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摘  要：天然橡胶是四大工业原料中唯一的可再生资源，由炭疽病菌侵染引起的橡胶树炭疽病是当前我国橡胶生产上

最为严重的两大叶部病害之一。本研究通过调查海南省主栽橡胶树品种（系）及监测炭疽病发生流行情况，调查发现

PR107 和 RRIM600 种植面积最大，分别占 51.06%（102 000 hm2）和 43.39%（86 700 hm2）；在对橡胶树炭疽病的随机

踏查和固定监测中发现，该病在实生苗、嫁接苗、增殖苗、各主栽品种幼龄树和成龄胶园中全年均可发生，3—4 月为

盛发期；海南省橡胶树种植面积大，且品种（系）单一，因此炭疽病在适宜发病条件下易暴发流行。通过形态观察、

致病性测定和多基因系统发育分析发现，分离自琼中县阳江农场苗圃橡胶树叶片上的菌株 HCkHNQZ1736 为喀斯特炭

疽菌（Colletotrichum karstii），这是首次在海南省橡胶树上发现该类病菌。致病力评价发现其对 PR107、RRIM600、热

研 7-33-97 和大丰 95 四个主推品种均有强致病力。杀菌剂敏感性测定结果表明，菌株 HCkHNQZ1736 和分离自云南保

山的同种菌株 MeCkYN1705 对咪鲜胺锰盐差异不显著且不具抗药性，EC50 分别为 0.0784 µg/mL 和 0.0775 µg/mL。

HCkHNQZ1736 对多菌灵表现出高抗药性，EC50 达 1107.2654 µg/mL，而 MeCkYN1705 的 EC50 仅为 0.0554 µg/mL。 
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Abstract: Rubber tree (Hevea brasiliensis) is the only renewable resource among the four major industrial raw materials. 
The rubber tree anthracnose which infected by the Colletotrichum sp. is one of the most serious foliar disease of rubber 
production in China. In this study, we investigated the main rubber tree varieties (strains) and monitoring the occurrence 

and prevalence of anthracnose in Hainan province. It was found that PR107 and RRIM600 had the largest planting area, 
accounting for 51.06% (102 000 hm2) and 43.39% (86 700 hm2) respectively. The anthracnose of mature rubber planta-

tions and value-added nurseries in Yangjiang Farm was occurred all year round, with the peak period from March to 
April; Therefore, the rubber tree planted in Hainan province was large, and the variety (strain) was single, so it was easy 

to break out and spread when the anthracnose was suitable. HCkHNQZ1736 isolated from the leaves of the rubber nurs-
ery of Yangjiang Farm in Qiongzhong County, was identified as a new strain of Colletotrichum karstii, which had 

highly pathogenic to four main varieties of rubber tree, PR107, RRIM600, Reyan 7-33-97 and Dafeng 95. Studied on the 
results of carbendazim and prochloraz-manganese sensitivity test of HCkHNQZ1736 and MeCkYN1705 showed that the 
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two strains had no resistance to prochloraz-manganese, while the EC50 was 0.0784 µg/mL and 0.0775 µg/mL respec-

tively. However, HCkHNQZ1736 showed high resistance to carbendazim, at this time, the EC50 was 1107.2654 µg/mL, 
while MeCkYN1705 had only 0.0554 µg/mL. 
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天然橡胶、钢铁、煤炭、石油并称为世界四

大工业原料，其中天然橡胶是其中唯一的可再生

资源。1906 年斯里兰卡发现并报道全球首例橡胶

树炭疽病，1962 年海南国营大丰农场发现并报道

我国首例橡胶树炭疽病[1]。截至目前，橡胶树炭

疽病已经几乎遍布全球所有植胶地，其中非洲中

部、南美洲、亚洲南部和东南部等植胶国家最为

严重[2-4]。 

海南是我国橡胶树种植的主要省份，也是海

南省第一大经济作物。但由于胶价下跌，胶农积

极性受损，加上橡胶树树龄老化，品种种植变化

或更替情况不甚明确，为了更好地了解橡胶种植

情况和橡胶炭疽病发生流行，为橡胶树炭疽病和

白粉病两病防控制定更合理的措施，因此很有必

要对橡胶品种（系）及其种植情况进行详细了解。

鉴于此，本研究联合海南天然橡胶产业集团股份

有限公司对海南省橡胶种植情况进行了调研。炭

疽病是由炭疽菌属（Colletotrichum Corda）真菌

引起的一种重要真菌病害，在热带、亚热带、温

带等地区广泛分布，导致粮食、果蔬、花卉甚至

高大乔木等 600 多种植物均受其危害[5-8]。在橡胶

树上，炭疽病的危害近年来又有上升趋势。 

橡胶树炭疽菌为刺盘孢属（Colletotrichum）

尖孢炭疽菌复合种（C. acutatum species complex）

和胶孢炭疽菌复合种（C. gloeosporioides species 

complex）[9-10]。传统的形态学、培养特征和 ITS

分类限制了对这些复合种的认识，一直以来，众

多学者均一致认为橡胶树炭疽病主要由胶孢炭疽

菌导致，少数为尖孢炭疽菌，将其分别划分为 C. 

gloeosporioides 和 C. acutatum 2 个种群，但随着

分类学的发展和分析方法的进步，基于多位点的

系统发育分析有助于科学家发现和明确更多的橡

胶树炭疽病菌复合种[11-13]。目前确认与橡胶树相

关的有胶孢炭疽、尖孢炭疽和博宁炭疽 3 个复合

种[14]。研究表明，国内橡胶树炭疽病原主要属于

胶孢炭疽菌和尖孢炭疽菌复合种，其中胶孢炭疽

复合种包括果生刺盘孢（C. fructicola）、暹罗炭疽

（C. siamense）和乐东炭疽（C. ledongense），尖

孢炭疽复合种包括华南炭疽（C. australisinense）、

版纳炭疽（C. bannanense）和 C. laticiphilum，前

期病害调查发现海南橡胶树炭疽病的胶孢炭疽

菌复合群主要有 C. siamense 和 C. fructicola 2 个

种[15-18]。博宁炭疽复合种喀斯特炭疽菌在橡胶树

上仅在云南省绿春县于 2016 年发现，而其他产区

包括海南未见报道[19]。 

本研究通过对海南省主栽橡胶树品种（系）

调查和炭疽病发生流行进行常规监测，在此过程

中从琼中县阳江农场的苗圃橡胶树叶上获得菌株

HCkHNQZ1736，并对该菌株进行了鉴定、致病力

测定等，发现该菌株为橡胶树新发炭疽菌——喀

斯特炭疽菌（C. karstii），为海南橡胶产区首次发

现，此外通过药剂敏感性测定发现该菌株对多菌

灵产生高抗药性。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  供试菌株  喀斯特炭疽菌株 MeCkYN1705

分离自云南保山，由中国热带农业科学院环境与

植物保护研究所分离、鉴定和保存；喀斯特炭疽

菌株 HCkHNQZ1736 分离自海南琼中，为本研究

中采集、分离和鉴定获得。 

1.1.2  植物材料和样地  热研 7-33-97、RRIM600、

PR107 等供试橡胶苗由中国热带农业科学院橡胶

研究所国家种质资源圃提供，保存于中国热带农

业科学院环境与植物保护研究所演丰基地。 

1.1.3  培养基   PDA、LB、察氏培养基、AEA

培养基、SNA 培养基均为常规配置培养基。 

1.2  方法 

1.2.1  橡胶树炭疽病疫情随机踏查与固定监测方

法  2017—2018 年，对海南省植胶区进行橡胶树

品种（系）、面积以及炭疽病害调查。调查方法参

考农业行业标准 NY/T 3197—2018《热带作物种质

资源抗病虫鉴定技术规程 橡胶树炭疽病》进行。 

2017—2019 年，选择海南省琼中县阳江农场

的多年生增殖苗圃作为海南省橡胶树炭疽病疫情

动态变化的固定监测点，每年 2—10 月对监测点
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的病情指数变化情况等数据进行记录和整理。橡

胶树炭疽病样品采集、分离、纯化与保存均采用

常规植物病理学实验方法[20]进行。 

1.2.2  形态观察  供试菌株在 PDA 平板上培养

7 d 后，观察菌落形态，通过 AEA 培养基和 SNA

培养基促进菌株产孢，显微镜下观察分生孢子、

分生孢子梗和附着胞等微观形态，并记录其大小。

形态鉴定参考《普通植物病理学》[9]和《植物病

原真菌学》[10]对菌株进行形态上的初步分类鉴定。 

1.2.3  系统发育分析  （1）菌株基因组 DNA 提

取。将已鉴定、纯化培养的菌株接种于 PDA 平板，

置于 28 ℃培养箱内培养 7 d，用 CTAB 法提取菌

株 DNA[6]。 

（2）多基因测序。选择核糖体转录间隔区

（ITS）、β-微管蛋白基因（tub）和 3-磷酸甘油醛

脱氢酶基因（GAPDH）部分序列进行多基因系统

发育分析。所用引物见表 1，PCR 扩增体系（总

体积 25 µL）：2.5 mmol/L dNTP Mixture 2 µL；

TaKaRa LA Taq 高保真酶 0.5 µL；2×GC buffer Ⅰ

12.5 µL；10 µmol/L 上、下游引物各 1 µL；ddH2O 

7 µL；Template 1 µL。PCR 反应程序见表 1。扩增

产物经 1%琼脂糖凝胶电泳分离，利用天根生化科

技（北京）有限公司回收试剂盒回收目的片段。

将回收纯化的 PCR产物送深圳华大基因科技有限

公司进行测序，将测序结果置于 NCBI 上 BLAST

进行比对分析。 
 

表 1  基因及相应引物 
Tab. 1  Gene and primers 

基因 
Gene 

引物 
Primer 

引物序列（5'‒3'） 
Primer sequence (5'‒3') 

反应程序 
Reaction system 

ITS1 TCCGTAGGTGAACCTGCGG ITS[21] 

ITS4 TCCTCC GCTTATTGATATGC 

94 ℃ 5 min；94 ℃ 45 s，57 ℃ 45 s，72 ℃ 50 s，34 个循

环；72 ℃ 5 min，于 4 ℃保存 

T1 AACATGCGTGAGATTGTAAGT tub[22] 

Bt-2b ACCCTCAGTGTAGTGACCCTTGGC 

94 ℃ 5 min；94 ℃ 45 s，56 ℃ 45 s，72 ℃ 1 min，34 个循

环；72 ℃ 5 min，于 4 ℃保存 

GDF GCCGTCAACGACCCCTTCATTGA GAPDH[21] 

GDR GGGTGGAGTCGTACTTGAGCATGT 

94 ℃ 5 min；94 ℃ 45 s，62 ℃ 45 s，72 ℃ 30 s，34 个循

环；72 ℃ 5 min，于 4 ℃保存 

 

（3）构建系统发育树。在 NCBI 的 GenBank

数据库中下载博宁炭疽复合种所用模式种的序

列，利用 MEGA v. 6.0 软件对所获得的序列分别

进行比对，删除不确定的序列，利用 Sequence 

Matrix 1.7.8 软件对 ITS、tub 和 GAPDH 进行序列

拼接，获得完整的序列数据。利用 MEGA v. 6.0

中 Model 进行模块预测，再利用该软件 Phylogeny

中的 Maximum Likelihood 方法构建系统发育树，

以 C. truncatum 作为外群，1000 重复。 

1.2.4  致病力测定  采用孢子悬浮液接种法，将孢

子悬浮液（孢子浓度为 1×106 个/mL）接种至海南

省橡胶树主栽品种（大丰 95、PR107、热研

7-33-97、RRIM600）离体古铜期叶片上，以接种

菌株 MeCkYN1705 孢子悬浮液为阳性对照，以接

种无菌水为阴性对照，每个处理 3 片叶子，每片

叶子处理 3 个点，3 次重复共 9 片叶子，25 ℃恒

温保湿培养 3 d 后检查发病情况，用十字交叉法

测量病斑直径，以病斑直径评价其致病力。 

1.2.5  药剂敏感性测定  （1）多菌灵和咪鲜胺药

剂母液配置。称取 98%多菌灵原药粉剂（江苏新

跃达生物科技有限公司）0.5 g 溶解于 1 mol/L 稀

盐酸中，待粉末完全溶解后用无菌水定容至

50 mL，过滤、灭菌，获得 10 000 µg/mL 的母液，

于 4 ℃保存。 

称取 96%咪鲜胺锰盐原药（江苏辉丰农化股

份有限公司）0.05 g 粉剂溶解于甲醇中，用无菌

水定容至 50 mL，过滤、灭菌，获得 1000 µg/mL

的母液，于 4 ℃保存。 

（2）含药培养基配置。在融化后降温至 55 ℃

左右的 PDA 培养基中添加不同体积的多菌灵和咪

鲜胺母液，分别制成不同浓度的多菌灵和咪鲜胺含

药 PDA 培养基。不同药剂处理浓度梯度见表 2。 

（3）敏感性评价。参考刘艳[6]的方法，进行 
 

表 2  供试药剂浓度 
Tab. 2  Concentration of test fungicide 

菌株 
Bacterial strain

药剂 
Fungicide 

浓度 
Concentration/(µg·mL–1) 

98%多菌灵原药 600, 800, 1000, 1200, 1400HCgHNQZ1736

96%咪鲜胺锰盐

原药 

0.01, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16

98%多菌灵原药 0.02, 0.03, 0.04, 0.05, 0.06MeCkYN1705 

96%咪鲜胺锰盐

原药 

0.01, 0.02, 0.04, 0.08, 0.16
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敏感性测定并计算回归方程和 EC50。 

1.3  数据处理 

按随机区组试验设计的数据处理方法整理试

验数据，使用 SPSS 和 Excel 软件对试验数据进行

统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  海南省橡胶树炭疽病疫情分析 

2.1.1  海南省橡胶主栽区与主栽品种概况  为了

更好地了解橡胶种植情况和橡胶炭疽病的发生流

行，笔者联合海南天然橡胶产业集团股份有限公

司对海南省橡胶主栽品种和分布进行调查统计，

结果见表 3 和图 1。经调查，现海南省橡胶主产 

区共种植橡胶树约 200 000 hm2，开割面积达到约

163 000 hm2。其中，儋州和琼中为海南省主要的

植胶地区，总面积均达到 30 000 hm2 以上；其次，

澄迈、乐东、白沙的种植面积达 20 000 hm2 左右，

亦为海南省橡胶产业的中坚力量；其余地区橡胶

种植相对较少。 

在调查地区中， PR107 的 种 植 面 积 约 为

102 000 hm2，占 51.06%；RRIM600 的种植面积约

为 86 700 hm2，占 43.39%；热研 7-33-97 的种植

面积约为 4333 hm2，占 2.17%；大丰 95 的种植面

积约为 1800 hm2，占 0.90%；海垦系列的种植面

积约为 2613 hm2，占 1.31%；其他橡胶品种均为

零星种植，总种植面积约为 2347 hm2，占 1.18%。 
 

表 3  海南省橡胶主产区主栽品种统计 
Tab. 3  Statistics of main cultivation varieties of rubber in the main production areas of Hainan province 

不同品种面积 
Area of different varieties/hm2 

开割林段 
Cutting forest section 

地区 
Location 

PR107 RRIM600
大丰 95 
Dafeng 

热研 7-33-97
Reyan7-33-97

海垦系列
Haiken 
series 

其他 
Other 

总面积 
Total area/hm2

面积 
Area/hm2 

占比 
Proportion/% 

琼海 3306.67 4693.33 60.00 46.67 20.00 6.67 8133.33 6572.54 80.81 

万宁 4426.67 9453.33 60.00 113.33 0.00 153.33 14 200.00 13 081.04 92.12 

定安 2673.33 2706.67 6.67 40.00 946.67 106.67 6480.00 4952.66 76.43 

屯昌 9573.33 5473.33 40.00 426.67 0.00 0.00 15 513.33 12 554.94 80.93 

澄迈 12 060.00 4920.00 33.33 186.67 753.33 206.67 18 160.00 14 578.85 80.28 

临高 2926.67 1713.33 0.00 140.00 53.33 33.33 4853.33 3703.58 76.31 

儋州 23 786.67 5220.00 66.67 1133.33 226.67 93.33 30 526.67 25 459.24 83.40 

保亭 5546.67 5753.33 573.33 746.67 66.67 293.33 12 980.00 10 042.63 77.37 

三亚 426.67 6133.33 0.00 153.33 0.00 0.00 6713.33 6169.55 91.90 

乐东 626.67 17 966.67 0.00 900.00 0.00 0.00 19 486.67 15 281.45 78.42 

东方 526.67 5946.67 0.00 6.67 20.00 0.00 6500.00 5342.35 82.19 

昌江 2053.33 3080.00 13.33 253.33 40.00 86.67 5520.00 4419.31 80.06 

白沙 13 073.33 7106.67 0.00 133.33 126.67 233.33 20 673.33 16 294.72 78.82 

琼中 21 000.00 6506.67 953.33 66.67 366.67 1120.00 30 020.00 25 006.66 83.30 

总计 102 000.00 86 673.33 1800.00 4333.33 2613.33 2346.67 199 773.33 163 015.04 81.60 

 
2.1.2  炭疽病疫情踏查与监测结果  （1）随机踏

查结果。2017—2018 年，对海南省儋州市、琼中

县、乐东县、万宁市、白沙县、澄迈县等主栽区

进行了橡胶树炭疽病随机踏查（表 4）。根据发病

症状进行区分，尖孢炭疽菌复合种症状主要是病

斑凸起，胶胞炭疽菌导致的发病症状主要是水渍

状病斑及叶尖叶缘卷曲（图 2）。调查结果表明，

炭疽病在各个主栽区普遍发生，苗圃、定植胶园

及开割胶林均有发生。儋州市西联农场主要受胶

孢炭疽菌复合种侵染的影响，乐东县保显农场、

白沙县大岭农场主要受尖孢炭疽菌复合种侵染的

影响，而其他地区尖孢炭疽菌和胶孢炭疽菌同时

发生，属于尖孢炭疽菌和胶孢炭疽菌混合侵染。 

总体来说，在田间条件下热研 7-33-97、PR107、

RRIM600 等海南省主栽橡胶树品种对橡胶炭疽

病均不具备良好的抗性，炭疽病主要发生在橡胶

树抽芽期至淡绿期，2—4 月橡胶树抽叶时遇连续

低温、阴雨、高湿天气，致使疫情暴发成灾，该 
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图 1  海南省橡胶主产区主栽品种占比 
Fig. 1  Proportion of main cultivation varieties in the main 

rubber production areas of Hainan province 

时期为防治关键期；在苗圃地若栽培管理措施较

粗放则橡胶树炭疽病终年发生，如乐东保显农场、

白沙大岭农场和儋州市等地的苗圃和增殖圃均普

遍发生炭疽病，典型症状见图 2。 

（2）固定监测结果。2017—2019 年，对固定

监测点开展了炭疽病的年度消长动态调查，监测

点为琼中县阳江农场苗圃，林地类型为多年生增

殖苗圃，品种为 PR107，炭疽病在调查期间全程

均有发生。调查发现，病原菌可以侵染为害全年

中任何时候萌发的橡胶树嫩叶。橡胶树叶片开芽

至展叶期（小古铜期）为最感病阶段，大古铜至

变色期为中度感病阶段，淡绿叶只是轻度感病，

而老化叶基本不再感病。橡胶树发芽时病害即可

发生，最初为害萌发的嫩叶，随后古铜期和淡绿

期的叶片也受感染。病害消长动态如图 3 所示，

每年 2—3 月炭疽病害暴发型增长，为炭疽病疫情

的暴发流行期，3—4 月病情指数达到最高，随后

病情指数逐级下降并趋于平缓，这一发病情况与

橡胶树的萌芽抽叶期吻合，同时受气候条件的影

响大，物候、降雨量和温湿度满足时病害亦会加

重。监测结果显示，2019 年的病情指数显著低于

2017 年和 2018 年，推测 2019 年是由于气候条件 

 

 
 

A：乐东县保显农场；B：儋州西联农场。 
A: Baoxian Farm in Ledong county; B: Xilian Farm in Danzhou. 

图 2  橡胶树苗圃炭疽病侵染发病症状 
Fig. 2  Symptoms of anthracnose infection  

in rubber nurseries 
 

表 4  海南省橡胶主产区主栽品种炭疽病发病情况 
Tab. 4  The incidence of anthracnose of main cultivation varieties in the main rubber production areas of Hainan province 

地区 
Location 

PR107 RRIM600 
大丰 95 

 Dafeng95 
热研 7-33-97 Re-

yan 7-33-97 
海垦系列 

Haiken series 
其他 
Other 

琼海 ++– – ++– – ++– – ++– – ++– – ++– – 

万宁 ++– – ++– – ++– – ++– –   ++– – 

定安 ++– – ++– – ++– – ++– – ++– – ++– – 

屯昌 ++– – ++– – ++– – ++– –     

澄迈 ++– – ++– – +– – – ++– – ++– – ++– – 

临高 ++– – ++– –   +++– +++– ++– – 

儋州 +++– ++– – +++– ++– – ++– – ++– – 

保亭 ++– – ++– – ++– – ++– – ++– – ++– – 

三亚 ++– – ++– –   ++– –     

乐东 +– – – +– – –   ++– –     

东方 ++– – ++– –   +– – – ++– –   

昌江 ++– – ++– – +++– +– – – +– – – ++– – 

白沙 +– – – +– – –   ++– – +– – – ++– – 

琼中 ++– – ++– – ++– – ++– – ++– – ++– – 

注：+表示胶胞炭疽菌，–表示尖孢炭疽菌；+、–不同个数表示炭疽病发病严重程度。 

Note: + indicates C. gloeosporioides, –indicates C. oxysporum, +, - different numbers indicate the severity of incidence of anthracnose.
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图 3  琼中县阳江农场橡胶树炭疽病病情指数变化趋势 
Fig. 3  Change trend of anthracnose disease index of rub-

ber trees in Yangjiang Farm, Qiongzhong county 
 

良好，不利于病原菌暴发导致。 

2.2  菌株分离与致病性测定 

2017—2018 年，从海南省主要橡胶种植区采

集病样 264 份，获得炭疽病分离物 140 份，结果

发现，分离物的菌丝菌落形态与常规尖孢炭疽菌

和胶胞炭疽菌差异不大，进行抽样初步分析孢子

形态，发现菌落色素也与尖孢炭疽菌和胶胞炭疽

菌差异不大，仅其中采自琼中县阳江农场苗圃的

炭疽病样品中有 1 株炭疽病菌菌落颜色异常，菌

落背面产生橙红色色素，初筛发现其对多菌灵有

抗性，因此对该菌株进行进一步研究。柯赫氏法 

则验证结果表明（图 4），证明该菌株能引起橡胶

树炭疽病，用无菌超纯水进行菌株保存，编号为

HCkHNQZ1736。 

2.3  形态鉴定结果 

对菌株 HCkHNQZ1736 和 MeCkYN1705 进行

培养和观测（图 5），结果表明，在 PDA 培养基

上气生菌丝为毛毡状，菌丝平伏、边缘整齐，呈

圆形，28 ℃培养箱内菌落生长速率约为 (10.5± 

1.5)mm/d，生长初期 2 个菌株背面均为乳白色至

奶黄色，生长后期菌株 HCkHNQZ1736 背面逐渐

转变为橙红色。此外，通过显微镜观察 2 个菌株

的显微结构基本一致，子囊壳近球形，表面呈蜂

窝状斑纹，直径为 80.4~90.6 µm；子囊孢子单行

或双行排列，边缘整齐，一端钝圆一端呈锥形或

弯曲，大小为(4.2±0.9)µm×(14.2±1.1)µm；分生孢

子圆柱状，边缘整齐，两端钝圆，大小为(4.8± 

0.7)µm×(15.2±0.9)µm，有 1~2 个油滴；附着胞为

深棕色至黑褐色，呈椭圆形或近圆形，边缘整齐，

大小为(5.4±0.4)µm×(8.2±0.6)µm；孢子梗透明至

淡褐色，光滑，有隔膜和分支，多为簇状分布，

长度约为 50 µm。根据上述菌落形态和显微结构

等特征初步推测菌株 HCkHNQZ1736 为博宁炭疽

菌复合种。 
 

 
 

A：田间发病症状；B：分离获得菌株 HCkHNQZ1736；C：接种 HCkHNQZ1736（左下角接种点为 CK）；D：再次分离获得 HCkHNQZ1736。 
A: Field symptoms; B: Separation to obtain HCkHNQZ1736; C: Inoculate with HCKHNQZ1736 (inoculation point at the lower left is CK);  

D: HCkHNQZ1736 was isolated again. 

图 4  菌株 HCkHNQZ1736 的科赫氏法则验证 
Fig. 4  Verification of Koch’s Rule of strain HCKHNQZ1736 

 
2.4  系统发育分析 

利用引物对 ITS1/ITS4、T1/Bt-2b、GDF/GDR

分别对菌株 HCkHNQZ1736 和 MeCkYN1705 的基

因组 DNA 进行 PCR 扩增，分别获得 575、751、

239 bp 的片段，验证测序后将获得的基因序列在

GenBank 中进行 BLAST 比对，供试菌株的 ITS

序列与 C. boninense 的同源性为 99%；供试菌株

的 tub 序列与 C. karstii 的同源性为 99%；供试菌

株的 GAPDH 序列与 C. karstii 的同源性为 99%。 

下载博宁炭疽复合种中各种模式菌株的多基

因序列，利用 MEGA v. 6.0 软件进行比对后手动

校正，将各基因序列以首尾相接的方式进行连接，

比对后包括外群 C. truncatum 在内共有 1245 个序

列特征，序列 1~507 为 ITS 序列；508~1003 为 tub2

序列；1004~1245 为 GAPDH 序列。用最大似然法

中的 Hasegawa- Kishino-Yano model 模块构建系

统发育树（图 6），供试菌株与 C. karstii 聚为同一

分支，节点支持率为 98%，表明供试菌株属于喀斯 
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A：HCkHNQZ1736 菌落正背面形态；B：MeCkYN1705 菌落正背面形态；C：HCkHNQZ1736 子囊孢子；D：HCkHNQZ1736 分生孢

子；E：MeCkYN1705 分生孢子；F：HCkHNQZ1736 附着胞；G：HCkHNQZ1736 分生孢子梗； 

H：HCkHNQZ1736 完整子囊壳；I：MeCkYN1705 破碎子囊壳。 
A: Colony front and back morphology of HCkHNQZ1736; B: Colony front and back morphology of MeCkYN1705; C: Ascospores of 

HCkHNQZ1736; D: Conidia of HCkHNQZ1736; E: Conidia of MeCkYN1705; F: Appressorium of HCkHNQZ1736; G: Conidiophores of 
HCkHNQZ1736; H: Complete ascus of HCkHNQZ1736; I: Broken ascus of MeCkYN1705. 

图 5  菌株培养形态 
Fig. 5  Culture morphology of strains 

 

特炭疽（C. karstii）。 

2.5  致病力测定结果 

通过致病力测定，发现菌株 HCkHNQZ1736

和 MeCkYN1705 对 4 个主栽品种大丰 95、RRIM-

600、PR107 和热研 7-33-97 均表现出很强的致病

力，与菌株 MeCkYN1705 相比，菌株 HCkHNQZ-

1736 对 4 个海南主栽橡胶树品种古铜期叶片的

致病力稍弱，发生侵染后 3 d 的平均病斑直径分

别为 10.33、10.90、10.57、9.17 mm，其中对 RRIM-

600 的致病力最强，对热研 7-33-97 的致病力较

弱（表 5）。 

2.6  喀斯特炭疽菌的药剂敏感性 

菌株 HCkHNQZ1736 和 MeCkYN1705 对不同

浓度的 98%多菌灵原药和 96%咪鲜胺锰盐原药敏

感性测定结果如表 6 所示，通过计算获得菌株

HCkHNQZ1736 和 MeCkYN1705 在多菌灵和咪鲜 

表 5  供试菌株的致病力 
Tab. 5  Pathogenicity of tested strains 

病斑直径 Spot diameter/mm 
菌株 
Strain 大丰 95 

Dafeng 95
RRIM600 PR107 

热研 7-33-97
Reyan 7-33-97

HCkHNQZ1736 10.33b 10.90a 10.57b  9.17c 

MeCkYN1705 10.83c 11.80b 11.90b 12.17a 

注：同行不同小写字母表示品种间差异显著（P<0.05）。 
Note: Different lowercase letters in the same row indicate sig-

nificant difference among varieties (P<0.05). 
 

胺锰盐筛选压力下的毒力回归方程、相关系数（r）

以及 EC50 值。结果表明，在多菌灵的筛选压力下，

HCkHNQZ1736 产生非常强的抗药性，EC50 达到

1107.2654 µg/mL，而 MeCkYN1705 的 EC50 仅为

0.0554 µg/mL；在咪鲜胺锰盐的筛选压力下，药

剂对 HCkHNQZ1736 和 MeCkYN1705 的作用效果

相近，2 个菌株均未表现出抗药性，EC50 分别为 
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图 6  基于 ITS、tub、GAPDH 序列的系统发育树 

Fig. 6  Phylogenetic tree based on ITS, tub, GAPDH gene 
 

表 6  供试菌株的药剂敏感性 
Tab. 6  Fungicide sensitivity of tested strains 

药剂 Fungicide 菌株 Strain 回归方程 Regression equation 相关系数 r EC50/(µg·mL–1) 

HCkHNQZ1736 y=–9.6805+4.8224x 0.9882 1107.2654 98%多菌灵 

MeCkYN1705 y=8.5335+2.8120x 0.9534 0.0554 

HCkHNQZ1736 y=6.2068+1.0915x 0.9762 0.0784 96%咪鲜胺 

MeCkYN1705 y=6.2202+1.0987x 0.9962 0.0775 

 

0.0784、0.0775 µg/mL。 

3  讨论 

通过调查发现，海南省目前种植的橡胶树品

种中，51.06%为 PR107，43.39%为 RRIM600，

2.17%为热研 7-33-97，0.90%为大丰 95，1.31%为

海垦系列，其余品种共占 1.18%，可见海南省橡

胶树主栽品种相对单一且面积大，主栽品种中，

PR107 抽叶不整齐，在炭疽病侵袭时往往需要反

复治理；RRIM600 开割后抽叶相对整齐，物候比

较一致，整体上适合炭疽病的统防统治；热研

7-33-97 相对高产但不抗风，易受台风侵袭发生断

树或倒伏，导致橡胶树林段物候不整齐，炭疽病

常年均有发生，暴发期间需要反复治理。 

为了解和掌握橡胶树炭疽病在田间的真实发

生情况，2017—2019 年对海南省儋州市、琼中县、

乐东县、万宁市、白沙县、澄迈县等主栽区进行

了橡胶树炭疽病的随机踏查，并设置琼中县阳江

农场增殖苗圃作为橡胶树炭疽病病情长期动态监

测点，结果发现橡胶树炭疽病的发生流行情况与

橡胶树的品种（系）以及树龄关系小，而与橡胶

树物候期及生态环境特别是气候相关性联系密

切，抽芽至古铜期如果遇上持续的阴雨天气必导

致炭疽病大暴发，因此橡胶树炭疽病防控措施的

重点是结合天气预报提前预防，一旦发病后防治

将变得极其困难，这与以往胶农反映的现象吻合，

因此，落实抽叶至古铜期的橡胶树炭疽病统防统

治措施要依据天气预报进行调整。 

就目前而言，胶孢炭疽复合种和尖孢炭疽复

合种仍是侵染海南省橡胶树的优势种[23]，本次常

规调查主要也是调查尖孢炭疽菌和胶胞炭疽菌为

主，国内橡胶树上未系统开展调查喀斯特炭疽菌，
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而国内外对喀斯特炭疽菌的报道多在兰花、油茶、

大叶桉、辣椒等作物上[24-26]，迄今为止国内在橡

胶树上的喀斯特炭疽病仅在云南省红河绿春的戈

兰和德宏瑞丽的莫里橡胶树上零星发生[19]。本研

究于海南省橡胶树上首次发现喀斯特炭疽菌的发

生为害，样品采自海南省琼中县阳江农场苗圃，

菌株编号为 HCkHNQZ1736。通过形态观察该菌

株在 PDA 平板上的生长状况，对子囊、分生孢子、

子囊孢子、附着胞、孢子梗等结构进行初步鉴定，

鉴定该菌株为博宁炭疽菌复合种；利用多基因分

析对其 ITS、tub 和 GAPDH 三个基因进行同源性

比较并构建系统发育树，进一步基于多位点的系

统发育分析确定该菌株的分类地位[11-13, 27-28]，同

源比较后鉴定该菌株为喀斯特炭疽（C. karstii）。

由此可见，博宁炭疽中的喀斯特炭疽菌已经在云

南和海南橡胶产区发现，以后普查中应注意加强

对该类菌株的监测，并对其生物学特性和流行学

进行深入研究，以便在生产上能更高效地全面防

控橡胶树炭疽病。  

本研究还开展了菌株 HCkHNQZ1736 对海

南主栽橡胶树品种的致病力研究，并明确其对

多菌灵和咪鲜胺的药剂敏感性，经过药剂敏感

性测定发现该菌株对多菌灵具有高抗性，EC50 达

到 1107.2654 µg/mL，且该菌株菌落背面颜色在生

长 3 d 左右转变为橙红色，有别于敏感性菌株的

奶黄色。郑肖兰等[29]克隆了该菌株的 tub2 基因，

序列分析发现其所编码的第 198 氨基酸位点由谷

氨酸（Glu-E）突变为丙氨酸（Ala-A），该氨基酸

位点突变是导致该菌株产生多菌灵抗性的原因。

上述研究结果与詹儒林[30]、李河等[31]的炭疽菌抗

药性机理研究结果一致，高抗菌株为三联密码子

第 198 位点从 GAG 突变为 GCG，导致第 198 位

点的氨基酸由谷氨酸突变为丙氨酸。 

植物病原炭疽菌对苯并咪唑类的抗药性研究

主要集中在苯并咪唑类杀菌剂，该类杀菌剂是 20

世纪 60 年代末 70 年代初开发的一类含有苯并咪

唑分子结构的高效且广谱的内吸性杀菌剂。尽管

目前苯并咪唑类杀菌剂的抗药性问题已日趋严

重，但这类杀菌剂仍被全世界广泛使用，用于防

治多种植物病害[32]。苯菌灵是第一个应用于大田

的苯并咪唑类杀菌剂，自 1967 年开始使用，1969

年 SCHROEDER 等[33]首次报道黄瓜白粉菌对苯

菌灵产生了抗药性。随后在许多国家均陆续发现

对该类药剂产生抗性，如 1982 年 SPALDING[34]

报道了芒果炭疽菌对多菌灵的抗性，1987 年周明

国等[35]在灰霉菌中检测到多菌灵抗性菌株，1994

年 JOHNSON[36]报道了灰葡萄孢对苯菌灵的抗

性，DE LAPEYRE 等[37]报道了香蕉炭疽菌对特克

多的抗性。2001 年周明国等[38]报道了引起小麦赤

霉病的禾谷镰孢菌对多菌灵出现了高抗药性，

2003 年朱桂宁等[39]研究发现番茄灰霉病菌对多

菌灵抗性很高；随后，詹儒林[30]、杨叶等[40]和徐

大高等 [41]均报道了海南芒果炭疽菌对多菌灵产

生了抗药性。李洋[42]报道了葡萄炭疽菌对多菌灵

产生了抗药性。因此科学合理地使用农药，延缓

病菌对农药产生抗药性及科学治理抗药性是农药

防治领域中具有重要意义的课题[40, 43]。本研究结

果显示大田中橡胶树炭疽病已经产生了苯并咪唑

类多菌灵高抗药性菌株，如果此类抗药性菌株传

播速度快，适生性强，将会在生产上给橡胶树或

其他作物带来极大的潜在危险，高抗性炭疽菌的

普查将是下一步病害常规调查的重点，炭疽菌的

抗药性基础研究、流行研究以及防控措施等相关

研究将也是今后农业发展中高度重视的研究内容

之一。因此今后的研究应重点关注和监测橡胶树

炭疽菌抗药性发生情况，减少易产生抗药性杀菌

剂的使用，并深入研究炭疽菌数量多、分布范围广

的分子机制，为有效防治橡胶树炭疽病奠定基础。 
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