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性状和棻椂斢旘斈斘斄序列对这些菌株进行了多样性分析暎结果表明棳分离出棽椃株内生细菌分属于棻棿属棻椄种棳其

中以节细菌属 暍芽孢杆菌属 暍苍白杆菌属 和葡萄球菌属 为主

要菌群暎
关键词椇毛竹椈内生细菌椈多样性

中图分类号椇斞椆棾椆灡椆椂 文献标识码椇斄

斈旈旜斿旘旙旈旚旟旓旀斉旑斾旓旔旇旟旚旈斻斅斸斻旚斿旘旈斸斏旙旓旍斸旚斿斾旀旘旓旐 斖旓旙旓斅斸旐斺旓旓
斕斏斦斊斸旑旂棻棳斮斦斄斘斱旓旑旂灢旙旇斿旑旂棽棳斱斎斄斘斍斍旛旓灢旀斸旑旂棽灣 棳斆斎斉斘 斪斿旈棽

棬棻灡 棳 棳 棳 暋棾椀棸棸棸棽棳 椈
棽灡 棳 棳 棳 暋棾椀棸棸棸棽棳 棭

斄斺旙旚旘斸斻旚椇斣旝斿旑旚旟灢旙斿旜斿旑斿旑斾旓旔旇旟旚旈斻斺斸斻旚斿旘旈斸旝斿旘斿旈旙旓旍斸旚斿斾旀旘旓旐旚旇斿旘旓旓旚旙棳旘旇旈旡旓旐斿棳旙旚斿旐旙斸旑斾旍斿斸旜斿旙旓旀旐旓旙旓
斺斸旐斺旓旓斺旟旐斿斸旑旙旓旀旂旘旈旑斾旈旑旂旙斿旔斸旘斸旚旈旓旑棶斄旔旘斿旍旈旐旈旑斸旘旟斾斿旚斿旘旐旈旑斸旚旈旓旑旓旑旚旇斿斾旈旜斿旘旙旈旚旟旓旀旚旇斿旙旚旘斸旈旑旙旝斸旙旐斸斾斿斺斸旙斿斾
旓旑旚旇斿旈旘旔旇斿旑旓旚旟旔旈斻斻旇斸旘斸斻旚斿旘旈旙旚旈斻旙斸旙旝斿旍旍斸旙旚旇斿旐旓旍斿斻旛旍斸旘斻旍斸旙旙旈旀旈斻斸旚旈旓旑旛旙旈旑旂旔斸旘旚旈斸旍棻椂斢旘斈斘斄旙斿旕旛斿旑斻斿旙棶斣旇斿
旘斿旙旛旍旚旙旙旇旓旝斿斾旚旇斸旚旚旇斿旈旙旓旍斸旚斿斾斺斸斻旚斿旘旈斸斻旓旛旍斾斺斿斻旍斸旙旙旈旀旈斿斾旈旑旚旓棻棿旂斿旑斿旘斸斸旑斾棻椄旙旔斿斻旈斿旙棳旝旈旚旇 棳

棳 斸旑斾 斺斿旈旑旂旚旇斿旐旓旙旚旔旘斿斾旓旐旈旑斸旑旚棶
斔斿旟旝旓旘斾旙椇旐旓旙旓斺斸旐斺旓旓椈斿旑斾旓旔旇旟旚旈斻斺斸斻旚斿旘旈斸椈旐旈斻旘旓斺旈斸旍斾旈旜斿旘旙旈旚旟

暋暋植物内生细菌是指那些在其生活史的一定阶段

或全部阶段生活于健康植物的各种组织或器官内

部棳对植物组织没有引起明显病害症状并与其建立

了和谐联合关系的细菌椲棻棴棿椵暎有益的内生细菌不仅

将寄主植物作为栖息场所棳而且对其具有防病暍促

生暍内生固氮等多方面的生物学作用棳从而促进寄

主植物对恶劣环境的适应并保证其健康生长椲椀棴椃椵暎
国内外学者已对柑橘暍棉花暍芦荟暍水稻暍茅苍

术暍杨树暍烟草暍铁皮石斛暍花生等多种植物的内

生细菌进行了深入的研究棳目前报道已有超过椀棿
属棻棽椆种的植物内生细菌从各种农作物及经济作物

中分离出来棳并且分布在植物所有的组织中椲棽椵暎同

时植物内生细菌也是人类筛选和开发防病杀虫暍促

生暍固氮暍环境污染修复和外源基因载体等功能微

生物 资 源 的 重 要 宝 库椲棻棳椃椵暎毛 竹

属散生型竹种棳具有生长快暍成材早暍用途

广暍经济收益大等优点棳是我国南方重要的森林资

源暎根据第椂次全国森林资源清查统计棳全国竹林

面积约为棿椄棿灡棽椂万旇旐棽棳其中毛竹约占全国竹林

面积的椃棸棩椲椄椵暎李潞滨椲椆椵暍齐泽民椲棻棸椵等人分别对

毛竹和苞箭竹根际微生物和土壤细菌进行了研究棳
夏冬亮椲棻棻椵也进行了毛竹根部内生细菌分离培养基

的探索棳但对毛竹不同组织内生细菌的系统研究尚

未见报道暎本研究选取福建省毛竹中心产区椲棻棽椵中
武夷山的毛竹根暍鞭暍杆暍叶组织分别进行取样并

分离内生细菌棳以研究毛竹内生细菌的组成及多样
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性棳为毛竹内生细菌的系统研究奠定基础暎

棻暋材料与方法

棻灡棻暋样品采集

选取福建省毛竹中心产区武夷山 棬武夷山市星

村镇程墩村棭的棻度毛竹棾株暎采集时间为棽棸棻棿
年棾月暎各部位材料选取椇根部选取距土表棾棸斻旐
左右的材料椈鞭部选取离毛竹根部椀棸斻旐以内带有

鞭芽的部分椈杆部选取离地面棻棾棸暙棻椀棸斻旐左右毛

竹竹杆椈叶片随机选取暎同部位的样品作为棻个混

合样棳样品从植株分离后立即放入无菌样品袋中棳
低温保鲜棳于棿椄旇内进行内生细菌的分离暎
棻灡棽暋培养基及主要试剂

内生细菌分离和培养采用斘斄培养基椇牛肉膏

棾旂棳蛋白胨棻棸旂棳斘斸斆旍椀旂棳琼脂棻椄旂棳水棻棸棸棸
旐斕棳旔斎椃灡棸暙椃灡棽暎内 生 细 菌 斈斘斄 提 取 及 棻椂斢
旘斈斘斄 片 段扩增 所用的引 物暍斖斸旘旊斿旘暍斾斘斣斝旙暍
斅旛旀旀斿旘暍溶菌酶等试剂为生工生物工程 棬上海棭股

份有限公司产品棳其余试剂均为国产分析纯暎
棻灡棾暋内生细菌分离

采回的样品用无菌水冲洗干净棳采用传统稀释

平板法对武夷山毛竹的根暍鞭暍杆暍叶进行内生细

菌的分离棳在超净工作台内棳无菌滤纸吸干后分别

称取不同部位毛竹组织棻旂棳先用椃椀棩乙醇浸椀
旐旈旑棳再用有效氯浓度在椀棩的次氯酸钠溶液浸棾
旐旈旑暎无菌水反复漂洗棾暙椀次棳滤纸吸干后将样

品表面与 斘斄 平板接触棾暙椀旐旈旑棳同时取最后一

次漂洗用的无菌水涂布于斘斄平板上棳棾棸曟恒温培

养暎若平板上无菌落长出则证明样品表面消毒彻

底棳分离到的细菌均来自样品内部棳否则棳该分离

结果无效暎用无菌剪刀将样品剪碎至无菌研钵中棳
加入灭菌过的石英砂及适量无菌水充分研磨至匀

浆棳按棻棸棴棽暍棻棸棴棾暍棻棸棴棿暍棻棸棴椀梯度稀释后取棻棸棸
毺斕稀释液涂布于 斘斄平板上棳各样品重复棾次暎
棻灡棿暋内生细菌菌落调查

分离的样品在棽椄曟恒温培养棽暙棾斾棳长出单

菌落后棳统计菌落总数棳计算各部位平均每克鲜重

组织的含菌量棳用斻旀旛暏旂棴棻暏斊斪 表示暎并根据菌

落颜色暍性状暍光泽度暍流动性暍边缘平整度等特

征棳挑取具有代表性的单菌落棳经斘斄平板划线培

养后棳保存于斘斄斜面备用暎分离到的单菌落以字

母和数字组合来命名棳即 斪斮斢代表武夷山样本棳
分离部位椇斄 代表根棳斅代表竹鞭棳斆代表杆棳斈

代表叶暎
棻灡椀暋内生细菌棻椂斢旘斈斘斄鉴定

将内生细菌菌株在 斘斄 液体培养基中 培养

棽棿旇棳用细菌基因组提取试剂盒 椲生工生物工程

棬上海棭股份有限公司椵提取 斈斘斄暎棻椂斢旘斈斘斄 基

因 序 列 扩 增 采 用 通 用 引 物 棽椃斊 棬椀曚灢
斄斍斄斍斣斣斣斍斄斣斆斆斣斍斍斆斣斆斄斍灢棾曚棭 和 棻棿椆棽斠
棬椀曚灢斍斍斣斣斄斆斆斣斣斍斣斣斄斆斍斄斆斣斣灢棾曚棭暎

斝斆斠 扩增产物经棻棩 棬斪棷斨棭的琼脂糖凝胶

电泳检测并送至铂尚生物技术 棬上海棭有限公司测

序暎测定后的 斈斘斄 序列采用旇旚旚旔椇棷旝旝旝棶旑斻斺旈棶
旑旍旐棶旑旈旇棶旂旓旜棷斅旍斸旙旚棷中斅旍斸旙旚软件进行同源序列

检索和同源性分析棳构建系统发育树棳确定菌株的

分类地位暎
棻灡椂暋数据统计与分析

数据统计绘图用 斉旞斻斿旍棳数据统计分析采用

斢斝斢斢棻椄的相应分析功能进行暎

棽暋结果与分析

棽灡棻暋内生细菌的分离

内生细菌分离结果表明棳在毛竹的根暍鞭暍
杆暍叶各个部位均分离出内生细菌棳其中以根部的

内生 细 菌 最 多棳 内 生 细 菌 数 量 为 棿灡椀棸暳棻棸棿

斻旀旛暏旂棴棻暏斊斪棳其次为竹鞭部和杆部棳内生细菌

数量分别为棻灡椃棾暳棻棸棿斻旀旛暏旂棴棻暏斊斪 和棽灡椀椄暳棻棸棾

斻旀旛暏旂棴棻暏斊斪棳叶部内生细菌较少棳仅为棻灡棸棸暳
棻棸棽斻旀旛暏旂棴棻暏斊斪暎
棽灡棽暋内生细菌的种群组成及分布

根据菌落颜色暍形状暍光泽度暍流动性暍边缘

平整度等特征棳共从武夷山毛竹的根暍鞭暍杆暍叶

组织中分离到内生细菌棽椃株棳其中根部椆株棳鞭

部椄株棳杆部椄株棳叶部棽株暎依据菌落形态共有

椃个表型棳其中菌落形态表现为白色暍有光泽暍无

流动性暍圆形或不规则状的菌株最多棳为棻椀株棳
占总分离株数的椀椀灡椀椀棩 棬表棻棭暎
棽灡棾暋内生细菌的棻椂斢旘斈斘斄序列分析

经克隆测序获得了棽椃种内生细菌的棻椂斢旘斈斘斄
序列棳通过旇旚旚旔椇棷旝旝旝棶旑斻斺旈棶旑旍旐棶旑旈旇棶旂旓旜棷斅旍斸旙旚棷
中斅旍斸旙旚软件对棽椃株内生细菌的棻椂斢旘斈斘斄 测序结

果进行相似性比对棳鉴定细菌的种类暎发现棽椃株分

离物与已知分类地位菌种的棻椂斢旘斈斘斄 序列相似性

都大于椆椄棩棳大部分分离物与核酸数据库中的已

知菌株之间相似性达到了棻棸棸棩 棬表棽棭暎

椃棾棽棻第棻棽期 刘暋芳等椇毛竹内生细菌种群多样性分析
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棷棩

斪斮斢灢斄棸棽灢棽暍斪斮斢灢斄棸棾灢棻暍斪斮斢灢斄棸椀暍斪斮斢灢斅棸棿灢棻暍斪斮斢灢
斅棸椀暍斪斮斢灢斆棸椀暍斪斮斢灢斆棻棸暍斪斮斢灢斅棸椆暍斪斮斢灢斄棸棿 白色棳有光泽无流动性棳菌落圆形 椆 棾棾灡棾棾
斪斮斢灢斄棸棻灢棻暍斪斮斢灢斄棸棽灢棻暍斪斮斢灢斅棸棿暍斪斮斢灢斆棸棻暍斪斮斢灢斆棸椄暍
斪斮斢灢斆棻棿 白色棳有光泽无流动性棳菌落多不规则 椂 棽棽灡棽棽
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斪斮斢灢斄棸椃暍斪斮斢灢斆棸棻灢棻 淡黄色半透或透明棳有光泽无流动性棳菌落圆形 棽 椃灡棿棽
斪斮斢灢斆棸椆暍斪斮斢灢斈棸棻灢棻 黄色不透明棳有光泽无流动性 棽 椃灡棿棽
斪斮斢灢斈棸棻 白色棳表面粗糙 棻 棾灡椃棸
斪斮斢灢斄棸棽 橙黄色棳有光泽无流动性棳菌落多不规则 棻 棾灡椃棸

表棽暋毛竹内生细菌的种类及分布
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内生细菌种类
菌株
数目

序列相
似性棷棩

菌株数量分布

根 鞭 杆 叶

旙旔棶 棻 椆椆 棸 棻 棸 棸
旙旔棶 棻 椆椆 棻 棸 棸 棸

棻 棻棸棸 棸 棸 棻 棸
棽 椆椄 棽 棸 棸 棸
棽 棻棸棸 棸 棸 棽 棸
棻 棻棸棸 棸 棻 棸 棸
棻 椆椆 棸 棸 棻 棸

旙旔棶 棻 棻棸棸 棸 棸 棸 棻
旙旔棶 棻 椆椆 棻 棸 棸 棸

旙旔棶 棾 椆椆暙棻棸棸 棻 棸 棽 棸
旙旔棶 棻 椆椆 棻 棸 棸 棸

棻 椆椆 棻 棸 棸 棸
旙旔棶 棻 棻棸棸 棻 棸 棸 棸
旙旔棶 棽 椆椆 棸 棻 棻 棸
旙旔棶 棻 椆椆 棻 棸 棸 棸
旙旔棶 棿 椆椆暙棻棸棸 棸 棾 棻 棸

棻 棻棸棸 棸 棸 棸 棻
旙旔棶 棽 椆椆 棸 棽 棸 棸

暋暋从表棽可以看出棳从武夷山毛竹根暍鞭暍杆暍
叶组织中分离出的棽椃株内生细菌棳分属于棻棿属

棻椄种暎其中毛竹根部暍鞭部暍杆部和叶部内生细

菌种 类 分 别 为 椄暍椀暍椂暍棽 种暎 以 节 细 菌 属

暍芽孢杆菌属 暍苍白杆菌属

和葡萄球菌属 为主

要 菌 群棳 分 别 占 总 分 离 菌 株 数 的 棻棿灡椄棻棩暍
棻棻灡棻棻棩暍棻棻灡棻棻棩暍棻棻灡棻棻棩暎其中毛竹根部内生

细菌以芽孢杆菌属 为主要菌群椈鞭部内

生细菌以节细菌属 为主要菌群椈杆部

内生细菌以葡萄球菌属 和苍白杆

菌属 为主要菌群暎图棻显示了毛竹

内生细菌的多样性和群落结构特征暎

图棻暋毛竹内生细菌棻椂斢旘斈斘斄 序列构建的系统发育树

斊旈旂灡棻暋 斝旇旟旍旓旂斿旑斿旚旈斻旚旘斿斿旀旓旘 旐旓旙旓 斺斸旐斺旓旓斿旑斾旓旔旇旟旚旈斻
斺斸斻旚斿旘旈斸斺斸旙斿斾旓旑棻椂斢旘斈斘斄旂斿旑斿旙斿旕旛斿旑斻斿旙

棾暋讨论与结论

本课题组研究了武夷山毛竹根暍鞭暍杆暍叶等

棿个部位内生细菌数量分布及其种群的多样性暎经

细菌菌落表征性状观察和棻椂斢旘斈斘斄序列分析棳分

离出的棽椃株内生细菌分属于棻棿属棻椄种棳分别以

节细菌属 暍芽孢杆菌属 暍苍

椄棾棽棻 福建农业学报 第棽椆卷



白 杆 菌 属 和 葡 萄 球 菌 属

为主暎芽孢杆菌属 是在大

多数植物中均可以分离到的内生细菌椲棻棾椵棳节细菌

属 暍苍白杆菌属 和葡

萄球菌属 也分别在红三叶草暍棉

花暍黄瓜棳水稻暍大豆棳葡萄暍大豆暍哈密瓜等植

物椲棻棿棴棽棸椵中分离到暎本研究表明毛竹具有多样性极

其丰富的内生细菌菌种资源棳为毛竹内生细菌的生

物活性物质筛选和毛竹资源开发提供了基础理论依

据棳应进一步发掘暍研究并加以利用暎
本研究仅对武夷山毛竹根暍鞭暍杆暍叶等不同

部位内生细菌进行生物多样性初步分析棳针对不同

部位毛竹内生细菌的群落结构的差异性还需进一步

研究暎本研究所分离内生细菌优势属种是否具有促

生暍防病及内生固氮作用还需深入研究暎此外棳毛

竹叶片样品中仅分离出少量的内生细菌棳可能与样

品表面消毒方式暍培养基的选择等有关棳还需进一

步研究棳同时也有必要利用非培养方法对其组织内

未培养微生物进行深入分析暎
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