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何礼远

�中国农科院植保研究所�

摘 要

本试验证明 了青枯菌活菌作为马铃薯细胞 变异体 离体 筛选的选择压 力 是 适 宜

的
。
明确 了活菌压 力的最适浓度

、

愈伤 组 织接种 的最追龄期和接种 的方法
。

愈伤组织

培 养皿 内继代培养重 复接种 筛选是快速而 有效的 筛选方法
。

从近�万块 马铃薯叶 圆片

愈伤组 织 中
，
经重 复接种 筛选获得 了 �块杭菌愈伤组 织 �比率为 �

�

�� �左右 �
。

并

经过分化诱导培养获得 了再 生苗
。

初 步的抗性鉴定结果衣明
，
再 生苗杭�����一��比

母体 �米拉脱毒试管苗� 的杭病性有显著提高
。

� 前 言

马铃薯青枯病是 一 种 世 界 性 细 菌 病

害 〔�， �〕 。 在我国中原和南方马铃薯 二 季 栽

培地区以及西南一
、

二季混作 区普遍发生
，

危

害日益加乖 〔�〕 。

采用抗病品种是防治此病最

经济有效的办法 〔�〕 。

在美国和国际马铃薯研

究中心从��年代起就开始了杂交育种
，
获得

了一些抗病品种和大批抗病无性 系材料的
。

近年我们从国际马铃薯研究中心引进了一 些

抗病品种和无性系材料
，
然而经过鉴定这些

抗青枯病材料
，

大部分在我国的菌系和环境

条件下表现
一

不抗青枯
，

有少数材料如 ��一

��
�

�
，
��一 ��

�

�等
，

具 有 良好 抗 性
，

但

农艺
、

经济性状很差
，
不能直接在生产

�

�利

用
，

作为抗原亲本也不理想
。

为此
，

十分有

必要探索其它的获得抗原材料或抗病品种的

途径
�

������ � ������ 首次采用了植物体细胞

离体筛选的方法
�

并成功地选出了烟草抗野

火病的突变休� 〕 。

近��年期间
，
抗病 突 变

筛选研究 育很
�

，��进展 ，
现 己相继选出了抗马

铃薯晚疫病
、

玉米小理病
、

稻瘟 和 白 叶 枯

病
、

水稻胡麻叶斑病
、

小麦根腐病
、

烟草黑

胫病等抗病突变体 ��， ����〕
。

���
几

位物青枯病方面
，
迄今国内外还没有

抗性变异体离体筛选的报道
，
本文是我们在

马铃薯上开展这一研究的初步结果
。

� 材料与方法

�
�

� 供试菌种

马铃薯青枯菌野生型菌株 ��赶 及 该 菌

株的无毒突变株 ����
。

�
�

� 供试马铃薯

品种为米拉脱毒试管苗
。
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� 培养基

青枯菌培养从为牛肉汁蛋白 陈 培 养 牡

�或加���、
。

马铃薯愈伤组织 啥井基 为 ��

基本培 井瞬加入一定 最的�
�

冻一�和��
。

新鲜结 养草
�

�

卜
，
如辛养 ��天

，
之后 再 将 其 中

存活的愈 妙衬几织块挑选出
，

并随即移植于含

�
�

�又 ��
门

细�����毫升的培 养基 上
，

生 长 ��

天
。

其中未死亡的愈伤组织 决用于测定群体

病恰乎片数
，

�
�

� 马铃薯愈伤组织接种青枯菌的方法

� �

点滴法 将菌悬液滴在马铃薯愈伤 组

织块上
。

�
�

培养基表面涂菌法 将一定量的一定

浓度的菌 公液涂在平板上
。

然后将愈伤组织

块放于平板培养华上面
。

。 �

培养茱混菌法 将一定量菌悬 液与

培养基混和后制成培养攀平板
。

再将愈伤组

织块放其上培养
。

�
�

愈伤组织块病
‘

�占评价方法 发病程度

的分级标准为
��一一健康 ��一一愈伤组织块

’

开始变褐
� �一一愈伤组织块的 ���变 褐

�

�一一愈伤组织块 ���以上变褐月一一整个愈

伤组织变渴
。

根据不同级数计算出病情指数
。

�
�

� 青枯菌培养滤液对马铃薯的毒 力 测定

方法

� �

价 洲洲夜的获得 经�天振荡培养的

����毫升的菌悬液 �约�只 ��’ 。 �����������。

转�分离心��分钟取上清液
。

浓 缩 �倍 成 �

倍
，

过滤灭菌
，
用于毒力测定

。

�
�

对马铃薯梢株的致姜作 明测定 方 法

�略�
�

�

对 马铃薯叶片
‘

的毒芳作用测定 方 法

�略�

�
�

对愈仍禅民织生 长影 响 的 测 定 方 法

�略�

�
�

� 马铃薯筑菌愈伤组织的再生菌 分 化培

养方法

将经 �次接种青枯菌筛选存活下来的愈

伤组织块进行表面消毒
，

移放到分化培养基
�

��诱 导分化再生苗
，
并进行快钟

。

�
�

� 马铃薯抗病变异体再生菌的抗 性 鉴定

方法

� �

试管苗鉴定法 取� � ��
�

细胞�毫升

菌悬液 �二�移入有�个叶片幼苗的三角瓶内
，

用剪刀把幼苗根部剪伤
，
在��

�

�下培养
，

在第

�
，
�

，
��

，
��

，
��天观察记录发病情次

。

�
�

针刺接种 法 将忿栽生长的马铃薯植

株于顶端第 �片叶叶腋用针刺伤
，
取��微升

含�� ��
�

细胞�毫升的菌悬液滴入伤 口
，

放

介��
“
�龙右下生

一

长
，
在接种后�

， �
，
�

，
��，

��
，

��及又见察发病情 况
。

结 果

青枯菌活菌对马铃薯 愈 份 组 织 的 作

�
�

� 马铃薯抗菌愈伤组织重复接种筛 选 方

法

将培介
’

卜长��大的慈伤组织块移位在含

�
·

�又 ��“
细胞�毫升的培养基 上

，
培 养 ��

天
，
然后将其中未死亡的愈伤组织块挑选出

来
，
移植到上述含有 �

�

�只 ��”
细胞�毫升 的

�种方法接种马铃荞愈伤组织的结果列

于表 �
，

丧�和表�
。

此 �种接种方法都 可 以

引起愈伤组织发病
。

点滴法所用的 �种接种

浓度引起的发病程度有一定差异
，
但在接种

后 �天病情都相当严重 �病指在��以上� �

培养共表面涂菌法和培养基混菌 法的发病情

况相心
，
�个高浓度处理的病情都很严重

，

而浓度�� �� ��
�

个细胞�毫升则发病较轻
，

在

接种后��天 挤怎晴方达��以上
，
比较适宜于筛

�步
。

而混菌法又比 涂菌法简便易行
。

因此以

混菌法作为筛选变异体的方法比较适户
一 ，
接
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种浓度以 �
�

弓 “ ��”
个细咆�毫升为

‘

�
’

�
‘ 。

表 � 病情指数

浓 度
����������

接种后
�天

接种后
�天

接种后
��天

接种后
��天

毒害作用 也不规律
。

以
�

�
�

� 个试验的结男表明
，
青枯菌的

一

培

养滤液不宜用作筛选马铃傅抗病变异休的选

择压力
。

一︺﹄
一理时一

处
助

����邵�
�

�又 ���

�
‘

������

�
�

�� ���

��
�

�

��
�

�

��
�

�

��
�

�

�弓
。

�

��
�

弓

��
。

�

��
�

�

��
�

�

农滩 不 同沈液处理植株的病情指数

滤 液 处
�吕刁�

理
时

处 理
����

、时

尸厂林�﹃、�‘���月才千牛，�，目，自产�﹄冷丫�月土‘土�曰

����弘��

表 � 涂菌法接种愈伤组织 的病情指数

接种休浓度 接种后
������川 �� �天

佬种后
�天

�
�

�

��
�

�

��
�

�

接种后
�天

接种后
��夭

接种后
��天

��

��

曰�︼叹」�
矛��

�

�� ��，

� �� ��‘

�
�

�����

�

��

�
�

�

��
�

�

�弓
�

�

��
�

�

��
�

�

��
�

�

��
�

�

��
�

�

���少言养押�
，
�

，
�、 �

人��，�滤浓工

�����始浓�

�

人����滤浓�

����户巾浓�

��一�李虑浪�

��打沈浓�

�

���

��

���

���

���

‘

一
一一

�

一一

一
沁 �‘ �

一
一 �一一‘ �山曰 ‘ ‘

�
�山曰 ‘ ‘ ‘ �‘

一

表 � 混菌接种法接种后 各阶段愈伤组 织

的病情指教

水 � � � �

一一一一
�

一

一
�����������������

一
� �代表葫培养原浓� �代表浓编 �倍浓� �代表浓缩

�鸽液

接种体浓度
���������

�

�鱼重塾里
�

旦
�

夔
一 一

�夭 �天 ��天

表 � 培养滤液处理的病情指数

��

��
�

�

��
�

�

处 那
接 种 后

�
�

�� ��，

�
�

�� ��‘

�
�

�� ���

��
。

�

��
�

�

��
�

�

��天

��
�

�

��
�

�

��
�

�

�天 �天 �天 切天

��
。

�

��丈�培养基
�

，
�， ���

人��“ 滤演�， �
， 」

����几乙夕浅�

���，沁浓�

����滤浓�

曰�匀�内��

� �

� �

袄���一������

�
�

� 青枯菌培养滤液对马铃薯的作用
��

�

�

��
�

�

��
�

�

��
，

�

� �

对植株离体的致姜作用 试验 结 果

�见表��表明
，

青枯菌的有毒菌株����和无毒

菌株�����的培养滤液对马铃薯植株都有致

萎作用
，
而月

�

随着培养滤液浓缩倍数加大
，

致萎程度亦随之加重
，

但���� 培养 滤 液 比

�����培养滤液致萎作用更强一些
。

�
�

青枯菌培养滤液对叶片的作用 青枯

菌价养滤液注射叶片的结果表明
，

无论原液

还是浓缩液都对马铃薯叶片无任 何 毒 害 作

用
，
即滤液对马铃薯不能致病

。

��

青枯菌培养滤液对愈仿组织生 长 的

影响 试验结果见表 �
，
�仇�培 养滤液在 �

� 天后开始引起愈布组织变褐
。

各浓度表现的

� ��
�

� ��
�

� ��
�

�

�

到心有竹鲜
‘

养原液� �代表浓缩上倍孚色 �代表浓缩�倍液

�
�

� 抗青枯病变异体筛选的最适接种 时 期

试验

试验结果表明 �见表 ��
，
采用叶圆片

�

和生长��天的愈伤组织块作为 接 种 材 料
� ，

�
�

�又 ��� 细胞�毫升浓度的菌悬液接种后��

天炳情指数已达��以上
，
说明这样的材料不

适合用 于抗病变异体筛选
。

而生长��天和巧

天的愈伤组织块在接种��天后病情指数都在

��左右
，
因此采用这样龄期的愈 伤 组 织 作

为筛选材料是适宜的
。

但为了缩 短
一

筛 选 周
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期
，
应当以生长��天的愈伤组织�夹作为筛选

抗病变异休的材料
。

才
�
� 叶 圆片和不 同龄期愈伤组织接种 后

一

各

时期 的病情指数
口���硬�，�������� � � � ， ���，�� ���， 月 �

， ，“ ����� ����， 』口 飞 ，���曰���，口�司��

�
曰�� ‘ �，， ‘

�
��

�叫

�
���

� ，

一
接种材料

接 种

�天 ��天 ��天 ��天

叶�叫片 ��

��天愈 卜
�

夕 ��
�

�

��天愈仇比 �
�

�

��天
�

少住块 �
�

�

乙�
�

�

��
�

�

��
�

�

��
。

�

��
�

�

��
�

�

��
�

�

��
�

�

��
�

�

��
�

�

��
。

�

��
。

�

���

��
�

�

��
�

�

��
�

�

天��

…�
�︻山牛�，�曰�

，��‘口山弓山

注
� �
弃

�

液浓度为�
�

�� 功
�
细胞�毫升

�
。

� 抗菌愈伤组织的筛选

光 后进行��次 �公���之交愈伤爹�毛汀�的护舌菌

接种筛选
，
第 �次按种后存活的愈伤组织有

���块
，
若不算第�����次的污染

，
结 果 筛

选率约为�
。
��

。

经过第�
， �次重复接种后仍

有�块愈伤组织存活
，

筛选率约为�
�

����
，

结果
�

见表�
。

表 � 愈伤组织抗病变异体 筛选

筛选次数 接种愈伤
组织块数

第�次 第�次 �滋犷
接种筛选后存活块数

巧�����������泊硼洲卿���姗洲绷姗洲洲
��

�

�

�

�，
�

�
，
�

，
�

��
，
��

��
，
��，�幸

�弓
，
��

，
��

，
��

��
，��

� �

染

部分污染

�
�

� 再生苗的诱导分化

�士岌抗青枯菌的愈伤组织冉 厅化培养墓

」�进行诱 导结养后 ，
获得了 �株再生菌

，
分

封�
�断后�号为抗�����一��和抗� ����一��

。

�
�

� 再生苗抗青枯病的初步鉴定

�
。

�式长 从接种鉴定 结果 �表��表 ��飞
，

再生苗抗 � 与
一

来拉 二�
，
�

，
��

，
��

，
��天内

病牛
�‘了指数差 异�及显著

。

表 � 伤 根接 仆 后 各时期试管苗杭 �的病

情 指致

处 理 �天 �天 ��天 ��夕� ��天 ��天

亏
、

己� �
�

� �
�

� �
�

� ��
�

� ��
�

� ��

米拉�试竹了谧�� �� ��
�

� ��
�

� �� ��
�

� ��
�

�

�
�

计刺谁部按种鉴定 结果 �见表 。冲 。
�

看出再生苗抗 � ，
�米拉对青沽菌的抗性有

�

定程度的羊别
。

不过
，

一股是不用这种高张

度按种方法来鉴定抗俩性差 异的
，
尽但

一

这 许

再生菌抗 �仍表现出一定的抗病性
。

表 � 温 室栽培 条件下接 种 后 各时期 朴生苗

抗 �的病情指数

处 理 �天 �天 �天 ��天 ��天 ��天

�七� �
�

� ��
�

� ��
�

� ��
�

� ��
�

� ��
�

�

米拉�薯块苗� �� ��
�

� ��
�

� ��
�

� ��� ���

� �

对再生苗抗 �的愈伤组织进行接种

结果 �见表 ��� 表明
，
抗 �再生苗的愈伤组

织与母体米拉的愈伤组织的病情指数 右��天

内差异极显著
。

表�� 抗病 变异 沐 弓生苗的后 忿伤组 织 与

术拉愈伤 组 级 在接种 青枯 菌后 冬叭
�

期 病情指数 的 比较

处 理 �眨 �天 川天 �弓天 �� 赶

� � �
�

� �� �� ��
�

� ��
�

�

米拉 ��
，

� ��
�

� ��
�

� ��
�

� ���

� 讨 论
。 。

农炸
，

�
一

妙体了 �胞抗物变
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一般多采用病原物毒索为 选择压力
。

本研究
�
一

卜测试了青十
�

片菌培养滤液刘
一

马铃 薯 离 休 植

除
、
口卜川

‘

和愈防姐织价的青性 作 用
。

结 果

尤叫
’

�
钊 ��菌的培 井滤液 才马铃薯叶片和愈伤

，�� 几都没 有作川
，
它只对离体

�

棺侏有致姜作

用
�

野生型菌株和 无毒变异菌株 壤本 卜没有

差 介��
，

这与青刀
、
苗活菌 才马铃薯演株

、

叶片

和愈厉川织的致俩作川吸然 不同
， 一

说明青估

臼 犷自培 沁液 不自
�

��� 厂抗病突变体筛选
。
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�

关
�

七

采���分沂简压 力进行抗青沽 病 变

以体的不�、 �业
，

过去国内外都未有
‘

过报道
，

有

人亦曾怀 沉 咐这神方法来筛选抗青拈病这类

抓统浸染俩 户翔为突变体的可能性
。

乍研究

己 阴 少渴，�、存 �
’

�

这种
�‘

�泥性
， ‘

立过 付，怜薯

叶口
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卜忿价、红毛织进行 污�’�接神筛选 ， 一

呵
一

选出

抗臼的 � ，组织� 本试验 已初步证明由抗菌

愈佑、组 只行叱
’

�产
牲出丁�沂辱生植仁�付青洁宙具

有一定
�

为抗性
，

当然 上神抗病性
�
上需要通过

田间试验加以脸���
一 。

�
� ‘

乡羚 仁 价了州
一

州价
几�秀子大于毕中 厂毅了

发生抗病性变汁外
， �

�
五可能产

“�其它性状灼

变异
。

本研究所获得抗 青枯病再生苗虽然是

来源于优良邢
、
种米拉

，
但其它的优良性状是

否发生 了变羊
，

是否应保持甚至提高了生
�
盆

利用的价值
，

尚需进一步�式验和观察
。
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多厂已微肥以 ���克�亩
·

次在 现 蓉

翔和终花期叶面喷施增产作用较大
，

井有助

于淀粉积果� 介用��克�亩微肥拌种时结合

坟茎膨大
一

阴期叶面喷施微肥
，
增产作用也较

大
，
步手能提高淀粉广

�

量
。

�
�

多元微肥用量过
一

人
，
施肥时间过 行

集中
，
会影 ������马铃薯产 昆

。

施用时应根找
一

�
‘，
亏

地上壤条件
，
因地制宜

。 �子卜画喷施以 �次为

宜
，
在己扮种时应注意在生长后 期 叶 面 喷

施
。

�
�

微量元素肥 时育袱强的针对性
，
应

立足找到与土壤条件 和作物泪适宜的肥料配

方
，
分门别类

、

有针
一‘

、

全性地施用
，
方能取得

较好增产效果
。

�
�

就本试验来看
，
尽 营多元微肥的增

产作用不太大
，
但随着拼作伎术的改进

，
作

物
产

街沈能力不断提高
，
又丁上�襄微量�己素的消

耗不断增大
，
倒

、

充作物所需的微准龙素势在

必行
。
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