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摘!要!对采自江苏省姜堰’靖江和常州 & 个地区的水稻恶苗病样品进行了病原菌的分离和鉴定&
利用菌丝生长速率法测定了病原菌对咪鲜胺和氰烯菌酯的敏感性( 结果表明#分离得到 (( 株水稻
恶苗病菌Q,F)P(,4L,B(R,P$()咪鲜胺对水稻恶苗病菌的C4*$值在 $+$"$ 0#+&&& !E50O之间&分离
到的菌株对咪鲜胺均表现为中抗和高抗&其中中抗菌株 #, 株&占 "&+&,^&高抗菌株 *% 株&占
(’+’"^&说明咪鲜胺高抗菌株已经成为江苏省的恶苗病菌优势群体( 氰烯菌酯$L2&%%!#%%对水稻
恶苗病菌的C4*$值在 $+$#" 0"+$-$ !E50O之间&菌株的敏感性频率近似正态分布&C4*$均值为
$$+’,- @$+"’*% !E50O&建议将此值作为江苏省水稻恶苗病菌对氰烯菌酯的敏感性基线(
关键词!水稻恶苗病菌)咪鲜胺)氰烯菌酯)抗药性)敏感性基线
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!!水稻恶苗病是一种常见种传真菌性病害!在世
界各稻区均有发生!主要靠带菌种子传播!发病率
高!对水稻生产威胁很大!一般可减产 #$^ 0"$^!
严重的达 *$^以上*#+ & 60(+%>><等*"+研究发现!藤
仓赤霉复合种与水稻恶苗病有关!其中 Q,F)P(,4
L,B(R,P$(被认为是主要致病菌& 近年来!水稻恶苗
病在江苏省的发病率快速上升!发生程度也呈加重
趋势!尤以机插稻和旱田直播稻发病较重!重病田块
病株率超过 &*^& 生产上主要采用咪鲜胺和氰烯
菌酯浸种防治该病*&+ & 咪鲜胺属于麦角甾醇生物
合成抑制剂!用作水稻浸种剂防治水稻恶苗病已超
过 "$ (!检测其抗药性对保护我国粮食安全生产意
义重大& 赵志华等*-+研究表明!水稻恶苗病菌对咪
鲜胺具有潜在的抗性风险%刘永锋等**+研究表明!
田间恶苗病菌对咪鲜胺已有一定的抗性%陈夕军
等*’+分离到了 , 株抗咪鲜胺的恶苗病菌!且具有很
高的抗性水平& 氰烯菌酯"L2&%%"!#%#是由国家南
方农药创制中心江苏基地首次报道的新型 "!氰基
丙烯酸酯类杀菌剂!对镰刀菌属引起的病害防治效
果良好!常用于防治小麦赤霉病,棉花枯萎病,香蕉
枯萎病,水稻恶苗病和西瓜枯萎病等*(+ & 研究发
现!氰烯菌酯能很好地防治水稻恶苗病!且其与咪鲜
胺无交互抗药性*,–#$+ & 鉴于此!笔者测定了江苏省
水稻恶苗病菌对咪鲜胺和氰烯菌酯抗药性!以期明
确生产上恶苗病菌对咪鲜胺的抗性水平!并拟建立
氰烯菌酯的敏感性基线!以便科学使用不同的浸种
剂减缓恶苗病菌菌株抗性群体的产生&

!#材料与方法

!*!#供试药剂及样品
%(^咪鲜胺原药" -A)/,>)A(7#和 %#+"^氰烯

菌酯"L2&%%!#%#均由江苏辉丰农化股份有限公司
提供!均用甲醇配成 #*$$ =#$- !E50O的母液!于
- ]冰箱贮存!备用&

供试水稻恶苗病病株采自江苏省靖江,常州
和姜堰地区!共 %# 份& 采样水稻品种为武运粳
"-,南粳 *$**,南粳 --,宁 %#$,,扬粳 -$&,,南农粳
( 号,镇稻 #-,宁 %#$, 和镇稻 ’,# 等& 采集地长期
使用咪鲜胺及其制剂作为浸种剂!但未用过氰烯
菌酯&

!*$#试验方法
#+"+#!菌株的分离与鉴定!水稻恶苗病菌采用
826培养基"马铃薯 "$$ E!琼脂 #" E!蔗糖 "$ E#在
", ]条件下培养!单孢分离!得到的菌株按地区首
字母缩写加数字进行编号*##+ &

将分离到的菌株置于摇床上于 ", ]条件下培
养 * ;!过滤获得菌丝& 利用 4M6=法提取菌株
J36!以真菌通用引物*#"–#&+1M2#"*b!M44IM6IIM
I6644MI4II!&b#和 1M2-"*b!M44M44I4MM6MM
I6M6MI4!&b#进行 84D扩增*#"+ & 总反应体系为
&$ !O"#!O#$ 0#$$ "E的J36! #!O#$ -0)>50O的
1M2#!# !O#$ -0)>50O的 1M2-! $+& !O* F5!O的
J36聚合酶! & !O#$ =’%BB&A" .?E" .#!"+- !O
"+* 00)>5O的 J3M8@!"#+& !O的无菌水#& 扩增
程序为$%- ]预变性 & 0<"!%- ]变性 # 0<"!** ]
退火 # 0<"!(" ]延伸 " 0<"!共 &* 个循环%最后
(" ]延伸 #$ 0<"& 84D产物经琼脂糖凝胶电泳检
测后! 送英潍捷基贸易有限公司测序& 登录
I&"=("R将所得到的序列进行相似性比对!记录比
对结果!利用 ?&E(软件进行序列比对并统计分离
到的水稻恶苗病菌菌株数量&
#+"+"!水稻恶苗病菌对咪鲜胺的敏感性测定!根
据菌丝生长速率法*#-+测定& 分别在含咪鲜胺质量
浓度为 $,$+$#,$+#,#,* 和 #$ !E50O的 826平板
中心处接种 - 00菌碟!每个处理重复 & 次& 在
", ]下培养 * ;"以不加药剂的826平板为对照#!
用十字交叉法测量菌落直径!根据公式"##计算抑
制率!并计算C4*$值

*#*+ &
!抑制率5̂ ;*"对照菌落直径/处理菌落直径#5

"对照菌落直径/菌碟直径#+ =#$$
"##

依据陈夕军等*’+的研究结果!确定病原菌对咪
鲜胺的敏感性基线为 $+$$$ (* !E50O& 根据公式
""#计算抗性倍数& 将菌株对咪鲜胺的抗性水平分
为低抗$* 2抗性倍数%#$%中抗$#$ 2抗性倍数%
#$$%高抗$抗性倍数1#$$*’+ &

抗性倍数;测定菌株C4*$值5敏感性基线 ""#
#+"+&!水稻恶苗病菌对氰烯菌酯的敏感性测定
!测定方法按 #+"+" 节进行& 氰烯菌酯质量浓度为
$,$+$#, $+#, #, #$ 和 #$$ !E50O& 从氰烯菌酯
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$+$* !E50O开始!以 $+& !E50O为截距!按照C4*$
值将恶苗病菌分为 ’ 区间!统计每个区间菌株的个
数和发生频率!绘制水稻恶苗病菌敏感性频率分布
图!比较不同地区水稻恶苗病菌对氰烯菌酯敏感性
水平*#’+ &

$#结果与分析

$*!#菌株分离和鉴定
分离的菌株利用1M2通用引物经 84D扩增后!

获得 # 段长约 **$ ’- 的 J36片段& 将此片段在
34=1数据库进行序列对比和 =O62M分析!经系统
发育分析得到 (( 株水稻恶苗病菌株 Q,F)P(,4
L,B(R,P$(& 其中!靖江 #* 株!常州 -& 株!姜堰 #% 株!
分别占分离菌株总数的 #%+-,^, **+,-^ 和
"-+’,^&
$*$#水稻恶苗病菌对咪鲜胺的抗药性分布

结果"表 ##表明$来自靖江的菌株对咪鲜胺的
抗 性 水 平 最 低! 其 C4*$ 值 在 $+$"* * 0
$+(&’ * !E50O之间!平均为 $+#*, % !E50O%常州
的菌株抗性水平最高! C4*$ 值在 $+$#% ’ 0
#+&&" % !E50O之间!平均为 $+"*" % !E50O%姜堰
的菌株介于两者之间! C4*$ 值在 $+$"& $ 0
$+’&% & !E50O之间!平均为 $+"$" # !E50O& C4*$
最小值"$+$#% ’!E50O#与最大值"#+&&" %!E50O#相
差 ’( 倍& 中抗菌株 #, 株!占 "&+&,^!高抗菌株
*% 株!占 (’+’"^&

表 !#江苏省不同地区水稻恶苗病菌对咪鲜胺的抗性

M(’>&#!D&@<@+("/&)BQ,F)P(,4L,B(R,P$(<@)>(+&@+)
-A)/,>)A(7BA)0;<BB&A&"+(A&(@<" L<("E@% 8A)G<"/&

来源
PA<E<"

C4*$值范围

D("E&)B

C4*$ G(>%&5

"!E50O#

C4*$平均值

6G&A(E&C4*$
G(>%&5"!E50O#

抗性倍数
D&@<@+("/&

A(+<)

靖江L<"EQ<("E $+$"’ 0$+(&( $+#*% &-+$ 0%,"

常州4,("E7,)% $+$"$ 0#+&&& $+"*& "’+# 0#(((

姜堰L<("E#(" $+$"& 0$+’-$ $+"$" &$+( 0,*"

$*)#不同地区水稻恶苗病菌对咪鲜胺的敏感性
在检测的 & 个地区!水稻恶苗病菌对咪鲜胺抗

性差别较大!但高抗菌株比例均在 ’$^以上& 其
中!常州 &* 株!占 ,#+-$^%姜堰 #* 株!占 (,+%*^%
靖江 % 株!占 ’$+$$^& 说明水稻恶苗病菌对咪鲜
胺产生了抗药性!与杨红福等的结果一致*#(+ &

$*&#水稻恶苗病菌对氰烯菌酯的敏感性
结果"图 # #表明$(( 株水稻恶苗病菌中有

(’ 株对氰烯菌酯的敏感性频率分布呈单峰曲线!近
似正态分布& C4*$值最小为 $+$#" !E50O!最大为
"+$-$ !E50O& C4*$值在 $+’* 0$+%* !E50O间的
菌株出现的频率最高& 氰烯菌酯对 (’ 株水稻恶苗
病菌的平均 C4*$值为"$+’,- @$+"’*# !E50O& 参
照:6P划分标准!抗性菌株的 C4*$值比敏感菌株
的高 * 0#$ 倍*#,+ !本研究中虽然出现了一株对氰烯
菌酯敏感性较低的菌株 "4Y#(#!但是该菌株的
C4*$值与敏感菌株比值为 "+%,!表明其仍对氰烯菌
酯表现敏感& 建议将其平均 C4*$值作为江苏省水
稻恶苗病菌对氰烯菌酯的敏感性基线&

图 !#水稻恶苗病菌对氰烯菌酯的敏感性频率分布

:<E*#!2&"@<+<G<+# BA&K%&"/# ;<@+A<’%+<)" )B
Q,F)P(,4L,B(R,P$(+) L2&%%!#%

$*(#不同地区水稻恶苗病菌对氰烯菌酯的敏感性
& 个地区水稻恶苗病菌对氰烯菌酯的敏感性

差异不显著 "表 " #!其 C4*$ 平均值在 $+’*# 0
$+("( !E50O之间& 氰烯菌酯对姜堰菌株的平均
C4*$值最低!为 $+’*# !E50O%对于常州的菌株!氰
烯菌酯的平均 C4*$值最高!为$+("( !E50O&

表 $#江苏省不同地区水稻恶苗病菌对氰烯菌酯的敏感性

M(’>&"!2&"@<+<G<+# )BQ,F)P(,4L,B(R,P$(+)
L2&%%!#% BA)0;<BB&A&"+(A&(@<" L<("E@% 8A)G<"/&

来源
PA<E<"

C4*$值范围

D("E&)BC4*$ G(>%&5

"!E50O#

C4*$平均值

6G&A(E&C4*$ G(>%&5

"!E50O#
靖江L<"EQ<("E $+"&* 0#+#-" $+’(( (
常州4,("E7,)% $+$#" 0"+$-$ $+("( (
姜堰L<("E#(" $+&&& 0#+#&( $+’*# (

!!注$ 同列数据后不同字母表示经邓肯氏新复极差法检验在52

$+$* 水平差异显著&

3)+&$ J(+(<" +,&@(0&/)>%0" B)>>).&; ’# ;<BB&A&"+>).&A/(@&

>&++&A@0&(" @<E"<B</("+># ;<BB&A&"+’# J%"/("b@"&.0%>+<->&A("E&+&@+

(+52$+$* >&G&>*
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$*"#不同地区水稻恶苗病菌对氰烯菌酯敏感性水
平的系统聚类分析

图 $#氰烯菌酯对水稻恶苗病菌$"(%值的系统聚类结果

:<E*"!2#@+&0/>%@+&A<"E ("(>#@<@)" C4*$ G(>%&@)BL2&%%!#% +) Q,F)P(,4L,B(R,P$(

聚类分析结果"图 "#表明$氰烯菌酯对 (( 株水
稻恶苗病菌的C4*$值可分为 * 组!其中 - 组均包含
不同地区的菌株!说明水稻恶苗病菌对氰烯菌酯的
敏感性差异与菌株来源的地理位置无明显相关性!

这与邓肯氏新复极差法的分析结果一致& 采自常州
地区的对氰烯菌酯敏感性较低的菌株4Y#( 的C4*$

值聚类自成一组&

)#讨论

镰刀菌在自然界中分布广泛,种类多样!种内的
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生理分化非常明显!形态学分类很难科学地反映其
系统发育和亲缘关系*#%+ & 通过分子生物学方法减
少了鉴定过程中主观因素的影响!使鉴定结果更准
确*"$+ & 在发育过程中1M2片段具有很好的适应性!
能经受更多的变异位点!具有序列多态性的特点!其
序列不同可以用来对近缘的种属加以鉴别*"#+ & 在
本研究中!经过1M2序列比对和系统发育分析得到
(( 株水稻恶苗病菌 Q,F)P(,4L,B(R,P$(& 江苏省从
#%%* 年开始使用咪鲜胺制剂取代多菌灵!用于防治
水稻恶苗病& 随着水稻种植面积的迅速扩大以及旱
育秧技术的推广!加重了水稻恶苗病的发病趋势!因
此咪鲜胺类药剂浸种得到了大规模应用*"!""+ & 本研
究发现!常州和姜堰地区的高抗菌株占本地区分离
菌株的 ,$^左右!高于靖江地区的"’$^#!未发现
敏感和低抗菌株!全部是中高抗性的菌株!这说明对
咪鲜胺产生抗性的水稻恶苗病菌已经成为优势种
群!利用咪鲜胺浸种防控恶苗病存在很大风险& 杨
红福等*#(+在江苏和上海的水稻上分离到 && 株水稻
恶苗病菌!其对咪鲜胺的抗性频率达 ,"+#-^!这也
是江苏省 "$#" 年水稻恶苗病大爆发的重要原因之
一&

本研究中!通过离体测定江苏省未使用过氰烯
菌酯的水稻种植区的 (( 株水稻恶苗病菌对氰烯菌
酯的敏感性!发现恶苗病菌对氰烯菌酯敏感性较高!
且不同地区间差异不显著!但氰烯菌酯对不同水稻
恶苗病菌的C4*$值跨度较大!这可能与病原菌自身
差异性以及群体组成的多样性有关& 刁亚梅等*"&+

和祝燕丽等*,+推荐使用 "*^氰烯菌酯悬浮剂浸种
防治水稻恶苗病!王龙根等*’+也认为氰烯菌酯对水
稻恶苗病菌具有较好的抑制作用& 鉴于本研究中咪
鲜胺抗性菌株均对氰烯菌酯表现敏感!且与李恒奎
等的研究结果一致*#$+ !建议在恶苗病菌对咪鲜胺抗
性水平较高的地区使用氰烯菌酯替代咪鲜胺防治水
稻恶苗病!以达到较好的防治效果&
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