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摘 要 : 在我国的云南和贵州省进行昆虫病原线虫 ( nE ot 。 谬山。罗 in
。 n e

ma tod es ) 资源调查时从不同地区采集到

4 个品系的具角斯氏线虫 5比。如~ 旧叼即彻~
,

以 165
r
DN A部分序列为分子标记对从这 4 个品系线虫中分离到

的 4 株共生菌进行了初步的鉴定
。

测序结果显示
,

4 株菌的 165 rD N A 部分序列完全一样
。

基于该段序列所构建

的系统发育树表明
,

具角斯氏线虫共生菌属异杆菌属 瓜朋动创冠山
,

很可能是该属的一个新种
。
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昆虫病原线虫 ( E
n tomo p a ht o罗icn ne am奴les ) 是

一类带有共生细菌的专性昆虫寄生线虫
,

已被开发

成新型生物杀虫剂 〔’ 〕。

现已描述的昆虫病原线虫有

斯氏 Siet n e m e m a t记a e
和异小杆 Heet or ht a lx li it d a e 两个

科
,

共约 40 种 z[]
。

它们所携带的共生菌分别属于

肠杆菌科的异杆 菌属 Xe on hr ab 汤” 和光 杆菌属

月切勿动砧己出
。

共生菌通过产生多种次生代谢产物
,

如杀虫毒素
、

胞外酶
、

抗生素等
,

在线虫致死害虫

以及随后的繁衍过程中发挥重要作用 s[]
。

由于共生菌能够产生多种有生物活性代谢产

物
,

具有广阔的开发利用前景
,

世界各国对其资源

以及分类研究日趋重视
。

本实验室在云南和贵州省

进行昆虫病原线虫资源调查中找到了 200 多号昆虫

病原线虫
,

其中有四号 G2Z 6
,

NY a3 8
,

NY al n 和

NY al 70 经过分子生物学 (部分 285 rD NA 和 邢
rD NA 序列 ) 和形态学研究后被鉴定为具角斯氏线

虫 s
.

ce 叫冲彻~
。

具角斯氏线虫最初是在我国的

辽宁省采集到并描述的闭
,

目前还没有在其它国家

发现这种线虫的报道
。

初步研究结果显示这种线虫

的共生菌能够产生一些对某些植物病原真菌有强抑

杀作用的物质
。

该种线虫共生菌的分类地位目前还

没见报道
。

本实验室采用分子生物学方法对以上四

株细菌进行了初步鉴定
,

现将结果报道如下
。

1 材料与方法

1
.

1 昆虫病原线虫的采集与分 离 昆虫病原线虫

G2Z 6
,

NY a3 8
,

NY al ll 和 NY al 70 是 用 大 蜡 螟

翻 z份瓜乙

neI 汤ne 撇 的幼虫诱集法囚从采于贵州省和

云南省的土样中分离得到
。

1
.

2 共生菌的分 离 参考 ioP
n ar 的方法圈分离共

生菌
,

以 50 头感染期线虫对 1 头幼虫 的比例感染

大蜡螟 5 龄幼虫
,

幼虫死亡 12 h 内将虫尸置于 ? 二

70 %酒精浸泡 2 而 n ,

再于无菌水中洗涤 2 次
,

剪

破第一对腹足
,

取血淋巴涂布于 NB I’A 平板
,

28 ℃

培养 48 h
,

挑取初生型菌落再于 N R FA 平板上二次

分离
,

直到分离到稳定初生型菌落
。

挑取初生型单

菌落接种到 比 液体培养基
,

28 ℃
,

2X() lr 而 n
震荡

培养至 A。 约 1
.

5
,

培养液于 甲二 15% 甘油中在
-

70 ℃冰箱或液氮中保存备用
。

1
.

3 共 生菌基 因组 DN A 的分 离 共生菌基因组

DNA 的分离参照 Bur en l等 v[] 描述的方法
。

1
.

4 代 R 扩增引物 根据 C七n B a n k 中共生菌的 165

由NA 序列
,

利用 ND sA atr 的 irP ~
一 eS lec t 计算机

软件设计如下 CP R 引物
: 上 游引物 16 5 一 fo r : 5’

-

口双义石A侧以C以C氏毛幻认 CG G 3
’
; 下游 引物 165

-

ver
: 5

’ ·

C CA CA’ n 刀℃TACGC AT CT C AC C
一

3
’ ,

用于扩增

共生 菌 16 5 rD NA 的 12 8 一 7 6 5 位片段 ( eG
n B a n k

ac ce ss ion No
.

X8 224 8 )
。

引物由上海博亚生物工程公

司合成
。

1
.

5 16 S rD N A 的 CP R 扩增及产物回收 16S
r DNA

的 cP R 扩增体系参照 B

~
l等闭描述的方法

,

使

用 咐 eR ~
h 的 PTC 一 100 CP R 仪完成

。

反应条件

为 94 ℃变性 5 而 n ,

再 94 ℃ 3 0 5 ,

55 ℃ 3 0 5 ,

72

℃ 1 m in
,

循环 35 次
,

于 72 ℃延伸 8 而 n 。

反应产

物用 切 = 1% 的琼脂糖凝胶电泳分离回收
,

使用

OM EG AB I压TE K 的 E
.

Z
.

N
.

A eG l xE恤
t ion 儿 t 胶回

收 CP R产物
。

,
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具角斯氏线虫共生菌的分子鉴定

1
.

6 16 5 r DNA PC R 产物刚序 采用 PC R 产物直接

测序法
,

测序试剂盒 iB gyD
e
eT rr in

~
苟 t , 3

.

1购自

PE ABI 公司
,

使用 A BD 77 自动测序仪进行 ND A 测

序
。

每条序列至少正反向各测一次
。

1
.

7 序列分析 利用 DNA s

atr 软件
,

用 lC us alt 方

法对本室测序得到的具角斯氏线虫共生菌的 16 5

山 NA 序列和从 C七n B出正 中下载的已描述共生菌的

同源序列进行比对
,

计算距离矩阵并用邻接法绘制

系统树
,

以分析其分类地位
。

2 结果与分析

2
.

1 代R 扩增及序列测定 使用引物对 4 株共生

菌的基因组 DN A 进行 CP R 扩增
,

得到长度约为

570 饰 的片段
,

与预期片段长度相符
。

测序结果显

示 4 株共生菌的 165 rD N A 部分序列完全相同
,

长

度为 524 如 (不包括两端引物 )
。

.2 2 构 建系统发育树 以普通变形杆菌 尸由却。

耐知而 作为外群种 (伪 t g 旧 u p ) 用邻接法构建基于

16 5 rD NA 序列的共生菌系统发育树 (图 1 )
,

具角

斯氏线虫共生菌

品系 C乙场
,

NY a3 8
,

NY al ll 和 NY al 70 与同属的其

他 5 个种分开
,

独立为一个分支
。

各序列之间的序

列相 似性和遗传距 离见表 1
。

从表 1 可看 出
,

X J 哪刃硫。 与 X
.

爬洲和琳如 的 序 列 相 似 性 为

%
.

%9
,

具角斯氏线虫共生菌与 X
.

肥协时叩入而 的

序列相似性最高
,

也仅为 %
.

%6
,

可推断具角斯

氏线虫共生菌为 Xe on 币ab 动” 属的一个新种
。

尸用阳姗 , “

伽汀 ,

.6 7
es ~ ~ ~ ~ , ~ ~ ~ ~ ` ~ es es es ~

6 4 2 0

图 l 基于 16 5 r
DN A 部分序列所构建的斯氏属线虫的

共生菌的系统发育树

iF g
.

1 伟尹
。 g e n e t i c

缺 of Xe on 动川冠山
日侧叉ies

,

het
s卿山iiot

。

肠妮烧石a of e n ot 咖伴hat 罗 in e n e m曲月es s戚

~叩 p
. ,

i刊er m翻加 m 详 rtI ial 16 S rD NA 即叫
e

~

表 1 Xe no kr 川翔山 属共生菌 16S rD N A 部分序列的序列相似性和距 离拒阵

T曲
.

1 hT
e
pe 比

e址 5
1而俪yt (

u ppe
r itr an gl

e
) an d id v e 任笋nC

e

( l
o we

r 苗叮必
e

) of 钾
rt ial 16 5

刃N A 阳叫 e n c es of het
s卵曲iiot

c h 犯 t币
a of Xe no hr 创冠山

种名 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1
.

X
.

月脚几叱粗 料
釜

%
·

9 % 95 93
.

5 93
.

5 93
.

5 93
.

5 94
.

3 88

2
.

X
.

砒叨` 叩从么 ( DSM 33 70 ) 2
.

3 ”
,

95
.

8 95
.

6 96
.

6 %
.

6 %
,

6 %
.

6 95
.

4 88
.

5

3
.

X
.

撇油颐` ( DS M 47 研 ) 3
.

4 3
,

7 “
`

%
.

8 94
.

8 抖
.

8 只
.

8 只
.

8 只
.

1 卯
.

1

4
.

X
.

即如州`( D6 M 4768 ) 3
.

8 3
.

3 2
.

9 ` , `
95

.

4 95
.

4 95
.

4 95
.

4 95
.

6 89
.

5

5
.

瓜朋币创叼公 叩
.

C乙巧 5
.

2 3
.

5 4
.

3 3
.

5
长书 爷

lX() 1份 l伪 95
.

4 卯
.

2

6
.

瓜加动浏冠山 sP
.

NY a3 8 5
.

2 3
.

5 4
.

3 3
.

5 0 书爷 芳
lX() 1X() 95

.

4 卯
.

2

7
.

儿加法川冠山 sP
.

YN a l 11 5
.

2 3
.

5 4
.

3 3
.

5 0 0 关 解苦
1X() 95

.

4 卯
.

2

8
.

瓜朋衬妇叼山 即
.

YN
a
l 70 5

.

2 3
.

5 4
.

3 3
.

5 0 0 0
关 关釜 95

.

4 卯
.

2

9
.

X
.

如诚瓜止( D SM 47肠 ) 5
.

2 4
.

5 5
.

4 3
.

1 4
.

1 4
,

1 4
.

1 4
.

1
, * ,

卯
.

1

10
.

尸阳倪山 公
以砂而 10

.

4 9
.

6 8
.

3 8
.

6 9
.

2 9 2 9
.

2 9
.

2 8
.

6

3 讨 论

昆虫病原线虫共生菌是 加世纪 60 年代才发现

的
,

是肠杆菌科中研究较晚的一类特殊细菌
。

目前

已描 述 的共 生 菌 分 为 两 个属
:
瓜朋成动面

` 和

月初勿角川冠山 8[]
。

其 中 儿加法浏冠公 属 有 5 个 种
:

X
.

配确砧叩入i坛
,

X
.

八吮龙己in i
,

X
·

尸 ian iir
,

x
.

肠“ ￡咭￡i 和 x
.

脚~
仁,

一 ” 〕。

16 5
NrD

A 已经成为

细菌系统分类研究中最常用也是最有效的分子指

标
,

被广泛的应用于各种微生物的遗传特性和分子

差异的研究
,

同时国际上也建立了多个微生物 165

山N A 序列数据库
,

成为对微生物鉴定分类非常有

用的参照系统 〔lz1
。

对 C七n Bakn 中 瓜肋动浏冠出 属的

这几个种的 165 刃N A 部分序列截取本实验所用片

段的序列进行比较
,

能够将 5 个种区别开来
,

这说

明所选 165 rD N A 部分序列对共生菌的初步鉴定具

有较高的参考价值
。

具角斯氏线虫所携带共生菌的 16 5 r DN A 部分

序列具有异杆菌属的标志性序列
: 208

一 21 1位的

T l℃G
,

与该属的 5 个已描述种的同源序列相似性

在 95 % 左右 (表 1 )
,

系统发育树显示其处于 X
.

入劝绝几 ii 和 x
.

即￡朋瓦i 之间
,

与该属的其他种明显

分开
,

可以推断具角斯氏线虫共生菌很可能为异杆

菌属的一个新种
。

我国有丰富的共生菌资源
,

目前已发现许多具

有开发应用价值的新菌株
,

但对这些菌株尚未进行

系统的分类鉴定
,

不利于其进一步的开发研究
。

本
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文用分子分类方法 对菌株 G2Z 6
,

NY a3 8
,

NY al ll

和 NY a1 7O进行了分子鉴定
,

确定了其分类学地位
,

为以后其他共生菌的分类鉴定提供技术资料
。
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