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桑树内生细菌多样性及内生拮抗活性菌群的研究①
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摘要:为探究桑树内生细菌多样性,获得拮抗性内生菌,开发利用桑树内生菌资源,通过非培养法构建16SrDNA文

库,并结合组织分离培养法对桐乡青(桑树品种)内生细菌的种群特征进行了研究.非培养法研究结果显示所构建文库

的111个阳性克隆属于22个分类单元,其分属于3门10属,其中,鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)、Massilia 和

甲基杆菌属(Methylobacterium)为优势菌属;使用不同培养基通过培养法从桐乡青茎中获得25个内生细菌分离株,

基于16SrDNA序列系统发育分析其属于15个分类单元,其分属于3门12属,其中肠杆菌属(Enterobacter)、芽孢

杆菌属(Bacillus)和泛菌属(Pantoea)为优势菌属.培养法得到的内生细菌种群与非培养法差异较大,仅假单胞菌属

(Pseudomonas)和鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)为共同菌属,且培养法得到的内生细菌多样性和均匀度指数

(H'2.54,D0.91,J0.79)均高于非培养法(H'2.21,D0.84,J0.48).采用抑菌圈法,以10株植物病原菌作为

指示菌,结果显示多达18株桑树内生细菌对一种或多种病原菌有抑制作用.综上结果表明,桑树内生细菌具有丰

富的多样性,并且包含大量具有抗菌活性的菌株,以桐乡青材料为例,抗菌活性菌株约占其内生细菌的72%.
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桑树(MorusalbaL.)适应性强,几千年来作为家蚕唯一的饲料源,在全国各省区广泛种植.由于桑树

具有耐寒耐旱耐山火,可保持水土[1-2],萌生能力极强,对氯气、二氧化硫和硫化氢具较强耐受性[3]等特

性,因而是生态改良的主要树种.桑果不仅基础营养物质含量丰富,而且富含氨基酸、维生素以及白藜芦

醇、花青素等抗氧化活性物质[4],具有增强人体免疫力、延缓衰老和美容养颜等功效[5].然而,近年来桑疫

病和菌核病等各类病害日趋严重,而现有针对桑树病害的化学农药防治方法所导致的负面影响亦日益凸

显,严重制约生态桑产业的健康发展,故寻找高效且绿色环保的桑树病害防治方法已迫在眉睫.
植物内生菌(Endophytes)是生活于健康植物各组织器官的细胞间隙或者细胞内部,并与宿主植物和谐

共处的一类微生物[6-7].作为植物微生态系统的重要组成部分,内生菌构筑了宿主植物的健康屏障[8-10],
能够通过合成抗菌活性物质[11]、竞争性排阻[12]、促进植物生长[13]及诱导抗性[14]等方式增强宿主植物的抗

病能力.近几年,对桑树内生菌多样性及利用其进行植物病害生物防治方面已有研究,但主要集中于培养

法.路国兵等人[15]从不同桑树品种的不同组织中共分离得到内生细菌229个分离株,并从中筛选得到67
个分离株对桑树炭疽病菌或桑粘格孢菌具有拮抗作用;谭广秀[16]从桑枝中分离获得内生细菌26个分离株,
并从中筛选出2株具有抑菌活性的内生菌.此外,本研究小组的研究结果表明桑树内生拮抗菌成团泛菌

(Pantoeaagglomerans)及特基拉芽孢杆菌(Bacillustequilensis)分别对桑细菌性疫病病原菌、桑椹缩小性
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菌核病病原菌有稳定而显著的抑制作用[17-18].然而培养法存在一定局限,无法全面客观反映植物内生菌的

种群结构.因此,本文采用构建桑树内生细菌16SrDNA文库的非培养法和培养法,对桑树内生细菌的多

样性进行系统研究,并检测培养法获得的内生细菌对桑疫病病原菌(丁香假单胞菌桑致病变种)等10株病

原指示菌的拮抗作用,以期阐明内生菌与桑树共生过程中的功能和潜在作用,为利用内生菌进行桑树病害

的生物防治提供新的资源.

1 材料与方法

1.1 材 料

1.1.1 供试桑树材料

健康桑树桐乡青于2013年7月取自西南大学生物技术学院实验桑园“桑之源”.
1.1.2 拮抗菌筛选靶标菌株

丁香假单胞菌桑致病变种(Pseudomonassyringaepv.mori)、核盘菌(Sclerotiniasclerotiorum)、终极

腐霉(Pythiumultimum)、炭疽病菌(Colletrichumlagenarium)、腐皮镰刀菌(Fusariumsolani)、疫霉菌

(Phytophthoranicotianae)、立枯丝核菌(Rhizoctoniasolani)、链格孢菌(Alternariasp.)、轮枝菌(Verti-
cilliumdahliae)、纹枯病菌(Thanatephoruscucumeris),均为本研究小组收集保存.
1.1.3 培养基

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA):马铃薯200.0g,葡萄糖20.0g,琼脂15.0g,蒸馏水1000.0mL,

pH 自然;马铃薯葡萄糖液体培养基(PDB):马铃薯200.0g,葡萄糖20.0g,蒸馏水1000.0mL,pH 自

然;高氏I号培养基(GA):可溶性淀粉20.0g,KNO31.0g,NaCl0.5g,K2HPO40.5g,MgSO40.5g,

FeSO40.01g,琼脂15.0g,蒸馏水1000.0mL,pH=7.2~7.4;水琼脂培养基(WA):琼脂15.0g,蒸馏

水1000.0mL,pH自然.以上培养基均在121℃温度下灭菌20min备用.
1.1.4 主要试剂和仪器

基因组提取试剂盒PrepManUltraSamplePreparationReagent购自美国 ABI公司;DNA marker、

Taq酶、dNTP、10×PCRBuffer、Mg2+、PMD19-TVector载体购自宝生物工程(大连)有限公司;凝胶回

收试剂盒购自AxyGEN公司;PCR引物购自南京金斯瑞生物科技有限公司;其余均为国产分析纯.电泳

仪、水浴锅均购自北京六一仪器厂,PCR仪购自美国ABI公司.
1.2 方 法

1.2.1 样品的采集及处理

从实验桑园采集桐乡青的茎,用自来水冲洗干净、晾干、编号后于4℃保存,并及时分离内生菌.
桑树茎表面消毒[11]:将桑树枝条剪成长度约5.0cm的茎段,置于75.0%的乙醇中完全浸湿,取出后

于酒精灯上引燃茎表面乙醇,待乙醇燃尽,以此表面消毒的桑枝在空白培养基上滚动,使桑枝每个表面均

接触培养基,于22℃温度下培养作为空白对照,验证表面消毒是否彻底.
1.2.2 非培养法对桑树内生细菌多样性分析

采用消毒后桑树茎皮为实验材料,按照文献[19-20]的方法获得桑树皮总基因组DNA,以此作为模板,使用细

菌16SrDNA扩增通用引物799F:5'-AACAGGATTAGATACCCTG-3'和1492R:5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'
进行PCR扩增[19-21].PCR反应体系(25μL):PremixTaq12.5μL,引物各1μL,DNA1μL(20ng),

ddH2O9.5μL.PCR反应条件为:95℃ 预变性5min;94℃变性30s,50℃ 退火45s,72℃ 延伸1min,

30个循环;72℃ 延伸10min.
16SrDNA基因文库的构建[20]:PCR产物1%琼脂糖凝胶电泳,将730bp左右的条带切下,进

行回收纯化,产物与PMD19-TVector载体连接,转化至E.coliDH5α感受态细胞.在含氨苄青霉

素(50μg/mL)的LB平板上筛选阳性转化子.用菌落PCR的方法,以PMD19-T载体上的 M13-47
5'-CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3'和 M13-485'-AGCGGATAACAATTTCACACAGGA-3'为
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引物,验证阳性克隆.PCR反应体系(25μL):PremixTaq12.5μL,引物各1μL,菌液1.5μL,ddH2O
9μL.PCR反应条件为:95℃预变性10min;94℃变性1min,53℃退火1min,72℃延伸2min,30个

循环;72℃延伸10min.
桑树皮内生细菌群落16SrDNA文库扩增性rDNA限制性酶切片段分析 (ARDRA):取阳性克隆的

菌落PCR产物4μL分别用 HaeⅢ和 Hha Ⅰ内切酶进行酶切分型[19].酶切反应体系(5μL):HaeⅢ或

Hha Ⅰ(10U/μL)0.2μL,PCR产物4μL,10×Buffer0.5μL,ddH2O0.3μL.37℃恒温放置4h,酶

切产物用2.5%的琼脂糖凝胶进行电泳检测.选取两种限制酶的酶切带型不同的克隆送至金斯瑞生物科

技有限公司进行测序.
1.2.3 培养法对桑树内生细菌多样性分析

将经表面消毒的桑树茎置于无菌培养皿内,用无菌手术刀片分3层剖开,并将所得碎片分别置于PDA
培养基、GA培养基和 WA培养基表面,22℃培养4周,逐日观察.待茎块边缘长出菌落后,采用平板划线

法进行纯化培养.
利用基因组提取试剂盒获得菌株DNA,以此为模板,用细菌通用引物27F:5'-AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-

3'和1492R:5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3'扩增内生细菌16SrDNA序列.PCR反应体系(25μL):

10×PCRBuffer2.5μL,Mg2+(1.5mmol/L)1.5μL,dNTP(10mmol/L)2.0μL,引物各1.0μL,DNA
1.0μL,Taq酶0.1μL,ddH2O15.9μL.PCR反应条件为:95℃预变性4min;94℃变性30s,50℃退

火45s,72℃延伸1min,30个循环;72℃ 延伸10min.扩增产物送至生工生物工程(上海)股份有限公

司测序.
1.2.4 数据分析

通过NCBI的VECTERSCREEN去除非培养法测序所得的16SrDNA基因的载体片段[21],将所得到

的16SrDNA序列在线进行嵌合序列鉴定(http://comp-bio.anu.edu.au/bellerophon/bellerophon.pl)去
除嵌合序列[22].将获得的基因序列用Blast程序(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi)与数据库中已

登记的基因序列进行同源性比较分析,获得菌种的相似度信息.
采用分离频率(Relativefrequency)、香农多样性指数(Shannon-WienerBiodiversityindex,H')、辛普

森多样性指数(Simpson􀆳sBiodiversityindex,D)、丰度(Richness)及皮耶诺均匀度指数(Pielou􀆳sevenness
index,J)5个指标[23]及稀疏曲线(RarefactionCurve)[24]对两种方法得到的桑树内生菌多样性进行评价分

析比较.
1.2.5 桑树拮抗性内生细菌的发育分析

将分离获得的内生细菌接种于PDB培养基,28℃、180r/min振荡培养96h;收获发酵液后12000r/min
离心30min,取上清液备用[17].以桑疫病病原菌丁香假单胞菌桑致病变种(Pseudomonassyringaepv.
mori)及其他9种常见植物病原真菌为靶标,灭菌PDB培养液作对照,用抑菌圈法检测桑树内生菌发酵上

清液对靶标病原菌的拮抗活性,筛选桑树内生拮抗菌株.
将所得拮抗菌16SrDNA基因序列在GenBank里进行比对(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST),下

载GenBank中同源性较高序列,利用CLUSTALX软件进行聚类分析,再利用 MEGA4.0软件,使用N-J
法进行1000次步长计算,构建系统发育树[17].

2 结果和分析

2.1 桑树内生细菌种群分布

2.1.1 非培养法对桑树内生细菌种群分布分析

样品总DNA提取和16SrDNA基因的PCR扩增:提取的桑树皮总DNA片段较为完整,基因组片段

大于15kb.通过细菌16SrDNA基因特异性PCR扩增,得到大小为750bp左右的目的片段,同时还扩增

出1200bp左右的片段,推测可能是桑树线粒体18SrDNA的部分序列(图1).经表面消毒的桑枝滚动的
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M:2000bpmarker;1:桑树内生细菌16srDNA基因片段的

PCR扩增结果.

图1 桑树基因组DNA和桑树内生细菌

16srDNA基因片段的PCR扩增结果

培养基在培养后,于22℃温度下培养72h,无菌落生

长,说明实验中得到的结果均为桑树内生菌.
16SrDNA基因克隆文库阳性转化子的筛选与酶切

分析:从所构建16SrDNA基因文库中随机挑取120个

单菌落,用质粒上的通用引物 M13-47和 M13-48进行菌

落PCR扩增,验证阳性克隆,最终共筛选获得111个阳

性克隆,阳性克隆大小约为900bp.
阳性克隆PCR扩增产物首先用内切酶 Hae Ⅲ进行

酶切,图谱结果显示共有6种带型(图2),选择带型相同

的克隆,将其菌落PCR产物再次使用内切酶 Hha Ⅰ进

行酶切,验证其是否的确为同一克隆(图3).由图2和图

3可见酶切产物得到片段大小在100~700bp之间,其总

和都接近于未消化的PCR产物全长.
经两次酶切比较,共得到40个酶切图谱不同的克

隆,将不同的克隆进行测序.根据酶切图谱和克隆测序

结果,排除嵌合体后,111个克隆分为22个分类单元(OTUs).测序后将16SrDNA序列提交至NCBI数

据库GeneBank获得登录号KT766085-KT766118.经Blast序列比对,111个阳性克隆序列分属于细菌

域的3个类群:变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和放线菌门(Actinobacteria),包括10
个属(表1).

图2 桑树内生细菌阳性克隆Hae Ⅲ酶切图谱(部分)

图3 桑树内生细菌阳性克隆HhaⅠ酶切图谱(部分)

2.1.2 培养法对桑树内生细菌种群分布分析

采用PDA培养基、GA培养基和 WA培养基从经严格表面消毒的桐乡青茎中共分离获得内生细菌

25个分离株.采用细菌通用引物27F/1492R分别获得内生细菌的16SrDNA,将其序列提交至NCBI数

据库GeneBank获得登录号KT766060-KT766084.经Blast序列比对,桑树内生细菌25个分离株分属

于细菌域的3个类群:变形菌门(Proteobacteria)、拟杆菌门(Bacteroidetes)和厚壁菌门(Firmicutes),包括

12个属(表1).
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表1 桑树内生细菌种群分布

门 种
分 离 频 率

非培养法 培养法

Actinobacteria Curtobacteriumflaccumfaciens 3.85 -
Frigoribacteriumfaeni 1.92 -

Firmicutes Bacilluscereus - 4.00
Bacillusthuringiensis - 4.00
Bacillusamyloliquefaciens - 4.00
Staphylococcusepidermidis - 4.00

Proteobacteria Desulfonatronovibriomagnus 0.96 -
Duganellasacchari - 4.00
Enterobacterasburiae - 4.00
Enterobactercancerogenus - 20.00
Enterobacterludwigii - 4.00
Erwiniaaphidicola - 4.00
Hymenobacterflocculans 1.92 -
Leclerciaadecarboxylata - 8.00
Massiliaalbidiflava 3.85 -
Massiliakyonggiensis 0.96 -
Massilianamucuonensis 16.35 -
Massiliaplicata 0.96 -
Massiliatimonae 0.96 -
Methylobacteriumaquaticum 0.96 -
Methylobacteriumfujisawaense 14.42 -
Methylobacteriumgoesingense 6.73 -
Methylobacteriumkomagatae 0.96 -
Methylobacteriumpersicinum 3.85 -
Methylobacteriumphyllosphaerae 1.92 -
Methylobacteriumtardum 0.96 -
Mucilaginibactersoli 0.96 -
Novosphingobiumbarchaimii - 4.00
Pantoeaagglomerans - 12.00
Peredibacterstarrii 0.96 -
Pseudomonasoryzihabitans 1.92 -
Pseudomonaspsychrotolerans - 8.00
Sphingobacteriumcaeni - 4.00
Sphingomonasmelonis 18.27 -
Sphingomonaspruni 13.46 -
Sphingomonasroseiflava 2.88 -
Sphingomonassanguinis - 8.00
Xanthomonascampestris - 4.00

2.1.3 利用非培养法与培养法分析桑树内生细菌种群分布比较

桑树内生细菌种群多样性分析结果表明,非培养法和培养法获得的种群分布特征差异显著.放线

菌门(Actinobacteria)为非培养法特有类群,而厚壁菌门(Firmicutes)仅在培养法中得到;仅假单胞菌

属(Pseudomonas)和鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)两个菌属为两种方法获得的共同菌属;而在种的

水平上二者没有得到共同菌种(表1).非培养法研究结果显示,变形杆菌门(Proteobacteria)是该克隆

文库中的优势类群,包含了96个克隆.文库中优势菌属为鞘氨醇单胞菌属(Sphingomonas)、Massilia
和甲基杆菌属(Methylobacterium),分别占克隆文库的18.27%,16.35%和14.42% (表1).培养法

研究结果表明,变形杆菌门(Proteobacteria)亦为优势类群,包含了20个内生细菌分离株.其中肠杆菌

属(Enterobacter)、芽孢杆菌属(Bacillus)和泛菌属(Pantoea)为优势 菌 属,分 别 占 内 生 细 菌 总 数 的

24.00%,12.00%和12.00% (表1).
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2.2 桑树内生菌的多样性分析

采用香农多样性指数、辛普森多样性指数、丰度、皮耶诺均匀度指数及稀疏曲线对两种方法得到的桑

树内生菌多样性进行评价分析比较.桑树内生细菌16SrDNA基因文库包含111个阳性克隆,有22个分类

单元,香农多样性指数为2.21,辛普森多样性指数为0.84,均匀度为0.48(表2),稀疏曲线趋于平缓(图4
(a)),说明该克隆文库已基本代表桑树内生细菌群落的微生物多样性.分离获得的25个内生细菌分离株,
有15个分类单元,香农多样性指数为2.54,辛普森多样性指数为0.91,均匀度为0.79(表2),稀疏曲线仍

呈上升趋势(图4(b)),说明分离获得内生菌仍较有限,培养法具有更高的多样性.
从统计分析可以看出,桑树内生菌16SrDNA克隆文库的库容基本上可反映桑树内生细菌群落的种群

多样性,然而非培养法获得内生菌的丰度虽然高于培养法,但其多样性和均匀度均不及培养法,且非培养

法稀疏曲线较培养法更趋于平缓,也就是说采用培养法得到的内生细菌群落复杂性高于非培养法.
表2 桑树内生细菌多样性分析

指   数 非培养法 培养法 指   数 非培养法 培养法

香农多样性指数(H') 2.21 2.54 丰度 22 15
辛普森多样性指数(D) 0.84 0.91 皮耶诺均匀度指数(J) 0.48 0.79

图4 两种方法得到桑树内生细菌稀疏曲线

2.3 桑树拮抗性内生细菌的初筛及系统发育分析

抑菌圈法检测培养法分离获得的25株桑树内生细菌的抑菌活性,检测结果表明多达18株内生细菌分

离株对靶标病原菌中的一株或者多株表现出拮抗作用,占内生细菌的72%,其中内生细菌TPY1发酵上清

液对5株指示菌具有拮抗作用,具有较广谱抑菌活性(表3).由此可见,内生拮抗菌对提高宿主植物抗病性

具有一定的作用.
表3 桑树内生菌株的抑菌试验结果

指  示  菌
内生菌分离株

TGJ1 TGJ2 TGY1TGY2 TPJ1 TPJ2 TPJ3 TPY1 TPY2 TPY3 TPY5 TPY6 TPY8TPY11TPY12TPY14TPY16TPY17

Pseudomonassyringaepv.mori - - + - - + - + + + - - - + + - + -

Sclerotiniasclerotiorum - - - + - - - - - - + - - - - - - -

Pythiumultimum - + - - - - - - - - - - - - - - - -

Colletrichumlagenarium - - - + - - + - - - + - - - - - - -

Fusariumsolani + - - - - - - + - - - - - - - - - -

Phytophthoranicotianae - - - - + + - - - - - + - - - - - +

Rhizoctoniasolani + - - - - - - + + - - - + - - + - +

Alternariasp. - - - - - - - + - - - - - - - - - -

Verticilliumdahliae - - + - - - - - - - - - - - - - - -

Thanatephoruscucumeris + - - - - + + + + - - + + - - - - +

  注:+:抑制;-:无抑制.
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为进一步了解拮抗菌在同一宿主内的进化多样性,对18株内生拮抗细菌进行了系统发育分析.
对18株拮抗内生菌的16SrDNA序列进行BLAST比对、分析,采用 MEGA4.0软件N-J法构建系统

发育树(图5).

图5 桑树内生拮抗细菌基于16SrDNA序列的N-J法系统发育分析

从图5可见,18株活性菌株在进化发育上分属11属.分离株 TPY3,TPY6,TPY16为肠杆菌属

(Enterobacter),其中TPY3和TPY6分离株的同源性达99%;分离株TPY1,TPY2有99%同源性,与勒

克氏菌属(Leclercia)聚为一类;分离株TGJ2和TPJ1属于泛菌属(Pantoea);分离株TPJ2为欧文氏菌属

(Erwinia);菌株TPY5为鞘氨醇杆菌属(Sphingobacterium);分离株 TPY11和 TPY12为芽孢杆菌属
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(Bacillus);分 离 株 TGY2属 于 鞘 氨 醇 单 胞 菌 属(Sphingomonas);分 离 株 TGJ1为 新 鞘 氨 醇 杆 菌

(Novosphingobium);分离株 TPY17属于假单胞菌属(Pseudomonas);分离株 TGY1为黄单胞菌属

(Xanthomonas).结果表明桑树内生拮抗细菌在遗传和类群上表现出较为丰富的多样性特征.

3 讨 论

植物内生菌广泛存在于健康植物体内,是植物微生态系统的重要组成部分,对宿主的生长发育起着多

种生物学作用.本研究结合非培养法和培养法对桑树(桐乡青)内生菌的种群组成进行了系统、全面的研究.
为进一步了解桑树内生菌与宿主之间的关系,探究内生菌在植物体内的生命活动提供了依据,丰富了桑树

内生菌资源.通常香农多样性指数介于1.5~3.5之间[25],桑树内生菌培养法与非培养法的指数分别为

2.54和2.21,表明其多样性适中,与前人的研究相当,天目山山胡椒叶与茎中内生真菌香农多样性指数分

别为2.63和1.83[26],乔松松针和茎内生真菌的多样性指数分别为2.48和2.23[27].
非培养法和培养方法对桐乡青内生细菌种群组成差异较大,仅有两个共同菌属,且有不同的优势种群.

通过构建文库得到的细菌菌落丰富度高于分离培养方法,然而多样性指数显示培养法得到的内生菌多样性

要高于非培养法,该结果表明尽管传统分离培养得到的菌株数较少,但其组成较为复杂,结合稀疏曲线可

知,利用分离培养法对桑树内生细菌多样性的研究具有更高的潜力.Impullitti等人[24]对大豆内生真菌多样

性研究及 Mariana等人[28]对水果中内生细菌多样性研究,均得到培养法多样性指数高于非培养法.其原因

可能是非培养法存在的限制因素:首先,总基因组提取需大量的植物组织,会造成总DNA中糖类、盐等杂

质对后续的PCR扩增造成干扰[29];其次,总基因组在进行特异性扩增时存在PCR偏好性[24,30];第三,某

些菌株在植物内的浓度过小,非培养法无法检测[28-29];第四,本研究所构建的克隆文库只包含了16SrD-
NA的部分片段,ARDRA分型准确性有所下降[22];最后,由于实验条件限制,木质部无法被液氮速冻研

磨,本研究非培养法仅取桐乡青韧皮部进行试验,可能会造成其多样性下降.虽然非培养法存在上述局限

性,但传统分离方法亦存在菌株对培养基的选择性、不可培养菌株的存在、某些菌株生长缓慢竞争力差被

生长迅速的菌株淘汰等技术问题.有多个研究报道表明,非培养法与培养法得到的内生菌种结构不一致甚

至互补[29-32].因此非培养方法和培养方法结合使用可更有效、全面地研究植物内生菌的多样性,更有利于

探索内生菌与宿主之间的作用.
本研究从25个分离株中共筛选得到18株对一株或多株病原菌具有抑制作用的桑树拮抗性内生细菌,

占菌株总数的72%.其中有些菌株表现出较广的抑菌谱及较强抑菌活性,具有作为生物防治菌的潜能.以

上结果为进一步利用内生生防菌资源,探索对植物病害的安全有效的生物防治措施提供了材料及依据.但

拮抗菌的生物防治效果如何,尚需测定其在桑树体内的定殖力、持久性和回接后对桑树生长的影响,以及

通过防病效果的田间试验等加以证实,也将是下一步研究的重点.

参考文献:
[1] SUSHEELAMABN,张 林.桑树种质的抗旱性评估 [J].国外农学(蚕业),1992(1):34-36.
[2] 张光灿,杨吉华,赵新明,等.桑树根系分布及水土保持特性的研究 [J].蚕业科学,1996,23(1):59-60.
[3] 买买提依明,徐 立,夏庆友,等.新疆维吾尔自治区桑树自然分布区域的地理生态环境及桑树形态特征 [J].蚕业科

学,2008,34(2):294-297.
[4] 黄君霆,朱万民,夏建国,等.中国蚕丝大全 [M].成都:四川科学技术出版社,1996:854-855.
[5] 王储炎,范 涛,桂仲争,等.桑椹食品的开发探讨 [J].食品工业,2011(3):95-98.
[6] BARRAQUIO WL,REVILLAL,LADHAJK.IsolationofEndophyticBacteriaDiazotrophicBacteriafrom Wetland

Rice[J].PlantandSoil,1997,194(1):15-24.
[7] HANADARE,POMELLAAW,COSTAHS,etal.EndophyticFungalDiversityinTheobromaCacao(Cacao)and

T.grandiflorum (Cupuacu)TreesandTheirPotentialforGrowthPromotionandBiocontrolofBlack-PodDisease[J].

8 西南大学学报(自然科学版)     http://xbbjb.swu.edu.cn     第39卷



FungalBiology,2010,114(11/12):901-910.
[8] ARNOLDAE,MEIJIALC,KYLLOD,etal.FungalEndophytesLimitPathogenDamageinaTropicalTree[J].Pro-

ceedingsoftheNationalAcademyofSciencesoftheUnitedStatesofAmerica,2003,100(26):15649-15654.

[9] GONDSK,BERGENMS,TORRESMS,etal.EndophyticBacillusspp.ProduceAntifungalLipopeptidesandIn-

duceHostDefenceGeneExpressioninMaize[J].MicrobiologicalResearch,2015,172:78-87.
[10]HODGSONS,deCATESC,HODGSONJ,etal.VerticalTransmissionofFungalEndophytesisWidespreadinForbs

[J].EcologyandEvolution,2014,4(8):1199-1208.
[11]XIEJ,STROBELGA,MENDSMT,etal.CollophoraAceris,aNovelAntimycoticProducingEndophyteAssociated

withDouglasMaple[J].MicorbialEcology,2013,66(4):784-795.

[12]MARTINUZA,SCHOUTENA,SIKORARA.SystemicallyInducedResistanceandMicrobialCompetitiveExclusion:

ImplicationsonBiologicalControl[J].Phytopathology,2012,102(3):260-266.
[13]VENDANRT,YUYJ,LEESH,etal.DiversityofEndophyticBacteriainGinsengandTheirPotentialforPlant

GrowthPromotion[J].TheJournalofMicrobiology,2010,48(5):559-565.
[14]CONNVM,WALKERAR,FRANCOCM.EndophyticActinobacteriaInduceDefensePathwaysinArabidopsisThali-

ana[J].MolecularPlant-MicrobeInteractions,2008,21(2):208-218.

[15]路国兵,冀宪领,张 瑶,等.桑树内生细菌的分离及生防益菌的筛选 [J].蚕业科学,2007,33(3):350-354.
[16]谭广秀.具有抑菌活性的桑树内生菌的分离鉴定及其抑菌物质的研究 [D].镇江:江苏科技大学,2012.
[17]张飞官,高雅慧,任慧爽,等.桑疫病病原拮抗菌的分离、鉴定及发酵条件优化 [J].微生物学报,2013,53(12):

1285-1294.
[18]谢 洁,任慧爽,唐翠明,等.一株桑树内生细菌的鉴定和对桑椹核地杖菌的拮抗作用 [J].蚕业科学,2015,(5):

815-824.

[19]邱服斌.培养方法与非培养方法对人参根内生细菌的研究 [D].北京:首都师范大学,2007:3-8.
[20]程晓燕,李文军,王 芸,等.新疆野生胀果甘草内生细菌多样性的非培养初步分析 [J].微生物学报,2009,49(6):

718-725.

[21]CHELIUSMK,TRIPLETTEW.TheDiversityofArchaeaandBacteriainAssociationWiththeRootsofZeamaysL.
[J].MicrobialEcology,2001,41(3):252-263.

[22]孙 磊.非培养方法和培养方法对水稻内生细菌和根结合细菌的研究 [D].北京:首都师范大学,2006:29-30.
[23]吴晓菡.几种樟科和木兰科植物内生真菌多样性比较研究 [D].上海:华东师范大学,2011.
[24]IMPULLITTIAE,MALVICKDK.FungalEndophyteDiversityinSoybean[J].JournalofAppliedMicrobiology,

2013,114(5):1500-1506.
[25]GAZISR,CHAVERRIP.DiversityofFungalEndophytesinLeavesandStemsofWildRubberTrees(Heveabrasilien-

sis)inPeru[J].FungalEcology,2010,3(3):240-254.
[26]吴晓菡,李文超,秦路平.天目山山胡椒不同部位内生真菌组成及多样性分析 [J].植物资源与环境学报,2012,21(2):

107-113.
[27]QADRIM,RAJPUTR,ABDINMZ,etal.Diversity,MolecularPhylogeny,andBioactivePotentialofFungalEndo-

phytesAssociatedwiththeHimalayanBluePine(Pinuswallichiana)[J].MicrobialEcology,2014,67(4):877-887.
[28]DIASM,daCRUZPEDROZOMIGUELMG,DUARTEWF,etal.EpiphyticBacteriaBiodiversityinBrazilianCerra-

doFruitandTheirCellulolyticActivityPotential[J].Annalsofmicrobiology,2015,65(2):851-864.

[29]GUOLD,HYDEKD,LIEWEC.DetectionandTaxonomicPlacementofEndophyticFungiwithinFrondTissuesof

LivistonaChinensisBasedonrDNASequences[J].MolecularPhylogeneticsandEvolution,2001,20(1):1-13.
[30]ARNOLDAE,HENKDA,EELLSRL,etal.DiversityandPhylogeneticAffinitiesofFoliarFungalEndophytesin

LoblollyPineInferredbyCulturingandEnvironmentalPCR[J].Mycologia,2007,99(2):185-206.
[31]ZHOUSL,YANSZ,LIUQS,etal.DiversityofEndophyticFungiAssociatedwiththeFoliarTissueofaHemi-Para-

siticPlantMacrosolenCochinchinensis[J].CurrentMicrobiology,2015,70(1):58-66.

9第1期       任慧爽,等:桑树内生细菌多样性及内生拮抗活性菌群的研究



[32]ALLENTR,MILLART,BERCHSM,etal.CulturingandDirectDNAExtractionFindDifferentFungiFromthe

SameEricoidMycorrhizalRoots[J].NewPhytologist,2003,160(1):255-272.

ResearchonBiodiversityofEndophyticBacteria
andtheAntagonisticEndophytesinMulberry

RENHui-shuang, XU Wei-fang, WANGAi-yin,
ZUOWei-dong, XIE Jie

SchoolofBiotechnology,SouthwestUniversity/StateKeyLaboratoryofSilkwormGenomeBiology,Chongqing400715,China

Abstract:Inordertolayagoodfoundationfortheexplorationandutilizationofmulberryendophytere-

sources,thebiodiversityofendophytesinmulberrywasinvestigatedandantibioticendophyteswereob-

tainedinthisstudy.A16SrDNAclonelibrarywasconstructedbytheculture-independentapproach,and

thecommunitycharacteristicsofmulberryendophytesinTongxiangqing(avarietyofmulberry)werein-

vestigatedincombinationwiththetissueisolationculturemethod.Usingcommonplantpathogensasthe

target,antagonisticendophyteswerescreenedout.Theresultsobtainedwiththeculture-independent

methodshowedthatthe111positiveclonesinthelibraryconstructedbelongedto22operationaltaxonomic

units,involving10generaof3phyla.Amongthem,Sphingomonas,MassiliaandMethylobacterium were
thedominantpopulations.Twenty-fiveisolateswereobtainedfrom mulberrystemswiththeculture-de-

pendentmethodondifferentmedia.Theywereclassifiedinto15operationaltaxonomicunits,involving12

generaof3phyla,withEnterobacter,BacillusandPantoeabeingthedominantgenera.Thepopulations
ofendophyticbacteriaobtainedthroughtheculture-dependentmethodwerequitedifferentfromthose

gainedthroughtheculture-independentmethod.OnlyPseudomonasandSphingomonaswerecommongen-
erabetweenthem.Furthermore,boththebiodiversityindexandtheevennessindexofendophyticbacteria

obtainedthroughtheculture-dependentmethod(H'2.54,D0.91,J0.79)werehigherthanthosebythe
culture-independentmethod(H'2.21,D0.84,J0.48).Basedontheresultsofanantagonismassayof
10pathogens,asmuchas18endophyticbacteriainmulberryshowedinhibitoryactivityononeormore

pathogens.Itisconcludedfromwhatisstatedabovethatendophyticbacteriainmulberryhavegreatbiodi-

versityandcontainalargenumberofstrainswithantimicrobialactivity(72%ofthetotal).

Keywords:mulberryendophytes;culture-independentmethod;culture-dependentmethod;biodiversity;

antagonisticendophytes
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