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摘要　本研究对海南省澄迈县土沉香根结线虫病危害与发生情况进行了调查与研究，并采用比较形态学结合ｒＤ

ＮＡＩＴＳ序列分析的方法对病原进行了分离鉴定，确定了发生在澄迈县土沉香苗木上的根结线虫为象耳豆根结线

虫犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻Ｙａｎｇ＆Ｅｉｓｅｎｂａｃｋ。这是首次报道海南省澄迈地区土沉香上发生象耳豆根结线虫，为进

一步分析土沉香病原根结线虫种群及该病的防治研究奠定了基础。
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　　土沉香犃狇狌犻犾犪狉犻犪狊犻狀犲狀狊犻狊，亦称白木香，俗称女

儿香、莞香，属瑞香科Ｔｈｙｍｅｌａｅａｃｅａｅ沉香属犃狇狌犻

犾犪狉犻犪ｓｐｐ．，其木材因饱含树脂而质量大，遇水即

沉，且芳香之极。土沉香是我国特有的珍贵树种，

也是生产中药沉香的唯一植物资源［１］，现已被列为

国家珍稀濒危三级保护植物［２］及国家二级重点保

护野生植物［３］。土沉香主要分布于我国华南地

区，以海南、广东、云南、福建、广西、台湾等省区

为主，其中海南种植面积最广，已成为我国沉香

的代表性产区［４］。土沉香的人工种植在海南已

经十余年，种植面积已超过２０００ｈｍ２，遍布海南

省各个市县。

２０１３年在海南省１９个市（县）对包括土沉香在

内的１０个乡土树种的主要病虫害进行了调查，结果

表明海口、屯昌、五指山、定安、东方、澄迈、保亭、万

宁、昌江、三亚等地的土沉香均受到根结线虫的危害

而呈现植株长势差、叶片失绿黄化、易感叶部病害等

症状，尤其是部分苗圃基地的苗木感病严重，死亡率

极高，达４０％～６０％。

我们在调查土沉香根结线虫发生情况的基础

上，进一步对土沉香病原根结线虫进行分离、鉴定。

通过对澄迈县主要土沉香育苗基地受根结线虫的危

害情况调查及其病原根结线虫的分离鉴定，对土沉

香苗木根结线虫病的发病症状进行了较为详细的阐

述，并确定了澄迈地区一种新的土沉香病原根结

线虫。
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１　材料与方法

１．１　材料

病株样品：在海南省澄迈地区主要土沉香育苗

基地（以海南国营澄迈林场为主）采集染病袋装苗连

同基质一起放入封口袋内，做好标记带回实验室。

供试番茄苗：市场采购的普通樱桃番茄种子，在

灭菌土中培养。

１．２　方法

１．２．１　土沉香根结线虫病的调查及供试虫源准备

在海南省澄迈县土沉香主要育苗基地对土沉香

苗木根结线虫病的发生情况展开调查。在显微镜下

从采集的染病袋装苗上挑取单卵块接种在灭菌土

中，将刚长出两片真叶的番茄幼苗移入接种土中培

养，进行种群纯化培养与活体保存［５］。

１．２．２　土沉香根结线虫的获得

雌虫的分离与收集：经单卵块接种后的番茄苗

培养４０ｄ后，取侵染的番茄根用清水洗净，在体视

显微镜下用镊子或解剖针针尖将根结表皮轻轻挑

开，剖面出现的乳白色的光滑梨形物即为根结线虫

的雌虫，用解剖针轻轻拨出，放入水中待用。

２龄幼虫的收集：２龄幼虫由单卵块孵化获得，

参照王曦茁等的方法［６］。

１．２．３　形态学观察

雌成虫与２龄幼虫的主要形态特征观察：包括

雌成虫头部、口针特征等；２龄幼虫头部、尾部特征

等。分别测量２０条成虫与２龄幼虫的体长、最大体

宽、口针长和ＤＥＧＯ（背食道腺开口至口针基部球的

距离）等形态指标。

雌成虫会阴花纹的制作与观察：参照张绍升的

方法［７］，从新鲜的染病番茄根组织挑取成熟雌虫，

置于滴有４０％乳酸溶液的载玻片上，在体视显微

镜下，用解剖针和双面刀切取下尾端（虫体后部约

１／４处），将尾端的体内组织用发针去掉，并切除尾

端表皮多余部分，把会阴花纹部分转移至滴有纯甘

油的载玻片上展平，制成临时玻片在显微镜下观察

拍照。

１．２．４　分子生物学鉴定

根结线虫ＤＮＡ提取，参照王曦茁等
［６］与章淑玲等［８］

的方法，稍作修改：配制线虫裂解液（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓ

ＨＣｌｐＨ８．０，１ｍｍｏｌ／ＬＥＤＴＡｐＨ８．０，０．２５ｍｍｏｌ／Ｌ

ＮａＣｌｐＨ８．０，１％ＳＤＳ），５℃保藏，待用。在体视显

微镜下挑取单条成熟雌成虫，置于滴有无菌水的载玻

片上，用无菌水冲洗３次后，转移至灭菌的１．５ｍＬ离

心管中，加入１０μＬ无菌水，４μＬ预冷的裂解液，用

灭菌解剖针将雌虫刺破，加入２μＬ的１ｍｇ／ｍＬ蛋

白酶Ｋ（天根公司），并迅速放入－２０℃冰箱中过夜。

然后置于６５℃水浴锅中１ｈ，９５℃水浴１０ｍｉｎ使蛋白

酶变性，最后以１２０００ｒ／ｍｉｎ离心２ｍｉｎ，取其上清

用于ＰＣＲ扩增或于－２０℃保存备用。

基因选择及目的片段扩增与测序：参照王曦茁

等［６］、Ｓｈｉ等
［９］的研究结果，对所分离筛选获得的根

结线虫，选择核糖体转录间隔区（ＩＴＳ）进行扩增与

测序，ＰＣＲ扩增引物为Ｖ５３６７：５′ＴＴＧＡＴＴＡＣＧ

ＴＣＣＣＴＧＣＣＣＴＴＴ３′和２６Ｓ：５′ＴＴＴＣＡＣＴＣＧ

ＣＣＧＴＴＡＣＴＡＡＧＧ３′
［９］，由上海铂尚生物技术有限

公司合成。反应体系及条件参见王曦茁等的方法［６］。

ＰＣＲ产物委托上海铂尚生物技术有限公司测序。

ＩＴＳ基因系统发育树构建：将本试验分离的根结

线虫ＩＴＳ序列（编号为ＨＮ１５０８０５），与ＧｅｎＢａｎｋ数据

库中根结线虫ＩＴＳ序列进行比对分析，分别选取南方

根结线虫犕．犻狀犮狅犵狀犻狋犪ＩＴＳ序列（ＫＰ７５１２０４、ＫＰ１７９２２３），

北方根结线虫 犕．犺犪狆犾犪ＩＴＳ序列 （ＬＣ０３０３６２、

ＬＣ０３０３５８），花生根结线虫 犕．犪狉犲狀犪狉犻犪ＩＴＳ序列

（ＬＣ０３０３５、ＬＣ０３０３５６），爪哇根结线虫犕．犼犪狏犪狀犻犮犪ＩＴＳ

序列（ＡＦ３８７０９４、ＡＹ８２９３７５），西班牙根结线虫犕．犺犻狊

狆犪狀犻犮犪ＩＴＳ序列（ＥＵ４４３６１４、ＥＵ４４３６１２），象耳豆根结

线虫ＩＴＳ序列（ＫＴ３５４５７３、ＫＰ４１１２２７、ＫＪ１４６８６３、

ＫＦ４１８３６９），以秀丽隐杆线虫犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊

（Ｘ０３６８０）的ＩＴＳ序列作为外群，共１６个序列，采用

ＭＥＧＡ５．１软件通过邻接法（ｎｅｉｇｈｂｏｒｊｏｉｎｉｎｇ）构建

系统发育树，以自展法（ｂｏｏｔｓｔｒａｐ）进行１０００次循

环检测。

２　结果与分析

２．１　土沉香根结线虫发病症状

调查发现澄迈县的部分土沉香育苗基地的土沉

香１年生小苗或２年生大袋苗出现植株矮小，叶片

黄化失绿，生长缓慢，甚至植株枯死的现象，且罹病

苗木易患其他叶部病害，严重苗圃死亡率达４０％～

６０％。受害土沉香苗木根部会形成许多大小形状不

定、表面粗糙的根结，有的连接成块，随着病情的加

重，根部坏死表现为疏松多孔，大部分２年生的罹病

大袋苗的根颈部会形成畸形的瘤块，有的瘤块处的

直径是正常处２倍多，表皮纵裂。取根结在体视显

微镜下切开能看见白色梨形雌虫，或取受害土沉香

苗土用贝曼漏斗处理约２４ｈ，镜检会观察到大量线

形幼虫或雄虫。

·６８１·
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图１　土沉香苗木根结线虫危害状
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图２　土沉香根部罹病坏死

犉犻犵．２　犖犲犮狉狅狊犻狊狅犳狋犺犲狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲犃狇狌犻犾犪狉犻犪狊犻狀犲狀狊犻狊狉狅狅狋

图３　土沉香病原根结线虫感染的番茄幼苗
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２．２　形态学特征

雌虫：乳白色，呈梨形，颈明显突出，头区无环

纹，唇盘圆盘状，略突起，口针细长，基部球粗大，椎

体部与杆部等长。

２龄幼虫：蠕虫形，体环清晰，头区略缢缩，口针

细长，基部球大而圆，体部与杆部分界明显，尾部透

明区明显，尾尖钝圆。

会阴花纹：为近圆的六边形至卵圆形，线纹较紧

密，呈波浪形，连续或间断，背弓较高，侧线不明显，

尾端区通常有刻点。

表１　土沉香象耳豆根结线虫雌虫和２龄幼虫的测量值１
）

犜犪犫犾犲１　犕犲犪狊狌狉犲犿犲狀狋狅犳犳犲犿犪犾犲犪狀犱狊犲犮狅狀犱狊狋犪犵犲犼狌狏犲狀犻犾犲狅犳犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻狅狀犃狇狌犻犾犪狉犻犪狊犻狀犲狀狊犻狊

虫态

Ｓｔａｇｅ

体长／μｍ

Ｂｏｄｙｌｅｎｇｔｈ

体宽／μｍ

Ｂｏｄｙｗｉｄｔｈ

口针／μｍ

Ｓｔｙｌｅｔ
ＤＥＧＯ／μｍ

尾长／μｍ

Ｔａｉｌｌｅｎｇｔｈ

雌虫Ｆｅｍａｌｅ（狀＝２０） ７６４．３（６３７．６～８２３．５）６３５．２（５１２．６～７５６．３）１５．７（１４．３～１７．５） ５．２（４．４～６．０） －

２龄幼虫

Ｓｅｃｏｎｄｓｔａｇｅｊｕｖｅｎｉｌｅ（狀＝２０）
４５８．３（４２７．８～４８４．１） １５．４（１４．３～１６．７） １２．４（１１．２～１３．６） ４．３（３．１～５．１） ５３．５（４４．３～５７．６）

图４　象耳豆根结线虫雌虫会阴花纹

犉犻犵．４　犉犲犿犪犾犲狆犲狉犻狀犲犪犾狆犪狋狋犲狉狀狊狅犳犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻

２．３　分子生物学特征

利用通用引物Ｖ５３６７和２６Ｓ对样品ＨＮ１５０８０５

的ｒＤＮＡＩＴＳ区域进行扩增，得到约７５０ｂｐ的片

段，经双向测序及拼接得到６９４ｂｐ，通过ＢＬＡＳＴ比

对分析，发现该序列（ＮＣＢＩ序列号为ＫＵ３２１６９７）与

象耳豆根结线虫（ＫＴ３５４５７３、ＫＰ４１１２２７、ＫＪ１４６８６３、

ＫＦ４１８３６９）完全相同。系统发育树显示样品

ＨＮ１５０８０５，与象耳豆根结线虫位于同一分支，支持

率为１００％。

图５　根结线虫不同种群犐犜犛序列的聚类分析（犖犑）

犉犻犵．５　犖犑狋狉犲犲狅犳１６犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狊狅犾犪狋犲狊犫犪狊犲犱狅狀犐犜犛狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻

３　结论与讨论

本研究对海南省澄迈县土沉香主要育苗基地

的土沉香苗木感染根结线虫病的情况进行了调

查，发现这些地区的土沉香苗圃均受到根结线虫

不同程度的危害，试验对土沉香苗木患根结线虫

病的症状作了较为详细的描述，对土沉香苗木根

结线虫病的诊断与防治有一定的指导意义。在
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此基础上本研究运用形态学结合ｒＤＮＡＩＴＳ序列

分析的方法，将采自澄迈县罹病土沉香苗木上的

线虫鉴定为象耳豆根结线虫，为该病原线虫的进

一步研究奠定了基础。

１９９４年吴影梅等
［１０］认为广东、海南两省的白木

香病原根结线虫有南方根结线虫和爪哇根结线虫两

种；２０１１年，许天委等
［１１］认为海南省白木香受到南

方根结线虫、爪哇根结线虫、花生根结线虫等３种病

原线虫的危害。均认为海南省的土沉香根结线虫是

复合侵染型，而本研究仅鉴定出象耳豆根结线虫１

种病原。我们认为这样的结果并不矛盾，本试验在

之前形态学鉴定的基础上结合了分子生物学特征的

分析，试验结果具有更高的准确性；且有报道称象耳

豆根结线虫已成为海南省蔬菜作物上一个主要的根

结线虫病原种，在海南全岛普遍发生［１２１３］。本试验

之所以只鉴定出１个病原种，可能是因为象耳豆根

结线虫已成为该地区土沉香的优势病原根结线虫，

在挑取卵块于番茄上纯化分离时，挑取的恰好是象

耳豆根结线虫卵块。在此基础上，我们已开展了土

沉香病原根结线虫种群结构分析研究与生物防治

研究。

象耳豆根结线虫于１９８３年由Ｙａｎｇ和Ｅｉｓｅｎ

ｂａｃｋ
［１４］在中国海南岛的青皮象耳豆树犈狀狋犲狉狅犾狅犫犻

狌犿犮狅狀狋狅狉狋犻狊犻犾犻狇狌狌犿 （Ｖｅｌｌ．）Ｍｏｒｏｎｇ根部首次发现

并描述，定名为 犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻；Ｒａｍｍａｈ和 Ｈｉｒ

ｓｃｈｍａｎｎ
［１５］于１９８８年在波多黎各岛从一种茄子

犛狅犾犪狀狌犿犿犲犾狅狀犵犲狀犪Ｌ．上分离并描述，定名为犕．

犿犪狔犪犵狌犲狀狊犻狊。２００４年，Ｂｒｉｔｏ等
［１６］在佛罗里达州分

离的４个犕．犿犪狔犪犵狌犲狀狊犻狊隔离种群的形态特征与

１９８３年Ｙａｎｇ＆Ｅｉｓｅｎｂａｃｋ描述的象耳豆根结线虫

一致。２０１２年，Ｋａｒｓｓｅｎ和Ｌｉａｏ
［１７］对Ｒａｍｍａｈ和

Ｈｉｒｓｃｈｍａｎｎ描述的 犕．犿犪狔犪犵狌犲狀狊犻狊与 Ｙａｎｇ和

Ｅｉｓｅｎｂａｃｋ描述的犕．犲狀狋犲狉狅犾狅犫犻犻的雌虫、雄虫、２龄

幼虫的形态特征进行了全面、详细的比较，揭示了这

两个原种描述上的差异，并最终确定此二者为同物

异名，犕．犿犪狔犪犵狌犲狀狊犻狊是次异名，统一使用犕．犲狀

狋犲狉狅犾狅犫犻犻作为象耳豆根结线虫的拉丁文名。

象耳豆根结线虫作为一种多寄主的病原根结线

虫，具有强致病力而且还能克服线虫 Ｍｉ抗性基

因［１８］，对农作物造成毁灭性的危害。自１９８３首次

在青皮象耳豆树上发现以后，其寄主范围与发生地

区以极快的速度不断扩大［１９２２］，尤其在福建［２３］、海

南和广东［１３，２４］等热带、亚热带地区，该线虫无越冬现

象，常年危害作物，已成为热带和亚热带地区最重要

的根结线虫之一。欧洲和地中海植物保护组织发布

的资料显示［２５］，除中国以外，四大洲的亚热带地区

也有象耳豆根结线虫发生，且其寄主包括大豆、咖

啡、棉花、烟草等在内的许多世界性农作物与经济作

物，ＥＰＰＯ已将其列为检疫性线虫。

本研究详细阐述了土沉香根结线虫病的发生症

状，对生产实践中土沉香根结线虫病的识别与诊断

有一定的参考价值。同时首次确认了海南省澄迈地

区土沉香的病原根结线虫是象耳豆根结线虫，为土

沉香根结线虫病的进一步研究与防治提供了新的依

据。鉴于土沉香根结线虫病的严重危害性，在明确

其病原的基础上，高效无公害的治疗措施以及可持

续的控制方法研究将是未来防治土沉香根结线虫病

乃至象耳豆根结线虫的关键。
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２０１７

畏乳油１０００倍液，或１０％的氯氰菊酯１０００倍液

等药剂适用于刺吸式口器的害虫［１７］，是防治朝鲜毛

球蚧若虫的首选药剂，采用喷施和灌根的方法防治

效果均显著持久。此外，朝鲜毛球蚧发生严重时，可

用４０％氧乐果或石硫合剂原液涂抹树干、枝条，涂

药宜早不宜晚，展叶后立即涂抹［１８］。

２．５．４　检疫控制

朝鲜毛球蚧一生都在果树的枝干上生活，易被

人为携带传播。因此，要在苗木移植时加强虫情检

查，发现有蚧体的苗木杜绝移植栽培，必须将有朝鲜

毛球蚧的植株进行灭虫处理后再引种移植。
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