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浙江省柑橘绿霉病菌对嘧菌酯的敏感性研究
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(浙江大学 农业与生物技术学院 生物技术研究所 ,杭州 310029)

摘 　要 :采用孢子萌发法和生长速率法测定了 2000～2006年间采自浙江衢州、杭州、金华、丽水的

65个柑橘绿霉病病菌 Pen ic illium dig ita tum菌株对嘧菌酯的敏感性。结果表明 :嘧菌酯对供试菌株

孢子萌发和菌丝生长的 EC50值均呈单峰分布 ,分别介于 0. 020 1～0. 260 0μg /mL 和 0. 005 3～

0. 079 4μg /mL 之间 ,平均值分别为 0. 042 6μg /mL 和 0. 025 0μg /mL。敏感性频次分析结果表

明 ,该 65个菌株孢子萌发和菌丝生长对嘧菌酯的敏感性频率分布均符合正态分布 ,其 EC50平均值

0. 042 6 ±0. 030 4μg /mL 和 0. 025 0 ±0. 012 9μg /mL 可分别作为柑橘绿霉病菌孢子萌发和菌丝

生长对嘧菌酯的敏感基线。
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Sen sitiv isty of Pen ic illium digita tum in Zhejiang to the

Strob ilur in Fung ic ide Azoxystrob in
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Abstract: S ix ty2f ive iso la tes of Pen ic illium dig ita tum w ere co llec ted from Q uzhou, H angzhou, J inhua

and L ishu i in Zhejiang Prov ince du ring 2000 to 2006, w here strob ilu rin fung ic ide azoxystrob in had

neve r been used to con tro l g reen m old of postharvest c itrus. The sensitiv ities of the iso la tes to

azoxystrob in w ere assayed by the m ethods of con id ia l germ ina tion and m ycelia l linea r g row th. The

resu lts dem onstra ted tha t the EC50 values fo r con id ia l ge rm ina tion and m ycelia l g row th ranged from

0. 020 1 to 0. 260 0 μg /mL and 0. 005 3 to 0. 079 4 μg /mL , and ave raged 0. 042 6 and

0. 0250μg /mL , respec tive ly. The frequency d is tribu tions of EC50 values of the 65 iso la tes w ere

norm a lly d istribu ted fo r bo th con id ia l germ ination and m ycelia l g row th. Thus, the m ean EC50 values

0. 042 6 ±0. 030 4 and 0. 025 0 ±0. 012 9μg /mL of the 65 iso la tes cou ld be used as the sensitiv ity

base lines fo r con id ia l germ ina tion and m ycelia l g row th of P. d ig ita tum to azoxystrob in, respec tive ly.

Key words: Pen ic illium dig ita tum; azoxystrob in; EC50 ; sensitiv ity base line

　　由指状青霉菌 P en ic illium d ig ita tum 引起的柑

橘绿霉病是柑橘采后贮藏、运输期间发生最普遍、

最严重的病害 ,目前该病害仍然以化学防治为主。

继噻菌灵 ( th iabendazo le, TB Z )和邻苯基苯酚钠

( SO PP)控制柑橘绿霉病在某些地方失效后 [ 1, 2 ]
,

咪唑类杀菌剂抑霉唑 ( im aza lil)的防治效果也不容
乐观 ,抗性问题在美国、以色列、日本和我国均相

继出现 [ 3～6 ] 。因此 , 筛选高效、低毒、低残留的新
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型杀菌剂是保证采后柑橘安全所面临的课题。

嘧菌酯 ( azoxys trob in)是第一个登记注册的甲

氧基丙烯酸酯类 (Q o Is)杀菌剂 ,主要作用于线粒

体内膜上的复合体 Ⅲ,与细胞色素 b ( cy tb )的 Q o

位点结合 ,抑制细胞色素 b和 c1 间的电子传递 ,干

扰能量形成而起到杀菌作用 [ 7 ] 。这类杀菌剂既能

抑制真菌菌丝生长 ,又能抑制孢子形成和萌发 ,不

仅杀菌谱广 ,还兼具有对非靶标生物和环境安全 ,

与甾醇合成抑制剂类 ( s te ro l inh ib ito rs) 、苯酰胺类

( p heny lam ides) 、二甲酰亚胺类 ( d ica rbo2x im ides )

和苯并咪唑类 ( benz im ida2zo les)杀菌剂无交互抗

性等优点 [ 7 ] 。但是这类杀菌剂作用位点单一 ,靶

标位点自发突变频率较高 ,在高选择压力下 ,病原

菌极易产生抗药性群体 ,田间抗性在多个植物病

原菌中已被证实 [ 8～11 ] 。

嘧菌酯对柑橘绿霉病的防治效果已得到肯

定 ,在美国已获登记用于采后柑橘防腐 [ 12～14 ]
, 在

我国 ,用嘧菌酯对采后柑橘进行防腐处理尚处于

试验阶段。浙江省是我国柑橘生产大省 ,是椪柑

C itrus p oonensis H o rt的主要产地。在推广应用嘧

菌酯之前 ,了解我国浙江省柑橘绿霉病菌群体对

嘧菌酯的敏感性水平 ,确定其敏感基线 ,对该药剂

推广后开展病菌抗药性早期监测 ,及早提出药剂

的科学使用方法和抗药性治理方案具有一定的现

实意义。

1　材料与方法

1. 1　菌株和药剂

2000～2006年间 ,从浙江省杭州、衢州、金华、

丽水农户柑橘贮藏库房随机采集柑橘绿霉病病

果 ,经组织分离和单孢纯化 ,共获得柑橘绿霉病菌

菌株 65个 , 其中杭州 2000年菌株 ( PD H z ) 9个 ,

2005 年菌株 2 个 ; 衢州 2005 年菌株 ( PDQ z )

13个 , 2006 年 菌 株 33个 ; 金 华 2005 年 菌 株

( PD Jh) 6个 ;丽水 2005年菌株 ( PDL s) 2个。以上

菌株均置于 PDA 培养基斜面于 4℃冰箱中保存。

250 g /L 嘧菌酯 ( azoxys trob in)水乳剂 ,由先正

达公 司 提 供 , 99% 水 杨 基 羟 肟 酸 ( sa licy lhy2
d roxam ic ac id, SHAM ) ,购自 S igm a公司。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　孢子萌发最佳观察时间的确定 　从杭州、

衢州、金华、丽水各地菌株中各随机选取一个柑橘

绿霉病菌菌株 , PDA 培养基培养 5 d,经无菌水洗

脱 ,分别配制成浓度约为每 mL 含 1 ×10
5 个饱子

的孢子悬浮液 , 吸取 50 μL 涂在含 100 μg /mL

SHAM 的 PDA 培养基平板上 , 25℃培养 ,每隔 2 h

在显微镜下观察并记录萌发与未萌发的孢子数

(总数不低于 200个 ,以芽管长度超过孢子宽度视

为萌发 ) ,计算孢子萌发率。每处理 (每菌株、每药

剂浓度 )重复 3次 ,以平均萌发率为纵坐标、观察

时间为横坐标 ,绘制孢子萌发时间曲线图 ,确定孢

子萌发抑制试验的最佳观察时间。

1. 2. 2　孢子萌发对嘧菌酯的敏感性测定 　将供

试药剂配成 0. 25 m g /mL 的母液 ,取其适量与约

50℃的 PDA 培养基混匀 ,制成嘧菌酯终浓度分别

为 0 (对照 ) 、0. 010、0. 015、0. 030、0. 045、0. 060、

0. 075、0. 100μg /mL 的含药平板 ,同时在各浓度

(包括对照 )培养基中添加 SHAM ,使其终浓度达

到 100μg /mL , 以抑制真菌旁路氧化作用。按

1. 2. 1节方法配制每 mL 含 1 ×10
5 个孢子的孢子

悬浮液 ,吸取 50μL 分别涂在含系列浓度嘧菌酯

的平板上 , 25℃培养 14 h后 ,显微镜下观察并记录

孢子萌发数和未萌发数 ,计算各浓度下孢子萌发

抑制率 ,每处理重复 3次 ,每重复观察记录的孢子

数不低于 200个。

1. 2. 3　菌丝对嘧菌酯的敏感性测定 　将 100μL

浓度为每 mL 含 1 ×105 个孢子的孢子悬浮液均匀

涂布在 PDA 平板上 , 25℃培养 2 d, 打取直径为

5 mm的菌碟 , 接种在含上述系列浓度嘧菌酯的

PDA 平板中央 , 25℃下培养 7 d,十字交叉法测量

菌落大小每处理重复 3次 ,计算菌丝生长抑制率。

1. 3　数据处理

孢子萌发率、孢子萌发抑制率和菌丝生长抑

制率分别按公式 ( 1 ) 、( 2 ) 、( 3 )计算 ,以浓度对数

( X)与抑制百分率的机率值 ( Y) ,用 D PS统计软件

求取嘧菌酯对柑橘绿霉病菌的毒力回归方程及有

效中浓度 EC50值 ,并用 D PS作正态分布检验。根

据野生敏感性病原群体对药剂敏感性为正态分布

的原理 ,当 EC50值处于正态分布时 ,孢子萌发法和

生长速率法测得的各自 EC50平均值即分别为其对

嘧菌酯的敏感基线。

孢子萌发率 ( % ) =
孢子萌发数

观察孢子总数
×100 ( 1 )
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孢子萌发抑制率 ( % ) = ( 1 -
药剂处理孢子萌发率

对照孢子萌发率
) ×100 ( 2 )

菌丝生长抑制率 ( % ) = ( 1 -
药剂处理菌落直径 - 5 mm

对照菌落直径 - 5 mm
) ×100 ( 3 )

2　结果与分析

2. 1　柑橘绿霉病菌孢子萌发时间曲线

供试菌株的孢子萌发动态试验结果表明 ,

25℃下培养 6 h后可见少量孢子萌发 ,其后孢子萌

发率随时间的推移而迅速上升 ,经 14 h,各菌株的

孢子萌发率均大于 90% ,且差异不显著 ( 5%显著

水平 ) 。但此后孢子萌发率随培养时间的延长增

加缓慢 (图 1 ) 。考虑到时间的进一步延长会导致

芽管的延伸过长 ,会给观察带来较大的难度 ,故将

25℃下培养 14 h作为孢子对嘧菌酯敏感性测定的

观察时间。

图 1　柑橘绿霉菌孢子萌发时间曲线

Fig. 1　T im e cou rse of con id ia l ge rm ina tion of

P en ic illium d ig ita tum

2. 2　柑橘绿霉病菌孢子对嘧菌酯的敏感性

采用孢子萌发法测定了供试的 65个柑橘绿霉

病菌单孢菌株对嘧菌酯的敏感性 ,结果表明 ,嘧菌

酯对柑橘绿霉病菌孢子萌发的 EC50值均低于

0. 3 g /mL ,最低为 0. 020 1μg /mL ( Y = 3. 825 6x

+ 11. 490 0, R
2

= 0. 950 3 ) ,最高 0. 260 0μg /mL

( Y = 4. 548 1x + 12. 210 0, R
2 = 0. 966 3 ) ,平均为

0. 042 6μg /mL ,相差 12. 9倍。其 EC50值经过倒

数转换后 ,经 D PS统计软件分析显示 : 5%显著水

平 ,卡方值 C h i = 7. 842 4, df = 7, P = 0. 346 7, P >

0. 05 ,表明 65个菌株孢子萌发对嘧菌酯不同敏感

性菌株的频率分布符合正态分布 (图 2 ) ,说明其

平均值 0. 042 6 ±0. 030 4μg /mL 可作为柑橘绿霉

病菌孢子萌发对嘧菌酯的敏感基线。

图 2　柑橘绿霉病菌孢子萌发对嘧菌酯敏感性频次分布图

Fig. 2　Sens itiv ity d is tribu tion of con id ia l

ge rm ina tion of P. d ig ita tum

iso la tes to azoxystrob in

2. 3　柑橘绿霉病菌菌丝对嘧菌酯的敏感性

采用菌丝生长法测定了供试的 65个柑橘绿霉

病菌菌株对嘧菌酯的敏感性 ,结果表明 ,嘧菌酯对

柑橘 绿 霉 病 菌 孢 子 萌 发 的 EC50 值 均 低 于

0. 1μg /mL ,最低为 0. 005 3μg /mL ( Y = 0. 688 0x

+ 6. 565 7, R
2 = 0. 928 9 ) , 最高 0. 079 4 μg /mL

( Y = 0. 979 2x + 6. 077 3, R
2

= 0. 912 0 ) , 平均为

0. 025 0μg /mL ,相差 15. 0倍。其 EC50值经过对

数转换后 ,经 D PS 软件分析显示 : 5%显著水平 ,

卡方值 C h i = 13. 721 5, df = 7, P = 0. 056 36, P >

0. 05,表明 65个菌株菌丝生长对嘧菌酯不同敏感

性菌株的频率分布符合正态分布 (图 3 ) ,说明其

平均值 0. 025 0 ±0. 012 9μg /mL 可作为柑橘绿霉

病菌菌丝生长对嘧菌酯的敏感基线。

3　结论和讨论

本研究是在离体条件下测定了来自浙江省未

使用过 Q o Is杀菌剂地区的 65个柑橘绿霉病菌菌

株孢子萌发和菌丝生长对嘧菌酯的敏感性 ,

发现其 EC50平均值分别为 0. 042 6 ±0. 030 4 和

0. 025 0 ±0. 012 9μg /m ,说明自然界中柑橘绿霉
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图 3　柑橘绿霉病菌菌丝生长对嘧菌酯敏感性频次分布

Fig. 3　Sens itiv ity d is tribu tion of m yce lia l g row th of

P. d ig ita tum iso la tes to azoxystrob in

病菌对嘧菌酯尚处于非常敏感的水平。但是 ,两

者 EC50值跨越的范围较大 (图 2和 3 ) ,敏感性最

低菌株的抗性系数分别是敏感性最高菌株的

12. 9倍和 15. 0倍。这一结果表明 ,柑橘绿霉菌自

然种群对嘧菌酯的敏感性存在较大的差异。

已有的研究表明 ,病原真菌对嘧菌酯等 Q o Is

杀菌剂抗药性的产生与其细胞色素 b基因所编码

蛋白的 143位 ( G143A )和 129位 ( F129L )密码子

的点突变有关 ,前者突变所产生的抗性都为高抗 ,

而后者相对较低 ,而且抗性菌株的适应性并没有

下降 [ 8, 15 ] 。本研究结果表明 , 2006年采自衢州的

孢子萌发敏感性和 2005年采自衢州的菌丝生长

敏感性最低。

在我国 ,嘧菌酯等 Q o Is杀菌剂已普遍应用于

多种作物的白粉病、霜霉病和炭疽病等病害的防

治 [ 16～18 ]
,虽然目前还未见有关上述病菌对该药剂

产生田间抗药性的报道 ,但据科技人员反映 ,连续

使用该药剂后 ,其防效已明显下降或失效。因此

在这类杀菌剂开始推广用于防治柑橘绿霉病病害

之前 ,建立柑橘绿霉病菌对嘧菌酯的敏感性基线 ,

对评估嘧菌酯的抗药性风险、制定科学的用药方

案、及时监测田间病原菌抗药性产生以及抗性种

群变化动态提供了有价值的参考数据。
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