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香蕉采后果实炭疽病菌的鉴定及其生物学特性
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摘要 采用组织分离法从表现炭疽病症状的采后香蕉果实中分离到4个炭疽病菌菌株。通过观察这4个

菌株的菌丝生长速率、孢子萌发、附着胞形成和致病性,发现4个菌株的菌丝生长速率无显著差异,但菌株X4的

孢子萌发率、附着胞形成率和致病力明显高于其他3个菌株。采用传统的形态学鉴定方法,并结合ITS序列分

析技术,鉴定菌株X4为芭蕉炭疽菌(Colletotrichummusae)。生物学特性的观察结果表明:菌株X4菌丝生长温

度范围是10~35℃,最适生长温度是28℃,其分生孢子萌发和附着胞形成的适宜温度范围是25~30℃,分生

孢子在28℃萌发率最高;光照对菌丝生长速率、分生孢子和附着胞形成无显著影响;适宜菌丝生长和孢子萌发

的pH值为5.0~8.0,最适pH值为6.0;菌株的菌丝和分生孢子的致死温度均为50℃/10min。
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  香蕉采后果实腐烂是制约我国香蕉产业发展的

重要因素。由炭疽菌(Colletotrichumspp.)引起的

香蕉果实炭疽病,以及由镰孢菌(Fusariumsp.)和
轮枝菌(Verticilliumsp.)等真菌复合侵染引起的

冠腐病又是导致香蕉采后果实腐烂的重要原因[1]。
香蕉炭疽病菌具有潜伏侵染的特性,在幼果期即可

侵入,以附着胞及侵染丝形式潜伏于果皮中[2],在香

蕉果实采后贮藏、保鲜和销售过程中才表现出症状,
引起香蕉果实果皮褐变,果肉逐渐腐烂,严重影响果

品价值。目前多采用杀菌剂浸果防治,以延长货架

期[3]。随着人们环保意识的觉醒和病原菌抗药性的

出现,生物防治已经成为控制香蕉果实采后病害的

研究热点。但是,无论是化学防治还是生物防治,都
是建立在对病原菌的准确鉴定和对病原菌生物学特

性充分了解的基础上的。由于炭疽菌的形态变异较

大,近似种之间的分类特征差异微小,因此对引起香

蕉炭疽病的炭疽菌种类一直存在争议。
目前,国内外学者认为引起香蕉果实炭疽病的

病原菌主要有芭蕉炭疽菌(Colletotrichummusae)
和胶孢炭疽菌(C.gloeosporioides)[4-5]。Alzaemey
等[6]研究了pH 值 、温度、水和CO2浓度对香蕉炭

疽病菌(C.musae)孢子萌发和菌丝生长的影响。刘

秀娟等[7]、杨叶等[8]和胡美姣等[9]曾对采自我国海

南、广东、广西和云南的香蕉炭疽菌的致病性、培养

形状和生物学特性进行了研究。笔者采用传统的真

菌形态学鉴定方法,并结合分子生物学技术,对从广

州香蕉果实上分离得到的香蕉炭疽病菌X4菌株进

行了种类鉴定,并对该菌株的一些生物学特性进行

了观察,旨在为香蕉采后果实炭疽病的综合防治提

供科学依据。

1 材料与方法

1.1 菌株的分离和纯化

采用组织分离法[10],从表现典型炭疽病症状的

香蕉果实皮部病斑病健交界处分离病原菌,在水琼

脂上进行单孢分离后,将单孢子移到PDA平板上

培养5~6d,观察菌落形态并于4℃保存备用。
1.2 菌株致病性的测定

采用针刺接种法,对分离到的香蕉果实炭疽病

菌的4个菌株进行致病性测定。将直径5mm的菌

丝块接种于外表健康基本完全成熟的香蕉果实上,
同时以接种空白培养基为对照,每处理重复3次。接
种处理完后放置于28℃保湿培养,3d后观察其发

病情况。
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1.3 菌丝生长速率、孢子萌发和附着胞形成的观察

对分离到的香蕉果实炭疽病菌4个菌株的菌丝

生长速率、孢子萌发和附着胞形成情况进行比较。
将培养4d的直径5mm的菌丝块放于直径9cm
的PDA平板中央,每个菌株重复3次,在28℃下培

养,待生长最快的菌株长满平板时,用十字交叉法测

量菌落直径。
将配制好的孢子悬浮液滴在载玻片上,于28℃

下保湿培养,每个菌株重复3次,10h后观察孢子

萌发、附着胞形成情况。孢子萌发的标准为芽管长

度≥1/2孢子长度。按以下方法计算萌发率和附着

胞形成率:

孢子萌发率 =
萌发孢子数

检查总孢子数×100%

附着胞形成率 =
形成附着胞数
萌发孢子数 ×100%

1.4 菌株的鉴定

通过试验观察,发现菌株X4在致病力、孢子萌

发率和附着胞形成率等方面明显高于其他3个菌

株,因此选择菌株X4进行形态学和分子生物学鉴

定。

1)形态学鉴定。将菌株X4接种于PDA平板

上,25℃下培养,观察该菌株在培养基平板上的菌

落形态、生长情况、颜色以及孢子形状、大小等。

2)分子生物学鉴定。将菌株 X4接种到PDB
培养液,在25℃、200r/min的条件下振荡培养3d
后收集菌丝体,采用DNA提取试剂盒(美国OME-
GA公司)提取其基因组DNA,置于-20℃冰箱保

存备用。采用真核生物rDNA 的通用引物ITS5和

ITS4对rDNA的2个内转录间区和5.8S区段进行

PCR扩增[11]。扩增产物经1%琼脂糖凝胶电泳检

测后,用DNA凝胶回收试剂盒U-geneGelExtrac-
tionKitII纯化目的片段,送交北京奥科基因公司

测序。将测定的ITS序列递交GenBank获得登录

号(HQ607779),并用BLAST软件与 GenBank中

已知的ITS序列进行同源性比对,在分子水平上确

定香蕉炭疽病菌菌株X4的分类地位。
1.5 菌株 X4 的生物学特性观察

1)温度对菌丝生长和孢子萌发的影响。将直径

5mm的炭疽病菌菌丝块接种于PDA平板中央,分
别置于10、15、20、25、28、30、35、40℃等8个不同温

度下培养,4d后测量菌落直径;将适当浓度的孢子

悬浮液滴在载玻片上,然后将其放入垫有湿滤纸的

培养皿内,分别置于上述温度下培养,10h后取出

盖玻片在显微镜下检查孢子萌发和附着胞形成情

况。试验每处理重复3次。

2)光照对菌丝生长和孢子萌发的影响。将涂有

孢子悬浮液的载玻片分别置于完全黑暗、光暗交替

(12h)和完全光照3个条件下,28℃下培养,10h
后镜检孢子萌发情况;将炭疽病菌菌丝块接种于

PDA平板中央,分别置于上述3个条件下,28℃下

培养4d后测量菌落直径。试验每处理重复3次。

3)pH值对菌丝生长和孢子萌发的影响。用磷

酸缓冲液将PDA培养基的pH 值调成3.0、4.0、

5.0、6.0、7.0、8.0、9.0、10.0等8个梯度,将病

菌菌丝块接种于不同pH 值的PDA平板上,28℃
培养4d后测量菌落直径,并用0.1mol/LHCl和

0.1mol/LNaOH将灭菌水调节成3.0、4.0、5.0、

6.0、7.0、8.0、9.0、10.0、11.0、12.0等10个不

同pH值的水溶液,用该水溶液配孢子悬浮液(50
个/视野),并滴于载玻片上,于28℃保湿培养10h
后镜检孢子萌发情况。试验每处理重复3次。

4)菌丝和孢子致死温度的测定。分别设置35、

40、45、50、55、60、65、70℃等8个不同温度。在灭

菌试管中加2mL灭菌水,在水浴锅中预热到所需

温度后放入直径5mm的炭疽病菌菌丝块,水浴10
min后放在水中冷却,然后取出菌丝块在PDA平板

上于28℃倒置培养4d,以不经处理的菌丝块为对

照,以菌丝不生长的处理温度为致死温度。孢子悬

浮液经不同温度水浴处理10min后取40μL滴在

载玻片上,28℃保湿培养14h后镜检孢子萌发情

况。统计萌发率和附着胞形成率,以孢子不萌发的

处理温度为孢子致死温度。试验每处理重复3次。

5)病菌在灭菌水中的萌发。取20μL孢子悬浮

液分别与等量(20μL)的灭菌水混合,滴在盖玻片

上,分别于2、4、6、8、10、12、14、16、18h后镜检其萌

发和附着胞形成情况。试验每处理重复3次。

2 结果与分析

2.1 病菌的分离纯化和致病性

从香蕉果实上分离得到4个培养性状不同的香

蕉炭疽病菌菌株(分别记为X1、X2、X3、X4)。以针

刺法在香蕉果实上分别接种上述4个菌株后均能造

成香蕉果实发病。接种3d后,菌株X1、X2、X3、X4
造成的病斑平均直径分别为2.72、0.78、2.82、

3.03cm,从这些病斑上都能够再分离到与原接种

菌株相同的炭疽病菌菌株。依据柯赫氏法则,说明
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这4个菌株都是引起香蕉果实炭疽病的病原菌。
接种试验结果表明:病斑初期圆形、淡褐色、水

浸状,随后病斑迅速扩大成同心轮纹状凹陷,病斑

颜色加深;后期在病部可见橘红色粘孢团,其中菌株

X4引起的病斑最大,致病力最强,发病后期病部产

生大量橘红色粘孢团(图1)。

  A.CK为不接种对照,1~3均为X4菌株接种 CKnon-inoculationcontrol,1-3inoculatedwithisolateX4;

B.后期产生橘红色粘孢团Productionoforangeredstickyconidialmassesonamaturelesion.

图1 菌株X4在香蕉果实上人工接种的发病症状

Fig.1 SymptomsofbananafruitartificiallyinoculatedwithisolateX4

2.2 菌丝生长和孢子萌发

测定结果表明,分离得到的4个菌株菌丝生长

速率无明显差异,培养4d即可长满直径9cm的平

板,但分生孢子萌发和附着胞形成有很大差别。菌

株X1和X3分生孢子的萌发较少,孢子萌发率分别

为3.15%和1.67%,不形成附着胞;菌株X2分生

孢子的萌发率为3.26%,但部分萌发孢子可以形成

附 着 胞;菌 株 X4 分 生 孢 子 的 萌 发 率 最 高

(48.21%),萌发后的孢子基本上都能形成附着胞。
测定结果表明菌株X4的致病力也是最强的,因此

选择菌株X4作为继续研究的供试菌株。
2.3 病菌 X4 菌株的鉴定

1)菌株X4的形态学鉴定。在PDA培养基上,
菌落圆形,边缘整齐平坦,气生菌丝絮状或绒毛状,
一般培养4d即可长满整个平板(图2-A)。在菌丝

生长过程中会产生大量的分生孢子,使得菌落呈现

橘红色,培养后期产生橘红色粘孢团,培养基内散生

小黑点(图2-B)。在显微镜下观察,分生孢子梗为

无色,单胞,圆筒形或棒形,较长,大约为分生孢子长

度的2~3倍;分生孢子为圆柱形或圆筒形(图2-C),
单胞,无色,两头较大,中间稍凹陷,有时有1~2个

油球,(12~18.5)μm×(4.5~5.5)μm;附着胞扁

球形,棒形或不规则形,褐色(图2-D),(10~17.5)

μm×(4.5~7.0)μm。菌株X4的分生孢子及附着

胞的形态特征和大小与张中义等[16]对芭蕉炭疽菌

(C.musae)的描述相符。

  A,B.菌落形态 Colonymorphology;C.分

生孢子Conidia;D.附着胞 Appressorium.

图2 菌株X4的菌落和孢子形态特征

Fig.2 Morphologicalcharacteristicsofcolony
andconidiaofisolateX4

  2)菌株X4的分子生物学鉴定。从图3可以看

出,菌株X4用引物ITS4和ITS5扩增出的特异性

条带位于分子标记物500~750bp之间,大约为600
bp。这与 White等[12]所描述的一致,测序结果显示

其PCR扩增序列为563bp。
将菌株X4的ITS序列提交到 GenBank数据

库 (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)中 进 行

BLAST同源性比对,结果表明菌株X4与C.musae
同源性为99%。结合形态学鉴定的结果,可将菌株

X4鉴定为芭蕉炭疽菌(C.musae)。
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  M:DNA分子质量标记 DNAmarker;1,2:菌株X4基

因组DNA的PCR扩增产物PCRproductsofisolateX4.

图3 菌株X4基因组DNA的PCR电泳结果

Fig.3 ElectrophoretogramofPCRproductsofisolateX4

2.4 菌株 X4 的生物学特性

1)温度对菌丝生长、分生孢子萌发的影响。试

验结果表明,在PDA 培养基上,菌株X4的菌丝生

长温度范围是10~35℃,最适生长温度是28℃,

35℃下生长极其缓慢,40℃时不能生长,低温对菌

丝生长并无致死作用,只能抑制生长,恢复常温后菌

丝体仍可恢复生长。在25~30℃之间较适宜菌株

X4的分生孢子萌发,28℃的萌发率最高,低温和高

温都不适合孢子萌发;在25~30℃之间较有利于

附着胞的形成,附着胞的形成率均在90%以上。

2)光照对菌丝生长、孢子萌发的影响。在PDA
培养基上,菌株X4在连续光照、12h光暗交替、完
全黑暗3种光照处理下培养4d后菌落直径分别为

7.42、7.80、7.90cm,统计分析结果表明,它们之

间不存在显著差异(P=0.01)。但在光照条件下较

有利于分生孢子的形成。菌株X4的分生孢子在以

上3种光照处理下培养10h后,孢子萌发率分别为

62.63%、65.44%、67.58/%,附着胞形成率分别为

91.68%、90.89%、90.06%,统计分析结果表明,它
们之间均不存在明显差异。

3)pH 值对菌丝生长、分生孢子萌发的影响。
试验结果表明,在PDA 培养基上,菌株X4菌丝生

长的pH范围为3.0~10.0,分生孢子萌发的pH值

范围是3.0~11.0,较适宜于菌丝生长和孢子萌发

的pH值范围为5.0~8.0。在酸性和碱性条件下,
菌丝生长受到明显抑制,菌丝生长畸形。较适宜于

分生孢子和附着胞形成的pH 值范围为5~7,最适

pH值为6.0,这时的孢子萌发率为71.07%,附着

胞形成率高达91.79%,说明菌株X4的分生孢子在

偏酸的环境下易萌发和形成附着胞。

4)菌丝和分生孢子的致死温度。试验结果表

明,经35~50℃处理10min后,菌株X4菌丝还能

够生长,分生孢子亦能萌发,然而菌丝生长速度和分

生孢子萌发率、附着胞形成率均随温度升高而下降,
说明有部分分生孢子在处理过程中丧失了萌发力。
经55℃处理10min后,菌株X4菌丝在PDA平板

上不能生长,分生孢子在水中也不能萌发,表明香蕉

炭疽病菌菌丝和分生孢子的致死温度均为55℃。

5)菌株X4的分生孢子在水中的萌发。试验结

果表明,初始分生孢子萌发较少,随着时间的增加,
萌发率不断升高,在12h后分生孢子萌发和附着胞

形成趋于稳定,萌发率和附着胞形成率都在90%左

右,因此水中观察炭疽病菌孢子萌发应选12~14h
为宜。在24h时观察菌株X4形成附着胞情况,发
现在灭菌水中孢子只要萌发就会形成附着胞。

3 讨 论

本试验从发病的香蕉果实上分离纯化到4个香

蕉炭疽病菌菌株,结果表明菌株X4的孢子萌发率、
附着胞形成率和致病力均高于其他3个菌株。根据

其形态学特征,结合基因组DNA的ITS序列同源

性的比较分析,发现该菌株与文献报道的芭蕉炭疽

菌(C.musae)的形态基本一致,ITS序列的同源性

高达99%,因此将菌株X4鉴定为芭蕉炭疽菌(C.
musae)。李梅婷等[13]从未发病的香蕉叶柄、叶脉和

未成熟果皮等组织中分离获得香蕉内生炭疽病菌菌

株,经鉴定这些菌株均为芭蕉炭疽菌。通过接种试

验证实这些菌株对香蕉有致病性,说明所分离的香

蕉内生炭疽菌是香蕉炭疽病的潜伏侵染菌源。
在对菌株X4的生物学特性观察时发现,该菌

在35℃下生长极其缓慢,40℃时不能生长,10℃
下菌丝生长缓慢且孢子不能萌发,菌丝和分生孢子

的致死温度均为55℃/10min,因此将香蕉采后果

实贮存于10℃以下和35℃以上有可能会减轻病害

的发生。DeCosta等[14]就曾报道过将香蕉果实在

50℃温水中浸泡3min,可明显地控制炭疽病和冠

腐病的发生,而不影响香蕉的品质,而且与拮抗菌结

合起来处理的防效更好,这可为香蕉采后果实炭疽

病的防治开辟新的途径。适合菌株X4菌丝生长和

分生孢子萌发的pH值为5.0~8.0,最适的pH值

为6.0;不同光照条件对菌丝生长速率影响差异不
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显著,但在PDA平板上有利于分生孢子的萌发和

附着胞的形成。这与文献报道的结果一致[8-9]。
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Identificationandbiologicalcharacteristicsof
theanthracnosepathogenofpostharvestbananafruit

ZHANGDe-tao GAOYan-li HUANGYong-hui YANGMei ZHOUEr-xun
CollegeofNaturalResourcesandEnvironment,SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou510642,China

  Abstract Fourisolatesoftheanthracnosepathogenwereisolatedfrompostharvestbananafruits
displayinganthracnosesymptomsbyusingtissueisolationtechnique.Thedifferencesinmycelialgrowth
rate,conidialgermination,appressoriumformationandpathogenicityofthefourisolateswerecompared
underthesameconditions.Theresultsshowedthattherewasnosignificantdifferenceinthemycelial
growthrate,butthepercentagesofconidialgerminationandappressoriumformation,andthepathoge-
nicityofisolateX4weresignificantlyhigherthanthoseoftheother3isolates.TheisolateX4wasiden-
tifiedasColletotrichummusaebasedontheclassicalmorphologicaltaxonomycombinedwiththetech-
niqueofITSsequenceanalysis.Meanwhile,theeffectsoftemperature,illuminationandpHvalueon
themycelialgrowth,conidialgerminationandappressoriumformationofisolateX4wereinvestigated.
Theresultsindicatedthatthetemperaturesforthemycelialgrowthwererangedfrom10-35℃,withan
optimumof28℃andthesuitabletemperaturesforconidialgerminationandappressoriumformation
werefrom25-30℃,withanoptimumof28℃.Illuminationhadnosignificanteffectonthelinear
growthofmycelium,conidialgerminationandappressoriumformation.ThepHvaluesforthemycelial
growthandconidialgerminationwere5.0-8.0,withanoptimumofpH6.0.Thelethaltemperatureof
conidiaandmyceliaexploredfurtherwere50℃/10min.

Keywords banana;postharvestdiseases;fruitanthracnose;pathogenidentification;biological
characteristics
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