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三种羧酸酰胺类杀菌剂对黄瓜疫霉菌不同
发育阶段的影响及其敏感性测定
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摘  要:离体条件下测定了 3种羧酸酰胺类 ( C arboxy lic acid am ide s, CAA s)杀菌剂氟吗啉、烯酰吗

啉和异丙菌胺对黄瓜疫霉菌不同生长发育阶段的抑制作用。结果表明, 3种杀菌剂抑制黄瓜疫霉

菌休止孢萌发的 EC50值分别为 0. 54, 0. 46和 0. 34 Lg /mL; 抑制菌丝生长的 EC50值分别为 0. 92,

0170和 0. 67 Lg /mL;抑制孢子囊形成的 EC50值分别为 0. 48, 0. 31和 0. 26 Lg /mL。但对游动孢子

的释放、游动及休止孢的形成均没有抑制作用。氟吗啉、烯酰吗啉和异丙菌胺抑制田间采集的供

试菌株菌丝生长的平均 EC50值分别为 1. 09( ? 0. 24), 0. 29( ? 0. 04)和 0. 32 ( ? 0. 07) Lg /mL,供试

菌株对 3种杀菌剂的敏感性均呈正态分布,未检测到抗药性菌株的存在。
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Abstract: The effect o f three carboxy lic ac id am ide s fung icide s on d if ferent life stage s o fPhytophtho ra

m elonis w as investigated. The results ind icated that f lumo rph, d im ethom o rph and iprova licarb cou ld

effective ly inhibit cy sto spo re germ ination ( w ith EC50 va lues of 0. 54, 0. 46, 0. 34 Lg /mL,

respectiv ely ), m ycelial g row th ( w ith EC50 va lues of 0. 92, 0. 70, 0. 67 Lg /mL, respect ive ly ) and

sporang ia production (w ith EC50 va lues o f 0. 48, 0. 31, 0. 26 Lg /mL, respective ly ) o fP .m elonis. But

they had no effect on the zoo spores re lease, zoo spo re mo t ility and the fo rm at ion o f cy sto spo re. The

m ean EC50 va lues o f f lumo rph, d im ethom o rph and ipro valicarb tom ycelium g row th o fP.m elonis stra ins
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iso la ted from f ie lds w ere 1. 09( ? 0. 24) , 0. 29( ? 0. 04) , and 0. 32( ? 0. 07) Lg /mL, respect ive ly. A nd

the baseline sen sit iv ities o f the three fung ic ides w ere distributed a s unim oda l curves. No resistant

subpopu la tion w as de tec ted among these strains.

Key words: f lumo rph; dim ethom orph; iprova licarb; Phytophtho ra me lon is; b io act iv ity; sensitiv ity

base line

  黄瓜疫病 (病原菌为 Phytoph tho ra melonis

K atsura)俗称 /黄瓜瘟 0, 是黄瓜上的一种毁灭性的

病害, 在黄瓜产区普遍发生, 且随着黄瓜栽培与重

茬面积增加, 发生日趋严重。目前, 对黄瓜疫病的

防治主要采用农业栽培管理措施、抗病品种、生物

和化学防治等方法, 其中化学防治是主要手段之

一
[ 1–2 ]
。生产上使用的主要杀菌剂为苯基酰胺类,

如甲霜灵、苯霜灵和甲呋酰胺等
[ 3–4]
。但随着这类

杀菌剂的大量使用, 许多病原菌对该类杀菌剂产生

了严重的抗药性。因此, 国际杀菌剂抗药性行动委

员会 ( FRAC )已将该类药剂列为高抗药性风险的杀

菌剂
[ 5]
。评估和利用与其无交互抗药性的新型杀

菌剂用于黄瓜疫病的防治和抗药性治理已势在

必行。

羧酸酰胺类 ( C arboxy lic ac id am ides, CAA s)杀

菌剂是继苯基酰胺类杀菌剂之后, 目前在生产上主

要使用的一类防治卵菌病害的内吸性杀菌剂,其对

植物卵菌病害具有优异的保护和治疗作用, 且与苯

基酰胺类杀菌剂无交互抗药性, 目前已成为了世界

各国农药公司研究的热点之一。近年来相继开发

出了烯酰吗啉、氟吗啉和异丙菌胺等代表性药

剂
[ 6–7 ]
。FRAC将这类杀菌剂统称为羧酸酰胺类杀

菌剂。

目前 CAA类杀菌剂已经在国内外广泛用于马

铃薯晚疫病,葡萄、黄瓜霜霉病, 辣椒疫病等卵菌病

害的防治, 但在防治黄瓜疫病上的应用还未见报

道。本研究旨在: 1)探明氟吗啉、烯酰吗啉及异丙

菌胺对黄瓜疫霉菌不同生长发育阶段的影响,以明

确 CAA类杀菌剂防治黄瓜疫病的最佳施用时期,

为建立药剂混用、交替使用防治黄瓜疫霉病害的管

理方案及指导田间科学有效地施药提供理论参考;

2)明确黄瓜疫霉菌群体对氟吗啉、烯酰吗啉及异丙

菌胺的敏感性分布, 为进一步建立敏感基线, 进行

抗药性监测奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 供试药剂
96. 8%氟吗啉 ( f lumo rph)原药, 由沈阳化工研

究院提供; 95. 5%烯酰吗啉 ( d ime thom o rph)原药, 由

江苏耕耘农化有限公司提供; 96% 异丙菌胺

( iprova licarb)原药, 购于 S igma公司; 95% 嘧菌酯

( azo xy strobin)原药, 由先正达公司 (中国 )提供。

1. 2 供试菌株
108 株 黄 瓜 疫 霉 菌 Phytoph tho ra m eton is

K atsura,自天津市黄瓜研究所、天津市西青区和河

西区等未使用过 CAA类杀菌剂的黄瓜大棚采集病

样,室内采用常规的组织分离法分离, 单孢纯化后

培养于白云豆培养基平板上, 用于测定敏感基线。

从中随机选择一个菌株 T J-58, 用于测定杀菌剂对

黄瓜疫霉菌不同发育阶段的影响。

1. 3 供试杀菌剂对黄瓜疫霉菌不同发育阶段的抑

制作用测定

1. 3. 1 孢子囊的产生及游动孢子悬浮液的制备

 将供试菌株在白云豆培养基平板上于 25 e ? 1 e

下培养 7 d,沿菌落边缘打取直径 5 mm的菌饼, 置

于加有 10 mL 无菌水的培养皿中, 将培养皿置于

28 e ? 1 e 的光照条件下培养 24 h,以诱导其产生

孢子囊。随后将其置于 4 e 冰箱, 40~ 60m in后取

出, 在室温下放置 30~ 60m in,待游动孢子释放。用

两层纱布过滤, 得到游动孢子悬浮液, 用血球计数

板测定并调整其浓度。

1. 3. 2 供试药剂对游动孢子游动的影响  参照

M itan i等
[ 8]
的方法。将配制好的游动孢子悬浮液和

系列浓度药液各 20 LL, 同时滴加到凹玻片上, 在

19 e 黑暗条件下保湿培养, 1 h后在显微镜下观察

游动孢子游动情况。以嘧菌酯为对照药剂。

1. 3. 3 对休止孢萌发的影响  参照朱书生等 [ 9]
的

方法。分别吸取 40 LL 供试菌株的游动孢子悬浮

液 (每 1 mL含 1 @ 105个孢子 )和系列浓度的杀菌

剂于洁净的凹玻片上, 以等量无菌水为对照, 混匀

后于室温下放置 2~ 4 h, 待对照休止孢萌发率超过

80%时,在 10 @ 10倍显微镜下检测游动孢子休止

孢的萌发数。每处理重复 4次,每重复检测 100个

休止孢。计算各药剂对休止孢萌发的抑制率。

1. 3. 4  对孢子囊形成的影响  参照 M atheron

等
[ 10]
的方法。将供试菌株接种在白云豆培养基上,
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于 28 e 下黑暗培养 4 d,用打孔器沿菌落边缘截取

直径 5 mm 的菌饼, 挑出 5块将其分散于含有

10 mL系列质量浓度分别为 0. 01, 0. 05, 0. 25, 0. 50,

2. 50和 5. 00 Lg /mL 的培养皿中 (直径 90 mm )。

以含有无菌水的培养皿为对照。置于 28 e 光照培

养箱中连续光照 48 h,在 10 @ 10倍显微镜下检测孢
子囊的数量。每菌饼随机检测 5个视野, 每处理重

复 4次。计算各药剂对孢子囊形成的抑制率,分析

比较不同杀菌剂对供试病菌孢子囊形成的影响。

1. 3. 5 对游动孢子释放的影响  在 M itan i等
[ 8]
方

法基础上略加改进。由于黄瓜疫霉菌的孢子囊不

易从菌丝上脱落,因此直接在产生孢子囊的培养皿

中加入系列浓度药液, 使其质量浓度分别为 0101,
0. 05, 0. 25, 0. 50, 2. 50, 5. 00和 25. 00 Lg /mL, 在

19 e 黑暗条件下保湿培养, 2 h后在显微镜下观察

空孢子囊的数量。每个浓度重复 4次, 每重复计算

100个孢子囊的空囊率。以能明显抑制游动孢子释

放的杀菌剂嘧菌酯为对照药剂。

1. 3. 6 对菌丝生长的影响  参照尹敬芳等 [ 11]
的方

法。将供试杀菌剂配制成系列梯度浓度的母液,按

体积比 1B100的比例分别加入到已融化并冷却至
50 e 左右的白云豆培养基中, 充分混匀后分别倒

入 4个灭菌的培养皿 (直径 90 mm )中, 制成系列

质量浓度 ( 0. 01, 0. 05, 0. 25, 0. 50, 2. 50, 5. 00,

25. 00 Lg /mL )的含药培养基。以加入等体积有机

溶剂的白云豆平板为对照。用打孔器 (直径 5 mm )

在供试菌株的菌落边缘打取菌饼, 菌丝面朝下接种

于含药白云豆培养基平板中央,置于 28 e 恒温培养
箱内黑暗培养, 4 d后测量供试菌株在不同浓度含

药培养基上的菌落直径, 计算各药剂处理对菌落扩

展的抑制率,分析比较不同杀菌剂对供试病菌菌丝

生长的影响。

1. 4 黄瓜疫霉菌对 3种杀菌剂的敏感性测定

采用菌丝生长抑制法测定氟吗啉、烯酰吗啉和

异丙菌胺对黄瓜疫霉菌的毒力。参照 B rand t等
[ 12]

的方法,采用 Excel软件,根据生物统计几率值换算

表,将抑制百分率换算成抑制几率值。以试验中设

定的质量浓度对数为横坐标, 抑制几率值为纵坐

标,计算药剂的毒力回归方程、有效抑制中浓度

EC50值。求出供试菌株的 EC50值在不同浓度范围

的频率,建立黄瓜疫霉菌对 3种杀菌剂的敏感性频

率分布图。最后,假定黄瓜疫霉菌对 3种杀菌剂的

敏感性符合正态分布, 利用 Exce l软件 中的

NORMD IST函数建立敏感性正态分布图, 并与实际

敏感性频率分布图进行比较判断是否属于单峰

曲线。

2 结果与分析

2. 1  药剂对黄瓜疫霉菌游动孢子释放和游动的

影响

试验结果表明, 氟吗啉、烯酰吗啉和异丙菌胺

对黄瓜疫霉菌 TJ-58菌株孢子囊释放游动孢子, 以

及游动孢子的游动均没有明显的抑制作用 (表 1)。

当药剂质量浓度为 25 Lg /mL 时, 对游动孢子释放

的抑制率仅为 2% ~ 7%, 对游动孢子的游动也无

影响。而对照药剂嘧菌酯在 0. 25 Lg /mL时, 对游

动孢子释放的抑制率即可达 100%; 质量浓度为

0. 05 Lg /mL时,即可完全抑制游动孢子的游动。

表 1 氟吗啉、烯酰吗啉和异丙菌胺对黄瓜疫霉菌游动孢子释放和游动的影响

Table 1 E ffect o f f lumo rph, d im ethom o rph and iprova licarb on zoo spo re re lease andm o tility o fP .me lon is

质量浓度

M ass con cen tration /

( Lg /m L)

游动孢子释放比例 ( /% ) /对游动孢子释放的抑制率 ( /% ) /对游动孢子游动的抑制作用 a

Percen tage of zoo spore release ( /% ) / R ate o f inh ib ition ( /% ) / Inh ib ition of m o tilitya

氟吗啉

flum orph
  

烯酰吗啉

d im eth om o rph
 

异丙菌胺

iprovalicarb
 

嘧菌酯

azoxystrob in
 

0. 00 100 ( ? 0) /- a 96( ? 2. 6 ) /- 98 ( ? 2. 3) /- 96( ? 1 ) /-

0. 01 99 ( ? 1) /1 /- 97 ( ? 2. 5) /- 1 /- 94 ( ? 2 ) /4 /- 75 ( ? 5) /22 /+

0. 05 98 ( ? 1) /2 /- 95( ? 2. 5 ) /1 /- 95 ( ? 2. 1) /3 /- 12( ? 2. 9 ) /87 /+ +

0. 25 100 ( ? 0) /0 /- 96( ? 1. 5 ) /0 /- 97 ( ? 2) /1 /- 0 /100 /+ +

0. 50 99 ( ? 1. 7) /1 /- 100( ? 0 ) /- 4 /- 94 ( ? 0. 6) /4 /- 0 /100 /+ +

2. 50 95 ( ? 2) /5 /- 98( ? 2 ) /- 2 /- 93 ( ? 3) /5 /- 0 /100 /+ +

5. 00 98 ( ? 1. 7) /2 /- 96( ? 1. 5 ) /0 /- 98 ( ? 2. 1) /0 /- 0 /100 /+ +

25. 00 94 ( ? 2) /6 /- 94( ? 4. 7 ) /2 /- 91 ( ? 3. 2) /7 /- 0 /100 /+ +

  a + + ,所有游动孢子被抑制; + ,游动孢子部分被抑制; - ,游动孢子不被抑制。

  a + + , a ll zoosporesw ere inh ib ited; + , zoospo resw ere p artially inh ib ited; - , zoosporesw ere not inh ib ited.
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2. 2 对黄瓜疫霉菌休止孢萌发、菌丝生长和孢子囊

形成的影响

试验结果表明, 氟吗啉、烯酰吗啉和异丙菌胺

对休止孢萌发、菌丝生长, 尤其是对孢子囊的形成

具有明显的抑制效果 (表 2)。其中对孢子囊形成的

EC50值分别为 0. 48, 0. 31和 0. 26 Lg /mL;对休止饱

萌发的 EC50值分别为 0. 54, 0. 46和 0. 34 Lg /mL;

对菌丝生长的 EC50值分别为 0. 92, 0. 70 和

0. 67 Lg /mL。可见, 异丙菌胺对黄瓜疫霉菌上述

3个发育阶段的抑制活性均优于烯酰吗啉和氟

吗啉。

表 2 氟吗啉、烯酰吗啉和异丙菌胺对黄瓜疫霉菌孢子囊形成、休止孢萌发以及菌丝生长的抑制效果

T able 2 Inh ib ition o f f lum orph, dim ethom orph and iprovalicarb on format ion o f sporang ia,

germ ination o f cy sto spo re and g row th o f m yce lium o fP .m elon is

发育阶段

L ife stage

杀菌剂

Fung icide

毒力回归方程

R egression equat ion

Y = Bx + A

相关系数

R 2

抑制中浓度 ( 95%置信限 )

EC 50 ( 95% CL ) / ( Lg /m L)

孢子囊形成

Spo rang ia p rodu ct ion

 

氟吗啉 flum orph Y = 0. 948 1x + 5. 297 5 0. 970 5 0. 48 ( 0. 33~ 0. 71 )

烯酰吗啉 d im ethom orph Y = 0. 773 8x + 5. 390 2 0. 991 2 0. 31 ( 0. 26~ 0. 38 )

异丙菌胺 iprovalicarb Y = 0. 837 0x + 5. 491 3 0. 980 9 0. 26 ( 0. 19~ 0. 35 )

休止孢萌发

G erm inat ion of

cystospore

氟吗啉 flum orph Y = 0. 887 5x + 5. 232 5 0. 986 8 0. 54 ( 0. 42~ 0. 70 )

烯酰吗啉 d im ethom orph Y = 0. 890 9x + 5. 292 1 0. 927 6 0. 46 ( 0. 26~ 0. 85 )

异丙菌胺 iprovalicarb Y = 0. 795 9x + 5. 381 4 0. 984 4 0. 34 ( 0. 25~ 0. 43 )

菌丝生长

M ycel ia grow th

 

氟吗啉 flum orph Y = 0. 96 4x + 5. 045 4 0. 949 1 0. 92 ( 0. 52~ 1. 55 )

烯酰吗啉 d im ethom orph Y = 0. 777 4x + 5. 123 7 0. 981 7 0. 70 ( 0. 51~ 0. 94 )

异丙菌胺 iprovalicarb Y = 0. 830 5x + 5. 143 6 0. 957 5 0. 67 ( 0. 42~ 1. 07 )

2. 3 黄瓜疫霉菌对氟吗啉、烯酰吗啉和异丙菌胺的

敏感性频率分布

采用菌落直径法, 测定了 108株黄瓜疫霉菌对

氟吗啉的敏感性,其中 EC50值最大为 1. 84 Lg /mL,

最小为 0. 53 Lg /mL, 相差 2147倍, 平均 EC50值为

1. 09( ? 0. 24) Lg /mL。 35株黄瓜疫霉菌对烯酰吗

啉的敏 感性测 定结果表 明, EC50值最 大为

0. 37 Lg /mL,最小为 0. 17 Lg /mL,相差 1. 18倍,平

均 EC50值为 0. 29( ? 0. 04)Lg /mL。 29株黄瓜疫霉

菌对异丙菌胺也表现出较高的敏感性,其中 EC50值

最大为 0148 Lg /mL, 最小为 0. 15 Lg /mL, 相差

2. 2倍,平均 EC50值为 0. 32( ? 0. 07) Lg /mL。

从敏感性频率分布图 (图 1: A, B, C )可以看出,

供试黄瓜疫霉菌对氟吗啉、烯酰吗啉和异丙菌胺的

敏感性分布呈连续性。敏感性频率分布为近似正

态分布的单峰曲线, 说明供试菌株中没有出现敏感

性下降的群体。

3 讨论

本研究结果表明, 氟吗啉、烯酰吗啉和异丙菌

胺对黄瓜疫霉菌具有相似的抑菌特性, 即对游动孢

子的释放及游动均无抑制作用, 但对休止孢的萌

发、菌丝生长和孢子囊的形成阶段具有明显的抑制

效果。该结果与 CAA类杀菌剂对黄瓜霜霉病菌和

马铃薯晚疫病菌不同生长发育阶段的抑制作用相

似
[ 9, 13–18 ]

。3种杀菌剂对孢子囊形成阶段的抑制效

果最显著,对休止孢萌发和菌丝生长的抑制作用次

之,表明 3种杀菌剂对黄瓜疫霉病具有保护和治疗

作用,在病害发生的不同阶段均可使用这类杀菌剂

进行防治, 尤其可通过在孢子囊产生阶段施用药

剂,以有效抑制病原菌的再侵染及病害的发展蔓延。

敏感性频率分布情况表明,供试菌株对这 3种

杀菌剂的敏感性呈正态分布, 未检测到有敏感性明

显分化的群体存在。该结果能反映出田间自然情

况下病原菌对 CAA类杀菌剂的敏感性特征。比较

上述研究结果和已经报道的其他卵菌对 CAA类杀

菌剂的敏感基线的研究结果
[ 19–20 ]

可知, 黄瓜疫霉菌

对烯酰吗啉和氟吗啉的敏感性低于黄瓜霜霉、致病

疫霉和辣椒疫霉,这可能与不同病原菌中靶标的结

构特点等有关。因此, 建议在黄瓜疫病的防治中有

效施药量的确定需高于其他病害,以便于更有效地

控制该病的发生和蔓延, 避免低浓度选择压下因药

剂驯化作用而导致病原菌抗药性的产生和发展, 但

具体研究和验证还有待在田间条件下实施。
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图 1 黄瓜疫霉病菌对氟吗啉 ( A )、烯酰吗啉 ( B)和

异丙菌胺 ( C )的敏感性频率分布

F ig. 1 D istribution o f EC50 va lues o f f lum orph

(A ), dim ethomo rph ( B ) and iprova licarb

( C ) aga instP.m elonis populations
图中实线为病原菌对杀菌剂实际的敏感性频率分布;

虚线为假定供试菌株对杀菌剂的敏感性频率

分布符合正态分布的分布图。

Rea l line show s the real d istribu tion of strain s to fung icides,

b roken line ind icates that the d istribu tion o f all strains

to fung icid es accord sw ith norm al d istribution.
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