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摘要　为明确死亡谷芽胞杆菌ＮＢＩＦ００１菌株对棒孢叶斑病的防治效果，采用平板对峙结合显微观察确定其对多

主棒孢的抑菌活性，并采用活体盆栽试验研究该菌株对番茄棒孢叶斑病防治效果。结果表明，在平板对峙条件下

ＮＢＩＦ００１对多主棒孢具有良好的抑菌活性，显微镜下观察到菌丝发生扭曲、肿胀和变形；盆栽试验结果表明ＮＢＩＦ

００１对棒孢叶斑病的防治效果达到７１．４６％。ＮＢＩＦ００１和５０％啶酰菌胺 ＷＧ联用防治番茄棒孢叶斑病的效果明

显好于单独施用５０％啶酰菌胺ＷＧ，具有较明显的增效作用，化学杀菌剂５０％啶酰菌胺ＷＧ对ＮＢＩＦ００１菌株生长

无明显影响，两者具有较好的相容性。
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　　番茄棒孢叶斑病是由多主棒孢犆狅狉狔狀犲狊狆狅狉犪

犮犪狊狊犻犻犮狅犾犪引起的一种世界性病害，在多数番茄种植

区域都有发生，近年来传入我国，对我国番茄生产造

成了严重的影响。多主棒孢除了侵染番茄，还能侵

染黄瓜和茄子等蔬菜、花卉和橡胶等５３００余种植

物［１３］。目前，国内缺少针对多主棒孢的抗性品种，

因此，防治该菌引起的病害主要依靠化学杀菌剂。

但多主棒孢极易产生抗药性，目前已经报道其对苯

并咪唑类、二甲酰亚胺类、乙霉威和甲氧基丙烯酸酯

类杀菌剂产生抗药性［４６］。同时，化学杀菌剂的使用

也会对人类健康和环境造成影响。基于上述原因，

亟须更为安全有效的防治方法，近年来应用芽胞杆

菌作为生防菌防控作物真菌和细菌性病害已经有大

量报道，这些菌株从自然界中筛选出来，具有无污染

无农药残留等优点，是一种理想的生防菌。

死亡谷芽胞杆菌犅犪犮犻犾犾狌狊狏犪犾犾犻狊犿狅狉狋犻狊ＮＢＩＦ００１是

由湖北省生物农药工程研究中心分离和保存的具有

高杀菌活力的菌株（中国典型培养物中心保存号为
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ＣＣＴＣＣＮｏ：Ｍ２０１５０８７），前期研究表明其对多种植

物病原菌有良好的抑制作用，本文研究了其对番茄

棒孢叶斑病的防治效果，以期为以后的田间示范和

应用推广奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料

菌株：死亡谷芽胞杆菌犅．狏犪犾犾犻狊犿狅狉狋犻狊ＮＢＩＦ

００１分离自云南香格里拉的松萝根际土壤；番茄棒

孢叶斑病菌由湖北省生物农药工程研究中心分离保

存。药剂：５０％啶酰菌胺水分散粒剂（ＷＧ），德国巴

斯夫。番茄品种为‘中杂１０９’。

１．２　试验方法

１．２．１　离体对峙试验

死亡谷芽胞杆菌ＮＢＩＦ００１发酵液制备：将在

冷冻甘油管保存的ＮＢＩＦ００１接种于ＬＢ液体培养

基中，２５℃，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养１８ｈ备用（饱和状

态下计数为１０８ｃｆｕ／ｍＬ）。番茄棒孢叶斑病菌经

ＰＤＡ斜面活化５ｄ后用打孔器打取４ｍｍ菌饼接种

于ＰＤＡ平板中央，在距离菌饼２５ｍｍ处等距离取

４个点，每点接种ＮＢＩＦ００１５μＬ。以不接种ＮＢＩＦ

００１作为对照，２５℃培养６ｄ后观察ＮＢＩＦ００１的抑

菌效果。刮取抑菌带边缘棒孢叶斑病菌菌丝，在显

微镜下（ＯＬＹＭＰＵＳＣＸ２１，Ｔｏｋｙｏ，Ｊａｐａｎ）观察其

与对照菌丝形态上的区别。

１．２．２　死亡谷芽胞杆菌防治番茄棒孢叶斑病及与

啶酰菌胺联用增效作用

　　多主棒孢犆．犮犪狊狊犻犻犮狅犾犪孢子制备方法按照Ｍｉｙ

ａｍｏｔｏ等的方法
［７］。将斜面保存的多主棒孢接种到

ＰＤＡ平板上，２５℃黑暗培养１０ｄ后用无菌手术刀片

刮去菌丝，于２５℃下采用ＢＬＢ（ｂｌａｃｋｌｉｇｈｔｂｌｕｅ）灯

培养３ｄ使其产孢。刷取孢子溶于无菌水中，调整

孢子浓度到１０４ｃｆｕ／ｍＬ后备用。

ＮＢＩＦ００１发酵液的制备方法同１．２．１。试验

设４个处理：芽胞数为１０８ｃｆｕ／ｍＬ的ＮＢＩＦ００１发

酵液、ＮＢＩＦ００１发酵液１０８ｃｆｕ／ｍＬ＋５０％啶酰菌胺

ＷＧ１００μｇ／ｍＬ（有效成分）、５０％啶酰菌胺 ＷＧ

１００μｇ／ｍＬ（药剂对照）和清水（空白对照）。

温室条件下播种催芽的番茄，常规管理下培养

３０ｄ后将各处理药液喷施于番茄叶片表面至饱和，

每处理３个重复，每个重复３２株番茄。２４ｈ后喷雾

接种病原菌孢子悬浮液至滴水，２５℃保湿培养３ｄ，

统计各处理病情指数并计算防效。病害分级按照

Ｉｓｈｉｉ等的标准
［６］。０级：无病斑，０．１级：病斑占叶面

积小于１％，０．５级：病斑占叶面积１％～５％；１级：

病斑占叶面积６％～１０％；２级：病斑占叶面积１１％

～２０％；３级：病斑占叶面积２１％～３０％；４级：病斑

占叶面积３１％～４０％；５级：病斑占叶面积４１％～

５０％；６级：病斑占叶面积５１％～６０％；７级：病斑占

叶面积６１％～７０％；８级：病斑占叶面积７１％～

８０％；９级：病斑占叶面积８１％～９０％；１０级：病斑

占叶面积大于９０％。

病情指数＝∑（各级植株数×级别）／（调查总株

数×最高代表级别）×１００；

防治效果（％）＝（对照病情指数－处理病情指

数）／对照病情指数×１００。

１．２．３　死亡谷芽胞杆菌和啶酰菌胺相容性

将５％啶酰菌胺 ＷＧ加入含有５０ｍＬＬＢ的三

角瓶中，使其终浓度为５０、１００和２００μｇ／ｍＬ，以加

入无菌水作为对照。随后加入１００μＬ１０
８ｃｆｕ／ｍＬ

ＮＢＩＦ００１发酵液。２５℃，１８０ｒ／ｍｉｎ振荡培养，在

２４、４８和７２ｈ后通过稀释法测定各处理和对照菌落

数，每个处理３次重复。

２　结果与分析

２．１　死亡谷芽胞杆菌犖犅犐犉００１对棒孢叶斑病菌离

体抑制效果

　　离体对峙培养６ｄ后可以观察到棒孢叶斑病菌

和ＮＢＩＦ００１之间有明显抑菌带（图１），在光学显微

镜下可以观察到，与对照菌丝相比，抑菌带边缘棒孢

叶斑病菌菌丝发生扭曲和肿胀变形（图２）。

图１　死亡谷芽胞杆菌犖犅犐犉００１与棒孢叶斑病菌

离体对峙培养
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图２　多主棒孢菌与死亡谷芽胞杆菌犖犅犐犉００１

对峙培养后其菌丝显微形态
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犱狌犪犾犮狌犾狋狌狉犲狊狑犻狋犺犅犪犮犻犾犾狌狊狏犪犾犾犻狊犿狅狉狋犻狊犖犅犐犉００１

２．２　死亡谷芽胞杆菌防治番茄棒孢叶斑病及与啶

酰菌胺联用增效作用

　　温室盆栽试验结果表明，死亡谷芽胞杆菌

ＮＢＩＦ００１１０８ｃｆｕ／ｍＬ发酵液对番茄棒孢叶斑病具

有良好的防治效果，施用后番茄植株的病情指数明

显低于对照，其防治效果略低于对照药剂５０％啶酰

菌胺ＷＧ１００μｇ／ｍＬ的防治效果。

死亡谷芽胞杆菌ＮＢＩＦ００１１０８ｃｆｕ／ｍＬ与５０％

啶酰菌胺 ＷＧ１００μｇ／ｍＬ联合使用的防效高于单

独使用５０％啶酰菌胺ＷＧ１００μｇ／ｍＬ的防效，但两

者之间差异未达到显著水平。

表１　死亡谷芽胞杆菌犖犅犐犉００１对棒孢叶斑病的防治效果１
）

犜犪犫犾犲１　犆狅狀狋狉狅犾犲犳犳犲犮狋狅犳犅犪犮犻犾犾狌狊狏犪犾犾犻狊犿狅狉狋犻狊犖犅犐犉００１

犪犵犪犻狀狊狋犆狅狉狔狀犲狊狆狅狉犪犾犲犪犳狊狆狅狋狅犳狋狅犿犪狋狅

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

病情指数

Ｄｉｓｅａｓｅ

ｉｎｄｅｘ

防效／％

Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｉｃａｃｙ

死亡谷芽胞杆菌ＮＢＩＦ００１１０８ｃｆｕ／ｍＬ

犅．狏犪犾犾犻狊犿狅狉狋犻狊ＮＢＩＦ００１１０８ｃｆｕ／ｍＬ
２５．４７ ７１．４６ｂ

５０％啶酰菌胺 ＷＧ１００μｇ／ｍＬ

ｂｏｓｃａｌｉｄ５０％ ＷＧ１００μｇ／ｍＬ
１９．８９ ７７．７２ａｂ

ＮＢＩＦ００１１０８ｃｆｕ／ｍＬ＋５０％啶酰菌胺ＷＧ１００μｇ／ｍＬ

ＮＢＩＦ００１１０８ｃｆｕ／ｍＬ＋ｂｏｓｃａｌｉｄ５０％ ＷＧ１００μｇ／ｍＬ
１０．７５ ８７．９６ａ

对照Ｃｏｎｔｒｏｌ ８９．２６ －

　１）同列数据具有不同小写字母表示在０．０５水平差异显著。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｍａｌｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．

图３　犖犅犐犉００１发酵液对番茄棒孢叶斑病的防治效果

犉犻犵．３　犆狅狀狋狉狅犾犲犳犳犲犮狋狅犳犳犲狉犿犲狀狋犪狋犻狅狀犫狉狅狋犺狅犳犖犅犐犉００１狅狀

犆狅狉狔狀犲狊狆狅狉犪犾犲犪犳狊狆狅狋狅犳狋狅犿犪狋狅

２．３　犖犅犐犉００１菌株与啶酰菌胺相容性

当ＮＢＩＦ００１菌株在含有５０、１００和２００μｇ／ｍＬ

５０％啶酰菌胺 ＷＧ的ＬＢ液体培养基中振荡培养

时，各浓度处理下ＮＢＩＦ００１的菌落数与清水对照

差别较小。２４ｈ后各处理和对照的ＮＢＩＦ００１生长

均接近饱和。这些结果显示啶酰菌胺对ＮＢＩＦ００１

菌株生长没有影响（图３）。

图４　死亡谷芽胞杆菌犖犅犐犉００１在含不同浓度

啶酰菌胺的犔犅液体培养基中的生长情况

犉犻犵．４　犌狉狅狑狋犺狅犳犅犪犮犻犾犾狌狊狏犪犾犾犻狊犿狅狉狋犻狊犖犅犐犉００１犻狀犔犅

犾犻狇狌犻犱犿犲犱犻狌犿狑犻狋犺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狅狊犮犪犾犻犱

３　结论与讨论

芽胞杆菌是土壤中重要的生物群体，其生长

快，所需营养简单，易分离培养，抗逆性强，可作为

生防菌剂［８］。田间应用表明芽胞杆菌生防菌剂在

稳定性、与化学农药的相容性等方面明显优于其他

生防菌［９］。

多主棒孢极易产生抗药性，研究表明，在黄瓜

大棚中，同一化学药剂连续喷施３次以上，多主棒

孢抗药性菌株出现的几率显著增加。因此，在棒孢

叶斑病的防治过程中减少杀菌剂的使用频率和剂

量才能抑制抗药菌株的出现［７］。作者前期研究表

明，我国由多主棒孢引起的蔬菜棒孢叶斑病对多菌

灵产生了严重的抗药性，使之不能用于棒孢叶斑病

的防治，推测可能是由于种子带菌长距离传播造成

抗性种群的扩散［１０］。因此寻找其他防治方法显得

极为重要，芽胞杆菌作为生防因子是进行抗性菌株

治理的重要途径。

ＮＢＩＦ００１菌株对多主棒孢具有良好的防治效

果，与啶酰菌胺联用具有明显的增效作用和良好的

相容性，生产上可以与其进行交替或混合使用，有利

·４９１·
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于缓解抗性压力。其作用机理、发酵条件、剂型加

工、应用技术田间防治效果等需要进一步的研究，为

今后的产品开发和应用奠定基础。
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