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摘  要 

劉逸琪、張淑貞*、陳文華、許永斌 2006 應用單一步驟巢式複合式聚合鏈鎖反

應同步鑑定刺足根、羅賓根及長毛根 植保會刊 48：101 – 116 

刺足根蟎（Rhizoglyphus echinopus (Fumouze＆Robin)）、羅賓根蟎（R. robini 
Claparede）及長毛根蟎（R. setosus Manson）為世界性重要害蟎，本研究開發單

一步驟巢式複合式聚合酶鏈鎖反應（Single-step nested multiplex PCR）技術以同

步鑑定此三種根蟎。首先利用一般性引子，增幅放大並解序其核糖體 DNA 
18S-28S 片段，根據根蟎種間 ITS1 片段（the first internal transcribed spacer，ITS1）

核酸序列之差異，設計具種專一性引子，以增幅放大此三種根蟎之專一性 DNA
片段，其片段長度為 533、312、404bp，可清楚地於電泳圖上，直接區分此三種

根蟎。同時放入據 18S 及 5.8S 轉錄區序列設計的一般性引子，可提升此單一步

驟巢式複合式聚合酶鏈鎖反應方法的靈敏度至 pg 程度。增幅放大的專一性 DNA
片段，若再輔以限制酶（Taq I/ Mfe I/ Ssp I/ Sty I）可更準確鑑定此三種根蟎。 

（關鍵詞：刺足根蟎、羅賓根蟎、長毛根蟎、ITS1 片段、巢式複合式聚合酶鏈

鎖反應） 

緒  言 

根蟎（bulb mites）為世界性重要害蟎，

目前已紀錄之根蟎屬（Rhizoglyphus）種類

有 51 種 (16)，其中又以刺足根蟎、羅賓根

蟎及長毛根蟎危害經濟作物最為嚴重。寄

主植物廣泛，包括百合科（Liliaceae）、石

蒜 科 （ Amaryllidaceae ） 、 鳶 尾 科
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（Iridaceae）、茄科（Solanaceae）及十字

花科（Brassicaceae） 等花卉與蔬菜作物之

球根、球莖、鱗莖、根莖及塊莖(3, 16, 17)。

根蟎以口器危害植株之根系和地下組織，

受害植株常因根部受損、生長受阻、萎縮，

最後衰敗死亡。其生活史短，繁殖力強，

田間嚴重發生時，常造成大量缺株，亦會

間接傳播植物病害(30)，如唐菖蒲及百合萎

凋病（Fusarium oxysporum f. sp. Gladioli 
(Massey) Snyder et Hansen）(19)、百合莖腐

病（Rhizoctonia solani Kuhn）(9)、百合軟

腐病 （Pythium ultimum Trow）(9, 10)及唐菖

蒲細菌性萎凋病（Pseudomonas marginata 
McCullough）(34)等重要病害，當根蟎與病

害複合感染，更加速植株的死亡，造成農

作物品質與產量之重大損失。 
根蟎由於個體微小且生活於土壤和植

物組織中，危害初期密度低而不易察覺，

每年自國外進口大量種球時，易遭忽略而

導致新害蟎之入侵(1)。其鑑定主要以成蟎

外部形態為主，僅少數報導提及若蟎各齡

期之外部形態描述(3, 37, 38)，且不同根蟎間

外部形態極為相似，常易造成鑑別混淆的

狀況發生，尤其是刺足根蟎和羅賓根蟎兩

種(17, 37)。 
近 年 來 ， 由 於 分 子 生 物 學 的 迅 速 發

展，對於 DNA 相關之化學結構、功能瞭解

的愈加透徹，據此發展出的 DNA 操作技

術，功能日益強大，可運用於害蟲分類、

鑑定及親源關係研究上(13, 35)，亦可同時協

助解決蟎蜱面臨的相關問題
（8, 18, 23, 26, 28）

。

目 前 已 廣 泛 應 用 於 蟎 蜱 學 如 硬 蜱

（Ixodida）、節蜱總科（Eriophyoidea）、

節蜱科（Eriophyidae）、瓦蟎（Varroa spp.）、

甲 蟎 (oribatids mites) 、 癢 蟎 科

（Psoroptidae）、捕植蟎科（Phytoseiidae）、

葉蟎總科（Tetranychoidea）及無氣門亞目

(astigmatids)等之親緣分類鑑定上(15)。核糖

體是細胞內的重要胞器，大部分動物細胞

基因組中，有 100 至 500 套核糖體 DNA，

較易取得進行研究，且兼具序列高度保守

之轉錄區（coding region）18S、5.8S、28S
片段，及序列變異性較大之非轉錄區（non 
coding region）ITS1、ITS2 片段，使其近

來常被應用於親緣關係接近之種或族群之

研究，探討其變異分化、親緣關係及鑑定

等課題(4, 6, 14, 15, 21, 24)。如以核糖體 DNA 
ITS2 片 段 之 限 制 酶 圖 譜 （ Restriction 
fragment length polymorphism, RFLP）分析

鑑 定 兩 種 葉 蟎 Tetranychus pueraricola 
Ehara et Gotoh 及 T. urticae Koch(21)；以

rDNA ITS2 片 段 序 列 鑑 定 無 氣 門 亞 目 
(astigmatids)(29)；以核糖體 ITS1 片段序列

結 合 複 合 式 聚 合 酶 鏈 鎖 反 應 （ Multiplex 
PCR）  鑑定節蜱類害蟎（cecidophyopsis 
mites ） (24) 。 另 可 以 粒 線 體 cytochrome 
oxidase subunit I (COI)及 rDNA ITS2 片段

的序列分析比對兩種葉蟎 T. urticae 及 T. 
turkestani Ugarov ＆ Nikolskiiy 之 差 異 性
(27)；以 12S rRNA 序列設計六種捕植蟎

（phytoseiids）之具種專一性引子鑑定捕植

蟎(22)及以 16S 核糖體 DNA 之限制酶圖譜

進行六種根蟎之 RFLP 分析(4)；以逢機擴增

多形性去氧核糖核酸 （Random amplified 
polymorphic DNA, RAPD）分析長毛捕植蟎 
(Amblyseius longispinosus Evans)與溫氏捕

植蟎（A. womersleyi Schicha）間之遺傳變

異(5)等 。 
近年來國內積極發展精緻農業，推廣

種植球根花卉，每年自國外輸入上億個種

球，隨種球入侵之新害蟎實為一大隱憂，

因此加強動植物檢疫制度為管制害蟎入侵

之首要工作(2)。為提昇輸入農產品之重要

害蟎檢測及鑑定效率，建立嚴密的檢防疫

線，強化我國農產品的國際競爭力，本研

究利用 DNA 遺傳特性，建立快速、簡便及

高準確性之檢定技術，鑑別刺足根蟎、羅

賓根蟎、長毛根蟎等輸入種球上常檢出的

根蟎，應用不同根蟎種間核糖體 DNA ITS1
片段序列差異，設計專一性引子可增幅放
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大不同長度之專一性 DNA 片段，再結合普

遍性引子，進行單一步驟巢式複合式酶鏈

鎖 反 應 （ Single-step nested multiplex 
PCR），以提高鑑定之靈敏度及效率。期

許開發快速且準確之分子檢定技術，可有

效應用於根蟎防檢疫工作中，達到有效管

制根蟎之目標。 

材料與方法 

供試蟲體 
因我國仍屬刺足根蟎非疫區，故刺足

根蟎樣本，係來自荷蘭空運輸入之天鵝

絨、百合、風信子、鬱金香，及自紐西蘭

空運輸入之鬱金香等種球上攔截到的樣

本，皆送農試所何琦琛博士協助鑑定。而

檢出害蟎之貨物都於完成檢疫處理後輸

入，國內亦持續監測重要害蟎族群發生情

形，均無發現刺足根蟎之立足。羅賓根蟎、

長毛根蟎、長肛毛根蟎（R. longispinosus Ho 
and Chen）及竹田根蟎（R. tsutienensis Ho 
and Chen）等四種樣本，係使用採集自台

灣田間，飼養於農試所實驗室內的族群，

經單隻飼養繁殖於人工飼料(3)，其部分子

代，製成玻片標本，由外部形態鑑定確認

種名，其餘子代，置於 70%酒精，保存於

-80℃冷凍櫃，以待進一步的序列分析。 

基因體 DNA 之製備 
參考 Orrego 和 Agudelo-Silva (31)之

DNA 快速萃取流程，將單隻根蟎放入 1.5  
ml 的微量離心管中，用熔黏的吸管尖頭磨

碎後，加入 200 μl 之 5% Chelex 100，置於

100℃水浴鍋中 15 min，旋即劇烈震盪 2-3 
min，再以 10,000 g 離心 15 min，上清液即

為 DNA 模版來源。 
複 合 式 PCR 靈 敏 度 測 試 之 模 版

DNA ， 則 以 Wizard Genomic DNA 
Purification Kit（Promega Corp., USA）萃

取，將單隻根蟎置於 600 μl lysis buffer 中，

用熔黏的吸管尖頭磨碎後，加入 17.5 μl 之

20 mg/ml proteinase K，置於 65℃乾浴鍋中

10 min，再加入 3 μl RNaseA solution，繼續

於 65℃中反應 10 min。隨即改置於室溫 5 
min 後，加入 200 μl protein prepcipitation 
solution 後 劇 烈 震 盪 ， 再 改 置 於 冰 浴  5 
min，續以 14,500 g 離心 4 min，取出上清

液 置 於 新 微 離 心 管 中 ， 加 入 600 μl 
isopropanol，置於室溫 10 min，再以 14,500 
g 離心 10 min，倒掉上清液，並以 70%酒

精清洗 DNA 沈澱兩次，真空抽乾後，回溶

於 20 μl 無菌水中，此即為 DNA 模版來源。 

核糖體 DNA 18S-28S 及 ITS1 片段之增幅

與定序 
增幅 18S-28S rDNA 片段的引子對係

依據 Rhizoglyphus sp.（GenBank accession 
number：AF287236）、Sancassania ochoai
（ GenBank ： AY191833 ） 及 Sancassania 
salasi (GenBank ： AY191834) 序 列 所 設

計 ， 上 、 下 游 引 子 分 別 為 18SRh1 ：

5’-GATTACGTCCCTGCCCTTTG-3’和 28SRh2： 
5’-CTCCTTGGTCCGTGTTTCAA-3’，其中

18S Rh1 在 18S rDNA 片段末端，28SRh2
在 28S rDNA 片段中端。增幅 ITS1 片段序

列 的 引 子 則 為 ITS5 ： 
5’-GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-3’
和 RNA2：5’- CACGAGCCGAGTGATCCA 
CCGCTAAGAGT-3’ (39)。每一反應總體積

為 20 μl，內含 Taq Plus 0.75 U (Taq DNA 
polymerase + Pfu DNA polymerase)、1X 
reaction buffer、250 μM dNTPs（GeneMark, 
Taiwan）、雙向引子（各 20 pmoles）及上

述 模 板 DNA 10 μl 。 PCR 增 幅 以

Perkin-Elmer 公 司 的 GeneAmp® PCR 
System 2400 迴溫循環器進行，於 95  3 ℃

min；隨即進行 95  1 min℃ ，55  1 min℃ ，

72  1 min℃ ，共 30 個循環；最後以 72  3 ℃

min 使其反應完全。PCR 產物以 1.4%瓊脂

凝膠 （agarose gel），於 100 V 電壓條件
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下進行 30 min 電泳，結束後以溴化乙錠 
（ethidium bromide, 5 μg/ml）染色，並於

紫外燈箱上觀察結果及記錄。 
將上述增幅放大的 DNA 產物，由瓊脂

凝 膠 上 切 下 ， 並 以 Micro-Elute DNA 
Clean/Extraction kit（GeneMark, Taiwan）

純 化 。 續 採 用 TOPO TA Cloning Kit 
（Invitrogen, California, USA）進行 PCR 產

物基因選殖，將純化後的 DNA 接入 pCR® 
II-TOPO®載體後，轉形至 TOP10 勝任細胞

（Invitrogen, California, USA）中，利用含

有 X-gal/IPTG 的 LB/ampicillin 培養基初步

篩選三個成功的轉基因細菌選殖株，再以

LB/ampicillin 培養液於 37℃恆溫箱中大量

培養、萃取其重組 DNA 質體後，以 EcoR I
確認嵌入 DNA 片段，隨即將此菌液塗於

LB/ampicillin 培養基，送交源資國際生物

科技股份有限公司進行核酸定序。此三個

成功的轉基因細菌選殖株序列再以 Vector 
NTI® Suite 9.0 軟體（Invitrogen, California, 
USA）之 ContigExpressTM 程式進行整理。

每種不同來源葉蟎各 DNA 片段序列均做

三隻個體重複。 

ITS1 片段序列分析及專一性引子設計 
不 同 種 根 蟎 的 ITS1 片 段 序 列 ， 以

Vector NTI® Suite 9.0 軟體之 AlinX®程式進

行多序列比對分析，比對根蟎種間之核酸

序列相似值（pairwise similarity）。再依據

進口球根作物上最常見之刺足根蟎、羅賓

根蟎、長毛根蟎的 ITS1 片段核酸序列差

異，設計具種專一性引子。引子合成係送

交 Bio Basic Inc.（Canada）代為合成。 

專一性引子之巢式複合式 PCR 測試 
以 QIAGEN® Multiplex PCR 試劑組

（QIAGEN, USA） 進行單管巢式複合式

PCR 反應分析。每一反應總體積為 20 μl ，

內 含 10 μl 模 板 DNA 、 1X QIAGEN 
Multiplex PCR Master Mix （ 內 含

HotStartTaq® DNA polymerase 、 buffer 、

dNTP Mix ） ， 五 個 引 子 ITS5/RNA2/ 
Re8/Rr7/Rs7（各 10 pmol）。PCR 增幅以

Perkin-Elmer 公 司 的 GeneAmp® PCR 
System 2400 迴溫循環器進行，於 95  15 ℃

min；隨即進行 95  0.5 min℃ ，55  1.5 ℃

min，72  1.5 min℃ ，共 25 個循環；最後以

72  10 min℃ 使其反應完全。PCR 產物以

2.0%瓊脂凝膠於 1X TBE 緩衝液中進行電

泳，結束後以溴化乙錠染色，並於紫外燈

箱上觀察結果及記錄。 

專一性引子巢式複合式 PCR 之靈敏度測試 
以 Wizard Genomic DNA Purification 

Kit 萃取單隻根蟎 DNA，最終溶於 20 μl
無 菌 水 中 ， 再 以 光 譜 儀 WPA Biowave 
Spectrophotometer S2100（ Biochrom Ltd, 
UK）測其 DNA 濃度。以二倍系列稀釋單

隻刺足根蟎、羅賓根蟎、長毛根蟎之 DNA
混和原液為模板 DNA，再以一般性引子及

具種專一性引子 ITS5/RNA2/Re8/Rr7/Rs7
混合液，進行巢式複合式 PCR 之靈敏度測

試。每一反應總體積為 20 μl ，內含 1 μl
上述模板 DNA、1X QIAGEN Multiplex 
PCR Master Mix，五個引子 ITS5/RNA2/ 
Re8/Rr7/Rs7（各 10 pmol）。其 PCR 進行

條件同上述巢式複合式 PCR 反應，PCR 後

產物，再以電泳觀察其專一性條帶的表現

情形，有專一性條帶表現的最小模板 DNA
量即為其靈敏度。 

專一性 DNA 片段限制圖譜分析 
根據根蟎在核糖體 DNA ITS1 區域，

以具種專一性引子所增幅出之專一性片段

序列，運用 DNASTAR 軟體（DNASTAR, 
Inc., USA）之 MapDraw 程式，搜尋適合的

限制酶。以 PCR 增幅放大根蟎之專一性

DNA 片段，再由瓊脂凝膠上切下此片段，

以 Micro-Elute DNA Clean/Extraction kit
（GeneMark, Taiwan）純化，純化後的 DNA
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片段，分別以上述尋得之限制酶 Taq I、Ssp 
I、Mfe I、Sty I 進行剪切，隨即置於 1.4%
瓊脂凝膠電泳，結束後以溴化乙錠染色，

並於紫外燈箱上觀察結果及記錄。 

結  果 

基因體 DNA 之製備 
以 200 μl 的 5% Chelex 100 萃取單隻根

蟎 DNA 的方法，扣除 Chelex 體積，萃取

後的 DNA 溶液有 158 μl，濃度較以 Wizard 
Genomic DNA Purification Kit 萃取者為

低，但仍足以進行 PCR，且萃取流程需時

較短僅約 40 分鐘，所以定為本研究之主要

萃取 DNA 方法。但因其 DNA 濃度太低，

以 10 μl 的石英管盛裝此 DNA 原液仍無法

以現有之光譜儀偵測，故進行專一性引子

巢式複合式 PCR 之靈敏度測試時，DNA
來 源 改 以 Wizard Genomic DNA 
Purification Kit 萃取單隻根蟎 DNA，最終

溶於 20 μl 無菌水中，萃取流程約需 1 小時

10 分鐘。 

核糖體 DNA 18S-28S 片段之分析 
以 18SRh1/28SRh2 引子對，可增幅刺

足根蟎、羅賓根蟎及長毛根蟎等三種根蟎

的 18S-28S rDNA 序列，不同作物、地區之

刺足根蟎序列略有差異，長度在 2543-2545 
bp 間，其餘兩種根蟎長度各為 2535、2364 
bp，並已登記於 NCBI 基因庫，自荷蘭輸

入之風信子及紐西蘭輸入之鬱金香上的刺

足 根 蟎 序 號 分 別 為 DQ372566 及

DQ372567，實驗室飼養之羅賓根蟎及長毛

根蟎序號分別為 DQ372568 及 DQ372569。

比對節蜱 Cecidophyopsis grossulariae、C. 
ribis 及 Phyllocoptes gracilis 的 18S-28S 片

段序列 AJ297572、AJ297574、AJ297573 

(18)，據此分出此三種根蟎之 ITS1 片段長度

各為 516-519、509、413 bp，ITS2 片段長

度各為 375-376、365、371 bp，根蟎之 ITS1

片段明顯較長，變異也較大，較適合用來

設計具種特異性引子，所以後續針對不同

根蟎的 ITS1 片段序列分析，並據此建立其

鑑定方法。 

核糖體 DNA ITS1 片段序列分析 
利用一般性引子 ITS5/RNA2 增幅刺

足根蟎、長肛毛根蟎、竹田根蟎、羅賓根

蟎及長毛根蟎等五種根蟎之核糖體 ITS1
片段，結果可各明顯增幅出一 DNA 片段

（圖一）此片段包含部分 18S 及 5.8S 片

段，經定序後，不同作物、地區之刺足根

蟎長度略有差異在 1011-1014 bp 間，其餘

四種根蟎長度各為 976、841、916、1130 
bp，AT 含量各為 70.4、63.2、52.1、53.9、

67.4%。 
不同根蟎 ITS1 片段間的核酸序列相似

值，如表一所示，其中不同地區刺足根蟎

的序列相似值高達 0.99～1.0，可見刺足根

蟎在北半球荷蘭及南半球紐西蘭兩地之變

化不大。而刺足根蟎、羅賓根蟎、長毛根

蟎、長肛毛根蟎及竹田根蟎不同種間之核

酸序列相似值在 0.48 至 0.63 間，核酸序列

差異大，根據其序列比對圖（圖二），設

計進口球根作物上最常見之刺足根蟎、羅

賓根蟎、長毛根蟎的下游具種專一性引子

Re8、Rr7、Rs7（表二），預期可各與一般

性上游引子 ITS5，增幅放大出 522、312
及 404 bp 等不同長度的 DNA 片段。 

專一性引子之巢式複合式 PCR 測試 
混和一般性引子 ITS5/RNA2 及刺足根

蟎、羅賓根蟎、長毛根蟎下游具種專一性

引子 Re8/Rr7/Rs7，加入不同來源之 DNA
模板，進行巢式複合式 PCR 反應，測試這

些引子之專一性。結果均如預期，在相對

應處均可產生專一性 PCR 產物 （圖三），

且無其他非專一性 DNA 條帶出現。至於一

般性引子 ITS5/RNA2 放大之 ITS1 片段，

則因進行複合式 PCR 時，DNA 片段小、與 
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表一、不同根蟎間核糖體 DNA ITS1 片段之核酸序列相似值 
Table 1. Pairwise similarity of rDNA ITS1 region among bulb mites1) 

R. echinopus 
Species 

NZ-T NL-O NL-L NL-H NL-T
Rl Rr Rs Rt 

Rhizoglyphus echinopus NZ-T - 1.00 0.99 1.00 1.00 0.57 0.63 0.58 0.58 

R. echinopus NL-O  - 0.99 1.00 1.00 0.57 0.63 0.58 0.58 

R. echinopus NL-L   - 1.00 0.99 0.57 0.63 0.58 0.58 

R. echinopus NL-H    - 1.00 0.57 0.63 0.58 0.58 

R. echinopus NL-T     - 0.57 0.63 0.58 0.58 

R. longispinosus (Rl)      - 0.52 0.68 0.48 

R. robini (Rr)       - 0.57 0.65 

R. setosus (Rs)        - 0.50 

R. tsutiensis (Rt)         - 
1) NZ-T: New Zealand-Tulip; NL-O: Netherlands-Ornithogalum; NL-L: Netherlands-Lily; NL-H: 

Netherlands-Hyacinth; NL-T: Netherlands-Tulip. 
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圖一、 以一般性引子 ITS5/RNA2 進行 PCR 放大刺足根蟎（Re）、長肛毛根蟎（Rl）、

竹田根蟎（Rt）、羅賓根蟎（Rr）及長毛根蟎（Rs）之核糖體 DNA ITS1 片段。

Neg 為無 DNA 對照組。M 為核酸標準標誌。 
Fig. 1. PCR-amplified ITS1 region of rDNA from Rhizoglyphus echinopus (Re), R. 

longispinosus (Rl), R. tsutiensis (Rt), R. robini (Rr) and R. setosus (Rs) using universal 
primers ITS5/RNA2. Neg, negative control (no DNA added). M, markers. 
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                      *        20         *        40         *        60         *        80         *       100         *       120        

ReNZ-Tulip : ........................................................................................................................ :  120 

ReNL-Ornit : ........................................................................................................................ :  120 

ReNL-Lily  : ........................................................................................................................ :  120 

ReNL-Hyaci : ........................................................................................................................ :  120 

ReNL-Tulip : ........................................................................................................................ :  120 

Rr         : ..................................................................--..T.-------------.C.......A.CG.A..-----------------. :   88 

Rs         : ..................................................................--..A.A.G..AC----...C..TTTG.C.C-T.C.T.CA.A......G..... :  113 

Rl         : ......................................................TT....T.....--..T.ACT...C.CAT..CG--TGT...T..--....----......GC.... :  110 

Rt         : ..................................G...............................--.AA.------.----.T.G..CTAGCCG.-.A-.TC......G...GCAT.. :  106 

Consensus    GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGGTTTCCGTAGGTGAACCTGCGGAAGGATCATTAACGGATAGTTTTTTGTCTGTATTGTATTGTGTAACAACAATATACGTACATTCTCAAAACAATCAT        

                                                                                                                                             

                      *       140         *       160         *       180         *       200         *       220         *       240        

ReNZ-Tulip : ................-................................................-..........---.......---..--......------............... :  224 

ReNL-Ornit : ................-................................................-..........---.......---..--......------............... :  224 

ReNL-Lily  : ................-................................................-..........---.......---..--......------............... :  224 

ReNL-Hyaci : ................-................................................-..........---.......---..--......------............... :  224 

ReNL-Tulip : ................-................................................-..........---.......---..--......------............... :  224 

Rr         : ........A.................................A..G.---..............A-..........----G.....---G.........-----...C.GCTG.G.C.G. :  192 

Rs         : ...................-......................A.-.TAA................-.......---....G..----------------------------------..C :  193 

Rl         : ........T.G........-......................A.CCC.C.......A..G.T.G..CG........-----------------.C.C..-----.-.GC.C.CA...C.A :  206 

Rt         : ...................-......................A.-...CA..............A-..........G.T.G..G......A.TA..........T.G.C..CT.T.G... :  223 

Consensus    ATCCAAACCTAATTTGCTTTGAACGCAAATTGCCCGTTATCATTTAACTCAAATGGGCTTACCAGATAAGCGACATACATACTTGTTAAATTGGTGTTTGCTGCCGAATATAATATTTAT        

                                                                                                                                             

                      *       260         *       280         *       300         *       320         *       340         *       360        

ReNZ-Tulip : .......-.---------.....---..-----.....-................................-----......-----.......-..................---...- :  310 

ReNL-Ornit : .......-.---------.....---..-----.....-................................-----......-----.......-..................---...- :  310 

ReNL-Lily  : .......-.---------.....---..-----.....-................................-----......-----.......-......T..--.......---...- :  308 

ReNL-Hyaci : .......-.---------.....---..-----.....-................................-----......-----.......-..................---...- :  310 

ReNL-Tulip : .......-.---------.....---..-----.....-................................-----......-----.......-..................---...- :  310 

Rr         : G..T.G.GT---------G..TG.T..T-----..A..-...GCA.....-A.C.A.A.CT..CT.TTGT.T.---G..TA.-----.C.C.C...CACTGC.A..CCACT.A---.AC. :  285 

Rs         : .C.T.GG---......TG.-.T..ATG...TGG...------------..-A.C.A.A.CT..CT.C----...-........---------.C.TCA.C--------AGTAA.------ :  268 

Rl         : .G..G.CT.---------.-A.C..--------CAC.C-G..G..---A.--ACAC.CAC.CACT..CCAA..---G.....-----GACC.CGT..CAAACA.A..AACTG.---A... :  291 

Rt         : GC.T.G.....T.......CA..C..G............CA..CAC...T-A.C.A.A.CT..CT.TTG.G.....G....G.........C.C.ACACT.C..GT.AAATG........ :  342 

Consensus    ATCATTTACTGAGTGACAATGCATCGAAGACACTGTATATGAAAGTTTGCTGTTGGATGTATGTAGAAACCCTGCTACAACTCACGATGTGTGTCGTGTGTGTGTGTTGTCTGCACTGTG        

                                                                                                                                             

                      *       380         *       400         *       420         *       440         *       460         *       480        

ReNZ-Tulip : --..............----...-.........---.......-.-.....---..................................--........-.............---..... :  409 

ReNL-Ornit : --..............----...-.........---.......-.-.....---..................................--........-.............---..... :  409 

ReNL-Lily  : --..............----...-.........---.......-.-.....---..................................--........-.............---..... :  407 

ReNL-Hyaci : --..............----...-.........---.......-.-.....---..................................--........-.............---..... :  409 

ReNL-Tulip : --..............----...-.........---.......-.-.....---..................................--........-.............---..... :  409 

Rr         : .A.ACACA.TC.CCA.----.T...C.C...GA..G..AT.T...-TTA.........A..-...C...A.CC.A..G..T..T..G.--CACT.AA.T...G.........---..... :  394 

Rs         : ------C.A.C.GA.....-..CA.G.--..CC.G----TA.A.T..TAA.TG---C..ACA...AAGC--------------------------AC.....G.........---...-- :  341 

Rl         : ....C-----------------...GCT...-.T....-----------T....-----...CG.A...G------....G..TCACA--.C....----..G.........---.-.T. :  361 

Rt         : ..T..A..G..C...GTG...G...ACCGA.CC.G...ATAT..G..T.A....G.C........GGGCCAAA..AG..TG..T...A...C..T.C.G..TG............G.... :  462 

Consensus    TGCGTCTGTCTTTGTACAACTATGATTATGTATCCAGTGCTCGTATGCGCACAAACAGTTTGTTTTCCTTTTTATTAAGGAAAAAGAGCAATACAGTAAGTCATGGGCAATCTTGAATCT        

                                                                                                                                             

                      *       500         *       520         *       540         *       560         *       580         *       600        

ReNZ-Tulip : .--................-..........-----...--------.............--.-....................----..............-.......----.....-- :  499 

ReNL-Ornit : .--................-..........-----...--------.............--.-....................----..............-.......----.....-- :  499 

ReNL-Lily  : .--................-..........-----...--------............G--.-....................----..............-.......----.....-- :  497 

ReNL-Hyaci : .--................-..........-----...--------.............--.-....................----..............-.......----.....-- :  499 

ReNL-Tulip : .--................-..........-----...--------.............--.-....................----..............-.......----.....-- :  499 

Rr         : .--................-...A......-.T..G..--------..CG.AC.A.T...T.-...T...T.AC.A..TC.CT.---..G.CT.C.G.CAG..TTG...T.GTGT...AT :  498 

Rs         : -------------------------.CAG...---GAAGG...----..GCT..A.TGG..T-...G..TAC---..A.T.--------------------------T..G.-------- :  391 

Rl         : .--.--------------A-....----..----.G..--------.C...TCC-.A..G.A-.A-.A..A.CA..CA.ACA------..C...TCT...G-..GTT....--.G..... :  436 

Rt         : ....ACCTGTTCT.TT..........C.G....C..AA........C.A.C.G.TCCGC..A....G...AC.C...A.TCA.T....C.CTTTC.GT.C.....T.C..A....CAC.. :  582 

Consensus    GCAGCATGAAGGAAAAGTGTCTGTTTGGACATCACATGCCAAACAATGTATCTTGTGAAACCGTGTCTGCCTTGAGTGCGTGCGCACTTATACAAAACTGATCACACAACTCCACTGACA        

                                                                                                                                             

                      *       620         *       640         *       660         *       680         *       700         *       720        

ReNZ-Tulip : ------------.....-------..........-........-.....-----.....--........-----..................----------...----..........- :  571 

ReNL-Ornit : ------------.....-------..........-........-.....-----.....--........-----..................----------...----..........- :  571 

ReNL-Lily  : ------------.....-------..G.......-........-.....-----.....--........-----..................----------...----..........- :  569 

ReNL-Hyaci : ------------.....-------..........-........-.....-----.....--........-----..................----------...----..........- :  571 

ReNL-Tulip : ------------.....-------..........-........-.....-----.....--........-----..................----------...----..........- :  571 

Rr         : ..-----..TGTT..AT.A...TGGTT..TA.GC.....A.....GGTT-----...G.GGT....TCG.----..C.G.G..........CG..TT....-......-A...AGCG..- :  601 

Rs         : -.T.T....G..TG.TTA......GTGTTGACTG......------------------T..G---..G-----.T.C.-----...T.C.A....T..GAG.TGG.......---...C. :  476 

Rl         : ..-----..C-T......CAAGTGG.GAG.C.G.-....C-.G.A.GTG-----AG..TG-..CTCA..-----..GA..GT.CT.C..GC...C.TG.TT-C.G-GT-.CC.AG.C.G- :  533 

Rt         : .....T.A.....GG.AG......GTA.GT.CGA......ACG..GC..............G.G...GC.....T....CTT..A.TC.GAC.GA..C....G.....T.C.AAG.G.C. :  702 

Consensus    GTCGCCAGTAACCACGCTGTGTCAACCCAAGTATATGTGTGTTCGAAAACTTCTTATACCTCAACTGTTAAGTGCTTGAAACTGGCATTTGTTATCCAACACATACACCGTATGATATAT        

                                                                                                                                             

                      *       740         *       760         *       780         *       800         *       820         *       840        

ReNZ-Tulip : .....----.....--..-........................-.................................................................-.......... :  682 

ReNL-Ornit : .....----.....--..-........................-.................................................................-.......... :  682 

ReNL-Lily  : .....----.....--..-..........C.............-.................................................................-.......... :  680 

ReNL-Hyaci : .....----.....--..-........................-.................................................................-.......... :  682 

ReNL-Tulip : .....----.....--..-........................-.................................................................-.......... :  682 

Rr         : G..C..CAG..A..G-C.T.GA.......-.T.........TT-......CT...............A.T..............G.T........--C....A..TG-.-C.......C. :  714 

Rs         : CC.C.C..G...C..G----G.GT....--...........T.-......CT........AT.....A--C.............G.T........--C---.GCAA.-..........C. :  581 

Rl         : CGG..CC..CAC...-A....AGTGT..--.G....GGGGTGT-C.AGT.CGTA.....TGTG.GCA..--..C...TAG.CT..-.A.AT.AAT.CC.A.C----..--CA.AC.A... :  640 

Rt         : GC..C..C...A.T......GCG......A...........TC.......CT........AT.T...A.-C.............G.G........--C.GC.ACAACT..C.......C. :  819 

Consensus    ATATTAATATGTTCTATACCATTCAAGTTGGAATGCACTTACACTGGAAGTCCTCCTTGCTAACCTGTTATTGGTGCCTAGTCTACAGTTCCTGCGTTATTTTTTGACGGTGTGGATGTG        

Rr7 

Re8 Rs7 

ITS5 

Rs7 
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                      *       860         *       880         *       900         *       920         *       940         *       960        

ReNZ-Tulip : ..............----............-..-------............................----.........----................................... :  782 

ReNL-Ornit : ..............----............-..-------............................----.........----................................... :  782 

ReNL-Lily  : ..............----..........-.-..-------............................----.........----................................... :  779 

ReNL-Hyaci : ..............----............-..-------............................----.........----................................... :  782 

ReNL-Tulip : ..............----............-..-------............................----.........----................................... :  782 

Rr         : ...........------------...-----..-------...........................---------T....----T........................C....-...- :  795 

Rs         : ............T--...----------------------...............................TCTC..C...G.C.T........................C...C.C.AA :  677 

Rl         : A..--....-.T.G----.AGCC.CAGG..----------...G.T--..--..C.GG..-...CT.T----..---C...------AG..T..A....CTG.A.---..C---....G. :  719 

Rt         : ...........TTG....GCG.GC...G...............T...................C.T..GC......A..CT.G.T.T..........A............CT..A.CAAA :  939 

Consensus    GGGTGTCGTTGCCATTGTATTTTTTTTTTGCGTACAATAACAACGCTGCTAGGCTTAAATATCTGCCACACGTAAACTGAGCAAGCCGAAGCCTCAGGTGCAAGGTCGAATCAATCATTT        

                                                                                                                                             

                      *       980         *      1000         *      1020         *      1040         *      1060         *      1080        

ReNZ-Tulip : ........................................................................................................................ :  902 

ReNL-Ornit : ........................................................................................................................ :  902 

ReNL-Lily  : ........................................................................................................................ :  899 

ReNL-Hyaci : ........................................................................................................................ :  902 

ReNL-Tulip : ........................................................................................................................ :  902 

Rr         : .................-----....C.T....C.-....---------------------------------------..............AA...C.T................... :  870 

Rs         : -...........----G...--------------------------C.CT----------------------...G...-...........T------.---.................. :  734 

Rl         : G.G..-------------.TTG.GC.AC......G..C.C---C....CTG...C.C..-.G.G.G.GTGC.CACACACA------...G..GTTTTT.C..-----...A....C-... :  810 

Rt         : ..........G..TGAG...GC.G..T.---------------..CC..CG.C-------------------..CC.C.-..C........T....AT.---.................. : 1021 

Consensus    ATATGAGACAAAAAACAACACATTGTGTGTGTGTATGTGTACATTTTATGAGTGTGTGCATACATATACATATGTTTGTTTTTTATCATATAACCCCCTTATGTTTTTACCTAAAAACAA        

                                                                                                                                      

                      *      1100         *      1120         *      1140         *      1160         *      1180         *           

ReNZ-Tulip : ......-.......................................................................................................... : 1014 

ReNL-Ornit : ......-.......................................................................................................... : 1014 

ReNL-Lily  : ......-.......................................................................................................... : 1011 

ReNL-Hyaci : ......-.......................................................................................................... : 1014 

ReNL-Tulip : ......-.......................................................................................................... : 1014 

Rr         : ......-......................-..G......--.GA..T..G---CC..T..AG................................................... :  976 

Rs         : ......-.........................G.....CA--TCAGTG...A---AAC.GTG................................................... :  841 

Rl         : ....G.-....................--..C.GT.A...-.C...C.A..---C...A..C.TT..C.T........A.T................................ :  916 

Rt         : ..C..............G..........-..CG...TG.G..T.A.T..GCG---.T.A.CGC......T........................................... : 1130 

Consensus    CTTTAAAGCCAAAATCAAAATGATTTACCTATATAGCATCATATCCATTAATTTTGGATAGAAGCTATTAAAAAGACAGTAACAACTCTTAGCGGTGGATCACTCGGCTCGTG        

 

 

 

RNA2 

 
圖二、刺足根蟎（Re）、羅賓根蟎（Rr）、長毛根蟎（Rs）、長肛毛根蟎（Rl）及竹田

根蟎（Rt）之核糖體 DNA ITS1 片段序列。相同鹼基以 “.”表示；間斷處以“-”表示，

陰影區域為引子序列，下方之箭頭為引子方向。NZ-Tulip：紐西蘭鬱金香；

NL-Orni：荷蘭天鵝絨；NL-Lily 荷蘭百合；NL-Hyac：荷蘭風信子；NL-Tulip：荷

蘭鬱金香。 
Fig. 2. ITS1 sequences of rDNA from Rhizoglyphus echinopus (Re), R. robini (Rr), 

Rhizoglyphus setosus (Rs), R. longispinosus (Rl) and R. tsutiensis (Rt). Dot, same 
nucleotide; dash, gap; shaded reagions, sequence of primers; arrows, the direction of 
primers. NZ-Tulip: New Zealand-Tulip; NL-Orni:  Netherlands-Ornithogalum; 
NL-Lily: Netherlands- Lily; NL-Hyac: Netherlands-Hyacinth; NL-Tulip: 
Netherlands-Tulip. 

表二、三種根蟎之下游專一性引子及其與核糖體 DNA ITS1 片段一般性上游引子 ITS5 之增

幅長度 
Table 2. List of species-specific rDNA ITS1 reverse primers and the expected DNA fragment size 

amplified by PCR in combination with the universal forward primer ITS5 

Species Primer Nucleotide sequence (5’to 3’) 
expected DNA 
fragment size 

(bp) 

Tm
( )℃

Rhizoglyphus echinopus Re8 TCAACACACAATACTTGCGTGCGT 522 59.6
R. robini Rr7 ACAGAGTCAAATTGGAGAATGTGT 312 54.6
R. setosus Rs7 CAGTCACTGACAAGCGTAAAGTAC 404 55.6
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引子序列專一性高的片段會優先被合成，

所以在此圖不見 ITS1 片段，但當提高模版

DNA 量或增多 PCR 循環數目時，則可清楚

於電泳圖上見到 ITS1 片段。若樣本混有上

述兩種以上根蟎，亦可由電泳圖上看出（圖

三）。由此結果可知，所設計之具種專一

性引子，確實極具專一性，可實際應用於

此三種根蟎之診斷及鑑定。 

專一性引子巢式複合式 PCR 之靈敏度測試 
單 隻 根 蟎 以 Wizard Genomic DNA 

Purification Kit 萃取後之 DNA 原液全部體

積為 20μl，濃度約為 0.4-1.0 ng/μl，單隻根

蟎萃取後的 DNA 共約 8-20 ng。取 1 μl 萃

取後的 DNA 原液，作為 DNA 模版來源，

以二倍序列稀釋 DNA 濃度，進行巢式複合

式 PCR 之靈敏度測試。結果如圖四，刺足

根蟎 DNA 原液稀釋至 2-9、羅賓根蟎 DNA
原液稀釋至 2-7、長毛根蟎 DNA 原液稀釋

至 2-6，仍可測得專一性 DNA 條帶，故可

知以巢式複合式 PCR 方式，分析根蟎之靈

敏度可達 pg 程度。 

專一性 DNA 片段限制圖譜分析 
刺足根蟎、羅賓根蟎及長毛根蟎，在

核糖體 DNA ITS1 區域專一性片段之限制

酶剪切結果，如圖五。限制酶 Taq I 可同時

剪切此三種根蟎之專一性 DNA 片段，刺足 

M     1     2      3      4     5     6     7    Neg M 
bp

1500
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1000

M     1     2      3      4     5     6     7    Neg M 
bp

1500

500

1000

 
圖三、結合一般性引子 ITS5/RNA2 與下游具種專一性引子 Re8/Rr7/Rs7 進行巢式複合式

PCR，以同時檢測刺足根蟎、羅賓根蟎及長毛根蟎之電泳圖。DNA 模板如下：行

1 為刺足根蟎；行 2 為羅賓根蟎；行 3 為長毛根蟎；行 4 為刺足根蟎加羅賓根蟎；

行 5 為羅賓根蟎加長毛根蟎；行 6 為刺足根蟎加長毛根蟎；行 7 為刺足根蟎加羅

賓根蟎加長毛根蟎；Neg 為無 DNA 對照組；M 為核酸標準標誌。 
Fig. 3. DNA bands amplified from DNAs of Rhizoglyphus echinopus, R. robini and R. setosus 

using mixtures of universal primers ITS5/RNA2 and species-specific reverse primers 
Re8/Rr7/Rs7 by nested multiplex PCR. 1 = R. echinopus; 2 = R. robini; 3 = R. setosus; 
4 = R. echinopus plus R. robini; 5 = robini  plus R. setosus; 6 = R. echinopus plus R. 
setosus; 7 = R. echinopus plus R. robini plus R. setosus. Neg, negative control (no 
DNA added). M, markers. 



110 植物保護學會會刊 第 48 卷 第 2 期 2006 

500

M    20 2-1 2-2 2-3 2-4 2-5  2-6 2-7 2-8 2-9

bp

1000

R. echinopus

R. robini
R. setosus

100

500

M    20 2-1 2-2 2-3 2-4 2-5  2-6 2-7 2-8 2-9

bp

1000

R. echinopus

R. robini
R. setosus

100
 

圖四、結合一般性引子 ITS5/RNA2 與下游具種專一性引子 Re8/Rr7/Rs7 進行巢式複合式

PCR 之靈敏度測試。DNA 模板如下：行 2 為刺足根蟎、長毛根蟎及羅賓根蟎 DNA
原液混合；行 3 至行 11 為三種根蟎 DNA 混合原液持續二倍序列稀釋，由 2-1 至

2-9；M 為核酸標準標誌。 
Fig. 4. Relative sensitivity of the nested multiplex PCR with mixtures of universal primers 

ITS5/RNA2 and species-specific primers Re8/Rr7/Rs7. Lane2, the mix DNA stock of 
Rhizoglyphus echinopus, R. robini and R. setosus. Lane 3-11, two fold serial dilutions 
ranging from 2-1 to 2-9 from 1 μl of DNA stock of three bulb mites; M, markers. 
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圖五、以限制酶剪切根蟎核糖體 DNA ITS1 區域之專一性片段。Re1 為刺足根蟎來自紐西

蘭鬱金香；Re2 為刺足根蟎來自荷蘭風信子；Rr 為羅賓根蟎；Rs 為長毛根蟎；M
為核酸標準標誌。 

Fig. 5. PCR-amplified species-specific ITS1 region of rDNA from bulb mites digested with 
restriction enzymes. Re1, Rhizoglyphus echinopus from tulip of New Zealand; Re2, R. 
echinopus from hyacinth of Netherlands; Rr, R. robini; Rs, R. setosus; M, markers. 
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根蟎可被剪切成 183 及 339 bp 兩個片段；

羅賓根蟎可被剪切成 53、83 及 176 bp，但

因 53 及 83 bp 長度太相近，且其長度太短，

電泳圖上較模糊不清；長毛根蟎可被剪切

成 175 及 229 bp 兩個片段，各種根蟎經剪

切後的 DNA 片段長度各不相同，可以目視

區分這三種根蟎。限制酶 Mfe I 僅可剪切羅

賓根蟎之專一性 DNA 片段成 129 及 183 bp
兩個片段，無法剪切其餘兩種根蟎之專一

性 DNA 片段。限制酶 Sty I 僅可剪切長毛

根蟎之專一性 DNA 片段成 195 及 209 bp，
但因二者長度太相近，電泳圖上只見一段

DNA，無法剪切其餘兩種根蟎之專一性

DNA 片段。限制酶 Ssp I 僅可剪切刺足根

蟎之專一性 DNA 片段成 218 及 304 bp 兩

個片段，無法剪切其餘兩種根蟎之專一性

DNA 片 段 。 利 用 這 四 種 限 制 酶 進 行

PCR-RFLP 分析，可更精確鑑定此三種根

蟎。 

討  論 

本研究應用核糖體基因轉錄區之高度

保守及非轉錄區序列變異性較大之特性，

增幅刺足根蟎、羅賓根蟎及長毛根蟎之核

糖 體 DNA 18S-28S 片 段 。 各 類 生 物 之

ITS1、ITS2 片段長短不一，本類根蟎定序

後發現 ITS1 序列長度較長且變異性較大，

據此選取 ITS1 片段序列設計專一性引子。

設計專一性引子時，應特別留意其 Tm 值

不要相差太多，以便於相同 PCR 條件下，

得以進行複合式 PCR 反應，增幅之片段大

小需相差 50 bp 以上，才可清楚地於電泳圖

上，直接區分及鑑定此三種根蟎 (14, 36)。 
現今 PCR 檢測技術，除利用基礎 PCR

反應增幅標的 DNA 並以電泳檢測外，亦衍

生出許多新穎的 PCR 檢測法，如反轉錄

PCR 法 （reverse transcriptase PCR）、巢

式 PCR 法（nested PCR）、複合式 PCR 法

（multiplex PCR）、及定量 PCR 法（real-time 

PCR）等，以加強檢測法之靈敏性及便捷

性。目前已有多篇研究報告利用衍生之

PCR 檢測法以快速檢定許多重要疫病及害

蟲(6, 7, 11, 12, 20, 25, 32, 36)，本研究結合複合式

PCR 法及巢式 PCR 法，發展同步且具高靈

敏性之刺足根蟎、羅賓根蟎及長毛根蟎檢

測法，係因複合式 PCR 僅需花較少經費之

基礎 PCR 儀器即可進行分析，較節省時間

及 PCR 反應耗材，且可同時在同一次 PCR
反應內鑑定不同害蟎，應用於大量樣品檢

定篩檢時較為經濟(33)。惟開發複合式 PCR
分析法並不容易，最常碰到的問題為，需

設計多條可在同一反應管進行反應的引

子，這些引子可作用於各自的目標位置，

且不會互相干擾對方，造成錯誤反應。再

者所設計之引子，其增幅產物，需可輕易

於電泳圖上，直接區分及鑑定特定目標

物。為了克服這些問題，本研究於 ITS1 片

段序列，多次篩選及分析測試，符合條件

之專一性引子，最後終於成功篩選出三條

專一性引子，可實際應用於複合式 PCR 反

應，同步鑑定刺足根蟎、羅賓根蟎及長毛

根蟎。根蟎體形極為微小，檢疫上常見之

卵及幼蟎體型更小，惟恐萃取所得之 DNA
濃度太低，PCR 檢定法不足以正確檢定出

害蟎種類，故加以採用巢式 PCR，同時加

入一般性引子，以在相同 PCR 反應時間

內，同時增加模版 DNA 的量，可提高檢測

之靈敏度。巢式 PCR 反應分為單管巢式

PCR（one-tube nested PCR）及雙管巢式

PCR（two-tube nested PCR），本研究採取

單管單一步驟巢式 PCR 分析法，進行害蟎

檢定，可降低換管造成污染之風險，並兼

具節省操作時間及耗材等優點。 
為更確定根蟎種類，提供更強力的證

據，可再將此專一性 DNA 片段以限制酶剪

切，但會多需 2.5 小時操作時間。在做專一

性 DNA 片段之限制酶剪切時，若反應內的

DNA 太多，或限制酶量、反應時間不足， 
則會在電泳圖上看到殘存的原始專一性
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DNA 片段，如圖五，以 Ssp I 剪切 Re1、

Re2 的電泳圖，但不影響最後結論。 
總之，本研究發展之單一步驟巢式複

合式 PCR 檢定法，提供快速、經濟且有效

率之檢測方式，同步檢定刺足根蟎、羅賓

根蟎及長毛根蟎，可實際應用於檢防疫之

實務工作，以達到預防及合理管制根蟎之

目標。 
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ABSTRACT 

Liu, Y. C.1, Chang, S. C.2*, Chen, W. H.3, and Shu, W. B.1 2006. The application of 
single-step nested multiplex polymerase chain reaction for the identification of 
Rhizoglyphus echinopus, R. robini and R. setosus simultaneously. Plant Prot. Bull. 48: 
101-116. (1Hsinchu Branch, Bureau of Animal and Plant Health Inspection and 
Quarantine, Dayuan, Taoyuan 33758, Taiwan (ROC); 2Applied Zoology Division, 
Agricultural Research Institute, Council of Agriculture, Wufeng, Taichung 41362, 
Taiwan (ROC); 3Fengshan Tropical Horticultural Experiment Station, Agricultural 
Research Institute, Fongshan, Kaohsiung 83052, Taiwan (ROC)) 

A specific single-step nested polymerase chain reaction (PCR) assay was 
developed to identify the three species of worldwide economically important bulb mites: 
Rhizoglyphus echinopus, R. robini and R. setosus simultaneously. General primers were 
used to amplify the 18S-28S region of ribosomal DNA by PCR. Sequences of the ITS1 
region of the PCR products were used to construct species-specific primers which were 
then used to amplify the species specific DNA fragments. These fragments which can be 
visualized readily after electrophoresis were 522, 312 and 404 bp for R. echinopus, R. 
robini and R. setosus, respectively. The plus strand universal primers derived from the 
sequence in the 18S and 5.8S coding region increase the sensitivity of this single-step 
nested multiplex PCR assay to pg degree. Treatment of these species-specific DNA 
fragment with Taq I, Mfe I, Sty I and Ssp I further increase the accuracy in differencing 
these three species. 

(Key words: Rhizoglyphus echinophus, R. robini, R. setosus, ITS1 region, nested 
multiplex PCR) 
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