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摘要
: 测 定 了 6 个 及记说。 s

pp
.

和 1 个 seP
“
而 m o l u 砧 sP

.

-P 13 ( G
一
对照菌株 )在

Pp M 培养基上 的相互作用
。

在总共 42 个组合中
,

有 27 个组合是可亲和性 的
。

在以 B 54 23 为单剂之一的 5 个组合 中
,

亲和性的组合有 4 个
。

在温 室条件 下通

过分批播种
,

在水稻分集盛期喷以 B5 42 3
一

(R B 54 2 3 的标记菌株
,

是利福平杭性的

突变体 )为单剂之一的 4 个亲和性组合的菌悬浮液
,

以检测该组合中 B 5 4 2 3
一

R 在

水稻 茎基部的种群数量
。

结果发现
,

与单剂 B5 42 3
一

R 相比
,

在应用 1 一 7 天内
,

组

合 B 54 23
一

R + E4 5 中
,

B5 42 3
一

R 的群体数量 显著性降低 ; 组合 B5 42 3
一

R +
B9 5

、

B5 42 3
一

R +

B7 7 中
,

B 542 3
一

R 的群体数量与单剂无显著差异 ;组合 B5 42 3
一

R +
B4 3 13

中
,

B 542 3
一

R 的群体数量在应用 1 一 4 天内与单剂无显著性差异
,

但在应用第 7 天

显著地高于单剂
。

离体叶片纹枯病病斑面积的抑制试验表明
,

与各 自的单剂相

比
,

组合 B 95 + B 5 4 2 3 及 B95 +
B7 7 显著地抑制 了纹枯病病斑面积 ; 而组合 砚5 +

B8 0
、

别5 + B5 42 3 和 B4 5 + B9 5 纹枯病病斑面积显著地高于各 自的单剂 ;其余 10

个组合与各自的单剂无显著差异
。

关键词
: 及沈 111 0 s

PP
.

; 亲和性 ; 相互作用 ; 水稻纹枯病

近年来
,

应用拮抗细菌生物防治水稻纹枯病在国内外得到了广泛的研究 「̀
,

2〕
。

至今

为止
,

大多数研究是针对单个病害应用单个的生防制剂
。

然而
,

在实际应用中
,

单个生防

制剂的防效是不稳定的
。

结合有效的拮抗菌
,

操纵微生物群落而不是使用单个的生防制

剂的观点被认为是一种更实际
、

更有效的生物防治策略图
。

已报道的植物病害生物防治制剂的组合包括真菌间的混配
、

真菌和细菌的混配
、

细菌

和酵母的混配
、

细菌间的混配
。

大多数的研究表明
,

混配制剂提高了生物防治的效果
,

然

而
,

也有不少报道指出混配制剂并未导致生物防治效果的提高
。

一个重要的原因是拮抗

菌间的不亲和性 ( icn omP iat ibl iyt )
,

因为生防制剂可以相互抑制 [’]
,

所以
,

成功的菌剂混配的
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一个重要前提是共同混配的拮抗菌间的亲和性 s][
。

及记 il俪 sPP
.

是一类受到广泛重视的拮抗细菌
,

其显著特点是芽抱对干燥
、

热
、

紫外线

及有机溶剂的抗性
。

在国内
,

199 8 年陈志谊应用 及沈 illus
。ub ilt is B 9 16 防治水稻纹枯病面

积达 Z ooo hmz
,

防治效果达 50
.

0% 一 81
.

9 % 川
,

显示出 acB ill 。 作为生防制剂的巨大潜能
。

作者首先测定了 6个拮抗细菌菌株 刀配 111 0 sPP
.

间的离体拮抗作用
,

然后
,

在水稻植

株上测定了不同的亲和性组合中的 刀配“ z出 sP
.

对 刀配 111 0 s ub ilt is B5 42 3 种群动态的影响 ;

此外
,

还测量和比较了不同的拮抗细菌组合对纹枯病离体病斑面积的抑制作用
。

1 材料与方法

1
.

1 拮抗细菌菌株和 B54 2 3 的抗利福平突变体

6个拮抗细菌菌株 acB ill o sPP
. ,

其中 2 个是 B
.

s ub it ils B5 4 23 和 B7 7
,

其余 4 个是 B
.

~
。 B4 5

、

B so
、

B 9 5 和 B4 31 3
。

这些菌株冷冻干燥于
一
so ℃

,

保存在国际水稻研究所植物

病理实验室
。

为日常使用
,

这些菌株保存在 N (A 营养琼胶培养基 )斜面上
。

为研究不同的

石触` il俪 sPP
.

对 B5 42 3 种群动态的影响
,

选择利福平作为抗药性的遗传标记
。

B5 423
一

R 是

B5 42 3 的利福平 (丘几m p i
e in )抗性的突变体

,

该突变体在培养性状和抑制纹枯病的能力与

B 542 3是一致的
。

1
.

2 菌株离体亲和性的测定

参照 R e ls on 等 e[] 的方法
。

9耐 的无菌蒸馏水加人在 NA 斜面上生长 24 h 的菌株中
,

然

后用灭菌的长木签搅匀
,

吸人 5闪的菌液 (抑制者菌株 )于 P p M (金氏培养基 B )平板上 (在

平板的 4 个等距离处点滴 )
,

在 30 ℃ 下生长 24 h 后
,

用一小型的喷雾器喷人浓度为 I J -

1护
c fu了而 的另一菌株的菌液 (被抑制的菌株 )

,

继续培养 24 h 后测量各菌株抑菌圈的大小
。

每个处理重复 4 次
,

整个试验进行 2 次
。

所有菌株被作为测试菌和被测试菌交叉测试
。

1
.

3 温室试验

1
.

3
.

1 水稻植株的培养
:
供试水稻品种为 IR7 2

。

3根 巧 天秧龄的幼苗移栽于盛满土的一

塑料小钵中
,

试验分二批在温室进行
,

间隔 20 天
,

每批使用 2X() 个塑料小钵
。

按常规方法

栽培管理
。

1
.

3
.

2 细菌悬浮液的制备
:
菌株 B5 4 2 3

一

R
、

B7 7
、
B4 5

、

琳31 3 和 B 9 5 在 N A 斜面上活化 24 h

后
,

各加人 9诫 的无菌水
,

并用灭菌的长木签搅匀
。

各 自吸人 1血 的菌悬浮液于装有

25 0而 P PM 液体培养基的三角瓶中
,

然后
,

将这些三角瓶 30 ℃下在振荡器中培养 16 h
。

将

B5 4 23
一

R 分别与等体积的 B7 7旧4 5
、

B4 31 3和 B9 5 混合
,

构成 4 个亲和性组合
,

单剂 B5 4 23
-

R 用水稀释以使单
、

混剂中 B5 42 3
一

R 保持相同的浓度
。

1
.

3
.

3 拮杭细菌的喷雾
:

试验于 2X() 2 年在菲律宾国际水稻研究所温室进行
。

共 5 个处

理
:
处理 1 :喷雾单剂 B5 42 3

一

;R 处理 2 :喷雾混剂 B5 4 23
一

R +
B9 ;5 处理 3 :喷雾混剂 B 5 4 2 3

一

R

+ B7 ;7 处理 4 : 喷雾混剂 B 5 4 23
一

R + B4 5 ;处理 5 :喷雾混剂 B 5 4 2 3
一

R + B4 313
。

各处理随机

排列
,

拮抗细菌的喷雾是在水稻分孽盛期
,

使用前菌悬浮液中加人 0
.

1% 的吐温 20
。

大

约 400 以 的菌悬浮液均匀地喷在稻株的叶片和茎部
。

每个处理含有水稻 100 穴
。

1
.

3
.

4 取样和回收方法
:
在细菌喷雾 Z h

、

24 h
、

4 天和 7 天后
,

从每个处理随机采集 10 穴
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稻株
。

样品以穴为单位
,

切取茎基部约 15 c m 长的片段
,

并剪成约 I c m 长
,

放人 500 而 的三

角瓶中
,

称重
,

然后加入 2X() 而 的 BP S
,

并在瓶中加人一滴吐温 20
。

这些三角瓶在温度为

24
一
26 ℃

,

速度为 150 r/ 而
n
的摇床中振荡培养 Z h 后

,

应用 BP S 对菌悬浮液系列稀释
。

100 贝的适当稀释的菌液被吸人各含有 100 子喇而 利福平和放线菌酮 ( cy d ho
e x i而 d e ) 的

PPM 平板中
,

每个稀释液设 3个重复
,

在 28 ℃下培养 3h6 后
,

记数生长在平板表面的细菌

菌落 (每皿 5 一 300 个 )
。

1
.

4 离体叶片上对纹枯病病斑面积的抑制

1
.

4
.

1 混剂组合的制备
:
细菌悬浮液的制备同 1

.

3
.

2
,

所有 6 个菌株等体积地两两相混
,

连同单剂共构成 21 个组合
,

各菌株悬浮液的浓度约为 1 x 10S c

何耐
。

1
.

4
.

2 拮杭细菌的喷雾
:
将 3 张 7 一 s c m 长的叶片片段 (水稻品种为 皿7 2

,

在移栽 40
一
50

天内采集叶龄相同的叶片 )平行地放入含双层吸水滤纸的培养皿上
,

将在 PD A 平板上生

长 36 h 的直径为 5~ 的 hR 认
天〕ot n么 ￡。坛刀 i 琼脂块放人叶片片段的中央

,

用一小型 的喷雾

器均匀地喷雾各混剂组合的菌悬浮液 (每皿约 2而 )
,

并设喷清水的对照
。

将这些培养皿

在室温下培养 3天后
,

测量各组合的纹枯病病斑面积
,

每个混剂组合 4 个重复
。

1
.

5 资料分析

将温室试验中的细菌的平均群体数量进行对数转换
,

应用国际水稻研究所 丁卫巧T AT

软件对转换的数据及离体病斑面积进行方差分析 (新复极差法 )
。

2 结果

2
.

1 菌株的离体亲和性

6个 及记“油 sP p
.

菌株和 1个 -P 13 菌株两两混配共构成 42 个组合
,

其中 27 个组合是

可亲和性的
,

15 个组合是非亲和性的 (表 1 o) -P 13 强烈粤抑制了所有 6 个 acB 说璐 sPP
·

的

生长
。

而 及沈 111 0 s
pp

.

之间并未发生明显的抑制作用
。

2
.

2 单剂 B5 4 23
.

R 及 4 个可亲和性的组合中 B 54 23
.

R 的种群数里

结果表明 (图 1 )
,

与单剂 B 54 23
一

R 相比
,

在应用 7 天内
,

组合 B5 42 3
一

R +

B4 5 中 B 54 2 3
一

R

的平均群体数量显著地降低
,

如在应用 4 天后
,

组合中 B5 4 2 3
一

R 在二批试验中的平均群体

数量为 3
.

63 x l护c

何 g
,

而单剂中 B5 42 3
一

R 的平均群体数量为 3
.

55 x l护c加“ g
,

相差 10
.

23

倍
。

组合 B5 42 3
一

R + B95 和 B5 42 3
一

R +
B7 7 中

,

B5 42 3
一

R 的平均群体数量 7天内与单剂相比

均无显著性差异
,

如在应用 4 天后
,

组合 B5 4 2 3
一

R +
B9 5 和 B 5 4 2 3

一

R +
B7 7 中 B5 42 3

一

R 在二

批试验中平均群体数量分别为 2
.

63 x l护和 2
.

19 x l护 C几“ g
。

此外
,

组合 B5 42 3
一

R + B4 3 13

中 B5 4 23
一

R 的群体数量在应用 4 天内与单剂 B5 42 3
一

R 无显著性差异
,

但在应用 7 天后
,

其

群体数量显著地高于单剂
,

组合中 B 5 4 2 3
一

R 在二批试验中的平均群体数量为 5
.

76
x

105 。

何 g
,

而单剂中 B 54 2 3
一

R 的群体数量为 2
.

5 1 x 105 C

似 g
。

2
.

3 不同组合对离体叶片纹枯病病斑面积的抑制作用

表 2 显示
,

与对照相比
,

所有的单剂及混剂组合显著地降低了离体叶片纹枯病病斑面

积
,

同时从表 2 看出
,

6 个 刀砚 ill 。 ,
pp

.

单剂之间效果差异不大
,

如 B5 42 3 和 B9 5 处理的纹

枯 病病斑面积占叶片面积的平均比率分别为 20
.

18 % 和 27
.

45 %
。

在巧个混剂组合中
,
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表 I PI 系I 平板上拮抗细菌间的相互作用
口

l b l〕le I ln 仇 t r( 〕 i ll t e r- inhi hi ti on of an 往唱叨
l
sti

c
ha

e t e ri
a
an d

o th e r s tr 苗ns g 旧Wl l
on PP M

被抑制的菌株

str
.

云山山囚

抑制者菌株 S t面I l s inhi bitor

B54 3 2 助5 R7 7 以5 B4 3 13 B 80 P
一

13

P- 13

E名O

B4 3 13

砚5

B’7 7

朋5

理抖 23

+ + 十

+ + +

+ 十 十

+ + +

十 + +

+ 十 十

注
: 一 :

没有抑菌带 ; 十 一 :
没有明显的抑菌带

,

但菌落周围生长较少 ; 十 :

抑菌带明显
,

不超过 4
~

; + + :

抑菌带 4

一 8
~

; + + + :
抑菌带大于 8~

。
No t e : 一 : on ~

of i司巨b i it on ; 十 一 : on d西 l l i t e ozn
e of i汕 iib it on but les

s 孚价川1
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c o l o n y ; + : 衍ht a < 4~ 初de 山ist cnt ~

of i rd l ib lit on ; + 十 : iw ht a id st in ct

~
of iihn ib it on

,

4 一 8~
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> s n 卫 n

.

召
。
的凶叶喃山POóO净000国

ǎ仙之
。à名
·
曰凶寸协山邻名回

应用后天数 D a y s a fte
r sp ar y in g ( d)

图 1 不同混剂中 R洲Z酥R 在稻株上的种群数 .

iF g
.

1 oP p ul
a t i

o n of 理54 23
一

R in di ffe耐
m议 it 此

s
on ir ce p lan ts

注
:
数据为二批试验的平均值

,

同一天相同的字母表示经新复极差检验 ( 尸
= 0

.

05 )平均数没有显著性差异
。
Not e :

叨 l e d田泊 are hte va
e n 唱e of t脚 0 b at e h e s of 川als

.

D刊以 of hte ~ vda 衍 dl a

~
lett er , ont is邵`五姗

t ly 击氏 r e n t at 尸 =

0
.

05 场 D M卫 T
.

组合 9B 5
+ 5B 42 3和 B 9 5 + 7B 7病斑面积所占比率分别为 12

.

36 % 和 14
.

78 %
,

显著低于各

自的单剂
,

而组合 B 80 + B4 5
、

B so + B4 3 13 和 B4 5 + B 9 5 所占比率分别为 38
.

12 %
、

36
.

97 %

和 34
.

抖%
,

显著高于各 自的单剂
,

其余 10 个组合与各自的单剂无显着性差异
。

3 讨论

在离体亲和性测定中
,

菌株 B4 5 并未抑制 B5 42 3
一

R
,

然而在稻株上却显著地降低了

B5 42 3
一

R 的群体数量
,

这反映了离体与活体亲和性的不一致性
,

其原因有待查明
。

R e

~
等6[] 报道在离体测定中同种菌株强烈抑制的现象

,

即作为抑制者的菌株强烈地抑制了该
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表 2 不同混荆组合对离体叶片上水稻纹枯病病斑面积的抑制作用
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a of hse aht ibl ght of icr
e le va es

场 d iffe re in B以
n云x t眠

e o在山in a it o ns

单剂

511 1砂
e
ag

e n t

单剂 is n

gl
e
ag

e l止

叹抖 23 别3 13
一君生UJe一卜让兀口口卜

,一JUb
ù

h
`tU叮一24

ùO,乙产曰一内、ù月峙O尹一、é

26222823E8 0 25

B4 3 13 加

形 5 34

E口7 22

印 5 12

B 54 2 3 2D

C K 5 8

.

47
c一 f

94 bc
.

对h
.

6 8 be d

.

3 6 a

.

18 b

.

7 5 1

25
.

3 8e
一

f

23
.

8 8b
一 e

37
.

37 h

14
.

7 8a

27
.

45 efs

3 8
.

12 h

2 8
.

7 6 fg

26
.

91 龟

36
.

97 h

2 3
.

16 b
一 e

B8()

22
.

3 6 1x月

注
:
数据是病斑面积占叶片面积的比率

,

是 12 个重复的平均值 ;相同的字母表示经新复极差检验 ( 尸
二 0

.

05 )平均数

没有显著性差异
。
No t e : n 屺 d al 巨 aer het pe rC 曰吐叫罗 of het les ion ~ out of het t d 司 leaf ~

,

此 p~
I l t i n g het

a v e 班唱e of lZ

卿l i a 业 es
.

M

~
肠Uo w以 1师

a

~
le tt e r aer not 51 9浦叨记y d iffe er

l lt at 尸 = 0
.

05 场 D M R T
.

种菌株当其作为被抑制者时
,

如 lQ
c 一

80 强烈地抑制 ( +
+ + ) lQ

c 一

80
,

印2 -a 80 强烈地抑制

印a2
一

so
。

作者未发现这种现象
,

只是作为被抑制者的菌株 B7 7 在抑制者菌株 B7 7 菌落的

周围生长略有减少
。

在对离体叶片纹枯病病斑面积的抑制试验中
,

组合 B5 4 23 + B4 5 的抑

病效果显著地低于各 自的单剂
,

这与组合中 B 54 23
一

R 在稻株体表的群体数量显著性降低

的结论是一致的
。

在应用 7 天后
,

菌株 B4 3 13 显著地促进了菌株 B5 4 2 3
一

R 的生长
,

为了解 B5 42 3
一

R 对菌

株琳 3 13 种群数量 的影响
,

我们曾先后选用抗生素新生霉素 ( on
v ob ioc in)

、

安卞青霉素

(翻 p iic llc in )和蔡陡酮酸 (耐i
翻

。
ac id) 来标记菌株 B4 3 13

,

但由于突变体在含抗生素的培

养基上不能有效地回收
,

而一直未能获得有效的标记菌株
,

因此
,

这种尝试只好放弃
。

此

外
,

在离体病斑抑制中
,

与各 自的单剂相比
,

组合 B5 4 23
一

R + 斟 313 的抑病效果没有得到显

著提高
,

而组合 B5 4 2 3 + B9 5 和 B77 +
B9 5 的抑病效果显著提高

,

但在田间条件下这些组合

是否有增效作用
,

仍需进一步验证
。
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