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草莓黑斑病病原菌的分离鉴定
朱洪坤  赵丽娜 *

吉林农业科技学院

摘　要：本试验为了鉴定在吉林农业科技学院（吉林省吉林市）种植的露地草莓上发现的草莓黑斑病病原菌，

明确引起草莓黑斑病的病原菌种类。采用了形态学特征、柯赫氏法则、rDNA-ITS序列比对鉴定，确定了致病菌的分

类地位。结果表明：草莓黑斑病的病原菌为细极链格孢菌Alternaria tenuissima。
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草莓Fragariaｘananassa Duch.属于蔷薇科多年

生草本植物，由于其果实口感香甜，色泽鲜艳，因此

有“水果皇后”之称。2013年世界草莓总量达到73.96 

× 105 t[1]，近年来，吉林、辽宁两省草莓种植面积为

11.67万hm2，栽培规模空前扩大。草莓在种植的过程中

易发生各种病虫害，本文简述了草莓黑斑病的症状并就

病原菌的种类进行了鉴定，以期为下一步防治提供理论

依据。

一、材料与方法

（一）病害症状观察

2020年9月，在吉林农业科技学院露地草莓上发现

病害，对病害症状进行数码拍照记录，并采集患病叶片

带回实验室，用显微镜观察病原菌。

（二）病原菌分离、纯化与致病性测定

对病原菌采用组织分离法[2-7]进行分离，剪取叶片

的病健交界处5mm×5mm的组织，在75%乙醇中消毒30 

s，重复三次，最后用无菌水冲洗3次，放入PDA固体培

养基中，每皿3块，25℃恒温培养。待长出菌落后，挑

取边缘的单根菌丝，放入PDA固体培养基中进行纯化，

重复上述步骤反复纯化，纯化后的菌种保存备用[8]。

将纯化后的分离物移至PDA固体培养基中，25℃恒

温培养直至菌落直径约为80mm，从外缘打取直径6mm的

菌丝块，选取大小基本一致健康的草莓叶片，用无菌针

造成微伤口，然后将菌丝块接种到针刺部位，并用脱脂

棉保湿，以接种PDA培养基作为对照，每个处理设3个

重复，置于25℃温室培养，接种24h后观察植株发病情

况。发病后对植株的病组织再进行分离，比较与其最初

分离到的病原菌是否一致[9-13]。

（三）病原菌鉴定

观察培养基上病原菌的菌落形态、颜色及生长状

况。在显微镜下观察病原菌的孢子形态和产孢结构。

使用真菌基因组DNA提取试剂盒提取DNA。以总DNA

为模板，利用ITS4：5’-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’；

ITS5：5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3’为引物进行PCR

扩增[14]。PCR产物送至上海生工生物工程有限公司进行

测序，然后将测序结果与GenBank数据库中模式菌株的

序列进行BLAST比对，确定其分类地位。

二、结果与分析

（一）症状描述

草莓黑斑病主要症状为：产生不规则的黑色病斑，

略呈轮纹状，病斑中心为灰褐色，病斑外缘有黄色晕

圈，发生严重时影响草莓的质量与产量。

（二）病原菌分离、纯化及致病性

通过组织分离获得8个菌株，命名为：CM01、

CM02、CM03、CM04、CM05、CM06、CM07、CM08。因菌株

CM01～CM08的形态特征一致，为同一株菌，故后续试验

均以CM01为样本。采用离体接种法进行致病性测定，结

果表明：接种菌株CM01的植株叶片5 d后出现褐色小病

斑（图1-A）；7 d后病斑逐渐扩大，由褐色变为黑色，

与田间发病症状基本一致（图1-B）；而接种PDA培养基

的叶片无任何变化（图1-C、图1-D）。对接种病原菌的

叶片进行再分离，获得了与原接种菌株形态一致的菌

株，初步确定菌株CM01为草莓黑斑病病原菌。

（三）病原菌的形态学特征及分子生物学鉴定

草莓黑斑病菌株在PDA培养基上的菌落近圆形，边

缘规则，呈灰青色至暗褐色，菌丝致密，菌落背面呈深

褐色至黑色；分生孢子呈倒棍棒状或倒梨状，褐色、具

有3～8个横隔膜。
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ITS基因扩增结果表明：PCR扩增条带大小约为550 

bp（图2）。测序结果输入到GenBank数据库中BLAST

比对，结果表明：菌株CM01与A.tenuissima同源性为

100%。结合菌株CM01的形态特征，最终将草莓黑斑病病

原菌鉴定为链格孢属细极链格孢A.tenuissima。

图2 菌株CM01的ITS基因扩增产物

三、讨论

本研究对吉林农业科技学院（吉林省吉林市）种植

的露地草莓黑斑病病原菌进行分离纯化，结合形态学和

分子生物学鉴定结果最终将草莓黑斑病病原菌鉴定为细

极链格孢菌A.tenuissima。吉林省种植草莓有很多年的

历史，但草莓单产水平一直不高，近几年随着农业产业

化政策的逐步完善及中国农业供给改革的出台，吉林省

草莓的单产水平逐步增长，草莓种植面积不断扩大[15]，

但是草莓比较容易受到各种因素的侵扰而影响生产，例

如常见的病虫害，所以在草莓日常的种植管理环节中，

对于其病虫害的预防和治理尤为重要。

草莓黑斑病是1977年在日本首次被发现并报道

的[16]，在伊朗报道出草莓黑斑病是由细极链格孢菌

A.tenuissima引起的[17]，与本文论证相同；但是在北京

有报道称链格孢菌Alternaria alternata和细极链格孢

菌A.tenuissima共同作用引起草莓黑斑病[18]，本试验分

离鉴定出细极链格孢菌A.tenuissima，并未分离出链格

孢菌A.alternata。此外，意大利[19]报道草莓黑斑病也

是由链格孢菌A.alternata引起的，与本文论证不同。

此外，很多经济作物也会感染黑斑病，例如月

季[20]、甜瓜[21]、芍药[22]和大樱桃[23]等。其中大多数黑

斑病是由链格孢菌A.alternata引起的，但是不同的是

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[20]，核桃黑斑病的主要病原菌为黄单胞杆菌[24]。所以

黑斑病不光由链格孢菌引起，还受其他致病菌和因素影

响。本研究目前对草莓黑斑病病原菌进行了初步的分离

鉴定，下一步将对草莓黑斑病的生物学特性和防治进行

研究。
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分类地位。

二、结果与分析

2.1症状描述

草莓黑斑病主要症状为：产生不规则的黑色病斑，略呈轮纹状，病斑中心为

灰褐色，病斑外缘有黄色晕圈，发生严重时影响草莓的质量与产量。

2.2病原菌分离、纯化及致病性

通过组织分离获得 8个菌株，命名为：CM01、CM02、CM03、CM04、CM05、
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接种菌株形态一致的菌株，初步确定菌株 CM01为草莓黑斑病病原菌。

图 1 分离菌株 CM01对草莓离体叶片的致病性测定

2.3病原菌的形态学特征及分子生物学鉴定

草莓黑斑病菌株在 PDA培养基上的菌落近圆形，边缘规则，呈灰青色至暗

褐色，菌丝致密，菌落背面呈深褐色至黑色；分生孢子呈倒棍棒状或倒梨状，褐

色、具有 3~8个横隔膜。

ITS基因扩增结果表明：PCR扩增条带大小约为550 bp（图2）。测序结果输

入到GenBank数据库中BLAST比对，结果表明：菌株CM01与A. tenuissima同源性

为100%。结合菌株CM01的形态特征，最终将草莓黑斑病病原菌鉴定为链格孢属

细极链格孢A. tenuissima。
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植管理环节中，对于其病虫害的预防和治理尤为重要。
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报道称链格孢菌 Alternaria alternata和细极链格孢菌 A. tenuissima共同作用引起

草莓黑斑病[18]，本试验分离鉴定出细极链格孢菌 A. tenuissima，并未分离出链格
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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[20]，核桃黑斑病的主要
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