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红阳猕猴桃中葡萄座腔菌的生物学特性及致病性研究
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摘要!为全面了解引起红阳猕猴桃软腐病的致病菌葡萄座腔

菌的生物学特性!采用光学显微镜"透射电镜观察致病菌菌

丝结构!用干重法绘制致病菌的生长曲线!多种方式诱导致

病菌产孢!探究其最适生长条件"致死温度和时间!及病原菌

致病性#结果表明'葡萄座腔菌的菌丝呈分枝状"内含隔膜!

具有完整的细胞结构&生长曲线分为
!

个时期!延滞期$

$

"

!#2

%"对数期$

!#

"

&#2

%"稳定期$

&#

"

"#(2

%&经多种方式

诱导该菌均不产分生孢子&最适生长条件为'生长温度

!$\

!

M

O#

!以葡萄糖为碳源!牛肉膏为氮源!对光照条件不

敏感&菌丝致死条件为
+?\

处理
"$.04

或
+!\

处理
%.04

&

"$

种供试水果均可通过伤口感染而发病#

关键词!猕猴桃&葡萄座腔菌&生物学特性&致病性
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红阳猕猴桃由四川苍溪县龙岗山选育而成#属世界首个

红肉型猕猴桃特优新品种*

"

+

&课题组*

?

+前期研究发现#红阳

猕猴桃易出现熟!软$腐病#并从腐烂的猕猴桃中分离出主要

致病菌'''葡萄座腔菌!

>2C9

'

2B

U

7%/9(%

U

%9A%

#

>J

U

%9A%

$&

>2C9

'

2B

U

7%/9(%9

MM

;

是一类球状,双囊壁的子囊菌#不仅危害

果实#对树木的致病性也是全球性的*

!U%

+

&中国因葡萄座腔

菌科引起的树木溃疡类病害较多#会造成各种林木!杨树,松

树,桉树等$材质下降和果树!苹果,梨,桃等$减产*

#

+

&据研

究*

'

+报 道 山 核 桃 的 干 腐 病 致 病 菌 为
>2C9

'

2B

U

7%/9(%

=2C7(=/%

#简称
>J=2C7(=/%

#属子囊菌门!

+B:2K

'

:2C%

$,葡萄

座腔菌科!

>2C9

'

2B

U

7%/9(%:/%/

$,葡萄座腔菌属!

>2C9

'

2B

U

7%&

/9(%

$&李诚等*

(U&

+从江西奉新县猕猴桃果实中分离出
#

种

致病菌#其中包括
>J=2C7(=/%

#但仅对葡萄座腔菌进行了鉴

定#并未对葡萄座腔菌的相关生物学特性进行深入的研究&

韩青梅等*

"$

+将
>J=2C7(=/%

接种至苹果果肉#研究了葡萄座

腔菌侵染苹果组织的细胞学特征#也未对致病菌的生物学特

性进行全面研究%课题组*

?

+前期研究显示分离出的葡萄座腔

菌不产孢子#而韩青梅等*

"$

+研究表明该菌可通过孢子进行

繁殖#研 究 结 果 出 现 差 异#因 此#需 进 一 步 对 其 探 索&

W10

MM

<79

等*

""U"?

+发现逆境可诱导
>2C9

'

2B

U

7%/9(%9

MM

;

产孢#

可通过菌落划伤,紫外线照射,营养缺乏!碳源,氮源$等作用

方式&

C34404

5

:84

等*

"!

+对维多利亚和新南威尔士园艺作物

中
>2C9

'

2B

U

7%/9(%

物种多样性进行研究#发现该致病菌主要

来自病变的葡萄#少量来自核果和仁果类水果#其中最常见

的致病菌是
>J

U

%9A%

&

目前#国内外关于
>J

U

%9A%

的研究较少#主要集中于

%""



>2C9

'

2B

U

7%/9(%:/%/

的分子学鉴定及
>2C9

'

2B

U

7%/9(%

中其他

亚种引起病害的防治等方面&为了更全面地呈现
>J

U

%9A%

的相关生物学特性#课题组将对红阳猕猴桃中的
>J

U

%9A%

生

长特性,是否产孢子,最适生长环境,致死条件,致病性等进

行研究#为明确病害的发生,发展规律提供试验基础#同时为

相关病害的防治提供科学有效的依据&

"

!

材料与方法

";"

!

材料与仪器

";";"

!

材料与试剂

>2C9

'

2B

U

7%/9(%

U

%9A%

"由本实验室贮藏的红阳猕猴桃

分离而得#分离方法依据柯赫氏法则*

"+

+

#鉴定#纯化#保存%

寄主范围试验水果"购自雅安市吉选超市%

无水乙醇,乳酸,苯酚,苯胺蓝,甘油,氯化钠,戊二醛,丙

酮,葡萄糖,麦芽糖,淀粉,乳糖,果糖,蔗糖,牛肉膏,蛋白胨,

硝酸铵,硫酸铵,硝酸钾,尿素"分析纯#北京奥博星生物技术

有限责任公司&

";";?

!

主要仪器设备

电子显微镜"

[1

J

.

M

39CD!"aIẀ

型#日本
[1

J

.

M

39

公司%

电热恒温培养箱"

BAF;&"#?

型#上海精宏实验设备有

限公司%

手提式压力蒸汽灭菌锅"

dDg;Wf+";?($

型#上海华线

医用核子仪器有限公司%

高速冷冻离心机"

)a+0

型#美国
I2<7.8

公司%

恒温振荡培养箱"

OYg;D"$$

型#金坛市杰瑞尔电器有

限公司%

冰箱"海尔
)CB,"&$IEFV

型#海尔电器集团%

洁净工作台"

Wc,C*,"̀

型#苏净集团安泰公司%

透射电显微镜"

O,#$$

型#日本
O0:/>20

公司&

";?

!

方法

";?;"

!

致病菌菌丝结构的观察

!

"

$光学显微镜菌丝结构的观察"用乳酸石炭酸棉蓝作

为染液染色后观察
>J

U

%9A%

菌落形态*

"%

+

&

!

?

$透射电镜菌丝超微结构的观察"将无菌水加入长势

良好的
>J

U

%9A%

斜面#菌丝与无菌水混合均匀制成菌悬液#

于
+\

,

"$$$$7

(

.04

离心
"%.04

#弃去上清液#离心后菌丝

切分成
">.

!的组织块#用
?;%H

戊二醛固定
?2

后#用

$;".81

(

X

磷酸缓冲液漂洗
"%.04

#重复
!

次&用
"$$H

丙

酮室温脱水
"%

"

?$.04

#重复
!

次&用纯包埋液
!'\

处理

?

"

!2

#

+%\

烘箱内固化
"?2

#用超薄切片机切片#厚度为

%$

"

#$4.

#

!H

醋酸铀'枸橼酸铅双染色#透射电镜观察并

拍照*

"#

+

&

";?;?

!

致病菌生长曲线的测定
!

干重法测定生长曲线&将

等量的致病菌菌丝分别接种至
%$.X

已灭菌的马铃薯营养

液!

FB)

$中#于
?%\

#

"%$7

(

.04

培养
?+

#

!#

#

+(

#

#$

#

'?

#

(+

#

&#

#

"$(

#

"?$

#

"++

#

"#(2

&分别搜集不同培养期的
>J

U

%9A%

菌丝细胞#

($\

烘至恒重后称重#各处理重复
!

次#取平均

值&以致病菌培养时间为横坐标#菌丝干重为纵坐标#绘制

生长曲线&

";?;!

!

致病菌分生孢子的研究

!

"

$菌落划伤"将活化后长势良好的
>J

U

%9A%

菌株接种

至马铃薯营养琼脂培养基!

FBG

$#

?%\

暗培养
'=

后#用无

菌刀片将菌落划伤#再培养
'

"

?(=

&每
'=

对菌丝进行镜检

观察是否产孢#若产孢用血细胞计数板测量其产孢数量&

!

?

$紫外线照射"将
>J

U

%9A%

菌株接种至
FBG

平板上#

于
?%\

条件下分别紫外照射
#

#

"?

#

?+2

后全黑暗培养
'

"

?(=

&

!

!

$营养缺乏"以查氏培养基为基础培养基#测定蔗糖,

麦芽糖,淀粉,乳糖,果糖,葡萄糖
#

种碳源对菌丝产孢量的

影响#以不加碳源的查氏培养基为对照组%测定牛肉膏,蛋白

胨,硫酸铵,硝酸铵,硝酸钾,尿素
#

种氮源对致病菌菌丝产

孢量的影响#以不加氮源的查氏培养基为对照组#于
?%\

暗

培养
'

"

?(=

&

!

+

$致病菌孢子数的测定"用血细胞培养法计数#测定

致病菌的产孢数量&

";?;+

!

致病菌最适生长条件
!

采用平板测定法*

"'

+

&将

>J

U

%9A%

菌株接种于培养基中央#培养
!

"

'=

后#用十字交

叉法测定菌落直径&选取可能影响菌株生长的不同温度,

M

O

值及光照情况和不同碳,氮源进行单因素试验&除碳,氮

源所用培养基不同外#其余各组均采用
FBG

培养基%除温度

和光照
?

组外#其他各组处理均采用
?%\

暗培养&每处理

重复
!

次#取平均值&

!

"

$温度的影响"将
>J

U

%9A%

菌株接种于
FBG

中央#分

别置于
%

#

"$

#

"%

#

?$

#

?%

#

!$

#

!%

#

+$\

暗培养#定期测定菌落

直径&

!

?

$

M

O

的影响"将
>J

U

%9A%

菌株接种于
M

O

分别为

+;$

"

"$;$

#以
"

为梯度#共
'

个
M

O

的
FBG

中央#置于
?%\

暗培养#定期测定菌落直径*

"(

+

&

!

!

$光照的影响"将
>J

U

%9A%

菌株接种于
FBG

中央#分

别置于全光照,全黑暗,

"?2

光暗交替培养
!

种处理#试验用

光源为普通荧光灯!

#$ c

$#于
?% \

培养#定期测定菌落

直径&

!

+

$碳源的影响"将
>J

U

%9A%

菌株分别接种于不加蔗糖

的查氏培养基!对照组$及分别添加蔗糖,麦芽糖,淀粉,乳

糖,果糖,葡萄糖
#

种碳源的培养基#于
?%\

暗培养#定期测

定菌落直径&

!

%

$氮源的影响"将
>J

U

%9A%

菌株分别接种于不加硝酸

钠的查氏培养基!对照组$及分别添加牛肉膏,蛋白胨,硝酸

铵,硫酸铵,硝酸钾,尿素
#

种氮源的培养基#于
?% \

暗培

养#定期测定菌落直径&

";?;%

!

致病菌菌丝致死温度的确定
!

>J

U

%9A%

菌丝接种于

FB)

培养液#分别将锥形瓶于
+$

#

+%

#

%$

#

%%\

的恒温水浴锅

中加热
?$.04

#对照组不进行水浴处理*

"&

+

&水浴处理后将

锥形瓶置于振动培养箱中#

?%\

恒温黑暗振荡!

"$$7

(

.04

$

培养#

!=

后观察各组菌丝生长状况&再以菌丝能够生长的

可耐受最高温度为基础#以每增加
"\

为
"

个温度梯度进行

#""

贮运与保鲜
!

?$"'

年第
"?

期



处理#共设
%

个温度梯度#在每个处理中又设置水浴时间为

%

#

"$

#

"%

#

?$.04

#最终确定致病菌的致死温度及其与处理时

间的关系&

";?;#

!

致病菌的致病性
!

将
>J

U

%9A%

菌块!

%..

$通过有

伤和无伤分别接种至健康的爱媛柑,赣南橙,柠檬,火龙果,

香蕉,新疆哈密瓜,梨,苹果,蜜枣,葡萄
"$

种水果#设置空白

对照组&观察
>J

U

%9A%

在不同水果上的发病情况#分离回

接确认致病性&

";!

!

数据处理

用
[70

5

04(;$

制图%采用
WFWW"&;$

统计软件利用邓肯

式多重比较!

B34>/4

)

9.31:0

M

1<7/4

5

<:<9:

$对差异显著性进

行分析#

F

#

$;$%

为显著水平#

F

#

$;$"

为极显著水平&

?

!

结果与分析
?;"

!

致病菌菌丝结构

由图
"

可知#经乳酸石炭酸棉蓝染液染色后的
>J

U

%9A%

菌丝#在光学显微镜下菌丝呈明暗
?

种状态#菌丝相互缠绕&

高倍镜下#菌丝呈明显分节生长#菌丝内含横隔膜#其将菌丝

分隔成多个细胞#同时#菌丝呈分枝状态&由图
?

可知#

>J

U

%9A%

具有完整的细胞结构#细胞壁光滑,清晰可见#细胞

膜和细胞器结构完整#属真核生物&

图
"

!

葡萄座腔菌菌丝图

0̀

5

37<"

!

E87

M

2818

5

0>/1>2/7/>:<709:0>98K>J

U

%9A%

图
?

!

葡萄座腔菌的透射电镜图

0̀

5

37<?

!

I7/49.099084<1<>:784.0>789>8

M

<8K

>J

U

%9A%

$

)/7]"

$

.

%

?;?

!

致病菌生长曲线的测定

由图
!

可知#

>J

U

%9A%

的生长分为
!

个时期#分别为延

滞期!

$

"

!#2

$,对数期!

!#

"

&#2

$,稳定期!

&#

"

"#(2

$&

>J

U

%9A%

处于延滞期时#是把致病菌接种到新鲜培养基中#

表现出细胞数目不增加#其在生长曲线上表现的特点为菌丝

生长的速率常数为
$

%

>J

U

%9A%

处于对数期时#细胞分裂周

期短#其在生长曲线上表现的特点为生长速率常数
M

最大%

>J

U

%9A%

处于稳定期时#此时的细胞数目没有净增加或净

减少#即正生长和负生长达到动态平衡#特点为菌丝生长的

速率常数趋于
$

&

图
!

!

葡萄座腔菌的生长曲线

0̀

5

37<!

!

f78L:2>37R<8K>J

U

%9A%

?;!

!

不同条件诱导致病菌产孢

本试验通过菌落划伤,紫外线照射,碳源,氮源这几种方

式诱导#从菌丝生长第
'

天开始连续观察至第
?(

天#发现菌

丝均不产生分生孢子&经以上诱导试验结果表明"

>J

U

%9A%

与韩青梅等*

"$

+研究的
>J=2C7(=/%

繁殖方式不相同#推测该

种菌主要是通过菌丝进行繁殖&

?;+

!

致病菌最适生长条件的测定

?;+;"

!

温度对菌丝生长的影响
!

由表
"

可知#

>J

U

%9A%

在

温度
"%

"

!%\

时均能生长#在温度低于
"$\

和高于
+$\

时菌丝不能生长&由试验数据可知#最适宜
>J

U

%9A%

菌丝

生长温度为
!$\

%在温度
"%

"

!$\

时#随着环境温度升高#

菌落直径不断增大#说明菌丝在此温度范围内#生长速率与

温度呈正相关%但当温度高于
!$\

时#菌丝生长速率呈现降

低趋势#生长速率与温度呈负相关&综上可知#

>J

U

%9A%

属

中温型微生物#所产生的酶在此温度下活性最佳#在过低或

过高温度时#相关酶可能会失活或变性&

表
"

!

温度对菌丝生长的影响b

I/P1<"

!

-KK<>:98K:<.

M

<7/:37<984.

J

><10/1

5

78L:2

"

)]!

#

温度(
\

菌落直径(
>.

温度(
\

菌落直径(
>.

% $;$$$h$;$$$ ?% #;%($h$;"#?

/

"$ $;$$$h$;$$$ !$ #;(%+h$;"?#

/

"% !;#'+h$;"?+

>

!% !;$%(h$;"?(

=

?$ %;+!#h$;?#+

P

+$ $;$$$h$;$$$

!

b

!

同列上标字母相同表示在
$;$%

水平上无显著性差异&

?;+;?

!M

O

对菌丝生长的影响
!

由表
?

可知#

>J

U

%9A%

在

M

O+;$

"

"$;$

时均能较好生长#在
M

O+;$

"

#;$

时#菌落直径

随着
M

O

值的升高逐渐增大#

>J

U

%9A%

生长速率不断加快%

当
M

O#;$

时菌落直径最大#菌丝生长速率相对最高#可见

M

O#;$

是菌丝生长的最适
M

O

值%当
M

O';$

"

"$;$

时#菌落

直径差异不明显#但均低于
M

O#;$

时的菌丝长度#说明高

M

O

值不利于菌落生长&综上所述#

>J

U

%9A%

较适于偏酸性

环境中生长&

?;+;!

!

碳源,氮源对菌丝生长的影响
!

由表
!

可知#致病菌

在以上
#

种碳源上均能生长#但在不同碳源上菌丝的生长存

在显著差异&

>J

U

%9A%

在以葡萄糖为碳源时生长最快#在蔗

'""

第
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表
?

!M

O

对菌丝生长的影响b

I/P1<?

!

-KK<>:98K

M

OR/13<84.

J

><10/1

5

78L:2

"

)]!

#

M

O

值 菌落直径(
>.

M

O

值 菌落直径(
>.

+;$

%;'(#h$;"##

>

(;$

#;#++h$;"?(

P

%;$

#;%+(h$;?+?

P

&;$

#;(%(h$;"+#

P

#;$ (;"+#h$;?+#

/

"$;$ #;!(#h$;$&(

P

';$

#;'&(h$;"%(

P

!

b

!

同列上标字母相同表示在
$;$%

水平上无显著性差异&

糖,果糖,麦芽糖为碳源时生长情况次之#以乳糖为碳源时生

长最慢#但都显著高于无碳源对照组的菌丝生长速度&综上

可知#碳源是致病菌正常生长的重要条件#但致病菌对每种

碳源的吸收利用能力存在一定的差异&这取决于细胞呼吸

消耗的能量直接来源物质#葡萄糖是呼吸作用中的直接供能

物质#因此#葡萄糖更利于致病菌的吸收利用#而其他的碳源

要被病原菌利用还必须在细胞内进行分解转化后才行#病原

菌最佳碳源为葡萄糖&

病原菌在
#

种氮源上均能生长#但不同氮源间存在显著

差异&

>J

U

%9A%

在牛肉膏上菌丝生长最好#其次为硝酸铵,

蛋白胨,硝酸钾,硫酸铵#在尿素上生长最慢#生长速率远远

低于其他各组#且菌落形态畸形&综上可知#合适的氮源是

病源菌正常生长的重要条件#病原菌对氮源的吸收利用能力

主要取决于氮源的存在形式&有机氮化合物最易被微生物

吸收利用#尤其是氨基氮%其次是无机氮化合物#如铵态氮,

硝态氮和简单的有机氮化物!尿素$%最后是空气中分子态

氮&在上述
#

种氮源中#牛肉膏主要以氨基酸和多肽组成#

较蛋白质分子量小#更易于为病原菌提供氮源#更利于被吸

收%尿素提供氮源的能力最差#推测可能由于尿素需先经微

生物分解才能被利用&

表
!

!

营养物质对菌丝生长的影响b

I/P1<!

!

-KK<>:98K43:70<4:984.

J

><10/1

5

78L:2

"

)]!

#

处理组 营养物质 菌落直径(
>.

葡萄糖
!!

';(#+h$;"?+

/

蔗糖
!!!

#;'!(h$;"+(

P

果糖
!!!

#;+(+h$;"##

P

碳源 麦芽糖
!!

#;!##h$;"?(

P

可溶性淀粉
%;+'(h$;"#?

>

乳糖
!!!

%;"(+h$;"(+

=

对照
!!!

+;"(#h$;"+?

<

牛肉膏
!!

#;&?#h$;?!+

P

硝酸铵
!!

#;("+h$;"(+

P

蛋白胨
!!

#;($#h$;?"#

P

氮源 硝酸钾
!!

#;%&(h$;?+#

P

硫酸铵
!!

%;!#(h$;?!#

>

尿素
!!!

";'!?h$;"((

K

对照
!!!

";!'(h$;"+(

5

!!!

b

!

同列上标字母相同表示在
$;$%

水平上无显著性差异&

?;+;+

!

光照对菌丝生长的影响
!

由表
+

可知#在不同的光照

条件下#

>J

U

%9A%

菌丝生长速率无显著差异#说明菌丝对光

不敏感&

表
+

!

光照对病原菌菌丝生长的影响

I/P1<+

!

-KK<>:98K10

5

2:984.

J

><10/1

5

78L:2

"

)]!

#

光照 菌落直径(
>.

全光
!!

#;(&+h$;?!(

光暗交替
#;($?h$;?##

全黑
!!

#;(%#h$;"+?

?;%

!

病原菌菌丝致死温度的测定

由表
%

可知#

>J

U

%9A%

菌丝致死温度为
+? \

处理

"$.04

或
+!\

处理
%.04

&先在
+$

#

+%

#

%$

#

%%\

的恒温水

浴锅中处理
?$ .04

#确定
>J

U

%9A%

的最高生长温度为

+$\

#

+%\

及以上温度
>J

U

%9A%

均无法生长%再以
+$\

基

础#每增加
"\

为一个处理#共设
%

个温度处理&在每个处

理中又设置
%

#

"$

#

"%

#

?$ .04+

种时间处理#最终确定

>J

U

%9A%

在
+?\

处理
"$.04

或
+!\

处理
%.04

不能生长#

即为其致死温度&

表
%

!

葡萄座腔菌菌丝致死温度的测定b

I/P1<%

!

I<9:841<:2/1:<.

M

<7/:37<8K>J

U

%9A%

温度(
\

处理时间(
.04

% "$ "% ?$

+$ i i i i

+" i i i i

+? i U U U

+! U U U U

++ U U U U

+% U U U U

%$ U U U U

%% U U U U

!

b

!

.

i

/表示有菌丝生长#.

U

/表示无菌丝生长&

?;#

!

病原菌的致病性

由表
#

,图
+

和
%

可知#接种后第
!

天
"$

种水果均通过

伤口被
>J

U

%9A%

感染#香蕉还可通过无伤被感染#其他水果

在无伤条件下均未出现发病症状&在供试的
"$

种水果中#

柑橘类发病症状相似#均表现为接种部位果皮干枯,褐变且

凹陷%火龙果接种部位出现干枯与凹陷%香蕉接种部位变黑#

病斑呈圆形%哈密瓜病斑呈圆形#无明显扩散状态%梨和苹果

接种部位出现淡褐色水渍状斑纹%蜜枣接种部位表面凹陷#

果肉呈水渍状%葡萄接种部位明显软烂塌陷&将各寄主上引

起病变的微生物#重新接种到
FBG

培养基上#培养观察其菌

落形态后#确定引起各寄主病变的微生物其菌落形态与

>J

U

%9A%

菌落形态一致#结果表明#

>J

U

%9A%

对各寄主具有

致病性&
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表
#

!

葡萄座腔菌的寄主范围检测b

I/P1<#

!

O89:7/4

5

<8K>J

U

%9A%

供试菌株 接种方式 爱媛柑 赣南橙 柠檬 火龙果 香蕉 新疆哈密瓜 梨 苹果 蜜枣 葡萄

葡萄座腔菌
有伤

i i i i i i i i i i

无伤
U U U U i U U U U U

空白
!!!

有伤
U U U U U U U U U U

无伤
U U U U U U U U U U

!!!

b

!

.

i

/表示感染#.

U

/表示未感染&

图
+

!

葡萄座腔菌致病性$空白组%

0̀

5

37<+

!

F/:28

5

<40>0:

J

8K>J

U

%9A%

$

>84:781

%

图
%

!

葡萄座腔菌致病性$处理组%

0̀

5

37<%

!

F/:28

5

<40>0:

J

8K>J

U

%9A%

$

:7</:.<4:9

%

!

!

结论
研究显示#葡萄座腔菌的菌丝呈分枝状,内含隔膜#具有

完整的细胞结构%生长曲线分为
!

个时期#延滞期!

$

"

!#2

$,

对数期!

!#

"

&#2

$,稳定期!

&#

"

"#(2

$%经多种方式诱导该

病原菌不产分生孢子#与韩青梅等*

"$

+研究相反#是对葡萄座

腔菌生物学特性研究的补充%最适生长条件为"生长温度

!$\

#

M

O#

#以葡萄糖为碳源#牛肉膏为氮源#对光照条件不

敏感%菌丝致死条件为
+?\

处理
"$.04

或
+!\

处理
%.04

%

葡萄座腔菌均可通过伤口对
"$

种供试水果感染而发病#表

明该病原菌具有广谱致病性#在贮藏发病的果实时#需避免

交互式感染&但葡萄座腔菌在红阳果实上的发病机制有待

进一步研究&
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