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摘  要: 室内离体条件下采用药剂诱导法,获得了 11个烟草黑胫病菌抗甲霜灵突变体; 检测了所

有抗药突变体的抗药稳定性及抗性水平; 比较了 3个低抗和 1个高抗突变体的适合度。结果表明:

在 2~ 20 Lg /m L范围内,抗药突变体的发生频率随甲霜灵诱导浓度的增加而提高; 所有抗药突变

体的抗药性都能稳定遗传; 11个抗药突变体中, 10个为低抗突变体 (抗性水平 3. 55~ 13. 9倍,平均

8. 60倍 ), 1个为高抗突变体 (抗性水平 510倍 ); 低抗菌株 20M-001、10M-003、10M-006和高抗菌

株 10M-004的适合度指数分别为 0. 56、0. 38、0. 38和 0. 87;抗药突变体的适合度指数与抗性水平

不相关。
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Abstract: E leven m eta laxy -l resistant iso la tes w ere obta ined from sensitive stra in o f Phytophthora

nico tianae var. n ico tiana e on p la tes conta in ing series concentration o f m e talaxy .l The stability and leve ls

of resistance fo r all the resistant iso la tes w ere de term ined; the f itness o f 3 low and 1 h igh lev el o f

resistan t iso lates w as com pared. The re sults show ed tha t the occurrence f requency o f the resistan t

iso lates increased w hen m eta laxy l concen tration increased w ith in the range f rom 2 Lg /m L to 20 Lg /m L;

the re sistance o f all the resistant iso late s co uld be m ainta ined stab ly subcu lturing on OA p la tes; the

m utants cou ld be c lassif ied into tw o pheno types o f resistance: 10 low resistan t iso lates, w ho se resistance

leve ls rang ed from 3. 55 to 13. 9- fo ld w ith the averag e o f 8. 60, and 1 high resistant iso late, w ho se

resistance leve lw as 510-fo ld; the f itness index o f the low resistant iso lates o f 20M-001, 10M-003, 10M-

006 and the h igh resistant iso late o f 10M-004, w ere 0. 56, 0. 38, 0. 38 and 0. 87, respective ly; there w as

no co rre lation betw een the f itne ss index and the re sistance leve l o f the resistant iso lates.
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  烟草黑胫病 ( tobacco black shank)是世界烟草

生产中危害最严重的病害之一, 也是我国烟草的

主要病害
[ 1]
。目前对该病仍以化学防治为主, 且

主要推广应用抑菌活性强、使用安全的甲霜灵。

甲霜灵 ( m e ta laxy l)属苯基酰胺类杀菌剂, 具

有优良的保护、治疗和铲除作用,尤其对卵菌纲中

的霜霉属、疫霉属和腐霉属的病原菌具有很强的

活性
[ 2]

, 被广泛用于由卵菌所致植物病害的防

治
[ 3]
。因甲霉灵具有低毒、高效和持效期长的特

性, 故在同类杀菌剂中使用最为广泛
[ 4]

, 但由于其

作用位点单一,病菌易对其产生抗性
[ 5]

, 如许多疫

霉属真菌已普遍对其产生了抗性
[ 6~ 9]
。而有关烟

草黑胫病菌对甲霜灵抗性的研究鲜有报道
[ 10 ]
。

本研究试图通过对烟草黑胫病菌进行药剂驯

化, 获得抗甲霜灵的突变体, 检测抗药突变体的抗

药稳定性及抗性水平, 明确突变体的适合度。旨

在为延缓田间该病菌对甲霜灵的抗性发展和综合

治理提供科学依据。

1 材料与方法

1. 1 试验材料

1. 1. 1 供试菌株  ZC 002, 采自山东省诸城市烟

区的典型病株, 经分离纯化鉴定
[ 11]
为烟草黑胫病

菌 Phytophtho ra nico tiana e var. nico tiana e, 对甲霜

灵敏感。

1. 1. 2 供试药剂  98. 0%甲霜灵 ( m eta lax y l)原

粉, 由山东海利尔药业有限公司提供。

1. 1. 3 培养基  燕麦琼脂培养基 ( OA ) : 称取燕

麦片 50 g, 加入 1 000 m L去离子水, 在 60e 恒温
水浴锅中加热 1 h, 经 4层纱布过滤去渣, 滤液用

去离子水定容至 1 000 m L。加入琼脂条 18 g, 微

波炉加热至琼脂条完全溶化后趁热分装, 121e 蒸

汽湿热灭菌 30 m in。

含药 OA:参照王革
[ 12 ]
的方法, 先将甲霜灵用

丙酮配制成有效成分质量分数为 10%的母液, 置

于 4 e 冰箱中备用。测定时, 根据含药浓度与 OA

的用量, 用移液管吸取一定量的药剂母液稀释液

加入熔化并冷却至 60 e 的培养基中,充分摇匀。

1. 2 试验方法

1. 2. 1  抗甲霜灵突变体的诱导及验证  参照

C hang 等
[ 7]
的方法。打取敏感菌株 ZC 002 ( S)

< 7 mm菌饼 4 @ 40枚, 分别移至含有 2、5、10、

20 Lg /m L甲霜灵的 OA平板上, 于 ( 26 ? 0. 5) e

下黑暗诱变培养。第 9 d开始检查快速生长角变

区发生情况,每 2 d检查 1次, 至菌落长满平板为

止。按诱变浓度和发现顺序对快速生长角变区编

号,并打取 < 7 mm 菌饼 1枚, 转接到相同浓度的

含药 OA平板上,置于 ( 26 ? 0. 5 ) e 黑暗培养。若

能较好生长,再转接培养 1次。以 S为对照,重复

4次,每重复 1皿。采用十字交叉法测量菌落直

径,计算菌落径向生长量, 并检验其差异显著性。

若差异达到极显著, 则可确定上述已编号的快速

生长角变区为抗甲霜灵突变体。

1. 2. 2 抗甲霜灵突变体的抗药稳定性测定  将

各抗药突变体在 OA平板上继代培养 8次,每次将

培养好的菌株保存于 10e 冰箱中, 最终一并取出

测定甲霜灵对各代菌株的菌落生长抑制率。打取

< 7 mm 菌饼, 分别转接至含 20 Lg /m L (除 10M-

004以外的其他 10个突变体 )和 200 Lg /m L

( 10M -004)甲霜灵的 OA平板中, 以 OA平板为对

照,置于 ( 26 ? 0. 5) e 下黑暗培养 78 h。每个突变

体的 2、4、6、8代均重复 3次, 每重复 5皿, 每皿

1枚菌饼。测量菌落直径, 计算菌落生长抑制率,

并检验甲霜灵对突变体各代菌落生长抑制率的差

异显著性。若无显著差异, 则说明各代的抗性未

发生显著变化, 表明抗药突变体具有较高的抗药

稳定性。

菌落生长抑制率 (% ) =
对照菌落直径 -处理菌落直径

对照菌落直径 -菌饼直径
@ 100

1. 2. 3 抗甲霜灵突变体抗性水平的测定  参照

王革
[ 12]
的方法, 测定甲霜灵对所有抗药突变株

(均为第 8代 )的 EC5 0值, 以敏感菌株 ZC 002为对

照。按下式计算各抗性突变体的抗性水平:

抗性水平 =
抗性突变体的 EC50值

敏感菌株 ZC 002的 EC 50值

1. 2. 4 抗甲霜灵突变株的适合度测定  菌落生

长速率: 打取抗性突变体 ( R )和敏感菌株 ( S)

< 7 mm 菌饼,分别转接到 OA平板上, 置于 ( 26 ?

0. 5) e 下黑暗培养 78 h。每菌株重复 4次, 每重

复 5皿, 每皿 1枚菌饼。测量菌落直径, 并计算日

径向生长量。

孢子囊产生量: 参照郑小波
[ 11]
的方法。在 OA
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平板上 ( 26 ? 0. 5) e 黑暗培养 8 d的 R和 S菌落

上随机打取 < 7 mm 菌饼, 移入含 15 m L质量浓度

为 0. 2%硝酸钾 (灭菌去离子水配制 ) 的灭菌培

养皿中, 置于 ( 26 ? 0. 5 ) e 下黑暗诱导培养 6 d。

每菌株重复 3次, 每重复 1皿, 每皿移入 5个菌饼。

将培养皿中的菌饼充分破碎混匀后, 每皿随机挑

取 5块菌丝体在 10 @ 10倍下对孢子囊镜检记数。

活体致病力: R和 S致病力的测定参照王

革
[ 13]
的方法并有所改进。沿 OA平板 ( 26 ? 0. 5) e

下黑暗培养 7 d的菌落边缘打取 < 7 mm菌饼, 接

种 ( 5号昆虫解剖针, 6针束轻刺 )到 8叶期红花大

金元烟苗茎中部 (倒数第 3叶叶柄基部对面 ) , 束

脱脂棉并滴加无菌水保湿 36 h, 置于 25~ 35e 的

玻璃温室中培养。每菌株接种 4株烟苗, 每株烟

苗接 1枚菌饼,重复 3次。接种后第 2 d起逐日记

录每株烟苗的病斑长度和病情级别
[ 14 ]

, 计算病情

指数
[ 15 ]
和适合度指数。

病情级别划分标准: 0级, 全株无病; 1级, 茎

部病斑不超过茎围的 1 /2; 2级, 茎部病斑超过茎

围的 1 /2; 3级, 茎部病斑环绕茎围; 4级, 病株枯

死。

病情指数 =
E (发病级别 @各级别病株数 )

样本总数 @最高分级级别
@ 100

适合度指数是指综合适合度, 由菌落生长速

率、孢子囊产生量、病斑长度和病情指数四方面的

适合度复合构成, 且这四方面相互影响、密不可

分。因此,抗性突变株的适合度指数应为四个单

项适合度指数的几何平均数。其计算公式如下:

适合度指数 =
R的菌落生长速率

S的菌落生长速率
@

R孢子囊产生量

S孢子囊产生量
@

R病斑长度

S病斑长度
@

R病情指数

S病情指数

1 /4

  试验数据均由 M icro so f t Exce l2003、D PS数据

处理工作平台进行统计分析。

2 结果与分析

2. 1  诱导药剂浓度对抗药突变体发生频率的
影响

诱导结果 (图 1)显示, 在 2~ 20 Lg /m L 范围

内, 抗药突变体发生频率随甲霜灵浓度的增加而

提高,且突变频率与浓度正相关。

图 1 甲霜灵浓度与抗药突变体发生频率的相关性分析

F ig. 1 C o rre lation ana ly sis on m eta lax y l

concen tra tion and the frequency o f m utation

2. 2 抗药突变体的抗药稳定性
差异显著性检验结果 (表 1 )显示: 甲霜灵对

11个抗药突变体不同世代的菌落生长抑制率, 有

6株 ( 5M-001、10M-003、10M-006、20M-002、20M-

003、20M -005)在第 4代至第 8代之间无显著差

异, 即 54. 54%突变体的抗药性从第 4代开始才达

到了高标准的遗传稳定, 5株 ( 5M -007、10M-004、

10M-005、20M-001、20M-004)在第 6代至第 8代

之间无显著差异, 即 45. 45%突变体的抗药性直到

第 6代才开始达到高标准的遗传稳定; 有两株

( 5M-001、20M-003 )在第 2代至第 8代之间无极

显著差异,即 18. 18%突变体的抗药性从第 2代开

始就达到了低标准的遗传稳定,有 5株 ( 10M-003、

10M-006、20M 001、20M-002、20M-005 )在第 4代

至第 8代之间无极显著差异, 即 45. 45%突变体的

抗药性从第 4代开始就达到了低标准的遗传稳

定, 4株 ( 5M-007、10M-004、10M -005、20M-004)则

在第 6代至第 8代之间无极显著差异, 即 36. 36%

突变体的抗药性直到第 6代才开始达到低标准的

遗传稳定。

尽管甲霜灵对 11个抗药突变体不同世代间的

菌落生长抑制率的变化趋势复杂, 但最后都从第

2代、第 4代或第 6代开始稳定下来, 说明所有抗

药突变体的抗药性都能稳定保持。

2. 3 抗药突变体的抗性水平

测定结果 (表 2)显示: 10M-004的抗性水平

最高, 达 510倍; 其他 10个抗药突变体抗性达

3. 55~ 13. 9倍,平均 8. 60倍。根据抗性水平的划

分标准
[ 16]

:高抗﹥100倍,中抗 20~ 100倍,低抗﹤

20倍, 即 9. 09% 的抗药突变体属高抗菌株,

90. 91%的抗药突变体属低抗菌株, 未出现中抗菌

株。提示抗甲霜灵突变可能属于质量性状的突

变,这与目前公认的结论一致。
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表 1 甲霜灵对抗药突变体不同世代的菌落生长抑制率

Table 1 Inh ib it ion o f m e talaxy l on the co lon ial g row th o f dif feren t g enerations o f the resistan t iso la tes

抗药突变体

Resistan t iso late

菌落生长抑制率 Inh ib ition o f co lon ia l grow th(% )

第 2代 2 nd G en eration 第 4代 4 th G enerat ion 第 6代 6 th Generation 第 8代 8 th G enerat ion

5M -0 01 55. 97 b A 72. 15 a A 71. 32 a A 70. 78 a A

5M -0 07 66. 00 b B 75. 20 b AB 88. 53 a A 85. 74 a A

10M -003 86. 89 a A 78. 23 b B 81. 24 b B 78. 58 b B

10M -004 70. 34 a A 49. 95 b B 70. 79 a A 72. 62 a A

10M -005 60. 99 b B 61. 53 b B 83. 36 a A 81. 18 a A

10M -006 67. 08 a A 55. 17 b B 48. 00 b B 47. 22 b B

20M -001 79. 90 c B 91. 19 b A 92. 76 ab A 95. 37 a A

20M -002 48. 64 b B 57. 77 ab AB 62. 98 ab AB 70. 78 a A

20M -003 86. 40 a A 79. 86 b A 84. 65 ab A 81. 21 b A

20M -004 68. 30 c C 76. 15 b B 87. 56 a A 83. 42 a A

20M -005 63. 65 b B 82. 82 a A 84. 94 a A 84. 43 a A

  注:表中同一行数据后标相同小写 (大写 )字母者表示经 Duncan氏新复极差测验,在 P 0. 05 (P 0. 01 )水平上差异不显著。

N ote: D ata in a row fo llow ed by the sam e sm a ll ( cap ital) letters are n ot sign ificant ly d iff eren ta tP 0. 05 (P 0. 01 ) by D un cancs m u ltip le range tes,t

respective ly.

表 2 烟草黑胫病菌抗药突变体对甲霜灵的抗性水平

Tab le 2 Re sistance leve sl o f the resistant iso lates o f P. n ico tianae var. n ico tianae to m etalaxy l

突变体

Iso late

毒力回归方程

Regression equation

相关系数

C orrelation coeff icien t

EC
50
值

EC
50

valu e

/ ( Lg /m L )

抗性水平

R esistan ce level

5M -00 1 Y= 4. 56 9 9 + 0. 777 8x 0. 971 9 3. 573 1 1. 3

5M -00 7 Y = 4. 767 3 + 0. 873 8x 0. 983 9 1. 846 5. 82

1 0M -0 03 Y = 4. 663 0 + 0. 704 0x 0. 989 4 3. 011 9. 50

1 0M -0 04 Y = - 6. 831 6 + 5. 356 3x 0. 974 3 161. 8 5 10

1 0M -0 05 Y = 4. 657 7 + 0. 852 4x 0. 987 6 2. 521 7. 95

1 0M -0 06 Y = 4. 469 5 + 0. 822 4x 0. 989 7 4. 416 1 3. 9

2 0M -0 01 Y = 4. 952 7 + 0. 919 3x 0. 997 3 1. 126 3. 55

2 0M -0 02 Y = 4. 469 7 + 0. 924 0x 0. 985 6 3. 749 1 1. 8

2 0M -0 03 Y = 4. 636 7 + 0. 862 3x 0. 979 6 2. 638 8. 32

2 0M -0 04 Y = 4. 738 8 + 0. 840 2x 0. 989 9 2. 046 6. 45

2 0M -0 05 Y = 4. 668 5 + 0. 897 0x 0. 988 0 2. 342 7. 38

ZC 002 Y = 5. 481 8 + 0. 967 2x 0. 984 6 0. 317 1. 00

2. 4 抗药突变体的适合度

2. 4. 1 抗药突变体与敏感菌株菌落生长速率及

孢子囊产生量的比较  测定结果 (表 3)显示: 菌

落生长速率由高到低依次为: ZC 002、20M -001、

10M -006、10M-003、10M -004, ZC 002与 10M-004

差异显著; 孢子囊产生量由大到小依次为: ZC 002、

10M -004、20M-001、10M-006、10M-003, 前两者与

后 3者差异极显著, ZC 002与 10M-004差异显著。

2. 4. 2 抗药突变体与敏感菌株病斑长度及病情

指数的比较  测定结果 (表 3)显示: 接种后 5 d的

病斑长度由长到短依次为: ZC 002、10M-004、20M-

001、10M-003、10M-006, 前两者与后 3者差异极

显著, 20M-001与 10M -006差异显著; 接种后 5 d

的病情指数由高到低依次为: ZC 002和 10M-004、

20M-001、10M-006、10M-003, 前两者与后 3者差

异极显著, 20M -001与最后两者差异显著。

2. 4. 3 抗药突变体的适合度  分析结果 (表 3)

显示, 适合度指数由高到低依次为: ZC 002、10M-

004、20M-001、10M -003和 10M -006, 且适合度指

数与抗性水平不相关。
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表 3 烟草黑胫病菌抗药突变体的适合度

T ab le 3 F itness o f the resistan t iso la tes o fP . nico tiana e var. nico tiana e

突变体

Iso late

菌落生长 / (mm /d)

C olon ial g row th

孢子囊数 ( / scope)

S poran gium n um ber

病斑长度 ( /mm, 5 d )

Len gth o f disease spot

病情指数 /5 d

D isease index

适合度指数

f itn ess in dex

抗性水平

R es istan ce level

20M -0 01 18. 7 ab AB 44. 0 c B 4 8. 1 b B 44. 4 b B 0. 56   3. 55

10M -0 03 17. 4 ab AB 25. 5 c B 3 8. 5 bc B 22. 9 c B 0. 38   9. 50

10M -0 06 18. 1 ab AB 31. 0 c B 2 5. 8 c B 27. 1 c B 0. 38   13. 9

10M -0 04 16. 3 b B 74. 0 b A 1 18. 6 a A 75. 0 a A 0. 87   510

ZC 002 20. 0 a A 95. 7 a A 1 28. 7 a A 75. 0 a A 1. 00   1. 00

  注:表中同一列数据后标相同小写 (大写 )字母者表示经 Duncan氏新复极差测验,在 P 0. 05 (P 0. 01 )水平上差异不显著。

N ote: Data in a co lum n fo llow ed by the sam e sm all ( cap ital) letters are n ot sign if ican tly d ifferent atP
0. 05

(P
0. 01

) by D uncancsm u ltip le ran ge

tes,t respective ly.

3 讨论

王文桥等
[ 17 ]
认为, 烟草黑胫病菌具有世代短、

产孢量大等特点, 所以容易产生抗药性。本研究

通过药剂诱导,获得了 11个具有不同抗性水平的

抗甲霜灵烟草黑胫病菌突变体, 且在试验浓度范

围 ( 2~ 20 Lg /m L )内, 抗药突变体发生的频率随

浓度的增加而提高, 突变频率与浓度正相关。表

明在一定的选择压力或者逆境中, 烟草黑胫病菌

容易对甲霜灵产生抗性, 其抗性频率可以随着药

剂选择压力的加大而不断提高, 具有累加效应。

这与许多研究
[ 6, 7, 18 ]

的结论一致。

对抗药突变体的抗药稳定性测定结果表明,

所有抗药突变体的抗药性都能稳定保持。这与

Chang等
[ 7 ]
、祝明亮等

[ 10]
及马国胜

[ 19]
的研究结果

一致。在所获得的 11个抗药突变体中,有 90. 9%

属低抗菌株, 仅 9. 1%属高抗菌株, 没有出现中抗

菌株,提示烟草黑胫病菌抗甲霜灵突变可能属于

质量性状的突变。这也与许多研究
[ 2, 7, 20 ~ 24 ]

的结

果相似。

适合度研究结果表明, 烟草黑胫病菌的所有

抗药突变体的适合度指数均低于敏感菌株。高抗

菌株 10M-004的适合度指数 ( 0. 87)最高, 与抗甲

霜灵黄瓜疫霉菌
[ 25]
的适合度相近。本研究采用针

刺接种法进行致病力测定, 可能扩大了敏感菌株

与抗性菌株之间的致病力差异, 低估了抗药突变

体的适合度。抗药突变体的适合度是影响病原菌

抗药群体建立的主要因素之一
[ 26 ]
。综合抗药突变

体的发生频率、抗药稳定性、抗性水平以及适合度

的研究结果, 尤其本研究中 /双高 0 (高抗性水平、

高适合度 )突变体 10M-004的获得,表明烟草黑胫

病菌对甲霜灵存在较高的抗性风险。这与祝明亮

等
[ 10]
的研究结论一致。

目前, 我国在烟草黑胫病的化学防治上单一

使用甲霜灵的情况比较普遍, 这非常有利于抗甲

霜灵烟草黑胫病群体的建立。在明确烟草黑胫病

菌抗甲霜灵突变体对其他高效、安全杀菌剂的交

互抗性情况
[ 27]
的基础上,应该交替使用及混用具

负交互抗性和无交互抗性的其他杀菌剂, 以延缓

烟草黑胫病菌对甲霜灵抗性的发生, 延长甲霜灵

的使用寿命。
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