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　　摘　要:采用平皿对峙培养等方法对10株耐铜锌木霉菌进行筛选 ,得到8株抑制率较高的生

防菌株 ,并进行了防治瓜类枯萎病盆栽试验 ,最终筛选出 2株防治效果较好的木霉菌变异株

TR123 、TR68。结果表明:多数 REMI变异株的生防效果优于野生菌株 ,其中以 TR123 、TR68生

防效果最好 ,野生木霉菌株中 T36生防效果最好。

关键词:木霉菌;瓜类枯萎病;生防效果;拮抗作用

中图分类号:S 436.42　文献标识码:A　文章编号:1001-0009(2010)02-0190-03

　　瓜类枯萎病是瓜类生产上的主要病害之一 ,尤以在

黄瓜 、西瓜和甜瓜上的为害最为严重。随着瓜类种植面

积的不断扩大 ,瓜类枯萎病日趋严重 ,已成为瓜类生产

的主要病害之一 ,尤其是保护地的瓜类作物 ,由于重茬

连作集约种植 ,加之高湿的条件 ,病菌终年大量繁殖 ,为

该病创造了更为有利的繁殖条件[ 1] 。目前 ,瓜类生产缺

少抗病品种 ,瓜类枯萎病主要依靠化学防治 ,随着用药

次数不断增多 ,使用浓度越来越大 ,病菌的抗药群体逐

渐增加 ,防治效果逐年下降 ,同时大量使用化学农药造

成果实农药残留问题和环境污染严重 ,因此生物防治势

在必行。由于木霉菌的广泛适应性 、广谱性及多机制

性 ,一直是公认的很有前途的生防因子 ,木霉菌以其资

源丰富 、作用方式独特 、对非靶标生物安全及不污染环

境等优点而倍受重视。但木霉菌性质不稳定 ,生产实践

中仍存在一些问题 ,如防效低 ,防效不稳定等 ,田间生产

环境较为复杂 ,势必会影响木霉菌的生防效果 ,所以定

向筛选生防木霉迫在眉睫。该试验从耐铜锌的木霉菌

株中通过实验室内的初步筛选和室内盆栽防效试验挑

选高效的生防菌株 ,进行产业化研究 ,开发应用更为广

泛的生防木霉菌剂
[ 2-3]

。

1　材料与方法
1.1　试验材料

供试靶标菌株:黄瓜枯萎病菌(Fusarium oxyspo-

rum f.sp.cucumber ,简称为 FOC)、西瓜枯萎病菌(Fu-

sarium oxysporum f.sp.niveum ,简称为 FON)、甜瓜枯萎

病菌(Fusarium oxy sporum f.sp.melonis ,简称为 FOM)

(由沈阳农业大学植物免疫研究所提供)。耐铜锌野生

木霉菌株:T5 、T34、原 T36 、T36(由原 T36经紫外线诱导

获得)、T40、T51(由沈阳农业大学植物免疫研究所提

供)。耐铜锌木霉菌的 REMI变异株(限制型内切酶介

导的基因整合技术构建的突变株):TR123、TR59、TR68 、

TR86(由沈阳农业大学植物免疫研究所提供)。供试种

子:黄瓜种子(津研四号)。

1.2　试验方法

1.2.1　平皿对峙培养　将 FOC 、FON 、FOM及 10株木

霉菌接种于 PDA平板上 ,以单独接种病原菌不接木霉

的平板作为对照(CK)
[ 4-6]

,重复3次。25℃恒温培养 ,5

d后测量病原菌及木霉菌的菌落半径 ,计算抑菌率。抑

菌率(%)=(对照菌落半径-处理菌落半径)/对照菌落

半径×100。

1.2.2　木霉菌挥发性代谢物对瓜类枯萎病的拮抗活性

测定　在2个 PDA平板上分别接种木霉菌和病原菌菌

饼 ,然后将2个培养皿对扣中间夹1层灭菌透气玻璃纸 ,

合上培养皿后 ,用封口膜密封。以只接种病原菌 ,不接

种木霉菌为对照(CK)[ 4-6] ,重复 3次。将接种病原菌的

培养皿底朝上放置 ,25℃恒温培养 5 d后测量病原菌的

菌落直径 ,计算抑菌率。

1.2.3　木霉菌发酵液对瓜类枯萎病菌菌丝生长的抑制作

用Ⅰ　将木霉菌菌饼接入 150 mL 的 PD培养液中 ,置于

25℃恒温摇床中振荡培养 ,7 d后 ,过滤发酵液 ,取滤液

4 000 rpm离心20min ,上清液经0.22μm的细菌过滤器过

滤除菌 ,得到木霉菌的发酵原液[ 7] 。加入冷却而尚未凝固

的PDA中制成平板 ,接入病原菌;PDA加灭菌水作对照 ,

重复 3次 ,培养5 d后测量菌落直径计算抑菌率。

1.2.4　木霉菌发酵液对瓜类枯萎病菌菌丝生长的抑制

作用 Ⅱ　木霉菌发酵原液配置方法同上。发酵液取

10 mL 放入三角瓶中 ,接入病原菌菌饼 ,以PD培养液为
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对照(CK),重复 3次 ,25℃静置培养 ,5 d后过滤菌丝烘

干称重 ,计算抑菌率。抑菌率(%)=(对照菌丝干重-

处理菌丝干重)/对照菌丝干重×100。

1.2.5　盆栽防病效果测定　黄瓜种子保湿培养 ,露白后

播种 ,待黄瓜长出第 2 ～ 3片真叶后开始接种。先配制

于 PD中培养 1周的木霉菌和FOC 、FON 、FOM的孢子

悬浮液 ,并调整木霉菌的孢子浓度至 5×106 个/mL ,病

原菌的孢子浓度至 1×106 个/mL。将孢子悬浮液注入

根围土壤中 ,病原菌接种前用小刀破坏根系 ,每穴 40

mL。共分3个处理:CK:不接菌 ,伤根处理 ,加无菌水;

FO:只接镰孢菌 FO;T+FO:先接种木霉菌 ,在上面用无

菌土覆盖 2 ～ 3 cm , 3 d 后接种镰孢菌 FO。重复 3

次
[ 8-11]

。相对防治效果(%)=(对照病情指数-处理病

情指数)/对照病情指数×100。

2　结果与分析
2.1　平皿对峙培养结果

木霉菌与病原菌在对峙培养后起初的 3 d彼此独

立生长 ,与病原菌相比 ,木霉菌有很强的生长竞争优势 ,

3 d后木霉与病原菌接触 ,并迅速包围病原菌菌落 ,占领

皿内空间 , T36 、原 T36、T40 、T51 、TR59、TR68、TR86、

TR123菌株能侵入其菌落内部 ,最终完全覆盖 ,并产生

大量孢子 ,使菌落抑缩直至死亡;T34菌株不能侵入病原

菌菌落内部 ,不能覆盖 ,生防效果较低;T5菌株虽可侵入

病原菌内部 ,但性质不稳定 ,生防效果不显著。与木霉

菌对峙培养病原菌 ,其菌丝的生长速率均明显低于单独

接种的病原菌菌丝的生长速率。

图 1　平皿对峙培养结果

2.2　木霉菌挥发性代谢物对瓜类枯萎病的拮抗活性测

定结果

由图2可知 ,在挥发性代谢物的作用下 ,5 d后经过

处理的FOC 、FON 、FOM的菌落平均直径虽要低于对照

菌落平均直径 ,但抑制作用并不明显 ,抑菌率大都未达

到 20%。

图 2　木霉菌挥发性代谢物对瓜类枯萎病的拮抗活性测定结果

2.3　木霉菌发酵液对瓜类枯萎病菌菌丝生长的抑制作用Ⅰ

由图3可知 ,恒温培养 5 d后 ,与加灭菌水的对照相

比 ,病原菌在加有木霉菌培养滤液的培养基上的生长速

度降低 ,病原菌菌落直径明显小于对照菌落直径。其中

用木霉菌 T36 、T40 、T51 、原 T36、TR123 、TR59、TR86 、

TR68发酵液处理的 FOC 、FON 、FOM 的生长速度较对

照减慢 ,这说明木霉菌产生了抗生物质对病原菌生长起

到抑制作用。但经木霉菌菌株 T34、T5处理的病原菌菌

落直径与对照菌落直径差异不大 ,抑菌率较低。

图3　木霉菌发酵液对瓜类枯萎病菌菌丝生长的抑制

作用Ⅰ测定结果

2.4　木霉菌发酵液对瓜类枯萎病菌菌丝生长的抑制作

用 Ⅱ

由图4可知 ,木霉菌发酵原液对瓜类枯萎病具有抑

制作用 ,经木霉菌发酵液处理的病原菌菌丝干重均低于

对照菌丝干重。除 T5 、T34 ,其余 8株木霉菌对病原菌

的抑制作用均较为明显。

图4　木霉菌发酵液对瓜类枯萎病菌菌丝生长的抑制

作用Ⅱ测定结果

2.5　盆栽防病效果测定

根据抗瓜类枯萎病生防菌株的初步筛选结果 ,选择

生防效果较好的 8株木霉菌株进行对瓜类枯萎病的防

治试验。结果(图5)表明 ,除 CK 外 ,所有的黄瓜苗已发

病。在对 FO的盆栽试验中 ,与野生菌株相比 ,木霉变异

株表现出比较高的生防效果。其中 TR123 、TR68这 2

株变异株相对防治效果最佳 , TR59生防效果也较为理

想 ,野生菌株中 T36较其它野生菌株相对防效高。

图 5　盆栽防病效果测定结果
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3　结论与讨论
3.1　木霉菌 REMI变异株对瓜类枯萎病的生物防治效

果略高于野生菌株

木霉菌的生防效果已在很多应用试验中得到证实 ,

该试验首先在实验室条件下对抗重金属木霉菌株进行

初步筛选 ,得到 8株防治效果较好的生防菌株。木霉菌

变异株 TR123 、TR68相对防效较高 ,野生木霉菌中 T36

生防效果较好 ,原因一方面可能是该试验选用的木霉菌

菌株可以产生大量的厚垣孢子 ,厚垣孢子可以抵抗高

温 、低温 、干燥及营养缺乏等不良环境的影响 ,具有较强

的生防能力。另一方面可能是室内盆栽试验选择了木

霉菌 TR123 、TR68 、TR59及 T36的最佳使用方法及最

适使用剂量 ,为木霉菌生存及定植提供理想的环境条

件 ,进而使其在与病菌竞争中处于优势地位。

该试验研究证实 ,多数 REMI变异株的防效明显高

于野生木霉菌株 ,但也存在部分防治效果较差的变异

株。因此得出结论:必须通过实验室和室内盆栽试验相

结合的方法 ,对木霉菌进行生防活性的筛选 ,从中初步

挑选多功能 、高效的生防菌株。

3.2　初步筛选结果与温室防效测试结果基本一致

该试验首先在实验室条件下对耐铜锌木霉菌株进

行初步筛选 ,然后又做了室内盆栽防效试验 ,得出

TR123 、TR68在室内盆栽防效比较理想 ,生防效果优于

其它菌株 ,试验结果与实验室初步筛选结果一致。但能

否应用于田间试验仍需进一步证明 ,原因在于木霉菌对

病原真菌有多种拮抗机制 ,在自然条件下存在多种机制

的协同作用 ,而在实验室初步筛选过程与室内盆栽试验

中只有部分机制起作用 ,筛选结果与田间应用还有一定

差距。在该试验中变异株 TR86在实验室初步筛选试验

培养中对瓜类枯萎病菌表现出较强的抑制作用 ,但是在

温室防效中效果并不是很理想。这也证明不同筛选模

式结果的异同性 ,每种筛选模式都有其内在的局限性 ,

所以寻找更为接近自然条件的筛选模式势在必行。

因此 ,必须通过实验室和田间试验对所获得的木霉

菌株进行生防活性的筛选 ,从中挑选多功能 、高效的生

防菌株 ,进一步进行产业化研究 ,开发应用更为广泛的

生防木霉菌剂。
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Screening of Resistance Copper and Zinc Biocontrol Trichoderma Strains for

Controlling Fusariumoxysporum

GAO Zeng-gui , NA Ming-hui , ZHUANG Jing-hua, ZHAO Bai-xia, ZHANG Xiao-fei

(Colleg e of Plant Protection ,Shenyang Ag ricultural University , Shenyang , Liaoning 110161)

Abstract:8 strains were screened out from 10 Trichoderma biocontrol agents resist copper and zinc keep in lab through

antagonistic experiments etc.Then 2 st rains ,TR123 and TR68 ,were screened from 8 st rains through g reenhouse experi-

ments.The results showed that:majority REMI mutants' effects of cont rolling ground vegetable disease were better than

wild strains' ,TR123 and TR68 had the best effects of controlling among the 10 Trichoderma biocontrol agents , and in

wild strains T36 had the best effects of controlling.

Key words:Trichoderma;ground vegetable disease;effects of biocontrol;antagonistic action
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