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摘要
!

从马铃薯块茎上分离内生细菌!以块茎病原真菌为指示菌!采用平板对峙法筛选拮抗菌株!并利用形态学特

征和
*"@4ABC

基因序列分析对优良拮抗菌株进行鉴定"结果表明!从定西马铃薯块茎中共分离得到
=#

株内生细

菌!其中
*7

株对
%

种块茎病原真菌的抑菌率均高于
%*$P=Q

!特别是内生细菌
" %

和
% "

分别对马铃薯炭疽病菌

>-8814-4.57?2@7-77-;13

和马铃薯黑痣病菌
B?50-74-=5"3-8"=5

的抑菌率达
P%$P#Q

和
=#$*PQ

!且具有固氮和产吲

哚乙酸&

>CC

'功能!其产
>CC

量分别为
;$;=&

K

#

)

和
*7$#%&

K

#

)

)根据形态特征及
*"@4ABC

基因序列将菌株

% "

鉴定为萎缩芽胞杆菌
+"758823"4.-

6

?"123

!菌株
" %

鉴定为贝莱斯芽胞杆菌
+"758823918101=353
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内生细菌 "

3:O'

S

J

L

H3

$是指其生活史某一阶段

或全部阶段生活于健康植物组织或器官的细胞间隙

或细胞内的一类细菌%其可通过组织学方法从严格

表面消毒的植物组织中分离获得)

*

*

&内生细菌可以

通过抑菌(诱导产生次生代谢物(固氮(溶磷及产吲

哚乙酸等多方面的有益生物功能%增强宿主植物抗

病虫害能力及生长竞争能力等)

#;

*

&内生细菌作为

生防因子具有巨大优势%是微生物资源开发应用中

的又一资源库&马铃薯是我国仅次于水稻(小麦和

玉米的第四大农作物%且种植区域广泛&

#+*"

年农

业部又将马铃薯作为主粮作物进行产业化开发%使

其已成为我国主要粮食作物和经济作物&随着马铃

薯种植面积的扩大%其病害的发生也愈发严重%由于

生物防治有诸多优点%因此利用内生细菌对马铃薯



#+#+

病害进行生物防治已成为目前研究的热点之一%如

杨成德等)

!

*从醉马草中分离出
"

株对马铃薯炭疽病

菌和马铃薯坏疽病菌有拮抗作用的内生细菌%且同

时具有固氮和产吲哚乙酸"

>CC

$能力%崔月贞等)

%

*

从矮生蒿草中分离出内生细菌
#"!C[*

对马铃薯炭

疽(坏疽及枯萎病具有防病促生作用%郭海等)

"

*报道

了高寒草地牧草内生细菌对马铃薯炭疽病菌具有防

病作用%畅涛等)

=

*也报道了珠芽蓼内生细菌对马铃

薯晚疫病有防病促生作用&

但是%内生细菌的种类(数量及功能会因地区和

宿主植物不同而有差异)

P

*

&甘肃省定西市干旱少

雨%这种特殊生境马铃薯块茎内生细菌对块茎病原

真菌是否有抑菌能力以及抑菌能力如何尚不清楚%

因此%本研究对甘肃省定西市马铃薯块茎内生细菌

进行分离%筛选块茎病原真菌的拮抗菌株%并对优良

拮抗菌株进行鉴定%以期为马铃薯内生细菌的开发

利用奠定基础%也为马铃薯块茎病害生物防治提供

菌种资源&

#

!

材料与方法

#"#

!

材料

供试马铃薯内生细菌!分离自甘肃省定西市马

铃薯块茎&

供试病原菌!马铃薯黑痣病菌
B?50-74-=5"3-&

8"=5

(马铃薯干腐病菌
%23".52@3-8"=5

(马铃薯坏疽

病菌
(?-@"

I

-91"4"

(马铃薯炭疽病菌
>-8814-4.5&

7?2@7-77-;13

和马铃薯枯萎病菌
%23".52@"91="&

712@

等%均由甘肃农业大学植物保护学院植物病原

细菌及生物多样性实验室提供&

培养基!马铃薯葡萄糖琼脂"

S

'HGH'O3̂H4'<3D

G

K

G4

%

-AC

$培养基%用于马铃薯炭疽病菌(坏疽病

菌(黑痣病菌(干腐病菌和枯萎病菌培养及对峙培

养'肉汁胨"

F-C

$培养基)

7

*

%用于马铃薯内生细菌

的分离及活化&阿须贝无氮培养基)

*+

*

%用于测定内

生细菌固氮功能&

-9N'dG<NG9G

-

<

"

-Ve

$培养基)

**

*

%

用于测定内生细菌溶磷功能&金氏培养基)

*+

*

%用于

测定内生细菌产
>CC

能力&

#"!

!

马铃薯块茎内生细菌的分离和纯化

将马铃薯块茎用自来水冲洗干净%依次用
=%Q

乙醇表面消毒
!&9:

和
*+Q

次氯酸钠表面消毒

*&9:

%再用无菌水漂洗块茎
;

次'将消毒块茎表面与

固体平板接触
;

"

%&9:

%后放置于
#P8

的恒温箱中培

养
;

"

%O

%若平板中无菌落生长%说明表面灭菌彻底%

否则分离结果不可用'用打孔器"直径
c*+&&

$从薯

块取出样品%用无菌手术刀切取
*+&&

%置于研钵中

研磨%加无菌水
*+&)

%静置
;+&9:

后%梯度稀释到

浓度为
*+

\*

"

*+

\!

%取
#++

!

)

涂布于
F-C

平板%每

浓度涂平板
;

个%置于
#P8

恒温箱中培养%培养
;

"

%O

后%挑取不同形态的菌落重新于固体平板上划线

纯化%编号和保存%备用&内生细菌编号以马铃薯样

本号 内生细菌分离号表示%例如菌株
" %

%

"

为马

铃薯样本编号%

%

为内生细菌分离编号&

#"?

!

拮抗菌株筛选

采用平板对峙培养法筛选拮抗菌株&将供试病

原菌于
-AC

培养基上活化培养后%在菌落边缘菌丝

生长旺盛处打取直径为
+$"I&

的菌饼%接种在

-AC

培养基中央%再取经过
!PJ

在
F-C

培养基中

活化培养的拮抗菌点接于距菌饼
;I&

处%每平板

!

点%

;

次重复%以只接种供试病原菌为对照%置于

#%8

生化培养箱中培养
%

"

=O

%用十字交叉法测量

菌落直径%统计数据并计算抑菌率&

抑菌率
c

"对照真菌菌落直径
\

受抑制真菌菌

落直径$#"对照真菌菌落直径
\+$"

$

,*++Q

&

#":

!

优良拮抗菌株生物功能测定

#$:$#

!

固氮能力测定

将优良拮抗内生细菌接种于阿须贝无氮平板和

液体培养基内%以无菌水为对照%

;

次重复%平板置

于
#P8

培养箱培养%液体培养基置于
*#+4

#

&9:

振

荡培养%第
=

天平板上有菌落和液体培养基变浑浊

者为阳性&

#$:$!

!

溶磷能力测定

将优良拮抗内生细菌点接于
-9N'dG<NG9G

-

<

"

-Ve

$培养基上%

#P8

培养
*!O

后观察解磷圈%

;

次

重复'根据解磷圈与菌落直径比值大小确定其溶磷

能力&

#$:$?

!

产
>CC

能力测定

定性测定!将优良拮抗内生细菌分别接种于含

*++&

K

#

)

色氨酸和不含色氨酸的金氏培养液中%以

加等量无菌水为对照%于
#P8

(

*#+4

#

&9:

恒温振荡

培养
*#O

%取
%+

!

)

加入等量比色液"

-.

比色液或

@#

比色液$%室温静置
*%&9:

后%观察显色反应%

;

次重复均变红色表示能分泌
>CC

&

定量测定!将培养
*#O

的菌悬液和对照离心

"

!8

%

*++++4

#

&9:

%

*+&9:

$%取
!&)

上清液加入等

+

!!*

+
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卷第
#

期 陈星伊等!马铃薯块茎病原真菌拮抗菌株筛选及优良拮抗菌株鉴定

量比色液%黑暗静置
;+&9:

后测定
eA

%;+

%重复测

;

次%以加比色液的空白对照调零&根据标准曲线

计算优良拮抗内生细菌分泌
>CC

量&

#"A

!

优良拮抗细菌的鉴定

#$A$#

!

菌落形态特征观察

在
F-C

固体培养基上划线%置于
#P8

培养箱%

!PJ

后观察内生细菌菌落形态特征并描述和照相&

#$A$!

!

菌体形态观察

将优良拮抗内生细菌在
F-C

平板上培养
*P

"

#!J

后革兰氏染色%观察菌体颜色和形态%并显微

拍照&

#$A$?

!

*"@4ABC

序列分析

提取优良拮抗内生细菌的基因组
ABC

并进行
-./

扩增&利用
E/

.+

基因引物!

6-*@

"

%bMCCM?.C?.C?D

MC..M??.?M.C[M.BMMBMMBCC/??[MCD;b

$%

6-#/

"

%bDCM.CMMM?C.MMC?M?M.MCM../?.BCD

./?.BM./?.BM?.C?D;b

$

)

**

*

%采用
%+

!

)

扩增反应体

系!

!"

#

E9̂H143#%

!

)

(引物
6-*@

和引物
6-#/

各

#

!

)

(

ABC

模板
#

!

)

(

OOW

#

e*7

!

)

&扩增条件!

7%8

预变性
;&9:

'

7!8

变性
;+<

%

%%8

退火
!%<

%

=#8

延伸
*&9:

%

;%

个循环'最后在
=#8

下延伸

*+&9:

%终止反应&经检测具特异性条带的
-./

扩

增产物送西安擎科基因生物有限公司测序%所测序

列与
M3:FG:N

数据库中序列进行同源性对比%采用

.(1<HG(*$P

软件和
EXMC=$+

软件构建系统发育

树%确定其系统发育学地位&

#"G

!

数据分析

运用
X̂I3(#++=

和
@-@@*7$+

统计分析软件

处理数据&

!

!

结果与分析

!"#

!

内生细菌的分离纯化

选取
"

个马铃薯样本%从平板上依据菌落形状(

光泽(颜色和大小等挑取不同单菌落%多次划线纯化

后共获得
=#

株内生细菌%编号保存备用'对照没有

细菌菌落长出%说明表面消毒彻底%所得细菌均为内

生细菌&

!"!

!

拮抗菌株筛选

经对峙培养%

=#

株内生细菌中有
*7

株对
%

种

供试病原菌的抑菌率在
%*$P=Q

以上%占分离总数

的
#"$;PQ

%其中菌株
" %

和
% "

对
%

种指示菌均

有较好拮抗作用%分别对马铃薯炭疽病菌和马铃薯

黑痣病菌抑菌率达
P%$P#Q

和
=#$*PQ

"图
*

和表

*

$&故本试验对其进行了下一步研究&

图
#

!

内生细菌
A G

和
G A

菌株对
A

种供试病原菌的抑菌作用

$%

&

"#

!

N>1/4+/

&

,4%-+%.1771.+,7142,

*

>

(

+%.3/.+1=%/A G/42G A,47%61+1-+12

*

/+>,

&

14-

+

%!*

+
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表
#

!

马铃薯块茎内生细菌抑菌谱测定及形态观察#

$

N/351#

!

B1+1=)%4/+%,4,7+>1/4+%3/.+1=%/5-

*

1.+=0)/42->/

*

1,7+>1142,

*

>

(

+13/.+1=%/7=,)

*

,+/+,

菌株

@H4G9:

抑菌率#
Q

!

>:J909H9':4GH3
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卷第
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期 陈星伊等!马铃薯块茎病原真菌拮抗菌株筛选及优良拮抗菌株鉴定

定为萎缩芽胞杆菌
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?"123

%菌株
" %

鉴定为贝莱斯芽胞杆菌
+"758823918101=353
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图
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与
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结论与讨论

植物内生细菌是一个庞大的微生物类群%种类

繁多%分布于宿主植物的不同部位)

*;

*

%可以诱导植

物产生抗病性和促进植物生长%目前已经有许多内

生细菌成功应用于植物病害防治)

*!

*

&本试验从马

铃薯块茎中分离出
=#

株内生细菌%与崔林等)

7

*从

P

个不同来源
;

个马铃薯品种块茎中分离到
#!+

个

内生菌株的结果相比较%本试验分离数量较少%这可

能与本试验仅选用了一个地区一个品种的马铃薯有

关%也可能是化学消毒剂杀死部分内生细菌%导致内

生细菌数量和种类减少)

*%

*

%也与植株的生育期和栽

培季节等有关)

*"

*

&

分离自马铃薯块茎的
=#

株内生细菌中有
*7

株

对
%

种病原真菌拮抗作用在
%*$P=Q

以上%占总数的

#"$!Q

%与崔林等)

7

*报道的拮抗菌株占总数
##57Q

的结论相似&内生细菌的抑菌机制是其能产生多种

不同的具有抗菌(抗病毒(杀虫(免疫抑制(抗氧化和

降糖等活性的代谢产物)

*=

*

%此外%内生细菌还可以

增加植物对生物或者非生物胁迫的耐受性)

*P

*

%但本

试验仅对菌株
% "

与
" %

的抑菌能力进行了测

定%其代谢产物及抑菌机制等还需进一步研究&

目前已经鉴定的内生细菌超过
%+

个属)

#+

*

%其

中许多文献报道从植株上分离出具有良好拮抗作用

的芽胞杆菌)

#*#;

*

%其通过竞争营养和空间位点(产生

抗菌物质(溶菌作用和诱导植物抗病性等方面来发

挥其防病促生作用)

#!#"
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&本试验中%内生细菌对

%

株病原真菌均有良好的抑制作用%其中
% "

与
" %

均为芽胞杆菌%说明芽胞杆菌是内生细菌中主要拮

抗细菌&

本试验筛选的菌株
% "

和
" %

具有良好的抑

菌作用%且具有固氮能力和产
>CC

能力%为马铃薯

块茎真菌病害的生物防治提供了菌种资源%也为马

铃薯块茎内生细菌资源的开发奠定了基础&
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卷第
#

期 赵丹丹等!利用凝胶扩散法测定刺萼龙葵种子中
"

D

甘露聚糖酶的活性

用性&该方法的建立为不同贮存时间和贮存条件下

刺萼龙葵种子中
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D

甘露聚糖酶活性的检测提供了技

术支撑%为刺萼龙葵种子休眠水平的动态监测及其种

子季节性休眠机制的阐明提供了科学的参考依据&
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