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香樟叶斑病病原菌的鉴定、菌丝生长速率
及防治药剂筛选研究
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摘要：[目的 ] 鉴定引起万州区香樟叶斑病的病原菌，明确病原菌菌丝生长特性，筛选出有效抑制叶斑病病原菌

的杀菌剂，为该病的防治提供理论基础。[方法 ] 采用组织分离法分离和纯化病原菌，用柯赫氏法则进行致病

性测定，通过形态特征及 ITS、tub2、GAPDH、ApMat 多基因联合分析鉴定其病原菌种类；用菌丝生长速率

法研究其菌丝生长特性，并进行杀菌剂的筛选。[结果 ] 分离菌株在 PDA 培养基上培养 3 d呈现灰褐色，边缘

灰白色，后期有橘红色孢子堆出现，分生孢子呈长椭圆形、两端钝圆、透明无色、为独立的单胞，测量其孢子

大小为 (9.8～18.6) μm × (4.2～6.0) μm；用两种方法对优势菌株 ZT-1进行致病性检验，均能引起香樟叶片发

病；代表菌株 ZT-1和 ZT-5与胶孢炭疽菌（Colletotrichum gloeosporioides）聚在一支，支持率达 100%；菌

落的最适生长温度为 28 ℃，最适 pH值为 6.0，马铃薯葡萄糖琼脂培养基利于菌丝生长，最适碳源和氮源分别

为葡萄糖、甘氨酸，最适的光照条件是全黑暗；在化学和生物杀菌剂中，15%三唑酮可湿性粉剂、1%蛇床子

素水乳剂的室内毒力较强，对 C.  gloeosporioides 的抑制效果明显，其 EC50 值均小于 10  μg·mL−1。
[结论 ]C. gloeosporioides 是万州区香樟炭疽病的病原菌，15%三唑酮可湿性粉剂可作为防治的杀菌剂。
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香樟 [Cinnamomum  camphora  (L.)  Presl]又

名乌樟、芳樟、樟木等，是樟科（Lauraceae）樟

属（Cinnamomum）常绿高大乔木，主要种植于

长江以南地区，是我国南方重要经济和园林树

种 [1-2]。香樟中富含的芳樟醇是世界上应用最广、

用量最大的香料[3]，所含的精油是植物源杀蚜虫剂

之一 [4]，石油醚提取物能够有效抑制草莓灰霉菌

（ Botrytis  cinerea）、 瓜 果 腐 霉 菌 （ Pythium
aphanidermatum），茄链格孢病菌（ Alternaria
solani）等真菌[5-6]。

香樟的病害主要有囊孢壳菌（Physalospora
spp.）和茎点霉（Phoma spp.）引起的溃疡病 [7]、

Capnodium  spp.引起的煤污病、拟盘多毛孢

（Pestalotiopsis  spp.）引起的枯枝病、炭疽菌

（Colletotrichum spp.）引起的炭疽病等。对于炭疽

病，葛建明等人[8] 通过形态学鉴定，将上海市芳香

樟炭疽病确定为胶孢炭疽菌（C. gloeosporioides），
但未进行分子鉴定。徐明珠等人[9] 鉴定出荆州市香

樟炭疽病病原菌为果生炭疽菌（C. fructicola）和

暹罗炭疽菌（C. siamense）。炭疽菌中存在着许

多复合种，且复合种种类孢子形态和培养特性差异

不大、一种炭疽菌不同培养条件下孢子形态也有差

异，如 C. alienum 和 C. gloeosporioides，仅通过

孢子形态和单基因序列难以鉴定其种类[10-11]，近年

  
收稿日期：2022-11-28        修回日期：2023-01-06
基金项目：重庆市技术创新与应用发展专项重点项目（cstc2020jscx-tpyzxX0007）
* 通讯作者: 尹福强，博士，副教授。主要研究方向：植物病理学。E-mail：20200002@sanxiau.edu.cn刘铭，博士，副教授。主要研究方

向：植物病理学。E-mail： liuming780906@163.com

林 业 科 学 研 究 2023，36（5）：169-179
Forest Research http://www.lykxyj.com

http://dx.doi.org/10.12403/j.1001-1498.20220585


研究结果表明，联合 mating-type protein(MAT1-
2)序列进行多基因联合分析能够更有效区分胶孢

炭疽复合种 [12-14]，如 Liu等人 [15] 应用 ApMat 联合

分 析 将 山 茶 炭 疽 病 的 胶 孢 炭 疽 复 合 种 （ C.
gloeosporioides）区分开；傅敏等人 [16] 利用分生

孢子、刚毛、附着胞形态大小联合多基因序列分

析，将梨树炭疽病病原（Colletotrichum spp.）种

类区分开。本研究首次结合炭疽菌孢子、刚毛、附

着胞等形态和 ApMat 联合的多基因序列分析鉴定

引起万州香樟叶斑病的病原菌种类，并选用 5种化

学农药和 5种生物农药进行室内毒力测定，旨在筛

选出低毒低残留的杀菌剂，为深入研究香樟叶斑病

的发病规律和科学防治提供一定的理论依据。

 1　 材料与方法

 1.1    供试材料

2021年 9月从重庆市万州区百安坝街道采集

具有典型发病症状的叶片样本，并带回实验室观察

并记录发病情况，进一步对样本进行分离纯化。

试验试剂：DNA提取试剂盒（天根生化，

DP305）、 PCR  Master  Mix(2X)（ 天 根 生 化 ，

K1071）、ddH2O（天根生化，R0581），扩增上

下游引物序列如表 1所示。根据《植病研究方

法》[17] 和《植物病理学实验技术》[18] 制备试验所

需培养基。供试杀菌剂名称、生产厂家及所用浓度

如表 2所示。
 
 

表 1    PCR扩增所用引物及引物序列

Table 1    Primers for molecular identification
目的基因
Gene

引物名称
Primers

序列(5′ to 3′)
Sequences

碱基数
Base number

目的片段大小
Size of target gene fragment/bp

参考文献
Reference

ITS
ITS1 TCC GTA GGT GAA CCT GCG G 19

500 [19]
ITS4 TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC 20

tub2
T1 AAC ATG CGT GAG ATT GTA AGT 21

700 [20]
B-tub2 TGG ATG TTG TTG GGA A 16

GAPDH
GDF GCC GTC AAC GAC CCC TTC ATT GA 23

200 [21]
GDR GGG TGG AGT CGT ACT TGA GCA TGT 24

ApMat
ApF2 ACC CCG CCC CAT GAA CAA GTG 21

800 [14]
ApF6 CTA GAC CGG CCC GAT CAA GAC CAA AGA AG 29

 
 
 

表 2    化学和生物杀菌剂及相关浓度梯度

Table 2    Chemical fungicides, biological fungicides and relevant concentrations
供试药剂
Fungicides

剂型
Formulation

生产厂家
Manufacturer

浓度梯度
Concentration/(μg·mL−1)

化学杀菌剂
Chemical fungicides

代森锰锌
mancozeb 80%WP 科迪华农业科技有限责任公司 20、40、80、160、320

甲基硫菌灵
thiophanate-methyl 50%WP 四川润尔科技有限公司 25、50、75、150、300

百菌清
chlorothalonil 40%SC 日本史迪生物科学株式会社 15、30、60、120、240

三唑酮
triadimefon 15%WP 四川润尔科技有限公司 5.6、11、23、45、90

氢氧化铜
copper hydroxide 46%WG 科迪华农业科技有限责任公司 200、400、800、1 600、3 200

生物杀菌剂
Biological fungicide

蛇床子素
cnidiadin 1%EW 内蒙古清源保生物科技有限公司 3.75、7.5、15、30、60

中生菌素
zhongshengmycin 3%WP 深圳诺普信农化股份有限公司 0.75、1.5、3、7.5、15

春雷霉素
kasugamycin 6%WP 陕西汤普生物科技有限公司 125、250、500、1 000、2 000

多抗霉素
polyoxins 10%WP 山西绿海农药科技有限公司 6.25、12.5、25、50、80

四霉素
tetramycin 0.3%AS 辽宁微科生物工程股份有限公司 5.625、11.25、22.5、45、90

　　注： WP为可湿性粉剂，SC为悬浮剂，WG为水分散粒剂，EW为水乳剂，AS为水剂
　　Notes: WP is a wettable powder, SC is a suspension agent, WG is a water dispersible granule, EW is a water emulsion, and AS is a water
agent
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 1.2    病原菌的分离与纯化

从有典型症状的香樟叶片上切下 3 mm × 5 mm
的叶片样品若干，依次用 75%的乙醇浸渍 30 s、
5%次氯酸钠 3 min、无菌水冲洗 3次，在无菌滤

纸上去除水分，最后将叶片样本接种在马铃薯葡萄

糖琼脂培养基（PDA）上。将分离后的菌株在

25 ℃，黑暗条件下培养 3～5 d，观察分离结果，

纯化后保存菌株待鉴定。

 1.3    病原菌的致病性测定

采用两种方法对代表菌株 ZT-1进行致病性测

定，若叶片有发病特征，随即将发病病菌再次进行

分离纯化，经形态学和分子生物学鉴定后若符合第

一次分离鉴定结果，则完成其致病性检验。

 1.3.1     离体叶片接种　用无菌解剖针沿叶脉两侧

对称刺入，将直径约为 5 mm的菌饼和无菌琼脂块

分别接种到叶脉两侧，用保鲜膜对接种部位缠绕处

理，重复 3次，接种后的植株在自然状态下，保持

相对湿度在 80%～90%，观察并记录其发病情

况。

 1.3.2    活体植株接种　取健康的香樟植株，经无

菌 处 理 后 ， 将 含 有 55%甘 油 的 1.0  ×  107

CFU·mL−1 孢子悬浮液用无菌笔刷均匀涂抹于香樟

叶片背面[17,22]，每片接种 100 μL病原菌孢子悬浮

液，重复 3次，套袋保湿后置于室温培养，以接

种 55%甘油的健康植株作为对照，每天观察并记

录发病情况。

 1.4    病原菌的鉴定

 1.4.1    形态鉴定　将纯化后的菌株在 PDA培养基

上以 25 ℃ 培养，期间观察记录菌落和菌丝的着生

状况及形态特征。在显微镜下随机选取 100个孢

子测量长度、宽度；配置 75%的无菌 PDA培养

基，并将孢子接种于滴加 PDA的凹玻片上[17]，保

湿培养，观察孢子萌发及附着胞发展状况，并

拍照。

 1.4.2    分子系统学技术鉴定　菌株经培养后收集

菌丝体，利用植物基因组 DNA提取试剂盒对代表

菌株 ZT-1和 ZT-5的DNA进行提取。使用引物 ITS/
ITS4、 T1/B-tub2、 GDF/GDR、 ApF2/ApF6对

ZT-1和 ZT-5的核糖体转录间隔区序列（ rDNA-
ITS）、β-微管蛋白（beta-tubulin）、甘油醛 3-磷
酸 脱 氢 酶 （ glyceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase）、 配 偶 蛋 白 交 配 型 （ Apn2-
Mat1-2  intergenic  spacer  and  partial  mating-type
protein）基因进行扩增。PCR扩增反应体系均为

40  μL， 其 中 2  ×  Taq  Master  Mix  20  μL、 10
μmol·L−1 上下游引物各 1.6 μL、DNA模板 3.2 μL，
ddH2O补足至 40 μL，PCR反应程序如表 3。扩

增后经 1%的琼脂凝胶电泳检测，将剩下 30 μL反

应物送往上海生工生物工程（成都）股份有限公司

进行测序，将测序所得结果通过 NCBI进行

Blast比对，在 PhyloSuite软件中按照 ITS-tub2-
GAPDH-ApMat 顺序串联，通过 MEGA11.0软件

的最大似然法（Maximum likelihood）构建系统发

育树，重复值设置 1 000次，建树所用序列登录号

如表 4。
 1.5    菌丝生长速率测定

以不同培养基、温度、光照、pH、碳源、氮

源为变量，将直径为 5 mm的菌饼接种于供试培养

基平板（9 cm）的中央，置于培养箱中培养，研

究不同培养条件对代表菌株 ZT-1菌丝生长速率的

表 3    基因 PCR扩增反应程序

  Table 3    Parameter for genes PCR reaction procedure
基因
Gene

预变性温度/时间
Initial denaturation temperature/time

变性温度/时间
Denaturation temperature/time

退火温度/时间
Annealing temperature/time

延伸温度/时间
Extension temperature/time

ITS 94 ℃/5 min
94 ℃/45 s 54 ℃/45 s 72 ℃/1 min

72 ℃/10 min
35循环

tub2 94 ℃/5 min
94 ℃/45 s 60 ℃/45 s 72 ℃/1 min

72 ℃/10 min
39循环

GAPDH 95 ℃/5 min
95 ℃/45 s 60 ℃/45 s 72 ℃/1 min

72 ℃/10 min
38循环

ApMat 95 ℃/5 min
95 ℃/45 s 55 ℃/45 s 72 ℃/80 s

72 ℃/8 min
38循环
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表 4    建树所用登陆号

  Table 4    GenBank accession numbers used in the phylogenetic tree

种名
Species

菌株编号
Strain no.

GenBank登陆号/
GenBank accessions number 参考文献

Reference
ITS tub2 GAPDH ApMat

Colletotrichum gloeosporioides ZT-1★ OP132776.1 OP161545.1 OP161546.1 OP800268.1 —

Colletotrichum gloeosporioides ZT-5★ OP787951.1 OP800272.1 OP800271.1 OP800269.1 —

Colletotrichum camelliae LC2944/LF152 KJ955090.1 KJ955239.1 KJ954791.1 KJ954506.1 [14]

Colletotrichum clidemiae ICMP 18 658* JX010265.1 JX010438.1 JX009989.1 KC888929.1 [23]

Colletotrichum psidii CBS 145.29/
ICMP 19 120* JX010219.1 JX010443.1 JX009967.1 KC888931.1 [10]

Colletotrichum wuxiense JS1A32 KU251591.1 KU252200.1 KU252045.1 KU251722.1 [24]

Colletotrichum wuxiense JS1A44 KU251592.1 KU252201.1 KU252046.1 KU251726.1 [24]

Colletotrichum kahawae IMI 363 578* FJ972607.1 FJ907447.1 FJ972584.1 JQ899281.1 [25]

Colletotrichum camelliae (cont.) LC3100/LF308 KJ955120.1 KJ955268.1 KJ954821.1 KJ954535.1 [14]

Colletotrichum camelliae (cont.) LC3101/LF309 KJ955121.1 KJ955269.1 KJ954822.1 KJ954536.1 [14]

Colletotrichum henanense LF24/LC2820 KM610182.1 KM610184.1 KM610178.1 KM610174.1 [14]

Colletotrichum henanense LF25/LC2821 KM610183.1 KM610185.1 KM610179.1 KM610175.1 [14]

Colletotrichum cordylinicola LC0886/ICMP 18 579* JX010226.1 JX010440.1 JX009975.1 JQ899274.1 [26]

Colletotrichum aotearoa ICMP 18 532* JX010205.1 JX010420.1 JX010005.1 KC888930.1 [10]

Colletotrichum ti ICMP 4 832* JX010269.1 JX010442.1 JX009952.1 KM360146.1 [10]

Colletotrichum queenslandicum ICMP 1 778* JX010276.1 JX010414.1 JX009934.1 KC888928.1 [10]

Colletotrichum henanense CGMCC 3.173 54/LC3030* KJ955257.1 KJ955257.1 KJ954810.1 KJ954524.1 [14]

Colletotrichum alatae ICMP 17 919/CBS 304.67* JX010190.1 JX010383.1 JX009990.1 KC888932.1 [27]

Colletotrichum siamense LC0148 KJ955078.1 KJ955227.1 KJ954779.1 KJ954494.1 [14]

Colletotrichum gloeosporioides LF916 KJ955226.1 KJ955371.1 KJ954927.1 KJ954629.1 [14]

Colletotrichum gloeosporioides LF604 KJ955176.1 KJ955323.1 KJ954877.1 KJ954584.1 [14]

Colletotrichum salsolae ICMP 19 051* JX010242.1 JX010403.1 JX009916.1 KC888925.1 [10]

Colletotrichum aeschynomenes ICMP 17 673/ATCC 201 874 JX010176.1 JX010392.1 JX009930.1 KM360145.1 [10]

Colletotrichum musae CBS 116 870/ICMP 19 119* JX010146.1 JQ005861.1 JX010050.1 KC888926.1 [28]

Colletotrichum aenigma ICMP 18 608* JX010244.1 JX010389.1 JX010044.1 KM360143.1 [10]

Colletotrichum chrysophilum AFK22 MN625456.1 MN622866.1 MN632505.1 MN622875.1 —

Colletotrichum chrysophilum CMM4268 KX094252.1 KX094285.1 KX094183.1 KX094325.1 —

Colletotrichum grossum INIFAT 4 145 MG812307.1 MG826118.1 MG826116.1 MG826119.1 [29]

Colletotrichum asianum GM595/MTCC 11 680* JQ894679.1 JQ894601.1 JQ894623.1 JQ894554.1 [26]

Colletotrichum tainanense CPC:30 245* MH728818.1 MH846558.1 MH728823.1 MH728836.1 [30]

Colletotrichum conoides ANWA14 MZ496950.1 MZ504788.1 — OM001011.1 [31]

Colletotrichum asianum CBS130418/ICMP 18 580* FJ972612.1 JX010406.1 JX010053.1 FR718814.1 [10]

Colletotrichum arecicola cb7 MW561339.1 MW557477.1 MW557459.1 MW557495.1 [32]

Colletotrichum arecicola cb8 MW561340.1 MW557478.1 MW557460.1 MW557496.1 [32]

Colletotrichum rhexiae CBS 133 132* JX145157.1 JX145209.1 — JX145302.1 [15]

Colletotrichum rhexiae CBS 133 134* JX145128.1 JX145179.1 — JX145290.1 [15]

Monilochaetes infuscans CBS 869.96* JQ005780.1 JQ005864.1 JX546612.1 — [33]

注:“*”为模式菌，粗体字且加“★”为供试菌株，其余为参考菌株，“—”代表无参考文献或无该基因
　　Note: “*” is the model strain, bold characters and “★” are the test strains, and the rest are reference strains, “—” represents no reference or
absence of the gene.
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影响。

分别设置 10、15、20、25、28、30、37 ℃
共 7个温度梯度；供试培养基分别为燕麦片琼脂培

养基（OMA）、玉米淀粉琼脂培养基（CMA）、

查氏培养基（Czapek）、马铃薯蔗糖琼脂培养基

（PSA）、马铃薯葡萄糖琼脂培养基（PDA）；

用 1 mol·L−1 的 NaCl和 1 mol · L−1 的 NaOH调节

pH值为 5.0、6.0、7.0、8.0、9.0共 5个梯度；光

照条件设置全光照、全黑暗、光暗交替（12 h光

照/12 h黑暗）3个处理；将查氏培养基中的蔗糖

用等量替换的方法换成可溶性淀粉、葡萄糖、乳

糖、麦芽糖，制成不同碳源培养基，以不含碳源培

养基作为对照；将查氏培养基中的硝酸钠用等量替

换的方法换成尿素、甘氨酸、氨水、硫酸铵，制成

不同氮源培养基，以不含氮源培养基作为对照。

试验中除不同温度对菌丝生长的影响外，其余

培养条件均为 25 ℃、光暗交替（ 12  h光照 /
12 h黑暗）；除不同培养基和碳氮源对菌丝生长

的影响外，其余供试培养基均为 PDA培养基。试

验中接种所用菌块直径均为 5 mm，每个处理重复

3次。从第 5 d开始观察培养基中菌落的生长情

况，采用“十字交叉法”测量菌落平均直径，直到对

照长满 9  cm培养皿结束，按照菌丝生长速

率=（处理菌落直径−5/2 × 培养天数） × 100% 计
算其菌丝生长速率，利用 Excel  2014和 spass
27.0分析、处理数据。

 1.6    供试杀菌剂的室内毒力测定

采用菌丝生长速率法测定不同杀菌剂对香樟炭

疽病病原菌的抑制效果。先用无菌水将各药剂配制

成母液，再用无菌水按表 3所示浓度配制成 5个

浓度梯度，将直径为 5 mm菌饼移入含药培养基平

板（9 cm）中央，以含有无菌水的 PDA培养基做

对照组，每个浓度梯度和对照组均设 3次重复。

25 ℃ 恒温条件下培养 3 d后，用“十字交叉法”[18]

测量每个菌落的直径，按照菌落生长抑制率

（%）=（对照菌落直径-处理菌落直径/对照菌落直

径−5） × 100% 计算抑菌率。

利用 Excel 2014和 SPSS 27.0软件进行数据

处理。以各杀菌剂浓度的对数为横坐标（x），抑

菌率的几率值为纵坐标（y），求出各杀菌剂对香

樟炭疽菌株的毒力回归方程、有效抑制中浓度

（EC50 值）和相关系数（r2）。EC50 越小，表明

该杀菌剂对香樟炭疽病菌的抑制作用越强，用药越

安全，反之越弱。相关系数 r2 表示抑菌率与药剂

浓度之间呈正相关性的密切程度。

 2　 结果与分析

 2.1    病原物的分离结果

本研究共分离出 18个培养性状相同的菌落，

初步鉴定为炭疽属（Colletotrichum spp.）真菌，

经致病性测定，发现 ZT-1致病力最强，以优势菌

株 ZT-1进行菌丝生长速率测定和室内毒力测定的

研究，用代表菌株ZT-1和ZT-5进行多基因联合分析。

该病原菌最先危害香樟老叶，后期逐渐向新叶

扩展，其发病率为 20%～ 35%，病情指数在

20～25，发病初期叶片上呈现黄褐色的斑点，斑

点大小通常 1～2 mm，发病严重时小斑点扩大进

而融合成不规则紫褐色或灰褐色坏死斑点 (图 1A，
1B)。
 2.2    致病性测定

 2.2.1    离体叶片接种　健康叶片接种菌饼 5 d后

开始发病，发病部位呈灰褐色，病斑大小 5～
6  mm，而接种 PDA琼脂块的一侧仅表现刺伤

（图 1J）。
 2.2.2    活体植株接种　健康的植株涂抹上菌悬液 3 d
后，在叶片表面出现多个紫褐色的病斑（图 1K），
7 d后叶片形成黑褐色病斑，而对照植株未曾发病

（图 1L）。
根据柯赫氏法则，对发病部位组织病原物进行

再分离、纯化和鉴定，分离物形态特征与原接种菌

株一致，在无菌 PDA培养基块的叶片中没有分离

到相关致病菌，因此，确定 ZT-1菌株为重庆万州

地区香樟叶斑病的致病菌。

 2.3    病原菌的鉴定

 2.3.1    形态鉴定　菌株 ZT-1和 ZT-5的培养性状

基本相同，在 PDA培养基上培养 3 d菌落中央呈

现灰褐色（图 1E），边缘灰白色，7 d后菌落中央

形成橘红色的孢子堆（图 1F），在体式显微镜下观

察孢子堆为乳突状（图 1G），大小在 0.2～0.8 mm，

将孢子堆用无菌接种针刮下，在显微镜下观察到有

分生孢子盘（图 1H）和刚毛（图 1I），孢子盘大

小为 0.24～0.56 mm，刚毛直立、无隔膜，大小

为 (128.3～167.6) μm × (2.8～3.6) μm，分生孢子

呈长椭圆形、两端钝圆、透明无色、为独立的单胞
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（图 1C），测量其孢子大小为 (9.7～18.6) μm ×
(4.2～6.0) μm，附着胞水滴状（图 1D），大小为

(3.8～6.5) μm × (4.0～5.2) μm，初步鉴定为炭疽

菌属真菌，但具体种类还需进一步确定。

 2.3.2    分子系统学技术鉴定　用最大似然法构建

的进化树如图 2所示，建树所用登录号如表 4，多基

因分析结果表明菌株ZT-1和ZT-5与 Colletotrichum
gloeosporioides 聚在一支，支持率为 100%，将测

序结果提交至 NCBI/GenBank获得登录号。结合

形态学鉴定结果，将引起万州区香樟叶斑病病原菌

鉴定为胶孢炭疽菌（C. gloeosporioides）。
 2.4    菌丝生长速率测定

 2.4.1    温度对菌丝生长的影响　C. gloeosporioides
在 20 ℃ 以下生长缓慢，25～30 ℃ 条件下菌丝生

长较快，   28 ℃ 培养 5  d后菌落直径达 78.33
mm，37 ℃ 时菌丝的生长明显受到了抑制，菌落

直径仅有 25.67 mm，表明 15 ℃ 以下及 37 ℃ 以

上均能抑制菌丝的生长 (图 3A)。
 2.4.2    培养基对菌丝生长的影响　C. gloeosporioides

在 PDA培养基上生长最快，25 ℃ 培养 5 d后菌落

直径达 80.55 mm，其次为 Czapek、OMA培养

基、CMA培养基，最慢的是 PSA培养基，菌落直

径仅有 51.83 mm (图 3B)。
 2.4.3    pH 对菌丝生长的影响　C. gloeosporioides
在 pH=6.0时菌落直径最大，达到 68.33 mm，当

pH由 6.0逐渐上升到 9.0时，菌落生长受到抑

制，pH=9.0时菌落直径仅有 56.00 mm，由此表

明弱酸性条件有利于菌丝的生长，而弱碱性条件抑

制菌丝的生长 (图 3C)。
 2.4.4    光照条件对菌丝生长的影响　C. gloeosporioides
在不同光照处理下存在显著差异，黑暗条件下菌丝

长得最快，菌落直径为 61.33 mm，其次是光暗交

替，而全光照菌丝生长最慢 (图 3D)。
 2.4.5    碳源对菌丝生长的影响　C. gloeosporioides
在含有葡萄糖的培养基中生长最好，菌落直径可

达 70.67 mm，其次是麦芽糖、查氏碳、可溶性淀

粉，最差的是乳糖，菌落直径仅有 49.67  mm
(图 3E)。
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注：A-B：田间发病症状；C：分生孢子；D：附着胞；E-F：PDA 培养基上菌落形态（E：培养 3 d；F： 培养 7 d）；G：孢子堆；H：分生孢子

盘；I：刚毛；J-L：致病性测定（J：菌饼接种 5 d 后叶片症状；K：健康 植株涂抹孢子悬浮液 3 d 后植株叶片症状；L：健康植株涂抹 55%甘油

对照）

Notes:  A-B:  Symptoms  in  the  field;  C:  Conidia;  D:  Appressoria;  E-F:  Colony  morphology  on  PDA  medium  (E:  culture  3  d;  F:  culture  7  d);  G:
Conidiomata; H: Conidiophores; I: Setae; J-L: Pathogenicity test (J: Healthy plants inoculation with 5 mm mycelium block after 5 days; K: Healthy
plants brushed with conidial suspension after 3 days; L: Healthy plants brushed with 55% glycerol as control)

图 1    香樟叶斑病病叶症状和病原菌培养特性及致病性测定

Fig. 1    Symptoms of C. camphora leaf spot disease, and pathogen culture characteristics and pathogenicity test
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 2.4.6    氮源对菌丝生长的影响　C. gloeosporioides
在不同氮源中存在显著差异，以甘氨酸为氮源的培

养基生长得最好，菌落直径可达 81.83 mm，其次

是查氏氮、硫酸铵、尿素，最差的为氨水，菌落直

径仅有 8.03 mm (图 3F)。
 2.5    供试药剂对病原菌的毒力测定

 2.5.1    化学杀菌剂的毒力测定　5种化学杀菌剂

的EC50 值由大到小依次为 46%氢氧化铜WG＞50%
甲基硫菌灵 WP＞80%代森锰锌 WP＞40%百菌

清 SC＞ 15%三唑酮 WP。其中 80%代森锰锌

WP、40%百菌清 SC、15%三唑酮 WP的 EC50

均小于 10 μg·mL−1，说明香樟炭疽病对这 3种杀

菌剂的敏感性极高，是化学防治香樟炭疽病的良

好农药，其中 15%三唑酮 WP的防治效果最好，

如表 5。
 2.5.2    生物杀菌剂的毒力测定　5种生物杀菌剂的EC50

值由大到小依次为 6%春雷霉素WP＞10%多抗霉

素 WP＞3%中生菌素 WP＞0.3%四霉素 AS＞
1%蛇床子素 EW。其中 1%蛇床子素 EW、3%中

生菌素 WP、0.3%四霉素 AS的 EC50 均小于 10
μg·mL−1，说明香樟炭疽病菌对这 3种生物杀菌剂

极为敏感；1%蛇床子素 EW是生物防治香樟炭疽

病的良好生物农药，如表 5。

 3　 讨论

本研究中香樟叶斑病症状与荆州、上海和福建

省三明市发现的基本相同，引起荆州香樟叶斑病病

原菌为果生炭疽（C. fructicola）和暹罗刺盘孢

（C. siamense） [9]，引起上海和福建三明市香樟

炭疽病的病原菌为 C. gloeosporioides[8,34]，但上海

香樟炭疽病与福建三明市仅进行了形态鉴定，并未

进行分子鉴定，本研究经形态学结合多基因序列分

析进一步证实了胶胞炭疽菌（C. gloeosporioides）
可以引起香樟炭疽病；本研究分离出的病原菌最适

培养基和 pH与上海和福建省三明市炭疽病病原菌

基本相同，但在黑暗条件、氮源为甘氨酸、28 ℃
有利于胶胞炭疽菌（C. gloeosporioides）菌丝生

长，这可能与地域差异及重庆市高山环境有关。
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图 2    基于 rDNA-ITS 序列和 tub2、G3PDH、ApMat 构建的多基因系统发育树

Fig. 2    Phylogenetic tree combined with rDNA ITS sequence, tub2, G3PDH, and ApMat genes
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炭疽菌是一种高等真菌，寄主范围广泛，具有

种类多、变异快等特点[35]，特别是其复合种鉴定一

直是病原菌分类的难题，仅通过形态特征和单基因

分析难以准确鉴定，胶孢炭疽复合群是炭疽菌中最

为特殊的一类，可分为 26个复合种，且复合种种

内孢子形态差异较小，必须结合其刚毛、附着胞、

载孢体、孢子盘等形态，并联合 ApMat 的多基因

序列对其复合种进行鉴定，结果更为准确。本研究

表 5    杀菌剂的毒力测定

  Table 5    Toxicity tests of fungicides
杀菌剂

Fungicides
毒力回归方程

Toxicity regression equation
相关系数(r2)

Correlation coefficient
EC50/(μg·mL−1)

Effective concentration

化学杀菌剂
Chemical fungicides

15%三唑酮WP y=0.961 6x + 5.150 6 0.923 3 1.661 6

40%百菌清SC y=0.345 1x + 4.840 3 0.902 3 2.124

80%代森锰锌WP y=0.314 6x + 4.446 4 0.967 7 5.777

50%甲基硫菌灵WP y=0.546 6x + 3.717 5 0.975 1 10.813

46%氢氧化铜WG y=0.900 6x-0.518 9 0.916 9 442.756

生物杀菌剂
Biological fungicide

1%蛇床子素EW y=0.483 4x + 4.798 3 0.946 9 2.639 4

0.3%四霉素AS y=0.657 6x + 3.747 1 0.908 6 6.188

3%中生菌素WP y=0.408 5x + 4.101 9 0.989 7 9.037

10%多抗霉素WP y=1.204 9x + 3.675 2 0.923 0 11.713 5

6%春雷霉素WP y=0.612 8x + 1.256 9 0.966 7 405.74
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图 3    不同培养条件对病原菌菌丝生长的影响

Fig. 3    Effects of different culture conditions on mycelium growth of C. gloeosporioides
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是首次结合这些形态特征和基于 ApMat 的多基因

进行鉴定。生产上其防治主要以化学防治为主，但

长期使用化学农药，极易产生抗药性，影响防治效

果；与化学农药相比，生物农药具有低毒、低残

留、选择性强、不易产生抗药性等优点[36]，本研究

用了 5种化学杀菌剂和 5种生物杀菌剂对 C.
gloeosporioides 的室内毒力进行测定，发现 15%
三唑酮 WP和 1%蛇床子素 EW的抑菌效果最

好，其 EC50 值均小于 10 μg·mL−1，三唑酮是防治

炭疽病时常用的化学杀菌剂，抑制菌丝生长效果优

于抑制孢子形成，具有广谱性、低毒性、低残留、

多作用位点等特性；蛇床子素是一种植物源农药，

通过抑制真菌细胞壁生长来抑制菌丝生长，具有环

保、不污染环境、不伤害天敌、不易诱发抗药性等

优点 [37]。由于植物病害发生不仅与病原、寄主相

关，还与环境条件有关，田间防治环境复杂，室内

药剂筛选结果可能与田间防治效果存在差异，因此

后续研究可进行田间防效试验，进一步探究杀菌剂

对病原菌孢子的影响。

 4　 结论

本研究通过形态学和多基因序列分析表明胶孢

炭疽（C. gloeosporioides）是引起香樟叶斑病的

病原菌，并通过致病性验证了致病菌。通过菌丝生

长速率法确定 28 ℃、PDA培养基、碳源为葡萄

糖、氮源为甘氨酸、弱酸和黑暗的条件下有利于胶

孢炭疽菌（C. gloeosporioides）菌丝生长，15%
三唑酮可湿性粉剂可作为防治香樟炭疽病的杀菌剂。
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Identification of the Pathogen Causing Leaf Spot of
Cinnamomum camphora, Mycelial Growth Rate, and Its

Fungicide Selection

MA Wan-li1, LIU Lu3, TANG Zi-xuan1, LIU Zhuo1,
ZHONG Ji-zhi1, YIN Fu-qiang1,2, LIU Ming1,2

(1. Chongqing Three Gorges University, College of Biological and Food Engineering, Wanzhou, Chongqing,　404120, China;
2. The Chongqing Engineering Laboratory for Green Cultivation and deep processing of the Three Gorges Reservoir Area’s

Medicinal Herbs, Wanzhou, Chongqing,　404120, China; 3. Chongqing Three Gorges Vocational College, College of
Agriculture and Forestry Science and Technology, Wanzhou, Chongqing,　404155, China)

Abstract: [Objective] To Identify the pathogen causing leaf spot of Cinnamomum camphora  in Wanzhou
District,  clarify  the  characteristics  of  mycelium  growth,  and  select  fungicides  that  effectively  inhibit  the
pathogen for  providing a theoretical  basis  for  prevention and control  of  leaf  spot  disease. [Method] The
pathogen was isolated and purified by the tissue separation method, and the pathogenicity was tested by
Koch's method. Pathogens were identified based on morphological characteristics and multilogues phylo-
genetic  analysis  combined  with  ITS,  tub2, GAPDH,  and ApMat  genes;  The  hyphae  growth  rate  method
was used to study the characteristics of mycelium growth, and the fungicides were selected. [Result] The
isolated strains were grayish and the edge was white when the mycelium was cultured on PDA medium for
3  days.  The  orange  conidiomata  appeared  in  the  late.  The  conidia  were  long  oval,  blunt  round  at  both
ends, transparent and colorless were independent cells. The measured spore size was (9.8～18.6) μm ×
(4.2～6.0) μm; Pathogenicity of strain ZT-1 was tested by two methods, both of which could cause the leaf
spot  disease  of C.  camphora  leaves;  The  representative  strains  ZT-1  and  ZT-5  clustered  with Colleto-
trichum gloeosporioides,  and the reliability was 100%; The optimum growth temperature of the pathogen
was  28 ℃;  The  optimum  pH  value  was  6.0;  Potato  Dextrose  Agar  medium  was  beneficial  to  mycelial
growth; The optimum carbon and nitrogen sources were glucose and glycine; The optimum lighting condi-
tion was total darkness. Among the chemical and biological fungicides, 15% triadimefon WP and 1% os-
thol  EW were highly toxic  and the inhibition effect  of C. gloeosporioides was obvious.  Their  EC50 values
were less than 10 μg·mL−1. [Conclusion] C. gloeosporioides  is  the pathogen causing anthracnose on C.
camphora in Wanzhou District and 15% triadimefon WP can be used as a fungicide for control.
Keywords:  Cinnamomum camphora  (L.)  presl;  Leaf  spot;  Pathogen identification;  Colletotrichum
gloeosporioides; Growth rate of mycelium; Fungicide screening
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