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摘要:柑橘黄龙病(Citrus
 

Huanglongbing,
 

HLB)是一种由韧皮部杆菌属亚洲种(Candidatus
 

Liberibacter
 

asiaticus,
 

CLas)引起的毁灭性柑橘病害,
 

目前尚未发现高抗柑橘品种或特效防治药剂。
 

由于CLas尚无法体外纯培养,
 

本研

究自重病柑橘园无 HLB症状植株中分离纯化内生菌,
 

再利用Pseudomonas
 

syringae
 

pv.
 

tomato(Pst
 

DC3000)和

Ralstonia
 

solanacearum
 

pv.
 

tomato(Rst
 

GMI100)作为指示菌进行平板对峙试验初步筛选生防菌株;
 

以盐酸四环素

处理为对照,
 

通过半叶法和盆栽法评价生防菌株对CLas的生防作用;
 

通过形态学、
 

生理生化和分子生物学鉴定生

防菌株的分类地位,
 

以期为黄龙病的防控提供新手段。
 

通过上述试验方法自重病果园无症植株分离纯化获得64株

内生菌,
 

其中8株对Pst
 

DC3000和Rst
 

GMI100具有明显的拮抗活性。
 

半叶法组织抗性评价中的实时定量PCR

(Real-time
 

quantitative
 

PCR,
 

qPCR)检测结果表明,
 

在8株潜力生防菌中,
 

NS18Y101处理的柑橘叶片中CLas相对

含量降幅最大,
 

达到极显著(p<0.001),
 

与对照抗生素处理相似。
 

盆栽试验的qPCR结果表明,
 

与0
 

dpi
 

(days
 

post
 

inoculation)相比,
 

在30
 

dpi、
 

60
 

dpi和90
 

dpi时,
 

NS18Y101处理植株中的CLas相对含量均极显著下降,
 

与正对照

抗生素处理相似,
 

而负对照NA培养基处理植株中CLas相对含量无显著变化,
 

呈逐渐小幅上升趋势;
 

胼胝质测定

结果显示,
 

NS18Y101处理后60
 

dpi和90
 

dpi时胼胝质含量均显著降低。
 

这些结果表明NS18Y101对CLas具有明

显的生防作用。
 

再将菌株NS18Y101的16S
 

rRNA
 

基因核苷酸序列在NCBI数据库进行BLAST,
 

序列分析结果显

示,
 

其与贝莱斯芽孢杆菌(Bacillus
 

velezensis)序列同源性为100%,
 

在基于相近核苷酸序列构建的系统发育树上,
 

NS18Y101与B.
 

velezensis关系最近,
 

聚为一枝。
 

结合形态学观察和生理生化指标特征分析结果表明NS18Y101为

贝莱斯芽孢杆菌。
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Abstract:
 

Citrus
 

Huanglongbing
 

(HLB)
 

is
 

a
 

devastating
 

citrus
 

disease
 

caused
 

by
 

Candidatus
 

Liberibacter
 

asiaticus
 

(CLas).
 

To
 

date,
 

no
 

highly
 

resistant
 

citrus
 

varieties
 

or
 

specific
 

control
 

agents
 

have
 

been
 

identi-

fied.
 

Since
 

CLas
 

cannot
 

yet
 

be
 

cultured
 

in
 

vitro,
 

this
 

study
 

isolated
 

and
 

purified
 

endophytic
 

bacteria
 

from
 

HLB-free
 

citrus
 

trees
 

in
 

severely
 

diseased
 

orchards
 

;
 

Pst
 

DC3000
 

and
 

Rst
 

GMI100
 

were
 

then
 

used
 

as
 

indi-

cator
 

pathogens
 

in
 

plate
 

confrontation
 

assays
 

to
 

preliminarily
 

screen
 

biocontrol
 

strains;
 

Using
 

tetracycline
 

hydrochloride
 

treatment
 

as
 

a
 

control,
 

the
 

biocontrol
 

efficacy
 

of
 

the
 

biocontrol
 

strains
 

against
 

CLas
 

was
 

evaluated
 

through
 

half-leaf
 

method
 

and
 

pot
 

culture
 

method.
 

The
 

taxonomic
 

status
 

of
 

biocontrol
 

strains
 

was
 

identified
 

through
 

morphological,
 

physiological,
 

biochemical,
 

and
 

molecular
 

biological
 

analyses,
 

aiming
 

to
 

provide
 

new
 

approaches
 

for
 

the
 

prevention
 

and
 

control
 

of
 

Huanglongbing.
 

Through
 

the
 

aforementioned
 

experimental
 

methods,
 

64
 

endophytic
 

bacterial
 

strains
 

were
 

isolated
 

and
 

purified
 

from
 

symptomless
 

plants
 

in
 

severely
 

diseased
 

orchards,
 

among
 

which
 

8
 

exhibited
 

significant
 

antagonistic
 

activity
 

against
 

both
 

Pst
 

DC3000
 

and
 

Rst
 

GMI100.
 

Quantitative
 

real-time
 

PCR
 

(qPCR)
 

analysis
 

during
 

half-leaf
 

tissue
 

resistance
 

evaluation
 

indicated
 

that
 

among
 

the
 

eight
 

potential
 

biocontrol
 

strains,
 

citrus
 

leaves
 

treated
 

with
 

NS18Y101
 

exhibited
 

the
 

greatest
 

reduction
 

in
 

CLas
 

relative
 

content,
 

reaching
 

extreme
 

significance
 

(p<0.001),
 

comparable
 

to
 

the
 

antibiotic-treated
 

control.
 

The
 

qPCR
 

results
 

of
 

the
 

pot
 

experiment
 

indicated
 

that
 

compared
 

with
 

0
 

dpi
 

(days
 

post
 

inoculation),
 

the
 

relative
 

content
 

of
 

CLas
 

in
 

NS18Y101-treated
 

plants
 

decreased
 

significantly
 

at
 

30
 

dpi,
 

60
 

dpi
 

and
 

90
 

dpi,
 

similar
 

to
 

that
 

of
 

the
 

positive
 

control
 

(antibiotic
 

treat-

ment),
 

whereas
 

the
 

relative
 

content
 

of
 

CLas
 

in
 

the
 

negative
 

control
 

(NA
 

medium
 

treatment)
 

plants
 

showed
 

no
 

significant
 

change,
 

with
 

a
 

slight
 

increasing
 

trend
 

over
 

time;
 

Callose
 

deposition
 

assays
 

revealed
 

that
 

NS18Y101
 

treatment
 

significantly
 

reduced
 

callose
 

content
 

at
 

both
 

60
 

dpi
 

and
 

90
 

dpi.
 

These
 

results
 

indicate
 

that
 

NS18Y101
 

exhibits
 

significant
 

biocontrol
 

activity
 

against
 

CLas.
 

BLAST
 

analysis
 

of
 

the
 

16S
 

rRNA
 

gene
 

sequence
 

of
 

strain
 

NS18Y101
 

in
 

the
 

NCBI
 

database
 

revealed
 

100%
 

homology
 

with
 

Bacillus
 

velezensis.
 

On
 

the
 

phylogenetic
 

tree
 

constructed
 

based
 

on
 

similar
 

nucleotide
 

sequences,
 

NS18Y101
 

is
 

most
 

closely
 

related
 

to
 

B.
 

velezensis,
 

clustering
 

together
 

as
 

a
 

single
 

branch.
 

Combined
 

morphological
 

observations
 

and
 

analysis
 

of
 

physiological
 

and
 

biochemical
 

indicators
 

indicate
 

that
 

NS18Y101
 

is
 

Bacillus
 

velezensis.
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words:
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Liberibacter
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velezensis

柑橘作为世界第一大类水果,
 

在国际贸易中占据重要地位[1]。
 

柑橘黄龙病(Citrus
 

Huanglongbing,
 

HLB),
 

又称“黄梢病(Yellow
 

shoot)”“青果病(Greening)”,
 

由韧皮部杆菌属亚洲种(Candidatus
 

Liberi-

bacter
 

asiaticus,
 

CLas)引起,
 

该病菌侵染诱导韧皮部组织缓慢且系统性的免疫反应,
 

包括防卫相关基因
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的表达、
 

胼胝质沉积[2],
 

是一种对柑橘产业具有毁灭性的病害[3-4],
 

严重威胁我国柑橘产业的可持续发

展[5]。
 

柑橘感染黄龙病后,
 

叶片呈现黄绿斑驳、
 

畸形,
 

果实变小、
 

畸形、
 

品质下降,
 

根系腐烂,
 

最终全株

枯死[6]。
 

HLB主要为害芸香科的柑橘属(Citrus)和枳属(Poncirus)植物[7],
 

能通过柑橘木虱、
 

带病苗

木嫁接及菟丝子(Cuscuta)传播。
 

最新研究表明,
 

黄龙病显症叶片中CLas的增殖会显著降低内生菌群

落多样性[8],
 

因此通过深入挖掘柑橘内生细菌资源,
 

筛选具有生防潜力的功能菌株对于黄龙病的防

控具有重要意义。
 

柑橘黄龙病作为一种毁灭性病害,
 

至今仍缺乏有效抗病品种与根治药剂,
 

目前主要

依靠培育无毒苗木、
 

严格砍除病树、
 

大面积防治木虱进行综合防控[9-14]
 

。
 

抗生素处理[15-16]和生物防

治[17-18]也有报道,
 

但前者有悖于绿色防治的植保方向,
 

后者只能作为辅助手段。
 

目前,
 

许多学者对柑

橘内生细菌分离进行了研究,
 

Lacava等[19]从柑橘中分离出一株能够抑制柑橘传染性色变病原菌繁殖

的内生细菌;
 

刘起丽等[20]分离筛选出5株对柑橘青霉病菌有明显拮抗作用的内生细菌;
 

Munir等[21]

从柑橘中分离出一株枯草芽胞杆菌(Bacillus
 

subtilis)L1-21,
 

研究表明其对CLas具有一定拮抗作用,
 

在感病果园中病叶中脉的CLas滴度从109
 

log
 

CFU/g下降到104
 

log
 

CFU/g;
 

Yang等[22]利用多黏芽

孢杆菌(Paenibacillus
 

polymyx)KN-03对感染CLas的柑橘植株进行24次灌根处理后,
 

柑橘植株内

CLas滴度显著降低,
 

且促进了柑橘叶片的生长以及刺激活性氧的产生。
 

这些内生菌的研究与应用为

黄龙病的防控提供了新方向。
 

由于Clas至今仍无法实现体外人工培养,
 

其致病机理研究与防治技术

研发受到了极大的制约,
 

目前尚未发现有效防控黄龙病的抗病品种或特效药剂。
 

本研究从重病柑橘果

园无黄龙病症状植株组织中进行内生细菌分离,
 

对内生细菌进行组织抗性和盆栽抗性评价,
 

筛选出优

良生防菌株,
 

再对筛选出的生防菌株进行鉴定。

1 材料与方法

1.1 供试材料

试验于2023-2024年在西南大学柑桔研究所国家苗木脱毒中心实验室完成。

植株:
 

实验室前期芽接接种CLas的粗柠檬(Citrus
 

jambhiri)保存于本实验室隔离温室中;
 

自广西、
 

江西等地重病柑橘园采集的无症植株样品。

NA培养基(Nutrient
 

Agar
 

Medium):
 

蛋白胨10
 

g/L,
 

牛肉浸粉5
 

g/L,
 

葡萄糖10
 

g/L,
 

琼脂15
 

g/L,
 

使用NaOH调节pH值为7.0,
 

121
 

℃高温灭菌20
 

min,
 

4
 

℃冰箱保存。

1.2 引物设计

本研究使用的引物名称、
 

序列及用途见表1。

表1 本研究使用的引物信息

引物名称 引物序列(5'→3') 用途

HLB-OI1 GCGCGTATGCAATACGAGCGGCA CLas检测

HLB-OI2C GCCTCGCGACTTCGCAACCCAT

HLB-qF TCGAGCGCGTATGCAATACG CLas
 

qPCR检测

HLB-qR GCGTTATCCCGTAGAAAAAGGTAG

CsCOX-F GTATGGCCACGTCGCATTCCAGA 柑橘内参基因

CsCOX-R GCCAAAACTGCTAAGGGCATTC

1492R TACGGCTACCTTGTTACGACTT 扩增16S
 

rRNA序列

27F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
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1.3 柑橘内生细菌的分离、
 

纯化

自广西、
 

江西等地重病柑橘园采集无症植株样品,
 

采用常规的组织分离方法分离内生细菌。
 

用无菌

水冲洗柑橘无症状叶片,
 

在无菌的操作环境下,
 

将其放置在干燥的无菌滤纸上晾干,
 

使用无菌刀片将叶

片切取大小约为1.0
 

cm×1.0
 

cm的叶片组织和长度为1.0
 

cm的叶脉组织。
 

将切取的叶片和叶脉组织置

于浓度为75%的酒精中消毒浸泡约30
 

s,
 

再将叶片和叶脉组织置于装有3%次氯酸钠的烧杯中浸泡

1
 

min,
 

接着再次把叶片和叶脉组织置于浓度为75%的酒精中浸泡约30
 

s,
 

使用无菌水将其冲洗3次后,
 

用干燥的无菌滤纸吸干水分;
 

用酒精灯灼烧过的镊子挑取叶片和叶脉组织接种至灭菌后NA固体培养基

上,
 

每个平板各整齐放置4块叶片和叶脉组织,
 

在28
 

℃条件下的恒温恒湿培养箱中倒置培养2~3
 

d,
 

观

察统计菌落生长状况。

1.4 平板对峙试验

由于黄龙病菌无法体外培养,
 

采用两种指示病原菌平板对峙试验的方法,
 

对黄龙病菌的潜力生防菌株

进行初步筛选。
 

将指示病原菌菌株Pst
 

DC3000、
 

Rst
 

GMI100培养至对数生长期,
 

采用梯度稀释法调整浓

度为107
 

CFU/mL和108
 

CFU/mL,
 

分别用无菌拭子均匀涂抹在NA固体培养基上晾干。
 

使用无菌打孔器

将滤纸片打成直径为6.0
 

mm大小的小型滤纸片,
 

再用无菌镊子将小型滤纸片分别置于固体培养基两侧,
 

滴加内生细菌菌悬液(OD600=0.8)至滤纸片上晾干。
 

试验设置阳性对照(34
 

mg/mL
 

四环素)和阴性对照

(无菌水),
 

重复3次试验,
 

培养48
 

h后观察抑菌圈并测量其直径。

1.5 潜力生防细菌的组织抗性评价

参考谢帆[23]的方法并有所改动,
 

采用半叶法对潜力生防细菌的组织拮抗活性进行评价。
 

将感染黄

龙病且大小相同、
 

生长状态相似的叶片用无菌水清洗干净,
 

放置在无菌培养皿中,
 

叶柄处包裹微湿不滴

水的无菌棉,
 

培养皿中垫上2片滤纸并滴入适量无菌水以保湿。
 

将生防细菌菌液摇至OD600=0.8后,
 

在

叶片背面未取样的平行一侧进行针刺处理(用注射器的针在叶片上轻刺3~7下,
 

注意不要戳破叶片),
 

并用注射器注射相同量(0.5
 

mL)的菌液,
 

分别做内生菌处理、
 

抗生素(盐酸四环素)处理和水处理,
 

试验

设置4个重复。
 

用无菌滤纸擦干后密封培养皿,
 

置于28
 

℃恒温培养箱中培养96
 

h。
 

培养结束后,
 

从针刺

位置附近取样,
 

提取DNA并进行qPCR定量检测,
 

比较生防菌处理前后黄龙病菌含量的变化,
 

通过数据

分析和作图展示试验结果。

1.6 CLas的实时定量检测

将PCR检测黄龙病阳性的叶片根据形状大小、
 

生长状态相似性均匀分组,
 

分别提取阳性叶片在潜力生

防细菌处理前和处理后96
 

h的DNA,
 

定量到200
 

ng/μL。
 

以HLB-qF/HLB-qR为引物,
 

以柑橘COX 基因

为内参基因(CsCOX-F/CsCOX-R)进行qPCR检测。
 

试验设置3个生物学重复,
 

3个技术性重复,
 

采用

2-ΔΔCT 法计算CLas的相对含量(引物序列详见表1)。
 

以CLas相对含量的数值来评价潜力生防细菌的组织

抑菌活性。
 

使用Student􀆳s
 

t-test或ANOVA进行假设检验,
 

分析其显著性,
 

GraphPad
 

Prism
 

9.0进行绘图

(显著水平:
 

p<0.05表示差异显著,
 

p<0.01表示差异极显著)。

1.7 盆栽试验

参考南京[24]和王立等[25]的方法并有所改动。
 

将前期筛选保存的具有显著拮抗作用的生防菌株接种

于NA液体培养基中,
 

37
 

℃培养至生长对数期。
 

试验设置内生菌处理、
 

抗生素(盐酸四环素)处理和无菌

NA培养基处理,
 

各6个生物学重复。
 

选取发病一个月左右、
 

叶片有明显症状的粗柠檬植株,
 

每株植株

浇灌200
 

mL菌悬液,
 

每周浇灌1次,
 

共浇灌8次。
 

分别于0
 

dpi(days
 

post
 

infection,
 

dpi)、
 

30
 

dpi、
 

60
 

dpi、
 

90
 

dpi按植株东、
 

南、
 

西和北方位定量采集叶片样品,
 

分离叶脉组织液氮速冻后,
 

转移至-80
 

℃冰箱。
 

一部分样品使用植物DNA基因组提取试剂盒提取DNA,
 

用于qPCR检测;
 

其余样品供后续进行相关拮

抗活性评价测定使用。
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CLas的实时定量检测方法同1.6。
 

使用植物胼胝质ELISA检测试剂盒定量测定样品中胼胝质含量,
 

具体步骤参考说明书。

1.8 潜力生防菌株的鉴定

根据《伯杰氏细菌手册(第八版)》和《常见细菌系统鉴定手册》进行形态学鉴定、
 

革兰氏染色及生理生化

指标测定[26]。
 

使用细菌DNA基因组提取试剂盒提取潜力生防细菌DNA后,
 

采用细菌16S通用引物27F
和1492R扩增16S

 

rRNA序列,
 

将送至擎科公司进行测序的PCR产物基因序列进行BLAST序列比对,
 

下

载同源性较高的序列,
 

再利用 MEGA
 

11.0软件采用邻接法(Neighbor-Joining)构建系统发育树,
 

确定潜力

生防菌株的分类地位。

1.9 生防细菌的生长曲线

将生防细菌种子液按1%接种量接入100
 

mL
 

NA培养基(250
 

mL锥形瓶),
 

于37
 

℃、
 

180
 

r/min摇床

培养。
 

接种后开始监测,
 

每隔1
 

h监测一次,
 

监测时间范围为0
 

h到24
 

h。
 

测定吸光度时,
 

以无菌LB液体

培养基作为空白对照,
 

将分光光度计的波长设置为600
 

nm,
 

使用移液器将菌液缓慢加入比色皿中,
 

注意避

免产生气泡,
 

每个样品重复测定3次,
 

以获取不同时间点的吸光度数据,
 

生长曲线使用GraphPad
 

Prism
 

9.0进行绘制。

2 结果与分析

2.1 潜力生防细菌的离体抗性评价

采用传统的组织分离法从发病严重的果园中采集无症状植株叶片,
 

从中分离和纯化可培养的内生细菌

63株。
 

通过平板对峙法评估,
 

共筛选出13株对Pst
 

DC3000和Rst
 

GMI100均有拮抗作用的内生细菌,
 

其

中,
 

NS12Y101对Pst
 

DC3000和Rst
 

GMI100的抑菌圈最大,
 

均大于30
 

mm。
 

包括NS18Y101在内的7个

菌株对2种指示病原菌的抑菌圈直径均大于20
 

mm(表2、
 

图1),
 

表明其具有较高的抗菌活性;
 

其余5株菌

株也表现出一定的抗菌活性。
表2 柑橘黄龙病菌潜力生防细菌对指示病原菌的拮抗效果测定

丁香假单孢杆菌

Pseudomonas
 

syringae
 

pv.
 

tomato
 

(Pst
 

DC3000)

番茄劳尔氏菌

Ralstonia
 

solanacearum
 

pv.
 

tomato(Rst
 

GMI100)

NS12Y101 +++ +++

NS11Y104 ++ +++

NS16Y102 +++ ++

NS16Y101 ++ ++

NS19Y102 ++ ++

NS18Y102 ++ ++

NS18Y101 ++ ++

NS13M101 ++ ++

NS6Y102 + ++

Z1-9Y101 ++ +

Q2-3Y101 ++ +

NM8M102 + +

NS7Y103 + +

  注:
 

+表示抑制圈直径≥10
 

mm,
 

++表示抑制圈直径≥20
 

mm,
 

+++表示抑制圈直径≥30
 

mm。
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1:
 

NS12Y101;
 

2:
 

NS11Y104;
 

3:
 

NS16Y102;
 

4:
 

NS16Y101;
 

5:
 

NS19Y102;
 

6:
 

NS18Y102;
 

7:
 

NS18Y101;
 

8:
 

NS13M101;
 

9:
 

阳性对照;
 

10:
 

阴性对照;
 

A:
 

以Pst
 

DC3000为指示病原菌;
 

B:
 

以Rst
 

GMI1000为指示病原菌。

图1 潜力生防细菌对指示病原菌的拮抗效果

2.2 潜力生防细菌的组织抗性评价

对前述8株潜力生防菌株利用半叶法进行了组织抗性评价。
 

qPCR分析结果显示,
 

在试验处理后96
 

h,
 

CLas相对含量在阳性对照(抗生素处理组)中极显著下降,
 

在水对照组中无显著变化,
 

说明试验数据可靠。
 

所有潜力生防菌株处理组中CLas相对含量均表现为下降,
 

其中NS18Y101菌株处理组CLas相对含量降

幅最大,
 

达到极显著水平(p<0.001);
 

NS12Y101、
 

NS18Y102组表现为显著下降(p<0.01);
 

NS16Y101、
 

NS13M101和NS19Y102菌株处理组也呈现显著下降(p<0.05);
 

NS11Y104、
 

NS16Y102菌株处理组无显

著差异(图
 

2)。
 

试验结果初步表明NS18Y101对CLas具有良好的抑菌效果。

差异显著性通过t检验确定;
 

*表示p<0.05,
 

**表示p<0.01,
 

***表示p<0.001,
 

ns表示无显著差异,
 

下同。

图2 感染HLB叶片在潜力生防细菌接种前后的CLas相对含量

2.3 生防细菌的盆栽拮抗评价

2.3.1 生防菌株处理对CLas相对含量的影响

为了进一步评估NS18Y101对CLas的拮抗效果,
 

以盐酸四环素为阳性对照,
 

以NA培养基为阴性对
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照,
 

每处理组设置6个生物学重复开展盆栽拮抗评价。
 

CLas的qPCR检测结果如图3所示,
 

与0
 

dpi(days
 

post
 

inoculation)相比,
 

在30
 

dpi、
 

60
 

dpi和90
 

dpi时,
 

NS18Y101处理植株中的CLas相对含量均极显著下

降,
 

与同期抗生素处理植株的结果相似,
 

而NA培养基处理植株中CLas相对含量无显著变化,
 

呈逐渐小

幅上升趋势。
 

这进一步说明NS18Y101对CLas具有良好的拮抗作用。

****表示p<0.000
 

1。

图3 不同处理下HLB植株中CLas的含量变化

图4 不同处理下HLB植株中的胼胝质含量(60
 

dpi和90
 

dpi)

2.3.2 生防菌株处理对植株胼胝质含量

的影响

在生防菌株处理60
 

dpi和90
 

dpi后,
 

对柑橘植株进行胼胝质的测定。
 

结果显

示,
 

与 对 照 NA 培 养 基 处 理 相 比,
 

NS18Y101处理后胼胝质含量均显著降

低,
 

与抗生素处理相当(图4)。
 

这表明

NS18Y101可显著降低CLas侵染所导致

的胼胝质积累。

2.4 NS18Y101的鉴定

2.4.1 NS18Y101的形态学鉴定

在体式显微镜下观察到 NS18Y101

的菌落为表面有光泽,
 

边缘平滑且凸起白色圆形;
 

其细胞形状为杆状,
 

孢子为圆形或椭圆形;
 

革兰氏染色

结果表明NS18Y101为革兰氏阳性菌(图5)。

2.4.2 NS18Y101的生理生化鉴定

根据《常见细菌系统鉴定手册》对NS18Y101进行了部分生理生化测定,
 

结果见表3。
 

生理生化特征分

析显示,
 

菌株NS18Y101具有硝酸盐还原的能力,
 

且在
 

V-P、
 

MR及吲哚试验中均呈阴性反应,
 

表明其缺乏

葡萄糖发酵能力及色氨酸分解代谢途径。
 

该生防菌株还可高效分解葡萄糖、
 

蔗糖、
 

D-甘露醇及D-山梨醇等

碳水化合物,
 

但缺乏乳糖代谢能力。
 

氮源利用方面,
 

NS18Y101菌株可利用硝酸铵、
 

硫酸铵、
 

氯化铵及尿素

等无机氮源。
 

环境适应性评估显示,
 

NS18Y101生防菌株可达到7%的耐盐阈值,
 

且可在60
 

℃高温环境中

存活,
 

但在低温(4
 

℃)条件下均无法存活。
 

酸碱耐受性试验表明,
 

杆菌NS18Y101可在
 

pH值5.7~9.0范

围内生长。
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图5 NS18Y101的菌落形态及细胞、
 

孢子形态

表3 生防细菌NS18Y101的生理生化测定结果

特征指标 反应 特征指标 反应

V-P测定 - 尿素 +

MR测定 - 2%NaCL培养基 +

硝酸盐还原 + 5%
 

NaCL培养基 +

吲哚测定 - 7%
 

NaCL培养基 +

葡萄糖 + 4
 

℃的生长温度 -

乳糖 - 28
 

℃的生长温度 +

蔗糖 + 37
 

℃的生长温度 +

D-甘露醇 + 60
 

℃的生长温度 +

D-山梨醇 + 生长pH值为5.7 +

硝酸钠 + 生长pH值为7.0 +

硫酸铵 + 生长pH值为9.0 +

氯化铵 +

  注:
 

“+”为阳性反应,
 

“-”为阴性反应。

M:
 

DL2
 

000
 

DNA
 

Marker;
 

1~2:
 

NS18Y101;
 

3~4:
 

阳性对照。

图6 潜力生防细菌的PCR扩增产物凝胶电泳图

2.4.3 NS18Y101的分子生物学鉴定

提取 NS18Y101菌 株 的 DNA,
 

利 用 细 菌16S
 

rRNA
 

基因的通用扩增引物27F/1492R进行PCR。
 

结果显示成功扩增出单一且清晰的条带,
 

与预期长度

一致(图6),
 

测序用于进一步序列分析。

将NS18Y101的16S
 

rRNA序列在NCBI数据库

BLAST中进行BLAST比对,
 

下载同源性较高的序

列并构建系统发育树。
 

序列比对结果显示NS18Y101
与Bacillus

 

velezensis 序列同源性最高,
 

为100
 

%。
 

在系统发育树上,
 

NS18Y101与 Bacillus
 

velezensis
(OR064260.1)聚为一枝,

 

形态特征、
 

生理生化特征

结合分子序列测定结果确定 NS18Y101为贝莱斯芽

孢杆菌(图7)。

2.5 NS18Y101的生长曲线测定结果

对具有CLas显著拮抗作用的菌株 NS18Y101进行生长曲线测定。
 

试验结果如图8显示,
 

菌株在
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图7 基于16S
 

rRNA基因序列构建的生防细菌NS18Y101系统发育树

图8 生防细菌NS18Y101生长曲线

0~3
 

h为迟缓期,
 

OD600 值增长缓慢,
 

接

着进入对数期,
 

4~16
 

h期间芽孢杆菌迅

速繁殖,
 

OD600 值急剧上升。
 

16~21
 

h进

入稳定期,
 

生长速度相对稳定,
 

OD600 值

均在2.700上 下 波 动。
 

21
 

h后 进 入 衰 亡

期,
 

OD600 值逐渐下降。

3 讨论与结论

3.1 讨论

3.1.1 贝莱斯芽孢杆菌 NS18Y101的黄龙

病抗性评价

作为全球第一大经济作物,
 

柑橘产业已

在我国覆盖20余个省份,
 

其年产量和种植

面积均居世界前列[27]。
 

然而,
 

由韧皮部杆菌引发的柑橘黄龙病已成为威胁柑橘产业可持续发展的毁灭性病

害,
 

具有发病迅速、
 

防治困难、
 

致死率高等特点,
 

可导致染病植株在3~5年内完全丧失结果能力,
 

造成重

大经济损失[28]。
 

目前,
 

针对柑橘黄龙病的防治手段仍以化学药剂和砍伐病树为主,
 

但长期使用农药易导致

环境污染和抗药性问题,
 

且无法从根本上解决病原菌的系统性侵染难题。
 

已有不少学者研究发现抗生素在

柑橘黄龙病防治中具有显著效果,
 

赵学源等[14]研究发现,
 

带病芽条经过四环素族抗生素浸泡后嫁接、
 

生长

正常的植株在5~6年内没有复发病害,
 

亦不带有病原;
 

姚廷山[15]等研究发现土霉素可有效抑制黄龙病菌

亚洲种,
 

减少柑橘叶片内淀粉含量,
 

增加柑橘产量。
 

因此,
 

本试验通过组织抗性评价和盆栽拮抗活性评价

对前期筛选的8株对指示病原菌具有明显拮抗作用的潜力生防细菌开展研究,
 

其中贝莱斯芽孢杆菌

NS18Y101能够显著抑制CLas的增长,
 

抑制效果与抗生素相当,
 

可降低植株中胼胝质的积累,
 

表明这株生

防细菌菌株具备开发为柑橘黄龙病生物防治菌剂的潜力。
 

但是经过贝莱斯芽孢杆菌NS18Y101处理的黄龙

病植株与对照组相比症状并没有减轻,
 

可能是由于黄龙病植株的免疫力会随病害的侵染逐渐下降,
 

若植株

已处于衰弱状态(筛管坏死),
 

即使CLas被抑制,
 

植株也难以恢复正常生长,
 

症状因此无法缓解。
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目前,
 

贝莱斯芽孢杆菌NS18Y101可能是通过产生抗菌肽、
 

脂肽类化合物等直接破坏CLas的细胞膜

结构,
 

抑制其DNA复制和代谢活动,
 

从而降低病原菌活性;
 

也可能与CLas争夺柑橘树体内的碳源、
 

氮源

及铁离子等关键营养物质,
 

抢占生态位,
 

从而抑制CLas增殖;
 

亦或是激发柑橘树自身防御系统,
 

提升过氧

化物酶、
 

多酚氧化酶等防御酶活性,
 

增强植株对CLas的抗性,
 

来减少病原菌侵染和扩散。
 

具体的作用机制

目前尚不清楚,
 

还有待挖掘。

3.1.2 潜力生防菌株的分离与鉴定

有研究发现,
 

贝莱斯芽孢杆菌在抑制CLas具有重要作用,
 

如胡党振等[29]所报道的贝莱斯芽孢杆菌

No.4菌剂可改善根际环境,
 

从而诱导柑橘植株的抗黄龙病能力[29]。
 

为提高生防菌株的抑菌潜力和生态适

应性,
 

本研究从发病严重的生产果园中无症状植株上采集了叶片样本,
 

用于分离、
 

筛选出对CLas具有高

效抑菌活性的生防细菌。
 

由于黄龙病菌无法体外培养,
 

本研究以丁香假单孢杆菌、
 

番茄劳尔氏菌为指示病

原菌,
 

通过对叶片样品中的微生物进行挖掘,
 

从叶片样本片中分离得到13株具有生防潜力的内生细菌;
 

又

通过组织抗性评价和盆栽评估法筛选出对CLas具有显著拮抗作用的NS18Y101;
 

再经过形态学、
 

分子生

物学、
 

生理生化鉴定,
 

发现NS18Y101为贝莱斯芽孢杆菌菌株。
 

本研究成功分离并筛选出1株具有生防潜

力、
 

稳定代谢活性和环境适应能力的芽孢杆菌,
 

为已开展的温室柑橘黄龙病植株防控效果验证提供了重要

理论支撑。

3.2 结论

经过形态学、
 

分子生物学及生理生化综合鉴定,
 

从重病果园无 HLB症状植株上分离获得的菌株

NS18Y101是对CLas有显著拮抗作用的贝莱斯芽孢杆菌。
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