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柑桔溃疡病菌致病性研究初探
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摘  要:从四川、湖北两省收集的柑桔病样分离出 2个溃疡病菌株,经生物学和 PCR鉴定后,分别针刺接种于纽荷尔脐橙、福本脐

橙、卡拉卡拉脐橙和春见桔橙等 4个柑桔品种;接种 2 d后调查发病情况,使用 DPS软件 8. 01的 Duncan新复极差法进行分析。结

果表明,接种后 4 d是最佳观察时期, 4个柑桔品种分别接种上述菌株后发病率无明显差异,老叶和成叶的发病率要高于嫩叶的发

病率,叶片不同部位之间的发病率也基本相当,桔橙的抗病性要高于脐橙的抗病性。
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Prelim inary Study on Pathogenicity of

Xanthomonas axonopodis pv. Citri
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Abstract: Tw o citrus canker strains w ere isolated from the samp les collected from S ichuan and H ubeip rov inces. A fter ident ification by PCR,

the tw o strain s w ere vaccinated in 4 citrus variet ies such as new hall navel orange, fukum oto navel orange, cara. cara navel orange and k ivom i

tangor by acupunctu re. Tw o days. later, the incid ence w as investigated. A fter analysis by DPS software 8. 01 Dun can LSR m ethod, th e re-

su lts show ed that 4 days after inocu lation w as the best p eriod for observat ion. Therew ere no sign ificant d ifference am ong the 4 citru s varieties

after in ocu lat ion, no d ifference w ere found ou t in a sam e lea,f e ither. D isease rat io in old leaves and young leaves w ere h igher than that in

tend er leaves. D isease resistant of hyb rid ofm andarin orange w as superior to the res istan ce of navel orange.
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  柑桔溃疡病是一种为害全球柑桔产业的重大检

疫性病害,其病原菌为地毯草黄单胞柑桔致病变种

(Xanthomonas axonopod is pv. citri, X ac)。我国的柑

桔溃疡病主要分布在广东、广西、江西、福建、浙江、

湖南、云南、贵州等南方柑桔种植省 (区 )发生较普

遍,在四川、湖北、重庆等省 (市 )有局部零星分布。

该病引起落叶落果、果实生斑, 导致商品性能降低,

严重影响出口
[ 1~ 2]
。该病检验检疫方法较多, 据

C ivero lo等报道,对柑桔溃疡病菌的最终鉴定,必须

以其在人工接种的感病寄主上产生典型症状的致病

性试验结果为依据
[ 3]
。离体叶接种法简单易行, 对

防止柑桔溃疡病菌扩散的控制作用很强,本试验探

寻了适合离体叶接种法的柑桔品种、叶龄及接种部

位, 同时比较菌株的致病性分化, 为柑桔溃疡病流行

规律研究奠定一定的基础。

1 材料与方法

111 供试菌株
分别从四川、湖北两省疫区发病的柑桔叶片上

分离获得两菌株, 编号为 CSC (四川 )和 CH B (湖

北 )。纯化后, LB培养基上 28 e 培养 72 h备用
[ 4]
。

112 菌种鉴定
采用 SDS法抽提菌株基因组 DNA

[ 5 ]
,应用 PCR

检测柑桔溃疡病,序列为 5. TTGGTGTCGTCGCTTG-
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TAT 3.和 5. CACGGGTGCAAAAAATCT 3. , 琼脂糖

电泳分析
[ 6]
。同时, 将纯培养的菌株 CSC、CH B菌

株接种卡拉卡拉脐橙叶片,调查发病情况。

113 供试寄主
从福本脐橙、卡拉卡拉脐橙、纽荷尔脐橙和春见

桔橙上分别采集嫩叶 (新抽发且叶片有褶皱, 未伸

展开 )、成熟展平叶 (新抽发已长至展平叶, 未变成

老叶的深绿色 )和老叶 (叶片已变成深绿色 )。样品

均采自中国农业科学院柑桔研究所果园。

114 接种与调查方法
叶片用灭菌水洗净后,置于 90 mm培养皿底部

用双层滤纸保湿, 柑桔叶片的基部用脱脂棉保湿。

将菌液配成 10
7

cfu /mL, 叶片用针刺接种
[ 7 ]

,每叶分

叶稍部和叶基部两个部位各针刺 3针, 针刺处用灭

菌的小滤纸片蘸菌接种并用无菌水保湿
[ 8]

, 24 h后

去除小滤纸片,叶片不同品种、不同叶龄及接种不同

菌株各个处理皆设置 3张叶片, 每处理 3次重复。

接种后置于 28 e 培养, 2 d后观察接种处发病情况。

2 结果与分析

211 菌株鉴定结果
PCR产物经琼脂糖凝胶电泳后,菌株 CSC、CH B

和阳性样品均可产生约 220 bp的特征性条带, 清水

对照和阴性对照未产生特征性条带 (图 1) ; 体外接

种试验结果表明,卡拉卡拉脐橙产生明显的溃疡病

病斑; 证明从两地分离纯化的菌株均为柑桔溃疡病

菌。

212 发病情况调查
菌株 CSC、CHB接种叶片后, 3 d左右开始发

病,在接种 4 d时, 发病率高。在福本脐橙、卡拉卡

拉脐橙、纽荷尔脐橙和春见桔橙的 3种叶龄叶片上,

溃疡病症状明显,而随着调查时间的延长,针刺接种

的新叶越容易萎蔫变褐及滋生腐生菌, 所以 4 d为

发病率最佳的调查时期。

1:灭菌水对照; M: 1Kb DNA M arker; 2: CHB菌株; 3:阴性对照; 4:

CSC菌株

Lan e 1: ddH 2O con tro;l M: 1 Kb DNA M arker; Lane 2: CH B stra in;

Lan e 3: negative contro;l Lan e 4: CSC strain

图 1 PCR扩增图谱

F ig. 1 The d iagram of PCR am p lification

213 致病性分析
2. 3. 1 不同柑桔品种对致病性影响  用 DPS软件

8. 01对不同叶龄分别接种不同菌株的 4个品种之

间的发病率进行差异显著性分析, 结果表明, 菌株

CSC接种福本脐橙、卡拉卡拉脐橙、纽荷尔脐橙和春

见桔橙叶片后,老叶发病率差异不显著; 4个柑桔品

种的成叶发病率以春见桔橙最低; 纽荷尔脐橙和卡

拉卡拉脐橙的嫩叶发病率极显著高于春见桔橙, 而

与福本脐橙差异不显著性, 春见与福本脐橙也无显

著差异 (表 1)。

CHB菌株对 4个柑桔品种的老叶和成叶均无

显著性差异,在嫩叶上, 红肉脐橙极显著高于其他 3

个品种,而 3个品种之间无显著性差异 (表 1)。

2. 3. 2 不同叶龄对致病性影响  用 DPS软件 8. 01

对不同柑桔品种分别接种不同菌株的 3个叶龄之间

的发病率进行差异显著性分析,结果表明,菌株 CSC

接种纽荷尔脐橙和卡拉卡拉脐橙的不同叶龄叶片,

发病率无差异显著性,接种福本脐橙,老叶和成叶发

病率显著高于嫩叶。接种春见桔橙, 老叶的发病率

显著高于成叶,极显著高于嫩叶, 成熟展平叶显著高

于嫩叶 (表 2)。

表 1 2个菌株对 4个柑桔品种的致病差异性比较

T ab le 1 D ifference in pathogen icity of tw o strains am ong fou r citrus variou s cu ltivars

四川菌株 CSC
S train from S ichuan

湖北菌株 CHB
S train from H ubei

老叶
O ld leaves

成熟展平叶
New m ature

leaves

嫩叶
In fant ile

leaves

老叶
O ld leaves

成熟展平叶
N ew m ature

leaves

嫩叶
Infant ile
leaves

纽荷尔脐橙 99. 99aA 95. 58 aA 92. 96aA 84. 45aA 74. 71 aA 4. 42bB

福本脐橙 99. 99aA 99. 99 aA 35. 69abAB 74. 71aA 74. 71 aA 7. 04bB

卡拉卡拉脐橙 99. 99aA 99. 99 aA 84. 45aA 99. 99aA 99. 99 aA 99. 99 aA

杂柑春见 92. 96aA 38. 77bB 0. 01bB 99. 99aA 32. 55 aA 7. 04bB

  注:不同小写字母表示差异显著;不同大写字母表示差异极显著,下同。
Note: D ifferent sm all letters in the sam e colum n indicate s ign if ican t d if feren ce; d ifferent capital let ters ind icate fearfu lly s ign ifican t difference. The
sam e as below.
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表 2 2菌株对不同叶龄致病差异

T ab le 2 D ifference in path ogen icity of tw o st rains am ong citru s leaves w ith various ages

四川菌株 CSC
S train from S ichuan

湖北菌株 CH B
S train from H ubei

纽荷尔
Newha ll

福本
Fukum oto

卡拉卡拉
Cara cara

春见
K ivom i

纽荷尔
Newhal l

福本
Fukumoto

卡拉卡拉
C ara cara

春见
Karum i

老叶 99. 99aA 99. 99aA 99. 99 aA 92. 96aA 84. 45aA 74. 71 aA 99. 99 aA 99. 99aA

成熟展平叶 95. 58aA 99. 99aA 99. 99 aA 38. 77bAB 74. 71aA 74. 71 aA 99. 99 aA 32. 55bB

嫩叶 92. 96aA 35. 69bA 84. 45 aA 0. 01 cB 4. 42aA 7. 03 aA 99. 99 aA 7. 04bB

  菌株 CHB接种福本脐橙、卡拉卡拉脐橙、纽荷

尔脐橙的不同叶龄叶片,发病率皆无显著差异,接种

春见桔橙,老叶极显著高于成叶和嫩叶,成叶和嫩叶

之间不存在显著性差异 (表 2)。

2. 3. 3 菌株 CSC、CH B致病性比较  从叶片发病
情况来比较两菌株的致病性差异, 菌株 CSC、CH B

对各品种及各叶龄的发病率互有优劣。对于 CSC

菌株, 除卡拉卡拉脐橙嫩叶 ( 77. 77% < 100 % )、春

见桔橙老叶 ( 83. 88 % < 100 % )、春见桔橙嫩叶 ( 0

< 16. 67 % )的发病率比 CH B菌株低外,其它的发

病率都比 CHB菌株稍高或相同, 可见, 纽荷尔脐橙

与福本脐橙对 CSC菌株较敏感, 而卡拉卡拉脐橙与

春见桔橙对 CH B菌株较敏感。从致病性上来看,两

菌株出现菌系分化的可能性较小
[ 9]
。

2. 3. 4 不同接种部位比较  试验中, 从靠近叶稍部

和靠近叶基部的针刺接种的发病率来看, 用 DPS软

件 8. 01分析发病率差异不显著, 说明接种部位的选

择对两菌株针刺接种离体叶片的发病率基本无影

响。

3 结论与讨论

  从体外接种试验结果可以看出, 3个脐橙品种

的抗病性低于春见桔橙, 这与前人所报道的田间品

种抗病性的结果相一致
[ 10]

,而卡拉卡拉脐橙的感病

性相对于其它两个品种稍强。各品种老叶和成叶的

发病率要高于嫩叶, 并且老叶和成叶在保湿的条件

下,保存时间也要高于嫩叶。菌株 CSC、CH B接种

叶片的不同部位,发病率也基本一致。因此,在选用

体外接种方法做溃疡病研究的时候, 应选用老叶或

成叶作为实验材料,叶片接种部位的选择对结果基

本无影响, 选择福本脐橙或纽荷尔脐橙较适合。

CSC、CH B两菌株的叶片接种发病率基本无差异, 说

明这两种菌株的致病性差异不大, 推断菌系分化的

可能性较小,还需要通过进一步的分子生物学鉴定

来证明。
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