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嘧菌酯对番茄早疫病菌的抑制作用

张  晓,  张艳军,  陈  雨,  周明国*

(南京农业大学 植物病理学系, 南京 210095)

摘  要:采用菌丝生长速率法和孢子萌发法分别测定了嘧菌酯对番茄早疫病菌 Alternar ia so lan i菌

丝生长的抑制作用及其对分生孢子萌发的影响,同时测定了其对菌丝呼吸速率的影响。结果表明,

嘧菌酯抑制番茄早疫病菌分生孢子萌发的作用强于对菌丝生长的抑制作用。抑制菌丝生长的剂

量-反应曲线与抑制菌丝呼吸的剂量-反应曲线趋势相似, 但菌丝在经嘧菌酯处理 5~ 7 h后呼吸速

率恢复到对照水平,相比之下,嘧菌酯却能一直抑制菌丝的生长。因此,采用孢子萌发法测定番茄

早疫病菌对嘧菌酯的敏感性比用菌丝生长速率法测定更为适宜。水杨肟酸与嘧菌酯在抑制番茄早

疫病菌菌丝生长和分生孢子萌发方面有协同作用, 对菌丝生长的平均协同系数为 7. 24。随处理时

间延长,药剂对菌丝耗氧的抑制作用下降,但仍抑制菌丝生长。研究表明: 呼吸作用对药剂的敏感

性随着处理的延长而下降的机理不是因为旁路氧化途径增强, 也不是因为基质中药剂效力的下

降,而是存在其它机制。
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Inhibitory Effect of A zoxystrobin onA lternaria solani

ZHANG X iao,  ZHANG Y an-jun,  CHEN Y u,  ZHOU M ing-guo
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(D epa r tm ent o f P lant Pa tho lo gy, Nan jing Ag r icultura l Un iv ersity, Nan jing 210095, China )

Abstract: Inh ib ito ry activ ity o f azo xy strob in against myce lia l g row th and conidia germ ination o f

Alterna ria so lani w as tested and the effect o f azoxy strob in on resp iration inmyce lia l grow th o fA. so lani

w as assessed by testing the oxygen consumption1The results show ed that the inhibitory activ ity o f

azoxy strob in aga inst conidia l g erm ination w as m uch stronger than that aga inst myce lia l grow th. The

do se-response curves o f azo xy strobin inh ib it ing m ycelia l grow th and oxygen consum ption of the fungus

w ere para lle l to each o ther. How ever, oxygen consumpt ion resto red to the no rm al leve lo f contro l after 5

~ 7 hours treatment w ith azoxy strobin, and the resto red oxygen consumpt ion w as insensit iv e to

azoxystrobin. B y contra s,t azoxy strobin could inh ib it mycelial g row th of A. so lan i a ll the tim es1
Therefo re, it is mo re appropriate to determ ine sensitiv ity o f A. so lan i to azoxystrobin and m onito r the

resistance by conidia l germ ination test than bym ycelia lg row th. Salicy lhydroxam ic ac id ( SHAM ) cou ld

streng then the inh ib ito ry effect o f azoxystrobin aga instm ycelia l g row th and conidia germ ination o fA.

so lani and the m ean synerg istic ra tio fo r myce lia l g row th w as 7. 241A s treatm en t tim e w ent on, the

resp iration inhibition on the myce lia decreased, w h ile the m ycelial g row th w as st ill inhibited strong ly.

The re sults show ed that the sensitiv ity decrease o fm yce lia l resp iration to azoxystrobin w as no t caused by

 收稿日期: 2007-09-05;修回日期: 2007-11-12.

 作者简介:张晓 ( 1982-) ,女,河南三门峡人,硕士研究生; * 通讯作者 ( Au thor for co rresponden ce):周明国 ( 1958-) ,男,江苏南通人,教授,博士

生导师,主要从事植物病害化学防治研究.联系电话: 025-84395641; E-m ai:l m gzhou@ n jau. edu. cn

 基金项目:国家重点基础研究发展规划 ( / 9730计划 )项目 ( 2006CB101907) .



induction o f alternative resp iration o r deg rada tion o f the fung icide in medium.

K ey w ords: azoxystrobin; A lterna ria so lan i; inh ib ito ry effec;t oxygen consum ption

  番茄早疫病是由茄链格孢 Alterna ria so lan i引

起的番茄重要病害之一, 在我国黑龙江、河北、山

西、山东、湖北、湖南、上海、江苏、广东和广西等省

都有发生。发病严重时可引起落叶、落果和断枝,

对番茄产量影响很大
[ 1]
。开发新型高效的杀菌剂

来控制番茄早疫病的流行与危害已经成为广大农

业科 技 工 作 者 面 临 的 重 大 课 题。嘧 菌 酯

( azo xy strobin)既能抑制菌丝生长又能抑制孢子萌

发, 并且对真菌分生孢子产生也有显著的抑制作

用, 具有铲除、保护、内吸及横向输导等特性, 因其

杀菌活性高、杀菌谱广、内吸性强、对非耙标作物

安全且与环境有良好的相容性而被广泛用于防治

多种经济作物病害
[ 2~ 4]
。嘧菌酯通过与病原菌线

粒体呼吸链上 Cy tbc1复合物的 Q o位点结合而阻

止病原菌电子传递, 进而抑制病原菌的呼吸作

用
[ 5~ 7 ]
。许多病原菌在正常呼吸途径受阻后, 可本

能地启动旁路氧化途径, 利用旁路氧化获得能量,

从而对甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂表现抗性
[ 8]
。作

者研究了嘧菌酯在离体条件下对番茄早疫病菌

A. so lan i分生孢子萌发和菌丝生长的抑制作用及

嘧菌酯与水杨肟酸之间的协同作用。通过菌丝耗

氧速率的变化, 分析了嘧菌酯在抑制番茄早疫病

菌菌丝耗氧中的作用机制及旁路氧化的作用, 并

通过比较嘧菌酯对番茄早疫病菌菌丝生长和分生

孢子萌发的抑制作用及对呼吸作用的抑制机制,

探索旁路氧化途径的启动在菌丝恢复呼吸速率中

的作用,旨在为生产上科学使用嘧菌酯及同类杀

菌剂提供理论依据。

1 材料和方法

1. 1 药剂、培养基和菌株

93%嘧菌酯原药 ( azoxy strob in) , 由先正达 (中

国 )投资有限公司提供,用甲醇配成 1. 0 @ 10
4
Lg /mL

母液, 备 用。 99% 水杨 肟酸 ( sa licy lhydroxam ic

acid, SHAM ), 美国 A cro s O rgan ics公司生产, 用

甲醇配制成 5. 0 @ 10
5
Lg /mL的母液,备用。

AEB培养基: 酵母粉 5 g, N aNO 3 6 g, KH2 PO 4

1. 5 g, KC l 0. 5 g, M gSO 4 0. 25 g, 甘油 20 mL, 加

入去离子水至 1 L。

AEA培养基:酵母粉 5 g, N aNO 3 6 g, KH2 PO 4

1. 5 g, KC l 0. 5 g, M gSO 4 0. 25 g, 甘油 20 mL, 琼

脂 20 g, 加入去离子水至 1 L。

PSA培养基: 马铃薯 200 g, 蔗糖 20 g, 琼脂

20 g,加去离子水至 1 L。

番茄早疫病菌 A. so lani菌株: N J-10、N J-13、

N J-20、N J-23、N J-32, 由 2006年采自江苏南京地区

从未使用过嘧菌酯等甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂的

番茄早疫病病叶和病果上分离获得, 经过单孢纯

化后按柯氏法则及形态鉴定。

番茄品种:江蔬 14号。

1. 2 对嘧菌酯的敏感性测定

11211 菌丝生长速率测定法  参照文献 [ 9 ]方

法,在 PSA培养基上培养 7 d的菌落边缘制取

< 5 mm 菌碟, 分别接种于含有 0、1. 42、4. 68、18. 7、

75. 0、300 Lg /mL嘧菌酯或嘧菌酯 + 100 Lg /mL

SHAM 的 AEA培养基平板上, 25e 下培养 7 d后

测量菌落直径, 每处理重复 3次。与对照比较计

算出药剂的抑制百分率。采用机率值分析法计算

药剂对靶标菌菌丝生长的有效抑制中浓度及其与

SHAM 的协同作用。

11212 孢子萌发测定法  参照文献 [ 9]方法, 将

< 5 mm 的菌碟置于产孢培养基 PSA上, 25e 下培

养 10 d以上。用灭菌水将培养好的分生孢子从产

孢培养基上洗下, 用纱布过滤得到分生孢子悬浮

液,浓度调至 1 @ 10
5
个 /mL。在分生孢子悬浮液

中加入体积分数为 1%的番茄汁后, 再加入嘧菌酯

分别配成 浓 度 为 0. 005、0. 025、0. 125、0. 625、

3. 125 Lg /mL的药液以及加入 SHAM 后配成含

100 Lg /mL SHAM 和上述嘧菌酯浓度的混合药

液。各吸取 50 LL滴加在凹玻片上 25e 保湿培养

7~ 8 h, 在显微镜下观察分生孢子萌发, 计算抑制

分生孢子萌芽的百分率。

分生孢子萌发抑制率 (% ) =
对照分生孢子萌发率 -药剂处理分生孢子萌发率

对照分生孢子萌发率
@ 100
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  嘧菌酯和水杨酸混合处理的理论抑制百分率
按下式计算:

E =X +Y - XY /100

其中, X为嘧菌酯的抑制率, Y为水杨肟酸的抑制

率, E为两者混合的理论抑制率。如果实际抑制率

大于理论抑制率,说明二者具有增效作用
[ 10]
。

1. 3 嘧菌酯对菌丝生长和呼吸作用的影响

1. 3. 1 不同浓度药剂对菌丝生长和呼吸速率的

影响  分生孢子悬浮液的制备: 选取对嘧菌酯敏

感的 N J-13菌株, 25e 下在 PSA 培养基上培养

10 d以上, 用灭菌水制备成浓度为每 mL 含 1 @

10
7
个分生孢子的悬浮液,备用。

将 200 LL分生孢子悬浮液加入到装有 100mL

AEB液体培养基的 30个 250 mL 三角瓶中, 在

25e 、150 r /m in下摇培 24 h后加入无菌水或药液

母液至嘧菌酯终浓度分别为 0、12. 5、25、50、

100 Lg /mL, 每浓度处理 6瓶, 再摇培 24 h, 过滤,

收集菌丝。将各处理的其中 3瓶菌丝置于烘箱中

80e 下烘干 8 h至衡重, 称量菌丝干重。另 3瓶菌

丝用蒸馏水冲洗 2次。将每 10 m g鲜重菌丝悬浮

在 2mL ( pH = 7. 2)磷酸缓冲液中, 在 Han satech

氧电 极上 测定 系列 浓度 ( 0、 12. 5、 25、50、

100 Lg /mL)的嘧菌酯对菌丝呼吸作用的影响, 每

处理重复3次。

1. 3. 2 药剂处理不同时间对菌丝生长的影响  

 按照 1. 3. 1节的方法将摇培了 24 h的菌丝, 分

别在含有 100 Lg /mL 嘧菌酯的 AEB中继续摇培

1、2、3、4和 5 d后, 过滤收集菌丝, 在 80e 的烘箱

里烘干 8 h,称重。每处理设 3次重复。

1. 3. 3 药剂处理不同时间对菌丝呼吸作用的影
响  将按照 1. 3. 1节方法培养了 24 h的菌丝悬浮

在含 0. 1 mo l/L葡萄糖、pH值 7. 2的磷酸缓冲液

中,取一半菌丝不经药剂处理, 另一半菌丝用

100 Lg /mL嘧菌酯处理, 然后继续摇培 ( 25e ,

150 r/m in) 1、3、5、7、9、11、24、36、60和 120 h后,

分别收集菌丝, 用蒸馏水冲洗 3次。从摇培的菌

丝中各取出一半用 100 Lg /mL 水杨酸肟酸处理。

将每 10 m g鲜重的菌丝悬浮在 2 mL 磷酸缓冲液

( pH = 7. 2)中, 在 H ansatech氧电极上分别测定菌

丝的呼吸速率。每处理重复 3次。

1. 4 数据分析
采用 SA S软件,对毒力回归方程及 EC50值数

据进行差异显著性分析 ( LSD法 )。

2 结果与分析

2. 1 番茄早疫病菌对嘧菌酯的敏感性

21111 菌丝生长对嘧菌酯的敏感性  表 1数据

表明, 嘧菌酯对 5个敏感的番茄早疫病菌菌株的

菌丝生长均有抑制活性, 且当存在专化性旁路氧

化酶抑制剂 SHAM 时,嘧菌酯对菌丝生长的 EC 50

值为 8. 60~ 28. 22 Lg /mL, 活性比没有 SHAM 时

高 4. 83~ 9. 95倍, 平均为 7. 24倍, 说明 SHAM 在

菌丝生长过程中与嘧菌酯有协同作用。嘧菌

酯单独处理对菌丝生长的抑制活性较低, 75和

300 Lg /mL嘧菌酯对不同菌丝生长的抑制率分别

仅为 42. 22%~ 53. 52%和 52. 00%~ 59. 70%, 说明

番茄早疫病菌菌丝生长过程中存在旁路氧化作

用,对嘧菌酯的敏感性较低。

表 1 番茄早疫菌菌丝生长对嘧菌酯的敏感性

Table1 Sensitiv ity o fAlterna ria so lani to azoxy strobin inm yce lia grow th in v itro

菌株

Iso late

抑制中浓度

EC
50

/ ( L g /m L )

+ SHAM - SHAM

系数

Synerg istic rat io

抑制率 (% ) ( 75 Lg /m L )

Inh ib ition rate (% ) at

75 Lg /m L azoxy strob in

抑制率 (% ) ( 300 Lg /mL )

Inh ib ition rate (% ) at

300 Lg /mL azoxystrob in

+ SHAM - SHAM + SHAM - SHAM

N J-10 13. 4 7 C 134. 08 B 9. 95 59. 40 A 46. 80 A 63. 64 A 54. 55 AB

N J-13 19. 9 6 C 125. 30 B 6. 28 57. 35 A 42. 22 B 67. 65 A 55. 88 A

N J-20 28. 2 2 B 136. 24 B 4. 83 55. 92 AB 53. 52 AB 60. 56 A 52. 11 AB

N J-23 8. 60 A 71. 15 A 8. 27 65. 67 B 49. 25 C 67. 16 A 59. 70 B

N J-32 21. 4 5 B 147. 19 B 6. 86 60. 00 AB 45. 33 B 65. 33 A 52. 00 B

  注:同一列数据后带有相同字母表示数据之间无显著差异 (P = 0. 01 )。下同。

  N o te: D ata in a co lum n fo llow ed by th e sam e let ters ind icate no sign if ican t d ifferen ce betw een the data ( P = 0. 01 ) 1The sam e as in th e

fol low in g tab les.
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2. 1. 2 孢子萌发对嘧菌酯的敏感性  测定结果
(表 2)表明, 番茄早疫病菌分生孢子萌发对嘧菌

酯的敏感性远远高于菌丝生长对该药剂的敏感

性, 抑制孢子萌发的 EC50值在 0. 48~ 1. 59 Lg /mL

之间。0. 625 Lg /mL 的嘧菌酯和 100 Lg /mL 的

SHAM 的混合物对分生孢子萌发的抑制作用强于

单独的 0. 625 Lg /mL 嘧菌酯和 100 Lg /mL

SHAM 对分生孢子萌发的抑制作用, 说明 SHAM

和嘧菌酯对抑制分生孢子萌发有增效作用 (对照

分生孢子的萌发率均在 95%以上 ) ,抑制孢子萌发

的 EC50值范围为 0. 019~ 0. 040 Lg /mL, 活性比没

有旁路氧化抑制剂时的高 27. 03~ 69. 12倍,说明

旁路氧化在番茄早疫病菌孢子萌发过程中的生理

作用大于菌丝生长过程中的作用。

表 2 嘧菌酯抑制孢子萌发及水杨肟酸的协同作用

Table 2 Inh ib ition o f azoxy strob in and synerg ism o f SHAM to conidia l g erm inat ion o fA. so lan i

菌株

Iso lates

抑制中浓度

EC 50 / ( Lg /mL )

+ SHAM - SHAM

系数

Factor

实际抑制百分率 (% )

Ob served p ercen tage o f inh ib ition

 0. 625 Lg /m L azoxystrob in

+ 100Lg /m L SHAM

0. 6 25 Lg /m L

azoxystrob in

100 Lg /mL

SHAM

理论抑制百分率 (% )

E xp ected percen tage

of inh ib it ion

N J-10 0. 02 3 B 1. 59 A 69. 12 100 34. 69 A 3. 11 E 35. 72BC

N J-13 0. 040 A 0. 48 E 12. 00 100 27. 96 B 5. 32 C 32. 79 D

N J-20 0. 02 7 B 0. 73 D 27. 03 100 33. 67 A 8. 90 A 39. 57 A

N J-23 0. 01 9 B 0. 90 C 47. 45 100 28. 86 B 6. 51 B 33. 49 CD

N J-32 0. 02 2 B 1. 43 B 65. 01 100 34. 38A 4. 24 D 37. 16 AB

  注:不同字母表示不同处理之间有显著差异 ( P = 0. 01 )。

N ote: D ifferen t letters show ed sign if ican t d ifferen ce o f various treatm en t atP = 0. 01 leve.l

2. 2 嘧菌酯对菌丝呼吸和生长的抑制作用
2. 2. 1 嘧菌酯处理浓度与抑制菌丝生长和呼吸
作用的关系  如图 1所示, 嘧菌酯抑制菌丝生长

的剂量-反应曲线与抑制菌丝呼吸的剂量-反应曲

线趋势相似, 随着嘧菌酯处理浓度增加, 对菌丝生

长和呼吸的抑制率均有提高。但是各浓度的嘧菌

酯处理对菌丝呼吸的抑制率均低于对菌丝生长的

抑制率,并且随着药剂处理浓度增加对菌丝生长

的抑制活性提高的速率很小, 且低于对呼吸作用

抑制的增加速率。该结果说明通过提高嘧菌酯的

处理浓度以增加对菌丝生长的抑制作用价值较

低, 而且抑制呼吸作用对菌丝生长的影响较小。

图 1 嘧菌酯对番茄早疫病菌菌丝生长和呼吸的影响

Fig. 1 Inhibito ry effects o f azoxystrob in on grow th

and oxygen consumpt ion o f m yce lium o fA. so lani.
图中数据为 3次重复的平均值。下同。

Data are m ean s o f three rep licates1The sam e as b elow.

2. 2. 2 药剂处理时间对菌丝生长的影响  从图 2

可以看出, 对照处理菌丝干重随着培养时间的延

长不断增长,而 100 Lg /mL嘧菌酯处理在 5 d内

均对菌 丝生长有明 显的抑 制作用。这说 明

100 Lg /mL的嘧菌酯对菌丝生长在处理的 5 d内

一直保持着强烈的抑制作用, 药剂没有降解。

图 2 100 Lg /mL的嘧菌酯对番茄早疫病菌

菌丝生长量的影响

F ig. 2 E ffect o f azoxy strobin on myce lial

grow th o fA. so lan i

2. 2. 3 嘧菌酯处理不同时间对菌丝耗氧率的影

响  从图 3可以看出, 在开始测定的 5 h内, 随着

培养时间的延长, 菌丝耗氧率增加。但是嘧菌酯

处理的耗氧率增加幅度明显小于对照, 说明菌丝

培养早期耗氧受嘧菌酯抑制。但 5 h以后对照菌

丝耗氧率逐步下降 , 24 h后处于平衡态势。然而,
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图 3 嘧菌酯抑制菌丝耗氧呼吸的时间效应

F ig. 3 R ea-l tim e inh ibiting oxygen consum ption in

myce lial g row th o fA. so lan i by azoxy strobin

嘧菌酯对菌丝耗氧的抑制作用则随处理时间的延

长而减弱, 7 h后处理菌丝耗氧率高于对照。用

SHAM 单独处理不同时间, 对菌丝耗氧的抑制率

没有增加, 同时与嘧菌酯共同处理没有表现出增

效作用,即不能阻止嘧菌酯抑制菌丝呼吸的作用

随处理时间延长而下降。该结果说明, 在延长处

理时间的情况下, 嘧菌酯丧失对菌丝呼吸耗氧的

抑制作用, 并不是旁路氧化作用增强引起的, 而是

可能存在其它机制。

3 讨论

在 Q oIs杀菌剂发展的早期阶段, 就已经发现

许多病原菌在呼吸链受阻以后能够被活性氧诱导

表达旁路氧化途径, 从而对 QoIs类杀菌剂表现抗

性
[ 8, 11, 12 ]

,但是病原菌的这种补偿作用在寄主植物

上发挥很小
[ 13~ 15 ]

,因为寄主体内普遍存在的抗氧

素能够阻止活性氧诱导旁路氧化作用
[ 16]

, 故 Q oIs

类杀菌剂在植物上能够表现很高的抗菌活性。旁

路氧化作用使呼吸链绕过了 Q oIs作用靶标 Cy tbc1

进行电子传递和 ATP合成
[ 6]
。

本研究结果表明, 呼吸作用抑制剂嘧菌酯在

离体条件下抑制番茄早疫病菌分生孢子萌发的活

性大大高于抑制菌丝生长的活性, 且测定结果的

变化范围较小。其结果与 G ro ssm ann等研究的另

一种呼吸抑制剂醚菌酯对 Co lleto trichum capsici、

Co lleto trichum g lo eo spo rio ides、Ventur ia inaequa lis、

P yricu lar ia gr isea 和 Rhyncho spo rium seca lis
[ 5]
等的

抑菌活性相似。这可能是因为分生孢子在萌发过

程中更加依赖线粒体的呼吸作用所提供的物质和

能量, 而菌丝无性生长与呼吸作用的依赖关系较

弱。因此,测定番茄早疫病菌对嘧菌酯等呼吸抑

制剂的敏感性时, 采用孢子萌发法较菌丝生长速

率法更为适宜。

水杨肟酸与嘧菌酯共同作用对番茄早疫病菌

的菌丝生长和分生孢子萌发的抑制作用均比嘧菌

酯单独作用效果好, 但是水杨肟酸与嘧菌酯混合

使用对抑制菌丝生长的增效作用远远小于对分生

孢子萌发抑制的增效作用, 可以推论旁路氧化作

用主要发生在孢子萌发过程, 而在菌丝生长过程

中很少存在,其结果与 G ullino等报道的一致
[ 4 ]
。

嘧菌酯能够抑制番茄早疫病菌菌丝的呼吸速

率和菌丝生长, 菌丝生长的剂量曲线和菌丝呼吸

速率曲线趋势相似, 说明嘧菌酯对菌丝生长的抑

制作用与其对菌丝呼吸作用的影响相关。实验还

证明, 在嘧菌酯丧失呼吸抑制作用的过程中, 旁

路氧化没有增强。尽管如此, 嘧菌酯仍能强烈抑

制菌体干重的增加。这些结果可能意味着在嘧菌

酯的胁迫下, 菌体细胞存在某种未知的耗氧呼吸

作用机制来应对药剂的抑制作用。这可能是菌丝

在药剂作用下的一种应急反应, 也可能是旁路氧

化途径启动后继续对呼吸速率的补偿。其作用机

理还有待进一步研究。
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#会  讯 #

第十届全国农药学科教学科研研讨会

) ) ) 第二轮通知

由青岛农业大学 (原莱阳农学院 )主办的 /第十届全国农药学科教学科研研讨会0将于 2008年 7月

22~ 27日在青岛召开,会议主题为 /农药#食品#环境 0。有关的会议论文征集工作正在进行中。大会

接收中英文论文,尤其鼓励英文文章。欢迎广大读者踊跃投稿。请将论文于 2008年 5月 30日前通过

电子邮件发送至 doublered74@ sina. com 或 yangc j2006@ 163. com。希望参会单位至少提交与农药教

学、科研或技术服务相关的论文 1篇。有关论文的格式要求、报到时间、地点以及其他相关事宜请直接

与会务组联系。

会务联系人:罗小勇 0532- 88030484( O ) ; 13969636942; luo_x iaoyong@ yahoo. com. cn

论文联系人:郝双红 0532- 86080597( O ) ; 13606344654; doub lered74@ sina. com

通讯地址:山东省青岛市城阳区春阳路 青岛农业大学植物保护学院

邮   编: 266109

青岛农业大学植物保护学院

2008年 3月
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