
书书书

赵延存，刘　坤，孙连波，等．新疆地区梨树与白杨树腐烂病病菌的交叉侵染［Ｊ］．江苏农业科学，２０１７，４５（２４）：８５－８８．
ｄｏｉ：１０．１５８８９／ｊ．ｉｓｓｎ．１００２－１３０２．２０１７．２４．０２１

新疆地区梨树与白杨树腐烂病病菌的交叉侵染

赵延存１，刘　坤１，２，孙连波２，钱国良２，刘凤权１，２

（１．江苏省农业科学院植物保护研究所，江苏南京２１００１４；２．南京农业大学植物保护学院，江苏南京 ２１００９５）

　　摘要：在新疆库尔勒地区，梨树腐烂病严重发生的梨园周围往往伴随有严重的白杨树腐烂病发生，推测这２种树
木上的腐烂病病菌可能存在交叉侵染现象。为验证这一假设，从梨树样品上分离得到８株梨树腐烂病病菌（Ｖａｌｓａ
ｍａｌｉｖａｒ．ｐｙｒｉ），从白杨树样品上分离到１１株白杨树腐烂病病菌（Ｖａｌｓａｓｏｒｄｉｄａ）及９株柳树腐烂病病菌（Ｃｙｔｏｓｐｏｒａ
ｔｒａｎｓｌｕｃｅｎｓ）。将３种病原菌进行交叉接种，发现梨树腐烂病病菌对白杨树枝条的侵染成功率仅为８．９％，而白杨树及
柳树腐烂病病菌对梨树枝条的侵染成功率分别为４５．８％、６３．０％。将３种病原菌分别接种到梨树的叶片和果实上，发
现菌株的致病力表现为梨树腐烂病病菌＞柳树腐烂病病菌＞白杨树腐烂病病菌。将白杨树和柳树腐烂病病菌在梨树
果实上继代接种３代后，２种病原菌的致病力均有所上升。因此，白杨树腐烂病病原菌对梨树具有较强的交叉侵染
能力。
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　　梨是我国第三大水果，种植范围广，我国梨树栽培面积约
１０８．５万 ｈｍ２，产量达 １５７９．５万 ｔ，约占世界总产量的
２／３［１－２］。梨树腐烂病又称烂皮病，是梨树上危害最严重的枝
干病害，在我国各地梨园均有发生，特别是新疆、西北、华北和

东北产区发生危害较严重，对我国梨产业的健康发展构成严

重的威胁［３］。库尔勒香梨是新疆库尔勒地区的优质特色地

方梨品种，因其品质佳而远销国内外。然而，近年来梨树腐烂

病危害严重，许多香梨园中梨树腐烂病病株率高达 １００％，
９０％的梨树死亡植株是由腐烂病危害所致，严重制约了香梨
产业的健康发展［４－５］。

在新疆地区，白杨树常作为防护林栽种于梨园四周，白杨

树腐烂病也发生危害较严重。在病害调研过程中，发现白杨

树腐烂病症状与梨树腐烂病症状极为相似，因此推测这２种
树木上的腐烂病病菌可能存在交叉侵染现象。已有研究表

明，白杨树腐烂病病菌可以危害苹果树、梨树等［６－７］，苹果树

和梨树腐烂病病菌也可以危害杨树［８－１０］。为验证香梨腐烂

病病菌和白杨树腐烂病病菌的交叉侵染，分别采集了香梨树

及白杨树腐烂病的样品，对病原菌进行分离鉴定，并进行交叉

接种侵染试验，以确定香梨腐烂病的侵染源，为新疆香梨腐烂

病的防治提供新的思路。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试材料　库尔勒香梨树的腐烂病样品以及种植于
梨园周围白杨树的腐烂病样品，均采自新疆库尔勒地区。

１．１．２　接种材料　库尔勒香梨枝条、叶片、果实，白杨树
枝条。

１．１．３　培养基　马铃薯蔗糖培养基（ＰＤＡ）：２００ｇ去皮马铃
薯，切成小块，加２０ｇ琼脂，１０００ｍＬ水煮沸３０ｍｉｎ，４层纱布
过滤，滤液中加入２０ｇ蔗糖，用水补足１０００ｍＬ。
１．１．４　引物　采用 ＩＴＳ通用引物 ＩＴＳ１：５′－ＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡ
ＡＣＣＴＧＣＧＧ－３′和 ＩＴＳ４：５′－ＴＣＣＴＣＣＧＣＴＴＡＴＴＧＡＴＡＴＧＣ－３′
对菌株的总ＤＮＡ进行ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列扩增。
１．２　试验方法
１．２．１　病原菌的分离与鉴定　采用组织分离法，从病斑的病
健交界处取样，置于 ＰＤＡ平板上，２８℃黑暗培养，待组织周
围长出真菌菌丝，从边缘处打孔，将菌丝块移植于新的 ＰＤＡ
平板上，并对其进行编号。利用真菌 ＤＮＡ提取试剂盒
（ＯＭＥＧＡ）提取每个菌株的总 ＤＮＡ，然后利用 ＩＴＳ通用引物
ＩＴＳ１／ＩＴＳ４进行 ｒＤＮＡ－ＩＴＳ序列扩增，将 ＰＣＲ产物进行电泳
检测及测序，并将序列在 ＮＣＢＩ数据库中进行 Ｂｌａｓｔ比对
分析。

１．２．２　病原菌的验证试验　依据柯赫氏法则，采用打孔法，
首先选取粗细相同的枝条，消毒后截成１５ｃｍ长的小段，上端
用石蜡封口，然后用直径为０．８ｃｍ的打孔器在树枝上打孔，
将菌丝块长满菌丝的一面紧贴伤口部位，以只接种ＰＤＡ培养
基作为空白对照，然后用封口膜将伤口部位包扎好，将枝条插

入灭菌的湿沙盘中，置于２８℃培养箱中进行１２ｈ光照／１２ｈ
黑暗培养，接种５ｄ后测量病斑长度，每个病菌重复３次。将
从梨树上的分离物回接梨树枝条，同时将从白杨树上的分离

物回接白杨树枝条，观察其发病情况，并从发病部位再次分离
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病原菌，并对其进行分子鉴定。

１．２．３　病原菌的交叉侵染试验　采用打孔法将梨树上的分
离物接种于白杨树枝条，同时将白杨树上的分离物接种于梨

树枝条，观察其能否产生交叉侵染现象，并对发病部位再次进

行病原菌的分离和鉴定。

１．２．４　病原菌在梨树上的致病性研究　将白杨树上分离得
到的病原物通过打孔法接种于梨树枝条和梨果实上，并通过

针刺法接种于梨树叶片，观察发病情况。统计病原菌在梨果

实上发病６ｄ后的病斑大小。将白杨树上的分离物在梨果实
上继代接种３代，即不断从发病部位分离病原菌并再次接种，
观察各代病原菌的致病性变化情况。

２　结果与分析

２．１　病原菌的分离与鉴定
从梨树样品中共分离得到２３株疑似病原菌的菌株，从白

杨树样品中共分离得到３５株疑似病原菌的菌株，将这些菌株
进行ｒＤＮＡ－ＩＴＳ测序，并将序列在 ＮＣＢＩ数据库中进行 Ｂｌａｓｔ
比对，发现梨树样品分离物中有８株菌株与梨腐烂病病菌具
有较高的同源性，而白杨树样品分离物中有１１株菌株与白杨
树腐烂病病菌有较高的同源性，另有９株菌株与柳树腐烂病
病菌有较高的同源性，同源性均高于９９％。再结合培养性状
观察，最终将这些菌株分别鉴定为梨树腐烂病病菌（Ｖａｌｓａ
ｍａｌｉｖａｒ．ｐｙｒｉ）、白杨树腐烂病病菌（Ｖａｌｓａｓｏｒｄｉｄａ）、柳树腐烂
病病菌（Ｃｙｔｏｓｐｏｒａｔｒａｎｓｌｕｃｅｎｓ）。
２．２　病原菌的形态学观察

３种腐烂病病菌的培养性状如图１所示，Ａ１、Ｂ１、Ｃ１分别
为梨树、白杨树、柳树腐烂病病菌培养５ｄ后的菌落形态，其
中梨树腐烂病病菌菌落呈白色，菌丝气生性较弱，紧贴着培养

基生长；白杨树腐烂病病菌菌落呈橘红色，菌丝气生性较强，

呈丝状，不紧贴培养基生长；柳树腐烂病病菌菌落呈褐绿色，

菌丝的气生性也较弱，紧贴着培养基生长。Ａ２、Ｂ２、Ｃ２分别
为梨树、白杨树、柳树腐烂病病菌培养１５ｄ后的菌落形态，可
以看出３种菌株均已产生分生孢子器，突起于培养基上方，其
中梨树腐烂病病菌的分生孢子器呈墨绿色，较大；白杨树及柳

树腐烂病病菌的分生孢子器呈白色，白杨树腐烂病病菌的分

生孢子器较大也比较密集，柳树腐烂病病菌的分生孢子器较

小，且比较稀疏。

２．３　病原菌的回接验证及交叉侵染试验
将梨树、白杨树和柳树腐烂病病菌分别回接到各自寄主

的枝条上，发病率分别为１００．０％、７３．７％、５６．３％（表１），其
病害症状如图２所示，与所采集样品的病害症状相似。从发
病部位再次分离病菌，进行形态学及分子鉴定，结果证实分离

物与接种的病原菌相同，依据柯赫氏法则证明从所采集样品

上获得的分离物即为这２种枝条的致病菌。
将已验证的病原菌进行交叉侵染试验，即选取梨树腐烂

病病菌接种白杨树枝条，再选取白杨树、柳树腐烂病病菌接种

梨树枝条，观察交叉接种后的发病情况。由表１可知，白杨
树、柳树腐烂病病菌接种到梨树枝条后发病率分别为

４５．８％、６３．０％，而梨树腐烂病病菌接种白杨树枝条后发病率
仅为８．９％。从以上枝条的发病部位再次分离病菌，并进行
形态及分子鉴定，结果证实分离物与接种的病原菌相同，说明

这些病原菌之间可以交叉侵染。

表１　病原菌回接梨树、白杨树枝条的发病率

寄主
发病率（％）

梨树腐烂病病菌 白杨树腐烂病病菌 柳树腐烂病病菌

梨树枝条 １００．０ ４５．８ ６３．０
白杨树枝条 ８．９ ７３．７ ５６．３

２．４　病原菌在梨树上的致病性研究
为研究白杨树上的腐烂病病菌对梨树的危害，将其与梨

树腐烂病病菌一起接种于梨树，观察致病情况。将３种病原

菌接种于梨树枝条，由梨树、白杨树、柳树腐烂病病菌引起的

发病率分别为１００．０％、４５．８％、６３．０％；将３种病原菌接种
梨树叶片，发病率分别为１００．０％、６．７％、４４．４％，且柳树、白
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杨树腐烂病病菌在梨树叶片上引起的病斑较小（图３）；将３种
病原菌接种于库尔勒香梨果实上，致病率均为１００％，病害症
状如图４所示，白杨树、柳树腐烂病病菌引起的病害症状颜色
均较深，其病斑与梨树腐烂病病菌引起的病害症状完全不同，

三者的病斑大小表现为梨树腐烂病病菌＞柳树腐烂病病菌＞
白杨树腐烂病病菌。综合分析３种病原菌在梨树枝条、叶片和
果实上的致病情况，梨腐烂病病菌在梨树上的致病性最强，其

次为柳树腐烂病病菌，而白杨树腐烂病病菌的致病力最弱。

　　为进一步研究白杨树上的腐烂病病菌侵染梨树后其致病
力的变化情况，将梨树果实发病后分离获得的菌株作为２代
进行接种，将再次分离得到的菌株作为３代进行接种，观察继
代接种后病原菌的致病力变化情况。由图５可知，柳树腐烂
病病菌的２代致病力有所下降，但３代致病力又有所上升，且
高于１代的致病力。白杨树腐烂病病菌的致病力则逐代增
强。因此，推测这２种病菌反复侵染梨树后，其致病力会逐渐
增强。

３　讨论

腐烂病是危害果树和林木枝干的主要病害，一些来源于

不同寄主的腐烂病病原菌能够侵染其他寄主植物，引起危

害［１１－１４］。本试验通过柯赫氏法则、ＩＴＳ序列和菌落形态特征
确定了引起库尔勒地区香梨梨树腐烂病的病原菌为 Ｖａｌｓａ
ｍａｌｉｖａｒ．ｐｙｒｉ，引起白杨树腐烂病的病原菌为Ｖａｌｓａｓｏｒｄｉｄａ和
Ｃｙｔｏｓｐｏｒａｔｒａｎｓｌｕｃｅｎｓ。本研究发现，白杨树上分离得到的２种

腐烂病病菌均能够成功侵染香梨梨树枝条，这与郭众仲等的

研究结果［１３］一致。但是，本研究发现分离鉴定的梨树腐烂病

病菌对白杨树枝条的侵染成功率仅为８．９％，且病斑扩展较
小。周玉霞等研究发现，梨树腐烂病病菌不能侵染白杨树枝

条［１５］，本研究的结果与之相符，这表明白杨树对梨树腐烂病

病菌的侵染具有较强的抵抗能力。

虽然在室内试验中白杨树上的腐烂病病菌可以侵染梨树

枝条，但是其接种发病率和致病力均明显低于梨树腐烂病病

菌。另外，梨树腐烂病病菌在梨树各类伤口上均表现出强大

的生存竞争能力，限制了其他腐烂病病菌的定殖侵染。但继

代接种试验结果表明，白杨树腐烂病病菌的致病力可以在梨

树寄主上逐代变强。长期疏于对果园周边白杨树腐烂病的管

理和防治，可能导致其成为梨树腐烂病的潜在侵染源。
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　　苜蓿蓟马是苜蓿上最主要的常发性害虫之一［１］，主要取

食叶芽、嫩叶和花，轻者造成上部叶片扭曲，重者造成成片苜

蓿早枯或叶片和花干枯、早落，成为目前苜蓿尤其繁种苜蓿最

具危险性的害虫［２－９］。本研究以苜蓿蓟马为研究对象，通过

对宁夏全区苜蓿种植区的调查采样，从生产全过程及作物生

态系统整体出发，开展蓟马优势种群发生动态及其影响因子

的相关性研究，明确蓟马的种类组成及分布、蓟马发生与苜蓿

物候期的关系，为宁夏苜蓿产业蓟马的防治提供科学依据，提

高苜蓿草产品质量安全水平。

１　材料与方法

１．１　苜蓿蓟马种类调查方法
于２００３、２０１４年在宁夏贺兰山东麓灌区和宁夏南部山区

共选择１７个采样点，在苜蓿生长的苗期、花期、刈割不同阶段
调查蓟马种类和数量。每次调查５个点，每个点２０株，每个
点调查６次，记录蓟马数量和苜蓿物候期，在标本上记录调查
时间、地点、寄主等信息［１０］。

１．２　蓟马玻片标本的制作方法
蓟马玻片标本的制作方法：将蓟马放入装有１０％氢氧化

钾的试管中在５０℃水中加热２０ｍｉｎ→加热后移置蒸馏水中
２０ｍｉｎ→５５％乙醇中１５ｍｉｎ→７０％乙醇中１０ｍｉｎ→８５％乙醇
中５ｍｉｎ→１００％乙醇中１ｍｉｎ→二甲苯中２～３ｈ→滴胶→移
虫→整姿→盖片→写标签［１１－１２］。

１．３　蓟马标本的鉴定方法
将采集的苜蓿蓟马标本进行玻片制作，每样号制作至少

３张玻片，每张玻片压制３～５个蓟马成虫标本，对获得的玻
片标本在显微镜下进行鉴定，通过查阅大量的文献资料以及

与国内有关专家交流学习，对照每个种的形态特征，并逐一进

行拍照，统计各样点鉴定出的种类组成和数量，结合田间调查

分析苜蓿蓟马优势种群及其分布特征。

１．４　苜蓿寄主物候期及环境变化对蓟马种群的影响
以苜蓿种植基地主要栽培种为调查对象。调查当年和历

年的苜蓿返青期、开花期、刈割期时间。分别从４月上旬开
始，在所选点内选２～３株萌芽较早的植株，立牌，标明品种、
萌芽时间等，每１０ｄ调查１次，记录苜蓿生长发育情况。

２　结果与分析

２．１　苜蓿蓟马种类调查
２０１３、２０１４年，对苜蓿蓟马的调查情况如表１所示。２０１３

年共获得６份标本样，共计１７０头蓟马标本，其中用５４头蓟马
制作了１８张玻片标本；２０１４年共获得１７份标本样，共计４７５
头蓟马标本，其中用１５３头蓟马制作了５１张玻片标本。
２．２　蓟马种类鉴定

２年来笔者所在课题组对宁夏贺兰山东麓灌区和宁夏南
部山区苜蓿种植基地的蓟马发生情况及其种类进行全面调
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