
!

!"#$% &'()*+#.' #.$

0,$1%0."%(2%+"1

收稿日期!

!

1;0> ;@01

!!!

修订日期!

!

1;0> ;? ;0

基金项目!

!

国家公益性行业$农业%科研专项$

1;0";#00!

%+甘肃省科技支撑计划$

0@;!5OC9;"#F1

%

#

通信作者
SF'%,+

!

+,Xb

!6

.%:<(T:<-4

甘肃省陇东南大豆孢囊线虫的发生和分布

罗
!

宁0

!

!

李惠霞0

#

!

!

郭
!

静0

!

!

徐鹏刚0

!

!

张淑玲0

!

!

刘永刚1

$

0<

甘肃农业大学植物保护学院#甘肃省农作物病虫害生物防治工程实验室#兰州
!

=#;;=;

+

1<

甘肃省农业科学院植物保护研究所#兰州
!

=#;;=;

%

摘要
!

为了解甘肃省陇东南地区大豆孢囊线虫病分布和发生程度!采用
d

字形取样法!对甘肃省陇东南地区
?

个县

%区'
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个乡镇大豆孢囊线虫病的发生和分布进行调查!并根据形态特征和
&859FAEJ

序列比对鉴定线虫种类#共

采集土样
!00

份!陇东地区大豆孢囊线虫检出率为
>=<1P

!其中镇原"西峰"正宁"华池和环县的检出率最高!达

0;;P

!镇原孢囊发生量最大!平均孢囊数为
00<!

个*
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土$陇南地区大豆孢囊线虫检出率为
@#<=P

!成县和徽

县分别为
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!平均孢囊数分别为
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和
0<1

个*
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土#经形态学特征观测和
&859FAEJ

序列比对!

甘肃省陇东南采集到的孢囊线虫均鉴定为大豆孢囊线虫
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大豆孢囊线虫
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是豆类生

产上的重要线虫#在世界各主要大豆产区均有发

生'

0

(

&

0>??

年俄国人雅切夫斯基等在我国黑龙江

省西部首次发现大豆孢囊线虫病#随后巴西)日本)

韩国)朝鲜)美国)加拿大)哥伦比亚)印度尼西亚)俄

罗斯)埃及等国家相继报道了大豆孢囊线虫的发

生'

1!

(

&目前#我国黑龙江)吉林)辽宁)内蒙古)北

京)河南)河北)山东)山西)安徽)江苏)湖北)浙江)

上海)新疆)陕西)宁夏和甘肃等地已证实有大豆孢

囊线虫分布'

">
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&该病一般造成大豆减产
"P

"

0;P

#严重时减产达
#;P

"

";P

#甚至绝产'

"

#

?0;

(

#严

重制约豆类作物生产安全&



1;0?

近年来#随着大豆孢囊线虫在各地严重发生#贵

州)山东)河北)新疆及黑龙江等地对大豆孢囊线虫开

展了较系统的研究#但甘肃省相关研究的报道较少&

叶文兴等'

00

(

#

$(4

6

等'

01

(报道在甘肃省发现大豆孢囊

线虫#但有关其发生情况和危害程度尚缺乏了解&

甘肃省种植大豆区域广)历史久#陇东南是甘肃

省大豆主产区#以种植春播大豆为主#多数地区小麦)

玉米)大豆进行轮作#少数夏播大豆是在小麦和油菜

收获后复种&目前#大豆孢囊线虫在甘肃省的分布)

发生以及危害情况尚不清楚#一旦大面积发生#将严

重影响甘肃地区大豆的安全生产&本研究拟对甘肃

陇东南地区大豆孢囊线虫开展调查研究#以期明确大

豆孢囊线虫病在该地区的分布)发生程度#并对病原线

虫种类进行鉴定#为该病害的及时有效防治提供依据&
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材料与方法

!@!

!

田间土样的采集

用1

d

2字形取样法采集大豆根际
"

"

1;-'

土

壤#每块田取
1"

"

#;

个点#将各点土样混合成
0

份

样本#约
";;

"

0;;;

6

#装入塑料袋&对样本进行编

号$表
0

%#并用手持
*$J

定位系统准确记录采集地

的经纬度)海拔高度及所属村镇等信息&相邻采集

地点一般间隔为
"

"

0;N'

&

表
!
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孢囊线虫样本信息
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/15-8*12I-/*8
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,-4532.8*1425

编号

5:'G(&

种群代码

C2T(

采集地点

J%'

/
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编号

5:'G(&

种群代码

C2T(

采集地点

J%'

/

+,4

6
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0 *.Fe

/

正宁西坡
0# *.FC&

宁县春荣

1 *.FM'

庆城驿马
0! *.Fe4

宁县新宁

# *.Fe'

庆城玄马
0" *.FU]

宁县焦村

! *.FE-

宁县太昌
0@ *.Fe

\

西峰肖金

" *.FRG

环县木钵
0= *.F8]

西峰董志

@ *.FBT

环县洪德
0> *.FI

\

镇原临径

= *.FB.

宁县和盛
0? *.FJb

镇原上肖

> *.FR

k

宁县米桥
1; *.F$.

成县抛沙

? *.F$]

宁县平子
10 *.F8-

成县店村

0; *.FI

/

宁县良平
11 *.FJ

Y

徽县水阳

00 *.Fd.

宁县早胜
1# *.FM4

徽县永宁

01 *.FJ

6

宁县石鼓
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!

孢囊的分离和计数

参照李惠霞等'

0#

(的试验方法#随机取
0;;

6

风

干后土样倒入塑料桶内#加入自来水搅拌使其泥浆

均匀#静置
1

"

#',4

#将上层的悬浮液依次倒入
1@

目和
@;

目的筛网过滤#重复
#

"

!

次&冲洗
1@

目筛

网上的残留物#使孢囊和细渣全部冲入
@;

目筛网

中#用小水流从正面轻轻淋洗
@;

目筛&冲洗干净

后#用洗气瓶冲洗
@;

目网筛上的剩余物质至尼龙纱

上#编号#在解剖镜下检查尼龙纱上的孢囊并计数#

统计孢囊检出率&

孢囊检出率
c

检测出孢囊的土样数"总土样数

g0;;P

&

!@A
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孢囊线虫的形态学鉴定

从各群体中挑选饱满孢囊#参照冯志新'

0!

(的方

法在体视显微镜下用锋利的解剖刀切下阴门锥#用

牙签或者昆虫针轻轻清除阴门锥内侧附着物#转移

到
!;P B

1

7

1

中漂白处理
!',4

&依次转移至

=;P

)

?"P

)

0;;P

乙醇中脱水#制作成临时玻片&

参照王明祖等'

0"

(的方法鉴定孢囊线虫的种类&

!@L

!

孢囊线虫
EN)

的提取

参照彭德良等'

0@

(的方法提取线虫
859

&挑取

0

个饱满孢囊#放入装有
0!

$

I

灭菌重蒸水的
S

/

F

/

(4T2&W

管中#加入
#

$

I0;g$CDG:WW(&

$含
R

6

1h

%

和
#

$

I

蛋白酶
O

#在液氮中速冻
0',4

&用乙醇消

毒的玻璃棒快速研磨
0

"

1',4

&

1̂;f

冷冻
1X

#然

后将
S

//

(4T2&W

管在
@"f

下温育
0<"X

#

?"f

处理

0;',4

#使蛋白酶
O

变性#离心
0',4

#取上清
859

悬浮液放入
1̂;f

保存#备用&

!@O

!

不同地区大豆孢囊线虫群体的
.EN)<("#

扩

增及测序分析

!!

采用
1"

$

I

的
$CD

扩增体系'

0=

(

!模板
8591

$

I

)

通用引物
EK>0

$

"lF*EEECC*E9**E*99CCEF

*CF#l

%和
9H1>

$

"lF9E9E*CEE99*EEC9*C*F

**EF#l

%各
0

$

I

)

0;g$CDG:WW(&
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R

6

1h

%

1<"

$

I

)

T5E$.0

$

I

)
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F

859

聚合酶
;<1

$

I

#

TTB

1

7

补

足到
1"

$

I

&扩增条件!

?!f

预变性
!',4

+

?!f#;.

#

"@f#;.

#

=1f0',4

#循环
#"

次+

=1f

延伸
0;',4

#

扩增产物
1̂;f

保存&取
"

$

I

扩增产物在
0<"P

琼

脂糖凝胶上电泳#

0;;L

#

#;',4

#电泳后在紫外灯下

观测)照相&将扩增产物送上海生工生物技术有限

公司进行纯化测序#进行亲缘关系分析&
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结果与分析
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甘肃陇东南大豆孢囊线虫的分布

本试验采集了甘肃陇东南
?

个县$区%

#=

个乡

镇的
!00

份土壤样品#调查结果表明#

1?"

份土壤样

品含有孢囊线虫#孢囊检出率为
=0<>P

$表
1

%&所

调查的
?

县均有孢囊线虫分布#其中镇原)西峰)正

宁)华池及环县的检出率最高#达
0;;P

&宁县)徽

县)成县的孢囊检出率分别达到
?><1P

)

@#P

)

@!P

#检出率最低的是庆城#为
#?<#P

$表
1

%&

*

@@0

*
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期 罗宁等!甘肃省陇东南大豆孢囊线虫的发生和分布

表
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大豆孢囊线虫在甘肃省部分地区的分布与发生
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地区$市%

D(
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,24

$

C,)

Y

%

县$区%
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采集土样数"份

5:'G(&2W.%'

/
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检出孢囊土样数"份
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+(V,)X-

Y
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孢囊检出率"
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C

Y
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庆阳市

j,4

6Y
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dX(4

Y

:%4 1> 1> 0;;<;
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0# 0# 0;;<;

宁县
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b,%4 "= "@ ?><1
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6

4,4

6

" " 0;;<;
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6
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1> 00 #?<#

华池
B:%-X, 0 0 0;;<;
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B:%4b,%4 ? ? 0;;<;

陇南市

I24

6

4%4

徽县
B:,b,%4 ?1 "> @#<;

成县
CX(4

6

b,%4 0=> 00! @!<;

合计
E2)%+ !00 1?" =0<>
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甘肃陇东南孢囊线虫发生程度

由表
#

可知#甘肃陇东南调查的
?

个县$区%均

有大豆孢囊线虫发生#不同地区大豆孢囊线虫密度

差别较大#同一地区大豆田的孢囊线虫发生程度也

存在差异&平均孢囊数为
"<?

个"
0;;

6

土&镇原和

宁县孢囊线虫发生程度最为严重#每
0;;

6

土样平

均孢囊数分别为
00<!

个和
0;<=

个#个别地块土样

孢囊数超过
1;

个+陇南地区的成县和徽县孢囊线虫

发生程度最轻#每
0;;

6

土样平均孢囊数分别为
0<1

个和
;<?

个#且
#"P

以上的土样无孢囊检出#

@;P

以上土样每
0;;

6

土中平均孢囊数在
0

"

"

个之间

$表
#

%&

表
A

!

大豆孢囊线虫病在不同地区的发生程度
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孢囊线虫的形态学鉴定

孢囊呈梨形或柠檬形#颜色浅褐色至深褐色

$图
0%

%#长度为
@@#<0

$

'

$

"!=<;

"

="1<0

$

'

%+宽

度为
!"=<"

$

'

$

#!#<#

"

"@"<;

$

'

%+阴门锥下方有

较多明显的长形泡状突#具有双半膜孔#两膜孔间有

发育良好的下桥$图
0G

%#阴门膜孔长度
!0<!

$

'

$

#><>

"

!#<#

$

'

%+膜孔宽度
!;<#

$

'

$

#?<#

"

!0<0

$

'

%+

阴门裂长
!1<!

$

'

$

#@<#

"

!=<>

$

'

%+下桥长
>?<#

$

'

$

>1<0

"

0;0<>

$

'

%&本试验研究结果与刘维志等'

@

(

的测量结果基本一致#将其初步鉴定为大豆孢囊线

虫
9<

:

,

7

2+1(&

&

图
!

!

大豆孢囊线虫的形态
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不同地区大豆孢囊线虫群体
.EN)<("#

序列分析

对甘肃省陇东南采集的孢囊线虫群体的
&8F

59FAEJ

进行
$CD

扩增#均扩增出约
0;;;G

/

的

859

片段$图
1

%&选择具有代表性群体在
*(4H%4N

中进行同源性比对分析#结果表明采自陇东西坡$

*.F

e

/

#

RB#=0#;!

%)玄马$

*.Fe'

#

RB#=0#="

%)洪得

$

*.FBT

#

RB#=0#=>

%)焦作$

*.FU]

#

RB#="#"@

%)肖

金$

*.Fe

\

#

RB#="#"=

%)上肖$

*.FJb

#

RB#="#">

%)

陇南抛沙$

*.F$.

#

RB#="#=@

%的孢囊线虫群体
&8F

59FAEJ

序列与来自美国的大豆孢囊线虫群体

$

C+24(#!@;

%

AEJ

序列$

OM=?!=""

%相似度达
??P

+

而陇东焦作)陇南抛沙两个群体的
&859FAEJ

序列

与来自我国山东的大豆孢囊线虫群体$

MJ0

%

AEJ

序

列$

Uj;@>=@!

%)伊朗大豆孢囊线虫群体$

8,T#>

%

AEJ

序列$

Ue;1!10;

%相似性达
0;;P

&综上#根据形态

观察和
AEJ

序列分析#确定甘肃省陇东南地区寄生

在大豆上的孢囊线虫均为大豆孢囊线虫
9<

:

,

7

5

2+1(&

&

图
:

!

甘肃省
:A

个大豆孢囊线虫群体
.EN)<("#

序列
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扩增产物
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讨论

大豆孢囊线虫属于孢囊线虫属
9(%(.")(.$

#是

一种土传的定居性内寄生线虫#也是具有毁灭性危

害的植物线虫&大豆孢囊线虫可在显微镜下通过观

察孢囊形态进行鉴别#成熟的孢囊为柠檬形或梨形#

浅褐色至深褐色#颈部和尾部有明显突出#阴门锥双

半膜孔#阴门裂较长#两膜孔间的下桥明显'

0>

(

&本

试验采集的孢囊线虫经形态学鉴定和
&859FAEJ

序

列分析表明均是大豆孢囊线虫#与叶文兴等'

01

(的鉴

定结果一致&

大豆孢囊线虫可通过跨区作业的收割器械#水

流及沙尘暴等传播&甘肃与青海)陕西)宁夏和新疆

四省相邻#而新疆)陕西和宁夏均发现大豆孢囊线虫

病'

0?

(

&

1;;#

年#张俊立等'

1;

(在河北省采集大豆根际

土壤样品
@"

份#大豆孢囊线虫检出率高达
=#<?#P

&

宋美静等'

10

(对全国
1;

个省$自治区%的大豆孢囊线

虫进行调查#结果总检出率达
@?<!P

#其中东北和

黄淮海地区发生率最高#沧州)长春和黑河地区检出

率高达
0;;P

&黑龙江省
#"

个地区大豆孢囊线虫

的发生率高达
0;;P

#每年造成的损失高达数十亿

元'

11

(

&龙海波等'

1#

(对贵州省大豆孢囊线虫的发生

和危害进行调查#结果表明总检出率仅为
1><1P

#

但大方县和赫章县发生严重#检出率超过
!;P

&本

试验表明#甘肃省大豆主产地区大豆孢囊线虫的发生

较普遍#陇东地区大豆孢囊线虫的检出率为
>=<1P

#

陇南地区大豆孢囊线虫的检出率为
@#<=P

&在本

试验中#庆阳地区大豆孢囊检出率高于陇南#可能是

由于陇南降雨量远大于庆阳#而大豆孢囊最适宜孵

化的土壤含水量为
0;P

"

1"P

'

1!

(

#土壤含水量过高

会抑制孢囊线虫的繁殖+陇南地区长期实施小麦)马

铃薯)玉米和大豆轮作种植#也是导致大豆孢囊线虫

发生率低的原因&

大豆是甘肃陇东南地区主要经济作物#目前甘肃

省种植面积保持在
0#<##

万
"

0"<##

万
X'

1

#陇东地

区面积最大#达到
0;

万
X'

1

'

1"

(

&本研究表明#陇东地

区检出率为
>=<1P

#由此可推算出仅陇东地区大豆孢

囊线虫病的发生面积约为
><=

万
X'

1

&甘肃省地处

黄土)青藏和蒙古三大高原交汇地带#气候类型多样#

且位于黄河上游#沙尘和黄河灌溉水加剧了大豆孢囊

*

>@0

*



!"

卷第
#

期 罗宁等!甘肃省陇东南大豆孢囊线虫的发生和分布

线虫的传播和蔓延&陇南地区气候温和#属东亚季风

气候+陇东地区属半干旱区#年均降水量
";;''

#是

典型大陆性气候#适宜大豆孢囊线虫病发生&

大豆孢囊线虫病是一种积年流行病害#且病情

逐年加重&在实际生产中种植抗耐病品种轮作)喷

施化学药剂及生物防治等措施均对大豆孢囊线虫病

有一定的防治作用'

1@

(

#但这些措施都存在局限性#

轮作周期长#在有限的耕地资源内不易实现#生物防

治在大田中不稳定#易受环境影响#常用杀线剂成本

较高且污染环境#农户难以接受&大豆孢囊线虫理

论上存在
0@

个生理小种'

1=

(

#连续种植抗病品种会

改变生理小种#导致育种的难度增加&因此#应进一

步研究甘肃省大豆孢囊线虫的侵染规律)生理小种

类型#探明该病害防治关键期#通过田间试验筛选出

生防制剂和高效低毒的杀线剂#为今后甘肃省大豆

孢囊线虫的防治奠定基础&

参考文献

'

0

(

!

陈双
<

大豆孢囊线虫生理小种鉴定及其致病性研究'

8

(

<

哈尔滨!

黑龙江大学#

1;0"<

'

1

(

!

IAQe,4

6

]X24

6

#

IAU,%4

k

,%4

6

#

dB95*824

6

.X(4

6

<B,.)2&

Y

%4T.)%F

):.2W.2

Y

G(%4-

Y

.)4('%)2T(,4CX,4%

'

U

(

<A4)(&4%),24%+U2:&F

4%+2W5('%)2+2

6Y

#

0??=

#

=

$

0

%!

0> 1"<

'

#

(

!

马朝旺#段玉玺#陈立杰#等
<

辽宁省大豆孢囊线虫生理分化研

究'

U

(

<

大豆科学#

1;;?

#

1>

$

1

%!

1>" 1>?<

'

!

(

!

R99[Ad

#

J9I9EAER

#

DA**JD8<8,.)&,G:),24

#

/

2

/

:+%F

),24T(4.,)

Y

#

&%-(%4T)

Y/

(T()(&',4%),242W.2

Y

G(%4-

Y

.)4('%F

)2T(

#

9(%(.")(.$

:

,

7

2+1(&

#

,4A&%4

'

U

(

<5('%)2+2

6Y

#

1;;>

#

0;

$

@

%!

?0? ?1!<

'

"

(

!

刘维志
<

植物病原线虫学'

R

(

<

北京!中国农业出版社#

1;;;

!

1>0 1?!<

'

@

(

!

刘维志#刘畔#段玉玺#等
<

中国大豆孢囊线虫的形态学观察

'

U

(

<

沈阳农业大学学报#

0??!

#

1"

$

1

%!

0@! 0@=<

'

=

(

!

dBS5*U:4

Y

(

#

dB95*M2:4,

#

IAe,%4

/

(,<[,&.)&(

/

2&)2W)X(

.2

Y

G(%4-

Y

.)4('%)2T(

#

9(%(.")(.$

:

,

7

2+1(&

#

24.2

Y

G(%4,4

dX(

\

,%4

6

#

S%.)(&4CX,4%

'

U

(

<$+%4)8,.(%.(

#

1;;?

#

?#

$

#

%!

#0?<

'

>

(

!

李克梅#日孜枉古丽#董艳秋
<

新疆大豆孢囊线虫病的初步研究

'

U

(

<

植物保护#

1;0!

#

!;

$

1

%!

0#1 0#!<

'

?

(

!

张玉华
<

大豆孢囊线虫病的危害与防治'

U

(

<

大豆通报#

0??"

$

"

%!

1@ 1=<

'

0;

(王守义
<

抗大豆孢囊线虫病种质资源的筛选与创新'

U

(

<

大豆通

报#

0??"

$

!

%!

0# 0!<

'

00

(叶文兴#彭德良#黄文坤#等
<

甘肃首次发现大豆孢囊线虫$

9(%5

(.")(.$

:

,

7

2+1(&

%'

C

(

"

中国植物保护学会
<

病虫害绿色防控与

农产品质量安全...中国植物保护学会
1;0"

年学术年会论文

集#

1;0"

!

0<

'

01

(

$S5*8(+,%4

6

#

$S5*B:%4

#

KQ8:

k

,4

6

#

()%+<[,&.)&(

/

2&)2W

.2

Y

G(%4-

Y

.)4('%)2T(

$

9(%(.")(.$

:

,

7

2+1(&

%

24.2

Y

G(%4W&2'

*%4.:%4T5,4

6

b,%CX,4%

'

U

(

<$+%4)8,.(%.(

#

1;0"

#

0;;

$

0

%!

11?<

'

0#

(李惠霞#刘永刚#朱锐东#等
<

甘肃省小麦禾谷孢囊线虫的发生

及分布'

U

(

<

植物保护#

1;0@

#

!#

$

#

%!

0=; 0=!<

'

0!

(冯志新
<

植物线虫学'

R

(

<

北京!中国农业出版社#

1;;0

!

0#1

0#"

#

0=@<

'

0"

(王明祖#彭德良#武学勤
<

小麦孢囊线虫病的研究
%

!病原鉴定

'

U

(

<

华中农业大学学报#

0??0

#

0;

$

!

%!

#"1 #"@<

'

0@

(彭德良#

JQHHEA5J

#

R7S5JR<

小麦禾谷孢囊线虫$

9(%(."5

)(.$$-(1$(

%的核糖体基因$

&859

%限制性片段长度多态性研

究'

U

(

<

植物病理学报#

1;;#

#

##

$

!

%!

#1# #1?<

'

0=

(

Jd9I95JOA9

#

JQA88

#

B9DDAJEJ

#

()%+<AT(4),W,-%),242W

-

Y

.)4('%)2T(.2W%

6

&242',-%4T&(

6

:+%)2&

Y

-24-(&4V,)X$CDF

D[I$2WAEJ0

'

U

(

<U2:&4%+2W5('%)2+2

6Y

#

0??=

#

1?

$

!

%!

1"" 1@=<

'

0>

(

$SDDMD5

#

R7S5JR<$+%4)4('%)2+2

6Y

'

R

(

<

简恒#译
<

北

京!中国农业大学出版社#

1;00

!

?= ?><

'

0?

(宋美静
<

我国大豆孢囊线虫群体致病性分化及其辅助鉴别寄主

的发掘'

8

(

<

沈阳!沈阳农业大学#

1;0@<

'

1;

(张俊立#彭德良#曹克强
<

河北省大豆孢囊线虫分子鉴定及其分

布'

U

(

<

植物保护#

1;;"

#

#0

$

0

%!

!; !#<

'

10

(宋美静#朱晓峰#王东#等
<

我国大豆主产区大豆孢囊线虫群体

分布及致病性分化研究'

U

(

<

大豆科学#

1;0@

#

#"

$

!

%!

@#; @#@<

'

11

(孙玉秋#徐艳丽#李春杰#等
<

黑龙江省大豆孢囊线虫种群分布

和卵密度研究'

U

(

<

大豆科学#

1;00

#

#;

$

1

%!

1"; 1"#<

'

1#

(龙海波#陈文#裴月令#等
<

贵州省大豆孢囊线虫的发生与分布

'

U

(

<

植物保护#

1;0=

#

!#

$

@

%!

0=# 0=@<

'

1!

(孙晶双#郑雅楠#段玉玺#等
<

温度)光照和土壤含水量对大豆孢

囊线虫休眠卵孵化的影响'

U

(

<

大豆科学#

1;;?

#

1>

$

!

%!

@?; @?1<

'

1"

(刘冰
<

大豆孢囊线虫病的发生条件及防治措施'

U

(

<

现代农业科

技#

1;00

$

#

%!

0>@<

'

1@

(

DA**JD8

#

JCBRAEE8$

#

52(+*D<L%&,%G,+,)

Y

,4&%-()(.).

V,)X9(%(.")(.$

:

,

7

2+1(&

'

U

(

<U2:&4%+2W5('%)2+2

6Y

#

0?>>

#

1;

!

"@" "=1<

%责任编辑&杨明丽'

*

?@0

*




