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摘　要

段中漢、陳冠穎。2020。葡萄晚腐病菌分子鑑定及對殺菌劑之

感受性。植物醫學62(4): 23-32。

由Colletotrichum species 引起的晚腐病是臺灣地區為害最

為普遍亦最為嚴重的葡萄病害。本研究以分生孢子形態及五

種特定基因序列 (ITS, GAPDH, ACT, TUB2, ApMat) 鑑定近五

年來分離自台灣地區的葡萄晚腐病菌，得知其主要菌種為 C. 

viniferum ，而次要菌種為C. tropicale。噴施化學藥劑並配合果

實套袋是晚腐病的主要防治措施，因而藥劑效果是決定晚腐病

防治成敗的關鍵因素。本研究以微量滴定盤法測試20種晚腐病

防治藥劑之藥效，結果顯示各藥劑的抑菌效果對供試菌株具一

致性。其有效抑制晚腐病菌孢子發芽的藥劑計有腈硫醌、克熱

淨、鋅錳乃浦、免得爛、快得寧、保粒黴素 (甲) 及得恩地等7

種，而有效抑制其菌絲生長的藥劑則有克熱淨、撲克拉及撲克

拉錳等3種。
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前  言
臺灣地區葡萄 (Vitis vinifera L.) 栽培面積現約有二千七百

餘公頃，栽培品種以鮮食用「巨峰」(V. vinifera × V. labrusca, 

Kyoho) 為主，產地大多分布在彰化、臺中、苗栗及南投等

縣市(5)。臺灣葡萄品質優越，頗受國內消費者喜愛，又因鄰

近中國大陸及東亞地區，外銷市場大，是極具發展潛力的水

果。惟因臺灣地處亞熱帶，海島型氣候高溫潮濕，加以葡萄

果實生長期適逢梅雨及颱風季，利於各種葡萄真菌性病害之

發生與傳播，其中又以晚腐病最為普遍也最為嚴重 (14, 15, 33)。

病原菌之分類及鑑定是病害研究的首要工作，早期葡萄晚腐

病菌均稱 Colletotrichum gloeosporioides (Penz.) Penz. & Sacc.
(14, 31, 41)，近年因分子生物學及相關技術快速發展，炭疽病菌
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屬 (Colletotrichum spp.) 的分類系統及鑑定標準有了新的面貌
(27, 28)。葡萄晚腐病菌在國外已有許多新記錄種 (species) 被發

表(30, 40, 42, 55, 58, 59, 60)；台灣地區晚腐病菌亦有數個新記錄種被報

導(18, 33, 34)，但相關資訊尚欠完整，值得進一步探討。炭疽病

菌可用於分類與鑑定的形態特徵很少且差異不大，如依據分

生孢子 (conidium) 形態為分類標準僅能區分為C. acutatum、

C. boninense及C. gloeosporioides等為主的11個複合種 (species 

complex) 及23個獨立種 (singleton species)，而每一複合種又包

含數個至數十個種(28)。但如依寄主作物命名，又因炭疽病菌未

必具寄主專一性而難以為據(1, 22, 23)。欲將每一複合種所涵蓋的

許多個別種作區別，勢須藉助分子生物學為主的其他鑑定技

術(7, 12, 28)。Colletotrichum spp.在種間鑑定上常用的基因序列有

核糖體核酸內轉錄間隔區 (internal transcribed spacer, ITS)，甘

油醛-3-磷酸脫氫酶 (glyceraldehydes-3-phosphate dehydrogenase, 

GAPDH)、肌動蛋白 (actin, ACT)、微管蛋白 (β-tubulin-2, 

TUB2)、鈣調蛋白 (calmodulin , CAL)、幾丁質合成酶 (chitin 

synthase 1, CHS-1)、麩醯胺酸合成酶 (glutamine synthetase , GS) 

及超氧化物歧化酶 (manganese-superoxide dismutase , SOD2) 

等多種基因(12, 27, 28, 35, 38, 47)。另一新的鑑定用基因Apn2-Mat1-2 

intergenic spacer (ApMat) 已導入Colletotrichum spp.之鑑定，且

足以替代前述多基因 (multi-gene) 鑑定之結果(49, 50)，本研究亦

將之列入。運用這些基因序列與模式菌株 (type strain) 進行序

列比對，將能獲致可靠的鑑定結果(28, 35, 38)。

施用化學藥劑並配合果實套袋是葡萄晚腐病現行主要的防

治措施，在果實套袋前為防止感染，常須連續噴藥以資保護，

因此藥劑施用關係晚腐病防治成敗，而藥劑的有效性也就成

了關鍵。農委會農業藥物毒物試驗所「植物保護資訊系統」

即列有20種葡萄晚腐病防治用藥(4)，然與晚腐病菌同屬的炭疽

病菌在國內外卻常見抗藥性問題 (11, 25, 26, 36, 43, 46, 52, 56)，臺灣地區

葡萄晚腐病菌是否亦已對其防治藥劑產生抗性，早期雖有報

告(25)，現況如何，仍待評估。藥效評估的目的在運用有效率的

方法針對藥劑的抑菌效果進行測試，以推斷其實際的防治作



對ITS1 / ITS4)(54)、甘油醛-3-磷酸脫氫酶 (GAPDH, 引子對GDF1 

/ GDR1)(24)、肌動蛋白 (ACT, 引子對ACT512F / ACT783R)(9)、微

管蛋白 (TUB2, 引子對T1 / T2)(39)及Apn2-Mat1-2 intergenic spacer 

(ApMat, 引子對AM-F / AM-R)(49, 50) 等5種基因序列。聚合酶連

鎖反應之引子對黏合溫度 (annealing temperature) 分別為ITS 

(55℃)、TUB2 (52℃)、GAPDH (55℃)、ACT (55℃) 及ApMat 

(60℃)，均作用30 sec。其他聚合酶連鎖反應相關之材料與方法

悉參照著者已發表報告(18)。而後，以聚合酶連鎖反應產物進行

基因雙向定序，定序結果整理成序列重疊群 (sequence contig)
(51) 供後續菌種鑑定之用。供試菌株之鑑定是以上述5種基因序

列分別與炭疽病菌各菌種之模式菌株的相同基因序列作比對，

以基因序列相同百分率 (percent identity) 表示之。綜合菌株分

生孢子形態特徵及各基因序列比對結果判定菌株之學名。為

圖示各菌株與模式菌株的親緣關係，復將各菌株作多基因序

列分析 (multilocus sequence analysis, MLSA) ，而以系統發生樹 

(phylogenetic tree) 呈現(12)。此所稱多基因序列之基因係採用與

菌種鑑定用相同的5種基因，分析前，先將各菌株之單一相同

基因序列並列切齊，再將同一菌株之此5種基因序列鏈結成多

基因序列進行親緣性分析，分析時並納入各相關菌種之模式

24  J. Plant Med.

用，並希能在實驗室進行以節約成本。葡萄晚腐病菌在人工培

養基上除產生菌絲外，亦能生成大量分生孢子，菌絲生長與

孢子發芽皆是良好的藥效評估指標(48)。傳統的室內藥效試驗是

以計算半數抑制濃度 (half maximal effective concentration, EC50) 

作為評估方法，需設計一系列的藥劑濃度供試，惟此方法耗

時費力(11, 52, 56)。近年來，國際學研界已發展出一種藉單一殺菌

劑劑量鑑別病原菌抗感性的試驗方法，此劑量稱為鑑別劑量 

(discriminatory dose)(20, 45, 57)。在臺灣，由藥毒所建構的植物保護

資訊系統對作物病蟲害所列防治藥劑多有稀釋倍數之規定(4)，

因而我們可就藥劑主成分 (active ingredient) 含量百分率及稀釋

倍數兩參數計算出其田間實際的使用濃度 (use rate) 做為該藥

劑的鑑別劑量，以測定病原菌對藥劑的抗感性，並搭配簡易的

微量滴定盤法 (microtiter plate) 進行試驗(13)。本研究將以台灣

地區葡萄晚腐病菌之鑑定及其防治藥劑之藥效評估為主題進行

探討，以明瞭葡萄晚腐病菌菌種分布概況及其防治藥劑的有效

性，供作未來田間應用之參考。

材料與方法

供試菌株之分離與鑑定

自2014年迄2018年，分別前往臺灣中部各葡萄產區地採集

罹晚腐病之葡萄果實供分離病原菌。成熟的罹病果實病斑部

會產生分生孢子盤 (acervulus)，上有大量分生孢子，只需以棉

花棒沾取孢子並置入2-mL離心管 (Eppendorf tube)，即完成採

樣。樣品攜返實驗室後，將沾有晚腐病菌分生孢子的棉花棒

塗佈於2%洋菜平板 (water agar)，再以玻璃針單孢分離法獲得

單孢菌株。單孢菌株培養於馬鈴薯葡萄糖洋菜培養基 (potato 

dextrose agar, PDA)，置於24℃及每日光照12小時之定溫箱，供

後續試驗之用。另將培養7日所得之菌落 (colony) 以直徑5 mm

打孔器切取菌落周邊菌絲塊，放入內裝1 mL無菌水之2-mL冷

凍小管 (cryogenic vial, Nalge Co., Rochester, NY, USA)，置16℃

定溫箱作長期保存。葡萄晚腐病菌經數年之採集獲得菌株約

100餘，乃逢機選取代表各縣市產區之晚腐病菌24株，作為菌

種 (species) 鑑定與藥劑試驗之供試菌株 (表一)。各菌株學名

之鑑定係以分生孢子形態及菌種鑑定用基因序列即分子鑑定 

(molecular identification) 為依據。分生孢子形態係度量其長度

與寬度並記錄其形狀。分子鑑定用基因序列則以供試菌株之

5種鑑定用基因 (ITS, GAPDH, ACT, TUB2, ApMat) 與各菌種

模式菌株之基因進行序列比對。為進行基因定序，供試菌株

分別接種於馬鈴薯葡萄糖洋菜培養基平板，並於24℃及每日

光照12小時之定溫箱培養7日。刮取菌絲後，以核酸萃取套組 

(AllPure Plant Genomic DNA Kit；百歐生技公司，臺灣) 抽取基

因組核酸 (genomic DNA)。並以聚合酶連鎖反應（polymerase 

chain reaction, PCR）增幅核糖體核酸內轉錄間隔區 (ITS, 引子

表一、葡萄晚腐病菌供試菌株

TABLE 1. Colletotrichum isolates of grape used in this study

Isolate Date collectedOrigin

Aug. 2014

Jul. 2015

Jul. 2015

Jul. 2015

Jul. 2015

Oct. 2015

Jul. 2016

Jul. 2016

Dec. 2016

Nov. 2017

Nov. 2017

Nov. 2017

Nov. 2017

Nov. 2017

Jun. 2018

Jul. 2018

Jul. 2018

Jul. 2018

Aug. 2018

Oct. 2018

Jun. 2019

Jul. 2019

Jul. 2019

Oct. 2019

Xinshe,Taichung

Erlin, Changhua

Xihu, Changhua

Xihu, Changhua

Sinyi, Nantou

Xinshe, Taichung

Juolan, Miaoli

Xihu, Changhua

Juolan, Miaoli

Dacun, Changhua

Dacun, Changhua

Sinyi, Nantou

Juolan, Miaoli

Xinshe, Taichung

Xihu, Changhua

Erlin, Changhua

Erlin, Changhua

Dacun, Changhua

Juolan, Miaoli

Xinshe, Taichung

Dacun, Changhua

Sinyi, Nantou

Sinyi, Nantou

Xinshe, Taichung

GC1

GC10

GC12

GC15

GC18

GC19

GC27

GC28

GC31

GC37

GC39

GC40

GC41

GC42

GC43

GC44

GC46

GC48

GC50

GC51

GC55

GC57

GC59

GC61
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菌株：C. aenigma (ICMP 18608)、C. fructicola (ICMP 18581)、

C. siamense (ICMP 18578)、C. tropicale (CBS 124949) 及 C. 

viniferum (GZAAS5.08608)(12, 42)。分析方法是採用貝葉斯推斷法 

(Bayesian inference method, TOPALi version 2.5)。

供試殺菌劑

為探討殺菌劑對葡萄晚腐病菌之抑菌效果，乃依據藥

毒所網站之「植物保護資訊系統」(4)，收集其防治藥劑共20

種供試，計有亞托敏 (azoxystrobin)、白克列 (boscalid)、貝

芬替 (carbendazim)、賽普護汰寧 (cyprodinil + fludioxonil)、

腈硫醌 (dithianon)、三氟派瑞 (fluopyram +trifloxystrobin)、

克熱淨 (iminoctadine triacetate)、依普同 (iprodione)、克收欣 

(kresoxim-methyl)、鋅錳乃浦 (mancozeb)、撲克拉錳 (manganese 

prochlorate)、免得爛 (metiram)、快得寧 (oxine-copper)、

保粒黴素(甲) (po lyox ins )、撲克拉 (proch lo raz )、百克敏 

(pyraclostrobin)、得克利 (tebuconazole)、腐絕 (thiabendazole)、

甲基多保淨 (thiophanate-methyl)、得恩地 (thiram) 等 (表二)。藥

劑係購自本地農藥零售店之成品農藥或藥毒所檢驗合格之成品

農藥剩餘樣品。供試藥劑屬多點作用機制藥劑 (multi-site) 有6

種，其餘分屬8種不同單點作用機制藥劑 (specific-site)(32)。

殺菌劑對炭疽病菌分生孢子發芽之影響

本試驗以微量滴定板法(13)測試20種葡萄腐病防治藥劑 (表

二) 對逢機選取之12株晚腐病菌 (表一) 分生孢子發芽之抑制

作用。供試藥劑之藥液配製是以無菌蒸餾水稀釋至其田間施

用濃度 (表二)。測試時，取49 µL供試藥液滴入微量滴定板之

盤穴 (well)，再加入1 µL供試菌株之孢子懸浮液 (1×106 spores 

/ mL)，均勻混合。另以供試菌株孢子加入無菌水之處理為對

照。處理後之微量滴定板覆以封口膜 (parafilm, PM-996) 以防水

分蒸散並置於實驗室 (24~28℃)。2小時後，將盤穴內之混合液

分別塗布於直徑9公分之2%洋菜平板上，洋菜平板靜置於24℃

黑暗定溫箱。24小時後，於光學顯微鏡下計數孢子發芽率。

每處理4重複，每重複計數200個孢子，以百分率表示孢子發芽

率。各處理之發芽百分率先進行顯著性分析 (One-way analysis 

of variance, ANOVA)，差異達5%顯著水準，則對處理間之差異

進行費雪最小顯著差異測驗 (Fisher's protected least significance 

test, LSD, 5%)。

殺菌劑對炭疽病菌菌絲生長之影響

為測試前述各種殺菌劑對供試葡萄晚腐病菌菌絲生長之影

響，乃以同上之菌株培養於馬鈴薯葡萄糖洋菜培養基7日之菌

落供試，先以直徑5 mm打孔器切取菌落周緣之菌絲塊，將之

放入注有200 µL供試藥液之微量滴定板盤穴內並置室溫下。另

以菌絲塊加入無菌水之處理為對照。供試藥劑之稀釋方法及濃

度同於前項試驗。處理2小時後，以移植針將菌絲塊挑出，置

滅菌過之吸水紙將藥液吸乾，再移置於直徑9 cm之馬鈴薯葡萄

糖洋菜培養基平板中央，於24℃ 無光照之定溫箱培養5日。以

通過菌落中心點之兩條垂直線為準，量取菌落直徑，並以二者

平均值為該菌落直徑度量，以比較各藥劑之抑菌效果。每菌株

每藥劑處理4重複。

結　　果

葡萄晚腐病菌之鑑定

供試葡萄晚腐菌在馬鈴薯葡萄糖洋菜培養基經7日以上之

培養，以菌落產生之分生孢子作形態描述。分生孢子均為兩端

頓圓形 (broadly rounded ends) 之直長柱形 (straight, cylindrical)，

應屬C. gloeosporioides複合種。供試菌株以其5種基因序列 

(ITS、GAPDH、ACT、TUB2、ApMat) 與模式菌株進行比對，

其中各基因序列與最近模式菌株之相似百分率均達 98%以上 

(表三)。經鑑定，C. viniferum佔22種，且在分子親緣性分析

之樹狀圖上分布於同一分支群 (clade)，而僅有GC12及GC15二

菌株屬C. tropicale，不同菌種明顯分屬不同分支群 (圖一)。

表二、本研究供試殺菌劑之種類、劑型、作用機制代碼及使用劑量

TABLE 2. Fungicides used in this study

1 Fungicide Resistance Action Committee (2019).
2 Use rate represents the active ingredient concentrat ion in a label 

recommended on gra.

Fungicide 
Use rate

(µg a.i./ml )2Formulation FRAC code1

115

333

210

313

352

125

267

296

250

550

83

1600

300

167

100

80

173

    420

700

1000

23% SC

50% WG

41.7% SC

62.5% WG

42.2 SC

50%SC

25%SL

23.7% SC

44.2% SC

80% WP

50% WP
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40% WP
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1
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C. viniferum代表菌株GC1分生孢子長寬 (mean ± SE) 為 14.49 ± 

0.23 (12.50-17.50) × 5.48 ± 0.08 (5.00-6.00) µm，長柱形，兩端頓

圓；C. tropicale 代表菌株GC12長寬為14.96 ± 0.18 (12.50-17.50) 

× 5.85 ± 0.14 (5.00-8.00) µm，形狀與前者類似，二者度量均符

合各該菌種之度量範圍 (range)(12, 30, 58)。

殺菌劑對炭疽病菌孢子發芽之影響

供試之20種殺菌劑對12株晚腐病菌之藥效基本一致，完

全有效抑制孢子發芽的藥劑有腈硫醌、克熱淨、鋅錳乃浦、

免得爛、快得寧、保粒黴素 (甲) 及得恩地等7種，其藥劑處理

各菌株分生孢子發芽率均為0%。僅有一例外 (GC12)對克熱淨

及保粒黴素 (甲) 較不具感受性，分別呈現較低 (14.0%) 及較高 

(78.0%) 的孢子發芽率；而賽普護汰寧對半數供試菌株之孢子

具完全抑制作用。此外，三氟派瑞尚能抑制菌株GC18 及GC19

二菌株之孢子發芽，使其呈現極低 (6.3%) 的孢子發芽率。其

他藥劑對供試菌株孢子發芽均不具抑制作用且發芽率皆達80%

以上 (表四)。

殺菌劑對葡萄晚腐病菌菌絲生長之影響

供試20種殺菌劑對12株晚腐病菌菌絲生長之抑制作用也是

一致的。有效抑制菌絲生長的藥劑有克熱淨、撲克拉及撲克拉

錳等3種，供試菌株之菌絲幾無法生長。但菌株GC12卻完全不

受克熱淨之抑制，其對撲克拉亦僅受局部抑制；另一例外是

GC46，該菌株經撲克拉錳處理後仍有少量生長。其餘藥劑對

供試菌株之菌絲生長均無完全抑制作用，且多數菌株之生長與

對照處理無異 (表五)。

表三、葡萄晚腐病菌與模式菌株五種鑑定用基因序列之相同百分率

TABLE 3. Percent identity of the given gene sequences between Colletotrichum isolates from grape and the reference cultures

Isolate1

Percent identity (%)3

Species Reference culture2 ITS GAPDH ACT TUB2 ApMat

GC1

GC10

GC12

GC15

GC18

GC19

GC27

GC28

GC31

GC37

GC39

GC40

GC41

GC42

GC43

GC44

GC46

GC48

GC50

GC51

GC55

GC57

GC59

GC61

C. viniferum

C. viniferum

C. tropicale

C. tropicale

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

C. viniferum

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

CBS124949

CBS124949

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

GZAAS5.08608

99.4

99.6

99.5

99.1

99.4

99.4

99.4

99.4

99.4

99.4

99.4

99.4

99.4

99.4

99.4

99.6

99.6

99.4

99.4

99.4

99.4

99.4

99.4

99.4

98.2

100.0

98.2

97.8

98.2

98.2

99.6

99.6

99.1

99.1

99.6

99.6

99.6

98.2

99.6

100.0

100.0

99.6

99.5

99.5

99.6

99.6

98.2

98.2

98.2

99.1

99.6

99.7

98.2

98.6

98.2

98.2

98.6

98.2

98.6

98.6

98.2

98.2

98.2

99.1

99.1

98.6

98.6

98.6

98.2

98.2

98.63

98.2

99.4

100.0

99.7

99.9

99.4

99.3

99.4

99.3

99.2

99.0

99.3

99.6

99.2

99.4

99.3

99.9

99.9

99.3

99.4

99.4

99.2

100.0

99.2

99.4

98.7

99.9

100.0

100.0

98.7

98.7

98.8

98.7

98.7

98.7

98.7

98.8

98.3

98.8

98.7

98.8

100.0

98.8

98.8

98.7

98.7

98.7

98.7

98.7

1 Refer to TABLE 1 for isolate information.
2 Reference culture: ex-type or authentic culture of each Colletotrichum species.
3 Percent identity: identity between each gene sequence of the isolate with that of the reference culture in percentage ratio. Genbank accession numbers 

of reference cultures are JN412802 (ITS), JN412800 (GAPDH), JN412793 (ACT), JN412811 (TUB2), and KJ623242 (ApMat) for GZAAS5.08608, and 

JX010264 (ITS), JX010007 (GAPDH), JX009489 (ACT), JX010407 (TUB2), and KC790728 (ApMat) for CBS124949. ITS: complete rDNA–ITS; GAPDH: 

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase; ACT: partial actin; TUB2: β-tubulin; ApMatt: Apn2-Mat1-2 intergenic spacer.
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討　　論

近年來，在物種鑑定上，特別是形態特徵稀少且不易辨

識區別的微生物，應用分子生物學及相關技術於其分類及鑑

定，頗為常見，炭疽病菌 (Colletotrichum spp.) 即是案例之一
(12, 27)。葡萄晚腐病菌學名早期均稱 C. gloeosporioides，其實只

是依據其形態而命名的一個複合種(12, 28)，且該種作為許多作物

炭疽病菌之學名屢受質疑(44)。近年葡萄晚腐病菌之菌種在國外

已有多個新記錄種被發表，例如，C. acutatum、C. aenigma、

C. capsici、C. citri、C. fructicola、C. godetiae、C. hebeiense

及C. viniferum等(30, 40, 42, 55, 58, 59, 60)，台灣則已有C. siamense、C. 

tropicale及C. viniferum等菌種被報導(18, 33, 34)。其中，又以C. 

viniferum最受矚目，因該菌種學名源自葡萄學名，作為葡萄晚

腐病菌別具意義。而該菌種也是近年中國大陸相關報告中所列

的優勢種(30, 42, 58)，在我們的研究中亦然，其在已知菌株中佔絕

大部分 (表三、圖一)。據此，我們推斷，臺灣葡萄晚腐病菌應

存有數個菌種，且在數量上可能以C. viniferum居於多數，至於

C. tropicale則為世界首例(19)，在國內外報告中僅見於本文及著

者之前的報告(18)。C. viniferum代表菌株GC1 及C. tropicale 代

表菌株GC12 亦已接種於摘離 (detached) "巨峰"葡萄果實確認其

病原性 (著者，未發表)。然因本研究所用菌株尚屬有限，是否

尚有其他菌種，所佔比率為何，則應當納入更多菌株才能獲知

較完整的菌種分布概況。

本研究為能測試12株晚腐病菌對多達20種殺菌劑之抗感

性，又同時兼以孢子發芽及菌絲生長為指標，囿於有限試驗資

源，乃採用藥劑田間施用濃度之單一劑量進行殺菌劑抗感性試

驗。這種試驗結果與半數抑制濃度 (EC50) 均屬實驗室推估之結

果，與田間實際狀況終究有別。此方法雖在檢測上可節省大量

人力及時間，但對了解病原菌在不同藥劑濃度下的反應 (dose-

response relationships) 則有不足，特別是欲探討田間病原菌族

群對藥劑的動態反應上可能無法釐清菌株族群的即時變化。理

論上，供試菌株越多越好，但受限於研究資源僅能就不同年份

選出數株代表性菌株供試，但就著者近年所發表之炭疽病菌抗

藥性調查報告及本研究觀之，尚未見因年份不同而有差異之現

象(16, 17, 18)。

本研究證實大部分葡萄晚腐病防治藥劑已無抑制病原菌

孢子發芽的效果，菌絲生長則更甚，只有含撲克拉成分之藥

圖一、葡萄晚腐病菌之分子親緣關係圖。

Fig. 1. Phylogenetic analysis of the isolates of grape ripe rot pathogen 

and their closely related species of Colletotrichum based on the 

concatenate sequences of ITS, GAPDH, ACT, TUB2 and ApMat 

genes. This analysis was performed by Bayesian inference method 

using TOPALi version 2.5. The numbers beside nodes are Bayesian 

posterior probability. Culture accession numbers for each reference 

species are C. aenigma (ICMP 18608), C. fructicola (ICMP 18581), 

C. siamense (ICMP 18578), C. tropicale (CBS 124949), and C. 

viniferum (GZAAS5.08608). Refer to TABLE 1 for grape isolate 

information.

表四、殺菌劑對葡萄晚腐病菌孢子發芽率之影響

TABLE 4. Effect of fungicides on conidial germination of 12 Colletotrichum 

isolates from grape

1 Germination rate on water agar plate 24-hour at 24 °C after fungicide 

treatment.

Fungicide 0.0 1.0~39.0 40.0~79.0 80.0~100.0

No. of isolates with germination rate (%) of 1

0

0

0

6

12

0

11

0

0

12

0

12

12

11

0

0

0

0

0

12

0

1

0

0

0

0

2

1

1

0

0

0

0

0

0

0

0

1

0

0

0

0

1

1

0

2

0

1

0

0

0

0

0

0

0

1

1

2

0

2

1

0

0

10

11

12

4

0

9

0

11

12

0

12

0

0

0

11

10

11

10

11

0

12
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劑及克熱淨尚能有效，餘已無藥效。事實上，國內外在近年

關於炭疽病防治藥劑的抗藥性報告屢見不鮮，例如，許多臺

南芒果炭疽病菌株已對苯并咪唑類殺菌劑 (benzimidazoles) 產

生抗藥性(36)，且國內常用芒果炭疽病防治藥劑多數已無抑菌

效果(16, 17)。在美國，多種果樹及草皮炭疽病菌對醌外抑制劑 

(quinone outside inhibitors, QoIs)、固醇去甲基化抑制劑 (sterol 

demethylation inhibitors, DMIs) 及琥珀酸去氫酶抑制劑 (Succinate 

dehydrogenase inhibitors, SDHIs) 等類別之殺菌劑均已產生抗藥

性(2, 3, 21, 26, 56)。日本亦有多種水果炭疽病菌C. gloeosporioides對

甲基多保淨及克熱淨產生抗藥性(11)。巴西蘋果葉斑及苦腐病

菌 (C. acutatum) 的部分菌株已對鋅錳乃浦及亞托敏產生抗藥

性，且其多數菌株則對甲基多保淨產生了抗藥性(37)。上述藥劑

中除克熱淨及鋅錳乃浦外，其他藥劑之抗藥性現象均與本研

究之結果一致，顯示炭疽病菌抗藥性具有超越地域的普遍性

現象。儘管炭疽病菌抗藥性現象很常見，但仍有數種藥劑即

使已在臺灣已使用數十年仍保有良好的藥效，例如，4-4式波

爾多液、撲克拉及撲克拉錳等藥劑抑制多種果樹炭疽病菌菌

絲生長效果仍佳；而4-4式波爾多液、鋅錳乃浦、免得爛、腈

硫醌、快得寧等藥劑抑制果樹炭疽病菌孢子發芽效果最好(53)。

另，郭氏測試1375支菌株證實臺灣芒果炭疽病菌並未對撲克拉

產生抗藥性(29)。此外，國外亦報導二硫代胺基甲酸鹽殺菌劑 

(Dithiocarbamate fungicides) 是防治芒果炭疽病的有效藥劑，而

屬固醇去甲基化抑制劑類 (DMIs) 之撲克拉也未見抗藥性，且

該藥劑兼具感染前保護與感染後防除之功效，是唯一用於芒果

採收後處理的藥劑(6)。這些報告的結論均在本研究中再一次獲

得證實。

本研究顯示抑制孢子發芽的殺菌劑除保粒黴素 (甲)，其餘

均屬多點作用機制藥劑，且以二硫代胺基甲酸鹽類藥劑為主 

(表四)。根據著者觀察，保粒黴素 (甲) 之功能並非抑制晚腐病

菌分生孢子發芽，而是使發芽管前端膨大成圓形泡狀體並停止

伸長及產生附著器 (appressorium)，因而是不具致病能力的無效

發芽，可視同受到抑制。此外，賽普護汰寧仍對半數供試菌株

之孢子具完全抑制作用，表示該藥之抗藥性發展正在進行中，

在未來使用上必須謹慎，應減少施用次數。而國內有報告稱賽

普護汰寧雖不能完全抑制孢子發芽，但孢子發芽後不易形成附

著器，這可能是該藥劑仍受農民青睞的原因(53)。而多數菌株對

三氟派瑞不具感受性，卻仍有少數菌株 (GC18、GC19) 具感受

性，應屬例外，該藥劑是否繼續於田間使用實已面臨考驗。而

菌株GC12是本研究中唯二鑑定為C. tropicale的菌種，卻也特別

對克熱淨及保粒黴素 (甲) 分別表現不同程度的抗性，是否與

菌種特性有關，則須待更多的C. tropicale供試，始能定論。

能抑制菌絲生長的藥劑種類在本研究中更少，僅有屬咪唑

類 (imidazoles) 之撲克拉、撲克拉錳及屬胍類 (guanidines) 之克

熱淨等3種。其中撲克拉對抑制炭疽病菌菌絲生長表現最優，

此與國內外相關研究一致(8, 10, 17, 29)，但撲克拉在相同濃度下卻

完全不能抑制其孢子發芽，國內亦有類似的研究結果(53)。在本

研究中，與撲克拉 (imidazoles類) 同屬固醇去甲基化抑制劑類

的供試藥劑尚有得克利 (triazoles類)，但該藥劑並無抑制炭疽

病菌菌絲生長或孢子發芽之作用，可見相同作用機制的不同藥

劑仍可能因化學結構的差異而對誘導病原菌抗藥性族群的發展

具有不同效果。在田間為減緩病原菌抗藥性族群之生成，輪用

不同作用機制藥劑固是優先選項，但如缺少不同作用機制藥劑

供選，則輪用相同作用機制的不同藥劑亦可作為選項。而克熱

淨是唯一兼具抑制晚腐病菌孢子發芽與菌絲生長的藥劑，在葡

萄晚腐病的防治上是否具優良的防治效果，值得觀察。

本研究亦證實許多葡萄晚腐病菌有多重抗藥性 (multiple 

fungicide resistance) 現象，這些藥劑多屬單點作用機制藥劑，

且有效抑制炭疽病菌分生孢子發芽與有效抑制其菌絲生長的藥

劑種類幾乎完全不同。因而當進行殺菌劑篩選時，對孢子發芽

與菌絲生長的藥效試驗均應為之，才能完整獲知殺菌劑的藥效

功能。雖然在抗藥性管理的實務上，多認為一種藥劑連續且長

期使用易導致病原菌族群對該藥劑產生抗藥性，但本研究顯

示，無論是二硫代胺基甲酸鹽類藥劑、撲克拉系列藥劑 (DMIs) 

表五、殺菌劑對葡萄晚腐病菌菌絲生長之影響

TABLE 5. Effect of fungicides on mycelial growth of 12 Colletotrichum  

isolates from grape

1 Diameter range of colony on potato dextrose agar plate 5-day at 24 °C after 

fungicide treatment.

Fungicide <0.1 0.1~2.0 2.1-4.0 >4.0

No. of isolates with colony diameter (cm) of 1

0
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或其他類別的有效藥劑均為臺灣地區長期用於防治果樹炭疽病

的殺菌劑，卻未必使病原菌族群產生顯著的抗藥性，且這些藥

劑涵蓋多點作用機制及單點作用機制藥劑。我們認為一種單點

作用機制藥劑是否易於產生抗藥性應屬該藥劑之特性，病原菌

是否能藉演化過程產生抗藥族群與藥劑之分子結構可能具關聯

性，因不同藥劑有不同的分子結構，雖其抑菌的作用機制相

同。有些藥劑的結構易於被病原菌克服，因而利於抗藥性族群

的產生；但有的藥劑結構則否，因而產生抗藥族群的速度緩

慢。但對多點作用機制藥劑而言，由於需同時累積多種抗藥基

因於同一個體，自然不易發展成抗藥族群。當前，抗藥性管理

的策略仍以延緩抗藥性之發生為綱，實務上則以少用藥劑與輪

用不同作用機制藥劑為本，則有效單點作用機制藥劑與多點作

用機制藥劑輪流使用或為葡萄晚腐病以及其他作物炭疽病抗藥

性管理的務實做法。
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ABSTRACT
Duan, C. H.,* and Chen, G. Y. 2020. Molecular identification and 

fungicide sensitivity of Colletotrichum isolates from grape in 
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Ripe rot of grape caused by Colletotrichum spp. is a prevalent 

and severe grape disease in Taiwan. It always incurs great losses 

due to its fast dissemination by heavy rain in summer. Identification 

of the pathogens based on morphological and molecular characters 

indicated that C. viniferum was the dominant species and C. 

tropicale was the minor one in our culture collections. Chemical 

control followed by fruit bagging is the main measure to control 

this disease. Therefore, the effective fungicides are vital for the 

success of the disease control. In this study, we used microtiter plate 

method to evaluate the inhibition effect of the fungicides against the 

ripe rot pathogens. The results showed that dithianon, iminoctadine 

triacetate, mancozeb, metiram, oxine-copper, polyoxins and thiram 

were consistently effective to inhibit conidial germination of the 

pathogens, while only iminoctadine triacetate, manganese prochlorate 

and prochloraz were able to inhibit their mycelial growth.

Keywords: grape, Colletotrichum, fungicide




