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苦谏项枯病类细菌的分离培养

及其致病性研究
’

协 沙业雄二 王庄 张景宁

(林学系 )

提 要

电镜观察表明
,

苦棣顶枯病病株木质部导管存在大量类细菌 ( B a ct e ir a一 L ik e Or g an is m s)
,

从以改良 B c一 z E培养基分离获得该菌
,

把它接种苦谏实生健苗
,

90 ~ 10 。天 表现 黄化顶枯

症状
,

发病率达 84 %
,

从发病株重新分离到类细菌
。

酶联免疫吸附法检测苦徕病株和类细菌

培养液均呈正反应
。

从病树捕捉小绿叶蝉
,

(E 扭 p oa s
ca sP ) 进行超薄切片电镜观察

,

在食窦

部位发现类细菌
,

以该叶蝉若虫接种苦棣苗
,

45 天左右表现症状
,

传病率为89 %
。
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) 是我国南方各省用材和绿化树种
。

近年
,

苦谏顶枯病普

遍发生
,

苦械受害后表现叶黄化皱缩变小
,

节间缩短
,

枝条顶梢枯死
,

出现大量枯 枝
,

严重的整株枯死
。

广东
、

浙江
、

福建
、

江西
、

江苏
、

安 徽
、

湖南等地均有发生
。

金开漩

等报道
一 l 二该病可能与类细菌 ( B a tC e r i a一 L ik e O

gr
a in s m s ) 有关

。

为证明该病的病原

性
,

我们进行了本课题的研究
。

据报道
,

植物病原类细菌在普通植物病原细菌培养基不能生长
几 ’ ` 〔 ` “ ,

过去许多

试图以合成 培养基从病株或传病介体分离培养这类病原都道失败 纽7 〔 8 ,

至今
,

寄生于

植物韧皮部的类细菌还未能人工培养 〔 “ ,

但寄生于植物木质部的类细菌有报道可人工培

养
,

如 D ay is 等 ( 19 7 8) 〔 “ J以 J D 一 1 等三种合成培养基从葡萄皮尔斯病株 及 传病介体
:护分离到类细菌

,

并证明了病原性
。

最近
,

国外学者陆续从李叶灼病等十二种植物黄化

型病害中分离培养到类细菌
,

且大多数完成了柯赫氏法则 二` 〔 ’ “ 尸 〔 ”
一

〔 ’ “ “ 〔 ’ ` 二
。

我国对植物类细菌病害研究仍处于电镜观察研究阶段
,

对病原类细菌的分离培养及

应用酶联免疫吸附法诊断这类病害仍是一个空白
。

本文首次报道苦谏顶枯病原类细菌分

离培养成功
,

并完成了柯赫氏法则
。

。

本文经范怀忠
、

陆大京
、

梁子超
、

黎毓干
、

黄 自然等教授审阅并提 出宝责意兀
,

华南农业 大学

电镜 室协助 电镜拍摄
,

醉联 兔疫吸 附法得到黄自然 教授 的热情指导和帮助
,

在此一并表示诚挚的感

谢 l

· 。

本 文作者为沙业雄 硕士研究生论文
,

现在广 东有徽生物研究所工作
。

王9 8 6年 1 月2 8 日收稿
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材 料 与 方 法

取表现小枝顶端枯死
、

节间缩短
、

叶黄化皱缩变小的苦棣病株叶柄及叶脉作材料
,

健株同一部位作对照
,

切成约 6 ~ 10 毫米长的小块
,

经 1
.

5 %次氛酸 钠消 毒后 漂 洗 三

次
,

加少许。
.

IM p H 6
.

8磷酸盐缓冲液研磨
,

取上清液接种于改良B C一 Z E 培养 基
,

置

2 8
O

C恒温箱培养
。

改良 B C一 Z E培养基在 R aj u
采用的 B C一 Z E培养基 〔 ” 〕基础上增加 牛 血 清

、

硫 酸

铁
、

焦磷酸钠
,

取消焦磷酸铁
、

以 P P L O 肉计代替蒸馏水而成
,

其配方如下
:

25 %酵母提取

液 4 0毫 升
、

K :
H p o

. 1
.

0克
、

K H
:
p o

` 1
.

0克
、

M g s O 。 0
.

2克
、

N a ` p :
O

, ·
1 0 H : o

。
。

12 克
、

F
e S O

`
0

.

12 克
、

可溶性淀粉 2
.

0克
、

葡萄塘 4
.

。克
、

L

— 半胧氮酸 。
.

5克
、

纯化琼

脂 1 7
.

0克
、

牛血清 2 0毫升
、

P P L O肉汁 9 4 0毫升
,

p H值调至 6
.

5
。

以B C一 Z E培养 基
、

植

物病原细菌通用培养基
、

P D 一
:

培养基 〔 ` 〕 、

加 4。。。单位 /奄升宵裸素 钾 的 改良 B C一 z E

培养基作比较试验
。

把经转移 2 ~ 3次
、

涪养 8 天左右的类细菌液针注射接种苦栋实生健苗
,

从茎基至

茎尖分五个部位依次接种
,

隔 7 夭重复接种一次
,

共三次
, 以清水注射作对照

。

按 R aj u
的方法制备抗血清

,

酶联免疫吸附法采用分子筛层析法提纯抗休免疫球旦 白

(I g G )
,

以简易戊二醛二步法 〔 ’
酶标记抗休

,
3

,

3, 一二胺基联苯胺四盐酸作底物
,

应

用双抗体夹心法进行反应
。

从苦棣病健株捕捉 3 ~ 4 龄小绿 叶蝉 ( E从 p a sc
o s p ) 若 虫 分 别 作传 病和对 照 试

验
,

50 ~ 60 头 l株接种于半年实生苦械健苗
,

外罩网纱
,

隔 10 夭重复接种一次
,

接种积

累数为 10 0~ 1 2 0头 Z株
.

奋

有

结 果 与 分 析

(一 ) 植 . 组织的电锐现 ,

对来源于不同林地的 6株苦棣病株组织进行电镜观察
,

在叶脉木质部导管发现大量

类细菌
,

管胞及薄壁细胞亦有类细菌存在 (图 1 )
,

菌休形态为短杆状
、

球 形 或 椭 圆

形
,

大小为 。
。

16 ~ 。
.

5 x 0
.

52 ~ 1
.

2件m ,

壁厚 17 ~ 20 卜m
,

由一外膜
、

一中间电子 透亮带

层和一肤聚塘内层组成
,

咆 内原生质中分布着纤丝状的类D N A 链和颗 拉状的核塘体
。

健株无此病原
。

由此我们认 为类细菌可能是苦糠顶枯病的病原
。

(二 ) 植物病碌的分离培养

在改良B C一 Z E液体培养基中
,

病株培养 2 一 3 天略有混浊及徽里 沉淀 出现
, p H

值有所下降
, 7 天后混浊明显

, p H值下降到 6
.

5以下
,

相差显微镜 ( O L Y M P U S V A
-

N O X ) 检查发现大量短杆状菌
,

把这含菌液以6。。。 r .

p
.

m
.

离心 30 分钟
, 4 %琼脂包埋

其沉淀物进行超薄切片电镜观察
,

可见到许多短杆状类细菌
,

其形态大小结构与病株存

在的类细菌一致 (图 2 )
。

健株液培无混浊和沉淀现象
, p H值不改变

,

镜检没发现类细菌
。

在改良B C一 Z E固体培养基中
,

病株接种的 5 天后 出现结构致密的 小 菌 落
,

14 夭

生长菌落直径为 20 ~ 45 卜m ,

40 天菌落可达 66 一 78 件m
,

菌落白色
,

圆形或卵形
,
半球状

、

今
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丫

凸生于表面
,

小菌落常 2 ~ 3 个聚生 (图 3 )
。

扫描 电镜下可清楚观察到类细菌菌落的

细微结构 (图 4 )
,

菌落中不规则地分布着辣杆状类细菌
,

大小为 。
.

16 ~ 。
.

3 x 0
.

45 ~

。
.

9件m
,

与病株木质部存在的类细菌形态大小均一致
。

B C一 Z E 培养基可分 离 到 类 细

菌
,

但生长速度较慢
,

且菌落较少
。

病株接种的 P D 一 :
培养基

,

仅见有稀少 的松散沉淀

物
,

并无完整的菌落形成
。

病株接种的植物病原细菌通用培养基及加青霉素的改良B C一

Z E培养基无菌落生长
。

健株接种上述五种培养基均无菌落形成
。

对来自不 同林地的 6

株病株和 6 株健株进行 24 次病原分离培养
,

21 次试验获得上述结果
,

分离成功率达 8 7%
。

液休与固体培养结果的重复性及培养的类细菌与病株木质部存在的类细菌形态大小结构

的一致性
,

表明了从病株分离培养的类细菌是苦撞顶枯病株木质部寄生的类细菌
。

(三 ) 致病性研究
19 8 3年 11 月下旬以类细菌培养物针注射接种 4株半年实生苦棣健苗

,

清水注射 6 株

健苗作对照
,

10 0夭左右
,

接种的 4 株苦棣苗叶黄化变小
,

顶芽逐渐 坏死出现枯枝
,

植

株矮化
,

萌芽期推退等症状
,

对照苗生长正常
。

1 9 8 4年 3 月下旬以类细菌培养物接种 90

夭苗龄的苦辣实生健苗 25 株
,

磷酸缓冲液注射 10 株健苗作对照
,

90 夭左右共有21 株接种

类细菌的试验苗表现黄化叶卷缩变小
,

叶表面粗糙
,

主脉周围失绿透明
,

严重的落叶
,

顶芽生长受阻
,

随着病情加重
,

顶芽逐步坏死形成枯枝
,

节间缩短
,

植株表现出矮化的

症状
, 4株试验苗症状不明显

,

回接发病率为 84 %
。

对照苗均无症状表现
,

生长正常
。

取上述二批接种表现症状的试验苗 10 株和无症状的对照苗 5 株分别在改良 B C一 Z E培养

基中进行重新分离培养
, 8

、
1 6

、

24 天后观察
,

病株接种的培养基出现类细菌 菌 落
,

镜检到的短杆状类细菌与从 自然感病株分离到的一致
,

而健株接种的则无菌落形成
,

镜

检没有类细菌
。 _

仁述实验满足了柯赫氏法则
,

从而证实了我们从苦棣病株观察和分离培

养的类细菌是苦谏顶枯病病原
.

( 四 ) 血清学研究

1
.

凝集反应
:

在试管凝集反应中
,

苦棣类细菌抗血清与杭原类细菌液凝集反应明

显
·

抗血清效价达 12 8。
。

载玻片凝集反应结果 (表 1 ) 表 明
,

类细菌抗血清与类细菌培

养物
,

苦神病株提取液均发生凝集反应
,

健株无凝集反应
。

2
.

酶联免疫吸附法
:
经测定

,

本试验酶标记抗体 ( I g G ) 其克分子比值为 1
.

33
,

最适包被抗体浓度是 4 微克 /毫升
,

最适酶标记杭 体 浓 度 为 1 微克 /毫升
。

由 表 1 可

知
,

5 个类细菌培养液样品和 22 个病株提取液样品作扰原的其反应吸收值均在 0
。

3以上
,

呈正反应
,

而健株提取液和磷酸缓冲液作待测样品的其反应吸收值 均在 。
.

07 5以下
,

为

负反应
。

这表明了病株和类细菌培养液
,

均含有可与类细菌抗血清产生特异性反应的类

细菌抗原
,

而健株和磷酸缓冲液则不存在这种抗原
。

血清凝集反应和酶联免疫吸附法
,

栓测病株及病培液呈正反应
,

进一步证实了苦柿

病株分离培养的类细菌是苦楠顶枯病病原
。

(五 ) 传病介休的初步鉴定

从苦樟病株捕取小绿叶蝉 ( E二oP sQ cQ sP
.

) 进行超薄切片 电镜观察
,

发现在其食窦

部位存在着许多短杆状类细菌 (图 5 )
,

酶联免疫吸附法检测其提取液反应 吸 收 值 为
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表 1

检 测 抗 原

苦株项枯病病原类细菌血清学反应
’

载玻片凝集反应

EL , , A

……
。 , 、 原

A ` , ,

J{
1

.

洲 5 ! 苦株病株

载玻片凝集反应

E L I S A

A ,. :

678目.二d.上目.孟类细菌培养 1 {

2

ù川别州引月川州引J引引引川川川训训
1

121151州15J苦株病株

+ 十 +

+ + +

+ 十 十

十 + +

十 十 +

+ +

+ +

+ +

+ +

十 +

+ +

+ +

+ +

+ +

十 十

十 +

十 十

1
。
2 2 5

1
。
3 0 0

1
。
4 50

1
。

30 0

0
。

7 20

0
。

70 0

0
。

6 10

0
。
4 7 0

0
。

7 80

0
。

5 5 0

0
。
5 7 0

0
。
4 70

0
。
6 00

0
。
5 30

0
。
5 0 0

0
。
4 30

0
。

58 0

0
。
3 4 0

0
. `
工8 0

苦株健株

1 9

2 0

2 l

2 2

1

2

3

4

小绿叶蝉

P B S液

P B S液

0
。

30 5

0
。

5 70

0
。

3 30

0
。
3 4 0

0
。
5 3 0

0
。

3 40

0
。

3 1 5

0
。
0 1 3

0
。
0 7 0

0
。
0 0 5

0
。
0 3 5

0
。
0 1 0

0
。
0 3 5

0
。

0 7 5

0
。

0 0 5

0
。

0 70

0
。

0 60

0
。

3 50

0
。

0 0 1

0
。

0 0 0 5

a7801012

.

E L I S A阵联 兔夜吸 附 法
, A ` , : 4 9 2 n m波长的光密度伍 (反 应 吸 收 位 ) , + + + 投集很 明 显 ,

十 斗 午分凝 集 , + 凝集很少 , 一 没有凝集 , P B S液礴酸盆竣冲液
。

。
.

3 5。
,

呈正反应
,

对焦为负反应 (表 1 )
。

把叶蝉接种于苦棣健 苗
,

45 天 后表 现症

状
,

15 株试验苗有 13 株苗叶黄化皱缩变小
,

顶 芽生长受阻
,

逐渐枯萎坏死
,

植株表现不

同程度的矮化
,

叶蝉传病率为 86 %
。

从健株捕捉小绿叶蝉进行电镜观察没发现存在类细

菌
,

以它接种的 10 株苦谏苗生长正常
。

结果表明
,

小绿叶蝉是苦棣顶枯病病原类细菌的

传病介体
。

讨 论

本实验表明
,

了打冲顶枯病株木质部存在大量短杆状类细菌
,

其形态结构与有关报道
〔 ’ 二 〔 . 〕的类细菌相类似 : 从表 现黄化顶枯症状的病株中分离到类 细菌

,

把它回接苦械健

苗可产生同样的黄化顶枯症状
,

这与文献报道 〔 ’ 了叮1 。 〔 ’ ` 〕寄生于木质 部的类 细菌常引

起植物黄化卷缩
、

顶 梢枯死等典型类细菌症状是基本吻合的 , 从回接发病株重新分离到

上述类细菌
,

证明了类细菌是苫棘顶枯病病原
,
而血清凝集反应和触联免疫吸附法检侧

病株呈正反应进一步证实了此结论
。

叶蝉是类细菌最常见的传病介体 〔 ’ J ,

类细菌常在叶蝉的食窦中 发现 〔 ` ’ 〕 ,

我们的
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观察表明
,

在带病小绿叶蝉的食窦部位发现类细菌
,

酶联免疫吸附法检测叶蝉提取液呈

正反应
,

该叶蝉可传病苦株引起黄化顶枯等症状
,

与自然发病及人工回接的症状一致
。

因此我们认为小绿叶蝉 ( E o p oQ
s
ca 即

.

) 是苦柿顶枯病原类细菌的传病 介体
。

D va is 等人 厂 4
’

〔 日

认为
,

牛血清白旦白在培养类细菌中起到解毒作用
。

我们在实验

中发现
,

在加入一定量牛血清的培养基中
,

苦棣类细菌菌落大小及生长速率有所提高
,

这表明牛血清对苦柿类细菌可能亦具有解毒作用
。

有人报道 〔 ` 〕 ,

在仅有 P P L O 肉汁一成

分的培养基中
,

葡萄皮尔斯病原类细菌可形成一薄层细丝状物
。

我们在培养 基 中加 入

P P L O 肉汁
,

对苦类细菌生长有但月显的促进作用
,

看来它可能提供类细菌生长所需的某

种营养成分
。

在改良B C一 Z E培养基中
,

苦糠类细菌液培 7 天混浊明显
,

菌落园形或卵形
,

培养

40 天菌落生长面积仍有增长
。

这结果表明苦樟类细菌的培养性状与其它寄主的类细菌培

养性状 〔 “ 二〔 ` 4
基本一致

,

改良 B C一 Z E培养基是较适宜苦糠类细菌生长的
。

本实验除改良B C一 Z E培养基外
,

还选用 BC一 Z E培养基
、

植物病原细菌通用培养

基
、

P D 一 2
培养基

、

加入 4。。 o单位 /毫升青霉素钾的改良 B C一 Z E培 养基进行分离培养
,

但结果表明后三种培养都不适宜苦棣类细菌的生长
,
BC一 Z E培养基中类细菌虽可生长

,

但生长较慢且菌落较少
。

这揭示了苦楠类细菌是不同于普通植物病原细菌的 , 适宜其它

类细菌生长的 P D一 :
培养基并不适于苦谏类细菌生长

,
B C一 Z E培养基不是苦谏类细菌的

最适培养基
,

表明不同寄主的类细菌对养分要求是有所差异的
;
苦棣类细菌对青霉素是

敏感的
。

在接种试验中
,

针注射接种和昆虫接种的苦棣发病潜育期有所差异
。

由于针注射接

种始于 3 月下旬
,

而昆虫传病则是 6 月上旬进行
,

两者所处气温差异较大
。

因而我们认

为气温可能是影响其潜育期长短的主要因素之一
。

从上述整个试验来看
,

虽然苦楠顶枯病的病原性及传病介体已基本上证明
,

但在今

后的工作中有必要对该病病原类细菌的生理生化特性及寄主范围
、

传病介体的种类及其

生活史
、

病害的发生与流行规律及防治措施等作进一步的研究
。
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) 电镜观察
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示禽窦部位中的类细菌 终6防 s x )
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