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　　摘要：对本实验室初步筛选到的对多种病原菌具有拮抗作用的１０２株生防潜在菌，进行番茄黄化曲叶病毒病防效
筛选试验。通过温室盆栽试验筛选获得５株对番茄黄化曲叶病毒病防效在５０％以上的菌株，分别为３ＪＷ１、５４、５ＢＳ３、
ＨＳ７、７ｚｅ３。田间试验结果表明，３ＪＷ１、５ＢＳ３、５４、ＨＳ７、７ｚｅ３的防效分别为 ５２．５７％、５１．２６％、４３．７５％、３９．５３％、
２８５０％，其中３ＪＷ１和５ＢＳ３明显优于其他菌株。田间小区试验结果表明，３ＪＷ１和 ５ＢＳ３防治的番茄分别增产
１８３５％、２７．９６％，番茄果实中维生素Ｃ、可溶性糖和可溶性蛋白的含量提高，可滴定酸含量降低。试验表明，３ＪＷ１和
５ＢＳ３作为生防菌对防治番茄黄化曲叶病毒病具有良好的实际应用前景。
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　　番茄黄化曲叶病毒病是由番茄黄化曲叶病毒（ｔｏｍａｔｏ
ｙｅｌｌｏｗｌｅａｆｃｕｒｌｖｉｒｕｓ，ＴＹＬＣＶ）引起的一种毁灭性病害，并通过
烟粉虱（Ｂｅｍｉｓｉａｔａｂａｃｉ）传播。该病害于１９６４年在以色列最先
被发现，随后迅速蔓延至中东、地中海沿岸、欧洲、美国、中美

洲、非洲、东亚、南亚、澳大利亚等国家和地区［１］。２００２年传
入到我国境内，近年来该病在我国已逐步由南向北扩展，发生

蔓延速度极快，严重威胁我国产值近千亿元的番茄产业［２－３］。

目前应用于生产的番茄抗病品种虽然较多，但由于现有

的 ＴＹＬＣＶ变异速度快、致病性强，使许多现有的抗病品种抗
性丧失，加之番茄抗病遗传机理和背景的复杂性，很难培育出

抗病性稳定的番茄新品系［４］。生产中主要采用农业措施和化

学防治等方法对该病加以防治，防治成本高，效果不理想，且化

学防治造成的农药残留、环境污染等问题越来越严重，正引起

人们的重视。因此，生物防治成为该病害防治研究的新方向。

本研究对具有番茄黄化曲叶病毒病拮抗效果的菌株进行

了筛选，对其防治效果、增产作用和番茄品质方面的改善效果

进行了评价，旨在为番茄黄化曲叶病毒病的生物防治和生防

菌制剂开发奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材料
供试毒源：农杆菌介导的番茄黄化曲叶病毒侵染性克隆，

由江苏省农业科学院植物保护研究所周易军研究员提供。供

试生防菌：由本实验室微生物菌种库获得，共１０２株。供试植

株：番茄感病品种“合作９０３”。
１．２　方法
１．２．１　生防菌发酵液的制备　将供试菌株在 ＬＢ平板上划
线，２８℃生化培养箱中培养１４ｈ，待长出单菌落后，挑取单菌
落接入含有４ｍＬＬＢ培养液的试管中，置于２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ
的摇床中培养，制成种子液；以１％的接种量将种子液接种于
装有５００ｍＬＬＢ培养液的１Ｌ规格的大三角瓶里，置于２８℃、
２００ｒ／ｍｉｎ的摇床中培养４８ｈ，待菌浓度达到１０９ＣＦＵ／ｍＬ时
稀释待用。

１．２．２　毒源接种体的制备　将农杆菌侵染性克隆在含有利
福平和卡那霉素（终浓度均为５０ｍｇ／Ｌ）的ＬＢ平板上划线，置
于２８℃生化培养箱中过夜培养，挑取单菌落接种于 ＬＢ培养
液中，２８℃、２００ｒ／ｍｉｎ摇床中培养 ２４ｈ。病毒人工接种方
法：待番茄长到４～５叶期时，采用针刺法用注射器在番茄茎
部注射２０μＬＴＹＬＣＶ农杆菌侵染性克隆，操作时用力要轻，
每株苗均匀选取２点。
１．２．３　生防菌株在温室条件下的筛选试验　将番茄种子播
于育苗盘中放置于２５～２７℃、１２ｈ－１２ｈ光周期的温室中进
行培育。所用基质为Ｖ（草炭）∶Ｖ（蛭石）＝２∶１。待番茄苗
长到４～５叶期时进行移栽。试验共设４０个生防菌处理和１
个清水对照处理，每处理３次重复，每重复１２棵苗。喷雾处
理时菌液中按照０．０１％的终浓度加入表面活性剂吐温２０，均
匀喷洒于番茄叶片，以菌悬液在叶片上不下滴为宜，菌液终浓

度为５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。对照处理采用清水处理。生防菌处理
７ｄ后接种病毒，显症后调查病害严重度并计算防治效果。
病害严重度＝∑（各级病株数 ×级值）／（调查总株数 ×最高
级值）×１００％；防治效果 ＝（对照组病害严重度 －处理组病
害严重度）／对照组病害严重度 ×１００％。病害严重度分级标
准［５－６］：０级：无症状；１级：顶部叶片轻度黄化，叶边缘轻度卷
曲，花期花轻度脱落；２级：顶部叶片中度黄化，叶边缘中度卷
曲褶皱，花期花轻度脱落，结果期轻度减产；３级：叶片严重黄
化，卷曲，褶皱，花期花中度脱落，结果期中度减产；４级：大面
积叶片严重畸形缩小，植株生长缓慢，明显矮化，花期花严度

脱落，结果期严重减产或绝产。

—０１１— 江苏农业科学　２０１３年第４１卷第９期



１．２．４　田间小区防治试验　２０１１年下半年，在江苏省连云
港市赣榆县番茄黄化曲叶病毒病常发地进行田间小区试验。

试验在日光大棚内进行，共设５个生防菌处理和１个清水对
照处理。试验地共划分为１８个小区，每个处理３个小区，每
小区面积约３０ｍ２，小区间设保护行，各处理完全随机区组排
列。在番茄移栽的同时进行喷雾处理。喷雾时，以菌悬液在

叶片上不下滴为宜，菌液中按照０．０１％的终浓度加入表面活
性剂吐温２０，菌液终浓度为５×１０７ＣＦＵ／ｍＬ。对照采用清水
喷雾。每１０ｄ喷１次，共计３次。试验地进行正常的肥水管
理，在生防区内禁用其他任何杀菌剂。待发病后调查发病情

况，每小区随机选取３点调查，每点调查５株。病害严重度分
级标准及防效计算方法同“１．２．３”节。
１．２．５　田间小区增产试验　２０１２年上半年在江苏省连云港
市赣榆县选择往年没有发病的大棚进行促生增产试验。试验

共设２个生防菌处理和１个清水对照处理。试验地共划分为
９个小区，每个处理３个小区，每小区面积约３０ｍ２，小区间设
保护行，各处理完全随机区组排列。施菌方式、田间耕作管理

同“１．２．４”节。在收获期对各小区产量进行累积测产，计算
增产率和平均单果质量。同时在果实成熟期对番茄品质进行

分析，每小区取第３穗同一熟度的果实５个，将果实纵切成橘
瓣状，每个果实各取１片果肉，匀浆后称取样品进行分析。维
生素Ｃ含量用２，６－二氯靛酚滴定法测定；可溶性糖含量用
蒽酮比色法测定；可滴定酸含量用氢氧化钠标准滴定法测定；

可溶性蛋白采用考马斯亮蓝法测定。每个处理３次重复。
１．３　数据分析

所有数据采用Ｅｘｃｅｌ和ＤＰＳ７．０５版软件进行方差分析，
并用ＬＳＤ法比较各处理间的差异显著性（α＝０．０５）。

２　结果与分析

２．１　生防菌株室内筛选试验
本试验选用本试验室已经筛选到的对多种病原菌具有拮

抗作用的１０２株生防菌作为筛选对象，同时结合对不同病害
的防治效果［７－９］，最终选出４０株细菌作为番茄黄化曲叶病毒
病温室盆栽防效测试供试菌株。初测筛选结果（见表１）表
明，４０株细菌中有５株对番茄黄化曲叶病毒病的防治效果在
５０％以上，其中３ＪＷ１的防治效果最好，防效达到 ６４．８１％，
５ＢＳ３的防治效果为６０．５４％，ＨＳ７、７ｚｅ３和５４的防治效果在
５０％～６０％。５个生防菌处理和对照相比，病害严重度均存
在显著性差异。

２．２　生防菌株的田间防治效果
对从温室筛选出来的５株生防菌在大田条件下进行了测

试。试验结果（表２）表明，在田间条件下，测试的５株生防细
菌都可以不同程度地降低番茄黄化曲叶病毒病的发病程度。

其中防治效果最好的是３ＪＷ１和５ＢＳ３，防效分别为５２５７％
和５１．２６％，菌株ＨＳ７、７ｚｅ３和５４虽然在温室条件下表现出
较好的防治效果，但在大田条件下并不理想，防治效果分别为

３９．５３％、２８．５０％和４３．７５％。各生防菌处理的病害严重度，
与清水对照相比均存在显著性差异。

２．３　生防菌株对番茄的增产作用
由“２．１”节和“２．２”节可知，菌株３ＪＷ１和５ＢＳ３在温室

和大田条件下，对番茄黄化曲叶病毒病的防效相对稳定，表现

表１　４０株潜在生防菌对番茄黄化曲叶病毒病的防治效果

处理
病害严重度

（％）
防效

（％） 处理
病害严重度

（％）
防效

（％）

ＤＹＮ２ １７．１０ｈｉｊｋｌ ４７．０５ ＤＳ１９ ２２．９６ｂｃｄｅｆｇ ２８．９０
１７ ２０．４７ｅｆｇｈｉ ３６．６０ ＤＳ４４ ２２．１０ｃｄｅｆｇｈ ３１．５４
ＪＣ７ ２７．７５ａｂ １４．０８ ＤＳ７２ ２１．２２ｄｅｆｇｈ ３４．２９
Ｘ１ ２４．０５ｂｃｄ ２５．５３ ＨＹＮ１ ２７．１７ａｂｃ １５．８５
２２３ １８．７２ｆｇｈｉｊｋ ４２．０３ ＨＹＷ２０ ２３．７３ｂｃｄｅｆ ２６．５２
３ＪＷ１ １１．３６ｎ ６４．８１ ＨＹＷ４ １７．６２ｇｈｉｊｋｌ ４５．４２
ＨＣ１ １８．１８ｆｇｈｉｊ ４３．７０ ＤＳ６７ ２０．１１ｅｆｇｈｉｊ ３７．７１
ＨＣ２ ２５．９３ｂｃｄ １９．７０ ７ｚｅ３ １４．１９ｌｍ ５６．０７
ＪＣ４ １７．９９ｆｇｈｉｊｋｌ ４４．２９ ＸＹ２１ ２２．０２ｃｄｅｆｇｈ ３１．７９
ＨＣ６ ２０．７４ｅｆｇｈｉ ３５．７６ ＨＣ１０ ２８．９１ａｂ １０．４８
２ｂＧＮ６ ２２．９８ｂｃｄｅ ２８．８３ ５４ １４．９７ｋｌｍ ５３．６４
ＨＳ７ １６．１１ｊｋｌ ５０．１１ ＨＣ１４ １６．８５ｉｊｋｌｍ ４７．８０
ＤＳ５８ ２１．６９ｃｄｅｆｇｈ ３２．８３ ５ＢＳ３ １２．７４ｍ ６０．５４
ＤＳ２２ ２０．６４ｅｆｇｈｉ ３６．０８ ＨＣ８ ２１．０９ｄｅｆｇｈ ３４．６９
ＨＣ１２ １７．２６ｈｉｊｋｌ ４６．５３ ＡＢＣＤ ２２．７５ｃｄｅｆｇ ２９．５３
ＨＣ１３ ２１．５５ｄｅｆｇｈ ３３．２７ ＨＣ９ １８．７５ｆｇｈｉｊｋ ４１．９２
ＨＹＮ４ １９．６０ｆｇｈｉｊ ３９．２９ ２４２ １９．０７６ｆｇｈｉｊ ４０．９３
ＤＹＮ１６ ２０．９４ｅｆｇｈｉ ３５．１４ ＨＣ１１ ２２．９５ｂｃｄｅｆｇ ２８．９３
ＤＳ３８ １８．５２ｆｇｈｉｊｋ ４２．６５ ＨＣ１５ １６．２９ｊｋｌ ４９．５５
ＤＳ５９ ２０．６４ｅｆｇｈｉ ３６．０８ ＣＫ ３２．２９ａ —

ＤＳ７９ １７．２６ｈｉｊｋｌ ４６．５３

　　注：同列不同小写字母表示不同处理在同一时间差异显著（Ｐ＜
００５）。下同。

表２　生防菌株对番茄黄化曲叶病毒病的田间防治效果

处理 病害严重度（％） 防治效果（％）
３ＪＷ１ １９．３４ｃ ５２．５７
ＨＳ７ ２９．７５ｂｃ ３９．５３
７ｚｅ３ ３５．１８ｂ ２８．５０
５４ ２７．６７ｃ ４３．７５
５ＢＳ３ ２３．９８ｃ ５１．２６
ＣＫ ４９．２０ａ

出较好的生防潜力，因此选择了该２菌株进行田间测产，每次
采收记载小区产量并折算总产量。由表３可以看出，３ＪＷ１和
５ＢＳ３对番茄均表现出不同程度的增产作用。３ＪＷ１处理的番
茄产量为６８１６０ｋｇ／ｈｍ２，较对照增产１８．３５％；５ＢＳ３处理的
番茄产量为７３６９５ｋｇ／ｈｍ２，较对照增产２７．９６％。２株生防
菌处理的番茄产量和单果质量与清水对照相比，均达显著

水平。

表３　不同生防菌处理对番茄产量的影响

处理
产量

（ｋｇ／ｈｍ２）
增产率

（％）
单果质量

（ｇ）

３ＪＷ１ ６８１６０ｂ １８．３５ １９０．６１ａｂ
５ＢＳ３ ７３６９５ａ ２７．９６ ２０３．２３ａ
ＣＫ ５７６００ｃ １８４．３３ｂ

２．４　生防菌处理对番茄品质的影响
由图１可知，３ＪＷ１和５ＢＳ３处理后可以显著提高番茄维

生素Ｃ含量和可溶性蛋白含量，降低有机酸含量。和对照相
比，差异达显著水平，但各处理间可溶性糖含量差异不显著。

试验结果表明，３ＪＷ１和５ＢＳ３作为生防菌，还可以改善番茄
品质与风味。
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３　讨论与结论

温室筛选试验结果表明，生防菌 ３ＪＷ１、５４、５ＢＳ３、ＨＳ７、
７ｚｅ３对番茄黄化曲叶病毒病的防效在 ５０％以上，其中菌株
３ＪＷ１和 ５ＢＳ３表现尤为突出，防效分别为 ６４．８１％和
６０５４％。在温室条件下这５株生防细菌可以明显地降低病
害严重度，减轻病毒病对番茄的危害。试验表明，５株生防菌
在温室条件下的防效普遍高于大田的防效，可能由于生防菌

在田间条件下受多方面因素的影响，例如菌株的生存条件、定

殖能力、有效物质的产生和植物体内的运转应用等，导致生防

菌在田间和室内的抗病效果会存在一些差异［１０］。

通过对番茄进行测产发现，３ＪＷ１和５ＢＳ３对番茄均表现
出不同程度的增产作用，增产率分别为 １８．３５％、２７．９６％。
其促生增产的机理可能是菌株产生了类似植物生长激素类的

化合物［１１］，但有待进一步试验论证。同时发现，３ＪＷ１和
５ＢＳ３还可以改善番茄品质，提高番茄风味。试验结果表明，
３ＪＷ１和５ＢＳ３对防治番茄黄化曲叶病毒病、增加番茄产量、
改善番茄品质，具有广阔的开发应用前景。

生物防治是控制植物病害、减少化学农药污染的有效途

径。在植物病毒病的防治药剂研究方面，生物农药所占的比

例微乎其微，只有为数不多的生物农药品种获得农药临时登

记并推广应用，如宁南霉素、嘧肽霉素、灭瘟素等［１２］。因此，

生物源抗病毒药剂的研究开发非常具有现实意义和市场前

景。应用外源微生物及其制剂进行防病增产的研究工作已经

早有报道［１３］，防治效果不稳定一直是生物防治面临的头等问

题。因此，今后应加强生防菌剂在田间的使用条件和使用技

术方面的研究，以达到预期稳定的防病增产效果，为无公害、

绿色农业的发展奠定基础。
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