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诱捕分离土壤中的生防放线菌
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　　[摘　要 ]　以灰葡萄孢 (B otry tis cinerea)和黄枝孢 (F u lv ia f u lva) 2种病原真菌作为靶标菌,利用皿内诱捕法

从土壤中分离获得 22株放线菌,经对 7种靶标真菌进行皿内拮抗性测定结果表明,其中 8株放线菌对部分病原真

菌有很强抑制作用,占到分离菌株总数的 47. 1% ,有较强抑制作用的放线菌有 7株。有 45%的菌株可以抑制苹果炭

疽菌、茄子黄萎菌和大豆腐霉菌。菌株 SC1, SC11和A 1的发酵液对 4种靶标菌的抑制作用最强, 75%菌株的发酵

液对灰葡萄孢有较强的抑制作用,菌株 SC1, SF1和A 3的发酵液对苹果灰葡萄孢的控制作用超过 80%。

[关键词 ]　诱捕分离;放线菌;生物防治;灰霉病

[中图分类号 ]　S476+ . 19　　　　[文献标识码 ]　A [文章编号 ]　167129387 (2004) 1120019204

　　放线菌是一类与人类关系非常密切的微生物,

许多抗菌素、酶制剂均来自放线菌。放线菌分布于各

种生态环境中,益于生长的基质范围很广,在土壤中

的数量仅次于细菌,较干燥、通气性良好的中性到微

碱性土壤是放线菌主要的习居场所[1, 2 ]。生防菌的选

择是植物病害生物防治的基础工作,放线菌的分离

涉及许多技术问题,如何从数目庞大的微生物群体

中分离筛选高活性、具有不同生防作用的有效放线

菌,是生防工作成功的关键,也是当前限制植病生防

事业发展的瓶颈[3 ]。本文报道了利用诱捕法选择性

分离有效生防放线菌的研究结果。

1　材料和方法

1. 1　生防放线菌的分离

　　在特定生态环境中,采集 8 份富含有机质的土

壤样品,带回室内风干、研碎保存。选择生长快、危害

大、难以防治的灰葡萄孢 (B otry tis cinerea)和黄枝孢

(F u lv ia f u lva ) 2种病原真菌为靶标菌,利用皿内诱

捕法分离放线菌[4～ 6 ],经实体显微镜观察和显微镜

检确认后纯化诱捕到的菌株,并保存于常规培养基

中。

1. 2　放线菌的皿内拮抗性测定

选择灰葡萄孢 (B . cinerea)、苹果炭疽菌 (Colle2
totrichum g loesp orioid es )、黄瓜枯萎菌 ( F usa rium

oxy sp orum f. sp. cucum berium )、梨状毛霉 (M ucor

p irif orm is)、大豆腐霉菌 (Py th ium ap han id erm atum )、

粉红聚端孢 (T richothecium roseum )、茄子黄萎菌

(V erticillium d ah liae) 7 种常见的病原真菌作为靶

标菌,将有代表性的 17 株放线菌分别接种于 SNA

平板上,于 25 ℃下培养 7 d,用打孔器将菌苔打成直

径 5 mm 的菌饼, 置于已接种靶标菌的 PDA 平板

上, 25 ℃下培养,定期观察是否产生抑菌圈,测量抑

菌圈直径,依照抑菌圈大小对各菌株进行归类。

1. 3　放线菌发酵液的皿内抑菌作用

将灰葡萄孢 (B . cinerea)、苹果炭疽菌 (C. g loes2
p orioid es)、西瓜枯萎菌 (F. oxy sp orum f. sp. cucum 2
berium ) 和粉红聚端孢 (T. roseum ) 4 种靶标菌分别

涂在 PDA 平板上,在皿内均匀打 5个直径 8 mm 的

孔,中间孔中注入无菌的 SNB 培养液为对照,其他

4个孔内注入入选的 12株放线菌的 SNB 发酵液[7 ] ,

25 ℃条件下培养, 3 d 后观察并记录抑菌圈直径,每

处理重复 3次; 同时将不同菌株的发酵液经细菌过

滤器过滤,用其滤液进行同样处理。

在无菌载玻片上放置直径 2 cm 的琼脂饼 2块,

取放线菌发酵滤液与 4 种靶标菌孢子悬浮液混合,

滴加于琼脂饼上,定期镜检观察,记载孢子萌发率,

以无菌水与靶标菌孢子悬浮液的混合液为对照,每

处理重复 3次。

1. 4　放线菌对B otry tis cinerea 的控制作用

在用质量分数 0. 5% N aC lO 表面消毒的苹果
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赤道部位打孔,分别接入 20 ΛL 放线菌菌悬液、放线

菌发酵液和放线菌发酵滤液, 24 h 后挑战接种等量

灰葡萄孢菌悬液[8 ] ,以只接种致病菌的作为对照,每

处理 10个苹果,置于保鲜盒内室温条件下培养, 9 d

后测定病斑直径,计算防治效果。

防治效果ö% =
对照组病斑直径- 处理组病斑直径

对照组病斑直径 ×100。

2　结果与分析

2. 1　放线菌的获得

　　利用皿内诱扑法,从不同生态条件下的 8 个土

样中分离获得 22 株候选放线菌,其中从 10 号土样

中分离获得的放线菌最多, 4号土样中最少 (表 1)。
表 1　分离获得的菌株数目及编号

Table 1　 Iso lated actinom yces from so il in differen t eco system s

土样
N o. of so il

放线菌编号
N o. of actinom yces iso lates

1# A 1　A 3　A 11　A 4
4# H P10
5# SF1　SF2
8# SE2　SB　SB1

10# S13　S14　S15　S150　S16
15# 1522　1523
16# SC1　SC11　SC9
17# SD 4　SZ3

2. 2　放线菌的皿内拮抗作用

采用抑菌圈法,用 17株入选的放线菌对 7种靶

标真菌进行了皿内拮抗性试验。结果 (表 2)表明,除

S15菌株外, 16株放线菌对 7 种靶标菌均具有不同

的皿内拮抗作用; 对部分病原真菌有很强抑制作用

的菌株 (抑菌圈直径≥20 mm )有 8株 (A 3,A 4, S14,

SF1, SC1, SC11, SE2 和 1523) , 占分离菌株总数的

47. 1% ,这些菌株多数分离自杂草丛及树林内的土

样。对致病菌有较强抑制作用的 (10 mm≤抑菌圈直

径< 20 mm )有 7 株 (A 1, A 11, S13, S150, SB , SC9,

1522)。其中菌株 SC1表现最好,抑制靶标真菌种类

多、作用强, 其次为菌株A 4, SC11 和A 3, 菌株 S15

的皿内拮抗作用最差。

比较不同放线菌株对同一致病菌的作用效果发

现,对大豆腐霉菌和茄子黄萎菌有抑制作用的菌株

数量多, 分别为 12 和 11 株, 各占分离菌株总数的

70. 6%和 64. 7% , 抑菌作用强, 抑菌圈直径均≥10

mm ; 有 8株对苹果炭疽菌抑菌作用较强; 对粉红聚

端孢效果好的有 7株;对灰葡萄孢效果好的有 5株;

对黄瓜枯萎和犁状毛霉效果好的均有 3株。

表 2　17株放线菌对 7种靶标真菌的皿内拮抗作用

T able 2　A ntifungal activity of actinom ycetes iso la tes against target pathogens mm

靶标真菌
T arget

pathogens

抑菌圈直径 Inh ib ition zone

A 1 A 11 A 3 A 4 S13 S14 S15 S150 SB SF1 SC1 SC11 SC9 SD 4 SE2 1522 1523

灰葡萄孢 B . cinerea 0 0 0 25 16 18 0 14 6 0 25 0 0 - - 6 0

苹果炭疽菌 C. g loesp orioid es 10 13 13 17 0 10 0 0 7 0 14 21 0 9 13 7 0

黄瓜枯萎菌 F. o. cucum berium 0 0 0 16 0 0 0 0 0 0 9 17 0 7 133 0 0

梨状毛霉M . p irif orm is 12 - 12 0 0 0 0 0 0 0 26 0 0 - - 0 0

大豆腐霉菌 P. ap han id erm atum - - 14 18 13 12 0 10 10 20 15 23 16 0 - 10 20

粉红聚端孢 T. roseum 12 0 17 17 0 0 0 10 0 0 17 16 0 0 17 0 0

茄子黄萎菌 V . d ah liae 14 11 21 283 0 21 0 113 0 20 16 28 0 - 21 0 20

　　注: 3 产生厚垣孢子或小菌核。N o te: 3 Fo rm ch lam ydo spo re o r m icro sclero tia.

2. 3　放线菌发酵液的皿内抑菌作用

为了测定放线菌发酵液的抑菌活性,本研究首

先测定了 12个放线菌菌株的发酵液对 4 种靶标真

菌的皿内抑制作用。结果 (表 3)表明,除菌株 SD 4,

S13 和 S14 外,其余 9 个菌株的发酵液均有不同程

度的抑菌作用, 且以菌株 SC1, SC11 和A 1 的抑菌

活性最强; 同时发现, 有 75%菌株的发酵液对灰葡

萄孢有抑制作用,且抑菌效果最好,而对西瓜枯萎菌

的抑制效果较差,且发酵液有抑菌作用的放线菌所

占比例小。

为了排除发酵液中放线菌活菌体的影响,选择

6 个表现较好的菌株,将其发酵液经细菌过滤器过

滤后测定抑菌作用。从表 4 可以看出,除菌株 SC1

和 1523 的发酵滤液对灰葡萄孢和苹果炭疽菌具有

抑制作用外,其余菌株的发酵滤液对 4 种靶标菌均

无抑制活性。可见,几株放线菌的皿内抑菌效果主要

是由于其活体在与靶标菌共同培养时产生代谢物的

作用; 也可能是由于放线菌在培养时分泌的代谢产

物浓度低,经过滤除去活菌体后的代谢产物不能达

到相应的抑菌浓度。
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表 3　放线菌发酵液的抑菌活性

T able 3　 Inh ib it ing effects of ferm entat ion bro th of actinom ycetes candidates on target pathogens mm

靶标真菌
T arget
pathogens

抑菌圈直径 Inh ib it ion zone

SC1 SC11 A 1 A 3 A 4 SD 4 SE2 SF1 S13 S14 S15 1523

灰葡萄孢
B . cinerea

30 30 30 25 27 0 30 15 0 0 20 25

苹果炭疽菌
C. g loesp orioid es

25 25 25 20 25 0 20 0 0 0 0 12

西瓜枯萎菌
F. o. n iveum

20 20 15 0 0 0 0 13 0 0 0 10

粉红聚端孢
T. roseum

20 20 20 20 25 0 20 0 0 0 0 12

表 4　放线菌发酵滤液的抑菌活性

T able 4　 Inh ib it ing effects of ferm entat ion filt ra te of actinom ycetes candidates on target pathogens mm

靶标真菌
T arget pathogens

抑菌圈直径 Inh ib it ion zone

SC1 SC11 A 3 SE2 SF1 1523

灰葡萄孢 B . cinerea 30 0 0 0 0 25

苹果炭疽菌 C. g loesp orioid es 30 0 0 0 0 0

西瓜枯萎菌 F. o. n iveum 0 0 0 0 0 0

粉红聚端孢 T. roseum 0 0 0 0 0 0

　　为进一步确定放线菌发酵滤液的作用效果,用

琼脂块法测定了其对 4种靶标病原真菌孢子萌发的

影响,结果 (表 5)表明,入选的 5株放线菌的发酵滤

液对 4株靶标真菌孢子萌发的抑制作用不同,同一

菌株对不同靶标真菌孢子萌发的抑制效果不同,同

一靶标病原真菌孢子萌发所受不同菌株的抑制效果

也不同。菌株 SC1和 SC11对灰葡萄孢的皿内抑制

效果较好,但对其孢子萌发的抑制作用不理想。
表 5　放线菌对靶标真菌孢子萌发的抑制作用

T able 5　 Inh ib it ion rate of secret ion on con idia germ ination of target pathogens %

靶标真菌
T arget pathogens

孢子萌发抑制率 Inh ib it ion rate of con idia germ ination

SC1 SC11 A 3 SE2 1523

灰葡萄孢 B . cinerea 40 50 93 93 90
苹果炭疽菌 C. g loesp orioid es 100 100 100 100 0
西瓜枯萎菌 F. o. n iveum 75 50 0 94 50
粉红聚端孢 T. roseum 100 100 15 0 100

2. 4　对灰葡萄孢 (B otry tis cinerea)的控制作用

从表 6可以看出,仅有菌株 SC1, SF1 和A 3 的

发酵液对苹果灰葡萄孢的控制作用超过 80% ,占总

处理数的 18. 7%。不同菌株间对苹果灰葡萄孢的控

制效果差别很大,同一菌株的不同制剂对灰葡萄孢

的控制作用完全不同,以发酵液的抑菌效果最佳,菌

悬液的抑菌效果较差。

表 6　入选放线菌对苹果B . cinerea 的控制作用

T able 6　Contro l effects of actinom ycetes candidates on B . cinerea of app le

入选放线菌
A ctinom ycetes

candidates

菌悬液
A ctinom ycetes suspension

发酵液
Ferm en tation bro th

发酵滤液
Ferm en tation filtrate

病斑直径ömm
N ecro tic
diam eter

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

病斑直径ömm
N ecro tic
diam eter

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

病斑直径ömm
N ecro tic
diam eter

抑制率ö%
Inh ib it ion

rate

CK 36. 0 - 37. 0 - 37. 0 -

SC1 42. 0 - 16. 6 5. 0 86. 5 38. 7 - 4. 9

SC11 26. 0 27. 8 30. 0 18. 9 - -

A 3 36. 5 - 1. 4 7. 0 81. 0 - -

SB 38. 5 - 6. 9 - - 31. 2 19. 7

SF1 32. 5 9. 7 6. 0 83. 8 28. 5 23. 1

S14 45. 6 - 26. 7 - - 37. 0 0

S15 43. 0 - 20. 3 - - 37. 4 - 1. 1
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3　结论与讨论

靶标菌诱捕法是一种简便而实用的生防放线菌

筛选方法,利用这种方法可以有目标的筛选对特定

靶标菌有作用潜力的菌株。采用该方法已经分离筛

选出 2 株可以有效抑制棉花枯萎菌 (F. oxy sp orum

f. sp. vasinf ectum )的放线菌 F104 和 F105 [3 ]。本研

究利用诱捕法分离获得 22株放线菌,皿内拮抗试验

结果证实这些放线菌均有一定程度的抑菌作用,对

部分病原真菌有很强抑制作用的有 8 株,有较强抑

制作用的有 7株,分别占分离菌株总数的 47. 1%和

41. 1% ,由于该分离方法直接利用靶标菌诱捕分离

放线菌,从而大大提高了获得有效生防放线菌的成

功率。

在生防菌常规筛选过程中,皿内检测一直作为

筛选有效生防菌的重要指标,具有简便快捷的特点,

但它与活体试验相关性不稳定,某些在离体条件下

无任何抑菌活性的放线菌在活体上却有明显的作用

效果。经皿内筛选而被淘汰的菌株是否还可作为候

选生防菌继续研究,人们对此存在着一定的疑问。本

研究所采用的方法与常规的生防菌筛选方法恰好相

反,通过靶标菌诱捕获得潜在生防放线菌,再通过皿

内离体试验检测所分离生防菌的有效性,初步明确

相关菌株的作用机理,在此基础上,对初筛出的生防

菌可以在离体条件下扩大作用范围,以明确其作用

谱。
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m ycetes st ra in s w ith st rong inh ib it ion to the mo st of seven tested pathogen s and 7 act inom ycetes st ra in s

w ith rela t ive st rong inh ib it ion. Colletotrichum g loesp orioid es, V erticillium d ah liae and Py th ium ap han id er2
m a tum cou ld be supp ressed by 45% of act inom yces st ra in s. B . cinerea , C. g loesp orioid es, F. oxy sp orum f. sp.

n iveum and T. roseum w ere inh ib ited st rongly by ferm en ta t ion b ro th of st ra in SC1, SC11 and A 1. B . cinerea

cou ld be inh ib ited by 75% of stra in s w hen u sing ferm en ta t ion b ro th. M o re than 80% con tro l effect cou ld

been gained to B . cinerea on app le w ith ferm en ta t ion b ro th of sta in SC1, SF1 and A 3.
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