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月季黑斑病病原菌鉴定及室内药剂初步筛选
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摘要：为有效防控月季黑斑病，于2017年6—7月自运城学院花圃采集具有典型黑斑症状的月季病

叶，分离纯化获得病原菌，利用形态学特征、分子生物学特征及致病性测定对其进行鉴定；同时室内测

定5种常用药剂对该病原菌的防治效果，筛选能有效抑制该病原菌菌丝生长及孢子萌发的药剂。

本试验共分离纯化得到12株菌株，其病原菌形态特征一致、rDNA-ITS、GPD、EF-1α基因扩增序列

均相同。结合形态学特征观察以及 rDNA-ITS、GPD、EF-1α基因联合构建的系统发育树将运城月

季黑斑病病原菌鉴定为链格孢Alternaria alternata。在5种药剂中，50%咯菌腈和50%异菌脲各浓

度对月季黑斑病病原菌的抑菌效果均较好，对菌丝生长抑制率和孢子萌发抑制率分别达到95.2%

和96.6%以上；其次是70%代森锰锌，3个浓度的菌丝生长抑制率在84.1%~87.2%之间，3个浓度的

孢子萌发抑制率均高于 93.5%，其中 600 倍液的孢子萌发抑制率最高，达 98.1%；80%多菌灵和

12.5%腈菌唑对月季黑斑病病原菌的抑制效果最差，菌丝生长抑制率和孢子萌发抑制率分别低于

42.4%和46.3%。毒力测定结果显示，50%咯菌腈毒力最强，抑制中浓度EC50为25.8 mg/L；12.5%腈

菌唑毒力较弱，EC50为160.3 mg/L，其它3种药剂的EC50介于30.4~60.7 mg/L之间。因此，50%咯菌

腈可湿性粉剂和50%异菌脲悬浮剂可作为防治由链格孢引起的月季黑斑病的优选药剂。
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fungicide screening for the disease control
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Abstract: In order to prevent and control rose black spot effectively, the rose leaves with typical black

spot symptoms were collected from the flower nursery of Yuncheng University from June to July 2017,

and then the pathogen was isolated and identified with morphology, molecular biology and pathogenici‐

ty test. In addition, the sensitivity of the pathogen to five common fungicides was tested in the laborato‐

ry, and fungicides that effectively inhibited the mycelial growth and spore germination were screened.

In total, 12 strains were isolated with the same morphological characteristics, and their amplified se‐

quences of ribosomal RNA gene and internal transcribed spacer (rDNA-ITS), glycerol-3-phosphate de‐

hydrogenase (GPD) and elongation factor-1α (EF-1α) were identical, respectively. According to the

morphological characteristics and phylogenetic tree constructed based on rDNA-ITS, GPD and EF-1α,

the pathogen isolated from black spot of Chinese rose leaves in Yuncheng was identified as Alternaria

alternata. Among the five fungicides, 50% fludioxonil and 50% iprodione showed better inhibitory ef‐

fect on rose black spot pathogen, with the inhibition rates of mycelial growth and spore germination

reaching 95.2% and 96.6%, respectively. Followed by 70% mancozeb, the inhibition rate of mycelial



growth ranged from 84.1% to 87.2%, and the inhibition rate of spore germination was above 93.5% at

three test concentrations, among which the inhibition rate at 600-fold solution was the highest, reaching

98.1%. However, 80% carbendazim and 12.5% myclobutanil showed the worst control efficacy, with

the inhibition rates of mycelial growth and spore germination lower than 42.4% and 46.3%, respective‐

ly. The toxicity test results showed that 50% fludioxonil exhibited the strongest virulence with an EC50

of 25.8 mg/L, while 12.5% myclobutanil had the weakest toxicity with an EC50 of 160.3 mg/L; the other

three fungicides had EC50 values ranging from 30.4 mg/L to 60.7 mg/L. Therefore, fludioxonil and ipro‐

dione could be the primary fungicides for control of rose black spot.
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月季在世界各地广泛种植，花容秀美，姿色万

千，在园林上具有很高的观赏价值，深受人们赞誉与

喜爱（张鑫等，2015）。月季黑斑病是一种严重危害

园林植物的病害，在我国大部分月季种植区均有发

生，发病率极高，破坏性极强，主要在叶片上形成不

规则黑色病斑，发病初期，病斑为黑色小点，后期逐

渐扩大，斑点相接成更大斑点，最终导致叶片枯黄脱

落，月季枝干成光杆状，严重时可能导致整株死亡

（徐东生和孟志卿，2007）。月季黑斑病极易发生，防

治困难，不仅严重影响月季的观赏价值和商业价值，

还限制月季产品的推广和使用（刘瑞峰等，2015）。

目前，月季黑斑病的病原菌主要为蔷薇盘二孢

Marssinina rosae（Black et al.，1994；刘宝军，2009；

Gachomo et al.，2010）；蔷薇盘二孢侵染月季叶片、

嫩枝、叶柄和茎等组织后，在寄主体内形成毒素，杀

死和分解寄主细胞，致使叶面上产生黑褐色病斑，同

时产生乙烯和脱落酸，导致叶片大量脱落（Allum et

al.，2010；金一锋等，2013）；张鑫等（2015）对月季黑

斑病的抗病基因进行了分析；王丽霞等（2012）在月

季抗病品种选育和黑斑病综合治理方面进行了研

究；Abbas et al.（2017）首次报道在巴基斯坦暴发的

月季黑斑病主要由链格孢Alternaria spp.引起，但是

在国内未见由链格孢引起的月季黑斑病的相关报

道。链格孢属是全球分布最广、最重要的半知菌类

真菌之一，能够引起多种植物病害，如牡丹黑斑病

（石良红等，2015）、冬枣黑斑病（宋聪等，2016）、菊花

黑斑病（许高娟和陈发棣，2009）、大樱桃黑斑病（赵

远征等，2013）、花椒枯穗病（刘峰等，2013）等多种黑

斑病。目前主要采用形态学和分子生物学相结合的

方法对病原菌进行鉴定。如王叶（2013）采用形态学

观察和真菌 rDNA-ITS、EF-1α及 β-tublin 序列分析

对自病枣果实上分离的8种真菌和部分未命名真菌

进行鉴定；Huang et al.（2013）利用形态学和真菌 ITS

序列分析对温室番茄叶斑病病原菌进行鉴定；谭世

麒（2019）采用形态学特征和 ITS序列比对分析对陕

西省玉米灰斑病病原菌进行鉴定；Yu et al.（2016）对

湖南、湖北 2个省的苎麻叶斑病病原菌进行形态学

和 ITS、GPD基因比对分析；Dowling et al.（2017）结

合形态学和 G3PDH、HSP60、RPB2、NEP1 和 NEP2

多基因测序分析对美国5个州的草莓灰霉病病原菌

进行鉴定，因此，明确月季黑斑病病原菌种类对于该

病害的防治具有重要意义。

用于防治由蔷薇盘二孢引起的月季黑斑病的药

剂众多，如苯醚甲环唑、多菌灵、代森锰锌等。苯醚

甲环唑、叶斑清、咪鲜胺及灰嘧佳对由蔷薇盘二孢引

起的月季黑斑病的室内防治效果均能达到100%，多

菌灵、代森锰锌和波尔多液在最低推荐浓度下的室

内防治效果分别为 65.2%、12.3%和 39.6%（程茂高

和乔卿梅，2011）；75%达科宁1 500倍液对辰山植物

园月季黑斑病的田间防治效果最佳（李丽，2012）。

对不同生长期的月季采用的不同药剂能有效地防治

由蔷薇盘二孢引起的月季黑斑病，如萌芽前使用石

硫合剂，生长期喷施多菌灵，发病期使用百菌清、嘧

菌酯和咪鲜胺等农药（王丽霞等，2012）。因此，针对

不同月季黑斑病病原菌进行药剂筛选对于月季黑斑

病的综合防治具有重要意义。

本研究以自运城学院苗圃采集的具有黑斑病明

显特征的月季叶片为研究对象，根据病原菌的形态

学和致病性特征并结合 rDNA-ITS、GPD和EF-1α基

因的联合系统发育树对其分离物进行鉴定，同时室

内测定80%多菌灵、70%代森锰锌、50%异菌脲等5种

常用药剂对该病原菌的防治效果，筛选能有效抑制

该病原菌菌丝生长及孢子萌发的药剂，以期为该病

害的防控提供理论依据和参考。

1 材料与方法

1.1 材料

供试病原菌及植物：2017年6—7月自运城学院

1148 植 物 保 护 学 报 46卷



苗圃采集具有黑斑病典型病斑的月季叶片；白圣诞、

金奖章、玛希娜、粉扇4个月季品种的健康叶片于同

年8月10日自运城学院园林实习基地采集。

药剂：80%多菌灵（carbendazim）可湿性粉剂，

山东曹达化工有限公司；70%代森锰锌（mancozeb）

可湿性粉剂，利民化工有限责任公司；50%异菌脲

（iprodione）悬浮剂，拜耳作物科学（中国）有限公司；

50%咯菌腈（fludioxonil）可湿性粉剂，瑞士先正达作

物保护有限公司；12.5%腈菌唑（myclobutanil）乳油，

深圳市诺普信农化有限公司。

培养基：马铃薯葡萄糖琼脂（potato dextrose

agar，PDA）培养基：马铃薯 200 g、葡萄糖 20 g、琼脂

20 g，蒸馏水定容至 1 L；不加琼脂为马铃薯葡萄糖

（potato dextrose，PD）液体培养基。

试剂及仪器：PCR 扩增试剂盒、2×Taq PCR

Mix、DNA Marker DL2000，日本TaKaRa公司；真菌

基因组 DNA 提取试剂盒，北京艾德莱生物科技公

司；其它试剂均为国产分析纯。BMJ-250型恒温培

养箱，上海博迅医疗生物仪器股份有限公司；BX51

显微镜，日本 Olympus 公司；T100TM Thermal Cycler

PCR仪，美国Bio-Rad公司；JY-3000型电泳仪，北京

君意电泳设备有限公司。

1.2 方法

1.2.1 标本采集与病原菌分离

2017年 6—7月自运城学院苗圃采集具有黑斑

病明显症状的月季叶片，带回实验室，用清水冲洗叶

片并晾干，在病健交界处剪取长 5 mm、宽 2~3 mm

的长方形标本组织，用0.1%升汞溶液消毒5 min，再

用无菌水漂洗 3 次，直接移至 PDA 平板上，为防止

细菌污染，PDA平板上加入 2~3滴 25%乳酸。每个

培养皿中接种3~5块标本组织，置于温度25℃、相对

湿度 70%、光周期12 L∶12 D 培养箱内恒温培养，待

菌落长出后挑取边缘菌丝，再接于PDA平板上，于

相同条件下培养 7~10 d，待产孢后挑取单孢子进行

培养，获得纯培养菌株。

1.2.2 月季黑斑病病原菌形态学及分子生物学鉴定

月季黑斑病病原菌的形态学鉴定：将纯化后的

12株菌株分别接种于PDA平板上，置于温度 25℃、

相对湿度 70%、光周期 12 L∶12 D 培养箱内恒温培

养7~10 d，观察并记录菌落形态、颜色。用接种针挑

取菌丝制备玻片，在光学显微镜下观察菌丝形态、颜

色，分生孢子的形态、颜色及产孢结构特征等，并测

量孢子大小及菌丝直径。每个菌株观察10个视野，

每个视野观察10个分生孢子。

月季黑斑病病原菌的分子生物学鉴定：将纯化的

12株菌株分别接种于PD液体培养基中，摇瓶培养5 d，

收集菌丝，按照真菌基因组DNA提取试剂盒说明书

提取供试菌株基因组总 DNA，采用真菌通用引物

ITS1（5′-TCCGTAGGTGAACCTGCGCGG-3′）/ITS4

（5′-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3′）（石良红等，

2015）、GPD1（5′-CAACGGCTTCGGTCGCATTG-

3′）/GPD2（5′-GCCAAGCAGTTGGTTGTGC-3′）（宋

博等，2016）和 EF1-728（5′-CATCGAGAAGTTCG-

AGAAGG-3′）/EF1-986R（5′-TACTTGAAGGAACC-

CTTACC-3′）（王小洁等，2017）进行PCR扩增，引物

均由生工生物工程（上海）股份有限公司合成。25 μL

PCR 反应体系：2×Taq PCR Mix 12.5 μL、DNA 模板

1 μL、上下游引物各 1 μL，ddH2O 补足至 25 μL。

PCR反应程序：94℃预变性 5 min；94℃变性 1 min，

55℃退火30 s，72℃延伸1 min，30个循环；72℃延伸

10 min（叶振风等，2015）。将每对引物扩增后的

PCR产物进行1.5%琼脂糖凝胶电泳检测，检测后委

托生工生物工程（上海）股份有限公司进行测序，测

序结果在GenBank数据库中进行BLAST比对分析。

利用 NCBI 软件的 BLAST 工具在线搜索同源性较

高的已知序列，经 Bio-Edit 编辑、调整，用 CLU‐

TALX 1.83 软件进行多重序列比对。基于 rDNA-

ITS、EF-1α和GPD组合序列数据，采用邻接法使用

MEGA 6.06 软件构建系统发育树，分析该病原菌菌

株与其它菌株的亲缘关系，确定其分类地位（Xu et

al.，2015；Zhou et al.，2015）。

1.2.3 月季黑斑病病原菌的致病性测定

2017 年 8 月 10 日自运城学院园林实习基地选

取白圣诞、金奖章、玛希娜、粉扇 4个月季品种的健

康、大小一致的幼嫩新叶，无菌水冲洗干净后用75%

酒精消毒，无菌水冲洗后晾干，备用。将供试菌株分

别接种于 PDA 平板上，置于温度 25℃、相对湿度

70%、光周期12 L∶12 D的培养箱中恒温培养5 d后，

用直径7 mm灭菌打孔器在菌落边缘打取菌饼。每

个灭菌培养皿中放置 2层无菌滤纸，加入无菌水浸

润保湿，将白圣诞、金奖章、玛希娜、粉扇4个月季品

种的健康、大小一致的幼嫩新叶叶片分别放置在滤

纸上，每个培养皿放1片健康叶片，用消毒针头在叶

脉两侧对称制造直径 7 mm的微创伤口，将菌饼菌

丝面贴于右侧伤口，左侧以接种 PDA 培养基为对

照，每个品种重复 3次。接种后将培养皿置于温度

25℃、相对湿度 70%、光周期 12 L∶12 D的培养箱中

恒温培养，接种1 d后开始观察叶片的发病症状，接
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种 2 d后移开菌饼，测量病斑直径，记录病斑颜色。

待接种后的叶片发病后，按照柯赫氏法则重新分离

纯化，观察所得分离物，并与原接种菌株进行对比。

1.2.4 月季黑斑病病原菌室内药剂筛选

采用菌丝生长速率法和孢子萌发法测定5种供

试药剂对月季黑斑病病原菌的抑制活性。将所选农

药按推荐使用浓度稀释：80%多菌灵可湿性粉剂分

别稀释为 1 000、2 000和 3 000倍液；50%异菌脲悬

浮剂分别稀释为 1 000、1 500 倍和 2 000 倍液；50%

咯菌腈可湿性粉剂分别稀释为3 000、6 000和9 000

倍液；70%代森锰锌可湿性粉剂分别稀释为 300、

600和900倍液；12.5%腈菌唑乳油分别稀释为500、

1 000、1 500倍液。每个药剂每个浓度取 1 mL加入

到49 mL温度为50℃的PDA培养基中，分别倒入4个

培养皿中制成含药PDA平板，每个培养皿为1个重

复。将病原菌菌株接种到PDA培养基上，置于温度

25℃、相对湿度 70%、光周期 12 L∶12 D的培养箱中

恒温培养 5 d，用打孔器在菌落边缘打取直径 5 mm

菌饼，分别接种到不同药剂不同浓度的含药PDA平

板上，以加无菌水的PDA平板为对照，每个处理重

复4次，置于温度25℃、相对湿度70%、光周期12 L∶

12 D的培养箱中恒温培养5 d，待对照组菌落长满平

板时，用十字交叉法测量各处理的菌落直径，计算菌

丝生长抑制率（张书亚等，2017）。菌落直径=测量

直径-菌饼直径；菌丝生长抑制率=（对照菌落直径-
处理菌落直径）/对照菌落直径×100%。

将供试菌株接种到 PDA 平板上，置于温度

25℃、相对湿度 70%、光周期 12 L∶12 D的培养箱中

恒温培养10 d后产孢，用载玻片轻刮菌丝，将其置于

内有 10 mL无菌水的培养皿中，在光学显微镜下计

数制备浓度为 1.0×105个/mL 的病原菌分生孢子悬

浮液。分别取不同药剂不同浓度PDA 约2 mL 轻轻

涂在无菌载玻片上，冷却后再取100 μL孢子悬浮液

涂在其表面，以加无菌水的PDA平板为对照，每个

处理重复 3次。将载玻片置于温度 25℃、相对湿度

70%、光周期 12 L∶12 D 的培养箱中恒温培养 8 h

后，于显微镜下观察各处理分生孢子的萌发情况，观

察视野，计算孢子萌发抑制率（吴良庆等，2010），孢

子萌发抑制率=（对照孢子萌发数-处理孢子萌发

数）/对照孢子萌发数×100%（王小洁等，2017）。以

处理浓度的对数值为自变量，以相应抑制率为因变

量得出毒力回归方程，根据回归方程分别计算各药

剂对月季黑斑病病原菌菌丝和分生孢子的抑制中浓

度EC50。

1.3 数据分析

应用 SPSS 16.0 软件对数据进行统计分析，采

用Duncan氏新复极差法进行差异显著性检验。

2 结果与分析

2.1 月季黑斑病田间症状及病原菌的分离纯化

月季黑斑病主要危害月季叶片，初期在叶片上

形成黑色斑点，随后斑点逐渐扩大成近圆形黑色圆

斑，圆斑相连成片，病斑表面出现不明显黑色小点，

周围叶片组织变黄变褐。每年 7—8月为发病高峰

期，严重时病叶凋落，枝条呈光杆状，乃至整株枯死

（图 1）。经分离纯化共获得 12株菌株，依次编号为

YJHB-1~YJHB-12。

图1 月季黑斑病病株田间症状（A）及病叶（B）

Fig. 1 Field symptoms（A）and leaves（B）of

Chinese rose black spot

2.2 月季黑斑病病原菌形态学鉴定

分离的12株病原菌菌株形态基本一致，初期菌

落正面为灰白色（图2-A），后渐变为暗色至青褐色；

背面暗褐色至黑褐色，菌落生长10 d即铺满整个培

养皿（图2-B）。菌丝无色、无隔膜，直径约为2.0~3.1 μm，

分生孢子梗丛生，有分支，直立或弯曲（图 2-C）；分

生孢子深褐色，倒梨形、卵形或倒棍棒形，棕褐色，有

3~8个横隔，1~4个纵隔，分隔处略隘缩，有柱状短

喙，大小为 18.3~32.6 μm×3.5~7.2 μm（图 2-D）。根

据形态特征初步将月季黑斑病病原菌鉴定为链格孢

Alternaria alternata。

2.3 月季黑斑病病原菌分子生物学鉴定

利用真菌通用引物 ITS1/ITS4、EF1-728/EF1-

986R、GPD1/GPD2对分离的 12株菌株基因组DNA

进行扩增，供试菌株YJHB-1~YJHB-12均能获得目

的产物且测序结果一致，因此选择 YJHB-6 为代表

菌株构建系统发育树。经 3 个基因序列分别扩增

560、279和 621 bp的片段，将PCR产物纯化后进行
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测序，测序结果提交至GenBank。构建的系统发育

树 结 果 显 示 ，代 表 菌 株 YJHB-6（登 录 号 为

MH248150、MH248151 和 MH248152）与苎麻叶斑

病菌 Alternaria alternata YJ1 聚于一个分支（图 3），

结合形态学特征鉴定结果，将月季黑斑病病原菌鉴

定为链格孢A. alternata。

图2 月季黑斑病病原菌在PDA培养基上的培养性状和分生孢子形态特征

Fig. 2 Characteristics of colonies and morphology of the pathogen causing rose black spot on PDA medium

A：菌落正面；B：菌落背面；C：菌丝及分生孢子梗；D：分生孢子。A：Front of colony；B：back of colony；C：mycelia

and conidiophore；D：conidium.

图3 基于rDNA-ITS、GPD和EF-1α基因序列采用邻接法构建月季黑斑病病原菌与同源性较高已知病原菌的系统发育树

Fig. 3 Phylogenetic tree of the pathogen of rose black spot and related species

based on multiple sequences of rDNA-ITS, GPD and EF-1α

YJHB-6为月季黑斑病病原菌代表菌株，括号内依次为 rDNA-ITS、GPD及EF-1α基因序列的GenBank登录号。YJHB-6 is

the representative strain of rose black spot pathogen. GenBank accession numbers in brackets belong to rDNA-ITS，GPD and EF-

1α，respectively.

2.4 月季黑斑病病原菌的致病性

健康幼嫩月季叶片接种病原菌 24 h 后开始发

病，形成直径约为 2 mm的黑色圆形病斑，72 h后病

斑直径扩展至10 mm左右，表面有绒毛状黑绿色菌

丝丛，叶背部有明显黑斑症状，而对照组无明显变化

（图 4）。4个月季品种的叶片发病时间及症状无明

显差异。从接种发病的叶片上重新分离得到致病

菌，单孢培养，获得与接种菌培养形状一致的病原菌。

2.5 月季黑斑病病原菌的室内药剂筛选

在 5种药剂中，50%咯菌腈和 50%异菌脲各浓

度对月季黑斑病病原菌的抑菌效果均较好，菌丝生

长抑制率和孢子萌发抑制率分别达到 95.2% 和

96.6%以上，50%咯菌腈3个浓度之间的抑制效果差

异不显著；其次是70%代森锰锌，3个浓度的菌丝生

长抑制率在 84.1%~87.2%之间，3 个浓度的孢子萌

发抑制率均高于93.5%，其中600倍液孢子萌发抑制

率最高，达 98.1%；80%多菌灵和 12.5%腈菌唑对月

季黑斑病病原菌的抑制效果最差，菌丝生长抑制率

和孢子萌发抑制率均分别低于 42.4%和 46.3%（表

1）。50%咯菌腈毒力最强，EC50为25.8 mg/L；12.5%

腈菌唑毒力较弱，EC50为 160.3 mg/L，其它 3种药剂

EC50介于30.4~60.7 mg/L之间（表1）。
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图4 人工接种分离致病菌在月季叶片上产生的症状

Fig. 4 Symptoms of artificial inoculation of the pathogen on the leaves of Chinese rose

黑色圆圈：CK；A、E：白圣诞月季品种；B、F：金奖章月季品种；C、G：玛希娜月季品种；D、H：粉扇月季品种。Black

circle：CK；A，E：White Christmas；B，F：Golden Medal；C，G：Mahinah；D，H：Powder Fan.

表1 5种供试药剂对月季黑斑病病原菌菌丝生长与分生孢子萌发的影响

Table 1 Effects of five fungicides on the mycelium growth and conidial germination of Alternaria alternata

药剂
Fungicide

80%多菌灵WP
80% carbendazim WP

70%代森锰锌WP
70% mancozeb WP

50%异菌脲SC
50% iprodione SC

50%咯菌腈WP
50% fludioxonil WP

12.5%腈菌唑 EC
12.5% myclobutanil EC

对照CK

稀释倍数
Dilution fold

1 000

2 000

3 000

300

600

900

1 000

1 500

2 000

3 000

6 000

9 000

500

1 000

1 500

-

菌落平均直径
Average colony
diameter（mm）

38.3

41.1

45.1

8.6

9.3

13.3

0.0

3.0

2.9

2.2

3.0

3.0

52.9

54.5

53.6

66.5

菌丝生长抑菌率
Inhibition rate for mycelial

growth（%）
42.4±2.1 a

38.1±2.2 b

32.3±1.4 c

87.2±0.4 a

86.3±2.7 a

84.1±3.5 a

100.0±0.0 a

95.5±2.7 b

95.9±3.3 b

98.3±0.5 a

95.6±1.6 a

95.2±4.3 a

20.5±0.7 a

18.1±2.6 a

19.4±1.9 a

0.0±0.0 d

孢子萌发抑制率
Inhibition rate for

conidia（%）
46.3±3.1 a

40.4±2.0 b

37.5±1.6 b

93.5±2.3 b

98.1±3.1 a

94.6±3.6 b

97.4±2.8 a

98.2±3.2 a

97.7±2.5 a

97.3±1.2 a

96.6±0.6 a

98.4±0.3 a

30.6±2.1 c

35.4±2.6 b

42.6±3.1 a

0.0±0.0 d

EC50

（mg/L）

60.7

45.8

30.4

25.8

160.3

0.0

表中数据为平均数±标准差。同种药剂同列不同字母表示经Duncan氏新复极差法检验在P<0.05水平差异显著。Data are

mean±SD. Different letters in the same column of the same fungicide indicate significant difference at P<0.05 level by Duncan’s

new multiple range test.

3 讨论

本研究结果显示，月季黑斑病病原菌分生孢子

深褐色，呈倒梨形、卵形或倒棍棒形，棕褐色，有纵横

隔膜，分隔处略隘缩，有柱状短喙，其形态特征与

Simmons（2007）关于链格孢的描述一致。已有的大

部分研究结果显示，月季黑斑病的致病菌为半知菌

亚门盘二孢属的蔷薇盘二孢，其分生孢子长卵圆形

或近椭圆形，无色双胞，分隔处略缢缩，2个细胞大
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小不等，略弯曲，两端钝圆（刘宝军，2009；李丽，

2012；金一锋等，2013），与本研究结果不同；而Ab‐

bas et al.（2017）发现在PDA培养基上培养的链格孢

菌落开始为灰白色，逐渐变为黑色或金棕色，分生孢

子单生或链生，梨形或棒形，具0~3纵隔膜，2~6横隔

膜，与本研究的病原菌形态一致。链格孢属内包括

多个近缘种，只有结合形态学特征以及多基因序列

分析才能对其进行准确鉴定（Woudenberg et al.，

2013；2015）。Woudenberg et al.（2015）研究结果显

示，SSU、LSU、ITS、gapdh、rpb2、tef1（EF-1α）、Alt a1、

endoPG和OPA10-2这9种基因片段能够用来区分链

格孢属内不同种，而且利用 ITS、GPD、EF-1α基因联

合分析所得结果更准确，故本研究采用 ITS、GPD、

EF-1α基因序列联合分析方法对月季黑斑病病原菌

进行分子生物学鉴定，经鉴定月季黑斑病病原菌与

苎麻叶斑病菌 YJ1（Yu et al.，2016）聚为一支。Ab‐

bas et al.（2017）仅通过 ITS和BT基因片段比对分析

便将月季黑斑病病原菌鉴定为链格孢。

本研究结果表明，50%异菌脲各浓度对月季黑

斑病病原菌的抑菌效果较好，80%多菌灵对月季黑

斑病病原菌的抑制效果最差。张鑫等（2015）研究结

果显示异菌脲悬浮剂对蔷薇盘二孢引起的月季黑斑

病防治效果最佳，抑菌率在79.2%~94.9%，50%多菌

灵可湿性粉抑菌效果在 45.2%~66.2%，与本研究结

果有一定差异，可能是不同病原菌抗药性不同。杨

莉等（2018）研究发现异菌脲对链格孢引起的核桃褐

斑病的室内防治效果最好；韩国兴等（2017）研究发

现异菌脲能有效抑制柑橘链格孢褐斑病菌孢子萌

发；曲文文等（2011）分析了 98%多菌灵原药、95%

异菌脲原药等杀菌剂对链格孢菌的防治效果，发现

咪酰胺、异菌脲对链格孢的防治效果最好，这些结论

与本研究结果一致。室内药剂筛选为月季黑斑病的

防治提供用药依据，下一步应该开展田间药剂试验，

调查药害，农残检测等。为避免病原菌产生抗药性，

还应考虑农药混用和轮换使用，从而达到高效、安全

防治的目的。
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