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封面图说: 相当数量的降雪与低温严寒是冰川发育的主要因素,地球上的冰川除南北两极外,只有在高海拔的寒冷山地才能存

在。 喜马拉雅山造山运动使中国成为了世界上中低纬度冰川最为发育的国家,喜马拉雅山地区雪峰连绵、冰川四

溢,共有现代冰川 17000 多条,是世界冰川发育的中心之一。
彩图提供: 陈建伟教授摇 国家林业局摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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内生真菌对羽茅生长及光合特性的影响

贾摇 彤,任安芝,王摇 帅, 高玉葆*

(南开大学生命科学学院,天津摇 300071)

摘要:通过温室栽培实验,以感染两种内生真菌(Neotyphodium sibiricum 和 Neotyphodium gansuence)和未感染内生真菌的羽茅

(Achnatherum sibiricum)为实验材料,分析感染不同种内生真菌对宿主植物的生长及光合特性的影响。 结果表明,感染两种内生

真菌羽茅的株高和 CO2补偿点显著低于未染菌的羽茅,而染菌羽茅的蒸腾速率和气孔导度显著高于未染菌羽茅,但对于感染不

同种内生真菌的羽茅,无论是分蘖数与生物量的积累还是光合生理值之间均无显著差异。
关键词:Neotyphodium 内生真菌;羽茅;光合特性

Effect of Endophytic fungi on growth and photosynthetic characteristics of
Achnatherum sibiricum
JIA Tong,REN Anzhi,WANG Shuai,GAO Yubao*

College of Life Sciences, Nankai University, Tianjin 300071, China

Abstract: Achnatherum sibiricum is a perennial sparse bunchgrass native to the Inner Mongolia Steppe of China, and it is
highly infected by Epichlo / Neotyphodium fungal endophytes. Early studies of grass endophyte associations suggested that
endophytes were plant鄄defending mutualists. For native grass endophyte associations, however, their interactions are more
variable. The symbiosis between endophytes and their natural hosts have been suggested to range from antagonistic to
mutualistic. In some grass species, endophyte infection could benefit their hosts under stress conditions, while in other
studies, endophyte鄄infected (E+) grasses did not appear to be competitive over those that were endophyte free (E-). It
was reported that in native grass populations, endophytic fungal communities may be more diverse and variable than that of
agronomic and economically important species. It was also reported that plant genotype had been shown to interact with
environmental factors in altering performance of Neotyphodium鄄infected tall fescue and perennial ryegrass, at least relative to
drought tolerance or soil nutrients. What is the effect of the different endophyte species? In our pervious study, we
controlled all conditions except endophyte species. Two endophyte species, Neotyphodium sibiricum (K) and Neotyphodium
gansuence (M) were isolated and identified from A. sibiricum. In the present study, the effect of the two different
Neotyphodium species on growth and photosynthetic characteristics of A. sibiricum was carried out. The results showed that
there were no significant difference in the percent of nitrogen content between E+ and E- plants. The trend of the leaf mass
per area ( LMA) had gradually increased between E + and E -, but the difference was not significant. Similarly, the
photosynthetic nitrogen use efficiency (PNUE) between E- and E+ also had no significant difference, and there were no
significant differences in the PNUE of K and M. The above ground and root biomass of E+ tended to be higher than those of
E-, only the difference was not significant. As for K and M, no difference occurred in biomass distribution, plant height,
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leaf number, as well as tiller number. The light curve showed that the net photosynthetic rate was E- >K > M. The CO2

compensation point of E- plants was significantly higher than that of E+, which indicated that E+ plants had higher CO2

utilization efficiency than E- plants. Different endophyte species had no significant effect on the CO2 compensation point of
A. sibiricum. However, our results suggested that the CO2 compensation point was much more variable in E+ and E-, and
the transpiration rate and stomatal conductance of E+ were significantly higher than those of E-. Thus, it was beneficial to
the plant when stomata was almost closed, which promoted E+ to use the low CO2concentration more efficiently. In brief,
different endophyte species had no significant effect on growth and photosynthetic characteristics of A. sibiricum in this
study. We speculated that different species of endophyte maybe have different effects on A. sibiricum depending on the host
genotype and growing conditions. These effects had yet to be studied further.

Key Words: Neotyphodium;Achnatherum sibiricum;photosynthetic characteristics

内生真菌(Endophyte)是存在于健康植物的茎叶中,形成不明显侵染的一类真菌[1]。 内生真菌的分布十

分广泛,其宿主植物涉及藻类、针叶树、灌木和草本等多个类群,尤以禾本科植物最为常见。 目前,对于内生真

菌和宿主禾草共生关系的研究绝大多数集中于人工栽培的草坪草和牧草,其中又以高羊茅和黑麦草的研究最

多。 近 100 多年来国内外的研究表明,内生真菌与人工禾草的关系是互利共生的。 一方面,植物为内生真菌

提供其自身无法合成的光合产物和矿物质;另一方面,内生真菌分泌的生物碱等次生代谢产物能够刺激植物

生长发育,提高宿主植物对食草昆虫[2] 和病原菌[3] 等生物干扰以及对高温[4]、干旱、重金属和矿质营养缺乏

等非生物胁迫的抗性[5]。
天然禾草与内生真菌的关系研究较少,但仅有的结果显示其比较复杂,从有利到中性到不利均有报道。

Louis 和 Faeth 以亚利桑那羊茅为研究对象,结果发现在氮营养缺乏的条件下,感染内生真菌植株的干重显著

高于非感染植株,而在高氮水平下,内生真菌感染对植株干重没有影响[6]。 Faeth 等分别在野外和温室中对

Neotyphodium 内生真菌是否提高亚利桑那羊茅的竞争能力进行了研究,结果表明在野外实验中,E-植株的营

养生长高于 E+植株,但生殖生长低于后者;而严格控制植物基因型的温室实验中,发现在不同的水分和营养

条件下,E-植株的地下和地上生物量始终高于 E+植株[7]。
天然禾草中内生真菌多样性比人工禾草更高,表现在人工禾草通常感染 1 种内生真菌,而在天然禾草中,

同一种禾草感染多种内生真菌的报道较多,例如张欣等从西乌旗样地中的羽茅中一共分离得到 6 种形态型的

内生真菌[8]。 有学者推测内生真菌与天然禾草的关系可能与共生体双方的种类有关,例如宿主植物的基因

型是内生真菌生物碱产量的决定因素,这说明尽管生物碱来源于真菌,但其产生水平却决定于植物的遗传背

景[9鄄10]。 无性的 Neotyphodium 真菌与禾草共生体的生物碱含量更高[11],可以更有效地保护宿主免于取食[10]。
然而,关于内生真菌的种类对共生关系影响的研究,目前报道很少。 如多年生黑麦草感染两种不同形态内生

真菌[12],可能造成植物基因型与所感染内生真菌之间相互作用结果的差异性,Hesse 等研究结果表明,干旱环

境下的基因型,内生真菌感染使植物在水分充足条件下生长减慢,但干旱条件下快速生长;周期性地灌溉或者

干旱下的基因型,内生真菌感染显著增加了植物的分蘖数和种子的产量[13]。 不同形态群不一定属于不同物

种,本实验采用温室栽培的方式,对来自同一地理种群但分别感染两种不同种内生真菌的羽茅为研究对象,测
定感染两种不同内生真菌羽茅的生长指标以及光合生理特性。 以期解答不同种内生真菌对宿主植物的贡献

是否存在差异,为深入研究内生真菌对羽茅的影响提供生态学理论基础。
1摇 材料与方法

1. 1摇 供试材料与培养

2008 年 2 月将采自定位站的羽茅饱满成熟的种子种于蛭石中,每盆 10 枚,置于温室中培养。 待种子发

芽后生长一星期后进行间苗,每盆留下 5 株,2009 年 5 月对羽茅进行叶鞘分离内生真菌,将叶鞘浸于 70%乙

醇溶液里连续搅拌 5s,然后放入含 0. 5%有效 Cl 的 NaClO 溶液里连续搅拌 5min 表面灭菌。 在无菌的环境下

2184 摇 生摇 态摇 学摇 报摇 摇 摇 31 卷摇
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图 1摇 两种内生真菌的菌落形态

Fig. 1摇 Two endophyte species of Achnatherum sibiricum

将叶鞘剪成 0. 5cm 小块,接入锥形瓶内的固体 PDA 培

养基中,接 6 块 /瓶,25益黑暗环境下培养。 获得感染两

个不同种内生真菌的羽茅,这两种菌的生长特征如下:
Neotyphodium sibiricum 菌株呈白色,菌丝致密,生长速度

极为缓慢,标记为 M。 Neotyphodium gansuence 菌株,白
色,棉质至毡质,菌落周围偶有窄的白灰色区域,生长较

快,标记为 K。 叶鞘分离内生真菌后得到 K 和 M 各 5
个羽茅个体重复,其中每一个体又包含 5 个重复,这 5
个重复是来自同一株羽茅,E-为 5 个重复。
1. 2摇 不同种内生真菌的羽茅光合生理指标的测定

测定选取天气晴朗的时候,从 2010 年 3 月开始,从
9:30—11:00 时,对感染不同种内生真菌的植株和未染菌植株进行光合生理指标测定,测定系统为开放式气

路,光强由 LI鄄 6400鄄 02BLED 红蓝光源进行自动控制,设定温度为 25益,在自然 CO2 浓度条件下(大约为

400滋mol / mol),用 LI鄄6400 光合作用测定仪对染菌(K 和 M)和不染菌(E-)羽茅新叶完全展开的第 1 只叶片

进行光合光响应测定。 在不同光合有效辐射通量密度(PPFD,1800、1500、1200、1000、800、600、400、200、150、
100、50、0滋mol·m-2·s-1)下自动记录叶片净光合速率;设定 PAR 为 1200滋mol·m-2·s-1作为测定光强,采用 LI鄄
6400鄄01 液化 CO2钢瓶提供不同的 CO2体积分数,分别在 CO2浓度为 400、200、150、120、100、80、50、400、600、
800、1000、1200滋mol / mol 的条件下测定叶片 Pn。

本研究中 Pn对光强的响应符合 Michaelis鄄Menten 的直角双曲线方程,其表达式[14]为:

Pn =
琢IPmax

琢I+Pmax
-Rd

式中,琢 为光合速率的光响应曲线的初始斜率,它反映了表观量子效率(AQY);I 为光量子通量密度 PPFD
(滋mol·m-2·s-1);Pmax为光饱和时的最大净光合速率(滋mol·m-2·s-1); Rd 为叶片的暗呼吸速率(滋mol·m-2·s-1)。
利用 SPSS 统计软件对光响应数据进行拟合,得到相应参数值。 该曲线与 X 轴交点的横坐标值即为光补偿点

(LCP)。 由于 PPFD 在 0 200 滋mol·m-2·s-1的 Pn观察值近似一条直线,它与 Y=Pmax直线相交,交点所对应 X
轴的数值为光饱和点(LSP)。 气孔限制值(Ls)按照 Ls = 1-C i / Ca计算,C i 为胞间 CO2浓度(滋mol / mol),Ca 为

大气 CO2浓度(滋mol / mol)。
感染不同种内生真菌的羽茅随着 CO2浓度升高,光合速率的变化在细胞间隙 CO2浓度(C i,滋mol / mol)为

0—200滋mol / mol 内对叶片 Pn 和 C i 进行直线回归,其斜率为 RuBP 羧化效率(CE,滋mol·m-2·s-1 ),拟合方

程为[15]:

Pn =
CE伊C i+Pmax- CE伊C i+Pmax

2-4CE伊C i伊Pmax伊兹
2兹 -Resp

式中,Pn为净光合速率,C i 为胞间 CO2浓度,Pmax为最大净光合速率,兹 为 CO2响应曲线曲角。 当 Pn = 0 时,C i

即为光合作用的 CO2补偿点(CCP,滋mol / mol)。 拟合方程作图,与 Y=Pmax这条平行直线相交,得出交点,该交

点在 x 轴上的数值即为 CO2饱和点(CSP, 滋mol / mol)。
1. 3摇 各项生长指标和生理指标的测定

2010 年 3 月下旬,在温室中对处于生长旺盛时期的羽茅进行株高,叶片数,分蘖数的测定,并且采用常规

的凯氏定氮法,进行叶片全氮含量(以单位干物质重的叶氮含量表示,Nmass)的测定。 摘取测定光合光响应的

叶片鲜样,利用丙酮 颐乙醇(1 颐1)浸提法进行叶绿素测定。
光合氮有效利用率摇 (PNUE,滋mol CO2·mol-1·s-1)= Pmax / (1 / 14Nmass伊LMA)。

1. 4摇 数据处理和分析

应用 SPSS13. 0 软件进行统计分析,对数据相关分析与回归分析,并采用单因素方差分析(One鄄way
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ANOVA)和最小显著差异法(LSD) (P<0. 05)进行多重比较。
2摇 结果与分析

2. 1摇 植物生长及生理指标

2. 1. 1摇 植物生长指标

由图 2 得知,E-植株的分蘖数和叶片数与 E+植株之间差异不显著,但 E-的株高显著高于 E+植株。 对于

K 和 M,植株的株高、分蘖数、叶片数均不存在显著差异。 说明这两种内生真菌感染对羽茅的生长没有明显的

差异。

图 2摇 两种内生真菌感染对羽茅生长状况的影响

Fig. 2摇 Effect of two endophyte species on growth of Achnatherum sibiricum

E-: Endophyte free;M: Neotyphodium sibiricum;K: Neotyphodium gansuence

2. 1. 2摇 生物量

图 3 表明,E+植株的地上部生物量和根重都有高于 E-植株趋势,但差异不显著。 对于 K 和 M 植株,生物

量的分配也没有显著差异。 在本实验中,这两种内生真菌感染对羽茅的生物量积累没有显著影响。

图 3摇 不同种内生真菌感染对羽茅生物量的影响

摇 Fig. 3 摇 Effect of two endophyte species on biomass of

Achnatherum sibiricum

2. 1. 3摇 生理指标的分析

由图 4 得出,E+植株和 E-植株的 N%差异不显著,
E-,K 和 M 的 LMA 有逐渐增加的趋势,但差异不显著。
同样的,E-和 E+植株的 PNUE 也没有显著差异,K 和M
的 PNUE 差异不显著。 表明这两种内生真菌感染对羽

茅的生理指标没有显著的影响。
2. 2摇 羽茅对光照和 CO2的响应

图 5 是用直角双曲线拟合的 K,M 和 E鄄羽茅植株的

Pn鄄PAR 和 A鄄C i曲线示意图,从图中可以看出,光曲线

中,植株的净光合速率表现出 E-> M>K 的趋势,但差

异不显著。 表 1 得知,E+的蒸腾速率(Tr)都显著高于 E-的 Tr,M 的 Tr 最大,其平均值为 2. 28 mmol·m-2·s-1。
M 的气孔导度(Gs)显著高于 E-的 Gs。 对于 K 和 M 之间,光合生理值之间均无显著差异。

表 1摇 羽茅的光合生理指标的比较

Table 1摇 The comparion of Achnatherum sibiricum on physiological indexes (mean依SE)

净光合速率 Pn

Net photosynthesis rate
/ (滋mol·m-2·s-1)

蒸腾速率 Tr

Transpiration rate
/ (mmol·m-2·s-1)

气孔导度 Gs

Stomatal conductance
/ (mol·m-2·s-1)

胞间 CO2 浓度 Ci

Intercellular CO2 concentration
/ (滋mol / mol)

气孔限制值 Ls

Stomatal limitation

E- 6. 49依0. 82 1. 81依0. 14b 0. 07依0. 006b 261. 98依18. 13 0. 36依0. 04

M 6. 40依0. 29 2. 28依0. 07a 0. 08依0. 002a 272. 07依4. 82 0. 34依0. 01

K 6. 06依0. 30 2. 19依0. 07a 0. 08依0. 002ab 271. 99依5. 06 0. 34依0. 01

摇 摇 表中英文字母的异同表示同列各值之间差异是否显著(P<0. 05),未标注表明差异不显著
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图 4摇 不同种内生真菌感染的羽茅生理指标

Fig. 4摇 Two endophyte species on physiological indexes of Achnatherum sibiricum

E-: Endophyte free;M: Neotyphodium sibiricum;K: Neotyphodium gansuence

A鄄C i曲线中,随着 CO2浓度升高,感染不同种内生真菌的羽茅光合速率的变化也呈现一定趋势。 从图 5
看出,CO2浓度在 0—400滋mol / mol 时,E+和 E-的 Pn 值变化趋势相同,当 CO2浓度超过 400滋mol / mol 时,M 的

Pn高于 E-和 K,但差异不显著。

图 5摇 羽茅的 Pn 鄄PAR 和 A鄄Ci 拟合曲线

Fig. 5摇 The fitted curve of Pn 鄄PAR and A鄄Ci of Achnatherum sibiricum

从表 2 可以得出,羽茅的 CO2响应模拟曲线的 R2值都大于 0. 96。 E+和 E-的 CO2补偿点相比,E-的 CCP
比 M 高 53% ,比 K 的 CCP 高 29% 。 可见,CO2补偿点较低、CO2饱和点较高的 E+植株对 CO2环境的适应性较

强,E+比 E-植株具有更高的 CO2利用效率,但 K 和 M 之间的差异不显著。

表 2摇 非直角双曲线拟合的 E+与 E-羽茅叶片的 CO2曲线参数值及 CO2补偿点和 CO2饱和点

Table 2摇 Values of intrinsic quantum efficiency for CE,Pmax,R2,CCP and CSP of E+ and E- plants(mean依SE)

羧化效率 CE
Carboxylation efficiency

CO2 饱和最大净光

合速率 Pmax

Maximum net
photosynthetic rate
/ (滋mol·m-2·s-1)

相关系数 R2

Related coefficient

CO2 补偿点 CCP
CO2 compensation point

/ (滋mol / mol)

CO2 饱和点 CSP
CO2 saturation point

/ (滋mol / mol)

E- 0. 29 44. 02 0. 99 48. 74a 717. 33

M 0. 11 52. 59 0. 97 22. 98b 1672. 6

K 0. 1 41. 02 0. 97 34. 59b 1242. 48

摇 摇 表中英文字母的异同表示同列各值之间差异是否显著(P<0. 05),未标注表明差异不显著

3摇 讨论

杜永吉等[16]研究表明,感染内生真菌的高羊茅植株蒸腾速率和气孔导度都高于非感染高羊茅植株,这与

本试验结果相同。 蒸腾速率指植物在一定时间内单位面积蒸腾的水量。 高蒸腾速率能有效缓解高温胁

迫[17],使叶片局部温度不至于太高,光合作用得以进行。 本实验中,染菌羽茅的 Tr 显著高于未染菌羽茅,当
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夏季中午高温高光强时,染菌羽茅较高的蒸腾可能减缓宿主植物的叶温急剧上升,使叶片保持较适宜的温度,
以利于光合作用的顺利进行。

Notyphodium 内生真菌对宿主植物气孔导度的研究结果差别很大,如果宿主植物不同,Gs 变化也可能不

同。 杜永吉等[17]研究表明高羊茅染菌与非染菌植株 Gs 在 12: 00—13: 00 降到谷值,出现“休眠冶。 Gs 的下降

增加了 CO2的传导阻力,减少了光合作用原料的供给,从而降低了 CO2同化率,导致叶片吸收的光能过剩;同
时,在炎热夏季,植株这种 Gs“休眠冶可以使叶片 Gs 减至最小,以防止和减少水分的散失,这是一种积极的生

态适应以及对高温进行负反馈调节机制的体现。 Marks 和 Clay[18]对 E+和 E-高羊茅进行对比研究后认为,造
成气孔导度差异的原因可能是染菌导致了宿主植物解剖学或形态学上的变化,包括气孔密度和叶卷曲的变

化。 Amalric[19]发现在干旱条件下 N. lolii 可以显著提高黑麦草的气孔导度。 本实验中,染菌羽茅的 Gs 显著

高于未染菌羽茅,可能当温度适宜且水分充足时,染菌羽茅较高的气孔导度可以促进植物光合作用中 CO2的

传导,从而增强植物的光合作用,促进光合产物的增加。
CO2补偿点低的作物品种常常具有净光合速率高、产量高的特点,因此低 CO2补偿点也常常被用作选育高

产品种的指标[20]。 本实验结果表明,E+植株的 CO2补偿点显著低于 E-,表明 E+更能利用低浓度的 CO2,当
面临干旱时,植物的气孔接近关闭,染菌羽茅低的二氧化碳补偿点对宿主植物有利。

Sullivan 和 Faeth[21]对于内生真菌基因型的改变认为,亚利桑那羽茅种群至少有 3 种不同的内生真菌基

因型,其中一些出现在同一地理种群中。 这些内生真菌尽管是无性传播的,但随着宿主植物的异性杂交和自

然环境的改变,内生真菌也会出现相对较高的遗传多样性,因此,内生真菌与宿主植物之间的相互作用是有巨

大变化的。 魏宇昆研究表明 Epichlo刈 及其无性型 Neotyphodium 与禾本科植物是系统发生的互利共生关系,尤
其是 Neotyphodium 可提高宿主抵抗环境胁迫的能力和抵御动物的取食,增强植物的竞争力[22]。 Morse 等[23]

在亚利桑那羊茅中的研究发现,内生真菌的基因型是影响植物生长,生物量以及生理指标(例如叶片水势,叶
卷曲和气孔密度)的重要因素。 本实验表明,感染不同种内生真菌对正常生长条件下羽茅的生物量的积累,
根冠比以及光合作用都没有显著差异。 这表明内生真菌的不同种类对羽茅生长没有造成影响。

上述结果表明,不同种 Neotyphodium 内生真菌感染对天然禾草羽茅的生长及光合特性没有显著的影响,
随着宿主植物的基因型以及共生体生长环境的改变,不同种内生真菌对羽茅的影响可能也会出现差异,这些

影响还有待进一步研究。
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