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要!从观赏海棠干腐病病斑处分离纯化病原菌!采用柯赫氏法则对从病原菌进行验证!通过形

态学 结 合
HIJ

序 列 的 系 统 发 育 分 析 鉴 定 确 定 病 原 菌 种 名!得 到 观 赏 海 棠 干 腐 病 相 关 病 原 菌
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系统发育树中!
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株约
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菌株与已登录的苹果腐烂病病株#

!"#$"%"#&

!登录号为$

ST%%@>#!

%同源性最高!最大相似

率达到
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&形态学及
HIJ

序列的系统发育分析鉴定
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均为苹果黑皮腐壳菌
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%!其为观赏海棠树皮腐烂病病原&研究结果为该病害的控制奠定了科学基础&

关键词!观赏海棠'干腐病'形态特征'
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序列系统树'苹果黑腐皮壳菌

中图分类号!

J&%>=(

!!!

文献标志码!

U

!!!

文章编号!

#""#'@&>#

"

!"#$

#

"%'"#%!'"@

H<5-2:0:F.2:*-*0235T.23*

E

5-V.+6:-

E

!"#$"V.-W5,*0'"#($V,.Q.

RR

/5

!"#$%&

'

()*+

#

!

,-./0+1&

%

!

23#4%(

5

1&

'

!

!

/#"26&

'

!

"

!

,-./71&

#

"

"

#)*+$+",-./0$1&1(1+2

3

42,+$1,

5

!

6.&0+$+7-"8+%

5

2

3

42,+$1,

5

!

9+&

:

&0#"""$#

!

6.&0"

(

!)9+&

:

&0

;

921"0&-"#<",8+0

!

9+&

:

&0

;

#"""$%

!

6.&0"

(

%)*+$+",-./0$1&1(1+2

3

42,+$1,

5

=+>?+-.02#2

;5

!

6.&0+$+7-"8+%

5

2

3

42,+$1,

5

!

9+&

:

&0

;

#"""$#

!

6.&0"

#

-89:;1<:

$

I35*Q

?

5F2:;5*0235

R

,565-262+<

8

4.62*:6*/.25

!

R

+,:0

8

.-<:<5-2:0

8

235

R

.23*

E

5-0,*C '"#($

F,.Q.

RR

/5;./6.F.-W5,=I35

R

.23*

E

5-:6*/.25645,5*Q2.:-5<0,*C2:66+5/.6:*-6*0;./6.F.-W5,*-F,.Q.

R

'

R

/52,552,+-W6.-<F*-0:,C5<;:.S*F3

#

6

R

*62+/.256

!

235-235

8

45,5:<5-2:0:5<*-235Q.6:6*0.-.C*,

R

3:F

C*,

R

3*/*

E8

.-<,X1UH-25,-./I,.-6F,:Q5<J

R

.F5,

"

HIJ

#

65

Y

+5-F56=I3524*:6*/.256

!

*Q2.:-5<0,*C235

'"#($F,.Q.

RR

/5

!

45,5-+CQ5,5<.6AKL"G"#.-<AKL"G"!

"

-FQ:N5-Z.-WHX

$

MNGG&>G"

'

MNGG&>G#

#!

235:6*/.2:*-0,5

Y

+5-F

8

*043:F345,5GG=%>O.-<&!=(>O

!

,56

R

5F2:;5/

8

=V*-:<:.*0Q*23:6*/.25645,53

8

.'

/:-5

!

Q.-.-.'63.

R

5<*,5//:

R

2:F

!

4:236:D56*0%=#%[G=G#P#=#$[#=($

#

C=U6.C5HIJ65

Y

+5-F5*0.Q*+2

G$"Q

R

4.6*Q2.:-5<0,*C23524*:6*/.256AKL"G"#.-<AKL"G"!.-<:263.,5<.C.\:C+C65C:/.,:2

8

*0

$$O 4:2323.2*0!"#$"%"#&=T3

8

/*

E

5-:F.-./

8

6:663*45<23.223524*:6*/.25645,5F/+625,5<:-2356.C5

F/.<54:23!"#$"%"#&

"

N5-Z.-WHX

$

ST%%@>#!

#

Q+245,565

R

.,.25<:-<:005,5-2<5

E

,5560,*C*235,6

R

5F:56

:-235<5-<,*

E

,.C=Z.65<*-.-.C*,

R

3:FC*,

R

3*/*

E8

.-<,X1U:-25,-./2,.-6F,:Q5<6

R

.F5,

"

HIJ

#

65'

Y

+5-F56

!

235

R

.23*

E

5-4.6:<5-2:0:5<.6!"#$"%"#&=I35,56+/26*023562+<

8

4*+/<

R

,*;:<56F:5-2:0:FQ.6:6

0*,65/5F2:-

E

2.,

E

520+-

E

:F:<56.-<,56:62.-2F,.Q.

RR

/5;.,:52:560*,F*-2,*//:-

E

235<:65.65=

=>

5

?%;@9

$

'"#($F,.Q.

RR

/5

(

!"#$"F.-W5,

(

M*,

R

3*/*

8

(

HIJ<5-<,.

E

,.C

(

!"#$"%"#&

!!

海棠干腐病"
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#的主要枝干病害!引起海棠枝干皮层腐

烂坏死!坏死皮层上部枝干全部枯死)

#
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!导致树形不

完整!发病严重时会导致整株枯死!且传染性强!严



重影响了海棠的观赏价值&海棠干腐病早在
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年被魏景超)
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*记录!其后在多种病理学专著中亦有

提及)
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!但至今尚未有详细症状描述及病原菌鉴

定&目前!认为苹果黑腐皮壳菌"
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#!为引起苹果

属植物腐烂病的主要病原菌)
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在真菌

的分类系统中!属于子囊菌门"
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温度范围内生长良好!最高生长温度为
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条件下可正常生长!最适
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干腐病是一种跨年病害)
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属真菌在病枝上

以分生孢子器'子囊壳和菌丝等多种形式越冬!次年

春天再次侵染植株体!病菌在
%[##

月均可侵染植

株)
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!春秋是发病的
!

个高峰期)
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&据统计!
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属真菌能够侵染
@"

多种果树'樟树及遮阴

树'灌木和针叶树)
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!其中!
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不仅能侵染苹

果属植物!而且在国外有侵染桃"
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#等 多 种 蔷 薇 科 其 他 属 植 物 的 报

道)
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&该病原具有潜伏侵染的特性)
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&我国学

者对该菌其致病性分化进行了研究)

#@'#(

*

!认为该病

原菌具有多样性和致病性分化现象!臧睿)

#@

*等将中

国苹果树腐烂病菌分为
%

个不同的生物类群!即黄

褐色强致病类群'乳白色不产孢弱致病类群和灰褐

色易产孢弱致病类群!并且发现致病性分化与菌株

的地域来源没有明显的相关性)
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&我国不同地区

的苹果树腐烂病菌在种类上存在多样性!
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*均在

发病的苹果树上分离得到!对苹果树接种梨壳囊孢
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核果壳囊孢"
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#亦能引起苹果腐烂病的

发病)
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海棠是蔷薇科"

*̀6.F5.5

#苹果属"
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#中果

实直径
$

GFC

的一类植物的总称!是苹果属观赏价

值专用种群!是优良的园林绿化树种&海棠在我国

栽培历史悠久!

#(

世纪传入北美及欧洲后!受到当

地园艺工作者的重视!选育出大量观赏性极强的观

赏海棠品种)

#(
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&观赏海棠品种发展迅速!春花色彩

丰富且艳丽!秋果或红或黄或紫!广泛应用于公园'

城市'庭院'绿地的绿化中&我国在育种方面处在落

后地位!

!"

世纪
$"

年代初开始从美国'荷兰'比利

时等国家引种!但引种的观赏海棠在我国易发腐烂

病!且传染性强!严重影响了观赏价值)
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&国内尚

无对观赏海棠干腐病病原菌的鉴定!难以确定病原

菌的具体菌种!与引起苹果腐烂病的病原菌是否一

致!是否为
!"#$"

属的真菌等问题均不清楚!无法对

引进的观赏海棠对干腐病的抗性进行评价及针对性

防治&

本研究对采自北京植物园海棠栒子园的海棠发

病组织进行分离培养与纯化!根据真菌形态和病原

致病性!结合病原菌
,X1U'HIJ

序列的测试和同源

性分析!对分离出的病原菌进行鉴定!解决其干腐病

病原菌不确定的问题&该研究有利于后续筛选观赏

性佳'抗病性好的海棠品种!并对发病的病株施以针

对性药剂刮治!对抗干腐病品种的定向育种等实际

问题提供理论支持和科学依据&
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材料与方法
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!

材料采集

于
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年
G[>

月从北京植物园海棠栒子园中

选取发病的观赏海棠植株"
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,!均为
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年引种于美国#!用采集刀采

集树干病健交界处的组织!放入牛皮纸袋中!带回中

国林科院森环森保所林木病害实验室进行分离&致

病性测定所用的海棠为顺义板桥基地海棠育种园

"北京植物园品种繁殖基地#内!立地条件一致!无病

虫害!少病疤树龄
&.

的嫁接+绚丽,海棠"

'"#($

+

.̀<:.-2

,#枝条!采取枝条均为
!

年生枝条!直径为

#

"

!FC

&
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!

供试菌株的分离"培养

将所采组织从纸袋中取出后用酒精进行表面消

毒!剪成大小约
"=GFCP"=GFC

!在
@GO

的酒精中

浸泡
%"6

!用无菌水漂洗
%

次!再用
#O

的次氯酸钠

浸泡
#C:-

!无菌水漂洗
%

次&用灭菌的滤纸吸干

水分!置于
TXU

平板内!在
!(̂

恒温培养箱中培

养!

!<

后挑取菌落边缘的菌丝进行转皿培养!重复

此步骤
%

次对病原菌进行纯化!纯化后的病菌进行

编号保存)
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!

分离株致病性

将分离得到的菌株在
TXU

平板上活化培养!

%

"
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后选用直径为
@CC

的打孔器打取菌饼&取

健康的
&

年生枝条!采用
I

字型接种方法!将菌饼

正面朝向伤口!用在无菌水中浸湿的脱脂棉覆盖保

湿!用封口膜缠绕伤口!枝条生理学上端用保鲜膜封

口!下端插入到无菌水中&每个菌株设置
#G

个重

复!并设置空白
TXU

作为对照!置于
!&̂

恒温培养

箱中
#!3

光照'

#!3

黑暗培养!湿度为
>"O

&接种

%%#

第
%

期 邹红竹 等$观赏海棠干腐病病原菌鉴定



后
&<

观察发病情况!计算发病率&海棠枝条发病

后从病斑上再次分离培养纯化菌株!并与原接种菌

株进行比较&

!

发病率
a

"发病伤口数%接种总伤口数#

P#""O

"

#

#
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形态学观察

将分离获得的病原菌菌株在
TXU

平板上培养

G<

后!观察菌落培养特性&采用划碎菌落的方法诱

导产孢体的形成!并在光学显微镜下观察产孢体的外

部形态&采用徒手切片法切取产孢器官!在光学显微

镜下观察切面的形态特征!并测量产孢体产生的分生

孢子大小&根据形态特征初步确定病原菌种类&
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!

分子系统学分析

#=G=#

!

菌体
X1U

提取
!

将致病菌接种至到
TXU

平板上!
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恒温培养
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后!菌丝长满
$"CC

的

TXU

平 板!刮 取
TXU

平 板 表 面 的 气 生 菌 丝 约
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E

于提前灭菌过的
#=GCb

的离心管中!用研

磨棒研磨&用
VIUZ

植物基因组
X1U

提取试剂盒

"天根生化科技有限公司
XT%"G

#提取基因组
X1U

&

提取后的
X1U

存放在
&̂

冰箱中&
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!

,X1U'HIJ

片段的
TV̀

扩增
!

用真菌
,X'
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区域的通用引物
HIJ#
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#和
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#进行
TV̀

扩增&

TV̀

反应体

系总体积
!G

#

b

!包括
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#

bTV̀ C:\

!
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!引物
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&反

应程序为$
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预变性
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变性
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退火
%"6

(延伸
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!
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个循环(
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延伸
#"C:-

&

用
#O

琼脂糖凝胶电泳检测
TV̀

产物!选取条带清

晰的
TV̀

扩增产物!送往北京宝锐通生物科技有限

公司测序&

#=G=%

!

序列比对和系统发育树构建
!

将测序结果

序列登入
1VZHN5-Z.-W

网站"

322

R

$%%

444=-FQ:=

-/C=-:3=

E

*;

#数据库中并进行同源性
Q/.62

比对!

同源性最高的菌株!下载其参比序列!运用
M+6F/5

比对方法进行比对!并将比对后的序列矩阵进行手

工校正&对
,X1U'HIJ

矩阵利用
M5

E

.G=!

'

M,'

Q.

8

56%=!>

和
T.+

R

&=#"

分别进行
1)

法"

15:

E

3Q*,

)*:-:-

E

!邻接法#

)

!!

*

'

ZH

法"

Z.

8

56:.-:-05,5-F5

!贝叶

斯推理法#

)

!%

*和
MT

法"

M.\:C+C

R

.,6:C*-

8

!最大

简约法#

)

!&

*进行系统发育学分析!由此最终确定病

原菌种名&

!

!

结果与分析

#"!

!

野外发病症状观测

多发在主干和主枝上!发病初期为淡红褐色的

湿润斑!略微隆起!形状不规则!大小差异较大!腐烂

处韧皮部和木质部都变松软!用手按压病斑处会下

陷!有脓液流出!为黄褐色&腐烂处树皮极易与树体

剥离!病斑腐烂处组织鲜红褐色!呈现溃疡状!散发

出浓重的酒糟味"图
#U

#&发病组织与健康组织分

界明显!发病早期病斑扩展较慢!到发病中期病斑面

积就会迅速扩大!湿腐状会更加明显!发病后期病斑

及周围病皮变为黑褐色!且干缩下陷!随后干枯的病

皮上出现数量极多的黑色小点!是病原菌的子囊座

"图
#Z

#!子囊座盘圆形或椭圆形!单腔"图
#X

#或多

腔!多腔孔口沿边缘向内形成不规则锯齿形!中央区

域仍为寄主组织"图
#B

#&当湿腐的病斑绕树干一

周!树干枯死&

#"#

!

组织分离及病原菌确定

利用组织分离法对病健交界处组织进行分离!

分离得到
G>

株菌株&根据其培养学特征和生长速

率分为
!

组&

!

组菌株初期均呈白色羽毛状扩展!无气生菌

丝!菌落紧贴培养基生长!第
#

组菌株
%<

后'第
!

组菌株
G<

后菌落中央产生黄色色素!随色素沉积!

最终整个菌落变为黄褐色!第
#

组菌株
G<

即可布

满
$"CC

的平板!第
!

组
@<

即可布满
$"CC

的平

板!均产生少量气生菌丝&第
#

组菌株共分离
%#

株!分离率为
GG=%>O

!第
!

组菌株共分离
!&

株!分

离率为
&!=(>O

&

对上述
!

组菌株进行致病性测定$分离株分别

选取
G

株代表菌株!在实验室内接种
&

年生健康+绚

丽,海棠枝条!每株菌株接种
#G

个伤口!共接种
#G"

个伤口!保湿培养
&<

后!接种
!

组枝条
#G"

个伤口

均发病!发病率为
#""O

!所有实验菌株均具有致病

性!枝条上出现红褐色湿润病斑并散发酒糟味!与野

外发病症状一致!空白对照组未发病"图
#V

#&对病

斑进行组织分离和纯化得到了与接种的菌株形态相

同的纯培养菌&

#"$

!

形态学分析

分离的
!

株病原菌形态学鉴定后均为
!"#$"

属

真菌&在
TXU

上
!(̂

菌落生长速率较快!

&

"

G<

几乎布满平板直径"图
!U

#&初期菌落白色或无色!

呈白色羽毛状扩展!菌丝贴培养基生长!无气生菌

丝&培养
%

"

&<

后!菌落中间产生黄色色素&后期

菌落产生气生菌丝!量少!絮状!倒伏紧贴培养基&

菌落背面棕黄色色素呈点状不均匀分布!培养
#"<

后!随着色素沉积!整个培养皿背面逐渐变为棕褐色

或近黑色&分生孢子器球形!生于外子座内!单腔!

分生孢子梗着生在分生孢子器腔室的内壁上!无色!

呈棒状"图
!V

#&分生孢子单胞!无色!香蕉形或椭

&%#

西北林学院学报
%&

卷
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圆形"图
!X

#

)

#'!

*

&潮湿时从分生孢子器孔口溢出形

成分生孢子角"图
!Z

#&测量
G"

个分生孢子!获得

数据$孢子大小"

%=#%

"

G=G#

#

P

"

#=#$

"

#=($

#

#

C

!

平均
&=&@P#=G>

#

C

!长宽比为
!=>

"

!=$

&

注$

U=

海棠干腐病野外发病症状(

Z=

干枯树皮上的子囊座(

V=

海棠实验室内接种病原菌的症状(

X=

子囊座单腔室横切(

B=

子囊座多腔室横切&

图
A

!

海棠干腐病发病症状

7:

E

=#

!

X:65.656

8

C

R

2*C*0!"#$"F.-W5,*0'"#($F,.Q.

RR

/5

注$

U=TXU

上
G<

的菌落"培养皿
<a$FC

#(

Z=

分生孢子角(

V=

分生孢子器横切(

X=

分生孢子&

图
B

!

菌株形态学培养特征

7:

E

=!

!

M*,

R

3*/*

E

:FF3.,.F25,:62:F6*0:6*/.25

#"%

!

'()

系统发育分析

选取
!

组菌株中的代表菌株"编号为
AKL"G"#

'

AKL"G"!

#进行
,X1U'HIJ

基因的
TV̀

扩增!均获得

#

条迁移率相同!分子质量
G""

"

@G"Q

R

的扩增条带!

G%#

第
%

期 邹红竹 等$观赏海棠干腐病病原菌鉴定



所测
!

株分离株最后序列长度分别为
G$"

'

G$%Q

R

!将

G$%Q

R

序列的一端剪去
N

!另一端剪去
NN

后!与另

外一条的差异仅在一个位点上发生了
V

的位移!由此

可知!

AKL"G"#

和
AKL"G"!

为同一致病菌!以测序

结果 登 录
1VZHN5-Z.-W

网 站!登 录 号 分 别 为$

MNGG&>G"

'

MNGG&>G#

!并与其中的序列进行同源性

比对!结果显示!与已登录的苹果腐烂病病株"

!)%"A

#&

!登录号为$

ST%%@>#!

#同源性最高!达到
$$O

&

从
N5-Z.-W

中获取
!#

个与供试菌种关系相近

的
HIJ

序列和作为外类群的
#

个
D&"

@

2,1.+!"--&A

0&&

的
-,HIJ

序列!将所有序列整理比对后构建系统

发育树!进行分析&

基于
,X1U'HIJ

矩阵重建的系统发育树见图

%

&除本研究获得的
!

条
-,X1U'HIJ

外!系统发育

重建所利用的序列来源于
@

个
!"#$"

物种&系统发

育树结果表明!海棠干腐病菌分离株及其近缘属种!

共形成了
G

个比较大的分支"

V/.<5

$"%

!

&

!

'

!

(

!

)

#!在
G

个较大的分枝下又形成了
@

个亚分枝

"

J+QF/.<5

$")

#!

%

种系统发育重建的方法都能够

较好地支持内群形成
@

个单系分支"

$")

#!拓扑

结构基本一致!与这
@

个
!"#$"

物种相对应&第
#

亚分支是由分离至中国苹果树"

')82%+$1&-"

#的
!)

%"#&

分离株组成!第
!

亚分枝是由分离自印度枇杷

"

E,&2F21,

5

"

:

"

@

20&-"

#的
!)-+,"12$

@

+,%"

分离株

单独组成!第
%

亚分枝是由分离至中国苹果树和梨

树的
!)"%F&+0$

分离株组成!第
&

亚分枝是由分离

至乌干达和南非的巨桉"

E(-"#

5@

1($

;

,"08&$

#的
!)

3

"0&"0"

分离株组成!第
G

亚分枝是由分离至美国

和南非的苹果的
!)%"#&-2#"

分离株组成!第
>

亚分

枝是由分离至中国的未知树种的
!)$2,8&8"

分离株

组成!第
@

亚 分 枝 是 由 分 离 至 南 非 和 美 国 的 桃

"

B,(0($

@

+,$&-"

#及日本苹果树的
!)

@

+,$20&&

分离

株 组 成& 本 试 验 分 离 获 得 的
AKL"G"#

和

AKL"G"!

内嵌于
!)%"#&

所在第
$

分支!其中
1)

和
MT

的支持率分别为
(&

和
$(

!

ZH

的后验概率为

#=""

&上述系统发育树分析结果表明!观赏海棠干

腐病病原菌为
!)%"#&

&

注$结点附近的数值表示该结点的支持率"

1)

自展值%

ZH

后验概率%

MT

自展值#&

图
C

!

基于
,X1U'HIJ

序列构建的海棠腐烂病菌株及相关真菌的系统发育树

7:

E

=%

!

T3

8

/*

E

35-:F<5-<,*

E

,.C*0

R

.23*

E

5-:6*/.256*0F,.Q.

RR

/5!"#$"F.-W5,.-<,5/.25<0+-

E

./6

R

5F:56

%

!

结论与讨论

对真菌分类主要依据真菌无性型纯培养物的形

态特征!但对于
!"#$"

属中很多种类来说!仅仅依据

这些特征并不足以确定菌株的种名)

!G

*

&因此!本研

究通过科赫氏法则!采用菌物形态学和分子生物学

方法对分离出的病原菌进行了准确鉴定!引起海棠

干腐病的病原为
!)%"#&

&本研究对
!)%"#&

引起

的腐烂病症状进行了较为详细描述!通过病原菌致

病力测试可得知!在
!(̂

条件下!接种发病率为

>%#

西北林学院学报
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#""O

!该病原菌对海棠致病性非常强&该种最早为

日本学者从苹果树上分离得到)

!>

*

!也是我国苹果腐

烂病主要病原菌)

#%

*

&苹果腐烂病菌在国内文献中

有
!

个名称在同时使用!即
!)-+,"12$

@

+,%"

和
!)

%"#&

&许多学者对苹果腐烂病病原菌的命名进行了

研究!

I=S*Q.

8

.63:

)

!@

*认为
!)%"#&

在形态'培养性

状'寄主范围上均与
!)-+,"$12$

@

+%"

一致!应归于

一种&

I=S.-53:,.

)

!(

*等和
S=J+D.W:

)

!$

*均认为
!)

-+,"12$

@

+,%"

和
!)%"#&

有一定的遗传差异&我国

学者臧睿)

%"

*认为从果园和田间苹果树分离出的
!)

-+,"$12$

@

+%"

与
!)%"#&

是同物异名!可认定为一

种&通过本试验中的聚类分析图!可以很清楚地看

出!海棠干腐病与
!)%"#&

聚在同一分支!故在测序

结果登录
1VZHN5-Z.-W

网站时!采用了
!)%"#&

命名&

苹果腐烂病主要分溃疡型和枯枝型
!

种)

#%

*

!引

起苹果减产且果实发生腐烂)

#&

*

&溃疡型多发在主

干和主枝上!发病引起韧皮部和木质部腐烂松软!病

斑处下陷并有脓液流出!腐烂处树皮极易与树体剥

离!发病组织与健康组织分界明显!湿腐的病斑扩散

至围绕树干一周时!其上部树干枯死&枯枝型症状

多发生于枝梢上!发病初期在枝梢上出现红褐色病

斑!不呈湿腐状!边缘交界不明显!病斑包围枝梢后

枯死)

#%

*

&经过对北京地区"北京植物园'中科院植

物研究所'元大都遗址公园'玉渊潭公园及板桥基地

海棠育种园等#发病海棠的调查!发现
!)%"#&

引起

的海棠腐烂病发生于主枝干处呈溃疡状!病健交界

处明显!病斑湿腐且有酒糟味!调查样本中未出现枯

枝型及果实腐烂&由
!"#$"

属真菌引起的腐烂病在

国际上统称为
!"#$"F.-W5,

!苹果腐烂病亦有腐烂

病和干腐病
!

个名称在使用!结合其他物种"花

椒)

%#

*

'刺槐)

%!

*

'枣树)

%%

*

'山核桃)

%&

*等#干腐病病症

的描述!在
F,.Q.

RR

/5!"#$"F.-W5,

中文命名时定名

为海棠干腐病!能更准确地对该病进行描述&

目前来看!海棠干腐病的防治没有完全的解决

办法!除施以药剂进行防治外!进行抗病品种的筛选

及推广!是有效防治干腐病发生的途径&也可以筛

选出一部分抗性较好的种质资源来做父母本!定向

培育一部分抗病性好的观赏品种!亦能有效抑制腐

烂病的发生和蔓延&病原菌的鉴定对干腐病杀菌试

剂的研制及干腐病的生物防治均有重要指导意义&
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