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　 　 摘要:　 根结线虫病长期以来对猕猴桃安全生产造成了严重威胁ꎮ 调查发现江苏省连云港市部分猕猴桃种植

园根结线虫病发生普遍ꎬ组织切片可见根部出现根结线虫诱导的特异的巨细胞ꎮ 形态学观察和分子检测结果显

示ꎬ尽管与其他群体存在一定差异ꎬ但仍确定本次分离自猕猴桃的根结线虫(种群编号:ＣＮ４３)为北方根结线虫

(Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｈａｐｌａ)ꎮ 基于内转录间隔区(ＩＴＳ)和 ＣＯⅡ￣１６Ｓ 序列构建的遗传进化树显示ꎬＣＮ４３ 分离群体与已知的

北方根结线虫位于同一进化分支ꎬ而与其他种类的根结线虫明显区分开来ꎮ 以 ＩＴＳ 序列构建的中接网络将 ３４ 个北

方根结线虫分离群体划分为 １０ 个单倍型ꎬ其中 ＣＮ４３ 属于最大的单倍型群组ꎻ然而ꎬ单倍型分析不能确定各分离群

体在地理分布上的关联性ꎮ 综上ꎬ本研究首次报道了北方根结线虫在中国猕猴桃上的侵染和发生ꎬ其分离群体的

形态学描述和分子特征分析可为揭示猕猴桃根结线虫的种群多样性和种间变异提供参考ꎮ
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　 　 猕猴桃(Ａｃｔｉｎｉｄｉａ ｄｅｌｉｃｉｏｓａ)是起源于中国的适合

在温热带地区栽培的重要果树ꎬ目前已在 ２０ 多个国

家得到种植ꎬ截至 ２０１１ 年ꎬ中国以外地区猕猴桃收获

面积达到９.４×１０４ ｈｍ２ [１]ꎮ 然而ꎬ随着猕猴桃产业和规

模的不断发展ꎬ猕猴桃根结线虫病害问题日益凸显ꎮ
根结线虫(Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｓｐｐ.)在全世界各猕猴桃种植

区广泛存在ꎬ其中南方根结线虫(Ｍ. ｉｎｃｏｇｎｉｔａ)和北

方根结线虫(Ｍ. ｈａｐｌａ)是主要病原线虫种类ꎮ 南方

根结线虫在巴西、智利、印度、美国、土耳其等国均有

分布ꎬ北方根结线虫则分布在巴西、智利、印度、意大

利、西班牙、新西兰、韩国等国家ꎬ在猕猴桃上存在和

为害[２]ꎮ 此外ꎬ其他根结线虫种类如爪哇根结线虫

(Ｍ. ｊａｖａｎｉｃａ)、花生根结线虫(Ｍ. ａｒｅｎａｒｉａ)、埃塞俄比

亚根结线虫(Ｍ. ｅｔｈｉｏｐｉｃａ) [３]等也能侵染猕猴桃ꎮ
根结线虫在中国主要猕猴桃产区长期为害ꎬ并

造成严重的经济损失ꎮ 过去 ３０ 年来ꎬ南方根结线虫

是中国猕猴桃上的优势种群ꎬ在陕西[４]、河南[５￣６]、
湖北[７]、湖南[８]、贵州[９]、浙江[１０]、福建[１１￣１２] 等猕猴

桃产地普遍存在ꎮ 部分猕猴桃产地还发现了爪哇根

结线虫[１１]、花生根结线虫[７]、Ｍ. ａｃｔｉｎｉｄｉａｅ[１３] 和 Ｍ.
ａｂｅｒｒａｎｓ[２]等种类ꎮ 然而ꎬ北方根结线虫在中国猕猴

桃上发生和为害的情况却鲜有报道ꎮ
近年来ꎬ随着中国农业产业结构调整和供给侧

结构性改革的推进ꎬ猕猴桃作为农民增收脱贫的重

要产业在江苏省得到快速发展ꎮ 本研究于 ２０１９ 年

７ 月对江苏省多个猕猴桃种植基地根结线虫病进行

了调查ꎬ发现连云港部分果园的猕猴桃地上植株纤

弱ꎬ叶片褪绿枯黄ꎬ坐果少ꎬ地下根系畸形ꎬ新根布满

大量珍珠状根结ꎬ表现出典型的根结线虫病的症状ꎮ
通过病理解剖ꎬ从发病根部分离出根结线虫ꎮ 利用

形态学观察和分子检测标记对其进行鉴定ꎬ确定侵

染猕猴桃的线虫种类为北方根结线虫ꎮ 同时ꎬ基于

内转录间隔区( ＩＴＳ)和 ＣＯⅡ￣１６Ｓ 序列分析了该群

体的分子特征以及与其他分离群体间的进化关系ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 线虫分离

线虫样本采集自江苏省连云港市赣榆区黑林

镇猕猴桃种植园ꎮ 选择长势较弱、叶片发黄的猕猴

桃植株ꎬ小心挖取根组织ꎬ并选取具有典型根结症状

的根组织带回实验室进行后续分析ꎮ
１.２　 形态学鉴定

用清水漂洗根组织以去除泥沙ꎬ在体式显微镜

下ꎬ用挑针从根部根结处挑取根结线虫雌虫和雄虫ꎬ
二龄幼虫直接由卵块孵化获得ꎮ 线虫杀死、固定、会
阴花纹等标本制作参照文献[１３]ꎮ 通过光学显微

镜(ＤＭ２５００ꎬ徕卡显微系统有限公司产品)和体式

显微镜(Ｍ２０５ＦＡꎬ徕卡显微系统有限公司产品)观

察并拍摄雌虫、雄虫和幼虫形态ꎬ测量 ｄｅ￣Ｍａｎ 值ꎮ
１.３　 线虫 ＤＮＡ 提取和 ＰＣＲ 扩增

ＤＮＡ 提取参考文献[１４]中的方法进行ꎬ略有

修改ꎮ 在解剖镜下ꎬ挑取单条雌虫至盛有 ２０ μｌ 裂
解液(含 １×ＰＣＲ 缓冲液、１ μｇ 蛋白酶 Ｋ)的 ＰＣＲ 管

中ꎬ用镊子将虫体挤破使虫液释放ꎬ混合均匀后置于

液氮中迅速冷冻 ２０ ｍｉｎꎮ 随后将样品置于 ＰＣＲ 仪

上于 ６５ ℃孵育 ３０ ｍｉｎꎬ ９５ ℃ ５ ｍｉｎꎬ最后于１２ ０００
ｒ / ｍｉｎ离心 １ ｍｉｎꎬ吸取上清液用于 ＰＣＲ 扩增ꎮ

核糖体 ＩＴＳ 序列用引物 ＴＷ８１(５′￣ＧＴＴＴＣＣＧ￣
ＴＡＧＧＴＧＡＡＣＣＴＧＣ￣３′) 和 ＡＢ２８ ( ５′￣ＡＴＡＴＧＣＴＴＡＡ￣
ＧＴＴＣＡＧＣＧＧＧＴ￣３′)扩增ꎬ覆盖 ３′￣１８Ｓ ｒＲＮＡ、ＩＴＳ１、
５􀆰 ８Ｓ ｒＲＮＡ、ＩＴＳ２ 和 ５′￣２８Ｓ ｒＲＮＡ 序列[１５]ꎮ ２５􀆰 ０ μｌ
反应体系含有 ２×Ｔａｑ Ｍａｓｔｅｒ ｍｉｘ(北京康为世纪生物

科技有限公司产品) １２􀆰 ５ μｌꎬ正反向引物各 １０
ｐｍｏｌꎬ线虫 ＤＮＡ 粗提液 ５􀆰 ０ μｌꎮ ＰＣＲ 反应条件为:
９４ ℃ ５ ｍｉｎꎻ９４ ℃ ３０ ｓꎬ５５ ℃ ３０ ｓꎬ７２ ℃ ６０ ｓꎬ共 ３８
个循环ꎻ７２ ℃ ５ ｍｉｎꎮ 线粒体细胞色素 ｃ 氧化酶Ⅱ
亚基基因 ＣＯⅡ序列应用 Ｃ２Ｆ３ ( ５′￣ＧＧＴＣＡＡＴＧＴ￣
ＴＣＡＧＡＡＡＴＴＴＧＴＧＧ￣３′) 和 ＭＲＨ１０６ ( ５′￣ＡＡＴＴＴＣＴ￣
ＡＡＡＧＡＣＴＴＴＴＣＴＴＡＧＴ￣３′)扩增ꎬ覆盖部分 ＣＯⅡ编

码序 列、 ｔＲＮＡ￣Ｈｉｓ 序 列 以 及 部 分 １６Ｓ ｒＲＮＡ 序

列[１６]ꎮ 反应体系同上ꎬＰＣＲ 反应条件为:９４ ℃ ４
ｍｉｎꎻ９４ ℃ １ ｍｉｎꎬ５０ ℃ １ ｍｉｎꎬ７０ ℃ ２ ｍｉｎꎬ共 ３５ 个

循环ꎻ７２ ℃ １０ ｍｉｎꎮ 另外ꎬ利用南方根结线虫 ＳＣＡＲ
(序列特异性扩增区域)标记 Ｍｉ￣Ｆ(５′￣ＧＴＧＡＧＧＡＴ￣
ＴＣＡＧＣＴＣＣＣＣＡＧ￣３′) 和 Ｍｉ￣Ｒ ( ５′￣ＡＣＧＡＧＧＡＡ￣
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ＣＡＴＡＣＴＴＣＴＣＣＧＴＣＣ￣３′) [１７]ꎬ北方根结线虫 ＳＣＡＲ
标记 Ｍｈ￣Ｆ(５′￣ＴＧＡＣＧＧＣＧＧＴＧＡＧＴＧＣＧＡ￣３′)和 Ｍｈ￣
Ｒ( ５′￣ＴＧＡＣＧＧＣＧＧＴＡＣＣＴＣＡＴＡＧ￣３′) [１８] 进一步验

证分离群体的种类ꎮ ＰＣＲ 产物经 １􀆰 ２％琼脂糖凝胶

电泳检测后直接进行测序ꎮ
１.４　 序列比对和进化分析

分别以江苏分离群体 ＩＴＳ 和 ＣＯⅡ序列在美国

国家生物技术信息中心(ＮＣＢＩ)数据库进行 ＢＬＡＳＴ
(ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｎｃｂｉ. ｎｌｍ. ｎｉｈ. ｇｏｖ / ｂｌａｓｔ) 比对ꎬ根据 Ｅ
值筛选相似度相近的序列以及合适外群序列构建贝

叶斯进化树ꎮ 将新获得的序列和下载序列通过

ＭＡＦＦＴ 软 件 ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｅｂｉ. ａｃ. ｕｋ / Ｔｏｏｌｓ / ｍｓａ /
ｍａｆｆｔ)进行多序列比对ꎬ再通过 Ｇｂｌｏｃｋｓ ０. ９１ｂ( ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｗｗｗ. ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ. ｆｒ / ｏｎｅ ＿ ｔａｓｋ. ｃｇｉ? ｔａｓｋ ＿ ｔｙｐｅ ＝
ｇｂｌｏｃｋｓ)进行策展分析并获取保守序列ꎮ 经 ＤＡＭ￣
ＢＥ 软件运算发现ꎬ所有序列的核苷酸替换未达到饱

和ꎬ适宜建树ꎮ 基于最小赤池信息准则(ＡＩＣ)值ꎬ经
Ｍｏｄｅｌｔｅｓｔ ３.７ 计算获得 ＩＴＳ 序列最优碱基替换模型

为 ＧＴＲ＋ＧꎬＣＯⅡ最优碱基替换模型为 Ｋ８１ｕｆ ＋Ｇꎮ
采用马尔科夫链蒙特卡洛方法 (Ｍａｒｋｏｖ ｃｈａｉｎ Ｍｏｎｔｅ
ＣａｒｌｏꎬＭＣＭＣ)构建贝叶斯树ꎬ每条马尔科夫链运行

８×１０５代ꎮ 抛弃 ２５％老化样本进行聚合评估ꎬ剩余

样本用于后续分析构建一致性为 ５０％的发育树ꎬ并
经 ＦｉｇＴｒｅｅ １.４ 进行优化ꎮ 另对 ＮＣＢＩ 上北方根结线

虫各分离群体 ＩＴＳ 序列进行重新分析ꎬ去除插入和

缺失序列ꎬ最终确定 ３４ 个群体样本有 １１ 个核苷酸

发生置换ꎬ基于该置换位点ꎬ利用 Ｎｅｔｗｏｒｋ ｖ１０ 构建

单倍型中接网络(Ｍｅｄｉａｎ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ) [１９]ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 受害猕猴桃根部症状和线虫形态特征

受害猕猴桃植株长势较弱ꎬ部分叶片褪绿枯

黄ꎬ坐果量减少(图 １Ａ)ꎻ地下根系不发达、畸形ꎬ新
根布满大量珍珠状根结ꎬ表现出典型的根结线虫病

的症状(图 Ｂ)ꎮ 利用酸性品红进行组织染色可见

根结处明显出现近球形根结线虫(图 １Ｃ)ꎮ 通过病

理石蜡切片ꎬ可见受害植株根内不同龄期的线虫虫

态及根结线虫特异诱导的巨细胞(图 １Ｄ、图 １Ｅ)ꎮ
　 　 在显微镜下对所分离的线虫(标记为 ＣＮ４３ 分

离群体)进行观察ꎬ主要形态特征如下:雌虫体型近

球形ꎬ颈部短ꎬ口针纤细、基球小ꎬ锥部向背部稍弯

曲ꎬ末端宽ꎬ口针基球圆形ꎬ与杆部有明显界限ꎻ头区

Ａ:线虫侵染的猕猴桃植株ꎻ Ｂ:受害植株根上布满小根结ꎻＣ:酸
性品红染色可见明显的根结线虫雌虫(箭头所示)ꎻ Ｄ:病根组织

切片可见多个线虫形态ꎻ Ｅ:特异的巨细胞ꎮ Ｄ 图标尺为 ５０ μｍꎻ
Ｅ 图标尺为 ２００ μｍꎻｎ:线虫ꎻｇｃ:巨细胞ꎮ
图 １　 根结线虫侵染的猕猴桃症状和根组织形态

Ｆｉｇ.１　 Ｓｙｍｐｔｏｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ ｉｎｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｒｏｏｔ￣ｋｎｏｔ ｎｅｍａ￣
ｔｏｄｅｓ ａｎｄ ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔ ｔｉｓｓｕｅｓ

大、无环纹(图 ２Ａ)ꎻ会阴花纹近圆形六边形ꎬ背弓

扁平ꎬ侧线不明显ꎬ线纹平滑形到波浪形ꎬ尾端有刻

点(图 ２Ｂ、图 ２Ｃ)ꎮ 雄虫体型较短ꎬ头冠圆、高ꎬ头区

无环纹ꎬ整个轮廓外突ꎬ与体区分界较明显ꎬ口针椎

体前端细尖ꎬ向后渐粗ꎻ口针基球球状ꎬ与基杆界限

明显ꎻ尾端光滑钝圆ꎬ侧尾线口位于泄殖腔附近ꎬ交
合刺略弯曲(图 ２Ｄ、图 ２Ｅ)ꎮ 二龄幼虫头冠圆、窄ꎬ
口针基球圆形ꎬ与基杆分界不明显ꎻ尾细长ꎬ末端透

明区薄ꎬ界限不明显(图 ２Ｆ、图 ２Ｇ)ꎮ 雌虫、雄虫和

二龄幼虫 ｄｅ￣Ｍａｎ 形态学参数与已报道的北方根结

线虫(Ｍ. ｈａｐｌａ)特征值(表 １)基本一致ꎮ
２.２　 分子生物学特征和进化分析

由于在中国猕猴桃种植区南方根结线虫普遍存

在ꎬ因此首先用南方根结线虫特异引物进行扩增ꎬ电
泳未显示出条带ꎬ而以南方根结线虫 ＤＮＡ 为模板的

阳性对照则获得单一的 ９９５ ｂｐ 左右的条带ꎮ 以 ＩＴＳ
和 ＣＯⅡ̄１６Ｓ 通用引物 ＰＣＲ 扩增分别获得 ５５３ ｂｐ(ＮＣ￣
ＢＩ 登录号为 ＭＴ４９０９１８)和 ６６３ ｂｐ 条带(ＮＣＢＩ 登录号

为 ＭＴ５３６９３４)ꎮ 利用北方根结线虫特异引物 ＰＣＲ 扩

增获得单一的 ６１０ ｂｐ 条带ꎬ与预期大小一致(图 ３)ꎮ

７７范亚磊等:侵染江苏猕猴桃的北方根结线虫(Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｈａｐｌａ)形态学描述和分子特征分析



通过与 ＮＣＢＩ 数据库登录的序列进行比对分析ꎬ发现

ＣＮ４３ 分离群体 ＩＴＳ 序列与其他北方根结线虫分离群

体相似度为８５.１９％~９９􀆰 ６４％ꎬ其中与中国云南分离群

体(ＮＣＢＩ 登录号:ＪＸ０２４１４７)相似度最高ꎬ为 ９９􀆰 ６４％
(Ｅ 值 ＝ ０)ꎬ而与日本分离群体 ( ＮＣＢＩ 登录号:
ＬＣ０３０３５８)相似度最低ꎬ为 ８５􀆰 １９％(Ｅ 值 ＝ ３ｅ－１５５)ꎮ
ＣＮ４３ 分离群体 ＣＯⅡ̄１６Ｓ 序列与澳大利亚分离群体

(ＮＣＢＩ 登录号:Ｌ７６２６２)相似度最高ꎬ为 ９６􀆰 ６９％(Ｅ
值＝ ０)ꎬ而与埃塞俄比亚分离群体(ＮＣＢＩ 登录号:
ＫＰ６８１２６２)相似度最低ꎬ为 ９２􀆰 ７８％(Ｅ 值＝０)ꎮ

Ａ:雌虫ꎬＢ、Ｃ:雌虫会阴花纹ꎻ Ｄ:雄虫头部ꎻ Ｅ:雄虫尾部ꎻＦ:二
龄幼虫头部ꎻ Ｇ:二龄幼虫尾部ꎻ 图中标尺为 ５０ μｍꎮ
图 ２　 猕猴桃根结线虫 ＣＮ４３ 分离群体显微观察特征

Ｆｉｇ. ２ 　 Ｐｈｏｔｏｍｉｃｒｏｇｒａｐｈｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔ￣ｋｎｏｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｉｓｏｌａｔｅ
ＣＮ４３ ｉｎ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ

表 １　 猕猴桃根结线虫 ＣＮ４３ 分离群体形态学特征

Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｏｔ￣ｋｎｏｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ｉ￣
ｓｏｌａｔｅ ＣＮ４３ ｉｎ ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ

ｄｅ￣Ｍａｎ 参数 雌虫 雄虫 二龄幼虫

ｎ １０ ４ １５

Ｌ ６５４.０９±５２.７４ １ ２１４.００±９４.１１ ４４７.３３±３８.７６

Ｗ ４８８.７６±５０.８３ ３５.７７±３.７１ １６.２１±２.４０

ＮＬ １５７.４３±４１.２６ / /

ＮＷ ９９.０６±３７.１８ / /

ＳＴ １２.６５±１.１３ １８.６２±０.４６ １１.４４±１.０８

ＨＨ / ７.２３±０.２４ ２.２８±１.１４

ＨＷ / １２.３９±０.１０ ４.００±０.６８

ＳＴＢ￣ＨＥ ７９.１５±１１.６４ ２０.６２±１.２３ １４.７７±１.３９

ＳＴＫＨ ２.１１±０.２３ ２.５６±０.２１ １.０２±０.１１

ＳＴＫＷ ３.８８±０.２９ ４.４７±０.２３ １.６６±０.２６

ＤＧＯ ５.９０±０.４５ ４.５９±０.３６ ３.９２±０.２８

ＭＥＬ ４６.００±３.５１ １７.９１±１.２０ １２.３７±１.３９

ＭＥＷ ４５.２０±２.４４ １２.２３±０.９６ ８.８７±１.６４

ＭＥＶ￣ＨＥ ６５.６１±５.６２ ６８.１５±４.２０ ４９.１５±２３.８４

ＴＬ / １０.４３±０.３２ ４６.９６±５.０８

ＳＰＩ / ２７.０５±３.１２ /

ａ １.３５±０.１９ ３３.９４±２.２７ ２３.５７±２.２９

ｃ / １１６.４±２２.４１ ７.６１±０.３３

ＴＴＬ / / １２.６０±３.０８
ｎ:样本数量ꎻ Ｌ:体长ꎻ Ｗ:最大体宽ꎻ ＮＬ:颈长ꎻ ＮＷ:颈宽ꎻ ＳＴ:口针
长度ꎻ ＨＨ:头区高度ꎻ ＨＷ:头区宽度ꎻ ＳＴＢ￣ＨＥ:口针基部到头端距
离ꎻ ＳＴＫＨ:口针基部球高ꎻ ＳＴＫＷ:口针基部球宽ꎻ ＤＧＯ:背腺开口到
口针基部距离ꎻ ＭＥＬ:中食道球长度ꎻ ＭＥＷ:中食道球宽度ꎻ ＭＥＶ￣
ＨＥ:头端到中食道球中央距离ꎻ ＴＬ:尾长ꎻ ＳＰＩ:交合刺长度ꎻ ａ:体
长 /最大体宽ꎻ ｂ:体长 / 头端到中食道球距离ꎻ ｃ:体长 / 尾长ꎻ ＴＴＬ:透
明尾端长度ꎻ / :无数值ꎻ 所有测量值为平均值±标准差ꎮ

Ｍ:ＤＮＡ 分子质量标准ꎻ 泳道 １~３:雌虫或雄虫内转录间隔区(ＩＴＳ)扩增条带ꎻ ４~６:雌虫或雄虫 ＣＯⅡ￣１６Ｓ 扩增条带ꎻ ７~９:北方根结线虫特

异引物 ＰＣＲ 扩增结果ꎻ １０~１２:南方根结线虫特异引物 ＰＣＲ 扩增结果ꎻ １３~１５:南方根结线虫特异引物扩增的阳性对照ꎮ
图 ３　 猕猴桃根结线虫 ＣＮ４３ 分离群体内转录间隔区(ＩＴＳ)和 ＣＯⅡ￣１６Ｓ 序列的 ＰＣＲ 扩增图谱

Ｆｉｇ.３　 ＰＣＲ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ( ＩＴＳ) ａｎｄ ＣＯⅡ￣１６Ｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｒｏｏｔ￣ｋｎｏｔ ｎｅｍａｔｏｄｅ ＣＮ４３ ｉｓｏｌａｔｅ ｉｎ
ｋｉｗｉｆｒｕｉｔ

　 　 基于 ＩＴＳ 和 ＣＯⅡ￣１６Ｓ 序列构建的贝叶斯进化

树显示ꎬ尽管北方根结线虫各分离群体位于不同较

短的次级分支ꎬ但总体上 ＣＮ４３ 与北方根结线虫划

归为一个大的进化分支ꎬ与其他种类的线虫位于不
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同分支(图 ４、图 ５)ꎮ 基于 ＮＣＢＩ 数据库中所有北方

根结线虫 ＩＴＳ 序列进行重新分析ꎬ发现其中 ５ 个 １８Ｓ
基因序列存在高度变异ꎬ推测这些递交至 ＮＣＢＩ 上

的序列可能不完整或不正确ꎬ因此将其排除ꎬ最终用

于分析的序列共 ３４ 个ꎬ包括中国分离群体 ２０ 个ꎬ韩
国和美国各 ３ 个ꎬ日本和澳大利亚各 ２ 个、新西兰、
塞尔维亚、西班牙、北爱尔兰各 １ 个ꎮ 构建的中接网

络共获得 １０ 个单倍型ꎬ每个单倍型代表１~ ２１ 个分

离群体ꎮ 其中单倍型 １ 出现频率最高(２１ 个群体)ꎬ

与其他 ９ 个单倍型相连ꎬ表明这些种群可能是其他

单倍型的进化祖先ꎮ 而中国[台湾(ＮＣＢＩ 登录号:
ＭＫ７７４７９５)、浙江(ＮＣＢＩ 登录号:ＫＲ５３５９７３)、云南

(ＮＣＢＩ 登录号:ＭＴ２４９０１９)]和日本(ＮＣＢＩ 登录号:
ＬＣ０３０３６１)、韩国(ＮＣＢＩ 登录号:ＭＫ１８８４７９)、澳大

利亚(ＮＣＢＩ 登录号:ＡＦ５１６７２１)等群体存在单个独

立分支ꎮ 由于无法排除测序误差ꎬ将其分支用虚线

表示ꎻ中接网络图显示ꎬ各个单倍型和地理分布之间

无明显相关性(图 ６)ꎮ

图 ４　 基于根结线虫内转录间隔区(ＩＴＳ)序列构建的贝叶斯推断树(ＧＴＲ＋Ｇ 模型)
Ｆｉｇ.４　 Ｂａｙｅｓｉａｎ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｔｒｅｅ ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒ(ＩＴＳ) ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｎｄｅｒ ＧＴＲ＋Ｇ ｍｏｄｅｌ

３　 讨 论

根结线虫在中国各个猕猴桃产区普遍发生ꎮ

林尤剑等[１１]报道福建省猕猴桃上的根结线虫主要

为爪哇根结线虫和南方根结线虫ꎬ其中爪哇根结线

虫为优势种ꎮ 姜凤丽等[１０]发现ꎬ浙江省猕猴桃根结

９７范亚磊等:侵染江苏猕猴桃的北方根结线虫(Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｈａｐｌａ)形态学描述和分子特征分析



图 ５　 基于根结线虫 ＣＯⅡ￣１６Ｓ 序列构建的贝叶斯推断树(Ｋ８１ｕｆ＋Ｇ 模型)
Ｆｉｇ.５　 Ｂａｙｅｓｉａｎ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ｔｒｅｅ ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ＣＯⅡ￣１６Ｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｍｅｌｏｉｄｏｇｙｎｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｕｎｄｅｒ Ｋ８１ｕｆ＋Ｇ ｍｏｄｅｌ

线虫主要为南方根结线虫、爪哇根结线虫和花生根

结线虫ꎬ其中南方根结线虫为优势种ꎮ 陈文等[９] 对

贵州猕猴桃产区进行调查ꎬ基于雌虫会阴花纹特征

结合分子标记鉴定出所有分离群体均为南方根结线

虫ꎮ
近年来ꎬ猕猴桃种植作为江苏部分地区农村振

兴和农民脱贫致富的重要产业得到迅速发展ꎮ 然

而ꎬ由于大量引种和管理措施不当ꎬ根结线虫病逐渐

成为制约当地猕猴桃安全生产的重要因素之一ꎮ 笔

者前期对江苏省多个猕猴桃种植基地进行了调查ꎬ
发现部分猕猴桃果园根结线虫病发生较重ꎬ发病新

根形成许多小珍珠般大小的根结ꎬ根结初与新根同

色ꎬ后逐渐变为褐色ꎬ甚至坏死、腐烂ꎻ根际土壤虫口

密度最高可达每 １００ ｇ 土壤２５~３０ 条二龄幼虫ꎮ 通

过 ＳＣＡＲ 分子标记进行检测ꎬ基于特异的电泳条带

确定其主要为南方根结线虫ꎬ表明南方根结线虫是

为害江苏猕猴桃的主要线虫种类ꎮ 然而基于形态学

观察和分子生物学数据ꎬ证实其中 １ 个来自连云港

的分离群体(ＣＮ４３)ꎬ为北方根结线虫———这是北方

根结线虫侵染中国猕猴桃的首次报道ꎮ
本研究分离的 ＣＮ４３ 群体与其他北方根结线虫

分离群体在形态特征上基本一致ꎬ例如雌虫会阴花

纹存在刻点以及二龄幼虫尾部透明区界限不明显

等ꎮ 尽管如此ꎬ仍与其他分离群体的 ｄｅ￣Ｍａｎ 参数值

存在一定差异ꎮ 例如ꎬ与美国夏威夷咖啡分离群体

相比ꎬＣＮ４３ 群体雌虫、雄虫 ＳＰＩ 值、二龄幼虫 Ｌ 值和

Ｗ 值较大ꎬ而雌虫 ＭＥＶ￣ＨＥ 值和二龄幼虫 ａ 值较

小[２０]ꎮ 与国内记载的北方根结线虫特征相比ꎬ
ＣＮ４３ 群体的雄虫 ＨＨ 值、ＨＷ 值和二龄幼虫 Ｌ 值比

辽宁沈阳紫花地丁分离群体大ꎬ而二龄幼虫 ＳＴ 值、
ＭＥＶ￣ＨＥ 值和 ａ 值比辽宁沈阳紫花地丁分离群体

小ꎻ雄虫的 ＨＨ 值和 ａ 值比山东威海花生和济南薄

荷上的分离群体略小[２１]ꎮ 一般认为ꎬ北方根结线虫

存在 Ａ、Ｂ ２ 个细胞遗传小种ꎬ其判定依据主要根据
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网络基于 １１ 个碱基替换事件ꎻ 每个单体型用数字和饼图表示ꎻ 饼图表示对应单体型的百分比例ꎻ每个单体型用不同图案表示ꎮ
图 ６　 基于内转录间隔区(ＩＴＳ)序列构建的中接网络

Ｆｉｇ.６　 Ｍｅｄｉａｎ￣ｊｏｉｎｉｎｇ ｎｅｔｗｏｒｋ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＩＴＳ ｓｅｑｕｅｎｃｅ

染色体数目和雄虫头部特征ꎮ 尽管本次获得的

ＣＮ４３ 群体雄虫数目十分有限ꎬ然而这些雄虫的口针

基杆与基球连接处略微变粗ꎬ与北方根结线虫 Ａ 小

种雄虫描述较为一致[２２]ꎮ 宋志强[２３] 曾从江苏连云

港地区蔬菜上分离到北方根结线虫ꎬ但缺乏形态学

描述和分子特征分析ꎬ尚无法确定 ＣＮ４３ 群体与侵

染当地蔬菜的北方根结线虫为同一小种ꎮ
核糖体 ＩＴＳ 和线粒体基因通常用于揭示根结

线虫中间变异特征[２４￣２５]ꎮ 尽管有研究结果表明 ＩＴＳ
序列在根结线虫属内识别率较低[２６]ꎬ然而本研究结

果表明ꎬＩＴＳ 和 ＣＯⅡ￣１６Ｓ 序列能较好区分北方根结

线虫和其他种类根结线虫ꎮ 同时ꎬ序列比对和贝叶

斯进化树结果表明ꎬＣＮ４３ 群体与 ＮＣＢＩ 登录的北方

根结线虫均有高度相似性ꎮ 由于 ＮＣＢＩ 数据库中

ＣＯⅡ数据十分有限ꎬ难以鉴别北方根结线虫种间变

异特征ꎮ 因此ꎬ本研究采用 ＩＴＳ 序列研究北方根结

线虫各个分离群体单倍型特征ꎮ 基于中接网络ꎬ确
定 ＣＮ４３ 与其他 ２０ 个分离群体归为一类单倍型ꎬ然
而由于潜在的测序错误ꎬ尚不能确定各分离群体在

地理分布上的关联性ꎮ 新型分子标记的开发和应用

有望消除这些误差ꎬ以揭示其单倍型分布规律ꎮ
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