
第４０卷 第５期

２０２１年　９月

华　中　农　业　大　学　学　报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol．４０　No．５

Sep．２０２１,３１~３６

李健,何鹏飞,李咏梅,等．枯草芽孢杆菌L１Ｇ２１在柑橘上的定殖能力及其防治绿霉病效果[J]．华中农业大学学报,２０２１,４０(５):３１Ｇ３６．

DOI:１０．１３３００/j．cnki．hnlkxb．２０２１．０５．００５

收稿日期:２０２１Ｇ０３Ｇ２１
基金项目:国家重点研发计划项目(２０１８YFD０２０１５０８)
李健,EＧmail:２３９６８９２４７７＠qq．com
通信作者:何月秋,EＧmail:ynfh２００７＠１６３．com

枯草芽孢杆菌 L1Ｇ21 在柑橘上的定殖能力
及其防治绿霉病效果

李健１,何鹏飞１,李咏梅１,吴毅歆２,何鹏搏１,
孔宝华１,李兴玉１,MUNIRShahzad１,何月秋１

１．云南农业大学植物保护学院,昆明６５０２０１;２．云南农业大学农学与生物技术学院,昆明６５０２０１

摘要　为明确枯草芽孢杆菌L１Ｇ２１在柑橘叶片、果实内的定殖能力及其防治果实绿霉病的效果,通过向柑

橘叶片喷施１０６cfu/mL 的L１Ｇ２１菌株的绿色荧光标记菌(L１Ｇ２１ＧGFP)发酵液,测定其在叶片内的定殖数量及传

导能力;采用１０８cfu/mL的菌液喷施和浸泡处理柑橘果实,检测其在果实内的定殖情况,用注射法接种PenicilＧ

liumdigitatum 孢子并计算发病率,测定其对绿霉病的防控效果.结果显示,处理后１０min,L１Ｇ２１ＧGFP在叶表

及叶肉中的定殖量分别达到１．３６×１０３和８．０８×１０２cfu/cm２,并呈现持续增长的趋势.处理后１h,L１Ｇ２１ＧGFP
向下传导到叶表的菌含量为１．５１×１０２cfu/cm２,并稳定存在于叶表中;处理后２h,传导到叶肉的菌含量为５．６７

cfu/cm２,逐渐增加到３０h时的１．１５×１０３cfu/cm２.L１Ｇ２１ＧGFP能在果实内定殖,浸泡１h果肉和果皮中的定殖

量分别为９．５１×１０３和３．５１×１０４cfu/g,但在不同柑橘品种果实间定殖能力有显著性差异,椪柑中定殖量最高.

浸泡３０min后,L１Ｇ２１对果实绿霉病防效第３天为１００％,第５天为８０．３６％.以上结果表明,枯草芽孢杆菌

L１Ｇ２１能高效定殖于柑橘叶片及果实内,可以利用该菌株防治柑橘病害.
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　　枯草芽孢杆菌(Bacillussubtilis)广泛存在,且

较安全 [１],其发酵产品易于运输贮藏、货架期长,是

目前注册并商业化生产使用最多的生防菌剂[２],在

替代或减少化学农药使用、保护环境、维护生态平

衡、物种多样性和农业可持续发展中发挥着越来越

重要的作用[３],如植物病害防治[４]、植物促生长[５Ｇ６]、

采后果实病害防控及保鲜[７]等方面,均有报道.枯

草芽孢杆菌L１Ｇ２１(下称 L１Ｇ２１)是一株来自温州蜜

柑“新津”品种的内生菌,它对柑橘黄龙病菌有较好

的抑制效果[８],对多种常见病原细菌及真菌都有显

著抑菌活性,且能定殖于多种作物体内[９],应用潜力

巨大.为了更好地在田间应用该菌株并为施用方法

提供理论依据,笔者开展了枯草芽孢杆菌 L１Ｇ２１进

入柑橘叶片、果实的速度及其防治果实绿霉病效果

的研究.

1　材料与方法

1.1　试验材料及培养基

供试菌株为L１Ｇ２１的绿色荧光标记菌株L１Ｇ２１Ｇ
GFP,来自笔者所在实验室.该菌株荧光标记稳定

性好,生长速度和代谢特性及防控病害能力与野生

型相同.绿霉病病原菌(Penicilliumdigitatum)为
实验室自主分离并保存.柑橘植株为温州蜜柑“新
津”,生长于大棚温室.柑橘果实品种为新津、砂糖

橘、塘房橘、沃柑、椪柑、清香橘及冰糖橙,均购于农

贸市场.

L１Ｇ２１ＧGFP培养于 LB液体和固体培养基,绿
霉病菌培养于马铃薯蔗糖液体(PS)和固体培养基

(PSA).
1.2　 L1Ｇ21ＧGFP 的培养

从－８０℃冰箱取出L１Ｇ２１ＧGFP甘油保存菌,待
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其呈熔融状态后,划线接种到含氯霉素(终质量浓度

为１０μg/mL,下同)的LB琼脂培养基平板中,３７℃
过夜培养.次日,挑取单菌落于三角瓶中,在３５℃、

１６０r/min条件下振荡培养３d,在含有氯霉素的

LB琼脂平板上培养并确定培养液中细菌浓度.
1.3　L1Ｇ21ＧGFP 进入叶片时间与定殖量测定

将L１Ｇ２１ＧGFP菌株浓度调至１０６cfu/mL,晴天

下午１８:３０喷施于柑橘植株叶片,接种量以叶面无

液滴下滑为度.分别于全株喷施结束后的１０min、

２０min、３０min、４０min、１h、４h、６h、８h、１８h、２２h
以及４８h,每次随机采集３片叶.按采样时间分别

装入保鲜袋中,立即放入４℃冰箱贮存或放置冰上.
实验室内用千分之一的分析天平称量出叶片的质

量,在 A４白纸上临摹叶片,在叶片形状中标注编

号,剪下叶片留下的形态,称量纸片质量,按照 A４
纸单位质量面积(１４２．８５cm２/g),计算出叶片面积

(S),并做好数据的记录.对于各时间段所采集的

叶片,用３mL的无菌水漂洗,回收漂洗液后按１０
倍梯度稀释,取２００μL漂洗稀释液在含有氯霉素的

LB琼脂培养基平板上涂布.３７℃培养２４h后统计

平板上的菌落数,计算出菌体的单位叶面积浓度

(cfu/cm２).
将上述使用无菌水漂洗过表面的柑橘叶片置于

１％(有效氯)NaClO溶液中消毒２min、７５％乙醇溶

液中消毒２min以杀死叶表微生物.无菌水漂洗４
次,用无菌吸水纸吸干表面残余水分,转移至无菌研

钵内.按照叶片质量加入无菌水,仔细研磨成匀浆

状,按１０倍梯度稀释,随后取２００μL叶肉组织研磨

稀释液,在含有氯霉素的 LB琼脂培养基平板上涂

布,３７℃培养２４h后统计平板上的菌落数,计算出

菌体在叶肉内的单位面积浓度(cfu/cm２).
1.4　L1Ｇ21ＧGFP 在柑橘植株上向下传导能力测定

喷施３株树(３重复),每株顶部单梢喷施约１０
片叶,并做好记录,用报纸和纸袋(塑料袋)包裹其他

叶片,以防被污染.分别于单梢喷施结束后的１、２、

８、１６、２２、３０h,每株树上、中、下各取１片未喷施的

叶片,余下操作步骤同本文“１．３”.
1.5　L1Ｇ21ＧGFP 在柑橘果实内的定殖试验

１)L１Ｇ２１ＧGFP在本主寄主果实中的定殖试验.

L１Ｇ２１ＧGFP的培养方法同本文“１．２”一致,浓度调整

为１０８cfu/mL,选择大小适宜、色泽均匀的新津柑

橘果实,自来水冲洗表面２min后用吸水纸吸干,用

７５％乙醇消毒２min后无菌水漂洗４次,并用无菌

滤纸吸干,分别喷施菌液及浸泡L１Ｇ２１ＧGFP处理１、

５和１０h,取出后,用无菌滤纸吸干,无菌下各称取

１g果皮和果肉,分别加入９mL 无菌水研磨成匀

浆,按１０倍梯度稀释,取２００μL稀释液涂布于含有

氯霉素的 LB琼脂培养基平板上,余下操作步骤同

本文“１．３”.试验进行３次重复,每次重复使用１８
个果实,计算菌含量.

２)L１Ｇ２１ＧGFP在不同品种柑橘果皮及果肉内的

定殖.所选品种为砂糖橘、塘房橘、沃柑、椪柑、清香

橘及冰糖橙,果实的消毒处理同本文“１．５１)”,L１Ｇ
２１ＧGFP浓度为１０８cfu/mL,果实浸泡３０min后取

出放置于３７℃培养箱,并在培养后的６、２４及４８h
于无菌条件下分离果皮及果肉,余下步骤同本文

“１．５１)”.
1.6　L1Ｇ21ＧGFP 对绿霉病的防效测定

选用砂糖橘果实按本文“１．５”消毒及浸泡,L１Ｇ
２１ＧGFP浓度为１０８cfu/mL,果实浸泡３０min后取

出,并在其赤道附近用针刺法刺一直径约３mm、深
度约５mm 的小洞,接入２０μL绿霉病菌孢子液,浓
度为１０２cfu/mL,放入２５℃恒温培养箱培养,在处

理后３d和５d时统计果实发病率,并计算防效,以
浸泡液体LB的果实为对照,３次重复,每个重复９０
个果实.
1.7　数据处理与分析

L１Ｇ２１ＧGFP的定殖数据用 Excel及IBMSPSS
Statistics２０．０软件做统计分析,采用 Duncan’s新

复极差法进行多重比较(P＜０．０５),用 GraphPad
Prism 制图.

2　结果与分析

2.1　 L1Ｇ21ＧGFP 进入叶片时间与定殖量

整体来看(表１),L１Ｇ２１ＧGFP的定殖数量呈现

逐渐增长的趋势.叶肉中的定殖数量从１０min到

４８h逐渐增加,１０min在叶肉内定殖数量为８．０８×
１０２cfu/cm２,４８h 时 定 殖 数 量 达 到 １．４３×１０４

cfu/cm２;L１Ｇ２１ＧGFP在叶表的定殖呈现先增加后降

低再增加后趋于稳定的趋势,从１０min到４０min
菌含量逐渐增加,１０min时定殖量为１．３６×１０３

cfu/cm２,１ h 时 其 定 殖 量 降 低 为 １．８１×１０３

cfu/cm２,随 后 逐 渐 增 加,到 ８ h 时 定 殖 量 达

１．９７×１０４cfu/cm２,１８h时虽有降低,但其菌含

量亦达到１．３９×１０４ cfu/cm２,至２２~４８h,定殖

量变化不大.

２３
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表１　叶片中L１Ｇ２１ＧGFP的定殖数量

Table１　ColonizationnumberofL１Ｇ２１ＧGFPinleaves

cfu/cm２

时间

Time

叶表

Leafsurface

叶肉

Leafmesophyll
１０min １．３６×１０３d ８．０８×１０２c
２０min １．９０×１０３d １．５５×１０３bc
３０min ５．０５×１０３cd ２．５３×１０３bc
４０min ５．７１×１０３cd １．９３×１０３bc
６０min １．８１×１０３d ３．８８×１０３abc
４h ９．１２×１０３cd ６．２０×１０３abc
６h １．０６×１０４cd １．１８×１０４abc
８h １．９７×１０４ab １．０６×１０４abc
１８h １．３９×１０４bc １．２８×１０４ab
２２h ２．６７×１０４a ９．０３×１０３abc
４８h ２．６８×１０４a １．４３×１０４a

　注:同列不同小写字母表示α＝０．０５水平上的差异显著.下同.

Note:Differentlowercaselettersmeansignificantdifferencefordata

inthesamecolumnatα＝０．０５level．Thesameasbelow．

2.2　L1Ｇ21ＧGFP 在柑橘植株上向下的传导能力

顶部单梢喷施,检测下部未喷施的叶片,结果显

示L１Ｇ２１ＧGFP在叶表中的定殖量变化较为平稳(表

２),其范围在１．５１×１０２cfu/cm２(１h)到４．２９×１０２

cfu/cm２(２h)之间;在叶肉中,１h取样时,L１Ｇ２１Ｇ
GFP的定殖量为０,从２h到３０h,定殖量逐渐增

加,３０h定殖量达到１．１５×１０３cfu/cm２.
表２　L１Ｇ２１ＧGFP向下传导到叶片的数量

Table２　ThenumberofL１Ｇ２１ＧGFPtransmitted

downwardtoleaves cfu/cm２

时间/h
Time

叶表

Leafsurface
叶肉

Leafmesophyll

１ １．５１×１０２a ０．００

２ ４．３０×１０２a ５．６７a

８ ３．８２×１０２a ２１．２２a

１６ ４．１４×１０２a ２．４８×１０２a

２２ １．５６×１０２a ７．５６×１０２a

３０ ２．０９×１０２a １．１５×１０３a

2.3　L1Ｇ21ＧGFP 在柑橘果实内的定殖量

１)L１Ｇ２１ＧGFP 在本主寄主果实中的定殖量.

L１Ｇ２１来自早熟温州蜜柑品种新津(本主寄主).喷

施及浸泡新津果实处理证明 L１Ｇ２１ＧGFP能在新津

果实内定殖(表３);在喷施处理下于不同时间段取

样,L１Ｇ２１ＧGFP在果皮中比果肉中的定殖量高,但各

自在３个时间段里无显著差异.在浸泡处理中,果
皮中菌量大于果肉.在１h后L１Ｇ２１ＧGFP在果皮内

和果 肉 中 的 定 殖 量 分 别 为 ３．５１×１０４ cfu/g 和

９．５１×１０３cfu/g,与浸泡５h及１０h处理果实无显

著性差异,即处理果实浸泡１h,L１Ｇ２１ＧGFP菌量达

到每克组织１０３~１０４cfu.
表３　L１Ｇ２１ＧGFP在新津果皮及果肉内的定殖数量

Table３　ColonizationnumberofL１Ｇ２１ＧGFP

inpeelandpulpofCitruscvXinjin

处理

Treatment
时间/h
Time

果肉/(cfu/g)
Pulp

果皮/(cfu/g)
Peel

喷施

Spray

１ ９．００×１０b ３．４９×１０３b
５ ３．３３×１０b １．３６×１０３b
１０ １．５０×１０２b ２．６６×１０２b

浸泡

Soak

１ ９．５１×１０３a ３．５１×１０４a
５ ５．７５×１０３ab ２．４８×１０４a
１０ ２．９７×１０３ab ３．０３×１０４a

　　２)L１Ｇ２１ＧGFP在不同品种柑橘果皮及果肉内的

定殖量.采用不同品种的柑橘果实浸泡３０min,取
出置于３７℃温箱培养,在６、２４及４８h检测果皮及

果肉内L１Ｇ２１ＧGFP的含量的结果(表４)显示:L１Ｇ
２１ＧGFP均能在不同柑橘品种果实内定殖,但是不

同品种间,其定殖能力存在差异;在培养６~４８h,

L１Ｇ２１ＧGFP在椪柑果皮中定殖量最高,达到３．６７×
１０３~２．０３×１０４cfu/g,其次是砂糖橘２．２２×１０３~
１．８８×１０４cfu/g;总体上随着培养时间延长,定殖的

菌量有所增加,但至２４h后,果肉中的定殖量略高

于４８h,但差异未达显著水平.
表４　L１Ｇ２１ＧGFP在不同柑橘果实中的定殖数量

Table４　ColonizationnumberofL１Ｇ２１ＧGFPindifferentCitrusvarietiesfruits １０２cfu/g

组别

Group
６h

果皮 Peel 果肉 Pulp
２４h

果皮 Peel 果肉 Pulp
４８h

果皮 Peel 果肉 Pulp
冰糖橙Citrussinensis ７．２５d １．５４b ６．６４e ２．０３e １０．８３d ３．０５d
清香橘C．reticulatacvQingxiangorange ６．７２d ２．６１a ２２．０８c ４．３０cd ３４．４４c ３．５８d
塘房橘C．reticulatacvTangfangorange ５．９７d ０．７９c ２４．８１c ３．５１d ２６．７５c ３．１７d
沃柑C．reticulatacvOrrimandarins １０．１５c １．５７b １５．０６d ５．０９c １１．８８d ８．１７c
砂糖橘C．reticulatacvSugarorange ２０．２２b １．３７b １０５．６９b ９．６８b １８７．９４b ９．２６b
椪柑C．reticulatacvPonkan ３６．７２a １．６４b １３３．３６a ３３．７９a ２０３．３９a １２．３３a

　　３)L１Ｇ２１ＧGFP对绿霉病的防效.先接种 L１Ｇ２１
后接种绿霉菌,３d和５d时统计防效结果(表５).

由表５可见,处理３d后,空白对照８１．６７％果实显

症,已出现少量绿霉,而以 L１Ｇ２１ＧGFP处理的果实
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未出现绿霉症状,防效１００％;处理５d后,空白对照

９６．３９％ 果 实 显 症,以 L１Ｇ２１ＧGFP 处 理 的 果 实

１８．８８％显症,防效达８０．３６％.本结果是依据果实

发病率(图１)来计算的,如果按发病面积来计算,所
得到的防效应该更高.

表５　L１Ｇ２１ＧGFP防治柑橘果实绿霉病的效果

Table５　 ControleffectofL１Ｇ２１ＧGFPoncitrusgreenmold ％

组别 Group
３d

发病率Incidence 防效 Controleffect

５d

发病率Incidence 防效 Controleffect

对照组CK ８１．６７±６．９４ － ９６．３９±４．１９ －
试验组 Test ０ １００ １８．８８±２．４０ ８０．３６±２．８２

　A．处理组 ３d;B．对照组 ３d;C．处 理 组 ５d;D．对 照 组 ５d.

A．Treatmentafter３d;B．Negativecontrolafter３d;C．Treatment

after５d;D．Negativecontrolafter５d．

图１　L１Ｇ２１ＧGFP处理柑橘绿霉病

Fig．１　CitrusgreenmoldtreatedwithL１Ｇ２１ＧGFP

3　讨　论

枯草芽孢杆菌作为一种重要的生防资源,可在

植物根际土壤、根系及地上部组织等多个位置定殖.
殷幼 平 等[１０] 研 究 结 果 表 明 喷 施 后 立 即 测 定,

CQBS０３ＧpHY４３G在柑橘叶片上的定殖数量最高

为６．８０×１０４cfu/g,而后从０d到４２d菌株定殖量

逐渐下降;为有效排除其他细菌对枯草芽孢杆菌

L１Ｇ２１定殖计数结果的干扰,本研究 选 用 了 １０６

cfu/mL浓度的枯草芽孢杆菌 L１Ｇ２１的绿色荧光标

记菌株,结果证明该菌株可迅速在柑橘叶片内定殖,

１０min定殖量分别为１．３６×１０３cfu/cm２(叶表)和

８．０８×１０２cfu/cm２(叶肉),究其原因一方面可能是

L１Ｇ２１菌株作为柑橘内生细菌,与寄主植物有天然

的良好互作共生关系,与异源寄主内生菌相比,宿主

内生细菌的快速定殖易于其抢占有利的生态位点,
为发挥高效的生防作用奠定基础;另一方面喷施接

种时间为晴天傍晚１８:３０,菌株受到温度、湿度、紫
外线等环境因素变化的影响较小,这可为指导田间

的使用提供依据.不同于殷幼平等[１０]的报道,我们

发现 L１Ｇ２１在柑橘叶片上呈现持续增长的趋势,如

４８h 定 殖 数 量 是 １０ min 的 １７．６９ 倍 (叶 肉)和

１９．７１倍(叶表),这或许与取样时间长短及菌株本

身的定殖特性有关.叶肉中L１Ｇ２１定殖量稳定增长

的趋势说明叶肉更适合其定殖,而叶表中１８h出现

降幅可能与接种后次日白天所受环境因素的变化有

关[１１].金勤等[１２]在油茶上通过叶部喷施 Y１３UVＧ
GFP菌悬液,发现 Y１３UV 具有向下传导的能力.
本次顶部单梢喷施试验中,也得出相同的结论.另

外,L１Ｇ２１ＧGFP向下传导到叶表的定殖量趋于稳定,
暗示其对叶表复杂的微环境有较强的适应性,而传

导到叶肉后所呈现的菌含量不断增加的趋势,则可

能与其在叶肉内的生长繁殖有关.但 L１Ｇ２１ＧGFP
传导到叶表及叶肉内的定殖数量较低,或许与低接

种量(１０６cfu/mL)及其在柑橘叶面上的润湿、黏附、
渗透等有关.因此田间使用时,建议提高 L１Ｇ２１的

接种浓度,并辅以适量的表面活性剂,降低喷雾液滴

的表面张力,充分润展,延长其在柑橘叶片上的保湿

及滞留时间[１３],以进一步提升菌株的叶 片 定 殖

能力.
基于安全性及对果实品质的延续性,枯草芽孢

杆菌作为公认的食品工业中应用的安全微生物[１４],
被逐渐应用于采后果实的保鲜及病害防控[１５Ｇ１６].直

接浸泡油桃果实的试验结果显示枯草芽孢杆菌

BSＧ３３１可显著抑制油桃果实采后病害的发生,且其

防效与纳他霉素(３００mg/L)相当[１７].陈欣怡等[１８]

用枯草芽孢杆菌９４０７菌悬液浸泡苹果,发现菌株能

在果实内部定殖,但近表皮处果肉中的定殖量显著

高于近果心果肉中的定殖量.本研究也证实 L１Ｇ２１
不仅能定殖于来源寄主(本主)新津,还能在其他柑

橘品种上定殖,显示出良好的应用潜力.其中在浸

泡处理０．５h后,L１Ｇ２１的定殖能力更强.此外,研
究还发现L１Ｇ２１在果皮内的定殖能力优于果肉.整

４３
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体来看(表４),柑橘浸泡后的６~２４h是生防芽孢杆

菌L１Ｇ２１菌株在果皮中的急速生长期:２４h定殖量

与６h相比,砂糖橘增长５．２３倍,塘房橘增长４．１６
倍,椪柑增长３．６３倍,清香橘增长３．２９倍,沃柑增长

１．４８倍.L１Ｇ２１在不同果实内定殖能力的差异,或
许与品种本身的形态及生理生化等特征(果皮厚度、
果皮细胞间隙及果肉含糖量等)相关.

最近,L１Ｇ２１菌株被证实可有效防治番茄采后

病害———灰霉病[７],更早时有利用解淀粉芽孢杆菌

DHＧ４成功防治柑橘采后病害———绿霉病的成功报

道[１９].在本研究中,L１Ｇ２１ＧGFP对柑橘绿霉病菌的

平板抑菌圈直径为３７．０２mm(结果未列出),浸泡处

理果实３０min,注射接种绿霉病菌孢子和只记录发

病率的条件下,该菌株对果实绿霉病的防效３d为

１００％、５d为８０．３６％,说明 L１Ｇ２１对柑橘果实绿霉

病的防控也有着广阔的应用前景.
枯草芽孢杆菌L１Ｇ２１是一株能高效抑制柑橘黄

龙病的柑橘内生细菌,本研究结果对拓展其应用范

围、田间应用技术方法及应用前景具有指导意义,但
大田条件下的菌体细胞定殖量对黄龙病的防效以及

后续贮藏期果实绿霉病发生之间的关联性还有待进

一步证实.
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ColonizationabilityofBacillussubtilisL１Ｇ２１inCitrus
anditscontroleffectongreenmold

LIJian１,HEPengfei１,LIYongmei１,WUYixin２,HEPengbo１,

KONGBaohua１,LIXingyu１,MUNIRShahzad１,HEYueqiu１

１．CollegeofPlantProtection,YunnanAgriculturalUniversity,Kunming６５０２０１,China;

２．CollegeofAgronomyandBiotechnology,YunnanAgriculturalUniversity,Kunming６５０２０１,China

Abstract　InordertodeterminethecolonizationabilityofBacillussubtilisL１Ｇ２１inCitrusleaves
andfruitsanditscontroleffectonfruitgreenmold,thecolonizationdynamicsanddownwardＧconduction
ofB．subtilisincitrusleaveswereinvestigatedbyfoliarsprayingwith１０６cfu/mLgreenfluorescentlaＧ
belledstrain(L１Ｇ２１ＧGFP),colonizationincitrusfruitswascheckedthroughsprayingandsoakingwith
１０８cfu/mLL１Ｇ２１ＧGFP,andcontroleffectongreenmoldwasevaluatedbysporeinjectionwithPenicilliＧ
umdigitatumandincidenceinvestigation．Aftertreatmentfor１０min,thecolonizationofB．subtilisL１Ｇ
２１ＧGFPinleafsurfaceandmesophyllreached１．３６×１０３and８．０８×１０２cfu/cm２,respectively,anddisＧ
playedacontinuousincreasingtrend．At１haftertreatment,theGFPＧtaggedendophytewasstablein
leafsurfacewith１．５１×１０２cfu/cm２．Thebacterialconcentrationreached５．６７cfu/cm２inmesophyllat２
haftertreatment,whichgraduallyincreasedto１．１５×１０３cfu/cm２after３０h．EndophyteL１Ｇ２１ＧGFP
couldeasilycolonizeinfruits,andbacterialconcentrationinpulpandpeelafter１hwas９．５１×１０３cfu/g
and３．５１×１０４cfu/g,respectively．However,therewassignificantdifferenceinthecolonizationabilityin
fruitsamongdifferentcitrusvarieties,andCitrusreticulatacvPonkanhadthehighestcolonization．In
addition,aftersoakingfor３０min,thecontroleffectofL１Ｇ２１onfruitgreenmoodwas１００％onthethird
day,and８０．３６％onthefifthday．Takentogether,B．subtilisL１Ｇ２１couldcolonizeincitrusleavesand
fruitseffectively,providingatheoreticalbasisforfurtherapplicationofthisstraintocontrolcitrusdiseaＧ
ses．

Keywords　Bacillussubtilis;endophytes;colonization;controleffect;greenmold;Citrus
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