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橡胶籽苗黑根病病原鉴定及生物学特性研究
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摘要　橡胶籽苗黑根病严重影响橡胶育苗生产，本研究从感病籽苗中分离病原菌，经致病性的测定，病原的形态特

征观察和菌丝体的ＩＴＳ、犚犘犅２、狋狌犫２等基因序列分析对比，鉴定病原菌为球毛壳菌犆犺犪犲狋狅犿犻狌犿犵犾狅犫狅狊狌犿；生物学特

性研究结果表明，该菌生长适应能力强，在１０～３５℃、ｐＨ２～１０范围内菌丝和子囊孢子能生长和萌发，全光照能减

缓菌丝的生长，糖类营养物质有利于子囊孢子萌发，子囊孢子较耐高温，４８℃持续２０ｍｉｎ，５０℃持续１５ｍｉｎ，５２℃持

续１０ｍｉｎ，以及５４℃持续５ｍｉｎ时才能导致病原子囊孢子失活、死亡。在夏季大棚不育苗期间，采用高温闷棚杀死

病原孢子，必要时在育苗期结合化学药剂防治，对该病害可取得较好的控制效果。
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　　橡胶是工业发展不可或缺的材料，天然橡胶树

在我国热带地区被广泛种植。橡胶树育苗过去常用

实生树苗进行芽接来获得优良品种的树苗（芽接桩

苗），树苗出圃时间一般为２２个月。目前橡胶树育

苗推广采用籽苗芽接技术［１］，出圃时间一般为６～８

个月，籽苗芽接与芽接桩苗相比出圃时间可缩短１４

～１６个月。２０１５年９月，在云南景洪大棚沙床籽苗

播种育苗时零星出现一种籽苗根尖变黑的病状，导致

大棚内无病状的籽苗芽接成活率降低５０％，当年从变

黑根尖部位没有分离到病原菌；２０１６年９月播种育苗

时，大棚沙床上的籽苗出现大面积根尖变黑的病状，

发生率达到９８％以上，同时籽苗茎基也有部分出现褐

色病变，导致大棚沙床上的籽苗全部报废。更换育苗

用的河沙也不能控制病害的发生，且成本较高。病害

的发生严重影响橡胶育苗生产，为此笔者对感病的籽

苗进行病原分离鉴定和生物学特性研究，以期为橡胶
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籽苗黑根病的综合防治提供科学依据。

１　材料和方法

１．１　材料

病原分离材料来源于云南省热带作物科学研究

所橡胶育种中心育苗大棚。在沙床上拔取感病的籽

苗带回实验室，用自来水冲去根上的泥沙，晾干水

分，用剪刀切取长度为０．５ｃｍ左右的感病组织作为

病原分离材料。

ＰＤＡ培养基：土豆２００ｇ，葡萄糖２０ｇ，琼脂粉

１７ｇ，水１０００ｍＬ。

真菌菌丝 ＤＮＡ 快速抽提试剂盒、ＩＴＳ１／

ＩＴＳ４
［２］、ＲＰＢ２７４０Ｆ／ＲＰＢ２１３６５Ｒ

［３］、βｔｕｂｕｌｉｎ基因

通用引物Ｔ１／Ｔ２２
［４５］等ＰＣＲ扩增引物由生工生物

工程（上海）技术服务有限公司提供。

试验接种材料：橡胶ＧＴ１种子由云南省热带作

物科学研究所橡胶育种中心提供。

１．２　方法

１．２．１　病原菌的分离和致病性测定

病原分离：将病原分离材料用０．１％的升汞液表

面消毒３０ｓ后放到灭菌水中清洗３次，每次１ｍｉｎ；将

处理好的材料用灭菌滤纸吸取多余水分，分别放置

在ＰＤＡ平板中２５℃下培养。５ｄ后将得到的菌落

进行单孢分离，在ＰＤＡ平板上继代培养得到纯培养

菌株，用于致病性测定。

致病性测定：将纯培养菌株的孢子制成浓度为

１×１０６个／ｍＬ的孢子悬浮液备用。将供试种子按

育苗要求分别播在装有灭菌河沙的花盆中，每个花

盆中播种子２０粒，处理和对照各３盆。播种后处

理淋浇配制好的孢子悬浮液５００ｍＬ／盆；ＣＫ对照

淋清水５００ｍＬ／盆。将处理完的花盆放到育苗棚

内，随后的萌芽管理与生产上完全一致。待种子发

芽生长至１０ｃｍ左右时观察籽苗的根尖感病情况，

感病后再进行病原菌分离，得到与接种一致的菌落

时，确认为病原菌。

１．２．２　病原鉴定

１．２．２．１　形态学鉴定

将纯培养病菌在ＰＤＡ培养基上培养５～７ｄ，观

察病原菌的形态特征、产孢方式等，依据 Ｗａｎｇ

等［６］、Ｂｒｉｎｋ等
［７］、Ｓｕｎ等

［８］的分类方法进行鉴定。

１．２．２．２　分子生物学鉴定

菌株总基因组ＤＮＡ采用快速抽提试剂盒提取后，

分别用３对引物ＩＴＳ１／ＩＴＳ４，ＲＰＢ２７４０Ｆ／ＲＰＢ２１３６５Ｒ

和Ｔ１／Ｔ２２进行ＰＣＲ扩增。扩增产物交生工生物

工程（上海）技术服务有限公司完成测序，最后将获

得的ＩＴＳ、犚犘犅２、狋狌犫２序列上传至ＧｅｎＢａｎｋ数据

库，并与ＧｅｎＢａｎｋ数据库中有关序列进行同源性比

较，通过 ＭＥＧＡ７软件构建ｒＤＮＡＩＴＳＲＰＢ２ｔｕｂ２

序列多基因联合系统发育树，确定其分类地位。

１．２．３　生物学特性测定

１．２．３．１　温度对菌丝生长和子囊孢子萌发的影响

１）菌丝生长：将纯培养菌株用打孔器打成直径

５ｍｍ的圆形菌块，接种于ＰＤＡ平板上，分别置于

０、５、１０、１５、２０、２５、３０、３５、４０℃、ＲＨ８０％、黑暗条件

下进行恒温培养，７ｄ后采用十字交叉法测定菌落直

径，每处理４皿。依据菌落生长情况确定病原菌的

适宜温度。

菌落直径＝（菌落横向直径＋菌落纵向直径）／２

２）孢子萌发：采用悬滴法。将子囊孢子制成

２．０×１０５个／ｍＬ的孢子悬浮液，分别滴加到无菌凹

面载玻片上，置于无菌培养皿内保湿，再将培养皿分

别置于１０、１５、１８、２０、２４、２６、２８、３０、３２℃、３５℃、ＲＨ

８０％的条件下２４ｈ，测定孢子的萌发率，每处理重复

４次。

１．２．３．２　ｐＨ对菌丝生长的影响

以ＰＤＡ培养基为基础，分别用０．１ｍｏｌ／ＬＨＣｌ

和０．１ｍｏｌ／ＬＮａＯＨ调节ｐＨ依次为２．０、３．０、４．０、

５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、１０．０，制成不同ｐＨ值的ＰＤＡ

平板；将纯培养菌株用打孔器打成直径５ｍｍ的圆形

菌块，分别接种在不同ｐＨ值的ＰＤＡ平板上，在

２５℃、ＲＨ８０％的培养箱中培养５ｄ，观察菌丝的生长

情况，测定菌落生长量，每处理重复４次。

１．２．３．３　光照条件对菌丝生长的影响

将直径为５ｍｍ的菌饼接种到ＰＤＡ平板上，分

别设置连续光照、１２ｈ光暗交替和全黑暗３种处理，

在２５℃、ＲＨ８０％的培养箱中培养７ｄ，测定菌落生

长量，每处理重复３次。

１．２．３．４　子囊孢子的致死温度

将子囊孢子制成２．０×１０５个／ｍＬ的孢子悬浮

液，取２ｍＬ到５ｍＬ冻存管中，并置于恒温水浴锅

中。分别设置４８、５０、５２℃处理１０、１５、２０ｍｉｎ，５４℃

处理５、１０ｍｉｎ。将处理后的孢子悬浮液滴加到无菌

凹面载玻片上，置于无菌培养皿保湿，培养皿分别置

于２５℃、ＲＨ８０％的条件下２４ｈ，测定孢子的萌发

率，每处理重复４次。
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１．２．４　试验数据处理

试验数据用Ｅｘｃｅｌ和ＳＰＳＳ２１软件处理分析。

２　结果与分析

２．１　病原分离和致病性测定

分离样本１５个，得到８个菌落，７个未生长。

经镜检观察菌丝和孢子形态特征，初步鉴定８个菌

落均为同一种真菌。单孢分离后得到纯培养菌株编

号ＸＪ１６０９３０。试验种子１５ｄ开始生根，２０～２５ｄ开

始出芽，第３０天拔出籽苗观察：经ＸＪ１６０９３０的孢子

悬浮液处理过的种子出苗后根尖部位发黑，根尖生

长点消失，与生产上出现的症状一致；对照籽苗生长

正常，根尖生长点明显，无症状（图１ａ）。确定菌株

ＸＪ１６０９３０对籽苗根的生长有抑制作用。

图１　橡胶籽苗接种犡犑１６０９３０后症状和菌株犡犑１６０９３０的形态特征

犉犻犵．１　犛狔犿狆狋狅犿狊犮犪狌狊犲犱犫狔犡犑１６０９３０犻狀狉狌犫犫犲狉狊犲犲犱犾犻狀犵狊犪狀犱犿狅狉狆犺狅犾狅犵犻犮犪犾犳犲犪狋狌狉犲狊狅犳狊狋狉犪犻狀犡犑１６０９３０

２．２　病原菌鉴定

２．２．１　形态学鉴定

培养７ｄ后菌落橄榄褐色。气生菌丝初期灰白

色，后逐渐变成橄榄褐色，背面棕褐色，有渗出物，菌

落边缘不整齐（图１ｂ）。子囊果表生，以褐色假根固

着于基质表面，在反射光下为橄榄绿色到橄榄褐色，

倒卵形到近球形，直径１１０～２４０μｍ，高约１６０～

４１０μｍ。顶生毛大量而密集，波浪状或螺旋状卷

曲，褐色，具隔，不分支，表面具密集疣点，侧生毛曲

折状（图１ｃ）；子囊孢子柠檬形，两侧扁，两端细尖，成

熟后为褐色，（７～８．５）μｍ×（５～７）μｍ，顶生芽孔单

个（图１ｄ），依据这些形态特征鉴定病原菌ＸＪ１６０９３０

为球毛壳菌犆犺犪犲狋狅犿犻狌犿犵犾狅犫狅狊狌犿。

２．２．２　分子生物学鉴定

从菌丝体中提取基因组ＤＮＡ进行扩增、测序，

获得５５５ｂｐＩＴＳ，６５４ｂｐ犚犘犅２，７２９ｂｐ狋狌犫２序列

（ＧｅｎＢａｎｋ登录号分别为 ＫＹ３５５１３０，ＫＹ３５５１３３，

ＫＹ３５５１３５）片段，在ＮＣＢＩ网站上进行同源性比较，

通过ＢＬＡＳＴ搜索核酸数据库已报道的犆．犵犾狅犫狅

狊狌犿ＩＴＳ、犚犘犅２、狋狌犫２序列比对，构建ｒＤＮＡＩＴＳ

ＲＰＢ２ｔｕｂ２序列多基因联合系统发育树（图２）。从

系统发育树分析，橡胶籽苗黑根病病原菌ＸＪ１６０９３０

与球毛壳菌犆．犵犾狅犫狅狊狌犿同源性最高，位于系统发育

树的同一分支，支持率为１００％。结合橡胶籽苗黑

根病病原菌的形态特征，确定橡胶籽苗黑根病病原

菌为球毛壳菌犆．犵犾狅犫狅狊狌犿。

２．３　病原菌生物学特性

２．３．１　温度对病原菌菌丝生长和孢子萌发的影响

２．３．１．１　温度对病原菌菌丝生长的影响

ＸＪ１６０９３０在不同温度下培养７ｄ后菌落的平均

生长量见表１。菌丝在５～３５℃时均能生长，在不同

温度条件下生长差异极显著。在２５℃时平均生长

量最大，为３４．５ｍｍ，其次是３０℃平均生长量，为

３３．０ｍｍ，在３５℃时平均生长量为１２．５ｍｍ，表明该

菌较喜好高温。

表１　温度对橡胶籽苗黑根病菌菌丝生长的影响１
）

犜犪犫犾犲１　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳

犫犾犪犮犽狉狅狅狋犱犻狊犲犪狊犲狆犪狋犺狅犵犲狀犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狊犲犲犱犾犻狀犵狊

温度／℃　Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ 菌落直径／ｍｍ　Ｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒ

０ （０．０±０．０）Ｇ

５ （１．０±０．０）Ｇ

１０ （９．５±０．６）Ｆ

１５ （１５．０±０．０）Ｄ

２０ （１９．３±１．０）Ｃ

２５ （３４．５±１．０）Ａ

３０ （３３．０±０．０）Ｂ

３５ （１２．５±１．７）Ｅ

４０ （０．０±０．０）Ｇ

　１）同列数据后不同大写字母表示在０．０１水平差异显著。下同。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０１

ｌｅｖｅｌ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

２．３．１．２　温度对病原菌子囊孢子萌发的影响

在２５℃、ＲＨ８０％的培养箱中培养２４ｈ，子囊孢

子萌发率见表２。子囊孢子在１０～３５℃条件下均能
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２０２０

不同程度萌发，不同温度条件下的萌发率差异极显著。

２６℃时子囊孢子萌发率最高，为３７．０％，２０～２８℃子囊

孢子萌发率均在３０％以上，在３５℃时的萌发率为５％。

因此，子囊孢子萌发较适宜温度为２０～２８℃。

图２　基于狉犇犖犃犐犜犛犚犘犅２狋狌犫２序列构建的菌株犡犑１６０９３０与近缘物种的系统发育树

犉犻犵．２　犘犺狔犾狅犵犲狀犲狋犻犮狉犲犾犪狋犻狅狀狊犺犻狆狅犳狋犺犲狆犪狋犺狅犵犲狀犻犮犳狌狀犵狌狊犡犑１６０９３０犪狀犱狅狋犺犲狉狉犲犾犪狋犻狏犲狊狆犲犮犻犲狊

犫犪狊犲犱狅狀狉犇犖犃犐犜犛犚犘犅２狋狌犫２狊犲狇狌犲狀犮犲狊

表２　温度对橡胶籽苗黑根病菌子囊孢子萌发的影响

犜犪犫犾犲２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狅狀犪狊犮狅狊狆狅狉犲犵犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狅犳

犫犾犪犮犽狉狅狅狋犱犻狊犲犪狊犲狆犪狋犺狅犵犲狀犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狊犲犲犱犾犻狀犵狊

温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

孢子萌发率／％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆａｓｃｏｓｐｏｒｅ

１０ （７．５±１．３）Ｅ

１５ （２１．５±１．３）Ｃ

２０ （３０．８±１．５）Ｂ

２４ （３３．３±１．３）Ｂ

２６ （３７．０±２．４）Ａ

２８ （３２．８±１．０）Ｂ

３０ （２１．３±１．３）Ｃ

３２ （１１．５±１．３）Ｄ

３５ （５．０±０．８）Ｅ

２．３．２　ｐＨ对病原菌菌丝的生长影响

病原菌在不同ｐＨ条件下培养５ｄ，菌落生长量

见表３。菌丝在ｐＨ２～１０的范围内都能生长，不同

ｐＨ条件下菌生长量差异极显著。在ｐＨ７和ｐＨ８

条件下菌丝生长最好，两者之间差异不显著；在ｐＨ

４～６和ｐＨ９条件下菌丝也能较好生长，表明该菌

最喜好中性至弱碱性的环境，同时具有较强耐酸碱

环境的生存能力。

２．３．３　光照条件对病原菌菌丝生长的影响

在不同光照条件下培养７ｄ，菌落生长情况见表４。

全光照条件下菌落生长量为７９．１３ｍｍ，显著低于全

暗（８３．０３ｍｍ）和１２ｈ光暗交替（８２．００ｍｍ），全暗

和１２ｈ光暗交替两处理间差异不明显。全光照条

件对菌丝的生长虽然有影响，但基本不会抑制菌丝

的生长，说明菌丝对全光照条件不十分敏感。

表３　狆犎对橡胶籽苗黑根病菌菌丝的生长影响

犜犪犫犾犲３　犈犳犳犲犮狋狊狅犳狆犎狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳犫犾犪犮犽狉狅狅狋

犱犻狊犲犪狊犲狆犪狋犺狅犵犲狀犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狊犲犲犱犾犻狀犵狊

ｐＨ 菌落直径／ｍｍ　Ｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒ

２．０ （６．０±０．８２）Ｇ

３．０ （１５．０±０．８２）Ｆ

４．０ （３１．０±０．８２）Ｅ

５．０ （４５．８±０．９６）Ｃ

６．０ （６５．５±１．００）Ｂ

７．０ （６９．０±０．８２）Ａ

８．０ （６７．８±０．９６）Ａ

９．０ （３３．０±１．４１）Ｄ

１０．０ （６．０±０．８２）Ｇ

２．３．４　病原菌子囊孢子的致死温度

在不同温度、处理时间下，子囊孢子的萌发率见

表５。不同温度、处理时间对子囊孢子的萌发影响差

异显著。４８℃处理１０～１５ｍｉｎ时还有少量子囊孢

子萌发，处理２０ｍｉｎ子囊孢子不能萌发；５０～５２℃

处理１０ｍｉｎ有少量孢子能萌发，处理１５ｍｉｎ子囊

孢子不能萌发；在５４℃处理１０ｍｉｎ病原子囊孢子不

能萌发。４８～５２℃下短时高温不能导致子囊孢子全

部死亡，在４８℃以上，处理时长达到２０ｍｉｎ以上才
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能导致子囊孢子丧失活性、死亡，再次表明该病原菌

喜好高温环境的特性。

表４　光照对橡胶籽苗黑根病菌菌丝生长的影响１
）

犜犪犫犾犲４　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犻犾犾狌犿犻狀犪狋犻狅狀狅狀犿狔犮犲犾犻犪犾犵狉狅狑狋犺狅犳

犫犾犪犮犽狉狅狅狋犱犻狊犲犪狊犲狆犪狋犺狅犵犲狀犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狊犲犲犱犾犻狀犵狊

处理

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

菌落直径／ｍｍ

Ｃｏｌｏｎｙｄｉａｍｅｔｅｒ

全光照Ｆｕｌｌｌｉｇｈｔ （７９．１３±１．２２）ｂ

１２ｈ光、暗交替

１２ｈｌｉｇｈｔａｎｄｄａｒｋａｌｔｅｒｎａｔｉｏｎ
（８２．００±０．００）ａ

全暗Ｄａｒｋ （８３．０３±０．２９）ａ

　１）同列数据后不同小写字母表示在０．０５水平差异显著。下同。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５

ｌｅｖｅｌ．Ｔｈｅｓａｍｅｂｅｌｏｗ．

表５　不同温度、处理时间下橡胶籽苗黑根病菌子囊孢子的萌发率

犜犪犫犾犲５　犌犲狉犿犻狀犪狋犻狅狀狉犪狋犲狊狅犳犪狊犮狅狊狆狅狉犲狅犳犫犾犪犮犽狉狅狅狋

犱犻狊犲犪狊犲狆犪狋犺狅犵犲狀犳狉狅犿狉狌犫犫犲狉狊犲犲犱犾犻狀犵狊犪犳狋犲狉狋狉犲犪狋犲犱犪狋

犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲犳狅狉犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋犻犿犲

处理Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

温度／℃

Ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

时间／ｍｉｎ

Ｔｉｍｅ

孢子萌发率／％

Ｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆ

ａｓｃｏｓｐｏｒｅ

４８ １０ （５．００±０．８２）ａ

１５ （１．００±０．８２）ｃ

２０ （０．００±０．００）ｄ

５０ １０ （２．５０±０．５８）ｂ

１５ （０．００±０．００）ｄ

２０ （０．００±０．００）ｄ

５２ １０ （１．５０±０．５８）ｃ

１５ （０．００±０．００）ｄ

２０ （０．００±０．００）ｄ

５４ ５ （０．００±０．００）ｄ

１０ （０．００±０．００）ｄ

３　讨论

球毛壳菌犆．犵犾狅犫狅狊狌犿引起橡胶籽苗根病害在

国内外都属首次报道。毛壳菌犆犺犪犲狋狅犿犻狌犿ｓｐｐ．是

广泛分布于土壤和有机肥中的腐生子囊菌，具有较

高的纤维素分解能力和蛋白质合成能力［９１０］。国外

报道球毛壳菌可应用于苹果、桃、茶、萝卜、黄瓜、水

稻、番茄、大豆、棉花、康乃馨和玫瑰等果树，蔬菜、大

田作物和花卉的病害生物防治［１１］。国内报道球毛

壳菌可引起杭白菊［１２］、樟子松［１３］等的病害；引起人

类皮肤、内脏的暗丝孢酶病［１４］；也有报道其对油菜

菌核病菌、立枯丝核菌、油菜灰霉病菌、小麦赤霉菌

有抑制作用［１５１６］。

对病原菌球毛壳菌犆．犵犾狅犫狅狊狌犿生物学特性的

研究结果表明，该菌生长适应能力强，在温度５～

３５℃和ｐＨ２～１０的酸性、碱性环境中菌丝都能生

长，全光照条件对菌丝生长有一定的抑制作用，但不

能完全抑制菌丝的生长。２５～３０℃时菌落生长量最

高，２０～２８℃孢子萌发率在３０％以上，橡胶籽苗育

苗过程中大棚的温度基本保持在２０～３０℃，这样的

温度条件适宜病原菌菌丝的快速生长、繁殖和子囊

孢子的大量萌发，是导致该病害发生严重的重要原

因，发病苗床没有经过严格的消毒处理，仅更换基质

河沙，是导致病害反复发生不能控制的原因之一；另

外病菌通过管理人员的操作活动、劳动工具等途径

传播，也是导致病害反复发生不能控制的又一个原

因。球毛壳菌孢子的致死温度试验结果表明，球毛

壳菌子囊孢子较耐高温，短时间高温不能致子囊孢

子丧失活性，只有温度在４８℃持续２０ｍｉｎ，或５０℃

持续１５ｍｉｎ，或５２℃持续１０ｍｉｎ，以及达到５４℃持

续５ｍｉｎ时才能致病原子囊孢子丧失活性、死亡。因

此对该病害的综合防治可采取如下措施：在夏季大

棚不育苗期间，充分利用夏季高温，进行高温闷棚使

病原孢子丧失活性、死亡，必要时在育苗期结合化学

药剂防治，可取得较好的控制效果。
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