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血清学玻片凝集试验在植物细菌病

害鉴定上的应用

赖文姜 曾宪铭 陈俊英
.

范怀忠

(植 保 系 )

提 要

血清学玻片凝集反应方法自从 2 9 6 2年 G e h r i n g 和 1 9 6 5年M o r to n 以 及 1 9 7 7年 o i e k i n s o n 和

L u e a s分别展开了对青枯病 ( P
s e u d o m o n a s s o l a n a c e a r u m ) 和柳树萎蔫病 ( E r w i n i a S a l` e ` s )

鉴定以来
,

直到 目前为止还只应用于这些病的鉴定
。

本报告介绍的方法除了能用于青枯病鉴定之外还第一次成功地 应 用 于 水 稻 白 叶 枯病

(X a o t h o m o o a s o r y z a e ) 和白菜软腐病 ( E r二 i。` a C a r o t o v o , a

Va
r . e a r ot o v or a ) 的鉴定

。

以植物病原细菌抗血清与其相对应的病株汁液进行玻片凝集反应试验
,

在 1。一 20 分钟内可以

见到明显的凝集反应现象
,

而与非对应的病株汁液进行试验则没有反应
,

方法简单而准确
,

对于这些细菌病的快速鉴定是非常有用的
。

玻片凝集反应试验虽然已在某些植物病毒病的田间鉴定中广泛应用 〔` 〕 ,

但在植物细菌

病害方面的应用不多
。

早在六十年代
,

M or t on 〔 “ 〕 、

G e hr in g 〔 “ 〕等用青枯菌抗血清与其相对

应的病害汁液进行玻片凝集反应试验获得成功
。

但此法应用很少
,

发展很慢
,

直至七十年代

除作物青枯病 ( P s .

S o l a n a e e a r u m ) 〔 2 〕外还只有柳树萎蔫病 ( E r二 i n亡a S a l i e i s ) 〔 `〕应

用来进行快速鉴定
。

由于细菌性病害的常规鉴定方法 比较复杂
,

工作量较大
,

需要较长时间才能完成
,

既不

能满足检疫工作的需要
,

也很不容易用来确诊在实验过程中出现的一些不典型症状的标样以

及人工接种发 代病
”
的大批寄主植物

,

很需要采用一种简单的快速鉴定方法
,

因此我们进行

了本项试验研究
。

一 材 料

(一 ) 病原菌的分离和培养

用平板稀释法分离培养出番茄青枯菌
、

桑青枯菌
、

水稻白叶枯菌和十字花科蔬菜软

.

蚕桑系
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腐菌备用
。

(二 )抗原的制备

用番茄青枯菌和桑青枯菌分别针刺接种于番茄
、

桑
、

茄子
、

辣椒
、

马铃薯
、

烟草等

10 种植物上
,

也用水稻白叶枯菌
、

十字花科蔬菜软腐菌分别接种于水稻和十字花科蔬菜

上
,

待出现明显症状后
,

取其新鲜病株组织液备用
。

并以不接种的健株组织液和病菌新

鲜培养菌作对照
。

(三 ) 抗血清的制备

按常规方法
,

分别用番茄青枯菌
、

桑青枯菌
、

水稻白叶枯菌和十字花科蔬菜软腐菌

的纯培养菌进行家兔免疫注射
,

制备出番茄青枯菌抗血清 (滴定度为 1 : 5 0 0 0)
、

桑青

枯菌抗血清 ( 滴定度为 1 : 5 0 0 0 )
、

水稻白叶枯菌抗血清 (滴定度为 1 : 5 0 0 0) 和十字

花科蔬菜软腐菌抗血清 ( 滴定度为 l : 1 2 8 0 )
。

然后把各种抗血 清 稀 释 至 滴 定 度 为

1 : 5 0 0左右备用
。

并以健康家兔血清作对照
。

二 方法和结果

(一 ) 青枯病组织液玻片凝粼反应试验

以滴定度为 1 : 5 00 的番茄青枯菌杭血清
、

桑青枯菌抗血清分别与 人工接种 发病后

的 10 种作物共 .15 株病株的组织浸出液或挤出液进行玻片凝集反应试验
。

具体操作方法
:

取一洁净戴玻片
,

滴上一滴生理盐水
,

用利刀片在维管束变色部切取 1一 8 片 (大小约

3 x 4 m m ) 新鲜病组织放在该滴生理盐水中
,

等待片刻
,

使病原细菌充分涌出
,
至生

理盐水 出现明显混浊时移去病组织 (或用手指压挤病组织的切口
,

把挤出液直接点滴在

生理盐水上
,

至呈明显混浊为止 )
,

然后滴上一滴青枯菌抗血清 ( 滴 定 度为 l : 500 左

右 )
,

并用接种环混和均匀
,

经 5 一 20 分钟用肉眼或放大 10 倍检查凝集反应情况
。

试验结果 ( 见表 1 ) 表明
,

无论番茄青枯菌抗血清或桑青枯菌抗血清都在 6 一 20 分

钟内与人工接种的 10 种植物共 45 株病株的组织液 (组织浸出液或挤出液 ) 起明显的凝集

反应
,

而作为对照的健株组织液则不起反应
。

此外
,

作为对照的健康家兔血清既不能与

各病株组织液起凝集反应
,

也不能与健株组织液起凝集反应
。

(二 ) 几种细菌病的病株组织液的玻片血清凝绍反应试挂

以番茄青枯菌抗血清
、

桑青枯菌抗血清
、

水稻 白叶枯菌抗血清
、

十字花科蔬菜软腐

菌抗血清与其相对应的病株组织液进行玻片凝集反应 (具体操作方法同上 )
,
并分别与

其相对应的新鲜培养菌进行玻片凝集反应阳性对照试验
。

同时
,

还以健康植株组织液和

健康家兔血清作阴性对照
。

试验结果 ( 见表 2 试验 I 部分 ) 表明
,

上述病原菌抗血清都能与其相对应 的 抗 原

(病株组织液 ) 起凝集反应
。

此外
,

我们还以这 4 个菌的新鲜培养菌进行凝集反应阳性

对照试验
,

也获得同样结果
。

以健康组织液和健康家兔血清作对照试验没有反应
。

(三 ) 几种细 , 病的病株组织液的玻片血清交叉凝翔反应试脸

以番茄青枯菌抗血清
、

桑青枯菌抗血清
、

水稻白叶枯菌抗血清
、

十字花科蔬菜软腐
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旦
菌抗血清分别与上述三种病害的病株组织液 ( 或白叶枯病株的菌脓 ) 进行玻片交叉凝集

反应试验
;
并分别与其相对应的病菌新鲜培养菌进行玻片交又凝集反应对照试验

。

在此

同时
,

还以健康植株组织液和健康家兔血清作阴性对照
。

试验结果 (见表 2 试验 n 部分 ) 表明
,

上述各种病原菌只能与其相对应的病株组织

液起凝集反应而不能与非对应的病株组织液起凝集反应
。

此外
,

以这 4 种菌的新鲜培养

菌进行凝集反应对照试验也获得同样结果
。

以健康植株组织液和健康家兔血清作阴性对

照试验没有反应
。

三
、

结论

根据试验结果
,

我们认为利用血清学玻片凝集反应方法对作物青枯病
、

水稻白叶枯

病
、

十字花科蔬菜软腐病进行田间鉴定是一种简单
、

快速而准确的方法
。

由于植物病原

细菌的抗原性很好
,

它们的抗血清容易制备
,

所以我们认为这个方法很有发展前途
,

值

得进一步研究和推广应用
。
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