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芒果炭疽病菌对多菌灵的抗药性
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摘要：对来自广东和海南等不同果园的芒果炭疽病菌进行了对多菌灵的抗性测定。结果表

明，敏感菌株的最小抑制浓度（ＭＩＣ）为０．１１０μｇ／ｍＬ，而抗性菌株在多菌灵５００μｇ／ｍＬ下仍生
长良好。抗性菌株经继代培养１０代后抗性几乎不变，说明其抗性稳定。对抗、感菌株的生物
学特性进行测定，然后以产孢量和致病力分别用 ＭＩＣ做简单相关性分析，证明病菌的生物学
特性、产孢量、致病力与抗药性无关，因此可以认为病菌对多菌灵的抗药性突变并不影响其正

常的生理功能。抗性菌株对甲基硫菌灵、苯菌灵、噻菌灵表现正交互抗性，而对乙霉威和咪鲜

胺敏感。病菌在含药培养基上测定的敏感性与在经多菌灵处理过的离体果实上的敏感性有较

好的对应关系，可用于大田抗药性的初步检测。
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　　芒果炭疽病是芒果的严重病害，其病原菌为
ＣｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓＰｅｎｚ，属半知菌纲。
可引起芒果花、叶和果实的掉落，其潜伏菌使采后

果实变黑腐烂，严重影响果实的产量及品质。多

菌灵（ｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ）、甲基硫菌灵（ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ
ｍｅｔｈｙｌ）、苯菌灵 （ｂｅｎｏｍｙｌ）、噻菌灵 （ｔｈｉａｂｅｎ
ｄａｚｏｌｅ）等苯并咪唑类杀菌剂对该病害具有很好
的控制作用，后３种药剂与病菌相互作用后都会
产生共同的衍生物多菌灵或它的乙基同系物乙基

多菌灵［１］。多菌灵与敏感菌株的微管蛋白有高

度的亲和力，它束缚微管蛋白亚基，使微管的形成

受阻，不能正常组装到有丝分裂过程中起重要作

用的纺锤丝，破坏细胞有丝分裂，最终表现为杀菌

作用［２～５］。多菌灵对芒果采前炭疽病的防效可达

６７．６％［６］；用含有苯菌灵８５０ｍｇ／ｍＬ的温水（５２℃
～５５℃）处理采后果实１０ｍｉｎ可有效抑制炭疽病
的发生［７］。但是，频繁使用此类杀菌剂会导致芒

果炭疽病菌产生抗药性。对许多真菌来说，抗药

性的形成与病菌β微管蛋白基因变异有关，属单
基因突变，由这一单基因控制的抗药性机制极易

引起病菌产生抗药性，还会引发交互抗性［８～１１］。

炭疽病菌对杀菌剂产生抗药性的现象在国外

早有报道。ｄｅＬａｐｅｙｒｅｄｅＢｅｌｌａｉｒｅ等报道了香蕉
炭疽病菌 Ｃ．ｍｕｓａｅ对噻菌灵的抗药性［１２］。Ｓｐａｌ
ｄｉｎｇ在芒果炭疽菌中筛选到了能耐受１００μｇ／ｍＬ
苯菌灵的抗性菌株，并对噻菌灵、甲基硫菌灵等

杀菌剂具有正交互抗药性［１３］。

我国关于芒果炭疽病的抗药性问题尚未研究

清楚。在芒果炭疽病的防治中发现，有些果园使

用的多菌灵药效显著下降，使用浓度不断加大，有

的甚至失效，似乎已经出现了抗药性问题。为了

弄清上述问题，我们开展了芒果炭疽病菌对多菌

灵的田间抗药性测定，以期为科学有效地治理此

病害及抗药性监测提供毒理学依据。

１材料与方法
１．１材料
１．１．１供试药剂

９９％多菌灵、９４％甲基硫菌灵、９８％苯菌灵、
９８％噻菌灵、９０．４％乙霉威（ｄｉｅｔｈｏｆｅｎｃａｒｂ）等杀菌
剂原药和４５％咪鲜胺（ｐｒｏｃｈｌｏｒａｚ）乳油。
１．１．２供试菌株
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　　用五点采样法从广东省湛江市的一个长期使
用多菌灵（以多菌灵和甲基硫菌灵为主）的芒果

园、海南省儋州市很少使用多菌灵和海口市多菌

灵使用情况不明的芒果园分别采集表现炭疽病症

状的芒果叶片或果实，用 ＰＡ培养基分离，单孢纯
化，按照柯赫氏法则确证其是芒果炭疽病病原菌。

从每一个田间采集的病样分离到的病原菌为一个

菌株。所有菌株均于ＰＤＡ试管斜面上保存备
用。来自湛江、儋州和海口的菌株分别以“Ｚ”、
“Ｄ”、“Ｈ”开头编号，若为抗性菌株加“Ｒ”，敏感菌
株加“Ｓ”。
１．２方法
１．２．１供试药剂母液及含药培养基的制备

将９９％多菌灵溶解于盐酸，９４％甲基硫菌
灵、９８％苯菌灵和９８％噻菌灵溶于甲醇，９０．４％
乙霉威溶于丙酮，４５％咪鲜胺溶于无菌水，分别溶
解后配成１００００μｇ／ｍＬ的母液；然后按试验所需
的药剂处理浓度，吸取相应体积的母液分别加入

灭菌的ＰＤＡ培养基中，混合均匀后倒入培养皿中
制成含药培养基平板。

１．２．２在培养基平板上供试菌株对多菌灵的敏
感性初步测定

参照 Ｓｐａｌｄｉｎｇ的方法［１３］及其对芒果炭疽病

菌在含药培养基上的敏感性测定结果，将待测菌

株置于分别含多菌灵 ０．５、１０、２０μｇ／ｍＬ的 ＰＤＡ
平板上进行敏感性初步测定。具体方法：供试菌

株活化培养７天后，用打孔器在菌落边缘打取菌
块（直径５ｍｍ，下同），移接于上述含不同多菌灵
浓度的ＰＤＡ培养基中，每菌株每浓度３皿。培养
４天后以交叉法测量菌落直径，测量结果减去移
接菌块的直径。

１．２．３对多菌灵敏感基线（ｍｉｎｉｍａｌｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙｃｏｎ
ｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ，ＭＩＣ）及抗药性水平测定

把在多灵菌０．５μｇ／ｍＬ下受完全抑制的菌株
进一步进行对多菌敏灵敏感基线的测定；把在

２０．０μｇ／ｍＬ下仍能生长的菌株进一步进行对多
菌灵的抗性测定。按１．２．２的方法，把属于前者
的待测菌株分别置于含多菌灵０（ＣＫ）、０．０５、
０．０７、０．０９、０．１１、０．１３μｇ／ｍＬ的 ＰＤＡ平板上培
养，属于后者的菌株置于含多菌灵０（ＣＫ）、５、２０、
５０、１００、５００μｇ／ｍＬ的 ＰＤＡ平板上培养。每菌株
２皿，重复３次。培养４天后以交叉法测量菌落
直径，测量结果扣除移接菌块的直径。

１．３不同菌株的菌落、分生孢子形态、产孢量、菌
落生长速度和致病力测定

将病菌在ＰＤＡ上培养４天，观察菌落形态和
颜色，然后每皿倒入１０ｍＬ无菌水，用灭菌的三角
涂棒刮下分生孢子，在显微镜下观察分生孢子的

形态和用血球计数器计算其数量。每菌株测定３
皿，取平均值。

待测菌株于ＰＤＡ平板上培养７天，取菌落边
缘菌块，移接于 ＰＤＡ平板上，分别于第３、４、５天
测量菌落直径，计算每天菌落直径增长量，取平均

值。每菌株２皿，３次重复。
取已培养７天的待测菌株的菌落边缘菌块紧

贴于用针刺创伤的芒果果实伤口上。芒果品种为

红象牙（感病品种），各果实成熟度基本一致，除

针刺创伤外，其它正常。每菌株接种２个果，每果
接种５点，３次重复，以接琼脂培养基为对照。保
湿２４ｈ后解除保湿条件，５天后检查发病率和用
交叉测量法测量病斑直径，计算发病率和病情指

数。所有操作在室温２６～２９℃进行。
１．４抗、感菌株的产孢量、致病力与 ＭＩＣ的简单
相关性分析

随机选取部分抗性菌株和敏感菌株，如 ＭＩＣ
大于５００μｇ／ｍＬ以及ＭＩＣ为０．１１μｇ／ｍＬ或
０．１３μｇ／ｍＬ的菌株，以其产孢量、致病力分别与
ＭＩＣ进行简单相关性分析。
１．５抗性菌株的稳定性测定

从Ｚ类菌系中随机选取一部分抗性菌株在
ＰＤＡ上培养５天，挑取分生孢子转接到ＰＤＡ培养
基上再培养，如此继代培养１０代后，按１．２．２的
移接方法，将菌块转接到含多菌灵０（ＣＫ）、５、２０、
５０、１００、５００μｇ／ｍＬ的ＰＤＡ平板上，每菌株每浓度
３皿。
１．６杀菌剂的交互抗药性测定

分别配制含０．１、１０、１０００μｇ／ｍＬ的多菌灵、
甲基硫菌灵、苯菌灵和噻菌灵及含０．０５、０．１、
０．５、１０、１００、１０００μｇ／ｍＬ的乙霉威和咪鲜胺ＰＤＡ
平板。随机选取一个在多菌灵５００μｇ／ｍＬ下仍生
长良好的抗性菌株做交互抗药性测定，每浓度接

菌块３皿，培养４天后测量菌落直径，求平均值。
１．７病菌在离体芒果果实上对多菌灵的敏感性
测定

芒果果实用 ５２～５５℃的多菌灵水溶液
１０００μｇ／ｍＬ浸泡１０ｍｉｎ，晾干后用１．３的方法接
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种供试菌株。对照不加多菌灵，其它条件一致。５
天后检查发病率和用交叉测量法测量病斑直径，

计算发病率和病情指数。所有操作在室温２６～
２９℃进行。

２结果与分析
２．１病菌在培养基上对多菌灵的敏感性

表１说明，在多菌灵２０μｇ／ｍＬ下仍能存活的
菌株中，湛江和海口菌系中所含比例分别达

５３．１％和４０．７％，而儋州菌系中只有１０．０％；在
多菌灵１０μｇ／ｍＬ下也有类似的结果。说明了芒

果炭疽病菌在广东湛江和海南海口地区已形成了

对多菌灵高频率的抗药性。

敏感基线测定表明，敏感菌株如ＤＳ３３的ＭＩＣ
为０．１１０μｇ／ｍＬ，大部分的 ＭＩＣ小于 ０．１３０μｇ／
ｍＬ，ＥＣ９０在０．０７７μｇ／ｍＬ至０．１７４μｇ／ｍＬ之间（表
２）；而抗性菌株如 ＺＲ６４在多菌灵 ５００μｇ／ｍＬ下
仍生长良好（图１上），其ＭＩＣ大于５００μｇ／ｍＬ，而
随机选取的作为参照的敏感菌株如ＨＳ１９在５μｇ／
ｍＬ下便受到了完全抑制（图 １下，此菌株未作
ＭＩＣ测定）。对比敏感菌株与抗性菌株的 ＭＩＣ值
可知，抗性菌株的抗性水平达５０００倍以上。

表１不同来源的芒果炭疽病菌株在不同浓度的多菌灵培养基上能生长的菌株比例
Ｔａｂｌｅ１ＰｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆＣ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓｉｓｏｌａｔｅｓｗｉｔｈｇｒｏｗｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙ

ｕｎｄｅｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｓｔｒｅｓｓ

菌株来源

Ｏｒｉｇｉｎ

菌株数量

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｉｓｏｌａｔｅ

多菌灵胁迫下可生长菌株百分率 （％）

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｉｓｏｌａｔｅｗｉｔｈｇｒｏｗｉｎｇｃａｐａｃｉｔｙｕｎｄｅｒｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｓｔｒｅｓｓ

０．５μｇ／ｍＬ １０μｇ／ｍＬ ２０μｇ／ｍＬ

湛江Ｚｈａｎｊｉａｎｇ（Ｚ） ６４ ５９．４ ５４．７ ５３．１

儋州Ｄａｎｚｈｏｕ（Ｄ） ８０ ３２．５ １１．３ １０．０

海口Ｈａｉｋｏｕ（Ｈ） ５９ ４２．４ ４２．４ ４０．７

　　注：Ｚ菌系来自广东湛江市的一个使用多菌灵１５年以上的果园；Ｄ菌系来自海南儋州市一个很少使用多菌灵的果园；Ｈ菌系来自海

南海口市多菌灵使用情况不明的果园。Ｎｏｔｅ：＂Ｚ＂，ｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍｍａｎｇｏｏｒｃｈａｒｄｉｎＺｈａｎｊｉａｎｇＣｉｔｙ，ＧｕａｎｇｄｏｎｇＰｒｏｖｉｎｃｅ，ｗｈｅｒｅｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ

ｈａｄｂｅｅｎｕｓｅｄｆｏｒｍｏｒｅｔｈｅｎ１５ｙｅａｒｓ；＂Ｄ＂，ｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍｍａｎｇｏｏｒｃｈａｒｄａｔＤａｎｚｈｏｕＣｉｔｙ，ＨａｉｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，ｗｈｅｒｅｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｗａｓｓｅｌｄｏｍａｐ

ｐｌｉｅｄ；＂Ｈ＂，ｉｓｏｌａｔｅｓｆｒｏｍｍａｎｇｏｏｒｃｈａｒｄｓａｔＨａｉｋｏｕＣｉｔｙ，ＨａｉｎａｎＰｒｏｖｉｎｃｅ，ｗｈｅｒｅｔｈｅｓｉｔｕａｔｉｏｎｏｆｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｕｎｋｎｏｗｎ．

表２不同来源的芒果炭疽病菌株对多菌灵的敏感性
Ｔａｂｌｅ２ＳｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｏｆＣ．ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓｉｓｏｌａｔｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｏｒｉｇｉｎｓｔｏｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍ

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅｓ

来源

Ｏｒｉｇｉｎｓｏｆｉｓｏｌａｔｅｓ

最低抑制浓度（μｇ／ｍＬ）

ＭＩＣ

ＥＣ５０
（μｇ／ｍＬ）

ＥＣ９０
（μｇ／ｍＬ）

ＺＳ４４ 湛江Ｚｈａｎｊｉａｎｇ ０．１３０ ０．０５３ ０．０９２

ＺＳ６９ 湛江Ｚｈａｎｊｉａｎｇ ０．１３０ ０．０５８ ０．０９９

ＺＳ２３ 湛江Ｚｈａｎｊｉａｎｇ ０．１３０ ０．０５５ ０．１０５

ＺＳ１９ 湛江Ｚｈａｎｊｉａｎｇ ０．１１０ ０．０５８ ０．０９１

ＨＳ４２ 海口Ｈａｉｋｏｕ — ０．０５７ ０．１２１

ＨＳ６０ 海口Ｈａｉｋｏｕ ０．１３０ ０．０４６ ０．０７６

ＤＳ３７ 儋州Ｄａｎｚｈｏｕ — ０．０６８ ０．１７４

ＤＳ２７ 儋州Ｄａｎｚｈｏｕ ０．１３０ ０．０４７ ０．０７７

ＤＳ３３ 儋州Ｄａｎｚｈｏｕ ０．１１０ ０．０５５ ０．０８７

２．２抗、感菌株的生物学特性、致病力的比较
形态学特征观察结果表明，抗、感菌株的菌落

均表现为圆形，边缘整齐，有些出现同心环纹，气

生菌丝灰白，多数菌株产生粉红色孢子堆；分生孢

子均为圆筒形，大小１０～２５μｍ×３～４．５μｍ。抗、
感菌株的菌落生长速度均无显著性差异，而在产

孢量和致病力中出现了极显著性差异，但抗、感菌

株可同时出现在致病力较强（或弱）的菌株中，产
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图１抗性菌株ＺＲ６４（上）和敏感菌株ＨＳ１９（下）在多菌灵各浓度下的菌落生长情况
Ｆｉｇ．１ＣｏｌｏｎｙｏｆｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅＺＲ６４（ｔｏｐ）ａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｉｓｏｌａｔｅＨＳ１９（ｂｏｔｔｏｍ）ｏｎ

ＰＤＡｍｅｄｉｕｍｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｄｏｓａｇｅｓ

孢量的情况也一样。以上结果表明，抗性菌株的

生物学特性、产孢能力和致病力并没有特异性。

　　抗性和敏感菌株的 ＭＩＣ与产孢量、ＭＩＣ与致
病力的相关系数分别为０．４９２３３和－０．３１３０２，显
著性测验均不显著。表明病菌的抗药性与产孢能

力和致病力无关。

２．３抗性菌株的遗传稳定性
供试菌株在无药培养基继代培养１０代后，在

含多菌灵５００μｇ／ｍＬ的平板上生长良好，与第 ２
代相比变化不大，如菌株ＺＲ６４在５００μｇ／ｍＬ下第
２代和第１０代的抑菌率分别为４．４％和６．７％。
表明抗性菌株的抗性稳定。

２．４交互抗性
抗性菌株ＺＲ６４在含多菌灵、甲基硫菌灵、苯

菌灵或噻菌灵１０００μｇ／ｍＬ的平板上均能正常生
长，抑菌率只在４．２％至１２．５％之间，表明芒果炭
疽病菌的抗性菌株对这类作用机制相似的杀菌剂

存在正交互抗性。而对不同作用机制的乙霉威和

咪鲜胺的ＭＩＣ分别为１０μｇ／ｍＬ和 ０．５μｇ／ｍＬ，表
现正常的敏感性。

２．５病菌在离体芒果果实上对多菌灵的敏感性
敏感菌株如 ＺＳ１９接在经多菌灵药液处理过

的芒果果实上后，可导致腐烂病斑，但病斑不扩展

（图２Ｂ），而把这些菌株接种到只经清水处理的
果实上后，导致 １００％的发病率和 ６２．５病情指
数，病斑呈急性型（图２Ｃ）。相反，对于高抗菌株
如ＺＲ６４，接种在经过多菌灵药液处理过的果实上

后，病斑表现、发病率和病情指数与接种到只经清

水处理的果实上相近（图２Ｅ、Ｆ）。其中 Ａ、Ｄ为
总对照，清水处理，接琼脂块，其刺伤部位变黑，但

病斑不扩展。这些结果说明，在含药培养基上测

定的芒果炭疽病菌对多菌灵的抗性与果实上的抗

性有良好的对应关系，可作为抗药性大田监测的

手段。

３讨论
对不同来源的芒果炭疽病菌进行敏感性测

定，证实了芒果炭疽病菌在我国热区芒果上已形

成了对苯并咪唑类杀菌剂的高水平抗药性。并且

证实了病菌抗药性的形成与喷药次数相关。芒果

炭疽病菌属半知菌，在自然条件下以无性繁殖为

主，此种生殖方式更有利于抗性菌株的抗药性得

以稳定遗传。在室内，抗性菌株经继代培养１０代
后其抗性几乎不变，进一步证明了抗性遗传的稳

定性。另外，高抗菌株在多菌灵 １０００μｇ／ｍＬ的
ＰＤＡ培养基上仍可正常生长，而田间实际使用浓
度为５００～１０００μｇ／ｍＬ，若频繁使用多菌灵，在此
药剂的选择压力下，敏感菌株将受到抑制，而抗性

菌株不断扩展。由于抗药性菌株对苯并咪唑类杀

菌剂有正交互抗性，而对病菌有不同作用机制的

乙霉威和施宝克却表现正常的敏感性。因此，为

了使病害得到有效控制，生产上有必要采用不同

作用机制的杀菌剂轮换使用。

抗性菌株的菌落生长速度、菌落形态、分生孢

４７ 植　物　保　护　学　报 ３２卷



图２参试菌株在离体芒果果实上对多菌灵的敏感性
Ｆｉｇ．２Ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙｔｏｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｏｆｔｅｓｔｅｄｉｓｏｌａｔｅｓｏｎｍａｎｇｏｆｒｕｉｔｓｉｎｖｉｔｒｏ

注：Ａ，Ｄ：果实浸泡清水后接琼脂培养基；Ｂ：果实浸泡多菌灵药液后接种ＺＳ１９菌株（ＭＩＣ＝０．１１０μｇ／ｍＬ）；Ｃ：果实

浸泡清水后接种ＺＳ１９菌株；Ｅ：果实浸泡多菌灵药液后接种ＺＲ６４菌株（ＭＩＣ＞５００μｇ／ｍＬ）；Ｆ：果实浸泡清水后

接种ＺＲ６４菌株。Ｎｏｔｅ：Ａ，Ｄ：Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈａｇａｒｂｌｏｃｋｏｎｆｒｕｉｔｓｓｏａｋｅｄｉｎｈｏｔｗａｔｅｒ；Ｂ：Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｓｅｎｓｉｔｉｖｅ

ｉｓｏｌａｔｅｏｆＺＳ１９（ＭＩＣ＝０．１１０μｇ／ｍＬ）ｏｎｆｒｕｉｔｓｓｏａｋｅｄｉｎｈｏｔｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｃ：Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｉｓｏｌａｔｅｏｆ

ＺＳ１９ｏｎｆｒｕｉｔｓｓｏａｋｅｄｉｎｈｏｔｗａｔｅｒ；Ｅ：ＩｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｒｅｓｉｓｔａｎｔｉｓｏｌａｔｅｏｆＺＲ６４（ＭＩＣ＞５００μｇ／ｍＬ）ｏｎｆｒｕｉｔｓ

ｓｏａｋｅｄｉｎｈｏｔｃａｒｂｅｎｄａｚｉｍｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｆ：ＩｎｏｃｕｌａｔｅｄｗｉｔｈｉｓｏｌａｔｅｏｆＺＲ６４ｏｎｆｒｕｉｔｓｓｏａｋｅｄｉｎｗａｔｅｒ．

子形态等生物学特性没有特异性，病菌的产孢能

力和致病力与ＭＩＣ也无关，表明病菌对多菌灵的
抗性突变并不影响其正常的生理功能。另外，在

培养基上测定的芒果炭疽病菌对多菌灵的抗性与

在果实上的抗性有良好的对应关系，因此，在含药

培养基上对病菌的测定可以作为抗药性大田监测

的手段。

本研究筛选到了对多菌灵高水平抗性（＞
５０００倍）的菌株，为抗药性的治理、机制及利用研
究提供了宝贵的材料。当然，由于收集菌株的地

域有限，研究结果未能反映我国芒果炭疽病菌对

多菌灵抗药性的全貌，还有待进一步研究。
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