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梨（Pyrus）是一种世界性水果，我国种植面积和

产量均居世界首位 [1]。梨树腐烂病（pear valsa can-

ker）是梨树生产上最为重要的病害之一。该病长期

以来普遍发生，已成为制约我国梨果生产的一个主

要因素 [2- 3] 。有报道表明梨黑腐皮壳菌（Valsa am-

biens）、苹果黑腐皮壳梨变种（ Valsa mali var. py-

ri）、Valsa ceratosperma）均可引起梨树腐烂病 [4- 7]。

周玉霞等[8]，对中国 15个省（市）梨产区分离获得的

168份梨树腐烂病菌分离株进行了序列系统进化分

析，认为中国梨树腐烂病病原菌为（ Valsa mali var.

pyri）。目前关于梨树腐烂病的研究主要集中在生

物特性方面，对其致病机理和梨树的抗病机制尚不

清楚。笔者从疑似腐烂病的‘黄金梨’枝条上采用组

织分离法获得腐烂病原菌株，并采用 rDNA－ITS序

列分析和形态学相结合的方法对其进行鉴定，并选

取8个山东地区的梨种质资源进行致病性检测，确定

该病原菌为梨腐烂病的病原，为后期进行梨种质资

源抗病性筛选，选育抗病品种提供依据并奠定基础。
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摘 要:【目的】获得梨腐烂病的致病菌株用于后期筛选抗病梨种质资源。【方法】采集具有典型腐烂病症状的‘黄金梨’

枝干样品进行组织分离、培养，获得梨腐烂病菌株，采用形态学、分子生物学以及病原菌致病性相结合的方法对其进行

鉴定。【结果】根据分离菌株的菌落、分生孢子形态特征、rDNA－ITS 序列分析将分离到Va1 菌株鉴定为腐烂菌(Valsa

mali) ，并选取8个山东地区的梨种质资源进行致病性验证。【结论】分离得到的菌株对8个品种都具有致病性，证实为

梨腐烂病的病原。
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The identification and the Pathogenicity of analysis for the pathogen of
pear Valsa canker
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Abstract:【Objective】In order to detect the resistance of pear germplasms to canker, we obtained fun-

gal pathogens from pear trees.【Methods】Isolates from disease-affected branches of pear were purified

culture and obtaining pear rot disease strain named (No. Va1) . Identification of the pathogenic fungus

was carried out according to the characteristics of fungal morphology, pathogenicity and by rDNA-ITS

sequence analysis.【Results】The strain was identified as Valsa mali based on the colony and conidio-

phores morphological observation and the rDNA- ITS sequence homology. Eight pear germplasm re-

sources were selected for pathogenicity detection.【Conclusion】The results showed that the isolate was

the pathogen of pear rot. It has certain pathogenicity of the Va1 isolate on eight varieties of pear.
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1 材料和方法

1.1 样品采集

采集具有腐烂病症状的‘黄金梨’枝条样品采自

山东省果树研究所天平湖基地梨园。

1.2 病原菌的分离及形态特征观察采用组织分离

法

先用 70%（φ，后同）乙醇表面消毒具有腐烂病

症状的‘黄金梨’枝条，再用灭菌的解剖刀在病健交

界处切下 3 mm × 5 mm 的组织块，用 75% 乙醇处

理 30 s，再用 0. 1% 氯化汞消毒处理 40 s，最后用无

菌水冲洗干净后置于 PDA培养基上，25 ℃ 下暗培

养 3 d，挑取单个菌落菌丝，转移到新的 PDA 平板培

养基上，25 ℃ 下暗培养 6 d，保存得到的纯菌株，观

察并记录菌落形态学特征，挑取分生孢子进行显微

形态观测并记录孢子的形状大小。

1.3 DNA 提取和 PCR 扩增

真菌总 DNA 提取采用 OMEGA 公司试剂盒，

提取的 DNA溶解后于 －20 ℃ 贮存备用。以菌丝

总 DNA 为模板，对 ITS 区进行扩增，以 ITS1(5'－

CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA－3')、ITS4 (5'－

TCCTCCGCTTATTGATATGC－3')为引物( 由上海

生物工程技术有限公司合成)。25 μL PCR反应体

系: 2.5 μL 10 × PCR buffer( 2.50 mmol· L-1，含 Mg2+) 、

2.00 μL d NTPs（2.50 mmol · L- 1) 、0.50 μL ITS1(

10.00 μmol· L-1) 、0.50 μL ITS4( 10.0 μmol· L-1) 、0.75

μL DNA模板、0.25 μL( 5.00 U·μL-1) Taq 酶、18.50 μL

灭菌水。PCR 扩增反应在 BIO－RAD S1000 TM

PCR 扩增仪上进行。PCR反应条件为: 94 ℃ 5 min;

94 ℃ 45 s，52 ℃ 1 min，72 ℃ 1 min，30 个循环;

72 ℃延伸 10 min。PCR 产物由 1.0% 琼脂糖凝胶电

泳检测，PCR 产物回收纯化后与 pMD18－T 载体连

接，转化感受态细胞( 大肠杆菌DH5α) ，挑取阳性克

隆送上海生物工程技术有限公司进行测序。

1.4 序列分析及构建系统发育树

序列分析及构建系统进化树所得序列在国际核

酸 数 据 库 (http://www． ncbi． nlm． nih． gov /

blast) 中进行同源序列搜索。将分离菌株序列用

ClustalX 软件进行多个序列比对，并与 Gen Bank 中

的相关序列进行同源性比较，然后用MEGA 6．0软

件中邻位加入( neighbor－joining，简称 NJ) 构建系

统发育树。

1.5 致病力测定

选用8个梨品种的1 a（年）生枝条，用清水洗净

晾干，再用酒精消毒并晾干，剪成 30 cm长小段，两

端用石蜡封口。用直径为5 mm打孔器在枝条上去

皮后，接种5 mm的菌块，同时用接种空白PDA培养

基的枝条作为对照，保鲜膜覆盖保湿，每个枝条上接

种 3个点，设置重复 3次，7 d观察病斑，测量病斑直

径，并记录发病情况。

病斑平均直径法（以下简称 AD法）：划分各梨

种质的抗性等级。AD＝ ∑ 接 种 点 病 斑 直 径／

接 种 点 数。抗性分级标准：免疫（I）为 AD＝0.5

cm；高抗（HR）为 0.5 cm＜AD≤1 cm；抗病（R）为 1

cm＜AD≤2 cm；感病（S）为 2 cm＜AD≤5 cm；高感

（HS）AD＞5 cm。

2 结果与分析

2.1 病原菌形态特征

从采集的样品中分离纯化的菌株，编号为Va1，

PDA培养基上培养，初期为白色羽毛状，有少量气

生菌丝，5 d后开始分泌色素使 PDA培养基呈现黄

褐色（图 1-A）。菌株在PDA培养基上培养 20 d后，

可见菌丝中间出现黑色分生孢子团（图1-B），40×10

倍的显微镜下观察，菌丝无色、具有隔膜和分枝，分

生孢子梗（图1-D），分生孢子为香蕉形，单胞、无色、

大小均匀（图1-C）。

2.2 序列分析和构建系统进化树

以纯培养物总 DNA 为模板，ITS1、ITS4 为引

物，经 PCR扩增，获得大小为 549 bp 的 rDNA－ITS

基因片段。NCBI Blast 搜索结果表明，该片段与腐

烂病原菌的同源性在99% 以上。在NCBI搜索结果

中，选取常见的腐烂病原菌 Valsa mali strain78-1-1

（Gen Bank 编号为 GQ934362.1 )、Valsa mali strain

SXP1（Gen Bank 编号为 GQ337612.1 )、Valsa mali

var. mali isolate JQYMp08（Gen Bank 编 号 为

GQ337612.1）、Valsa ceratosperma strain 293( Gen

Bank 编 号 为 GQ877484.1）、Valsa ceratosperma

strain 8-1( Gen Bank 编号为 GQ 454350.1)以及Val-

sa mali var. pyri strain LF035( Gen Bank 编号为 GQ

196253.1)，采用 Clustal X 软件多序列比对后用

MEGA 6.0 软件构建系统进化树，结果显示，从染病

梨果实分离的腐烂病菌株与 Valsa mali strain78-1-1

（Gen Bank 编号为 GQ934362.1）聚在同一分支上
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，等：山东地区梨腐烂病菌的分离鉴定增刊

（图 2）。据此，将该腐烂病原菌鉴定为梨腐烂病菌。

图 2 梨腐烂病病原菌基于 rDNA-ITS 序列的系统发育树

Fig. 2 phylogentic tree of pear valsa canker pathogen and

high homology pathogen based on rDNA-ITS datasets

2.3 致病性验证

为了进一步研究分离得到的病原菌的致病力，

选取了山东地区的8个梨种质，进行枝条接种，对照

为空白PDA培养基，根据接种7 d后测量病斑直径，

结果显示‘乐陵棠梨’‘龙口甜香水’的表现为抗病，

平均病斑直径小于 2 cm。‘阳信小苏梨’‘蓬莱短把

梨’平均病斑直径大于5 cm表现为高度感病，而‘冬

果梨’‘昌邑金秋’‘乐陵大面梨’‘疙瘩梨’等病斑直

径在2~5 cm，表现为感病（表1）。

3 讨 论

由于自然界中存在的病原菌种类繁多，有些病

原菌的分生孢子的大小、形态相似。Abang等 [9]和

Du 等[10]认为，通常仅根据形态学特征、单以分生孢

子的形态学特征，对病原菌进行鉴定分类是不恰当

的。病原真菌 rDNA-ITS 序列可提供大量信息来进

行真菌种间的分子研究，相对传统的形态学鉴定方

法，以 PCR 为基础的 rDNA-ITS 分子检测技术，具

有特异性强、灵敏度高、重复好、受外界因素影响较

小等特点，可保证鉴定结果的可靠性[11]。

本研究采用室内打孔接种的方法,研究分离得

到梨腐烂病对不同梨种质资源的致病性。接种病原

菌后病斑长度是腐烂病致病力的一个重要方面。但

由于病原菌致病机制尚不清楚,影响因素复杂多样,

如不同品种之间落皮层形成差异、愈伤组织形成能

力差异及一些生理生化反应的机制，都可能造成腐

烂病对树体的致病力差异。因此本研究只是确定分

离得到的梨腐烂病菌对梨树种质具有致病性。

综上所述，本研究对来源于山东泰安梨树品种

上的腐烂病菌分离株，通过PDA培养基上病原菌的

形态学观察、rDNA-ITS 基因序列分析以及离体梨

树枝条致病力测定，通过室内鉴定方法检测致病性

图 1 Va1 菌落形态及分生孢子、分生孢子梗

Fig. 1 The conidium、conidiophores and colony morphology of Va1 isolate

表 1 Va1 菌株对 8 个梨品种的致病力检测

Table 1 Pathogenicity of the Va1 isolate on

eight varieties of pear

编号
Number

1

2

3

4

5

6

7

8

梨品种
Pear cultivar

乐陵棠梨
Laoling tangli

龙口甜香水
Longkou tianxiangshui

冬果梨 Dongguoli

阳信小把梨
Yangxin xiaobali

蓬莱短把洋梨
Penglai duanbayangli

昌邑金秋 Changyi jinqiu

乐陵大面梨
Laoling damianli

疙瘩梨 Gedali

平均病斑直径
Average diameter
of the lesion/cm

1.06

1.33

2.10

5.02

6.02

2.21

3.90

2.44

抗性鉴定
Identification
of resistance

抗病
Resistant

抗病
Resistant

感病 Suiceptible

高感
High suiceptible

高感
High suiceptible

感病 Suiceptible

感病
Suiceptible

感病 Suiceptible
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及品种抗性，鉴定条件比较统一，这也为后续检测更

多梨种质资源，从而筛选抗病种质和感病种质奠定

了基础。
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