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!研究论文!

番茄早疫病菌对异菌脲的敏感基线及其

抗性突变体的生物学特性

任!璐"!韩巨才!

"!刘慧平

"山西农业大学 农学院!山西 太谷 #+#*#$#

摘!要!采用菌落直径法测定了山西省五寨县)"株番茄早疫病菌3,/%*$+*#+&(,+$#菌株对异菌脲的

敏感性!结果表明"异菌脲对各菌株的89

%#

值在$&""%."&'-)

!

:$-;之间"平均为"&%%'

!

:$-;"

由于所有菌株均采自未使用过异菌脲的地区"该平均值可作为番茄早疫病菌对异菌脲的相对敏感

基线!为了评价番茄早疫病菌对异菌脲的抗性风险"以敏感菌株为试材"通过紫外诱导和药剂驯

化#$#代$的方法获得了"$株抗性突变体"比较了敏感菌株和突变体的生物学特性!结果表明%异

菌脲对突变体的 89

%#

值均大于$##

!

:$-;"达到高抗性水平&突变体的抗药性稳定"在无药 <=/

平板上继代培养$#次后抗性不丧失&突变体在生长速率及致病力方面较敏感菌株有所下降"产孢

量及分生孢子萌发率与敏感菌株相比无显著差异"孢子的竞争能力明显弱于敏感菌株!

关键词!番茄早疫病菌&异菌脲&敏感基线&抗性风险
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!!早疫病是番茄上的重要病害之一&近年来!由

于一些地区大量推广种植抗病毒病而不抗早疫病

的番茄品种!导致番茄早疫病的严重发生!对番茄

产量影响很大'$(

&二甲酰亚胺类杀菌剂"=>+71*,).

>->5320':>+>534!=9M4#异菌脲">#1,5>,'3#是目前防

治该类病害的有效药剂!具有保护和一定的治疗作

用'"(

!可防治多种真菌引起的植物病害&随着该类

药剂使用时间的延长及施用量的增加!植物病原真

菌对其的抗药性问题日益严重!目前已有链核盘菌

<($#,#$#+-*)0/#0(,+)核盘菌 20,%*(/#$#+"(5(%(0+*=+

和白腐小核菌 20,%*(/#)50%=#9(*)5等重要的植物

病原真菌对其产生了田间抗性的报道'+(

!因而其抗

性菌株特性)抗药性监测治理等研究受到了广泛的

重视!目前已取得较大进展')

!

$$(

&然而国内针对番

茄早疫病菌抗药性的研究才刚刚开展!自异菌脲在

我国用于防治番茄早疫病以来!迄今还未见有关田

间产生抗药性的报道&笔者通过生物测定!建立了

番茄早疫病菌对异菌脲的相对敏感基线!并通过室

内诱导抗性突变体!比较了突变体和敏感菌株的基

本生物学特性!评价了抗性突变体在自然条件下发

展成为优势菌株的潜力!旨在为该类杀菌剂的抗性

监测及科学使用提供依据&

!"材料与方法

!=!"供试材料

药剂$(%N的异菌脲">#1,5>,'3#原药!山东双星

农药厂产品&将异菌脲原药溶于丙酮溶液中!配成

$0$#

)

!

:$-;的母液!以#&"N的体积分数加入乳

化剂F%33'.*#!于冰箱中)O下贮藏备用!使用时

以无菌水稀释至适当浓度&

菌株$番茄早疫病菌3,/%*$+*#+&(,+$#菌株采自

山西省五寨县从未施用过异菌脲的番茄大田&取

样后将所得各组织分别装入小袋隔离!用经过灭菌

的接种刀刮取发病叶背表面霉层!接入<=/平板培

养基表面!"%O下培养!待长出菌丝后!用灭菌的接

种针挑取菌丝转入另一 <=/平板上进行纯化&菌

株均以*采样地点的大写拼音字头"声母#1序号+

命名&

!=#"实验方法

$&"&$!番茄早疫病菌对异菌脲的敏感性测定!采

用菌落直径法'$"(

&将被测菌株在<=/平板上培养

-"!后!自菌落边缘打取直径为%--的菌碟!在含

梯度浓度药剂的平板上进行敏感性测定!以不加药

者为对照!每处理重复+次&于"%O培养-"!后!

采用十字交叉法测定菌落净生长量!分别计算各浓

度药液对菌丝生长的抑制率!将药液质量浓度换算

成对数值!为7!以抑制率的概率值为6!计算回归方

程及89

%#

值&

$&"&"!番茄早疫病菌对异菌脲的抗性诱导!紫外

诱导'$+(

$将-株敏感菌株接种于<=/平板上!"%O

培养)*!后!将平板置于"%I紫外灯下"#+-处

垂直照射&每照射 "#->'从菌落边缘分别打取

)块直径%--的菌碟!移入含"&#

!

:$-;异菌脲

的<=/平板上!"%O黑暗培养+5后!选择能在含

药平板上生长)形成扇形突变体者!从扇形角变区

再打取直径为%--的菌碟!移入含 $#&#

!

:$-;

异菌脲的<=/平板上!能在其上生长者则为抗性突

变体&紫外光连续照射)次&

药剂驯化'$)(

$将供试菌株 IP+%在 <=/平板

上培养"5后!于边缘打取直径为%--的菌碟!移

入含"&#

!

:$-;异菌脲的 <=/平板上!连续继代

培养!"%O下每隔$#5继代培养$代!逐步提高药

剂浓度!直至获得能在含%##

!

:$-;异菌脲的平板

上生长的抗性突变体&

$&"&+!突变体的抗性水平测定!同$&"&$节!在含

系列浓度药剂的 <=/平板上测定各突变体对异菌

脲的敏感性!按式"$#计算抗性倍数&若抗性倍数

小于%则认为未产生抗性!在%到"#之间为低抗菌

株!"#到 $##之间为中抗菌株!大于 $##为高抗

菌株'$"(

&

抗性倍数2

抗性菌株89

%#

值

亲本敏感菌株89

%#

值
"$#

$&"&)!遗传稳定性测定!将突变体在无药<=/平

板上于"%O黑暗条件下连续继代培养$#次!每代

培养+5!分别在第$!+!%!-!$#代测其抗性水平&

$&"&%!生长速率及产孢量测定!将各供试菌株在

<=/培养基上培养+5后!在距菌落边缘相同的位

置取直径 %--的菌碟接种于 <=/平板上!每株

+次重复!于"%O下黑暗培养!分别测量生长$!"!

+!)和%5后的菌落直径&另取一菌碟!用"#-;

质量分数为 #&#%N的无菌吐温水洗下孢子'$%(

!充

分振荡后用血球计数法测定生长%5后的产孢量&

$&"&'!致病力测定!采用离体叶片法'$'(

&取新鲜

番茄叶片!用直径$&%+-的打孔器制备叶碟!无菌

水冲洗后于-%N的乙醇中浸泡"->'进行表面消

毒!再用无菌水冲洗!取出晾干后置于灭菌培养皿

中&分别将<=/平板上黑暗条件下培养-"!的抗

性和敏感菌株的分生孢子悬浮液"浓度为每$-;

'%$
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含$0$#

%个孢子#均匀喷洒在叶片表面!以用无菌

水浸泡的叶片为对照&孢子悬浮液的制备参见文

献'$%(&在灭菌培养皿中保湿培养%5后!测定叶

片的发病面积并按式""#计算病情指数&调查分级

标准$#级$叶片上无病斑%$级$叶片上有个别病斑%

"级$病斑面积占叶片面积的$$+以下%+级$病斑面

积占叶片面积的$$+.$$"%)级$病斑面积占叶片面

积的$$"以上&

病情指数$N 2

"

"病级叶数0该病级#

检查总叶数0最高病级
0$##""#

$&"&-!分生孢子萌发率测定!采用凹玻片法'$-(

&

分别将$##

!

;突变体和敏感菌株的分生孢子悬浮

液置于凹玻片中央!将凹玻片放在保湿的大培养皿

中!"%O黑暗条件下培养-.*!后!于$##倍显微

镜下观察孢子萌发情况"镜检数量不少于+##个#&

按式"+#计算孢子萌发率&

孢子萌发率$N 2

分生孢子萌发数

镜检孢子总数
0$## "+#

$&"&*!抗性突变体和敏感菌株孢子竞争能力测定

!参照纪兆林等'$*(及 ?+!3#314

'$((报道的竞争能力

测定方法!采用孢子悬浮液接种&将抗性突变体和

敏感菌株的分生孢子悬浮液配成相同浓度"每$-;

含$0$#

%个孢子#后等比例"$#3$#!体积比#混合成

不同组合,,,组合 $$IP"(1IP"(@$%组合 "$

IP"(1IP"(@"%组合+$IP+%1IP+%@%组合)$

IP+*1IP+*@$&用毛笔将分生孢子混合液涂抹

于番茄叶片上!发病后挑选单个病斑!用打孔器打

取病斑!漂浮在对敏感菌株为最低抑制浓度"即

药剂可以抑制病原菌生长的最低质量浓度!

$#

!

:$-;#的异菌脲药液中!光照培养-5!记录病

斑数量并观察病斑扩展情况!至少检测%#个病斑&

按式")#计算抗性突变体频率&

!抗性突变体频率$N 2

扩大的病斑数量

检测总病斑数
0$##")#

$&"&(!数据分析!采用=<?统计软件计算毒力回

归方程及89

%#

值"以
!

:$-;表示#%采用=0'+7'式

新复极差检验法分析差异显著性&

#"结果与分析

#=!"番茄早疫病菌对异菌脲的敏感性及敏感基线

结果见图$&异菌脲对供试)"株菌株的 89

%#

值在$&""%."&'-)

!

:$-;之间!平均 89

%#

值为

"/%%'

!

:$-;&异菌脲对)"株菌株的 89

%#

值呈现

连续性变化!以其平均值"&%%'

!

:$-;作为番茄早

疫病菌对异菌脲的相对敏感基线&

图!"$#株番茄早疫病菌菌株对异菌脲的敏感性

M>:&$!?3'4>">G>"(,22,1"(."%,4"17>'4,2

3;&(,+$#",>#1,5>,'3

#=#"抗性突变体的获得及抗性水平

经过紫外诱导和$#代药剂驯化!共获得"#株

紫外诱导抗性突变体和$株药剂驯化抗性突变体

IP+%@&在含系列浓度异菌脲的 <=/平板上测定

突变体的敏感性!结果表明!紫外诱导和药剂驯化

的抗性菌株的89

%#

值都大于+##

!

:$-;!抗性倍数

超过$##!其中 IP"(@"的 89

%#

值达+("&+

!

:$-;

"见表$#!其抗性倍数达$-*&+&

表!"突变菌株对异菌脲的敏感性

F7*H3$!?3'4>">G>"(,2"!3-0"7'"44"17>',23;&(,+$#",>#1,5>,'3

菌株

?"17>'

毒力回归方程

F,)>+>"(13:1344>G3

3Q07">,'">2#

相关系数

@3H7">G3+,322>+>3'"

"?

"

#

(%N置信限

(%N M;$"

!

:$-;#

89

%#

$

"

!

:$-;#

抗性倍数

@34>4"7'"

17">,

抗性水平

@34>4"7'"H3G3H

IP"(@$ #&-+*1$&')-7 #&((' +%+&+.)"+&+ +*)&' $-)&* 高 B>:!

IP"(@" #&"$#1$&*)-7 #&(($ +%-&-.)"*&- +("&+ $-*&+ 高 B>:!

IP"(@+ #&'"'1$&-#$7 #&(-" +)'&).)##&( +-(&* $-"&' 高 B>:!

IP"(@) "&**+1#&*""7 #&((- +)$&*.)$)&) +-+&- $'(&( 高 B>:!

IP+*@$ "&$*)1$&$"'7 #&(($ "'(&$.+-$&* +$(&- $++&" 高 B>:!

IP+*@" #&#%%1$&(-"7 #&(-# +$%&(.+'(&# +)"&+ $)"&' 高 B>:!

IP+%@ "&$%$1$&$$'7 #&(*( "(+&*.)+%&* +'-&* $%(&( 高 B>:!

-%$
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#=%"遗传稳定性

比较突变体各代的抗性倍数"见表"#!结果表

明其抗药性稳定!经无性繁殖多代后抗性不丧失&

说明番茄早疫病菌一旦对异菌脲产生了抗性!即使

长期脱离该药剂!其抗药性也可稳定遗传!很难

丧失&

表#"突变菌株的遗传稳定性测定

F7*H3"!?"7*>H>"(,2134>4"7'+3,2"!3-0"7'"44"17>',23;&(,+$#",>#1,5>,'3

菌株

?"17>'

抗性倍数 @34>4"7'+317">,

第$代

M>14":3'317">,'

第+代

F!>15:3'317">,'

第%代

M>2"!:3'317">,'

第-代

?3G3'"!:3'317">,'

第$#代

F3'"!:3'317">,'

IP"(@$ $-'&( $-(&+ $-"&" $-#&% $-'&"

IP"(@" $-*&" $-%&) $--&+ $-)&- $--&)

IP+*@$ $+%&" $+#&) $++&' $+"&) $+%&+

IP+%@ $%%&* $%*&- $%-&' $%*&) $'#&'

IP"(@+ $-"&% $'*&+ $-$&( $-"&% $-+&"

IP+*@" $)"&) $)%&" $+-&' $+(&' $)+&"

#=$"生长速率及产孢量

结果表明!突变体的菌丝生长速率显著低于敏

感菌株!可见!番茄早疫病菌对异菌脲产生抗性突

变后!其生长能力有所下降%突变体的产孢量与亲

本菌株无显著差异!说明与亲本菌株相比!抗性突

变体的繁殖能力没有明显降低"表+#&

表%"突变体与敏感菌株的生长速率及产孢量

F7*H3+!R(+3H>7H:1,%"!7'54#,10H7">,'+7#7+>"(,2-0"7'"47'543'4>">G34"17>'4,23;&(,+$#

菌株?"17>'

生长速率S1,%"!4#335$"--$5#

$ " + ) %

平均生长速率

S1,%"!4#335>'3G317:3$

"--$5#

产孢量

?#,13'0-*314$

"0$#

'

#

IP+% (&% (&' (&" (&- (&( (&%*7/ )&-*7/

IP+* (&" (&+ (&% (&+ (&- (&)#7/ %&'%7/

IP"( (&+ (&- (&- (&- (&* (&'+7/ %&)#7/

IP+%@ -&' *&% *&" *&( *&) *&"(*+9 )&*#7/

IP"(@+ -&" *&+ *&" *&" *&+ *&#++9 '&$%7/

IP+*@$ *&% *&) (&$ *&' *&' *&'$*+T9 )&)%7/

IP"(@" *&) *&* *&( *&( *&( *&-(*/T9 %&-"7/

IP"(@$ '&% *&- *&( *&* *&( *&+-*+9 )&$"7/

IP+*@" '&+ *&* *&( *&( *&( *&+%*+9 %&+)7/

!!注$同列数据后不同小写字母表示差异显著".4#&#%#!不同大写字母表示差异极显著".4#&#$#&

!!A,"3$=7"7>'7+,H0-'2,HH,%35*("!35>22313'"4-7HHH3""3147134>:'>2>+7'"5>22313'+347".

#&#%

!"!35>22313'"+7#>"7HH3""3147134>:'>2>+7'"

5>22313'+347".

#&#$

&

#=&"抗性突变体的致病力

结果见表)&敏感菌株接种后在无药情况下发

病严重!接种%5后叶片几乎全部发病!发病叶片呈

深褐色!其致病力最强&无论是紫外光诱导!还是

药剂驯化!所产生的抗性突变体接种后在无药条件

下都较敏感菌株发病轻!病情指数小&差异显著性

比较显示!突变体与其亲本菌株之间致病力水平达

到了显著或极显著水平!说明抗性突变体在无药情

况下其致病力比敏感菌株弱&

#='"抗性突变体与敏感菌株孢子萌发率

结果"见表)#表明!抗性突变体与敏感菌株的

孢子萌发率均大于"#N!且突变体的孢子萌发能力

与敏感菌株相比无显著差异&

#=("敏感菌株和抗性突变体孢子的竞争能力

用紫外诱导和药剂驯化方法获得的高抗菌株

及其原始敏感菌株之间孢子竞争力测定结果"见

图"#表明!组合$.)接种后的病斑中!敏感菌株的

频率均高于突变体!其中!抗性菌株频率最高的组

*%$



!A,&" 任!璐等$番茄早疫病菌对异菌脲的敏感基线及其抗性突变体的生物学特性

合+中也只达到 +(&'N!而最低的组合 )中仅为

$(/+N&说明敏感菌株孢子的竞争能力强于抗性突

变体&

表$"突变体与敏感菌株致病力及孢子萌发率比较

F7*H3)!<7"!,:3'>+>"(7'54#,13:31->'7">,',2

-0"7'"47'543'4>">G34"17>'4,23;&(,+$#

菌株

?"17>'

类型

F(#34

病情指数

=>43743>'53)

孢子萌发率

S31->'7">,'$N

IP"( ? *(&'*T "#&+*7/

IP"(@$ @ ')&"38 "$&()7/

IP"(@+ @ '%&(38 "$&*%7/

IP+% ? (%&)7/ ""&)#7/

IP+%@ @ -$&)5= ""&)#7/

IP+* ? ('&%7/ "$&%'7/

IP+*@$ @ --&++9 ""&'+7/

IP+*@" @ '(&)5= "#&))7/

!!注$同列数据后不同小写字母表示差异显著".4#&#%#!不同大

写字母表示差异极显著".4#&#$#&

!!A,"3$=7"7>'7+,H0-'2,HH,%35*("!35>22313'"4-7HHH3""314713

4>:'>2>+7'"5>22313'+347".

#&#%

!"!35>22313'"+7#>"7HH3""3147134>:'>2>+7'"

5>22313'+347".

#&#$

&

图#"番茄早疫病菌抗性突变体和敏感菌株孢子的

竞争能力比较

M>:&"!9,-#3">">,'7*>H>"(,2"!34#,13,2

3;&(,+$#*3"%33'4"17>'4"!7"134>4"7'"

7'543'4>">G3",>#1,5>,'3

%"讨论

建立敏感基线是进行抗药性鉴别和监测的基

础&本研究以采自山西省五寨县未使用过二甲酰

亚胺类杀菌剂的)"株番茄早疫病菌菌株对异菌脲

的平均 89

%#

值""&%%'

!

:$-;#作为其敏感基线&

由于异菌脲在生产上已使用多年!采集标准野生敏

感菌株很难!因此本研究建立的敏感基线严格意义

上应该称之为*相对敏感基线+&尽管如此!该敏感

基线仍具有重要的参考价值$所采用的菌株均来自

敏感群体!且使用)"个菌株建立敏感基线!菌株数

#

+#!符合统计学对样本容量的要求!从而保证了该

敏感基线的可靠性&

通过室内紫外诱导和药剂驯化的方法获得了

番茄早疫病菌对异菌脲的抗性突变体&该突变体

抗性稳定!经离体继代培养$#次依然能保持较高水

平的抗性&在不施药的情况下!突变体孢子萌发率

和产孢量与敏感菌株无明显差异!可以推断病菌一

旦产生抗药性后存活的概率较大!利于形成异菌脲

抗性群体&多数研究者认为!抗药性菌株的自然适

合度低)竞争力弱'"#(

!无药条件下抗性菌株的致病

力明显低于敏感菌株'"$

!

""(

&本试验结果则表明!突

变体在生长速率和致病力方面虽然较原始敏感菌

株有所下降!但在药剂存在的情况下生长旺盛&由

此可以推断!番茄早疫病菌对异菌脲产生抗药性

后!在药剂选择压下!抗性菌株较敏感菌株存活的

概率大!这对于形成异菌脲抗性群体也是有利的&

实际生产中抗药性能否产生还与病原菌抗性

突变体的竞争能力有关&田间多种原因均可导致

抗性突变体的产生!如果突变体生命力弱!不能与

敏感菌株在田间进行竞争!则不能在田间形成优势

亚群体!抗性问题就不易出现'"+(

&本研究中!以异

菌脲抗性突变体和敏感菌株分生孢子组合接种!在

无药情况下培养!所形成病斑的数量是敏感菌株高

于抗性突变体!说明突变体较敏感菌株的竞争力

弱!在选择压力降低的情况下!番茄早疫病菌对异

菌脲的抗性有可能丧失&

上述结果表明!番茄早疫病菌在药剂选择压力

存在的条件下容易对异菌脲产生抗药性!但抗性菌

株适合度低!竞争力弱&因此!在田间通过轮换使

用不同作用机制的药剂!使得番茄早疫病菌对异菌

脲始终保持在低抗性频率阶段!就能在很大程度上

避免或延缓该菌抗药性的产生&在农业生产中!针

对高效药剂建立敏感基线并加强田间抗性监测!根

据突变体环境适应性及出现频率制定科学的用药

策略!对于延长农药的使用寿命!减少损失是非常

必要的&
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