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蕙兰病株根部内生细菌种群变化

杨摇 娜1,2, 杨摇 波1,*

(1. 中国科学院武汉植物园,中国科学院植物种质创新与特色农业重点实验室,武汉摇 430074;

2. 中国科学院研究生院, 北京摇 100049)

摘要:为了研究褐斑病与蕙兰根部内生细菌群落结构和多样性的关联,从野生蕙兰健株和褐斑病株根部分离出内生细菌 112
株,采用核糖体 DNA 扩增片段限制性酶切分析(ARDRA),研究了健株和病株内生细菌多样性与群落结构。 将内生细菌纯培养

物扩增近全长的 16S rDNA,并用 ARDRA (Amplified Ribosomal DNA Restriction Analysis) 对所分离的菌株进行分型,根据酶切图

谱的差异,将健株中的内生细菌分成 8 个 ARDRA 型,病株分成 13 个 ARDRA 型。 并选取代表性菌株进行 16S rDNA 序列测定。
结果表明,健株分离出内生细菌 6 个属,优势菌群为 Bacillus;病株分离出 11 个属,优势菌群为 Mitsuaria 和 Flavobacterium。 通过

回接兰花植物和初步拮抗实验发现,从病株分离出的 H5 号菌株 (Flavobacterium resistens)使兰花产生病症,而健株中的 B02
(Bacillus cereus) 和 B22 号菌株 (Burkholderia stabilis) 对菌株 H5 有拮抗作用。
关键词:蕙兰;内生细菌;群落结构;ARDRA;16S rDNA

Population dynamics of endophytic bacteria isolated from the roots of infected
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Abstract: A study was conducted to investigate the community structure and the diversity of culturable endophytic bacteria
in the root tissues of healthy and diseased plants of Cumbidium faberi Rolfe collected from Hubei Province of China. The
endophytic bacteria were identified by characterization of cultural features, and some molecular features using methods of
amplified ribosomal DNA restriction analysis (ARDRA) and sequence homology comparisons. Results showed that a total of
112 bacterial isolates were obtained, 53 strains from healthy plants and 59 strains from diseased plants of C. faberi. The
amount of bacteria reached 1. 33伊105cfu / g in healthy plants, whereas was 1. 21伊104cfu / g in the plants infected with brown
spot disease. The number of endophytic bacteria decreased in the diseased plants. Comparison of the AluI鄄restriction
patterns of the 16S rDNA sequence showed that 112 bacterial isolates from diseased plants could be grouped into 13
operational taxonomic units (OTUs). The OTU10 and OTU11 were the major groups accounting for 13 and15 isolates,
respectively. The bacterial isolates from healthy plants could be grouped into 8 OTUs and OTU1 was the major group
accounting for 24 isolates. The representative strains for these OUTs were selected for characterization of the 16S rDNA
sequences. Phylogenetic analysis on the basis of the 16S rDNA sequences from this study and from related bacterial species
in the GenBank database showed that the representative bacterial isolates from the healthy plants of C. faberi belonged to six
genera, Bacillus, Rhizobium, Burkholderia, Paenibacillus, Pseudomonas and Microbacterium. The genus Bacillus was the
dominant bacteria, followed by Paenibacillus and Burkholderia. The bacterial isolates from diseased plants of C. faberi
belonged to eleven genera, Mitsuaria, Flavobacterium, Bacillus, Enterobacter, Brevundimonas, Pedobacter, Burkholderia,



http: / / www. ecologica. cn

Sphingomonas, Mucilaginibacter, Pseudomonas and Microbacterium. The dominant genera were Mitsuaria and
Flavobacterium, followed by Burkholderia. The phylogenetic diversity of endophytic bacteria in diseased plants of C. faberi
were different from that in healthy plants of C. faberi. Results also showed that the diversity of the endophytic bacterial
community from diseased plants of C. faberi was higher than that in healthy plants of C. faberi. The dominant OTUs from
diseased plants were suspected to be pathogens of C. faberi. Thus, representative bacterial isolates were selected to
inoculate healthy plants of C. faberi, Ascocentrum ampullaceum and Cymbidium goeringii. Results showed that isolate H5 of
Flavobacterium resistens from a diseased plant of C. faberi was pathogenic on leaves of C. faberi, Ascocentrum ampullaceum
and Cymbidium goeringii. The endophytic bacterial isolates B02 of Bacillus cereus and B22 of Burkholderia stabilis from
healthy plants were found to be antagonistic to the isolate H5 of F. resistens. These results indicate that the endophytic
bacterial community in healthy plants and diseased plants of C. faberi differs greatly and the difference may be the cause
responsible for brown spot disease in C. faberi.

Key Words: Cymbidium faberi; endophytic bacterial; community structure; ARDRA; 16S rDNA

植物内生细菌(Endophytic bacteria)是指能在健康植物组织内栖居而对植物不造成实质性危害,并与植物

建立了和谐联合关系的微生物[1鄄2],是植物微生态系统中的重要组成成分。 研究表明,植物内生细菌具有防

病[3]、固氮[4]、促生[5]、促进植物合成多种生长激素[6]、增强宿主植物的抗逆性[7] 等生物学作用。 因此,内生

细菌在促生和生防方面具有重要作用。
蕙兰(Cymbidium faberi Rolfe)为兰科兰属多年生地生植物,在迁地保育过程中,由于微生态环境的变化,

造成保育率极低,而内生菌又是微生态系统中的重要组成成分,所以我们要对兰花内生菌进行研究。 目前,对
兰科植物微生态系统中的微生物研究主要集中在与兰花根共生的菌根真菌,而对内生细菌的研究较少,有关

蕙兰内生细菌种群及其动态的研究,国内外未见报道。 本文对蕙兰病株内生细菌的种群变化进行了研究,试
图揭示健株与病株内生细菌群落结构的差异,对进一步了解蕙兰抗病性具有重要意义。
1摇 材料与方法

1. 1摇 样品的采集

2009 年 9 月于湖北省随州大洪山(31毅49忆 37义N,113毅02忆60义E)采集蕙兰健株和褐斑病株,当天带回实验室

进行内生细菌的分离。
1. 2摇 培养基、主要试剂与仪器

R2A 培养基:酵母粉 0. 5g,胰蛋白胨 1g,蔗糖 0. 5g,淀粉 0. 5g,磷酸氢二钾 0. 3g,硫酸镁 0. 024g,丙酮酸钠

0. 3g,琼脂 15g,水 1000mL,pH 7. 2。
PCR 试剂、限制性内切酶等购自 TaKaRa 公司。 PCR 仪(Bio鄄Rad 公司,S1000TMThermal Cycler),凝胶成像

分析仪(Bio鄄Rad 公司,Gel鄄DOCTM XR)。
1. 3摇 内生细菌的分离与纯化

将采回的样品用水冲洗干净,分别称取健株与病株 2 年生根 1g,用 1%的次氯酸钠消毒 3min,然后用无菌

水冲洗 3 次,再将表面杀菌后的兰根置于灭菌的研钵中充分研磨,加入 10 mL 无菌水,静止 15min,再将上清

液按梯度稀释到 10-4,取 0. 1 mL 各个梯度的碾磨液涂布于 R2A 平板上,每个处理重复 3 次,28益暗培养。 取

最后一次冲洗液 0. 1 mL 涂布平板进行培养,作为表面消毒的对照。
选择菌落数在 30—100 范围的平板,将所有单菌落分别转接划线在 R2A 平板上,纯化后接斜面于 4益

保存。
1. 4摇 内生细菌的生理生化性状测定

观察菌落的颜色、大小、光泽度、边缘、透明度、凸起的形状等。 生理生化实验测试了内生细菌碳源利用和

酶活反应,方法参照 API 20NE 及其操作程序。
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1. 5摇 PCR 扩增

1. 5. 1摇 PCR 反应简易模板的制备

用热裂解法快速提取细菌总 DNA[8]。 菌株在 R2A 平板上 28益活化培养 12—24h,用接种环挑取单菌落

少许至 20滋L 无菌 ddH2O 中,95益水浴 10min,立即置于冰上 2min,10 000伊g 瞬时高速离心,取上清液 2滋L 作

为 PCR 反应模板。
1. 5. 2摇 16S rDNA 扩增

采用细菌通用引物(27f, 5忆鄄GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG鄄 3忆和 1495r,5忆鄄CTACGGCTACCTTGTTACGA鄄
3忆),由 Invitrogen 公司合成,用于分离物的 16S rDNA 扩增。 扩增体系为 20 滋L:ddH2O 11. 9 滋L,DNA 模板 2郾 0
滋L,引 物 (150 ng / 滋L) 各 1. 0 滋L, dNTPs (10 mmol / L) 0. 4 滋L,10伊buffer 2. 0 滋L,MgCl2(25 mmol / L) 1郾 2
滋L,Taq 酶(1U / 滋L) 0. 5 滋L。 PCR 扩增条件:95益预变性 90 s,94益变 30 s,60益退火 30 s, 72益延伸 2 min,5
次循环,95 益 30 s,55 益 30 s,72 益 2 min,5 次循环;95 益 30 s,50 益 30 s,72 益 2min,25 次循环;72 益 10
min,1. 2%琼脂糖凝胶电泳检测 PCR 扩增产物。
1. 6摇 核糖体 DNA 扩增片段限制性酶切分析 (ARDRA)

酶切反应体系为:PCR 产物 5 滋L,限制性内切酶 Alu I (10 U / 滋L) 0. 3 滋L,10伊buffer 2 滋L,ddH2O 补充体

系至 20 滋L,37 益酶切 4 h。 酶切产物用 2. 5%琼脂糖凝胶电泳检测后进行酶切带型的分析[9]。
1. 7摇 16S rDNA 扩增产物的测序及系统发育树的构建

根据 ARDRA 酶切图谱的差异进行分析聚类,划分为不同的操作分类单元(Operational Taxonomic Unit,
OTU)。 选取每个 OTU 中的代表性菌株进行 16S rDNA 扩增, PCR 产物由北京六合华大基因科技股份有限公

司完成纯化和测序工作。
根据测序结果,从 GenBank 数据库中,选取同源性较高的相似序列,用 MEGA4. 1 软件分析和构建系统发

育树[10]。
1. 8摇 回接植物实验

将分离出来的代表性菌株在 R2A 平板上活化 12—24h,选取无菌的兰花组培苗,置于事先灭菌的培养皿

中。 采用针刺法接种,用接种针分别挑取代表性菌株回接到兰花叶片上,每个叶片接种 3 个点,25益 恒温保

湿培养,以无菌水接种健康叶片作为对照。 观察对兰花的影响情况。
1. 9摇 拮抗实验

把通过回接试验使兰花产生病症的菌株接种到液体 R2A 培养基中,30益、140r / min 恒温摇床培养 12—
24h。 取 100滋L 菌悬液涂布在灭过菌的 R2A 固体平板上,点上待测菌株,用无菌水做对照,放在 28 益温箱中

培养,观察抑菌圈的有无,记录实验结果。
2摇 结果

2. 1摇 蕙兰内生细菌的分离

分别对蕙兰健株和病株进行内生细菌的分离,结果表明,健株根部可培养内生细菌数量为 1. 3伊105cfu / g,
而病株数量仅为 1. 2伊104cfu / g。 选择菌落数在 30—100 范围的稀释度平板,将同一平板上的所有单菌落分别

进行分离纯化,共得到 112 株纯培养物,其中健株分离出 59 株,病株分离出 53 株。
2. 2摇 内生细菌的 ARDRA 分析

将 112 株纯培养物分别制备 PCR 简易模板,扩增近全长的 16S rDNA,共获得约 1400bp 的目的片段。 用

限制性内切酶 Alu玉对 PCR 扩增产物进行酶切,根据酶切图谱的差异聚类,每一个特有的 ARDRA 类型代表一

个操作分类单元(OTU)。 将健株内生细菌划分为 8 个不同的 OTU,即 OTU1—OTU8(图 1),属于 OTU1 的有

24 个菌株,占总细菌数的 40. 67% ,为优势菌群;OTU3 和 OTU7 各含 11、9 个菌株,分别占总细菌数的

18郾 64% 、15. 25% ,为次优势种群。 病株划分为 13 个不同的 OTU,即 OTU9—OTU21(图 2),属于 OTU11 和

OTU10 的各含 15、13 个菌株,分别占总细菌数的 28. 30% 、24. 53% ,为优势种群,OTU16 有 5 个菌株,占总细
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菌数的 9. 43% ,为次优势种群。

图 1摇 蕙兰健株内生细菌 ARDRA 类型

摇 Fig. 1 摇 Agarose gel electrophoresis of amplified 16S rDNA

digested with endonuclease Alu I from 59 strains isolated from

healthy plant

图 2摇 蕙兰病株内生细菌 ARDRA 类型

摇 Fig. 2 摇 Agarose gel electrophoresis of amplified 16S rDNA

digested with endonuclease Alu I from 53 strains isolated from

infected plant

2. 3摇 16S rDNA 序列相似性比较及系统发育分析

根据 ARDRA 结果,选取每个 OTU 中的代表性菌株,测定其 16S rDNA 序列,将分离菌株的 16S rDNA 序

列在 GenBank 数据库中进行相似性比较,选取同源性较高的菌株并与之构建系统发育树(表 1,图 3)。 结果

表明:健株中的 8 个 OTU 分别属于芽孢杆菌属(Bacillus)、根瘤菌属(Rhizobium)、

表 1摇 蕙兰内生细菌 OTUs代表性菌株序列相似性比较

Table 1 摇 16S rDNA sequence similarity between representative strains from each OTU and reference taxa (B represent the endophytic bacteria

isolated from healthy plant; H represent the endophytic bacteria isolated from infected plant)

操作分类单元
OTUs

代表性菌株登录号
Representative strain
GenBank Acc. No.

最相似菌株
The closest NCBI match

相似性
Similarity / %

菌株数 / 个
No. of strains

比例
/ %

OTU1 B02 Bacillus cereus(GQ199591) 100 24 40. 67
OTU2 B09 Rhizobium tibeticum(EU256404) 99. 4 2 3. 39
OUT3 B22 Burkholderia stabilis(AF148554) 99. 4 11 18. 46
OTU4 B13 Bacillus megaterium(D16273) 99. 2 4 6. 78
OTU5 B05 Microbacterium flavescens(AB004716) 99. 3 1 1. 69
OTU6 B50 Pseudomonas frederiksbergensis(AJ249382) 99. 6 5 8. 47
OTU7 B48 Paenibacillus phyllosphaerae (AY598818) 95. 1 9 15. 25
OTU8 B15 Paenibacillus pabuli (AB073191) 99. 4 3 5. 08
OTU9 H1 Bacillus aryabhattai (EF114313) 100 4 7. 55
OTU10 H5 Flavobacterium resistens (EF575563) 97. 4 13 24. 53
OTU11 H3 Mitsuaria chitosanitabida (AB006851) 99. 2 15 28. 30
OTU12 H6 Pedobacter sp. A48 (EU194884) 97. 0 1 1. 87
OTU13 H20 Bacillus stratosphericus (AJ831841) 99. 9 1 1. 87
OTU14 H12 Enterobacter hormaechei (AJ508302) 98. 5 2 3. 77
OTU15 H10 Brevundimonas bullata (D12785) 99. 4 1 1. 87
OTU16 H31 Burkholderia sediminicola (EU035613) 99. 7 5 9. 43
OTU17 H38 Sphingobium amiense (AB047364) 98. 1 1 1. 87
OTU18 H40 Microbacterium esteraromaticum (Y17231) 99. 7 2 3. 77
OTU19 H43 Flavobacterium chungangense(EU924275) 98. 4 3 5. 66
OTU20 H45 Mucilaginibacter kameinonensis(AB330392) 98. 8 4 7. 55
OTU21 H48 Pseudomonas nitroreducens(AM088474) 99. 5 2 3. 77
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伯克 氏 属 ( Burkholderia )、 类 芽 孢 杆 菌 属 ( Paenibacillus )、 假 单 胞 菌 属 ( Pseudomonas ) 和 微 杆 菌 属

(Microbacterium),共 6 个属。 其中优势菌群为 Bacillus,次优势菌群为 Paenibacillus 和 Burkholderia。 病株中的

13 个 OTU 分别属于 Mitsuaria、黄杆菌属(Flavobacterium)、Bacillus、肠杆菌属(Enterobacter)、Brevundimonas、
Pedobacter、Burkholderia、Sphingomonas、Mucilaginibacter、Pseudomonas、Microbacterium,共 11 个属。 其中优势菌

群为 Flavobacterium 和 Mitsuaria,次优势菌群为 Burkholderia。 各 OTU 类群中代表性菌株的主要生理生化特征

与其所归属的属也基本吻合(表 2,表 3)。

图 3摇 基于 16S rDNA 序列同源性的蕙兰内生细菌系统发育树

Fig. 3摇 Phylogenetic tree of endophytic bacteria from Cymbidium faberi based on 16S rDNA sequences

Numbers in parentheses are the GenBank accession numbers; Bar indicates 1% sequence divergence. Bootstrap supporting values are shown at

branch nodes

2. 4摇 蕙兰病株与健株根部内生细菌差异

蕙兰健株中分离出来的内生细菌种类比病株的少,健株中优势种群为 Bacillus,而病株为 Flavobacterium
和 Mitsuaria(图 4)。
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表 2摇 代表菌株碳源利用

Table 2摇 Carbon source utilization among representative strains

碳源 Carbon source B02 B09 B22 B13 B05 B50 B48 B15 H1 H5 H3 H6 H20 H12 H10 H31 H40 H43 H45

D鄄葡萄糖 D鄄glucose + + + + + + + + + + + + + + + + + + +
L鄄阿拉伯糖 L鄄arabinose - + + + + + + + + + + + + + - + - + +
D鄄甘露糖 D鄄mannose - + + - + + - - - + + - + + - - + + -
D鄄甘露醇 D鄄mannitol - + + + + + + + + + + + + + - + + - +
N 鄄乙酰氨基葡萄糖
N鄄acetyl鄄glucosamine + - + + + + + + + + + + + + + + + + +

D鄄麦芽糖 D鄄maltose + - - + + + + + + + + + - + + + + + +
葡萄糖酸钾 Potassium gluconate + + + + + + + + + - + + + + - + + - +
癸酸 Capric acid - - + - - + - - - - - - + - + - - - -
己二酸 Adipic acid - - + - - - + - - - - - - - - - - - -
苹果酸 Malic acid + + + + + + + - + - + + + + + + - - +
柠檬酸钠 Trisodium citrate + + + + + + + - + - + + + + - + - - +
苯乙酸 Phenylacetic acid - - + - - - + - - - - - - + - - - - -

摇 摇 +: 阳性 positive;-: 阴性 negative

表 3摇 代表菌株酶活反应

Table 3摇 The result of enzyme activity test among representative strains

活性成分 Active ingredients B02 B09 B22 B13 B05 B50 B48 B15 H1 H5 H3 H6 H20 H12 H10 H31 H40 H43 H45

硝酸钾 Potassium nitrate + + - + - - - + + + + + + + + + + - -

色氨酸 Tryptophane - - - - - - - - - - - - - - - - - - -

D鄄葡萄糖 D鄄glucose - - - - - - - - - - - - - + - - - - -

精氨酸二水解酶
Arginine Dihydrolase - - - - - - - - - - - - - + - - - - -

尿素酶 UREase - + - - - - + - - - - - - + - - - - -

半乳糖苷酶 茁鄄glucosidase + + + + + + - + + + + + + + + + + + +

蛋白酶 Protease + - + + - + + - + - + + + + - + + + +

半乳糖苷酶 茁鄄galactosidase - + + + + + - + + + + + + + + + + + +

细胞色素氧化酶
Cytochrome oxidase + + + - - + - + - + + - + - + - - + -

摇 摇 +: 阳性 positive;-: 阴性 negative

图 4摇 蕙兰根部内生细菌数量及种类的变化

Fig. 4摇 Shifts in the endophytic bacteria diversity in response to pathogen infection in the root tissues of Cymbidium faberi
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2. 5摇 回接植物与拮抗实验

将分离出的代表性菌株回接兰花,结果显示从病株中分离出的 H5 号菌株接种 2d 后叶片开始出现斑点

状,并逐渐扩展为深褐色,部分兰花周围有水渍状晕圈(图 5—图 7)。 对照叶片未见症状(图 8—图 10)。

图 5摇 菌株 H5 回接蕙兰

Fig. 5摇 Strain H5 inoculate Cymbidium faberi

图 6摇 H5 菌株回接鸟舌兰

Fig. 6摇 Strain H5 inoculate Ascocentrum ampullaceum

图 7摇 菌株 H5 回接金边春兰

Fig. 7摇 Strain H5 innoculate Cymbidium goeringii

图 8摇 回接金边春兰实验对照

摇 Fig. 8 摇 Symptom produced on Cymbidium goeringii plant by

inoculation of distilled water

把分离出来的菌株与 H5 菌株做拮抗实验,结果发现,从健株分离出来的 B22 和 B02 菌株对 H5 菌株有抑

制作用(图 11,图 12)。
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图 9摇 回接蕙兰实验对照

摇 Fig. 9 摇 Symptom produced on Cymbidium faberi plant by

inoculation of distilled water

图 10摇 回接鸟舌兰实验对照

摇 Fig. 10摇 Symptom produced on Ascocentrum ampullaceum plant

by inoculation of distilled water

图 11摇 B22 对 H5 的拮抗效果图

Fig. 11摇 The hadantagonistic action of bacteria B22 to strain H5

图 12摇 B02 对 H5 的拮抗效果图

Fig. 12摇 The hadantagonistic action of bacteria B02 to strain H5
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3摇 讨论与结论

3. 1摇 讨论

本文采用 ARDRA 方法对从蕙兰病株和健株中分离培养的 112 株内生细菌进行分析,比较其种群结构与

多样性。 结果表明,两者种群结构存在明显差异,无论是数量还是种类上都有所不同,这为下一步了解蕙兰抗

病性打下了基础。
研究中发现,健株内生细菌的种类比病株的少,健株中的内生细菌分为 8 个 OTUs,共 6 个属,而病株分为

13 个 OTUs,共 11 个属。 植物内生菌的种群结构不仅与植物的种类、基因型有关,还与环境条件、生长状态有

关,存在复杂的多样性。 一般来讲,生物多样性是衡量生态系统稳定和健康的一个重要指标[11]。 Reiter 等的

研究表明,马铃薯内生细菌的群落结构与病原菌的存在和消失有密切关系,受 Erwinia carotovora subsp.
atroseptica 侵染的马铃薯病株内生细菌的群落多样性要高于健康植株[12]。 而本研究的结果与之相同,这可能

是因为在相同的环境中,感病植株自身抵抗病害的能力减弱,易受其他病原菌的侵染;也可能是更加丰富的内

生细菌类群参与了该植株的病害防御系统[12]。
蕙兰病株和健株分离出来的细菌类群也有所不同。 Paenibacillus 和 Rhizobium 仅在健株中分离出来,据报

道,分离自大豆的内生 Paenibacillus 对大豆的病原真菌有拮抗作用[13],而且能帮助宿主植物固氮[14],

Rhizobium 对扁豆的镰刀霉枯萎病(Fusarium wilt)有防治作用,还能促进扁豆的生长[15],而这两个属在病株中

并没有被发现,所以推测,可能是这两个属的细菌对蕙兰的抗病性起到了一定的作用。 Mitsuaria、 Flavobacterium、
Enterobacter、 Mucilaginibacter、Sphingomonas、Brevundimonas、Pedobacter 仅在病株中分离到。 其中 Mitsuaria 是

新发现的菌株,国内外对其的研究较少,它在植物体内的功能还不是很清楚,它们有可能对蕙兰植株有害也可

能参与了该植株的病害防御系统,这需要进一步研究证明。 在健株和病株中都分离到 Burkholderia[16]、

Microbacterium[1]和 Pseudomonas[17]这 3 个属,这些属已经广泛的从各种植物中分离到,其中包含了很多作为

生防因子开发的菌株。
从蕙兰病株和健株中分离出来的内生细菌,在优势种群上也有很大差别。 健株中 Bacillus 为优势菌群,

占分离物的 47. 45% ,而在病株中仅占 9. 42% ,数量大大减少,据报道,Bacillus 对外界有害因子抵抗力强,菌
体生长过程中产生的枯草菌素、多粘菌素、制霉菌素、短杆菌肽等活性物质对致病菌或内源性感染的条件致病

菌有明显的抑制作用。 Silva 等[18] 已经证明内生 Bacillus 对番茄病原菌(Pseudomonas syringae)有拮抗活性。
而病株中的优势菌群为 Mitsuaria、 Flavobacterium,分别占分离物的 28. 30% 、30. 19% 。 其中 H5 菌株

(Flavobacterium resistens)回接到兰花植物后,植株表现出明显的病症,Flavobacterium 细菌是一类以在生长过

程中产生黄色素为特征的革兰氏阴性杆菌,很多都是人或动物的条件致病菌,但它与植物之间的关系还有待

进一步研究。 本文通过拮抗实验发现,从健株中分离出的 B02 菌株 ( Bacillus cereus) 和 B22 菌株

(Burkholderia stabilis) 对病株中的 H5 菌株(Flavobacterium resistens)有拮抗作用,而在健株中没有分离出

Flavobacterium,因此作者推测,可能是健株中的一些细菌对 H5 这类潜在的有害细菌能产生抑制作用。 蕙兰

病株与健株内生细菌的群落结构差异变化明显,这种变化打破了蕙兰体内的微生态平衡,这对植物的生存是

不利的,而通过人为控制逆转这种变化,则可能为植物病害防治提供新的思路。
3. 2摇 结论

通过对野生蕙兰病株和健株根部内生细菌的比较分析得到如下结论:
(1)蕙兰病株与健株根部内生细菌种群结构存在明显差异。 通过 ARDRA 分型、理化测定和分子生物学

鉴定,健株划分为 8 个 OTU,共 6 个属,主要菌群为 Bacillus;病株划分为 13 个 OTU,共 11 个属,主要菌群为

Mitsuaria、Flavobacterium。 病株内生细菌多样性比较丰富。
(2)从病株中分离出的 H5 菌株使兰花产生病症,而从健株中分离出的 B02 菌株和 B22 菌株对其有拮抗

作用。
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