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　　摘要：为了揭示高寒山区野生油茶（威宁短柱油茶）根围土壤丛枝菌根真菌（ＡＭＦ）的结构与组成，解析土壤因子
对ＡＭＦ群落组成及其多样性的影响，为高寒山区抗逆性ＡＭＦ资源的发掘及物种多样性研究提供理论依据，以贵州省
高寒山区分布的威宁短柱油茶７个样地根围土壤为材料，采用高通量测序结合形态学鉴定的方法，研究威宁短柱油茶
ＡＭＦ的侵染情况、群落结构、遗传多样性、ＡＭＦ种类，并进行土壤因子与 ＡＭＦ相关性分析。结果显示，威宁短柱油茶
ＡＭＦ侵染率在不同样地中存在差异。７个样地的ＡＭＦ菌丝侵染率、丛枝侵染率、泡囊浸染率、总侵染率、侵染强度的
平均值分别为５９．５２％、１３．４９％、５１．５９％、６５．８７％、６１．１１％。通过高通量测序，７个样地共鉴定到５属４６种ＡＭＦ，其
中球囊霉属（Ｇｌｏｍｕｓ）的相对丰度最高，为优势类群；ＶＴＸ００２２３为优势虚拟种。７个样地的ＡＭＦ群落组成和相对丰度
差异较大，但ɑ多样性无显著差异。ＲＤＡ分析表明，全磷、速效钾、碱解氮含量对无梗囊霉属（Ａｃａｕｌｏｓｐｏｒａ）的基因丰度
有正向影响，盾巨孢囊霉属（Ｓｃｕｔｅｌｌｏｓｐｏｒａ）、类球囊霉属（Ｐａｒａｇｌｏｍｕｓ）的基因丰度与全磷含量相关，而全钾含量影响球
囊霉属的基因丰度。此外，通过形态学，鉴定到４属１３种ＡＭＦ；其中球囊霉属６种，无梗囊霉属５种，盾巨孢囊霉属、
原囊霉属各１种；Ｇ．ｓｐ１出现频率最高，为７个样地共有。贵州高寒山区野生油茶根围土壤中的ＡＭＦ资源丰富，土壤
因子是影响ＡＭＦ侵染的一个重要因素，ＡＭＦ种类对土壤因子有一定选择性。
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　　油茶（Ｃａｍｅｌｌｉａｓｐｐ．）属山茶科（Ｔｈｅａｃｅａｅ）山茶
属植物，广泛分布于我国南方亚热带地区，少量分

布于东南亚北部［１］。油茶是集食用、药用、化工为

一体的优良树种，油茶籽油的不饱和脂肪酸达９０％
以上，茶壳、茶枯可应用于日用化工、肥料、生物制

药、生物农药等领域［２－３］。威宁短柱油茶（Ｃ．
ｗｅｉｎｉｎｇｅｎｓｉｓＹ．Ｋ．Ｌｉ．ｓｐ．ｎｏｖ）是一种野生油茶种类，
主要分布于贵州省威宁县，是怒江红山茶（Ｃ．
ｓａｌｕｅｎｅｎｓｉｓＳｔａｐｆｅｘＢｅａｎ）威宁种源的统称［４－５］。它

与普通油茶相比，垂直分布高（海拔 １８００～
２７００ｍ），成熟早，果皮、种壳薄，出油率高，油质好，
同时抗寒、抗旱、耐瘠薄土壤等抗逆性也较强［６－７］，

是贵州省高寒山地经济林业发展的主推树种［８］。

目前，威宁短柱油茶在其资源调查与利用［６－８］、种子

油脂含量及成分分析［９］、扦插繁育［４－５］、苗木质量分

级［１０］等方面已逐步受到关注，但其与土壤微生物之

间的相关研究还鲜见报道。近年来，国内外学者证

实菌根真菌是一种有益于植物生长和生存的土壤

真菌，油茶的菌根真菌主要是丛枝菌根真菌

（ａｒｂｕｓｃｕｌａｒｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｆｕｎｇｉ，ＡＭＦ）［１１］。ＡＭＦ定殖
普通油茶根部后，对其生长、品质改良、水肥吸收、

耐逆性均有促进作用［１２－１４］。可见，ＡＭＦ在油茶种
植生产中有着巨大的应用潜能。油茶根围 ＡＭＦ多
样性调查和功能菌株的筛选是将 ＡＭＦ应用到油茶
栽培种植的前提。关于低海拔地区油茶种类（普通

油茶）及其品种间 ＡＭＦ物种多样性及群落结构已
有相关报道［１５－１８］，但高寒山区野生油茶的 ＡＭＦ多
样性研究仍鲜见。大量研究表明，地理分布差异会导

致ＡＭＦ的多样性和群落结构不同［１９－２２］，不同的ＡＭＦ
群落结构通常具有不同的功能特征［２３－２４］。因此，探

明高寒山区野生油茶 ＡＭＦ的物种多样性和群落组
成，对高寒山区野生油茶优良性状的形成尤为重要。

为了了解高寒山区野生油茶根围土壤ＡＭＦ的群落结
构和特征，本研究以威宁短柱油茶７个林地的根围土
壤为材料，通过 ＩｌｌｕｍｉｎａＭｉＳｅｑ平台进行高通量测
序，研究ＡＭＦ物种多样性及与土壤肥力因子的相关
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性。同时采用高通量和孢子形态学鉴定相结合的方

法，探究根围土壤中的ＡＭＦ种类，以期为后续高寒山
区油茶功能性ＡＭＦ的筛选及应用提供理论支撑。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　土样　供试样品采自威宁县境内威宁短柱
油茶分布较广的７个林地［２５］，具体采集地点见表１。
１．２　试验方法
１．２．１　样品采集　试验开展于２０２２年８月。每个

采样地选取长势相似的野生油茶（树龄约为３０年）
各５株，去掉枯枝落叶层后，分别在距离植株主干
０～５ｃｍ范围内，采集０～２０ｃｍ土层深度的根系和
土壤［２６］。根系洗净泥土后用 ＦＡＡ固定液（７０％乙
醇）保存，用于观测 ＡＭＦ侵染情况。土壤样品用冰
盒运回实验室后，一部分放入无菌袋中，保存于

－８０℃ 冰箱，用于 ＡＭＦ的 ＤＮＡ提取及高通量测
序；一部分土样在实验室自然风干，用于土壤理化

性质和ＡＭＦ孢子分离及密度测定。

表１　采样地点概况

样地编号 采集地点 经纬度
海拔

（ｍ）

ＸＵＥＳＨＡＮ 雪山镇大发村 ２７．２４００５０°Ｎ，１０４．１３０５９１°Ｅ ２００１

ＤＡＪＩＥ 大街乡高华村 ２７．０２９０８８°Ｎ，１０４．２４８０４６°Ｅ ２１５８

ＴＵＪＩＥ 兔街镇新光村 ２７．２０２７７８°Ｎ，１０４．１３７２２２°Ｅ ２１８０

ＹＵＮＧＵＩ 云贵乡高发村 ２７．２４００５０°Ｎ，１０４．１３０５９７°Ｅ ２２１０

ＣＡＯＨＡＩ 草海镇大山村 ２６．７５５１６０°Ｎ，１０４．３４０６２０°Ｅ ２３５２

ＭＡＺＡ 麻乍镇吊水村 ２６．６８１１３１°Ｎ，１０４．０８０３６６°Ｅ ２４２１

ＨＥＩＳＨＩ 黑石镇陆坪村 ２６．６７７８８３°Ｎ，１０４．０８３００９°Ｅ ２４７５

１．２．２　指标测定
１．２．２．１　土壤理化性　土壤ｐＨ值及全磷（ＴＰ）、全
钾（ＴＫ）、全氮（ＴＮ）、有效磷（ＡＰ）、速效钾（ＡＫ）、碱
解氮（ＡＮ）、有机质含量测定参照秦维等的方法［２５］。

１．２．２．２　ＡＭＦ侵染率及孢子数量　采用碱解离 －
台盼蓝染色法［２７］处理根样。各样本随机选取３０个
长１ｃｍ的根样，在显微镜下观察ＡＭＦ的侵染结构，
并测定侵染率、侵染强度［２８］，重复３次。采用湿筛
倾析－蔗糖离心法［２９］分离土壤中的 ＡＭＦ孢子，每
份土样中取１０ｇ风干土检测，重复３次，在体视显
微镜下计算孢子密度（个／１０ｇ干土）。
１．２．２．３　ＡＭＦ的分子多样性　根据 Ｅ．Ｚ．Ｎ．Ａ．
ｓｏｉｌＤＮＡｋｉｔ（ＯｍｅｇａＢｉｏ－ｔｅｋ，Ｎｏｒｃｒｏｓｓ，ＧＡ，Ｕ．Ｓ．）
的使用说明，进行总 ＤＮＡ的提取。使用 ＮａｎｏＤｒｏｐ
２０００（美国 ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）检测 ＤＮＡ的浓
度和纯度。用特异性引物ＡＭＬ１／ＡＭＬ２（５′－ＡＴＣＡＡ
ＣＴＴＴＣＧＡＴＧＧＴＡＧＧＡＴＡＧＡ－３′；５′－ＧＡＡＣＣＣＡＡＡ
ＣＡＣＴＴＴＧＧＴＴＴＣＣ－３′）和 ＡＭＶ４－５ＮＦ／ＡＭＤＧＲ
（５′－ＡＧＣＴＣＧＴＡＧＴＴＧＡＡＴＴＴＣＧ－３′；５′－ＣＣＣＡＡＣ
ＴＡＴＣＣＣＴＡＴＴＡＡＴＣＡＴ－３′）进行巢式ＰＣＲ扩增［３０］。

产物回收定量后，使用 ＮＥＸＴＦＬＥＸ ＲａｐｉｄＤＮＡ－
Ｓｅｑ试剂盒对纯化 ＰＣＲ产物建库，利用 Ｉｌｌｕｍｉｎａ公

司的ＭｉｓｅｑＰＥ３００平台进行测序（上海美吉生物医
药科技有限公司）。

１．２．２．４　ＡＭＦ的分离与鉴定　用湿筛倾斜 －蔗糖
梯度离心法分离获得 ＡＭＦ孢子，采用尚昆等的方
法［２１］挑选和观察孢子形态，参照 ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ａｍｆ－
ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ． ｃｏｍ／、 ｈｔｔｐ：／／ｉｎｖａｍｗｖｕ． ｅｄｕ／ｈｏｍｅ、
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｚｏｒ．ｚｕｔ．ｅｄｕ．ｐｌ／、ｈｔｔｐ：／／ｍｙｃｏｂａｎｋ．ｏｒｇ／
等网站上的种类描述，进行种属鉴定。

１．３　数据分析
利用Ｕｐａｒｓｅ７．０．１０９０在 Ｓｉｌｖａ数据库（ｈｔｔｐ：／／

ｗｗｗ．ａｒｂ－ｓｉｌｖａ．ｄｅ／）进行ＯＴＵ分析，采用ｍｏｔｈｕｒｖ．
１．３０．２（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍｏｔｈｕｒ．ｏｒｇ／ｗｉｋｉ／Ｃａｌｃｕｌａｔｏｒｓ）
计算α多样性指数Ｃｈａｏ１、Ｓｈａｎｎｏｎ指数等，并采用
Ｗｉｌｘｏｃｏｎ秩和检验进行 α多样性的组间差异分析；
用 ＬＥｆＳｅ分析（ＬｉｎｅａｒｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓＥｆｆｅｃｔ
Ｓｉｚｅ）（ｈｔｔｐ：／／ｈｕｔｔｅｎｈｏｗｅｒ．ｓｐｈ．ｈａｒｖａｒｄ．ｅｄｕ／ＬＥｆＳｅ）
（ＬＤＡ＞２，Ｐ＜０．０５）确定不同组间从门到属水平的
丰度显著差异性。使用基于距离的冗余分析

（ｄｉｓｔａｎｃｅ－ｂａｓｅｄｒｅｄｕｎｄａｎｃｙａｎａｌｙｓｉｓ，ｄｂ－ＲＤＡ）来
调查土壤因子对ＡＭＦ群落的影响。采用ＯｒｉｇｉｎＰｒｏ
８．５（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｏｒｉｇｉｎｌａｂ．ｃｏｍ／）进行 ＡＭＦ侵染率
和孢子密度绘图。
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２　结果与分析

２．１　土壤理化性质
由表２可知，７个样地均为酸性土壤（平均 ｐＨ

值为４．５４），样地 ＭＡＺＡ的 ｐＨ值最高，ＸＵＥＳＨＡＮ、
ＣＡＯＨＡＩ、ＨＥＩＳＨＩ的ｐＨ值较低（３个样地无显著性
差异）。全磷含量最高的为样地 ＨＥＩＳＨＩ，较低的是
ＴＵＪＩＥ、ＸＵＥＳＨＡＮ（２个样地间无显著差异）；７个样
地的平均全磷含量为１．３８ｇ／ｋｇ。全氮含量较高的
是样地 ＸＵＥＳＨＡＮ、ＹＵＮＧＵＩ、ＣＡＯＨＡＩ（３个样地间
无显著性差异），含量较低的是 ＤＡＪＩＥ、ＭＡＺＡ、
ＨＥＩＳＨＩ（３个样地间无显著差异）；７个样地的平均
全氮含量为 ２．１５ｇ／ｋｇ。全钾含量最高的是样地
ＨＥＩＳＨＩ，含量最低的是 ＣＡＯＨＡＩ，除样地 ＤＡＪＩＥ外，
２个样地与其他４个样地之间差异显著（Ｐ＜０．０５）；

７个样地的平均全钾含量为 １０．８１ｇ／ｋｇ。有效磷含
量最高的是样地 ＹＵＮＧＵＩ，最低的是 ＭＡＺＡ，２个样
地与其他５个样地之间差异显著（Ｐ＜０．０５）；７个样
地的平均有效磷含量为 １４３ｍｇ／ｋｇ。碱解氮含量
最高的是样地ＴＵＪＩＥ，最低的是ＨＥＩＳＨＩ，２个样地与
其他５个样地之间差异显著（Ｐ＜０．０５）；７个样地的
平均碱解氮含量为 ７４．７２ｍｇ／ｋｇ。速效钾含量最高
的是样地ＴＵＪＩＥ，较低的是ＤＡＪＩＥ、ＣＡＯＨＡＩ、ＨＥＩＳＨＩ
（３个样地之间无显著性差异）；７个样地的平均速
效钾含量为 １１４．９５ｍｇ／ｋｇ。有机质含量最高的是
样地 ＹＵＮＧＵＩ，较低的是 ＤＡＪＩＥ、ＭＡＺＡ、ＨＥＩＳＨＩ（３
个样地之间无显著性差异）；７个样地的平均有机质
含量为４３．１２ｇ／ｋｇ。由上可知，７个样地间的土壤
养分差异较大，存在空间异质性。

表２　７个样地的土壤理化性质

样地编号 ｐＨ值 全磷含量

（ｇ／ｋｇ）
全氮含量

（ｇ／ｋｇ）
全钾含量

（ｇ／ｋｇ）
有效磷含量

（ｍｇ／ｋｇ）
碱解氮含量

（ｍｇ／ｋｇ）
速效钾含量

（ｍｇ／ｋｇ）
有机质含量

（ｇ／ｋｇ）

ＸＵＥＳＨＡＮ ３．９６±０．００ｄ ０．４９±０．０３ｄ ３．５７±０．０３ａ １０．１７±０．０４ｃ １．０７±０．００ｃ １２４．３９±０．３５ｂ１１１．００±１．００ｂ５６．３２±０．５２ｂ

ＤＡＪＩＥ ５．１６±０．０１ｂ １．７８±０．０１ｂ ０．７４±０．０１ｃ ４．２７±０．０２ｅ １．６５±０．０２ｂ ３２．９２±０．３５ｄ ７８．００±１．００ｃ２２．３１±０．０４ｅ

ＴＵＪＩＥ ４．４５±０．０１ｃ ０．４４±０．０２ｄ ２．４９±０．０１ｂ １０．３６±０．２０ｃ １．２１±０．０１ｃ １６２．１６±０．７０ａ２２２．００±２．００ａ４１．２６±０．１０ｄ

ＹＵＮＧＵＩ ４．２８±０．０１ｃｄ １．８０±０．０１ｂ ３．４８±０．０１ａ １７．８５±０．１６ｂ ２．３９±０．０１ａ ３１．８３±０．０７ｄ１３０．３３±０．５０ｂ８５．９９±０．０２ａ

ＣＡＯＨＡＩ ４．１８±０．０１ｄ １．６３±０．０１ｂ ３．２１±０．０１ａ ３．４８±０．０６ｅ １．８８±０．０３ｂ １０７．６５±２．０６ｃ ６４．８３±１．５０ｃ５２．６２±３．５４ｃ

ＭＡＺＡ ５．５８±０．００ａ １．２４±０．００ｃ ０．６９±０．００ｃ ７．６１±０．０６ｄ ０．４５±０．０２ｄ ３８．１２±０．０５ｄ１２０．００±１．００ｂ２０．９６±０．１５ｅ

ＨＥＩＳＨＩ ４．１７±０．０１ｄ ２．２５±０．０１ａ ０．８７±０．０１ｃ ２１．９３±０．４５ａ １．３３±０．０１ｃ ２５．９９±０．３５ｅ ７８．５０±０．５０ｃ２２．３５±０．０５ｅ

　　注：同列数据后不同小写字母表示差异显著（Ｐ＜０．０５）。

２．２　ＡＭＦ侵染率及孢子含量
威宁短柱油茶根系被 ＡＭＦ侵染后主要形成根

外菌丝、根内菌丝、泡囊、丛枝等结构（图１）。ＡＭＦ
菌丝在根外形成菌丝网络，在根内沿纵轴延伸；菌

丝末端膨大形成泡囊，大小不一，主要呈圆形、椭圆

形；菌丝末端二分叉式生长，形成丛枝，主要以Ａｒｕｍ

型（疆南星型）丛枝为主。

　　威宁短柱油茶 ＡＭＦ各结构侵染率在不同样地
中存在差异（图２）。ＡＭＦ菌丝侵染率最高的样地
为ＸＵＥＳＨＡＮ、ＭＡＺＡ，最低的是ＨＥＩＳＨＩ。ＡＭＦ丛枝
侵染率最高的是样地 ＸＵＥＳＨＡＮ，其次为 ＤＡＪＩＥ、
ＴＵＪＩＥ、ＭＡＺＡ、ＹＵＮＧＵＩ（４个样地间无显著性差异），
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最低的是ＨＥＩＳＨＩ。ＡＭＦ泡囊侵染率最高的样地有
５个，分别是 ＸＵＥＳＨＡＮ、ＤＡＪＩＥ、ＴＵＪＩＥ、ＹＵＮＧＵＩ、
ＭＡＺＡ；最低的是 ＨＥＳＨ。ＡＭＦ总侵染率最高的样
地是 ＸＵＥＳＨＡＮ、ＭＡＺＡ，其次为 ＤＡＪＩＥ、ＴＵＪＩＥ、
ＹＵＮＧＵＩ，样地 ＨＥＩＳＨＩ的总侵染率最低。可见，不
同样地间，ＡＭＦ总侵染率、菌丝侵染率变化趋势一
致。ＡＭＦ侵染强度最高的是 ＸＵＥＳＨＡＮ、ＭＡＺＡ，其

次为ＴＵＪＩＥ，最低的是 ＣＡＯＨＡＩ。ＡＭＦ孢子密度最
高的样地是 ＸＵＥＳＨＡＮ、ＭＡＺＡ，其次为 ＤＡＪＩＥ，最低
的是ＨＥＩＳＨＩ。７个样地的菌丝侵染率、丛枝侵染
率、泡囊侵染率、总侵染率、侵染强度的平均值分别

为５９．５２％、１３．４９％、５１．５９％、６５．８７％、６１１１％，
平均孢子密度为１５１个／１０ｇ干土。

２．３　测序质量分析
７个样地检测到４４７６３９条原始序列，归为４２４

个ＯＴＵ。其中样地 ＸＵＥＳＨＡＮ有７８４１７条有效序
列，５３个ＯＴＵ；ＤＡＪＩＥ有５８５６６条有效序列，１０３个
ＯＴＵ；ＴＵＪＩＥ有 ５３８７１条有效序列，６８个 ＯＴＵ；
ＹＵＮＧＵＩ有６９９６９条有效序列，５０个ＯＴＵ；ＣＡＯＨＡＩ
有６９９６３条有效序列，３４个 ＯＴＵ；ＭＡＺＡ有５９７４２
条有效序列，７３个 ＯＴＵ；ＨＥＩＳＨＩ有 ５７１１１条有效
序列，４３个 ＯＴＵ。７个样地共有的 ＯＴＵ较少，仅３
个。对序列按９７％相似度进行归并和ＯＴＵ划分，利
用ｍｏｔｈｕｒ计算不同随机抽样下的α多样性指数，利
用Ｒ语言工具制作稀释曲线。由图３可知，７个样
地的稀释曲线均趋于平坦，表明测序深度基本覆盖

了样品中的所有物种，测得的数据能反映威宁短柱

油茶根围ＡＭＦ群落的真实情况，可进行数据分析。
２．４　ＡＭＦ群落系统分类

除３．９１％未注释到 ＯＴＵ外，其余 ＯＴＵ经序列
比对归为 １门［球囊菌门（Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ）］，１纲
［球囊菌纲（Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｅｔｅｓ）］，４目［球囊霉目
（Ｇｌｏｍｅｒａｌｅｓ）、多样孢囊霉目（Ｄｉｖｅｒｓｉｓｐｏｒａｌｅｓ）、类球
囊 霉 目 （Ｐａｒａｇｌｏｍｅｒａｌｅｓ）、 原 囊 霉 目

（Ａｒｃｈａｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ）］，５科［球囊霉科（Ｇｌｏｍｅｒａｃｅａｅ）、
巨 孢 囊 霉 科 （Ｇｉｇａｓｐｏｒａｃｅａｅ）、无 梗 囊 霉 科
（Ａｃａｕｌｏｓｐｏｒａｃｅａｅ）、类球囊霉科（Ｐａｒａｇｌｏｍｅｒａｃｅａｅ）、
原囊霉科（Ａｒｃｈａｅｏｓｐｏｒａｃｅａｅ）］（表２）。其中球囊霉
科的相对丰度较高，占８２．４９％，巨孢囊霉科、无梗
囊霉科、类球囊霉科、原囊霉科的相对丰度较低，分

别为５６１％、５．５２％、１５４％、０．９１％。
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表２　威宁短柱油茶根围土壤ＡＭＦ群落系统分类

目
比例

（％） 科
比例

（％）

球囊霉目 ８２．３８ 球囊霉科 ８２．４９

多样孢囊霉目 １１．２７ 巨孢囊霉科 ５．６１

无梗囊霉科 ５．５２

球囊霉目 １．５４ 类球囊霉科 １．５４

原囊霉目 ０．９０ 原囊霉科 ０．９１

其他 ３．０７

２．５　ＡＭＦ在属水平上的相对丰度变化
７个样地ＯＴＵ经序列比对划分为５个属，即球

囊霉属（Ｇｌｏｍｕｓ）、盾巨孢囊霉属（Ｓｃｕｔｅｌｌｏｓｐｏｒａ）、无
梗囊霉属（Ａｃａｕｌｏｓｐｏｒａ）、类球囊霉属（Ｐａｒａｇｌｏｍｕｓ）、
原囊霉属（Ａｒｃｈａｅｏｓｐｏｒａ）（图 ４）。样地 ＹＵＮＧＵＩ、
ＤＡＪＩＥ、ＴＵＪＩＥ均检测到以上５个属的 ＡＭＦ；５个属
的相对丰度，在样地 ＹＵＮＧＵＩ分别为 ９９．０１％、
００５％、０．０２％、００１％、０．０１％，在 ＤＵＩＪＩＥ分别为
３６．２１％、３４２６％、１．８６％、９．２５％、３．６７％，在
ＴＵＪＩＥ分别为 ６５．３６％、７．８６％、１９．９８％、２．３２％、
３２４％。样地ＭＡＺＡ仅检测到４个属，即球囊霉属、
无梗囊霉属、类球囊霉属、原囊霉，其相对丰度分别

为 ９５．０６％、１．８３％、１．６６％、０．５８％。样 地
ＣＡＯＨＡＩ、ＸＵＥＳＨＡＮ检测到２个属的 ＡＭＦ，即球囊
霉属、无梗囊霉属，其相对丰度在 ＣＡＯＨＡＩ分别为
９６５４％、３．４６％，在 ＸＵＥＳＨＡＮ分别为 ９０．３６％、
９６４％。样地ＨＥＩＳＨＩ除了检测出球囊霉属的ＡＭＦ
外，还检测到类球囊霉属，其相对丰度分别为

９５３２％、０．０５％。可见，球囊霉属、无梗囊霉属为６
个样地共有（样地 ＨＥＩＳＨＩ无无梗囊霉属）。此外，
除样地ＤＡＪＩＥ、ＴＵＪＩＥ外，其余５个样地中球囊霉属
的相对丰度均在９０％以上，远高于其他属，为威宁
短柱油茶根围ＡＭＦ的优势属。

２．６　ＡＭＦ在种水平的物种丰度
从种水平上看，７个样地共检测到 ４６个 ＡＭＦ

虚拟种，将丰度小于１％的虚拟种进行合并，得到丰
度较高的１４个虚拟种，其中１０个被注释，４个未被
注释。由图５可以看出，丰度较高的虚拟种依次为
ＶＴＸ００２２３、ＶＴＸ０００８４、ＶＴＸ００２２４、ＶＴＸ００２９１，均为
球囊霉属真菌。盾巨孢囊霉属、无梗囊霉属、类球

囊霉属、原囊霉属虽有检出，但丰度较低。

２．７　ＡＭＦ群落的α多样性指数
威宁短柱油茶 ＡＭＦ的 α多样性分析结果（表

３）显示，ＡＭＦ的辛普森（Ｓｉｍｐｓｏｎ）指数最高的为样
地ＭＡＺＡ（３５．６４），最低的为 ＹＵＮＧＵＩ（１０．０９），７个
样地土壤中 ＡＭＦ的辛普森指数由高到低排序为
ＭＡＺＡ＞ＣＡＯＨＡＩ＞ＨＥＩＳＨＩ＞ＸＵＥＳＨＡＮ＞ＴＵＪＩＥ＞
ＤＡＪＩＥ＞ＹＵＮＧＵＩ。Ｃｈａｏ１指数最高的为样地ＴＵＪＩＥ
（３８．９２），最低的为样地ＣＡＯＨＡＩ（２２．５０），７个样地
Ｃｈａｏ１指数 由高到低依次为 ＴＵＪＩＥ＞ＹＵＮＧＵＩ＞
ＭＡＺＡ＞ＸＵＥＳＨＡＮ＞ＤＡＪＩＥ＞ＨＥＩＳＨＩ＞ＣＡＯＨＡＩ。
ＡＣＥ指数最高的为样地ＹＵＮＧＵＩ（４７．３９），最低的为
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ＣＡＯＨＡＩ（２２．２０），７个样地ＡＣＥ指数由高到低依次
为ＹＵＮＧＵＩ＞ＴＵＪＩＥ＞ＸＵＥＳＨＡＮ＞ＭＡＺＡ＞ＤＡＪＩＥ＞
ＨＥＩＳＨＩ＞ＣＡＯＨＡＩ。香农指数（Ｓｈａｎｎｏｎ）最高的为
样地ＹＵＮＧＵＩ（２．６６），最低的为ＭＡＺＡ（１７０），香农
指数由高到低排序为 ＹＵＮＧＵＩ＞ＤＡＪＩＥ＞ＴＵＪＩＥ＞

ＣＡＯＨＡＩ＞ＸＵＥＳＨＡＮ＞ＨＥＩＳＨＩ＞ＭＡＺＡ。可见，７
个样地中 ＡＭＦ的４个多样性指数间变化趋势不一
致。辛普森指数、Ｃｈａｏ１指数、ＡＣＥ指数、香农指数
的分析结果均未达到显著差异（Ｐ＞０．０５），表明地
理分布对威宁短柱油茶ＡＭＦ多样性影响不大。

表３　威宁短柱油茶不同采样地根围土壤ＡＭＦα多样性指数

样地编号　 辛普森指数 Ｃｈａｏ１指数 ＡＣＥ指数 香农指数

ＸＵＥＳＨＡＮ １９．８８±１．２３ ３５．３３±９．０７ ３８．５９±９．２０ １．８８±０．０４

ＭＡＺＡ ３５．６４±６．０１ ３６．２８±６．０２ ３６．５０±５．５６ １．７０±０．１７

ＣＡＯＨＡＩ ２０．３６±１．０２ ２２．５０±３．９１ ２２．２０±２．７６ １．９０±０．０６

ＤＡＪＩＥ １３．９３±５．５７ ３４．３３±３．０６ ３４．５４±３．３４ ２．４９±０．２８

ＹＵＮＧＵＩ １０．０９±０．３５ ３８．６７±７．５２ ４７．３９±１０．７９ ２．６６±０．０２

ＨＥＩＳＨＩ ２０．２３±２．８９ ２２．６７±２．５２ ２４．０７±５．３０ １．８４±０．２１

ＴＵＪＩＥ １４．２９±０．７９ ３８．９２±５．７９ ３９．５５±５．６２ ２．３２±０．０３

Ｆ值 ０．１７ＮＳ ０．０８ＮＳ ０．１３ＮＳ ０．０９ＮＳ

　　注：ＮＳ表示同一指数不同采样地间无显著差异（Ｐ＞０．０５）。

２．８　ＡＭＦ的群落结构相似性及与土壤因子的关系
威宁短柱油茶根围 ＡＭＦ的群落结构相似性分

析（图 ６）显示，样地 ＭＡＺＡ、ＣＡＯＨＡＩ、ＨＥＩＳＨＩ、
ＹＵＮＧＵＩ分布较集中，而 ＤＡＪＩＥ、ＸＵＥＳＨＡＮ、ＴＵＪＩＥ
分布 较 分 散，表 明 ＭＡＺＡ、ＣＡＯＨＡＩ、ＨＥＩＳＨＩ、
ＹＵＮＧＵＩ群落组成差异较小，而 ＤＡＪＩＥ、ＸＵＥＳＨＡＮ、
ＴＵＪＩＥ群落组成差异较大。从图 ６中 Ｐ值（Ｐ＝
０００１）可以看出，威宁短柱油茶不同样地间的 ＡＭＦ
属水平上的群落结构存在极显著差异。

　　由图７ＲＤＡ结果显示，第１排序轴解释群落变
化的９０．２５％，第２排序轴解释群落变化的２．９６％，
则土壤因子对威宁短柱油茶 ＡＭＦ群落变异的解释
量为９３．２１％。威宁短柱油茶根围土壤中的碱解氮、

全磷、全钾含量对 ＸＵＥＳＨＡＮ、ＤＡＪＩＥ、ＹＵＮＧＵＩ这３
个样地的油茶根围土壤ＡＭＦ群落分布有显著影响
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（Ｐ＜０．０５）。土壤中全磷、速效钾、碱解氮含量对无
梗囊霉属的基因丰度均有正向影响，其中对碱解氮

含量的影响最大（Ｐ＜０．０５）；全磷含量对盾巨孢囊
霉属、类球囊霉属、某一种类球囊霉纲中不能识别

物种ｕｎｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ＿ｃ＿Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｅｔｅｓ的基因丰度有正

向影响，其中对盾巨囊孢霉属的影响显著（Ｐ＜
００５）。球囊霉属的微生物基因丰度仅受全钾含量
的显著影响（Ｐ＜０．０５）。
２．９　ＡＭＦ孢子的形态学鉴定

对７个样地土壤 ＡＭＦ孢子进行分离和形态学
鉴定，共鉴定出４属１３种ＡＭＦ（表４）。其中球囊霉
属有６种（黄孢球囊霉 Ｇ．ｆｌａｖｉｓｐｏｒｕｍ、凹坑球囊霉
Ｇ．Ｍｕｌｔｉｆｏｒｕｍ、大果球囊霉Ｇ．ｍａｃｒｏｃａｒｐｕｍ、Ｇ．ｓｐ１、Ｇ．
ｓｐ２、Ｇ．ｓｐ３），盾巨孢囊霉属有１种（美丽盾巨孢囊霉
Ｓ．ｃａｌｏｓｐｏｒａ），无梗囊霉属 Ａｃａｕｌｏｓｐｏｒａ有５种（蜜色
无梗囊霉Ａ．ｍｅｌｌｅａ、细凹无梗囊霉 Ａ．ｅｘｃａｖａｔｅ、科氏
无梗囊霉Ａ．ｋｏｓｋｅｉ、Ａ．ｓｐ１、Ａ．ｓｐ１），原囊霉属有１种
（波状原囊霉 Ａｒ．Ｕｎｄｕｌａｔａ）。每种 ＡＭＦ在７个样
地中出现的频率存在差异。Ｇ．ｓｐ１出现的频率最
高，在７个样地中均有出现，Ｇ．ｓｐ３（出现在５个样
地）、美丽盾巨孢囊霉（出现在４个样地）出现的频
率次之，科氏无梗囊霉出现的频率最低，仅在

ＹＵＮＧＵＩ样地中出现。

表４　威宁短柱油茶不同样地ＡＭＦ种类

ＡＭＦ ＭＡＺＡ ＣＡＯＨＡＩ ＤＡＪＩＥ ＸＵＥＳＨＡＮ ＨＥＩＳＨＩ ＴＵＪＩＥ ＹＵＮＧＵＩ

蜜色无梗囊酶 ＋ － ＋ － － － －

细凹无梗囊霉 ＋ － － － － － ＋

科氏无梗囊霉 － － － － － － ＋

Ａ．ｓｐ１ ＋ ＋ ＋ － ＋ － －

Ａ．ｓｐ２ － － － ＋ ＿ ＋ ＋

美丽盾巨孢囊霉 － ＋ － ＋ － ＋ ＋

波状原囊霉 ＋ － － － － ＋ ＋

黄孢球囊霉 － － － － － ＋ －

凹坑球囊霉 ＋ ＋ － ＋ － ＋ －

大果球囊霉 － ＋ － － － － －

Ｇ．ｓｐ１ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋ ＋

Ｇ．ｓｐ２ － － ＋ － － － －

Ｇ．ｓｐ３ ＋ ＋ － ＋ ＋ － ＋

　　注：“＋”表示有，“－”表示无。

３　讨论

ＡＭＦ是根围微生物中的一个重要微生物，它能
与陆地上８０％的维管植物形成共生关系，具有促进
寄主生长、抵抗多种胁迫环境等重要的生理和生态

功能［３１－３２］。侵染率是反映真菌与寄主共生紧密度

的一个指标。侵染率越高，表明真菌与寄主的共生

越好，其对寄主发挥的作用越强［３３］。本研究中，７个
样地威宁短柱油茶根系平均总侵染率为６５８７％，平

均侵染强度为６１．１１％，表明 ＡＭＦ与威宁短柱油茶
根系形成了良好的共生关系。从 ＡＭＦ侵染率和土
壤孢子密度（平均孢子密度 １５１个／１０ｇ干土）来
看，威宁短柱油茶菌根化率较高，是菌根依赖性植

物。一般来说，中性至微酸性土壤有利于ＡＭＦ菌根
的发育［２０］。威宁短柱油茶主要生长在山地黄棕壤，

其ｐＨ值平均为４．５４，可能是导致其侵染率高、菌根
依懒性强的原因。此外，ＡＭＦ的孢子含量、根内菌
丝侵染率、丛枝侵染率、泡囊侵染率、总侵染率等在
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７个样地间均存在差异，表明地理分布格局是影响
ＡＭＦ侵染的一个重要因素，这与曹敏等研究茅苍术
根围丛枝菌根真菌多样性时得到的结论［２０］一致。

本研究通过高通量测序发现，球囊霉属在所有

检测出的种属中相对丰度最高，是所有样地的优势

属，这与Ｌｉｕ等［１５］、邓小军等［１６］、周光荣等［１７］的研

究结果一致，表明球囊霉属是油茶林中ＡＭＦ分布范
围最广的属。球囊霉属是大多数植物根围的优势

属［３４－３９］，这可能与球囊霉属真菌能够通过菌丝片段

和菌根根段繁殖，具有较强的产孢能力和侵染能力

有关［４０］。周光荣等在研究普通油茶野生林 ＡＭＦ的
多样性时发现，野生油茶根围的ＡＭＦ有６个属［１７］。

本研究由高通量测序得到５个属的 ＡＭＦ，孢子形态
学鉴定得到４个属的 ＡＭＦ，相较于普通油茶，威宁
短柱 油 茶 根 围 土 壤 中 缺 少 了 近 明 囊 霉 属

（Ｃｌａｒｏｉｄｅｏｇｌｏｍｕｓ）、多孢囊霉属 （Ｄｉｖｅｒｓｉｓｐｏｒａ）的
ＡＭＦ，但比普通油茶多了盾巨孢囊霉属。这样的种
属差异可能与ＡＭＦ对寄主植物有一定的选择性、不
同种类植物与菌根真菌的亲和性存在差异有关。

普通油茶为我国分布最广且栽培最多的油茶种类，

一般生长在海拔１２００ｍ以下的南方丘陵地区［３］。

威宁短柱油茶则生长在海拔１８００～２７００ｍ的高
海拔山地。ＡＭＦ与油茶种类的亲和性差异原因是
否由海拔梯度造成，还有待进一步探讨。

土壤因子是影响 ＡＭＦ群落结构特征的重要因
素［４０］。大量研究显示，土壤ｐＨ值对ＡＭＦ多样性影
响显著［３７－４０］，可能是由于其影响了孢子萌发和菌丝

生长［１１］。本研究中，ｐＨ值与威宁短柱油茶根围
ＡＭＦ群落组成无相关性，这或许与威宁短柱油茶林
地ｐＨ值空间变异性较低（变异系数为１３．１６％）有
关。此外，ＲＤＡ结果表明，碱解氮含量对无梗囊霉
属的基因相对丰度有显著影响（Ｐ＜００５）；全磷含
量对盾巨孢囊霉属、类球囊霉属的基因相对丰度有

显著影响（Ｐ＜００５），而全钾含量则显著影响了球
囊霉属的基因相对丰度（Ｐ＜０．０５）。可见，不同种
类的ＡＭＦ对土壤养分存在一定的选择性。本研究
只是进行了一次抽样，并没有在随后的几年中进行

重复试验，故得出的威宁短柱油茶根围ＡＭＦ时空多
样性还不够全面，后续将采取多个和连续样本来分

析威宁短柱油茶ＡＭＦ的时空多样性。
本研究采用高通量测序技术在威宁短柱油茶

根围检测到５科、５属、４６种 ＡＭＦ，其中球囊霉属、
无梗囊霉属在６个样地中共有，表明２个属的真菌

分布较广泛。通过孢子形态学鉴定，７个样地共鉴
定到４科４属１３种 ＡＭＦ真菌，其中球囊霉属种类
最多，其次是无梗囊霉属，２种方法检测出来的优势
种属结果相一致，但高通量测序获得的检测结果更

多，更能反映威宁短柱油茶根围ＡＭＦ多样性的真实
情况。虽然高通量测序技术能更真实地反映植物

根围ＡＭＦ结构和种类，但却无法分离 ＡＭＦ。想要
保存和利用ＡＭＦ资源，孢子形态学鉴定方法必不可
少。通过形态学和分子鉴定相结合的方法获取

ＡＭＦ种类，可为优质 ＡＭＦ资源的发掘提供理论
依据。

４　结论

本研究通过高通量测序分析７个样地威宁短柱
油茶的 ＡＭＦ群落结构及其多样性，结果表明，威宁
短柱油茶根系 ＡＭＦ平均总侵染率为 ６５．８７％，每
１０ｇ干土中含孢子１５１个，具有较高的菌根依赖性；
其ＡＭＦ群落组成和相对丰度差异较大，但多样性无
显著差异；通过高通量测序，７个样地共鉴定到５属
４６种ＡＭＦ，其中球囊霉属的相对丰度最高，为优势
类群，ＶＴＸ００２２３为优势虚拟种。通过孢子形态学，
鉴定到４属１３种ＡＭＦ。其中球囊霉属６种，无梗囊
霉属５种，盾巨孢囊霉属、原囊霉属各 １种，Ｇ．ｓｐ１
出现频率最高，为７个样地共有。２种方法检测出
来的优势种属结果相一致；土壤因子是影响ＡＭＦ侵
染的一个重要因素，其中碱解氮、全磷、全钾含量是

影响威宁短柱油茶根围 ＡＭＦ群落结构和组成的主
要土壤因子。威宁短柱油茶根围ＡＭＦ资源丰富，可
为以后开发油茶抗逆性专用 ＡＭＦ菌肥提供丰富的
菌种资源。
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