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番茄青枯病内生拮抗细菌的筛选
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摘要:从广西一些市县采集番茄茎标本分离得到 55 个细菌菌株 ,分属为芽孢杆菌(Bacillus spp.)、黄单胞菌(Xanthomonas spp.)、

假单胞菌(Pseudomonas spp.)和欧文氏菌(Erwinia spp.),其中芽孢杆菌为优势种群。经回接测试 , 有 36 个菌株为番茄植株内生

菌。这些内生菌只有 7个菌株对番茄青枯病菌有拮抗作用 ,芽孢杆菌 B47菌株对番茄青枯病菌拮抗作用较强 , 经室内和田间初步

防治测定 ,它对番茄青枯病有较好的防治效果 。

关键词:番茄;内生菌;拮抗作用;番茄青枯病

Isolation of tomato endophytic antagonists against Ralstonia solanacearum 　LI Qi-qin1 , LUO Kuan2 ,

LIN Wei
1
, PENG Hao-wen

1
, LUO Xue-mei

1
　(1Agricultural College , Guangxi Universi ty , Nanning 530005 , China;2Hunan Agricultural Universi-

ty , Changsha 410128 , China)

Abstract:Fifty-five bacterial strains were isolated from the stems of tomato plants collected from Guangxi Zhuang Au-

tonomous regions at the fruiting stage.These strains were preliminarily classified as Bacillus spp., Xanthomonas spp.,

Pseudomonas spp.and Erwinia spp..Among these four genera , isolates of Bacillus were the dominant endophytic bacteria

in tomato plants.All the isolated strains were inoculated to tomato plants by stem-injecting and root-soaking methods , re-

spectively .Thirty-six strains could be re-isolated from the inoculated plants , indicating that they were endophytes in tomato

plants.Antagonistic examination in vitro showed that seven strains could inhibit the growth of Ralstonia solanacearum .

Strain B47 was the strongest antagonist among the 36 strains , and had shown certain control efficiency to the disease in the

greenhouse and field plots.
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　　植物是一个复杂的微生态系统 ,不仅在体表存在

大量的细菌 ,在其内部组织也存在大量的细菌
[ 1]
。关

于植物内生细菌与植物之间的关系 ,目前有 2 种观

点 ,一种是传统的观点 ,认为植物内生细菌是潜在的

植物致病菌 。另一种观点认为植物内生细菌与正常

生长状态的植物之间是和谐共处的关系 。持后一种

观点的人认为传统的观点只是在植物处于极端不正

常状态下才会出现 ,因而对健康生长的植物来说 ,不

具有普遍意义 ,并且还认为植物内生细菌在植物体内

有稳定的生存空间 ,不易受外界环境的影响[ 2] ,有些

种类的细菌具有促进植物生长 、诱导抗病性和抑制某

些病原菌生长的作用 。这种观点目前已为大多数人

接受 ,并且已经对植物内生细菌在生防 、促生以及固

氮作用方面进行了大量研究 ,证明了一些内生细菌在

植物病害防治上的效果[ 3 ～ 10] 。番茄青枯病是由茄劳

尔氏菌(Ralstonia solanacearum)引起的毁灭性土传病

害 ,缺乏有效的药剂防治 ,主要依靠抗病品种 ,在目前

缺乏有效抗原的情况下 ,生物防治不失为重要的辅助

手段。以往用于番茄青枯病防治的生防菌株如链霉

菌 、芽孢杆菌 、假单胞菌等都是根际微生物[ 11] ,易受

环境的影响而防效不稳定 。因此 ,对番茄植物内生细

菌进行分离鉴定 ,筛选出对番茄青枯病菌有拮抗作用

的内生细菌 ,对探索新的防治番茄青枯病的途径具有

重大意义。
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1　材料与方法

1.1　标本的采集

从广西大学农场 、南宁市郊 、武鸣县 、崇左县和钟

山县等市县的番茄地 ,采取 5点取样的方法采集挂果

期的健康植株茎段。

1.2　内生菌的分离

采回的标本分别用灭菌水冲洗干净 ,剪成 5 mm

×5 mm的组织块 ,在 75%的酒精中浸泡 1 min ,然后

用0.1%升汞消毒 40 ～ 60 s ,用灭菌水冲洗3次 ,于灭

菌的研钵中研磨 ,分别移取最后1次冲洗液和研磨液

各1 mL ,稀释 10-4倍 ,涂抹NA平板培养基上 ,于 25℃

下培养 ,逐日观察。以组织消毒后用灭菌水冲洗的第

3次冲洗液作为 CK ,如长菌落 ,研磨液所长的菌落为

非内生菌 ,弃去;若CK中无菌落 ,在研磨液中长出菌

落可能是内生菌 ,进行纯化培养 ,于 4℃冰箱中保存。

1.3　分离菌的分类鉴定

根据分离菌的菌落和菌体形态 ,鞭毛和芽孢的有

无及着生情况 ,革兰氏染色以及生理生化反应[ 12] ,按

伯杰细菌分类系统进行初步分类[ 13] 。

1.4　分离菌内生性测定

1.4.1　注射接种法　将在 NA 培养液中培养 2 d的

分离菌 ,稀释 10倍 ,用注射器把菌液注射到在灭菌土

生长21 d的番茄(新星 101番茄 ,广州蔬菜研究所产)

茎的中部 ,每个菌株 3次重复 ,每次重复 3株番茄 ,以

注射NA培养液为 CK ,接种 15 d后 ,采集距注射部位

上下 10 cm的茎段 ,按 1.2和 1.3的方法进行分离鉴

定。

1.4.2　浸根法测定　将在 NA 培养液中培养 2 d的

分离菌 ,稀释 100倍 ,移至广口瓶中 ,用牛皮纸封口 ,

中间开一能放入番茄小苗的小孔 ,将生长 10 cm左右

高的番茄苗放进瓶中 ,每瓶 1 株 ,并放入少许复合肥

(2 ～ 3粒),以 NA培养液为 CK ,每个处理 3 次重复 ,

接种后 15 d ,从番茄植株茎中部取样 ,按 1.2和 1.3

的方法进行分离鉴定 。

1.5　内生菌对番茄青枯病菌的拮抗作用测定

移取 1 mL在 NA培养液中培养 2 d的番茄青枯

病菌菌液至灭菌的培养皿中 ,加入 45℃NA培养基约

10 mL ,充分摇匀 ,凝固后在培养平板中间打直径为 5

mm的小孔 ,在小孔中注入 50μL在NA培养液中培养

2 d的内生菌 ,以注入灭菌水为 CK ,每个处理 3次重

复 。于 28℃下培养 ,24 h后观察和测量抑菌圈大小 。

1.6　内生菌对番茄青枯病的防治效果测定

1.6.1　室内防效测定　番茄种子播种于花盆中 ,每

盆 10粒 。植株出土后 ,用浓度为 10
8
cfu/mL 的内生

拮抗菌按 2 mL/株淋 1次 ,待番茄长至 15 cm高时 ,用

浸根法接种番茄青枯病菌(浓度为 108 cfu/mL),于接

种后第 2 d ,再用 2 mL/株(108 cfu/mL)内生拮抗菌淋

根 。每处理 30株 ,于接种番茄青枯病菌后第 20 d 调

查发病情况 。

1.6.2　田间防治试验　选择番茄青枯病发生较重的

田块约 0.2 hm2 ,分施内生拮抗菌 、农药(杀菌霸:20%

丙硫咪唑可湿性粉剂 ,贵州元隶科技有限责任公司

产)和 CK 3个处理 ,每个处理 3次重复 ,处理间用沟

相隔。番茄品种为新星 101 ,于番茄移植当天 , 分别

用杀菌霸 3 000 倍液 、内生拮抗菌(浓度为 10
8
cfu/

mL ,用量 100 mL/株)淋根 ,以后每隔 10 d施 1次 ,连

续 3次。在番茄成熟期调查发病情况 。

2　结果

2.1　内生菌的分离结果

从广西 5个县市采回的标本中 ,共分离到 55 个

细菌菌株(表 1)。经鉴定 ,B2 ～ B6 、B8 ～ B13 、B16 、B18 、

B24 、B27 、B28 、B32～ B34 、B36 、B40 、B46 ～ B55 31个菌株属于

芽孢杆菌(Bacillus spp.),B7 、B19 、B29 、B31 、B37 、B44 、B45 、

B58 8个菌株为欧文氏菌(Erwinia spp.),B15 、B17 、B20 ～

B23 、B25 、B26 、B30、B38、B41、B43、B56、B57 14个菌株为黄单

胞菌(Xanthomonas spp.), B42 、B39为假单胞菌(Pseu-

domonas spp.)。其中以芽孢杆菌出现的频率最高 ,占

56.4%。

表 1　从番茄植株中分离到的细菌
Table 1　 Bacteria strains isolated from tomato plants

采样地点(Source of sample) 菌株编号(No.bacteria strain)

广西大学(Guangxi University) 21(B2 ～ B10 、B42 ～ B46、 B49 ～ B51 、 B55～ B58)

武鸣县双桥镇(Shuangqiao Wuming County) 16(B11～ B13 、 B15 ～ B27)

崇左县大村乡(Dacun Chongzuo County) 12(B28～ B34 、 B36 ～ B40)

钟山县(Zhongshan County) 1(B41)

南宁市郊区(Suburbs of Nanning) 2(B47 、B48)

荔浦县(Lipu County) 3(B52 ～ B54)
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2.2　分离菌内生性的测定

经用浸根和注射法测定分离菌的内生性 ,在分离

到的芽孢杆菌类中 ,23个菌株具有内生性 , 8个菌株

无内生性;黄单胞菌类有 9 个菌株具有内生性 , 5个

菌株无内生性;欧文氏菌仅有 2 个菌株有内生性 , 6

个菌株无内生性;假单胞菌 2个菌株均有内生性。测

试的 55个菌株有 36个菌株具有内生性 ,占 65.5%

(表 2)。

2.3　内生菌对番茄青枯病菌拮抗作用测定结果

在36个菌株中仅有 7个菌株对番茄青枯病菌有

拮抗作用 ,其中芽孢杆菌类有 5 个菌株(B4 、B18 、B32 、

B33、B47),假单胞菌(B39)和黄单胞菌(B21)各 1 个菌

株 ,B47菌株对番茄青枯病菌拮抗作用最强。因此 ,内

生菌对番茄青枯病的防治作用试验选用该菌株进行

测试(表3)。

2.4　内生菌对番茄青枯病的防治效果

由于番茄小苗在接病原菌之前施用 B47菌株 ,经

采样分离 ,小苗根 、茎部组织含有 B47菌株 ,因此 B47菌

株对番茄青枯病的防治效果较好;而在大田试验 ,由

于田间番茄青枯病的发病较轻 , CK 发病率仅在

10.15%,防治效果达 74.98%(表 4)。从室内外防治

试验结果 ,可以初步判断 B47菌株对番茄青枯病有一

定的防效。

表 2　分离菌的内生性
Table 2　 Endophytic bacteria isolated from tomato plant

分离菌种类

Kinds of i solated bacteria

内生性菌株

Endophytic

非内生性菌株

Not endophytic

芽孢杆菌(Bacillus spp.)
23(B4 ～ B6 、B8～ B13 、B16 、B18 、B27 、B32 ～ B34 、B36 、

B40 、B47 ～ B52)
8(B2 、B3 、B46、B53 ～ B55 、B24 、B28)

黄单胞菌(Xanthomonas spp.) 9(B15 、B17 、B20 ～ B23、B25 、B26 、B38) 5(B30 、B41 、B43 、B56 、B57)

欧文氏菌(Erwinia spp.) 2(B31 、B37) 6(B7 、B19 、B29 、B44、B45 、B58)

假单胞菌(Pseudomonas spp.) 2(B42 、B39) 　　　　　-

表 3　内生菌对番茄青枯病菌的拮抗作用
Table 3　 Antibiosis activities of endophytic bacteria against Ralstonia solanacearum

菌株

St rains

抑菌圈(mm)
Inhibit ing zone

菌株

Strains

抑菌圈(mm)
Inhibiting zone

B4 13.5±1.3 C B33 23.6±0.6 B

B18 14.0±0.0 C B39 24.8±0.8 B

B21 23.5±1.3 B B47 46.5±4.3 A

B32 22.0±1.0 B CK 　 0 　　　D

　　注:标有相同字母的值间无差异显著性(P=0.01, LSR测验)。表 4同。
　　Note:Means followed by the same letters are not significantly different(P=0.01 , LSR test).The same as Table 4.

表 4　B47菌株对番茄青枯病的防治效果

Table 4　 Control efficacy of B47 strain to tomato bacterial wilt

测试方式

Method of test

处理

Treatment

供试植株数

Total

发病株数

Disease

发病率(%)
Disease incidence

防治效果(%)
Control eff icacy

室内测试

In green-house

CK

B47

30

30

16

3

53.33

10.00

-

81.25

大田测试

In field

CK

杀菌霸(Albendazed)

B47

552

552

552

56

41

14

10.15

7.43

2.54

-

26.80 A

74.98 B
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3　讨论

本实验虽然采取严格的组织表面消毒 ,通过对消

毒冲洗的无菌水接种培养没有产生菌落 ,证明本研究

所分离的材料表面消毒彻底 ,但分离的 55个菌株中 ,

有 19 个菌株经浸根和注射测试没有内生性 ,其原因

可能是:(1)具有潜伏性或在植物组织内移动性小或

增殖率低;(2)从植物表皮自然孔口或微伤口进入植

物体内 ,且为暂居菌 。

植物内生细菌作为植物微生态系统中的天然组

成成分 ,它们的存在对加强植物对环境的适应性具有

重要意义。一些内生细菌不但可以抑制病原物的生

长 ,而且可以促进寄主的生长[ 14 ,15] ,它们可以作为生

物防治剂或植物促生剂应用于生产。本研究测试 36

个内生菌 ,仅有 7个菌株对番茄青枯病菌有拮抗作

用 ,其中芽孢杆菌 B47菌株对番茄青枯病菌的拮抗作

用较强 。但它是否具有促生性或诱导抗性? 它在番

茄植株内的生存的持久性如何? 除了番茄以外是否

还可以在其它作物植株内定殖? 这些问题尚未进行

测定 ,有待今后研究 ,为应用和开发这一番茄内生菌

提供理论依据。
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