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摘　 要:为了筛选出对核桃腐烂病具有高效防治效果、同时对核桃种子发芽具有促生作用的生防菌株ꎬ从新疆

温宿县核桃林场核桃园采集土壤ꎬ采用稀释涂布法进行生防菌的分离与筛选ꎮ 通过形态学特征、生理生化特征以及

分子生物学方法对所分离的菌株进行物种鉴定ꎬ并研究其抗菌能力、防病效果以及对核桃种子发芽的促进作用ꎮ 从

土壤中分离到一株具有广谱抑菌能力的链霉菌 Ｆ－０４(ＣＧＭＣＣ Ｎｏ.２９５１９)ꎬ经过分类鉴定ꎬ确定为德干链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏ￣
ｍｙｅｓ ｄｅｃｃａｎｅｎｓｉｓ)ꎮ 该菌对核桃腐烂病菌 Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍａ 的抑菌率为 ８１.７５％ꎻ其发酵滤液对核桃枝条腐烂病的

防治效果可达 ８７.２４％ꎻ此外ꎬ该菌株的发酵滤液对核桃种子发芽有显著促进作用ꎬ在 １５０ ｍＬ􀅰Ｌ－１的浓度下ꎬ发芽率

最高(８５.３２％)ꎬ同时在该浓度处理下ꎬ坏种率最低(９.３２％)ꎮ
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　 　 核桃(Ｊｕｇｌａｎｓ ｒｅｇｉａ Ｌ.)是胡桃科核桃属的重要

经济树种ꎬ是世界四大干果之一ꎬ具有丰富的营养

和药用价值[１]ꎮ ２０２０ 年ꎬ我国核桃种植面积已达

８００ 万 ｈｍ２ꎬ产量达 ４７９.６ 万 ｔꎮ 其中ꎬ新疆的核桃种

植面积达到 ４１.４ 万 ｈｍ２ꎬ年产量达到 １１５ 万 ｔ[２－３]ꎬ
仅次于云南省ꎮ 核桃腐烂病是新疆核桃生产中最

为严重的真菌病害之一ꎬ对新疆核桃产业的健康发

展构成重大威胁ꎮ 目前ꎬ针对核桃腐烂病的防治仍

然以化学防治为主ꎬ但化学防治存在环境污染、人
畜安全隐患以及农药残留等问题[４－５]ꎮ 相比之下ꎬ
生物防治具有安全、经济和高效的特点ꎬ能够有效

避免化学防治带来的一系列问题ꎮ 因此ꎬ筛选出生

防活性高、对环境安全的拮抗菌株ꎬ为制备高效的

生防菌剂提供菌株资源ꎬ对新疆核桃产业的可持续

发展具有重要意义ꎮ
放线菌作为一种优异的生防菌资源ꎬ被广泛用

于农作物的病虫害防治ꎮ 其中ꎬ链霉菌属对病原菌

表现出较强的抑菌效果ꎬ能够有效防治多种植物病

害ꎬ例如浑圆链霉菌[６] 和微白黄链霉菌[７] 等ꎮ 谢

莉[８]筛选到的金色链霉菌 Ｂ１０５ 对多种植物病原真

菌病害具有明显的抑制作用ꎮ 崔云龙[９] 研究发现ꎬ
金色链霉菌 Ｓ.ａｕｒｅｕｓ Ｓ－９２１ 释放的抗菌物质可溶解

苹果腐烂病菌ꎬ将其发酵液涂抹于患病部位后ꎬ病
斑能被有效治愈ꎮ Ｇｕｐｔｅ 等[１０]曾报道了一株由土壤

中分离的沙场链霉菌 ＵＫ１０ꎬ该菌株对多种植物病

原菌具有拮抗效果ꎮ 然而ꎬ针对核桃腐烂病的生物

防治研究在国内仍较为稀缺ꎮ 因此ꎬ本研究拟从核

桃园土壤中分离放线菌ꎬ筛选出对核桃腐烂病菌

Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍａ 抑制效果较好的菌株ꎬ开展菌

株分类鉴定、抑菌谱以及稳定性研究ꎮ 在此基础

上ꎬ探索菌株对核桃腐烂病的防治效果以及对核桃

种子发芽的促进作用ꎬ以期为核桃腐烂病的生物防

治及壮苗培育提供新的生防菌资源ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

核桃腐烂病菌 Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍａ 和 Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ
ｎｉｖｅａ、苹果腐烂病菌 Ｖａｌｓａ ｍａｌｉ、香梨腐烂病菌 Ｖａｌｓａ
ａｍｂｉｅｎｓ、沙枣腐烂病菌 Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍａ、杏树

腐烂病 Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｌｅｕｃｏｓｔｏｍａ、核桃褐斑病菌 Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ａｌｔｅｒｎａｔａ、棉花黄萎病菌 Ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｕｍ ｄａｈｌｉａｅ、棉花枯

萎病菌 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ 均由南疆有害生物综合

治理兵团重点实验室提供ꎮ
供试培养基包括高氏一号培养基、ＰＤＡ 培养

基、耐盐性试验培养基、淀粉水解试验培养基、铁载

体试验培养基、纤维素分解培养基、有机磷和无机磷

测试培养基、甲基红试验培养基、明胶液化培养基、蛋
白酶分解培养基、蔗糖、果糖和甘油培养基等[１１－１２]ꎮ
１.２　 方法

１.２.１　 土壤放线菌的分离 　 ２０２３ 年 ５ 月从阿克苏

地区温宿县核桃林场采集土壤样品ꎬ核桃品种为

‘温 １８５’ꎬ树龄 ３０ ａꎬ株行距为 ５ ｍ×７ ｍꎮ 按照五点

取样法采集土壤ꎬ每点采集 ３ 份样品ꎮ 采样时选取

长势均匀的核桃树ꎬ在距离核桃树主干 １ ｍ 的地方

去除 ０~５ ｃｍ 表层土ꎬ用取土钻取深度为 ５ ~ ２０ ｃｍ
的土壤ꎬ最后将土样混合均匀ꎬ根据四分法收集所

需土壤ꎮ
称取土壤样品 １０ ｇ 放入装有 ９０ ｍＬ 无菌水和

玻璃珠的三角瓶中ꎬ摇床上振荡 ３０ ｍｉｎ 后制得土壤

样品悬液ꎬ取 １０ ｍＬ 土壤悬浮液ꎬ然后按比例制成 １
×１０－２、１×１０－３、１×１０－４ 样品稀释液ꎮ 分别吸取 １００
μＬ 于高氏一号培养基上分离菌株ꎬ３０℃培养ꎬ待菌

株长出后平板上划线纯化、培养并编号ꎬ分离纯化

后的菌株 ４℃存放ꎮ
１.２.２　 生防放线菌的筛选　 初筛:将保存的放线菌

活化后ꎬ等距离(距离病原菌 ２.５ ｃｍ 左右)划线至已

接种核桃树腐烂病菌的 ＰＤＡ 平板上ꎬ以只接病原菌

为对照ꎬ每个处理 ３ 个重复ꎮ ３０℃恒温培养ꎬ待对照

菌丝即将长满时ꎬ测量菌落直径并计算抑制率ꎮ
抑菌率＝(对照平板菌落直径－处理平板菌落直

径) /对照平板菌落直径×１００％ (１)
复筛:选择初筛抑制率大于 ７０％的菌株ꎬ采用

四点对峙法对菌株进行复筛ꎮ 使用灭菌打孔器(直
径为 ５ ｍｍ)将培养 ３ ｄ 的核桃腐烂病菌的纯培养菌

落制成菌饼ꎬ接到新 ＰＤＡ 平板的中心位置ꎬ然后在

距离平板中心 ２.５ ｃｍ 处用接种针等距点接 ４ 个同

种菌株ꎬ２６℃恒温培养ꎬ以核桃腐烂病菌在 ＰＤＡ 上

的纯培养为对照ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎮ 待对照菌落

即将长满时ꎬ用十字交叉法测量病原菌直径ꎬ并计

算抑制率ꎬ计算公式同式(１)ꎮ
１.２.３　 生防菌株对核桃树腐烂病的防治效果 　 将

复筛得到的具有较高抑菌活性的放线菌接种于含

有 ５０ ｍＬ 高氏一号培养液的 １５０ ｍＬ 三角瓶中ꎬ震荡

培养 ３ ｄ(３０℃、１８０ ｒ􀅰ｍｉｎ－１)得到发酵液ꎬ发酵液经
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１０ ０００ ｒ􀅰ｍｉｎ－１离心 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ取上清液用 ０.２２ μｍ
微孔滤膜过滤得无菌发酵滤液ꎮ

采集健康状况和粗细程度均一的 １ ~ ２ 年生核

桃枝条ꎬ剪成 １０~１５ ｃｍ 左右的枝段ꎬ经自来水冲洗

干净后ꎬ用 ０.６％ ＮａＣｌＯ 溶液消毒 １５ ~ ２０ ｍｉｎꎬ再用

无菌水清洗 ３~４ 次直至无 ＮａＣｌＯ 溶液气味ꎬ室温自

然晾干ꎬ用酒精灯融化的石蜡封住枝条两端保湿ꎬ
静置晾干备用ꎮ 将处理好的枝条用灭菌打孔器(孔
径 ５ ｍｍ)打孔ꎬ处理组取 １０ μＬ 发酵滤液加入孔洞ꎬ
晾干后在孔洞处接种核桃树腐烂病菌饼ꎬ每个枝条

１ 个接种点ꎬ每组处理 ５ 根枝条ꎬ以加入 １０ μＬ 高氏

一号液体培养基作为对照ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ 在 ２６℃
条件下保湿培养 １５ ｄ 后ꎬ观察核桃树腐烂病的发生

情况ꎬ并测量病斑面积ꎮ
１.２.４　 生防菌株抑菌谱的测定 　 将不同病原菌接

种到 ＰＤＡ 培养基上ꎬ２８℃培养 ４ ~ ５ ｄꎬ备用ꎮ 将 ５
ｍＬ 无菌发酵滤液与 ２０ ｍＬ 冷却到 ５０℃的 ＰＤＡ 培

养基混合倒入平板ꎬ以加入 ５ ｍＬ 高氏一号液体培养

基作为对照ꎮ 在培养好的真菌菌落边缘打取直径 ５
ｍｍ 菌饼接入平板中央ꎮ 每处理 ３ 个重复ꎬ于 ３０℃
恒温培养ꎬ待对照即将长满时ꎬ测量菌落直径并参

照以下公式计算生长抑菌率ꎮ
生长抑制率＝(对照平板菌落直径－带毒平板菌

落直径) / (对照平板菌落直径－菌块直径)×１００％
(２)

１.２.５　 生防菌株的鉴定

(１)生防菌株形态学特征和生理生化特性测定

参照«常见细菌系统鉴定手册» [１３]ꎬ观察菌落形态

和菌体形态并测定菌株的生理生化指标ꎮ
(２)生防菌分子生物学鉴定采用上海生工的 Ｅｚｕｐ

式细菌基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒提取菌株基因组 ＤＮＡꎬ
采用细菌通用引物 ２７Ｆ５’－ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ
－３’、１４９２Ｒ５’ － ＧＧＴＴＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴ － ３’ 扩增

１６Ｓ ｒＤＮＡ基因ꎮ 扩增采用 ５０ μＬ 反应体系ꎬＰＣＲ 反

应条件为:９５℃预变性 ３ ｍｉｎꎬ９５℃变性 ３５ ｓꎬ５５℃退

火 ３５ ｓꎬ７２℃ 延伸 ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２℃ 延伸 １０
ｍｉｎꎬ扩增产物用 １％的琼脂糖凝胶电泳监测ꎬ紫外

灯下观察结果ꎮ 将目标条带切下纯化后送交生工

生物科技有限公司测序ꎬ将目的序列通过 ＮＣＢＩ 基

因比对ꎬ利用 ＭＥＧＡ １１.０ 软件ꎬ采用邻接法构建基

因系统发育树ꎮ
１.２.６　 生防菌发酵滤液对核桃腐烂病菌菌丝生长

的影响　 取 ２０ ｍＬ 冷却的 ＰＤＡ 与 ５ ｍＬ 发酵滤液混

合均匀ꎬ倒一薄层在载玻片上ꎬ待其凝固后用刀片

在带有培养基的载玻片的中央截去宽度为 １ ｃｍ 左

右的培养基ꎬ用接种针挑取培养 ３ ｄ 的核桃腐烂病

原菌丝ꎬ将其置于截面处并盖上盖玻片ꎬ在铺有两

层湿润滤纸的培养皿中 ２８℃恒温培养 ５ ｄꎬ显微镜

下观察菌丝的形态ꎮ
１.２.７　 不同浓度发酵滤液对核桃腐烂病菌菌丝生

长的抑制率 　 将发酵滤液与 ＰＤＡ 培养基分别以

３％、６％、９％、１２％、１５％的比例混合ꎬ倒入培养皿ꎬ在
平板中央接种核桃腐烂病病原菌ꎬ以不加发酵滤液

的 ＰＤＡ 平板为空白对照ꎬ每处理重复 ３ 次ꎬ于 ２６℃
恒温培养ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ 待对照病菌即将长满培

养皿时ꎬ采用十字交叉法测量菌落直径ꎬ计算发酵

滤液对菌丝的抑制率ꎮ
１.２.８　 生防菌株发酵滤液热稳定性检测 　 将 ５ 个

装有 １０ ｍＬ 发酵滤液的离心管分别置于 ５５℃、
６５℃、７５℃、８５℃、９５℃下水浴 ３０ ｍｉｎꎬ将发酵滤液与

融化冷却的 ＰＤＡ 培养基(１ ∶ ３)混合倒板ꎬ待培养

基凝固后在平板中央放置病原菌菌饼ꎬ以没有进行

温度处理的发酵滤液和 ＰＤＡ 培养基(１ ∶ ３)混合为

阳性对照ꎬ以未加入发酵滤液的 ＰＤＡ 培养基为空白

对照ꎬ每个处理重复 ３ 次ꎬ２６℃黑暗培养ꎬ直至空白

对照组病原菌菌丝长满平皿后ꎬ测量病原菌菌落直

径ꎬ并计算抑制率ꎮ
１.２.９　 生防菌发酵滤液对核桃种子生长的影响　 将

发酵滤液加入灭菌水ꎬ分别配制成浓度为 ５０、１５０、
２５０、３５０、４５０ ｍＬ􀅰Ｌ－１的溶液ꎬ将核桃种子用 ７５％乙

醇表面消毒 ３０ ｓꎬ无菌水漂洗 ３ 次ꎬ自然晾干水分ꎮ
用核桃夹轻轻裂开核桃ꎬ以保证核桃仁接触到发酵

滤液ꎮ 将核桃种子在 ５ 个浓度发酵滤液中浸泡 ２４
ｈꎬ以核桃种子浸泡于灭菌水为对照ꎮ 每个浓度浸

泡 ２０ 颗种子ꎬ试验重复 ３ 次ꎮ 浸泡后将种子用无菌

水冲洗干净ꎬ放置在 ２８℃恒温培养箱催芽ꎬ统计种

子萌芽率ꎮ 种子发芽后ꎬ播种于穴盘(３２ 孔ꎬ６ ｃｍ×
４.５ ｃｍ)中ꎬ每穴 ２~３ 粒种子ꎬ覆盖 １ ｃｍ 厚基质(蛭
石 ∶ 珍珠岩 ∶ 泥炭 ∶ 土壤体积比为 １ ∶ １ ∶ １ ∶ １)ꎬ
待种子发芽长出真叶后统计发芽率、烂种率ꎮ 萌芽

率、发芽率、烂种率计算公式如下:
萌芽率 / ％ ＝(催芽后种子露白数 /供试种子数)

×１００％ (３)
发芽率 / ％ ＝(发芽总粒数 /供试种子数)×１００％

(４)
烂种率 / ％ ＝[(害虫数＋腐烂数) /供试种子数]

×１００％ (５)
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２　 结果与分析

２.１　 生防放线菌的分离与筛选

从核桃园土壤中分离得到放线菌共计 １０７ 株ꎬ
初步筛选出 １８ 株对核桃腐烂病菌有抑制作用的放

线菌ꎬ从 １８ 株放线菌中选择抑制率在 ６９％以上的放

线菌进一步开展复筛ꎮ 结果表明ꎬ菌株 Ｆ－０４ 对核桃

腐烂病菌具有更强的抑制作用(图 １)ꎬ其抑制率达到

８１.７５％(表 １)ꎮ 已将菌株 Ｆ－０４ 送至中国微生物菌种

保藏管理委员会普通微生物中心保存(ＣＧＭＣＣ Ｎｏ.
２９５１９)ꎬ本研究选定该菌株开展后续试验ꎮ
２.２　 生防菌抑菌谱的测定

抑菌谱测定结果显示菌株 Ｆ－０４ 对供试病原菌

均有不同程度的抑菌作用(图 ２)ꎬ其中对 Ｖ.ｍａｌｉ 的
抑制率显著高于对其他供试病原菌的抑制率(Ｐ<
０.０５)ꎬ达到 ８６. １５％ꎮ 对核桃腐烂病菌、杏腐烂病

菌、香梨腐烂病菌、棉花黄萎病菌和沙枣腐烂病菌病

原菌的抑制率分别达到 ８２.０４％、８２.２７％、８４.１７％、
８０.０３％和 ８０.７５％ꎬ对棉花枯萎病菌和核桃褐斑病菌

的抑制率分别为 ７６.０８％和 ７９.０７％(表 ２)ꎮ 由此可

见ꎬ菌株 Ｆ－０４ 对于植物病原物具有较好的广谱抗

菌能力ꎮ
２.３　 生防菌的鉴定

２.３.１　 生防菌形态特征　 在 ＰＤＡ 培养基上培养 ３ ｄ
后出现浅黄色菌落ꎬ菌落小而致密ꎮ １０ ｄ 后菌落形

成发达的白色气生菌丝ꎬ菌落圆形、凸起、灰白色ꎬ
菌落外围有一圈绒毛ꎮ 孢子丝螺旋生长ꎬ无隔、分
枝ꎬ孢子为球形(图 ３)ꎮ
２.３.２　 生理生化指标测定　 生理生化测定表明ꎬ菌
株 Ｆ－０４ 可分解纤维素、铁载体、胞外多糖、蔗糖、葡
萄糖、果糖、甘油、明胶、甲基红及乳糖ꎮ 不能分解

利用无机磷、有机磷、蛋白酶、淀粉、几丁质和 Ｈ２Ｓꎮ
通过不同梯度盐试验ꎬ发现菌株 Ｆ－０４ 在盐浓度为

０％~６％之间能正常生长ꎬ超过以上浓度其生长将

会受到抑制ꎮ 菌株在 ｐＨ 值为 ７.０ ~ ７.５ 范围的培养

液中生长较好ꎬ在此范围之外生长受到不同程度影

响(表 ３)ꎮ
２.３.３　 分子生物学鉴定 　 菌株 Ｆ－０４ 的 １６Ｓ ｒＤＮＡ
基因测序后提交到 ＧｅｎＢａｎｋꎬ登录号 ＰＰ０５９６８１ꎮ
Ｂｌａｓｔ 比对结果显示ꎬＦ－０４ 与已报道的德干链霉菌

(Ｓ.ｄｅｃｃａｎｅｎｓｉｓ)同源性高达 ９９％ꎮ 以解淀粉芽孢杆

菌(Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｍｖｌｉｏｕｅｆａｃｉｅｎｓ) 为外群构建系统发育

树ꎬ结果显示ꎬ菌株 Ｆ－０４ 与德干链霉菌序列聚在同

一分支(图 ４)ꎬ表明与德干链霉菌(Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｅｓ ｄｅｃ￣
ｃａｎｅｎｓｉｓ)的亲缘关系较近ꎮ 结合形态学特征、生理

生化和分子生物学鉴定最终将菌株 Ｆ－０４ 鉴定为德

干链霉菌ꎮ
２.４　 生防菌发酵滤液对核桃腐烂病菌菌丝生长的

影响

　 　 由图 ５Ａ 可以看出ꎬ对照组菌丝形态完整ꎬ菌丝

细长均匀ꎬ表面光滑ꎬ菌丝顶端呈尖锐状ꎬ分枝均匀

舒展ꎬ生长良好ꎻ由图 ５Ｂ 可以看出ꎬ在带毒培养基

上生长的菌丝ꎬ其形态出现严重畸变ꎬ菌丝出现肿

胀ꎬ溶化甚至断裂ꎬ分枝扭曲ꎬ生长受到严重抑制ꎮ
２.５　 不同浓度发酵滤液对核桃腐烂病菌菌丝生长

的抑制率

　 　 由图 ６ 可以看出ꎬ菌株 Ｆ－０４ 不同浓度发酵滤

液对核桃腐烂病菌均表现出良好的抑制效果ꎮ 当

培养基所含发酵液浓度为 ３％时ꎬ抑制率为 ７５.６６％ꎬ
随着发酵滤液浓度的增大ꎬ抑制率也随之增加ꎬ当
发酵滤液浓度增大到 １５％时ꎬ抑制率高达 ９１.２０％ꎬ
显著高于其他浓度的抑制率(Ｐ<０.０５)(表 ４)ꎮ

表 １　 拮抗菌株复筛结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｎｔａｇｏｎｉｓｔｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ

抑制率 / ％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ

菌株编号
Ｓｔｒａｉｎ ｎｕｍｂｅｒ

抑制率 / ％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ

Ｆ－０２ ７１.５０±１.９６ｂ Ｆ－０９ ６９.００±０.５４ｂｃ

Ｆ－０４ ８１.７５±１.０８ａ Ｆ－３４ ７０.４２±２.８９ｂ

Ｆ－０７ ７１.１６±０.６１ｂ Ｆ－４３ ６８.６７±１.２１ｃ

　 　 注:表中列出各数据为平均值±标准差ꎬ同列不同小写字母代表

处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎬ下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｄａｔａ ｌｉｓｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｔａｂｌｅ ａｒｅ ｍｅａｎ ± ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬａｎｄ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｅｒｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｃｏｌｕｍｎ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒ￣
ｅｎｃｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

表 ２　 生防菌 Ｆ－０４ 对供试病原菌的抑菌率

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ｂａｃｔｅｒｉａ
Ｆ－０４ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

菌株名称
Ｓｔｒａｉｎ ｎａｍｅ

抑菌率 / ％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ

Ｃ.ｎｉｖｅａ ８２.０４±０.０１ｃ
Ｃ.ｌｅｕｃｏｏｓｔｏｍａ ８２.２７±０.０１ｃ

Ｖ.ｍａｌｉ ８６.１５±０.０２ａ
Ｖ.ａｍｂｉｅｎｓ ８４.１７±０.０１ｂ
Ｆ.ｏｘｙｓｐｏｒｕｍ ７６.０８±０.０１ｅ
Ｖ.ｄａｈｌｉａｅ ８０.０３±０.０１ｄ

Ｃ.ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍａ ８０.７５±０.０１ｃｄ
Ａ.ａｌｔｅｒｎａｔａ ７９.０７±０.０２ｄ
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图 １　 菌株 Ｆ－０４ 对核桃腐烂病菌对峙

Ｆｉｇ.１　 Ｃｏｎｆｒｏｎｔａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｔｒａｉｎ Ｆ－０４ ａｎｄ Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍａ

图 ２　 Ｆ－０４ 对 ８ 种病原菌菌丝生长的影响

Ｆｉｇ.２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ Ｆ－０４ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｐｌａｎｔ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ

图 ３　 菌株 Ｆ－０４ 形态特征

Ｆｉｇ.３　 Ｃｏｌｏｎｙ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｆ－０４
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表 ３　 菌株 Ｆ－０４ 生理生化测定

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｆ－０４

项目
Ｉｔｅｍ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ

项目
Ｉｔｅｍ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ

无机磷
Ｉｎｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

－ 蔗糖
Ｓａｃｃｈａｒｏｓｅ

＋

有机磷
Ｏｒｇａｎｉｃ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ

－ 葡萄糖
Ｇｌｕｃｏｓｅ

＋

纤维素 Ｃｅｌｌｕｌｏｓｅ ＋ 果糖 Ｆｒｕｃｔｏｓｅ ＋
蛋白酶 Ｐｒｏｔｅａｓｅ － 甘油 Ｇｌｙｃｅｒｉｎｕｍ ＋

淀粉分解 Ａｍｙｌｏｙｓｉｓ － 乳糖 Ｌａｃｔｏｓｅ ＋
几丁质 Ｃｈｉｔｉｎ － Ｈ２Ｓ －

铁载体
Ｉｒｏｎｏｐｈｏｒｅ

＋ 革兰氏染色
Ｇｒａｍ ｆａｅｒｂｕｎｇ

＋

明胶液化
Ｇｅｌａｔｉｎ ｌｉｑｕｅｆａｃｔｉｏｎ

＋ ＮａＣｌ 浓度 ０％~６％
ＮａＣｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

＋

胞外多糖
Ｅｘｏｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

＋ 硝酸盐还原
Ｎｉｔｒａｔｅ ｒｅｄｕｃｔｉｏｎ

＋

Ｍ.Ｒ ＋ ｐＨ ７.０~７.５ ＋

　 　 注:“＋”代表阳性ꎻ“－”代表阴性ꎮ
Ｎｏｔｅ: “＋” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔꎻ “－” ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｒｅｓｕｌｔ.

　 　 注:图中树为最大似然树ꎬ节点为支持度ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｉｓ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅꎬ ｔｈｅ ｎｏｄｅｓ ａｒｅ

ｔｈｅ ｓｕｐｐｏｒｔ ｄｅｇｒｅｅ.

图 ４　 菌株 Ｆ－０４ 基于 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序列的系统发育树

Ｆｉｇ.４　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｆ－０４ ｂａｓｅｄ ｏｎ
ｔｈｅ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｇｅｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

２.６　 生防菌发酵滤液热稳定性检测

Ｆ－０４ 发酵滤液热稳定性检测结果如图 ７ 所示ꎬ
经 ５ 个梯度温度处理 ３０ ｍｉｎ 以后ꎬ发酵滤液对核桃

腐烂病菌的抑制效果随温度升高逐渐下降ꎬ但是其

抑菌率均在 ８０％以上ꎬ表现出良好的热稳定性ꎮ 特

别是在 ９５℃ 高温处理 ３０ ｍｉｎ 后ꎬ其抑制率仍高达

８０.１３％ꎬ表明发酵滤液中的抗菌物质具有很好的耐

热性ꎮ

表 ４　 不同浓度发酵液对核桃腐烂病菌菌丝生长的抑制率

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍａ
ｇｒｏｗｔｈ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ

发酵液浓度 / ％
Ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

菌落直径 / ｃｍ
Ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ

抑制率 / ％
Ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｒａｔｅ

０(ＣＫ) ７.９５±０.０５ａ

３ ２.２５±０.０６ｂ ７１.６６±０.７０ｅ

６ １.４６±０.０６ｃ ８１.５９±０.７６ｄ

９ １.１７±０.１５ｄ ８５.２８±１.９３ｃ

１２ ０.９０±０.１１ｅ ８８.７２±１.３２ｂ

１５ ０.６６±０.０５ｆ ９１.２０±０.５８ａ

　 　 注:不同小写字母代表处理间差异显著(Ｐ<０.０５)ꎮ 下同ꎮ
Ｎｏｔｅ: Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｗｃａｓｅ ｌｅｔｔｅｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ (Ｐ<０.０５) . Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

图 ７　 温度对菌发酵滤液抑菌活性的影响

Ｆｉｇ.７　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｎ ｂａｃｔｅｒｉｏｓｔａｔｉｃ ａｃｔｉｖｉｔｙ
ｏｆ ｂｉｏｃｏｎｔｒｏｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｉｌｔｒａｔｅ

２.７　 离体枝条保护试验

由图 ８ 可以看出ꎬ生防菌 Ｆ－０４ 对核桃腐烂病

病斑的扩展具有很好的抑制效果ꎬ菌株 ＦＳ－０４ 发酵

液处理过的病斑面积没有发生明显变化ꎬ病斑面积

为 ０.７９ ｃｍ２ꎬ而对照组病斑面积达到 ６.１７ ｃｍ２ꎬ显著

大于处理组(Ｐ<０.０５)ꎬ经过计算 ＦＳ－０４ 发酵液对核

桃腐烂病病原菌的防效高达 ８７.２４％ꎮ
２.８　 生防菌发酵滤液对核桃种子的影响

在不同发酵滤液浓度下核桃种子萌芽率由大

到小排列为 ２５０ ｍＬ􀅰Ｌ－１> １５０ ｍＬ􀅰Ｌ－１> ３５０ ｍＬ􀅰
Ｌ－１> ５０ ｍＬ􀅰Ｌ－１> ４５０ ｍＬ􀅰Ｌ－１ꎬ且各处理均显著高

于对照(Ｐ<０.０５)(图 ９Ａ)ꎮ 在不同浓度发酵滤液处

理后的种子ꎬ其发芽率由大到小排列为 １５０ ｍＬ􀅰
Ｌ－１> ２５０ ｍＬ􀅰Ｌ－１ > ３５０ ｍＬ􀅰Ｌ－１ > ５０ ｍＬ􀅰Ｌ－１ >
４５０ ｍＬ􀅰Ｌ－１ꎬ各处理均显著高于对照(Ｐ<０.０５)(图
９Ｂ)ꎮ 经不同浓度发酵滤液处理后的核桃种子坏种

率都显著低于对照(Ｐ<０.０５)ꎬ当浓度为 １５０ ｍＬ􀅰
Ｌ－１时的坏种率最低ꎬ为 ９.３２％(图 ９Ｃ)ꎮ
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图 ５　 核桃腐烂病菌在含有 Ｆ－０４ 发酵滤液培养基上培养后的菌丝形态

Ｆｉｇ.５　 Ｍｙｃｅｌｉｕｍ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍａ ａｆｔｅｒ ｃｕｌｔｕｒｅ ｏｎ ｍｅｄｉｕｍ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｆ－０４ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｆｉｌｔｒａｔｅ

　 　 注:ＣＫ 为对照ꎻ３％、６％、９％、１２％和 １５％为添加不同浓度发酵液的试验培养皿ꎮ
Ｎｏｔｅ: ＣＫ ｉｓ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒｏｌꎻ ３％ꎬ ６％ꎬ ９％ꎬ １２％ꎬ ａｎｄ １５％ ａｒｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｕｌｔｕｒｅ ｄｉｓｈｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ

ｂｒｏｔｈ ａｄｄｅｄ.

图 ６　 不同浓度发酵滤液对核桃腐烂病菌菌丝生长的抑制

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｌｉｑｕｉｄ ｏｎ ｍｙｃｅｌｉａ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ ｃｈｒｙｓｏｓｐｅｒｍａ

图 ８　 菌株 Ｆ－０４ 核桃枝条腐烂病的保护效果

Ｆｉｇ.８　 Ｐｒｏｔｅｃｔｉｖｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｆ－０４ ｏｎ ｗａｌｎｕｔ ｂｒａｎｃｈ ｒｏｔ

３　 讨　 论

生物防治是实现植物病害绿色防控的有效手

段ꎬ发掘对病原物具有拮抗作用的有益微生物是实

施生物防治的前提[１４]ꎮ 国内针对梨树和苹果树腐

烂病生防菌的筛选研究较为丰富ꎮ 例如ꎬ张清明

等[１５]从健康苹果枝条分离获得一株高效内生放线

菌———卡伍尔链霉菌 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｅｓ ｃａｖｏｕｒｅｎｓｉｓꎬ发现该

菌对由 Ｖ.ｍａｌｉ 引起的苹果树腐烂病有较好的防治

效果ꎮ 刘欣等[１６] 从蒙古达茂草原土壤中分离筛选

出一株贝莱斯芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ 和一株萎

缩芽孢杆菌 Ｂａｃｉｌｌｕｓ ａｔｒｏｐｈａｅｕｓꎬ经检测在两种苹果

(金红和太平) 枝条上的防效分别达到了 ６４％和

７７％ꎮ 白雪莹等[１７]从新疆不同地区土壤中筛选出 ６
株粘细菌ꎬ其中菌株 ＮＳＴ４７ 和 ＮＳＴ４９ 对梨树腐烂病

的保护性和治疗性防效分别达到 ７２％和 ５４％以上ꎮ
然而国内针对核桃腐烂病生防菌株筛选的研究报

道却较少ꎮ 张晶晶等[１８] 从核桃园土壤中分离并筛

选出 ７ 株拮抗菌ꎬ其中假单胞菌属(Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎｓ)对
核桃腐烂病菌拮抗效果最好ꎮ 马荣等[３] 从核桃腐

烂病枝条病健交界处分离出一株短小芽孢杆菌 Ｂａ￣
ｃｉｌｌｕｓ ｐｕｍｉｌｕｓ ＸＪＡＵ－１１７ ꎬ其对核桃腐烂病菌的抑制

率达到 ８５.８８％ꎬ并能使腐烂病菌断裂、解体ꎬ从而阻

止其正常生长ꎬ具有良好的应用价值ꎮ 本研究从新

疆核桃园土壤中分离出一株具有广谱抑菌活性的

德干链霉菌ꎬ该菌株不仅对核桃枝条腐烂病的防效

显著ꎬ而且对核桃种子发芽具有良好的促进作用ꎬ
为核桃腐烂病的生物防治及提高核桃育苗效率提

供了优质的菌株来源ꎮ
链霉菌作为一种重要的微生物资源ꎬ产生的次

级代谢产物对细菌和真菌性病害均表现出较好的

生物防治效果ꎮ 杨琳等[１９] 发现链霉菌 ＳＷ２０ 发酵
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图 ９　 菌株 Ｆ－０４ 不同浓度发酵滤液对核桃种子萌芽率、
发芽率以及坏种率的影响

Ｆｉｇ.９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ
ｆｉｌｔｒａｔｅ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ Ｆ－０４ ｏｎ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒａｔｅꎬ ｓｐｒｏｕｔ

ｒａｔｅ ａｎｄ ｒｏｔｔｅｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｗａｌｎｕｔ ｓｅｅｄｓ

液对茄子黄萎病具有 ７０. ２０％的防治效果ꎮ 瞿佳

等[２０]从核桃根际土壤中分离的沙场链霉菌ꎬ其发酵

液对核桃黑斑病的防治效果达到 ７５. ６９％ꎮ 谢莉

等[２１]从梨园土壤中分离出一株链霉菌 Ｂ－１０５ꎬ经过

离体接种测试发现对梨黑斑病防治效果显著ꎮ 本

研究从阿克苏地区温宿县核桃林场土壤中分离到

一株链霉菌 Ｆ－０４ꎬ该菌株不仅对核桃腐烂病具有很

好的防治效果ꎬ而且对核桃种子发芽具有很好的促

进作用ꎬ同时对多种植物病原菌具有较强的抑菌能

力ꎬ在农业生产上展现出较好的应用潜力ꎮ 农田的

实际生产条件与实验室环境存在差异ꎬ因此需要进

一步研究该菌株在实际应用中的防病和促生效果ꎮ
此外ꎬ为了深入挖掘菌株 Ｆ－０４ 的利用价值ꎬ并促进

菌株的产业化应用ꎬ该菌株与病原菌之间的作用机

理也有待进一步探究ꎮ

４　 结　 论

从新疆阿克苏地区温宿县核桃林场核桃园土

壤中分离并筛选出一株具有广谱抗菌性的链霉菌 Ｆ
－０４ꎬ结合形态特征、生理生化和 １６Ｓ ｒＤＮＡ 基因序

列鉴定ꎬ将菌株 Ｆ－０４ 鉴定为德干链霉菌ꎮ 该菌株

对核桃腐烂病菌核桃腐烂病菌制率达到 ８１.７５％ꎬ对
核桃枝条腐烂病的防效达到 ８７.２４％ꎮ 用菌株发酵

滤液处理核桃种子ꎬ能够显著提升种子萌芽率和发

芽率ꎬ还能显著降低坏种率ꎻ同时菌株的发酵滤液

具有抗菌广谱性和良好的热稳定性ꎬ可以作为很有

潜力的生防菌进一步开发利用ꎮ
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