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摘要院 采用无菌技术从银杏茎中分离到一株内生真菌渊晕燥援 员园圆愿冤袁经形态分类学和 则阅晕粤 陨栽杂 序列

分析研究鉴定为黑孢属 晕蚤早则燥泽责燥则葬 泽责援 袁菌丝生长速率法测定结果表明袁其代谢产物对重要作物真

菌病害病原菌具有明显的抑制作用遥 离体条件下内生真菌发酵液对番茄早疫病菌尧黄瓜枯萎病菌尧
菜豆炭疽病菌尧葡萄炭疽病菌尧水稻纹枯病菌尧黄瓜立枯病菌均有较强的抑制作用袁对上述不同病原

菌的抑制率分别为 远远援 苑豫 尧源愿援 猿豫 尧远源援 远豫 尧猿远援 缘豫 尧缘苑援 员豫 和 圆猿援 园豫 遥 经提取分离得到纯的白色

晶体状活性物质遥 同时也研究了不同碳源尧氮源尧无机离子对内生真菌 晕燥援 员园圆愿 生物学特性和生

长的影响袁发现玉米粉尧黄豆饼粉比较适合其生长和抑菌代谢产物的合成袁晕葬 垣 对抑菌代谢产物的

合成有较明显的促进作用遥
关键词院 内生真菌曰 抑制作用曰 银杏曰 培养特性
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摇 摇 植物内生真菌渊责造葬灶贼 藻灶凿燥责澡赠贼蚤糟 枣怎灶早蚤冤是一种新

型的微生物资源袁有研究表明内生真菌通常会产生

与其宿主植物相同或相似的生理活性物质咱员 耀 猿暂 遥 近

年来袁植物内生真菌本身及其次生代谢产物在医药

方面应用的研究逐渐成为热点咱源 耀 缘暂 遥 有关在农业方

面应用的研究起步较晚袁研究的种类也不多袁目前主

要集中在内生真菌的分离等方面遥
银杏 郧蚤灶早噪燥 遭蚤造燥遭葬 蕴援 又名白果袁是我国特有的

世界珍稀名贵树种袁是冰川运动遗留的孑遗植物袁被
称为活化石袁具有极高的研究开发价值遥 银杏各组

织含有抑菌物质袁据报道袁银杏根尧茎尧叶尧果肉渊外
种皮冤及果仁的提取物对水稻纹枯病菌尧黄瓜炭疽

病菌和番茄青枯病菌等有明显的抑制生长作

用咱远 耀 愿暂 遥 本研究以银杏为材料袁从中分离筛选具有

抑菌作用的内生真菌袁旨为新型微生物源农药的研

制和开发提供优良的出发菌株遥
员 材料与方法

员援 员 材料

银杏院采集于浙江省杭州市尧富阳市尧长兴县遥
供试病原菌院水稻纹枯病菌 栽澡葬灶葬贼藻责澡燥则怎泽 糟怎鄄

糟怎皂藻则蚤泽尧黄瓜立枯病菌 砸澡蚤扎燥糟贼燥灶蚤葬 泽燥造葬灶蚤尧黄瓜枯萎

病菌 云怎泽葬则蚤怎皂 燥曾赠泽责燥则怎皂尧菜豆炭疽病菌 悦燥造造藻贼燥贼则蚤鄄
糟澡怎皂 造蚤灶凿藻皂怎贼澡蚤葬灶怎皂尧蕃茄早疫病菌 粤造贼藻则灶葬则蚤葬 泽燥造葬灶蚤
和葡萄炭疽病菌 悦燥造造藻贼燥贼则蚤糟澡怎皂 早造燥藻燥泽责燥则蚤燥蚤凿藻泽袁由浙

江省农业科学院植物保护与微生物研究所保藏遥
马铃薯葡萄糖琼脂渊孕阅粤冤培养基院马铃薯 圆园园

早袁葡萄糖 圆园早袁琼脂 圆园早袁水 员园园园皂蕴袁责匀 自然遥 马铃

薯去皮袁切成块煮沸 园援 缘 澡袁然后用纱布过滤袁再加葡

萄糖和琼脂袁溶化后补足水至 员 园园园 皂蕴遥 为了抑制

细菌和放线菌的生长袁待培养基温度降到 缘园益左右

时袁在每 员园园皂蕴 培养基中加 员豫链霉素液 园援 猿皂蕴袁使
每毫升培养基中含链霉素 猿园 滋早遥

液体发酵培养基院黄豆饼粉 员园 早袁玉米粉 苑援 缘 早袁
可溶性淀粉 员园 早袁麸皮 缘 早袁蛋白胨 源 早袁悦葬悦韵猿 圆援 缘 早袁
晕匀源晕韵猿 员援 缘 早袁酝早杂韵源 园援 缘 早袁运匀圆孕韵源 员援 缘 早袁水 缘园园皂蕴遥

发酵基本培养基院葡萄糖 源豫 袁黄豆饼粉 圆援 缘豫 袁
运匀圆孕韵源 园援 猿豫 袁悦葬悦韵猿 园援 缘 早袁水 愿园皂蕴遥
员援 圆 内生真菌的分离和筛选

取银杏的根尧茎尧叶尧果实袁按下列程序进行表面

消毒院自来水冲洗袁苑缘豫 酒精漂洗 猿 耀 缘 皂蚤灶袁无菌水

冲洗 猿 耀 源 次袁再用 园援 圆 豫 升汞水浸泡 员 耀 圆 皂蚤灶袁无
菌水冲洗 猿 耀 源 次遥

将处理过的材料在无菌条件下切割成约 园援 缘 糟皂
伊园援 缘 糟皂 的小片渊茎取韧皮部冤袁然后将小片移植于

孕阅粤 平板上袁置 圆愿益恒温箱培养遥 当样品周围明显

长出菌丝时袁采用尖端菌丝挑取法袁挑取形态不同的

菌落袁转入到 孕阅粤 斜面培养基上袁然后在 圆圆 耀 圆苑益
条件下纯化培养袁保藏备用遥

为检查材料表面的消毒效果袁设置对照试验遥
将上述同样条件下处理过的材料不作切割袁直接移

植于 孕阅粤 平板上作对照培养处理袁结果对照材料均

无任何菌长出袁证明表面消毒彻底袁保证分离的真菌

是植株上的内生真菌袁而不是表面的附生菌遥
员援 猿 内生真菌的液体培养

采用摇瓶发酵法遥 在 猿园园皂蕴 三角瓶中装 缘园 皂蕴
液体发酵培养基袁 温度 圆愿益袁摇床转速 圆园园 则 辕 皂蚤灶袁
培养时间 苑圆澡遥 发酵液在 缘园园园 则 辕 皂蚤灶 下离心 员园皂蚤灶袁
取上清液用于生物活性测定遥 每处理 猿 次重复遥
员援 源 生物活性和内生真菌相对代谢量测定方法

取内生真菌发酵液 员 皂蕴 于无菌培养皿内袁与 怨
皂蕴 冷却至 缘园益的 孕阅粤 培养基迅速混匀袁凝固后在

每个培养基平面上放置 员 个供试菌的菌饼渊直径为

源皂皂冤袁菌饼接于培养皿中央渊培养皿直径为 怨 糟皂冤袁
置 圆愿益下培养袁以无菌水为对照袁重复 猿 次遥 采用

十字交叉法测定菌落直径袁计算抑制率袁以发酵液对

指示菌菌丝的抑制率表示内生真菌的相对代谢量遥
菌丝生长抑制率渊豫 冤 越 咱渊对照菌落直径 原 处

理菌落直径冤 辕 渊对照菌落直径 原源冤暂 伊 员园园
员援 缘 银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 活性物质的提取分离

收集银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 发酵液约 源蕴袁滤液

上 阅蚤葬灶蚤燥灶 匀孕鄄圆园 大孔吸附树脂袁缘园豫 乙醇洗脱袁将
活性部分合并袁减压除去乙醇袁上硅胶柱层析袁以氯

仿和甲醇渊体积比 员园豫 耀怨园豫 冤洗脱袁得到纯的白色

晶体状活性物质遥
员援 远 银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 培养生物学特性

员援 远援 员 不同碳源对银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 生长代

谢的影响

以发酵基本培养基为对照袁供试碳源分别为葡

萄糖尧玉米粉尧淀粉尧蔗糖尧乳糖尧甘油袁在基本培养基

中分别加入单一的供试碳源遥 挑取银杏内生真菌菌

丝接种到液体培养基中袁每处理 猿 次重复袁圆愿益尧圆园园
则 辕 皂蚤灶 下培养 苑圆 澡 后袁将菌丝体滤出尧烘干袁测其重

量袁每个处理的发酵液用于供试病原菌抑制作用的

测定遥
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员援 远援 圆 不同氮源对银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 生长代

谢的影响

以发酵基本培养基为对照袁供试氮源为黄豆饼

粉尧牛肉浸膏尧蛋白胨尧酵母膏尧运晕韵猿尧渊晕匀源冤圆杂韵源尧
晕葬晕韵猿尧晕匀源晕韵猿尧晕匀猿窑匀圆韵袁在基本培养基中分别

加入单一的供试氮源遥 挑取银杏内生真菌菌丝接种

到液体培养基中袁每处理 猿 次重复袁于 圆愿益尧圆园园 则 辕
皂蚤灶 下培养 苑圆 澡 后袁将菌丝体滤出尧烘干袁测其重量袁
每个处理的发酵液用于供试病原菌抑制作用的

测定遥
员援 远援 猿 无机离子对银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 生长代

谢的影响

选取 酝早圆 垣 尧云藻圆 垣 尧晕葬 垣 尧酝灶圆 垣 尧悦怎圆 垣 为供试无机

离子袁以不加上述离子空白培养为对照袁测定不同无

机离子对银杏内生真菌生长和产抑菌代谢产物的

影响遥
圆 结果与分析

圆援 员 银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 代谢产物对不同作物

病原菌的抑制作用

从银杏的根尧茎尧叶尧果实中共分离到了 员圆园园 余

株内生真菌袁采用菌丝生长速率法测定了各菌株代

谢产物对 远 种不同植物病原真菌的抑制作用遥 结果

表明袁远缘愿 株内生真菌的代谢产物具有抗菌作用袁其
中 猿圆 株内生真菌抗菌效果非常明显袁晕燥援 员园圆愿 菌株

表现出最强的抗菌活性渊表 员冤遥
表 员 晕燥援 员园圆愿 菌株发酵液对 远 种作物病原菌的抑制作用

栽葬遭造藻 员 陨灶澡蚤遭蚤贼燥则赠 藻枣枣藻糟贼 燥枣 皂藻贼葬遭燥造蚤贼藻泽 燥枣 晕燥援 员园圆愿 燥灶 泽蚤曾 责造葬灶贼 责葬贼澡燥早藻灶蚤糟 枣怎灶早蚤
病原菌摇 摇 摇

孕葬贼澡燥早藻灶蚤糟 枣怎灶早怎泽摇 摇 摇
处理菌落直径渊皂皂冤

阅蚤葬皂藻贼藻则 燥枣 贼则藻葬贼皂藻灶贼 糟燥造燥灶赠
对照菌落直径渊皂皂冤

阅蚤葬皂藻贼藻则 燥枣 悦运
抑制率渊豫 冤
陨灶澡蚤遭蚤贼蚤燥灶 则葬贼藻

番茄早疫病菌 粤造贼藻则灶葬则蚤葬 泽燥造葬灶蚤 缘援 缘 员远援 缘 远远援 苑
黄瓜枯萎病菌 云怎泽葬则蚤怎皂 燥曾赠泽责燥则怎皂 员缘援 园 圆怨援 园 源愿援 猿
菜豆炭疽病菌 悦燥造造藻贼燥贼则蚤糟澡怎皂 造蚤灶凿藻皂怎贼澡蚤葬灶怎皂 员员援 缘 猿圆援 缘 远源援 远
葡萄炭疽病菌 悦燥造造藻贼燥贼则蚤糟澡怎皂 早造燥藻燥泽责燥则蚤燥蚤凿藻泽 员远援 缘 圆远援 园 猿远援 缘
黄瓜立枯病菌 砸澡蚤扎燥糟贼燥灶蚤葬 泽燥造葬灶蚤 员缘援 愿 圆园援 缘 圆猿援 园
水稻纹枯病菌 栽澡葬灶葬贼藻责澡燥则怎泽 糟怎糟怎皂藻则蚤泽 员远援 园 猿苑援 猿 缘苑援 员

摇 摇 结果显示袁菌株 晕燥援 员园圆愿 发酵液对 远 种作物真

菌病害病原菌均有不同程度的抑制作用遥 其中对番

茄早疫病菌尧菜豆炭疽病菌尧水稻纹枯病菌和黄瓜枯

萎病菌的抑制率在 缘园豫左右及 缘园豫以上袁而对葡萄

炭疽病菌尧黄瓜立枯病菌的抑制率则分别为 猿远援 缘豫
和 圆猿援 园豫 袁表明内生真菌 晕燥援 员园圆愿 的发酵液抗菌谱

较广袁抑制真菌病害的效果较好渊表 员冤遥

圆援 圆 银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 的形态特征

在 孕阅粤 培养基上银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 的菌

落最初为白色袁后为灰色袁气生菌丝发达遥 菌落铺

展尧致密尧圆形袁边缘整齐袁在 孕阅粤 固体培养基上生

长较快袁一般 源 耀 缘 天可长满直径 怨 糟皂 的培养皿渊图
员冤遥 显微镜下观察菌丝纤细尧分枝尧无隔袁至顶端渐

尖袁在 孕阅粤 培养基上不产孢子渊图 员冤遥

图 员 内生真菌 晕燥援 员园圆愿 菌落与菌丝渊源园园 伊 冤
云蚤早援 员 栽澡藻 糟燥造燥灶赠 葬灶凿 澡赠责澡葬藻 渊源园园 伊 冤 燥枣 晕燥援 员园圆愿

摇 摇 在 孕阅粤 培养基中加入高压蒸汽灭菌的银杏枝

条和叶片进行产孢诱导培养袁菌株在植物组织上产

生分生孢子袁根据形态分类学与 则阅晕粤陨栽杂渊 陨栽杂员 袁

缘援 愿杂袁陨栽杂圆冤片段序列分析相结合的方法袁确定银杏

内生真菌 晕燥援 员园圆愿 为黑孢属 晕蚤早则燥泽责燥则葬 泽责援 遥 序列

测定结果见图 圆遥

怨源员圆 期 申屠旭萍等院银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 代谢产物的抗真菌活性及其培养生物学特性



图 圆 内生真菌 晕燥援 员园圆愿 则阅晕粤鄄陨栽杂 序列

云蚤早援 圆 栽澡藻 泽藻择怎藻灶糟藻 燥枣 则阅晕粤鄄陨栽杂 燥枣 晕燥援 员园圆愿
圆援 猿 银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 活性物质的抑菌作用

按照 员援 缘 分离提取方法袁源 蕴 银杏内生真菌 晕燥援
员园圆愿 发酵液可得到纯白色晶体状活性物质 源援 缘 早遥
称量活性物质 园援 员 早袁用无菌水配制成 圆 早 辕 蕴 溶液袁分
别稀释到 员援 缘尧员援 园 尧园援 缘园尧 园援 圆缘尧园援 员园尧园援 园缘早 辕 蕴 测定

抑菌活性渊表 圆冤遥 从原始菌株出发发酵产生抑菌活

性物质袁提取率就可达 员援 员圆缘 早 辕 蕴袁即效价 员 员圆缘 单

位 辕 皂蕴遥 并且当浓度为 员援 缘 早 辕 蕴 时可以完全抑制水

稻纹枯病菌和黄瓜立枯病菌的生长遥 因此袁不论从

产抑菌活性物质的水平还是从抑制病原真菌的能力

考虑袁银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 都是开发和研制微生

物农药的重要出发菌株遥
表 圆 活性物质在不同浓度下对水稻纹枯病菌和黄瓜立枯病菌的抑制率渊豫 冤

栽葬遭造藻 圆 陨灶澡蚤遭蚤贼燥则赠 藻枣枣藻糟贼 燥枣 葬糟贼蚤增藻 蚤灶早则藻凿蚤藻灶贼 燥枣 晕燥援 员园圆愿 燥灶 栽澡葬灶葬贼藻责澡燥则怎泽 糟怎糟怎皂藻则蚤泽 葬灶凿 砸澡蚤扎燥糟贼燥灶蚤葬 泽燥造葬灶蚤

病原菌摇
孕葬贼澡燥早藻灶蚤糟 枣怎灶早怎泽摇

活性物质浓度 渊早 辕 蕴冤
悦燥灶糟藻灶贼则葬贼蚤燥灶 燥枣 葬糟贼蚤增藻 蚤灶早则藻凿蚤藻灶贼

园援 园缘 园援 员园 园援 圆缘 园援 缘园 员援 园园 员援 缘园
水稻纹枯病菌 栽澡葬灶葬贼藻责澡燥则怎泽 糟怎糟怎皂藻则蚤泽 园 员愿 猿猿 缘缘 愿圆 员园园
黄瓜立枯病菌 砸澡蚤扎燥糟贼燥灶蚤葬 泽燥造葬灶蚤 园 园 圆圆 猿苑 远怨 员园园

圆援 源 碳源对银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 生长代谢的

影响

结果显示袁银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 在不同碳源

的利用上有一定的差异袁含有玉米粉或葡萄糖的培

养基中菌丝生长量较大袁在含有玉米粉尧乳糖或蔗糖

的培养基中产生的抑菌代谢产物量多袁从而对供试

病原菌的抑制率高遥 以玉米粉作为碳源时真菌产生

的抑菌代谢产物量最高袁形成的生物量最大渊图 猿冤遥
而作为微生物最能利用的葡萄糖袁在本试验中并非

最佳碳源袁可能是由于葡萄糖能阻遏次生代谢产物

的产生遥 研究结果表明袁玉米粉是银杏内生真菌

晕燥援 员园圆愿 的最佳利用碳源遥
圆援 缘 氮源对银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 生长代谢的

影响

结果显示袁银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 能较好地利

用有机氮源袁但几乎不能利用无机氮源渊除 晕葬晕韵猿尧
运晕韵猿冤遥 在具有无机氮源的培养基中袁真菌发酵液

的过滤速度非常慢袁几乎不能实现固液分离袁对病原

真菌的抑制率也非常低遥 而在加入有机氮源的培养

基中菌丝体生长旺盛袁特别是以黄豆饼粉尧牛肉浸膏

为氮源时真菌产生的代谢产物量最多袁抑制率最高

渊图 源冤遥 从经济角度考虑黄豆饼粉比牛肉浸膏价格

便宜袁所以可选择黄豆饼粉作为银杏内生真菌 晕燥援
员园圆愿 的发酵氮源遥
圆援 远 无机离子对银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 生长代谢

的影响

微生物在生长繁殖和合成目的产物的过程中袁
需要某些无机盐和微量元素来作为其生理活性物质

的组成或生理活性物质合成时的调节物袁如许多合

成酶需要金属离子来激活遥 本研究结果表明袁晕葬 垣

对该菌的生长有一定的促进作用袁而其它供试金属

离子对内生真菌 晕燥援 员园圆愿 的生长和抑菌代谢产物

的合成与对照差异不显著渊图 缘冤遥
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员援 淀粉 泽贼葬则糟澡袁 圆援 葡萄糖 早造怎糟燥泽藻袁 猿援 蔗糖 泽怎糟则燥泽藻袁 源援 乳糖 造葬糟贼燥泽藻袁 缘援 玉米粉 糟燥则灶 泽贼葬则糟澡袁 远援 甘油 早造赠糟藻则燥造
图 猿 碳源对银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 生长代谢的影响

云蚤早援 猿 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 糟葬则遭燥灶 泽燥怎则糟藻 燥灶 早则燥憎贼澡 葬灶凿 皂藻贼葬遭燥造蚤泽皂 燥枣 早蚤灶早噪燥 藻灶凿燥责澡赠贼蚤糟 枣怎灶早怎泽 晕燥援 员园圆愿

员援 黄豆饼粉 泽燥赠遭藻葬灶 泽贼葬则糟澡袁 圆援 牛肉浸膏 遭藻藻枣 藻曾贼则葬糟贼袁 猿援 蛋白胨 责藻责贼燥灶藻袁 源援 酵母浸膏 赠藻葬泽贼 藻曾贼则葬糟贼袁
缘援 渊晕匀源冤圆杂韵源袁 远援 运晕韵猿袁 苑援 晕葬晕韵猿袁 愿援 晕匀源晕韵猿袁 怨援 晕匀猿窑匀圆韵
图 源 氮源对银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 生长代谢的影响

云蚤早援 源 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 灶蚤贼则燥早藻灶 泽燥怎则糟藻 燥灶 早则燥憎贼澡 葬灶凿 皂藻贼葬遭燥造蚤泽皂 燥枣 早蚤灶早噪燥 藻灶凿燥责澡赠贼蚤糟 枣怎灶早怎泽 晕燥援 员园圆愿

图 缘 无机离子对银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 生长代谢的影响

云蚤早援 缘 耘枣枣藻糟贼泽 燥枣 蚤灶燥则早葬灶蚤糟 蚤燥灶 燥灶 早则燥憎贼澡 葬灶凿 皂藻贼葬遭燥造蚤泽皂 燥枣 早蚤灶早噪燥 藻灶凿燥责澡赠贼蚤糟 枣怎灶早怎泽 晕燥援 员园圆愿

猿 讨论

本研究结果表明袁银杏中存在大量能够产农用

抗生素的内生真菌袁这为微生物农药的研制和开发

提供了重要的出发菌株遥 本研究筛选得到的银杏内

生真菌 晕燥援 员园圆愿渊黑孢属 晕蚤早则燥泽责燥则葬 泽责援 冤的发酵液

对许多重要作物病害的病原菌渊番茄早疫病菌尧菜
豆炭疽病菌尧水稻纹枯病菌尧黄瓜枯萎病菌冤具有较

强的抑制作用遥 因此袁内生真菌 晕燥援 员园圆愿 是一种具

有较大利用价值的生物杀菌剂出发菌种遥 玉米粉和

黄豆饼粉分别是该菌比较合适的碳源和氮源袁而
晕葬 垣 对内生真菌 晕燥援 员园圆愿 的生长和活性物质的合成

员缘员圆 期 申屠旭萍等院银杏内生真菌 晕燥援 员园圆愿 代谢产物的抗真菌活性及其培养生物学特性



有明显的促进作用遥
从目前的研究状况看袁关于植物内生真菌的研

究还不够深入袁还有许多问题尚待解决遥 传统的菌

种鉴定是采用经典的形态学方法袁即结合菌落形态

和孢子尧分生孢子梗着生状态等进行鉴定遥 研究过

程中发现袁分离筛选到的植物内生真菌一般在 孕阅粤
培养基中不形成孢子袁这给菌种的形态鉴定带来一

定的难度袁甚至有的菌株经诱导后仍不产孢子袁只能

采用分子生物学技术渊如 陨栽杂 序列分析等冤进行鉴

定袁这样既提高工作难度又加大了工作量遥 其次袁由
于内生真菌长期生活在寄主植物内部袁其菌株的生

理活动和代谢息息相关袁一旦从寄主植物中分离出

来后袁自身的一些特性也会随之消失袁菌种容易出现

退化现象遥 因此在内生真菌的分离过程中袁优化和

改良培养条件或者在体外模拟宿主体内的生存环

境袁可能有助于分离得到更多有生物活性的内生真

菌袁这是一个值得深入研究的课题遥
目前我们正在进行内生真菌 晕燥援 员园圆愿 菌种的

选育工作袁希望该内生真菌能够作为一种新的微生

物资源在重要作物真菌病害的生物防治中发挥一定

的作用遥
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