
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

农药学学报　2007, 9 (3) : 2512256
C hinese J ourna l of Pestic ide Science

·研究论文·

咪鲜胺对水稻恶苗病菌及其抗药突
变体生长发育的影响
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摘　要 :采用菌丝生长速率法和显微镜观察 ,研究了咪鲜胺对水稻恶苗病菌 Fusa rium fu jikuro i生长

发育及菌丝形态的影响。结果表明 :咪鲜胺对水稻恶苗病菌敏感菌株及其抗药性突变体的菌丝生

长、孢子萌发、芽管伸长均有明显的抑制作用 ,而对产孢量无影响。当咪鲜胺浓度为 0. 5μg /mL

时 ,能够完全抑制敏感菌株菌丝的生长 ,而不能抑制不同抗性水平抗性菌株的菌丝生长。随抗性倍

数从 24倍增加到 112倍 ,药剂对抗药突变体菌落扩展的影响逐渐减小。咪鲜胺对敏感菌株菌丝生

长的 EC50值为 0. 047μg /mL ,最小抑制浓度 (M IC ) 为 0. 5μg /mL。20. 00μg /mL咪鲜胺可完全抑

制亲本敏感菌株的孢子萌发 ,而对不同抗药突变体孢子萌发和芽管伸长的抑制率分别为 84. 1%～

89. 0%和 58. 5%～65. 8% ,表明抗药突变体在菌丝生长、孢子萌发、芽管伸长等阶段对药剂的敏感

性与亲本菌株相比都有了不同程度的降低。10μg /mL咪鲜胺处理菌丝 12 h后 ,亲本菌株菌丝顶

端膨大畸形 ,抗药突变体的菌丝顶端膨大 ,并在菌丝上长有许多细小分枝 ,表明药剂对抗药突变体

次生菌丝生长的抑制作用不明显。
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Abstract: Effec ts of p roch lo raz on go rw th and deve lopm ent and hypha l m orpho logy of Fusa rium

fu jikuro i w ere stud ied by b ioassay techn ique. The resu lts ind ica ted tha t p roch lo raz cou ld sign if ican tly

inh ib it on m yce lia l g row th, sp ore germ ination and germ tube elongation, bu t had no effec t on

sporlua tion capac ity. The m yce lia l g row th of pa ren ta l sensitive stra in w as com p le te ly inh ib ited a t

0. 5μg /mL of p roch lo raz, bu t a ll the resistan t m utan ts a t d iffe ren t leve ls of resistance cou ld grow a t the

sam e concen tra tion. The inh ib ition of p roch lo raz on co lon ia l sp read ing of resistan t m utan ts g radually

reduced w ith the increase of resis tan t fac to r from 24 to 112. For m ycelia l g row th of stra in sensitive to

p roch lo raz, the EC50 value w as 0. 047μg /mL and the m in im um inh ib ito ry concen tra tion ( M IC ) w as
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0. 5μg /mL. Proch lo raz a t 20μg /mL exhib ited 100% and 84. 1%～89. 0% inhib ition ra te on spo re
ge rm ination of the paren ta l sensitive stra in and its resis tan t m u tan ts, and a lso exh ib ited 100% and
58. 5%～65. 8% inhib iting ra te on germ tube elongation, w hich show ed tha t, com pared w ith the paren ta l
sensitive stra in, the sensitiv ity of the resistan t m utan ts to p roch lo raz sign if ican tly reduced in m ycelia l
g row th, spo re ge rm ination and germ tube elongation stages. A fter 10 h2exp osure to 10μg /mL of
p roch lo raz, the hypha l tip of the pa ren ta l sensitive stra in and resis tan t m utan ts show ed abnorm al
sw e lling shape. A nd m any sm all em branchm ent appea red on the hyphae of resis tan t m utan ts, w hich
revea led tha t p roch lo raz cou ld no t inh ib it the sub2hyphae g row th of the resis tan t m utan ts com p le te ly.
Key words: p roch lo raz; Fusa rium fu jiku ro i; p roch lo raz2sensitive stra in; resistan t m utan ts

　　水稻恶苗病又称徒长病、白秆病、bakanae

d isease of rice或 foo t ro t of rice,是水稻生产上的

一种重要病害 ,在世界各水稻产区均有发生。近

年来随着粳稻种植面积的不断扩大和肥床旱育秧

技术的推广 ,该病害在全国各稻区均有回升且日

趋严重 ,一般造成减产 10%～20% ,发病严重的田

块损失可达 40%～50%
[ 1 ]

,其对产量构成因子的

影响主要表现为有效穗数下降 [ 2 ]。以多菌灵
( ca rbendaz im )为代表的苯并咪唑类杀菌剂曾是用

于该病害防治的主要药剂 ,但随着生产中水稻恶

苗病菌对多菌灵抗药性的普遍产生 ,局部地区抗

性菌株的抗药性倍数可达 5 000倍以上 ,单一使用

该药剂已失去防效 [ 3 ]
,因此生产上迫切需要研发

与苯并咪唑类杀菌剂无交互抗药性的新型杀菌剂

用于该病的防治。

咪鲜胺 ( p roch lo raz)是德国艾格福公司开发并

于 20世纪 90年代引入中国的咪唑类广谱内吸性

杀菌剂 ,该药剂对谷类、油料作物及蔬菜上多种真

菌病害具有优异的防效 ,也广泛用于种子、苗木处

理及水果贮存期的病害防治 [ 4 ]。其制剂产品 25%

施保克乳油和 45%施保克水乳剂分别于 1993年

和 1996年在中国获准登记 ,主要用于防治水稻恶

苗病和水果产后病害。目前在局部地区已发现咪

鲜胺对水稻恶苗病防效下降的现象 [ 5 ]。但有关水

稻恶苗病菌不同发育阶段对咪鲜胺的敏感性及其

抗药性研究尚缺乏系统的报道。本试验采用生物

学测定方法 [ 6 ]研究咪鲜胺对水稻恶苗病菌敏感菌

株和抗药突变体生长发育的影响 ,旨在筛选用于

田间抗药性检测的常规生测方法 ,以明确咪鲜胺

防治水稻恶苗病菌的最佳使用期 ,为进一步探讨

咪鲜胺的抗性机制及田间科学施药提供参考。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

编号为 U S01的水稻恶苗病菌 F usa rium fu ji2
ku ro i菌株 ,由农业部农药检定所生物技术研究中

心提供 ;编号为 0107、0110、0116、0140的水稻恶

苗病菌菌株是以敏感菌株 U S01为亲本 ,采用药剂

驯化和紫外诱变获得的抗药突变体 ,抗性倍数分

别为 24、52、85和 112倍 ,均由中国农业大学植物

病理学系种子病理药理实验室提供。

1. 2　材料及仪器

95. 1%的咪鲜胺 ( p roch lo raz)原药 ,杭州庆丰

农化有限公司提供。马铃薯蔗糖琼脂培养基
( PSA ) (马铃薯 200 g,蔗糖 17 g,琼脂 15 g,蒸馏

水 1 000 mL )。 OL YM PU S B H 22 型 显 微 镜 ;

OL YM PU S D P 7. 0摄像头及 Pro2Plus V ers ion 5. 0

图象处理软件。

1. 3　分生孢子悬浮液的配制

在已产孢的水稻恶苗病菌敏感菌株和抗药突

变体的培养皿中分别加入 4℃的无菌水 10 mL ,将

分生孢子洗脱下来 ,配制成浓度为每毫升含

10
5个孢子的孢子悬浮液备用。

1. 4　咪鲜胺对亲本敏感菌株及其抗药突变体孢

子萌发和芽管伸长的影响

制备含系列浓度咪鲜胺 ( 0. 04、0. 08、0. 15、

0. 30、0. 60、1. 20、2. 50、5. 00、10. 00、20. 00μg /mL )

的 PDA平板 ,采用涂布法将 1. 3节中制备的孢子

悬浮液 150μL 分别涂布在各带药平板上 ,置于

25℃培养箱中培养 ,定期观察。以无药的处理为

对照。待对照孢子萌发率在 50%以上时显微观察

照相 ,并用 Im age2Prop lus V ersion 5. 0软件测量芽

管长度。待对照孢子萌发率在 85%以上时 ,调查

所有处理的孢子萌发率 ,每个视野调查 100个孢

子 ,重复 3次。

1. 5　对亲本菌株及其抗药突变体菌丝生长的影响

制备亲本菌株 U S01和抗药突变体 0107、

0110、0116的菌饼 (直径 4 mm ) ,接种至咪鲜胺浓

度分别为 0. 00、0. 04、0. 08、0. 16、0. 31、0. 63、

1. 25、2. 50μg /mL的带药 PDA培养基上 , 25℃下

黑暗培养 6 d后测量菌落直径。显微镜下观察咪

鲜胺对亲本敏感菌株及其抗药突变体菌丝生长的
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抑制作用 ,重复 3次。

1. 6　对亲本菌株及其抗药突变体菌丝干重的影响

分别将亲本菌株 U S01和供试菌株中抗药水平

最高的突变体 0140在 PDA培养基上培养 5 d,待产

孢后用无菌水洗脱 ,配制成每毫升含 1 ×105个孢子

的孢子悬浮液。将 120μL 孢子悬浮液接种于

120 mL YG (酵母浸粉 5 g,葡萄糖 15 g /mL )培养

液中 , 150 r /m in、25℃条件下摇培 4 d。于无菌条件

下用布氏漏斗抽干菌丝上的培养液 ,取等量 (湿重 )

菌丝加入含咪鲜胺 0. 5μg /mL的 120 mL YG培养

液中。每个处理重复 3次 , 120 r /m in、25℃条件下

培养。分别于 12、24、36、48、60、72、84、96、120、

144、204 h取样 ,于 60℃烘箱内烘干 ,称量菌丝干

重 ,计算咪鲜胺对水稻恶苗病菌菌丝生长的抑制

率。

1. 7　对亲本菌株及其抗药突变体产孢量的影响

在 1. 3节试验基础上 ,将敏感菌株和不同抗药

水平突变体在 25℃下黑暗培养 10 d后 ,分别向培

养皿中加入 4℃的无菌水 10 mL将孢子洗脱下来 ,

在显微镜下调查每个视野中的孢子数量 ,重复 3个

视野。每个视野的孢子数量与菌落面积的比值 ,即

为单位面积上的产孢数量 [ 6 ]。

1. 8　对亲本菌株及其抗药突变体菌丝形态的影响

U S 01和抗药突变体 0140菌株在铺有纤维素

膜的培养基上生长 3 d后 ,用 10μg /mL 咪鲜胺溶

液处理菌丝 12 h,在显微镜下观察药剂对菌丝形态

的影响。

2　结果与分析

2. 1　咪鲜胺对亲本敏感菌株及其抗药突变体孢子

萌发和芽管伸长的影响

试验结果 (表 1,图 1 )表明 ,咪鲜胺对亲本敏感

菌株及其抗药突变体的孢子萌发和芽管伸长均有

显著的抑制作用。其中对亲本菌株孢子萌发的 EC50

值为 5. 248μg /mL ( Y = 0. 877 6x + 4. 368 1, R
2

=

0. 952 1) ,对不同抗药突变体 0107、0110、0116

的 EC50值分别为 21. 134μg /mL ( Y = 0. 698 5x +

4. 074 5, R
2 = 0. 963 4 )、23. 935 μg /mL ( Y =

0. 734 2x + 4. 235, R
2 = 0. 976 1 )和 11. 604μg /mL

( Y = 0. 936 2x + 4. 003 3, R
2 = 0. 961 6 ) 。当药剂

浓度为 20. 00μg /mL时 ,对抗药突变体孢子萌发

的抑制率为 84. 1%～89. 0% ,能完全抑制亲本菌株

的孢子萌发。药剂对 U S01、0110、0107、0116芽管

伸长的 EC50值分别为 3. 435、4. 852、5. 658和

6. 882μg /mL。

表 1　咪鲜胺对水稻恶苗病菌孢子萌发和芽管伸长的影响

Tab le 1　Effec t of p roch lo raz on sp o re ge rm ina tion and the leng th of ge rm tube of F. fu jiku ro i

浓度
Conc1

/ (μg /mL )

孢子萌发率 ( % ) /抑制率 ( % )

Percen tage of spo re germ ina tion ( % ) /Rate of inh ib ition ( % )

U S01 0107 0110 0116

芽管长度 ( % ) /抑制率 ( % )

L eng th of germ tube (μm ) / Rate of inh ib ition ( % )

U S01 0107 0110 0116

0. 00 　 92. 00 　 92. 00 　 90. 00 　 88. 00 　 48. 56 　 51. 26 　 47. 68 　 49. 85

0. 15 84. 00 /8. 90 86. 00 /6. 60 84. 00 /6. 50 85. 00 /3. 40 45. 11 /7. 10 44. 29 /13. 60 43. 68 /8. 40 42. 35 /15. 00

1. 25 70. 00 /24. 40 76. 00 /17. 60 75. 00 /16. 30 75. 00 /14. 80 31. 56 /35. 00 37. 15 /27. 50 35. 44 /25. 70 36. 27 /27. 20

2. 50 59. 00 /35. 60 74. 00 /19. 80 72. 00 /19. 60 75. 00 /14. 80 28. 24 /41. 80 29. 51 /42. 40 27. 65 /42. 00 30. 24 /39. 30

10. 00 27. 00 /71. 10 46. 00 /49. 50 47. 00 /47. 80 39. 00 /55. 70 12. 11 /75. 10 19. 64 /61. 70 18. 59 /61. 00 22. 81 /54. 20

20. 00 0. 00 /100. 00 10. 00 /89. 00 12. 00 /87. 00 14. 00 /84. 10 0. 00 /100. 00 17. 52 /65. 80 18. 27 /61. 70 19. 54 /58. 80

2. 2　对亲本菌株及其抗药突变体菌丝生长的影响

咪鲜胺对敏感菌株菌丝生长的抑制效果显著

(图 2) ,药剂浓度为 0. 5μg /mL时 ,菌丝生长完全被

抑制 ,其 EC50值为 0. 047μg /mL ( Y = 1. 537 6x +

7. 047 0, R
2

= 0. 947 7 ) ;随抗药倍数的增加 ,咪鲜

胺对抗药突变体菌丝生长的影响逐渐减小 ,对

0107、0110、0116的 EC50值分别为 0. 185μg /mL

( Y = 1. 201 6x + 5. 879 1, R
2

= 0. 981 7)、0. 405μg /mL

( Y = 1. 452 9x + 5. 570 1, R
2 = 0. 950 0 ) 和

1. 125μg /mL ( Y = 0. 986 7x + 4. 949 4, R
2 =

0. 977 8 )。

2. 3　对亲本菌株及其抗药突变体菌丝干重的影响

如图 3所示 ,在含有 0. 5μg /mL咪鲜胺的带

药液体培养基摇培条件下 ,随培养时间的延长 ,敏

感菌株菌丝干重无明显增加 ,而抗药突变体 0140

菌丝干重增加明显 ,且显著高于同等培养时间内

的敏感菌株。说明在该药剂浓度下 ,水稻恶苗病

菌抗药突变体菌丝生长未受到明显抑制。
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图 1　水稻恶苗病菌串生的分生孢子及孢子萌发

Fig. 1　C on id iop ho re of F. fu jiku ro i and its sp o re ge rm ina ted

A. 分生孢子梗及串生的分生孢子 ; B. 孢子萌发

A. C on id iopho re of F. fu jiku ro i; B. Spo re germ ina ted

图 2　咪鲜胺对水稻恶苗病菌菌丝生长的影响

Fig. 2　Effec t of p roch lo raz on the g row th of

m yce lium of F. fu jiku ro i s tra ins

图 3　咪鲜胺对水稻恶苗病菌菌丝干重的影响

Fig. 3　Effec t of p roch lo raz on the d ry w e igh t

of m yce lium a t d iffe ren t trea ting tim e

2. 4　对亲本菌株及其抗药突变体产孢量的影响

由表 2可看出 ,亲本菌株和抗药突变体的产孢

量无明显差异。在药剂浓度小于 2. 5μg /mL时 ,

咪鲜胺对亲本菌株及其抗药突变体的产孢量均无

显著的抑制作用 ,但抗药突变体在 PSA培养基上

的生长速率与其亲本相比都出现了不同程度的下

降 ,说明对咪鲜胺抗性的产生会导致突变体菌丝

生长速率下降。但在 PS液体培养基中 ,产孢量发

生了无规律的变化 ,说明产孢量的变化与抗药性

之间无直接的相关性 ,抗药性的产生并不导致病

菌无性繁殖能力的必然增强或减弱。

2. 5　对亲本菌株及其抗药突变体菌丝形态的影响

如图 4所示 ,未用咪鲜胺处理的亲本及抗药突

变体的菌丝均表现为均匀生长 , 10μg /mL 咪鲜胺

处理 12 h后 ,亲本菌株菌丝顶端膨大畸形 ,抗药突

变体的菌丝顶端局部膨大 ,并在菌丝上长有许多

细小分枝。推测抗药突变体能够在一定浓度咪鲜

胺作用下继续生长的主要原因是咪鲜胺虽可抑制

亲本和抗药突变体菌丝的顶端生长 ,但对于抗药

突变体次生菌丝生长的抑制作用不明显。因此 ,

如 2. 2节的研究结果所示 ,在高浓度药剂处理下

表现为抗药菌株菌丝干重明显高于敏感菌株。

3　讨论

本研究表明 ,咪鲜胺对水稻恶苗病菌的菌丝

生长、孢子萌发、芽管伸长均有一定的抑制作用 ;

与亲本菌株相比 ,抗药突变体在上述 3个发育阶

段对咪鲜胺的敏感性均有不同程度的降低 ;且水

稻恶苗病菌在菌丝生长、孢子萌发、芽管伸长

等不同发育阶段对咪鲜胺的敏感性不同 ,其中在

菌丝生长阶段敏感性最强。当咪鲜胺浓度为

0. 5μg /mL 时 ,能够完全抑制敏感菌株菌丝的生

长 ,浓度为 20. 00μg /mL时能够完全抑制敏感菌

株的分生孢子萌发。本研究结果为选择菌丝生长
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速率法检测靶标菌对咪鲜胺的敏感性提供了理论

依据 ,并可根据抗药突变体和敏感菌株对药剂剂

量的反应 ,将咪鲜胺 0. 5μg /mL作为筛选抗药突

变体和敏感菌株的鉴别浓度。

表 2　咪鲜胺对水稻恶苗病菌产孢量的影响

Tab le 2　Effec t of p roch lo raz on sp o ru la tion of F1 fu jiku ro i

浓度

C onc1 / (μg /mL )

产孢量 Sporu la tion capac ity / ( num ber of conid ia / cm 2 )

U S01 0110 0107 0116

0. 00 426 ( ±2. 0) A a 432 ( ±3. 0 ) A a 425 ( ±2. 0 ) A a 441 ( ±3. 3 ) A a

0. 04 411 ( ±3. 3) A a 422 ( ±2. 5 ) A a 408 ( ±5. 0 ) A a 409 ( ±5. 0 ) A a

0. 08 435 ( ±1. 0) A a 447 ( ±3. 3 ) A a 416 ( ±3. 3 ) A a 434 ( ±4. 0 ) A a

0. 16 426 ( ±4. 4) A a 423 ( ±4. 0 ) A a 437 ( ±2. 5 ) A a 450 ( ±2. 5 ) A a

0. 31 379 ( ±3. 0) AB ab 419 ( ±1. 0 ) A a 415 ( ±2. 0 ) A a 430 ( ±2. 0 ) A a

0. 63 421 ( ±4. 0) A a 431 ( ±4. 0 ) A a 398 ( ±1. 0 ) AB ab 437 ( ±2. 0 ) A a

1. 25 — 411 ( ±3. 0 ) A a 432 ( ±2. 5 ) A a 410 ( ±3. 0 ) A a

2. 50 — 409 ( ±3. 3 ) A a 416 ( ±4. 0 ) A a 428 ( ±1. 0 ) A a

　　注 : a～b和 A～B分别代表 P为 0. 05和 0. 015时的差异显著性。

　　N ote: N um bers in row s fo llow ed by a～b and A～B show significan t d iffe rence a ls, respec tive ly.

图 4　咪鲜胺对水稻恶苗病菌及其抗药突变体菌丝形态的影响

Fig. 4　Effec t of p roch lo raz on m o rp ho logy of F. fu jiku ro i

1. 水稻恶苗病菌菌丝 (对照 ) ; 2. 10μg /mL咪鲜胺处理 12 h后的敏感菌株菌丝 ;

3. 10μg /mL咪鲜胺处理 12 h后的抗咪鲜胺突变体菌丝。

1. H yphae of F. fu jiku ro i ( CK) ; 2. H yphae of p rochloraz2sensitive stra in of F. fu jiku ro i after trea tm ent fo r 12 h w ith 10μg /mL p roch lo raz;

3. H yphae of p roch lo raz2resisten t m utan t of F. fu jiku ro i afte r trea tm en t for 12 h w ith 10μg /mL p rochloraz.

　　对菌丝形态影响的研究结果表明 ,高浓度咪

鲜胺可抑制亲本和抗药突变体的顶端生长 ,但对

于抗药突变体次生菌丝生长的抑制作用不明显。

因此 ,在固体培养基上 ,敏感菌株的菌落表现为生

长稀疏 ,抗药突变体菌落则表现为菌丝细密。在

液体培养条件下 ,抗药突变体的菌丝干重明显高

于敏感菌株。

咪鲜胺在我国防治水稻恶苗病已有 10年以上

的用药历史 ,但由于缺乏系统的抗药性监测资料 ,

目前尚不清楚我国水稻恶苗病菌对其的抗性现

状。国内外有关水稻恶苗病菌对咪鲜胺产生抗性

的情况也鲜有报道 [ 7～9 ]。但在长期使用单一药剂

以及采取低浓度长时间浸种消毒的情况下 ,由于

咪鲜胺对靶标菌的选择压力 ,使其很容易产生抗

药性。本实验通过对室内抗咪鲜胺突变体的诱导

和筛选 ,以及对抗药突变体生物学性状的研究表

明 ,水稻恶苗病菌对咪鲜胺具有潜在的抗药性风

险 ,因此生产上建议将该药剂与二硫氰基甲烷
( m e thy lene b ith iocyana te )、三 氯 异 氰 尿 酸
( sym closene)等作用机制不同的药剂轮换使用 ,以

延缓或避免抗药性的产生。有关水稻恶苗病菌对

咪鲜胺产生抗性的机制还有待于进一步研究。
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