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石榴枯萎病菌拮抗放线菌对南方根结线虫的毒力

周银丽１，２，　杨艳丽１，　袁绍杰１，　林丽飞１，　胡先奇１

（１．云南农业大学农业生物多样性与病害控制教育部重点实验室，昆明　６５０２０１；

２．红河学院云南省高校农作物优质高效栽培与安全控制重点实验室，蒙自　６６１１００）

摘要　从云南蒙自万亩石榴园、建水石榴园采集的土样中分离筛选得到对石榴枯萎病菌有较强拮抗活性的放线菌，

其中菌株ＪＳ１对石榴枯萎病菌的室内抑菌半径为１１ｍｍ。测定了菌株ＪＳ１发酵液对南方根结线虫的抑杀活性，结

果表明，５０％ＪＳ１菌株发酵液处理南方根结线虫卵６ｄ，卵孵化率与对照相比降低了５１．６７％；５０％ＪＳ１菌株发酵液

处理南方根结线虫２龄幼虫７２ｈ，２龄幼虫的校正死亡率增加了８８．１０％；菌株ＪＳ１兼有拮抗石榴枯萎病菌及抑杀

南方根结线虫的活性。结合菌株ＪＳ１在鉴定培养基上的培养特征、形态学观察及１６ＳｒＤＮＡ序列分析，将ＪＳ１初步

鉴定为壮观链霉菌（犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狊狆犲犮狋犪犫犻犾犻狊）。

关键词　石榴枯萎病菌；　根结线虫；　生物防治；　壮观链霉菌

中图分类号：　Ｓ４７６　　文献标识码：　Ａ　　犇犗犐：　１０．３９６９／ｊ．ｉｓｓｎ．０５２９ １５４２．２０１６．０５．００９

犖犲犿犪狋犻犮犻犱犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犪犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犲犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮狋狅

狆狅犿犲犵狉犪狀犪狋犲狑犻犾狋狆犪狋犺狅犵犲狀

犣犺狅狌犢犻狀犾犻１
，２，　犢犪狀犵犢犪狀犾犻

１，　犢狌犪狀犛犺犪狅犼犻犲
１，　犔犻狀犔犻犳犲犻１，　犎狌犡犻犪狀狇犻

１

（１．犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔犳狅狉犃犵狉狅犫犻狅犱犻狏犲狉狊犻狋狔犪狀犱犘犲狊狋犕犪狀犪犵犲犿犲狀狋狅犳犈犱狌犮犪狋犻狅狀犕犻狀犻狊狋狉狔狅犳犆犺犻狀犪，

犢狌狀狀犪狀犃犵狉犻犮狌犾狋狌狉犪犾犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犓狌狀犿犻狀犵　６５０２０１，犆犺犻狀犪；２．犢狌狀狀犪狀犓犲狔犔犪犫狅狉犪狋狅狉狔犳狅狉犎犻犵犺犙狌犪犾犻狋狔

犆狉狅狆狊犪狀犱犈犳犳犻犮犻犲狀狋犆狌犾狋犻狏犪狋犻狅狀犪狀犱犛犲犮狌狉犻狋狔犆狅狀狋狉狅犾，犎狅狀犵犺犲犝狀犻狏犲狉狊犻狋狔，犕犲狀犵狕犻　６６１１００，犆犺犻狀犪）

犃犫狊狋狉犪犮狋　犜犺犻狊狊狋狌犱狔狑犪狊犮狅狀犱狌犮狋犲犱狋狅狊犲狆犪狉犪狋犲犪犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犲狊狑犻狋犺犪狊狋狉狅狀犵犪狀狋犪犵狅狀犻狊狋犻犮犪犮狋犻狏犻狋狔狋狅狆狅犿犲犵狉犪狀犪狋犲

狑犻犾狋狆犪狋犺狅犵犲狀犳狉狅犿狋犺犲狊狅犻犾犮狅犾犾犲犮狋犲犱犳狉狅犿犕犲狀犵狕犻犿犲犵狉犪狀犪狋犲犵犪狉犱犲狀，犕犲狀犵狕犻犆狅狌狀狋狔犪狀犱犑犻犪狀狊犺狌犻犕犲犵狉犪狀犪狋犲犌犪狉

犱犲狀，犑犻犪狀狊犺狌犻犆狅狌狀狋狔犻狀犢狌狀狀犪狀犘狉狅狏犻狀犮犲．犜犺犲犻狀犱狅狅狉犫犪犮狋犲狉犻狅狊狋犪狋犻犮狉犪犱犻狌狊狅犳犪犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犲狊狊狋狉犪犻狀狊犑犛１犪犵犪犻狀狊狋

狆狅犿犲犵狉犪狀犪狋犲狑犻犾狋狆犪狋犺狅犵犲狀狑犪狊１１犿犿．犖犲犿犪狋犻犮犻犱犪犾犪犮狋犻狏犻狋狔狅犳犑犛１狊狌狆犲狉狀犪狋犪狀狋狅犳犳犲狉犿犲狀狋犲犱犾犻狇狌犻犱狋狅犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲

犻狀犮狅犵狀犻狋犪狑犪狊犿犲犪狊狌狉犲犱．犜犺犲狉犲狊狌犾狋狊狊犺狅狑犲犱狋犺犪狋，犮狅犿狆犪狉犲犱狑犻狋犺狋犺犲犮狅狀狋狉狅犾，犕．犻狀犮狅犵狀犻狋犪犲犵犵犺犪狋犮犺犻狀犵狉犪狋犲狑犪狊

犾狅狑犲狉犲犱犫狔５１．６７％ 狑犺犲狀狋狉犲犪狋犲犱犳狅狉６犱狑犻狋犺５０％犑犛１狊狌狆犲狉狀犪狋犪狀狋狅犳狋犺犲犳犲狉犿犲狀狋犲犱犾犻狇狌犻犱，犪狀犱狋犺犲犮狅狉狉犲犮狋犲犱

犿狅狉狋犪犾犻狋狔狉犪狋犲狅犳犕．犻狀犮狅犵狀犻狋犪狊犲犮狅狀犱狊狋犪犵犲犼狌狏犲狀犻犾犲狊狑犪狊犻狀犮狉犲犪狊犲犱犫狔８８．１０％犻犳狋狉犲犪狋犲犱犳狅狉７２犺狑犻狋犺５０％犑犛１

狊狌狆犲狉狀犪狋犪狀狋狅犳狋犺犲犳犲狉犿犲狀狋犲犱犾犻狇狌犻犱．犜犺犲犳犻狀犱犻狀犵狊狌犵犵犲狊狋犲犱狋犺犪狋狊狋狉犪犻狀犑犛１犮狅狌犾犱犻狀犺犻犫犻狋狆狅犿犲犵狉犪狀犪狋犲狑犻犾狋狆犪狋犺狅犵犲狀

犪狀犱狑犪狊狋狅狓犻犮狋狅犕．犻狀犮狅犵狀犻狋犪．犛狋狉犪犻狀犑犛１狑犪狊犻犱犲狀狋犻犳犻犲犱犪狊犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狊狆犲犮狋犪犫犻犾犻狊犫犪狊犲犱狅狀犻狋狊犵狉狅狑狋犺犮犺犪狉犪犮狋犲狉

犻狊狋犻犮狊，犿狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊犪狀犱犪狀犪犾狔狊犻狊狅犳１６犛狉犇犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲．

犓犲狔狑狅狉犱狊　狆狅犿犲犵狉犪狀犪狋犲狑犻犾狋狆犪狋犺狅犵犲狀；　狉狅狅狋犽狀狅狋狀犲犿犪狋狅犱犲；　犫犻狅犾狅犵犻犮犪犾犮狅狀狋狉狅犾；　犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狊狆犲犮狋犪犫犻犾犻狊

　　石榴（犘狌狀犻犮犪犵狉犪狀犪狋狌犿Ｌ．），隶属于石榴科（Ｐｕ

ｎｉｃａｃｅａｅ），又名珍珠石榴、安石榴，若榴、山力叶、丹若、

海石榴、谢榴、沃丹、天浆、金罂，是我国重要的果树之

一。石榴既可观花又可食果，享有“天堂之果”的美

誉［１］。云南省蒙自县被誉为“中国石榴之乡”，随着石

榴栽培的集约化和树龄的增长，各种病害的发生也日

益严重，尤其是石榴枯萎病的发生。石榴枯萎病是由

甘薯长喙壳（犆犲狉犪狋狅犮狔狊狋犻狊犳犻犿犫狉犻犪狋犪Ｅｌｌｉｓ犲狋Ｈａｌｓｔｅｄ）引

起的土传真菌病害，而该病原菌主要从甘薯、芋头、木

薯及咖啡等多种木本、草本植物的根部伤口侵入，可

引起甘薯黑斑病、石榴枯萎病、芋头黑腐病［２３］等。石

榴枯萎病在我国先后发生于云南省蒙自县［４］、四川省
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攀西地区（主要包括凉山州的会理县、西昌市和攀枝

花市仁和区）［５］。２００４年，蒙自的石榴枯萎病的病株

率达１５．０％
［６］，近年来该病害呈逐年扩散加重的趋

势，被当地果农称为石榴的“癌症”。已有研究表明根

结线虫在石榴枯萎病发生过程中起着“打开通道”的

作用［７］，两者的复合侵染加重了石榴的产量损失。在

蒙自十字路、红塘子、三路地、望台附近、板凳桥、蒋

台等地的根结线虫发生率已达３０％～４５％
［８］。随着

石榴根结线虫的发生日益加剧，石榴枯萎病的危害也

日益严重。然而，石榴根结线虫的发生与危害具有隐

蔽性，在生产上常被忽略。因此，寻找到防治石榴枯

萎病同时能兼治根结线虫的生防菌，将对蒙自石榴产

业的可持续绿色防控具有重要意义。

石榴枯萎病的防治目前主要依赖化学药剂的施

用，而长期施用单一的化学药剂易使石榴枯萎病菌产

生抗药性，加重果实和环境污染。利用生防微生物或

其次生代谢产物进行石榴枯萎病的防治，已成为控制

其进一步蔓延的有效措施，已有研究表明枯草芽胞杆菌

（犅犪犮犻犾犾狌狊狊狌犫狋犻犾犻狊）和荧光假单胞杆菌（犘狊犲狌犱狅犿狅狀犪狊犳犾狌狅

狉犲狊犮犲狀狊）等土著微生物在石榴枯萎病防治中具有良好的应

用前景［９］。本研究筛选了对石榴枯萎病菌及南方根结线

虫（犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅犵狀犻狋犪）卵孵化有较强抑制作用的生防

放线菌，旨在为石榴枯萎病的综合防控提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料

１．１．１　试验材料

健康石榴树根际土壤样本及枯萎病石榴树根际

土壤样本，采自蒙自万亩石榴园和建水石榴园，共采

集了４５份样本；石榴枯萎病菌标准样品由云南农业

大学植物病理实验室黄琼教授提供；南方根结线虫

采自红河州蒙自市草坝镇大落就村大棚丝瓜地。

１．１．２　供试培养基

放线菌分离培养基为改良高氏１号培养基，平

板对峙培养试验采用ＰＤＡ培养基。放线菌鉴定培

养基包括：蔡氏培养基，麦芽膏 酵母膏培养基，甘油

天门冬酰胺培养基，无机盐淀粉培养基，ＰＤＡ培养

基，葡萄糖 天门冬酰胺培养基，营养琼脂培养基，燕

麦片琼脂培养基［１０１１］。

１．２　试验方法

１．２．１　土壤中放线菌的分离与培养

在蒙自万亩石榴园的三角地、十字路、红塘子、

三路地、望台附近、板凳桥、蒋台、水井凹、马山冲

和建水石榴园的周伍、小营、李伍山分别采集石榴枯

萎病树根际土样（采后应将工具用７５％乙醇消毒）、

健康石榴树根际土样。在每点选取样株３株，从每

样株周围选３处不同的位置，用锄头挖至距地表面

１０～２０ｃｍ处将石榴根系暴露出来，轻轻抖掉外围

大块土壤，收集根系周围１ｃｍ左右的土壤５００ｇ，将

采集的每点３株３个样本混合均匀，取５００ｇ装入无

菌自封袋，编号，将土样及时带回实验室后，进行去

杂和过０．１ｃｍ筛处理。

放线菌的分离与培养均采用改良高氏一号培养

基，土壤中放线菌的分离采用平板稀释法。首先制

备土壤样品稀释液，在无菌环境条件下取５ｇ根际土

溶解于４５ｍＬ无菌水中，在２８℃恒温下振荡３０ｍｉｎ

使微生物充分分散，静置１０ｍｉｎ，即得１０－１稀释液，

再依次稀释为１０－２、１０－３、１０－４、１０－５系列浓度稀释

液［１２］。用无菌移液器吸取１００μＬ 浓度为１０
－３、

１０－４、１０－５土壤稀释液于平板上，用涂布器将其涂均

匀。置于２８℃恒温下培养５ｄ，每个土壤稀释液浓

度重复３次，将分离到的形态、颜色不同的放线菌进

行画线纯化，得到单菌落，将纯化的放线菌菌株保存

在改良高氏一号培养基中，置于４℃冰箱保存。

１．２．２　石榴枯萎病菌拮抗菌的筛选

拮抗菌初筛：将培养７ｄ的石榴枯萎病菌用灭菌

水配制成浓度为１０３个／ｍＬ的孢子悬浮液，取１００μＬ

涂布于ＰＤＡ平板上，静置５ｈ。将分离得到的放线菌

活化，接种到涂有石榴枯萎病病原菌的平板上，每个

平板进行十字画线，在十字线距离中心３ｃｍ位置分

别接种４种放线菌，置于２８℃恒温培养箱培养５ｄ

后，观察并测定其拮抗圈的半径（狉）。拮抗性强弱的

分级及判定标准为：强拮抗性放线菌，狉≥１０ｍｍ；中等

拮抗性放线菌，７．５ｍｍ≤狉＜１０ｍｍ；弱拮抗性放线

菌，狉＜７．５ｍｍ；无拮抗性放线菌，狉＝０ｍｍ
［１３］。

拮抗菌复筛：根据初筛结果，选择有明显抑菌效

果的放线菌，用平板对峙法对拮抗菌进行复筛，抑菌

效果的判断标准同上。

拮抗放线菌发酵液及菌丝浸出液对石榴枯萎病

菌的抑菌作用：将筛选得到的放线菌在高氏一号培

养基上活化后，接种于放线菌发酵培养液中，置于

２８℃恒温摇床１５０ｒ／ｍｉｎ发酵培养７ｄ，将发酵液在

１００００ｒ／ｍｉｎ、４℃条件下离心２０ｍｉｎ后得菌丝和发

酵液两部分，收集所有上清发酵液，在超净工作台上

·９５·



２０１６

用０．２２μｍ微孔滤膜过滤，备用
［１４］。菌丝溶于３倍

体积的灭菌水于５６０Ｗ和４ｓ／５ｓ（工作时间／间隔

时间）条件下，在超声波破碎仪中冰浴破碎６０ｍｉｎ，

再以１００００ｒ／ｍｉｎ离心２０ｍｉｎ，收集上清液，在超净

工作台上用０．２２μｍ微孔滤膜过滤，即可得菌丝提

取液［１５］。用孔洞法测定抑菌作用：将石榴枯萎病菌

（犱＝５ｍｍ）置于ＰＤＡ培养基平板中心，在距中心

３０ｍｍ处（犱＝５ｍｍ）的直径上打两个孔，每孔加入

１００μＬ菌丝浸出物或发酵液，每种３个重复，以只

接病原菌为对照，于２８℃恒温箱培养，待对照长满

平板，观察并测量抑菌圈半径［１６］。

１．２．３　拮抗菌对南方根结线虫的影响

放线菌菌株发酵液的制备：将筛选出的放线菌

在高氏一号培养基上活化后，接种于放线菌发酵培

养液中，置于２８℃恒温摇床１５０ｒ／ｍｉｎ发酵培养

７ｄ，５０００ｒ／ｍｉｎ离心发酵液１０ｍｉｎ获取上清液，取

上清液用０．２２μｍ微孔滤膜过滤，备用。

放线菌发酵液对南方根结线虫卵孵化的影响：

南方根结线虫卵悬液的制备采用改良的振荡法分

离［１７］。将感染南方根结线虫的丝瓜根剪成１～２ｃｍ

小段，放入２００ｍＬ１％次氯酸钠溶液中，在豆浆机

中搅拌１ｍｉｎ后，将悬浮液快速经过１００、３００和５００

目的套筛，上下振荡网筛，５００目网筛可收集到游离

的卵，快速用无菌水冲洗５００目筛网上的卵以除去

残留的次氯酸钠。多次冲洗振荡根段以获取更多的

卵，过筛收集到离心管中，加入４０％蔗糖溶液２０ｍＬ，

３５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，吸取上层溶液过５００目筛，

用无菌水冲洗去除蔗糖液，将卵收集到三角瓶中加

无菌水制成卵悬液，浓度为１２００个／ｍＬ，置于４℃

冰箱备用。在２４孔细胞培养板中加入５０μＬ浓度

为１２００个／ｍＬ南方根结线虫卵悬液、放线菌菌株

发酵液及灭菌水，总体积均为５００μＬ，调整放线菌

菌株发酵液及灭菌水的加入体积，使２４孔细胞培养

板中放线菌菌株发酵液的浓度分别为０％、１０％、

２０％、３０％、４０％、５０％
［１８］。首先测定５０％放线菌发

酵液抑卵孵化作用，选择抑卵孵化率超过４０％的菌

株进行重复测定。每个处理３次重复，放入２８℃培

养箱中，分别在第２、４、６天记录２龄幼虫的孵化数，

计算孵化率。孵化率（％）＝２龄幼虫孵化数／总卵

数×１００。所得数据经软件ＳＰＳＳ１７．０进行数据处

理和方差分析。

放线菌发酵液对南方根结线虫２龄幼虫的抑杀

作用测定：在解剖镜下挑取感染南方根结线虫丝瓜

根组织上的卵块，经１％次氯酸钠溶液消毒后，置于无

菌水中孵化２龄幼虫，定容至浓度为１０００条／ｍＬ２

龄幼虫悬液，置于４℃备用。菌株的浓度设置同上，分

别向处理和对照中加入５０μＬ浓度为１０００条／ｍＬ南

方根结线虫２龄幼虫悬液，每个浓度３次重复，放入

２８℃培养箱中，分别于２４、４８、７２ｈ后记录２龄幼虫

死亡数，用尖细针刺激虫体，如果虫体不动就记录为

死亡，计算死亡率及校正死亡率。

线虫死亡率（％）＝（死亡线虫数／供试线虫数）

×１００；

校正死亡率（％）＝（处理线虫死亡率－对照线

虫死亡率）／（１－对照线虫死亡率）×１００；

所得数据经软件ＳＰＳＳ１７．０进行数据处理和方

差分析。

１．２．４　生防放线菌ＪＳ１的鉴定

采用插片法培养放线菌菌株，在高氏一号培养

基平板上２８℃培养６～１０ｄ，在光学显微镜下观察

菌丝形态，记录菌落形态，基内菌丝、气生菌丝和孢

子丝的形态及颜色，是否产生可溶性色素等。同时

配制用于放线菌鉴定的培养基：蔡氏培养基、麦芽膏

－酵母膏培养基、甘油－天门冬酰胺培养基、无机盐

淀粉培养基、马铃薯培养基、葡萄糖－天门冬酰胺培

养基、燕麦片琼脂粉培养基、营养琼脂培养基，观察

菌株在其上的生长状况。

采用Ｐｒｏｍｅｇａ细菌基因组提取试剂盒提取放

线菌菌株ＪＳ１的 ＤＮＡ，用１６ＳｒＤＮＡ 通用引物

（２７Ｆ：５′ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ３′；

１４９２Ｒ：５′ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ３′）

进行ＰＣＲ扩增，扩增产物切胶回收后送至华大生物

技术有限公司测序，获得的序列提交ＧｅｎＢａｎｋ数据

库，用ＢＬＡＳＴ进行同源性比较，选取相似度高的不

同种菌株，用ＭＥＧＡ５．０软件中的Ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ

法构建系统发育树并进行分析。

２　结果与分析

２．１　石榴枯萎病菌拮抗放线菌的筛选

从建水石榴园和蒙自石榴园采集了４５个土壤

样本，分离得到菌落特征各不相同的放线菌１６８株，

初步筛选得到３８株拮抗石榴枯萎病的放线菌，进一

步用平板对峙法复筛得到６株石榴枯萎病菌拮抗放

线菌，６株放线菌对石榴枯萎病菌的抑菌半径在３．５
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～１１ｍｍ之间，其中ＪＳ１菌株对石榴枯萎病菌有较

好的拮抗活性，抑菌半径为１１ｍｍ，６个菌株对石榴

枯萎病菌的拮抗效果见图１，根据复筛的结果，我们

选择ＪＳ１菌株进一步试验。

图１　生防菌犑犛１、犑犛２、犕犣１１、犕犣１２、犕犣９３、犕犣１对石榴枯萎病菌的拮抗效果

犉犻犵．１　犃狀狋犻犳狌狀犵犪犾狆犾犪狋犲狅犳犑犛１，犑犛２，犕犣１１，犕犣１２，犕犣９３犪狀犱犕犣１犪犵犪犻狀狊狋犆犲狉犪狋狅犮狔狊狋犻狊犳犻犿犫狉犻犪狋犪

　　采用孔洞法测定了拮抗放线菌ＪＳ１发酵液及菌

丝浸出液对石榴枯萎病菌的抑菌作用，其中拮抗放线

菌ＪＳ１发酵液对石榴枯萎病菌的抑菌半径为１０ｍｍ，

说明放线菌ＪＳ１发酵液中含有某些抑菌物质，抑制

了石榴枯萎病菌的生长；拮抗放线菌菌丝浸出液对

石榴枯萎病菌没有明显的抑菌作用，说明拮抗放线

菌细胞内没有抑制石榴枯萎病菌的活性物质存在。

综合以上结果，拮抗放线菌ＪＳ１的抑菌成分主要存

在于其发酵产物而非菌体本身。

２．２　放线菌犑犛１发酵液对南方根结线虫卵孵化的

抑制活性

　　石榴枯萎病菌拮抗放线菌ＪＳ１发酵液对南方根

结线虫卵孵化的抑制活性见表１。不同浓度的ＪＳ１

发酵液处理南方根结线虫卵２ｄ，孵化率与对照相比

差异不显著；不同浓度的ＪＳ１发酵液处理南方根结

线虫卵４ｄ，浓度为３０％、４０％、５０％的处理与对照

卵孵化率相比差异显著；不同浓度的ＪＳ１发酵液处

理南方根结线虫卵６ｄ，孵化率与对照相比都差异显

著，且ＪＳ１发酵液浓度为２０％、３０％、４０％、５０％的处

理与对照卵孵化率相比差异极显著。南方根结线虫

卵孵化率随着ＪＳ１发酵液浓度升高而降低，５０％

ＪＳ１发酵液处理６ｄ，南方根结线虫卵孵化率与对照

相比降低了５１．６７％，说明ＪＳ１菌株发酵液对南方根

结线虫卵孵化有较好的抑制作用。

表１　犑犛１菌株发酵液对南方根结线虫卵孵化的抑制作用１
）

犜犪犫犾犲１　犐狀犺犻犫犻狋犻狅狀犲犳犳犲犮狋狅犳犑犛１犳犲狉犿犲狀狋犲犱犾犻狇狌犻犱狅狀犲犵犵

犺犪狋犮犺犻狀犵狅犳犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅犵狀犻狋犪

ＪＳ１发酵液浓度／％

ＪＳ１ｆｅｒｍｅｎｔｅｄｌｉｑｕｉｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

孵化率／％　Ｈａｔｃｈｉｎｇｒａｔｅ

２ｄ ４ｄ ６ｄ

５０ ５．５５ａＡ ８．３３ｃＢ １１．１１ｃＣ

４０ ６．６７ａＡ １０．００ｃＢ １３．８９ｃＣ

３０ ９．４４ａＡ １２．７８ｂｃＡＢ ２１．１１ｃＣ

２０ １０．５６ａＡ ２８．３３ａｂＡＢ ４０．００ｂＢ

１０ １３．８９ａＡ ３０．５６ａＡＢ ４８．８９ｂＡＢ

ＣＫ １７．２２ａＡ ４１．１１ａＡ ６２．７８ａＡ

　１）同列数据后不同小写字母表示数据间差异显著 （犘＜０．０５），同

列数据后不同大写字母表示数据间差异极显著 （犘＜０．０１）。

下同。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉ

ｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ；ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅ

ｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０１ｌｅｖｅｌ．Ｔｈｅ

ｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．３　放线菌犑犛１发酵液对南方根结线虫２龄幼虫

的抑杀活性

　　 放线菌ＪＳ１发酵液对南方根结线虫２龄幼虫

的抑杀活性见表２，不同浓度的ＪＳ１发酵液处理２龄

幼虫２４、４８ｈ，发酵液浓度为３０％、４０％、５０％的处

理２龄幼虫死亡率与对照相比差异显著；不同浓度

的ＪＳ１发酵液处理２龄幼虫７２ｈ，所有处理中２龄

幼虫的死亡率与对照相比差异极显著。南方根结线

虫２龄幼虫的校正死亡率随着ＪＳ１发酵液浓度增大

·１６·



２０１６

而增加，浓度５０％的ＪＳ１发酵液处理７２ｈ，南方根结

线虫２龄幼虫校正死亡率与对照相比增加了８８．１０％，

说明ＪＳ１发酵液对南方根结线虫２龄幼虫有较好的

抑杀活性。

表２　犑犛１菌株发酵液对南方根结线虫２龄幼虫的抑杀活性

犜犪犫犾犲２　犜狅狓犻犮犻狋狔犲犳犳犲犮狋狅犳犑犛１犳犲狉犿犲狀狋犲犱犾犻狇狌犻犱狅狀犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅犵狀犻狋犪狊犲犮狅狀犱狊狋犪犵犲犼狌狏犲狀犻犾犲狊

发酵液浓度／％

Ｆｅｒｍｅｎｔｅｄｌｉｑｕｉｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

２４ｈ

死亡率／％

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ

校正死亡率／％

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ

４８ｈ

死亡率／％

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ

校正死亡率／％

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ

７２ｈ

死亡率／％

Ｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ

校正死亡率／％

Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄｍｏｒｔａｌｉｔｙｒａｔｅ

５０ ５０．９８ａＡ ５０．４５ａＡ ７８．８４ａＡ　 ７８．１０ａＡ ８９．９５ａＡ　 ８８．１０ａＡ

４０ ４４．９０ａＡ ４４．３７ａＡ ４８．７２ｂＡＢ ４７．９８ｂＡＢ ６３．７７ｂＢ ６１．９２ｂＢ

３０ ２２．７３ｂＢ ２２．２０ｂＢ ３８．０３ｂｃＢ ３７．２９ｂｃＢ ５２．３１ｂｃＢＣ ５０．４６ｂｃＢＣ

２０ ６．０６ｃＢＣ ５．５３ｃＢＣ ２２．２２ｃｄＢＣ ２１．４８ｃｄＢＣ ３７．８４ｃＣ ３５．９９ｃＣ

１０ １．５９ｃＣ １．０６ｃＣ ２０．０５ｃｄＢＣ １９．３１ｃｄＢＣ ３７．１７ｃＣ ３５．３２ｃＣ

０ ０．５３ｃＣ 　０ｃＣ ０．７４ｄＣ ０ｄＣ １．８５ｄＤ 　　０ｄＤ

２．４　石榴枯萎病拮抗放线菌犑犛１的鉴定

石榴枯萎病拮抗放线菌ＪＳ１在高氏一号培养基

上，菌丝生长好，基内菌丝秋海棠红，无隔不断裂；气生

菌丝舌红，菌苔表面绒状；孢子丝直形或波曲，孢子椭圆

形或长柱形，两端整齐，不产生水溶性色素。石榴枯萎

病拮抗放线菌ＪＳ１在鉴定培养基上的培养特性见表３。

表３　放线菌犑犛１在各种鉴定培养基上的培养特性

犜犪犫犾犲３　犆狌犾狋狌狉犪犾犮犺犪狉犪犮狋犲狉犻狊狋犻犮狊狅犳犪犮狋犻狀狅犿狔犮犲狋犲狊狊狋狉犪犻狀犑犛１犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犿犲犱犻犪

培养基

Ｃｕｌｔｕｒｅｍｅｄｉｕｍ

气生菌丝

Ｃｏｌｏｒｏｆａｅｒｉａｌｍｙｃｅｌｉｕｍ

基内菌丝

Ｃｏｌｏｒｏｆｓｕｂｓｔｒａｔｅｍｙｃｅｌｉｕｍ

可溶色素

Ｓｏｌｕｂｌｅｐｉｇｍｅｎｔ

营养琼脂培养基

Ｎｕｔｒｉｅｎｔａｇａｒｍｅｄｉｕｍ

浅橙黄色、浅粉橙色

Ｌｉｇｈｔｏｒａｎｇｅ，ｉｎｄｉｐｉｎｋｏｒａｎｇｅ

橙色

Ｏｒａｎｇｅ

无

Ｎｏｎｅ

无机盐淀粉琼脂培养基

Ｉｎｏｒｇａｎｉｃｓａｌｔｐｌｕｓｓｔａｒｃｈａｇａｒｍｅｄｉｕｍ

粉白、浅粉红

Ｐｉｎｋｗｈｉｔｅ，ｌｉｇｈｔｐｉｎｋ

橙红、玫红

Ｏｒａｎｇｅｒｅｄ，ｒｏｓｅｒｅｄ

无

Ｎｏｎｅ

燕麦片琼脂粉培养基

Ｏａｔｍｅａｌａｇａｒｍｅｄｉｕｍ

浅黄粉色

Ｌｉｇｈｔｙｅｌｌｏｗｉｓｈｐｉｎｋ

橙红、大红色

Ｏｒａｎｇｅｒｅｄ，ｂｒｉｇｈｔｒｅｄ

无

Ｎｏｎｅ

甘油天冬酰胺琼脂培养基

Ｇｌｙｃｅｒｉｎａｓｐａｒａｇｉｎｅａｇａｒｍｅｄｉｕｍ

浅粉红色、粉白色

Ｌｉｇｈｔｐｉｎｋ，ｐｉｎｋｗｈｉｔｅ

红橙色

Ｒｅｄｄｉｓｈｏｒａｎｇｅ

无

Ｎｏｎｅ

葡萄糖天门冬酰胺培养基

Ｇｌｕｃｏｓｅａｓｐａｒａｇｉｎｅｍｅｄｉｕｍ

深粉色

Ｄｅｅｐｐｉｎｋ

暗橙色

Ａｎｔｉｃｏｒａｎｇｅ

无

Ｎｏｎｅ

马铃薯培养基

Ｐｏｔａｔｏｇｌｕｃｏｓｅｍｅｄｉｕｍ

白色、浅粉白色

Ｗｈｉｔｅ，ｌｉｇｈｔｐｉｎｋｗｈｉｔｅ

丽春红色

Ｐｏｎｃｅａｕ

无

Ｎｏｎｅ

麦芽膏培养基

Ｍａｌｔｅｘｔｒａｃｔｍｅｄｉｕｍ

浅粉红色

Ｌｉｇｈｔｐｉｎｋ

酒红色

Ｗｉｎｅｒｅｄ

无

Ｎｏｎｅ

察氏培养基

Ｃｚａｐｅｋ’ｓｍｅｄｉｕｍ

浅橙黄

Ｍｅｌｏｎｙｅｌｌｏｗ

橙黄

Ｏｒａｎｇｅ

无

Ｎｏｎｅ

　　利用１６ＳｒＤＮＡ通用引物对菌株ＪＳ１进行ＰＣＲ

扩增，片段经测序后得到１６ＳｒＤＮＡ近全长序列，

ＧｅｎＢａｎｋ序列号为ＫＴ０６９５６２。Ｂｌａｓｔ相似性分析

表明，放线菌ＪＳ１１６ＳｒＤＮＡ 序列与壮观链霉菌

（犛狋狉犲狆狋狅犿狔犮犲狊狊狆犲犮狋犪犫犻犾犻狊）的同源性为１００％，构建

的系统发育树（图２）揭示放线菌ＪＳ１与壮观链霉菌

处于同一分支。

结合形态学特征和分子特征分析，初步鉴定菌

株ＪＳ１为壮观链霉菌。

３　讨论

放线菌因种类多样、分布广泛，且可产生丰富的

农用抗生素和抗菌活性物质，使其在植物病害的防

治及微生物农药的筛选上得到广泛应用［１９］。据报

道壮观链霉菌能产生大观霉素、曲张链菌素及间环

丙菌素等多种抗生素［２０］；Ｃｈａｕｄｈａｒｙ等
［２１］研究表明

壮观链霉菌在氨基糖甙类抗生素的生产中有特殊作

用，氨基糖甙类抗生素通过抑制微生物的蛋白质合

成而产生快速的杀菌作用。Ｂｅｎａｌｌａｏｕａ等
［２２］从土壤

中分离得到壮观链霉菌ＢＴ３５２，从该菌的上清液分

离纯化得到一种非多烯的大环内酯结构代谢产物有

抗真菌活性，研究发现这种代谢物与沙漠霉素有关。

赵淑莉等［２３］报道壮观链霉菌对玉米大斑病菌具有

较强的拮抗作用，室内抑菌半径为１５．５ｍｍ；本研究

·２６·
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从云南蒙自、建水石榴园采集的土样中分离筛选得

到对石榴枯萎病菌有较强拮抗活性的放线菌菌株

ＪＳ１，鉴定为壮观链霉菌菌株，对石榴枯萎病菌的室

内抑菌半径为１１ｍｍ，与赵淑莉等的研究结果相比

略低，可能是因为拮抗的病原菌不同。另Ｋｈａｍｎａ

等［２４］的研究表明分离自七叶兰根际土壤的壮观链

霉菌ＣＭＵＰＡ１０１能高效地产生生物活性代谢物

质，对多种病原真菌有较好的拮抗作用；壮观链霉菌

ＣＭＵＰＡ１０１对尖孢镰刀菌、齐整小核菌的拮抗作

用尤其显著［２５］。综合以上结果，壮观链霉菌对多种

植物病原真菌有较好的拮抗作用，本研究首次发现

壮观链霉菌对石榴枯萎病菌有较强的拮抗活性，其

有效成分主要存在于发酵产物中，其对石榴枯萎病

的田间防效有待进一步研究。

图２　以１６犛狉犇犖犃为基础构建的犑犛１系统进化树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狋狉犲犲狅犳犑犛１犫犪狊犲犱狅狀１６犛狉犇犖犃狊犲狇狌犲狀犮犲狊

　　放线菌对病原生物有很高的寄生性和拮抗作

用，是控制植物病原生物的重要微生物资源，在根结

线虫的生防菌株开发方面具有巨大的潜能。放线菌

中的一些种类能够产生具有杀线虫特性的化合物，

已报道的主要有链霉菌和诺卡氏菌［２６］，链霉菌产生

的阿维菌素已成功应用于南方根结线虫的预防与治

疗［２７］。本研究中分离获得的放线菌ＪＳ１，其５０％发

酵液处理南方根结线虫６ｄ的卵孵化率与对照相比

降低了５１．６７％，ＪＳ１菌株发酵液抑制卵孵化效果优

于田阳等［２８］报道的海洋放线菌 Ｍ１Ｄ１４发酵液，略

低于陈立杰等［２９］报道的放线菌Ｃ４９、Ｃ２５ ３、Ｃ５８对

孢囊线虫的孵化相对抑制率。本研究中５０％ＪＳ１

发酵液处理南方根结线虫２龄幼虫７２ｈ，南方根结

线虫２龄幼虫校正死亡率增加了８８．１０％，略低于

田阳等［２８］报道的海洋放线菌 Ｍ１Ｄ１４发酵液的效

果。放线菌对根结线虫的抑杀活性有较多的报道，

曾庆飞等［３０］分离自海泥样品中的链霉菌ＨＡ１０００２

发酵原液对２龄幼虫的校正死亡率达１００％；黄惠

琴等［３１］分离的放线菌菌株ＨＡ１１０９７发酵液稀释４０

倍，抗根结线虫２龄幼虫的校正死亡率为４６．７％；

魏华等［３２］报道从红树林底泥中分离筛选的放线菌

ＨＡ１１０９０，其发酵液稀释４０倍抗根结线虫校正死亡

率为６５．０％。

本研究分离得到的壮观链霉菌对石榴枯萎病菌

有较好的室内拮抗作用，对南方根结线虫卵孵化及

２龄幼虫有较强的抑杀活性。蒙自万亩石榴园中石

榴根结线虫病的广泛发生加重了石榴枯萎病发生程

度及病害的防控难度，寻找对石榴枯萎病及根结线

虫都有防效的菌株是环保有效地控制该病害的努力

方向，该菌株在石榴枯萎病及根结线虫病复合侵染

的防治上有较好的开发利用潜力。
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