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摘要: 禾谷孢囊线虫病是我国黄淮流域小麦主产区的重要病害, 为寻找小麦禾谷孢囊线虫病的生

防菌株,采用组织分离法对河南各地小麦孢囊线虫孢囊上的寄生真菌进行分离,共获得 42株分离

物,并进行盆栽防治效果测定。结果显示, F03、F04、F08、F11、F13、F15、F20、F25、F26、F33和 F37

等 11个菌株对小麦禾谷孢囊线虫具有较好的防治效果, 平均防治效果均在 50% 以上。 2008�

2009年在河南许昌县的大田防治试验结果表明, F04、F08、F20、F26和 F37等 5个菌株表现出较好

的防病作用,灌浆期平均防治效果均达到 35%以上。通过形态学和 rDNA�ITS PCR分子鉴定,这些
菌株分别属于毛壳菌 Chaetom ium sp. 、茄病镰刀菌 Fusarium solani、草酸青霉 P enicillium oxalicum、

茄匍柄霉属 stemphylium sona li和层出镰刀菌 Fusarium pro lif era tum。
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Abstract: Cereal cyst nematodes ( CCN) in theH eterodera avenae group are recogn ised as the importan t

pest o fwheat inHuanghua i area. So far, there is no e ffect ive contro lm ethod forCCN in this area. In or�
der to seek for the b iocontro l agents for CCN, 42 parasitic fung iw ere iso lated from CCN cysts from d iffer�
ent locations inH enan. The biocontro l potent ial of these isolates w as eva luated in po ts and in the fie ld

( Xuchang, 2008- 2009). E leven iso la tes ( F03, F04, F08, F11, F13, F15, F20, F25, F26, F33,

and F37) prov ided good contro l o fCCN in po ts, w ith average control efficacy more than 50% ( based on

disease index value) . F ive iso la tes prov ided good con tro l in the fie ld w ith contro l efficacy of over 35%.

Based on morpho logy and rDNA�ITS PCR sequence analyses, five isolates ( F04, F08, F20, F26, and

F37) can be ident ified asChaetom ium sp. , Fusarium solani, P enicillium oxalicum, S temphy lium solani,

andF. pro lif era tum, respective ly.
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� � 小麦禾谷孢囊线虫病 ( cerea l cyst nematode,

CCN )是一种世界性小麦病害
[ 1]
, 可危害小麦、大

麦、燕麦、黑麦等多种禾谷类作物和牧草。自 1989

年在湖北首次报道以来, 该病害已广泛分布于我国

湖北、河南、河北、山东、山西、陕西、甘肃、内蒙、青

海、安徽、北京等 10多个省市自治区,以黄淮麦区发

病最重
[ 2- 3]
。 2007� 2008年在我国小麦主产区河

南省进行小麦禾谷孢囊线虫病普查, 发现郑州、安

阳、许昌等 15个地市均有不同程度发生,发病面积

达 120万 hm
2
, 其中重病田面积在 10万 hm

2
以上。
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王振跃等
[ 4]
报道, 该病一般减产 20% ~ 30%, 有些

地块甚至高达 50%以上,并有不断蔓延之势。

针对小麦孢囊线虫的防治方法国内外已做了一

些研究,并摸索出了一些有效的防控措施。澳大利

亚通过培育和种植抗病小麦品种, 已经有效地控制

了孢囊线虫病的危害
[ 5]
; Brown

[ 6]
研究表明, 轮作和

适当调整播期可有效控制该病害。吴绪金等
[ 7]
研

究发现,涕灭威、灭线磷等杀线剂具有一定的防治效

果。但是,国内大面积种植的小麦品种多数表现感

病,轮作等农业措施在我国广大麦区难以实施,且化

学杀线剂毒性大、成本较高, 因此, 尚缺乏有效的防

治手段
[ 8- 9]
。

国内外已有许多植物线虫病害生物防治方面的

研究,并筛选出大量的生防微生物,如细菌
[ 10]
、真菌

(捕食性真菌、线虫内寄生真菌、卵寄生真菌、产毒

真菌、菌根真菌等 )
[ 11- 14]

、放线菌、原生动物、捕食

性线虫、杀线植物等
[ 15- 16]

, 有些生防微生物如淡紫

拟青霉 Paecilomyces lilacinus、厚垣轮枝孢菌 Verticil�
lium chlamydosporium 已经开发出相应产品并在生产

上推广使用
[ 14, 17 ]

,但有关小麦禾谷孢囊线虫病生物

防治则鲜有报道,为此,本试验对小麦禾谷孢囊线虫

生防真菌进行了筛选和鉴定。

1 材料与方法

1. 1 病土采集与孢囊分离

病田土样采自河南省郑州市郊区、荥阳市、安阳

县、许昌县等地小麦孢囊线虫病发生比较严重的地

块,采用土钻多点取样。取土时将表层干土去除,取

0~ 20 cm层的土壤,将土样装入封口塑料袋,带回实

验室备用。将取来的样品在室内风干 2~ 3周, 先用

直径 3mm的筛子除去较大土块和残根, 然后采用

Fenw ick�Oostenbrink改良漂浮法分离孢囊。预先将
漂浮器和筛子淋湿,漂浮筒内灌满清水,将风干土样

放入顶筛中,用水流冲洗, 使土壤全部淋洗到漂浮筒

内,并从环颈水槽流到 60目筛子中。挑取筛子上的

孢囊放入培养皿中备用。

1. 2 生防真菌的分离

将孢囊用无菌水冲洗 3次, 放在洁净培养皿里。

在体视镜下将孢囊刺破, 然后移入马丁氏培养基平

板上 25 � 培养, 发现孢囊上长出菌落后,挑取少许
菌落边缘的菌丝移入 PDA平板上培养。采用单孢

分离法进行纯化,并将纯化的真菌菌株移入 PDA斜

面并编号,在 25 � 恒温培养箱培养 7天后移到 4 �

冰箱中保存。

1. 3 不同菌株对小麦孢囊线虫病室内防治效果

生防菌扩繁: 将分离到的真菌菌株接种到经过

高温灭菌处理的麦粒砂培养基中, 在 25 � 条件下培

养 15天备用。

小麦播种及生防菌接种: 供试小麦品种为感病

品种温麦 19,种子由河南省农业科学研究院小麦研

究所提供。从没有发生过小麦禾谷孢囊线虫病的砂

壤土田块中采集土壤, 过筛后 160 � 烘箱处理 2 h。

每钵 (约 300 g)加入 5g培养好的生防真菌麦粒砂培

养物,将培养物与经过灭菌处理的无病土混合均匀,

装入培养钵并轻轻压实,并设不接种处理作为对照。

每处理 6次重复。将催芽的小麦种子放入上述培养

钵中,每钵种 5粒种子, 然后覆盖 1~ 2 cm过筛灭菌

土, 放入铝托盘中, 盘中浇透水后放在 15 ~ 20 � 人

工气候室内培养。

线虫孵化和接种:先用低温刺激法孵化小麦孢

囊线虫 2龄幼虫 ( J2)。方法: � 将收集的孢囊放于

离心管中, 在 4 � 的冰箱中低温处理 30天,再放于

15 � 恒温培养箱中培养 30天以孵化幼虫; � 用组

织破碎器芯在离心管中轻轻扭动 1 ~ 2次后加入

5~ 10mL无菌水,用三角瓶收集破碎孢囊及 J2幼虫

悬浮液; � 将悬浮液倒入 200目筛子中, 用无菌水轻

轻洗下 200目筛子上的 J2幼虫, 用三角瓶收集 J2

幼虫; �定容至 50mL, 摇匀后取 1mL滴入计数皿,

在解剖镜下计数, 确定线虫浓度。出苗 7天后开始

接种 J2线虫, 先用玻璃棒在营养钵中小麦幼苗根部

附近插入 3~ 6 cm深小洞, 同时将已制备好的 J2幼

虫悬浮液 200条 /株用移液枪注入小洞内,再用细土

封口。每隔 3天接种 1次, 共接种 3次,每株共接种

600条幼虫。

病情调查:接种 60天后, 调查小麦根部根结形

成情况。将植株连根挖出,并尽可能保持根系完整。

将取出的植株根系用自来水冲洗干净,放在盛有清

水的塑料盘中进行病情调查,计算防治效果。病情

分级标准
[ 8]
: 0级 : 根部无根结; 1级: 每株根部有

1~ 5个根结; 2级:每株根部有 6~ 10个根结; 3级:

大部分根上有根结,单株 10个根结以上; 4级:根结

相连成须根团,难以计数。

1. 4 不同菌株对小麦孢囊线虫病的田间防治效果

根据室内试验结果, 选取 F37、F15、F33等 11

个对小麦禾谷孢囊线虫初筛防控效果较好的菌株,

在许昌县小麦孢囊线虫病发生严重地块进行大田防
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治效果测定。供试生防菌株采用麦粒砂培养基扩繁

后以每米行长施入 5 g的剂量进行沟施, 即取适量

细干土与揉碎的生防菌培养物混合, 撒施于播种沟

内,与周围土壤混匀后再进行播种。另设不处理的

小区作为空白对照。

分别在苗期和灌浆期调查小麦根部根结和孢囊

形成情况,计算病情指数和防治效果。田间取样方

法采取随机 3点取样, 每样点取 20株,用小铁铲连

同植株根系土壤挖出,带回室内调查。苗期调查分

级标准及计算方法同 1. 3。小麦灌浆期病情分级标

准及计算方法参照吴绪金等
[ 7]
。即 0级: 根部无孢

囊,无病; 1级: 感染极轻微, 1~ 5个孢囊 /株; 2级:

轻度发生, 6~ 20个孢囊 /株; 3级:中度发生, 20~ 40

个孢囊 /株; 4级:严重发生, 单株孢囊在 40个以上。

病情指数 = [ ( �各级发病株数 �各级代表值 ) / (调

查总株数 �最高级别代表值 ) ] � 100; 防治效果

(% ) = [ (对照病情指数 - 处理病情指数 ) /对照病

情指数 ] � 100。不同分离菌株的防治效果采用

SPSS 13. 0软件进行方差分析和显著性检验。

1. 5 生防真菌的形态学与分子生物学鉴定

1. 5. 1 形态学鉴定:分别挑取待测真菌菌丝于 PDA

培养基上, 在 25 � 条件下培养 7天后,肉眼观察菌

株生长速度、菌落颜色及表面特征等, 测量菌落大

小,用番红染色后在显微镜下进行菌丝、孢子形态观

察, 记载菌株 的形态 特征。参照魏 景超
[ 18 ]
、

Booth
[ 19]
、孔华忠

[ 20]
等进行形态学鉴定。

1. 5. 2 分子生物学鉴定:分别称取 50~ 100mg待鉴

定菌株的菌丝体, 加液氮充分研磨后, 迅速转移至

1. 5mL离心管中, 用上海生工生物工程技术服务有

限公司的通用 DNA纯化试剂盒提取菌株基因组

DNA,并利用该公司合成的通用引物 ITS1: 5�TCC

GTA GGT GAA CCT GCG G 3�和 ITS4: 5�TCC TCC

GCT TAT TGA TAT GC 3�进行 PCR扩增。扩增产物

经琼脂糖凝胶回收纯化后, 将 DNA片段连接到

pMD19,然后将连接产物转化到感受态细胞中, 进行

阳性克隆的筛选。将白色克隆挑入 LB培养液中,

菌液送上海英骏生物技术有限公司测序, 采用

DNAman软件进行序列分析,并在 NCBI数据库上通

过 BLAST比对分析。

2 结果与分析

2. 1 不同分离菌株对小麦孢囊线虫病盆栽防治效果

结果表明, 42个菌株中以 F37和 F15防治效果

最好, 均为 64. 7% , F33、F04、F26、F08、F03、F13、

F11、F20和 F25等 9个菌株对小麦禾谷孢囊线虫病

的防治效果均达到 50%以上, 显示出较好的生防潜

力; F19、F22、F16和 F41等 4个菌株达到 45%以上。

以上 15个菌株处理后病情指数均显著低于对照。

F24、F28等 18个菌株虽然也有一定的防治效果, 但

病情指数与对照差异不显著。而 F12、F35等 8个菌

株处理后病情指数甚至高于对照, 说明无防治效果

(表 1)。

2. 2 不同分离菌株对小麦孢囊线虫病的田间防治

效果

结果显示,各菌株大田苗期防治效果普遍较低,

11个供试菌株虽病情指数均显著低于对照,但对病

害的防治效果均低于 40% , 且各菌株之间差别不

大。灌浆期调查发现, F26、F04、F20和 F08等 4个

菌株田间防治效果大于 40% , F37菌株防治效果也

在 35%以上 , 这 5个菌株处理病情指数均与对照

差异显著, 而其它供试菌株防治效果均低于 30%

(表 2)。

2. 3 生防菌株的鉴定

2. 3. 1 菌株培养性状及形态学特征

F20菌株:在 PDA培养基上 25 � 培养 7天后,

菌落直径为 35 ~ 60mm, 暗绿色或灰绿色, 质地绒

状; 分生孢子大量产生, 易分散; 菌丝体白色或近于

白色;分生孢子椭圆形或长椭圆形, 壁光滑; 分生孢

子梗帚状,帚状枝通常双轮生, 偶有三轮生或单轮

生 , 梗基每轮 2 ~ 3个, 彼此通常较紧贴; 瓶颈每轮

5~ 8个或更多 (图 1)。初步鉴定为半知菌青霉属

的草酸青霉 P en icillium oxalicum。

� � F37菌株:在 PDA培养基上 25 � 培养 7天, 菌

落直径为 70mm, 菌落正面紫红色, 气生菌丝较发

达, 呈密绒状或絮状, 产生紫红或紫黑色色素, 随菌

龄的增加而变深; 小型分生孢子链状着生在分枝的

分生孢子梗上,卵圆形、椭圆形或肾形, 单细胞,大型

分生孢子少见, 未见厚垣孢子 (图 2)。初步鉴定为

半知菌类镰刀菌属 Fusarium的一种真菌。

� � F04菌株:在 PDA培养基上 25 � 培养 7天后,

菌落直径 70mm, 菌落正面白色,生长均匀, 背面初

期白色, 后期变浅黄色; 菌丝致密平铺, 成地毯状。

长时间生长后基质产生淡黄色斑块。由于不产孢,

无法进行形态学鉴定。

� � F08菌株:在 PDA培养基上 25 � 培养 7天, 菌

落直径 80mm,菌落白色,卷毛状, 边缘平铺,均匀生
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表 1 不同生防菌株对小麦孢囊线虫病盆栽防治效果

Table 1 Control e fficacy o f d ifferent strains to CCN in po ts

菌株编号

No. o f fungus

平均病情指数

D isease index

防治效果 (% )

Control efficacy

菌株编号

No. of fungus

平均病情指数

D isease index

防治效果 (% )

Contro l efficacy

F37

F15

F33

F04

F26

F08

F03

F13

F11

F20

F25

F19

F22

F16

F41

F24

F28

F31

F42

F05

F09

F23

16. 67 i�

16. 67 i�

19. 44 hi

19. 44 hi

19. 44 hi

19. 45 hi

19. 45 hi

22. 22 hi

22. 22 hi

22. 22 hi

22. 22 hi

25. 00 gh i

25. 00 gh i

25. 00 gh i

25. 00 gh i

27. 78 fghi

27. 78 fghi

27. 78 fghi

27. 78 fghi

30. 55 fghi

30. 55 fghi

30. 56 fghi

64. 70

64. 70

58. 83

58. 83

58. 83

58. 81

58. 81

52. 94

52. 94

52. 94

52. 94

47. 06

47. 06

47. 06

47. 06

41. 17

41. 17

41. 17

41. 17

35. 30

35. 30

35. 28

F27

F40

F36

F38

F17

F34

F06

F07

F39

F10

F29

F21

CK

F02

F18

F30

F32

F14

F01

F35

F12

�

30. 56 fghi�

30. 56 fghi�

33. 33 efghi

33. 33 efghi

33. 34 efghi

36. 11 defgh i

36. 11 defgh i

38. 89 cdefgh

38. 89 cdefgh

44. 44 bcdefg

44. 44 bcdefg

47. 22 bcdef

47. 22 bcdef

52. 78 bcde

52. 78 bcde

55. 55 abcd

55. 56 abcd

58. 33 abc�

61. 11 ab�

68. 89 ab�

75. 00 a�

�

35. 28

35. 28

29. 42

29. 42

29. 39

23. 53

23. 53

17. 64

17. 64

5. 89

5. 89

0. 00

�

- 11. 77�

- 11. 77�

- 17. 64�

- 17. 66�

- 23. 53�

- 29. 42�

- 45. 89�

- 58. 83�

�

� � 注:数据后不同小写字母表示差异显著 (P = 0. 05)。Note: D ata fo llowed by different lettersmean sign ificantly different atP = 0. 05 leve.l

表 2 不同生防菌株对小麦孢囊线虫病大田防治效果

Table 2 Contro l efficacy of d ifferent stra ins to CCN in the fields

菌株编号

No. o f fungus

苗期 Seedling stage

平均病情指数

D isease index

防治效果 (% )

Control efficacy

灌浆期 M ilk filling stage

平均病情指数

D isease index

防治效果 (% )

Control efficacy

F20 45. 83 b 35. 30 38. 35 d 44. 03

F37 47. 50 b 32. 94 42. 61 cd 37. 82

F04 49. 17 b 30. 58 37. 18 d 45. 74

F08 49. 17 b 30. 58 40. 65 d 40. 67

F25 50. 00 b 29. 41 57. 51 abc 16. 07

F11 50. 83 b 28. 24 49. 65 bcd 27. 54

F13 50. 83 b 27. 24 45. 15 cd 34. 11

F33 50. 83 b 27. 24 50. 19 bcd 26. 76

F15 51. 67 b 27. 05 64. 09 ab 6. 47

F26 51. 67 b 27. 05 36. 98 d 46. 03

F03 55. 00 b 22. 35 74. 31 a - 8. 44

CK 70. 83 a - 68. 52 a -

� � 注:数据后不同小写字母表示差异显著 (P = 0. 05)。No te: D ata fo llowed by different lettersmean significantly different atP = 0. 05 leve.l
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图 1 F20菌株的培养性状及形态特征

F ig. 1 Co lon ia l character ization and m orpho logy o f F20 strain

� � 注: A: 培养性状; B:分生孢子梗; C:分生孢子。No te: A: Colonial character ization; B: conidiophore; C: conid ia.

图 2 F37菌株的培养性状及形态特征

F ig. 2 Co lon ia l character ization and m orpho logy o f F37 strain

� � 注: A: 培养性状; B:分生孢子梗; C:分生孢子。No te: A: Colonial character ization; B: conidiophore; C: conid ia.

长,背面白色至淡黄色; 分生孢子梗粗短, 无色, 光

滑;产孢细胞瓶梗状, 无色,光滑;大型分生孢子呈镰

刀形或纺缍形, 无色, 光滑, 两头渐细, 有的顶端喙

状,足细胞明显, 1~ 4隔;小型分生孢子数量少, 呈

圆形或肾形,大多数单细胞,少数 1个分隔,无色; 厚

垣孢子形成于菌丝及分生孢子中,球形,单生或成串

(图 3)。初步鉴定为半知菌镰刀菌属的茄病镰刀菌

Fusarium so lani。

图 3 F08菌株的培养性状及形态特征

F ig. 3 Co lon ia l character ization and m orpho logy o f F08 strain

� � 注: A: 培养性状; B:分生孢子梗; C:分生孢子和厚垣孢子。Note: A: Co lon ial characteriza tion; B: conidiopho re; C: conidia and chla�

mydospore.

� � F26菌株:在 PDA培养基上 25 � 条件下培养 7

天后呈淡褐色或褐色, 绒毛状, 菌落直径 50 ~ 70

mm, 背面黑褐色, 菌丝体大量表生, 少数埋生,菌丝

淡褐色至中褐色,光滑,有分隔,单生或有分枝;分生

孢子梗直立或略弯曲,侧生于菌丝上或直接着生于

菌丝顶端,产孢处形成膨大的囊状体, 分生孢子单

生, 长方形或宽椭圆形, 淡褐色至中褐色,具 1~ 3个

横隔膜, 1~ 4个纵隔膜, 大部分纵隔膜连续贯穿于
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图 4 F26菌株的培养性状及形态特征

F ig. 4 Co lon ia l character ization and m orpho logy o f F26 strain

� � 注: A: 菌落正面; B: 菌落背面; C: 分生孢子梗和分生孢子。Note: A: F ace o f colony; B: inverse of co lony; C: conidiophore and

conidia.

横隔膜之间,在横隔膜处有轻微的缢缩现象 (图 4)。

初步鉴定为半知菌匍柄霉属 Stemphylium的一种

真菌。

2. 3. 2 ITS序列分析

分别测定了 F04、F08、F20、F26和 F37等 5个

菌株的 ITS序列 , 并登录 GenBank, 登录号分别为

GU055594. 1、EU733633. 1、FJ977097. 1、EU807938. 1

和 EF589878. 1。经与 NCBI数据库进行 BLAST比对

分析, 5个菌株相似性最高的属种分别为毛壳菌

Chaetom ium sp.、茄病镰刀菌 F. solani、草酸青霉 P.

oxalicum、茄匍柄霉 S temphy lium so lan i和层出镰刀菌

Fusarium prolif eratum,序列相似度分别达到 99. 61%、

99. 82%、99. 83%、100. 00%和 99. 47%。除了 F04

菌株因人工培养难以产孢无法进行形态鉴定并与分

子生物学鉴定结果比对外, 其它菌株形态学与分子

生物学方法鉴定结果均一致。

3 讨论

小麦禾谷孢囊线虫病已经成为我国黄淮麦区重

要土传病害,在目前缺乏有效防治措施的情况下,探

索新的防治方法十分必要。本试验结果表明, 多数

生防菌株室内防治效果与田间防治效果基本一致,

但也有一些菌株室内试验结果与大田试验不尽一致,

如 F15菌株在室内盆栽试验中防治效果达到 60%以

上,而在大田试验中灌浆期防效只有 6. 47% ,这可能

与该菌株在自然土壤中定殖能力较差有关。有研究

发现, 一些生防菌株在无菌土中可以很好地定殖和

生长, 但在自然土壤中由于多种土壤微生物的相互

竞争或对土壤理化环境适应性较差, 难以大量定

殖
[ 21- 23 ]

。本试验中 F37、F20和 F04等菌株的防治

效果比较稳定,其作用机制和利用途径还有待深入

研究。

匍柄霉属和毛壳菌属真菌可防治一些真菌病

害
[ 24- 25]

,草酸青霉 P. oxalicum 和茄病镰刀菌 F. so�
lani可寄生于其它植物线虫,林茂松

[ 26]
从大豆孢囊

线虫的卵上分离到了草酸青霉 P. oxalicum; M olina

& Dav ide
[ 27]
研究发现,草酸青霉对根结线虫也具有

很高的活性。本试验发现茄病镰刀菌 F. so lani在小

麦孢囊线虫上具有很高的寄生率,而孙漫红等
[ 14 ]
发

现该菌是大豆孢囊线虫上常见寄生菌, 刘国坤等
[ 28]

则发现该菌对南方根结线虫的卵亦具有很高的寄

生率。

植物寄生线虫的生物防治因子相当广泛, 本试

验发现,从小麦禾谷孢囊线虫的孢囊和卵上可以分

离到大量细菌和放线菌菌株, 其防病效果有待于进

一步研究。鉴于我国小麦禾谷孢囊线虫病发生范围

很广,尚需从更多发病地点采集和分离孢囊生防

真菌。
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