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　 　 摘要:　 从江苏省徐淮地区 ７个采集地的甘薯块根中分离到 ７个甘薯茎线虫群体ꎬ通过形态学鉴定ꎬ其特征与已

报道的腐烂茎线虫(Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ)基本一致ꎮ 利用 ｒＤＮＡ￣内转录间隔区(ＩＴＳ)通用引物、腐烂茎线虫特异性引

物检测ꎬ发现群体 ＪＳＸＺ为 Ｂ(Ｌ)型ꎬ其余 ６个分离群体均为 Ａ(Ｓ)型腐烂茎线虫ꎮ 结合 ＩＴＳ￣５.８Ｓ￣ＩＴＳ２区序列分析并构

建系统发育树ꎬ结果进一步表明ꎬ所获序列与腐烂茎线虫相似性最高ꎬ且各分离群体与徐淮地区已报道的相同基因型

的腐烂茎线虫群体序列相似性均在 ９９％以上ꎮ 群体 ＪＳＸＺ没有与腐烂茎线虫 Ａ型、Ｂ型群体聚在一起ꎬ而是与 Ｃ型、Ｄ
型群体聚为 １个分支ꎬ且和 Ｃ 型亲缘关系更近ꎬ所以群体 ＪＳＸＺ 被鉴定为 Ｃ 型腐烂茎线虫ꎻ群体 ＪＳＷＪ、ＪＳＹＪ、ＪＳＧＳ、
ＪＳＨＷ、ＪＳＬＱ和 ＪＳＮＧ与 Ａ型腐烂茎线虫群体聚为 １个分支ꎬ均为 Ａ型腐烂茎线虫ꎬ且与其他基因型区分明显ꎮ 危害

徐淮地区甘薯的腐烂茎线虫亲缘关系近ꎬ基因型种类多ꎬ存在 Ａ型、Ｂ型和 Ｃ型ꎬ其中 Ａ型腐烂茎线虫为优势群体ꎮ
关键词:　 甘薯ꎻ 腐烂茎线虫ꎻ 鉴定ꎻ 系统发育树
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　 　 茎线虫病害严重威胁中国甘薯产业的发展ꎬ其
病原物为腐烂茎线虫(Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ)ꎬ最早

在马铃薯(Ｓｏｌａｎｕｍ ｔｕｂｅｒｏｓｕｍ)上被发现ꎬ故也称 Ｐｏ￣
ｔａｔｏ ｎｅｍａｔｏｄｅ[１]ꎮ 国内腐烂茎线虫首先发现于甘薯

( Ｉｐｏｍｏｅａ ｂａｔａｔａｓ)中ꎬ主要侵染贮藏根并引起腐烂ꎬ
造成糠心或糠皮等症状ꎬ危害严重时可导致减产

８０％以上ꎬ乃至绝收[２￣３]ꎮ 随后ꎬ又在马铃薯及一些

中药材上发现其危害[４￣５]ꎮ 现已被亚太植物保护组

织及许多国家和地区列为植物检疫性有害生物[６]ꎮ
线虫形态特征复杂且有相似的特点ꎬ仅依靠形

态学鉴定ꎬ难以在种水平及基因型上进行区分ꎬ因此

分子生物学检测已成为研究植物寄生线虫的常用手

段[７]ꎮ 据相关文献报道ꎬ腐烂茎线虫存在种内分化

的现象ꎬ如王金成等[８]、黄健等[９]、章淑玲等[１０]分析

了国内不同腐烂茎线虫群体的 ｒＤＮＡ￣内转录间隔区

(ＩＴＳ)序列后发现ꎬ中国的腐烂茎线虫明显存在 ２种
基因型ꎬ即 Ａ(Ｓ)型和 Ｂ(Ｌ)型ꎮ 宛菲等[１１]根据腐烂

茎线虫 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 区分别设计了针对这 ２ 种基因型

的特异性引物ꎬ并准确检测出国内 ６ 个省(市、区)
的 ２１个甘薯腐烂茎线虫群体的基因型ꎮ 国外学者

也深入研究了腐烂茎线虫群体分化的现象ꎬ如 Ｓｕｂ￣
ｂｏｔｉｎ等[１２]对世界范围内不同寄主植物的腐烂茎线

虫群体的 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ区序列进行分析比对后发现ꎬ不
同线虫群体之间 ＩＴＳ１￣５.８Ｓ￣ＩＴＳ２ 序列长度的变异源

自 ＩＴＳ１区存在的重复序列ꎬ且该重复序列能在 ＲＮＡ
二级结构中形成稳定的茎环ꎬ在保留 Ａ(Ｓ)型的基

础上ꎬ将 Ｂ(Ｌ)型进一步细分为Ｂ ~ Ｇ ６ 种不同的基

因型ꎮ Ｊｅｓｚｋｅ等[１３]结合 ＮＣＢＩ已发表的腐烂茎线虫

ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ区序列构建系统发育树ꎬ鉴定出波兰 ３ 个

不同地区腐烂茎线虫分离种群均为 Ｃ 基因型ꎮ 现

已发现危害甘薯的腐烂茎线虫基因型有 Ａ型、Ｂ型、
Ｃ型、Ｅ型和 Ｆ型[１０ꎬ１２ꎬ１４]ꎮ

甘薯对于带动区域农业农村经济发展有着举足

轻重的作用ꎬ且已成为国内许多省份及地区调整农

业产业结构、促进农业农村发展的重要农作物之

一[１５￣１６]ꎮ 目前ꎬ甘薯茎线虫病害在中国北方薯区春

作地发生严重[２]ꎮ 江苏省甘薯产业总体发展态势

良好ꎬ但甘薯茎线虫病害严重制约甘薯单位面积产

量的提升ꎬ阻碍甘薯产业发展ꎮ 本研究针对江苏省

徐淮地区不同甘薯茎线虫分离群体进行形态学和分

子生物学鉴定ꎬ并基于 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 区构建系统发育

树ꎬ以明确线虫危害种类及系统发育地位ꎬ为甘薯茎

线虫病害的快速诊断和防控提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 试验材料

２０１９－２０２０年ꎬ对江苏省徐淮地区 ７ 个线虫危

害严重的薯田进行样品采集ꎬ并拍摄记录田间甘薯

受害症状ꎮ 采用随机采样法ꎬ将受害薯块装入聚乙

烯薄膜自封袋内ꎬ并标记采集时间、地点、前茬作物

及土壤类型等信息ꎬ带回实验室进一步分离与鉴定ꎮ
ＤｄＳＨ、ＤｄＴＳ、ＤｄＸＹ、ＤＥｓｇ为江苏徐淮地区已报道的

甘薯上的腐烂茎线虫群体[８ꎬ１１](表 １)ꎮ

表 １　 供试线虫品种及来源

Ｔａｂｌｅ １　 Ｖａｒｉｅｔｉｅｓ ａｎｄ ｏｒｉｇｉｎｓ ｏｆ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ

群体
代号

采集地　 　 ＧｅｎＢａｎｋ
登录号

ｒＤＮＡ￣内转录
间隔区(ＩＴＳ)
序列长度(ｂｐ)

ＪＳＷＪ 徐州市睢宁县魏集镇 ＭＷ６４８３３４ ７９１

ＪＳＹＪ 徐州市睢宁县姚集镇 ＭＷ６４８３４０ ７９１

ＪＳＧＳ 徐州市邳州市港上镇 ＭＷ６４８３３７ ７９１

ＪＳＨＷ 徐州市铜山区汉王镇 ＭＷ６４８３３８ ７９１

ＪＳＬＱ 徐州市铜山区柳泉镇 ＭＷ６４８３３９ ７９１

ＪＳＸＺ 徐州市铜山区徐庄镇 ＭＷ６４８３３５ ９８０

ＪＳＮＧ 连云港市灌云县南岗镇 ＭＷ６４８３３６ ７９１

ＤｄＳＨ 宿迁市泗洪县 ＥＦ２０８２１０ １ １３０

ＤｄＴＳ 徐州市铜山区 ＥＦ２０８２１１ １ １３０

ＤｄＸＹ 徐州市新沂市 ＥＦ２１０３６６ ９４２

ＤＥｓｇ 连云港市赣榆县 ＡＭ２３２２２７ ６８８

１.２　 线虫的分离与纯化

将病薯切成碎屑ꎬ利用浅盘法分离线虫[１]ꎮ 获

得线虫后ꎬ用 ０􀆰 １％青霉素＋０􀆰 １％链霉素浸泡ꎬ４ ℃
下放置 １２ ｈ消毒ꎬ用无菌水清洗 ３ 遍后保存备用ꎮ
在体式显微镜下挑取已消毒的雌虫和雄虫各 ５０ 头

放入茄腐镰刀菌(Ｆｕｓａｒｉｕｍ ｓｏｌａｎｉ)培养皿中进行纯
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化培养ꎬ保存备用ꎮ
１.３　 线虫的形态观察和测量

线虫的杀死、ＴＡＦ 固定、临时玻片制作均参照文

献[１７]ꎮ 通过配备 Ｌｅｉｃａ 相机(ＤＦＣ５５０)的显微镜

(Ｌｅｉｃａ ＤＭ４０００Ｂ)观察制作的线虫临时玻片ꎮ 使用相

机配套软件进行拍摄并记录各虫态形态特征图片ꎻ形
态测量值利用配套软件ꎬ按照 Ｄｅ Ｍａｎ公式[１７]进行测

量计算ꎬ即 ａ＝体长 /最大体宽ꎻｂ＝体长 /食道长度(从
头到食道与肠结合处)ꎻｃ＝体长 /尾长ꎻＶ＝头至阴门距

离 /体长×１００ꎮ 每个特征值ꎬ观察 ２０个标本ꎮ
１.４　 线虫分子生物学鉴定

１.４.１ 　 ＤＮＡ 提取方法 　 参考单条花生茎线虫(Ｄ.
ａｒａｃｈｉｓ) ＤＮＡ 提取方法[１８]ꎬ用 ｄｄＨ２Ｏ把挑到的线虫

清洗干净后ꎬ转移至装有 ８ μｌ ｄｄＨ２Ｏ、１ μｌ １０×ＰＣＲ
ｂｕｆｆｔｅｒ的 ＰＣＲ管内ꎬ将 ＰＣＲ管在掌上离心机中快速

离心后ꎬ放至液氮中浸泡约 ３０ ｓꎬ然后加 １ μｌ 蛋白

酶 Ｋ(１􀆰 ２ ｍｇ / ｍｌ)到管内ꎮ 最后ꎬ将 ＰＣＲ 管放置于

ＰＣＲ仪中于 ６５ ℃温育 １􀆰 ５ ｈꎬ再于 ９５ ℃放置 １０
ｍｉｎꎬ取出放至室温即可用于 ＰＣＲ 扩增或置于

－２０ ℃备用ꎮ
１.４.２　 ＰＣＲ 引物扩增 　 试验所用引物均由生工生

物工程 (上海)股份有限公司合成ꎮ 反应体系为

２５􀆰 ０ μｌꎬ其中模板 ＤＮＡ ２􀆰 ０ μｌꎬ上游引物 ( １０
μｍｏｌ / Ｌ)１􀆰 ０ μｌꎬ下游引物(１０ μｍｏｌ / Ｌ)１􀆰 ０ μｌꎬＰＣＲ
Ｍｉｘ(Ｐｒｅｍｉｘ ＴａｑＴＭꎬＴａＫａＲａ)１２􀆰 ５ μｌꎬｄｄＨ２Ｏ ８􀆰 ５ μｌꎮ

(１)ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ序列扩增ꎮ 采用引物 ＩＴＳＰ１ / ＩＴＳＰ２
(５′￣ＣＧＴＡＡＣＡＡＧＧＴＡＧＣＴＧＴＡＧ￣３′ꎬ５′￣ＴＴＴＣＡＣＴＣＧＣ￣
ＣＧＴＴＡＣＴＡＡＧＧ￣３′)扩增[８]ꎮ 反应程序:９４ ℃ꎬ４ ｍｉｎꎻ
９４ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ２ ｍｉｎꎬ３５ 个循环ꎻ７２ ℃
１０ ｍｉｎꎬ４ ℃保存ꎮ

(２)特异性引物扩增ꎮ Ａ(Ｓ)型特异性引物为

ＤｄＳ１ / ＤｄＳ２(５′￣ＴＣＧＴＡＧＡＴＣＧＡＴＧＡＡＧＡＡＣＧＣ￣３′ꎬ５′￣
ＡＴＴＡＴＣＴＣＧＡＧＴＧＧＧＡＧＣＧＣ￣３′)ꎻＢ(Ｌ)型特异性引

物为 ＤｄＬ１ / ＤｄＬ２(５′￣ＴＴＧＴＧＴＴＴＧＣＴＧＧＴＧＣＧＣＴＴＧＴ￣
３′ꎬ ５′￣ＧＡＧＴＧＡＧＡＧＣＧＡＴＧＴＣＡＡＣＡＴＴＧ￣３′) [１１]ꎮ 反

应程序:９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５０ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ １
ｍｉｎꎬ３５个循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎻ４ ℃保存ꎮ

用 １％的琼脂糖凝胶对 ＰＣＲ产物进行电泳确定

目的条带ꎬ扩增产物寄送至生工生物工程(上海)股
份有限公司进行双向测序ꎮ
１.４.３　 序列提交、分析及系统发育树构建　 依据序列

提交步骤将本试验所得序列上传至 ＧｅｎＢａｎｋꎬ获得序

列号(表 １)ꎮ 采用 ＭＥＧＡ ６.０和 ＤＮＡＭＡＮ软件进行

多序列比对分析ꎮ 采用 ｊＭｏｄｅｌＴｅｓｔ ｖ.２.１.２ＡＩＣ标准进

行最佳匹配替代模型估算[１９]ꎬ采用ＤＡＭＢＥ ｖ.７.０.２８
软件[２０]进行基因替代饱和度检测ꎮ 在 ＣＩＰＲＥＳ Ｓｃｉ￣
ｅｎｃｅ Ｇａｔｅｗａｙ(ｗｗｗ.ｐｈｙｌｏ.ｏｒｇ) [２１]平台上进行在线序

列分析ꎮ 分别使用 ＭｒＢａｙｅｓ ３. ２. ６ ｏｎ ＸＳＥＤＥ[２２] 和
ＲＡｘＭＬ￣ＨＰＣ２ ｏｎ ＸＳＥＤＥ[２３￣２４]进行贝叶斯法与最大似

然法分析ꎮ 贝叶斯系统发育树分析采用 ＧＴＲ＋Ｉ＋Ｇ模

式ꎬ运算５ ０００ ０００代ꎬ每运算 １００代对树形进行 Ｍａｒｋ￣
ｏｖ ｃｈａｉｎｓ采样ꎬ剔除初始 ２５％采样ꎻ最大似然法分析

采用 ＧＴＲＣＡＴ 模型ꎬ完成１ ０００次自展重复ꎮ 采用

Ｆｉｇｔｒｅｅ ｖ１.４.３和 Ａｄｏｂｅ Ｉｌｌｕｓｔｒａｔｏｒ ＣＣ在贝叶斯 ５０％多

数原则一致树上标注自展值和后验概率ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 甘薯茎线虫病主要症状特点

受病原线虫危害的大田中ꎬ甘薯地上部分在生

长前期症状不明显ꎬ症状在中后期显现ꎬ薯蔓近地面

的主蔓基部纵切后可见髓部呈黑褐色干腐样ꎬ呈糠

心状ꎬ而发病严重的植株糠心可达薯蔓顶部ꎬ叶片逐

步发黄ꎬ直至主蔓枯死(图 １Ａ、图 １Ｂ、图 １Ｃ)ꎮ 薯块

受害后大多表现为糠皮或糠心ꎬ丧失经济价值ꎮ 糠

皮型薯块表皮褪色泛青ꎬ有的还会出现凹陷或裂口ꎬ
导致薯皮龟裂ꎮ 纵切后可见皮下组织干腐变褐ꎬ呈
圆环状(图 １Ｄ、图 １Ｅ)ꎮ 糠心型薯块的皮层与健康

薯块无差异ꎬ但是薯块质量显著下降ꎬ切开后可见薯

块内呈褐白相间的干腐症状(图 １Ｆ)ꎮ 甘薯受害后

期ꎬ发病严重时ꎬ糠皮和糠心会混合发生ꎬ并常伴随

真菌、细菌和螨类等二次侵染(图 １Ｇ)ꎮ
２.２　 甘薯茎线虫形态学鉴定

雌虫温热杀死后可见整个虫体略向腹面弯曲

(图 ２Ａ)ꎮ 虫体侧区可见 ６条清晰侧线(图 ２Ｃ)ꎮ 唇

区平滑ꎬ头区稍有缢缩ꎬ口针细直ꎬ口针基部球明显ꎬ
中食道球似纺锤形ꎬ瓣膜可见ꎬ排泄孔位于食道肠道

连接处略靠上方ꎬ后食道腺覆盖于肠道背面 (图
２Ｄ)ꎮ 阴门明显ꎬ侧面观可见向外突起ꎬ后阴子宫囊

明显ꎬ长约占肛阴距的 ２ / ３ꎬ尾略向腹面弯曲ꎬ末端

圆滑(图 ２Ｆ、图 ２Ｇ)ꎮ
雄虫温热杀死后ꎬ虫体前端较为平直ꎬ尾端向腹面

弯曲度大(图 ２Ｂ)ꎮ 交合刺发达ꎬ尾部侧面可见交合刺

向腹面弯曲ꎬ交合伞由交合刺前端延伸至尾长约 ３/ ４
处ꎬ尾端窄圆(图 ２Ｈ、图 ２Ｉ)ꎮ 其余特征与雌虫类似ꎮ
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Ａ:受害大田ꎻＢ、Ｃ:甘薯地上茎部症状ꎻＤ、Ｅ:糠皮型薯块ꎻＦ:糠心型薯块ꎻＧ:线虫危害后期甘薯ꎮ
图 １　 甘薯茎线虫危害甘薯的症状

Ｆｉｇ.１　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏｅｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｓｔｅｍ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ

Ａ:雌虫虫体ꎻＢ:雄虫虫体ꎻＣ:雌虫侧区ꎻＤ:雌虫头部与食道ꎻＥ:雄虫头部与食道ꎻＦ:雌虫尾部腹面观(箭头示阴门位置)ꎻＧ:雌虫尾部侧面

观ꎻＨ:雄虫尾部侧面观ꎻＩ:雄虫尾部腹面观ꎻ标尺ꎬＡ~Ｂ:２００ μｍꎬＣ:２５ μｍꎬＤ~ Ｉ:５０ μｍꎮ
图 ２　 甘薯茎线虫光学显微图片

Ｆｉｇ.２　 Ｌｉｇｈｔ ｍｉｃｒｏｓｃｏｐｙ ｐｈｏｔｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｓｔｅｍ ｎｅｍａｔｏｄｅｓ ｉｎ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏｅｓ
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　 　 本研究中分离纯化的甘薯线虫群体的形态测量

值见表 ２ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ部分线虫分离群体与

Ｔｈｏｒｎｅ[２５]记载的腐烂茎线虫形态测量值存在一定

差异ꎬ但与 Ｇｏｏｄｅｙ[２６]的记载相符ꎮ 根据主要虫态的

形态学特征和主要形态测量值ꎬ初步推断各甘薯线

虫群体均为腐烂茎线虫ꎮ

表 ２　 徐淮地区甘薯茎线虫各分离群体雌虫、雄虫的形态测量值

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｒｐｈｏｍｅｔｒｉｃ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｆｅｍａｌｅ ａｎｄ ｍａｌｅ Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ ｓｗｅｅｔ ｐｏｔａｔｏｅｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｒｅｇｉｏｎｓ ｏｆ Ｘｕｈｕａｉ ａｒｅａ

群体代号 虫态
体长
(μｍ)

体宽
(μｍ)

口针长
(μｍ)

尾长
(μｍ) ａ ｂ ｃ Ｖ

ＪＳＮＧ ♀ ９８５±１２６ ２３.８±４.７ １０.６±１.０ ６３.６±９.２ ４２.２±６.２ ８.２±１.４ １５.８±３.０ ７８.０±２.０
♂ ９００±９０　 ２２.１±３.６ ９.９±０.８ ７４.２±６.７ ４１.２±４.４ ８.３±２.０ １２.１±０.７ －

ＪＳＨＷ ♀ ９２２±１０６ ２６.４±３.７ ９.３±０.８ ７０.７±４.５ ３５.４±５.４ ８.１±１.４ １３.１±１.６ ７８.５±３.６
♂ ８６０±６１　 ２２.５±２.８ ９.０±１.６ ６４.３±６.０ ３８.６±３.８ ８.０±１.６ １３.１±０.９ －

ＪＳＧＳ ♀ ８６９±９７　 ２５.８±３.９ ８.９±１.２ ７０.２±８.３ ３４.５±５.３ ６.７±０.７ １２.５±１.８ ７７.３±３.６
♂ ８５１±１００ ２０.８±１.８ ９.８±０.８ ６８.８±７.６ ４１.１±４.６ ６.５±０.７ １２.５±２.０ －

ＪＳＬＱ ♀ ９０５±６３　 ２５.４±２.５ ９.７±０.８ ７０.４±６.４ ３５.８±３.３ ６.７±０.７ １２.９±１.２ ７８.７±３.１
♂ ８８０±１１１ ２１.１±２.７ ９.４±０.７ ７０.６±８.０ ４１.９±３.９ ７.０±０.７ １２.５±１.１ －

ＪＳＷＪ ♀ １ ０６０±１４７　 ３０.０±５.６ ９.５±０.９ ７１.４±６.３ ３５.９±４.８ ７.９±１.４ １４.９±１.９ ７８.３±４.４
♂ ９９２±８０　 ２４.９±２.４ ９.６±１.１ ７２.０±６.８ ４０.０±２.９ ７.３±０.７ １３.８±１.１ －

ＪＳＹＪ ♀ ８８２±８０　 ２５.７±３.４ ９.０±０.７ ６８.２±３.６ ３４.６±２.９ ６.７±０.５ １２.９±１.１ ８０.６±５.０
♂ ８７５±８１　 ２１.８±２.７ ９.１±０.９ ７２.１±５.９ ４０.４±４.４ ６.６±０.６ １２.１±０.８ －

ＪＳＸＺ ♀ １ ０４４±１０２　 ３０.０±３.０ １０.０±０.６ ７０.０±４.９ ３５.０±２.８ ７.３±０.７ １４.９±１.４ ７９.５±１.４
♂ ８８０±１１１ ２１.１±２.７ ９.４±０.７ ７０.６±８.０ ４１.９±３.９ ６.３±０.４ １２.５±１.１ －

Ｔｈｏｒｎｅ[２３] ♀ ８１０~１ ４００ － － － ３０.０~３５.０ ８.０~１０.０ １５.０~２０.０ ７８.０~８３.０

♂ ８００~１ ３００ － － － ３４.０~４０.０ ７.０~８.０ １２.０~１６.０ －

Ｇｏｏｄｅｙ[２４] ♀ ６９０~１ ８９０ － － － １８.０~４９.０ ４.０~１２.０ ９.０~３０.０ ７３.０~９０.０

♂ ７６０~１ ３５０ － － － ２４.０~５０.０ ４.０~１１.０ １１.０~２１.０ －

ＪＳＮＧ、ＪＳＨＷ、ＪＳＧＳ、ＪＳＬＱ、ＪＳＷＪ、ＪＳＹＪ、ＪＳＸＺ见表 １ꎮ ａ 为体长与最大体宽的比值ꎻｂ 为体长与食道长度的比值ꎻｃ 为体长与尾长的比值ꎻＶ＝头至阴
门距离与体长的比值×１００ꎻ本研究所有测量值为平均值±标准差ꎻ参考文献测量值为最小值~最大值ꎮ

２.３　 分子生物学鉴定

２.３.１　 甘薯茎线虫不同分离群体 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 通用引

物检测结果　 分别以江苏徐淮地区 ７个不同的甘薯

茎线虫总 ＤＮＡ为模板ꎬ采用通用引物 ＩＴＳＰ１ / ＩＴＳＰ２
扩增 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 区序列ꎬ电泳结果表明ꎬ７ 个分离群

体样本中ꎬ除 ＪＳＸＺ群体扩增出约 １ ０００ ｂｐ 条带外ꎬ
其余皆扩增出约 ７８０ ｂｐ条带(图 ３)ꎬ结合形态鉴定

结果ꎬ推断 ＪＳＸＺ 群体可能为 Ｂ(Ｌ)型腐烂茎线虫ꎬ
其余均为 Ａ(Ｓ)型腐烂茎线虫ꎮ
２.３.２　 Ａ(Ｓ)型和 Ｂ(Ｌ)型特异性引物扩增结果 　
为进一步确认各分离群体基因型ꎬ针对江苏徐淮地

区不同甘薯茎线虫分离群体ꎬ分别随机挑取单头成

虫提取 ＤＮＡꎬ使用特异性引物 ＤｄＳ１ / ＤｄＳ２ 与 ＤｄＬ１ /
ＤｄＬ２ 进行 ＰＣＲ扩增ꎬ除 ＪＳＸＺ群体扩增出 ４８５ ｂｐ条
带外ꎬ其余皆为 ２５２ ｂｐꎬ对照组没有条带(图 ４)ꎬ确
定 ＪＳＸＺ群体为 Ｂ(Ｌ)型腐烂茎线虫ꎬ其余群体均为

Ａ(Ｓ)型腐烂茎线虫ꎮ

２.３.３　 基于 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 的系统发育树构建及序列分析

　 对采自江苏徐淮地区甘薯茎线虫的不同分离群体进

行靶标基因的测定ꎬ通过 ＮＣＢＩ中 ＢＬＡＳＴ进行比对ꎬ发
现本研究所有群体与 ＧｅｎＢａｎｋ中江苏省内腐烂茎线虫

群体序列相似性在 ９９％ ~ １００％ꎬ获取序列后上传至

ＧｅｎＢａｎｋꎬ获得序列登录号ꎬ详细信息见表 １ꎮ 依据比对

结果筛选数据库中 １７条不同基因型的腐烂茎线虫序

列ꎬ２条起绒草茎线虫(Ｄ. ｄｉｐｓａｃｉ)序列ꎬ加上本试验获

得的 ７ 条序列ꎬ共 ２６ 条序列ꎬ基于 ＩＴＳ１￣５.８Ｓ￣ＩＴＳ２ 基

因ꎬ采用贝叶斯和最大似然法构建系统发育树ꎮ 结果

(图 ５)表明所有 Ｄ. ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ 群体聚为一支ꎬ与 ２条 Ｄ.
ｄｉｐｓａｃｉ 序 列 区 分 明 显ꎮ ＪＳＹＪ ( ＭＷ６４８３３４)、 ＪＳＷＪ
(ＭＷ６４８３４０)、ＪＳＧＳ(ＭＷ６４８３３７)、ＪＳＨＷ(ＭＷ６４８３３８)、
ＪＳＬＱ(ＭＷ６４８３３９)和 ＪＳＮＧ群体(ＭＷ６４８３３６)与已知 Ａ
型腐烂茎线虫群体聚为一支ꎬ表明该 ６个群体均为 Ａ
型腐烂茎线虫ꎬ与分子鉴定结果一致ꎮ 其中ꎬＪＳＹＪ群体

与 ＤｄＸＹ群体聚为一支ꎬ表明两者遗传距离较近ꎮ
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ＪＳＸＺ群体(ＭＷ６４８３３５)与 Ａ 型、Ｂ 型群体未聚

在一 起ꎬ 而 是 与 已 知 的 Ｃ 型 群 体 ( ＥＦ２０８２１０、
ＥＦ０６２５７４、ＫＸ１８１６５０)和 Ｄ型群体(ＥＦ２０８２１３)聚为

一支ꎮ 通过 ＤＮＡＭＡＮ 软件进行序列比对分析ꎬ
ＪＳＸＺ 群 体 与 已 知 的 Ｃ 型 群 体 ( ＥＦ２０８２１０、
ＥＦ０６２５７４、ＫＸ１８１６５０)相似性均达 ９９％以上ꎬ其中

与宿迁市 Ｃ型甘薯群体 ＥＦ２０８２１０的序列在 ＩＴＳ１区
第 １９３ ｂｐ处有 １ 个碱基替换ꎮ 与 Ｃ 型马铃薯群体

ＥＦ０６２５７４在 ＩＴＳ１区 ４１ ｂｐ和 ３６３ ｂｐ 处各有 １ 个碱

基替换ꎬ与 Ｃ型马铃薯群体 ＫＸ１８１６５０在 ＩＴＳ１区 ９６
ｂｐ、１２６ ｂｐ、２０３ ｂｐ、２１５ ｂｐ 和 ２２７ ｂｐ 处各存在 １ 个

碱基替换ꎮ 而与 Ｄ 型群体(ＥＦ２０８２１３)同源性仅为

９６％ꎬ在 ＩＴＳ 区共存在 ２９ 个碱基差异ꎬ分别在 ＩＴＳ１
区存在 ２个碱基缺失、２个碱基插入以及 ２５ 个碱基

的替换ꎮ 因此ꎬＪＳＸＺ群体与 ３个 Ｃ型群体亲缘性更

近ꎬ确定其为 Ｃ型腐烂茎线虫ꎮ

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１~３:ＪＳＷＪ群体ꎻ４~６:ＪＳＬＱ群体ꎻ７~９:ＪＳＹＪ群体ꎻ１０~１２:ＪＳＸＺ群体ꎻ１３~ １５:ＪＳＮＧ群体ꎻ１６~ １８:ＪＳＧＳ群体ꎻ１９~ ２１:
ＪＳＨＷ群体ꎻ２２:清水对照ꎮ ＪＳＮＧ、ＪＳＨＷ、ＪＳＧＳ、ＪＳＬＱ、ＪＳＷＪ、ＪＳＹＪ、ＪＳＸＺ见表 １ꎮ

图 ３　 内转录间隔区(ＩＴＳ)通用引物扩增结果

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＤＮＡ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ(ＩＴＳ)

Ｍ:ＤＬ２０００ ＤＮＡ Ｍａｒｋｅｒꎻ１~３:ＪＳＷＪ群体ꎻ４~６:ＪＳＬＱ群体ꎻ７~９:ＪＳＹＪ群体ꎻ１０~１２:ＪＳＸＺ群体ꎻ１３~ １５:ＪＳＮＧ群体ꎻ１６~ １８:ＪＳＧＳ群体ꎻ１９~ ２１:
ＪＳＨＷ群体ꎻ２２:清水对照ꎮ ＪＳＮＧ、ＪＳＨＷ、ＪＳＧＳ、ＪＳＬＱ、ＪＳＷＪ、ＪＳＹＪ、ＪＳＸＺ见表 １ꎮ

图 ４　 Ａ 型(Ｓ)、Ｂ(Ｌ)型特异性引物扩增结果

Ｆｉｇ.４　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｙｐｅ Ａ(Ｓ) ａｎｄ Ｂ(Ｌ) ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒｓ

３　 讨 论

本研究应用形态学结合分子生物学手段对江苏徐

淮地区主要甘薯产区的病原线虫进行了鉴定ꎬ对采集

的 ７个甘薯线虫群体进行形态学观测ꎬ其形态特征均

与张绍升等[２７]对腐烂茎线虫的描述一致ꎮ 部分群体测

量值与 Ｔｈｏｒｎｅ[２５]的原定种(正模)的参考值存在一定

差异ꎮ 对此ꎬＧｏｏｄｅｙ[２６]、Ｗｕ等[２８]认为这可能是由于寄

主的变化ꎬ使得线虫的各测量值发生一定程度的变化ꎬ
并定出比原定种(正模)测量数据范围更广的变异范

围ꎬ本研究所有测量数据均在此变异范围内ꎮ 鉴于寄

主或不同地理因素差异会导致线虫形态数据的变异ꎬ
应注意每个测量值的观测线虫数目不应过少ꎮ

目前ꎬ诸多研究结果已表明腐烂茎线虫具有明显

的种内分化现象ꎬ如 Ｊｏｎｅｓ等[２９]认为腐烂茎线虫存在

寄主专化小种ꎻ王金成等[８]对 ８ 个腐烂茎线虫种群

ＩＴＳ区序列进行分析ꎬ发现中国腐烂茎线虫的 ７个地

理种群可明显分为 Ａ、Ｂ ２个分支ꎬＡ分支种群在 ＩＴＳ１
区有 １８８ ｂｐ片段的缺失ꎬ并推测腐烂茎线虫在中国

很可能是 １个至少由 ２种线虫组成的复合种ꎮ 章淑

玲等[１０]设计引物对甘薯腐烂茎线虫 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 区进

行分析比对ꎬ发现中国的腐烂茎线虫群体的 ＩＴＳ１ 区

序列分化为短型(Ｓ)和长型(Ｌ)２ 种基因型ꎮ 宛菲

等[１１]设计并筛选出 Ａ(Ｓ)型、Ｂ(Ｌ)型腐烂茎线虫的 ２
对特异性引物 ＤｄＳ１ / ＤｄＳ２ 和 ＤｄＬ１ / ＤｄＬ２ꎬ对甘薯腐

烂茎线虫 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 区进行分析比对ꎬ将宿迁市甘薯
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ＪＳＮＧ、ＪＳＨＷ、ＪＳＧＳ、ＪＳＬＱ、ＪＳＷＪ、ＪＳＹＪ、ＪＳＸＺ见表 １ꎮ 分支支持率:ＢＩ的后验概率估值 / ＭＬ分析的自展值ꎻ拓扑结构不支持的自展值未标出ꎮ
图 ５　 腐烂茎线虫群体基于 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ 序列的系统发育树

Ｆｉｇ.５　 Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅｓ ｏｆ Ｄｉｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｄｅｓｔｒｕｃｔｏｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｒＤＮＡ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ (ＩＴＳ) ｓｅｑｕｅｎｃｅ

茎线虫群体(ＤｄＳＨ)和徐州市铜山区甘薯茎线虫群体

(ＤｄＴＳ)鉴定为 Ｂ(Ｌ)型腐烂茎线虫ꎮ Ｓｕｂｂｏｔｉｎ 等[１２]

基于腐烂茎线虫 ＩＴＳ１ 区中重复序列在 ＲＮＡ 二级结

构的差异ꎬ并结合 ｒＤＮＡ￣ＩＴＳ系统发育关系ꎬ在前人研

究基础上将腐烂茎线虫划分为 Ａ~Ｇ ７ 个基因型ꎬ并
发现腐烂茎线虫 Ａ(Ｓ)型特异性引物只能检测出 Ａ
基因型ꎬＢ(Ｌ)型特异性引物可检测出除 Ａ基因型之

外的所有基因型ꎬ并将群体 ＤｄＳＨ鉴定为腐烂茎线虫

Ｃ型群体ꎬ群体 ＤｄＴＳ 鉴定为腐烂茎线虫 Ｂ 型群体ꎮ
在本研究中ꎬ利用 ＩＴＳ通用引物和特异性引物对徐淮

地区 ７个不同的分离种群进行分子鉴定ꎬ结果表明

ＪＳＸＺ群体为 Ｂ(Ｌ)型腐烂茎线虫群体ꎬ其余 ６个均为

Ａ(Ｓ)型腐烂茎线虫群体ꎬ且各分离群体与徐淮地区

已报道的相同基因型甘薯腐烂茎线虫序列相似性均

在 ９９％以上ꎮ ＪＳＸＺ 群体与 Ｃ 型 ＤｄＳＨ 群体序列

ＥＦ２０８２１０ 几乎一致ꎬ仅在 ＩＴＳ１ 区有 １ 个碱基替换ꎮ

系统发育树分析结果进一步表明ꎬ６个 Ａ型腐烂茎线

虫群体与已知 Ａ型群体单独聚为一支ꎬＪＳＸＺ 群体与

ＤｄＳＨ 群 体 及 其 他 ２ 个 Ｃ 型 群 体 ( ＥＦ０６２５７４、
ＫＸ１８１６５０)聚为一支ꎬ最终将群体 ＪＳＸＺ 鉴定为 Ｃ 型

腐烂茎线虫ꎮ 现已发现危害甘薯的腐烂茎线虫基因

型有 Ａ型、Ｂ 型、Ｃ 型、Ｅ 型和 Ｆ 型[１０ꎬ１２ꎬ１４]ꎬ本研究结

果及文献报道表明危害徐淮地区甘薯的腐烂茎线虫

基因型种类较丰富ꎬ存在 Ａ~Ｃ ３种基因型ꎬＡ型为优

势种群ꎮ 这与于海英等[３０]调查发现国内危害甘薯的

腐烂茎线虫中 Ａ型群体占大多数且分布广泛的结果

一致ꎮ 而就目前的发现来看ꎬＡ型腐烂茎线虫仅在中

国出现ꎬ且只危害甘薯ꎬ这表明中国腐烂茎线虫可能

存在寄主专化性ꎮ
腐烂茎线虫不同地区群体的差异明显ꎬ说明其

正处于快速进化过程中ꎬ且不同地理来源的线虫种

群在形态特征[９]、致病力[３１]、对乙酰胆碱酯酶抑制
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剂的敏感性[３２]和抗药性[３３]等方面存在一定差异ꎮ
徐振等[３４]的研究结果表明甘薯腐烂茎线虫在南方

薯区存在较大的定殖风险ꎮ 江苏省内甘薯腐烂茎线

虫群体是否还存在其他不同基因型ꎬ各基因型腐烂

茎线虫生态适应性、寄主范围、生物学特性等是否有

差异ꎬ还需进一步调查研究ꎮ
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