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摘要:松材线虫病是重要的森林病害,该病与松材线虫携带的病原菌和松树的内生病原菌密切相关。在室内条件下,初步研究了

从人工培养的松材线虫上分离到的菌株 C对松材线虫病的抑制作用。在健康的水培马尾松枝上分别接种松材线虫接种液、菌

株 C接种液、松材线虫与菌株C的混合接种液。处理后松枝的相对重量与相对蒸腾强度均为:接种菌株C的松枝>混合接种的

松枝>接种线虫的松枝。处理后 15d时,接种线虫的松枝与混合接种的松枝的相对重量有显著性差异(p<0.05)。接种线虫松

枝的存活期显著短于其它处理松枝的存活期(p<0.05)。接种菌株 C的针叶褐变株数少于接种线虫的松枝,两者有显著性差异

(p<0.05)。从接种线虫和混合接种的所有松枝中都分离到松材线虫,且分离出的线虫量没有显著性差异。将 8个月生的断根

马尾松苗插入菌株 C的查彼培养液的滤液中培养,6d后松苗的平均感病指数和感病株率均显著少于对照(p<0.05)。这表明,
菌株 C对松材线虫病有抑制作用,菌株 C培养液中产生的某些代谢物质有利于松苗的抗病和存活。菌株 C可能抑制了松树上

的内生病原菌和松材线虫携带的病原微生物,或提高了松树的生长力和抗逆能力。经电子显微镜观察并参照API20CAUX鉴

定系统鉴定,菌株 C为季也蒙假丝酵母 Candidaguiliermondii。
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InhibitiveeffectsofCandidaguiliermondiionpinewiltdiseasecausedby
Bursaphelenchusxylophilus
OUYANGGe-Cheng1,2,ZHANGRun-Jie1*(1.InstituteofEntomology&StateKeyLab.forBiocontrol,SunYat-senUniversity,
Guangzhou510275,China;2GuangdongEntomologicalInstitute,Guangzhou510260,China).ActaEcologicaSinica,2005,25(10):2658～2661.

Abstract:Pinewiltdiseasecausedbypinewoodnematodes,Bursaphelenchusxylophilus,isoneofmainforestdisease.Itwas

reportedthatpathogenicmicrobesaccompanyingpinewoodnematodesandmicrobialendophytesofpinetreewereinvolvedin

thisdisease.AprimarilystudyoninhibitiveeffectsofstrainC,isolatedfrom culturedpinewoodnematodes,onpinewilt

diseasewascarriedoutinthelaboratory.AquaculturalexercisedtwigsofPinusmassonianawereinoculatedwithpinewood

nematodes,strainC,andthemixtureofthetwoformer,respectively.Theresultsshowedthatbothrelativetranspiration

intensityandrelativeweightoftwigsinoculatedwithnematodesweretheleast,thenthoseoftwigsinoculatedwiththemixture

andthoseoftwigsinoculatedwithstrainC.Fifteendaysaftertreatment,relativeweightoftwigsinoculatedwithnematodes

wassignificantlylessthanthatoftwigsinoculatedwithstrainC(p<0.05).Survivaldaysoftwigsinoculatedwithnematodes

wassignificantlylessthanthatoftheothers(p<0.05).Numberoftwigswithbrownstainleavesofpinetwigsinoculatedwith

nematodeswassignificantlymorethanthatoftwigsinoculatedwithstrainC(p<0.05).Therewasnosignificantdifference

betweennumbersofnematodesseparatedfrom twigsinoculatedwithnematodesandtwigsinoculatedwiththemixture.8-

month-oldseedlingsofP.massonianawithoutrootswereculturalexercisedinfiltrateofCzaper'smediumofstrainCandboth

theirinfectedrateanddiseaseindexweresignificantlylessthanthoseincontroltreatmentin6dayslater(p<0.05).
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showedthatstrainChadinhibitiveeffectsonthisdiseaseandsomemetabolitesfromstrainCwasinfavorofantidiseaseand

survivalofpineseedlings.ItwassuggestedthatstrainCinhibitedpathogenicmicrobesaccompanyingnematodesandmicrobial

endophytesofpinetree,orimprovedvitalityandanti-adversityabilityofpinetree.StrainCwasidentifiedasastrainof

microzyme,Candidaguiliermondii,bybeingobservedunderelectronmicroscopeandreferringtoAPI20CAUXidentification

system.

Keywords:pinewiltdisease;Bursaphelenchusxylophilus;Candidaguiliermondii;biocontrol

松材线虫病是重要的森林病害,分布于许多国家和地区,其致病机理至今尚未充分认识,也没有特别有效的防治措施。国内

外在生物防治松材线虫 Bursaphelenchusxylophilus(BX)和它的媒介昆虫--松墨天牛 Monochamusalternatus方面开展了许

多研究工作,但还没有切实可行的办法。一些学者认为该病的主要病原是松材线虫携带的多种微生物[1～6],这些微生物可能来

源于松树的内生病原菌或在松树中普遍存在[7,8]。本文报道从室内人工培养的松材线虫上分离到一种微生物,经鉴定为季也蒙

假丝酵母 Candidaguiliermondii,并发现它对松材线虫病有抑制作用。这一发现对松材线虫病的防治具有积极意义。

1 材料与方法

1.1 松材线虫携带的微生物的分离及鉴定

松材线虫虫源由华南农业大学线虫室提供。将松材线虫在玻璃瓶中长满盘多毛孢Pestalotiasp.的玉米粒上培养,分离后线

虫用灭菌水反复冲洗 5次。用灭菌的昆虫针挑取松材线虫数条,置于马铃薯蔗糖培养基(PDA)平板上,25℃下培养 24h,再多次

划线分离纯化得到菌株 C。经电子显微镜观察并参考 API20CAUX鉴定系统,对菌株 C进行菌种鉴定。

1.2 菌株 C对松材线虫病的影响

1.2.1 菌株 C和松材线虫接种液的准备 将菌株 C接种于葡萄糖牛肉浸膏蛋白胨培养基(NA)平板上在 25℃下培养 24h。以

无菌水配成 5000条松材线虫/ml的接种液、1.5×108CFU/ml的菌株 C接种液、5000条线虫+1.5×108CFU/ml的线虫和菌

株 C混合接种液。

1.2.2 松枝的采集与接种 在广州市龙洞林场马尾松林中,选取健康马尾松 (Pinusmassoniana)树 1株,剪取生长状况相似

的健康松枝,带回室内水培 24h后,选择生长状况一致的松枝用于实验。参照谈家金等方法[4～7]在松枝下部纵切 1cm长的伤口

至木质部,切口上加少许脱脂棉,以 parafilm封口膜卷成筒状,套在松枝切口上。用接种枪在松枝上分别接种松材线虫接种液、
菌株 C接种液和松材线虫与菌株 C的混合接种液 1.05ml(3×0.35ml),并以灭菌水为对照。接种后松枝插入玻璃瓶中水培(瓶

中加定量自来水,用胶纸封住瓶口以避免水分通过瓶口蒸发),每处理 6个重复。

1.2.3 病情观察和数据分析 每隔 5d用电子天平测量一次松枝重和玻璃瓶中的水重。玻璃瓶中减少的水量可视为松枝因蒸

腾作用而消耗的水分,单位时间内玻璃瓶中减少的水量可视为松枝的蒸腾强度。为增加可比性,根据观察值计算以下相对变量:

相对蒸腾强度 =
处理后特定时间段内瓶中减少的水量
处理前 5d内瓶中减少的水量

相对松枝重 =
处理后特定时间的松枝重
实验开始时的松枝重

观察针叶褐变现象;待所有松枝枯萎后,各松枝分别剪成 1cm的小段,分离、计算线虫数。

1.3 菌株 C的代谢产物对马尾松苗的影响

用优良马尾松种子(广东省林业局提供)播种于实验苗圃,8个月后选取生长状况相对一致的马尾松苗,剪去根部,自来水

冲洗后用于实验。
参照方中达方法[9],将 28℃下振荡培养(150r/min)14d的菌株 C查彼培养液经 0.45nm微孔滤膜过滤后注入插有去根马

尾松苗的小玻璃瓶中,并以在 115℃下灭菌 30min的查彼培养液作对照,每个处理 15株。处理后松苗置于人工气候箱(26℃,12

:12L:D)中培养,6d后观察松苗的发病情况。

2 实验结果

2.1 菌株 C的分离及鉴定

在室内人工繁殖的松材线虫虫体上仅分离到 1种微生物,此菌在PDA和NA培养基上菌落呈白色,增殖较快。经电子显微

镜观察及 API20CAUX鉴定系统鉴定,属季也蒙假丝酵母 Candidaguiliermondii。

2.2 菌株 C对松材线虫病的影响

松材线虫病的主要症状是松树蒸腾作用显著下降和松针失水萎蔫,并有针叶褐变现象。本实验结果显示,相对蒸腾强度最

小的是接种线虫的松枝,即其蒸腾强度下降最快;其次是线虫与菌株 C混合接种的松枝和对照松枝;接种菌株 C的松枝的相对
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蒸腾强度最大(见表 1),即其蒸腾强度下降最慢。

表 1 菌株 C对接种了松材线虫(Bx)的松枝的相对蒸腾强度和相对重量的影响

Table1 EffectsofStrainConrelativetranspirationintensityandrelativeweightofpinetwigsinoculatedwithB.xylophilus(Bx)

处理

Treatment

平均相对蒸腾强度±标准误

Meanrelativetranspirationintensity± SE

平均相对松枝重量±标准误

Meanrelativeweightofpinetwigs± SE

d5 d10 d15 d5 d10 d15

对照 CK 1.07±0.07ab 0.98±0.07b 0.77±0.08ab 1.00±0.01a 0.97±0.02ab 0.77±0.05ab

线虫 Bx 0.79±0.04c 0.56±0.12c 0.39±0.07c 0.93±0.03a 0.69±0.07b 0.51±0.02c

菌株 CStrainC 1.21±0.07a 1.30±0.10a 1.09±0.16a 1.01±0.00a 1.01±0.01a 0.88±0.05a

线虫+菌株 CBx+ StrainC 0.89±0.06bc 0.80±0.06bc 0.59±0.13bc 0.96±0.03a 0.88±0.05ab 0.70±0.07b

表中同列数据具相同字母者,表示差异不显著(p<0.05,Duncan方差分析)Meanswithacommonletterineachcolumndonotdiffersignificantly

accordingtoDuncan'stest(p<0.05)

表 2 菌株 C对接种了松材线虫(Bx)的松枝的存活天数(d)、针叶褐

变株数和松枝中分离出的线虫量的影响

Table2 EffectsofStrainConsurvivaldays(d),numberoftwigs

withbrownstainleavesofpinetwigsinoculatedwithB.xylophilus

(Bx)andnumberofBxseparatedfromthesetwigs

处理

Treatment

处理后 15d时
针叶褐变株数

Numberofbrown
staintwigs
after15d

松枝平均

存活天数±
标准误

Meansurvival
days± SE

平均每枝分离出的

线虫量±标准误

Meannumberof
Bxseparatedfrom
pertwig± SE

对照 CK 3ab 28.50±1.26a 0.00±0.00

线虫 Bx 5a 20.33±1.20b 113.50±45.97

菌株 CStrainC 0b 29.50±1.84a 0.00±0.00

线虫+菌株 C
Bx+ StrainC

3ab 26.33±2.23a 130.67±58.33

表中同列数据具相同字母者,表示差异不显著 (p<0.05,褐变株数

为样本频率t检验,平均线虫量和平均存活天数为Duncan方差分析)

Datawithacommonletterineachcolumndonotdiffersignificantly

(p<0.05)accordingtoDuncan'stest(MeannumberofBxand

Meansurvivaldays)orttest(Numberofbrownstaintwigs)

表 3 菌株 C代谢产物处理断根松苗 6d后感病株率和平均感病指数

Table3 Infectedrateandmeandiseaseindexofpineseedlings

treatedbymetabolitesofstrainCafter6daysoftreatment

处理

Treatment

处理株数

Numberof
seedlings

感病株率(%)
Infected
rate(%)

平均感病指数

±标准误

Meandisease
index± SE

菌株 CStrainC 15 26.67a 0.19±0.09a

对照 CK 15 100.00b 0.85±0.05b

同列数据具相同字母者,表示差异不显著(p<0.05,感病株率为样本

频率 t检验,平均感病指数为 Duncan方差分析)Datawithacommon

letterineachcolumndonotdiffersignificantly(p<0.05)according

toDuncan'stest(meandiseaseindex)orttest(infectedrate)

各处理松枝的相对重量与相对蒸腾强度相类似,相对重

量依次为:接种线虫的松枝<线虫与菌株 C混合接种的松枝

<对照松枝<接种菌株 C的松枝,即其失水萎蔫程度依次降

低。在处理后 15d时,接种线虫松枝的相对重量显著小于线虫

与菌株 C混合接种的松枝(见表 1)。
各处理松枝的平均存活期,以接种线虫的松枝最短,与其

它处理有显著性差异。菌株 C接种的松枝没有针叶褐变现象,
接种菌株 C的松枝与接种线虫的松枝的针叶褐变株数有显著

性差异(见表 2)。
上述实验结果显示菌株 C增强了松枝的抗病性,对松材

线虫病有明显的抑制作用。
从接种线虫和线虫与菌株 C混合接种的所有松枝中都分

离到松材线虫,分离出的线虫量没有显著性差异(见表 2),这

表明菌株 C对松材线虫在松枝中的生长繁殖没有影响。

2.3 菌株 C的代谢物质对松苗的影响

实验显示,经菌株培养液滤液处理 6d后的松苗的发病率

和发病程度(见表 3)比对照都要低很多,其平均感病指数和感

病株率与对照都有显著差异。这表明,菌株 C培养液中产生的

代谢物质有利于松苗的抗病和存活。

3 分析与讨论

实验显示,菌株 C虽然对松材线虫在松枝中的增殖无显

著影响,但对松材线虫病有显著的抑制作用,这对松材线虫病

的生物防治的研究有一定的启迪和借鉴作用。该病与松材线

虫携带的病原菌和松树的内生病原菌密切相关,但目前还没

有对该病的病原微生物进行生物控制的研究报道。
有报道认为季也蒙假丝酵母是一种植物病害拮抗菌,对

某些植物病害表现出显著的抑制效果。这表明,菌株 C可能通

过抑制松树上的内生病原菌或松材线虫携带的病原微生物而

抑制了松材线虫病的发生、发展,或通过提高松树的生长力和

抗逆能力,诱导松树产生抗病性来抑制病菌的增殖和病害的

发生、发展。范青等发现季也蒙假丝酵母可以诱导植物产生较

高水平的几丁酶和 β-1,3-葡聚糖酶活性,增强对病害的抑制效果[10]。菌株 C在松材线虫病中的作用机理有待于进一步研究。
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