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内生细菌 BYG2-5 的鉴定及其对芭蕉炭疽病的防效
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摘要 以芭蕉炭疽菌(Colletotrichummusae)为靶标菌,对内生细菌BYG2-5进行了皿内拮抗活性测定及感

病香蕉活体组织控制作用测定。结果表明:该内生细菌有很好的皿内抑菌效果,抑菌带达到18mm;内生细菌发

酵液及滤液均能有效控制靶标菌在香蕉条上的扩展,特别是发酵液的病情控制率达到80.60%,防治效果明显。

对内生细菌BYG2-5进行了形态、生理生化鉴定及16SrDNA序列分析,初步将该内生细菌鉴定为岸滨芽孢杆菌

(Bacilluslitoralis)。
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  香蕉炭疽病是由芭蕉炭疽菌(Colletotrichum
musae)侵染引起的,是我国香蕉采后贮藏、运输、销
售过程中发生的主要病害之一。香蕉炭疽病一旦发

生,便在香蕉果实上迅速扩大成深褐色块斑,最终全

果变黑腐烂,影响果品价值,造成较大的经济损失,
严重影响我国香蕉的北运和出口。目前,防治香蕉

炭疽病的主要方法是化学药剂防治,随着人们对食

品安全的日益重视,化学农药成本高及易产生人畜

中毒等问题逐渐严重[1],极大地限制了香蕉的对外

贸易,降低了其经济价值。因此,采用无污染、无公

害的采后处理方法防治香蕉炭疽病,已引起研究人

员的高度重视[2-3]。近年来,植物内生细菌所发挥的

重要生态和生理作用已逐渐成为国内外的研究热

点[4]。内生细菌由于长期生活在植物体内,并与宿

主协同进化,可以通过自身代谢产物或借助于信号

传导作用对植物体产生影响而发挥防病或控病能

力,如提高植物抗性或与病原菌竞争生态位和营养

物质等。利用内生细菌防治香蕉炭疽病害,一方面

可以避免化学防治产生的抗药性以及农药残留问

题,另一方面还可以诱导宿主产生系统抗病性,降低

其他病原菌的入侵。因此,研发内生细菌生防制剂

防治香蕉炭疽病具有重要意义。
本试验对分离自变叶木(Codiaeumvariega-

tum)的1株内生细菌,进行芭蕉炭疽菌皿内拮抗活

性测定以及感病果实的病情控制测定,采用传统的

生理生化手段和16SrDNA序列分析相结合的方法

对该菌株进行鉴定,以期为香蕉炭疽病害内生细菌

生防制剂的研发奠定基础,同时为丰富海南省生防

内生细菌资源库作出贡献。

1 材料与方法

1.1 供试材料

1)供试植物。供试香蕉(Musaparadisiaca)采
自海南大学儋州校区环境与植物保护学院基地。

2)供试菌株。内生细菌 BYG2-5,从变叶木

(Codiaeumvariegatum)中经严格组织表面消毒分

离获得;芭蕉炭疽菌(Colletotrichummusae),由海

南大学环境与植物保护学院化保实验室提供。
1.2 试验方法

1)内生细菌BYG2-5皿内拮抗活性的测定。在

直径为9cm培养皿中,用接种环挑取少量内生细

菌,在PDA平板上划1条贯穿培养皿中央的直线,
在距中心直线2cm两侧,各接种1块直径为5mm
靶标菌菌饼,菌丝面朝下,以不接内生细菌为对照,
每处理3次重复,(28±1)℃培养1~3d,统计抑菌

带大小。

2)内生细菌BYG2-5发酵液对感病香蕉果实防

效测定。根据文献[5]配制细菌发酵培养液,在培养
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液中接入一定量的细菌菌悬液,于30℃、150r/min
振荡下培养3d,稀释至109cfu/mL[6],备用;用灭

菌后的细菌过滤器将部分稀释发酵液过滤,备用。
采集七成熟的香蕉果实用自来水清洗干净,室

内阴干,75%的乙醇擦拭表面,用束针刺伤果皮,每
根香蕉刺3个点(不要刺伤香蕉肉质部分)。然后在

刺伤处接种直径为5mm的芭蕉炭疽菌菌饼,室温

保湿培养至香蕉针刺处感病(病斑不连成片为宜),
备用。将3片直径为5mm的浸有内生细菌发酵液

或滤液的滤纸片覆盖于发病处,以浸有发酵培养液

和无菌水的滤纸处理作为对照1和对照2,每处理6
根香蕉,室温保湿培养7d,按下列公式统计病情指

数及病情控制效果。
病情指数=[∑(病级斑点数×该病级值)]/(接

种点数×最高级值)×100;
病情控制效果=(对照组病情指数-处理组病

情指数)/对照组病情指数×100。
病斑分级标准参照文献[7]并进行适当改进。0

级:刺伤点感病,未连成片;1级:病斑连成片,病斑

直径在5mm以下;2级:病斑直径在5~7mm;3
级:病斑直径在7~10mm;4级:病斑直径在10~
15mm;5级:病斑直径在15mm以上。

3)内生细菌BYG2-5的鉴定。参照文献[8-9],
进行菌落形态观察、革兰氏染色、芽孢染色、鞭毛染

色以及接触酶和好氧性等相关理化参数的测定。参

照刘琼光等[10]方法进行菌株DNA提取,16SrDNA
扩增、纯化,由上海英骏生物技术有限公司进行序列

测定,将所测的16SrDNA序列在GenBank基因库

中(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)中注册,并对

测得序 列 进 行 Blast分 析,根 据 Blast结 果 利 用

MEGA4.0软件构建系统进化树。

2 结果与分析

2.1 菌株 BYG2-5 皿内拮抗作用测定

采用对峙划线法测定菌株BYG2-5对芭蕉炭疽

菌的皿内拮抗活性,结果表明,该内生细菌对芭蕉炭

疽菌有明显的拮抗作用,抑菌带达到18mm,表明

供试菌株能够有效抑制芭蕉炭疽菌菌丝在PDA培

养基中的扩展。
2.2 发酵液和滤液对感病香蕉果实的防效

在香蕉果实上接种芭蕉炭疽菌,使其感染病原

菌后,用1×109cfu/mL的菌株发酵液及滤液处理

果实,室温保湿培养7d,求得相对菌株培养液及无

表1 BYG2-5发酵液和滤液对感病香蕉果实的防效1)

Table1 Controleffectsofthefermentationandfiltration

ofBYG2-5againstColletotrichummusae

项目Items
病情指数

Disease
index

防效1/%
Control
effect1

防效2/%
Control
effect2

BYG2-5发酵液

FermentationofBYG2-5
15.6cC 78.3aA 80.6aA

BYG2-5发酵液滤液

FiltrationofBYG2-5
45.6bB 36.7bB 43.4bB

发酵培养液 Nutrientfluid 72.0aA - 10.6cC
无菌水Sterilewater 80.5aA - -
 1)小写英文字母表示α=0.05水平的差异显著性,大写英文字

母表示α=0.01水平的差异显著性;病情控制效果1为相对于菌

株发酵培养液计算得到的;病情控制效果2为相对于无菌水计算

得到的。Lowercaseshowssignificantlydifferentatα=0.05,cap-
italshowssignificantlydifferentatα=0.01.Controleffects1cal-
culatedaccordingtonutrientfluid.Controleffects2calculatedac-
cordingtosterilewater.

菌水的病情控制效果(表1)。
由表1可知,与对照相比,该菌株发酵液及滤液

均能很好控制感病香蕉条的病情扩展,病情控制效

果均达极显著水平,尤其是发酵液相对无菌水的病

情控 制 率 达 到 80.6%,相 对 发 酵 培 养 液 达 到

78.3%;滤液相对无菌水和发酵培养液的病情控制

率分别为43.4%与36.7%,表明发酵液的病情控制

效果优于滤液的效果,并且差异达极显著水平。其

原因可能是因为发酵液经过过滤后,水溶性的小分

子,如内生细菌的代谢物等进入滤液,而一些大分

子,如毒蛋白等物质无法通过滤膜,导致滤液中起作

用的活性物质浓度下降,因而病情控制效果降低。
另外,从表1还可以看出,菌株发酵培养液对香蕉病

斑的扩展也有微弱的限制作用,达到10.6%,可能

是培养液为感病香蕉果实提供了一定营养,从而提

高了香蕉果实自身抗病性。
2.3 内生细菌 BYG2-5 的鉴定结果

1)内生细菌BYG2-5菌落特征及菌株形态特

征。将供试菌株划线法接种于牛肉膏蛋白胨培养基

上,30℃恒温培养24h,观察其菌落形态特征,发现

该菌株菌落扁平较小,边缘整齐,表面光滑、透明;参
照文献[8]试验方法对菌株进行革兰氏染色、芽孢染

色及鞭毛染色,发现该菌株为杆状、革兰氏阳性;芽
孢卵圆形,中生,鞭毛周生。

2)内生细菌生理生化特征。试验参照文献[9]
方法对菌株进行部分生理生化测定,测定各指标,结
果见表2。
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表2 内生细菌菌株BYG2-5部分生理生化特征1)

Table2 BiochemicalcharacteristicsofendophyticbacteriaBYG2-5

试验项目

Testeditems
结果

Results
试验项目

Testeditems
结果

Results
接触酶Catalase + 麦芽糖发酵 Maltosefermentation 产酸不产气2)

氧化酶 Oxidase + 半乳糖发酵 Galactosefermentation 产酸不产气2)

淀粉水解Starchhydrolysis - 肌醇发酵Inositolfermentation 产酸不产气2)

柠檬酸盐利用Citrateutilization - 蔗糖利用Sucroseutilization +
石蕊牛奶反应Litmusmilkreaction - 葡萄糖利用 Glucoseutilization +
苯丙氨酸氧化脱氨Phenylalanineoxidativedeamination + 麦芽糖利用 Maltoseutilization +
硫化氢产生 H2Sproduction - 半乳糖利用 Galactoseutilization +
明胶液化 Glutinliquefaction - 乳糖利用Lactoseutilization +
果聚糖形成Fructanformation - 果糖利用Fructoseutilization +-

过氧化氢酶测定Catalasetest + 木糖利用 Xyloseutilization +-

好氧性 Aerobism + 2%~3.5% NaCl +
葡萄糖发酵 Glucosefermentation 产酸不产气2) 5%~10% NaCl +-

 1)“+”阳性Positive;“-”表示阴性 Negative;“+-”表示生化反应较弱 Weaker.2)产酸不产气Producesournospirit.

  由表2可知,该菌株属好氧型,接触酶、氧化酶

均为阳性,不能水解淀粉,石蕊牛奶中无变化;不能

利用柠檬酸盐作为唯一碳源;能将苯丙氨酸氧化脱

氨;不能分解培养基中含硫氨基酸生成硫化氢;不能

使明胶液化;不能形成果聚糖;含有过氧化氢酶,可
以将过氧化氢分解成水和氧;能够发酵葡萄糖、麦芽

糖、半乳糖以及肌醇产酸,均不产生气体;可以在蔗

糖、葡萄糖、麦芽糖等作为唯一碳源的培养基上生

长,只能微弱利用果糖及木糖;菌株在质量分数为

2%~3.5%NaCl中生长良好,NaCl质量分数为

5%~10%时只能微弱生长。

3)菌株BYG2-516SrDNA序列分析。测得菌

株BYG2-5的16SrDNA序列全长1526bp,将此

序 列 在 GenBank 中 注 册,获 得 注 册 号 为

HQ407479。运用在线Blast软件进行同源性分析,
发现与菌株同源性较高的均为芽孢杆菌属菌株,选
取该属下相似度相对较高的7个种的菌株构建系统

发育树(图1)。图1显示,菌株BYG2-5与岸滨芽

孢杆菌(Bacilluslitoralis)在进化树的同一支上,2
菌株同源性最高,达98%。结合菌株形态特征以及

生理生化测定结果中菌株革兰氏阳性,芽孢中生,鞭
毛周生,氧化酶阳性,好氧,石蕊牛奶中无变化,不能

使明胶液化,能利用蔗糖、麦芽糖及半乳糖,发酵葡

萄糖、麦芽糖、半乳糖,最适盐度为2%~3.5%等特

征可以确定该菌株为芽孢杆菌属岸滨芽孢杆菌(B.
litoralis)。

图2 菌株BYG2-516SrDNA序列系统进化树

Fig.2 Phylogenetictreebasedonthe16SrDNAsequenceofstrainBYG2-5

3 讨 论

本文试验结果表明,供试内生细菌菌株具有很

好的皿内拮抗效果,而且菌株发酵液能够有效控制

感病香蕉果实的病情扩展。通过形态、生理生化及

16SrDNA序列分析,初步将该内生细菌鉴定为岸

滨芽孢杆菌。国内外关于岸滨芽孢杆菌的报道较

少,未见将其应用于香蕉炭疽病害生物防治的相关

研究,因此进一步研发该菌株的农用活性具有重要

意义。
生物因子防治植物病害所涉及的因素很多,其

作用方式各不相同。拮抗菌株主要靠分泌抑菌物
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质,如抗生素、抗菌蛋白、代谢物等起到拮抗作用。
本试验结果显示,发酵液的滤液对香蕉果实的病情

扩展具有一定的控制作用,但效果不理想,原因可能

是滤液中代谢物的活性物质浓度较低,或者起主要

活性的物质在发酵液中,因此可以考虑对发酵液中

大分子的抗菌蛋白进行提取,或对滤液中的代谢物

质进行分离、鉴定,以便明确具体活性物质的种类。
另外作为生防菌的植物内生细菌本身来源于植

物,除了和其他生防菌一样能够分泌抑菌物质外,还
具备较容易在植物组织中定殖与运转的特性,能更

有效地抑制病原菌的侵染或提高宿主植物的抗病

性[11],因而活体内生细菌制剂研发也具有广阔应用

前景。因此,为了进一步明确其抑菌机理有必要开

展内生细菌在香蕉果实内定殖以及对香蕉植株促生

方面的研究,为该菌株活体制剂研发提供依据。
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strainBYG2-5antagonisticagainstColletotrichummusae

LUOYan-ping WANGLan-ying XIEYing LIUZhi-qiang MAWen-ping

KeyLaboratoryofProtectionandDevelopmentUtilizationof
TropicalCropGermplasmResources/

MinistryofEducation,CollegeofEnvironmentandPlantProtection,

HainanUniversity,Danzhou571737,China

Abstract TheantagonisticactivityofanendophyticbacteriumBYG2-5againstColletotrichummu-
saewasstudiedonculturalmedium.TheresultsshowedthatstrainBYG2-5significantlyinhibitedthe
mycelialgrowthofC.musaewiththeinhibitionzonereachingupto18mm.Thefermentationfluidand
itsfiltrateshowedahighefficacyinsuppressionofinfectioncausedbyC.musaeonbananafruits.Espe-
cially,treatmenteffectofthefermentationfluidwas80.6%againstC.musae.Thestrainwasidentified
asBacilluslitoralisbasedonitsmorphology,physiologicalbiochemistryand16SrDNAsequence.

Keywords endophyticbacteria;Colletotrichummusae;biologicalcontrol;biochemicalidentifica-
tion;antagonisticactivity
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