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摘要:柑橘轮斑病是柑橘上的一种新型真菌性病害,
 

挖掘和培育柑橘抗病品种是防控病害最经济、
 

有效的方法.
 

本研究采用柑橘离体枝条室内人工接种柑橘轮斑病菌的方式建立了柑橘种质抗柑橘轮斑病菌的评价方法,
 

对不

同柑橘种质进行抗性评价,
 

并采用病情指数、
 

病斑平均直径和聚类分析等方法对柑橘种质进行抗性分级.
 

3种评

价方法均将83个柑橘种质划分为5类:
 

高抗、
 

抗病、
 

中抗、
 

感病和高感,
 

未发现免疫种质;
 

其中有野生金豆、
 

北

京柠檬等16个高抗种质,
 

金橘、
 

金堂绿柚等10个感病种质,
 

新会甜橘、
 

立花橘2个高感种质.
 

3种评价方法结

果一致性较高.
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the
 

most
 

economical,
 

effective,
 

and
 

environment-friendly
 

strategy
 

for
 

prevention
 

of
 

the
 

disease.
 

In
 

this
 

study,
 

we
 

established
 

an
 

identification
 

method
 

for
 

resistance
 

to
 

citrus
 

target
 

spot
 

by
 

inoculating
 

Pseuduo-

fabraea
 

citricarpa
 

on
 

the
 

detached
 

branches
 

of
 

citrus.
 

Subsequently,
 

we
 

used
 

this
 

method
 

to
 

evaluate
 

the
 

disease
 

resistance
 

of
 

different
 

citrus
 

varieties.
 

The
 

resistance
 

of
 

citrus
 

varieties
 

was
 

categorized
 

with
 

dis-

ease
 

index
 

method,
 

AD
 

method
 

and
 

clustering
 

analysis.
 

The
 

83
 

citrus
 

varieties
 

were
 

divided
 

into
 

five
 

groups:
 

high
 

resistance,
 

resistance,
 

medium
 

resistance,
 

susceptible
 

and
 

high
 

susceptible,
 

and
 

no
 

immune
 

variety
 

was
 

found.
 

16
 

highly
 

resistant
 

varieties
 

such
 

as
 

wild
 

Jindou
 

and
 

Meyer
 

lemon,
 

10
 

susceptible
 

varie-

ties
 

such
 

as
 

Jinju
 

and
 

Lvyou,
 

and
 

2
 

highly
 

susceptible
 

varieties
 

of
 

Xinhui
 

sweet
 

orange
 

and
 

Tachibana
 

were
 

identified.
 

The
 

results
 

of
 

three
 

analysis
 

methods
 

were
 

consistent.
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柑橘轮斑病(Pseuduofabraea
 

citricarpa)是一种由柑橘假叶埋盘菌引起的低温诱导性真菌病害[1-3],
 

该病对柑橘的叶片、
 

叶柄、
 

嫩梢、
 

枝干、
 

茎、
 

果实等均具有侵染性.
 

植株染病后在初期呈针尖大小水浸状暗

褐色斑点,
 

随后病斑迅速扩大呈轮纹状,
 

病情进一步发展,
 

叶片干枯、
 

木质部变色,
 

甚至扩展至韧皮部,
 

从

而出现大量枯枝、
 

落叶及落果,
 

病害发生严重的果园大面积被毁,
 

造成巨大的经济损失[4-5].

柑橘轮斑病于2012年在陕西城固的温州蜜柑和金柑上首次被发现[1],
 

2018年又突然在重庆万州尤力

克柠檬果园暴发[4],
 

2019年在湖北宜昌的温州蜜柑和湖南吉首的椪柑上也观察到了柑橘轮斑病的发病症

状[6],
 

呈现出由北向南扩散的趋势.
 

徐永红等[7]对柑橘轮斑病适生区域的预测发现,
 

柑橘轮斑病对长江上

中游柑橘优势区及鄂西—湘西两大柑橘产区具有重大威胁;
 

占爽等[4]研究发现柑橘轮斑病菌对苹果和梨也

具有侵染性,
 

表明柑橘轮斑病对我国果树产业具有较大的潜在威胁.

Yang等[8]基于SCAR标记开发了P.
 

citricarp 的快速鉴定法为病害监测提供了有效方法.
 

占爽等[4]、
 

朱丽[5]通过室内毒力测定的方法筛选了部分药剂,
 

为田间病害防控提供保障.
 

但是,
 

柑橘轮斑病传染力极

强,
 

发病速度快,
 

目前尚未准确掌握柑橘轮斑病的最佳防治方法[9],
 

一旦病害暴发,
 

防控难度较大.
 

抗病品

种的选育和利用是控制植物病害的有效措施,
 

评价柑橘品种(种质)的抗病性对于种质资源抗病性鉴定与评

价有重要意义,
 

可为我国对柑橘轮斑病实施预防和防控措施提供科学依据.
 

本试验建立了一套柑橘轮斑病

菌的抗性鉴定体系,
 

并在此基础上对83份柑橘种质开展抗性鉴定,
 

以期筛选对柑橘轮斑病有较强抗性的种

质资源,
 

挑选优良柑橘抗病品种,
 

继而挖掘抗柑橘轮斑病相关基因,
 

为柑橘轮斑病的防治和优良柑橘品种

选育提供科学的理论依据.

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试菌株:
 

柑橘轮斑病菌(Pseuduofabraea
 

citricarpa)WZ1菌株分离自重庆市万州区尤力克柠檬叶

片,
 

对菌株进行鉴定并保存[4];
 

DS3菌株分离自陕西省城固县斗山基地本地早橘叶片,
 

由西南大学植物保

护学院杨宇衡老师赠送[8].
 

菌种活化后在PDA培养基上20
 

℃恒温培养7
 

d,
 

保存备用.

植物材料:
 

83份柑橘种质均采自西南大学柑桔研究所国家柑橘种质资源圃.
 

2021年11-12月期间选

取当年抽发的健康、
 

粗细均匀、
 

成熟度一致的秋梢,
 

清水冲洗后用75%乙醇表面消毒15
 

s,
 

无菌水漂洗3

次,
 

置于托盘中保湿备用.
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1.2 试验方法

1.2.1 室内接种方法

采用离体枝条烫伤接种法[10],
 

略有改动.
 

枝条两端用石蜡封口.
 

电烙笔(0.3
 

cm×0.3
 

cm)400
 

℃提前

预热1
 

min,
 

间隔一定的距离烫伤树皮2
 

s,
 

在烫伤部位接种直径5
 

mm菌饼,
 

以接种无菌PDA作为空白对

照.
 

接种后的枝条置于托盘内20
 

℃保湿培养.
 

每个处理接种15根枝条,
 

每根枝条上2个接种点,
 

4次重

复.
 

于接种后3
 

d,
 

5
 

d和8
 

d观察枝条的发病情况,
 

采用十字交叉法测量病斑直径.

数据分析:
 

运用SPSS
 

25.0软件对各重复进行统计分析,
 

采用Tukey
 

HSD和邓肯氏新复极差法对不

同处理病斑平均直径及病情指数进行数据统计学分析.

1.2.2 抗病性评价方法

参考《农药田间药效试验准则(二)第98部分:
 

杀菌剂防治杧果炭疽病》(GB/T
 

17980.98—2004)中

对杧果炭疽病的划分标准[11],
 

根据病斑面积占枝条面积的比例进行发病级别划分:
 

0级,
 

无病斑;
 

1级,
 

病斑面积占枝条面积的5%以下;
 

3级,
 

病斑面积占枝条面积的6%~15%;
 

5级,
 

病斑面积占枝条面积的

16%~25%;
 

7级,
 

病斑面积占枝条面积的26%~50%;
 

9级,
 

病斑面积占枝条面积的51%以上.
 

根据病斑

占枝条面积的比例分级,
 

统计各个级别的病斑数,
 

计算病情指数(DI)和抗性分级.

病情指数=∑(相对病级数值×各级病斑数)/(最高发病级数×调查总病斑数)×100

  病情指数法:
 

抗性分级标准参照《柑橘种质资源描述规范》(NY/T2930—2016)中柑橘炭疽病抗性标准

并进行调整[12],
 

依据病情指数划分为:
 

高抗(DI<15.0),
 

抗病(15.0≤DI<30.0),
 

中抗(30.0≤DI<

40.0),
 

感病(40.0≤DI<60.0),
 

高感(DI≥60.0).

系统聚类分析法:
 

参考周娜等[13]对柑橘蒂腐病菌的评价方法,
 

依据病情指数,
 

采用SPSS
 

25.0软件对

不同处理方法、
 

聚类距离和聚类方法的组合进行数据分析,
 

筛选出最合适的系统聚类分析方法.

病斑平均直径法(简称AD法):
 

参考周娜等[14]对柑橘蒂腐病菌的评价方法并调整:

AD=∑ 发病点病斑直径/接种点数

  抗性分级标准:
 

免疫(I)为AD=0
 

mm,
 

高抗(HR)为0
 

mm<AD≤3.0
 

mm,
 

抗病(R)为3.0
 

mm<

AD≤5.0
 

mm,
 

中抗(MR)为5.0
 

mm<AD≤6.5
 

mm,
 

感病(S)为6.5
 

mm<AD≤8.0
 

mm,
 

高感(HS)为

AD>8.0
 

mm.

2 结果与分析

2.1 抗病性评价方法的建立

2.1.1 WZ1菌株接种后病斑直径及病情指数

采用烫伤法在少核默科特橘橙、
 

北京柠檬、
 

早津温州蜜柑、
 

韦尔金橘、
 

尤力克柠檬5个品种上接种

WZ1菌株,
 

观察3
 

d,
 

5
 

d,
 

8
 

d并记录病斑直径.
 

结果发现,
 

整个观察期对照均不发病,
 

WZ1菌株接种处理

3
 

d时,
 

接种部位均出现褐色梭形病斑,
 

病斑直径与病情指数从大到小依次为早津温州蜜柑、
 

韦尔金橘、
 

少

核默科特橘橙、
 

尤力克柠檬、
 

北京柠檬.
 

接种5
 

d和8
 

d时,
 

病斑直径与病情指数从大到小依次为尤力克柠

檬、
 

早津温州蜜柑、
 

韦尔金橘、
 

少核默科特橘橙、
 

北京柠檬.
 

WZ1菌株接种5~8
 

d,
 

5个柑橘品种的病斑直

径逐渐增大,
 

病斑直径和病情指数差异有统计学意义(图1、
 

图2).
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小写字母不同代表不同品种间差异有统计学意义(p<0.05).

图1 WZ1菌株接种5个柑橘品种的病斑直径

小写字母不同代表不同品种间差异有统计学意义(p<0.05).

图2 WZ1菌株接种5个柑橘品种的病情指数

2.1.2 WZ1菌株和DS3菌株接种5
 

d病斑直径及病情指数

接种 WZ1菌株、
 

DS3菌株于少核默科特橘橙、
 

北京柠檬、
 

早津温州蜜柑、
 

韦尔金橘、
 

尤力克柠檬枝条

上.
 

结果发现,
 

对照在整个观察期均不发病.
 

接种5
 

d时,
 

2个菌株在供试品种枝条上均可产生褐色梭形病

斑.
 

接种 WZ1菌株病斑直径及病情指数从大到小依次为尤力克柠檬、
 

早津温州蜜柑、
 

韦尔金橘、
 

少核默科

特橘橙、
 

北京柠檬,
 

接种DS3菌株平均病斑直径及病情指数从大到小依次为韦尔金橘、
 

早津温州蜜柑、
 

尤

力克柠檬、
 

北京柠檬、
 

少核默科特橘橙.
 

5个品种接种 WZ1菌株和DS3菌株5
 

d时病斑直径及病情指数差

异均有统计学意义(图3、
 

图4).
据此,

 

采用离体柑橘当年生成熟秋梢枝条烫伤法接种,
 

20
 

℃保湿培养5
 

d时的病斑大小及病情指数,
 

可作为抗柑橘轮斑病菌评价标准方法.

小写字母不同代表不同品种间差异有统计学意义(p<0.05).

图3 WZ1菌株和DS3菌株接种5
 

d病斑直径比较

小写字母不同代表不同品种间差异有统计学意义(p<0.05).

图4 WZ1菌株和DS3菌株接种5
 

d病情指数

2.2 抗病性评价

试验结果看出,
 

83个种质枝条接种 WZ1菌株5
 

d时,
 

病斑直径范围为0.07~1.02
 

cm.
 

宽皮橘中立

花橘、
 

新会甜橘发病严重,
 

病斑直径超过0.8
 

cm;
 

金乐柑、
 

聂都野橘No.1、
 

莽山野橘(尖叶)发病较轻,
 

病斑直径小于0.3
 

cm.
 

甜橙中发病最重的是塔罗科血橙,
 

病斑直径0.68
 

cm;
 

枸头橙、
 

红河大翼橙、
 

刘

金刚甜橙发病轻,
 

病斑直径小于0.3
 

cm.
 

柚子中发病最重的是绿柚,
 

病斑直径0.66
 

cm;
 

古巴柚、
 

楚门

文旦病斑直径小于0.3
 

cm.
 

柠檬类发病最重的是尤力克柠檬,
 

病斑直径0.45
 

cm;
 

北京柠檬发病较轻,
 

病斑直径0.09
 

cm.
 

金柑类中四季橘发病较重,
 

平均病斑直径0.68
 

cm.
 

其余品种平均病斑直径均小于

0.3
 

cm.
 

3种评价方法均可将83个柑橘属种质划分为高抗、
 

抗病、
 

中抗、
 

感病和高感5类(表1).
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表1 柑橘种质对柑橘轮斑病菌 WZ1菌株的抗病性反应

品种 种质
病斑直径/

cm
病情指数

抗病性反应

AD法 病情指数法 聚类分析法

金柑(Fortunellahindsii) 野生金豆 0.07±0.019 3.17 HR HR HR
柠檬(Citrus

 

limon) 北京柠檬 0.09±0.019 4.89 HR HR HR
金柑(F.

 

classifalia) 金弹(宁波) 0.11±0.019 5.51 HR HR HR
金柑(F.

 

classifalia) 金弹(温州) 0.12±0.024 5.93 HR HR HR
大翼橙(C.hongheensis) 红河大翼橙 0.12±0.021 6.02 HR HR HR

金柑(F.
 

margarit) 罗浮(温州) 0.13±0.02 6.44 HR HR HR
宽皮橘(C.

 

reticulata) 金乐柑 0.13±0.023 6.64 HR HR HR
橘橙(C.tangor) 少核默科特橘橙 0.14±0.024 8.20 HR HR HR
柚(C.grandis) 古巴柚 0.22±0.021 8.67 HR HR HR

金柑(F.
 

margarit) 罗浮(宁波) 0.14±0.029 9.98 HR HR HR
柚(C.

 

grandis) 楚门文旦 0.28±0.02 10.82 HR HR HR
宽皮橘(C.reticulata) 聂都野橘No.1 0.20±0.021 11.21 HR HR HR
宽皮橘(C.

 

reticulata) 莽山野橘(尖叶) 0.24±0.022 11.74 HR HR HR
柚(C.grandis) 玉环文旦柚 0.30±0.022 12.41 HR HR HR

香橼(C.
 

medica) 小香橼 0.25±0.025 12.67 HR HR HR
橘橙(Kiyomi

 

tangor) 清见橘橙 0.30±0.021 13.23 HR HR HR
柠檬(C.limon) 澳指檬一号 0.31±0.027 14.49 R HR HR

酸橙(C.
 

aurantium) 枸头橙 0.28±0.029 15.84 HR R R
甜橙(C.

 

sinensis) 晚锦橙 0.31±0.027 16.02 R R R
香橼(C.medica) 大香橼 0.27±0.029 16.32 HR R R
甜橙(C.sinensis) 脐血橙2号 0.32±0.029 17.06 R R R

宽皮橘(C.reticulata) 韦尔金橘 0.31±0.027 17.33 R R R
甜橙(C.sinensis) 刘金刚甜橙 0.25±0.036 17.41 HR R R

宽皮橘(C.glaberrima) 瓯柑 0.30±0.025 17.42 HR R R
宽皮橘(C.

 

reticulata) 莽山野橘(圆叶) 0.35±0.033 17.71 R R R
宽皮橘(C.reticulata) 旺昌皱皮柑 0.33±0.022 17.78 R R R

柚(C.grandis) 蓬溪柚 0.39±0.018 18.49 R R R
柚(C.grandis) 舒化柚 0.40±0.017 18.63 R R R

宽皮橘(C.reticulata) 大丰黄皮橘 0.33±0.031 18.71 R R R
柚(C.grandis) 琯溪蜜柚 0.36±0.02 18.80 R R R
柠檬(C.limon) 澳指檬二号 0.40±0.027 19.73 R R R
甜橙(C.sinensis) 红肉暗柳橙 0.40±0.024 19.93 R R R
柠檬(C.limon) 扁红柠檬 0.35±0.028 20.72 R R R

宽皮橘(C.reticulata) 大香柑 0.38±0.021 22.01 R R R
甜橙(C.sinensis) 新会橙(实生) 0.36±0.03 22.02 R R R
柚(C.grandis) 古老钱沙田柚 0.44±0.018 22.41 R R R
柚(C.grandis) 龙安柚 0.40±0.021 22.63 R R R

温州蜜柑(C.unshiu) 早津温州蜜柑 0.40±0.021 22.76 R R R
甜橙(C.sinensis) 香水橙 0.37±0.029 22.87 R R R
柚(C.grandis) 凤凰柚 0.42±0.027 23.00 R R R

甜橙(C.sinensis) 阿尔及尔夏橙 0.36±0.035 23.24 R R R
宽皮橘(C.clementina) 克里迈丁 0.41±0.021 23.45 R R R
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 续表1

品种 种质
病斑直径/

cm
病情指数

抗病性反应

AD法 病情指数法 聚类分析法

宽皮橘(C.reticulata) 汕头酸橘 0.41±0.021 23.52 R R R
宽皮橘(C.reticulata) 皱皮柑2 0.42±0.027 23.86 R R R

甜橙(C.sinensis) 锦橙447号 0.39±0.024 23.98 R R R
柚(C.grandis) 金香柚 0.43±0.022 23.99 R R R

地中海橘(C.deliciosa) 茶枝柑 0.42±0.026 24.23 R R R
甜橙(C.sinensis) 梨橙2号 0.41±0.026 24.43 R R R
柚(C.grandis) 岭南沙田柚 0.49±0.014 25.00 R R R

宽皮橘(C.reticulata) 皱皮柑1 0.42±0.020 25.46 R R R
柠檬(C.limon) 尤力克柠檬 0.45±0.030 26.23 R R R
柚(C.grandis) 东试早 0.47±0.016 26.35 R R R

宽皮橘(C.reticulata) 兴义大红袍 0.49±0.022 27.01 R R R
柚(C.grandis) 暹罗柚 0.47±0.021 28.91 R R MR

甜橙(C.sinensis) 红江橙 0.49±0.014 29.60 R R MR
甜橙(C.sinensis) S26-锦橙 0.53±0.015 30.51 MR MR MR

宽皮橘(C.
 

manshanensis) 莽山野橘 0.49±0.023 30.82 R MR MR
柚(C.grandis) 五步红心柚 0.52±0.013 31.92 MR MR MR
柚(C.grandis) 垫江白心柚 0.52±0.017 32.06 MR MR MR

宽皮橘(C.daoxianensis) 大坑野橘 0.51±0.037 32.38 MR MR MR
宽皮橘(C.reticulata) 印度酸橘 0.55±0.015 33.33 MR MR MR

甜橙(C.sinensis) 冰糖橙 0.56±0.026 34.30 MR MR MR
宽皮橘(C.reticulata) 无核扁平橘 0.59±0.029 34.42 MR MR MR

甜橙(C.sinensis) 锦橙(铜水72-1) 0.55±0.029 34.75 MR MR MR
柚(C.grandis) 梁平柚 0.57±0.008 35.34 MR MR MR
柚(C.grandis) 通贤柚 0.59±0.013 35.36 MR MR MR
柚(C.grandis) 强德勒柚 0.59±0.008 35.94 MR MR MR

宽皮橘(C.reticulata) 粗皮狗屎柑 0.62±0.014 37.62 MR MR MR
甜橙(C.sinensis) 早金 0.62±0.037 38.18 MR MR MR
柚(C.grandis) 四季抛 0.62±0.022 38.45 MR MR MR

甜橙(C.sinensis) 奉节95-1脐橙 0.64±0.017 39.10 MR MR MR
宽皮橘(C.reticulata) 金橘 0.67±0.016 42.66 S S S

柚(C.grandis) 金堂绿柚 0.66±0.013 42.86 S S S
甜橙(C.sinensis) 伏令夏橙 0.67±0.018 43.19 S S S

金柑(C.fortunella) 四季橘 0.68±0.028 43.51 S S S
甜橙(C.sinensis) 纽荷尔脐橙 0.69±0.019 43.77 S S S
甜橙(C.sinensis) 哈姆林甜橙 0.69±0.023 44.06 S S S
甜橙(C.sinensis) 塔罗科血橙 0.68±0.011 44.54 S S S

宽皮橘(C.reticulata) 十月橘 0.72±0.016 46.99 S S S
宽皮橘(C.reticulata) 细皮狗屎柑 0.71±0.010 48.89 S S S
宽皮橘(C.reticulata) 宫内伊予柑 0.80±0.045 51.78 S S S
宽皮橘(C.reticulata) 新会甜橘 0.95±0.020 62.12 HS HS HS
宽皮橘(C.reticulata) 立花橘 1.02±0.026 63.95 HS HS HS

  注:
 

HR表示高抗,
 

R表示抗病,
 

MR表示中抗,
 

S表示感病,
 

HS表示高感.
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当聚类分析法采用病情指数原始数值不转换、
 

聚类距离采用欧式距离、
 

聚类方法采用质心聚类法时聚

类效果与发病情况吻合度最好.
 

以欧式距离5作为最佳聚类分割点,
 

将83个柑橘种质分为5类(图5).
 

第

1类包括野生金豆、
 

北京柠檬、
 

楚门文旦、
 

聂都野橘No.1等17个品种,
 

病情指数范围为3.17~14.49;
 

第

2类包括枸头橙、
 

晚锦橙、
 

大香橼等36个品种,
 

病情指数范围为15.84~27.01;
 

第3类包括暹罗柚、
 

红江

橙、
 

S-26锦橙等18个品种,
 

病情指数范围为28.91~39.10;
 

第4类包括金橘、
 

金堂绿柚、
 

伏令夏橙等10
个品种,

 

病情指数范围为42.66~51.78;
 

第5类包括新会甜橘和立花橘,
 

病情指数范围为62.12~63.95及

以上.
 

AD法将供试种质划分为高抗品种20个,
 

抗病品种36个、
 

中抗品种15个、
 

感病品种10个、
 

高感品

种2个.
 

病情指数法将供试种质划分为高抗品种17个,
 

抗病品种38个、
 

中抗品种16个、
 

感病品种10个、
 

高感品种2个.
与病情指数法和聚类分析法对澳指檬一号(高抗)、

 

枸头橙(抗病)、
 

大香橼(抗病)、
 

刘金刚甜橙(抗病),
 

瓯柑(抗病)、
 

莽山野橘(中抗)的划分结果不同,
 

AD法划分为:
 

澳指檬一号(抗病)、
 

枸头橙(高抗)、
 

大香橼

(高抗)、
 

刘金刚甜橙(高抗)、
 

瓯柑(高抗)、
 

莽山野橘(抗病).
 

病情指数法和AD法将暹罗柚和红江橙划分

为抗病,
 

而聚类分析将暹罗柚和红江橙划分为中抗.
 

3种评价方法将野生金豆、
 

北京柠檬等16个品种划

分为高抗品种,
 

将金橘、
 

金堂绿柚等10个品种划分为感病品种,
 

将新会甜橘、
 

立花橘2个品种划分为高

感,
 

3种评价方法结果一致性较高.

3 结论与讨论

室内抗病性评价可选用叶片、
 

枝条、
 

果实、
 

花等作为离体接种材料[13-15],
 

不同的组织,
 

得到的鉴定结果

存在一定差异[16],
 

选择合适的材料,
 

是准确评价品种抗性的基础.
 

占爽等[4]采用室内离体接种的方法,
 

测

试了柑橘轮斑病菌对重庆万州地区8个规模种植的柑橘品种叶、
 

枝、
 

果的致病力,
 

结果显示轮斑病菌对枝

条的致病性强于叶片和果实,
 

发病更快速、
 

明显.
 

朱丽[5]通过盆栽幼嫩枝条接种轮斑病菌孢子悬浮液发现,
 

病菌可侵染温州蜜柑的叶柄、
 

嫩梢、
 

枝干和茎.
 

枝干上的病斑会环绕嫩梢或枝干逐渐扩大导致枝条逐渐萎

蔫直至整个枝干枯死.
 

果园发生轮斑病时,
 

病斑会在枝条上扩展,
 

进而导致整枝干枯,
 

造成果树大量落叶

落果[4],
 

据此,
 

认为轮斑病在柑橘枝条上造成的为害大于叶片.
 

同时本研究在室内接种试验中发现,
 

采用

离体叶片接种时,
 

在20
 

℃环境中叶片不易保存,
 

且随着时间的推移,
 

病斑大小差异显著性降低,
 

无法准确

区分各品种的抗病性差异.
 

因此选用离体枝条做抗病性评价组织更能反映田间真实的发病情况.
 

目前枝条

烫伤接种法已广泛应用于抗病性评价,
 

臧睿等[10]测试了从陕西分离得到的61株苹果腐烂病菌对红富士和

秦冠苹果的致病力,
 

刘普等[17]完成了梨树腐烂病抗性种质筛选,
 

殷辉[18]等、
 

张楠等[19]对苹果种质资源进

行了腐烂病菌的抗病性评价.
本研究在借鉴上述研究方法上略做改进,

 

建立了一套柑橘轮斑病菌抗病性评价方法.
 

该方法致伤程度

一致,
 

条件便于控制,
 

评价周期短,
 

20
 

℃保湿培养5
 

d时的病斑大小即可充分显示不同品种间的差异,
 

在

测试同一菌株接种不同柑橘品种以及不同来源菌株对同一品种的致病力时,
 

病斑直径差异明显,
 

可提高抗

性评价的准确性和可靠性.
 

利用该评价方法对5大类83个柑橘品种进行抗病性评价,
 

采用3种分析方法对

抗病性进行分级,
 

供试的83份柑橘属种质可划分为高抗、
 

抗病、
 

中抗、
 

感病和高感等5类,
 

未发现免疫种

质.
 

3种分析方法均划分为高抗的种质16种,
 

包括金柑中的野生金豆、
 

金弹(宁波)、
 

金弹(温州)、
 

罗浮

(温州)、
 

罗浮(宁波)5个品种,
 

柚子中的古巴柚、
 

楚门文旦、
 

玉环文旦柚3个品种,
 

宽皮橘类和甜橙类

4个品种和柠檬中的北京柠檬,
 

以及其他类别中的3个品种.
 

3种评价方法均划分为高感的种质有2种,
 

为宽皮橘中的新会甜橘和梨花广橘.
 

据此,
 

金柑类及柠檬类种质大部分为高抗品种,
 

柚子类相对抗病,
 

而部分宽皮橘和甜橙易受柑橘轮斑病菌侵染.
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图5 柑橘属83个种质对柑橘轮斑病抗性的聚类分析
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柑橘轮斑病在陕西地区主要危害温州蜜柑、
 

椪柑、
 

金柑、
 

冰糖橘及朱红橘.
 

据田间调查,
 

柑橘感病后病

情指数为14.6~33,
 

按感病从强到弱依次为温州蜜柑系列品种、
 

椪柑、
 

金柑及本地的城固冰糖橘、
 

朱红橘

等,
 

而本地早、
 

柚类等品种表现出抗病特性[9,20].
 

本研究结果显示,
 

温州蜜柑病情指数为22.76,
 

金柑中四

季橘较感病,
 

其余为高抗品种,
 

柚子相对抗病,
 

与田间表现一致.
 

在重庆万州地区尤力克柠檬发生严重,
 

病

情指数为18~30(待发表),
 

北京柠檬及纽荷尔脐橙零星发生[4]
 

.
 

本研究结果显示,
 

尤力克柠檬病情指数为

26.23,
 

北京柠檬为4.89,
 

纽荷尔脐橙为43.77,
 

可能是由于纽荷尔脐橙园区管理较规范造成田间发病较

轻.
 

陈泉等[21]采用离体叶片针刺接菌法10
 

℃保存28
 

d测量病斑直径和发病率,
 

对27个柑橘品种进行致病

力测试发现,
 

北京柠檬较抗病,
 

尤力克柠檬、
 

奉节95-1脐橙对轮斑病较敏感,
 

与本研究结果一致;
 

岭南沙

田柚免疫,
 

塔罗科血橙、
 

强德勒柚抗病,
 

温州蜜柑高感,
 

与本研究结果不一致.
 

不同来源的菌株致病力存在

差异[22],
 

不同的接种方法及评价指标等也可能导致评价结果不同.
 

可以通过室内采用同一评价方法进行多

菌株、
 

多品种评测,
 

并结合田间抗病性调查情况,
 

综合判断品种的抗病性[22].
柑橘轮斑病在我国局部发生,

 

但发生后对当地产业均造成严重威胁.
 

2009年至2019年,
 

柑橘轮斑病

在陕西城固地区造成1.86万hm2 的受害面积[9],
 

在重庆万州柑橘产区发病面积约达100
 

hm2[4].
 

为防止其

进一步扩散带来不可逆的损失,
 

柑橘轮斑病流行区域及高风险区域,
 

应合理布局种植品种,
 

建议种植北京

柠檬、
 

少核默科特橘橙等高抗品种代替尤力克柠檬等易感病品种,
 

同时减少塔罗科血橙、
 

纽荷尔脐橙、
 

金

橘、
 

金堂绿柚等感病品种的种植面积,
 

在柑橘轮斑病潜在威胁区应建立柑橘轮斑病预警和防控机制,
 

加强

柑橘轮斑病的监测和综合防控.
根据筛选的抗性栽培品种,

 

分析其亲本是进行抗性育种设计的重要参考[16].
 

集团分离分析法(BSA)技术

已广泛用于植物抗病遗传区段定位[23-26].
 

在已公布的柑橘基因组的基础上[27-28],
 

对评价的25份宽皮柑橘材料

和20份柚子材料进行BSA分析抗性差异位点分析[29],
 

定位柑橘抗轮斑病菌关键遗传区段.
 

结合接菌前后尤

力克柠檬和塔罗科血橙叶片组织的转录组数据分析发现[30],
 

抗性差异基因主要为NB-ARC.
 

本研究为柑橘抗

轮斑病的遗传研究和抗病育种奠定了材料基础,
 

为进一步挖掘抗柑橘轮斑病基因提供了一定的思路.
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