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封面图说: 水杉是中国特有种,国家一级保护植物,有植物王国“活化石冶之称,是 1946 年由中国的植物学家在湖北的利川磨刀
溪发现的。 水杉曾广泛分布于北半球,第四纪冰期以后,水杉属的其他种类全部灭绝,水杉确在中国川、鄂、湘边境
地带得以幸存,成为旷世奇珍。 水杉耐水,适应力强,生长极为迅速,其树干通直挺拔,高大秀颀,树冠呈圆锥形,姿
态优美,枝叶繁茂,入秋后叶色金黄。 自发现后被人们在中国南方广泛种植,成为著名的绿化观赏植物,现在中国水
杉的子孙已遍及中国和世界 50 多个国家和地区。

彩图提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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内生真菌角担子菌 B6 对连作西瓜土壤
尖孢镰刀菌的影响

肖摇 逸1,戴传超1,王兴祥2,3,*,刘付燕1,王宏伟1

(1. 南京师范大学生命科学学院,江苏省微生物资源产业化工程技术研究中心,江苏省微生物与功能基因组学重点实验室,南京摇 210046;

2. 中国科学院土壤环境与污染修复重点实验室(南京土壤研究所),南京摇 210008;

3. 江西省红壤生态研究重点实验室,中国科学院红壤生态实验站,鹰潭摇 335211)

摘要:建立了快速定量检测土壤中角担子菌(Ceratobasidum stevensii)B6 的实时定量 PCR 方法,同时跟踪了土壤中尖孢镰刀菌数

量的动态变化,以及不同的发酵组分对开花期西瓜土壤微生物区系的影响。 PCR 扩增分析表明引物 Cf1 / Cr1 有很好的特异性,
能对角担子菌 B6 特异性扩增得到 371bp 的条带,对其它 10 株真菌不能有效扩增。 使用荧光定量 PCR 对施加角担子菌 B6 的

土壤总 DNA 扩增,结果表明将活菌 B6 固体发酵物施加到土壤 1 周后,B6 的数量有一定的增殖,达到 7. 4 log(pg DNA / g 干土),
随着时间推移,数量逐渐减少,在第 5 周的时候低于检测限;而液体发酵液处理从一开始施加到土壤后,B6 的数量就开始逐渐

减少,在第 4 周的时候就低于检测限。 施加活的 B6 菌 4 周内能够有效地控制尖孢镰刀菌的数量(尖孢镰刀菌数量维持在 5伊

103 CFU / g 干土左右),之后随着 B6 数量的减少尖孢镰刀菌数量大量增加。 活菌 B6 在土壤中能够存活 1 个月左右,不会过度

影响土著微生物区系,是一株环境友好型菌株,对土壤微环境的干扰较小。
关键词:西瓜;角担子菌 B6;尖孢镰刀菌(FO);实时定量 PCR;DGGE

The effects of the endophytic fungus Ceratobasidum stevensii B6 on Fusarium
oxysporum in a continuously cropped watermelon field
XIAO Yi1, DAI Chuanchao1, WANG Xingxiang2, 3,*, LIU Fuyan1, WANG Hongwei1

1 Jiangsu Engineering and Technology Research Center for Industrialization of Microbial Resources, Jiangsu Key Laboratory for Microbes and Functional

Genomics, College of Life Science, Nanjing Normal University, Nanjing 210046, China

2 Key Laboratory of Soil Environment and Pollution Remediation, Institute of Soil Science, Chinese Academy of Sciences, Nanjing 210008, China

3 Jiangxi Key Laboratory of Ecological Research of Red Soil, Experimental Station of Red Soil, Chinese Academy of Sciences, Yingtan 335211, China

Abstract: Serious obstacles exist for the continuous cropping of watermelon (Citrullus lanatus). It has previously been
shown that following application of living Ceratobasidum stevensii B6 mycelia, the quantity of Fusarium oxysporum (FO) in
continuously cropped soil at the harvest stage decreased by 29. 9% , while the total yield and soluble sugar content of the
fruit increased by 103. 8% and 35. 1% compared with the control. Here we further discuss the mechanisms by which B6
may alleviate watermelon cropping problems. We developed a real鄄time polymerase chain reaction (PCR) assay to detect
and quantify B6 in soil, and monitored the dynamics of the FO population in the soil. We also evaluated the effects of
different fermentation components on the soil microflora, using Denatured Gradient Gel Electrophoresis ( DGGE). B6鄄
specific DNA primers were designed based on the internal transcribed spacer ( ITS) sequence. Amplification of B6 DNA



http: / / www. ecologica. cn

using Cf1 / Cr1 primers yielded a single 371 bp鄄long product; no product was obtained in the other ten fungal species tested.
The detection limit of the system was 100 fg / 滋L of B6 genomic DNA. To replicate the watermelon cropping system as
closely as possible, a surface layer (5—20 cm depth) of an Ultisol was sampled from a 3鄄year old continuously cropped
upland watermelon site, at the Red Soil Experimental Station, Chinese Academy of Agricultural Sciences, Yongzhou,
Hunan Province ( N26毅 45忆, E111毅 53忆) . Pot experiments were conducted in the botanical garden of Nanjing Normal
University; these were a control ( A), an inactivated B6 liquid broth ( B), an activated B6 liquid broth ( C), an
inactivated B6 solid fermentation (D), and an activated B6 solid fermentation (E). When the solid fermentation of B6 was
inoculated into soil, the level of genomic DNA reached its highest at 7. 4 log (pg / g dry soil) after one week, but decreased
below the detection limit after 5 weeks. When liquid broth of B6 was inoculated into soil, the level of genomic DNA
decreased immediately, and was below the detection limit after 4 weeks. B6 was not detected in other treatments, meaning
that B6 was low in the natural environment. The population of FO was effectively controlled by treatments C and E during
the first 4 weeks ( FO was about 5 伊 103 CFU / gDM), and then from the fifth week FO increased rapidly. DGGE
fingerprinting of bacterial cluster analysis showed that treatments A and B clustered in one class (with 57. 5% similarity),
and treatments C, D, and E clustered in another class (with 55. 2% similarity) . DGGE fingerprinting of fungal cluster
analysis showed that treatments A, B, and C clustered in one class ( with 66. 0% similarity) . Treatments D and E
exhibited significant differences. Except for treatments C and E, there was little difference between the bacterial or fungal
Shannon diversity indices, or evenness between the treatments. Our results suggest that B6 survived in the soil for about one
month under these experimental conditions, and that the strain tested was environmentally friendly and interfered little with
the soil microenvironment.

Key Words: watermelon; Ceratobasidium stevensii; Fusarium oxysporum; real time PCR; DGGE

西瓜(Citrullus lanatus (Thunb) Matsum & Nakai)是一种重要的经济作物,西瓜连作后易产生的枯萎病是

世界范围内西瓜减产的重要因素。 西瓜枯萎病病原菌是尖孢镰刀菌西瓜专化型(Fusarium oxysporum f. sp.
niveum) [1],它能够穿透植物的维管组织、分泌毒素、导致西瓜的茎产生坏死斑,诱发细胞凋亡,叶片随后出现

枯萎症状、几周内死亡。 连作土壤病原菌的防治目前有化学防治,抗性品种选育、间作套作等。 化学防治虽然

效果显著但长期使用化学药品易导致土壤生物功能退化、质量下降[2鄄3];抗性品种选育是防治土壤病原菌侵

染发病的经济有效的措施,但是选育品种的抗性难以持久[4];间作套作受农作物生长习性以及当地耕作习惯

的限制;而生物菌剂作为一种较为安全、绿色的防治措施越来越受到人们的重视。
张丽萍等发现 T42 木霉与枯草芽孢杆菌 Bs鄄6 对尖孢镰刀菌有明显的拮抗作用,田间实验表明,这个组合

的生物制剂能显著增加连作西瓜的茎长和茎粗,经济产量、生物产量分别增加 50. 9% 、66. 7% ,对连作障碍的

防效可达 75% [5]。 但是,由于目前生产上应用的木霉制剂多为活孢子,常受到田间的温度、湿度、雨水、土著

微生物以及化学农药的影响,大田的防治效果并不稳定[6]。 而杜黎黎等人的研究表明,在平板对峙实验中,
内生细菌的发酵液对西瓜枯萎病孢子萌发有一定的抑制作用,孢子萌发率仅为 7. 86% [7],但其缺少盆栽和大

田实验对其结果进行验证。
Ceratobasidum stevensii B6 为角担子菌属真菌,具有驱杀菜青虫[8]、降解菲[9] 等功能,可作为生物菌剂使

用。 前文研究表明,连作西瓜土壤添加 B6 菌后,西瓜枯萎病的主要致病菌尖孢镰刀菌的数量减少 29. 9% ,病
情指数下降 38. 3% ,西瓜单果重和总产量分别增加 44. 8% 和 103. 8% ,可溶性糖含量增加 35. 1% ,西瓜连作

障碍得到了一定程度缓解[10]。 但 B6 在土壤中存活时间、对土著微生物的影响及其缓解西瓜连作障碍的机理

尚有待进一步研究。
实时定量 PCR 技术定量检测土壤中某种特定的微生物的特异性和灵敏度都很高,目前已经被作为一种

成熟的技术手段用于微生物生态学研究[11鄄13],其中引物的设计至关重要,选择合适的靶序列将决定 PCR 检测

5874摇 15 期 摇 摇 摇 肖逸摇 等:内生真菌角担子菌 B6 对连作西瓜土壤尖孢镰刀菌的影响 摇
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的特异性和灵敏度,从而保证能够快速准确测定某种特定微生物的含量[14鄄16]。 本文根据 B6 rDNA鄄ITS 区序列

设计了一对特异性引物,建立快速定量检测土壤中角担子菌 B6 的实时定量 PCR 方法;研究添加 B6 对土壤中

微生物,尤其是尖孢镰刀菌数量的影响;探索合适的发酵组分和施加方式,为缓解连作西瓜枯萎病提供技术

支撑。
1摇 材料与方法

1. 1摇 实验材料

土壤摇 土壤采集于湖南省永州市中国农业科学院衡阳红壤实验站孟公山示范基地的第四纪红黏土发育

的红壤(5—20 cm),连续种植西瓜 3 a(第 1 年是西瓜实生苗,第 2—3 年是西瓜嫁接苗)。 有机质含量 11. 60
g / kg,pH 值 4. 82(1 颐2. 5H2O),全氮 0. 89 g / kg,碱解氮 77. 32 mg / kg,全磷 0. 50 g / kg,速效磷 25. 17 mg / kg,全
钾 13. 88 g / kg,速效钾 588. 31 mg / kg。

内生真菌摇 菌种为南京师范大学江苏省微生物与功能基因组学重点实验室保藏菌株,编号 B6,为角担子

菌属真菌 Ceratobasidum stevensii[8],分离自大戟科重阳木(Bischofia polycarpa) 茎内皮。 内生真菌 B6 从葡萄糖

马铃薯固体培养基(PDA)斜面上转接至新鲜 PDA 培养基 28 益培养 7 d,倒入 5 mL 无菌水,用接种铲将菌丝

轻轻刮起,转移入灭过菌的液体马铃薯葡萄糖培养基(PD),250 mL 三角瓶中装入 50 mL PD 培养基,28 益,
180 r / min 培养 6 d,备用。

固体发酵物的制备摇 在 500 mL 的锥形瓶中加入 50 g 的固体培养基(麸皮颐糠颐稻壳= 6颐3颐1),然后再加入

60 mL 的水,加入 0. 5 g 的硫酸铵,搅拌均匀,121 益灭菌 20 min。 每瓶加入 15 mL 的 B6 种子液,搅拌均匀,静
置培养 14 d 备用(28 益)。
1. 2摇 实验设计

盆栽试验地点在南京师范大学植物园温室。 试验共设 5 个处理,各 6 次重复,分别为空白对照(A)、施加

灭活的 B6 发酵液 300 g(B)、施加 300 g 活菌 B6 发酵液(C)(折合干菌丝 1. 5 g)、施加 100 g 灭活的 B6 固体

培养基(D)、施加 100 g 活菌 B6 固体培养基(E)(折合干菌丝 1. 5 g)。 2010 年 4 月 15 日育苗:营养钵 12(直
径)cm 伊10(高)cm;营养土是轻型有机栽培基质(镇江兴农有机肥有限公司),准备装满土的营养钵 60 个。
栽种西瓜种子到营养钵,每钵一颗种子,种子品种为礼品瓜黑美人(珠海市农之友种子有限公司)。 4 月 21 日

布置试验,实验盆钵直径 28 cm,高 28 cm,每盆用风干土 15 kg,分别施用尿素 4 g,磷酸二氢钾 4 g,硼砂 0. 55
g,碱渣 60 g,有机肥 500 g。 盆钵埋入土壤,盆口距地面 2 cm,随机区组排列。 4 月 27 日,在施加各处理前 1 h
取土,记为-1 h 土样,然后在盆钵中加入液体发酵液或固体发酵物与 0—10 cm 深的土壤拌匀,1 h 后再次取

土,记为 1 h 土样,随即移栽营养钵中的西瓜幼苗至盆栽中,每盆 1 株,常规管理。 之后每隔 7 d 取 1 次土样,
连续取土至第 6 周(开花期)。 取土时采用 2 cm 内径的土钻,取 0—15 cm 的混合土样。 样品分为两部分:用
于测定土壤尖孢镰刀菌数量的样品 4 益保藏;用于 PCR 定量分析和 DGGE 分析的土壤样品冻干后-20 益
保藏。
1. 3摇 分析方法

1. 3. 1摇 DNA 提取

本试验中所用的真菌使用马铃薯葡萄糖液体培养基,28 益,180 rpm 培养 6 d,滤纸过滤后获得菌丝,使用

无菌的去离子水清洗 3 次后备用;大型食用真菌购买自当地市场。 菌株基因组 DNA 提取方法:将菌丝加入到

提取缓冲液(0. 5 mol / L NaCl, 10mmol / L Tris鄄HCl(pH 值 7. 5), 10 mmol / L EDTA, 1% SDS)中,使用球磨破碎

仪(Bio鄄Spec Products, Bartlesville, OK,USA)提取,提取方法参照 Shishido 等[17]。 提取获得的 DNA 使用试剂

盒纯化,纯化后的 DNA 浓度使用核酸检测仪(SmartSpecTM 3000;BioRad, Oakland, CA,USA)在 260 nm 下检测

DNA 浓度。 每株菌的基因组 DNA 样品稀释 10 倍以减少 PCR 扩增的抑制物。
使用 UltraCleanTM Soil DNA Isolation Kit (Mo BIO Laboratories, Inc. , Carlsbad, CA, USA)从 0. 5 g 土壤中

提取土壤总基因组 DNA,提取步骤严格按照试剂盒中的说明书进行。 最后的 DNA 用 50 滋L 的灭菌的 ddH2O
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溶解用于后续的 PCR 反应。
1. 3. 2摇 B6 特异性引物的设计

使用引物 ITS1 和 ITS4 扩增 B6 菌的一段 ITS 序列,测序后,上传到 NCBI 数据库,使用数据库的 Primer
designing tool 初步设计 B6 的特异性引物(http: / / www. ncbi. nlm. nih. gov / tools / primer鄄blast / ),使用 Primer 5. 0
软件检测引物的二聚体和发卡结构。 另外使用其它 10 种真菌基因组 DNA 来验证引物的特异性:1 Pleurotus
eryngii(杏鲍菇), 2 Flammulina velutipes(金针菇),3 Lentinus edodes(香菇),4 Pleurotus ostreatus(白蘑菇), 5
Auricularia auricula(黑木耳), 6 Tremella fuciformis(银耳),7 Hypsizygus marmoreus(白玉菇),8 Absidia sp. (梨
头霉),9 Aspergillus niger(黑曲霉), 10 Trichoderm aviride(绿色木霉)。 选择的引物为 Cf1(5忆鄄GCCGGCACGAC鄄
CTCCAAGTC鄄3忆) / Cr1(5忆鄄GGGCATGTGCACGCCTGTCT鄄3忆)。
1. 3. 3摇 实时定量 PCR

实时定量 PCR 扩增使用 Rotor鄄Gene Q(Qiagen, Valencia, CA, USA)定量 PCR 仪。 荧光定量标准曲线使

用梯度稀释的 B6 基因组 DNA(10-7 pg—104 pg)为模板。 PCR 扩增反应为 20 滋L 体系:1. 0 滋L DNA 模板,上
下游引物各 1 滋L,10 滋L SYBR Premix Ex Taq (Bio-Rad),H2O 7 滋L。 扩增反应程序: 94 益预变性 5 min;94
益 30 s,60 益 50 s,40 个循环。 所有的荧光定量 PCR 反应条件和体系完全一致。
1. 3. 4摇 尖孢镰刀菌计数

用稀释平板法分离土壤中的尖孢镰刀菌,然后计数,培养基是 PDA+硫酸链霉素 0. 3 g / L[18]。
1. 3. 5摇 PCR鄄DGGE 分析

使用引物 357f鄄GC(CGC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GGG GCC TAC GGG
AGG CAG CAG)和 517r(ATT ACC GCG GCT GCT GG)扩增细菌 16S rDNA V3 区[19]。 使用引物 FF390(CGA
TAA CGA ACG AGA CCT)和 FR1鄄GC(CCC CCG CCG CGC GCG GCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG GCC GAI
CCA TTC AAT CGG TAI T)扩增真菌 18S rDNA V7 和 V8 区[20]。 细菌 16S rDNA 和真菌 18S rDNA PCR 反应

都为 50 滋L 体系:10伊PCR buffer 5 滋L,MgCl2 3. 5 滋L(20mmol / L),dNTP 1. 5 滋L(10 mmol / L),上下游引物各 1
滋L(10 nM),Taq DNA 聚合酶(Takara Biotechnology Co. , Ltd, Dalian, CHN)0. 3 滋L(1. 5U),DNA 模板 2 滋L
(15 ng),无菌超纯水 35. 7 滋L。 16S rDNA 扩增反应使用 touch鄄down PCR 程序: 94 益预变性 4 min;94 益变性

40 s,58 益退火 1. 5 min,每个循环下降 1 益(6 个循环);72 益延伸 2 min;94 益变性 40 s,52 益退火 1. 5 min,
72 益延伸 2 min(28 个循环);72 益延伸 10 min。 18S rDNA 扩增条件:94 益预变性 3 min;40 个循环,94 益变

性 1 min,50 益退火 50 s,72 益延伸 1. 5 min;72 益延伸 10 min。 PCR 产物凝胶电泳检测:5 滋L PCR 产物,
1郾 5%琼脂糖,120 V, 拍照(UVP BioImaging Systems;UVP, Inc. , Upland, CA, USA)。

细菌 DGGE 使用 8%丙烯酰胺(37. 5颐1)凝胶,变性梯度从 35%到 65% (100%的变性剂溶液含 7 mol / L 的

尿素和 40%甲酰胺);真菌 DGGE 使用 7% 丙烯酰胺凝胶,变性梯度从 25% 到 60% 。 使用 CBS鄄DGGE 系统

(CBS Scientific Co. , Inc. , Del Mar, CA, USA),电泳缓冲液为 0. 5伊TAE(40 mmol / L Tris base, 40 mmol / L 冰

醋酸, 1mmol / L EDTA),PCR 产物上样量为 500 ng,60 益,100 V, 电泳 16 h,EB 染色 20 min,拍照(UVP
BioImaging Systems; UVP, Inc. , Upland, CA, USA)。
1. 4摇 数据处理

实验结果用算术平均数依标准误表示,应用 SPSS 13. 0 软件进行方差分析(One鄄Way ANOVA) 检验处理

间差异显著性,并用 Duncan 法进行多重比较,当 P臆0. 05 时,各个处理间存在显著差异。 使用 Excel 2003 进

行作图。
DGGE 指纹图谱分析使用 Gelcompar域(Applied Maths, Sint鄄Martens鄄Latem, Belgium)软件。 其中聚类分

析使用 UPGMA(unweighted pair鄄group method with arithmetic averages)方法。 用于计算群落生物多样性的指标

有:(印)Shannon 指数(H)H= -移(ni / N)ln(ni / N),式中 ni 为单一条带的峰面积,N 为所有峰的总面积;(英)
均匀度指数(e) e=H / lnS,式中 S 为所在泳道的条带总数目。
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2摇 结果与分析

2. 1摇 B6 特异性引物设计及验证

通过对 B6 的扩增效果以及特异性验证筛选了一对合适的引物 Cf1(5忆鄄GCCGGCACGACCTCCAAGTC鄄3忆) /
Cr1(5忆鄄GGGCATGTGCACGCCTGTCT鄄3忆)。 从图 1 可以看出,使用引物 Cf1 / Cr1 进行常规 PCR 反应,只有 B6 得

到特异性 371 bp 扩增条带,其余真菌如杏鲍菇、金针菇、香菇、白蘑菇、黑木耳、银耳、白玉菇、梨头霉、黑曲霉、
绿色木霉等都无明显扩增条带。

图 1摇 使用引物 Cf1 / Cr1 扩增产物的电泳图谱

Fig. 1摇 PCR products using primer Cf1 / Cr1

摇 泳道:1 角担子菌 B6Ceratobasidum stevensii B6;2 杏鲍菇 Pleurotus

eryngii;3 金针菇 Flammulina velutipes;4 香菇 Lentinus edodes;5 白蘑

菇 Pleurotus ostreatus;6 黑木耳 Auricularia auricula;7 银耳 Tremella

fuciformis;8 白玉菇 Hypsizygus marmoreus;9 梨头霉 Absidia sp. ;10

黑曲霉 Aspergillus niger;11 绿色木霉 Trichoderm aviride

2. 2摇 B6 荧光定量标准曲线制备

荧光定量 PCR 扩增反应使用梯度稀释的 B6 基因

组 DNA 做模板,引物为 Cf1 / Cr1。 图 2 为 B6 荧光定量

标准曲线,横坐标(x)为模板质量,纵坐标(y)为达到荧

光阈值的循环数量(y = -3. 7237x+22. 338)。 标准曲线

的相关系数(R>0. 99), 这表明 B6 基因组 DNA 质量在

100—104pg 间能够进行很好地线性定量扩增。 同时,将
B6 基因组 DNA 继续稀释至 10-1pg、10-2pg、10-3 pg、10-4

pg、10-5 pg、10-6 pg、10-7 pg,用 1 滋L 超纯水作对照进行

扩增,进行该方法检测限初步研究,10 fg / 滋L B6 基因组

DNA 为模板及 1滋L 超纯水代替模板 DNA 作为阴性对

照均未能起始扩增,表明该体系的检测下限为 100fg /
滋L B6 基因组 DNA 质量,能够满足一般检测需要。
2. 3摇 土壤中 B6 数量的定量跟踪检测

从 A、B、C、D、E 5 个处理中分别提取土壤总 DNA,
进行 qPCR。 在所有的采样时间点,A、B、D 处理中都没

有检测到 B6 的存在,说明在空白对照和灭活对照中,土壤中原本存在的角担子菌 B6 的数量微乎其微,在检

测下限以下,对本实验没有影响。 而在施加活菌 B6 发酵液和发酵物的处理中,土壤中有较多的角担子菌 B6
存在;与活菌 B6 发酵液处理(C)相比,活菌 B6 固体发酵物处理(E)土壤中 B6 菌的数量更多,在 1 周后达到

7. 4 log(pg DNA / g 干土),而此时 C 处理土壤中 B6 数量已经开始下降(4. 4 log pg DNA / g 干土);活菌 B6 发

酵液处理(C)的土壤中的 B6 在第 4 周已经基本消失,而固体发酵物处理(E)的土壤中的 B6 在第 4 周还有

2郾 7 log(pg DNA / g 干土),在第 5 周才开始低于检测限(图 3)。 这说明与发酵液相比,固体发酵物更加有利于

B6 在土壤中的定殖。

图 2摇 实时定量 PCR 扩增标准曲线

摇 Fig. 2 摇 Standard curve from real鄄time PCR by plotting the

threshold cycle (Ct) vs the log10 quantity of template DNA ( in

pg) for B6 amplified with the primer Cf1 / Cr1

图 3摇 土壤中 B6 菌 DNA 含量变化

摇 Fig. 3摇 Population dynamics of Ceratobasidum stevensii B6 in soil

measured by qPCR

C:施加活菌 B6 发酵液;E:施加活菌 B6 固体发酵物。 -1h, 1h, 1

周, 2 周, 3 周, 4 周, 5 周, 6 周分别表示在接菌前 1h,接菌后 1h,

1、2、3、4、5、6 周采集土样
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2. 4摇 施加 B6 对土壤中尖孢镰刀菌数量的影响

对照和施加灭活菌处理从第 3 周开始,土壤中尖孢镰刀菌的数量就逐渐增加(图 4)。 与对照和施加灭活

菌处理相比,施加活菌 B6 的处理 C 和 E 的土壤中的尖孢镰刀菌的数量从第 2 周开始就显著降低,分别比对

照减少了 41. 6%和 48. 6% ,此趋势一直保持到第 4 周。 从第 5 周开始,处理 C 和 E 土壤中尖孢镰刀菌的数量

也开始增加,这可能是由于此时土壤中的活菌 B6 的数量大量减少,失去了对尖孢镰刀菌的生防作用。

图 4摇 土壤尖孢镰刀菌数量变化

Fig. 4摇 Population dynamics of Fusarium oxysporum in soil measured by plate counting

处理间数据比较,不同字母表示在 0. 05 水平上差异显著(P臆0. 05)

2. 5摇 开花期土壤 DGGE 分析

开花期处于西瓜植株生长最旺盛的时期,西瓜生长进入关键时期,所以选择开花期研究施加内生真菌 B6
对西瓜土壤微生物群落结构的影响。 细菌的 DGGE 指纹图谱聚类分析表明(图 5),5 个处理分为两类,A 和 B
聚为一类,两者相似度达到 57. 5% ;C、D 和 E 聚为一类,三者的相似度达到 55. 2% ,这其中 D 和 E 的相似度

达到 72. 4% 。 真菌 DGGE 指纹图谱聚类分析表明(图 5),A、B、C 处理聚为一类,相似度达到 66. 0% ;D 和 E
各为一支,真菌群落结构差异很大。

从表 1 可以看出,除了处理 C,其余处理细菌的香农指数与对照 A 相比都有一定提高,均匀度相差不大;
处理 E 的真菌的香农指数与对照 A 相比提高了 11. 0% ,而均匀度相差不大。

表 1摇 开花期土壤细菌、真菌群落结构多样性指数

Table 1摇 Structure diversity index of soil bacteria and fungi in flowering stage

处理
Treatment

细菌 Bacteria

香农多样性指数
Shannon diversity index

均匀度
Evenness

真菌 Fungi

香农多样性指数
Shannon diversity index

均匀度
Evenness

A 3. 15依0. 13b 0. 90依0. 01b 3. 36依0. 20a 0. 84依0. 02ab

B 3. 35依0. 09b 0. 91依0. 01b 3. 52依0. 17ab 0. 88依0. 02b

C 2. 25依0. 21a 0. 77依0. 01a 3. 63依0. 26ab 0. 87依0. 02ab

D 3. 36依0. 08b 0. 90依0. 01b 3. 34依0. 16a 0. 83依0. 01a

E 3. 20依0. 10b 0. 90依0. 01b 3. 73依0. 14b 0. 88依0. 03b

3摇 讨论

建立了一种使用 SYBR Green I 荧光染料快速检测土壤中 B6 的数量的方法。 SYBR Green I 的特异性主

要依靠设计的 PCR 引物的特异性。 根据 B6 的 ITS 序列设计了一对特异性引物 Cf1 / Cr1,并且使用其他 10 种

真菌对其特异性进行验证。 将活菌 B6 固体发酵物施加到土壤中 1 周后,B6 的数量有一定的增殖,然后随着

时间推移,数量逐渐减少,在第 5 周的时候位于检测水平以下;而发酵液处理从一开始施加到土壤中后,B6 的

数量就开始逐渐减少,在第 4 周的时候位于检测水平以下。 这主要是由于固体发酵物能够作为一个有机底

物[21],为 B6 在土壤中的生长提供营养物质。 在之前的研究曾报道,Phomopsis liquidambari B3 在土壤中能够

9874摇 15 期 摇 摇 摇 肖逸摇 等:内生真菌角担子菌 B6 对连作西瓜土壤尖孢镰刀菌的影响 摇



http: / / www. ecologica. cn

图 5摇 开花期土壤细菌群落和真菌群落 DGGE 指纹图谱聚类分析

Fig. 5摇 DGGE cluster analysis ( UPGMA) of 16S rDNA profiles of soil bacterial communities and 18S rDNA profiles of soil fungal

communities in flowering phase

存活 30 d[22],本实验中活菌 B6 固体发酵物处理的土壤中 B6 能够存活 4 周左右,说明 B6 和 B3 一样,至少在

30d 内能够被大量的检测出,内生真菌在特定的营养条件下,可以长期存在达 1 个月之久。
西瓜枯萎病的主要致病菌是尖孢镰刀菌,施加 B6 菌后的 4 周内能够有效地控制尖孢镰刀菌的数量,随后

尖孢镰刀菌数量大量增加。 这主要是由于 4 周后土壤中 B6 菌的数量下降,解除了对病原菌的养分和生存空

间的竞争作用。 但是,西瓜苗的育苗期大概在 1 个月左右,这段时期是各种病害的高发期,B6 菌如果在育苗

期就开始使用,可以有效地降低病害的发病率,提高西瓜苗的存活率。
西瓜开花期(移栽后 6 周左右)的细菌 DGGE 指纹图谱的聚类分析表明,D 和 E 的细菌群落相似度极高,

但是真菌群落结构各为一支。 原因有三方面:从实验设计本身来看,300 g 液体培养物含有的营养物质只达到

固体培养基的 6%左右,因此细菌 D、E 聚为一支,说明 B6 菌是否存在,对细菌的扰动没有培养基自身影响大;
真菌 DGGE 聚类 D 和 E 各为一支,说明施加固体培养基对真菌扰动大,固体培养基加入,由于营养物的改变,
直接带来土壤真菌的巨大变化,而 B6 菌的加入,进一步促进了土壤中真菌群落的改变,因此真菌聚类图显示

为 3 支。 相对液体培养基,固体培养基对土壤真菌群落的影响较大,其抑制尖孢镰刀菌效果也较好。 在施加

少量液体培养基的情况下,培养基对细菌多样性影响不大,C 处理由于 B6 菌丝直接作用于土壤,因此对细菌

产生了一定的抑制作用。 E 处理的香农指数和均匀度均高于对照,说明施加的固体培养基适合真菌生长,同
时相对于 D 处理,E 中含有的 B6 菌在前期抑制了尖孢镰刀菌的生长,使同生态位的其他真菌得到了更多的

养分和生存空间。 由于土壤 DGGE 分析采样时间有点偏晚(这时候 B6 菌影响逐渐减弱),在一定程度上影响

其与尖孢镰刀菌数据的对应分析。
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在大田种植中,西瓜施肥是穴施的,本实验中一盆西瓜相当于一穴西瓜,每盆的接种量是 300 g 的液体或

100 g 的固体,如果按照西瓜行距 2 m,株距 1 m 计算,每公顷的使用量是 1500 kg 液体或者 500 kg 固体,使用

量稍微偏多,其应用条件还有待于进一步优化。
研究表明,施加活菌 B6 到土壤中的效果能维持 1 个月左右,不会过度影响土著微生物区系。 这说明 B6

菌是一株环境友好型菌株,对土壤微环境的干扰较小。 B6 固体剂型效果优于液体剂型,这是由于固体发酵物

中的有机物能够提供 B6 生长所需的营养物质,利于 B6 存留在土壤中,与病原菌竞争养分和生存空间。 采用

营养缓释和内生菌菌丝固定化措施可能能够延长 B6 在土壤中的存活时间,进一步控制病原菌的数量,达到

使其长期在土壤中发挥作用的目的。
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