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棉花立枯病拮抗真菌的筛选鉴定及防病作用研究
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摘要:为利用生防菌有效防控棉花立枯病,利用平板对峙法筛选对棉花立枯病菌具有高效拮抗作用的生防菌

株,通过形态学和ITS序列分析方法对菌株进行鉴定,明确该菌株对棉花立枯病菌是否具有重寄生作用,并
通过盆栽试验明确其对棉花立枯病的生防效果。结果表明,从24株木霉菌中筛选出1株对棉花立枯病菌具

有高效抑制效果的菌株 HBHD-1,抑制率可达89%,基于形态学和ITS序列分析方法对菌株进行鉴定,确定

该菌株为棘孢木酶(Trichodermaasperellum),该菌株对立枯丝核菌可产生重寄生作用。盆栽试验结果表明,
同时接种立枯病菌和棘孢木酶对棉花的生防效果可达70.85%。
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  棉花是我国重要的经济作物,在其生长过程

中常发生多种病害。其中立枯病、炭疽病和疫病

等是棉花苗期重要病害。立枯病是立枯丝核菌引

起的一种棉花土传真菌病害,低温高湿有利于立

枯病的发生和危害,病原菌能在土壤及病残体中

存活2~3a甚至更久[1]。

目前对棉花立枯病的防治主要是化学防治,
随着化学防治次数不断增多,农药用量增加,生态

环境恶化,自然生物种群的平衡遭到破坏,抗药性

上升较快。但其病害发生程度并未因此减轻,亟
需改进并完善传统的防治技术体系,提高棉花生

产安全,降低农药残留,减轻环境污染,推进棉花

生产从保量向保质过渡,从无害化生产向绿色生

产发展。生物防治是利用有益生物或生物的代谢

产物防治植物病虫害,生防菌是对植物病害进行

生物防治的常用菌,生防木霉菌(Trichoderma
spp.)通过抗菌作用、溶菌作用、竞争作用、重寄生

作用和捕食作用等方式阻止病原菌的侵入[2-3]。

木酶菌株T-39、T-22等已研发成生防产品[4-6],并
已应用于玉米、草莓等作物叶霉病、灰霉病等病害

防治中[7-10]。

本研究拟从河北工程大学植物病理学实验室

菌种资源库中筛选棉花立枯病菌拮抗菌,通过形

态学和ITS序列分析法对菌株进行鉴定,通过盆

栽试验明确拮抗菌对棉花立枯病的防治效果,以
期为立枯病的绿色防控提供基础资料。

1 材料与方法

1.1 材料

供试菌株:立枯丝核菌(Rhizoctoniasolani),
由河北省农林科学院植物保护研究所植物病害生

物防治研究室提供;棘孢木霉(Trichodermaas-
perellum),由河北工程大学植物病理学实验室分

离获得。
供试棉花品种:中植棉2号。

1.2 方法

1.2.1 棉花立枯病拮抗菌的筛选 将立枯丝核

菌接种于PDA平板,25℃黑暗培养7d后沿菌

落边缘打取直径为5mm的菌盘。将供试生防菌

和病原菌同时接到PDA平板的同一直径上,二
者相距3cm,以只接病原菌为对照,3次重复,

25℃黑暗培养7d后测定病原菌指向木霉菌的

菌落半径,计算木霉菌对病原菌的抑菌率[11-12]。

1.2.2 拮抗菌株的鉴定 拮抗菌株的形态学鉴

定:将筛选出的拮抗效果好的菌株接种到PDA
平板中央,在25℃的光照培养箱中培养5d,观
察菌落的形态特征。待菌落长满整个培养皿时,
制作临时玻片观察菌丝、分生孢子梗及分生孢子的

特征。菌株的形态学鉴定参照杨合同的方法[13]。
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拮抗菌株的分子生物学鉴定:采用 TaKaRa
DNA提取试剂盒提取菌株基因组DNA,采用真菌

通用引物ITS1(TCCGTAGGTGAACCTGCGG)和

ITS4(TCCTCCGCTTATTGATATGC)进行PCR
扩增,扩增产物测序后将结果进行BLAST分析,
在GenBank数据库进行检索,将获得的同源序列

菌株经CLUSTALW 进行序列比对,利用Maximum-
likelihood法构建系统发育树。

1.2.3 棘孢木酶对病原菌的重寄生作用 将棘

孢木酶和立枯丝核菌进行对峙培养。接种后24h
在显微镜下观察病原菌与拮抗菌的接触情况及病

原菌菌丝变化。

1.2.4 盆栽防效试验 2024年3月15日,将棉

花种子(中植棉2号)播种于基质中(营养土和蛭

石的比例为3∶1),生长至2叶1心时移栽到高

40cm、直径为60cm的底部有孔的花盆中,采用

河北工程大学校内试验基地的0~20cm耕层的

经灭菌的无菌土作为花盆土壤,将花盆置于河北

工程大学植物病理学实验室人工气候培养箱。
共设4个处理组,处理1:向土壤中加入200mL
1.0×107孢子·mL-1的棉花立枯病菌孢悬液+
200mL1.0×107孢子·mL-1的棘孢木酶孢悬液;
处理2:向土壤中加入200mL1.0×107孢子·mL-1

的棉花立枯病菌孢悬液;处理3:向土壤中加入

200mL1.0×107孢子·mL-1的棘孢木酶孢悬液;
处理4:接200mL清水作为对照。接种后每隔

3d浇水500mL,不施肥,21d后观察并记录不同

处理后棉花的生长和发病情况。

1.2.5 数据分析 采用Excel2010和SPSS17.0

软件对数据进行分析,采用Duncan's新复极差法

进行多重比较。

2 结果与分析

2.1 棉花立枯病菌拮抗真菌的筛选

利用平板对峙法,从河北工程大学菌种资源

库中筛选获得对立枯丝核菌具有高效拮抗作用的

木酶菌株8株,其中木霉菌株 HBHD-1的抑菌率

最高,为89%(图1)。

A.立枯丝核菌与木霉菌对峙培养;B.立枯丝核菌。

图1 木霉菌与立枯丝核菌对峙培养

2.2 拮抗真菌的鉴定

2.2.1 拮抗菌株的形态学鉴定 在PDA平板

上,菌株HBHD-1最初的菌落是白色,生长速度

快,3~4d可长满直径为9cm的培养皿,5d后

产生分生孢子,7d后覆盖整个平板(图2A)。分

生孢子梗分隔不明显,分枝对生,与主轴呈近直

角,瓶梗呈对称分布,顶端着生分生孢子(图2B)。
分生 孢 子 球 形、单 孢、浅 绿 色,具 细 刺 状 突 起

(图2C),图2B和C是在40×10倍镜下拍摄。根

据以上特征,菌株HBHD-1初步鉴定为棘孢木酶

(Trichodermaasperellum)。

A.PDA培养基上的菌落;B.分生孢子梗和分生孢子;C.分生孢子。

图2 木霉菌的培养性状与形态特征

2.2.2 拮抗菌株的分子生物学鉴定及系统发育

 将测序得到的ITS序列与NCBI基因库中已有

的木霉菌ITS序列进行比对,结果表明,菌株

HBHD-1与棘孢木酶(KR868254.1)的核苷酸序

列同源性达到了100%。结合培养性状和形态特

征,菌株HBHD-1鉴定为棘孢木酶(图3)。
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图3 基于rDNA-ITS序列构建木酶菌株 HBHD-1
及相关菌株的系统发育树

2.3 棘孢木酶对立枯核菌的重寄生作用

镜检发现(40×10倍镜),棘孢木酶与立枯丝

核菌对峙培养24h后,棘孢木酶 HBHD-1菌丝

缠绕在棉花立枯病菌菌丝上(图4A),与立枯病菌

菌丝交织在一起,使立枯病菌菌丝缢缩、变细

(图4B),进而使其菌丝细胞壁溶解,随后菌丝溶

解(图4C)。由以上可知,棘孢木酶能够对棉花立

枯病菌进行缠绕、缢缩和降解,因此其对棉花立枯

病菌具有重寄生作用。

A.缠绕;B.缢缩;C.降解。

图4 棘孢木酶 HBHD-1对立枯丝核菌的

重寄生作用

2.4 棘孢木酶对棉花立枯病的生防效果

由图5和表1可知,清水对照处理和只接种

棘孢木酶HBHD-1的棉花植株均未发病,只接种

立枯丝核菌的处理发病最重,发病率和病情指数

分别是83.15%和80.22,显著高于其他处理

(P≤0.05),棘孢木酶 HBHD-1+立枯丝核菌处

理,发病率和病情指数分别是34.18%和23.38,
防治效果可达70.85%。

1.清水对照;2.接种棘孢木霉;3.接种立枯丝核菌;4.接种立枯丝核菌;

5.接种立枯丝核菌+棘孢木霉;6.接种立枯丝核菌+棘孢木霉。

图5 棘孢木酶 HBHD-1对棉花立枯病的防治效果

表1 棘孢木 HBHD-1棉花立枯病的生防效果

 处理 发病率/% 病情指数 防治效果/%

棘孢木酶 HBHD-1+立枯丝核菌 34.18±2.15b 23.38±1.71b 70.85±0.37

立枯丝核菌 83.15±4.48a 80.22±2.71a

棘孢木酶 HBHD-1 0.00±0.00c 0.00±0.00c

清水对照 0.00±0.00c 0.00±0.00c

  注:不同小写字母表示在P≤0.05水平差异显著。
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3 讨论

木霉(Trichodermaspp.)具有重要的生防作

用,能够拮抗多种植物病原真菌,是目前农业生产

中应用较多的一种生防菌。研究表明木霉菌可通

过溶菌、重寄生、产生次级代谢产物和竞争空间等

方式来抑制植物病原真菌[14-17],除具有防病作用

外,木霉菌对植物还具有促生作用[18-21]。以色列

用木霉菌株T39、美国用木霉菌株T22制成的生

防菌剂可有效防治多种作物的灰霉病、苗枯病等

病害[4-6],我国用木霉菌株T6研制成的生防菌剂

对小麦禾谷胞囊线虫的胞囊和卵具有较好的防治

效果[22]。本研究通过平板对峙法筛选得到一株

对立枯丝核菌具有较高拮抗作用的木霉菌株,盆
栽试验表明其对棉花立枯病的防效可达70.85%,
在今后的研究中,需要明确其田间防效,为生防菌

剂的开发利用奠定基础。
重寄生作用是木霉对植物病原真菌的主要拮

抗机制,通过识别植物病原真菌菌丝的凝集素,在
水解酶和次生代谢物的作用下,对病原真菌进行

识别、接触、缠绕、穿透、寄生和溶解[23-24]。本研

究表明,棘孢木霉HBHD-1对棉花立枯病菌具有

较强的重寄生作用。Tseng等[25]研究表明木霉

菌在重寄生过程中产生大量的葡聚糖酶、几丁质

酶和蛋白酶水解病原菌细胞壁,进而穿透细胞壁,
进入植物病原真菌体内寄生,吸取营养,最终导致

病原菌死亡。本研究中棘孢木霉 HBHD-1对棉

花立枯病菌是否具有溶菌现象,哪些酶或代谢物

在溶菌现象中发挥作用,目前尚未明确,需要在今

后进一步研究。
棉花立枯病属于土传病害,棉花枯萎病菌通

过根侵染到棉花植株,考虑到木霉菌的土壤习居

性及与病原菌能更好地互作,本研究中棉花枯萎

病菌和木霉菌均采用分生孢子悬浮液灌根方式接

种棉花幼苗。本研究中,棘孢木霉对棉花的防病

试验是在人工气候箱中以盆栽试验完成的,可人

为控制温湿度等条件,与田间自然条件差异很大。
棘孢木霉在田间应用时会受到土壤温度、湿度、

pH、土壤含水量等因素的影响,防效不稳定,木霉

菌株在田间应用时,其定殖能力是反映菌株能否

适应土壤环境、是否能够存活并发挥其生防作用

的重要指标[26],因此,下一步需重点研究棘孢木

霉HBHD-1对棉花立枯病的田间防效、在棉花根

际土壤的定殖能力及前期应用技术。

4 结论

本研究丛河北工程大学植物病理学实验室菌

种资源库中筛选获得一株对棉花立枯病菌具有较

好抑制效果的真菌菌株,经形态学和分子生物学

鉴定确定其为棘孢木霉(T.asperellum),该菌株

对立枯丝核菌具有重寄生作用,盆栽试验结果表

明,该菌株对棉花立枯病的防治效果高达70%
以上。
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Screening,IdentificationandBiologicalControlofAntagonistic
FungusAgainstCottonBlightCausedbyRhizoctoniasolani

LIULei,HANMingqi,LISixian,TAOYulian,WEIXuejun,LIPengpeng
(SchoolofLandscapeandEcologicalEngineering,HebeiUniversityofEngineering,Handan056038,China)

Abstract:Inordertoscreenbeneficialmicroorganismsforeffectivelycontrollingcottonblight,dualculture
methodwasusedtoscreeningthehighestbiocontroleffecttothepathogenofcottonblight,thestrainwas
identifiedbasedontheanalysisofmorphologicaltraitsandrDNAinternaltranscribedspacers(ITS),clarify
whetherthisstrainhasaheavyparasiticeffectonRhizoctoniasolani,anditsbiocontroleffectoncottonblight
wasclarifiedthroughpotexperiments.TheresultsshowedthatonestrainHBHD-1withhighinhibitoryeffect
onthepathogenofcottonblightwasscreenedoutfrom24strainsofTrichoderma,withaninhibitionrateof
89%.BasedonmorphologicalandITSsequenceanalysismethods,thestrainwasidentifiedasTrichoderma
asperellum,whichcanproduceheavyparasiticeffectsonRhizoctoniasolani.Theresultsofthepotexperiment
showedthatthebiocontroleffectofinoculatingRhizoctoniasolaniandTrichodermasimultaneouslyoncotton
couldreach70.85%.
Keywords:cottonblight;Trichodermaasperellum;biocontrol
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