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摘要
!

为明确我国云南省宾川县%湖北省公安县和山东省烟台市葡萄产区霜霉病菌对甲霜灵的抗性发生态势$采用

叶盘漂浮法测定了这
#

个产区共
%'$

株葡萄霜霉病菌对甲霜灵的抗性频率及抗性水平&结果显示$不同区域间病

菌的抗性频率和抗性水平均存在差异&其中$湖北省公安县霜霉病菌的抗性频率和抗性水平均较高$抗性频率达

J'9&;

$高抗菌株占
$"9&;

$低抗菌株占
%"9&;

$敏感菌株占
>9&;

'山东省烟台市霜霉病菌的抗性频率为
$!9&;

$

低抗菌株占
"!9&;

$高抗菌株占
%&9&;

$敏感菌株占
'"9&;

'云南省宾川县霜霉病菌的抗性频率和抗性水平均较

低$抗性频率为
'J9";

$敏感菌株占
$&9!;

$低抗菌株占
'J9";

$无高抗菌株&
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由葡萄单轴霉
#!%,('

*

%)%51817'!%

+

T.3c/8

Y03,-H

引起的葡萄霜霉病是世界和我国葡萄生产中

危害最为严重的一种卵菌病害'该病原菌是一种二

倍体活体营养型专性寄生菌)

%

*

+可危害葡萄的所有
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绿色幼嫩组织+主要包括叶片(嫩枝(新梢(花序(幼

果等)

'

*

'侵染后造成叶片焦枯早落(树梢扭曲变形(

花序干枯死亡等+严重阻碍葡萄叶片的光合作用(影

响树体的健康生长和葡萄果实营养的贮藏+最终造

成产量和品质的下降+并且该病害传播迅速+病害流

行时危害巨大)

#

*

'生产上防治该病害的措施很多+

其中最普遍最有效的方法还是使用化学杀菌剂)

!=

*

'

为了有效防控该病害+大量特异性内吸性杀菌剂被

相继研发推广使用+如甲霜灵(嘧菌酯(烯酰吗啉

等)

">

*

'这些特异性杀菌剂在短期内使得葡萄霜霉

病得到有效的防控+但许多国家相继报道+随着药剂

的普遍频繁使用+病菌对药剂敏感性下降+导致杀菌

剂的防效下降)

>J

*

'植物病原菌抗药性给农业生产

带来了巨大损失)

%&%'

*

'

甲霜灵$

1.,+*+A

@

*

%属于苯基酰胺类杀菌剂+是

该类杀菌剂中使用最为频繁和普遍的一种药剂+该

杀菌剂与同类杀菌剂之间存在交互抗性+抗性风险

高且能够稳定遗传)

%#%=

*

'该药剂最早于
%J$$

年被

引入用来防治卵菌病害+对疫病和霜霉病有较好的

防治效果)

%"

*

'鉴于其独特的杀菌特性和良好的防

治效果+一经上市便得到广泛推广与应用'但人们

在引入该药剂防治病害时忽略了其抗性风险+在投

入市场后不久各国便相继报道一些病原卵菌对其

敏感性下降+

%J$>

年以色列最早报道用该药剂防

治黄瓜霜霉病失败)

%$

*

+

W)03-.

等)

%>

*报道南非地区

葡萄霜霉病菌对甲霜灵的抗性频率高达
J!9';

+

其他地区也出现了类似的抗性情况)

%J'&

*

'在国内+

多个地区的多种病原菌也都对甲霜灵产生了严重的

抗性)

'%'#

*

'

D07

等)

'!

*发现采自我国不同地区的
#J'

株葡萄霜霉病菌中敏感菌株占
%#;

+低抗菌株占

'";

+高抗菌株占
"%;

+处于中上等水平抗性+表明

我国葡萄霜霉病菌对甲霜灵已普遍产生了抗性'为

治理甲霜灵的抗性问题+一些作用机理不同的新药

剂被相继开发应用+特别是羧酸酰胺类杀菌剂烯酰

吗啉替代甲霜灵在一定程度上缓解了由甲霜灵抗性

引发的问题'但随着药剂使用年限的增加以及不合

理的使用+市场上普遍使用的各类内吸性杀菌剂也

都相继出现了抗性问题)

'='$

*

'加之新药剂的研发工

作难度较大+年限较长+因此+现有药剂的充分合理

使用+以及一些因抗药性问题而暂停使用的药剂的

恢复使用是保障农业安全生产的前提+而病原菌抗

药性检测则为药剂合理使用和恢复使用提供了科学

依据'

云南省宾川县是我国葡萄产业近年来兴起的主

力军+种植面积
%$9#

万
61

'

+是我国县级葡萄种植

面积最大的产地+为我国干热河谷地带葡萄种植的

代表&湖北省公安县葡萄产业是我国南方多雨多湿

地区$长江流域包括两湖(江浙皖及上海等我国中南

部区域%葡萄规模种植的代表+葡萄种植面积
!&&&

余
61

'

+明确该地区病菌的抗药性情况对指导我国

整个中南部地区抗药性检测和治理工作具有重要的

意义&山东省烟台市是胶东半岛最重要的葡萄产区+

也是我国现代葡萄产业的发源地+种植模式和种植

历史可以代表我国整个北方葡萄产业$有霜霉病危

害的埋土防寒区%+种植面积超过
""9""

万
61

'

+该

区域用药历史较长+葡萄霜霉病菌的抗药性是整个

北方地区抗药性的缩影'以上
#

个地区囊括了我国

不同地理区域(不同气候条件下葡萄产业情况+明确

此
#

个区域葡萄霜霉病菌的抗药性对该区域以及相

同环境下的其他葡萄产区霜霉病的防治和探索抗药

性发生发展的规律性以及对今后更精确的区域细分

抗药性检测及治理有重要的指导意义'本研究拟采

用叶盘漂浮法检测以上
#

个葡萄主产区霜霉病菌对

甲霜灵的抗性+通过分析其抗性频率及抗性水平+明

确田间抗药群体的发生发展动态+为葡萄霜霉病的

科学防治(甲霜灵药剂的抗性治理以及苯基酰胺类

杀菌剂的恢复使用提供科学的指导'

#

!

材料和方法

#<#

!

试验材料

#9#9#

!

供试药剂

>$;

甲霜灵原药由先正达$中国%投资有限公司

提供+将原药用甲醇溶液配制成浓度为
=&1

I

#

1C

的母液+置于
!j

冰箱保存备用'

#9#9!

!

接种材料

试验中接种材料为葡萄霜霉病菌感病品种,里

扎马特-+采自中国农业科学院廊坊中试基地+摘取

当年生副梢顶端第
!

"

=

片的健康嫩叶'

#9#9=

!

供试菌株

于
'&%$

年间+在葡萄生长季节收集了我国云南

省宾川县(湖北省公安县和山东省烟台市
#

个主要

葡萄产区霜霉病样+通过分离纯化得到
%'$

株葡萄

霜霉病菌$表
%

%'供试菌株
K(

和
Ẑ

为本实验室

先前获得的对甲霜灵敏感性明确的葡萄霜霉病菌

"

$''

"



'&'&

株+其中+

K(

为甲霜灵敏感菌株+

Ẑ

为甲霜灵抗性

菌株'

表
#

!

葡萄霜霉病菌采集区域与数目

$%&'(#

!

?*3%6.*0%0502+&(-*164(/%+

,

'(5

<5#-.&

$

#'#="*")&5#./*'%6(/

省份

K3)B-75.

采样点

C)5+,-)7)4H+1

S

*.H

菌株数目#株

/012.3)4-H)*+,.H

云南
0̂77+7

大理市宾川县
'$

湖北
V02.-

荆州市公安县
=&

山东
D6+7<)7

I

烟台市蓬莱市
=&

总计
M),+* %'$

#<!

!

试验方法

#9!9#

!

葡萄霜霉病菌对甲霜灵的抗性检测

采用叶盘漂浮法)

'>

*进行抗药性检测'将事先配

制好的
=&1

I

#

1C

甲霜灵母液用无菌水稀释至
%&

(

%&&

#

I

#

1C

+加入直径
J51

培养皿中+每皿
'&1C

药

液+以灭菌水加入相同体积的溶剂作为对照+并且所

有浓度梯度中溶剂的含量不超过
&9=;

'将供试的

,里扎马特-健康嫩叶在室内用清水清洗干净叶面上

的尘土+在
%;

次氯酸钠溶液中浸泡
#&H

后用无菌水

冲洗
#

遍+再用灭菌的滤纸将叶片表面的水滴吸干

净+在超净台中用灭菌的打孔器制成直径为
%=11

的

叶盘+将其叶背面向上漂浮于配制好的药液中+每皿

%&

个叶盘+每个浓度
#

个重复'将分离纯化得到的

新鲜孢子囊用无菌水洗脱后配制成浓度为
%g

%&

=个#
1C

孢子囊悬浮液+用移液枪滴在叶盘中央+

每个叶盘
%&

#

C

+试验中以敏感菌株
K(

作为阴性对

照+抗性菌株
Ẑ

作为阳性对照+相同体积无菌水作

为空白对照'将所有药皿黑暗处理
'!6

后用无菌滤

纸片小心吸取叶盘上残留的液滴+后置于温度为

'%j

+相对湿度为
%&&;

+

C

%

Ei%"6

%

>6

光暗交替

的人工气候箱中培养'阴性对照菌株
K(

仅在空白

对照组中发病+在其他药剂浓度下不发病&阳性对照

菌株
Ẑ

同时在空白对照组和两个药剂试验组中均

发病+视为试验正常+否则视为试验失败'待对照组

正常发病后+调查记录供试菌株的发病情况'

#9!9!

!

葡萄霜霉病菌对甲霜灵的抗性水平

根据
W)03-.

等的研究结果+葡萄霜霉病菌对甲霜

灵的最小抑制浓度$

8UY

%值为
&9%

#

I

#

1C

并以此为

敏感菌株参考标准)

%>

*

'参考
D,+6*.?YH.56

的抗性倍

数检测标准)

'>

*

+抗性倍数$

RW

%

i

检测菌株的
8UY

值#敏感参考菌株的
8UY

值'抗性倍数$

RW

%

&

%&&

即表示产生了抗性+定义当
8UYi%

#

I

#

1C

+

RWi%&

时为敏感菌株&当
8UYi%&

#

I

#

1C

+

RWi%&&

时为低

抗&当
8UY

(

%&&

#

I

#

1C

+

RW

(

%&&&

时为高抗'因

此+在葡萄霜霉病菌对甲霜灵的抗性试验研究中采用

的两个区分浓度为
%&

#

I

#

1C

和
%&&

#

I

#

1C

)

%>

*

+即菌

株引起空白对照发病+但经
%&

#

I

#

1C

药液处理的叶盘

未发病定义为敏感+为敏感菌株&对照组和
%&

#

I

#

1C

药液处理的叶盘发病但经
%&&

#

I

#

1C

药剂处理的叶

盘未发病定义为低水平抗性+抗性倍数为
%&&

倍+为

低水平抗性菌株&能引起经
%&&

#

I

#

1C

药剂处理的叶

盘发病的菌株定义为高水平抗性+抗性倍数为
%&&&

倍+为高抗菌株'

!

!

结果与分析

!<#

!

葡萄霜霉病菌对甲霜灵的抗性频率

本研究采用叶盘漂浮法测定了我国云南省宾川

县(湖北省公安县和山东省烟台市
#

个地区
%'$

株

葡萄霜霉病菌对甲霜灵的抗性情况$表
'

%'检测的

#

个地区
%'$

株葡萄霜霉病菌中抗性菌株
J%

株+整

体抗性频率较高+达
$%9$;

'但不同地区间病菌的

抗性频率存在明显差异+抗性频率最高
J'9&;

+最

低
'J9";

+相差较大'

表
!

!

各产区葡萄霜霉病菌对甲霜灵的抗性频率

$%&'(!

!

J(/./6%03(1-(

M

2(03

B

*1<5#-.&

$

#'#="*")&5#6*

+(6%'%O

B

'.0(%34

9

-%

,

(7.0(%-(%

采集区域

Y)**.5,-7

I

+3.+

菌株数#株

/012.3)4

-H)*+,.H

抗性菌株#株

R.H-H,+7,

-H)*+,.H

抗性频率#
;

R.H-H,+75.

43.

f

0.75

@

云南
0̂77+7 '$ > 'J9"

湖北
V02.- =& !" J'9&

山东
D6+7<)7

I

=& #$ $!9&

合计
M),+* %'$ J% $%9$

!<!

!

葡萄霜霉病菌对甲霜灵的抗性水平

将检测的
%'$

株葡萄霜霉病菌进行抗性水平划

分+各地区葡萄霜霉病菌对甲霜灵的不同抗性类型

占比如表
#

所示'

%'$

株葡萄霜霉病菌中敏感菌株

#"

株+占总检测菌株的
'>9#;

+低水平抗性菌株
!>

株+占
#$9>;

+高水平抗性菌株
!#

株+占
##9J;

+病

菌整体以低抗和高抗类型为主+整体抗性水平较高'

不同地区霜霉病菌对甲霜灵的抗性水平不同+且抗

性频率较高的地区其抗性水平也存在较大的差异'

山东省烟台市葡萄产区霜霉病菌的抗性水平较低+

病菌抗性类型以低抗为主+占该地区检测菌株的

"!h&;

+高抗类型占
%&9&;

+抗药性风险较高&湖北

"

>''

"
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卷第
#

期 周连柱等!我国云南(湖北和山东葡萄产区霜霉病菌对甲霜灵的抗性检测

省公安县葡萄产区霜霉病菌的抗性频率和抗性水平

均较高+病菌多为高抗类型+占该地区检测菌株的

$"9&;

+低抗类型占
%"9&;

+敏感型占
>9&;

+抗药

性较为严重&云南省宾川县葡萄产区霜霉病菌的抗

性频率和抗性水平均较低+病菌以敏感类型为主+占

$&9!;

+低抗类型占
'J9";

+无高抗类型菌株'

表
=

!

各产区葡萄霜霉病菌对甲霜灵不同敏感型菌株所占比率

$%&'(=

!

L(-3(06%

9

(*15.11(-(06+(6%'%O

B

'K/(0/.6.7.6

B

6

B,

(/*1<5#-.&

$

#'#="*")&5#.0(%34

9

-%

,

(7.0(%-(%

采集区域

Y)**.5,-7

I

+3.+

菌株数目#株

/012.3)4-H)*+,.H

敏感菌株比例#
;

K.35.7,+

I

.)4

H.7H-,-B.-H)*+,.H

低抗菌株比例#
;

K.35.7,+

I

.)4

*)F?3.H-H,+75.-H)*+,.H

高抗菌株比例#
;

K.35.7,+

I

.)4

6-

I

6?3.H-H,+75.-H)*+,.H

云南
0̂77+7 '$ $&9! 'J9" &9&

湖北
V02.- =& >9& %"9& $"9&

山东
D6+7<)7

I

=& '"9& "!9& %&9&

合计
M),+* %'$ '>9# #$9> ##9J

=

!

讨论

葡萄霜霉病是危害葡萄最为严重的一类卵菌病

害+目前+生产上防治该病的主要方式还是化学防

治'然而+杀菌剂的大量频繁使用导致病菌产生抗

药性的风险增加+田间病菌产生抗药性后药剂的防

效下降+为了达到相同的防治效果+生产者加大用药

剂量+增加施药次数+在高强度的药剂选择压下+抗

药性群体数量迅速上升+最终导致防治失败'据报

道+生产上常用的防治霜霉病的几大类药剂的防治

效果都在逐年下降+如烯酰吗啉)

'J

*

(嘧菌酯)

#&

*等+加

之新药剂研发工作难度较大+因此+科学充分地利用

现有药剂是有效防控霜霉病的重要手段+而了解田

间病原菌抗药性的发展动态与趋势是科学用药的前

提和保证'

病菌抗药性的产生不仅增加了生产成本+还加

重了农药残留和环境污染'为了避免和延缓病菌抗

药性的产生+延长药剂的使用寿命+需对田间病原菌

进行抗药性检测+明确其抗性频率和抗性水平'本

研究明确了我国云南省宾川县(湖北省公安县和山

东省烟台市
#

个地区葡萄霜霉病菌对甲霜灵的抗性

情况+测定的
%'$

株葡萄霜霉病菌中敏感菌株占

'>9#;

+低抗菌株占
#$9>;

+高抗菌株占
##9J;

+病

菌整体以低抗和高抗类型为主'此结果相较于

W)03-.

等关于南非地区葡萄霜霉病菌对甲霜灵抗性

的报道+抗性频率和抗性水平均较低)

%>

*

'而相较于

'&%&

年
D07

等报道的国内葡萄霜霉病菌对甲霜灵

的抗性情况+病菌的抗性频率和抗性水平也有所降

低)

'!

*

'病菌对甲霜灵抗性的下降可能与该药剂的

限制使用有关+自病菌对甲霜灵抗性普遍发生后+各

国各地区均开始限制甲霜灵的使用+不再作为主打

药剂单一使用+仅作为混剂或与其他药剂轮换使

用)

#%##

*

'这在一定程度上降低了药剂的选择压+抗

性群体逐渐被淘汰+病菌的敏感性逐渐恢复+但敏感

性恢复所需的具体年限目前还尚未明确'

进一步分析发现+不同区域葡萄霜霉病菌对甲

霜灵的抗性情况存在差异'葡萄霜霉病是一种典型

的雨水性病害+潮湿的环境有利于霜霉病的暴发流

行+各地区不同的气候条件导致霜霉病的发生状况

不同+相应的用药剂量和频次存在差异+造成病菌抗

药性发生(发展状况不同'位于我国中南部的湖北

省公安县+多雨水导致霜霉病发生危害重(农药使用

频次高+病菌的抗性频率高达
J&;

以上+且抗性水平

较高+明显高于其他地区&位于我国胶东半岛的山东

省烟台市气候条件相对干燥+但用药历史较长+病菌

的抗性频率和抗性水平也较高+抗性频率为
$!9&;

+

病菌以低抗类型为主&云南省宾川县葡萄种植历史

较短+虽然该区域干热少雨+但因葡萄生育期较长+

葡萄霜霉病发生危害时间长+导致用药频次多'据

报道+该地区马铃薯晚疫病菌对甲霜灵的抗药性较

为严重)

#!#=

*

'本研究结果显示该地区葡萄霜霉菌对

该药剂的抗性频率和抗性水平均较低+此结果可能

与该地区甲霜灵的限制使用有关+近年来甲霜灵已

不再作为主打药剂单一使用+降低了药剂的选择压'

葡萄霜霉病菌抗药性的发生发展具有一定的规律

性+相同用药水平下病菌抗药性发展大致相同+国内

其他葡萄产区病菌的抗药性可根据以上
#

个产区抗

药性情况进行初步判定+但若要明确具体的抗药性

情况+还需对具体产区进行抗药性检测'各地区可

依据当地病原菌的抗药性水平和发展动态适时调整

相应的防治策略'

病原菌抗药性的发生发展与市场的药剂选择和

"

J''

"



'&'&

农户的用药习惯等密切相关'杀菌剂的不合理使用

是导致抗药性问题产生的主要原因+而化学药剂的

科学合理使用则是解决抗药性问题的重要措施之

一'研究表明+限制内吸性杀菌剂在作物一个生长

季节的使用次数以及不同作用机理杀菌剂之间的轮

换使用或者混用能够有效降低病原菌的抗性水

平)

#"

*

'针对甲霜灵的抗性问题+国际杀菌剂抗性工

作委员会明确提出生产中甲霜灵应作为保护剂使用

而非治疗剂+同一作物一个生长季节内使用次数在

'

"

!

次+且两次施药需间隔
%!<

以上)

#$

*

'因此+对

于本研究中湖北省公安县和山东省烟台市等病菌抗

药性严重及抗药性风险较高的地区+应停止甲霜灵

的使用+选择其他与之无正交互抗性的替代药剂+避

免抗药性问题进一步发展&而对于云南省宾川县病

菌抗性频率和抗性水平较低的地区+可根据甲霜灵

的使用建议+继续科学合理地使用'本研究明确了

我国云南省宾川县(湖北省公安县和山东省烟台市

葡萄产区霜霉病菌对甲霜灵的抗性频率和抗性水

平+为各地区葡萄霜霉病菌的科学防治(现有药剂的

科学合理使用提供了理论依据'
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Ĝ LCV

+

YPVG 9̂E.B.*)

S

1.7,)43.H-H,?

+75.,)1.,+*+A

@

*-7#,/.4'

*

/)'"',

*

')%7.3/",1,

)

N

*

9K*+7,

E-H.+H.

+

%J>&

+

"!

$

%'

%!

%%&> %%&J9

)

%>

*

WPQRUGKV98.,+*+A

@

*H.7H-,-B-,

@

H,+,0H)4<)F7

@

1-*<.F

S

)

S

0*+,-)7H-7_.H,.37Y+

S

.B-7.

@

+3<H

)

N

*

9D)0,6L43-5+N)03?

7+*)4G7)*)

I@

+7<(-,-50*,03.

+

'&%$

+

'=

$

%

%!

%J ''9

)

%J

*

EGLVC]C

+

EG8QMVDK

+

DU/EG/DC

+

.,+*9U<.7,-4-5+?

,-)7)41+,-7

I

,

@S

.H+7<1.,+*+A

@

*3.H-H,+75.-7/)3,6L1.3-?

5+7

S

)

S

0*+,-)7H)4#+

&

8'

*

+8+')%1"

A

/,8%",

)

N

*

9L1.3-5+7

K),+,)N)037+*

+

%JJ=

+

$'

$

%

%!

#= !J9

)

'&

*

EL(UEDGCY9T-)56.1-5+*+H

S

.5,H)4

S

6.7

@

*+1-<.407

I

-5-<.H?

+5,-)7+7<3.H-H,+75.

)

N

*

9Y-p75-+.M.57)*)

I

-+<.L*-1.7,)H

+

%J>$

+

'>

$

'

%!

!&& !&$9

)

'%

*李炜+张志铭+李川+等
9

马铃薯晚疫病菌对瑞毒霉抗性的测

定)

N

*

9

河北农业大学学报+

%JJ>

+

'%

$

'

%!

"# "=9

)

''

*王文桥+严乐恩
9

黄瓜和葡萄霜霉病菌对不同内吸杀菌剂的交

互抗药性)

N

*

9

植物保护学报+

%JJ"

+

'#

$

%

%!

>! >>9

)

'#

*祝海娟+刘大伟+张艳菊+等
9

黄瓜霜霉病菌对甲霜灵的抗药

性)

N

*

9

西南农业学报+

'&%"

+

'J

$

>

%!

%>"J %>$!9

)

'!

*

DQ/V+-

@

+7

+

_L/XV+756.7

I

+

DML88CGRX

+

.,+*9D.7H-,-B-,

@

)4Y6-7.H.-H)*+,.H)4#!%,('

*

%)%51817'!%,)1.,+*+A

@

*+7<<-1.,6)?

1)3

S

6

)

N

*

9N)037+*)4K6

@

,)

S

+,6)*)

I@

+

'&%&

+

%=>

$

"

%!

!=& !='9

)

'=

*王喜娜
9

我国主要葡萄产区霜霉菌对烯酰吗啉和嘧菌酯的抗

药性分析)

E

*

9

北京!中国农业科学院+

'&%$

!

#!9

)

'"

*

NLY]DP/]C

+
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