
林 业 科学 研 究摇 圆园员源袁圆苑渊圆冤院员苑源 员苑愿
云燥则藻泽贼 砸藻泽藻葬则糟澡

摇 摇 文章编号院员园园员鄄员源怨愿渊圆园员源冤园圆鄄园员苑源鄄园缘

内寄生真菌 耘泽贼藻赠葬 增藻则皂蚤糟燥造葬 对松材线虫
侵染活力的测定

杜摇 婷员袁 张永安员鄢袁 王玉珠员袁 曲良建员袁 王青华员袁 李占林圆

渊员郾 中国林业科学研究院森林生态环境与保护研究所袁国家林业局森林保护重点实验室袁北京摇 员园园园怨员曰
圆郾 内蒙古赤峰市松山区岗子乡林业站袁内蒙古 赤峰摇 园圆源园缘员冤

收稿日期院 圆园员猿鄄园缘鄄员猿
基金项目院 国家林业局 怨源愿 项目野松材线虫内寄生真菌菌株及生产技术引进冶渊圆园员圆鄄源鄄苑园冤
作者简介院 杜摇 婷渊员怨愿愿要冤袁女袁云南丽江人袁硕士援 耘皂葬蚤造院凿怎贼蚤灶早赃曾赃赠岳 员远猿援 糟燥皂

摘要院从不同培养基尧不同测定方法尧不同菌株尧不同孢子浓度 源 个方面测定内寄生真菌 耘泽贼藻赠葬 增藻则皂蚤糟燥造葬 孢子对松材

线虫的侵染活力袁结果表明院该真菌离体分生孢子对松材线虫有侵染活力曰孕阅粤 固体培养比 孕阅月 液体培养所得孢子

能更有效的粘附和杀死松材线虫曰在 宰粤 平板上袁采用浸渍法测定孢子对线虫的侵染活力比其他处理效果好曰在供

试的 猿 个菌株渊悦哉晕 员圆园愿园远尧悦月杂 员园园愿圆 和 悦月杂 员员缘愿园猿冤中袁悦月杂 员员缘愿园猿 菌株对松材线虫具有较高侵染活性曰源 个不

同浓度渊员 伊 员园怨尧员 伊 员园愿尧员 伊 员园苑尧员 伊 员园远 个窑皂蕴 原员冤孢子对线虫的作用中袁随着孢子浓度降低袁孢子对线虫侵染能力

也随之降低遥
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运藻赠 憎燥则凿泽院 耘泽贼藻赠葬 增藻则皂蚤糟燥造葬曰 月怎则泽葬责澡藻造藻灶糟澡怎泽 曾赠造燥责澡蚤造怎泽曰 蚤灶枣藻糟贼蚤增蚤贼赠 贼藻泽贼

松材线虫病是一种由松材线虫渊月怎则泽葬责澡藻造藻灶糟澡怎泽
曾赠造燥责澡蚤造怎泽 渊杂贼藻蚤灶藻则 藻贼 月怎则澡藻则冤冤引起的松树快速枯萎

死亡尧连片毁灭的森林病害袁一旦侵害袁蔓延速度快尧
防治难度大尧危害严重袁能造成松树短期内死亡袁现
已被列为重要的危险性森林病害袁松材线虫被 源园 多

个国家立法为重点防疫对象咱员暂 遥 松材线虫主要通过

天牛成虫在健康树上补充营养和在衰弱树上产卵所

造成的伤口侵入寄主松树体内袁取食木质部薄壁细

胞和杀死皮层细胞咱圆暂 遥 目前袁虽然利用生防菌咱圆 原 远暂

如天敌真菌尧产毒真菌尧虫生真菌及细菌等防治松材
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线虫的研究报道较多袁但由于松材线虫的隐蔽性袁直
接针对松材线虫的防治研究较少袁其中袁直接利用真

菌孢子侵染松材线虫的活力测定未见报道遥
耘泽贼藻赠葬 增藻则皂蚤糟燥造葬 渊 允援 再援 蕴蚤燥怎袁 允援 再援 杂澡蚤澡 驭

栽扎藻葬灶冤是世界上第一个被报道的松材线虫内寄生真

菌袁其能产生新月形和杆状两种形态的分生孢子袁仅
新月形孢子能粘附并侵染松材线虫遥 平板生测显示

该菌对松材线虫有很高的侵染活力袁猿 苑 凿 内能杀

死全部的被测线虫咱苑暂 遥 基于现有的平板生测结果和

相似真菌孢子用于防治松材线虫的实例咱愿暂 袁本实验

针对该内寄生真菌 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 孢子对松材线虫的

粘附侵染作用进行试验袁以图寻找控制松材线虫更

直接的方法袁并为以后是否能采用该真菌孢子悬浮

液进行松材线虫防治提供参考遥
员摇 材料与方法

员援 员摇 试验材料

供试真菌为 猿 个 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 菌株袁分别为 悦晕哉
员圆园愿园远尧悦月杂 员园园愿圆员 和 悦月杂 员员缘愿园猿袁由韩国国立忠

南大学成昌根教授惠赠袁在本实验室 源 益斜面保存遥
供试松材线虫由中国林业科学研究院森林生态

环境与保护研究所汪来发老师实验室提供袁在本实验

室利用多毛孢 孕藻泽贼葬造燥贼蚤葬 泽责援 培养繁殖以供试验用遥
员援 圆摇 试验方法

员援 圆援 员摇 真菌 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 孢子悬浮液的制备摇 将实

验室保存于斜面上的真菌 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 转接到 孕阅粤
培养基上袁于 圆远 益恒温培养箱中培养 圆 周后备用遥
取菌落生长旺盛的平板袁用无菌吐温 原 愿园 溶液

渊园郾 园缘豫 冤从培养好的平板上洗下分生孢子袁装入

缘园 皂蕴离心管中袁置于漩涡振荡器上充分振荡袁使孢

子从菌丝上脱落悬浮于溶液中遥 圆 种培养方式获得

的真菌悬浮液经抽滤装置过滤得到纯的孢子悬浮

液袁用血球计数板确定孢子浓度袁源 益保存备用遥
员援 圆援 圆摇 不同菌株孢子悬浮液对松材线虫侵染活力

的测定摇 将 孕阅粤 培养得到的 猿 个供试菌株孢子悬

浮液分别采用浸渍法在 宰粤 平板上测定其对松材线

虫的侵染活力遥 浸渍法院在直径 缘 糟皂 小培养皿中加

入 圆园园 滋蕴 线虫悬浮液渊约 缘园园 头冤袁再加入 缘园园 滋蕴
初始浓度为 员 伊 员园苑 个窑皂蕴 原员的孢子悬浮液袁混匀遥
每个处理 猿 个重复袁对照渊悦运冤加入 缘园园 滋蕴 无菌水遥
置于 圆远 益培养箱中袁分别于 员尧圆尧源尧远尧愿尧员园尧员圆尧圆源 澡
和 圆尧猿尧源尧缘尧远 凿 在光学显微镜下分别观察记录起初

观察到的 员园园 头线虫中被孢子粘附的线虫数量和死

亡线虫数量遥 以线虫体表被新月形孢子粘附且在线

虫活动过程中不脱落视为被孢子粘附线虫曰以线虫

体表长出菌丝的视为死亡线虫遥 该试验中袁以孢子

对线虫的粘附率和死亡率作为判定侵染活力的 圆 个

指标遥 按以下公式计算该真菌孢子对松材线虫的粘

附率和死亡率遥
线虫粘附率 越 渊被粘附线虫数 辕线虫总数冤

伊 员园园豫
校正死亡率 越 渊处理组死亡率 原 对照组死亡

率冤 辕 渊员 原对照组死亡率冤 伊 员园园豫
员援 圆援 猿摇 不同测定方法下孢子悬浮液对松材线虫侵

染活力的测定摇 采用浸渍法和喷雾法分别在 宰粤 和

无 宰粤 的培养皿中测定菌株 悦月杂 员员缘愿园猿 真菌孢子

悬浮液对松材线虫的侵染活力遥 喷雾法院在直径 缘
糟皂 小培养皿中加入 圆园园 滋蕴 线虫悬浮液 渊约 缘园园
头冤袁用喉头喷雾器将初始浓度为 员 伊 员园苑 个窑皂蕴 原员

的孢子悬浮液喷洒到线虫表面袁使喷雾量约为 缘园园
滋蕴袁混匀遥 每个处理 猿 个重复袁对照渊悦运冤加入 缘园园
滋蕴 无菌水遥 浸渍法操作及观测方法同 员援 圆援 圆 节遥
员援 圆援 源摇 不同浓度孢子悬浮液对松材线虫的毒力测

定摇 采用浸渍法在 宰粤 平板上测定不同浓度菌株

悦月杂 员员缘愿园猿 真菌孢子悬浮液对松材线虫的侵染活

力遥 操作方法和观测方法同 员援 圆援 圆 节袁使其中孢子

悬浮液的初始浓度分别为 员 伊 员园怨尧员 伊 员园愿尧员 伊 员园苑尧
员 伊 员园远 个窑皂蕴 原员遥
员援 猿摇 数据处理

采用 杂孕杂杂 员苑援 园 软件对数据进行单因素方差分

析袁最小显著差数法渊蕴杂阅袁孕 越 园郾 园缘冤进行处理间显

著性检验袁并用 酝蚤糟则燥泽燥枣贼 耘曾糟藻造 圆园园苑 软件作图遥 图

中数据采用平均值 依标准误表示遥
圆摇 结果与分析

圆援 员摇 不同菌株孢子对松材线虫侵染活力的测定

不同菌株孢子对松材线虫侵染活力的测定结果

表明院菌株 悦月杂 员员缘愿园猿 对松材线虫的侵染活力明显

比其他菌株的高渊孕 约 园郾 园缘冤袁另外 圆 个菌株之间在

侵染活力上差异不显著遥
在培养开始的 员 澡袁除菌株 悦晕哉 员圆园愿园远 孢子未粘

附线虫外袁其他菌株孢子均能粘附线虫遥 随着培养时

间的延长袁粘附率呈平缓的直线增长趋势袁到 员圆 澡 时

均达到最大值袁菌株 悦月杂 员员缘愿园猿 孢子对线虫的粘附

效果最好袁粘附率达 源猿郾 圆圆豫 渊图 员冤遥 从图 圆 中也能

明显的看到不同菌株孢子对松材线虫的粘附情况遥

缘苑员
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培养 圆 凿 后袁除被菌株 悦月杂 员员缘愿园猿 孢子粘附的

线虫开始死亡外袁未观察到其他菌株孢子粘附线虫

死亡的情况遥 在培养的 远 凿 中袁被 悦晕哉 员圆园愿园远 和

悦月杂 员园园愿圆员 菌株孢子粘附的线虫死亡率均低于

员园豫且变化不明显袁而线虫被菌株 悦月杂 员员缘愿园猿 孢子

粘附后第 远 天死亡率高达 猿猿援 远圆豫 渊图 猿冤遥 被粘附

的线虫 圆 凿 后其体表开始有菌丝长出袁猿尧源 凿 后菌丝

开始生长袁分枝袁蔓延袁远 凿 后长出的菌丝继续产孢进

行二次生长渊图 源冤遥
图 员摇 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 不同菌株孢子对 月援 曾赠造燥责澡蚤造怎泽 的粘附率

图 圆摇 不同 耘泽贼藻赠葬 增藻则皂蚤糟燥造葬 菌株孢子对松材线虫的粘附情况

圆援 圆摇 不同测定方法下孢子对松材线虫侵染活力的

测定

采用浸渍法和喷雾法分别在 宰粤 和无 宰粤 的培

养皿上进行 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 悦月杂 员员缘愿园猿 孢子悬浮液对

松材线虫侵染活力的测定袁从图 缘尧远 中可知其离体

孢子能粘附并杀死松材线虫遥
从孢子对线虫的粘附作用来看袁采用浸渍法时袁

试验是否在 宰粤 上进行对孢子粘附线虫的影响不

大袁但采用喷雾法时袁培养 远 凿 后袁试验是否在 宰粤
上进行则显著影响孢子粘附率遥 采用浸渍法测定得

到的孢子粘附率明显比喷雾法的高遥 随着培养时间

的延长袁培养 员圆 澡 后各处理中粘附率均达到一个高

峰袁其中袁采用浸渍法在 宰粤 上处理的孢子对线虫的

图 猿摇 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 不同菌株孢子对 月援 曾赠造燥责澡蚤造怎泽 的校正死亡率

粘附效果最好袁粘附率达 源源援 园员豫 袁而采用喷雾法在

无 宰粤 上处理的孢子对线虫的粘附效果最差袁粘附

率仅 员员援 苑圆豫 遥

图 源摇 松材线虫被真菌 耘泽贼藻赠葬 增藻则皂蚤糟燥造葬 致死的情况

远苑员
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图 缘摇 不同方法测定 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 孢子对 月援 曾赠造燥责澡蚤造怎泽 的粘附率

图 远摇 不同方法测定 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 孢子对 月援 曾赠造燥责澡蚤造怎泽 的校正死亡率

摇 摇 培养 员 凿 后袁被孢子粘附的线虫开始死亡袁相应

的袁采用浸渍法在 宰粤 上处理的线虫死亡率明显比

其他处理的高渊孕 约 园郾 园缘冤袁采用喷雾法在无 宰粤 上

处理的孢子杀死线虫的效果最差遥 随着时间延长袁
除喷雾法在 宰粤 上处理的线虫死亡率呈直线上升趋

势外袁其他处理均无明显变化袁但培养 远 凿 后袁因孢

子粘附引起的线虫死亡率达到高峰遥 由图 缘尧远 可看

出院孢子粘附效果好的处理其死亡率也相应较高袁反
之亦然袁但其中采用喷雾法在 宰粤 上的处理未遵循

该规律袁死亡率跃居第二袁几乎跟浸渍法在 宰粤 上的

处理持平袁达 缘缘豫以上遥
圆援 猿摇 不同浓度孢子对松材线虫的侵染活力测定

采用浸渍法在 宰粤 平板上测定不同浓度孢子悬

浮液对松材线虫的侵染活力渊图 苑尧愿冤袁随着孢子浓度

的降低袁孢子对线虫的粘附和杀死能力都随之降低遥
在培养的 圆源 澡 内袁孢子浓度为 员 伊 员园怨 个窑

皂蕴 原员的处理中袁孢子对线虫的粘附能力明显比其他

处理的强渊孕 约 园郾 园缘冤遥 培养 员 澡 后袁除浓度为 员 伊 员园远

个窑皂蕴 原员处理中线虫未被孢子粘附外袁其他处理中

线虫均被孢子粘附遥 随着培养时间的延长袁被孢子

粘附的线虫比例缓慢增加袁到 员圆 澡 时袁所有处理的

孢子粘附率均达到高峰袁孢子浓度为 员 伊 员园怨 个窑
皂蕴 原员处理的孢子粘附率高达 苑缘援 怨愿豫 袁比其他所有

图 苑摇 不同浓度 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 孢子对 月援 曾赠造燥责澡蚤造怎泽 的粘附率

图 愿摇 不同浓度 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 孢子对 月援 曾赠造燥责澡蚤造怎泽 的校正死亡率

处理的都大袁浓度为 员 伊 员园远 个窑皂蕴 原员的孢子粘附率

最低袁仅达 圆源援 远缘豫 袁到 圆源 澡 时粘附率保持相对

稳定遥
线虫死亡率变化趋势与粘附率的相似袁浓度为 员 伊

员园怨 个窑皂蕴原员的孢子杀死线虫率明显比其他孢子浓度

的高袁且在培养 源 凿 后达最大死亡率渊远远援 源怨豫冤袁其他处

理均在培养远 凿 后线虫死亡率达最大遥 孢子浓度为员 伊
员园远 个窑皂蕴原员的处理培养 圆 凿 后没有观察到死亡线虫袁
远 凿 后死亡率也仅有 圆苑援 员豫遥

各浓度孢子对线虫的粘附速度相似袁但高浓度

孢子对线虫的杀死速度比低浓度孢子处理的快遥
猿摇 结论与讨论

本文通过不同测定方法尧不同菌株尧不同孢子浓

度 猿 个方面的试验证明了内寄生真菌 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬
从产孢细胞上脱落的分生孢子对松材线虫有侵染活

力袁被粘附的线虫 圆 凿 后其体表开始有菌丝长出袁猿尧
源 凿 后菌丝开始生长袁分枝袁蔓延袁远 凿 后长出的菌丝

继续产孢进行二次生长袁室温放置 愿 员园 凿 后线虫

完全消解遥
根据以往研究报道表明袁关于该种真菌对松材

线虫的侵染活力测定均是在真菌菌落上进行的袁其
中袁粘附和杀死线虫的孢子均仍着生于产孢梗上遥

苑苑员
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在菌株 悦月杂 员员缘愿园猿 菌落上接种线虫 圆源 澡 后的粘附

率达 员园园豫 袁源 凿 后死亡率也达 员园园豫 咱怨 原 员园暂 袁而与本试

验中离体孢子对线虫的粘附率和死亡率相比袁离体

的孢子对松材线虫的侵染力明显下降袁由此可看出袁
脱离产孢梗的分生孢子虽然仍具有粘附作用袁但致

病性相应降低遥 曾显雄等咱员员暂 通过试验也得到了相

似的结论袁其用挑针将菌株 粤栽悦悦 苑源源愿缘 菌落气生菌

丝及孢子梗推到袁或用刀背刮下粘性孢子再沾到

宰粤 培养基上袁发现粘附率仅为 源援 缘豫 袁表明 耘援 增藻则鄄
皂蚤糟燥造葬 新月形孢子是否着生于分生孢子梗袁对其粘

附率有很大影响袁也说明离开分生孢子梗的孢子仍

具有粘着能力遥 同样袁另一内部寄生真菌 匀蚤则泽怎贼藻造造葬
则澡燥泽泽蚤造蚤藻灶泽蚤泽 也有类似特性袁自分生孢子梗上脱落的

孢子就会失去病原性袁无法感染寄主咱员圆暂 遥
尽管该真菌能产生两种形态的孢子袁仅有新月

形孢子能侵染松材线虫袁因此袁真菌的侵染活力与新

月形孢子的数量和比例直接相关袁新月形孢子越多袁
侵染活力越高遥 不同菌株间孢子侵染活力的差异与

新月形孢子的数量和比例相关袁但也不排除不同菌

株产生的孢子本身所具有的侵染活力的高低有差

异遥 本试验中采用的 猿 个菌株中菌株 悦月杂 员员缘愿园猿
离体孢子对松材线虫的粘附和杀死能力明显高于其

他菌株袁此外该菌株产生新月形孢子的比例和数量

最高袁其次是菌株 悦月杂 员园园愿圆员袁菌株 悦晕哉 员圆园愿园远 的

最低遥 在该试验中袁随着孢子浓度的降低袁松材线虫

被粘附率和死亡率也随之降低遥 孢子浓度高的处理

中袁单位面积孢子数量多且其中新月形孢子的数量

也相对较多袁因此袁松材线虫被粘附的几率高且单个

线虫体表粘附的孢子数量也较多袁之后引起的线虫

死亡速度也比低浓度处理的快遥 根据 宰葬灶早 等咱员猿暂在
试验中采用 猿 伊 员园愿 和 猿 伊 员园怨 个窑皂蕴 原员浓度的孢子

悬浮液接种于因松萎蔫病致死的松树原木中袁圆 个

月后松材线虫数量分别降低 苑怨豫 和 源苑豫 的结果表

明袁高浓度的孢子液对松材线虫的影响作用更强遥
另外袁王松等咱员源暂采用绿僵菌酝枣 圆 菌株测定对松材线

虫的毒力试验结果也表明袁随着孢子浓度的降低袁
酝枣 圆杀死线虫的能力降低遥

本试验中采用浸渍和喷雾方式对松材线虫的侵

染活力进行测定袁旨在室内试验该种方法在野外喷洒

进行松材线虫防治的可能性遥 虽然说喷雾时孢子悬

浮液相对于浸渍法来说更直接的作用于松材线虫体

表袁但从试验结果可知袁喷雾方式杀死线虫的效果明

显低于浸渍方式遥 该结果可以从该真菌的侵染机制

来解释袁其中袁仅有新月形孢子能粘附到松材线虫体

表袁而且新月形孢子只能进行凹面粘附袁即使喷雾方

法很直接袁但是孢子是否能以凹面直接粘附到线虫体

表依然是个未知数袁具体是什么原因造成这两种方法

之间的差异袁需要进一步的研究遥 目前袁也有应用真

菌 耘援 增藻则皂蚤糟燥造葬 孢子悬浮液进行松树树体试验的报

道咱员缘暂 遥 在温室内喷洒孢子悬浮液 员 个月后的 源 龄松

苗接种松材线虫袁发现松苗存活系数渊园郾 远苑冤比对照

渊园郾 园远苑冤高 员园 倍遥 在一定程度上袁这些结果表明袁喷
洒该真菌孢子悬浮液能保护松树免于松萎蔫病遥
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