
199 6年第 4 期

黑龙江农业科学

H 滋石浏刃蜘g A厂初 ltu 州1 5` 交湘ce 199 6万0
.

4

马铃薯主要病毒试管保存技术
及其效果的研究

`

刘喜才 李芝芳 张文英 李志刚 张长柱

(黑龙江省农科院马铃薯所 )(大庆市农工商 )

摘要 我们于 1 9 8 7~ 1 9 9 0 年进行 了马铃薯主要病毒毒源试管封闭保存的研充
。

研 究结果表明
,

大茎尖消毒后 扦插在试管培养墓上培养
,

因保毒植物种
,

类不 同
,

其 成活率 57
.

6 ~ 100 %
,

平均为 87
.

1%
,

进管 20 ~ 36 天生根发育正常
.

在试管内

发 育成抹时
,

可进行单 节切段更新繁殖
,

其生长发育比大茎尖初进管时速度快
,

-

一般 6~ 12 天生根发育正常
。

并保持试管毒源纯度 和含毒量
。
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1 前言
此项研究工作

,

基于 1 9 7 3心 1 9 9 0年通过调查和病毒分离鉴定研究工作
,

查明和分离保存

了一批马铃薯病毒毒源及部分引进毒源
,

这批马铃署病毒毒源对于抗病毒育种用接种体和病

毒抗血清制备用的抗原
,

以及病毒学科研究是极为珍贵的材料 迫切需要选择最佳毒源保存方

法和合适的保毒植物
。

从 1 9 8 7 年以来探索试管封闭保存毒源法
,

目的是
;
防止多种病毒毒源在

裸露条件下保存易接触混杂
,

节省温室保存毒源的利用面积和冬季取暖能源及人物力和试管

毒源携带
,

利用方便等一系列间题
,

现已见成效
。

2 材料和方法
2

.

1 病毒毒源及保毒植物

2一 x
.

1 毒源 即 x
、

P v Y
O 、

P v y c 、

p v ^
、

vP
s

、

即M
、

p v G
、

P L R v
一

强系
、

p LR v 一中系
、

P L R v 一弱

系
、

A M v
、
c M v

、

SP vT 一 s
、

SP vT 一 M
、

TM v K一 ` 、 T M ,
K一 ’ 、

TM v o 、

T M y
l

等 1 8种
。

2
.

1
.

2 保毒植物 普通烟草
、

心叶烟
、

德伯尼烟
、

番茄
、

千日红
、

洋酸浆
、

毛蔓陀罗
、

马铃薯 (克

新三号
、

布尔班克
、

男爵 )等 8种
。

2
.

2 方法

在无菌条件下
,

将已消毒过的保毒植物大茎尖 0
.

5 ~ 1厘米用解剖针挑入试管培养基上
,

试管口塞紧棉球包好纸帽
,

纸帽上记载毒源名称及 日期
,

放在培养架上培养
。

当试管毒源株高

10 ~ 1 5 厘米时
,

需带大叶片单节切段更新试管繁殖
。

3 试验结果
3

.

1 马铃薯病毒不同保毒植物进人试管内培养后的生长特性

19 8 7~ 1 9 9 0年先后对马铃薯病毒毒源保毒植物取大茎尖进管培养保存共 70 7 管
。

试验结

果证明
:

各保毒植物扦插在试管培养基上
,

均能正常生长发育
。

其中马铃薯大茎尖发育速度快
,
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成活率 1 00 %
,

普通烟草
、

洋酸浆
、

番茄等植物叶片叶毛多
,

消毒未净
,

被杂菌污染影响了一定

的成活率
,

其生长发育速度也较为缓慢
。

一般进管 18 ~ 20 天开始有小根系或小根点
,

34 ~ 36

天后逐渐发育成株
.

当试管保毒植物发育成株后
,

将单节带大叶片切段扦插在试管培养基上比

大茎尖初进管生长速度快
,

单节切段比大茎尖初进管培养早生根 n ~ 28 天
。

3
.

2 马铃落试管毒源保毒植物的病毒含 t 和病毒纯度
.

3
.

2
.

1 不 同保毒植物对不同病毒的含 t 及纯度的影响 同一病毒由于保毒植物不同
,

其病毒

含量和纯度均有明显差别
。

如普通烟草对 P v s
、
R v M 有免疫特性

,

对某些病毒做为保毒植物
,

可避免这两种病毒的混杂现象
,

而一些易感病毒或其本身不净的植物
,

一旦做为某些病毒毒源

的保毒植物
,

就会造成毒源不纯现象 (见表 1 )
。

表 1 不同保毒植物对不同病毒含且及纯度的影响

用酶联法 ( E L L S A )检测结果

含毒状况
病毒种类

保毒植物

名称

姗一姗姗+杆份

P V Y O

假酸浆

普通烟草

假胶浆

普通烟草

马铃挤布尔班克品种

马铃挤布尔班克品种

含毒 t 代号
:

一 :
无毒

十 :

有毒

什
:
毒 t 较多

份
:

毒t 多

册
:

毒 t 最多

德伯尼烟草

.3 2
.

2 试管毒源保毒植物普通烟生育年龄对植休内病毒含圣的影响 保毒植物普通烟草不

同生育阶段植体内病毒含量有明显差别
,

试管内毒源烟草生育 45 天时植体内病毒含量正常或

较高
,

随着植株生育至衰老阶段 120 天时
,

其植体内病毒含量明显降低
,

一般病毒含量消失 (见

表 2 )
。

表 2 试管毒源保毒植物普通烟生育年龄不同对植体内病毒含且的影响

(用免疫电镜法鉴定结果 )

被鉴定的

试管毒源

试管毒源

保毒植物

单节切段培养墓扦擂后

不同生长时间植体内病毒t

4曰 ( 1 ) 12 0d ( 2 )

V I P V X一 9

V z P V Y o一 1

V 弓P V Y o一 6

V 4 P V Y o一 4

T M V o

T M V o

T M V o

普通烟草

普通烟草

普通烟草

普通烟草

普通烟草

普通烟草

普通烟草

( 1 ) 8 月 2 4 日切段培

养墓扦擂
,

10 月 9 日

镜枪
。

( 2 ) 8月 2 4 日切段培

养基扦擂
,

12 月 24

日镜检
。
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3
.

3 试管毒源烟草小植株取出土壤栽植后的生育表现

试管毒源烟草小植株出管土栽后
,

在室温 15 ~ 20 ℃
,

光照 1 50 0~ 2 0 00 勒克斯条件下
,

生

长发育正常
,

并且有病毒典型症状
。

如试管 P v Y 普通烟毒源小植株出管后
,

土壤小塑料钵栽植

12 ~ 31 天
,

叶长 6~ 9 厘米
,

25 ~ 44 天
,

8~ 12 厘米
,

77 ~ 96 天 14 ~ 15 厘米
,

株高及叶数也随之

增长
。

试管 vP
s 德伯尼烟毒源小植株出管后 12 ~ 31 夫

,

其叶长由 7
.

5厘米增长至 9
.

5 厘米
,

看

出试管内不同保毒植物小植株管外土栽是可行的 (见表 3)
。

表 3 试管毒源保毒植物出管土栽后植株生长发育及症状表现

被鉴定的

试管毒裸

试管毒源

保毒植物

管外土栽

日期

(月
、

日 )

管外土栽后 株高

日数 ( d ) ( cm )

植株生长发育状况

叶长 叶宽

( c m ) (
` m )

叶数

(片 )
症状

V 一P V Y o一 l 普通烟草 9
、

24
7 7

9 6

1 0
.

0

1 1
.

0

1 4
.

0

1 5
,

0

7
.

0

7
.

0

1 1
.

0

1 1
.

0

明脉

明脉

V 一P V Y o一 6 普通烟草
一

9
、

24
11

.

0

1 1
.

0

沿脉绿带
,

明脉

沿脉绿带
,

明脉

V Z P V Y o一 2 普通烟草 1 1
、
1 5

8
、

0

8
.

0

明脉

明脉
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V 峨P V Y o一 4
普通烟草 1 1

、
2 5 1 2 2

.

0

3
.

0

6
.

0

9
.

0

4
.

5
-

轻花叶

轻花叶

_
.

_
_

77 4
.

5

晋通朋草 9
、
2 4

9 6 5
.

0

11
.

0

13
.

0

浓绿隐花叶

浓绿隐花叶
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.
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晋通烟草 歇 24
9 6 4

。

5

8
.

0

8
.

0

8
.

0 1 1
.

0

1 3
.

0

浓绿隐花叶

浓绿隐花叶

德伯尼烟草 1 1
、

2 5 1 2 2
.

0

3 1 5
.

5

1 1
.

0

1 1
。

0

轻花叶

轻花叶

试管内同一保毒植物的不同毒源普通烟草小植株
,

管外土栽后生长发育速度有差别
。

致病

表 4 试管不同毒源普通烟草小植株出管土栽后的生长速度表现

小植株生长速度

试管毒源
试管毒源

保毒植物

管外土栽后

日数 ( d )

株高

( c r n )

叶长

( ` m )

叶宽

(
e m )

叶数

(片)

普通烟草

普通烟草

5
.

5

3
。

5

普通烟草

普通烟草

9 6

9 6

即V产VV知V加P丁Pl

力强的 T M v 保毒普通烟草小植株表现症状重和生长发育缓慢现象
。

小植株管外土栽 77 天叶



4期 刘喜才等
:

马铃井主妥病奉试管保存技术及其效果的研究

长长度 8厘米
,

96 天为 85 厘米
,

而试管 P v y o
对保毒普通烟小植株致病力较弱

,

出管后与 T M v

在相同条件下栽植
,

生长速度较快
.

77 天叶长 14 厘米
,

96 夭为 15 厘米
,

比 T M v 毒源叶长 6~

6
.

5 厘米
,

株高高出 4
.

5~ 4
.

8 厘米
,

看出不同病毒致病力强弱对植株生长发育有明显的影响
。

但从中也看出 T M v 毒源普通烟植株虽矮化
,

其叶片数量却不减少现象 (见表 4 )
。

3
.

4 利用试管毒源植物汁液接种在主要鉴别寄主上的侵染力表现

取试管毒源小植株叶茎汁液
,

接种主要鉴别寄主试验证明
,

试管保毒植物的毒源是有侵染

力的
。

P v x 毒源的保毒马铃薯克新一号品种小植株汁液接种在主要鉴别寄主千 日红上
,

在室

温 22 ~ 2 5℃条件下
,

接种 5~ 7天接种叶片出现红环局部病斑
, T M v 毒源的保毒普通烟草叶液

汁接种在无毒普通烟草上
,

接种 10 天后
,

产生系统性的浓绿块疮斑花叶典型症状
。

4 结论
4

.

1 通过试验证明
:
马铃薯不同病毒毒源试管封闭保存是可行而有效的

。

对深化马铃薯病毒

研究工作和直接利用均有良好的价值
。

同时降低了在裸露条件下毒源繁殖与保存的成本和防

止毒源间接触易混杂等一系列 问题
。

4
.

2 利用烟草
、

洋酸浆
、

千 日红
、

番茄等植物做为马铃薯不同病毒试管保毒植物
,

其试管小植

株还可单节切段繁殖
,

均能在试管内正常生长发育
,

小植株管外土栽后生长发育良好
,

并经病

毒检测
,

不断筛选纯化试管毒源
,

利用试管毒源接种其它植物均有侵染力
,

这一保存马铃薯病

毒毒源的方法和研究工作
,

目前国内外尚无报道资料
.
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