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康宁木霉对稻梨孢菌生防效果研究
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摘要:研究了康宁木霉(Trichoderma koningi i)对稻瘟病菌的生防效果 ,并对发酵配方及发酵条件
进行了优化 。结果表明:最适发酵培养基配方为 500mL 水中含麸皮 10.0g ,玉米芯粉 15.0 g ,硫酸
铵 1.0 g ,磷酸二氢钾 1.0 g ,氯化钙 0.15 g ,硫酸镁 0.25 g 。最适发酵条件:初始 pH 值 5.5 ,每
250mL三角瓶加培养基 60mL ,发酵温度 29℃,发酵时间 8 d。在此最适的发酵条件下 ,其相对抑
菌率达 75.5%。
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The Biological Control Effect of T richoderma köningii

against Pyricular ia ory zae
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Abstract:The biolo gical cont rol effect of Trichoderma köningi i on Pyricularia ory zae was stu-
died.The culture medium of Trichoderma köningii and the cul turing condition w as optimized.
The resul ts show ed that the fo rmula o f opt imum fermentation culture medium was:500 mL water
containing bran 10.0g , corn cob powder 15.0g , (NH 4)2SO 4 1.0g , KH2 PO 4 1.0g , CaC12 0.15g ,
MgSO 4 0.25g .The optimal culturing condi tion w as:initial pH value 5.5 , volume propor tion

60mL/250mL , culture temperature 29℃, culture t ime 8 day s.The highest inhibition rate against

Pyricularia ory zae could reach to 75.5%.
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　　由稻梨孢菌引起的稻瘟病是水稻上的重要病

害 ,每年都给世界各产区造成很大的损失 ,尤其在大

发生年份 。目前 ,主要采用抗病品种 、加强肥水管理

以及施用化学药剂进行防治 ,但是大面积长期使用

杀菌剂 ,易导致稻梨孢菌产生抗药性 ,造成环境污染

和破坏生态平衡[ 1] 。近年来 ,利用生物多样性来防

治稻瘟病也取得了一定进展 ,然而 ,生物多样性主要

是起预防作用 ,一旦病情发生必须采用其他方法 ,这

些都是不争的事实[ 2] 。利用拮抗微生物及其发酵物

可以达到生物防治 、以菌治菌的目的[ 3] 。康宁木霉

菌在植物病害防治方面具有巨大的潜力
[ 4]
,但其对

水稻稻瘟病的生物防治效果方面的研究尚较少报

道 。本试验研究了康宁木霉及其发酵液对稻瘟病菌

的生物防治效果 ,并优化了发酵配方 ,为研制开发新

型稻瘟病生防制剂奠定了基础。

1　材料和方法

1.1　菌种

康宁木霉和稻梨孢菌均购自中国科学院微生物

研究所 。
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1.2　方法

1.2.1　菌种的分离活化及孢子悬浮液的制备　稻

瘟病菌产孢方法参考文献[ 5 , 6] 进行 。康宁木霉孢子

悬浮液的制备:康宁木霉接种 PDA 平板培养基 ,

28℃倒置培养 5 d ,用 0.1% Tw een-80洗涤配成

10
7
cfu/mL 的孢子悬浮液 。用灭菌的烧杯盛装密

封 ,放在 4℃下冰箱内保存备用。

1.2.2 　抑菌效果的测定 　抑菌率测定方法:将

80mL 培养基装入 250mL 三角瓶中 ,灭菌 ,无菌条

件下取 1mL 康宁木霉孢子悬浮液到发酵培养液

中 ,28℃下置于 200 r/min摇床中发酵 6 d ,将发酵液

在 4℃下 , 6 000 ～ 8000 r/min 离心 20min , 取上清

液 ,用细菌滤器过滤得到无菌滤液 ,在无菌台上 ,用

无菌的打孔器将 PDA 平板打一个直径为 12mm 的

小孔 ,在酒精灯上加热封底 ,用微量移液器移取稻瘟

病孢子悬浮液 50μL ,均匀涂布在平板上 ,在小孔中

加入 50μL 无菌木霉滤液 ,在 28℃条件下培养数天 ,

查看抑菌效果及测量抑菌圈直径并计算相对抑菌率。

相对抑菌率=
抑菌圈半径
对照菌落半径

×100%

1.2.3　培养基对抑菌率的影响　供试培养基有 10

种[ 7 , 8] ,培养基 pH 均调至 7.0 ,将 80mL 培养基装

入 250mL 三角瓶 ,灭菌 ,加入 1mL 的木霉孢子悬

浮液 , 28℃, 200 r/min 条件下震荡培养 7 d ,获得拮

抗发酵液 ,然后进行抑菌率测定。发酵培养基配方

见表 1。对照(CK)为清水 500mL。
表 1　发酵培养基配方

培养基 培养基配方　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　

1 红糖 15.0 g ,酵母膏 2.5 g , 500m L

2 麦麸 15.0 g ,玉米粉 15.0 g ,磷酸二氢钾 0.5 g , 500m L

3 蔗糖 10.0 g ,硝酸铵 2.5 g ,磷酸钠 1.0 g ,硫酸镁 0.5 g , 500m L

4 尿素 1.0 g ,磷酸氨 1.0 g ,磷酸二氢钾 1.0 g ,干苹果渣 50.0 g , 500mL

5 葡萄糖 5.0 g ,酵母膏 2.5 g ,硫酸镁 1.25 g ,磷酸二氢钾 0.75 g , 500mL

6 麸皮 15 .0 g ,氮源((NH 4)2 SO 4 10%,蛋白胨 20%,酵母膏 15%)7.0 g ,玉米芯粉 25.0 g , 500m L

7 麸皮 10.0 g ,硫酸铵 1.0 g ,磷酸二氢钾 1.0 g ,玉米芯粉 15 .0 g ,氯化钙 0.15 g ,硫酸镁 0.25 g , 500mL

8 麦麸 16.2 g ,稻草粉 27.0 g ,牛肉蛋白胨溶液 2.5 g , 500m L

9 NaNO3 2g ,蔗糖 30 g , FeSO4 ·7H2O 0.01 g ,MgSO 4·7H2O 0.5 g ,KCl 0.5 g , K2HPO4 1 g ,几丁质 10 g ,500mL

1.2.4　pH 条件对抑菌率的影响　将 80mL 7号培

养基装入 250mL 三角瓶中 ,将初始 pH 值用 HCl

或 NaOH 调至 4.5 ,5.0 , 5.5 , 6.0 ,6.5 ,7.0 , 7.5 ,灭

菌后 , 加入 1mL 木霉孢子悬浮液 , 28℃下置于

200 r/min 摇床中发酵 7 d ,获得拮抗发酵液 ,进行抑

菌率测定 。

1.2.5　温度对抑菌率的影响　将 80mL 7号培养

基装入 250mL三角瓶中 ,将培养基的初始 pH 值用

HCl或 NaOH 调至 6.0。灭菌后 ,加入 1mL 木霉

孢子悬浮液 ,分别在 24℃, 26℃, 28℃, 30℃, 32℃,

34℃,36℃下置于200 r/min 摇床中发酵7 d ,获得拮

抗发酵液 ,进行抑菌率测定。

1.2.6　装液量对抑菌率的影响　将 7号培养基初

始 pH 值调至 6.0 ,在 250mL 三角瓶中分别加入培

养基 20mL , 40mL , 60mL , 80mL , 100mL , 120mL ,

140mL ,灭菌。30℃下置于 200 r/min 摇床中发酵

7d ,获得拮抗发酵液 ,进行抑菌率测定 。

1.2.7　发酵时间对抑菌率的影响　将 60mL 7 号

培养基装入 250mL 三角瓶中 ,将培养基的初始 pH

值用 HCl或 NaOH 调成 6.0。灭菌后 ,加入 1mL

木霉孢子悬浮液。30℃下发酵时间分别为 2d , 3d ,

4d , 5d , 6d , 7d , 8d , 9d , 10d , 11d , 12d 。转速 200

r/min摇床发酵 ,获得拮抗发酵液 ,然后进行抑菌率

测定。

1.2.8　正交组合试验　根据单因素试验结果 ,选取

pH 、温度 、装液量 、发酵时间等四因素 , pH 取 5.5 ,

6.0 ,6.5三水平 ,温度取 28℃,29℃, 30℃三水平 ,装

液量为每 250mL 三角瓶中加 7 号培养基 40mL ,

60mL ,80mL 三水平 ,发酵时间取 7d , 8d , 9d 三水

平 ,进行发酵培养 ,测定发酵液抑菌率 ,采用 SAS 软

件进行结果分析。

2　结果与分析

2.1　培养基对抑菌率的影响

10种供试培养基的生防效果见图 1。由图 1可

以看出 ,康宁木霉在 7 号培养基培养后所得发酵液

的抑菌率最大 ,即最适拮抗培养基为:麸皮 10.0 g ,

硫酸铵 1.0 g ,磷酸二氢钾 1.0 g ,玉米芯粉 15.0 g ,

氯化钙 0.15 g ,硫酸镁 0.25 g 。

2.2　pH 条件对抑菌率的影响

将木霉菌接种于不同初始 pH 值的 7号培养基

中 ,培养 7 d后 ,进行抑菌率测定 。结果表明:当 pH

值为 6.0 时 , 相对抑菌率最高 , 即最适初始 pH

为 6.0(图 2)。
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2.3　温度对相对抑菌率的影响

将木霉菌株接种于初始 pH6.0 的 7 号培养基

中 ,不同温度下发酵培养 7 d ,测定其抑菌率 ,结果表

明最佳发酵温度为 30℃(图 3)。

2.4　装液量对相对抑菌率的影响

将木霉菌株接种于初始 pH6.0 的 7 号培养基

中 ,分别以不同的装液量发酵培养 7 d后 ,测定其抑

菌率 ,结果表明:装液量为每 250mL 三角瓶加培养

基 60mL 效果最佳(图 4)。

2.5　发酵时间对相对抑菌率的影响

将木霉菌株接种于初始 pH6.0的 7号培养基

中 ,分别发酵培养不同时间后测定其抑菌率 ,结果表

明:培养 7d后抑菌效果最佳。

2.6　正交组合试验结果

根据以上单因素试验结果 ,取 pH ,温度 ,装液

量 ,发酵时间等四因素 ,按四因素三水平正交组合设

计方案进行发酵培养 ,测定发酵液的抑菌率 ,结果见

表 2。
表 2　四因素三水平正交组合试验结果

试验方案 pH 温度(℃) 装液量(mL)
发酵时间

(d)
菌落半径(mm) 对照半径(mm) 拮抗半径(mm) 相对抑菌率(%)

试验 1 5.5 28 40 7 7.60 30.00 22.40 74.70

试验 2 5.5 29 60 8 7.35 30.00 22.65 75.50

试验 3 5.5 30 80 9 8.20 30.00 21.80 72.70
试验 4 6.0 28 40 8 9.20 30.00 20.80 69.30

试验 5 6.0 29 60 9 8.70 30.00 21.30 71.00
试验 6 6.0 30 80 7 9.60 30.00 20.40 68.00

试验 7 6.5 28 60 7 12.12 30.00 17.88 59.60

试验 8 6.5 29 80 8 9.96 30.00 20.04 66.80
试验 9 6.5 30 40 9 10.83 30.00 19.17 63.90

试验 10 5.5 28 80 9 8.07 30.00 21.93 73.10
试验 11 5.5 29 40 7 8.43 30.00 21.57 71.90

试验 12 5.5 30 60 8 8.10 30.00 21.09 73.00

试验 13 6.0 28 60 9 9.00 30.00 21.00 70.00
试验 14 6.0 29 80 7 9.96 30.00 20.04 66.80

试验 15 6.0 30 40 8 9.81 30.00 20.19 67.30
试验 16 6.5 28 80 8 10.68 30.00 19.32 66.40

试验 17 6.5 29 40 9 11.31 30.00 18.69 62.30

试验 18 6.5 30 60 7 11.55 30.00 18.45 61.50
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　　利用 SAS统计软件分析表明:在实验室条件下

采用 7号培养基进行培养的最佳的摇瓶发酵条件

是:初 pH 值 5.5 , 每 250mL 三角瓶加培养基

60mL ,发酵温度 29℃,发酵时间 8 d。在其最适的

发酵条件下 ,其相对抑菌率达 75.50%。SAS 统计

分析结果表明 ,拟合度 R
2
=88.60% >70%,说明

试验结果的数据拟合度较高 ,试验结果正确。

本试验所采用的最佳培养基配方来源广泛 ,取

材廉价 ,拮抗效果明显 ,为康宁木霉的大量发酵及广

泛利用提供了很好的依据 。
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(上接第 35页)　处理现有的优良晚熟自交系 ,有可

能诱变出配合力 、农艺性状和抗性基本保持不变 ,而

生育期提前的新类型 ,并以此组配成符合生产要求

的中早熟杂交种 。祝丽英 ,赵永亮等[ 4 ～ 8] 研究表明 ,

EMS 可诱发的叶型突变包括叶的宽窄 、长短 、厚薄

形状等多种类型 。从本试验结果看 , EMS 诱发株

高 、穗位高产生较大变异 ,因此在株型改造方面 ,可

望通过 EMS 花粉诱变为株型育种提供大量有益的

备选材料 。

EMS石蜡油处理玉米花粉在国外己成为一项

成熟的技术 ,但在国内应用还很少 ,而且起步较晚 ,

所以把这项技术应用于育种研究 ,对推动我国的化

学诱变育种及玉米育种均具有深刻的意义。
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(上接第 36页)　发育情况再定。

(2)豫北地区 ,由于 2007年麦播时底墒不好 ,再

加上冬季雨雪较少 ,目前麦苗长势较弱 ,群体偏小 ,

土墒不足 ,所以 2 月下旬 、3月上旬应开展以追肥 、

浇水为核心措施的春季麦田管理 ,达到保大蘖 ,促小

蘖 ,力争有足够穗数 。应及时消灭杂草 ,防治纹枯病

亦不能放松 ,应尽早采取行动 。对于焦作等老高产

区或高产田块 ,如果 2007年浇了底墒水 ,目前麦苗

长势正常或偏旺的麦田 ,仍要坚持前氮后移 、在拔节

后期追肥浇水等高产管理技术 。

(3)豫西旱地小麦目前土墒较好 ,这是一个难得

的有利条件 ,应当立即行动 ,所有旱地麦田应趁墒追
肥 ,但要防止过量追施氮肥 ,建议广泛施用硝酸磷肥

作追肥 ,以同时满足旱地小麦对氮磷的平衡需求。建
议追施硝酸磷肥 300 kg/hm2 左右 ,最好用耧穿入土
中 ,对于某些边远薄地或土墒不足的旱地 ,可以叶面
喷肥 ,用尿素和磷酸二氢钾混合肥液进行叶面喷洒。

针对当前苗情 ,春季麦田管理必须突出一个
“早”字 ,希望广大干部群众立即行动 ,迅速掀起一个

大规模的春季麦田管理高潮 ,为 2008年小麦再创丰

收打好关键一仗。
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