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　　摘要：草莓根腐病是影响草莓产业发展的主要障碍之一，其发病广，危害重。本研究采用组织分离法，从连云港市
东海县黄川镇草莓基地根腐病病害植株上分离草莓根腐病病原菌，采用ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析方法结合病原菌形态学
特征进行菌种鉴定。结果表明，共分离获得５株典型病原真菌，包括４个种，分别是串珠镰刀菌、棒孢拟盘多毛孢、胶
孢炭疽菌、尖孢镰刀菌。果皮粗提物可以有效抑制草莓根腐病病菌。分离鉴定草莓根腐病病原菌，对分析草莓根腐病

病原菌生物多样性、创建病原菌快速检测方法、深入研究草莓根腐病病害原因及综合防治均具有理论价值及实践意义。
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　　联合国粮食及农业组织发布，２００８—２０１８年，
全球草莓产量增长了３９．４％［１］。江苏省是我国排

名第４的优质草莓主产区，连云港市东海县黄川镇
草莓基地被誉为“中国草莓第一镇”，草莓种植多以

小规模为主，采用简单易行的连作栽培［２］。然而连

作栽培易引起土传病害也是不争的事实，尤以草莓

根腐病发病广、危害重，且具有逐年上升趋势，已成

为草莓产业发展的主要障碍之一［３］。草莓根腐病

由多种病原引起，各地区差异极大，连云港地区鲜

有报道。欲保质增产，稳做“第一”，当务之急是弄

清当地草莓根腐病病原菌种类及发病规律，并探寻

综合防治措施。笔者所在课题组长期从事草莓病

害治理、高质繁育及加工等科研与实践工作，取得

一定成效，本研究主要对江苏省连云港市草莓根腐

病病原菌进行筛选、分离及鉴定，以期为明确草莓

根腐病病害原因及生物防治提供科学依据。

１　材料与方法

１．１　样品采集
草莓病株样本于２０２０年３月采集于江苏省连

云港市东海县黄川镇草莓基地，经凤舞剑副教授鉴

定为典型根腐病病株。

１．２　草莓根腐病病原菌的分离
取草莓根腐病病株，自来水冲洗２～３次，将初

步清洗后的植株病害部位剪切成１ｃｍ×２ｃｍ小块，
用无菌镊子夹取置于体积分数为７０％的乙醇溶液
中浸泡３０ｓ后，用无菌水冲洗，然后置于０．１％的氯
化汞中浸泡１ｍｉｎ，用无菌水冲洗，最后用无菌纱布
拭去表面水分。用无菌组培刀将病害组织切成

０．５ｃｍ×０．５ｃｍ组织块，置于 ＰＤＡ培养基上２８℃
条件下培养２～５ｄ。挑取不同形态的菌株分离培
养，多次纯化培养后保藏备用［４］。

１．３　草莓根腐病病原菌的鉴定
１．３．１　形态学鉴定　（１）平板扦片法：将上述病原
菌置于ＰＤＡ培养基上２８℃条件下培养，在菌丝生
长初期，插入已灭菌的盖玻片，待菌丝延伸至盖玻

片上，用乳酸、石炭酸、棉兰染色，观察菌丝生长及

形态特征。（２）显微镜法：挑取菌丝，制作水浸片直
接观察。

１．３．２　分子生物学鉴定　采用ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分
析法：即核糖体 ＤＮＡ内转录间隔区序列分析法，将
上述病原菌纯培养后提取 ＤＮＡ，进行 ＰＣＲ扩增，产
物经琼脂糖凝胶电泳分离送至生工生物工程（上

海）股份有限公司测定碱基序列。在 ＮＣＢＩ网站
ＧｅｎＢａｎｋ数据库中，采用 ＢＬＡＳＴ软件比对病原菌碱
基序列与其他草莓根腐病病菌碱基序列的同源性，

采用ＭＥＧＡ７．０软件构建系统进化树［５］。
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１．４　果皮粗提物对草莓根腐病病原菌的抑制作用
采用牛津杯法测定果皮粗提物对草莓根腐病

病菌的抑制作用。无菌条件下，将０．１ｍＬ待测病原
菌孢子悬液均匀涂布于ＰＤＡ固体平板上，用镊子在
其上均匀放置３～４个牛津杯，杯中加入１００μＬ待
测果皮提取物样液，果皮提取物为火龙果果皮提取

物、山竹果皮提取物、柚子果皮提取物、桔子果皮提

取物、香蕉果皮提取物和石榴果皮提取物。２８℃条
件下培养２～５ｄ，观察抑菌效果并测量抑菌圈大小。

２　结果与分析

２．１　草莓根腐病病原菌的分离
采用组织分离法，从连云港市东海县黄川镇草

莓基地根腐病害植株（图１－Ａ，图１－Ｂ）上共分离
得到４株细菌（图１－Ｃ），１１株真菌（图１－Ｄ）。其
中，有５株真菌表现出典型的草莓根腐病病害特征，
分别命名为ＣＭＧＦ－１～ＣＭＧＦ－５。

２．２　草莓根腐病病原菌的鉴定
２．２．１　菌落形态学鉴定　从图２可以看出，病原菌
ＣＭＧＦ－１～ＣＭＧＦ－５中，有３株产色素，３株产菌
核；５株初生菌丝均为白色，生长速度快（３～４ｄ即
可铺满平板）；５株气生菌丝发达，向空间延伸的能
力强；其中，ＣＭＧＦ－４菌株生长速度最快，气生菌丝
为绒状；３株菌落呈辐射环状，２株菌落边缘不规则。
具体描述如下。

ＣＭＧＦ－１：菌落边缘整齐，气生菌丝发达呈白
色，有黑色菌核形成，不产色素，菌落呈辐射环状。

ＣＭＧＦ－２：菌落边缘错落，气生菌丝发达呈白
色，能产生菌核且分布广，产黄色色素，边缘菌丝黄

色，内部菌丝白色，菌落无辐射环状。

ＣＭＧＦ－３：菌落边缘错落，气生菌丝发达呈白

色，菌落边缘形成黑色菌核，产黄色色素，内外菌丝

均为黄色，菌落无辐射环状。

ＣＭＧＦ－４：菌落边缘整齐，发达的白色气生菌
丝形成绒毛状，不产生菌核，产黑紫色色素，菌落呈

辐射环状。

ＣＭＧＦ－５：菌落边缘整齐，气生菌丝较为发达
呈白色，不产菌核，不产色素，菌落呈辐射环状。

２．２．２　微观形态学鉴定
２．２．２．１　ＣＭＧＦ－１　从图３可以看出，气生菌丝无
色无横隔，孢子梗直而长，多以分生孢子座产孢，分

生孢子呈短杆状，两端圆顺，孢子无横隔，脱落孢子

盘为簇状。

２．２．２．２　ＣＭＧＦ－２、ＣＭＧＦ－３　从图４可以看出，
ＣＭＧＦ－２、ＣＭＧＦ－３气生菌丝细长弯曲有横隔，分
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隔处收缩明显，分生孢子呈纺锤形或船形，脱落孢

子盘为葡萄状，分生孢子顶端未观察到附属丝。２
株菌微观形态相似，结合“２．２．１”节菌落形态学特
征，判断为同属，是否为同种还需进一步鉴定。

２．２．２．３　ＣＭＧＦ－４　从图５可见，ＣＭＧＦ－４气生
菌丝笔直细长无横隔，分生孢子初期为圆润珠状，

以单梗方式产生孢子，分布于孢子丝两侧；后期展

开为镰刀状，孢子展开后比释放前直径变短，孢子

两端钝圆，多隔，可初步判断为串珠镰刀菌［６］。

２．２．２．４　ＣＭＧＦ－５　从图６可以看出，ＣＭＧＦ－５
微观形态非常典型。气生菌丝长而直且无横隔，以

单梗形式产生孢子，未释放前，孢子为圆状，释放后

为镰刀状；孢子细长且两端尖锐，长度明显大于释

放前圆形孢子直径，可判断为尖孢镰刀菌［６］。

２．２．３　分子生物学鉴定
２．２．３．１　ＣＭＧＦ－１　从图７可以看出，ＣＭＧＦ－１
与 ＫＣ０１０５４７．１ 胶 孢 炭 疽 菌 （Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍ
ｇｌｏｅｏｓｐｏｒｉｏｉｄｅｓ）在进化树中距离最近，相似性为５８％，
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可以判断为同种，即ＣＭＧＦ－１为胶孢炭疽菌。
２．２．３．２　ＣＭＧＦ－２　从图８可以看出，ＣＭＧＦ－２
与 ＫＹ＿６０６５４３．１ 棒 孢 新 拟 盘 多 毛 孢 菌

（Ｎｅｏｐｅｓｔａｌｏｔｉｏｐｓｉｓｃｌａｖｉｓｐｏｒａ）在进化树中距离最近，
相似性为８７％，可以判断为同种，即ＣＭＧＦ－２为棒
孢拟盘多毛孢。

２．２．３．３　ＣＭＧＦ－３　从图９可以看出，ＣＭＧＦ－３
与 ＫＲ＿０５２０９４．１棒孢新拟盘多毛孢菌 （Ｎ．
ｃｌａｖｉｓｐｏｒａ）在进化树中距离最近，相似性为６３％，可
以判断为同种，即 ＣＭＧＦ－３为棒孢新拟盘多毛孢

菌。图８、图９进一步印证了 ＣＭＧＦ－２、ＣＭＧＦ－３
的近缘性，可能为同种的２个亚种。
２．２．３．４　ＣＭＧＦ－４　从图１０可以看出，ＣＭＧＦ－４
与ＮＲ＿１５９８１８．１串珠镰刀菌（Ｆｕｓａｒｉｕｍｃｏｎｔｉｎｕｕｍ）
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在进化树中距离最近，相似性９１％，可以判断为同
种，即ＣＭＧＦ－４为串珠镰刀菌，印证了“２．２．２”节
中形态鉴定的结论。

３　结论与讨论

本研究采用组织分离法，从江苏省连云港市东

海县黄川镇草莓基地根腐病病害植株中分离获得５
株草莓根腐病病原菌，根据形态学特征以及 １８Ｓ
ｒＤＮＡ碱基序列，鉴定 ＣＭＧＦ－１为胶孢炭疽菌或其
亚种，ＣＭＧＦ－２、ＣＭＧＦ－３为棒孢拟盘多毛孢或其
亚种，ＣＭＧＦ－４为串珠镰刀菌或其亚种，ＣＭＧＦ－５
为尖孢镰刀菌或其亚种。草莓根腐病是由多种病

原和环境互作引起的，连云港市特殊的海洋气候及

盐碱生境，是否会改变病原菌的基因构型及致病毒

力，基于ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列分析的低相似同源关系是

否与此有关，还有待于进一步深入研究。

草莓根腐病在我国各地均有发生。目前研究

结果（表１）表明，草莓根腐病病原多达２０种。从病
害看，由丝核菌、镰刀菌及拟盘多毛孢菌引起的草

莓黑根腐病危害最重，影响最大，其病原涉及多个

属，甚至还包括线虫类。其次为由胶孢炭疽菌引起

的草莓红中柱根腐病。从地域看，北方发病频率更

高，以北京市、河北省、山东省、吉林省及江苏省等

最为严重。病原差异主要表现为，北京市周边病原

种类较复杂，主要为丝核菌属、镰刀属、多毛孢属、

炭疽属及腐霉属等；安徽省以尖孢镰刀菌为主，浙

江省以胶孢炭疽菌为主，河南省以链格孢菌为主。

本次样本分离自江苏省，主要以镰刀属、多毛孢属、

炭疽属为主。各地区草莓根腐病表征不同，相应的

病原也不同，预防及治理方式亦要因病而异。
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表１　国内报道草莓根腐病病原菌及其引起的病害症状

病原菌 发生地 病害

（立枯、双核）丝核菌［７－１２］ 北京市、山东省、吉林省、河北省 草莓黑根腐病

（串珠、尖孢、木贼、茄病）镰刀菌［５，７，９，１０，１３－１６］ 北京市、山东省、吉林省、天津市、

安徽省、江苏省

（棒孢）拟盘多毛孢菌［１１］ 北京市、山东省、江苏省

链格孢菌［１７］ 河南省

伤残短体线虫、（终极）腐霉菌［７］ 北京市

胶孢炭疽菌［７，１１，１４，１８］ 北京市、山东省、天津市、江苏省、

杭州市

草莓红中柱（红心）

根腐病

（草莓、烟草、恶）疫霉菌［１１，１９］ 山东省、河北省

新月花顶孢霉菌 不详

褐座坚壳菌、菜豆壳球孢菌、蜜环菌 不详 草莓冠（白心）根腐病

淡色生赤壳菌、伏革菌科菌、纸葡萄穗霉、核盘菌、放射线虫、茄根枯菌［７，１６］ 北京市、吉林省 不详

　　笔者所在课题组初步试验结果表明，６０％以上
果皮粗提物均可以抑制草莓根腐病病菌。其中，火

龙果果皮提取物的抑菌圈最大的达２ｃｍ以上，表现

出极强的抑菌效应（图１１），后期将重点研究果皮提
取物在草莓病害方面的防治及应用。
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