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番茄叶霉病拮抗内生放线菌的筛选及
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[摘　要 ]　采用皿内对峙试验从 175株植物内生放线菌株中筛选具有生防效果的拮抗菌株 ,然后通过盆栽试验

和田间试验 ,对筛选出的生防菌的生防效果进行了研究。结果表明 ,皿内对峙试验共筛选出对番茄叶霉病菌和番茄

早疫病菌、番茄灰霉病菌有拮抗作用的内生放线菌株 26株 ;菌株 BAR125对番茄叶霉病的防治效果最佳 ,相对防效达

到 49. 7 % ,接种番茄叶霉菌前和接种后喷施 BAR125发酵上清液的相对防效分别达到 62. 6 %和 50. 6 % ;BAR125菌

株发酵液原液和 5倍液的相对防效分别达到 42. 5 %和 33. 1 %。试验结果表明 ,菌株 BAR125对番茄叶霉病具有较好

的防治效果 ,是 1株很有生防潜力的内生放线菌株。
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Screening of antagonistic endophytic actinomycetes against tomato
Pathogens and biocontrol effect on tomato leaf mould

YAO Min , TU Xuan , HUAN G Li2li ,WAN G Mei2ying ,Alimas , KAN G Zhen2sheng
( College of Plant Protection , N orthwest A & F Universit y , Yangling , S haanx i 712100 , China)

Abstract : 175 endop hytic actinomycetes were screened as t he potential biocont rol agent in plate. Then

t hrough greenhouse experiment and field experiment ,t he biocont rol effect of screened st rain was studied.

The result showed t hat 26 endop hytic actinomycetes had antagonistic action against t he pathogen Ful vi a

f ul v a , B ot ry t is ci nerea an d A l ternari a sol ani in plates. In greenhouse experiment , st rain BA R125 was t he

mo st effective st rain against tomato leaf mould ,and t he cont rol effect of the fermented supernatant af ter in2
oculation and before inoculate reached 50. 6 % and 62. 6 % , respectively. In field experiment , t he cont rol

effect of fermentation production t reat ment and it s 5 times dilute t reatment reached 42. 5 % and 33. 1 % ,re2
spectively. The result indicated that strain BAR125 was really a potential biocontrol endop hytic actinomycete.

Key word : Ful vi a f ul v a ;endop hytic actinomycete ;biocont rol

　　番茄叶霉病是由褐孢霉属真菌 ( Ful vi a f ulv a

(Cook) Ciferri)引起的一种病害 ,目前番茄生产中最

普遍、最严重的病害之一。该病主要危害叶片 ,其典

型症状是在叶背面形成灰褐色或黑褐色霉层 ,被感

染的叶片褪色枯死 ,也可危害番茄茎、花和果实等 ,

严重影响番茄的品质和产量。近年来 ,随着温室大

棚的大面积推广 ,该病一般发生年引起的产量损失

约为 5 %～10 % ,重病年损失可达 30 %左右[1 ]。

目前 ,在番茄叶霉病菌的特性、抗性遗传及抗性

机制等方面 ,科研工作者已经进行了较为全面的研
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究[125 ] ,但在实际生产中 ,仍有许多问题需要解决。

番茄叶霉病菌生理小种变异频繁 ,是已知生理小种

中分化最激烈的一种植物病原菌 ,迄今已经发现至

少有 13个番茄叶霉菌生理小种[2 ]。虽然目前应用

于生产的抗叶霉病番茄品种较多 ,但由于新小种的

分化层次高 ,致病性强 ,使许多现有的抗病品种抗性

丧失[ 2 ] ,加之目前栽培品种的遗传基础日趋狭窄 ,至

今尚无一个能持久抗番茄叶霉病的番茄品种[3 ]。对

番茄叶霉病的防治一直以化学防治为主 ,不但严重

威胁环境安全 ,而且导致番茄叶霉病菌在一定程度

上对代森锰锌、多菌灵等几种常用杀菌剂的敏感性

降低 ,产生抗药性[ 627 ]。因此 ,生物防治就成为该病

害防治研究的新方向。

内生放线菌是生活在植物组织内部的微生物 ,

与植物的抗病害、抗逆境性能密切相关 ,是生物防治

的一个新菌种。目前 ,用于植物病害生物防治的微

生物主要是放线菌目链霉菌属 ( S t re ptom yces)及其

相关类群 ,国内外研究人员对其已进行了比较深入

的研究[829 ]。近年来 ,科研人员不断从植物组织中发

现新的内生放线菌菌种 ,其产生的新的生物活性代

谢物 ,在农业和医药业中有重要的应用潜力[10211 ]。

但目前尚未见应用内生放线菌防治番茄叶霉病的报

道。本试验对番茄叶霉病拮抗内生放线菌进行了筛

选 ,并对其生物防治效果进行了研究 ,以期为番茄叶

霉病的生物防治和新的生防制剂的开发奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1 　内生放线菌菌种 　175 株植物内生放线菌

由西北农林科技大学植物保护学院植物病害综合防

治实验室提供。

1. 1. 2　病原菌 　番茄叶霉病菌 ( Ful v i a f ul vi a) 、

番茄灰霉病菌 ( B ot ry t is ci nerea) 和番茄早疫病菌

( A lternari a sol ani)均由西北农林科技大学植物保

护学院植物病害综合防治实验室提供。将上述植物

病原菌在 PDA斜面上 25 ℃培养 5 d ,备用。

1. 1. 3　盆栽番茄品种 　盆栽试验番茄品种为西农

毛粉 802。播种后 ,幼苗一叶一心期时将其移栽至

直径 15 cm的育苗钵中生长 ,一钵一苗 ,待幼苗三叶

一心时进行试验。

1. 2　内生放线菌的繁殖及其发酵液的制备

将内生放线菌菌种划线接种于黄豆粉培养基

上 ,28 ℃培养 5 d后用打孔器打取直径 6 mm的菌

块 ,备用。

内生放线菌发酵液上清液及菌体悬浮液的制

备 :将内生放线菌菌块接种到黄豆粉发酵培养液中 ,

28 ℃、150 r/ min摇床培养 2 d后 ,以 10 %的接种量

接入黄豆粉发酵培养液中进行二次发酵 ,28 ℃、150

r/ min摇床培养 5 d。发酵液 5 000 r/ min 离心 20

min ,取上清液备用。沉淀用与上清液等量的无菌

水悬浮 ,即为菌体悬浮液。

1. 3　拮抗内生放线菌株的皿内对峙筛选

取靶标菌 (番茄叶霉病菌、番茄灰霉病菌和番茄

早疫病菌)的培养斜面 ,用无菌水配成悬浮液 ,吸取

100μL 均匀涂布于含 15 mL PDA的培养皿上。在

距培养皿中心 2. 5 cm处均匀反贴 4 株内生放线菌

菌块 ,25 ℃下培养。以仅涂布靶标菌的培养皿为对

照。待对照靶标菌长满培养皿时 ,测量内生放线菌

的抑菌圈直径 ,结果记录方法 :抑菌圈直径 0～10

mm记为 + ;抑菌圈直径 11～20 mm 记为 + + ;抑

菌圈直径 > 20 mm记为 + + + 。

1. 6　拮抗内生放线菌菌株的盆栽试验

在皿内筛选试验中 ,选取对番茄叶霉病菌有拮

抗作用的 26株内生放线菌进行室内盆栽筛选。

从田间发病的番茄叶片上刷下番茄叶霉病菌孢

子 ,配成浓度约为 1×107～10 ×107 cf u/ mL 的孢子

悬浮液 ,喷雾接种番茄幼苗。自然风干后 ,分别喷施

内生放线菌上清液和菌体悬浮液 ,每处理 1株番茄

幼苗 ,重复 3次 ,以清水为对照。置于温室保湿条件

下培养 48 h ,15 d后按文献 [ 12 ]的方法调查病叶率

及严重度 ,计算病情指数和相对防效。

1. 5　内生放线菌菌株 BA R125 不同施药时间的防

治结果测定

测定在盆栽筛选试验中防治效果最显著的菌株

BA R125的不同时间施药的防治效果。

接种前施药 :取三叶一心期的番茄幼苗 ,喷施菌

株 BA R125 发酵液上清液 ,保湿培养 48 h 后 ,喷施

浓度 (1～10) ×107 cf u/ mL 的番茄叶霉菌孢子悬浮

液 ,保湿培养 48 h。

接种后施药 :取三叶一心期的番茄幼苗 ,喷施浓

度 (1～10) ×107 cf u/ mL 的番茄叶霉病菌孢子悬浮

液 ,保湿 48 h ,再喷施 BA R125菌株发酵上清液。

同时接种 :先接种浓度 (1～10) ×107 cf u/ mL的

番茄叶霉菌孢子悬浮液 ,待番茄叶片晾干后再喷施

菌株 BAR125发酵上清液。

以上试验每处理 1 株番茄 ,重复 5 次。置于温

室保湿条件下培养 ,15 d后按文献 [ 12 ]的方法调查

病叶率及严重度 ,计算病情指数和相对防效。
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1. 6　内生放线菌株 BAR125田间防效的测定

试验在陕西杨凌西魏店温室大棚进行。试验设

计、药效调查和计算方法按文献 [ 12 ]进行。分别于

2006204220进行基数调查和第 1次施药 ,2006204230

第 2次施药 ,10 d后调查药效。试验设 4个处理 :菌

株 BAR125发酵上清液 (B1) 、菌株 BAR125发酵上

清液稀释 5 倍液 (B2) 、72 %克露可湿性粉剂 (上海

杜邦公司产品 ,主要成分为霜脲锰锌)和清水对照。

1. 7　数据分析

数据应用 SAS 6. 12系统进行方差分析[13 ]。

2　结果与分析

2. 1　内生放线菌的皿内对峙筛选结果

结果显示 ,从 175 株植物内生放线菌中筛选到

对番茄叶霉病菌有拮抗作用的内生放线菌菌株 26

株 ,对番茄灰霉病菌有拮抗作用的菌株 14 株 ,对番

茄早疫病菌有拮抗作用的菌株 26 株 (表 1 ) 。

BA R125 ,A PA2等 14株菌株对番茄叶霉病菌、番茄

灰霉病菌和番茄早疫病菌均有拮抗作用。

表 1　内生放线菌对几种番茄病原菌的拮抗作用 ( n = 3)

Table 1　Antagonistic effect of endophytic actinomycetes against tomato pathogens in plate

内生放线菌株
St rain

平均抑菌圈直径/ mm Inhibition zone widt h

番茄叶霉病菌
Fulvia f ulva

番茄灰霉病菌
B ot ry tis cinerea

番茄早疫病菌
A lternaria solani

内生放线菌株
St rain

平均抑菌圈直径/ mm Inhibition zone widt h

番茄叶霉病菌
Fulvia f ulva

番茄灰霉病菌
B ot ryt is cinerea

番茄早疫病菌
A lternaria solani

BAR125 + + + + + + + GCL A2 + + + +

APA2 + + + + + GCL A3 + + +

AR1210 + + + + + GCL A4 + + + + +

AR1214 + + + + GCL A6 + +

AF2A2 + + + GCLA10 + + +

CR4 + + + + GPL A5 + + +

CR7 + + + + GPLA10 + + +

CR10 + + + GPLA11 + +

CR17 + + + GPLA13 + +

CR23 + + + GPRA1 + +

CR25 + + + PSA2 + + +

FSES + + + TIASA1 + + +

T GYXC9 + + + + TIASA16 + +

　　BA R125、A PA2 等 16 株内生放线菌对番茄叶

霉病菌的抑菌圈直径 > 10 mm ;菌株 BAR125 对番

茄叶霉病菌的抑菌圈直径 > 20 mm ,对番茄灰霉病

菌和番茄早疫病菌的抑菌圈均大于 10 mm (表 1) ,

拮抗作用均十分明显 ,是测试菌株中拮抗作用最强

的 1株内生放线菌。

2. 2　内生放线菌发酵液的盆栽试验结果

175株内生放线菌中 ,有 26 株在皿内试验中可

抑制番茄叶霉病菌的生长 ,所以用这 26株内生放线

菌的发酵液上清液以及菌体悬液进行盆栽试验。在

盆栽试验中 ,以黄豆粉培养液和水同时作对照。结

果发现 ,黄豆粉培养液没有抑菌作用。以黄豆粉培

养液为对照 ,番茄叶霉病的病情指数与以水作对照

时的病情指数没有显著差异。所以在分析数据时 ,

本试验以水为对照计算相对防效。

试验结果 (表 2)显示 ,供试的内生放线菌发酵

上清液对番茄叶霉病均有不同程度的防治作用 ,其

中 14株相对防效达到 25 % ,7株内生放线菌的相对

防效超过 30 % ;内生放线菌悬液的防效普遍偏低 ,

均未超过 20 % ,这说明在病害防治方面 ,起主要作

用的仍是菌株产生的活性代谢产物。

比较表 1和表 2的结果可知 ,在皿内试验中 ,菌

株 BAR125 对番茄叶霉病的抑菌圈直径最大 ,抑菌

谱最广 ;在盆栽试验中 ,菌株 BAR125的上清液对番

茄叶霉病的相对防效最高 ,达到 49. 7 % ,显著高于

其他菌株 ,表现出良好生防效果。

2. 3　内生放线菌菌株 BA R125 不同时间施药的防

治结果

结果表明 ,无论是接种前施药还是接种后施药 ,

拮抗内生放线菌株 BAR125对番茄叶霉病均有较好

的防治效果 ,其相对防效分别达到 62. 6 %和

50. 6 % ,接种前施药的防治效果明显高于接种后施

药的防治效果 (表 3) 。曹理想等[9 ]研究表明 ,放线

菌可以产生活性物质 ,诱导植株产生抗性 ,增强植物

抗病能力。故推断 ,本试验菌株 BAR125 接种前施

药的防治效果明显高于接种后施药的防治效果 ,可

能与该菌株产生的活性物质诱导番茄植株产生对番

茄叶霉病的抗性有关。
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表 2　拮抗内生放线菌发酵液对盆栽番茄叶霉病的防治效果 ( n = 3)

Table 2　Biocontrol effect of endophytic actinomycetes on tomato leaf mould in greenbouse experiment

菌株
St rain

处理
Treat ment

调查叶片数
Account of leaves

发病叶片数
Number of

disease leaves

病叶率/ %
Incidence

病情指数
Disease index

相对防效/ %
Cont rol effect

BAR125
上清液 Supernatant 63 33 52. 4 35. 0 49. 7 A

菌悬液
Cell suspending

65 37 56. 9 59. 2 14. 8

CR25
上清液 Supernatant 59 58 98. 3 46. 2 33. 6 B

菌悬液
Cell suspending

67 64 95. 5 59. 3 14. 7

GCLA4
上清液 Supernatant 64 62 96. 9 46. 7 32. 8 B

菌悬液
Cell suspending

58 40 68. 9 61. 2 11. 9

AR1214
上清液 Supernatant 63 58 92. 1 47. 5 31. 7 B

菌悬液
Cell suspending

56 45 80. 3 58. 8 15. 4

AF2A2
上清液 Supernatant 66 63 95. 4 47. 9 31. 2 C

菌悬液
Cell suspending

57 52 91. 2 61. 8 11. 6

GCLA6
上清液 Supernatant 60 55 91. 7 48. 2 30. 7 C

菌悬液
Cell suspending

63 63 100 59. 5 14. 4

PSA2
上清液 Supernatant 67 52 77. 6 48. 4 30. 5 C

菌悬液
Cell suspending

63 60 95. 2 61. 4 11. 7

GPLA10
上清液 Supernatant 62 60 96. 7 49. 2 29. 3 D

菌悬液
Cell suspending

68 64 94. 1 59. 5 14. 4

CR10
上清液 Supernatant 65 59 90. 7 49. 6 28. 7 D

菌悬液
Cell suspending

59 55 93. 2 67. 4 3. 15

T GYXC9
上清液 Supernatant 64 58 90. 6 49. 8 28. 4 D

菌悬液
Cell suspending

67 59 88. 0 58. 6 15. 7

CR23
上清液 Supernatant 59 57 96. 6 50. 6 27. 2 D

菌悬液
Cell suspending

62 62 100 59. 1 15. 1

GPRA1
上清液 Supernatant 55 52 94. 5 50. 5 27. 4 D

菌悬液
Cell suspending

66 58 87. 9 61. 4 11. 7

TIASA1
上清液 Supernatant 57 49 85. 9 51. 8 25. 5 E

菌悬液
Cell suspending

62 57 91. 9 59. 8 13. 9

TIASA16
上清液 Supernatant 64 62 96. 9 52. 2 25. 1 E

菌悬液
Cell suspending

58 49 84. 5 59. 9 13. 9

CK 水 Water 67 61 91. 1 69. 5 -

CK
黄豆粉发酵液

Soy brot h
69 63 91. 3 70. 1 -

　　注 :同列数据后标不同大写字母表示差异显著 ( P < 0 . 05) 。下表同。

Note :Different capital letters indicate significant difference. ( P < 0 . 05) . The same as follow tables.

2. 4　菌株 BAR125田间防效的试验结果

在田间试验中 ,内生放线菌菌株 BAR125 仍保

持较好的防治效果 ,相对防效达到了 42. 5 % ,发酵

液上清液稀释 5 倍的相对防效也达到 33. 1 % (表

4) 。由于田间气候因素的变化对菌株的活性有一定

影响 ,故菌株 BA R125的相对防效较盆栽试验的低。

化学农药 72 %克露可湿性粉剂的相对防效为

46. 8 % ,仅比发酵液上清液 (B1)效果高 9. 2 % (表

4) 。但是从有效成分上分析 ,本试验中所用的样品

为未经提纯的发酵液 ,其抑菌有效成分的浓度远远

低于化学农药 ,所以其防治效果较农药偏低。菌株

BA R125的田间防治效果还是比较理想的 ,表明其

确实是一株生防效果很好的番茄叶霉病拮抗内生放

线菌。
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表 3　拮抗内生放线菌菌株 BAR125对番茄叶霉病的防治作用 ( n = 3)

Table 3　Biocontrol effect of endophytic actinomycete isolate BAR125 on tomato leaf mould

处理
Treat ment

总叶片数
Account of

leaves

病叶数
Number of

disease leaves

病叶率/ %
Incidence

病情指数
Disease index

相对防效/ %
Cont rol effect

接种前施药 Application before inoculate 104 70 67. 3 28. 6 62. 6 C

接种后施药 Application after inoculate 98 75 76. 5 37. 7 50. 6 B

同 时 Simultaneous 108 65 60. 2 40. 2 47. 3 A

清水对照 CK 110 104 94. 5 96. 3

表 4　拮抗内生放线菌菌株 BAR125的田间防效 ( n = 3)

Table 4　Control effect of endophytic actinomycetes isolate BAR125 on tomato leaf mould in field

处理 Treat ment 调查数 Times of survey 病叶率/ %Incidence 病情指数 Disease index 相对防效/ %Cont rol effect

B1
初次调查 The first survey 8. 1 3. 9

二次调查 The second survey 33. 5 18. 8 42. 5 B

B2
基数调查 The first survey 12. 3 2. 4

二次调查 The second survey 36. 0 15. 7 33. 1 C

72 %克露可湿性粉剂
Curzate 72 %WP

基数调查 The first survey 9. 7 3. 2

二次调查 The second survey 28. 9 14. 3 46. 8 A

清水 CK
基数调查 The first survey 10. 5 2. 8

二次调查 The second survey 52. 7 23. 5

3　结论与讨论

植物内生放线菌生活于健康植物组织内部 ,与

植物宿主及其他微生物之间有密切的关系。对植物

内生放线菌的研究将有利于寻找新的放线菌菌种 ,

发现新的代谢产物。大量研究表明 ,内生放线菌的

拮抗作用机制主要有竞争作用 ,重寄生作用 ,抗生素

溶菌作用 ,促进植物生长及诱导植物抗性等[10 ,14 ] ,

所以内生放线菌在植物病害防治中的作用已引起研

究者的普遍重视[ 3 ,10211 ,15217 ]。

国内外有许多放线菌防治病害的报道 ,但是用

内生放线菌防治番茄叶霉病的相关研究还很少。本

试验从 175株内生放线菌中筛选出 1株对番茄叶霉

病防效显著的内生放线菌株 BAR125。该菌株在盆

栽试验中 ,对番茄叶霉病的相对防效达到49. 7 % ;接

种前施药和接种后施药的相对防效分别达到62. 6 %

和 50. 6 % ;田间小区试验中 ,该菌株发酵液原液和 5

倍稀释液的相对防效分别为 42. 5 %和 33. 1 % ,对番

茄叶霉病有较好的防治效果 ,表现出良好的生防潜

力 ,是 1株前景广阔的生防菌株。

菌株 BA R125在田间初步试验中显示出了良好

的防效 ,但其防效的稳定性、田间使用的安全性及其

防机制还需要进一步深入研究。
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