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摘要  从植物诱导抗病性、微生物拮抗作用、转基因植物3 个方面展开 ,对近年来烟草赤星病生物防治的研究进展进行了论述。
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  烟草赤星病( Alternaria alternata) 是烟草上的一个重要真

菌性病害, 主要发生在烟叶成熟期[ 1 - 2] 。赤星病于 1892 年

首先在美国发现, 多次给世界烟叶生产带来较大的经济损

失[ 3 - 5] 。在我国,1916 年首次在北京发现 ,1964 年在山东烟

区大流行 ,造成很大的经济损失[ 6 - 8] 。此后, 赤星病在全国

各烟区发生频繁。

多年来, 对烟草赤星病的防治, 主要采用抗病育种、化学

防治、生物防治、农业防治的方法[ 9] 。至今还没有得到令人

满意的抗烟草赤星病的品种[ 10] 。化学防治尽管效果明显 ,

但会产生农药残留, 严重影响烟叶品质, 且对环境造成污

染[ 11 - 12] 。农业措施能够起到辅助防治的效果, 但起不到根

本性作用。生物防治由于其所有的独特的优越性,成为最具

发展前景的领域, 也是国内外科研工作者研究的热点。近年

来, 科学工作者对烟草赤星病的生物防治研究取得了许多研

究成果 ,笔者对此进行了综述。

1  拮抗菌的筛选

拮抗作用是利用某些有益微生物( 细菌、真菌、放线菌

等) 或其产生的抗菌物质来抑制病菌的生长, 从而达到控制

病害的目的[ 13] 。近年来, 对于赤星病菌拮抗菌的研究已经

取得了一些成果。

1 .1  细菌 易龙等[ 14] 从健康烟草的叶、茎中分离到 302 株

非病原内生细菌, 通过平板对峙培养, 筛选出对烟草赤星病

菌[ Alternaria alternata( Fr .) Keissl] 有不同致病力的4 个代表

菌株均有拮抗作用的11 个菌株。室内测定其对赤星病菌抑

菌带的宽度达5 .5～13 .2 mm;拮抗、防病试验测定,来自叶片

内的内生菌株Itb162 对赤星病菌有较强和稳定的拮抗作用 ,

对赤星病有52 .0 %的防病效果。无菌滤液试验表明, 拮抗内

生细菌 Itb162 无菌滤液在一定浓度范围内均能有效地抑制

菌丝生长, 减少孢子萌发 , 且浓度越高, 抑制能力越强。在

2007 年 ,易龙等[ 15] 又从烟草叶片上分离得到细菌Ata28 ,经鉴

定为枯草芽孢杆菌( Bacillus subtilis) , 通过平板对峙培养, 测

定其对不同致病力的烟草赤星病菌均有拮抗作用,抑菌带宽

度达8 .4 mm; 在温室中进一步进行盆栽控病试验,防治效果

为75 .2 %。试验表明, 拮抗菌 Ata28 的无菌滤液在一定浓度

范围内均能有效地抑制赤星病菌菌丝生长( 图1) 。

方敦煌等[ 16] 从健康烟草根分离到669 株根际芽孢杆菌,

通过平板对峙培养、代谢产物活性检测 , 筛选到9 株抑制烟

草赤星病菌活性较强的菌株, 其菌体及粗代谢产物产生的抑

菌圈直径均> 10 mm( 图2) ;离体防效和田间小区防治试验表

明,菌株 B6、B75 的含菌发酵液和粗代谢产物的离体防效分

别为 75 .6 %、76 .9 % 和 62 .5 %、64 .7 % , 小区 防效分别 为

70 .3 %、75 .8 %和60 .3 %、64 .4 % 。粗代谢产物的抑菌作用试

验发现,菌株B75 的粗代谢产物在一定浓度范围内能抑制赤

星病菌孢子萌发、菌丝生长与产孢。

图1 光学显微镜下受Ata28 抑制的烟草赤星病菌丝形态[ 15]

Fig .1 Morphology of Myccliumof A. attemata Inhibited by Ata 28

under the Microscope

图2 防治烟草赤星病拮抗根际芽孢杆菌的筛选[ 16]

Fig .2 Inhibitionof anti-bacteria B75against the pathogen of to bacco

brownspot

方敦煌等[ 17] 对B75 菌株进行了进一步研究, 在以 NB 培

养液进行试验时发现,B75 在对数生长的中期开始产生抗菌

物质, 在生长的衰退期前存在一个产生抗菌物质的高峰期 ;

在25～50 ℃、pH 值4 .0～8 .5 均可产生抗菌物质, 其中30 ℃

和pH 值6 .0 的培养条件最适。不同的装液量试验结果表

明,三角瓶装液量为100 ml/ 500 ml 时, 是B75 菌株菌体生长

及产生抗菌物质的最适宜量。不同的碳、氮源试验结果表

明, 甘露醇、酵母膏最有利于B75 菌株菌体生长, 且产生的抗

菌物质抑菌活性较强。推测抗菌物质为蛋白质或多肽。

罗坤等[ 18] 利用稀释分离方法, 从湖南、云南烟区烟株下

部叶片分离得到烟草叶面细菌676 株, 通过对峙培养试验和

孢子萌发试验,结果 16 株菌株对烟草赤星病菌有较强的拮

抗作用; 室内盆栽生防测定试验表明,16 株菌株不同程度地

减轻了烟草赤星病的发生, 其中5 株防治效果较好, 分别达
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77 .4 %、77 .4 % 、92 .5 %、92 .5 %和90 .3 %。

王智文等[ 19] 通过单次单因子试验和正交试验 , 对多粘

类芽孢杆菌Cp- S316 菌株抗真菌活性物质的发酵培养基进行

了优化 ,获得适合菌株生长和抗真菌活性物质产生的最佳培

养基配方为:马铃薯100 .0 g、乳糖400 .0 g、蛋白胨15 .0 g、硝

酸钠0 .5 g、硫酸镁2 .0 g、水1 L。经摇瓶发酵试验,发酵液效

价比基础培养基配方提高了325 .2 % 。Cp- S316 菌株产生的

抗真菌活性物质粗提物对烟草赤星病菌菌丝有强烈的抑制

作用, 显微镜观察发现,活性物质能引起菌丝原生质凝集。

1 .2  真菌 方敦煌等[ 20] 研究显示, 木霉对烟草赤星病的防

治效果随着木霉孢子对烟草赤星病孢子的配比浓度增加而

增加,当木霉孢子与烟草赤星病菌孢子的浓度配比达10∶1

时,防效最大, 达90 %以上, 再增大浓度配比, 防效不再增加 ,

保持稳定。

纪丽莲[ 21] 从黄海岸芦竹( Arundo donax) 中分离得到一株

木霉属的内生真菌F0238 , 在皿内及盆栽苗上对该菌防治烟

草赤星病进行了试验研究。对峙培养结果表明,F0238 对烟

草赤星病菌有较强的营养竞争作用; 盆栽试验表明,F0238 在

孢子浓度1010个/ ml 时对烟草赤星病的预防能力达90 % 以

上, 孢子浓度108～109 个/ ml 时对烟草赤星病的治疗效果达

50 %以上, 表明该菌具有潜在的防治烟草赤星病的能力。

1 .3  放线菌  何莲等[ 22] 从烟草、辣椒和番茄地里取样 ,通过

分离、纯化获得12 个放线菌 ,编号为SZF1～SZF12 ,其中SZF2

和SZF7 对赤星病菌的抑制作用最好, 在PDA 平板上做对峙

试验, 其抑菌带宽分别达11 .8 和11 .3 mm。培养8 d 的SZF2

和SZF7 的发酵液对赤星病的防效达73 .5 % 和32 .4 % , 具有

很好的应用前景。

1 .4 病毒型生物制剂和抗菌酶类  白建保等[ 23] 研究了�肽

霉素( 一种病毒型生物制剂) 对烟草赤星病菌的抑制作用, 结

果表明, 在PDA 培养基上共同培养时, 抑菌圈直径为 47 .1

mm; �肽霉素作用方式是抑制孢子萌发, 使病菌菌丝生长受

到限制, 原生质聚集, 后菌丝畸形, 出现大量原生质外渗; 该

药液作用位点在菌体的细胞膜上 ,菌体失去侵染力。

陶刚等[ 24] 以指形管培养法分别测定几丁质酶粗酶液和

纯化的几丁质酶混合液 ( 2 种几丁质酶) 对烟草赤星病菌孢

子萌发的抑制作用, 结果表明 ,较高浓度 ( 25 .2 U/ ml) 几丁质

酶粗酶液在48 h 内强烈抑制孢子萌发和芽管伸长 ,或致芽管

畸形和细胞壁破裂 ;几丁质酶混合液对赤星病菌的孢子萌发

也表现出明显的抑制作用, 但在相同或相近酶活性条件下 ,

纯化的几丁质酶混合液( 9 .4 U/ ml) 和粗酶液( 12 .6 U/ ml ) 对

赤星病菌孢子萌发的抑制率( 处理24 h 时) 分别为46 .0 % 和

84 .3 % , 前者明显低于后者。采用孢子液悬滴法接种烟苗

( K326) 叶片测定木霉几丁质酶对赤星病菌致病性的影响, 结

果表明, 几丁质酶粗酶液浓度越高, 对孢子萌发抑制时间越

长,抑制率越高; 其浓度为 4 .9、9 .8、19 .5 U/ ml 的抑制率在7

d 时分别为36 .8 %、56 .2 %和57 .6 %。

2  诱导抗病性

植物的诱导抗性又称系统性获得抗性( SAR) , 是当植物

受到弱毒株病原物侵染或某些生化制剂诱导处理后产生的

一种主动防卫反应, 可以对随后病原物的侵染产生抗性[ 25] 。

寻找能够诱导植物产生抗病性的病菌激发子是当今植物病

理学科中十分活跃和重要的工作。刘爱新等[ 26] 用TBA16 制

备激发子( Elicitor , 也称抗病诱导剂) 诱导处理烟草后,烟草体

内的几丁质酶( Cht) 和β- 1 ,3- 葡聚糖( Glu) 的活性增强 , 对赤

星病菌有明显的抑菌作用。

梁元存等[ 27] 用 TBA16 制备激发子诱导烟草, 幼苗经激

发子处理后,苯丙氨酸裂解酶( PAL) 、过氧化物酶( POD) 和多

酚氧化酶( PPO) 活性有所增加, 病程相关蛋白( PRP) 也有量的

积累。梁元存等[ 28] 还用抗病诱导剂SRS- 2( 主要成分是病菌

弱毒株 TBA16 的孢子壁组分) 进行大田应用, 结果表明, 诱导

剂 SRS- 2 能够较好地控制烟草赤星病, 防效最高达85 .0 % ,

平均为62 .7 %。

商明清等[ 29] 以烤烟品种 NC89 在16～25 ℃、自然光周期

的温室内培育,9～10 叶期供试验用; 烟草赤星病菌强毒株

TBA28 用于挑战接种; 赤星病菌弱毒株TBA16 用于制备糖蛋

白激发子, 随着诱导时间增加, 防效增加 , 诱导后10 d , 防效

可达53 .5 %。

3  转基因

随着生物技术实验手段的不断提高,通过转基因技术获

得稳定遗传的抗病植株已成为可能[ 30] 。

吴中心[ 31] 以烟草赤星病的抗性材料净叶黄 DNA 为供

体, 感病材料 NC89 为受体, 通过涂抹柱头法和注射子房法 ,

通过外源 DNA 的导入处理, 获得了抗赤星病性状可稳定遗

传的株系。刘国胜[ 32] 利用从病原细菌 Pseudomonas syti ngae

Pv .tomato 中获得的无毒基因 avr D 片段与病原菌诱导型的特

异启动子 PⅠⅡ、CHS 和 PAL 构建成表达盒, 通过土壤农杆菌

分别转化烟草品种 K326 和 Bottom Special 。经烟草赤星病菌

孢子定量接种转基因植株及其离体叶片,筛选到一批高抗植

株。方玉达等[ 33] 通过根瘤农杆菌( Agrobacteri um tu mefaciens)

介导, 将水稻几丁质酶基因导入烟草栽培品种中, 并得到转

基因植株。导入的3 个基因即 npt Ⅱ、bar 和几丁质酶基因 ,

在子一代以近3∶1 的比例分离。表达水稻几丁质酶的子一

代转基因烟草表现出对烟草赤星病病原真菌( A . alternata) 的

抗性。Kai 等[ 34] 研究显示, 将 GbERF2 基因转入烟草, 使其在

烟草中过量表达, 可以提高对烟草赤星病的抗性。GbERF2

基因是从被 Verticilli um dahli ae 侵染的海滩棉花中克隆得到

的一种能够结合 GCC 盒的ERF 类转录因子。

4  展望

关于烟草赤星病拮抗菌研究方面, 芽孢杆菌、木霉和放

线菌前景比较好, 可以进行深入研究, 找出起重要作用的抗

菌物质,并对其作用机理进行探析;对于诱导抗病性方面, 寻

找新型高效的激发子是一条行之有效的途径,并可以对其作

用机理进行深入研究, 找到提高植物抗病性的分子靶标, 为

有效控制烟草赤星病打下坚实的基础; 对于转基因方面, 现

在还不准许释放, 相信不远的将来转基因烟草会投放生产 ,

需提前做好研究储备。
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种方法下的氟含量分别为 :14 .40 和15 .32 mg/ kg ,13 .28 和

14 .31 mg/ kg ,11 .90 和13 .38 mg/ kg。

2 .4 方法的精确性和准确性  由表1 可知, 加标回收率在

97 %～103 % ,因此可认为, 此方法测定样品中的氟准确性可

靠。相对标准偏差为4 .19 % ,认为此方法达到质控要求。

表1 回收率实验结果

Table 1 The result of recoverytest

样品
Samples

样品氟含
量∥μg

Fluorincontent
insamples

加入10μg 标
样后测定值∥μg

Determination
value after 10μg
standard added

回收率
%

Recovery
rate

1 14 .4 24 .1   97
2 15 .9 25 .7 98
3 14 .6 24 .9 103
4 15 .0 25 .2 102
5 15 .9 25 .6 97
6 14 .4 24 .5 101
7 15 .2 25 .1 99
8 14 .4 24 .6 102
9 15 .5 25 .5 100
10 14 .4 24 .5 101
11 15 .9 25 .7 98
12 15 .4 25 .6 102
平均值Mean    15 .1

标准偏差 SD 0 .632

相对标准偏差∥% RSD 4 .19

3  结论

研究表明 ,可利用植物中氟含量监测氟污染, 植物监测

具有样点布设不受任何条件限制, 取样容易, 方便快捷,样品

不易丢失 ,可长期监测等优点。可利用绿化树种对于大气中

氟污染进行综合治理。树种不同对污染物的吸收具有明显

差异。该实验中三种植物的生长环境相同, 而对氟的吸收作

用不同。富集能力: 榆树> 松树> 柳树。在城市生态环境和

绿化建设中 ,可结合城区大气污染物排放情况 ,选用对污染

物吸收净化能力强的树种, 对环境的污染治理起到重要

作用。
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