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摘要
!

为筛选对大白菜软腐病具有较好拮抗效果的生防菌株!采用对峙平板法分别从作物根际土)发酵池以及本实

验室菌种库得到
&

株拮抗性较强的菌株
CM̀2#!

)

CM̀2!'

)

CM̀2'#

)

CM̀2).

)

CM̀2))

)

CM̀2#)"

"在离体叶柄软腐防

效试验中!采用注射接种法获得了拮抗性较强的
'

株拮抗菌
CM̀2#!

)

CM̀2!'

和
CM̀2#)"

!

.$G

的防效分别达到了

$(?&.a

)

$"?%"a

和
("?(%a

"温室防效试验的结果表明%菌株
CM̀2#!

)

CM̀2!'

和
CM̀2#)"

防治效果分别为
)%?!!a

)

)%?!#a

和
))?""a

!显著高于
(!a

农用链霉素可湿性粉剂的防效$

'%?#)a

&!具有很好应用前景"依据形态)生理

生化和分子鉴定!菌株
CM̀2#!

被鉴定为解淀粉芽胞杆菌
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软腐病是一种世界范围内的土传细菌性病害%

主要由果胶杆菌属
!()%'.#)%(&*62

细菌引起(我国

主要包括胡萝卜软腐果胶杆菌胡萝卜软腐亚种

!()%'.#)%(&*62)#&'%'5'&62 7>F7

:

?)#&'%'5'&62

+

胡萝卜软腐果胶杆菌黑胫亚种
!M)#&'%'5'&627>F2

7

:

M#%&'0(

,

%*)#

和菊迪基氏菌
H*)/(

-

#)A&

-

0#$%A(4

2*

等&

#!

'

(除了危害大白菜以外%这些菌还可以侵

染魔芋+胡萝卜+辣椒+番茄+马铃薯及马蹄莲等重要

经济作物&

#

%

'.

'

%它们在侵染寄主的过程中%能够产生

大量果胶酶%分解寄主植物组织细胞壁%产生臭味%

致使寄主组织出现溃烂+浸渍等症状%严重时可导致

整株死亡(

目前%人们主要采取选育抗病品种与化学农药

相结合的方式来防治软腐病&

)

'

(其中%化学农药见



!"#%

效快+防效好%但是长期使用不仅会污染环境%还会

使病原菌产生耐药性%使药效下降(生物防治相较

于化学农药具有选择性强+环境兼容性好+不易产生

耐药性+生产原料广泛等优点&

&

'

(随着现代农业生

产的发展%利用环保安全的微生物防治植物病害变

得越来越重要(为筛选得到对大白菜软腐病有较好

防治效果的拮抗菌%本试验以作物根际土+污水池和

菌种库为材料进行筛选%经室内离体叶柄防效试验

和温室软腐病防效试验进一步验证%对防效最好的

拮抗菌株进行形态+生理生化+

#&MIQ-C

和
7-

&1

基因序列分析鉴定%以期为深入开展该菌的生防机

理研究奠定基础(

$

!

材料与方法

$($

!

材料

指示菌为软腐病菌
M̀2)

%保存于本实验室#部

分待筛菌株取自本实验室菌种库(作物根际土和污

水分别采集自微生物菌种筛选与应用国家地方联合

工程研究中心温室大棚和发酵池!昆明安宁市青龙

镇"(大白菜2

$' #

.!2鲁春白
#

号."购自云南众乐

农业科技有限公司(

(!a

农用链霉素可湿性粉剂购

自山东百士威农药有限公司(培养基为
W0

固体和

W0

液体培养基(

$(%

!

方法

$?%?$

!

生防菌的初筛

参考熊汉琴的双培养法&

(

'并略作修改$

#

"取不

同作物根际土烘干%称取
)

J

加入到
.)3W

无菌水

中%

'(l

%

#&"I

-

35;

摇床上振荡培养
'"35;

%用移液

枪吸取部分做
#"

倍梯度稀释#

!

"直接取发酵池污

水适当稀释(从
c!"l

冰箱取出软腐病菌
M̀2)

于

W0

固体平板上活化%次日挑取单菌落于
W0

液体培

养基中过夜培养(调整浓度约为
#"

(

BY>

-

3W

%分别

与带菌土壤稀释液和污水稀释液按
#q#

等体积混

合%用移液枪吸取
!""

%

W

混合液均匀涂布在
W0

固

体平板上%置于
'(l

恒温培养箱内培养%

!.G

后观

察有无抑菌圈产生(挑取有抑菌作用的菌落并连续

纯化
'

代以上保存(

同时采用点接法从菌种库内现有的
#"""

株菌株

中筛选潜在软腐病生防菌(从
c$"l

内取出保存在甘

油中的菌划线活化%将
!""

%

WM̀2)

菌悬液!

#"

(

BY>

-

3W

"

均匀涂布到
W0

固体培养基上%用牙签挑取活化的

待测菌株点接在平板上%置于
'(l

恒温培养箱内(

!.G

后观察有无抑菌圈出现%记录并保存有良好抑

菌作用的菌株(

$?%?%

!

复筛

用点接法将初筛保存的所有菌株点接到涂布有

!""

%

WM̀2)

菌株!

#"

(

BY>

-

3W

"的
W0

固体平板上%

每个菌株
'

次重复%培养
!.G

后采用十字交叉法测

量抑菌圈直径与菌落直径%计算相对抑制比值(

相对抑制比值
\

抑菌圈直径-菌落直径(

$?%?&

!

离体叶柄软腐防效试验

菌悬液制备$分别挑取拮抗性较强菌株和指示

菌
M̀2)

接种于
W0

液体培养基内%置于
'(l

恒温摇

床上培养
.$G

%采用稀释涂布法调整菌液浓度%拮抗

菌约
#"

$

BY>

-

3W

%指示菌约
#"

&

BY>

-

3W

(

取健康的白菜叶片%将叶柄剪成大小约
'B3m

)B3

的片段%表面用
()a

乙醇消毒(处理方法参

考
bG4H

等&

$

'并适当修改%取规格
%"33

灭菌培

养皿%内铺两层灭菌滤纸片%并加适量无菌水保

湿%每皿放置
#

个叶柄片段(设置处理如下$以接种

W0

液体培养基的处理为空白对照#以只接种软腐病

菌
M̀2)

的处理为阴性对照#接种
#""

%

J

-

3W

氯霉素

的处理为化学对照#接种待选拮抗菌!

#"

$

BY>

-

3W

"

为处理组(先接种拮抗菌%

.G

后再接种软腐病

菌(其中%指示菌
M̀2)

!约
#"

&

BY>

-

3W

"与待筛选

生防菌!约
#"

$

BY>

-

3W

"均采用注射接种法%即使

用移液枪将菌液注射入叶柄片段内%每个片段均

匀注射
'

个孔%每孔病原菌与生防菌的接种量均为

#"

%

W

(以
'

个叶柄片段为
#

个重复%每个处理设置

)

个重复(培养皿用保鲜膜封口%置于
')l

恒温培

养箱内保湿培养(

.$G

后调查各处理叶片腐烂情

况(分级标准如下$

"

级$伤口处无软腐病斑#

#

级$

伤口处出现黄褐色水渍状病斑#

'

级$叶片腐烂面

积在
#"a

以下#

)

级$叶片腐烂面积在
#"a

&

'"a

#

(

级$叶片腐烂面积达
'#a

&

)"a

#

%

级$软

腐面积在
)"a

以上(

$?%?'

!

温室大棚软腐防效试验

试验于
!"#$

年
'

月
c.

月在安宁微生物筛选

与应用国家与地方联合工程研究中心温室大棚进

行(菌悬液制备方法同
#?!?'

(

试验设计拮抗菌处理+化学药剂处理!

#"""

倍

(!a

农用链霉素可湿性粉剂"%以只接种软腐病菌

M̀2)

的处理做阴性对照!

+O

"%每处理
'

个重复%每

个重复
'"

株大白菜(在白菜包心初期开始第
#

次

,

$)#

,



.)

卷第
)

期 王彪等$大白菜软腐病拮抗菌的筛选+鉴定及其防效研究

处理%喷施方法及用量参考王超等&

%

'

%在白菜茎基部

喷施拮抗菌的菌液!

#"

$

BY>

-

3W

"%以叶表湿润且菌液

不下流为宜(

!A

后开始喷施软腐病菌!

#"

&

BY>

-

3W

"%

之后每隔
(A

喷施
#

次拮抗菌%共喷施
'

次%于最后

#

次处理后
(A

调查病情%并计算防效%分级标准参

考谢德龄等&

#"

'

(

$?%?)

!

鉴定

$?%?)?$

!

形态)生理生化鉴定

对菌株
CM̀2#!

进行鉴定%以确定其分类地位(

测试性状及方法参考文献&

#

'(

$?%?)?%

!

分子鉴定

参考
+G@;

J

等&

##

'的方法提取细菌基因组

Q-C

(以基因组
Q-C

为模板%使用细菌
#&MIQ-C

和
7-

&0

通用引物扩增相应基因片段(其中%反应

体系参考熊国如等&

#!

'

%扩增程序如下$

%.l.35;

'"7

#

%.l'"7

%

).l."7

%

(!l#35;'"7

%

'"

个循

环#最后
(!l

延伸
#"35;

(

L+̀

产物送昆明硕擎科

技生物有限公司测序(

表
$

!

引物名称和序列

*+,-.$

!

R<5201

@

4<7.45+8;5.

S

:.86.5

引物名称

LI53@I;43@

引物序列!

)n2'n

"

LI53@I7@

h

>@;B@

!

)n2'n

"

#&M2L" SCSCS[[[SC[++[SS+[+CS

#&M2L& +[C+SS+[C++[[S[[C+SC

7-

&02N SCCS[+C[+C[SC++S[[+[S+C/S+-SS-SS-CC̀ [[/SC

7-

&02̀ CS+CSSS[C+SSC[S[S+SCS++̀ [+-C+̀ [+-S+̀ [+-S[+C[

$(&

!

统计分析

本试验中所有数据均利用
MLMM!"

软件处理%

采用
Q>;B4;

氏新复极差法进行差异显著性分析(

%

!

结果与分析

%($

!

筛选结果

分别从作物根际土和污水发酵池中获得
)

株和

'

株对软腐病菌有抑制作用的拮抗菌%从菌种库中

筛得
#.!

株拮抗菌%分别对其进行编号
CM̀2#

至

CM̀2#.!

!来自菌种库"+

CM̀2#.'

至
CM̀2#.(

!来

自作物根际土"+

CM̀2#.$

至
CM̀2#)"

!来自发酵

池"(

复筛得到
&

株对软腐病菌有较强抑制作用的拮

抗菌%编号分别为
CM̀2#!

+

CM̀2!'

+

CM̀2'#

+

CM̀2).

和
CM̀2))

+

CM̀2#)"

(其中
CM̀2#!

+

CM̀2!'

和

CM̀2#)"

的抑菌圈直径分别为
##?)

+

#"?''

和
&?$'33

%

它们的抑菌圈直径与菌落直径的比值分别达到了

!?)(

+

!?!!

和
!?#&

%其余
'

株拮抗菌的抑菌圈直径

与菌落直径比值也都在
#?&

以上%具体数据见表
!

%

图
#

为拮抗菌对软腐病菌抑制作用效果图(

表
%

!

拮抗菌对软腐病菌的抑制作用$
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"同列数据后不同字母表示在
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\"?")

水平下差异显著(下同(
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图
$

!

拮抗菌对软腐病菌的抑制作用
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+<8525012402
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?
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%(%

!

离体叶片软腐防效

处理
.$G

后调查发病情况%从图
!

和表
'

来看%

只接种病原菌的对照伤口附近出现明显的水渍状软

腐病斑%腐烂情况较严重%病情指数高达
&)?%'

#空白

对照未出现腐烂情况#化学对照伤口附近几乎没有

出现软腐病斑%防效高达
%&?&'a

#拮抗菌
CM̀2#!

+

,

%)#

,



!"#%

CM̀2!'

和
CM̀2#)"

处理的大白菜伤口附近部分出现

腐烂情况%它们的防效分别达到了
$(?&.a

+

$"?%"a

和
("?(%a

%其中拮抗菌处理
CM̀2#!

和
CM̀2!'

与

化学对照之间差异不显著(

图
%

!

拮抗菌在大白菜离体叶柄上防治软腐病效果
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生防菌株对大白菜离体叶柄软腐病的防效
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温室大棚软腐防效

试验于
!"#$

年
.

月初开始调查%只接病原菌的

对照处理发病已比较严重%病情指数高达
(.?"(

#农

用链霉素对照病情指数为
.)?"(

%防效仅为
'%?#)a

#

拮抗菌
CM̀2#!

+

CM̀2!'

和
CM̀2#)"

处理发病较

轻%防治效果均显著优于
(!a

农用链霉素可湿性粉

剂对照%分别达
)%?!!a

+

)%?!#a

和
))?""a

!表
.

"(

表
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!

生防菌温室软腐防效试验
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拮抗菌形态鉴定结果

对菌株
CM̀2#!

形态鉴定的结果表明%菌株

CM̀2#!

在
W0

固体培养基上于
'(l

恒温培养箱中

培养%培养初期菌落乳白色+脓状+圆形+边缘整齐%

培养后期菌落表面凹陷%表面干燥有褶皱(革兰氏

染色呈阳性%菌体杆状%产芽胞(

图
&

!

K/DJ$%

形态特征

E<

?

(&

!

I04

@

=0-0

?9

01K/DJ$%

%()

!

生理生化鉴定结果

CM̀2#!

的生理生化反应表现为$在
!a

+

)a

+

(a

和
#"a

的盐浓度下能正常生长%在
'"

+

."

和
))l

下能

正常生长%

)l

下不能正常生长%过氧化氢+明胶液化+

淀粉水解+甲基红+

R?L

+产吲哚乙酸+柠檬酸盐利用等

试验均为阳性%兼性厌氧%不分解尿素(这些特性与

解淀粉芽胞杆菌
1#)*""60#2

-

"'"*

C

6(

D

#)*($0

相似(

%(A

!

分子鉴定结果

将菌株
CM̀2#!

测序结果利用
Q-CXC-

软件

进行拼接%结果显示
#&MIQ-C

和
7-

&0

基因序列全

长分别为
#..#F

:

和
#!"#F

:

(将拼接结果分别输

入
-+0_

!

G<<

:

7

$

#

EEE?;BF5?;63?;5G?

J

HZ

-"进行

0WCM[

比对%与解淀粉芽胞杆菌的同源性均达到了

%%a

(根据比对结果选取同源性较高菌株序列%利

用
X1SC(?"

软件采用邻接法构建系统发育树%结

果见图
.

和图
)

(聚类分析将菌株
CM̀2#!

鉴定为

解淀粉芽胞杆菌
1M#2
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图
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菌株
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序列的系统发育分析
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期 王彪等$大白菜软腐病拮抗菌的筛选+鉴定及其防效研究

图
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菌株
K/DJ$%

基于
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#[

基因的系统发育分析
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讨论

近年来%软腐病已成为制约大白菜等作物高产

丰收的主要病害之一(由于化学防治对环境危害很

大&

#'

'

%不符合绿色农业需求%因此筛选+发掘环境友

好型的微生物菌株并开发成相应的产品应用到农业

上防治植物病害已成为当前的研究热点&

#.#%

'

(本研

究从安宁温室大棚作物根际土壤+发酵池以及实验

室菌种库内
#"""

株菌株中筛选得到
&

株对软腐病

菌
M̀2)

拮抗性较强的菌株%其中
CM̀2#!

%

CM̀2!'

及
CM̀2#)"

的抑菌圈直径与菌落直径比值均超过

!?#

%对软腐病菌抑制效果优异(室内离体大白菜叶

柄组织防效试验显示%

CM̀2#!

+

CM̀2!'

及
CM̀2#)"

均能有效地抑制叶柄组织中浸渍面积的扩大%且菌

株
CM̀2#!

的防治效果显著优于
CM̀2!'

与
CM̀2

#)"

%与
#""

%

J

-

3W

氯霉素处理防效相仿(田间试

验显示%拮抗菌
CM̀2#!

处理后软腐病病情指数下

降了
.'?$&

百分点%防治效果!

)%?!!a

"显著优于

(!a

链霉素可湿性粉剂对照!

'%?#)a

"(田间试验

中化学药剂与生防菌剂对大白菜软腐病的防控效果

低于室内试验%可能与田间病原菌的浓度与分布+微

生物区系及温湿度+土壤
:

U

+含水量等环境条件因素

有关(

CM̀2#!

菌株经形态观察+生理生化及分子手

段被鉴定为解淀粉芽胞杆菌
1M#2

-

"'"*

C

6(

D

#)*($0

(

芽胞杆菌是最主要的几种植株根际促生菌!

LSL̀

"

之一%具有抗逆性强+对人畜无危害及易于开发为稳

定生物制剂等优点%近几十年来被广泛开发应用于

生物防治领域%能够较好地防控土传病害的芽胞杆

菌屡见报道&

!"!!

'

(

此外%大白菜软腐病发病迅速%一旦植株出现

可见的软腐病斑%可在短时间内使大白菜品质产量

下降甚至整株倒伏死亡(本研究采用先接种生防

菌再接种病原菌的方法测定拮抗菌对大白菜软腐

病的预防效果%结果显示%拮抗菌
CM̀2#!

在温室

软腐防效试验中的防效为
)%?!!a

%明显优于王超

等&

%

'的
.$?!%a

%故在农业生产上对于大白菜软腐

病的防治应该采用)预防为主%治疗为辅*的手段%

即在软腐病高发的季节提前喷施生物制剂%以达到

预防的目的(对其他生防方式和土传病害的防控

亦有借鉴意义(此外%

UHA4

等&

!'

'的研究结果表

明%将
'

株拮抗菌
LY!

+

07'

和
4̀'%

组合后使用%其

防治效果明显优于三者单独使用(本试验筛选得

到的
'

株拮抗菌
CM̀2#!

+

CM̀2!'

和
CM̀2#)"

在

离体和温室试验中均有较好的防治效果%将其组合

后使用的防效是否优于单独使用还有待进一步

研究(
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