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摘要
!

从海南
"

个芒果主产区采集分离芒果蒂腐病菌可可球二孢菌株!采用室内人工接种的方法对
00;

个可可球

二孢菌株进行致病力测定!采用区分剂量法和菌丝生长速率法测定其中
0;@

个菌株对多菌灵的抗性#结果表明&芒

果蒂腐病自然发病率
1?<#=P

$人工接种的发病率
0;;<;;P

!

00;

株可可球二孢菌株中强致病力"中等致病力及弱

致病力菌株分别占
@!<""P

"

1"<!"P

和
0;<;;P

$在
0;@

株可可球二孢菌株中!抗性菌株发生频率为
"1<>#P

!其中

高抗菌株可在含
0;;'
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*

I

多菌灵培养基上生长!发生频率为
!"<1>P

!中抗菌株在含
0;;'

6

*

I

多菌灵培养基上不

能正常生长!抗性频率为
=<""P

$没有发现低抗菌株#多菌灵对可可球二孢田间分离菌株
SC

";

的频率分布为不连

续分布!研究结果表明海南地区危害芒果的可可球二孢对多菌灵抗性非常严重#
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芒果
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属漆树科芒果属#是

一种重要的热带亚热带经济作物#产量在热带水果

中排第三位'

0

(

&我国是芒果的主要生产国之一#主要

在海南)广西)福建)台湾等热带亚热带地区种植'

1

(

&

至
1;;=

年#海南省芒果种植面积
!@?!;X'

1

#产量

#;<?>

万
)

#种植面积和产量仅次于香蕉'

#

(

&目前海

南芒果主要以陵水)乐东)东方)三亚和昌江为主产

区#

"

个市县的栽培面积和产量占全省芒果栽培面

积和产量的
>;P

以上'

!

(

&蒂腐病会引起芒果果实

迅速腐烂#是芒果贮存期除芒果炭疽病外的第二大

病害#对芒果的品质)运输产生严重的危害#造成巨

大的经济损失'

"

(

&引起芒果采后蒂腐病的病原有
#

种#分别是可可球二孢
C"%.
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,")+$%8("K."#$(
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)多米尼加小穴壳菌
L"%8+".(,,$)"#+1+2$1$
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及芒果拟茎点霉
08"#"

'

&+&#$1

:

+

4

(.$(

9X'%T

'

@=

(

&可可球二孢广泛存在于世界各芒果种
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卷第
#

期 曾耿狄等!海南芒果可可球二孢的致病力及其对多菌灵抗性

植地#在中国)印度)菲律宾及韩国等均有分布'

>?

(

#

在海南#可可球二孢是引起芒果蒂腐病的第一大病

原菌&该菌具有潜伏期长#发病迅速等特点&由于

该病原菌在大田期间就已侵入芒果#而芒果种植期

间大量频繁使用杀菌剂防治各种病害#对芒果蒂腐

病病原菌造成了很大的药剂选择压力'

0;

(

#使得该病

菌面临产生严重抗药性的风险&苯并咪唑类杀菌剂

多菌灵是一类高效)广谱)内吸性杀菌剂#也是多数

苯并咪唑类杀菌剂的水解产物和有效成分&多菌灵

对子囊菌亚门和担子菌亚门中的大多数病原真菌有

效#主要作用于真菌体内的
!

5

微管蛋白#影响真菌的

生长繁殖&

苯并咪唑类杀菌剂多菌灵曾是防治芒果田间及

采后病害最重要的杀菌剂之一'

00

(

&本课题组从

1;0!

年开始监测海南芒果主产区可可球二孢对多

菌灵的抗性#发现其对多菌灵的抗药性普遍严重&

1;0>

年再次从海南芒果主要产区采集病果#分离)

纯化可可球二孢#测定其对多菌灵的抗性#旨在进一

步明确可可球二孢对多菌灵的抗性水平#在田间已

经减少多菌灵使用的情况下#比较抗药性群体的变

化及抗性特性#为海南芒果蒂腐病的科学防治提供

理论依据&
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材料与方法

!@!

!

供试材料

!<!<!

!

供试药剂

?=<1P

多菌灵原药#海南正业中农高科股份有

限公司&用
;<0'2+

"

I

稀盐酸溶解#然后用
;<0P

吐温
>;

溶液定容#配制成
";;;;'

6

"

I

母液备用&

!<!<:

!

供试菌株

供试可可球二孢
C"%.
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'

,")+$%8("K."#$(

菌株均为本实验室从感病芒果分离)鉴定与保存&

!@:

!

试验方法

!<:<!

!

供试菌株的分离"纯化"鉴定与保存

将从海南陵水)乐东)东方)三亚和昌江
"

个芒

果主产区采回的芒果于室温贮藏#待芒果完成后熟#

选择出现芒果蒂腐病的果实#采用组织分离法分离

病原菌&即从病果沿病健交接处取
"''g"''

的小块#用
;<0P

升汞酒精消毒
@;.

#再用无菌水清

洗
#

次后置于
$89

平板上#待菌落长出后#从单个

菌落边缘打取菌饼转接到新的
$89

平板上进行纯

化培养&观察菌落的形态)颜色及分生孢子形态#将

鉴定为可可球二孢的菌株按柯赫法则回接芒果#确

认为致病菌后将其转移到
$89

斜面上培养
=T

#

!f

下保存备用&

!<:<:

!

可可球二孢对芒果的致病力测定

致病力测定采用室内离体菌丝接种法!将
00;

个供试菌株于
1>f

恒温培养
!T

#分别在各菌株菌

落边缘打取菌饼$

)c"''

%&芒果待接种部位先用

针头刺伤#再接种菌饼&芒果品种为/红金龙0#每个

果实接种
#

点#每处理接种
#

个果实#以接种无菌琼

脂块为对照#室温下保湿培养&接种第
1

天开始检

查)统计果实发病情况#并测量病斑直径#计算发病

率和病情指数$
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A

'

'各级病叶$果%数
>

相对级值(

调查总叶$果%数
>

?
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参照芒果炭疽病严重度分级标准'

01

(

#以病斑直

径$

M

%进行分级&
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0
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&致病

力划分参照文献'

00

(#以相同时间内病果病情指数

进行划分#强致病力!病情指数
)

=;

+中致病力!病情

指数为
!;

"

@?

+弱致病力!病情指数
%

!;

&
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可可球二孢对多菌灵抗药性测定

0

%可可球二孢对多菌灵的抗性初步检测

采用菌丝生长速率法测定
0;@

个可可球二孢对多

菌灵的敏感性&多菌灵浓度设置为
0

)

0;

和
0;;'

6

"

I

$质量浓度%#以不含多菌灵的
$89

培养基为空白对

照&每处理
#

个重复#试验重复
1

次&菌株在
$89

上培养
#T

后打取
"''

菌饼分别接种于含药及空

白培养基上#置于
1>f

培养箱中培养
#@X

和
!>X

#

用十字交叉法测量菌落直径#并计算菌丝生长抑制

率&参照乔广行等'

0#

(和吴永官等'

0!

(的文献#在含

0'

6

"

I

药剂的
$89

平板上生长受到明显抑制#含

0;'

6

"

I

药剂的平板上几乎不能生长的菌株判定为

敏感菌株$

J

%+在含
0;'

6

"

I

药剂的
$89

平板上生长

受到的抑制不明显#在含
0;;'

6

"

I

药剂的
$89

平板

上抑制率大于
";P

为中抗菌株$

RD

%+在含
0;'

6

"

I

药剂的
$89

平板上能正常生长#在含
0;;'

6

"

I

药剂

的
$89

平板上抑制率小于
";P

为高抗菌株$

BD

%&

生长抑制率
c

对照菌落直径
^

处理菌落直径
对照菌落直径

^

菌饼直径 g0;;P

&

1

%可可球二孢对多菌灵的敏感性测定

在初步检测的基础上针对不同菌株分别设计多菌

灵的供试浓度#其中敏感菌株的供试浓度为!

;<;;"

)

;_;0

)

;<;"

)

;<1"

)

0<1"

)

@<1"'

6

"

I

#抗性菌株的供试浓

*

"=0

*
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度为!

0;

)

";

)

0;;

)

";;

)

0;;;

)

1;;;'

6

"

I

&菌株在

$89

上培养
#T

后用
"''

直径打孔器打取菌饼#

分别接种到
@

个不同浓度梯度的含药培养基上及不

含药的培养基上#置于
1>f

培养箱中培养&每浓度

设置
#

个重复#于
#@X

和
!>X

用十字交叉法测量菌

落直径#并根据药剂浓度对数和菌丝生长抑制率用

8$J

和
R,-&2.2W)Sb-(+1;0#

软件计算出各菌株的

毒力回归方程和
SC

";

&

根据初步测定结果#结合吴永官等'

0!

(的方法进

行抗性等级的划分!在含
0;'

6

"

I

$质量浓度%药剂

的
$89

上菌落直径小于空白对照的
!;P

为敏感菌

株$

J

%+在含
0;'

6

"

I

药剂的
$89

上菌落直径大于

空白对照的
!;P

#但在含
0;;'

6

"

I

药剂的
$89

上

菌落直径小于空白对照的
!;P

为中等抗性菌株

$

RD

%+在含
0;;'

6

"

I

药剂的
$89

上菌落直径超

过空白对照的
!;P

为高抗菌株$

BD

%&

:
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结果与分析

:@!

!

芒果蒂腐病的发生及病原菌分离结果

本次试验从陵水采集
""

个#乐东
"@

个#东方
?=

个#三亚
01#

个#昌江
!=

个共
#=>

个芒果#芒果完成后

熟后出现带有典型蒂腐病症状的芒果有
000

个#总发

病率为
1?<#=P

&

"

个地区的自然发病率
0!<1?P

"

!=<1=P

$表
0

%#其中乐东的发病率最低#陵水芒果

的发病率最高&芒果品种中/象牙芒0的发病率远远

高于其他品种#高达
?=<#P

$图
0

%&蒂腐病发病初

期在果柄处出现黑褐色斑点#颜色比炭疽病病斑稍

浅#随后#病斑迅速扩展并导致芒果腐烂#

1

"

#T

芒

果腐烂面积超过一半#果肉均腐烂#并出现酸臭味#

完全不能食用&

表
!

!

:C!M

年海南不同地区芒果蒂腐病的发病率

"*+,-!

!

(574I-57-238*5

6

2/1-8<-5I.2145

I433-.-51*.-*/23V*45*545:C!M

地区

9&(%

品种

L%&,()

Y

品种发病率"
P

A4-,T(4-(

地区总的发病率"
P

E2)%+,4-,T(4-(

陵水
I,4

6

.X:,

台农
"0<1>

!=<1=

金煌
#=<";

乐东
I(T24

6

金煌
0?<!!

0!<1?

红金龙
"<;;

东方
824

6

W%4

6

象牙
?=<#;

#?<0>

台农
#<#?

三亚
J%4

Y

%

澳芒
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台农
0?<=! 0!<@#

台芽
@<?;

昌江
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6

台农
!!<@> !!<@>

图
!
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刚采回的未后熟的芒果&左%及后熟后

自然发病的芒果&右%
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6
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6

.--505.4
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6
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2/J2R45

6

/1-8<-5I.21

&

.4

6

J1

%

:@:

!

可可球二孢不同菌株的致病力

部分菌株在接种
!>X

后果实上开始出现明显

水渍状病斑+其他菌株接种后
@;X

果实上开始出现

明显水渍状病斑#对照芒果均无发病&接种
#T

后

病斑呈暗褐色#无光泽#病健部交界明显#在
1>

"

#1f

下病斑迅速扩展#由暗褐色变为深褐色或紫黑

色#接种
"T

后果肉组织出现软化)流汁症状#果面

出现大量菌丝$图
1

%&所有供试菌株接种
"

"

=T

后#整个果实腐烂发臭&对
00;

个菌株的致病力测

定结果表明#强致病力菌株占
@!<""P

#其中有
1;

个菌株可使芒果的病情指数超过
?;

#中等致病力菌

株占
1"<!"P

#弱致病力菌株占
0;P

&从芒果的采集

地区来看#以乐东强致病力菌株最多#达
>@<@=P

#昌

江地区的强致病力菌株最少仅占
!0<@=P

#东方)三亚

及陵水的强致病力菌株在
@0<?;P

"

=1<11P

之间&

:@A

!

可可球二孢对多菌灵抗性的初步检测

剔除
!

个致病力极弱的菌株$病情指数小于

0;

%#采用区分剂量法对
0;@

个菌株进行抗性初步测

定#结果$表
1

%表明#敏感性菌株为
";

个#占
!=<0=P

+

抗性菌株为
"@

个#抗性频率为
"1<>#P

#其中
>

个菌

株为中抗菌株#发生频率为
=<""P

+

!>

个菌株为高

抗菌株#发生频率为
!"<1>P

&海南各地抗性菌株

的发生频率存在差异#抗性频率在
;

"

?"<@"P

之

间&其中#乐东和三亚芒果主产区的菌株抗性频率

较高#东方和陵水芒果上分离的菌株的抗性较低#昌

江本次没有发现抗性菌株#说明可可球二孢对多菌

灵的抗性在海南省存在普遍性和地区差异性#且各

地区之间差异较大&

*

@=0

*
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卷第
#

期 曾耿狄等!海南芒果可可球二孢的致病力及其对多菌灵抗性

图
:

!

芒果接种可可球二孢菌株
WXYV:CSCO

后的发病症状

?4

6

@:

!

E4/-*/-/

K

8

9

128/238*5

6

245270,*1-I+

K

WXYV:CSCO/1.*452370#,

"

04%

+

.04%(#$*08,0&(*

表
:

!

:C!M

年海南不同地区可可球二孢对多菌灵抗性频率

"*+,-:

!

?.-

U

0-574-/23.-/4/1*57-4570#,

"

04%

+

.04%(#$*08,0&(*

/1.*45/127*.+-5I*Z4845V*45*545:C!M

芒果产区

D(

6

,24

菌株数量"株

5:'G(&2W

,.2+%)(.

抗性菌株"株

5:'G(&2W

&(.,.)%4),.2+%)(.

抗性频率"
P

D(.,.)%4-(

W&(

k

:(4-

Y

昌江
CX%4

6\

,%4

6

00 ; ;

东方
824

6

W%4

6

1! " 1;<>#

乐东
I(T24

6

1# 11 ?"<@"

三亚
J%4

Y

% #= 1@ =;<1=

陵水
I,4

6

.X:, 00 # 1=<1=

合计
E2)%+ 0;@ "@ "1<>#

图
A

!

多菌灵对芒果蒂腐病菌田间分离菌株

&>

OC

的频率分布

?4

6

@A

!

?.-

U

0-57

K

I4/1.4+01425237*.+-5I*Z48&>

OC

B*,0-/

*

6

*45/134-,I4/2,*1-/2370#,

"

04%

+

.04%(#$*08,0&(*
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!

可可球二孢对多菌灵抗性水平测定

采用生长速率法#分别设计
"

"

=

个药剂浓度测定

多菌灵对上述菌株的毒力#计算
SC

";

&

";

个敏感菌株

在含
0'

6

"

I

多菌灵的
$89

平板上均不能正常生长#

SC

";

在
;<;;0

"

0'

6

"

I

之间#平均值为
;<0>'

6

"

I

+中

抗菌株在含
0;;'

6

"

I

多菌灵的
$89

平板上不能正常

生长#

0;'

6

"

I

%

SC

";

%

0;;'

6

"

I

#

>

个中抗菌株的

SC

";

平均值为
>;<!0'

6

"

I

+所有高抗菌株在含

0;;'

6

"

I

多菌灵的
$89

平板上能正常生长#其中

SC

";

在
0;;

"

0;;;'

6

"

I

之间的有
0;

个#其他
#>

个高抗菌株在含
0;;;'

6

"

I

多菌灵的培养基上均

能正常生长#表现出极高的抗性水平#

SC

";

应该都大

于
0;;;'

6

"

I

&

所有田间分离菌株对多菌灵的敏感性频率分布

见图
#

#可以看出#多菌灵对可可球二孢田间分离菌

株
SC

";

的频率分布呈现典型的双峰趋势#为不连续

分布#抗性呈质量遗传特性#具有抗性水平高)进化

快)固有抗性风险高的特点&

A

!

讨论

大量研究表明#苯并咪唑类杀菌剂存在高抗性

风险#是现有杀菌剂中病原菌产生抗性最为严重的

药剂&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#被广泛应用于防治多种

病害#但由于其作用位点单一#病原菌极易产生抗药

性'

0"

(

&周明国等报道引起小麦赤霉病的禾谷镰孢

菌
=/&$.+/#

:

.$#+1($./#

在华北地区已经出现了

对多菌灵有高水平抗性的菌株'

0@

(

&灰霉病菌
C"%5

.

7

%+&2+1(.($

是产生抗性较早的病原菌之一'

0=0>

(

#

对苯并咪唑类中的多菌灵#

5F

苯基氨基甲酸酯类的

乙霉威等均产生了抗性#甚至是多重抗性'

0?

(

&刘慧

平等对山西各地区的灰霉病菌进行了抗药性监测#结

果显示山西各地灰霉菌对多菌灵的抗性均较为严

重'

1;

(

&另外#链格孢属
;,%(.1$.+$

'

10

(

)葡萄炭疽病菌

I",,(%"%.+28/#

:

,"("&

'

".+"+)(&

'

11

(

)苹果轮纹病菌

C"%.

7

"&

'

8$(.+$)"%8+)($

'

1#

(

)芒果炭疽病菌
I",,(5

%"%.+28/#

:

,"("&

'

".+"+)(&

'

1!

(

)匍柄霉属
N%(#

'

8

7

,+5

/#

'

1"

(

)油菜菌核病菌
N2,(."%+1+$&2,(."%+"./#

'

1@

(

)黄

瓜黑星病菌
I,$)"&

'

".+/#2/2/#(.+1/#

'

1=

(等都对多

菌灵产生了抗性&

1;0;

年师超等发现抗多菌灵的芒

果蒂腐病菌可可球二孢对甲基硫菌灵的平均
SC

";

高

于
0;;;'

6

"

I

'

1>

(

&

1;0"

年王萌)陈小莉等发现芒

果蒂腐病菌可可球二孢对苯并咪唑类杀菌剂甲基硫

菌灵和多菌灵的抗性频率分别为
>=<"P

和
?;<0P

'

1?

(

&

本研究结果表明在海南省芒果主产区的可可球二孢

菌对多菌灵产生了很强的抗药性#但是相比前几年

的结果#抗性频率有所下降#这可能与抗性等级划分

的标准不同有关&如果以单剂量为区分剂量标价抗

*

==0

*



1;0?

性#往往会过高估计抗性频率&根据我们此次针对

芒果蒂腐病菌可可球二孢以区分剂量的初步检测及

精密毒力测定所得的
SC

";

来看#敏感菌株在含
0

'

6

"

I

多菌灵的培养基上就会受到明显的抑制#其

SC

";

小于
0'

6

"

I

+中抗菌株在含
0;;'

6

"

I

多菌灵的

培养基上受到明显抑制#

0;'

6

"

I

%

SC

";

%

0;;'

6

"

I

+高抗菌株在
0;;'

6

"

I

能正常生长#

SC

";

$

0;;

'

6

"

I

#按这个标准进行分级#区分剂量法与生长速

率法两种测定方法#抗性分级的结果比较一致#可用

于以后可可球二孢对多菌灵的抗性检测&此外#抗

性频率的下降可能和近年来海南芒果主产区多菌灵

的使用量减少有关&对多菌灵产生抗性的可可球二

孢菌株保持着跟敏感菌株一样的致病力#说明菌株

的适合度高+同时#抗性菌株的抗性水平仍然非常

高#田间抗性菌株主要为高水平抗性菌株#抗药性水

平并没有下降的趋势#也说明此类药剂产生抗性后

的风险极高&

1;0"

年陈小莉等研究发现#从陵水)乐东)三亚

与昌江分离的
01!

株芒果可可球二孢#强致病力菌

株占
1><1#P

#中等致病力菌株占
@@<?#P

#弱致病

力菌株占
!<>!P

'

01

(

&本研究对
00;

个菌株的致病

力测定结果表明#分离出来的强致病力菌株比例最

高#占
@!<""P

#中等致病力菌株占
1"<!"P

#弱致病

力菌株占
0;<;;P

&从采集地区来看#以乐东强致

病力菌株最多#达
>@<@=P

#昌江地区的强致病力菌

株最少仅占
!0<@=P

#东方)三亚及陵水的强致病力

菌株在
@0<?;P

"

=1<11P

之间&这可能跟昌江的

芒果种植业发展比较晚有关&

目前海南省多菌灵抗性菌株分布相对较广#并

且多为高抗菌株#这也许和芒果蒂腐病菌可可球二

孢基因自然突变有关#后续将会针对病菌抗药性的

分子机制展开研究&但是#鉴于该病菌对多菌灵已

产生严重的抗性#限制其在海南芒果上使用#并且选

用作用机制不同的化学药剂进行复配等综合防治策

略对提高芒果蒂腐病防治效率等尤为重要&
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