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摘 要
: 采用内生菌分离法对华南种植的健康香蕉根

、

叶内生真菌
、

内生放线菌进行分离研究表明
:

叶内部的

内生真菌主要为盘长抱刺盘抱菌 肠头勿渡滚瓜佩 砂划铆而山 占印
.

7% ; 而根内部曲霉 构柳朔山 sPP
. ,

青霉 几
刀交“

-

` , sPP
. ,

拟青霉 几吮沥琳笋玛 sPP
.

的分离频率较高
,

共占 70
.

4 %
。

在根
、

叶内生放线菌中灰红紫类群链霉菌分

离频率最高
,

分别占 65
.

2% 与 78
.

2% ; 在整个植株中玫瑰浅灰链霉菌 &即勿哪璐 胡网如哟如 的分离频率最高 (占

57
.

7 % )
,

叶中该种链霉菌占印
.

0%
,

根中占 43
.

5%
。

对峙实验表明
:

内生真菌在体外对香蕉枯萎病的病原菌 (尖抱

镰刀菌香蕉专化型 )不显示明显的拮抗作用而内生放线菌则显示明显的拮抗活性
,

玫瑰浅灰链霉菌中有 42
.

5% 的

菌株显示拮抗作用
,

该种链霉菌在提高香蕉植株对香蕉枯萎病的抗性中的作用值得重视
。
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植物内生菌 (
e n d o p h yt

e
) 指生长于健康植物组

织内部
,

对植物不引起可见病症的微生物
,

包括细

菌
、

真菌
、

放线菌等
。

内生 真菌最早发现 于牧

草 [` 1
,

随后在多种植物中发现
。

一些内生真菌对植

物的生长发育及抗虫抗病能力有明显的影响
,

非致

病性内生刺盘抱菌 肠之距名以械um
刀 l尤醚, a 通过诱导宿

主植物抗性反应
,

可增加西瓜
、

黄瓜幼苗对致病性

刺盘抱菌的抗性川
,

因此内生真菌作为植物生防菌

的研究有重要意义
。

内生放线菌的研究较晚
,

最早

主要集中于非豆科植物内生弗兰克氏菌 月呱从记 固

氮作用的研究上
。

S田月i 于 199 2年从意大利的 28 种

植物根内部分离到近 500 株放线菌
,

大多数为链霉

菌川
,

但对内生放线菌的作用了解不多
,

最近澳大

利亚 C oo n lb s 研究小组从小麦根部分离的 印多株放

线菌中筛选到防治小麦全蚀病的菌株
,

在温室试验

中可使小麦全蚀病的危害降低 70 % (~
.

abc
.

en t
.

au s/ ic en ce /

~
)

。

对其它病害的生物防治还未

见报道
。

香蕉是我国南方的五大名果之一
,

是国内消费

和出口创汇的一个重要资源
。

但香蕉病虫害的危害

也比较严重
,

轻则造成香蕉减产
,

果实品质降低
,

严重的病害可对香蕉的生产造成毁灭性的损失闭
,

由于香蕉种植区气候潮湿高温
,

属病害易发区
,

频

繁而大量使用农药无疑会破坏生态平衡增加香蕉果

实内农药的残留量
,

影响到出口
。

因此
,

寻找有效

的适合于南方气候的香蕉病害生防菌对于我国香蕉

的生产十分重要
,

而香蕉内生真菌
、

放线菌则是理

想的候选生物防治菌
。

在本研究中
,

我们采用常规

方法从健康香蕉的根
、

叶内部分离出内生真菌
、

内

生放线菌
,

并对其作为生物防治菌防治严重危害香

蕉生产的香蕉枯萎病 (巴拿马病 ) 的可能性进行探

讨
。

1 材料与方法

1
.

1 样品采集

健康香蕉 M
.

那阳以臼~ 根
、

叶样品于 200 1年

or 月采于番禺万顷沙镇香蕉种植区
,

采集样品放

于保鲜袋
,

并保存于保温盒中带回实验室
,

在采样

后 4 h 内处理样品
。

1
.

2 方 法

1
.

2
.

1 内生真菌分 离 采集的根
、

叶样品在流水

下冲洗
,

除去表面附着的泥沙
,

室内晾干
,

样品于

沪 二
36 % 甲醛溶液中表面消毒 1分钟

,

用无菌水冲

洗 3 次
,

以除去表面的消毒剂
。

在洁净工作台上将

叶样品剪为 0
.

5 cm
x o

.

3 cm 大小的小块 ; 根样品剪

为 I cm 长的片段
,

然后从纵切方向剪为 4 个部分
,

将小块样品铺于水琼脂 (尸 二 1
.

0% 琼脂 ) 平板上
,

加人氯霉素与链霉素各 50 回znL 抑制细菌的生长
,

在 25 ℃条件下培养
。

1
.

2
.

2 内生放线菌分 离 样品表面消毒方法参考

,
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香蕉内生真菌
、

放线菌类群分析

to n ic l勿 勿用勿 3̀
占 7

.

7%
。

7 l

这两种真菌的某些菌株为

香蕉的弱致病菌
,

分别引起香蕉炭疽病与香蕉叶斑

病
,

但采集的样品中均未发现叶斑病症状
,

而且香

蕉果实尚未成熟
,

也无炭疽病症状
,

表明这些内生

真菌作为隐性致病菌存在
,

在植株健康时对植株没

有明显影响而植物衰老时则可能会产生明显的症

状
。

根部的优势真菌为曲霉 ( 35
.

2% )
,

拟青霉 ( 18
.

2% )
,

青霉 ( 17
.

%0 )
,

这些真菌也是土壤中较为常见

的真菌类群
,

很可能是从土壤中传播过去 的
。

叶内

的主要类群盘长抱刺盘抱菌
,

小窦氏霉在根中也有

少量分布
,

分别占 4
.

5% 与 2
.

3%
,

很可能根部占优

势的曲霉
、

青霉与拟青霉限制了它们的分布
,

同样在

叶中
,

曲霉
、

青霉仅占少量比例
,

这两种类群真菌的

相互作用有待进一步研究
。

表 1 粉蕉植株的主要内生真菌类群的分离频率

abT
.

1 而冈
rt io of e n d o hP州

c
ifj

n

gal

切 x a

如m 址哪an a

川asnt %

真菌类群
植株器官

17
.

0

35
.

2

唱l,
.1tl
J1.古.1

0
.

5

0
.

5

0.2.8l800

阮继生等分离弗兰克氏菌采用 的方祛图并加以改

进
:
样品于 甲 =

70 %酒精溶液中浸泡 5 而 n ,

然后

用 w = 0
.

9% aN 1C 0 (漂白粉 ) 消毒 20 ha n ,

取出后

浸人 功 二 10 %无菌碳酸氢钠溶液中 巧 而
n 以破坏样

品表面结构并抑制内生真菌的生长
。

处理后 的样品

按上文所述剪为小块
,

铺于 S 培养基平板上加 巧

n l
创L 奈咤酮酸抑制内生细菌的生长

,

于 25 ℃条件

下培养
。

1
.

2
.

3 表面 消毒效果检测 表面消毒后的样品于 5

mL 无菌水中振荡
1 而 n ,

取 0
.

3 rnL 悬液涂布于
PD A平板上

,

在 25 ℃培养
,

记录是否有真菌生长 ;

0
.

3
mL 悬液涂布于 S 培养基平板上记录是否有放

线菌生长
。

另外
,

均采用存活试验 [’] 观察表面消毒

效果
,

即将分离的内生真菌
、

放线菌菌苔分别经过

各自表面消毒程序处理后
,

再分别接种到 DP A 或 S

平板 25 ℃培养后
,

观察是否生长
。

1
.

2
.

4 菌株鉴定 真菌采用载玻片培养法培养
,

培养基采用香蕉假茎煮汁琼脂
,

按文献 〔7 〕鉴定
。

放线菌采用 S 培养基埋片培养法
,

按文献 〔5」鉴

定
。

1
.

2
.

5 对峙实验 病原菌尖抱镰刀菌香蕉专化型

厂邸“ “ 更撒
《理料刃

~ f
.

sP 川
更

血。 接种于香蕉假茎煮

汁平板中央
,

内生真菌或内生放线菌接种于平板边

缘
,

25 ℃培养
,

观察尖抱镰刀菌菌落周围的变化
。

2 结 果

2
.

1 表面消毒效果

表面消毒后的样品振荡液 0
.

3 mL 分别涂布于

DP A 平板或 S 平板
,

25 ℃培养两周无菌落长出
,

同时 10 株分离的代表性真菌
、

放线菌菌苔分别经

表面消毒过程处理后接种 到 P
DA 或 S 平板上

,

25

℃培养两周后
,

没有观察到生长
。

表明经过表面消

毒过程
,

样品表面附生菌的影响已消除
,

分离的菌

株来自于样品内部
,

与植物组织结合紧密
。

2
.

2 内生真菌主要类群

共分离出 27 1株内生真菌 ( 1 83 株分离自叶片
,

8 8株分离自根内部 )
,

从叶中分离到 12 个鉴定的

属
,

根中分离到 10 个鉴定的属
,

其余为酵母和不

产生抱子 的菌丝体 (表 1 )
。

细交链饱霉 lA et
am iar

et an is
,

痴圆抱霉 助瓜配
e lo n uZ s

PP
. ,

短梗霉 A u eor abs i
-

id um
,
即

.

在叶中分布广泛
,

但在根中未分离到
。

而镰刀菌 子砒匕ir uln
s
PP

. ,

拟青霉 八记c i l o m ,
〕 5 sP p

.

从根中分离到
,

但未从叶中分离到
。

这表明某些内

生真菌的分布呈现出器官特异性
。

在叶中分离频率

最高的是盘长抱刺盘抱菌 co lle ott
r ic huln g俪

o

soP ir
-

o

瀚 占分离菌株的 60
.

7%
,

其次为小窦氏霉 肠妙
-

刺盘抱菌 O 做勿`滚血佩 沙吩卿南山
小窦氏霉 烧卿勿川刁阮 勿几肠` a

细交链抱霉 月力翻四匆 翻, 翻活

痴圆抱霉 助彻晓肠刚 sPP
·

短梗霉 A
cuor
八” 诚 um sPP

.

小煤臭菌属 蒯如坛 sPP
.

钩丝白粉菌属 〔俪￡助血 sPP
.

青霉 月叨比边止咖 sPP
.

曲霉向哪夕山
spp

.

迭球抱霉属 &能泣爬翻
s p p

.

芽枝霉 。孩扔铆 ir um sP
.

头抱霉 乙甲瓜山柳元 , 叩
·

镰刀菌 尸心“ 而um
s
PP

·

拟青霉 八以山川笋玛 sPP
·

单端抱霉属 乃交彻忿九兜艺unI
s p

.

穗霉属 净众少边 sP
·

酵母

无法鉴定菌株

0 1
.

1

0 1
.

1

0 2
.

3

6
.

0 8
.

0

2
.

3 内生放线菌主要类群

从根
,

叶样品中共分离出 156 株放线菌
,

其中

从根中分离出 69 株
,

叶中分离出 87 株
,

大多属于

链霉菌属 s t叹尹ot 阴笋咒 5 (1 49 株 )
,

链轮丝菌属 s t elr 〕-

姗
rt iic ill , ( 5株 )

,

另外两株属于诺卡氏菌属 肠
-

ca dr 记 (表 2 )
。

从根中分离的菌株主要属于链霉菌

属 st erP to n王yc e s
与链轮丝菌属 st erP姗

此ic iill ujn
; 从叶

中分离的菌株主要属于链霉菌属
,

链轮丝菌属与诺

卡氏菌属
。

其中大多数链霉菌属于灰红紫类群
,

在

根中灰红紫类群的链 霉菌占 65
.

2 %
,

在叶中占
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.

2 %
,

其余类群所占比例较低
,

灰红紫类群的链

霉菌在香蕉生长
,

发育中的作用值得重视
。

进一步

分析表明
,

在根中大约有 20 种放线菌
,

而叶中仅

有 9 种放线菌
,

表明根中含有较多种类的放线菌
。

对灰红紫类群中分离频率最高的链霉菌进行初步鉴

定表明与玫瑰浅灰链霉菌 & erP ot 碘辉 e s or s e侧笋韶 e o l。

的特征相近
,

该种菌 占总分离放线菌株总数的

5 7
.

7%
,

占根分离放线菌株总数的 43
.

5%
,

占叶分

离菌株总数的 69
.

0%
,

该种菌的绝对优势地位表

明其很可能与香蕉植株的正常生长发育有关
。

2
.

4 对峙实验

对峙实验结果表明
:
所有内生真菌对尖抱镰刀

菌并未显示出明显的拮抗作用
,

主要表现为尖抱镰

刀菌与内生真菌的菌丝相互交错
,

两种菌苔之间没

有明显的抑菌区
,

而部分内生放线菌菌落与尖抱镰

刀菌菌落之间有明显的抑菌区
,

尖抱镰刀菌的菌丝

十分整齐
,

表明放线菌产生的拮抗物质限制了尖抱

镰刀菌的进一步生长 (图 1 )
。

具有拮抗作用的放

线菌占总分离菌株的 39
.

7%
,

大多数 (77
.

4% ) 属

于灰红紫类群的链霉菌
,

而且灰红紫类群中约

42
.

5 % 的菌株对尖抱镰刀菌有抗性
,

灰红紫类群中

的重要种类玫瑰浅灰链霉菌中约 42
.

7 % 的菌株显

示出抗尖抱镰刀菌活性
,

具有这种活性的玫瑰浅灰

链霉菌菌株在根中占该种链霉菌的 46
、

7%
,

在叶

中的比例为 34
.

8%
。

表 2 香蕉内生放线菌的主要类群

Tab
.

2 M aj or t a 沉a of e n d o Phyt ie ac it
n o m y c eet 伽 m 玫切a n a

讨an st

放线菌类群
根 叶

种类数菌株数 比例 /% 种类数菌株数 比例/%

链霉菌

灰红紫类群 6 45 65
.

2 3 68 78
.

2

白抱类群 4 9 13
.

0 2 14
’

16
.

1

青色类群 3 4 5
.

8 0 0 0

粉红抱类群 1 3 4
.

3 0 0 0

灰褐类群 1 2 2
.

9 0 0 0

烬灰类群 1 2 2
.

9 0 0 0

淡紫灰类群 1 1 1
.

4 0 0 0

金色类群 0 0
、

0 1 1 1
.

1

链轮丝菌 3 3 4
.

3 2 2 2
.

3

诺卡氏菌 0 0 0 1 2 2
.

3

合 计 20 的 100 9 87 100

而我们的结果表明
:
广东番禺香蕉叶内生真菌中盘

长抱刺盘抱霉 co lle ot `成huzn gl 决啊即而山 是主要类

群
,

o kan e
等图对 日本杜鹃花科的 8种植物叶内生

真菌进行分析
,

发现盘长抱刺盘抱霉 oC 拢ot 的 hcl 魏

岁虎邺卯而￡山 3
是主要类群

,

很可能叶内生真菌类群

的分布除了受宿主植物种类的影响外还受其他因素

的影响
。

B a” l妞叮 等 [ ’ 0] 对兰科植物根
、

叶内生真菌

类群比较发现
,

在根
、

叶内部相同内生真菌类群的

分离频率不同
,

这与我们的结果一致
。

Sar id 等

( 199 2 ) 对意大利 28 种植物根内部的放线菌进行分

析表明大多属于链霉菌
,

同我们的结果一致
。

目前

尚未见到对香蕉植株根
、

叶内生真菌
,

内生放线菌

进行全面分析的报道
,

本文首次对我国粉蕉内生真

菌
、

内生放线菌进行较全面分析
,

发现内生放线菌

中玫瑰浅灰链霉菌对尖抱镰刀菌显示明显的拮抗活
J

性
,

由于内生放线菌可在植物组织内生长并产生抗

真菌物质
,

是一种理想的生物防治菌
。

而采用组织

培养技术生产的香蕉幼苗组织内部是无菌的
,

如果

在幼苗移栽前接人非致病性的内生真菌或内生放线

菌
,

将会提高幼苗对植物病害的抵抗力
,

从而减少

农药的使用量
。

图 1

iF g
.

内生放线菌对病原真菌尖抱镰刀菌的抑制作用
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