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桉树内生真菌二型伞霉的培养条件优化
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要!明确桉树内生真菌二型伞霉的最适培养条件!为桉树内生真菌共生机制研究以及内生真菌

的实际生产应用奠定基础"采用固体培养和液体培养!研究不同温度#
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%$碳源#葡萄糖$蔗糖$麦芽糖$甘露醇$果糖$乳糖和山梨醇%$氮源#磷酸氢

二铵$草酸铵$硫酸铵$氯化铵$尿素$胰蛋白胨和蛋白胨%$转速#
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二型伞霉生长的影响"同时回接巨桉!测量其株高与根长!探究接种二型伞霉对巨桉的影响"结果

表明!二型伞霉在不同碳源和不同氮源的
KK1

培养基均能生长!但生长速度和生物量存在显著

差异!最佳碳源为乳糖!其次是葡萄糖!最佳氮源为蛋白胨!其次是尿素"二型伞霉适宜生长温度为
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!生长最快$长势最好!适宜生长
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为
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!最佳转速为
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"接种二型伞霉
!

个月

后巨桉株高和根长分别比对照显著提高
&(=!!L

和
A$=A(L

"初步确定了桉树内生真菌二型伞霉

的最佳培养条件!验证了其对桉树生长的促进作用!为桉树内生真菌的生理生化研究和资源的开发

利用提供理论依据"
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#植物的总称)
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'为常绿阔叶高大乔木!原产地

澳大利亚!

%(>"

年引进中国!至今已有
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多
.

的

历史)

!

*

'其适应性强(生长速度快(轮伐期短(树干

通直(产量高!是华南地区主要造林树种)

#
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'截至

!"%$

年数据统计!桉树产量世界前
#

为印度(巴西

和中国!中国的桉树林种植面积已达
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万
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!

)
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'

内生真菌能通过调节活性氧和抗氧化剂来增加

寄主对各种压力的耐受性)

$

*

!也可通过竞争底物的

方式协助宿主植物抵抗病虫害的入侵)
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'桉树根系

中共生真菌多样性丰富!弓明钦等)

A

*调查华南地区

的桉树林根际发现
%%

种外生菌根真菌'朱天辉

等)

(

*调查四川桉树林发现
%A

种外生菌根真菌!隶属

>

科
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属'单体江等)
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*综述国内报道的桉树内生

真菌主要包括茎点霉属"
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多个属'

在二型伞霉"
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丁雅迪等)
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*在思茅松"
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#根中分离出
%!

株二型伞霉属"
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#

真菌!占所分离思茅松内生菌根真菌的
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!其

中包括本研究中的二型伞霉!认为
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有可能是思茅松内生菌根真菌的优势菌群'王思佳

等)
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*在广州市长岗山自然保护区的桉树林根系中

分离并鉴定出二型伞霉!同时证明是桉树根系的内

生真菌'徐超等)
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*的发明专利中提到二型伞霉可

提高铁皮石斛"

<$5*+&#)/"&

99
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#生长速度!

增强铁皮石斛抗旱能力!而有关二型伞霉的生物学

特性!二型伞霉对植物生长作用和生理生化指标影

响的研究很少'基于此!本研究从不同碳源和氮源

等营养条件!不同温度(

I

J

和转速等生长条件对二

型伞霉生长的影响!优化桉树内生真菌二型伞霉生

长的培养条件!对进一步研究二型伞霉的生物学特

性!以及二型伞霉与植物之间的关系提供菌源!并为

今后桉树二型伞霉在林业生产中的应用奠定基础'
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材料与方法
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菌株及活化培养

供试菌种$巨桉"
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#内生真

菌二型伞霉"

!3*)"&+

'

,-

#!由亚热带农业生物资源

保护与利用国家重点实验室华南农业大学菌根研究

室提供'

活化培养$将保存的菌种接种于马铃薯葡萄糖

琼脂培养基"

I

*2.2*<5V2,*65.

E

.,D5<:+D

!

UYB

#平

板中央!

!$H

恒温暗培养
%$<

后用打孔器"

#

$

DD

#在菌落边缘打取菌饼!用作固体和液体培养的

接种体'

!"#

!

培养基

以
UYB

培养基进行纯化培养!以
KK1

培养

基"

D*<:0:5<D5/:-'-*,Z,.-6D5<:+D

#为基础培养

基进行单因素替换分离培养)

%#

*

'

UYB

培养基配

方$马铃薯"从中提取浸出粉#

#""

E

!葡萄糖
!"

E

!琼

脂
%$

E

&

KK1

培养基配方$氯化钙
"="$

E

!氯化钠

"="!$

E

!磷酸二氢钾
"=$

E

!磷酸氢二铵
"=!$

E

!硫

酸镁
"=%$

E

!三氯化铁"

%L

#

%=!DF

!维生素
[

%

%""

$

E

!柠檬酸
"=!

E

!葡萄糖
%"

E

!琼脂
!"

E

'蒸馏水

加至
%"""DF

!

I

J

调至
$=$

'

!"$

!

试验方法

%=#=%

!

不同碳源处理
!

以
KK1

固体培养基为基

础培养基!用等量的蔗糖(麦芽糖(甘露醇(果糖(乳

糖和山梨醇"均为分析纯#代替培养基中的葡萄糖!

以葡萄糖作为对照!共
A

个不同碳源培养基处理!每

个处理
&

个重复'

%!%H

(

%""ZU.

高压蒸汽灭菌
!$

D:-

!倒平板"

#

>GD

#至冷却后!用打孔器"

#

$DD

#

分别取
%

个菌饼接种于培养基中央!菌丝面朝下紧

贴培养基!封口膜封好后于培养皿底部以菌饼为中

心划十字!

!$H

恒温暗培养
!$<

'用十字交叉法测

量菌落直径!按照公式计算菌丝生长速度!同时参照

李芳等)

%&

*的方法称量菌丝干重'

菌丝生长速度"

DD

%

<

#

\

菌落半径"

DD

#%菌丝

生长天数"

<

#

%=#=!

!

不同氮源处理
!

用等量的草酸铵(硫酸铵(

氯化铵(尿素(胰蛋白胨和蛋白胨"均为分析纯#代替

KK1

培养基中的磷酸氢二铵!以磷酸氢二铵作为

对照!共
A

个不同氮源培养基处理!每个处理
&

个重

复'按照
%=#=%

的方法对二型伞霉进行固体培养!

#&%

第
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期 梁京威 等$桉树内生真菌二型伞霉的培养条件优化



测定菌丝生长速度和生物量'

%=#=#

!

不同温度处理
!

不同培养温度分别设置为

!"

(

!$

(

#"

(

#$H

'取
%

个菌饼接种于
KK1

培养基

中央!按照
%=#=%

的方法对二型伞霉进行固体培养!

在培养箱中暗培养
%$<

后收获菌丝!测定菌丝生长

速度和生物量'

%=#=&

!

不 同
I

J

处 理
!

用
%D*F

%

F

的
JP/

和

1.NJ

将
KK1

培养基的
I

J

分别调为
&="

(

$="

(

?="

(

A="

和
(="

'取
%

个菌饼接种于
KK1

培养基

中央!按照
%=#=%

的方法对二型伞霉进行固体培养!

在培养箱中
!$H

暗培养
%$<

后收获菌丝!测定菌丝

生长速度和生物量'

%=#=$

!

不同转速处理
!

将
KK1

培养液
%""DF

"

I

J$=$

#装入
!$"DF

三角瓶中!接入
!

个菌饼!设

转速分别为
("

(

%""

(

%!",

%

D:-

和
%&",

%

D:-

!

!$H

摇床暗培养
A<

后过滤收集菌丝!用无菌水冲洗

#

次!

("H

烘干至恒重后称量菌丝干重'每个处理

&

个重复'

%=#=?

!

回接巨桉苗
!

将沙子(蛭石在
%!%H

(

%""ZU.

灭菌
?"D:-

后以体积比
%]%

混合!装满体积为
"=#

F

的花盆中!参考刘茂军等)

%$

*方法将二型伞霉回接无

菌巨桉苗"来自中国林业科学研究院热带林业研究

所#!每盆
$

株!每株接种
%"

个直径
$DD

的菌饼!每

组
&

个重复!以不接菌饼为对照'将植株置于室内培

养"温度
!$H

!湿度
?"L

!光强
$"""/V

#!并
%

周浇
%

次营养液!

!

个月后收获接种苗和对照苗!检测二型

伞霉的定殖情况并测定根长及株高'

!"%
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数据处理

数据使用
MUMMM2.2:62:G6!"="

"

[̂K

!

P3:G.

E

*

!

9MB

#(

CVG5/!"%"

统计软件进行统计分析!采用单

因素方差分析进行均值显著性检验!邓肯多重比较

进行显著性差异检验"

?

#

"="$

#!使用
M:

E

D.U/*2

%#="

进行绘图'所示数据为
&

次重复的平均值
_

标准差'

!

!

结果与分析

#"!

!

不同碳源对二型伞霉生长的影响

二型伞霉在
A

种不同碳源培养基上的菌落形态

如图
%

所示'由图
%

可知!

A

种碳源均能被二型伞

霉利用!但不同碳源培养基上二型伞霉的生长速度

和生物量的差异显著"图
!

!

?

#

"="$

#'二型伞霉以

山梨醇为碳源的生长速度最慢(生物量最小!为

"

%=#!_"="#

#

DD

%

<

和"

%&?=""_%(=?%

#

D

E

!说明

其对山梨醇的利用率低'而以乳糖为碳源时生长速

度最快(生物量最大!为"

%=$A_"="%

#

DD

%

<

和

"

%>(=A$_A=%>

#

D

E

!以乳糖为碳源和以葡萄糖为碳

源相比差异不显著"

?

$

"="$

#!葡萄糖的生长速度

和生物 量 为 "

%=&%_"="A

#

DD

%

<

和 "

%((=$"_

!A=#>

#

D

E

'葡萄糖和乳糖的生长情况皆优于其他

供试碳源'所以二型伞霉固体培养时生长适宜的碳

源是乳糖!其次是葡萄糖'

注$

B

$葡萄糖&

[

$果糖&

P

$蔗糖&

Y

$乳糖&

C

$麦芽糖&

7

$甘露醇&

`

$山

梨醇'

图
B

!

二型伞霉在不同碳源
KK1

培养基生长
CD<

的

菌落形态

7:

E

=%

!

R35G*/*-

8

D*,

I

3*/*

E8

*0!"#$%&

'

()(*)"&+

'

,-*-KK1

D5<:+D4:23<:005,5-2G.,S*-6*+,G560*,!$<.

8

6

注$

B

$不同碳源对二型伞霉生长速度的影响&

[

$不同碳源对二型伞

霉生物量的影响&小写字母表示不同碳源对同一种真菌生长影响的

差异显著性"

?

#

"="$

#'下同'

图
C

!

碳源对二型伞霉生长的影响

7:

E

=!

!

C005G26*0<:005,5-2G.,S*-6*+,G56*-235

E

,*423*0

!3*)"&+

'

,-

#"#

!

不同氮源对二型伞霉生长的影响

二型伞霉在
A

种不同氮源培养基上的菌落形态

&&%
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如图
#

所示'由图
#

可知!以蛋白胨和胰蛋白胨为

氮源的菌落最大!最快长满培养皿!而以硫酸铵(草

酸铵为氮源的菌落最小且较为致密!与其他氮源的

菌落形态差异显著'由图
&B

知!二型伞霉以蛋白

胨和胰蛋白胨为氮源时生长速度最快"

%=?#_"="%

DD

%

<

和
%=?%_"="%DD

%

<

#!其次是尿素"

%=&&_

"="?DD

%

<

#!分别比对照"

%=#?_"="%DD

%

<

#显著

提高
%>=AL

(

%(=?L

和
?=%L

"

?

#

"="$

#&二型伞

注$

B

$蛋白胨&

[

$磷酸氢二铵&

P

$尿素&

Y

$胰蛋白胨&

C

$硫酸铵&

7

$氯

化铵&

`

$草酸铵'

图
E

!

二型伞霉在不同氮源
KK1

培养基生长
CD<

的

菌落形态

7:

E

=#

!

R35G*/*-

8

D*,

I

3*/*

E8

*0!3*)"&+

'

,-*-KK1

D5<:+D4:23<:005,5-2-:2,*

E

5-6*+,G560*,!$<.

8

6

注$

B

$不同氮源对二型伞霉生长速度的影响&

[

$不同氮源对二型伞

霉生物量的影响'

图
F

!

氮源对二型伞霉生长的影响

7:

E

=&

!

C005G26*0<:005,5-2-:2,*

E

5-6*+,G56*-235

E

,*423*0!3*)"&+

'

,-

霉以蛋白胨为氮源时生物量最大"

%(?=""_!>=$>

D

E

#!其次是尿素"

%?%=""_!A=?#D

E

#!分别比对照

"

%#%=""_!"=#?D

E

#显著提高
&!="L

和
!!=>L

"图

&[

!

?

#

"="$

#'所以二型伞霉固体培养时生长适宜

的氮源是蛋白胨!其次是尿素'

#"$

!

不同温度对二型伞霉生长的影响

二型伞霉在
!"

(

!$

(

#"

(

#$H&

种温度培养基上

的菌落形态如图
$

所示'由图
$

可知!温度对二型

伞霉的生长有显著影响"表
%

!

?

#

"="$

#'在
!"

"

#"H

时!生长速率均随温度的升高而增大&在温度为

#"H

时达到最大值&在
#"

"

#$H

时!生长速率均随

温度的升高而减小'生物量随温度的增大而增大!

在温度为
#$H

时达到最大值&温度为
#"H

时生长状

态良好!菌丝表面平滑!而在温度为
#$H

时菌落中

间致密隆起而边缘疏松!呈老化状'说明二型伞霉

的适宜生长温度为
#"H

'

图
D

!

二型伞霉在不同温度
KK1

培养基生长
BD<

的

菌落形态

7:

E

=$

!

R35G*/*-

8

D*,

I

3*/*

E8

*0!3*)"&+

'

,-*-KK1D5<:+D

4:23<:005,5-225D

I

5,.2+,50*,%$<.

8

6

#"%

!

不同
&

'

对二型伞霉生长的影响

固体培养条件下!二型伞霉在
I

J&="

(

$="

(

?="

(

A="

和
(="

不同梯度的
KK1

培养基上的菌落

形态如图
?

所示'

I

J

对二型伞霉的生长均有显著

影响"表
!

!

?

#

"="$

#'在
I

J&="

"

(="

的范围内!

二型伞霉均能生长!其生长速率和生物量均随
I

J

的增大呈现先增大后减小的趋势!且都在
I

J

为
A="

达到最大值!其生长状态在
I

J?="

时比
I

J(="

时

好!说明二型伞霉为中性偏酸菌'

#"(

!

不同转速对二型伞霉生长的影响

转速对二型伞霉的生长均有显著影响"表
#

!

?

#

"="$

#!二型伞霉在转速为
("

"

%&",

%

D:-

的范

围内均能生长!但是二型伞霉的生物量随转速的增

大呈现降低的趋势!说明二型伞霉的生物量与转速

呈负相关!在本研究的转速范围内!生长的最适转速

为
(",

%

D:-

'

$&%

第
!

期 梁京威 等$桉树内生真菌二型伞霉的培养条件优化



图
G

!

二型伞霉在不同
I

JKK1

培养基生长
BD<

的

菌落形态

7:

E

=?

!

R35G*/*-

8

D*,

I

3*/*

E8

*0!3*)"&+

'

,-*-

KK1D5<:+D4:23<:005,5-2

I

J0*,%$<.

8

6

#")

!

二型伞霉对巨桉生长的影响

将二型伞霉回接至巨桉苗!测定二型伞霉对巨

桉生长作用'结果表明!二型伞霉在巨桉根系中定

殖情况良好!巨桉根系的二型伞霉侵染率为
##=!L

!

侵染强度为
%"=(L

!微菌核"

K:G,*6G/5,*2:.

#丰富度

为
$?=AL

)

%%

*

'接种二型伞霉的巨桉苗株高比对照

显著提高
&(=!!L

!根长比对照显著提高
A$=A(L

"表
&

#!说明二型伞霉对巨桉苗的株高和根长的生

长均有促进作用'

#

!

结论与讨论

本课题组从桉树中分离出一株内生真菌二型伞

霉)

%%

*

!不同真菌的生境不同!其生长情况也会不同!

本 研究对其进行了碳源(氮源(温度(

I

J

和转速的

表
B

!

温度对二型伞霉生长的影响

R.S/5%

!

C005G26*0<:005,5-225D

I

5,.2+,5*-235

E

,*423*0!3*)"&+

'

,-

温度%

H !" !$ #" #$

生物量%

D

E

!>=""_&=$&G ($=A$_%#=#AS >%=A$_?=>>. %$$=""_#%=%(.

生长速率%"

DD

+

<

X%

#

"=(&_"=%AG %=>$_"=!#S !=#"_"=%!. !=%$_"="&.

!!

注$小写字母表示不同温度对二型伞霉生长影响的差异显著性"

?

#

"="$

#'下同'

表
C

!I

J

对二型伞霉生长的影响

R.S/5!

!

C005G26*0<:005,5-2

I

J*-235

E

,*423*0!3*)"&+

'

,-

I

J &=" $=" ?=" A=" (="

生物量%

D

E

%"%_&"=((G %&(_!$="!SG %?$_%(="$.S %>#_!"=(>. %A(_%%=#!.S

生长速率%"

DD

+

<

X%

#

%=>#_"=%"G !=""_"=%"SG !=%%_"="&.S !=%(_"="$. %=>%_"=!&.S

表
E

!

不同转速对二型伞霉生物量的影响

R.S/5#

!

C005G26*0<:005,5-2,*2.2:*-6

I

55<*-235S:*D.66*0!3*)"&+

'

,-

转速%"

,

+

D:-

X%

#

(" %"" %!" %&"

生物量%

D

E

!A%=$"_%(="". !!#=A$_%$=""S !"%=!$_!>=""SG %(>=""_$=""G

生长速率%"

D

E

+

<

X%

#

#(=A>_#="". #%=>?_!=""S !(=A$_&=""SG !A=""_%=""G

表
F

!

二型伞霉对巨桉株高和根长的影响

R.S/5&

!

R355005G2*0!3*)"&+

'

,-*-23563**2.-<

,**2/5-

E

23*0.3

6

+-5*)(

处理 株高%

GD

根长%

GD

二型伞霉
A="A_"=&> !!=$"_&=$(

对照
&=AA_"=A( %!=("_%=%#

生物学特性研究!优化了二型伞霉的培养条件!在

KK1

培养基中乳糖或葡萄糖作碳源(蛋白胨或尿

素作氮源(温度为
#"H

(

I

J

为
?="

"

A="

和转速为

(",

%

D:-

时为二型伞霉的最佳培养条件'

碳源在真菌的生长过程中提供能量!本研究表

明二型伞霉的最适碳源是乳糖!其次是葡萄糖'宋

瑛瑛)

%?

*研究的
&

种深色有隔内生真菌中!沙门外瓶

柄霉"

.G&

'

,)-%-(-%"&5)(

#(甘瓶霉"

?,)-%&

'

,&+-

"/(2$-

#和菊异茎点霉"

?-+-

'

,&"-0,+

1

(-52,$")H

0&%-

#的最适碳源皆为葡萄糖!枝状枝孢菌"

@%-*&(H

'

&+)/"0%-*&(

'

&+)&)*$(

#的最适碳源为乳糖'张好

强等)

%A

*研究发现龟裂秃马勃"

J-5*I$-/2+)

9

&+H

")(

#在以几丁质和碳酸氢钠为碳源的培养基上不生

长!其最适碳源为蔗糖'宋瑛瑛)

%?

*在研究中发现固

体培养时沙门外瓶柄霉最适碳源为葡萄糖!而液体

培养时最适碳源为可溶性淀粉'刘润进等)

%(

*认为

影响真菌菌丝生长最大的
#

种碳源为葡萄糖(麦芽

糖和蔗糖!试验说明真菌对不同碳源的摄取和利用

有所差异!不同真菌对同一碳源的利用也有差异!既

能利用单糖!也可以利用多糖甚至醇类!且固体培养

和液体培养也存在差异'

氮源在真菌的生长过程中提供营养!对真菌的

生长起重要作用'本研究在固体培养中!使用磷酸

氢二铵(草酸铵(硫酸铵(氯化铵(尿素(胰蛋白胨和

蛋白胨
A

种氮源以扩大氮源使用范围!为更好的选

择最适氮源提供数据支撑'

B=Y.O.

等)

%>

*研究的橙

?&%
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盖鹅膏菌"

A"-5)2-0-$(-+$-

#在氮源为磷酸氢二铵

时干重最大!说明其对铵盐的利用率较高'

K=)*6a

等)

!"

*发现小果豆马勃"

?)(&%)2,/(")0+&0-+

'

/(

#的

生产过程中可用蛋白胨代替酵母提取物成为最适氮

源!降低生产成本'宋瑛瑛)

%?

*研究中发现固体培养

时沙门外瓶柄霉(甘瓶霉(枝状枝孢菌的最适氮源均

为硝酸钠!菊异茎点霉的最适氮源为胰蛋白胨'本

研究中二型伞霉的最适氮源是蛋白胨!其次是尿素!

其对铵盐的利用率相比之下比较低!有机氮源比铵

态氮源的利用率高'

温度是影响内生菌根真菌生长和生理代谢的重

要因素之一'刘晓曦)

!%

*研究发现在
!(H

时印度梨

形孢"

B$+$5*)

'

)2-)5*)0-

#生长最好!收集的菌丝最

多'张 勇 等)

!!

*研 究 发 现 瘤 突 毛 壳 "

@,-$2&")/"

(2+/"-+)/"

#(耐 热 梭 孢 壳 "

K,)$%-;)-(/#2,$+H

"&

'

,)%-

#和榛色钩囊菌"

J-")

6

$+--;$%%-5$-

#

#

个

耐热真菌新纪录种!瘤突毛壳和耐热梭孢壳的适宜

生长温度是
#$

"

&$H

!榛色钩囊菌的适宜生长温度

是
#$

"

&"H

'本试验结果显示!二型伞霉在
#"H

时

生长情况最佳!

#$H

时的生长情况也比
!$H

时的生

长情况好!说明二型伞霉的最适温度为
#"H

!且能

耐受一定高温'

I

J

影响真菌生长和发育!李贵等)

!#

*研究的蛇

足石杉"

J/

'

$+=)-($++-2-

#

!

株内生真菌在
I

J?="

时生物总碱和生物量达到最大值'万志文等)

!&

*研

究发现随着
I

J

增加!醉马草"

A0,5-2,$+/")5$H

#+)-5(

#内生真菌共生体幼苗叶绿素含量呈先增加

后下降的趋势!并在
I

JA="

时达到最大值'本试

验显示二型伞霉生长最适
I

J

是
?="

"

A="

'

不同的转速能溶解不同的氧浓度!从而影响真

菌在液体培养中的生长'王俊明等)

!$

*研究得出皱

柄白马鞍菌"

J$%;$%%-0+)(

'

-

#在转速达到
%"",

%

D:-

时生物量最大'季向阳等)

!?

*研究得出羊肚菌

"

L&+0,$%%-$(0/%$52-

#最适转速为
%&",

%

D:-

'而刘

士旺等)

!A

*研究得出羊肚菌最适转速为
%$",

%

D:-

'

本研究中二型伞霉生长最适转速是
(",

%

D:-

'不同

真菌的最适转速有所差异!真菌的需氧量有所不同!

甚至同一种真菌在不同的环境下最适转速也会有变

化'因二型伞霉为中性偏酸菌!在
I

J$=$

"

A="

范

围内不同单因素进行实验所得最优结果无显著差

异!本研究中!在液体培养下!尚未考虑全因素试验!

在后续优化的试验中!应进行正交设计法等严格控

制变量进行液体培养基的优化培养'

内生真菌对植物生长的促进作用!可通过与植

物根部建立互惠共生关系来进行!增强防治病虫害

及非生物胁迫的能力'侯姣姣等)

!(

*研究得出内生

真菌 黑 附 球 菌 "

.

'

)0&00/" 5)

6

+/"

#对 古 侧 柏

"

?%-2

1

0%-*/(&+)$52-%)(

#幼苗生长均有促进作用!

可显著提高古侧柏幼苗株高(地径(干重(含水量等'

杨韧等)

!>

*对陕北地区油松"

?)5/(2-#/%)

9

&+")(

#的

深色有隔内生菌"
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