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  摘要: 2, 4-二乙酰基藤黄酚( 2, 4-DAPG)产生菌是荧光菌对土传病害进行生物防治的主要类群之一。室内筛选结

果表明: 供试的 12个 2, 4-DAPG 产生菌菌株对番茄青枯病菌均有不同程度的抑制作用, 其中 CPF10 抑菌效果最佳,

抑菌带宽为 3. 5 mm;而 2P24、5J10 次之,抑菌带宽为 3. 0 mm。CPF10 和 2P24 培养原液对番茄胚根的生长均有明显

的抑制作用。CPF10 和 2P24 根部定殖结果表明, 两菌株均可在番茄幼苗根部大量定殖, 根表细菌数量随着时间延长

呈下降趋势但仍维持较高数量;而根内细菌数量有明显上升的趋势。CPF10 和 2P24 对番茄青枯病均有一定的防治

效果,其中 2P24 的防治效果最好。而 CPF10 在所有的处理中变异系数( CV )最小, 防治效果最稳定。
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Abstract: Preliminary explorat ion of the bacteria that produce 2, 4-DAPG colonize the rhizoplane and con-

trol tomato southern bacterial w ilt , it is know n that 12 offering stains had different effect on pathogent ic bacter-i

um, CPF10 was the best among all treatments in controlling the pathogenic bacterium. Fermented broths of

st rains CPF10 and 2P24 had considerable inf luence w ith vig or of tomato seed germination and grow th of corcule

, culture stock of st rain CPF10 affected them deep. Bacteria strains 2P24 and CPF10 colonized the rhizoplane.

In g reenhouse experiments, 2P24 was the best among all treatments in controlling the disease, w hile variation

coeff icient of CPF10 w as the smallest in all the t reatments, so controlling ef fect of CPF10 w as the most stable.

Key words:Bacteria producing 2, 4-DAPG; Tomato southern bacterial w ilt ; Vigor of g ermination; Coloniza-

t ion; Controlling effect

  番茄青枯病是由茄青枯布克氏菌( Burkholde-

r ia solanacearum )引起的土传病害。茄青枯布克氏

菌能侵染 30多种植物,最为严重的是引起茄、番茄、

马铃薯和花生的青枯病。目前青枯病常用的防治措

施为种植抗病品种, 但国内外至今均未发现高抗免

疫材料。许多农业措施, 如轮作、深沟窄畦、合理施

肥、清洁田园等,均有一定的减轻病害的效果, 但不

能从根本上控制病害。化学农药由于存在施药不

便、对人畜有不同程度的毒性和污染环境等弊端,与

可持续农业存在着一定的矛盾, 因而化学防治在生

产应用中受到制约。而生物防治不仅能够有效地控

制病害发生且具有保护生态环境的优点, 加之使用
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方便, 因此生物防治越来越受到生产者和研究者的

青睐。许多研究表明, 抑制病害发生的土壤与荧光

假单胞杆菌 ( Pseudomonas f luorescens )有一定的关

系。荧光假单胞杆菌是一类普遍存在于土壤中的微

生物, 是一类重要的根围和叶围细菌。许多国内外

资料报道荧光假单胞杆菌对植物病害具有防治作

用,现在许多国家已成功地采用荧光假单胞杆菌来

防治土传病害[ 1~ 3]。彭于发等利用荧光假单胞杆

菌来防治小麦全蚀病
[ 4]

, 陈功友等利用荧光假单胞

杆菌来防治苹果叶果病害, 均有一定的防效[ 5]。其

中 2, 4-DAPG( 2, 4- diacetylphloroglucinol) 产生菌

是荧光假单胞杆菌对土传病害进行生物防治的主要

类群之一,因其抑菌谱广,被越来越多的研究者所应

用。Carroll等研究, 抗生素 2, 4-DAPG 是荧光菌

F113防治 Py thium ul timum 中起重要作用的一个

因素
[ 6]

; Cronin 等报道 2, 4-DAPG 产生菌 F113能

够使土壤中或马铃薯块茎上的 Erw inia car otovor a

种群数量减少
[ 7]
。本研究是在2, 4-DAPG产生菌对

番茄青枯菌在平板上有明显抑菌效果的基础上,探

讨其在番茄根部是否能够定殖以及在生物防治中的

利用价值。

1  材料和方法

1. 1  材料

1. 1. 1  供试菌株: 2P24、5JA16、5J1、28Pa12、5J11、

5JA3、CPF-10、2P8、PX、5J10、30Pb3、5JA9(以上各

菌株均为 2, 4-DAPG产生菌 Pseudomonas spp,其中

2P24和 CPF-10具有抗利福平标记)

1. 1. 2  病原菌  番茄青枯病病原菌( Bur kholder ia

solanacearum )

1. 2  假单胞杆菌对番茄青枯病菌的平板抑菌效果
将番茄青枯病病原菌接入装有 100 mL TM (葡

萄糖 10 g,胰蛋白胨 5 g,酵母粉 3 g,牛肉膏 0. 5 g ,

水1 000 mL, pH 7. 0~ 7. 2)培养液的三角瓶中,

28 e 下振荡 ( 130 r/ m in) 培养, 48 h 后移取菌液

1 mL加入 100 mL 熔化后冷却至 48 e 的 TM 培养

基中,混匀后制成平板, 每皿 10 mL。然后吸取 10

LL 在LB(胰蛋白胨 10 g, 酵母粉 5 g, NaCl 5~ 10 g ,

水 1 000 mL, pH 7. 0~ 7. 2)培养液培养 24 h 的各供

试生防菌菌液, 点接在混有青枯病病原菌的 TM 平

板表面。每菌株重复 3 皿, 于 28 e 培养箱中培养

48 h后,测量抑菌带的宽度。

1. 3  CPF10和 2P24对番茄种子发芽的影响

采用平板划线法,将 CPF10和 2P24在 LB平板

上培养 24 h, 挑取单菌落分别移入装有 100 mL LB

的培养液的三角瓶中, 28 e 下振荡培养。24 h 后,

采用平板菌落记数法得出用于浸种的 CPF10 和

2P24菌悬液的浓度分别为 9. 0 @ 107 cfu/ mL 和 1. 5

@ 10
8
cfu/ mL, 取原液和依次稀释为 10 @ 、102 @、

103 @ 、104 @ 的菌悬液分别浸泡经 011%升汞表面消
毒 3 min的番茄种子, 2 h 后, 取出种子置于培养皿

中滤纸上,每皿放 30粒。每个培养皿铺 3 层滤纸,

加入无菌水没过滤纸为准。每个处理重复 3 皿, 分

别用无菌水( ck1)和 LB培养液( ck2)浸泡过的种子

作对照。5 d后记录种子萌发数并测量胚根长度。

1. 3  CPF10 和 2P24 在番茄幼苗根表及根内的定

殖

将 CPF10和 2P24分别接于盛有 LB培养液的

三角瓶内, 28 e 下振荡培养 24 h, 采用平板菌落记

数法得出用于浸种的 2P24和 CPF10菌悬液的浓度

分别为 7. 75 @ 108 cfu/ mL, 4. 31 @ 108 cfu/ mL, 各菌

液分别加入 0. 1%糊精, 浸泡表面消毒过的番茄种

子, 2 h 后取出, 晾干后播入装有无菌土的营养钵

中, 每钵播种 10~ 12 粒种子, 每菌种处理设 5次重

复。出苗后,分别在 5, 10, 15, 20 d取样, 用以下两

种方法分别记录 CPF10和 2P24两菌株在番茄幼苗

根表和根内的定殖数。

根表:抖下幼苗根表土后,将根放入盛有 10 mL

无菌水的试管中, 充分振荡。

根内:幼苗根洗净后经 1j升汞消毒 3~ 5 min,

用研钵磨碎, 加入 5 mL 无菌水搅匀, 倒入试管, 再

用 5 mL 无菌水冲洗研钵 3次后,也倒入试管中。

将以上两种方法所得的菌悬液逐级稀释后, 各

移取 10 LL 均匀涂在 LB平板上, 48 h 后分别统计

平板上的菌落数。

1. 4  CPF10和 2P24对番茄青枯病的防治效果

当番茄苗长至 3~ 4片真叶时连根拔起(尽量减

少根部损伤) , 洗净根部,分别在 CPF10和 2P24 菌

液(含 011%的甲基纤维素)中蘸根 30 min, 植于苗

钵中,向苗钵内浇青枯病病原菌悬液( 108 cfu/ mL) ,

每钵 20 mL,以无菌水处理作对照, 32 e 温室中, 分

别在第 4 d 和第 7 d 调查发病情况。用于蘸根的

CPF10和 2P24 菌悬液浓度分别为 214 @ 108, 418 @

108 和 2. 6 @ 108/ mL。番茄青枯菌病害调查分级标

准: 0 级 无症状; 1 级 1/ 4 以下的叶片出现萎蔫症

状; 2级 1/ 2的叶片出现萎蔫症状; 3级 3/ 4的叶片
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出现萎蔫症状; 4级 3/ 4 以上的叶片出现萎蔫症状

或植株死亡。

2  结果与分析

2. 1  假单胞杆菌对番茄青枯菌的平板抑菌效果
假单胞杆菌不同菌株对番茄青枯菌的平板抑菌

效果试验表明: 供试的 12个菌株对番茄青枯病菌均

有不同程度的抑制作用, 其中 CPF10抑菌效果最

佳,抑菌带宽达 315 mm, 其次是 2P24, 5JA9, 5J10,

5J11,抑菌带宽为 30 mm, 5JA16 和 30Pb3 效果最

差,抑菌带宽仅为 1. 0mm(表 1)。

表 1  假单胞杆菌对番茄青枯病菌抑菌效果

菌株
抑菌带宽
( mm) 菌株

抑菌带宽
( mm)

2P24 3. 0 CPF10 3. 5

5JA16 1. 0 2P8 3. 0

5J1 2. 0 PX 2. 0

28Pa12 2. 5 5JA9 3. 0

5J11 3. 0 5J10 3. 0

5JA3 2. 5 30Pb3 1. 0

 注:各数据均为 3次重复的平均值

2. 2  CPF10和 2P24对番茄种子发芽势的影响

从表 2可以看出,与对照相比,供试的 2种菌培

养原液对番茄种子胚根的生长和发芽势都有明显的

抑制作用, 无菌水和 LB培养液处理的胚根长度分

别为 3. 67 mm 和 3. 00 mm, 而 CPF10和 2P24培养

原液处理的仅为 1. 16 mm 和 1. 33 mm。随着菌悬

液稀释倍数增高,胚根的长度逐渐与对照接近,稀释

104 倍时基本达到对照水平; 无菌水和 LB培养液发

芽势分别为 74. 1%和 68. 1% ,而 CPF10和 2P24 培

养原液处理的仅为 24. 4%和 28. 9%。随着稀释倍

数增高,发芽势逐渐与对照接近,但稀释 104 倍仍然

低于对照水平。
表 2 CPF10和 2P24 对番茄种子发芽的影响

处理浓度 平均发芽数
平均发芽势

( % )
平均胚根长

( mm)

2P24 100 9. 0 28. 9 1. 33

101 16. 3 54. 4 2. 83

102 13. 0 43. 3 3. 00

103 13. 3 45. 5 3. 17

104 17. 0 60. 0 3. 50

CPF10 100 7. 3 24. 4 1. 16

101 16. 7 55. 6 2. 50

102 13. 0 43. 3 2. 80

103 12. 7 56. 7 3. 00

10
4 18. 6 62. 2 2. 83

ck1 22. 7 74. 1 3. 67

ck2 20. 7 68. 1 3. 00

 注:各数据均为 3次重复的平均值

2. 3  CPF10和 2P24在番茄根部的定殖

将 CPF10和 2P24菌液浸泡处理后的番茄种子

播于苗钵,出苗后定期取样测生防菌定殖量,在番茄

根表和根内 CPF10和 2P24 菌量的变化是一致的,

根表生防菌数量随时间呈现下降趋势,在出苗 5~

10 d时表现尤为突出,如出苗 5 d时2P24和 CPF10

根表菌量分别为 3150 @ 106 cfu/ cm 和 9100 @ 106

cfu/ cm,第 10 d时菌量分别下降为 4174 @ 106 cfu/

cm 和 1192 @ 10
6
cfu/ cm。10~ 20 d时趋于稳定,而根

内和根表恰好相反, 出苗后 5~ 15 d两种生防菌在

根内的数量平稳上升, 15~ 20 d时菌量迅速上升。

图 1  2P24 和 CPF10 在番茄根表的定殖情况

图 2  2P24 和 CPF10 在番茄根内的定殖情况

表 3 CPF10 和 2P24对番茄青枯病的防治效果

处理
平均病指

4 d 7 d

标准差

4 d 7 d

变异系数( %)

4 d 7 d

防  效

4 d 7 d

ck 56. 8 87. 2 4. 64 6. 11 8. 30 7. 0 - -

CPF10 27. 8 36. 8 5. 45 7. 05 19. 6 19. 0 51. 5 57. 8

2P24 19. 4 19. 4 4. 88 4. 88 25. 1 25. 1 65. 8 77. 8

2. 3  温室中 CPF10和 2P24对番茄青枯病的防治

效果

温室盆栽试验中, 接种番茄青枯菌 4 d 后开始

出现发病植株。如表 3 所示, 菌株 CPF10和 2P24

对番茄青枯病均有一定的防治效果。其中 2P24的

防治效果最好,平均防效达 77. 8%, CPF10次之, 平

均防效仅为 57. 8%。但 CPF10 在处理中变异系数

4期 周洪友等: 2, 4-二乙酰基藤黄酚产生菌在番茄根部的定殖及对番茄青枯病的防治 107  



( CV)最小, 防治效果最稳定。

3  结论与讨论

供试的 12个荧光假单胞杆菌菌株在平板抑菌

试验中对番茄青枯病菌均有不同程度的抑制作用,

其中 CPF10抑菌效果最佳。CPF10和 2P24培养原

液对种子的发芽势和胚根的生长均有明显的抑制作

用,且随着稀释倍数的增加抑制作用明显减弱,但其

机理不明,有待进一步的研究。

生防菌具有防病作用,必须满足两个条件,一是

生防菌必须能在植株引入点定植;二是在定植点能

够表现出在离体条件下所表现的拮抗作用[ 8]。研

究发现 CPF10和 2P24可以在番茄幼苗根表和根内

大量定殖。根表细菌数量随着时间延长呈下降趋势

但仍维持较高数量( 105 cfu/ cm 以上) ,这一结果与

其他报道不一致;而根内细菌数量有明显上升的趋

势,这一结果与其他报道相符[ 9~ 11]。

Cullen等人认为产生抗菌素的拮抗菌对病原菌

离体拮抗试验和田间防效试验具有一定的相关性。

本试验中平板抑菌试验表明, 生防菌 2P24 和

CPF10对青枯病抑制强弱不同,抑菌圈半径分别为

3. 0 mm 和 3. 5 mm,但温室防效试验表明平板抑菌

作用弱的反而防治效果好, 2P24和 CPF10菌液处

理番茄幼苗后 7 d的防效分别为 77. 8%和 57. 8%。

这说明病原菌离体拮抗试验和田间防效试验不一定

具有相关性。而理想的生防菌株应具有营养竞争能

力强、抗生类物质产量高、生长速度快和定殖能力强

等特点。本实验筛选出具有良好防效的三种生防菌

在目前只能确定其定殖能力强,在营养竞争能力、抗

生类物质产量和生长速度快等方面有待进一步研

究。
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