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核桃内生真菌多样性及核桃腐烂病生防菌株筛选

玛丽艳姑丽·吐尔迪，石凌旭，康启航，亚库提汗·米尔扎，杨泽宇，袁 昊，陈小飞*

（塔里木大学农学院，新疆阿拉尔 843300）

摘 要：【目的】弄清南疆核桃内生真菌多样性及群落结构特征，同时筛选出既对核桃腐烂病具有防治作用，又对核桃

幼苗有促生作用的生防菌。【方法】运用多样性指数分析核桃内生真菌的种群分布特征及其多样性。采用平板对峙法

筛选对核桃腐烂病菌具有拮抗作用的菌株，采用室内盆栽法研究生防菌株的促生作用，运用离体枝条接种法测定菌株

对核桃腐烂病的防治效果。【结果】从不同组织共计分离出129株内生真菌，隶属于3门18属，其中镰刀菌属和链格孢

菌属为优势种群。茎内生真菌的香农指数H'、均匀度指数E、丰富度指数M均最高，而枝条内生真菌各项指数均最

低。茎与根内生真菌相似性系数最高，而茎与枝相似性系数最低。筛选出3株生防菌SF01、SF05、SF08，分别鉴定为

Dactylonectria torresensis、Chaetomium globosum、Penicillium rubens。3个菌株中SF01对核桃腐烂病预防效果最好，而

SF08治疗效果最好。相比对照，3个菌株对核桃幼苗的根长、株高、鲜质量、干质量、茎粗均有显著促进作用（p＜

0.05）。【结论】南疆核桃内生真菌多样性丰富，但分布不均衡，其分布特征具有组织特异性。筛选出了3株对核桃腐烂

病具有很好防治效果且对核桃幼苗生长具有促进作用的生防菌，为核桃腐烂病生物防治以及培育壮苗提供了新的菌

株材料。
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Abstract:【Objective】The present experiment was carried out in order to understand the endophytic

fungi population diversity and community structure of walnut trees, and investigate the differences in

endophytic fungal communities among different tissues (limb-barks, roots and branches) of walnut in

southern Xinjiang. At the same time, another objective was also to screen out the biocontrol fungi that

can not only prevent and control walnut canker disease, but also promote the growth of walnut seed-

lings.【Methods】The endophytic fungi were isolated from different tissues of walnut by conventional

tissue separation method. The endophytic fungi were classified and identified by morphological and mo-

lecular biology techniques. The population distribution and diversity of endophytic fungi in walnut

were analyzed according to Shannon-Weiner diversity index (H'), Pielou’s evenness index (E), Mar-

galef’s index (M), separation rate, separation frequency and Srenson’s similarity coefficients (Cs). The

plate confrontation method was used to screen the antagonistic strains of walnut canker disease, the in-

door pot method was used to study the growth promotion of the strains, and the control effect of the bio-

control fungus on walnut canker disease was determined by the inoculation test of isolated branches.

【Results】A total of 129 endophytic fungi were isolated from 210 tissues of ten 50- year- old walnut
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trees, of which 58 were isolated from limb-barks, 42 from roots and 29 from branches, with a total isola-

tion rate of 61.40%. The 129 endophytic fungi belonged to three phyla and 18 genera, among which as-

comycetes were the largest with 122 strains, accounting for 94.57% of the total number of fungi, five

were zygomycetes, accounting for 3.88%, and two were basidiomycetes, accounting for 1.55%. The 18

genera of fungi were Fusarium, Alternaria, Nectria, Chaetomium, Phaeosphaeria, Leptosphaeria, Dac-

tylonectria, Mortierella, Penicillium, Sarocladium, Talaromyces, Corynespora, Aspergillus, Acremoni-

um, Rosellinia, Phoma Dothiorella and Ceratobasidium, among which Fusarium and Alternaria were

the dominant populations, with the isolation rates of 18.10% and 12.30%, respectively. The Shannon in-

dex (H'), evenness index (E) and richness index (M) of stem endophytic fungi were the highest, which

were 2.452, 0.603 and 8.129, respectively, followed by root, each index was 2.067, 0.553 and 5.847,

while the Shannon index (H'), evenness index (E) and richness index (M) of root endophytic fungi were

the lowest, 1.804, 0.535 and 3.993, respectively. The highest similarity coefficient between limb-bark

and root endophytic fungi was 0.84, while the lowest similarity coefficient between limb- bark and

branch was 0.66. On the whole, the endophytic fungal groups were different among different tissues.

Some fungi, such as Phoma, Rosellinia and Chaetomium, were found only in limb- barks, but not in

roots or branches. Three antagonistic strains (SF01, SF05 and SF08) were obtained by screening. Based

on morphological characteristics, and molecular and biological identification results, SF01, SF05 and

SF08 were identified as Dactylonectria torresensis, Chaetomium globosum and Penicillium rubens, re-

spectively. The inhibitory rates of three antagonistic strains against Cytospora chrysosperma were

71.20%, 73.50% and 68.50%, respectively. Inoculation of isolated branches showed that SF01 had the

best preventive effect on walnut canker disease (80.10%), while SF08 had the strongest therapeutic ef-

fect on walnut canker disease (83.40%). All three strains had the ability to produce iron carriers, among

which SF05 had the strongest ability to produce iron carriers. SF01 and SF05 had the ability to solve

phosphorus, SF01 and SF08 had the ability to dissolve phosphorus, and SF08 also had the ability to pro-

duce protease. Compared with the control, three antagonistic strains significantly promoted the root

length, plant height, fresh weight, dry weight, stem diameter and other agronomic indexes of walnut

seedlings (p＜0.05). However, there were differences in growth promoting function among the three

strains. Therefore, whether the mixed bactericides of the three strains can improve the ability of disease

prevention and growth promotion remains to be further studied.【Conclusion】Endophytic fungi of wal-

nut in southern Xinjiang were abundant in diversity, but their distribution was uneven, and their distribu-

tion characteristics were tissue-specific. In general, the diversity of endophytic fungi in limb-bark was

higher than that in roots, and the diversity of endophytic fungi in branches was the lowest. Limb-bark

endophytes were most similar to root endophytes because of their spatial location. Because the branches

were pruned every year, the number of endophytic fungi species was relatively small, and there was a

great difference between limb- bark endophytic fungi and branch endophytic fungi. Ascomycetes had

the highest frequency of isolation in different tissues of walnut because of its strong reproductive ability

and adaptability. Three biocontrol strains including SF01, SF05 and SF08, which had good control ef-

fect on walnut canker disease and promoted the growth of walnut seedlings were screened out. The re-

sult showed that the three strains were different and complementary in both disease control and seedling

growth promotion, which has laid a good foundation for further research and development of mixed fun-

gi. The studied results have provided a new material and way for the biological control of walnut canker

disease and the cultivation of strong seedlings.
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植物内生菌（plant endophyte）是在其生活史

一定阶段或全部阶段生活于植物组织、组织间隙

和器官内部的微生物类群 [1]。植物内生菌在与宿

主植物长期的协同进化中建立互惠共生关系，一方

面宿主为内生菌提供生长所需的营养物质和能量，

另一方面内生菌通过自身的次级代谢产物或借助

于信号传导作用影响植物的生长发育，促进宿主生

长[2]。与此同时，内生菌还能通过调节植物的免疫

系统或者直接产生活性物质抑制病原菌，来增强植

物的抗病性 [3-4]。植物内生真菌普遍存在于植物组

织中，形成了植物体内的微生态体系 [5]，其种类的

多样性，受植物自身生理生化特性、气候条件、温

度、湿度等环境因素的影响 [6]。一般情况下，随着

寄主植物年龄的增长，植株内生真菌的种类和丰

度也随之增加。因为随着植株年龄增加，真菌反

复侵染植株的机会增加。同时，随着植株年龄的

增长，其生理状况和表皮结构更有利于真菌的侵

入[7]。

核桃腐烂病主要是无性类真菌壳囊孢属侵染所

致 [8]，对新疆核桃产业的健康发展构成了严重威

胁。核桃腐烂病又称为烂皮病、黑水病，主要发生在

新疆核桃产区，山西、山东、安徽等省零星发生。病

害主要危害皮层，一般发病株率为50%左右，严重时

发病株率达100%，导致枯枝甚至整株死亡[9]。针对

核桃腐烂病的防治方法有物理防治、生物防治和化

学防治，其中以化学防治为主，然而化学防治存在农

药残留、对人畜不安全、环境污染等问题[10]。而生物

防治具有安全、经济、高效等优势，能有效避免化学

防治带来的系列问题。此外，生物防治除了能够控

制病害，往往还能起到促进植物生长的作用，郝芳敏

等[11-12]通过筛选获得的1株多黏类芽孢杆菌和1株铜

绿假单胞菌，不仅能有效抑制甜瓜多种真菌病害的

发生与发展，还对甜瓜幼苗的健康生长起着积极的

促进作用。因此，为了充分挖掘核桃内生真菌资源，

为核桃腐烂病的生物防治提供菌株资源，笔者从健

康核桃不同组织中分离内生真菌，采用形态特征和

分子生物学手段鉴定其分类地位，统计分析评价其

多样性，筛选出对核桃腐烂病菌具有抑制效果的拮

抗菌株，采用室内盆栽试验探究拮抗菌株对核桃幼

苗的促生作用，运用离体枝条接种法研究拮抗菌株

对核桃腐烂病的防治效果，以期为新疆核桃产业的

健康发展作出贡献。

1 材料和方法

1.1 试验材料

1.1.1 供试材料 供试的核桃组织材料采集于新疆

生产建设兵团第一师三团（N 40°22'33"，E 80°03'

45"），核桃品种为温 185，采用棋盘式采样法，选择

10株健康、长势良好的核桃树（树龄50年），对其根、

茎、枝（1年生）分别进行采样，每株树不同组织分别

采集 5份。采集前用 75%乙醇对刀片、枝剪和采集

的部位进行消毒。剪取长度为20 cm的1年生枝条；

在 30~50 cm土层内，剪取粗度约 1 cm、长 10 cm的

根；用刀片刻取茎的树皮组织 50 cm2。样品装入自

封袋，编号密封后置于4 ℃下保存。

1.1.2 供试的病原菌 核桃腐烂病菌（Cytospora

chrysosperma）保存于南疆农业有害生物综合治理

兵团重点实验室。

1.1.3 培养基 PDA培养基：马铃薯 200 g，D-葡萄

糖 20 g，琼脂粉 20 g，蒸馏水 1000 mL；PDB培养基：

马铃薯 200 g，D-葡萄糖 20 g，蒸馏水 1000 mL；孟加

拉红培养基：蛋白胨5 g，D-葡萄糖10 g，无水磷酸二

氢钾1 g，硫酸镁0.5 g，琼脂粉20 g，1/3000孟加拉红

溶液100 mL，蒸馏水1000 mL，氯霉素0.1 g。

1.2 试验方法

1.2.1 核桃内生真菌的分离纯化 （1）样品表面消

毒和检测。将采集的组织块分别用蒸馏水冲洗干净

后自然晾干，在超净工作台下用灭菌剪刀将根、茎、

枝剪成1.5 cm长的小段，然后放入烧杯中，无菌水冲

洗 3次后用 75%乙醇浸泡 2 min，再用无菌水冲洗 3

次，然后用0.6%次氯酸钠消毒2 min，用无菌水冲洗

3次后再在75%乙醇中浸泡30 s，最后用无菌水冲洗

3 次，将最后一次冲洗的无菌水取 100 µL 接种至

PDA平板，于28 ℃恒温培养1周。如果PDA平板上

面没有长菌，表明表面消毒到位，可以进行下一步试

验。

（2）内生真菌的分离与纯化。在超净工作台用

灭菌刀片将根、茎、枝样品组织分解成 5 mm×5 mm

的组织块各70块，分别接种到PDA和孟加拉红培养

基中，每个培养皿接种 5~8 块，28 ℃恒温培养 1~2

周，待切口处长出菌丝后，菌丝转接至新的PDA平

板上进行纯化，菌株纯化后在4 ℃下斜面保存。

1.2.2 核桃内生真菌的鉴定 （1）内生真菌的形态

学鉴定。为了从宏观上分析内生真菌特征，将内生
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真菌接种于PDA平板上，28 ℃恒温培养7 d，观察记

录菌落形态、颜色、基底等生长特性。为了从微观上

弄清内生真菌特征，采用插片培养法观察真菌的菌

丝及孢子的形态特征，将无菌盖玻片 45°斜插于平

板菌落周边，于28 ℃的培养箱中黑暗培养7 d，然后

取出盖玻片镜检。根据观察结果，参照《真菌鉴定手

册》[13]的方法进行初步鉴定。

（2）内生真菌的分子鉴定。将菌株接种至PDA

平板上，28 ℃恒温培养，待菌株直径长至平板的2/3，

轻轻刮取约 0.1 g新鲜菌丝，利用真菌基因组DNA

快速抽提试剂盒提取DNA。以真菌通用引物 ITS1

和 ITS4 扩增 ITS 基因序列。反应体系为 25 µL：

PCRmix 12.5 µL，上下引物各1 µL，模板DNA 2 µL，

ddH2O 补足 8.5 µL。PCR 扩增条件：94 ℃预变性

5 min，94℃变性35 s，48℃退火40 s，72℃延伸1 min，

共 35个循环，最后 72 ℃终延伸 10 min。PCR扩增

产物经1.2%琼脂糖凝胶电泳检测，电泳条带达到预

期要求的，送交上海生工生物技术有限公司进行测

序。将测序获得的 ITS序列进行DNA序列比对后，

根据同源性相似度的差异，采用MEGA5.1软件构建

系统发育树。

1.2.3 内生真菌的多样性分析 参照易航等[14]的方

法，计算内生真菌的分离率 IR、分离频率 IF、香农指

数H'、均匀度指数E、辛普森指数D、丰富度指数M

和相似性系数Cs。基于核桃内生真菌的种类组成，

分析不同部位的内生真菌，评价核桃内生真菌的多

样性、分布均匀程度、丰富度，以及不同部位间的相

似水平。

（1）内生真菌的分离率（isolation rates，IR）是指

从培养组织块中分离得到的总菌株数与全部培养的

组织块数的比值，即分离率（IR）/%=样本组织块中

得到的菌株数/全部供试样本组织块数×100。

（2）分离频率（relative frequency，IF）是为获得

某一类内生真菌的菌株数量在植物样品中分离菌株

总数中所占的百分比，反映不同种类的内生真菌在

总菌群中所占据的优势程度。

分离频率（IF）/%=某一类菌株的菌株数量/总菌

株数×100。

（3）内生真菌群落种类多样性采用香农指数

（Shannon- Weiner diversity index，H'）公式计算，即：

H'=-∑i

kPi × lnPi 。其中 k指某种植物或组织中内生

真菌种类的总数，Pi为某种属内生真菌的菌株数量

占分离到的所有总菌株数量的百分数。

（4）内生真菌丰富度，采用丰富度指数（Mar-

galef’s index，M）公式计算，即：M=（S-1）/log2N。其

中S为物种数，N为菌株总数。

（5）内生真菌在群落中分布的均匀程度采用均

匀度指数（Pielou’s evenness index，E）公式计算，即：

E=H'/1nS。其中H'是多样性指数，S为物种数。

（6）内生真菌群落间的相似程度采用相似性指

数（Srenson's similarity coefficients，Cs）公式计算，

即：Cs=2j/（a+b）。其中 j是两种组织中具有的相同

内生真菌种类数，a是一种组织中内生真菌的种类

数，b是另一组织中内生真菌的种类数。

1.2.4 生防菌的筛选 在 PDA平板（直径为 9 cm）

中央接种直径 0.5 cm 的病原菌菌饼，在距离菌饼

2.5 cm处的 4个角点处接种一个测试真菌的菌饼，

以在培养基中央单纯接种病原菌为对照，均设置 3

个重复，28 ℃ 12 h光照/12 h黑暗交替培养并观察抑

菌情况。菌落抑制率/%=（对照病原菌直径－处理

病原菌直径）/（对照病原菌落直径－菌饼直径）×100。

1.2.5 生防菌发酵液对核桃离体枝条腐烂病的防治效

果 发酵液的制备：将活化的生防菌菌株接种于

250 mLPDA液体培养基上，在28℃下200 r·min-1振荡

培养7 d，然后用灭菌的纱布过滤，4 ℃下8000 r·min-1

离心10 min得到上清液，即为发酵液。

枝条的处理：将粗细均匀的 1年生枝条剪成长

度约 20 cm的枝段，在超净工作台用 0.6%次氯酸钠

消毒3 min，用无菌水清洗3~4次直至无次氯酸钠气

味后晾干，用水浴锅融化的石蜡封住枝条两端保湿

晾干备用。

预防试验：将处理好的枝条用孔径为5 mm的灭

菌打孔器打一个接种点，然后涂布生防菌发酵液于

打孔处，晾干以后再涂布3次，用灭菌打孔器打取直

径5 mm的核桃腐烂病菌菌饼，接种于枝条打孔处，

以未涂布发酵液的枝条作为空白对照，病原菌接种

15 d后测量核桃枝条病斑直径，并计算防治效果。

每种生防菌处理5根枝条，试验设置3次重复。

治疗试验：将处理好的枝条用孔径为5 mm的打

孔器打一个接种点，用灭菌打孔器取直径5 mm的核

桃腐烂病菌进行接种处理，3 d后取掉菌饼，然后用

生防菌发酵液涂布打孔部位，晾干以后继续涂布 3

次，以未涂布发酵液的枝条为空白对照，15 d后测量

核桃枝条病斑直径，计算发酵液对核桃腐烂病的防
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治效果。每种生防菌处理5根枝条，试验3次重复。

防治效果/%=（空白对照平均病斑直径－处理平均

病斑直径）/空白对照平均病斑直径×100。

1.2.6 生防菌发酵液对核桃幼苗的促生作用 选取

种仁饱满，无病虫，单果质量大于15 g的干果作为试

验材料。将核桃种子浸泡10 d（每天换1次水）后用

清水洗净，在自然条件下晾干后播种。将土壤高压

灭菌，放入直径15 cm的花盆中，土层厚度12 cm，每

盆放入 2粒核桃种子。在 25 ℃下，光暗交替培养，

等核桃苗出齐后，对核桃幼苗进行生防菌发酵液灌

根处理。每次每盆浇灌 10 mL，每隔 7 d浇灌 1次，

一共浇灌6次，以浇灌10 mL蒸馏水为对照，每种生

防菌处理 10株幼苗，试验设置 3次重复。60 d后对

幼苗的生长情况进行观测，测定核桃幼苗的株高、根

长、茎粗、叶片数并称量植株鲜质量。然后在 60 ℃

下持续烘干96 h，测量干质量，并对测得数据进行统

计分析。

1.2.7 生防菌的促生能力 参照邴辉[15]的方法：将

生防真菌用灭菌的5 mm打孔器打菌饼接种到脱脂

奶粉、无机磷、有机磷、铁载体培养基上，每个菌株设

置 3个重复，28 ℃培养 7 d，出现透明圈表示菌株具

有产蛋白酶、溶解磷和产铁载体能力，通过计算透明

圈直径（D）与菌直径（d）的比值（D/d）来判断其活性

的强弱。

1.3 数据分析

采用Microsoft Excel记录和整理数据，并使用

SPSS 26.0 进行方差分析和差异显著性分析，使用

MEGA5.1软件构建系统进化树。

2 结果与分析

2.1 内生真菌的分离结果

从210块组织内共分离到内生真菌129株，内生

真菌的分离率为 61.4%，其中茎部分离出 58株，IR=

27.6%，IF=44.9%；根部分离出 42 株，IR=20%，IF=

32.5；枝部分离出 29株，IR=13.8%，IF=22.4%。不同

组织部位的内生真菌的分离率和分离频率从高到低

依次为茎＞根＞枝（表 1）。129株真菌隶属于 3门

18属。其中子囊菌门 122株，占比达 94.57%，接合

菌门5株，占3.88%，担子菌门2株，仅占1.55%。129

株内生真菌分别属于镰刀菌属（Fusarium）、链格孢

属（Alternaria）、曲霉属（Aspergillus）、球毛壳菌属

（Chaetomium）、青霉菌属（Penicillium）、茎点霉菌属

（Phoma）、座坚壳菌属（Rosellinia）、帚枝霉菌属（Sa-

rocladium）、小球腔菌属（Leptosphaeria）、Dactylon-

表 1 核桃内生真菌的种类分布及分离情况

Table 1 The species distribution and isolation of endophytic fungi in walnuts

组织
Tissue

茎 Stem

根 Root

枝 Branch

分离率
Isolation
rates, IR/%

分离频率
Relative fre-
quency, IF/%

组织
Tissue

茎 Stem

根 Root

枝 Branch

分离率
Isolation
rates, IR/%

分离频率
Relative fre-
quency, IF/%

镰刀菌属
Fusarium

16

12

10

18.10

29.40

暗球腔菌属
Phaeosphaeria

3

1

2

2.86

4.65

链格孢菌属
Alternaria

12

8

6

12.30

20.10

棒孢菌属
Corynespora

2

1

-

1.43

2.33

球毛壳菌属
Chaetomium

5

2

1

3.81

6.20

青霉菌属
Penicillium

2

2

-

1.90

3.10

茎点霉属
Phoma

2

-

-

0.95

1.55

曲霉菌属
Aspergillus

1

-

2

1.43

2.33

座坚壳菌属
Rosellinia

2

-

-

0.95

1.55

小穴壳菌属
Dothiorella

1

-

-

0.48

0.78

帚枝霉菌属
Sarocladium

1

1

1

1.43

2.33

角担菌属
Ceratobasidium

1

1

-

0.95

1.55

小球腔菌属
Leptosphaeria

3

1

1

2.38

3.88

枝顶孢菌属
Acremonium

1

2

-

1.43

2.33

Dactylon-
ectria

1

1

3

2.38

3.88

丛赤壳属
Nectria

2

6

2

4.76

7.75

踝节菌属
Talaromyces

2

1

-

1.43

2.33

被孢菌属
Mortierella

1

3

1

2.38

3.88

注：“-”表示此部位未分离菌株。

Note:“-”indicates that no strains were isolated from this part.
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ectria、踝节菌属（Talaromyces）、暗球腔菌属（Pha-

eosphaeria）、棒孢菌属（Corynespora）、小穴壳菌属

（Dothiorella）、角担菌属（Ceratobasidium）、枝顶孢

菌属（Acremonium）、丛赤壳菌属（Nectria）、被孢菌

属（Mortierella）等18个属。其中镰刀菌属和链格孢

属为优势菌属，分离率分别为18.1%、12.3%；其次为

丛赤壳菌属，占分离菌数的4.76%；小穴壳菌属分离

率最低，仅为0.48%。

2.2 核桃内生真菌的多样性分析

采用香农指数 H'、辛普森指数 D、丰富度指数

M、均匀度指数E等指标，分析内生真菌多样性，结

果如表 2所示，不同部位所分离的内生真菌多样性

指数不同，香农指数从高到低的顺序为茎（2.452）＞

根（2.067）＞枝（1.804）；丰富度指数为茎（8.129）＞

根（5.847）＞枝（3.993）；均匀度指数为茎（0.603）＞

根（0.553）＞枝（0.535）。因此，从香农指数、丰富度

指数和均匀度指数来看，核桃茎部内生真菌的多样

性高于根部和枝部。

2.3 核桃内生真菌的相似性分析

通过计算相似性系数（表 3）可知，根部与茎部

内生真菌类群最为相似，相似性Cs 茎-根=0.84；茎部与

枝部之间内生真菌差异比较大，相似性系数Cs 茎-枝=

0.66；而根与枝内生真菌相似性Cs 根 -枝=0.81。从整

体来看各组织部位之间内生真菌类群差异较大。

2.4 生防菌的筛选

从 129株内生真菌中经过筛选获得 3株对核桃

腐烂病菌具有较好拮抗效果的内生真菌，分别命名

为SF01、SF05、SF08（图1）。从抑菌图来看，SF01和

SF05分泌的抑菌物质能够快速通过PDA培养基进

行扩散，使得培养基整体上可抑制病原菌菌丝的生

长；而SF08分泌的抑菌物质仅分布在菌株周围，不

能在培养基中快速扩散，因此仅在菌株周围形成。

经过测定，3 株内生真菌的抑菌率分别为 71.2%、

73.5%、68.5%，抑菌效果相对较好，因此，选择菌株

SF01、SF05、SF08作为目标生防菌进行后续试验。

2.5 生防菌株的鉴定

2.5.1 形态学鉴定 SF01在 PDA培养基上生长速

度较慢，为 0.56 cm·d-1，菌落中央为白色菌丝，随后

菌落边缘出现咖啡色至深褐色，菌丝绒毛状，培养基

颜色逐渐变褐色，未形成孢子。SF05在PDA培养基

上生长速度相对较快，为 1.14 cm·d-1，菌落灰褐色，

菌丝密实、绒毡状，未见孢子产生。SF08在PDA培

养基上生长速度较慢，为 0.47 cm·d-1，菌落棉絮状，

中央略隆起，正面呈白色，背面呈橙褐色，未见孢子

产生（图2）。

A. SF01；B. SF05；C. SF08；D. 对照 Control.

图 1 3 株生防菌对核桃腐烂病菌的抑菌效果

Fig. 1 Antifungal effect of 3 strains of biocontrol fungi against C. chrysosperma

A B C D

表 2 核桃茎、根、枝中的内生真菌多样性指数

Table 2 Endophytic fungal diversity index in walnut

stems, roots and branches

组织

Tissue

茎 Stem

根 Root

枝 Branch

香农指数

Shannon index, H'

2.452

2.067

1.804

丰富度指数

Richness index, M

8.129

5.847

3.993

均匀度指数

Evenness index, E

0.603

0.553

0.535

表 3 不同部位内生真菌的相似性系数

Table 3 Similarity coefficient of endophytic fungi in

different parts

分离部位
Separated parts

茎Stem

枝Branch

根
Root

0.84

0.81

枝
Branch

0.66

-

茎
Stem

-

-

注：“-”表示无。下同。

Note:“-”Indiates no. The same below.
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2.5.2 分子生物学鉴定 SF01菌株 rDNA-ITS基因

经测序后，得到的序列长度为554 bp，提交GenBank

获得登录号为PP301358；SF05菌株 rDNA-ITS序列

长 度 为 540 bp，提 交 GenBank 获 得 登 录 号 为

PP301359；SF08菌株 rDNA-ITS序列长度为552 bp，

登录号为 PP301360。利用 MEGA5.1 软件使用

Neighbor-Joining法构建基于 ITS基因序列的系统发

育树。结果表明，SF01菌株与Dactylonectria torre-

sensis位于同一分支（图 3），亲缘关系最近；SF05菌

株与 Chaetomium globosum 位于同一分支（图 4）；

SF08 菌株与 Penicillium rubens 位于同一分支（图

5）。因此，结合形态学特征将SF01菌株鉴定为D. tor-

A. SF01 的菌落图；B. SF05 的菌落图；C. SF08 的菌落图；D. SF01 的菌丝图；E. SF05 的菌丝图；F. SF08 的菌丝图。

A. Colony diagram of SF01; B. Colony diagram of SF05; C. Colony diagram of SF08; D. Mycelia diagram of SF01; E. Mycelia diagram of SF05;

F. Mycelia diagram of SF08.

图 2 3 株生防菌菌株的菌落形态和菌丝显微镜图

Fig. 2 The colony morphology and mycelium microscope of 3 biocontrol strains

A B C

D E F

图 3 菌株 SF01 基于 rDNA-ITS 基因序列构建的系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic trees of SF01 based on rDNA-ITS

20 μm 20 μm 20 μm

SF01

OM514930 Dactylonectria torresensis isolate AL86

OM514939 Dactylonectria torresensis isolate AL95

MH865183 Dactylonectria torresensis culture CBS:129086

MN218807 Dactylonectria estremocensis isolate LWJ191

MH865182 Dactylonectria estremocensis culture CBS:129085

OK090964 Dactylonectria hordeicola strain NNIBRFG27733

MT133922 Dactylonectria hordeicola strain TY135

MN907548 Dactylonectria pauciseptata strain CGMCC3.19983

OR735055 Dactylonectria pauciseptata isolate YJLGF05

OR437978 Dactylonectria anthuriicola isolate ZOR-Rh1-3

KY318474 Dactylonectria anthuriicola isolate 12 2

NR 175025 Dactylonectria vitis CBS 129082

MH865179 Dactylonectria vitis culture CBS:129082

ON679677 Dactylonectria vitis isolate UFMGCB 18288

NR_137304 Trichoderma afroharzianum CBS 124620

0.020

99

99

92
93

97

96

91

76

70
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resensis，将SF05菌株鉴定为球毛壳菌C. globosum，

将SF08菌株鉴定为产红青霉P. rubens。

2.6 生防菌对核桃腐烂病的防治效果

2.6.1 生防菌对核桃腐烂病的预防效果 生防菌对

核桃腐烂病的预防效果见图6，可以看出，经生防菌

发酵液处理过的核桃离体枝条，能够明显降低核桃

腐烂病病斑直径。由表5数据可以看出，3株生防菌

对核桃腐烂病菌的预防效果在 77.06%~80.10%之

间，其中D. torresensis发酵液对核桃腐烂病的离体

预防效果最好，防效达到80.10%。

2.6.2 生防菌对核桃腐烂病的治疗效果 由图7可

以看出，接种病原菌的核桃离体枝条经生防菌发酵

液处理后，能够明显降低病斑直径。由表 6可知，3

株生防菌对核桃腐烂病的治疗效果在 77.30% ~

83.40%之间，其中P. rubens发酵液对核桃腐烂病的

治疗效果最好，防效达到83.4%。

图 4 菌株 SF05 基于 rDNA-ITS 基因序列构建的系统发育树

Fig. 4 Phylogenetic trees of SF05 based on rDNA-ITS

图 5 菌株 SF08 基于 rDNA-ITS 基因序列构建的系统发育树

Fig. 5 Phylogenetic trees of SF08 based on rDNA-ITS

0.020

99

99

98

9982

96

80

88

82

100

100

98

NR-137800 Penicillium yezoense CBS 350.59

NR-138351 Penicillium roseoviride CBS 267.35

NR-138355 Penicillium trzebinskii CBS 382.48

NR-121298 Penicillium quercetorum NRRL 3758

NR-144837 Penicillium cinereoatrum CBS 222.66

NR-153210 Penicillium pagulum CBS 139166

NR-138335 Penicillium gracilentum CBS 599.73

NR-169981 Penicillium estinogenum CBS 329.59

NR-111501 Penicillium zonatum CBS 992.72

NR-121230 Penicillium raperi NRRL 2674

SF08

OM372687 Penicillium rubens strain PeruHB01Z03

NR-103687 Penicillium polonicum CBS 222.28

LNR-144866 Penicillium robsamsonii CBS 140573

NR-103685 Talaromyces proteolyticus CBS 303.67

0.010

99

99

92

100

98

96

55

74
100

99

MH860353 Chaetomium mareoticum culture CBS:782.71

MH861698 Chaetomium mareoticum culture CBS:802.83

MH861727 Chaetomium muelleri culture CBS:192.84

MH860963 Chaetomium muelleri culture CBS:663.75

MH861662 Chaetomium perlucidum culture CBS:590.83

MH864729 Chaetomium perlucidum culture CBS:127845

NR_144857 Chaetomium novozelandicum CBS 124555

OM237147 Chaetomium globosum isolate TJU JAN34

SF05

MH861603 Chaetomium convolutum culture CBS:313.83

MH858900 Chaetomium pachypodioides culture CBS:632.66

MH860358 Chaetomium pachypodioides culture CBS:790.71

NR_145333 Staphylotrichum coccosporum CBS 364.58
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表 5 生防菌发酵液对核桃枝条离体试验腐烂病的预防效果

Table 5 Preventive effect of biocontrol fungi fermentation solution on walnut branches canker disease in vitro test

菌株

Strain

D. torresensis SF01

C. globosum SF05

P. rubens SF08

对照Control

病斑平均直径

Average diameters of lesions/cm

1.01±0.11 b

1.32±0.18 b

1.11±0.21 b

4.97±0.24 a

预防效果

Preventive effect/%

80.10±2.21 a

73.40±3.12 a

77.60±3.78 a

注：表中数据为平均值±标准差，每列中字母不同者表示差异达显著水平（p＜0.05）。下同。

Note: Data in the table are means ± standard deviations, the different small letters in the same column indicates significant difference at 0.05 level.

The same below.

A. 对照；B. SF01 的离体枝条；C. SF05 的离体枝条；D. SF08 的离体枝条。

A. Control; B. SF01 isolated branch; C. SF05 isolated branch; D. SF08 isolated branch.

图 6 3 株生防菌发酵液对核桃腐烂病的预防效果

Fig. 6 Prevention effect of three strains of biocontrol fungi on walnut canker disease

A. 对照；B. SF01 的离体枝条；C. SF05 的离体枝条；D. SF08 的离体枝条。

A. Control; B. SF01 isolated branch; C. SF05 isolated branch; D. SF08 isolated branch.

图 7 3 株生防菌发酵液对核桃腐烂病的治疗效果

Fig. 7 Treatment effect of walnut canker disease by fermentation broth of three strains of biocontrol fungi

表 6 生防菌发酵液对核桃枝条离体试验腐烂病的治疗效果

Table 6 Therapeutic effect of biocontrol fungi fermentation solution on walnut branches canker disease in vitro test

菌株

Strain

D. torresensis SF01

C. globosum SF05

P. rubens SF08

对照Control

病斑平均直径

Average diameters of lesions/cm

1.01±0.19 b

1.15±0.21 b

0.86±0.28 b

5.07±0.24 a

治疗效果

Therapeutic outcome/%

80.07±4.01 a

77.30±4.21 a

83.40±3.38 a

A B C D

A B C D
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3 讨 论

本研究结果表明，不同组织部位内生真菌种群

组成表现出差异性，茎内生真菌多样性指数、丰富度

指数、均匀度指数高于根和枝条，说明内生真菌对寄

主植物具有一定组织偏好性，这也印证了Hoffman

等[16]的研究结论，即植物内生真菌多样性受到寄主植

物自身不同组织生理生化特性差异的影响。从相似

性比较来看，茎与根相似度最高，推测是茎与根在空

间距离上相隔较近，更有利于内生真菌的相互交流

与转移。而茎与枝相似度最低，推测与新疆果园的

栽培管理方式相关，为提高果园产出效率，每年对核

桃园枝条进行修剪翻新，以塑造良好树形从而培养更

多结果枝组，最终导致枝条内生真菌种类相对较少，

多样性也相对较低。本研究结果表明，镰刀菌属和链

格孢菌属仍然是核桃内生真菌的优势菌群，这与一些

学者的研究结论一致[17-18]，并且这两类真菌能够增强

寄主植物对不良环境的抵抗力[19]。同时也说明这两

类真菌相较其他属真菌具有更强的生存能力，更容易

在寄主中生长。但镰刀菌和链格孢菌是常见的植物

病原菌，在与寄主共生过程中，特别是在寄主衰弱时

是否会转化为致病菌还有待进一步研究。

开发生防菌资源是进行植物病害生物防治的基

础[20]。新疆是中国最大的盐碱地区，土地盐碱化已

A. SF01; B. SF05; C. SF08.

图 8 生防菌发酵液对核桃幼苗的促生作用

Fig. 8 Growth promotion effect of biocontrol fungi fermentation solution on walnut seedlings

表 7 生防菌发酵液对核桃幼苗的促生作用

Table 7 Growth promotion effect of biocontrol fungi fermentation solution on walnut seedlings

菌株

Strain

对照Control

D. torresensis SF01

C. globosum SF05

P. rubens SF08

株高

Plant height/cm

18.07±0.20 d

36.33±0.87 a

30.17±1.51 c

33.63±0.69 b

根长

Root length/cm

15.3±0.70 d

20.9±0.37 c

23.17±1.19 b

26.87±0.76 a

鲜质量

Fresh mass/g

13.9±1.20 c

30.1±2.57 b

37.4±0.73 a

38.07±1.76 a

干质量

Dry mass/g

4.46±0.80 b

12.47±0.87 a

13.14±1.31 a

13.83±0.69 a

茎粗

Stem diameter/mm

3.40±0.27 c

4.68±0.28 b

5.49±0.15 a

5.94±0.01 a

叶片数

Number field of leaves

16±0.00 d

21±0.00 c

29±0.00 a

25±0.00 b

2.7 生防菌发酵液对核桃幼苗的促生作用

从图8可以看出，3株生防菌对核桃幼苗均有较

好的促生效果。由表 7数据可知，相比对照而言，3

株生防菌对核桃幼苗的根长、株高、鲜质量、干质量、

茎粗和叶片数等农艺指标有显著促进作用（p＜

0.05）。

2.8 生防菌的促生能力

研究表明，SF01具有溶磷、解磷和产铁载体能

力；SF05具有解磷和产铁载体能力；SF08具有产蛋

白酶、溶磷和产铁载体能力（表8）。

表 8 生防菌菌株的促生能力

Table 8 Growth promoting capacity characteristics of biocontrol strains

菌株

Strain

D. torresensis SF01

C. globosum SF05

P. rubens SF08

产蛋白酶

Producing protease

-

-

0.52±0.04

溶磷

Phosphate solubilization

0.15±0.01

-

0.38±0.06

解磷

Dissolve phosphorus

0.21±0.02

0.56±0.03

-

产铁载体

Siderophore

0.11±0.01

0.35±0.04

0.33±0.02

A B C
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成为新疆农业可持续发展的重要障碍[21]。减少农药

化肥的投入量，采用高效环保的生物菌剂是保障新

疆农业健康发展的重要措施之一。笔者从核桃不同

组织分离获得 3 株不仅对核桃腐烂病具有很好防

效，而且对核桃幼苗具有很好促生作用的内生真菌，

经鉴定分别为D. torresensis、C. globosum、P. rubens，

3株真菌对核桃腐烂病离体枝条防效均超过 77%。

研究发现经过 3株真菌发酵液处理的核桃幼苗，相

比对照在根长、株高，鲜质量、干质量、茎粗直径等农

艺指标上均有显著促进作用（p＜0.05）。促生研究

表明，D. torresensis具有解磷、溶磷、产铁载体能力，

但无产蛋白酶能力；C. globosum具有解磷、产铁载

体能力，但无溶磷和无产蛋白酶能力；P. rubens具有

溶磷、产蛋白酶和产铁载体能力，但无解磷能力。3

株真菌在促生功能上表现出了互补性，但真菌之间

混合后能否增强对核桃腐烂病的防治效果，能否增

强对核桃幼苗的促生作用以及菌株的应用方式还有

待进一步研究。

已有研究表明，大多数土壤中的有效磷含量较

低，95%以上为难溶形态[22]，可用的磷酸盐阴离子要

么被黏土表面吸附[23]，要么与阳离子形成不溶性络

合物[24]。同样，土壤中大多数铁溶解度极低，以氧化

态或氢氧化态形式存在，不能被植物利用[25]。蛋白

酶是能够水解蛋白质中肽键结构并产生氨基酸或多

肽的一类酶的总称，能够分解有机质和矿物质，促进

土壤形成与发育，对调节植物生长发挥着重要作用，

是土壤肥力指标体系中生物学指标之一。新疆盐碱

化土壤面积大，土壤肥力相对贫瘠，因此，发掘具有

解磷溶磷、产铁载体和蛋白酶特性的微生物资源并

进行开发利用，对提高土壤营养元素利用率，降低化

肥的投入量，从而推动农业绿色发展具有重要意义。

4 结 论

笔者从 10株 50年生核桃不同组织部位中共分

离到129株内生真菌，经过鉴定属于3门18属，其中

优势菌属为镰刀菌属和链格孢菌属。对不同组织部

位的内生真菌进行多样性分析的结果表明，茎内生

真菌的多样性指数H'、丰富度指数M和均匀度指数

E最高，而枝内生真菌多样性指数、丰富度指数和均

匀度指数相比最低。不同组织内生真菌存在差异性

的同时，也表现出一定程度的相似性，其中茎与根的

内生真菌相似性最高，其次为根和枝，而枝条中内生

真菌的多样性指数和丰富度指数均低于茎，且二者

的相似度最低。从 129株内生真菌中筛选出了 3株

对核桃腐烂病具有较好防效且对核桃幼苗具有显著

促生作用的生防真菌。促生特性研究表明，3株真

菌均有产铁载体的能力，同时在解磷、溶磷及产蛋白

酶能力方面，菌株间又存在差异。
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