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摘要
!

为确定四川省蓬溪县九叶青花椒种植区发病植株花椒根结线虫的种类!进而为九叶青花椒根结线虫病防治

提供依据!本文根据根结线虫雌虫与
%

龄幼虫的形态特征及雌成虫的会阴花纹"雌虫酯酶同工酶图谱!并结合特异

性扩增及
;<-=1.>?

扩增!根据
.>?

序列构建系统发育树!对该地区九叶青花椒根结线虫病的病原进行了种类鉴

定#结果表明该病原为南方根结线虫
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#这是我国首次在九叶

青花椒上发现南方根结线虫#
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九叶青花椒
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隶属芸香科
0PF49848

花椒属
/#$%0'1
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"23

"为竹叶花椒
/7#&3#%23

一变

种$九叶青花椒起源于重庆江津区"目前在重庆#四

川及贵州等省市有广泛栽培%

#

&

$九叶青花椒与其他

花椒种类
/#$%0'1

.

"23Q

RR

&

相比"具有花序多#花

期较早"果实产量大#品质好等优势%

%

&

"因此成为当

地主要经济作物"并逐渐成为四川#重庆等省区退耕

还林的首选树种%

+

&

$随着九叶青花椒种植的集约

化与树龄的增长"各大九叶青花椒产区的花椒病虫

害开始暴发"如锈病#黑胫病#流胶病#煤污病

等%

!"

&

$近几年来"在四川省遂宁市蓬溪县及周边

地区"发现九叶青花椒感染根结线虫"致使九叶青

花椒生长不良"产量下降"感病严重的地块"

%(S

"

+(S

的九叶青花椒树死亡$为鉴定四川蓬溪县

九叶青花椒根结线虫病害病原"

%(#$

年
"

月至
,

月间"对蓬溪县宝梵镇和新星乡等乡镇的九叶青花

椒产地进行病害调查"并采集发病严重的九叶青花

椒上的根结线虫样品带回室内进行纯化培养"结合

形态学特征#生物化学特征与分子生物学特征进行

分析和鉴定"以期为九叶青花椒根结线虫病害的综

合防治奠定基础$
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卷第
"

期 曹业凡等!九叶青花椒根结线虫病的病原鉴定

"

!

材料与方法

")"
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样本采集与病害调查

在四川省宝梵镇和新星乡九叶青花椒种植区采集

感病花椒样品"使用随机取样法"对感病植株根部及其

周围的病土进行采取"取样深度为表层土
#(

"

+(93

"

各样地随机设置
"

个采样点"完成采样后将样品混匀

放入同一个采集袋内并标记样品$将采集的标样带

回实验室"在显微镜下挑取单卵块$将易感病品种

+

*#,

粉红,种植于灭菌培养土中"待长出两片真叶时"

将卵块接种于培养土中"培养
$(B

后进行病原鉴定%

$

&

$

")%

!

花椒根结线虫的获得

雌虫的分离与收集!经单卵块接种后的番茄苗

培养
$(B

后"取感染线虫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$

%

龄幼虫的收集!室内单卵块繁殖
$(B

后"将番

茄病根带回室内清洗并剪成
#

"

+93

的小段"将根

段装入
"((3T

三角瓶中后倒入
+((3T

的
#S

次氯

酸钠溶液"封口后猛摇
+357

"立即用蒸馏水冲洗数

次"先后过
%((

目和
"((

目筛"用蒸馏水反复冲洗留

在
"((

目筛子上的卵"最后用无菌水冲洗收集于无

菌的小烧杯中$将上述卵放于
%$U

无菌培养箱中

孵化
+B

"得到根结线虫的
%

龄幼虫%
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形态学鉴定

观察头部特征#口针特征等$测量
%(

条线虫体

长#最大体宽#口针长和
<2VW

'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!参照王曦茁

等%

)

&的方法"在体视显微镜下解剖根结线虫的成熟

雌虫"将雌虫移入硬塑料板上的一滴体积分数
!"S

乳酸中"用解剖刀切取尾端'虫体后部约
#

-

!

处("将

尾端的体内组织去掉"切除尾端表皮多余的部分"仅

留下会阴花纹部分$将会阴花纹转移至一块载玻片

上的纯甘油滴中"一个玻片上放
#(

块会阴花纹"以

=XV

液为浮载剂"用树脂封片"制成永久玻片$在

显微镜下观察会阴花纹的形态特征并拍照$
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同工酶鉴定

参照文献%
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"通过垂直板聚丙烯凝胶电泳做酯

酶分析$首先配制浸提液'
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蔗糖
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缓冲液#

#S

过硫酸铵溶液#

(&%S

溴酚蓝$用移液器

吸取
"

#

T

浸提液至离心管中"将成熟雌虫转入管

内"用研磨锥充分研磨"补加
#(

#

T

浸提液浸提酯酶

同工酶$聚丙烯酰胺浓度分别为
+S

和
)S

$板大

小为
#"(33[#%(33

"凝胶厚度
#&"33

"电极缓

冲液为
#3A6

-

T

R

M,&+>;5Q1MG6

缓冲液$每孔加

样量为
%(

#

T

'含浓度为
#3

N

-

3T

溴酚蓝溶液("电

泳前
+(357

电压设为
,(\

"之后在
#*(\

下电泳
%

E

"直到溴酚蓝指示条带迁移距离达到
#(93

$电泳

结束后进行染色"显色完全后用蒸馏水漂洗
+

次"之

后在固定液'

#(S

醋酸
Y#(S

甘油(中固定
+E

以

上"酯酶表型的命名参照文献%

*

&"以室内培育已鉴

定的南方根结线虫
+("'*,'

-.

$(*$)'
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$*%#

样本作

为参照系判读酯酶谱型"初步确定根结线虫的种类$
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分子生物学鉴定

"&?&"
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<-=

提取

根结线虫的
<-=

提取方法参照磁珠法基因组

提取试剂盒'天根(说明书并稍作优化$对花椒病根

进行解剖"挑取根结线虫成熟雌虫"将根结线虫雌虫

置于离心管并与研磨锥一同放入液氮中预冷后"用

研磨锥研磨样品"加入
%(

#

T

蛋白酶
@

"经水浴裂解

+(357

后"加入
+"(

#

T

异丙醇"振荡混匀后加入
+(

#

T

磁珠悬浮液"振荡混匀后静置
+357

"反复
+

次*将离

心管置于磁力架上"静置$待磁珠完全吸附后"吸弃

液体*加入
)((

#

T

缓冲液"振荡混匀"吸弃液体*加入

)((

#

T

漂洗液"振荡混匀后置于磁力架上静置"吸弃

液体后"将离心管置于室温晾干*将离心管取下并加

入
%((

#

T

洗脱缓冲液并振荡混匀"

"$U

水浴
#(357

$

之后将离心管置于磁力架上静置
%357

"待磁珠完全

吸附后"吸取
<-=

溶液并置于新离心管内"之后将

<-=

产物保存至
]%(U

备用$

"&?&%

!

OG0

扩增

采用根结线虫
.>?

扩增通用引物%

#(

&以及南方

根结线虫特异性引物%

##

&进行
OG0

扩增$

.>?

片段

扩增引物名称分别为
X#*"

!

"̂1>GG>GGVG>===

>V=>=> V1+̂

和
\"+$)

!

"̂1>>V=>> =GV>GG

G>VGGG>>>1+̂

"特异性扩增引物名称分别为!

/5?X

!

"̂1VVVG==V>==VV=>VG>G>V1+̂

和
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!

"̂1VG=GG>G>>>G=>=VGG=GV1+̂

$

OG0

扩增采用
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T

反应体系!
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上游引物'
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#
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下游引物 '
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"
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$

OG0

反应条件为!
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预变性
+357

*

*!U

变性
#"Q

"

$(U

退火
#"Q

"

)%U

延伸
%(Q

"反应共
+"

个循环*最后
)%U

延伸
#(357

$

!U

保存备用$

OG0

产物采用
#&"S

的琼脂糖凝胶
##(\

电泳
+(357

进

行检测"用
#[>=2

作为电泳缓冲液"并在紫外灯下

观测照相$

"&?&!

!

产物克隆与测序

将纯化后的
.>?1OG0

产物克隆至质粒载体

R

/<#,1>

'

>4@404

(上"选取每种群各
"

个阳性克

隆由擎科公司测序$利用
-G̀.

中的
T̀=?>

工具和

<-=/=-*&(

软件"将获得的
;<-=1.>?

区序列与

V87̀47a

已登录的根结线虫序列进行比对分析$利

用
/2V=$&(

软件通过邻接法'

785

N

EKA;1

I

A5757

N

(构

建系统发育树"采用
/4_53P3GA3

R

AQ5F8T5a8651

EAAB

模型$同时对构建的系统树作自展检验'

KAAF1

QF;4

R

F8QF

(以获得分支的支持率"自展检验中重复抽

样次数为
#(((

次"以秀丽隐杆线虫
:#($'&0#;,*%*6

("(

-

#$6

'

Z(+$,(

(的
.>?

序列作为外群$

%
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结果与分析
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九叶青花椒根结线虫病症状

九叶青花椒感染根结线虫后"植株矮小"叶片发

黄#失绿"生长缓慢"感病严重的地块"

%(S

"

+(S

的

九叶青花椒树死亡$九叶青花椒感病后其主根及根

尖处开始膨大"并慢慢形成白色米粒状根结"随后侧

根根部也出现膨大现象"并形成不规则白色米粒状

根结"随着病情加重"根结逐渐膨大"颜色由白色变为

黄色"当根部腐烂坏死时根结变成黑色"其根结主要

分布在
#(

"

+(93

土层$剖开米粒状根结可见白色

梨形雌虫"说明九叶青花椒树已感染根结线虫$

%)%

!

根结线虫形态学鉴定结果

雌虫!体白色"梨形"颈短"头区有不完整的环

纹"口针纤细"口针基球呈扁圆形"同杆部的界线明

显*口针锥部向背部明显弯曲"杆部末端较宽$

%

龄幼虫!虫体呈线形"蠕虫状*头冠前端平宽"

头部无突出与缢缩"有不完整环纹*口针纤细"锥部

与杆部中等宽"基部缢缩且向后倾斜*尾有透明区$

会阴花纹!背弓高"呈方形"由平滑到波浪形的

线纹组成$线纹在侧面分叉"侧线不明显"线纹弯向

阴门"尾端区无刻点'图
#

($

雌虫与
%

龄幼虫部分体长测量值如表
#

"参考

文献%
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&"初步确定九叶青花椒根结线虫为南

方根结线虫
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九叶青花椒根结线虫雌虫会阴花纹
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龄幼虫部分形态特征测量值
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酯酶同工酶酶谱

将分离纯化的根结线虫种群进行同工酶分析"

电泳结果如图
%

"该种群根结线虫雌成虫的酯酶同

工酶谱均出现一条酯酶带"酯酶谱带类型为
.#

"相对

迁移率为
(&!)

"与南方根结线虫相同"因此确定该

根结线虫为南方根结线虫$

%)>

!

分子生物学特征

根据琼脂糖凝胶电泳检测
.>?1OG0

产物与特

异性引物扩增产物的结果"表明九叶青花椒根结线虫

样本的
;<-=1.>?

片段大小为
)((K

R

左右'图
+

("特

异性扩增产物大小为
"((K

R

左右'图
!

("其
.>?

片

段以及特异性扩增片段同南方根结线虫的产物片段

)

!!%

)



!"

卷第
"

期 曹业凡等!九叶青花椒根结线虫病的病原鉴定

长度基本一致$将
.>?1OG0

产物所挑取的阳性克隆

送至公司测序"通过
<-=/=-*&(

拼接得到
$*"K

R

的
.>?

序列$将该序列上传至
V87̀47a

上进行

T̀=?>

"结果表明"获得的扩增产物
.>?

区域序列

与已知南方根结线虫
.>?

区域序列的相似性达到

**S

$用
/2V=$&(

软件构建系统发育树'图
"

($

从系统发育树来看"

"

个九叶青花椒根结线虫的
.>?

序列与南方根结线虫的遗传距离最近"支持率为

*)S

"而与其他根结线虫的遗传距离相对较远$结

合其
.>?

系统发育树以及特异性扩增产物"参照文

献%

#(##

&并进行条带比较"说明在四川省发生的九叶

青花椒根结线虫病的病原为南方根结线虫$

图
%

!

九叶青花椒根结线虫酯酶电泳谱型
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图
!

!

=@$B*JK

片段扩增电泳图

&'

(

)!

!

*JK5D

A

-':'251'.0.:=@$.:3..1BC0.10/D51.7/6.0

$%&'()*

+

,-.%/.%'-.E53)&)01.

2

),3-4

!

!

结论与讨论

磁珠法提取
<-=

适用于微量材料
<-=

提取"

提取的
<-=

纯度高"浓度高"不含抑制剂"提取过

程中无需过柱与离心"可有效避免提取微量材料的

<-=

时出现
<-=

损失"目前主要用于植物与动物

图
>

!

特异性引物扩增九叶青花椒根结线虫
;LM

&'

(

)>
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图
?

!

不同种类根结线虫
=@$

区序列构建的系统进化树
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<-=

提取"广泛应用于法医学#分子生物学等领

域%

#"#$

&

$目前国内尚未报道磁珠法用于提取线虫

<-=

"常规根结线虫的
<-=

提取方法主要通过裂

解冻融法%

#)

&

"本文首次利用磁珠法成功提取根结线

虫
<-=

$通过对根结线虫
;<-=1.>?

区域序列进

行
OG0

扩增#克隆测序与比对"可有效鉴定根结线

虫种类%

#,%(

&

$从九叶青花椒根部分离的线虫经
;<1

-=1.>?

片段比对以及特异性条带扩增鉴定为南方

根结线虫
+7*$)'

-

$*%#

$本研究通过对九叶青花椒

根结线虫进行雌虫和
%

龄幼虫的形态学鉴定和成熟

雌虫的会阴花纹鉴定"以及雌虫酯酶同工酶分析和

;<-=1.>?

序列系统发育树的构建"结合特异性扩

增条带"结果表明侵染九叶青花椒的根结线虫为南

方根结线虫
+7*$)'

-

$*%#

$本试验在鉴定病原过程

中"通过综合形态学#分子生物学#生物化学等鉴定

方法"有效避免因鉴定方法单一而产生误差"做到准

确#有效的分类%

%#

&

$这是我国首次报道由南方根结线

虫
+7*$)'

-

$*%#

引起九叶青花椒根结线虫病害$

)

"!%

)



%(#*

九叶青花椒属于多年生树种"

+

"

!

年进入盛产

期"挂果期可延续至
#"

年以上"生长寿命长达
%(

"

+(

年"故与常规农作物的根结线虫病害防治工作相

比"根结线虫病害的防治工作具有长期性与持续性

的特点"因此需结合不同地理条件与九叶青花椒生

长期采取相应措施$

在进行育苗工作时"最好在无病区育苗"如若在

发病区"可在育苗时进行育苗土预处理"可用石灰粉

与表层土#腐熟有机肥进行搅拌混均"通过曝晒减少

初侵染源$移栽幼苗时"注意检查根部有无根结"选

择无病苗造林"同时在选择造林地时最好不要选择

有根结线虫的地块$一旦发现病株"立刻就地销毁"

防止病情扩散$如若有根结线虫"可对种植穴施用

噻唑膦等杀线虫剂进行土壤消毒$对已感染根结线

虫病的九叶青花椒林地"可通过使用生防真菌与生防

细菌进行生物防治"减少土壤中根结线虫数量%

%%%!

&

"

并施用土壤修复剂"如碳酸氧氨与生石灰等碱性肥

料"改善土壤条件"增加根际土壤有益微生物的数量

以及植物根系的活力"从而达到有效防治根结线虫

病的目的$
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