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为明确来自苹果树上的
;

株生防菌
UQ;A

对腐烂病菌的抑制作用及其发酵液对腐烂病的防治效果$采用形

态学结合
;D0%KWF

和
:#

"=

基因序列分析对菌株
UQ;A

进行了鉴定$并通过滤纸法测定了发酵液对腐烂病菌的抑

制率$利用涂抹发酵液的方法测定了发酵液对腐烂病的防效'结果表明$菌株
UQ;A

发酵液对腐烂病菌的抑菌率为

LH>ECR

$与甲基硫菌灵!

L!>/CR

#抑菌率相当$显著高于嘧菌酯!

!/>DCR

#%辛菌胺!

"/>ECR

#和苯醚甲环唑!

E;>HCR

#(

离体枝条防治结果表明$发酵液水剂和膏剂对腐烂病的防效为
AE>"LR

!

EC>!CR

$与甲基硫菌灵!

AD>LHR

#相比差

异不显著$与嘧菌酯!

!!>;"R

#%辛菌胺!

DE>/"R

#%苯醚甲环唑!

A!>!"R

#相比差异显著(田间试验表明$涂有发酵液

的伤口愈合面积为
L>HA

!

L>AL+9

/

$病疤复发率为
H>E/R

!

!>"DR

$与其他
!

种药剂相比差异显著'研究表明菌

株
UQ;A

发酵液对腐烂病菌有明显抑制作用$且可促进伤口的愈合并显著降低腐烂病的复发'
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卷第
"

期 翟世玉等!枯草芽胞杆菌发酵液对苹果树腐烂病的防治效果

!!

苹果树腐烂病%

,

&&

(.J)+,)+,1X.%

&是对我国苹

果危害范围非常广的毁灭性病害之一(该病由黑腐

皮壳属
J)+,)4

&&

>

真菌引起(导致苹果枝干发病(严

重制约着苹果产业的发展#

;/

$

*在很长一段时间内(

生产上主要依靠化学药剂防治苹果树腐烂病(致使

果园生态环境恶化(且出现腐烂病菌的抗药性菌

株#

H!

$

*现阶段生物防治苹果树腐烂病是国内外学

者研究的焦点*

郜佐鹏等#

"

$

+邓振山等#

D

$

+徐涛等#

A

$

+蔡光华

等#

E

$和王彩霞等#

L

$从土壤+苹果树及其他植物中筛

选出的放线菌+真菌+细菌
_M3;C3E3;;7

+微嗜酸寡氧

单胞菌等对苹果树腐烂病菌有较好的抑制作用*在

苹果树腐烂病菌的拮抗菌中(芽胞杆菌是被筛选鉴

定较多的类群#

;C;/

$

)其中短小芽胞杆菌
8);-++0,

$

01-+0,

#

;H

$

+解淀粉芽胞杆菌
83)1

#

+&+-

L

0(

2

)5

;-(7,

#

;!

$

+枯草芽胞杆菌
83,06/-+-,

#

;"

$对腐烂病菌都

有较好的抑制作用*目前(国内外研究者主要侧重

芽胞杆菌的筛选鉴定和其对腐烂病菌的抑菌作

用#

;D;A

$

*关于枯草芽胞杆菌防治腐烂病的田间研究

较少*

/C;"

年(

c',1

)

等通过田间试验发现解淀粉

芽胞杆菌对腐烂病有较好的防控效果#

;!

$

*

生产中有少量商品化的芽胞杆菌生物制剂用于

防治腐烂病#

;E

$

*较为成功的产品是以枯草芽胞杆

菌%

O43CA/E

&为主要菌群研发的菌肥木美土里(根施

该菌肥可提高苹果树的抗病性+显著降低腐烂病的

发病率)使用菌泥治疗腐烂病(其对伤口愈合有良好

的促进作用#

;L

$

*枯草芽胞杆菌已经显示出作为腐

烂病生防菌的巨大潜力#

/C/H

$

*本研究对菌株
UQ;A

进行了鉴定(并进行了其对苹果腐烂病菌抑制率测

定及对苹果枝条腐烂病的防治效果试验(以期探索

该生防菌株对腐烂病的防控效果以及对伤口愈伤组

织形成的作用(为腐烂病的生物防治提供依据*

M

!

材料与方法

M0M

!

材料

供试菌株!本研究选取对腐烂病菌抑制效果较

好的代表性菌株
UQ;A

进行系统研究(菌株从山西

省苹果产区临汾市苹果园的树枝干上分离获得)苹

果树腐烂病菌
J)+,)1)+-

菌株编号
Z:LC

(由山西

省农业科学院植物保护研究所植物病害研究室

保存*

本研究供试培养基+化学药剂及发酵液见表
;

*

表
M

!

供试培养基%化学药剂及发酵液

"#$%&M

!

K&-+,3

&

42&3+4#%6#)-8&53&)*#*+()$5(*2

材料

#,-.%*,(

序号

0.%*,(169?.%

名称

W,9.

成分

:$9

&

$4*-*$1

厂家信息

#,168,+-6%.%*18$%9,-*$1

培养基

#.2*69

i _KF

培养基 参考张瑾#

/!

$

i

i WF

培养基 参考方中达#

/"

$

i

F WO

培养基 参考杨华#

/D

$

i

化学药剂

:'.9*+,(

O

嘧菌酯原药
LE>CCR

山东西亚化学工业有限公司

:

辛菌胺原药
LL>LLR

金锦乐化学有限公司

K

苯醚甲环唑原药
LE>CCR

杭州大阳化工有限公司

P

甲基硫菌灵原药
LL>CCR

山东西亚化学工业有限公司

发酵液

Q.%9.1-,-*$1?%$-'

Q

发酵液膏剂
i i

M

发酵液
i i

I

发酵液水剂
i i

M0!

!

方法

M>!>M

!

拮抗菌的分离及鉴定

采用划线法分离菌株(

/Eg

培养
/C'

挑取单菌

落*纯化后的菌株
/Eg

培养
H2

(记录菌落形态(

!g

保存备用*参考王卫雄等利用
;D0%KWF

#

;"

$和
:#

"=

序列结合菌株的形态特征进行鉴定*

M>!>!

!

芽胞染色

挑取单菌落(涂片经火焰固定后滴加
"R

孔雀

绿水溶液加热
HC

!

DC4

使其产生蒸汽
!

次(水洗至

无色(

C>"R

番红水溶液复染
/9*1

(水洗至无色(待

载玻片晾干后油镜镜检#

/A

$

*

M>!>9

!

发酵液和
!

种化学药剂对腐烂病菌的抑制作用

采用对峙法#

/E

$筛选获得
;

株拮抗菌
UQ;A

(活

化
UQ;A

后接种于
WO

培养基(

;"C%

.

9*1

+

/Eg

培养

H2

获得发酵液(

!g

保存备用*采用滤纸法#

/L

$测定

发酵液原液的抑菌率(将直径为
;>CC+9

无菌滤纸

片放入发酵液和无菌水中浸泡
/'

后取出(置于无

菌超净工作台吹干*在
_KF

培养基平板中间接种

'

A//

'



/C;L

直径为
C>"C+9

的腐烂病菌菌饼(再将浸泡过发酵

液的滤纸片放到平板边缘距中心
/>"C+9

处(每皿

对称放
!

片(重复
H

次(无菌水处理为对照(于
/Eg

培养(待对照平板长满菌丝后测量菌落直径(计算抑

菌率*对峙培养的培养皿中距离腐烂病菌菌饼

C>"C+9

处插入盖玻片(培养
A2

后观察腐烂病菌菌

落+菌丝等的变化*

采用菌丝生长速率法测定
!

种化学药剂对腐烂病

菌菌丝生长的影响(含药培养基制备参考周建波等#

HC

$

的方法*置于
/Eg

下培养(以只接种腐烂病病原菌的

平板为对照(每处理
H

次重复*待对照平板上长满菌丝

后测量菌落直径*抑菌率计算方法参考邓振山等#

D

$

*

抑菌率
`

%对照组菌落直径
i

处理组菌落直径&

对照组菌落直径 l;CCR

*

M>!>=

!

UQ;A

发酵液和化学药剂对离体枝条抑菌活性测定

将原发酵液加入吐温
EC

制成水剂(吐温
EC

的含量

为溶液质量的
/R

(装瓶备用)将原发酵液每
;CC9U

加

入
L

)

黄原胶(制成黄原胶含量为
C>DR

的膏剂(装瓶备

用*水剂和膏剂中的芽胞含量为
;C

E

+86

.

9U

*

参考臧睿等#

H;

$的烫伤接种法(选取
/

年生背上

枝(截成
;/C+9

作为接种材料(端口封蜡+自来水冲

洗
/

次后(用
A"R

乙醇表面消毒(无菌水冲洗
H

次*

用铁钉冒%直径为
C>"C+9

&烫伤树皮(每个枝条
"

个

烫伤口+相距
/C>CC+9

(

!

个伤口接腐烂病菌(

;

个

为对照)每个处理接种
H

个枝条*在接种部位上方

;

!

/+9

处加一块无菌水浸湿的脱脂棉(用塑料薄

膜将其和接种体包扎好*接种后将枝条扦插于含水

量约
!CR

的无菌细沙中(在温度
/"g

+相对湿度约

!CR

条件下培养*

待伤口扩展后(挑选病斑扩展长度为%

;>CCB

C>HC

&

+9

的枝条进行离体枝条腐烂病菌抑菌试验*

用小刀在病斑处刻线(深至木质部*纵横交错(距离

约
C>"C+9

*将伤口刻好线后(用毛笔在烫伤部位

涂抹发酵液+发酵液膏剂+发酵液水剂及
!

种化学药

剂%厂家推荐剂量&(

WO

培养基作为对照*处理后

的枝条插入含水量约
!CR

的无菌细沙中(于
/"g

保

湿培养
;C2

(观察记录枝条的发病情况(测量病斑长

度(计算防治效果+试验重复
H

次*

防治效果
`

%对照组病斑长度
i

处理组病斑长度&

对照组病斑长度 l;CCR

*

M>!>I

!

UQ;A

发酵液和化学药剂对苹果腐烂病的田

间防效试验

!!

/C;D

年的
H

月进行田间防治试验*首先对病组

织进行刮治(刮治时彻底刮除病组织+深至木质部(四

周外延
C>"C+9

(尽量使刮治伤口纵长+横窄(切面光

滑*刮除病组织后(分别涂抹上述配制好的发酵液+

发酵液膏剂+发酵液水剂及
!

种化学药剂%厂家推荐

剂量&使其完全覆盖刮治后的伤口并外延
;>"C+9

(处

理后每隔
;C2

再涂
;

次(共
H

次*以
WO

培养基作

为对照(每个处理
/C

个病疤(

H

个月后测量伤口愈

合面积(次年
H

月调查病疤复发情况*愈合面积采

用坐标纸法#

H/

$

(用一张纸在伤口总面积部位外围和

内部未愈合部位外围画外围线(然后把两个周线描绘

在单个方格为
;+9

/的坐标纸上(计算愈合面积*病

疤复发率计算参考曹欣然等#

HH

$

(公式如下*

病疤复发率
`

病疤累计复发病块数
调查病疤总块数 l;CCR

*

M09

!

数据处理

采用
P=+.(/CCH

进行图表数据处理(并采用

0_00;A>C

软件进行差异显著性分析%

9

'

C>C"

&*

!

!

结果与分析

!0M

!

拮抗菌鉴定

!>M>M

!

拮抗菌形态学特征

菌株
UQ;A

在
/Eg

下培养
H2

可出现明显菌

落(其形状不规则+初期白色(后期为黄褐色+中央略

突起+不透明+表面粗糙(产芽胞(镜检芽胞呈椭圆形

或杆状%图
;

&*

图
M

!

菌株
1.MU

的形态特征

.+

/

0M

!

K(5

7

2(%(

/

+4#%42#5#4*&5+6*+46(8+6(%#*&1.MU

!>M>!

!

基于
;D0%KWF

和
:#

"=

基因序列系统发育分析

利用
;D0%KWF

序列(以
83+-;%(7-

2

&"1-,

为外

类群构建系统发育树*分离菌株
UQ;A

和
83,06/-5

+-,

%

[bHD;CDA

+

YQ!LDEED

+

MVA//D!A

等&以
LER

自

展支持率聚为同一个分支%图
/

&(表明其与
83,06/-+-,

的亲缘关系较近*

'

E//

'
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图
!

!

依据
MT>5@AB

序列构建的菌株
1.MU

与

相关菌株的系统发育树

.+

/

0!

!

Q2

H

%(

/

&)&*+4*5&&(86*#+)1.MU#)-5&%#*&-

6*5#+)6$#6&-()MT>5@AB6&

X

,&)4&

利用
:#

"=

基因序列(以
83+-;%(7-

2

&"1-,

为外

类群构建系统发育树*分离菌株
UQ;A

和
83,06/-5

+-,

%

[\LAA;/E

+

[\LAA;H;

+

[\LAA;HC

等&以
;CCR

自

展支持率聚为同一个分支%图
H

&(表明其与
83,06/-+-,

的亲缘关系较近*结合形态学特征+

;D0%KWF

和

:#

"=

基因序列分析结果(将菌株
UQ;A

鉴定为
83

,06/-+-,

*

图
9

!

依据
>#

"3

序列构建的菌株
1.MU

与

相关菌株的系统发育树

.+

/

09

!

Q2

H

%(

/

&)&*+4*5&&(86*#+)1.MU#)-5&%#*&-

6*5#+)6$#6&-()

>#

"36&

X

,&)4&

!0!

!

发酵液与
=

种化学药剂的抑菌效果及对腐烂

病菌菌丝形态的影响

!!

供试
!

种化学药剂对腐烂病菌%菌株
Z:LC

&的抑

菌率范围为
!/>DCR

!

L!>/CR

(其中苯醚甲环唑和甲

基硫菌灵的抑菌率较高(分别为
E;>HCR

和
L!>/CR

+

二者差异显著)嘧菌酯和辛菌胺抑菌率较低(二者差

异显著)菌株
UQ;A

发酵液的抑菌率为
LH>ECR

(和

甲基硫菌灵对腐烂病菌的抑菌率相当+二者差异不

显著(发酵液与嘧菌酯+辛菌胺+苯醚甲环唑
H

种药

剂相比差异显著%图
!

&*

腐烂病菌与菌株
UQ;A

对峙培养
A2

后(相比对

照腐烂病菌落呈深褐色)菌丝为褐色+顶端膨大+粗

细不均匀+分支增多(部分菌丝细胞质外渗%图
"

&*

图
=

!

发酵液及
=

种化学药剂对腐烂病菌抑制效果

.+

/

0=

!

F)2+$+*(5

H

&88&4*(88&53&)*#*+()$5(*2#)-

42&3+4#%6()?)+,)0)+-

图
I

!

菌株
1.MU

对苹果树腐烂病菌的抑制作用

.+

/

0I

!

F)2+$+*(5

H

&88&4*(86*5#+)1.MU()?)+,)0)+-

!09

!

1.MU

发酵液和化学药剂对离体枝条的防治效果

供试
!

种化学药剂对腐烂病防治效果为
!!>;"R

!

AD>LHR

+病疤平均长度范围为
/>/H

!

">!C+9

(

其中苯醚甲环唑和甲基硫菌灵对腐烂病的防效较

好(分别为
A!>!"R

和
AD>LHR

+二者差异不显著)嘧

菌酯和辛菌胺防效较低(二者差异显著*

发酵液和辛菌胺对腐烂病病疤的防效分别为

A;>ADR

和
DE>/"R

(二者差异显著)发酵液膏剂+水剂

对腐烂病的防治效果最好(分别为
AE>"LR

和
EC>C!R

(

二者差异不显著(与甲基硫菌灵相比差异不显著(与

其他
H

种药剂相比差异均显著(病疤平均长度分别

为
/>CA+9

和
;>LH+9

(二者差异不显著(与甲基硫

'

L//

'



/C;L

菌灵相比差异不显著(与其他
H

种药剂相比差异均

显著%图
D

&*

图
T

!

发酵液和化学药剂在苹果离体枝条上对

腐烂病的防效

.+

/

0T

!

'()*5(%&88+4#4

H

(88&53&)*#*+()$5(*2#)-

42&3+4#%6()&Z4+6&-#

77

%&*S+

/

6+)(4,%#*&-

S+*2?)+,)0)+-

!0=

!

1.MU

发酵液和化学药剂对苹果腐烂病的田间

防治效果

!!

使用
!

种化学药剂后腐烂病复发率为
E>EHR

!

/A>L/R

+病疤愈合面积为
!>LD

!

D>DH+9

/

(其中

甲基硫菌灵防治腐烂病后复发率为
E>EHR

(显著低于

其他
H

种药剂处理的复发率)嘧菌酯和辛菌胺复发率

较高(分别为
/A>L/R

和
/;>H;R

(二者差异显著*

发酵液+发酵液膏剂+发酵液水剂防治腐烂病

后复发率较低(均在
!>"CR

以下(显著低于
!

种化

学药剂的复发率)涂抹发酵液的伤口愈合面积均在

L>CC+9

/以上(其中涂抹发酵液膏剂的伤口愈合

效果最好(达到
L>AL+9

/

(发酵液和发酵液水剂处

理的伤口愈合面积分别为
L>/H+9

/和
L>HA+9

/

(

二者差异不显著%图
A

!

E

&*

图
U

!

发酵液田间防治效果

.+

/

0U

!

.+&%-$+(4()*5(%&88&4*6(88&53&)*#*+()$5(*2

图
W

!

1.MU

发酵液和化学药剂田间防治效果比较

.+

/

0W

!

'(3

7

#5+6()(88+&%-4()*5(%&88&4*6$&*S&&)1.MU8&53&)*#*+()$5(*2#)-42&3+4#%6

'

CH/

'
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9

!

结论与讨论

枯草芽胞杆菌天然存在于自然界(其中很多菌

株具有防病及促生作用(被广泛地开发应用#

H!

$

*本

试验筛选+鉴定来自苹果树皮上
;

株对腐烂病菌抑

菌率高的枯草芽胞杆菌(经离体枝条和田间试验表

明其发酵液可有效防治苹果树腐烂病*拮抗细菌对

真菌的主要作用是抑制分生孢子的萌发和菌丝生

长#

H"HD

$

(这也与本研究结果一致*菌株
UQ;A

发酵

液显著抑制腐烂病菌菌丝生长(效果较好(可有效防

治腐烂病(具有生防应用意义*

生产中主要采用刮治并涂抹化学药剂防治苹果

树腐烂病*本研究供试的
!

种化学药剂在室内均表

现出较高的抑菌活性(然而田间试验发现刮治并涂

抹化学药剂后伤口愈合能力差(长期裸露易滋生病

菌(病疤复发率高*

本试验使用刮治并涂抹生防菌发酵液防治苹果

树腐烂病(表明可促进伤口的愈合并显著降低腐烂病

的复发*枯草芽胞杆菌发酵液中含有能促进伤口愈

合的物质(伤口部位被愈伤组织完全封闭(能有效阻

止腐烂病的复发#

HD

$

*通过试验发现(发酵液的田间防

效好于化学药剂*因此(在果树休眠期采用伤口刮治

结合涂抹生防菌剂的方法是理想的防治手段*此外(

因为吐温可使不溶或难溶的液体形成稳定的乳浊液(

所以有助于发酵液渗透到树皮下有效与病原菌接触(

提高防治效果#

HA

$

)黄原胶起到乳化+稳定+凝胶增稠的

作用(使得发酵液膏剂不容易蒸发(耐雨水冲洗#

HE

$

(有

助于发酵液在伤口处定殖进而抑制腐烂病菌*
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