
书书书

吴文嫱，韦永选，周　鑫，等．大薯组培苗抗炭疽病接种方法的比较［Ｊ］．江苏农业科学，２０１５，４３（１０）：１７４－１７５，２７８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１５．１０．０５４

大薯组培苗抗炭疽病接种方法的比较

吴文嫱，韦永选，周　鑫，黄小龙，许　云，黄东益
（海南大学农学院，海南海口５７０２０８）

　　摘要：炭疽病是大薯生产上最严重的病害，迫切需要可靠的方法来筛选抗病种质。采用薯蓣上分离到的２份炭疽
病菌株ＳＹ０１、ＤＪ０１的分生孢子对大薯Ｄａ８７、Ｄａ１１５的组培苗进行接种，通过对病情指数的比较分析最佳的接种方法。
结果表明：大薯Ｄａ８７、Ｄａ１１５对炭疽菌的抗性差异极显著，菌株 ＳＹ０１、ＤＪ０１之间致病力差异极显著；在筛选的接种方
法中，最佳的为使用３×１０６个／ｍＬ孢子浓度的涂抹法。
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　　薯蓣家族广泛种植于热带和亚热带地区，大薯被公认为
是薯蓣中分布最广、最多的种［１］。大薯（Ｄｉｏｓｃｏｒｅａａｌａｔａ）别称
参薯、脚板薯、菜山药，为薯蓣属单子叶藤本植物，在我国长江

以南地区均有种植，是四大薯类作物中营养最丰富的作物，在

非洲一些国家是仅次于木薯的主粮。

炭疽病发病可从苗期开始一直到采收，严重影响大薯的

生长及薯块的产量。来自加勒比、南太平洋、西非和印度等国

家和地区的统计结果表明，该病严重时导致产量下降９０％，
几种常见的栽培种都缺乏抗性［２－３］。炭疽病（胶孢炭疽菌）

引起叶片坏疽并且藤蔓枯萎，导致光合作用表面积的下降并

且伴随着薯蓣块茎产量的下降。在块茎形成前或者是形成期

间病害的流行对块茎产量的影响是极大的。炭疽病可发生在

全株，包括叶片、藤蔓、薯块，带病的种薯、土壤会持续影响，甚

至导致绝种［４］。在我国南方地区，高温多雨的天气更有利于

大薯炭疽病的发生和发展。在法国西部和尼日利亚侵染薯蓣

类作物的炭疽病病原菌表现出遗传性和致病性的明显差

异［５－８］。国内外大多采用离体叶片进行抗性鉴定，笔者经过

多年研究发现该法并未能完全反映种质的抗性水平且重复性

比较差。由于大薯在种植时主要采用薯块育苗，进行苗期抗

性鉴定需要大量的薯块，且生产周期上无法满足准确可靠的

抗病性鉴定的试验要求。用组培苗进行大量基因型的快速筛

选对于胶孢炭疽菌的毒力和侵染力的分析是精确有用的［９］，

组培苗还可用于栽培种 －分离物互作的研究和研究侵染进
程［１０－１１］。更进一步，组培苗可用于评价栽培种对特定分离物

的反应。这些对于非当地的胶孢炭疽菌的筛选和国家交流项

目的薯蓣评价是可行的［１２］。因此，本研究欲采用已分离鉴定

的炭疽病菌对大薯组培苗进行抗性鉴定，筛选最佳的接种方

法。目前，笔者所在课题组已经收集了我国南方地区１６０份
的大薯种质资源，建立了我国的薯蓣种质资源圃，分离鉴定了

１００株来自薯蓣的炭疽病菌株，建立快速有效的苗期抗性鉴
定方法对于我国大薯抗性种质资源的筛选十分必要。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试菌株：ＤＪ０１（分离自海南儋州大薯）、ＳＹ０１（分离自海

南海口山药）；供试大薯：Ｄａ８７、Ｄａ１１５；盆栽基质：营养土 ∶陶
粒 ∶草木灰＝３∶１∶１。
１．２　试验方法
１．２．１　大薯组培苗的获得　以幼嫩的大薯实生苗的单个带
节茎段为外植体，经自来水冲洗 ３０ｍｉｎ，用 ７５％乙醇浸泡
１５ｓ，选用０．１％ＨｇＣｌ２处理８～１０ｍｉｎ，再用无菌水洗 ３～５
次。将消毒好的带芽茎段接种到培养基（ＭＳ＋３％蔗糖 ＋
０３％植物凝胶，ｐＨ值５．８）中。无菌苗培养２个月，选择长
出５～８张叶且已生根的材料进行炼苗。炼苗１周后移栽至
营养钵，待植株叶片开始恢复生长后进行接种。

１．２．２　接种菌孢子的制备　先将菌种接在ＰＤＡ平板上进行
活化，在２８℃下培养７ｄ，经过过滤纯化后收集孢子配置悬浮
液。采用血球计数板计数法将供试菌株的孢子悬浮液分别配

制成３个浓度：３×１０５、３×１０６、３×１０７个／ｍＬ。
１．２．３　接种方法　接种采用喷雾法、多针接种法、涂抹法进
行试验。采用２种菌株接种２种大薯种质，分别用上述３种
浓度处理，每个处理１０株苗，设置３株接种水作为对照，试验
重复３次。接种时室温为（２６±２）℃，用塑料薄膜覆盖，黑暗
保湿２ｄ，之后揭开覆盖，自然光照下培育。接种１２ｄ后开始
调查发病情况及统计病情指数。

１．２．４　病叶分级　大薯炭疽病室内苗期抗病性调查分级标
准：０级，无症状；１级，病斑直径０～１．０ｍｍ，有１～２张叶发
病；２级，病斑直径在１１～２０ｍｍ，有２张真叶发病，或有少数
大斑；３级，病斑直径在２１～３０ｍｍ，并产生孢子，或有２张以
上叶片发病，病株出现落叶，株形不正常；４级，有许多大斑，
大量产生孢子，病株大量落叶，近枯死或枯死。

（１）病情指数。将参试品种的发病级别按病情指数计算
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式换算成该种质的病情指数，换算公式如下：病情指数

（ＤＩ）＝∑（株数×病级数）／（总株数×最高病级数）×１００。
（２）抗病性评价标准。薯蓣种质炭疽病抗性鉴定分为６

个等级［１３］：１级，免疫（ｉｍｍｕｎｅ，Ｉ），ＤＩ＝０；２级，高抗（ｈｉｇｈｌｙ
ｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ＨＲ），０＜ＤＩ≤２０；３级，中抗（ｍｉｄｄｌｅｒｅｓｉｓｔａｎｔ，ＭＲ），
２０＜ＤＩ≤４０；４级，中感（ｍｉｄｄｌｅｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ，ＭＳ），４０＜ＤＩ≤６０；
５级，感（ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ，Ｓ），６０＜ＤＩ≤８０；６级，高感（ｈｉｇｈｌｙ
ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｌｅ，ＨＳ），ＤＩ＞８０。
１．２．５　菌株致病性分级　菌株致病性类型划分标准如
下［１４］：强（Ａ）：平均病情指数４０．１～１００．０；中（Ｂ）：平均病情
指数２０．１～４０．０；弱（Ｃ）：平均病情指数０．１～２０．０；无致病
力（Ｄ）：平均病情指数为０。
１．２．６　数据分析　数据采用ＳＡＳ软件进行Ｄｕｎｃａｎｓｓ测验。

２　结果与分析

２．１　大薯种质的炭疽病抗性鉴定
不同处理下大薯种质的病情指数均值（表１）表明：大薯

种质Ｄａ１１５、Ｄａ８７对炭疽病的抗性为中感（ＭＳ），Ｄａ１１５、Ｄａ８７
的病情指数差异极显著，Ｄａ１１５较Ｄａ８７更易感病。

表１　大薯种质的炭疽病抗性比较

大薯种质 病情指数均值

Ｄａ１１５ ５０．５９Ａ
Ｄａ８７ ４２．７３Ｂ

　　注：同列数据后标有不同大写字母表示 Ｄｕｎｃａｎｓ测验中差异极
显著（Ｐ＜００１）。表２同。

２．２　薯蓣炭疽菌菌株的致病力检测
由表２不同处理下薯蓣炭疽菌菌株致病后引起的病情指

数均值表明：薯蓣炭疽菌菌株 ＤＪ０１、ＳＹ０１的致病性为中致病
性，二者的致病力差异极显著，菌株ＤＪ０１的致病力较强。

表２　薯蓣炭疽菌致病性比较

菌株 病情指数均值

ＤＪ１０１ ５１．５６Ａ
ＳＹ０１ ４１．７７Ｂ

２．３　不同接种菌液孢子浓度和不同接种方法对大薯炭疽病
发病情况的影响

表３的２份炭疽菌菌株的３种孢子浓度接种２份大薯种
质后的病情指数的统计结果表明：多针接种法和涂抹法的不

同孢子浓度接种后病情指数差异均达到了极显著水平；喷雾

法的孢子浓度水平为 ３×１０５、３×１０６个／ｍＬ之间差异未达到
极显著水平。当孢子浓度水平为３×１０５个／ｍＬ时，涂抹法和
喷雾法的病情指数较低，且差异不显著，未达到大薯种质病情

指数的均值，不适于进行抗病性鉴定。当孢子浓度水平为

３×１０６、３×１０７个／ｍＬ时，３种接种方法的病情指数差异均达
到了极显著水平。综合来看，多针接种法发病早，病情指数均

高于２份大薯种质的平均病情指数和２份炭疽菌菌株的平均
致病力，当孢子浓度水平为３×１０７个／ｍＬ时病情指数均值高
达９０．２６，接近死亡，因此多针接种法不适合用于大薯种质的
抗病性鉴定。喷雾法总体的病情指数较低，需要较高的孢子

浓度才能达到适合的病情指数。当孢子浓度为３×１０６个／ｍＬ

时，涂抹法的病情指数与大薯种质的平均病情指数和炭疽菌

平均致病力较一致。因此最佳的接种方法为涂抹法，孢子浓

度水平为３×１０６个／ｍＬ。

表３　不同接种方法和不同孢子浓度接种后大薯病情指数的比较

接种方法
不同孢子浓度下大薯病情指数均值

３×１０５个／ｍＬ ３×１０６个／ｍＬ ３×１０７个／ｍＬ
多针接种法 ５８．２８ｃＣ ７２．２８ｂＢ ９０．２６ａＡ
涂抹法 １２．４２ｆＥ ４０．８０ｄＤ ５７．９９ｃＣ
喷雾法 １６．１１ｅｆＥ ２５．１６ｅＥ ４６．６８ｄＣＤ

　　注：数据后标有不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５），不同大
写字母表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。

３　结论与讨论

目前，活体接种的结果能较充分地反映植株对病原菌的

抗性，室内接种鉴定方法的研究能为抗性种质筛选提供可靠

的依据。Ｏｎｙｅｋａ等用３份大薯炭疽菌分离物（胶孢炭疽菌）
来评价６０份大薯栽培种的组培苗反应，认为组培苗提供了用
于评价大量大薯种质的快速、可靠和健全的方法，可进一步用

于田间的测试，这项技术降低了大量株系所需要的大面积土

地［１２］。Ａｋｅｍ用喷雾法接种大薯抗病种质 Ｄａｎ０８７、ＴＤａ８６／
００６２０、ＴＤａ３１６以及感病种质 ＴＤａ８５／００２５７、ＴＤａ８６／００６０７、
ＴＤａ８５／００２５０进行致病性试验，每个植株用２ｍＬ孢子浓度为
１．６×１０６个／ｍＬ的孢子悬浮液喷雾接种，２８ｄ后观察并记录
植株的感病情况［１５］。炭疽病菌孢子虽然是接种在活体植株

上，但是发病周期较长。陈吉良采用大薯和山药的离体叶片

进行菌株致病性鉴定和植株的抗性初筛，初筛结果往往与田

间的抗性鉴定不一致，这可能与田间环境有较大差异相关，也

可能是离体叶片与活体植株的差异导致的［１６］。本试验中对

于同一份材料的抗病等级是基于不同处理下病情指数的均

值，在３种接种方法中基于这个均值进行衡量，多针接种法发
病快、发病较严重，但是较难比较种质之间的抗性差异；喷雾

法发病较慢，需要较多的孢子进行侵染；相比之下，涂抹法较

适中。在３种孢子浓度侵染时，孢子浓度为 ３×１０５个／ｍＬ
时，仅在多针接种法中表现出较高的病情指数，而在涂抹法和

喷雾法中均表现为较低的病情指数；浓度为 ３×１０６个／ｍＬ
时，多针接种法有较高的病情指数，而喷雾法有较低的病情指

数，涂抹法较适宜；浓度为３×１０７个／ｍＬ时，多针接种法接种
的植株接近死亡，适宜用涂抹法和喷雾法。因此，本研究表

明，当孢子浓度水平为３×１０６个／ｍＬ时，涂抹法最适宜大薯
组培苗的抗病性鉴定。
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