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摘要  用8 种药剂进行莴苣灰霉病菌的抑菌试验 ,结果表明 ,其中7 种药剂为中效药剂( EC50在0 .5～20 .0 mg/ ml) ,1 种药剂为低效药剂
( EC50 > 30 mg/ ml ) 。
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Study on Culture Characteristics of Lettuce Botrytis ci nerea and Indoor Virulence Deter mination of Medicaments
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Abstract  8 kinds of medicaments were used to do bacteriostatic test against lettuce Botrytis cinerea . The results showed that among them7 kinds of
medicaments were medium-effect bactericides ( EC50 was at 0 .5 ～20 .0 mg/ ml ) and one kind of medicament was low-effect bactericide ( EC50 > 30
mg/ ml ) .
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  灰霉病是保护地栽培蔬菜上常见的一种病害[ 1 - 3] 。引

起灰霉病的病原物主要有3 个种: 灰葡萄孢( Botrytis ci nerea

Pers . ex Fr .) 、葱鳞葡萄孢( Botrytis squa mosa Walker) 和葱腐葡

萄孢( Botrytis allii Munn) [ 4] 。目前灰霉病的防治主要采取药

剂防治, 由于大量使用杀菌剂灰霉病已对常用的多种药

剂[ 5 - 12] 产生了不同程度的抗性, 导致防治效果下降甚至失

败。近年来 ,湖北省荆州市郊春秋季种植的地膜、大棚莴苣

和生菜上灰霉病发生非常严重, 枯叶率达到90 % 以上, 烂茎

率达70 %～85 % , 给菜农造成严重的经济损失。尽管广大菜

农也进行了积极地喷药防治, 但由于使用药剂、防治措施比

较单一 ,收效甚微。鉴此 ,笔者进行莴苣灰霉病菌生物学特

性及市售杀菌剂对灰霉病菌的毒力测定,试图为有效防治莴

苣灰霉病提供科学依据。

1  材料与方法

供试菌株 :从校园周边农户菜园采集莴苣灰霉病株, 经

分离获得的莴苣灰霉病菌( Botrytis ci nerea Pers) , 菌种用PSA

斜面保存在长江大学农学院植物病理教研室。供试药品 :

28 %灰灭 WP ,山东省植物保护总站服务部;60 % 多菌灵 WP ,

河北省石家庄丰之田生物农化有限公司 ;75 %百菌清 WP , 云

南化工厂;80 %代森锰锌WP ,河北省张家口金赛制药有限公

司;50 %扑海因SC,拜耳杭州作物科学有限公司;40 % 施佳乐

SE,拜耳作物科学公司;10 % 世高 WJ, 瑞士先正达作物保护

有限公司;50 %施保功 WP, 拜耳作物科学公司。

1 .1 莴苣灰霉病菌菌丝培养特性

1 .1 .1 温度对菌丝生长的影响。首先将灰霉病菌在PSA 平

板培养基上扩大繁殖, 长满培养皿后, 用打孔器打成直径为

3 mm的菌饼, 取菌饼接于PSA 平板培养基上, 分别置于5、10、

15、20、25、30、35、40 ℃下恒温培养。每个温度设4 皿为1 个重

复处理 ,共设3 个重复。2 d 后逐日在菌落的3 个不同方向测

量直径 ,连续测定3 日次 ,计算菌丝日均生长率。

1 .1 .2 pH 值对菌丝生长的影响。用5 % HCl 或5 % NaOH 溶

液调节分装在三角瓶中PSA 培养基的pH,pH 值分别为4 .25、

5 .35、6 .43、7 .48、8 .59、9 .67、10 .41( 用pH510 台式酸度测定)
�
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7 个梯度, 做好标记及包扎后进行灭菌 , 灭菌冷却后制作平

板,待平板培养基凝固后 , 再将事先打好的菌饼( 直径为

3 mm) 分别接种到不同pH 值的平板培养基上, 置于( 20±2)

℃恒温培养箱中培养, 每处理重复3 次。2 d 后逐日测量菌

落直径 ,连续测定3 日次 ,计算菌丝日均生长率。

1 .1 .3 光照对菌丝生长的影响。挑取直径为3 mm 的莴苣

灰霉病菌饼于 PSA 平板培养基上, 分别置于24 h 完全光照

( 20 W日光灯,距培养物15 c m) 、24 h 完全黑暗和12 h 光照黑

暗交替条件下,培养温度( 20±2) ℃ ,培养2 d 后开始逐日观

察测量菌落直径,连续测定3 次。每个处理4 皿, 重复3 次。

记载菌丝日均生长量。

1 .1 .4 不同 C N 源对菌丝生长的影响。基本培养基成分为

K2HPO4 1 .00 g ,KCl 0 .5 g , MgSO4·7H2O 0 .5 g ,FeSO4 0 .01 g ,

KNO3 2 .00 g ,琼脂17 .00 g , 水1 000 ml ; 分别以果糖、葡萄糖、

蔗糖、淀粉作为C 源,每种 C 源添加量为30 .00 g。测定不同

N源对菌丝生长的影响时, 基本培养基的成分除将 KNO3 更

换成蔗糖30 .00 g 外, 其余成分与上述相同。在基本培养基

中再分别加入天门冬酰胺、甘氨酸、硫酸氨、KNO3 不同的 N

源, 每种N 源添加量为2 .00 g。记载不同 C N 源菌丝日均生

长量。

1 .2  不同药剂对莴苣灰霉病菌丝生长的抑制作用  首先找

出8 种药剂各自的大致作用范围后,再对8 个药剂进行毒力

测定, 在各药剂的预测作用范围内设5 个浓度梯度( 处理) ,

每处理重复3 次, 以不加药剂为对照。每种药剂得到至少3

个连续可靠数据后计算抑制率, 转换成机率值 ,再把浓度转

换成对数值,以抑制机率值( Y) 浓度对数值( X) 进行统计计

算,求出直线回归式。再求出 EC50值。具体操作是先将称量

好的各药剂分别用无菌水配制成所需浓度的10 倍液为母

液,再依次稀释成5 个浓度剃度的10 倍液; 将经过灭菌熔化

的PSA 培养基9 ml 与配制好的药液1 ml 在超净工作台上 ,

同时倒入灭菌的培养皿中摇匀, 冷却制成含有农药的培养

基, 加上标签备用 ;把在PSA 培养基上扩繁的莴苣灰霉病菌

落用直径3 mm的打孔器打成菌饼, 按无菌操作法接于混合

好的培养皿内。将接种好的培养皿置于温度( 20±2) ℃恒温

培养箱中培养, 培养96 h 后在菌落的3 个不同方向测量直

径, 取其平均值, 计算抑制率[ 13] 。
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2  结果与分析

2 .1 病原菌的生物学特性

2 .1 .1 温度对菌丝生长的影响。莴苣灰霉病菌在5～34 ℃

范围内均能生长, 适宜温度为15～25 ℃, 最佳为20 ℃, 低于

或高于20 ℃菌丝生长速度都减缓。20 ℃下培养到4～6 d 时

培养皿的边缘上有少量的黑褐色块状菌核形成。当温度达

到35 ℃时,菌丝生长完全停滞 ,此温度下继续培养5 d 后, 转

入20 ℃恒温培养, 菌丝仍不生长,表明35 ℃莴苣灰霉病菌的

临界致死温度( 图1) 。

图1 温度对菌丝生长的影响

Fig. 1 Effects of temperature onthe mycelial growth

2 .1 .2 pH 值对病原菌菌丝生长的影响。莴苣灰霉病菌丝能

在较宽的pH 值范围内生长 ,从图2 可以看出 ,菌丝在pH 值

为4 .25 时日均生长量在20 mm以上,pH 值为10 .41 时也在

10 mm以上, 可见菌丝即使在pH 值≤4 .0 或pH 值≥10 .5 的

情况下还是可以生长的。pH 值在4 .25～6 .43 时菌丝生长率

呈增加趋势,但增长幅度并不大, 当pH 值高于6 .43 时, 菌丝

生长出现减缓,特别是pH 值≥7 .48 时菌丝生长减缓加剧, 之

后又处于较为平缓的生长减缓状态。菌丝日均生长量在20

mm以上的pH 值范围为4 .0～7 .5。

图2 pH值对菌丝生长的影响

Fig . 2 Effects of pH valueonthe mycelial growth

2 .1 .3 光照对菌丝生长的影响。莴苣灰霉病菌在连续光照

培养条件下,菌丝日均生长量为8 .04 mm,培养20 d 也未见有

菌核产生, 有少量分生孢子产生; 完全黑暗条件下菌丝日均

生长量为15 .94 mm,极易产生菌核和分生孢子。明暗交替处

理,菌丝日均生长量为10 .31 mm,可以形成菌核和分生孢子 ,

其数量不及完全黑暗培养。

2 .1 .4 不同营养条件对菌丝生长的影响。不同C 源试验结

果表明,莴苣灰霉病菌病的菌丝均能在果糖、葡萄糖、蔗糖以

及淀粉为C 源的培养基中生长 ,其中以果糖为C 源的菌丝生

长最快, 菌丝日均生长量为24 mm, 但产孢不及葡萄糖 C 源。

在葡萄糖、蔗糖、淀粉为C 源培养基中 ,菌丝生长速率均低于

果糖,三者之间差异不太明显, 但产孢仍以葡萄糖C 源为最

佳。在不加C 源的情况下, 菌丝前期也能较好生长, 但随着

培养时间的延长, 菌丝生长明显减缓, 菌丝老化加剧( 图3) 。

不同N 源对菌丝生长的影响,以天门冬酰胺对菌丝和产孢最

佳, 甘氨酸、硫酸铵和硝酸钾对菌丝生长和产孢的影响差别

不大。虽然在缺N 情况下,菌丝生长的速度接近天门冬酰胺

N 源培养基, 产孢极少或根本不产孢。

图3 C源对菌丝生长的影响

Fig. 3 Effects of carbonsources onthe mycelial growth

图4 N源对菌丝生长的影响

Fig .4 Effects of nitrogensources onthe mycelial growth

2 .2  室内毒力测定  由表1 可知, 不同药剂对莴苣灰霉病

菌菌丝生长的抑制作用存在显著性差异。50 % 施保功可湿

性粉剂抑菌效果最好, EC50为0 .90 mg/ ml ;50 % 扑海因 SC、

28 %灰灭WP、40 % 施佳乐SE、60 % 多菌灵WP4 种药剂的 EC50

在1 .14～1 .38 mg/ ml ;75 % 百菌清 WP、80 % 代森锰锌 WP2 种

药剂的 EC50在1 .14～6 .36 mg/ ml 。抑菌效果较差的是10 %世

高 WJ , EC50 > 30 mg/ ml 。

3  讨论

(1) 莴苣灰霉病菌适宜于中低温度下生长发育, 当温度

达到35 ℃时菌丝生长停滞甚至死亡。可根据病原菌这一特

性, 适当地进行温度调节。大棚、温室种植的莴苣, 可以在晚

秋或早春加强晚间的保温措施, 缩小昼夜温差 ,防止莴苣受

冻害、积水叶面或积水叶面时间过长; 选晴天中午进行高温
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“闷棚”,棚温度升到34～36 ℃保持1～2 h , 然后缓缓放风降

温, 可减缓病菌的生长发育,降低病原菌产孢速度和产孢量 ,

从而达到控制病害的目的。

表1 8种药剂对病原菌菌丝生长的抑制作用

Table 1 Inhibitory effects of 8 kinds of reagents onthe mycelial growth of

pathogen

药品

Drugs

直线回归方程

Linear regression

equation

EC50

mg/ ml

相关系数

Correlation

coefficient
28 %灰灭WP
28 % eli minate ash WP

y =4 .95 +0 .82x 1 .15 0 .91

60 %多菌灵WP
60 % carbendazi m WP

y =4 .88 +0 .82x 1 .38 0 .96

75 %百菌清WP
75 % chlorothalonil WP

y =4 .65 +1 .09x 2 .08 0 .96

80 %代森锰锌WP
80 % mancozeb WP

y =4 .23 +0 .96x 6 .36 0 .92

50 %扑海因SC
50 % i prodione SC

y =4 .96 +0 .71x 1 .14 0 .90

40 %施佳乐SE
40 % scala SE

y =4 .96 +0 .52x 1 .19 0 .90

10 %世高WJ
10 % difenoconazole WJ

y =3 .78 +0 .82x 30 .13 0 .91

50 %施保功WP
50 % spartak WP

y =5 .02 +0 .45x 0 .90 0 .95

  ( 2) 光照对莴苣灰霉病菌有一定的抑制作用。可以在采

取其他农业技术措施的基础上, 相应采取一些延长光照时

间, 增加光照强度和透光性的技术措施。如合理种密度, 及

时摘除下部病残老叶,改善株间通透性 ,降低小气候湿度; 温

室和大棚晴天采取合理放风, 早揭和适当晚盖帘, 铺设反光

膜等办法, 达到降湿,延长光照时间或加大光强,尽量创造不

利于病害发生的条件。

(3) 通过对目前常见市售的8 种杀菌剂毒力测定, 结果

表明:8 种药剂对莴苣灰霉病菌都有抑制作用。50 %施保功

可湿性粉剂抑菌效果最好, EC50为0 .90 mg/ ml ;50 % 扑海因

SC、28 %灰灭 WP、40 %施佳乐SE、60 %多菌灵 WP 4 种药剂的

EC50在1 .14～1 .38 mg/ ml ;75 % 百菌清 WP、80 % 代森锰锌 WP

两种药剂的 EC50在1 .14～6 .36 mg/ ml , 但7 种药剂对莴苣灰

霉病菌抑制作用均属于中效药剂, EC50在0 .5～20 .0 mg/ ml 。

10 %世高 WJ 属于低效药剂, EC50 > 30 mg/ ml 。药剂防治虽然

见效快,但由于长期单一、大量用药, 使灰霉病菌已经产生了

一定的抗药性,因此,使用农药时应注意,农药的轮换和科学

的混合使用,避免抗药性产生 ,提高防治效果。
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  将鳞茎鲜重( X2) 与种球大小( Y) 进行二次多项式回归

分析 , 得回归关系式:

  Y2 = - 12 .611 2 + 0 .879 5 X2 - 0 .002 059 X2
2 ( 2)

相关系数 R = 0 .947 62 , F 值= 21 .825 9 , 显著水平 P =

0 .000 6 ,剩余标准差 S = 16 .556 6 , 调整后的相关系数 Ra =

0 .948 4。

将鳞茎干重( X3) 与种球大小( Y) 进行二次多项式回归

分析 , 得回归关系式:

Y3 = - 10 .365 6 + 2 .685 1 X3 - 0 .018 91 X3
2 ( 3)

相关系数 R = 0 .943 1 , F 值= 19 .06 , 显著水平 P =

0 .001 7 ,剩余标准差 S = 17 .367 0 , 调整后的相关系数 Ra =

0 .949 5。

2 .3  百合种球大小对鳞茎片数的影响 从表1 可以看出,

百合种球大小对鳞茎片数有明显的影响。对于≥1 c m 鳞片

数量 ,50～100 g 种球处理的鳞片数量在80～102 片, 其次是

30～45 g 种球处理 , 其鳞片数量为40～63 片,5～25 g 种球

处理的鳞片数量为23～32 片。对于< 1 c m 鳞片数量 ,95 ～

100 g 和50～75 g 种球处理的鳞片数量在10 片以上 ,80～90

g 和40～45 g 种球处理的鳞片数量为7～10 片,5～35 g 种

球处理的鳞片数量在7 片以下。

3  小结与讨论

(1) 百合种球大小在50 ～65 g 的处理对鳞茎鲜重、干

重、直径和鳞片数量的增加效果明显 ,而且百合种球与鳞茎

鲜重倍率增加在250 % 以上, 投入产出比较高, 建议生产上

选择50～60 g 百合种球。

( 2) 二次多项式回归分析表明, 鳞茎鲜重、干重、直径与

百合种球大小存在明显的相关关系。

( 3) 试验主要探讨了不同大小的种球对鳞茎生长的影

响。但种球大小对鳞茎品质的影响 , 尚有待进一步研究。
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