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摘 要   从辣椒根际土壤中分离筛选到对辣椒青枯病致病菌(Ralstonia solanacearum)具有较强拮抗效果而且生长速度快的菌株a45。根据生理生化特性和16S rDNA序列分析，将菌株a45鉴定为Bacillus subtilis。按照20%（V/W）的比例将a45菌液接种至等比例混合的猪粪堆肥和氨基酸有机肥中发酵4 d，制备微生物有机肥（BOF），其中含有a45计2.0×109个g-1土。利用a45菌悬液(LC)和BOF在温室中进行了盆栽试验，盆栽土壤中接种病原菌Ralstonia solanacearum (9.6×106个g-1土)。结果表明，土壤中施用LC（1.0×107个a45 g-1土）和BOF(5‰，W/W, 即1.0×107个a45 g-1土）对辣椒青枯病的防治效率分别为69.58%和76.09%，并且对辣椒生长具有显著的促进作用。土壤中施用LC和BOF能显著降低病原菌的数量，第30天时，病原菌数量较对照分别减少20.5%和25%。拮抗菌a45的数量变化显示，随着时间的延长，根际土壤中拮抗菌含量逐渐下降，但有机肥能显著延缓a45的数量下降，a45和有机肥混合使用时，根际土壤中a45的含量明显高于a45单独使用时的存活量。初步研究表明，a45含有ituA、ituB、ituC、ituD，Qk，bam和SboA基因，分别为Iturin、Subtilisin QK、Bacillomycin和Subtilosin A的生物合成相关基因。
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辣椒青枯病是由青枯劳尔氏菌(Ralstonia solanacearum)引起的一种土传病害，一旦发生，通常造成20%～30%的辣椒死亡，严重时高达50%以上，甚至绝收[1-2]。目前，对辣椒青枯病的防治主要有作物轮作、化学防治和抗病品种等不同的方法，但防治效果较差。随着绿色农业的发展，对辣椒青枯病的防治重点逐渐转向以生物防治为主的综合防治[3-5]，筛选得到高效拮抗菌株是进行生物防治的核心，同时将拮抗菌株和有机肥复配开发成既能够抗病又可以改善土壤结构的微生物肥料也越来越受到人们的重视[6]。
本研究筛选得到一株拮抗能力强、抗菌稳定的拮抗菌，将其与有机肥配合来研究防治辣椒青枯病的效果，测定辣椒根际定植的微生物数量，并检测其与拮抗有关的抗生素合成基因，为研究开发抗辣椒青枯病的微生物有机肥料提供依据。
1 材料与方法
1.1 供试材料
辣椒青枯劳尔氏菌(Ralstonia solanacearum)由南京农业大学植保系提供。用于筛选拮抗菌的土样采集于安徽省和县青枯病发病严重的辣椒田。马铃薯葡萄糖培养基(PDA)、牛肉膏蛋白胨培养基(NA)、TTC培养基、青枯菌选择性培养基(SMSA)的配制，参考文献[7]。
1.2 试验方法
1.2.1 拮抗菌的分离和初筛[8-9]   将病原菌接种于液体TTC培养基，30℃、170 r min-1振荡培养36 h，离心收集菌体并用无菌水重悬，放置于70%酒精和10%双氧水消毒的无菌喷瓶里，然后对准无菌TTC平板均匀地喷上病原菌菌悬液，制成含菌平板。晾干后再倒上一层薄薄的NA培养基，制成双层平板。将土样进行梯度稀释，取10-4～10-8浓度的稀释液涂布双层平板，30℃倒置培养，挑出有拮抗圈的菌落，并点接至TTC平板上，30℃倒置培养24 h后，取喷瓶对准平板均匀地喷上病原菌菌悬液，继续30℃倒置培养，选择抑菌圈直径大的菌株。
1.2.2 拮抗菌的复筛   由于菌株的生长速度对拮抗菌在土壤中的作用和存活至关重要，而芽孢菌有利于菌剂的生产和保藏，因此拮抗菌的复筛主要根据生长速度和芽孢的有无。
1.2.3 拮抗菌的抗生素敏感性试验   将拮抗菌培养液均匀地涂布于NA平板表面，同时以无菌镊子夹取含氨苄青霉素、链霉素、利福平等24种常见抗生素的纸片置于含菌平板上，30℃培养24～48 h后，取出观察抑菌圈的大小。根据其对抗生素的抑菌圈结果，选择两种抗生素进行抗生素浓度梯度对拮抗菌及土壤微生物抑制作用的试验。将两种抗生素分别以不同浓度组合来涂布NA平板，晾干后同时涂布拮抗菌培养液和土壤稀释液，以摸索出对拮抗菌生长无抑制作用、同时又能抑制土壤中大部分微生物生长的抗生素浓度组合。
1.2.4 拮抗菌株的生理生化鉴定和16S rDNA鉴定   生理生化鉴定包括接触酶、硝酸盐还原、柠檬酸盐利用、糖醇类发酵、明胶液化、淀粉水解、V-P实验、MR实验等参照文献[8,10]进行。16S rDNA片段扩增与序列分析：基因组DNA的提取参照文献[11-12]。扩增引物：F: 5′-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3′，R: 5′-AAGGAGGTGATCCAGCCG CA-3′，由金斯瑞生物科技有限公司合成。PCR反应体系：0.1 μl Taq DNA聚合酶，2.5 μl 10 ×PCR反应缓冲液，1.5 μl MgCl2，2 μl dNTP，上、下游引物各1 μl，1 μl模板DNA，ddH2O补足25 μl。反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 40 s，72 ℃ 90 s，30个循环；72 ℃终延伸10 min。PCR产物经纯化后交金斯瑞生物科技有限公司进行测序，测序结果在GenBank中进行同源性比较，同时采用Clustal X和MEGA软件进行系统发育分析。
1.2.5 抗生素生物合成基因的克隆[13-15]   基因组DNA的提取参照文献[11-12]。扩增引物见表1，是根据已知抗生素生物合成基因的保守序列设计的[14]。PCR反应体系：0.1 μl Taq DNA聚合酶，2.5 μl 10 ×PCR反应缓冲液，1.5 μl MgCl2，2 μl dNTP，上、下游引物各1 μl，1 μl模板DNA，ddH2O补足25 μl。反应条件：94 ℃ 5 min；94 ℃ 30 s，55 ℃ 30 s，72 ℃ 105 s，35个循环；72 ℃终延伸10 min。
表1  用于扩增抗生素生物合成基因的引物

Table 1  Primers and sequences for amplification of antibiotic biosynthesis genes from a45
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抗生素

Antibiotic
	基因

Gene(s)
	引物序列

Sequences
	目的片段大小

PCR product size expected（bp）

	Iturin

	ituA

	5’-TGCCAGACAGTATGAGGCAG-3’
5’- CATGCCGTATCCACTGTGAC-3’
	885

	
	ituB

	5’-AGAACGCACGGGATACAAAC-3’
5’- GTTAGCGGCAGTTTCTCCAG-3’
	749



	
	ituC

	5’- CCGTAATCAACCGTCTCGTT-3

5’- GGGTGAGCTGCAAACTTCTC-3
	640

	
	ituD

	5’-GATGCGATCTCCTTGGATGT-3’
5’- ATCGTCATGTGCTGCTTGAG-3’
	647

	Bacillomycin

	bam
	5’-AAGAAGGCGTTTTTCAAGCA-3’
5’-CGACATACAGTTCTCCCGGT-3’
	508

	Subtilisin

	subQK

	5’- CTTAAACGTCAGAGGCGGAG-3’
5’- ATTGTGCAGCTGCTTGTACG-3’
	704

	Subtilosin

	sboA

	5’-TCGGTTTGTAAACTTCAACTGC-3’
5’-GTCCACTAGACAAGCGGCTC-3’
	334


1.2.6 盆栽试验   (1) 拮抗菌菌悬液(LC)的制备：拮抗菌接种于NA培养基，30℃、170 r min-1振荡培养48 h，离心收集菌体并用无菌水重悬。(2) 拮抗菌有机肥的制备：按照1:5(V/W)的比例将拮抗菌菌悬液接种至猪粪堆肥和氨基酸有机肥(1:1)中混合均匀，置温室下发酵4 d，即为微生物有机肥，其中a45菌体的含量为2.0×109个 g-1土。(3) 病原菌及拮抗菌接种方法：将病原菌及拮抗菌的菌悬液与盆栽土壤混合均匀装盆，然后移栽辣椒苗。(4) 拮抗菌防治辣椒青枯病的盆栽试验：供试有机肥由江苏新天地氨基酸肥料有限责任公司提供，全氮33.1 g kg-1，全磷13.3 g kg-1，全钾21.3 g kg-1；供试辣椒品种中椒4号购自中国农业科学院蔬菜花卉研究所，育苗4～5片真叶后移栽至装有5 kg土壤的盆钵中。设置5种不同的处理：(a)灭菌土壤(CK1)；(b)灭菌土壤+病原菌(CK2)；(c)灭菌土壤+病原菌+有机肥(CK2+OF)；(d)灭菌土壤+病原菌+拮抗菌菌悬液(CK2+LC)；(e)灭菌土壤+病原菌+拮抗菌与有机肥二次发酵产物(CK2+BOF)。每种处理36个重复。其中有机肥施用量为5‰，没有添加有机肥的处理用氮、磷、钾肥补齐养分。按照设置将病原菌和拮抗菌分别接种至土壤中，病原菌的接种量为9.6×106个 g-1土，拮抗菌的接种量为1.0×107个 g-1土，微生物有机肥（含菌量为2.0×109个 g-1）的使用量为5‰。辣椒移栽15 d后每天调查青枯病发生情况，并根据以下公式计算病情指数和防治效果。30 d时，随机抽取9株辣椒测量其株高、地上部鲜重、地上部干重、地下部鲜重和地下部干重等生物量。数据采用Excel 2000程序和SPSS 13.0统计分析软件进行分析。
病情指数=∑(各级病株数×相应级数)/调查总植株数×100；防治效果=(对照区病情指数—处理区病情指数)/对照区病情指数×100；病害严重度分级标准：0级：无病状；Ⅰ级：1/4叶片发病；Ⅱ级：1/2叶片发病；Ⅲ级：整株死亡。
1.2.7 病原菌和拮抗菌在土壤中的定植   土壤中接种病原菌和拮抗菌后，每隔10 d从各处理中挑取一盆植株，采集根际土。病原菌的定植数量通过土壤梯度稀释液涂布SMSA平板计数来测定，拮抗菌的定植情况通过土壤梯度稀释液涂布抗生素平板计数来测定。
2 结果与分析
2.1 拮抗菌的筛选
通过双层平板法分离拮抗菌，获得抑菌圈直径大于15 mm的16株菌株。从中复筛出产芽孢和生长速度快的菌株a45。
a45菌株在LB平板上30℃培养24 h后，菌落周边不规则，不透明，具运动性。发酵葡萄糖、果糖、阿拉伯糖、甘露糖、甘露醇产酸，能水解淀粉和液化明胶，接触酶、柠檬酸盐利用、硝酸盐还原反应、V-P(Voges-Proskauer)反应均为阳性，而甲基红反应、丙二酸利用、酒石酸盐利用均为阴性。
a45对磷霉素和林可霉素具有抗性。试验表明，当培养基中添加50 μg ml-1磷霉素和5 μg ml-1林克霉素时，对a45生长无抑制作用，但能抑制土壤中大部分微生物生长，因此可通过抗生素平板计数法来测定土壤中a45的数量。
16S rDNA序列分析表明，a45菌株与枯草芽孢杆菌的同源性最高(图1)。因此，根据形态特征、生理生化特征以及16S rDNA序列分析的结果，a45初步鉴定为枯草芽孢杆菌(Bacillus subtilis)。
[image: image1.emf] B. subtilis C9-1

 B. subtilis MH25

 B. subtilis C7-3

 B. subtilis NEW2

 B. subtilis B006

 a45

 B. licheniformis HNL09

 B. licheniformis BG-B63

 B. licheniformis BG-B11

 B. pumilus BG-B24

 B. pumilus BG-B50

 B. pumilus BG-B26

 B. pumilus B402

 B. megaterium EJH-7

 B. megaterium HDDMG02

 B. megaterium PRE9

 B. megaterium rif200884

 B. anthracis AMES

 B. anthracis 2001039370

 B. anthracis 2000031244

 B. cereus H1439

 B. cereus G8639

 B. cereus G9667

0.005


图1
  基于a45和相关菌株的16SrDNA序列建立的系统发育树
Fig. 1  Phylogenetic tree constructed by 16S rDNA sequences of a45 and related Bacillus strains
2.2 拮抗菌及其与有机肥配合施用的防病及促生效果

a45及其与有机肥配合施用防治辣椒青枯病的温室盆栽试验结果如图2、表2所示。图2显示，接种病原菌17 d后，对照(CK2)开始发病，而病原菌+有机肥(CK2+OF)、病原菌+拮抗菌菌悬液(CK2+LC)和病原菌+拮抗菌与有机肥二次发酵(CK2+BOF)分别于第19、23和25天才开始发病，拮抗菌明显延缓了植株的发病时间；第20至30天之间，单独使用有机肥的处理(CK2+OF)病情指数几乎与对照(CK2)相当，而土壤中施用拮抗菌(CK2+LC)和拮抗菌有机肥(CK2+BOF)处理病情指数明显下降。根据第30天的病情指数，与病原菌对照(CK2)相比，施用拮抗菌菌悬液(CK2+LC)的防病效果为69.58%，施用拮抗菌有机肥(CK2+BOF)的防病效果为76.09%（表）。
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图2  拮抗菌a45及其与有机肥配合施用时病情指数变化

Fig. 2 Bacterial wilt symptom development expressed as disease index in capsicum plants in different treatments
表2  拮抗菌a45及其与有机肥配合施用对防治辣椒青枯病的效果（移栽后30天）
Table 2  Effect of different treatments on control of Ralstonia solanacearum in green house（30 d after treatment）
	处理代号
Treatment
	病情指数

Disease index
	防治效果

Control efficacy(%)

	灭菌土壤（CK1）
	—
	—

	灭菌土壤+病原菌（CK2）
	56.80±5.76a
	—

	灭菌土壤+病原菌+有机肥（CK2+OF）
	43.21±6.58b
	23.93±4.55b

	灭菌土壤+病原菌+拮抗菌（CK2+LC）
	17.28±3.29c
	69.58±3.57a

	灭菌土壤+病原菌+拮抗菌与有机肥二次发酵（CK2+BOF）
	13.58±3.29c
	76.09±3.78a


注：同一列中不同字母表示处理间差异显著(p<0.05)。下同 Note: Different letters in the same column indicate significant difference at p<0.05. The same below
各处理对辣椒生长的影响见表3，与对照(CK1)相比，病原菌(CK2)对辣椒生长具有矮化作用，而施用有机肥(CK2+OF)、拮抗菌菌悬液(CK2+LC)和拮抗菌有机肥(CK2+BOF)对辣椒生长均具有显著的促进作用。第30天时，CK2+OF处理辣椒株高、地上部鲜重、地上部干重、地下部鲜重和地下部干重分别为CK1的1.25倍、1.88倍、1.95倍、2.16倍和3.00倍；CK2+LC分别为CK1的1.92倍、5.34倍、5.38倍、6.08倍和6.67倍；CK2+ BOF分别为CK1的2.31倍、7.15倍、7.95倍、7.83倍和9.33倍(表3)。研究结果充分表明，拮抗菌a45菌株不仅能有效降低辣椒青枯病的发病率，还具有显著的促生作用，而a45和有机肥配合使用其促生效果尤为显著。
表3  拮抗菌a45及其与有机肥配合施用对辣椒生长的影响（移栽后30天）

Table 3  Effect of different treatments on growth of capsicum（30 d after treatment）
	处理代号
Treatment
	株高
Plant height ( cm)
	地上部鲜重
Fresh weight of shoot ( g)
	地上部干重
Dry weight of shoot ( g)
	地下部鲜重Fresh weight of root ( g)
	地下部干重Dry weight of root ( g)

	灭菌土壤（CK1）
	7.23±0.76cd
	1.37±0.17cd
	0.21±0.04c
	0.12±0.08b
	0.03±0.01c

	灭菌土壤+病原菌（CK2）
	6.43±0.62d
	0.97±0.20d
	0.19±0.04c
	0.06±0.01b
	0.02±0.01c

	灭菌土壤+病原菌+有机肥（CK2+OF）
	9.07±0.51c
	2.58±0.25c
	0.41±0.05c
	0.26±0.06b
	0.09±0.01c

	灭菌土壤+病原菌+拮抗菌（CK2+LC）
	13.90±0.87b
	7.31±0.54b
	1.13±0.12b
	0.73±0.20a
	0.20±0.05b

	灭菌土壤+病原菌+拮抗菌与有机肥二次发酵（CK2+BOF）
	16.70±1.00a
	9.79±0.97a
	1.67±0.24a
	0.94±0.10a
	0.28±0.04a


2.3 病原菌和拮抗菌在土壤中的数量变化
病原菌和拮抗菌在土壤中的数量变化见图3。结果显示，CK2和CK2+OF两处理中，病原菌含量一直较高，而CK2+LC和CK2+BOF两处理的根际病原菌数量较CK2明显下降（图3A）。第30天时，CK2+LC处理根际病原菌数量较对照减少近20.5%，CK2+BOF处理根际病原菌数量较对照减少近25%。拮抗菌a45的数量变化显示，随着时间的延长，根际土壤中拮抗菌含量逐渐下降，但有机肥能显著延缓a45的数量下降，a45与有机肥混合使用时，根际土壤中a45的含量明显高于a45单独使用时的存活量（图3B）。
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图3  拮抗菌a45和有机肥配合施用时辣椒根系病原菌和拮抗菌的变化
Fig 3  Population of Ralstonia solanacearum (A) and a45 (B) in the rhizosphere of capsicum 30 days after different treatments
2.4 抗生素生物合成基因的克隆
枯草芽孢杆菌抑菌活性与其产生抗菌物质有很大的关系，目前人们从枯草芽孢杆菌的不同菌株中发现了60多种结构各异的抗生素，这些抗菌物质主要包括肽类抗生素和非肽类化合物[16]。本文根据已知抗生素生物合成基因的保守序列设计引物，通过RCR扩增的方法从拮抗菌株a45基因组DNA中克隆出7个抗生素生物合成基因，包括ituA、ituB、ituC、ituD、Qk，bam和SboA基因，分别为Iturin、Subtilisin QK、Bacillomycin和Subtilosin A的生物合成相关基因[14]，进一步说明a45是一株抗菌拮抗能力强的菌株。

图4  抗生素生物合成基因的克隆
Fig. 4 Agarose gel-electrophoresis of PCR products for biosynthesis genes of antibiotics. PCR was conducted with primers specific for: lane1-4:ituB, ituD, Qk, bam; lane 5-7:SboA, ituC, ituA. Molecular weight markers are in lane M
3 讨 论 
随着我国绿色农业的发展，研发能够提高植物抗病能力、克服土传微生物病害同时又具有增进土壤肥力的微生物肥料越来越受到重视。
对根际病原菌和拮抗菌在土壤中的数量可以看出病情指数、根际土壤中病原菌含量和拮抗菌含量之间有一定关系。CK2和CK2+OF两处理中，病原菌含量一直较高，所以发病时间短、病情指数高，而CK2+LC和CK2+BOF处理的根际病原菌数量较CK2下降明显，因此病情指数低。20 d后，CK2+LC和CK2+BOF处理的拮抗菌含量明显下降，导致两处理的辣椒病情指数有所升高。而CK2+BOF处理无论从防病效果方面，还是土壤中病原菌下降程度及拮抗菌定植方面，均较CK2+LC处理的效果要好。这可能是因为有机肥为拮抗菌的生长繁殖提供了一个合适的环境，并有助于抗菌物质的合成。周新根等[17]报道将辣椒疫病生防菌与蚕豆粉、无机盐共同培养后使用，能明显提高防病效果，增强生防菌在植株根际的定殖能力。常志州等[18]研究辅以拮抗菌的有机肥对辣椒疫病生防效果的作用，使拮抗微生物在辣椒根际定殖数量提高了14.3倍。张慧等[19]研究HJ25、DF214、DF215三株拮抗菌发酵液的复合菌剂与有机肥结合施用对棉花黄萎病防治,认为可能是由于土壤中加入有机物等措施提高原有的拮抗微生物的活性,从而降低土壤中病原菌的密度,抑制病原菌的活动,减轻病害的发生。因此拮抗菌的使用方法对发挥其作用具有重要影响，将拮抗菌制备成微生物有机肥是提高其生防效果的有效方法。
一般认为有机肥本身调整土壤微生物群落结构，提高土壤微生物多样性，从而改善了土壤微生态环境，对某些病害有抗病作用。如简桂良等[20]试验了几种有机肥对棉花枯萎病菌抑菌的影响，认为施入棉籽饼及豆饼后，土壤的抑菌效果增加。但本试验的结果表明，单独施用有机肥并未使发病率明显下降。有机肥中丰富的营养虽然促进了植物的生长，提高了植物的抗病能力，但同样有利于病原菌的生长繁殖，因此，并不能有效地使发病率下降。
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Isolation and biological effect of capsicum wilt antagonist (a45)
Jiang Huanhuan  Cheng Kai  Yang Xingming  Xu Yangchun  Shen Qirong  Shen Biao†
(Jiangsu Key Laboratory for Organic Solid Waste Utilization，Nanjing Agricultural University, Nanjing  210095, China)

Abstract   A strain of bacterium a45, an antagonist to capsicum wilt (Ralstonia solanacearum), was isolated from the rhizosphere of capsicum. The strain was identified as B. subtilis according to its physiological and biochemical characteristics and 16S rDNA gene sequence. 20%（V/W）of a45 culture was inoculated into a mixture of pig manure compost and amino acid fertilizer, which fermented for 4 days into bio-organic fertilizer (BOF) containing about 2.0×109 g-1 soil of a45. A pot experiment was carried out in greenhouse using soil inoculated with pathogen Ralstonia solanacearum (9.6×106 g-1 soil), and amended with either BOF (5‰ W/W，1.0×107 a45 g-1 soil) or a45 liquid culture (LC,1.0×107 a45 g-1 soil) to evaluate effect of the bio-control agents in controlling the wilt disease. Results show that the application of LC and BOF mitigated capsicum wilt incidence by 69.58% and 76.09%, respectively, and promoted growth of the plants somewhat. The population of Ralstonia solanacearum in the capsicum rhizosphere 30 days after application with LC and BOF was decreased by 20.5% and 25%, respectively compared with that in the control. And the population of a45 decreased gradually over time after inoculation in both soils. However, BOF significantly deferred the decrease as compared with LC. Besides, genes ituA、ituB、ituC、ituD、Qk、bam and sboA responsible for synthesis of antibiotics iturin, subtilisin QK, bacillomycin and subtilosin A, respectively, were detected in strain a45 with PCR, showing that the strain can be used as a biocontrol agent.
Key words   Ralstonia solanacearum; Antagonistic bacterium; Bio-organic fertilizer; Antibiotic biosynthesis genes
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