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　　摘要：月季是一种世界上常见的、重要的观赏植物。２０１９年１０月在河南省商丘市平原路、长江路、文化路等绿化
带发现月季植株患有黑斑病，为鉴定河南省商丘市月季黑斑病病原菌，采集月季患病植株叶片，使用单孢分离法对该

病原菌进行分离，纯化得到１株病原菌ＳＱＹＪＡＡ－１。对该病原菌ＳＱＹＪＡＡ－１进行形态学鉴定，利用室内人工接种的
方法对其进行致病性测定，对其ｒＤＮＡＩＴＳ、ＧＰＤ和ＥＦ１－α等３个基因序列进行ＰＣＲ扩增和测序分析。结果表明，病
原菌的分生孢子为棕褐色，呈倒棒状，表面有横隔膜和纵隔膜。该菌株能使健康月季离体叶片出现黑斑病病症。多基

因系统进化分析表明，该病原菌菌株ＳＱＹＪＡＡ－１（ＩＴＳ序列ＭＮ４９５８４６，ＧＰＤ序列 ＭＫ６８３８６６，ＥＦ１－α序列 ＭＴ１３３３１２）
与链格孢（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａａｌｔｅｒｎａｔａ）（ＩＴＳ序列ＭＮ４９５７９７，ＧＰＤ序列ＭＫ６８３８６５，ＥＦ１－α序列ＫＹ０９４９３１）聚于１个分支，由此
确定河南省商丘市月季黑斑病病原菌ＳＱＹＪＡＡ－１为链格孢。生物学特性分析表明，ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝最适宜生长的
温度为２８℃，ｐＨ值为６．０，光照条件为２４ｈ光照，最适宜ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝生长的碳源为葡萄糖，氮源为蛋白胨。研
究结果为河南省商丘月季黑斑病的防治提供了理论依据和应用价值。
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　　月季（Ｒｏｓａｃｈｉｎｅｎｉｓｉｓ）被称为花中皇后，一年四
季开花，是一种重要的观赏植物，也是表达友谊、欢

庆和 祝 贺 的 首 选 花 卉［１］。月 季 属 于 蔷 薇 科

（Ｒｏｓａｃｅａｅ）蔷薇属（Ｒｏｓａ），栽培面积非常广，自然花
期从８月到次年４月。月季的花朵成大型，由内向
外发散形地生长，有浓郁扑鼻的香气，可广泛用于

园艺栽培和切花，花朵可提取香精，也可入药［２］。

浇水、施肥、光照、虫害等环境外因与月季自身

生长内因促使其发病。据统计，目前已发现的月季

常见病害有黑斑病、白粉病、灰霉病、霜霉病、叶霉

病、灰斑病、锈病、叶枯病、枝枯病、炭疽病、褐斑病、

根癌病、花叶病等共１３种病害［３］。其中，黑斑病最

为严重，是月季病害的世界性三大病害之一，在我

国大多数的月季种植区经常发生，发病率很高，尤

其是月季的叶片上发病率很高，破坏性很强。初

始，月季叶片上形成黑色小斑点，之后小斑点间相

互联结形成大斑点［４］。月季黑斑病已报道的病原

菌主要为蔷薇盘二孢和链格孢属［５］，链格孢属又分

为链格孢和细极链格孢。Ａｂｂａｓ等首次报道在巴基
斯坦暴发的月季黑斑病主要由链格孢属（Ａｌｔｅｒｎａｒｉａ
ｓｐｐ．）的菌种引起［６］。在国内，２０１３年陕西省生物
技术重点实验室在西安市采集具有典型黑斑症状

的月 季 植 株，分 离 纯 化 鉴 定 为 蔷 薇 盘 二 孢

（Ｍａｒｓｓｏｎｉｎａｒｏｓａｅ）［７］。２０１７年６—７月山西省运城
学院花圃采集具有典型黑斑症状的月季植株，分离纯

化鉴定为链格孢（Ａ．ａｌｔｅｒｎａｔａ）［５］。
２０１９年１０月在河南省商丘市平原路、长江路

和文化路等多个绿化带发现月季植株患有黑斑病，

本试验为明确河南省商丘市月季黑斑病病原菌的

种类，对其进行分离纯化，从形态和分子方面进行

鉴定，并对引起月季黑斑病病原菌链格孢的生物学

特性进行研究，为生产实践中月季黑斑病科学防控

提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料
１．１．１　供试植株　２０１９年１０月于河南省商丘市

—８３１— 江苏农业科学　２０２１年第４９卷第１９期



平原路、长江路、文化路等绿化带采集患有黑斑病

的月季叶片。

１．１．２　试剂和培养基
１．１．２．１　试剂　ＤＮＡＭａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）、２×Ｔａｑ
Ｍｉｘｔｕｒｅ、１０×Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ等试剂购于大连ＴａＫａＲａ
公司；ＩＴＳ１引物（５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣＧＧ－
３′）、ＩＴＳ４引物（５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－
３′）、ＧＰＤ１引物（５′－ＣＡＡＣＧＧＣＴＴＣＧＧＴＣＧＣＡＴＴＧ－
３′）、ＧＰＤ２引物（５′－ＧＣＣＡＡＧＣＡＧＴＴＧＧＴＴＧＴＧＣ－
３′）、ＥＦ１－７２８引物（５′－ＣＡＴＣＧＡＧＡＡＧＴＴＣＧＡＧＡＡ
ＧＧ－３′）和ＥＦ１－９８６Ｒ引物（５′－ＴＡＣＴＴＧＡＡＧＧＡＡ
ＣＣＣＴＴＡＣＣ－３′］）由生工生物工程（上海）股份有限
公司合成。ＤＮＡ测序由生工生物工程（上海）股份
有限公司测序完成。

１．１．２．２　马铃薯葡萄糖琼脂（ｐｏｔａｔｏｄｅｘｔｒｏｓｅａｇａｒ，
ＰＤＡ）培养基的配制　先把马铃薯清洗干净并且把
皮去掉，把芽眼也去掉，然后把称取好的２００ｇ的马
铃薯切成玉米粒大小的块状，开始加水煮烂，直到

这些小块状的马铃薯能被玻璃棒一碰就戳破即可。

用８层纱布过滤，把滤液倒入烧杯中，把称取好的
２０ｇ琼脂粉也倒在盛有滤液的烧杯中，用玻璃棒充
分搅拌并混匀，待琼脂完全溶解后，在向其中加入

２０ｇ葡萄糖，稍微冷却后用蒸馏水定容至１Ｌ，调节
ｐＨ值至７．０，然后将配制好的培养基分装至锥形瓶
中，包扎好放入灭菌锅中灭菌，灭菌结束后，取出锥

形瓶，冷却后贮存备用。

１．２　方法
１．２．１　病原菌分离　采用单孢分离法进行病原菌
分离。首先选取有明显黑斑病病斑的叶片，在病健

交界处切取５ｍｍ×５ｍｍ大小的组织块，在７５％乙
醇溶液中浸泡消毒，３０ｓ后用无菌水连续漂洗３次，
再用２％次氯酸钠溶液浸泡１ｍｉｎ，然后用无菌水浸
洗３次，放在灭过菌的滤纸上晾干后转移至ＰＤＡ培
养基上于２８℃恒温培养，用第３次的清洗液涂布平
板作为阴性对照，４～５ｄ后观察菌落生长状况。然
后重新把菌丝尖端放置于新的 ＰＤＡ培养基中，在
２８℃ 下恒温培养，一直重复操作到分离菌株纯化
为止。

１．２．２　病原菌形态学鉴定　观察菌落的正反面颜
色、菌丝疏密程度等菌落特征，然后在光学显微镜

下进行镜检，观察月季黑斑病病原菌的菌丝以及分

生孢子的特征，如分生孢子的大小、形状、孢子梗和

有无隔膜等。

１．２．３　病原菌分子生物学鉴定　提取 ＤＮＡ使用
ＣＴＡＢ法［４］，具体操作步骤为：试验开始前先将异丙

醇放入－２０℃冰箱中预冷，７０％乙醇４℃预冷，水
浴锅加热到５８℃。用灭过菌的枪头刮取０．１ｍＬ菌
丝置于１．５ｍＬ离心管中，向保存菌丝的离心管中加
入少量石英砂（约２０μＬ），加３００μＬ的２％ＣＴＡＢ
提取缓冲液，开始用研磨棒研磨，直到研磨充分为

止。然后加入２００μＬ的２％ ＣＴＡＢ提取缓冲液，把
离心管放置于５８℃水浴锅中，水浴１ｈ后冷却至室
温（水浴时每１０ｍｉｎ颠倒混匀１次）。水浴结束后，
在离心管中加入等体积的５００μＬ的三氯甲烷／异戊
醇（２４∶１），在１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ的条件下
充分振荡混匀，离心期间将１０％ＣＴＡＢ提取缓冲液
６５℃ 水浴加热。离心后取３００μＬ的上清液于新
的离心管中，向离心管中加入３０μＬ的提前预热好
的 １０％ＣＴＡＢ提取缓冲液，振荡混匀，然后加入
３３０μＬ的三氯甲烷／异戊醇（２４∶１），在１００００ｒ／ｍｉｎ
离心１０ｍｉｎ的条件下充分振荡摇匀。离心结束后
取２５０μＬ的上清液于新的离心管中，加入２５０μＬ
提前预冷好的异丙醇，轻轻混匀，在 －２０℃的条件
下静置３０ｍｉｎ（最多１ｈ以上）。静置后再次离心，
然后在１２０００ｒ／ｍｉｎ、４℃的条件下离心１０ｍｉｎ。然
后将上清液缓慢移去，倒置片刻，加入１ｍＬ提前预
冷的７０％乙醇洗涤，在１００００ｒ／ｍｉｎ的条件下离心
５ｍｉｎ。再重复１次洗涤，洗涤完成后移去上清液，
把剩余的液体用灭过菌的枪头小心的吸去，最好不

要吸到沉淀，在工作台上完全风干（３０ｍｉｎ左右）。
最后加入３０μＬ的去离子水，在－２０℃的条件下保
存以便进行下一步的操作。

ＰＣＲ反应体系５０μＬ，其中模板３μＬ，上游引物
１μＬ，下游引物１μＬ，２×ＴａｑＭｉｘｔｕｒｅ２５μＬ，去离子
水２０μＬ。设置ＰＣＲ反应程序：９４℃预变性３ｍｉｎ；
９４℃变性３０ｓ，５５℃退火４５ｓ，３５个循环；７２℃延
伸１０ｍｉｎ。将扩增产物送到生工生物工程（上海）股
份有限公司进行比对测序，把得到的序列在

ＧｅｎＢａｎｋ上用 ＢＬＡＳＴ进行同源性比对，下载与月季
黑斑病病原菌相关的同源序列，联合 ｒＤＮＡＩＴＳ序
列、ＧＰＤ序列和ＥＦ１－α序列，利用 ＭＥＧＡ７．０软件
的邻位方法构建系统发育树。

１．２．４　致病性测定　采用离体接种法进行病原菌
的致病性测定［８］，在接种前用无菌水对健康无病的

月季叶片进行冲洗，除去表面杂质，用灭菌接种针

进行刺伤处理。将在２８℃条件下培养４～５ｄ的病
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原菌用打孔器制成直径为５ｍｍ的菌饼，接种于接
种点处，用无菌ＰＤＡ培养基圆片用来当作对照。将
接种后的叶片放置于铺有湿润脱脂棉的培养皿内，

于２５℃下保湿培养３～５ｄ，每天观察发病状况。
１．２．５　病原菌生物学特性的测定　（１）不同温度、
ｐＨ值和光照对病原菌菌丝生长的影响试验。采用
平板测定法［９］，把直径为５ｍｍ的 ＳＱＹＪＡＡ－１菌饼
接种在 ＰＤＡ培养基的正中央，分别设置温度为４、
２０、２８、３０、３７、４０℃；把直径为５ｍｍ的 ＳＱＹＪＡＡ－１
菌饼接种在 ｐＨ值为４．０、５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、
１０．０的 ＰＤＡ培养基正中央；分别在全光照、全黑
暗、光—暗 １２ｈ—１２ｈ条件下，把直径为 ５ｍｍ的
ＳＱＹＪＡＡ－１菌饼接种在 ＰＤＡ培养基的正中央，把
以上处理分别放在培养箱中培养，定期测量菌落直

径［１０］，每个处理重复３次。
（２）碳源和氮源对病原菌菌丝生长的影响试验。

采用平板测定法［９］，把直径为５ｍｍ的 ＳＱＹＪＡＡ－１
菌饼接种在不含蔗糖的查氏培养基中，以乳糖、蔗

糖、葡萄糖、麦芽糖、果糖、淀粉为６种碳源；把直径
为５ｍｍ的ＳＱＹＪＡＡ－１菌饼接种在不加硝酸钠的
查氏培养基中，分别加入蛋白胨、硫酸铵、硝酸铵、

硝酸钾和硝酸钠５种氮源，把以上处理分别放在培
养箱中培养，定期测量菌落直径［１０］，每个处理重复

３次。
１．３　数据分析

利用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２１软件对试验数据进
行统计分析，利用邓肯氏多重比较法对试验数据进

行差异显著性分析。

２　结果与分析

２．１　月季黑斑病发病症状
月季黑斑病主要发生在叶片上。发病初期，叶

片正面出现小的暗褐色斑点，随着时间的推移渐渐

扩大为圆形的或近圆形的黑色斑点。发病后期，月

季黑斑病斑点上有散在的黑色颗粒，呈散生或者轮

状排列，有些品种的斑点是相互连接的。叶柄上开

始产生椭圆形的暗褐色斑点，略凸起，斑点边缘无

明显菌丝。月季花瓣上大多数是椭圆形状的褐色

斑点。当月季黑斑病发生严重时，植株中下部的叶

片几乎全部脱落，只留下顶部的几张绿叶，整个植

株下部的叶片呈枯黄色［１１］。

２．２　月季黑斑病病原菌的形态特征
从月季黑斑病叶片病斑中分离出１株病原菌菌

株，编号为ＳＱＹＪＡＡ－１，而第３次的清洗液涂布平
板上无菌落生长。ＳＱＹＪＡＡ－１在 ＰＤＡ平板上培养
２ｄ后可产生零星的白色菌丝，培养３ｄ后开始产
孢，７ｄ后长满平板，菌落表面湿润并且不光滑，呈
现黑褐色，没有轮纹（图１－Ａ，图１－Ｂ）。显微观察
表明，病原菌分生孢子梗为灰褐色，有隔膜。孢子

为长卵形或倒棍棒形，横隔膜４～９个，纵隔膜２～５
个，分生孢子大小为１８．６μｍ×２４．８μｍ、３．６μｍ×
７．１μｍ（图１－Ｃ、图１－Ｄ），初步鉴定为链格孢。
２．３　系统进化分析

以月季黑斑病病原菌菌株 ＳＱＹＪＡＡ－１的 ＤＮＡ
为模板，以 ＩＴＳ１／ＩＴＳ４引物、ＧＰＤ１／ＧＰＤ２引物和
ＥＦ１－７２８／ＥＦＩ－９８６Ｒ引物对菌株 ＤＮＡ进行 ＰＣＲ
扩增，再对ＰＣＲ扩增产物测序，将所得的 ｒＤＮＡＩＴＳ
序列（ＭＮ４９５８４６）、ＧＡＰＤＨ序列（ＭＫ６８３８６６）和
ＥＦ１－α序列（ＭＴ１３３３１２）在 ＮＣＢＩ基因数据库中进
行ＢＬＡＳＴ同源性比对，在 ＮＣＢＩ分别下载与菌株
ＳＱＹＪＡＡ－１的ｒＤＮＡＩＴＳ序列、ＧＰＤ序列和ＥＦ１－α
序列 具 有 同 源 性 的 序 列，以 番 茄 葡 柄 霉

（Ｓｔｅｍｐｈｙｌｉｕｍｌｙｃｏｐｅｒｓｉｃｉ）（ＩＴＳ序列 ＡＢ７０４３１２，ＧＰＤ
序列 ＡＢ７０４３２３，ＥＦ序列 ＡＢ８２８２５７）为外群，利用
ＭＥＧＡ７．０软件构建系统发育树（图 ２）。结果表
明，菌株 ＳＱＹＪＡＡ－１（ＩＴＳ序列 ＭＮ４９５８４６，ＧＰＤ序
列ＭＫ６８３８６６，ＥＦ序列ＭＴ１３３３１２）与链格孢（ＩＴＳ序
列 ＭＮ４９５７９７，ＧＰＤ 序 列 ＭＫ６８３８６５，ＥＦ序 列
ＫＹ０９４９３１）聚于一个分支。将病原菌的亲缘关系分
析结果和它的形态特征、培养性状以及致病性结果

结合起来对该病原菌进行鉴定，确定ＳＱＹＪＡＡ－１菌
株为链格孢。

２．４　月季黑斑病病原菌的致病性鉴定
采集形状、大小相近的健康月季叶片，用无菌

水清洗干净，用灭过菌的竹签分别对称刺伤叶片，

并将菌饼放入叶片左上方和右下方 ２处，观察
ＳＱＹＪＡＡ－１菌株发病时间并记录。３～５ｄ后，接种
叶片上出现了黑褐色病斑，并且叶片上产生的症状

与田间月季黑斑病发病症状极其相似，发病率为

１００％（图３－Ｃ）。而只接 ＰＤＡ培养基圆片的对照
组（图３－Ｂ）未发病。从患病的接种叶片组织中再
次分离出真菌，观察到的菌落形态和孢子形态与接

种菌株一致。由此证明河南省商丘市月季黑斑病

由链格孢病原菌ＳＱＹＪＡＡ－１侵染所致。
２．５　致病菌最适生长条件的测定
２．５．１　温度对菌丝生长的影响　从图４可以看出，
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月季黑斑病病原菌ＳＱＹＪＡＡ－１在温度为２０～３０℃
时都可以生长，最适宜ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝生长的温度
为２８℃，不同温度条件下 ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝的生长
差异显著。

２．５．２　ｐＨ值对菌丝生长的影响　从图５可以看
出，月季黑斑病病原菌 ＳＱＹＪＡＡ－１在 ｐＨ值４．０～

１０．０时都可以生长，在ｐＨ值４．０～６．０时，ＳＱＹＪＡＡ－１
菌丝的半径随着 ｐＨ值的升高逐渐增大。最适宜
ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝生长的 ｐＨ值为 ６．０，此时，
ＳＱＹＪＡＡ－１菌生长最快，最适合菌落生长。ｐＨ值
为５、６、７、８、９、１０时，菌丝半径差异不显著，表明该
菌ＳＱＹＪＡＡ－１的ｐＨ值适应范围很广。
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２．５．３　光照对菌丝生长的影响　从图６可以看出，
月季黑斑病病原菌 ＳＱＹＪＡＡ－１在不同的光照条件
下都可以生长，在 ２４ｈ光照情况下生长最快，在
２４ｈ黑暗情况下次之，在１２ｈ光照／１２ｈ黑暗交替
生长时最慢。２４ｈ光照和２４ｈ黑暗对 ＳＱＹＪＡＡ－１
菌丝的生长差异不显著，２４ｈ光照／１２ｈ光照１２ｈ
黑暗交替生长对ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝的生长差异显著，
２４ｈ黑暗和 １２ｈ光照／１２ｈ黑暗交替生长对
ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝的生长差异显著。
２．５．４　碳源对菌丝生长的影响　从图７可以看出，
月季黑斑病病原菌ＳＱＹＪＡＡ－１能在６种碳源下生

长，然而菌丝在不同碳源上的生长明显不同。在无

碳源对照条件下，ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝生长最慢。在碳
源为葡萄糖时 ＳＱＹＪＡＡ－１菌生长最快，在乳糖、麦
芽糖、蔗糖、果糖、淀粉作为碳源时，生长速率依次

降低。表明不同碳源对 ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝的生长有
显著影响。

２．５．５　氮源对菌丝生长的影响　从图８可以看出，
在无氮源对照条件下，ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝生长速率最
慢。ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝在５种氮源上均能生长，以蛋
白胨为氮源时生长最快，以硝酸钠、硝酸钾、硫酸铵
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和硝酸铵为氮源时生长速率依次降低，并且硫酸铵

和硝酸铵的生长速率相等。说明不同氮源对

ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝的生长有显著影响。

３　讨论与结论

本试验对河南商丘月季黑斑病病原菌进行显

微形态学鉴定、致病性鉴定、分子生物学鉴定和生

物学特性分析。本试验结果表明，月季黑斑病病原

菌ＳＱＹＪＡＡ－１最开始菌落颜色为灰白色，最后变为
黑褐色。在健康的月季叶片上接种菌饼，３～５ｄ
后，叶片上出现了黑褐色病斑，并且叶片上产生的

症状与田间月季黑斑病发病症状极其相似。系统

进化分析结果表明ＳＱＹＪＡＡ－１与链格孢（ＩＴＳ序列
ＭＮ４９５７９７，ＧＰＤ 序 列 ＭＫ６８３８６５，ＥＦ 序 列

ＫＹ０９４９３１）聚于１个分支，由此确定河南省商丘市
月季黑斑病病原菌 ＳＱＹＪＡＡ－１为链格孢。最适宜
ＳＱＹＪＡＡ－１菌丝生长的温度、ｐＨ值、光照条件、碳
源、氮源为２８℃、６．０、２４ｈ光照、葡萄糖、蛋白胨。
冯宝珍等报道，月季黑斑病在初期时菌落为灰白

色，后渐变为暗色至黑褐色，其分生孢子为黑褐色，

呈倒梨形、卵形或倒棍棒形［５］。而刘宝军报道的月

季黑斑病的大部分致病菌为蔷薇盘二孢，有分生孢

子盘，位于角质层下，形状为圆形至不规则形，颜色

为黑色，分隔处略缢缩［１２］。

链格孢真菌在自然界中的很多地方都有存在，

主要分布在土壤、空气和农作物残体中，主要通过

腐生、内生和致病这３种形式存在。链格孢真菌种
类多种多样，是世界上分布最广的半知菌类真菌之

一。该真菌９５％以上的种类兼性寄生于植物上，能
够使多种植物产生病害，如花椒穗枯病［１３］、麦的黑

胚病和菊花的黑斑病［１４］、梨树黑斑病［１５］、三七黑斑

病［１６］，给大田生产带来了巨大的经济损失。链格孢

菌侵染月季，在月季叶片上产生黑斑，病害严重时

造成叶片脱落，植株枯死。

本试验对河南省商丘市月季黑斑病病原菌进

行鉴定，对月季黑斑病病原菌的生物学特性进行研

究，试验结果有利于植物病害的检疫，有利于月季

更好地生长，在今后的相关研究中可以有效筛选月

季抗病性品种，为有效预防月季黑斑病提供有力的

技术支撑。
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