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摘要:【目的】筛选获得对马尾松枯梢病菌松色二孢具有良好抑菌效果的拮抗真菌，并对其进行鉴定，为马尾松枯梢病的生

物防治提供理论依据。【方法】以重庆马尾松枯梢病患病树干和树梢韧皮部样本上分离纯化的病原真菌松色二孢和 4株

拮抗真菌为材料，采用平板对峙培养法和菌丝生长速率法筛选病原真菌松色二孢的拮抗真菌，结合形态学和系统发育学

分析对拮抗真菌进行鉴定，并通过显微观察松色二孢和拮抗真菌菌丝之间相互作用方式，初步探究其生防机制。【结果】初

筛结果表明，4株拮抗真菌对松色二孢均有抑菌效果，其中，抑菌效果最好的是菌株 CXY4103（毛色二孢属）和 CGMCC

41126（木霉属）。复筛结果表明，菌株 CGMCC 41126对松色二孢抑制效果最好，其发酵滤液的抑菌率为 45.17%。通过形

态学观察与 tef1和 rpb2基因序列分析，鉴定菌株 CGMCC 41126为近渐绿木霉。显微形态观察发现，近渐绿木霉可与松

色二孢的菌丝发生接触、缠绕。抑菌谱结果表明，近渐绿木霉对长喙壳类真菌双色长喙壳、拟双色长喙壳、富士长喙壳、

E. polonica、栎叶斑病病原菌和板栗溃疡病病原菌均具有较好的拮抗效果。【结论】筛选获得 1株对马尾松枯梢病菌松色

二孢具有良好抑菌效果的拮抗真菌，经鉴定为近渐绿木霉，其抑菌谱广泛，为马尾松枯梢病的生物防治提供了潜在拮抗

菌源和防控依据。
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Abstract: [Objective] This study aimed to screen and identify the antagonistic fungi with strong inhibitory
effects  against Diplodia  sapinea,  the  pathogen  of Pinus  massoniana  shoot  blight,  to  provide  a  theoretical
basis for the biocontrol of P. massoniana shoot blight. [Method] Strains of D. sapinea isolated and purified
from the phloem of diseased trunks and shoots of P. massoniana in Chongqing of southwestern China and
the  four  fungal  antagonistic  strains  were  used  as  materials.  The  plate  confrontation  culture  and  mycelial
growth  rate  methods  were  employed  to  screen  for  antagonistic  fungi  against D.  sapinea.  The  antagonistic
fungi  were  identified  based  on  morphology  and  phylogenetic  analysis,  and  the  biocontrol  mechanism was
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preliminarily  explored  by  microscopic  observation  of  hyphal  interactions  between  D.  sapinea  and  the
antagonistic  fungi. [Result] The  results  of  preliminary  screening  showed that  all  four  fungal  antagonistic
strains inhibited the growth of D. sapinea, among which strains CXY4103 (Lasiodiplodia sp.) and CGMCC
41126  (Trichoderma  sp.)  were  the  most  effective  one.  The  results  of  re-screening  revealed  that  the  strain
CGMCC  41126  had  the  best  inhibitory  effect  on D.  sapinea,  with  its  fermentation  filtrate  achieving  an
inhibition  rate  of  45.17%  against  the  pathogen.  Through  morphological  observation  and  phylogenetic
analysis  of  tef1  and  rpb2  gene  sequences,  the  strain  CGMCC  41126  was  identified  as  Trichoderma
paraviridescens. According to the microscopic observation, T. paraviridescens could contact and coil around
the mycelia of D. spinea.  The antifungal spectrum result indicated that T. paraviridescens had antagonistic
effect  on Ophiostoma  bicolor, O.  pseudobicolor, Endoconidiophora  fujiensis, E.  polonica, Gnomoniopsis
daii and G. chinensis. [Conclusion] A strain of antagonistic fungus with strong inhibitory effect against D.
sapinea,  the pathogen of P. massoniana shoot blight was screened and identified as T. paraviridescens.  Its
antifungal  spectrum  is  extensive.  This  study  provides  a  potential  antagonistic  fungal  resource  and  a
theoretical basis for the biocontrol of P. massoniana shoot blight.
Key words: Pinus massoniana; shoot blight; Diplodia sapinea; antagonistic fungi; screening; identification;
Trichoderma paraviridescens

马尾松（Pinus massoniana）是一种不可或缺的工

业木材和树脂林的基石树种，原产于中国，广泛分布

于中国亚热带地区，其适应性强、生长快、产量高[1−2]。

马尾松具有极高的生态和经济价值，常用于造林、木

材、脂质、松香和松节油的生产[ 2−3]。松枯梢病是世

界性重大林木病害之一，寄主范围很广，包括冷杉

（Abies spp.）、落叶松（Larix spp.）和云杉（Picea spp.）
等 60多种针叶树，其中松属占绝大部分，给许多国

家和地区的针叶树造成了严重的经济损失[4−6]。松枯

梢病菌—松色二孢（Diplodia sapinea）于 1823年首

次被发现，Fries将其命名为 Sphaeria sapinea，在后

续的分类学研究当中，该真菌曾被赋予多个不同学

名，2013年，Phillips等基于多基因片段分析和形态

学研究，明确了松枯梢病菌学名为松色二孢[7−9]。第

九次森林资源清查显示，中国受枯梢病影响的森林

年面积达到 65万 hm2，其中马尾松是主要受害树

种[10]，病害已对马尾松产业发展形成严重制约。

目前，马尾松枯梢病的防治主要以化学防治、森

林培育和生物防治为主。森林培育是一个相对较长

的过程，培育时间长，操作难度大。化学防治见效快，

但松枯梢病是一种寄主主导性病害，化学防治能够

发挥的作用有限。当前，生物防治已成为病虫害防控

的最佳策略之一，尤其利用拮抗微生物防治植物病

害更是极具潜力的防治方案[11−14]。在许多已鉴定的

生防微生物中，对于生防真菌木霉属（Trichoderma）
的研究和应用较多[14−15]。木霉菌作为生防真菌，在对

松枯梢病的生物防治方面已取得一系列研究进展。李

宝年等[16]在对樟子松（Pinus sylvestris var. mongolica）
枯梢病拮抗真菌筛选时，发现绿木霉（T. viride）对松

枯梢病菌的抑菌效果最好 [16]；张铭等 [14]利用从土

壤中分离出的森吉木霉（T. songyi）防治赤松（Pinus
densiflora）枯梢病；钱莹莹等 [17]发现钩状木霉（T.
hamatum）对落叶松枯梢病菌（Neofusicoccum laricinum）
具有较强抑制效果。然而，关于马尾松枯梢病生物

防治的相关研究鲜有报道。因此，对于马尾松枯梢

病拮抗微生物的挖掘具有重要的现实意义。

为挖掘松色二孢的拮抗真菌资源、获取对马尾

松枯梢病具有良好抑菌效果的拮抗真菌，本研究以

分离自患病重庆马尾松的病原菌菌株和前期筛选的

拮抗菌株为材料，利用平板对峙培养法和菌丝生长

速率法筛选拮抗真菌，并对其进行鉴定，为马尾松枯

梢病的生物防控提供科学依据和材料支持。

 1   材料与方法

 1.1    试验材料

 1.1.1    供试病样

2019年，于重庆市万盛经开区和开州区采集患

有枯梢病的马尾松树梢和树干作为供试材料。

 1.1.2    供试菌株

供试病原菌为分离自重庆马尾松枯梢病患病树

干和树梢韧皮部样本的松色二孢菌株（CXY4100）、
4株供试拮抗真菌分别为 1株为木霉属 Trichoderma
sp.菌株（NCBI提交号：CXY4102；中国微生物菌种

保藏管理委员会普通微生物中心 CGMCC 41126），
由马尾松枯梢病木中分离纯化获得；1株为枝孢属

Cladosporium sp.菌株（CXY4101），由山东烟台昆嵛

山的赤松（Pinus densiflora） 上分离纯化获得；1株为

毛色二孢属 Lasiodiplodia sp.菌株（CXY4103），由湖
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南长沙香樟树（Cinnamomum camphora）上分离纯化

获得；1株为粉红粘帚霉（Clonostachys rosea）菌株

（CXY4104），由山东农业大学林木病原与寄主分子

互作实验室提供，分离纯化自山东潍坊患有轮纹病

的苹果树（Malus pumila）枝干。6种引起森林病害的

真菌用于拮抗真菌抑菌谱的测定：拟双色长喙壳

（Ophiostoma pseudobicolor）（CFCC 52683）和富士长

喙壳 （Endoconidiophora  fujiensis）（CFCC  53580）分
离自落叶松八齿小蠹（Ips subelongatus）入侵坑道；

双色长喙壳（O. bicolor）（CFCC 57789）和 E. polonica
（CFCC  53552）分离自云杉八齿小蠹入侵坑道 ；

Gnomoniopsis daii 菌株（CFCC 55517）由中国林业微

生物保藏中心（CFCC）提供，分离纯化自槲栎（Quercus
aliena）叶部 （贵州贵阳 ）；G.  chinensis 菌株 （CFCC
52286）分 离 自 河 北 秦 皇 岛 的 板 栗 树 （Castanea
mollissima）。
 1.2    试验方法

 1.2.1    病原真菌分离

采用组织分离法对患病马尾松的树梢和树干样

本进行真菌分离。将患病组织样本剪成 5 mm × 5 mm
大小的组织块，用 1.5% 的 NaClO溶液进行表面消

毒处理 1 min，无菌水冲洗 3次，再用无菌滤纸吸干

组织块上的水分，在 2% 的水琼脂培养基上进行真

菌的分离。每日观察组织块菌丝的生长情况并及时

分离真菌菌株，采用菌丝尖端纯化法纯化已获得真

菌，纯化后的菌株于 2% MEA培养基、25 ℃ 恒温培

养箱中黑暗培养，已获得菌株于 4 ℃ 冰箱中冷藏保

存用于后续实验。

 1.2.2    拮抗真菌初筛

采用平板对峙培养法初步筛选拮抗真菌。供试

病原菌松色二孢提前 5 d活化待用，共有 4种真菌

用于拮抗真菌的筛选（详见 1.1.2）。
从 PDA培养基上生长旺盛的菌落边缘打孔，取

直径 6 mm大小的病原菌和拮抗真菌菌饼，分别接

种在 PDA培养基左右两侧（D = 9 cm），2个菌饼经

过培养皿中心相距 5 cm。以单独培养松色二孢菌株

作为对照，每个处理 5个重复。接种后的 PDA平板

于 25 ℃ 培养箱中恒温倒置培养，观察拮抗真菌是

否抑制病原菌的生长，并每天测量病原菌菌落指向

拮抗真菌的生长半径，以培养 4 d后测得的数据用

于计算抑菌率。抑制率（%）等于对照菌落半径减去

处理菌落半径，所得差值除以对照菌落半径，再乘

以 100%。数值越高，说明抑制效果越强。

 1.2.3    拮抗真菌复筛

将初筛中对松色二孢抑菌效果最好的 2个菌株

制备成发酵滤液，通过测定拮抗真菌发酵滤液对松

色二孢的抑制效果进行复筛。将菌株 CGMCC 41126
和 CXY4103在 PDA培养基上活化 5 d，用 6 mm打

孔器打取菌饼置于盛有 100 mL PDB培养基的 250 mL
三角瓶中，在恒温摇床（26 ℃，180 r/min）上震荡培

养 7 d，获得真菌发酵培养液。随后，将发酵培养液以

8 000 r/min离心 15 min，收集上清液并使用 0.22 μm
微孔过滤器除菌，将过滤后的发酵滤液于 4 ℃ 冰箱

保存备用。

取发酵滤液添加到冷却至 50 ~ 55 ℃ 的 PDA
（1∶10）培养基中，混匀倒板，待平板冷却凝固后，用

于拮抗真菌发酵滤液的抑菌效果测定。以添加同体

积无菌水的 PDA培养基为对照，在平板中央接种直

径 6 mm的松色二孢菌饼，每个处理 5个重复。接种

后的 PDA平板于 25 ℃ 培养箱中恒温倒置培养，每

天定时观察菌落生长情况，直至对照组真菌菌落在

培养基长到 3/4时，采用十字交叉法测量菌落半径，

抑菌率计算同 1.2.2。
 1.2.4    拮抗真菌形态学鉴定

将纯化好的拮抗真菌用直径为 6 mm的灭菌打

孔器打孔，得到菌饼，接种在 PDA培养基上，于 25 ℃
恒温培养箱倒置培养。每天观察菌丝的形态、颜色

变化，边缘整齐程度，并在显微镜下观察孢子形态。

 1.2.5    拮抗真菌分子鉴定

刮取 25 ℃ 黑暗条件下生长 5 ~ 7 d菌落边缘生

长旺盛的菌丝，置于 2 mL离心管中用于 DNA提取。

用北京天根生化有限公司的植物基因组提取试剂盒

提取 DNA，方法参照说明书。利用引物 EF-1F和 EF-
1R扩增基因 tef1，利用引物 fRPB-5f和 fRPB-7cR扩

增基因 rpb2[18−19]，扩增产物送至擎科生物（北京）股

份有限公司测序，根据测序结果在 NCBI进行同源

性比较分析，利用软件 RAxML-HPC v.7.0.3构建 tef1
与 rpb2基因序列联合的 ML树，选用 general time
reversible （GTR） GAMMA模型，重复自展次数设置

为 1 000次计算迭代支持率，确定拮抗菌株的系统

发育学地位。

 1.2.6    拮抗真菌对松色二孢抑菌作用的显微观察

在无菌条件下，用移液器吸取 2  mL冷却至

50 ℃ ~ 55 ℃ 的灭菌 PDA培养基置于载玻片上，并

轻轻晃动制成培养基薄膜。培养基凝固后，分别接

种直径为 6 mm的松色二孢和菌株 CGMCC 41126
菌饼，2个菌饼相距 3 cm，25 ℃ 黑暗条件下培养 5 d
后，取出载玻片放在光学显微镜下，观察 2个菌株交

界处菌丝变化。

 1.2.7    拮抗真菌抑菌谱测定

采用平板对峙培养法测定优选的拮抗真菌对

6种常见引起林木病害的病原真菌（双色长喙壳、 拟
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双色长喙壳、富士长喙壳、E. polonica、G. daii、G.
chinensis）的抑菌效果，具体方法同 1.2.2。
 1.2.8    拮抗真菌对寄主植物安全性测试

采用有伤接种法，将优选的拮抗真菌接种到

3年生马尾松苗木上进行拮抗真菌对寄主植物的安

全性测试。选取 6棵长势一致的马尾松苗木，用直径

6 mm的打孔器在苗木茎干中下部水平打孔至木质

部，随后将活化 5 d生长旺盛直径 6 mm的拮抗真菌

菌饼用一次性灭菌牙签迅速挑入马尾松接种孔中，

盖上树皮，用封口膜缠绕固定。以只接种病原菌松

色二孢的苗木作为阳性对照，每棵马尾松苗木设置

1个接种点，每个处理 3次重复。接种 10 d后，观察

马尾松苗木接种部位是否产生明显变化。

 1.3    数据统计与分析

使用 Excel  2010软件对数据进行整理，利用

SPSS 27.0（IBM，USA）软件对数据进行单因素方差

分析（One-Way ANOVA）。

 2   结果与分析

 2.1    松色二孢拮抗真菌初筛

前期研究共筛选获得 4株拮抗真菌。在培养

4 d后，对照组的松色二孢菌落正常生长（图 1A），平
板对峙培养结果显示菌株 CXY4103对松色二孢抑

制效果最好，在对峙培养 2 d时，已经对松色二孢产

生明显的拮抗效果（图 1B），培养 4 d时抑菌率达

70.25%（表 1、图 1C），其次是菌株 CGMCC 41126，
在对峙培养 4 d时，对松色二孢产生明显的拮抗效

果，抑菌率达 63.33%（表 1、图 1D）。菌株 CXY4101
与松色二孢对峙培养 4 d时，抑菌率为 47.50%（表 1、
图 1E）。菌株 CXY4104与病原菌对峙培养 4 d时，
抑菌率最低，为 33.50%（表 1、图 1F），随着时间增加，

菌株 CXY4104的菌落逐步入侵到松色二孢菌落中

（图 1G ~ H），且松色二孢的长势减弱，抑菌效果不

断增强，对峙培养 8 d时，CXY4104对松色二孢的抑

菌率为 56.5%（图 1G），10 d时，抑菌率达 65.00%
（图 1H）。
 2.2    拮抗真菌复筛

挑选初筛中，对松色二孢抑菌效果最好的 2个
菌株 CGMCC 41126和 CXY4103进行拮抗真菌的复

筛，复筛结果如表 2、图 2所示。菌株 CGMCC 41126
的发酵滤液对松色二孢抑菌效果最好，抑菌率为

45.17%（表 2、图 2C）。菌株 CXY4103对松色二孢的

抑菌率仅为 13.14%（表 2、图 2B）。另外，菌株CGMCC
41126发酵滤液抑制松色二孢在培养基上生长的同

时，还抑制了其气生菌丝的生长，生长于添加菌株

CGMCC 41126发酵滤液的培养基上的松色二孢气

生菌丝密度明显小于对照处理（图 2A、2C）。因此选

用菌株 CGMCC 41126用于后续研究。

 2.3    拮抗真菌 CGMCC 41126 形态学鉴定

将菌株 CGMCC 41126接种到 PDA培养基上，

4 d后，菌落覆盖培养皿表面（图 3A）。该菌株菌丝

呈辐射状生长，菌丝颜色在初始阶段为白色，随着时

间的延长逐渐变为浅黄色（图 3B），有椰子味的香气

散出。分生孢子梗短小，多为成对的小分支（图 3C），
具有圆形或近圆形的分生孢子，分生孢子为绿色，分

散或密集，成簇聚集在分生孢子梗的顶端，大小为

（2.56 ~ 4.29）μm × （1.64 ~ 2.07）μm（图 3D）。根据以

上菌落形态生长特征，参照《真菌鉴定手册》，将其初

步鉴定为近渐绿木霉（Trichoderma paraviridescens）。
 2.4    拮抗真菌 CGMCC 41126 分子鉴定

菌株 CGMCC  41126经测序所获得的 tef1和
rpb2 DNA序列长度分别为 1 284、1 037 bp。将获得

 

A. 松色二孢 CXY4100（培养4 d）；B. 左侧为松色二孢 CXY4100，右侧为 CXY4103（对峙培养2 d）；C. 左侧为松色二孢 CXY410
0，右侧为 CXY4103（对峙培养4 d）；D. 左侧为松色二孢 CXY4100，右侧为 CGMCC 41126（对峙培养4 d）；E. 左侧为松色二孢
 CXY4100，右侧为 CXY4101（对峙培养4 d）；F. 左侧为松色二孢 CXY4100，右侧为 CXY4104（对峙培养4 d）；G. 左侧为松色二
孢 CXY4100，右侧为 CXY4104（对峙培养8 d）；H. 左侧为松色二孢 CXY4100，右侧为 CXY4104（对峙培养10 d）。

A B C D

E F G H

图 1    4株拮抗真菌与松色二孢对峙培养效果图

Fig. 1    Effect diagram of 4 antagonistic strains cultured in confrontation with D. sapinea
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的基因序列进行同源序列比对分析后，发现菌株

CGMCC 41126与近渐绿木霉亲缘关系最近，同源性

均高达 99% 以上。且在基于 tef1和 rpb2基因片段构

建的联合系统发育树中，菌株 CGMCC 41126与近

渐绿木霉聚为同一分支（图 4）。结合形态学特征，将

菌株 CGMCC 41126鉴定为近渐绿木霉。

 2.5    拮抗真菌 CGMCC 41126 对松色二孢抑菌效果

的显微观察

通过观察载玻片上菌株 CGMCC 41126与松色

二孢菌丝交界处发现，菌株 CGMCC 41126的菌丝

生长速度过快，与松色二孢菌丝发生接触，紧紧缠绕

在松色二孢的菌丝上，从而抑制松色二孢的生长扩

散（图 5）。
 2.6    拮抗真菌 CGMCC 41126 抑菌谱测定

采用平板对峙培养法测定拮抗真菌 CGMCC
41126对 6种常见引起林木病害的病原菌（双色长喙

壳、 拟双色长喙壳、富士长喙壳、E. polonica、G. daii、
G. chinensis）的抑菌效果。结果表明，菌株 CGMCC
41126对 6种林木病原菌均有良好的抑制效果，抑

菌率均在 55% 以上（表 3、图 6），其中，对长喙壳菌

类真菌双色长喙壳、拟双色长喙壳、富士长喙壳和

E. polonica 的抑菌效果较高，抑菌率都在 70% 以上；

对板栗溃疡病病原菌（G. chinensis）的抑菌率相对较

低，但也达 56.62%。总体来看，CGMCC 41126菌株

具有较好的抑菌广谱性。

 2.7    拮抗真菌CGMCC 41126 对寄主植物安全性测试

有伤接种 10 d后，观察马尾松苗木接种部位发

现，接种菌株 CGMCC 41126的马尾松未产生明显

病斑（图 7A），而对照组接种病原菌松色二孢的马尾

松接种部位产生明显病斑（图 7B）。结果表明，菌株

CGMCC 41126对马尾松苗木不具有致病性，作为拮

抗真菌具有一定安全性。

 3   讨　　论

 3.1    马尾松枯梢病菌松色二孢拮抗真菌的筛选

本研究分离筛选出 1株对马尾松枯梢病菌松色

二孢具有良好拮抗效果的真菌菌株（CGMCC 41126），
经鉴定为近渐绿木霉。近渐绿木霉是近年来在中国

 

表 1    对峙培养 4 d后拮抗真菌对松色二孢的抑菌率

Tab. 1    Inhibition rates of antagonistic fungi against to Diplodia sapinea for 4 d

菌种 菌株编号 对照菌落半径/cm 处理菌落半径/cm 抑菌率/%

枝孢属 Cladosporium sp. CXY4101 4.50 ± 0.25 2.32 ± 0.05b 47.50

木霉属 Trichoderma sp. CGMCC 41126 4.50 ± 0.25 1.63 ± 0.43c 63.33

毛色二孢属 Lasiodiplodia sp. CXY4103 4.50 ± 0.25 1.32 ± 0.12d 70.25

粉红粘帚霉 Clonostachys rosea CXY4104 4.50 ± 0.25 2.97 ± 0.09a 33.50

注：数据为平均值 ± 标准误差。同组内不同字母代表具有显著差异（P < 0.05）。下同。

 

表 2    拮抗真菌发酵滤液对松色二孢的抑菌率

Tab. 2    Inhibition rates of fermentation filtrates of antagonistic fungi against to D. sapinea

菌种 菌株编号 对照菌落直径/cm 处理菌落直径/cm 抑菌率/%

木霉属 Trichoderma sp. CGMCC 41126 7.15 ± 0.24 3.92 ± 0.30b 45.17

毛色二孢属 Lasiodiplodia sp. CXY4103 7.15 ± 0.24 6.21 ± 0.26a 13.14

 

A. 在添加无菌水的 PDA 培养基上培养松色二孢 ；B. 在添加菌株 CXY4103 发酵滤液的 PDA 培养基上培养松色二孢；C. 在添加菌
株 CGMCC 41126 发酵滤液的 PDA 培养基上培养松色二孢。

A B C

图 2    菌株 CGMCC 41126和 CXY4103的发酵滤液对松色二孢的拮抗作用 （培养 3 d 后）

Fig. 2    Inhibitory effects of fermentation filtrates of strains CGMCC 41126 and CXY4103 on D. sapinea (after 3 d of incubation)
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发现并广泛分布的木霉新记录种 [19−20]。研究发现，

近渐绿木霉对滇牡丹（Paeonia delavayi）3种病害病

原和樟疫霉（Phytophthora cinnamomi）有较强的抑制

作用[21−22]，其产生的挥发性和非挥发性物质对烟草

疫霉菌（P. nicotianae）的抑菌率分别达到 61.71% 和

100%，并且有促进烟草种子萌发和根系生长的作

用[23]。本研究中，近渐绿木霉与松色二孢的平板对

峙培养时的抑菌率为 63.33%，其发酵液对松色二孢

的抑菌率为 45.17%，具有强烈的抑制作用，我们推

测可能是在其液体培养的过程中产生了有抑菌效果

的次生代谢物质。木霉分泌次生代谢物质是其作为

生防菌的关键机制之一，主要包括两大类，即低分子

量、挥发性的物质和有活性的高分子量物质，比如萜

烯类、聚酮类、肽类和生物碱等[24−26]。本研究中，近

渐绿木霉产生的抑菌代谢产物并不明确，还需要进

一步鉴定。

 

A. CGMCC 41126 菌株正面；B. CGMCC 41126 菌株反面；C. CGMCC 41126 菌株分生孢子梗；D. CGMCC 41126 菌株分生孢子

A B

C D50 μm 20 μm

图 3    CGMCC 41126菌株的形态特征

Fig. 3    Morphological characteristics of strain CGMCC 41126

 

标尺代表遗传变异系数；分支上的数字表示置信度；序号表示该菌在 GenBank 数据库中的登录号。

T. composticola S590

T. composticola CBS 439.95

T. sempervirentis S601

T. olivascens S34

T. neosinense G.J.S. 94-11

T. paraviridescens S122

T. paraviridescens CGMCC3.27435
T. paraviridescens CXY4102

T. viridescens S1

T. viridescens S452

T. viridialbum S177

T. viridialbum S250

T. viridarium S136

T. virilente S281

T. vinosa GJS 99-156

T. vinosum GJS 99-158

T. hispanicum S453

T. samuelsii S5

T. samuelsii S42
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图 4    基于 CGMCC 41126菌株 tef1和 rpb2基因序列构建的联合系统发育树

Fig. 4    Phylogenetic tree constructed based on tef1 and rpb2 gene sequences of strain CGMCC 41126
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 3.2    近渐绿木霉对松色二孢生防机制初探

木霉是自然界中广泛分布的重要生防菌，通过

多种机制协同作用发挥良好的拮抗效果，其生物防

治机制主要包括与病原体竞争营养物质和生活空间、

重寄生、产生具有抗真菌活性的代谢物以及诱导植

物抗性等 [27−29]。从藜麦（Chenopodium quinoa）种子

获得的非洲哈茨木霉（T. afroharzianum）可通过接触

或缠绕的方式重寄生多种病原菌，如灰葡萄孢菌

（Botrytis  cinerea）、链格孢菌（Alternaria  alternata）、
柑橘镰刀菌（Fusarium citri）[30]。赵玳琳等[31]报道了

棘孢木霉（T. asperellum）GYSW−6m1对草莓炭疽菌

（Colletotrichum fragariae）LC0220具有较强的竞争、

抗生和重寄生作用。本研究通过显微观察发现，近

渐绿木霉的菌丝可与病原菌松色二孢的菌丝接触、

缠绕，从而抑制松色二孢的生长。这与田桢等[32]和

梁晓洁报道拟康宁木霉（T. koningiopsis）、深绿木霉

（T. atroviride）和棘孢木霉（T. asperellum）能够通过

缠绕的方式抑制尖孢镰孢菌（F. oxysporum）和苹果

炭疽病菌（C. gloeosporioides）的作用相一致[28, 32]。大

多数的重寄生作用都是通过接触缠绕病原菌的菌丝，

使其发生皱缩消解[20, 33−37]。本研究未发现松色二孢

有菌丝消解现象，推测可能与菌丝接触时间不够长

有关，还有待进一步探究。

 

A B

100 μm 50 μm

图 5    菌株 CGMCC 41126对松色二孢抑菌效果的显微观察

Fig. 5    Microscopic observation of strain CGMCC 41126 against D. sapinea

 

表 3    菌株 CGMCC 41126对 6种林木病原菌的抑菌率

Tab. 3    Inhibitory rates of strain CGMCC 41126
against 6 forest pathogens

病原菌 菌株编号
CGMCC 41126

菌落半径/cm 抑菌率/ %

O. bicolor CFCC 57789 0.94 ± 0.33 c 78.88

O. pseudobicolor CFCC 52683 0.61 ± 0.10 d 86.24

E. fujiensis CFCC 53580 0.59 ± 0.09 d 86.75

E. polonica CFCC 53552 1.10 ± 0.10 c 75.40

G. daii CFCC 55517 1.50 ± 0.08 b 66.66

G. chinensis CFCC 52286 1.87 ± 0.10 a 56.62

 

A. 双色长喙壳 CFCC 57789；B. 左侧为双色长喙壳 CFCC 57789；C. 拟双色长喙壳 CFCC 52683；D. 左侧为拟双色长喙壳 CFCC 52
683；E. 富士长喙壳 E. fujiensis CFCC 53580；F. 左侧为富士长喙壳 CFCC 53580；G. E. polonica CFCC 53552；H. 左侧为 CFCC 53
552；I. G. daii CFCC 55517；J. 左侧为 CFCC 55517；K. G. chinensis CFCC 52286；L. 左侧为 CFCC 52286；B, D, F, H, J , L. 右侧均
为近渐绿木霉 CGMCC 41126。

A B C D

E F G H

I J K L

图 6    菌株 CGMCC 41126与其他 6种林木病原菌对峙培养 4 d后的效果图

Fig. 6    Effect diagram of strain CGMCC 41126 cultured in confrontation with other 6 forest pathogens for 4 d
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 3.3    近渐绿木霉的抑菌广谱性和对寄主植物的安全性

本研究首次发现近渐绿木霉对松色二孢具有良

好的防效，为马尾松枯梢病的防治提供了优良菌源。

抑菌谱结果证实，近渐绿木霉对长喙壳类真菌（双色

长喙、拟双色长喙壳、富士长喙壳、E. polonica）、栎
叶斑病菌（G. daii），板栗溃疡病菌等 6种林木病原

真菌也具有抑菌能力，其中，对富士长喙壳的抑菌率

高达 86.75%，且已有研究证实，人工接种富士长喙

壳可致死日本落叶松（Larix kaempferi）[38]。研究表明，

近渐绿木霉不但对马尾松枯梢病菌具有拮抗作用，

对引起其他针叶树和阔叶树病害的病原菌同样具有

拮抗效果，表现出广谱抑菌活性。对寄主植物安全

性测试结果表明，近渐绿木霉对马尾松苗木不具有

致病性，作为拮抗真菌具有一定安全性。综上所述，

近渐绿木霉具有良好生防森林病害的作用，有值得

进一步开发的潜力。

 4   结　　论

本研究通过平板对峙培养法和菌丝生长速率法,
筛选获得 1株对马尾松枯梢病菌松色二孢具有良好

抑制效果的拮抗菌株 CGMCC 41126，通过形态学和

分子生物学鉴定，明确该菌株为近渐绿木霉。实验

发现，近渐绿木霉对松色二孢具有良好的抑菌效果，

同时对 6种林木病原菌包括长喙壳类真菌双色长喙

壳、拟双色长喙壳、富士长喙壳、E. polonica、栎叶斑

病病原和板栗溃疡病病原也具有较好拮抗效果，其

抑菌谱广为马尾松枯梢病的生物防治提供了潜在拮

抗菌源和防控依据。
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