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由 Xanthomonas campestris pv.oryzicola引起的水稻细菌
性条斑病渊 以下简称细条病冤袁为国内植物检疫对象遥 1957
年广东省首先发现该病害袁而后随着引种调种尧南繁加代以
及材料交换逐步传播蔓延袁至今已成为我国南方稻区的主
要病害之一[1-4]遥为了进行细条病菌的致病型分化或 DNA多
态性研究袁 通过分离纯化获取大量的不同来源地的细条病
菌是必要的遥 常规病原菌分离方法是叶 植病研究方法曳介绍
的用浓度 75 %酒精和用浓度 0.1 %升汞液表面消毒处理 [5]遥
实际工作中袁 在实验室里进行分离的样本往往不是从病区
采集的新鲜样本遥细条病菌在危害过程中袁特别是危害中后
期常常带有其他腐生菌袁 采用传统病原菌分离方法杂菌量
多袁增大了柯氏法则中分离菌回接的工作量袁因此分离提纯
工作耗时长袁而特殊培养基的配制又相对麻烦遥按常规方法
对采集时间过久的标本进行细条病菌分离纯化效果差袁往
往不易成功遥 笔者将常规的分离方法改进成为一种适用于
分离存放时间过久的细条病样本的方法遥
1 具体操作步骤

先将已经霉烂的样本剔出袁对已经干枯的样本袁若颜色
不变为黑色袁仍为可用材料遥注意挑选出叶片上附着干燥菌
脓较多的样本袁将其剪成约 0.5 cm的叶段袁取约 3 g样本加
10 ml无菌水与少许石英砂在无菌条件下研磨袁充分研磨后
过滤至无菌的容器遥用不带针头的无菌注射器吸足滤液后袁
将注射器口贴住感病水稻品种叶片袁依靠压力将注射器内
的滤液渗透到水稻叶片上袁直至叶片形成水渍状渊 约 1 h后
水渍状自行消失冤遥 确认叶片表现出细条病的症状后袁再经
过 2~3 d待病斑稍变长时将病部剪下遥 将病叶剪成约 0.3

cm2的小块后置于带有开关的漏斗渊 漏口有滤网冤内袁然后在
超净工作台上往漏斗内加入 75 %酒精袁浸泡约 10 s后排干
酒精袁同样方法用升汞处理 5 min袁再用无菌水冲洗 3~4次袁
然后用无菌镊子将消毒处理后的叶片置于无菌的研钵袁加
入约 5 ml无菌水后充分研磨袁用移液枪取 1 ml的研磨液加
入 9 ml的无菌水中袁连续稀释 4次袁用接种环分别取一环
第 3次和第 4次的研磨稀释液在 NA培养基渊 蛋白胨 5 g袁
牛肉膏 1 g袁酵母膏 1 g袁蔗糖 10 g袁琼脂 17 g袁水 1 000 ml冤平
板上划线培养遥待平板上长出菌落袁将单菌落移至斜面上培
养袁48 h后将病菌稀释成 108 cfu/ml的悬浮液袁 用不带针头
的无菌注射器吸足悬浮液后袁将注射器口贴住水稻叶片袁借
助压力将悬浮液渗透接种到水稻叶片上袁 直至叶片形成水
渍状袁3~4 d后观察叶片发病情况袁确认是细条病症状袁经柯
氏法则确认其致病性后袁将病菌纯培养后保存备用遥
2 特点

渊 1冤由于病害样本是经接种后形成的新鲜样品袁分离成
功机率大袁杂菌量大为减少遥

渊 2冤在确认菌株致病性时袁采用注射器渗压的方法进行
接种与常用的针刺法进行接种相比较袁植株发病提早 1~2 d袁
不需保湿处理遥

渊 3冤经稀释 3~4次后的研磨液袁在 NA培养基平板上划
线培养后袁可直接得到单菌落袁省去菌株纯化的工作量遥
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一种高效分离水稻细菌性条斑病菌的新方法
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摘要 [目的]介绍一种将常规方法改进成为一种适用于分离存放时间过久的细条病样本的新方法遥 [方法]用注射器渗压法将病害标
本的研磨液接种水稻叶片形成新鲜病斑后袁再按改进的常规方法进行分离纯化遥 [结果]该新方法分离纯化可直接得到单菌落遥 [结论]
该方法是一种适用于分离存放时间过长的水稻细菌性斑条病菌标本的方法遥
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A New Method for Effective Isolation of Rice Bacterial Leaf Steak
CEN Zhen蛳lu et al 渊 Institute of Plant Protection袁Guangxi Academy of Agricultural Sciences袁Nanning, Guangxi 530007冤
Abstract [Objective] A new method for long store of isolated rice bacterial leaf steak sample was introduced according to the conventional
method. [Method] Specimen homogenate was inoculated to the rice leaf by injector osmotic pressure method and then the new and fresh disease
lesion appeared. Modified conventional method was adopted for isolation. [Result] Single colony was easily obtained by this isolation method.
[Conclusion] This was an efficient method to isolate the pathogen of the rice bacterial leaf steak sample after longtime store.
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