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摘 要:为明确柑橘溃疡病菌在云贵高原生态条件下的越冬状况和初侵染来源,通过对不

同区域生态条件下该病菌的越冬适存性的研究,为柑橘溃疡病的防治和根除提供更多的潜

在可能.本研究采用致病性检测方法,对柑橘溃疡病菌在云贵两省越冬期的适存性进行研

究.通过制备供检材料的水浸提液或浓缩浸提液,利用针刺接种法将处理的浸提液接种至

供检脐橙叶片中,根据接种点发病情况判断样品越冬期的适存性.其中,越冬后病株叶片病

斑经处理、接种,结果显示,两地均有90%~100%的病斑具有致病能力;两地无症状叶上

病菌刺接种点的发病率分别达9%~15%和10%~18%;两地越冬后的病落叶、土壤和杂

草的浸提浓缩液致病能力的检测结果显示均未引起叶片发病.结果表明:柑橘溃疡病菌在

云贵两省主要在病株的病斑内越冬;也有少量能以潜伏侵染的方式在病株的未显症叶片内

越冬,成为翌年的初次侵染来源;病原菌不能在田间的病落叶、土壤和杂草上越冬.
关 键 词:柑橘溃疡病菌;越冬期;致病性;

适存性

中图分类号:S436.661.1    文献标志码:A
文 章 编 号:2097 1354(2024)06 0014 09

StudyonthePathogenicityandOverwinteringViabilityof
Xanthomonas.citrisubsp.citriinYunguiPlateau

收稿日期:2024 05 20
基金项目:国家重点研发计划项目(2022YFD1400200).
作者简介:冼嘉欣,硕士研究生,主要从事柑橘溃疡病致病成灾机制与防控方面的研究.
通信作者:崔紫宁,教授,博士生导师.



XIANJiaxin1, ZHANGLi2, WANGXiaoke3,

WANGXin1, ZHANGYuqing1, FANGJixiang2,

LIWenyun3, HUANGLili4, CUIZining1
1.NationalKeyLaboratoryofGreenPesticides/CenterforMicrobialCommunitiesResearch/

GuangdongProvincialKeyLaboratoryofMicrobialSignalingandCropDiseasePreventionandControl/

CollegeofPlantProtection,SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou510642,China;

2.YuxiAcademyofAgriculturalSciences,YuxiYunnan653100,China;

3.FruitTreeResearchInstitute,GuizhouAcademyofAgriculturalSciences,Guiyang550006,China;

4.CollegeofPlantProtection,NorthwestA&FUniversity,YanglingShaanxi712100,China

Abstract:Toclarifytheoverwinteringstatusofthecitruscankerpathogenundertheecological
conditionsoftheYunnan-GuizhouPlateauandidentifythesourcesofprimaryinfection,this
studyaimedtounderstandtheoverwinteringsurvivabilityofthepathogenunderdifferenteco-
logicalconditionsacrossvariousregions,andintendedtoprovidemorepotentialpossibilitiesfor
thepreventionandcontrolofcitruscanker.Theresearchemployedpathogenicitydetection
methodstoinvestigatetheoverwinteringsurvivabilityofthecitruscankerpathogenintheprov-
incesofYunnanandGuizhou.Bypreparingthewaterextractsorconcentratedextractsofthe
testingmaterials,thepreparedextractswereinoculatedtotheleavesofnavelorangeplantsu-
singaneedleinoculationmethod.Thesurvivabilityoftheoverwinteringsampleswasassessed
basedontheoccurrenceofdiseaseattheinoculationsites.Theresultsindicatedthatafterover-
wintering,90%to100%ofthelesionsontheleavesofdiseasedplantsretainedtheirpathoge-
nicity.Theincidenceratesofdiseaseattheneedleinoculationsitesinoculatedwiththepatho-
gensfromasymptomaticleavesoftworegionswere9%to15%and10%to18%,respectively.
Thedetectionofpathogenicitywithconcentratedextractsfromdiseasedfallenleaves,soiland
weedsofbothregionsafteroverwinteringdidnotcauseleafdisease.Thefindingssuggestthat
thecitruscankerpathogenprimarilyoverwinterswithinthelesionsofdiseasedplantsinYunnan
andGuizhouprovinces.Asmallamountofthepathogencanalsooverwinterinalatentstatein
theasymptomaticleavesofdiseasedplants,servingasasourceofprimaryinfectionforthefol-
lowingyear.Thepathogenisnotabletooverwinterindiseasedfallenleaves,soilandweedsin
thefield.
Keywords:Xanthomonascitrisubsp.citri;overwinter;pathogenicity;viability

  柑橘是世界第一大水果和第五大贸易农产品,原产于中国南部,在我国已经有4000多年

的栽培历史,是我国种植面积最大、产量最高和经济地位最重要的果树[1-8].柑橘溃疡病(Citrus

canker,CC)是由柑橘黄单胞菌亚种柑橘致病变种(Xanthomonas.citrisubsp.citri,Xcc)所引

起的一种严重危害柑橘产量和品质的细菌性病害.此病全球分布甚广,与柑橘黄龙病一样,都

是国内外重要的柑橘检疫性病害,国内最早发现于华南地区,随着国内各省(区、市)柑橘产区

的快速壮大,受限于人力物力的局限以及疏忽检疫等,柑橘溃疡病不可避免地在全国各主要柑

橘产区传播[9-15].当柑橘叶片感染病害时,病部呈现近圆形的米黄色凸起病斑,病情加剧时病斑

木栓化[16-21].柑橘溃疡病在果园内发生后,若不及时加以控制,将会给柑橘果园带来严重的经

济损失,且随着感染程度的加重,大量病株开始落叶落果,枝梢枯死,严重时甚至导致整个植

株死亡.柑橘溃疡病导致果品产量、质量降低,影响柑橘鲜果销售.
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柑橘溃疡病的发病需要一定的温度、湿度等外界条件,受不适环境条件影响较大时,病菌

潜伏于叶、枝、果实病组织越冬,翌春温度和湿度适宜时,病原菌在风雨、昆虫或人为因素等作

用下通过气孔、水孔、皮孔及伤口侵入到周围环境和其他健康植株.Xcc初侵染具有潜伏性,在

潜伏期的病菌不引起显著的病变症状,在适宜的条件下才开始繁殖并引起病害症状.如受侵染

的柑橘秋梢,冬季不显症状,待到下一年的春季则显症状.正因潜伏期的病菌不引起明显症状,

在预防阶段难以通过外部观察发现病害,Xcc耐干旱和低温,在宿主器官可存活数月,因此,极

难被清除.这给病害的早期诊断和防治带来了困难.
云贵两省是西南地区柑橘主产区之一,大面积种植脐橙、冰糖橙等感病品种,区域性的柑

橘溃疡病情况较为严重,已经对柑橘产业构成了重大威胁.国内对云贵两省相关研究并不多,

对病原菌越冬和初侵染源方面的问题研究报道更少.世界各地已经对该病的发病条件进行了大

量研究,基本掌握其一般发病规律,但不同种植产区的气候条件不同,病害发生情况也不尽相

同[22],根据各产区的差异探索区域针对性防治方案也是发展当前柑橘产业的重要需求.为了解

决这一难题,防治并根除柑橘溃疡病,对柑橘溃疡病菌在西南部分产区气候生态条件下的越冬

期适存性进行了调查研究.

1 材料与方法

1.1 培养基

PPSY细菌培养基:马铃薯(去皮)200g/L、蛋白胨10g/L、蔗糖10g/L、酵母提取物5g/L,

上述配方为液体培养基.PPSY+1.5% 琼脂,用于固体培养.

1.2 试验材料

菌株:柑橘黄单胞菌亚种柑橘致病变种纯种菌株,-80℃保存.
柑橘:本试验柑橘品种为脐橙纽荷尔(感病品种)、脐橙华盛顿(感病品种),均为栽种1年

以上无毒脐橙苗.

1.3 检测对象及地点

本试验于2023—2024年采用五点取样的方式在云南和贵州两省柑橘试验区中随机选择一

定数量的取样点,检测对象包括越冬后的病株秋稍病叶、无症状叶片、病苗圃土壤、离体的病

株落叶以及病苗圃上常见的杂草.

1.4 检测方法

1.4.1 样品取样及处理

采用五点取样法,分别选择云贵两地试验区同一生长周期长势相似的病株及其范围内的土

壤、病落叶、杂草作为待处理及取样对象,各选择10株.每株选择对应叶片、土壤、病落叶、杂

草各1份,每份样品取3组平行,所有取样样品均用记号笔或标签记录取样信息,所有植物样

品采样回实验室后置于4℃冰箱保藏.

1.4.2 致病性检测

通过对活体苗叶和离体叶进行针刺贴敷接种方式,将经越冬后正值柑橘溃疡病春稍发病期

的供检样品(病株叶、无症状叶、病落叶、病圃土壤以及病圃地常见杂草)制备的水浸提液或浸

提浓缩液接种至柑橘叶片,根据接种发病情况,检测出不同样品内病菌越冬期的适存性以及病

落叶中病菌的存活期.
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1.5 检测步骤

1.5.1 样品水浸提液制备

将收集的样品用粉碎机粉碎或用研钵充分研磨,加入无菌水,在常温25℃下静置浸泡,滤

纸过滤,将所制备浸提液置于4℃环境下储存备用.上述浸提液以3000r/min离心8min,取

上清液;再以12000r/min离心10min,弃上清保留底部2mL溶液,充分吸打混匀,作为此步

制备浸提浓缩液[23].根据检测的对象不同,具体的制备操作如下:

1)2024年4月,在病株上随机采集年前带病斑的秋梢叶片,选择病斑10个,将单一病斑

分别置于已灭菌的研钵中,添加500μL的无菌水,充分研磨捣碎,静止浸泡30min,制成的单

斑浸提液用于检测病菌在病株叶部病斑越冬期适存性.

2)2024年4月,在病株上随机采集无明显发病症状叶片,选择40片,将叶片剪碎置于已

灭菌的研钵中,添加40mL的无菌水,充分研磨捣碎,静止浸泡30min,制成的浸提液进一步

制备成浸提浓缩液,用于检测病菌在无发病症状叶片上越冬期适存性.

3)2023年12月采集病株叶片,一部分放在室外地面,另一部分放在室内地面.待2024年4
月,将放在室外地面越冬的叶片分成两类叶片,一类是腐烂的叶片(病斑已不明晰),一类是未

腐烂叶片(病斑仍可见).分别取室外地面两类叶片以及室内地面叶片各30片,将3种叶片剪碎

置于已灭菌的研钵中,加入20mL的无菌水,充分研磨捣碎,静止浸泡30min,制成的浸提液

进一步制备成浸提浓缩液,用于检测病菌在病落叶上的越冬期适存性.

4)从2023年12月1日至2024年3月1日,分批多次采集田间土表越冬病叶(每次收集30
片),将叶片剪碎置于已灭菌的研钵中,加入40mL的无菌水,充分研磨捣碎,静止浸泡

30min,制成的浸提液进一步制备成浸提浓缩液,用于检测病菌在冬季土表病落叶中存活期.

5)2024年4月,在病圃上取多个随机点位的表层土壤,使用采样铲挖取0~10cm的土样,

称量500g,经粉碎处理后置于已灭菌的容器中,加入500mL的无菌水充分搅拌混匀,静止浸

泡30min后使用滤纸过滤,制成的土壤浸提液进一步制备成浸提浓缩液,用于检测病菌在病圃

土壤中越冬期适存性.

6)2024年4月,在病圃上采集狗牙根、看麦娘、小蓟等杂草300g(包含根茎),经粉碎处理

后置于已灭菌的容器中,加入300mL的无菌水充分搅拌,静止浸泡30min后使用滤纸过滤,

制成的浸提液进一步制备成浸提浓缩液,用于检测病菌在病圃地杂草上的越冬期适存性.

1.5.2 阳性对照纯种菌悬液制备

使用PPSY固体培养基平板划线活化Xcc纯种菌株,在28℃培养箱中倒置培养.使用接种

环挑取平板上的单菌落至PPSY液体培养基中,在28℃、200r/min摇床中振荡培养16~

24h,将过夜培养的病菌用无菌水按10倍系列稀释至细菌浓度为1.5×106cfu/mL的菌悬液.

1.5.3 柑橘植株接种

接种采用针刺贴敷法,叶片接种前均需对表面进行擦拭,用无菌针头将叶片刺伤,将无菌

滤纸片(直径5mm)分别放进实验组以及对照组处理液中,充分浸泡后贴敷在活体叶和离体叶

针刺点上,每片叶片同时接种实验组以及对照组(所有浸提液处理和阳性对照处理的针刺接种

点数为100,无菌水对照处理的针刺接种点数为50).活体叶接种后使用套袋喷雾保湿,25~

30℃孵育;离体叶接种后使用吸水纸保湿,28~30℃孵育.所有接种叶片每3d观察状态,适

时补湿[24].
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2 结果与分析

2.1 柑橘溃疡病菌在病斑内的越冬期适存性

以病株叶片上的病斑作为研究对象,制备单斑浸提液并接种脐橙叶,观察发病情况以判断

病株在病斑内的越冬期适存性.结果如表1所示,在适温、高湿的条件下,云贵两地越冬病斑中

有90%~100% 能正常发病,此外云南针刺接种点的发病率达80%~90%,贵州针刺接种点的

发病率达73%~87%,表明越冬病斑内的病菌具有致病能力.通过比对4月10日、4月20日不

同时间节点两组数据的发病情况,说明病株叶部病斑病菌不但能够在云贵两省安全越冬,并且

很好地保留了致病力活性,成为翌年重要的初次侵染来源.

表1 柑橘溃疡病菌在叶部病斑内越冬后致病力检测

地区 处理方法 检测时间 检测病斑数
可致病病斑
比例/%

接种点
发病数

接种点
发病率/%

云南 病斑水浸提液 4月10日 10 92 80 80
CK(无菌水) 0 0 0 0
病斑水浸提液 4月20日 10 100 90 90
CK(无菌水) 0 0 0 0

贵州 病斑水浸提液 4月10日 10 90 73 73
CK(无菌水) 0 0 0 0
病斑水浸提液 4月20日 10 100 87 87
CK(无菌水) 0 0 0 0

2.2 柑橘溃疡病菌在无症状叶上的越冬期适存性

以病株上肉眼观察无症状的叶片作为研究对象,制备叶片浸提浓缩液并接种脐橙叶,观察

发病情况以判断病株无症状叶上病菌的越冬期适存性.结果如表2所示,云南无症状叶上病菌

刺接种点的发病率达9%~15%,贵州无症状叶上病菌刺接种点的发病率达10%~18%,两地

发病率并无太大的差异,这表明病菌在越冬前侵染正常叶片,以潜伏状态安全渡过越冬期,并

且保有一定的致病性,成为第2年的初侵染源.比对不同时间节点两组数据的发病情况,不论

是云南还是贵州,4月20日的发病率都明显高于4月10日,说明两个时间节点的气候差异影

响无症状叶上病菌的发病.但与叶部病斑浸提液检测结果相比,云南无症状叶处理比病斑叶处

理的接种点发病率低了71%~75%,而贵州无症状叶处理比病斑叶处理的接种点发病率则低

了63%~69%,显然与已经发病的叶片病斑相比,潜伏在无症状叶上的病菌量要少得多.

表2 柑橘溃疡病菌在无症状叶上越冬后致病力检测

地区 处理方法 检测时间 接种点发病数 接种点发病率/%
云南 无症状叶浸提浓缩液 4月10日 9 9

阳性对照 82 82
无症状叶浸提浓缩液 4月20日 15 15

阳性对照 90 90
贵州 无症状叶浸提浓缩液 4月10日 10 10

阳性对照 75 75
无症状叶浸提浓缩液 4月20日 18 18

阳性对照 88 88
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2.3 柑橘溃疡病菌在病落叶中的越冬期适存性

以室外和室内越冬的病落叶作为研究对象,制备浸提浓缩液并接种脐橙叶,观察发病情况

以判断病落叶中病菌在不同情况下的越冬期适存性.表3结果显示,两地室外越冬后的两类病

落叶(可见病斑和不可见病斑落叶)处理接种叶片的接种点完全不发病;而放在室内的病落叶越

冬后,处理接种叶片的接种点发病率能达到40%以上.根据数据结果,说明放在室外的病落叶

无论叶片是否腐烂,病斑是否是明显完整,病菌都不能正常越冬,都失去致病活性,不能成为

翌年初侵染来源;放在室内的病落叶所携带的病菌能够正常越冬,保留一定致病力活性.室内

外存放越冬的两种情况所呈现结果差异,经推测是由不同环境因素导致的,室内温度高,湿度

小,病叶能够保持干燥状态,室内病落叶主要受叶片本身微生物的影响,而室外病落叶病菌同

时受叶片本身和田间土表微生物的影响,微生态情况更为复杂.

表3 柑橘溃疡病菌在病落叶中越冬后致病力检测

地区 处理方法 检测时间 接种点发病数 接种点发病率/%

云南 室外落叶浸提浓缩液(可见病斑) 4月10日 0 0

室外落叶浸提浓缩液(不可见病斑) 0 0

室内保存病叶浸提浓缩液 46 46

阳性对照 90 90

室外落叶浸提浓缩液(可见病斑) 4月20日 0 0

室外落叶浸提浓缩液(不可见病斑) 0 0

室内保存病叶浸提浓缩液 58 58

阳性对照 93 93

贵州 室外落叶浸提浓缩液(可见病斑) 4月10日 0 0

室外落叶浸提浓缩液(不可见病斑) 0 0

室内保存病叶浸提浓缩液 40 40

阳性对照 92 92

室外落叶浸提浓缩液(可见病斑) 4月20日 0 0

室外落叶浸提浓缩液(不可见病斑) 0 0

室内保存病叶浸提浓缩液 50 50

阳性对照 96 96

2.4 柑橘溃疡病菌在冬季土表病落叶中存活期

从“2.3”的检测结果可以推断在云贵高原冬季气候条件下,室外的土表病落叶中的病菌不

能安全越冬.为了更进一步验证离体后的病落叶内的病菌从具有活性到在越冬期间失去活性的

过程,设计从2023年12月1日至2024年3月1日云贵两地不同时间节点冬季检测土表病落叶

中的病菌接种点发病情况.从表4的数据表明,云贵两地冬季土表病落叶中的病菌接种点发病

率随时间的增加而降低,最终降为0.与前述“2.3”的研究结果相吻合,互相印证.此外,在同一

时间节点下贵州的接种点发病率比云南更低,甚至很快降为0,说明病菌在贵州的冬季土壤上

病落叶的存活性低于云南.
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表4 柑橘溃疡病菌在冬季病落叶中存活期接种点发病率 %

地区 处理方法 2023年
12月1日

2023年
12月15日

2024年
1月1日

2024年
1月15日

2024年
2月1日

2024年
2月15日

2024年
3月1日

云南 病叶浸提浓缩液 60.2 49.4 35.2 12.1 6.6 0 0

阳性对照 98 96 100 98 99 95 96

贵州 病叶浸提浓缩液 45.8 32.5 18.6 9.5 0 0 0

阳性对照 100 95 95 96 98 96 97

2.5 柑橘溃疡病菌在病圃土壤中的越冬期适存性

以越冬后病圃土壤以及病株下土壤作为研究对象,制备浸提浓缩液并接种脐橙叶,观察发

病情况以判断病圃土壤中病菌的越冬期适存性.根据表5数据,存在于两种不同情况的土壤病

菌经历越冬后呈现两种不同结果:两地病圃土壤处理液接种的发病率为0;而病株下土壤处理

液接种检测具有致病能力,其中云南病株下土壤接种点发病率在25%~40%,而贵州病株下土

壤接种点发病率在27%~36%.结果表明在云贵冬季气候,土壤中的病菌不能正常存活,不能

成为下一年的初侵染来源,而病株下的土壤病菌具有致病力活性,原因推测是借助风雨将病株

上的病原菌淋洗到土壤,且病株下土壤温度较地表温度较高,更有利于菌株存活.

表5 柑橘溃疡病菌在病圃土壤中越冬后致病力检测

地区 处理 检测日期 接种点发病数 接种点发病率/%

云南 越冬后病圃土壤 4月10日 0 0

病株下土壤 25 25

阳性对照 100 100

越冬后病圃土壤 4月20日 0 0

病株下土壤 40 40

阳性对照 98 98

贵州 越冬后病圃土壤 4月10日 0 0

病株下土壤 27 27

阳性对照 99 99

越冬后病圃土壤 4月20日 0 0

病株下土壤 36 36

阳性对照 98 98

2.6 柑橘溃疡病菌在病圃内杂草上的越冬期适存性

以越冬后病圃杂草作为研究对象,制备浸提浓缩液并接种脐橙叶,观察发病情况以判断病

圃杂草中病菌的越冬期适存性.表6结果显示,云贵两地越冬后病圃杂草(看麦娘、狗牙根、小

蓟等)的两个时间节点处理液接种叶片的接种点完全不发病.同一接种条件下,阳性对照能使春

梢叶片正常发病,说明在病圃杂草上的病菌在冬季越冬期不能存活,不能成为下一年的初侵染

来源.
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表6 柑橘溃疡病菌在病圃杂草上越冬后致病力检测

地区 处理 检测时间 接种点发病数 接种点发病率/%

云南 杂草水浸提液 4月10日 0 0
阳性对照 95 95

杂草浸提液 4月20日 0 0
阳性对照 98 98

贵州 杂草浸提液 4月10日 0 0
阳性对照 95 95

杂草浸提液 4月20日 0 0
阳性对照 99 99

3 结论与讨论

溃疡病菌环境竞争力不强,但是一旦染病,受感染的植株将终身带毒,条件合适必然发作.
柑橘溃疡病在一年中有多个发病高峰期,即春梢发病高峰期、夏梢发病高峰期、果实发病高峰

期以及秋梢发病高峰期,其中夏梢最为严重,而病菌主要在秋梢期进行越冬[25].由于病原细菌

具有很强的传染性和繁殖能力,如果防治不及时,病害循环将持续进行,导致病害的进一步扩散

和加剧,所以柑橘溃疡病菌越冬期适存性的研究是柑橘溃疡病防治及根除研究的重要内容之一.
本试验于2023年冬季至2024年春季在云贵两省不同区域病圃的田间进行,虽然两省冬季

和春季的气候每年不尽相同,但低温和常有风、霜、雨、雪,天气变化幅度较大是其特点,在这

种气候条件下,田间湿度较大、微生物区系复杂,对溃疡病菌的越冬显然是不利的.根据本检

测的结果显示,在云贵高原的生态条件下,柑橘溃疡病菌主要在病株的病斑内越冬,成为翌年

柑橘发病的主要初次侵染来源.少部分病菌在病株上侵染健康叶片后以潜伏侵染状态在无症状

叶片上越冬,成为次年的侵染源之一.在同样的条件下,柑橘溃疡病菌几乎不能在田间病落叶

上、土壤中,以及果园常见的杂草上越冬,成为翌年的初侵染源.室内保存的越冬病落叶中的

病菌可安全越冬,室外保存则不能.翌年春梢期间,浸提浓缩液人工接种仍有很高的发病率,

这无疑与室内温湿度较为适宜病原菌存活,微生物区系没有田间复杂,以及没有阳光照射等因

素有关.本试验研究采用供检材料的浸提液或浓缩液针刺接种感病品种脐橙叶片的致病性检测

方法,试验证明,该方法具有直观可靠、简便易行的优点,适宜在基层植保、植检站应用.
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