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摘要:采用松针褐斑病菌毒素处理湿地松瓶内组培苗和温室组培苗针叶、采用苗圃组培苗人工接种
松针褐斑病菌孢子悬浮液测定抗病性。结果表明: 湿地松不同家系间抗病性差异显著、同一家系不
同无性系间抗病性差异也显著。湿地松瓶内组培苗各无性系抗病性强弱依次为 8#40，8#2，8#11，
32#3，普通组培苗; 温室组培苗各无性系抗性强弱依次为 32#7，32#3，普通组培苗。苗圃组培苗与
实生苗间、组培苗不同代数间抗病性差异显著。单元回归分析表明，瓶内测定结果与温室针叶测定
结果的相关系数 r2 = 0. 999 7、与苗圃接种孢子悬浮液测定结果的相关系数 r2 = 0. 958 8。因此，为
了缩短选育时间，减少成本，一定程度上可以用瓶内抗病性测定替代室外抗病性测定。
关键词:松针褐斑病; 湿地松;再生植株; 抗病性测定
中图分类号: S763. 15 文献标志码: A 文章编号: 1671 － 0886( 2018) 01 － 0001 － 05

Determination of resistance to brown-spot needle blight on culture seeding of slash pine /CHENG
Fang，et al． ( Co-Innovation Center for Sustainable Forestry in Southern China，Nanjing Forest Universi-
ty，Nanjing 210037，China)
Abstract: Resistance of plant regeneration of Pinus elliottii treated by the toxin of Lecanosticta acicola
in bottle and greenhouse and that after inoculating spore suspension of L． acicola in nursery were deter-
mined． The results showed that the disease resistance had significant differences among different fami-
lies and among different clones of the same family． The strength order of resistance of clones in bottle
were 8#40，8#2，8#11，32#3，normal tissue culture，while the order in greenhouse were 32#7，32#3，
normal tissue culture． Differences of resistance between tissue culture and seedling and among different
generations of tissue culture were significant． Simple regression analysis showed that the results in bottle
were relevant to the results in greenhouse and nursery，and r2 were 0． 999 7 and 0． 958 8 respectively．
So in order to shorten the breeding time and reduce the costs，determination of disease resistance of the
clones in bottle could be an alternative to outdoor resistance test to a certain extent．
Key words: brown-spot needle blight; slash pine ( Pinus elliottii) ; plant regeneration; determination of
disease resistance

松针褐斑病( Lecanosticta acicola) 是一种重要
的国内森林植物检疫对象，在我国湿地松 Pinus el-
liottii林中普遍发生，严重影响了湿地松的推广应
用。叶建仁 等［1］在福建官庄林场建立了抗病种子
园，但是抗性种子产量有限，为加速湿地松优良材料
的推广进程，该研究小组通过器官发生获得移栽成
活的再生植株［2 － 3］。植物的性状表现是基因型和环
境综合作用的结果，经过人工培养的再生植株可能
会出现变异，子代组培苗是否具有母株的优良抗病
性，需要在组培苗生长后期进行抗病性测定。人工
接种孢子悬浮液测定湿地松抗病性，需要组培再生

植株移至温室盆里或田间苗圃，而毒素检测，快捷方
便;若用松针褐斑病菌毒素处理瓶内组培苗测定抗
病性的结果与室外人工接种孢子悬浮液测定的结果
具有相关性，则可以在瓶内测定组培苗抗病性，及时
淘汰不良无性系，将会大大缩短抗病选育的时间。
作者通过测定湿地松组培苗 3 个培育阶段抗病性，
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确定湿地松组培苗间的抗病性差异以及 3 个阶段的
测定结果是否具有相关性，以期为更早期筛选出湿
地松组培苗优良抗病无性系提供试验依据。

1 材料与方法

1. 1 试验材料
1. 1. 1 供试湿地松和松针褐斑病菌 南京林业大
学抗病育种实验室的瓶内抗病组培苗32#3、8#11、
8#2、8 #40，普通组培苗; 温室湿地松抗病组培苗
32#3、32#7，普通组培苗针叶; 2008 年 3 月移栽到南
京林业大学南大山苗圃的湿地松组培苗和实生苗。
湿地松组培苗均来自湿地松器官发生植株再生体
系。南京林业大学森林病理研究组提供松针褐斑
病菌。
1. 1. 2 松针褐斑病菌毒素 采用程方 等［4］的制备
方法制备松针褐斑病菌毒素。
1. 1. 3 松针褐斑病菌孢子悬浮液 将松针褐斑病
菌恒温 25 ℃下培养 16 ～ 20 d，用 2%蔗糖 －灭菌水
洗下分生孢子，经两层粗纱布滤去杂物，用血球计数
板调节孢子悬浮液浓度至 3 × 107 个 /mL 备用。
1. 2 试验方法
1. 2. 1 松针褐斑病菌毒素生测瓶内组培苗 采用
程方 等［4］的毒素生测方法处理湿地松瓶内 32#3、
8#11、8#2、8#40 和普通组培苗，每处理 3 个重复，每
个重复 10 株苗。以培养基表面含不接菌的小麦浸
提液转接普通组培苗为对照。
1. 2. 2 松针褐斑病菌毒素生测温室组培苗针叶
采用程方 等［4］的毒素生测方法处理湿地松温室
32#3、32#7 和一年生普通组培苗针叶，每处理 3 个
重复，每个重复 15 根针叶。以不接菌的小麦浸提液
接种普通组培苗针叶为对照。
1. 2. 3 苗圃组培苗人工接种松针褐斑病菌孢子悬
浮液 用喷雾器将制备好的浓度为 3 × 107 个 /mL
的松针褐斑病菌孢子悬浮液均匀喷在所选植株上，
至针叶开始有水流动为止;然后盖上塑料薄膜，间歇
向袋中喷清水保湿降温 5 d，防止中午温度过高，在
接种植株上方搭建荫棚。以 2%蔗糖无菌水为对
照。每个处理 3 个重复，每个重复 3 ～ 4 株苗。接种
45 d统计感病率和感病指数。孢子悬浮液滴于凹
面载玻片上分别置于苗圃薄膜棚内和室温下，统计
孢子萌发率分别约为 32%和 27%。
1. 3 感病率和感病指数统计 每天观察组培苗及
针叶的发病情况;当针叶开始发病、普遍发病时，统
计各无性系的感病指数和感病率。湿地松组培苗感

病分级标准［5］见表 1，针叶感病分级标准［6］见表 2。
试验结果数据采用 Excel整理、SPSS 软件分析。

感病指数 = ∑ ( 各级别代表值 ×该级别株数)

× 100 / 总株数 × 发病最重级代表数值
感病率( % ) = ( 感病株数 /接种株数) × 100

表 1 湿地松组培苗感病分级标准

级别 病害程度 代表值

Ⅰ 无明显反应 0

Ⅱ 针叶 1 /4 以下出现症状 1

Ⅲ 针叶 1 /4 至 1 /2 出现症状 2

Ⅳ 针叶 1 /2 至 2 /3 部分出现症状 3

Ⅴ 针叶超过 2 /3 部分出现症状 4

表 2 针叶感病分级标准

级别 病害程度 代表值

Ⅰ 无病 0

Ⅱ 病斑 1 ～ 5 个，顶端未枯死;或顶端枯死 1 /4 以下，病
斑 5 个以下

1

Ⅲ 病斑 6 ～ 10 个，顶端未枯死; 或顶端枯死 1 /4 ～ 1 /2，
病斑 5 个以下

2

Ⅳ 病斑 11 ～ 15 个，顶端未枯死; 或顶端枯死 1 /4 ～
1 /2;病斑 6 ～ 10 个;或顶端枯死 1 /2 ～ 3 /4，病斑 5 个
以下

3

Ⅴ 病斑 16 个以上，顶端未枯死; 或顶端枯死 1 /4 ～
1 /2，病斑 11 ～ 15 个; 或顶端枯死 1 /2 ～ 3 /4，病斑
6 ～ 10个;或顶枯 3 /4 以上

4

2 结果与分析

2. 1 湿地松瓶内组培苗的抗病性比较
2. 1. 1 不同家系间的抗病性比较 供试湿地松组
培苗不同家系间抗病性差异显著，抗病性强弱依次
为 8#，32#，普通组培苗。普通组培苗的感病率和感
病指数均明显高于两个抗病家系，其中 8#家系抗病
性又明显高于 32#。感病率在 4，7 d时，不同家系间
差异分别都显著( 图 1) 。

图 1 松针褐斑病菌毒素处理湿地松瓶内组培苗后的感病

指数和感病率比较

2. 1. 2 同一家系不同无性系间的抗病性比较 湿
地松瓶内组培苗同一家系不同无性系对毒素的反应
差异明显，不同无性系的抗病性差异显著。8#的 3 个
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无性系中，8#40 抗性最强，感病指数仅为 15，明显低
于 8#11的感病指数 30，比 8#2 的感病指数低 12. 5。
8#40在 7 d 时感病率为 50%，比最高值 8#11 的感病
率低了 12. 5%，尽管 8#2 和 8#11 在初期的感病率差
异不显著，但是在 7 d 时 8#40、8#2、8#11 的感病指数
和感病率之间差异均分别显著( P ＜0. 05) ( 图 2) 。

图 2 松针褐斑病原菌毒素处理湿地松瓶内组培苗后同一家系的

感病指数和感病率比较

2. 1. 3 所测无性系的抗病性比较 湿地松瓶内组
培苗经松针褐斑病菌毒素处理后，4 个抗病无性系
均比普通组培苗抗病性强，其中 8#40 抗性最强，第7
天统计的感病指数仅为 15，感病率也低于普通组培
苗 33. 33%，各无性系抗病性强弱依次为 8#40，8#2，
8#11，32#3，普通湿地松组培苗( 图 3，4，5) 。

图 3 松针褐斑病菌毒素处理湿地松瓶内组培苗后的感病

指数和感病率比较

图 4 松针褐斑病菌毒素处理湿地松瓶内组培苗前

图 5 松针褐斑病菌毒素处理湿地松瓶内组培苗第 7 天

2. 2 湿地松温室组培苗不同无性系的抗病性比较
松针褐斑病菌毒素处理湿地松温室组培苗针叶

4 d时，32#7 和 32#3 的感病率差异不显著，但在 7 d

时，32#7 感病率比 32#3 低 30%，且都明显高于普通
组培苗，可见抗病性都显著高于普通组培苗( 图 6) 。
抗病性由强到弱为 32#7，32#3，普通组培苗。
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图 6 松针褐斑病菌毒素处理温室湿地松组培苗针叶后

不同无性系的感病率和感病指数

2. 3 苗圃湿地松组培苗的抗病性比较
2. 3. 1 普通组培苗不同代数间的抗病性比较 人
工接种松针褐斑病菌孢子悬浮液 20 d 时，普通组培
苗 1 ～ 3 代有 2 株发现病斑，4 ～ 6 代有 2 株发病，有
1 株发病较重，7 ～ 9 代有 2 株发病。接种 45 d 时，
普通组培苗 4 ～ 6 代、1 ～ 3 代均有 1 株基部发病严
重，但是新叶未发病。普通组培苗1 ～ 3代、4 ～ 6代

都对松针褐斑病孢子入侵反应迅速，但是 4 ～ 6 代在
后期抗病性比 1 ～ 3 代强，感病指数及感病率都明显
低于 1 ～ 3 代和 7 ～ 9 代; 7 ～ 9 代尽管前期反应慢，
但后期感病迅速，感病率达到了 100%，感病指数也
高达 55. 6，明显高于 1 ～ 3 代和 4 ～ 6 代。由此可
知，普通组培苗 4 ～ 6 代的抗病性大于 1 ～ 3 代，大于
7 ～ 9 代( 图 7，8) 。

图 7 苗圃普通湿地松组培苗不同代数间的感病指数和感病率比较

图 8 苗圃湿地松普通组培苗人工接种孢子悬浮液 45 d不同代数的感病情况

2. 3. 2 组培苗与实生苗间的抗病性比较 人工接
种松针褐斑病菌孢子悬浮液 20 d时，8#、32#家系实
生苗没有表现出症状，普通实生苗个别有病斑，有 2
株苗各有 1 个病斑; 45 d时，实生苗无论是抗病的还
是普通的，感病率均较高，32#家系实生苗有 6 株严
重感病，8#家系实生苗和普通实生苗分别有 3 株感
病严重;说明实生苗在接种前期比较耐病，发病比组
培苗慢，但是在后期抗病性却不及组培苗。同期组
培苗的抗病性大于实生苗，8#、32#、普通实生苗的感
病率均达到了 100%，而普通组培苗只有 70%。抗
病家系的组培苗与其他家系差异显著，感病率明显
低于其他家系，仅为 25%。就感病指数分析，实生
苗抗病性显著低于 8#抗病家系组培苗和普通组培
苗( 图 9，10) 。各家系的抗病性强弱依次为 8#组培
苗，普通组培苗，8#实生苗，普通实生苗，32#实生苗。
2. 3. 3 组培苗同一家系不同无性系的抗病性比较
人工接种松针褐斑病菌孢子悬浮液20 d时，8#8
图 9 苗圃湿地松组培苗与实生苗的感病指数和感病率比较

有 1 株有少许病斑，8#4 有 2 株有少许病斑。同一
家系不同无性系间抗病性差异显著，接种 45 d 时，
8#4只有 3 株感病，8#4 的其它植株均未感病或感病
很轻，感病率仅为 12. 5%，感病指数也仅为 3. 1，属
于高抗无性系。8 #8 感病指数和感病率显著高于
8#4，但也分别仅为 9. 38、37. 5%，两者的抗病性都
强于普通组培苗( 图 11，12) 。
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图 10 人工接种松针褐斑病菌孢子悬浮液 45 d时苗圃湿地松

组培苗与实生苗的感病情况

图 11 苗圃湿地松组培苗不同无性系的感病指数和感病率比较

图 12 人工接种松针褐斑病菌孢子悬浮液 45 d湿地松

不同无性系的感病情况

2. 4 瓶内组培苗与温室苗圃组培苗抗病性测定结
果的相关性 以瓶内湿地松组培苗毒素处理的感病
指数为 X，以温室湿地松组培苗针叶感病指数为 Y1，
通过对 CK、普通组培苗、32#3 的感病指数进行单元
回归分析，得回归方程: Y1 = 1. 049X + 0. 105 5，r2 =
0. 999 7。以瓶内毒素处理的感病指数为 X，以苗圃
感病指数为 Y2，通过对 CK、普通组培苗、8#的感病指
数进行单元回归分析，得回归方程: Y2 = 0. 593 2X +
2. 124 8，r2 =0. 958 8。说明瓶内组培苗的抗病性测定
结果在一定程度上与室外的测定结果相关。

3 结论与讨论

强化抗病育种是发展集约人工林的迫切需要，
把育种目标转移到降低营林成本的抗性育种和材质
改良方面，保证人工林的生物学稳定性，真正实现高

产、优质和高效［7］。抗病家系子代能否像亲本那样
表现出高度的抗病性还得经子代抗病性测定才能确
定。为准确评价某一材料的抗性，不仅要用将来大
批量造林地区的菌系接种该材料，而且接种用菌系
的取样也要充分［7］。本研究的结果与安会翠 等［5］

的研究结果一致，不同家系的抗病性差异显著，同一
家系不同无性系的抗病性差异也显著，组培苗代数
不同抗病性也存在差异。蒋继宏 等［8］用松针褐斑
病菌致病毒素处理不同抗性湿地松无性系针叶的结
果与人工接种病原菌的结果存在高度相关，14 种松
树的抗病性测定也基本上能表达它们原来的抗病
性。曾义［9］用病原菌孢子人工接种和毒素粗提液
生测的方法测定湿地松不同无性系的抗病性，两种
测定结果高度相关( 相关系数0. 8 ) ，说明用毒素进

(下转第 23 页)
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结果表明: 叶片被害率、受害叶片数与囊泡数均呈显
著正相关，叶片被害率与囊泡数之间的相关程度较
大( R2 = 0. 615) 。

根据国家林业局林业有害生物调查总则“LY /
T2011—2012”危害程度分级标准，叶部害虫危害程
度分级: 叶片受害率% ( x) 0 ＜ x≤20 为轻度，叶片受
害率% ( x) 20 ＜ x≤50 为中度，叶片受害率% ( x) x ＞
50 为重度［6］。根据叶片被害率与囊泡数建立的线
性回归方程，当叶片被害率为 20%时，计算囊泡数
为 1. 2 个; 当叶片被害率为 50%时，计算囊泡数为
7. 9 个。结合实际工作中监测调查情况及相关专家
指导意见，参考依据线性回归方程计算所得不同被
害率的囊泡数，可以提出当 0 ＜囊泡数≤1 时为轻度
发生; 1 ＜囊泡数≤6 时为中度发生;囊泡数 ＞ 6 时为
重度发生。

与以囊泡数作为榆跳象危害调查指标相比，直
接统计叶片被害率具有不足之处。直接统计叶片被
害率因调查人员不同而结果差异较大，由于榆跳象
危害后的叶片呈孔洞状，孔洞数量从 1 个至数十个
不等，是否被害及被害程度高低在于调查人员的主
观判断。如果以标准枝上榆跳象成虫数量为统计指
标，由于榆跳象成虫善跳跃，调查人员靠近时成虫极

易转移，利用成虫密度监测难度更大。而囊泡数量
既可直接反映叶片被害程度，又可代表越夏成虫相
对密度。将囊泡数作为调查指标，具有稳定性强、识
别性高、操作简便、调查精度高的特点，且易于向基
层推广应用，在榆跳象监测调查中有较高参考价值，
但该结果与监测调查地块的选择以及监测调查人员
的技术水平有关，其可靠性还需作进一步验证。
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行抗病性筛选有一定可靠性。在瓶内测定抗病性低
的 32#3，温室针叶测定结果抗性也低，在瓶内测定
抗病性强的 8#2 与戴培培［10］在温室测定的结果，及
本研究苗圃测定的结果一致，抗病性较强。通过单元
回归分析表明湿地松组培苗在瓶内与温室、苗圃进行
抗病性测定具有一定的相关性，相关系数 r2 分别为
0. 999 7和 0. 958 8，但是由于试验材料有限，数据有
限，因而只能说在一定程度上可以用瓶内抗病性测定
替代室外抗病性测定，要得到更为精确地相关性分
析，还需要进行更多无性系的回归分析试验。
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