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利用植物根际细菌生物防治黄瓜立枯病研究
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　　摘　要:从大田种植的黄瓜植株根际分离出113株根际细菌 ,室内盆栽试验测定了不同根际

细菌对黄瓜苗期立枯病的生防效果 ,从中筛选出1株对立枯病菌具有较强作用的菌株 06-83。防

治效果为70.1%,优于多菌灵拌种的防治效果。分别利用形态学和生理生化方法对菌株进行了

鉴定 ,发现 06-83属于荧光假单孢菌(Pseudomonas f luorescens)。利用滑石粉制备含有上述菌株

的可湿性粉剂 ,测定了室温保存条件下不同时期可湿性粉剂中所含细菌的存活能力 ,发现室温保

存 120 d后细菌数量仍达到10
10

cfu/g。
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　　黄瓜立枯病是由立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)侵

染引起的一种重要土传病害 ,出土前和出土后幼苗均可

受害 ,罹病植株轻者生长迟缓 ,重者迅速死亡 ,造成缺苗

断垄 ,尤其在土壤湿度大 、排水不良的地块受害更为严

重。对于黄瓜立枯病的防治 ,目前尚缺乏有效的抗病品

种 ,主要通过农艺措施和化学药剂拌种的方法进行防

治 ,但是效果欠佳[ 1] 。在生长植物的根际 ,存在着多种

根际细菌(Rhizobacteria),它们从植物根系分泌物中获得

营养 ,同时 ,已经发现多种根际细菌可以通过产生植物

生长物质 ,抗生素 ,铁载体等直接或者间接促进植物的

生长[ 2] 。因此 ,试验通过分离黄瓜根际细菌 ,筛选对黄

瓜立枯病具有有效生防效果的菌株 ,在此基础上 ,制备

生防制剂 ,研究生防菌株在生防制剂中的存活能力 ,为

进一步开发利用生防制剂和解析生防菌株的作用机制

奠定基础。

1　材料与方法
1.1　供试材料

黄瓜品种:新泰蜜刺 ,从新泰市黄瓜研究所购买;立

枯丝核菌(Rhizoctonia solani),由河南大学生物工程研

究所保存。培养基:马铃薯葡萄糖琼脂(PDA),胰酶大

豆琼脂(TSA , Oxoid公司生产),麦粒砂培养基[ 3] 。

1.2　根际细菌的分离

1.2.1　样品采集　从开封郊区黄瓜种植地带根采不同

生育期黄瓜植株 ,分别放置于无菌保鲜袋中 ,带回实验

室分离根际细菌。

1.2.2　根际细菌的分离和纯化　剪去黄瓜植株地上部 ,

轻轻抖去根部的泥土 ,然后将根置于装有 0.5%(v/v)

Tween-20水溶液的试管中 ,剧烈振荡获得悬浮液 ,将该

悬浮液梯度稀释后 ,取 0.1 mL 涂布 TSA平板 ,于28℃

温箱中培养 24 h。待菌落出现后 ,分别挑取形态 、颜色 、

质地和大小不同菌落经反复划线纯化后 ,经 TSB(TSA

去除琼脂)培养后 ,加入20%甘油(v/v)置-70℃冰箱保

存。

1.3　对黄瓜立枯病具有生防作用根际细菌的筛选

1.3.1　立枯丝核菌和根际细菌的培养　将立枯丝核菌

置于PDA平板上 ,于25℃温箱中培养 ,待菌丝长满平板

后用无菌打孔器打取直径为0.5 cm的菌饼 ,置于装有麦

粒砂培养基的三角瓶中 ,于 25℃培养 20 d ,观察产生大

量微菌核后置于 4℃冰箱中备用。分别将已经纯化的根

际细菌接种于 TSB培养基中(TSA培养基去除琼脂),

于28℃振荡培养 24 h ,离心 ,去除上清液 ,加入1%羧甲

基纤维素钠(CMC)溶液悬浮 ,调整浓度1010 cfu/mL。

1.3.2　根际细菌的种子处理　选取大小一致的饱满种

子 ,置于 1%(v/v)的次氯酸钠溶液中表面消毒 10 min ,

之后放置铺有无菌湿滤纸的培养皿中 ,于 37℃温箱中催

芽 ,待催芽的种子露白后放置于细菌浮液中 ,随机取 10

粒种子分别置于含有8 mL无菌水的试管中 ,剧烈振荡 ,

倍比稀释法涂布于 TSA平板 ,培养后统计菌落形成单

位(cfu/种子),获取细菌菌落形成单位为109的种子。

1.3.3　盆栽防病试验　将上述培养好的立枯丝核菌培

养物粉碎 ,按照1∶50的比例与无菌细土充分混合 ,置于

塑料花盆(8 cm×8 cm×8 cm)中。盆栽试验设置如下处

理:①1%CMC浸泡种子;②1%CMC细菌悬浮液浸泡种

子;③种子经 1%CMC浸泡后 ,再用多菌灵(50%WP 稀
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释 500倍 ,江苏永联公司生产)浸种;④种子经 1%CMC

处理后播种无菌土中作为对照(CK)。将上述不同处理

的种子播种于花盆中 ,每个花盆种 5粒种子 ,每个处理

种5盆。将花盆随机摆放于22℃左右的培养室中 ,播种

后7 d ,统计出苗情况 ,并根据分级标准[ 1] 统计病害严重

度 ,试验重复 3次 ,利用上述方法筛选出生防效果较好

的菌株。

1.4　拮抗细菌的鉴定

分别利用形态学和生理生化分析对筛选出的生防

菌株进行鉴定[ 4] 。

1.5　生防菌可湿性粉剂的制备及生防菌生存能力测定

1.5.1　可湿性粉剂的制备　将筛选出的生防菌接入

TSB培养基中振荡培养48 h(200 r/min ,28℃),于4℃离

心(8 000 r/min)15 min ,去上清液获得细菌沉淀 ,加入 10

mL过滤除菌的MgSO4 溶液(0.1 mol/ L)和 1 mL 无菌

甘油 ,振荡混匀后再加入 11 mL 浓度为 1.5%(w/v)海

藻酸钠溶液 ,然后将上述混合液与 50 g 滑石粉及 4 g

Ca-lignosulphate充分混合 ,无菌条件下室温干燥 2 h ,研

磨后获得生防菌的可湿性粉剂。将可湿性粉剂分装后

于室温条件下保存。

1.5.2　可湿性粉剂中生防菌生存能力测定　每隔30 d ,

分别测定可湿性粉剂中生防菌的生存能力 ,测定时 ,分

别称取0.5 g 可湿性粉剂 ,置于10 mL无菌水中 ,制备悬

浮液 ,经倍比稀释后 ,分别涂布于 TSA平板上 ,28℃培养

24 h ,计数生长菌落 ,计算出单位重量可湿性粉剂中细菌

的菌落形成单位(cfu/g)。

2　结果与分析
2.1　根际细菌的分离

利用涂布平板法 ,从黄瓜根际分离细菌 ,根据菌落

形状 、大小 ,颜色 ,质地等形态学特征的不同 ,共获得 113

株根际细菌 ,编号分别为06-1 ～ 05-113。研究发现 ,不同

地块 、不同生育期黄瓜根际细菌的数量和种类差别较

大 ,粘土地块根际细菌数量和种类均超过沙土地 ,成株

期超过幼苗期。

2.2　对黄瓜立枯病具有生防作用根际细菌的筛选

室内盆栽试验测定了分离出的 113株黄瓜根际细

菌对黄瓜立枯病的生物防治作用 ,结果表明 ,只有 2株

细菌能够在一定程度上对立枯病具有防治作用 ,其中

06-83菌株的生防效果最佳 ,防效达到 70.1%,优于常用

化学农药多菌灵处理的防治效果 ,06-11菌株的防效低

于多菌灵处理的防治效果(表1)。

2.3　生防细菌的鉴定

分别利用形态学和生理生化方法对06-83菌株进行

鉴定 ,结果如下:革兰氏阴性;杆菌 ,非发酵型 ,极生鞭毛 ,

硝酸盐还原阳性 ,接触酶阳性 ,氧化酶阳性 ,明胶液化阳

性 ,淀粉水解阴性 ,King' s B培养基培养菌落有绿色荧

光。根据上述鉴定特征 ,参考《常用细菌系统鉴定手册》

中的有关描述 ,初步认为 06-83 属于荧光假单孢菌

(Pseudomonas f luorescens)。

　　表1　　根际细菌对黄瓜立枯病的盆栽防治效果

　　Table 1　Control efficacy of rhizobacteria to the cucumber seedling

damping-of f in pot tests

处理

Treatmemt

发病率

Disease rate/ %

严重度

Severity

相对防效 Relative

prevent rate/ %

1%CMC+06-83 18.6 d＊ 31.6d 70.1

1%CMC+06-11 56.8 b 60.2b 40.8

1%CMC+Carbendazim 45.3 c 46.1 c 55.2

1%CMC 100a 97.6a -

　　注:同一栏不同字母表示差异显著(P<0.05)(Duncan' s test)。

　　Note:Values followed by the different let ters are significantly dif ferent at P<0.05

according to Duncan' s test.

2.4　生防菌株在可湿性粉剂中的生存能力

每隔 30 d利用涂布平板法测定生防菌株在生防制

剂中的存活能力 ,结果表明 ,生防制剂中细菌的生存能

力较强 ,室温条件下保存120 d ,细菌的存活数量仍能达

到1010 cfu/g ,随着时间的进一步延长 ,细菌数量下降较

快 ,至 180 d时 ,仅仅达到 107cfu/g(图1)。

图1　生防菌株在可湿性粉剂中的存活能力

Fig.1 Survival of biocont rol strains in the Wet table Powder

3　讨论
利用植物根际细菌防治植物土传病害 ,国内外已有

较多的研究[ 5] ,由于根际细菌可能通过抗生作用 、营养

竞争 、重寄生以及诱导植物产生抗性来发挥作用[ 6] ,仅

仅通过传统方法通过平板对峙法首先获得拮抗菌株 ,然

后进行活体试验来获得生防菌株 ,容易忽略具有真正生

防效果的菌株 ,因此 ,该研究在分离出根际细菌的基础

上 ,直接通过活体植株筛选 ,可以克服传统研究方法的

不足。该研究筛选出的一株荧光假单孢菌 06-83 ,不仅

具有较好的防治效果 ,而且在制备的生防制剂中具有较

好的存活能力 ,为进一步进行大田试验奠定了基础。
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Biocontrol of Rhizoctonia solani Damping-off on Cucumber Seedlings with Rhizobacteria
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Henan 471400 , China)

Abstract:One hundred and thirteen rhizobacteria strains were isolated from the rhizosphere of cucumber seeding grown in

the field.Biocontrol efficacies of rhizobacteria against the cucumber damping-off caused by Rhizoctonia solani were evalu-

ated in pot tests.The results showed that the strain of 06-83 possessed the best efficacies against the damping-of f of

cucumber among rhizocbacteria tested , which reached 70.1%and better than those of using seeds dipping with the pesti-

cide of Carbendazim.Identification on basis of morphological and physico-chemical characters was conducted , which indi-

cated the strains of 06-83 belong to of Pseudomonas f luorescens.Wettable powder based talc formulation of the strain of

P.f luorescens was produced and the survival of strains in wettable pow der w as measured after storage under room tem-

perature.The results indicated the bacteria could survived for a long time and the livability reached 1010 cfu/g af ter 120 d

storage under room temperature conditions.

Key words:Rhizobacteria;Biological control;Rhizoctonia solani;Biological cont rol agents
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