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苗中犜犕犞的钝化效果
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摘要　选用对烟草花叶病毒犜狅犫犪犮犮狅犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＴＭＶ）具有显著拮抗活性的蒙氏假单胞菌犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犿狅狀狋犲犻犾犻犻

３Ａ菌株对烟草漂浮育苗过程中被ＴＭＶ污染的育苗棚、育苗盘、基质及剪叶机械等进行生物钝化，并利用ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＲＴＰＣＲ对污染基质中ＴＭＶ的含量进行了定量检测。结果显示，２００、４００倍及６００倍犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌悬液稀释液

均可显著钝化病苗残留干叶及干根中的ＴＭＶ；剪叶机械经不同稀释倍数的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌悬液处理后，在一定程

度上抑制了ＴＭＶ的发生，相对防效达５１．４２％～１００％；基质经不同稀释倍数的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌悬液处理后，其中

ＴＭＶ的含量也下降了７２．７３％～８８．４６％，对ＴＭＶ的相对防效达６１．５６％～８７．４６％。其中，２００倍犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ稀

释液处理育苗棚、育苗盘２０ｍｉｎ以上，浸泡剪叶机械１ｍｉｎ以上对ＴＭＶ钝化效果最好。
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２０１７

　　烟草花叶病毒犜狅犫犪犮犮狅犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＴＭＶ）引

起的病毒病可严重危害农作物的正常生长。ＴＭＶ

在农作物上主要通过农事操作进行传播，烟草育苗

过程中被ＴＭＶ污染的育苗棚、育苗盘、基质及剪叶

机械等是ＴＭＶ的重要初侵染源
［１］。由于ＴＭＶ拥

有较高的侵染稀释限点，极微量的病毒粒体就可以

传播，且ＴＭＶ的抗逆性较强，其病毒粒体在基质中

残留１０年仍具有较强的侵染活性
［２３］；此外，生产上

常用的育苗盘一般多孔，不易进行清洗和消毒，且经

常会有一些烟苗残体黏附在苗盘上，ＴＭＶ可在干

的烟苗残体中存活数年［４］；再者，烟草育苗期需进

行多次剪叶，且育苗集中度高，一旦存在毒源则容

易大面积传播［５］。为了能够更有效地控制ＴＭＶ

侵染带来的危害，应从根本上减少其初侵染源，切

断其传播途径［６］。近些年，实际生产中主要通过喷

施抗病毒药剂对ＴＭＶ进行防治，但效果并不理

想，且存在着严重的农药残留问题，导致农作物和

环境被严重污染。１９２５年，有研究发现被细菌污

染的植物病毒提取液丧失了侵染能力，这为利用微

生物及其代谢产物防治植物病毒病提供了新的思

路［７］。微生物农药为无公害生物制剂，具有安全可

靠、对环境友好等优点，应用其防治ＴＭＶ可避免

环境污染和农药残留［８］。因此，筛选有效、安全的

生物制剂对烟草育苗过程中ＴＭＶ的防控具有重

要意义。

研究者曾对育苗过程中剪叶机械的消毒剂进

行了筛选［９１１］，分析了蒸汽、部分药剂对旧漂浮盘

残留物中ＴＭＶ的钝化效果
［１１１２］，但少有喷施有效

的生物制剂钝化育苗棚、育苗盘中病苗残留物

（根、叶）、基质及剪叶机械中ＴＭＶ的研究报道，而

生物制剂如能同时用于育苗棚、苗盘、基质及剪叶

机械等钝化ＴＭＶ，在实际生产上将更为经济方

便。结合实际生产情况，本研究选用对ＴＭＶ具有

较强拮抗活性的蒙氏假单胞菌 犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊

犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液喷施于育苗棚、剪叶机械、基质及

育苗盘，比较几种常用浓度菌液钝化ＴＭＶ的效

果，以期为烟草育苗过程中钝化ＴＭＶ的生物制剂

的选择和科学使用提供依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

供试烟草品种为‘ＮＣ８９’，在中国农业科学院烟

草研究所试验基地培育至４～６叶期健康烟苗供试。

ＴＭＶ毒源系及犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌株均由中国农业

科学院烟草研究所分离纯化和鉴定，ＴＭＶ经过枯

斑寄主三生烟单斑分离３次后接种于‘ＮＣ８９’幼苗

上，于２５～２８℃防虫条件下保存备用，犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻

３Ａ在－７０℃条件下于甘油中保存。抗ＴＭＶ药剂

对照为８％宁南霉素水剂，由德强生物股份有限公

司提供。

１．２　蒙氏假单胞菌３犃菌液对犜犕犞体外抑制效果

测定

　　将甘油中保存的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌株，在ＬＢ

固体培养基上画线培养，挑取单菌落接种于３ｍＬ

ＬＢ液体培养基中，于２８℃扩大培养４８ｈ，取纯化好

的菌株涂片，进行革兰氏染色及运动力检测。纯化

好的菌株进行生理生化测定，经菌株鉴定为

犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ后，以１∶１００比例接种于ＬＢ液体培

养基中，进行大规模发酵培养，最后用无菌水稀释成

１×１０８ｃｆｕ／ｍＬ作为菌液备用。

利用局部枯斑法测定犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液对

ＴＭＶ的抑制效果
［１３］。称取２ｇ新鲜ＴＭＶ病叶加

１００ｍＬ灭菌磷酸缓冲液研磨成匀浆，用灭菌纱布

过滤后取上清液作为接种液；犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液

用无菌水稀释２００、４００倍和６００倍。分别将不同

浓度的３Ａ菌液稀释液与ＴＭＶ接种液等量混合，

室温下分别静置１０、２０ｍｉｎ后摩擦接种，接种前叶

片表面喷洒适量金刚砂。左半叶接种磷酸缓冲液

处理的 ＴＭＶ 接种液（对照），右半叶接种 犘．

犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液与ＴＭＶ接种液的混合液，每半

片叶接种２００μＬ。接种后用清水进行叶面冲洗，３

次重复。接种３ｄ左右后进行枯斑数统计，并计算

抑制率。

抑制率（％）＝［１－（处理平均枯斑数／对照平均

枯斑数）］×１００。

１．３　病苗残留干叶、干根的蒙氏假单胞菌３犃菌液

浸泡处理

　　选用稀释２００、４００、６００倍的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ

菌液来模拟旧育苗盘、育苗棚的处理。将感染

ＴＭＶ的烟苗的细干根及干叶放置于烧杯中，分别

加入２０倍材料体积的不同稀释倍数的菌液浸泡

２０ｍｉｎ，倒去菌液，用塑料薄膜密封烧杯口，室温下

放置２ｄ，随后加入２０倍材料体积的去离子水研

磨，过滤后取上清液进行接种；以ＬＢ液体培养液
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浸泡感病组织作为对照。采用局部枯斑法测定，接

种３ｄ后统计枯斑数。

１．４　蒙氏假单胞菌３犃菌液对犜犕犞污染剪叶机械

的浸泡处理

　　取新鲜ＴＭＶ病叶３～５片，用剪刀反复多次剪

切病叶，然后将感染ＴＭＶ的剪刀分别在稀释２００、

４００、６００倍的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液中浸泡１０ｓ、

１ｍｉｎ和５ｍｉｎ，清水冲洗后剪叶，另设清水对照。每

个处理６株烟苗，每株剪３片烟叶，重复３次，剪叶

后每个处理分开单独培养。３０ｄ后统计发病率、病

情指数。

发病率（％）＝１００×发病株数／调查总株数；

病情指数＝１００×（∑各级病株数×该病级值）／

（调查总株数×最高级值）；

控制效果（％）＝１００×（对照区病情指数－处理

区病情指数）／对照区病情指数。

１．５　蒙氏假单胞菌３犃菌液对犜犕犞污染基质中

犜犕犞的钝化效果

　　１０ｇ新鲜ＴＭＶ病叶加１００ｍＬ磷酸缓冲液研

磨成匀浆，按照１∶５（ｍＬ／ｇ）比例浇灌基质。然后用

不同浓度的３Ａ菌液分别按照１∶５（ｍＬ／ｇ）比例处

理病毒汁液浇灌过的基质，室温静置１５ｄ，以此基质

种植４叶期‘ＮＣ８９’幼苗。以０．１６μｇ／ｍＬ宁南霉素

水剂按照１∶５（ｍＬ／ｇ）比例处理病毒汁液浇灌过的

基质为药剂对照，无菌水处理为空白对照。３０ｄ后

统计发病率、病情指数，并再采集各处理的基质利用

ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ测定其ＴＭＶ相对含量。

１．６　犚犲犪犾狋犻犿犲犚犜犘犆犚

采集被ＴＭＶ污染的基质，依据ＭｃＧｒａｔｈ等的

方法进行离心处理［１４］，后利用ＰｏｗｅｒＳｏｉｌＴＭＲＮＡ

ＥｘｔｒａｃｔｉｏｎＫｉｔ（ＭｏＢｉｏ，ＵＳＡ）进行总ＲＮＡ提取，

提取方法参照试剂和说明书进行操作，每个样品进

行３次重复提取。

参考试剂盒说明书合成ｃＤＮＡ，利用ＰｅｒｌＰｒｉｍ

ｅｒ软件设计ＴＭＶ的特异性引物，引物由宝生物工

程（大连）有限公司（ＴａＫａＲａ）合成，烟草内参基因

ｑＡｃｔｉｎＦ：５′ＣＡＡＧＧＡＡＡＴＣＡＣＣＧＣＴＴＴＧＧ３′；

ｑＡｃｔｉｎＲ：５′ＡＡＧＧＧＡＴＧＣＧＡＧＧＡＴＧＧＡ３′；ｑＴ

ＭＶ５：５′ＡＴＴＡＧＡＣＣＣＧＣＴＡＧＴＣＡＣＡＧＣＡＣ３′，

ｑＴＭＶ３：５′ＧＴＧＧＧＧＴＴＣＧＣＣＴＧＡＴＴＴＴ３′
［１５］。根

据ＳＹＢＲＰｒｅｍｉｘＥｘＴａｑＴＭⅡ（Ｐｅｒｆｅｃｔｒｅａｌｔｉｍｅ）的说

明书设定ＰＣＲ反应体系及条件，设置５个ｃＤＮＡ浓

度梯度，１０、１０２、１０３、１０４、１０５，每个梯度各３次重复，

利用 ＡＢＩ７５００ ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ （ＡＢＩ，

ＵＳＡ）自带的ＳＤＳ软件进行数据分析，生成标准曲

线方程。同时，通过ＲｅａｌＴｉｍｅＰＣＲ检测ＴＭＶ基

因的积累量［１６］。

１．７　数据分析

所得数据均用Ｅｘｃｅｌ２０１０软件处理，同时利用

ＳＰＳＳ（ｖｅｒｓｉｏｎ１４．０）统计软件中单样本狋ｔｅｓｔ对不

同处理的差异显著性进行分析。

２　结果分析

２．１　蒙氏假单胞菌３犃菌液对新鲜病叶中犜犕犞的

防控作用

　　不同稀释倍数的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液与ＴＭＶ

接种液等量混合并分别静置１０ｍｉｎ、２０ｍｉｎ后接种

‘ＮＣ８９’，以测试犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ对ＴＭＶ的钝化效

果。从表１中可看出，犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液稀释液

对ＴＭＶ的抑制率与混合后静置的时间呈正相关，混

合液静置１０ｍｉｎ后进行接种，其２００、４００、６００倍稀释液

对ＴＭＶ的抑制率分别为１００．００％、７６．３４％、７２．６８％；

混合液静置２０ｍｉｎ后接种，对ＴＭＶ的抑制率分别为

１００．００％、８２．７７％、７７．４３％，表明犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌

液可显著钝化新鲜病叶中的ＴＭＶ，钝化效率高达

７２．６８％～１００．００％，对ＴＭＶ的钝化效果随混合液

静置时间的延长而增强，但均随菌液浓度的降低而

下降，采用２００倍犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液，与ＴＭＶ接

种液的接触时间不少于１０ｍｉｎ时抑制效果最佳。

２．２　蒙氏假单胞菌３犃菌株对病苗残留干叶、干根

中犜犕犞的钝化作用

　　选用稀释２００、４００、６００倍的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌

液浸泡感染ＴＭＶ的烟苗残留干叶及干根后接种健

康烟苗测定犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液对ＴＭＶ的钝化作

用。结果表明，以ＬＢ液体培养基浸泡后的感病组

织作为毒源接种健康烟苗，接种叶片上出现较多枯

斑，而经不同倍数犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液浸泡后的感

病组织浸提液接种的叶片枯斑数量较少或者没有。

表明不同浓度的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液均可显著钝化

病苗残留干叶及干根中的ＴＭＶ，２００倍犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻

３Ａ菌液的钝化效果最佳。
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表１　不同浓度蒙氏假单胞菌３犃菌液对新鲜病叶中犜犕犞的钝化效果

犜犪犫犾犲１　犘狉犲狏犲狀狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狊狅犳犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犿狅狀狋犲犻犾犻犻３犃犫犪犮狋犲狉犻犪犾犾犻狇狌犻犱狅狀犜犕犞犻狀犳狉犲狊犺狋狅犫犪犮犮狅犱犻狊犲犪狊犲犱犾犲犪狏犲狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

稀释

倍数／倍

Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｍｕｌｔｉｐｌｅ

接触１０ｍｉｎ的枯斑数／个

Ｎｏ．ｏｆｌｏｃａｌｎｅｃｒｏｔｉｃｌｅｓｉｏｎｓ

ａｆｔｅｒｃｏｎｔａｃｔｆｏｒ１０ｍｉｎ

对照

ＣＫ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

接触２０ｍｉｎ的枯斑数／个

Ｎｏ．ｏｆｌｏｃａｌｎｅｃｒｏｔｉｃｌｅｓｉｏｎｓ

ａｆｔｅｒｃｏｎｔａｃｔｆｏｒ２０ｍｉｎ

对照

ＣＫ

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

抑制率／％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎｒａｔｅ

蒙氏假单胞菌

犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ

２００ ５５．３０ ０ １００．００ ７７．３０ ０ １００．００

４００ ３５．５０ ８．４０ ７６．３４ ３８．３０ ６．６０ ８２．７７

６００ １４２．４０ ３８．９０ ７２．６８ １３３．８０ ３０．２０ ７７．４３

图１　不同稀释倍数的蒙氏假单胞菌３犃菌株菌悬液对犜犕犞的钝化作用

犉犻犵．１　犘犪狊狊犻狏犪狋犻狅狀狅犳犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犿狅狀狋犲犻犾犻犻３犃狅狀犜犕犞犪狋犱犻犳犳犲狉犲狀狋犮狅狀犮犲狀狋狉犪狋犻狅狀狊狅犳犫犪犮狋犲狉犻犪犾狊狌狊狆犲狀狊犻狅狀

２．３　蒙氏假单胞菌３犃菌株对被污染剪叶机械上

犜犕犞的钝化效果

　　表２列出了蒙氏假单胞菌３Ａ菌株对被污染剪

刀中ＴＭＶ的钝化效果。从表中可看出，剪刀经清

水浸泡处理的对照，ＴＭＶ发病率为３４％左右，而剪

刀经过不同稀释倍数的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌悬液处理

后，在一定程度上抑制了烟草普通花叶病的发生，相

对防效达５１．４２％～１００％。随着犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ

菌悬液处理浓度升高，或处理时间延长，ＴＭＶ发病

率显著下降，防治效果明显增加。剪刀经稀释２００

倍的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌悬液浸泡不少于１ｍｉｎ时对

ＴＭＶ的钝化效果最好，防治效果达１００％。

表２　蒙氏假单胞菌３犃菌株对污染剪刀中犜犕犞的钝化效果１
）

犜犪犫犾犲２　犘犪狊狊犻狏犪狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狅犳犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犿狅狀狋犲犻犾犻犻３犃狅狀犜犕犞犻狀犮犾犻狆狆犻狀犵狋狅狅犾狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

稀释倍数／倍

Ｄｉｌｕｔｉｏｎ

ｍｕｌｔｉｐｌｅ

发病率／％

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

１０ｓ １ｍｉｎ ５ｍｉｎ

相对防效／％

Ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｅｃｔ

１０ｓ １ｍｉｎ ５ｍｉｎ

蒙氏假单胞菌

犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻

３Ａ

２００ （７．２８±０．０４）ｄＡ （０．００±０．００）ｄＢ （０．００±０．００）ｄＢ （７７．３０±０．０７）ａＢ（１００．００±０．００）ａＡ （１００．００±０．００）ａＡ

４００ （１１．２４±０．０３）ｃＡ （５．５９±０．０７）ｃＢ （１．２４±０．０４）ｃＣ （６５．４３±０．０３）ｂＣ （８６．３４±０．０２）ｂＢ （９１．３２±０．１０）ｂＡ

６００ （１８．３４±０．１０）ｂＡ（１１．５６±０．０９）ｂＢ （４．６４±０．０９）ｂＣ （５１．４２±０．１２）ｃＣ （６５．２４±０．１１）ｃＢ （８８．０５±０．１２）ｃＡ

无菌水

Ｓｔｅｒｉｌｅｗａｔｅｒ
０ （３４．２４±０．１７）ａＡ（３４．６５±０．１０）ａＡ （３４．４２±０．２２）ａＡ － － －

　１）同行数据后具有不同大写字母者表示在０．０５水平差异显著；同列数据后具有不同小写字母者表示在０．０５水平差异显著。

Ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）；ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄ

ｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）．
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２．４　蒙氏假单胞菌３犃菌株对犜犕犞污染的植烟土

壤中犜犕犞的钝化效果

　　经ＡＢ７５００ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲｓｙｓｔｅｍ自带的ＳＤＳ

软件分析ＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ检测所得的数据，可生成

ＴＭＶ和犃犮狋犻狀基因的标准曲线，经稀释１０～１０５

５个梯度处理的ｃＤＮＡ起始模板量和循环阈值犆狋

的线性关系曲线。ＴＭＶ基因的标准曲线方程：狔＝

－３．８６７５狓＋３３．５，犚２＝０．９９６０；犃犮狋犻狀的标准曲线

方程：狔＝－２．４０２１狓＋３０．９３１，犚２＝０．９９７２。犚２均

达０．９８以上，熔解曲线峰单一，无非特异性扩增，定

量准确，符合实时荧光定量ＰＣＲ要求。

表３显示了蒙氏假单胞菌３Ａ菌株对ＴＭＶ污

染基质中ＴＭＶ的钝化效果。可看出，与无菌水处

理相比，经不同稀释倍数犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌悬液处

理后，基质中ＴＭＶ的含量显著降低，ＴＭＶ的发病

率也显著下降，相对防效达６１．５６％～８７．４６％。随

着犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌悬液浓度的升高，ＴＭＶ发病

率显著下降，防治效果明显增强，其中，４００倍

犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌悬液处理对基质中ＴＭＶ的钝化

效果与宁南霉素相近，相对防效在７５％左右。处理

后基质中ＴＭＶ的含量下降了７２．７３％～８８．４６％，

表明犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌悬液可明显减少植烟基质中

ＴＭＶ的含量。２００倍犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ 菌悬液对

ＴＭＶ的钝化作用最佳。

表３　蒙氏假单胞菌３犃菌株对基质中犜犕犞的钝化作用１
）

犜犪犫犾犲３　犘犪狊狊犻狏犪狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狅犳犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犿狅狀狋犲犻犾犻犻３犃狅狀犜犕犞犻狀犿犪狋狉犻狓

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

发病率／％

Ｄｉｓｅａｓｅｉｎｃｉｄｅｎｃｅ

相对防效／％

Ｒｅｌａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌｅｆｆｅｃｔ

基质中ＴＭＶ拷贝数／个·ｇ－１

ＡｍｏｕｎｔｏｆＴＭＶｉｎｍａｔｒｉｘ

１∶２００犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ （７．０８±０．０１）ｄ （８７．４６±０．０４）ａ （２８６４．０２±５．０２）ｄ

１∶４００犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ （１６．２６±０．０４）ｃ （７６．５９±０．０９）ｂ （４５７３．１２±７．１３）ｃ

１∶６００犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ （２８．６８±０．０７）ｂ （６１．５６±０．０８）ｃ （６７４７．３４±８．０３）ｂ

宁南霉素（阳性对照）Ｎｉｎｇｎａｎｍｙｃｉｎ（ｐｏｓｉｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ） （１７．３３±０．０２）ｃ （７４．４６±０．１４）ｂ （４４５７．２６±７．５２）ｃ

无菌水（空白对照）Ｓｔｅｒｉｌｅｗａｔｅｒ（ｎｅｇａｔｉｖｅｃｏｎｔｒｏｌ） （５３．２４±０．１０）ａ － （２４７４５．６４±１０．８２）ａ

　１）基质中ＴＭＶ拷贝数为６个采样点的平均值；同列数据后具有不同小写字母者表示在０．０５水平差异显著。

ＴｈｅＴＭＶｃｏｐｉｅｓｉｎｍａｔｒｉｘａｒｅｍｅａｎｓｏｆｓｉｘｓａｍｐｌｉｎｇｓｉｔｅｓ．Ｔｈｅｄａｔａｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｆｏｌｌｏｗｅｄｂｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｒｅｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｌｙｄｉｆｆｅｒｅｎｔ（犘＜０．０５）．

３　讨论与结论

烟草生产过程中易受到多种病毒的危害，比较

不同病毒的体外保毒期、钝化温度、稀释限点及传播

方式等可看出，ＴＭＶ抗逆性最强、最易通过育苗过

程传播，且烟苗一旦被ＴＭＶ侵染，则无法进行有效

防治［５］。因此，本研究测定生防菌株蒙氏假单胞菌

３Ａ菌株对烟草漂浮育苗中ＴＭＶ的钝化效果，通过

消灭初侵染源和切断传播途径来进行防治，同时，对

生产上利用生物制剂防治烟草漂浮育苗过程中其他

病毒具有指导意义。

本研究选用对ＴＭＶ具有显著拮抗活性的生防

菌株蒙氏假单胞菌３Ａ菌株，对烟草漂浮育苗过程

中被ＴＭＶ污染的育苗棚、育苗盘、基质及剪叶机械

等进行生物钝化，并利用ｒｅａｌｔｉｍｅＲＴＰＣＲ对污染

基质中ＴＭＶ的含量进行了定量检测。结果显示，

不同倍数犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌悬液均可显著钝化感病

烟苗残留干叶及干根中的ＴＭＶ；剪叶机械经不同稀

释倍数的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液处理后，在一定程度上

可抑制ＴＭＶ的发生，相对防效达５１．４２％～１００％；基

质经不同稀释倍数的犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液处理后，其中

ＴＭＶ的含量也下降了７２．７３％～８８．４６％，对ＴＭＶ的

相对防效 ６１．５６％ ～８７．４６％。总体来说，犘．

犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ对烟草漂浮育苗中ＴＭＶ的钝化效果

显著。

本研究中使用的ＴＭＶ浓度较高，在实际生产

上剪叶机械、苗盘、基质和人为操作等的带毒浓度远

比试验浓度低，因此，试验中确定的最佳浓度和使用

时间同样可应用于实际生产。试验结果显示，２００

倍犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液对ＴＭＶ钝化效果最好，与

育苗棚、育苗盘的接触时间应不少于２０ｍｉｎ，剪叶机

械应浸泡１ｍｉｎ以上。与其他化学抗病毒制剂或消

毒剂相比，犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻３Ａ菌液主要表现为具有活

性的生防菌，安全、持续、无污染和低碳。这就为当

前有机无公害生态农产品的生产提供了必要的条

件，值得推广应用。

国内外已有很多有关假单胞菌作为生防菌的研

究，结果表明，犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻可以胞外分泌酯酶
［１７］。

徐丽等的研究显示犘．犿狅狀狋犲犻犾犻犻可作为五味子植株

根内生菌抑制五味子茎基腐病菌、穿山龙黑斑病菌

·１４·



２０１７

及人参锈腐病菌的活性［１８］。翟熙伦的研究表明，蒙

氏假单胞菌４Ａ１菌株发酵液中的活性物质可破坏

ＴＭＶ粒体，对病毒产生钝化作用，破坏病毒蛋白亚

基之间的作用力，使病毒粒体缺乏完整性，从而无法

在寄主体内增殖，降低病毒的侵染能力［１９］。本研究

的３Ａ菌株为蒙氏假单胞菌，对烟草漂浮育苗中

ＴＭＶ的钝化效果显著，对植物病毒病的防治有潜

在的应用价值，但是其与ＴＭＶ在烟草植株内的作

用机制还有待进一步深入研究。
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