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摘要　 甘蔗宿根矮化病(ratoonstuntingdisease,RSD)病原物为革兰氏阳性菌Leifsoniaxylisubsp．xyli
(Lxx).采用透射电镜和扫描电镜观察Lxx 离体培养物形态和感病蔗茎维管超微结构,并用光合仪测定感病

甘蔗＋１叶光合作用相关指标.结果表明:改良的 MSC培养基适于Lxx 生长,培养的菌体形态多样,有隔膜和

简体;菌体内细胞质分布不均,有电子透明物、电子稠密物及隔膜;RSD病原菌寄居在木质部导管的纹孔和导管

壁上,其内粘附许多颗粒状物质;感染 RSD蔗株的光合速率、气孔导度、胞间 CO２和蒸腾速率均低于健康蔗株,

RSD可降低甘蔗的光合作用.
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　　 甘 蔗 宿 根 矮 化 病 (ratoonstuntingdisease,

RSD)是世界甘蔗种植国家普遍发生的一种病害.
甘蔗是广西重要的经济作物,广西和云南甘蔗主栽

品种 RSD 发病率高,阳 性 检 出 率 达 ５９．６４％[１].

RSD 是由 Leifsoniaxylisubsp．xyli (Lxx)引

起,主要寄居在维管束木质部导管内,属革兰氏阳性

菌[２].Davis等[２]首先实现了Lxx 的体外分离培

养,并命名为Clavibacterxylisubsp．xyli(Cxx).

Evtushenko等[３]根据rRNA 和基因组内高 G＋C
含量等特点,将其更名为Leifsoniaxylisubsp．xyＧ
li (Lxx).适合 Lxx 体外培养的培养基有 SC、

SCM、DM 和 S８等[４].Brumbley等[５]对 SC 培养

基进行改良获得 MSC培养基,优化了单菌落生长

条件.MonteiroＧVitorello等[６]以Lxx 纯培养物或

感染RSD甘蔗为材料,完成了宿根矮化病原菌的基

因组测序,发现果胶酶基因、纤维素酶基因和 ABA
合成基因可能是Lxx 的致病基因;Young等[７]分析

了来自澳大利亚、印度尼西亚、日本、美国等９个国

家Lxx 的１６SRNA后,发现序列间没有差异;陈明

辉等[８Ｇ９]研究发现甘蔗感染RSD后体内赤霉素和生

长素明显降低,脱落酸明显升高,株高、茎径、节间长

度和单茎重也明显降低.
甘蔗的光合作用与产量有密切联系,而 RSD可

导 致 甘 蔗 产 量 下 降 ５％ ~３０％,严 重 时 可 达

６０％[１０],因此,研究RSD感染对甘蔗光合作用影响

有重要意义.但因Lxx 很难进行体外分离培养,使
得研究RSD病原菌的致病机制及其与甘蔗寄主间

的互作机制受到限制,关于Lxx 侵染对甘蔗光合作

用的影响也未见报道.本试验以感染 RSD的甘蔗

品种Badila为材料,观察Lxx 在蔗茎内的定殖情

况,进行体外分离培养Lxx 后,接种到甘蔗品种桂

糖１１号(GT１１)和Badila健康甘蔗种茎上,并以不

接菌为对照,分析不同时期甘蔗光合作用的变化,旨
在研究Lxx 的侵染特性和RSD胁迫对甘蔗光合作

用的影响,为进一步探讨Lxx 与寄主互作机制提供

理论依据.
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1　材料与方法

1.1　病原菌的分离与培养

选取疑似感病果蔗(Badila),采用PCR检测是

否感染RSD[１１].确认带病后砍取感病蔗茎基部,除
掉杂质和蜡粉,自来水冲洗干净后用去离子水冲洗

２遍并喷洒酒精,在酒精灯火焰上快速消毒后去皮,
切成５cm 长的小段,放入灭菌的５０mL离心管内,
于３５００r/min室温下离心１５min.收集离心管底

部蔗汁,用 定 量 中 速 滤 纸 初 步 过 滤,再 过 孔 径

０．４５μm滤膜,把过滤除菌的蔗汁接种在 MSC培养

基上.待菌液完全被吸收后用封口膜封好,倒置于

２８℃恒温培养箱中培养.培养基配方参照BrumbＧ
ley等[５],略加修改.培养基配方(１L):高压灭菌组

分包括Cornmealagar１７g,BactoＧagar４g,BactoＧ
peptone８g,Bovineheminchloride(０．１％solutionin
０．０５mol/LNaOH)３０mL,MgSO４０．２g,K２HPO４

(０．１mol/L)１３mL,KH２PO４(０．１mol/L)８７mL,加
去离子水至９００mL,并用１０mol/LNaOH 调至pH
７．５;过滤除菌组分包括 Glucose２g,Cysteine,free
base０．５g,Bovineserumalbumin,fractionV２g,加去

离子水至１００mL,过孔径０．２２μm 滤膜后加入高压

灭菌成分中并轻摇混匀.
1.2　电镜样品的制备

扫描电镜样品制备:取PCR检测带菌蔗茎基部

切成５mm×５mm 小块,放入３％戊二醛中固定２h
以上,PBS缓冲液清洗３次,５０％、７０％、８０％、９０％、

１００％乙醇依次脱水,六甲基二硅胺烷洗３次后抽真

空,粘座,IB３离子溅射仪喷镀后用 TescanVega３
扫描电镜观察并拍照.

透射电镜超薄切片制备:将收集到的菌液８０００
r/min,离心５min成菌团,弃掉 PBS上清液,换用

ddH２O,同样的方法冲洗菌团２遍后,立即加入３％
戊二醛固定过夜.固定后于０．１mol/L磷酸缓冲液

清洗３次,每次１５min,在１％锇酸中固定１~２h,
然后用乙醇Ｇ丙酮逐级脱水:５０％、７０％、８０％、９０％
乙醇、１/１混合液(９０％乙醇/９０％丙酮)、９０％丙酮、

３次１００％丙酮(各级每次１５min).浸透:丙酮/包

埋剂＝１/１渗透１h,(１/３)渗透１~３h或过夜,最
后纯包埋剂全浸透２h.再用纯包埋剂(环氧树脂

６１８)包埋,并按３５℃/５h、４５℃/１２h、６０℃/２４h
聚合后修块,用徕卡 UC７超薄切片机切片,经醋酸

铀Ｇ柠檬酸铅双重染色后,用日立 HＧ７６５０型电子显

微镜观察、拍照.
透射电镜负染样品制备:用０．０１mol/L的PBS

把已培养１５~２０d且长势良好的菌落从培养基表

面冲洗下来,收集于灭菌的１．５mL离心管中.取

１滴Lxx 菌悬液于铜网上,用１％磷钨酸染色２~
５min,晾干后置于透射电镜上观察.
1.3　接菌试验

选取种植在广西大学农学院温室大棚内的甘蔗

品种桂糖１１号(GT１１)和果蔗(Badila)作为试验材

料.用PCR检测生长长势良好、无病虫害的蔗株,
确认不带病后砍成单芽段,经５０℃温汤脱菌２h,获
得无病种茎.在单芽段两个切面上接种１０８cfu/mL
的菌液３００μL,分接菌处理和接种０．１mol/LPBS
的对照处理,２８℃催芽２d.于２０１４年１月２１日

沙培育苗,待其长至３叶期时移栽营养桶(直径

３００mm,高３５０mm)内土培.每处理６桶,每桶３
株.土壤经过阳光暴晒３d,每桶土２０kg.土壤

养分,N/P/K 比例为８６．６７/３１．００/１２９．３３.待其

长至６~７叶时,PCR再次检测,确定侵染蔗株感染

上 RSD.
随机选取接菌处理中确认感染 RSD的蔗株和

对照处理蔗株各６株,分别在接菌后１２０、１５０、１８０、

２１０d,用 LIＧ６４００XT 光合仪在晴朗的上午９:００~
１１:００ 测 定 ＋１ 叶 净 光 合 速 率 (Pn)、气 孔 导 度

(Cond)、胞间CO２(Ci)和蒸腾速率(Tr),温度和湿

度均为环境水平,人工光源,光量子通量密度为

１５００μmol/(m２s).
1.4　数据分析

使用SPSS１５．０软件和Excel２００７对试验数据

进行统计分析.

2　结果与分析

2.1　病原菌的菌落与鉴定

２８℃恒温培养１５~２０d后,培养基表面有细小

的菌落长出.菌落圆形、无色透明、边缘整齐且中间

隆起,直径０．１~０．３mm.再生长２周后,菌落颜色

略显乳白色,菌落直径也稍增大,可达０．５mm.用数

码照相机对菌落进行拍照(图１ＧA,B).随机挑取５
个菌落进行PCR[１９]检测,待测菌落均能扩增出与正

对照一致的目的条带(图１ＧC).对目的条带进行胶

回收,连接到pM１８ＧT载体后转入大肠杆菌中表达,
经双向测序测得片段大小为４３８bp,与 Genbank数

据 库 中 Lxx 的 相 应 区 段 序 列 (AE０１６８２２、

３４
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AF０３４６４１、DQ２３２６１６．２)比对,同源性均为１００％,
故可确认为RSD病原菌.

　　M:DNAmarker;＋:正对照 Positive;—:负对照 NegaＧ

tive;１~５:待测菌落 Measuredolonies．

图１　Lxx菌落和PCR检测结果

Fig．１　ColoniesandPCRdetectionresultsofLxx
2.2　病原菌的形态特征

从扫描电镜和透射电镜观察的结果可知,Lxx

菌体表面光滑,无鞭毛,菌体有多种形态,多数呈棒

形,有的具不同程度弯曲,有的一端或中部略微膨

大,少数呈“V”形,大小为(０．１６~０．３２)μm×(１．１~
３．２)μm,并可见部分细胞内有简体与隔膜存在

(图２ＧA,B,C).Lxx 的超薄切片显示其细胞壁光

滑,细胞质分布不均,内有电子透明物、电子稠密物,
可观察到隔膜将细胞分隔(图２ＧD).

从图２ＧE可见蔗茎维管束横切面上２个大而圆

的后生木质部导管(M),初生木质部导管(P)在后生

木质部导管中间,气腔(L)靠近初生木质部导管,另
外还可见韧皮部(Ph)和纤维细胞(Vf)存在于导管

周围.
从图２ＧF可见蔗茎３种导管,分别为网纹导管

(Rv)、环纹导管(Av)和螺纹导管(Scv).从图２ＧG
可见蔗茎螺纹导管纵切面的纹孔中观察到Lxx 菌

体,与用电镜观察纯菌体时所得形态相一致,其大小

相近.在导管内的纹孔及导管壁上可见许多圆形颗

粒状物质粘附(图２ＧH),但在健康蔗茎导管内未见

Lxx 菌体及颗粒状物质.

　　A:Lxx 扫描电镜形态(×２００００);B,C:Lxx 透射电镜形态(×３００００);D:Lxx 超薄切片图(×４００００);E:维管束横切面

(×２００);F:导管纵切面(×７５０);G:纹孔中的Lxx (×２００００);H:网纹导管壁及纹孔粘附着圆形颗粒状物质(×２００００).A:MorＧ

phologyofLxxunderSEM;B,C:MorphologyofLxxunderTEM;D:InternalformofLxxshowedultrastructure;E:Crosssection

ofvascularbundle;F:Verticalsectionofscalariformvessel;G:Lxxinpit;H:ManysmallparticlesexistedinpitsandwallintheverＧ

ticalsectionofreticulatevessel．　S:隔膜 Septum;Ed:电子稠密物 Electrondensesubstance;Et:电子透明物 Electrontransparency;

M:后生木质部导管Metaxylemvessels;P:初生木质部导管 Protoxylemvessels;L:气腔 Lacuna;Av:环纹导管 Annularvessel;

Spv:螺纹导管 Spiralvessel;Rv:网纹导管 Reticulatevessel;Ph:韧皮部 Phelom;Vf:纤维细胞 Vascularfibroblast．

图２　Lxx 菌体形态

Fig．２　ThemorphologyofLxx

４４
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2.3　病原菌侵染对甘蔗光合作用的影响

由图３可知,GT１１和Badila感染 RSD蔗株的

净光合速率均低于对照.GT１１接菌处理１２０、１５０、

１８０、２１０d后分别比对照降低了１３．１３％、２１．６６％、

２１．８７％、２０．６４％,且差异均极显著.Badila接菌处

理 １２０、１５０、１８０、２１０d 后 分 别 比 对 照 降 低 了

１３．４９％、１３．１９％、２２．２３％、９．８８％,且 接 菌 处 理

１２０d和１８０d的差异极显著,接菌处理１５０d和

２１０d的差异显著.

　　RSD 对 甘 蔗 气 孔 导 度 的 影 响,在 GT１１ 和

Badila上 均 表 现 为 接 菌 处 理 低 于 对 照 处 理 的.

GT１１接菌处理在１２０、１５０、１８０、２１０d分别比对照

降低了 １５．２１％、３８．７２％、４０．５８％、３１．９９％,在

１２０d时差异显著,且后３个时期差异均极显著.

Badila接菌处理在各时期均低于对照,在１２０d和

１８０d时分别降低３２．７２％和３５．２４％,且差异极显

著;在１５０d和２１０d时降低虽不显著,但也分别降

低了１３．４１％和１８．２１％.

不同小写字母表示差异达５％显著水平 Thedifferentsmalllettersmeansignificantdifference(P≤０．０５)．

图３　Lxx侵染对甘蔗光合作用的影响

Fig．３　EffectsofLxxinfectiononphotosynthesisofsugarcane

５４
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　　GT１１接菌处理的胞间CO２除１２０d外,其余各

时期均低于对照,在１５０d和１８０d时差异极显著,
到２１０d时差异不显著,但低于对照１３．５３％.BadiＧ
la接菌处理在各时期均低于对照,但只在１２０d时差

异极显著,其余各时期差异均不显著.
在蒸腾速率方面,GT１１接菌处理各时期均低

于对照,且差异均极显著.Badila接菌处理在各时

期也都低于对照,除在１５０d时差异不显著外,其余

时期均达显著水平.这表明 GT１１和Badila接菌处

理的净光合速率、气孔导度、胞间CO２浓度和蒸腾速

率在各时期均低于对照处理.

3　讨　论

RSD病原菌体外培养不容易成功,是因为其自

身缺失编码LＧ半胱氨酸和甲硫氨酸等关键基因[１２],
而且生长期间需要极其丰富的营养成分,这与其基

因组内含有大量的假基因有关.Lxx 基因组内有

３１０个假基因,占全部基因的１１．６％ [６],且该菌生长

十分缓慢,生长周期长,一般需４周左右[２],因此,与
其他菌竞争力很弱,一旦分离培养成功即可得到纯

菌落.本试验在培养１５~２０d后有菌落长出,可能

是因为改良后的培养基更适于Lxx 的生长,或因寄

主甘蔗来自于不同品种且生长环境不同.来源于同

品种不同植株的原蔗汁接种时,有时菌落数很少,可
能与蔗株本身带菌量很少有关.

本试验获得的菌落与Davis等[２]和陈健文等[１３]

描述 的 一 致,但 在 菌 体 形 态 上 略 有 不 同.Davis
等[２]、Kao等[１４Ｇ１５]和 Liao等[１２]在观察 RSD病原菌

形态时,发现其有分支细丝存在,但本试验中无论是

菌体纯培养物观察还是蔗茎超微结构观察时,均没

发现Lxx 有分支细丝.这可能是试验甘蔗品种不

同及其所生长的环境不同所致,或可能是不同的生

理 小 种 所 致.Leifsonia xyli subsp．cynodontis
(Lxc)是一种引起狗牙根草丛枝、矮化症状的病原

菌,Lxx 与其在形态学和超微结构上不能区分,但
可根据菌落差异进行区分.Lxc 菌落黄色,直径可

达０．５~１．０mm,比Lxx 菌落大许多,也是圆形、边
缘整齐,也能在SC培养基上生长,且比Lxx 容易培

养,生长速度更快[２,１６Ｇ１７].本试验得到的菌落是从

甘蔗体内分离且是无色的,故可断定不是Lxc.本

试验还观察到 RSD病原菌寄居在甘蔗木质部导管

中,菌体填充着纹孔,感病蔗茎木质部导管纹孔中及

壁上都粘附着许多圆形颗粒状物质.随着甘蔗的不

断生长,菌体及圆形颗粒状物质不断增多,势必会因

大量的菌体或菌体分泌物填充在导管内,而使甘蔗

对水分和无机盐的运输能力降低,阻碍甘蔗的生长,
导致其出现矮化症状.

陈明辉等[８]观察 RSD病原菌侵染甘蔗后发现

株高下降,茎径变小、节间变短,感病叶片的叶绿体

变形、基粒结构消失,叶绿体外膜和内膜剥离,推测

其叶片的光合作用下降.本试验中 GT１１和Badila
感染RSD后,Pn、Gs、Ci和 Tr均低于健康蔗株,证
实了陈明辉等[９]的推测,并可推断感病甘蔗光合能

力下降主要是由非气孔因素引起的.于力等[１７]在

研究黄花曲叶病毒对番茄叶片光合特性的影响时也

发现光合作用光反应场所受到破坏,净光合速率下

降.Zhao等[１８]观察甘蔗锈病侵染甘蔗后也发现叶

片Pn、Gs和 Tr均有所下降,其原因由非气孔因素

引起.本试验中发现感病蔗茎受病原菌和圆形颗粒

状物质堵塞,说明蔗株的生长不良也有可能影响气

孔的发育,进而使光合作用降低.改良的 MSC培养

基适用于 RSD病原菌的分离培养,感染 RSD 蔗茎

木质部导管被病原菌和圆形颗粒状物质堵塞,且

RSD可降低甘蔗的光合作用.
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MorphologicalcharacteristicofLeifsoniaxylisubsp．xyli
anditseffectsonphotosynthesisofsugarcane
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KeyLaboratoryofSugarcaneBiotechnologyandGeneticImprovement(Guangxi),Ministryof
Agriculture/GuangxiKeyLaboratoryofSugarcaneGeneticImprovement,Nanning５３０００７,China

　　Abstract　Ratoonstuntingdisease(RSD)ofsugarcaneiscausedbyLeifsoniaxylisubsp．xyli
(Lxx),akindofgramＧpositivebacterium．Thepresentstudywasconductedtoobservethepathogenic
morphologyofRSDandtheultrastructureofRSDＧinfectedstalk,andinvestigateitseffectonphotosynＧ
thesisofsugarcaneunderthepathogenstress．Transmissionelectronmicroscope(TEM)andscanningeＧ
lectronmicroscope(SEM)wereusedtoobservethepathogenicmorphologyandultrastructureofRSDＧ
infectedstalk．Netphotosyntheticrate(Pn),stomatalconductance(Gs),intercellularCO２(Ci)and
transpirationrate(Tr)ofRSDＧinfectedsugarcaneweredeterminedbyportablephotosynthesissystem．
Theresultsshowedthatthe modified MSC medium wasefficientforLxx culture．Thecellbodies
showedvariousshapesandsomehadseptumandmesosome．TheyshowedunevencytoplasmwithelecＧ
trontransparency,electrondenseandseptuminthecellbodies．Thepathogenandmanysmallgranular
substanceswereobservedinpitsandonsurfaceofthesecondarywallofthexylemvesselinRSDＧinfecＧ
tedsugarcanestalk．ThePn,Gs,CiandTrwerelowerinRSDＧinfectedsugarcaneplantsthanthehealthy
ones．

Keywords　sugarcane;ratoonstuntingdisease(RSD);morphologicalcharacteristic;photosyntheＧ
sis
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