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摘 要! 筛选了具有较强生防能力的亲和木霉菌 . 株和内生细菌 ( 株"并对其与克百威和烯唑醇复配可能性
进行了研究"在此基础上进行了盆栽和大田防治玉米土传病害的试验$ 结果表明!生防菌可以与化学农药复配"复配

而成的 #/种衣剂 01 对玉米丝黑穗病的防效与 ("/的黑穗净相当$
关键词! 玉米#复合型种衣剂#木霉菌#内生细菌
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玉米的土传病害一直被视为顽疾"上世纪 %"年
代以来又有逐渐加重的趋势$ 一般年份发病率大约
在 !"/ [ ."/" 严重年份甚至可以达到 &"/以上"
产量显著降低@ 特别是丝黑穗病在一些地区甚至造
成绝收$目前防治上主要采用化学种衣剂包衣种子"
如多菌灵% 福美双和三唑醇等" 有效成分含量高达
("/以上"易引起人畜中毒及作物本身受抑制$生物
种衣剂因其防效不稳定"推广面积不大"市场份额很
小$ 本试验对低剂量化学原药与木霉菌和内生细菌
及微量元素复配的可行性进行了研究" 并对玉米茎
基腐病%丝黑穗病和纹枯病进行了田间防效试验$

! 材料和方法
@AB 试验材料
克百威原药和烯唑醇原药为吉林八达农药公司

收稿日期! (""#$"!$(\# 修回日期! (""#$".$!(
基金项目! 国家 &十五’攻关项目’(""*13#"%1"*-%国家粮食丰产科

技工程项目’(""*13#("3$!!-
作者简介! 郑俊强’!%]%$-"男"沈阳农业大学硕士研究生$ 6$P>=U!

VDY<%!!^R>DOO,LOP,L;
陈捷为本文通讯作者$ 0BU!"(*$\\*%(](!

和吉林省农科院所赠"助剂 !%(%.为本实验室配制$
供试玉米品种为沈单 !&%连玉 !!%新铁 !"和富

友 !号$
供试病原菌肿囊腐霉+C#),510 52*3%)10 P>ID,-由

中国农业科学院品种资源所提供 " 禾谷镰孢菌
+D17%(510 4(%052"%(10-由吉林省农科院提供"串珠
镰孢菌+DE 0’2535*’(0"-由辽宁省农科院植保所提供"
0(!等 !\株木霉菌及内生细菌为本实验室提供$
BAC 内生细菌抑菌研究
采用平板对峙法"分别同肿囊腐霉+CE 52*3%)10

P>ID,-%禾谷镰孢菌 +DE 4(%052"%(10-%立枯丝核菌
+F,5G’:)’25%E 7’3%25-%串珠镰孢菌+DE 0’2535*’(0"-进行
对峙培养" 对供试的 !""株玉米内生细菌进行抑菌
实验"筛选强生防能力菌株$
BAD 木霉菌的分离及抑菌研究
采用土壤稀释法!_‘3 培养基+含 !"" P? a b? 注

射用硫酸链霉素-"从不同地区玉米根系土壤中分离
木霉菌$ 采用平板对峙法"分别同肿囊腐霉+CE 52B
*3%)10 Z>ID,-%禾谷镰孢菌 +DE 4(%052"%(10-%串珠镰
孢菌+DE 0’2535*’(0"-和立枯丝核菌+FE 7’3%25-对峙培
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养!对所分离的菌株和本实验室提供的 !"株菌株进
行抑菌试验"
!"# 生防菌离体亲和性的测定

#!$内生细菌离体亲和性的测定" !平板三点
法#参照 %&’()*+ 等的方法!用灭菌的牙签粘取菌悬
液置于 ,- 平板上 .点滴处于等边三角形的顶点$!
/01培养!每 /2 3观测一次""平板画线法#分别采
用划平行线和十字交叉线法!平行线长短相间"

./$木霉菌离体亲和性测定" 将筛选出的木霉菌
三三组合在平板上对峙培养!/41培养 4 5! 以单菌
的对峙培养作亲和对照"
!"$ 木霉菌遗传差异性测定
对上述筛选的木霉菌进行遗传差异性测定!检

测是否为同一株菌株"
基本培养基.参考高克祥等!!6647#89/%:2 ! ;$

<;=:2%09/: >?4 ;$@’=:2%09/: >?! A;$<+=:2%29/:
>?! A;$B+=:2%09/: >?! A;$CD! !>> #;$C9 /> #;$
琼脂 /> ;$蒸馏水 ! >>> AE" 分别加入 /F乳糖$半
乳糖$木糖$果糖$麦芽糖$蔗糖$淀粉作为碳源!/41
下培养!!/ 3 和 /2 3 测量菌落直径和观察菌落形
态" %G培养基三角瓶液体培养!!/> ( H A&+!/01!IJ
3观测菌丝团形态"
!"% 加工工艺流程
使用克百威$ 烯唑醇原药及所筛选的亲合木霉

菌和内生细菌对所购得的悬浮剂$成膜剂$分散剂和
警戒色等助剂进行加工工艺研究"
!"& 木霉菌与内生细菌和克!唑复配可行性的测定
!"#"! 种衣剂的配制
按照上述工艺流程以 !?4F的助剂 !$/F的助剂

/$!F的助剂 I$/F的助剂 2$/F烯唑醇$IF克百威!
依次在蒸馏水中加入以上助剂! 用玻璃棒搅拌成均
匀的粘稠液" 内生细菌接种 ED 液体培养基!!I4 ( H
A&+!/41培养 2 5!4 >>> ( H A&+!离心 4 A&+!弃上清
液!用无菌水清洗沉淀!再 2 >>> ( H A&+!离心 4 A&+!
弃上清液!共重复 I 次!定溶到 4> AE!测 :GJ>>!离
心! 用配好的助剂粘液洗沉淀! 振荡至沉淀消失为
止"再用此粘液从 %G-斜面上洗下木霉菌的分生孢
子!最终配成含木霉菌孢子 !>""
!"#"$ 复配可行性的测定
用无水酒精对种子进行表面消毒 !> A&+! 无菌

水清洗 I 次!再用次氯酸钠消毒 4 A&+!无菌水清洗
I次!放入无菌水中!4>1温汤浸种 !4 A&+"
将直径为 J KA的培养皿盛满土!然后将此皿放

入直径为 6 KA 的培养皿中央!!/!1灭菌 / 3! 在两
皿的间隔区倒满 %G-!/41条件下放置 / 5! 无菌生

长后!在靠近边缘 4 AA 处种上已包衣的玉米种子!
/41条件下培养!每隔 !/ 3 观察记录一次" 以未包
衣的玉米种子作对照!每个处理 I次重复"
将铺有滤纸的培养皿 !J>1!灭菌 ! 3!然后用

无菌镊子将处理过的种子夹入皿中! 每皿 !>粒!观
察芽率和木霉菌菌落在种子表面形成情况! 为了方
便观察 LD种衣剂未加警戒色"
!"#"% 生防菌存活能力测定
对木霉菌孢子萌发的测定# 将本种衣剂涂布在

%G平板上!!/ 3和 /2 3观察木霉菌孢子萌发情况"
将两株内生细菌涂布在含烯唑醇 /F的 ,- 平

板上!/41培养"将不含木霉菌的种衣剂划线涂布在
,-平板上!/41培养"
!"’ 种衣剂对玉米土传病害的防效
!"&"! 盆栽苗期防效试验
选用农田土壤过细筛并混匀!分装于高 /! KA$

直径 I> KA的瓷盆!每盆 " M;"
以小麦粒培养基扩繁镰孢菌! 玉米培养基扩繁

囊腐霉!培养 4 5 倒出!分别混匀!每盆 0> ; 玉米培
养基囊腐霉混合物!J> ; 小麦粒培养基镰孢菌混合
物!与土充分混匀!每天浇水一次!各处理水量相同!
病原菌定殖 !> 5 后!播种!每盆分散播 2 粒沈单 !J
种子!种子上盖 !F的丝黑穗菌厚垣孢子的菌土!设
I 个湿度梯度! 即每天浇水 / >>>$! 4>> 和 ! >>>
AE!每个梯度设 I 个处理!分别以化学包衣和不包
衣为对照!每处理 !>盆" 在苗期和成株期两次接立
枯丝核菌菌核!拔节期追肥一次"
!"&"$ 大田防效试验
试验分别于沈阳农业大学试验地和大连市瓦房

店炮台镇小刘村玉米田进行" 种衣剂以 2>N! 拌种!
供试品种为沈单 !J$连玉 !!$新铁 !> 和富友 ! 号!
分别以黑穗净和不包衣作对照!设 I个小区!每小区
! 个重复!每重复随机排列#采用 G%= 软件生成7!6
月初调查"以上一年采集的丝黑穗冬孢子粉以 !N!>>
比例制成菌土覆盖种子"

/ 结果与分析
("! 内生细菌抑菌筛选结果
从 !>> 株供试的玉米内生细菌筛选出 " 株对 2

种病原菌有较强的抑制作用! 分别为环状芽孢杆菌
#!" #$%#&’()*7/株#编号为 D/>O!>" 和 D/!O>IJ7$短小
芽孢杆菌#!" +&,$’&*7! 株#编号为 D/>O!>27$枯草芽
孢杆菌#!" *&-.$’$*7I 株#编号为 D/!O>I/$D/>O>>J 和
D/!O>"J7$假单胞菌属 #/*0&12,2)(* )PP?7! 株 #编号
为 D/!O>0>7$肠杆菌属 #3).0%2-(#.0% )PP?7! 株 #编号
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发现!!"# 菌落的颜色和菌圈的大小"厚度与 !#$ 和
!%&明显不同# 在三角瓶中发酵实验发现$!#$为絮
状不成团白色菌丝$!%& 和 !"# 均为成大团白色菌
丝#所以$!#$%!%&和 !"#为存在明显遗传差异的不
同菌株$进而确定为本种衣剂的活性生防成分&

!"# 加工工艺流程结果
通过对原药悬浮率及成膜效果的测定和观察$

发现采取如下加工流程所生产的种衣剂具有较高的

悬浮率和较好的成膜效果&
加工的工艺流程!

为 %#$’()*+&
!"! 木霉菌的分离及抑菌研究
从供试土样中分离出 ,株木霉菌$ 对此 ,株和

本实验室提供的 $* 株木霉菌与 - 种病原菌进行平
板对峙实验$得到 $)株具有较好生防效果的菌株$分
别为 !"$%!"#%!%&%!-)%!-#%!--%!$&%!.)%!#*%!.#%
!)&%!)*和 !#$$其中 !"$%!"#和 !%&为新分离的&
!"$ 生防菌离体亲和性的测定结果
得到相互亲和内生细菌两株$ 分别为枯草芽孢

杆菌/!" #$%&’(’#+%#0’001和假单胞菌属/)#*$+,-,./#
2334+%#$’0,0$并选定为本种衣剂的活性生防成分’
得到相互亲和木霉菌 )株$分别为 !"#%!%&和 !#$$
木霉菌 !)* 在平板中遇到逆境会产生色素$在平板
的背面观察有褐色$两菌相遇时相交处产生褐色线$
亲和性菌株 !%& 和 !#$ 无褐色线$菌落也不发生颜
色变化$这在同种菌对照中可以观察到&
!"% 木霉菌遗传差异性测定
对 )株木霉菌进行生物学测定$ 发现 )株木霉

菌在几种培养基上生长速度存在差异& 进一步研究

56

!"# !#$ !%& !"# !#$ !%&

木 糖 )4,0 -4$0 -4$, 14&0 14*. ,4#0
葡萄糖 )4&0 -4#0 -4$. ,400 ,4-. 1410
蔗 糖 )410 -4$. )410 14$. ,4#0 14#0
果 糖 -4)0 )4,, )4,. ,40. 14$) 14).
乳 糖 )4-. -40, )4*0 14$. 14-0 14#.
基 本 )400 )400 -400 .4#0 .4). 14..
淀 粉 )410 )4&, -40. 14$. 14.) 14,0

-* 7#- 7
培养基

表 & $株木霉菌在几种培养基上的菌落直径

!"’ 木霉菌与内生细菌和克!唑复配可能性的测定
在土壤中 !% 复合型种衣剂中的木霉菌先于内

生细菌长出根围$两种生防菌均能长出由克(唑所包
膜的种子表面’在种子表面定殖$稍迟于未含克唑 $
8 # 9$ 空白对照和黑穗净对照均没有木霉菌定殖#
对玉米种子的萌发率没有明显影响$ 两种化学原药
对木霉菌孢子萌发率也没有影响’ 内生细菌不能在
含 #:烯唑醇的 ;<平板上生长$ 但划线涂布在 ;<
平板上的种衣剂中内生细菌从种衣边缘向外长出#
!"( 种衣剂对玉米土传病害的防效
!"#"$ 盆栽苗期防效
盆栽防效结果如表 # 所示$ 从表 # 中看出$!%

处理种子的植株发病率明显低于空白对照$ 与黑穗
净处理相当# 在所设的 )个湿度处理中$高%中湿度

处理 !% 包衣未发生丝黑穗病$ 对照的发病率分别
为 1.:和 ..:’ 低湿度处理 !% 包衣时丝黑穗发病
率为 $0:$高于黑穗净处理的 .:$可见 !% 种衣剂
需要较高湿度才能发挥其防病能力# 高湿度的对照
发病略重$ 可能此湿度较其它两湿度更适于丝黑穗
病菌侵染的原因#

!%#"! 大田防效试验

:

黑穗净 => !% 黑穗净 => !% 黑穗净 => !%

丝黑穗 . 1. 0 0 .. 0 . .0 $0
茎基腐 #. #0 $0 . . 0 0 ? 0
纹枯病 $1 #0 - #- )0 . - . 0

注!处理 $ 为高湿度$处理 #为中湿度$处理 )为低湿度#

处理 )处理 #处理 $
病 害

表 ! 不同处理的盆栽发病率
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在富友 + 号上 !]M 处理的丝黑穗发病率为
+%#(h!明显低于接菌对照 *+N%)#h,和未接菌对照
*P%Q)h,!并且低于黑穗净处理!其它 " 个品种上发
病略低于黑穗净! 但对茎腐病和纹枯病的防效均优
于黑穗净#

" 讨 论
烯唑醇是一种高效广谱杀菌剂! 同时又具有调

节植物生长作用# 防治小麦腥黑穗病$散黑穗病$玉
米丝黑穗病等病害效果突出# 目前国内多用烯唑醇
可湿粉处理种子7但脱落率高!同时对小麦$玉米的
出苗及生长又有明显的抑制7常形成负面影响#解决
其负面作用的方法是降低药量!这必将降低其防效!
木霉菌作为一种重要的植物病害生防因子一直受到

广泛的关注# 有报道木霉菌对玉米丝黑穗菌冬孢子
的萌发有抑制作用! 而植物内生细菌广泛存在于各
种植物的根$茎$种子等组织中!对人畜及环境无害!
并能提高植物的抗逆性和抗病性# 如能充分利用三
者的优点!势必能增强烯唑醇的安全性!降低对土壤
和水的污染#
本研究将烯唑醇与生防木霉菌和内生细菌复配

制成种衣剂!结果发现在 [b0 平板上烯唑醇和内生
细菌对木霉菌的菌丝生长有一定的抑制作用! 但对
孢子萌发没有影响! 烯唑醇对内生细菌也有抑制作
用! 但当将本种衣剂成膜于种子表面! 播种于土壤
后!情况却远异于 [b0 平板!萌发的木霉菌孢子迅
速脱离种衣膜层! 种衣中的内生细菌由于与土壤接

触也先于化学原药脱离种衣膜层! 此后生防菌在根
围建立保护圈!木霉菌菌丝穿行于土壤颗粒大缝隙!
内生菌则附着在土壤颗粒表面和进入微缝隙中!并
随着根系发育进入到玉米体内!发挥其生防作用#盆
栽和大田防效研究表明!]M 复合种衣剂对丝黑穗的
防效与 ()h的黑穗净相当!对茎腐病$纹枯病的防
效优于黑穗净#
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