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[摘要] 通过测试80份不同来源的土壤对15株木霉菌株孢子萌发的影响，研究土壤的抑真菌作用．结果显示

木霉在土壤中的萌发受到强烈的抑制(孢子平均萌发率仅为2．6％)，具有显著的普遍性．但是，高温灭菌处理

后，土壤的抑真菌作用能够部分甚至完全消除．另外，将葡萄糖或糖蜜作为额外碳源与木霉孢子同时添加到土

壤中时，土壤抑真菌作用也能够很好地被解除．
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0引言

木霉，由于具有对植物病源真菌广泛的拮抗作用，70多年来，其抑菌机理和作为生防因子一直被广泛

关注和深入研究．目前已有商品化木霉制剂面市．但是由于“土壤抑真菌作用”卜31的影响，木霉孢子在田

间土壤中往往不能正常萌发，使得木霉作为生防菌剂的大田防治效果大为降低．但是在生防菌开发过程

中，这个现象往往容易被忽视．本文通过调查土壤对木霉孢子萌发的抑制作用和研究尝试解除这种抑制作

用的方法，旨在揭示土壤对木霉抑制作用和为提高木霉生防菌剂田间防效提供一些方法的借鉴．

1材料和方法

1．1供试菌株

15个木霉舭如撅僦卿．菌株(T6一12—2、T6—21—3、T6—19—2、T6—23一l、T6—26—1、T6—1—1、
T6—12—1、7rJ7—26—2、T6—14—1、T6—15一l、T6—24一l、T6～10一l、T6—29—2、T6—28—4、T6一17—1)

均由本室分离、保藏．

1．2供试土样

采自云南不同地区、不同植被和耕作情况的共计80份土样，编号x1～x80．

1．3木霉孢子悬液制备

将菌株接种于PDA培养基上培养6 d后，用无菌水洗下平板上的木霉孢子，4层滤纸过滤，滤液以
6 000 r／min离心10 min，无菌水洗涤2遍，再用无菌水稀释，将孢子浓度调整到105个／mL．

1．4土壤对木霉的抑制作用测定

采用直测法测定土壤抑菌作用：称取10 g土样于培养肛中(直径90 mm)，滴加3 mL无菌水，用玻璃刮

涂抹平整，25℃平衡5d．取2 cm×2 cm大小的透性玻璃纸平铺于土样表面，用移液器量取10皿孢子悬液

均匀涂布于玻璃纸表面，再用一等大的盖玻片将玻璃纸压住．置于25℃下，24 h后，将玻璃纸移至载玻片

上，镜检计数孢子萌发情况．以wA平板代替土壤，作为空白对照．

孢子萌发率％=萌发孢子数／总孢子数

抑制率％=(萌发率。。一萌发率试样)／萌发率。。

1．5灭菌±壤对木霉的抑制作用测定

从80份土壤中随机选择了20份进行高温灭菌处理(121℃，两次，每次30 rIlin)，然后按照前面的方法
测试对木霉的抑制作用．
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1．6土壤抑制木霉作用的解除

首先，分别配制O．5％、1．O％、2．O％和5．O％梯度浓度的糖蜜和葡萄糖水溶液，115℃，20“n灭菌．从

40份供试土样中随机抽取10份土样，每份称取1 g，加入同一培养皿中混匀，再加2 n1IJ无菌水，用玻璃刮

子抹平，25℃平衡5 d．其次，分别取不同浓度的糖蜜和葡萄糖各l mL，均匀滴加入土壤平板中，然后用2 cm

×2 em的透性玻璃纸平铺于土样表面，用移液器量取10止孢子悬液均匀涂布于玻璃纸表面．25℃，24 h

后，将玻璃纸移至载玻片上，镜检并计算孢子萌发率．以无菌水代替糖溶液，作为空白对照．

2结果与讨论

2．1土壤抑制木霉作用

测试了80份来自云南不同地区不同土壤类型的土样对木霉孢子萌发的抑制作用，结果显示木霉孢子

在土壤中受到强烈的土壤抑真菌作用影响，15个菌株的平均萌发率为2．6％，其中萌发率最高的T6—21—

3菌株的仅为7．1％±1．3％，最低的T6—29—2菌株孢子几乎完全不萌发．而对照WA培养基上的木霉萌

发率几乎都超过了90％．木霉对土壤抑菌作用如此敏感，可能与其孢子较小有关．虽然土壤的这种影响可

以延长木霉在土壤中的存活期，但对于其作为生防菌在土壤中的萌发和定殖而言是一个非常不利的因素．

另外，种间或同一种内的不同菌株对抑真菌作用的敏感度是不同的．虽然15个供试菌株均为同属真菌，亲

缘关系较近，但不同菌株间对土壤抑菌作用的敏感性差异明显．

从土壤角度来看，80份土样都存在不同程度的抑菌作用，超过95％的土样能够强烈抑制木霉孢子(抑

制率>80％)，几乎所有土样对孢子的正常萌发都产生较大影响．而且在大多数情况下，同一份土样对于不

同的菌株显示出相同的抑制模式．这些结果都证明土壤抑木霉作用具有普遍性、广泛性，而这正是造成许

多木霉生防制剂防效不稳定和实际使用量太大的主要原因．

2．2灭菌土壤抑制木霉作用

对灭菌土壤的测试结果为：17份土壤几乎完全失去了对木霉的抑制能力(抑制率<20％)，而另外3

份土壤的抑制能力也大为减弱(抑制率分别为55．3％、42．9％、38．4％)．同时15个木霉菌株的平均萌发率

也提高到了90．2％．灭菌处理主要是杀灭了土壤中的微生物和使一些生物大分子，如多肽等失活，而除此

之外的许多化合物仍可存在于土壤中，但土壤抑菌作用却极大减弱．那合理的解释只可能是：(1)土壤中

的主要抑菌物质为不耐热的生物大分子；或(2)土壤原有微生物在与外来真菌接触后才产生了抑真菌物

质，即土壤抑真菌作用是土壤微生物与外来真菌接触后相互竞争的结果．不管怎样，这一结果还是有力地

证明了土壤微生物在土壤抑菌过程中发挥了重要作用．

2．3土壤类型和植被／耕作情况和土壤微生物数量对土壤抑菌作用的影响

将供试土壤按照其类型、植被／耕作情况、微生物数量和土壤采集地行政区划进行分类，并与土壤抑木

霉作用的强弱相联系的分析结果显示：强抑制性的土壤(孢子萌发率<10％)广泛存在于土壤类型的耕作

土、非耕作土、荒野和森林土壤中，但土壤对木霉的抑制作用的强弱与土壤类型、植被／耕作情况、土壤中微

生物的数量以及土壤采集地区的分布没有直接联系，只是雨林中强抑制木霉作用的土壤较多，其次为菜

地，而荒坡的较少．这个结果使我们试图通过这些联系对云南地区土壤抑菌作用土壤进行区划，从而指导

以木霉为代表的生防菌剂在云南不同地区的合理施用的想法完全落空．

2．4 pH对土壤抑菌作用的影响

在影响抑真菌作用的土壤因子中，水分和pH值被研究得最多[1’2。．有观点认为在通常的生物生长pH

值范围内，pH值对抑真菌作用的影响不大L4』．但从我们的结果显示两者关系密切．pH 5．0。7．0范围内的

土壤对木霉的抑制作用要明显低于这个范围之外的，即强酸或强碱性土壤环境下的木霉孢子萌发率较低．

pH与木霉孢子萌发的这种关系可以近似地用一条抛物线来表述，相关指数尺为0．51，与通常情况下微生

物孢子萌发或生长均在中性(偏酸)区的情况相符．但在强抑菌性土壤中，pH≤5．0的土壤数目并没有明显

多于pH>5．0的，与Annb。报道的强抑真菌性土壤多见于pH≤5．O土壤的结论不尽相同．另外，我们随机

选择做高压灭菌处理的土壤的pH≤5．O或≥7．O的均有，但在高温处理后抑菌活性均极大减弱，也与Ann

观察到的酸性土壤在高压灭菌处理后强抑真菌活性仍能保持的现象不符．
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2．5土壤抑制木霉作用的解除

土壤是一个碳源供给相对匮乏的环境．有文献研究报道，添加额外碳源可部分或全部解除土壤对真菌

孢子萌发的抑制作用[216j．故我们尝试选择葡萄糖和糖蜜作为额外碳源，配制成0．5％、1％、2％、5％的水溶

液，分别添加到土壤中，同时接人木霉孢子，观察这两种碳源对土壤抑真菌作用的解除效果．结果见表1．
表l添加营养物后孢子萌发情况

+添加碳源前木毒孢于在土壤中的平均萌发率．

添加额外碳源前，15株木霉菌株在混合土样中萌发受到很强的抑制，平均萌发率仅为1．8％，其中菌

株T6～29—2的孢子几乎完全不能萌发；添加后，无论外加碳源量如何，土壤抑制作用都得到较好的解除，

15株菌株的平均萌发率均超过50％，有的菌株甚至达到了100％，而总平均萌发率也达到了80．5％．而就

碳源添加量来说，随着糖蜜和葡萄糖添加浓度的递增，孢子萌发率也逐步提高．当外加碳源浓度为2％以

上时，绝大多数木霉菌株的萌发率就已超过90％．而糖蜜和葡萄糖在相同浓度时，对孢子萌发的影响没有

显著差别，只是从菌株的平均萌发率来比较，在0．5％、l％和2％浓度时，葡萄糖对土壤抑菌作用的解除效

果较好，而在5％浓度时糖蜜的解除效果较好．

对土壤抑菌作用机理目前比较流行的有两种解释¨'2I：营养剥夺假说／营养缺乏假说认为由于土壤可

供微生物利用的营养物质有限，特别是有机碳，施人土壤中的微生物繁殖体与土壤微生物进行营养物质的

竞争，导致繁殖体内源营养物质流失到土壤，从而因营养缺乏而不能萌发；抑制因子假说则认为土壤中存

在抑制繁殖体萌发的抑制因子，这些因子在土壤抑真菌作用中起主要作用．但为何添加额外碳源能够完全

或部分解除土壤抑菌作用，还没有统一的观点．表明上看来较为支持营养缺乏假说，但从营养贫瘠的wA

培养基上木霉孢子也能够很正常的萌发的情况分析，我们认为可能是额外碳源启动了某种刺激萌发的机

制，或是降低了其他微生物对木霉的竞争抑制，而不能简单认为孢子萌发需要外援能量．

3结论

土壤抑真菌作用是一种普遍存在的现象，它能够大大降低木霉的萌发率，从而影响其在土壤中的定殖

和生物防治作用的发挥．这种作用与土壤pH情况密切相关(r=0．51)，但与土壤的类型和植被／耕作情况

没有直接的联系．高温灭菌处理能够部分甚至完全消除这种作用，说明土壤微生物在土壤抑真菌过程中发

挥了很重要的作用．另外，尝试用葡萄糖或糖蜜作为外加碳源添加到土壤中，土壤抑真菌作用得到了很好

的解除，为寻找改善木霉生防制剂田间防效的方法提供了很好的启示．即在大田施用真菌生防菌剂时，如

果同时添加一定浓度／比例的糖蜜等廉价碳源物质，对于提高生防菌在土壤中的萌发和定殖，可能会收到

意想不到的防效．

一79—

  万方数据



直塞塑盔兰堡(自然科学版) 第27卷第2期(2004年)

[参考文献]

Lockwood J L．S0i1 fh嚼stasis[J]．A Rev Phytopathology，1964，2：351—362．
Lockwood J L．FuIlgistasis in soil[J]．Biolo西cal Reviews，1977，52：l～36．
Dobbs c G，Hinson w H．A widespread fungistasis in soils[J]．Nature，1953，172：197一199．

schuepp H，Frei E．soil fun画stasis讪t}l respect to pH and prDfile[J]．can J Micmbiol，1969，15：1273—1279．
Arul P J．survey of soils suppressive to three species of Phytophthora in‘I缸wan[J]．Soil Biol Biochem，1994，26(9)：1239一1248

孙漫红，刘杏忠，唐霖．土壤抑菌作用对食线虫真菌及其制剂的影响[J]．菌物系统，1997，16(2)：149—154．

son FⅢl西stasis t0乃记砌西搠缎置印．and Its Annu lment

Xu Chuankun，MO Minghe，Zhang Keqin

(Key Lab。rat‘q of C。nservation and Utili硪tion for Biores叫rce，Yunnan University，650091，KImfIling，China)

Abstr鼬t：A TbtaJ of 80 soil s砌ples o‰ned fmm di雎rent places of Yu衄an pmvience weIe tested their fh嶙static activities to
15 s嘶ns of眦7加概卿．spor肌舀al genTlimtion of舭，础℃mn仰．was stm叫y suppressed by soils’andthe phenome—
n0“0cc咐ed in most of soils tested．Its u11iVe剐ity w鹊si咖6cant．But when s咖e ex的carbon Sources，such as ducose or
gooey，were added into soils，山e soil fhn西stasis to乃证kd阳，眦点只p．could be annulled panly，even cornpletely．
Key words：腑厄砌蝴卿．，Biocontml，soiI嘶stasis

[责任编辑：孙德泉]

一80—

1j]jn陵b■b№

  万方数据


