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　　摘要：黑斑病是甘薯生产上的重要病害，选育抗黑斑病的甘薯品种是防治黑斑病的重要途径之一。黑斑病抗性鉴
定是甘薯抗病育种的基础，然而目前采用的甘薯黑斑病抗性鉴定方法仍存在不足，尤其是病原菌的纯化和准备。利用

甘薯液体培养基对黑斑病菌进行扩大培养，成功接种苏薯８号和华东５１－９３并致病。采用该培养方法连续２年对苏
渝３０３等８个品种进行黑斑病抗性鉴定，鉴定结果较为稳定一致，能有效反映甘薯品种对黑斑病的抗性水平。该培养
方法科学高效，操作简单，不易污染，从而可为甘薯抗黑斑病品种选育提供高效精准的抗性鉴定方法。
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　　由甘薯长喙壳菌（ＣｅｒａｔｏｃｙｓｔｉｓｆｉｍｂｒｉａｔａＥｌｌｉｓｅｔＨａｌｓｔｅｄ）侵
染引起的甘薯黑斑病（ｓｗｅｅｔｐｏｔａｔｏｂｌａｃｋｒｏｔ）是甘薯生产上一
种重要病害，在我国各甘薯产区均有发生。该病能造成甘薯

储藏时烂窖，育苗时烂床和死苗，对甘薯生产影响极大。其中

病薯毒害较大，如用病薯喂养牲畜，会发生气喘病而死亡；用

病薯酿酒，则发酵迟缓并降低乙醇的产量与质量，严重制约甘

薯产业的发展［１］。甘薯黑斑病可通过种薯、薯苗及土壤等多

种途径传播［２］，很难彻底根除，因此选育抗黑斑病甘薯品种

是防治黑斑病的重要途径之一。

黑斑病抗性鉴定是甘薯抗病育种的基础，目前生产上采

用的鉴定方法主要有田间人工接种鉴定、田间自然诱发鉴定、

室内薯块人工接种鉴定、室内薯苗人工接种鉴定等。由于田

间鉴定费时费工、受外界环境影响较大，组织幼嫩的薯苗接种

会致发病较重、不易区分品种抗性等级，一般多采用室内薯块

人工接种鉴定法［３－４］。然而此法在使用过程中仍有不足，尤

其是病原菌的扩繁效率和纯度。本研究通过利用甘薯液体培

养基培养黑斑病菌，极大程度改善了传统薯片法的缺陷，可为

甘薯黑斑病的高效精准鉴定提供新的参考。

１　材料与方法

１．１　供试材料
用于黑斑病菌活力鉴定的苏薯８号和华东５１－９３，以及

用于黑斑病抗性鉴定的苏渝３０３等８个甘薯品种均由江苏省
农业科学院粮食作物研究所甘薯研究室提供和保存。

１．２　病原菌分离和纯化
从田间采集黑斑病发病薯块，通过组织分离法分离黑斑

病菌。分离时洗去薯块表面泥土，并用７５％乙醇进行表面消

毒，在超净工作台上将病斑表皮去除，取病斑部并切成小块。

将病斑部接种在马铃薯葡萄糖琼脂（ＰＤＡ）平板上培养，经分
离纯化和柯赫氏法则验证确定。

１．３　黑斑病菌的培养和孢子悬浮液制备
取２ｇ薯块（薯块颜色白色为宜），加水煮沸并搅拌，使薯

块彻底匀浆在溶液中，纱布过滤，将滤液高压灭菌制备甘薯液

体培养基。将分离纯化的黑斑病菌接入甘薯液体培养基中，

２８℃摇床１５０～２００ｒ／ｍｉｎ培养２０～２４ｈ。灭菌纱布过滤去
除菌丝后，６０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，之后用无菌水悬浮获得孢
子悬浮液，并将其Ｄ６００ｎｍ调至１．０。
１．４　病原菌接种与薯块处理

采用针刺接种法接种，用医用注射针头蘸取配好的菌液，

穿刺测试的薯块进行接种，每个薯块接种１５个点（注意：每
针刺１次，针头需蘸取菌液），深度０．５ｃｍ。接种后的薯块装
入消毒的塑料箱中，加盖消毒纱布，置于２５～２８℃的恒温室
中，每天上午、下午各用温水浇湿覆盖纱布１次进行保湿。
１．５　发病情况调查

每个测试品种重复接种４～１０次，接种１５ｄ后测量薯块
的病斑表面直径，计算平均病斑直径并确定其抗病等级。

具体评价标准为：直径 ＜１．０ｃｍ，高抗；１．０ｃｍ≤直径 ＜
１．３ｃｍ，抗病；１．３ｃｍ≤直径＜１．６ｃｍ，中抗；１．６ｃｍ≤直径 ＜
１．９ｃｍ，感病；直径≥１．９ｃｍ，高感。

２　结果与分析

２．１　利用甘薯液体培养基扩大培养黑斑病菌的活力鉴定
将分离得到的黑斑病菌接入甘薯液体培养基中过夜培

养，纱布过滤离心后制成孢子悬浮液。经显微镜镜检发现，孢

子悬浮液中杂质较少，且孢子形态正常（图１－Ａ）。为鉴定
孢子是否有活力，采用室内薯块人工接种法对苏薯８号和华
东５１－９３进行黑斑病菌接种预试验。试验发现，接种２ｄ后
在苏薯８号和华东５１－９３的薯块表面即出现黑斑病病斑，且
随着接种天数的延长病斑越明显，接种１０ｄ后的病菌在甘薯
薯块纵切面有不同程度的致病（图１－Ｂ）。该结果证明，通过
甘薯液体培养基扩大培养的黑斑病菌能够明显减少杂菌污
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染，孢子活力大，可以成功使甘薯发病，能够用于生产上的甘

薯黑斑病抗性鉴定。

２．２　利用液体培养黑斑病菌进行品种抗性鉴定
利用甘薯液体培养基培养黑斑病菌的方法，于 ２０１６、

２０１７年采用室内薯块人工接种法对苏渝３０３等８个品种进
行黑斑病抗性鉴定。其中鉴定出抗病品种 ２个，分别为宁
Ｗ５０－２０和南京１０６３；中抗品种４个，分别是苏渝３０３、宁紫
１号、徐薯３６和宁１０４－１；感病品种２个，分别为徐紫８号和
宁Ｗ５０－１３。通过分析２年的数据发现，利用甘薯液体培养
基培养黑斑病菌进行甘薯黑斑病抗性鉴定的结果较为稳定一

致，说明该培养方法能够科学可靠地反映供试材料的抗病性。

表１　甘薯品种黑斑病抗性鉴定

品种
平均病斑直径（ｃｍ）

２０１６年 ２０１７年
抗性等级

苏渝３０３ １．２８ １．２７ 中抗

徐紫８号 １．４０ １．６６ 感病

宁紫１号 １．２８ １．４３ 中抗

徐薯３６ １．４１ １．４１ 中抗

宁１０４－１ １．５６ １．３６ 中抗

宁Ｗ５０－２０ １．１２ １．３８ 抗病

宁Ｗ５０－１３ １．８５ １．６２ 感病

南京１０６３ １．０４ ０．９２ 抗病

３　讨论与结论

甘薯黑斑病的传播途径较多，在生产上属于顽固性病害，

难以彻底根除，因此选育抗病品种是防治黑斑病的重要途径

之一。黑斑病抗性鉴定作为甘薯抗病性研究的重要环节，其

科学有效性将直接影响甘薯抗黑斑病品种的选育。

目前，生产上普遍采用传统的薯片法培养黑斑病菌进行

甘薯黑斑病抗性的室内薯块人工接种鉴定［５］，即将切好的薯

片放入加水稀释的捣烂薯块黑斑病病斑部，内浸后晾干表面

水分，在无菌培养皿内培养５～６ｄ至薯片表面长满浅灰色的

分生孢子，之后制成孢子悬浮液以接种。在这个过程中，不仅

薯片易腐烂，也容易混入杂菌，且耗时较长，因此无法科学精

准地对甘薯品种黑斑病的抗性作出评价。液体培养基扩大培

养真菌孢子进行植物抗病性鉴定的方法已在多种农作物中被

广泛应用，该方法具有周期短、污染少、灵敏性高等特点，为植

物抗病品种选育提供了切实可靠有效的指导［６－７］。借鉴这些

农作物的真菌病害鉴定方法，本研究对传统的甘薯黑斑病抗

性鉴定方法进行了改进。与传统的薯片法相比，利用甘薯液

体培养基对分离纯化的甘薯黑斑病菌进行扩大培养只需

２０～２４ｈ，不仅能够极大缩短黑斑病菌的增殖时间，而且操作
过程简单、条件可控、不易污染。此外，由此制备的孢子悬浮

液中杂菌少，孢子活力强。

采用甘薯液体培养基培养黑斑病菌的方法，连续２年对
苏渝３０３等８个甘薯品种进行黑斑病抗性鉴定的结果较为稳
定一致，进一步说明该培养方法的鉴定结果科学准确，能够有

效反映甘薯品种对黑斑病的抗性水平，可以为甘薯抗黑斑病

品种选育提供高效的抗性鉴定方法。
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