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摘　要：为了研究马铃薯腐烂茎线虫在我国的遗传关系，获得稳定的马铃薯腐烂茎线虫分子标记，使用 ＭＩＳＡ软

件对马铃薯腐烂茎线虫全基因组１７６１个ｓｃａｆｆｏｌｄｓ进行搜索，共获得９７４５个ＳＳＲ位点，平均１１．４０ｋｂ出现一

个ＳＳＲ。在重复基元中，单核苷酸基元出现频率最高（８３．０６％），其次为二核苷酸重复基元（１０．６２％）；除单核苷

酸重复基元外出现次数最多的重复基元是ＡＴ／ＡＴ（５．３６％）。马铃薯腐烂茎线虫基因组ＳＳＲ位点长度小于１２ｂｐ

分布最为广泛，占总ＳＳＲ的５９．６７％，长度大于３０ｂｐ的最少，共有１１４个，仅占１．１７％。研究表明，利用马铃薯腐

烂茎线虫基因组数据可作为开发ＳＳＲ标记的有效来源，为进一步开发马铃薯腐烂茎线虫ＳＳＲ标记奠定了基础。
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甘薯茎线虫病又称糠心病、空心病、糠梆病等，是一种重要的植物寄生性病害，其病原线虫为马铃薯腐烂

茎线虫（犇犻狋狔犾犲狀犮犺狌狊犱犲狊狋狉狌犮狋狅狉Ｔｈｏｒｎｅ）。马铃薯腐烂茎线虫在世界范围内均有分布，现有报道的发生区域包
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括亚洲、非洲、北美洲、南美洲、大洋洲和欧洲。该线虫已被亚太植物保护组织及许多国家和地区列为重要的

植物检疫性有害生物［１］。我国自首次发现马铃薯腐烂茎线虫以来，已对其开展形态学、生物学、抗病品种筛

选和病害防治技术等研究，然而关于我国马铃薯腐烂茎线虫种群遗传多样性和种群遗传结构的研究较少。

分子标记技术是研究群体遗传学与种群遗传变异的主要工具之一。利用群体遗传学与生态因子的关

系来估计物种的传播扩散方式，对于了解不同物种的繁殖方式、遗传结构及基因流等具有重要意义［２］。常

用的分子标记有很多种，包括限制性片段长度多态性（ＲｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎＦｒａｇｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，

ＲＦＬＰ）、随机扩增片段长度多态性（ＲａｎｄｏｍＡｍｐｌｉｆｉｅｄＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｅＤＮＡ，ＲＡＰＤ）、扩增片段长度多态性

（ＡｍｐｌｉｆｉｅｄＦｒａｇｍｅｎｔＬｅｎｇｔｈＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ，ＡＦＬＰ）、微卫星标记又称简单重复序列（ＳｉｍｐｌｅＳｅｑｕｅｎｃｅ

Ｒｅｐｅａｔ，ＳＳＲ）、单核苷酸多态性（ＳｉｎｇｌｅＮｕｃｌｅｏｔｉｄｅＰｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍｓ，ＳＮＰ）等
［３］。分子标记在生物种群遗传

多样性研究中具有广泛的应用［４７］。ＳＳＲ标记具有分辨率高、重复性好、稳定性强、共显性、反应速度快和

操作简便等优点，得到广泛的应用。

近年来，第二代测序技术（ＮｅｘｔＧｅｎｅｒａｔｉｏｎＳｅｑｕｅｎｃｉｎｇ，ＮＧＳ）的发展，极大促进了微卫星标记的开

发［８］。基于ＮＧＳ构建微卫星文库，能显著提高微卫星开发的效率，加速物种遗传多样性的研究进程
［９１０］。

１　材料与方法

马铃薯腐烂茎线虫（犇．犱犲狊狋狉狌犮狋狅狉Ｔｈｏｒｎｅ）的基因组数据来自ＮＣＢＩ（美国国家生物技术信息中心）数

据库（ｈｔｔｐｓ：／／ｗｗｗ．ｎｃｂｉ．ｎｌｍ．ｎｉｈ．ｇｏｖ／）。

运用 ＭＩＳＡｓｏｆｔｗａｒｅ（ｈｔｔｐ：／／ｐｇｒｃ．ｉｐｋｇａｔｅｒｓｌｅｂｅｎ．ｄｅ／ｍｉｓａ／）对基因组序列进行微卫星查找，设置

参数为１ １０、２ ６、３ ５、４ ５、５ ５和６ ５，两个微卫星之间间隔最少１００ｂｐ。以ＳＳＲ出现的频率和

ＳＳＲ平均分布距离描述ＳＳＲ，同时认为出现频率前２位的重复基元为优势重复基元。ＳＳＲ出现频率犳犮＝

犮／狀×１００％，犮为检索到的ＳＳＲ数量，狀为ｓｃａｆｆｏｌｄｓ序列数量。ＳＳＲ平均分布距离犳犖＝犖／犮，犖 为基因组

的总碱基数。

２　结果与分析

２．１　基因组数据

在ＮＣＢＩ数据库平台公布了马铃薯腐烂茎线虫的全基因组信息，其大小为１１１．１４Ｍｂ，由１７６１个

ｓｃａｆｆｏｌｄｓ组成，预测有１３９３８个蛋白质编码基因。马铃薯腐烂茎线虫基因组Ｇ＋Ｃ含量为４４％，高于南

方根结线虫（犕犲犾狅犻犱狅犵狔狀犲犻狀犮狅狀犵狀犻狋犪）、北方根结线虫（犕．犺犪狆犾犪）、马铃薯白线虫（犌犾狅犫狅犱犲狉犪狆犪犾犾犻犱犪）、秀

丽隐杆线虫（犆犪犲狀狅狉犺犪犫犱犻狋犻狊犲犾犲犵犪狀狊）、松材线虫（犅狌狉狊犪狆犺犲犾犲狀犮犺狌狊狓狔犾狅狆犺犻犾狌）和马来丝虫（犅狉狌犵犻犪犿犪犾

犪狔犻）的Ｇ＋Ｃ含量（表１）。

表１　马铃薯腐烂茎线虫基因组与其他六种线虫基因组的比较

线虫种类
Ｅｓｔｉｍａｔｅｄｇｅｎｏｍｅ

ｓｉｚｅ／Ｍｂ

Ａｓｓｅｍｂｌｙ

ｌｅｎｇｔｈ／Ｍｂ
Ｓｃａｆｆｏｌｄｓ／ｎ

Ｓｃａｆｆｏｌｄ

Ｎ５０／ｋｂ
ＧＣｃｏｎｔｅｎｔ／％

Ｇｅｎｅ

ｍｏｄｅｌｓ／ｎ

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎｓ／ｎ

马铃薯腐烂茎线虫

犇．犱犲狊狋狉狌犮狋狅狊

— １１１．１４ １７６１ ４７ ４４ １８０７４ １３９３８

南方根结线虫

犕．犻狀犮狅犵狀犻狋犪

４７～５１ ８６ ２１８７ ８３ ３１．４ １９２１２ ２０３６５

北方根结线虫

犕．犺犪狆犾犪

５４ ５３ １５２３ ８４ ２７．４ １４４２０ １３０７２

马铃薯白线虫

犌．狆犪犾犾犻犱犪

１００ １２４．７ ６８７３ １２２ ３６．７ １６４１９ １６４１９

秀丽隐杆线虫

犆．犲犾犲犵犪狀狊

１００ １００ — — ３５．４ ２００５６ ２４８９０

松材线虫

犅．狓狔犾狅狆犺犻犾狌狊

６３～７５ ７４．６ １２３１ １１５８ ４０．４ １８０７４ １８０７４

马来丝虫

犅．犿犪犾犪狔犻

９０～９５ ９５．８ ８１８０ ９４ ３０．５ １８３４８ ２１２５２

１７
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２．２　基因组犛犛犚分布频率

在搜索的１７６１个ｓｃａｆｆｏｌｄｓ序列中共查找到ＳＳＲ位点９７４５个，分布在６０２个ｓｃａｆｆｏｌｄｓ序列中，发生

频率为３４．１９％，单碱基～六碱基重复序列均有存在；其中４２０个ｓｃａｆｆｏｌｄｓ序列中含有多个ＳＳＲ基序；复

合ＳＳＲｓ数量为２３３８个，占总ＳＳＲ数量的２４．０％。从分布情况来看，马铃薯腐烂茎线虫基因组中ＳＳＲ

的分布概率为１ＳＳＲ／１１．４０ｋｂ。单核苷酸重复基元出现频率最高，出现频率（犳犮）为８３．０６％，平均分布距

离（犳犖）为１３．７３ｋｂ；其次为二核苷酸重复基元，犳犮为１０．６２％，犳犖为１０７．３７ｋｂ，其余核苷酸重复基元出现

的频率都较低（表２）。

表２　马铃薯腐烂茎线虫犛犛犚类型分布

重复基元
不同重复次数时的出现次数

５ ６ ７ ８ ９ １０ １１ １２ ＞１２

ＳＳＲ

位点数

出现频率

（犳犮）／％

分布距离

（犳犖）／ｋｂ

单核苷酸 — — — — — ３９９５ １４２５ １０４２ １６３２ ８０９４ ８３．０６ １３．７３

二核苷酸 — ５５４ １９５ １０９ ５８ ４４ ２９ １６ ３０ １０３５ １０．６２ １０７．３７

三核苷酸 ２７６ ５３ １６ ９ １ １ ４ １ ４ ３６５ ３．７５ ３０４．４９

四核苷酸 ９８ ４２ １３ ８ ５ ２ １ １ ８ １７８ １．８２ ６２４．３７

五核苷酸 ４６ １４ ２ ２ ３ — １ — — ６８ ０．７０ １６３４．３８

六核苷酸 ３ — — １ — — — — １ ５ ０．０５ ２２２２７．６４

总计 ４２３ ６６３ ２２６ １２９ ６７ ４０４２ １４６０ １０６０ １６７５ ９７４５ — １１．４０

２．３　基因组犛犛犚的特性

在检索出的马铃薯腐烂茎线虫的基因组中，总共观察到１６１种重复基元，其中单、二、三、四、五、六核

苷酸重复基元的种类分别有４、１２、４９、６９、２２、５种（表３）。其中，单核苷酸重复基元在基因组中出现频率

最高，达到８３．０６％，六核苷酸重复基元出现频率最低，仅为０．０５％。

表３　重复基元类型的优势重复基元的比较分析

重复基元 重复基元种类 优势重复基元 ＳＳＲ数量 频率／％

单核苷酸 ４ Ａ／Ｔ ４１９９ ４３．０９

Ｃ／Ｇ ３８９５ ３９．９７

二核苷酸 １２ ＡＴ／ＡＴ ５２２ ５．３６

ＡＧ／ＣＴ ２５０ ２．５７

三核苷酸 ４９ ＡＡＴ／ＡＴＴ ２４６ ２．５２

ＡＡＧ／ＣＴＴ ３６ ０．３６

四核苷酸 ６９ ＡＡＧＴ／ＡＣＴＴ ５２ ０．５３

ＡＣＡＧ／ＣＴＧＴ １７ ０．１７

五核苷酸 ２２ ＡＣＣＧＧ／ＣＣＧＧＴ ４３ ０．４４

ＡＡＡＴＴ／ＡＡＴＴＴ ５ ０．０５

六核苷酸 ５ ＡＡＧＣＣＴ／ＡＧＧＣＴＴ ２ ０．０２

ＡＧＧＣＧＧ／ＣＣＧＣＣＴ ２ ０．０２

总计 １６１ ９２６９ ９５．１

图１　马铃薯腐烂茎线虫基因组犛犛犚位点长度分布

从图１看出，大部分马铃薯腐烂茎线虫基因组ＳＳＲ

位点长度小于１２ｂｐ，共有５８１５个，占总 ＳＳＲ 的

５９．６７％；位点长度分布在１２～１９ｂｐ的共有３２７５个，

占总ＳＳＲ的３３．６１％；位点长度分布在２０～３０ｂｐ的共

有５４１个，占总ＳＳＲ的５．５５％；位点长度大于３０ｂｐ的

最少，共有１１４个，仅占１．１７％。
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３　结论与讨论

微卫星标记是分析种内遗传的重要工具，目前针对

马铃薯腐烂茎线虫遗传多样性研究的报道相对较少，且都聚焦于少量地理群体的ＩＴＳＲＦＬＰ图谱和ＩＳＳＲ

标记分析［１１１２］，然而由于ＩＴＳＲＦＬＰ图谱只针对于核糖体ＤＮＡＩＴＳ区，其多态性无法反映腐烂茎线虫种

群遗传分化情况；ＩＳＳＲ技术尽管引物设计比ＳＳＲ简单，产物多态性丰富，但由于其采用通用引物，而重复

序列和锚定碱基的随机性，可能会造成遗传信息的丢失，此外呈显性遗传标记的特性，且不能区分显性纯

合基因型和杂合基因型［１３］，尚不能全面揭示马铃薯腐烂茎线虫不同群体的遗传结构差异。

本文对数据库中下载的马铃薯腐烂茎线虫基因组数据进行微卫星位点检索，共获得微卫星位点９７４５

个，ＳＳＲ的分布概率为１ＳＳＲ／１１．４ｋｂ。马铃薯腐烂茎线虫基因组ＳＳＲ主要为单、二核苷酸重复基元类

型，这与其他植物寄生线虫基因组ＳＳＲ的报道相类似
［１０，１４］，而与植物寄生线虫转录组ＳＳＲ主要为三核苷

酸重复基元类型的报道有所不同［１５１６］。可能是由于非三碱基重复会引起移码突变而导致的定向选择，三

核苷酸重复序列通常出现在编码区，而二核苷酸序列通常在非编码区出现的频率更高［１７］。

已知的研究表明，ＳＳＲ基元长度不小于２０ｂｐ时，在不同群体中具有较高的多态性，长度在１２～１９ｂｐ

的ＳＳＲ具有中度多态性
［１８］，马铃薯腐烂茎线虫基因组中不小于１２ｂｐ的ＳＳＲ位点共３９３０个，占总ＳＳＲ

位点的４０．３３％，这部分ＳＳＲ位点多态性潜能较高，这在预测马铃薯腐烂茎线虫的遗传多样性分析方面具

有较高的应用价值。本文表明利用马铃薯腐烂茎线虫基因组数据库进行ＳＳＲ标记具有可行性，为进一步

开发马铃薯腐烂茎线虫ＳＳＲ标记奠定了基础。
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