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姜既是一种调味品
,

又是一种重要的中药材
,

是效益较高的出口创汇产品之一[lj
。

姜青枯病是由

青枯菌 (R
alstonia :ola nacearum )引起的一种毁灭性

病害
,

田间株发病率一般为 10 % ~ 20 %
,

重病田高

达 30 % ~ 40 %
,

局部地块甚至绝收图
。

该病菌随着

化学肥料的大量使用和土壤复种指数的提高
,

发生

逐年加重
,

严重影响着姜的产量和质量阁
。

王占武等报道生防菌
、

植物促生根际细菌在作

物根际的定殖动态〔‘一 ?〕
,

但有关姜致病菌的增殖动

态尚未见报道
。

本研究探讨了抗利福平姜青枯Zb01

菌株在姜块表面及块茎组织中的增殖情况和消长规

律
,

为预测姜青枯病的发生及其控制提供理论依据
。

1 材料与方法

L l 供试姜品种及菌株

供试姜品种
:
梨仔姜 (本地种)

,

由永泰县赤锡

和城峰农技站提供
,

姜青枯菌Zb01 由本实验室从青

枯病发病症状典型的姜植株上分离
,

并进行致病性

测定
。

分离和鉴定方法参照文献 [8一9〕
。

1

·

2 菌株 Zb01 耐利福平水平测定

制备浓度为 I X lo
7。

f
u ·

m l
一 ‘

Z b 0 1 菌体悬浮液
,

各取0
.
1 m l菌体悬浮液分别涂于含有5 产g

·

m l
一 ‘、

10
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拼g
·

m l

一‘、
5 0 拼g

·

m l
一‘、

7 5 拜g
·

m l

一 ’、
1 0 0 拌g

·

m l

一‘利

福平的T T C 培养基上[s.
8〕, 3 次重复

,

30
℃培养 Z d

,

观察平板上是否有菌落生长
,

初筛利福平浓度
。

1

.

3 菌株Zb01 抗利福平标记

用一定量的 95 % 酒精配成 一定 浓度 的利福平

液
,

过滤灭菌后加入 T T C 液体培养基中配成一定浓

度
。

将菌株Zb01 在 T T C 培养液中培养 24 h 后
,

离

心洗脱
,

用无菌水稀释至 l x lo
3efu

·

m l
一 ‘。 取 0

·

5

m l 菌液涂于含35 拜g
·

m l
一 ‘

利福平的T T C 培养基在

28℃ (180 r
·

m i
n 一 ‘

) 条件下振荡培养 24 h
,

取 0
.
5

m l菌液滴入含更高浓度利福平 T T C 液体培养基中

在28℃ (1 8 o r
·

m i
n 一 ‘

) 条件下继续培养24 h
,

依

次从低浓度的利福平培养基上生长筛选逐渐向高浓

度的利福平上生长筛选
,

直到诱导Zb01 抗利福平浓

度为500 拼g
·

m l
一 ‘

为止
,

形成抗利福平的标记菌株
。

1

.

4 标记菌株Zb01 不同浸种时间在姜块表面及块

茎组织增殖测定

用 lx lo
7。
f
u ·

m l
一 ‘

标记菌株 Zbol 的菌悬液浸

种
,

时间分别为0
.
s h

、

l h

、

6 h

、

z z h 和 z4 h
,

将处理

的姜种播种于装有无菌土的盆钵中
,

每处理 3 个重

复
,

分别于l h
、

24 h 和48 h 对姜进行取样
,

测定标记

菌株 Zbol 在姜块表面和块茎组织的增殖情况
。

1

.

5 标记菌株 Zb01 不同菌液浓度浸种在姜块表面

及块茎组织增殖测定

用菌液浓度分别为 lx lo
Z、

z 又 10 3
、

I X 1 0
‘、

1

X 1 0
5 、

1 X 1 0
6 、

1 X 1 0
7 、

I X 1 0
8 、

I X 1 0
9 e

f
u

·

m l
一 1

菌悬液浸种 6 h 后
,

将处理的姜播种于装有无菌土

的盆钵中
,

每处理 3次重复
,

分别于 l h
、

24 h 和 48

h 对姜进行取样
,

测定标记菌株Z b01 在姜块茎表面

和块茎组织的增殖情况
。

1

.

6 标记菌株Zbol 在姜块表面及块茎组织增殖动

态测定

用 标记菌株 Zbol 1x 10
9。
f
u ·

m l
一 ‘

菌悬液浸种

0
.
s h

,

取出晾干
,

处理后的姜块播种于装有无菌土

的盆钵中
,

常温下按常规栽培管理
,

3 次重复
,

分别

于 l d
、

3 d

、

s d

、

l o d

、

1 5 d 和 Zo d 取样
,

对姜块

表面和块茎组织的标记菌株Zbol 进行分离
,

观察标

记菌株Zbol 在姜块表面和块茎组织的增殖动态
。

1

.

7 标记菌株 Zbol 增殖测定方法

取各处理姜块
,

用 自来水把表面土壤冲洗干净
,

增殖进行如下测定
:

1
.
7
.
1 姜块表面 浏定 将表面土壤已冲洗干净的

姜块晾干
、

称重
,

然后置于三角瓶中
,

加入适量的

无菌水
,

置于 18o r
·

m in
一‘
的摇床上振荡。

.
s h

,

适

当稀释后接于含利福平 500 拜g
·

m l
一 ‘

的T T C 平板

中
,

4 8 h 后统计各平板的菌落数
。

1

.

7

.

2 块茎组织增殖浏定 将表面土壤已冲洗干

净的姜块晾干后称取组织 1
.
0 9 ,

75 % 酒精表面消毒

1
.
5 m in

,

无菌水冲洗3 次
,

晾干
,

研磨块茎组织
,

磨

碎后加入 10 m l无菌水
,

静置 5 m i
n ,

1 0 倍稀释后
,

取 不同稀释浓度液体 0. 25 m l于含有 500 拼g
·

m l
一‘

利福平的T T C 平板上用涂布棒涂均整个平板
,

30
℃

下培养 Z d
,

记载菌落数
。

1

.

7. 3 菌量计算 将两处理所统计的菌落数换算

成
“

菌量 (个 ) /鲜克
” 。

菌量 (个) /鲜克 ~ (菌落数x 稀释倍数x 分离

用水量) 十 (涂板用水量 X 分离用组织重量)

2 结果与分析

2.1 姜青枯菌株Zbol 耐利福平测定结果

利福平浓度为 5 拜g
·

m l
一 ‘和 10 拜g

·

m l
一 ,

对菌

株Zb01 生长无影响
,

超过50 拜g
·

m l
一 ‘

不能生长
,

结

果表明
:
姜青枯菌株 Zb01 耐利福平浓度最高为 35

拼g
·

m l
一 ,

( 表 1)
。

表 1 青枯菌 Zbol 耐利福平水平测定结果

Tsble R ifam Piein enduranee of R alstonia solanaeearum

strain Z b01

菌株
利福平浓度 (陀

·

m l
一 ,

)

1 0 2 0 3 5 5 0 7 5 1 0 0

Z b 0 1 + + + + + + + + 十

注
:
十 + + 表示菌落生长正常

,

+ + 表示菌落生长正常
、

数量减少
,

+ 表示菌落可生长
,

数量明显减少
,
一表示细菌不生长

.

2
.
2 标记菌株Zbol 不同浸种时间在姜块表面及块

茎组织增殖结果

从表2 可知
:
标记菌株Zbol 浸泡姜块。

.
s h

,

播

种于盆钵 l h 后即可从姜块表面分离到标记菌株
,

在同一处理时间段内
,

浸泡0
.
s h

、

l h 和6 h 分离获

得菌落数差别不大
,

12 h 和 24 h 的菌落数明显多于

6 h ;不同浸泡时间
,

播种于盆钵48 h 在块茎组织中

分离获得标记菌株
,

24
h 之前均未分离出标记菌

株
。

标记菌株不同浸泡时间处理 l h 在姜块表面的

分离获得菌落数多于 24 h
,

可能是细菌死亡的缘故
;

处理 48 h 分离获得的菌落数多于l h
,

表明标记菌株

48 h 增殖明显
;
在块茎组织中增殖情况与姜块表面

结果相似
。

标记菌株在姜块表面菌落数多于块茎组

织 (图1)
,

与菌侵染过程有关
。

2

.

3 标记菌株 Zb01 不同菌液浓度浸种在姜块表面

及块茎组织增殖结果

不同浓度标记菌株Zb01 浸泡姜块 6 h
,

播于盆
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钵后各处理时间段姜块表面均可分离出标记菌株
,

菌液浓度达lx 10s
ofu

·

m l
一 ‘

菌落数明显多于 lx l护

cf u
·

m l
一 ‘浓度以下的菌落数量

。

在姜块茎组织中
,

各浓度浸泡处理后播于盆钵 l h 内均未分离出标记

菌株
,

当菌液浓度达1义 1 0s
o
fu

·

m l
一 ‘
播于盆钵24 h

,

可分离获得标记菌株
,

而浓度为lx 1o
‘c

fu

·

m l
一‘

播

于盆钵需48 h 可分离到标记菌株 (表 3)
。

标记菌株

在姜块表面和姜块茎组织中分离获得的菌落数量差

异较大 (图2)
,

菌浓度达到 lx 10
4。

fu

·

m l
一‘

才能在

姜块茎组织中分离获得
,

且在 48 h 增殖明显
。

A

.

姜块表面分离的菌落数 (浸泡。
.
s h

,

处理 48 h) ; B
.
姜块组织分离的菌落数 (浸泡 24 h ,

处理 48 h)

图 l 不同浸种时间处理姜块表面或姜块组织菌株分离情况
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gcf u
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处理 48 h)

图 2 不同菌液浓度处理姜块表面或姜块组织菌株分离情况
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表2 不同浸种时间标记菌株在姜块表面和块茎组织增殖结果

Table 2 Pr0liferation of strain Zb01 on the Surfaee and

w ithin the tuber of ginger eoated w ith baeteria by

difrerent tim e

浸种时间 (h)
部位

处理时间

0
.
5 1 6 12 20 4
.
5 1 6 12 24

十十 十十 十 十十 十 十十 +

姜块
表面

24

4 8

+ + 十 + +

+ + + 十 + + + + + + + + + + +

+

�,
+一一+一一+一一+一一+12448

茎织块组

注
:
一表示无菌落

;+ 表示每皿菌落数< 10
,
+ + 表示每皿菌落数

为10 ~ 49
;+ + + 表示每皿菌落数50 ~ 99

,
+ + + 十表示每皿菌落数

100~ 200 , + + + + + 每皿菌落数) 200(表3 同)
。

2

.

4 标记菌株在姜块茎表面及块茎组织中的增殖

动态

图3 可看出
:
标记菌株Zb01 在姜块表面的接菌

菌量为 I X 10
9efu

·

m l
一 ‘ ,

l d 后菌量为 1
.
01 X 10‘

e
f
u

·

m l
一 ‘ ,

3 d 达最大为 3
.
40X 10s。f u

·

m l
一 , ,

s d

下 降至 1
.
66 x 104 。

f
u ·

m l
一 ‘,

1 0 d 后缓慢增加

(4
.
67 X 104~ 5

.
34X lo4 。

f
u ·

m l
一 ‘

)

。

标记菌株在

姜块表面消长动态呈先降后迅速回升再降后缓慢增

加的过程
,

原因有两种可能
,

一是部分菌扩散到了

土壤中
;二是青枯菌在姜块表面有一个亲和的过程

,

在这过程中有部分菌不适应环境而死亡
。

标记菌株

在块茎组织中的消长动态基本是
:
15 d 前缓慢增

加
,

到Zo d 后急剧上升的过程
,

处理后 l d
、

3 d

、

5

d

、

1 0 d

、

1 5 d 和20 d 菌量分别为
: 0
.
0X 102

、

1

.

6 5
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X 102、 2

.

2 6 X 1 0
3 、

1

.

7 9 X 1 0
4 、

1

.

0 3 X 1 0
4

和 4
.
60 X

10s cf u
·

m l
一 ‘。

从块茎组织增殖动态的数据发现
,

第

15 d 菌量有所下降
,

可能是因姜种发芽
,

有部分病

菌扩散到了新的组织中的缘故
。

表 3 标记菌株Zb01 不同菌液浓度浸种在姜块表面及块茎组织增殖结果

T able 3 P roliferation of strain Z b01 on the surfaee and within the tuber of ginger treated w 五th d if fe r e n t b a e te r ia l

C o n e e n t ra tio n

部 位
处理时间
(h) I X 102 IX 103 I X 104

菌液浓度 (
efu

·

m l
一 ,

)

1 义 1 0 5 I X 10 6 I X 10 8 I X 10 ,

++

+

++++

+

++

++

++

++++++1

姜块表面 24

48

1

块茎组织 24

48

I X 107

+ +

+

+ + +

+ + +

+ +

+ 十+ +

+ + + +

+ + + 十

+ + + + +

一 +

+ 十 +

+

十+ +

5 0 0 0

4 5 0 0

4 0 0 0

3 5 0 0

30 00

2 5 0 0

2 0 00

15 00

1 0 0 0

5 0 0

0

- 川卜- 姜块表面

- .卜- 块茎组织

3
.
3 试验结果表明

:
姜青枯菌具有很强的附着及增

殖能力
,

在菌液浓度为1
.
ox lo, 。fu

·

m l
一 ‘
下

,

就可

在姜块表面附着并增殖
,

在菌液浓度为1
.
0 X 10

‘
cf

u

·

m l
一 ‘

下
,

就能在姜块表面附着并进入块茎组织增

殖
,

其消长动态为
:
15 d 前缓慢增加

,

到 20 d 后急

剧上升
,

因此
,

选用药剂防治姜青枯病可根据青枯

菌的生物学特性并结合气候条件
,

做好测报
,

在姜

青枯菌尚未进入姜块茎组织前施药
。

�
一!如已

·
n七飞工)探城橱柯要伞

5 10 15

播种后不同的天数 (d)

图 3 青枯菌标记菌株在婆块表面及块茎组织中的增殖

动态
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3 讨 论

3
.
1姜青枯菌株 Zbol 在利福平浓度为 35 拌g

·

m l
一 ‘

浓度下具有生长力
,

表明其具有较高的耐利福平水

平
,

便于诱导产生抗利福平浓度达 500 拜g
·

m l
一 ’
的

标记菌株
,

用于分离并排除在T ZC 平板培养基上先

产生许多与青枯菌相似其他菌落的干扰[l0 〕
,

且采用

抗生素抗性作为检测标记具有简便
、

快速
、

消耗低
、

试验结果可以进行统计分析等优点图
,

为研究其在

在姜块表面和姜块茎组织中的增殖动态奠定基础
。

3

.

2 标记菌株Zbol采用 1 X 10
2 cfu

·

m l
一‘
浓度浸

泡姜种块6 h
,

播于盆钵 l h 后即可姜块表面分离出

标记菌株
,

与姚革等报道姜青枯菌分离过程中
,

在

T Z C 平板培养基上先产生许多其他菌落
,

而青枯菌

在培养48 h 后才产生菌落结果不一[l0 〕
,

可能与T ZC

平板培养基上含有利福平及接菌有关
。
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