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葡萄炭疽病菌（Colletotrichum spp.）

种群对多菌灵的抗药性监测

杨敬辉 1，许 媛 1，肖 婷 1，褚姝频 2，芮东明 1，姚克兵 1*

（1江苏丘陵地区镇江农业科学研究所，江苏句容 212400；2江苏省植保植检站，南京 200000）

摘 要：【目的】阐明江苏丘陵地区葡萄炭疽病菌（Colletotrichum spp.）种群（GG）对多菌灵的抗药性流行动态及抗性分

子机制。【方法】采用区分剂量法和菌丝生长速率法分别测定GG的抗药性流行动态和敏感性；田间人工接种GG后再

检测回分离菌株对药剂敏感性的方法评价GG的抗药性流行演化；药剂作用标靶基因序列分析阐明抗性分子机制。

【结果】2013年和2017年GG对多菌灵的EC50均值（ρ）分别为0.528 5 mg·L-1和7.787 8 mg·L-1。GG对多菌灵的抗性菌

株比率从2013年的2.34%上升至2017年的32.21%。2017年和2018年多菌灵接种抗性菌株处理的防效分别为0.64%

和4.18%。回分离GG中抗性菌株/敏感菌株的比率2017年和2018年分别为65.00%和68.18%，均高于接种比率50%。

抗性菌株靶标基因（TUB2）第 198 位的谷氨酸突变成丙氨酸（E198A），或第 200 位的苯丙氨酸突变成络氨酸

（F200Y）。【结论】江苏丘陵地区GG对多菌灵已形成抗药性流行。多菌灵持续施用是GG田间抗药性流行的驱动因

子。GG抗性菌株标靶基因突变类型为E198A或F200Y。
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Abstract:【Objective】Grapevine anthracnose caused by Colletotrichum spp. species complex popula-

tion (GG) has been the main disease during the grapevine spike stage in the hilly area of Jiangsu prov-

ince. In recent years, the controlling failure of common chemicals to the disease has caused serious

yield loss. Therefore, it has become an important research target to clarify the evolution, epidemic dy-

namics and molecular mechanism of resistance of GG to benzimidazole fungicide, and to provide deci-

sion-making basis for resistance control.【Methods】Employing the methods of discriminative dose (a

concentration that fully inhibits mycelial growth of the sensitive isolates) and effective inhibition medi-

um concentration (inhibits mycelia growth by 50% relative to the control, EC50), the EC50 values were

identified to distinguish sensitivity and sensitive baseline migration to carbendazim. According to previ-

ous studies, the discriminatory concentration of carbendazim was 10 mg · L- 1. Then EC50 values of car-

bendazim were determined from 98 isolates and 34 isolates in 2013 and 2017, respectively. Carbendaz-

im solution was added to PDA to produce final active ingredient concentrations of 0, 0.04, 0.12, 0.37,

1.11, 3.33, 10.00 and 30.00 mg · L-1. For each isolate, three replicates per concentration were used. The

conidia suspension of sensitive, resistant and mixed isolates (the resistant isolate and sensitive isolate

with the same conidia concentration were mixed in equal volume) was inoculated during young berry
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葡萄炭疽病（Grapevine anthracnose）是葡萄成

熟期的重要病害，在葡萄产区几乎都有该病害的发

生。1891 年 Southworth 最先报道美国葡萄炭疽病

由 胶 孢 炭 疽 菌 [Colletotrichum gloeosporioides

(Penz.) Penz. & Sacc.]侵染，尖孢炭疽菌（C. acuta-

tum J.H. Simmonds ex J.H.）则在澳大利亚、日本、韩

国和美国葡萄上相继被报道[1]。我国葡萄炭疽病病

原菌主要是胶孢炭疽菌复合种（C. gloeosporioides

species complex）侵染[2-5]。Peng等[6]对云南和贵州葡

萄炭疽病菌种群遗传多样性研究表明，葡萄 C.

gloeosporioides species complex中，除C. gloeospori-

oides种外，还包含C. fructicola和C. viniferum。

当前在全国范围内，药剂防治仍是葡萄炭疽病

的主要防控措施。使用的药剂类型主要有苯并咪唑

氨基甲酸甲酯（Methyl Benzimidazole Carbamates，

MBCs）、外醌抑制剂（Quinone outside Inhibitors，

QoIs) 和麦角甾醇合成抑制剂中的 14α-脱甲基酶抑

制剂（14α-demethylation Inhibitors，DMIs）[7]。在我

国MBCs类杀菌剂在葡萄上的应用时间最长、范围

最广，该类型药剂主要有噻菌灵（Thiabendazole）、苯

growing stage after spray with carbendazim. The concentration of conidia suspension was 1×104 spores

per mL. The concentration of carbendazim was 1000 mg · L-1. The controlling efficacy was investigated

during berry ripening stage, and the sensitivity of the back separative isolates to the carbendazim was

detected to evaluate the resistant evolution of GG. This field control test was repeated twice in 2017 and

2018, respectively. Furthermore, the molecular mechanisms of carbendazim were determined by the se-

quence analysis of target gene (TUB2). First, DNA from fungal mycelia was extracted using a DNA kit.

One primer pairs, TubF1 (5’-ACTTCGTCTTCGGCCAGTCTG-3’) and TubR1 (5’-TTCTGGACGTT-

GCGCATCTG-3’) was used. PCR products were examined by electrophoresis in a 1.2 % agarose gel in

1×TAE buffer. DNASTAR software was used to assemble and align the nucleotide and amino acid se-

quences. All nucleotide sequences were compared to previously reported sequences using BLAST.【Re-

sults】The mean EC50 values of GG to carbendazim were 0.528 5 mg · L- 1 and 7.787 8 mg · L- 1 in 2013

and 2017, respectively. The sensitivity of GG shifted from the baseline significantly. The resistant fre-

quencies of GG to carbendazim in different sampling areas in the same year and in different sampling

years in the same region were different. However, when the whole city was taken as a sampling unit,

the resistant frequencies of GG to carbendazim within five years (2013—2017) increased year by year.

The resistant frequencies of GG to carbendazim increased from 2.34% in 2013 to 32.21% in 2017. Field

test of carbendazim at twice the recommended field dose (a.i. 1000 mg · L- 1) against resistant isolates

showed that the controlling efficacy of carbendazim was very low, only 0.64% and 4.18% in 2017 and

2018, respectively. The resistance frequencies of back separative isolates were 65.00% and 68.18% in

2017 and 2018, respectively, which was significantly higher than the initial ratio of inoculated resistant

isolates (50% ). All the resistant isolates harbored the E198A (glutamate substituted by alanine) or

F200Y (phenylalanine substituted by arginine) point mutation in TUB2.【Conclusion】The resistance

frequencies of GG to carbendazim in the hilly area of Jiangsu province fluctuated from year to year, but

the resistance frequencies of the population showed an overall upward trend within five years, and resis-

tant epidemic formed. The results also showed that the current resistance control measures had poor ef-

fect on the resistance management of GG. We suggested stopping carbendazim application completely.

Carbendazim should be replaced by fungicides with different mechanisms. The selection pressure

caused by the continuous application of carbendazim was the main driving factor for the emergence and

prevalence of resistance to GG in the field. The genotype of resistance to carbendazim of GG belonged

to the point mutation of single base of target gene, which resulted in the substitution of amino acids, i.e.

E198A or F200Y, and no other genotypes were found in this research.

Key words：Grape; Colletotrichum spp.; Carbendazim; Resistance monitoring; Molecular mechanism
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菌灵（Benomyl）、甲基硫菌灵（Thiophanate methyl）

和多菌灵（Carbendazim）等。

MBCs类杀菌剂作用机制是通过结合β-微管蛋

白亚单元（TUB2）来抑制核分裂[8]。病原菌对MBCs

类药剂产生抗性，是TUB2单个有义碱基的突变，导

致结合位点氨基酸发生改变，使药剂的亲合力下降

或丧失，菌株表现出抗性。已报道造成MBCs抗性

的真菌TUB2突变位点有 6、50、167、198、200和 240

位密码子[9]。通常在植物病原真菌中这些氨基酸突

变位点发生在TUB2第198位和第200位[10-15]。作用

位点突变直接参与MBCs类药剂的抗性，已被定点

突变和基因置换所证实[16]。

有关葡萄炭疽病菌对多菌灵的抗药性已有一些

研究[2,7,17-19]，但葡萄炭疽病菌田间种群对多菌灵的抗

药性流行动态监测的研究未见报道。笔者通过连续

5 a（年）监测市域葡萄炭疽病菌种群对多菌灵的敏

感性，结合 2 a的田间接种防治试验结果，阐明病原

菌抗药性种群的演化和流行的原因。同时通过对多

菌灵不同敏感表型菌株作用靶标基因序列的比对分

析，阐明抗药性分子机制。

1 材料和方法

1.1 供试培养基

马铃薯琼脂培养基，用于菌株单孢分离、保存和

药剂敏感性测定[2]。

1.2 菌株采集

于2013—2017年葡萄成熟期，从江苏省句容市

茅山镇、后白镇、华阳镇和白兔镇葡萄园内，采集‘巨

峰’‘阳光玫瑰’和‘夏黑’葡萄果实上橘黄色炭疽病菌

分生孢子堆，5 a取样共计672株，菌株背景见表1。

表 1 江苏省句容市葡萄炭疽病菌取样菌株信息

Table 1 Information of Colletotrichum spp. isolates collected from field vineyard in Jurong city of Jiangsu

取样年份

Sampling date

2013

2014

2015

菌株编号

Isolate No.

X1-X38

X39-X87

X88-X116

X117-X128

X129-X164

X165-X188

X189-X214

-

X215-X231

X232-X243

取样地点

Sampling location

MS

BT

HY

HB

MS

BT

HY

HB

MS

BT

菌株数

No. of isolate

38

49

29

12

36

24

26

ND

17

12

取样年份

Sampling date

2016

2017

菌株编号

Isolate No.

X244-X274

-

X275-X361

X362-X378

X379-X485

X486-X523

X524-X575

X576-X633

X634-X658

X659-X672

取样地点

Sampling location

HY

HB

MS

BT

HY

HB

MS

BT

HY

HB

菌株数

No. of isolate

31

ND

87

17

107

38

52

58

25

14

注：MS、BT、HB 和 HY 分别代表句容市茅山镇、句容市白兔镇、句容市后白镇和句容市华阳镇；ND 表示未检测。

Note: MS，BT，HB and HY represent Maoshan town，Baitu town，Houbai town and Huayang town of Jurong City，respectively; ND represent not

detected.

1.3 菌株的分离与纯化

所有菌株均经单孢纯化后编号并保存于 PDA

斜面上，置4 ℃冰箱保存备用。

1.4 葡萄炭疽病菌种群对多菌灵的敏感性测定

1.4.1 供试药剂 98.3%多菌灵原药（Carbendaz-

im），江苏耕耘化学有限公司提供。将98.3%多菌灵

原药用 0.1 mol · L- 1 盐酸溶液溶解，配制成 10 000

mg·L-1的母液置于4 ℃冰箱备用。

1.4.2 葡萄炭疽病菌种群对多菌灵的敏感性测定

采用菌丝生长速率法[7]，随机挑选取葡萄炭疽病菌

132株（2013年98株，2017年34株），在PDA培养基

上 25 ℃培养 5 d后，沿菌落边缘同一圆周上用直径

4 mm打孔器制取菌碟，将菌碟菌丝面朝下移到含系

列梯度稀释质量浓度为 0、0.04、0.12、0.37、1.11、

3.33、10.00 和30.00 mg·L-1多菌灵PDA平板正中央，

每质量浓度 3次重复，25 ℃培养 7 d，十字交叉法测

量菌落直径（cm）。用菌落直径平均值计算抑制率

（%），利用DPS数据处理系统，通过浓度对数值（x）

与抑制率机率值（y）之间的线性回归关系，计算出毒

力回归方程和有效抑制中浓度（EC50）。

1.5 葡萄炭疽病菌种群对多菌灵的抗药性监测

采用区分剂量法[7]，按上述 1.4.2方法将葡萄炭

疽病菌移在 10 mg·L-1的多菌灵培养基上，每菌株 3

个重复，设不含药剂的PDA培养基做对照，25 ℃培
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图 1 2013 年（柱状图）和 2017 年（方格图）葡萄炭疽病菌种群对多菌灵的敏感性分布

Fig. 1 Sensitivity distribution of Colletotrichum spp. population to carbendazim

in 2013 （bar chat）and 2017 (checkerboard)
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养5 d后观察：能在含药平板上生长的菌株记录为抗

性菌株，不能生长的菌株记录为敏感菌株，计算抗性

频率（%）。

1.6 田间接种防治试验

于2017年夏黑葡萄幼果期，将整串葡萄幼穗浸

于1000 mg·L-1多菌灵药液中10 s，对照用清水浸，待

药液自然风干后，用喉头喷雾器分别接种C. gloeo-

sporioides X212（抗性菌株）分生孢子悬浮液、C.

gloeosporioides X309（敏感菌株）分生孢子悬浮液和

混合菌株（等浓度X212和X309分生孢子液等体积

混合）的分生孢子悬浮液。每种分生孢子悬浮液各

接种10串，接种分生孢子悬浮液浓度均为1×104个·

mL-1，接种量为每串2 mL，待孢子液风干后套袋，并

做好试验标记。试验期间受试葡萄树不用化学杀菌

剂防治，水肥管理正常进行，成熟期调查防效，整个

试验2018年重复1次。

1.7 田间接种试验回分离菌株的药剂敏感性检测

从 2017年和 2018年田间试验处理葡萄串的发

病果粒上回分离炭疽病菌，按1.5方法检测出回分离

菌株中抗性菌株频率（%）。

1.8 炭疽病菌对多菌灵的抗药性分子机制

选取3株敏感菌株和48株抗性菌株，按DNA试

剂盒(OMEGA)提取基因组DNA。靶标基因扩增引

物 序 列 为 TubF1（5’- ACTTCGTCTTCGGC-

CAGTCTG-3’），TubR1（5’-TTCTGGACGTTGCG-

CATCTG-3’）[20]。采用 50 µL 反应体系，反应参数

为：95 ℃预变性3 min，95 ℃变性 30 s，60 ℃退火30 s，

68 ℃延伸 1 min，共进行 35个循环，最后 68 ℃延伸

4 min。PCR产物经1.2%琼脂糖凝胶电泳检测后，由

南京金斯瑞生物科技有限公司进行产物纯化和序列

测定。利用DNASTAR进行序列编辑，利用BLAST

进行抗性菌株和敏感菌株靶标基因序列比对。

2 结果与分析

2.1 葡萄炭疽病菌种群对多菌灵的敏感性

2013年葡萄炭疽病菌田间取样种群敏感性基

线的EC50均值为0.528 5 mg·L-1，而2017年相同区域

葡萄炭疽病菌田间取样种群对多菌灵EC50均值为

7.787 8 mg · L-1。2017年取样种群EC50值整体向右

迁移，表明2017年田间取样种群对多菌灵的敏感性

下降（图1）。

2.2 葡萄炭疽病种群抗药性监测

采用区分剂法连续 5 a监测了取自江苏省句容

市 4个葡萄种植镇的共计 672个菌株对多菌灵抗药

性的流行动态。结果表明，2013—2017年取样地区

中白兔镇、华阳镇和后白镇葡萄炭疽病种群的抗性

菌株频率分别为 4.08% ~60.34%、0~24.00%和 0~

28.57%，3个取样地点的抗性菌株频率在年度间有

起伏，但总体呈上升趋势；而茅山镇葡萄炭疽病菌种

群抗药性水平从 2014年后呈总体下降趋势（表 2）。

从市域范围看 2013—2017年葡萄炭疽病种群抗性

水平总体呈上升趋势，总体抗性菌株频率从2013年

的2.30%上升到2017年的32.21%（图2）。抗性菌株

种群演化曲线呈线性上升，并已形成抗药性流行。
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2.3 田间接种防治试验

2017年和2018年在田间用多菌灵喷雾后，再分

别用敏感菌株、抗性菌株和混合菌株分生孢子悬浮

液接种的方法进行多菌灵的田间防治试验。结果表

明，接种敏感菌株、抗性菌株和混合菌株分生孢子悬

浮液的防治效果，2017 年分别为 61.06%、0.64%和

33.17%，2018 年分别为 71.56%、4.18%和 19.15%。

两年的结果显示，多菌灵 2倍推荐用量失去了对抗

性菌株接种处理的防效（表 3），说明田间抗性种群

的产生是药剂防效下降的主因子。

2.4 接种防治处理中回分离葡萄炭疽病菌对多菌

灵的敏感性

为证明江苏丘陵地区葡萄种植区域炭疽病菌抗

多菌灵种群仍呈上升趋势，并且是种群受到化学杀

菌剂的选择压驱动造成，2017年和2018年进行了田

间试验。在葡萄幼果期连续两年在同一田块，用多

菌灵喷雾后分别接种敏感菌株、抗性菌株和混合菌

株分生孢子悬浮液，再检测处理中回分离菌株对多

菌灵的敏感性。结果表明，用多菌灵喷雾后再接种

敏感菌株、抗性菌株和混合菌株分生孢子悬浮液的

处理中，回分离菌株的抗性菌株频率，2017年分别

为 0、78.38%和 65.00%，2018年分别为 0、76.47%和

表 2 葡萄炭疽病菌种群对多菌灵的抗药性监测

Table 2 Resistance monitoring of Colletotrichum spp. population to carbendazim

取样地点

Sampling
location

MS

BT

HY

HB

2013年抗性频率

Resistance frequency
in 2013/%

2.63

4.08

0.00

0.00

2014年抗性频率

Resistance frequency
in 2014/%

16.67

0.00

7.69

-

2015年抗性频率

Resistance frequency
in 2015/%

11.76

16.67

3.23

-

2016年抗性频率

Resistance frequency
in 2016/%

3.45

70.59

32.71

28.95

2017年抗性频率

Resistance frequency
in 2017/%

5.77

60.34

24.00

28.57

注：MS、BT、HB 和 HY 分别代表句容市茅山镇、句容市白兔镇、句容市后白镇和句容市华阳镇。

Note: MS，BT，HB and HY represent Maoshan town，Baitu town，Houbai town and Huayang town of Jurong City，respectively.

图 2 葡萄炭疽病菌种群对多菌灵的抗药性监测

Fig. 2 Resistance monitoring of Glomerella spp.population
to carbendazim (2013—2017)

表 3 多菌灵对不同敏感菌株的田间防效

Table 3 Field fruit control effects inoculated by different resistance phenotype isolates of carbendazim

试验年份

Test date

2017

2018

处理

Treatments

MBC∮
对照Control

MBC∮
对照Control

GS*

病果率

Disease fruit
ratio/%

38.94

100.00

28.44

100.00

防效

Control
efficiency/%

61.06

-

71.56

-

GR*

病果率

Disease fruit
ratio/%

83.19

83.73

95.82

100.00

防效

Control
efficiency/%

0.64

-

4.18

-

G（R+S）*

病果率

Disease fruit
ratio/%

66.83

100.00

80.85

100.00

防效

Control
efficiency/%

33.17

-

19.15

-

*：GS. 敏感菌株 C. gloeosporioides X309 分生孢子悬浮液；GR. 抗性菌株 C. gloeosporioides X212 分生孢子悬浮液；G(R+S). 等浓度 C.

gloeosporioides X212 菌株分生孢子悬浮液和 C. gloeosporioides X309 菌株分生孢子悬浮液等体积混合；MBC ∮. 指多菌灵使用质量浓度

1000 mg·L-1。接种菌株分生孢悬浮液浓度为 1×104 个·mL-1。

*：GS. Inoculated by conidia suspension of sensitive isolate C. gloeosporioides X309 ; GR. Inoculated by conidia suspension of resistant isolate C.

gloeosporioides X212; G(R+S). Inoculated by mixed conidia suspension (the same conidia suspension concentration of C. gloeosporioides X309 and

C. gloeosporioides X212 were mixed in equal volume)；MBC ∮. represents the concentration of carbendazim was 1000 mg·L-1. The concentration of

conidia suspension was 1×104 spores·mL-1.

2013 2014 2015 2016 2017
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68.18%；而用敏感菌株、抗性菌株和混合菌株分生

孢子悬浮液接种后不防治的对照处理中，回分离菌

株种群的抗性菌株频率，2017年分别为0、80.00%和

40.00%，2018 年分别为 10.00%、60.00%和 30.00%

（图3）。2 a的田间接种后回检测种群对药剂敏感性

的结果证明，在用药剂处理后，混合接种处理的回分

离菌株种群中，抗性菌株比率明显上升，说明药剂选

择压是炭疽病菌种群形成抗药性流行的驱动因子。

2.5 葡萄炭疽病对多菌灵的抗药性机制

对 3 株敏感菌株和 48 株抗性菌株靶标基因

（TUB2）序列比对结果表明，江苏丘陵地区抗多菌灵

葡萄炭疽病菌TUB2突变类型有 2种，即抗性菌株

GS. 用多菌灵喷雾后接种敏感菌株 C. gloeosporioides X309 分生孢子悬浮液；GS-CK. 清水喷雾后接种 C. gloeosporioides X309 分生孢子悬

浮液；GR. 用多菌灵喷雾后接种抗性菌株 C. gloeosporioides X212 分生孢子悬浮液；GR-CK. 清水喷雾后接种 C. gloeosporioides X212 分生孢

子悬浮液; G(R+S). 用多菌灵喷雾后接种混合分生孢子悬浮液（相同浓度的 C. gloeosporioides X309 分生孢子悬浮液和 C. gloeosporioides

X212 分生孢子悬浮液等体积混合）; G(R+S)-CK. 用清水喷雾后接种混合分生孢子悬浮液。分生孢悬浮液浓度为 1×104 个·mL-1。多菌灵使用

浓度为 1000 mg·L-1。

GS. Inoculated by conidia suspension of sensitive isolate C. gloeosporioides X309 after spray with carbendazim; GS-CK. Inoculated by conidia

suspension of C. gloeosporioides X309 after spray with H2O; GR. Inoculated by conidia suspension of resistant isolate C. gloeosporioides X212 after

spray with carbendazim; GR-CK. Inoculated by conidia suspension of C. gloeosporioides X212 after spray with H2O; G(R+S). Inoculated by mixed

conidia suspension (the same concentration of C. gloeosporioides X309 and C. gloeosporioides X212 conidia suspension were mixed in equal vol-

ume) after spray with carbendazim; G(R+S)-CK. Inoculated by mixed conidia suspension after spray with H2O. The concentration of conidia suspen-

sion was 1×104 spores·mL-1. The concentration of carbendazim was 1000 mg·L-1.

图 3 回分离菌株对药剂的敏感性

Fig. 3 Sensitivity of back separative isolate to carbendazim

TUB2第198位的谷氨酸突变成丙氨酸（E198A），或

第200位的苯丙氨酸突变成络氨酸（F200Y），未发现

其他突变类型。

3 讨 论

2013年起笔者对江苏丘陵地区（句容市）主要

葡萄种植镇的葡萄炭疽病种群进行了对多菌灵的抗

药性检测。连续5 a的抗性监测结果表明，田间葡萄

炭疽病菌种群对多菌灵的抗药性频率呈上升趋势，

并已形成抗药性流行。文中 5 a取样的葡萄园都在

相同乡镇，因此所得的抗药性监测数据可较为客观

地反映当地葡萄炭疽病菌种群对多菌灵的抗药性形

成与演化流行动态。据笔者所知，本研究是首次通

过在相同区域连续多年取样监测葡萄炭疽病病原菌

种群对多菌灵的抗性流行动态的研究报道。

本研究中 2013年取样菌株种群对多菌灵的敏

感基线EC50均值为 0.528 5 mg · L-1，与李洋等[2]报道

的稍有不同。分析原因可能是源于取样种群异质

性、操作水平和检测程序等的差异，影响了EC50值的

测定结果。因为，只有在相同实验条件和相同操作

程序下测定所建立起来的敏感基线，才能更好地符

合生产实际，特别像葡萄炭疽病菌这种复合种群，寄

主范围广，不同地域取样种群的异质性差异较大。

因此，对其敏感性检测时除参照相关报道的EC50值

外，还需取本地区种群样本进行测定，不能简单直接

桥接地理差异较大地区的报道值，最好是桥接不同

地域的菌株后，与在相同实验操作条件下测得值相

比较，这样才更为科学。此观点仅供参考。
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抗性监测中发现不同乡镇间葡萄炭疽病菌种群

的抗性频率差异较大。如茅山镇 2014年葡萄炭疽

病菌种群对多菌灵的抗性频率最高为16.67%，之后

2015—2017年呈下降趋势，而白兔镇、后白镇和华

阳镇的葡萄炭疽病的抗性频率则呈逐年上升趋势。

以上结果的原因可能是与茅山镇葡萄种植的植保合

作化程度高（达80%），且该镇在2014年后合作社统

一停用苯并咪唑类药剂，而其余三镇则仍然没有全

面停用该类药剂相关。除药剂因子外，其他诸如取

样的样本量、各地农作物种植布局、栽培模式和丘陵

区域性小气候等因子是否对炭疽病菌种群的抗药性

形成与流行产生影响，还需进行深入细致的研究。

敏感性检测中发现葡萄炭疽病菌抗性菌株的区

分剂量用 5 mg·L-1也可以区分出敏感和抗性种群，

大量检测数据表明，分别用5 mg·L-1或10 mg·L-1做

区分剂量的检测，结果的相似率在 95%以上。笔者

在监测中所用的多菌灵对葡萄炭疽病菌抗药性检测

的区分剂量是10 mg·L-1，较叶佳等[19]的报道相比偏

高，但较好地排除了自然种群中天然存在的低敏感

菌株（异质菌株）对检测结果的干扰。

连续2 a田间防效试验结果表明，多菌灵2倍推

荐剂量失去对抗性菌株接种处理的防效，充分证明

多菌灵抗性突变类型属质量抗性类型。该类型抗性

突变的抗性治理，不能采用加大施用剂量（饱和治

理）的措施。因此最好停止此措施，让自然敏感种群

稀释，使得抗性种群的比率下降，使其不能形成抗药

性流行。

为证明药剂的定向选择作用是病原菌产生抗药

性的主要因子，本文首次进行了喷雾防治后再接种

不同敏感表型菌株的田间试验。2 a的田间接种试

验结果表明，在不用药剂的情况下，自然种群菌株中

敏感菌株会稀释种群中的抗性种群，表现在抗性菌

株接种后不防治的处理中，回分离种群的抗性菌株

占比下降；而在药剂选择压的作用下，混合菌株接种

处理后回分离菌株中的抗性菌株与敏感菌株的比率

显著高于初始接种比率 50%，说明药剂选择是葡萄

炭疽病菌抗性种群形成与流行的驱动因子。

MBCs类杀菌剂抗药性作用机制是单基因控制

的点突变型，靶标基因单碱基的有义突变造成编码

氨基酸的改变，进而改变靶标蛋白的结构，使得药剂

对靶标失去亲合，病原菌表现出对药剂不敏感。本

研究抗性菌株TUB2突变位点的测序结果表明，抗

性菌株 TUB2 第 198 位的谷氨酸突变成丙氨酸

（E198A），或第 200 位的苯丙氨酸突变成络氨酸

（F200Y），是江苏丘陵地区葡萄炭疽病种群对多菌

灵产生抗性的分子机制。本研究结果与Nalumpang

等[21]、李河等[22]和Chung等[23-24]报道TUB2基因E198A

位点突变能造成C. gloeosporioides表现出对MBCs

的高水平抗性相一致。Chen 等 [15]报道 Monilinia

fructicola TUB2不同密码子的突变导致对MBCs类

杀菌剂的不同抗性水平，E198A通常比F200Y具有

更高的抗性水平。本研究没有对抗多菌灵取样测序

菌株的抗性水平进行详细区分，因此有关葡萄炭疽

病菌TUB2基因E198A和F200Y两种突变类型是否

分别控制着不同水平的抗药性表型，还需要进一步

研究。有关江苏省域葡萄炭疽病菌复合种群遗传多

样性、复合种群内不同种类菌株对苯并咪唑类杀菌

剂抗药性差异等方面的研究还在进行中。
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