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摘 要:火龙果溃疡病是危害火龙果的重要病害之一.为有效开展火龙果溃疡病的生物防

治,本研究比较了17种木霉菌的菌丝生长速率、产孢量,并通过对峙抑制试验和盆栽试验

等比较不同木霉菌对火龙果溃疡病的抑制作用,从中筛选出了木霉菌KN-28,其抗生效果

最强,其无菌发酵液对火龙果溃疡菌的抑制率高达92.9%,盆栽试验防效可达到59.07%~
70.11%.综上所述,木霉菌KN-28防治火龙果溃疡病的潜力巨大,有望作为火龙果的生防

目的菌株.
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  火龙果(Hylocereusundatus)是一种具有较高经济价值和营养价值的热带、亚热带果树.
由于火龙果种植集中,品种单一,再加上各种病原微生物逐年累积,致使火龙果病害发生严重,

最终导致产量和品质急剧下降.目前,火龙果病虫害的防控主要采取化学防治、抗病育种、农

业防治和生物防治等方法;其中,化学防治为主要防治措施[1],但由于化学防治会对人类健康

和生态环境造成危害和破坏,长期使用容易使病原菌产生抗药性[2],因此,寻求安全有效且环

境友好的病害防治手段将有助于火龙果产业的绿色健康发展.抗病品种的选育进展缓慢,且在

火龙果种质资源中未发现高抗品种[3].农业防治虽可以辅助防病,但不能从根本上控制病害发

生[4].生物防控可作为解决土传病害的有效途径[5],其中木霉菌属(Trichoderma)真菌作为一

种能有效防治植物病害的有益真菌,在农业生产实践中效果显著,越来越受到人们的关注[6-8].
火龙果溃疡病是真菌性病害,病原菌是新暗色柱节孢(Neoscytalidiumdimidiatum),是火

龙果主要病菌之一,侵染枝条时可降低光合作用而减产,为害果实时可直接降低果实的商品

性[9].溃疡病的为害症状是感病初期病茎和果实小范围褪色形成直径圆形凹陷斑点,逐渐形成

典型的火山口状红褐色或黑色突起,后期病斑突起形成火山口状溃疡斑,同时感病组织内部腐

烂,造成茎段腐烂和果实开裂.夏秋季高温高湿的气候条件发病尤为严重,并且该病可依靠带

病种苗和孢子传播,在海南地区危害非常严重,是目前火龙果种植过程中亟需解决的病害防治

难题[10-11].木霉菌 (Trichoderma)属于真菌门、知菌亚门、丝孢纲、丝孢目、丛梗孢科,其有性

阶段为子囊菌亚门、肉座目、肉座科的肉座菌属.大量研究表明,多数木霉菌可产生生物活性

物质,并对植物病原真菌、植物病原线虫等具有拮抗作用.生物活性物质包括次级代谢产物和

细胞壁降 解酶类等物质,可以有效提高农作物的抗逆性,减少植物病害并促进植物生长[12-13].
目前对于防治火龙果溃疡菌的报道很少,同时木霉菌种类很多,不同种之间以及同种的不同菌

株之间对病菌的抑制作用存在明显差异.有研究表明,木霉菌对灰葡萄孢菌(Botrytiscinerea)、

尖孢镰刀菌(Fusariumoxysporum)、变灰尾孢菌(Cercosporacanescens)、假尾孢菌属(Pseudo-

cercospora)、立枯丝核菌(Rhizoctoniasolani)、炭疽菌(Colletotrichum spp.)、终极腐霉菌

(Pythiumultimum)等有生防作用,但不同的木霉菌对不同作物及不同病害的防治效果有差

异[14].已有报道表明,木霉菌对猕猴桃溃疡病有很好的防治效果,且灌根施用木霉菌能明显降

低海棠枝干溃疡病的发病程度[15-16].因此,筛选对火龙果溃疡菌有较强抑制作用的木霉菌株,

将对火龙果的生物防控具有重要意义.

1 材料与方法

1.1 供试菌株

病原菌菌株:火龙果溃疡病菌(Neoscytalidiumdimidiatum)由海南北纬十八度果业有限

公司先端基地检测室提供.
木霉菌供试菌株共17株,分别为棘孢木霉(Trichodermaasperellum)、黑绿木霉(T.atro-

viride)、交织木霉、钩状木霉、哈茨木霉1、哈茨木霉22、绿色木霉(T.viride)1、绿色木霉

2、绿色木霉3、长枝木霉1、长枝木霉2、长枝木霉38、长枝木霉115、木霉菌 KN1、木霉菌

KN19、木霉菌KN20、木霉菌KN28;均由海南大学热带作物学院提供,PDA培养基由上海碧

云天生物技术有限公司提供.

04 植 物 医 学        http://xbbjb.swu.edu.cn       第1卷



1.2 试验方法

1.2.1 不同木霉菌菌丝生长速度的测定

在80mm的培养皿底部的背面画上“十”字,将在PDA平板上活化培养3d的17株木霉菌

菌碟(φ6mm)接种在PDA培养基上,每个处理4次重复,28℃恒温培养48h后用十字交叉法

测量菌落的直径.

1.2.2 不同木霉菌产孢量的测定

将直径为6mm的木霉菌碟接种在PDA培养基上培养5d后加入10mL无菌水反复冲洗,

将洗下的孢子悬浮液置于试管中依次稀释,用血球计数板于显微镜下观察进行孢子计数,每个

处理4次重复.

1.2.3 不同木霉菌与溃疡菌空间竞争能力测定

采用对峙培养法,在80mm的PDA平板两端,取直线距离为50mm的上下两点,分别接

种培养3d的溃疡菌和木霉菌菌碟,以只接溃疡菌放置于培养皿上点作对照,于28℃下恒温对

峙培养,每个处理4次重复,待木霉菌与溃疡菌接触后计算木霉菌对溃疡菌菌丝生长抑制

率(%).
对峙抑制率(%)=(对照菌落半径-处理菌落半径)/对照菌落半径×100%
培养7d后,采用拮抗指数评价竞争作用强弱.
拮抗指数分级标准为:

Ⅰ级,木霉菌丝占据平皿100%;

Ⅱ级,木霉菌丝占据平皿>2/3;

Ⅲ级,木霉菌丝占据平皿>1/3,<2/3;

Ⅳ级,木霉菌丝占据平皿<1/3;

Ⅴ级,病原菌占据平皿100%.

1.2.4 不同木霉菌固体培养挥发性代谢物对病菌的抑制作用

1)木霉菌易挥发代谢物对溃疡菌的拮抗作用

采用对扣培养法测定.将木霉菌接种在PDA培养基上28℃恒温培养2d,并用无菌的双层

赛璐玢膜盖在其上方,接着用刚接过溃疡菌的培养基倒扣在赛璐玢膜上,用封口膜进行密封.
把病原菌倒扣于未接种过木霉菌的PDA上作为对照,每个处理4次重复.28℃恒温培养48h,

测量溃疡菌菌落直径,并计算木霉菌挥发代谢物对溃疡菌的抑制效果[17].
菌丝生长抑制率(%)=(对照菌落直径-处理菌落直径)/对照菌落直径×100%.

2)木霉菌难挥发代谢物对溃疡菌的拮抗作用

采用圆盘滤膜法测定.将赛璐玢膜平铺在PDA平板上,其上接种木霉菌碟,28℃恒温培养

2d后移去赛璐玢膜,其后接种活化3d的病原菌菌碟,以只接种溃疡菌菌碟作对照.每个处理

4次重复,28℃恒温培养箱内培养.48h后测量菌落直径,计算菌丝生长抑制率.计算方法同上.

1.2.5 不同木霉菌液体发酵滤液对溃疡菌的抑制作用

在100mLPDA培养液中接入10个直径6mm的木霉菌碟,28℃,150r·min-1恒温黑暗

振荡培养7d后,用直径0.22μm的无菌过滤器过滤除菌,获得无菌发酵滤液.分别将10mL和

30mL的滤液与无菌PDA混合至100mL,分别制成含有10%和30%发酵液PDA培养基.将

溃疡菌菌碟接种于发酵液PDA培养基上,28℃恒温培养,以分别混合等量无菌水的PDA平板

上接病原菌作对照,每个处理4次重复.接菌后72h测定菌落直径并计算抑制率,计算方法同上.
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1.2.6 木霉菌剂对火龙果溃疡病的盆栽防治作用

木霉菌剂制备:木霉菌KN-28的菌液与无菌发酵基质(麦麸)以1∶4(V/W)的比例均匀混

合在无菌瓷盘上,于28℃恒温培养箱中恒温培养5~6d,待木霉长满瓷盘后放置于室温下晾

晒2~3d,晒干后于粉碎机中打碎制成木霉菌剂备用.盆栽试验共设置5个处理.①空白对照;

②0.6%发酵基质:0.6kg发酵基质与100.0kg薯块充分混拌;③0.6%木霉菌剂:0.6kg木霉菌

剂与100.0kg薯块充分混拌;④1.0%木霉菌剂:1.0kg木霉菌剂与100.0kg薯块充分混拌;

⑤1.0%复合菌剂:1.0kg复合菌剂(木霉菌剂∶ 腐殖酸=3∶2)与100.0kg薯块充分混拌.溃疡

菌液以1.0%的施用量(V/W)均匀拌入盆栽土中,每盆种植4株火龙果,每个处理15个重复.
种植30d后调查溃疡病发生情况[18].

火龙果溃疡病的分级标准采用 Weinhold的方法,发病率、病情指数和防治效果按下式计算[19]:

发病率/%=(发病株数/调查总株数)×100%
病情指数=∑(发病株数×发病级别)/(调查总株数×5)×100;

防治效果(%)=(空白对照病情指数-处理病情指数)/空白对照病情指数×100%.

1.3 数据统计

数据整理使用Excel(WPS2012),数据分析使用DPS9.50软件.

2 结果与分析

2.1 不同木霉菌菌丝生长速度与产孢能力

从试验结果看出,17株供试木霉菌生长速率差异有统计学意义,其中长枝木霉115的菌丝

生长速率最快,菌落直径为76mm.不同木霉菌株产孢量差异非常明显,其中棘孢木霉、绿色

木霉3、木霉菌KN-28和哈茨木霉22的产孢量较大,分别为3.68×109,2.88×109,2.20×109

和1.58×109 个/mL.同种木霉菌的不同菌株菌丝生长速率相近,但产孢量差异较大;如木霉菌

KN19和木霉菌KN20培养2d的菌落直径分别为69mm,67mm,培养5d的产孢量分别为

5.65×107,4.0×105 个/mL(表1).

表1 不同木霉菌菌丝生长速度与产孢能力

木霉菌菌株 培养2d菌落直径/mm 培养5d的产孢量(107 个·mL-1)

长枝木霉115 76a 2.48f
交织木霉 73ab 0.30g
长枝木霉2 72ab 0.35g
绿色木霉2 71abc 0.27g
长枝木霉38 70abc 0.42fg
木霉菌KN19 69abc 5.65f
木霉菌KN20 67bcd 0.04h

钩状木霉 66bcd 2.40f
木霉菌KN-28 65cd 220.00c

棘孢木霉 63d 367.50a
木霉菌KN1 61de 13.70ef
哈茨木霉1 56ef 0.37f
哈茨木霉22 56ef 157.50d
长枝木霉1 55f 50.95e
绿色木霉1 54f 17.75ef
绿色木霉3 54f 287.50b
黑绿木霉 52f 5.73f

  注:同列小写字母不同表示差异有统计学意义(p<0.05).
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2.2 不同木霉菌与溃疡菌空间竞争能力

平板对峙试验显示,17株木霉菌对溃疡菌均有明显抑制作用.其中交织木霉、长枝木霉2
和绿色木霉2对溃疡菌的抑制率最高,均达到74.0%以上.拮抗指数表明,木霉菌KN-28、哈茨

木霉22、木霉菌KN19、长枝木霉38、棘孢木霉的拮抗能力最强,拮抗指数均为Ⅰ.与对照的溃

疡菌菌落相比,随着木霉菌的生长,溃疡菌菌丝生长速度开始变慢,与木霉菌接触后菌落颜色

变浅,菌丝开始被消解变得稀疏,说明木霉通过空间和营养竞争可以抑制溃疡菌生长(表2).

表2 不同木霉菌与溃疡菌空间竞争能力

不同处理 拮抗指数 抑制率/%

棘孢木霉 Ⅰ 73.7abc

长枝木霉38 Ⅰ 73.7abc

木霉菌KN19 Ⅰ 72.6abcd

哈茨木霉22 Ⅰ 73.1abcd

木霉菌KN-28 Ⅰ 71.9bcd

交织木霉 Ⅱ 76.1a

长枝木霉2 Ⅱ 74.9ab

绿色木霉2 Ⅱ 74.6ab

哈茨木霉1 Ⅱ 72.9abcd

长枝木霉1 Ⅱ 72.9abcd

黑绿木霉 Ⅱ 72.2abcd

木霉菌KN20 Ⅱ 71.9bcd

木霉菌KN1 Ⅱ 70.5cd

绿色木霉1 Ⅱ 69.6d

绿色木霉3 Ⅲ 72.3abcd

钩状木霉 Ⅲ 71.7bcd

长枝木霉115 Ⅲ 64.2e

  注:同列小写字母不同表示差异有统计学意义(p<0.05).

2.3 固体培养不同木霉菌的代谢物对溃疡菌的抑制作用

对生长速率快、产孢量高及平板对峙抑制效果好的8株木霉菌进行单独试验.根据表3可

知,不同木霉菌易挥发性代谢物对病原菌的抑制效果明显不同,其中长枝木霉115产生的挥发

性代谢物质对病原菌的抑制率最高,为53.4%,与长枝木霉2(抑制率为37.5%)差异有统计学

意义,其他木霉菌株对病原菌的抑制率差异无统计学意义.8株木霉菌产生的难挥发性代谢物

对病原菌的抑制作用较强,抑制率均高于80%.其中绿色木霉2与长枝木霉38菌株的抑菌率

最高,达到100.0%,其次为木霉菌KN-28,抑制率为80.8%,与其他木霉菌株差异有统计学

意义.
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表3 固体培养不同木霉菌的代谢物对溃疡菌的抑制作用

不同处理
易挥发代谢物

菌落直径/mm 抑制率/%

难挥发代谢物

菌落直径/mm 抑制率/%

对照(空白) 88a 87a

长枝木霉115 41b 53.4a 13bc 85.1d

黑绿木霉 46b 47.7ab 16b 81.6e

木霉菌KN19 47b 46.6ab 11bc 87.4c

棘孢木霉 48b 45.4ab 13bc 85.1d

长枝木霉38 50ab 43.2ab 0e 100.0a

木霉菌KN-28 51ab 42.0ab 8d 80.8b

绿色木霉2 52ab 40.9ab 0e 100.0a

长枝木霉2 55b 37.5b 16b 81.6e

  注:同列小写字母不同表示差异有统计学意义(p<0.05).

2.4 不同木霉菌液体发酵滤液对溃疡菌的抑制作用

从试验结果看出,不同木霉菌发酵滤液对溃疡菌均有抑制作用.PDA平板含木霉菌发酵滤

液浓度为10%时,抑制率较低.PDA平板含木霉菌发酵滤液浓度为30%时,其代谢物对病原菌

的生长产生明显的抑制作用,供试的8株木霉菌对病原菌的抑制率为64.3%~92.9%;其中,
木霉菌KN-28对病原菌的抑制率高达92.9%,和其他7株木霉菌差异有统计学意义,其次,对

病菌抑制效果较好的木霉菌株还有长枝木霉38、长枝木霉115和木霉菌 KN19,抑制率为

81.0%~88.1%(表4).

表4 不同木霉菌液体发酵滤液对溃疡菌的抑制作用

不同处理
水霉菌发酵滤液浓度为40%

菌落直径/mm 抑制率/%

水霉菌发酵滤液浓度为30%
菌落直径/mm 抑制率/%

对照(空白) 88a 84a

木霉菌KN-28 30c 65.9a 6f 92.9a

长枝木霉115 57b 35.2b 15d 82.1c

棘孢木霉 65b 26.1c 22c 73.8e

长枝木霉2 66b 25.0c 19c 77.4d

长枝木霉38 70ab 20.5d 10e 88.1b

绿色木霉2 74b 15.9e 30b 64.3f

木霉菌KN19 79b 10.2f 16c 81.0c

黑绿木霉 86a 2.3g 18c 78.6d

  注:同列小写字母不同表示差异有统计学意义(p<0.05).

2.5 木霉菌剂对火龙果的盆栽防治效果

木霉菌剂对火龙果的盆栽防治试验结果表明,施加木霉菌剂的不同处理能在一定程度上控

制火龙果溃疡病的发生.0.6%发酵基质的发病情况较空白对照差异不明显,说明施入的基质量

对病害发生的影响不大.随着木霉菌剂剂量增加,对火龙果的防效逐渐增强,0.6%木霉菌剂和

1.0%木霉菌剂的防效分别为59.07%和67.38%.1.0%复合菌剂防病效果最强,防效为70.11%,
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显著高于单施木霉菌剂,说明木霉菌剂与腐植酸混合更能降低溃疡病的发生程度(表5).

表5 木霉菌剂对火龙果的盆栽防治效果

不同土壤处理 发病率/% 病情指数/% 防效/%

对照(空白) 96.17a 70.27a

0.6%发酵基质 96.00a 67.50a 3.80d

0.6%木霉菌剂 54.50b 28.76b 59.07c

1.0%木霉菌剂 41.10c 22.92c 67.38b

1.0%复合菌剂 36.20d 21.00c 70.11a

  注:同列小写字母不同表示差异有统计学意义(p<0.05).

3 结论与讨论

木霉菌可以通过竞争、重寄生和抗生作用抑制火龙果溃疡菌.不同木霉菌株在各种拮抗机

制中对病菌表现拮抗作用强弱不完全一致.根据生长速度、产孢量及对病菌的拮抗作用综合分

析,确定木霉菌KN-28对火龙果溃疡菌的拮抗作用最好,其菌剂盆栽防效为59.07%~70.11%.
本研究为开发木霉菌剂对火龙果溃疡病的防治奠定了基础.

木霉菌对丝核菌的拮抗机制存在多种形式,不同木霉菌种之间对病菌的抑制作用存在明显

差异[20-21].前人研究结果发现,同种木霉菌菌丝生长速率相近,但不同菌株之间产孢量却存在

较大差异.本研究结果表明,17株木霉菌对溃疡菌均有明显抑制作用,也有研究表明有些木霉

菌对火龙果溃疡菌的抑制率达68%[14],交织木霉、长枝木霉2和绿色木霉2对溃疡菌的抑制率

均达到74.0%以上;木霉菌KN-28、哈茨木霉22、木霉菌KN19、长枝木霉38、棘孢木霉的拮抗

能力最强,拮抗指数均为Ⅰ.不同木霉菌生长速率差异有统计学意义,其中长枝木霉115的菌

丝生长速率最快,菌落直径达76mm.不同木霉菌株产孢量差异非常明显,其中棘孢木霉、绿

色木霉3、木霉菌KN78和哈茨木霉22的产孢量较大,分别为3.68×109,2.88×109,2.20×109

和1.58×109 个/mL.同种木霉菌的不同菌株菌丝生长速率相近,但产孢量差异较大;如木霉菌

KN19和木霉菌KN20,培养2d的菌落直径分别为69mm,67mm,培养5d的产孢量分别为

5.65×107,4.0×105 个/mL.
溃疡菌菌丝生长速度随着木霉菌的生长而开始变慢,与木霉菌接触后菌落颜色变浅,菌丝

开始被消解变得稀疏,表明木霉通过空间和营养竞争可以抑制溃疡菌生长.木霉菌对溃疡菌重

寄生下的显微观察发现,所有的木霉菌菌丝都能盘旋环绕在溃疡菌菌丝上,并在病原菌菌丝上

产生小的分支菌丝再次进行缠绕,推测这些细小分支可能侵入病原菌菌丝内部,从而导致病原

菌菌丝的变形、断裂,至其最终解体死亡.17株木霉菌对溃疡菌均有明显的抑制作用,其中哈

茨木霉22、木霉菌KN-28、长枝木霉38、棘孢木霉、木霉菌KN19与溃疡菌的对峙试验中表现

出较强的空间竞争能力与营养夺取力,既抑制溃疡菌在同一条件下的生长速率,又进一步在溃

疡菌菌落上增加了木霉菌菌落面积,导致病原菌菌落缓慢消失.
通过固体平板培养,8株木霉菌产生的易挥发代谢物对病原菌的抑制率较低,而木霉菌产

生的难挥发代谢物对病菌有较强抑制作用,说明木霉菌对病菌的抗生物质主要是一些难挥发代

谢物质.同种木霉菌易挥发性代谢物对病原菌的抑制效果明显不同,其中长枝木霉115产生的

挥发性代谢物质对病原菌的抑制率最高,为53.4%,高于长枝木霉2(抑制率为37.5%);其他

木霉菌株对病原菌的抑制率差异不明显.8株木霉菌产生的难挥发性代谢物对病原菌的抑制作
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用较强,抑制率均高于80%;其中绿色木霉2与长枝木霉38菌株的抑菌率高达100.0%,木霉

菌KN-28,其抑制率为80.8%,与其他木霉菌株差异有统计学意义.
用木霉菌液体发酵滤液进行抗生拮抗作用试验,结果表明8株木霉菌对溃疡菌均有较强的

抑制作用,抑制效果随着浓度增加而增强,进一步证明了抗生作用是木霉菌对病原菌的重要抑

制作用之一.其中对溃疡菌菌丝的抑制效果最好的是木霉菌 KN-28的发酵滤液,抑制率高达

92.9%;其次对病菌抑制效果较好的菌株是长枝木霉38、长枝木霉115和木霉菌KN19,抑制

率为81.0%~88.1%.
盆栽试验结果证明,木霉菌KN-28能有效防治火龙果溃疡病,其中,复合木霉菌剂较单施

木霉菌剂防病效果好,可能腐植酸能激发其生防潜能或提高植株的抗病性,其机理有待于进一

步研究.
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