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抗枇杷根腐病病菌的内生木霉菌株筛选
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　　摘要：以分离自黄瓜及枇杷中的１２株内生木霉属（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．）菌株（Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４、Ｊ５、ＪＤ３、ＧＤ３、ＧＤ５、ＧＭ６、
Ｙ２、ＰＺ１、Ｐ３．９）为供试菌株，用菌丝生长速率法测定其对枇杷根腐病病菌（Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓｍｉｃｒｏｓｐｏｒａ）的抑制率。结果表
明，１２株木霉对枇杷根腐病病菌均有抑制作用，菌株Ｐ３．９和ＪＤ３的拮抗等级达Ⅱ，菌株 Ｙ２的拮抗等级为Ⅳ，其余菌
株的拮抗等级均为Ⅲ。菌株Ｐ３．９和ＪＤ３的抑菌率分别为８０．１％、７８．１％。Ｐ３．９菌株发酵滤液在５０℃水浴２ｈ，浓度
达７５％时，对枇杷根腐病病菌的抑菌率为７８．９％。此结论可以为枇杷根腐病绿色防控提供菌种资源及理论依据。
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　　自１９９８年台湾地区首次报道枇杷根腐病以来，福建、云
南等地区也相继发生枇杷根腐病，其田间症状初期表现出树

势衰退，叶片变黄脱落，下大雨时，植株发病较快，只留下褐色

干枯的叶片挂在死树枝上，茎基部皮层变暗色，流胶。发病中

期茎呈暗褐色，基部腐烂，韧皮部呈鱼鳞状，地上部维管组织

呈红褐色。病株根环腐，不长新根，有白色菌丝。后期植株萎

蔫、树皮脱落、最后整株枯死。云南、台湾、福建等３个枇杷栽
培区，其根腐病症状相似，但病原菌各不相同，分别由小孢拟

盘 多 毛 孢 （Ｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ ｍｉｃｒｏｓｐｏｒａ）［１］、寄 生 疫 霉

（Ｐｈｙｔｏｐｈｔｈｏｒａｐａｒａｓｉｔｉｃａ）［２］、帚梗柱孢属 （Ｃｙｌｉｎｄｒｏｃｌａｄｉｕｍ
ｓｐ．）真菌［３］引起。经多次分离，云南地区未发现寄生疫霉和

帚梗柱孢属真菌２种病原菌侵染枇杷引起根腐病的情况。枇
杷根腐病属于土传病害，高温高湿有利于此病发生，发病高峰

期在７、８月份，从出现症状到整株死亡，快的需要１个月，慢
的也不超过２年，发病率高达４０％及以上，且有逐渐加重之
势，每年损失数亿元。云南地区的枇杷特色产业正面临着毁

灭性灾难，急需高效的防治方法。

近年来，当地植保工作者联合红河学院积极探索防治枇

杷根腐病的方法，但效果甚微。目前，除了氟菌·霜霉威（银

法利）对枇杷根腐病有一定的控制效果之外，其他农药都没

有控制效果。另外，由于此病发展迅速，往往来不及防治，植

株就已死亡；加之氟菌·霜霉威价格较高（净含量为２５ｍＬ
的１袋银法利市场售价为１００元），没有得到有效推广应用。
可见，化学防治未能有效控制枇杷根腐病。另外，化学防治土

传病害存在施药困难、成本高、容易引起残留及环境污染等问

题。枇杷抗病育种工作目前相对滞后，在枇杷中寻找抗枇杷

根腐病的基因，成功培育出抗枇杷根腐病的抗性品种，在短期

内难以实现。目前看来，生物防治是一种经济有效的控制枇

杷根腐病的方法。

鲁海菊等报道，内生木霉 Ｐ３．９菌株对枇杷根腐病病菌
（Ｐ．ｍｉｃｒｏｓｐｏｒａ）有强烈的抑制作用［４］，抗菌谱广［５］，对枇杷内

生真菌［６］及其根际土壤真菌［７］均有极强的抑制作用。Ｐ３．９
菌株能成功定殖于枇杷主干及其根际土壤中，盆栽防治效果

高达８０％，且具有固氮、抗化学农药、降解难溶磷酸盐、降解
纤维素等多种功能（未发表），具有广阔的开发应用前景。虽

然目前木霉Ｐ３．９菌株是防治枇杷根腐病良好的菌种资源，但
也存在菌种衰退的风险。因此，笔者从黄瓜及枇杷中分离得

到１２株内生木霉，拟测定其对枇杷根腐病病菌的抑制作用，
筛选出更多能防治枇杷根腐病的优良木霉菌株，以期为此病

害的绿色防控提供菌种资源及理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　１２株内生木霉（Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａｓｐｐ．）菌株，
分别分离自黄瓜的茎（菌株 Ｊ１、Ｊ２、Ｊ３、Ｊ４、Ｊ５、ＪＤ３）、根（菌株
ＧＤ３、ＧＤ５、ＧＭ６）、叶（菌株 Ｙ２）及枇杷主干韧皮部（菌株
ＰＺ１、Ｐ３．９）。枇杷根腐病病菌（Ｐ．ｍｉｃｒｏｓｐｏｒａ），分离自枇杷根
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腐病病株根茎韧皮部。

１．１．２　供试培养基　ＰＤＡ培养基：２００．０ｇ马铃薯、１８．０ｇ葡
萄糖、１３．５ｇ琼脂、１０００ｍＬ蒸馏水。ＰＤ培养基：２００ｇ马铃
薯、１８ｇ葡萄糖、１０００ｍＬ蒸馏水。将上述培养基配好后均在
１２１℃高压灭菌３０ｍｉｎ。材料均购自云南省蒙自市农贸中心
及云南科仪化玻有限公司，试剂均为分析纯。

１．２　试验方法
１．２．１　对峙培养　将枇杷根腐病病菌和各供试木霉菌株在
ＰＤＡ平板培养基中，于 ２８℃恒温培养 ５ｄ，采用对峙培养
法［８］，在培养基同一半径周围，用打孔器取直径为５ｍｍ的菌
饼，将木霉与病菌两两组合，同时接种于无菌ＰＤＡ平板（直径
９０ｍｍ）中，２个接种点相距４５ｍｍ，以不接种木霉菌作为对
照，设３次重复，在２８℃恒温培养，第７天测定病菌的菌落直
径，计算其生长抑制率。抑制率＝［（ｄＣＫ－ｄＢ）／ｄＣＫ］×１００％，
其中ｄＣＫ表示对照菌落直径，ｄＢ表示处理菌落直径。
１．２．２　拮抗等级测定　拮抗等级分级标准参照张瑾等的分
级标准，Ⅰ：木霉菌菌落占据培养皿面积的１００％；Ⅱ：３／４＜
木霉菌菌落占据培养皿面积＜１００％；Ⅲ：２／３＜木霉菌菌落占
据培养皿面积≤３／４；Ⅳ：木霉菌菌落占据培养皿面积≤
２／３［９］。
１．２．３　木霉Ｐ３．９菌株液体培养　将木霉菌株接种在 ＰＤＡ
培养基平板中，于２８℃恒温扩大培养３ｄ，用灭菌蒸馏水冲洗
孢子，制成孢子悬浮液（１．５×１０６个／ｍＬ）备用［１０］，分别在

５００ｍＬ锥形瓶中装入２５０ｍＬＰＤ发酵培养液，同时接种２ｍＬ
孢子悬浮液，于２８℃、１８０ｒ／ｍｉｎ摇床中培养７ｄ。然后真空
抽滤菌丝体，制成滤液备用。

１．２．４　木霉Ｐ３．９菌株次生代谢产物对枇杷根腐病病菌的抑
制作用测定　把“１．２．３”节中获得的木霉发酵滤液，在１２１℃高
压蒸汽灭菌３０ｍｉｎ，待冷却至４５～５０℃时，按照２５％、５０％、
７５％的比例加入已灭菌的 ＰＤＡ培养基中倒平板。另一处理
将上述滤液在５０℃水浴２ｈ，按照前述比例加入ＰＤＡ培养基
中倒平板。打取直径为５ｍｍ的枇杷根腐病病菌菌饼，分别
接种于上述准备好的 ２种平板中央，以不加木霉发酵液的
ＰＤＡ平板接种病菌菌饼作为对照。每个处理设 ３个重复。
第７天测量菌落直径。
１．２．５　木霉Ｐ３．９菌株挥发性物质对枇杷根腐病病菌的抑制
作用测定　将枇杷根腐病病菌和木霉菌株在 ＰＤＡ平板培养
基中，２８℃恒温扩大培养３ｄ，打取直径为５ｍｍ的枇杷根腐
病病菌菌饼分别接种于 ＰＤＡ平板中央，两培养皿对口，用胶
带封口固定。以只接病菌的ＰＤＡ平板作对照。每个处理设３
个重复。第７天测量菌落直径。
１．３　数据统计

所有试验数据均采用ＳＰＳＳ１９．０统计软件Ｄｕｎｃａｎｓ多重
比较法进行统计分析，计算各处理之间的差异性。

２　结果与分析

２．１　木霉菌株对枇杷根腐病病菌的抑制作用
由表１可知，１２株内生木霉对枇杷根腐病病菌的抑制率

均大于５０％，具有较强的抑菌作用。相比较而言，Ｐ３．９、ＪＤ３
菌株的抑菌率与其他菌株的抑菌率差异极显著（Ｐ＜０．０１），
抑菌率较高，分别达到８０．１％、７８．１％。说明这２个菌株的

生防潜力最大。Ｐ３．９菌株分离自枇杷主干韧皮部，理论上更
容易定殖于枇杷根际及其植株中，生防潜力较大。

表１　木霉菌株对枇杷根腐病病菌的抑制作用

木霉菌株
处理菌落直径

（ｍｍ）
对照菌落直径

（ｍｍ）
抑菌率

（％）

Ｊ１ ３６．３ ８８．０ ５８．７ｄＤ
Ｊ２ ３８．３ ８８．０ ５６．４ｆＦ
Ｊ３ ３７．７ ８８．０ ５７．２ｅＥ
Ｊ４ ３８．０ ８８．０ ５６．８ｆＦ
Ｊ５ ３６．７ ８８．０ ５８．３ｄＤ
ＪＤ３ １９．３ ８８．０ ７８．１ｂＢ
ＧＤ３ ３８．３ ８８．０ ５６．４ｆＦ
ＧＤ５ ３９．０ ８８．０ ５８．７ｄＤ
ＧＭ６ ３５．７ ８８．０ ５９．７ｃＣ
Ｙ２ ３６．３ ８８．０ ５５．７ｇＧ
ＰＺ１ ３６．０ ８８．０ ５９．１ｃＣ
Ｐ３．９ １７．５ ８８．０ ８０．１ａＡ

　　注：数据后不同小写、大写字母分别表示在０．０５、０．０１水平上差
异显著。表３同。

２．２　木霉菌株对枇杷根腐病病菌的拮抗等级
由表２可知，１２株内生木霉对枇杷根腐病病菌均有拮抗

作用。其中，菌株Ｐ３．９、ＪＤ３的拮抗等级为Ⅱ，菌株 Ｙ２的拮
抗等级为Ⅳ，其余菌株的拮抗等级均为Ⅲ。由图１可知，Ｊ１、
Ｊ３、Ｊ５、ＪＤ３、ＧＤ３、ＧＤ５、ＰＺ１、Ｐ３．９等８个菌株菌丝覆盖病菌的
同时，其上产生木霉分生孢子，Ｊ１、ＪＤ３、ＧＤ３、ＧＤ５等４个菌株
产生的孢子量相对较多；ＧＭ６、Ｙ２菌株不产生分生孢子。
２．３　木霉Ｐ３．９菌株次生代谢产物对枇杷根腐病病菌的抑制
作用

由表３可知，内生木霉Ｐ３．９菌株发酵滤液在５０℃水浴
２ｈ，低浓度发酵液（２５％、５０％）对枇杷根腐病病菌几乎没有
抑制作用，抑菌率均小于２％，高浓度发酵液（７５％）对病菌有
较强的抑制作用，抑菌率达７８．９％，且病菌周围长满木霉分
生孢子（图２）。内生木霉 Ｐ３．９菌株发酵滤液经１２１℃高压
蒸汽灭菌，高、低浓度均对枇杷根腐病病菌几乎没有抑制作

用，抑菌率均小于５％。说明Ｐ３．９菌株次生代谢产物遇高温
失活，丧失对枇杷根腐病病菌的抑制作用（图３）。
２．４　木霉Ｐ３．９菌株挥发性物质对枇杷根腐病病菌的抑制
作用

枇杷根腐病病菌和木霉Ｐ３．９菌株在２８℃恒温对扣培养
７ｄ，对照病菌菌落直径为 ８８．０ｍｍ，处理病菌菌落直径为
６２．３ｍｍ，抑菌率为２９．２％。说明Ｐ３．９菌株的挥发性物质对
枇杷根腐病病菌的抑制作用很小（图４）。

３　结论与讨论

１２株内生木霉对枇杷根腐病病菌均有较强的抑制作用，
抑菌率均大于 ５０％。其中，Ｐ３．９菌株的抑菌率最高，达
８０．１％，其次为ＪＤ３菌株，其抑菌率为７８．１％。Ｐ３．９菌株对
枇杷根腐病病菌除了空间及营养竞争、重寄生之外，适当浓度

的液体发酵滤液对病原菌的抑制作用也较强。说明木霉

Ｐ３．９菌株能产生抑制枇杷根腐病病菌的次生代谢产物，其挥
发性次生代谢产物也具有一定的抑菌作用。ＪＤ３菌株产孢能
力比Ｐ３．９菌株强，其他生物学特性是否也强于Ｐ３．９菌株，还
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表２　木霉菌株对枇杷根腐病病菌的拮抗等级

木霉菌株 对峙培养现象 拮抗等级

Ｊ１ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，第３天木霉菌丝围绕病菌菌落生长，并逐渐向病菌
菌落中心扩展和蔓延，第１０天病菌菌丝消解，木霉菌丝覆盖病菌菌落，并在其上产生大量分生孢子

Ⅲ

Ｊ２ 两菌菌落交接，病原菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，第３天木霉菌丝围绕病菌菌落生长，并逐渐向病
菌菌落中心扩展和蔓延，第１０天病菌菌丝消解，木霉菌丝覆盖病菌菌落，在其上产生少量分生孢子

Ⅲ

Ｊ３ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，第３天木霉菌丝围绕病菌菌落生长，并逐渐向病菌
菌落中心扩展和蔓延，第１０天病菌菌丝消解，木霉菌丝覆盖病菌菌落，在其上产生少量分生孢子

Ⅲ

Ｊ４ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，第３天木霉菌丝围绕病菌菌落生长，并逐渐向病菌
菌落中心扩展和蔓延，第１０天病菌菌丝消解，木霉菌丝覆盖病菌菌落，在其上几乎不产生分生孢子

Ⅲ

Ｊ５ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，第３天木霉菌丝围绕病菌菌落生长，并逐渐向病菌
菌落中心扩展和蔓延，第１０天病菌菌丝消解，木霉菌丝覆盖病菌菌落，并在其上产生分生孢子

Ⅲ

ＪＤ３ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，第３天木霉菌丝围绕病菌菌落生长，并逐渐向病菌
菌落中心扩展和蔓延，第１０天病菌菌丝消解，木霉菌丝覆盖病菌菌落，并在其上产生大量分生孢子

Ⅱ

ＧＤ３ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，第３天木霉菌丝围绕病菌菌落生长，并逐渐向病菌
菌落中心扩展和蔓延，第１０天病菌菌丝消解，木霉菌丝覆盖病菌菌落，并在其上产生大量分生孢子

Ⅲ

ＧＤ５ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，第３天木霉菌丝围绕病菌菌落生长，并逐渐向病菌
菌落中心扩展和蔓延，第１０天病菌菌丝消解，木霉菌丝覆盖病菌菌落，并在其上产生大量分生孢子

Ⅲ

ＧＭ６ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，在其上不产生分生孢子 Ⅲ
Ｙ２ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，在其上不产生分生孢子 Ⅳ

ＰＺ１ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，第３天木霉菌丝围绕病菌菌落生长，并逐渐向病菌
菌落中心扩展和蔓延，第１０天病菌菌丝消解，木霉菌丝覆盖病菌菌落，并在其上产生分生孢子

Ⅲ

Ｐ３．９ 两菌菌落交接，病菌停止生长，且交界处产生较明显的抑菌圈，第３天木霉菌丝围绕病菌菌落生长，并逐渐向病菌
菌落中心扩展和蔓延，第１０天病菌菌丝消解，木霉菌丝覆盖病菌菌落，并在其上产生分生孢子

Ⅱ

有待进一步研究。Ｐ３．９、ＪＤ３菌株对枇杷根腐病病菌的拮抗
等级均为Ⅱ，Ｙ２菌株的拮抗等级为Ⅳ，其余菌株的拮抗等级
均为Ⅲ，有潜在的开发利用价值。可以考虑开发复合木霉菌
剂，或与化学农药混配，以提高防病效果。

我国化肥和农药过量施用现象严重，因此引起环境污染

和农产品质量安全等重大问题，农作物绿色防控的呼声越来

越高。木霉是目前在微生物生防资源中重要的物种之一，自

２０１３年以来，我国已用木霉菌剂成功防治玉米小斑病［１１］、黄

瓜根结线虫病［１２－１３］、柑橘绿霉病［１４］、黄瓜枯萎病［１５］、茄子黄

萎病［１６］、人参锈腐病［１７］、草莓根腐病［１８］、草坪枯萎病［１９］、水

稻纹枯病［２０］、向日葵菌核病［２１］、茉莉白绢病［２２］、香蕉枯萎

病［２３］、葡萄灰霉病［２４］等多种作物病害。木霉 Ｐ３．９菌株抗菌
谱广［５］，有望防治枇杷根腐病、石榴枯萎病和干腐病、菊花根

腐病和叶斑病、辣椒黄萎病等。其在作物根际土壤及植株中

的定殖规律，对土壤微生物数量的影响及防病效果影响因素，

有待进一步研究。
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