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摘 要

通过盆栽试验
,

确定了烟草根结线虫生 防菌淡紫拟青霉 IP C 菌株在烤烟 K 32 6 和云 85 根际的生长和定殖情况及其对根际微生

物的影响
。

结果表明
,

施人菌剂 2周 和 4 周时淡紫拟青霉 IP C 菌株能在烤烟 K 32 6 外根际
、

根表分离到
,

根内则不能分离到
;
而不同

时期在烤烟云 85 的外根际
、

根表和 内根际都能分离到
。

在 6 周时 2 种烤烟的外根际
、

根表和根内的分离数达到最大
,

8 周时分离数

减少
。

每个时期在 2 种烟草根际分离到 IP C 菌株的菌落繁殖单位 ( C F U )都是外根际最大
,

其次是根表
,

内根际最小
。

IP C 菌剂处理

后烤烟根际细菌
、

真菌和放线菌的数量在 2周比对照减少
,
4 周时比对照增多

,
6 周和 8 周时与对照接 近

。

表 明生防菌淡紫拟青霉

I
CP 菌株可 以在烟草外根际

、

根表定殖和生长
,

而在根内则较 困难
,

菌剂施用 2 周时对根际土壤微生物具有一定的抑制作用
,
4 周后

抑制作用减弱
。
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淡 紫 拟 青 霉 ( P a e c i l o m夕c e s l i l a e i n u s ( T h o nr )

S a m s o n ) 是 习居 土 壤 中的机 会菌 物
,

对根 结 线 虫

( 材己 l o i d o g y n e s p p
.

) 和胞囊线虫 ( H e t e r o d e r a S p p
.

)

的卵有很强的寄生能力
,

是根结线虫和胞囊线虫 自然

衰退的主要因子之一 :l,
2〕

,

在植物寄生线虫的生防上具

有较大的潜力〔卜
6〕

。

成功的生物防治依赖于对生防菌
、

病原物和寄主植物相互关系的彻底了解
。

在植物寄生

线虫生防实践中
,

生防菌被引人土壤时
,

往往会受到土

壤抑菌作用及生防菌与植物根部亲和能力的影 响川
,

这是生物制剂防治植物寄生线虫防效不稳定的重要原

因之一
。

因此
,

作为生防因子的生防菌能否在靶植物根

际定殖生长及其对植株根际土壤微生物区系的抑制作

用强弱 已成为筛选
、

评定土传病害生防菌的一个重要

指标
,

并最终决定该生防菌的开发利用潜力
。

本课题组分离筛选的淡紫拟青霉 IP C 菌株对烟

草根结线虫具有较好 的防治效果川
,

但缺乏对该菌株

在烟草根际定殖能力的了解
,

类似的研究也少见报道
。
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为此
,

利用盆栽试验研究了该生 防菌在烤烟 2 个不同

品种根际的定殖情况
,

为利用该菌防治烟草根结线虫

提供理论依据
。

1 材料与方法

L l 试验材料

供试烤烟品种为云南主栽品种 K 3 2 6
、

云 85 ;供试

菌剂为由淡紫拟青霉 ( p a e c i l o m y c e s l i za c i n u : ( T h o m )

S a m so n ) I P C 菌株发酵生产 的 IP C 菌剂
,

由云南烟草

科学研究院农业所中试车间生产提供
。

1
.

2 淡紫拟青霉 IP C 在烟草根际的定植

1
.

2
.

1 选 择 培 养 基 的制 备 分 离 尸 ae ic lo m yc es

l i l a c i n u s ( T h o m ) S a m s o n ( I P C ) 的选择性培养基配方

为
:

10 9 氯化 钠
、

S Om g 五 氯硝 基 苯
、

S Om g 苯来 特
、

3 g9 P D A 补充去离子水至 l 0 0 0 m L
,

常规高压灭菌
。

当

温度降至 4 5一 5 0 ℃时加人 x o om g 硫酸链霉素
、

s om g

氯霉素
、

lm L 透西脱
,

充分混匀后到平板备用图
。

1
.

2
.

2 供试菌剂含抱量的测定 菌剂施用前以稀释

平 板 计数 法测 定
,

每 克菌 剂菌 落繁 殖单 位 c( ol o n y

f o r m i n g u n i t
,

C F U )
,

5 个重复取平均值
。

1
.

2
.

3 根结线虫幼虫的孵化 从温室取出培养根结

线虫的番茄根系
,

用 自来水轻轻冲去泥土
,

将带根结的

根系剪成小段放人三角瓶中
,

加入 1%次氯酸钠溶液
,

振荡 sm in 后倒人双层筛中 (上筛孔径 2 50 拜m
,

下筛孔
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径 38 # m )
,

反复冲洗直到所有卵冲洗到下筛 中
。

收集

卵放人垫有滤纸的线虫分离器 中
,

于 2 5 C培养箱孵化

3d
,

即可得到大量根结线虫幼虫
。

取线虫液适 当稀释

后在倒置显微镜下计数线虫数量并稀释到 1 0 0 0 条 /

m L 备用 〔` 。〕
。

1
.

2
.

4 盆栽试验 选取无病红壤土装于直径 4 c5 m

的塑料花盆
,

以 1%的斯美地 (山东鸿运烟草用药有限

公司生产 )熏蒸土壤
,

然后用塑料薄膜覆盖
,

d7 后揭膜

松土
,

d3 后移栽 4 d0 龄期的烟苗
。

移栽前在塘中接种

刚孵化的新鲜根结线虫幼虫液 1
.

s m L /株
,

同时施人供

试菌剂 1
.

59 /株
,

并同塘土充分混匀
,

其他措施按烤烟常

规栽培方法
。

对照只接种根结线虫幼虫
,

不施生防菌剂
。

1
.

2
.

5 生防菌淡紫拟青霉 IP C 的定殖 移栽后 2
、

4
、

6 和 8 周时分别取处理和对照烟根
,

经以下处理
:

l) 外

根际定殖
,

保 留与根紧密结合的根际土
; 2) 内根际定

殖
,

自来水冲洗后再用无菌水反复冲洗
,

彻底除去根

际土 ;
3) 根内定殖

,

洗去根上的土
,

加 2% 次氯酸钠消

毒 3 m in
,

再用无菌水冲洗
。

将经过不同处理 的烟根剪

成 0
.

s m m 左右的小段
,

于研钵中研磨成浆状
,

稀释后涂

布到已制备好 的选择性培养基上
,

25 一 28 ℃ 培养 7 一

l o d
,

计数测定菌株在烟草外根际
,

内根际和根内的定殖

情况
。

1
.

3 I P C 菌剂对烟草根际微生物的影响

烟苗移栽后 2
、

4
、

6 和 8 周时分别取不同处理烤烟

根际土
,

风干
,

过 40 目筛
,

加无菌水制成悬液
,

梯度稀

释后分别取适当浓度稀释液涂布于牛肉膏蛋 白豚
、

高

氏一号和马丁氏培养基上培养
,

记录土壤 中细菌
、

放线

菌和真菌的数量
。

2
.

2
.

2 I P C 在云 85 根际的定殖 移栽后 2 周在云

8 5 外根际
、

根表分离到 IP C 菌
,

同时在根内分离到少

量的 I P C 菌
; 4 周时在外根际

、

根表的分离数增加
,

根

内分离数量也稍有增加
; 6 周时外根际

、

根表和根 内的

分离数达到最高
; 8 周时外根际

、

根表的分离数低于 4

周和 6 周时
,

而根内分离数无变化 (表 1 )
。

表 1 I P C 在烟草根 际的定殖情况

处理 不同时间的菌落繁殖单位 (C F u )

2 周 4 周 6 周 8 周

K 3 2 6 外根际 2
.

2 X 1 0 3 2
.

8 火 1 0
3

3
.

6又 1 0 3 l
.

4 X 1 0 3

根表 4
.

6又 1 0 2 5
.

3 又 1 0 2 6
.

0又 1 0 2 2
.

4 x l o Z

根内 0 0 8 0

云 8 5 外根际 2
.

6 X 1 0 3 3
.

5 X 1 0
3

3
.

7又 1 0 3 2
.

7又 1 0 3

根表 5
.

5 只 1 0 2 5
.

8又 1 0
2

5
.

9 X 1 0 2 5
.

4 X 1 0 2

根内 5 7 8 8

对照 外根际 0 0 0 0

根表 0 0 0 0

根内 0 0 0 0

2
.

3 I P C 菌剂对烟草根际微生物的影响

I P C 菌剂处理后对 K 32 6 和云 85 根际细菌
、

真菌

和放线菌数量的影响总体上都 比相应对照处理减少
。

在 2 周时表现极为明显
,

各个类群微生物 的数量都有

大量的减少
,

而云 85 与 K 3 26 相比
,

其数量下降幅度

更大
。

4 周时各种微生物数量有所 回升
,

但与对照相

比仍呈减少趋势
。

6 周和 8 周时各种微生物的数量基

本与对照保持一致 (表 2 )
。

2 结果与分析

2
.

1 IP C 菌剂的含抱 t 测定

IP C 菌剂含抱量为 1
.

65 火 1护 cf u/ g
,

烟苗移栽时

按 1
.

5 9 /株施用
,

即菌剂施用剂量为 2
.

5火 1少 c
fu / g

。

2
.

2 IP C 在烟草根际的定殖

2
.

2
.

1 I P C 在 K 3 2 6 根 际的定殖 IP C 在移栽后 2

周能在 K 3 26 外根际
、

根表分离到
,

但不能在内根际分

离到
; 4 周时外根际

、

根表 的分离数增加
,

而根 内仍不

能分离到 ; 6 周时外根际
、

根表的分离数达到最高
,

根

内也分离到少量
; 8 周时外根际

、

根表分离数下降
,

根

内未分离到
,

而相应对照处理 4 次取样均未分离到生

防菌
,

结果见表 1
。

表 2 IP C 菌剂处理对烟草根 际微生物的影响

处理 一一一卫燮丝竺丝遵竺业二— 一
- - 一

-

一

—
兰旦一 4 周 6 周 8 周

K 3 2 6 细菌 5
.

8火 1 0 6 7
.

g X I O6 6
.

4 X 1 0 ` 6
.

3 X 1 0`

真菌 3
.

o X 1 0 3 6
.

7 x l o 3 6
.

6火 1 0 3 6
.

5 只 1 0 3

放线菌 4
.

3 x 2 0 5 5
.

4又 1 0 5 4
.

1 又 1 0 5 3
.

4 X 1 0 5

云 8 5 细菌 4
.

3 X l o 6 6
.

3 X I O 6 6
.

7 火 1 0` 6
.

4 X 1 0 `

真菌 2
.

3只 1 0 3 5
.

6只 1 0 3 6
.

5 火 1 0 3 6
.

6又 1 0 3

放线菌 3
.

2只 1 0 5 4
.

5 X 1 0 5 3 5 X 1 0 5 3
.

3 X 1 0 5

对照 细菌 1
.

2 X 1 0 7 8
.

4 又 1 0 6 6
.

5又 1 0 6 6
.

2 X 1 0`

真菌 4
.

5火 1 0
3

7
.

5 汉 1 0 3 6
.

8又 1 0 3 6
.

6 汉 1 0 3

放线菌 7
.

5只 1 0 5 5
.

6 X l o 5 3
.

7 X 1 0
5

3
.

5 火 1 0 5
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3 讨论

3
.

1 形成植物根际的根围土壤区域是一个在时间上

和空间上变化的动态
、

复杂的栖居环境
,

不同土壤根际

在生物
、

化学和物理特性方面均存在差异
。

盆栽试验表

明
,

施人菌剂 2 周和 4 周时淡紫拟青霉 IP C 菌株能在

烤烟 K 32 6 外根际
、

根表分离到
,

根 内则不能分离到
,

而不同时期在烤烟云 85 的外根际
、

根表和内根际都能

分离到
。

在 6 周时
,

2 种烤烟的外根际
、

根表和根 内的

分离数均达到最大
,

8 周时分离数减少
。

每个时期在 2

种烟草根际分离到 IP C 菌株的菌落繁殖单位 ( C F U )

都是外根际最大
,

其次是根表
、

内根际
。

IP C 菌株在

K 32 6 和云 85 上的定殖能力表现出差异
,

这可能与两

个品种对烟草根结线虫病抗性不同有关
。

这些结果表

明
,

生防菌剂中的淡紫拟青霉 IP C 菌株在烟草根际具

有一定的亲和能力
,

可以在烟草外根际
、

根表
,

以至根

内定殖
,

这为该菌株的开发利用提供了理论依据
。

3
.

2 生防菌同土壤微生物竞争能力的强弱是其在土

壤中存活
、

定殖的的关键
。

IP C 菌剂处理后烤烟根际细

菌
、

真菌和放线菌的数量在 2 周时较对照减少
,

4 周时

较对照增多
,

6周和 8 周时与对照接近
。

也就是说
,

施

用 2 周时 IP C 菌株对根际土壤微生物具有一定的抑

制作用
,

4 周后抑制作用减弱
。

供试 I PC 菌株是土壤中

兼性寄生菌
,

也属于植物寄生线虫机会菌物
,

国外报道

这类菌能产生一种肤类抗生素抑制土壤微生物的生

长
。

试验结果表明
,

淡紫拟青霉 IP C 对土壤微生物具

有一定的抑制作用
,

其领顽性随时间的延长而减弱
。

说

明它们进人土壤后
,

可能先产生抗生物质
,

抑制其他土

著微生物的生长
,

然后开始大量生长繁殖
。

但随着土壤

中土著微生物适应能力增强而数量增加
,

以致它们对

土壤微生物抑制作用减弱并最终达到新的平衡
。

3
.

3 植物根部可被微生物利用的位点一般只 占到整

个 根表面积的 8% 一 20 %
,

生防菌早于病原菌 (物 ) 同

植物种子接触
,

并随着根的生长而向下延伸
,

从而优先

占据植物生态位点
,

并定殖下来
,

减少其他有害菌的位

点竞争
。

由此说明生物菌剂的配制和施用方法对其定

殖也有一定影响
。

本研究是在烟苗移栽时施人生防菌

的
,

此时烟苗的根系已被一些微生物占据
,

生防菌要在

烟草根际定殖下来 比从种子萌发生根开始困难得多
,

致使在根内分离数极少
。

此外
,

土壤的理化性质
,

寄主

植物的类型
、

品种
,

土壤 中其他微生物的种类及种群密

度等因素都会影响到生防菌的定殖能力
。

本研究中生

防菌 I P C 菌株在 K 32 6 和云 85 上分离数 的差异就表

明寄主植物品种对生防菌定殖的影响
。

正是诸多生态

因子对生防菌定殖产生的复杂作用
,

造成生物制剂防

治植物病害过程中防效不稳定
,

持续防效得不到保证
,

这也是生物防治取得突破进展的最大障碍
。

因此
,

研究

生防菌剂型配制
、

施用技术及其生长定殖情况是开发

利用生防商品制剂必须解决的重要问题之一
。
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