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抗甲霜灵菌株筛选及生物学特性
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　　摘要：以大豆疫霉野生菌株Ｐｍｇ１为亲本，采用药剂驯化法获得抗甲霜灵菌株。初步研究抗药菌株的抗性水
平、菌丝生长阶段抗性的稳定性、菌落生长速率、菌落形态、游动孢子囊和卵孢子产生能力等生物学特性，并利用光

学显微镜观察其菌丝、游动孢子囊和卵孢子的形态。结果表明，获得５株抗甲霜灵菌株 Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ２、
Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ３、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ４、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５，抗性水平分别可达到野生亲本的３７９３．７、５５８１．７、５７７３．９、４４０９．３和
５４７６．０倍，且抗性可在菌丝阶段稳定遗传。与野生菌株 Ｐｍｇ１相比，抗药菌株的菌落生长速率明显降低；菌丝、游
动孢子囊和卵孢子在形态上与野生菌株相比没有明显变化，但抗药菌株游动孢子囊和卵孢子的产量显著降低。表

明大豆疫霉菌对甲霜灵容易产生抗性，抗药菌株在菌丝阶段抗药性的保持对甲霜灵没有依赖性。菌株除抗药性提

高、游动孢子囊和卵孢子产生能力下降外，其它生物学性状没有发生显著变化。
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　　大豆疫霉根腐病（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｒｏｏｔｒｏｔ），又名大
豆疫病，是由大豆疫霉（ＰｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅＫａｕｆｍａｎｎ
ｅｔＧｅｒｄｅｍａｎｎ）侵染引起的大豆毁灭性病害之一。
该病菌对大豆的寄生专化性强，侵染大豆后，引起幼

苗和成株的根腐或茎腐，对大豆生产构成很大威胁。

在全世界范围内，每年造成的大豆生产直接经济损

失高达十几亿美元［１］。目前，我国已发现在黑龙

江、吉林、福建、安徽、北京、内蒙古、江苏、河南、山

东、浙江和湖北等十多个省市［２～７］都有分布，其中在

黑龙江和福建发生严重，已成为当地大豆的重要

病害［１，８］。

目前国内外报道防治大豆疫霉根腐病的杀菌剂

中，最有效的是以甲霜灵［Ｎ－（２，６－ｄｉｍｅｔｈｙｌｐｈｅ
ｎｙｌ）－Ｎ－ｍｅｔｈｏｘｙａｃｅｔｙｌａｌａｎｉｎｅ］为代表的苯酰胺类
杀菌剂［９，１０］，但由于甲霜灵属于特异性位点抑制剂，

作用位点单一，病菌易对其产生抗性突变［１０～１３］。前

人研究表明，虽然不同疫霉菌或不同研究结果存在

差异，但均说明了长期单一使用甲霜灵会使病原菌

对甲霜灵产生抗药性，例如致病疫霉（Ｐ．ｉｎｆｅｓｔａｎｓ）、
烟草疫霉（Ｐ．ｎｉｃｏｔｉａｎａｅ）、苎麻疫霉（Ｐ．ｂｏｅｈｍｅｒｉａｅ）、
大豆疫霉（Ｐ．ｓｏｊａｅ）和辣椒疫霉（Ｐ．ｃａｐｓｉｃｉ）等多种
疫霉菌对甲霜灵产生了抗药性，并在生物学性状、致

病力以及抗性遗传等方面进行了初步研究［１０～１７］。

本研究采用甲霜灵药剂驯化的方法处理野生大豆疫

霉菌，获得抗药菌株，初步研究其部分生物学特性，

以明确甲霜灵对大豆疫霉菌生物学性状的影响，为

科学利用甲霜灵防治大豆疫病提供理论依据。同

时，为构建野生菌株和抗甲霜灵诱变菌株的ＡＦＬＰ－
ＤＮＡ指纹图谱提供试验材料，为进一步研究大豆疫
霉菌对甲霜灵产生抗性的分子机理作前期准备。

１　材料与方法
１．１　材料

大豆疫霉菌株 ＨＬＪ－ＳＨ由黑龙江大学农学院
提供；菌株９８－６、２３Ｄ、６Ｄ、Ｐｍｇ１、５号由东北农业大
学大豆中心提供。以上菌株均采集于黑龙江省大豆

主要种植区。甲霜灵（Ｍｅｔａｌａｘｙｌ）９５％原药，温州鹿
城农药厂出品。

１．２　方法
１．２．１　野生菌株对甲霜灵的敏感性测定　将供试
大豆疫霉菌株在胡萝卜琼脂培养基（ＣＡ）平板上培
养５ｄ后，转接到含１．０μｇ／ｍＬ和５．０μｇ／ｍＬ甲霜灵
的ＣＡ平板上培养，测量７ｄ后的菌落直径，观察菌
落形态。每个处理３个重复。以不加甲霜灵的处理
为对照。

１．２．２　抗甲霜灵菌株的诱导　结合 Ｃｈａｎｇ［１８］和左
豫虎等［１１］的方法，将菌株 Ｐｍｇ１置于 ＣＡ平板上，
２５℃黑暗培养 ５ｄ，然后转移至含甲霜灵１．０、２．５、
５．０和１０．０μｇ／ｍＬ的 ＣＡ平板上，每培养皿接种 １
块，每菌株接种３皿。置于２５℃黑暗培养，观察菌
丝生长情况。将菌丝块边缘产生的快速生长角变区

分别移至含１．０、２．５、５．０和１０．０μｇ／ｍＬ甲霜灵的
ＣＡ平板上，直至找到能在含相应浓度甲霜灵的 ＣＡ
平板上正常生长的抗药突变菌株为止。具有甲霜灵

抗性的菌株用Ｍｔｒ表示。
１．２．３　抗甲霜灵菌株的抗性水平测定　参照高智
谋等［１０］的方法并稍做改动，将在ＣＡ平板上培养５ｄ
的抗药菌株沿菌落边缘打取直径为７ｍｍ的菌饼，分
别移到含有 ０．０、１．０，１０．０，５０．０，１００．０，５００．０，
８００．０，１０００．０，１５００．０，２０００．０μｇ／ｍＬ甲霜灵的
ＣＡ平板上培养。对照野生亲本菌株 Ｐｍｇ１按上述
方法分别移到含有０．０，０．０１，０．０５，０．１，０．５，１．０，
１０．０μｇ／ｍＬ甲霜灵的ＣＡ平板上培养。培养条件为
２５℃黑暗，每个处理３次重复，测量４ｄ后的菌落直
径，计算菌丝生长抑制率和 ＥＣ５０，以抗药菌株的
ＥＣ５０值与野生菌株的ＥＣ５０值之比计算各突变株的抗
性水平［１０］。

１．２．４　抗药菌株的抗药稳定性检测　结合高智谋
等［１０］和左豫虎等［１１］的方法，将筛出的抗药菌株分

别接在不含甲霜灵和含甲霜灵１０．０μｇ／ｍＬ的 ＣＡ
平板上培养，５、１０、１５、２０、３０ｄ后分别转移至不含甲
霜灵和含甲霜灵１０．０μｇ／ｍＬ的 ＣＡ平板上，并测量
第５ｄ的菌落直径，以野生亲本Ｐｍｇ１作对照，每个处
理３个重复。测定抗药菌株抗药性的稳定性。
１．２．５　抗药菌株的生长速率及菌落、菌丝形态　将
抗药菌株移至含甲霜灵１０．０μｇ／ｍＬ的 ＣＡ培养基
上，野生亲本 Ｐｍｇ１移至不加甲霜灵的 ＣＡ培养基
上，置于２５℃黑暗培养５ｄ后均转移至不含甲霜灵
的ＣＡ上，５ｄ后测量菌落直径，并观察菌丝形态。每
个处理３个重复。

将供试菌株在ＣＡ平板上２５℃黑暗培养６ｄ，挑
取菌丝，均匀地分布在载玻片上，在光学显微镜下随

机选取２０个视野，观察菌丝形态。
１．２．６　游动孢子囊、卵孢子产生能力和形态观察　
结合左豫虎等［１９］和兰成忠等［２０］的方法诱导产游动

孢子囊，将供试菌株在 ＣＡ平板上 ２５℃黑暗培养
５ｄ，用无菌打孔器在菌落边缘内侧打取直径为７ｍｍ
的菌饼，挑取１０块菌饼接入无菌的培养皿中，加入
适量无菌水，使其刚好湿润浸没，每隔３０ｍｉｎ换一次
水，换４次后加入１５ｍＬＰｅｔｒｉ培养液，２５℃黑暗培养

４２６ 中国油料作物学报　２０１４，３６（５）



２２～２４ｈ后，在光学显微镜下观察，随机选取４０个
２．０×１０５μｍ２大小的面积，记录每个２．０×１０５μｍ２

面积中游动孢子囊的数量。每个菌株３个培养皿。
供试菌株在ＣＡ平板上２５℃黑暗培养１０ｄ后，

将培养皿置于光学显微镜下，随机选取２０个２．０×
１０５μｍ２大小的面积，记录每个２．０×１０５μｍ２面积中
卵孢子的数量。

２　结果与分析
２．１　野生型菌株对甲霜灵的敏感性测定

根据表１可知，各供试菌株在甲霜灵浓度为１．０
μｇ／ｍＬ时菌落生长都受到显著抑制，其中供试２３Ｄ
在含甲霜灵１．０μｇ／ｍＬ的 ＣＡ平板上不生长。在含
５．０μｇ／ｍＬ甲霜灵的ＣＡ培养基上只有Ｐｍｇ１的生长

速率为０．４ｍｍ／ｄ，其他菌株均不生长。此外，在含
甲霜灵的ＣＡ平板上，Ｐｍｇ１的菌落边缘出现不明显
角变区，因此选择菌株 Ｐｍｇ１作为野生亲本来筛选
抗药菌株。

野生菌株Ｐｍｇ１对甲霜灵的敏感性测定结果表
明（表２），供试菌株Ｐｍｇ１在不含甲霜灵的ＣＡ培养
基上生长速率为６．５ｍｍ／ｄ，而在含甲霜灵０．０１μｇ／
ｍＬ的ＣＡ培养基平板上菌丝生长开始受到抑制，生
长速率为５．４ｍｍ／ｄ；在含甲霜灵 ０．５μｇ／ｍＬ的 ＣＡ
培养基上生长受到显著性抑制，生长速率为１．７ｍｍ／
ｄ；在含甲霜灵１０μｇ／ｍＬ的 ＣＡ培养基上，生长速率
仅为０．３ｍｍ／ｄ，几乎不生长，并从含甲霜灵１．０μｇ／
ｍＬ的ＣＡ培养基平板上开始出现不明显角变区。

表１　大豆疫霉供试菌株对甲霜灵的敏感性
Ｔａｂｌｅ１　ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＰ．ｓｏｊａｅｉｓｏｌａｔｅｓｔｏｍｅｔａｌａｘｙｌ

甲霜灵浓度
Ｍｅｔａｌａｘｙｌｃｏｎｔｅｎｔ／（μｇ／ｍＬ）

菌株生长速率Ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅ／（ｍｍ／ｄ）
９８－６ ２３Ｄ ６Ｄ Ｐｍｇ１ ＨＬＪ－ＳＨ ５号

０．０ ５．３ａ ５．１ａ ３．３ａ ６．４ａ ２．８ａ ９．４ａ
１．０ ０．３ｂ ０．０ｂ ０．５ｂ ０．９ｂ ０．４ｂ ０．３ｂ
５．０ ０．０ｃ ０．０ｃ ０．０ｃ ０．４ｃ ０．０ｃ ０．０ｃ

　　注：同一列内比较，不同字母代表在０．０５水平有显著性差异Ｐ＝０．０５（Ｄｕｎｃａｎ＇ｓ）。下同
　　Ｎｏｔｅ：ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｌｅｔｔｅｒｓｗｉｔｈｉｎａｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｄｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｏｆＰ＝０．０５（Ｄｕｎｃａｎ＇ｓ）．Ｓａｍｅａｓｂｅｌｏｗ

表２　野生菌株Ｐｍｇ１和抗药菌株在含不同浓度甲霜灵ＣＡ平板上的生长速率
Ｔａｂｌｅ２　Ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｓｏｆｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｐａｒｅｎｔＰｍｇ１ａｎｄＭｒｔｉｓｏｌａｔｅｓｏｎＣＡｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｍｅｔａｌａｘｙｌｃｏｎｔｅｎｔ

甲霜灵浓度
Ｍｅｔａｌａｘｙｌｃｏｎｔｅｎｔ
／（μｇ／ｍＬ）

甲霜灵抗性菌株生长速率 Ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｓｏｆｍｅｔａｌａｘｙｌ－ｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅｓ／（ｍｍ／ｄ）

Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１ Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ２ Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ３ Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ４ Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５

甲霜灵浓度
Ｍｅｔａｌａｘｌｙｃｏｎｔｅｎｔ
／（μｇ／ｍＬ）

Ｐｍｇ１生长速率
Ｇｒｏｗｔｈｒａｔｅｓ

ｏｆＰｍｇ１／（ｍｍ／ｄ）
０．０ ３．８ａ ２．９ａ ３．６ｄ ４．６ｂ ４．１ａ ０．００ ６．５ａ
１．０ ３．９ａ ２．９ａ ４．１ｂｃ ４．５ｂ ４．１ａ ０．０１ ５．４ｂ
１０．０ ３．９ａ ３．０ａ ４．６ａ ４．７ａｂ ３．９ａ ０．０５ ４．６ｃ
５０．０ ３．９ａｂ ３．１ａ ３．８ｃｄ ４．６ｂ ３．８ａ ０．１０ ３．９ｄ
１００．０ ３．７ｂ ３．１ａ ４．３ｂ ５．０ａ ４．１ａ ０．５０ １．７ｅ
５００．０ ２．０ｃ ２．１ｂ ３．１ｅ ２．４ｃ ３．３ｂ １．００ ０．９ｆ
８００．０ １．２ｄ １．２ｃ １．４ｆ １．６ｄ １．５ｃ １０．００ ０．３ｆ
１０００．０ ０．９ｅ ０．９ｄ １．１ｇ １．４ｄ ０．９ｄ － －
１５００．０ ０．４ｆ ０．４ｅ ０．３ｈ ０．５ｅ ０．２ｅ － －
２０００．０ ０．３ｆ ０．０ｆ ０．０ｉ ０．２ｅ ０．０ｅ － －

２．２　抗甲霜灵菌株的诱导
通过在含不同浓度甲霜灵的ＣＡ平板上筛选抗

药菌株发现，在２．５μｇ／ｍＬ的 ＣＡ平板上出现明显
快速生长的角变区（图１），将该角变区视为第一代
角变区并移至２．５μｇ／ｍＬ的 ＣＡ平板上培养，待出
现第二代角变区后再移至 ２．５μｇ／ｍＬ的 ＣＡ平板
上，并按此方法得到第四代角变区。发现第四代角

变区在２．５μｇ／ｍＬ的 ＣＡ平板上能够均匀地生长，
不再出现角变区。将第四代角变区移接至含有甲霜

灵１０．０μｇ／ｍＬ的 ＣＡ平板上，依然能较好地生长，
即为抗甲霜灵菌株Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１。通过该方法在含

图１　野生菌株Ｐｍｇ１在含甲霜灵２．５μｇ／ｍＬＣＡ
平板上的第一代角变区（ＦＡ）

Ｆｉｇ．１　Ｆｉｒｓｔａｎｇｌｅ（ＦＡ）ｏｆＰ．ｓｏｊａｅｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｐａｒｅｎｔＰｍｇ１
ｉｎｃｕｂａｔｅｄｏｎＣＡｗｉｔｈ２．５μｇ／ｍＬｍｅｔａｌａｘｙｌ

５２６国莉玲等：大豆疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）抗甲霜灵菌株筛选及生物学特性



甲霜灵１０．０μｇ／ｍＬ的ＣＡ平板上获得另外４株抗甲
霜灵菌株 Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ２、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ３、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ４、
Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５。
２．３　抗甲霜灵菌株的抗性水平测定

根据表２可知，抗药菌株的生长速率在甲霜灵
浓度０．０到１００．０μｇ／ｍＬ之间差异不显著，即说明

在甲霜灵浓度０．０到１００．０μｇ／ｍＬ之间抗药菌株对
甲霜灵不敏感。而在含甲霜灵浓度５００．０μｇ／ｍＬ的
培养基上生长受到显著性抑制，在 ２０００．０μｇ／ｍＬ
的培养基上几乎不生长。说明本研究中获得的抗药

菌株对甲霜灵均具有较高的抗性，抗药菌株的抗性

水平可达到３７９３．７～５４７６．０倍（表３和图２）。
表３　大豆疫霉抗药菌株对甲霜灵的抗性水平

Ｔａｂｌｅ３　Ｍｅｔａｌａｘｙｌ－ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｌｅｖｅｌｓｏｆＭｒｔｉｓｏｌａｔｅｓｉｎＰ．ｓｏｊａｅ
菌株
Ｓｔｒａｉｎ

回归方程
Ｖｉｒｕｌｅｎｃｅｌｉｎｅａｒｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎｅｑｕａｔｉｏｎ 相关系数ｒ

ＥＣ５０
／（μｇ／ｍＬ）

抗性水平
Ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅｌｅｖｅｌ

Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１ Ｙ＝２．５４０８ｘ－１．８５２５ ０．９９８４ ４９７．７３００ ３７９３．７
Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ２ Ｙ＝５．５５４９ｘ－１０．９１３ ０．９３１２ ７３２．３１８５ ５５８１．７
Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ３ Ｙ＝６．２１５９ｘ－１２．８９８ ０．９６８５ ７５７．５３０３ ５７７３．９
Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ４ Ｙ＝０．８２５２ｘ－１．７５２６ ０．９８１２ ５７８．４９５５ ４４０９．３
Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５ Ｙ＝６．３１４５ｘ－１３．０３７ ０．９８９１ ７１８．４５５７ ５４７６．０

Ｐｍｇ１（Ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｉｓｏｌａｔｅ） Ｙ＝０．９８６４ｘ＋５．８６２２ ０．９８８６ ０．１３１２ －

注：每个平皿中左侧为抗药菌株，右侧为野生亲本Ｐｍｇ１
Ｎｏｔｅ：Ｉｎａｌｌｐｌａｔｅｓａｂｏｖｅ，ＭｔｒｉｓｏｌａｔｅｏｎｔｈｅｌｅｆｔａｎｄＰ．ｓｏｉａｅｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｐａｒｅｎｔＰｍｇ１ｏｎｔｈｅｒｉｇｈｔ
图２　菌株于含甲霜灵１０μｇ／ｍＬ的ＣＡ平板上２５℃黑暗培养９ｄ的形态

Ｆｉｇ．２　Ｐ．ｓｏｊａｅｉｎｃｕｂａｔｅｄｉｎｄａｒｋｎｅｓｓｆｏｒ９ｄａｙｓａｔ２５℃ ｏｎＣＡｗｉｔｈｌ０μｇ／ｍＬｍｅｔａｌａｘｙｌ

表４　甲霜灵对Ｍｔｒ抗性菌株在菌丝生长过程中抗性保持的影响
Ｔａｂｌｅ４　ＥｆｆｅｃｔｏｆｍｅｔａｌａｘｙｌｏｎｍａｉｎｔａｉｎｉｎｇＭｔｒｒｅｓｉｓｔａｎｔ－ｉｓｏｌａｔｅｓｏｆＰ．ｓｏｊａｅｄｕｒｉｎｇｈｙｐｈａｌｇｒｏｗｔｈ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

培养基
Ｍｅｄｉｕｍ

不同时间处理下菌丝生长速率 Ｒａｔｅｏｆｈｙｐｈａｌｇｒｏｗｔｈｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅ／（ｍｍ／ｄ）
５ｄ ８ｄ １５ｄ ２０ｄ ３０ｄ

Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１－Ｍ
Ｃｏｎｔａｉｎｅｄｍｅｔａｌａｘｙｌ ４．０ｂ ４．８ａ ３．８ｂ ４．１ｂ ３．３ｃ

ＣＫ ４．２ｂ ４．８ａ ３．８ｃ ３．９ｃ ３．３ｄ

Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１－０
Ｃｏｎｔａｉｎｅｄｍｅｔａｌａｘｙｌ ３．９ｂ ４．５ａ ４．３ａ ４．３ａ ３．８ｂ

ＣＫ ４．０ａｂｃ ４．３ａ ３．８ｂｃ ４．２ａｂ ３．７ｃ

Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５－Ｍ
Ｃｏｎｔａｉｎｅｄｍｅｔａｌａｘｙｌ ４．０ｃ ４．３ｂ ５．０ａ ４．４ｂ ３．６ｄ

ＣＫ ３．７ｃ ４．２ｂ ４．７ａ ４．６ａ ３．６ｃ

Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５－０
Ｃｏｎｔａｉｎｅｄｍｅｔａｌａｘｙｌ ３．８ｃ ４．８ａ ４．９ａ ４．１ｂ ３．７ｃ

ＣＫ ３．９ｂ ４．５ａ ４．５ａ ４．２ａｂ ３．２ｃ
Ｐｍｇ１

（Ｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｉｓｏｌａｔｅ） ＣＫ ６．５ ７．０ ７．２ ７．３ ６．６

　　注：－Ｍ表示抗药菌株在含甲霜灵１０．０μｇ／ｍＬ的ＣＡ平板上培养；－０表示抗药菌株在不含甲霜灵的ＣＡ上培养，ＣＫ表示不含甲霜灵的
培养基；培养基中甲霜灵含量为１０．０μｇ／ｍＬ；同一行内比较，字母相同的表示差异不显著Ｐ＝０．０５（Ｄｕｎｃａｎ＇ｓ）
　　Ｎｏｔｅ：－Ｍ：ｒｅｓｉｓｔａｎｔ－ｉｓｏｌａｔｅｓｏｎｔｈｅｐｌａｔｅｓｏｆＣＡｗｉｔｈｌ０μｇ／ｍＬｍｅｔａｌａｘｙｌ；－０：ｒｅｓｉｓｔａｎｔ－ｉｓｏｌａｔｅｓｏｎｔｈｅｐｌａｔｅｓｏｆｍｅｔａｌａｘｙｌ－ｆｒｅｅＣＡ；ＣＫ：Ｍｅｄｉｕｍ
ｗｉｔｈｏｕｔｍｅｔａｌａｘｙｌ．Ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｍｅｔａｌａｘｙｌｉｎｔｈｅｍｅｄｉｕｍｗａｓ１０．０μｇ／ｍＬ；Ｃｏｍｐａｒｉｏｎｗｉｔｈｉｎａｒｏｗ，ｔｈｅｓａｍｅｌｅｔｔｅｒｉｎｄｉｃａｔｅｄｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅＰ＝
０．０５（Ｄｕｎｃａｎ＇ｓ）

２．４　抗药菌株的稳定性检测
抗药菌株 Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１和 Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５，同时在

不含甲霜灵和含甲霜灵１０．０μｇ／ｍＬ的 ＣＡ平板上
培养至第５、１０、１５、２０、３０ｄ后，转移至不含甲霜灵和

６２６ 中国油料作物学报　２０１４，３６（５）



含甲霜灵１０．０μｇ／ｍＬ的 ＣＡ平板上，生长速率虽然
存在不同程度的差异（表４），但均能够正常生长且
菌落形态无明显差异，表明 Ｍｔｒ抗药菌株在菌丝阶
段抗性的保持对甲霜灵并无依赖性，即使长时间不

接触甲霜灵，其抗性也不会下降或丧失。

２．５　抗药菌株的生长速率及菌落、菌丝形态
抗药菌株 Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ２、Ｐｍｇ１－

Ｍｔｒ３、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ４、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５在ＣＡ培养基上的生
长速率分别为３．６、４．１、４．０、４．０、４．０ｍｍ／ｄ，与野生
菌株Ｐｍｇ１６．６ｍｍ／ｄ的生长速率有显著性差异（Ｐ
＝０．０５）。与野生亲本相比，抗药菌株生长慢，气生
菌丝发达，呈棉絮状（图３）。

图３　菌株于ＣＡ平板上２５℃黑暗培养５ｄ的菌落形态
Ｆｉｇ．３　ＣｏｌｏｎｉａｌｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙｏｆＰ．ｓｏｊａｅｉｎｃｕｂａｔｅｄ

ｉｎｄａｒｋｎｅｓｓｆｏｒ５ｄａｔ２５℃ ｏｎＣＡ

　　通过显微镜观察培养５ｄ的菌丝发现，抗药菌株
的菌丝在形态上并没有发生突变，与野生亲本Ｐｍｇ１
的菌丝同为珊瑚状，近直角分支，菌丝分支处缢缩，

菌落边缘的幼龄菌丝无横隔多核，靠近菌落中间的

老龄菌丝具有横隔（图４）。

注：Ａ：Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１的幼龄菌丝，；Ｂ：Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１的老龄菌丝；
Ｃ：Ｐｍｇ１的幼龄菌丝；Ｄ：Ｐｍｇ１的老龄菌丝；Ｎ：无隔菌丝；Ｓ：有隔菌丝
Ｎｏｔｅ：Ａ：ｙｏｕｎｇｈｙｐｈａｏｆＰｍｇ１－Ｍｔｒ１；Ｂ：ｏｌｄｈｙｐｈａｏｆＰｍｇ１－Ｍｔｒ１；

Ｃ：ｙｏｕｎｇｈｙｐｈａｏｆＰｍｇ１；Ｄ：ｏｌｄｈｙｐｈａｏｆＰｍｇ１；
Ｎ：ｎｏｎｓｅｐｔａｔｅｈｙｐｈａ；Ｓ：ｓｅｐｔａｔｅｈｙｐｈａ

图４　抗药菌株Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１和野生菌株Ｐｍｇ１的菌丝形态
Ｆｉｇ．４　ＨｙｐｈａｅｏｆＭｔｒｍｕｔａｎｔＰｍｇ１－Ｍｔｒ１
ａｎｄＰ．ｓｏｉａｅｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｐａｒｅｎｔＰｍｇ１

２．６　游动孢子囊、卵孢子产生能力和形态观察
抗药菌株的游动孢子囊数量与野生菌株 Ｐｍｇ１

有显著差异（Ｐ＝０．０５），而抗药菌株之间并无显著
差异。抗药菌株 Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ２、Ｐｍｇ１－
Ｍｔｒ３、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ４、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５的游动孢子囊数分
别为５７５、４００、３５０、４００、３１２．５个／ｃｍ２，而野生菌株
Ｐｍｇ１为７７５个／ｃｍ２。与野生菌株 Ｐｍｇ１相比，抗药
菌株所产生的游动孢子囊在形态上并无明显变异，

孢子囊均为单生或有简单分支，顶生，倒梨型或长椭

圆型（图５）。

图５　抗药菌株Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５和野生
菌株Ｐｍｇ１产生的游动孢子囊

Ｆｉｇ．５　ＺｏｏｓｐｏｒａｎｇｉｕｍｏｆＭｔｒｉｓｏｌａｔｅＰｍｇ１－Ｍｔｒ５
ａｎｄＰ．ｓｏｉａｅｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｐａｒｅｎｔＰｍｇ１

　　抗药菌株的卵孢子数量与野生菌株 Ｐｍｇ１有显
著差异（Ｐ＝０．０５），抗药菌株之间并无显著差异。
抗药菌株 Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ２、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ３、
Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ４、Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ５的卵孢子数分别为１３２５、
９００、３２５、５２５、２２２５个／ｃｍ２，而野生菌株Ｐｍｇ１为２３
４００个／ｃｍ２（图 ６）。抗药菌株的卵孢子壁颜色较
深，但在形态上没有发生明显变异，与野生亲本

Ｐｍｇ１同样表现为：雄器不规则，一般侧生，偶有围
生；藏卵器壁薄，无饰纹，球形或亚球形；卵孢子壁

厚，光滑，细胞质呈颗粒状（图６）。

图６　抗药突变株Ｐｍｇ１－Ｍｔｒ１和野生
菌株Ｐｍｇ１的卵孢子（Ｏｏｓ）

Ｆｉｇ．６　Ｏｏｓｐｏｒｅｓ（Ｏｏｓ）ｏｆＭｔｒｉｓｏｌａｔｅＰｍｇ１－Ｍｔｒ１
ａｎｄＰ．ｓｏｉａｅｗｉｌｄ－ｔｙｐｅｐａｒｅｎｔＰｍｇ１

３　讨论
甲霜灵对疫霉的作用位点单一，选择性抑制核

糖体 ＲＮＡ聚合酶，ＲＮＡ聚合酶的突变会导致某些
疫霉菌对甲霜灵产生抗药性［２１～２３］。高智谋等［１０］、

左豫虎等［１１］、崔林开等［２４］先后采用药剂驯化的方

７２６国莉玲等：大豆疫霉菌（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｓｏｊａｅ）抗甲霜灵菌株筛选及生物学特性



法分别获得了对甲霜灵具有较高抗性的苎麻疫霉、

大豆疫霉抗药性菌株。本研究中，通过药剂驯化方

法对供试大豆疫霉菌进行抗甲霜灵诱变，获得了５
株高抗甲霜灵的抗药性突变株，抗性水平可达到野

生亲本的３７９３．７～５７７３．９倍之间，并发现其抗药
性在菌丝阶段的保持对甲霜灵无依赖性，即使长时

间不接触甲霜灵，其抗性也不会下降或丧失。该结

果与左豫虎等［１１］得到的大豆疫霉抗甲霜灵菌株的

结果相一致。而高智谋等［１０］所获得苎麻疫霉抗甲

霜灵菌株的抗性不稳定，在一段时间不接触甲霜灵

后，其抗药性下降或丧失。以上情况正如王源超

等［２５］在研究中提到，不同疫霉中甚至同一种的不同

菌株对甲霜灵产生抗药性的遗传背景可能有较大的

差异。

另外，Ｃａｆｅ＇－Ｆｉｌｈｏ［２６］和戚仁德等［１３］对抗甲霜

灵的辣椒疫霉菌株的研究中发现，辣椒疫霉抗甲霜

灵菌株的形态特征与敏感菌株相似，主要生物学性

状与敏感菌株无显著差异。在本研究中，与野生亲

本Ｐｍｇ１相比，虽然抗药菌株的生长速率减慢，气生
菌丝更发达，但采用光学显微镜观察发现，抗药菌株

的菌丝、游动孢子囊和卵孢子的形态，与野生亲本

Ｐｍｇ１并无明显差异，这表明其主要的形态特征未因
大豆疫霉菌对甲霜灵产生抗性突变而改变。然而抗

药菌株的游动孢子囊产生能力显著下降，卵孢子的

产量也明显减少。这一点与 Ｒａｎａ等［２７］、李宝笃

等［１５］和王源超等［２８］的研究中所提到甲霜灵可抑制

恶疫霉、大雄疫霉和棉疫霉菌卵孢子产量的结果相

一致。这些研究表明甲霜灵除抑制疫霉 ＲＮＡ聚合
酶外，可能还涉及到对有性生殖等其他生理代谢方

面的影响。由于大豆疫霉菌主要通过卵孢子越冬，

故卵孢子数量的减少可能对抗药菌株在自然界的越

冬产生一定的影响。

本研究中并没有使用任何诱变剂，而是在甲霜

灵选择压力下获得了高抗甲霜灵的抗药性突变株。

可能原因，一是在含甲霜灵培养基上培养导致大豆

疫霉菌产生了抗药性；二是由于生产上应用甲霜灵

导致田间出现抗性菌株，在分离到的菌株中含有抗

性单株，试验中甲霜灵只是起到筛选剂的作用。不

论何种原因均说明大豆疫霉菌容易对甲霜灵产生抗

药性。因此，在防治大豆疫霉根腐病时，要合理使用

甲霜灵，注意轮换用药，将甲霜灵与其他作用方式的

化学药剂交替使用或者混配使用，避免单一药剂使

用。大豆疫霉菌对甲霜灵抗性的产生并没有伴随着

形态特征的改变，在遗传物质上的改变还要进行更

深层次的探索与研究。本研究小组后续研究将构建

野生菌株和抗甲霜灵菌株的 ＡＦＬＰ－ＤＮＡ指纹图
谱，以期进一步明确大豆疫霉菌对甲霜灵抗性产生

的分子机理。
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