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雪腐格氏霉产毒培养基的筛选及培养条件
’

左豫虎 ” 康振生 李振岐 魏国荣
(西北农业大学植物保护系

,

陕西杨陵 71 21 0 0)

摘 要 对雪腐格氏霉 ( eG arl 动 ia in vQ ils )产毒培养基的筛选结果表明
,

适宜菌株生长

和产毒的液体培养基为马铃薯蔗搪培养液 ( P SB )和添加 1%蛋白陈的察氏 (C az eP k、 )培养

液
.

固体培养物玉米粒上的粗毒素产量远高于液体培养基
。

适宜菌株生长的条件是 20 ℃
,
p H 6

~ 7
,

黑暗和静止培养
,

适宜产毒的条件是 10 ℃
,
p H 7 ~ 8

,

光暗交替和静止培养
,
培养滤液和从

固体培养物中浸提的粗毒素对小麦种子均有毒性
,

浸提的粗毒紊的毒性远高于培养滤液
.

粗

毒素对小麦胚根 生长的抑 制作用与浓 度密切相关
,

与 生长 率的相关 系数为 一 。
.

8 6 7 7

( P < 0
.

0 1 )
。
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雪腐格氏霉 [ G
e lr a c lt i a n i v a l i s

,

异名
:

雪腐镰刀菌 ( F u s a r i u m n i v a l i s )〕是引起小麦雪

霉叶枯病的病原菌
.

国内外有关该菌能产生毒素的报道很多
「,一 ’ 〕 ,

但对该菌毒素的产生条

件
、

分离提纯
、

生物学特征及其与致病性的关系
、

作用方式等方面的研究甚少
。

本文就雪腐

格氏霉毒素 (以下简称 G n 一

毒素 )产毒培养基的筛选和适宜菌株生长及产毒的条件进行研究
。

1 材料与方法

1
.

1 供试菌株

雪腐格氏霉菌株由西北农业大学植保系植物免疫研究室提供
。

L Z 培养基

固体培养基为马铃薯蔗糖琼脂 ( P S B )和玉米粒
;
液体培养基为马铃薯蔗糖培养液

( P SB )
、

察氏 ( C z a p e k 、 )培养液
、

改订理查德 ( R i e h a r d )培养液和添加 l %蛋 白脏的察氏

( C z a p e k ,s )培养液
。

1
.

3 产毒培养

菌 株移 在 P S A 平板上
,

于 15 ~ 17 ℃培养 2 周
,

沿菌落边缘挑取 0
.

5 c m X 0
.

5 c m 的

菌块
,

接入装有 150 m L 培养液的 2 50 m L 三角瓶中
,

或接入装有玉米粒的罐头瓶中
。

每种

培养基接 3 瓶
,

在 15 一 17 ℃ 12 h 光暗交替条件下培养 3 周
。

培养物除去菌丝
,

培养滤液经

高压灭菌
,

以消除残存的菌丝和抱子及酶的作用
,

然后置冰箱内保存备用
。

固体培养物培养 3 周后
,

按宁毓华 lj[ 的方法
,

稍加改进
。

称取玉米固体培养物 2 40 9
,

以每 10 0 9 固体培养物加 47 5 m L 85 %酒精的比例浸提 72 h
,

然后将浸提液用双层纱布过

滤 1 次
,

再用滤纸过滤 2 次
,

滤液经 60 ℃水浴挥发浓缩获得 9
.

86 9 桔黄色粗毒素制备物
。

将该制备物定溶于 4 00 m L
,

作为粗毒素原液置冰箱备用
。

瞥彗呈软奖猛醒巍
资助项 目 . , ,

, 在黑龙江 /、 一农 , 大学农学 系工作 (黑龙江省密山市 , 5830 8 )
.
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1
.

4 培养条件

培养物分别置于连续光照 ( 40 W 日光灯距培养物 54 c m )
,

连续黑暗和 12 h 明暗交替

处理下
,

培养温度 为 1 5~ 17 ℃
.

灭菌培养液的 p H 调节为 4
,

6
,

7
,

8
,

10
.

培养物 于 10
,

1 5
,

20
,

25 ℃ 4 个温度处理下培养
。

菌株分别在振荡和静止条件下培养
。

菌株接种后每周取 3

瓶测试
,

直到第 6 周为止
。

各处理的培养物都要称取菌丝干重
,

滤液进行生物测定
。

1
.

5 粗毒素的热稳定性测定

比较通过无菌过滤得到的粗毒素原液和经高温
、

高压处理得到的粗毒素原液
,

在相同

浓度下对胚根生长的抑制作用
。

1
.

6 粗毒素生物学测定

精选小堰 6 号小麦种子
,

去杂
、

去劣
、

去病
、

表面 消毒
,

用 1% H
Z
O

:

溶液浸种 24 h
,

然

后将露白麦粒置入加有 5 m L 滤液的培养皿内
,

皿内铺 1一 2 张中性滤 纸
,

每皿 30 粒
,

重

复 3 次
,

另设 3 只加有空白培养液或无菌水的培养皿作对照
。

在室温下处理 72 h 后
,

测量

种子胚根长度
,

滤液毒性以胚根生长率来衡量比较
.

胚根生长率 ( % ) ~
处理胚根平均长度
对照胚根平均长度

X 1 0 0

2 结果与分析

2
.

1 雪腐格氏霉产毒培养基的筛选

菌株在 4 种液体培养基中的生长情况 (见表 1 )
。

综合菌株生长和培养滤液毒性结果
,

表明 P S B 和添加 1% 蛋白脏的察 氏 ( C az p ek 、 )培养液适宜于菌株生长和产毒
。

为了保证

培养液成分的一致性
,

在以后的试验中采用添加 1%蛋 白膝的察氏培养液
。

表 1 培养荃对雪腐格氏母菌株生长及滤液毒性的影响

培培养`
盟瑟

胚
嗯纤 ……1

培养基

蝶藉
胚
懊轰护

率率

马马铃薯蔗精培养液 6 0 9
.

0 4 8
.

。。

}
’ 氏培械械

添添加 i %陈的察氏培养液 4 9 7
.

0 5 6
.

333

}
改订理查德培 , 液液

注
:

菌丝干重
、

胚根生长率均为 3个 ! 复平均值
,

下同
。

2
.

2 菌株的液体培养和固体培养的比较

表 2 漫提粗毒紊对胚根生长的抑制作用

体体积浓度 胚

怂
“ 胚

喋终 }}}}
体。 度 “

怂
度 胚

嗯纤纤
000 ( C K ) 5

.

5 3 一一 4 0 1
.

4 8 2 6
.

7 666

111 5
.

8 5 1 05
.

7 999 6 0 0
.

5 9 1 0
.

6 777

555 3
。

7 1 6 7
.

0 999 8 0 0
.

5 7 1 0
.

3 111

111 0 3
.

16 5 7
.

1 444 10 0 0
.

2 3 4
.

1 666

222 0 2
.

0 3 3 6
.

7 11111

表 2 列出了从玉米粒培养基中浸提出的粗毒素在不同浓度下对小麦胚根生长的抑制

作用
。

即使是 20 %的粗毒素的毒性亦明显高于液体培养滤液的毒性
,

其胚根生长率只有

36
.

71 %
,

因此可选用固体培养物进行毒素生产
。

毒素对小麦种子胚根生长的抑制作用还
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表现在与浓度的高度相关性
,

浓度与胚根生长率的相关系数为一 0
.

8 6 7 7 ( p ( 0
.

0 1 )
,

浓度

愈高
,

抑制作用愈强
。

2
.

3 影响菌株生长和产毒的因子

表 3 表明
,

光照对菌株生长有抑制作用
,

光暗交替培养下的滤液毒性最强 (胚根生长

率为 4 8
.

0 % )
。

菌株在 p H 6~ 7 范围内生长较好
,

p r 7I 一 8 范围内的培养滤液毒性最强
,

可

见菌株生长与产毒对酸碱度的要求存在差异
。

高温利于菌株生长
,

低温利于菌株产毒
。

静

止培养下菌丝平均干重高于振荡培养
,

静止培养的滤液对胚根的抑制作用也 明显高于后

者
。

菌株在培养的第 2一 4 周有一快速增长期
,

第 5 周滤液毒性表现为最强
。

表 3 不同培养亲件对菌株生长及培养溥液毒性的影响

培培” 件
盟猪

胚
懊轰严严 }

培” ”
蝶藉

胚
憋尸尸

光光照 连续光照 6 62
.

0 9 3
.

444

}
温度 `℃ , ’

9
8“

·

3 3`
·

555

光光暗交替 4 9 7
.

0 4 8
.

000

}
1 5 g u 6

·

3 4 4
·

`̀

连连续黑暗 1 0 2 6
.

0 8 0
.

000

}
“ 0 ` 2 7 5

·

” ” 9
·

`̀

PPP H 4 72 2
.

3 1 2 6
.

222
}

.

_ _
_ .

_
_

_
、

“ 5 ` 19 .2 “ “ .0 222

666 9 5 2
.

3 7 3
.

555

}增
界 盯 ,川 `周 ’ ` “ , 8

` “ ’ ` 7
·

`̀

777 9 0 6
.

3 4 5
.

555
}

艺 “ 8 5
·

” “ `
·

444

888 7 1 5
.

7 3 3
.

666
}

” “ ` 5
·

。 “ `
·

。。

111 0 6 4 7
.

0 72
.

333

} 全
` 0 6 8

·

。 “ 3
·

777

通通气 振荡培养 9 6
.

0 9 3
.

888
}

” ` 0 , 2
· 。 “ 3

·

444

静静止培养 4 9了
.

0 5 6
.

333 1 6 1 1 5吕
.

0 6 8
.

333

综上所述
,

液体培养基中马铃薯蔗糖培养液既适于菌株生长也有利于产毒
,

但毒素产

量较低
。

利用固体培养基玉米粒进行产毒培养
.

毒素产量较高
.

适宜菌株生长和产毒的因

子差异明显
,

因此在进行菌 眯培养时要协调各因子
,

以达到培养的目的
。

2
.

4 G n 一

粗毒素热稳定性测定

粗毒素热稳定性试验结果表明
,

当对照和处理的胚根分别为 0
.

5 7
,

。
.

35 。 m 时
,

胚根

生长率为 15
.

2 %和 9
.

3%
.

说明高温高压处理后的毒素对小麦种子根的抑制作用不仅没

有降低
,

而且还略有提高
,

可见 G n 一

毒素是一种热稳定物质
。

3 讨 论

上野等报道添加 1%蛋白脉的察氏培养液
,

于 25 ~ 27 ℃静置培养有利于菌株产毒
。

本

试验结果表明
,

在 4 种供试液体培养基中
,

菌株在马 铃薯蔗糖培养液中生 长最好
,

添加

1%蛋白陈的察氏 ( C z a p e k 、 )培养液中次之
,

但毒素产量均较固体培养物为低
。

试验还发

现适宜菌株生长和产毒的条件并不一致
,

这也许是因本研究所用菌种与口木菌种存在差

异和测定方法不同所致
,

其原因有待于进一步研究
。

此外
,

未接种的空 白液体培养液对麦

种胚根生长也有强烈抑制作用
.

这是液体培养方法的局限性所致
。

试验结果表明
,

G :飞一粗 毒素具 育热稳定性
,

值得提 出的是加热似乎还有激活 G n 一

毒素

致病活性的作用
,

其原因尚不清楚
。

多数报道认为振荡培养有利于致病毒素的产生
,

但也有报道认为有些病菌在静止条

件下培养产毒效 果较好闭
。

本试验得到静止培养有利于 G n 一

毒素产生的结果
。

作者认为这
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绝非是因为该菌生长不需氧气
,

而是由于该菌菌丝不发达
,

振荡断裂 后难以恢复生长而导

致不利于菌株生长和产毒
。

其作用机制还有待于进一步研究明确
。

该菌在浓度极低时
,

对麦种根生长有轻微的刺激作用
,

其作用机理 尚不清楚
.
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