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海南岛不同林龄短枝木麻黄凋落物内外真菌多样性
分析
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摘要：以海南海口桂林洋滨海立地上幼龄林、中龄林和成熟林短枝木麻黄为研究对象，采集凋落物和林地土壤样品，利用

ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉｓｅｑ ＰＥ３００ 测序平台对凋落物内外真菌 ＩＴＳ ｒＤＮＡ 进行高通量测序，分析了凋落物内外真菌群落多样性及其与凋落物

和林地土壤理化性质的关系。 结果表明：（１）所有样品获得 ６６９４７６ 条有效序列，隶属 ６ 门 ２３ 纲 ５９ 目 １１９ 科 ２１２ 属 ３１４ 种。
３ 林龄木麻黄凋落物外生真菌多样性和丰富度高于内生真菌。 （２）内外真菌群落结构有较大共性，子囊菌门和担子菌门为优势

门，煤炱目、炭角菌目和木耳目为内外真菌共同优势目。 Ｃｏｎｉｏｃｈａｅｔａｌｅｓ、Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈａｌｅｓ 等 ４ 个目仅在凋落物内部分布，而蛙粪霉

目、丝孢酵母目为外生真菌特有菌群。 （３）木麻黄凋落物 ｐＨ 值和有机碳显著影响着凋落物内生真菌群落结构，而土壤容重和

铵态氮显著影响着外生真菌群落结构。 研究结果为探讨微生物在木麻黄凋落物降解过程中作用的研究奠定基础。
关键词：木麻黄；凋落物；内外真菌；ＩＴＳ ｒＤＮＡ 测序；多样性

Ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ａｇｅｄ
Ｃａｓｕａｒｉｎａ ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｆｏｒｅｓｔｓ ｉｎ Ｈａｉｎａｎ Ｉｓｌａｎｄ
ＺＵＯ Ｌｉｎｚｈｉ， ＨＵＡＮＧ Ｒｕｉ， ＺＨＡＮＧ Ｙａｑｉａｎ， ＣＨＥＮ Ｐａｎ， ＬＩ Ｌｅｉ∗

Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｌｉｆｅ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ｅｄｕｃａｔｉｏｎ Ｋｅｙ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ ｆｏｒ Ｅｃｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｔｒｏｐｉｃａｌ Ｉｓｌａｎｄｓ， Ｈａｉｎａｎ Ｎｏｒｍａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｈａｉｋｏｕ ５７１１５８， Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｃａｓｕａｒｉｎａ ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｆｏｒｅｓｔｓ ａｒｅ ｗｉｄｅｌｙ ｓｐｒｅａｄ ｉｎ ｔｒｏｐｉｃａｌ ｔｏ ｓｕｂｔｒｏｐｉｃａｌ ｃｏａｓｔ， ｓｅｒｖｉｎｇ ａｓ ｗｉｎｄｂｒｅａｋ ｆｏｒｅｓｔｓ．
Ｈｏｗｅｖｅｒ， Ｃ． ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｆｏｒｅｓｔｓ ｈａｖｅ ｐｏｏｒ ｎａｔｕｒａｌ ｒｅｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｒａｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｄｅｒｅｄ ｉｎｖｏｌｖｉｎｇ ｔｈｅ ａｌｌｅｌｏｐａｔｈｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｌｉｔｔｅｒ． Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅ ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ
ｉｎ Ｃ． ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｆｏｒｅｓｔｓ （ ｙｏｕｎｇ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ， ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ ａｎｄ ｍａｔｕｒｅ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ） ａｔ Ｇｕｉｌｉｎｙａｎｇ ｃｏａｓｔ ｏｆ Ｈａｉｋｏｕ，
Ｈａｉｎａｎ ｐｒｏｖｉｎｃｅ， Ｃｈｉｎａ． Ｔｈｅ ＩＴＳ ｒＤＮＡ ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ ｂｙ Ｉｌｌｕｍｉｎａ ｈｉｇｈ⁃ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｕｓｅｄ
ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｉｃｒｏｂｉａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔｓ． Ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ａｎｄ ｓｏｉｌ
ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ｗｅｒｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅｍ． Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ６６９，４７６ ｖａｌｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｆｏｒ ａｌｌ ｓａｍｐｌｅｓ ａｎｄ ｃｏｎｔａｉｎｅｄ ６ ｐｈｙｌａ， ２３ ｃｌａｓｓｅｓ， ５９ ｏｒｄｅｒｓ， １１９ ｆａｍｉｌｉｅｓ， ２１２ ｇｅｎｕｓ， ａｎｄ ３１４ ｓｐｅｃｉｅｓ． Ｔｈｅ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ Ｃ． ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｌｉｔｔｅｒ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｏｓｅ ｏｆ ｔｈｅ
ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｇｒｅａｔｅｒ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ． Ｉｔ ｗａｓ
ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ ａｎｄ Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｍａｉｎ ｆｕｎｇｉ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ． Ｔｈｅｒｅ ｗｅｒｅ ｔｈｒｅｅ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｏｒｄｅｒｓ ｅｘｉｓｔ ｉｎ ｂｏｔｈ
ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ  ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ Ｃａｐｎｏｄｉａｌｅｓ， Ｘｙｌａｒｉａｌｅｓ ａｎｄ Ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａｌｅｓ． Ｃｏｎｉｏｃｈａｅｔａｌｅｓ，
Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈａｌｅｓ ａｎｄ ａｎｏｔｈｅｒ ｔｗｏ ｏｒｄｅｒｓ ｗｅｒｅ ｓｐｅｃｉａｌｌｙ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ， ｗｈｉｌｅ Ｂａｓｉｄｉｏｂｏｌａｌｅｓ ａｎｄ Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎａｌｅｓ
ｗｅｒｅ ｅｎｄｅｍｉｃ ｔｏ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ． Ｔｈｅ ｐＨ ａｎｄ ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｒｂｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ， ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｂｕｌｋ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｉｌ ｗｅｒｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｃｏｒｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ
ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ． Ｔｈｉｓ ｗｏｒｋ ｐｒｏｖｉｄｅｄ ａｎ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｒｏｌｅ ｏｆ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｄｅｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ Ｃ． ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｌｉｔｔｅｒ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｃａｓｕａｒｉｎａ ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ； ｌｉｔｔｅｒ； ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ； ＩＴＳ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ； ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ｏｆ ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ

凋落物是森林系统中重要的组成部分，凋落物的降解是林地土壤养分的重要来源。 大量文献已表明，凋
落物表面附着的微生物及其内生菌则对凋落物的降解具有重要作用［１⁃２］。 另外，凋落物表面附着的微生物及

其内生菌与植物次生产物代谢密切相关，林地土壤微生物受趋化作用在凋落物表面聚集［３］，进而影响凋落物

的降解及其产物合成，内生菌则直接以联合代谢的方式参与植物次生代谢产物的合成［４］。
海南岛海防林是由短枝木麻黄（Ｃａｓｕａｒｉｎａ ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ Ｌ．）单一树种构成的纯林，林下凋落物主要是木麻

黄衰老死亡的枯枝。 关于木麻黄凋落物的研究表明，木麻黄凋落物分解缓慢，对林地养分的贡献较小［５］；而
凋落物中的次生代谢产物则可通过淋溶等途径进入土壤，并在土壤中积累，通过化感作用，抑制了自身种子或

其他植物种子的萌发和幼苗生长［６⁃８］。
目前关于木麻黄微生物的研究主要集中于木麻黄林地土壤微生物、植株内生真菌的传统分离、鉴定及其

化感作用等方面［９⁃１２］，对凋落物微生物的组成及其群落演替特征则较少涉及，而此研究对于探讨木麻黄林地

微生物在凋落物的降解、化感物质积累等方面的生态功能具有重要作用。 因此，本研究通过 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ 高

通量测序法分析不同林龄木麻黄凋落物内外真菌的多样性变化，比较不同林龄木麻黄凋落物内外真菌群落结

构的差异，为探讨微生物在木麻黄凋落物降解过程和次生产物代谢中的作用研究奠定基础。

１　 材料与方法

１．１　 研究地概况

以海南省海口市桂林洋开发区滨海的短枝木麻黄林为研究对象，该地（２０．０２°Ｎ， １１０．５２°Ｅ）属热带海洋

季风气候，日照时间长，热量丰富，年平均气温 ２３．８℃。 年降水量 １５００—２０００ ｍｍ，平均相对湿度约 ８５％，干、
湿两季分明，５—１０ 月为多雨季。 常年以东风和东北风为主，年平均风速为 ３． ４ ｍ ／ ｓ，６—１０ 月为台风频

发期［１３］。
１．２　 样品采集与预处理

２０１６ 年 １０ 月到研究样地的幼龄林（林龄 ５—８ 年）、中龄林（林龄 １５—２０ 年）和成熟林（林龄 ３０ 年及以

上）中，以“Ｓ 型取样法”选取 １５ 个样点，采集 ５—１５ ｃｍ 厚度的木麻黄凋落物及林地土壤。 将样品充分混匀后

装入无菌袋，用冰盒带回实验室并置于－８０℃冰箱中保存。 收集并混匀洗涤凋落物后的无菌水检测其外生真

菌；用 ７５％乙醇（１ ｍｉｎ）、２０％ ＮａＣｌＯ（１０ ｍｉｎ）和无菌水表面灭菌后检测凋落物内生真菌［１４］。
１．３　 凋落物内外真菌测序

取适量预处理后的样品，提取宏基因组 ＤＮＡ，采用真菌 ＩＴＳ 区域作为目标 ＤＮＡ 序列，以通用引物 ＩＴＳ１Ｆ
（５′⁃ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ⁃３′）和 ＩＴＳ２Ｒ（５′⁃ＧＣＴＧＣＧＴＴＣＴＴＣＡＴＣＧＡＴＧＣ⁃３′）进行 ＰＣＲ 扩增并纯化，
进行荧光定量及 Ｍｉｓｅｑ 文库构建后利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ Ｍｉｓｅｑ ＰＥ３００ 平台测序，测序工作由上海美吉生物医药科技

有限公司完成。
１．４　 凋落物和土壤样品理化性质测定

将凋落物和土壤样品风干，研磨后过 １ｍｍ 的筛，混匀备用。 参照《土壤理化分析实验指导》、《土壤分析

技术规范》分析木麻黄凋落物和林地土壤理化性质［１５⁃１６］。 采用烘干法测定样品含水率（ＷＣ） （ＧＢ ７８３３—
１９８７）；电位测定法测定 ｐＨ 值（土液比 １∶ ２． ５） （ＧＢ ７８５９—１９８７）；凯氏定氮法测定全氮（ ＴＮ） （ＧＢ ７１７３—
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１９８７）；ＫＣｌ 浸提⁃比色法测定铵态氮（ＡＮ）；酚二磺酸⁃比色法测定硝态氮（ＮＮ）；ＮａＯＨ 熔融⁃钼锑抗比色法测

定全磷（ＴＰ）（ＧＢ ７８５２—１９８７）；环刀法测定容重（ＢＤ）（ＧＢ ７８４４—１９８７）；重铬酸钾⁃消化炉加热法测定有机质

（ＯＭ）（ＧＢ ７８５７—１９８７）。
１．５　 数据处理与分析

根据 ｏｖｅｒｌａｐ 关系对 Ｍｉｓｅｑ 测序得到的 ＰＥ ｒｅａｄｓ 进行拼接，同时对序列质量进行质控和过滤，根据不同的

相似度水平对所有序列进行 ＯＴＵ 划分，对 ９７％相似水平下的 ＯＴＵ 进行生物信息统计分析。 利用 Ｍｏｔｈｕｒ 软件

（ｖｅｒｓｉｏｎ ｖ．１．３０．１ ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ ／ ｗｉｋｉ ／ Ｓｃｈｌｏｓｓ＿ＳＯＰ＃Ａｌｐｈａ＿ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ）计算凋落物内外真菌 Ａｌｐｈａ 多样

性（Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指数），分析真菌群落的多样性和丰富度［１７⁃１９］。 运用 Ｒ 程序和Ｍｏｔｈｕｒ
进行 ＯＴＵｓ 的维恩（Ｖｅｎｎ）分析，统计内外真菌共有和特有 ＯＴＵ 数。 基于 ｔａｘ＿ｓｕｍｍａｒｙ＿ａ 文件夹中的数据表，
利用 Ｒ 语言工具作真菌群落柱形图，统计各样本在各分类水平上含有的真菌种类及比例。 使用 Ｒ ｖ．２．１５．２
（统计计算的 Ｒ 基础 ２）和纯素包（２．０⁃７ 版）生成真菌的分类分布热图。 利用 ＬＥｆＳｅ 软件（ｈｔｔｐ： ／ ／ ｈｕｔｔｅｎｈｏｗｅｒ．
ｓｐｈ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ ／ ｇａｌａｘｙ ／ ｒｏｏｔ？ ｔｏｏｌ＿ｉｄ ＝ ｌｅｆｓｅ＿ｕｐｌｏａｄ）根据分类学组成进行线性判别分析（ＬＤＡ），找出对样本差

异具有显著影响的菌群。 采用 ＱＩＩＭＥ （Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ｉｎｓｉｇｈｔｓ ｔｏ ｍｉｃｒｏｅｃｏｌｏｇｙ）软件包 １．９．１（Ｃａｐｏｒａｓｏ， Ｊ．Ｇ．，ｅｔ ａｌ，
２０１０）进行主坐标分析（ＰＣｏＡ）。 使用软件 Ｃａｎｏｃｏ ｆｏｒ Ｗｉｎｄｏｗｓ ４．５ 作 ＲＤＡ ／ ＣＣＡ 图，分析凋落物真菌群落组成

与环境因子的关系。

２　 结果与分析

２．１　 凋落物真菌群落多样性与组成分析

２．１．１　 凋落物内外真菌多样性

３ 林龄木麻黄凋落物的 １８ 个样品经测序得到 ６６９，４７６ 条有效序列，其中凋落物内生真菌分属于 ６ 门 ２３
纲 ５６ 目 １０８ 科 １７７ 属 ２５５ 种，外生真菌分属于 ５ 门 ２１ 纲 ５５ 目 １１４ 科 １９８ 属 ２９３ 种。 所有样品的文库覆盖率

均在 ９９．６％以上，说明测序条数足以覆盖凋落物样品中绝大部分微生物，能够反映绝大多数真菌信息（表 １）。
由 Ｓｈａｎｎｏｎ 指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数和 Ｃｈａｏ１ 指数看，木麻黄凋落物外生真菌的多样性和丰富度高于内生真菌。 由

３ 林龄的 Ｃｈａｏ１ 指数可看出，中龄林的丰富度高于幼龄林，成熟林最低。

表 １　 不同林龄木麻黄凋落物内外真菌多样性指数表

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ａｎｄ ｏｕｔｓｉｄｅ ｌｉｔｔｅｒｓ ｏｆ Ｃ． ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｏｒｅｓｔ ａｇｅｓ

样本
Ｓａｍｐｌｅｓ

有效序列
Ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

文库覆盖率
Ｌｉｂｒａｒｙ ｃｏｖｅｒａｇｅ

Ｓｈａｎｎｏｎ 指数
Ｓｈａｎｎｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数
Ｓｉｍｐｓｏｎ ｉｎｄｅｘ

Ｃｈａｏ１ 指数
Ｃｈａｏ１ ｉｎｄｅｘ

ＹＤＩ ３５１８３．００±３７７１．３９ａ ０．９９８１±０．０００２ａｂ ２．１９±０．４４ａ ０．２８±０．１４ａ ２４４．３９±２４．６１ｂ

ＭＤＩ ３７８７４．００±２８０１．１１ａ ０．９９７５±０．０００３ａｂｃ ２．２０±０．６１ａ ０．２５±０．１０ａ ３２７．９４±４３．８５ａｂ

ＡＤＩ ３８４０６．６７±４８５５．７９ａ ０．９９８５±０．０００１ａ ２．５９±０．０４ａ ０．１４±０．０１ａ ２０３．６６±６．１９ｂ

ＹＤＥ ３７３９９．３３±３６６４．２５ａ ０．９９７３±０．０００６ｂｃ ３．１０±０．８０ａ ０．１７±０．１４ａ ４２１．１５±６８．９９ａ

ＭＤＥ ３９４１７．３３±１５１６．４４ａ ０．９９６９±０．０００９ｃ ３．３９±０．７３ａ ０．０８±０．０６ａ ４３４．７２±１２９．２０ａ

ＡＤＥ ３４８７８．３３±２８２２．０９ａ ０．９９７７±０．０００５ａｂｃ ３．０５±０．１２ａ ０．１０±０．０３ａ ３１８．３４±５８．１９ａｂ

　 　 ＹＤＩ：幼龄林凋落物内生真菌，ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｙｏｕｎｇ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；ＭＤＩ：中龄林凋落物内生真菌，ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；ＡＤＩ：成熟林凋落物内生真菌，ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；

ＹＤＥ：幼龄林凋落物外生真菌，ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｙｏｕｎｇ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；ＭＤＥ：中龄林凋落物外生真菌，ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；ＡＤＥ：成熟林凋落物外生真菌，ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；同一

列中不同字母表示差异显著（Ｐ≤０．０５）

２．１．２　 凋落物内外真菌的 ＯＴＵｓ 分析

对 ９７％相似水平下的 ＯＵＴ 进行 Ｖｅｎｎ 图分析发现（图 １），木麻黄凋落物内生真菌 ＯＴＵｓ 总数为 ６４４，外生

真菌为 ８４１，其中，５５５ 个 ＯＴＵｓ 为凋落物内、外真菌共有，分别占内、外真菌总数的 ８６．１８％、６５．９９％，表明大多

内生真菌可能与外生真菌具有相同来源。 从林龄上看，３ 林龄的共有 ＯＴＵｓ 数均远多于特有 ＯＴＵｓ，表明凋落
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物内、外真菌群落差异由少数菌群决定，而特有的内生真菌则可能由种子来源［２０⁃２１］。

图 １　 不同林龄木麻黄凋落物内外真菌 Ｖｅｎｎ 图

Ｆｉｇ．１　 Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ｃ． ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｌｉｔｔｅｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｇｅｓ

ＹＤＩ：幼龄林凋落物内生真菌，ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｙｏｕｎｇ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；ＭＤＩ：中龄林凋落物内生真菌，ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；ＡＤＩ：成熟林凋落物内生真菌，ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ⁃ａｇｅｄ

ｆｏｒｅｓｔ；ＹＤＥ：幼龄林凋落物外生真菌，ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｙｏｕｎｇ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；ＭＤＥ：中龄林凋落物外生真菌，ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ

ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；ＡＤＥ：成熟林凋落物外生真菌，ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ⁃

ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ

２．１．３　 凋落物内外真菌群落组成

不同林龄木麻黄凋落物真菌由 ６ 个门组成（图 ２），担子菌门（Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ）和子囊菌门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ）在
内生真菌中比例较高，分别占 ４４．１９％、４３．７８％；子囊菌门在外生真菌中比例最高（占 ７４．６３％），尤其在幼林龄

外生真菌中占优势。 随着林龄的增加，子囊菌门在内外真菌中所占比例呈先减后增的趋势，担子菌门则相反。
在目分类水平上，３ 林龄凋落物内生真菌共 ５６ 目，外生真菌共 ５５ 目，其中 ７ 个目为分类不明确目（图 ２）。

煤炱目（Ｃａｐｎｏｄｉａｌｅｓ）和炭角菌目（Ｘｙｌａｒｉａｌｅｓ）为内、外真菌共同优势目，糙孢孔目（Ｔｒｅｃｈｉｓｐｏｒａｌｅｓ）为内生真菌

最优势目，格孢腔菌目（Ｐｌｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ）为外生真菌最优势目。 另外，随着林龄的增加，内生真菌群落均匀度先

降低后升高，外生真菌则相反。
结果还表明， Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ 为内生真菌特有菌门，且仅分布于中林龄凋落物内部。 从目水平看，

Ｃｏｎｉｏｃｈａｅｔａｌｅｓ、Ｍａｇｎａｐｏｒｔｈａｌｅｓ、未分类壶菌门和未分类 Ｒｏｚｅｌｌｏｍｙｃｏｔａ 等 ４ 个目始终定殖于凋落物内部，而蛙粪

霉目（Ｂａｓｉｄｉｏｂｏｌａｌｅｓ）、丝孢酵母目（Ｔｒｉｃｈｏｓｐｏｒｏｎａｌｅｓ）和未命名伞菌纲始终附生于凋落物外部。
２．１．４　 凋落物内外真菌 ＰＣｏＡ 分析

主坐标（ＰＣｏＡ）分析显示不同样本中 ９７％相似性 ＯＴＵ 的组成，反映木麻黄凋落物内外真菌群落组成的相

似性和差异性。 本研究中 ＰＣ１、ＰＣ２ 是造成样品差异的两个最大差异性特征，累计解释了 ３５．９９％的真菌群落

９８０６　 １７ 期 　 　 　 左林芝　 等：海南岛不同林龄短枝木麻黄凋落物内外真菌多样性分析 　
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图 ２　 不同林龄木麻黄凋落物内外真菌在不同分类水平中的群落结构

Ｆｉｇ．２　 Ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｆｕｎｇｉ ｏｆ Ｃ． ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｌｉｔｔｅｒ ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｌｅｖｅｌｓ

变化（图 ３）。 整体上看，凋落物外生真菌群落分布较内生真菌集中，两者分布区域有部分重叠，表明内、外真

菌群落结构存在一定共性。 幼、中林龄真菌群落结构的分布区域有较大重叠，表明两者的真菌群落组成较相

似。 大多数成熟林样本在 ＰＣ２ 轴上与幼、中林龄较远，表明该林龄真菌群落组成与其他林龄有较大差异。

图 ３　 不同林龄木麻黄凋落物内外真菌主坐标分析

Ｆｉｇ．３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏ⁃ｏｒｄｉｎａｔｅｓ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＰＣｏＡ） ｆｏｒ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ａｇｅｄ Ｃ．

ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｆｏｒｅｓｔｓ

ＤＥＦ：凋落物外生真菌，ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ；ＤＩＦ：凋落物内生真菌，ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ；ＡＤＦ：成熟林凋

落物真菌，ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍａｔｕｒｅ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ；ＭＤＦ：中龄林凋落物真菌，ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｄｄｌｅ⁃ａｇｅｄ

ｆｏｒｅｓｔ；ＹＤＦ：幼龄林凋落物真菌，ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｔｈｅ ｙｏｕｎｇ⁃ａｇｅｄ ｆｏｒｅｓｔ
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２．２　 真菌群落差异分析

２．２．１　 凋落物内外真菌物种丰度分析

　 　 选取丰度排名前 １０ 的 ３ 林龄凋落物内外真菌目，对样本间的相对丰度进行聚类分析后得 Ｈｅａｔｍａｐ 图（图
４）。 糙孢孔目和未分类伞菌纲在内生真菌中的丰度显著高于外生真菌，煤炱目则相反。 从林龄上看，未分类

伞菌纲在中林龄凋落物内部显著富集，而外部丰度极低。 糙孢孔目主要聚集在幼、中林龄凋落物内部。 伞菌

目（Ａｇａｒｉｃａｌｅｓ）在幼、中林龄凋落物内部的丰度高于外部，成熟林则相反。 相反地，木耳目（Ａｕｒｉｃｕｌａｒｉａｌｅｓ）在
幼、中林龄凋落物内的丰度低于外部，成熟林相反。

图 ４　 不同林龄木麻黄凋落物真菌在目水平上的物种丰度热图

Ｆｉｇ．４　 Ｈｅａｔ ｍａｐｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ａｇｅｄ Ｃ． ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｆｏｒｅｓｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｏｒｄｅｒ ｌｅｖｅｌ

２．２．２　 凋落物内外真菌 ＬＥｆＳｅ 分析

通过 ＬＥｆＳｅ 分析（ＬＤＡ 阈值为 ４）发现，对 ３ 林龄间差异有显著影响的内生真菌有：幼林龄糙孢孔目、中林

龄低孔菌科（Ｈｙｐｏｎｅｃｔｒｉａｃｅａｅ）（从科到属）和成熟林肉杯菌科（Ｓａｒｃｏｓｃｙｐｈａｃｅａｅ）（从科到属）。 对 ３ 林龄间差

异有显著影响的外生真菌有：幼林龄的丛赤壳属（Ｎｅｃｔｒｉａ）、球腔菌科（Ｍｙｃｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａｃｅａｅ）和成熟林的扁孔腔

菌科（Ｌｏｐｈｉｏｓｔｏｍａｔａｃｅａｅ）（从科到属）（图 ５）。 由物种丰度分析发现，以上所述糙孢孔目和煤炱目的球腔菌科

属于木麻黄凋落物真菌群落优势物种。
２．３　 凋落物内外真菌与凋落物、土壤理化性质的 ＲＤＡ ／ ＣＣＡ 分析

研究分析了木麻黄凋落物内外真菌群落结构与凋落物、林地土壤含水率（ＷＣ）、ｐＨ 值、全氮（ＴＮ）、铵态

氮（ＡＮ）、硝态氮（ＮＮ）、全磷（ＴＰ）、有机碳（ＯＣ）、容重（ＢＤ）、全钾（ＴＫ）、有机质（ＯＭ）等理化性质的相关性。
结果表明，木麻黄凋落物内生真菌群落结构与凋落物 ｐＨ 值和有机碳有显著相关性，与土壤理化因子关系不

显著；而外生真菌群落结构与土壤容重和铵态氮有显著相关性，与凋落物理化性质关系不显著（图 ６）。
在内外真菌共同的优势目中，煤炱目与凋落物 ｐＨ、全磷、全氮及土壤含水率相关；炭角菌目与凋落物 ｐＨ

和土壤全磷相关性较大；木耳目与凋落物 ｐＨ、土壤铵态氮和容重相关性较大。 伞菌目、糙孢孔目等内生真菌

特有优势目中，前者与凋落物全磷相关性较大，后者与凋落物含水率相关性较大。 格孢腔菌目、肉座菌目

（Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ）等外生真菌优势目中，格孢腔菌目与土壤 ｐＨ 相关性较大，肉座菌目与凋落物全氮相关性较大

（图 ７）。
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图 ５　 不同林龄木麻黄凋落物内外真菌 ＬＥｆＳｅ 分析

Ｆｉｇ．５ 　 ＬＤＡ Ｅｆｆｅｃｔ Ｓｉｚｅ ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＬＥｆＳｅ ） ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ａｎｄ ｅｐｉｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｌｉｔｔｅｒ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ａｇｅｄ Ｃ．

ｅｑｕｉｓｅｔｉｆｏｌｉａ ｆｏｒｅｓｔｓ

３　 结论与讨论

３．１　 凋落物内外真菌群落组成

　 　 凋落物真菌多样性分析表明，不同林龄木麻黄凋落物外生真菌多样性和丰富度高于内生真菌，这与 Ｇａｎｇ
等的研究结果“植物根际真菌群落的多样性高于根内生真菌”相似［２２］。 凋落物内、外真菌共有物种数目占较

大比例，说明木麻黄凋落物内、外真菌群落组成有较大共性，说明外生真菌群落来源部分由于菌群的趋化作用

而聚集外［３］，大部分可能来源于凋落物的降解。 分析结果显示，蛙粪霉目等 ３ 个目始终附生于凋落物外部，
Ｃｏｎｉｏｃｈａｅｔａｌｅｓ 等 ４ 个目始终定殖于凋落物内部，这些内生真菌特有种可能来源于木麻黄种子或空气环

境［２０⁃２１，２３］，外生真菌特有种则可能是在凋落物降解过程中林地土壤真菌不断向其转移的结果。
不同林龄间，凋落物内外真菌群落组成大多与木麻黄林龄无显著相关性，可能表明木麻黄枝叶作为凋落

物脱离母体后，植株对真菌的影响逐渐减弱，而受所处环境的影响逐渐增加。 蓝丽英等和徐璇等的研究表明，
在凋落物分解过程中，土壤动物以选择性牧食作用来调控微生物种群数量，其排泄物还可刺激微生物

生长［２４⁃２５］。
３．２　 凋落物内外真菌优势物种

分析 ３ 林龄木麻黄凋落物内外真菌群落的相似性和差异性发现，子囊菌门和担子菌门为最优势门，在目
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图 ６　 真菌群落与凋落物及土壤理化性质的相关性分析

Ｆｉｇ．６ 　 ＲｅｄｕｎｄａｎｃｙＡｎａｌｙｓｉｓ （ ＲＤＡ） ／ Ｃａｎｏｎｉｃａｌ Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｅｎｃｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ （ ＣＣＡ） ｂｅｔｗｅｅｎ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ

ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｒｅｓｔ ｌｉｔｔｅｒ ａｎｄ ｓｏｉｌ

ｐＨ：ｐＨ 值；ＡＮ：铵态氮；ＮＮ：硝态氮；ＴＮ：全氮；ＴＰ：全磷；ＷＣ：含水率； ＯＣ：有机碳；ＢＤ：容重；ＴＫ：全钾；ＯＭ：有机质。 黑色倒三角和黑色箭头

表示高丰度类群

水平上，煤炱目、炭角菌目和木耳目为凋落物内、外真菌共同优势目。 据文献报道，子囊菌门和担子菌门在兰

科［２６］、铁皮石斛［２７］和杨树［２８］ 等多种植物中为主导菌门，煤炱目、炭角菌目是植物中较为普遍的内生真

菌［２９⁃３０］，与我们的研究结果一致。
前人研究还显示，子囊菌门大多菌群可分解新鲜植物残体［３１］，我们研究中，子囊菌门的格孢腔菌目、肉座

菌目等为凋落物外生真菌的优势菌群，表明这些外生真菌优势物种可能在凋落物降解过程中起重要作用。
３．３　 凋落物内外真菌群落与环境因子的关系

ＲＤＡ ／ ＣＣＡ 分析结果表明，凋落物内生真菌群落结构受凋落物 ｐＨ 值和有机碳显著影响，而凋落物外生真

菌群落结构则与土壤容重和铵态氮显著相关。 说明宿主植物养分是内生真菌群落组成的主要决定因素，而附

着于凋落物表面真菌的生长则主要依赖土壤提供的养分。
前人的研究也表明，ｐＨ 和有机质对真菌群落组成具有重要影响［３２⁃３３］，另外，总磷的增加导致真菌群落多
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图 ７　 优势真菌群落与凋落物及土壤理化性质的 ＲＤＡ 分析

Ｆｉｇ．７　 ＲＤＡ ａｎａｌｙｓｉｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｈｙｓｉｃｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｐｒｏｐｅｒｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｒｅｓｔ ｌｉｔｔｅｒ ａｎｄ ｓｏｉｌ

样性降低［３４］。 本研究发现与幼、中林龄相比，成熟林土壤全磷含量最高，而该林龄凋落物内外真菌多样性及

丰富度均最低，表明较高的磷含量不利于真菌群落的生长。 另外，中林龄凋落物真菌群落较幼、成林高，该林

土壤有机质、硝态氮、铵态氮较幼、成林高，课题组前期的研究表明，中林土壤微生态环境适合植株生长［３５］，真
菌群落在其中发挥着重要作用。
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