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摘要　近年来，由于十字花科根肿病在榨菜上扩展蔓延，严重影响其产量，造成巨大的经济损失。本研究筛选生防

菌并研究其对榨菜根肿病的控制作用，为其生物防治应用奠定基础。研究发现茎瘤芥等十字花科蔬菜根肿病菌根

经过腐烂处理后，休眠孢子的萌发率可到达７０％以上。故本文采用稀释法从榨菜根肿病菌根中分离筛选出一株可

刺激休眠孢子萌发的菌株ＰＢ１９。并测定了ＰＢ１９与根肿病菌互作的最适温度和最适ｐＨ，温室盆栽试验和大田小

区试验测定菌株ＰＢ１９对榨菜根肿病的防治效果。最后将纯化后的菌株送至中国食品发酵工业研究院微生物检测

中心（ＦＭＩＣ）进行种属鉴定。结果表明：ＰＢ１９与根肿菌互作的最适温度为２０～２５℃，最适ｐＨ为５．５～７．０。温室

盆栽结果显示ＰＢ１９对榨菜根肿病的防治效果为７１．９６％。而大田试验结果显示ＰＢ１９对榨菜根肿病的防治效果为

１８．０４％。ＦＭＩＣ的鉴定结果显示ＰＢ１９为假单胞菌属犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ．。
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又名茎瘤芥、茎用榨菜，是人们日常生活中一种重要

的鲜食及加工蔬菜，是重庆市涪陵区的特色农业资

源和重点发展的蔬菜品种。近年来，由于十字花科

根肿病在榨菜上扩展蔓延，严重影响其产量，造成巨

大的经济损失。涪陵区于１９９４年首次发现榨菜根

肿病，随后该病迅速扩展蔓延，危害日趋加重［１］，根

据王旭等［２］对榨菜根肿病的调查结果，涪陵沿江

１９个榨菜主栽乡镇中，有１０个乡镇受到根肿病危

害，其中，重病区发病田块占调查田块的８０％，病株
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率为５０％以上，少数田块死苗绝收。

十字花科根肿病俗称根癌病，是由芸苔根肿菌

犘犾犪狊犿狅犱犻狅狆犺狅狉犪犫狉犪狊狊犻犮犪犲引起的一种重要的世界

性土传病害［３５］。寄主范围广，可危害榨菜、大白菜、

甘蓝、萝卜和花椰菜等多种栽培以及野生的十字花

科植物［６］。国内外已针对该病原菌进行了大量防治

技术的研究，包括抗病品种选育［７８］、农业［９１０］和化

学防治［１１１２］、生物防治［１３１４］，其中生物防治因具有

对人畜安全，环境兼容性好且病菌不易产生抗药性

等优点而被重视并初见成效。

研究发现茎瘤芥等十字花科蔬菜根肿病菌根经

过腐烂处理后，休眠孢子的萌发率可达到７０％以

上［１５１８］，菌根材料先经－２０℃冷冻保存，再进行腐烂

处理，由此获得的休眠孢子囊萌发率比材料未经腐

烂处理获得的休眠孢子囊萌发率高［１９］，但新鲜菌根

直接腐烂处理比冷冻后腐烂处理萌发率更高［２０］。

肖崇刚等［１８］在镜检腐烂菌根时观察到大量细菌存

在，认为可能是由于腐烂处理时细菌的作用改变了

根肿病菌休眠孢子细胞壁的透性，从而提高了萌发

率。因根肿菌是一种专性寄生菌，其休眠孢子囊在

适宜的条件下萌发，释放出游动孢子，如果短时间内

没有可供侵染的寄主组织，就会丧失侵染能力。这

为我们提供了一种根肿病防治新的思路，利用生物

防治技术广泛筛选能够促进菌根快速腐烂和孢子萌

发的微生物，在寄主收获后，施用此类微生物促进残

留在土壤中的病残体迅速腐烂并刺激其休眠孢子萌

发，从而降低田间菌源量。

综上所述，本文旨在从腐烂的菌根中分离筛选

出能促进菌根快速腐烂并刺激休眠孢子萌发的微生

物，利用病原菌只能活体培养的特性，使萌发后的孢

子找不到寄主而丧失侵染能力，从而降低根肿病田

间菌源量，达到减轻根肿病危害程度的目的。

１　材料与方法

１．１　材料

供试榨菜品种为‘涪杂２号’。供试根肿病菌根

采自重庆市渝东南农业科学院根肿病试验田，放置冰

箱－２０℃保存备用。拮抗细菌用ＬＢ培养基培养。

１．２　菌根的腐烂处理

将－２０℃保存的榨菜菌根于２５℃恒温黑暗条

件下腐烂处理５ｄ。

１．３　致腐微生物的初步筛选

将腐烂处理后的菌根于榨汁机，按菌根组织与

蒸馏水质量比１∶５加入蒸馏水，充分绞碎，用蒸馏水

稀释到１０－１～１０
－６后，每个浓度取５０μＬ涂布于ＬＢ

平板上，于２８℃恒温培养箱中倒置培养２４～４８ｈ，

挑取单菌落于液体ＬＢ培养基培养２４ｈ（用ＬＢ培养

基将ＯＤ值调至１．０）后接种于－２０℃保存的根肿菌

根上（将菌根切成大小均等的块状，每块菌根接种

５００μＬ菌液），于２５℃恒温以及黑暗条件下腐烂处

理，每天观察菌根的腐烂情况，观察２ｄ根据腐烂速

度初步筛选致腐微生物。

将筛选出的微生物进行数次划线纯化，以得到纯

培养的菌株，将纯化后的菌株再接种菌根（不接种的

菌根作为对照），于２５℃恒温黑暗条件下腐烂处理２ｄ

后，按照吴道军［１９］的方法制备根肿病菌休眠孢子悬浮

液，于显微镜下观察孢子萌发情况，根据公式：孢子萌

发率＝萌发的孢子数／调查总孢子数×１００％，得到孢

子萌发率，萌发率高的就是我们所需要的微生物。

１．４　生防菌与根肿病菌互作的最适温度研究

１．４．１　根分泌物的收集

将榨菜种子在２４℃条件下催芽２ｄ，播种在盛

有１／２Ｈｏａｇｌａｎｄ营养液的１００ｍＬ小烧杯的纱布

上，每杯播２０粒，在２４℃恒温培养箱中光暗交替培

养７ｄ后收集含根分泌物的溶液，０．２２μｍ细菌过滤

器过滤后４℃保存备用，用于休眠孢子萌发试验。

１．４．２　孢子悬浮液的制备

休眠孢子悬浮液的制备结合肖崇刚等［１８］和郭

向华［２２］的方法。

１．４．３　生防菌培养液的制备

将活化后的菌株接种在ＬＢ培养基中，置于２８℃的

摇床中１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，３ｄ后得到菌株培养液。

１．４．４　生防菌与根肿病菌互作的最适温度

将制备的孢子悬浮液用根分泌物调节浓度至

１０７个孢子／ｍＬ，按孢子悬浮液和生防菌培养液体积

比１０∶１加入生防菌培养液，于５、１０、１５、２０、２５、３０、

３５℃黑暗培养３ｄ后，于显微镜下观察孢子萌发情

况，以不加生防菌为ＣＫ。

１．５　生防菌与根肿病菌互作的最适狆犎

根分泌物的收集、孢子悬浮液的制备以及生防

菌培养液的制备同１．４。将制备的孢子悬浮液用根

分泌物调节浓度至１０７ 个孢子／ｍＬ，按孢子悬浮液

和生防菌培养液体积比１０∶１加入生防菌培养液，用
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ＫＯＨ和ＨＮＯ３调节ｐＨ至３．０、４．０、４．５、５．０、５．５、

６．０、６．５、７．０、７．５、８．０、８．５、９．０、１０．０，以不加生防

菌为ＣＫ，放入２５℃恒温培养箱培养３ｄ后显微镜下

镜检孢子萌发情况。

１．６　室内防效试验

将－２０℃冰箱内保存的根肿材料解冻后洗净、沥

干水分、切碎，与无菌营养土按质量比１∶５（犠∶犠）的

比例混匀后，分装至８ｃｍ×８ｃｍ的营养钵中，进行以

下处理，处理１：每钵浇灌生防菌培养液１０ｍＬ，与处

理３同时播种，共处理３０钵。处理２：每钵浇灌生防

菌培养液１０ｍＬ，７ｄ后再次每钵浇灌生防菌培养液

１０ｍＬ，与处理３同时播种，共处理３０钵。处理３，每

钵浇灌生防菌培养液１０ｍＬ，７ｄ后和１４ｄ后再次每

钵浇灌生防菌培养液１０ｍＬ，２１ｄ后播种，共处理３０

钵。另设置清水对照（ＣＫ）和发病对照（ＤＫ，不浇灌生

防菌培养液）。每处理３次重复。所有处理播种前均

置于２５℃光照培养箱（光照１６ｈ，黑暗８ｈ）。

所有幼苗置于温度２４℃，光照１６ｈ条件下培

养，保持土壤湿度，以育苗盘底部始终保持有少量水

为宜。５０ｄ后拔出幼苗，调查、记录根部发病情况，

参照吴道军［１９］所用的０～９级分级标准进行分级。

病株率＝发病株数／总株数×１００％；

病情指数＝∑（发病级代表值×各级病株数）×

１００／（调查总株数×最高级发病代表值）；

防治效果＝［（对照病情指数－处理病情指数）／

对照病情指数］×１００％。

图１　榨菜幼苗根肿病各级发病症状

犉犻犵．１　犚狅狅狋犿狅狉狆犺狅犾狅犵狔狅犳犮犾狌犫狉狅狅狋狅犳犿狌狊狋犪狉犱狊犲犲犱犾犻狀犵狊犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犻狊犲犪狊犲狊狋犪犵犲狊

１．７　田间防效试验

试验地为渝东南农业科学院根肿病重病田，采

用随机区组设计，每个小区长４ｍ，宽１．７ｍ，移栽

６０株。试验作如下处理，处理１：榨菜移栽前１个月

浇灌生防菌培养液，每隔７ｄ浇１次，每窝浇１００ｍＬ，

共浇３次。处理２（清水对照）：用清水替代生防菌

培养液，浇灌方法同处理１。处理３（阳性对照）：用

２３％ＧＺＢ（一种防治十字花科蔬菜根肿病的药剂，

有效成分为甲噻诱胺＋科家，使用剂量为１０ｍＬ原

液兑水１５ｋｇ）替代生防菌培养液，浇灌方法同处理１。

每处理３次重复。榨菜移栽后，田间常规管理，待植

株成熟后，调查发病情况。

榨菜根肿病田间分级标准［２１］分为５级。０级：

无肿瘤。１级：侧根发病，肿瘤小而少，白色，对植株

生长无或有轻微影响，产量损失为０～５％。２级：主

根中下部肿瘤小或侧根上肿瘤大而多，呈白色或米

黄色，对植株生长有一定影响，但地上部分无明显症

状，产量损失６％～２０％。３级：主根肿瘤大且变黑，

表面粗糙龟裂，有少量侧根，地上部分生长受阻，中

心叶片变为深绿色，在阳光下出现轻度萎蔫，产量损

失２１％～３５％。４级：主根肿瘤龟裂或腐烂变黑，几

乎无侧根，地上部分生长严重受阻，株型矮小，叶色

暗绿，菜头小且皮厚筋多，在阳光下整株严重萎蔫，

极易拔起，产量损失（不包括无实际收获价值的病

株）在３６％以上。

１．８　菌株的鉴定

用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物２７ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴ

ＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；１４９２Ｒ：５′ＴＡＣＧＧＣ

ＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′，以提取的基因组

ＤＮＡ为模板，扩增基因序列。ＰＣＲ反应条件：９４℃

５ｍｉｎ；９４℃４５ｓ，５５℃４５ｓ，７２℃１ｍｉｎ，２５个循环；

７２℃１０ｍｉｎ。ＰＣＲ产物经琼脂糖凝胶电泳验证后，

送上海生工生物工程股份有限公司测序，将测得的

１６ＳｒＤＮＡ基因序列在 ＮＣＢＩ核酸数据库上采用
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ＢＬＡＳＴ程序进行比对分析，测序结果递交 Ｇｅｎ

Ｂａｎｋ获取登录号。纯化后的菌株送中国食品发酵

工业研究院微生物检测中心进行菌种鉴定。

１．９　统计分析

试验数据用Ｅｘｃｅｌ２００７和ＤＰＳＶ７．０５进行整

理和统计分析。

２　结果与分析

２．１　致腐微生物初步筛选

从腐烂处理的菌根中共分离得到１１２株菌株，

用这些菌株接种到菌根后初步筛选得到３株可致菌

根快速腐烂的菌株，分别是ＰＢ１１、ＰＢ１９以及ＰＢ７６

（图２）。

图２　各菌株生长情况

犉犻犵．２　犜犺犲犵狉狅狑狋犺狊狋犪狋狌狊狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犻犮狉狅犫犻犪犾狊狋狉犪犻狀狊

２．２　刺激休眠孢子萌发微生物筛选

将得到的３株纯培养的菌株再接种菌根后进

行腐烂处理，制备孢子悬浮液，于显微镜下观察孢

子萌发情况，结果（表１）表明，用ＰＢ１９进行腐烂处

理后，休眠孢子的萌发率显著高于对照及其他两株

菌株，说明ＰＢ１９能促进休眠孢子的萌发。各处理

下休眠孢子萌发情况如图３所示，从图中可以看出

ＰＢ１９处理的大多数孢子是空的，说明已经萌发，而

ＰＢ１１、ＰＢ７６处理以及ＣＫ中的大多数孢子都有内

容物，说明未萌发。

表１　不同菌株处理下根肿菌休眠孢子萌发率１
）

犜犪犫犾犲１　犌犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳狉犲狊狋犻狀犵狊狆狅狉犲狊狅犳犘犾犪狊犿狅犱犻狅狆犺狅狉犪

犫狉犪狊狊犻犮犪犲狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

菌株

Ｓｔｒａｉｎ

休眠孢子平均萌发率／％

Ｍｅａｎｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

ＰＢ１１ （７．８９±１．４７）ｂ

ＰＢ１９ （６３．４３±３．３３）ａ

ＰＢ７６ （１０．１５±３．０９）ｂ

ＣＫ （７．４８±０．７４）ｂ

　１）同列数据后不同小写字母表示差异达显著水平（犘＜０．０５）。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ（犘＜０．０５）．

图３　不同菌株处理下根肿菌休眠孢子萌发情况

犉犻犵．３　犌犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狅犳狉犲狊狋犻狀犵狊狆狅狉犲狊狅犳犘犾犪狊犿狅犱犻狅狆犺狅狉犪

犫狉犪狊狊犻犮犪犲狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋狊

２．３　犘犅１９与根肿菌互作的最适温度

温度试验结果显示（表２），在２０℃和２５℃时，休

眠孢子的萌发率分别为４５．６７％、６２．３３％，显著高

于其他温度和ＣＫ，说明ＰＢ１９与根肿病菌互作的最

适温度为２０～２５℃，随着温度的升高和降低休眠孢

子萌发率逐渐下降。

表２　不同温度条件下（犘犅１９）根肿菌休眠孢子萌发率１
）

犜犪犫犾犲２　犌犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳狉犲狊狋犻狀犵狊狆狅狉犲狊狅犳犘犾犪狊犿狅犱犻狅狆犺狅狉犪

犫狉犪狊狊犻犮犪犲狌狀犱犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狊

温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

休眠孢子平均萌发率／％

Ｍｅａｎｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

ＰＢ１９ ＣＫ

５ （６．３３±０．６７）ｆＡ （５．６７±０．５７）ｃｄＡ

１０ （９．６７±０．５８）ｅＡ （６．６７±１．１５）ｃＢ

１５ （２４．３３±１．５８）ｄＡ （６．３３±０．７７）ｃＢ

２０ （４５．６７±１．５２）ｂＡ （１２．６７±１．１５）ａＢ

２５ （６２．３３±２．５１）ａＡ （１３．３３±０．５２）ａＢ

３０ （３２．６７±１．５２）ｃＡ （９．６７±０．７４）ｂＢ

３５ （１２．００±２．００）ｅＡ （４．６７±０．５７）ｄＢ

　１）小写字母表示同列数据差异达显著水平（犘＜０．０５），大写字母

表示同行数据差异达显著水平（犘＜０．０５）。下同。

Ｔｈｅｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｍｏｎｇｔｈｅ

ｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｄａｔａ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇ

ｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｄａｔａ（犘＜０．０５）．Ｔｈｅ

ｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．４　犘犅１９与根肿菌互作的最适狆犎

用不同ｐＨ的ＰＢ１９悬浮液处理根肿菌休眠孢

子，结果（表３）表明，ｐＨ在５．０～７．０时休眠孢子萌

发率较高，在ｐＨ６．５时达到最高（６４．３３％），而在强

酸以及碱性条件下萌发率较低，说明ＰＢ１９与生防

菌互作的最适ｐＨ在５．５～７．０。
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表３　不同狆犎条件下犘犅１９对根肿菌休眠孢子萌发率的影响

犜犪犫犾犲３　犌犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳狉犲狊狋犻狀犵狊狆狅狉犲狊狅犳犘犾犪狊犿狅犱犻狅狆犺狅狉犪

犫狉犪狊狊犻犮犪犲犪犳狋犲狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狆犎狏犪犾狌犲狊

ｐＨ
休眠孢子平均萌发率／％　Ｍｅａｎｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅ

ＰＢ１９ ＣＫ

３．０ （２０．００±１．００）ｇＡ （８．６７±０．５８）ｆｇＢ

４．０ （３０．００±１．００）ｅＡ （９．００±１．００）ｆｇＢ

４．５ （４０．３３±０．５８）ｄＡ （９．３３±１．５３）ｆｇＢ

５．０ （４７．６７±２．０８）ｃＡ （１５．６７±１．５３）ｃＢ

５．５ （５７．６７±２．５２）ｂＡ （１８．６７±０．５８）ｂＢ

６．０ （６２．６７±０．５８）ａＡ （２１．３３±０．５３）ａＢ

６．５ （６４．３３±１．１５）ａＡ （２１．３３±０．５８）ａＢ

７．０ （４８．００±２．６５）ｃＡ （１３．６７±１．５３）ｄＢ

７．５ （３７．００±２．００）ｄＡ （１２．００±１．００）ｄｅＢ

８．０ （２４．３３±１．５３）ｆＡ （９．６７±１．５４）ｅｆＢ

８．５ （１６．６７±２．０８）ｇＡ （７．６７±０．５８）ｇｈＢ

９．０ （１３．３３±７．３７）ｈＡ （６．３３±０．５８）ｈＢ

１０．０ （８．３３±０．５８）ｈＡ （５．６７±１．５３）ｈＢ

２．５　室内盆栽试验

将榨菜播种于浇灌了ＰＢ１９培养液的菌土中，

结果显示（表４）：浇灌培养液后，榨菜发病率和病情

指数明显低于发病对照，其中浇灌培养液２次和３

次的植株发病率和病情指数差异不明显，但显著低

于浇灌１次培养液的处理。浇灌培养液２次和３次

对榨菜根肿病的防治效果分别为６８．７６％和７１．９６％，

显著高于浇灌１次培养液（２２．７２％），说明ＰＢ１９能

有效减轻榨菜根肿病的发生程度，但至少需要浇灌

２次培养液。

２．６　田间防效

大田试验表明各个处理的发病率均为１００％，

施用ＰＢ１９培养液后，榨菜根肿病病情指数与清水

对照无显著性差异，显著高于阳性对照（甲噻诱胺＋

科家）。ＰＢ１９防效只有１８．０４％，低于阳性对照（防

效２３．２７％）。产量测定结果（表５）显示，ＰＢ１９、阳性

对照和清水对照处理的产量分别为１５．０、２０．７、１３．２ｋｇ，

折算成６６７ｍ２产量后ＰＢ１９的增产率为１３．６％，低

于ＧＺＢ的增产率（２８．０％）。

表４　犘犅１９对榨菜根肿病的盆栽防治效果

犜犪犫犾犲４　犅犻狅犮狅狀狋狉狅犾犲犳犳犻犮犪犮狔狅犳犘犅１９犪犵犪犻狀狊狋犿狌狊狋犪狉犱犮犾狌犫狉狅狅狋犻狀狆狅狋犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

处理次数／次

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔｔｉｍｅｓ

发病率／％

Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｒａｔｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防治效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

ＰＢ１９培养液

ＰＢ１９ｆｅｒｍｅｎｔｅｄｌｉｑｕｉｄ

１ （７９．５１±４．５９）ｂ （５０．７８±３．５７）ｂ （２２．７２±５．４５）ｂ

２ （２３．１２±２．００）ｃ （２０．３７±０．６５）ｃ （６８．７６±０．７８）ａ

３ （２４．７４±３．８１）ｃ （１８．４２±２．５１）ｃ （７１．９６±３．８１）ａ

发病对照

ＷｉｔｈｏｕｔＰＢ１９ｆｅｒｍｅｎｔｅｄｌｉｑｕｉｄ（ＤＫ）
－ （８５．３２±２．３４）ａ （６５．７２±０．９８）ａ －

水 Ｗａｔｅｒ（ＣＫ） － ０ ０ －

表５　犘犅１９对榨菜根肿病的田间小区防治效果

犜犪犫犾犲５　犅犻狅犮狅狀狋狉狅犾犲犳犳犻犮犪犮狔狅犳犘犅１９犪犵犪犻狀狊狋犿狌狊狋犪狉犱犮犾狌犫狉狅狅狋犻狀犳犻犲犾犱狆犾狅狋犲狓狆犲狉犻犿犲狀狋狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

发病率／％

Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅｒａｔｅ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｄｅｘ

防治效果／％

Ｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｉｃａｃｙ

产量／ｋｇ

Ｙｉｅｌｄ

ＰＢ１９ １００ （７０．７９±５．６２）ａｂ （１８．０４±４．７０）ａ （１５．２±０．６４）ｂ

ＧＺＢ １００ （６６．２７±８．８１）ｂ （２３．２７±８．７７）ａ （２０．７±１．４９）ａ

ＣＫ １００ （８６．３７±３．２３）ａ － （１３．２±１．２９）ｂ

２．７　犘犅１９的鉴定

ＰＢ１９的１６ＳｒＲＮＡ基因序列在ＧｅｎＢａｎｋ上的

登录号为 ＭＦ４９０４６９，纯化后的菌株送中国食品发

酵工业研究院微生物研究所检测鉴定。根据１６Ｓ

ｒＤＮＡ基因序列的比对结果以及系统发育学分析，

发现ＰＢ１９与假单胞菌属犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ．菌株高

度相关，构建的发育树和同源性分析结果显示ＰＢ１９

与假单胞菌中的湖南假单胞菌犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犺狌狀

犪狀犲狀狊犻狊ＬＶ（ＪＸ５４５２１０）进化上的距离最近，两者相

似性为９９．９３％，但结合菌株的宏观以及微观形态、

生理生化特征等试验数据综合分析，只能将ＰＢ１９

鉴定为假单胞菌属犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊ｓｐ．。

３　结论与讨论

十字花科作物根肿菌属于专性寄生菌，可长期

存活于土壤中，土壤一旦带菌将不再适合种植十字

花科作物。因此，该病严重威胁着十字花科作物的

可持续发展，国内外虽已进行了大量针对该病害防

治技术的研究，但目前仍无根治的方法。Ａｒｉｅ等
［２３］

首次报道葡萄茎枯病菌犘犺狅犿犪犵犾狅犿犲狉犪狋犪ＪＣＭ

９９７２可以抑制根肿菌休眠孢子萌发，生防菌的筛选

成为该病防治的一条新途径，但研究都集中于筛选

·８０１·



４４卷第２期 蒋欢等：榨菜根肿病生防细菌的筛选、鉴定及评价

抑制休眠孢子萌发的菌株。肖崇刚等［１８］研究发现

通过对根肿病菌根进行腐烂处理可提高休眠孢子的

萌发率，且在镜检腐烂菌根时观察到大量细菌存在，

认为可能是腐烂处理时细菌的作用改变了休眠孢子

细胞壁的透性，从而提高了萌发率。这为我们提供

了一条根肿病的防治新思路，筛选能够促进菌根快

速腐烂和孢子萌发的微生物，在寄主收获后，施用此

类微生物促进残留在土壤中的病残体迅速腐烂并刺

激其休眠孢子萌发，从而降低田间菌源量。

本文从腐烂的菌根中分离筛选出一株能促进菌

根快速腐烂并刺激休眠孢子萌发的细菌菌株ＰＢ１９，

其与根肿菌互作的最适温度为２０～２５℃，最适ｐＨ为

５．５～７．０，这些结果可为后续的防效试验以及ＰＢ１９

与根肿菌的互作机制研究提供参考。

温室盆栽试验结果显示浇灌培养液３次后，榨

菜根肿病发病率和病情指数显著低于对照，防效为

７１．９６％。而大田试验结果显示，ＰＢ１９对榨菜根肿

病防效只有１８．０４％，低于室内防效，究其原因一方

面可能是ＰＢ１９的施用时间不恰当，本研究是在榨

菜移栽前一个月施用ＰＢ１９培养液于田间的，此时

的温度湿度等环境条件不适于ＰＢ１９与根肿菌的相

互作用，从而导致ＰＢ１９在田间的应用不理想，故后

期将对ＰＢ１９的施用时间进行进一步的研究。另一

方面可能是由于田间微生物群落相较于温室复杂得

多，每种微生物都有自己的生态位，一种新的微生物

进入需要与他们竞争获得生态位从而定殖，Ｍｉｈｏ

等［２４］通过光学和电子显微镜发现犎．犮犺犪犲狋狅狊狆犻狉犪在

接种３周后才能进入根部表皮细胞，故一株好的生

防菌不仅需要具备好的防病效果，还应具备强的田

间定殖能力，所以可能由于ＰＢ１９不能很好地在田

间定殖，从而难以形成足够数量的微生物群体进而

不能稳定发挥其拮抗作用，故关于ＰＢ１９在田间的

定殖能力以及施用方法还需进一步研究。

ＰＢ１９经中国食品发酵工业研究院微生物研究

所（ＦＭＩＣ）鉴定为假单胞菌属细菌犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

ｓｐ．，近几十年假单胞菌被广泛应用于生物防治方面，

非致病假单胞菌属于植物根际促生菌（ｐｌａｎｔｇｒｏｗｔｈ

ｐｒｏｍｏｔｉｎｇｒｈｉｚｏｂａｃｔｅｒｉａ，ＰＧＰＲ），是最主要的ＰＧＰＲ之

一，已被应用于土壤中以抑制谷物病原菌的生长［２５］。

非致病假单胞菌的生防机理主要包括分泌降解微生

物的酶，抗生作用和根际营养竞争（尤其是对铁元素

的竞争）等。Ｗａｎｇ等
［２６］研究发现 犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

犪犲狉狌犵犻狀狅狊犪Ｋ１８７可产生溶菌酶和几丁质酶，能抑制

３６株真菌的生长。在抗生作用方面，如荧光假单胞菌

产生的两种典型的抗生素吩嗪酸（ＰＣＡ）和２，４二乙

酰藤黄酚（Ｐｈ１）对小麦全蚀病有重要作用
［２７］。假单

胞菌自身可产生嗜铁素［２８］，病原微生物不能或产生很

少量的嗜铁素且不能利用假单胞菌产生的嗜铁素，这

样病原菌就会因缺铁而不能生长。

综上所述，本文从刺激根肿菌休眠孢子萌发从

而减少田间菌源量的角度出发，筛选出假单胞菌

ＰＢ１９，温室盆栽试验显示出具有生防潜能，但田间

的防治效果却不甚理想，故对于ＰＢ１９与根肿病菌

的互作机制还需深入研究，以便为田间的施用时间

以及方法提供参考依据。
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