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摘要:从河南省罗山县和舞阳县烟区采集的土壤样品 ,经分离纯化获得 6个真菌菌株 ,采用平板对
峙法发现其中 1株真菌对烟草黑胫病菌(Phy tophthora nicotianae)有明显的抑制作用 ,其拮抗机理
主要是拮抗作用 、寄生作用和竞争作用。
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Screening of Antagonistic Fungi against Tobacco

Black Shank and Its Antagonism
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Abstract:Soil samples w ere collected f rom tobacco fields in Luoshan and Wuyang counties , Henan

province.After isolation and purification , 6 fungus st rains were obtained.It w as found that , by pair-
ing culture , one fungus st rain had apparent antagonistic effect to tobacco black shank (Phy tophthora
nicot ianae), and i ts antag onistic mechanism appeared to be antibiotic , parasit ic and competitive actions.
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　　烟草黑胫病是一种由烟草疫霉(Phytophthora

nicot ianae Brada de Hann)引起的土传真菌性病

害[ 1] ,烟草从播种到收获 ,整个过程都可受到该病

原菌的侵染。由于其危害往往是毁灭性的 ,因此 ,常

常给烟草生产造成严重的经济损失。目前 ,在生产
中主要采用种植抗病品种[ 2 ～ 4] 、化学药剂防

治[ 4 ～ 7] 、生物防治[ 8～ 11] 、合理轮作[ 12]等综合措施加

以防治 ,但仍无法杜绝该病的发生 。

利用有机堆肥防治土传病病害起始于 20世纪

70 年代 , 美国俄亥俄州大学植物病理学教授
Hoitink首次利用树皮制作的堆肥成功地防治苗圃

中严重的根腐病 、疫霉病和立枯病等土传病害 ,并提

出了利用土壤有益微生物对土传病害进行防治的机

理与方式[ 13～ 16] 。所以 ,通过调节土壤中微生物之

间的平衡 ,利用有益微生物对土传病原菌的攻击 、竞

争或拮抗等作用使土壤病原菌的数量减少 ,从而使

土传病害得到抑制 。因此 ,本研究从生态学观点出

发 ,采取发病烟株的原位土壤 ,从中筛选出高效而稳

定的黑胫病拮抗菌并对其抑制作用进行研究 ,为有

效防治烟草黑胫病害提供有益的探讨 。

1　材料与方法

1.1　培养基

PDA培养基:马铃薯 200 g ,蔗糖 20 g ,琼脂 15

～ 20 g ,蒸馏水 1 000 ml ,自然 pH ,压力 1.05 kg/

cm2 , 121.3 ℃下灭菌 20 min。

1.2　病原菌

病原菌系 2004年从采自罗山县和舞阳县的较

典型黑胫病病症烟株的感病组织中分离纯化而得。

1.3　土壤真菌分离

取样品烟株根际周围的土壤 10 g ,放入 90 ml
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无菌水的三角瓶中 ,振荡 30 min后静置 20 min ,然

后稀释至 10
-4
, 10

-5
和 10

-6
g/ml 3个浓度梯度 ,分

别在 3个浓度的溶液中加入 1ml 8万单位的硫酸庆

大霉素。分别吸取上述 3个溶液 0.2m l在 PDA 培

养基平板上均匀涂布 , 3次重复 ,置于 28 ℃温箱中

培养 72 h ,挑取单菌落进行纯化并移入斜面培养基

上保存。

1.4　拮抗菌筛选

分别将培养 72 h 的土壤真菌和黑胫病病原菌

在 PDA培养基上进行对峙培养。培养基中间接黑

胫病病原菌 ,两边接种分离得到的土壤真菌 ,两菌相

距 2.5 cm , 3 d后检查对峙培养结果 ,根据两菌菌落

发展速度 、菌落之间有无抑制带 、菌落边缘的菌丝是

否发生稀疏和萎缩的现象等来判断分离的真菌对病

原菌有无拮抗作用。

1.5　拮抗作用测定

制备 PDA平板后 ,采用对峙培养法将上述分离

出的拮抗菌分别接种在烟草黑胫病病原菌的两侧 ,

28 ℃恒温培养 ,连续观察两菌落生长情况及其菌落

间的相互影响 ,以两菌之间拮抗带的大小来判断拮

抗作用大小。

1.6　寄生现象观察

挑起上述对峙培养 4 d后的菌落交界处的菌丝

块 ,于普通光学显微镜下观察 ,进而判明拮抗菌抑制

病原菌的作用方式和机理 。

2　结果与分析

2.1　土壤真菌的分离

经过平板稀释涂布分离 ,从土壤中共获得 6 种

真菌 ,其菌落颜色分别为绿色 、棕色 、黑色 、土黄色 、

白色 、褐蓝色 6个菌株。为了便于分析和研究 ,暂将

其分别编号为 Ty -1 、Ty -2 、Ty -3 、Ty -4 、Ty-5

和 Ty-6 。

2.2　拮抗菌株的筛选及其拮抗作用

通过对峙培养 ,从 6株真菌菌株中筛选出 1 株

对烟草黑胫病病菌具极强拮抗作用的菌株 Ty -3。

该菌初期菌落平展 ,白色 ,菌丝稀疏 ,成熟的菌落黑

色 ,背面无色。菌丝无色有明显分隔 ,具有分枝 ,直

径 3 ～ 4 μm 。成熟时菌丝长出分生孢子梗 ,主干和

每个侧枝的顶端都着生梗 ,梗呈两头尖的纺锤棒状 ,

分生孢子为圆球形或卵圆形。对峙培养中发现 , Ty

-3 菌生长旺盛 ,可产生大量短绒状气生菌丝和分

生孢子丛 ,黑胫病菌丝和 Ty -3菌交界处出现明显

的拮抗带 ,拮抗带宽度达 12 ～ 15.4 mm 。Ty-3 菌

能越过菌落交界处直接占据黑胫病菌落生长空间 ,

并且能够在病菌上生长 ,产生孢子 ,逐渐将病菌消解

(图 1 ,2)。该菌的拮抗作用表现为产生抑菌带或抑

菌圈 ,使病原菌菌丝生长明显受到抑制 ,因而 ,具有明

显的营养竞争和分泌抗生物质产生拮抗作用。

图 1　Ty-3 菌与黑胫病菌对峙生长 2d后

图 2　Ty-3 菌与黑胫病菌对峙生长 6d后

2.3　寄生现象观察

在普通显微镜下观察 ,可以清楚地看到 Ty -3

菌菌丝可附着并缠绕在黑胫病菌丝之上(图 3),表

明该真菌可通过寄生在黑胫病病原菌上进行生长 ,

通过长时间的寄生生长可把病原菌杀死并将其分

解 ,从而对病原菌的生长产生强烈抑制作用。

图 3　Ty-3 菌对黑胫病菌菌丝缠绕 、附着
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3　讨论

从原位土壤中分离出 6个真菌菌株 ,其中 Ty -

3真菌具有极强的营养竞争和寄生能力 ,对烟草黑

胫病有明显的抑制作用。Ty-3真菌能够缠住病原

菌并且能够将病原菌逐渐消解 ,其可能的机理是 Ty

-3 真菌释放一种酶从而将其细胞进行降解 ,最终

将其致死 ,至于该真菌分泌的是何种物质尚待进一

步研究判明。另外 ,多次重复的烟株盆栽试验表明 ,

将 Ty-3真菌悬浮液直接接种于烟株茎基部和中

部 ,均未发现其对烟草生长有不良的影响。该菌株

的学名有待于进一步的生物学鉴定 。

于实验室在制备 Ty -3菌的田间试验制剂中

发现 ,该菌接种在牛粪堆肥上能够迅速生长 ,并且产

生大量孢子 。因此 ,这为本研究进一步开发具有抑

菌功能的有机肥提供了必要的理论和物质基础。大

量实践也表明 ,优质腐熟的堆肥不仅可以作为有益

微生物的适宜载体与丰富营养物的来源 ,为有益微

生物的存活提供优良的生活环境 ,而且通过施用这

种含有大量有益微生物的有机肥向土壤接种有益微

生物 ,进而提高土壤肥力和土壤中微生物的总活

性[ 16 , 17] 。许多研究表明 ,从土壤或其他材料中分离

得到的有益菌应用于田间时 ,往往因土著微生物的

竞争而不能起到抑制病害的作用[ 18 ,19] 。尽管导致

试验失败的原因有很多 ,但最重要的则是接种于土

壤后有益菌无法得到充足的营养进行大量繁殖 ,所

以无法起到抑制病害的作用。我们拟将从原位土壤

中筛选出的拮抗菌 Ty -3接种于腐熟的牛粪堆肥

中 ,使其在有机肥中大量滋生 。这样 ,在向烟田施用

有机肥的同时也带入大量来自原位土壤的拮抗菌 ,

并且有机肥也为拮抗菌提供了丰富的有机营养 ,因

而更加有利于该类拮抗菌的定殖与繁殖生长 。这

样 ,通过使用带大量拮抗菌的有机肥 ,在起到修复土

壤微生态环境的同时 ,使更多的土壤有益微生物大

量增加 ,因而提高了土壤中有益微生物的活性 。最

终 ,通过土壤中大量有益微生物的共同作用 ,从根本

上防治烟草黑胫病的发生 。

当然 ,由于复杂多样的土壤环境 ,这种富含 Ty

-3菌的牛粪堆肥能否在大田中表现出良好的抑制

烟草黑胫病的作用 ,还有待于进一步的田间效果试

验。
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