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香蕉穿孔线虫培养技术及其种群繁殖力研究
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摘要:以 10 g /L琼脂粉培养基为对照 , 研究筛选了新的培养基. 新筛选的 100 g /L马蹄粉培养基 、100 g /L玉米粉培

养基和 100 g /L菱角粉培养基可以培养用于繁殖香蕉穿孔线虫的胡萝卜愈伤组织. 其中 100 g /L马蹄粉培养基和

100 g /L玉米粉培养基培养的胡萝卜愈伤组织繁殖香蕉穿孔线虫的效果较好 , 而 100 g /L马蹄粉培养基培养周期

短 、速度快 、成本低 , 可以用于代替琼脂粉培养基培养胡萝卜愈伤组织来繁殖香蕉穿孔线虫. 香蕉穿孔线虫不同种

群的繁殖力存在明显差异 ,本研究的 10个种群中 , 来源于红掌的 RH1种群的繁殖力最强.
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Abstract:The cu lture media of 100 g /L chinese w ate r chestnu t pow de r, 100 g /L co rn powder and

100 g /L w ater chestnu t pow derw ere screened to used to cultu re carrot ca llus cultu ringRadophoolus sim il-

is. Among these culture media, the cu lture results o f 100 g /L chinese w ater che stnut powder and

100 g /L corn powderw ere pre ferab le. The medium of 100 g /L chinesew a ter chestnut powder had a good

charac te risticsw ith short cultu re pe riod, fast speed g row th and lowe r costs, and suitab le to replace the

medium of aga r pow der. The reproduction fitness o f 10 populations ofR. sim ilis from different hosts and

orig ins we re compared in carrot disk cultures a t25℃. The resu lt indica ted that a llR. sim iles popu lations

comple ted their life cycle and significantly differed in reproduction ability among these popula tions. The

reproduc tion of the RH1 popula tion from Anthurium andraeanum was sign ificantly mo re than that o f a ll

othe r populations.
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　　香蕉穿孔线虫 Radopholus sim ilis (Cobb, 1893)

Tho rne, 1949,是一种危害极大的植物病原线虫 ,是中

国禁止进境的一类植物检疫性有害生物 ,也是国际

上公认的极为重要的检疫性植物寄生线虫 ,因此受

到广泛重视和研究. 对香蕉穿孔线虫进行快速 、大量

的人工培养 ,是开展该线虫其他方面研究的重要基

础. 目前国际上对香蕉穿孔线虫的培养主要是采用

10 g /L水琼脂培养基或 White培养基培养离体植物

组织
[ 1-2]

. 为了缩短培养所需的时间 、降低成本 ,本

研究以 10 g /L水琼脂培养基为对照 ,研究筛选了新

的培养基. 并采用 10 g /L水琼脂培养基培养胡萝卜

愈伤组织方法 ,对进口观赏植物上发现的香蕉穿孔



线虫不同种群的繁殖力进行了研究.

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　供试香蕉穿孔线虫 　采用 Fede r
[ 3]
和

V ig lierchio
[ 4-6]
的方法 ,从观赏植物的根组织和栽培

介质中分离获得供试的香蕉穿孔线虫种群 10个 ,代

号为 RH1 ～ RH10,其中 RH2、RH3、RH5、RH6、RH10

寄主分别为孔雀竹芋 Ca la thea makyuna、钻石椰子

M icrocoelum weddelianum、雨淋花烛 Anthurium ‘Rain

Fo rrest’ 、天鹅绒竹芋 Calathea zebrina和袖珍椰子

Chamaedorea elegansMart,其他的寄主为红掌 An thu-

rium andraeanum.

1. 1. 2　胡萝卜愈伤组织的制备　选用新鲜的胡萝

卜 Caucus carota var. sativa DC. ,冲洗干净后 ,切去前

端和末端 ,再用蒸馏水冲洗 ,喷 φ=95%的酒精于胡

萝卜表面 ,置于酒精灯火焰上烧 (重复 3次 ,直到表

皮变黑 、变干 ),用灭菌的削皮刀削去胡萝卜的表皮 ,

然后将胡萝卜切成 5 mm左右的薄片 ,置于 10 g /L

水琼脂培养基上培养 10 ～ 11 d(25 ℃)生成愈伤组

织备用
[ 7]
.

1. 1. 3　培养基的制备　称取 10 g琼脂粉 、100 g菱

角粉(产地:广东 )、 100 g玉米粉 (产地:广东 )或

100 g马蹄粉 (产地:广东 )放入 1 000 mL蒸馏水中 ,

煮沸 ,分别制得 10 g /L水琼脂培养基 (A)、100 g /L

菱角 (Trapa sp. )粉 培养基 (B)、 100 g /L 玉米

(Zeamays L. )粉培养基(C)、100 g /L马蹄(E leocharis

dulcis)粉培养基 (D), 分装于培养瓶中 (每瓶约

30mL),封口. 放于高压蒸气锅中 (121℃, 20 m in)灭

菌
[ 10-11]

,备用.

1. 2　方法

1. 2. 1　香蕉穿孔线虫的接种培养　将分离获得的

香蕉穿孔线虫 10个种群进行纯化培养. 从各种群中

分别挑选出活力较强的香蕉穿孔线虫 25条置于有

2 mL无菌水的 10 mL无菌试管中 ,加入 1 mL 6mg /L

的硫酸链霉素 , 3 ～ 6 h后 ,用无菌的吸管吸去上层的

溶液 ,加入 3mL无菌水 ,轻轻震荡 ,然后以 1 500 r /m in

离心 5 m in,吸去上清液 ,再加无菌水 ,离心 ,重复 2

或 3次
[ 8-9]

. 用无菌的吸管将灭菌的线虫悬浮液吸到

胡萝卜愈伤组织上 ,置于 25 ℃下 ,黑暗培养 45 d,获

大量纯化的香蕉穿孔线虫备用.

1. 2. 2　不同培养基对胡萝卜愈伤组织和香蕉穿孔

线虫的培养比较 　按 1. 1. 2方法准备胡萝卜片 ,然

后分别置于 1. 1. 3中的 4种培养基上培养 (25 ℃),

观察愈伤组织生长情况. 将纯化培养的香蕉穿孔线

虫 RH8种群接种于在 1. 1. 3中的 4种培养基上培养

的胡萝卜愈伤组织上 ,重复 3次 ,其中 10 g /L水琼脂

培养基胡萝卜愈伤组织作为对照 ,置于 25℃下 ,黑暗

培养 45 d后 ,分别放入搅拌器中 ,搅拌 3次 ,每次约

10 s,每次间隔 5 s
[ 7, 12]

,将胡萝卜悬浮液通过 100 、

400、500目的套筛 ,再用洗瓶将 400目筛网上的线虫

和 500目网筛上的卵分别冲洗到烧杯中 ,将 400目

网筛收集到的线虫悬浮液上贝曼氏漏斗 , 24 h后收

集漏斗底部的线虫
[ 13]

. 将分离收集到的线虫和卵悬

浮液移到 500 mL离心管中 (约占离心管的 1 /2),以

1 500 r /m in离心 5m in
[ 7]
,然后定容到100mL,统计

成虫 、幼虫和卵数.

1. 2. 3　香蕉穿孔线虫种群繁殖力测定 　将纯化培

养的来源不同的香蕉穿孔线虫 10个种群各 25条接

种于 10 g /L水琼脂培养基胡萝卜愈伤组织上 ,每个

种群接种 3瓶 ,置于 25℃下黑暗培养 45 d. 然后 ,采

用 1. 2. 2方法进行线虫的分离和计数.

1. 2. 4　数据分析　采用 SAS软件 (6. 12版 )进行方

差分析.

2　结果与分析

2. 1　不同培养基对胡萝卜愈伤组织和香蕉穿孔线

虫的培养比较

　　在 25℃下 ,胡萝卜愈伤组织在供试的 4种培养

基上生长速度不同 ,在 100 g /L马蹄粉培养基上培养

的胡萝卜片 , 8 d后就长出明显的愈伤组织 ,可以接

种培养香蕉穿孔线虫;在 100 g /L玉米粉培养基 、

10 g /L水琼脂培养基和 100 g /L菱角粉培养基上培

养的胡萝卜片 ,分别需要培养 14、15、22 d才能长出

可以接种培养线虫的愈伤组织 (图 1).

　　A:100 g /L马蹄粉培养基 ch inese w ater chestnu t pow der;B:10 g /L

水琼脂培养基 agar pow er;C:100 g /L玉米粉培养基 corn pow der;D:

100 g /L菱角粉培养基 w ater chestnut powd er

图 1　胡萝卜愈伤组织在不同培养基上培养 14 d后的生长情况

F ig. 1　The cu lture o f carro t ca llus on differen tm edia (14 days

afte r culture)
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　　RH8种群的线虫接种于上述 4种培养基上长出

的胡萝卜愈伤组织中 , 25 ℃黑暗培养 45 d. 结果

(表 1)表明 , 3种新的培养基培养的胡萝卜愈伤组织

都能够用于培养香蕉穿孔线虫 ,但培养效率不同.

100 g /L玉米粉培养基 、100 g /L马蹄粉培养基培养

的胡萝卜愈伤组织繁殖的虫数略低于对照 10 g /L水

琼脂培养基 , 100 g /L菱角粉培养基培养的胡萝卜愈

伤组织繁殖的虫数则较少 、培养效率低.

表 1　香蕉穿孔线虫在不同培养基上的培养效果 1)

Tab. 1　Culture effect ofR. sim iles on d ifferen tm ed ia

培养基 2)

m edia powder
卵 egg 幼虫 larva 雌虫数 fem a le 雄虫数 m a le 虫数总计 add up

A 7 410±49. 10a 7 927±68. 74a 2 747±24. 00b 854±7. 63a 18 938±43. 71a

B 1 833±21. 53d 958±6. 51d 425±5. 92d 196±7. 61d 3 412±24. 06c

C 4 913±54. 20b 5 863±28. 64b 2 188±57. 00c 569±4. 41c 13 533±94. 46b

D 4 100±21. 72c 5 425±34. 6c 3 093±21. 71a 640±5. 60b 13 258±125. 90b

　1)同列数据后字母相同者 , 表示 0. 01水平上差异不显著 (Duncan’ s法);2)A:10 g /L水琼脂培养基 , B:100 g /L菱角粉培

养基 , C:100 g /L玉米粉培养基 , D:100 g /L马蹄粉培养基

2. 2　香蕉穿孔线虫不同种群的繁殖力

将来源不同的香蕉穿孔线虫 10个种群各 25条

分别接种于胡萝卜愈伤组织上 ,于 25℃下黑暗培养

45 d,各个种群都能完成它们的生活史并进行繁殖 ,

但不同种群的繁殖力存在差异 (表 2). RH1种群繁

殖能力比其他种群的繁殖力强 ,共 36 037条 ,是繁殖

力最低的 RH9种群 (3761)的 9. 6倍;其次为 RH8

种群 ,共有 18 938条.

表 2　香蕉穿孔线虫不同种群在 25 ℃下培养 45 d后的繁殖结果

Tab. 2　R eproduction of the d ifferen t popu lat ion s ofR. sim ilis on carrot d isks 45days after inocu lat ion at 25℃

种群

popula tion
卵 egg 幼虫 larva 雌虫 fem a le 雄虫 m a le 总计 add up

RH1 15 670±57. 20a 13 607±175. 81a 5 198±32. 00a 1 553±47. 50b 36 037±367. 63a

RH2 2 235±20. 00g 1 592±12. 83h 350±3. 14 f 1 549±21. 36b 5 726±33. 79h

RH3 2 101±15. 05g 992±58. 00i 221±5. 22 f 1 641±21. 13b 4 955±86. 43i

RH4 2 650±43. 54f 2 150±8. 91g 350±14. 53 f 3 950±42. 50a 9 100±87. 82g

RH5 1 713±65. 00h 5 650±51. 32d 2 850±22. 51c 525±25. 01de 10 738±118. 42f

RH6 6 950±20. 52c 3 550±32. 23e 1 400±13. 61e 500±2. 50de 12 400±46. 46d

RH7 3 675±63. 90e 2 938±10. 83f 4 650±24. 17b 363±10. 10e 11 626±66. 78e

RH8 7 410±55. 00b 7 927±48. 84b 2 747±66. 21c 854±2. 53c 18 938±103. 22b

RH9 2 200±60. 47g 1 029±58. 00i 407±7. 00 f 125±7. 02 f 3 761±67. 61j

RH10 4 138±57. 83d 6 888±100. 10 c 2 475±57. 52d 675±14. 15 cd 14 176±78. 75c

　1)同列数据后字母相同者 , 表示 0. 01水平上差异不显著(Duncan’ s法)

3　结论

在 25℃下 ,新筛选的 100 g /L马蹄粉培养基 、

100 g /L玉米粉培养基和 100 g /L菱角粉培养基都能

够用于培养香蕉穿孔线虫. 100 g /L马蹄粉培养基培

养的胡萝卜愈伤组织生长最快 ,并且明显快于目前

广泛使用的 10 g /L水琼脂培养基;100 g /L玉米粉培

养基培养的胡萝卜愈伤组织生长速度相近于 10 g /L

水琼脂培养基;100 g /L菱角粉培养基培养的胡萝卜

愈伤组织生长速度较慢. 香蕉穿孔线虫在 3种新的

培养基培养的胡萝卜愈伤组织上繁殖数量不同 ,香

蕉穿孔线虫在 100 g /L玉米粉培养基和 100 g /L马

蹄粉培养基培养的胡萝卜愈伤组织上的繁殖力接近

于 10 g /L水琼脂培养基 ,而在 100 g /L菱角粉培养

基培养的胡萝卜愈伤组织上繁殖数远低于 10 g /L水

琼脂培养基. 虽然在 100 g /L马蹄粉培养基培养的

胡萝卜愈伤组织上的繁殖数稍低于 10 g /L水琼脂培

养基 ,但在 100 g /L马蹄粉培养基培养培养的胡萝卜

愈伤组织上香蕉穿孔线虫数量增殖到最大所需的时

间最短 ,比用 10 g /L水琼脂培养基培养周期缩短一

星期左右. 另外 ,马蹄粉培养基的成本低 , 1 000g的

马蹄粉只需要 10元人民币 ,而 100 g琼脂粉需要 80

元人民币. 因此从培养成本和速度上看 , 100 g /L马

蹄粉培养基比 10 g /L水琼脂培养基更为经济和快

速. 100 g /L玉米粉培养基培养周期与10 g /L水琼脂

培养基相似 ,繁殖力略低于 10 g /L水琼脂培养基 ,但
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其成本更低 , 1 000g的玉米粉才需要 2元人民币 ,所

以 ,长期大量的培养繁殖香蕉穿孔线虫用该方法更

经济.

在 25℃下 ,供试的香蕉穿孔线虫各种群在胡萝

卜愈伤组织上都能完成它们的生活史并进行繁殖 ,

但是 ,种群的繁殖力表现出明显的差异 ,这种差异存

在于寄主不同的种群之间 ,也存在于寄主相同的种

群之间 ,例如 RH1(红掌 )种群 、RH2(孔雀竹芋 )种

群 、RH3(孔雀竹芋 )种群 、RH4(钻石椰子 )种群 、

RH5(丛林王花烛)种群 、RH6(天鹅绒竹芋 )种群和

RH10(袖珍椰子 )种群之间的繁殖能力都存在很大

差异;而在 5个红掌种群之间的繁殖力也明显不同.

这表明香蕉穿孔线虫种群的繁殖力与寄主无关 ,而

是取决于种群内部的特征 (有待于进一步研究 ),也

反映了香蕉穿孔线虫具有丰富的生物学多样性.
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