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在对广东省主要珍贵树种上的线虫进行调查时从格木
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上分离到一种隐皮孢囊线虫!

经形态特征观察和测量数据分析!将其鉴定为卡勒萨隐皮孢囊线虫
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"其诊断特征为%雌虫椭圆

形至近球形!头部具有
#

个唇盘和
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个唇环!口针长
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!阴门唇突出!阴门与肛门之间区域凹陷!肛

阴距为
.!

&

(!

%

3

#

!

龄幼虫头部具
#

个明显的唇盘和
'

个唇后环纹!口针长
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!口针基部球前缘凹

陷!侧区
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条侧线!尾长圆锥形!长
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!尾末端细圆!透明尾长
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!侧尾腺孔位于肛门后
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环#雄虫未发现"本研究首次获得了卡勒萨隐皮孢囊线虫的
IQ-C

$

WMeQ!Q'

和
_[M

&序列!为此线虫的鉴定提供

了可靠的分子数据"本研究还分析了卡勒萨隐皮孢囊线虫与本属其他种类的系统进化关系"卡勒萨隐皮孢囊线虫

为中国的地理新记录种"格木为隐皮孢囊线虫的新寄主"
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格木
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%别名铁木+

斗登风%豆科格木属常绿乔木%生于山地密林或疏林

中(广东+广西+浙江+福建+台湾等地为其天然分布

区&

#

'

(格木为国产著名硬木之一&

#

'

%被列为国家
__

级重点保护野生植物&
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隐皮孢囊属
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线虫是一类不形成孢
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7<2YHI35;
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7<H5A

"的异皮科
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线虫&

'
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(全世界已报道
(

个已知种和
&

个未
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卷第
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期 王宏洪等$格木寄生线虫中国新记录种000卡勒萨隐皮孢囊线虫
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定种&

.&
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(中国曾从泰国输华的柏木中截获布林克

曼隐皮孢囊线虫
@M.&*$/2#$*O4I77@;jR4;C@67<
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(而国内仅报道过一种寄生苎麻的隐皮孢

囊线虫000中华隐皮孢囊线虫
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作者在对广东省主要珍贵树种植物线虫进行调查

时从格木根系上及根围土壤中采集分离到一种隐皮孢

囊线虫(通过形态特征观察+测量和拍照%以及详细的

形态描述%将其鉴定到种的水平(此外%我们还对该线

虫的
WMeIQ-CQ!Q'

区和
IQ-C2_[M

序列进行了扩

增和测序%并分析了隐皮孢囊线虫的系统发育关系(

$

!

材料与方法

$($

!

样品采集

用内径
#"B3

的不锈钢土壤取样管!宏光仪器"

采集广东省广州市从化区流溪河国家森林公园格木

根围土壤和根系%取样深度约为
!"B3

%每个样品约

)""

J

%装入自封袋%编号
+U"&

%记录采样时间+采样

地点和寄主等信息(

$(%

!

线虫分离)标本制作)形态测量和拍照

用
&"

目不锈钢筛网!上虞仪器"筛出土壤中细

根(在体视镜下用镊子检查细根和植物根系%从根

上剥离白色雌虫!图
#

"(用贝曼漏斗法分离土壤

中的线虫%时间为
!.G

(在体视显微镜下%将土壤

中分离到的隐皮孢囊线虫
!

龄幼虫挑入清水中%加

入等体积煮沸的
$a

甲醛溶液%虫体热杀死后至少

固定
!.G

#用甘油酒精法对幼虫进行脱水%然后将

幼虫挑入纯甘油%石蜡封片&

%

'

(利用科研级尼康显

微镜!

1+W_LM1%"5

%

-58H;

%日本"进行线虫形态测

量和拍照&

#"

'

(

图
$
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卡勒萨隐皮孢囊线虫在格木根部的症状
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抽提)扩增和测序

用蛋白酶
O

法抽提单条幼虫
Q-C

%具体步骤

参照
X>;AH2KB43

:

H

等&

##

'

(

WMeIQ-CQ!Q'

区

的扩增引物为
Q!C

!

)n2C+CCS[C++S[SCSS

SCCCS[2'n

"和
Q'0

!

)n2[+S SCC SSC C++

CS+[C+[C2'n

"
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#!

'

%

IQ-C2_[M

区扩增引物为

#$M

!

)n2[[SC[[C+S[+++[S+++[[[2'n

"

和
!&M

!

)n2[[[+C+[+S++S [[C +[C CSS2

'n

"
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反应体系参照
Q-C

聚合酶说明书!
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扩增程序+电泳检测和

,

%(#
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测序参照王宏洪等&
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(用
Q-C7<4IW47@I

J

@;@(?"

软

件的
M@

h

X4;

程序对测序结果进行拼接和编辑%将最

终序列上传到
S@;04;8

数据库%获取序列登录号(

$('

!

系统进化分析

从
S@;04;8

数据库分别下载隐皮孢囊线虫属

有关种的
!$MIQ-CQ!Q'

和
IQ-C2_[M

序列(序

列比对+核酸替代模型选择+系统进化树的构建+系统

进化树的打开和编辑参考王宏洪等&

#"

'

(外组的选择

参照
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等&
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(基于
IQ-C!$MQ!2Q'

序列构

建的隐皮孢囊线虫系统进化树%外群为
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基于
IQ-C2_[M

序列构建的系统进化树%外群为
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结果与分析
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形态鉴定结果

形态测计值见表
#

和表
!

%表中符号采用
Q@

X4;

公式(

表
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卡勒萨隐皮孢囊线虫中国群体雌虫形态测计值'所有测量数据单位均为
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形态特征
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除颈部外体长
0HA
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J
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颈部长度
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$#?&

&

#")?.

" 0

体宽!
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体长与最大体宽比值!
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中食道球至体前端距离
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卡勒萨隐皮孢囊线虫中国群体
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龄幼虫形态测计值'所有测量数据单位均为
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"
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&

!%

口针杆部长
M<

9

6@<7G4Y<6@;

J

<G #.?#p"?(

!

#!?#

&

#)?"

" 0

口针基部球宽
M<

9

6@<8;HFE5A<G )?'p"?'

!

.?%

&

)?%

" 0

口针基部球高
M<

9

6@<8;HFG@5

J

G< !?!p"?#

!

!?"

&

!?.

" 0

背食道腺开口至口针基部球
QSKYIH37<

9

6@<F47@ '?(p"?&

!

'?"

&

.?)

"

'?"

&

.?"

体前端至
C;<@I5HI@;A<H

!!!!!!!

中食道球瓣
+@;<I@HY3@<4BHI

:

>7 &&?&p'?!

!

)%?%

&

(!?(

" 0

!!!!!!!

食道与肠瓣
+4IA54 #"&?.p&?$

!

%&?'

&

##%?)

" 0

!!!!!!!

食道腺末端
1;AHY

:

G4I

9

;

J

@46

J

64;A6HF@ #)!?$p#!?'

!
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&
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" 0

!!!!!!!

排泄孔
M@BI@<HI

9

-
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!
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&
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" 0
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J
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期 王宏洪等!格木寄生线虫中国新记录种"""卡勒萨隐皮孢囊线虫
!"

#$

%&'(")*)+(,)"-

续表
!

!

"#$%&!

!

'()*+),&-

"

形态特征

#$%

&

'$($

)

*+,(+',%,+-.%

中国群体
/

龄幼虫

0.+$1234-,

)

.

5

67.1*(.48%$9:'*1,

原始描述#

;!

$

<%*

)

*1,(2.4+%*

&

-*$1

最大体宽
#,=>?$2

@

2*,9.-.% ;A>/BC>D

%

;D>/

!

;E>/

& "

肛门体宽
F1,(?$2

@

2*,9.-.% ;;>EBC>D

%

;C>D

!

;/>A

& "

尾长
G,*((.1

)

-' !!>"B!

%

HE>C

!

"H>"

&

/A

!

"!

透明尾长
I

@

,(*1.-,*((.1

)

-' /;>AB/>/

%

;A>;

!

/">;

&

;E

!

/D

体中部环纹宽
F116(64J*2-',-9*23?$2

@

;>DBC>;

%

;>"

!

;>A

& "

生殖原基至尾末端距离
K*4-,1+.8%$9

)

.1*-,(

&

%*9$%2*,(-$-,*(.12 ;!A>"B;;>H

%

;H;>H

!

;DA>/

& "

生殖原基至体前端距离占体长比例

G'.%,-*$?.-J..12*4-,1+.8%$9

)

.1*-,(

&

%*9$%2*,(-$

,1-.%*$%.12,12?$2

@

(.1

)

-'

C>D/BC>C/

%

C>"E

!

C>DA

& "

图
!

!

卡勒萨隐皮孢囊线虫中国群体雌虫光学显微图片

.+

/

0!

!

1+

/

2*3+45(64(

7

+4+3#

/

&6(88&3#%&6(8!"

#$

%&'(")*)+(,)"-85(3'2+)#

'

;E;

'
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!!

雌虫形态特征!虫体椭圆形至近球形(环纹清

晰(颈部向背部或腹部弯曲%图
;2

!

.

)图
/F

&*头部

具一个明显唇盘和
/

!

H

个唇环%图
/M

!

N

&*口针

长
HH>D

!

HA>E

"

9

%图
/M

!

I

&*中食道球卵圆形(

长
;D>H

!

/D>H

"

9

(宽
;/>"

!

/!>L

"

9

%图
/O

&*基部

食道腺紧邻中食道球(小且不清晰%图
/O

&*排泄孔位

于颈部之后%图
/O

&*阴门裂长
HL>!

!

"L

"

9

%图
/P

!

Q

&*阴门唇突出%图
/F

+

/K

&*肛阴距为
!/

!

A/

"

9

%图
/:

!

Q

&*阴门与肛门之间区域略凹陷或明显凹

陷%图
/:

!

K

&(具明显线纹%图
/P

!

Q

&*

/

龄幼虫形态特征!热杀死后(虫体直或略向腹

面弯区%图
H,

&*侧区不明显(

H

条侧线%图
H.

&*头

部具一个明显的唇盘和
H

个唇后环纹%图
H+

!

2

&*

口针长
/!>E

!

/L>"

"

9

(口针基部球前缘略凹陷至明

显凹陷%图
H+

!

2

&*背食道腺开口至口针基部球距离

H

!

!>"

"

9

%图
H+

!

2

&*食道腺充满整个体腔(长
H!>!

!

DC>"

"

9

%图
H,

!

?

&*排泄孔至体前端距离
E/>!

!

;C;>"

"

9

%图
H?

&*半月体紧邻排泄孔之后%图
H8

&*

生殖原基小(卵圆形(至尾末端距离占体长的
"ER

!

DAR

%图
H

)

&*尾长圆锥形(长
HE

!

"H>"

"

9

(尾末端

细圆%图
H'

!

*

&*侧尾腺孔棱镜状(位于肛门后
/

!

"

环%图
H

5

&*透明尾长
;A>;

!

/">;

"

9

%图
H'

!

*

&*

雄虫!未发现*

寄主!格木
."

#

/%"&

$

%+(01

2

&"'--<(*7>

*

图
9

!

卡勒萨隐皮孢囊线虫中国群体
!

龄幼虫光学显微图片
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/
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/
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7
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期 王宏洪等!格木寄生线虫中国新记录种"""卡勒萨隐皮孢囊线虫
!"

#$

%&'(")*)+(,)"-

!!

经形态特征和测计值比对(采自广东从化格木

上的隐皮孢囊线虫群体为卡勒萨隐皮孢囊线虫
!3

*)+(,)"-O,

5

,

5

(

S,(*,

(

K,?6%TO',--*

(

;LEL

*与

原始描述#

;!

$相比(卡勒萨隐皮孢囊线虫中国群体雌

虫体长偏大%

HHD>E

!

!E;>!

"

94,/A/

!

H"H

"

9

&(

口针略短%

HH>D

!

HA>E

"

94,HA

!

!/

"

9

&(阴门裂

更长%

HL>!

!

"L

"

94,H"

"

9

&(其余形态特征基本

一致*卡勒萨隐皮孢囊线虫中国群体与原始描述的

差异可能与地理环境有关*因此(该群体鉴定为卡

勒萨隐皮孢囊线虫*

卡勒萨隐皮孢囊线虫与中华隐皮孢囊线虫形态

最接近*与中华隐皮孢囊线虫相比(卡勒萨隐皮孢囊

线虫雌虫口针更长%

HH>D

!

HA>E

"

94,/E

!

H">!

"

9

&(

肛阴距更长%

!/

!

A/

"

94,/L>"

!

H">E

"

9

&(

/

龄幼

虫口针更短%

/!>E

!

/L>"

"

94,/E

!

H;

"

9

&(尾末

端有尖突%

4,

细圆&(尾和透明尾更短%

HE

!

"H>"

"

9

4,"/

!

D"

"

9

)

;A>;

!

/">;

"

94,/!>"

!

H"

"

9

&*

此外(卡勒萨隐皮孢囊线虫缺乏雄虫*

!0!

!

分子序列分析

经扩增和测序(获得卡勒萨隐皮孢囊线虫中国

群体
U0V%KWFK/KH

区片段长度为
DLL?

&

(

M.13

O,1X

的登录号为
#Y"!;D"C

*

OUF0G

结果显示(

此群体与
!"

#$

%&'(")4

&

>O

%

#Q!/"DA;

&的序列相

似性最高(为
LH>AR

)与布林克曼隐皮孢囊线虫

%

YZ";/"A"

&和中华隐皮孢囊线虫%

[\"DD!""

&的序

列相似性次之(为
L/>HR

*

扩增得到的卡勒萨隐皮孢囊线虫中国群体
%KWF3

NG0

片段长度为
;;//?

&

(

M.1O,1X

的登录号为

#Y"!;D";

*

OUF0G

结果显示(此群体与中华隐皮

孢囊线虫%

[\"DD!"A3[\"DD!"L

&的序列相似性最高(

为
AD>DR

!

AD>ER

*

图
=

!

基于
1>?5@AB@!@9

区的
C"DEFEC

模型下的贝叶斯一致树

.+

/

0=

!

G#

H

&6+#)4()6&)6,6*5&&+)8&55&-85(31>?5@AB@!@95&

/

+(),)-&5C"DEFEC3(-&%

'

HE;

'



/C;L

!09

!

系统进化分析

%KWF/E0K/3KH

区序列比对数据集包含
HE

条

序列(比对后的长度为
DE!?

&

(其中保守位点
!//

个(简约信息位点
;E"

个*图
!

为基于
%KWF/E0

K/KH

序列在
MG] N̂̂ M

模型下的贝叶斯一致

树(卡勒萨隐皮孢囊线虫与
!"

#$

%&'(")4

&

>O

+中华

隐皮孢囊线虫+布林克曼隐皮孢囊线虫和
!"

#

5

$

%&'(")4

&

>

聚为一个高度支持的分支%

__ L̀D

&(

并处于分支的基部*

%KWF3NG0

区序列比对数据集

包含
!;

条序列(比对后的长度为
;;EH?

&

(其中保

守位点
/DD

个(简约信息位点
E!D

个*图
"

为基于

%KWF3NG0

序列在
Ga# N̂̂ M

模型下的贝叶斯一

致树(卡勒萨隐皮孢囊线虫与
!"

#$

%&'(")4

&

>O

+

!"

#$

%&'(")4

&

>

和布林克曼隐皮孢囊线虫聚为一个

中度支持的分支%

__̀ ED

&(卡勒萨隐皮孢囊线虫与

其他隐皮孢囊线虫种类的系统进化关系不清楚*

图
I

!

基于
5@AB:F">

区的
"JKEFEC

模型下的贝叶斯一致树

.+

/

0I

!

G#

H

&6+#)4()6&)6,6*5&&+)8&55&-85(35@AB:F">5&

/

+(),)-&5"JKEFEC3(-&%

9

!

结论与讨论

本研究将采自广东省广州市从化区良口镇流溪

河国家森林公园格木的隐皮孢囊线虫鉴定为卡勒萨

隐皮孢囊线虫(该线虫为中国新记录种*本文首次

获得了卡勒萨隐皮孢囊线虫的
/E0%KWFK/KH

区

和
%KWF3NG0

序列(为今后隐皮孢囊线虫的种类鉴

定提供了分子依据*

O,

5

,

5

等
;LEL

年最早在印度哈里亚纳邦卡勒萨

森林的羽萼木
!&+(6"&&*()&

$$

&,-/-

2

&+-)09*-'

根

上发现卡勒萨隐皮孢囊线虫#

;!

$

*此线虫广泛分布

于位于印度哈里亚纳邦和喜马偕尔邦的西瓦里克山

脉的天然林中#

;D

$

(分布区的气候类型为热带季风气

候(主要特点是全年暖热(降水明显分旱+雨两

季#

;A

$

*本次报道的卡勒萨隐皮孢囊线虫分布区的

气候类型是热带季风气候(气候温和(雨量充沛#

;E

$

*

本文明确了格木为卡勒萨隐皮孢囊线虫的新寄

主*受侵染的格木根系表面无明显症状(雌虫嵌入

根系(突出的尾部通常黏附土壤颗粒(不容易冲洗干

净*格木是我国重要的珍贵树种(线虫病害是格木

苗期的主要病害(但线虫种类未知#

;L

$

*本研究首次

报道了侵染格木根系的一种隐皮孢囊线虫(其对格

'

!E;

'
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#$

%&'(")*)+(,)"-

木生长的危害程度仍需进一步研究*

目前(已报道的
A

个隐皮孢囊属有效种中有
H

个发现于亚洲(分别是卡勒萨隐皮孢囊线虫
!3*)+(5

,)"-

%印度和中国&(布林克曼隐皮孢囊线虫
!3

6"-7*1)7-

%日本和泰国&和中华隐皮孢囊线虫
!3

,-7(7,-,

%中国和越南&

#

D

$

*

W

)

6

@

.1

等从越南采集了

大量隐皮孢囊线虫种群(通过比对分析
/

龄幼虫的

形态测量数据和
%KWF3NG0

序列数据(认为其中至

少存在
"

个种类#

/C

$

*

06??$-*1

等重新分析了来自

越南的样品(推测其中有
A

个种类(除了分布最广泛

的中华隐皮孢囊线虫(另外还有
D

个潜在新种#

D

$

*

近年来(我们在华南地区各省份也陆续发现一些隐

皮孢囊线虫种群(由于仅发现
/

龄幼虫(缺乏雌虫形

态数据(未能鉴定到种*因此(中国南部和越南可能

是隐皮孢囊线虫的起源和多样性中心(说明隐皮孢

囊线虫在这个区域正在进行相对快速率的物种

形成#

D

$

*
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