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葫芦种子带菌对幼苗细菌性果斑病发生
和侵染途径的影响

高天一 潘 宏 别之龙 李国庆
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摘要 采用葫芦砧木种子人工接种燕麦嗜酸菌西瓜亚种(Acidovoraxavenaessp.citrulli,Aac)的方法,观
察由Aac经种传方式对葫芦砧木苗期发病的影响和Aac在葫芦砧木苗期的定殖情况,并在温室条件下分析种子

中不同带菌量与葫芦砧木幼苗细菌性果斑病发病的关系。结果表明:Aac在随着葫芦砧木幼苗生长过程中先

侵染幼苗子叶,随后沿叶脉侵入下胚轴并定殖于下胚轴的韧皮部和木质部中,继而引起幼苗下胚轴发病;随着

砧木种子带菌浓度的提高,幼苗发病率和病情指数也越高。
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  细菌性果斑病(bacterialfruitblotch,BFB)是
多种瓜类作物的重要病害,病害主要侵染源为种子

带菌[1]。在中国,BFB是一种检疫性病害,其病原

菌为燕麦嗜酸菌西瓜亚种(Acidovoraxavenaessp.
citrulli,Aac),属革兰氏阴性菌。Aac可在植株的

叶片、茎部和果实等部位引起病害,尤其以苗期及果

实期危害最严重[2]。苗期发病可导致整株幼苗死

亡,而在果实上发病则造成减产,甚至绝收。该病害

在高温高湿的环境下发病十分迅速,迄今为止在世

界范围内还没有完全免疫 BFB的葫芦科作物品

种[3]。BFB在中国新疆、内蒙古、海南、湖北、河南

等许多地区均有发生,并给瓜类生产造成极大的经

济损失[4]。
近几年来,随着育苗工厂集约化的迅速发展,西

甜瓜嫁接苗技术已广泛运用于大型的育苗工厂中。
该技术在防治西甜瓜枯萎病等多种土传病害上具有

很好的效果,但育苗工厂中育苗的密集性和适宜

Aac存活与生长的高温高湿环境,也为细菌性果斑

病在嫁接育苗过程中的存活和大规模爆发提供了有

利条件。目前,对工厂化育苗中细菌性果斑病苗期

的侵染途径研究较少。笔者分析了葫芦砧木种子中

不同Aac带菌量与砧木苗期细菌性果斑病发生的

关系,旨在明确细菌性果斑病通过种子带菌引起苗

期发病的侵染途径,为嫁接苗工厂化育苗生产和有

效防治细菌性果斑病提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 试验材料

供试砧木葫芦种子品种为京欣砧1号,由北京

京研益农科技发展中心提供;燕麦嗜酸菌西瓜亚种

(Aac)菌株Pslb96由中国农业科学院植物保护研究

所赵廷昌研究员惠赠。试验固体培养基为KBA培

养基(蛋白胨20g、硫酸镁1.5g、磷酸氢二钾1.5g、
甘油10g、蒸馏水1000mL、琼脂20g、pH7.0~
7.4),液体培养基为KB(无琼脂KBA培养基)。育

苗基质为有机营养土,由镇江培蕾基质科技发展公

司生产。
1.2 Aac 菌液配制

参考Dutta等的方法[5]配制 Aac不同浓度菌

液。将Pslb96株划线接种在 KBA 平板上,置于

28℃培养箱内,培养2d后挑取单菌落,接种在KB
培养液中,在30℃下摇培(250r/min)过夜。将菌

液于6000r/min离心5min。弃上清后,菌体用

0.1×PBS缓冲液重新悬浮。用分光光度计测定菌

悬液的吸光值(D600),并用PBS缓冲液将菌悬液的

D600值调节至0.3(菌体浓度约为1×108cfu/mL。
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最后用0.1×PBS缓冲液将菌悬液的浓度分别调

节至1×103、1×105、1×107cfu/mL。
1.3 Aac 接种与病害调查

参考王晓东的方法[6]用不同浓度的菌悬液处理

葫芦 砧 木 种 子。砧 木 种 子 用 5% NaClO 消 毒

5min,随后用无菌水中浸洗3次,并将其浸泡在各

浓度Aac菌悬液中1h。以浸泡在无菌水中的种子

作为对照,各处理48粒种子。最后将清洗后的种子

在室温下晾干过夜,在30℃恒温培养箱中催芽

72h,将葫芦砧木种子播种在穴盘内的基质中,每穴

1粒种子。将穴盘置于日温为28~32℃,夜温为

20~22℃的温室中(无补光措施)进行育苗。分别

在接种后4、6、8、10、12d逐株检查幼苗发病情况,
统计发病率与病情指数。病害等级分级标准参考

金岩的方法[7]并略加修改,即按照病斑面积占总子

叶面积百分比进行分级:0级,不发病;1、2、3、4、5
级,病 斑 面 积 分 别 为<5%、5%~20%、20%~
40%、41%~60%、>60%。各处理重复3次。
1.4 Aac 侵染观察与病菌分离

用浓度为1×107cfu/mL的Pslb96菌液浸泡

葫芦砧木种子1h,并将种子播种在穴盘中,在温室

播种后连续观察幼苗的发病情况和发病部位,再分

别在播种4、6、8、10d后取子叶下胚轴0~3cm和

3~6cm处进行Aac的分离。将幼苗的不同部位在

5%的NaClO溶液中表面消毒3min,用无菌水冲洗

3次后,将病组织浸入无菌水中并捣碎,静置20min
使组织中病菌释放入水中[8]。然后将组织悬液进行

梯度稀释,涂布于含有氨苄青霉素(1mg/mL)和黄

连素 (20mg/mL)的选择性培养基上,28℃下培养

48h。统计类似Aac菌落数量。为验证分离的细菌

是Aac,在平板上挑取疑似Aac单菌落5个,接种在

含氨苄青霉素(1mg/mL)和黄连素(20mg/mL)的

KB培养基中摇培过夜,菌液用 Aac特异性引物

WFB1和 WFB2进行PCR扩增以确定目标菌是否

为Aac[9]。
1.5 Aac 在葫芦幼苗中定殖的观察

取下胚轴有明显细菌性果斑病病症的砧木幼

苗,将其下胚轴发病部位剪下,并进行FAA固定,
梯度乙醇脱水,石蜡渗透包埋、切片、去蜡、蕃红固绿

染色、二甲苯透明、香脂封固,最后制成石蜡切片。
石蜡切片的操作参考方中达的方法[10]。制成的石

蜡切片在微分干涉显微镜下进行观察,明确样品中

Aac在砧木下胚轴中的定殖部位。

2 结果与分析

2.1 Aac 接种量对葫芦苗期 BFB 发生的影响

试验结果表明,在相同的高温高湿育苗环境条

件下,Aac菌株Pslb96不同接种量浸泡处理均可引

起葫芦幼苗发生BFB,且处理间发病率及病情指数

均存在显著差异。随着浸种菌体浓度的增加,在播

种后不同时间观察葫芦苗期发病率和病情指数均呈

上升趋势,4~8d时发病率和病情指数上升较快,

8~12d时 趋 于 缓 慢(图1)。在 播 种 后12d,当

Pslb96浸种浓度为1×103cfu/mL时,葫芦幼苗发

病率达到55%,病情指数为37;当Pslb96浸种浓度

为1×107cfu/mL 时,葫 芦 幼 苗 发 病 率 可 达 到

99%,病情指数为90。

图1 不同浓度菌液浸种后葫芦苗期的发病率和病情指数

Fig.1 DiseaseincidenceanddiseaseindexofBFB
ongourdrootstockseedlingstreated

withdifferentconcentrationsofbacteria

2.2 葫芦苗期 Aac 的侵染过程

对葫芦幼苗BFB症状出现的动态观察结果表

明,BFB在高温高湿的育苗环境条件下发展迅速。
病害发生初期子叶有轻微水渍状病斑,随着葫芦砧

木幼苗的生长,细菌性果斑病开始由发病子叶逐渐

向叶基部进行扩展,并侵染幼苗下胚轴(图2)。
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图2 Aac在葫芦子叶沿叶柄向下扩散

Fig.2 Aaconacotyledonofagourdrootstock
seedlingtransferreddownwardsthroughthepetiole

  Aac病原菌分离试验结果表明,Pslb96浸种后,
随着葫芦种子的萌发及幼苗的生长至4d时,子叶

开始出现水渍状病斑且可在葫芦砧木幼苗子叶中分

离到Aac,下胚轴健康且未分离到 Aac(表1)。浸

种后6d,子叶出现典型细菌性果斑病水渍状病斑,
下胚轴未表现症状,但可在下胚轴距子叶0~3cm
处分离到Aac;浸种后8d,除子叶外,在下胚轴距

子叶0~3cm部分出现水渍状病斑并可也分离到

Aac;浸种后10d,子叶、下胚轴距子叶0~3cm部

分及下胚轴距子叶3~6cm部分均出现典型水渍状

病症和黄褐色病斑并可分离到Aac。

表1 细菌性果斑病菌在葫芦砧木幼苗中的分布动态1)

Table1 Thedynamicdistributionofbacterialfruitblotchingourdrootstocks

时间/d
Time

子叶Cotyledons

分离Isolation 症状Symptoms

下胚轴上端0~3cm
Hypocotylstop0-3cm

分离Isolation 症状Symptoms

下胚轴下端3~6cm
Hypocotylsbottom3-6cm

分离Isolation 症状Symptoms
4 阳性Positive n 阴性 Negative n 阴性 Negative n
6 阳性Positive v 阳性Positive n 阴性 Negative n
8 阳性Positive v 阳性Positive v 阴性 Negative n
10 阳性Positive v 阳性Positive v 阳性Positive v

1)“v”和“n”分别表示可观察水渍状病斑和观察不到水渍状病斑。“v”and“n”indicatespresenceofwater-soakedlesionandabsence

ofwater-soakedlesion.

2.3 Aac 在葫芦砧木苗期下胚轴的定殖

发病砧木幼苗下胚轴组织横截面的石蜡切片染

色观察结果表明,Aac定殖于下胚轴维管束的木质

部和韧皮部中,而下胚轴薄壁组织中未观察到 Aac
的存在(图3)。

图3 Aac定殖于下胚轴维管束木质部和韧皮部

Fig.3 Aaccolonizedinthexylemandphloemvascular
oftherootstockhypocotyl

3 讨 论

病原物能够侵入成功的影响因素之一是接种体

的数量。病原物需要有一定的数量才能引起侵染和

发病[11]。本研究结果表明,砧木用葫芦幼苗期细

菌性果斑病发生的严重程度与其种子含有 Aac的

带菌量有密切关系。在相同的育苗环境中,种子内

部Aac含量越多,葫芦砧木幼苗的发病率和病情指

数越高,所造成的危害越严重。而且,在较低的Aac
带菌量下(103cfu/mL),12d后细菌性果斑病发病

率依然可达到50%以上,病情指数达到30以上。
此外,随着时间的推移,砧木苗期的发病会愈发严

重,甚至造成砧木的死亡。因此,对于细菌性果斑病

发生严重的育苗工厂,砧木种子严格的消毒处理是

非常有必要的,否则会对工厂化大规模育苗造成极

大的经济损失。到目前为止,关于西瓜细菌性果斑

病侵染方面的研究还不够完善和深入。Walcott
等[12]的研究表明西瓜细菌性果斑病可以在花期侵

染花瓣而产生带菌但无病症的果实,且果实中的种

子内可以检测到Aac的存在。Lessl等[13]证明Aac
在适宜的环境条件下可以迅速定殖在西瓜雌花的柱

头上,并可通过输导组织侵染子房。Dutta等[5]曾

解剖被Aac感染的西瓜病果中的种子,发现Aac在

种子的种皮、种壳和胚中均可定殖。但是,关于西瓜

细菌性果斑病菌在葫芦科作物苗期的侵染,特别是

关于工厂化育苗中细菌性果斑病对砧木的侵染还鲜

有报道。本试验通过对 Aac在病组织内定殖位点

的观察及对砧木幼苗不同部位 Aac病原菌进行分
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离,发现 Aac以种传途径作为初侵染来源时,病菌

可随着砧木苗期的发育进行侵染。研究结果表明,

Aac侵染后首先在幼苗子叶表现症状,环境条件适

宜时发病迅速,随着幼苗的生长,病菌可沿子叶向下

胚轴侵染,并使下胚轴发病。通过对下胚轴发病组

织的切片观察表明,Aac定殖于葫芦砧木幼苗下胚

轴维管束组织的木质部和韧皮部中造成系统性侵

染。在育苗工厂高温高湿的环境中,葫芦作为嫁接

砧木,如果忽视子叶上轻微的病斑,病害很容易扩展

至下胚轴造成整株死亡,对育苗工厂造成极大的经

济损失。但是,砧木嫁接后是否能将病菌传染给西

瓜接穗,尚需进一步研究。
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Influenceofoccurrenceandinfectionpathwayoncucurbitseedspathogen
forseedlingbacterialfruitblotch

GAOTian-yi PANHong BIEZhi-long LIGuo-qing
StateKeyLaboratoryofAgricultureMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan430070,China

  Abstract Thebacterialfruitblotch(BFB)causedbyAcidovoraxavenaessp.citrulli(Aac)isa
sortofdevastatingseed-bornequarantinediseaseofcucurbits.Theimpactofseedinfectionwasinvesti-
gatedtothediseaseseverityofcucurbitrootstockseedlingandtheinfectionprocessofAacduringseed-
lingstagethroughartificiallyinculcatingcucurbitseedswithAac.Ingreenhousecondition,therelation-
shipbetweendifferentcarrieramountofbacteriaandthediseaselevelofBFBwasestablished.There-
sultsindicatethatduringtheseed-borneinfectionprocess,theAacinfectedthecotyledonsfirstly,then
infectedthehypocotylsandcolonizedinthexylemandphloem,causedthediseaseofthehypocotyls.
Moreover,thehigheramountofbacteriatheseedscarried,andthehigherdiseaserateandindexthe
youngseedlingwas.

Keywords cucurbitrootstock;bacterialfruitblotch;seed-bornedisease;infectionpathway
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