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油菜花瓣附生真菌区系及对核盘菌拮抗作用的研究
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摘要:采集油菜不同部位脱落花瓣和未脱落花瓣进行附生真菌区系的分析 , 得到1 908个菌株.除了核盘菌 Sclero-

tinia sclerotiorum 外 , 其他真菌经鉴定后主要属于 10 个属 , 它们是短梗霉属 Aureubasidium spp.、镰刀菌属 Fusarium

spp.、交链孢菌属 Alternaria spp.、葡萄孢属 Botrytis spp.、黑葱花霉属 Periconia spp.、曲霉属 Aspergillus spp.、黑孢属

Nigrospora spp.、青霉属 Peniccillium spp.、木霉属 Trichoderma spp.和附球孢菌属 Epicoccum spp..其中 ,短梗霉菌 、镰

刀菌和交链孢菌为优势真菌群.通过菌丝间的相互作用 、对峙培养方法测定 160 个菌株对核盘菌抑制作用.结果

表明 ,供试菌株与核盘菌之间存在重寄生作用和溶菌作用等方面的拮抗机制.并初步筛选得到了一批拮抗作用较

强 、定殖能力也强的菌株.
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Mycoflora analysis on rape flower and selection of antagonisitic fungi
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Abstract:From 2001 to 2002 , investigation was carried out on mycoflora of rape petals.1 908 isolates were

obtained from new opened petals and senescent petals which were collected from stages of emerging bloom , full

bloom and fall bloom.Except Sclerotinia sclerotiorum , there were other fungi , such as Aureubasidium spp.,

Fusarium spp., Alternaria spp., Botrytis spp., Periconia spp., Aspergillus spp., Nigrospora spp.,Peniccilli-

um spp., Trichoderma spp., Epicoccum spp..The dominant mycoflra were Aureubasidium spp., Fusarium

spp.and Alternaria spp., followed by them were Botrytis spp., Periconia spp.and Aspergillus spp..The

average isolation frequency of Aureubasidium spp.was the highest , followed by that of Fusarium spp..160

isolates were selected from identified fungi from rape to test their antagonistic effect on S.sclerotiorum by the

methods of dual culture.The properties for a antagonist , which were suggested as necessary for S .sclerotio-

rum , including hyphal interaction , direct parasitism , strong competitive to S.sclerotiorum were observed in

vitro.Among them ,10 isolates were selected(A4 , F6 ,Au2 ,As1 ,-B1 , Pe7 ,AU6 ,As2 ,F3 , Pe5), antagonism

and activity of them were strong.
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　　由核盘菌 Sclerotinia sclerotiorum 引起的油菜菌核

病是我国油菜的重要病害 ,油菜感病后一般较健株

减产 10%～ 70%,给生产上带来很大的损失.随着

环保意识的增强以及对化学农药高度残留问题认识

的提高 ,开发利用有益微生物制约有害微生物 ,是微

生物资源利用的重要研究领域之一 ,在生物病害防

治中有广阔的应用前景.

油菜花瓣是油菜菌核病菌侵染茎杆和叶片的主

要发源地 ,也是众多微生物聚集和定殖的基物.因

此 ,研究利用油菜花瓣上附生的真菌对核盘菌在油
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菜花瓣上的定殖和侵染具有重要的意义.已有报

道
[ 1]
表明这些真菌可能是核盘菌的一种生物抑制因

素.然而对于附生真菌对核盘菌拮抗机制方面的研

究国内尚鲜见报道.本文通过对油菜花瓣上真菌区

系的组成进行分析 ,研究其拮抗作用与机制 ,为油菜

菌核病生物防治提供理论根据和可利用的菌株.

1　材料与方法

1.1　油菜花瓣附生真菌区系分析

按早 、中 、晚 3个播期分别在油菜菌核病人工病

圃内播种.2001年 2月下旬至 4月下旬油菜进入花

期后 ,于油菜初花期 、盛花期 、终花期 3 个时期在每

一播期收集油菜脱落花瓣和未脱落花瓣.每一播期

按5点取样法[ 2 ,3] ,每点收集 40片花瓣 。

将收集花瓣放入 w 为 0.1%升汞液中表面灭菌

30 s ,然后在无菌水中连续漂洗 4次.接种于 PDA培

养基上培养 ,每 5片花瓣为 1皿.置于 22 ℃温箱中

培养.7 d后镜检分离培养出的真菌[ 4] .对其分类编

号 ,作为供试菌株.

1.2　油菜花瓣上真菌种类对核盘菌拮抗作用

1.2.1　对峙培养法测定供试菌株对核盘菌的影响　

在 d =10 cm的无菌 PDA平板上 ,接种供试菌株和核

盘菌 d=0.5 cm 的菌丝块 ,使两者相距7 cm ,25 ℃恒

温培育.以不接种供试菌株的平板作对照 ,重复 3

次.待两菌接触后 ,在光学显微镜下观察两菌的作

用 ,并照相.

1.2.2　玻璃纸条法测定供试菌株与核盘菌之间的相

互作用　从活化的供试菌株和病原菌菌落前沿 ,用 5

mm的打孔器取菌丝块 ,将其分别接种于水琼脂平板

上的 1 cm×3 cm 玻璃纸条两端 ,25 ℃对峙培养.当

两菌菌丝接触后 ,将玻璃纸条取下置于载玻片棉兰

乳酚油中 ,在显微镜下观察两菌菌丝间的相互作用.

2　结果与分析

2.1　油菜花瓣上真菌的种类

在油菜的3个花期下共鉴定出了11种主要的真

菌:除核盘菌外 ,主要是葡萄孢菌 Botrytis spp.、镰刀

菌 Fusarium spp.、短梗霉菌 Aureubasidium spp.、交链

孢菌 Alternaria spp.、青霉 Peniccillium spp.、曲霉 As-

pergillus spp.、黑葱花霉菌 Periconia spp.、木霉菌 Tri-

choderma spp.、附球孢菌 Epicoccum spp.、黑孢菌 Ni-

grospora spp.试验中只分离到 1.53%的附球孢菌和 3

株木霉.

2.2　油菜不同花期下花瓣附生优势真菌种类比较

在已鉴定真菌中 ,初花期分离到的短梗霉菌和

镰刀菌是优势真菌 ,分离到较少的真菌依次是葡萄

孢菌 、黑葱花霉菌和曲霉.而在盛花期分离到的真菌

的百分率明显高于初花期 ,其优势真菌为交链孢菌

和短梗霉菌.落花期分离到的优势真菌为短梗霉菌

和交链孢菌(表 1).各种真菌的附生情况随油菜生

育期的不同而呈现不同的消长规律.而对于核盘菌

而言 ,在油菜的盛花期出现分离高峰 ,整个花期出现

先上升后下降的趋势.这可能与核盘菌子囊孢子萌

发的时期与油菜盛花期相吻合有关.

表 1　不同花期下油菜花瓣上分离的真菌种类

Tab.1　Mycoflora on petals of rape in three bloom stages

花　期
bloom stages

采样

日期
sampling

date

分离

花瓣
类型

petals type

分离菌

落数
strain

number

各种真菌的分离频率 isolation frequencies of selected fungi1)/ %

S A As Au B F P Pe N 未知

初花期

emerging bloom

0206 未脱落 135 3.83 6.40 9.80 1.30 16.60 17.40 3.87 0.40 0.00 40.05
0220 未脱落 107 14.61 0.00 11.53 1.92 14.61 18.27 0.00 15.19 3.84 20.06
0222 未脱落 98 3.11 5.94 5.49 1.92 6.22 11.72 5.49 10.53 1.92 48.75

盛花期

full bloom

0220 脱落 109 10.96 2.68 17.12 1.61 3.22 19.51 0.00 14.15 3.48 22.90
未脱落 115 3.84 6.43 12.23 6.64 19.75 12.93 0.00 9.96 3.69 27.34

0310 脱落 187 5.97 10.94 2.91 14.94 5.46 27.34 0.78 18.47 0.78 12.21
未脱落 204 7.00 30.00 9.00 19.00 9.00 9.00 4.00 4.00 2.00 12.13

0310 脱落 114 5.13 18.82 2.53 20.86 4.41 37.26 1.10 3.95 1.43 22.20

未脱落 79 4.11 9.76 4.20 16.19 11.61 18.84 0.00 16.74 4.20 13.35
落花期

fall bloom

0319 脱落 196 1.15 11.40 5.35 39.05 6.50 23.90 1.15 2.30 0.00 11.04
未脱落 114 0.00 21.10 0.00 19.90 9.00 5.90 0.00 27.21 0.00 15.85

0323 脱落 138 0.00 14.58 1.04 28.12 8.33 37.50 0.00 0.00 0.00 10.43
未脱落 107 1.51 17.01 0.00 37.84 4.68 15.59 2.78 2.78 1.51 16.35

0323 脱落 107 0.86 13.02 0.00 24.31 14.03 25.14 0.00 2.04 0.00 20.45

未脱落 98 0.00 8.86 0.00 34.02 15.45 6.25 0.00 0.00 0.00 35.41

　1)S.菌核菌;A.交链孢菌;As.曲霉;Au.短梗霉菌;B.葡萄孢菌;F.镰刀菌;P.青霉菌;Pe.黑葱花霉菌;N.黑孢菌
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2.3　油菜盛花期和落花期脱落花瓣和未脱落花瓣

上真菌分离频率的比较

　　油菜脱落花瓣上核盘菌数量多于未脱落花瓣.

在盛花期和落花期花瓣上核盘菌的数量分别是未脱

落花瓣的 1.48倍和1.33倍 ,说明油菜脱落花瓣是油

菜菌核病的主要侵染来源.而对于其他已鉴定的真

菌种类 ,在脱落和未脱落花瓣上无明显的分布规律 ,

对于镰刀菌来说 ,多定殖于油菜脱落花瓣上.

2.4　供试真菌与核盘菌菌丝之间相互作用

2.4.1　相互缠绕现象　在对峙培养过程中可以观

察到核盘菌菌丝被曲霉菌丝缠绕的重寄生现象.显

微镜下看到当核盘菌菌丝一旦伸入曲霉菌丝区 ,曲

霉菌丝即伸出若干细小的枝条把伸入的核盘菌菌丝

缠绕(图 1A).核盘菌菌丝由无色变为浅黄色 ,可能

与曲霉菌丝伸入核盘菌菌丝体内影响其正常代谢有

关.在与黑葱花霉菌的作用中 ,黑葱花霉菌能够产生

匍匐状分枝 ,这些分枝与核盘菌菌丝交错分布 ,相互

缠绕(图 1B).

2.4.2　核盘菌菌丝的变形致畸作用　在未接触区 ,

可以观察到核盘菌的大量变形菌丝.显微镜下看到

在曲霉的影响下 ,核盘菌菌丝变形成为一团细小 、自

行缠绕的菌丝.观察到葡萄孢菌对核盘菌菌丝的变

形作用 ,菌丝末端膨大后变粗(图 1C).黑孢菌在与

核盘菌作用中自身菌丝也发生变形.交链孢菌对核

盘菌菌丝也有此作用 ,显微镜下看到核盘菌菌丝末

端产生扁平的大量分枝(图 1D).而且这些分枝膨大

变粗.核盘菌菌丝末端产生大量短促 、膨大的分枝.

2.4.3　核盘菌菌丝内原生物质的渗漏　在接触区可

看到核盘菌菌丝内原生物质的渗出.可以看到在曲

霉的作用下 ,对峙培养平板上 ,核盘菌菌落局部的塌

陷.显微镜下观察到核盘菌菌丝末端有一团内容物

渗出(图 1E 、1F).

　　A , B曲霉菌丝和黑葱花霉菌与核盘菌菌丝的缠绕;C , D.葡萄孢菌和交链孢菌对核盘菌菌丝的致畸作用;E , F.曲
霉作用下核盘菌菌丝内原生物质的渗漏.

　　A , B.contorted hyphae of Aspergillus spp.and Periconia spp.;C , D:malformation effect on S.sclerot iorum by Botrytis spp.

and Fusarium spp.;E , F:hyphaecytoplasm leakage of S.sclerotiorum by Aspergillus spp.

图 1　供试真菌对核盘菌的拮抗作用显微照片(×400)

Fig.1　Antagonism of selected fungi to S.sclerotiorum with electric microscope(×400)

3　讨论

以活体微生物或其代谢产物控制核盘菌是植物

病害防治中具有广阔前景的有效途径之一.Ching-

hong Yang 等
[ 5]
以 16SDNA 为引物 ,用变性梯度凝胶

电泳(DGGE)对叶围微生物的群体分析 ,发现在同一

种植物的不同个体间的微生物种类相似 ,而在不同

植物的个体之间却存在很大的差别.以往的研究表

明植物叶围微生物真菌类群中以 Aureobasidium spp.,

Alternaria spp., Penicillum spp., Botrytis spp.等为主

要优势种类[ 6] .本研究结果与 Boland[ 7]和廖晓兰[ 1]

的分离结果基本相似 ,但未分离到 Drechslera , My-

rothecium ,叶点霉菌 Phyllosticta commelimecola 和芽枝

霉菌Cladosporium spp..其中优势真菌种类与前人[ 7]

研究结果一致.真菌出现频率存在一定差别 ,可能是

由各地区不同的生态条件决定的.

18　　 华　南　农　业　大　学　学　报 第 25 卷



在进行拮抗作用研究时 ,国内外研究报道的真

菌主要集中到木霉 、小盾壳霉 Coniothyrium minitans 、

镰刀菌以及青霉上.Zazzerinia-A等分别用不同的作

物做研究对象 ,观察到了对核盘菌的菌丝和菌核的

影响 ,并报道曲霉能够产生果胶酶 、纤维素酶 、葡聚

糖酶 、蛋白酶等酶类.本研究中观察到供试真菌菌丝

与核盘菌菌丝的相互缠绕现象 ,并且伸入到菌丝体

内 ,可能影响了核盘菌的正常代谢 ,使菌丝颜色由无

色变为黄色.

以往生防菌株的筛选方法一般是在实验室条件

下进行的 ,而叶表拮抗菌筛选的途径大部分为体外

筛选.叶面施用的拮抗微生物附着能力差 、抗紫外线

能力弱 、存活时间短 、不能有效的控制核盘菌的再侵

染.本试验中采用油菜花瓣作为筛选拮抗菌的材料 ,

并且以拮抗菌在油菜花瓣上定殖的能力作为主要的

筛选因子.为利用有益微生物控制油菜菌核病提供

了一种可能性.
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