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摘要：为了解喀斯特典型物种－小蓬竹根际土壤微生物及不同部位内生真菌多样性，采用沿等高线等距离取样法采集小蓬竹根

际土壤及健康植株，通过可培养对根际土微生物及内生菌进行分离，利用分子技术对其进行鉴定，根据鉴定结果构建系统发育

树，并计算小蓬竹根际土壤微生物和根茎叶内生真菌多样性。 结果如下：（１）共从根际土壤、根、茎、叶分离得到 １３９ 个真菌菌

株，隶属于 ２７ 属，其中根际土壤分离得到 ３４ 个真菌菌株隶属于 １２ 属，根部分离得到的 ６３ 个内生真菌菌株隶属于 １７ 个属，茎部

分离得到的 １４ 个内生真菌菌株隶属于 ８ 个属，叶部分离得到 ２８ 个内生真菌菌株隶属于 ９ 个属；（２）根际土壤共分离得到 ４１ 株

细菌菌株，隶属于 ７ 个属 ２６ 个种，２０ 株放线菌菌株，隶属于 １ 属 １５ 种；从 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数、均匀度指数、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指

数排序来看，真菌主要表现为根＞根际土壤＞茎＞叶，细菌和放线菌多样性均较低。 （３）按层次聚类分析可分别将真菌、细菌、放
线菌聚为 ３ 支。 小蓬竹根际土壤、根、茎和叶具有丰富的微生物多样性，不同部位菌群组成存在差异性（Ｐ＜０．０５），且存在以假

单胞菌属、芽孢杆菌属等为优势属的抗盐耐旱菌群，这有助于揭示小蓬竹对喀斯特生境的适应性，以及为微生物⁃植物群落之间

相互关系提供一定基础数据，为后期寻找小蓬竹相关耐性功能菌奠定基础。
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自然界中，植物常常与特定微生物（细菌、真菌、放线菌等）生活在一起，形成一个紧密的植物⁃微生物复合

群落［１］。 植物⁃微生物复合群落对于双方的生存和繁衍都具有重要意义，很多丛枝菌根真菌（Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ
ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇｉ，ＡＭＦ）、内生真菌（Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ）、细菌（Ｂａｃｔｅｒｉａ）对植物生长发育有着不可忽视的作

用［２⁃４］，能够促进植物对土壤中氮、磷和水分利用等方式来促进植物的生长［５］，同时植物体又能够为这些微生

物提供寄宿场所和生长所需的能源［６⁃７］。 而根际作为自然界各种化学营养物质进入植物根部参与植物生长

过程中物质循环的枢纽，承载着土壤、植物根系与微生物之间的相互作用［８⁃９］，因此对植物根际土壤微生物

（细菌、真菌、放线菌）和植物内生真菌多样性进行研究，有助于揭示植物对环境的适应性和植物与微生物的

相互关系［１０］。
根际土壤微生物（Ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｉｖ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｂｅ）在植物根部微生态系统中扮演着重要的角色，既要参与和驱

动生态系统中植物体必须的营养元素与物质循环，还要促进土壤中有机质的分解、植物根系对养分的吸收转

化和植物的生长发育，进而维持生态系统的健康。 根际土壤微生物在特定的生境中会产生特定的“根际效

应”来提高植物对外界不利环境的适应性，且在根部进行营养选择和富集，从而提高根际微生物多样性，增强

植物在特定环境中的适应性［１１］，这种作用对植物在高盐、干旱缺水等极端条件下生长良好有重要作用［１２］。
植物内生真菌是指以植物体某一组织为宿主，对植物生长发育和健康有显著影响，通过帮助植物抵抗病虫害

提高抗逆性的一类微生物［１３］。 研究表明，不同种类的内生真菌由于对养分的需求不同，其生活方式与生存环

境也有所不同，所以尽管在同一植株不同部位间内生菌多样性也存在较大的差异，这种差异称之为内生真菌

的“组织专一性” ［１４］。
小蓬 竹 Ａｍｐｅｌｏｃａｌａｍｕｓ ｌｕｏｄｉａｎｅｎｓｉｓ Ｔ． Ｐ． Ｙｉ ＆ Ｒ． Ｓ． Ｗａｎｇ 系 禾 本 科 Ｐｏａｃｅａｅ 竹 亚 科 悬 竹 属

（Ａｍｐｅｌｏｃａｌａｍｕｓ）植物［１５］，仅分布于贵州省罗甸、平塘、紫云和长顺等喀斯特山地，是典型的喀斯特物种，常成

片生长于海拔 ６００—１０００ ｍ 的石灰岩裸露石山［１６］。 虽然小蓬竹分布区域十分狭窄，立地条件较差，但在其主

要分布区均生长良好［１７⁃１９］。 部分研究表明植物根际土壤微生物（细菌、真菌、放线菌）和内生真菌能够增强宿

主植物抗逆性和对土壤肥力利用，进而改善其宿主植物生存状况［２０⁃２１］。 小蓬竹在土壤条件较差的喀斯特山

地依旧能生长良好，是否与其微生物群落功能具有密切联系，是一个值得探索的问题。 结合可培养微生物的

优点，本文对小蓬竹根际土壤微生物（细菌、真菌、放线菌）和不同器官（根、茎、叶）内生真菌可培养部分多样

性进行研究，有助于了解微生物⁃植物群落紧密的内在关系，同时在一定程度上可揭示小蓬竹对喀斯特特殊生

境的适应性机理，同时纯化分离得到的菌株也可为后期寻找小蓬竹相关耐性功能微生物奠定良好的基础。

１　 材料与方法

１．１　 研究区概况

采样点位于贵州省罗甸县董架乡打鸟槽，经纬度为 １０６°４５′１７″Ｅ、２５°３０′３９″Ｎ，属于典型南亚热带季风气
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候。 日照时数约 １３００—１５００ ｈ，年降水量约 １０００—１４００ ｍｍ，海拔 ７５７ ｍ。 土壤为石灰土（ｐＨ ７．６８），主要土壤

酶活性分别为：过氧化氢酶 （８．７４±０．０１） ｇ ／ ｍｉｎ、蔗糖酶 （２．６４±０．０３） ｇ ／ ｄ、脲酶 ０．０４ ｍｇ （ＮＨ３⁃Ｎ） ／ ｇ ／ ｄ（实测

值）。
１．２　 实验材料

于采样点（罗甸县董架乡）沿等高线按一定距离设置 ５ 个样方（５ ｍ ×５ ｍ），每个样方随机选择 １０ 株母

竹，将竹丛整丛挖出，采集健康植株根、茎、叶 ３ 部分样品（茎部分混合上中下 ３ 个部位），使用抖落法采集附

着于根系 ２ ｍｍ 根际土壤。 将各样方采集的 １０ 株植株分别按根、茎、叶均匀混合，置于 ４ ℃冰盒低温保存及

时带回实验室处理。 所需培养基为：２５％双抗 ＰＤＡ 培养基、ＰＤＡ 培养基、马丁氏⁃孟加拉红培养基、牛肉膏蛋

白胨培养基、改良高氏 １ 号培养基（所有培养基均购买自上海博微生物科技有限公司） ［２２］。
１．３　 微生物的分离培养

１．３．１　 根、茎、叶内生真菌的分离

将根、茎、叶用无菌水将表面附着的土壤洗净，用无菌刀切割成 ４ ｍｍ×４ ｍｍ 大小的组织块。 在无菌操作

台内将组织块于 ７５％ 酒精浸泡 １ ｍｉｎ 后无菌水冲洗 ３ 次，随后用 ２．５％ 次氯酸钠溶液消毒 １ ｍｉｎ 后再放入

７５％ 酒精浸泡 ３０ ｓ，使用去离子无菌水冲洗 ５ 次后无菌滤纸擦干。 将组织块两端削后接种在 ２５％ 双抗 ＰＤＡ
培养基，在优化后的每个平板上的 ６ 个琼脂块各接 １ 个组织块，每个处理 １０ 个重复，然后置于 ２６ ℃ 的生化

培养箱内恒温培养（采用组织印迹法、漂洗液涂布法及空白对照法检测操作环境和组织表面是否消毒干净，
保证分离到的为“内生菌”） ［２２⁃２４］。 随时观察组织切口是否有菌丝长出，待菌丝长出后及时转接至 ＰＤＡ 培养

基，纯化 ２—３ 次后获得单一菌株［２０⁃２１］。
１．３．２　 土壤真菌、细菌、放线菌的分离

使用稀释平板涂抹法，取 １０ ｇ 新鲜土样转入 ９０ ｍＬ 无菌水中，在摇床上振荡 ３０ ｍｉｎ 充分混匀（２００．０ ｒｐｍ，
２５ ℃）。 使用移液枪吸取混匀后的土样溶液 １ ｍＬ，转入装有 ９ ｍＬ 无菌水的试管中，获得浓度为 １０－２的稀释土

样。 （１）真菌：使用孟加拉红培养基（加 １００ Ｕ ／ ｍＬ 青霉素和庆大霉素 １６０ Ｕ ／ ｍＬ 抑制细菌生长），置于生化培

养箱 ２８ ℃培养 ５ ｄ，每日观察菌落生长情况，一旦发现菌丝长出立即挑取单菌落边缘菌丝接种至新的 ＰＤＡ 培

养基，重复 ２—３ 次直至获得单一菌株。 （２）细菌：使用牛肉膏蛋白胨培养基，置于生化培养箱 ３７ ℃培养 ２—
７ ｄ，待菌落长出后立即挑取形态、颜色、质地等不同的单菌落划线于新的平板培养直至获得纯菌株。 （３）放线

菌：使用改良高氏 １ 号培养基，置于生化培养箱 ２８ ℃培养 ７ ｄ；纯化方法同真菌，所有处理在纯化 ２—３ 次后获

得单一菌株［２５⁃２６］。
１．４　 菌种鉴定

使用 Ｅｚｕｐ 柱式（离心柱型，５０ ＰＲＥＰＳ）真菌和细菌基因组 ＤＮＡ 抽提试剂盒（生物工程（上海）股份有限公

司）提取 ＤＮＡ，使用 ＤＮＡ 纯化试剂盒 Ｋｉｔ Ｖｅｒ．２．０ （ＴａＫａＲａ）进行纯化，用 １％ 琼脂糖凝胶（其中含有 ０．５ ｍｇ ／ Ｌ
溴化乙锭）电泳检测 ＤＮＡ 的质量。 ＰＣＲ 扩增引物和程序如下：

（１）真菌：通用引物。 序列为：ＩＴＳ１⁃Ｆ（５′⁃ＣＴＴＧＧＴＣＡＴＴＴＡＧＡＧＧＡＡＧＴＡＡ⁃ ３′），ＩＴＳ４⁃Ｒ（５′⁃ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡ
ＴＴＧＡＴＡＴＧＣ⁃３′） ［２７］。

表 １　 真菌扩增体系（５０ μＬ）

Ｔａｂｌｅ １　 ｆｕｎｇａｌ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ （５０ μＬ）

试剂 Ｒｅａｇｅｎｔ 体积 Ｖｏｌｕｍｅ ／ μＬ 试剂 Ｒｅａｇｅｎｔ 体积 Ｖｏｌｕｍｅ ／ μＬ

ＰＣＲ 缓冲液 Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ ＤＮＡ 模板 ＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅ １

上游引物 ＩＴＳ１ ２ 双蒸水 Ｎｕｃｌｅａｓｅ⁃ｆｒｅｅ ｄｄＨ２０ ２０

下游引物 ＩＴＳ４ ２

扩增程序：９４ ℃预变性 ２ ｍｉｎ 后进行 ３４ 个循环，每个循环包括 ９４ ℃变性 １ ｍｉｎ，５１ ℃退火 １ ｍｉｎ，７２ ℃延

２２１４ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ４１ 卷　



ｈｔｔｐ： ／ ／ ｗｗｗ．ｅｃｏｌｏｇｉｃａ．ｃｎ

伸 １ ｍｉｎ，循环结束后 ７２ ℃延伸 ８ ｍｉｎ，４ ℃保存。
（２）细菌、放线菌：通用引物。 Ｂａｃｔ⁃Ｆ（５′⁃ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ⁃ ３′），Ｂａｃｔ⁃Ｒ（５′⁃ＣＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣＴＴ

ＧＴＴＡＬＧＡ⁃３′） ［２８］。

表 ２　 细菌、放线菌扩增体系（５０ μＬ）

Ｔａｂｌｅ ２　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｙｓｔｅｍ ｏｆ ｂａｃｔｅｒｉａ ａｎｄ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ （５０ μＬ）

试剂 Ｒｅａｇｅｎｔ 体积 Ｖｏｌｕｍｅ ／ μＬ 试剂 Ｒｅａｇｅｎｔ 体积 Ｖｏｌｕｍｅ ／ μＬ

ＰＣＲ 缓冲液 Ｔａｑ ＰＣＲ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ ２５ ＤＮＡ 模板 ＤＮＡ ｔｅｍｐｌａｔｅ １

上游引物 ２７Ｆ ２ 双蒸水 Ｎｕｃｌｅａｓｅ－ｆｒｅｅ ｄｄＨ２０ ２０

下游引物 １４９５Ｒ ２

扩增程序：９４ ℃预变性 ３ ｍｉｎ 后进行 ３０ 个循环，每个循环包括 ９４ ℃变性 ３ ｍｉｎ，５１ ℃退火 ｌ ｍｉｎ，７２ ℃延

伸 ３ ｍｉｎ，循环结束后 ７２ ℃延伸 ５ ｍｉｎ，４ ℃保存。
扩增产物由英潍捷基（上海）贸易有限公司（ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ） 采用 ＡＢＩ ３７３０ｘｌ 测序，最后登陆 ＮＣＢＩ ＧｅｎＢａｎｋ

通过 ＢＬＡＳＴ 比对测序结果，下载最相近的菌株序列（相似性大于 ９７％），结合分子生物学证据鉴定菌株

种类［２５⁃２６］。
１．５　 数据处理

（１）真菌、细菌、放线菌多样性：利用 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数（Ｈ）、均匀度指数（Ｅ）、Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数（Ｄ）
评价小蓬竹微生物多样性，计算公式如下［２９］：

Ｈ ＝ ∑（Ｐ ｉ ｌｎＰ ｉ） 　 　 　 （Ｐ ｉ 为第 ｉ 种菌株数占全部菌株数的百分比）

Ｄ ＝ １ － ∑ Ｐ ｉ( )
２
　 　 （Ｐ ｉ 为第 ｉ 种菌株数占全部菌株数的百分比）

Ｅ ＝ Ｈ ／ ｌｎ Ｓ( ) 　 　 　 　 （Ｈ 为 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数，Ｓ 为物种总数目）

相对多度（％） ＝ 某属菌株多度
所有属菌株多度

× １００ （≥１０％视为优势属）

（２）系统发育树的构建：利用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ ２． ０ 软件对下载的菌株序列进行匹配排列，用ＭＥＧＡ ６（邻接法）和
Ｆｉｇｔｒｅｅ 软件进行系统发育树的构建与美化［２９］。

（３）采用 Ｏｒｉｇｉｎ ２０１８ 对真菌、细菌、放线菌进行层次聚类分析和绘图工作。

２　 结果与分析

２．１　 根际土壤微生物及不同器官内生真菌的组成

从小蓬竹根际土壤和根茎叶分离得到具有明显形态差异的菌株 ２００ 株，组成情况如下（图 １）：（１）土壤真

菌与内生真菌菌株共 １３９ 株，通过 ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ 序列比对归属 ２７ 属 ５４ 种。 根部分离得到的 ６３ 个内生真菌菌株

可归到 １７ 个属，优势属为漆斑菌属 Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ（１２． ７０％）、镰刀菌属 Ｆｕｓａｒｉｕｍ（１２． ７０％）、稻镰状瓶霉属

Ｈａｒｐｏｐｈｏｒａ（１１．１１％）。 茎分离得到的 １４ 个内生真菌菌株可归到 ８ 个属，优势属依次为弯孢聚壳属 Ｅｕｔｙｐｅｌｌａ
（１４．２９％）、肉座菌属 Ｈｙｐｃｒｅａ（１４．２９％）、拟茎点霉属 ｍｉｔｏｓｐｏｒｉｃ（１４．２９％）、脉孢菌属 Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ（１４．２９％）、刺盘

孢属 ｍｉｔｏｓｐｏｒｉｃ （１４．２９％）、半壳霉属 Ｒｈｙｔｉｓｍａｔａｃｅａｅ（１４．２９％）。 叶分离得到的 ２８ 个内生真菌菌株可归到 ９ 个

属，优势属节菱孢霉属 Ａｒｔｈｒｉｎｉｕｍ（２８．５７％）、炭角菌属 Ｘｙｌａｒｉａ（２１．４２％）、毛壳菌属 Ｃｈａｅｔｏｍｉｕｍ（１０．７１％）。 根

际土分离得到的 ３４ 个内生真菌菌株可归到 １２ 个属，优势属依次为青霉菌属 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ（２０．５９％）、曲霉属

Ａｓｐｅｒｇｉｌｌｕｓ（１７．６４％）、木霉属 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ（１４． ４０％）、踝节菌属 Ｔａｌａｒｏｍｙｃｅ（１１． ７６％）、漆斑菌属 Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ
（１１．７６％）；（２）从根际土壤中分离得到 ４１ 株细菌菌株可归到 ７ 个属，其中优势属为芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ
（７０．７３％）；（３）从根际土壤中分离得到的 ２０ 株放线菌菌株全部归属于链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ。
２．２　 根际土壤微生物及不同器官内生真菌的系统发育关系分析

（１）真菌（图 ２）：小蓬竹根、茎、叶、根际土壤总共分离得到 １３９ 个真菌菌株均属于子囊菌门。 其中
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图 １　 小蓬竹根际土壤微生物及不同器官内生真菌相对多度

Ｆｉｇ．１　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ａ． ｌｕｏｄｉａｎｅｎｓｉｓ

Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｖｅｌｕｔｉｎｕｍ（ＥＦ５９６９５３．１）与 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ ｓｐｉｒａｌｅ（ＫＭ０１１９９６．１）、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ． ＷＦ１５０（ＨＱ１３０７０６．１）和
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｒｅｄｏｌｅｎｓ （ ＥＦ４９５２３４． １）、 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ． ＬＭＧ２０１ （ ＫＪ５９８８７２． １） 和 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ． Ｃ ＿ １ ＿ ＢＥＳＣ ＿ ２９４ｚ
（ＫＣ００７２８１．１）、Ｈｙｐｏｃｒｅａ ｎｉｇｒｉｃａｎｓ（ＪＮ９４３３６９）和 Ｈｙｐｏｃｒｅａ ｒｕｆａ １（ＫＣ０１２４５．１）、Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ． ＬＭＧ２０（ＫＪ５９８８７２）
和 Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ． ＷＦ１５０（ＨＱ１３０７０６）的支持率均达到 １００％，说明上述类群亲缘关系较近。 其余各个类群间支

持率从 ４％到 ９９％不等，亲缘关系依次从远到近。 在分类水平上来看，粪壳菌纲 Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ 处于绝对优势

纲，占菌株总数的 ７６．０８％，其余占比分别为散囊菌纲 Ｅｕｒｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ ５．１８％，座囊菌纲 Ｄｏｔｈｉｄｅｏｍｙｃｅｔｅｓ ３．６２％、
丝孢菌纲 Ｈｙｐｈｏｍｙｃｅｔｅｓ ２．１７％、锤舌菌纲 Ｌｅｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ １．４％、Ａｇａｒｉｃｏｍｙｃｅｔｅｓ 伞菌纲 ０．７４％；（２）细菌（图 ３）：
从根际土壤中分离得到 ４０ 细菌菌株分别归属于厚壁菌门 Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ（２９ 株）、变形菌门 Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ（１１ 株）、
拟杆菌门 Ｂａｃｔｅｒｏｉｄｅｔｅｓ（１ 株）。 其中变形菌门中的 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｍｏｎｔｅｉｌｉｉ 和 Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ． ＪＳＰＢ３， Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ
ｓｐ． Ｒ７⁃５６７ 和 Ｌｙｓｏｂａｃｔｅｒ ｓｐ． ＢＢＣＴ６５ 支持率菌达到了 １００％，说明上述两者间亲缘关系较近。 其余支持率从

２１％—９９％不等；（３）放线菌（图 ４）：从根际土壤中分离得到的 ２０ 株菌株均属于链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ，分属于

１５ 个种。 支持率从 ７％—９９％不等。
２．３　 根际土壤微生物及不同器官内生真菌多样性分析

由图 ３ 可知，真菌多样性指数中：Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数 Ｈ 依次为根 ２．６５２＞根际土 ２．１８＞茎 ２．０４５＞
叶 １．９８９，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｄ 依次为根 ０．９１９＞根际土 ０．９３２＞茎 ０．８６７＞叶 ０．８３４，均匀度指数 Ｅ 依次为根际土 ０．８９＞
茎 ０．７７５＞根 ０．６４０＞叶 ０．５９７。 从多样性的排序可以看出在 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 多样性指数 Ｈ 与 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｄ
中最高的为根，最低的为叶，而在均匀度指数 Ｅ 中最高的为根际土，最低的为叶。 从几个多样性指数的计算
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图 ２　 小蓬竹不同部位真菌系统发育树

Ｆｉｇ．２　 Ｆｕｎｇｉ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ａ． ｌｕｏｄｉａｎｅｎｓｉｓ

结果来看，根际土壤真菌的多样性总体要高于不同器官（根茎叶）内生真菌的多样性；根际土细菌多样中：Ｈ
指数为 １．０６７９，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数 Ｄ 为 ０．５２１７，均匀度指数 ０．５４８８；根际土放线菌多样中：Ｈ 指数为 ２．６３，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指

数 Ｄ 为 ０．０８，均匀度指数 ０．９８６５。
２．４　 根际土壤微生物及不同器官内生真菌群落相似性比较

通过对小蓬竹根际土壤微生物和各个器官内生真菌的种类构成进行层次聚类（距离采用欧式距离）分析

后发现（图 ６），根际土与不同器官的真菌组成首先单独聚为一支，其中茎与叶先聚为一类，其后茎、叶与根聚

为一类，最后根、茎、叶再与根际土聚为一类。 从聚类结果可知，根、茎、叶真菌群落相似性较高，而根、茎、叶与

根际土壤相似性较低。 同时也反映出不同器官内生真菌的组成具有较高的相似性，而与根际土壤紧密接触的

根部内生真菌与根际土壤真菌具有一定相似性；根际土细菌和放线菌聚类距离与所有真菌相等，完整的将真

菌、细菌、放线菌聚为 ３ 支。
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图 ３　 小蓬竹细菌系统发育树

Ｆｉｇ．３　 Ｂａｃｔｅｒｉａ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ａ． ｌｕｏｄｉａｎｅｎｓｉｓ

３　 讨论

物种多样性指数是衡量物种数量的重要指标，通常在群落中物种越丰富，分布比例越均匀则物种群落的

多样性指数越高［３０］。 从小蓬竹根际土壤及不同器官微生物物种多样性指数（图 ２—图 ４）来看：根和根际土的

真菌多样性指数最高，物种丰富度从下（根，根际土）到上（茎、叶）呈现出逐步降低的趋势，这在刺槐 Ｒｏｂｉｎｉａ
ｐｓｅｕｄｏａｃａｃｉａ、重楼 Ｐａｒｉｓ ｐｏｌｙｐｈｙｌｌａ ｖａｒ． ｃｈｉｎｅｎｓｉｓ 等植物中也观察到类似的现象［３１⁃３２］。 根际土壤细菌和放线菌

物种多样性相对较低，相关研究者认为可能是真菌群落受到土壤中 Ｎ、Ｐ、Ｋ 等元素影响造成［３３］。 小蓬竹根际

土壤与根部内生真菌多样性较高原因可能是由于在根与土壤接触界面具有较多凋落物残体（凋落的叶、枝
条、死根）以及根际分泌物能够为根际和根部真菌分解利用提供充足碳源和可利用元素，进而促进其丰富度

的提高［３０］。
从根际土和植株不同部位微生物组成来看，真菌类群中的脉孢菌属 Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ、木霉属 Ｔｒｉｃｈｏｄｅｒｍａ 在根

际土、根、茎、叶内均有分布，其中木霉属被认为是具有重寄生（ ｆｕｎｇａｌｐａｒａｓｉｔｅ）功能的生防菌［３１］ ，对许多植物
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图 ４　 小蓬竹放线菌系统发育树

Ｆｉｇ．４　 Ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ Ａ． ｌｕｏｄｉａｎｅｎｓｉｓ

图 ５　 小蓬竹根际土壤微生物及不同器官内生真菌多样性指数

Ｆｉｇ．５　 Ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ａ． ｌｕｏｄｉａｎｅｎｓｉｓ

图中不同小写字母表示不同部位真菌同一多样性指数间的差异显著（Ｐ＜０．０５），数据为平均值±标准差（ｎ＝ ３）
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图 ６　 小蓬竹根际土壤微生物与各个器官内生聚类分析结果

Ｆｉｇ．６　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｒｈｉｚｏｓｐｈｅｒｅ ｓｏｉｌ ｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍ ａｎｄ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｏｒｇａｎｓ ｏｆ Ａ． ｌｕｏｄｉａｎｅｎｓｉｓ

病原菌都具有一定的拮抗作用［９，３４］，这对小蓬竹抵抗喀斯特地区不良环境具有重要意义；同时在小蓬竹根际

土和根存在节菱孢霉属 Ａｒｔｈｒｉｎｉｕｍ 和漆斑菌属 Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ 两个共有属，并且在根际土壤与根中均分离得到

菌种 Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ ｖｅｒｒｕｃａｒｉａ。 土壤微生物类群中，普遍存在着一类与植物共同进化并建立良好的共生关系促

进植物生长发育的细菌群落（ＰＥＧＲ），诸如假单胞菌属（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ ｓｐ．）、芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ ｓｐ．）等［３５］，这
类细菌不仅可以诱导植物体自身产生抗生素抵御生物胁迫，而且还会通过产生激素和酶等信号分子，增强植

株系统耐受性，同时促进植物对土壤中矿质营养元素的吸收，进而促进植物的生长［３６⁃３７］。 小蓬竹根际土壤微

生物与内生菌丰富的多样性为其塑造了多样的植物功能性状，为其在喀斯特地区生长良好提供了必要的

条件。
根际及内生菌能够促进植物营养元素的摄取［７］，同时对植物次生代谢产物积累与产生具有重要影

响［３８⁃３９］，反之植物根系分泌产物又影响根际及内生菌的生长繁殖［２］，根际土壤真菌及植物内生真菌的这些特

性可以有效促进喀斯特地区植物在贫瘠土壤条件下对肥力资源的利用［３８⁃４１］；刘雯雯等［３４］ 发现在喀斯特灌木

演替阶段，土壤真菌的优势属为木霉属、青霉属等，而作为竹灌的小蓬竹在根际土壤真菌优势属组成与上述结

果具有较大的相似性。 同样小蓬竹内生真菌中的青霉属 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ 镰刀菌属 Ｆｕｓａｒｉｕｍ 等菌属在植物耐受喀

斯特地区钙胁迫和抵御病原菌侵染方面具有重要作用［４０⁃４３］。 根际土壤细菌类群中的芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ、贪
铜菌属 Ｃｕｐｒｉａｖｉｄｕｓ 被证实能够促进植株对土壤中 Ｋ 元素的利用，这对于喀斯特小蓬竹适应喀斯特地区贫瘠

的环境具有重要意义［４４⁃４５］。 相关学者对于喀斯特地区放线菌的研究也发现主要以链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ 为
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主［４６⁃４８］。 上述菌属的存在可位揭示小蓬竹对喀斯特地区环境适应性奠定基础，但具体机制机理尚需进一步

对分离的相应菌种进行相关功能试验。

４　 结论

研究表明，从喀斯特地区特有植物小蓬竹根际土壤及根、茎、叶共分离得到 １３９ 株真菌菌株，归属于 ２７
属，其中根际土壤 ３４ 株为 １２ 属，青霉菌属 Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｕｍ 为优势属；根部 ６３ 株为 １７ 属，漆斑菌属 Ｍｙｒｏｔｈｅｃｉｕｍ、镰
刀菌属 Ｆｕｓａｒｉｕｍ 为优势属；茎部 １４ 株为 ８ 个属，弯孢聚壳属 Ｅｕｔｙｐｅｌｌａ、肉座菌属 Ｈｙｐｃｒｅａ、拟茎点霉属

Ｍｉｔｏｓｐｏｒｉｃ、脉孢菌属 Ｎｅｕｒｏｓｐｏｒａ、刺盘孢属 ｍｉｔｏｓｐｏｒｉｃ、半壳霉属 Ｒｈｙｔｉｓｍａｔａｃｅａｅ 为优势属；叶部 ２８ 株划分为 ９
属，节菱孢霉属 Ａｒｔｈｒｉｎｉｕｍ 为优势属。 根际土壤分离得到细菌菌株 ４１ 株，归属 ７ 属，芽孢杆菌属 Ｂａｃｉｌｌｕｓ 为优

势属。 放线菌菌株 ２０ 株，均为链霉菌属 Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ。
根际土壤真菌 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数 Ｈ 为 ２．１８，根、茎、叶内生真菌分别为 ２．６５２、２．０４５、１．９８９；Ｓｉｍｐｓｏｎ 指

数 Ｄ 为：根际土壤真菌 ０．９３２，根 ０．９１９、茎 ０．８６７、叶 ０．８３４；均匀度指数 Ｅ 为：根际土壤真菌 ０．８９，根 ０．６４０，茎
０．７７５，叶 ０．５９７。 根际土细菌 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数为 １．０６７９，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数为 ０．５２１７，均匀度指数为 ０．５４８８。
根际土放线菌 Ｓｈａｎｎｏｎ⁃Ｗｉｅｎｅｒ 指数为 ２．６３，Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数为 ０．０８，均匀度指数为 ０．９８６５。 综合三个多样性指数

表明小蓬竹根际土壤真菌多样性较内生真菌多样性高。
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