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摘 要

大豆杭大豆艳囊线 虫病的 鉴定标准
,

主要根据植株根部着生的袍囊数来决

定
。

因而在鉴定过程 中
,

充分满足大 豆袍 爱线 虫在寄主 植株土最适发育所需要的

条件
,

是鉴定方法准确
、

可 靠灿前提
.

本文 综述 了抗病性鉴定期问大豆植株 的生

长环吮
、

接种物的制备
、

接种技术及杭病性评价等环节中所米用的各种方法和 技

术
。

寄主和寄生物生长条件最佳化
,

均匀一致有强感染 力的同质接种物的制备方

法和 简便
、

快速
、

定童的接种技术是 目前提倡应用的鉴定方法的技术关键
。

关键词 大豆艳爱线 虫 ;杭 病性 ;鉴定方法 ;
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价

大豆抱囊线虫 ( H 以。 od
。 , 。

, l ,咖
。 , I clj 咖 oll 。 )属异皮科抱囊线虫属

,

是引起大豆黄萎

病的病原线虫
。

其特点
:

分布 J
’ ` 、

危害重
、

寄主范围宽
、

传播途径多
、

存活时间久
,

是一种极

难防治的土传性病害
。

已有的文献报道大豆抱囊线虫在主要大豆生产国美国
、

巴西
、

中国
、

日本都有大面积发生
。

目前
,

防治该病最经济有效的途径是培育抗病品种
,

并已为各国科

学家广泛接受和采用
。

培育抗病品种离不开抗源筛选和杂交后代的抗病性鉴定
,

为能客观

反映测试材料的抗病性
,

线虫学家和育种学家探索并利用了多种鉴定方法
。

从鉴定程序上

,

本院植物保护研究所陈品二研究员审阅并修改此文
,

谨致谢意
。

本文于 19 9 4 年 11 月 2 2 H收到
。 T h肠 即体 : w as : e cc i v目 。 n N o v

.
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看
,

抗病性鉴定包括寄主植株的生长环境
,

接种物的制备
,

接种技术和抗病性评价等环节
。

本文综述了
.

抗病性鉴定过程中
,

每个环节所采用的各种方法和技术
.

,
、

大豆植株的生长环境

L 田间种植鉴定

1) 病地双行法

病地种植测试材料进行抗病性鉴定
,

优点是简便
、

省事
,

缺点是不能保证每个测试材

料附近土壤线虫密度的均匀一致
。

为克服这一缺陷
, R os s 和 Br 如 ( 1 9 5 7) 在进行抗源筛选

时
,

采用了双行法
。

即在每行测试品系约 6英寸的地方种植一行感病对照
,

相邻的高感对

照可作为测试品系附近土壤线虫群体的指示
,

从而消除田间线虫密度不均匀的缺陷
.

2) 病圃种植法

在进行大量种质的抗病性筛选和杂交后代抗病性鉴定时多采用此法
。

我国育种学家

在
“
七

·

五
”

期间对 1 0 0 0 0爹份大豆种质抗病性初步筛选时就采用了病圃法 (大豆种质抗

抱囊线虫鉴定研究协作组
,

19 9 3)
。

病圃的特点是经多年培植
,

土壤内抱囊的分布均匀
,

线

虫密度大
,

能满足大豆抱囊线虫感染的孺要
。

一个好的病圃
,

线虫密度应大于 切 个抱囊 /

1 0 05 土
.

鉴定时将测试材料与感病对照种于病圃
,

同时种植一套鉴别寄主以监测生理小

种
。

3) 病土盆栽法

将采自病圃或田间重病地的病土
,

掺入部分无菌的细砂
,

经对抱囊的密度检查后
,

充

分混匀
,

装入瓦盆或塑料盆中
。

每盆种植 1一 2 株测试材料进行抗病性鉴定
。

优点是便于

管理和控制试验条件的一致
。

可使抱囊分布均匀
;
假如抱囊量不够

,

还可添加漂浮出的抱

囊
,

增加其密度
。

盆栽还易于控制水分
,

使线虫容易侵入
,

而且倒盆鉴定不损伤根系
,

观察

根上抱囊量准确可靠 (吴和礼等
,

198 4 )
。

鉴定用盆的大小不尽一致
,

我国多采用直径 1 c5 m

的瓦盆
,

美国则采用直径 sc m 的塑料盆
.

武天龙等 ( 1 9 92 )研 究了瓦盆大小对鉴定材料根

系重量和抱囊数的影响
。

结果表明
,

在直径 1oc m 的小盆中生长的大豆 比在直径 1 c3 m 或

20
c m 大盆中生长的大豆

,

单株根系集中
,

白色饱囊随着根系在盆的边缘明显裸露
,

抗感表

现极易区别
,

且直观性强
,

工作量小
。

2
.

可控制光退的温室鉴定

田间种植鉴定
,

由于光照
、

温度等生长条件不易人为控制
,

大大影响了鉴定的准确性

和重复性
,

而且因受季节限制
,

也影响了鉴定效率
。

因而
,

利用可控光温的温室鉴定
,

不仅

能保证鉴定的准确性
,

还能提高鉴定效率
。

l) 病土盆栽法

该法基本与田间盆栽法一致
,
不同的是将花盆放在温室的工作台架上

,

以利于光温控

制
。

A n
an d 等 ( 1 9 84

, 1 9 8 8) 在进行抗源筛选时
,

采用这种方法
。

温室温度为 26
.

5 士 2℃或 2 4

士 4℃ ,

病土中抱囊含量 20 一 30 个八 0 09 土
。

2 )塑料钵柱法

中国农业科学院植物保护研究所线虫室首创并使用 (陈品三
,

未发表资料 )
。

具体做法

是
:

将重病土拌匀装入 20 x 4
.

c5 m 的塑料筒中
,

制成透明的塑料钵柱
。

测试材料首先在蛙
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石中萌发
,

当子叶露出变绿但还未展开时
,

连根完整取出
,

用清水洗净
,

移栽到制好的钵柱

中
,

每钵 1 苗或 2一 3 苗
,

放置于温室的玻璃钢池中
,

控制温度在 26 ℃左右
。

移栽后 30 一 35

天
,

在 白色搪瓷盘内抽掉封缝大头针
,

拆开并撤除塑料布
,

用解剖针剖开土柱
,

露 出完整的

根 系
,

检查上面的抱囊数
。

这种方法比盆栽法更节省空间和成本
,

管理也更方便
、

更直观
,

并且不用倒盆
,

易保护根系不受损伤
,

结果更可靠
。

3) 盆栽接种法

c al d w ell 等 ( 1 9 6 0) 在进行抗病遗传研究时
,

采用人工接种盆栽大豆对各世代材料进

行抗病性鉴定
。

F ,

植株在装有消毒土的盆中生长 2 周
,

然后连根取出
,

冲净根上的土
,

移

栽到直径 3 英寸的盆中
,

移栽过程中
,

将挤碎的抱囊接种在根 区周围
,

并将盆放置在装满

砂子的工作台上
,

以 防止失水干燥
.

T ho m as 等 ( 19 7 5 ) 在评价亲本
、

F l 、

F :
及 回交世代材料

对大豆抱囊线虫的反应时也采用了盆栽接种法
。

其做法是将种子在蜓石中萌发
,

2一 3天

后根长 舰m 时
,

将幼苗移植到装满消毒土的瓦盆
,

当第一片三出复叶的叶子完全展开时
,

用抱囊线虫的卵和幼虫接种
。

R电9 5
等 ( 1 99 1) 将消毒的壤土与细砂混匀

,

装于直径 7
.

sc m

的瓦盆
,

在每个盆的中央做一个直径 1
.

c3 m 的小坑
,

然后
,

将接种物倾倒在小坑中
,

再将

幼苗放置其中
,

用土将四周封严
,

最后将盆放于生长箱中控制温度为 28 ℃
,

16 小时光照
。

人工接种可以人为控制根系周 围的线虫数量
,

使其更集中一致
,

有利于线虫的侵染
。

4) 微盆水浴法

L ue dd er s
等 ( 19 8 5) 在研究大豆抱囊线虫在大豆上的选择和 自交作用时

,

将幼苗生长

在 15 沐 2
.

sc m 的塑料管中
,

塑料管放在 27 ℃水浴中恒温生长
。

A n
an d 等 ( 1 98 5) 对筛选出

的 10 个抗病 lP 系的抗病性重复鉴定时
,

采用了微盆水浴法
:

将消毒的细砂土 装子 20 x

2
.

s cm 的塑料微盆中
,

在蜓石中萌发大豆
,

胚根长 1
.

5一 cZ m 时
,

单个幼苗移栽于微盆
,

然

后用卵和幼虫接种
,

28 ℃水浴保温
。

R ao 一 A r
ell i 等 ( 19 8 8) 在此基础上又做了小小的改进

,

先将已移苗的微盆置于 27 ℃水浴
,

5天后接种
。

好处是植株建成 良好的根系
,

增加线虫的

侵入位点
。

目前
,

美国许多育种家采用此法进行种质筛选和 杂交后代抗性鉴定 ( A n
an d

等
,

19 8 9 ;M y e r s
等

,

1 9 9 1 ; R a o 一 ^ r e 一11等
,

19 9 2 )
。

.

5) 改良切顶法

为了进一步节省抗性鉴定时的劳力及空阿
,

H al b r an dt 等 ( 19 8 7) 描述了一种改良的温

室法
:

在含有 128 个生长室 的 T od d 种植盘中装满干净的河 沙
,

用 移液管吸取 l m l 含 有

1 2 0 0 个卵的水溶液接种于每个生长室的 sc m 深处
,

萌发 3天 的幼苗移栽于每个小室
,

种

植盘上放一层蜓石
,

并用水轻轻洗一下
,

放置在温室的工作台上
,

保温 27 ℃
,

第一 片叶展

开后
,

剪掉子叶节以上的茎叶
,

以后若子叶节上再长出新叶也剪掉
。

接种 33 一 37 天后检查

根上的抱囊数
,

确定抗病性
。

3
.

实验室鉴定法

对植株的抗病性鉴定主要根据其感染线虫后根部着生的抱囊数来决定
。

这似乎表明

植株对线虫的抗性反应可能是根部的一个特征
。

c h am be r s
等 ( 1 9 6 7) 研究了根尖

、

茎段产

生的不定根对大豆抱囊线虫的抗性反应
。

结果表明不定根与整株对抱囊线虫的抗感反应

一致
。

大豆叶片切段 的不定根对大豆抱囊线虫的反应也与整株的反应一致 (H al br an dt 等
,
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1987 )
。

c h am eb
r :
等 ( 1 9 67) 通过嫁接试验表 明植株的抗病性是整个植株的遗传本质

,

抗病

性的表达主要通过根侵染点的组织反应来体现
。

基于这些基础研究
,

美国的线虫学家研究

了一些利用植株根部特性鉴定抗病性的方法
。

1) 单根 系培养鉴定

L au irt is 等 ( 19 8 2 )认为在实验室条件下
,

利用单根外植体研究大豆 一大豆抱囊线虫互

作是可行的
,

并且利用单株根系培养物筛选大豆对大豆抱囊线虫的抗病性
。

大豆单根素培

养的做法
:

培养皿内装有 1
.

3%的琼脂
,

表面消毒的大 豆种子放于其上
,

25 士 1℃培养三

天
,

然后剪取 2 一 c3 m 长的根尖
,

转移到改良的 s T w 的琼脂培养基上
,

当侧根发育时
,

每

个根培物接种 2 00 个 2 龄幼虫的水悬浮液
,

用封 口膜将培养皿封严
,

25 士 1℃暗培养 3周
,

检查每个品种根外植体上雌成虫及雄成虫数
。

经邓肯氏复方测验
,

抗感品种差异显著
。

2 )切顶水培法

H al br an dt 和 D r
oP k in ( 1 9 8 6 )描述了一项利用幼苗切顶快速检测大豆一大豆抱囊线虫

关系的技术
。

改技术的要点是
:

将接种的幼苗 5一 10 株用纱布束紧成一束
,

放人 20 x c3 m

的试管中
,

水培
。

试管固定在一个架上
,

部分沉浸在 27 ℃水浴中
,

白天给予 16 小时的光

照
,

隔天向试管中充气
。

为控制根 的生长
,

水培时
,

从顶端切去幼苗的茎
。

切顶分两种水平
:

一种是在子叶下面切去下胚轴 ; 一种是将每个子叶切去 75 %
,

留下完整的顶端分生组织
,

当胚轴伸长时
,

再从子叶节处切顶
。

15 天后检查根表面的抱囊数
.

这种方法的优点是持续

时间短
,

省时
、

省工
、

省空问
,

不受土壤干扰
,

数据可靠
。

二
、

接种物的制备
1

.

接种物的类型

接种物一般有抱囊
、

卵
、

几龄幼虫及卵和二龄幼虫的混合物等几种类型
。

其中
,

卵和二

龄 幼 虫 混 合 物 较为 常 用
,

亡们 常 与砂 质 1: 壤 混 在 一起
,

密 度 1 0 0 0 个/ cn 、 ”
或 制 成

12 0 0 个 /
n 、 l的悬浮液

。

接 种数址山 7 u( ) 一
几 .-I 卜不等

。

以密苏里州
_

立大学农学系 A n
an d 为

百的 育种家
,

在抗源筛 选 抗性遗传研究中多采用每苗 10 00 个卵和幼虫
; 而以 阿肯色州立

大学植病 系 iR gg
s
等 为代表的线虫学家

,

在生理小种测定时多采 用 ` 。 00 个卵和幼虫接

种
。

T r

助
t a p h y 一lo u ( 一, 7 5 )

、

H a l b r
an d t

等 ( l , a 6 )
、

R i g g : 等 ( 1 9 , l )在对线虫繁殖
、

发育及生

理小种鉴定等特殊研究中
,

还采用 了二龄幼虫作接种物
,

接种量 5 00 一 2 0 0。 个
。

iR s gs 和

cS h m itt ( 1” l) 认为在测定生理小种时
,

每盆接种 拍 个 丰满的抱囊或 刁0 0 0 个卵效果最

好
。

R ao 一 A r
ell i 等 ( 19 8 7) 建议在进行抗性遗传研究时

,

用完全由白色抱囊挤破释放的卵

接种
,

可得到二龄幼虫的同步孵化
,

使侵染同时进行
。

2
.

接种物的制备方法

l) 直接分离法

c al d w e u 等 ( 19 6 0) 直接将病土过 60 目筛子
,

收集筛子上的抱囊并用镊子挤碎
,

显微

镜下检查没有完整的抱囊
,

用破碎的抱囊接种于植株的根际
。

T ho m as 等 ( 1 9 7 5) 将感病植

株和砂子放在水中搅拌
,

通过磨擦作用将抱囊从根
_

卜分离
一

「来
,

悬浮液过 20 和 60 目的筛

子
,

保留在 60 目筛子
_

h 的抱囊强行通过 2 00 目的细筛
,

去除碎片
,

将卵和幼虫收集在 刁00

目筛子上
,

即可得到接种物
。

A o do 等 ( ! 9 8 2) 采用蔗糖密度梯度离心获取更加纯净的卵和
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二龄幼虫
.

具体做法为
:

从土中分离抱囊收集于 06 目的筛子
,

用橡胶瓶塞轻轻磨碎抱囊
,

释放卵和幼虫
,

80 鲍 离心 5 分钟
,

用吸着慢慢吸去上清
,

剩余 Zml 左右与沉淀搅匀
。

在一

个 5
0m

l 离心管里依次加入 50 肠
、

仍%
、

20 %的蔗糖溶液各 I Om l
,

制成蔗糖密度梯度
,

冰箱

放置 5 分钟
,

加入卵混合液
,

80 05 离心 5 分钟
,

卵和幼虫聚集在 相%的梯度中成一带
,

抱

囊碎片和杂物沉淀在 50 %的梯度里
,

而细菌抱子等较轻的东西则漂浮在 20 %的梯度中
。

这些方法得到的接种物尽管可以控制接种数量
,

但它本身是一个群体
,

因而
,

很难保证线

虫种类的均一性
。

2 )原种培养物法

原种培养就是将从典型病地
、

病株或其它途径收集到的线虫
,

通过合适的方法繁殖保

存
,

需要时随用随取
。

H al br an dt 等 ( 19 8 7) 将 5 个大豆抱囊线虫群体
,

通过种植感病品种在

5 2 只 5 2 x 3 1c m 的洗衣盆中进行原种培养
。

制备接种物时
,

收集根上的抱囊
,

磨碎
,

过 1 00

目筛子
,

冲洗物用蔗糖梯度禽心
,

分离出卵
,

27 ℃下培养 l一 2 天
,

即可作为接种物
.

iR g gs

和 s hc m itt ( 1 99 1) 将原种培养物保存在感病品种 L e 。 和 iP ck e tt 上
,

制备接种物时
,

先用水

在根球处浸泡土壤
,

取出完整的根系
,

高压水喷射
,

分检过筛去除碎片
,

在玻璃混匀器中破

碎抱囊
,

释放卵和幼虫
,

过 1 0如 m 孔径的筛子
,

冲洗物即为卵和幼虫的悬浮物
,

显微镜下

计数即可得到接种物
。

3) 多代选择繁殖法
A n

an d 等 ( 1 9 8 2 )将 7 个抗病品系和一个感病对照盆栽种植在 3
、

刁号生理小种感染的

土壤
。

每隔 30 天
,

拔出植株
,

挑取 50 个白
·

色抱囊
,

接种于另一盆种植相同品系的消毒土

中
。

如此反复选择
、

繁殖 10 个轮次
。

R ao 一 A er ill 等 ( 19 8 7) 提出
,

鉴定种质对 4号生理小种

抗性遗传时
,

接种物的制备应在抗病品系 IP , 0 7 6 3上选择
、

繁殖 30 代以
_

h
,

以减少群体内

所存在的遗传变异
。

A n
an d 和 R ao 一 A er ill ( 1 9 8 8 )描述了获得 5

一

号生理小种遗传同质群体

的步骤
: a

.

从种植在 5 号生理小种感染 田的 1P 8 8 7 8 8 植株上收集白色饱囊
; b

.

破碎饱囊得

到卵和幼虫
; c

.

在消毒土里生长 P I 8 8 7 8 8 幼苗
,

接种上述卵和幼虫 ; d
.

30 一 35 天从接种的

P I 8 8 7 8 8 根上收集白色抱囊
,

接种
。

重复 10 次
。

的单抱囊繁殖法

得到遗传同质的接种物
,

最好的途径是来自同一个抱囊繁殖的群体
,

但随之而来的问

题是 多代自交造成线虫的感染力丧失或降低
。

L u e d d er s ( 1 9 8 5) 首次报道
,

以 IP 2 0 9 3 3 2 和

IP 8 9 7 7 2 为选择寄主
,

通过单抱囊转移
,

自交 9 代
,

获得了有功能的新鲜卵的接种物
。

这些

接种物在选择寄主上繁殖扩大群体后可作为原种培养物以供利用
。

H al br an d : 等 ( 19 8 7 )用

选择寄主 IP 2 0 9 3 3 2 和 IP 8 9 7 7 2 繁殖单抱囊群体
,

获得了卵和二龄幼虫的接种物
。

5 )单根系无菌培养物法

aL ur iit
s
等 ( 1 98 1) 在大豆品种 K en t 上建立 了大豆抱囊线虫的单根 系无菌培养物

:

从

感病植株根上的卵块和抱囊里提取幼虫
,

用 5 0 p p m 的硫酸链霉素和 20 I,P m 的 8一硫酸咬

啦混合水溶液对幼虫表面消毒
,

无菌水冲洗 3 次
,

离心 ( 1 5 0 0 r p m
,

5分钟 )浓缩
,

然后
,

用

1 0 0如 p m 的硫酸链霉素水溶液悬浮 1小时
,

过滤
,

幼虫收集在滤纸上
。

大豆单株根系切段

无菌生长在琼脂培养基上
,

用幼虫的水悬浮液接种
,

26 ℃培养
,

21 天即可完成一 个生活



大 豆 科 学 1 4卷

史
。

随后继续转移卵块或二龄幼虫于大豆单根系培养物上
,

建成原种培养物
.

1 9 8 2年 L -au
irt is 等从单根系培养物获取二龄幼虫作接种物

,

筛选了大豆对抱囊线虫的抗病性
.

三
、

接种方法的改进
1

.

接种技术的提高
`

-

c a ld w iel 等 ( 1 9 6 0) 在幼苗移栽的同时
,

将挤碎的抱囊放置于幼苗的根际
,

这是最初的

接种方法
.

T ho m as 等 ( 1 9 7 5) 利用 自动注射器将接种物等量接种于俏毒砂中
,

每次为

2
.

3m l的等份
,

每盆接种 3次
。
L u ed d er

s
( 1 9 8 5) 用磁力搅拌器混匀接种物

,

用临床注射器吸

取 1 0 0 0 个左右的卵注入到塑料管的细砂中完成接种
。

R ao 一 A er ill 等 ( 1 9 8 7) 提出用水族

充气泵不断向悬浮物吹气
,

保持接种物的均匀一致
,

并且将卵悬浮物紧挨着寄主根系接

种
,

以使卵尽快孵化
,

从尽可能多的侵染位点侵入
。

在大量接种时通常采用嘴吸一移液管

法接种
,

即一人用手保持接种物中卵和幼虫的均匀悬浮
,

另一人用嘴和移液管皿取 sml 的

等量悬浮液
,

接种于根区周围 峨一 s cm
.

深的开 口内
,

然后封上开 口 即可 ( R ao 一 A er ill 等
,

1 9 9 1 )
.

这些方法都要花费较多的人力
、

工时
,

且速度慢
。

对大量的测试材料来说
,

极难满

足同时接种的需要
。

R ao 一 A r
en i 等 ( 1 9 9 1) 发展了一种快速接种大量幼苗的技术一一 自动

加样器法
。

该法实际上是利用一套自动分液装置
.

一边由水族充气泵悬浮混匀接种物
,

一

边用自动分液器每隔 2
.

5秒吸取 s m l 接种物接种于微盆中
。

据报道
,

这种方法可提高效率

近 20 倍
。

2
.

接种时期

接种时期主要有以下几种
:
.a 由蛙石向诊毒土移苗的 同时

,

进行接种 c( al d w ell 等
,

1 9 6 0 ) ; b
.

第一片三出复叶完全展开时接种 (T 谕m as 等
, 1 9 7 5) ; 。

.

移栽后 2天或 5 天
,

待产

生新的根系时接种
,

其好处是可以为线虫的侵染提供更多的有效位点 ( H an co ck 等
,

19 87 ,

R ao 一 A r e lil 等
, 1 9 s a , 1 9 5 9 )

。

四
、

抗病性评价

1
.

抗病性的鉴定标准

大豆对抱囊线虫抗病的鉴定标准主要根据大豆植株根部着生的抱囊数来决定
。

划分

抗病性的标准有两套体系
:

一是直接以根上抱囊的绝对数目来判断
,

另一则根据寄生指数

来判断
.

寄生指数 ( IP
,

nI d ex of P ar as it is 如 )指测试植株根上着生的抱囊数占感病对照的

百分比 (T
r

触
t aP hl l ou

,

197 5 )
,

有时也称雌成虫指数 ( H an co ck
,

1 98 7)
。

由于大豆抗病性划

分标准的人为性
,

所以
,

不 同时期
、

不同作者对抗病性的判定标准差异很大
。
R os s

和 Br 加

( 1 9 5 7) 把每个根系上少于 10 个抱囊
,

并且低于邻近对照行根上抱囊数的材料定为抗病材

料
.

C al d w ell 等 ( 1 9 6 0 )则 只把仅着生 0 或 1 个抱囊的材料定为抗病
,

多于 1个抱囊就为感

病
。

T h o m as 等 ( 19 7 5) 的划分标准为
:

高抗
,

0一 7 个 ;抗
,

8一 23 个 ;中抗
,

2刁一 39 个
;
中感

,

40 一 5 5 个 ;高感
,

55 个以上
.

目前
,

在美国采用抱囊数判定抗病性的划分指标多为
:

高抗
,

0一 5 个 ;中抗
,

6一 10 个 ;高感
,

30 个以上
。

直接以抱囊的绝对数判定抗病性
,

常常因土壤

质地及土壤中线虫密度的不同或其它条件的不一致
,

造成鉴定结果的差异
.

o ol d en 等

( 1 9 7 0) 在生理小种鉴定中
,

把寄主植株上繁殖的雌成虫与对照品种 L e e 上繁殖的雌成虫

的比值作为评价抗病性的标准
。

小于 10 纬为 (一 )反应即抗病
,

大于 10 % (十 )反应即感病
,



2 期 颇清上等
:

大豆抗抱衰线虫病鉴定方法研究进展

后来
,

这种划分标准 ( 即 IP < 10 %为抗病
,

IP ) 10 %为感病 )被广泛应用于种质及品系的

抗病性鉴定 ( ^ n an d 等
,

1 9 8 5
,

1 9 8 9 ; H an
e o e k 等

, 19 8 7 ; R a o 一 ^ r e iil 等
, 19 8 8

,

1 9 8 9
,

19 9 2 ;

M ye
r s
等

, 1 99 1 , iR 8 8 s
等

, 198 8 )
.

这种两级分法把 IP = 10 纬硬性作为一个闷值
,

跨过它即

为感病
,

这显然不能真实反映植株的抗病程度
。

鉴于此
, A n

an d 等 ( 19 8 8) 采用 IP 的四级分

法的标准
:

高抗
,

IP < 10 % ;
中抗

,

10 写 ( IP < 25 %中抗
,

中感
,

25 纬 ( IP < 50 环 ,感病
,

IP 》

50 纬
。

s hc m itt 和 s h an
n o n ( 1 9 9 2) 总结了多数育种家的意见后

,

提出鉴定大豆抗病性的 IP

标准为
:

高抗
,

0一 9% ;中抗
,

10 一 30 %冲感
, 3 1一 60 % ;大于 60 %为感病

。

我国经十几年的研究
,

鉴定标准已经统一 基本上与美国的标准一致
。

按根上抱囊数

分为五级
,
免疫

, 0 ,
高抗

,

0
.

1一 3
.

0 ;
中抗

,

3
.

1一 1 0 ; 中感
,

10
.

1 + 30
;
高感

,

30 以上
。

按抱囊
’

指数分为二级
:

IP < 10 %为抗病 ; IP 》 10 %为感病
.

而且这两种标准必须在感病对照根上

的抱囊数在 30 个 /株以上才可靠
。

2
.

抗病性的鉴定时期

抗病性鉴定一般在第二代显囊盛期
.

此时
,

第一代雌虫刚刚成熟
,

容易识别
.

从时间

上说
,

美国多在种植或接种后一个月左右
。

我国田间种植条件下
,

东北是出苗后 30 一 40 天

(马书君等
, 1” 1

,

刘维志等
, 1 9 9 1 )

,

山西为出苗后 30 一 35 天 (李莹等
, 1 9 9 1 )

,

安徽在播种

后 28 一 30 天 (张磊等
,

19 9 1 )
。

吴和礼等 ( 19 8 4 ) 比较了春播
、

夏播
、

和冬季温室播种的鉴定

效果后认为
,

东北地区以春播为最好
.

以哈尔滨为例
,

5 月 10 日播种
,

25 日出苗
,

35 一朽

天后地上部展开四片复叶时
,

正是第一代雌虫突破根部表皮
,

形成肉眼可见的白色柠檬状

抱囊
,

个体大
,

又极少脱落
,

是鉴定的最适宜时期
。

3
.

抱囊的收集和计数

一般只收集根部的抱囊进行计数
.

基本方法大体一致
,

具体操作有些不同
。

A n
an d 和

e a 一10 ( 1 9 8刁)拔出植株
,

摇去根上的土粒
,

直接统计根上的抱囊
。

e a ld w e 一l 等 ( 19 6 0 )先从根

上洗下土粒
,

60 目筛子过筛
,

对残 留在根部和保持在筛子上的抱囊计数
.

T ho m as 等

( 1 9 7 5) 和 H an co ck 等 ( 1 9 8 7 )用砂子将根上的抱囊磨擦到水中
,

悬浮
,

过筛
,

收集抱囊于 60

目筛子上
,

然后冲洗到带格的培养皿内
,

低倍镜下统计抱囊数
。

A n
an d 等 ( 1 9 83

, 1 9 8 5) 逐

步完善了一套步骤
:

先将塑料微盆浸泡在水中
,

然后轻轻拔出植株
,

用高压水喷射根部
,

分

离 出白色抱囊
,

过 20 目和 60 目筛子
,

并用放大镜检查根部
,

确信所有的抱囊被取出
,

最后

转移到带格的培养皿中镜检计数
。

五
、

抗病性鉴定方法发展前蟾

常规的鉴定方法依赖于根上的抱囊数
,

其发展的原则是准确
、

快速
。

鉴定环节最佳化
,

包括鉴定期间寄主和寄生物生长环境最适化
,

均匀厂致有强感染力的同质接种物的制备

方法和简便
、

快速
、

定量的接种技术是当前提倡应用的技术关键
。

常规的鉴定方法在 目前

和今后一段时间内仍是最主要的鉴定方法
。

随着抗大豆抱囊线虫基础研究的进一步深入
,

以生化标记和分子标记辅助的鉴定方法将会得到发展
。

aP
v lo va ( 1 9 8 9) 根据对抗感品种根

部过氧化物酶和超氧化物歧化酶酶活性研究结果
,

认为呼吸酶的差异可作为抗线虫品种

选择的一个因子
。

iK m 等 ( 1 9 9 0) 报道 了过氧化物同工酶酶谱与抗抱囊线虫的关系
,

抗病

品种的第五条谱带较厚而感病品种则较薄
。

这表明与抗性相关的酶的活性及同工酶谱的
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变化
,

有可能作为抗性筛选的生化标记
。

同样
,

分子生物学的发展
,

尤其是 R F L P 和 R A P D

技术的出现
,

为分子标记辅助的抗性鉴定方法提供了更广阔的前景
。

w ies m an
n
等 ( 19 9 2)

报道
,
p B L T 2 4 和 p B L T 6 5 两个 R F L P 标记与 R h g 刁基因座位连锁

。

e o n e i b id o
等 ( 19 9 3

,

1 9 9 4) 报道
,

两个 R F L P 标记
,

p A 85 和 p B 32 与大豆对大豆抱囊线虫的抗性紧密度相关
。

可以相信
,

分子标记辅助的鉴定方法不久就可以应用于抗病种质筛选和抗病育种实践
。
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