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!

株不同地理来源的苹果树腐烂病菌对甾醇生物合成抑制剂!

JKL6

"类杀菌剂的交互

抗药性及生物适合度#为
JKL6

类杀菌剂在苹果树腐烂病的防控上提供理论依据$采用菌丝生长速

率法分别测定
!

株不同地理来源的苹果树腐烂病菌对
#

种甾醇生物合成抑制剂类杀菌剂和
%

种苯

并咪唑类杀菌剂的交互抗药性#通过繁殖体数量测定法%生物量测定法%离体枝条接种法测定其生

物适合度$结果表明#

!

株病菌!

MN"&

和
MN"%

"对
JKL6

类杀菌剂苯醚甲环唑%戊唑醇%抑霉唑的

敏感性存在显著差异#苯醚甲环唑%戊唑醇%抑霉唑对
MN"&

的
DO

$"

值分别是
MN"%

的
%"=(&

%

&="#

%

@&="&

倍#表明腐烂病菌对检测药剂存在正交互抗药性&而对苯并咪唑类杀菌剂甲基硫菌灵

无显著差异#不存在交互抗性$对
!

株病菌的生物适合度分析发现#其生长速率%繁殖体数量%菌丝

干重以及对
1.O/

的渗透敏感性均存在显著差异#但致病力无显著差异$苹果树腐烂病菌菌株

MN"&

对
JKL6

类杀菌剂存在正交互抗药性#且对
JKL6

类杀菌剂敏感性降低的菌株的生物适合度

发生了明显变化#在一定程度上增加了其适生性$

关键词!苹果树腐烂病菌&抗药性&交互抗药性&生物适合度
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甾醇生物合成抑制剂类"

JKL6

#杀菌剂通过抑制

病原真菌甾醇的自身合成!致使病原菌细胞膜功能

被破坏!导致病原菌无法正常生长(

%

)

&因其具有持

效长*残留低*内吸性强*广谱*高效等特点!被长期

应用于植物真菌病害的防控&然而!随着该类杀菌

剂的普遍使用!植物病原真菌对其抗药性风险逐渐

提高&据报道!已有很多植物病原真菌对此类药剂

产生了抗药性(

!'@

)

&

苹果树腐烂病是我国苹果产业中最具毁灭性的

病害 之 一!它 是 由 致 病 真 菌
!"#$" %"#&

侵 染 引

起(

A'&

)

&长期以来!该病害的防控主要以化学防控为

主!

JKL6

类杀菌剂"抑霉唑*戊唑醇*苯醚甲环唑#与

苯并咪唑类杀菌剂"甲基硫菌灵#是主要的化学药

剂(

%"

)

!抑霉唑*戊唑醇*苯醚甲环唑是一种
O'%(

"

'

脱

甲基酶抑制剂!其可与致病菌的甾醇
%(

"

'

脱甲基酶

X($"

中的血红素
'

铁活性中心结合!致使酶的活性

受到抑制!进而阻断麦角甾醇的合成!致使细胞膜结

构破坏和死亡(

%%'%#

)

'苯并咪唑类杀菌剂能够特异的

与菌体的
#

'

微管蛋白结合!干扰微管的功能!进而影

响细胞的有丝分裂(

%(

)

&为此!本研究从不同用药背

景地区分离获得了
!

株苹果树腐烂病菌!分析了
!

株病菌对
JKL6

类杀菌剂与苯并咪唑类杀菌剂的交

互抗药性及其生物适合度!为初步探究腐烂病菌对

JKL6

类杀菌剂的抗药性风险提供依据!并为此类杀

菌剂的科学使用提供参考&

%

!

材料与方法

!"!

!

试验材料

%=%=%

!

供试菌株
!

由西北农林科技大学果树病害

病原生物学及综合治理研究室分离保存的苹果树腐

烂病菌"

!"#$"%"#&

#

MN"%

"采自新疆野果林#和

MN"&

"采自山东果园#&将保存在
(Y

的
!

株腐烂

病菌活化在
XCP

培养基上!

!$Y

培养
!<

备用&

%=%=!

!

供试药剂
!

&@="Z

戊唑醇原药!江苏中旗科

技股份有限公司提供'

&$="Z

苯醚甲环唑原药!陕西

西大华特科技实业有限公司提供'

&A="Z

抑霉唑原

药!安徽广信农化股份有限公司提供'

&@="Z

甲基硫

菌灵原药!安徽华星化工有限公司提供&

!"#

!

试验方法

%=!=%

!

交互抗药性测定
!

从
!

株腐烂病菌菌落边

缘打取
$

[$EE

的菌饼!分别将其转接到含有不

同浓度梯度的
JKL6

类杀菌剂"苯醚甲环唑*戊唑醇

和抑霉唑#及苯并咪唑类杀菌剂"甲基硫菌灵#的

XCP

平板上!在
!$Y

培养箱中倒置*黑暗培养
#<

后!采用十字交叉法测量其菌落直径!并分析不同药

剂浓度下的菌丝生长抑制率(

%$'%@

)

&每个浓度设置
#

个重复!试验重复
#

次&以各浓度对数值为
D

值!

以相应的菌丝生长抑制率的机率值为
A

值作回归

分析!计算其
DO

$"

值"表
%

#&

菌丝生长抑制率
[

"对照菌落直径
\

处理菌落

直径#%"对照菌落直径
\

菌饼直径#

]%""Z

%=!=!

!

菌落生长直径测定
!

从
!

株腐烂病菌菌落

边缘打取
$

[$EE

的菌饼!接种到
$

[&HE

含

%"Ê XCP

的平板上!

!$Y

条件下培养!采用十字

交叉法分别测量培养
%!

*

!(

*

#>

*

(A

*

>"3

的菌落直

径&每个处理设置
#

个重复!试验重复
#

次&

%=!=#

!

菌丝干重测定
!

从
!

株腐烂病菌菌落边缘

打取
$

[$EE

的菌饼!在每个装有
%""Ê XCK

的

三角瓶中转接
$

个菌饼!置于
!$Y

震荡培养箱中*

%"",

%

E:-

*黑暗培养
#<

!用滤纸过滤并烘干菌丝!

并称量其干重&每个处理
#

个重复!试验重复
#

次&

%=!=(

!

繁殖体数量测定
!

从
!

株腐烂病菌菌落边

缘打取
$

[$EE

的菌饼!

!$Y

培养
#<

!室温见光

培养
!$<

后!产生黑色凸起的繁殖体!观察并计数

繁殖体数量&每个处理设置
#

个重复!试验重复

#

次&

表
C

!

苹果树腐烂病菌对各杀菌剂敏感性测定

Q.U/5%

!

Q3565-6:2:;:2

8

*02*!"#$"%"#&2*0+-

G

:H:<56

杀菌剂
浓度%"

%

G

+

Ê

\%

#

MN"% MN"&

戊唑醇
"=""$

!

"="%

!

"="!

!

"="(

!

"="A "="$

!

"=%

!

"=!

!

"=(

!

"=A

苯醚甲环唑
"=""!

!

"=""(

!

"="">

!

"=""A

!

"="%>

!

"="#! "="%$

!

"="#

!

"=">

!

"=%!

!

"=!(

抑霉唑
"="!$

!

"="$

!

"=%

!

"=!

!

"=( !

!

(

!

A

!

%>

!

#!

甲基硫菌灵
("

!

>"

!

A"

!

%!"

!

!(" ("

!

>"

!

A"

!

%!"

!

!("

"!%
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%=!=$

!

渗透敏感性测定
!

从
!

株腐烂病菌菌落边

缘打取
$

[$EE

的菌饼!分别转接在含有
"=%

*

"=!

*

"=#E*/

%

^1.O/

的
XCP

平板上!在
!$Y

培养

#<

!测量其菌落直径!计算含不同浓度的
1.O/

培养

基对菌丝生长的抑制率&每个浓度设置
#

个重复!

试验重复
#

次&对比其渗透压敏感性的差异&

菌丝生长抑制率
[

"对照菌落直径
\

处理菌落

直径#%"对照菌落直径
\

菌饼直径#

]%""Z

%=!=>

!

致病力测定
!

采用离体枝条测定不同敏感

性腐烂病菌的致病力!参考臧睿等(

%A

)方法&采取长

势一致的
%

年生富士苹果枝条!去掉叶片!在枝条顶

部剪取粗细均匀
#"HE

左右的苹果枝条!用蒸馏水

清净并用
"=>Z

次氯酸钠浸泡
%$E:-

!再用灭菌水

洗涤至无次氯酸钠气味!晾干后在顶部和底部封蜡

以减少水分的散失&将打孔器"

$

[$EE

#用酒精

灯烧烫在枝条表面打孔至木质部形成伤口!每个枝

条打
#

个孔!每个菌株接
#

根枝条!共接
&

个点&从

!

株腐烂病菌菌落边缘打取
$

[$EE

的菌饼!菌丝

面接在伤口处!

!$Y

黑暗*保湿培养
$<

后!刮除病

部表面皮层并测量病斑长度&

!

!

结果与分析

#"!

!

交互抗药性分析

通过菌丝生长速率法分别测定了
JKL6

类杀菌

剂"苯醚甲环唑*抑霉唑*戊唑醇#对苹果树腐烂病菌

MN"%

和
MN"&

的
DO

$"

"表
!

#&

#

种药剂对苹果树

腐烂病菌的菌丝生长均有很好的抑制作用!苯醚甲

环唑的效果高于戊唑醇和抑霉唑&同时!

#

种药剂

对
!

株来源不同的病菌的菌丝生长的抑制作用存在

显著差异&由图
%

可知!苯醚甲环唑*戊唑醇*抑霉

唑对菌株
MN"&

的
DO

$"

值分别是菌株
MN"%

的

%"=(&

*

&="#

*

@&="&

倍'甲基硫菌灵对两菌株的抑制

作用无显著差异&表明采自山东果区的
MN"&

菌

株已经对甾醇生物合成抑制剂类药剂"苯醚甲环唑*

戊唑醇*抑霉唑#的敏感性降低!且对该类药剂之间

存在交互抗药性'但对苯并咪唑类杀菌剂甲基硫菌

灵未产生交互抗性&

表
D

!

D

株苹果树腐烂病菌对不同药剂的敏感性

Q.U/5!

!

J5-6:2:;:2

8

*023524*:6*/.256*0!C%"#&2*<:005,5-2.

G

5-26

药剂 菌株 回归方程
DO

$"

值%"

%

G

+

Ê

\%

# 相关系数
E

!

苯醚甲环唑
MN"% A[!C#"#@D_%"=!(# "=""$#. "=&AA>

MN"& A[!C$@"$D_A=!!(& "="$$@U "=&A("

戊唑醇
MN"% A[#C#@AD_%%="># "="%>%. "=&A(&

MN"& A[!C(&>$D_@="&!! "=%($!U "=&@($

抑霉唑
MN"% A[!C((!D_@=>(>$ "="A!$. "=&&%#

MN"& A[!C$(!D_!=&!&& >=$!!#U "=&>($

甲基硫菌灵
MN"% A[!C#!&>D_"=&&#> $!=$(%!. "=&A"!

MN"& A[!C#(!>D_%="A%% (@=%(%%. "=&&@>

!!

注$

MN"%

和
MN"&

为田间采集的野生菌株&利用
JXJJ!"="

的
C+-H.-

#

6

新复极差法在
7["="$

水平上分析!同列数据后字母不同表示

两者间存在显著差异&下同&

图
C

!

D

株苹果树腐烂病菌对不同药剂的
DO

EF

7:

G

=%

!

DO

$"

*023524*:6*/.256*0!"#$"%"#&2*<:005,5-2.

G

5-26

#"#

!

菌落生长直径测定

采用十字交叉法分别测量
%!

*

!(

*

#>

*

(A

*

>"3

的菌落直径&结果表明!菌株
MN"&

在各个时间段

的菌落直径均大于菌株
MN"%

!其中培养
>"3

时!

菌株
MN"&

与菌株
MN"%

的菌落直径分别为
@A=>

*

@!=!EE

&两者存在明显差异"表
#

#&

#"$

!

菌丝干重测定

将在
%""Ê XCK

培养液中振荡培养
#<

的菌

丝体过滤*烘干并称重"表
(

#&

MN"%

的平均菌丝

干重为
"=#"@

G

!

MN"&

的平均菌丝干重为
"=#%#

G

!

%!%

第
!

期 刘召阳 等$

!

株不同地理来源的苹果树腐烂病菌对甾醇生物合成抑制剂类杀菌剂的交互抗药性及生物适合度分析



由
JXJJ!"="

软件分析结果表明!

!

株腐烂病菌的

菌丝干重存在显著差异&

表
G

!

培养不同时间后的菌落直径

Q.U/5#

!

O*/*-

8

<:.E525,*023562,.:-6.025,H+/2+,5

.2<:005,5-22:E56

菌株
菌落直径%

EE

%!3 !(3 #>3 (A3 >"3

MN"% %"=> !#=! #& $$=! @!=!.

MN"& %#=& !&=% (>=( ># @A=>U

表
H

!

苹果树腐烂病菌菌丝干重

Q.U/5(

!

C,

8

45:

G

32*0!C%"#&

菌株 质量%

G

平均值%

G

MN"% "=#%@ "=#"& "=#"# "=#"A "=#"" "=#"@U

"=#%# "=#"> "=#"# "=#"$ \

MN"& "=#%( "=#%A "=#"> "=#"" "=#% "=#%#.

"=#%! "=#"@ "=#!$ "=#!( \

#"%

!

繁殖体数量测定

将
MN"%

与
MN"&

于
!$Y

培养
#<

后!置于室

温见光继续培养
!$<

!观察并将繁殖体数量计数&

如图
!

所 示!菌 株
MN"&

的 繁 殖 体 数 量 明 显 比

MN"%

密集&计数分析发现!菌株
MN"&

的平均繁

殖体数量为
#%%=%

!菌株
MN"%

的平均繁殖体数量

为
!>@=A

!

!

株腐烂病菌的繁殖体数量存在显著差异

"表
$

#&

表
E

!

苹果树腐烂病菌繁殖体数量统计

Q.U/5$

!

X,*

T

.

G

+/56-+EU5,*0!C%"#&

菌株 繁殖体数量 平均值

MN"% !A> !>> !$@ !A" !@! !>@=A.

!$& !$A !>& !># \

MN"& #"" #%" #"$ #!$ #"# #%%=%U

#"A #%A #%A #%# \

#"&

!

渗透敏感性测定

通过菌丝生长速率法分别测定了含
"=%

*

"=!

*

"=#E*/

%

^1.O/

的培养基对菌株
MN"%

和
MN"&

的 抑 制 率!

1.O/

对
MN"&

的 抑 制 率 分 别 为

#(=&@Z

*

@!="&Z

*

A>=A>Z

!对菌株
MN"%

的抑制

率分 别 为
!$="$Z

*

$%=(#Z

*

@@=(!Z

&由
JXJJ

!"="

软件分析得!

!

株腐烂病菌对
1.O/

的敏感性存

在显著差异&如表
>

所示!抗药性菌株
MN"&

对

1.O/

更敏感&

#"'

!

致病力测定

使用离体枝条测定抗药性菌株和敏感菌株致病

力&将离体枝条黑暗*保湿培养
$<

后刮除枝条表

皮层!并测量病斑长度!

MN"%

的平均病斑长度为

("=##EE

!

MN"&

的平均病斑长度为
#>=$EE

&由

JXJJ!"="

软件分析得!

!

株腐烂病菌致病力无显

著差异!如表
@

*图
#

所示&

图
D

!

苹果树腐烂病菌繁殖体数量

7:

G

=!

!

X,*

T

.

G

+/56-+EU5,*0!C%"#&

表
I

!

1.O/

对
MNFC

和
MNFJ

菌丝生长的抑制率

Q.U/5>

!

Q35:-3:U:2:*-.005H26*01.O/2*MN"%.-<MN"&

菌株
浓度%"

E*/

+

^

\%

#

"=% "=! "=#

MN"% !$="$. $%=(#. @@=(!.

MN"& #(=&@U @!="&U A>=A>U

表
K

!

苹果树腐烂病菌致病力测定

Q.U/5@

!

X.23*

G

5-:H:2

8

2562*0!C%"#&

菌落 平均长度%

EE

MN"% ("=##.

MN"& #>=$".

图
G

!

苹果树腐烂病菌致病力测定

7:

G

=#

!

X.23*

G

5-:H:2

8

2562*0!C%"#&

#

!

结论与讨论

目前!苹果树腐烂病的防控主要以化学药剂为

主!特别是苯醚甲环唑*戊唑醇*抑霉唑等
JKL6

类杀

菌剂已经成为防治该病害的常用药剂&且此类杀菌

剂主要通过阻碍病原菌甾醇生物合成中不同酶的活

性!致使病原菌甾醇合成被干扰或阻断!从而发挥抑

菌作用&然而!长期单一使用某一类杀菌剂!病原菌

可能会产生抗药性(

%&'!%

)

&本研究分析了来自不同用

药背景的
!

株苹果树腐烂病菌对
#

种
JKL6

类杀菌

剂和
%

种苯并咪唑类杀菌剂的敏感性!发现
MN"&

!!%

西北林学院学报
#$

卷
!



对戊唑醇*苯醚甲环唑及抑霉唑产生了正交互抗药

性!而对甲基硫菌灵未产生交互抗性&

MN"&

采自

山东牟平!

JKL6

类药剂使用频繁!且用量大!推测其

可能已经自然驯化出抗药性&同时!甲基硫菌灵为

苯并咪唑类杀菌剂!作用机制不同于
JKL6

类杀菌

剂!表明
MN"&

的抗药性并不具有普遍性!两类杀

菌剂之间不存在交互抗性&研究表明!

OBX$%

蛋白

基因和
PKO

及
N7J

运输蛋白基因的改变及表达

是致使病原真菌对
JKL6

类杀菌剂抗性提高的主要

分子机制&

OBX$%

蛋白是甾醇生物合成抑制剂的

作用位点!该基因的突变致使与药剂亲和力下降以

及该基因的超表达均会导致病原真菌抗药性的产

生'

PKO

转运蛋白及
N7J

运输蛋白均具有外排作

用!能将外源化学物质等排出细胞体外!其外排能力

的提高有助于病原菌的抗性产生&本研究表明!腐

烂病菌
MN"&

已对
JKL6

类杀菌剂产生了抗性!然

而其抗药性分子机制还需进一步研究&

已有研究表明!病原菌产生抗药性后其生物适

合度会因分子变异而产生差异!从而使其在自然环

境中与其他同种致病菌的竞争力受到影响(

!!'!$

)

&因

此生物适合度被认为是影响田间抗药病原菌群体形

成的重要因素(

!>'!@

)

&已有研究发现抗腐霉利的灰葡

萄孢菌分生孢子产生能力较敏感菌株显著下降!并对

高盐*糖渗透压更为敏感(

!A

)

'对戊唑醇具有抗性的苹

果轮纹病菌菌株的菌丝干重较敏感菌株显著下

降(

!&

)

&本研究发现对
JKL6

类杀菌剂敏感性降低的菌

株
MN"&

!其生长速率与繁殖体数量明显提高!这可

能在一定程度上直接增强了抗性菌系的适生能力!但

其渗透压敏感性更为敏感!利弊尚需深入研究&
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