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摘要 采用链霉素含 t 1 000 单位 /刘
、

青霉家含童 800 单位 /耐 和放线菌酮含量 巧 阳 /而 的

混合液作线虫的表面消毒剂
,

用无菌条件下生长在 w ` et 培养荃上的玉米
、

大豆
、

小麦和高梁 刁

种植物的离体根均成功地培养了斯克里布纳短体线虫 斤以沙仙场̀ 毓必叫叮` .

在 28 亡和 33 ℃下
,

培

养效果均好
.

在28 ℃培养 9周
,
尸

.

。 必彻 r `在玉米离体根上萦殖了 8
.

4倍
.

通过根和培养基块移里都

获得继代培养
.

培养的线虫具有正常的侵染能力
.

关链词 斯克里布纳短体线虫 , 单异活体培养 ; 离体根

今

植物线虫的人工培养是一项重要的研究手段
。

单异活体培养 ( m on ox en ic cu lut er )常用来

繁殖短体线虫
。

由于用植株培养线虫具有不仅需要维持光照
,

而且要用大的容器维持茎叶的

生长等不足 .tj
,

因而常常采用植物离体根和愈伤组织培养短体线虫
。

M ou
n at in ( 1 95 5 )[ 们首次

用植物离体根培养了一种短体线虫 p
.

。 `叮us (一 p
.

o g le咖
。 )

。

迄今
,

短体属线虫培养成功的

种类不多
,

仅加拿大
、

美国和英国等少数几个国家先后报道培养了 7种短体线虫〔卜
.〕

。

因为对

我国玉米根腐线虫病病原 p
.

。 功 , `研究的需要
,

作者对 p
.

s , 必。 `的单异活体培养进行了

研究
。

每

l 材料与方法

L l 离体根的培养和接种

采用单异活体培养技禾繁殖无菌 p
.

柳必怕叮`
。

供试植物为玉米
、

大豆
、

小麦和高梁
.

先在

w ih et 培养基田上培养植物离体根
,

以作为 p
.

。 动肥
, `的营养来源

.

供试 w ih et 培养基的配

方如下 (以 1 o o o m l 培养基计 )
:
M g s o ; ·

7H Zo 3 6 o m g
, N a H Z P o 二 H Zo z 6

.

s m g
, K N o s

s o m g
,

N a多O’ 2 0 0 m g
,

臼 ( N O
,
)
2 .

4H
: 0 2 0 0 m g

,

M n S O ` .

4H z o 4
.

5 m g , K l 0
.

7 5 m g
,

Z n S O二 7H
: 0 1

.

5

m s , H s B O : 1
.

5吨
,

e2F ( 5 0
;

)
52

.

5 0 9 ,

甘氨酸 3毗
,

维生素 B :
0

.

1 m s ,

维生素 残 0
.

1 m g ,

烟

酸 0
.

5 m g ,

蔗糖20 9 ,

琼脂 10 9
。

培养基 PH 值调至 6
.

以浓度为 0
.

1%的升汞溶液作种子消毒剂
。

消毒时
,

种子在 70 写的酒精中浸泡 1 0 5
后

,

在

升汞溶液中处理 10 一 15 m i n ,

再用灭菌水浸洗 1 0次
。

消毒后的种子移于 0
.

75 %的琼脂培养基

上
,

置于 28 ℃培养室中萌发
。

待主根伸长 3~ 4 crn 后
,

剪下移于灭菌的 w h i t。 培养基平板上
。

每皿移入离体根 1~ 5条备用
。

以链霉素含量 1 0 00 单位 /耐
、

青霉素含量 8 0 0单位 / lnI 和放线菌酮含量 15 阳 /而 的混合

液作线虫的表面消毒剂
。

供试 .P 侧 , 汤舰“ 分离于河北省正定县的玉米根和根际土壤中
。

从分

离液中挑取 1 00 条 .P ,
汤 . 呀`雌虫移于蒸姗水中

,

在
“
80 0型

”
离心沉淀器 (上海产 ) 上用 1

协
.
本文泉在南 t 农亚大李完成的博士论文灼一今介

,

第二
、

三作者为导师
。
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05 0 r/ m ni 速度离心 5 m ni
,

轻轻吸云上层液
,

将线虫悬浮液移于表面消毒剂中处理 20 m in
,

然后按上述离心方法用灭菌水浸洗5次 ;最后
,

用灭菌的吸管将表面消毒后的线虫悬浮液移
于培养基上的离体根旁

.

培养皿用 par af i lm 膜封口后
,

置于 2 8℃或 3巍下储培养
.

上述操作

均在无菌条件下进行
。

定期在带底座光源的双 目解剖镜下观察培养情况
,

并在温室 (约 25 ℃ ) 接种玉米苗
,

测

定培养的 p
.

。 , 话。 , `对玉米根的侵染能力
.

L Z 培养效率测定

培养 9皿 玉 米离体根
,

每皿 置 入 5条根
。

分别在各皿 中接种表面 消毒过的 4 50 条

尸
.

。 必怕呀` ,

置于 28 ℃培养室中暗培养
.

在接种后第 6
,

9
,

12 周分别分离
、

计数 3皿中线虫繁

殖量
,

计算平均虫量
.

分离采用浅盘法
,

计数在双 目解剖镜下进行
.

2 结果

.2 1 .P s你枷 , `的培养观察

在 28 ℃和 33 ℃条件下
,

利用生长在

w hit
e
培养基上的玉米

、

大豆
、

小麦和高梁

的离体根均成功地培养了 p
.

、 ; `b肥八
。

经表

面 消毒后 的 p
.

。 话、 八 雌虫接入培 养基

后
,

向离体根移动
,

取食根并产卵繁殖
。

一

般在培养约 30 天后
,

根外培养基上才观察

到较多的线虫 (图版 l )
.

在供试的 4种植物离体根上的繁殖均

好
。

玉米具有种子消毒最简易
、

根萌发生长

快的特点
,

因而最适于培养 p
.

二 ib 、
, `

。

系统检查表明
,

p
.

s
二 ibll ,

`

的继代培养

以 2~ 3个月进行 1次为宜
。

剪取一小段含有

线虫的根或一小块带有线虫的培养基均可

得到继代培养
。

培养的线虫随皿装入塑料

袋中
,

置冰箱在 5一 i0 ℃下保存 4D 天以上
,

大部分供试线虫扔具 良好活性
。

温室接种

试验表明
,

培养的 p
.

s , ` bll , `对玉米根具

有正常的侵染能力
.

么 2 .P s , 话
:
er `的培养效率测定

培养效率测定结果表明
, p

.

。 伽 er `在

玉米离体根上繁殖很好
。

供试线虫培养 6周后
,

8
.

4倍
。

详细结果见表 1
。

图版 1 玉米离体根上培养的

斤创引绝限为昭 战叔加叶

虫量增长 .3 1倍
;
培养 9周

,

虫量增长最多
,

达

培养时间

表 1 斤吻俪动. , 动能
r`群体繁殖 l 与培养时间的关系

接种虫量 (条 ) 繁殖虫量 (条 ) 增长倍数

6周 4 5 0

9周 4 5 0

1 2周 4 5 0

1 4 0 5

3 7 6 9

3 4 9 3

3
.

8
.

7
.
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乡

3 讨论和结论

单异活体培养通常被认为是一项相当难于掌握而又花时间的技术阂
,

但一旦获得线虫

的无菌纯培养
,

就只需继代培养
,

从而获得大量的纯群体
,

利于进行线虫的生理生化特性

以及生物学等方面的研究
,

尤其是对研究线虫与植物及线虫与其它微生物的相互关系具有

重要意义
.

我国尚未见培养短体线虫的报道
.

世界上仅报道了 7种短体线虫 l[ 一 ’ 〕 ,

且多限于用

植物的愈伤组织培养 .2[
’ · ` ·

月
.

p
.

s。如 , `仅在胡萝 卜愈伤组织上培养过〔 ,1 ,

在离体根上尚无研

究
。

本研究用生长在 w ih et 培养基上的玉米
、

大豆
、

小麦和高梁等 4种植物的离体根
,

都成功

地培养了 .P 二必: , ￡
,

其中小麦和高梁都是新用于培养短体线虫的植物
.

在 28 ℃和 33 ℃条件

下
, p

.

。 必:
, `在玉米

、

大豆
、

小麦和高梁等 4种植物的离体根上的繁殖效果良好
,

且能保持

对玉米寄主的侵染能力
。

与用胡萝 卜愈伤组织培养 p
.

scr 汤二 `比较
,

这种用植物离体根培养
p

.

。 必二`的方法具才下需向培养基加激素和不需要光照的特点
。

此外
,

值得一提的是
,

培

养皿用 p ar 吐 il m 膜封 口
,

利于防止培养基水份蒸发
,

使培养时间延续 3个月以上
。

链霉素是常用的线虫表面消毒剂 .t1
`〕。

据报道 [’] ,

用 0
.

1%硫酸链霉素处理
,

结合在紫外

光照下人工挑虫消毒短体线虫
,

消毒效率低
。

本研究根据链霉素和青霉素共同使用对革兰 氏

阴性细菌和革兰氏阳性细菌的广谱抗菌作用以及放线菌酮对真菌有良好抑制作用的原理
,

采用链霉素 1 00 0单位 / xul
,

青霉素 80 0单位 /ml
,

放线菌酮 15 此 /ml 的混合液作为表面消毒

剂
,

处理 20 而
n ,

结合离心沉淀法浸洗
,

相对快速有效
。
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