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摘要　甘蔗白条病是由白条黄单胞菌犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊犪犾犫犻犾犻狀犲犪狀狊（Ａｓｈｂｙ）Ｄｏｗｓｏｎ引起的甘蔗重要病害。２０１７年在

云南保山、孟定和金平蔗区的甘蔗上发现疑似白条病的病害。从病株蔗茎中分离得到圆形，凸面，光滑，有光泽，黄

色的细菌菌落。经柯赫氏法则验证，分离得到的细菌为该病害的病原菌。使用１６ＳｒＲＮＡ基因、犵狔狉犅基因和狉狆狅犇

基因对分离得到的病原菌进行了分子鉴定，ＢＬＡＳＴ和系统发育分析表明本研究所获得的病原菌的３个基因的核苷

酸序列与白条黄单胞菌ＧＰＥＰＣ７３菌株（ＧｅｎＢａｎｋ登录号：ＦＰ５６５１７６）对应基因的核苷酸序列一致性均为１００％，在

系统发育树中处于同一分支。根据田间症状诊断、柯赫氏法则验证及分子鉴定结果，确认云南保山、孟定和金平发

生的甘蔗病害为犡．犪犾犫犻犾犻狀犲犪狀狊引起的甘蔗白条病。
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犪犾犫犻犾犻狀犲犪狀狊（Ａｓｈｂｙ）Ｄｏｗｓｏｎ引起的甘蔗重要病害之

一，其对甘蔗的危害是毁灭性的，常造成巨大的经济

损失［１２］。该病害于１９世纪２０年代在印度尼西亚爪

哇岛、澳大利亚和斐济被首次报道，现已广泛发生于

美国、古巴、巴西、澳大利亚、法国、印度和巴基斯坦等

４０多个植蔗国家和地区
［３］。２０１６年在我国广西蔗区

首次检测到甘蔗白条病［４］。甘蔗白条病是一种细菌

性维管束病害，可通过带病蔗种进行远距离传播，在

田间还可通过刀具和收获工具等机械传播，也可通过



２０１９

气流和雨水传播，且传播性极强［５６］。犡．犪犾犫犻犾犻狀犲犪狀狊

目前仍是中国进境植物重要的检疫对象之一［７］。

目前，除云南外，在广西、广东、海南、福建均发

现了甘蔗白条病［８］。２０１７年在云南保山、孟定和金

平蔗区的甘蔗上发现了疑似白条病的病害。为明确

这些病害是否是由犡．犪犾犫犻犾犻狀犲犪狀狊引起的甘蔗白条

病，本文采用了病害田间症状观察、柯赫氏法则验

证，同时结合１６ＳｒＲＮＡ基因、犵狔狉犅基因和狉狆狅犇

基因序列分析对病原进行了鉴定，旨在为该病害的

防控和研究提供参考。

１　材料与方法

１．１　甘蔗白条病样品

２０１７年从云南孟定、保山和金平蔗区采集１８

份疑似甘蔗白条病样品，ＭＤ１Ｓ～ＭＤ７Ｓ来自孟定，

品种为‘柳城０３１１３７’；ＢＳＨ１Ｓ～ＢＳＨ５Ｓ来自保山，

品种为‘桂糖０８１５８９’；ＪＰ１Ｓ～ＪＰ６Ｓ来自金平，品种

为‘ＲＯＣ１’。

１．２　病原分离培养及回接试验

将蔗茎用无菌水清洗干净，切成５～８ｃｍ，使用

７５％乙醇溶液表面消毒２０ｓ，然后点火将蔗茎表面

乙醇溶液烧尽，连续进行２次。将蔗茎放入灭菌的

５０ｍＬ离心管中，３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，吸取离

心管底部蔗汁，使用１×ＰＢＳ缓冲液按１０－１～１０－８

进行梯度稀释，每个梯度稀释液吸取５０μＬ在琼脂

ＭＷ培养基进行涂板。琼脂 ＭＷ培养基配方参照

Ｄａｖｉｓ等
［９］，培养基ｐＨ６．８～７．０。配制培养基的所

有试剂均购自生工生物工程（上海）股份有限公司。

２８℃培养６～８ｄ后，挑取单菌落进行纯化培养。收

集纯培养的菌体，用蒸馏水配制成１×１０８ｃｆｕ／ｍＬ接

种悬浮液，对温室种植的甘蔗进行人工接种，接种方

法参照Ｒｏｔｔ等
［１０］的方法。以无菌水处理作对照，

观察病害发生发展情况，并对接种后发病的植株进

行病原菌再分离。

１．３　菌株犇犖犃提取

将纯化培养的菌株分别转接至２ｍＬＭＷ液体培养

基中，于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ条件下培养７ｄ，１２０００ｒ／ｍｉｎ离

心收集菌体，弃上清，使用细菌基因组ＤＮＡ提取试

剂盒（上海生工生物工程股份有限公司）提取ＤＮＡ。

ＤＮＡ提取步骤参照试剂盒说明书。

１．４　多位点基因序列扩增

扩增犡．犪犾犫犻犾犻狀犲犪狀狊的１６ＳｒＲＮＡ基因、犵狔狉犅

基因和狉狆狅犇 基因的引物参考文献［１１］，引物序列

见表１。２５μＬ扩增反应体系包括ｄｄＨ２Ｏ１０．５μＬ、

２×Ｅａｓｙ犜犪狇ＰＣＲＳｕｐｅｒＭｉｘ１２．５μＬ、ＤＮＡ 模板

１．０μＬ、上、下游引物各０．５μＬ（２０μｇ／μＬ）。ＰＣＲ

扩增程序为：９５℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，

５５℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，２５个循环；７２℃

延伸１０ｍｉｎ。取１０μＬ扩增产物在１．５％的琼脂糖

凝胶上进行电泳检测。

表１　本研究使用的扩增引物

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犻狀狋犺犻狊狊狋狌犱狔

基因

Ｇｅｎｅｎａｍｅ

引物名称

Ｐｒｉｍｅｒｎａｍｅ

引物序列（５′３′）

Ｐｒｉｍｅｒｓｅｑｕｅｎｃｅ

１６ＳｒＲＮＡ ６３ｆ ＣＡＧＧＣＣＴＡＡＣＡＣＡＴＧＣＡＡＧＴＣ

１３８７ｒ ＧＧＧＣＧＧＷＧＴＧＴＡＣＡＡＧＧＣ

犵狔狉Ｂ ＵＰ１ ＧＡＡＧＴＣＡＴＣＡＴＧＡＣＣＧＴＴＣＴＧＣＡＹＧＣＮＧＧＮＧＧＮＡＡＲＴＴＹＧＡ

ＵＰ２ｒ ＡＧＣＡＧＧＧＴＡＣＧＧＡＴＧＴＧＣＧＡＧＣＣＲＴＣＮＡＣＲＴＣＮＧＣＲＴＣＮＧＴＣＡＴ

狉狆狅Ｄ ７０Ｆ ＡＣＧＡＣＴＧＡＣＣＣＧＧＴＡＣＧＣＡＴＧＴＡＹＡＴＧＭＧＮＧＡＲＡＴＧＧＧＮＡＣＮＧＴ

７０Ｒ ＡＴＡＧＡＡＡＴＡＡＣＣＡＧＡＣＧＴＡＡＧＴＴＮＧＣＹＴＣＮＡＣＣＡＴＹＴＣＹＴＴＹＴＴ

１．５　犘犆犚产物克隆、测序及序列分析

使用琼脂糖凝胶回收试剂盒（北京天根生化科技

有限公司）回收ＰＣＲ产物目的片段，并将其与ｐＥＡＳＹ

Ｔ５（北京全式金生物技术有限公司）进行连接转化，每

个转化挑选６个阳性克隆送华大基因测序。测序结果

使用ＢＬＡＳＴ进行对比。使用ＤＮＡＭＡＮＶ６．０进行序

列一致性分析。运用ＭＥＧＡＶ６．０软件构建系统进化

树［１２］，采用ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ法建树，模式选择Ｋｉｍｕｒａ

２ｐａｒａｍｅｔｅｒ，自举检测（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）重复１０００次。

２　结果与分析

２．１　田间症状观察

２０１７年在云南保山、孟定和金平蔗区的甘蔗上

观察到疑似白条病的病害。病害症状主要表现为叶

片上产生白色条纹，沿维管束伸展，有的叶片大面积

白化。染病较重的病株蔗茎节间变短，叶片短直，茎

·２８１·
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的节部长出许多侧芽和细小的分蘖，分蘖的叶片上

也出现上述的白色条纹 （图１ａ）。

２．２　柯赫氏法则验证

从保山、孟定和金平采集的蔗茎样品中均分离

得到圆形，凸面，光滑，有光泽，黄色的细菌菌落 （图

１ｂ）。对分离到的菌株进行回接验证，接种２０ｄ后，

接种甘蔗植株的叶片上出现了白色条纹，新发出的

叶片叶尖白化，症状与田间发病症状相似 （图１ｃ）。

对照甘蔗没有观察到任何症状。从接种发病的蔗茎

中重新分离得到了相同的黄色菌落。经柯赫氏法则

验证，从蔗茎中分离得到的该细菌为甘蔗白条病的

病原菌。

图１　甘蔗疑似白条病症状和病原菌菌落形态

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊狅犳狊狌狊狆犲犮狋犲犱狊狌犵犪狉犮犪狀犲犾犲犪犳狊犮犪犾犱犪狀犱犮狅犾狅狀狔犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀

２．３　病原菌的多基因联合鉴定

本研究测定了获得的所有菌株的１６ＳｒＲＮＡ基

因、犵狔狉犅基因和狉狆狅犇 基因的部分序列（表２）。结

果表明，来自云南孟定、保山和金平的１８个菌株的

这３个基因的核苷酸序列一致性均为１００％，与犡．

犪犾犫犻犾犻狀犲犪狀狊菌株 ＧＰＥＰＣ７３菌株 （ＧｅｎＢａｎｋ登录

号：ＦＰ５６５１７６）的３个基因的核苷酸序列一致性也

均为１００％。分别使用这３个基因序列与黄单胞菌

属的其他种构建了系统发育树 （图２～４）。在基于

１６ＳｒＲＮＡ基因、犵狔狉犅基因和狉狆狅犇 基因构建的３

个系统发育树中，本研究所获得的菌株与犡．犪犾犫犻

犾犻狀犲犪狀狊菌株均处于同一分支，明显区分于黄单胞菌

属的其他种，表明本研究获得的病原菌与犡．犪犾犫犻

犾犻狀犲犪狀狊亲缘关系最近。

表２　菌株来源及其３个基因的犌犲狀犅犪狀犽登录号

犜犪犫犾犲２　犗狉犻犵犻狀狅犳犡犪狀狋犺狅犿狅狀犪狊犪犾犫犻犾犻狀犲犪狀狊狊狋狉犪犻狀狊犪狀犱犌犲狀犅犪狀犽犪犮犮犲狊狊犻狅狀狀狌犿犫犲狉

菌株编号

Ｓｔｒａｉｎｓｎｏ．

来源地

Ｇｅｏｇｒａｐｈｉｃｏｒｉｇｉｎ

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ

ＧｅｎＢａｎｋ登录号　ＧｅｎＢａｎｋａｃｃｅｓｓｉｏｎｎｕｍｂｅｒ

１６ＳｒＲＮＡ 犵狔狉犅 狉狆狅犇

ＭＤ１Ｓ 云南孟定 柳城０３１１３７ ＭＧ６６１７８８ ＭＧ６７６５９５ ＭＧ６７６６３１

ＭＤ２Ｓ 云南孟定 柳城０３１１３７ ＭＧ６６１７８９ ＭＧ６７６５９６ ＭＧ６７６６３２

ＭＤ３Ｓ 云南孟定 柳城０３１１３７ ＭＧ６６１７９０ ＭＧ６７６５９７ ＭＧ６７６６３３

ＭＤ４Ｓ 云南孟定 柳城０３１１３７ ＭＧ６６１７９１ ＭＧ６７６５９８ ＭＧ６７６６３４

ＭＤ５Ｓ 云南孟定 柳城０３１１３７ ＭＧ６６１７９２ ＭＧ６７６５９９ ＭＧ６７６６３５

ＭＤ６Ｓ 云南孟定 柳城０３１１３７ ＭＧ６６１７９３ ＭＧ６７６６００ ＭＧ６７６６３６

ＭＤ７Ｓ 云南孟定 柳城０３１１３７ ＭＧ６６１７９４ ＭＧ６７６６０１ ＭＧ６７６６３７

ＢＳＨ１Ｓ 云南保山 桂糖０８１５８９ ＭＧ６６１７９５ ＭＧ６７６６０２ ＭＧ６７６６３８

ＢＳＨ２Ｓ 云南保山 桂糖０８１５８９ ＭＧ６６１７９６ ＭＧ６７６６０３ ＭＧ６７６６３９

ＢＳＨ３Ｓ 云南保山 桂糖０８１５８９ ＭＧ６６１７９７ ＭＧ６７６６０４ ＭＧ６７６６４０

ＢＳＨ４Ｓ 云南保山 桂糖０８１５８９ ＭＧ６６１７９８ ＭＧ６７６６０５ ＭＧ６７６６４１

ＢＳＨ５Ｓ 云南保山 桂糖０８１５８９ ＭＧ６６１７９９ ＭＧ６７６６０６ ＭＧ６７６６４２

ＪＰ１Ｓ 云南金平 ＲＯＣ１ ＭＧ６６１８００ ＭＧ６７６６０７ ＭＧ６７６６４３

ＪＰ２Ｓ 云南金平 ＲＯＣ１ ＭＧ６６１８０１ ＭＧ６７６６０８ ＭＧ６７６６４４

ＪＰ３Ｓ 云南金平 ＲＯＣ１ ＭＧ６６１８０２ ＭＧ６７６６０９ ＭＧ６７６６４５

ＪＰ４Ｓ 云南金平 ＲＯＣ１ ＭＧ６６１８０３ ＭＧ６７６６１０ ＭＧ６７６６４６

ＪＰ５Ｓ 云南金平 ＲＯＣ１ ＭＧ６６１８０４ ＭＧ６７６６１１ ＭＧ６７６６４７

ＪＰ６Ｓ 云南金平 ＲＯＣ１ ＭＧ６６１８０５ ＭＧ６７６６１２ ＭＧ６７６６４８
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图２　基于１６犛狉犚犖犃基因部分序列构建的系统发育树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀狆犪狉狋犻犪犾狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳１６犛狉犚犖犃犵犲狀犲

图３　基于犵狔狉犅基因部分序列构建的系统发育树

犉犻犵．３　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀狆犪狉狋犻犪犾狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犵狔狉犅犵犲狀犲
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图４　基于狉狆狅犇基因部分序列构建的系统发育树

犉犻犵．４　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲犫犪狊犲犱狅狀狆犪狉狋犻犪犾狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳狉狆狅犇犵犲狀犲

３　结论与讨论

甘蔗白条病是由犡．犪犾犫犻犾犻狀犲犪狀狊引起的甘蔗重

要病害。本研究通过对采自云南保山、孟定和金平

蔗区的疑似白条病病株进行病原菌分离纯化，柯赫

氏法则验证，并结合１６ＳｒＲＮＡ基因、犵狔狉犅基因和

狉狆狅犇基因部分序列对分离得到的菌株进行了分子

鉴定，最终确定云南保山、孟定和金平蔗区发生的病

害为犡．犪犾犫犻犾犻狀犲犪狀狊引起的甘蔗白条病。本研究可

为中国今后开展甘蔗白条病的深入研究和科学有效

防控奠定基础和提供参考依据。

甘蔗白条病是一种易随种苗传播的危险性病

害，对甘蔗生产和发展有潜在的威胁。本研究采集

的样品均来自各蔗区的甘蔗新品种和良种繁育基

地，因此，有必要加强对良繁基地扩繁种苗和引进

及外调甘蔗的白条黄单胞菌的检疫和监测，从源

头上控制白条黄单胞菌扩散蔓延，确保甘蔗安全

生产和蔗糖产业可持续发展。另外，今后在加强

白条病检疫和监测的同时，应加强甘蔗白条病优

良抗源材料和抗病品种的评价筛选，为选育和利

用抗病品种有效防控甘蔗白条病提供优良抗源

材料。
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表３　果实成熟期蛀果率调查（２０１７年）

犜犪犫犾犲３　犇犪犿犪犵犲狉犪狋犲狊狅犳犳狉狌犻狋狊犻狀狋犺犲犿犪狋狌狉犪狋犻狅狀狆犲狉犻狅犱犻狀２０１７

试验区

Ｐｌｏｔ

总果数／个

Ｔｏｔａｌｆｒｕｉｔ

虫果数／个

Ｗｏｒｍｙｆｒｕｉｔ

蛀果率／％

Ｄａｍａｇｅｒａｔｅｏｆｆｒｕｉｔ

蛀果下降率／％

Ｄｅｓｃｅｎｔｒａｔｅｏｆｗｏｒｍｙｆｒｕｉｔｓ

苹果园Ａｐｐｌｅｏｒｃｈａｒｄ １０００ ２ ０．２０ ７７．７８

梨园Ｐｅａｒｏｒｃｈａｒｄ １０００ ２０ ２．００ ７４．３６

李园Ｐｌｕｍｏｒｃｈａｒｄ １０００ ９８ ９．８０ ５７．７６

对照区（苹果）Ｃｏｎｔｒｏｌｐｌｏｔ（ａｐｐｌｅ） １０００ ９ ０．９０ －

对照区（梨）Ｃｏｎｔｒｏｌｐｌｏｔ（ｐｅａｒ） １０００ ７８ ７．８０ －

对照区（李）Ｃｏｎｔｒｏｌｐｌｏｔ（ｐｌｕｍ） １０００ ２３２ ２３．２０ －

３　结论与讨论

性信息素迷向丝在集中种植不同种类果树（苹果、

梨、李）的果园使用时，诱捕器诱蛾量明显减少，迷向效

果持续时间长且稳定，迷向效果显著。３个处理间比

较，梨园全年成虫诱捕量最多，达到３３６６．３３头／诱捕

器，苹果园最少，说明梨小食心虫具有寄主选择性。

梨小食心虫发生高峰期不会因栽培品种的不同

而产生明显变化，具有一致性。

因各种果实成熟期不一致，从成虫诱捕迷向率

及对照区成虫诱捕量分析发现，李果实成熟采摘后，

本区域梨小食心虫发生量开始减少并趋于稳定，而

同时期的梨园和苹果园成虫发生量具有上升趋势，

这说明梨小食心虫具有迁移性。

不同种类果园中，处理组蛀果率均明显小于对

照组，李果实蛀果率明显高于苹果与梨，究其原因，

可能是苹果、梨的套袋措施阻碍了食心虫的为害，另

外也可能与果园栽植密度、郁闭程度、果实本身特性

有关，主要原因还需要进一步开展试验研究。

事实证明，性信息素迷向技术对果园食心虫具

有明显防控作用，是替代化学农药的一项可靠技术，

如能够进一步降低生产成本，则有望进行大规模运

用，在产生重要的社会与经济效益的同时，更具有良

好的生态意义。
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