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　　摘要：研究草莓体内能够分离培养的微生物的群落组成和结构，对健康草莓稳态菌群的构建和保持具有重要意
义。以健康草莓为研究样本，对其根、茎、叶内的真菌和细菌进行分离培养，分别利用真菌ｒＤＮＡ－ＩＴＳ引物和细菌１６Ｓ
ｒＲＮＡ引物进行ＰＣＲ扩增，然后基于测序及其生物信息学分析鉴定微生物种类。结果表明，从健康草莓根、茎、叶部获
得了真菌１个门４个属中的１４株菌株和细菌３个门６个属中的１４株菌株，其中细菌内生菌的多样性高于真菌类群；３
个器官中根部内生菌的多样性程度最高；芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和葡萄孢属（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）是丰度较高的２个内生菌属。本研
究初步明确了草莓不同部位可培养内生菌的分布特点和规律，为探索利用这些内生菌以促进草莓健康生长奠定了基础。
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　　内生微生物（ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃｍｉｃｒｏｏｒｇａｎｉｓｍｓ）是植物
微生态系统的重要组成部分，是一大类能够在健康

植物活组织内生存而不引起明显寄主植物病变的

微生物，主要包括细菌、真菌、放线菌和病毒［１－４］。

内生微生物一生或在生活史的某个阶段生活于植

物活组织内，在长期的进化过程中与寄主植物建立

了和谐联合的关系，是植物微生态系统中巨大而宝

贵的资源库［５－６］。自２０世纪９０年代以来，植物内
生微生物逐渐成为微生物学研究的热点，对它的认

识逐渐深入。首先，内生微生物种类多样，最常见

的是细菌、真菌和放线菌，亦被合称为内生菌

（ｅｎｄｏｐｈｙｔｅｓ）。已经明确地球上所有科的植物都含
有内生真菌［７］。其次，内生微生物不仅可以提高植

物抗生物逆境（抗病、抗虫及其他食草动物）和抗非

生物逆境能力，还可以帮助植物吸收磷、氮、硫及微

量元素［８－９］。此外，内生菌能够降解环境中的有害

污染物，具有生物修复能力［６］。

深入了解植物内生微生物，尤其是内生菌的种

类、生活史、新陈代谢及其与寄主植物的相互关系，

对其在农业上的应用具有重要意义。目前，尚不清

楚植物内生菌的具体种类和数量。一般而言，不同

地理环境下生长的植物具有的内生菌可能不一样。

例如，高纬度地区的植物内生菌种类较少，且多来

自子囊菌门；而热带地区植物的内生菌种类则更加

丰富［１０］。此外，在相似环境下生长的不同植物可能

拥有不同的内生菌［１１］。随着分子生物学技术的不

断发展，利用高通量测序等技术分析微生物的核糖

体ＲＮＡ（ｒＲＮＡ）序列可对植物内生菌进行全面而快
速的鉴定［１２］，微生物组学（ｍｉｃｒｏｂｉｏｍｅ）也应运而
生。尽管如此，这些分子生物学手段未涉及到植物

内生菌的分离培养，因此也就无法进行下一步的内

生菌开发利用工作。

草莓是蔷薇科（Ｒｏｓａｃｅａｅ）草莓属（Ｆｒａｇａｒｉａ）的
多年生草本植物，其果实酸甜可口、营养丰富，是一

种具有较高经济价值的水果。目前，针对草莓的微

生物组研究主要是围绕草莓根际土壤、果实表面或

者叶片表面的微生物类群，针对其内生菌的研究报

道很少，不利于草莓内生菌的开发利用［１３－２０］。开发

利用植物内生菌，首要条件就是可以人工分离、培

养这些微生物，以进一步分析其生活史、生理生化

性状以及与植物的关系。有鉴于此，本试验从健康

草莓的根、茎、叶不同部位分离内生真菌和细菌，并

利用分子生物学技术进行快速鉴定，分析草莓不同

部位内生菌的分布特点和规律，以期为探索利用这
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些内生菌以促进草莓健康生长奠定基础。

１　材料与方法

１．１　样品采集
２０１７年５月在江苏省扬州市施桥镇扬子村任

桥露地草莓园（１１９°４３′７．００′′Ｅ，３２°３１′７．００′′Ｎ）采
集草莓品种章姬（Ａｋｉｈｉｍｅ）为试材。在无病田选取
３处进行“Ｓ”形取样，共采集１５株草莓，整株挖出，
用无菌袋低温保存带回实验室。利用自来水冲洗

掉植株根部和表面的土壤和残屑，再用无菌水彻底

冲洗植株，晾干待用。

１．２　内生菌的分离
分离健康草莓根、茎、叶部的内生真菌和细菌。

叶片取样分３个部位（从叶片边缘切取的约５ｍｍ×
５ｍｍ的组织、主叶脉中间段２侧切取的约５ｍｍ×
５ｍｍ的组织、５～８ｍｍ的叶柄中段）。根状茎取样
分２个部位：韧皮部和木质部各取５ｍｍ×５ｍｍ的
组织。根取样分３个部位进行：表皮、皮层和维管束
各取５ｍｍ×５ｍｍ的组织。
１．２．１　内生真菌的分离　植物组织置于０．５％次
氯酸钙溶液中消毒０．５～１ｍｉｎ，然后在无菌水中漂
洗３次，晾干后置放在含 ０．５μＬ／ｍＬ９６％乳酸的
ＰＤＡ平板（马铃薯２００ｇ，葡萄糖１６．０～２０．０ｇ，琼脂
１６．０～２０．０ｇ，蒸馏水１０００ｍＬ）上。平板静置于霉
菌培养箱（２２±２）℃内培养３ｄ，长出的菌丝尖端转
入新的ＰＤＡ平板。利用分生孢子进行菌株纯化，获
得的单孢株保存于４℃。
１．２．２　内生细菌的分离　将植物组织用０．５％次
氯酸钙消毒０．５～１ｍｉｎ，然后用无菌水冲洗３次，将
组织块加入无菌水中捣碎制成悬浮液，然后吸取

１００μＬ悬浮液用划线法涂布于 ＮＡ固体培养基（牛
肉浸膏 ３．０ｇ，蛋白胨 ５．０ｇ，ＮａＣｌ５．０ｇ，蒸馏水
１０００ｍＬ，ｐＨ值７．０，琼脂１６．０ｇ）上，晾干后将培
养皿置于３０℃条件下培养３ｄ，挑取单菌落进行划
线纯化。

１．３　分子生物学鉴定
１．３．１　基因组 ＤＮＡ的提取　在 ＰＤＡ平板表面铺
上灭菌的玻璃纸，将真菌菌株接种到玻璃纸上，置

于２５℃培养箱培养３～４ｄ，再利用金属铲收集玻璃
纸上的菌丝。利用杭州爱思进公司基因组 ＤＮＡ试
剂盒（ＡＰ－ＭＮ－ＭＳ－ＧＤＮＡ－２５０）提取菌丝的基
因组ＤＮＡ。

挑取细菌单菌落加入到含有５ｍＬＫＢ培养液

的试管中，３０℃、２００ｒ／ｍｉｎ培养过夜。取 １．５ｍＬ
菌液离心收集菌体，利用 ＣＴＡＢ／ＮａＣｌ法［２１］提取细

菌基因组ＤＮＡ。
１．３．２　ＰＣＲ扩增　利用细菌１６ＳｒＤＮＡ通用引物
进行ＰＣＲ扩增，引物序列为１６Ｓ３３Ｆ：５′－ＡＴＧＡＧＡＧ
ＴＴＴＧＡＴＣＣＴＧＧＣＴＣＡＧ－３′，１６Ｓ１３８７Ｒ：５′－ＴＡＴＴＧ
ＧＴＧＴＧＡＣＧＧＧＧＧＧＴＧＴ－３′。利用真菌ｒＤＮＡ－ＩＴＳ
（ｉｎｔｅｒｎａｌｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄｓｐａｃｅｒ，核糖体基因转录间隔
区）通用引物进行ＰＣＲ扩增，引物序列为ＩＴＳ４：５′－
ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′，ＩＴＳ５：５′－ＧＧＡＡＧ
ＧＴＡＡＡＡＧＴＣＡＡＧＧ－３′。

ＰＣＲ扩增体系：２μＬ１×ＰＣＲｂｕｆｆｅｒ、１．２μＬ
２５ｍｍｏｌ／ＬＭｇ２＋、１００～３００ｎｇＤＮＡ、上下游引物
（１０μｍｏｌ／Ｌ）各 １μＬ、２μＬ２．５ｍｍｏｌ／ＬｄＮＴＰｓ、
０．２μＬ５Ｕ／μＬＴａｑＤＮＡ聚合酶，无菌水补齐到
２０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９５℃变
性３０ｓ，５５℃复性３０ｓ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３１个循环；
７２℃延伸５ｍｉｎ。ＰＣＲ扩增产物经１％琼脂糖凝胶
电泳检测后，通过胶回收、ＴＡ载体克隆，送往上海生
工生物工程有限公司进行序列测定。

１．３．３　生物信息学分析　序列提交到 ＮＣＢＩ数据
库，进行ＢｌａｓｔＮ比对，并登录ＧｅｎＢａｎｋ。将获得的所
有序列进行多重比对，再用 ＭＥＧＡ７的 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ－
Ｊｏｉｎｉｎｇ法构建系统发育树，采用自举法（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）
对系统发育树进行检验，共１０００次循环，以保证系
统树的可靠性。

２　结果与分析

２．１　菌株分离结果
本研究从健康草莓根、茎、叶这３个器官的８个

部位采样，分成两等份分别进行细菌和真菌的分

离，最后共获得１４株真菌菌株和１４株细菌菌株（表
１）。其中，来自叶片的真菌菌株有８株，细菌菌株
有５株；来自茎的真菌菌株有 １株，细菌菌株有 ４
株；来自根部的真菌和细菌菌株各有５株。菌株数
目的不同可能与不同器官分离的部位数量有一定

关系。

２．２　属水平上内生菌的多样性
对细菌菌株的１６ＳｒＤＮＡ、真菌菌株的 ｒＤＮＡ－

ＩＴＳ序列进行扩增、克隆与测序，获得了长度分别为
１４５５～１５１９、５６３～６１５ｂｐ的片段序列，提交ＧｅｎＢａｎｋ
进行登记（表１）。基于这些序列在 ＮＣＢＩ数据库中
的比较，将菌株鉴定到属或者种水平。由表１可知，
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表１　草莓取样组织及其分离的菌株

草莓 真菌 细菌

器官 部位 菌株 比对结果
ｒＲＮＡ－ＩＴＳ
ＮＣＢＩ登录号 菌株 比对结果

１６ＳｒＲＮＡ
ＮＣＢＩ登录号

叶 叶缘 Ｆ１－１ 灰霉菌Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ ＭＴ８０１１３５ Ｂ１－１ 枯草芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ ＭＴ８０４５６９

Ｆ１－２ 枝穗霉菌Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓｓｐ． ＭＴ８０１１３６ Ｂ１－２ 新鞘氨醇杆菌Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍｓｐ． ＭＴ８０４５６８

叶中间 Ｆ２－１ 灰霉菌Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ ＭＴ８０１１３７ Ｂ２－１ 贝莱斯芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＭＴ８０４５６７

Ｆ２－２ 灰霉菌Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ ＭＴ８０１１３８

Ｆ２－３ 枝穗霉菌Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓｓｐ． ＭＴ８０１１３９

叶柄 Ｆ３－１ 枝穗霉菌Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓｓｐ． ＭＴ８０１１４０ Ｂ３－１ 贝莱斯芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＭＴ８０４５６６

Ｆ３－２ 灰霉菌Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ ＭＴ８０１１４１ Ｂ３－２ 沃氏葡萄球菌Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｗａｒｎｅｒｉ ＭＴ８０４５６５

Ｆ３－３ 玫瑰新拟盘多毛孢Ｎｅｏｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ
ｒｏｓａｅ

ＭＴ８０１１４２

茎 木质部 Ｆ４－１ 腐烂织球壳菌ＰｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａｐｌｕｒｉｖｏｒａＭＴ８０１１４３ Ｂ４－１ 沃氏葡萄球菌ｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓｗａｒｎｅｒｉ ＭＴ８０４５６４

Ｂ４－２ 食树新鞘氨醇菌Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ
ｒｅｓｉｎｏｖｏｒｕｍ

ＭＴ８０４５６３

韧皮部 Ｂ５－１ 枯草芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ ＭＴ８０４５６１

Ｂ５－２ 新鞘氨醇杆菌Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍｓｐ． ＭＴ８０４５６２

根 表皮 Ｆ５－１ 枝穗霉菌Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓｓｐ． ＭＴ８０１１４４ Ｂ６－１ 类芽孢杆菌Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓｓｐ． ＭＴ８０４５６０

Ｆ５－２ 番茄织球壳菌Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ
ｃｕｃｕｍｅｒｉｎａ

ＭＴ８０１１４５ Ｂ６－２ 贝莱斯芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｖｅｌｅｚｅｎｓｉｓ ＭＴ８０４５５９

皮层 Ｆ６－１ 枝穗霉菌Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓｓｐ． ＭＴ８０１１４６ Ｂ７－１ 假单胞菌Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｐ． ＭＴ８０４５５８

Ｆ６－２ 灰霉菌Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ ＭＴ８０１１４７ Ｂ７－２ 枯草芽孢杆菌Ｂａｃｉｌｌｕｓｓｕｂｔｉｌｉｓ ＭＴ８０４５５７

维管束 Ｆ７－１ 灰霉菌Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａ ＭＴ８０１１４８ Ｂ８－１ 微杆菌Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍｓｐ． ＭＴ８０４５５６

分离获得的真菌菌株来自真菌界的４个属：葡萄孢
属（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）、枝穗霉属（Ｃｌｏｎｏｓｔａｃｈｙｓ）、新拟盘多毛
孢 属 （Ｎｅｏｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ）和 小 不 整 球 壳 属

（Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ）。分离获得的细菌菌株来自原核
生物界的６个属：芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）、新鞘氨醇
杆 菌 属 （Ｎｏｖｏｓｐｈｉｎｇｏｂｉｕｍ）、葡 萄 球 菌 属

（Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃｕｓ）、类芽孢杆菌属（Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌｕｓ）、假
单 胞 菌 属 （Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓ）、 微 杆 菌 属

（Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ）。细菌的多样性高于真菌。
进一步对分离的菌株进行分析，发现草莓不同

部位中可培养内生菌在属水平上呈现出多样性的

特点。按照内生菌多样性的丰富度从高到低排列，

根部＞叶部＞茎部。其中，根部分离出３个属的真
菌和４个属的细菌，多样性程度最高（图１）。
　　在分离的真菌类群中，获得葡萄孢属菌株的比
例最高，达到４３％ （６／１４）；其次是枝穗霉属，分离
比为３６％。在细菌类群中，芽孢杆菌属出现的频率
最高，达到４３％；其次是新鞘氨醇杆菌属，分离比为
２１％。真菌中１个属、细菌中３个属各分离获得１
株菌株，代表性最低（图２）。

２．３　属以上阶元内生菌的多样性
对获得的内生菌进行进一步的分类阶元梳理，

结果（表２）发现，真菌内生菌均来自真菌界子囊菌
门（Ａｓｃｏｍｙｃｏｔａ），而细菌来自原核生物界的３个门：
厚壁菌门（Ｆｉｒｍｉｃｕｔｅｓ）、变形菌门（Ｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和
放线菌门（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）；在纲（Ｃｌａｓｓ）水平上，真
菌来自２个纲：锤舌菌纲（Ｌｅｏｔｉｏｍｙｃｅｔｅｓ）和粪壳菌
纲（Ｓｏｒｄａｒｉｏｍｙｃｅｔｅｓ），细菌则来自４个纲：芽孢杆菌
纲（Ｂａｃｉｌｌｉ）、α－变形菌纲（Ａｌｐｈａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）、
γ－变形菌纲（Ｇａｍｍａｐｒｏｔｅｏｂａｃｔｅｒｉａ）和放线菌纲
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（Ａｃｔｉｎｏｂａｃｔｅｒｉａ）。可见，在高级分类阶元上细菌内
生菌的多样性也高于真菌类群。

３　讨论

植物内生微生物定殖于健康植物体内，与寄主

植物在长期进化过程中形成了和谐共生的关系，对

寄主植物具有防病、促生、固氮和生物修复等生物

学作用，具有广泛的应用价值［４，１１］。目前，内生细菌

和真菌不仅应用于植物病虫害的生物防治，还用来

促进植物生长［８－９，２２］。深入了解植物内生菌资源，

是其开发利用中的重要一步。草莓作为一种重要

表２　草莓内生菌株的分类地位

类群 菌株
分类阶元

门 纲 目 科 属

真菌 Ｆ１－１、Ｆ２－１、Ｆ２－２、
Ｆ３－２、Ｆ６－２、Ｆ７－１

子囊菌门 锤舌菌纲 柔膜菌目Ｈｅｌｏｔｉａｌｅｓ 核盘菌科Ｓｃｌｅｒｏｔｉｎｉａｃｅａｅ 葡萄孢盘菌属Ｂｏｔｒｙｏｔｉｎｉａ
（无性态葡萄孢属）

Ｆ１－２、Ｆ２－３、Ｆ３－１、
Ｆ５－１、Ｆ６－１

子囊菌门 粪壳菌纲 肉座菌目Ｈｙｐｏｃｒｅａｌｅｓ 生赤壳科Ｂｉｏｎｅｃｔｒｉａｃｅａｅ 生赤壳属Ｂｉｏｎｅｃｔｒｉａ
（无性态枝穗霉属）

Ｆ４－１、Ｆ５－２ 子囊菌门 粪壳菌纲 小丛壳目Ｇｌｏｍｅｒｅｌｌａｌｅｓ 小不整球壳科

Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａｃｅａｅ
小不整球壳属

（无性态织孢霉属）

Ｆ３－３ 子囊菌门 粪壳菌纲 炭角菌目Ｘｙｌａｒｉａｌｅｓ 圆孔壳科Ａｍｐｈｉｓｐｈａｅｒｉａｃｅａｅ 多毛壳属Ｐｅｓｔａｌｏｓｐｈａｅｒｉａ
（无性态新拟盘多毛孢属）

细菌 Ｂ１－１、Ｂ７－２、Ｂ２－１、
Ｂ３－１、Ｂ６－２、Ｂ５－１

厚壁菌门 芽孢杆菌纲 芽孢杆菌目Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ 芽孢杆菌科Ｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ 芽孢杆菌属

Ｂ１－２、Ｂ５－２、Ｂ４－２ 变形菌门 α－变形菌纲 鞘脂单胞菌目

Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｌｅｓ
鞘脂单胞菌科

Ｓｐｈｉｎｇｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ
新鞘氨醇杆菌属

Ｂ３－２、Ｂ４－１ 厚壁菌门 芽孢杆菌纲 芽孢杆菌目Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ 葡萄球菌科

Ｓｔａｐｈｙｌｏｃｏｃｃａｃｅａｅ
葡萄球菌属

Ｂ６－１ 厚壁菌门 芽孢杆菌纲 芽孢杆菌目Ｂａｃｉｌｌａｌｅｓ 类芽孢杆菌科

Ｐａｅｎｉｂａｃｉｌｌａｃｅａｅ
类芽孢杆菌属

Ｂ７－１ 变形菌门
γ － 变 形

菌纲
假单胞菌目

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｌｅｓ
假单胞菌科

Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｄａｃｅａｅ
假单胞菌属

Ｂ８－１ 放线菌门 放线菌纲 微球菌目Ｍｉｃｒｏｃｏｃｃａｌｅｓ 微杆菌科Ｍｉｃｒｏｂａｃｔｅｒｉａｃｅａｅ 微杆菌属

的作物，２０１８年在世界范围内的种植面积约为
３７万ｈｍ２，产量约为 ８３４万 ｔ（世界粮农组织，
ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｆａｏ．ｏｒｇ／ｆａｏｓｔａｔ／）。目前并不清楚草莓
内生微生物，尤其是细菌和真菌的种类以及分布情

况。已有的关于草莓微生物组的研究主要是调研

草莓根际土壤、果实或者叶片表面的微生物类群，

针对其内生菌的研究报道很少，影响了草莓内生菌

的开发利用［１３－２０］。针对该问题，本研究同时对草莓

根、茎、叶３个部位的内生菌进行分离纯化，获得了
真菌界子囊菌门４个属中的１４株菌株、原核生物界
３个门６个属中的１４株菌株。这是首次分析草莓

不同器官内生菌（真菌和细菌）的分布特点，为下一

步分析内生菌的侵染定殖规律、生物学性状及其开

发利用奠定了基础。

目前，分子生物学技术已应用于植物内生菌种

类的分析研究。直接以植物组织中提取的总 ＤＮＡ
为材料，通过构建文库、测序等方法可获得内生菌

的种类信息［４］。这些方法不需要对内生菌进行分

离培养，减少了复杂的分离过程，而且其高通量测

序可快速、全面地了解植物内生菌多样性的真实水

平。但是，尽管用分子手段得到的植物内生菌的多

样性较为丰富，然而植物内生菌的开发利用仍然离
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不开对内生菌的定殖、生理生化性状以及寄主植物

和其他微生物的相互作用等方面的认识，这必然要

求首先要获得可人工培养的内生菌菌株以进行相

关研究。例如，Ｍａｒｉａｎ等从草莓组织中分离获得了
２２６个放线菌菌株，利用离体叶片分析试验最终筛
选出一株能够抑制草莓炭疽病的菌株 ＭＢＦＡ－１７２；
在随后的温室防控试验中，该菌株显示出类似于杀

菌剂甲基代森锌的防控效果，表明该菌株具有作为

草莓炭疽病生防制剂的应用潜力［２０］。当然，分离培

养的方法也存在一定的局限性。首先，由于难以模

拟一些内生菌的生长条件而不能获得其纯培养，导

致内生菌多样性被低估；其次，分离内生菌时对植

物组织表面的消毒以及消毒时长可能会影响内生

菌调查的准确性；再次，分离时所选用的培养基以

及所用抗生素、乳酸等对内生菌的数量和种类也存

在一定的影响［８］。这些问题需要在后续的研究中

加以思考。结合分子生物学技术，对传统分离培养

方法进行优化调整，有助于解决这些问题。

研究发现，不同的寄主植物拥有不同的内生

菌，植物不同器官内生菌的分布也存在较大差异。

现有研究表明，根内生细菌数量远远超过其他植物

器官的内生细菌，具有寄主植物多样性和种属多样

性特征，这是多种生物因素和非生物因素共同作用

的结果［１，２２］。本研究从根部分离出３个属的真菌和
４个属的细菌，其多样性程度高于叶和茎部；进一步
发现，芽孢杆菌属（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）是细菌类群中丰度最高
的属。这与大豆、玉米、小麦、水稻、马铃薯等多种

作物的组织中分离的结果［２３］一致。

本研究发现，健康的草莓体内也携带有多种病

原真菌，如灰葡萄孢（Ｂｏｔｒｙｔｉｓｃｉｎｅｒｅａｌ）、新拟盘多毛
孢 属 （Ｎｅｏｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓ）和 小 不 整 球 壳 属

（Ｐｌｅｃｔｏｓｐｈａｅｒｅｌｌａ）。灰葡萄孢是一种典型的死体营
养型病原真菌，寄主范围很广。研究发现，在多花

报春（Ｐｒｉｍｕｌａｘｐｏｌｙａｎｔｈａ）的幼苗上接种灰葡萄孢，
一般在植株开花之前不会表现出症状；附着在种子

表面的灰葡萄孢孢子侵入植物体内后可以在莴苣

体内生长，但不引起症状；入侵植物矢车菊

（Ｃｅｎｔａｕｒｅａｓｔｏｅｂｅ）中也发现了内生性生长的灰葡萄
孢［２４－２６］。可见，植物病原真菌在植物体内进行内生

性生长的现象是普遍存在的，也许可以将它们视为

一类特殊的“内生真菌”；但在特定条件下，尤其是

植物的抗性受到削弱时，它们就会促使植物产生

症状［９］。

本研究采用传统的病菌分离方法从健康草莓

根、茎、叶部获得了真菌１个门４个属中的１４株菌
株和细菌３个门６个属中的１４株菌株，其中细菌内
生菌的多样性高于真菌类群；３个器官中根部内生
菌的多样性程度最高；芽孢杆菌（Ｂａｃｉｌｌｕｓ）和葡萄孢
属（Ｂｏｔｒｙｔｉｓ）是丰度较高的２个内生菌属。本研究
分析了草莓体内可培养真菌和细菌的分布情况、菌

群结构及生物多样性间的差异和丰富度，为草莓内

生菌的开发利用奠定了基础。
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４７份枇杷种质资源树体生长型分析
及其亲和力鉴定

江旭升，杨勇胜，李庆宏，王道静，魏　椿，陈树红
（贵阳市农业试验中心，贵州贵阳５５００１８）

　　摘要：为了筛选出适合贵阳地区的矮化砧或矮化中间砧枇杷种质资源，以贵阳市农业试验中心枇杷种质资源圃中
４７份枇杷种质为试材，采用Ｑ－聚类分析、Ｒ－聚类分析方法，对枇杷种质进行树体生长型分析及其亲和力鉴定研究。
结果显示，４７份枇杷种质的树高、干径、冠径、叶幂层、各级主枝、枝梢级数之间都呈极显著正相关关系；４７份枇杷种质
可分为５类生长型：普通型、开张型、半开张型、普通－半开张模糊型、矮化型；４７份枇杷种质嫁接亲和力及风折率相
差较大。通过嫁接亲和力及风折率的筛选试验，表现良好的５个种质为大五星、黔星、边阳矮冠、老妪和贵蜜。结合生
长型和嫁接亲和力分析，筛选出适合贵阳地区及周边地区栽培亲和力强、矮化性好的种质老妪和边阳矮冠２个。
　　关键词：枇杷种质；树体生长型；亲和力；矮化；Ｑ－聚类分析；Ｒ－聚类分析
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事果树栽培与育种研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｊｘｓ８５５７９０２５＠１２６．ｃｏｍ。

通信作者：杨勇胜，高级农艺师，主要从事果树栽培与育种。
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　　枇杷［Ｅｒｉｏｂｏｔｒｙａｊａｐｏｎｉｃａ（Ｔｈｕｎｂ．）Ｌｉｎｄｌ．］是
原产于我国的亚热带特色果树，有２０００多年的栽
培历史，种质资源丰富［１］。据不完全统计，目前贵

州省枇杷种植面积约１．２万 ｈｍ２，产量约７．５万 ｔ。

其中，贵阳市种植面积近０．６万 ｈｍ２，几乎占全省种
植面积的１／２［２］。

果树的树体生长型主要取决于树高、干径、叶

幂层、分枝角度、枝条层间距等性状表现，是控制树

体大小的遗传因子。根据生长特性，可将树体分成

普通型、开张型、半开张型、矮化型、垂枝型、直立型

等不同类型，与生产实际有着密切的关系，直接影

响植株的光合作用、果实产量及品质。可见树体生

长型是果树栽培最重要的树体特征之一，其中矮化

型树体是目前果树栽培中比较常见、应用广泛的树

体生长型，具有结果早、产量高、品质好、管理方便

等优点，已成为果树种植生产发展的方向［３］。前人
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