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摘要!为明确辣椒根腐病致病菌腐皮镰孢5:/#&*:</'"#$*对咯菌腈的抗性风险#采用菌丝生长速率法测定了采自

未使用过咯菌腈的:个省份的#"!株腐皮镰孢对咯菌腈的敏感性'结果表明)咯菌腈对#"!株腐皮镰孢的 )̂ :"范

围为"E"!$"!"E#?<(+2,O#平均)̂ :"为$"E#";!n"E"<#:&+2,O#敏感性频率分布为连续单峰曲线#所以可将其

作为供试:个省份腐皮镰孢对咯菌腈的敏感基线'通过药剂驯化和紫外诱导并结合抗性遗传稳定性最终共获得(
株腐皮镰孢抗咯菌腈突变体#抗性水平在;E$(!<!E(<倍之间#突变频率分别为<E:#k#"a($='c&#$#(*%<<;和

='c&#$#(*%"#C&和CE(#k#"a$$='c&#$#(*XGC#C和U=MX#$";*XG($;&'腐皮镰孢抗咯菌腈突变体生物学性状

的研究表明#抗性突变体在菌丝生长速率%产孢量与致病力方面与亲本菌株不存在显著差异'交互抗性测定结果显

示#腐皮镰孢对咯菌腈与嘧菌酯%醚菌酯%多菌灵和福美双均无交互抗性'结果表明#供试腐皮镰孢对咯菌腈较为敏

感#对咯菌腈的室内抗药性风险等级为低至中等#可作为防治辣椒根腐病的理想药剂#建议在生产中将咯菌腈与不

同作用机制的杀菌剂混用或交替使用'

关键词!腐皮镰孢(!咯菌腈(!敏感性(!抗性突变体(!生物学性状
中图分类号!!=(?#E()=(?!E!!!文献标识码!!>!!'()!!#"6#;;??"36/@AB6!"!!";<

C0%)'*'='*8$1B,9.'),-91+.;)*$13+,'$#$%'3"%,*/0.'$3$:'("3
(/"-"(*0-')*'()$1'*)-0)')*"%*&+*"%*)

M"LG+0,-#$!("#$)G+,-*+,#"$!H#$)G&'3+,-#$!.KLH',*0#$!%#NG+0,-:',-!$

H#$)(+,4&0!$!.K#$)S',-C',<

!#>6%''-)-%<;'"&#;*%#-.#$%&$4/"&3%&)()*$.:'#:*"'I&$5-*2$#@$,"$5"&!!C#"#?$6/$&"'!>6%''-)-%<
9-2%:*.-2"&30&5$*%&F-&#$4/"&3%&)()*$.:'#:*"'I&$5-*2$#@$,"$5"&!!C#"#?$6/$&"'<>D&2#$#:#-%<

,%B"..%9-2-"*./$6/$&-2-(."3-F@%<()*$.:'#:*"'4.$-&.-2$G$&)3"%!!;;#"#$6/$&""

6.)*-"(*!B4'8*2'9+09-67C34603'8'347=C0<&<'=37='3'68+,'34'<',<+3+;+3*7:#"!+<7903'<7:P:2"*$:F

2%'"&$37:9&=+7F7,+9:678:+;'567;+,2'<C4'6':9&=+7F7,+940=,73>'',&<'=$0+8+,-372906+:*34'6'<+<30,2'6+<D

7:P>2%'"&$37:9&=+7F7,+9AB4'6'<&93<+,=+203'=340334'/P:";09&'<7:34'<'+<7903'<37:9&=+7F7,+960,-'=:678

"E"!$"8-1M37"E#?<(8-1M$C+3408'0,/P:";09&'7:!"E#";!n"E"<#:"8-1MAB4':6'I&',2*=+<36+>&3+7,

7:<&<2'53+>+9+3*C0<027,3+,&7&<&,+87=092&6;'$C4+2427&9=>'&<'=0<34'<&<2'53+>+9+3*>0<'9+,'7:34'3'<3'=

P>2%'"&$+<7903'<37:9&=+7F7,+9+,:+;'567;+,2'<AS7&6:9&=+7F7,+9?6'<+<30,3+<7903'<7:P>2%'"&$C'6'7>30+,'=

3467&-48'=+208',3=78'<3+203+7,0,=&9360;+79'3+,=&23+7,278>+,'=C+3406'<+<30,2'-','3+2<30>+9+3*3'<3AB4'

6'<+<30,2'9';'9C0<>'3C'',;E$(?0,=<!E(<?:79=$C+3408&303+7,:6'I&',2*7:<E:#k#"a(!1OHS#$#(?%<<;

0,=1OHS#$#(?%"#C"0,=CE(#k#"a$!1OHS#$#(?.UC#C0,=(1G.#$";?.U($;"$6'<5'23+;'9*AB4'>+797-+209

2406023'6+<3+2<7:34':9&=+7F7,+9?6'<+<30,38&30,3<7:P>2%'"&$'F4+>+3'=,7<+-,+:+20,3=+::'6',2':67834'

506',309+<7903'<+,3'68<7:4*5409-67C34603'$<576&903+7,$0,=50347-',+2+3*A",0==+3+7,$,7267<<?6'<+<30,2'



!"!<

C0<7><'6;'=+,P>2%'"&$+<7903'<>'3C'',:9&=+7F7,+90,=0E7F*<367>+,$D6'<7F+8?8'34*9$206>',=0E+8$0,=

34+608AB4'6'<&93<<&--'<3'=340334'3'<3'=P>2%'"&$+<7903'<C'6'6'903+;'9*<',<+3+;'37:9&=+7F7,+9$0,=<47C'=

97C3787='603'6'<+<30,2'A",<&8806*$:9&=+7F7,+9+<0,+='090-',3:7627,36799+,-5'55'66773673$>&3<47&9=

>'8+F'=76093'6,03'9*&<'=C+34734'6:&,-+2+='<C+34;06+7&<8'240,+<8<7:023+7,+,0-6+2&93&609567=&23+7,A

7089$-,)!P:2"*$:F2%'"&$'!:9&=+7F7,+9'!<',<+3+;+3*'!6'<+<30,38&30,3'!>+797-+2092406023'6+<3+2<

!!辣椒是我国重要的经济作物$但生产中常因严
重的病害问题导致经济损失*腐皮镰孢5:/#&*:<
/'"#$*引起的辣椒根腐病(#!)是影响田间辣椒生产

最严重的病害之一*土壤中的病原菌厚垣孢子#菌
核或菌丝体通常为侵染源(<)$土壤中的病菌翌年萌
发产生的分生孢子也可以侵染致病*腐皮镰孢可从
辣椒根和茎上的伤口处侵入维管束内$使植株发育
不良$严重时会导致植株根系腐烂进而造成枯死现
象(()*由于该病原菌在土壤中存活时间较长$加上
长期连作$导致土壤质量不断下降$土壤中有益微生
物的数量随病原菌积累而锐减(:;)$在这种土壤中生
长的辣椒更易得辣椒根腐病(C?)*因此$田间辣椒根
腐病的发生不断加重*

目前辣椒根腐病的防治以化学防治为主$但在
本研究启动时我国登记用于防治辣椒根腐病的化

学药剂仅有!种$分别为二氯异氰尿酸钠!S7P-4+
P-9B.757-S79K,145,D0"以及福美双!DB-5,+"和多菌灵
!9,5A01P,/-+"组成的混剂*由于药剂种类稀少且
连年用药$导致防治效果不断下降*多菌灵和福美
双在田间防效下降甚至失败的案例已有发生$例如
由镰孢菌引起的小麦赤霉病对多菌灵的抗性水平

上升较快($)*多菌灵对绿豆根腐病有较好的防治
作用$但田间连续使用后病菌已经产生抗药
性(#")'因为抗性问题$福美双对绿豆根腐病的防治
效果也显著下降(#")*因此$为延缓抗药性发生$避
免对辣椒根腐病防治效果下降$亟须不同种类杀菌
剂控制田间辣椒根腐病的发生*咯菌腈!].4P-7Y7*
1-."是一种低毒#高效的苯基吡咯类非内吸性广谱
杀菌剂(###!)$既可作为种子处理剂防治多种作物
的土传和种传病害$亦可叶面喷施防治叶部病害$
据报道对灰葡萄孢@'%&,%*/)*$(&(#有特效(#<)*已
有研究表明$!:21O咯菌腈悬浮种衣剂可有效防
治由多种镰孢菌引起的大豆根腐病和花生根腐

病(#()'在筛选防治拟枝孢镰孢5./0'&'%&*)1*'*-(/
引起的苜蓿根腐病的药剂试验中$:"F咯菌腈可
湿性粉剂有效剂量!:"21B+!时防效最好(#:)*可

见$咯菌腈对镰孢菌引起的作物根腐病普遍有较好
的防治效果*

刘禹含等(#;)通过药剂驯化获得水稻恶苗病菌

5.8:U*7:&'*高抗咯菌腈的突变体$生物学测定结果
表明$抗性突变体的适合度极高'纪军建等(#C)经过

紫外诱导得到多株引起番茄灰霉病的灰葡萄孢@.
)*$(&(#咯菌腈抗性突变体$并且室内紫外诱导获得
的抗咯菌腈突变体抗性可稳定遗传*由于病原菌自
身特性#生长环境和防治药剂存在差异$因此$研究
不同辣椒产区辣椒根腐病菌对咯菌腈的抗性风险具

有重要意义*本研究通过菌丝生长速率法$测定了
来自全国:个省份的#"!株辣椒根腐病菌对咯菌腈
的敏感性$尝试建立其敏感基线$探究辣椒根腐病菌
对咯菌腈产生抗性突变的可能性及所获抗药性突变

体的生物学性状$旨在为咯菌腈防治辣椒病害提供
科学合理的理论依据*

*!材料与方法

*+*!供试材料

*6*6*!菌株

!"#$年在山东潍坊!='c&"#湖南岳阳!bH*
%%"#河北廊坊!bVO&"#江苏徐州!U=MX"及四川成
都!=̂ '̂":个辣椒产区采集辣椒根腐病发病维管
束#病根$经分离纯化获得#"!株辣椒根腐病病原
菌$转接于马铃薯葡萄糖琼脂!̀'>"培养基上$于

(j冰箱中保存$备用*

*6*6,!试验药剂

$?F咯菌腈原药和$:F醚菌酯!R50S7Y-+*
+0DBK."原药$江苏耕耘化学有限公司'$;E:F嘧菌
酯!,/7YKSD57A-1"原药$江苏中旗科技股份有限公
司'$?F多菌灵原药$江苏龙灯化学有限公司'$:F
福美双原药$河北冠龙农化有限公司*

*6*6-!培养基
马铃薯葡萄糖琼脂培养基!̀'>"&马铃薯!""2$

葡萄糖!"2$琼脂粉#;!!"2$去离子水#O'#!#j
高压灭菌<"+-1*

/(##/
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绿豆培养基&绿豆!"2$蔗糖!"2$磷酸二氢钾

#E"2$去离子水#O'#!#j高压灭菌<"+-1*
水琼脂培养基!c>"&琼脂粉#"2$去离子水#O*

*6*6.!供试辣椒品种
4辣帝#号5$寿光欣欣然园艺有限公司*

*+,!试验方法

*6,6*!病原菌分子鉴定
随机选取:株采集#分离自不同地区的代表菌株

='c&#$#(#U=MX#$";#bH%%#$"?#bVO&#$!"#=̂*
'̂#$"C$刮取其在 '̀>培养基上正常生长的菌丝$利
用真菌'H>提取试剂盒提取病原菌'H>$用\Q=通
用引物\Q=#!:m*Q̂ T̂Q>TTQT>>̂ Q̂T̂ TT*<m"和

\Q=(!:m*Q̂ Q̂̂ T̂̂ QQ>QQT>Q>QT̂*<m"以及
延伸因子;56#"引物)&#(:m*>QTTTQ>>TT>
!>1T"T>̂ >>T>̂*<m)和 )&!(:m*TT>!T1>"

TQ>̂ >̂TQ!T1̂ ">Q̂ >QTQQ*<m)进行 `̂ G
扩增*

对纯化后的`̂ G扩增产物进行双向测序$所得
序列拼接后在T01V,1R中搜索与测试菌株相应序
列相似度较高的序列及邻近种属序列$并用J)T>
CE"软件以邻接法构建系统发育树*

*6,6,!腐皮镰孢对咯菌腈敏感基线的建立
采用菌丝生长速率法测定#"!株腐皮镰孢对咯

菌腈的敏感性$建立敏感基线*将咯菌腈溶于丙酮$
在预试验的基础上$用含"E#F吐温 ?"!G1G"的无
菌去离子水稀释配制成咯菌腈质量浓度分别为

"E"#;#"E"(#"E##"E!:#"E;!:+21O的含药 '̀>平
板$以加入同体积含"E#F吐温 ?"的无菌去离子
水的 '̀>平板为对照*在已活化且菌丝生长至<1

(皿的腐皮镰孢菌落边缘打取直径:++的菌饼$菌
丝面朝下接种至上述 '̀>平板$每处理<次重复$
于!:j黑暗条件恒温培养CP$采用十字交叉法测
量菌落直径$计算菌丝生长抑制率$建立毒力回归方
程$计算得到有效抑制中浓度!)̂ :""*

*6,6-!腐皮镰孢抗咯菌腈突变体的获得

*6,6-6*!药剂驯化法
随机选取对咯菌腈敏感的腐皮镰孢菌株='*

c&#$#(#bVO&#$###U=MX#$";$活化后转接于含

)̂ :"浓度咯菌腈的 '̀>平板上$每代选取菌丝生长
较快的菌落并于菌落边缘打取菌饼进行转接$比较
抗性变化$逐步提高 '̀>平板中咯菌腈含量$直至

能在含"E:+21O!最低抑制浓度$J\̂ "咯菌腈的

'̀>平板上较好生长为止*每次试验打取#""个
菌饼$每皿接种#个菌饼$观察抗咯菌腈腐皮镰孢突
变体抗性变化$计算抗性水平和抗性突变频率(#?)*

GO[)̂ :"!G"1)̂ :"!="k#""F'

GJ&[GH1QHk#""F'
式中&GO为抗性水平!F"')̂ :"为抑制中浓度'

G表示抗性突变体'=代表亲本敏感菌株'GJ&为
抗性突变频率'GH为抗性突变体菌株数'QH为抗
性筛选试验中供试病原菌的菌饼总数*

*6,6-6,!紫外诱导法
参考O4等(#$)和V54-1等(!")的方法并加以改进$

选取对咯菌腈敏感的腐皮镰孢菌株='c&#$#(#

bVO&#$##和U=MX#$";$挑取菌丝放入绿豆培养基中
于!:j黑暗条件下培养:P$双层纱布过滤$用无菌水
稀释成#k#":个1+O的孢子悬浮液$取#+O孢子悬
浮液涂布于 '̀>平板$置于已预热#:+-1的紫外灯
!!"c$!:(1+"下!"9+处分别照射("#;"#?"#

#""##!"##("S和#;"S$以未进行紫外灯照射的亲
本菌株为对照*!:j黑暗条件下培养<P后$调查
不同紫外照射时间下菌株的死亡率!显微镜视野中
未萌发孢子数占视野中孢子总数的百分比"$获得紫
外照射致使$:F菌落死亡!即$:F孢子不能正常萌
发"的时间*取#+O孢子悬浮液涂布于含 )̂ :"浓

度咯菌腈的 '̀>平板上$每个菌株一次试验涂布

#""个平板$按使$:F菌落死亡所需时间进行紫外
照射后$!:j黑暗条件恒温培养:P$观察菌丝生长
情况*将平板上长出的不规则扇形角突变菌落转移
到c>培养基上$显微镜下挑取单细胞菌丝进行菌
株纯化*将纯化后的菌丝转接到含"E:+21O!最低
抑制浓度$J\̂ "咯菌腈的 '̀>平板上$可正常生长
的菌落为疑似抗性突变体$利用菌丝生长速率法测
定其)̂ :"$以未经紫外照射的亲本菌株作为对照$
计算抗性突变体的抗性水平和抗性突变频率*

GJ&[>H1QHk#""F*
式中&>H为抗性突变体菌株数$QH为抗性筛

选试验中供试病原菌的总孢子数*

*6,6.!抗性突变体的主要生物学性状研究

*6,6.6*!抗性遗传稳定性
在药剂驯化和紫外诱变获得的抗药性突变体及

其亲本菌株的菌落边缘打取菌饼$将菌饼转接到不

/:##/
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含药的 '̀>培养基平板上$!:j黑暗条件下培养$
每CP转接#次$连续转接培养#!代后$以菌丝生
长速率法分别测定第#代和第#!代菌株对咯菌腈
的敏感性*

*6,6.6,!适宜生长温度测定
打取抗性突变体及其亲本菌株菌饼$转接到不

含药的 '̀>培养基平板上$!:j黑暗条件下培养

CP后$打取直径为:++的菌饼转接到不含药的

'̀>培养基平板中央$分别置于#:#!:#<:j黑暗条
件下培养CP$十字交叉法测量菌落直径*每处理

<次重复*测定温度对抗性突变体及其亲本菌株菌
丝生长的影响*

*6,6.6-!产孢能力测定
打取抗性突变体及其亲本菌株菌饼$接种于不

含药的 '̀>培养基平板上!:j黑暗条件下培养

CP$再次转接后在相同条件下培养#"P$加入#"+O
无菌水$收集孢子$用血球计数板计算孢子浓度$比
较亲本敏感菌株与抗性突变体产孢能力*每个处理
设<个重复*

*6,6.6.!致病力测定
采用麦粒接种的方法*供试菌株在 '̀>培养

基平板上活化培养CP后$打取直径:++的菌饼$
放入盛有麦粒!提前浸泡并高压灭菌"的#""+O锥
形瓶中$每瓶放入#"个菌饼*!:j黑暗条件下培养

CP$以盆栽辣椒苗为接种对象$待辣椒苗定植后$将
带菌麦粒倒入根际周围土壤$以不带腐皮镰孢的麦
粒为空白对照*接种后辣椒放置于温度!:j$相对
湿度$"F$光周期O#'[#;B#?B条件下培养

CP$分别测量发病植株病斑面积$取平均值$比较亲
本敏感菌株与抗性突变体致病力差异*每处理设<
个重复$每重复#"株辣椒*

*6,6.6I!交互抗药性测定
采用菌丝生长速率法分别测定抗性突变体及其

亲本菌株对其他常规杀菌剂和田间主要使用药剂嘧

菌酯#醚菌酯#多菌灵及福美双的敏感性*根据皮尔
逊相关系数&和!值来判断!种杀菌剂之间是否存
在交互抗性(!#!!)*

*+-!数据处理
利用=̀==!;E"对数据进行统计分析*采用单

因素方差分析检验腐皮镰孢抗咯菌腈突变体在菌丝

生长速率#产孢量及致病力方面与亲本菌株是否存

在显著性差异$若存在$则进一步进行'419,1氏多
重比较*

,!结果与分析

,+*!代表菌株的9'3RL)/F和EF%*#序列分析
将供试菌株测序结果在T01V,1R数据库中进

行VO>=Q比对$结果!图#$图!"显示采集#分离自
不同地区的:株代表菌株与腐皮镰孢5./'"#$*的

5'H>*\Q=和;56#"序列相似性均在$$F以上*
用J)T>CE"软件$采用邻接法构建系统发育树显
示$供试菌株皆与腐皮镰孢5./'"#$*聚在同一分
支$支持率均达到#""F$因此将引起辣椒根腐病的
病原菌鉴定为腐皮镰孢5./'"#$**

图*!基于9'3RL)/F序列的辣椒根腐病病原菌

代表菌株的系统发育树

A$B+*!J?G70B";"8$>89""0<9"H9"&";858$#"$&0758"&0<H"HH"9

9008908H58?0B";&65&"@0;9'3RL)/F&"P:";>"&

!
,+,!腐皮镰孢对咯菌腈敏感基线的建立

测定结果显示&供试#"!株腐皮镰孢对咯菌腈具
有较高敏感性$)̂ :"范围为"E"!$"!"E#?<(+21O$
平均 )̂ :"为!"E#";!n"E"<#:"+21O$=B,I-57*
c-.R检验结果表明&!["E#!;(,"E":$符合连续
偏正态分布$且其敏感性频率分布呈连续单峰曲线
!图<"*因此可以将其作为试验地区腐皮镰孢对咯
菌腈的敏感基线*

/;##/



($卷第<期 刘翔等&辣椒根腐病菌对咯菌腈的敏感性及其抗性突变体的生物学性状

图,!基于EF%*#序列的辣椒根腐病病原菌代表菌株的系统发育树

A$B+,!J?G70B";"8$>89""0<9"H9"&";858$#"$&0758"&0<H"HH"99008908H58?0B";&65&"@0;EF%*#&"P:";>"&

!

图-!*W,株腐皮镰孢对咯菌腈的敏感性频率分布

A$B+-!A9"P:";>G@$&89$6:8$0;0<8?"&";&$8$#$8$"&0<*W,

$&0758"&0<F,9.'),-93+.4)80<7:@$0K0;$7

!
,+-!腐皮镰孢抗咯菌腈突变体的获得

通过药剂驯化对随机选取的<个菌株进行#$
代抗药性选育后仅有菌株='c&#$#(获得!个抗
咯菌腈突变体&='c&#$#(*%<<;和 ='c&#$#(*
%"#C$抗性倍数分别为?E<:和;E$(!表#"$抗性突
变频率为<E:#k#"a(*通过紫外诱导对随机选取
的<个菌株进行$次紫外诱变后$='c&#$#(和

U=MX#$";分别获得$个##<个疑似抗药性突变体$
经连续#!代抗药稳定性测定后$='c&#$#(诱导的

='c&#$#(*XGC#C和U=MX#$";诱导的U=MX#$";*
XG($;$可以稳定遗传$抗性倍数分别为$EC?和

<!E(<!表#"$抗性突变频率为CE(#k#"a$*表明腐
皮镰孢亲本菌株经药剂驯化和紫外诱导后产生不同

抗性水平的抗咯菌腈突变体*

表*!抗性突变体及亲本菌株对咯菌腈的敏感性及抗性水平*%

/567"*!/?"&";&$8$#$8G5;@9"&$&85;>"7"#"7&0<9"&$&85;8

=:85;8&5;@H59";857$&0758"&80<7:@$0K0;$7
菌株

\S7.,D0
)̂ :"1+2/Oa#

抗性倍数

G0S-SD,1905,D-7

='c&#$#( "E"$;? a

='c&#$#(*%<<; "E?"?< ?E<:

='c&#$#(*%"#C "E;C#? ;E$(

='c&#$#(*XGC#C "E$(;C $EC?

U=MX#$"; "E#"#C a

U=MX#$";*XG($; <E!$?# <!E(<!

!#"='c&#$#(#U=MX#$";为亲本菌株$其余为咯菌腈抗性突变体*
下同*
='c&#$#(,1PU=MX#$";,50I,501D,.-S7.,D0S$,1PDB07DB05S
,50].4P-7Y71-.50S-SD,1D+4D,1DS6QB0S,+0,II.-0SA0.7@6

,+.!腐皮镰孢抗咯菌腈突变体的主要生物学性状

,6.6*!抗性遗传稳定性
腐皮镰孢抗咯菌腈突变体及其亲本菌株在无药

'̀>培养基平板上转接#!代后$抗性突变体对咯

/C##/



!"!<

菌腈的抗性倍数均降低!表!"$但变化不明显$抗性
水平均未发生改变$说明抗性突变体具有较为稳定
的抗性遗传性*

表,!腐皮镰孢抗咯菌腈突变体的抗性遗传稳定性

/567",!!"&$&85;>"&856$7$8G0<8?"=:85;8&0<F,9.'),-
93+.4)80<7:@$0K0;$7

菌株

\S7.,D0

)̂ :"1+2/Oa#

第#代
QB0#SD

20105,D-71

第#!代
QB0#!DB
20105,D-71

抗性倍数

G0S-SD,1905,D-7
第#代
QB0#SD

20105,D-71

第#!代
QB0#!DB
20105,D-71

='c&#$#( "E"$;? "E"$(! a a

='c&#$#(*%<<; "E?"?< "EC<(; ?E<: CE?"

='c&#$#(*%"#C "E;C#? "E;"!" ;E$( ;E<$

='c&#$#(*XGC#C "E$(;C "EC"#$ $EC? CE(:

U=MX#$"; "E#"#C "E#""? a a

U=MX#$";*XG($; <E!$?# !E"?:# <!E(< !"E;$

,6.6,!适宜生长温度
由表<可知&腐皮镰孢抗咯菌腈突变体及其亲

本菌株在#:!<:j条件下均能生长$同一菌株在不
同温度下生长速率不同*在同一温度下$抗性突变
体菌丝生长速率略低于其亲本菌株$但差异性不显
著*因此$可以认为在不同试验温度下抗性突变体
与其亲本菌株的菌丝生长速率差别较小*

表-!培养温度对腐皮镰孢抗咯菌腈突变体及其亲本菌

株菌丝生长的影响*%

/567"-!U<<">8&0<>:78:9"8"=H"958:9"&0;8?"=G>"7$57

B90%8?0<<7:@$0K0;$7L9"&$&85;8=:85;8&0<F,9.'),-
93+.4)5;@8?"$9H59";857$&0758"&

菌株

\S7.,D0

菌丝生长速率n标准误19+/Pa#

JK90.-,.257@DB5,D0nSD,1P,5P05575
#:j !:j <:j

='c&#$#( "E<:n"E"# "E$Cn"E"# "EC?n"E"(

='c&#$#(*%<<; "E!$n"E"! "E?$n"E"( "E;$n"E"(

='c&#$#(*%"#C "E<<n"E"! "E$!n"E"< "EC;n"E"!

='c&#$#(*XGC#C "E<"n"E"! "E$#n"E"< "EC#n"E"(

U=MX#$"; "E<Cn"E"< #E"<n"E"? "E?!n"E"(

U=MX#$";*XG($; "E<!n"E"" "E$:n"E": "EC;n"E"<
方差分析结果

>1,.KS-S7]8,5-,190
5:$#"[#E:!"
!["E!;C;

5:$#"[#E"(:
!["E((<(

5:$#"[#E(!!
!["E!$;:

!#"='c&#$#(#U=MX#$";为亲本菌株$其余为咯菌腈抗性突变体*
同列数据后相同字母表示经'419,1氏新复极差法检验在"E":
水平差异不显著*下同*
='c&#$#(,1PU=MX#$";,50I,501D,.-S7.,D0S$,1PDB07DB05S,50
].4P-7Y71-.50S-SD,1D+4D,1DS6QB0S,+0.0DD05-1DB0S,+097.4+1
-1P-9,D0-1S-21-]-9,1DP-]]050190,D"E":.080.AK'419,15S10@+4.*
D-I.05,120+0DB7PD0SD6QB0S,+0,II.-0SA0.7@6

,6.6-!产孢能力和致病力
产孢能力和致病力测定结果!表("表明&抗性

突变体产孢量与其亲本菌株无显著差异$说明抗性
突变体在 '̀>平板上正常生长时具有与亲本菌株
相当的产孢能力*抗性突变体侵染活体辣椒后产生
的病斑面积与其亲本菌株不存在显著差异$表明抗
性突变体具有类似于亲本菌株的致病能力*

表.!腐皮镰孢抗咯菌腈突变体及其亲本菌株的
产孢能力和致病力

/567".!FH09:758$0;5;@H58?0B";$>$8G0<<7:@$0K0;$7L9"&$&85;8
=:85;8&5;@8?"$9H59";857$&0758"&0<F,9.'),-93+.4)

菌株

\S7.,D0

产孢量n标准误1
k#";个/+Oa#

=I754.,D-71n
SD,1P,5P05575

病斑面积n
标准误19+!

O0S-71,50,n
SD,1P,5P05575

='c&#$#( $E!!n"E"( !E<;n"E"?

='c&#$#(*%<<; ?E$$n"E"$ !E#Cn"E#"

='c&#$#(*%"#C $E#:n"E"? !E<<n"E":

='c&#$#(*XGC#C $E<<n"E#< !E("n"E"C

U=MX#$"; $E!;n"E"C !E<:n"E"!

U=MX#$";*XG($; $E!?n"E#; !E!?n"E"$
方差分析结果

>1,.KS-S7]8,5-,190
5:$#"[#E##!
!["E(#!$

5:$#"["E$(;
!["E($!:

,6.6.!对咯菌腈与其他杀菌剂的交互抗性
供试药剂的)̂ :"!表:"测定结果表明&腐皮镰

孢抗咯菌腈突变体及其亲本菌株对(种杀菌剂的敏
感性由高到低依次为多菌灵,嘧菌酯,醚菌酯,福
美双*交互抗性测定!表;"结果显示&咯菌腈 )̂ :"

对数值与(种杀菌剂)̂ :"对数值之间的相关系数分

别为"E"":$#"E<?CC#"E#(?!#"E(:<?$!,"E":$
表明腐皮镰孢对咯菌腈与嘧菌酯#醚菌酯#多菌灵#
福美双之间不存在交互抗性*

表I!腐皮镰孢抗咯菌腈突变体及其亲本菌株对
不同杀菌剂的敏感性

/567"I!F";&$8$#$8G0<<7:@$0K0;$7L9"&$&85;8=:85;8&0<F,9.'),-
93+.4)5;@8?"$9H59";857$&0758"&80@$<<"9";8<:;B$>$@"&

菌株

\S7.,D0

)̂ :"1+2/Oa#

嘧菌酯

,/7YKS*
D57A-1

醚菌酯

R50S7Y-+*
+0DBK.

多菌灵

9,5A01*
P,/-+

福美双

DB-5,+

='c&#$#( !E#?(; !E#<;? "E;:!# !(E<C!:

='c&#$#(*%<<; <E"?$( <E##<C "E:<$( !(E?:$<

='c&#$#(*%"#C !E#C(( <E#:;< "E;;C! !CE(;C(

='c&#$#(*XGC#C <E#(!$ !E?(?$ "EC""( !:E#$(;

U=MX#$"; !E?:<; !EC(!: "E;!($ !CE<(?$

U=MX#$";*XG($; !E!!#C !E:<:: "E;#"C !$E<#!?

/?##/
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表M!腐皮镰孢对咯菌腈及其他.种杀菌剂的交互抗性*%

/567"M!290&&L9"&$&85;>"0<F,9.'),-93+.4)80<7:@$0K0;$7

5;@8?"08?"9<0:9<:;B$>$@"&

药剂

&412-9-P0
回归方程

G0250SS-710Z4,D-71
& !

嘧菌酯,/7YKSD57A-1 ,[a"E"""??p"E$(:?"E"":$"E$$##
醚菌酯R50S7Y-+*+0DBK.,["E"("$?p#E"<<" "E<?CC"E((C;
多菌灵9,5A01P,/-+ ,[a"E""$C?a"E(;?#"E#(?!"ECC$<
福美双DB-5,+ ,["E"!<C?p<E!??< "E(:<?"E<;;#

!#"?为腐皮镰孢对咯菌腈的)̂ :"对数值$,为同一腐皮镰孢菌株
对应于上述其中#种杀菌剂的)̂ :"对数值*
?-SDB0.72,5-DB+7])̂ :"8,.407]5./'"#$*D7].4P-7Y71-.$,1P
,-SDB0.72,5-DB+7])̂ :"8,.407]DB0S,+0-S7.,D0D7DB07107]
DB0,A780*+01D-710P]412-9-P0S6

-!结论与讨论

镰孢属分布广泛$属内不仅种类繁多$并且种
间差异微小$仅凭菌丝#孢子的形状#大小等传统
形态特征鉴定方法很难准确区分种类(!<!:)$5'H>*
\Q=#;56#"延伸因子等主效位点基因序列分析可
为镰孢菌种#亚种等级的分类鉴定提供依据(!;)*
因此本研究采用\Q=和;56#"基因序列进行分子
鉴定$构建系统发育树$明确采集#分离菌株为腐
皮镰孢5./'"#$**目前国内登记的苯基吡咯类杀
菌剂仅有咯菌腈$其作用机制可能为抑制葡萄糖磷
酰化有关的转移进而抑制菌丝生长(!C)'另有研究
表明$咯菌腈在菌体内作用靶标是.型组氨酸激
酶$咯菌腈可导致病原菌bWT*J>̀ d途径持续激
活$合成并积累大量甘油$从而导致病原菌死
亡(!?!$)*已有研究表明$!F咯菌腈颗粒剂对于田
间辣椒根腐病具有较好的防治作用$有效成分用量
为#:"21B+!时防效可达?(E?:F(<")*但目前关
于腐皮镰孢对咯菌腈的敏感性分布以及腐皮镰孢

抗咯菌腈突变体的获得及其生物学性状尚未见报

道*因此$本研究采用菌丝生长速率法测定了供试
地区#"!株腐皮镰孢对咯菌腈的敏感性$发现供试
菌株对咯菌腈具有较高的敏感性$其 )̂ :"分布范围

为"E"!$"!"E#?<(+21O$平均)̂ :"为!"E#";!n
"E"<#:"+21O$敏感性频率分布为连续单峰曲线$
所以可将其作为供试地区腐皮镰孢对咯菌腈的敏感

基线*
杀菌剂抗性行动委员会!&G>̂ "评定苯基吡咯

类杀菌剂固有抗药性风险为低至中等$有关该类杀

菌剂的抗性亦有报道&弥勒市采集到对咯菌腈产生
低抗药性的葡萄灰霉病菌菌株(<#)$四川省部分地区
的草莓灰霉病菌已对咯菌腈产生抗性(<!)*目前对
咯菌腈产生抗性的田间镰孢属真菌鲜有发现*本研
究通过药剂驯化获得!株腐皮镰孢抗咯菌腈突变
体$紫外诱导获得多个抗咯菌腈突变体$但仅有!株
耐药性可稳定遗传*杀菌剂抗性行动委员会
!&G>̂ "评定镰孢属5:/#&*:<SII6病原菌固有抗
药性风险为低等$结合咯菌腈固有抗药性风险以及
农事操作抗药性风险$将腐皮镰孢对咯菌腈的室内
抗药性风险等级评估为低至中等*本研究中腐皮镰
孢抗咯菌腈突变体获得频率较低$评估结果亦得到
佐证*腐皮镰孢抗咯菌腈突变体生物学性状与亲本
敏感菌株相差较小*这与贾娇等(<<)报道禾谷镰孢

抗咯菌腈突变体对温度#Ib等敏感性与亲本菌株
相似的结论一致*但灰葡萄孢高抗咯菌腈突变体与
敏感菌株在生物学特性方面存在显著差异(<()*推
测造成差异的可能原因有&病原菌本身种间特性不
同以及抗性突变体的抗性水平不等所造成*桑程
巍(<:)认为并非所有抗性菌株生物学特征都相似$王
秋月等(<;)认为不同的驯化或诱导方法以及不同地

区菌株遗传背景的差异会导致抗性突变体与其亲本

菌株部分生物学性状出现差异*二者的观点都为上
述推测提供了理论依据*

管磊等(<C)报道咯菌腈对引起花生根腐病的腐

皮镰孢5./'"#$*具有较高的室内毒力$本研究表明
供试#"!株腐皮镰孢对咯菌腈具有较高的敏感性$
与此研究结果一致*由于咯菌腈作用机制特殊$国
内尚未有登记的同类药剂防治田间辣椒病害$因此
交互抗性研究中选用目前已登记防治辣椒根腐病的

多菌灵和福美双$以及甲氧基丙烯酸酯类杀菌剂嘧
菌酯和醚菌酯作为供试药剂$结果表明腐皮镰孢对
咯菌腈与供试药剂之间均无交互抗性*前人(#;$<?)研

究也发现$镰孢属小麦赤霉病菌5.2&#<*$(#&:<对
咯菌腈的敏感性与其对多菌灵#戊唑醇的敏感性之
间无明显相关性'藤仓镰孢5.8:U*7:&'*对咯菌腈
与咪鲜胺和戊唑醇之间不存在交互抗性*因此建
议咯菌腈在防治辣椒根腐病时可与不同作用机制

的杀菌剂混用或交替使用$从而保证防治效果并减
缓抗药性的发生*韩絮(<$)研究发现$玉米小斑病
病菌@*0'"#&*/<#,-*/对咯菌腈产生抗药性与.型

/$##/



!"!<

双组分组氨酸激酶的突变相关*相对本研究中的
抗性突变体而言$抗性的产生是否与上述突变相关
还有待研究*由于本研究所获得的抗性突变体是
在室内条件下产生的$在田间腐皮镰孢能否产生抗
咯菌腈突变体以及抗性突变体的生物学性状与室

内获得的突变体的生物学性状是否会不同$还需要
进一步验证*
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