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摘要：【目的】甘蔗鞭黑粉菌(Sporisorium scitamineum)引起的甘蔗黑穗病是我国甘蔗生产重要的病害。

示踪甘蔗鞭黑粉菌侵染甘蔗的过程将有助于揭示其致病性和甘蔗抗黑穗病机制，为抗病品种的选育以

及黑穗病的防治奠定基础。【方法】利用农杆菌介导的遗传转化技术对甘蔗鞭黑粉菌进行黄色荧光标

记，对转化子进行配合及致病力检测，将标记菌株接种甘蔗感病品种ROC22及抗病品种中蔗1号、中

蔗6号和中蔗9号并进行早期可视化观察。【结果】组成型表达的eYFP不影响标记菌株的配合及致病能

力，而且黄色荧光性状能通过冬孢子稳定遗传。激光共聚焦显微观察表明，注射接种病原菌第5天，

在感病品种ROC22的生长点已可见荧光菌丝及少量聚集状菌丝体，在抗病品种中蔗1号、中蔗6号和中

蔗9号中可见少量单一丝状菌丝，无聚集状菌丝体。接种后35 d，在ROC22中可见大量聚集状菌丝体，

但在中蔗品种中的聚集状菌丝体明显较少，而以中蔗1号最少。【结论】成功构建了甘蔗鞭黑粉菌侵染

甘蔗的荧光示踪系统，并发现中蔗系列品种存在抑制甘蔗鞭黑粉菌菌丝体在细胞间扩展的机制。 

关键词：甘蔗鞭黑粉菌，荧光标记，甘蔗，侵染 

 

甘蔗黑穗病(sugarcane smut disease)是一种

在世界范围内广泛发生的甘蔗真菌性病害[1]。染

病甘蔗最明显的特征为蔗稍抽出长而细的黑色

鞭状物，而在尚未出现黑鞭前，染病甘蔗表现为

蔗种萌芽早，主轴叶片细长直立，叶色淡绿，茎

细长，分蘖增多[2–3]。甘蔗黑穗病严重影响甘蔗产

量以及蔗汁质量，一旦大面积暴发将会造成严重

的经济损失[4]。引起甘蔗黑穗病的病原菌是担子

菌亚门黑粉菌属的甘蔗鞭黑粉菌 (Sporisorium 

scitamineum)，该菌生活史可分为 3 个不同的阶
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段：单倍体酵母样孢子、双核菌丝和二倍体冬孢

子[5]。其中单倍体孢子不具备侵染甘蔗的能力，

而由不同交配型单倍体进行有性配合后形成的

双核菌丝体具有致病性，能穿透植物组织进行侵

染[5–6]。侵染菌丝吸取寄主体内的营养物质并随着

蔗株生长点向上生长而逐渐向上蔓延，最终在蔗

稍抽出黑鞭，黑鞭中充满大量的冬孢子。病菌冬

孢子可随气流进行远距离传播，亦可落入土壤长

期存活[7]。冬孢子在适宜的环境条件下萌发出长

短不一的担子，每个担子细胞又可以产生 1 至数

个单倍体担孢子，异型担孢子配合后可再次侵染

蔗株完成其生活史[8–9]。 

甘蔗抗病品种的培育是目前控制甘蔗黑穗

病最为经济有效的手段[10]。雷敬超等对甘蔗常用

亲本黑穗病抗性进行了调查，筛选出了大量优质

抗病育种材料[11]。熊国如等对 23 个甘蔗品种进

行黑穗病抗性鉴定，发现云蔗 99-596、粤甘 42、

桂糖 29 和福农 39 具有良好的黑穗病抗性[12]。最

近由本实验室培育的甘蔗新品种(系)中蔗 1 号、

中蔗 6 号和中蔗 9 号具有高产、高糖、耐旱、耐

寒等优点，并且拥有很好的黑穗病抗性[13]。目前

甘蔗响应黑粉菌侵染的机制尚未明确，有关黑粉

菌侵染甘蔗过程的研究还比较少。为方便示踪甘

蔗鞭黑粉菌对甘蔗的侵染过程，本研究构建了黑

粉菌强启动子启动的黄色荧光蛋白 eYFP 表达的

表达载体，利用根癌农杆菌介导的转化技术将

eYFP 报告基因表达载体转化至甘蔗鞭黑粉菌[14]，

获得了能持续稳定表达黄色荧光蛋白的甘蔗鞭

黑粉菌标记菌株 JG35-eYFP 和 JG36-eYFP。利用

这一对荧光标记菌株对抗病、感病甘蔗的生长点

进行侵染，并对侵染的早期阶段进行可视化研究，

以期初步解析中蔗系列品种甘蔗的抗病机制。 

1  材料和方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  材料与菌株：供试甘蔗品种有 ROC22、中

蔗 1 号、中蔗 6 号和中蔗 9 号。其中 ROC22 为

高感黑穗病的广西主栽甘蔗品种，中蔗 1 号、中

蔗 6 号和中蔗 9 号为本实验室近年来自主培育的

甘蔗新品种(系)，具有很强的黑穗病抗性。供试

菌株有甘蔗鞭黑粉菌单倍体 JG35、JG36，农杆

菌 AGL1，均为本实验室保存。 

1.1.2  载体：双元载体 pEX1-GAP-eGFP 由华南

农业大学姜子德教授惠赠。 

1.1.3  试剂：In-Fusion HD Cloning Kit、Prime 

STAR Max Premix (2×) DNA 聚合酶、TaKaRa 

MiniBEST Plant Genomic DNA Extraction Kit 购

自 TaKaRa 公司；质粒小提试剂盒、普通琼脂糖凝

胶 DNA 回收试剂盒购自天根公司；快速限制性内

切酶购自赛默飞公司；其余试剂均为国产分析纯。 

1.2  含 eYFP 报告基因重组质粒的构建 

根据本实验室前期甘蔗鞭黑粉菌转录组测

序结果，选取在甘蔗鞭黑粉菌生长发育的各个时

期(单倍体、冬孢子产生初期、中期及后期)都高

效表达的基因 g6182 的启动子序列。分别用 PCR

获得启动子片段及 eYFP 片段，通过融合 PCR[15]

得到融合片段 RB1-Pg6182-eYFP。用 PmeⅠ和  

PacⅠ对双元载体 pEX1-GAP-eGFP 进行酶切，切

除 GAP-eGFP 片段，并使用 In-Fusion 克隆技术

将融合片段 RB1-Pg6182-eYFP 连入双元载体中，

转化大肠杆菌 DH5α 感受态细胞。提取质粒用

PmeⅠ和 PacⅠ进行酶切鉴定，并经测序后保存

正确的重组质粒 pEX1-RB1-Pg6182-eYFP。本研

究所用引物见表 1。 
 



598 Xianruan Lan et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(3) 

actamicro@im.ac.cn 

 

表 1.  本研究所用引物 

Table 1.  Primers used in this study 

Primer Sequence (5′→3′) Description 

RB1-pEX1-F TGTCAAACACTGATAGTTTAAACTGAAGGCGGGAAACGACAAT Fusion PCR 

RB1-g6182-R AATCAGCAGTGCCACGCTCTAACATTCGCTGTTTCTTCGGTCAGTCT g6182 fragment amplification 

g6182-RB1-F AAAAGACTGACCGAAGAAACAGCGAATGTTAGAGCGTGGCACTGCTG g6182 fragment amplification 

g6182-eYFP-R ACAGCTCCTCGCCCTTGCTCACCATGTTGGCAGTGTATAGTTTGTGTGGA eYFP fragment amplification 

eYFP-g6182-F TCCACACAAACTATACACTGCCAACATGGTGAGCAAGGGCGAGG eYFP fragment amplification  

eYFP-pEX1-R ACATCATAGGGGTAGTTAATTAATTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC Fusion PCR 

g6182-F ATGTTAGAGCGTGGCACTGCTG g6182 PCR verification 

g6182-R GTTGGCAGTGTATAGTTTGTGTGGA    

eYFP-F ATGGTGAGCAAGGGCGAGG eYFP PCR verification 

eYFP-R TTACTTGTACAGCTCGTCCATGCC 

 

1.3  农杆菌介导的甘蔗鞭黑粉菌遗传转化 

利用甘油法制备农杆菌 AGL1 感受态细胞，

并用电脉冲法将重组质粒转化进入 AGL1 中[12]。

将重组 AGL1 转接到 5 mL 含有 50 μg/mL 利福平

(rifampicin ， Rif) 和 50 μg/mL 壮 观 霉 素

(spectinomycin，Spec)的基础培养基(minimal media，

MM)中，培养 2 d 至 OD600=0.9 (28 °C、200 r/min)，

经诱导培养基 IM (induce media， IM)稀释至

OD600=0.15，添加乙酰丁香酮(acetosyringone，As)

至终浓度为终浓度为 200 μmol/L后在黑暗 28 °C、

200 r/min 条件下，诱导培养至 OD600=0.5 左右。

另外在 YEPSA 平板上划线活化甘蔗鞭黑粉菌单

倍体菌株 JG35 和 JG36，并用新鲜的 YEPS 液体

培养基培养菌株至 OD600=1.0。 

将诱导培养至 OD600 值为 0.5 的重组 AGL1

菌液与 OD600 值为 1.0 的 JG35、JG36 分别等体积

混合，涂布到铺有混合纤维素微孔滤膜(孔径为

0.45 μm)的含有终浓度为 200 μmol/L 的乙酰丁香

酮的诱导培养基(induce media，IM)平板上，于

黑暗条件下，28 °C 倒置培养 2–3 d；再将微孔滤

膜转移至含 300 μg/mL 头孢噻肟钠(cefotaxime，

Cef)和 200 μg/mL 潮霉素(hygromycin，Hyg)的

YEPS 平板上，28 °C 避光倒置培养 9 d 至长出转

化子。 

1.4  甘蔗鞭黑粉菌黄色荧光蛋白标记转化子的

鉴定 

在激光共聚焦显微镜下观察转化子，将能产生

黄色荧光的菌落转移到 YEPS 平板(含 300 μg/mL 

Cef+200 μg/mL Hyg)上进行二次筛选。筛选后的

阳性转化子利用 TaKaRa MiniBEST Plant Genomic 

DNA Extraction Kit 进行 DNA 提取，用引物

g6182-F/R 进行 PCR 验证转化子中是否含有

g6182 启动子序列，用引物 eYFP-F/R 进行 PCR

验证转化子是否具有黄色荧光蛋白基因。 

1.5  甘蔗鞭黑粉菌黄色荧光蛋白标记菌株配合

能力的检测 

分别活化菌株 JG35、JG36、JG35-eYFP 和

JG36-eYFP，挑取单菌落于 YEPS 液体培养基中

进行扩大培养，在 28 °C、200 r/min 条件下培养   

2 d 后，采用正交试验进行配合，分别取等体积
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菌液按照 JG35+JG36、JG35+JG35、JG35+JG36- 

eYFP、JG35+JG35-eYFP、JG36+JG36、JG36+JG35、

JG36+JG36-eYFP、JG36+JG35-eYFP、JG35-eYFP+ 

JG36、JG35-eYFP+JG35、JG35-eYFP+JG36-eYFP、

JG35-eYFP+JG35-EyfpJG36-eYFP+JG36 、 JG36- 

eYFP+JG35、JG36-eYFP+JG36-eYFP、JG36-eYFP+ 

JG35-eYFP 两两混匀，然后取 10 μL 混合液点在

YEPS 平板上，放置于 28 °C 培养箱倒置培养，

每 12 h 观察配合菌落生长情况，持续观察 3 d。 

1.6  甘蔗鞭黑粉菌黄色荧光蛋白标记菌株的菌

丝荧光观察 

将含有 eYFP 报告基因的不同交配型黑粉菌

单倍体进行有性配合，于 28 °C 培养箱中培养至

菌落表面产生白色菌丝，挑取菌丝于荧光显微镜

下观察。同时以野生型单倍体配合形成的双核菌

丝作为对照。 

1.7  甘蔗鞭黑粉菌黄色荧光蛋白标记冬孢子的

荧光观察 

用含 eYFP 报告基因的黑粉菌(JG35-eYFP+ 

JG36-eYFP)接种甘蔗品种 ROC22，60 d 后采集发

病黑鞭中的冬孢子。将冬孢子接种于 50 μL 含有

50 μg/mL 氨苄西林(ampicillin，Amp)，50 μg/mL

卡那霉素(kanamycin，Kan)和 150 μg/mL Cef 的

YEPS 液体培养基中，28 °C、200 r/min 进行培养，

分别取培养 0 h 和 6 h 的样品进行荧光观察。同时

吸取 20 μL 冬孢子稀释液划线于含有 100 μg/mL 

Amp、100 μg/mL Kan、300 μg/mL Cef 和 200 μg/mL 

Hyg 的 YEPS 固体培养基中，28 °C 培养 72 h。

挑取平板上的单菌落进行显微观察。 

1.8  甘蔗鞭黑粉菌黄色荧光蛋白标记菌株在甘

蔗体内的行为观察 

将活化好的甘蔗鞭黑粉菌黄色荧光蛋白标

记菌株单菌落接种到 YEPS 液体培养基，28 °C、

200 r/min 培养 2 d，取 20 mL 菌液，按 1︰1 的比

例与对应交配型的单倍体菌株混匀后，用注射接

种的方法接种生长至五叶期的甘蔗植株茎尖生

长点附近，每株接种 1 次，每次接种 100 μL 混

合菌液，阳性对照为野生型单倍体菌株 JG35+ 

JG36 混合液，阴性对照为灭菌蒸馏水，每接种

处理重复 3 次。于接种后 5 日、35 日从甘蔗植

株上采样，对茎尖分生组织部位进行切片，在激

光共聚焦显微镜下，观察甘蔗鞭黑粉菌在甘蔗体

内的行为。 

2  结果和分析 

2.1  甘蔗鞭黑粉菌黄色荧光蛋白标记菌株的构

建及单倍体荧光稳定性 

构建含有强启动子序列和 eYFP 的重组载体

pEX1-RB1-Pg6182-eYFP，分别转化至 JG35 和

JG36，分别随机挑取 30 个转化子进行荧光观察。

结果如图 1-A 所示，转化子 JG35-eYFP 和 JG36- 

eYFP 在荧光显微镜下均能发出强烈的黄色荧光，

而野生型对照菌株 JG35 和 JG36 都没有荧光信

号。进一步对转化子进行 PCR 鉴定(图 1-B)，以

eYFP 基因引物对 eYFP-F/R 进行 PCR ，在

JG35-eYFP 和 JG36-eYFP 转化菌株中均可扩增出

720 bp 的目的片段，而在野生型 JG35 和 JG36 及

空载体 pEX1 中均扩增不出目的片段；以启动子

序列引物 g6182-F/R 进行 PCR，在 JG35-eYFP 和

JG36-eYFP 转化菌株中均可扩增出 1500 bp 的目

的片段，而在野生型 JG35 和 JG36 及空载体 pEX1

中均扩增不出目的片段。研究结果说明该荧光报

告基因已经转入到真菌中，获得了含有黄色荧光

蛋白标记的甘蔗鞭黑粉菌单倍体菌株。 



600 Xianruan Lan et al. | Acta Microbiologica Sinica, 2021, 61(3) 

actamicro@im.ac.cn 

 

 
 

图 1.  含 eYFP 报告基因的甘蔗鞭黑粉菌转化子的荧光观察及 PCR 检测 

Figure 1.  Yellow fluorescence observation and PCR analysis of S. scitamineum transformants with eYFP 
reporter gene. A: yellow fluorescence observed in S. scitamineum transformants with eYFP reporter gene; B: the 
PCR analysis of S. scitamineum transformants with eYFP reporter; M: 1 kb plus DNA ladder. 

 
2.2  黄色荧光蛋白标记的甘蔗鞭黑粉菌的配合

能力 

将含 eYFP 报告基因的黑粉菌单倍体和野

生型单倍体进行有性配合，由图 2-A 可看出

JG35-eYFP、JG36-eYFP 与异型单倍体均能正常

配合，形成白色绒毛状菌落，说明 eYFP 基因

不影响其配合能力，仍可产生正常的双核菌丝。 

将含 eYFP 报告基因的黑粉菌双核菌丝体与野

生型黑粉菌双核菌丝体置于荧光显微镜下进行

观察发现，含 eYFP 报告基因的双核菌丝可以

发出明显的黄色荧光信号，而野生型菌株的双

核菌丝无黄色荧光信号(图 2-B)。说明 eYFP 报

告基因能在甘蔗黑粉菌的双核菌丝阶段内稳定

表达。 
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图 2.  含 eYFP 报告基因的甘蔗鞭黑粉菌配合能力检

测及菌丝体中荧光观察 

Figure 2.  Mating analysis and yellow fluorescence 
observation of S. scitamineum with eYFP reporter gene. 
A: mating behavior of S. scitamineum with eYFP reporter 
gene; B: yellow fluorescence observed in the fungal 
hyphae of S. scitamineum with eYFP reporter gene. 
 

2.3  黄色荧光蛋白标记的甘蔗鞭黑粉菌的致病

能力及冬孢子荧光观察 

用含 eYFP 报告基因的黑粉菌接种甘蔗品种

ROC22 的生长点，60 d 后甘蔗出现明显的黑穗病

症状，病株长势矮小，在病株的蔗稍部位长出  

一条“黑鞭”，其形态特征与野生型菌株接种后长

出的黑鞭无差异(图 3-A)。在荧光显微镜下观察

发现，黑鞭上白色部位没有黄色荧光信号，灰色

部位有少量黄色荧光冬孢子，黑色部位表现很强

的黄色荧光信号。说明从白色部位到黑色部位的

黑粉菌冬孢子逐渐增多，而且荧光报告基因在冬

孢子时期也能稳定高效表达(图 3-A)。进一步对

冬孢子在培养基中萌发前后进行观察，发现无论

是冬孢子萌发形成的菌丝，还是冬孢子萌发后经

减数分裂生成的单倍体孢子，在荧光显微镜下均

有黄色荧光信号，说明黄色荧光蛋白在黑粉菌冬

孢子到单倍体时期都能稳定表达，黄色荧光性状

能通过冬孢子稳定遗传(图 3-B)。 

2.4  黄色荧光蛋白标记的甘蔗鞭黑粉菌侵染甘

蔗的早期可视化观察 

将含 eYFP 报告基因黑粉菌的异形交配型单

倍体混合后注射接种甘蔗抗病品种(中蔗 1 号、中

蔗 6 号、中蔗 9 号)及感病品种 ROC22 的生长点。

接种后 5 d，在接种口周围取样观察，发现在     

4 个甘蔗品种中都能清楚观察到黑粉菌黄色荧光

菌丝，菌丝沿细胞间隙生长。在感病品种 ROC22

号中菌丝扩散程度大，可见少量聚集状菌丝体；

在抗病品种中蔗 1、6、9 号甘蔗中可见少量单一

丝状，无聚集状菌丝体(图 4-A)。 

接种后 35 d，取样观察发现 4 个甘蔗品种体

内的菌丝形态发生变化，菌丝不再单一，变成高

度螺旋盘绕的菌丝体。在 ROC22 中可见大量聚

集状菌丝体，但在中蔗品种中的聚集状菌丝体明

显较少，而以中蔗 1 号最少(图 4-B)。上述结果表

明，中蔗系列品种存在抑制甘蔗鞭黑粉菌菌丝体

在细胞间扩展的机制。 

3  讨论 

荧光报告基因具有分子量小、对活细胞无毒

性、易被检测、易于区别、荧光稳定和直观可视

性等优点，目前在生命科学等领域被广泛应用[16]。

将荧光报告基因同目的基因相连接，通过产生的荧

光可以直观观测到目的基因的表达情况。2016 年，

Yan 等[17]成功向甘蔗鞭黑粉菌中导入了荧光蛋白

GFP 和 RFP，构建了含 GFP 与 RFP 的双色成像
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报告系统，并用于对甘蔗鞭黑粉菌整个生命周期

的发育进行观察。但该系统未能在甘蔗体内成功

应用，作者推测是由于甘蔗组织自发的荧光作用

较强导致。Carvalho 等[18]用 GFP 标记甘蔗鞭黑粉

菌研究其完整的真菌生命周期，发现 GFP 标记的

黑粉菌能够感染甘蔗组织，产生有活性的冬孢子

并定植甘蔗体内，然而他们未对菌丝在甘蔗体内

的侵染过程进行连续示踪。 

 

 
 

图 3.  含 eYFP 报告基因的甘蔗鞭黑粉菌的黑鞭与冬孢子中的荧光观察 

Figure 3.  Yellow fluorescence observed in the black whip and teliospores of S. scitamineum with eYFP reporter 
gene. A: yellow fluorescence observed in the different parts of the black whip with eYFP reporter gene; B: 
yellow fluorescence observed in S. scitamineum teliospores with eYFP reporter gene. Teliospores were incubated 
in YEPS media and imaged at 0 h, 6 h and 72 h, post-inoculation. 
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图 4.  含 eYFP 报告基因的甘蔗鞭黑粉菌侵染甘蔗的早期可视化观察 

Figure 4.  Visualization of the early stage infection with an eYFP-tagged S. scitamineum in sugarcane cultivars. 
A: visualization of different sugarcane cultivars at day 5 post-inoculation; B: visualization of different sugarcane 
cultivars at day 35 post-inoculation. 
 

最近由本实验室培育的甘蔗新品种(系)中蔗

1 号、中蔗 6 号和中蔗 9 号具有很好的黑穗病抗

性，但其抗病机制还未明确[13]。如果能构建一个

在甘蔗体内高效表达荧光信号的黑粉菌标记菌

株，就可以为研究中蔗系列甘蔗对黑穗病的抗病

机制提供有力的工具。朱丽萍等曾对 eGFP、

mCherry、YFP、wGFP、RFP 5 种荧光基因在甲

基营养菌 Methylobacterium extorquens AM1 中表

达的强度进行对比，结果发现 YFP 表现出更好的

荧光特性，表达强度最明显[19]。Day 等报道增强

型黄色荧光蛋白 eYFP 是荧光最强、应用最广泛

的荧光蛋白之一[20]。因此本研究选用 eYFP 作为

报告基因导入甘蔗鞭黑粉菌构建荧光报告菌株。 

启动子在基因转录调控中占有核心地位，决

定基因的表达水平[21]。为了降低植物本身自发荧

光的干扰，构建在甘蔗鞭黑粉菌各个生命周期都

高效表达报告基因的标记菌株，我们选用了一个

甘蔗鞭黑粉菌各个时期都能高效表达的基因的

组成型启动子来启动报告基因的表达。本实验室

前期转录组测序结果发现，甘蔗鞭黑粉菌的
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g6182 基因在各个生命时期的表达量都很高，由

此推测调控该基因表达的上游启动子是一个高

效表达的组成型启动子。利用该基因的 CDS 序

列，我们获取该基因上游 1500 bp 的启动子序列，

用于启动下游荧光报告基因的表达。 

通过对 eYFP 标记的黑粉菌株进行有性配合

及致病力检测表明，eYFP 的组成型表达不影响

甘蔗鞭黑粉菌的配合及致病能力。而且荧光显微

观察结果也表明 eYFP 报告基因在黑粉菌单倍体

孢子、双核菌丝体、二倍体冬孢子 3 个生命周期

中都能稳定高效表达，说明本研究构建的荧光报

告系统是一个高效的、稳定的组成型表达系统，

可以用于示踪甘蔗鞭黑粉菌侵染甘蔗的过程。 

将成功构建的 eYFP 报告菌株通过注射接种

的方式对本实验室选育的中蔗系列品种甘蔗进

行了侵染实验，初步观察结果表明，在接种后   

5 d 以及 35 d 的甘蔗组织内均可以观察到较强的

发黄色荧光信号的黑粉菌，并且基本无植物背景

干扰。在接种后 5 d 及 35 d 时，中蔗系列品种体

内黑粉菌量较少，菌丝(体)扩散程度低；而感病

品种 ROC22 甘蔗体内菌丝量相对较多且菌丝扩

散程度大。由于本研究采用的是注射接种的方式

进行黑粉菌侵染，黑粉菌进入甘蔗体内时已经突

破了外层的物理屏障，但依然在中蔗系列甘蔗中

形成的菌丝较少，因此初步推测中蔗系列品种甘

蔗体内可能产生某种(些)化合物抑制了菌丝的扩

散。已有研究表明，抗病品种甘蔗的抗病性与其

自身产生的多胺含量[22–23]、酚类物质[24]、内源激

素[25]和糖蛋白[26]等有关。中蔗系列甘蔗的抗病机

制是否也是这些物质，需进一步实验证明。 

迄今为止对甘蔗鞭黑粉菌侵染甘蔗过程的

报道仍很少，本研究构建的荧光报告系统的荧光

蛋白表达量和荧光强度均优于之前报道的荧光

标记系统，可用于示踪甘蔗鞭黑粉菌侵染甘蔗的

过程，有助于在细胞生物学层面揭示致病性和甘

蔗抗黑穗病机制，为抗病品种的选育以及黑穗病

的防治奠定基础。 
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Visualization of the early infection stage of Sporisorium 
scitamineum in sugarcane cultivars 
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Abstract: [Objective] Sporisorium scitamineum is a pathogenic fungus that causes sugarcane smut, the most 

important disease of sugarcane in China. Tracing the infection progression of the disease will help to reveal the 

mechanism of resistance to smut and lay a foundation for the selection of resistant cultivars and the control of smut. 

[Methods] We labeled the basidiospores of the pathogen with a gene that encodes the enhanced yellow fluorescent 

protein (eYFP) by Agrobacterium tumefaciens-mediated transformation (ATMT). We tested the mating and 

pathogenicity of the transformants. To visualize the early stage of infection, we injected the eYFP-tagged strains 

into smut susceptible sugarcane cultivar ROC22 and smut resistant cultivar Zhongzhe 1, Zhongzhe 6, Zhongzhe 9. 

[Results] The eYFP-tagged strains were indistinguishable to the wild-type strain in mating and pathogenicity, and 

the fluorescence was able to inherit into the teliospores. Laser confocal microscopic examination showed that at 5 

days post inoculation, a few aggregated as well as separated mycelia were observed in the susceptible sugarcane 

cultivar ROC22, but only a small amount of single mycelium was found at the same time in the resistant Zhongzhe 

cultivars. Much more aggregated mycelia were found at 35 days post infection in ROC22 than in Zhongzhe 

cultivars, with the lowest number in Zhongzhe 1. [Conclusion] A fluorescent tracer system for sugarcane infection 

by S. scitamineum was successfully constructed, and there may be a mechanism to constrain the mycelial growth of 

S. scitamineum in Zhongzhe cultivars. 

Keywords: Sporisorium scitamineum, fluorescence label, sugarcane, infection 
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