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松材线虫个体发育研究
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’

冯志新
(线虫研 究室 )

摘要 松材线虫病在广东深圳发生严重
.

25 ℃
,

松材线虫从产卵到二龄幼虫孵化的胚胎发育

为 3 o h
,

左盘多毛抱菌上培养
.

从二龄幼虫发育到二龄幼虫需要 5天
,

幼虫通过 4 次脱皮发

育到成虫
,

第 1 次在卵内
.

详细描述了胚胎发育和胚后发育各阶段的过程和形态变化
。

松材

线虫备龄期的区分以热杀时虫体形态
、

体长作为依据
.

二龄幼虫
、

三龄幼曳
、

雄虫分别为

,’L
” 、 ` ’

尸
、 “

J
”

形
,

四龄动虫和雌虫为开阔
“
C,

,

形
,

但雌虫生殖器官发育成熟
。

二龄
、

三龄
、

四龄
、

雄虫的体长分界值依次为 35 9
.

4 山。 ,

444
.

9 o m
、

5 7 4
.

5 , m
。

观察生殖腺位置
、

结构和

发育程度也是重要依据
.

关被词 松材线虫
,
胚胎发育 ; 生活史

;

分龄

松材线虫病是松树特大的毁天性病害
,

目前在日本
、

美国
、

加拿大和我国局部地区发

生
。

关于松材线虫 (腼二户如
l从舫 砂户如 ( s to sn e r & B u h r e r ,

1 9 3 4 ) N i e k l e ,

1 9 7 0 ) 的个体发

育
,

国内至今尚无报道
,

为此我们从深圳枯死马尾松 (阶us

~ ~ ) 内分离的松材线虫
,

进行 了胚胎发育
、

生活史和分龄的研究
,

以期为此病的防治提供一定的理论依据
.

l 材料与方法

松材线虫于 1 9 8 8年 8 月采自深圳莲塘的马尾松内
,

经 0
.

1% H g cl
:
消毒 5 m in 后

,

在盘

多毛抱菌 (只绍如及龙公 sP
.

) 上 2 5℃培养
。

胚胎发育
:

将产卵雌虫吸入凹玻片的水滴中产卵
,

产卵后立即将单胞卵转到另一凹玻

片的生理盐水中
,

25 C恒温保湿培养
。

在双 目显微镜下
,

连续观察卵的胚胎发育过程
。

胚后发育
:

将盘多毛抱菌接种到直径为 6 cl n
培养皿的 P D人 上

,

1星期长满菌丝后
,

每

皿接 5 00 条二龄幼虫
,

25 ℃培养
。

每隔 2 4 it 分离线虫
,

热杀后用 T A f 固定
,

在双 目显微镜

下观察
、

测量
、

描述线虫的发育
。

2 结果

么 i 胚胎发育

据我们观察 (如 图 1 )
,

刚产的卵为单细胞
,

长椭圆形
,

大小平均为 56
·

。 。 m \ 23
.

1 o m

(长 朽
·

8一 6 .] 1 o m
,

宽 均
·

5一 2仪 o o m
, n 一 5 。 )

。

外有一光滑
、

薄而透明的卵壳
,

下紧贴

一层更薄的卵黄膜
,

膜内原生质稠密
,

有很多球状颗粒体
。

第 1 次卵裂发生在产卵后约 l h
,

进行不均等的分裂而形成较大的 P :

细胞和较小的 sl

.

现 在深圳动植物检疚局 中心检脸 宝工作

1 9 9 2 一 1 0一 1 5 收 搞



第 2期 叶为民等
:

松材线虫个体发育研究

细胞
。

10 而
n后

, P ,

细胞逐渐伸向 S ,

细胞
,

而使两细胞一端交互重叠排列
。

随后可见 P ,

细

胞中间出现隔膜而形成 P :
和 E M ST 子细胞

, E M ST 细胞逐渐与 P :
细胞分离向 s

:

端移动
,

形

成三胞阶段
。

被挤压的 s ,

细胞也向 P J

细胞方向生长
,

并出现隔膜形成 A 和 B 子细胞
, A 细

胞逐渐与 B 细胞分离向 P :

靠近
,

形成明显的十字形 四细胞阶段
.

从三胞到四胞仅需要 10

m in
。

随后细胞继续分裂为 5 胞
、

6 胞
、

7 胞
、

8 胞
,

各胞分裂盛期均可见较大的细胞核
,

从

2 胞到 8 胞需要 1
.

s h
。

此后
,

因较多的细胞交替快速分裂
,

进一步卵裂是难以追踪的
,

直

至发育为多胞的桑根期卵
。

随着细胞的不断分裂
,

卵内外围排列着一层较小的细胞
,

包围着中间的大细胞群
,

此

时已进入囊胚期
,

这标志着细胞分化的开始
,

小细胞为外胚层
,

大细胞为内胚层
,

从 2 胞

到囊胚期需要 6~ 7 h
。

囊胚期后
,

胚胎进入原肠期
,

此时细胞数目更多
,

难以辩别出原肠

的结构
。

原肠期末
,

卵两边出现快慢不等的细胞分裂
,

分裂较快的一边
,

细胞小
,

颜色深
,

另

一边则细胞大而透明
。

从卵的发育进程看
,

透明的部分将来发育为唇区及食道
,

而色深的

部分发育为虫体尾部
。

C

夔函
p

妞刁 毯寥
!

王于

2 0 协m

人
:

单胞

G :

八胞

L
:

蠕虫期

N

图 1 松材线虫胚胎发育简图

B
:

双胞 C
:

双胞后期 D :

三胞 E :

H :
桑桩期 l :

囊胚期 J :

原肠期末

M
:

一龄幼虫期 N
:

二龄幼虫期

四胞 F
:

五胞

K :

拼抖期
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八细胞后 6 ~ s h
,

卵 1/ 3 处一侧
,

胚向内凹陷
,

这是蟒鲜期的开始
,

凹陷部分不断延

长
,

可辩认出尾的形状
.

1
.

5 h 后达到卵端
,

成为二折的结构
。

此时
,

尾端已开始轻微
、

间

歇的摆动
、

收缩
,

胚胎进入蜗虫期
,

胚胎在蜗虫期
,

虫体蜗动加快
,

变细
、

伸长
,

达到三

折
,

二折后约 3 b
,

进入四折状态的一龄幼虫
.

一龄幼虫前端圆形突出
,

无角质化的唇区及

级缩
,

口针和 中食道球 尚未分化
,

体内充满球状顺粒
,

角质膜很薄
.

场虫期后 4 h ,

一龄幼虫活动减少
,

角质膜变得松驰
,

线虫进行第 l 次脱皮
,

形成二龄

幼虫
.

二龄幼虫已开始器官分化
,

角质膜加厚
,

形成有较小组缩
、

角质化的唇区
,

口针强
,

基部球明显
,

中食道球发达
,

瓣膜清楚
,

食道管弯曲
,

肠是空的
、

透明
,

尾钝圆
.

二龄幼

虫在卵壳内不断端动
、

扭曲
、

翻转
,

并不时用唇区挤压卵两端
,

以致与唇部接触的卵壳随

之突起
,

卵形改变
.

试图冲破卵壳
.

整个过程 口针并不伸出
,

约经 3一 4 h 的冲击后
,

线虫

唇 区冲破卵壳的一端
,

在水中自由峨动
。

从刚产下的单胞卵到二龄幼虫孵化约需 30 b
.

2
.

2 胚后发育

根据我们的试验
,

松材线虫二龄幼虫孵化后
,

经 3 次脱皮发育为成虫
。

从二龄幼虫到

二龄幼虫完成一代需要 5 天时间
,

其中四龄幼虫发育时间较长
,

约 2 天 , 成虫形成后 l 天

之内即可产卵
,

以后世代重登
。

二龄幼虫接种在真菌培养基后
,

发育很快
.

接种后 1 天
,

就

有 30 %的二龄幼虫发育成三龄幼虫
,
第 2天出现四龄幼虫

,

占 35 纬
,

三龄幼虫占 60 %
;
第

3 天四龄幼虫多达 95 %
,

5%为三龄幼虫 , 第 ` 天出现成虫
,

占 33 %
,

并已产卵
,

其余均为

四龄幼虫
,

第 5 天又重新出现二龄幼虫
,

此后线虫世代重益 明显
.

测量刚孵化的二龄幼虫 ( n ~ 1 5 )
: L 二 2 1 4一士 2

.

4 8 p m ( 1 8 9
·

8一 2 2 3
·

6 pm )
, : t = 1 0

·

0

士 0
.

3 6 协m ( 5
.

2 ~ 1 0
.

4 协m )
, a ~ 2 0

.

3士 0
.

3 3 ( 1 7
.

0一 2 1
.

5 )
,

b = 5
.

1士 0
.

0 5 ( 4
.

7一

5
.

4 )
, 。 ~ 17

.

0士 0
.

5 5 ( 1 2
.

8一 21
.

0)
.

二龄幼虫热杀时呈
“ L ”

形
.

此时虫体
,

颜色很淡
,

肠

内空而透明
。

唇区低平
,

稍级缩
,

口针强
,

基部球明显
;
中食道球发达

,

大于体宽的 2邝
,

瓣膜清楚
,

食道管弯 曲
,

食道腺难以分辨
,

尾钝国
,

未见尾尖突
,
生殖原墓 尚未分化

.

随

着线虫的取食活动
,

在肠内充满顺粒状营养物
,

体色变深
,

至二龄脱皮时
,

除口针变化较

小外
,

体长
、

体宽
、

虫体前端至食道肠交接处之长
、

尾长都有极为显著的增长 (表 1 )
,

增

加幅度分别为 1 45
.

3 , m
、

3
.

6 “ m
、

16
.

6 卜m
、

5
.

9 协m
,

在整个幼虫发育阶段是增长最快的时

期
。

此时
,

生殖原基仍未分化
,

有时在线虫脱皮时
,

可见有单胞的生殖原基形成
.

二龄幼虫持续 l 天后
,

进行第 2 次脱皮成三龄
.

三龄幼虫热杀时呈
“ I ” 形或稍向腹面

弯曲
,

其它形态与二龄相似
。

至三龄脱皮时
,

体长已增长 4 44
.

9 o m
,

比幼虫刚孵化时增长

一倍多
,

其它测盘值与二龄脱皮时相比
,

增加不大
,

表明三龄幼虫在胚后发育阶段是生长

最慢的时期
.

在这一龄期生殖系统已开始分化
,

在虫体中后部 58
.

3 % (钧
.

1% ~ 71
.

5% ) 近

腹面处
,

有一单细胞
,

卵圆形生殖原基
,

长为 18
.

9 林m (1 .0 4一 2 .6 0 协m )
.

三 龄幼虫持续 1 天后
,

脱皮为四龄
.

四龄幼虫热杀死后
,

虫体向腹面弯曲
,

呈开 阔
“

创 形
。

此时是线虫生长的高峰期
,

身体增长迅速
,

体长
,

口针长
、

体宽
、

虫体前端至食

道肠交接处之长
、

尾长分别为三龄脱皮幼虫增加 129
.

6帅
, .1 5 林m

、

.1 7 , m
、

.8 6 卜m
、

.5 0

。 m
.

唇区更高
,

级缩明显 ; 中食道球膨大
,

几乎充满体腔
.

生殖腺迅速向前
、

后仲长
,

其

前端达到虫体 5 3
.

6瑞 ( 3 8
.

5~ 6 3
.

6% )
,

长度为 9 2
.

1 林m ( 5 2一 1 0 4 协m )
.

四龄后期性分化

明显
。

雌幼虫在虫体 75
.

1% ( 73
.

1% ~ 77
.

3写 ) 处呈现阴道结构
,

雄幼虫在脱皮中
,

交合

刺逐渐形成
。

四龄幼虫发育时间较长
,

2 天后脱皮为成虫
。

成虫形成后
,

l 天之内开始交配
、

产卵
,

此后
,

虫体仍会继续生长
,

由于所侧线虫发育
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.

天数不 同
,

因而各项测量值变幅较大 (表 l )
。

雌虫热杀死时
,

虫体向腹面弯曲
,

呈开阔
“
c’

,

形
。

生殖系统发育完全
,

生殖腺前端已延伸到虫体 25
.

4 % (1 7
.

5% ~ 35
.

2 % ) 处
,

长

度为 47 .9 9 、 m (4 19
·

7一 5 62
·

7 o m )
,

卵母细胞单行排列
,

子宫内可见卵
,

后阴子宫囊内常

有球状精子
,

有 阴门盖
,

并 自阴门后虫体变细
。

雄虫热杀死时呈
“

J
”

形
。

生殖腺系统发育

完全
,

生殖前端位于虫体 4 1
.

0% ( 2 5
.

7% ~ 4凌
.

1% ) 处
,

长为 3 4 4
.

6 件m ( 2 7 3
.

0一 4 2 7
.

4

。m )
,

精巢前伸
,

偶尔前端转折
,

输精管内有球状精子
,

并形成交合刺和抱片
,

尾尖形
。

关于幼虫脱皮
,

二龄
、

三龄
、

四龄的过程十分相似
。

脱皮时
,

虫体蠕动减少
,

放松伸

直
,

经过 1~ Z h 的静止之后
,

口针消失
,

唇区向后收缩
,

逐渐与角质膜分离
。

随着虫体的

不断收缩
,

前端
、

后端角质膜明显向外突出
。

脱皮末期
,

角质膜断裂
,

与虫体分离
,

形成

了新的角质膜及 口针
、

唇区骨架
、

排泄管
、

直肠
,

脱下的角质膜上保留着上一龄幼虫的这

些结构
。

四龄幼虫脱皮时
,

出现了生殖器官的分化
。

雌幼虫在虫体 75
.

2%处呈现阴道的结

构
,

脱皮之后形成阴门盖
,

尾圆筒形
,

末端宽圆
。

雄幼虫脱皮时
,

在肛门处形成交合刺
,

尾

由圆筒形变为圆锥形
。

据我们的观察
,

松材线虫不同龄期可以根据
:

热杀死时虫体形态
,

体长
,

生殖腺位置
、

长度和结构加以区别
。

热杀时
,

二龄幼虫
、

三龄幼虫
、

雄虫分别呈
“

L’’
、

,’I ” 、 “ J” 形
,

四

龄幼虫和雌虫同为开阔
’ `

C’
,

形 ( 图 2)
。

我们测量了大量不同发育时期的线虫
,

结果表明
:

各脱皮状态幼虫体长平均值
,

可作为分龄标准
。

表 2 显示
:

二龄
、

三龄
、

四龄幼虫及雌虫

的平均体长士标准差恰好完全分开
,

没有交叠
,

而且各龄脱皮幼虫体长平均值
,

正位于相

邻龄期的体长交界点上
。

虽雄虫体长与四龄幼虫
、

四龄脱皮幼虫
、

雌虫体长值交叠
,

因有

明显的交合刺
,

而正确把它区别开来
。

各龄期还有少数线虫
,

其体长超 出平均体长士标准

差范围
,

则应结合热杀死时虫体形态
、

生殖腺加以判断
。

二龄幼虫常无生殖腺
,

三龄幼虫

生殖腺单细胞
,

椭圆形
,

四龄幼虫生殖腺较长
,

成虫生殖系统发育完全
,

并有外生殖器
.

3 讨论和结论

个体发育结果表明
:

松材线虫与其它许

多植物线虫表现出大致相同的模式 [ ’
·
a〕

,

整个

发育期间有 4 次脱皮
,

第 1 次在卵内完成
。

松材线虫在盘多毛抱菌上
,

25 ℃从二龄

幼虫发育到二龄幼虫需要 5 天
,

这一时期正

是线虫生殖系统迅速生长和分化的阶段
,

从

产卵到孵化的胚胎发育为 3 o h ,

与 M a
而ya s1[

报道在灰葡萄抱菌 (肠艺州话

~
) 上的结论

一致
。

松材线虫第 1 次卵裂
,

形成大小不等的

两个分裂球
,

与冼。脚 。 如翻反姗故勿勿 d( 。 M an ) .J

B
·

G o od e y
,

1 9 6 0 等 [ ,
· ` ]一致

,

第 z
,

3 次卵裂

方向
,

与卵长轴成一定角度
,

使四胞阶段的

细 胞成十字 型交 叉排列
,

这种方式仅与

卫翻b汤卿怂
” a
而 F r a kn li n ,

1 9 6 5 [ , ]相同
,

而其它

丝少
、

图 2 松材线虫热杀死虫体形态

A
:

二龄幼虫
“ L ”
形 B :

三龄幼虫
“ I”形 c :

四龄

幼虫开阔
“ c ”
形 D :

雄虫
“ J ”

形 E :

雌虫开阔
“ c ”
形

植 物寄生线虫卵四胞阶段的细胞成串排列 l[,
2〕。

松材线虫的孵化
,

靠虫体不停蠕动
,

用唇区
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第 2期 叶为民等
:

松材线虫个体发育研究

挤破卵壳一端而出来
,

整个过程未见 口针穿刺
。

同形线虫各龄期的区分
,

过去曾以体长
、

生殖腺结构和发育程度叼
、

侧线数目 s[J
、

排泄

孔位置 sj[ 等为依据
,

因此在鉴别上常常是比较困难的
.

我们试用 了以热杀死时虫体形态及体

长来区分松材线虫各个龄期
,

简便
、

直观而准确
,

二龄幼虫
、

三龄幼虫
、

雄虫分别为
“

L ” 、

“
I,’

、 “ J” 形
,

四龄幼虫和雌虫为开阔
“ c ”

形
,

但雌虫生殖器官发育成熟
。

二龄
、

三龄
、

四

龄幼虫
、

雄虫的体长分界值依次为 359
.

4 ” m
,

44 4
.

9 p m ,

5 74
.

5 脚
.

由于线虫的发育是一

个连续的过程
,

各龄期线虫的体长还有变化
,

观察其生殖腺位置
、

结构和 发育程度也是重

要依据
。
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