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摘要　 采用胡萝卜和甘薯愈伤组织培养的方法,分别在４个不同培养温度和６个不同培养时间条件下,观
察菊花滑刃线虫(Aphelenchoidesritzemabosi(Schwartz,１９１１)Steiner&Buhrer,１９３２)在２种植物愈伤组织上

的繁殖特性.结果表明:菊花滑刃线虫在２种植物愈伤组织上培养繁殖的适温为１５~２５℃,温度达到３０℃及

以上均不能正常繁殖.在胡萝卜愈伤组织上培养,２０℃时第５周繁殖率最大,为３９３７．５０倍;在甘薯愈伤组织上

培养,２０℃时第６周繁殖率最大为５７６．６８倍;在相同培养温度和时间条件下,菊花滑刃线虫在胡萝卜愈伤组织

上的繁殖率均大于在甘薯愈伤组织上的繁殖率.
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　　 菊花 滑 刃 线 虫 (Aphelenchoidesritzemabosi
(Schwartz,１９１１)Steiner&Buhrer,l９３２)也称菊花

叶枯线虫或里泽马博斯滑刃线虫,与水稻干尖线虫

(A．besseyi)和草莓滑刃线虫(A．fragariae)一起

统称为腋芽滑刃线虫.菊花滑刃线虫是一种重要的

植物寄生线虫,能寄生观赏植物、蔬菜、果树和杂草

等２００多种植物[１Ｇ２],全世界已有７０多个国家或地

区均有分布[３].菊花滑刃线虫引起的菊花叶枯病是

菊花(Dendranthemamorifolium)上最重要的病

害,该线虫也是危害草莓(Fragariaananassa)的重

要病原线虫,可导致草莓产量损失高达６５％[４Ｇ５].
中国花卉种植面积位居世界之首,菊花滑刃线虫的

寄主植物分布广泛,多数地区的气候适宜菊花滑刃

线虫的定殖和发生,因此,菊花滑刃线虫在中国具有

很大的潜在威胁[６].目前,中国菊花滑刃线虫仅在

个别地区零星发生[７Ｇ８].为有效防止菊花滑刃线虫

从国外传入和在国内传播扩散,中国于２００７年将其

列入中华人民共和国进境植物检疫性有害生物名

录,２０１３年列入全国林业危险性有害生物名单.该

线虫也是国际上公认的极为重要的检疫性植物寄生

线虫,故受到广泛关注.
菊花滑刃线虫繁殖适温的确定和快速、大量的

人工培养,是对其进行全面系统研究的基础.最早

有关菊花滑刃线虫培养的报道是Sanwal等[９]通过

优化菊花植株种植装置,在室温下利用盆栽菊花获

得该线虫的纯培养;Dolliver等[１０]通过 White培养

基培养离体植物组织的方法,使用烟草(Nicotiana
tabacum)、苜蓿(Medicagosativa)和胡萝卜(DauＧ
cuscarota)愈伤组织培养繁殖该线虫,并测定了该

线虫在烟草愈伤组织上于不同温度下的繁殖量,但
对苜蓿和胡萝卜愈伤组织培养并未做具体繁殖量测

定;Hooper等[１１]研究了该线虫在灰葡萄孢(BotryＧ
tiscinerea)和丝核菌(Rhizoctoniaspp．)上的繁殖

力,但由于灰葡萄孢不是该线虫的最适寄主,因此,
不适合大量培养繁殖.为建立快速、高效和操作简

单的菊花滑刃线虫人工培养方法,本试验选用胡萝

卜愈伤组织与甘薯愈伤组织培养繁殖菊花滑刃线虫

的可行性和繁殖效果,观察该线虫在这２种植物愈

伤组织上的繁殖特性,旨在为进一步明确菊花滑刃

线虫繁殖周期、生活史和发生规律,为系统研究菊花

滑刃线虫提供科学依据.

1　材料与方法

1.1　供试线虫

供试菊花滑刃线虫(AphelenchoidesritzemaＧ
bosi)来源于云南省昆明市西山区大观公园,寄主为
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菊花(Dendranthemamorifolium),由华南农业大

学植物线虫室采集、分离、鉴定和培养保存.
1.2　供试愈伤组织

试验用新鲜 胡 萝 卜 (Daucuscarota)和 甘 薯

(Ipomoeabatatas)购于华南农业大学菜市场,参照

Moody等[１２]和Reise等[１３]的方法,将胡萝卜和甘薯

切片、消毒,置于无菌培养皿 (直径５cm)中,２５℃
黑暗培养１５d后生成愈伤组织备用.
1.3　线虫的接种

菊花滑刃线虫的接种主要参考裴艳艳等[１４]的

方法.挑取 ２０ 条菊花滑刃线虫雌虫,放入装有

０．３％硫酸链霉素的１．５ mL 离心管中,放置 ８~
１２h,５０００r/min离心２min,去除上清.用无菌

水清洗２次,在超净工作台上去除上清液,最终剩余

体积约１００μL.用无菌吸管吸取离心管中的线虫

悬浮液,接种于愈伤组织上,用保鲜膜封好培养皿,
分别放入１５、２０、２５、３０℃的培养箱中黑暗培养,分
别统计培养１~６周后的繁殖量,每种愈伤组织在

１个温度条件下培养１个时间段为１个处理,每个

处理设５个重复.
1.4　线虫的分离与收集

线虫的分离主要采用浸泡法[１０,１３],并作一定的

改进.将培养供试线虫的愈伤组织和培养皿上的线

虫用无菌水冲洗３~５次,收集到５０mL离心管中,
于４℃保存.然后将愈伤组织切碎放到５０mL离

心管中,加入适量的清水２５℃下浸泡４８h后过孔

径０．１４７ mm 和 ０．０２６ mm 的 组 合 筛,将 孔 径

０．０２６mm筛网上的线虫冲洗到小烧杯中.将２次

分离的线虫悬浮液混合后定容到５０mL,混匀后取

１mL悬浮液于计数皿中,在解剖镜下计数,重复

５次,取平均值后再乘 ５０,即为每个处理的线虫

数量.
线虫在愈伤组织上的繁殖率Rf(Rf＝分离线虫

总数/接种虫数)[１４].
1.5　数据分析

试验结果数据的平均数和标准误(SE)的计算

及分析采用SPSS(１３．０)和 EXCEL２００７软件;利用

邓肯氏新复极差法(DMRT),在P＝０．０５水平上进

行差异显著性分析.

2　结果与分析

2.1　菊花滑刃线虫在胡萝卜愈伤组织上的繁殖

试验结果表明:菊花滑刃线虫接种于胡萝卜愈

伤组织上培养１~６周后,在１５~２５℃的繁殖率均

大于１;在３０℃条件下,仅在培养６周后的繁殖率

大于１,但显著小于在１５~２５℃培养６周的繁殖率

(P＜０．０５),故菊花滑刃线虫在胡萝卜愈伤组织上

培养繁殖的适合温度为１５~２５℃.
在１５℃条件下,随着培养时间的延长,繁殖率

逐渐增加,在第６周达到最大值９１２．２０倍,且显著

高于前５周的繁殖率(P＜０．０５);在２０℃和２５℃
条件下,繁殖率在前５周随着时间延长逐渐增加,在
第５周达到最大值,分别为３９３７．５０倍和３７８７．６０
倍,分别显著高于１~４周和第６周的繁殖率,但它

们之间差异不显著,而第６周的繁殖率显著高于前

４周(P＜０．０５)(表１).
表１　菊花滑刃线虫在胡萝卜愈伤组织上的繁殖率１)

Table１　ReproductionratesofAphelenchoidesritzemabosioncarrotcallus 　

培养时间/周　Culturetime １５℃ ２０℃ ２５℃ ３０℃

１ ６．２５±０．４１Cd １５．８１±０．５５Be １８．４１±１．２５Ae ０．５５±０．１５Db
２ １３．９９±０．６０Cd ３０．９２±２．５０Be １４４．７３±５．１６Ae ０．４±０．１１Dbc
３ ４９．４０±３．５４Cc ２２２．０６±１２．０７Bd ６９３．８０±４５．１４Ad ０．６０±０．０５Db
４ ６４．９２±３．３０Cc ８５５．２０±９９．２２Bc ２４０８．７５±１５６．４７Ac ０．２２±０．１０Cc
５ ３５９．８６±１７．３７Bb ３９３７．５０±２１５．１９Aa ３７８７．６０±１４４．２０Aa ０．５６±０．１４Cb
６ ９１２．２０±３０．０２Ca ３３８４．００±１２８．８５Ab ２８８１．５０±１１１．８５Bb １．１４±０．４５Da

　１)表中数据为５次重复的平均值±标准误(SE),同行数据后大写字母相同者和同列数据后小写字母相同者表示不同培养条件下的

繁殖率在０．０５水平上差异不显著(P＞０．０５,表２同).Thereproductionrate(mean±SE,n ＝５)ofA．ritzemabosioncarrotcalＧ

lus．ThesameuppercaseinthesamerowandthesamelowercaseinthesamecolumnatdifferentconditionsisnotsignificantlydifＧ

ferent(P＞０．０５,thesameasTable２)．

2.2　菊花滑刃线虫在甘薯愈伤组织上的繁殖

试验结果表明:菊花滑刃线虫接种于甘薯愈伤

组织上培养１~６周后,在１５~２５℃条件下,繁殖率

均随着培养时间的延长逐渐增加,在第６周达到最

大值,分别为９０．８２倍、５７６．６８倍、２０３．５８倍,并且与

前５周的繁殖率差异显著(P＜０．０５).在２０℃条件

下培养６周的繁殖率显著高于其他所有处理(P＜
０．０５);在３０℃条件下,繁殖率均小于１(表２),说

９４
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表２　菊花滑刃线虫在甘薯愈伤组织上的繁殖率

Table２　ReproductionratesofAphelenchoidesritzemabosionsweetpotatocallus 　

培养时间/周　Culturetime １５℃ ２０℃ ２５℃ ３０℃

１ １．６０±０．１８Be ３．１１±０．４０Ae １．９１±０．６０Bd ０．２８±０．０７Ca
２ ２．７８±０．３３Ce ６．８１±０．９０Be ７．９４±０．４５Ad ０．１２±０．０４Db
３ １１．５７±０．８１Cd ８５．４９±２．６８Ad ５０．４８±５．０１Bc ０．００
４ ２４．９７±０．４８Bc ３３２．６５±８７．６７Ac ５６．７０±３．０３Bc ０．００
５ ６５．６６±２．６９Cb ３９２．６０±８．４０Ab １８４．００±７．１８Bb ０．００
６ ９０．８２±２．６９Ca ５７６．６８±２７．１８Aa ２０３．５８±１６．９７Ba ０．００

明菊花滑刃线虫在此温度下不能在甘薯愈伤组织上

繁殖.

3　讨　论

试验结果表明,菊花滑刃线虫在胡萝卜和甘薯

愈伤组织上的培养适合温度为１５~２５℃,在胡萝卜

愈伤组织培养繁殖的最适条件是２０~２５℃培养

５周,在甘薯愈伤组织上培养繁殖的最适条件为在

２０℃下培养６周.在相同时间和相同温度条件下,
该菊花滑刃线虫在胡萝卜愈伤组织上的繁殖率均大

于在甘薯愈伤组织的繁殖率,且在胡萝卜愈伤组织

上的最大繁殖率为甘薯愈伤组织上的最大繁殖率的

６．８３倍.相对于甘薯愈伤组织,胡萝卜愈伤组织更

适合菊花滑刃线虫的快速大量繁殖,而该线虫在甘

薯愈伤组织上繁殖率较低不易导致甘薯愈伤组织腐

烂,因此,甘薯愈伤组织适合长期培养保存该线虫.

French等[１５]曾报道,利用栽培的菊花植株接种

繁殖菊花滑刃线虫,在室温１７~２３℃条件下,３８d
后的最大繁殖率为３５００倍;Dolliver等[１０]测定了

菊花滑刃线虫在烟草愈伤组织上不同温度下的繁殖

量,在２４℃培养２９d后的最大繁殖率为３８８０倍,

２６℃下不能完成生活史;Hooper等[１１]曾报道,菊
花滑刃线虫在(２３±２)℃于丝核菌上培养２８d后的

最大繁殖率为５０倍.在本试验中,菊花滑刃线虫在

胡萝卜愈伤组织上２０℃培养３５d后的繁殖率为

３９３７．５０倍,远远大于 Hooper等[１１]报道的繁殖率,
与French等[１５]和 Dolliver等[１０]报道的结果相近.
但是,用菊花植株接种繁殖和烟草愈伤组织培养繁

殖的方法,都存在过程和操作复杂、周期长,在培养

期间易发生污染等问题.本试验所用胡萝卜愈伤组

织的制备,操作简单、不易污染、周期短,更适合菊花

滑刃线虫的快速纯化和大量繁殖.菊花滑刃线虫在

甘薯愈伤组织上的繁殖量显著低于胡萝卜愈伤组

织,也显著低于 Dolliver等[１０]报道的烟草愈伤组

织.这可能与甘薯愈伤组织的湿度较小有关.甘薯

愈伤组织的湿度较小不易腐烂,在接种线虫后培养

维持时间较长,特别是在１５℃的低温下.根据本试

验的观察,将菊花滑刃线虫接种于甘薯愈伤组织,在

１５℃下放置５０~８０d后,甘薯愈伤组织才开始腐

烂,因此,该方法适用于线虫的长期培养保存.在本

试验中,菊花滑刃线虫在胡萝卜和甘薯愈伤组织上

２５℃时仍可以大量繁殖,在３０℃下则不能完成生

活史,这与 Dolliver等[１０]报道的试验结果有差别,
其原因可能与培养基质不同或线虫种群间生物学特

性差异有关.由此可见,在培养不同种群的线虫时,
需要通过试验确定最合适的培养温度和时间.
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Cultureconditionsandreproductivecharacteristicsof
Aphelenchoidesritzemabosioncallus

PENGXiaoＧfang　CHENDeＧqiang　WANGDongＧwei　
WANGKe　WU WenＧjia　XUChunＧling　XIEHui
ResearchCenterofNematodesofPlantQuarantine,

DepartmentofPlantPathology,SouthChinaAgriculturalUniversity,

Guangzhou５１０６４２,China

　　Abstract　ThereproductivecharacteristicsofAphelenchoidesritzemabosi (Schwartz)Steiner&
Buhreroncarrot(Daucuscarota)callusandsweetpotato(Ipomoeabatatas)calluswerestudiedat４difＧ
ferenttemperaturesand６differentculturetimes．Theresultsshowedthattheoptimumtemperaturesof
A．ritzemabosiontwocallusesinculturewerefrom１５℃to２５℃anditcouldnotreproduceattemperaＧ
turesgreaterthanorequalto３０℃．ThemaximumreproductionratesofA．ritzemabosionthecarrot
callusandonthesweetpotatocalluswere３９３７．５０at２０℃for５weeks,５７６．６８at２０℃for６weeks,reＧ
spectively．ThereproductionrateofA．ritzemabosionthecarrotcalluswashigherthanthatonthesweet
potatocallusatsametemperatureandwiththesameculturetime．Thisresearchprovidedthescientific
basisfortheconfirmationofthereproductivecycle,lifehistoryandoccurrenceregularityofA．ritzemaＧ
bosi,anditalsoprovidedapracticalmethodforthesystematicalstudyofA．ritzemabosi．

Keywords　Aphelenchoidesritzemabosi;callus;artificialculture;reproductivecharacteristics
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