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川渝地区油菜菌核病菌对多菌灵的
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摘要:油菜菌核病是危害油菜生产的主要病害,多菌灵作为防治该病害的有效杀菌剂在很多地区已产生抗性.川渝

地区是我国油菜的重要产区,油菜菌核病发生普遍,但该地区病原菌对多菌灵抗性研究未见报道.该文开展川渝地

区油菜菌核病对多菌灵敏感性基线、抗性监测及抗性分子机理的研究,采用菌丝生长速率法测定了106个野生菌

株对多菌灵的敏感性,结果表明病原菌EC50值在0.00912~0.1827μg/mL之间,不同敏感性的菌株频率呈近连

续的单峰曲线分布,平均EC50值为(0.06725±0.03406)μg/mL;以5.0μg/mL作为田间抗性菌株的区分剂量,
检测了2013年采自该地区10个区、县、市585株病原菌对多菌灵的抗性,结果表明绝大多数为敏感菌株,占

99.49%,仅发现3株田间抗性菌株,占0.51%;3株抗性菌株的抗性倍数达2085倍以上,均为高抗菌株;以引物

B1-1/B3-1PCR扩增抗性菌株的β 微管蛋白基因,测序并与标准菌株1980比对,结果发现3株抗性菌株的198位

氨基酸均由Glu变为Ala.
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油菜菌核病是世界范围内油菜生产的主要病害,俗称烂秆、白秆、霉蔸等,主要危害油菜茎秆,引起植

株早枯,角果减少,种子皱秕,导致干粒质量和出油率降低而造成减产[1].我国最早的油菜菌核病报道于

1932年,该病害由病原菌Sclerotiniasclerotiorum 引起[2-3].我国大部分地区多年来一直使用多菌灵(car-
bendazim)为代表的苯并咪唑类杀菌剂防治该病害,这类药剂的作用机制是通过与菌体的微管蛋白结合,
影响与微管蛋白有关的代谢和功能,如纺锤丝形成、细胞核分裂等,阻止菌丝正常形成以达到灭菌目

的[4-6].但也因其作用位点单一,长期连续大面积单一使用,加速了病原菌对多菌灵产生抗药性.潘以楼

等[7]于1995年在江苏句容首次检测到田间抗多菌灵的油菜菌核病菌株,随后连续多年的监测结果表明产

生抗性的范围增大,抗性菌株比例呈上升趋势,并且抗性水平很高,达到高抗水平[8].李红霞等[9]于2002
年首先用PCR法扩增出油菜菌核病菌β 微管蛋白基因序列片段,发现多菌灵抗性菌株与敏感菌株的β 微

管蛋白基因198位密码子发生碱基突变,由GAG突变为GCG,致使突变菌株表现高水平抗性.杨敬辉

等[10]于2004年发现,油菜菌核病对多菌灵抗性水平的高低与β 微管蛋白中基因突变位点的位置有关.对
其他病原菌的研究结果表明,植物病原真菌田间抗性菌株的突变大多发生于β 微管蛋白的67,198,200,

240位氨基酸,而室内诱导抗性菌株的突变还可以位于134,165,241,257等氨基酸密码子上[11].
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为了了解目前川渝地区油菜主产区油菜菌核病菌对多菌灵的抗药性现状,本研究通过对川渝各地油菜

菌核病菌的抗药性监测,为指导油菜菌核病的防治、田间病菌抗药性风险评估及监测治理提供有价值的理

论和实践依据.

1 材料与方法

1.1 供试材料

1.1.1 供试菌株

2013年,在四川省和重庆市油菜种植的主要县区随机采集病株上的菌核.在发病植物茎秆中收集菌

核,一株发病茎秆作为一个菌株,共收集得到585株油菜菌核病菌株.
1.1.2 供试药剂

98%多菌灵原药(江苏镇江农药厂),预溶于0.2mol/L盐酸中,最终配成10000μg/mL的母液备用;
引物B1-1\B3-1由上海生工公司合成;
大肠杆菌菌株、Taq酶以及相应试剂购于天根生化科技(北京)有限公司;

pMD18-T载体购于TaKaRa公司.
1.1.3 培养基

PDA((Potato-Dextrose-Agrose)培养基:马铃薯200g,葡萄糖20g,琼脂粉17g,蒸馏水1000mL.
1.2 实验方法

1.2.1 油菜菌核病菌对多菌灵敏感性基线的建立

采用菌丝生长速率法测定油菜菌核病菌对多菌灵的敏感性基线[12-13].选取未施药田块的病秆(其中阆

中17株、宜宾10株、武胜10株、岳池12株、隆昌13株、威远12株、永川9株、潼南9株、丰都7株、北

碚7株),取1粒菌核均等切成小块,经0.1%升汞表面消毒,在PDA培养基平板上20℃培养2d,纯化后

保存.将菌株20℃培养2d取菌落边缘制成直径7mm的菌碟,将其接种在含多菌灵为0,0.005,0.01,

0.05,0.1,0.5μg/mL的PDA培养基平板上,20℃培养2d,十字交叉法测量菌落直径,每处理重复3次,
分别计算病菌对多菌灵剂量反应曲线的毒力回归方程及EC50值.
1.2.2 油菜菌核病菌对多菌灵的田间抗性监测

采用区分剂量法测定油菜菌核病菌对多菌灵的敏感性[14].以5.0μg/mL为鉴定敏感、抗性菌株标准,
即在5.0μg/mL多菌灵培养基上能正常生长的为抗性菌株,不能生长的为敏感性菌株.

取1粒菌核均等切成若干小块,经0.1%升汞表面消毒,置于含5.0μg/mL多菌灵的PDA培养基平

板,以不加药的PDA培养基平板为对照,20℃培养2~3d,每处理重复3次.统计各地的抗性菌株个数、
计算抗性频率.

抗性频率=
抗性菌株个数

总测定菌株个数×100%

1.2.3 田间抗性菌株的抗性水平测定

将检测到的抗性菌株,在PDA培养基平板上20℃培养2d,在菌落边缘打孔制成直径为7mm的菌

碟,将其接种在含多菌灵为0,5,10,50,100,200,400μg/mL的PDA培养基平板上.20℃培养2d,十字

交叉法测量菌落直径,每处理重复3次.分别计算抗性菌株对多菌灵剂量反应曲线的毒力回归方程及

EC50值,以抗性菌株的EC50值与敏感性基线的比值计算抗性倍数.同时以菌株的EC50值为标准划分菌

株的抗性标准[15],即1μg/mL<EC50<10μg/mL的菌株为低抗,10μg/mL<EC50<100μg/mL的为中

抗,EC50>100μg/mL的为高抗.
1.2.4 田间抗性菌株β 微管蛋白基因的克隆与测序

油菜菌核病病菌总DNA的提取采用CTAB提取法[16-18].
PCR引物B1-1和B3-1序列分别为

B1-1:5􀆳-GGTTTCCAAATCACCCACTCTCTCG-3􀆳
B3-1:5􀆳-GAACTCCATCTCGTCCATACCCTCA-3􀆳.
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PCR反应体系:0.5μLTaqDNA聚合酶(2.5U/μL)、2.5μL10×buffer、1.5μLMg2+(25mmol/L)、

2μLdNTP(2.5mmol/Leach)、0.5μLB1-1(5mol/L)、0.5μLB3-1(5mol/L)、0.5μLDNA模板(10ng),加

水至25μL.
PCR反应条件:94℃预变性5min,94℃变性1min,63℃1min,72℃1min,30个循环,72℃10min.
PCR产物胶回收,连接至pMD18-T载体上,转化大肠杆菌,挑选阳性克隆进行测序.序列测定由上海

生工生物工程技术服务有限公司完成.
利用Danman6.0软件分析测序结果,并利用多重序列比对抗药性菌株和标准油菜菌核病菌株1980

的β 微管蛋白基因碱基序列及编码的氨基酸序列差异.

2 结果与分析

图1 108株油菜菌核病对多菌灵的敏感性频率分布

2.1 油菜菌核病菌对多菌灵的敏感性基线

采用菌丝生长速率测定法测定了从四川、重

庆各地采集分离的106株油菜菌核病菌菌株对多

菌灵的敏感性,它们的敏感性分布如图1,EC50值

变化范围为0.00912~0.1827μg/mL,最不敏感

菌株的EC50值是最敏感菌株的20倍,平均EC50

值为(0.06725±0.03406)μg/mL.106株油菜菌

核病菌对多菌灵的敏感性频率分布呈连续单峰曲

线,接近正态分布,没有出现敏感性下降的抗药性

群体,这些病菌均为多菌灵野生敏感菌株,因此可

以采用这些菌株的EC50值作为油菜菌核病菌对多

菌灵的敏感性基线.
2.2 油菜菌核病菌对多菌灵的田间抗性监测

由表1可见,从四川省、重庆市共10个区县采集油菜菌核病病秆,以药剂质量浓度5.0μg/mL作为

鉴别剂量,测定了585株病原菌对多菌灵的田间抗性.结果表明,仅有3株多菌灵田间抗性菌株,抗性频率

分别为0.51%,说明本地区油菜菌核病菌对多菌灵仍以敏感性菌株为主,但是仍然存在抗性菌株,因此今

后川渝地区油菜菌核病对多菌灵的田间抗性监测依然重要.
表1 川渝地区菌核病病菌对多菌灵的抗性频率

采集地 菌株数 抗性菌株数 抗性频率/% 采集地 菌株数 抗性菌株数 抗性频率/%

四川阆中 124 1 0.81 重庆永川 51 0 0
四川宜宾 40 0 0 重庆潼南 42 0 0
四川武胜 42 0 0 重庆丰都 41 0 0
四川岳池 39 0 0 重庆北碚 39 0 0
四川隆昌 98 0 0 合计 585 3 0.51
四川威远 69 2 2.90

2.3 田间抗性菌株的抗性水平

采用菌丝生长速率测定法测定3株抗性菌株,结果表明3株多菌灵田间抗性菌株EC50值分别为

5095.25μg/mL,140.25μg/mL,254.48μg/mL,抗性倍数分别为75765倍、2085倍、3784倍(表2),以

抗性的标准划分,3株田间抗性菌株均为高抗.
表2 油菜菌核病菌对多菌灵抗性菌株的毒力测定

菌 株 毒力回归方程 EC50/(μg·mL-1) R 抗性倍数

LZDR9-13 y=0.321x+3.810 5095.25 0.991 75765
WYDR75 y=0.318x+4.235 140.25 0.984 2085
WYDR54 y=0.388x+4.167 254.48 0.981 3784
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2.4 田间抗性菌株的抗性分子机理

利用引物B1-1和B3-1对3个抗药性菌株的β 微管蛋白基因进行PCR扩增,均获得相同长度的DNA
片段,双向测序确定上述3个油菜菌核病菌菌株的β 微管蛋白基因片段长度为841bp,与标准菌株1980
的β 微管蛋白基因序列比较,发现第593位碱基A变成C,相应的198位氨基酸由谷氨酸Glu变成丙氨酸

Ala,其他位点未发生变异,即表明3株油菜菌核病菌田间多菌灵抗性菌株的抗性是由该位点的氨基酸突

变引起的.

3 讨 论

多菌灵属于苯并咪唑类杀菌剂,因其杀菌谱广,内吸性强,防病效果好,自20世纪70年代以来代替有

机汞、有机硫杀菌剂广泛应用于防治油菜菌核病和小麦赤霉病等多种作物病害,对促进粮、棉、油、菜、果

的稳产高产发挥了重要作用.但是由于其作用位点单一,广泛使用后容易使病原菌对其产生抗药性,如苹

果轮纹病菌[19]、芒果炭疽病菌[20]、黄瓜黑星病菌[21]等,都发现对多菌灵产生抗性.目前已报道对多菌灵产

生抗药性的主要油菜产区大多数分布在江苏省范围内.本研究结果表明,在四川省及重庆市的油菜生产区,
油菜菌核病菌对多菌灵仍以敏感性菌株为主,这可能和川渝地区对油菜菌核病的防治习惯有关.虽然有油

菜菌核病发生,但是由于相对整体油菜种植数量,发病程度低,发生地点相对零散,对最终菜籽的产量和

品质没有太多的影响,因此近些年并没有采用大规模,长时间的传统药剂防治,田间仍以敏感性菌株为主.
在实际生产中,当油菜菌核病大规模发生时,可以利用多菌灵进行防治,但是仍有抗性菌株发现,并且都

为多菌灵高抗菌株,这也许和油菜菌核病基因自然突变有关,虽然突变率极低,但是由于种群数量巨大,
仍然存在不通过人为药剂驯化和长时间药剂施用产生抗性菌株的可能性,因此在实际多菌灵的应用中,对

多菌灵抗性的检测仍然重要.并且在实际操作中,要尽量避免具有已知交互抗性的药剂长时间使用,例如

苯菌灵、甲基托布津等.
大量研究结果表明植物病原真菌田间抗性菌株的突变发生于β 微管蛋白167,198,200,240等氨基酸,

室内诱导抗性菌株的突变还可以位于134,165,241,257等氨基酸密码子上,而β 微管蛋白198位或者200
位氨基酸与抗性高低有关.本研究获得了油菜菌核病菌β 微管蛋白部分基因序列及相应的氨基酸序列.序
列分析得知198位氨基酸由Glu(MBCS)变为Ala(MBCR),与有关田间抗苯并咪唑类菌株的突变位点发生

在198位氨基酸上的报道一致,并且经过多菌灵对抗性油菜菌核病病菌菌株毒力测定表明,198位氨基酸

由 Glu(MBCS)变为 Ala(MBCR)抗性菌株为高抗菌株,与前人报道一致.
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MolecularMechanismandMonitoringonCarbendazimResistance
ofSclerotiniasclerotiorum ObtainedfromtheBlightStems

ofRapeinChongqingandSichuan

QIAO Xin, YU Yang, CHEN Jie,
YANGYu-heng, TANWan-zhong, BIChao-wei

SchoolofPlantProtection,SouthwestUniversity,Chongqing,China400715

Abstract:Sclerotiniasclerotiorumisthemainrapediseaseintheworld,whichshoulddoharmtothepro-
ductionoftherape.Carbendazim (MBC)waswidelyusedtocontrolsclerotiniastemrotinalongtime,

butdevelopmentofMBCresistanceinthecausalagentS.sclerotiorumledtocontrolfailuresofthisdis-
ease.InSichuanProvinceandChongqing,southwestChina,whereisanimportantoilseedrape,S.sclero-
tiorumoccurswidespreadly,andsomeplacesareseriously.Butfield-resistancestrainsarenotreportedin
recentyears.Sointhisstudy,thesensitivitybaselineofthepathogentoMBCwasestablished,andresist-
ancemonitoringandmolecularmechanismwerealsostudied.Therearemainresultsasfollow:thesensi-
tivitytoMBCof108wildstrainsofS.sclerotiorum werecollectedfromtheareawithoutfungicidespre-
vention,testedbymyceliumgrowthratemethod.Theresultsdemonstratedthatthesensitivitybaselineof
thepathogentoMBCis(0.06725±0.03406)μg/mL.BasedonthediscriminatoryconcentrationinPDA
amendedwithMBCof5μg/mL,atotalof585single-sclerotiumisolates(the10counties)ofS.sclerotio-
rum werecollectedtomonitorresistance.Theresultshowsthatthevastmajorityofstrainsaresensitive
strains,accountingfor99.49%.Only3field-resistancestrainsarefound,accountingfor0.51%.TheEC50

valuesofthreeresistancestrainsare5095.25μg/mL,140.25μg/mL,254.48μg/mL,andtheresistance
multiplesare75765times,2085times,3784times.Allofthembelongedtohighresistancestrains.Am-
plifiedtheresistancestrains􀆳β-tubulingenebyPCR,theresultswassequencedandcomparedwithstrain
1980.ThestudyshowsthatasinglemutationresultinginthereplacementofGAG(Glu)byGCG(Ala)at
the198thaminoacidecausedthehighresistancetocarbendazim.
Keywords:Sclerotiniasclerotiorum;carbendazim;sensitivitybaseline;resistance;molecularmechanism
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