
江苏农业学报(Ｊｉａｎｇｓｕ Ｊ.ｏｆ Ａｇｒ.Ｓｃｉ.)ꎬ２０１７ꎬ３３(４):７９４~８０１
ｈ ｔｔｐ: / / ｗ ｗｗ.ｊｓｎ ｙ ｘ ｂ .ｃ ｏ ｍ

冯　 辉ꎬ聂国嫒ꎬ陈　 曦ꎬ等. 拟禾谷根结线虫江苏分离群体形态学和分子鉴定[Ｊ].江苏农业学报ꎬ２０１７ꎬ３３(４):７９４￣８０１.
ｄｏｉ:１０.３９６９ / ｊ.ｉｓｓｎ.１０００￣４４４０.２０１７.０４.０１１

拟禾谷根结线虫江苏分离群体形态学和分子鉴定

冯　 辉１ꎬ２ꎬ　 聂国嫒１ꎬ　 陈　 曦１ꎬ　 张金凤１ꎬ　 周冬梅１ꎬ　 魏利辉１ꎬ２

(１.江苏省农业科学院植物保护研究所ꎬ江苏 南京 ２１００１４ꎻ ２.江苏省农业科学院食品质量安全与检测研究所 /省部共建国家

重点实验室培育基地———江苏省食品质量安全重点实验室ꎬ江苏 南京 ２１００１４)

收稿日期:２０１７￣０２￣１３
基金项目:国家自然科学基金项目(３１４０１７２８)ꎻ省部共建国家重点

实验室培育基地自主研究课题(４９１１４０６)
作者简介:冯　 辉(１９８５￣)ꎬ男ꎬ陕西西安人ꎬ博士ꎬ助理研究员ꎬ主要

从事植物线虫学研究ꎮ
通讯作者:魏利辉ꎬ(Ｔｅｌ)０２５￣８４３９２９９５ꎻ(Ｅ￣ｍａｉｌ)ｗｅｉｌｉｈｕｉ＠ ｊａａｓ.ａｃ.ｃｎ

　 　 摘要:　 从江苏省泰州地区水稻根结组织中分离获得单一种群的寄生线虫ꎬ其雌虫、雄虫和二龄幼虫的 ｄｅ￣Ｍａｎ
形态学特征与已报道的拟禾谷根结线虫(Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ)基本一致ꎮ 应用 ＩＴＳ￣ｒＲＮＡ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ Ｄ２￣Ｄ３ 扩

展区分子标记 ＰＣＲ 扩增分别获得 ５７９ ｂｐ 和 ７６６ ｂｐ 条带ꎬ其序列与 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 台湾、福建、广东、海南等地区部

分分离群体的相似度均达 ９９％ꎮ 贝叶斯系统发育树显示ꎬＭ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 江苏分离群体与供试的其他种群均位于同

一进化分支ꎮ Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 江苏分离群体的鉴定结果表明ꎬ该线虫从南至北开始向中国其他稻区扩展蔓延ꎬ因此

亟待采取相关措施以防止水稻根结线虫病的大发生ꎮ
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ｒＲＮＡ Ｄ２￣Ｄ３ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｄｏｐｔｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａ ５７９￣ｂｐ ａｎｄ ａ ７６６￣ｂｐ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｂｙ ＰＣＲ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｉｓｏ￣
ｌａｔｅｄ ｎｅｍａｔｏｄｅ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｏｆ Ｍ.ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ ｆｒｏｍ Ｔａｉｗａｎꎬ Ｆｕｊｉａｎꎬ Ｇｕａｎｇｄｏｎｇ ａｎｄ Ｈａｉｎａｎ ｉｎ Ｃｈｉ￣
ｎａ. Ｔｈｅ Ｂａｙｅｓ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ Ｊｉａｎｇｓｕ ｉｓｏｌａｔｅ ｗａｓ ｇｒｏｕｐｅｄ ｗｉｔｈ Ｃｈｉｎｅｓｅ ａｎｄ ｏｔｈｅｒ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｍ. ｇｒａ￣
ｍｉｎｉｃｏｌａ ｉｎｔｏ ａ ｓａｍｅ ｃｌａｄｅ. Ｏｃｃｕｒｒｅｎｃｅ ｏｆ Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ ｉｎ Ｊｉａｎｇｓｕ ｐｒｏｖｉｎｃｅ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｔｈａｔ ｔｈｉｓ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｈａｓ ｓｐｒｅａｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｒｉｃｅ￣ｇｒｏｗｉｎｇ ｒｅｇｉｏｎｓ ｆｒｏｍ ｓｏｕｔｈ ｔｏ ｎｏｒｔｈ ｉｎ Ｃｈｉｎａꎬ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅａｓｕｒｅｓ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｔａｋｅｎ ｆｏｒ ｐｒｅｖｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ ｏｕｔｂｒｅａｋ ｏｆ ｒｉｃｅ
ｒｏｏｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｄｉｓｅａｓｅ ｉｎ Ｃｈｉｎａ.

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ:　 Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａꎻ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃꎻ ＩＴＳ￣ＲＮＡꎻ ２８ ｒＲＮＡꎻ ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ

　 　 水稻(Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ.)是全世界 ３.５×１０９ 人口的主

粮ꎬ每年因水稻寄生线虫所造成的产量损失达 ２０％[１]ꎮ
拟禾谷根结线虫 (Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ)ꎬ又称水稻

根结线虫ꎬ隶属于垫刃目(Ｔｙｌｅｎｃｈｉｄａ)根结科(Ｍｅｌｏｉｄ￣
ｏｇｙｎｉｄａｅ)根结属(Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｓｐｐ.)ꎬ是水稻上最重要

４９７



的病原线虫之一[２]ꎮ 作为固生性内寄生线虫的一种ꎬ
Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 能适应旱地、灌溉地、低洼地和深水等多

种水稻生态环境ꎬ能使水稻根尖形成典型的钩状根结ꎬ
破坏根部维管系统ꎬ阻遏水分和养分的运输ꎬ导致植株

黄化、矮缩、分蘖数减少、成熟期延迟等症状ꎬ并最终导

致 １６％~９７％的产量损失[２￣３]ꎮ
Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 最早在美国路易斯桑拿州稗草

(Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａ ｃｏｌｏｎｕｍ Ｌ.)上被发现[４]ꎬ随后在许多国家

被鉴定ꎮ 目前ꎬＭ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 主要分布于印度、菲律

宾、缅甸、孟加拉国、老挝、泰国、越南、尼泊尔、中国等东

南亚国家ꎬ在美国和欧洲部分地区也有分布[５]ꎮ 在中

国ꎬＭ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 在海南[６]、福建[７] 和广西[８] 等热带

和亚热带水稻产区相继被发现ꎬ然而ꎬＭ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 在

中国其他稻区的发生和危害鲜有报道ꎮ 自 ２０１６ 年 ７ 月

开始ꎬ笔者从江苏省泰州市水稻田中陆续发现大面积

黄化、分蘖数减少、拔节和抽穗困难、小穗翘粒等症状

的水稻植株ꎮ 本研究对从泰州市发病水稻根结组织中

分离获得的寄生线虫进行形态学和分子生物学鉴定ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 线虫来源

从 ２０１６ 年 ８ 月至 １０ 月ꎬ对江苏省泰兴市根思

乡多个水稻田块进行随机调查取样ꎬ调查稻田土壤

为沙壤土ꎬ水稻品种为常规粳稻ꎮ 观察记录田间症

状和发病情况ꎬ选取根系具有典型根结症状的病株

及根际土壤带回实验室ꎮ
１.２　 形态学观察

清洗根组织ꎬ在体视显微镜下ꎬ分别从根部根结

处和卵囊处挑取雌虫和雄虫ꎬ二龄幼虫由卵囊孵化

获得ꎮ 线虫的杀死、固定、会阴花纹等标本制作均参

照文献[９]ꎮ 通过光学显微镜(Ｅｃｌｏｐｓｅ Ｅ２００ꎬ日本

尼康公司产品)和体视显微镜(Ｍ１２５ꎬ德国莱卡公司

产品)观察雌虫、雄虫和幼虫的虫体形态ꎬ测算 ｄｅ￣
Ｍａｎ 值和其他形态参数值ꎮ
１.３　 ＤＮＡ 提取、ＰＣＲ 扩增、克隆和测序

ＤＮＡ 提取按照文献[１０]的方法进行ꎮ ＩＴＳ 区域

(包括 ＩＴＳ１、５.８Ｓ ｒＲＮＡ 和 ＩＴＳ２)采用引物 ＴＷ８１(５′￣
ＧＴＴＴＣＣＧＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣ￣３′) 和 ＡＢ２８ ( ５′￣ＡＴＡＴ￣
ＧＣＴＴＡＡＧＴＴＣＡＧＣＧＧＧＴ￣３′) 扩 增[１１]ꎻ ２８Ｓ ｒＲＮＡ 的

Ｄ２￣Ｄ３ 延伸区用引物 Ｄ２Ａ(５′￣ＡＣＡＡＧＴＡＣＣＧＴＧＡＧＧ￣
ＧＡＡＡＧＴＴＧ￣３′) 和 Ｄ３Ｂ ( ５′￣ＴＣＧＧＡＡＧＧＡＡＣＣＡＧＣ￣

ＴＡＣＴＡ￣３′)扩增[１２]ꎮ ５０ μｌ ＰＣＲ 反应体系含有 ２×Ｔａｑ
Ｐｌｕｓ Ｍａｓｔｅｒ Ｍｉｘ(南京诺唯赞生物科技有限公司产

品)２５ ｍｌ、正反向引物各 ２０ ｐｍｏｌ、线虫 ＤＮＡ 粗体液

１０ μｌꎮ 反应程序:９５ ℃预变性 ３ ｍｉｎꎻ９５ ℃变性 ３０ ｓꎬ
５５ ℃退火 ３０ ｓꎬ７２ ℃延伸 ６０ ｓꎬ共 ３５ 个循环ꎻ最后再

７２ ℃反应 ５ ｍｉｎꎮ ＰＣＲ 产物通过 ＡｘｙＰｒｅｐ ＤＮＡ 凝胶

回收试剂盒(杭州爱思进生物技术有限公司产品)回
收纯化后ꎬ转化 Ｔｒａｎｓ１０ 感受态细胞(北京全式金生

物技术有限公司产品)ꎮ 收集活化后的菌体ꎬ用玻璃

棒均匀涂布于 ＬＢ 筛选平板(含 １００ μｇ / ｍｌ Ａｍｐ、４０
μｇ / ｍｌ Ｘ￣Ｇａｌ、１０ μｇ / ｍｌ ＩＰＴＧ)上ꎬ置于 ３７ ℃培养过

夜ꎮ 挑选阳性克隆ꎬ接种在 ＬＢ 液体培养基(含 １００
μｇ / ｍｌ Ａｍｐ)中ꎬ３７ ℃、１５０ ｒ / ｍｉｎ摇动 ５ ｈꎮ 随后以菌

液为模板进行 ＰＣＲ 扩增ꎬ反应体系和仪器参数设置

同前ꎮ 菌液 ＰＣＲ 产物经琼脂糖凝胶电泳检测ꎬ与回

收产物大小一致的新鲜菌液送生物公司进行测序ꎮ
１.４　 序列分析及系统发育树构建

分别以江苏分离群体 ＩＴＳ 和 ２８Ｓ Ｄ２￣Ｄ３ 扩展区

序列在 ＮＣＢＩ 数据库中进行 Ｂｌａｓｔ 比对(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｎｃｂｉ.ｎｌｍ.ｎｉｈ.ｇｏｖ / ｂｌａｓｔ)ꎬ选择与对应分子标记序列

相似度较高的线虫序列构建进化树ꎬ并根据序列比

对差异选择适宜的外群序列ꎮ 将新获得的序列和下

载的对应序列用 ＣｌｕｓｔａｌＸ １.８３ 进行多重序列比对ꎬ
用 Ｇｂｌｏｃｋ ０. ９１ｂ 进行序列保守区的选择[１３]ꎬ用

ＤＡＭＢＥ 进行核苷酸替换饱和度检测[１４]ꎬ用 ＭｒＭｏｄ￣
ｅｌｔｅｓｔ ２.３ 选择最优化的核苷酸替换模型并计算相关

参数ꎬ用 Ｍｒｂａｙｅｓ ３.２.６ 构建贝叶斯系统发育树[１５]ꎮ
贝叶斯系统发育树采用马尔可夫链蒙特卡洛方法

(Ｍａｒｋｏｖ ｃｈａｉｎ ｍｏｎｔｅ ｃａｒｌｏꎬＭＣＭＣ)构建ꎬ每条马尔

可夫链运行 ２×１０６代ꎬ每１ ０００代采样 １ 次ꎬ每个 ＭＣ￣
ＭＣ 分析运行 ４ 次ꎮ 抛弃 ２５％老化样本进行聚合评

估ꎬ剩余样本用于后续分析ꎬ构建一致性为 ５０％的

发育树ꎮ

２　 结 果

２.１　 水稻根结线虫病田间症状和线虫形态特征

　 　 田间调查结果表明水稻植株根部根结发生率达

１００％ꎮ ８ 月中旬正值水稻拔节孕穗期ꎬ发病株水稻

长势差ꎬ严重时叶黄化ꎬ纤弱ꎬ不抽穗或抽穗推迟ꎬ穗
形小(图 １￣Ａ)ꎻ水稻成熟期表现“直立翘穗”症状ꎬ
结实少ꎬ秕谷多(图 １￣Ｂ)ꎮ 受害水稻根系发育受阻ꎬ
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根系易折断ꎮ 幼根根结膨大后弯曲ꎬ成钩状或纺锤

状ꎬ老根变棕褐色易腐烂(图 １￣Ｃ、图 １￣Ｄ)ꎬ且伴生

“倒生根”(图 １￣Ｅ)ꎮ 倒茬期新生水稻仍可发病ꎬ产
生典型钩状根结(图 １￣Ｆ)ꎮ 雌虫完全埋在根组织根

结或附近组织ꎬ根结可产生毛绒状细长侧根(图 １￣
Ｇ)ꎮ 卵囊完全产生于根皮层内ꎬ不外露ꎬ卵粒间松

散ꎬ卵可在根内孵化ꎬ剖开完整根结ꎬ可见大量孵化

的二龄幼虫ꎬ在根结卵囊处常见雄虫ꎮ

Ａ:孕穗期田间症状ꎻＢ:黄熟期田间症状ꎻＣ:孕穗期根部ꎻＤ、Ｇ:黄熟期根部ꎻＥ:根部倒生根ꎻＦ:稻桩期新生根ꎮ

图 １　 水稻根结线虫病田间表现和根部症状

Ｆｉｇ.１　 Ｔｈｅ ａｂｏｖｅｇｒｏｕｎｄ ｓｙｍｐｔｏｍｓ ａｎｄ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｉｃｅ ｒｏｏｔｓ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ ｉｎ ｐａｄｄｙ ｆｉｅｌｄ

　 　 分离的线虫主要形态特征如下:雌虫虫体球形

至梨形ꎬ细颈明显ꎬ头架不发达ꎬ口针纤细且短ꎬ口针

基部球光滑、突出ꎬ略向后倾斜ꎬ排泄孔明显ꎬ位于口

针基球之后ꎬ中食道球大ꎬ近圆形ꎬ瓣门发达ꎬ食道腺

发达(图 ２￣Ａ)ꎻ会阴花纹卵圆形或近圆形ꎬ侧区无明

显界限ꎬ背弓高、近方形ꎬ线纹平滑细密ꎬ环绕会阴ꎬ
尾尖明显ꎬ阴门区一般无线纹(图 ２￣Ｂ)ꎮ 雄虫虫体

蠕虫状ꎬ体环明显ꎬ头架中等发达ꎬ头冠高、圆ꎬ与头

环分离ꎬ头区不突出ꎬ平滑ꎬ口针基杆圆柱形ꎬ与口针

基部球连接处稍变窄ꎬ口针基部球卵圆形ꎬ与杆部界

线明显ꎬ前缘平或略向后斜(图 ２￣Ｃ、图 ２￣Ｅ)ꎻ精巢单

条ꎬ前伸ꎬ精巢内充满精子(图 ２￣Ｆ)ꎬ交合刺发达(图
２￣Ｇ、图 ２￣Ｈ)ꎮ 二龄幼虫头冠前端平、宽大ꎬ头区圆、
平滑ꎬ口针锥和基杆窄ꎬ口针基部球小、突出ꎬ中食道

球椭圆形ꎬ食道腺延伸较长ꎬ覆盖肠腹面ꎬ尾部长、
细ꎬ尾端透明区长、窄ꎬ尾尖略呈棍棒状(图 ２￣Ｄ、图
２￣Ｉ、图 ２￣Ｊ)ꎮ 雌虫、雄虫和二龄幼虫 ｄｅ￣Ｍａｎ 参数值

见表 １ꎮ 雌虫、雄虫和二龄幼虫的 ｄｅ￣Ｍａｎ 形态学特

征与已报道的拟禾谷根结线虫 (Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｇｒａ￣
ｍｉｎｉｃｏｌａ)基本一致ꎮ

Ａ:雌虫ꎻＢ:雌虫会阴花纹ꎻＣ:雄虫ꎻＤ:二龄幼虫ꎻＥ:雄虫头部ꎻＦ:雄虫储精囊ꎻＧ、Ｈ:雄虫尾部ꎻＩ:二龄幼虫头部ꎻＪ:二龄幼虫尾部ꎮ

图 ２　 拟禾谷根结线虫形态学特征

Ｆｉｇ.２　 Ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｉｃｅ ｒｏｏｔ
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表 １　 拟禾谷根结线虫江苏分离群体雌虫、雄虫和二龄幼虫形态特

征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｓ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ ｉｓｏｌａｔｅ ｏｆ Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉ￣

ｃｏｌａ

ｄｅ￣Ｍａｎ 参数 雌虫 雄虫 二龄幼虫

ｎ ２０ １５ ２０

Ｌ (μｍ) ５８５.２０±８４.２３ １ ３０２.８５±１３２.７４ ４４７.３６±２１.１０

Ｗ (μｍ) ４３８.７０±１０６.６５ ３２.５５±４.３１ １６.３０±１.３７

ａ １.４３±０.５５ ３９.６３±２.６８ ２７.６２±２.８３

ｃ － １２５.５０±２７.９９ ６.２８±０.５２

ＥＰ (μｍ) ２４.２３±４.３９ １０５.１６±８.７５ －

ＳＴ (μｍ) １１.２６±２.２２ １７.２５±１.５１ １３.１５±０.７９

ＤＧＯ (μｍ) ３.８９±０.６２ ３.３４±０.３２ ３.９９±０.５１

Ｔａｉｌ (μｍ) － １０.８４±２.５３ ７１.５６±４.９５

ｈ (μｍ) － － １９.９４±２.４５

ＳＰＩ (μｍ) － ２７.２０±２.６９ －

Ｔ (％) － ５０.８９±５.１０ －

ＶＳＬ (μｍ) ２３.０８±３.１９ － －

ＡＶＤ (μｍ) １６.３１±１.９８ － －

ｎ:样品数量ꎻＬ:体长ꎻＷ:最大体宽ꎻａ:体长 / 最大体宽ꎻｃ:体长 / 尾长ꎻ
ＥＰ:排泄孔至头端距离ꎻＳＴ:口针长度ꎻＤＧＯ:背食道腺开口至口针基
部球距离ꎻＴａｉｌ:尾长ꎻｈ:尾后部的透明区长ꎻＳＰＩ:交合刺长度ꎻＴ:泄
殖腔至精巢最前端距离 / 体长ꎻＶＳＬ:阴门裂长ꎻＡＶＤ:肛门至阴门中心
距离ꎮ －:无数据ꎮ

２.２　 拟禾谷根结线虫的分子生物学特征和进化树

分析

　 　 应用 ＩＴＳ￣ｒＲＮＡ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ Ｄ２￣Ｄ３ 扩展区分子

标记 ＰＣＲ 扩增分别获得 ５７９ ｂｐ 和 ７６６ ｂｐ 条带(图
３)ꎮ 通过与 ＮＣＢＩ 数据库登录的序列进行比对ꎬ江
苏分离群体与其他分离群体 ＩＴＳ 相似度为 ９７％ ~
９９％ꎬ其中与中国福建分离群体(ＫＲ６０４７３０)、广东

分离群体 (ＫＲ６０４７３１、ＫＲ６０４７３２)、海南分离群体

( ＫＵ６４６９９９ꎬ ＫＲ６０４７３３ ) 以 及 缅 甸 分 离 群 体

(ＫＲ６０４７３４、ＫＲ６０４７３６、ＫＲ６０４７３９、ＫＲ６０４７４２)相似

度最高(１~ ２ 个碱基插入或替换)ꎬ而与印度群体

(ＫＭ９２１７７５)序列差异较大ꎬ具有 ８６％的相似性(８２
个碱基插入或替换)ꎬ与其他根结线虫种类序列相

似度为 ８２％~ ９７％(１９~ １０５ 个碱基插入或替换)ꎮ
江苏分离群体与报道的其他拟禾谷根结线虫 ２８Ｓ
ｒＲＮＡ 序列相似性为 ９９％ꎬ与其他根结线虫 ２８Ｓ
ｒＲＮＡ 序列相似性为 ８８％~ ９６％(３~ １７ 个碱基插入

或替换)ꎮ 以短体线虫(Ｐｒａｔｙｌｅｎｃｈｕｓ ｓｐｐ.)为外群ꎬ

基于 ＩＴＳ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 的 Ｄ２￣Ｄ３ 扩展区序列所构建

的贝叶斯进化树显示ꎬ拟禾谷根结线虫江苏分离群

体与其他分离种群均位于同一个进化分支(ＰＰ＝
１００)ꎬ其中 ＩＴＳ 贝叶斯进化树将中国台湾、福建、海
南、广东、湖南、江苏以及缅甸、孟加拉国和印度部分

群体划归于一个次级分支ꎬ而将侵染香蕉的中国福

建种群和印度种群归为一个次级分支(图 ４)ꎻ２８Ｓ
ｒＲＮＡ 贝叶斯进化树将拟禾谷根结线虫划分为 ２ 个

次级 分 支ꎬ 江 苏 群 体 与 福 建 群 体 ( ＫＭ１１１５３０、
ＫＭ２３６５６１)和台湾群体(ＫＦ７５１０６７)处于同一级进

化分支(图 ５)ꎮ

Ｍ 为 ＤＮＡ 分子标准ꎬ１、２ 分别为雌虫和雄虫 ＩＴＳ￣ｒＲＮＡꎬ３、４ 分别

为雌虫和雄虫 ２８Ｓ ｒＲＮＡ Ｄ２￣Ｄ３ 扩展区ꎬ５ 为阴性对照ꎮ
图 ３　 通用引物对拟禾谷根结线虫江苏分离群体的 ＰＣＲ 扩增

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｊｉａｎｇｓｕ ｉｓｏｌａｔｅ ｏｆ Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ
ｕｓｉｎｇ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓ

３　 讨 论

目前ꎬＭ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 主要在东南亚热带和亚热

带水稻种植地区发生和为害ꎬ在中国也仅在海南、广
东、福建等华南地区有报道ꎮ 本研究鉴定的 Ｍ. ｇｒａ￣
ｍｉｎｉｃｏｌａ 江苏群体为中国长江以北地区首次发现ꎬ
从初步调查结果看ꎬ主要在泰兴市根思乡水稻田块

发生为害ꎬ发病田块一般可造成 ４０％的水稻产量损

失ꎮ 与之前的报道相似ꎬ多个 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 雌虫常

聚集在一起ꎬ诱导产生的钩状根结表面又新生许多

纤细毛绒状根ꎬ随着雌虫产卵完成ꎬ二龄幼虫直接孵

化在新生根上建立新的取食位点[２]ꎮ 本研究还发

现ꎬ在水稻生长后期受 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 严重侵染的植

株常产生“倒生根”现象ꎮ
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图 ４　 基于根结线虫属 ＩＴＳ￣ｒＲＮＡ 序列的贝叶斯进化树(ＳＹＭ＋Ｇ 模型)
Ｆｉｇ.４　 Ｂａｙｅｓｉａｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＩＴＳ￣ｒＲＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｓｅｔ ｏｆ Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ＳＹＭ＋Ｇ ｍｏｄｅｌ

　 　 基于形态学、ＤＮＡ 序列和侵染力等指标ꎬ许多 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 分离群体被鉴定和描述ꎮ 虫体长度
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图 ５　 基于根结线虫属 ２８Ｓ ｒＲＮＡ Ｄ２￣Ｄ３ 序列的贝叶斯进化树(ＧＴＲ＋Ｇ 模型)
Ｆｉｇ.５　 Ｂａｙｅｓｉａｎ ｐｈｙｌｏｇｅｎｔｉｃ ｔｒｅｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ２８Ｓ ｒＲＮＡ Ｄ２￣Ｄ３ ｒｅｇｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｄａｔａｓｅｔ ｏｆ Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ＧＴＲ＋Ｇ ｍｏｄｅｌ

(Ｌ)、口针长度(ＳＴ)、背食道腺开口至口针基部球距

离(ＤＧＯ)等是 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 种群变异的重要形态

参数之一ꎮ Ｂｅｌｌａfiｏｒｅ 等[１６]对越南 ２１ 个分离种群二

龄幼虫进行了测量统计ꎬ发现不同群体 Ｌ 值和 ＳＴ 值
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存在显著差异ꎬ山区分离群体的 Ｌ 值显著小于低洼

地和平原群体ꎻ将各个分离群体进行室内扩繁培养

后ꎬ大部分群体二龄幼虫的 Ｌ 值显著高于原始值ꎬ表
明环境气候和寄主因素可能影响线虫的形态特

征[１６]ꎮ 通过比较发现ꎬ江苏分离群体与海南[６]、福
建[７]等分离群体的各个形态学特征基本一致ꎬ但 Ｌ、
ＳＴ 及 ＤＯＧ 等参数略大于寄生大麦的美国分离群

体[４]ꎬ反映不同地理群体存在一定的形态差异ꎮ
由于根结线虫属中的一些种类如禾本科根结线

虫(Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｇｒａｍｉｎｉｓ)与 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 的形态

特征相近不易区分ꎬ因此有必要借助分子生物学技

术进行精确鉴定ꎮ ＩＴＳ ｒＲＮＡ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ Ｄ２￣Ｄ３ 扩

展区是鉴定 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 最常用的分子诊断标

记[１７]ꎮ Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 江苏群体与其他群体的 ＩＴＳ
和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ Ｄ２￣Ｄ３ 序列均高度相似ꎬ特别是 ＩＴＳ 序

列与中国福建、海南和越南部分分离群体的相似性

达 ９９％ꎬ表明这些分离群体之间的遗传变异较小ꎮ
基于 ＩＴＳ 和 ２８Ｓ ｒＲＮＡ 序列构建的贝叶斯进化树显

示 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 在根结线虫中的遗传进化关系与

之前的描述[１８￣１９]基本一致ꎮ 另外ꎬ根据线粒体细胞

色素氧化酶 ＩＩ 序列差异ꎬＭｃＣｌｕｒｅ 等[１８] 将侵染美国

高尔夫球场草坪草的 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 划分为 Ａ 型群

体ꎬ而将侵染亚洲水稻的 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 群体划分为

Ｂ 型群体ꎮ 本研究发现ꎬ侵染油芒(Ｓｐｏｄｉｏｐｏｇｏｎ ｓｐ.)
和香蕉(Ｍｕｓａ ｓｐｐ.)的 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 福建群体与侵

染水稻的 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 位为同一进化分支簇ꎬ说明

这 ２ 个群体可能为同一基因型ꎮ
除了能寄生水稻ꎬＭ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 还能侵染小

麦[２０￣２１]、田间杂草[２２]、洋葱[２３￣２４]、香蕉[２５]ꎬ有些分离

群体还能侵染茄子、番茄、秋葵等[２６]ꎮ 我们在水稻

根结线虫病发生田块ꎬ发现光头稗(Ｅｃｈｉｎｏｃｈｌｏａ ｃｏｌｏ￣
ｎｕｍ Ｌ.)亦受 Ｍ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 侵染ꎬ其根部出现典型

的钩状结瘤ꎮ 在江苏省泰兴地区水稻常和小麦轮

作ꎬＭ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 江苏群体能否侵害小麦还需要作

进一步调查ꎮ 总之ꎬＭ. ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ 江苏分离群体的

鉴定结果ꎬ表明该线虫已经开始从南至北向中国其

他稻区扩展蔓延ꎬ因此亟待采取相关措施以防止水

稻根结线虫病的大发生ꎮ
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ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ ｉｎｆｅｃｔｉｎｇ ｂａｎａｎａ ｉｎ Ｃｈｉｎａ[ Ｊ] . Ｐｌａｎｔ Ｄｉｓｅａｓｅꎬ ２０１５ꎬ
９９(３): ４２０￣４２１.

[２６] ＰＯＫＨＡＲＥＬ Ｒ Ｒꎬ ＡＢＡＷＩ Ｇ Ｓꎬ ＤＵＸＢＵＲＹ Ｊ Ｍꎬ ｅｔ ａｌ. Ｖａｒｉａｂｉｌｉ￣
ｔｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｏｆ ｔｗｏ ｒａｃｅｓ ｉｎ Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ[Ｊ] .
Ａｕｓｔｒａｌａｓｉａｎ Ｐｌａｎｔ Ｐａｔｈｏｌｏｇｙꎬ ２０１０ꎬ ３９: ３２６￣３３３.
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１０８冯　 辉等:拟禾谷根结线虫江苏分离群体形态学和分子鉴定




