落生长情况如表３所

示，试验结果表明，多种不同的碳源都能被草茎点霉菌利用，

但不同碳源对草茎点霉病原菌的生长影响较大。当葡萄糖作

为碳源时草茎点霉菌生长速率最快，这可能与速效碳源更容

易利用有关；其次是淀粉、蔗糖和果糖，而在无碳源条件下生

长最缓慢且菌丝最稀疏，仅有很薄的１层。

表３　草茎点霉菌丝在不同碳源培养基上的生长状况

碳源
菌落直径

（ｍｍ）
生长速率

（ｍｍ／ｄ）

蔗糖 ５０．６０±０．５６ｂｃ ７．２３ｂｃ
葡萄糖 ５５．００±０．９３ａ ７．８６ａ
麦芽糖 ４６．７０±０．８０ｄ ６．６７ｄ
果糖 ４９．４０±０．４１ｃ ７．０６ｃ
淀粉 ５２．４０±０．５４ｂ ７．４９ｂ
无碳 ３５．９０±０．９２ｅ ５．１３ｅ

２．３　草茎点霉菌最佳氮源筛选
草茎点霉菌在不同氮源培养基上菌落生长情况如表４所

示，草茎点霉菌丝在以蛋白胨为氮源的培养基上菌落最大且

生长速率最快，在以硝酸钠和尿素为氮源的条件下次之，在硝

酸铵和无氮源条件下较差，说明这几种氮源里蛋白胨为最优

氮源。这一结果与西藏青稞病害病原菌的最优氮源［１２］类似，

但与吉祥草叶斑病病菌细极链格孢的最优氮源结果［１３］不一

致，这说明不同真菌的最佳氮源存在较大差异。

表４　草茎点霉菌丝在不同氮源培养基上的生长状况

氮源
菌落直径

（ｍｍ）
生长速率

（ｍｍ／ｄ）

蛋白胨 ５６．１０±０．８１ａ ８．０１ａ
硝酸铵 ３６．００±１．１８ｄ ５．１４ｄ
硝酸钠 ４７．６０±０．４０ｂ ６．８０ｂ
尿素 ４３．３０±０．５６ｃ ６．１９ｃ
无氮 ３７．３０±１．０２ｄ ５．３３ｄ

２．４　草茎点霉菌最佳温度筛选
温度对草茎点霉菌生长的影响如图１所示。结果表明，

２８℃为草茎点霉菌的最适生长温度，此时菌落直径最大，生
长状况最佳，且该病原菌在试验温度５～２８℃范围内均可生
长。在５℃条件下，生长速率非常缓慢，而在３７、４２℃条件下
均不能生长。该结果与张丽等的研究结果［１４］一致，高温不利

于草茎点霉菌生长。

２．５　草茎点霉菌最佳ｐＨ值筛选
在ｐＨ值为４～１０条件下，草茎点霉菌的外观形态各指标

均无明显区别，无论是菌丝生长速率，还是菌落的颜色、稀疏程

度，均没有明显差异，表明草茎点霉耐受ｐＨ值范围广。由图２
可知，ｐＨ值６．０为最适ｐＨ值，此时菌落直径最大，生长速率达
到９．９６ｍｍ／ｄ，其次是ｐＨ值为５．０和ｐＨ值为７．０的条件，而
在ｐＨ值为１０．０下生长稍慢，生长速率为８．４１ｍｍ／ｄ。
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２．６　草茎点霉菌致死温度研究
结果表明，草茎点霉在经４０、４５、５０℃水浴处理后，菌丝

仍然能生长，但是生长缓慢，而在５５℃水浴处理后，菌丝不能
生长。由此可见，草茎点霉菌致死温度为５５℃，该草茎点霉
不能耐高温。

２．７　草茎点霉菌的最佳光照和通气条件
试验结果表明，光暗变化对草茎点霉菌生长的影响不显

著。在光照为０、８、１２、１６、２４ｈ条件下草茎点霉菌菌丝生长
均良好，其中生长速率最大的是在８ｈ—１６ｈ（光—暗）条件
下，达１０．７４ｍｍ／ｄ。通气与不通气条件下菌丝生长速率差异
不显著，分别为９．１１、８．８７ｍｍ／ｄ。
２．８　不同药剂对病原菌的抑菌效果

以不加杀菌剂的ＰＳＡ为对照，选用３种常见杀菌剂对草
茎点霉菌进行室内抑菌率测定，试验结果（表５）表明，３种杀
菌剂对草茎点霉菌的生长都产生了一定影响。其中８０％代
森锰锌效果最好，加了该杀菌剂的平板其菌丝直径明显小于

对照平板。在推荐浓度（药剂包装上推荐的最低使用浓度）

１０００ｍｇ／Ｌ下及培养基内含药浓度为１０００ｍｇ／Ｌ时，菌丝基
本无法生长，其相对抑菌率达 ９７．１％，在此基础上再稀释５
倍即降低浓度至２００ｍｇ／Ｌ后，抑菌率仍然高达９２．５％，ＥＣ５０
为１．２ｍｇ／Ｌ。其次是４７％春雷·王铜，在培养基内含４７％春
雷·王铜１０００ｍｇ／Ｌ时，相对抑菌率达到６１．５％，但是当浓
度降至 ２００ｍｇ／Ｌ后，其抑菌率大幅度降低，仅为２．６％，ＥＣ５０
为８１１．４ｍｇ／Ｌ。３种供试药物中８０％烯酰吗啉对病原菌抑
菌效果最差，同样在推荐浓度２５０ｍｇ／Ｌ下，相对抑菌率仅为
３１．５％，在此基础上再稀释 ５倍后，抑菌率降至 ２２．４％，其
ＥＣ５０达１４１８．６ｍｇ／Ｌ。

表５　不同杀菌剂对病原菌的毒力

供试药剂 毒力回归方程
有效中浓度ＥＣ５０
（ｍｇ／Ｌ）

决定系数

４７％春雷·王铜 ｙ＝３．２０５ｘ＋５．２９１ ８１１．４ ０．９９５１
８０％代森锰锌　 ｙ＝０．６４６ｘ＋６．８９０ １．２ ０．９３８７
８０％烯酰吗啉　 ｙ＝０．５２４ｘ＋４．９２１ １４１８．６ ０．９９８６

３　结论与讨论

本试验对白睡莲黑斑病病原菌的生物学特性进行了研

究，其最适生长培养基为 ＰＤＡ和 ＰＳＡ，碳源和氮源分别以葡
萄糖和蛋白胨最有利于病原菌生长，２８℃为草茎点霉菌的最
适生长温度，在低于５℃和高于３７℃条件下都不利于菌丝生
长，与牛晓庆等的研究结果［１５］基本一致。该草茎点霉菌对

ｐＨ值不敏感，在４～１０范围内均能生长，菌丝生长最适 ｐＨ
值为６。

研究表明，草茎点霉能引起鸭跖草叶斑病［１６］、甘草斑点

病［１７］，还能引起青枣的腐败变质［１８］，是一种分布广泛的植物

病原真菌，并且具有降解植物的特性，同时也能利用其自身植

物毒素，开发生物源除草剂发挥除草作用。为了降低化学除

草剂对环境的污染问题，可以将草茎点霉菌与低剂量的化学

除草剂复配使用，这样化学除草剂也能弥补除草真菌的不足，

使之更高效［１９］。

室内防治药剂筛选试验结果表明，在推荐使用质量浓度

下，８０％代森锰锌对病原菌菌丝生长的抑制效果最好，相对抑

菌率达９７．１％，以８０％烯酰吗啉对病原菌的抑制效果最差，
相对抑菌率仅为３１．５％。陈旭玉等对广藿香棒孢霉叶斑病
病原菌药剂筛选结果同样表明 ８０％代森锰锌抑菌效果最
好［２０］，但是在傅本重等对吉祥草叶斑病菌室内防治药剂筛选

试验中表明８０％代森锰锌抑菌效果较差［１３］。这些研究表明，

同一药剂对不同病原菌的抑制效果差异较大，在室内或实际

应用中应针对不同的病原菌种类，施用不同浓度的不同药剂。

室内药剂筛选结果是依据离体条件下杀菌剂对睡莲黑斑病病

原菌的抑菌效果分析得到的，其田间应用效果还不确定，因

此，研究结果具有一定的局限性，可借鉴本研究结论进一步进

行田间防效试验及评价。
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