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甘蔗抗黑穗病的鉴定新方法及其品种抗性评价
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摘要 为建立甘蔗黑穗病抗性鉴定新方法,对甘蔗黑穗病菌冬孢子进行单孢分离和交配型鉴定,以相异交

配型1∶1的混合菌体注射接种甘蔗小苗生长点或其下嫩梢,并对接种菌体的浓度、接种量进行优化,结果表明:

注射接种较适合的交配型孢子浓度为5×105个/mL,接种菌液注射量以每株90μL较为适宜;与浸渍接种相比,

注射接种发病潜伏期短、发病率高,能较充分地评价寄主的抗性水平及生理小种类型。应用新建立的注射接种

和常用浸渍接种对22份甘蔗品种(材料)进行接种,结果表明:注射接种有感病品种1个,高感品种21个;浸渍接

种有抗病品种1个,中抗品种2个,感病品种8个,高感品种11个。
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  甘蔗(Saccharumofficinarum L.)是中国重要

糖料作物,也是有发展潜力的可再生能源作物。由

甘蔗鞭黑粉菌(UstiliagoscitamineaSydow)引起

的甘蔗黑穗病(sugarcanesmutdisease),自1877年

南非纳塔尔(Natal)首先报道以来[1],该病现已成为

世界范围内广泛流行的重要甘蔗病害,除巴布亚新

几内亚(PapuaNewGuinea)外,所有植蔗国和地区

均有该病发生的报道[2-3]。甘蔗黑穗病也是中国大

陆蔗区经济危害性最严重的主要甘蔗病害之一[4-5]。
目前,中国甘蔗主栽品种普遍感染黑穗病,田间发病

率超过10%,有的田块甚至超过50%,经济损失

严重[4]。
抗病育种是防治甘蔗黑穗病最经济最有效的措

施,抗病性鉴定方法是抗病育种的关键技术之一,常
用的甘蔗黑穗病抗性鉴定方法是冬孢子浸渍法[6]。
沈万宽等[7]、王维赞等[8]采用冬孢子浸渍法对引进

甘蔗品种进行黑穗病抗性鉴定;杨李和[9]应用冬孢

子浸渍法对云南割手密种、斑茅种、滇蔗茅种后代进

行黑穗病抗性鉴定;夏红明等[10]采用冬孢子浸渍法

对甘蔗优异育种材料进行黑穗病抗性鉴定。这些方

法鉴定结果比较接近自然条件下黑穗病田间发生水

平,但由于采用的接种体为混合冬孢子,不能鉴定出

寄主所抗感的黑穗病菌生理小种类型。另外,还需

要采集大量的甘蔗黑穗病菌冬孢子作为接种源,所
以工作量较大。

甘蔗鞭黑粉菌隶属担子菌门的黑粉菌属,其厚

垣孢子在潮湿的环境下,萌发形成长短不一的担

子[11-12],其上着生4个无色透明、椭圆形的担孢子,
其中2个为“+”交配型,2个为“-”交配型,“+”和
“-”交配型的担孢子相结合形成具有侵染力的双核

菌丝体[13];单独的“+”或“-”担孢子不能形成菌

丝,也不具有侵染力,但可以不断芽殖[14-15]。以甘蔗

鞭黑粉菌的“+”和“-”交配型菌体作为接种体进行

甘蔗黑穗病抗性鉴定尚未见报道。笔者对甘蔗鞭黑

粉菌冬孢子进行了单孢分离培养和交配型鉴定,并
以“+”和“-”交配型菌体作为接种体,旨在探讨甘

蔗黑穗病抗性鉴定新方法,为甘蔗抗黑穗病育种提

供技术支撑。

1 材料与方法

1.1 供试品种

供试甘蔗品种(材料):粤糖02-373、粤糖02-
305、粤糖03-373、粤糖03-393、粤糖04-232、粤糖

91-976、HoCP93-746、CP72-1210、ROC10、ROC22、
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崖城71-374、桂糖00-122、粤糖93-159、良糖2号、
桂糖11号、CP85-384、粤糖63-237、ROC20、ROC25
等19个;以 N:Co310(感小种1、抗小种2)、F134
(感小种2、抗小种1)、N:Co376(对小种1、2免疫)
为对照品种。

供试甘蔗品种(材料)均来源于广州甘蔗糖业研

究所甘蔗种质保育圃,其中“粤糖”由广州甘蔗糖业

研究所育成,“桂糖”由广西甘蔗研究所育成;“崖城”
由海南甘蔗育种场育成;“ROC”、“F”和“良糖”由台

湾糖业研究所育成;“N:Co”由南非育成;“CP”和
“HoCP”由美国育成。
1.2 冬孢子的采集与保存

于2012年5月下旬,从广东省翁源县茂源糖业

公司试验基地采集主栽品种ROC22上新抽出的黑

穗病鞭子(冬孢子),于室温自然风干4~5d,用毛笔

轻轻刮下各鞭子上的冬孢子,将冬孢子充分混匀后

分装于小滤纸袋中(每袋10g),保存于4℃冰箱中

备用。
1.3 单孢分离与交配型鉴定

参照Singh等[16]的方法进行。在无菌条件下,
取上述微量新鲜甘蔗黑穗病菌冬孢子用YEPS(蔗
糖20g/L,蛋白胨20g/L,酵母浸出物10g/L,pH
值6.5)液体培养基(含50μg/mL氨苄青霉素),经
多次充分稀释,吸取100~200μL稀释液均匀涂板

于YEPS固体培养基上,于28~30℃,培养2~3d,
挑取1个白色羊毛状单菌落于1~2mLYEPS液体

培养基中,经多次充分稀释,吸取100~200μL稀释

液均匀涂板于YEPS固体培养基上,于28~30℃培

养2~3d,分别挑取10~15个酵母状单菌落于

YEPS液体培养基中,于28~30℃,200r/min振荡

培养1~2d,分别吸取1μL菌液于YEPS固体平板

上进行相互交叉配合,充分吹干后,于28~30℃培

养48~60h,检测菌落生长情况。菌落为白色羊毛

状的,则两菌株为异型(+、-)交配型单倍体担孢

子;菌落为酵母状的,则两菌株为同型(+、+或-、

-)交配型单倍体担孢子。
1.4 注射接种试验

1)菌液浓度的选择。将上述鉴定出的1对异型

(+、-)交配型单倍体担孢子 WT1和 WT2分别配

制成浓度为5×102、5×103、5×104、5×105、5×
106、5×107个/mL孢子悬浮液。接种前,将同浓度

的 WT1和 WT2两种交配型担孢子悬浮液等体积

混合并充分混匀,用1mL的灭菌医用注射器吸取

200μL孢子混合液小心注射于甘蔗小苗(ROC22,
材料种植于网室中)生长点或其下嫩梢接种。每处

理注射接种90株小苗(重复3次,每重复30株)。
接种后材料仍种植于网室里并正常管理,定期调查

甘蔗黑穗病,并将记录后的甘蔗黑穗病株连根拔除,
以免再侵染。连续调查4个月,统计总发病株数,计
算每处理最终发病率。

2)菌液注射量的确定。将上述异型交配型菌株

WT1和 WT2均配制成浓度为5×105个/mL孢子

悬浮液等体积混合并充分混匀,作为接种菌液。用

1mL的注射器分别注射200μL无菌水及30、60、

90、120、150、180μL 孢 子 混 合 液 于 甘 蔗 小 苗

(ROC22,材料种植于网室中)生长点或其下嫩梢。
每处理注射接种90株小苗(重复3次,每重复30
株)。接种后材料仍种植于网室里并正常管理,定期

调查甘蔗黑穗病,计算每处理最终发病率。
利用上述优化建立的注射接种法,对供试品种

进行注射接种,每个材料注射接种60株小苗(重复

3次,每重复20株),正常管理并定期调查黑穗病,
计算每处理最终发病率。
1.5 浸渍接种试验

将检验合格的甘蔗黑穗病菌冬孢子配制成5×
106个/mL的孢子悬浮液(2g干燥冬孢子兑无菌水

1L),再将种芽(每品种30个新鲜单芽)置于孢子悬

浮液中浸泡30min,取出放入塑料袋内封口,经过保

湿催芽24h后种植(重复3次,每重复10个单芽),
正常管理并定期调查黑穗病,计算每处理最终发

病率。
1.6 甘蔗黑穗病抗性分级标准

按照国家甘蔗育种“九五”攻关指标,以每丛发

病株率评价供试品种的抗病性,采用1~9级分级标

准进行抗性分级[8]。

2 结果与分析

2.1 黑穗病菌单孢分离和交配型的鉴定

在显微镜下观察甘蔗黑穗病菌,可见近圆形、棕
褐色的厚垣孢子(图1-A);厚垣孢子为休眠孢子

(冬孢子),在YEPS培养基上可产生白色羊毛状的

单菌落(图1-B);挑取羊毛状的单菌落进行稀释分

离,可获得酵母状单菌落(图1-C)。对单菌落进行

交叉配合可鉴定其交配型(图1-D),若产生羊毛状

菌落,则为相异交配型;若产生酵母状菌落,则为同

型交配型。
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  A.甘蔗鞭黑粉菌冬孢子(200×)TeliosporesofU.scita-
minea (200×);B.羊 毛 状 单 菌 落 Fuzz-likemonocolony;

C.酵母状单菌落 Yeast-likemonocolony;D.有性配合Sexual

matingofmonosporidial.

图1 甘蔗鞭黑粉菌单孢分离和有性配合

Fig.1 Monosporidialisolationandsexualmating
ofU.scitaminea

2.2 注射接种主要参数的优化

1)最佳菌液浓度的确定。为选择最佳的孢子浓

度注射接种甘蔗小苗,利用10倍稀释法分别将甘蔗

黑穗病菌相异交配型担孢子配制成一系列浓度梯

度,等体积混合后接种甘蔗小苗。测定结果表明,甘
蔗黑穗病的发生率随着孢子浓度的增加而增加,当
孢子浓度为5×104个/mL、5×105个/mL、5×106

个/mL、5×107个/mL时,甘蔗黑穗病发生率分别

为39.20%、59.29%、75.47%和81.67%。甘蔗黑

穗病冬孢子浸渍接种试验中,冬孢子浓度为5×106

个/mL,为方便注射接种和浸渍接种鉴定结果的比

较,同时又能使寄主充分发病,故选用交配型孢子

浓度5×105个/mL较为适宜。

2)最佳菌液注射量的确定。注射接种试验的测

定结果表明,甘蔗黑穗病的发生率随着菌液注射量

的增加而增加,当菌液注射量在0~90μL时,随着

接种量的增加,黑穗病发生率从0增加至65.57%,
增加值较大;当菌液注射量在90~180μL时,随着

接种量的增加,黑穗病发生率从65.57%增加至

75.47%,增加值较小。综合考虑黑穗病发生率、菌
液注射量等因素,菌液注射量以每株90μL较为

适宜。
2.3 供试品种黑穗病抗性鉴定

1)黑穗病发生率。由表1可知,在浸渍接种中,

22个供试品种(材料)黑穗病的发生率为7.7%~
100.0%;注射接种中,黑穗病发生率为36.4%~
100.0%。

与浸渍接种相比,22个供试品种(材料)注射接

种的黑穗病发生率仅桂糖00-122、粤糖04-232和粤

糖03-393等3个品种略有下降,分别降低0.22%、

11.90%和20.70%;崖城71-374的黑穗病发生率

2种接种方法相同,均为100%,其余18个品种的黑

穗病发生率均有不同程度增加,增加幅度为4.9%~
65.0%。

2)黑穗病发病潜伏期。发病潜伏期是评价品种

抗病性的主要指标。由表1可知,在浸渍接种中,

22个供试品种(材料)的黑穗病发病潜伏期为49~
159d;注射接种中,22个供试品种的黑穗病发病潜

伏期为35~90d。
与浸渍接种相比,22个供试品种(材料)注射接

种的黑穗病发病潜伏期仅ROC10、ROC22和粤糖

03-393相同或略延长,其余19个品种均有不同程

度缩短,缩短幅度为2~86d,其中缩短20d以上的

有10个品种,占45.45%。

3)黑穗病抗性评价。由表1可知,采用浸渍接

种法抗性水平达R和 MR的甘蔗品种(材料)均仅

有1个,分别为CP85-384、ROC25,均占5.26%;抗
性水平为S的有粤糖02-305、粤糖91-976、粤糖93-
159、良糖2号、CP72-1210、ROC10、ROC20等7个

品种,占36.84%;抗性水平为HS的有粤糖02-373、
粤糖03-373、粤糖03-393、粤糖04-232、粤 糖63-
237、桂糖00-122、桂糖11、崖城71-374、ROC22、

HoCP93-746等10个品种,占52.64%;没有抗性水

平为 HR及 MS的品种,对照品种 N:Co310、F134
和N:Co376的抗性水平依次为HS、S及MS。注射

接种抗 性 水 平 为 S的 品 种 仅 有 粤 糖03-393,占

5.26%;其余18个供试品种的抗性水平均为 HS,
占94.74%;没有抗性水平为 HR、R、MR及 MS的

品种,对照品种N:Co310、F134和N:Co376的抗性

水平均为HS。
与浸渍接种相比,注射接种仅粤糖03-393抗性

水平提高,抗病类型由 HS变为S;10个品种的抗

病水平不变,抗病类型均为 HS;8个品种抗病类型

由S变化为 HS,均有1个品种的抗病类型由 MS、

MR、R变化为HS。

35



  华 中 农 业 大 学 学 报 第33卷 

表1 供试品种(材料)黑穗病的发生率、潜伏期及抗性评价1)

Table1 Smutincidence,latentperiodandresistanceevaluationlevelofthetestedvarieties(materials)

品种(材料)
Varieties(materials)

浸渍接种 Dippinginoculationmethod

潜伏期/d
Latent
period

发病率/%
Disease
incidence

抗性级别
Resistance
grade

抗病类型
Resistance
types

注射接种Injectioninoculationmethod

潜伏期/d
Latent
period

发病率/%
Disease
incidence

抗性级别
Resistance
grade

抗病类型
Resistance
types

粤糖02-373
YT02-373 62 80.0 9 HS 52 100.0 9 HS

粤糖02-305
YT02-305 102 46.2 7 S 73 75.0 8 HS

HoCP93-746 90 53.8 8 HS 66 100.0 9 HS
粤糖91-976
YT91-976 113 42.9 7 S 73 92.3 9 HS

CP72-1210 90 33.3 6 S 66 83.3 9 HS
ROC10 90 50.0 7 S 90 83.9 9 HS
ROC22 62 57.1 8 HS 73 75.0 8 HS
崖城71-374
YC71-374 49 100.0 9 HS 35 100.0 9 HS

桂糖00-122
GT00-122 90 71.4 8 HS 66 69.2 8 HS

粤糖93-159
YT93-159 90 38.5 7 S 73 85.7 9 HS

粤糖03-373
YT03-373 90 53.8 8 HS 73 75.0 8 HS

粤糖03-393
YT03-39 62 57.1 8 HS 66 36.4 7 S

良糖2号
LT2 76 29.4 6 S 66 88.3 9 HS

ROC25 159 10.0 4 MR 73 75.0 8 HS
桂糖11
GT11 54 76.9 9 HS 52 81.8 9 HS

CP85-384 97 7.7 3 R 90 57.1 8 HS
粤糖63-237
YT63-237 103 60.0 8 HS 52 100.0 9 HS

粤糖04-232
YT04-232 62 84.6 9 HS 52 72.7 8 HS

ROC20 90 37.5 7 S 66 71.4 8 HS
N:Co310 62 53.8 8 HS 52 61.5 8 HS
F134 90 42.9 7 S 66 66.7 8 HS
N:Co376 103 14.3 5 MS 66 71.4 8 HS

  1)HR:高抗 Highresistant;R:抗病 Resistant;MR:中抗 Moderatelyresistant;MS:中感 Moderatelysusceptible;
S:感病Susceptible;HS:高感 Highsusceptible.

3 讨 论

本试验对甘蔗黑穗病菌冬孢子进行单孢分离和

交配型鉴定,以等体积5×105个/mL相异交配型混

合菌体作为接种体,用注射器吸取接种菌液注射甘

蔗小苗生长点或其下嫩梢接种,建立起甘蔗黑穗病

注射接种抗性鉴定方法。该方法发病潜伏期短,发

病率高,可充分鉴定出寄主品种的抗性水平,也可以

鉴定出寄主品种所抗感的黑穗病菌生理小种类型及

接种体的致病力强弱。另外,无需大量采集甘蔗黑

穗病菌冬孢子作为接种源,只需采集极微量冬孢子

进行单孢分离及交配型鉴定,并对菌体进行扩大培

养即可满足接种需要。分离培养的交配型菌体还可

以加甘油低温保存,需要时进行菌体活化培养,再次

作为接种菌体,可一次采集冬孢子分离培养,多次作

为接种体使用[17]。

本试验中,注射接种黑穗病的发生率普通高于

同品种(材料)浸渍接种的黑穗病发生率,这可能与

甘蔗对黑穗病的形态学抗性有关。甘蔗黑穗病菌冬

孢子在蔗芽萌发,产生菌丝后入侵至蔗茎内部,菌丝
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通过胞间连丝扩展,至蔗株生长点时则造成生长点

变异,进而产生黑色鞭状物[11,14]。前人的研究结果

表明,蔗芽大小、芽沟深浅、芽鳞紧凑程度、萌芽孔位

置等芽的结构特点与甘蔗品种的抗病性有关[18-20]。

浸渍接种因为存在芽的形态学抗性,而注射接种因

接种菌体直接注射至生长点或其下嫩梢,缺少芽的

形态学抗性,故其黑穗病发病率高于前者,发病潜伏

期也短于前者。但浸渍接种因为未破坏甘蔗植株形

态学抗性,其黑穗病抗性鉴定结果比较接近田间黑

穗病实际发生情况,抗性鉴定结果更合理。

对照品种 N:Co310、N:Co376、F134是中国甘

蔗黑穗病菌生理小种鉴别寄主,其中N:Co310感小

种1、抗小种2,F134感小种2、抗小种1,N:Co376
对小种1及小种2免疫[21-22]。本试验中鉴别寄主

N:Co376(对小种1和小种2免疫)浸渍和注射接种

黑穗病发生率分别为14.3%和71.4%,说明本试验

接种菌体的致病力明显强于以前中国蔗区存在的甘

蔗黑穗病1号和2号生理小种的致病力,极有可能

代表一种新的甘蔗黑穗病生理小种类型。笔者曾报

道,目前中国蔗区存在新的甘蔗黑穗病生理小种[7],

本试验结果佐证了此观点。
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Abstract Inordertodevelopanewresistanceidentificationmethodofsugarcanestosmutdisease,

causedbythefungusUstiliagoscitamineaSydow,andprovidetechnicalsupporttobreedingofsmut
resistantsugarcanes,singleteliosporeofUstiliagoscitamineaSydowwasisolatedandcultured,mating
typeofsporidiawasalsoidentified,byusinga1∶1mixture(plusandminus)matingtypesasinoculum.
Injectioninoculationwascarriedoutatthegrowingpointoryoungstembelowitinyoungersugarcane
seedlings,andtheconcentrationofmatingtype(plusandminus)andinjectionvolumewereoptimizedin
thisstudy.Theresultsshowedthatcomparativelythemostsuitablematingtypeconcentrationwas5×
105sporidia/mL,therelativelyappropriateinjectionvolumewas90μLperplantininjectioninoculation
method.Incomparisonwithcommondippinginoculation,injectioninoculationhasashorterlatentperi-
od,highincidence,anditispossibletosufficientlyevaluateresistancelevelofhostandthetypeofphysi-
ologicalrace.Onthisbasis,twenty-twosugarcanevarieties(materials)wereinoculatedbyusingthe
newlyestablishedinjectioninoculationandcommondippinginoculation,theresultsshowedthatthere
wereonesusceptiblevariety,twenty-onehighsusceptiblevarietiesbyusinginjectioninoculationmethod;

however,oneresistantvariety,twomoderatelyresistantvarieties,eightsusceptiblevarietiesandeleven
highsusceptiblevarietiesbyusingcommondippinginoculationmethod.

Keywords sugarcane;smutdisease;injectioninoculation;dippinginoculation;varieties;resist-
ance

(责任编辑:陈红叶)

65


