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西瓜枯萎病颇顽菌的筛选研究

宗兆锋
`

钮绪燕
’
李君彦

`
武建华

“
张晓燕

3

性 西北农业大学植保系
,

陕西 杨陵 71 2 10 0)

(2 连 云港动植物检疫局
,

江苏连 云港 2 2 2 04 2)

(3 福州动植物检疫局
,

福建福州 3 5 001 3)

摘 要 从健康西瓜根组织和根际土壤中分离到 68 个荧光假单胞菌株
.

80
.

88 %的菌株

具有较强的皿内领顽作用 ; 4
.

41 %的菌株活体和 1 9
.

12 %的菌株代谢物明显抑制西瓜枯萎菌

分生抱子的萌发
.
52

.

08 %的菌株可以不同程度抑制枯萎菌在瓜苗导管内定殖
.
23

.

53 % 的菌

株可以利用几丁质作为碳源
.

用 自然的大田土进行温室盆栽试验
,

A 63
,

A sl 和 A 41 菌株在各

枯萎菌浓度水平下均表现出较好的防病作用
.

D 33
,

A 61 和 A 63 对瓜苗具有明显促进作用
。
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H a n s
.

)是 当前西瓜生产上一个巫待解决的病害问题
。

种植感病品种时
,

枯萎病引起的损

失可 以高达 75 % 〔’ 〕 .

我国当前所种植的西瓜品种绝大多数抗性水平不高 t2j
。

枯萎菌一旦

进入大 田
,

可在土壤 中存活 10 年
,

甚至更长的 时间
,

使其 他防治措施难 以达到预期效

果 [ ’ 〕
。

许多研究发现
,

荧光假单胞杆菌 ( f l u o r e s e e n t p s e : :
d o m o n a d s )可以有效控制棉花

、

亚

麻
、

首楷
、

黄瓜等作物的镰刀菌枯萎病
【卜

`〕 .

本文报道了对西瓜枯萎病具有领顽作用的荧

光假单胞菌的分离
,

室内初筛以及温室防病试验的结果
.

1 材料和方法

1
.

1 细菌的获得

诱捕分离 取具有 0
.

5 m m
,

孔洞的 1 c m
Z

尼龙网 5 只
,

置于接有枯萎菌的 P D A 平板

上
。

7 d 后将布满菌丝和抱子的网埋于大田 5 。 m 深处的健康西瓜根周围
,

72 h 后取回网
,

轻轻洗去泥土
,

剪成 4 块
,

置 iK
n g B 培养基

〔们上培养
。

3 d 后
,

将网周围具荧光的细菌菌落

转入 K B 平板纯化
。

将各地采回的土样用无菌土按 1 :

10 的比例稀释
,

播种郑杂 5号西瓜

种 (合肥西瓜所 )
,

待瓜苗具 3~ 5 片真叶时
,

用布满菌丝的尼龙网如上法分离
。

直接分离 把采回的健康西瓜根用 流 水 冲 洗
,

取 一定 量 的根 组 织 置研 钵 中
,

加入

0
.

1 m ol
·

L
一 `

磷酸缓冲液 ( p H 7
.

2) 捣碎
,

以稀释法用 K B 培养基分离荧光假单胞杆菌
。

将

分离到的细菌经 K B 平板纯化
,

转入试管中保藏备用
。

1
.

2 室内筛选研究

1
.

2
.

1 平皿领顽试验 在 P D A 平板上均 匀放置 3 块直径 4 m m 的西瓜枯萎菌菌饼
,

用

蘸有供试细菌悬浮液的试管 口 (内径 27 m m
,

厚 2 m m )
,

在菌饼周围接菌
,

形成一个封闭
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的细菌环
.

每隔 24 h 记录一次枯萎菌菌落直径
,

计算抑菌环宽度
。

每个供试菌重复 3 皿
.

1
.

2
.

2 利 用几丁质能力测定 用市售虾皮精制成胶体几丁质培养基
.

用划线法将供试细

菌接于几丁质平板
,

以不含几丁质的培养基为对照
.

28 ℃条件下培养
,

每隔 Z d 观察记载

一次供试菌的生长繁殖情况
,

每菌重复 3 皿
。

1
.

2
.

3 抑制饱子 萌发能 力试验 把 1 m L 供试细菌悬浮液
、

1 m L 湿热灭菌的供试细菌

悬浮液
,

分别和 1 m L 西瓜枯萎菌抱子悬浮液充分混匀
。

各取 0
.

2 nI L 均匀涂于水洋菜平

板上
,

置 25 ℃条件下培养
。

待无菌水对照中抱子萌发率达 90 %时
,

记录各处理中抱子萌发

率
,

求得各 自的抑制泡子萌发率
。

1
.

2
.

4 抑制枯姜菌在瓜苗导管内定殖试验 选西 瓜种子 (郑杂 5 号 l) 0 粒于供试细菌悬

浮液 中浸 5 0 m i n
,

以 0
.

0 1 m o l
·

L
一 ’

M g S O
`
处理 3 0 m i n 为对照

,

2 8℃下催芽
。

待种子露

白后
,

再于枯萎菌悬液 (4
.

5 x l护 抱子 / m L ) 中浸 30 m in
,

植入填有无菌沙的试管 ( 20 m m

义 1 4 0 m m ) 内
,

每管放 2粒
,

25 ℃下培养
,

7 d 后分段截取 5 m m 长的茎组织
,

经表面消毒

后置 K o m ad
a
选择性培养基

〔“ 」上培养
,

Z d 后镜检观察导管内有无枯萎菌菌丝
.

1
.

3 温室盆载试验

用枯萎菌大麦粒培养物
,

以每克土中含 105
,

10’ 和 1a0 个接种体的量
〔’ 〕加入 自然的大

田土中
,

制成病土并装钵
。

将郑杂 5 号西瓜种分别在供试细菌悬浮液中浸 6 h
,

催芽后于每

钵中播 5粒
,

每盘 35 钵
。

发病后每隔 4 d 记载一次病情
。

于出苗后 40 d
,

在各处理中随机

抽取 15 株
,

测其株高及地上部鲜重
,

考察供试菌对植株生长的影响
。

2 结果与分析

用不同的分离法
,

从采 自陕西大荔
、

咸阳
、

扶风
、

杨陵及河北
、

内蒙的标样中
,

共获得

6 8 个荧光假单胞菌株
.

2
.

1 皿内领顽作用

以 4 8 h P D A 平板上抑菌环宽度和 24 一 48 h 中枯萎菌的 日生长速度为指标
,

测定了

68 个菌株对枯萎菌的皿 内领顽作用 (表 1 )
。

发现有 80
.

88 %的菌株对枯萎菌有显著抑制

作用
, 4 8 h 的 抑 菌 环宽度大于 3

.

6 3 m m
,

2 4一 4 8 h 菌 丝 日生 长速度低于 4
.

7 7 m m / d ;

有 2
.

94 %的菌株在皿内有促进枯萎菌生长的作用
,

以 K 36 4 和 K 35 5 菌株表现最突出
。

2
.

2 利用几丁质能力

用于测定的 6 8 个菌株中
,

有 16 株可以在几丁质培养基上生长繁殖
,

占被测菌株数

2 3
.

5 3%
.

表明这些菌株可以产生几丁质酶
,

利用几丁质
。

16 个菌株中
,

有 7 株利用几丁质

能 力较强
,

如 6 12
,

A 4 1 和 A 6 3 ; 4 株利用几丁质能 力较弱
,

如 D 3 3 和 K 3 6 1 (表 l )
。

2
.

3 对抱子萌发的影响

以 1 2 h 的抱子萌发率为指标
,

测定了 68 个供试菌活体及其代谢物对西瓜枯萎菌分

生抱子萌发的影响
.

68 个活体菌株中
,

有 4
.

41 %的菌株抑制抱子萌发率大于 25 %
,

以 6 n

菌株的作用最强
。

相反 4 n 和 C 62 菌株活体可以明显促进抱子萌发
,

抑制抱子萌发率分

别为一 2 0
.

4 9 %和一 ”
.

6 4%
.

在供试菌株代谢物 中
,

抑制抱萌发率大于 25 %的有 13 株
,

占供试菌株总数的 19
.

12 %
,

抑制作用最强的为 D 32 菌株 ( 44
.

32 % )
。

3 13 菌株可以显著

地促进饱子萌发 (一 14
.

02 % )( 见表 l )
。

比较 68 株细菌活体与其代谢物对泡子萌发的影
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响
,

可以发现
,

代谢物平均抑制抱子萌发率为 n
.

“ %
,

明显高于细菌活体的平均抑制抱

子萌发率 5
.

10 %
。

比较同一菌株
,

活体与代谢物抑制抱子萌发率之差大于 25 %的有 15

株
,

小于 5 %的有 16 株
。

农 1 2。个代农菌株室内初筛试验结果

菌 株 抑菌环
( m m )

菌 丝长
( m m

·
d
一 1

)

抑菌效果
, .

活菌体 代谢物

一 8
.

3 7 2 6
.

6 7

15
。

6 3 1 0
.

7 2

F
.

0
.

n 白

枪出率 (% )

上 位 下 位

一 3
.

2 4

1 8
。

7 3

2 6
.

6 1

+ + +

4 7
。

3

0

0

+ 十 +

+ + +

::{:

10 0

2 4
.

7

3任
.

1

0

6 8
.

4

8 2
.

6

78
.

8

85
.

2

1 00

1 00

1 0 0

1 0 0

1 0 0

2 9
。

3

1 0 0

1 00

1 00

1 00
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0
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刀
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2
.

4 对枯萎菌活体内定殖能力的影响

共测定了 48 个菌株对枯萎菌在瓜苗体内定殖能力的影响
。

在 A 61 处理中
,

瓜苗茎组

织上位和下位均未检测到枯萎菌丝
,

6 1 2
,

A 5 1
,

D 35
,

K 3 63
,

K 55 2 和 3 13 六个菌株处理的

瓜苗茎组织上位未检测到枯萎菌丝 (表 1 )
。

表明 A 61 可以完全阻止枯萎菌在导管内定殖
;

有 52
.

08 %的菌株可以不同程度抑制枯萎菌在植株体 内定殖
; 有 22 个菌株处理的茎组织

上位和下位均 100 %检测到枯萎菌丝
.

2
.

5 温室试验结果

根据初筛中各供试菌株的表现
,

筛选出 10 株进行了温室防病促生作用测定
.

从表 2

可以发现
,

在土壤中枯萎菌浓度较高 ( 1 0
5

个接种体 /克土 ) 时
,

除 A 4 1
,

A 63
,

A sl 和 I n 四

个菌株处理的病情指数低于对照外
,

其余均无防效
,

随着枯萎菌接种体浓度的降低
,

各供

试菌株的防病作用亦随之提高
。

土壤中枯萎菌接种体浓度为 1 0’ 时
,

仅有 6 12 菌株的病指

高于对照
,

其余均表现出不 同程度的防治枯萎病 的作用
,

以 A 5 1
,

A 61 和 1 12 三个菌株表

现最好
。

在 1护 接种体浓度下
,

各菌株均表现出一定的防病作用
,

尤以 D 35 菌株防效最好
。

综合观察发现
,

A 63
,

A 51 和 A 41 三个菌株在各浓度水平下均表现 出较好的防病作用
。

观察各供试菌株对瓜苗生长的效应
,

可以发现
,

土壤中枯萎菌接种体浓度为 1护 时
,
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D 33
,

A 61 和 A 63 三个菌株对瓜苗的生长具有明显的促进作用 (表 2 )
.

表 2 供试菌温空防病促生作用

菌 株
病情指数

1 0 5 10 5 10 ,

促生作用
.

株高 ( e m ) 真叶数 单株重 ( g )

2 5
.

0 0 2 0
.

6 5

2 3
.

0 8 2 6
.

8 5

1 5
。

3 8 2 7
.

7 3

1 5
。

0 0 2 8
.

7 3

8
.

1 2 2 2
.

9 0

8
.

2 5

7
.

0 0

7
.

5 0

8
.

2 5

8
.

0 0

8
.

5 0

8
.

0 0

9
.

0 0

8
.

7 5

8
.

2 5

7
.

5 0

: ::
8

.

70

8
.

92

8
.

5 1

8
。

89

8
.

76

1 0
.

1 7

1 0
.

10

9
.

05

8
.

09
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bOOǹJ,
J,nJn己一了é̀OéO曰月̀O曰O曰no6QóCK川胡11361251A11233D61A姗35D

,

枯葵菌接种体浓度为 10 3 个接种体
· g 士

一 ’ .

3 讨 论

尽管许多研究者曾报道
,

皿内抑菌试验与实际生防效果之间缺乏必然的联系
,

但皿内

领顽试验一般还是被 用来筛选有希 望的生防菌 l0[ 〕 。

我们试验 中具有 温室防病作用的

A 63
,

A sl 和 A 4 l( 表 2 )
,

均表现 出较强的皿 内领顽作用
,

抑菌圈宽度均大于 4
.

5 m m (表

l )
。

裂解真菌的细菌一般都可产生降解菌丝的几丁质酶
。

有人通过给土壤中加入有机改

良剂 (几丁质 )
,

来促使土壤中产生几丁质酶的细菌活性白头提高和数量的增加
,

使镰刀菌被

抑制或裂解
。

本试验中两个利用几个质能力较强的菌株 A 63 和 A 41 在温室也表现出较好

的防病作用 (表 1
,

2 )
。

其防病作用是否由于溶菌作用
,

还需进一步研究
。

筛选有效的生防菌是植物病害生物防治中一项最基础而且最难的工作
〔’ ”

,

川
,

生防成

功与否直接取决于生防菌的综合能力
。

因此
,

需要有一套可靠的试验方法和选择参数
,

来

测定生防菌的综合能力
,

以及各个能力与其生防作用的关系〔”
·

” 〕 。

我们运用试管活体测

定法可以直接考察生防菌
、

寄主植物以及病原物三者之间的互作
;
利用 自然大田土进行温

室防病试验既补充了试管 活体测定法
,

也进一步简化了生防菌的筛选过程
,

缩短了试验与

应用的距离
。

试验中 A 6 1
,

6 1 2
,

A sl 和 D 3 54 四个 菌株不仅在温室具有较好的防病效果

(表 2 )
,

在试管活体测定中也不同程度地抑制枯萎菌在瓜苗导管内定殖 (表 1 )
。

从 自然的抑病土中分离
,

可以增加发现有效生防菌的几率
〔 ’ “

’
` , 〕 。

在没有找到 自然的

抑病土时
,

从老产区健康西瓜根组织或根际土壤 中分离
,

利用皿 内领顽试验
,

试管内活体

测定
,

利用几丁质能力测定
,

以及温室盆栽法筛选
,

也可以获得有效的生防菌
。
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