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黄瓜白粉病菌对己唑醇抗性诱导及抗性
菌株生物学性状的研究

杨连来,  慕  卫*
,  刘  峰,  陈召亮,  翟茹环

(山东农业大学 植物保护学院,山东 泰安 271018)

摘  要:室内通过紫外线照射和药剂驯化相结合的方法连续诱变 7代, 获得了黄瓜白粉病菌

Sphaero theca fulig inea对己唑醇的抗性菌株, 该抗性菌株对己唑醇的抗性水平达到 105倍,其产孢量

和致病力比敏感菌株略高,但差异不显著,且对戊唑醇、腈菌唑、多抗霉素和嘧菌酯无交互抗性, 对

醚菌酯表现交互抗性,结果表明田间用己唑醇防治黄瓜白粉病可能存在抗性风险。
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Induction of Resistance to Hexaconazole and Biological Properties of

H exaconazole-resistant Strains of Sphaerotheca fuliginea

YANG L ian- la,i  MU W ei
*
,  LIU Feng,  CHEN Zhao- liang,  ZHA IRu-huan

(Co llege o f P lant P ro tection, Shandong Ag r icultura l Univer sity, T a ican 271018, Shandong P rovince, Ch ina )

Abstract: H exaconazo le-resistant strains ofSphaero theca fulig inea were obta ined by chem ica l tam ing and

UV irrad iation in the labo ratory. The resistance factor of the resistan t strain w as 105 fo ld, wh ile the

sporu lation capacity and pathogen icity w ere higher than the ir parent strains w ithout significant difference.

Hexaconazo le-resistant stra ins exh ib ited no cross-resistance to tebuconazole, myclobutani,l polyox in and

azoxystrob in, but show ed positive resistance to kresox im-methy .l The resu lts suggested that S. fulig inea

may develop resistance to hexaconazole w hen it w as used to contro l cucumber powdery m ildew in the

field.

Key words: Sphaerotheca fu liginea; induction; resistance; hexaconazo le; b io log ica l propert ies

  黄瓜白粉病是黄瓜生产上的重要病害, 在全

国各地都有发生。该病在作物全生育期均可为

害, 病菌侵染黄瓜后, 在黄瓜叶片表面密布白色粉

状物,导致其光合作用下降, 阻碍植株正常的生长

发育,最终导致黄瓜产量降低
[ 1 ]
。三唑类杀菌剂

是目前防治该类病害的高效药剂, 其中又以己唑

醇防效最为突出
[ 2]
, 该药剂于 2004年在我国登记

用于防治黄瓜白粉病, 具有用量少、对植株相对安

全性高的特点, 应用潜力较大。但由于三唑类杀

菌剂具有共同的作用位点, 长期、单一使用易使病

原菌产生抗药性。 1981年英国 Fle tcher等
[ 3 ]
首次

报道了大麦白粉病菌对三唑醇的灵敏度下降。

H uggenbeger等
[ 4 ]
报道了药剂对瓜类白粉病菌出

现了药效下降的现象。有研究表明, 三唑类杀菌
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剂存在着抗药性风险和同类结构群体中的交互抗

性
[ 5]
。目前尚无瓜类白粉病菌对己唑醇产生抗药

性的报道, 在该药剂广泛应用前有必要明确黄瓜

白粉病菌对其产生抗性的风险。笔者在室内获得

己唑醇抗性菌株的基础上, 对抗性与敏感菌株生

物学特性进行了比较研究, 旨在为评估黄瓜白粉

病菌对己唑醇产生抗性的风险及科学使用该药剂

提供依据。

1 材料与方法

111 供试材料

11111 供试药剂  95%己唑醇 ( hexaco-nazo le)原

药及 95%戊唑醇 ( tebuconazo le)原药 (江苏常州市

丰登农药厂 ) ; 95%腈菌唑 ( myclobutan il)原药 (浙

江一帆农化有限公司 ) ; 有效成分质量分数为

0. 3%的多抗霉素 ( polyox in)水剂 (郑州中兴化工

有限公司 ) ; 90% 醚菌酯 ( kresox im-methy l) PC (山

东京博农化有限公司 ) ; 25%嘧菌酯 ( azoxystrobin)

SC (先正达中国投资有限公司 )。将己唑醇、戊唑

醇和腈菌唑原药用环己酮和二甲基甲酰胺溶解

后, 加乳化剂 E-l 10和 1602
#
, 配制成有效成分质量

分数为 5%的微乳剂,喷施时直接用水稀释至其使

用浓度。

11112 供试菌种  黄瓜白粉病菌 Sphaero theca

fu lig inea,采自山东泰安未施过药剂的泰山山脉的

葫芦植株。选择粉霉堆少的叶片, 剪取与其他病

斑分离较远的单个粉霉堆, 用湿润毛笔刷沾取单

孢子堆,刷到健康黄瓜子叶上, 罩以白色塑料杯隔

离并于 20e 、光照 16 h /d培养箱中培养。

11113 供试黄瓜品种  研 4号。育苗基质由山

东农业大学园艺学院提供。

1. 2 黄瓜白粉病菌对己唑醇敏感性的测定
按照文献 [ 2]方法进行。

1. 3 黄瓜白粉病抗药性菌株的获得方法

1. 3. 1 紫外诱变  将野外采集的敏感菌株配制

成孢子悬浮液, 浓度为每 mL中含 1 @ 10
5
个分生

孢子,采用涂抹法接种在黄瓜子叶上培养。将充

分产孢的黄瓜植株于 30 W 的紫外灯 (波长

254 nm )下分别照射 (预热 30 m in, 距离黄瓜子叶

30 cm ) 2、3、4、5. 5、10 m in后, 放置在培养箱内, 于

20e 黑暗条件下培养 24 h。转移到 20e 、光照

16 h /d的培养箱内培养至产生大量的粉霉堆, 用

毛笔扫下, 配成孢子悬浮液再次接种, 3 d后用小

型喷雾器均匀喷施系列浓度的己唑醇水稀释液,

晾干后继续在培养箱内培养 6 d, 有明显可见病斑

后检查并记录子叶病斑数目。根据贾忠明介绍的

检查病斑个数和药剂对病害抑制率的计算方法
[ 2]

求其 EC50值。以照射后 EC50与照射前 EC50的比值

计为抗性水平, 用抗性水平最高的照射时间连续

诱变 7代,记录第 1、3、5、7代的抗性水平。

1. 3. 2 药剂驯化  将敏感菌株孢子悬浮液接种

于黄瓜子叶上, 在培养箱内 20e 、光照 16 h /d培

养 3 d后用小型喷雾器均匀喷施系列浓度的己唑

醇水稀释液, 晾干后继续在培养箱内培养 6 d, 检

查并记录子叶病斑数目, 计算其 EC50值
[ 6]
。将发

病的粉霉堆用毛笔扫下, 配成孢子悬浮液再次接

种黄瓜子叶,培养 3 d后喷施己唑醇水稀释液 (浓

度为前次的 EC50浓度 ) , 作为药剂筛选的第 1代,

如此连续测其 7代后, 记录第 1、3、5、7代的抗性

水平。

1. 3. 3 先紫外诱变后药剂驯化  按照 1. 3. 1节

所确定的紫外线照射时间照射黄瓜白粉病菌菌

株,先在 20e 黑暗培养箱内培养 24 h后转移到

20e 、光照 16 h /d的培养箱内培养至产生大量的

粉霉堆, 用毛笔扫下, 配成孢子悬浮液接种在黄瓜

子叶上, 按 1. 3. 2节方法确定的 EC50浓度喷施己

唑醇处理作为第 1代, 再将上述喷施己唑醇药液

后仍发病的黄瓜白粉病菌粉霉堆扫下, 接种后再

用紫外线照射相同的时间, 如此反复进行紫外诱

导和药剂驯化 7代,记录第 1、3、5、7代的抗性水平。

1. 3 抗性稳定性的测定

将上述 3种方法中获得的抗性水平最高的菌

株在无药情况下培养 4代, 喷施系列浓度的己唑

醇,计算每代的 EC50值,并比较抗性水平的变化。

1. 4 抗性菌株的生物学性状研究

1. 4. 1 敏感菌株和抗性菌株孢子萌发  将敏感

菌株和抗性菌株的孢子悬浮液分别用涂抹法接种

于黄瓜子叶, 在培养箱内 20e 、光照 16 h /d培养

7 d, 打取叶圆片后按照 K uzuya1
[ 7]
所描述的方法

按 ( 1)式计算孢子萌发率。每 12 h检查一次结

果,试验重复 3次。

孢子萌发率 (% ) =
萌发的孢子个数

总的孢子个数
@ 100 ( 1)

1. 4. 2 敏感菌株和抗性菌株致病力和产孢量的

测定  分别将敏感菌株和抗性菌株孢子悬浮液浓
度调至每 mL含 3. 5 @ 10

5
个分生孢子, 采用涂抹
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法接种在黄瓜植株子叶上, 置于培养箱内 20e 、
16 h /d光照培养, 8 d后根据 ( 2)式调查病情指数,

重复 2次。

分级标准
[ 8 ]
: 0级, 无病斑; 1级, 1~ 3个病斑;

2级, 4~ 6个病斑; 3级, 7 ~ 9个病斑; 4级, 10 ~

11个病斑; 5级, > 11个病斑。

病情指数 =
E (病叶数 @相对级数 ) @ 100

(调查总叶数 @总级数 )
 ( 2)

将发病的黄瓜白粉病菌用毛笔蘸水洗刷下

来, 经振荡使孢子分散悬浮, 用纽鲍尔血球计数板

记录孢子数。

1. 4. 3 抗性菌株交互抗性的测定  用子叶涂抹

法将所获得的抗己唑醇菌株孢子接种至黄瓜子叶

上, 96 h后分别喷施系列浓度的戊唑醇、腈菌唑、

多抗霉素、嘧菌酯、醚菌酯等药液, 测其 EC50值。

根据抗性菌株 EC50与敏感菌株 EC50的比值, 确定

抗药性水平。

2 结果与分析

2. 1 黄瓜白粉病菌对己唑醇的敏感性测定
通过多次子叶涂抹法对黄瓜白粉病菌进行室

内毒力测定, 结果表明该方法重复性好, 且较稳

定。以多次测定的平均值确定黄瓜白粉病菌对己

唑醇的敏感基线 ( EC50 )为 0. 028 15 Lg /mL。根据

FAO的抗性程度划分标准
[ 9]
, 确定低抗菌株 EC50

值为 0. 140 8~ 0. 281 5 Lg /mL, 中抗菌株 EC50值

为 0. 281 5 ~ 1. 126 0 Lg /mL, 高抗菌株 EC50 >

1. 126 0 Lg /mL。

2. 2 黄瓜白粉病菌对己唑醇抗药性菌株的获得

方法的比较

2. 2. 1 紫外线照射时间对菌株抗药性诱变效率

的影响  由图 1可以看出, 通过紫外线照射黄瓜

白粉病菌不同时间,获得了白粉病菌的抗性菌株,

其中以照射 3m in时所获得的抗性水平最低,为 5.

8倍, 而以照射 5. 5 m in时所获得的抗性水平最

高, 为 13. 66倍。因此, 确定紫外线最佳照射时间

为 5. 5m in。

2. 2. 2 三种获得抗性菌株方法的比较  由图 2

可以看出, 3种方法都可以得到黄瓜白粉病菌对己

唑醇的高抗菌株。紫外诱导和药剂驯化 7代获得

的抗性水平比紫外诱导 7代和药剂驯化 7代获得

的抗性水平都高, 且 3种方法在 F3到 F5代之间

有一个较快的增长, 其中以紫外诱导和药剂驯化

相结合得到的抗性菌株的抗性水平最高, 为

105倍。

F ig. 1 R esistance factor o fS. fulig inea under

u ltrav io let irrad ia tion for different period o f tim e

F ig. 2 Compar ison of the resistance factor o f

S. fulig inea developed by d ifferentme thods

从图 3可以看出,紫外诱导和药剂驯化相结合

获得的抗性菌株无药培养 4代 ( F8、F9、F10、F11)

后,抗性水平随着转接次数的增加而略有降低, 但

仍表现出较高的抗药性, 说明抗性菌株的稳定性

较好。

2. 3 抗性菌株的生物学性状

2. 3. 1 敏感菌株和抗性菌株的孢子萌发  敏感

菌株分生孢子萌发较抗性菌株分生孢子萌发早,

但其菌丝体产孢的时间要比抗性菌株的晚 5 h。

敏感菌株和抗性菌株的分生孢子都在接种 40 h后

开始萌发,且两者萌发率都相当低,一般为 10% ~

20%。虽然萌发率低, 但菌株的产孢能力却非常

强, 接种后 6 d,新生长的菌丝体上已经开始产孢,
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Fig. 3 R esistance factor of differen t generat ion

o fS. fu lig inea under the combinat ion

act ion ofUV light and hexaconazo le

8 d后, 可以观察到大量成串的分生孢子,接种 9 d

后, 可观察到白粉病病斑。

2. 3. 2 敏感菌株和抗性菌株致病力和产孢量的
比较  在涂抹相同孢子量的情况下, 发病 10 d后

抗性菌株产孢量为 1. 51 @ 10
5
个 /mL,而敏感菌株

的产孢量为 1. 18 @ 10
5
个 /mL, 表明抗性菌株的产

孢量高于敏感菌株, 但二者差异不显著 (P = 0. 053

> 0. 05)。从病情指数来看, 抗性菌株的为 30, 而

敏感菌株的为 25, 表明抗性菌株的致病力略强于

敏感菌株, 但二者并无显著差异 ( P = 0. 277 8 >

0. 05)。

2. 3. 3 抗性菌株对不同杀菌剂的交互抗性  从
表 1可以看出, 室内获得的对己唑醇高抗的黄瓜

白粉病菌抗性菌株对戊唑醇、腈菌唑、多抗霉素和

嘧菌酯的抗性水平都在 1左右, 表明室内获得的

抗性菌株对戊唑醇、腈菌唑、多抗霉素和嘧菌酯都

未表现出交互抗性, 而与醚菌酯的抗性水平为

5. 85,表现出交互抗性。

Tab le 1 C ross-resistance o f hexaconazo le-resistant S1fulig inea to five fung ic ides

Fung icid es
Su scep tib le s train

EC
50

/ ( Lg /m L )

R es istan t strain

EC
50

/ ( Lg /mL )
Resistance facto r

R /S ( 95% C on f iden ce in terva l)

Tebuconazo le 0. 4 57 5 Bb 0. 476 4 B b 1. 04 Bb ( 0. 67~ 1. 32 )

M y clobu tan i l 0. 2 49 3 Bb 0. 330 8 B b 1. 33 Bb ( 0. 59~ 1. 88 )

Po lyox in 9. 0 82 0 A a 9. 905 9 Aa 1. 09 Bb ( 0. 31~ 2. 63 )

K resox im-m ethy l 0. 008 359 C c 0. 048 9 C c 5. 85 A a( 0. 10~ 405. 88 )

A zoxy strob in 0. 1 04 8 Bb 0. 121 1 B b 1. 16 Bb ( 1. 11~ 1. 23 )

  N o te: D ata fo llow ed by d ifferen t upp ercase and low ercase letters ind icate sign if ican t d ifferen ce a t 1% and 5% lev els, respectiv ely.

3 讨论

黄瓜白粉病是保护地黄瓜种植中发生和为害

较重的病害之一,由于用药频繁,致使病原菌对药

剂产生了不同程度的抗性, 防效大幅度降低。因

此对白粉病菌进行抗药性监测和筛选更高效药剂

是一项长期工作。但由于黄瓜白粉病菌无法离体

培养,测定该病菌对药剂的敏感性比较困难。已

报道的抗性检测方法中, 郝永娟等使用了毛笔蘸

取孢子悬浮液接种黄瓜真叶的方法
[ 8 ]
, 李兴红等

采用子叶喷雾接菌法
[ 6]
, 存在试验周期长或接菌

不均匀的缺点。而本研究采用改进的子叶涂抹法

使之更加简便。

在缪晓鹏等
[ 10]
的研究中, 野生黄瓜白粉病菌

分生孢子一般接种 4 h后就开始萌发, 24 h后萌发

率达到 80% ,接种后 7~ 8 d出现病斑。本项研究

中, 敏感菌株和抗性菌株分生孢子接种后开始萌

发的时间都在 40 h以上, 出现病斑的时间仍为 7

~ 8 d,其原因可能是由于菌株产孢能力强,能够在

萌发后短时间内产孢, 所以其繁殖速度也较快。

目前国内外对于禾谷类白粉病菌 E ry siphe

gram inis的抗药性研究较多, 结果表明, 由于病菌

具有潜育期短、再侵染频繁、流行速率高的特点,

其病原群体具有很高的潜在适应力, 对杀菌剂容

易产生抗性
[ 11]

, 表现出对三唑类杀菌剂的敏感性

大幅度降低
[ 12]
。另据 Co llins等

[ 13]
研究,在禾谷类

白粉病菌上, 三唑类杀菌剂品种之间存在交互抗

性,而在本研究中,黄瓜白粉病菌抗己唑醇菌株对

同为三唑类杀菌剂的戊唑醇、腈菌唑没有表现出

交互抗性,其原因有待于进一步明确。

本文报道的仅是在室内研究的结果, 在田间

环境下, 由于黄瓜白粉病菌的传播方式属气传, 且

能够因大量产孢和用药频繁而易导致菌株发生变

异,变异的菌株能够在更广的范围内进行传播。

本研究表明, 田间用己唑醇防治黄瓜白粉病可能

存在着黄瓜白粉病菌对其产生抗性的风险。
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会 m议 m信 m息
  为加强农药创制人员之间的交流,开拓创新思路和理念, 促进我国新农药的研究开发工作,

提高我国新农药创制的整体水平, 中化化工科学技术研究总院拟于 2007年 5月中旬在杭州召

开 /第七届全国新农药创制学术交流会 0。

会议将主要围绕以下几个议题进行研讨: ①靶标及作用机制 (机理 )研究; ②新化合物的合

成研究; ③天然产物的分离、提取研究;④生物测定方法研究; ⑤安全性评价方法研究; ⑥新助剂

及加工技术研究;⑦行业共性技术研究等。

有关会议的相关事宜可与中化化工科学技术研究总院黄文耀先生联系 ( E-m ai:l cnprc@

263. ne,t 电 话: 010-64262348)。

33N o. 1 杨连来等:黄瓜白粉病菌对己唑醇抗性诱导及抗性菌株生物学性状的研究


