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玉米丝黑穗病生防放线菌的筛选及
对冬孢子萌发的抑制作用
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摘要:从土壤样品分离得到 47 株放线菌 ,通过对冬孢子萌发率的测定得到 6 株(S-1、H-21 、S-12、H-4、H-13 、H-

1)对冬孢子萌发有较好的抑制作用 , S-1 菌株及代谢产物对冬孢子萌发抑制率达到 76.56%, 其次为 H-21 和 S-

12 ,抑制率分别为 70.15%和 56.87%。
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Abstract:47 strains Actinomyce te we re iso la ted f rom so il samples.6 str ains out of them had more inhibitiv e to teli-

ospo re germination.The metabo lic pr oducts of S-1 was the most inhibitiv e with inhibition ra te 76.56%, H-21and

S-12came the second with inhibition rate70.15% and 56.87%, r espectively.
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国于 1919年在东北地区首次发现 。目前该病己遍

布世界各玉米产区。20 世纪 80年代 ,由于抗病品

种的推广和使用 ,玉米丝黑穗病曾得到了控制 ,但

20世纪 90年代后期由于气候 、栽培方式和品种更

换等原因 ,玉米丝黑穗病又大面积发生和流行。重

庆 、山西 、内蒙古 、云南 、辽宁 、吉林和黑龙江等省都

相继报道玉米丝黑穗病大面积发生。玉米丝黑穗病
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的再度发生与流行严重影响了玉米的产量和品质 ,

给玉米产量造成了严重损失。东北春玉米区玉米丝

黑穗病的大发生 ,仅 2002 年就造成产量损失 10%

～ 15%,其中黑龙江省发病面积 44万 hm2 ,占全省

玉米种植面积的 20%;吉林省发病面积 60万 hm 2 ,

占全省玉米面积的 20%;辽宁省发病面积 3.3 万

hm 2 ,占全省玉米种植面积的 2.3%[ 1] 。

玉米丝黑穗病是玉米丝轴团散黑粉菌(S phac-

elotheca rei liana)引起的一种幼苗侵入的系统性病

害 ,病菌主要以冬孢子在土壤 、粪肥中或附在种子表

面越冬 ,成为次年的初侵染来源 ,牲畜取食的病菌孢

子经消化道消化后仍具有侵染力。病菌厚垣孢子在

土壤中可存活 3 ～ 5 a ,且侵染期较长。冬孢子萌发

产生的“ +” 、“ -”不同的冬孢子萌发后相结合形成

的双核菌丝才具侵染力 ,侵入寄主幼苗生长锥 ,完成

侵染过程 ,以侵染胚芽为主 ,根部侵染次之 ,在胚芽

上 ,胚芽鞘侵染率高于中胚轴 ,根的各个部位均可侵

染 ,以胚根感染率最高。冬孢子侵染玉米的适宜温

度为 21 ～ 28℃,需较低或中等的土壤含水量。土壤

缺氮时易发病。康绍兰[ 2]等证明玉米丝黑穗病菌冬

孢子还可以从叶片侵入 ,引起局部黄斑症状 ,病菌在

寄主的组织间或细胞内扩展 ,接种后 50 d 就可以在

寄主组织内形成冬孢子。冬孢子能否顺利完成侵染

则取决于寄主植物的抗性 ,土壤中的孢子数量与适

宜的侵染时期的温度和土壤湿度。主要危害雌穗和

雄穗。侵入前是防治的最适时期
[ 3]

。冬孢子能否萌

发是导致病害发生的重要因素 。因此抑制冬孢子萌

发是玉米丝黑穗病生物防治的关键 。目前玉米丝黑

穗病普遍使用种衣剂进行防治 ,存在对环境兼容性

差 、病菌产生抗药性等不足 。因此筛选防效较好且

能与环境亲和的生防制剂具有重要的理论价值和实

践意义。

本文针对冬孢子萌发的抑制作用筛选出几株生

防放线菌 ,为玉米丝黑穗病的生物防治奠定了理论

基础 。

1　材料与方法
1.1　材料

1.1.1　土壤样品　取自黑龙江省农垦科学院玉米

试验田根际土壤 ,沈阳农业大学玉米试验田玉米根

际土壤。

1.1.2 　供试病原菌 　玉米丝轴团散黑粉菌

(S phacelotheca reil iana):黑龙江省农垦科学院保

存菌种。

1.2　方法

1.2.1　玉米丝黑穗冬孢子萌发培养基的筛选　筛

选培养基 L-氏培养基
[ 4]

、改良 PDA 培养基(1%麦

芽浸汁 ,1.8%葡萄糖 , 2%马铃薯浸汁 ,1.8%琼脂)、

水琼脂+蔗糖培养基 、MB-50 培养基(0.1%磷酸二

氢钾 , 0.06%酵母膏 , 0.04%硫酸镁 , 0.06%尿素 ,

0.003%硫酸亚铁 , 5%蔗糖 , 1.8%琼脂)、营养琼脂

培养基 、PDA 培养基 、水琼脂+葡萄糖 、水琼脂+麦

芽糖 、G .A(2%蔗糖 ,0.08%硫酸镁 ,0.3%醋酸氨 ,

0.063%柠檬酸 ,0.3%磷酸氢二钾 ,0.008%硫酸铁 ,

0.0014%硫酸锰 , 0.00004%硫酸铜)、MM 培养基

(1%麦芽浸汁 ,1%麦芽糖 , 1%马铃薯浸汁 ,1.8%琼

脂)、水+麦芽糖培养基 、寄主培养基(2%玉米叶浸

汁 ,1.8%琼脂)。

筛选方法:制备上述 11种培养基平板 ,将冬孢

子配成一定浓度的孢悬液涂沫在 11 种培养基平板

上 ,低倍镜下每视野 30 ～ 40个冬孢子 ,每处理重复

3次 , 48 h后观察计算孢子萌发率 。

萌发率/ %=冬孢子萌发数/观察冬孢子总数

×100%

1.2.2　土壤放线菌的分离　土壤样品经阴凉处风

干后 ,称取 10 g 于 90 mL无菌水中 ,振荡 30 min后

静止 10 min系列梯度稀释[ 5] ,取 200 μL 稀释 10-4

的土壤悬浮液涂布于高氏 1号培养基上 ,置于 28℃

恒温培养 ,7 d后分离放线菌并进行纯化。

1.2.3　拮抗放线菌的筛选　(1)发酵液制备:发酵

培养基 1.5%大豆粒(加适量水煮沸 0.5 ～ 1.0 h取

滤液), 0.5%蛋白胨 ,0.25%硫酸氨 ,2.0%葡萄糖 ,

1%淀粉 ,0.025%硫酸镁 ,0.02%磷酸二氢钾 ,0.4%

氯化钠 ,配成水溶液 ,调 pH 至 7 ～ 8 ,加入 1%碳酸

钙 湿热灭菌 30 min
[ 6]

。将纯化培养好的放线菌菌

株接入原始发酵培养液中 ,在 28℃, 180 r·min
-1
的

条件下进行振荡培养。4 d 后 ,将培养物用灭菌的

滤纸过滤 ,然后再将滤液经 3 000 r·min-1离心 15

min 。取上清液用孔径为 0.45 μm 滤膜过滤 ,得到

代谢产物[ 7] 。(2)病原菌孢子悬浮液的配制:用接

菌钩挑取少量冬孢子粉经甲醛高锰酸钾混合液表面

消毒。用无菌水配制低倍镜下每视野 30 ～ 40个冬

孢子的孢悬液
[ 8]

。(3)发酵液对冬孢子萌发抑制率

的测定[ 9] :将上述配制好的孢悬液与发酵液 1∶1

混合置于水麦芽糖琼脂培养基中 。28℃恒温培养 2

d ,计算萌发率。孢子萌发以先菌丝长度超过冬孢

子半径为准 。以孢悬液与发酵培养液 1∶1混合置

于水麦芽糖琼脂培养基中培养作为对照 ,每处理 3

次重复 ,计算 20个不同视野冬孢子萌发数 。

孢子萌发率/%=萌发孢子数/孢子总数 ×

100%,孢子萌发抑制率/ %=(对照孢子萌发率-处

理孢子萌发率)/对照孢子萌发率×100%[ 10]
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2　结果与分析
2.1　玉米丝黑穗病菌冬孢子萌发培养基的筛选

对 11种培养基进行筛选 ,结果表明(见表 1):

水琼脂与麦芽糖的混合培养基最有利于玉米丝黑穗

病菌冬孢子的萌发 ,冬孢子萌发率达到 84.49%,其

次是改良 PDA 培养基(在 PDA 中加入 1%的麦芽

浸汁),冬孢子的萌发率为 74.77%,两种培养基对

冬孢子萌发的促进作用在 5%的水平上差异显著 ,

但在 1%的水平上差异不显著 ,筛选出水琼脂与麦

表 1　不同培养基对冬孢子萌发的影响

培养基
冬孢子萌

发数/个

冬孢子观

测总数/个

冬孢子萌

发率/ %

差异显著水平

5% 1%

水琼脂+麦芽糖 109 129 84.49 a A

改良PDA 培养基 83 111 74.77 b AB

PDA培养基 105 149 70.47 b B

L-氏培养基 82 118 69.49 b B

水琼脂+葡萄糖 91 135 67.41 b B

MM 培养基 58 106 54.71 c C

MB-50培养基 79 156 50.65 c C

G.A 34 102 33.33 d D

寄主培养基 29 118 24.58 e DE

水琼脂+蔗培养基 16 106 15.09 f EF

营养琼脂培养基 12 162 7.40 f F

芽糖的混合培养基为冬孢子萌发的最适培养基 。

2.2　放线菌的分离

采用稀释平板法分离土样中的放线菌 ,挑取单

菌落进行纯化 ,共获得 47株放线菌分离物 ,分别编

号为 H-1 ～ H-29 , S-1 ～ S-18 ,以玉米丝黑穗为靶标

菌进一步筛选出有高拮抗活性的放线菌。

2.3　拮抗放线菌的筛选

通过 47 株放线菌发酵液对冬孢子萌发抑制率

的测定 ,从供试的 47株放线菌中筛选出 6株对玉米

丝黑穗病菌冬孢子萌发有抑制作用的菌株(见表

2),分别为:H-1 , H-4 , H-13 , H-21 ,S-1 , S-12 。其中

对冬孢子萌发抑制率超过 70%的有 2株:S-1和 H-

21 ,S-1发酵液对玉米丝黑穗病菌冬孢子萌发的抑

制率最高 ,达到 76.56%(见图 1)。

表 2　拮抗放线菌对冬孢子萌发的抑制效果

菌株 对照萌发率/ % 处理萌发率/ % 冬孢子抑制率/ %

S-1 83.67 19.61 76.56

H-21 83.67 24.98 70.15

S-12 83.67 36.09 56.87

H-4 83.67 41.32 50.61

H-13 83.67 42.24 49.52

H-1 83.67 42.47 49.24

图 1　S-1发酵液处理的冬孢子萌发结果

3　讨论
病菌冬孢子萌发产生的先菌丝可在玉米 5叶期

前完成对玉米的侵染并在植株体内繁殖
[ 4]

。因此本

试验从抑制冬孢子的角度出发 ,从玉米根际土壤中

分离得到放线菌 47株 ,其中 S-1发酵液对玉米丝黑

穗冬孢子萌发有较强的抑制作用。对冬孢子的萌发

抑制率达到 76.56%。推测放线菌菌株发酵代谢物

中可能存在某种物质抑制冬孢子的萌发 ,有待于进

一步的研究。

参考文献:
[ 1] 　晋齐鸣 ,王晓鸣 ,王作英.东北春玉米区玉米丝黑穗病大发生

原因及对策[ J] .玉米科学 , 2003 , 11(1):86-87.

[ 2] 　康绍兰 ,李兴红 ,郭华强.玉米丝黑穗病菌对玉米叶片的侵染

过程[ J] .河北农业大学学报 , 1995 , 18(4):128-129.

[ 3] 　郑俊强 ,高增贵.玉米土传病害生物防治的研究进展[ J] .玉米

科学 , 2005 , 13(1):114-118.

[ 4] 　刘惕若.黑粉菌与黑粉病[ M ] .北京:农业出版社 , 1984.

[ 5] 　俞大绂.植物病理学和真菌学技术汇编[ M ] .北京:人民教育

出版社 , 1963.

[ 6] 　潘争艳.药用植物土壤中拮抗放线菌的分离 、筛选及初步鉴

定[ J] .河南农业科学 , 2007(3):67-68.

[ 7] 　潘争艳 ,刘伟成 , 裘季燕 , 等.放线菌Ⅲ-61 、A-21对蔬菜枯萎

病和灰霉病的控制作用[ J] .华北农学报, 2005 , 20(4):92-97.

[ 8] 　张波.放线菌Z139菌株的分离 、鉴定及其生物活性[ J] .西北

农林科技大学学报 , 2005(8):69-72.

[ 9] 　吴文君.植物化学保护实验技术导论[ M ] .西安:陕西科学技

术出版社 , 1988.

[ 10] 　杨佩文 ,李艳琼.放线菌发酵提取物对百合炭疽病的抗菌活

性筛选[ J] .农药 , 2006(8):71-74.


