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咖啡葉片內生炭疽菌種類之研究
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摘要

吳昭蓉、許淑麗、賴素玉、林妙純、倪蕙芳。2022。咖啡葉片內生炭疽菌種類之研究。台

灣農業研究 71(3):243–266。

本研究由南投縣仁愛鄉、雲林縣古坑鄉、嘉義縣中埔鄉及竹崎鄉、嘉義農業試驗分所、台南市東山

區、台東縣泰武鄉等地 7個咖啡園，採集健康咖啡葉進行表面消毒及組織分離，分離到之內生真菌共計有
859株炭疽菌 (Colletotrichum spp.)、475株葉點黴屬真菌 (Phyllosticta spp.)、505株炭角菌科 (Xylariaceae) 真
菌及 214株其他真菌。炭疽菌在 7個咖啡園中所占比例最高。為進一步瞭解內生炭疽菌種類，利用 actin、
calmodulin、chitin synthase、glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase以及 β-tubulin等序列，以貝氏演算
法 (Bayesian inference) 建構類緣樹，結果顯示分離的炭疽菌種類包含 Colletotrichum gloeosporioides複合種 
(species complex)：Colletotrichum cordylinicola、Colletotrichum fructicola、Colletotrichum gloeoporioides、
Colletotrichum jiangxiense、Colletotrichum siamense、Colletotrichum theobromicola、Colletotrichum tropicale
及 1個尚未命名可能為新種的 Colletotrichum sp.，此外尚有 Colletotrichum boninense複合種：C. boninense及
Colletotrichum karstii等共 10種。針對南投仁愛、嘉義中埔、嘉義竹崎 3個咖啡園進行葉片內生炭疽菌的種
類及比例分析，發現南投仁愛及嘉義中埔之菌相種類組成較相近，其中 C. cordylinicola在 2園的比例分別占
83%及 27%，且 2園皆有 C. siamense之存在。而嘉義竹崎咖啡園之炭疽菌則以 C. karstii與 C. fructicola比例
最高，各占 45%，且未分離到 C. cordylinicola及 C. siamense，而 C. karstii則僅在嘉義竹崎咖啡園分離獲得，
顯示咖啡葉內生炭疽菌種類具有豐富多樣性，且所組成之菌相依果園不同亦有所差異。本研究為國內外首篇

利用多基因類緣分析方法解析咖啡葉片內生炭疽菌種類之報告，其結果可作為後續咖啡病害或內生菌相關研

究之參考。
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前言

咖啡屬茜草科 (Rubiaceae) 植物，原產於

熱帶非洲，1884 年引進台灣後少量推廣於民間

種植，1918 年以後由園藝試驗場嘉義支場 (現
今農業試驗所嘉義分所 ) 及士林園藝試驗分所

進行咖啡試驗種植後，發現阿拉比卡咖啡最為

適合台灣的風土環境，因此 1942 年之栽培面

積曾達 1,000 ha，其後因二次世界大戰，多數

咖啡田荒蕪，咖啡產業漸行式微。近年來，由

於傳統產業結合觀光休閒事業之推動及國民消

費能力的提高，喝咖啡的人口數逐年增加，帶

動咖啡種植的農友愈來愈多，栽培面積目前持

續增加中 (Chang et al. 2011)，根據行政院農

業委員會農糧署農情報告資源網所載之 2020
年統計資料顯示，咖啡總栽培面積約 1,153 
ha，主要栽培縣市依栽培面積依序為屏東縣 
(231 ha)、南投縣 (189 ha)、台東縣 (154 ha) 
及嘉義縣 (135 ha)。

植物內生真菌為寄生於植物體內完成全部

研究報告
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或部分生活史，但通常並不造成植物顯現病徵

的真菌 (Suryanarayanan 2013)。在農作物中，

主要被報導的內生菌種類有 Alternaria spp.、
Aspergil lus  spp.、Chaetomium globosum、

Cladosporium cladosporioides、Cladosporium 
spp.、Colletotrichum graminicola、Curvularia  
spp.、Epicoccum nigrum、Fusarium oxysporum、

Fusarium spp.、Penicillium spp.、Scolecoba-
sidium humicola、Trichoderma spp.、Xylaria 
spp. 等 (Varma et al. 2017)。而其存在的功

能，對於植物而言，已知內生菌可以幫助植

物抵抗非生物逆境 (Saikkonen et al. 2010)、
抑制植物病原菌、提高植物抗病或抗蟲的能

力，有些重要且已被用來作為生物防治的蟲

生真菌如白殭菌 (Beauveria bassiana) 也被

報導為棉花、菸草、小麥、大豆等之內生菌  
(Arnold et al. 2003; Varma et al. 2017; Ramakuwela  
et al. 2020)。對於人類而言，研究內生菌可探

索真菌的多樣性，具有學術價值，此外，內生

菌產生豐富的次級代謝物及酵素，亦有應用

於工業生產之潛力 (Debbab et al. 2011; Sury-
anarayanan et al. 2012)。

咖啡植株無論在根、莖、葉皆可發現內生

菌的存在，不同部位的內生菌菌相各有差異，

而葉部通常是內生菌數量及種類最豐富的部

位 (Vega et al. 2010)。以咖啡全株而言，分離

頻率最高的內生真菌為炭疽菌 (Colletotrichum 
spp.)、Fusarium spp.、Penicillium spp. 以及炭 
角菌科 (Xylariaceae) 之真菌 (Vega et al. 2010)。 
如以根部為例，分離到最多的內生真菌依序

為屬於炭角菌科之 Xylaria spp.、炭疽菌以及

Guignardia spp. (無性世代 Phyllosticta spp.) 
(Santamaría & Bayman 2005)。栽培方式亦會

影響咖啡葉片內生菌的菌相，Oliveira et al. 
(2014) 比較咖啡慣行園和有機園的咖啡葉片內

生菌菌相，發現慣行園分離頻率最高者為炭疽

菌，有機園則是以 Phyllosticta capitalensis 為

主。由以上研究，可知炭疽菌為咖啡中常見的

內生菌，另外有部分研究指出，內生性的炭疽

菌可能有抑制病原性炭疽菌的潛力 (Bongiorno 
et al. 2016)。

有關炭疽菌的分類，近年因為多基因類緣

分析方法 (multi-locus sequence analysis) 發展， 

Colletotrichum 屬重新分類，對於種間的解析

度提高，產生多個新種，其寄主範圍及病原

性各有差異，目前可歸類為 14 個不同的複合

種 (species complex)，其包括 248 個被認定的

物種 (Cannon et al. 2012; Damm et al. 2012a, 
2012b; Weir et al. 2012; Vieira et al. 2014; Jay-
awardena et al. 2021)。在此分類體系之下，發 
現許多先前未報導過的 Colletotrichum spp. 可 
造成咖啡炭疽病，例如Colletotrichum gigasporum、 
Colletotrichum karst i i、Colletotrichum si-
amense 及 Col le to t r i chum theobromico la  
在墨西哥咖啡葉片上造成壞疽斑 (Cristóbal- 
Martínez et al. 2017)，或是中國在咖啡上分離得 
到的Colletotrichum brevisporum、Colletotrichum  
endophytica、Colletotrichum ledongense 及

Colletotrichum tropicale可危害果實。至於內生

菌，雖然已有多篇報導指出炭疽菌為咖啡上常

見的內生真菌，惟目前研究中，多半以外觀型 
態 (Oliveira et al. 2014) 或 internal transcribed 
spacer (ITS) (Vega et al. 2010) 序列鑑定，且

大部分僅能鑑定至屬或複合種。

咖啡在台灣的種植歷史超過 100 年，有紀

錄的真菌病害共有 18 種 (Tzean et al. 2019)，
包括由 Cercospora coffeicola 引起的咖啡褐眼

病，由 Hemileia vastatrix 引起的咖啡銹病以

及 Colletotrichum gloeosporioides 所引起之咖

啡炭疽病。咖啡褐眼病及銹病目前並無推薦藥

劑可用，且由於咖啡的栽植目前亦儘量推動不

使用農藥的友善管理模式，因此尋求適當的有

益微生物為重點工作之一，而植物內生菌的探

索可能為解決方案之一。

本研究之目的有二，其一為瞭解台灣咖啡

葉片內主要的內生真菌種類，以供未來有益微

生物篩選之用；其二則是比較不同園區之內生

炭疽菌的組成及出現頻度之差異，以瞭解其多

樣性，做為未來咖啡病害及內生菌相關研究之

參考資訊。

材料與方法

咖啡葉片內生真菌之分離與保存

內生真菌取樣及組織分離以 Oliveira et al. 
(2014) 之方法略加修飾後援用。自南投縣仁愛
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鄉、雲林縣古坑鄉、嘉義縣中埔鄉及竹崎鄉、

嘉義農業試驗分所、台南市東山區、台東縣泰

武鄉等地區之 7 個咖啡園，每園按健康咖啡株

數之比例隨機採樣 5−10 棵樹，取其植株成熟

葉，每棵樹隨機取 4 片葉子，將樣本依序置於

75% 酒精中 30 s，再浸泡於 1% 次氯酸鈉進行

表面消毒 3 min，繼而以無菌水 30 s 漂洗 3 次，

續以滅菌擦手紙吸去多餘水分，並將植物葉

片組織切成大小約 1 cm × 1 cm 小塊，每片葉

片隨機切取 5 小片，置於以乳酸 (lactic acid) 
酸化至 pH 3.8 之馬鈴薯葡萄糖瓊脂培養基 
(acidified potato dextrose agar; APDA) [配 製

方法為以 750 μL 50% (v/v) 乳酸溶液加入 300 
mL potato dextrose agar (PDA) (Merck KGaA, 
Darmstadt, Germany)]，於室溫下培養，待內

生真菌自葉片組織內長出後，依形態分類記

錄，7 d 記錄 1 次，記錄至 14 d。另外，切下

菌絲尖端或單孢至 PDA 進行純化培養並保存

於 10℃下備用。各真菌之發生頻度的計算公式

為：A 內生菌發生頻度 (%) = (由組織分離出

A 內生菌之葉片組織數/全部分離之葉片組織

數) × 100%。南投仁愛、雲林古坑、嘉義分所、

嘉義中埔、嘉義竹崎及台南東山之炭疽菌株以

隨機方式抽樣 20−35% 之菌株進行後續分析。

內生菌種類鑑定

內生真菌鑑定方法，主要依據形態學與分

子生物學。先觀察菌落形態特徵，待菌株產

孢後，以孢子之形態等進行屬之鑑定 (Barnett 
& Hunter 1998)，若無產孢又為分離頻度高之

真菌種類則進一步以 ribosomal ITS 片段之核

苷酸序列進行分析。將待測菌株之培養菌絲以

改進之 NaOH 簡易抽取植物 DNA 之方法進行 
(Wang et al. 1993)。將所分離之病原菌培養於

PDA，待長出足量菌絲後，刮取少量菌絲，置

於 200 μL 0.5 N NaOH 中，以手持式均質機

均質約 1 min，再經離心去除其破碎菌絲殘體

後，取上層液以 100 mM Tris-HCl (pH 8.0) 進
行 10× 稀釋，所得稀釋液可作為 DNA 模板，

進行 ITS 部分序列之增幅。本試驗所使用之 
polymerase chain reaction (PCR) 溶液包含 1×  
PCR 緩衝液 [10 mM Tris-HCl (pH 8.0), 50 mM 
KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.1% (w/v) gelatin, 1% 

Triton X-100]、100 μM dNTP, 0.4 U Prozyme 
DNA polymerase (Protech Technology Enter-
prise, Taipei, Taiwan) 以及 0.2 μM primer， 
並加入無菌水使其總體積為 25 μL。所使用之

PCR 引子對包括：用於增幅 ITS 序列之 ITS1 
(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCG G-3') 及 ITS4 
(5 '-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3 ') (White 
et al. 1990)。反應條件如下：94℃/4 min；接

著以 94℃/30 s、52℃/30 s、72℃/30 s 進行 30
個循環；72℃/7 min，將增幅後 DNA 樣本與

EZ-vision DNA dye as loading buffer (Protech)  
混合，以 1.5% Agarose gel 及 0.5× Tris/Borate/ 
EDTA (TBE) 緩衝液進行核酸電泳分析。另

外，所得 PCR 產物亦委託源資生物科技公司 
(Tri-I Biotech Inc., Taipei, Taiwan) 進行核酸

定序，定序後之核酸序列利用美國國家生物科

技資訊中心 (National Center for Biotechnolo-
gy Information; NCBI) GenBank 資料庫進行

序列查詢與比對。

咖啡葉片內生炭疽菌分子類緣鑑定

對收集之咖啡內生炭疽菌菌株，首先進行 
in te rgen ic  reg ion  of  Apn2  and  MAT1-2-1 
genes (ApMat) 及 glyceraldehyde 3-phosphate 
dehydrogenase (GAPDH) 基因片段之增幅，

GAPDH 增幅之引子對為 GDF 及 GDR (Tem-
pleton et al. 1992)，ApMat 增幅之引子對為

AMF + AMR (Silva et al. 2012a)。以 GAPDH
或 ApMat 序列進行初步的菌株分群，再由

不同分群中挑選菌株，進行 5 個基因序列串

連的多基因類緣分析。多基因類緣分析所使

用之基因片段包括 actin (ACT)、calmodulin 
(CAL)、chitin synthase (CHS)、GAPDH 以及

β-tubulin (TUB)， 其 中 ACT、CAL、CHS 及

TUB 基因片段增幅之引子對分別為 ACT-512F
及 ACT-783R (Carbone & Kohn 1999)、CL1C
及 CL2C (Weir  et  al .  2012)、CHS-79F 及 
CHS-345R (Carbone & Kohn 1999)，以及 T1 
(O’Donnell & Cigelnik 1997) 及Bt2b (Glass  
& Donaldson 1995)。共同分析之菌株為參考 
Weir et al. (2012) 及Damm et al. (2012b) 所使 
用之菌株，並納入 2012 年後報告之炭疽新種菌 
株 (Manamgoda et al. 2013; Wang et al. 2016; 
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Sharma et al. 2017; De Silva et al. 2019)，將

各菌株之序列 (表 1) 由 GenBank 資料庫下載

後，與本研究之菌株基因序列 (表 2) 進行比

較。各基因片段先以 ClustalX v.2.1 軟體 (Lar-
kin et al. 2007) 進行相似度排列 (alignment) 
後，以 jModeltest 進行 DNA 替換模型 (DNA 
substitution model) 最佳化預測，採用貝氏資

訊 準 則 方 法 (Bayesian information criterion) 
分析得到之 DNA 替換模型，套用於演化樹之

建構。以 SequenceMatrix v.1.7.8 軟體 (Vaidya 
et al. 2011) 拼接各基因序列，並以 MrBayes 
v.3.2.6 (Ronquist et al. 2012) 進行貝氏演算 
(Bayesian inference; BI) 之樹型建構。進行

2 次分析，每次分析 1 × 107 個世代 (genera-
tion)，每 1,000 個世代取 1 棵分析，為求分析

準確，捨棄前 25% 世代。

咖啡葉片內生炭疽真菌菌株形態觀察

將菌株之菌絲塊移植 PDA 平板進行 3–4 d 
活化後，切取菌落邊緣至 PDA 或合成低營養瓊 
脂培養基 [synthetic nutrient-poor agar (SNA)， 
配製方法為 1 L 之培養基加入 6 g agar、1 g 
KH2PO4、1 g KNO3、0.5 g MgSO4‧7H20、
0.5 g KCl、0.2 g sucrose 及 0.2 g glucose] 上
培養，在不照光之黑暗環境及 25℃之條件培

養 7 d。以移植環挑取菌落孢子置於載玻片上，

以干涉位相差顯微鏡 [differential interference 
contrast (DIC), Nikon 80i, Nikon, Tokyo, Japan] 
觀察孢子形態並拍照紀錄。附著器 (appressoria) 
之觀察參考 Weir et al. (2012) 之方法並略加修

改後援用，沾取炭疽菌培養於 SNA 上產生之孢

子泥，以無菌水稀釋成 1 × 104 spores mL-1 濃

度之孢子液，將水瓊脂培養基 (water agar; WA) 
切成邊長 1 cm 的方塊，置於滅菌過之載玻片

上，於 WA 塊滴上 10 μL 孢子液，而後覆蓋滅

過菌之蓋玻片於 WA 塊上，將玻片放入保濕之

玻璃培養皿中，黑暗中以 25℃培養 3 d，之後

將玻片取出，以干涉位相差顯微鏡觀察玻片上

之附著器並量測附著器大小。

結果

咖啡葉片內生真菌種類及其分離率

分離 7個咖啡園區之咖啡葉片內生真菌分， 

初步經菌落外觀、產孢構造及 ITS 序列分子 
鑑定後，確認 Colletotrichum spp.、Phyllosticta  
spp. 及炭角菌科之真菌所占比例較高，由 7 個

園 一 共 分 離 到 859 株 Colletotrichum spp.、
475 株 Phyllosticta spp.、505 株炭角菌科真菌

及 214 株其他種類之真菌，分離之比例如表 3
所示，各園真菌分離之比例以 Colletotrichum 
spp. 較高，在 7 個果園 Colletotrichum spp. 均
有 70% 以上的分離率，尤其在嘉義中埔及雲

林古坑咖啡園分離率更高達 100%；而 Phyllost-
icta spp. 內生菌在 PDA 上呈現深墨綠色菌絲

緊密之菌落 (圖 1A)，在不同咖啡園之間分離

率差異大，南投仁愛及嘉義中埔之咖啡園未分

離到 Phyllosticta spp.，但在嘉義分所咖啡園，

分離率則有 77.6%；另外炭角菌科真菌則分離

到 Nemania spp. 及 Xylaria spp.， 此 Xylaria  
spp. 在 PDA 上呈放射狀白色菌落，菌絲在培

養基上呈現明顯束狀 (圖 1B)，Nemania spp. 
亦呈放射狀白色菌落，但菌絲呈束狀之情形較

不明顯 (圖 1C)。炭角菌科真菌在 7 個咖啡園

均有 20% 以上的分離率，其中在嘉義中埔咖

啡園分離率更達到 92%。其他零星分離到之真 
菌，包含 Alternaria spp.、Cladosporium spp.、 
Fusarium spp.、Lasiodiplodia spp.、Pestalo-
tia spp 及 Phomopsis spp. 等，僅在部分咖啡

園分離得到，其中僅有 Pestalotia spp. 在台南

東山咖啡園分離比例較高，為 26%，其餘真菌

之分離率皆不超過 5%。Colletotrichum spp.、
Phyllosticta spp. 及炭角菌科真菌除了在咖啡

葉片上的分離率高之外，同一片葉子上亦常共

存 2 種或 2 種以上的內生真菌。

以 GAPDH或 ApMat基因片段初步將咖
啡葉內生炭疽菌分群

由南投仁愛、雲林古坑、嘉義分所、嘉義

中埔、嘉義竹崎及台南東山等園共收集 147 株

菌，初步以 ApMat 或 GAPDH 序列分析，結

果顯示大多數炭疽菌株屬於 C. gloeosporioi-
des 複合種，僅有由嘉義竹崎分離結果有數個

菌株屬於 C. boninense 複合種。以本土 147 株

炭疽菌 (表 2) 合併由 GenBank 擷取隸屬於 C. 
gloeosporioides 複合種之炭疽菌 (表 1) 中 28
個物種，應用 ApMat 基因片段序列以最大似 
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然性演算法 (maximum likelihood; ML) 進行分

析。結果顯示，本研究之菌株可劃分成 12 個

分支 (圖 2)，其中 C1–C3 分支與 C. siamense
接近，C4 為獨立的分支，包含 Col-1836、
Col-1837 及 Col-2217，以 C4 分支 3 株菌的

ApMat 序列於 NCBI 網站進行 nBLAST 比對，

最接近的已知種序列為 C. siamense ZLY3 菌株 
(GenBank accession no. MT602136)，但其相

似度僅有 93.3%。C5 分支包含數個已知為

C. fructicola 的菌株序列，C6 分支則包含 C. 
tropicale。C7 僅 含 1 菌 株 Col-2257，與 C.
gloeosporioides最接近。C8亦為獨立分支，含 11
個菌株。C9 則與 Colletotrichum kahawae subsp. 

kahawae ICMP17816 以 及Colletotrichum ji-
angxiense CGMCC3.17363 劃為同一分支。C10
及 C11 與 Colletotrichum cordylinicola 劃在同

一分支下，C12 分支則與 C. theobromicola 接

近。

咖啡葉內生炭疽菌多基因類緣分析

為進一步確認 C1–C12 分支之菌株種類，

由各分支挑選 1–3 株菌，進行 ACT、CAL、
CHS、GAPDH 及 TUB 串聯的多基因分子進

行 BI 法類緣鑑定 (圖 3)。結果顯示，屬於 C1
分支的 Col-1929、Col-1834，屬於 C2 分支的

Col-1819 以及屬於 C3 分支的 Col-1818、Col-

表 3.　Collectotrichum spp.、Phyllosticta spp. 及炭角菌科 (Xylariaceae) 真菌等內生真菌在 7 個不同地區咖啡園

之咖啡葉中之分離頻度。

Table 3.　The isolation frequency of coffee endophyte including Colletotrichum spp., Phyllosticta spp. and Xylaria-
ceous fungi, from coffee leaves from seven coffee orchards in different areas. 

Collection site

Isolation frequency (%)z

Colletotrichum spp. Phyllosticta spp. Xylariaceous fungi Other fungi

Ren-ai Township, Nantou County  97.9   0.0 22.1  5.7

Gukeng Township, Yunlin County 100.0  60.0 33.0  5.0

Chiayi Agricultural Experiment Station  76.8  77.6 78.8 25.6

Jhongpu Township, Chiayi County 100.0   0.0 92.0 13.0

(Shizhuo) Zhuqi Township, Chiayi County  76.0  63.0 31.0 28.0

Dongshan District, Tainan City  76.0  40.0 72.0 37.0

Taiwu Township, Pingtung County  89.0  59.0 24.5 29.5
z Isolation frequency (%): the number of leaf discs from which the fungi was isolated/total leaf discs investigated.

圖 1.　咖啡葉分離到之內生真菌 (A) Phyllosticta spp.、(B) Nemania spp. 及 (C) Xylaria spp. 在馬鈴薯瓊脂培養

基上的菌落型態。(A–C) 左半部為菌落正面照，右半部為菌落背面照。

Fig. 1.　Colony morphology on potato dextrose agar. (A) Phyllosticta spp., (B) Nemania spp. and (C) Xylaria spp. 
For (A–C), the left side is the upper surface of the colony, and the right side is the reverse.
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253咖啡內生菌研究

圖 2.　以 intergenic region of Apn2 and MAT1-2-1 序列及 maximum likelihood 演算法分析咖啡葉內生炭疽菌 
(Colletotrichum spp.) 的種類，並將其區分為 C1–C12分支。粗體字表示之菌株為後續進行多基因類緣分析之菌株。

Fig. 2.　Coffee endophytic Colletotrichum phylogenetic analysis based on intergenic region of Apn2 and MAT1-2-
1 sequences using maximum likelihood algorithm. These isolates formed C1–C12 clades. Isolates used in sequential 
multi-locus phylogenetic analysis were emphasized in bold.
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圖 2.　以 intergenic region of Apn2 and MAT1-2-1 序列及 maximum likelihood 演算法分析咖啡葉內生炭疽菌 
(Colletotrichum spp.) 的種類，並將其區分為 C1–C12 分支。粗體字表示之菌株為後續進行多基因類緣分析之

菌株。(續 )
Fig. 2.　Coffee endophytic Colletotrichum phylogenetic analysis based on intergenic region of Apn2 and MAT1-2-
1 sequences using maximum likelihood algorithm. These isolates formed C1–C12 clades. Isolates used in sequential 
multi-locus phylogenetic analysis were emphasized in bold. (continued) 
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255咖啡內生菌研究

1924 皆為 C. siamense，顯示 C1–C3 分支為 C. 
siamense。C4 分支的 Col-1836 及 Col-1837 則

在多基因類緣分析中亦獨立形成 1 個分支，顯

示 C4 分支可能為新種。C5 分支下的 Col-1925 
及Col-1928 為C .  fructicola ，顯示 C5 為C .  

fructicola。經由 Col-2165 分析結果可知 C6 分

支為 C. tropicale。C7 分支下的 Col-2257 為 C. 
gloeosporioides。C8 分支下的 Col-2145、C10
分支 Col-2147 以及 C11 分支下的 Col-1817、
Col-1844 及 Col-1923 皆 為 C. cordylinicola，

圖 3.　以 actin、calmodulin、chitin synthase、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 及 β-tubulin 基因片段

對咖啡葉內生炭疽菌 Colletotrichum gloeosporioides 複合種以貝氏演算法進行多基因類緣分析之結果。粗體字

表示之菌株為本研究之咖啡炭疽內生菌之菌株。

Fig. 3.　Multi-locus phylogenetic analysis for Colletotrichum gloeosporioides complex in coffee leaves using Bayes-
ian inference analysis, which is based on actin, calmodulin, chitin synthase, glyceraldehyde-3-phosphate dehydroge-
nase and β-tubulin sequences. Isolates in this study were emphasized in bold.
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顯示 C8、C10 及 C11 為 C. cordylinicola。屬

於 C9 分 支 的 Col-2241 則 為 C. jianxiense。
C12 分支下的 Col-1905 則屬於 C. theobromi-
cola。

咖啡內生炭疽菌除了包含前述 C. gloeosporioides 
複合種下的 7 個已知種及 1 個可能的新種外，

在嘉義竹崎之咖啡園還發現多株 C. boninense 
複合種之菌株。依據 GAPDH 序列之差異，取 
Col-2248、Col-2258 及 Col-2260 菌株，經 ACT、 
GAPDH 及 CAL 多基因類緣分析，發現 Col-
2258 為 C. boninense，Col-2247 及 Col-2260
則為 C. karstii (圖 4)。

咖啡葉內生炭疽菌型態觀察

本研究經由上述多基因類緣分析之 10 種

咖啡葉內生炭疽菌，進行菌落及孢子型態觀

察，結果如圖 5、圖 6 所示。就菌落型態而言，

C. gloeosporioides 複合種中，大部分培養菌

落為正面白色或淺灰色，背面則呈現淺黃、橘

色或灰色 (圖 5 之菌落型態及圖 6A、E、I)，
較特別的為 C. fructicola 分離株 Col-1928 在

PDA 上無論正反面都呈現深灰色 (圖 5I)，此

種菌落型態亦出現在部分 C. cordylinicola 菌
株上 (資料未顯示 )，此外，部分 C. cordylini-

圖 4.　以 calmodulin、glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 及 β-tubulin 基因片段對咖啡葉內生炭疽菌

Colletotrichum boninense 複合種以貝氏演算法進行多基因類緣分析之結果。粗體字表示之菌株為本研究之咖

啡炭疽內生菌之菌株。

Fig. 4.　Multi-locus phylogenetic analysis for Colletotrichum boninense complex in coffee leaves using Bayesian in-
ference analysis, which is based on calmodulin, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase and β-tubulin sequences. 
Isolates in this study were emphasized in bold.
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257咖啡內生菌研究

圖 5.　咖啡葉內生炭疽菌之型態。Colletotrichum cordylinicola Col-1844 菌株 (A) 在馬鈴薯葡萄糖瓊脂培養

基 (PDA) 之菌落型態；(B) 在合成低營養瓊脂培養基 (SNA) 上之孢子型態；(C) 在 PDA 上孢子型態及 (D) 附
著器型態。Colletotrichum cordylinicola Col-2145 菌株 (E) 在 PDA 之菌落型態；(F) 在 SNA 上之孢子型態；

(G) 在 PDA 上孢子型態及 (H) 附著器型態。Colletotrichum fructicola Col-1928 菌株 (I) 在 PDA 之菌落型態；

(J) 在 SNA 上之孢子型態；(K) 在 PDA 上孢子型態及 (L) 附著器型態。Colletotrichum gloeosporioides Col-
2257 菌株 (M) 在 PDA 之菌落型態；(N) 在 SNA 上之孢子型態；(O) 在 PDA 上孢子型態及 (P) 附著器型態。

Colletotrichum jiangxiense Col-2241 菌株 (Q) 在 PDA 之菌落型態；(R) 在 SNA 上之孢子型態；(S) 在 PDA 上

孢子型態及 (T) 附著器型態。Colletotrichum siamense Col-1834 菌株 (U) 在 PDA 之菌落型態；(V) 在 SNA 上

之孢子型態；(W) 在PDA上孢子型態及 (X) 附著器型態。(A)、(E)、(I)、(M)、(Q) 及 (U) 左半部為菌落正面照，

右半部為菌落背面照。比例尺 = 10 μm。

Fig. 5.　Morphology of coffee endophytic Colletotrichum species. Colletotrichum cordylinicola isolate Col-1844 (A) 
colony on potato dextrose agar (PDA); (B) conidia on synthetic nutrient-poor agar (SNA); (C) conidia on PDA and 
(D) appressoria. Colletotrichum cordylinicola isolate Col-2145 (E) colony on PDA; (F) conidia on SNA; (G) conidia 
on PDA and (H) appressoria. Colletotrichum fructicola isolate Col-1928 (I) colony on PDA; (J) conidia on SNA; (K) 
conidia on PDA and (L) appressoria. Colletotrichum gloeosporioides isolate Col-2257 (M) colony on PDA; (N) co-
nidia on SNA; (O) conidia on PDA and (P) appressoria. Colletotrichum jiangxiense Col-2241 (Q) colony on PDA; (R) 
conidia on SNA; (S) conidia on PDA and (T) appressoria. Colletotrichum siamense isolate Col-1834 (U) colony on 
PDA; (V) conidia on SNA; (W) conidia on PDA and (X) appressoria. For (A), (E), (I), (M), (Q) and (U), the left side 
is the upper surface of the colony, and the right side is the reverse. Bar = 10 μm.
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圖 6.　咖啡葉內生炭疽菌之型態。Colletotrichum theobromicola Col-1905 菌株 (A) 在馬鈴薯葡萄糖瓊脂培養

基 (PDA) 之菌落型態；(B) 在合成低營養瓊脂培養基 (SNA) 上之孢子型態；(C) 在 PDA 上孢子型態及 (D) 附
著器型態。Colletotrichum tropicale Col-2165 菌株 (E) 在 PDA 之菌落型態；(F) 在 SNA 上之孢子型態；(G) 在
PDA 上孢子型態及 (H) 附著器型態。Colletotrichum sp. Col-1836 菌株 (I) 在 PDA 之菌落型態；(J) 在 SNA 上

之孢子型態；(K) 在 PDA 上孢子型態及 (L) 附著器型態。Colletotrichum boninense Col-2258 菌株 (M) 在 PDA
之菌落型態；(N) 在 SNA 上之孢子型態；(O) 在 PDA 上孢子型態及 (P) 附著器型態。Colletotrichum karstii 
Col-2247 菌株 (Q) 在 PDA 之菌落型態；(R) 在 SNA 上之孢子型態；(S) 在 PDA 上孢子型態及 (T) 附著器型態。

(A)、(E)、(I)、(M) 及 (Q) 左半部為菌落正面照，右半部為菌落背面照。比例尺 = 10 μm。

Fig. 6.　Morphology of coffee endophytic Colletotrichum species. Colletotrichum theobromicola isolate Col-1905 (A) 
colony on potato dextrose agar (PDA); (B) conidia on synthetic nutrient-poor agar (SNA); (C) conidia on PDA and 
(D) appressoria. Colletotrichum tropicale isolate Col-2165 (E) colony on PDA; (F) conidia on SNA; (G) conidia on 
PDA and (H) appressoria. Colletotrichum sp. isolate Col-1836 (I) colony on PDA; (J) conidia on SNA; (K) conidia on 
PDA and (L) appressoria. Colletotrichum boninense isolate Col-2258 (M) colony on PDA; (N) conidia on SNA; (O) 
conidia on PDA and (P) appressoria. Colletotrichum karstii Col-2247 (Q) colony on PDA; (R) conidia on SNA; (S) 
conidia on PDA and (T) appressoria. For (A), (E), (I), (M) and (Q), the left side is the upper surface of the colony, and 
the right side is the reverse. Bar = 10 μm.
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cola 之菌落上有放射狀扇形色塊之特徵 (圖
5A)。而 C. boninense 複合種之 PDA 菌落，例

如 C. karstii Col-2247 菌株，常在正面有大量

明顯橘色產孢 (圖 6Q)。就孢子型態而言，C.  
gloeosporioides 複合種之孢子，無論在 SNA
或 PDA 培養基上皆產生短桿狀胞子 (圖 5 之孢

子型態圖及圖 6B、C、F、G、J、K)，在 SNA 
上產生之胞子，其長寬為 13.80–18.09 μm × 
5.16–5.81 μm (表 4)， 長 寬 之 比 例 為 2.42–
3.28，而在 PDA 上產生之孢子，其長寬為

14.97–18.12 μm × 4.78–5.50 μm，長寬比例為

2.60–3.44，其中 C. gloeosporioides 菌株 Col-
2257 形狀較其他 C. gloeosporioides 複合種之

菌株短胖 (圖 5N、O)。而 C. boninense 複合種 
之孢子較 C. gloeosporioides 複合種明顯短胖 
(圖 6N、O、R、S)，在 SNA 上產生之孢子長

寬為 13.64–14.53 μm × 6.68–6.81 μm，長寬比 
為 2.04–2.17，在 PDA 上產生之孢子長寬則為 
14.07–15.09 μm × 6.52–6.63 μm，長寬比為 2.13– 
2.33。C. gloeosporioides 複合種在 WA 及玻片 
交界面產生之附著器型態，大多為橢圓形、近

圓形或不整形 (圖 5 之附著器型態及圖 6D、

H、L)，其長寬為 8.80–11.14 μm × 5.44–6.80 
μm。C. boninense 複合種在 WA 及玻片交界面 
產生之附著器型態則為橢圓形或有多個小突起

或裂瓣之不整形 (圖 6P、T)，其長寬為 8.57–
12.34 μm × 6.69–6.88 μm。

不同咖啡園咖啡葉內生炭疽菌的種類及

比例

為了探討不同咖啡園中各種內生炭疽菌所

占之比例，以 3 地分離得到之菌株進行炭疽菌

種類及比例分析，分別為南投仁愛 48 株分離

株、嘉義中埔 30 株分離株及嘉義竹崎 29 株

分離株 (圖 7)。其炭疽菌種之決定是由 ApMat
之分群 C1–C12 比對多基因類緣鑑定結果，確

認每一分群對應之炭疽種，再觀察每一株菌屬

於 C1–C12 分支以回推其種類。以結果發現，

3 個咖啡園內生炭疽菌菌相之組成與比例差異

頗大。其中南投仁愛咖啡園有 5 種炭疽菌，C. 
cordylinicola 所占比例 83% 為最高，其次為 
C. tropicale，僅有 7%，其餘還包含 C. jiang- 
xiense、C. siamense以及C. fructicola。嘉義中埔 

咖啡園以 C. siamense 所占比例 43% 為最高，

其次為 C. cordylinicola (27%)，另外有 C. theo-
bromicola (20%) 及 C. fructicola (10%)。嘉義 
竹崎咖啡園中，C. fructicola 及 C. karstii 各占

了 45%為最多，另外還有C. jianxiense (4%)、C. 
boninense (3%) 以及 C. gloeosporioides (3%)。 
其 中 C. boninense、C. gloeosporioides 及 C. 
karstii 僅在嘉義竹崎咖啡園發現。

討論
本篇報告調查台灣咖啡葉片內生真菌的種

類及比例，並以分離率最高的炭疽菌為主要

探討對象，由分子類緣關係、菌落、孢子大

小及附著器形態等特徵分析其種 (species) 之
差別，共發現 10 種咖啡內生炭疽菌，包括 C. 
boninense、C. cordylinicola、C. fructicola、C. 
gloeosporioides、C. jiangxiense、C. karstii、C. 
siamense、C. theobromicola、C. tropicale 以

及 1 個可能為新種的 Colletotrichum sp.。比較

南投仁愛、嘉義竹崎及嘉義中埔 3 個不同咖啡

園中各種炭疽菌所占之比例，結果發現不同咖

啡園間，內生炭疽菌的組成種類與比例不同，

且彼此之間差異大，顯示出咖啡內生炭疽菌種

類之多樣性。本報告為台灣首探討咖啡內生炭

疽菌種類的報告，其結果可作為後續咖啡病害

或內生菌相關研究之參考。

本研究中，咖啡葉內生炭疽菌種類豐富，

其中包含 1 個可能尚未命名的新種，此結果顯

示炭疽菌作為內生菌，在咖啡葉片內呈現高度

多樣性，且可能有許多尚未被報導的種類，具

有可發掘及探討的潛力。前人研究中，分析不

同種類植物的內生炭疽菌，也同樣有此種高度

多樣性的現象，亦發現多個新種。Vieira et al. 
(2014) 研究巴西北部芒果葉之內生炭疽菌，共

發現了 7 個炭疽菌的已知種，其中包含了 C. 
fructicola、C. karstii 以及 C. tropicale，另外還

發現 1 個新種 Colletotrichum endomangiferae。 
Ma et al. (2018) 研究中國及泰國北部 Dendro-
bium spp. 蘭花的內生炭疽菌，亦發現 5 種已

知種的炭疽菌，包括了本研究中亦有發現的 C. 
fructicola 及 C. jiangxiense，此外還找到 5 個

新種，總共有 10 種內生炭疽菌。Manamgoda 
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et al. (2013) 則在 2 種熱帶的草類上發現 3 種

內生炭疽菌 C. fructicola、C. siamense 及 C. 
tropicale，另外鑑定 1 個新種 C. endophytica。 
從前述研究，除可看出炭疽菌在植物體內種類

的豐富程度外，亦可發現其中有數種炭疽菌，

尤其是 C. fructicola 及 C. tropicale，是植物

體內常見的內生炭疽菌種類。

在真菌進行分子鑑定時，常使用 ITS 基

因片段進行分析，但其應用於炭疽菌 (Colle-
totrichum spp.) 之鑑定，較可能產生誤判而無法

確實鑑別種間之差異 (Crouch et al. 2009; Damm 
et al. 2009)，相較之下，ApMat 及 GAPDH 則 
可提供較佳的解析度，其中 ApMat 可區分至

亞種 (subspecies) (Weir et al. 2012; Sharma et 
al. 2013)，然而，僅憑單一序列進行種之鑑定

仍有誤判之可能，因此，須利用多基因類緣分

析以進一步確認炭疽菌種類。而分析大量菌株

時若使用多基因類緣分析，在定序上所需之成 
本甚高。為此，在大量鑑定炭疽菌之種時，有

些研究者先以 GAPDH 序列將菌株分群，再

以分群中部分菌株進行多基因類緣分析，進

一步確認該群菌株所屬之種 (Lima et al. 2013;  
Fuentes-Aragón et al .  2020)。Sharma et al .  
(2017) 對酪梨炭疽菌的研究中亦顯示，以 ApMat 
所建構之類緣樹與 ACT、CAL、ITS、GAPDH、 
glutamine synthetase 及 TUB 等 6 個基因部分

片段串聯後建構之類緣樹有高度相似性。本研

究中亦曾初步以 ITS 進行分群，結果發現共同

分析之已知菌株中，不同種間之菌株常被歸於

同一分支，例如 C. fructicola、C. siamense、C. 
tropicale 及 C. theobromicola 多個菌株被歸於

同一分支 (clade)，或雖有分支區隔但分支之

bootstrap 值甚低 (< 50%)，無法進行具可信度

之分群 (資料未顯示 )。故後續以 ApMat 序列

為依據，對 C. gloeosporioides 複合種下之菌

株進行分群，而 C. boninense 複合種之菌株則

因無 ApMat 序列，改以 GAPDH 進行初步分

群。除了 ApMat 及 GAPDH 序列外，CAL 及

圖 7.　(A) 南投仁愛；(B) 嘉義中埔及 (C) 嘉義竹崎 3 個咖啡園所採集之咖啡葉內生炭疽菌種類及分離頻度。

Fig. 7.　Species composition and isolation frequency of coffee endophytic Colletotrichum species in orchards of (A) 
Ren-ai Township, Nantou County; (B) Jhongpu Township, Chiayi County; and (C) Zhuqi Township, Chiayi County.
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TUB 之基因片段含有多個內轉錄間隔區，在

演化上易出現較大的分歧，可提供較多資訊，

亦有潛力作為炭疽菌在初步分群上所使用之基

因片段。

本研究中對各個園區之調查，可發現 7 個

咖啡園的Colletotrichum spp.、Phyllosticta spp.  
以及炭角菌科真菌的比例差異頗大，其中

Phyllosticta spp. 及炭角菌科真菌在南投仁愛

及嘉義中埔之分離率為 0。另外，在分析嘉義

中埔、嘉義竹崎及南投仁愛 3 個咖啡園的內生

炭疽菌時，也發現其種類及分離頻度有極大的

歧異。究其差異產生的原因，可能與植株所生

長之氣候因子，例如溫度、濕度或降雨等相

關，也可能與栽培管理方法有關，或受到鄰近

作物相影響所致。Oliveira et al. (2014) 曾比

較慣行和有機咖啡園的內生真菌差異，發現慣

行園分離頻度最高的是 C. gloeosporioides 複
合種，而有機園分離頻度最高的則是 P. capi-
talensis，此外濕季分離到的內生菌數量較多，

然而多樣性則是乾季時最高。另一研究調查台

灣山區不同海拔高度的森林內生菌，發現內生

菌的多樣性受到海拔高度的影響，內生菌菌相

的組成，則受寄主、植被種類的影響 (Huang 
2020)。本研究中所調查的 3 個園區，嘉義中

埔、南投仁愛 2 園區的海拔高度，約為 200 m
及 700 m，而嘉義竹崎的園區位於近阿里山之

石桌地區，該處約在海拔 1,300 m 高處，近山

區冷涼區域。從調查結果中，嘉義中埔及南投

仁愛的內生炭疽菌之菌相也較接近，皆有 C. 
cordylinicola、C. fructicola 及 C. siamense，
且 C. cordylinicola 所占比例較高，推測此種

菌相上的差異，或許可能跟 3 地的海拔高度及

溫度、濕度等天氣因子相關，然而仍需有更多

咖啡園之分析結果，以確認其相關性。

本篇報告所報導之 9 個已知種的內生炭疽

菌，除了 C. jianxiense 及 C. cordylinicola 外，

其餘 7 個已知種皆有造成咖啡病害的紀錄。例

如越南的咖啡炭疽病原菌有 C. boninense 及 
C. gloeosporioides (Nguyen et al. 2010)，可在咖 
啡果實上造成壞疽斑；泰國則有 C. siamense 及

C. fructicola 為咖啡果實炭疽病病原菌 (Prihas-
tuti et al. 2009)；墨西哥的報導指出 C. karstii、 
C. siamense 及 C. theobromicola 可造成咖啡葉 

片壞疽 (Cristóbal-Martínez et al. 2017)。波多黎 
各則報導 C. fructicola、C. siamense、C. theobromicola 
及 C. tropicale 可造成咖啡果實腐爛，且孢子

可能經由咖啡果小蠹進行傳播。本研究中之咖

啡葉內生菌，雖與造成病害之病原菌為同種，

但未在咖啡葉上造成病徵，作為內生菌，此類

炭疽菌存在之可能性有 3 種，其一是病原性極

弱之機會性病菌，平時潛伏於寄主體內，待寄

主生理狀況衰弱時轉為病原菌進行侵染，其二

可能是對寄主幾乎沒有任何影響的片利共生，

其三則是對寄主有益，可能為具有拮抗菌的潛

力，或有幫助寄主抵抗逆境之能力。此外，C. 
cordylinicola 與 C. jianxiense 尚無在咖啡上造

成病害之報導，但已知 C. cordylinicola 會造

成朱蕉 (Sharma et al. 2014) 及蓮霧 (Phouli-
vong et al. 2011) 的炭疽病，C. jianxiense 可
造 成 茶 花 (Liu et al. 2015) 及 酪 梨 (Fuent-
es-Aragón et al. 2020) 之炭疽病。由於咖啡炭

疽菌為普遍存在咖啡植株之內生菌，未來在探

究咖啡葉片相關病害時，應審慎進行病原性測

定並排除此些內生真菌之干擾。

植物內生菌可能具有拮抗病原菌的能力，

或者具有幫助植物抵抗逆境或促進生長等功

能。在咖啡內生菌拮抗病原菌的研究上，Bon-
giorno et al. (2016) 亦從咖啡葉片中分離出高

比例的內生炭疽菌，且從菌絲抑制試驗中，發

現有些內生性的炭疽菌可抑制病原性的炭疽

菌。Monteiro et al. (2017) 則是篩選具揮發性有

機物質 (volatile organic compounds; VOCs) 的
咖啡內生菌，結果發現 Muscodor coffeanum、 
Muscodor vitigenus、Muscodor yucatanensis
及 Simplicillium sp. 產生之 VOCs 可抑制多種

病原菌，例如抑制 Botrytis cinerea、Fusarium 
solani、Fusarium verticillioides 及 C. coffei-
cola 之菌絲生長，其中 M. coffeanum 的 VOCs
更可抑制 C. coffeicola 侵染咖啡果實。另一研

究篩選可抗咖啡銹病菌 H. vastatrix 之內生菌，

結果顯示數株內生細菌 Brevibacillus choshin-
ensis、Salmonella enterica、Bacillus mega-
terium、Microbacterium testaceum、Cedecea 
davisae 噴施在幼苗上可以有效降低咖啡銹病

的嚴重度，且部分菌株具有促進咖啡生長的功
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能 (Silva et al. 2012b)。種種研究顯示，許多

咖啡內生菌確實有成為病害拮抗菌的潛力。另

外，Colletotrichum spp. 除了具有拮抗菌的潛

力外，也可能促進植物生長。阿拉伯芥根部

內生菌的研究中，發現炭疽菌 Colletotrichum 
tofieldiae 可協助植物根部吸收磷元素，以促

進其生長 (Hiruma et al. 2016)。
本研究調查了 7 個咖啡園區之內生菌，瞭

解台灣咖啡園主要的內生菌種類，並發現咖啡

葉片內生炭疽菌之多樣性。研究中，發現內生

炭疽菌種類豐富，未來進行之研究，可持續對

不同咖啡園之內生炭疽菌進行調查，以瞭解是

否有更多不同種類，或其多樣性是否與栽培條

件相關，而對於已分離保存之菌株，則可進一

步確認其是否對咖啡具潛在之病原性，或進行

咖啡葉片相關病害之病原菌拮抗試驗，探討這

些內生菌未來是否具有咖啡病害生物防治應用

之潛力。
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Study of Endophytic Colletotrichum spp. in Coffee 
Leaves in Taiwan

Chao-Jung Wu1, Sui-Li Hsu2, Su-Yu Lai2, Miao-Chun Lin2, and Hui-Fang Ni3,*

Abstract

Wu, C. J., S. L. Hsu, S. Y. Lai, M. C. Lin, and H. F. Ni. 2022. Study of endophytic 
Colletotrichum spp. in coffee leaves in Taiwan. J. Taiwan Agric. Res. 71(3):243–266.

In this study, healthy coffee leaves from seven coffee orchards were collected. The seven 
orchards were located in different areas, namely Ren-ai Township, Nantou County, Gukeng Town-
ship, Yunlin County, Chiayi Agricultural Experiment Station, Jhongpu, and Zhuqi Township, Chiayi 
County, Dongshan District, Tainan City, and Taiwu Township, Pingtung County. Coffee leaves were 
surface-disinfected and incubated on acidified potato dextrose agar to obtain endophytic fungi. Colle-
totrichum spp., Phyllosticta spp. and Xylariaceous fungi were isolated from these seven orchards with 
a high frequency, and Colletotrichum spp. were the most frequently isolated fungi in six of the seven 
orchards. According to the results of phylogenetic analysis based on actin, calmodulin, chitin syn-
thase, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, β-tubulin sequences constructed by Bayesian in-
ference, the endophytic Colletotrichum spp. in coffee leaves contained nine species belonging to Col-
letotrichum gloeosporioides species complex, namely Colletotrichum cordylinicola, Colletotrichum 
fructicola, Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum jiangxiense, Colletotrichum siamense, 
Colletotrichum theobromicola, Colletotrichum tropicale and an unknown new Colletotrichum sp., 
and two Colletotrichum boninense complex species, C. boninense and Colletotrichum karstii. Isola-
tion frequency and species composition of endophytic Colletotrichum spp. from three orchards were 
compared. The Colletotrichum spp. composition of the orchard located in Ren-ai Township, Nantou 
County resembled that located in Jhongpu Township, Chiayi County. The isolation frequencies of C. 
cordylinicola were 83% and 27% in orchards of Ren-ai and Jhongpu, respectively. C. siamense was 
also isolated from both of the two orchards. In contrast, no C. cordylinicola or C. siamense was isolat-
ed from the orchard in Zhuqi Township, Chiayi County. The most frequently isolated Colletotrichum 
spp. in Zhuqi orchard were C. fructicola (45%) and C. karstii (45%). The result suggested that endo-
phytic Colletotrichum spp. in coffee leaves are highly diverse, and the fungal composition is different 
among orchards. This is the first intensive study of endophytic Colletotrichum spp. in coffee leaves 
using multi-locus sequence analysis to resolve the species, and the result provides information for fur-
ther study on coffee pathogen or endophyte.

Key words: Coffee, Endophyte, Colletotrichum spp.
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