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重寄生放线菌 F46 和 PR 对灰葡萄孢的抑制作用
Ξ
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　　[摘　要 ]　测定了 2 株重寄生放线菌对灰葡萄孢的作用效果。结果表明, 重寄生放线菌 F46 (S trep tom y ces sp. )

和 PR (S trep tom y ces sp. ) 对灰葡萄孢分生孢子萌发和芽管伸长都有一定的抑制作用, 镜检可以观察到 F46 和 PR

在灰葡萄孢菌丝上产生附着胞、缠绕靶标菌丝, 使靶标菌丝畸形等现象; 诱发接种后 2 株重寄生放线菌对苹果、草

莓、番茄采后灰霉病均有不同程度的控制作用, 在低温下的防效优于高温, 提前诱发接种的防效优于同时接种。
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　　灰葡萄孢 (B otry tis cinerea Pers. ex F r. )是一种

重要的弱寄生植物病原真菌, 至少可以侵染 235 种

植物, 引起多种植物的灰霉病[1 ] , 已成为制约我国日

光温室蔬菜持续发展的限制因素。该菌繁殖速率快、

遗传变异大、适合度高[2 ] , 连续使用同一类杀菌剂很

容易产生抗药性, 使得目前生产上依赖的化学防治

措施难以控制其危害, 频繁而大量的使用杀菌剂又

会对人体及环境造成危害[3 ]。为此, 本研究报道了重

寄生放线菌 F46 (S trep tom y ces sp. ) 和 PR (S trep to2
m y ces sp. ) [4～ 6 ]在离体条件下对灰葡萄孢的抑制作

用, 以及对苹果、草莓和番茄采后灰霉病的防治效

果, 以期为开发利用 2 株重寄生放线菌奠定基础。

1　材料和方法

1. 1　灰葡萄孢分生孢子萌发抑制试验

　　用 3 种不同的处理方式获得 2 株重寄生放线菌

的处理液: (1) 将重寄生放线菌在营养平皿上繁殖

后, 用无菌水制成孢子悬浮液 (1×106～ 107 mL - 1) ;

(2)重寄生放线菌在特定培养液中发酵培养后, 将发

酵液过滤除菌; (3)将重寄生放线菌发酵滤液进行高

压灭菌 (0. 1M Pa, 121 ℃, 20 m in)。取 2 株重寄生放

线菌的 3 种处理液分别与靶标病原菌孢子悬浮液

(30～ 40 个孢子ö10×20 倍视野) 等量混合, 以悬滴

法测定重寄生放线菌对灰葡萄孢分生孢子萌发的抑

制作用, 每处理重复 3 次。

1. 2　平板抑菌试验

将 2 株重寄生放线菌接种于大豆营养琼脂

SNA 平板, 28 ℃下培养 5～ 7 d 后打取直径 4 mm

的菌饼, 接种于涂有灰葡萄孢的 PDA 平板上, 培养

6 d 后观察抑菌效果, 每处理重复 3 次。

于抑菌圈 (重寄生圈) 内取 1 cm ×2 cm 培养基

条块, 用体积分数 4% 戊二醛在 4 ℃下过夜固定, 以

磷酸缓冲液冲洗 4～ 6 次, 每次 20 m in。随后依次用

体 积 分 数 20% → 30% → 50% → 70% → 80% →

90% →95% →无水丙酮 (3 次)进行脱水[7, 8 ] , 每步 20

m in。脱水后用醋酸异戊酯进行置换, 最后用液体

CO 2 进行临界点干燥, 扫描电镜观察、照相。

1. 3　防病试验

1. 3. 1　对苹果采后灰霉病的防治　在未用杀菌剂

的苹果园, 分期采收供试苹果 (红富士) , 用质量分数

0. 5% N aC lO 表面消毒, 无菌水冲洗、晾干后于果实

赤道上用无菌打孔器打 1 孔 (3×4 mm 2) , 用无菌棉

签擦干孔内汁液。提前 24 h 和 0 h 分别向不同的小

孔 内接种重寄生放线菌菌悬液 ( 1 × 107～ 108

mL - 1 ) , 再用灰葡萄孢孢子悬浮液 (1×105～ 106

mL - 1) 进行挑战接种, 以仅接种靶标菌的苹果为对

照, 每处理以 20～ 25 个苹果为宜。处理后的果实置

于无菌保鲜盒中, 在 15 ℃或 25 ℃条件下保湿培养,

10 d 后测量病斑直径, 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%。
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1. 3. 2　对草莓采后灰霉病的防治　采收未用杀菌

剂的供试草莓果实 (早红) , 用紫外线进行表面消毒。

提前 24 h 和 0 h 喷雾接种重寄生放线菌菌悬液

(1×107～ 108 mL - 1 ) , 再用灰葡萄孢孢子悬浮液

(1×105～ 106 mL - 1) 进行挑战接种, 每处理 50～ 60

个草莓, 以只接种致病菌的草莓为对照, 置于无菌保

鲜盒内, 于 10 ℃或 20 ℃下保湿培养, 定期观察发病

情况, 7 d 后统计病果数, 计算防治效果。

1. 3. 3　对番茄采后灰霉病的防治　在未用杀菌剂

的日光温室中采收供试番茄 (秦粉 2 号) , 用质量分

数 0. 5% N aC lO 表面消毒, 无菌水冲洗、晾干。采用

刺伤接种法, 提前 24 h 和 0 h 于番茄果柄附近接种

重寄生放线菌菌悬液 (1×107～ 108 mL - 1) , 再用灰

葡萄孢孢子悬浮液 (1×105～ 106 mL - 1) 进行挑战接

种, 以只接种致病菌的番茄作为对照, 每处理 20 个

番茄。接种后的番茄置于无菌保鲜盒内, 分别于 10

℃和 20 ℃条件下保湿培养, 10 d 后测定病斑直径,

计算防治效果。

2　结果与分析

2. 1　对灰葡萄孢分生孢子萌发的抑制作用

　　表 1 结果表明, 重寄生放线菌 F46 和 PR 的 3

种不同处理对灰葡萄孢分生孢子萌发和芽管的伸长

都有一定的抑制作用, 表明这 2 种重寄生放线菌在

离体条件下, 都可以分泌具有抑菌作用的次生代谢

产物。PR 无菌发酵滤液对灰葡萄孢孢子萌发的抑

制效果最好, 抑制率达到 100% , F46 无菌发酵滤液

对灰葡萄孢孢子萌发也有一定的抑制作用; 而 2 种

重寄生放线菌高压灭菌液对靶标菌孢子萌发的抑制

作用均有所下降, 这可能与其次生代谢产物在高温、

高压下容易失活有关; 与 PR 相比, F46 的孢子悬浮

液对灰葡萄孢孢子萌发的抑制作用较好, 这可能与

其次生代谢产物的分泌速度有关。

表 1　2 种重寄生放线菌对灰葡萄孢孢子萌发的抑制作用

T able 1　 Inh ib it ing effects of F46 and PR on con idia germ ination of B . cinerea

处理 T reatm en t 孢子萌发率ö%
Conidia germ ination

芽管长度öΛm
L ength of germ tube

对照 CK 100 55

F46

孢子悬浮液 Spo re suspension 36. 7 15

无菌发酵滤液 Sterile ferm en tation filtrate 43. 3 12

高压灭菌液A utoclaved filtrate 76. 7 32

PR

孢子悬浮液 Spo re suspension 73. 3 39

无菌发酵滤液 Sterile ferm en t filtrate 0 -

高压灭菌液A utoclaved filtrate 56. 7 36

2. 2　皿内抑菌试验

从图 1 和图 2 可以看出, 在接种 2 种重寄生放

线菌的皿内, 灰葡萄孢产生的菌核数明显减少, 表明

重寄生放线菌 F46 和 PR 对靶标菌具有明显的抑制

作用。光学显微镜检观察发现, 灰葡萄孢的菌丝发生

畸变、被重寄生放线菌菌丝缠绕。扫描电镜观察发现

(图 3, 图 4) , F46 或 PR 的菌丝在靶标菌丝上产生

附着胞、缠绕靶标菌丝、使靶标菌丝畸形。可见在离

体条件下, 2 株重寄生放线菌对灰葡萄孢均有重寄

生作用。
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2. 3　防治效果

2. 3. 1　对苹果采后灰霉病的防治效果　由表 2 可

见, 接种重寄生放线菌 F46 和 PR , 对苹果采后灰霉

病均有不同程度的控制作用。提前 24 h 接种 2 种重

寄生放线菌的防治效果明显高于同时接种的, 15 ℃

条件下的防治效果均优于 25 ℃。在 15 ℃提前 24 h

诱发接种 F46, 对灰葡萄孢的控制效果最好, 达到

86. 4% ; 在 15 ℃条件下同时接种 PR 的防治效果最

差。可见, 在较低贮藏温度下, 提前 24 h 诱发接种 2

株重寄生放线菌, 均可有效控制苹果采后灰霉病。
表 2　不同温度下 F46 和 PR 对苹果采后灰霉病的防治效果

T able 2　Contro l effects of F46 and PR on B otry tis cinerea of po stharvest app le under differen t temperatu res

温度ö℃
T emperatu re

提前接种时间öh
Inocu lation

tim e

对照病斑
直径ömm
CK lesion

dia.

F46 PR

病斑直径ömm
L esion dia.

防治效果ö%
Contro l effects

病斑直径ömm
L esion dia.

防治效果ö%
Contro l effects

25
24 32. 1 15. 3 52. 3 12. 6 60. 7

0 32. 1 32. 7 - 1. 9 30. 7 4. 4

15
24 39. 8 5. 4 86. 4 8. 6 78. 4

0 39. 8 16. 3 59. 0 17. 4 56. 3

2. 3. 2　对草莓采后灰霉病的防治效果　表 3 结果

表明, 在 10 ℃条件下, 接种重寄生放线菌 F46 或

PR , 对草莓采后灰霉病都具有明显的防治效果, 提

前 24 h 诱发接种与同时接种之间差异不显著。在

20 ℃条件下, 2 株菌株对草莓灰霉病的防治效果不

稳定, 这与草莓果实在此温度下难以贮藏有关。
表 3　F46 和 PR 对草莓采后灰霉病的防治效果

T able 3　Contro l effects of F46 and PR on B otry tis cinerea of po stharvest straw berry

温度ö℃
T emperatu re

提前接种时间öh
Inocu lation

tim e

对照病斑
直径ömm
CK lesion

dia.

F46 PR

病果数
D iseased fru its

防治效果ö%
Contro l effects

病果数
D iseased fru its

防治效果ö%
Contro l effects

20
24 27 28 - 3. 7 25 7. 4

0 27 35 29. 6 27 0

10
24 39 11 71. 8 19 51. 3

0 39 15 61. 5 17 56. 4

表 4　不同温度下 F46 和 PR 对番茄采后灰霉病的防治效果

T able 4 Contro l effects of F46 and PR on B otry tis cinerea of po stharvest tom ato

温度ö℃
T emperatu re

提前接种时间öh
Inocu lation

tim e

对照病斑
直径ömm
CK lesion

dia.

F46 PR

病斑直径ömm
L esion dia.

防治效果ö%
Contro l effects

病斑直径ömm
L esion dia.

防治效果ö%
Contro l effects

20
24 37. 3 12. 5 66. 5 10. 6 71. 6

0 37. 3 17. 7 52. 5 9. 9 73. 5

10
24 46. 0 13. 1 71. 5 12. 2 73. 5

0 46. 0 16. 0 65. 2 14. 3 69. 0
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2. 3. 3　对番茄采后灰霉病的防治效果　从表 4 可

以看出, 2 株重寄生放线菌对番茄采后灰霉病具有

显著的抑制作用。提前 24 h 诱发接种 F46 的防治效

果略优于同时接种, 在 10 ℃条件下的防治效果优于

20 ℃。PR 的防治效果优于 F46, PR 对番茄灰霉病

的防治效果在各处理间无明显差异。

3　讨　论

在灰霉病的生物防治方面, 人们已经作了大量

的研究工作[9～ 13 ], 但还未开发出能够在生产上应用

的生防菌制剂。本研究结果表明, 在离体条件下, 用

光学显微镜和扫描电镜观察发现, F46 和 PR 对靶

标菌有重寄生现象, 菌丝缠绕, 产生附着胞, 但对重

寄生放线菌进入靶标菌菌丝后是否产生附着胞, 以

及在菌丝内的扩展状况还有待进一步研究。重寄生

放线菌 F46 和 PR 对苹果、草莓和番茄采后灰霉病

均有不同程度的控制作用, 在低温下的防效优于高

温, 提前诱发接种的防效优于同时接种。对 2 株重寄

生放线菌的生物学及生态学习性的研究还正在进行

中, 随着对 F46 和 PR 认识的不断深入, 2 株重寄生

放线菌作为生防菌, 在防治灰霉病方面必将发挥出

其潜在的功效。
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Inh ib it ing effect of hyperparasit ic act iom y stra in F46

and PR on B otry tis cinerea

QIAO Hong-p ing, ZONG Zhao-feng
(Colleg e of P lan t P rotection,N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T he hyperparasites st ra in F46 and PR w ere evaluated fo r inh ib it ing effect on B otry tis

cinerea. T he con id ia germ inat ion and grow th of germ tube of B . cinerea cou ld be supp ressed by the secret ion

of the hyperparasites. T he app resso rium and tw ist hyphae of st ra in F46 and PR on the m ycelium of B .

cinerea and defo rm ed m ycelium of target pathogen w ere ob served under the m icro scopy and scann ing elec2
t ron ic m icro scopy. T he effect ive con tro l of the hyperparasit ic act inom yces again st po stharvest gray mo ld of

app le, st raw berry and tom ato w ere ob ta ined in the sto rage condit ion. Bet ter con tro l effect cou ld be go t

w hen the stra in F46 o r PR w as inocu la ted at 24 h befo re challenge inocu la t ion and incubat ion at low tem 2
pera tu re.

Key words: hyperparasit ic act inom yces; b io logica l con tro l; B otry tis cinerea
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