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摘  要:经过药剂驯化 10代后, 从对苯醚菌酯 ( Z J0712)敏感的小麦白粉病菌 B lum eria g ram inis f.

sp. tritici 3个菌株中获得 3个抗药突变体,突变体的抗性指数均大于 80, 且其抗性能够通过无性繁

殖稳定遗传。室内接种试验发现,突变体的致病力与亲本菌株无明显差异。细胞色素 b ( cyt b )基

因片段序列分析发现,突变体 cyt b基因的第 143位密码子均由敏感菌株的 GGT (丙氨酸 )突变成

了 GCT (甘氨酸 )。研究结果表明,小麦白粉病菌对苯醚菌酯存在较高的抗性风险, 该药剂在使用

过程中需注意采取相应的抗性治理措施, 以延缓抗性发生。
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B lumeria gram inisMutants
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Abstract: Three fung ic ide Z J0712-resistant B. g ram in is f. sp. tritici (Bg t ) m utants B g t01R, B g t1-1R

and B g t2-1R were obtained from the sensitive iso lates B g t01, Bg t1-1 and B g t2-1, respective ly by the

m ethod o f adapta tion fung ic ide for ten genera tions. The resistance facto rs o f a ll threem utants to Z J0712

w ere greater than 80, and the resistance w ere stab le through asexua l reproduction. Inoculation tests

show ed that the v irulence o f the m utants w as no t sign if ican tly dif ferent from that o f the ir parents.

Comparisons o f the nucleo t ide sequence o f the partia l cy to chrom e b ( cyt b ) gene from sen sit ive iso lates

and resistantm utants revealed that all three resistan tm utants had a sing le po in tm utation of GGT ( in

sensitive iso lates) to GCT ( in resistant mutan ts), w h ich caused a change o f g lyc ine ( G ly ) to an

alan ine ( A la) at codon po sition 143 ( G 143A ) of the cyt b. The resu lts indicated that the B gt has a

h igh risk o f deve lop ing resistance to Z J0712. In o rder to de lay the development o f Z J0712 resistance in

B gt populat ions, ef fective ant-i re sistance strateg ie s are needed when the fung icide is app lied w idely in

f ie lds.
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  由 B lum er ia gram in is f. sp. tr itic i引起的小麦

白粉病是一种世界性的病害, 几乎在所有小麦种

植区都有发生。该病害在一般发生年份可使小麦

减产 5% ~ 15% , 严重年份减产高达 30%。由于

抗病品种种植一段时间后容易丧失抗性, 因此, 化

学防治仍是该病害应急控制的重要措施之一。

20世纪 80年代以来,三唑酮一直是我国防治该病

害的主要药剂,但自 90年代初我国首次报道白粉

病菌对该类药剂产生抗性以后, 不少地区三唑酮

的防效已明显下降
[ 1 ]
。因此, 开发和推广应用新

型高效杀菌剂对该病害的持续控制有着重要意

义。

苯醚菌酯 ( Z J0712)是浙江省化工研究院自主

开发的新型甲氧基丙烯酸酯 ( Q o I)类杀菌剂, 已获

得国家发明专利 ( ZL 03120882. 7 )和农药临时登

记。已有研究表明, 该化合物对卵菌、子囊菌和半

知菌等多种病菌有很高的杀菌活性, 尤其对作物

白粉病和霜霉病有特效
[ 2]
。

Q oI类杀菌剂主要作用于病菌的细胞色素 bc1

复合体, 从而抑制病菌的呼吸作用
[ 3]
。以往的许

多研究发现, 一些植物病原菌 (如白粉病菌、霜霉

病菌 Pseudoperono spo ra cubensis、链 格 孢病 菌

Alterna ria a lterna ta )容易对 QoI类杀菌剂产生抗

性
[ 4]
。例如, 1996年嘧菌酯在德国开始用于防治

麦类白粉病, 1998年就发现了其抗性菌株
[ 5]
;

1997年醚菌酯在日本注册用于防治黄瓜白粉病

和霜霉病, 两年后也出现了抗性问题
[ 6]
。根据国

际杀菌剂行动委员会 ( Fung ic ide R esistance A ction

C omm ittee, FRAC )的最新统计,已有 24种植物病

原菌对 Q oI类杀菌剂产生了抗性。苯醚菌酯目前

尚未在小麦上大面积推广应用, 为此,本研究通过

室内诱导获得抗苯醚菌酯的小麦白粉病菌突变

体, 并研究了抗药突变体的生物学特性。该研究

结果对合理用药、延长苯醚菌酯的使用寿命将有

重要意义。

1 材料与方法

1. 1 供试药剂

95%的苯醚菌酯 ( Z J0712)原药和 95%的三唑

酮 ( triadim efon)原药均由国家南方农药创制中心

浙江基地合成所提供, 以丙酮为溶剂,分别配制成

10m g /mL母液, 置于 4e 冰箱中备用。施用时再

分别用无菌水稀释, 并加入体积分数为 0. 05% 的

吐温-80。

1. 2 供试菌株及小麦

抗三唑酮的小麦白粉病菌 (B. g ram in is f. sp.

tritici ) B g t1-1和 Bg t2-1菌株由浙江大学生物技术

研究所提供;对三唑酮敏感的 Bg t01菌株由国家南

方农药创制中心浙江基地生物测试研究所保存。

供试小麦品种为扬麦 5号, 市售。

1. 3 白粉病菌对苯醚菌酯的敏感性测定

选择 2~ 3叶期、长势一致的盆栽麦苗 (盆钵

直径 15 cm, 每盆 20株左右 ) , 用 YW 5. 2-A型微

型喷雾器 (压力 0. 1M Pa)分别将浓度为 40、20、

10、5、2. 5、1. 25和 0. 625 m g /L的苯醚菌酯水溶

液均匀喷洒于小麦叶片表面,以喷无菌水 (加入体

积分数为 0. 05%的吐温-80, 下同 )的处理为对照。

每一浓度设 5个重复 (每菌株 5盆苗 ), 喷药后自

然晾干。药剂处理 24 h后, 用接种喷雾器 (压力

0. 1M Pa)将新鲜的白粉病菌孢子悬浮液 (浓度为

每 1 mL含 1 @ 10
5
个孢子 )均匀喷洒于小麦叶片

上。分别用直径 20 cm 的玻璃罩将每个盆钵罩

住,玻璃罩顶端用 4层纱布封好, 避免菌株之间的

交叉污染。将接种后的麦苗移至人工气候室中

(相对湿度 70% ~ 80% , 温度 20e , 光暗周期为

14 h /10 h, 下同 )。培养 8 d后调查发病情况, 按

照文献 [ 7]的分级标准进行分级, 计算病情指数,

利用 DPS软件计算每个菌株对苯醚菌酯的 EC 50

值。该试验重复 3次。结果用 SA S (V ersion 8. 01,

SA S Institute, C ary, NC, U SA )软件进行统计分析。

1. 4 白粉病菌对三唑酮的敏感性测定

按 1. 3节所述方法分别将浓度为 200、50、

12. 5、3. 125和 0. 781 mg /L 的三唑酮溶液均匀喷

洒在 2~ 3叶期的小麦叶片上, 同时以喷水的处理

为对照。喷药 24 h后, 测定每个菌株对三唑酮的

EC50值, 试验重复 3次。

1. 5 抗药性突变体的诱导

选择 2 ~ 3叶期、长势均匀一致的盆栽小麦

苗,按 1. 3节施药方法将浓度为 5 m g /L的苯醚菌

酯水溶液均匀喷洒于小麦叶片上, 施药后 24 h, 分

别接种新鲜的白粉病菌 Bg t01、Bg t1-1、Bg t2-1菌株

孢子悬浮液 (每 1 mL含 1 @ 10
5
个孢子 )。接种后

麦苗置于人工气候室内培养 8 d后, 将每个菌株新

产生的孢子再接种到新鲜的经苯醚菌酯处理过的
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小麦叶片上, 每 8 d转接 1代,每代所用苯醚菌酯

的浓度逐次增加 5 mg /L。连续接种 10代后,从每

个菌种中分离出一个单孢子堆的突变体, 并在经

50m g /L苯醚菌酯处理后的小麦上扩繁,按 1. 3和

1. 4节所述方法测定每个突变体对苯醚菌酯和三

唑酮的敏感性。

1. 6 抗药性突变体的抗药稳定性测定

将诱导获得的抗药性突变体在未用药剂处理

过的小麦叶片上继代培养, 每 8 d转接 1代, 连续

培养 10代后, 按 1. 3和 1. 4节所述方法测定每个

突变体对苯醚菌株和三唑酮的敏感性。所用苯醚

菌酯的浓度分别为 200、100、50、25、12. 5 Lg /mL,

所用三唑酮的浓度与 1. 4节中相同。

1. 7 抗药性突变体致病力的测定

将抗药性突变体和亲本菌株孢子悬浮液 (每

1 mL含 1 @ 105个孢子 )分别接种于 2 ~ 3叶期的

小麦叶片上, 接种后麦苗按 1. 3节所述方法培养

8 d后,调查叶片发病情况, 计算病情指数, 并利用

SA S软件统计分析各抗药突变体菌株与其亲本菌

株间致病力的差异。

1. 8 抗药性突变体的细胞色素 b( cy t b )基因序

列分析

1. 8. 1 病菌 DNA的提取  收集每一菌株 /突变

体的新鲜孢子 20m g,置于 1. 5mL的离心管中,加

入 100 LL ( DNA 提取缓冲液 [ DNA Ex traction

B uffer,简称 DEB, 其成分为: 200 m o l/L T ris-HC ,l

50m o l /L ED TA, 200m o l /L N aC ,l质量浓度为 1%

的 SD S ) ,用带有磨头玻棒的电钻研磨孢子 1 m in

后向管中加入 400 LL DEB,室温静置 10m in后于

12 000 g、4e 条件下离心 5 m in。将上清液转移至

另一干净的离心管中, 加入 750 LL无水乙醇, 混

匀后于 12 000 g 离心 2 m in, 将沉淀的 DNA用

70% 乙醇洗涤, 最后溶于 100 LL 无菌水中,

- 20e 保存, 备用。

1. 8. 2  cy t b 基因序列的扩增和测序  根据
G enB ank中小麦白粉病菌 cyt b 的基因片段序列

( G enB ank登陆号为 A J293566)设计了一组 PCR

引物 BF ( 5c-CGTTACATACACTCAAACACAGCTT-

3c) 和 BR ( 5c-TTGCATAGAAGGGCAGAAGA-

3c) , 利用该组引物可扩增出一条 610 bp的 cyt b

基因片段, 该片段序列包含了目前发现的所有可

能与甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂抗性相关的突变位

点。利用该组引物分别以上述提取的每个菌株或

突变体的 DNA为模板进行 PCR扩增, 扩增的反应

体系 ( 50 LL )为: ddH 2O 40. 5 LL, 10 @ Buffer

5 LL, dNTP( 10 mm o l /L ) 1 LL, 10 Lmo l/L的引物

各 1 LL, DNA模板 1 LL, Taq酶 0. 5 LL。 PCR反

应程序为: 94e 预变性 3 m in; 94e 30 s、56e

30 s、72e 40 s, 35个循环; 最后于 72e 延伸 5m in。

PCR反应产物经 1. 5%的琼脂糖凝胶电泳检测后

回收、纯化, 并连接到大连 TaK aR a生物技术有限

公司的 pMD 18-T质粒上, 然后挑取有外源片段的

质粒由上海生物技术有限公司进行测序。测定的

序列和翻译成的氨基酸序列用 C lusterW 软件进

行比对分析。

2 结果与讨论

2. 1 抗苯醚菌酯的小麦白粉病菌突变体的诱导

经过 10代药剂驯化后, 从每个苯醚菌酯的敏

感菌株中分别诱导分离出一个抗药性突变体, 敏

感性测定发现, 所得突变体对苯醚菌酯表现出很

高的抗性水平, 抗性指数均大于 80, 但对三唑酮的

敏感性无显著变化 (表 1)。亲本菌株 Bg t1-1和

Bg t2-1对三唑酮表现为抗性, 经过苯醚菌酯诱导

后,可获得对三唑酮和苯醚菌酯具有双重抗性的

突变体。表明小麦白粉病菌容易对苯醚菌酯产生

抗性, 且对三唑酮具有抗性的白粉病菌可同时对

苯醚菌酯产生抗性。王敏等
[ 8 ]
的研究也发现, 采

用药剂驯化方法很容易获得抗苯醚菌酯的黄瓜白

粉病菌 Sphaero theca fu lig ine,而且抗药突变体的抗

药性能稳定遗传。这些结果表明, 植物白粉病菌

对苯醚菌酯具有很高的抗药风险。

2. 2 抗药性突变体的稳定性和致病力

研究发现, 抗药突变体的致病力与亲本菌株

无显著差异 (图 1)。 3个苯醚菌酯抗药突变体在

未用药剂处理的小麦叶片上继代培养 10代后, 其

对苯醚菌酯的 EC50值无明显变化 (P > 0. 05 ), 表

明突变体对苯醚菌酯的抗药性能在无性后代中稳

定遗传。因此, 一旦田间白粉病菌对苯醚菌酯产

生抗性后,即使停止使用苯醚菌酯, 抗药菌群仍有

可能会存活一段时间。

2. 3 抗药性突变体 cy t b基因片段上的点突变

由 BF和 BR引物扩增出一条 610 bp的 cyt b

基因片段,编码细胞色素 b的第 79至 282位氨基

酸。比较突变体和亲本菌株的线粒体 cyt b基因片
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表 1 小麦白粉病菌突变体对苯醚菌酯和三唑酮的抗性

Tab le 1 Resistance o f B. gram in is f. sp. tritici m utan ts to Z J0712 and triadim efon

突变体 /亲本菌株

M u tan ts /paren t

iso latesa

苯醚菌酯的抑制中浓度

EC 50 of Z J0712

/ ( Lg /m L ) b

对苯醚菌酯的抗性指数

Res istan ce factor to

Z J0712c

三唑酮的抑制中浓度

EC 50 o f triad im efon

/ ( Lg /m L ) b

对三唑酮的抗性指数

R esistan ce factor to

triad im efonc

B g t01 1. 52( ? 0. 15 ) - 1. 52( ? 0. 13 ) -

B gt0 1R 146. 30( ? 11. 23 ) 96. 25 1. 60( ? 0. 08 ) 1. 05

B g t1-1 1. 46( ? 0. 10 ) - 8 1. 88( ? 3. 74 ) -

B g t1-1R 120. 80( ? 12. 04 ) 82. 76 7 8. 60( ? 6. 91 ) 0. 96

B g t2-1 0. 82( ? 0. 17 ) - 4 8. 36( ? 3. 49 ) -

B g t2-1R 153. 20( ? 13. 05 ) 186. 93 53. 20( ? 3. 04 ) 1. 10

  注: a突变体 B g t01R、B gt1-1R和 B g t2-1R分别来源于亲本菌株 B g t01、B g t1-1和 B gt2-1; b 表中数据为 3次试验结果的平均值 ( ? 标准

差 ) ; c抗性指数 = 抗药性突变体的 EC50 /亲本菌株的 EC50.

N ote: aT he m u tantsB g-t 1R, B gt1-1R, and B g t2-1R w ere ob ta ined f rom th e p aren t isolatesB g t01, B g t1-1, and B gt2-1, respect ively. bData in th e

colum ns are the average o f three repeated experim ents, and standard errors are p resen ted in the parentheses. c R esistan ce factor = the EC 50 value o f

m u tant / the EC50 value of itcs paren.t

图 1 抗苯醚菌酯的小麦白粉病菌突变体 ( Bgt01R、

Bgt1-1R、Bgt2-1R )与其亲本菌株

( Bgt01、Bgt1-1、Bgt2-1)致病力的比较

Fig. 1 Comparisons in v irulence be tw een the Z J0712-

re sistantm utants ( B g t01R, B g t1-1R, B g t2-1R )

and the ir parenta l iso la tes ( B g t01, Bg t1-1,

B g t2-1) o f B. gram in is f. sp. tritici

段序列发现, 3个抗药突变体中 cyt b 第 143位密

码子均为 GCT (编码甘氨酸 ) , 而该密码子在敏感

菌株中为 GGT (编 码丙氨酸 )。该位点突变

( G 143A )与以往报道的抗嘧菌酯的小麦白粉病菌

的突变点相吻合
[ 5, 9 ]
。除了 G143A位点突变以

外, 所测定的 610 bp的 cy t b基因片段序列无其他

改变。目前, 多数病原菌对 QoI类杀菌剂的田间

抗性均由 G 143A突变引起, 通常情况下, 该位点

突变引起的抗性水平很高,而且比较稳定
[ 4, 10]
。最

近, G rasso等
[ 11]
研究发现, cy t b 基因第 143位密

码子后如果没有内含子, 则这些病菌很容易对 Q oI

类杀菌剂产生抗性 (例如白粉病菌 ) ; 相反, cyt b

基因第 143位密码子后如果有内含子, 例如小麦

条锈病 (Puccin ia striifo rm is f. sp. tritici ) 和菜豆锈

病 (U romyces appendicu la tu s ), 这些病菌就不容易

对该类药剂产生抗性。此外, 除了 G 143A位点突

变外, cyt b 的第 129位密码子上的 F129L突变也

可引起病菌对该类药剂产生抗性, 但抗性水平一

般比较低。目前 F129L 点突变已在番茄早疫病

( Alterna ria so lan i )、葡 萄 霜 霉 病 ( P la sm opa ra

v itico la )、大麦网斑病 ( Pyrenopho ra teres )、黑麦草

叶斑病 (P yricu lar ia grisea )、瓜果腐霉病 (P ythium

aphan iderma tum ) 等几种病原菌中被发现
[ 12, 13 ]

。

本研究的小麦白粉病菌突变体中未发现该位点密

码子的突变, 至于其他小麦白粉病菌是否可能发

生第 129密码子的突变还有待于进一步研究。

3 结论

室内药剂驯化能比较容易地获得抗苯醚菌酯

的小麦白粉病菌突变体, 在室内接种条件下,抗药

突变体可保持正常的致病力和稳定的抗性水平,

表明小麦白粉病菌对苯醚菌酯存在较高的抗性风

险,因此在使用苯醚菌酯防治小麦白粉病时应注

意采取必要的抗性治理措施。根据 FRAC 的建

议,使用 Q oI类药剂防治麦类病害时可采取如下

措施以延缓抗性的发生发展: 1)必须严格控制用

药次数, 每个生长期最多不超过 2次。 2)由于 Q oI

类药剂与目前其他类杀菌剂之间未发现存在交互

抗性, 因此, 可将 Q oI类药剂和其他作用方式不同

的杀菌剂混用或轮用来防治白粉病。但是根据本
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研究结果, 在白粉病菌对三唑酮存在抗性的地区,

建议不要将三唑类和 Q oI类药剂混用来防治白粉

病, 以防止产生双重抗性问题。 3 )严格按照规定

剂量使用, 不可轻易降低剂量, 以免提供适宜的药

剂选择压力, 增加抗性风险。 4) Q o I类药剂应在病

害发生初期使用, 避免在病害爆发流行后作为治

疗剂使用。
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#专利介绍#

专利名称 :新型杂环杀菌剂及其组合物

专利申请号: CN 200710056434. 3  公开号: CN101091490

申请日: 2007. 01. 12  公开日: 2007. 12. 26  申请人 :南开大学

本发明详细研究了噻酰胺和甲噻酰胺的杀菌谱以及初步的杀菌作用部位; 提供了噻酰胺和甲噻酰胺杀菌剂单剂

的加工方法及其与常规杀菌剂和杀虫剂复配制剂的加工方法 ; 提供了噻酰胺和甲噻酰胺杀菌剂单剂及其与常规杀菌

剂和杀虫剂复配制剂的药效评价和比较。研究发现, 噻酰胺和甲噻酰胺的杀菌谱较甲霜灵广 ,防治效果优于甲霜灵,

其杀菌作用的初步作用位点是抑制孢子囊萌发。噻酰胺和甲噻酰胺与常规杀菌剂复配使用田间防治效果好。本发明

公开了噻酰胺和甲噻酰胺的杀菌活性及其与杀菌剂和杀虫剂组合物的杀菌活性。

(王元荪  供稿 )
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