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陕西省温室蔬菜根结线虫的种类鉴定
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[摘 　要 ] 　为了明确陕西省温室蔬菜根结线虫的种类 ,为有效防治奠定基础。采用传统的会阴花纹形态鉴定结

合线粒体 DNA 分子标记技术 ,对采自陕西省 7 个市县的 71 份根结线虫样本进行了鉴定。结果表明 ,危害陕西省温

室蔬菜的根结线虫种类为南方根结线虫 M. incognita、爪哇根结线虫 M. j avanica、花生根结线虫 M. arenaria ,其中南

方根结线虫是危害陕西大棚蔬菜的优势种群。同时 ,研究发现大多数地区为单一种群 ,但个别地区存在混合侵染现

象。因此在防治时 ,应当以南文根线虫为对象 ,同时也应考虑到混合浸染的因素。
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Identification of root2knot nematodes on greenhouse’s
vegetable in Shaanxi Province

MAO Qi ,ZHAN G Rong ,ZHAN G Xiao2yan ,L I Guan2mian
( College of Plant Protection , N orthwest A & F Universit y , Yangling , S haanx i 712100 , China)

Abstract : In order to distinguish t he species of root2knot nematode occurring in greenhouse in Shaanxi

Province ,and provide effective p revention , seventy2one root2knot nematode samples were collected f rom

Shaanxi Province. Based on morp hology and mtDNA , M. i ncognit a , M. j av anica and M. arenari a were iden2
tified. Result s showed M. i ncog ni t a was t he dominant specie in greenhouse in Shaanxi. So , M. i ncog ni t a

should be the main cont rol object ,at t he same time ,t he mixed infection should be noticed ,too .
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　　根结线虫 ( Meloi dog y ne spp . ) 在世界各国广泛

发生 ,其危害大防治难 ,在世界范围内 ,受害作物年

损失率约 10 % ,而其中由南方根结线虫 ( M. i ncog2
ni t a) 、爪哇根结线虫 ( M. j av anica) 、花生根结线虫

( M. arenari a) 和北方根结线虫 ( Meloi dog y ne ha p2
l a) 等 4 种常见根结线虫造成的损失占 90 %[1 ] 。近

几年 ,随着农业产业结构的调整 ,陕西省温室大棚发

展迅速 ,但根结线虫的危害也日益严重 ,由于很多种

植户对该病原缺乏了解 ,防治不力 ,致使根结线虫已

对一些蔬菜大棚造成了毁灭性危害。

目前 ,生产上对根结线虫的防治主要是利用化

学药剂和抗病品种 ,但效果并不理想 ,原因在于对所

要防治的线虫种类尚未进行准确鉴定。根结线虫间

存在显著的致病性差异 ,因此 ,对根结线虫种类进行

准确的鉴定和检测成为防治该病的前提条件。本研

究采用传统的会阴花纹形态与目前应用广泛的线粒

体 DNA 分子标记技术相结合的方法 ,对发生在陕

西省蔬菜大棚的根结线虫种类进行初步鉴定 ,以期

为该病害的有效防治奠定基础。
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1 　材料与方法

1. 1 　样品的采集与保存

参照刘维志等[2 ] 的方法 ,从陕西主要大棚蔬菜

种植区西安 (阎良北屯村) 、咸阳 (渭滨区李家村、兴

平市农场、武功锣鼓村) 、渭南 (临渭区阳尹村) 、宝鸡

(扶风南台村)及杨凌 (西魏店、殿背湾) 等 7 个市县

共采集 8 个根结线虫群体共 71 份样品。同一个地

方的样品作为一个群体 ,同一个根及根围的病土作

为一个样品。样品带回实验室后 ,先从每个病根挑

取 3～5 头雌虫用于制作会阴花纹 ,再将病根 (经过

捣碎) 、病土直接接种于 3 至 4 真叶期经消毒的盆栽

感病番茄苗上 ,温室中繁殖 40～50 d 备用。培养过

程中样品间相互严格隔离 ,防止交叉传播。

1. 2 　形态学鉴定

在解剖镜下 ,用解剖针和镊子从根结组织上挑

取雌虫 ,置于体积分数 45 %乳酸中制作会阴花纹 ,

其余的用 TA F 固定液固定保存 ,备用。制作好的会

阴花纹用纯甘油作浮载剂制片 ,用树脂封片[124 ] ,在

显微镜下观察、摄像并保存图片 ,与文献 [ 1 ,325 ]中

的图片和文字描述相比较 ,以确定其种类。

1. 3 　线粒体 DNA 的提取和 PCR 扩增

由于会阴花纹等形态学特征在鉴定几类根结线

虫 ,特别是南方根结线虫与花生根结线虫时有一定

局限性[6 ] ,故对难以确定其具体种类的根结线虫群

体进行分子生物学鉴定。而观察时发现同一个群体

内根结线虫会阴花纹形态比较一致 ,故针对群体进

行线粒体 DNA 分析。

根结线虫线粒体 DNA 的提取采用 Cenis[7 ] 和

Xu 等[8 ]的方法 ,从每个群体内各样品上挑取雌虫混

合后提取 DNA。引物采用 Powers 等[9 ]设计的引物

# C2F3 和 # 1108 ,序列分别为 :5′2GGTC AA T GT2
CA GAAA T T T GT GG23′和 5′2TACCT T T GAC2
CAA TCACGCT23′。

PCR 反应体系为 25μL ,其中 10 ×PCR 缓冲液

2. 5μL 、Mg2 + 2. 5μL 、2. 5 mmol/ L dN TPs 2. 5μL 、

引物 0. 5μL 、5U/μL T aq 酶 0. 2μL ( MBI 产) 。扩

增在 Bio2RadP TC2200PCR 仪上进行。反应条件

为 :94 ℃预变性 4 min ;94 ℃1 min ,52 ℃1 min ,70

℃1 min ,35 个循环 ; 72 ℃再延伸 5 min。取 2μL

扩增产物在 10 g/ L 琼脂糖凝胶中电泳 ,最后在 EB

(0. 5μg/ mL)中染色 ,在凝胶成像仪上观察拍照。

1. 4 　线粒体 DNA 的 RFL P 分析

用限制性内切酶 H i n f Ⅰ( Ta KaRa 产) 对扩增

产物进行酶切。参照 Xu 等[ 8 ] 的方法并略有改动。

反应体系 10μL ,包括 4μL PCR 产物 ,4μL 10 ×

H i n f Ⅰ缓冲液 ,2μL H i n f Ⅰ内切酶。在 37 ℃温箱

内反应 6 h。取 4μL 酶切产物在 20 g/ L 琼脂糖凝

胶中电泳 ,最后在 EB (0. 5μg/ mL ) 中染色 ,凝胶成

像仪上观察拍照。

2 　结果与分析

2. 1 　根结线虫的形态学鉴定结果

观察 8 个根结线虫雄性群体的会阴花纹 ,发现

有以下 3 种会阴花纹类型 (图 1) 。

类型 Ⅰ:背弓高而且顶部呈梯形或方形 ,线纹平

滑 ,比较稀疏 ,无侧线 ,阴门、肛门区无线纹 (图 12
A) ,鉴定其为南方根结线虫 ( Meloi dog y ne i ncogni2
t a ( Kofoid &White ,1919) Chitwood ,1949) 。包括

西安 (阎良北屯村) 、咸阳 (渭滨区李家村、武功锣鼓

村) 、渭南 (临渭区阳尹村) 、宝鸡 (扶风南台村) 及杨

凌 (西魏店、殿背湾)等 7 个根结线虫群体。

图 1 　根结线虫会阴花纹形态 (标尺 :10μm)

A. 南方根结线虫 ;B. 花生根结线虫 ;C. 爪哇根结线虫

Fig. 1 　Perineal pattern of root2knot nematodes (Bar :10μm)

A . Meloi dogy ne incognita ;B. Meloi dogy ne arenaria ;C. Meloi dogy ne j avanica
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　　类型 Ⅱ:背弓低平或略方 ,背纹与腹纹在侧区相

遇而显出侧区的位置 ,背弓纹在侧区处向肛门弯曲 ,

无侧线 ,背纹粗而疏 ,腹纹连续细密 ,侧区线纹不连

续 (图 12B) 。鉴定其为花生根结线虫 ( Meloi dog y ne

arenari a ( Neal , 1889) Chitwood , 1949) 。发现于

武功锣鼓村的根结线虫群体中 ,该群体可能为混合

侵染群体。

类型 Ⅲ:背弓低圆或较高略方 ,有两条明显的侧

线从尾区向外延伸 ,尾部有一涡状纹。整体线纹平

滑或波纹状 ,较密 ,侧区线纹波纹状 (图 12C) 。鉴定

为爪哇根结线虫 ( Meloi dog y ne j av anica ( Treub ,

1885) Chitwood ,1949) 。发现于兴平农场根结线虫

群体。

在上述 8 个群体中 ,扶风南台村和兴平农场两

个群体具有各自典型的会阴花纹特征 ,可以确定其

种类。但是其余 6 个群体 (杨凌殿背湾、西魏店 ,咸

阳渭滨区 ,渭南临渭区 ,西安阎良区 ,武功锣鼓村) 会

阴花纹变化较大 ,初步鉴定为以上结果 ,但需采用

mtDNA2PCR2RFL P 技术进行进一步鉴定。

2. 2 　根结线虫的分子生物学鉴定

2. 2. 1 　根结线虫种群线粒体 DNA 的 PCR 扩增 　

对杨凌殿背湾 、西魏店 ,咸阳渭滨区李家村 ,渭南临

渭区阳尹村 ,西安阎良区北屯村 ,咸阳武功锣鼓村 6

个根结线虫群体线粒体 DNA 的 CO Ⅱ和 L rRNA

基因间序列进行扩增。结果表明 ,5 个群体的扩增

片段大小约为 1. 7 kb ,为南方根结线虫的特异性条

带 ;另外 1 个类群为混合侵染群体 ,扩增片段出现两

个大小不同的条带 ,分别约为 1. 7 和 1. 1 kb ,其中

1. 1 kb 条带为花生根结线虫的特异性条带 (图 22
A) ,以上结果与孙龙华等[10 ]的报道一致。故可确定

其中 5 个群体为南方根结线虫 ,1 个混合侵染群体

则为南方根结线虫与花生根结线虫的混合侵染群

体。

2. 2. 2 　RFL P 结果分析 　为了进一步确定上述扩

增结果 ,利用限制性内切酶 H i n f Ⅰ对 PCR 扩增产

物进行酶切。结果表明 (图 22B) ,6 个根结线虫群体

都可以被 Hi n f Ⅰ酶切 ,产生约 1. 3 和 0. 4 kb 2 个

限制性片段。其中混合侵染群体扩增出的约 1. 1 kb

的片段不能被酶切 ,这也与孙龙华等[10 ] 的报道结果

一致。表明 5 个群体确为南方根结线虫 ,另 1 个则

是南方根结线虫与花生根结线虫的混合群体。这说

明陕西省大多数地区的根结线虫为单一种群 ,个别

地方存在混合侵染现象。

图 2 　根结线虫线粒体 DNA 的 PCR 扩增产物 (A)及其限制性内切酶 Hin f Ⅰ酶切 (B)电泳图谱

1. 杨凌殿背湾 ;2. 杨凌西魏店 ;3. 咸阳渭滨区 ;4. 渭南临渭区 ;5. 西安阎良区 ;6. 武功锣鼓村 ;M. DL 2000 DNA 标准分子量

Fig. 2 　Elect rophoretogram of mtDNA PCR products (A) and Hinf Ⅰrest riction digested f ragment (B) of root2knot nematodes

1. Dianbeiwan , Yangling ;2. Xiweidian , Yangling ;3. Weibin ,Xianyang ;4. Linwei ,Weinan ;5. Yanliang ,Xi’an ;

6. L uogu ,Wugong ;M. DL 2000 DNA Marker

3 　结论与讨论

本研究结果表明 ,陕西地区主要大棚蔬菜产地

的根结线虫病害几乎都由南方根结线虫 M. i ncog2
ni t a 引起 ,只有兴平一处发现爪哇根结线虫 M. j a2

v anica 危害 ,而在武功县锣鼓村则发现了南方根结

线虫与花生根结线虫 M. arenari a 的混合侵染群体。

由此可见 ,南方根结线虫是温室根结线虫中的优势

种 ,这与泰勒等[3 ] 和廖金铃等[11 ] 的报道结果一致。

在本研究中尚未发现其他种类根结线虫的危害。
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本研究样本主要采集于大棚温室中 ,其气候条

件特殊 ,常年都有作物生长 ,温度湿度都较大 ,温度

成为影响根结线虫发生的最主要因素。这样的环境

非常适合需要较高温度的南方根结线虫 ,因而南方

根结线虫成为危害大棚蔬菜的最主要的根结线虫种

类。因此 ,在大棚温室根结线虫的防治中可以将其

作为主要防治对象。本研究还发现了一个混合侵染

群体 ,其由两种不同种类的根结线虫侵染所引起 ,周

银丽等[12 ]曾报道过该种侵染类型。这表明本地区

还有花生根结线虫危害 ,因此 ,在防治和选择种植品

种的过程中也要考虑这一因素。

在形态学鉴定中 ,会阴花纹是最主要的特征。

但该方法需要研究者具备较高的技巧 ,而且由于同

一种群个体间因寄主和环境条件等方面的差异 ,形

态上相应也会有一些变化 ,必要时还应结合其他方

法来确认。而采用 mtDNA2PCR2RFL P 技术可以快

速准确地鉴定其具体种类 ,弥补了形态学鉴定的不

足 ,但其设备要求较高 ,应用受到一定限制。因此 ,

采取二者相结合的鉴定方法 ,还是目前比较适用的

研究手段。

在调查中发现 ,根结线虫的初侵染源大多来自

粪肥、苗木。在目前大多数地区为单一种群 ,个别地

方存在混合侵染现象的情况下 ,应加大植物检疫力

度 ,大力做好根结线虫发生、防治知识的宣传和指导

工作。同时 ,对其种类和发生动态还需作进一步的

了解 ,以期为防治奠定基础。
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