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检测与致病性分析

曲建楠$

!

!

陈
!

迪+

!

!

侯巨梅+

!

!

刘
!

震+

!

!

崔
!

佳$

!

!

刘
!

铜+

#

!

!

左豫虎$

#

*

$%

黑龙江八一农垦大学农学院"大庆
!

$"##$&

'

+%

海南大学热带农林科学院"海口
!

-(,++/

+

摘要
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毒素蛋白是橡胶树棒孢霉落叶病菌的主要致病因子$本研究对分离自海南省
-

个市县的橡胶

树棒孢霉落叶病菌进行了鉴定%形态学鉴定结合分子生物学鉴定结果表明%病原菌为多主棒孢$利用
RCJJ::U<@:I

毒素不同亚型编码基因特异性引物和菌饼活体接种法分别鉴定了分离菌株的毒素蛋白类型和致病性%结果

显示%分离的
#-

个菌株都含有
;(1-

基因%未发现含其他类型的毒素基因%表明海南橡胶树棒孢霉落叶病菌为

含
RCJ-

毒素蛋白优势群体'所有菌株对橡胶树品种(

44LX",,

)都能够致病%但是在不同抗性品种上致病性

存在一定差异$
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橡胶树
6&7&(?'(1,.,&/1,1

属于大戟科三叶橡

胶属"其产物天然橡胶作为重要的工业原料"广泛运

用于农业%工业%国防%交通%日常生活和医药卫生领

域等方面(

$

)

#由多主棒孢
;#'

:

/&1

"

#'(3(11,,3#.(

引起的橡胶棒孢霉落叶病是橡胶树
6&7&(?'(4

1,.,&/1,1

上一种重要的叶部病害"给我国橡胶生产

带来严重的危害(

+

)

#

+,$,

年"

1*:D<D<><

等利用延

伸因子*

HGS$

'

+%微管蛋白*

"

S>O?O@:I

+和钙调蛋白

*

RC@D<)O@:I

+序列对不同地区和不同作物中分离

得到的多主棒孢进行了同源性分析(

#

)

#

ZC7>*8

等

研究表明"橡胶树多主棒孢产生的
UCJJ::U<@:I

毒素

蛋白是该病菌的主要致病因子"并且在不同的菌株

中存在不同毒素蛋白亚型(

!

)

#

Q_<I

等根据多主棒

孢中
;(1

基因的差异"将病原菌分为
"

个毒素亚
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型(

-

)

#

+,$"

年刘先宝等报道中国橡胶树多主棒孢

优势群体为
;(1-

亚型"在海南发现存在一株含有

;(1+

亚型的菌株"推测是来源于其他作物(

"

)

#

1*O:?

等鉴定发现马来西亚橡胶树多主棒孢主要为

;(1,

与
;(1-

亚型(

(

)

#

Q_<I

等从巴西巴伊亚无病

症橡胶树叶片中分离到的多主棒孢中检测到了

;(1#

和
;(1!

亚型(

/

)

#

F7CI

等研究发现
;(1$

亚型

毒素比
;(1-

亚型毒素对橡胶树叶片致病性更

强(

&

)

#近年来"海南橡胶树棒孢霉落叶病在苗圃和

幼龄树上的危害有加重趋势(

$,

)

"是否有新的毒素

蛋白亚型出现和致病性分化尚未见报道#本研究

拟从海南各主要植胶产区采集%分离橡胶树棒孢霉

落叶病菌菌株"通过毒素蛋白基因检测和致病性分

析"以期明确海南橡胶树棒孢霉落叶病菌群体毒素

类型和致病性变化情况"为科学防治海南橡胶树棒

孢落叶病提供基础#

!

!

材料与方法

!%!

!

材料

于
+,$(

年
-

%

(

月和
$$

月"参照1橡胶树主要

病害诊断与防治原色图谱2

(

$$

)中橡胶树棒孢霉落

叶病病斑形态特征"分别在海南省儋州市%白沙黎

族自治县%五指山市%乐东黎族自治县和保亭黎族

苗族自治县橡胶林采集橡胶树棒孢霉落叶病的

病叶#

健康橡胶苗/文昌
$$

0/热研
(S##S&(

0/热研
(S

+,S&-

0/热研
/S(&

0/

44LX",,

0"由国家橡胶树种质

资源圃提供#

葡萄糖%琼脂糖%无水乙醇为生工生物工程*上

海+股份有限公司提供#

-,jF3H

%

2PXSFK:

A

CS

>:<I5:>

为天根生化科技*北京+有限公司产品#

!%4

!

方法

!%4%!

!

病原菌的分离与纯化

在海南大学海甸校区热带农林学院植物病害防

控实验室采用组织分离法进行病原菌分离#选取叶

片新鲜%病斑清晰的橡胶树叶片"利用手术剪在无菌

操作台中剪取病健交界处约
,%-UDj,%-UD

病叶

组织"用
(-'

乙醇浸泡
#

!

-J

"然后用无菌水清洗
#

!

-

次"转接于
2Q3

培养基平板上"

+/e

培养
#

!

!)

"

待长出菌丝后挑取到新的
2Q3

平板上"转接
#

!

!

次#将纯化得到的病原菌进行单孢分离"转接到

2Q3

试管斜面"

!e

保存备用#

!%4%4

!

致病性分析

将/文昌
$$

0/热研
(S##S&(

0/热研
(S+,S&-

0/热

研
/S(&

0/

44LX",,

0移栽至海南大学海甸校区实验

基地#每个品种各
-,

株"株高约
$D

"每株
/

!

$,

个分枝"

+$

!

#,

片叶"待移栽橡胶树苗生长出
#

!

-

个新分枝"选取中部健康叶片"进行室外活体接种#

在每个叶片叶脉左侧中间处用无菌牙签轻微刺伤并

接一个菌饼"空白对照为刺伤后接种
2Q3

培养基"

每个品种接种
&

个叶片"套袋保湿培养#接种
&)

后"记录发病情况"试验重复
#

次#根据柯赫氏法

则"待叶片发病后与自然发病叶片症状进行比较"并

重新分离病原菌"与原接种菌进行比较#

!%4%9

!

病原菌形态学鉴定

将分离纯化的病原菌接种于
2Q3

平板上"

+/e

培

养"观察
()

菌龄的菌落形态特征%颜色"并记录其生长

速度#利用涂布器将在
2Q3

平板上生长
$,)

的病原

菌菌丝刮去"并利用三层灭菌纱布包裹培养皿口"在人

工气候箱中"

+/e

光照培养
#)

"然后加入适量无菌水并

利用涂布器轻刮平板"利用三层纱布过滤"得到病原菌

孢子悬浮液用于分生孢子形态观察#病原菌分生孢子

形态参照1真菌鉴定手册2

(

$+

)进行比对鉴定#
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鉴定病原菌毒素亚型

!%4%C

!

病原菌分子生物学鉴定

为了更精确地鉴定病原菌"通过
RF3Z

法(

$!

)提

取
Q63

"利用通用引物
LF1

%延伸因子*

FB4$

#

+和微

管蛋白基因*

"
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+

(
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*表
$

+进行
2R4

"回收

2R4

产物"将产物连接到
2PXSF

载体"送至广州天

一辉远公司进行测序"将测序结果在
6RZL

进行比

对分析#

将获得的
LF1

序列%延伸因子*
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微管蛋白*
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的
LF1

序列%延伸因子
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+序列和微管蛋白*
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+序列进行比较"利

用
XHP3(

进行聚类分析"构建系统发育树#

!%4%@
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毒素蛋白亚型鉴定

利用
"

种毒素亚型
;(1$

%

;(1+

%

;(1#

%

;(1!

%

;(1-

和
;(1"

特异性引物(

-

"

/
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*表
$

+对病原菌毒素亚

型鉴定"回收
2R4

产物"将产物连接到
2PXSF

载

体"送至广州天一辉远公司进行测序"将测序结果在

6RZL

进行比对分析#
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!

结果与分析

4%!
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病原菌分离与纯化

从儋州市%白沙黎族自治县%五指山市%保亭黎

族苗族自治县%乐东黎族自治县橡胶林采集的病叶

中分别获得
$&

%

"

%

+

%

$

和
(

株病原菌"共
#-

株病原

菌#根据其采集的地点及叶片的采集顺序进行编

号"对纯化后的病原菌进行形态观察#

4%4

!

致病性分析

通过致病性鉴定"

#-

株分离菌株均能侵染

/

44LX",,

0橡胶树#有
(

%

&

%

+$

%

+/

株分离菌株分别

能够侵染/文昌
$$

0/热研
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0/热研
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0/热研
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0叶片并导致发病*表
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对供试的

-

个橡胶树品种均具有侵染性"它们分别分离自儋

州市与白沙黎族自治县的橡胶树病叶#这些结果表

明海南省橡胶树棒孢落叶病菌在不同抗性橡胶树品

种上的致病性不同"所有分离菌株对/

44LX",,

0都

具有致病性#

表
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44LX",,

44LX",,

热研
(S+,S&-

48

B

CI(S+,S&-

热研
/S(&

48

B

CI/S(&

热研
(S##S&(

48

B

CI(S##S&(

文昌
$$

b8IU*CI

A

$$

QaS$#

儋州市 海南大学儋州校区
l l l . .

QaS$-

儋州市 海南大学儋州校区
l l . . .

QaS$"

儋州市 海南大学儋州校区
l l l . .

QaS+#

儋州市 儋州市农场五队
l l . . .

QaS+!

儋州市 儋州市农场五队
l l . . .

QaS+-

儋州市 海南大学儋州校区
l l l . .

QaS+"

儋州市 海南大学儋州校区
l l l . .

&

+$$

&
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卷第
#

期 曲建楠等!海南橡胶树棒孢霉落叶病菌毒素蛋白基因检测与致病性分析

续表
4

!

<0=1&4

%

>-)+#)(&*

$

菌株编号

1>7C:II<%

采集地区

R<@@8U>:<I78

A

:<I

采集地点

K<UC>:<I

对不同橡胶品种的致病性
!

2C>*<

A

8I:U:>

B

<I):==878I>7O??879C7:8>:8J

44LX",,

44LX",,

热研
(S+,S&-

48

B

CI(S+,S&-

热研
/S(&

48

B

CI/S(&

热研
(S##S&(

48

B

CI(S##S&(

文昌
$$

b8IU*CI

A

$$

QaS+(

儋州市 儋州市农场五队
l l l l l

QaS+/

儋州市 儋州市农场五队
l l . . .

QaS##

儋州市 儋州市农场五队
l . . . .

QaS#!

儋州市 儋州市农场五队
l . l . .

QaS$+#

儋州市 儋州市农场九队
l l l l l

QaS$+(

儋州市 儋州市农场九队
l l l l .

QaS$+&

儋州市 儋州市农场九队
l l . l .

QaS$#$

儋州市 儋州市农场九队
l l l l l

QaS$#!

儋州市 儋州市农场九队
l l l . .

QaS$#-

儋州市 儋州市农场九队
l l . . .

QaS$#(

儋州市 儋州市农场九队
l l l . .

QaS$#/

儋州市 儋州市农场九队
l l l . .

Z1S#-

白沙黎族自治县 龙江农场
l l l l l

Z1S#"

白沙黎族自治县 龙江农场
l . . . .

Z1S#(

白沙黎族自治县 龙江农场
l l l l l

Z1S#&

白沙黎族自治县 龙江农场
l l l . l

Z1S!$

白沙黎族自治县 龙江农场
l l . . .

Z1S!#

白沙黎族自治县 龙江农场
l l l l l

ba1S"-

五指山市 五指山
l . . . .

ba1S(+

五指山市 五指山
l . . . .

ZFS$$,

保亭黎族苗族自治县 金江农场
l . . . .

KQS$$+

乐东黎族自治县 山荣农场
l l l . .

KQS$$#

乐东黎族自治县 山荣农场
l l l . .

KQS$$!

乐东黎族自治县 山荣农场
l . . . .

KQS$$-

乐东黎族自治县 山荣农场
l l l l .

KQS$$"

乐东黎族自治县 山荣农场
l l . . .

KQS$$(

乐东黎族自治县 山荣农场
l l l . .

KQS$$&

乐东黎族自治县 山荣农场
l l l . .

!

$

+,

l

-为接菌橡胶树叶片形成明显病斑"表示菌株对该橡胶树品种致病",

.

-为接菌橡胶叶片未形成明显病斑或无病斑"表示菌株对该橡胶

树品种不致病#

b*8I8W

T

CI):I

A

@8J:<IJ:I:I<UO@C>8)@8C98JC78<?J8798)

"

>*8:J<@C>8:J7C>8)9:7O@8I>

*

l

+

%b*8II<@8J:<I<7I<I8W

T

CI):I

AT

:I

T

<:I>@8S

J:<IJ:I:I<UO@C>8)@8C98JC78<?J8798)

"

>*8:J<@C>8:J7C>8)C9:7O@8I>

*

.

+

%

!!

室外接菌试验表明"品种/

44LX",,

0叶片发病

率达
$,,'

"但不同菌株引起的发病程度有差异"空

白对照未发病#发病橡胶树叶片病斑呈鱼骨状"与

自然条件下橡胶树棒孢霉落叶病病斑相同#在接菌

保湿培养的第
&

天"采集发病的橡胶树叶片"对其病

菌进行再分离"

#-

株病原菌均与供试菌株菌落形态

相同"病菌回收率为
$,,'

"确定其为橡胶树棒孢霉

落叶病的致病菌#

4%9

!

病原菌形态学鉴定

参照1橡胶树主要病害诊断与防治原色图

谱2

(

$+

)中菌落生长及形态特征"对病原菌进行初筛"

发现
#-

株病原菌均疑似为多主棒孢#利用
2Q3

培

养基对
#-

株病原菌进行培养"发现所有菌株第
#

天

均产生大量气生菌丝"菌丝丛生"呈绒毛状'随着培

养天数的增加"基生菌丝逐渐变成褐色或黑色"气生

菌丝呈灰色或白色绒毛状"菌落边缘呈灰色或白色

菌圈"部分菌落产生红褐色色素*表
#

+#对
#-

株病

原菌进行孢子形态观察"发现
#-

株病原菌孢子均为

顶生"单生"呈倒棍棒状"直立或略弯曲"大小为*

#,

!

",

+

(

Dj

*

#

!

$,

+

(

D

"有
#

!

$"

个隔*图
$

+#与

1真菌鉴定手册2

(

$#

)描述的橡胶树多主棒孢菌的形

态相似"可初步鉴定为多主棒孢#

&

#$$

&



+,+,

表
9

!

多主棒孢菌落形态特征

<0=1&9

!

>-1-)

,

/-3

8

6-1-

$,

-.3#'

0

4&1

"

#'(.(11,,.#5(

编号

6<%

气生菌丝
387:C@*

BT

*C

颜色

R<@<7

生长速度$
DD

&

)

.$

P7<;>*7C>8

基生菌丝
ZCJC@*

BT

*C

颜色

R<@<7

生长速度$
DD

&

)

.$

P7<;>*7C>8

色素

2:

A

D8I>

菌落形态

R<@<I

B

D<7

T

*<@<

AB

QaS$#

白色
-%(

黑褐
!%!

红褐色 近圆形"致密"边缘参差不齐呈褐色

QaS$-

灰白
!%&

黑白
!%$

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

QaS$"

灰色
"%,

黑白
-%#

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

QaS+#

白色
-%/

黑褐
#%#

红褐色 近圆形"致密"边缘参差不齐呈褐色

QaS+!

灰色
!%/

黑白
#%&

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

QaS+-

灰色
!%(

黑白
#%&

无 近圆形"致密"边缘参差不齐呈白色

QaS+"

灰色
-%+

黑褐
!%!

红褐色 圆形"致密"边缘平滑呈褐色

QaS+(

灰色
!%"

黑白
#%/

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

QaS+/

灰色
/%,

黑色
/%,

无 圆形"致密"边缘平滑

QaS##

灰色
!%#

黑白
#%&

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

QaS#!

白色
-%+

黑褐
!%,

红褐色 圆形"致密"边缘平滑呈褐色

QaS$+#

灰色
-%$

黑白
!%!

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

QaS$+(

灰色
-%+

黑白
#%(

无 近圆形"致密"边缘参差不齐呈白色

QaS$+&

灰白
/%,

黑白
-%,

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

QaS$#$

灰白
!%(

黑褐
+%/

红褐色 圆形"致密"边缘平滑呈褐色

QaS$#!

灰色
!%-

黑褐
#%!

红褐色 圆形"致密"边缘平滑呈褐色

QaS$#-

白色
!%/

黑白
!%/

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

QaS$#(

灰白
!%$

黑褐
+%"

红褐色 圆形"致密"边缘平滑呈褐色

QaS$#/

灰白
/%,

黑白
-%,

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

Z1S#-

灰色
-%!

黑白
!%(

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

Z1S#"

灰白
!%!

黑白
#%$

无 近圆形"致密"边缘参差不齐呈白色

Z1S#(

白色
-%$

黑褐
!%+

红褐色 圆形"致密"边缘平滑呈褐色

Z1S#&

白色
-%#

黑白
!%"

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

Z1S!$

灰白
-%#

黑白
!%#

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

Z1S!#

白色
-%-

黑白
!%"

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

ba1S"-

灰白
-%-

黑白
!%(

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

ba1S(+

灰白
-%,

黑白
#%(

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

ZFS$$,

白色
-%#

黑褐
!%#

红褐色 圆形"致密"边缘平滑呈褐色

KQS$$+

灰白
!%!

黑褐
#%#

红褐色 圆形"致密"边缘平滑呈褐色

KQS$$#

白色
-%+

黑白
!%!

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

KQS$$!

灰色
#%"

黑白
#%#

无 圆形"致密"边缘平滑呈白色

KQS$$-

灰白
-%-

黑白
!%&

无 圆形"致密"边缘平滑

KQS$$"

灰色
!%&

黑白
!%,

无 圆形"致密"边缘平滑

KQS$$(

灰白
!%-

黑白
#%#

无 圆形"致密"边缘平滑

KQS$$&

白色
!%#

黑褐
#%+

红褐色 圆形"致密"边缘平滑

图
!

!

橡胶棒孢霉落叶病病原菌分生孢子形态

"#

$

%!

!

>-)#*#01/-3

8

6-1-

$,

-.3#'

0

4&1

"

#'(.(11,,.#5(

!

4%C

!

病原菌分子鉴定

分别利用
LF1

%延伸因子*

HGS$

'

+和微管蛋白*

"

S>OS

?O@:I

+通用引物对
#-

株病原菌进行
2R4

检测"均得到

单一条带#将测序结果通过
6RZL

比对"发现所有菌株

与所报道的多主棒孢具有
&&'

以上同源性#进一步将

#-

株病原菌与
$/

株已鉴定的棒孢属菌株%蛇口目杆菌

G

"

5,#1%#0(?(3,..,1

"

#'*0

%尖孢镰刀菌
B*1(',*0#H

:

14

"

#'*0

%疫霉菌
85

:

%#

"

5%5#'(/,&$&'5(*1&',,

和灰葡萄孢

@#%'

:

%,13,/&'&(

的
7Q63SLF1

"

FB4$

#

"

"

4%*?*.,/

进行遗

传进化分析"

#-

株菌株与已知的棒孢属多主棒孢聚集

&

!$$

&
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#

期 曲建楠等!海南橡胶树棒孢霉落叶病菌毒素蛋白基因检测与致病性分析

在一起"表明分离获得的
#-

株病原菌为多主棒孢
;>3(11,,3#.(

*图
+

+#

图
4

!

基于
35EFG;<H

&

9:;!

!

&

"

;%*8*5,4

序列构建的系统发育树

"#

$

%4

!

D6

,

1-

$

&)&+#'+3&&'-)2+3('+&*A#+6+6&)&#

$

6=-3G

I

-#)#)

$

%

EJ

$

/&+6-*=02&*-)35EFG;<H

&

9:;!

!

0)*

"

;%*8*5,42&

B

(&)'&2

!

4%@

!

毒素蛋白亚型的检测

利用特异性毒素亚型鉴定引物
;(1$

%

;(1+

%

;(1#

%

;(1!

%

;(1-

%

;(1"

对
#-

株病原菌进行检测"仅

有
;(1-

引物能扩增出一条电泳条带#通过测序和

6RZL

对比"结果显示
#-

株病原菌均携带
;(1-

基

因"即
#-

株多主棒孢均属于
;(1-

亚型*图
#

+"表明

&

-$$

&



+,+,

海南橡胶树棒孢霉落叶病菌为含
RCJ-

毒素蛋白优势群体#

图
9

!

不同菌株中毒素蛋白基因
D>K

检测结果

"#

$

%9

!

D>K0/

8

1#.#'0+#-)-.>022##'-1#)

$

&)&.3-/3#'

0

4&1

"

#'(.(11,,.#5(#2-10+&2

!

9

!

讨论

Q_<I

在
+,$!

年利用
LF1

对来自不同作物的

$+/

株多主棒孢进行了同源性分析"研究结果显示

$+/

株多主棒孢可分为
(

个分支"其中含相同毒素

基因的多主棒孢分别聚类到同一分支"表明含不同

毒素亚型的菌株存在遗传上的分化(

"

)

#本研究同时

利用
LF1

%延伸因子*

HGS$

'

+和微管蛋白*

"

S>O?O@:I

+

对橡胶树上分离得到的病原菌进行遗传进化关系分

析"

#-

株病原菌都聚集在同一分支"尚未发现海南

省橡胶树棒孢霉落叶病病原菌存在遗传分化#

刘先宝等在
"

个省的
-

个物种中进行多主棒孢

的分离鉴定与毒素蛋白亚型检测"在海南省橡胶树

中分离得到
$!

株多主棒孢"其中
$#

株中检测到

RCJ-

毒素蛋白"

$

株中检测到
RCJ+

毒素蛋白"推测

含
RCJ+

基因的菌株可能来自于其他作物"并非来自

橡胶树(

(

)

#本研究于
+,$(

年
-

%

(

月和
$$

月"在海

南省橡胶主产区橡胶树中分离得到
#-

株多主棒孢"

橡胶树棒孢霉落叶病菌素毒蛋白亚型检测结果表明

所有供试菌株只含有
RCJ-

"均未检测出其他毒素蛋

白#因此可以明确海南橡胶树棒孢落叶病菌的毒素

蛋白为
RCJ-

亚型#

通过对
#-

株多主棒孢进行致病性检测"得到
"

株强致病性菌株"分别来自海南省北部的儋州市与

白沙黎族自治县"而在海南省中部及南部的保亭黎

族苗族自治县%五指山市和乐东黎族自治县分离得

到的多主棒孢致病性较弱"推测海南省多主棒孢的

致病性可能与地理位置有关#

#-

株多主棒孢对不

同橡胶树品种的致病性有较大差异"采用抗病品种

可以有效防治该病#另外"对所有供试分离菌株在

同一橡胶树品种做致病性检测时"发现其致病性也

存在明显的差异#因此推测该病原菌除了
RCJ-

毒

素蛋白为重要致病因子外"可能还存在其他的致病

因子#
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