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苹果轮纹病拮抗细菌 R8 发酵条件的初步研究
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　　苹果轮纹病(Macrophoma kawatsukai)主要为害果

实、枝干 ,也能为害叶片。该病在我国各苹果产区均有

发生 ,在以苹果生产为支柱产业的辽宁和山东两省发生

尤其严重。重病树枝干上病斑累累 ,树势衰弱 ,甚至造

成枝干枯死;果实受害后腐烂 ,病果率 30%以上 ,贮藏

1个月后病果率可以达到50%以上 ,严重影响产量和质

量。生产上一直应用多菌灵来防治 ,防治倍数由最初的

800 ～ 1 000倍提高到现在 500倍左右 ,病菌对多菌灵已

经产生了明显的抗性。赵白鸽和辛玉成等筛选出对轮

纹病有抑制作用的拮抗菌 ,但对拮抗菌的发酵条件研究

不多。国外在生物防治轮纹病的方面报道也较少。
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　　拮抗细菌(Baci llus sp.)R8从土壤中分离得到 ,室

内平板对峙测定结果表明对苹果轮纹病有较强的抑制

作用 ,抑菌带宽度达到 10 mm以上。试验将筛选出的拮

抗细菌 R8的发酵条件进行优化 ,得到最佳发酵培养基

配方 ,同时确定最佳发酵条件 ,从而为进一步的中试放

大及大规模生产提供必要的前提。

1　材料与方法
1.1　供试菌株

拮抗细菌(Baci llus sp.)R8从土壤中分离得到 ,苹

果轮纹病菌从病果上分离得到。

1.2　培养基

真菌培养基 PDA:马铃薯 200 g ,葡萄糖 20 g ,琼脂

20 g ,蒸馏水1 000mL;细菌培养基NA:牛肉浸膏 3 g ,蛋

白胨 10 g ,琼脂 20 g ,蒸馏水 1 000mL;原始发酵培养基

NB:蛋白胨 10 g , 牛肉浸膏 10 g , NaCl 5 g , 蒸馏水

1 000mL ,pH 7.3;供试培养基 NB;YSP(酵母浸膏 5 g ,

蔗糖 20 g ,蛋白胨 10 g);NYBD(牛肉浸膏 8 g ,酵母浸膏
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Abstract:The fermental condition influence on the inhibitory effect of Bacillus sp.BS18 antagonistic to Phytophthora

capsici was studied.Through culture condition and orthogonal tests , we obtained an optimal medium composition:beef

extract 2%, tryptone 2%, maltose 1%,NaC1 0.1%,(NH4)2SO4 0.3%;when the st rain was cultured with conditions as

following:initial pH 7.0～ 7.5 , inoculation level 2%,130 r/min shake revolutions with 30 mL medium in 250 mL flask.

Culture temperature was 30℃ and culture time was 48 hours.The diameter of inhibition zone reached 2.85 cm.
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5g ,葡萄糖10 g);CM 培养基(蛋白胨10 g ,牛肉浸膏3 g ,

pH 7.2 ～ 7.4);LB(胰蛋白胨 10 g ,酵母浸膏 5 g ,NaCl

10 g ,pH 7.4)。

1.3　培养方法

1.3.1　菌种活化　将斜面保存的 R8在 NA平板上活

化 ,24 h后挑取一环接入20mL NB液体培养基中 ,28℃,

130 r·min-1培养 24 h ,制成浓度为 108 cfu ·mL-1的种

子液。

1.3.2　基础培养基的选择　将种子液以 1∶20的比例

接种于 100 mL 不同供试液体培养基中 , 28℃,

130 r·min-1培养 24 h 、48 h和 72 h后分别进行菌体产

生量的测定 ,以确定基础培养基。

1.3.3　培养条件的优化　采用正交试验设计 ,测定

pH 、温度 、装液量、初始接菌量和发酵时间 5个因素在 4

个水平上对拮抗细菌菌体产生量的影响

1.4　拮抗菌菌体产生量的测定

采用 UV2000 分光光度计测定发酵培养液在

600 nm处的吸光值 ,并且设不接菌培养液为对照。根据

吸光值大小 ,确定拮抗细菌生长量及其营养要求和最佳

发酵配方。

2　结果与分析
2.1　基础培养基的确定

试验结果见图1。在供试的 5种培养基中 ,由于培

养基各自成分的不同 ,拮抗生防菌株 R8发酵后 ,菌体产

生量也不同。其中在 YSP 培养基中菌体产生量最多 ,

CM 培养基中菌体产生量最少 ,说明 R8细菌菌株在

YSP培养基中能较好生长 ,因此选择 YSP 为基础培

养基。

图 1　不同培养条件对拮抗细菌菌体产生量的影响

2.2　不同培养条件对拮抗细菌菌体产生量的影响

　　表 1 不同培养条件对拮抗细菌菌体产生量的影响
试验号 温度/ ℃ pH 通气量 初始接菌量/ % 发酵时间/h OD值 5%显著性 1%显著性

1 22 4.0 40 0.5 24 0.058 j H

2 22 5.5 80 5.0 48 2.251 ab A

3 22 7.0 120 15.0 72 2.002 de CD

4 22 8.5 160 30.0 96 2.009 d CD

5 25 4.0 80 15.0 96 0.111 j H

6 25 5.5 40 0.5 72 2.111 c BC

7 25 7.0 160 0.5 48 1.883 f DE

8 25 8.5 120 5.0 24 1.523 h F

9 28 4.0 120 30.0 48 0.322 j G

10 28 5.5 120 15.0 24 1.887 f DE

11 28 7.0 40 5.0 96 2.267 a A

12 28 8.5 80 0.5 72 2.155 bc AB

13 31 4.0 160 5.0 72 0.034 j H

14 31 5.5 120 0.5 96 1.902 ef DE

15 31 7.0 80 30.0 24 1.765 g E

16 31 8.5 40 15.0 48 1.941 def D

　　注:相同字母表示在 P=0.05或 P=0.01水平上差异不显著。

　　试验结果见表1。可以看出 ,当 R8在温度为 28℃,

pH为 7.0 ,在 250mL三角瓶中装40mL液体培养基 ,接

种量为 5%(v/v),培养时间96 h时 ,菌体生长量最大。

3　结论与讨论
利用拮抗细菌生物防治植物病害是当今植病界十

分活跃的研究领域之一 ,并已显示出良好的应用前景。

在利用拮抗菌进行生物防治的过程中 ,获得尽可能多的

产量对工业化生产是十分重要的 ,对拮抗细菌菌株及发

酵条件的初步研究为发酵工艺的研究打下良好的基础 ,

对将来的工业化生产提供重要参考。

试验研究结果表明 ,在含酵母浸膏5 g ,蔗糖20 g ,蛋

白胨10 g的1 000mL YSP 液体培养基中 ,菌体生长量最

大;当温度为28℃,pH 为 7.0 ,通气量和接种量小 ,发酵

培养 96 h时 ,菌体生长量最大。因此可以推断该菌株为

一种好氧菌 ,适宜的培养液接近中性 ,所以在生产上要

注意发酵培养液的pH 值和通气量。
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