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摘要  [ 目的] 探讨内生细菌 Bacill us sp .对菠菜枯萎病的防病作用。[ 方法] 就内生菌 Bacillus sp .对菠菜枯萎病菌平板抑制作用、不同浓
度内生菌对菠菜枯萎病的防治效果及内生菌在菠菜根部的定殖位点进行研究。[ 结果] 结果表明,浓度为1×107 cfu/ ml 时 , Bacillus sp .
对菠菜枯萎病防治效果最好 ,且内生菌定殖在菠菜根部木质部导管中。[ 结论] 从菠菜根部筛选出的内生细菌 Bacillus sp .对菠菜枯萎病
有的较好防治效果,可以利用此开发具有潜在生防价值的生物制剂。
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Biocontrol Effect of Endophytic Bacill us sp . fromSpinach against Fusari u m oxysporu m f .sp.spinaci ae
WU Yun-sheng et al  ( Shenzhen Agricultural Technology Extension Station in Guangdong Provi nce , Shenzhen, Guangdong 518040)
Abstract [ Objective] The research ai med to study the biocontrol effect of endophytic Bacillus sp . fromspinachagai nst Fusariu moxysporumf . sp .spinaci-
ae .[ Method] It was tested inthe dual-culture test in plates that endophytic Bacillus sp . inhibited Fusari um oxysporu mf . sp . spi naciae . Biocontrol effect
of different concentration endophytic Bacillus sp . against Fusarium oxysporu m f . sp . spinaci ae and its localization in spinach roots were i nvestigated .
[ Result] Opti mumconcentration for controlling Fusarium oxysporumf . sp . spinaciae was 1×107 cfu/ ml . Bacillus sp .were clearly localized i nthe xylem
vessels of spinach . [ Conclusion] Endophytic Bacillus sp . fromspinach have good biocontrol effect against Fusariu m oxysporum f . sp . spinaciae . So it is
feasible of developing biocontrol preparation which has potential biocontrol value by using endophytic Bacillus sp .
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  菠菜( Spinacia oleracea L .) 在全国范围内广泛种植, 每年

收获4～5 茬, 营养价值高, 深受老百姓喜爱。近年来, 由于

单一品种栽种, 菠菜枯萎病在全国种植区大面积发生, 并有

逐步扩展蔓延的趋势。该病是由尖孢镰刀菌菠菜专化型

( Fusariumoxysporumf .sp . spi naci ae) 引起的, 病原菌主要随着

植株残体在土壤或种子上度夏、越冬。目前 ,抗病品种的推

广种植在一定程度上控制了该病的发生, 但是收效甚微[ 1] 。

虽然氯化苦土壤熏蒸剂可以有效控制该病害[ 2] , 但是由此造

成的农药残留和环境污染问题也不容忽视。

生物防治方法可以有效地控制土传病害的发生, 如根围

定殖的真菌和细菌[ 3 - 4] ,但是这些根围微生物会与土壤中其

他微生物竞争营养且防治效果易受土壤微生态环境的影响。

因此, 在土壤中分离拮抗微生物也有一定弊端。而那些在其

生活史中的某一阶段生活在植物组织内,对植物组织没有引

起明显病害症状的内生细菌, 克服了根围菌的弊端, 可以诱

导宿主植物的防御系统 ,抑制病原菌生长, 从而起到减轻和

防治植物病害的作用[ 5 - 6] 。为此, 笔者利用从菠菜根部筛选

的内生细菌 Bacill us sp .防治菠菜枯萎病,旨在开发具有潜在

生防价值的生物制剂。

1  材料与方法

1 .1 菠菜品种 大叶菠菜“急先锋”。

1 .2 供试菌种和培养基 菠菜枯萎病菌( Fusari um oxysporum

f .sp . spinaciae) ,内生细菌 Bacill us sp . ,从深圳郊区菜场分离 ,

均保存于华南农业大学植物病理研究室。内生细菌培养采

用NA 培养基; 病原菌培养及拮抗作用测定采用 PSA 培

养基[ 7] 。

1 .3  Bacill us sp .对菠菜枯萎病菌的拮抗作用  在直径90

mm的培养皿中加入15 ml 培养基制成平板, 于中央移入1 块

直径为5 mm 的枯萎病菌菌苔, 在边缘等距离移入4 块直径

为3 mm 的内生细菌菌苔,以不接拮抗菌为对照。置于28 ℃

下培养3 d 后开始观察病原菌及内生细菌生长情况。测量菠

菜枯萎病菌菌落直径和抑菌带宽度。

1 .4 Bacill us sp .对菠菜枯萎病的防治效果  将菠菜种子用

54 ℃温水浸种10 min ,经1∶25 次氯酸钠消毒液消毒10 min ,

再用灭菌水冲洗3～5 次,置于铺有滤纸的培养皿内,26 ℃恒

温箱中过夜。然后分别用浓度为105、106、107、108、109 cfu/ ml

内生菌 Bacill us sp .菌液浸泡2 h ,处理后的种子自然风干后 ,

以NA 培养液浸种为对照。播种10 d 后, 在营养钵内灌根接

种菠菜枯萎病菌( 每克干土中含5×104 个孢子) , 每处理5

钵,每钵3 株 , 于28 ℃培养 30 d , 计算病情指数和防治效

果[ 8] 。

1 .5  Bacill us sp .在菠菜根部的定殖位点分析  内生细菌

Bacill us sp .处理的菠菜苗培养2 个月后,在主根以上, 胚轴以

下的位置切下约1 mm×1 mm×5 mm的根组织 ,立即投入到

4 %的多聚甲醛溶液( 含0 .1 %戊二醛) 中固定24 h( 用PBS 缓

冲液配置) 。经预冷的0 .2 mol/ L PBS 缓冲液清洗样品2 次

( 每次15 min) 后, 用一系列乙醇脱水( 60 %、70 %、80 %、90 % 、

95 %、100 %) , 接着置于1∶1 的乙醇LR white 树脂中1 h , 最后

在100 % LR white 树脂中包埋, 于50 ℃下在硬胶囊中聚合48

h ,之后切成1 μm 厚的薄片, 用1 .0 %的甲苯胺蓝染色, 于光

学显微镜下观察。

2  结果与分析

2 .1 Bacill us sp .对菠菜枯萎病菌的拮抗作用  通过平板对

峙试验可以看出, 内生菌 Bacill us sp . 和菠菜枯萎病菌共培养

3 d 后 ,对照的菌落直径为51 .0 mm,2 种菌对峙培养的菌落

直径为7 .1 mm,抑菌圈宽度达16 .2 mm( 图1) 。可见, 内生菌

Bacill us sp . 对菠菜枯萎病菌有很强的抑制作用。

2 .2 Bacill us sp .对菠菜枯萎病的防治效果  从表1 可以看

出, Bacill us sp .对菠菜枯萎病有较好的防治效果,且用不同浓

度内生菌浸种后防治效果不同。当内生菌 Bacillus sp . 的浓
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度为1×109 cfu/ ml 时, 菠菜种子的发芽率为0 , 可见高浓度的

内生菌抑制菠菜种子发芽; 当浸种内生菌浓度为1 ×108

cfu/ ml 时, 菠菜枯萎病病情指数与未浸种的无显著差异 ;内生

菌浓度在1×105～1×107 cfu/ ml 时, 随着内生菌浓度的增加 ,

菠菜枯萎病的病情指数呈下降趋势,且差异显著,当浓度为1

×107 cfu/ ml 时,防治效果最好达74 .05 %。这表明内生菌浸

种浓度并不是越高越好,对于菠菜枯萎病而言,用浓度为1×

107 cfu/ ml 的内生菌浸种,可达到较好的防病效果。

注 :A 为对照 ;B 为内生菌与菠菜枯萎病菌对峙培养的抑菌圈。

Note : A. Control ; B. Inhibition zone of confront culture of spinach fusarium wilt and Bacill us sp .

图1 内生细菌 Bacillus sp.对菠菜枯萎病的抑制作用。

Fig .1Inhibitoryeffects of Bacillus sp. onfusariumwilt of spinach

表1 不同浓度 Bacill us sp.对菠菜枯萎病的防治效果

Table 1 Control effects of different concentrations of Bacillus sp. onfusar-

iumwilt of spinach

内生菌浓度∥cfu/ ml

Bacillus sp . concentration

病情指数

Disease index

防治效果∥%

Control effect

1×105 43 .28 b    51 .00

1×106 34 .06 c 61 .40

1×107 22 .92 d 74 .05

1×108 80 .26 a 9 .14

1×109 -    -

CK 88 .33 a    -

 注 :同列不同小写字母表示经 DMRT 方差分析差异显著( P = 0 .05) ;

“- ”为无数值。

 Note :Different lowercases in a row mean significant differences by DMRTvari-

ance analysis( P= 0 .05) ; - stands for no value .

2 .3  Bacill us sp . 在菠菜根部的定殖位点分析  内生菌

Bacill us sp . 定殖在木质部的导管中, 大量细菌细胞填充在导

管细胞中( 图2A) , 部分细菌黏在导管壁上( 图2B) ,而在根部

表皮、皮层和细胞间隙没有观察到细菌细胞, 且根部组织

健康。

3  结论与讨论

芽孢杆菌( Bacill us spp .) 是广泛存在于土壤中的植物非

致病菌, 对多种植物病原菌有拮抗作用 ,它不仅具有显著的

生防潜力, 还能产生耐热抗逆的芽孢, 有利于生防菌剂的生

产、剂型加工及在环境中存活、定殖与繁殖, 是植物病害生防

微生物的重要组成部分[ 9] 。植物内生细菌对宿主植物有益

的生物学作用预示着其巨大的应用潜力,有相当多的报道从

不同研究角度发现, 在特定的作物上分离的内生细菌往往能

更好地适应该作物而充分发挥其功能。

 注 : 箭头表示指示细菌细胞 ;A 表示细菌填充在导管细胞中 ;B 表示细菌黏在导管细胞壁上。

 Note :Arrowhead stands for bacteria cell , A means bacteria filled intrachea cells , B means bacteria adhering to the trachea cell wall .

图2 Bacill us sp.在维管束导管中定殖位点分析( ×400)

Fig .2 Colonizationof Bacillus sp.intrachea of vascular bundle
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同低温和不同培养时间下,虫子的死亡率同个体的大小和体

重之间没有显著的相关性( P > 0 .05) 。这是因为普通卷甲虫

在低温状况下都卷曲成球, 首尾相连, 体表被密致的甲壳所

包裹使虫体内水分很难散失, 这就保证了普通卷甲虫不至于

因为水分升华而导致失水死亡, 同时这一特征也使虫子体内

温度不会因为其相对体表面积的大小而影响其体温下降的

快慢, 这样普通卷甲虫的死亡率便与虫子的大小和轻重没有

直接的相关性, 当然这一观点还需要进一步研究。

普通卷甲虫在不同低温条件下分别被培养0 .50 和0 .25

h 的死亡率统计结果表明, 其半致死温度 TL50分别为 - 6 .21

和- 5 .40 ℃, 致死温度 TL100分别为 - 7 .52 和 - 9 .51 ℃。这

同卷甲虫采集地盐城地区近5 年冬季低温的天数和最低温

度的变化情况相一致。经统计盐城地区近5 年最暖年份

( 2002 年) 的最低温度为 - 5 .0 ℃, 且只有1 d ; 近5 年中最低

气温为 - 9 .0 ℃( 2003 年) ,也只有1 d。试验结果表明普通卷

甲虫在培养0 .25 h 时的致死温度约为- 9 .51 ℃ ,但这还不能

完全解释普通卷甲虫为何能在盐城地区安全越冬。为此, 对

普通卷甲虫的越冬行为又进行了进一步的调查, 发现所有普

通卷甲虫的越冬场所都选择在具有较厚落叶和枯草的地下 ,

一般在土层下方10 c m 左右, 通常所在地大多向阳避风。这

样它们栖息地的地下温度要比裸露的地表温度高出2 .0 ℃

～3 .0 ℃,当然地表温度比预报的天气温度还要稍高些。在

野外自然状况下, 普通卷甲虫的抗寒性还有一个气候驯化因

素, 而在该试验中不仅没有气候驯化过程, 而且也没有试验

驯化过程,所以该试验中的普通卷甲虫耐低温的能力要比冬

季里它在自然栖息地里的耐低温的能力小些。另外, 普通卷

甲虫在冬天都已进入冬眠,这样它的耐低温的能力就比活动

状态的普通卷甲虫大。由此可见, 普通卷甲虫能在它的越冬

地安全越冬的原因有: ①自身具有一定的抗寒能力; ②一个

合适的越冬环境; ③一个气候驯化过程; ④一个合适的行为

方式即冬眠。这也说明了生物总是充分利用其内因和外因

同其环境相适应, 以其最经济的方式度过不良环境。

  普通卷甲虫能在低温下成活的原因,通过卷甲虫体液冷

冻试验初步发现它是通过超冷方式来避免冻害, 而不是通过

耐受冻结方式实现的。笔者仅对盐城地区春季普通卷甲虫

的抗寒性进行了研究, 其结果是否和不同季节、不同地区的

普通卷甲虫在抗寒性方面存在差异还有待于进一步探讨。
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  该研究利用菠菜上分离到的内生细菌防治菠菜枯萎病 ,

结果表明内生细菌 Bacillus sp .定殖在菠菜木质部的导管中 ,

适当浓度的内生菌 Bacill us sp . 对菠菜枯萎病有很好的防治

效果, 所以其在菠菜枯萎病病害生物防治方面有潜在的应用

前景。关于内生菌 Bacill us sp . 的寄主范围、生物学特性、防

病机理以及与其他菌株之间的相互关系有待于进一步研究。
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