
        
            
                
            
        

    
	蓮霧常見致病真菌對殺真菌劑之感受性

	曾敏南1

	摘要

	為了解蓮霧真菌性病害發生情況及病原真菌對目前核准之殺真菌劑的感受性，本研究自蓮霧主要產區採集病果及病葉，進行病原真菌分離，再加以測試殺真菌劑對病原真菌菌絲生長抑制率。由受害果上採集獲得的菌株比例以果腐病菌 (Pestalotiopsis euginae)最高，其次為黑腐病菌 (Lasiodiplodia  theobromae)，黃腐病菌 (Calonectria sp.) 及炭疽病菌 (Colletotrichum gloeosporioides) 則占少部分。由受害葉上採集獲得菌株則為果腐病菌及炭疽病菌。前述菌株對於扶吉胺 (fluazinam) 與賽普護汱寧 (cyprodinil+fludioxonil) 具較高感受性，但對亞托敏 (Azoxystrobin) 之感受性不佳，藥劑對菌絲生長抑制率約28%。

	關鍵語：蓮霧、殺真菌劑、果腐病菌、黑腐病菌、黃腐病菌、炭疽病菌 

	前言

	蓮霧為熱帶果樹，生育適溫為25-30oC，果實發育適溫為15-25oC。在臺灣南部氣候環境中，蓮霧在自然情況下發育，花期介於3-5月，果實採收期介於5-7月(1)。由於此時期正值梅雨及颱風季節，易因長期降雨影響蓮霧品質，故南部蓮霧栽培多經產期調節至每年10月至隔年4月間採收，此時期正值南部氣候涼爽乾燥的秋冬季，相對於夏季栽培的蓮霧，此時的蓮霧較易管理，品質亦較佳。惟近年來南部時有冬季降雨的情況發生，一旦冬季降雨後，常伴隨大量蓮霧果實腐敗情況。

	蓮霧果實主要病害為果腐病、炭疽病及黑腐病等真菌性病害(1)。果腐病乃受Pestalotiopsis euginae所感染，葉片受感染後轉為淡黃褐色乾枯，表面散生黑色柄子殼(pycnidium)。受感染果實出現褐色或紫色水浸狀病斑，病斑擴大後呈圓形，表面散生黑色分生孢子堆，果實受害後期易脫水皺縮並落果。炭疽病受Colletotrichum gloeosporioides所危害，受害葉片呈黃褐色乾枯，並著生黑色分子孢子盤。果實受感染後形成褪色水浸狀病斑，處於套袋中的濕度，易產生大量菊色分生孢子泥，並形成同心輪紋。黑腐病則為Lasiodiplodia  theobromae侵染所致，果實受感染後果皮快速褪色形成大面積水浸狀，甚至全果實水浸狀貌似疫病危害，隨後於果表長出大量白色菌絲，接著菌絲轉為灰黑色，最終整粒果實呈黑色，並伴隨大量黑色柄子殼及孢子產生。農民主要以殺真菌劑進行化學防治，並配合套袋的物理防治。此外，L. theobromae及C. gloeosporioides等病原真菌因具有潛伏感染特性(2, 8)，因此，農民多於花期結束後便開始實施預防性化學防治作業，當果實發育至合臍期或小吊鐘時期則進行套袋作業(1)，並於套袋前再進行最後一次施藥，套袋後即停止施用殺菌劑。然而，雖經由化學藥劑及套袋之綜合管理方式，但仍常在降雨後造成袋內果實因病害而大量腐敗，甚至多次冬雨或春雨而導致嚴重疫情。

	1高雄區農業改良場作物環境課副研究員兼課長

	2011~2012年蓮霧產季，屏東縣南州鄉、東港鎮、佳冬鄉及林邊鄉便曾發生嚴重的蓮霧果實腐敗疫情，當時經實地訪談得知農民長期採用40%SC嘉賜貝芬 (kasugamycin+ carbendazim)、9.4% SC賽座滅 (cyazofamid)、23% SC亞托敏 (azoxystrobin)、50% WG三氟敏 (trifloxystrobin) 及42.2% SC腈硫醌(dithianon)及等殺菌劑防治。為了解主要病害種類及致病菌株對殺真菌劑之感受性，本研究於屏東縣南州鄉、東港鎮、佳冬鄉等蓮霧主要栽培區進行果實及葉部病害調查，並分析菌株對殺真菌劑之感受性，以期能進一步提供農民合適的用藥管理方針。

	材料與方法

	一、菌株採集

	於南州、東港、佳冬共11區蓮霧果園，每區隨機挑選5株蓮霧植株，每株採集2袋蓮霧。檢視受害果實並分離病原真菌。受害果實如果已有明顯疑似病灶並已產生孢子，則直接沾取孢子於洋菜瓊脂培養。若無明顯病灶，則切取病健部交界處之組織，經1%次氯酸鈉水溶液浸泡1分鐘後，以無菌水漂洗三次後置於無菌吸水紙巾，再置於洋菜瓊脂培養。待菌絲長出後，切取至馬鈴薯洋菜瓊脂(potato dextrose agar, PDA, Difco)培養。

	本試驗亦於屏東縣林邊鄉、南州鄉、佳冬鄉選定蓮霧園共三區，進行葉片採集。每園區隨機選擇10棵蓮霧樹，每棵每次採集6片已產生褐化或乾枯徵狀的葉片。採集作業自8月至11月間進行，每兩周採集一次。採集所得葉片，觀察病原於葉片上型態與造成之病徵，並分離病原。切取疑似病徵處與健康處交界之組織，消毒與分離步驟同上所述。

	分離所得真菌培養於PDA至菌落完全長滿培養皿後，以LabPrep Plant DNA mini Kit 套組抽取核酸，並利用ITS4、ITS5引子，對於轉錄間隔區 (internal transcribed spacer, ITS) 核酸進行增幅 (polymerase chain reaction, PCR)(9)，引子序列及PCR條件如下表1，增幅所得核酸片斷經定序後與美國國家生物技術資訊中心(National Center for Biotechnology Information, NCBI)的核酸資料庫進行分析比對。

	表1、引子序列及PCR條件

	Table 1. The primer sequences and polymerase chain reaction conditions

	
		
				Primer

				Sequence

				PCR condition

		

		
				ITS4

				5’ - TCCTCCGCTTATTGATATGC - 3’
 

				95℃ 3 min. 95 ℃ 30 sec, 55 ℃ 30 sec, 72 ℃ 1 min, 30 cycles. 72 ℃ 5 min.

		

		
				ITS5

				5’ - GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG - 3’

		

	

	 

	二、菌株對殺真菌劑感受性

	含殺真菌劑培養基配製作方式簡述如下，PDA經高溫高壓滅菌後置定溫水浴槽，待培養基降溫至50oC後，再依核准用於蓮霧之稀釋倍數加入試驗藥劑混合均勻，並倒入直徑9公分培養皿，試驗藥劑種類及最終濃度如表2。

	菌株於PDA培養4天後，以打孔器於菌落邊緣取下5 mm菌絲圓盤(6)，接種於已添加殺真菌劑的培養基上，並設置不添加藥劑之對照組。培養4天後量取菌落直徑，依下列公式計算菌絲生長抑制率。

	生長抑制率(%) = (對照組菌落直徑–試驗組菌落直徑/對照組菌落直徑) x 100%

	表2、殺真菌劑稀釋倍數

	Table 2. Dilution factor of fungicides

	
		
				Fungicide

				Formulation

				Dilution factor

				Brand

		

		
				Kasugamycin+Carbendazim
(嘉賜黴素+貝芬替)

				43.0% SC

				1000

				Great victory chemical industry co.

		

		
				Cyazofamid (賽座滅)

				 9.4% SC

				3000

				Hokkai sankyo co., JP

		

		
				Azoxystrobin (亞托敏)

				23.0% SC

				3000

				Sinon corporation

		

		
				Fluazinam (扶吉胺)

				39.5% SC

				2000

				Sinon corporation

		

		
				Trifloxystrobin (三氟敏)

				50.0% WG

				5000

				Sinon corporation

		

		
				Dithianon (腈硫醌)

				42.2% SC

				1200

				Sinon corporation

		

		
				Cyprodinil + Fludioxonil
(賽普洛+護汰寧)

				62.5% WG

				2000

				Exwold technology limited, UK

		

	

	結果與討論

	本試驗於屏東地區採集果實中，共獲得36株病原真菌。果腐病菌(Pestalotiopsis eugeniae) 所占比例最高，大約占42%，共15株，其次為黑腐病菌 (Lasiodiplodia theobromae)，共10株。另外，黃腐病菌 [Calonectria (=Cylindrocladium) sp.] 及炭疽病菌 (Colletotrichum gloeosporioides) 分別為6株及5株。前述菌株，以嘉賜貝芬、賽座滅、亞托敏、三氟敏、扶吉胺、賽普護汱寧及腈硫醌進行菌株生長抑制試驗，以扶吉胺及賽普護汱寧的抑制成效最為良好，可完全抑制所有菌株的菌絲生長 (表3)。屏東地區蓮霧栽培農友常將發生初期造成水浸狀的黑腐病誤為疫病，並慣用賽座滅進行防治，但此藥劑主要是用於防治卵菌類之藥劑(5)，因此對於本試驗所測試的菌株幾乎不見抑制效果。另外，本研究調查並未發現疫病菌 (Phytophthora palmivora) 危害蓮霧果實，或許是因農民慣於使用防除卵菌類之藥劑，或是因為目前套袋等管理模式，使得疫病鮮少發生。

	另外，值得注意的是，嘉賜貝芬及亞託敏均屬於廣效性殺真菌劑(3, 7)，然而，由試驗結果可知，該藥劑對同一菌種(species) 的不同分離株 (isolate) 的抑制能力差異甚巨(表4)。嘉賜貝芬對於黑腐病菌部分菌株的生長抑制率可達100%，但對部分菌株卻幾乎無抑制能力。而亞托敏只對少部分黑腐病菌具有70-80%的抑制能力，對多數菌株的抑制能力則不足30%(表4)。筆者於旗山、阿蓮及燕巢等地採集番石榴炭疽病菌及瘡痂病菌，以亞托敏測試菌株的感受性，亦發現來自不同鄉鎮的Pestalotiopsis psidii菌株的感受性差異甚大 (未發表)，故推測前述情形可能是藥劑在蓮霧產地長期使用後，造成真菌對其感受性降低(4)。

	於8月~11月間，在蓮霧產區植株上隨機採摘具有葉枯現象的葉片進行調查，結果在所有園區每一次的採集樣品中均被檢出炭疽病菌及果腐病菌，被感染比率介於10%-100%之間 (表5)，顯見前述病害長時間存在於植株上。田間植株葉片受害時，通常只局部乾枯 (圖1A)，故不易受栽培者關注，然而受果腐病菌感染的葉片可著生大量黑色點狀柄子殼 (圖1B-C)，環境濕度高時，分生孢子可由柄子殼內持續往外堆疊而形成條狀的分生孢子堆 (圖1D)；受炭疽病菌感染的乾枯病斑上亦可著生大量黑色分生孢子盤。一旦遇降雨，極可能因雨水淋洗而使得孢子隨雨水流入袋中感染果實。葉片受炭疽病及果腐病菌危害的比例，在不同的時間點，其比例各有消長，但10月16日及11月20日的採集樣品中，近8成受感染葉片分離出果腐病菌，而炭疽病菌僅約2成。整體平均而言炭疽病與果腐病的比例約4:6 (表6)，亦符合本研究中調查果實受害情形。然而，感染果實的病菌中，黑腐病菌占有一定比例，且黑腐病菌經人為接種確認亦可感染葉片，但為何本試驗中並未分離獲得黑腐病菌，需進一步探討。

	綜合本試驗結果，建議農民一旦發現長期使用的藥劑已顯現防治效能降低時，應選用其他作用機制之藥劑進行防治作業，此外，除了關注果實本身之害物發生情況，亦建議留意植株葉片病害發生情況，並給予適時的防治，應有助於減少病原菌隨雨水由葉片流入袋中而降低果實病害。

	 

	 

	 

	表3、殺真菌劑對蓮霧果實病原真菌菌絲生長抑制率

	Table 3. The percentage of inhibition against mycelial growth

	
		
				Fungicide

				Average values of inhibition rate (%) to four pathogens

		

		
				Calonectria sp.

				Lasiodiplodia theobromae

				Colletotrichum gloeosporioides

				Pestolotiopsis eugeniae

		

		
				Kasugamycin+Carbendazim

				76.12

				56.66

				22.51

				49.59

		

		
				Cyazofamid

				5.31

				7.7

				0

				10.2

		

		
				Azoxystrobin

				9.42

				28.1

				16.15

				21.43

		

		
				Fluazinam

				100

				100

				100

				100

		

		
				Trifloxystrobin

				9.77

				20.92

				13.06

				35.57

		

		
				Dithianon

				21.76

				23.87

				33.47

				53.88

		

		
				Cyprodinil+Fludioxonil

				100

				100

				92.65

				100

		

	

	 

	 

	表4、殺真菌劑對黑腐病菌(Lasiodiplodia theobromae) 菌絲生長平均抑制率

	Table 4. The percentage of inhibition against mycelial growth of Lasiodiplodia theobromae by fungicides

	
		
				Isolate

				Inhibition rate (%) mycelia growth (%)

		

		
				Ka.+Ca.

				Cy.

				Az.

				Fl.

				Tr.

				Di.

				Cy.+Fl.

		

		
				1

				100.00

				25.18

				44.82

				100.00

				25.70

				46.54

				100.00

		

		
				2

				100.00

				20.63

				68.35

				100.00

				34.12

				45.75

				100.00

		

		
				3

				100.00

				14.34

				82.55

				100.00

				28.32

				55.44

				100.00

		

		
				4

				100.00

				0.86

				21.11

				100.00

				19.21

				62.28

				100.00

		

		
				5

				0.00

				0.00

				5.25

				100.00

				15.56

				0.00

				100.00

		

		
				6

				29.33

				3.05

				13.39

				100.00

				26.07

				12.27

				100.00

		

		
				7

				0.00

				3.43

				12.25

				100.00

				19.87

				1.01

				100.00

		

		
				8

				35.67

				0.00

				4.76

				100.00

				23.70

				0.18

				100.00

		

		
				9

				1.62

				1.24

				8.31

				100.00

				5.45

				2.80

				100.00

		

		
				10

				100.00

				8.30

				20.24

				100.00

				11.20

				12.64

				100.00

		

		
				Average

				56.66

				7.70

				28.10

				100.00

				20.92

				23.89

				100.00

		

	

	 

	Ka.+Ca.: Kasugamycin+ Carbendazim, Cy.: Cyazofamid , Az.: Azoxystrobin, Fl.: Fluazinam, 

	Tr.: Trifloxystrobin, Di.: Dithianon, Cy.+Fl.: Cyprodinil + Fludioxonil

	 

	表5、蓮霧葉片受病害感染比率

	Table 5. The ratio of infected leave to non-infected leave of Syzygium samarangense

	
		
				Date

				The ratio (%) of infected leave to non-infected leave

		

		
				Orchard A

				Orchard B

				Orchard C

		

		
				Aug. 15

				98.3 

				46.7 

				21.7 

		

		
				Aug. 29

				100.0 

				30.0 

				36.7 

		

		
				Sep. 11

				11.7 

				41.7 

				18.3 

		

		
				Oct. 2

				11.7 

				16.7 

				25.0 

		

		
				Oct. 16

				40.0 

				36.7 

				16.7 

		

		
				Oct. 28

				38.3 

				33.3 

				20.0 

		

		
				Nov. 20

				31.7 

				18.3 

				11.7 

		

		
				Average

				47.4 

				31.9 

				21.4 

		

	

	 

	



	

表6、由蓮霧葉片分離所得之炭疽病菌與果腐病菌比例

	Table 6. The ratio (%) of Colletotrichum-to-Pestalotiopsis isolated from leaves of Syzygium samarangense

	
		
				Date

				The ratio (%) of Colletotrichum-to-Pestalotiopsis

		

		
				Orchard A

				Orchard B

				Orchard C

		

		
				Co.*

				Pe.

				Co.

				Pe.

				Co.

				Pe.

		

		
				Aug. 15

				55.93

				44.07

				64.29

				35.71

				53.85

				46.15

		

		
				Aug. 29

				63.93

				36.07

				38.89

				61.11

				63.64

				36.36

		

		
				Sep. 11

				57.14

				42.86

				80.00

				20.00

				27.27

				72.73

		

		
				Oct. 2

				57.14

				42.86

				40.00

				60.00

				13.33

				86.67

		

		
				Oct. 16

				16.67

				83.33

				18.18

				81.82

				30.00

				70.00

		

		
				Oct. 28

				26.09

				73.91

				30.00

				70.00

				75.00

				25.00

		

		
				Nov. 20

				21.05

				78.95

				18.18

				81.82

				42.86

				57.14

		

		
				Average

				42.57

				57.43

				41.36

				58.64

				43.71

				56.29

		

	

	 

	 

	*Co.: Colletotrichum gloeosporioides, Pe. Pestalotiopsis eugeniae

	 

	[image: Image]

	圖1、Pestalotiopsis eugeniae感染造成蓮霧葉片乾枯 (A)，並於受害乾枯的組織上形成柄子殼 (B-C)，且可形成大量具粘性、可經由雨水飛濺的分生孢子 (D)。

	Fig.1. Pestalotiopsis leaf blight caused by Pestalotiopsis eugeniae (A), and black pycnidia formed in the aged decayed area of the leaf (B-C). The fungus sporulated slime, rain-splashed conidia from pynidial conidiomata (D). 
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The sensitivity of the key wax apple pathogenic fungi against various fungicides

	Tseng, Min Nan1

	 

	Abstract

	For learning the infection rate of fungal diseases of wax apple, and the sensitivity of the pathogenic fungi against various fungicides, the wax apple pathogenic fungi were isolated from the main production areas. Then, the inhibition effect of various fungicide against pathogenicity fungi was evaluated. The results show that Pestalotiopsis euginae has the highest incidence in fruit, followed by Lasiodiplodia  theobromae, Calonectria sp., and Colletotrichum gloeosporioides have the lowest incidence. These pathogenic fungi are sensitive to fluazinam and cyprodinil+fludioxonil, but tolerant to azoxystrobin, which has about 28% mycelial growth inhibition rate.
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