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摘要：为了鉴定荔枝酸腐病的病原，利用组织分离法从新鲜发病的荔枝果实组织中分离并纯化出培养物，再

经单孢分离获得３个菌株ＬＣＧ１、ＬＣＧ２和ＬＣＧ３；经形态学特征和ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析，从而对分离菌株进

行鉴定。结果表明：３个菌株形态学和分子生物学特性一致，综合鉴定为白地霉（犌犲狅狋狉犻犮犺狌犿犮犪狀犱犻犱狌犿 Ｌｉｎｋ

＆ Ｍａｇａｚｉｎ）。根据柯赫氏法则对３个菌株进行致病性测定，接种果实的致病率均为１００％，而对照无症状表

现，因而证实分离菌株为荔枝酸腐病的病原菌。
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　　荔枝（犔犻狋犮犺犻犮犺犻狀犲狀狊犻狊Ｓｏｎｎ）是中国南方著

名的水果［１］。近年来我国荔枝年产量逐年增加，

获得了较高的经济效益，从事荔枝产业人员越来

越多［２］。荔枝产业已成为一些区域的特色产

业［３］。荔枝成熟于盛夏高温季节，采后果实极易

褐变腐烂，保鲜期较短，不利于贮藏和销售。已有

研究表明，由荔枝酸腐菌侵染导致果实褐变腐烂

是主要的原因之一［４５］。该病在中国、印度及澳洲

均有记载［６］，但是，该病原鉴定目前均只限于形态

学鉴定，缺乏分子生物学特性的支持。因此本文

对引起该病害的病原菌进行形态学和分子生物学

鉴定，并通过柯赫氏法则进行验证，以期能够为该

病在遗传学方面和防治方面的研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　病样来源　２０１８年５月２６日，于广东省

湛江市江南果蔬批发市场采集获得发病样

本（２１．１７°Ｎ，１１０．１８°Ｅ）。品种为妃子笑（广东高

州、广东廉江、广西灵山）。记录病害典型症状，并

为病原菌分离鉴定备用。

１．１．２　致病性测定果实　刚从无病荔枝树上采

摘的健康七八成熟果实，品种为妃子笑（广东省湛

江市麻章区赤岭树）。

１．１．３　病原菌培养基　培养基为ＰＤＡ，其成分

包括：马铃薯 ２００．０ｇ，葡萄糖 ２０．０ｇ，琼脂

２０．０ｇ，自来水１０００ｍＬ。１２１ ℃，０．１１ＭＰａ，

２０ｍｉｎ高压灭菌后冷却备用。

１．２　方法

１．２．１　病原菌菌株的分离　采用组织分离法对

病原菌进行分离。取新鲜发病的荔枝果实，自来

水流水冲洗３ｍｉｎ，７０％酒精中浸泡３ｓ，然后转入

０．１％升汞溶液中表面消毒２ｍｉｎ，取出用无菌水

漂洗４次，使用灭菌吸水纸吸干组织块上多余水

分。在无菌培养皿将组织块切成１～２ｍｍ
２大小，

用无菌镊子铗入ＰＤＡ平板上，每个平板上分别

放置４块组织，然后置于２５℃下培养２ｄ。共培

养１２０块组织，３０个培养皿。待菌丝从组织块上

长出，即用接种针挑取菌丝尖端移入新鲜的ＰＤＡ

平板上进行培养，再将经纯化的分离物进行单孢

分离并获得单菌落。挑选３个具有典型特征的菌

落的分离物为代表菌株进行形态学、分子生物学

和致病性研究。

１．２．２　病原菌的形态学鉴定　将代表菌株接种

到ＰＤＡ平板上，２５℃恒温条件下培养３ｄ。记录

菌落的生长速度及特征，在光学显微镜下观察菌

株的菌丝、产孢结构和节孢子形态特征，拍照

保存。

１．２．３　病原菌的分子鉴定　参照真菌基因组

ＤＮＡ提取试剂盒方法，取培养２ｄ的菌丝体提取

总ＤＮＡ。采用ＩＴＳ序列扩增的通用引物ＩＴＳ１

６６
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５′ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ３′）和 ＩＴＳ４（５′

ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ３′），设置 ＰＣＲ

反应体系为９４℃预变性４ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，

５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３２个循环后，

７２℃延伸１０ｍｉｎ，然后置于４℃冰箱中保存待

用［７］。ＰＣＲ产物经纯化、回收后，送至广州生工

测序中心进行序列测序。将获得的序列在ＮＣＢＩ

上进行Ｂｌａｓｔ比对，并选取同源性较高和相近菌

株序列用 ＭＥＧＡ７．０中的邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎ

ｉｎｇ）构建系统发育树，同时用ｂｏｏｔｓｔｒａｐ对系统发

育树进行检验，１０００次重复
［８］。

１．２．４　代表菌株的致病性测定　根据柯赫氏法

则进行分离物的回接测定。取新鲜的荔枝果实，

自来水流水冲洗３ｍｉｎ，参考上述表面消毒的方

法进行处理后，浸入浓度为１０５ＣＦＵ·ｍＬ１的孢子

悬浮液中，立即取出，以无菌水处理组为对照，每

处理接种３个果实，重复３次。接种后的果实置

于铺有无菌湿润滤纸的保鲜盒中，温度２８℃，培

养箱中培养，逐日观察发病情况，对发病果实病原

菌再分离并进行鉴定。

２　结果与分析

２．１　病害采样与症状观察

荔枝酸腐病在批发市场的发病率为５％～

２０％（来自广东高州的发病率为１２．５％、广东廉

江的为５％、广西灵山２０％）。发病的果实变褐，

有明显的发酵酸味，严重的果皮表面布有白色霉

层，水渍状，有黄褐色汁水流出（图１ａ和ｂ）。挑

取白色霉层于显微镜下观察，可见大量节孢子（图

１ｃ和ｄ）。

ａ和ｂ：病果；ｃ：菌落；ｄ：节孢子

图１　果实发病症状及分离菌株形态

２．２　病原菌的分离

从来自广东高州、广东廉江和广西灵山的病

果上分别分离并纯化共获得１０个菌株。经平板

稀释法分离得到３株单孢菌株 ＬＣＧ１（广东高

州）、ＬＣＧ２（广东廉江）和ＬＣＧ３（广西灵山），它

们在形态和分子分析上完全一致。

２．３　病原菌的形态学特性

ＬＣＧ１菌株在ＰＤＡ培养基上，于２５℃下培

养３ｄ，其菌落平均直径大于３０ｍｍ；菌落表面扁

平呈圆形，乳白色，培养基背面无色。菌丝质地为

绒毛状兼粉状，呈放射线状生长，气生菌丝不发

达，边缘清晰（图１ｃ）。分生孢子梗无色，有隔，有

分枝，梗顶端渐趋变细；单孢无色，矩形至圆筒形，

两端钝圆或平切状，老熟菌丝断裂为节孢子。节

孢子发育成熟后成为厚垣孢子。厚垣孢子以圆

形、圆柱形为主，少见长筒形。孢子两端钝圆，单

胞，无色透明，大小为（４．４～１４．６）μｍ×（３．５～

８．８）μｍ（图１ｄ）。该菌形态特征与白地霉犌犲狅狋狉犻

犮犺狌犿犮犪狀犱犻犱狌犿
［９］描述的一致。

２．４　病原菌的分子鉴定

菌株ＬＣＧ１、ＬＣＧ２和ＬＣＧ３经ｒＤＮＡＩＴＳ

基因测序后，在 ＧｅｎＢａｎｋ上分别获得登录号为

ＭＷ０９２５５６、ＭＷ０９２５５７和 ＭＷ０９２５５８。在Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ数据库中利用ＢｌａｓｔＮ 进行同源性比对表

明，这３个菌株与白地霉犌．犮犪狀犱犻犱狌犿 不同菌

株（ＪＱ６６８７１９、ＡＪ２７９４４５和 ＫＹ１０３４５４）相似性达

９９％～１００％。进一步从ＧｅｎＢａｎｋ数据库选择白

地霉及其近缘种的ｒＤＮＡＩＴＳ序列，与供试菌株

构建系统发育树。结果表明，供试的３个菌株与

白地 霉 犌．犮犪狀犱犻犱狌犿 代 表 菌 株 ＬＭＡ２４４、

ＤＳＭ１２４０和 ＣＢＳ１１６１６（登录号为 ＪＱ６６８７１９、

ＡＪ２７９４４５和 ＫＹ１０３４５４）处于同一分枝上；但与

其他近缘种有一定的遗传距离（图２）。

２．５　病原菌的鉴定

分离的菌株ＬＣＧ１、ＬＣＧ２和ＬＣＧ３形态特

征与白地霉犌．犮犪狀犱犻犱狌犿 一致，ＩＴＳ序列与模式

７６
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菌株同源性高于９９％，综合分析，鉴定３个菌株

为白地霉犌．犮犪狀犱犻犱狌犿。

２．６　病原菌的致病性测定

新鲜荔枝（妃子笑）分别接种３个菌株，症状

表现基本一致。处理的果实第３天开始形成橘黄

色或浅褐色水渍斑，第４天长出白色霉层，第６天

全果腐烂，流出酸臭的汁液。３个菌株接种的果

实发病率均为１００％，且发病症状与采样症状相

似，对照组不发病（图３）。重新分离回接病果，获

得的纯培养物经形态和ＩＴＳ序列鉴定与所接种

供试菌株一致。由此证明分离的菌株为荔枝酸腐

病的病原菌。

图２　菌株ＬＣＧ１、ＬＣＧ２和ＬＣＧ３基于ｒＤＮＡＩＴＳ序列构建的系统发育树

ａ：接种菌株ＬＣＧ１；ｂ：接种菌株ＬＣＧ２；ｃ：接种菌株ＬＣＧ３；ｄ：对照

图３　三个菌株的致病性测定

３　结论与讨论

利用组织分离法从新鲜发病的荔枝果实组织

中分离并纯化出培养物，再经单孢分离获得３个

菌株ＬＣＧ１、ＬＣＧ２和ＬＣＧ３；经形态学特征和

ｒＤＮＡＩＴＳ序列分析对分离菌株进行鉴定。结果

表明，３个菌株形态学和分子生物学特性一致，鉴

定为白地霉犌．犮犪狀犱犻犱狌犿。根据柯赫氏法则对

３个菌株进行致病性测定，结果证实为荔枝酸腐

８６
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病的病原菌。

酸腐病分布广泛，特别容易在温暖潮湿季节

发生，并且以危害成熟果实为主，侵染途径主要是

伤口，是典型的采后病害。酸腐病的病原菌为白

地霉犌．犮犪狀犱犻犱狌犿（有性型：犌犪犾犪犮狋狅犿狔犮犲狊犮犪狀犱犻

犱狌犿），是常见的植物病原菌，可寄生荔枝、番茄、

西瓜、胡萝卜、龙眼、葡萄、草莓、番薯和巴西红

果［９１０］，由于地理隔离可能存在遗传多样性。本

文的研究结果将为该菌的遗传多样性方面的研究

及防治提供参考。
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