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甘蔗黑孢霉叶斑病病原菌分离
鉴定及药剂筛选试验

崔一平，彭埃天，凌金锋，宋晓兵，程保平，陈　霞

（广东省农业科学院植物保护研究所 / 广东省植物保护新技术重点实验室，广东 广州   510640）

摘　要：【目的】明确引起甘蔗黑孢霉叶斑病的病原菌及其生物学特性，设计甘蔗黑孢霉叶斑病病原菌的

检测引物，筛选能有效抑制病原菌 Nigrospora sphaerica 的杀菌剂，为甘蔗黑孢霉叶斑病的田间防治提供指导意见。

【方法】对采自广东省广州市番禺区的发病黑皮甘蔗叶片采用组织分离法纯化培养，5 d 后，光学显微镜下观察

菌丝和孢子；对分离物进行致病性测定；基于 ITS 序列，采用 MRGA7.0 以最大似然法构建系统发育树并根据获

得的 ITS 序列设计特异性检测引物 Ng1F/Ng1R 和 Ng2F/Ng2R；采用菌丝生长速率法对 7 种不同杀菌剂对甘蔗黑

孢霉叶斑病原菌 N.sphaerica 的室内抑菌效果进行筛选。【结果】通过病原菌形态和分子鉴定以及生物学特性研究，

引起甘蔗黑孢霉叶斑病的病原菌为 N.sphaerica，其最适培养条件为温度 25 ℃和 pH 7；Ng1F/Ng1R 可用以甘蔗黑

孢霉叶斑病原菌的检测；咪鲜胺药剂 0.16 mg/L 和施保功药剂 2.4 mg/L 对 N. sphaerica 的抑菌效果最显著，抑菌

效果均可达到 93% 以上。【结论】引起甘蔗种传病害甘蔗黑孢霉叶斑病的病原菌为 N.sphaerica，Ng1F/Ng1R 可

用于甘蔗黑孢霉叶斑病病原菌的检测，咪鲜胺和施保功药剂可作为甘蔗黑孢霉叶斑病的田间防治药剂或种苗脱

毒处理药剂。
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Pathogen Isolation and Identification of Nigrospora Blight 
Disease on Sugarcane and Screening of Fungicides

CUI Yiping, PENG Aitian, LING Jinfeng, SONG Xiaobing, CHENG Baoping, CHEN Xia

（Research Institute of Plant Protection, Guangdong Academy of Agricultural Sciences/
Guangdong Key Laboratory of High Technology for Plant Protection，Guangzhou 510640，China）

Abstract：【Objective】The study was conducted to identify the pathogen causing Nigrospora blight on sugarcane, 

analyze the pathogen biological characteristics, design detection primers for the pathogen Nigrospora sphaerica, screen out 

fungicides which can effectively inhibit the pathogen N. sphaerica, and to provide guidance on field control of Nigrospora 

blight on sugarcane.【Method】The pathogen of Nigrospora blight on diseased sugarcane leaves collected from Panyu 

District, Guangzhou City, Guangdong Province was purified and cultured by tissue separation method. After 5 days of 

culture, the morphology of mycelium and spores was observed by using an optical microscope. The fungi were determined 

for pathogenicity, and the pathogenic strains were amplified and sequenced by PCR with the primers ITS1/ITS4; then, 

the software MRGA 7.0 was used to construct a phylogenetic tree based on ITS sequence with the maximum likelihood 
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method and sequence-specific detection primers Ng1F/Ng1R and Ng2F/Ng2R were designed according to the obtained ITS 

sequence. The indoor control effects of 7 different fungicides on N.sphaerica were screened by the mycelium growth rate 

method. The antibacterial effect of N.sphaerica, which is the pathogen of Nigrospora leaf blight on sugarcane, was screened. 

【Result】Through the study on morphological and molecular identification as well as  biological characteristics, it was 

determined that the pathogen causing Nigrospora blight on sugarcane was N.sphaerica, which had the fastest colony growth 

rate at the temperature of 25 ℃ and pH of 7. The PCR method confirmed that the primers Ng1F/Ng1R could be used to detect 

the pathogen of sugarcane Nigrosporium blight. The results of the indoor antibacterial test showed that 0.16 mg/L of Prochloraz 

and 2.4 mg/L of Sporgon had the best antibacterial effect on N. sphaerica, and the antibacterial effect could reach over 93%.

【Conclusion】The pathogen causing sugarcane seed-borne disease Nigrospora blight is N.sphaerica. Ng1F/Ng1R can be 

used to detect the pathogen of N.sphaerica. Prochloraz and Sporgon agents can be used as the optimal fungicides for N.sphaerica 

in the field or seedling detoxification treatment agent.

Key words: sugarcane; sugarcane Nigrospora blight; Nigrospora sphaerica; fungicide; screening

【研究意义】甘蔗（Saccharum offi cinarum L.）

是世界上重要的糖料作物及有发展潜力的可再生

能源作物，我国是世界上最大的甘蔗生产国之

一［1］。近些年来，我国蔗糖产量和食糖消费量已

经跃居世界第 3 位［2］。在我国，甘蔗种植面积占

糖料种植面积的 85% 以上，产糖量占食糖总产量

的 90% 以上［3-5］。广东省是继广西和云南之后的

我国第三大蔗区，90% 左右的植蔗区位于粤西地

区，珠三角、粤北地区和粤东地区也有零星种植［6］；

其中粤西地区主要以种植糖蔗为主，粤东地区则

以种植果蔗为主。甘蔗作为用蔗茎腋芽进行无性

繁殖的作物，甘蔗种苗是传播甘蔗病害的主要媒

介。因此，及时科学诊断出新的甘蔗种传病害并

提出具体的防治药剂，有利于增强甘蔗的种苗安

全，对提高甘蔗产量和品质有重大的研究意义。

【前人研究进展】在我国，甘蔗上报道的病害如

甘蔗黑穗病、甘蔗花叶病 ˎ 甘蔗宿根矮化病、甘

蔗黄叶综合征和甘蔗凤梨病等大约有 50 多种，

这些病害大多数都能够通过种苗进行传播［7-9］。

同时，由于蔗区之间引种频繁、蔗种相互调换，

缺乏检测，使得一些严重病害在甘蔗种植区造成

了严重为害，如印度，赤腐病已经对甘蔗产业造

成了毁灭性的打击［10］。近年来，越来越多的新

病害在我国不同的蔗区被报道，如由 Fusarium 
sacchari 引起的甘蔗萎蔫病，Fusarium commune
引起的甘蔗根腐病，Alternaria tenuissima 引起的

甘蔗叶片白条病等等［11-13］。这些新病害的出现

极大增加了甘蔗病害防治的难度，给不同种植区

间甘蔗的引种增加了风险。【本研究切入点】甘

蔗黑斑霉叶条病为本课题组 2016 年和 2017 年在

广东省广州市南沙区田间的黑皮果蔗上发现，病

害初期在甘蔗幼嫩叶片的叶缘上出现黄色到白色

的条状病斑，而后逐渐向叶片的中脉进行扩展；

发展到后期严重的时候，从叶鞘外可看到粉色的

水渍状病斑，叶鞘的颜色由淡绿色变为粉色。经

过调查发现，甘蔗黑斑霉叶条病在甘蔗的苗期到

成株期均可发生危害；一旦环境合适，在苗期甘

蔗黑斑霉叶条病可造成甘蔗植株的大面积干枯死

亡；而在甘蔗生长的后期发病，则会造成甘蔗顶

梢叶片的大量枯死，从而严重影响甘蔗的光合作

用，造成甘蔗糖分积累的大量减少。【拟解决的

关键问题】本研究着重对引起甘蔗黑斑霉叶条病

病原菌 Nigrospora sphaerica 进行分离鉴定，同时

对其生长温度、pH、检测及化学药剂防治进行研

究和筛选。

1　材料与方法

1.1　试验材料

供试植物：感病和健康的黑皮果蔗于 2017

年采集自广州市南沙的甘蔗种植地（种植面积为

5 153.3 hm2）。培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（PDA）

培养基（马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂 20 g、

去离子水定容至 1 000 mL）。

试 剂 及 仪 器： Axygen 动 植 物 基 因 组 DNA

制备试剂盒，爱思进生物技术（杭州）有限公

司；PCR 扩 增 试 剂 盒 2×EasyTaq PCR SuperMix

（-dye），北京全式金生物技术有限公司；研究

中用到的引物合成及 PCR 产物测序服务均购自

上海生工生物工程有限公司；1 mol/L NaOH（4 g 

NaOH 加入到 100 mL 水中），1 mol/L HCl（1 mL 
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37% 浓盐酸加入到 11 mL 水中）。美国贝克曼

Microfuge 20 微 量 离 心 机、T100TM PCR 仪 及 美

国伯乐 1704487 小型水平电泳槽均购自上海凌仪

生物科技有限公司；生化培养箱，上海一恒科学

仪器有限公司；Leica DM2500 光学显微镜，德国

Leica 公司。

化 学 药 剂： 施 保 功（Sporgon）， 为 丙 氯 灵

prochloraz 和氯化锰复合制成的 50% 可湿性粉剂，

德国先灵农业化学有限公司独立开发的咪唑类广

谱性杀菌剂，对子囊菌引起的各种作物病害有特

效。苯醚甲环唑（Difenoconazole），别名世高，

有多种剂型，内吸性杀菌，具保护和治疗作用，

对很多作物上的真菌病害都有保护和治疗作用。

苯甲·福美双，为苯醚甲环唑和福美双进行有机

配合制成的 60% 可湿性粉剂，由山东东泰农化有

限公司研发制成，对水稻、烟草和蔬菜等真菌性

病害有特效。咪鲜胺（Prochloraz），是一种广谱

杀菌剂，需避光保存，是德国艾格福公司（现为

拜耳公司）于 1977 年开发的咪唑类广谱性杀菌剂，

对多种作物由子囊菌和半知菌引起的病害具有明

显的防效，也可以与大多数杀菌剂、杀虫剂、除

草剂混用，均有较好的防治效果。50% 丙环唑，

是一种广谱、内吸性的叶面杀菌剂，由江西正邦

生物化工股份有限公司研制，对水稻和小麦纹枯

病、香蕉黑星病、水稻稻曲病等都有良好防效。

噻唑锌，购自浙江新农化工股份有限公司，为悬

浮剂，对细菌性病害特效，对多种真菌性病害高

效。噁霉灵（hymexazol），为内吸性杀菌剂、土

壤消毒剂和植物生长调节剂，购自北京为民生物

科技公司。

1.2　试验方法

1.2.1　病原菌分离及形态特征观察　选取感病的

黑皮甘蔗叶片和叶鞘，用剪刀在病健交界处剪出

0.2 mm×0.2 mm 左右的正方形小块，然后依次在

70% 酒精中放置 30 s, 2%NaClO 1.5~2 min，无菌

水冲洗 4 次，置于无菌滤纸上在超净台中晾干，

最后放置于 PDA 培养基上 25 ℃进行暗培养。

1.2.2　致病性测定　选取在 PDA 上培养 7 d 的分

离菌株 , 菌丝块大小为 5 mm×5 mm，分别接种于

带有伤口的 1 月龄甘蔗苗上；同时以相同的 PDA

培养基块接种于带伤口的黑皮甘蔗茎秆上，作为

阴性对照。

采集健康和发病的甘蔗作为种子，分别种植

于已灭菌的土壤中，放置于恒温培养箱中 28 ℃培

养（光照 / 黑暗：12 h/12 h；湿度：40%）；正常

肥水管理，20 d 后观察甘蔗苗的生长状态。

1 .2 .3　分离菌株的分子生物学鉴定　将培养

7 d的分离菌株菌丝从PDA平板上刮下来，迅

速用液氮研磨。然后依据Axygen动植物基因组

DNA制备试剂盒说明书进行DNA提取。选取核

糖体转录间隔区（ITS）的检测引物（ITS1：

5' -TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'和ITS4：5' – 

TCCTCCGCTTATTGATATGC-3'）［14］，分别以分

离菌株的全基因组DNA为模板进行PCR扩增。对

所得到的PCR产物在1 %的琼脂糖凝胶上进行电

泳检测，将获得的阳性PCR产物送去测序。对获

得的片段核酸信息在NCBI中进行BLAST并把相关

数据提交到NCBI数据库，同时利用MegAlign 7.1.0

（44）软件以最大似然法建立进化树，从而确定

该分离菌株的分类地位。

1.2.4　甘蔗组织 DNA 的提取　 称 取 新 鲜 组 织 

4~5 g，剪碎放入研钵中，用液氮研磨成粉末；

将 粉 末 转 移 到 已 灭 菌 的 2 mL 离 心 管 中， 根 据

Axygen 动植物基因组 DNA 制备试剂盒说明书进

行操作，并在 1% 琼脂糖凝胶上对所获 DNA 进行

电泳检测。

1 . 2 . 5 　 甘蔗黑孢霉叶斑病的检测 　 根 据 以

I T S 1 / I T S 4 为 引 物 ， 甘 蔗 黑 孢 霉 叶 斑 病 病

原 菌 N . s p h a e r i c a 的 D N A 为 模 板 ， 扩 增 获 得

的 I T S 序 列 设 计 特 异 性 的 检 测 引 物 。 通 过

NCBI的Primer-blas t设计2对引物；Ns1F:5- 

TGTACCTGCGGAGGGATCAT-3和Ns2R:5-

CCTGATCCGAGGTCAACCAG-3, PCR产物为501 

bp；Ns2F: 5- GAACGCAGCGAAATGCGATA-3

和Ns2R：5-ACTACGCTCAG AGGACTGCT-2，

PCR产物为206 bp。分别以采集自田间发病植株

的叶片和叶鞘，人工接种发病植株的叶片以及

N.sphaerica菌落的DNA为模板进行PCR反应，

PCR反应流程为：95℃预变性5 min；95℃变性

30 s，55℃退火30 s，72℃延伸60 s，34个循环；

72℃延伸10 min；取5 μL PCR产物在1%琼脂糖凝

胶上进行电泳检测；同时将获得的阳性PCR产物

测序，确定扩增的准确性。

1.2.6　菌株 S2-1 生物学特性的测定　 温 度 对

菌株 S2-1 菌丝生长的影响：在单胞培养 7 d 的

N.sphaerica 菌落上，用灭菌打孔器取直径 5 mm
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的菌饼分别接种在 PDA 平板中央，每块平板上放

1 个，分别放在 5、10、15、20、25、30 ℃培养箱中，

每个处理 3 次重复。同时，分别在接种后 1、2、3、

4 d 用十字交叉法测量菌落生长直径并记录。

pH 对 S2-1 菌 丝 生 长 的 影 响： 用 1 mol/L 

NaOH 和 1 mol/L HCl 分别调节灭菌的 PDA 培养

基，pH 分别调节为 4、4.5、5、5.5、6、6.5、7、

8、9。取单胞培养 7 d 的 N.sphaerica 菌落上直径

5 mm 的菌饼，分别接种在调好 pH 的平板上，每

个处理 3 次重复。接种后，把平板放入 28 ℃培养

箱中进行暗培养，接种后 5 d 用十字交叉法测量

菌落生长直径并记录。

1.2.7　7 种杀菌剂对 N. sphaerica（S2-1）的抑制

率测定　通过菌丝生长速率测定法 ［15］，在 PDA

培养基中分别加入浓度为 5、15、25、35、45、

55 mg/L 的苯醚甲环唑 , 0.05、0.1、0.25、0.5、1、

2 mg/L 的 50% 丙环唑 , 0.18、0.35、0.7、1.4、2.8、

5.6 mg/L 的苯甲·福美双 , 0.005、0.01、0.02、0.04、

0.08、0.16 mg/L 的咪鲜胺 , 0.05、0.1、0.2、0.4、

0.8、1.2、2.4 mg/L 的 施 保 功 , 2.5、5、10、15、

20、25、35 mg/L 的 噻 唑 锌 , 2.5、5、10、15、

20、25 mg/L 的噁菌灵制成含药培养基；然后在培

养 7 d 的 N.sphaerica 菌落上用灭菌打孔器取直径

为 5 mm 菌饼，将菌饼生长菌丝的一面朝下接种

在各含药培养基和空白 PDA 培养基平板中央（每

个平板接种 1 个菌饼），每个处理 3 次重复，并

放置在 28 ℃恒温培养箱中进行暗培养；然后在培

养 3、4、5、6 d 采用十字交叉法分别测量菌落直

径并记录，每个处理 4 次重复，计算不同处理对

菌丝生长的抑制率：
- 0.5 - - 0.5(%) 100

- 0.5
= ×
（对照菌落直径 ）（处理菌落直径 ）

抑制率
处理菌落直径

试 验 数 据 采 用 Excel 2010 进 行 处 理， 采 用

DPS2005 软件进行数据统计分析，应用 Duncan
氏新复极差法进行差异显著性检验。

2　结果与分析

2.1  甘蔗黑孢霉叶斑病及其病原菌特征

从发病的黑皮甘蔗叶片和叶鞘上分离获得 6

株分离菌株，其中 1 株与其他分离株的菌落形态

均不一样；我们把这株不一样的分离菌株命名为

S1，其他分离菌株编号为 S2-1~S2-5，其中 S2-

1~S2-5 在菌落形态和培养特性方面均一致。S1

在 PDA 上培养 7 d 后的菌落形态为圆形，中心淡

紫色，其他部位为白色；在显微镜下观察，其有大、

小 2 种孢子，大孢子为明显的镰刀状，小孢子为

卵圆形（图 1A、D）。S2-1~S2-5 在 PDA 培养基

上培养 3~4 d 后，菌落圆形，颜色从中央依次为

黑色、黄色和白色（图 1B）；培养 7 d 后，随着

色素的积累，整个菌落呈现黑色（图 1C）。本试

验选取 S2-1 为代表菌株，S2-1 的菌丝有分隔和

分叉，白色和黑色；分生孢子单生、顶生，单孢

球形或近球形，黑色，表面光滑，直径 10.2~15.8 
μm（图 1E）。根据病原菌的形态特征及培养性状，

初步判断 S1 为镰刀菌属真菌，S2-1~S2-5 为球黑

孢病菌 Nigrospora sphaerica（Sacc.）Mason［16］。

S1

S2

4 d 7 d

A

D

B

E

C

F

A: S1 菌落形态；B、C：S2-1 菌落形态；D：显微镜下 S1 孢子形态；
E、F：显微镜下 S2-1 菌丝和孢子形态

A: Colony of S1; B and C: Colony of S2-1; D: Spores of S1 under microscope; 
E and F: The mycelium and Spores of S2-1 under microscope

图 1　甘蔗黑孢霉叶斑病病原菌的分离及分子鉴定
Fig. 1　Isolation and molecular identification of the 
　　　pathogen of sugarcane Nigrospora blight

2.2　甘蔗黑孢霉叶斑病病原菌的致病性测定和分

子生物学鉴定

为进一步明确甘蔗黑孢霉叶斑病的病原菌，

分别对 S1 和 S2-1 在甘蔗上进行致病性测定。

结果（图 2）表明，S1 在甘蔗上不具有致病性，

S2-1 能够在甘蔗上引起与田间相似的病害症状。

同时，以带菌的甘蔗茎秆和健康甘蔗茎秆为种子

种植在灭菌土壤中，放置于 28 ℃培养箱内和田间，

均进行正常的肥水管理；1 个月后，以带菌甘蔗

茎秆为种子长出的甘蔗苗叶片从叶尖到叶基表现

出明显的白条症状；在田间的试验中也表现出相

同的症状。而以健康甘蔗茎秆为种子长出的甘蔗

苗则没有表现出任何症状。再次对这些发病甘蔗

苗进行病原菌分离仍然能够获得与 S2-1 菌落形
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态和生物学特性相一致的病原菌。以上结果表明，

甘蔗黑孢霉叶斑病为甘蔗的种传病害。

利用真菌 ITS 序列通用引物对菌株 S2-1 的

DNA 扩 增， 获 得 大 小 约 为 580 bp 的 片 段。 将

该 ITS 序列进行测序，并将序列提交至 NCBI，

经 BLAST 比 对 发 现，S2-1 的 ITS（ 登 录 号：

MW832509）与来自 N.sphaerica PTA1 的 ITS（登

录号：KM893076.1）在序列的相似性和覆盖性上

均为 100%。同时通过 MegAlign 7.1.0（44）软件

以最大似然法建立菌株 S2-1 的系统发育树发现，

S2-1 与黑孢霉菌株 PTA1 在一个分支上，而与

N.oryzae BY-D（KF924041） 和 N.osmanthi COL2

（MH645207）的亲缘关系较远。根据菌株 S2-1

的形态学特征以及分子生物学鉴定结果，甘蔗黑

孢霉叶斑病的病原菌鉴定为球孢霉菌 N.sphaerica
（图 3）。

2.3　甘蔗黑孢霉叶斑病病原菌的检测

通过 PCR 检测，结果表明，Ng1F/ Ng1R 能

够对带有甘蔗黑孢霉叶斑病的甘蔗病样及其病原

菌 N.sphaerica 进行有效扩增（图 4A），而 Ng2F/ 

Ng2R 则不能够对以上甘蔗病样进行有效扩增。

因此 Ng1F/ Ng1R 可以作为检测甘蔗黑孢霉叶斑病

的检测引物。

2.4　甘蔗黑孢霉叶斑病病原菌的生物学特性

2.4.1　温度对 S2-1 菌丝生长的影响　甘蔗黑孢

霉叶斑病病原菌 S2-1 对温度的适应范围较广，

在 10~30 ℃范围内，S2-1 均能生长。但当温度为

5 ℃时，菌丝停止生长；而当温度高于 30 ℃时，

菌丝生长速率明显下降。最适生长温度为 25 ℃， 

其次为 20 ℃（图 4B）。当温度为 25 ℃时，菌

落生长速率最快；培养 4 d 后，菌落直径已经达

到 80 mm，且与 20 ℃和 30 ℃之间的差异明显 

（图 4B）。

2.4.2　pH 对 S2-1 菌丝生长的影响　甘蔗黑孢霉

叶斑病病原菌 S2-1 对酸碱度适应范围较广，在

pH 为 4~8 范围内均可以正常生长。但以 pH7 时

菌落生长速率最快，培养 4 d 后平均菌落直径为

80 mm；随着 pH 升高，菌丝生长速度开始下降。

当 pH 为 9 时，菌丝停止生长（图 4C）。

2.5　甘蔗黑孢霉叶斑病菌室内最佳防治药剂筛选

咪鲜胺对甘蔗黑孢霉叶斑病菌的抑菌效果最

好，最高可达到 98%；苯醚甲环唑和施保功的抑

菌效果次之，最高可达到 90% 和 93%；50% 丙环

唑 ˎ 苯甲·福美双和噁菌灵的防治效果较差，最

高在 70%~81% 之间；而噻唑锌则完全没有抑菌

效果（图 5 和表 1）。因此，在对甘蔗黑孢霉叶

斑病进行防治时可优先选用咪鲜胺，也可选用苯

醚甲环唑和施保功进行交叉使用。

为了选出不同杀菌剂在室内抑制甘蔗黑孢霉

叶斑病菌生长效果最佳的使用浓度，通过对以上

供试药剂梯度浓度（具体浓度见 1.2.7）进行抑菌

测定实验发现：咪鲜胺的抑菌浓度最低，抑菌效

７
１

０

０

０

０
０

6

75

S2-1（MW832509）

Nigrospora sp BAB-5557（KU504328）

Nigrospora sp BAB-3286（KU504314）

Nigrospora sp BAB-3579（KU504284）

Nigrospora osmanthi MK（MT645782）

Nigrospora osmanthi COL2（MH645207）

Nigrospora oryzae BY-D（KF924041）

Nigrospora lacticolonia PC KS6B1B R2 s（MK408578）

Nigrospora lacticolonia PC KS6B1B R2（MK408579）

Nigrospora lacticolonia PC KS6B1B R2（MK408580）

Nigrospora sphaerica 5-5F（MW077072）

Nigrospora sphaerica PTA1（KM893076）

图 3　基于 ITS 序列以最大似然法构建菌株 S2-1
　　 与 Nigrospora sp. 其他种的进化树

Fig. 3　Phylogenetic tree of strain S2-1 and Nigrospora sp. 
 based on ITS sequence with maximum likelihood method

A：S2-1 针刺接种后 30 d 的甘蔗状态；B：S2-1 针刺接种后 50 d 的甘蔗
状态；C：S2-1 针刺接种后 50 d 的甘蔗叶鞘状态；D：田间带菌甘蔗种

子长出甘蔗苗的状态；E：培养箱中带菌甘蔗种子长出甘蔗苗的状态
A: Symptom on sugarcane 30 days after S2-1 inoculation; B: Symptom on 

sugarcane 50 days after S2-1 inoculation; C: Symptom on sugarcane leaf sheath 
50 days after S2-1 inoculation; D: State of sugarcane seedlings growing from 
germ-carrying sugarcane seeds in the field; E: State of sugarcane seedlings 

growing from germ-carrying sugarcane seeds in incubator

图 2　菌株 S2-1 在甘蔗上的致病性测定
Fig. 2　Pathogenicity determination of strain S2-1 on sugarcane

A B

ED

C
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图 5　7 种杀菌剂对 Nigrospora sphaerica 在 PDA 平板上生长的影响
Fig. 5　Effects of 7 fungicides on the growth of Nigrospora sphaerica on PDA plates

苯醚甲环唑
Difenoconazol-e（mg/L）

50% 丙环唑
50% ropiconazole（mg/L）

施保功
sporgon（mg/L）

苯甲·福美双
Benzyl thiazole（mg/L）

噻唑锌
Zinc thiazole（mg/L）

空白对照 CK

咪鲜胺
Prochloraz（mg/L）

噁菌灵
Hymexazol（mg/L）

5 0.05

0.05

0.18

0.18

0

0.005

2.5

15 0.1

0.1

0.35

0.35

0

0.01

5

25 0.25

0.2

0.7

0.7

0

0.02

10

35 0.05

0.4

1.4

1.4

0

0.04

15

45 1

0.8

2.8

2.80.08

20

55 2

1.2

5.6

5.60.16

25

药后 3 d

药后 4 d

药后 5 d

药后 6 d

9

6

3

0

9

6

3

0

9

6

3

0

9

6

3

0

9

6

3

0

9

6

3

0

9

6

3

0

9

6

3

0

菌
落

生
长

直
径

C
ol

on
y 

gr
ow

th
 d

ia
m

et
er

（
m

m
）

菌
落

生
长

直
径

C
ol

on
y 

gr
ow

th
 d

ia
m

et
er

（
m

m
）

菌
落

生
长

直
径

C
ol

on
y 

gr
ow

th
 d

ia
m

et
er

（
m

m
）

菌
落

生
长

直
径

C
ol

on
y 

gr
ow

th
 d

ia
m

et
er

（
m

m
）

菌
落

生
长

直
径

C
ol

on
y 

gr
ow

th
 d

ia
m

et
er

（
m

m
）

菌
落

生
长

直
径

C
ol

on
y 

gr
ow

th
 d

ia
m

et
er

（
m

m
）

菌
落

生
长

直
径

C
ol

on
y 

gr
ow

th
 d

ia
m

et
er

（
m

m
）

菌
落

生
长

直
径

C
ol

on
y 

gr
ow

th
 d

ia
m

et
er

（
m

m
）

果最好，在 0.16 mg/L 时抑菌效果达到 98%；其

次是施保功，在 2.4 mg/L 时抑菌效果达到 93%，
而苯醚甲环唑在浓度为 35 mg/L 时抑菌浓度最高

为 90%，其他药剂的防治效果均不理想。因此在
防治甘蔗黑孢霉叶斑病时推荐使用 0.16 mg/L 咪鲜
胺药剂和 2.4 mg/L 施保功药剂。

A: N. sphaerica 的检测电泳 pH；B：S2-1 在不同温度下的菌落生长状态；C：S2-1 在不同 pH 下的菌落生长状态
A: Detection electrophoresis of N. sphaerica; B: Colony growth status of S2-1 under different temperatures; C: Colony growth status of S2-1 under different pH

M: Marker 2 000; 1: 田间病叶 ; 2: 田间病叶鞘 ; 3: 人工播种病叶 ; 4: N.osmanthi; 5: DDW
1:Diseased leaves in the field; 2: Diseased leaves sheet in the field; 3: Artificial inocultion of diseased leaves

图 4　Nigrospora sphaerica 的检测电泳及其在不同温度和 pH 条件下的菌落生长直径
Fig. 4　Detection electrophoresis of Nigrospora sphaerica and its colony growth diameter on PDA plate 

　　　　　under different temperatures and pH
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3　讨论

种苗安全对甘蔗的安全生产有着极其重要的

作用。本研究中，甘蔗黑孢霉叶斑病为甘蔗上新

发现的种传病害，由黑孢霉 N.sphaerica 引起；该

病害为本课题组 2016 年和 2017 年在广东省广州

市南沙区田间的黑皮果蔗上发现［17］。甘蔗黑孢

霉叶斑病在甘蔗成株期发病时，主要影响甘蔗糖

分的积累；但是在甘蔗幼苗期发病时会造成甘蔗

植株的整株枯死，而且一旦种茎带病，长出的苗

子则 100% 带病。甘蔗黑孢霉叶斑病严重影响甘

蔗的产量和质量。

近年来越来越多关于 N.sphaerica 引起病害的

报道，如在印度的茶叶、中国的茶花和青钱柳上

引起黑孢霉叶斑病等［16, 18-20］。但关于 N.sphaerica
引起甘蔗黑孢霉叶斑病及其病原菌的生物学特性

还是首次报道。过去甘蔗病害的防治主要以培育

抗病品种为主，辅助以化学药剂防治和栽培管理

（如种植密度、种植方式及肥水管理等）［21-22］；

但对于种传甘蔗病害则首先是加强引种检疫，并

多采用与其他作物进行轮作、种植无病种苗及改

变施肥模式等［2, 23-24］。甘蔗作为用蔗茎腋芽进行

无性繁殖的作物，由于多年反复种植，极易受到

种苗传播病原的反复侵染，而且一旦侵染，将会

给甘蔗产量和质量造成极大损失。研究者们在脱

毒健康种苗的生产方面采用了各种方法，如热蒸

汽消毒种苗、热水浸种消毒以及后来的热水浸种

消毒结合组织培养脱毒技术；同时通过建立三级

苗圃制来进一步杜绝危险性病害的蔓延，保证种

苗的健康［25-26］。通过研究发现，N.sphaerica 的

最适生长温度为 25 ℃，最适 pH 为 7，因此也可

通过以上方法对种苗进行脱毒处理。此外，也有

研究表明甘蔗间套种绿豆可通过改善土壤环境提

表 1　共培养 6 d 后 7 种杀菌剂对 Nigrospora sphaerica 在 PDA 平板上菌落生长的抑制作用

Table 1　After co-cultivate 6days, indoor inhibition effect of 7 fungicides on the growth of conloy of Nigrospora sphaerica on PDA

杀菌剂
Fungicide 

浓度 
Concentration

（mg/L）

菌落生长直径
Diammeter of the 
colony（mm）

抑菌效果
Inhibition effect

（%）

杀菌剂
Fungicide

浓度 
Concentration  

（mg/L）

菌落生长直径 
Diammeter of the 
colony（mm）

抑菌效果
Inhibition effect

（%）

苯醚甲环唑
Difenoconazol-e

  5 2.38±0.20 70 噻唑锌
Zinc thiazole

  2.5 7.5±0.10 6

15 1.80±0.09 77   5 7.5±0.10 6

25 1.82±0.21 77 10 7.5±0.10 6

35 0.79±0.53 90 15 7.5±0.10 6

45 1.29±0.20 84 20 7.5±0.10 6

55 1.26±0.22 84 25 7.5±0.10 6

50% 丙环唑
50% Propiconazole

  0.05 5.91±0.17 26 噁霉灵
Hymexazol

  2.5 6.91±0.12 14

  0.1 4.87±0.22 39   5 7.29±0.12 9

  0.25 3.52±0.09 56 10 6.23±0.27 22

  0.5 2.77±0.46 65 15 4.51±0.22 44

  1 2.09±0.08 74 20 3.24±1.00 60

  2 1.48±0.18 81 25 2.43±0.59 70

苯甲·福美双
Benzyl thiazole

  0.175 5.80±0.22 28 施保功
sporgon

  0.05 4.68±0.20 42

  0.35 5.41±0.12 32   0.1 3.29±1.19 59

  0.7 4.10±0.22 49   0.2 2.53±0.29 68

  1.4 3.00±0.21 63   0.4 1.03±0.65 87

  2.8 2.60±0.06 68   0.8 1.05±0.09 87

  5.6 1.60±0.03 80   1.2 0.75±0.14 91

咪鲜胺
Prochloraz

  0.005 5.60±0.26 30   2.4 0.56±0.07 93

  0.01 3.70±0.12 54 CK 8.00±0.20 0

  0.02 3.20±0.29 60

  0.04 1.50±0.51 81

  0.08 0.78±0.12 90

  0.16 0.20±0.11 98
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高甘蔗的产量和品质［27-29］；同时通过 7 种不同

杀菌剂对 N.sphaerica 的抑菌性测定发现，咪鲜胺

和施保功可用以对甘蔗蔗种进行浸种处理或在甘

蔗下种前，与细土混合后撒施在甘蔗基部。而在

过去也有报道咪鲜胺和苯醚甲环唑在甘蔗病害的

防控上发挥重要作用，如咪鲜胺和苯醚甲环唑对

甘蔗褐条病有明显的防治效果，但苯醚甲环唑对

甘蔗黑孢霉叶斑病病原菌的室内毒力测定效果则

欠佳［30］。

4　结论

引起种传病害甘蔗黑孢霉叶斑病的病原菌

为 N.sphaerica，引物 Ng1F/ Ng1R 可以作为田间

和室内对甘蔗黑孢霉叶斑病病原菌的检测；通

过对 N.sphaerica 的生物学特性研究发现，该菌

的最适生长温度为 25 ℃，最适生长 pH 为 7；

咪鲜胺药剂 0.16 mg/L 和施保功药剂 2.4 mg/L 对 
N. sphaerica 的抑菌效果最显著，抑菌效果均可达

到 93% 以上，推荐这 2 种药剂作为甘蔗蔗种处理

和田间施用药剂。化学药剂防治仅是防治甘蔗黑

孢霉叶斑病发生的一个措施，最有利的防治手段

还是加强甘蔗的种苗检测，尤其是在引种时和蔗

区调种时。
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