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摘要: 试验结果表明: 戊唑醇 ( tebuconazo le) 和枯草芽孢杆菌B acillus subtilis 生防菌株B2916 协同

作用, 对抑制蚕豆枯萎病病原菌 F usarium spp. 菌丝生长和防治蚕豆枯萎病均有显著的增效作用。

通过B 2916 利福平抗药性标记回收法测定了戊唑醇和B 2916 复配后B 2916 在土壤中的定殖状况,

结果表明: 戊唑醇对B 2916 在土壤中定殖有促进作用, 能减缓B 2916 群体数量大幅度下降, 帮助

B 2916发挥生物防治作用。这可能是戊唑醇和枯草芽孢杆菌B 2916 协同作用的增效机理之一。
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随着人们生活水平的提高, 对食品安全性的要求也越来越高。为了解决农副产品产量和质

量之间的矛盾, 达到防治植物病虫害、减少化学农药使用量的目的, 使用生物防治控制植物病

虫害的方法越来越受到各国政府和人民的关注, 生物农药在保护环境、保证人类健康和农业可

持续发展进程中, 将发挥愈来愈重要的作用。

但是, 其中的微生物活体农药尚存在着一些需要克服的障碍, 如: 田间防治效果不稳定、田

间药效作用缓慢、杀虫杀菌谱窄等。近年来发展形成的生物与化学防治方法相结合防治植物病

虫害的策略, 既能有效控制病虫害为害, 又能降低农药在农副产品中的残留, 因此受到了各国

植物保护专家的重视[1～ 3 ], 并已取得了初步成效。泰国的学者[1 ] 认为, 代森锰锌与木霉菌

T richod erm a haz ianum 结合使用能有效地控制番茄茎腐病 S clerotium rolf sii; 在加拿大, 化学

药剂丙环唑和生防菌混合后用于综合防治花椰菜黑胫病L ep tosp haeria m acu lans 取得良好的

效果[2 ]; 中国农业大学牛赡光[3 ]的研究表明, 多菌灵对荧光假单胞杆菌 P32 的存活和定殖有一

定的促进作用, 并提高了 P32 防治棉花黄萎病V erticillium d ah liae 的效果。笔者的试验结果表

明, 化学药剂戊唑醇和生防菌株B . subtilis B 2916 均能较好地抑制蚕豆枯萎病菌 F usa rium

spp. 的菌丝生长。本研究试图了解戊唑醇和B 2916 复配后对防治蚕豆枯萎病是否有增效作用,

并探讨产生增效作用的部分机理。现将结果报道于后。

1　材料和方法

1. 1　试验材料

菌种: 病原菌——蚕豆枯萎病菌 F usa rium spp. 及生防菌——枯草芽孢杆菌 B acillus

subtilis B 2916 (由江苏省农科院植保所提供)。大白蚕豆V icia f aba (由江苏省常熟市植保植检站

提供)。25% 戊唑醇 ( tebuconazo le)乳油和 2% 戊唑醇粉剂 (张家港七洲农药化工有限公司生产)。
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1. 2　试验方法

1. 2. 1　PSA 平板抑菌试验　①将戊唑醇配制成浓度分别为 1×10- 3、1×10- 2、0. 1、1 和

10 ΛgömL 的含药 PSA 平板; ②将生防菌B 2916 配制成浓度分别为 1×107、1×106、1×105、1×

104、1×103 cfuömL 的含菌 PSA 平板; ③复配剂TB (戊唑醇+ B 2916)的配制: 将 1×104 ΛgömL

戊唑醇母液和B 2916 用 YPG (胰蛋白 5 g; 酵母浸出膏 5 g; 葡萄糖 5 g)培养液摇瓶培养 48 h (细

菌悬浮液含菌量为 2×1010 cfuömL ) , 按 1∶1 体积比的比例混合, 然后稀释成含戊唑醇和B 2916

分别为 5 ΛgömL + 5×106 cfuömL、1 ΛgömL + 1×106 cfuömL、011 ΛgömL + 1×105 cfuömL、

1×10- 2 ΛgömL + 1×104 cfuömL 和 1×10- 3 ΛgömL + 1×103 cfuömL 的含药和含菌 PSA 平

板。在以上①、②、③的不同平板中央接种已培养7 d的 F usa rium spp. 菌碟, 直径为 8 mm , 设

3 次重复, 以不含药或菌的 PSA 平板作为对照。25℃黑暗培养, 待对照 F usa rium spp. 菌丝长

满平板时, 测量各不同处理的菌落直径ömm , 按下式计算菌丝生长抑制率 (% ) :

菌丝生长抑制率 (% ) = 100×[ (1- 药剂处理菌落直径- 8) ö对照菌落直径- 8 ]

1. 2. 2　田间小区控病效果试验　将在 PSA 平板上生长 7 d 的蚕豆枯萎病菌移植到灭菌的麦

粒培养基上, 25℃培养 14 d, 按质量比 5∶1 000 的比例将带菌麦粒培养基配合细土充分混匀

作为田间接种源, 接种于田间 5 cm 表层土中。

设 6 个处理 (见表 2) , 每处理 4 次重复, 以不施药且接病原菌的小区作为对照。每小区面

积 15 m 2, 各小区完全随机排列。在采收前 20 d, 每小区随机取 20 棵, 连根拔出豆株, 冲洗后逐

株调查, 统计发病株数、病级, 计算田间防治效果。病情分级参考鲍建荣[4 ]的方法。采用“D PS

数据处理系统”分析试验结果的差异显著性。

1. 2. 3　B 2916 在土壤中存活数量的测定方法　枯草芽孢杆菌B 2916 的抗利福平标记参考陈

志谊[5 ]的方法。回收B 2916 时, 取各个处理中已发芽的蚕豆种子, 保留蚕豆上面附着的少量土

壤, 放于 50 mL 无菌水内, 150 röm in、28℃摇瓶培养 3 h, 取 0. 2 mL 悬液涂 YPGA 平板 (含

400 ΛgömL 利福平) , 设 3 次重复。28 ℃培养 2 d 后调查在含 400 ΛgömL 利福平YPGA 平板上

长出的B 2916 菌落数。

1. 2. 4　戊唑醇对B 2916 在土壤中存活影响的盆栽试验　将 1×104 ΛgömL 的戊唑醇母液

4 mL 和B 2916 培养原液 (1×1012 cfuömL ) 4 mL 混合后浸种 1 kg 蚕豆种子, 2 d 后将已处理的

蚕豆播种于装有天然土、接种 F usa rium spp. 病土的盆钵中 (直径 30 cm ) , 每盆播种 8 粒蚕豆

种子, 设 4 次重复。播种后定期回收B 2916, 同时以 4 mL B 2916 培养原液浸泡 1 kg 蚕豆种子的

处理作为对照。

2　结果与分析

2. 1　戊唑醇和枯草芽孢杆菌协同作用对抑制蚕豆枯萎病菌生长的增效作用

试验结果表明: 含戊唑醇 1×10- 2和 1×10- 3 ΛgömL 的 PSA 平板对 F usa rium. spp 菌丝

生长的抑制率分别为 5. 5% 和 0; 含B 2916 1×104 和 1×103 cfuömL 的 PSA 平板对 F usa rium

spp. 菌丝生长的抑制率分别为 62. 0% 和 33. 5% ; 而复配剂 TB 同时含戊唑醇 1×10- 2 ΛgömL

和B 2916 1×104 cfuömL 以及含戊唑醇 1×10- 3 ΛgömL 和B 2916 1×103 cfuömL 的 PSA 平板

对 F usa rium spp. 菌丝生长的抑制率分别为 77. 2% 和 52. 7% (见表 1) , 有显著的增效作用。经

对 EC 50的计算, 戊唑醇的 EC50为 0. 2958 ΛgömL、B 2916 的 EC 50为 0. 0716×106 cfuömL、复配

剂 TB 的 EC 50为 7. 5×10- 4 ΛgömL + 7. 5×102 cfuömL , 增效系数大于 400。
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T ab le 1　T he inh ib it ion to F usa rium spp. by tebuconazo le, B 2916 and their comp lex

tebuconazo le

öΛg·mL - 1

B . subtilis

B 2916öcfu·mL - 1

tebuconazo le+ B 2916

tebuconazo le

öΛg·mL - 1 B 2916öcfu·mL
- 1

Inh ib it ion of

m ycelia l grow th (% )

10 - - 83. 5

1 - - 73. 4

0. 1 - - 43. 0

1×10- 2 - - 5. 5

1×10- 3 - - 0

- - 1×107 84. 8

- - 1×106 79. 3

- - 1×105 76. 4

- - 1×104 62. 0

1×103 33. 5

5 5×106 89. 9

1 1×106 87. 8

0. 1 1×105 82. 7

1×10- 2 1×104 77. 2

1×10- 3 1×103 52. 7

2. 2　戊唑醇和枯草芽孢杆菌协同作用对蚕豆枯萎病防治的增效作用

从田间小区试验结果 (见表 2) 中可看出, 10 kg 种子用复配剂 TB 40 g 处理 (其中戊唑醇

含量 20 g)的田间蚕豆枯萎病发病率明显低于同等数量的戊唑醇单剂处理; 而 10 kg 种子用复配

剂 TB 20 g (其中戊唑醇含量 10 g)处理对蚕豆枯萎病的防治效果和 20 g 戊唑醇单剂处理的防治

效果没有显著差异。这说明化学药剂戊唑醇和生防微生物B 2916 复配后, 戊唑醇的用量可以减少

一半, 对病害仍然有良好的控制效果。

T ab le 2　Effect of TB (tebuconazo le+ B 2916) seed trea tm en t

on faba bean seedling Fu sarium w ilt3

T reatm ent (10kg seed) D isease incidence (% ) D isease index Contro l effect (% )

10 g TB 58. 6 b 30. 00 b 42. 86 b
20 g TB 56. 78 b 23. 48 c 56. 06 a
40 g TB 45. 83 c 22. 51 c 57. 87 a
20 g tebuconazo le 53. 68 b 25. 32 bc 52. 62 a
40 g B 2916 68. 31 ab 53. 19 a 0. 47 c
　　　CK 79. 17 a 53. 44 a 0 c

　　3 L itt le English alphabet m eans m arked difference in 5%.

10 gTB = 5 g 2% tebuconazo le + 5 g B2916 ( 4×1010 cfuög) ; 20 gTB = 10 g 2% tebuconazo le + 10 g B2916 ( 4×

1010 cfuög) ; 40 gTB= 20 g 2% tebuconazo le+ 20 g B2916 (4×1010 cfuög)

田间小区试验结果还表明: 单用枯草芽孢杆菌B 2916 对蚕豆枯萎病的防治效果很差; 但与化

学药剂戊唑醇复配后表现出比较明显的生物防治作用, 如 10 kg 种子用复配剂 TB 20 g (其中戊

唑醇含量 10 g)、10 g (其中戊唑醇含量 5 g)处理的田间蚕豆枯萎病发病率与 20 g 戊唑醇单剂处

理的发病率没有显著差异。这说明化学药剂戊唑醇能帮助生防微生物B 2916 在带菌土壤中定殖,

并发挥生物防治作用。
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2. 3　戊唑醇对 B-916 在不同土壤中定殖的影响

戊唑醇对B 2916 在土壤中存活影响的盆栽试验结果 (见表 3) 表明: 枯草芽孢杆菌B 2916 在

两种土壤环境 (自然土、带菌土) 中均有一个定殖后迅速繁殖、群体数量上升的过程 (在接菌播种

后 15 d 左右) , 随后B 2916 的数量呈下降趋势。其中在病土中的B 2916 群体数衰减十分迅速, 在

播后 20 d, 群体数量仅为最高峰时的 12. 5% , 减少了 87. 5% ; 病土中的B 2916 在大幅度下降之

后趋于平稳, 在接菌播种后的 30、40 d 期间, 群体数量消长变化不大, 预计B 2916在病土环境中可

较持久地生存下去。在自然土中的B 2916 群体衰减的速度比病土中的B 2916要缓慢些,B 2916 的

数量大幅度下降的时期出现在接菌播种后 30 d 左右,B 2916 群体衰减的幅度比病土条件下的更

大些, 群体数量仅为最高峰时的 7. 2% , 减少了 92. 8% ; 随后自然土中的B 2916群体数量继续下

降, 预计B 2916 在自然土环境中长期存活的可能性不大。

在两种土壤条件下, 戊唑醇对生防微生物B 2916 的定殖、存活均有显著的促进作用。当

B 2916群体数量急剧下降时, 戊唑醇的这种促进作用表现尤其明显。如: 在接菌播种后 20 d 时, 在

病土环境中与戊唑醇混用的B 2916 的群体数量是单用B 2916 的 4. 46 倍; 在接菌播种后 30 d 时,

在自然土环境里复配剂中B 2916 的群体数量是单剂B 2916 的 6. 43 倍。

T ab le 3　Effect of tebuconazo le to B . subtilis B 2916 co lon iza t ion in differen t so il

D ays after

seedingöd

N atural so ilöcfu·grain - 1

T e3 + B 2916 B 2916

So il w ith F usarium spp. öcfu·grain - 1

T e3 + B 2916 B 2916

10 356 280 360 201

15 690 388 770 396

20 250 129 290 65

30 180 28 142 54

40 7 2 140 42

　　3 T e= tebuconazo le

3　讨论

随着人们对环境保护和食品安全认识的日益提高, 越来越多的化学药剂受到限制使用或被

禁止使用, 各国政府和众多专家学者对生物防治植物病虫害寄予很高的期望[6, 7 ]。但是, 目前大多

数生物防治研究都处在实验室阶段, 其中一个重要原因是生防微生物在田间条件下防治效果不

稳定, 用于大面积推广应用风险太大。笔者的田间小区试验结果也证实了这种情况。枯草芽孢杆

菌B 2916 在离体条件下, 对蚕豆枯萎病菌丝生长有很强的抑制作用, 但是在田间小区条件下, 单

用枯草芽孢杆菌B 2916 对蚕豆枯萎病几乎没有防治作用。这说明生防微生物B 2916 作为外来者

要在带菌土壤中定殖并发挥生物防治作用, 首先要克服包括病原菌在内的土壤习居微生物对它

的排斥作用, 而生防微生物在某些有利的生态环境中能够克服这种排斥作用, 顺利地生存繁殖,

发挥生物防治作用; 但是生防微生物常会遇到一些不利的生态环境, 使得它无法克服包括病原菌

在内的土壤习居微生物的排斥作用, 不能定殖生存下去, 或者虽然能够生存但其群体数量太少,

无法表现出生物防治作用。在田间小区试验中, 单用枯草芽孢杆菌B 2916 对蚕豆枯萎病没有防治

作用很可能就是这种原因。这可能也是生防微生物防治土传病害中田间效果不稳定的主要原因

之一。

本试验表明, 要解决这一问题的可能措施之一, 是将生防微生物和某些化学药剂混合使用。

在此, 使用化学药剂的目的是帮助生防微生物克服在土壤生态环境里定殖过程中与其它微生物
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群落的竞争, 比如削弱病原菌的竞争力, 弱化土壤习居微生物的活力等[8, 9 ] , 使生防微生物能够比

较顺利地在各种土壤生态环境中定殖, 并形成优势种群, 有足够的群体数量来克服包括病原菌在

内的土壤习居微生物的排斥作用, 从而发挥生物防治作用[10, 11 ]。笔者的田间小区试验和戊唑醇对

B 2916 在土壤中存活影响的盆栽试验结果也证实了这一点。

化学药剂和生防微生物协同作用防治植物病虫害是开展无公害防治、保护环境的重要举措,

它不仅能发挥化学药剂杀虫抑菌速度快、防治效果稳定的优势, 同时还具有保持生防微生物在植

物根、叶周围定殖、分泌抗生素、诱导植物产生抗病性等特点, 通过复配协同作用达到优势互补、

用量减少、防效增强的目的, 因此具有广阔的应用推广前景。
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Synerg ism between Tebuconazole and B acillus subtilis aga in st
Faba Bean Fusar ium W ilt and M echan ism of Increas ing Effect

CH EN Zh i2yi13 , 　R EN H ai2ying2, 　L IU Yong2feng1, 　XU Zh i2gang2

(1. Institu te of P lan t P rotection , J iang su A cad em y of A g ricu ltu ra l S ciences,N anj ing 210014, Ch ina;
2. D ep artm en t of P lan t P rotection ,N anj ing A g ricu ltu ra l U niversity ,N anj ing 210095, Ch ina)

Abstract: T he resu lts of experim ents show ed that synergism betw een tebuconazo le and the b io2con tro l stra in
of B acillus subtilis B 2916 po ssessed obvious increasing effects on the m ycelia grow th of F usarium spp. and the
disease developm ent of faba bean Fusarium w ilt. B 2916 w as m arked w ith rifamp icin and used fo r monito ring
B 2916 co lon ization in so il after cooperating. T he resu lts show ed that tebuconazo le can advance B 2916
co lon ization in so il, w eaken decline of B 2916 quan tity, and help show ing of B 2916 bio logical con tro l. T h is
w as a part of the m echan ism of increasing effect of synergism betw een tebuconazo le and the b io2con tro l stra in
B 2916.

Key words: tebuconazo le; B acillus subtilis; synergism ; increasing effect; m echan ism
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