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〔１. 江苏省中国科学院植物研究所(南京中山植物园) 江苏省植物资源研究与利用重点实验室

江苏省薄壳山核桃种质创新与利用工程研究中心ꎬ 江苏 南京 ２１００１４ꎻ
２. 江西省林业科技推广和宣传教育中心ꎬ 江西 南昌 ３３００３８ꎻ ３. 泗洪县碧水生态开发有限公司ꎬ 江苏 宿迁 ２２３９９９〕

摘要: 为探究薄壳山核桃〔Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ〕对炭疽菌(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ.)的防御反应并筛选

防治药剂ꎬ对安徽定远县的薄壳山核桃炭疽病病原菌进行分离、纯化和鉴定ꎬ分析薄壳山核桃受此病原菌侵染后体

内活性氧含量、抗氧化酶活性以及防御相关基因表达量的变化ꎬ比较 ８ 个薄壳山核桃品种对该病原菌的抗性ꎬ并分

析不同药剂对该病原菌的毒力ꎮ 结果显示:结合形态学和分子生物学ꎬ将安徽定远县薄壳山核桃炭疽病病叶中分

离出的 ＣＺ１０２ 菌株鉴定为果生刺盘孢(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ)ꎮ ＣＺ１０２ 侵染后ꎬ薄壳山核桃叶片 Ｈ２Ｏ２ 和 Ｏ－
２ 含量

及超氧化物歧化酶、过氧化物酶、过氧化氢酶和抗坏血酸过氧化物酶活性整体上显著(Ｐ<０.０５)升高ꎮ 防御相关基

因 ＲＢＯＨＤ、ＬＲＲ－ＲＬＫ、ＰＴＩ６、ＧＰＸ的相对表达量在 ＣＺ１０２ 侵染后 ０~ ２４ ｈ 持续显著升高ꎬ在侵染后 ３６ ｈ 显著降低ꎬ
ＰＲ－１０的相对表达量在侵染后 ０~３６ ｈ 持续显著升高ꎮ 在 ＣＺ１０２ 侵染后ꎬ‘仪征 １０ 号’(‘Ｙｉｚｈｅｎｇ Ｎｏ. １０’)和‘肖肖

尼’(‘Ｓｈｏｓｈｏｎｉ’)高度抗病ꎬ‘斯图尔特’(‘Ｓｔｕａｒｔ’)、‘肖尼’(‘Ｓｈａｗｎｅｅ’)和‘马罕’(‘Ｍａｈａｎ’)中度感病ꎬ‘波尼’
(‘Ｐａｗｎｅｅ’)、‘Ｎａｃｏｎｏ’和‘福克特’(‘Ｆｏｒｋｅｒｔ’)高度感病ꎮ 多菌灵对 ＣＺ１０２ 的抑制效果最好ꎬ咪鲜胺、戊唑醇、甲基

硫菌灵和吡唑醚菌酯的抑制效果较好ꎮ 综上ꎬ不同薄壳山核桃品种对果生刺盘孢的抗性不同ꎬ在果园栽培管理上

应尽量避免大面积种植高度感病品种ꎻ并且ꎬ可选用多菌灵、咪鲜胺、戊唑醇、甲基硫菌灵和吡唑醚菌酯防治果生刺

盘孢引起的薄壳山核桃炭疽病ꎮ
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ ( Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈꎻ ａｎｔｈｒａｃｎｏｓｅꎻ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａꎻ
ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅꎻ ｄｅｆｅｎｓｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅꎻ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｇｅｎｔ

　 　 薄壳山核桃〔Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ.
Ｋｏｃｈ〕 为胡 桃 科 ( Ｊｕｇｌａｎｄａｃｅａｅ ) 山 核 桃 属 ( Ｃａｒｙａ
Ｎｕｔｔ.)的落叶乔木ꎬ原产于美国和墨西哥北部ꎬ其果

实商品名为“碧根果”ꎮ 薄壳山核桃果仁含有丰富的

油脂等营养成分ꎬ是重要的木本油料树种ꎬ且其树冠

优美、树体挺直、木材坚韧ꎬ还是优良的园林绿化和高

档用材树种[１]ꎮ 中国于 １９ 世纪开始引种栽培薄壳山

核桃ꎬ目前已在安徽、云南、江苏、浙江等 １４ 个省(自
治区、直辖市)推广种植[２]ꎮ 当前对薄壳山核桃的研

究主要集中在优良品种选育、栽培技术改良、生理生

化特性分析等方面[３－５]ꎮ
随着薄壳山核桃种植面积的扩大ꎬ病害问题日益

显现ꎬ已严重制约其产业发展ꎮ 据报道ꎬ目前国内外

薄 壳 山 核 桃 的 病 害 约 有 ２２ 种[６－７]ꎮ 炭 疽 菌

(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ.)是目前危害国内薄壳山核桃较

严重的病原菌之一ꎬ且不同地区薄壳山核桃的炭疽菌

存在差异ꎬ引起的感病症状也不尽相同ꎮ 例如:Ｚｈａｎｇ
等[８]在浙江建德市鉴定到的薄壳山核桃炭疽病病原

菌为睡莲炭疽菌(Ｃ. ｎｙｍｐｈａｅａｅ)ꎬ朱倩丽[９]３５发现果

生刺盘孢(Ｃ. ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ)和葡萄炭疽菌(Ｃ. ｖｉｎｉｆｅｒｕｍ)
是江浙地区薄壳山核桃黑斑病的致病菌ꎬ而赵玉强

等[１０]发现果生刺盘孢和葡萄炭疽菌还是引起江苏句

容地区薄壳山核桃褐斑病的病原菌ꎮ 孟珂[１１]２８－３２分

别对来自安徽滁州、浙江建德、江西吉安等地的薄壳

山核桃黑斑病的病原菌进行鉴定ꎬ发现多种炭疽菌可

引起薄壳山核桃的黑斑病ꎮ 同时ꎬ国外不同地区薄壳

山核桃的炭疽病病原菌也不尽相同ꎮ 例如:Ｏｈ 等[１２]

发现引起韩国薄壳山核桃果实炭疽病的病原菌为暹

罗炭疽菌(Ｃ. ｓｉａｍｅｎｓｅ)ꎻＰｏｌｅｔｔｏ 等[１３] 对巴西的薄壳

山核桃发生炭疽病的病叶和病果进行病原菌鉴定ꎬ明
确其病原菌为睡莲炭疽菌ꎮ

自然界中ꎬ植物在受到病原物侵染时会启动自身

的防御机制ꎬ如活性氧(ＲＯＳ)爆发、防御相关基因上

调表达及病程相关基因转录激活等[１４－１７]ꎮ 然而ꎬ过
量的 ＲＯＳ 会对细胞结构造成严重损害[１８]ꎬ因此ꎬ植
物本身存在清除 ＲＯＳ 的体系ꎬ包括超氧化物歧化酶

(ＳＯＤ)、过氧化物酶(ＰＯＤ)、过氧化氢酶(ＣＡＴ)和抗

坏血酸过氧化物酶 ( ＡＰＸ) 等ꎬ从而使植物体内的

ＲＯＳ 达到动态平衡[１９－２０]ꎮ 呼吸爆发氧化酶同源蛋白

Ｄ(ＲＢＯＨＤ)、ＬＲＲ 受体样蛋白激酶(ＬＲＲ￣ＲＬＫ)、致病

相关基因转录激活因子(ＰＴＩ６)、谷胱甘肽过氧化物

酶(ＧＰＸ)以及病程相关蛋白(ＰＲ)均是植物重要的

防御相关基因编码的蛋白ꎬ这些蛋白在抵抗病原物侵

染时发挥重要作用[２１－２５]ꎮ 目前在薄壳山核桃的病害

研究中ꎬ主要以鉴定病原菌种类、病原菌生物学特性

以及病害防治为主ꎬ关于薄壳山核桃对病原菌侵染的

防御反应鲜有报道:Ｃｈａｎｇ 等[２６] 比较了薄壳山核桃

抗病品种和感病品种在接种 Ｃ. ｆｉｏｒｉｎｉａｅ 后体内 ＳＯＤ
和 ＰＯＤ 活性差异ꎻＣｈｅｎ 等[２７]采用转录组测序的方法

揭示了薄壳山核桃抗小孢拟盘多毛孢(Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ

３２
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ｍｉｃｒｏｓｐｏｒａ)的潜在途径和基因ꎮ 目前还未见关于薄

壳山核桃受果生刺盘孢侵染后体内防御反应的相关

报道ꎮ
在自然界中ꎬ不同植物或者同一植物不同品种间

的抗病性存在显著差异ꎬ一般可分为高度感病、中度

感病、高度抗病和完全免疫ꎮ 这种自然差异为病害防

控提供了宝贵的遗传资源ꎮ 目前中国引种了许多薄

壳山核桃品种ꎬ其中‘波尼’ (‘ Ｐａｗｎｅｅ’) 是主栽品

种ꎬ‘肖尼’(‘Ｓｈａｗｎｅｅ’)、‘马罕’(‘Ｍａｈａｎ’)、‘斯图

尔特’(‘Ｓｔｕａｒｔ’)等品种作为授粉树搭配种植ꎮ 尽管

已报道多种炭疽菌可以引起薄壳山核桃炭疽病ꎬ但是

目前关于薄壳山核桃不同品种对炭疽菌的抗性差异

却少有研究ꎬ仅 Ｃｈａｎｇ 等[２６] 采用转录组学方法比较

了 ２ 个薄壳山核桃品种对 Ｃ. ｆｉｏｒｉｎｉａｅ的抗性差异ꎬ无
法为抗病品种选育提供充足的基础资料ꎮ

作者所在团队于 ２０２１ 年 １０ 月对安徽定远县的

薄壳山核桃病害情况进行调查ꎬ在安徽农景果业有限

公司的薄壳山核桃种植园中采集到具有典型炭疽病

症状的‘波尼’叶片ꎮ 为探究该炭疽病的病原菌种类

及其对薄壳山核桃防御反应的影响ꎬ并明确不同薄壳

山核桃品种对该炭疽菌的抗性ꎬ从而筛选出防治药

剂ꎬ本研究对采集的薄壳山核桃炭疽病病叶进行病原

菌鉴定ꎬ测定薄壳山核桃被该病原菌侵染后的防御相

关指标ꎬ并检测不同薄壳山核桃品种对该病原菌的抗

性差异ꎬ最后分析了 ８ 种化学药剂对该病原菌的室内

防治效果ꎬ以期为炭疽菌与薄壳山核桃的互作机制研

究及薄壳山核桃炭疽病的科学防治提供理论基础和

科学依据ꎮ

１　 材料和方法

１.１　 材料

薄壳山核桃炭疽病病叶采自安徽省定远县安徽

农景果业有限公司薄壳山核桃种植园内的‘波尼’植
株ꎻ健康 ３ 月龄‘波尼’实生苗生长于江苏省中国科

学院植物研究所温室ꎮ ８ 个 ３ 年生薄壳山核桃品种

‘波尼’、‘仪征 １０ 号’(‘Ｙｉｚｈｅｎｇ Ｎｏ. １０’)、‘肖肖尼’
(‘Ｓｈｏｓｈｏｎｉ’)、 ‘ 斯 图 尔 特 ’、 ‘ 肖 尼 ’、 ‘ 马 罕 ’、
‘Ｎａｃｏｎｏ’和‘福克特’(‘Ｆｏｒｋｅｒｔ’)均来自作者所在团

队的薄壳山核桃实验基地(南京市六合区雄州街道

龙虎营社区山邱组)ꎬ于同一时间嫁接ꎬ砧木均为 ２ 年

生薄壳山核桃品种‘绍兴’ (‘Ｓｈａｏｘｉｎｇ’)实生砧ꎮ 各

品种植株生长良好ꎬ长势基本一致ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 病原菌的分离纯化　 将采集的‘波尼’病叶洗

净并拭干水分ꎬ于病健交界处剪取面积 ３ ｍｍ×３ ｍｍ
的组织ꎻ用体积分数 ７５％乙醇消毒 ３０ ｓꎬ体积分数

１.５％ＮａＣｌＯ消毒 ９０ ｓꎬ无菌水漂洗 ３ 次ꎻ用灭菌滤纸

吸去表面多余水分ꎬ置于 ＰＤＡ 培养基上ꎬ于 ２５ ℃暗

培养 ５ ｄꎻ待长出菌落后逐一切取并移至新的 ＰＤＡ 平

板上ꎬ直至 ＰＤＡ 平板上只生长 １ 种菌落ꎮ
１.２.２　 病原菌的致病性检测　 首先将 ＰＤＡ 平板上新

长出的病原菌菌丝用灭菌手术刀片切成面积 １ ｍｍ×
１ ｍｍ 的小菌丝块(共切取约 １ ｃｍ２)ꎬ随后放入 ３０ ｍＬ
液体完全培养基( ｃｏｍｐｌｅｔｅ ｍｅｄｉｕｍꎬ ＣＭ)中ꎬ在恒温

(２５ ℃)摇床上以 ２００ ｒｍｉｎ－１转速培养约 ２０ ｈꎬ得到

病原菌的孢子液ꎮ 先用无菌水将孢子液清洗 ３ 遍ꎬ再
用血球计数板将孢子液终浓度调为 １×１０５ ｍＬ－１ꎬ最后

将 ２０ μＬ 病原菌孢子液分别接种到 ３ 年生‘波尼’的
健康离体叶片左侧和 ３ 月龄‘波尼’实生苗的叶片左

侧ꎬ右侧接种 ２０ μＬ 无菌水作为对照ꎮ 将接种的离体

叶片用透明保鲜膜覆盖保湿ꎬ接种的活体幼苗套袋保

湿ꎬ均置于温度 ２５ ℃、空气相对湿度 ８０％的温室中ꎮ
离体接种 ５ 枚叶片ꎻ活体接种 ３ 株幼苗ꎬ每株接种

３ 枚叶片ꎮ 接种 ７ ｄ 后观察叶片的发病症状ꎮ 选取发

病叶片再次进行病原菌分离和培养ꎬ通过形态学和分

子生物学鉴定病原菌ꎮ
１.２.３　 病原菌的形态学鉴定　 病原菌在 ＰＤＡ 培养基

上 ２５ ℃暗培养 ７ ｄ 后ꎬ观察纯化菌落正反面的病原

菌菌落形态ꎬ并在 ＭＬ３１ 光学显微镜(广州明美光电

技术有限公司)下观察分生孢子形态ꎬ随机测量并记

录 ５０ 个孢子的大小ꎬ初步判断病原菌的种类ꎮ
１.２.４　 病原菌的分子生物学鉴定　 采用 ＣＴＡＢ 法提

取病原菌的总 ＤＮＡꎬ采用已报道的用于炭疽菌鉴定

的 ＩＴＳ、ＡＣＴ、ＣＨＳ－１、ＣＡＬ、ＧＡＰＤＨ、ＴＵＢ２ 基因特异性

引物[２８]分别进行 ＰＣＲ 扩增ꎮ ＰＣＲ 产物经质量体积

分数 １％琼脂糖凝胶电泳检测、切胶回收、连接 Ｔ 载

体、转化大肠杆菌感受态 ＤＨ５α 后ꎬ将阳性转化子送

至生工生物工程(上海)股份有限公司测序ꎮ 将获取

的序列在 ＮＣＢＩ 核酸数据库进行同源比对ꎬ使用

ＭＥＧＡ ７.０ 软件并基于最大似然法(ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬ
ＭＬ)进行多基因联合建树ꎬ确定病原菌的种类ꎮ
１.２.５　 抗氧化酶活性和活性氧含量测定　 沿病原菌

菌落边缘打取直径 ５ ｍｍ 的菌饼ꎬ接种于 ３ 年生‘波

４２
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尼’叶片上ꎮ 将幼苗套袋后置于温度 ２５ ℃、空气相

对湿度 ８０％的温室中培养ꎮ 每个处理 ３ 株幼苗ꎬ每株

至少接种 １２ 枚叶片ꎮ 分别在接种 ０、２４ 和 ７２ ｈ 采集

叶片ꎬ使用南京陌凡生物科技有限公司生产的超氧化

物歧化酶(ＳＯＤ)检测试剂盒(ＰＭＨＡ４－Ｍ９６)和过氧

化物酶(ＰＯＤ)检测试剂盒(ＰＭＨＡ１－Ｍ９６)测定 ＳＯＤ
和 ＰＯＤ 活性ꎻ使用北京索莱宝科技有限公司生产的

过氧化氢酶(ＡＰＸ)检测试剂盒(ＢＣ０２０)、过氧化氢

(Ｈ２Ｏ２)检测试剂盒(ＢＣ３５９０)和超氧阴离子(Ｏ－
２ )检

测试剂盒(ＢＣ１２９０)测定 ＡＰＸ 活性及 Ｈ２Ｏ２、Ｏ
－
２ 含量ꎮ

每组实验均设置 ３ 个生物学重复ꎬ且重复测定 ３ 次ꎮ
１.２.６　 防御相关基因相对表达量测定 　 采用 １.２.５
中的方法接种病原菌ꎮ 分别于接种后 ０、６、２４、３６ ｈ
采集叶片ꎬ称取 １００ ｍｇ 叶片ꎬ使用 ＳｔｅａｄｙＰｕｒｅ 植物

ＲＮＡ 提取试剂盒(湖南艾科瑞生物工程有限公司)提

取叶片总 ＲＮＡꎬ检测合格后利用 ＨｉＳｃｒｉｐｔ Ⅲ® Ａｌｌ￣ｉｎ￣
ｏｎｅ ＲＴ ＳｕｐｅｒＭｉｘ Ｐｅｒｆｅｃｔ ｆｏｒ ｑＰＣＲ 反转录试剂盒(南
京诺唯赞生物科技股份有限公司)将 ＲＮＡ 逆转录为

ｃＤＮＡꎮ 在 薄 壳 山 核 桃 基 因 组 ( 登 录 号 ＧＣＦ ＿
０１８６８７７１５.１)中选取 ５ 个薄壳山核桃防御相关基因

的核酸序列ꎬ使用 ＳＩＧＭＡ 在线软件 ( ｈｔｔｐ:∥ｗｗｗ.
ｏｌｉｇｏａｒｃｈｉｔｅｃｔ.ｃｏｍ / ＬｏｇｉｎＳｅｒｖｌｅｔ)设计特异性引物(表
１)ꎮ 以 ｃＤＮＡ 为模板、Ａｃｔｉｎ[２９] 为内参基因进行实时

荧光定量 ＰＣＲꎮ 反应体系:２ × ＣｈａｍＱ ＳＹＢＲ ｑＰＣＲ
Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ １０.０ μＬꎬ上、下游引物各 ０.４ μＬꎬｃＤＮＡ ２.０
μＬꎬｄｄＨ２Ｏ 补齐 ２０. ０ μＬꎮ 反应程序:９５ ℃ 预变性

３０ ｓꎻ９５ ℃变性 １０ ｓ、６０ ℃退火 ３０ ｓ、７２ ℃延伸 ３０ ｓꎬ
４０ 个循环ꎮ 每个处理均设置 ３ 个生物学重复ꎬ且重

复测定 ３ 次ꎮ 以接种 ０ ｈ 为对照ꎬ采用 ２－ΔΔＣＴ法计算

各基因的相对表达量ꎮ

表 １　 薄壳山核桃防御相关基因的引物序列
Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ

基因名
Ｇｅｎｅ ｎａｍｅ

登录号
Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

引物序列　 Ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ (５′→３′)

正向引物 Ｆｏｒｗａｒｄ ｐｒｉｍｅｒ 反向引物 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｐｒｉｍｅｒ

ＲＢＯＨＤ ＣｉＰａｗ.０６Ｇ１１１６００.１ ＡＣＣＡＧＣＧＴＧＴＡＣＧＡＡＧＡＡＧＧ ＣＡＧＴＴＧＧＧＴＴＴＧＧＣＧＡＡＧＴＧ
ＬＲＲ－ＲＬＫ ＣｉＰａｗ.１０Ｇ０９３７００.１ ＡＧＣＡＣＴＧＴＧＴＡＣＡＡＧＧＧＴＣＧ ＣＴＴＴＣＣＡＣＴＣＴＣＣＣＡＣＧＣＡＴ
ＰＲ－１０ ＣｉＰａｗ.０１Ｇ１４３２００.１ ＧＡＣＧＣＧＡＴＴＧＡＣＧＡＡＧＣＡＡＡ ＣＴＴＧＡＴＣＴＣＧＴＧＧＴＣＧＣＣＴＴ
ＰＴＩ６ ＣｉＰａｗ.１４Ｇ０４９５００.１ ＡＧＴＴＣＡＧＡＧＧＴＧＴＴＣＧＧＣＡＧ ＴＴＡＧＧＧＡＡＧＴＴＣＧＴＧＡＣＧＧＣ
ＧＰＸ ＣｉＰａｗ.１１Ｇ１３６３００.１ ＧＧＡＧＣＣＣＣＡＡＴＣＧＡＴＣＴＡＣＧ ＡＡＴＧＣＣＡＧＴＡＣＣＴＣＣＡＡＧＣＣ
Ａｃｔｉｎ ＣｉＰａｗ.０３Ｇ１２４４００ ＣＡＡＣＡＧＧＧＡＧＡＡＧＡＴＧＡＣ ＡＧＣＡＣＡＡＴＡＣＣＡＧＴＣＧＴＡ

１.２.７　 不同薄壳山核桃品种对炭疽菌的抗性差异分

析　 在 ８ 个薄壳山核桃品种 ３ 年生幼苗的健康叶片

左侧分别接种直径 ５ ｍｍ 的病原菌菌饼ꎬ叶片右侧接

种 ＰＤＡ 空白培养基作为对照ꎮ 每个品种接种 ３ 株幼

苗ꎬ每株接种 ３ 枚叶片ꎮ 接种 ７ ｄ 后观察叶片感病情

况ꎬ测量病斑直径并拍照记录ꎮ
１.２.８　 病原菌室内防治药剂筛选 　 ５００ ｇＬ－１吡唑

醚菌酯悬浮剂产自山东鑫星农药有限公司ꎬ质量体积

分数 ３０％代森锰锌悬浮剂产自浙江威尔达化工有限

公司ꎬ质量体积分数 ５０％多菌灵悬浮剂产自安徽广

信农化股份有限公司ꎬ５００ ｇＬ－１甲基硫菌灵悬浮剂

产自四川科利隆作物科技有限公司ꎬ质量体积分数

４０％腈菌唑悬浮剂产自江苏耘农化工有限公司ꎬ４５０
ｇＬ－１咪鲜胺水乳剂产自上海沪联生物药业股份有

限公司ꎬ４３０ ｇＬ－１戊唑醇悬浮剂产自上海沪联生物

药业股份有限公司及 ５００ ｇＬ－１异菌脲悬浮剂产自

浙江天丰生物科学有限公司ꎮ 采用菌丝生长速率

法[３０]测定上述 ８ 种药剂对病原菌的毒力ꎮ 按照预实

验结果对 ８ 种药剂进行质量浓度梯度稀释(表 ２)ꎬ配
制含药的 ＰＤＡ 培养基ꎮ 将直径 ５ ｍｍ 的菌饼接种到

含药 ＰＤＡ 培养基的中央ꎬ以接菌饼的不含药 ＰＤＡ 培

养基为对照ꎬ置于培养箱中培养ꎮ 每种药剂分别处理

５ 个培养皿ꎮ 待对照菌落长满整个培养皿时ꎬ用十字

交叉法测量各药剂处理下病原菌的菌落直径(ｄ１)和
对照菌落直径(ｄ２)ꎬ并计算抑菌率(Ｒ)ꎬ计算公式为

Ｒ＝〔(ｄ２－ｄ１) / ｄ２〕×１００％ꎮ
１.３　 统计分析

使用 ＥＸＣＥＬ ２０１０ 软件对数据进行统计分析ꎮ
使用 ＤＰＳ １５.１０ 软件基于抑菌率构建各药剂的毒力

回归方程ꎬ并计算抑菌的有效中浓度(ＥＣ５０)ꎬ以此判

断病原菌对药剂的敏感度ꎻＥＣ５０值低于 ５ ｍｇＬ－１为

高度敏感ꎬＥＣ５０ 值在[５ꎬ２０] ｍｇＬ－１ 为中度敏感ꎬ
ＥＣ５０值高于 ２０ ｍｇＬ－１为不敏感[３１]ꎮ 使用 ＳＰＳＳ ２４.０
软件ꎬ基于单因素方差分析 ( ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ) 和

５２
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　 　 　表 ２　 供试药剂的质量浓度
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｔｅｓｔ ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓ

药剂
Ｆｕｎｇｉｃｉｄｅ

不同梯度的质量浓度 / (ｍｇＬ－１)
Ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒａｄｉｅｎｔｓ

Ⅰ Ⅱ Ⅲ Ⅳ Ⅴ

吡唑醚菌酯 Ｐｙｒａｃｌｏｓｔｒｏｂｉｎ 　 ０.１０ 　 １.５０ ２２.３６ ３３４.３７ ５ ０００.００
代森锰锌 Ｍａｎｃｏｚｅｂ １００.００ １６８.１８ ２８２.８４ ４７５.６８ ８００.００
多菌灵 Ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ ０.０５ ０.１５ ０.４５ １.３４ ４.００

甲基硫菌灵
Ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ

０.５０ １.３３ ３.５４ ９.４１ ２５.００

腈菌唑 Ｍｙｃｌｏｂｕｔａｎｉｌ ４.００ １０.６４ ２８.２８ ７５.２０ ２００.００
咪鲜胺 Ｐｒｏｃｈｌｏｒａｚ ０.０２ ０.０９ ０.４５ ２.１２ １０.００
戊唑醇 Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ ０.１０ ０.７１ ５.００ ３５.３４ ２５０.００
异菌脲 Ｉｐｒｏｄｉｏｎｅ ０.２５ ２.３６ ２２.３６ ２１１.４７ ２ ０００.００

Ｄｕｎｃａｎｓ 新复极差法分析同一指标在不同接种时间

间及不同品种间是否存在显著差异ꎮ

２　 结果和分析

２.１　 薄壳山核桃炭疽病病原菌的分离鉴定

２.１.１　 薄壳山核桃炭疽病症状与病原菌分离　 薄壳

山核桃‘波尼’炭疽病田间发病症状为自叶缘开始发

病ꎬ初期形成不规则的水渍状褐色小斑ꎻ中期病斑面

积扩大、颜色加深ꎬ多个病斑融合成片ꎬ形成黑褐色病

斑ꎻ后期形成灰白色或灰褐色病斑ꎬ发病组织边缘暗

褐色ꎬ与健康组织分界明显ꎮ 本研究从‘波尼’田间

感病叶片中共分离到 ２３ 株真菌ꎬ其中 １５ 株形态相同

且 ＩＴＳ 序列一致的菌株为炭疽菌属真菌(分离率为

６５％)ꎬ选取其中 １ 株作为代表菌株(代号 ＣＺ１０２)ꎮ
２.１.２　 病原菌致病性检测　 ‘波尼’接种 ＣＺ１０２ 菌株

５~７ ｄ 后ꎬ无论是离体叶片还是活体叶片均出现黑褐

　 　 　

色圆形病斑ꎬ而对照部位无明显病斑(图 １)ꎬ该症状

与自然感病症状较为一致ꎮ 对发病的叶斑部位进行

病原菌再分离ꎬ得到与 ＣＺ１０２ 形态相似的菌株ꎬ且
ＩＴＳ 测序结果与 ＣＺ１０２ 一致ꎮ 由此确定该病原菌是

薄壳山核桃炭疽病的致病菌ꎮ

叶片左侧为接菌处理ꎬ右侧为不接菌对照 Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｗａｓ
ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｕｎｇｕｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｕｎｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｆｕｎｇｕｓ.

图 １　 ＣＺ１０２ 菌株对薄壳山核桃离体(Ａ)和活体(Ｂ)叶片的致病性检
测结果
Ｆｉｇ. １　 Ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃｉｔｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＣＺ１０２ ｏｎ ｉｎ ｖｉｔｒｏ (Ａ)
ａｎｄ ｉｎ ｖｉｖｏ (Ｂ) ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ

２.１.３　 病原菌形态学鉴定　 ＣＺ１０２ 菌株在 ＰＤＡ 培养

基上培养 ３ ｄ 的菌落正面为中部浅灰、外缘灰白ꎬ菌
丝体疏松、绒毛状ꎬ反面为中部深灰、边缘灰白ꎮ 培养

５ ｄ 后菌落颜色变深ꎬ正面为深灰色(图 ２－Ａ)ꎬ反面

为黑色(图 ２－Ｂ)ꎻ子实体为橘黄色ꎻ分生孢子单孢ꎬ
长椭圆形、透明、光滑、两端钝圆ꎬ大小为 ( １２. ４ ~
１５.８) μｍ×(４.４ ~ ６.０) μｍ(图 ２－Ｃ)ꎮ 形态特征符合

前人对果生刺盘孢的描述[９]３０ꎮ
２.１.４　 病原菌分子鉴定　 对 ＣＺ１０２ 菌株的 ＩＴＳ、ＡＣＴ、
ＣＨＳ－１、ＣＡＬ、ＧＡＰＤＨ 和 ＴＵＢ２ 基因进行 ＰＣＲ 扩增和

　 　 　

Ａ: 培养 ５ ｄ 后菌落正面形态 Ｆｒｏｎｔ ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｆｔｅｒ ５ ｄ ｏｆ ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎꎻ Ｂ: 培养 ５ ｄ 后菌落反面形态 Ｒｅｖｅｒｓｅ ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ａｆｔｅｒ ５ ｄ ｏｆ
ｉｎｃｕｂａｔｉｏｎꎻ Ｃ: 分生孢子形态 Ｃｏｎｉｄｉａｌ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ.

图 ２　 ＣＺ１０２ 菌株的形态特征
Ｆｉｇ. ２　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＣＺ１０２

６２
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测序ꎮ 通过 ＢＬＡＳＴ 同源比对ꎬ这些基因序列与数据

库中果生刺盘孢的同源性最高ꎮ 多基因联合建树结

果(图 ３)显示:ＣＺ１０２ 菌株与果生刺盘孢在同一分支

上ꎬ且支持率为 ９６％ꎮ 因此ꎬ结合形态学和分子生物

学鉴定结果ꎬ确定 ＣＺ１０２ 菌株为果生刺盘孢ꎮ
２.２　 接种 ＣＺ１０２ 菌株后薄壳山核桃叶片的活性氧

含量和抗氧化酶活性变化

　 　 结果(表 ３)显示:在接种 ＣＺ１０２ 菌株后的 ０ ~
７２ ｈꎬ薄壳山核桃叶片 Ｈ２Ｏ２ 和 Ｏ－

２ 含量持续升高ꎬ在
７２ ｈ 分别较 ０ ｈ 提高 ９２.２％和 ７５.０％ꎮ 薄壳山核桃叶

片 ＳＯＤ、ＰＯＤ、ＣＡＴ 和 ＡＰＸ 活性均于接菌后 ２４ ｈ 显

著(Ｐ<０.０５)升高ꎬ分别较 ０ ｈ 提高 ９８.２％、２０１.７％、
１０６.２％和 １３７.５％ꎻ在接菌后 ７２ ｈꎬ薄壳山核桃叶片

ＳＯＤ 和 ＣＡＴ 活性较 ２４ ｈ 仍明显升高ꎬＰＯＤ 活性基本

保持稳定ꎬ而 ＡＰＸ 活性显著降低并与 ０ ｈ 无显著

差异ꎮ
２.３　 接种 ＣＺ１０２ 菌株后薄壳山核桃叶片防御相关

基因的相对表达量变化

　 　 结果(图 ４)显示:接种 ＣＺ１０２ 菌株后ꎬ薄壳山核

桃叶片 ＲＢＯＨＤ、ＬＲＲ－ＲＬＫ、ＰＴＩ６、ＧＰＸ 基因均在 ６ ｈ
被诱导表达ꎬ其相对表达量均在 ２４ ｈ 达到峰值(分别

为 ０ ｈ 的 ８４６.０８、２１.７０、５.９４ 和 ７.２５ 倍)ꎬ随后均在

３６ ｈ显著(Ｐ<０.０５)下降ꎬ但整体上依然高于 ０ ｈꎮ 而

ＰＲ－１０基因的相对表达量在 ６ ｈ 显著上升ꎬ且在 ２４
和 ３６ ｈ 持续显著升高ꎮ
２.４　 不同薄壳山核桃品种对 ＣＺ１０２ 菌株的抗性

８ 个薄壳山核桃品种叶片接种 ＣＺ１０２ 菌株 ７ ｄ
后的感病情况见图 ５ꎮ 结果显示:‘仪征 １０ 号’和‘肖
肖尼’叶片接种 ＣＺ１０２ 后几乎不发病ꎬ病斑直径(分
别为 ０.１０ 和 ０.１２ ｍｍ)与对照(０.０８ ｍｍ)无显著差

异ꎬ表现出高度抗病ꎻ‘斯图尔特’、‘肖尼’和‘马罕’
叶片接种 ＣＺ１０２ 后出现小块黑斑ꎬ病斑直径(分别为

　 　 　

０.３５、０. ３８ 和 ０. ４５ ｍｍ) 与对照存在显著差异 (Ｐ <
０.０５)ꎬ表现为中度感病ꎻ‘波尼’、‘Ｎａｃｏｎｏ’和‘福克

特’叶片接种 ＣＺ１０２ 后病斑迅速扩散ꎬ形成较大病

斑ꎬ病斑直径(分别为 ０.８８、０.９３ 和 ０.９３ ｍｍ)与中度

感病品种均存在显著差异ꎬ表现为高度感病ꎮ 以上结

果说明不同品种薄壳山核桃对 ＣＺ１０２ 菌株存在明显

　 　 　

拉丁名后的字母和数字为菌株编号 Ｔｈｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ
Ｌａｔｉｎ ｎａｍｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒｓ. ∗: 模式菌株 Ｅｘ￣ｔｙｐｅ ｓｔｒａｉｎ. 分支上
的数据为自展支持率 Ｔｈｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
ｖａｌｕｅｓ (％).

图 ３　 基于 ＩＴＳ、ＡＣＴ、ＣＨＳ－１、ＣＡＬ、ＧＡＰＤＨ 和 ＴＵＢ２ 基因序列构建
的炭疽菌系统发育进化树
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐｐ. ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳꎬ ＡＣＴꎬ
ＣＨＳ￣１ꎬ ＣＡＬꎬ ＧＡＰＤＨꎬ ａｎｄ ＴＵＢ２ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

表 ３　 接种 ＣＺ１０２ 菌株后薄壳山核桃叶片活性氧含量和抗氧化酶活性变化(Ｘ±ＳＤ) １)

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ａｎｄ ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ ａｆｔｅｒ
ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＣＺ１０２ (Ｘ±ＳＤ) １)

接种时间 / ｈ
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

活性氧含量 / (μｍｏｌｇ－１)　 Ｒｅａｃｔｉｖｅ ｏｘｙｇｅｎ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｎｔｅｎｔ 抗氧化酶活性 / (Ｕｇ－１)　 Ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ ｅｎｚｙｍｅ ａｃｔｉｖｉｔｙ

Ｈ２Ｏ２ Ｏ－
２ ＳＯＤ ＰＯＤ ＣＡＴ ＡＰＸ

０ ９２.４８±６.８１ｃ ０.０７７±０.００１ｂ ４４５.４９±２１.９２ｂ ８４.５３±５.４７ｂ ３６.１６±４.７２ｃ ０.０８±０.０２ｂ
２４ １２１.４４±１２.９９ｂ ０.０９３±０.００５ｂ ８８２.８２±２３.３５ａ ２５５.０６±２６.４１ａ ７４.５８±１０.４２ｂ ０.１９±０.０１ａ
７２ １７７.７６±２.６４ａ ０.１４４±０.００３ａ ９３３.９０±２５.３０ａ ２５５.３９±９.３３ａ １０５.０９±３.４４ａ ０.１１±０.０１ｂ

　 １) ＳＯＤ: 超氧化物歧化酶 Ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅꎻ ＰＯＤ: 过氧化物酶 Ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅꎻ ＣＡＴ: 过氧化氢酶 Ｃａｔａｌａｓｅꎻ ＡＰＸ: 抗坏血酸过氧化物酶 Ａｓｃｏｒｂａｔｅ
ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅ. 同列中不同小写字母表示在不同接种时间间差异显著(Ｐ < ０. ０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<０.０５) ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ.

７２
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ｔ: 接种时间 Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ. 不同小写字母表示在不同接种时间间差异显著(Ｐ<０.０５) Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ (Ｐ<
０.０５) ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ.

图 ４　 接种 ＣＺ１０２ 菌株后薄壳山核桃叶片防御相关基因的相对表达量
Ｆｉｇ. ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｓ ｏｆ ｄｅｆｅｎｓｅ￣ｒｅｌａｔｅｄ ｇｅｎｅｓ ｉｎ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＣＺ１０２

叶片左侧为接菌处理ꎬ右侧为不接菌对照 Ｔｈｅ ｌｅｆｔ ｓｉｄｅ ｏｆ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ｗａｓ ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｆｕｎｇｕｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｉｇｈｔ ｓｉｄｅ ｗａｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｕｎｉｎｏｃｕｌａｅｄ ｗｉｔｈ ｆｕｎｇｕｓ.

图 ５　 不同薄壳山核桃品种接种 ＣＺ１０２ 菌株后的感病情况
Ｆｉｇ. ５　 Ｄｉｓｅａｓｅ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｃａｒｙａ ｉｌｌｉｎｏｉｎｅｎｓｉｓ (Ｗａｎｇｅｎｈ.) Ｋ. Ｋｏｃｈ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｓｔｒａｉｎ ＣＺ１０２

的抗性差异ꎮ
２.５　 不同药剂对 ＣＺ１０２ 菌株的毒力

供试 ８ 种药剂对 ＣＺ１０２ 菌株的抑制效果见表 ４ꎮ
结果显示:多菌灵对 ＣＺ１０２ 菌株的抑制效果最好ꎬ有
效中浓度(ＥＣ５０)为 ０.０７１ ｍｇＬ－１ꎻ咪鲜胺、戊唑醇、
　 　 　

甲基硫菌灵和吡唑醚菌酯对 ＣＺ１０２ 菌株的抑制效果

较好ꎬ ＥＣ５０ 值 分 别 为 ０.３９４、 １.５２７、 １.９６５ 和 １.９９０
ｍｇＬ－１ꎮ 以上结果说明 ＣＺ１０２ 菌株对上述 ５ 种药剂

均高度敏感ꎮ 腈菌唑对 ＣＺ１０２ 菌株的抑制效果一

般ꎬＥＣ５０值为９.４４２ ｍｇＬ－１ꎬ表明 ＣＺ１０２ 菌株对该药

　 　 　
表 ４　 不同药剂对 ＣＺ１０２ 菌株的毒力
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｔｏｘｉｃｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｕｎｇｉｃｉｄｅｓ ａｇａｉｎｓｔ ｓｔｒａｉｎ ＣＺ１０２

药剂
Ｆｕｎｇｉｃｉｄｅ

斜率 Ｓｌｏｐｅ
(Ｘ±ＳＥ)

有效中浓度 / (ｍｇＬ－１)
Ｍｅｄｉｕｍ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

９５％置信限 / (ｍｇＬ－１)
９５％ ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｉｎｔｅｒｖａｌ

相关系数
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ  

２(ｄｆ＝ ３)

吡唑醚菌酯 Ｐｙｒａｃｌｏｓｔｒｏｂｉｎ ０.２４１±０.０４１ １.９９０ ０.３９２－１０.０９７ ０.９７１ ９ １.３５０
代森锰锌 Ｍａｎｃｏｚｅｂ ２.９２０±０.２１１ ２８０.１０６ ２５１.８９０－３１１.４８３ ０.９９２ ３ ３.８８１
多菌灵 Ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ ０.６９５±０.０４５ ０.０７１ ０.０５１－０.１００ ０.９９５ ９ ０.２０７
甲基硫菌灵 Ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ １.９６４±０.０６６ １.９６５ １.８２８－２.１１３ ０.９９８ ９ ０.３４８
腈菌唑 Ｍｙｃｌｏｂｕｔａｎｉｌ １.０７６±０.０８４ ９.４４２ ７.１７９－１２.４１８ ０.９９１ １ １.７８６
咪鲜胺 Ｐｒｏｃｈｌｏｒａｚ ０.９３９±０.１４６ ０.３９４ ０.２０１－０.７７０ ０.９６５ ６ ２.３０５
戊唑醇 Ｔｅｂｕｃｏｎａｚｏｌｅ ０.９９２±０.１２７ １.５２７ ０.８８０－２.６５０ ０.９８４ ０ ３.１０１
异菌脲 Ｉｐｒｏｄｉｏｎｅ ０.３１１±０.０２８ ３５.８１６ ２２.６６５－５６.６００ ０.９９２ ０ ０.４６７

８２
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剂中度敏感ꎮ 而异菌脲和代森锰锌对 ＣＺ１０２ 菌株的

抑制效果较差ꎬ ＥＣ５０ 值分别为 ３５. ８１６ 和 ２８０. １０６
ｍｇＬ－１ꎬ表明 ＣＺ１０２ 菌株对这 ２ 种药剂不敏感ꎮ

３　 讨论和结论

本研究结合形态学和分子生物学方法将来自安

徽省定远县的薄壳山核桃炭疽病的病原菌鉴定为果

生刺盘孢ꎮ 有研究发现ꎬ果生刺盘孢也是引起浙江建

德、江西吉安和云南玉溪的薄壳山核桃黑斑病的致病

菌ꎬ且在众多炭疽菌中分离率最高[１１]３４ꎮ 这一结果表

明ꎬ果生刺盘孢在中国分布范围较广ꎬ是薄壳山核桃

炭疽病的主要病原菌之一ꎮ
本研究中ꎬ薄壳山核桃被果生刺盘孢侵染 ２４ 和

７２ ｈ 时ꎬ叶片 Ｈ２Ｏ２ 和 Ｏ－
２ 含量及 ＰＯＤ、ＳＯＤ、ＣＡＴ 和

ＡＰＸ 活性基本比 ０ ｈ 时显著(Ｐ<０.０５)升高ꎬ表明薄

壳山核桃在遭受生物胁迫时ꎬ启动了体内活性氧系

统ꎬ致使 ＲＯＳ 爆发ꎬ同时向下游传递信号ꎬ使机体产

生一系列防御反应ꎬ以阻止病菌进一步侵染和定殖ꎮ
同时ꎬ为降低体内多余的 ＲＯＳ 对机体造成的伤害ꎬ薄
壳山核桃还启动了体内抗氧化酶防御系统ꎮ 郑香

容[３２]研究发现ꎬ果生刺盘孢侵染青钱柳〔Ｃｙｃｌｏｃａｒｙａ
ｐａｌｉｕｒｕｓ (Ｂａｔａｌｉｎ) Ｉｌｊｉｎｓｋ.〕０ ~ ７２ ｈ 时ꎬ青钱柳的 ＰＯＤ
活性持续上升ꎬ与本研究结果一致ꎮ 夏伟[３３] 研究发

现ꎬ百日菊 (Ｚｉｎｎｉａ ｅｌｅｇａｎｓ Ｊａｃｑ.) 接种胶孢炭疽菌

(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ Ｐｅｎｚ.)０ ~ ７２ ｈ 后ꎬ其叶

片 ＰＯＤ 和 ＣＡＴ 活性先显著升高后显著降低ꎬＳＯＤ 活

性先下降后上升ꎬ与本研究结果有所不同ꎬ但酶活性

都较接种前提高ꎬ推测这一结果与不同炭疽菌属真菌

在不同宿主中引起的防御反应时间不同有关ꎮ 薄壳

山核桃防御相关基因 ＲＢＯＨＤ、 ＬＲＲ － ＲＬＫ、ＰＴＩ６ 和

ＧＰＸ的相对表达量在果生刺盘孢侵染后均呈先升高

后降低的趋势ꎬ且在 ２４ ｈ 达到峰值ꎻＰＲ－１０ 基因的相

对表达量则一直处于升高状态ꎮ 这表明果生刺盘孢

侵染触发了薄壳山核桃体内的防御响应机制ꎬ且抗病

基因发挥作用的时间有所不同ꎬ这些基因分工协作ꎬ
共同抵抗病菌侵染ꎮ 综合以上结果ꎬ在应对果生刺盘

孢侵染时ꎬ薄壳山核桃通过调控体内防御相关基因的

高表达和 ＲＯＳ 爆发来启动防御反应ꎬ同时通过激活

抗氧化酶系统来维持体内 ＲＯＳ 的稳态ꎮ
不同品种对病原菌的抗性存在显著差异ꎬ有些品

种具有强大的免疫系统ꎬ能有效抵御病原菌的入侵ꎬ

而有些品种的抗性则较弱ꎬ容易感病ꎮ 例如ꎬ在抗薄

壳山核桃疮痂病病原菌(Ｆｕｓｉｃｌａｄｉｕｍ ｅｆｆｕｓｕｍ)的检测

中发 现ꎬ ‘ 威 奇 塔 ’ (‘ Ｗｉｃｈｉｔａ ’)、 ‘ 德 西 拉 布 ’
(‘Ｄｅｓｉｒａｂｌｅ’)为高度感病品种ꎬ‘波尼’、‘肖尼’为中

度感病品种ꎬ‘斯图尔特’等为高度抗病品种[３４]ꎮ 而

在本研究中ꎬ不同薄壳山核桃品种对果生刺盘孢引起

的炭疽病抗性存在明显差异ꎮ ‘仪征 １０ 号’和‘肖肖

尼’对果生刺盘孢高度抗病ꎬ‘斯图尔特’、‘肖尼’、
‘马罕’中度感病ꎬ‘波尼’、‘Ｎａｃｏｎｏ’、‘福克特’高度

感病ꎮ 因此ꎬ在果园栽培管理上ꎬ应尽量避免在同一

区域大面积种植高度感病品种ꎬ以免薄壳山核桃炭疽

病大爆发ꎮ 对比本研究结果与前人对不同品种抗疮

痂病的检测结果ꎬ发现相同薄壳山核桃品种对不同病

害的抗性也不同ꎮ
本研究所选用的 ８ 种药剂对果生刺盘孢菌丝生

长均存在抑制效果ꎮ 其中ꎬ毒力最强的药剂为多菌

灵ꎬ这一结果与陈国平等[３５] 对梨(Ｐｙｒｕｓ ｓｐｐ.)炭疽病

最佳防治药剂筛选的结果一致ꎮ 同时ꎬ果生刺盘孢也

对咪鲜胺、戊唑醇、吡唑醚菌酯和甲基硫菌灵高度敏

感ꎮ 叶云峰等[３６]发现ꎬ吡唑醚菌酯、多菌灵和咪鲜胺

对果生刺盘孢具有较强的抑制效果ꎻ唐冬兰等[３７] 研

究表明ꎬ质量体积分数 ７５％肟菌戊唑醇对果生刺

盘孢菌丝生长及分生孢子萌发均表现出较好的抑制

效果ꎮ 这些结果与本研究筛选结果基本一致ꎮ 因此ꎬ
可以选用多菌灵、咪鲜胺、戊唑醇、甲基硫菌灵和吡唑

醚菌酯防治果生刺盘孢引起的薄壳山核桃炭疽病ꎮ
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