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　　摘　要:概述了筛选抗药性木霉菌株的必要性 ,重点介绍了筛选抗药性木霉菌株的技术和木霉菌株

抗药的分子机理 ,最后对抗药性木霉菌的研究热点进行了展望。
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1　木霉菌防治植物病害概述
木霉属(Trichoderma pers.Fr)真

菌 ,属半知菌亚门 , 丝孢纲 ,丛梗孢目 ,

丛梗孢科 ,在自然界的分布十分广泛 ,

是土壤微生物的重要群落 , 常见于土

壤 、植物残体及动物粪便上 , 从植物根

围 、叶围 、食用菌的培养土中及种子 、

球茎表面经常可以分 离到木霉。

Weindling(1932)发现在培养条件下 ,木

霉能寄生许多土传病原真菌 , 并提出

增加土壤中重寄生菌的含量能防治某

些致病真菌 , 此后越来越重视其生防

作用 ,木霉菌是目前大面积植物病害

生物防治最有效的真菌寄生物之一。

目前已发现它能寄生多种土传病原真

菌 ,如立枯丝核菌(Rhizoctonia solani)

所引起的茎腐病;菌核病菌(Sclerotium

cepivorum)及 Sclerotinia spp.所引起的

菌核病;十字花科根瘤病菌(Plasmodi-

ophora brassica)所引起的十字花科作

物根瘤病;根瘤线虫(Meloidogyne spp)

所引起的作物根瘤病 , 还有长蠕孢属

(Helminth osporium)、刺盘孢属(Col-

letotrichum)、轮枝孢属(Verticillium)、黑星菌属(Venturia)、内座

壳属(Endothia)、间座壳属(Diaporthe)、黑星孢属(Fusicladium)

等多种植物土传病原真菌[ 1] ,一种木霉或一个木霉菌株往往

对两种以上的病原真菌有拮抗作用。

目前所发现的木霉对植物病原菌的拮抗作用是多机制性

的 ,一般认为主要有 3 种:竞争作用 , 重寄生作用及抗菌作用 ,

另外还有溶解作用和促进植物生长作用。很多研究表明:绿

色木霉(T.viride)、哈茨木霉(T.harzianum)一般是重寄生的防

病机制;而长梗木霉(T.longibrachiatum)则是竞争作用和抗菌

作用。

2　筛选抗药性木霉菌的必要性
用生防菌防治植物病害 ,有许多优势:专一性强 ,活性高;

对环境安全;对非靶标生物相对安全;开发利用途径多;作用

机理不同于常规农药[ 2] 。但在我国现有的情况下 , 生物农药

尚不能防治所有的病害 , 化学农药在生产中仍将继续应用。

这就要求生物农药 ,特别是像木霉菌这样的活菌生物农药 ,对

环境应该有更强的适应性 , 才能在病害防治中发挥更大的作

用。木霉菌适应环境的一个重要方面是对化学杀菌剂的抗
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性问题 , 只有解决了该问题 ,木霉菌才能在防治作物病害中取

得良好的效果。生物防治与化学防治的协调应用 , 会减少化

学杀菌剂的使用量并防止这些杀菌剂抗性菌株的产生 , 也能

够提高生物农药的防治效果。

据此 , 筛选抗杀菌剂的木霉菌 , 对于提高生物防治的水

平 , 减少化学农药的施用量是十分必要的。

3　抗药性木霉菌筛选技术
外界不利环境的变化 , 或者紫外光 、X 光 、突变药物等都

可导致病原菌遗传性的改变 , 因此筛选抗药性木霉菌 , 有很多

可以引起其菌株突变的途径:紫外线诱变 ,化学诱变 , 原生质

体融合 , 运用基因工程手段等。

3.1　紫外线诱变

直到 20 世纪 80 年代 ,诱变育种技术才真正用于木霉菌。

Papavizas以对苯菌灵的敏感性为标记 , 用紫外线对木霉菌进

行了诱变 , 结果得到了对苯菌灵等苯并咪唑类杀菌剂有抗性

的菌株 , 从而用木霉菌和苯并咪唑类杀菌剂制成了复合制剂。

采用同样的技术与原理 , 从哈茨木霉(T.harzianum)和绿色木

霉(T.viride)中筛选到高抗苯并咪唑类杀菌剂的变异株 , 这些

变异株的生长特性 , 产孢能力 , 土壤存活能力以及抗菌能力

(R..solani)同亲本菌株相比有明显改善。 Papavizas(1984)得

到一株苯菌灵抗性菌株 T.viride T-1-R9 , 在美国农业部获

专利登记 , 该菌株对菊花的镰刀菌枯萎病有良好效果。 Ah-

mad 和 Baker对美国一些木霉菌株的根际能力进行了详细的

研究 , 他们使用 100 ug/ml(微克/毫升)的苯来特杀菌剂诱变

了哈茨木霉(T.harzianum)、康宁木霉(T.koningii)以及绿色木

霉(T.viride),产生了对苯来特有耐药性的菌株 , 同时也提高

了这些菌株的根际定植能力。

3.2　含药培养基诱导

木霉菌通过紫外线诱导和含药培养基相结合的方法较易

诱导产生了抗药性突变体 , 丁中(2000)等用此方法诱导产生

了腐霉利抗性菌株。

3.3　化学诱变

Ahmad 和 Baker(1987)用哈茨木霉(T.harzianum)通过亚

硝基胍诱变得到了苯菌灵抗性菌株 , 其中两株的纤维素酶产

生能力明显高于野生型菌株 , 其根际定植能力显著改善 , 他们

推断纤维素酶活性的提高与木霉菌根际定植能力的强弱有相

关性。

杀菌剂也会使木霉发生突变。研究表明 , 暴露于杀菌剂

如苯菌灵的亚致死浓度下 , 木霉会产生更多的纤维素酶 , 从而

导致木霉菌菌株突变。

3.4　原生质体融合技术

已有研究表明:酵母 、青霉 , 曲霉 ,头孢霉等的原生质体诱

变选育可获得较亲本株性状优良的再生菌株。已知的木霉菌

系中很少发现有性生殖时期 , 所以只能采用原生质体融合的

方法来产生无性杂交系 ,这种融合的后代的多样性提供了改

良菌株的资源。Hadar 等(1984)用哈茨木霉菌进行了原生质
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体融合实验 ,融合子的防病效果得到改良 , 其根际竞争力高于

其双亲 ,能够在作物的整个生长期内定植于作物的根部 ,减少

根部病害并促进植物生长。Harman(1993)等将哈茨木霉菌株

T95 的赖氨酸和组氨酸缺陷型株系融合 , 选出比亲本菌株拮

抗谱广泛 ,根系定植能力强 , 防病效果好的融合子。因此通过

这种方法来获得抗药性的木霉菌株用于防治蔬菜上的病原菌

是很有前途的。

3.5　转化技术

Sivan 等(1992)对含有不同启动子序列的几种质粒 , 进行

转化绿色木霉和哈茨木霉的试验研究 , 这些质粒均含有 HygB

基因(编码抗潮霉素 B 的基因), PHIB 质粒含有 Cochliobolus

heterostrophus的启动子序列 , 获得的推断转化子最多。 Green

等(1995)用 GUS基因转化哈茨木霉用于生态学研究。杨谦等

通过基因工程手段 ,对将多菌灵抗性基因转化到木霉菌中的

方法进行了研究 ,得到的转化子抗药性比原来提高了 150 倍

以上 ,而且连续培养 10 代 ,抗药性稳定不变[ 3] 。

4　木霉菌抗药性的机理
4.1　β-微管蛋白及 β-微管蛋白基因在木霉菌抗药性方面

的作用

微管是真核细胞骨架的重要组成成分 , 它们的功能包括

控制鞭毛游动 ,染色体分离 , 胞间运输和细胞的产生及形态维

持。微管的结构单位 —微管蛋白是两种约 50KDa的α—微管

蛋白和 β —微管蛋白形成的异源二聚体 , 它们自身相互缠绕

形成微管圆筒状细胞壁。

在很多真菌的生长和分化过程中 ,α—微管蛋白和 β —微

管蛋白基因起着不同的调节作用 , 在翻译表达微管蛋白的过

程中 ,构成了很多复杂的过程。

在各种真菌中 β —微管蛋白基因序列的保守性很强 , 但

是随着种类的不同也有所差异。苯并咪唑类杀菌剂是特殊位

点抑制剂 ,目标真菌都是单基因决定的质量遗传 , 其主要作用

方式是与植物病原菌的 β —微管蛋白结合 , 破坏 β —微管蛋白

的功能 ,从而抑制真菌的有丝分裂和形态建成。微管蛋白和

农药的亲和力下降 , 造成病原菌耐药[ 4] 。突变的 β —微管蛋

白基因已被用作 Neurospora crassa , Aspergillus nidulans , As-

pergillus flavus , Septoria nodorum and Cercospora kikuchii转导的主

要参照标准。微管蛋白基因突变可以用来研究微管介导的一

些生化过程及分离一些参与α和 β —微管蛋白形成的其它基

因[ 4 , 5] 。

目前关于木霉菌对苯并咪唑类杀菌剂的抗药性已有一定

研究 ,并已经分离出抗苯菌灵和苯并咪唑类杀菌剂的 Tricho-

derma spp.突变体 , 但是这些突变体的抗药性机理还未见有详

细的报道。

4.2　木霉菌抗药性的分子机理

已知各种真菌中存在的 β —微管蛋白基因是不同的 , 比

如 Saccharomyces cererisiae , Schizosaccharomyces pombe , Candida

albicans , S.nodorum and N.crassa都是单拷贝的 β —微管蛋白基

因 ,而 A.nidulans and Colletotrichum graminicola有两个 β —微管

蛋白基因[ 6] 。G.H.Goldman 等(1993)考虑到子囊菌中的大部

分抗苯并咪唑类杀菌剂的突变体都是在 β —微管蛋白位置发

生突变 ,因此利用反推遗传学 ,通过克隆 T.viride 抗苯并咪唑

类杀菌剂的突变体的 β-微管蛋白基因来确定其抗药机理。

T.viride有两个 β —微管蛋白基因(tub1 和 tub2), 它们是高度

同源的 , 而 A.nidulans的两个 β —微管蛋白基因(benA 和 tubC)

的功能是截然不同的。 BenA 在无性生长期发挥作用并参与

有丝分裂和核变;tubC 只在无性分生孢子产生期起作用 , 而且

从 tubC发生的无效突变和目标突变体的表现型来看 , 它对于

这个过程来说也不是必需的 ,因此 BenA在菌株突变中可能发

挥着很大的作用 , C.graminicola 的 β —微管蛋白基因(tub1 和

tub2)和 A.nidulans 的功能基本相似[ 6, 7] 。

T.viride β —微管蛋白的两个基因 , tub1 和 tub2 各自转录 ,

分别为 1.9kb和 1.75kb , 对这两个基因的序列分析可以为以

后更深入研究其功能打下基础。从它们与其它真菌[ 6]的 β —

微管蛋白相似序列和 cDNA 序列中 , 可以推测出这些基因开

放阅读框架和它们内含子的正确位置。

T.viride突变体中 tub1 核苷酸的 198 位置是赖氨酸 , 然而

已知的大部分真菌的 β —微管蛋白核苷酸序列中 , 这个位置

是谷氨酸或者天门冬氨酸(Genalingn from 1G Suite Software)。

5　木霉菌抗药性研究展望
木霉菌在植物病害防治中有重要作用 , 现随着分子生物

学的发展 , 木霉作为外源基因的表达系统逐渐受到人们的重

视。通过定向筛选和基因操作获得遗传特性优良的菌系 , 探

索最适生长条件 , 制成田间防效好的生防制剂。

将生物防治与化学防治有机的结合 ,最大限度地发挥生物

农药的作用 , 降低病害防治的用药成本 ,建立良好的生态平衡;

同时利用化学杀菌剂对生防菌的正向调控作用(即促进生物防

治菌的生长 , 弱化病原菌的生长),提高生物药剂对作物病害的

防治效果。在防治蔬菜灰霉病方面 ,已经有成功的范例。

目前木霉在生防领域的应用中已显示了良好的发展前

景 , 尚需进一步深入研究 ,以期研究出对病原菌防效高的生防

制剂。
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