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生防放线菌 ＺＺ－９ 耐药菌株的微波诱变选育

陈大为ꎬ薛应钰ꎬ沈志彦ꎬ毛维兴ꎬ张树武ꎬ徐秉良
(甘肃农业大学植物保护学院 甘肃省农作物病虫害生物防治工程实验室ꎬ甘肃 兰州 ７３００７０)

摘　 要:为了获得耐甲基硫菌灵的菌株ꎬ 采用微波诱变法对放线菌 ＺＺ－９ 菌株进行 ０~ ７５ ｓ 的处理ꎬ筛选出在甲

基硫菌灵致死浓度下仍能较好生长的突变菌株ꎬ并测定其对苹果树腐烂病菌拮抗性和传代稳定性的影响ꎬ选育出性

能优良的耐药菌株ꎬ与甲基硫菌灵协同作用进行防治苹果树腐烂病试验ꎮ 结果表明ꎬ在微波辐照 １５~６０ ｓ 条件下ꎬ获
得 ４ 株耐 ７０ μｇ􀅰ｍＬ－１甲基硫菌灵的突变菌株 ＺＺ－９Ａ、ＺＺ－９Ｂ、ＺＺ－９Ｃ 和 ＺＺ－９Ｄꎮ 通过对 ４ 株突变菌株进行抑菌率

和传代稳定性测定ꎬ筛选出一株抑菌率较好且传代稳定的突变菌株 ＺＺ－９Ｂꎮ 菌株 ＺＺ－９Ｂ 与 ７０ μｇ􀅰ｍＬ－１甲基硫菌灵

协同作用测定表明ꎬ当菌株 ＺＺ－９Ｂ 与甲基硫菌灵配比为 ８ ∶ ２ 时ꎬ在离体枝条上对苹果树腐烂病的协同防效为

８９.４２％ꎬ明显高于单独使用突变菌株和甲基硫菌灵的防效ꎮ 因此ꎬ在使用菌株 ＺＺ－９Ｂ 来防治苹果树腐烂病时ꎬ添加

少量的甲基硫菌灵ꎬ可显著提高防效ꎮ
关键词:微波诱变选育ꎻ耐药菌株ꎻ放线菌 ＺＺ－９ꎻ协同作用
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　 　 放线菌存在于各种自然环境中ꎬ种类繁多ꎬ代
谢功能各异ꎬ能够产生种类丰富具有生物活性的次

级代谢产物ꎬ被广泛用于植物病害的防治中[１]ꎮ 但

目前单独使用生防因子来控制作物病害ꎬ往往受到
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环境条件等因素的干扰ꎬ造成田间防治效果不稳

定[２]ꎮ 尤其是为了减轻病害造成的经济损失ꎬ多年

来都依赖化学杀菌剂ꎬ但长期过量使用化学农药对

农产品的品质和食用价值产生了严重的影响ꎬ而且

导致病菌抗药性问题日益突出[３]ꎮ 因此ꎬ有必要在

筛选生防菌株的过程中提高和改良野生菌株ꎬ选育

出耐化学农药的优良突变型菌株ꎬ为实现生物农药

与化学农药的协同作用提供科学依据ꎮ
目前的菌株改良手段主要有诱变育种[４]、原生

质体融合[５]和遗传改造[６]ꎮ 其中ꎬ诱变育种是一种

简便、实用、应用广泛的菌种改良方法ꎬ经诱变得到

的菌株其生长特性、耐药性等能力同亲本菌株相比

大多有所提高[４]ꎮ 近年来ꎬ国内利用诱变育种手段

来对微生物菌株进行耐药性改良方面的研究已有

相关报道ꎮ 岳素红[７] 等利用紫外线对球孢白僵菌

菌株 Ｂｂ００ 进行诱变处理ꎬ获得 ３ 株耐 ８００ ｍｇ􀅰Ｌ－１

吡虫啉的突变菌株ꎮ 李剑锋等[８] 以红豆草根瘤菌

ＲＳ－１ 为原始菌株进行微波诱变处理ꎬ筛选出一株

耐 ８０ ｍｇ􀅰Ｌ－１卡那霉素和 ３００ ｍｇ􀅰Ｌ－１青霉素菌株

ＲＳＷ－９６ꎮ 田连生[９]等利用紫外线重复诱导处理的

方法ꎬ对拮抗性木霉 Ｔ２１ 进行改良ꎬ筛选到 ５ 株在多

菌灵 ２ ０００ ｍｇ􀅰Ｌ－１浓度下仍能较好生长的具有显

著抗性的菌株 Ｔ２１－１~Ｔ２１－５ꎮ 但是ꎬ目前国内利用

微波诱变育种手段对放线菌菌株进行耐药性改造

的报道较少ꎮ 放线菌 ＺＺ－９ 是前期从苹果树根际土

壤中分离出的一株生防菌ꎬ其发酵液对苹果树腐烂

病菌的抑制率为 ９６.４％ꎬ在离体枝条上对苹果树腐

烂病的防效达 ７５％以上[１０]ꎮ 因此ꎬ本试验以放线菌

ＺＺ－９ 为试验材料ꎬ对其进行微波诱变处理ꎬ拟筛选

出能够与甲基硫菌灵混配的突变菌株ꎬ为新型农药

的研发提供一定的理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

供试菌株:放线菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ｒｏｃｈｅｉ)ＺＺ－９ 和

苹果树腐烂病菌(Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｓｐ.)由甘肃农业大学植

物保护学院植物病原学实验室提供ꎮ
供试药剂:甲基硫菌灵(７０％ꎬ可湿性粉剂)由

山东曹达化工有限公司生产ꎮ

１.２　 方法

１.２.１　 出发菌株的制备 　 取新鲜斜面培养的放线

菌 １ 支ꎬ加入 ５ ｍＬ 无菌生理盐水(１％)ꎬ用接种针小

心刮取斜面孢子使其悬浮于生理盐水中ꎬ充分震

荡ꎬ然后将菌液转入无菌管中ꎬ经无菌滤纸过滤ꎬ收

集单孢子悬浮液ꎬ调整浓度为 １０６ ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１左右ꎬ
即为出发菌株ꎮ
１.２.２　 甲基硫菌灵对出发菌株孢子致死浓度的确

定　 将制备好的出发菌株 ＺＺ－９ 孢子悬液涂布于含

浓度分别为 ０、１０、３０、５０、７０ μｇ􀅰ｍＬ－１甲基硫菌灵

的高氏一号平板上ꎬ每处理 ３ 个重复ꎬ２８℃培养 ５~７
ｄꎬ统计不同平板上的菌落数ꎬ并计算致死率ꎮ 当某

个较高浓度平板上未长出菌落时ꎬ该浓度即为甲基

硫菌灵对出发菌株孢子的致死浓度ꎮ
致死率(％)＝ (不含甲基硫菌灵平板上长出的

菌落数－含甲基硫菌灵平板上长出的菌落数) /不含

甲基硫菌灵平板上长出的菌落数×１００ꎬ式中菌落数

单位为 ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎮ
１.２.３　 微波诱变剂量的测定及突变菌株的获得　 将

装有出发菌株 ＺＺ－９ 孢子悬液的三角瓶置于含有冰

块的烧杯中ꎬ于微波炉(生产厂家:格兰仕微波炉电

器有限公司ꎻ型号:Ｐ７０Ｄ２０Ｐ －ＴＤ(Ｗ０)ꎻ输出功率:
７５０ Ｗꎻ脉冲频率:２４５０ ＭＨｚ)内分别照射 ０、１５、３０、
４５、６０、７５ ｓꎮ 分别取孢子悬液 ０.１ ｍＬ 涂布于含致死

浓度的甲基硫菌灵和不含甲基硫菌灵的高氏一号

平板上ꎬ每处理 ３ 个重复ꎬ２８℃培养 ５ ~ ７ ｄꎬ在含致

死浓度甲基硫菌灵的高氏一号平板上长出的菌落

即为突变菌株ꎬ对其进行编号ꎬ统计菌落数ꎬ计算其

存活率、致死率和突变率ꎬ并将单菌落挑接于高氏

一号斜面培养基上ꎬ２８℃培养 ５~７ ｄꎬ待斜面孢子丰

满ꎬ于 ４℃冰箱保存ꎮ
存活率(％)＝ ｎ１ / ｎ０×１００

致死率(％)＝ (ｎ０－ｎ１) / ｎ０×１００
突变率(％)＝ ｎ２ / ｎ０×１００

式中ꎬｎ０为出发菌株在不含甲基硫菌灵的高氏一号

平板上长出的菌落数ꎻｎ１为出发菌株微波处理后在

不含甲基硫菌灵的高氏一号平板上长出的菌落数ꎻ
ｎ２为出发菌株微波处理后在含致死浓度甲基硫菌灵

的高氏一号平板上长出的菌落数ꎬ菌落数单位均为

ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１ꎬ下同ꎮ
１.２.４　 耐药菌株的筛选

(１)耐药菌株的初筛ꎮ 采用平板对峙法[１１] 进

行筛选ꎬ用“十”字交叉法在 ＰＤＡ (马铃薯葡萄糖琼

脂培养基)平板背面做标记ꎬ中心位置接倒置的苹

果树腐烂病菌菌饼(ｄ ＝ ５ ｍｍ)ꎬ“十”字两端等距离

( 距中心位置 ３０ ｍｍ) 接倒置的各耐药性菌株和亲

本菌株(未经任何处理的菌株 ＺＺ－９)菌饼ꎬ每处理 ３
个重复ꎬ以只接苹果树腐烂病菌作为对照ꎬ２８℃下恒

温培养ꎬ待对照菌丝铺满整个平板时ꎬ用十字交叉

法测量菌落生长直径ꎬ计算生长抑制率ꎮ
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生长抑制率(％)＝ (对照菌落直径－处理菌落直

径) / (对照菌落直径－５)×１００ꎬ式中菌落直径单位为

ｃｍꎬ下同ꎮ
(２)耐药菌株的复筛ꎮ 将耐药菌株与亲本菌株

菌体接种在 ８０ ｍＬ 种子发酵培养基(液体高氏一号

培养基)中ꎬ于 ２８℃ 和 １８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１ 摇瓶培养 ３ ｄ
后ꎬ制成种子液ꎬ然后再按 ６％的接种量接入到装液

量为 ６０ ｍＬ 的发酵培养基(小米浸汁培养基)中ꎬ在
上述条件下振荡培养 ４ ｄ 后ꎬ于 ４℃、１ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１

条件下离心 ２０ ｍｉｎꎬ取上清液经 ０.２２ μｍ 微孔过滤

器过滤ꎬ收集发酵滤液(原液)ꎬ于 ４℃保存备用ꎮ
用菌丝生长速率法[１２]ꎬ取制备好的无菌发酵原

液 ２ ｍＬ 与冷至 ４５℃左右的 ＰＤＡ 培养基 １８ ｍＬ 加

入无菌培养皿内ꎬ混匀制成含发酵液的平板ꎬ在平

板中央接入苹果树腐烂病菌菌饼(ｄ ＝ ５ ｍｍ) ꎬ每处

理 ３ 个重复ꎬ以加入无菌水的 ＰＤＡ 作对照ꎬ２８℃下

恒温培养ꎬ待对照将铺满整个平板时ꎬ用十字交叉

法测量菌落生长直径ꎬ计算生长抑制率ꎮ
生长抑制率(％)＝ (对照菌落直径－处理菌落直径) /

(对照菌落直径－５)×１００
１.２.５　 耐药菌株传代稳定性测定 　 将筛选出的突

变菌株孢子悬浮液分别涂布于含致死浓度甲基硫

菌灵和不含甲基硫菌灵的高氏一号培养基上ꎬ于
２８℃恒温培养ꎬ每 ５ ｄ 转接 １ 次ꎬ 连续转接 １０ 次ꎬ
每处理 ３ 个重复ꎮ 观察菌株每次转接后的生长状

况ꎬ统计菌落数ꎬ并计算甲基硫菌灵对突变菌株的

生长抑制率ꎮ
甲基硫菌灵对突变菌株的生长抑制率(％)＝

(Ｓ１－Ｓ２) / Ｓ１×１００
式中ꎬＳ１为突变菌株在不含甲基硫菌灵的平板上长

出的菌落数ꎻＳ２为突变菌株在含致死浓度甲基硫菌

灵的平板上长出的菌落数ꎮ
１.２.６　 耐药性菌株与甲基硫菌灵协调作用离体枝

条测定　 采用烫伤接种法[１３]ꎬ截取 １０ ｃｍ 长的离体

枝条ꎬ先用自来水冲洗干净ꎬ后用 ７５％乙醇消毒 １５
ｓꎬ再用无菌水冲洗ꎬ置于超净工作台晾干ꎬ以备试验

用ꎮ 用铁钉钉帽(ｄ ＝ ５ ｍｍ)烫伤枝条ꎬ将耐药性菌

株活菌液与甲基硫菌灵药液分别按 ９ ∶ １、８ ∶ ２、７ ∶
３ 的比例以及耐药性放线菌活菌液和甲基硫菌灵单

独处理涂抹于伤口及周围ꎬ晾干后接种培养 ５ ｄ 的苹

果树腐烂病菌饼(ｄ ＝ ５ ｍｍ)ꎮ 共 ５ 个处理ꎬ每个处理

接种 ６ 个枝条ꎬ每个枝条 １ 个接种点ꎬ以先涂抹无菌水

后接种病原菌为对照ꎮ ２５℃保湿培养１０ ｄ 后用“十”字
交叉法测量病疤长度ꎬ并计算病疤面积和防效ꎮ

病疤面积(ｍｍ２)＝ １
４
×π×长径(ｍｍ)×短径(ｍｍ)

防治效果(％)＝ (对照病疤面积－处理病疤面

积) /对照病疤面积×１００ꎬ式中病疤面积单位为 ｍｍꎮ

２　 结果与分析

２.１　 甲基硫菌灵对出发菌株孢子致死浓度的确定

通过甲基硫菌灵对出发菌株孢子致死浓度的

测定ꎬ结果表明(表 １)ꎬ出发菌株孢子致死率随着甲

基硫菌灵的浓度增加而升高ꎬ当甲基硫菌灵的浓度

达到 ７０ μｇ 􀅰 ｍＬ－１ 时ꎬ 出发菌株孢子致死率为

１００％ꎬ因此当甲基硫菌灵浓度为 ７０ μｇ􀅰ｍＬ－１时为

耐药菌株致死突变标志ꎮ
２.２　 微波诱变剂量的确定

通过微波对菌株 ＺＺ－９ 孢子的致死作用和诱变

作用测定ꎬ结果表明(表 ２)ꎬ随着微波时间的增加ꎬ
菌株 ＺＺ－９ 孢子存活率下降ꎬ致死率逐渐上升ꎬ当剂

量达到 ７５ ｓ 时ꎬ存活率为 ０％ꎬ致死率达 １００％ꎮ 突

变率随着诱变剂量的增加ꎬ呈现先增大后减小的趋

势ꎮ 当微波诱变 ３０ ｓ 时ꎬ突变率最高ꎬ达２３.６２％ꎬ以
此作为最佳诱变条件ꎮ

表 １　 甲基硫菌灵不同剂量对菌株 ＺＺ－９ 孢子的处理效果
Ｔａｂｌｅ １　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ ｏｎ ｓｐｏｒｅｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ

ＺＺ－９ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

浓度
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
/ (μｇ􀅰ｍＬ－１)

菌落数
Ｃｏｌｏｎｙ ｎｕｍｂｅｒ
/ (ＣＦＵ􀅰ｍＬ－１)

致死率 / ％
Ｌｅｔｈａｌｉｔｙ ｒａｔｅ

０ ５.７９×１０９ａ ０.００ｅ
１０ ４.６３×１０９ｂ ２０.０５ｄ
３０ ２.５０×１０９ｃ ５６.７４ｃ
５０ ８.５３×１０８ｄ ８５.２５ｂ
７０ ０ｅ １００.００ａ

　 　 注:同列数据后不同字母表示在 Ｐ < ０. ０５ 水平上差异显著ꎮ
下同ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｄａｔａ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｆｏｌｌｏｗｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｅｔｔｅｒｓ ａｒｅ ｓｉｇ￣
ｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｔ Ｐ<０.０５. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ２　 不同时间微波处理对菌株 ＺＺ－９孢子的致死率与突变率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｔｈｅ ｌｅｔｈａｌ ａｎｄ ｍｕｔａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ
ＺＺ－９ ｓｐｏｒｅｓ ｔｒｅａｔｅｄ ｂｙ ｍｉｃｒｏｗａｖｅ

处理时间 / ｓ
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｔｉｍｅ

存活率 / ％
Ｓｕｒｖｉｖａｌ
ｒａｔｅ

存活率对数
Ｌｏｇ ｏｆ

ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ

致死率 / ％
Ｌｅｔｈａｌｉｔｙ

ｒａｔｅ

突变率 / ％
Ｍｕｔａｔｉｏｎ

ｒａｔｅ

０ １００.００ａ ２.００ ０.００ｆ ０.００
１５ ５４.４４ｂ １.７４ ４５.５６ｅ ２.８２
３０ ２５.１２ｃ １.４０ ７４.８８ｄ ２３.６２
４５ １４.４６ｄ １.１６ ８５.５４ｃ １５.６１
６０ ３.７４ｅ ０.５７ ９６.２６ｂ ５.１３
７５ ０.００ｆ ０.００ １００.００ａ ０.００
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２.３　 耐药菌株的筛选

２.３.１　 耐药菌株的初筛结果　 通过微波诱变ꎬ获得

了 ４ 株耐药菌株ꎬ分别为 ＺＺ－９Ａ、ＺＺ－９Ｂ、ＺＺ－９Ｃ、ＺＺ
－９Ｄꎮ 将 ４ 株耐药菌株与苹果树腐烂病进行平板对

峙ꎬ结果表明(表 ３)ꎬ４ 株耐药菌株对苹果树腐烂病

菌均有一定的抑制作用(图 １)ꎬ其中菌株 ＺＺ－９Ｂ 的

抑制作用最佳ꎬ为 ７７.０６％ꎬ与亲本菌株 ＺＺ－９ 抑制

率相近ꎬ 仅相差 ０. ８１％ꎻ 菌株 ＺＺ － ９Ｃ 次之ꎬ 为

７３.０４％ꎻ菌株 ＺＺ－９Ｄ 与 ＺＺ－９Ａ 抑制率较低ꎬ分别为

５８.３１％、５０.１２％ꎮ
２.３.２ 耐药菌株复筛结果　 通过用菌丝生长速率法

对各耐药菌株进行复筛ꎬ结果表明(表 ４)ꎬ４ 株耐药

菌株无菌滤液对苹果树腐烂病菌均有一定的抑制

作用(图 ２)ꎬ其中耐药菌株 ＺＺ－９Ｂ 抑制率最高ꎬ为
９１.７５％ꎬ与亲本菌株 ＺＺ － ９ 抑制率接近ꎬ仅相差

２.４１％ꎬ且显著高于其他耐药性菌株ꎻ耐药菌株 ＺＺ－
９Ｃ 与 ＺＺ－９Ｄ 抑制率次之ꎬ分别为 ８３.９０％、８２.２９％ꎻ
菌株 ＺＺ－９Ａ 抑制率较低ꎬ为 ７９.４８％ꎮ
２.４　 耐药菌株的传代稳定性测定

通过将上述筛选出的耐药性菌株连续 １０ 次转

接后发现(表 ５)ꎬ甲基硫菌灵对各耐药性菌株生长

抑制率的影响基本保持稳定ꎬ表明突变菌株的耐药

性没有随着传代培养而消失ꎮ 其中 ＺＺ－９Ｂ 的生长

抑制率仍保持最低ꎮ 因此ꎬ将耐药菌株 ＺＺ－９Ｂ 确定

为最佳耐药菌株ꎬ用于后续试验ꎮ
２.５　 耐药性菌株与甲基硫菌灵协同作用对苹果树

腐烂病的防效

　 　 通过协同作用离体枝条测定ꎬ结果表明(表 ６ꎬ
图 ３)ꎬ耐药性菌株 ＺＺ－９Ｂ 与 ７０ μｇ􀅰ｍＬ－１甲基硫菌

灵按 ３ 种比例混配后ꎬ在离体枝条上对苹果树腐烂

病的防效达 ８２.０１％~８９.４２％ꎬ均显著高于单独使用

耐药菌株和甲基硫菌灵药剂ꎮ 其中当菌株 ＺＺ－９Ｂ
和甲基硫菌灵的配比为 ８ ∶ ２ 时ꎬ病疤扩展面积最

小ꎬ为 ５０.４４ ｍｍ２ꎬ显著小于对照ꎬ防效高达 ８９.４２％ꎬ
而单独使用耐药性菌株 ＺＺ－９Ｂ 和甲基硫菌灵时ꎬ病
疤扩展面积分别为 １１４.２２、９８.８４ ｍｍ２ꎬ防效分别为

７５.９７％和 ７９.２４％ꎮ

３　 结论与讨论

微波诱变作为一种新型诱变手段ꎬ因其能够在

短时间内得到优良高效、性质稳定的突变株ꎬ且与

传统的诱变育种方法相比ꎬ能够大幅提高菌株突变

率ꎬ减少突变谱窄等弊端ꎬ目前在微生物菌种改良

方面已广泛应用[１４]ꎮ 本试验微波辐照 ３０ ｓ 条件下ꎬ
菌株 ＺＺ－９ 致死率为 ７４.８８％ꎬ突变率为２３.６２％ꎬ且
能够耐 ７０ μｇ􀅰ｍＬ－１甲基硫菌灵ꎬ多代遗传后耐药

性仍保持稳定ꎬ且其抑菌率接近原始菌株ꎬ与前期

研究结果基本一致ꎮ 李剑峰等[８] 研究发现在微波

辐照 ３０ ｓ 条件下ꎬ诱变获得一株耐 ８０ ｍｇ􀅰Ｌ－１卡那

霉素和 ３００ ｍｇ􀅰Ｌ－１青霉素的双抗菌株ꎬ且多代转接

后ꎬ遗传稳定性良好ꎮ 涂璇[１５] 等研究报道ꎬ在微波

辐照 ３０ ｓ 下ꎬ获得一株耐 ４ μｇ􀅰ｍＬ－１庆大霉素的菌

株ꎮ 因此ꎬ利用微波诱变对放线菌 ＺＺ－９ 耐药菌株

进行选育具有可行性ꎮ

表 ３　 耐药性菌株对苹果树腐烂病菌的抑制作用初筛结果

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｆｉｒｓｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｃｈｅｍｉｃａｌ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｓｐ.

菌株

Ｓｔｒａｉｎ
抑菌带 / ｍｍ

Ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ
抑制率 / ％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ＺＺ－９Ｂ １８.０ ７７.０６ｂ
ＺＺ－９Ｃ １６.３ ７３.０４ｃ
ＺＺ－９Ｄ １０.２ ５８.３１ｄ
ＺＺ－９Ａ ６.８ ５０.１２ｅ
ＺＺ－９ １８.３ ７７.８７ａ

表 ４　 耐药性菌株对苹果树腐烂病菌的抑制作用复筛结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｅｃｏｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｃｈｅｍｉｃａｌ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｓｐ.

菌株

Ｓｔｒａｉｎ
平均菌落直径 / ｃｍ

Ｍｅａｎ ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ
抑制率 / ％

Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ

ＺＺ－９ ０.９８ｆ ９４.１６ａ
ＺＺ－９Ｂ １.１８ｅ ９１.７５ｂ
ＺＺ－９Ｃ １.８３ｄ ８３.９０ｃ
ＺＺ－９Ｄ １.９７ｃ ８２.２９ｄ
ＺＺ－９Ａ ２.２ｂ ７９.４８ｅ
ＣＫ ８.７８ａ －

表 ５　 甲基硫菌灵对转接后各耐药性菌株的生长抑制率测定
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ ｏｎ ｅａｃｈ

ｃｈｅｍｉｃａｌ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎ ａｆｔｅｒ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ

菌株
Ｓｔｒａｉｎ

生长抑制率 Ｇｒｏｗｔｈ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ / ％

转接 ０ 代
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ０

转接 ２ 代
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ２

转接 ４ 代
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ４

转接 ６ 代
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ６

转接 ８ 代
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ８

转接 １０ 代
Ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ １０

ＺＺ－９Ａ ２０.１５ １９.４３ １９.６７ ２０.２２ １９.８１ １９.６２
ＺＺ－９Ｂ １０.０１ ９.２８ ９.４２ ９.２１ ９.５８ ９.３６
ＺＺ－９Ｃ １４.０１ １５.３２ １４.８４ １４.６７ １４.６７ １４.８４
ＺＺ－９Ｄ １８.７７ １８.４３ １８.７６ １９.０４ １８.２５ １８.２９
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　 　 注 Ｎｏｔｅ:(Ａ)ＺＺ－９ꎻ(Ｂ)ＺＺ－９Ｂꎻ(Ｃ)ＺＺ－９Ｃꎻ(Ｄ)ＺＺ－９Ｄꎻ
(Ｅ)ＺＺ－９Ａꎻ(Ｆ)对照 Ｃｏｎｔｒｏｌꎮ

图 １　 耐药性菌株对苹果树腐烂病菌的抑制作用初筛结果

Ｆｉｇ.１　 Ｆｉｒｓｔ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｃｈｅｍｉｃａｌ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｓｐ.

　 　 注 Ｎｏｔｅ:(Ａ)ＺＺ－９ꎻ(Ｂ)ＺＺ－９Ｂꎻ(Ｃ)ＺＺ－９Ｃꎻ(Ｄ)ＺＺ
－９Ｄꎻ(Ｅ)ＺＺ－９Ａꎻ(Ｆ)对照 Ｃｏｎｔｒｏｌꎮ

图 ２　 耐药性菌株对苹果树腐烂病菌的抑制作用复筛结果

Ｆｉｇ.２　 Ｓｅｃｏｎｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ
ｃｈｅｍｉｃａｌ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｏ Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｓｐ.

　 　 注:左图为未去表皮枝条的病疤ꎻ右图为去表皮后枝条的病疤ꎻ(Ａ)ＺＺ－９Ｂ ∶ 甲基硫菌灵为 ８ ∶ ２ꎻ(Ｂ)ＺＺ－

９Ｂ ∶ 甲基硫菌灵为 ７ ∶ ３ꎻ(Ｃ)ＺＺ－９Ｂ ∶ 甲基硫菌灵为 ９ ∶ １ꎻ(Ｄ)单独使用甲基硫菌灵ꎻ(Ｅ)单独使用菌株 ＺＺ－

９Ｂꎻ(Ｆ)空白对照ꎮ

Ｎｏｔｅ: Ｌｅｆｔ ｃｈａｒｔ ｓｈｏｗｓ ｓｃａｒ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｗｉｔｈ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎻ ｒｉｇｈｔ ｃｈａｒｔ ｓｈｏｗｓ ｓｃａｒ ｏｆ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｗｉｔｈｏｕｔ ｔｈｅ ｅｐｉｄｅｒｍｉｓꎻ

(Ａ)Ｓｔｒａｉｎ ＺＺ－９Ｂ ｔｏ ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ ｉｓ ８ ∶ ２ꎻ (Ｂ)Ｓｔｒａｉｎ ＺＺ－９Ｂ ｔｏ ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ ｉｓ ７ ∶ ３ꎻ (Ｃ)Ｓｔｒａｉｎ ＺＺ－９Ｂ

ｔｏ ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ ｉｓ ９ ∶ １ꎻ (Ｄ)Ｓｉｎｇｌｅ ｕｓｅ ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌꎻ(Ｅ)Ｓｉｎｇｌｅ ｕｓｅ ｓｔｒａｉｎ ＺＺ－９Ｂꎻ (Ｆ) Ｃｏｎｔｒｏｌ.

图 ３　 耐药菌株与甲基硫菌灵协同作用对苹果树腐烂病防效

Ｆｉｇ.３　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｅｍｉｃａｌ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ ｔｏ Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｓｐ.

表 ６　 耐药菌株与甲基硫菌灵协同作用对苹果树腐烂病的防效

Ｔａｂｌｅ ６　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｓｙｎｅｒｇｉｓｔｉｃ ａｃｔｉｏｎ ｏｆ
ｃｈｅｍｉｃａｌ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｓｔｒａｉｎｓ ａｎｄ ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ ｔｏ Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｓｐ.

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

病疤平均面积

Ａｖｅｒａｇｅ ｓｃａｒ
ａｒｅａ / ｍｍ２

防效 / ％
Ｃｏｎｔｒｏｌ

ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ

ＺＺ－９Ｂ ∶ 甲基硫菌灵

ＺＺ－９Ｂ ｔｏ
ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ

９ ∶ １ ８５.３７ｄ ８２.０１ｃ

８ ∶ ２ ５０.４４ｆ ８９.４２ａ

７ ∶ ３ ７１.２４ｅ ８５.０２ｂ

甲基硫菌灵

Ｔｈｉｏｐｈａｎａｔｅ￣ｍｅｔｈｙｌ
９８.８４ｃ ７９.２４ｄ

ＺＺ－９Ｂ １１４.２２ｂ ７５.９７ｅ

ＣＫ ４７６.１７ａ －

本试验中当耐药菌株 ＺＺ－９Ｂ 与甲基硫菌灵配

比为 ８ ∶ ２ 时ꎬ在离体枝条上对苹果树腐烂病的协同

防效为 ８９.４２％ꎬ明显高于单独使用突变菌株和甲基

硫菌灵的防效ꎮ 目前ꎬ国内利用甲基硫菌灵与生防

菌株混合对植物协同作用方面的研究已有报道ꎮ
刘淑娟等[１６]报道ꎬ利用 ０.００１ ｍｇ􀅰ｍＬ－１甲基硫菌灵

与 ４ 种生防芽孢杆菌混配对茄腐镰刀菌的抑制作用

可达 ７８.２１％~８０.９３％ꎬ均高于二者单独使用时的抑

制率ꎮ 周勇等[１７]研究报道利用耐药性木霉与 １ ５００
倍的甲基硫菌灵混配ꎬ对番茄灰霉病的防效为

８５.９０％ꎬ显著高于二者单独使用时的防效ꎮ 但是有

关甲基硫菌灵与放线菌混配来防治苹果树腐烂病

的研究报道较少ꎮ
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利用生防菌与化学药剂按适当的浓度混配ꎬ既
发挥了农药杀菌速度快、防效稳定的优点ꎬ也提高

了生防菌的抑菌效果ꎬ达到了两者优势互补、用量

减少、防效提高的目的[１８]ꎮ 本研究目前仅限于室内

试验ꎬ对于该菌株与其化学杀菌剂混配效果及大田

应用等问题ꎬ有待于进一步研究ꎮ
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