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豚草种带内生真菌及其对种子发芽和幼苗生长的影响
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摘要：内生真菌是一类共生于植物体内，能够不同程度影响宿主植物生态适应性和竞争能力的微生物。 本文分析内生真菌在豚

草种子中的分布、种群结构，以及内生真菌发酵液对种子发芽和幼苗生长的作用。 结果显示：发生于 ６ 个地区的豚草种子均能

分离获得内生真菌，分离率在 １９％—９２．６３％之间，不同地区之间差异极显著（Ｐ＜０．０１）。 内生真菌主要存在于种子的总苞部位，
分离率达到 ６５．５２％。 发生于福建省长乐市松下镇的豚草种带内生真菌种群包含 ５ 个属，以链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）真菌为优势菌

群，占 ８２．２６％；其次为镰孢属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）真菌，占 ９．６８％；其它 ３ 个属的真菌发生较少，均低于 ５％。 内生真菌主要以水平传播方

式在豚草不同世代之间传播。 供试的 ７ 个内生真菌菌株的发酵液均不同程度地抑制豚草种子发芽，降低幼苗地上部高度、根长

度、根数量和总生物量，但不同菌株发酵液之间抑制程度差异明显，显示不同菌株对豚草种子发芽和幼苗生长产生不同的影响。
内生真菌发酵液处理后的种子仍然保持较高程度的活力；不同内生真菌发酵液处理后，有活力的种子维持在 ５０％—８７．５％之

间，均高于（或等于）清水处理的种子，说明内生真菌代谢产物只是抑制种子的发芽，但并不导致种子的腐烂和死亡。 这些研究

结果初步显示种子携带的内生真菌可能在豚草入侵生物学中发挥重要的作用。
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ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ｓｔｅｍ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｒａｇｗｅｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｈｅｎ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｅ ｗａｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ （ｃｏｎｔｒｏｌ） ． Ｓｔｒａｉｎｓ ＡＭ⁃８ ａｎｄ
ＡＭ⁃１７ ｉｎｈｉｂｉｔｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｔｈｅ ｇｒｅａｔｅｓｔ． Ｓｉｘ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０．０１） ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ
ｒｏｏｔ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ， ｗｈｉｌｅ ａｌｌ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０． ０１） ｒｅｄｕｃｅｄ ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ ｎｕｍｂｅｒ． Ｉｎ
ｓｔｒｉｋｉｎｇ ｃｏｎｔｒａｓｔ， ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔｓ ｆａｉｌｅｄ ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ｗｈｅｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｔｒｅａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ＡＭ⁃１７ ａｎｄ
ＡＭ⁃８． Ｆｉｖｅ ｏｕｔ ｏｆ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ （Ｐ ＜ ０．０１） ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｒａｇｗｅｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ．
Ｓｅｖｅｎｔｙ⁃ｓｅｖｅｎ ｐｅｒｃｅｎｔ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｗｅｒｅ ｄｅａｄ ａｆｔｅｒ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＡＭ⁃１７ ｆｏｒ ５ ｄａｙｓ． Ｓｅｅｄ
ｓｕｒｖｉｖａｌ ｗａｓ ｎｏｔ ｓｅｖｅｒｅｌｙ （Ｐ ＞ ０．０５） ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ． Ｓｅｅｄ ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ
ｍｏｓｔ ｓｅｅｄｓ （５０％—８７．５％） ｗｅｒｅ ｖｉａｂｌｅ ａｆｔｅｒ ｔｈｅ ｖａｒｉｏｕｓ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔｓ． Ｏｕｒ ｄａｔａ ｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｅ ｔｈａｔ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｉｎ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈｓ ｄｏ ｎｏｔ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ， ｂｕｔ ｄｉｄ ｎｏｔ ｋｉｌｌ ｔｈｅ ｓｅｅｄｓ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ａｍｂｒｏｓｉａ ａｒｔｅｍｉｓｉｉｆｏｌｉａ， ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ， ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ， ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ， ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ

豚草（Ａｍｂｒｏｓｉａ ａｒｔｅｍｉｓｉｉｆｏｌｉａ Ｌ．）是原产于北美的一年生菊科植物，大约在 ２０ 世纪 ３０ 年代初传入我国，目
前已经扩散到我国的大部分地区［１， ２］。 豚草具有极强的繁殖能力和环境适应能力，是一种严重危害农业、生
态和人体健康的恶性杂草［１］。 豚草在生长季节产生大量的花粉，是引起夏秋季人类花粉过敏症的主要过敏

源，也是诱发支气管哮喘、过敏性鼻炎和荨麻疹的主要致病因子，已经成为世界性的公害［３］。
豚草超强的扩散和入侵能力与它的繁殖能力、种子特性和遗传异质性相关［４， ５］。 当前，根据不同的情况，

豚草的防治可以采用物理防除、药剂治理、生物防治和生态防除等措施［６， ７］。 豚草的天敌包括植食性昆虫、微
生物及其他的生物因素［７， ８］。 在北美为害豚草的病原菌有 ２５ 种以上，昆虫有 ２００ 种以上［７］。 有关病虫害对

豚草的控制作用的研究，结论不一。 相对于原产地加拿大，入侵地法国豚草的害虫更少，但病原菌的影响没有

差异。 在加拿大，虽然有一定数量的昆虫和病原菌为害豚草，但病虫害所造成的损失几乎可以忽略不计，因为

豚草有很强的耐受和补偿能力［９］。 而研究表明丛枝菌根真菌对豚草的迅速蔓延有很好的促进作用［１０］。 在我

国的局部区域，引进天敌昆虫对豚草具有一定的控制作用［１１］；但是从世界范围来看，由于豚草生长迅速，而天

敌昆虫繁殖滞后，在一定程度上影响最终的防治效果［７］，利用昆虫和病原菌均难于达到理想的防治效果。
植物和微生物的互作是影响入侵植物种群建立和扩展的重要因素［１２， １３］。 其中，内生真菌因为在植物体

内发生极其普遍，具有一些特殊的生物学和生态学功能近年来受到广泛的重视［１４， １５］。 有关植物内生真菌的

研究集中于植物的根、茎和叶子， 而种子携带的内生真菌的研究相对较少［１６］。 植物种子的表面和内部均携

带有大量的微生物［１７， １８］；但这些微生物，特别是生长于种子组织内部的微生物的作用，目前还不清楚。

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３５ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

表 １　 种子采样地点和生境

Ｔａｂｌｅ １　 Ｓｅｅｄ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｈａｂｉｔａｔｓ
采样地点 Ｓｔｕｄｙ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ 生境 Ｈａｂｉｔａｔｓ
福建省长乐市松下镇 海滩、荒地

福建省连城县莲峰镇 路边

江西省南昌市下罗镇 路边

河北省廊坊市 荒地

湖南省长沙市 荒地

湖南省汩罗县 荒地

１　 材料与方法

依据种子在豚草入侵和种群扩张中的重要作用，本
文调查豚草种子的内生真菌，目的在于了解： （１） 豚草

种带内生真菌发生的普遍性和种群结构； （２） 内生真

菌发酵液对豚草种子发芽和幼苗生长的作用。 为全面

评估内生真菌对豚草的影响效应和发掘新的生防资源

提供依据。
１．１　 样地环境及种子采集

于 ２０１１ 年、２０１２ 年豚草种子成熟季节（７—９ 月）分别采集种子，采样地点见表 １，采样点豚草发生历史均

在 ５ 年以上，发生于路边的豚草零星分布，发生于荒地的豚草成片分布。 每采样地设置 ５ 个样点，每个样点随

机选取 ５ 植株，每一植株采集 ３ 个分枝上的种子，将每一采样地点共 ２５ 植株种子混合，用透气袋装好，放在阴

凉处保存备用。
１．２　 内生真菌分离

每个采样地随机挑选 ５０ 粒饱满、无霉变和虫咬的种子，先在清水中浸泡过夜，清洗后捞出晾干。 豚草种

子实质上是一种具有木质化、坚硬果皮（总苞）的果实（瘦果），每个果实中含有一粒种子［５］。 本研究中，依习

惯将豚草的瘦果称为种子。 研究种子不同部位真菌感染情况，则将苞片、总苞和种子（胚）分开， 分别作表面

消毒处理。 表面消毒的程序如下：先在 ７５％酒精中浸泡 ３０ ｓ，再在 ３％次氯酸钠（活性氯）溶液中浸泡 ８ ｍｉｎ，
后在 ７５％酒精中再浸泡 １ ｍｉｎ，无菌水清洗 ３ 次，每次 ５ ｍｉｎ，后于超静工作台中晾干。 将上述经表面消毒处理

过的材料，放置于 ＰＤＡ 平板上，每个平板放置 ６—８ 粒种子（或苞片、总苞），于（２８±１） ℃恒温黑暗培养。 培

养过程中每隔 ２ ｄ 定期观察，待菌落出现后，采用菌丝尖端挑取法转接至新鲜的 ＰＤＡ 培养基上培养；其后，分
别挑取各菌落边缘菌丝转接于 ＰＤＡ 斜面培养基上进行再培养。 对纯化后的菌株编号保存。
１．３　 内生真菌的形态观察

将分离纯化的内生真菌无菌操作移接于 ＰＤＡ 平皿中央，于（２８±１）℃恒温黑暗培养 ３ ｄ 后，用无菌盖玻片

插片培养至菌体扩展到盖玻片上并产生繁殖体；待培养 １０—１５ ｄ 后，制片镜检，观察、纪录所有菌株的菌落特

征，并用 Ｃａｎｏｎ Ｐｏｗｅｒ Ｓｈｏｔ Ｓ１１０ 型相机拍摄菌落照片；用 Ｏｌｙｍｐｕｓ ＢＸ５１ 型显微镜观察和拍摄菌体、产孢结构

和分生孢子照片。 将观察到的菌落特征、菌体形态和繁殖体形态，参照文献［１９， ２０］进行初步鉴定。
１．４　 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列分析

１．４．１　 菌体培养

将保存菌种于 ＰＤＡ 平板上活化培养 ６—８ ｄ，用直径为 ０．５ ｃｍ 的打孔器在菌落边缘取菌饼接入装有 １００
ｍＬ ＰＤ （Ｐｏｔａｔｏ Ｄｅｘｔｒｏｓｅ， ＰＤ） 液体培养基的 ２５０ ｍＬ 三角瓶中，置于（２８±１）℃、２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床振荡培养 ４—５
ｄ，取菌体于 ４ ℃、８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，获得湿菌丝体，再用无菌蒸馏水将菌丝体清洗 １ 次。 将菌体转移到

无菌培养皿中，置于－８０ ℃冰箱过夜。 第 ２ ｄ 取出菌体，用冻干机冻干。
１．４．２　 基因组 ＤＮＡ 的提取

基因组 ＤＮＡ 提取采用 ＣＴＡＢ （ｈｅｘａｄｅｃｙｌｔｒｉｍｅｔｈｙｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｂｒｏｍｉｄｅ， 十六烷基三甲基溴化铵） 法，参照

Ｅｄｗａｒｄｓ ｅｔ ａｌ．（１９９１）的方法并略加改动［２１］。
１．４．３　 琼脂糖凝胶电泳检测

取 ４ μＬ 样品与 １ μＬ 的 ６×Ｌｏａｄｉｎｇ Ｂｕｆｆｅｒ 混合，在质量浓度 １％的琼脂糖凝胶上电泳，０．５×ＴＡＥ（Ｔｒｉｓ－
Ａｃｅｔａｔｅ⁃ＥＤＴＡ， ＴＡＥ）为电泳缓冲液，电泳电压 ９０ Ｖ，０．５ ｈ 后，在溴化乙锭溶液中染色 １０ ｍｉｎ，用水漂洗 ５ ｍｉｎ，
然后在 Ｂｉｏ⁃ＲＡＤ 凝胶成像系统下检测并摄像。
１．４．４　 ＩＴＳ 区片段的扩增

ｎｒＤＮＡ ＩＴＳ 区采用一对真菌通用引物 ＩＴＳ４ 和 ＩＴＳ５ 扩增，引物由生工生物工程（上海）有限公司合成。

３　 ２１ 期 　 　 　 李绍锋　 等：豚草种带内生真菌及其对种子发芽和幼苗生长的影响 　
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ＩＴＳ４：５′⁃ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ⁃３′，ＩＴＳ５：５′⁃ＧＧＡＡＧＴＡＡＡＡＧＴＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧ⁃３′。 ＰＣＲ 反应体系（２５ μＬ）
为：１０×ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒ （２．５ μＬ） ，ｄＮＴＰ （２．５ μＬ，２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） ，ＩＴＳ４ （１ μＬ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ ）， ＩＴＳ５（１ μＬ， １０ μｍｏｌ ／ Ｌ
），样品 ＤＮＡ （１ μＬ），Ｔａｑ 酶 （０．２５ μＬ），超纯水 （１６．７５ μＬ） 。 ＰＣＲ 扩增程序如下：９５ ℃ 预变性 ５ ｍｉｎ， ９５ ℃
变性 ３０ ｓ，５６ ℃ 退火 ３０ ｓ，７２ ℃ 延伸 ５０ ｓ，３０ 个循环，７２ ℃ 延伸补齐 １０ ｍｉｎ，４ ℃保温。
１．４．５　 ＰＣＲ 产物检验

扩增产物用 １％的琼脂糖凝胶电泳检测，０．５×ＴＡＥ 为缓冲液，５ Ｖ ／ ｃｍ 电压，上样 ６ μＬ，设不加模板 ＤＮＡ 的

扩增产物为阴性对照，ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒ 指示分子量，在溴化乙锭溶液中染色 １０ ｍｉｎ 后，用水漂洗 ５ ｍｉｎ，然后在

Ｂｉｏ⁃ＲＡＤ 凝胶成像系统下检测并摄像。
１．４．６　 ＰＣＲ 扩增产物纯化

ＰＣＲ 产物电泳检测后切胶，用生工生物工程（上海）有限公司的 ＵＮＩＱ⁃１０ 柱式 ＰＣＲ 产物纯化试剂盒按说

明书的要求回收扩增产物。 回收的 ＤＮＡ 片段，可立即使用或保存于－２０ ℃备用。 ＰＣＲ 扩增产物送到生工生

物工程（上海）有限公司作测序分析。
１．４．７　 系统发育树构建

采用 Ｓｅｑｕｉｎ 软件将测序结果提交到 ＮＣＢＩ 数据库中，同时在 ＮＣＢＩ 网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／
ＢＬＡＳＴ）进行同源性比对，获取同源性高的序列。 利用 ＢｉｏＥｄｉｔ 和 Ｍｅｇａ ４ 软件将待测序列和 ＮＣＢＩ 中获得的序

列构建系统发育树。
１．５　 内生真菌的摇瓶培养

挑选分离自福建省长乐市松下镇的 ７ 个菌株作摇瓶培养获得发酵液。 其中菌株 ＡＭ⁃６、ＡＭ⁃８ 和 ＡＭ⁃１７
为链格孢属 （Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐｐ．） 真菌，菌株 ＡＭ⁃２４ 为镰孢菌属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ．） 真菌、菌株 ＡＭ⁃２９ 为拟茎点霉属

（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ．） 真菌、菌株 ＡＭ⁃３２ 为黑孢霉属（Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐ．）和菌株 ＡＭ⁃２２ 为 Ｓｔａｇｏｎｏｓｐｏｒｏｐｓｉｓ ｓｐ．。 将菌种

于 ＰＤＡ 平板上活化培养 ６—８ ｄ，用直径为 ０．５ ｃｍ 的打孔器在菌落边缘制备菌饼 ４—６ 个，将菌饼接入 ２５０ ｍＬ
三角瓶中培养，每瓶含 １００ ｍＬ ＰＤ 培养液，置于（２８±１）℃ ２００ ｒ ／ ｍｉｎ 摇床振荡培养 ４—５ ｄ，于 ４ ℃、８０００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 １０ ｍｉｎ，去除菌丝体。 将上清液用双层滤纸过滤除去剩余的菌丝，然后通过砂芯过滤器将滤液依次通过

孔径为 ５．０ μｍ、１．２ μｍ 和 ０．２２ μｍ 的滤膜，制得无菌内生真菌发酵液。 若发酵液太黏稠，要先作适当的稀释

处理，然后将抽滤好的滤液用旋转蒸发仪浓缩到原先发酵液的浓度。
１．６　 种子发芽测定

种子经浸泡、清洗后，在超净工作台中用无菌水洗涤 ３ 次并晾干。 将已灭菌的滤纸片铺在培养皿中，用镊

子夹取豚草种子置于滤纸片上，种子与种子之间有适当的间距。 在培养皿中倒入适量无菌水，以正好浸湿滤

纸片为宜。 后将培养皿置于（２８±１）℃光照培养箱中培养（光照 １２ ｈ，黑夜 １２ ｈ），并及时添加无菌水保湿。
将配置好的 ＭＳ 培养基和菌株 ＡＭ⁃１７ 发酵液按 ７∶３ 混合后，倒入 ２０ ｍｍ×２００ ｍｍ 的无菌试管中，每支试

管加 ２０ ｍＬ 混合液。 待培养基冷却凝固后，在每支试管中放入 １ 粒种子，置于（２８±１）℃光照培养箱中（光照

１２ ｈ，黑暗 １２ ｈ），每隔 １ ｄ 观察种子发芽情况，培养 ３０ ｄ 后取出，计算发芽种子数量，并测量幼苗的生长情况。
１．７　 种子活力测定

在发芽试验中未发芽的种子，采用 ＴＴＣ （２， ３， ５⁃ｔｒｉｐｈｅｎｙｌ ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ ｃｈｌｏｒｉｄｅ， ＴＴＣ） 法检测种子活力［８］。
１．８　 内生真菌发酵液对种子发芽的影响

将福建省长乐市松下镇豚草产地采集的沙土用 １６ 目的筛子过筛后，于 １２１ ℃间歇灭菌 ３ 次，每次 ２０
ｍｉｎ。 灭菌后的沙土装入无菌的平皿中，将已配制好的内生真菌发酵液倒入培养皿中使沙土充分湿润，每个菌

株发酵液设置 ５ 个重复，对照组用无菌水代替发酵液。 用无菌镊子将已在无菌水中浸渍 ０．５ ｈ 豚草种子放置

在沙土表面，每个平皿中放置 ２０ 粒种子，种子之间保持适当的间距，将处理好的种子放置到（２８±１）℃光照培

养箱中培养（光照 １２ ｈ、黑暗 １２ ｈ），培养期间及时添加发酵液以保持沙土湿润，隔天观察种子发芽情况。 培

养 ３０ ｄ 后，计算发芽率，测量幼苗的地上部、地下部长度和干重，计算须根的数量。
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１．９　 内生真菌发酵液对幼苗生长的作用

将福建省长乐市松下镇采集的豚草幼苗，挑选生长较为一致的幼苗种植于装有沙土的花盆中，每 ４ 棵为

一簇，每簇之间控制适当的间距，试验组和对照组各 ３ 盆；试验组浇灌菌株 ＡＭ⁃１７ 发酵液，对照组浇灌无菌

水，每天浇灌 １０ ｍＬ，观察幼苗生长情况，１０ ｄ 后计数并拍照。
１．１０　 数据处理

真菌分离率（Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ＩＲ）表示分离到的某一指定内生真菌占分离样品总数的百分率。 采用 Ｏｒｉｇｉｎ
９．１ 软件和 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 软件对试验数据进行处理并作图，差异显著性分析采用 ＳＰＳＳ１８．０ 软件。

　 图 １　 不同地区豚草种子内生真菌的分离（均值±标准误）
　 Ｆｉｇ． １ 　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ ｓｅｅｄｓ ｏｆ Ａｍｂｒｏｓｉａ

ａｒｔｅｍｉｓｉｉｆｏｌｉａ Ｌ． ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ ｉｎ Ｃｈｉｎａ （ａｖｅｒａｇｅ±ＳＥ）
　 柱状图上不同字母表示不同地区豚草种子发芽率在 ０．０５ 水平上

差异显著

２　 结果与分析

２．１　 不同产地豚草种子内生真菌分离

在 ＰＤＡ 培养基上培养 ２—３ ｄ 后，即可见豚草种子上

有真菌长出。 不同产地的豚草种带真菌分离率差异极显

著（Ｐ＜０．０１）（图 １）。 其中河北省廊坊市的豚草种带内生真

菌分离率最高，为 ９２．６３％，明显高于其他产地豚草种子真

菌分离率；福建省长乐市、湖南省汩罗县和湖南省长沙市

豚草种带内生真菌分离率相近（Ｐ＞０．０５），而江西省南昌市

和福建省连城县豚草种子的真菌分离率较低，分别为 １９％
和 ２１％。 此外，从各地豚草种子分离出的内生真菌的菌落

形态看，福建省长乐市的豚草种带内生真菌种类较为丰

富，而连城县豚草种子所含内生真菌的种类较少。 不同地

区的豚草种子，其内生真菌菌落形态不尽相同。 此外，也
分离到一定数量的细菌（结果未显示）。
２．２　 种子不同部位内生真菌的分离

豚草种子（瘦果）的苞片、总苞和胚中均含有内生

图 ２　 豚草种子不同部位真菌分离（均值±标准误）
　 Ｆｉｇ． ２ 　 Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐａｒｔｓ ｏｆ

ｃｏｍｍｏｎ ｒａｇｗｅｅｄ ａｃｈｅｎｅｓ （ａｖｅｒａｇｅ±ＳＥ）
　 柱状图上不同字母表示豚草种子不同部位真菌分离率在 ０．０５ 水

平上差异显著

真菌（图 ２）。 其中总苞中内生真菌分离率为 ６５．５２％，
明显高于苞片和胚 （种子），差异达极显著水平 （Ｐ ＜
０．０１）。 说明发生于豚草种子的内生真菌主要分布在其

总苞中，而在苞片和胚中含量相对较少。
２．３　 内生真菌的鉴定

为方便后续研究工作，对分离自福建省长乐市松下

镇的豚草种子内生真菌采用形态学和 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 序列分

析相结合，进行归类和鉴定。 从 ２ 批次共 ９４ 粒当年采

集的豚草种子中，共分离获得 ６２ 株内生真菌，所有菌株

在 ＰＤＡ 培养基上培养 ７—１５ ｄ 后均能产生分生孢子，
依据菌体和分生孢子形态将 ６２ 株内生真菌分为 ５
个属。

供试菌株均扩增出分子量大小约为 ６００ ｂｐ 的目的

片段。 ＩＴＳ 片段测序包括引物序列的长度在 ５２７—５７０
ｂｐ 范围内，测得的序列使用 Ｓｅｑｕｉｎ 软件提交到 ＮＣＢＩ
数据库中。 通过在 ＮＣＢＩ 网站（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ． ｎｃｂｉ． ｎｌｍ． ｎｉｈ． ｇｏｖ ／ ＢＬＡＳＴ）同源性比对，得到序列同源性均高于

９８％。 利用 ＢｉｏＥｄｉｔ 和 Ｍｅｇａ ４ 软件将待测序列和 ＮＣＢＩ 中获得的序列构建系统发育树。 结果显示，６２ 株内生

５　 ２１ 期 　 　 　 李绍锋　 等：豚草种带内生真菌及其对种子发芽和幼苗生长的影响 　
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图 ３　 福建省长乐市豚草种子内生真菌种群结构

　 Ｆｉｇ． ３　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｇｅｎｅｒａ ａｍｏｎｇ ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ ｉｎ
ｃｏｍｍｏｎ ｒａｇｗｅｅｄ ｓｅｅｄｓ ｉｎ ａ ｓｉｔｅ ｏｆ Ｃｈａｎｇｌｅ ｃｉｔｙ ｏｆ Ｆｕｊｉａｎ
ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｃｈｉｎａ

真菌分属于 ５ 个不同的类群，分别是 ５１ 株链格孢属

（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ）真菌，占 ８２．２６％；６ 株镰孢属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）真
菌，占 ９．６８％；３ 株拟茎点霉属（Ｐｈｏｍｏｐｓｉｓ ｓｐ．）真菌，占
４．８４％；１ 株黑孢霉属（Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐ．）真菌（占 １．６１％）
和 １ 株 Ｓｔａｇｏｎｏｓｐｏｒｏｐｓｉｓ 真菌（占 １．６１％）（图 ３）。 ５１ 株

链格孢属真菌中，形成一个可信度达到 ９４ 独立的分枝，
其中包括 Ａ． ａｒｂｏｒｅｓｃｅｎｓ，Ａ． ａｌｔｅｒｎａｔａ 和 Ａ． ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ 等 ３
种真菌（图 ４）。
２．４　 内生真菌发酵液对种子发芽的影响

与清水对照组（ＣＫ）相比，不同菌株发酵液处理的

种子发芽均受到一定程度的抑制（图 ５）。 对照组的发

芽率为 ８６．５２％，明显高于内生真菌发酵液处理的种子，
差异极显著（Ｐ＜０．０１）；其中菌株 ＡＭ⁃８ 和 ＡＭ⁃１７ 发酵

液处理对种子发芽率抑制最为明显，发芽率分别为 １７．１１％和 １４．９２％。 菌株 ＡＭ⁃２２ 和菌株 ＡＭ⁃３２ 发酵液抑

制作用居中，发芽率分别为 ３１．２１％和 ２７．４４％；而菌株 ＡＭ⁃６、ＡＭ⁃２４ 和 ＡＭ⁃２９ 发酵液抑制作用相对较差，发芽

率分别为 ６３．８９％、６３％和 ５９％。
２．５　 内生真菌发酵液处理对幼苗生长的影响

２．５．１　 发酵液对幼苗地上部和根的影响

不同的内生真菌菌株发酵液处理对幼苗的株高和根长度产生不同程度的抑制作用（图 ６、图 ７、图 ８）。 其

中菌株 ＡＭ⁃８ 和 ＡＭ⁃１７ 发酵液对幼苗生长的抑制作用最为明显。 从地上部植株平均高度看，对照组（ＣＫ）植
株最高为 ３８．２４ ｍｍ，而菌株 ＡＭ⁃８ 和 ＡＭ⁃１７ 发酵液处理的幼苗明显低于对照组和其他试验组，分别为 ８．３２
ｍｍ 和 ５．６２ ｍｍ；除菌株 ＡＭ⁃６、ＡＭ⁃２４ 和 ＡＭ⁃２９ 外（Ｐ＞０．０５），其他 ４ 个菌株发酵液处理的幼苗高度与对照组

相比差异达到极显著水平（Ｐ＜０．０１）（图 ６，图 ７）。
从根的生长情况看，对照组根平均长度和根数量明显高于内生真菌发酵液处理组。 除 ＡＭ⁃２９ 外，其它 ６

个菌株发酵液处理的幼苗根平均长度与对照相比达到极显著水平（Ｐ＜０．０１） （图 ７）；内生真菌发酵液处理后，
豚草幼苗的根生长和发育受到明显的抑制，对照组幼苗平均根数量最高，达到 ４．６５；而菌株 ＡＭ⁃８ 和 ＡＭ⁃１７ 处

理组幼苗只有单独的主根，不长侧根和须根（图 ６，图 ８）。
用菌株 ＡＭ⁃１７ 发酵液定期定量浇灌豚草幼苗的试验结果表明：真菌发酵液处理 ２ ｄ 后幼苗叶片开始发黄，

到第 ５ ｄ 植株开始枯萎死亡（结果未显示）。 菌株 ＡＭ⁃１７ 发酵液处理 １０ ｄ 后， 发酵液处理组幼苗死亡率达到

７７％，而对照组幼苗生长正常（表 ２）。 菌株 ＡＭ⁃１７ 发酵液抑制效果明显，与对照组相比差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
２．５．２　 内生真菌发酵液对幼苗总生物量的影响

试验结果表明内生真菌发酵液处理对豚草幼苗的总生物量也产生不同程度的影响（图 ９），对照组（ＣＫ）
幼苗总生物量均高于发酵液处理后的幼苗。 从总生物量看，菌株 ＡＭ⁃６ 和 ＡＭ⁃２９ 发酵液处理后豚草幼苗总生

物量分别为 ０．００２６ ｇ 和 ０．００２９ ｇ，与对照组差异不显著（Ｐ＞０．０５），其他发酵液处理后幼苗总生物量均明显低

于对照组，差异极显著（Ｐ＜０．０１）。
２．６　 种子活力测定

２．６．１　 发酵液处理后未萌发种子的活力测定

采用 ＴＴＣ 染色法检测发酵液处理后未萌发种子的活力，结果见表 ３。 在未萌发的种子中，清水处理（ＣＫ）
的种子 ５０％保持活力。 菌株 ＡＭ⁃２４ 和 ＡＭ⁃２９ 发酵液处理后的种子存活率接近 ５０％，与对照相比差异不显著

（Ｐ＞０．０５）；而 ＡＭ⁃８、ＡＭ⁃２２、ＡＭ⁃３２、ＡＭ⁃１７ 和 ＡＭ⁃６ 等 ５ 个菌株发酵液处理后未萌发的种子中，活种子比例均

超过 ６４％，明显高于清水处理的种子（Ｐ＜０．０１）。 同时未萌发种子中，也有一定数量种子发生腐烂或空心。
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２．６．２　 ＭＳ 培养基发芽试验未萌发种子的活力测定

在 ＭＳ 培养基中发芽试验，菌株 ＡＭ⁃１７ 发酵液处理后，活种子占未萌发种子的比例为 ８７．５０％，高于对照

组（７３．９１％），但两者均没有出现腐烂种子（表 ４）。

图 ４　 基于 ＩＴＳ 基因序列构建的 ＮＪ 分子系统进化树

Ｆｉｇ． ４　 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｊｏｉｎｉｎｇ ｔｒｅｅ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ （ＩＴＳ） ｒｅｇｉｏｎ
节点旁数据表示重复计算 １０００ 次 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 百分值，括号内为 ＧｅｎＢａｎｋ 中序列的索取号

表 ２　 菌株 ＡＭ⁃１７ 发酵液对幼苗生长的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎ ＡＭ⁃１７ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｒａｇｗｅｅｄ
真菌发酵液

Ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ
总幼苗数

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
枯死幼苗数

Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
致死率

％ ｏｆ ｄｅａｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇ
对照 ＣＫ ４４ ０ ０
ＡＭ⁃１７ ４４ ３４ ７７

７　 ２１ 期 　 　 　 李绍锋　 等：豚草种带内生真菌及其对种子发芽和幼苗生长的影响 　
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图 ５　 内生真菌发酵液处理对豚草种子发芽的影响（均值±标准误）
　 Ｆｉｇ． ５ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ

ｃｏｍｍｏｎ ｒａｇｗｅｅｄ ｓｅｅｄ ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ （ａｖｅｒａｇｅ ± ＳＥ）
柱状图上不同字母表示豚草种子发芽率在 ０．０５ 水平上差异显著

图 ６　 内生真菌发酵液对幼苗生长的影响

　 Ｆｉｇ． ６ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ
ｓｅｅｄｌｉｎｇ ｇｒｏｗｔｈ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｒａｇｗｅｅｄ

图 ７　 内生真菌发酵液处理对幼苗株高和根长度的影响（均值±标准误）
　 Ｆｉｇ． ７ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ

ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ａｎｄ ｕｎｄｅｒｇｒｏｕｎｄ ｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｒａｇｗｅｅｄ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ （ａｖｅｒａｇｅ ± ＳＥ）

　 柱状图上不同字母表示豚草幼苗株高和根长度在 ０．０５水平上差异显著

图 ８　 内生真菌发酵液对豚草幼苗总根数的影响（均值±标准误）
　 Ｆｉｇ． ８ 　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｒｏｏｔ

ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｒａｇｗｅｅｄ ｓｅｅｄｌｉｎｇｓ （ａｖｅｒａｇｅ ± ＳＥ）
　 柱状图上不同字母表示豚草幼苗总根数在 ０．０５ 水平上差异显著

表 ３　 真菌发酵液处理后未萌发豚草种子活力

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｇｗｅｅｄ ｓｅｅｄｓ ａｆｔｅｒ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

菌株
Ｆｕｎｇａｌ ｓｔｒａｉｎｓ

未萌发种子数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｎｇｅｒｍｉｎａｔｅｄ

ｓｅｅｄｓ

死种子数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｄ ｓｅｅｄｓ

死种子比例 ／ ％
ｏｆ ｄｅａｄ ｓｅｅｄ

活种子数
Ｖｉａｂｌｅ ｓｅｅｄｓ

活种子比例 ／ ％
ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｓｅｅｄ

对照 ＣＫ １４ ４ ２８．５７ ７ ５０

ＡＭ⁃６ ３９ ９ ２０．０８ ２５ ６４．１０

ＡＭ⁃８ ８６ ６ ６．９８ ６５ ７５．５８

ＡＭ⁃１７ ８５ １０ １１．７６ ６０ ７０．５９

８ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３５ 卷　
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续表

菌株
Ｆｕｎｇａｌ ｓｔｒａｉｎｓ

未萌发种子数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｕｎｇｅｒｍｉｎａｔｅｄ

ｓｅｅｄｓ

死种子数
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅａｄ ｓｅｅｄｓ

死种子比例 ／ ％
ｏｆ ｄｅａｄ ｓｅｅｄ

活种子数
Ｖｉａｂｌｅ ｓｅｅｄｓ

活种子比例 ／ ％
ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｓｅｅｄ

ＡＭ⁃２２ ７１ ８ １１．２７ ５３ ７４．６５

ＡＭ⁃２４ ３６ ８ ２２．２２ １８ ５０

ＡＭ⁃２９ ４１ ６ １４．６３ ２１ ５１．２２

ＡＭ⁃３２ ９３ ５ ５．３８ ６８ ７３．１２

　

表 ４　 ＭＳ 培养基发芽试验未萌发种子活力

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｖｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｒａｇｗｅｅｄ ｓｅｅｄｓ ａｆｔｅｒ ｆｕｎｇａｌ ｓｔｒａｉｎ ＡＭ⁃１７ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ＭＳ ｍｅｄｉｕｍ

菌株 Ｆｕｎｇａｌ ｓｔｒａｉｎ 未萌发种子数 Ｕｎｇｅｒｍｉｎａｔｅｄ ｓｅｅｄｓ 死种子数 Ｄｅａｄ ｓｅｅｄｓ 活种子数 Ｖｉａｂｌｅ ｓｅｅｄｓ 活种子比例 ／ ％ ｏｆ ｖｉａｂｌｅ ｓｅｅｄ

对照 ＣＫ ２３ ０ １７ ７３．９１

ＡＭ⁃１７ ２４ ０ ２１ ８７．５０

　

图 ９　 内生真菌发酵液处理对幼苗总生物量的影响（均值±标准误）
　 Ｆｉｇ． ９　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｆｕｎｇａｌ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｏｎ ｓｅｅｄｌｉｎｇ

ｂｉｏｍａｓｓ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｒａｇｗｅｅｄ （ａｖｅｒａｇｅ ± ＳＥ）
柱状图上不同字母表示豚草幼苗总生物量在 ０．０５ 水平上差异显著

３　 讨论与结论

植物种子中生活有丰富的微生物，但是传统的研究

大多数只局限于种子病原菌［２２］，以及种子落入土壤后，
土壤微生物对种子的腐败作用［８］；有关种带内生微生

物种群的分析，则集中于牧草、草坪草种子［２３］和少数几

种农作物种子［２４， ２５］。 从入侵性植物的角度，Ｓｈｉｐｕｎｏｖ ｅｔ
ａｌ．比较了斑点矢车菊（Ｃｅｎｔａｕｒｅａ ｓｔｏｅｂｅ）原产地和入侵

地种带内生真菌种群差异，分析种带内生真菌的分布和

起源。 结果表明 ２６％的斑点矢车菊种子含有内生真

菌，一般每粒种子只被一种真菌所感染；每一个斑点矢

车菊发生地平均可以分离获得 ５ 种内生真菌；斑点矢车

菊原产地种子和入侵地种子内生真菌种群结构是不尽

相同的，在入侵地，每一种内生真菌的数量都较低（ ＜
１６％），即没有真菌构成优势种群［１６］。 Ｒｏｕｔ ｅｔ ａｌ．分析

了假高梁（ Ｓｏｒｇｈｕｍ ｈａｌｅｐｅｎｓｅ）内生固氮细菌对宿主入

侵的影响，内生细菌对假高梁的入侵产生明显的促进作用［２６］。 豚草种带内生真菌分离结果表明：当年成熟的

种子中生长有丰富的内生真菌，这些内生真菌主要分布于总苞中（占 ６５．５２％），苞片和胚中也有一定的分布

（图 ２）；大多数豚草种子中也只分离到一种内生真菌，但内生真菌的感染率在不同地区之间差异明显（１９％—
９２．６３％）（图 １）。 同时也发现：在豚草入侵地福建省长乐市松下镇，链格孢属真菌构成种带内生真菌群落中

明显的优势菌群（占 ８２．２６％），其次为镰孢属（Ｆｕｓａｒｉｕｍ）真菌（占 ９．６８％）；其它的真菌相对较少（均低于 ５％）
（图 ３）。 这一结果支持植物内生真菌种群由少数种占优势的观点［２７］。 一般认为：具有坚硬果皮（或种皮）的、
成熟而有活力的植物种子很少被微生物感染［８］，但近年来这一观念正在被研究结果所修正。 成熟水稻［２４］ 和

玉米［２５］种子普遍地含有内生细菌；禾本科牧草和草坪草种子普遍地被内生真菌所感染［２２］。 豚草种子实际上

是一种小型瘦果，其果壳的坚硬程度比玉米、水稻、牧草和草坪草种皮强许多。 豚草种子含有丰富的内生真

菌，说明坚硬的果壳难于完全限制真菌在植物种子中的分布。
通过形态学鉴定和 ＩＴＳ 区段序列分析，豚草种带内生真菌大致归为 ５ 个属，分别是链格孢属、镰刀属、拟

茎点霉属、黑孢霉属和 Ｓｔａｇｏｎｏｓｐｏｒｏｐｓｉｓ 属，其中链格孢属是明显的优势菌群。 本研究显示，发生于豚草种子的

链格孢属真菌 ＩＴＳ 序列分析的结果与形态学鉴定相吻合，可分为 Ａ． ａｒｂｏｒｅｓｃｅｎｓ，Ａ． ｔｅｎｕｉｓｓｉｍａ 和 Ａ． ａｌｔｅｒｎａｔａ 等

９　 ２１ 期 　 　 　 李绍锋　 等：豚草种带内生真菌及其对种子发芽和幼苗生长的影响 　
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３ 个种群。 但是从系统发育树可看出，３ 个不同的种在同一分枝上，利用 ｒＤＮＡ ＩＴＳ 分析不能够严格区分（图

４）。 因此，需要应用近年来发展的多基因序列分析作进一步的鉴定
［１９， ２８］ 。

豚草是典型的一年生草本植物，其种群扩张完全依赖于种子存活和传播。 刚成熟的豚草种子不能发芽，
须经历冬季的寒冷后才能发芽，种子并有多次休眠特性［１， ４］。 除正常的生理死亡外，动物捕食和微生物侵袭

是造成土壤种子库死亡的主要因素［８］。 但是，在豚草原产地加拿大，和对照相比，杀菌剂处理种子和土壤并

没有提高豚草种子的出苗率，说明土壤真菌对豚草种子存活没有明显的影响［２９］；而在豚草的近缘种三裂叶豚

草（Ａｍｂｒｏｓｉａ ｔｒｉｆｉｄａ），种子埋藏试验表明土壤真菌对种子存活的影响也不大［８］。 在法国，豚草土壤种子库的死

亡率在 ４％—７４％之间，不同地区差异显著，但对种子死亡原因未作进一步的分析［３０］。 土壤微生物和种传微

生物对豚草种子的具体作用目前还未见报道。 本研究中所选用的 ７ 个内生真菌菌株，通过菌株发酵液浇灌种

子萌发试验，不同菌株的发酵液对种子的发芽率（图 ５）、幼苗株高、根长度、根数量和总生物量都产生了不同

程度的抑制作用（图 ６，图 ７，图 ８）。 其中菌株 ＡＭ－１７ 发酵液对豚草种子发芽、根、地上植株和总生物量的抑

制作用最为明显。 菌株 ＡＭ－１７ 处理后，豚草种子发芽率只有 １４．９２％（对照组的发芽率为 ８６．５２％），而根和植

株的发生受到严重的抑制，甚至造成植株的死亡。 这些试验结果说明内生真菌可能通过产生某种（或某些）
代谢产物发挥作用；同时也说明，不同的内生真菌对宿主植物的影响是不同的。 在斑点矢车菊的研究中，也得

出相似的结果［３１］。 需要说明的是，内生真菌发酵液的影响只是间接的，而具体的、直接的影响尚需要通过菌

株的人工接种予以明确。
种带内生真菌对宿主植物的作用，大致可以表现在以下几个方面： １、作为潜伏的病原菌 （ ｌａｔｅｎｔ

ｐａｔｈｏｇｅｎｓ），在一定条件下导致种子腐烂和幼苗的早期枯死；如发生于莴苣种子的灰霉菌（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ ｃｉｎｅｒｅａ） ［３２］

和发生于玉米种子的轮枝镰孢菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｖｅｒｔｉｃｉｌｌｉｏｉｄｅｓ）、黄曲霉（Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ ｆｌａｖｕｓ） ［３３］；２、作为拮抗菌，产生

抗生素或类似的代谢产物保护宿主免受土壤病原菌的感染，提高种子成活率。 如发生于玉米种子的玉米枝顶

孢霉（Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｚｅａｅ） ［３３］；３、作为有益菌，产生它感物质或保护性化合物，抑制其它物种（包括植物、动物和

微生物）的发生，有利于宿主种群的生存和扩散。 如发生于大多数牧草和草坪草的香柱菌属（Ｅｐｉｃｈｌｏｅ） （无性

态：Ｎｅｏｔｙｐｈｏｄｉｕｍ 属）内生真菌［２３］；４、作为共栖菌，在一定的条件下恢复生长，降低种壳（或果皮）严密性，打破

种子休眠，有利于种子的萌发。 如发生于扭刺仙人掌（Ｏｐｕｎｔｉａ ｓｔｒｅｐｔａｃａｎｔｈａ）种子表皮的真菌［３４］。 我们的研

究结果显示：室内培养条件下，内生真菌不通过种子发芽而进入豚草幼苗；供试的 ７ 个不同的内生真菌菌株，
其发酵液均不同程度地抑制豚草种子的萌发；但未萌发的种子大多数保持活力（表 ３、表 ４）。 已有的资料表

明导致豚草超强生态适应能力的一个重要因素是种子休眠特性［４］，而具有坚硬的果皮可能是其中原因之

一［１， ２］。 从本文研究结果分析，我们推测存在于豚草种子的内生真菌也可能是影响种子存活和休眠的原因之

一，这一推测正确与否还需要进一步的试验证明。
种子和幼苗是植物生活史的重要阶段，受生物和非生物胁迫的影响最为明显［２， １７， ３１］，其对环境的适应性

更能体现一个物种的竞争能力，决定一个物种的分布范围和丰富程度。 同时，种子和幼苗也是植物生活史的

薄弱环节［１７， １８］，是杂草防控中的关键时期。 我们发现豚草种子中含有丰富的内生真菌，这是豚草研究中的首

次报道。 作为一类新的微生物资源，种带内生真菌在豚草入侵生物学中的作用，值得进一步分析和探讨。

致谢： 中国农业科学院植物保护研究所植物病虫害生物学国家重点实验室刘万学副研究员、陈红松先生惠赠

豚草种子，特此致谢！
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