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Abstract：Yuxi is the main tobacco producing area in China. Root-knot nematode disease is the important underground diseases in tobacco
production, which has endangered tobacco plant growth and reduced tobacco yield. In this study, the SCAR-PCR method was used to iden⁃
tify the root-knot nematodes in Yuxi, Yunnan Province, and the distribution of different root-knot nematodes in each county was analyzed.
The field experiment was performed in Chengjiang and Yimen Counties in Yuxi. The results showed that Meloidogyne arenaria was the
dominant species in Yuxi region, which was distributed in all counties. M. javanica was the minor species, and M. incognita was rare in
Yuxi. And the application of entomopathogenic nematodes in the field could significantly inhibit the occurrence of root-knot nematodes in
tobacco. The results above could provide data support for the green control of tobacco root-knot nematode disease.
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摘 要：云南玉溪地区是我国的烟草主产区，根结线虫病是烟草生产中的重要地下病害，危害烟草植株生长，降低产量。本研究

运用 SCAR-PCR方法对云南玉溪地区根结线虫进行分子鉴定，并分析不同根结线虫种类在各县区的分布情况；同时在澄江、易门

两县开展利用昆虫病原线虫对根结线虫的田间防治试验。结果表明，玉溪地区主要的优势种群为花生根结线虫Meloidogyne

arenaria，在所有区县均有分布，爪哇根结线虫M. javanica为次要种群，南方根结线虫M. incognita属于零星分布；田间施加昆虫病

原线虫对烟草根结线虫病具有显著的抑制作用。研究结果可为烟草根结线虫病的绿色防治提供数据支持。
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植物寄生线虫造成全球经济损失年均可达 1600
亿元[1]。其中根结线虫（Meloidogyne spp.）为最主要植

物病原线虫，其寄主广泛，常见寄主多达 2000余种[2]，

危害植物生长。根结线虫病是世界性的烟草主要病

害[3]，更是限制我国烟草生产的主要因素之一，仅云

南省每年发病面积就超 2万 hm2，致使烟叶减产，造成

重大经济损失[4]。烟草根结线虫病不仅直接危害烤

烟的产量与质量[5]，而且还会使烤烟的抗性降低，导

致烟草黑胫病、根黑腐病等一系列病害的发生[6]。长

期以来，对该病的防治主要以化学药剂为主，但由于

其抗药性、环境污染及农药残留等问题而使大量的农

药被禁用。通常情况下，烟农一般采用烟草和其他作

物轮作进行种植。根结线虫不仅对烟草造成损失，也

会对下茬作物造成危害。不同种类的根结线虫对作

物的危害不同，因此对根结线虫种类的鉴定、分布研

究对推动相应地区的农业持续发展具有重要意义。

SCAR（Sequence characterized amplified region）-PCR
是一种可靠的鉴定根结线虫的方法[7-8]，本研究采用

该方法对云南玉溪地区根结线虫种类进行鉴定。

生物防治具有可持续治理及保护生物多样性的

优势，是近年来发展速度较快的防治方法，是国内外

研究和应用的热点，取得了多方面的研究进展。其

中，昆虫病原线虫（Entomopathogenic nematode，EPN）
是一类具有巨大潜力的生物防治因子。昆虫病原线

虫作为一种理想的生物杀虫剂，具有以下优点：寄主

范围广[9]；对寄主昆虫具有主动搜寻能力；自我增殖

快、易于遗传改良；能够以人工培养基低成本大量培

养；对人畜无害，在欧美一些国家可以豁免注册生产

和释放；田间施用时可与多种化学农药混合使用，并

能以传统喷药设备施用。

近年来，许多国内外研究学者已经发现了昆虫病

原线虫具有抑制植物线虫的作用，特别是利用昆虫病

原线虫防治根结线虫的研究逐渐展开。宋洁等[10]研

究发现，昆虫病原线虫体内携带的共生细菌对大豆胞

囊线虫和根结线虫的卵孵化均表现出明显的抑制作

用。Molina等[11]的研究表明，活的或死的夜蛾斯氏线

虫（Steinernema feltiae）和异小杆线虫（Heterorhabditis

baujardi）均能够显著抑制番茄上M. mayaguensis的卵

孵化和二龄幼虫的侵染。Valle 等[12-13]利用感染了

EPN的大蜡螟（Galleria mellonella）虫尸研究其对胡椒

和西葫芦南方根结线虫病的抑制作用，结果显示，虫

尸能减少植株根上根结数和卵囊中的卵块数。王宇

坤等[14]也发现EPN能够显著降低经济作物烟草根结

线虫的卵粒数。但这些研究基本是室内试验，而相关

的田间应用试验鲜有报道[15]。本研究首先对云南省

玉溪市根结线虫进行鉴定与分布调查，然后在澄江县

和易门县布置田间试验，探究昆虫病原线虫对根结线

虫的防治效应，旨在为绿色防控该地区的根结线虫危

害提供相应的理论依据。

1 材料与方法

1.1 样品采集

对云南省玉溪市八县一区的试验样地土壤进行

理化性质分析，包括 pH值、有机质含量、土粒密度、容

重、总孔隙度、质地类型等，由云南同川农业分析测试

技术有限公司检测。

根据往年发病情况，结合各县区当年烤烟种植区

域、品种，对烤烟根结线虫发生危害情况进行调查，得

出各县区烤烟根结线虫发生区域、面积等。

在调查的基础上，在每个县区选择 2 个根结线

虫发病严重的地块，每个地块选择 1 株发病最严重

的烟株，连根带土挖起，去掉茎叶。保留根结密集部

位约 500 g左右的根结样品，放入采样袋中，并尽快

运回实验室进行根结线虫的种类鉴定。采样时记录

GPS信息。

1.2 SCAR-PCR法根结线虫种类鉴定

参考文献[8]中 SCAR-PCR方法对根结线虫进行

分子鉴定。

DNA提取：根系可直接用来挑取线虫，在根结明

显部位挑取雌虫，用非常细的毛笔或解剖针挑取至少

5条线虫至含提取液（8 μL ddH2O 和 1 μL 10×Ex Taq
缓冲液，不含 Mg2+）的 200 μL PCR 管中，液氮冷冻 1
min 后，置于 65~95 ℃水浴或 PCR 仪中 2 min，重复 4
次；然后向 PCR 管中加入 1 μL 1 mg·mL-1蛋白酶 K，

65 ℃温1 h后，置于95 ℃下10 min。
PCR引物：采用的 SCAR标记引物见表 1。对四

种主要根结线虫进行种类鉴定：南方根结线虫

（Meloidogyne incognita），花生根结线虫（M. arenaria），

爪哇根结线虫（M. javanica）和北方根结线虫（M. hap⁃

la）。

PCR 扩增：PCR 反应体系（25 μL）为 DNA 模板 2
μL，上、下游引物（2.5 μmol·L-1）分别为 2 μL（共 4
μL），dNTPs（2.5 mmol·L-1）2.5 μL，MgCl2（2.5 mmol·
L-1）2 μL，10×Ex taq缓冲液（不含Mg2+）2.5 μL，Ex taq
DNA聚合酶 0.5 μL，加 ddH2O至 25 μL。覆盖一层矿

物油。扩增条件为 94 ℃预变性 30 s，60~62 ℃退火 30
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s，72 ℃延伸1 min，40个循环；72 ℃延伸10 min。
电泳：PCR扩增产物使用 1.5%琼脂糖凝胶电泳

分离，用 DL2000 DNA Marker作为对照，经溴化乙锭

染色后，在凝胶成像仪上进行观察和拍照记录。

1.3 昆虫病原线虫田间防治试验

1.3.1 试验设计

试验于 2015年 5—9月在玉溪澄江县和易门县进

行，分别选取往年根结线虫发生较重区域布置田间对

比试验。供试材料为经根结线虫侵染的烤烟；供试昆

虫病原线虫为异小杆科线虫（Heterorhabditis bacte⁃

riophora），由南开大学提供。试验共设置3个处理，分

别为昆虫病原线虫、化学农药（25% 阿维·丁硫水乳

剂，北京市东旺农药厂生产）、空白对照，每个处理 3
次重复，共 9个小区，每个小区不少于 100株烟，总面

积约400 m2。

昆虫病原线虫处理：在烤烟移栽时放一条昆虫病

原线虫虫尸于烤烟根部，不使用任何其他杀线虫的药

剂，后期按照烟膜下小苗移栽技术要求进行管理。

虫尸剂（感染线虫的昆虫尸体）制作：在24孔板的

每孔放入与孔径直径接近的滤纸圆片，再放置一头体

重相近（约0.35 g）的大蜡螟，用H. bacteriophora的侵染

期线虫感染大蜡螟，线虫的浓度约为每头大蜡螟60条
线虫，于室温（21~25 ℃）下培养一周后即可使用。

化学农药处理：参照使用说明，在烤烟移栽时，将

25%阿维·丁硫水乳剂稀释 1000倍，每小区浇施 80 g
稀释液。

空白对照处理：不使用昆虫病原线虫及任何防治

根结线虫的药剂。

1.3.2 调查项目

从移栽后 20 d 开始调查，之后每隔 15 d 调查一

次，直至烤烟采收结束。采用五点取样法，每点选 5
株烟，拔根（挖根）调查记录根结线虫发病级数，计算

病情指数。

根结线虫病拔根检查分级标准如下，0级：根部

正常，无可见根结；1级：1/4以下根上有少量根结；3
级：1/4~1/3根上有少量根结；5级：1/3~1/2根上有根

结；7级：1/2以上根上有根结，少量次生根上产生根

结；9级：所有根上（包括次生根）长满根结。

病情指数=∑(各级病株数 × 该病级值 )
调查总株数 × 最高级值

×100%
1.4 统计分析

采用 SPSS 19.0和Excel软件进行统计，Duncan新

复极差法进行多重比较。

2 结果与分析

2.1 土壤理化性状分析

云南省玉溪地区各县区土壤理化性状如表 2所

示，烟田土壤皆偏弱酸性，pH 值在 4.43~6.79 之间。

土壤有机质含量差异较大，在华宁县仅为 4.67 g·
kg-1，而在易门县达到 36.3 g·kg-1。各县区土壤土粒

密度、容重和总孔隙度差异较小，分别为 2.62~2.92、
1.15~1.26 g·cm-3和 54.21%~60.38%。各县区土壤质

地类型主要为壤土，其中红塔区、江川区和新平县为

中壤土，通海县、华宁县、易门县、峨山县和元江县为

重壤土，仅澄江县土壤为中黏土。

2.2 玉溪市根结线虫病的危害情况

玉溪市 2014年根结线虫病发生情况如图 1所示。

除元江外，其余各县区均有大面积不同程度的根结线

虫病发生，其中以峨山县的根结线虫病危害最为严

重，发生面积达到了1483 hm2。

2.3 玉溪地区根结线虫的种类及分布

通过对分离的根结线虫进行 PCR扩增及电泳观

察（图 2），确定了根结线虫的种类。玉溪地区根结线

虫的鉴定结果及分布如表 3所示。花生根结线虫（M.

表1 根结线虫特异性PCR引物

Table 1 Specific primers of Meloidogyne species
种类Species

南方根结线虫

花生根结线虫

爪哇根结线虫

北方根结线虫

引物 Primers
MI-F
MI-R
MA-F
MA-R
MJ-F
MJ-R
MH-F
MH-R

序列Sequence（5′-3′）
GTGAGGATTCAGCTCCCCAG

ACGAGGAACATACTTCTCCGTCC
TCGGCGATAGAGGTAAATGAC
TCGGCGATAGACACTACAACT
ACGCTAGAATTCGACCCTGG
GGTACCAGAAGCAGCCATGC

GGGCAATGTTCCGAAATTTGTGG
GTGCTATTTAAATTCACTGAGCAGAC

产物大小Product size（8 bp）
955

420

517

507

文献来源Reference
[16]

[17]

[16]

[8]

—— 548



2019年7月

http://www.aed.org.cn

宋 莉，等：云南玉溪地区烟田根结线虫的SCAR鉴定、分布及其生物防治研究

县区County
红塔区

江川县

澄江县

通海县

华宁县

易门县

峨山县

新平县

元江县

pH
5.03
6.26
5.64
5.57
5.18
6.11
5.78
4.43
6.79

有机质OM/g·kg-1

20.3
28.7
17.6
29.3
4.67
36.3
14.2
13.1
25.2

土粒密度Soil density/
g·cm-3

2.90
2.57
2.62
2.92
2.72
2.84
2.85
2.77
2.72

容重Bulk density/
g·cm-3

1.26
1.18
1.15
1.16
1.21
1.17
1.25
1.21
1.19

总孔隙度
Total porosity/%

56.59
54.21
56.35
60.38
55.50
58.61
56.19
56.44
56.34

质地类型Texture type
中壤土

中壤土

中黏土

重壤土

重壤土

重壤土

重壤土

中壤土

重壤土

表2 云南省玉溪市各县区土壤理化性状

Table 2 Physio-chemical properties of soil samples in Yuxi，Yunnan Province

图1 云南省玉溪烟田根结线虫病发生面积
Figure 1 The area of root knot nematode occurrence in tobacco

field of Yuxi，Yunnan Province

M为DNA Marker DL 2000；泳道1~4为测试样品；泳道5~8分别为南方根
结线虫、爪哇根结线虫、北方根结线虫、花生根结线虫的阳性对照

M：DNA Marker DL 2000；Lanes1~4：samples；Lanes 5~8：positive control
of Meloidogyne incognita，M. javanica，M.hapla，and M.arenaria
图2 云南省玉溪根结线虫代表性样本的PCR扩增产物

Figure 2 Amplification products of Meloidogyne spp. isolates
collected from Yuxi，Yunnan Province using species-specific

SCAR primers

表3 云南省玉溪地区根结线虫鉴定与分布

Table 3 Identification and distribution of root-knot nematodes in
Yuxi，Yunnan Province

采样区域 Sample point
易门县

红塔区研和镇

红塔区北城镇

红塔区洛河乡

新平县

元江县

通海县

华宁县

峨山县

澄江县九村镇千涉子村

澄江县九村镇热水河村

澄江县九村镇窜房村

江川县大街镇土官田

江川县九溪镇

根结线虫种类 Meloidogyne species
M. arenaria，M. javanica

M. arenaria

M. arenaria

M. arenaria

M. arenaria，M. javanica

M. arenaria

M. arenaria

M. arenaria

M. arenaria，M. javanica

M. arenaria，M. incognita

M. arenaria

M. arenaria

M. arenaria

M. arenaria

M 1 2 3 4 5 6 7 8

2000 bp

1000 bp
750 bp
500 bp
200 bp
100 bp

面
积

Are
a/h

m2

红塔

1600
1400
1200
1000
800
600
400
200

0
江川 澄江 元江通海 华宁 易门 峨山 新平

县区County

arenaria）在所有区县都被检出，因此玉溪地区主要的

优势种群为花生根结线虫；同时在三个区县发现爪哇

根结线虫（M. javanica），该种为次要种群；在一个地

方发现南方根结线虫（M. incognita），该种群属于零星

分布；未检出北方根结线虫。另外通过观察发现，爪

哇根结线虫和南方根结线虫均与花生根结线虫并存，

属于复合种群。

2.4 田间防治试验结果

施加昆虫病原线虫和化学药剂对云南省玉溪市

澄江和易门两县烟草根结线虫病的田间试验结果如

图 3 所示。易门田间小区试验中，移栽 35、65、95 d
后，各植株病情指数不存在显著差异，移栽125 d后开

始出现显著差异，表明虫尸剂及化学药剂均对根结线

虫具有抑制作用，且虫尸剂效果更佳。澄江田间小区

试验中，移栽 35、65、95 d后，各植株病情指数不存在

显著差异，移栽110 d后开始出现差异，表明虫尸剂及
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化学药剂均对根结线虫具有抑制作用。

3 讨论

随着根结线虫鉴定方法的不断改进，分子鉴定也

逐渐成熟，它能够快速、精确地鉴定出依据形态特征

难以区分的线虫种类。因此，可直接利用分子生物学

方法进行根结线虫的种类鉴定[18-20]。本研究则通过

SCAR-PCR的方法，从分子水平对云南玉溪地区根结

线虫的种类进行了准确的检测和鉴定。

研究表明，1990—1996年，花生根结线虫在云南

地区呈持续增加的趋势，1990年检出率为 14.29%，而

1996年的检出率已达 91.58%；相反，南方根结线虫检

出率逐渐下降，从 1990 年的检出率 57.14% 下降到

1996年的 0。调查显示爪哇根结线虫种群有变动但

没有明显的趋势[21]。本研究与上述研究结果相符，说

明花生根结线虫更适合在云南烟草种植区生长。张

喆[22]在玉溪地区采集的 10个根结线虫种群中，检测

出 5个花生根结线虫种群和 1个爪哇根结线虫种群，

但没有检测到南方根结线虫。杨艳梅等[19]也对玉溪

部分地区（四县一区）的 20份根结线虫样本进行了分

子鉴定，在 5个区域都发现有花生根结线虫分布。在

本研究中，对玉溪市全地区（八县一区）的样品鉴定结

果表明，每个行政区域都有花生根结线虫分布，其中

还发现了花生根结线虫与南方根结线虫混合侵染种

群。这表明花生根结线虫为玉溪地区主要的优势种

群，其次为爪哇根结线虫，南方根结线虫有零星分布。

因此，在该地区进行抗病品种选育时，要以花生根结

线虫为主要病原生物开展有针对性的抗性评价。同

时，其他防治措施的室内评价也需要以花生根结线虫

为主要研究对象来展开。

田间研究发现，施用昆虫病原线虫后，易门和澄

江烟苗根结线虫的病情指数下降了 48.89和 27.47个

百分点，根结线虫的危害显著降低，防治效果与化学

农药相当。Kepenekci 等[23]的盆栽研究发现，Heter⁃

orhabditis bacteriophora的侵染期幼虫不仅能够抑制南

方根结线虫的繁殖率，也可降低花生根结线虫的繁殖

率。Sun 等[24]研究也发现，加入 H. bacteriophora后能

够显著降低根结线虫的侵染率。这表明昆虫病原线

虫 H. bacteriophora能够有效控制根结线虫。值得一

提的是，本研究是在大田布置昆虫病原线虫防治根结

线虫实验，发现H. bacteriophora能够有效防治农业病

原生物根结线虫的危害。

昆虫病原线虫可能通过以下几种途径有效控制

根结线虫。第一，昆虫病原线虫共生细菌的代谢产物

能够直接抑制根结线虫的发育。Bi等[25]从 Steinerne⁃

ma bicornutum分离到共生细菌Xenorhabdus budapeste⁃

nsis，并发现这种共生细菌产生的多肽能够有效杀死

根结线虫的二龄幼虫。第二，昆虫病原线虫及共生细

菌诱导植物产生抗性，从而抵御根结线虫的侵染。有

研究发现土壤中加入昆虫病原线虫 Steinernema cou⁃

pocapsae感染的虫尸剂，能够诱导植物的广谱系统性

抗性[26]。第三，昆虫病原线虫移动可干扰根结线虫移

动，从而降低根结线虫侵染植物根系的机会。研究发

现，Ascarosides是一种信号物质，能够影响线虫的交

配、聚集和趋避等行为[27-28]。该物质可引起昆虫病原

线虫的扩散，而且昆虫病原线虫感染的昆虫尸体已经

发现有信号物质Ascarosides[29]。

昆虫病原线虫田间应用的关键是增加防效且降

相同时间下不同字母表示处理间差异显著（P<0.05）
The different lowercase letters at the same time indicate significant differences among treatments（P<0.05）

图3 昆虫病原线虫处理对根结线虫病情指数的影响

Figure 3 The disease index of root knot nematode under entomopathogenic nematode treatment
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低成本。昆虫病原线虫可以采用线虫悬液和虫尸剂

两种施用方式。线虫悬液施用时采用增加秸秆覆

盖[30]或土壤穴施后土壤覆盖[31]等措施能有效降低干

旱和紫外线对昆虫病原线虫的致死效应[32]，提高线虫

存活率。施用虫尸剂具有线虫活力高、持续释放时间

长等优点，但虫尸剂规模化生产方法、储藏运输和田

间机械化应用等问题尚处于研究阶段，需要进一步开

展技术攻关。另外，最新研究[33]表明，某些昆虫病原

线虫的共生细菌菌液对根结线虫具有明显的防治效

果，共生细菌作为微生物，其工厂化生产技术成熟，

在大规模应用上将具有明显的优势。因此，如何筛

选到高致病力的昆虫病原线虫并建立对根结线虫具

有明显防治效果的共生细菌资源库，对根结线虫这

一重要农业病害的高效率低成本防治具有非常重要

的现实意义。

4 结论

（1）我国云南省玉溪地区根结线虫病危害十分严

重，经鉴定，该区域的优势种为花生根结线虫

Meloidogyne arenaria。

（2）施加昆虫病原线虫对烟草根结线虫病具有显

著的抑制作用，昆虫病原线虫的防治效果与昆虫病原

品系、施用量及田间施用技术都有一定的关系。
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