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摘要　为揭示传入中国的香蕉穿孔线虫群体间的遗传差异,分析其亲缘和进化关系,明确中国香蕉穿孔线

虫的来源和传入途径,分别扩增了多雌繁殖群体和相应种群的单雌繁殖群体后代rDNAＧITS,对扩增产物进行

测序,通过序列比对分析其遗传变异,并构建系统发育树研究其亲缘和进化关系.结果表明:供试香蕉穿孔线虫

２０个种群的rDNAＧITS序列大小为７０５~７１３bp,序列同源性比较高,相似性在９５％以上,序列变异率为０~
７．５％;各群体ITS１和ITS２序列大小分别为２７３~２７６bp和１５１~１５２bp,各种群间的序列相似性分别达到

９８．５８％和９８．３５％以上;单雌繁殖群体与相应的多雌繁殖群体的序列相似性非常高,有８个种群的２个繁殖群体

序列相似性达到１００％,其他种群的２个繁殖群体序列相似性达９７％以上;基于ITS序列构建穿孔属线虫的系

统发育树说明,所有香蕉穿孔线虫聚在一个大枝,分成４小分枝,其中寄主为红掌的 RsW 种群单独聚为一枝,遗
传距离较远,寄主为绿宝石的 RsH 遗传距离相对其他种群也较远,寄主分别为天鹅绒竹芋和孔雀竹芋的 RsP和

RsS种群的遗传距离则相对较近,这说明传入中国的香蕉穿孔线虫种群可能直接来源是欧洲的竹芋科和天南星

科观赏植物,而前者的最初来源可能是苏丹的香蕉,后者的最初地理来源较复杂.
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　　 香蕉穿孔线虫 [Radopholussimilis (Cobb,

１８９３)Thorne,１９４９]是世界范围的检疫性有害生

物,已知寄主多达２５０多种[１Ｇ３],严重危害香蕉(MuＧ
saspp．)、柑橘(Citrusspp．)和胡椒(Pipernigrum)
等经济作物以及天南星科(Araceae)和竹芋科(MaＧ
rantaceae)等观赏植物[４Ｇ７],目前已报道有该线虫分

布的国家和地区超过９０个[８].近些年,随着我国花

卉业迅速发展,从国外引进花卉的种类和数量日益

增加,不同省份之间的花卉调运也日益频繁,其中不

少进口花卉是香蕉穿孔线虫的寄主植物且来自香蕉

穿孔线虫发生的国家和地区,加剧了香蕉穿孔线虫

传入我国以及在国内扩散蔓延的风险.为了控制香

蕉穿孔线虫进一步传入和扩散的风险,有必要对传

入我国的香蕉穿孔线虫不同种群之间的系统发育关

系进行研究,研究结果可以为掌握香蕉穿孔线虫不

同种群的地理和寄主来源、提高香蕉穿孔线虫检疫

监测针对性,提供重要依据.目前分子标记特征已

被广泛应用于研究生物种类的起源和系统进化,在
植物寄生线虫分子诊断和系统进化研究上应用较多

的一个手段是内转录间隔区(internaltranscribed
spacer,ITS)的序列特征分析,完整的ITS序列包括

ITS１、５．８S基因 和ITS２区[９].ITS序列是一个多

用途的遗传标记,其在植物线虫的分类鉴定和多样

性分析上被证明是很有用的区域,应用越来越广

泛[９].目前已经在垫刃类、滑刃类及长针类等多种

经济重要性的植物寄生线虫上广泛应用[１０Ｇ１４].此

外,在香蕉穿孔线虫种类鉴定、快速检测和系统进化

研究上的应用也非常广泛[１５Ｇ２１].近年来,在我国温

室种植的观赏植物上不断发现香蕉穿孔线虫,且检

疫部门也不断在进口的植物上发现该类线虫,但关
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于这类线虫的起源尚不清楚.本研究拟对采自国内

温室或口岸截获的来自观赏植物根际和生姜(ZinＧ
giberofficinaleRoscoe)的２０个香蕉穿孔线虫种群

的多雌繁殖群体和单雌繁殖群体的rDNAＧITS进

行PCR扩增和产物测序,对序列进行分析,开展基

于rDNAＧITS序列的多态性研究,分析其遗传多样

性和系统发育关系,以揭示传入中国的香蕉穿孔线

虫群体间的序列差异,研究其遗传多态性和亲缘进

化关系,旨在为进一步的检疫防控奠定基础.

1　材料与方法

1.1　材　料

供试香蕉穿孔线虫种群(表１)是从进口观赏植

物上截获或从国内温室和大棚内种植的观赏植物上

采集分离,由笔者所在研究室鉴定并培养保存在胡萝

卜愈伤组织上[２２].香蕉穿孔线虫ITS扩增使用的通

用引物如下:P１:５′ＧGTAACAAGGTAGCTGTAGＧ３′,

５′ＧTTCACTCGCCGTTACTAAGGＧ３′[２３Ｇ２４].
1.2　线虫的培养

胡萝卜愈伤组织的制备,香蕉穿孔线虫不同种

群２５条雌虫和单条雌虫繁殖群体的接种培养参照

文献[２５]进行.
1.3　线虫的收集

用无菌水浸泡冲洗培养繁殖线虫的胡萝卜片,
将线 虫 悬 浮 液 收 集 到 １．５ mL 离 心 管 内,６０００
r/min离心２~３min,弃去上清液,用无菌水同样条

表１　香蕉穿孔线虫种群信息

Table１　OriginofRadopholussimilispopulationsusedinthisstudy

编号

Code
地点

Originallocations
寄主

Hosts
序列号

GenBankaccession

RsA/RsAs
荷兰(截获)
Netherlands(intercepted)

天鹅绒竹芋

Calatheazebrina
JQ７８２２２７

RsB/RsBs 国内温室 Chinagreenhouse 国王椰子 Ravenearivularis JQ７８２２２８
RsC/RsCs 荷兰(截获)Netherlands(intercepted) 肖竹芋Calatheasp． JQ７８２２２９

RsD/RsDs 国内温室 Chinagreenhouse
富贵椰子

Chamaedoreacataractarum
JQ７８２２３０

RsE/RsEs 国内温室 Chinagreenhouse 绿宝石 Philodendronsp． JQ７８２２３１

RsG/RsGs 国内温室 Chinagreenhouse
富贵椰子

Chamaedoreacataractarum
JQ７８２２３２

RsH/RsHs 国内温室 Chinagreenhouse 绿宝石 Philodendronsp． JQ７８２２３３
RsI/RsIs 国内温室 Chinagreenhouse 红掌 Anthuriumandraeanum JQ７８２２３４
RsJ/RsJs 国内温室 Chinagreenhouse 红掌 Anthuriumandraeanum JQ７８２２３５
RsK/RsKs 国内温室 Chinagreenhouse 天鹅绒竹芋Calatheazebrina JQ７８２２３６
RsL/RsLs 国内温室 Chinagreenhouse 绿萝 Epipremnumaureum JQ７８２２３７

RsM/RsMs
马来西亚(截获)
Malaysia(intercepted) 红果Stranvaesiasp． JQ７８２２３８

RsN/RsNs 国内温室 Chinagreenhouse 散尾葵Chrysalidocarpuslutescens JQ７８２２３９
RsP/RsPs 国内温室 Chinagreenhouse 天鹅绒竹芋Calatheazebrina JQ７８２２４０
RsS/RsSs 国内温室 Chinagreenhouse 孔雀竹芋Calatheamakoyana JQ７８２２４１
RsT/RsTs 国内温室 Chinagreenhouse 雨淋竹芋Calatheasp． JQ７８２２４２

RsV/RsVs
中国香港(出入境截获)
China,HongKong

红掌 Anthuriumandraeanum JQ７８２２４３

RsW/RsWs 国内温室 Chinagreenhouse 红掌 Anthuriumandraeanum JQ７８２２４４
RsY/RsYs 国内温室 Chinagreenhouse 红掌 Anthuriumandraeanum JQ７８２２４５

RsXj/RsXjs
新加坡(截获)
Singapore(intercepted) 生姜ZingiberofficinaleRoscoe JQ７８２２４６

　注:编号中前者表示接种２５条雌虫的繁殖群体,后者表示接种相应种群的单条雌虫繁殖群体.Note:Inthecolumnofcode,theforＧ

merlettersmeantheprogenyof２５females,andthelattermeantheprogenyofsinglefemalefromthesamepopulation．

件离心洗涤３次,弃去上清,备用.
1.4　线虫 DNA 的提取

供试香蕉穿孔线虫各种群的多雌繁殖群体的后

代采用申能博彩３SSpinGenimicDNA MiniprepKit
V３．０提取基因组DNA,试验方法同操作手册.供试

香蕉穿孔线虫各种群的单雌繁殖群体采用单条虫

DNA提取的方法[２６].将得到的DNA悬浮液２μL作

为模板进行ITS扩增,或放入－８０℃保存备用.
1.5　PCR 扩增及测序

反应体系:模板 DNA２μL,１０×PCRBuffer

０４
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(含 Mg２＋ )(TaKaRa)５μL,dNTP(２．５mmol/L)

２μL,上游引物(１０μmol/L)３μL,下游引物(１０

μmol/L)３μL,rTaqDNA聚合酶０．４μL,加超纯水

使反应体系为５０μL.
反应条件:９４℃３min,９４℃变性４０s,５８℃退

火４０s,７２℃延伸９０s,４０个循环,最后７２℃保温

５min,使反应物充分延伸.扩增产物用１％的琼脂

糖凝胶电泳检测,使用凝胶成像系统检查扩增结果

并拍照.对扩增产物进行纯化、回收并连接到载体

pMDＧ１８T上,转化至大肠杆菌 DH５α上,然后进行

培养并涂布LB平板,使用蓝白斑和PCR鉴定的方

法进行阳性克隆鉴定,并把阳性克隆菌液送生工生

物工程(上海)股份有限公司测序.
1.6　序列分析及系统发育树构建

在NCBI上使用Blastn进行同源性搜索比对分

析.使用DNAStar软件生成相似性系数矩阵,使

用 MEGAv６分析ITS１、５．８S和ITS２的区间分布

和序列组成,计算各种群间的遗传距离及标准差,最
后提交序列到 GenBank 数据库中(http://www．
ncbi．nlm．nih．gov/Genbank/),序列号见表 １.在

GenBank数据库中下载已发表的香蕉穿孔线虫和

榴莲穿孔线虫(R．duriophilus)、阿拉伯咖啡穿孔

线虫(R．arabocoffeae)、咖啡短体线虫(PratylenＧ
chuscoffeae)的ITS序列 (表２),去掉已扩增和下

载的ITS两端的部分１８S和２８S序列,使用 MEGA
v６中的 ClustalW 功能进行比对,然后在在线服务

器 Gblock０．９１b (http://www．phylogeny．fr/verＧ
sion２cgi/one_task．cgi? task_type＝gblocks)选择

序列的保守区间,用 DAMBE软件测试碱基替换饱

和度,使用 MrModeltestv２．３软件选择最佳模型,
最后用 MrBayesv３．１．２ 贝叶斯算法构建系统发

育树.
表２　序列分析引用的GenBank中相关序列信息

Table２　SequenceinformationdownloadedfromGenBank

线虫种类

Nematodespecies
序列号

GenBanknumber
寄主

Host
地理来源

Geologicallocation
文献

References

Radopholussimilis HM４６９４５６ Anthuriumspp． Macau [２１]

R．similis FJ４５５８３１ Musaspp． Malaysia [１７]

R．similis AF３７５３５０ Philodendronspp． Germany [１７]

R．similis AF３７５３５１ Musaspp． Cuba [１７]

R．similis AF３７５３５２ Musaspp． Guinea [１７]

R．similis AF３７５３５３ Musaspp． Uganda [１７]

R．similis AF３７５３５５ Musaspp． Panama [１７]

R．similis AF３７５３５８ Musaspp． CostaRica [１７]

R．similis AF３７５３５９ Musaspp． SouthAfrica [１７]

R．similis AF３７５３６０ Musaspp． Australia [１７]

R．similis AF３７５３６１ Anthuriumandreaenum Belgium [１７]

R．similis AF３７５３７４ Musaspp． Sudan [１７]

R．similis AF３７５３８５ Calatheamakoyana Belgium [１７]

R．similis AF３７５３８７ Musaspp． Sudan [１７]

R．similis AF３７５３９５ Musaspp． Sudan [１７]

R．duriophilus AY２５７１９９ DuriozibetinusM． Vietnam [２７]

R．duriophilus HQ８２３５７１ Coffeaecanephora Vietnam [２８]

R．arabocoffeae AY５４７２９７ Coffeaearabica Vietnam [２９]

Pratylenchuscoffeae JN８０９８３３ Colocasiaesculenta Japan
直接提交

Submitteddirectly

2　结果与分析

2.1　香蕉穿孔线虫的 ITS 扩增及序列分析

使用通用引物对供试２０个香蕉穿孔线虫种群

的多雌繁殖和单雌繁殖群体的rDNA 进行扩增,结
果显示,各试验群体rDNAＧITS的PCR产物大小约

为７５０bp.测序结果表明,各种群多雌繁殖和单雌

繁殖群体的rDNAＧITS(包括ITS１、ITS２、５．８S基因

和部分１８S和２８S基因)序列大小为７０５~７１３bp.
将２０个种群的多雌繁殖群体ITS序列分别提交

GenBank(序列号见表１)并进行序列比对,结果显

示与 GenBank中香蕉穿孔线虫的ITS序列相似性

达到９４％以上.将供试种群ITS区的测序结果去

掉两端引物序列,与 GenBank中下载并进行同样序

１４
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图１　基于供试２０个香蕉穿孔线虫种群及其他线虫的rDNAＧITS序列比对形成的相似性矩阵

Fig．１　SimilaritymatrixbasedonmultiplealignmentofrDNAＧITSsequencesof２０populationsof
Radopholussimilisandothernematodeswiththedefaultparameter

２４
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列剪切处理后的香蕉穿孔线虫、穿孔属的其他种类

(R．durophilus 和R．arabocoffeae)以及作为外族

的咖啡短体线虫的ITS序列(表２)进行比对和相似

性分析(图１),结果显示供试２０个香蕉穿孔线虫种

群间的序列相似性在９５％以上.２０个种群的ITS
序列经ClustalX１．８软件对比,共有５８９个位点,运
用 MEGA序列分析在５８９个位点中共检测到保守

位点５４４ 个;变 异 位 点 ４１ 个,占 总 平 均 序 列 的

７．５％;简约信息位点１９个;A、T、C、G 的平均含量

分别为２６．２％、２７％、２２．５％、２４．３％,A＋T 高于

G＋C的含量.各种群ITS１序列大小为２７３~２７６
bp,ITS２区为１５１~１５２bp,经序列比对ITS１区的

相似性为９８．５８％,ITS２区的相似性为９８．３５％.
将单雌繁殖群体与同种群的多雌繁殖群体分别

进行ITS序列比对,其中有８个种群(RsB、RsI、

RsL、RsN、RsS、RsT、RsV、RsY)的序列相似性为

１００％,除了 RsK、RsW 种群的相似性在９７％左右

外,其他的相似性都在９９％以上.
2.2　香蕉穿孔线虫种群系统发育分析

以咖 啡 短 体 线 虫 为 外 族 基 于 ITS 序 列 在

GTR＋I＋G模型下构建穿孔属线虫的系统发育树

(图２),由图２可知,所有的穿孔属线虫聚在一起,
与咖啡短体线虫明显聚在不同的分枝;所有香蕉穿

孔线虫聚在一个大枝,来自越南但寄主不同的２个

榴莲穿孔线虫种群聚在一起,与阿拉伯咖啡穿孔线

虫亲缘关系最近,聚在一个大枝.香蕉穿孔线虫进

化分枝中,寄主分别为天鹅绒竹芋、绿宝石和生姜的

RsA、RsH、RsXj种群以及寄主均为红掌的 RsJ和

RsY种群与 GenBank 中来自苏丹寄主为香蕉的

AF３７５３８７和 AF３７５３９５聚为一枝,但 RsH 遗传距

离较远;寄主分别为肖竹芋和天鹅绒竹芋的供试

RsC和RsK种群与 GenBank中来自非洲苏丹的香

蕉(AF３７５３７４)和 来 自 比 利 时 的 孔 雀 竹 芋 种 群

(AF３７５３８５)聚为一枝,其中 RsK遗传距离较短;寄
主为红掌的供试 RsW 种群单独聚为一枝,遗传距

离较远;其他供试种群与 GenBank中寄主为香蕉的

马来西亚种群FJ４５５８３１种群聚为一大枝,但马来西

亚种群FJ４５５８３１遗传距离相对较远,寄主分别为天

鹅绒竹芋和孔雀竹芋的供试 RsP和 RsS种群与其

他相比,遗传距离较短;其他种群基本一致.

图２　基于供试２０个香蕉穿孔线虫种群rDNAＧITS序列构建的系统发育进化树

Fig．２　Phylogeneticrelationshipsof２０populationsofRadopholussimilisbasedonrDNAＧITSgenesequences

３４
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3　讨　论

供试２０个香蕉穿孔线虫种群的多雌繁殖和单

雌繁殖群体的ITS序列的测定和比较结果表明,供
试香蕉穿孔线虫ITS区的同源性高,各多雌繁殖群

体间的相似性在９５％以上,但序列信息显示具有

７．５％的变异位点,表现出一定异质性.同一种群的

单雌繁殖群体与多雌繁殖群体的序列比对表现出很

高的遗传稳定性,除２个种群外,其他相应种群之间

的序列相似性都≥９９％,同种群的单雌繁殖群体与

多雌繁殖群体的序列变异率与种群之间序列变异率

相比极低.香蕉穿孔线虫单雌繁殖种群的遗传稳定

性为深入研究传入我国的香蕉穿孔线虫种群与国外

种群之间的遗传变异提供了理论依据.
构建的系统发育树显示,来自天鹅绒竹芋的

RsK种群与来自非洲苏丹香蕉的种群(AF３７５３７４)
的亲缘关系最近,同时与来自荷兰肖竹芋的 RsC种

群和来自比利时孔雀竹芋的种群(AF３７５３８５)位于

相同的进化枝,因此推测RsK种群与欧洲竹芋科观

赏植物种群和苏丹的香蕉种群在地理来源上可能有

着更密切的关系.另一进化分枝中荷兰天鹅绒竹芋

种群RsA、绿宝石种群RsH、红掌种群RsJ和RsY、
新加坡生姜种群RsXj的亲缘关系较近,也和２个来

自苏丹香蕉的种群(AF３７５３８７、AF３７５３９５)在同一

进化枝上,因此RsJ和RsY种群与荷兰竹芋科观赏

植物种群和新加坡生姜种群在地理来源上可能有着

更密切的关系,其中RsH 种群可能由荷兰传入并发

生了变异;虽然 RsA 和 RsC种群都是来自荷兰竹

芋科观赏植物上的种群,但是由于两者分别与２个

苏丹的香蕉种群位于相同的进化枝,这２个种群有

可能是来自苏丹的不同地理种群.因此,可以推测

中国的香蕉穿孔线虫观赏植物种群部分是直接随着

从荷兰进口观赏植物传入,由于荷兰的自然生态条

件不适合香蕉穿孔线虫的发生,荷兰的香蕉穿孔线

虫也是外侵物种并在设施栽培植物上寄生,因此,这
些种群的原始地理来源可能是非洲苏丹的不同地

区.此外,相似性最高也是种群数最多的进化枝中

包 含 了 来 自 非 洲、美 洲 和 大 洋 洲 的 香 蕉 种 群

(AF３７５３５１、AF３７５３５２、AF３７５３５３、AF３７５３５５、

AF３７５３５８、AF３７５３５９和 FJ４５５８３１)、欧洲天南星科

观赏植物种群(AF３７５３５０、AF３７５３６１)和马来西亚

红果RsM 种群,这一枝中,在国内采集到的种群有

RsB、RsD、RsE、RsG、RsI、RsL、RsN、RsT、RsV 和

RsY,由于这一枝中的种群之间没有明显分组,且各

种群之间相似性达到１００％,因此这一组的种群可

能有着相同的初始地理来源,同一地理位置的种群

通过寄主植物的传播被带到了不同地方,而这一枝

中的中国香蕉穿孔线虫观赏植物种群最直接的来源

可能是欧洲天南星科观赏植物.国内获得的供试红

掌种群RsW 与其他种群的遗传距离最远,与 GenＧ
Bank中的种群没有明显聚类,而单独为一枝,因此

可能来源于其他未知的区域,或已知区域里的其他

群体.这一研究结果为进一步研究香蕉穿孔线虫检

疫风险性以及在我国扩散为害的规律奠定了基础,
为建立快速、准确、灵敏的香蕉穿孔线虫分子检测方

法和准确分析我国香蕉穿孔线虫传入的可能途径提

供了科学依据,对进一步制定更有针对性的检疫措

施具有重要意义和应用价值.
周春娜等[１８]对口岸截获的４个香蕉穿孔线虫

种群进行了ITS序列分析,聚类结果显示有１个种

群可能来源于欧洲,另外３个种群可能来源于非洲.
李佳等[３０]对口岸截获的９个香蕉穿孔线虫种群进

行了D２/D３区序列分析,结果显示有８个种群的亲

缘关系较近,可能来源于相同的地理种群,另外１个

种群可能来源于不同的地理种群.本试验供试２０
个香蕉穿孔线虫种群有５个种群为口岸直接截获,
有１５个种群是来源于国内温室的观赏植物,本研究

结果表明,这些种群可能的直接来源分别为欧洲的

竹芋科和天南星科等观赏植物,而前者的最初来源

可能是苏丹的香蕉,后者的最初地理来源较复杂.
有关香蕉穿孔线虫单雌繁殖群体的研究比较少,

Elbadri等[３１]对５个香蕉穿孔线虫种群的单雌繁殖

力进行了研究,结果显示各种群都能进行单雌繁殖

但繁殖力有差异,且差异很小.而黄春晓[３２]对１８
个种群进行了单雌繁殖研究,结果表明不是所有雌

虫都能进行单雌繁殖,且种群间单雌繁殖力差异很

大.穆瑞林[３３]证明了单雌繁殖群体与同种群的多

雌繁殖群体相比,其致病力有差异.本试验对单雌

繁殖群体的ITS区研究结果表明,同一种群的单雌

繁殖群体与多雌繁殖群体的序列相似性普遍高于各

种群序列之间的相似性.
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PhylogeneticanalysisofexoticRadopholussimilis
inChinabasedonrDNAＧITSsequences

LIYun１,２　QIN Meng３　XUChunling１　LIJunyi１

LIUShuting１　WU Wenjia１　XIEHui１

１．CollegeofAgriculture/ResearchCenterofNematodesofPlantQuarantine,

SouthChinaAgriculturalUniversity,Guangzhou５１０６４２,China;

２．DongyingWomen’sFederation,Dongying２５７０００,China
３．NationalAgroＧTechnicalExtensionandServiceCentre,Beijing１００１２５,China;

Abstract　TodemonstrategeneticdivergenceofdifferentpopulationsofexoticRadopholussimils
inChina,analyzetheirphylogeneticrelationship,andprovidescientificprooffortheoriginofthesepopuＧ
lations,thepublisheduniversalprimerswereusedtoamplifytherDNAＧITSsequencesofprogenyofsinＧ
gleand２５females,respectively,from２０populationsofR．similis．TheamplifiedproductswereseＧ
quenced,blastedandalignedwithpublicsubmittedsequencesandphylogenetictreewasthenconstrucＧ
ted．TherDNAＧITSsequencedwas７０５Ｇ７１３bpinlength,andshowedhighsimilarity(≥９５％)among
differentpopulations,withadivergenceof０Ｇ７．５％．TherDNAＧITS１andITS２were２７３Ｇ２７６bpand１５１Ｇ
１５２bpinlength,withsequencessimilarity≥９８．５８％and≥９８．３５％,respectively．ThesequencesalignＧ
mentresultsshowedthattheITSsequenceshadaveryhighsimilaritybetweentheprogenyofsinglefeＧ
maleand multiplefemalesinthesamepopulation,showing１００％ sequenceidentityin８populations
and≥９７％similarityintheotherpopulations．Inaddition,thephylogenetictreewithPratylenchuscofＧ
feaeasoutgroupshowedthatallR．similispopulationswereclusteredtogether,butwith４smallbranＧ
ches．Amongthem,Anthuriumandraeanum populationRsW wasclusteredinasinglebranch,PhiloＧ
dendronsp．populationRsHhadalongergeneticdistancewithothermembersinthesamebranch,but
CalatheazebrinepopulationRsPandC．makoyanaRsShadashortergeneticdistance．TheresultsindiＧ
catedthattheR．similispopulationsinChinamainlycamefromtheEuropeanMarantaceaeandAraceae
ornamentals,andtheprimaryoriginfortheformerwasbananainSudanandwascomplicatedforthelatＧ
ter．
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