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!

要!了解沙地云杉植物内生真菌生态多样性!为沙地云杉内生真菌的种属鉴别和资源的开发利

用提供科学的依据!并为下一步深入研究内生真菌代谢产物提供理论基础"对内蒙古自治区克什

克腾旗白音敖包自然保护区的沙地云杉进行调查!采用组织分离法对沙地云杉的不同组织部位进

行内生真菌分离!以形态学和分子生物学相结合的方法进行鉴定!选取其中
&"

株进行扩增#测序和

系统发育分析"从系统发育树可见!菌株聚为
!

个大分支!分别为子囊菌亚门和半知菌亚门!

#"

个

小分支对应
(

个科分属于
#"

个属
#!

种!其中链格孢属$

!"#$%&'%('

%与青霉属$

)$&(*(""(+,

%为优

势菌属!红果型沙地云杉内生真菌菌种资源较丰富"

关键词!沙地云杉&内生真菌&多样性&系统发育
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被称为沙漠上的绿宝石和生物活化石的沙地云

杉"

)(*$',.&

4

."(*'

#是松科(云杉属常绿针叶乔

木!是中国珍稀树种)

#

*

&目前全球只有十几万亩!成

片集中在内蒙古自治区&由于其具有耐低温(耐干

旱(耐贫瘠的特点!对防风固沙(改造风沙区的生态

环境具有重要的作用!因此具有很高的开发利用价

值&植物内生菌是指那些其生活史的特定阶段或全

部阶段寄生在植物组织内!而不对植物产生有害症

状的微生物!包括那些生活史中的特定阶段生活在

植物表面的内生菌和潜伏性病原菌'而不包括菌根

菌)

!

*

&此定义被研究者们广泛接受&

植物体内普遍存在着内生真菌!在漫长的进化

过程中内生真菌与寄主形成了良好的共生互惠关

系)

%'@

*

!它可以产生多种生物学作用!能够促进植物

快速生长&增强植物抗逆(抗病害(抗动物危害的能

力&因此引起了学者的广泛关注)

@'F

*成为了国内外



一直研究的热点&本研究通过形态学结合分子鉴定

的方法对内生真菌种群进行分类地位!确定红果型

沙地云杉植物具有优势的内生真菌!了解其物种多

样性!为下一步深入研究内生真菌代谢产物提供理

论基础&

#

!

材料与方法

!"!

!

材料

#=#=#

!

供试材料
!

对克什克腾旗白音敖包自然保

护区红果型沙地云杉进行调查&采集标本时应选择

树体健壮!无病虫害沙地云杉的球果(针叶(枝条(

根(树皮组织&采集标本时按树冠的上(中(下
%

部

分取样&

!"#

!

培养基制备

MJG

培养基$马铃薯
!""

I

!切成小块!加水

#"""BW

煮沸
%"B:-

!除去马铃薯块!将滤液定溶

至
#"""BW

!加葡萄糖
!"

I

!琼脂
#&

I

!

#!#X

灭菌

!"B:-

!制成
MJG

平板培养基&

!"$

!

内生真菌的分离与纯化

将针叶(树皮(根(枝条和球果等样品用无菌水

冲洗干净!严格按照以下程序进行表面消毒$

(FY

酒

精消毒
%"6

!然后用
#Y

的升汞溶液处理
%B:-

!最

后用无菌水冲洗
%

遍&在超静台中将上述标本剪成

大小为
"=FDBZ"=FDB

的小快&将剪好的标本接

在
MJG

平板培养基上!在
!$X

霉菌培养箱中培养!

观察菌落生长情况及感染情况!培养
(

"

#"<

后&

用
"=FDBZ"=FDB

的打孔器!将菌落边缘生长旺盛

的菌丝接种到新鲜
MJG

培养基上'将转移好的

MJG

培养基在
!&X

霉菌培养箱中培养!依此法!纯

化
%

"

@

次观察无杂菌以保证所得菌落为纯菌种&

本试验采用漂洗液检验法法对消毒效果进行验

证)

&

*

&将最后一次冲洗组织材料的无菌水涂抹于

MJG

平板上作为对照&

!"%

!

沙地云杉内生真菌分类鉴定

#=@=#

!

菌株形态学鉴定
!

挑取菌丝制成玻片!置于

光学显微镜下观察菌丝(孢子梗和孢子的形态!结合

菌落形态(颜色(质地!按照+真菌鉴定手册,

)

(

*和+中

国真菌志,

)

$

*初步确定真菌所属类别&

#=@=!

!

菌株的分子鉴定
!

取
!""

"

F""B

I

菌丝于

#=FBWAM

管内!按照
2.:-

I

5-J1G

提取试剂盒严

格按照说明书的步骤提取内生真菌
J1G

&按照表

#

所示反应体系!以
ULE#

和
ULE@

进行
MVK

反应!

>FX

变性
%B:-

#

>FX

(

%"6

#

F&X

(

!"6

#

(!X

(

#

B:-

!

%F

个循环扩增!最后
(!X

延伸
#"B:-

扩增&

对
MVK

反应产物利用
#Y

的凝胶在
#&"[

下电泳

%"B:-

!根据
N.,T5,

判断是否在
F""

"

&F"O

H

&对

于成功扩增目的片段的样品送交北京博迈德生物技

术有限公司进行电泳切胶纯化测序&

表
:

!

MVK

反应体系

L.O/5#

!

MVK,5.D2:*-6

8

625B2.O/5

物质名称 加入量%

#

W

!P

H

D,B:P #!=F

UEL# #=!F

ULE@ #=!F

J1G #=!F

超纯水
$=(F

总量
!F="

获得序列后!首先将基因序列在
1VRU

中进行

RWGEL

比对!下载得分高的序列!每个属选择
#

"

!

个具有代表性的菌株序列进行同源性比对!其次利

用
V/+62./\

软件进行序列的多重比对!最后使用

NA]G(="

软件
15:

I

3O*,')*:-:-

I

"

1')

#方法构建系

统发育树!将内生真菌鉴定到属或种)

>

*

&

!

!

结果与分析

#"!

!

表面消毒验证

观察空白对照!平板上无菌丝生长则证明表面

消毒彻底!即能确保分离得到的菌是植物内生菌而

不是杂菌&

#"#

!

红果型沙地云杉不同部位内生真菌的分离结果

从红果型沙地云杉的不同部位分离得到
!!>

株!经菌落形态和显微结构观察!筛选出不同形态的

&"

株内生真菌"表
!

#!其中由枝条中分离得到
!&

株!分离率为
@%=%Y

!比例最高&在根(皮中分离得

到各
F

株!占红果型沙地云杉内生真菌的总数的

$=%Y

'从球果中分离得到
$

株内生真菌!占总菌株

数的
#%=%Y

'在针叶中分离得到
#&

株!分离率为

!&=(Y

!可以得到在红果型沙地云杉的不同部位枝

条的分离率最高&

图
:

!

红果型沙地云杉不同部位内生真菌分离率
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!

红果型沙地云杉不同部位内生真菌的种群分布

利用组织分离法初步鉴定了红果型沙地云杉不

同部位内生真菌的种类和分布!结果见表
!

&从红

果型沙地云杉针叶部树冠上层共分离出
F

个属!

&

#$#

第
&

期 任
!

燕 等$红果型沙地云杉内生真菌多样性



株内生真菌!中层为
@

个属!

&

株内生真菌!下层为

%

个属!

@

株内生真菌'从枝部树冠上层共分离出
%

个属!

(

株内生真菌!中部
$

株内生真菌!

%

个属 &

下层为
##

株内生真菌!

F

个属'从红果型沙地云杉

的根部共分离共分离出
!

个属!

F

株内生真菌'果实

中共分离出中层为
%

个属!

$

株内生真菌'从皮上分

离出
F

株内生真菌
!

个属&从整体来看!各层次内

生真菌种群和数量的变化呈一定的规律性!即下层

$

中层
$

上层!因为下层先于上层长出!生长的时间

比上层长!故下层积累的内生真菌数量多!其内生真

菌的生物多样性也越丰富&

#"%

!

菌株的形态学特征

观察红果型沙地云杉内生真菌菌落发现!大部

分菌株生长速度较快!少数菌株生长速度较慢!大多

数菌落为圆形(近圆形!边缘平展!少数菌株菌落质

地较硬!中心有小突起或有辐射状裂纹'颜色多为深

蓝色!灰绿色(灰黑色少数为粉红色(淡黄色等&表

%

显示了各菌株的菌落形态特征&

表
;

!

红果型沙地云杉不同部位内生真菌的种群分布

L.O/5!

!
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H
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菌种名称
!!!!

枝%株

上 中 下

叶%株

上 中 下
果%株 根%株 皮%株

链格孢属
@ @ & ! # # @ " @

青霉属
" " # " ! ! % @ #

叶点霉属
" " " " " " " " "

茎点霉属
" ! ! " " " " # "

曲霉属
" " # # " " " " "

黑附球菌
! ! # " " " " " "

镰刀属
# " " # " " " " "

枝孢属
" " " " ! # # " "

弯孢属
" " " # " " " " "

光黑壳属
" " " # # " " " "

表
<

!

内生真菌及孢子形态特征

L.O/5%

!

A-<*

H

3

8

2:D0+-

I

:.-<6

H

*,5B*,

H

3*/*

I

:D./D3.,.D25,:62:D6

编号 菌落颜色
!!!!!

菌落质地
!

菌落形状
!!!!!

孢子形态
!!!!

孢子大小

!@

灰绿色 棉絮状 有小突起!背面中间蓝色 球形(卵圆形
F=!#Z!=$(

!F

灰绿色 棉絮状 环形突起!背面黑蓝色 圆形!卵圆形
@=F$Z%=!F

!&

桔黄色 棉絮状 中间突出!背面红褐色 念珠状成串
#F=&FZ%=#F

!(

灰白色 厚绒状 环纹!中间凹陷!背面棕黑色 圆形!卵圆形
@=FFZ!=$@

!$

桔红色 棉絮状 中间点状小突起!背面红褐色 圆形成串
##=$!Z!=($

!>

灰绿色 厚绒状 大部分突起!背面边缘淡黄色 球形(椭圆形
!(=(Z%=@F

%"

灰色 绒毛状 背面边缘黑色!中心黑蓝色 圆形!卵圆形
##=!>ZF=$%

%#

灰绿色 毛绒状 中间凹陷!背面灰蓝色 圆形!卵圆形
$=!@Z@=>>

%!

灰黑色 毛毡状 平展!背面黑蓝色 梨形!倒棒状
@=#%Z!=#&

%%

灰黑色 厚绒状 平展!背面黑色 梨形!倒棒状
@=>(Z!="%

%@

灰白色 棉絮状 中间凹陷!背面深棕色 梨形!倒棒状
$=@>Z@=>$

%F

灰色 绒状 平展!背面灰黑色 卵圆形
(=#!Z(="!

%&

黑白相间 毛毡状 背面黑灰色 梨形(卵圆形
>=@$Z%=&#

%(

粉红色 毛绒状 边缘淡黄色!中间紫色 近球形
@=(>Z!=$@

%$

灰色 棉絮状 平展!背面黑蓝色 梭形
F=%&Z!=$

%>

黑白相间 棉絮状 轮纹状!黑棕色 梭形!卵圆形
(=&(Z%=#%

@"

灰绿色 棉絮状 背面黑棕色 梭形!卵圆形
&=!#Z@=F#

@#

灰色 厚绒状 平展!背面棕色 梭形!卵圆形
$=@%Z@=$(

@!

灰白相间 毛毡状 平展!背面黑蓝色 梭形!卵圆形
(=>%Z!=&#

@%

灰绿色和白色相间 毛毡状 平展!背面棕色 圆形!卵圆形
F=$>Z%="$

@@

灰白色 厚绒状 平展(背面黑蓝色 圆形(椭圆形
F=!%Z%=#%

@F

灰色 毛毡状 同心圆状!背面黑蓝色 卵圆形
=

梭形
&="%Z!=&%

@&

灰色 毛毡状 平展!背面深棕色 卵圆形(梨形
@=F#Z!=#%

!$#
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续表
%

编号 菌落颜色
!!!!!

菌落质地
!

菌落形状
!!!!!

孢子形态
!!!!

孢子大小

@(

黑色 毛毡状 平展!背面棕黑色 梭形!卵圆形
F=!@Z!=($

@$

灰黑色 毛毡状 平展!背面黑棕色 梭形卵圆形
(=%$ZF=#&

@>

灰黑色 厚绒状 中间凹陷且灰色!背面黑色 梭形(卵圆形
>="(Z%=%F

F"

黑色 颗粒状 致密!背面淡黄色 球形
!=($Z#=&(

F#

黄色 毛毡状 有小突起!背面边缘桔黄色 念珠状的链
#$=(>Z%=F!

&!

棕色 粉状 背面浅黄色 球形(卵圆形
!=($Z#=%>

(#

棕色 颗粒状 致密!背面浅棕色 球形
&=>%Z@=%

$F

灰白色 棉絮状 平展!背面黑蓝色 球形(卵圆形
@=&%Z!=&(

$(

灰色黑色 绒状 背面黑棕色 梭形(卵圆形
$=>!Z@=((

>"

棕色 棉絮状 背面黑色 梭形(卵圆形
&=&(Z@=!@

>@

绿色 粉状 平展(致密背面淡黄色 球形
$="(ZF=F%

>(

红棕色 丝绒状 致密!淡褐或暗褐色至酱色 球形(近球形
!"=!@Z#"=&

#"#

绿色 粉状 背面桔黄色 球形(卵圆形
!=#%Z#=&#

#"F

桔黄色 棉絮状 背面边缘桔色!中间红棕色 念珠状成串
>=$FZ(=F(

#"(

白色 棉絮状 背面边缘浅棕色!中间深棕色 球形
!=@FZ#=%@

##F

灰色(白色 厚绒状 中间稍凹陷!背面黑棕色 球形(卵圆形
@=(>Z!=&!

##(

灰色 厚绒状 平展(背面黑蓝色 圆形(椭圆形
F=!@Z%=#!

#!"

灰色 棉絮状 背面边缘棕色中间黑蓝色 梭形(棍棒形
&=@#Z@="(

#!(

绿色!边缘白色 粉末状 圆形簇状!背面淡黄色 球形(卵圆形
!=##Z#=&(

#F"

白色与桔红色相间 厚绒状 中间突出!背面红褐色 念珠状成串
>=%%Z(=(

#F#

灰褐色 厚绒状 中央隆起!背面深蓝色 圆形(纺锤形
&=FZ%="@

#F!

绿色 粉状 背面淡黄色 球形(卵圆形
#=&#Z#=@>

#F%

白色 棉絮状 球形成簇!背面淡黄色 球形
%=F&Z!=@%

#F@

黑白相间 棉絮状 背面黑蓝色 梭形(卵圆形
&=(@Z%=$F

#F&

绿色 粉末状 背面淡黄色 球形(卵圆形
#=$&Z#=!(

#F(

灰色 棉絮状 背面黑蓝色 梨形(肾形
&=F&Z%=%(

#F$

白色 棉絮状 背面边缘白色!中间浅棕色 球形
#=$>Z#=%%

#F>

灰色 棉絮状 致密(背面黑棕色 梨形(肾形
>=&ZF=#

#&"

青色 绒毛状 背面桔红色 球形
%=@&Z!=##

#&#

灰色 毛毡状 有黑色小颗粒!背面黑蓝色 成串的念珠状
#>=#Z@=%

#&(

灰白色 绒毛状 辐射状褶皱背面黑蓝色 成链的念珠状
$=$@ZF=%%

#($

黑色 毛毡状 有突起!背面红棕色 梭形!卵圆形
%=%$Z#=!>

#((

白绿相间 厚绒状 圆球状成簇背面桔红色 球形(卵圆形
$="(ZF=F%

#$$

灰白色 棉絮状 背面黑蓝色 梨形(肾形
@=(!Z#=$>

#>#

灰色 绒毛状 背面黑蓝色 无孢子 无

#>%

绿色!边缘白色 粉末状 圆形簇状!背面淡黄色 球形
#=F#Z#=%&

#>@

灰色 少绒 背面深蓝色 圆形成串
!"=>Z#=@$

#"&

!

分子生物学鉴定

!=F=#

!

J1G

序列比对
!

以供试菌株的菌丝为模

板!利用真菌通用引物
:26#

和
:26@

进行
MVK

扩增!

结束后进行电泳检测!得到的
MVK

扩增产物情况良

好!清晰明亮!条带单一!将
MVK

产物直接送到北京

博迈德基因测序!将测序得到的序列在
]5-R.-T

数

据库进行比对!结果见表
@

&

!=F=!

!

系统发育树分析
!

利用
NA]G(=#

中的

156:

I

3O*,'

?

*:-:-

I

程序构建系统发育树!根据菌株

形态学特征与基因组序列分析结果!同时对系统发

育树进行分析"图
!

(图
%

#&从系统发育树可见!菌

株聚为
!

个大分支!分别为子囊菌亚门和半知菌亚

门!

#"

个小分支对应
(

个科分属于
#"

属!

#!

个种&

由图
!

可见!菌株在
1)

树上聚为
!

大分支!

6<

8

6!F

(

6<

8

6!(

(

6<

8

6@$

(

6<

8

6@(

(

6<

8

6@>

(

6<

8

6#($

(

6<

8

6%F

(

6<

8

6!&

(

6<

8

6!$

(

6<

8

6#&#

(

6<

8

6#F(

(

6<

8

6#$$

在同 一 个 大 分 支!属 于 半 知 菌 亚 门&

6<

8

6>(

(

6<

8

6>F

(

6<

8

6%@

构成另一个大分支!属于子囊菌亚

门&第
#

个小分支为黑霉科
;$,'#('*$'$

!其中菌

株
<

8

6!F

(

6<

8

6!(

(

6<

8

6@$

(

6<

8

6@(

(

6<

8

6@>

(

6<

8

6#($

(

6<

8

6%F

聚为一类!支持率为
>>Y

!隶属于链格孢属'

在另一个分支中!

6<

8

6!&

(

6<

8

6!$

聚为一类!与杯霉

科
;(/*$""'*$'$

的亲缘关系较近!且支持率为
>>Y

!

是黑附球属'在第
%

个小分支中!菌株
6<

8

6#&#

与登

%$#

第
&

期 任
!

燕 等$红果型沙地云杉内生真菌多样性



录号序列登录号为
SL#>!%@!

(

SM##(!&F

聚为一

类!同源关系为
>>Y

!表明
6<

8

6#&#

为
M5Q:Q.D5.5

盘

菌科的绳光黑壳属!支持率在
>>Y

'在第
@

个小分

支中!菌株
6<

8

6#F(

与
6<

8

6#$$

与枝孢属
9"'<./

=

.>

%(+,

聚为一类'在第
F

个小分支中菌株
6<

8

6>(

与

序列登录号
SM!$#@%(

(

^_%#F$@>

聚为一类!同源

率高 达
>>Y

!表 明 该 菌 株 为 杯 霉 科
!/

=

$%

4

+""+/

&(6$+/

的
!/

=

$%

4

(""+//

0

<.?(

聚多曲霉'菌株
6<

8

6>F

(

6<

8

6%@

以高达
>>Y

支持率与
)$&(*(""(+,

相聚!说明

这
!

株菌株是
)$&(*(""(+,

的同源或同一种&

表
=

!

红果型沙地云杉内生真菌菌株序列在
]5-R.-T

数据库比对结果

L.O/5@

!

L35B.2D3:-

I

,56+/26:-]5-R.-T*062,.:-665

C

+5-D5*0U--5,N*-

I

*/:.)(*$'5-<*

H

3

8

2:D0+-

I

:

菌株编号 同源性最高的序列
!!!!!!

1VRU

编号 最大相似性%

Y

EJ̀ E!@ )$&(*(""(+,%+@$&/

I

5-*B:D WLFF$$(# >>

EJ̀ E!F !"#$%&'%(''"#$%&'#':6*/.25..""# S\$F$$@@ >>

EJ̀ E!& A

=

(***+,&(

4

%+,;*+D35,]#& S̀ %#F>%$ #""

EJ̀ E!( !"#$%&'%(''"#$%&'#'62,.:-7W('MW@ SM>""!@% #""

EJ̀ E!$ A

=

(*.**+,&(

4

%+,:6*/.257"@'"! S\&&@%!# #""

EJ̀ E%" !"#$%&'%(''"#$%&'#':6*/.25V'#" S)F!&#(@ >>

EJ̀ E%@ )$&(*(""(+,*8%

0

/.

4

$&+,:6*/.25RM!L% )7(%##!FF >>

EJ̀ E%F !"#$%&'%('6

H

=:6*/.25V## S\"&##$F >>

EJ̀ E%> !"#$%&'%('#$&+(//(,':6*/.25G2! SV%%("%F >>

EJ̀ E@" !"#$%&'%(''"#$%&'#'62,.:-^L7& N]"!F$$% >>

EJ̀ E@# !"#$%&'%(''"#$%&'#':6*/.25NV'@'W S9F!(($@ >>

EJ̀ E@! !"#$%&'%(''"#$%&'#':6*/.25V'#" S)F!&#(@ >>

EJ̀ E@% !"#$%&'%('#$&(//(,':6*/.25G2$ SV%%("@" >>

EJ̀ E@@ )8.,'6

H

=aRKb'!"#% S7%&(@>% >>

EJ̀ E@( !"#$%&'%('#$&+(//(,':6*/.25aR##"&">$# S\($%%$F >>

EJ̀ E@$ !"#$%&'%('#$&+(//(,':6*/.25aR##"&">$# S\($%%$F >>

EJ̀ E@> !"#$%&'%('#$&+(//(,':6*/.25aR##"&">$# S\($%%$F >>

EJ̀ EF# !"#$%&'%(''"#$%&'#'62,.:-^L7(& N]"!F$$% >>

EJ̀ E&! )$&(*(""(+,6

H

=S)'!"!62,.:- )_>&F"!% >>

EJ̀ E(! -+/'%(+,#%(*(&*#+,62,.:-aF A7&##">! >>

EJ̀ E$F )$&(*(""(+,%+@$&/

I

5-*B:DJ1G WLFF$$&$ >>

EJ̀ E>@ )$&(*(""(+,*'&$/*$&/62,.:-VE%A@ SK#%F#%( >>

EJ̀ E>F )$&(*(""(+,#8.,((:6*/.256*-

I

'@" A9>#"F$& >(

EJ̀ E>( !/

=

$%

4

(""+//

0

<.?((62,.:-1'# SM!$#@%( #""

EJ̀ E##( )8.,'

2

+&

4

(*."'62,.:- (̂'R"# S7!>%($" >>

EJ̀ E#!" !"#$%&'%('#$&+(//(,':6*/.25G2$ SV%%("@" >>

EJ̀ E#F# 9+%6+"'%(''$%(':6*/.25EKNV'N V̀b( S̀ $"&@#! >>

EJ̀ E#F( 9"'<./

=

.%(+,8$%@'%+,:6*/.257"!'"! S\&&@%## >>

EJ̀ E#&# )%$+//('(&#$%,$<('62,.:-#'"""#F'# SL#>!%@! >>

EJ̀ E#&( B#'*8

0

@.#%

0

/*8'%#'%+,62,.:-9GN^(>"" G7"$#@&> >>

EJ̀ E#(( )$&(*(""(+,*'&$/*$&/62,.:-%E S̀ @F$@(@ >>

EJ̀ E#($ !"#$%&'%('#$&+(//(,':6*/.25aR##"&">$# S\($%%$F >>

EJ̀ E#$$ 9'<./

=

.%(+,8$%@'%,#$E,:O*6*B./K1G

I

5-5 S9#$!@>$ >>

!!

由系统发育树"图
%

#可见!菌株在
1)

树上聚为

!

大分支!第
#

大分支半知菌亚门$

6<

8

6@#

(

6<

8

6F#

(

6<

8

6@"

(

6<

8

6#!"

(

6<

8

6%>

(

6<

8

6@%

(

6<

8

6%"

(

6<

8

6@>

(

6<

8

6@!

(

6<

8

6#F#

(

6<

8

6##(

(

6<

8

6#>

(

6<

8

6(!

(

6<

8

6#&(

'

E<

8

6#((

(

6<

8

6>@

(

6<

8

6&!

(

6<

8

6$F

(

6<

8

6!@

构成另一

个大分支!属于子囊菌亚门&在第
#

个小分支中!菌

株
6<

8

6@#

(

6<

8

6F#

(

6<

8

6@"

(

6<

8

6#!"

(

6<

8

6%>

(

6<

8

6@%

(

6<

8

6%"

(

6<

8

6@>

(

6<

8

6@!

以
#""Y

的支持率与
!"#$%>

&'%('

聚为一类!说明与该属真菌亲缘关系较近'经

过分析!该分支归于黑霉科
J5B.2:.D5.5

的链格孢

的
!"#$%&'%(''"#$%&'#'

和
!"#$%&'%('#$&+(//(,'

'

另一 个 小 分 支 中!

6<

8

6#F#

菌 株 与 登 录 号 为

S9F!(($@#

和
SM#%#>%(

聚为一类!同源关系为

#""Y

表明
6<

8

6#F#

为暗丛梗孢科
3.&("('*$'$

的弯

孢霉 属
9+%6+"'%(''$%('

'在 第
%

个 小 分 支 中

6<

8

6#>

(

6<

8

6##(

以高达
#""

的支持率与
)8.,'

属

聚为一类'在第
@

个小分菌株
6<

8

6(!

与登录号为

A7&##">!

和
S\">>&(!

相聚!支持率在
#""Y

隶属

于镰刀霉属
-+/'%(+,

'第
F

个小分支归于杯霉科

J:6D5//.D5.5

!其 中 菌 株
6<

8

6#&(

与 序 列 登 录 号

@$#
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SV%"F%F&

(

G7"$#@&>

聚 为 一 类!同 源 率 高 达

#""Y

!表明该菌株为葡萄穗霉属
B#'*8

0

@.#%

0

/'#>

%'

'第
&

个 小 分 支 中
6<

8

6>@

(

6<

8

6#((

(

6<

8

6&!

(

6<

8

6!@

(

6<

8

6$F

与
)$&(*(""(+,6

H

=

聚为一类!且同

源率高达
#""Y

!说明这些菌株与该属种真菌亲缘

关系很近!可鉴定到种!分别是变灰青霉菌
)$&(*(">

"(+,*'&$/*$&/

(鲁本斯青霉菌
)$&(*(""(+,%+@$&/

&

图
;

!

红果型沙地云杉内生真菌
ULE

序列系统发育树

7:

I

=!

!

M3

8

/*

I

5-52:D2,55*0ULE',J1G65

C

+5-D56*05-<*

H

3

8

2:D0+-

I

:-):,.&

4

."(*'

!=F=%

!

红果型沙地云杉内生真菌的多样性
!

研究

发现"图
@

#!在红果型沙地云杉中内生真菌中!结合

形态和分子生物学鉴定隶属于
(

个科分属于
#"

属(

#!

个种!分属于链格孢属"

%(Y

#(青霉属"

!$Y

#(黑

附球菌属"

$Y

#(镰刀属"

!Y

#(拟茎点霉属"

%Y

#(葡

萄穗霉属"

!Y

#(枝孢属"

(Y

#(绳光黑壳"

FY

#属(聚

多曲霉属"

%Y

#(弯孢霉属 "

FY

#!其中链格孢属

"

!"#$%&'%('6

H

=

#和青霉属"

)$&(*(""(+,6

H

=

#为优

势属&

%

!

讨论与结论

$"!

!

讨论

据统计!地球上约有
!F

万种植物!而内生真菌

的数量就超出十万种)

#"

*

!调查发现几乎所有的维管

束植物以及一些低等的蕨类植物(藻类苔藓植物的

各个 组 织 中!都 存 在 内 生 真 菌!遍 及 整 个 植 物

界)

##'#%

*

!具有种类多(分布广的特点&

本试验在红果型沙地云杉分离的内生真菌发现

枝条分离率最高!针叶次之!球果居第
%

位!根与果

实最低&这与阿依佳玛丽)

#@

*等"

!"#&

#的结果相一

致!宁祎"

!"#(

#在
@

个采样点发现均为茎组织内生

真菌的定殖率高于叶组织&翟梅枝)

#F

*等"

!"">

#在

核桃(黑核桃各部位分布结果为茎
$

皮
$

叶!表明茎

为此植物内生真菌最多的部位&

在植物体内!不同的内生真菌相互作用并建立

一种生态平衡!其中一些分离频率高!数量大的优势

类群如青霉属(镰孢属(链格孢属)

#&

*

&本试验分离

培养得到的
&"

株内生真菌分属于
(

个科!

#"

个属!

#!

个种!此结果表明红果型沙地云杉内生真菌数量

和种类具有多样性!其中链格孢属和青霉菌属是优

势菌属&高媛)

#(

*等"

!"#&

#等在实验室从疏花水柏

枝中分离到
#&%

株内生真菌!以曲霉属(青霉属和链

F$#

第
&

期 任
!

燕 等$红果型沙地云杉内生真菌多样性



图
<

!

红果型沙地云杉内生真菌
ULE

序列系统发育树

7:

I

=%

!

M3

8

/*

I

5-52:D2,55*0ULE',J1G65

C

+5-D56*05-<*

H

3

8

2:D0+-

I

:-):,.&

4

."(*'

图
=

!

红果型沙地云杉内生真菌所占比例

7:

I

=@

!

L35
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究中发现!锁阳中青霉属真菌为优势菌群&阿依佳
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#等从核桃中分离出
&(&

株内生真菌!

分属于
@(

个!反映了核桃内生真菌的多样性!其中

交链孢霉属的种群优势极为明显!这与毛光瑞)
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的研究的结果具有一定的相似性&许多研究结果表

明!链格孢属和青霉属是自然界常见的植物内生真

菌类群!它们在宿主植物中广泛分布&
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结论

根据试验结果可以看出!内生真菌菌落大多为

圆形(近圆形!灰色(黑色(绿色!少数为粉红色或淡

黄色!菌落表面有棉絮状(毛毡状!粉状(质地疏松!

平展!生长速度不一!快则
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从健康的红果型沙地云杉不同组织部位中分离

得到的
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株内生真菌!通过形态学结合分子鉴定方

法对内生真菌种群进行分类地位确定&结果表明!

其隶属于
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个科!
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个属!

#!

个种!分属于黑附球菌

属(镰刀属(拟茎点霉属(葡萄穗霉属(枝孢属(链格

孢属(青霉属(绳光黑壳(聚多曲霉(弯孢霉属!其中

链格孢属"
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#为优势属分别占总菌株数的
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和
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!说明

红果型沙地云杉内生真菌菌种资源较丰富&

虽然得到的序列不同!但是分析红果型沙地云

杉中的内生真菌发现!它们的聚类结果基本都可以
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聚在一起!说明亲缘关系较近&

本研究对红果型沙地云杉内生真菌进行了分离

鉴定和分子系统学分析!为沙地云杉内生真菌的种

属鉴别和资源的开发利用提供科学的依据!并为下

一步深入研究内生真菌代谢产物提供理论基础&
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Ê U]a

!

$#'"=J:;5,6:2

8

*00+-

I

.25-<*'

H

3

8

2560,*BE+

4

"'&/%$

4

('+-<5,<:005,5-23.O:2.26:-E3..-P:

)

)

*

=N:D,*O:*/*

I8

V3:-.

!

!"#&

!

@%

"

&

#$

#!&!'#!(%=

"

:-V3:'

-565

#

($#

第
&

期 任
!

燕 等$红果型沙地云杉内生真菌多样性


