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柑橘内生真菌的分离鉴定及其发酵产物
对柑橘溃疡病菌的抑制活性
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摘　 要: 本研究从柑橘抗病品种的健康植株不同组织中分离纯化和鉴定内生真菌ꎬ并测定其发酵产物对柑橘

溃疡病菌的抑制活性ꎬ以明确柑橘抗病品种中内生真菌的组成及其产抗柑橘溃疡病菌活性代谢产物的潜力ꎬ
为柑橘溃疡病抗菌剂的开发奠定基础ꎮ 该研究通过组织培养法分离内生真菌ꎬ采用形态学和分子生物学方法

对其进行鉴定ꎻ基于前期的拮抗预试验结果ꎬ选取代表性菌株进行发酵培养ꎬ通过乙酸乙酯浸提、真空抽滤、旋
转蒸发浓缩制备粗提物ꎻ采用带毒平板涂布法测定不同菌株发酵产物乙酸乙酯提取物对柑橘溃疡病菌的抑制

活性ꎮ 结果表明:(１)共分离得到 ７２ 株内生真菌ꎬ归为 ２ 门(Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ、Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ)、１４ 个属ꎬ其中优势属

为刺盘孢属(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)、球座菌属(Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ)、链格孢属(Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ)和镰刀菌属(Ｆｕｓａｒｉｕｍ)ꎮ (２)不同

柑橘品种中内生真菌多样性指数为温州蜜柑(桂林)>沙糖桔(桂林)>沙糖桔(梧州)ꎮ (３)不同组织中内生真

菌多样性变化因地理位置差异而有所不同ꎬ采自桂林的温州蜜柑和沙糖桔均为叶片中的内生真菌的多样性高

于枝条ꎬ而采自梧州的沙糖桔为叶片中的多样性低于枝条ꎬ并且采自梧州的柑橘样品与采自桂林的柑橘样品

中的内生真菌相似性低ꎮ (４)测定了 ３０ 株内生真菌乙酸乙酯提取物对柑橘溃疡病菌的抑制活性ꎬ其中 ２９ 株

菌株表现出不同程度抑制活性ꎮ 不同柑橘品种中的优势属的 ＭＩＣ 介于 ０.３１２ ５~ １０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎬ特有属的

ＭＩＣ 介于 ０.１５６~５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ共有属镰刀菌属的 ＭＩＣ 介于 ０.３１２ ５~２.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎮ 研究结果表明柑橘抗

病品种中内生真菌具有丰富多样性ꎬ并且其发酵提取物普遍对柑橘溃疡病菌具有抑制作用ꎮ 特有属抑菌活性

总体优于优势属ꎬ共有属镰刀菌属在不同柑橘抗病品种中均具有显著抑菌效果ꎮ
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ｔｈｅｉｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｅｘｈｉｂｉｔｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅｍꎬ ｔｈｅ ＭＩＣ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅｒａꎬ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅｒａ ａｎｄ
ｓｈａｒｅｄ ｇｅｎｕｓ ｗｅｒｅ ０.３１２ ５－１０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ ０.１５６－５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ ａｎｄ ０.３１２ ５－２.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｎ ｃｉｔｒｕｓ ｄｉｓｅａｓｅ￣ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ａｒｅ ｒｉｃｈ ｉｎ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ａｎｄ ｍｏｓｔ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ｅｘｔｒａｃｔｓ
ｅｘｈｉｂｉｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｘ. ｃｉｔｒｉ ｓｕｂｓｐ. ｃｉｔｒｉ. Ｔｈｅ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｇｅｎｅｒａ ｉｓ ｇｅｎｅｒａｌｌｙ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ
ｄｏｍｉｎａｎｔ ｇｅｎｅｒａꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓｈａｒｅｄ ｇｅｎｕｓ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｄｉｓｐｌａｙｅｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ａｇａｉｎｓｔ Ｘ. ｃｉｔｒｉ
ｓｕｂｓｐ. ｃｉｔｒｉ.
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ: ｃｉｔｒｕｓ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉꎬ Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｃｉｔｒｉ ｓｕｂｓｐ. ｃｉｔｒｉꎬ ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ ｅｘｔｒａｃｔꎬ ｍｉｎｉｍｕｍ ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ (ＭＩＣ)

　 　 柑橘溃疡病 ( ｃｉｔｒｕｓ ｂａｃｔｅｒｉａｌ ｃａｎｋｅｒ ｄｉｓｅａｓｅꎬ
ＣＢＣＤ)是影响全球柑橘种植业发展的重大检疫性

病害ꎬ对柑橘产业危害严重 (陈先锋等ꎬ ２０１７)ꎮ
其病原是柑橘黄单胞杆菌柑橘亚种(Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ
ｃｉｔｒｉ ｓｕｂｓｐ. ｃｉｔｒｉ)ꎬ同物异名为(Ｘ. ｃａｍｐｅｓｔｒｉｓ ｐｖ. ｃｉｔｒｉ
或 Ｘ. ａｘｏｎｏｐｏｄｉｓ ｐｖ. ｃｉｔｒｉ)(姚廷山等ꎬ ２０１５)ꎬ具有

易传播、难防治的特点( Ｓａｖｉｅｔｔｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)ꎮ 每

年需使用大量化学药剂对其进行防治ꎮ 但是ꎬ随
着传统化学药剂的长期反复使用ꎬ导致的农药残

留、环 境 污 染、 耐 药 菌 株 等 问 题 不 断 增 加

(Ｌａｍｉｃｈｈａｎｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 因此ꎬ亟需寻找和开

发高效、低毒的新型抗菌剂ꎮ
植物内生真菌作为一类特境微生物ꎬ已成为

寻找和开发抗菌活性天然产物的重要资源ꎮ 植物

内生真菌是指在其生活史中的某一阶段或全部阶

段存在于健康植物体组织中ꎬ而并不引起宿主植

物产生明显病害症状ꎬ并且与宿主植物互利共生

的真菌(Ａｂｄａｌｌａ ＆ Ｍａｔａｓｙｏｈꎬ２０１４)ꎮ 植物内生真

菌不仅可通过分泌次生代谢产物或刺激宿主产生

活性物质提高宿主防御病害能力(Ｒｏｄｒｉｇｕｅｚ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２００９ꎻ Ｄｉｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３)ꎬ并且一些植物内生真菌

离开宿主后ꎬ还可通过人工培养发酵产生抗菌活

性物质(Ｖｅｎｕｇｏｐａｌａｎ ＆ Ｓｒｉｖａｓｔａｖａꎬ ２０１５)ꎬ为大规

模生产生防菌剂提供可能ꎮ 利用植物内生真菌及

其代谢产物防治植物病害已有较多研究报道

(Ｖｅｎｋａｔｅｓａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６ꎻ Ｂｉｎｄａｌ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 尤

其是近年来ꎬ对作物中内生真菌组成及其对宿主

病害防治作用的研究ꎬ持续成为当前内生真菌研

究领域关注的热点(Ｎｉｃｏｌｅｔｔｉꎬ ２０１９)ꎮ 利用柑橘内

生真菌代谢产物防治柑橘病害的研究已有少量报

道ꎬ如郭东升等(２０２０)研究发现柑橘果实中的一

株内生燕麦镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｖｅｎａｃｅｕｍ Ｇｄｓ￣１)对

７９１１７ 期 颜桢灵等: 柑橘内生真菌的分离鉴定及其发酵产物对柑橘溃疡病菌的抑制活性



柑橘青霉病具有高效稳定的防治效果ꎬ以其无菌

发酵滤液单独施用 ２８ 和 ５６ ｄ 时ꎬ对柑橘青霉病的

防效与 １００ μｇ􀅰ｍＬ￣１的抑霉唑相当ꎮ Ｐｅｎａ ｅｔ ａｌ.
(２０１７)从柑橘中筛选获得一株内生真菌 Ｍｕｓｃｏｄｏｒ
ｓｐ. ＬＧＭＦ１２５４ 产生的挥发性物质对柑橘黑斑病原

菌菌丝和孢子具有显著抑制活性ꎬ并且能有效控

制离体叶片组织病斑形成ꎮ
柑橘中含有丰富的内生真菌资源( Ｎｉｃｏｌｅｔｔｉꎬ

２０１９)ꎬ并且不同柑橘品种中内生真菌的组成可能

不同ꎮ 任建国(２００６)研究广西主要柑橘品种对柑

橘溃疡病的抗性ꎬ发现无核沙糖桔和温州蜜柑均

为抗病品种ꎮ 吴思梦(２０１８)研究发现从抗病品种

温州蜜柑中分离的拮抗内生细菌的数量较感病品

种纽荷尔脐橙多ꎬ且感病品种纽荷尔脐橙中同时

存在拮抗细菌和感病协同菌ꎮ 但是ꎬ有关柑橘抗

病品种中内生真菌的组成与其对柑橘抗溃疡病菌

的作用关系ꎬ以及柑橘抗病品种中的内生真菌能

否产生抑制柑橘溃疡病菌的活性产物等方面的研

究尚未见报道ꎮ 本研究旨在从柑橘抗病品种温州

蜜柑和沙糖桔中分离纯化并鉴定内生真菌ꎬ明确

其内生真菌组成ꎬ并通过离体抗菌活性的评估ꎬ探
究柑橘内生真菌产抗柑橘溃疡病菌活性成分的潜

力ꎬ为其后期应用于柑橘溃疡病的防治提供依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 柑橘样品及柑橘内生真菌的分离

健康柑橘叶片和枝条于 ２０１６ 年 １１ 月ꎬ分别采

自广西桂林市柑橘研究所(温州蜜柑)、广西桂林

市二塘乡骆家寨(沙糖桔)、广西梧州市苍梧县(沙
糖桔)ꎮ 每个地点随机选取 ５ 株健康柑橘植株(３
年以上株龄)ꎬ共 １５ 株ꎮ 在柑橘植株上选取 ４ 条

颜色为暗绿色、枝径粗约为 ０.４ ｃｍ、带有深绿色叶

片的枝条ꎬ用枝剪从枝条基部上方约 ３ ｃｍ 处剪断ꎬ
将剪取的枝叶做好标记ꎬ总共采集 ６０ 份样品ꎮ 装

至保鲜袋中带回实验室ꎬ立即进行内生真菌的分

离纯化ꎮ 柑橘样品叶片和枝条中的内生真菌分离

纯化 参 照 Ｌｏｕ ｅｔ ａｌ. ( ２０１３ )、 王 利 娟 和 贺 新 生

(２００６)的方法ꎮ
１.２ 柑橘溃疡病菌

柑橘溃疡病菌为广西师范大学珍稀濒危动植

物生态与环境保护省部共建教育部重点实验室化

学生态实验室于 ２０１７ 年 １２ 份分离和保存的菌种ꎮ

１.３ 内生真菌的鉴定

主要采用形态学和分子生物学的方法对内生

真菌进行鉴定ꎮ 形态学鉴定主要以不同培养基

(ＰＤＡ、ＣＭＡ、ＮＧＡ)对分离得到的内生真菌进行培

养ꎬ观察菌落形态、颜色、边缘形状、生长速率、基
质颜色等ꎬ以及其显微镜结构特征(如菌丝有无分

隔、分支ꎬ分生孢子形态、大小ꎬ产孢结构特征等)ꎬ
结合«真菌鉴定手册» (魏景超ꎬ１９７９)、相关文献、
实验室已知菌种进行鉴定ꎮ 分子鉴定主要通过内

生真菌的 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 序列对其进行鉴定ꎮ 以真菌

通用引物 ＩＴＳ１(５′￣ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ￣３′)
和 ＩＴＳ４ ( ５′￣ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ￣３′) 扩 增

菌株 ＩＴＳ 碱基序列ꎬ委托北京六合华大基因科技有

限公司武汉分公司进行检测纯化及测序ꎮ 所获的

测序结果与 ＧｅｎＢａｎｋ 中的序列进行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ
选择 相 似 度 最 高 的 菌 株ꎬ 以 ＭＥＧＡ Ｘ 软 件

Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ(ＮＪ)构建系统发育树ꎬ进行同源性

分析ꎬ进行自展次数为 １ ０００ 的置信度检测ꎬ根据

系统发育树中的组群关系对菌株进行分类ꎮ
１.４ 内生真菌的多样性指数统计分析方法

内生真菌的多样性指数统计分析主要参考徐

祥林等(２０１９)、Ｃｈｏｗｄｈａｒｙ ＆ Ｋａｕｓｈｉｋ(２０１５)的方

法ꎮ 具体如下ꎮ
相对频率( ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙꎬＲＦ):分离到某种

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ꎬ即 ＲＦ(％) ＝ (某种属内生真菌菌株

数量 /分离到的所有内生真菌总菌株数) ×１００ꎮ
多样性指数(Ｈ′):根据 Ｓｈａｎｎｏｎ￣Ｗｅｉｎｅｒ 指数

公式计算ꎬ即 Ｈ′ ＝ －∑
ｋ

ｉ＝ １
Ｐｉ×ｌｎＰｉꎬ式中: ｋ 为某种植物

或组织中内生真菌种类的总数ꎻＰｉ 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ꎮ
相似性系数(ＣＳ)是根据 Ｓｏｒｅｎｓｏｎ 系数公式计

算ꎬ即 ＣＳ＝ ２ｊ / (ａ＋ｂ)ꎮ 式中: ｊ 是两种组织中具有

的相同内生真菌种类数ꎻａ 是一种组织中内生真菌

的种类数ꎻｂ 是另一组织中内生真菌的种类数ꎮ 相

似性系数可以比较两种组织之间内生真菌种类组

成的相似程度ꎮ
１.５ 内生真菌的发酵培养及粗提物制备

无菌条件下ꎬ用打孔器(直径 ４ ｍｍ)在已经活

化好的菌落边缘处打孔ꎬ取 ３ 块菌饼接入含有马

铃薯葡萄糖液体培养基( ＰＤＢꎬ１５０ ｍＬ)的锥形瓶

８９１１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



(２５０ ｍＬ)中ꎬ置于恒温摇床上ꎬ(２８±１)℃、１５０ ｒ􀅰
ｍｉｎ￣１震荡培养ꎮ 培养 ３ ~ ５ ｄ 后ꎬ即可得到发酵种

子液ꎮ 取 ５ ｍＬ 种子液接种于事先准备好的大米

固体培养基ꎬ放置培养箱中ꎬ(２８±１)℃培养 ６０ ｄꎮ
将发酵好的产物进行干燥、粉碎处理ꎬ用适量

乙酸乙酯浸泡提取 ３ 次ꎬ真空抽滤ꎬ合并 ３ 次提取

滤液ꎬ用旋转蒸发仪浓缩蒸干ꎬ即得到内生真菌发

酵产物的乙酸乙酯粗提物ꎮ
１.６ 抑菌活性测定

采用带毒平板涂布法(慕立义ꎬ １９９４)ꎬ用丙

酮将样品溶解配制成药液ꎬ将药液与热熔冷却至

５０ ~ ５５ ℃的牛肉膏培养基按 １ ∶ ９ 混合均匀后ꎬ倒
入 ６ ｃｍ 培养皿(每皿 ５ ｍＬ)ꎬ对照组以丙酮纯溶剂

代替药液ꎮ 待凝固后ꎬ吸取 ５０ μＬ 柑橘溃疡病菌

悬浮液(浓度约 １０６ ~ １０７ ｃｆｕ􀅰ｍＬ￣１)至培养基表

面ꎬ用无菌涂布棒涂布均匀ꎮ 每处理设 ３ 个重复ꎬ
置于(２８±１)℃恒温培养 ７２ ｈꎬ观察和记录细菌生

长情况ꎬ以“ ＋”代表有菌生长ꎬ“ －”代表无菌生长ꎮ

对于有活性的内生真菌发酵物ꎬ进一步测定其最

低抑制浓度(ＭＩＣ)ꎬ配制系列梯度浓度药液ꎬ按照

如上方法操作ꎬ以病原菌不生长的最小浓度为最

低抑制浓度ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 柑橘内生真菌的定殖率和分离率

从不同柑橘品种的叶片和枝条中总共分离得

到 ７２ 株内生真菌(表 １)ꎮ 其中ꎬ从温州蜜柑中分

离得到 ５０ 株ꎬ包括叶片 ４０ 株、枝条 １０ 株ꎮ 从桂林

采集的沙糖桔中分离得到 ７ 株ꎬ包括叶片 ４ 株、枝
条 ３ 株ꎮ 从梧州采集的沙糖桔中分离得到 １５ 株ꎬ
包括叶片 ２ 株、枝条 １３ 株ꎮ 不同采集地的柑橘抗

病品种的不同组织中内生真菌数量变化有所不

同ꎬ采自桂林的柑橘抗病品种的叶片中内生真菌

数量均高于枝条ꎬ而在采自梧州的柑橘抗病品种

中ꎬ则为叶片中内生真菌数量低于枝条ꎮ

表 １　 不同柑橘样品叶片和枝条中分离内生真菌数量
Ｔａｂｌｅ １　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｔｗｉｇｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｉｔｒｕｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

宿主
Ｈｏｓｔ

采集地
Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｐｌａｃｅ

经纬度
Ｌｏｎｇｉｔｕｄｅ ａｎｄ

ｌａｔｉｔｕｄｅ

菌株数量
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ

叶片
Ｌｅａｆ

枝条
Ｔｗｉｇ

总计
Ｔｏｔａｌ

温州蜜柑
Ｃｉｔｒｕｓ ｕｎｓｈｉｕ Ｍａｒｃ.

广西桂林七星区
Ｑｉｘｉｎｇ Ｄｉｓｔｒｉｃｔꎬ Ｇｕｉｌｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１１０°１９′４４″ Ｅ
２５°１６′１３″ Ｎ

４０ １０ ７２

沙糖桔
Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ ｃｖ. Ｓｈａｔａｎｇｊｕ

广西桂林象山区
Ｘｉａｎｇｓｈａｎ Ｄｉｓｔｒｉｃｔꎬ Ｇｕｉｌｉｎꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１１０°１６′３６″ Ｅ
２５°１１′５″ Ｎ

４ ３

沙糖桔
Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ ｃｖ. Ｓｈａｔａｎｇｊｕ

广西梧州苍梧县
Ｃａｎｇｗｕ Ｃｏｕｎｔｙꎬ Ｗｕｚｈｏｕꎬ Ｇｕａｎｇｘｉ

１１１°１′１８″ Ｅ
２３°２９′４６″ Ｎ

２ １３

２.２ 柑橘内生真菌的鉴定

根据菌株菌落形态、颜色、生长速度、边缘形

状、基质颜色以及显微结构ꎬ将菌株归为 ２ 门(子囊

菌门和担子菌门)、１４ 属(表 ２)ꎮ 其中担子菌门仅

含 １ 科 １ 属ꎬ其余均归为子囊菌门ꎮ 选取 ３０ 株代表

菌株进行分子鉴定ꎬ将其 ＩＴＳ 序列在 ＧｅｎＢａｎｋ 中进

行 ＢＬＡＳＴ 比对ꎬ选取相似度最高的已知属种的序

列ꎬ采用 ＭＥＧＡ Ｘ 软件以 ＮＪ 法构建系统进化树(图
１)ꎬ分析其同源性ꎮ 基于 ＩＴＳ 序列的 ＢＬＡＳＴ 比对结

果与系统进化同源性分析ꎬ结合形态学特征ꎬ３０ 株

内生鉴定结果及 ＧｅｎＢａｎｋ 序列号如表 ３ 所示ꎬ包含

１４ 个 属: 链 格 孢 属 ( Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ )、 短 梗 霉 属

(Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ)、枝孢属(Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ)、刺盘孢属

(Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ)、棒孢属 (Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ)、弯孢霉属

(Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ )、 间 座 壳 属 ( Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ)、 附 球 菌 属

(Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ)、镰刀菌属 ( Ｆｕｓａｒｉｕｍ)、小球腔菌属

( Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ )、 炭 垫 菌 属 ( Ｎｅｍａｎｉａ )、 黑 孢 属

(Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ)、球座菌属 [Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ (Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ)]、
裂褶菌属(Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ)ꎮ

分子鉴定结果与形态鉴定基本一致ꎮ 其中ꎬ
在系统进化树中ꎬ内生真菌 ＬＪＺ￣Ｊ￣４、ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２４
和 ＷＺＭＧ￣Ｙ￣４ 所 聚 集 的 分 支 包 含 Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ
ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ(有性型)和 Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ(无性

型)ꎮ 对于菌株 ＬＪＺ￣Ｊ￣４ 和 ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２４ꎬ 它们的分

９９１１７ 期 颜桢灵等: 柑橘内生真菌的分离鉴定及其发酵产物对柑橘溃疡病菌的抑制活性



表 ２　 柑橘内生真菌组成及相对频率
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｉｔｒｕｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ

分类地位
Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｏｒｙ ｓｔａｔｉｏｎ

门
Ｐｈｙｌｕｍ

纲
Ｃｌａｓｓ

科
Ｆａｍｉｌｙ

属
Ｇｅｎｕｓ

分离菌株数目 /相对频率(％)
Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ / Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ (ＲＦꎬ ％)

温州蜜柑(桂林)
Ｃｉｔｒｕｓ ｕｎｓｈｉｕ

Ｍａｒｃ. (Ｇｕｉｌｉｎ)

叶片
Ｌｅａｆ

枝条
Ｔｗｉｇ

小计
Ｓｕｂｔｏｔａｌ

沙糖桔(桂林)
Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ
ｃｖ. Ｓｈａｔａｎｇｊｕ (Ｇｕｉｌｉｎ)

叶片
Ｌｅａｆ

枝条
Ｔｗｉｇ

小计
Ｓｕｂｔｏｔａｌ

沙糖桔(梧州)
Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ

ｃｖ. Ｓｈａｔａｎｇｊｕ (Ｗｕｚｈｏｕ)

叶片
Ｌｅａｆ

枝条
Ｔｗｉｇ

小计
Ｓｕｂｔｏｔａｌ

总计
Ｔｏｔａｌ

子囊菌门
Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ

座囊菌纲
Ｄｏｔｈｉｄｅｏ￣
ｍｙｃｅｔｅｓ

孢腔菌科
Ｐｌｅｏｓｐｏ￣
ｒａｃｅａｅ

链格孢属
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ

１１ /
１５.２８

０ １１ /
１５.２８

０ ０ ０ ０ ０ ０ １１ /
１５.２８

弯孢霉属
Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ

０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ /
１.３９

１ /
１.３９

１ /
１.３９

亚隔孢壳科
Ｄｉｄｙｍｅｌｌａｃｅａｅ

附球菌属
Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ

０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３ /
４.１７

３ /
４.１７

３ /
４.１７

小球腔菌科
Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅ￣

ｒｉａｃｅａｅ

小球腔菌属
Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ

０ ０ ０ ０ ２ /
２.７８

２ /
２.７８

０ ０ ０ ２ /
２.７８

Ｓａｃｃｏｔｈｅ￣
ｃｉａｃｅａｅ

短梗霉属
Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ

０ １ /
１.３９

１ /
１.３９

０ ０ ０ ０ ０ ０ １ /
１.３９

枝孢霉科
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉａｃｅａｅ

枝孢属
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ

０ １ /
１.３９

１ /
１.３９

０ ０ ０ ０ ０ ０ １ /
１.３９

棒孢科
Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ￣

ｓｃａｃｅａｅ

棒孢属
Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ

０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ /
１.３９

１ /
１.３９

１ /
１.３９

叶点霉科
Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃ￣
ｔａｃｅａｅ

球座菌属
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ

(Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ)

８ /
１１.１１

２ /
２.７８

１０ /
１３.８９

１ /
１.３９

１ /
１.３９

２ /
２.７８

０ ０ ０ １２ /
１６.６７

子囊菌纲
Ｓｏｒｄａｒｉｏ￣
ｍｙｃｅｔｅｓ

间座壳科
Ｄｉａｐｏｒｔｈａｃｅａｅ

间座壳属
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ

２ /
２.７８

０ ２ /
２.７８

０ ０ ０ ０ ０ ０ ２ /
２.７８

小丛壳科
Ｇｌｏｍｅｒｅ￣
ｌｌａｃｅａｅ

刺盘孢属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

１８ /
２５.００

２ /
２.７８

２０ /
２７.７８

０ ０ ０ ２ /
２.７８

０ ２ /
２.７８

２２ /
３０.５６

丛赤壳科
Ｎｅｃｔｒｉａｃｅａｅ

镰刀菌属
Ｆｕｓａｒｉｕｍ

１ /
１.３９

０ １ /
１.３９

１ /
１.３９

０ １ /
１.３９

０ ８ /
１１.１１

８ /
１１.１１

１０ /
１３.８９

炭角菌科
Ｘｙｌａｒｉａｃｅａｅ

炭垫菌属
Ｎｅｍａｎｉａ

０ ０ ０ １ /
１.３９

０ １ /
１.３９

０ ０ ０ １ /
１.３９

假毛壳球科
Ｔｒｉｃｈｏｓｐｈａｅ￣

ｒｉａｃｅａｅ

黑孢属
Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ

０ ０ ０ １ /
１.３９

０ １ /
１.３９

０ ０ ０ １ /
１.３９

担子菌门
Ｂａｓｉｄｉｏｍｙｃｏｔａ

伞菌纲
Ａｇａｒｉｃｏ￣
ｍｙｃｅｔｅｓ

裂褶菌科
Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙ￣
ｌｌａｃｅａｅ

裂褶菌属
Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ

０ ４ /
５.５６

４ /
５.５６

０ ０ ０ ０ ０ ０ ４ /
５.５６

　 注: １１ / １５.２８ 表示该属菌株总数量为 １１ꎬ该属内生真菌相对频率为 １５.２８％ꎬ其他的相同表示方法意义与此相同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: １１ / １５.２８ ｍｅａｎｓ ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗａｓ １１ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｆｒｅｑｕｅｎｃｙ ｗａｓ １５.２８％ꎬ ｔｈｅ ｏｔｈｅｒｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ.

生孢子大小为(８ ~ )１０ ~ １２ μｍ × (５ ~ )６ ~ ７ μｍꎬ
有透明的、黏液样的顶端附着物(７ ~ １３ μｍ × １ ~
１. ５ μｍ)ꎬ 尖 端 锥 状ꎬ 这 些 特 征 与 Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ
ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ 分 生 孢 子 特 征 一 致ꎬ 并 显 著 区 别 于

Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ 的分生孢子(Ｇｌｉｅｎｋｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１１ꎻ Ｇｕａｒｎａｃｃｉａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎮ 因此ꎬ将内生真

菌 ＬＪＺ￣Ｊ￣４ 和 ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２４ 鉴 定 为 Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ
ｍａｎｇｉｆｅｒａｅꎮ 由于未观察到 ＷＺＭＧ￣Ｙ￣４ 的分生孢

子ꎬ难以区分其归属的种ꎬ所以ꎬ本研究将 ＷＺＭＧ￣
Ｙ￣４ 暂时鉴定至 Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｓｐ.ꎬ有待进一步鉴定ꎮ
此外ꎬｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 序列分析存在不足ꎬ如进行序列比

对的数据库需不断完善 (据估计 ＧｅｎＢａｎｋ 中有

１０％ ~２０％的真菌序列存在错误鉴定)ꎬ以及对于

某些物种其 ＩＴＳ 区序列的可变程度相对不高ꎬ不足

以用来分析其属种或组群间的差异等(燕勇等ꎬ
２００８ꎻ郑冰等ꎬ２０１１ꎻ李营等ꎬ２０１５)ꎬ后续还需结合

深入的、系统性的形态研究对菌株进行准确鉴定ꎮ
不同柑橘样品中内生真菌分布及种属差异较

大ꎮ 在分离的内生真菌中ꎬ温州蜜柑中共含有 ８
个属ꎬ优势属为刺盘孢属 ( ２７. ７８％)、链格孢属

(１５.２８％)、球座菌属(１３.８９％)ꎮ 桂林采集的沙糖

桔中共包含 ５ 个属: 小球腔菌属、 球座菌属、 镰刀

００２１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



表 ３　 基于 ＩＴＳ ｒＤＮＡ 分析的柑橘内生真菌分子鉴定结果
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

ｏｆ ｃｉｔｒｕｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ ｒＤＮＡ ａｎａｌｙｓｉｓ

分离菌株
Ｆｕｎｇａｌ ｉｓｏｌａｔｅ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

相似属种(基因登录号)
Ｃｌｏｓｅｓｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.)

覆盖率
Ｑｕｅｒｙ ｃｏｖｅｒａｇｅ

(％)

相似度
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ
(％)

推荐属种(基因登录号)
Ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ
(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣１￣１ 叶 Ｌｅａｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ａｌｔｅｒｎａｔａ (ＭＨ５６７１０６)
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ. (ＭＨ６６９４９８)

１００ １００ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ. (ＭＫ３５１４３０)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣１６￣１ 叶 Ｌｅａｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ. (ＫＪ９３５０２８) １００ １００ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ. (ＭＫ３５１４３２)

ＷＺＭＧ￣ＹＢ￣１￣Ｃ 叶 Ｌｅａｆ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｐｈａｒｂｉｔｉｄｉｓ ( ＪＸ４１８３４４)
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ. (ＫＣ１４７５６５)

９９ ９９ Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ ｓｐ. (ＭＫ３５１４３４)

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣８￣２ 枝 Ｔｗｉｇ Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ ( ＪＱ２３５０６５) １００ ９９ Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ ｐｕｌｌｕｌａｎｓ (ＭＫ３５１４３５)

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣１ 枝 Ｔｗｉｇ Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｔｅｎｕｉｓｓｉｍｕｍ (ＭＫ３１１２７８)
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｓｐ. (ＭＫ１２０８６１)

１００ １００ Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４３６)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣６ 叶 Ｌｅａｆ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｂｏｎｉｎｅｎｓｅ (ＫＸ３４３０４４) ９９ １００ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｂｏｎｉｎｅｎｓｅ (ＭＫ３５１４３８)

ＳＴＪ￣Ｙ￣１￣Ｂ 叶 Ｌｅａｆ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ (ＭＫ３１１２２０)
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. (ＭＧ８００８５２)
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ (ＭＫ２０８４６３)

１００ １００ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４３９)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２１ 叶 Ｌｅａｆ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ (ＭＫ３１１２２０)
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. (ＭＧ８００８５２)
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｆｒｕｃｔｉｃｏｌａ (ＭＫ２０８４６３)

１００ １００ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４４０)

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣６ 枝 Ｔｗｉｇ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ (ＫＭ４６３７５８) ９７ ９９ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４４１)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣３５ 叶 Ｌｅａｆ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ (ＫＣ１７２０７２)
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. (ＫＲ８２２１３７)

９９ ９９ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４４２)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２ 叶 Ｌｅａｆ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｐｌｕｒｉｖｏｒｕｍ (ＭＧ７４８０７６) １００ １００ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｐｌｕｒｉｖｏｒｕｍ (ＭＫ３５１４４３)

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣５ 枝 Ｔｗｉｇ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. ( ＪＸ６２４３０５) ９６ ９９ Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４４４)

ＳＴＪ￣Ｊ￣１ 枝 Ｔｗｉｇ Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ ｃａｓｓｉｉｃｏｌａ (ＭＫ１３９７１１) １００ １００ Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ ｃａｓｓｉｉｃｏｌａ (ＭＫ３５１４４５)

ＳＴＪ￣Ｊ￣５ 枝 Ｔｗｉｇ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｅｒａｇｒｏｓｔｉｄｉｓ (ＫＰ６９８７２３)
Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｓｐ. (ＫＣ１１３２９６)

９９ １００ Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ ｓｐ. (ＭＫ３５１４４６)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣１２ 叶 Ｌｅａｆ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ. (ＫＸ０６５０３２) ９７ ９８ Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ ｓｐ. (ＭＫ３５１４３７)

ＳＴＪ￣Ｊ￣６￣１ 枝 Ｔｗｉｇ Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ ｎｉｇｒｕｍ (ＨＱ７２８２５８)
Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ ｓｐ. ( ＪＱ３８８２８４) １００ ９９.６２

１００ １００ Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４４７)

ＳＴＪ￣Ｊ￣６￣２ 枝 Ｔｗｉｇ Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ ｎｉｇｒｕｍ (ＨＱ７２８２５８)
Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ ｓｐ. (ＭＫ１００１７４)

９９ ９９ Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４４８)

ＳＴＪ￣Ｊ￣３￣１ 枝 Ｔｗｉｇ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ. (ＭＨ８８４１３７.１)
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒｉｃｕｍ (ＭＨ６１３７６４)
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ (Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ
ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ) (ＭＫ００７２９２)

１００ １００ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４４９)

ＳＴＪ￣Ｊ￣３￣６ 枝 Ｔｗｉｇ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒｉｃｕｍ (ＭＨ６１３７６４)
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ (Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ
ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ) (ＭＨ７１２１６３)

９９ １００ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４５０)

ＬＪＺ￣Ｙ￣２０ 叶 Ｌｅａｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ. (ＫＵ３７７５２１) ９９ １００ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４５１)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣１￣２ 叶 Ｌｅａｆ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｃｏｎｃｅｎｔｒｉｃｕｍ (ＭＨ６１３７６２)
Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｐｒｏｌｉｆｅｒａｔｕｍ (Ｇｉｂｂｅｒｅｌｌａ
ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａ) (ＭＨ７１２１６２)

１００ ９９ Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｐ. (ＭＫ３５１４５２)

ＬＪＺ￣Ｊ￣２ 枝 Ｔｗｉｇ Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ ｓｐ. (ＭＧ７３２９９４) ９７ ９９ Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ ｓｐ. (ＭＫ３５１４５３)

ＬＪＺ￣Ｊ￣２￣３ 枝 Ｔｗｉｇ Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ ｓｐ. (ＫＸ６１１６５１) ９８ ９９ Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ ｓｐ. (ＭＫ３５１４５４)

ＬＪＺ￣Ｙ￣１１ 叶 Ｌｅａｆ Ｎｅｍａｎｉａ ｄｉｆｆｕｓａ (ＧＵ２９２８１７)
Ｎｅｍａｎｉａ ｓｐ. (ＫＸ６１１６４４)

９９ ９９ Ｎｅｍａｎｉａ ｓｐ. (ＭＫ３５１４５５)

ＬＪＺ￣Ｙ￣７ 叶 Ｌｅａｆ Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐ. (ＫＦ５５８８７７) １００ １００ Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ ｓｐ. (ＭＫ３５１４５６)

１０２１７ 期 颜桢灵等: 柑橘内生真菌的分离鉴定及其发酵产物对柑橘溃疡病菌的抑制活性



续表 ３
分离菌株
Ｆｕｎｇａｌ ｉｓｏｌａｔｅ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

相似属种(基因登录号)
Ｃｌｏｓｅｓｔ ｓｐｅｃｉｅｓ
(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.)

覆盖率
Ｑｕｅｒｙ ｃｏｖｅｒａｇｅ

(％)

相似度
Ｉｄｅｎｔｉｔｙ
(％)

推荐属种(基因登录号)
Ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ
(ＧｅｎＢａｎｋ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ Ｎｏ.)

ＬＪＺ￣Ｊ￣４ 枝 Ｔｗｉｇ Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ ( Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ
ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ) (ＫＰ９９８４８５)
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｃａｍｅｌｌｉａｅ (ＦＪ４６２７４３)
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｓｐ. (ＧＵ０６６７００)

９９ １００ Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ (ＭＫ３５１４５７)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２４ 叶 Ｌｅａｆ Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ ( Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ
ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ) (ＬＮ８２８２０９)
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｃａｍｅｌｌｉａｅ (ＦＪ４６２７４３)
Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｓｐ. (ＧＵ０６６７００)

１００ １００ Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ ｍａｎｇｉｆｅｒａｅ (ＭＫ３５１４５８)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣４ 叶 Ｌｅａｆ Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｃａｐｉｔａｌｅｎｓｉｓ (ＥＵ６７７８１５) ９９ ９９ Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ ｓｐ. (ＭＫ３５１４５９)

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣８￣１ 枝 Ｔｗｉｇ Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ ｃｏｍｍｕｎｅ (ＦＪ４２６３９５) ９８ ９９ Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ ｃｏｍｍｕｎｅ (ＭＫ３５１４６０)

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣９ 枝 Ｔｗｉｇ Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ ｃｏｍｍｕｎｅ (ＭＧ２３１８１４) ９９ ９９ Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ ｃｏｍｍｕｎｅ (ＭＫ３５１４６１)

　 注: 以 ＷＺＭＧ、ＬＪＺ 和 ＳＴＪ 前缀编号的菌株分别表示分离自温州蜜柑(Ｃ. ｕｎｓｈｉｕ Ｍａｒｃ.ꎬ桂林)、沙糖桔(Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ ｃｖ.
Ｓｈａｔａｎｇｊｕꎬ桂林)和沙糖桔(Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ ｃｖ. Ｓｈａｔａｎｇｊｕꎬ梧州)ꎮ 下同ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: Ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｐｒｅｆｉｘ ＷＺＭＧꎬ ＬＪＺ ａｎｄ ＳＴＪ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｃ. ｕｎｓｈｉｕ Ｍａｒｃ. (Ｇｕｉｌｉｎ)ꎬ Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ ｃｖ. Ｓｈａｔａｎｇｊｕ (Ｇｕｉｌｉｎ)
ａｎｄ Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ ｃｖ. Ｓｈａｔａｎｇｊｕ (Ｗｕｚｈｏｕ)ꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｓａｍｅ ｂｅｌｏｗ.

菌属、炭垫菌属、黑孢属ꎬ除了小球腔菌属、球座菌

属的相对频率为 ２.７８％外ꎬ其他各属的相对频率

均为 １.３９％ꎮ 梧州采集的沙糖桔中共包含 ５ 个属ꎬ
优势属为镰刀菌属(１１.１１％)、附球菌属(４.１７％)、
刺盘孢属(２.７８％)ꎮ 链格孢属、间座壳属、短梗霉

属、枝孢属、裂褶菌属仅分布在温州蜜柑中ꎻ炭垫

菌属、黑孢属、小球腔菌属仅分布在桂林采集的沙

糖桔中ꎻ弯孢霉属、附球菌属、棒孢属仅分布在梧

州采集的沙糖桔中ꎮ
不同组织部位中的内生真菌种属差异较大ꎮ

链格孢属、间座壳属、炭垫菌属和黑孢属仅分布在

叶片中ꎬ短梗霉属、枝孢属、小球腔菌属、弯孢霉

属、附球菌属、棒孢属、裂褶菌属仅分布在枝条中ꎮ
２.３ 各组织中内生真菌的多样性与相似性

在选取的柑橘品种中ꎬ内生真菌的多样性为

温州蜜柑>沙糖桔(桂林) >沙糖桔(梧州)ꎮ 不同

组织中内生真菌多样性指数(Ｈ′)大小分别如下ꎮ
在温州蜜柑中ꎬ叶(１.２０) >枝(０.６２)ꎻ在桂林采集

的沙糖桔中ꎬ叶(１.１１) >枝(０.６４)ꎻ在梧州采集的

沙糖桔中ꎬ叶(０.２７) <枝(１.０２)ꎮ
从选取的柑橘品种各组织中分离的内生真菌

相似性指数范围为 ０ ~ ０.２２(表 ４)ꎮ 其中ꎬ在采自

桂林的温州蜜柑和沙糖桔中ꎬ二者叶片中的相似

性最高ꎬ其次为温州蜜柑的叶与枝ꎮ 而从梧州采

集的沙糖桔的叶与其枝中内生真菌的相似性指数

为 ０ꎬ并且其叶与桂林采集的沙糖桔的叶、枝ꎬ以及

其枝与桂林沙糖桔的枝、温州蜜柑的枝中内生真

菌的相似性指数均为 ０ꎬ表明从梧州采集柑橘抗病

品种中的内生真菌与桂林采集的柑橘抗病品种中

的内生真菌组成差异较大ꎮ
２.４ 柑橘内生真菌发酵产物对柑橘溃疡病菌抑制

活性

基于拮抗预试验结果ꎬ测定了 ３０ 株内生真菌

发酵产物粗提物对柑橘溃疡病菌的抑制活性ꎬ结
果如表 ６ 所示ꎮ 当内生真菌发酵粗提物处理浓度

为 １０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１时ꎬ除内生真菌 ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２７ 外ꎬ其
余 ２９ 株菌株对柑橘溃疡病菌均有抑制作用ꎮ 进

一步测定 ２９ 株内生真菌对柑橘溃疡病菌的最低

抑制浓度(表 ５)ꎬ发现 ２９ 株内生真菌乙酸乙酯粗

提物对柑橘溃疡病菌均有不同程度抑制作用ꎬ最
低抑制浓度(ＭＩＣ)介于 ０.１５６ ~ １０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎮ
本次选取的 １６ 株温州蜜柑内生真菌中ꎬ有 ９ 株

(５６. ２５％) 菌株对柑橘溃疡病菌的 ＭＩＣ 小于 １
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ在选取的 ７ 株桂林沙糖桔内生真菌中ꎬ
有 ５ 株(７１.４３％)菌株对柑橘溃疡病菌的 ＭＩＣ 小

于 １ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ在选取的 ７ 株沙糖桔(梧州)内生

真菌中ꎬ有 ２ 株(２８.５７％)菌株对柑橘溃疡病菌的

ＭＩＣ 小于 １ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 结果表明ꎬ采自桂林的柑

橘抗病品种的高活性菌株多于梧州的柑橘抗病

品种ꎮ
不同柑橘抗病品种中的优势属及特有属菌

株对柑橘溃疡病菌均有不同程度的抑制活性ꎮ
在温州蜜柑中ꎬ优势属和特有属对柑橘溃疡病菌

的 ＭＩＣ 分别介于 ０.３１２ ５ ~ １０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１和 ０.１５６ ~

２０２１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



以 ＷＺＭＧ、ＬＪＺ 和 ＳＴＪ 前缀编号的菌株分别表示分离自温州
蜜柑(Ｃ. ｕｎｓｈｉｕ Ｍａｒｃ.ꎬ桂林)、沙糖桔(Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ
ｃｖ. Ｓｈａｔａｎｇｊｕꎬ 桂 林 ) 和 沙 糖 桔 ( Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ ｃｖ.
Ｓｈａｔａｎｇｊｕꎬ梧州)ꎮ Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ＝ １ ０００ꎬ节间数字代表 Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ
支持值ꎮ 标尺长度代表遗传距离ꎮ
Ｉｓｏｌａｔｅｓ ｗｉｔｈ ｐｒｅｆｉｘ ＷＺＭＧꎬ ＬＪＺ ａｎｄ ＳＴＪ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ｃ. ｕｎｓｈｉｕ Ｍａｒｃ. (Ｇｕｉｌｉｎ)ꎬ Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ ｃｖ. Ｓｈａｔａｎｇｊｕ
(Ｇｕｉｌｉｎ) ａｎｄ Ｃ. ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ Ｂｌａｎｃｏ ｃｖ. Ｓｈａｔａｎｇｊｕ (Ｗｕｚｈｏｕ)ꎬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｔｈｅ ｎｕｍｂｅｒｓ ａｔ ｔｈｅ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈｅ
ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｔｒｅｅｓ ｆｒｏｍ １ ０００ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｉｎ ｗｈｉｃｈ ｔｈｅ
ｂｒａｎｃｈ ｏｃｃｕｒｓ. Ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｓｔａｎｃｅ.

图 １　 基于 ３０ 株柑橘内生真菌 ＩＴＳ ｒＤＮＡ
序列所得的系统进化树

Ｆｉｇ. １　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｏｆ ｔｈｅ ３０ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ
ｆｒｏｍ ｃｉｔｒｕｓ ｔｏ ｏｔｈｅｒ ｆｕｎｇｉ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋꎬ ｄｅｄｕｃｅｄ

ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＩＴＳ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ

０.６２５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ 之间ꎮ 其中ꎬ其特有属中的菌株

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣１２(间座壳属)、ＷＺＭＧ￣Ｊ￣８￣１(裂褶菌属)

表 ４　 不同柑橘样品的叶片与枝条中

内生真菌的相似性指数
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｉｎｄｉｃｅｓ (ＣＳ) ｏｆ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ

ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｌｅａｖｅｓ ａｎｄ ｔｗｉｇｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｉｔｒｕｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

柑橘样品
Ｃｉｔｒｕｓ
ｓａｍｐｌｅ

组织
Ｔｉｓｓｕｅ

ＷＺＭＧ

叶
Ｌｅａｆ

ＬＪＺ

叶
Ｌｅａｆ

枝
Ｔｗｉｇ

ＳＴＪ

叶
Ｌｅａｆ

枝
Ｔｗｉｇ

ＷＺＭＧ 枝
Ｔｗｉｇ ０.２ ０.１１ ０.１４ ０.１７ ０

叶
Ｌｅａｆ ０.２２ ０.１４ ０.１７ ０.１１

ＬＪＺ 叶
Ｌｅａ ０.１７ ０ ０.１３

枝
Ｔｗｉｇ ０ ０

ＳＴＪ 叶
Ｌｅａｆ ０

和 ＷＺＭＧ￣Ｊ￣９(裂褶菌属)对柑橘溃疡病菌具有最

佳抑制活性ꎬＭＩＣ 均为 ０.１５６ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ短梗霉属、
枝孢属也是仅分布于温州蜜柑中的菌属ꎬ该属菌

株 ＷＺＭＧ￣Ｊ￣８￣２、ＷＺＭＧ￣Ｊ￣１ 对柑橘溃疡病菌也均

有较好的抑制活性ꎬＭＩＣ 分别为 ０. ３１２ ５、０. ６２５
ｍｇ􀅰 ｍＬ￣１ꎻ 温 州 蜜 柑 中 的 优 势 属 刺 盘 孢 属

(２７.７８％)、链格孢属(１５.２８％)对柑橘溃疡病菌的

ＭＩＣ 分别介于 ０.３１２ ５ ~ １０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１和 ０.６２５ ~ １０
ｍｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎮ 对于优势属 (球座菌属)中的菌

株ꎬ本次仅选取一株(ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２４)进行测定ꎮ 采

自桂林的沙糖桔中的优势属及其特有属对柑橘溃

疡病菌也有不同程度的抑制作用ꎬＭＩＣ 分别介于

０.３１２ ５ ~ ５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１和 ０.３１２ ５ ~ ２.５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１之

间ꎬ其中小球腔菌属既是其优势属ꎬ也是其特有

属ꎮ 此外ꎬ与其他柑橘样品的共有属镰刀菌属中

的菌株 ＬＪＺ￣Ｙ￣２０ 也对柑橘溃疡病菌表现出较好的

抑制活性ꎬＭＩＣ 为 ０.３１２ ５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ 采自梧州的

沙糖桔中的内生真菌优势属和特有属对柑橘溃疡

病菌的 ＭＩＣ 均介于０.３１２ ５ ~ ５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎬ其中

附球菌属既是其优势属ꎬ也是其特有属ꎮ
具有活性的内生真菌在不同组织中均有分

布ꎬ枝条中含有的高活性菌株略多于叶片ꎮ 在本

次测定的 ３０ 株内生真菌中ꎮ １６ 株分离自叶片ꎬ其
中 ８ 株 (５０％)对柑橘溃疡病菌的 ＭＩＣ<１ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎻ
１４ 株分离自枝条ꎬ８ 株(５７.１４％)对柑橘溃疡病菌的

ＭＩＣ<１ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１ꎮ

３０２１７ 期 颜桢灵等: 柑橘内生真菌的分离鉴定及其发酵产物对柑橘溃疡病菌的抑制活性



表 ５　 ３０ 株柑橘内生真菌粗提物对

柑橘溃疡病菌的抑制活性
Ｔａｂｌｅ ５　 Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｏｆ ３０ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ
ｆｕｎｇｉ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｃｉｔｒｕｓ ａｇａｉｎｓｔ Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ ｃｉｔｒｉ ｓｕｂｓｐ. ｃｉｔｒｉ

菌株
Ｆｕｎｇａｌ ｉｓｏｌａｔｅ

属
Ｇｅｎｕｓ

抑制活性
Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒｙ
ａｃｔｉｖｉｔｙ

(１０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)

最低抑制
浓度
ＭＩＣ

(ｍｇ􀅰ｍＬ￣１)

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣１２ 间座壳属
Ｄｉａｐｏｒｔｈｅ

－－－ ０.１５６

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣８￣１ 裂褶菌属
Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ

－－－ ０.１５６

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣９ 裂褶菌属
Ｓｃｈｉｚｏｐｈｙｌｌｕｍ

－－－ ０.１５６

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣６ 刺盘孢属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

－－－ ０.３１２ ５

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣８￣２ 短梗霉属
Ａｕｒｅｏｂａｓｉｄｉｕｍ

－－－ ０.３１２ ５

ＳＴＪ￣Ｊ￣５ 弯孢霉属
Ｃｕｒｖｕｌａｒｉａ

－－－ ０.３１２ ５

ＳＴＪ￣Ｊ￣３￣６ 镰刀菌属
Ｆｕｓａｒｉｕｍ

－－－ ０.３１２ ５

ＬＪＺ￣Ｊ￣４ 球座菌属
[Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ (Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ)]

－－－ ０.３１２ ５

ＬＪＺ￣Ｙ￣７ 黑孢属
Ｎｉｇｒｏｓｐｏｒａ

－－－ ０.３１２ ５

ＬＪＺ￣Ｙ￣１１ 炭垫属
Ｎｅｍａｎｉａ

－－－ ０.３１２ ５

ＬＪＺ￣Ｙ￣２０ 镰刀菌属
Ｆｕｓａｒｉｕｍ

－－－ ０.３１２ ５

ＬＪＺ￣Ｊ￣２ 小球腔菌属
Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ

－－－ ０.６２５

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣１￣２ 镰刀菌属
Ｆｕｓａｒｉｕｍ

－－－ ０.６２５

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣１６￣１ 链格孢属
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ

－－－ ０.６２５

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２４ 球座菌属
[Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ (Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ)]

－－－ ０.６２５

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣１ 枝孢属
Ｃｌａｄｏｓｐｏｒｉｕｍ

－－－ ０.６２５

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣３５ 刺盘孢属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

－－－ １.２５

ＳＴＪ￣Ｙ￣１￣Ｂ 刺盘孢属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

－－－ １.２５

ＷＺＭＧ￣ＹＢ￣１ 链格孢属
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ

－－－ ２.５

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２ 刺盘孢属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

－－－ ２.５

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２１ 刺盘孢属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

－－－ ２.５

ＬＪＺ￣Ｊ￣２￣３ 小球腔菌属
Ｌｅｐｔｏｓｐｈａｅｒｉａ

－－－ ２.５

ＳＴＪ￣Ｊ￣１ 棒孢属
Ｃｏｒｙｎｅｓｐｏｒａ

－－－ ２.５

ＳＴＪ￣Ｊ￣３￣１ 镰刀菌属
Ｆｕｓａｒｉｕｍ

－－－ ２.５

ＳＴＪ￣Ｊ￣６￣１ 附球菌属
Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ

－－－ ５

ＳＴＪ￣Ｊ￣６￣２ 附球菌属
Ｅｐｉｃｏｃｃｕｍ

－－－ ５

ＬＪＺ￣Ｙ￣１２ 球座菌属
[Ｇｕｉｇｎａｒｄｉａ (Ｐｈｙｌｌｏｓｔｉｃｔａ)]

－－－ ５

ＷＺＭＧ￣Ｊ￣５ 刺盘孢属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

－－－ １０

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣１￣１￣２ 链格孢属
Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ

－－－ １０

ＷＺＭＧ￣Ｙ￣２７ 刺盘孢属
Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ

＋＋＋ /

　 注: －表示未长菌ꎻ ＋表示长菌ꎻ / 表示无抑菌活性ꎮ
　 Ｎｏｔｅ: － ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ｂａｃｔｅｒｉａꎻ ＋ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｂａｃｔｅｒｉａ ｇｒｏｗｉｎｇꎻ /
ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｎｏ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ ａｃｔｉｖｉｔｉｅｓ.

　 　 综上所述ꎬ采自桂林的柑橘抗病品种的高活

性菌株多于梧州的柑橘抗病品种ꎻ内生真菌中的

优势属及特有属中的部分菌株对柑橘溃疡病菌具

有较好的抑制活性ꎻ具有活性的内生真菌在不同

组织中均有分布ꎬ且枝条中含有的高活性菌株略

多于叶片ꎮ

３　 讨论与结论

本次从柑橘抗病品种中总共分离得到 ７２ 株内

生真菌ꎬ归为 １４ 个属ꎮ 分离的菌株数量显著少于

前人报道的从柑橘中分离的内生真菌数量(罗永

兰等ꎬ ２００５ａꎬ ｂꎻ Ｊｕｙｂａｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｎｉｃｏｌｅｔｔｉꎬ
２０１９ꎻ Ｓａｄｅｇｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ可能与采集的柑橘品

种、采集时间、采集地点、样本量及分离过程中的

消毒方法等多种因素有关(罗永兰等ꎬ ２００５ｂꎻ 王

利娟和贺新生ꎬ ２００６ꎻ Ｊｕｙｂａｒｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９ꎻ Ｓａｄｅｇｈｉ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ Ｐｅｔｒｉｎｉ ＆ Ｆｉｓｈｅｒ(１９８６)曾提出偶见

种或稀有种的检出概率通常与采样量的大小成正

比ꎮ 不同样品、不同组织部位消毒时间的差异也

会显著影响内生真菌的分离(王利娟和贺新生ꎬ
２００６)ꎮ 因此ꎬ后续可对柑橘不同品种、不同组织

部位内生真菌分离纯化的消毒时间进行系统优

化ꎬ并增加样本量(包括扩大柑橘品种数量ꎬ更多

组织部位、分布地点ꎬ不同年份及季节等)的采集

和分离ꎮ
不同采集地的柑橘抗病品种中内生真菌的分

布差异较大ꎮ 温州蜜柑的内生真菌多样性最高ꎬ
其次为采自桂林的沙糖桔ꎬ而采自梧州沙糖桔中

的内生真菌多样性最低ꎮ 并且ꎬ采自桂林的柑橘

样品枝叶中内生真菌多样性变化与采自梧州的有

所不同ꎬ桂林柑橘样品中均为叶片中内生真菌多

样性高于枝条ꎬ而梧州柑橘样品中的叶片内生真

菌多样性低于枝条ꎮ 另外ꎬ采自梧州的沙糖桔叶

片中的内生真菌与采自桂林的沙糖桔枝、叶中的

内生真菌相似指数均为 ０ꎬ其枝条中的内生真菌与

桂林沙糖桔和温州蜜柑枝条中的内生真菌相似指

数也均为 ０ꎮ 不同柑橘样品中的优势属有所差异ꎬ
温州蜜柑的优势属为刺盘孢属、链格孢属及球座

菌属ꎬ采自桂林的沙糖桔的优势属为球座菌属、小
球腔菌属ꎬ采自梧州的沙糖桔的优势属为镰刀菌

属、附球菌属、刺盘孢属ꎮ 前人报道的来自不同柑

橘样品中的内生真菌优势属也存在一定差异ꎬ如

４０２１ 广　 西　 植　 物 ４１ 卷



Ｊｕｙｂａｒｉ ｅｔ ａｌ.(２０１９)报道的柑橘(Ｃｉｔｒｕｓ ｓｉｎｅｎｓｉｓ)内

生真菌的优势属为链格孢属ꎻ罗永兰等(２００５ａ)从
温州蜜柑(柑类)、甜橙(橙类)、文旦柚(柚类)中

分离鉴定的 ２４ 个属中ꎬ刺盘孢属、链格孢属和镰

刀菌属为优势属ꎻＤｕｒáｎ ｅｔ ａｌ. (２００５)报道的柠檬

(Ｃｉｔｒｕｓ ｌｉｍｏｎ) 内生真菌的优势属为刺盘孢属ꎻ
Ａｒａúｊｏ ｅｔ ａｌ.(２００１)报道的不同柑橘品种中内生真

菌的优势属为刺盘孢属、球座菌属和枝孢属ꎮ 以

上研究表明ꎬ植物中内生真菌群落结构受宿主及

其分布的地理位置影响(Ｄｕｒáｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００５ꎻ 罗永

兰等ꎬ ２００５ｂꎻ 高剑ꎬ ２０１３ꎻ 黄谦ꎬ ２０１５ꎻ Ｓａｄｅｇｈｉ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ Ｓｕｍｍｅｒｂｅｌｌ(２００５)研究指出相差几平

方千米的生长区就可能影响根部真菌的群体结

构ꎮ 罗永兰等(２００５ｂ)研究发现柑橘内生真菌种

群出现的频率随地理纬度的升高而降低ꎮ 但是ꎬ
本研究结果并不符合此规律ꎬ可能与样本量较小

无法体现出规律有关ꎬ也可能是受降水量等其他

因素影响ꎮ Ｌｏｒｏ ｅｔ ａｌ.(２０１２)发现委内瑞拉西北部

三个不同环境的草本植物内生真菌的多样性和定

殖率与纬度呈负相关ꎬ而干旱、半干旱环境可能因

为条件特殊不符合此规律ꎮ 另外ꎬ Ｃａｒｒｏｌｌ ｅｔ ａｌ.
(１９７８)研究发现花旗松内生菌的定殖率可能与年

降水量成正相关ꎮ 此外ꎬ有研究发现柑橘种子中

未发现内生真菌存在ꎬ推测柑橘中的内生真菌并

非垂直传播ꎬ而是来自周围环境(Ｎｉｃｏｌｅｔｔｉꎬ ２０１９)ꎮ
植物内生菌可来源于空气、雨水和土壤等ꎬ不断从

环境中积累ꎬ进而使内生菌组成表现出地理差异

性ꎮ 此外ꎬ柑橘产区的土壤成分、农药的喷施、肥
料的施用等也可能对内生真菌的组成和分布具有

影响 ( Ｔｉａｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００４ꎻ Ｅｓｃｈｅｎ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１０ꎻ
Ｐｅｒšｏｈꎬ ２０１３ꎻ Ｓａｄｅｇｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎬ而具体的影

响机制还有待更深入的研究ꎮ
不同组织中的内生真菌群落结构差异较大ꎬ

部分菌株的分布具有组织偏好性ꎮ 采自桂林的温

州蜜柑和沙糖桔均为叶片中的内生真菌的多样性

高于枝条ꎻ而采自梧州的沙糖桔为叶片中的多样

性低于枝条ꎮ 叶片中的优势属为链格孢属、刺盘

孢属、球座菌属ꎬ枝条中的优势属为镰刀菌属、裂
褶菌属、附球菌属ꎮ 其中ꎬ链格孢属、间座壳属、炭
垫菌属和黑孢属仅分布在叶片中ꎬ短梗霉属、枝孢

属、小球腔菌属、弯孢霉属、附球菌属、棒孢属、裂
褶菌属仅分布在枝条中ꎬ该结果与前人研究结果

有较大差异ꎮ 如 Ｓａｄｅｇｈｉ ｅｔ ａｌ. ( ２０１９) 研究柑橘

(Ｃｉｔｒｕｓ ｒｅｔｉｃｕｌａｔａ ｃｖ. Ｓｉｙａｈｏｏ)不同组织(叶、枝、主
干、根)中内生真菌组成差异ꎬ发现链格孢属也仅

分布于叶片中ꎬ而短梗霉属在叶、枝、主干中都有

分布ꎬ枝孢属分布于所有研究的组织中ꎮ 殷恭毅

等(１９８１)在柑橘主干主枝皮层、１ 到 ３ 年生小枝

皮层及当年生叶片中均发现含有链格孢属ꎬ而枝

孢属 和 弯 孢 霉 属 仅 存 在 于 叶 片 中ꎮ 罗 永 兰

(２００５ａ)研究发现链格孢属在主干皮层、枝条、果
皮、叶和根中均有分布ꎮ 以上不同研究结果进一

步表明ꎬ不同年份、不同季节、不同地点采集的不

同柑橘植株ꎬ其内生真菌的分布情况均有可能不

同(罗永兰等ꎬ ２００５ａꎬ ｂꎻ Ｓａｄｅｇｈｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)ꎮ
柑橘抗病品种中含有的内生真菌普遍具有抗

柑橘溃疡病菌活性ꎬ优势属及特有属中的部分菌

株对柑橘溃疡病菌均具有较好的抑制活性ꎮ 选取

的 ３０ 株内生真菌中ꎬ有 ２９ 株具有抗柑橘溃疡病菌

的活性ꎬ共归为 １４ 个属ꎮ 由此可见ꎬ柑橘中可产

生抗柑橘溃疡病菌活性代谢产物的内生真菌丰富

多样ꎮ 柑橘抗病品种的优势属中的不同菌株对柑

橘溃疡病菌具有不同程度抑制活性ꎬＭＩＣ 介于

０.３１２ ５ ~ １０ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎻ特有菌属对柑橘溃疡

病菌的 ＭＩＣ 介于 ０.１５６ ~ ５ ｍｇ􀅰ｍＬ￣１之间ꎬ总体优

于柑橘抗病品种中优势属ꎮ 并且ꎬ本次从温州蜜

柑叶中分离得到的间座壳属的菌株 ＷＺＭＧ￣Ｙ￣１２ꎬ
以及从枝中分离得到的裂褶菌属的菌株 ＷＺＭＧ￣Ｊ￣
８￣１ 和 ＷＺＭＧ￣Ｊ￣９ 表现的抗菌活性最佳ꎮ 其中ꎬ间
座壳属真菌既是柑橘及其他植物中广泛存在的内

生真菌菌属(Ｈｕａｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１５ꎻ Ｃｕｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７ꎻ
Ｂｒｉｓｓｏｗ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬ同时也是柑橘及其他植物中

广泛存在的病原菌属(Ｇｏｍｅｓ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１３ꎻ 黄峰ꎬ
２０１５ꎻ 李媛等ꎬ ２０１７)ꎮ 已有大量研究表明该属内

生真菌代谢产物具有广谱抗菌活性( Ｃｈｅｐｋｉｒｕｉ ＆
Ｓｔａｄｌｅｒꎬ ２０１７)ꎮ 也有报道表明裂褶菌属内生真菌

可产生具有显著抗菌活性的代谢产物( Ｖｉｅｉｒａ ｅｔ
ａｌ.ꎬ ２０１２ꎻ 李元铭ꎬ ２０１６)ꎮ 以上研究表明间座壳

属、裂褶菌属菌株对其宿主温州蜜柑防御柑橘溃

疡病菌侵害可能具有极为重要的作用ꎮ 有关特有

属与柑橘抗病性互作关系有待后续进一步深入研

究ꎮ 此外ꎬ此次研究的柑橘抗病品种中均含有镰

刀菌属ꎬ且该属菌株均表现出显著抑菌活性ꎮ 郭

东升等(２０２０)研究发现柑橘内生镰刀菌属菌株

(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ａｖｅｎａｃｅｕｍ Ｇｄｓ￣１)发酵产物对柑橘青霉

病具有高效稳定的防治效果ꎻ赵昌会等(２００８)研

５０２１７ 期 颜桢灵等: 柑橘内生真菌的分离鉴定及其发酵产物对柑橘溃疡病菌的抑制活性



究发现柑橘内生镰刀菌属菌株对金黄色葡萄球

菌、枯草芽孢杆菌及黑曲霉均具有抑制作用ꎮ 以

上研究表明ꎬ镰刀菌属内生真菌产生的代谢产物

对柑橘防御病害可能具有重要作用ꎬ后期可加强

该方面研究ꎮ
综上所述ꎬ柑橘抗病品种中含有丰富的内生

真菌资源ꎬ内生真菌的组成及高活性菌株数量的

分布受宿主、组织及地理位置影响ꎮ 但是ꎬ本研究

未系统性研究同一果园不同柑橘抗病品种中内生

真菌的组成、分布及其抗菌活性与柑橘抗病性的

关系ꎮ 另外ꎬ有关柑橘内生真菌次生代谢产物抗

菌活性方面的研究仍较少ꎬ且尚未见有关柑橘内

生真菌发酵产物抑制柑橘溃疡病菌的研究报道ꎮ
后续可深入探讨柑橘抗病品种中内生真菌种类、
抗菌活性与其宿主抗病性关系ꎬ进一步挖掘柑橘

中的活性内生真菌ꎬ并研究活性菌株的活体抗菌

活性ꎬ以及其活性成分和作用机制ꎬ为开发可替代

的杀菌剂防治柑橘溃疡病以及柑橘产业的可持续

发展奠定基础ꎮ
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