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摘要
!

由葡萄座腔菌
F'%&

,

'+

2

-#(&*#/'%-*/(#

引起的梨轮纹病是梨生产中重要的真菌性病害!主要造成树势早衰

和果实腐烂!严重影响梨的产量和品质"本研究选取市售的
+

个品种的梨果实!用分离自梨枝干的轮纹病菌进行了

离体果实接种!测定不同品种果实对梨轮纹病的抗性差异"接种后
+B

!按照病斑直径从大到小的顺序!品种排序依

次为)丰水梨*

$

)南果梨*

$

)库尔勒香梨*

$

)皇冠梨*

$

)雪花梨*

$

)砀山酥梨*!随病斑减小抗性依次增强"测定了

0

种杀菌剂对梨轮纹病菌菌丝生长的抑制作用!结果表明!咯菌腈#氟啶胺和咪鲜胺对梨轮纹病菌的菌丝生长有很强

的抑制作用!

3,

&"

分别为
"@"#"1

#

"@"!!0

#

<

(

5W

和
"@"101

#

<

(

5W

%代森锰锌的
3,

&"

为
1@$+"%

#

<

(

5W

!也有较好的

抑菌效果"本试验结果为了解不同梨品种对轮纹病的抗性及杀菌剂的选用提供了依据!具有一定的指导意义"
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葡萄座腔菌
F'%&

,

'+

2

-#(&*#/'%-*/(#

是引起

农林业重要真菌病害的病原菌%在生态系统中占有

重要的地位(

#

)

*

F8/'%-*/(#

属子囊菌门%葡萄座腔

菌属(

!

)

*我国最早于
#I!$

年在辽宁省发现该病原

菌引起苹果轮纹病(

1

)

*

F8/'%-*/(#

寄主广泛%可侵

染梨+苹果+桃+李+杏+海棠+板栗+枣等至少
0&

个属

的植物%导致木材品质下降%花朵观赏价值降低%水

果质量变差(

0%

)

*

我国是梨生产大国%梨种类繁多%栽培面积仅次

于苹果%梨果生产在我国占有重要的经济地位(

$

)

*



0&

卷第
0

期 张璐等$

+

种梨果实对轮纹病的抗性差异及
0

种杀菌剂对轮纹病菌的抑菌作用

由
F8/'%-*/(#

引起的梨轮纹病是造成梨减产的重

要病害*梨树树干+叶片+果实等部位均可被侵染%

导致树势早衰+叶片干枯脱落+果实腐烂%尤其是贮

藏期或多雨的年份%病害发生严重时烂果率超过

$"a

%造成无法挽回的损失(

I

)

*近年来%梨轮纹病不

仅在中国发生严重%在日本+韩国等周边国家的发病

率也逐年升高(

#"

)

*因此%有必要加强对梨轮纹病的

相关研究*

利用抗病品种是防治植物病害的有效途径之

一*不同梨品种枝干或果实对轮纹病的抗性存在差

异*如山东地区种质资源中&金秋'+&毛杜梨'和&秋

白梨'较抗枝干轮纹病(

##

)

*田路明等(

#!

)采用幼果期

无伤接种%比较了
#1

份梨品种在果实成熟期和室温

贮藏期的轮纹病发生情况%表明不同品种果实对轮

纹病抗性不同%室温贮藏期的果实发病率较成熟期

显著提高*江苏省的
#0

个品种中%&金水秋'+&晚三

吉'和&砀山梨'对果实轮纹病表现为抗病(

I

)

*由此

可见%基于自然发病条件下对梨品种果实抗轮纹病

的测定易受环境条件的影响%在有利于果实轮纹病

发生的时期接种%测定果实对轮纹病的抗性能更好

地反映品种间的抗性*

本研究分别从白梨系统+砂梨系统和秋子梨系

统中选取不同代表品种%在实验室相对一致的可控

条件下%测定了
+

种梨果对轮纹病的抗性差异%避免

了田间环境多变对试验结果的影响*同时%试验还

测定了
0

种杀菌剂对轮纹病菌的抑菌作用*旨在为

充分利用不同梨品种果实对轮纹病的抗性以及为梨

生产上选用有效的杀菌剂提供科学依据*

$

!

材料与方法

$%$

!

试验材料

轮纹病菌分离自
!"#+

年从北京市海淀区采集

的表现典型轮纹病症状的梨树树干*

梨果实品种$白梨系统&库尔勒香梨'+&砀山酥梨'

和&雪花梨'#砂梨系统&皇冠梨'和&丰水梨'#秋子梨系

统&南果梨'*梨果实均购自北京市海淀区的超市*

供试杀菌剂原药$

I"a

代森锰锌+

I&@!a

咯菌

腈+

I%a

氟啶胺和
I$@#a

咪鲜胺%由中国农业大学

种子病理学实验室刘西莉教授提供*

$%&

!

试验方法

$@&@$

!

病原菌的分离和纯化

采用常规组织分离法对表现有瘤状凸起病斑的

梨轮纹病树皮病样进行分离*在病健交界处取约

&55

见方的组织块%在
1@1aS6,8Q

溶液中表面消毒

#57;

%用无菌蒸馏水漂洗
1

次%再用灭菌吸水纸吸干表

面水分%置于
P.C

培养基上%

!&c

%光照培养*

1B

后从

病组织块周围长出的菌落边缘挑取少量菌丝转皿培

养%待病原菌产孢后%配制孢子悬浮液%采用单孢分离

法获得纯化的单孢菌株*对菌株进行编号保存备用*

$@&@&

!

分离菌株的形态学观察

将纯化的菌株
(4$4#

接种于
P.C

平板上%

!&c

%

光照培养
#&B

%观察菌落的颜色+形态+质地以及气

生菌丝的生长情况%是否产生分生孢子等*

$@&@'

!

分离菌株的分子生物学鉴定

.SC

提取$将菌株
(4$4#

接种于铺有灭菌玻璃

纸的
P.C

平板%

!&c

%光照培养
&B

%刮取菌落表面

适量菌丝%采用
,\C(

法提取基因组
.SC

*

P,̂

扩增及序列分析$用
1

对引物
X\)#

!

&i4

\,,V\CVV\VCC,,\V,VV41i

"0

X\)0

!

&i4\,,4

\,,V,\\C\\VC\C\V,41i

"+

(>4!6

!

&i4VV\C4

C,,CCC\,VV\V,\V,\\\,41i

"0

(>4!G

!

&i4C,4

,,\,CV\V\CV\VC,,,\\VV,41i

"和
3_#4%!$_

!

&i4,C\,VCVCCV\\,VCVCCVV41i

"0

3_#4I$+̂

!

&i4\C,\\VCCVVCC,,,\\C,,41i

"分别对菌

株
(4$4#

的
L.SC4X\)

+

!

4>=G=87;

基因和
3_#4

"

基因

进行
P,̂

扩增(

#1

)

*扩增产物经
#@&a

琼脂糖凝胶

电泳后%送北京擎科新业生物技术有限公司测序*

测序结果在
VO;(6;?

中进行
(WC)\

比对分析*

$@&@@

!

梨果实接种

采用室内离体接种法测定不同梨品种的果实对

梨轮纹病的抗性差异*将菌株
(4$4#

于
P.C

平板

上进行活化%

!&c

%光照培养
&B

%在菌落边缘打取直

径
!55

的菌块用于接种*

选购市售的无伤+健康的
+

种梨果实%用
%&a

乙

醇表面消毒%无菌水冲洗
1

次%自然晾干%在每个果实

的赤道部打
#

个直径
!55

的小孔%接种梨轮纹病菌

菌丝块%以接种
P.C

培养基块的处理为对照*每个

处理接种
#"

个果实*

!&c

%黑暗放置
0$H

后%在
W

'

.U#!H

'

#!H

光照黑暗交替条件下培养
+B

%每
!0H

观察
#

次发病进程%

+B

后测量病斑直径*计算各品

种梨果实病斑直径平均值%评价各品种的抗性*

$@&@P

!

杀菌剂的毒力测定

采用菌丝生长抑制法测定杀菌剂对轮纹病菌菌

株
(4$4#

的抑制作用*

,

&!!

,



!"#I

用分析天平准确称量杀菌剂原药分别放入
&5W

保存管中%加入一定体积的二甲基亚砜!

.K)Q

"%在

eW4I"#

振荡仪!海门市其林贝尔仪器制造有限公

司"上振荡至药剂充分溶解%配制成
#"

&

5

<

0

W

的母

液%

0c

黑暗保存备用*

为确保所设置每种药剂的浓度对轮纹病菌的抑

制率处于
&a

"

I&a

之间%

I"a

代森锰锌设置
%

个浓

度梯度%分别为
"@#

+

#@"

+

&@"

+

!&@"

+

&"@"

+

%&@"5

<

0

W

和
#""@"5

<

0

W

#

I&@!a

咯菌腈设置
+

个浓度梯度%分别

为
"@""!

+

"@""&

+

"@"#

+

"@"!

+

"@"&5

<

0

W

和
"@#5

<

0

W

#

I%a

氟啶胺设置
%

个浓度梯度%分别为
"@""#

+

"@""&

+

"@"#

+

"@"&

+

"@#

+

"@&5

<

0

W

和
#@"5

<

0

W

#

I$@#a

咪

鲜胺设置
%

个浓度梯度%分别为
"@"""&

+

"@""!

+

"@"#

+

"@"&

+

"@#

+

"@&5

<

0

W

和
#@"5

<

0

W

*

将药液加入
+"c

左右的
P.C

培养基中%充分

混匀后倒入培养皿!直径
I"55

"中%制成系列浓度

的含药平板%以加入
.K)Q

的培养基作为对照*在

菌落边缘打取直径
&55

的菌饼%接种到含药平板

中央%每处理
1

次重复*

!&c

%黑暗培养*待对照菌

落直径长至约
+"55

时%用十字交叉法测量菌落直

径%计算菌丝生长抑制率*

菌丝生长抑制率
U

!对照菌落直径
2

处理菌落

直径"0!对照菌落直径
2

菌饼直径"

J#""a

#

数据处理$使用
.P)%@"&

数据分析软件%将菌

丝生长抑制率换算成几率值!

,

"%药剂浓度换算成浓

度对数!

?

"%求得浓度对数与几率值的线性回归方程

,

U6?lG

%并计算出药剂对梨轮纹病菌的抑制中浓

度!

3,

&"

"+几率值和相关系数
&

*

&

!

结果与分析

&%$

!

病原菌的形态学鉴定

菌株
(4$4#

在
P.C

培养基上
!&c

下培养%呈圆

形辐射状生长*菌丝体初期白色%随着培养时间的

延长%气生菌丝呈灰黑色%

!"B

左右菌落完全变为暗

黑色!图
#6

和
G

"*在梨果实上产生黑色扁球形的

分生孢子器!图
#A

"%从分生孢子器中释放出无色+单

胞+纺锤形或椭圆形+大小!

!0

"

1"

"

#

5J

!

+

"

$

"

#

5

的分生孢子!图
#B

"*根据菌落形态和颜色+分生孢

子颜色+大小+形状等形态特征(

#

)

%可将菌株
(4$4#

鉴定为葡萄座腔菌属
F'%&

,

'+

2

-#(&*#

*

图
$

!

梨轮纹病菌分离菌株
S8V8$

的形态学特征

()

*

%$

!

I-4

,

2-:-

*

)13:123431/54)./)1.-6/25).-:3/5S8V8$64->

,

5344)0

*

4-/

&%&

!

分离菌株的分子生物学鉴定

用
1

对引物
X\)#

0

X\)0

+

(>4!6

0

(>4!G

+

3_#4%!$_

0

3_#4I$+̂

对菌株
(4$4#

的基因组
.SC

进行
P,̂

扩增%分别得到大小约为
&&"

+

&""

和
!&"G

]

的条

带*扩增产物经测序后在
S,(X

上进行
(WC)\

分析%

发现菌株
(4$4#

的
X\)

序列与
F8/'%-*/(#

!登录号为

KV&I&!%#@#

+

[_&#+I0"@#

+

[,I+"I##@#

+

*_$""#1$@#

+

*_$""#1%@#

+

Ve$%"!$+@#

等"的相似性均为
IIa

#

!

4>=G=87;

基因的序列与
F8/'%-*/(#

!登录号为
[Z&+&$%#@#

+

[̂!+"$11@#

+

[,I+#"##@#

+

*_00#"%$@#

+

/e++"0%+@#

+

[-!$##0%@#

等"的相似性为
#""a

#

3_#4

"

基因的序列

与
F8/'%-*/(#

!登录号为
[,I+#"+%@#

+

[,I+#"&1@#

+

[,I+#"0%@#

+

[,I+#"0#@#

+

*eI""10#@#

+

VZ!&#!11@#

等"的

相似性为
#""a

*序列分析表明%菌株
(4$4#

为葡萄

座腔菌
F8/'%-*/(#

*

&%'

!

不同品种梨果实对轮纹病的抗性

用梨轮纹病菌菌株
(4$4#

接种健康梨果实引起

果实腐烂发病*果实表皮组织最初变软%然后以接

种点为中心向外扩展%病斑近圆形%水渍状%最后变

为浅褐色+褐色或黑褐色大病斑#&皇冠梨'和&雪花

梨'还伴有深浅相间的褐色同心轮纹!图
!6

"

N

"*病

部果肉腐烂伴有酸臭味*

从病斑大小看%不同品种果实对轮纹病的抗性存

在明显差异*&丰水梨'病斑直径最大%为
0I@%55

%

,

+!!

,



0&

卷第
0

期 张璐等$

+

种梨果实对轮纹病的抗性差异及
0

种杀菌剂对轮纹病菌的抑菌作用

相对最为感病#其次为&南果梨'和&库尔勒香梨'%病

斑直径分别为
0"@"55

和
1+@#55

#&皇冠梨'和&雪

花梨'病斑直径较小%分别为
!&@I55

和
!0@055

#

&砀山酥梨'病斑直径最小%为
#&@#55

%在所测试的

+

个品种中表现最为抗病*同一梨系统的不同品种

对轮纹病的抗性也不相同%如砂梨系统的&皇冠梨'

和&丰水梨'+白梨系统的&库尔勒香梨'和&砀山酥

梨'品种间的病斑大小有显著差异%对轮纹病的抗性

明显不同!表
#

"*对照梨果均未发病%接种点表现

为失水干缩或失水变褐!图
!6#

"

N#

"*

图
&

!

不同梨果实接种菌株
S8V8$

第
K

天的病斑扩展及对照表现

()

*

%&

!

L5.)-05J

,

30.)-0-0

,

53464=)/.)0-1=:3/5;<

9

).-:3/5S8V8$.)J;3

9

.

,

-./)0-1=:3/)-0

表
$

!

梨果实接种后
K;

的病斑平均直径$

$

E3<:5$

!

F+543

*

5:5.)-0;)3>5/54-0

,

53464=)/

.)J;3

9

.

,

-./)0-1=:3/)-0

梨系统

,=8>7d6L

<

L:=

]

品种

T6L7O>

R

病斑平均直径0
55

CdOL6

<

O8OM7:;B765O>OL

砂梨

!

,

&3+

2,

&*

0

'"*#

丰水梨

/:M=7

]

O6L

!

0I@%j"@1

"

6

砂梨

!8

2,

&*

0

'"*#

皇冠梨

/=6;

<<

=6;

]

O6L

!

!&@Ij"@0

"

G

秋子梨

!83++3&*($+*+

南果梨

S6;

<

=:

]

O6L

!

0"@"j"@&

"

6G

白梨

!8>&(%+)-$(*/(&*

库尔勒香梨

[:L86

]

O6L

!

1+@#j"@&

"

6G

白梨

!8>&(%+)-$(*/(&*

雪花梨

-=OH=687

]

O6L

!

!0@0j"@1

"

G

白梨

!8>&(%+)-$(*/(&*

砀山酥梨

.6;

<

MH6;)=87

]

O6L

!

#&@#j"@0

"

A

!

#

"同列数据后不同字母表示差异显著!

"

U"@"&

"*

\HOB7NNOLO;>8O>>OLM7;>HOM65OA:8=5;7;B7A6>OM7

<

;7N7A6;>

B7NNOLO;AO

!

"

U"@"&

"

@

&%@

!

杀菌剂对梨轮纹病菌的毒力测定

室内毒力测定结果表明%供试
0

种杀菌剂代森

锰锌+咯菌腈+氟啶胺和咪鲜胺对梨轮纹病菌菌丝生

长均具有较好的抑制作用*根据
3,

&"

%咯菌腈+氟

啶胺和咪鲜胺对梨轮纹病菌菌株
(4$4#

菌丝生长的

抑制作用很强%代森锰锌的抑制作用相对较弱%按照

由强到弱依次为$咯菌腈
$

氟啶胺
$

咪鲜胺
$

代森

锰锌*

0

种杀菌剂的毒力回归方程+相关系数+

3,

&"

结果列于表
!

*

表
&

!

杀菌剂对梨轮纹病菌菌株
S8V8$

的抑菌作用

E3<:5&

!

#02)<)/)-056651/-66-=46=0

*

)1);5./-

5#2*

%

#(

"

4-.*/-6#24/6.-).-:3/5S8V8$

杀菌剂

_=;

<

7A7BO

回归方程

Ô

<

LOMM7:;O

f

=6>7:;

相关系数!

&

"

,:LLO86>7:;

A:ONN7A7O;>

3,

&"

0

#

<

,

5W

2#

代森锰锌

56;A:EOG

,

U"@$+%1?l0@0I#! "@I+1! 1@$+"%

咯菌腈

N8=B7:9:;78

,

U#@+$"#?l$@11%0 "@II$! "@"#"1

氟啶胺

N8=6E7;65

,

U#@!#1%?l%@""!! "@I$+! "@"!!0

咪鲜胺

]

L:AH8:L6E

,

U"@+"%#?l&@$$I& "@II"I "@"101

'

!

讨论

梨轮纹病菌是一种弱寄生菌(

#0

)

*明确梨果品

种间抗性%有利于对轮纹病的防控和梨果增产保质%

提高经济效益*李树玲和黄礼森(

#&

)对秋子梨+白梨

和洋梨
1

个梨系统果实轮纹病在田间的自然发生情

况进行了调查%发现秋子梨系统的果实大部分抗病%

,

%!!

,



!"#I

&南果梨'最抗病#白梨和洋梨系统的果实大部分不

抗病*曹玉芬等(

#+

)采用喷雾接种法对梨树上的幼

果进行接种%在成熟期鉴定了
!$

个梨品种果实对轮

纹病的抗性%其中白梨系统最抗病%

$

个品种中有
&

个表现高抗或抗病#砂梨为中间类型%西洋梨最差*

本试验结果发现不同梨系统果实对轮纹病的抗性有

明显差异%其中白梨系统的&砀山酥梨'抗性最强%砂

梨系统的&丰水梨'抗性最差%秋子梨系统的&南果

梨'不抗轮纹病*本试验结果与前人调查结果(

#&#+

)

有出入%其原因可能与测定方法不同有很大关系*

本试验采用的是室内离体接种法%接种后温湿度控

制在一致的条件下%避免了外在环境因素多变而造

成的影响*

有研究表明%梨品种的抗性差异可能与梨品种

的成熟期早晚(

I

)

+糖酸含量(

#%

)等因素有关*赵梅

等(

#$

)发现果肉中石细胞和酚类物质的含量与梨果

对轮纹病的抗扩展能力呈正相关*梨品种所表现出

的抗病性%除自身组织结构外%是否存在相关抗性基

因%是否与相关基因表达的产物有关(

%

)

%还需更深入

的研究来进一步证明*

传统上多用波尔多液+石硫合剂等无机杀菌剂

防治梨轮纹病%后来出现了多菌灵+甲基硫菌灵等苯

并咪唑类杀菌剂*但近些年随着病原菌抗药性的产

生%很多药剂的药效逐年降低(

%

%

#I

)

*有结果表明%

!&a

吡唑醚菌酯乳油和
$"a

戊唑醇可湿性粉剂均

为防治梨轮纹病较为理想的低毒+低残留+持效期长

的内吸治疗性杀菌剂%田间喷洒时不仅可杀死植株

表面的病原菌%还可被植株迅速吸收传导至体内发

挥作用(

!"!!

)

*本试验测定了有机硫类的代森锰锌+

二硝基苯胺类的氟啶胺+吡咯类的咯菌腈和酰胺类

的咪鲜胺
0

种杀菌剂对轮纹病菌菌丝生长的抑制作

用%发现氟啶胺+咪鲜胺和咯菌腈均有很好的抑菌作

用*试验结果为梨轮纹病的化学防治提供了候选药

剂%也为药剂的轮换使用提供了科学依据*
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