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摘 要:为探明草果假茎黑斑病菌小孢拟盘多毛孢CGJ-3的生物学特性,采用生长速率法

和血球计数板法检测碳源、氮源、温度、光照及pH值对其菌丝生长与产孢的影响.结果表

明:小孢拟盘多毛孢CGJ-3在以葡萄糖、甘露醇、山梨醇、果糖、蔗糖、麦芽糖、淀粉和木

糖为碳源的培养基上均能生长并产孢,葡萄糖为最适合菌丝生长的碳源,果糖为最佳产孢

碳源.除尿素外,该菌在以牛肉膏、蛋白胨、甘氨酸、硝酸钾、硝酸钠、磷酸铵、硝酸铵、甲

硫氨酸和硫酸氨为氮源的培养基上均能生长并产孢,牛肉膏为最佳氮源.病原菌适宜生长

温度为23~29℃,最佳温度为27℃;产孢适宜温度为25~27℃,最佳温度同样为27℃.
光照促进病原菌的生长与产孢,栽种常绿阔叶树可抑制其繁殖.该菌在pH值为4~12时均

能生长,pH值为4~11时能产孢,最适生长的pH值为6,最适产孢的pH值为7.采用咪

鲜胺、吡唑醚菌酯和曹氏甲托可以控制拟盘多毛孢属真菌引起的草果病害.研究结果为草

果栽种常绿阔叶树和施用尿素可抑制病原菌生长与产孢提供了理论依据.
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Abstract:ToelucidatethebiologicalcharacteristicsofAmomumtsao-koblackspotdiseasefun-
gusCGJ-3(Pestalotiopsismicrospora),thegrowthratemethodandhemocytometermethod
wereusedtoassesstheeffectsofcarbonsources,nitrogensources,temperature,light,andpH
onmycelialgrowthandsporeproduction.TheresultsshowedthatCGJ-3couldgrowandpro-
ducesporeson mediacontainingglucose,mannitol,sorbitol,fructose,sucrose,maltose,
starch,andxylose,withglucosebeingthemostsuitablecarbonsourceformycelialgrowthand
fructoseasthebestforsporeproduction.Excepturea,thefungusgrewandproducedsporeson
mediawithbeefextract,peptone,glycine,potassium nitrate,sodium nitrate,ammonium
phosphate,ammoniumnitrate,methionine,andthreonineasnitrogensources,withbeefex-
tractbeingtheoptimalnitrogensource.Thesuitablegrowthtemperatureforthepathogenwas
23~29℃,withanoptimumtemperatureat27℃;thesuitabletemperaturerangeforspore
productionwas25~27℃,withtheoptimumtemperaturealsoat27℃.Lightpromotedthe
growthandsporeproductionofthepathogen,whileplantingevergreenbroadleaftreeswith
A.tsao-koplantscouldinhibitthereproductionofthepathogen.Thefunguswasabletogrowat
apHrangeof4~12andproducedsporesatapHof4~11,withtheoptimalpHforgrowthbe-
ing6andtheoptimalpHforsporeproductionbeing7.Theapplicationofprocymidone,pyra-
clostrobin,andchlorothalonilcancontroltheA.tsao-koblackspotdiseasescausedbythegenus
Pestalotiopsis.Theresultsprovidetheoreticalsupportfortheplantingofevergreenbroadleaf
treesandtheapplicationofureatoinhibitthegrowthandsporeproductionofthepathogen.
Keywords:Pestalotiopsismicrospora;PseudostemBlackSpotDisease;Amomumtsao-ko;co-
nidialproduction;prochloraz

  草果(Amomumtsao-koCrevostetLemaire)是姜科(Zingiberaceae)豆蔻属(Amomum)多年

生常绿草本植物[1],因其根、茎及果实富含芳香化合物而成为重要的药食同源香料作物.草果

的干果是重要的中药材,常与知母、柴胡、桂皮等配伍.草果同时是草果饮、柴桂草果汤、草果

知母汤、达原饮等汤药,以及透骨搜风丸、宽胸利膈丸、开郁舒肝丸(蒙药)、十一味草果丸(藏

药)等中成药的主要成分,主治疟疾寒热、瘟疫发热、脘腹胀痛、痞满呕吐及寒湿内阻等.草果

作为《香辛料和调味品名称》(GB/T12729.1—2008)中规定的68种常用天然香辛料之一,是五

香粉、十三香等大宗调味料的主要成分[2-4].草果主要分布于中国云南东南部、广西西部及相邻

的越南和老挝北部.截至2021年,云南省的草果种植面积达14.36万hm2,年产值为19.96亿

元,种植面积与产量均占全国90%以上;其中,云南省怒江傈僳自治州、红河哈尼彝族自治州、
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文山壮族苗族自治州、保山市、德宏傣族景颇族自治州等地为云南草果主要产地,占种植面积

的97%[5].2013年8月,在云南省红河州屏边苗族自治县大围山国家级自然保护区,发现由小

孢拟盘多毛孢(Pestalotiopsismicrospora (Speg.)Satista&PeresapudBatista)侵染引起的草

果假茎黑斑病,每6.67hm2 草果田间发病率约30%[6].近年来,小孢拟盘多毛孢侵染引起的病

害呈上升趋势,包括麻风树叶枯病[7]、白术叶枯病[8]、柑橘果斑病[9]、核桃叶枯病[10]、青脆李

枯萎病等[11].研究温度、光照、pH值、碳源和氮源等对病原菌菌丝生长和产孢的影响,有助于

病害的防控[12-14].因此,本研究系统探索了草果小孢拟盘多毛孢假茎黑斑病病原菌的生物学特

性,以为该病害的田间防治奠定理论基础.

1 材料与方法

1.1 试验材料

小孢拟盘多毛孢CGJ-3分离自2013年8月在云南省红河州屏边苗族自治县大围山国家级

自然保护区(22°58'N,103°37'E,海拔1308m)的草果假茎黑斑病样品.试验所需的PDA培

养基和改良沙氏葡萄糖蛋白胨琼脂培养基按照杨丽芬等[15]研究中的方法制备.

1.2 方法

1.2.1 碳源对菌丝生长及产孢量的影响

以改良沙氏葡萄糖蛋白胨琼脂培养基为基础,分别以20g的果糖、麦芽糖、木糖、甘露醇、

蔗糖、山梨醇和可溶性淀粉替代葡萄糖配置不同碳源的培养基.用无菌打孔器取直径6mm的

菌饼接种于不同碳源培养基,每个处理重复3次,在28℃恒温暗条件下培养5d,采用十字交

叉法测量菌落直径,15d后采用血球计数板法测定其产孢量[16].

1.2.2 氮源对菌丝生长及产孢量的影响

以改良沙氏葡萄糖蛋白胨琼脂培养基为基础,使用10g的硝酸钠、硝酸铵、硝酸钾、尿素、

甘氨酸、牛肉膏、硫酸铵、磷酸铵和甲硫氨酸替代蛋白胨,其他同1.2.1中的操作方法.

1.2.3 温度对菌丝生长及产孢量的影响

用无菌打孔器取直径6mm的菌饼接种于PDA培养基,分别在21,23,25,27,29,31,

33,35℃条件下进行培养,其他同1.2.1中的操作方法.

1.2.4 光照对菌丝生长及产孢量的影响

用无菌打孔器取直径6mm的菌饼接种至PDA培养基中央,分别培养于全光照、全黑暗、

光暗交替(12h更替)3种条件下,置于28℃恒温箱,其余同1.2.1中的操作方法.

1.2.5 pH值对菌丝生长及产孢量的影响

用0.1mol/LHCl和0.1mol/LNaOH溶液将PDA培养基的pH值调至4,5,6,7,8,9,

10,11和12,配置9个不同pH值梯度的培养基.用无菌打孔器取直径6mm的菌饼接种于

PDA培养基中央,在28℃恒温箱中暗培养,其他同1.2.1中的操作方法.

1.2.6 病原菌致死温度确定

将直径6mm的菌饼置于装有5mL无菌水的试管中,分别放入45~85℃的恒温水浴锅中

加热10min,按每5℃一个梯度,每个梯度重复3次.取出后冷却至室温,接种于PDA培养基

中央,在28℃恒温箱中暗培养,其他同1.2.1中的操作方法.

1.3 数据处理与统计学分析

研究数据采用SPSSStatistics23软件进行统计分析,参考Duncan新复极差法[17]进行多重
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比较分析,以确定各组之间的显著性差异,p<0.05表示组间差异比较具有统计学意义.

2 结果与分析

2.1 碳源对小孢拟盘多毛孢菌丝生长及产孢量的影响

研究结果显示,小孢拟盘多毛孢CGJ-3在不同碳源中菌丝生长速度与产孢量存在显著差

异,所有供试碳源均能支持其生长和产孢,葡萄糖为最适合菌丝生长的碳源,果糖为最佳产孢

碳源(表1).

表1 不同碳源对小孢拟盘多毛孢菌落直径及产孢量的影响

碳源 5d后菌落直径/mm 15d后产孢量/(×106 个/mL)

山梨醇 70.82±0.08c 1.80±0.20e
果糖 66.17±0.12d 3.53±0.12a

甘露醇 72.70±0.43b 2.33±0.12cd
蔗糖 65.07±0.21e 2.53±0.12c

麦芽糖 52.63±0.10f 1.40±0.20f
木糖 35.22±0.45h 1.73±0.23e
淀粉 43.49±0.56g 2.13±0.12d

葡萄糖 75.05±0.35a 2.87±0.12b

  注:小写字母不同表示组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).

2.2 氮源对小孢拟盘多毛孢菌丝生长及产孢量的影响

研究结果显示,小孢拟盘多毛孢CGJ-3在不同氮源中菌丝生长速度与产孢量存在显著差

异.除尿素外,所有供试氮源均能支持其生长和产孢,牛肉膏为最佳氮源,而以尿素为氮源的

培养基上不产孢(表2).

表2 不同氮源对小孢拟盘多毛孢菌落直径及产孢量的影响

氮源 5d后菌落直径/mm 15d后产孢量/(×106 个/mL)

硝酸钾 42.75±0.26h 2.13±0.12c
硝酸钠 63.67±0.14d 1.80±0.00d
硝酸铵 65.60±0.63c 1.47±0.12e
硫酸铵 47.05±0.73g 1.40±0.20e
磷酸铵 21.48±0.55i 1.60±0.20de
牛肉膏 70.333±0.67a 3.60±0.20a
甘氨酸 53.00±0.25e 2.20±0.20c

甲硫氨酸 50.17±0.13f 1.47±0.12e
蛋白胨 68.72±0.32b 2.53±0.12b
尿素 0j 0f

  注:小写字母不同表示组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).

2.3 温度对小孢拟盘多毛孢菌丝生长及产孢量的影响

研究结果显示,小孢拟盘多毛孢CGJ-3适宜生长温度为23~29℃,菌落直径均在65.00mm
以上,最适温度为27℃,高于30℃后菌落直径显著下降,35℃停止生长.适宜产孢温度为
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25~27℃,产孢量均大于等于1.40×106 个/mL,最适温度同样为27℃,而高于30℃ 则显著

抑制其生长和产孢(表3).

表3 不同温度对小孢拟盘多毛孢菌落直径及产孢量的影响

温度/℃ 5d后菌落直径/mm 15d后产孢量/(×106 个/mL)

23 71.10±0.65c 0.93±0.12c
25 74.10±0.76b 1.40±0.20b
27 80.25±4.33a 2.80±0.20a
29 65.03±0.25d 0.47±0.12d
33 24.62±0.40e 0e
35 0f 0e

  注:小写字母不同表示组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).

2.4 光照对小孢拟盘多毛孢菌丝生长及产孢量的影响

研究结果显示,不同光照对小孢拟盘多毛孢CGJ-3的菌丝生长与产孢量有显著影响,完全

光照条件下菌丝生长和产孢效果最佳,而在完全黑暗条件下菌丝生长和产孢量显著降低,呈现

随光照减弱而降低的趋势(表4).

表4 不同光照条件对小孢拟盘多毛孢菌落直径及产孢量的影响

光照 5d后菌落直径/mm 15d后产孢量/(×106 个/mL)

完全光照 78.80±0.48c 1.53±0.12c
光暗交替 72.77±0.28b 0.93±0.12b
完全黑暗 68.97±0.68a 0.33±0.12a

  注:小写字母不同表示组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).

2.5 pH值对小孢拟盘多毛孢菌丝生长及产孢量的影响

研究结果显示,pH值对小孢拟盘多毛孢CGJ-3的菌丝生长与产孢量有促进作用,且均呈

现先增长后降低的趋势.该菌在pH值为4~12的培养基上均能生长,适宜生长pH值为4~10,最适

pH值为6.该菌在pH值为4~11时均能产孢,适宜产孢的pH值为5~9,最佳pH值为7(表5).

表5 不同pH值对小孢拟盘多毛孢菌落直径及产孢量的影响

pH值 5d后菌落直径/mm 15d后产孢量/(×106 个/mL)

4 66.17±0.19d 0.87±0.12f
5 72.83±0.14b 2.20±0.20c
6 75.25±0.35a 3.33±0.12b
7 73.10±0.41b 5.20±0.20a
8 67.30±0.18c 1.87±0.12d
9 65.63±0.55d 1.53±0.12e
10 60.05±0.44e 0.87±0.12f
11 54.87±0.12f 0.60±0.20g
12 40.00±0.23g 0h

  注:小写字母不同表示组间数据比较差异具有统计学意义(p<0.05).
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2.6 小孢拟盘多毛孢菌丝致死温度

研究结果显示,经45~60℃处理过的小孢拟盘多毛孢CGJ-3菌丝块在转移到新鲜的PDA
培养基后5d仍能生长;经45~55℃处理过的菌丝块在转移后能产孢,而经65~75℃处理过

的菌丝块转移后停止生长,菌丝致死温度为65℃(表6).

表6 小孢拟盘多毛孢菌丝致死温度

处理温度/℃ 菌丝生长 产孢

45 + +

50 + +

55 + +

60 + -

65 - -

70 - -

75 - -

  注:“+”表示菌丝生长或产孢,“-”表示菌丝不生长或不产孢.

3 结论与讨论

生物学特性研究表明,小孢拟盘多毛孢CGJ-3在不同碳氮源培养基上的菌丝生长与产孢存

在显著差异,表明该菌在营养繁殖与生殖繁殖时的营养需求不同,这与前人研究中真菌菌丝生

长与产孢、子实体产生时的营养需求存在差异的结论一致[18-19].在不同碳源的培养基中,该菌

均能生长和产孢,最适碳源为葡萄糖、甘露醇和山梨醇,而木糖表现最差,这与白术叶枯病小

孢拟盘多毛孢在以蔗糖、麦芽糖和葡萄糖为碳源的培养基上生长较快的结果不同,也与同为豆

蔻属寄主的阳春砂仁上拟盘多毛孢在以麦芽糖、葡萄糖和果糖为碳源的培养基上生长较快的情

况不同[20],可能与不同来源的菌株存在差异相关[19].以果糖、葡萄糖、蔗糖、甘露醇和淀粉为

碳源的培养基上小孢拟盘多毛孢产孢量较高,而以麦芽糖为碳源的培养基上产孢量最低.小孢

拟盘多毛孢菌丝生长与产孢的最适氮源均为牛肉膏和蛋白胨,而尿素效果最差,表明该菌偏好

复合型有机氮.
温度对小孢拟盘多毛孢CGJ-3的生长具有显著影响,该菌在23~33℃时均能生长,且在

23~29℃时生长良好.高于33℃则不利于菌丝生长,35℃时菌丝停止生长.23~27℃时,菌

落直径和产孢量均随温度的升高呈上升趋势,而在29℃及以上时,菌落直径和产孢量则随温

度的升高而下降.小孢拟盘多毛孢在23~29℃均能产孢,33℃及以上则不再产孢,菌丝生长和

产孢的最适温度为27℃.本研究结果与白术上小孢拟盘多毛孢的最适温度为25℃接近[8],但

与砂仁上的拟盘多毛孢最适生长温度为30℃不同[20],这可能与草果生长在海拔1500~2500m
的林荫下有关.

在不同光照条件下,小孢拟盘多毛孢CGJ-3菌丝生长差异不显著,而孢子产量存在明显差

异.完全光照下的产孢量最多,12h光照次之,完全黑暗条件下的产孢量最低.此结果与光照对

分离自白术和砂仁的小孢拟盘多毛孢的影响一致[8,20],但与核桃叶枯病病原菌小孢拟盘多毛孢

的情况截然不同[10].草果喜阴凉,阳光直晒下,叶片易枯死.在枯死的叶片上可分离到拟盘多

毛孢、镰刀菌和链格孢,这可能是因为拟盘多毛孢容易侵染晒伤的叶片,并大量产孢,从而加
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速叶片枯死.
在pH值为4~12时,小孢拟盘多毛孢CGJ-3菌丝均能生长,菌落直径和分生孢子产量呈

先升高后下降的趋势,菌丝生长的最适pH值为6,产孢的最适pH值为7,这与分离自白术、

核桃和砂仁的小孢拟盘多毛孢的最适生长pH值为6相同[8,10,20].
报道显示,0.25μg/mL的咪鲜胺和吡唑醚菌酯能完全抑制柑橘上的小孢拟盘多毛孢,而

曹氏甲托和多·锰锌对闽楠叶斑病小孢拟盘多毛孢的菌丝生长和孢子萌发均具有较高的抑制

率[21].因此,在病害严重时,可采用这4种农药控制草果假茎黑斑病.从甘草分离的内生细菌抗

菌活性评估结果表明,其对草果假茎黑斑病小孢拟盘多毛孢的相对抑菌率均不超过25%[22-23],

该病原菌的生防研究仍需进一步的系统研究和田间验证.
致谢:

感谢红河学院2011级生物科学胡锐菊在培养基配置中提供的帮助.
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