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海南省火龙果软腐病病原菌的鉴定及生物学特性
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摘要
!

红皮深红肉火龙果软腐病主要发生在花瓣$鳞片和果实%采用组织分离法分离病原菌&通过琼脂平板稀释纯

化$致病性测定$形态学和分子生物学方法将病原鉴定为桃吉尔霉
K0&)6%36&&'

@

6%?0='%0'

%生物学测定结果表明"该

病原菌在
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%.g

范围内均能生长&低于
$-g

不能生长&最适温度
%'g

'最适
J
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'连续光照更有利于菌

丝生长%
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生物学特性
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又名红龙果#情人果和

仙蜜果等"因外表肉质鳞片似龙鳞而得名"原产于墨

西哥南部及中美洲诸国的太平洋沿岸地区"现在我国

海南#福建#广东#广西#贵州和云南等省$自治区%均

有种植'大部分火龙果属于仙人掌科"量天尺属
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'火龙果主要有三种

商业种类!红皮白肉火龙果
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'火龙果集水果#蔬菜#花卉于一体"营

养丰富"深受消费者青睐"具有广阔的发展前景'

目前"国内外记载的火龙果病害有由
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+引起的腐烂病等'

'-$0

年"笔者在海南省昌江县的火龙果种植基

地发现一种危害红皮深红肉火龙果花瓣#鳞片和果

实的软腐病"发病部位初期产生水渍状的病斑"病

部覆盖一层灰白色的霉层"严重时病斑扩大至全部

花瓣#鳞片和果实"造成病部呈软腐状"严重影响

其产量"而且在果实贮藏过程中该病引起成熟果实

的大量腐烂变质'本研究通过对红皮深红肉火龙

果软腐病的病原菌进行分离培养#纯化#致病性测

定#病原鉴定和生物学特性的研究"旨在弄清病原

分类地位"掌握该病发病规律"从而为该病害的防

控提供理论依据'

$
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材料与方法

$"$

!

材料来源

感病的红皮深红肉火龙果于
'-$.

年
!

月采自

海南省昌江县某火龙果种植基地'

$"!

!

症状描述

按常规方法对田间发病典型部位出现的症状进

行描述"并拍摄病害的症状'

$"%

!

菌株的分离及纯化

采用常规组织分离法*

'!

+对病原菌进行分离"采

用琼脂平板稀释纯化法*

'"

+进行纯化"并将纯化菌株

转入试管斜面于
!g

保存'

$"&

!

致病性测定

将保存的菌株于
M,T

培养基上
'"g

培养
'9

'

采用刺伤接种法"在每个果实上刺伤
!

个点"在刺伤

点上接种菌丝块"以接种无菌
M,T

培养基为对照"

试验重复
%

次"用灭菌脱脂棉蘸取无菌水进行保湿"

'!F

后移去脱脂棉"在常温
'"g

下"观察发病情况'

若接种果实发病则取发病部位再分离"完成柯赫氏

法则验证'

$";

!

病原菌鉴定

$&;&$

!

形态学鉴定

将病原菌接种于
M,T

培养基上"

'"g

全光照下

培养
'

!

%9

"观察#记录菌株的菌落形状和颜色#病原

菌孢子的形状"测量孢子大小"并拍照'

$&;&!

!

病原菌
,PT

的提取及分子生物学鉴定

将供试病原菌接种于
M,T

上"

'"g

全光照下培

养
'

!

%9

"用无菌药匙刮取菌丝体置于
$&"L+

无菌

离心管中"按照
aA1

2

BC,PTS87

真菌基因组
,PT

快

速抽提试剂盒$

QU)̂ T]3QE;)S

%说明"提取基因组

,PT

'

M*R

扩增试剂盒
'h:?R'

S

UB475?U8=

#扩增

引物购自生工生物工程股份有限公司'

分别采用引物
3;I$

$

"fE;**̂ ;T̂ ;̂̂ TT*E

*;̂ *̂ Ê%f
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序列进行扩增'
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反应体系$
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扩增程序!

#!g

预变性
"L81

)

#!g

变性
%-4

"

""g

退火
!"4

"

.'g

延伸
$L81

"共
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个循环)最后
.'g

延伸
$-L81

'

+Ì

扩增程序为
#!g

预变性
"L81

)

#!g

变性
%-4

"

"$g

退火
!-4

"

.'g

延伸
$&"L81

"共
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个循环)最

后
.'g

延伸
.L81

"

!g

保存'

用
$(

琼脂糖凝胶电泳对扩增产物进行检测'

M*R

产物委托华大基因$深圳%股份有限公司纯化

和测序'测序结果在
5̂1]B1O

中进行
]+TI;

"并

下载相关序列"用
U)̂ T0&-

软件采用邻接法构建

系统发育树'

$"E

!

病原菌生物学特性

$&E&$

!

温度对病原菌菌丝生长的影响

将直径为
"&-LL

的菌饼接于
M,T

培养基平

板中央"分别置于
$"

#

'-

#

'"

#

'/

#

%-

#

%'

#

%"

#
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和

!-g

共
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个不同温度的培养箱中黑暗培养'每处理

重复
%

次'

!/F

后用十字交叉法测量菌落直径'

$&E&!

!J

_

对病原菌菌丝生长的影响

M,T

培养基灭菌以后"无菌条件下用
$L<C

&

+

PBQ_

和
$L<C

&

+_*C

溶液调节
M,T

培养基的

J

_

"将直径为
"&-LL

的菌饼分别置于
J

_

为
%&-

#

!&-

#

"&-

#

0&-

#
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#

/&-

#

#&-

#

$-&-

和
$$&-

的
M,T

培养基平板上"于
%'g

恒温培养箱中培养'每处理

重复
%

次'

!/F

后用十字交叉法测量菌落直径'

$&E&%

!

光照对病原菌菌丝生长的影响

将直径为
"&-LL

的菌饼接于
M,T

培养基平

板中央"分别置于连续光照#

+

"

,G$'F

"

$'F

#连

续黑暗的
%'g

恒温培养箱中培养'每处理重复
%

次'

!/F

后用十字交叉法测量菌落直径'
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!

结果与分析
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症状描述

病害主要危害花瓣#鳞片和果实'田间发病花

瓣首先凋萎"初期产生水渍状淡褐色病斑"病斑迅速

(
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扩展"造成整个花冠呈软腐状'病害继续从花瓣扩

展到鳞片"引起鳞片的软腐"最终导致整个花冠和鳞

片的软腐$图
$B

!

Z

%'幼果发病引起果肉变为暗褐

色软腐状$图
$6

%'果实成熟后病果上出现水渍状病

斑"病斑迅速扩大"

$

!

'9

病斑扩大至全果实"果实

呈软腐状'受危害的花瓣#鳞片和果实在后期均产

生大量的白色至灰褐色霉层和黑褐色的球形孢子囊

$图
$9

!

D

%'病害多发生在开花期"发病率为
$"(

'

发病率与花剪除及时与否有关"花剪除及时"可降低

发病率'贮藏期发病多是由采摘造成的机械损伤或

溃疡病造成的伤口侵染引起'

!"!

!

病原菌的致病性测定

对健康的红皮深红肉火龙果果实进行接种"以

无菌的
M,T

为对照"

"9

后针刺伤接种的果实全部

发病"接种产生的症状与田间发病的症状相同$图

$

2!

F

%"而对照果实不发病$图
$8

%'对发病组织进

行再分离"可得到与原分离株相同的病原菌"符合柯

赫氏法则"证明接种菌为火龙果软腐病的致病菌'

图
$

!

红皮深红肉火龙果软腐病症状
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病原菌的培养性状及形态

在
M,T

上菌落圆形扩展"菌丝浓密$图
'B

%"气

生菌丝发达"无隔膜'孢囊梗暗褐色至浅褐色)多数

直立"少数弯曲)

$
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个分枝"多数为
$

个分枝'顶

端产生
$

个孢子囊"球形"黑褐色"直径
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$%%&/$
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L

"平均
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L

'无假根和匍匐菌丝'

囊轴球形"无色"直径为
!.&%-

!
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"

L

"平均

0"&$'

"

L

$图
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%'孢囊孢子浅褐色至褐色"短椭

圆形或球形"球形孢囊孢子直径
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"平均
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%'根据病原菌的培养特性和形态特征"初步鉴定

为接合菌门#接合菌纲#毛霉目#吉尔霉属#桃吉尔霉
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火龙果软腐病菌的形态特征
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火龙果软腐病病原系统发育分析

通过
3;I

和
+Ì '

对引物对菌株进行
M*R

扩

增#测序"得到长度分别为
0$$Z

J

和
$-."Z

J

的序列

$

5̂1]B1O

登录号分别为!

U_"0/.#.

和
U_"./'0!

%'

将得到的序列在
5̂1]B1O

中进行比对"并对
'

个基

因序列联合构建系统发育树"经
U)̂ T0&-

软件进

行系统发育分析"系统发育树的各个分支的支持强

度通过
$---

次重复的自展检验数值进行评估'结

果发现"菌株
_+̂ Ra

与
K0&)6%36&&'

@

6%?0='%0'

聚

为一个进化支$图
%

%"支持率为
$--(

'依据形态鉴

定和系统发育分析"将火龙果软腐病病原菌鉴定为

桃吉尔霉
K.

@

6%?0='%0'

'

!";

!

病原菌的生物学特性

!&;&$

!

温度对病原菌菌丝生长的影响

病原菌对温度的适应范围很广"在
$"

!

%.g

范

围内均能生长'在
$-

!

%'g

范围内随温度的升高"

菌落直径随之增大)在
%'

!

!-g

范围内"菌丝生长

随温度升高呈下降趋势)菌丝生长的最适温度为

%'g

"

'9

后菌落直径达
.#&-LL

"极显著高于其他

温度下的菌落直径'温度低于
$-g

或高于
!-g

"菌

丝不能生长$图
!

%'

(

-!$

(
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图
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!

基于
H'B8WBU

序列构建的系统进化树
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温度对桃吉尔霉菌丝生长的影响
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对病原菌菌丝生长的影响

病原菌菌丝在
J

_%&-

!

$$&-

均能生长'在
J

_

为
%&-

!

"&-

时"菌丝生长速率逐渐增快"在
J

_"&-

!

0&-

时"菌丝边缘齐整"气生菌丝发达"菌落大小差

异不显著"

J

_

为
"&-

时菌落最大"直径为
0.&/LL

最适
J

_

为
"&-

'在
J

_

为
"&-

!

$$&-

范围内"随着

J

_

升高"菌丝生长速率逐渐下降$图
"

%'

图
;

!

@
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对桃吉尔霉菌丝生长的影响
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光照对病原菌菌丝生长的影响

病原菌在不同光照条件下均可生长"在不同条

件下"菌落直径存在显著差异"在连续光照条件下菌

落扩展最快"直径为
.#&"LL

"其次是光暗交替条

件"连续光照条件最有利于菌丝生长$图
0

%'

图
E

!

光照对桃吉尔霉菌丝生长的影响
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结论与讨论

通过病害田间症状观察#致病性测定#病原菌形

态学及分子生物学鉴定"将引起海南红皮深红肉火

龙果软腐病病原确定为桃吉尔霉
K.

@

6%?0='%0'

'火龙

果的腐烂病害大部分由镰孢属引起*

'0

+

"对桃吉尔霉引

起的腐烂病害报道较少"有云南郭力维等*

$$

+报道的火

龙果果腐病"广西林珊宇等*

'.

+报道的火龙果软腐病"

而目前海南对桃吉尔霉属引起的软腐病并未见报道'

该病菌在国外报道还可侵染海南蒲桃*

'/

+

#桃*

'#

+

#茄

子*

%-

+

#番木瓜*

%$

+和番茄*

%'

+等"甚至可侵染虾*

%%

+

'

本研究由桃吉尔霉引起的红皮深红肉火龙果软

腐病与已经报道的匍枝根霉
N>0L/

@

7??3/&/<0

A

6%

引

起的软腐病*

%!

+在症状上难以区别"但是病原菌形态

明显不同于匍枝根霉"匍枝根霉能产生假根和匍匐

菌丝"孢囊梗不分枝和不弯曲"而桃吉尔霉不能产生

假根和匍匐菌丝"孢囊梗多数
$

!

'

个分枝"个别孢

囊梗顶端弯曲'

本文较为系统地研究了温度#

J

_

和光照对病

原菌生长的影响"结果表明"该病原菌最适生长温度

为
%'g

"而据郭力维等*

$$

+报道"该菌的最适温度为

%-g

"本研究材料来自田间发病果实"郭力维等的材

料来自市场上的火龙果"并且郭力维等没有设置

%'g

的温度)连续光照更有利于菌丝生长)最适
J

_

(

$!$

(



'-$#

为
"&-

!

0&-

'桃吉尔霉为一种弱寄生菌"病原菌只

能通过伤口侵入"因此"在采收#贮运过程中应减少

机械损伤)根据生物学特性"该菌在
$-g

下不生长"

贮存温度应低于
$-g

'同时"该病原菌常在土壤中

有机质或果园周围腐败植物病残体上或火龙果腐败

的花瓣上存活"因此"该病害的防治措施主要是搞好

田间卫生工作"及时清理植物病残体"同时"在火龙

果开花后
%

!

!9

应及时剪除腐败的花瓣"以减少病

原菌的侵染来源'本研究明确了桃吉尔霉菌丝生长

最适条件"为掌握病害发生发展规律"从而防治红皮

深红肉火龙果软腐病奠定了基础'
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