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通过对从湘西武陵山区感病萝卜分离的一株软腐病菌进行致病力测定&结合萝卜软腐病菌的培养特性$菌体

形态观察$生理生化测定及
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果表明&农用链霉素$

IMM%

和
IMM!
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细菌性软腐病菌主要来自于欧文氏菌属
:%B

W0<0'

#果胶杆菌属
#6=3/)'=36%07(

和迪基氏菌属

D0=Q6

+

'

"其中许多属于强致病性软腐细菌"

D0=Q6

+

'

在国际上被列为十大植物病原细菌之一*

$

+

"这些致

病菌可导致多种作物及园艺产品软腐病的发生"其

中"

#6=3/)'=36%07(

和
D0=Q6

+

'

属可以侵染
"-(

的

被子植物"寄主范围非常广泛"比如水稻#玉米#马铃

薯#甘薯#番茄和萝卜等*

'%

+

'当软腐病菌不引起疾



'-$#

病时"可以作为内生菌#附生菌和腐生菌生存"全世

界农业区的植物#土壤#新鲜地表水#地下水和昆虫

中均有发现'软腐病的发生和发展受环境因素的调

节"比如温度#低氧等'

近年来"以萝卜#白菜及结球甘蓝等喜爱冷凉气

候的十字花科大宗蔬菜为主的高山蔬菜因其独特的

地理环境产地和优良品质而逐渐兴起"可以弥补南

方地区的,伏缺-"种植面积逐年增加'但是由于连

年种植和结构单一"导致近些年病害日趋严重"大大

影响了高山蔬菜的产量及品质*

!"

+

'其中"软腐病对

萝卜的危害主要发生在根茎#叶柄及叶片"多发生在

其生长后期及采后贮藏期)在生长期"一般从根尖发

病蔓延至整个根部软腐"呈烂泥状"然后向上蔓延致

叶片变黑褐色软腐)萝卜染病部位呈烂泥状"发出难

闻的恶臭'连种#雨水多#湿度大#根部开裂及地下

害虫等可加重软腐病的发生'

本研究通过细菌形态观察#致病力测定#生理生

化鉴定结合
U+ITE

多位点序列分析鉴别了一株来

自湘西高山地区的软腐病致病菌"并对该病菌进行

了室内防治药剂筛选"旨在为生产中萝卜软腐病的

防治提供参考'

$
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材料和方法

$"$

!

试验材料

供试菌株
I56

JJ

$0--

从湖南湘西武陵山区高

山感病萝卜分离得到'

供试药剂!

0(

春雷霉素可湿性粉剂$上海立邦

农化有限公司%"

/-(

波尔多液可湿性粉剂$通州正

大农药化工有限公司%"

.'(

农用链霉素可湿性粉剂

$山东百士威农药有限公司%和以噻唑锌为主要有效

成分的复配高效杀菌组合物
IMM$

!

IMM!

$北京图

为生物科技有限公司%'

$"!

!

病原菌回接与侵染试验

基于柯赫氏法则"常温无菌条件下将该菌株回

接至萝卜活体中"观察发病特征'为进一步了解该

菌株致病力大小与侵染范围"将该菌株依次接入白

菜
-%'??0='

@

6Q0<6<?0?

#结球甘蓝
-./&6%'=6'

#紫薯

J

@

/(/6')'3'3'?

#杏鲍菇
#&67%/37?6%

+

<

2

00

#马铃薯

5/&'<7(37)6%/?7(

#蒜$地上及地下部分%

$&&07(

?'30G7(

#葱
$.

A

0?37&/?7(

#冬瓜
-6<0<='?'>0?

@

0*'

等分属于
/

科
$%

个属的作物植株"约
$0F

后观察

症状并统计发病情况"软腐病病情分级如下!

-

级"

无病斑)

$

级"病斑占样品体积
$

&

!

及以下)

'

级"病

斑占样品体积
$

&

'

及以下且大于
$

&

!

体积)

%

级"病

斑占样品体积
%

&

!

及以下且大于
$

&

'

体积)

!

级"病斑

占样品体积
%

&

!

以上"但是并未达到全部软腐)

"

级"

样品全部软腐*

0

+

'

$"%

!

病原鉴定

$&%&$

!

菌体形态观察及生理生化鉴定

将纯化培养的菌株
I56

JJ

$0--

划线接种于
+]

培养基"

%!g

培养过夜"观察并记录菌株生长状况及

形态特征*

.

+

'参照
IAFB?

d

<

等文献进行革兰氏染

色#葡萄糖氧化发酵鉴定#在
S81

2

4

4]

培养基上产

生荧光色素的鉴定*

/

+

#细菌氧化酶试验*

#

+

#酪蛋白水

解*

$-

+

#硝酸还原反应#过氧化氢酶#明胶液化#卵磷

脂酶活性鉴定#硫化氢的产生#利用包含甲基绿和酚

酞二磷酸酯的
+]

培养基鉴定致病菌磷酸酶活

性*

$$$'

+

#吲哚产生及
UREiM

试验"利用
T

>

5?4

等基

础培养基鉴定
'/

种含碳有机物是否可作为该菌株

的碳源*

$%

+

"所有生理生化试验至少设置
%

次重复"

并设置对照试验'

$&%&!

!

U+ITE

多位点序列分析

从本课题组已获得的
I56

JJ

$0--

全基因组注

释信息以及
P*]3

数据库中提取
2

'

@

$

"

0=*$

"

@2

0

"

%

@

/5

"

(*>

和
@

%/$0

个看家基因的序列信

息*

$!

+

'通过
]+TI;1

与
5̂1]B1O

中数据进行比对

获取同源序列"或者从
TITM

数据库获取
D0=Q6

+

'

"

:%W0<0'

和
#6=3/)'=36%07(

属相关同源序列"用

U5

2

BW

软件进行多重比对"用
I5

@

A5165UB=7?8=

软件联合各位点序列*

$"

+

"再转到
U5

2

BW

中采用邻

接法$

158

2

FZ<?E

d

<8181

2

L57F<9

"

PX

%构建系统发育

树"利用
8;Q+

在线工具制作进化树*

$0

+

"根据多位点

进化树结果来分析
I56

JJ

$0--

与同属其他菌株及

其他属菌株的亲缘关系"以确定分类地位'

$"&

!

不同药剂对
B+/

@@

$EAA

的室内防效测定

I56

JJ

$0--

于
+]

液体培养基
%!g

培养过夜"按

菌悬液与液体培养基
$m$-

$

TmT

%的比例"将菌悬液加

入到约
%-

!

!-g

的
+]

固体培养基"制成含菌平板'

供试药剂均设置为
!--

倍#

.--

倍和
$---

倍

%

个浓度梯度"其质量浓度分别约为
'"--

#

$"--

和

$---

"

2

&

L+

"以无菌去离子水处理作为对照"每个

浓度均设置
%

次重复'

以抑菌圈法进行药剂初选"用打孔器在新鲜的

含菌平板上垂直#均匀地打出
/

个直径
-&"6L

的

孔"分别注入约
!-

"

+

相同浓度的供试药剂"加入等

量的无菌水作为空白对照"

%!g

培养
'!F

"以十字交

叉法测量抑菌圈直径"计算抑菌率"并利用
3]U

IMII'$

进行了两因素单变量的方差分析'

(

-"$
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期 李苗苗等!一株强致病力软腐病菌鉴定与室内药剂筛选

抑菌率
#

处理抑菌圈直径
$

对照抑菌圈直径
处理抑菌圈直径 %&''(

利用比浊法进行有效药剂毒力测定"药剂均设

置至少
"

个梯度"以倍比法稀释得到"按药液与
)*

液体培养基
&+!

#

!+!

$的比例将药液加入培养基"

并加入
&'

!

)

菌悬液"每个浓度梯度重复
,

次"设

置阴性及阳性对照"

,-.

培养"当阳性对照
/0

1''

为
'2"

时"用酶标仪测所有处理吸光度"计算抑菌

率"抑菌率接近
&

的最低浓度为最小抑菌浓度%

!

!

结果与分析

!"#

!

致病菌形态观察

345

66

&1''

在
)*

固体培养基上
,!.

培养
7!8

"

菌落多呈圆形"全缘"淡奶油色"中间突起"质地均

匀"表面光滑稍透明#图
&9

$"经革兰氏染色鉴定为

革兰氏阴性细菌"呈杆状#图
&:

$%

图
#

!

$%&

''

#())

菌株培养特征和侵染萝卜的症状

*+

,

"#

!

-.%&/01/2%&.323&1%2+41+&456$%&

''

#())3784

9

:

'

15:456+76%&1%8238+4.

!"!

!

侵染范围与致病力测定

结果显示"回接到萝卜的
345

66

&1''

致病力明

显"受侵染的萝卜全部软腐甚至变软流水#图
&5

$"与

田间症状一致%通过观察侵染其他蔬菜病症及统计

致病力"发现
345

66

&1''

不侵染紫薯&杏鲍菇'对其

他的蔬菜侵染较明显"能重度侵染蒜&葱&白菜"对上

述蔬菜具有强致病力#表
&

$%

表
#

!

$%&

''

#())

对不同蔬菜的致病等级#

!

-3;0%#

!

-.%8+4%34%

,

238%456$%&

''

#())57

8+66%2%71<%

,

%13;0%4

蔬菜种类
;4

<

4=9:>4 345

66

&1'' ?@

萝卜
A9BCD8 EEEEE $

马铃薯
FG=9=G EEE $

番茄
HGI9=G EEE $

紫薯
3J44=

6

G=9=G $ $

杏鲍菇
KLD8MGGI $ $

胡萝卜
?9MMG= EEE $

冬瓜
NCO=4M

<

GLMB EEE $

莴苣
)4==L54 EEE $

辣椒
F4

66

4M EEE $

蒜
P9M>C5 $ $

蒜苗
P9M>C5:G>= EEEEE $

葱
PM44OGOCGO EEEEE $

结球甘蓝
?9::9

<

4 EE $

白菜
?8CO4D459::9

<

4 EEEEE $

!

&

$

?@

"对照'

'

级"

$

'

&

级"

E

'

7

级"

EE

'

,

级"

EEE

'

!

级"

E

EEE

'

"

级"

EEEEE

%

?@

"

5GO=MG>

#

0N

"

BCD=C>>4BJ9=4M

$'

<

M9B4'

"

$

'

<

M9B4&

"

E

'

<

M9B47

"

EE

'

<

M9B4,

"

EEE

'

<

M9B4!

"

EEEE

'

<

M9B4"

"

E

EEEE2

!"=

!

生理生化指标分析

通过生理生化指标测定与分析"发现
345

66

&1''

能氧化发酵葡萄糖"在
@CO

<

(

D*

培养基上不能

产生荧光色素"在硝酸还原&卵磷脂试验&吲哚产生&

KAQ;F

试验&氧化酶活性和酪蛋白水解试验中均表

现为阳性%在硝酸还原试验中"

345

66

&1''

直接还

原
R/

,$到氮气'

345

66

&1''

不能产生过氧化氢酶'

345

66

&1''

能利用
"Q

#

$

$果糖&

!

Q"Q

乳糖&

"Q

#

E

$

Q

棉籽糖等"不能利用
"Q

#

E

$

Q

海藻糖&

"Q

#

E

$

Q

松三

糖&

"

Q

龙胆二糖等"能微弱地利用
"Q

#

E

$

Q

麦芽糖&糊

精#表
7

$%以上结果显示"在重要的含碳有机物代

谢的种间差异指标上"根据
39IDGO

等展示的结果"

345

66

&1''

与)

F84OGO&

*的测定结果类似"该菌株

能代谢
"

Q

龙胆二糖+

,

,

'根据
;9OB4MNG>S

等展示的

结果"该菌株与
"#$%&'()

和
"#*'*'(+))DL:D

6

2*',

*'(+))

结果类似+

&-

,

'根据
F9MTCODGO

等展示的结果"

该菌株与
"#*'*'(+))DL:D

6

2*'*'(+)) R?FF*

UVU

H的结果类似+

&U

,

"不同的是
345

66

&1''

能水解

酪蛋白'根据胡白石等展示的结果"该菌株与
"#*',

*'(+))DL:D

6

2*'*'(+))R?FF*UVU

&

"#

-

'(

.

/0%(

.

*')

&

"#$%&'()R?FF*!!-V

H 和
"#/1'1R?FF*,",&

特

征类似"不同之处在于
"

Q

龙胆二糖代谢和酪蛋白的

水解+

&V

,

%因此"根据以上结果可以初步明确
345

66

&1''

属于
")231

4

'

属"但是由于含碳有机物代谢上

的差异还不足以确定其种名%

-

&"&

-
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表
!

!

$%&

''

#())

菌株生理生化特点#

!

-3;0%!

!

>.

9

4+&5&.%:+&30&.323&1%2+41+&456$%&

''

#())4123+7

生理生化试验
F8

W

DC5G584IC59>=4D=

结果
A4DL>=

生理生化试验
F8

W

DC5G584IC59>=4D=

结果
A4DL>=

革兰氏染色
PM9I

(

DD=9COCO

<

$

葡萄糖
"Q

#

E

$

QP>L5GD4 E

葡萄糖氧化发酵试验
/QX=4D= E

蔗糖
3L5MGD4 E

荧光色素产生
X>LGM4D54O=

6

C

<

I4O=

6

MGBL5=CGO $

核糖
"QAC:GD4 E

氧化酶活性
/YCB9D495=CZC=

W

04>9

W

4BE

甘露糖
"QK9OOGD4 E

硝酸还原
RC=M9=4M4BL5=CGO E

木聚糖
[

W

>9O E

明胶水解
P4>9=CO8

W

BMG>

W

DCD=4D= E

肌醇
\OGDC=G> E

卵黄反应
]

<<W

G>TM495=CGO E

木糖
"Q[

W

>GD4 E

酪蛋白水解
^

W

BMG>

W

DCDGS59D4CO E

半乳糖醇
0L>5C=G> $

^

7

3

产生
^

7

3

6

MGBL5=CGO ;

乳糖
!

Q"Q)95=GD4 E

磷酸酶试验
F8GD

6

89=9D4=4D= E

半乳糖
"QP9>95=GD4 E

过氧化氢酶试验
?9=9>9D4=4D= $

阿拉伯糖
5Q

#

E

$

Q_M9:COGD4 E

吲哚产生
\OBG>4

6

MGBL5=CGO E

纤维二塘
"Q

#

E

$

Q?4>>G:CGD4 E

;F

试验
;G

<

4DQFMGDT9L4M=4D= E

麦芽糖
"Q

#

E

$

QK9>=GD4 N

甲基红试验
K4=8

W

>A4B=4D= E

糊精
04Y=MCO N

果糖
"Q

#

Q

$

QXML5=GD4 E

甘油
P>

W

54MG> E

海藻糖
"Q

#

E

$

QHM489>GD4 $

水杨苷
"Q39>C5CO E

山梨醇
"Q3GM:C=G> $

蜜二糖
K4>C:CGD4 E

甲基
Q

"

Q"Q

吡喃半乳糖苷
K4=8>Q

!

,"Q

<

>L5G

6W

M9OGDCB4 $

松三糖
"Q

#

E

$

QK4>4̀C=GD4 $

甘露醇
K9OOC=G> E "Q

氧代葡萄糖酸钾
"QT4=GQ"Q

<

>L5GO9=4 $

苹果酸
5QK9>C595CB E

棉籽糖
"Q

#

E

$

QA9SSCOGD4 E

乳酸
)95=C595CB E

龙胆二糖
"

QP4O=CG:CGD4 E

!

&

$

&''(

阳性反应"

E

'

&''(

阴性反应"

$

'菌株间不稳定的反应"

;

'微弱的反应"

N

%

&''(

6

GDC=CZ4

"

E

'

&''(O4

<

9=CZ4

"

$

'

;9MC9:>4

"

;

'

N49TM495=CGO

"

N2

!"?

!

@A$BC

多位点序列分析

通过
*)_3HO

比对"从
P4O*9OT

中获取
345

66

&1''

&

"#*'*'(+))03K&U'7'

&

"#*'*'(+)),V,-

&

"#/1'1

]58"U1

等菌种的同源基因同源序列"部分序列号如

表
,

所示"从
_3_F

数据库获取其他菌株部分相关

序列如表
,

所示%

表
=

!

!

"

#

$

"

%&'$

"

(')

"

#!

%

"

#

*+$

和
*

#

+,

基因在部分相关菌株中的
DEFG

序列号和
B$B>

序列号

-3;0%=

!

DEFG3&&%44+577/:;%24378B$B>GH456

!

"

#

$

"

%&'$

"

(')

"

#!

%

"

#

*+$378*

#

+,

,

%7%456

45:%2%6%2%7&%4123+74+7I%7F37J378B$B>8313;34%

菌株
3=M9CO

.

'

6

7 )2*7 8*0

6.

)

6

9%7 9

6

%:

345

66

&1''

?F'7,!U!2&

!

7!&,&7-Q7!&!&77

?F'7,!U!2&

!

7-&-""-Q7-&UU&'

?F'7,!U!2&

!

1"-&V&Q1"U&,7

?F'7,!U!2&

!

!"!!,"VQ!"!1''-

?F'7,!U!2&

!

,V"U'&1Q,V"V71V

?F'7,!U!2&

!

!'7V,7!Q!',',&1

"#*'*'(+))03K&U'7'

?F'7,!1-2&

!

7,V,&-1Q7,V!&-&

?F'7,!U!2&

!

71V'"V,Q71V&U!1

?F'7,!U!2&

!

11V-'1Q1-'1!-

?F'7,!U!2&

!

!,UVU!!Q!,V&!V,

?F'7,!U!2&

!

,U&7'1"Q,U&,,&U
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!

,UU,U,"Q,UU!U7-

"#$%&'()FF/V'&V

?F'&-!"!2&

!
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!
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!
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!
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!
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!
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!
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!
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!
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!
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-
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.
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.
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!
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!
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!
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!
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!
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2
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卷第
!

期 李苗苗等!一株强致病力软腐病菌鉴定与室内药剂筛选

!!

通过
1

个看家基因
.

'

6

7

"

)2*7

"

6.

)

"

6

9%:

"

8*0

和
6

9%7

联合系统进化树结果分析#图
7

$"

")231

4

'

&

>9?)()'

和
;12+%@'2+19)=8

属的菌株分别以较高的

*GG=D=M9

6

Z9>L4

聚在不同分支"说明同属的菌株亲

缘关系较近%

")231

4

'D

6

2345

66

&1''

和
"#

-

'(

.

,

/0%(

.

*')03K&'&V!-

聚类在亲缘关系最近的一个

分支"

*GG=D=M9

6

Z9>L4

达
&''

"序列同源性较高"两个

菌株亲缘关系较近"与生理生化结果基本统一%

图
!

!

-%&./

0

"

"

1*2%3%"

和
4/&5+6"&5/*%7(#K

个菌株的
(

个看家基因
%&'$

"

#!

%

"

#

*+,

"

(')

"

#

*+$

"

(58-

多位点系统发育树

*+

,

"!

!

-.%52+

,

+73012%%56&57&31%731%84%

L

/%7&%456

!

"

#

$

"

%&'$

"

#!

%

"

#

*+,

"

(')

"

#

*+$56!?4123+74

;%057

,

+7

,

151.%

,

%7/4-%&./

0

"

"

1*2%3%"3784/&5+6"&5/*%7(;

9

/4+7

,

1.%7%+

,

.;52C

M

5+7+7

,

:%1.58

!"N

!

杀菌剂的室内防效测定

预筛选药效试验表明"春雷霉素&波尔多液&

3FF&

和
3FF7

对病原菌没有抑菌作用'农用链霉

素&

3FF,

和
3FF!

可抑制病菌生长"其中农用链霉

素与
3FF!

抑菌效果较好"与
3FF,

药剂抑菌效果

差异显著#

;

"

'2'"

$'在这
,

种药剂处理中"不同

梯度间抑菌效果无显著差异#表
!

$'抑菌圈效果如

图
,

所示%

图
=

!

不同浓度杀菌剂抑菌效果

*+

,

"=

!

B71+;3&1%2+30%66%&1456;3&1%2+&+8%4318+66%2%71&57&%71231+574

!!

选取农用链霉素&

3FF,

及
3FF!

通过比浊法进

行了最小抑制浓度#

K\?

$测定%结果显示#表
"

$"

K\?

分别为
&'U'

&

&U''

和
V''

!

<

.

I)

"

3FF!K\?

最低"毒力最强"其次为农用链霉素"最后为
3FF,

%

=

!

结论与讨论

")231

4

'

是由
39IDGO

等于
7''"

年对 )

>#209

4

$'(,

+018)5GI

6

>4Y

*重新分类成立的新属+

,

,

"其中一些菌

种的分类地位一直在修订"新种也在不断加入%

*M9B

W

&

;9OB4MNG>S

&

F9MTCODGO

等先后利用生理生化

鉴定方法&

0R_

杂交&

&13M0R_

序列比对&多基因联合

系统发育分析和核苷酸一致性分析等鉴定方法丰富了

"#*'*'(+))

&

"#$%&'()

&

"#'

A

='+)2'

等菌种+

&-&U

"

7'

,

%胡白

石等利用以上类似方法及脂肪酸分析等成立了包含

-

,"&

-
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表
?

!

=

种药剂对
$%&

''

#())

的抑菌率#

!

-3;0%?

!

-.%+7.+;+1+57231%456=;3&1%2+&+8%415$%&

''

#())

药剂

*95=4MC5CB4

处理浓度.
!

<

-

I)

$&

?GO54O=M9=CGO

抑菌率.
(

\O8C:C=CGOM9=4

-7(

农用链霉素
NF

9

<

MC5L>=LM9>D=M4

6

=GI

W

5CO

-7( NF

7"''

#

1,a'2'!

$

9

&"''

#

"1a'2'7

$

9

&'''

#

"1a'2'"

$

9

3FF, 7"''

#

!!a'2''

$

:

&"''

#

!!a'2''

$

:

&'''

#

,"a'2'"

$

:

3FF! 7"''

#

"Va'2'V

$

9

&"''

#

1&a'2'1

$

9

&'''

#

1&a'2'1

$

9

!

&

$数据为平均值
a

标准差"同列数据后不同小写字母表示差异显

著#

;

"

'2'"

$%

09=99M4

6

M4D4O=4B9DI49OaD=9OB9MBB4ZC9=CGO

"

BCSS4M4O=>GJQ

4M59D4>4==4MDCO=84D9I45G>LIOCOBC59=4DC

<

OCSC59O=BCSS4M4O54

#

;

"

'2'"

$

2

表
N

!

=

种药剂对
$%&

''

#())

的最小抑菌浓度#

!

-3;0%N

!

-.%:+7+:30+7.+;+1+57&57&%71231+57456
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Ĉ>B4:M9OB9OB358MG=8

&V1-

$

9̂L:4O4=9>2&VVVCO=G9O4J

<

4OLD

"

5%($*'&1'

<

4O2

OGZ2

"

9D5%($*'&1'

A

=192)(' 5GI:2OGZ2

"

B4D5MC

6

=CGODGS

5%($*'&1'

A

=192)('DL:D

6

2

A

=192)('5GI:2OGZ2

"

5%($*'&1'

A

=192)('DL:D

6

2)@19)2'DL:D

6

2OGZ29OB5%($*'&1'

A

=192)('

DL:D

6

2@9)+'(()2'DL:D

6

2OGZ2

"

4I4OB9=CGOGS=84B4D5MC

6

=CGO

GS=84

<

4OLDB91((19)'

"

M45>9DDCSC59=CGOGS")231

4

'*)1

--

1(@',

20)'1 9D ")231

4

'*'*'(+)) DL:D

6

2*)1

--

1(@'20)'1 5GI:2

OGZ2

"

9OB4I4OB9=CGOGS=84B4D5MC

6

=CGOGS")231

4

'*'*'(+))

+

b

,

2\O=4MO9=CGO9>bGLMO9>GS3

W

D=4I9=C59OB]ZG>L=CGO9M

W

KCQ

5MG:CG>G

<W

"

7'&7

"

17

#

-

$!

&"V7 &1'72

+

7&

,冯洁
2

植物病原细菌分类最新进展+

b

,

2

中国农业科学"

7'&-

"

"'

#

&7

$!

7,'" 7,&!2

+

77

,晋知文"谢学文"马墨"等
2

蔬菜细菌性软腐病防治药剂活体

组织筛选技术+

b

,

2

植物保护学报"

7'&-

"

!!

#

7

$!

71V 7-"2

!责任编辑"田
!

?#

-

""&

-




