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摘要G通过对棉蚜群体进行室外观察N室内培养和分子遗传标记的 O.%多态性分析7用 H个微卫星序列为引物进行

P&Q@等研究3结果表明G"2冬寄主7木槿N石榴和花椒@上棉蚜种群分化较小7种群相似性指数在 $2FHHL$2D"K之间@3而

冬寄主种群和夏寄主7棉花和南瓜@种群之间有较大的分化7种群相似性指数在 $2#FDL$2K#I之间@M!2棉蚜自然种群是

由体色不变的生物型7干母为黄色3其后代始终为黄色@和体色可变型生物型7干母为绿色3其后代有绿色和黄色两种体

色@组成的混合种群MH2黄色小型蚜7伏蚜@来源于混合类群3但主要来自绿色干母多代选择分化的黄色后代3也有小部分

可能来自干母黄色的体色不变型M
关键词G棉蚜E微卫星引物EP&QEO.%多态性E种群分化
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棉蚜7u7#s~t%~~!7ss@属同翅目7l090/2d05@蚜科7%/.i4i45d@蚜属7u7#s~@3分布于我国和世界各地M棉

蚜属多食性害虫3能在不同科的寄主植物3包括很多亲缘关系很远的植物取食为害M
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现已记载的棉蚜的寄
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主植物已有 !"#种$属于 %#科$而且世界各地不断又有棉蚜新寄主的报道&棉蚜在不同的地区取食的主要

植物有所不同$同一地区不同时间取食的主要植物也有所差异&一些研究已表明$棉蚜种群类群的形态特

征和生态参数在寄主之间有差异’()*+&棉蚜在有的寄主上似乎已形成了寄主专化型$而且$这些寄主专化

型在寄主转移中可能有其纵向适应的固定路线&张克斌的寄主转接实验表明$不同冬寄主上越冬的棉蚜其

夏寄主范围不同’#+&,-./012/根据冬3夏寄主之间的转换将日本的棉蚜分为 *个生物型’4+&而5667等报道

在澳大利亚棉蚜虽然在不同寄主上存活率有变化$但没有绝对的寄主专化型’%+&
自然条件下$棉蚜的体色呈现多态性$有墨绿3绿3浅绿3浅黄3米黄等&不同体色的棉蚜在田间随季节

其比例有所变化&盛夏在棉田常出现黄色小型蚜为害成灾$人们习惯的把它称为8伏蚜9&这种蚜虫体型只

有春季发生时的 (:!大小$由绿色变为淡黄甚至黄白色$附肢变短$有翅蚜触角第 ;节的感觉圈也由 4)"
个减少为 !)#个&汪世泽等就棉蚜体色变化提出了8季节生物型9的概念$将棉蚜分为苗蚜和伏蚜两个生

物型’"+&赵惠燕等用实验生态学方法研究了棉蚜体色变化机理’<+&纵观国内外对棉蚜的研究未见在 =>?
水平上对其种群分化的研究报道$本研究用微卫星引物 @AB扩增方法$对不同寄主上棉蚜以及不同季节

的棉蚜的种群分化进行研究$以便为深入探讨该虫的成灾机理提供依据&

C 材料与方法

CDC 越冬寄主木槿上棉蚜体色变化调查

从 ;月初开始$在南京农业大学校园里选取 ;个不同点的木槿$连续调查$每个点随机调查 *E)4E个

芽苞$记录各色蚜量以观察越冬寄主上棉蚜体色的变化&

CDF 室内饲养棉蚜体色变化

在木槿上采集刚从卵孵化出的绿色和黄色干母蚜G见卵壳H$分别用笼罩罩在扦插的木槿枝条上连续

饲养G!#I$(*=J(EKH&观察其后代的体色变化&

CDL 棉蚜样品采集与保存

本实验用于 =>?多态性分析的棉蚜样品见表 ($采自室外的棉蚜$均在间距 (2以上的植株上分散

采集$以保证每头棉蚜来自不同的克隆&室内培养的棉蚜用笼罩隔离&样品采集于盛有无水乙醇的 (D#27
离心管$M!EI保存&

CDN 棉蚜基因组 =>?提取

将 ;E头棉蚜装入 (D#27离心管$置液氮中冷冻 (E2/-$取出捣碎后加入 (OPQR缓冲液 #EE17$(E2S:

27蛋白酶 (#17$!ETP=P(!D#17$混匀后$置于 ##I保温 "U以上&然后$依次用等体积的 QV/W饱和酚3酚

:氯仿:异戊醇和氯仿:异戊醇抽提$加入冰冷的无水乙醇 <EE17和 ;X醋酸钠GYZ%DEH#E17$混匀后置于M

!EI ED#U[(!EEEV:2/-离心$用 %ET乙醇洗涤 (次$;%I干燥后$加入 QRGYZ"DEH(EE17室温下溶解

=>?&待 =>?溶解后$加入 (2S:27的 B>?酶 !E17置于 ;%I(U&=>?于M!EI保存待用&

CD\ 微卫星引物 @AB扩增

扩增反应液含模板 =>?G棉蚜基因组 =>?H;17$微卫星引物 (#-S$]>Q@#2X $Q.̂ 酶 (D#单位$

(EO_1‘‘aVG含 XS离子H$用双蒸水加至 !#17$加石蜡油 !#17&

@AB扩增在 @R*"E=>?扩增仪上进行$条件为 <*I#2/-$后进行 *#个循环$即 <*I (2/-3退火

(2/-3%!I !2/-$最后在 %!I延伸 (E2/-$保存于 *I&本研究选用的 ;种微卫星引物G由北京赛百盛生物

工程公司合成H及其 @AB扩增反应的最适退火温度见表 !&其中 ;;D(#微卫星核心序列广泛存在于动物基

因组中$且在多种动物中该微卫星位点呈现多态性&而Gb?Q?H*和GA?AH#是从棉蚜基因组中克隆得到的

微卫星序列$这两个微卫星位点在棉蚜中呈现高度的多态性c&

CDd 结果计算

将 @AB扩增后的 =>?在 (D!T琼脂糖胶上电泳$电压 %Ee$电泳缓冲液为 (OQ?R&读带后计算相似
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性指数!"#$%

"#& ’()*+!(), (*$

()%类群 )的带数-(*%类群 *的带数-()*%)和 *两个类群的共有带数.
将 /个微卫星引物 012扩增结果的相似性指数进行平均-然后将平均相似性指数的矩阵用 3456换算

成距离矩阵-再用 575!89:9;<$软件中的平均聚类法进行聚类分析.
表 = 本研究所用棉蚜样品

>?@AB= C?DEABFGHIGJJGK?ELMNMKIAONBNMKJLBFJONP

种群

0QRSTUVWQX
寄主植物

YQZVRTUXV
蚜型

[Q\R]

体色

Q̂_‘
aQTQ\

采集时间

1QTTbaVWQX
_UVb

采集地点

1QTTbaVWQX
TQaUVWQX

7
木槿

YWcWZaSZ
孤雌蚜

8W\dWXQRU\Ub
绿色

e\bbX
3fff9;<
7R\WT-3fff

南京农大

^
石榴

0Qgbd\UXUVb
孤雌蚜 绿色 3fff9;<

7R\WT-3fff
南京农大

1
花椒

1]WXbZbR\WahT‘UZ]
孤雌蚜 绿色 3fff9;<

7R\WT-3fff
河南新乡

i
南瓜

0SgRhWX
孤雌蚜 绿色 3fff9;j

[U‘-3fff
南京农大

k
棉花

1QVVQX
孤雌蚜 绿色 3fff9;j

[U‘-3fff
南京农大

l
棉花!田间秋季$

1QVVQX
孤雌蚜

黄色

mbTTQn
3ffo9;f
5bRV93ffo

南京农大

e
棉花!田间秋季$

1QVVQX
孤雌蚜 绿色 3ffo9;f

5bRV93ffo
南京农大

Y
棉花!田间夏季$

1QVVQX
小型蚜

inU\ppQ\g
黄色 3ffo9;q

rST‘-3ffo
南京农大

6
棉花!田间春季$

1QVVQX
孤雌蚜 黄色 3fff9;j

[U‘-3fff
南京农大

r
棉花!田间春季$

1QVVQX
孤雌蚜 绿色 3fff9;j

[U‘-3fff
南京农大

s 木槿 孤雌蚜 黄色 3fff9;j
[U‘-3fff

室内饲养

t 木槿 孤雌蚜 黄色 3fff9;j
[U‘-3fff

室内饲养

[ 木槿
干母

lSX_UV\Wu
黄色 3fff9;/

[U\93fff
南京农大

v 木槿 干母 绿色 3fff9;/
[U\93fff

南京农大

注%s为绿色干母 v单雌培养 3;代的黄色后代-t为黄色干母 [单雌培养 3;代的黄色后代.

表 w 本研究所用的微卫星引物

>?@ABw >LBDMIxGF?JBAAMJBExMDBxFOFBNMKJLBFJONP
微卫星引物

[Wa\QZUVbTTWVb
R\Wgb\Z

碱基序列

5bySbXab!jz{/z$

退火温度 !|$
7XXbUTTWXd
VbgRb\UVS\b

//93jaQ\bZbySbXab
jz{7e7ee}eee1
7ee}e{/z

j<

!e7}7$<
jz{e7}7e7}7e7}

7e7}7{/z
/:

!171$j
jz{1711711711
71171{/z

jq

w 结果与分析

w9= 越冬寄主木槿上棉蚜的体色变化

观察记录的越冬寄主木槿上棉蚜体色的变化见

表 /.结果表明-木槿上棉蚜在卵孵化初期黄色蚜比

例极低-随时间推移逐代繁殖后-黄色棉蚜在种群中

的比例逐渐增大.

w9w 室内饲养棉蚜的体色变化

黄 色和绿色干母蚜在室内连续饲养!’j|-

3<i%3;t$-其后代的体色变化如图 3所示.
黄色干母在室内连续培养 /代-其后代的体色

始终 3;;~为黄色!图 3U$!绿色干母-其后代可分化为黄色和绿色两种体色-在 ’j|-3<i%3;t条件下对绿

色棉蚜后代连续单向选择培养-l;至 l/代-绿色母蚜产黄色后代的比例始终为 /;~左右!图 3c$.

q:qj期 龚 鹏等%棉蚜!)"#$%&’%%("$$$种群寄主分化和季节分化的微卫星引物 012研究
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图 ! 棉蚜家系选择培养中的体色变化

"#$%! &’()*+#*,#-.-/0-123-4-+516+#.$,’(5(4(3,#)(34-.(0+((1#.$

通过棉蚜家系单向选择培养试验说明7棉蚜在冬寄主上的干母开始便明显存在有体色不变的黄色生

物型和体色可变的生物型8干母为绿色7其后代有绿色和黄色两种体色9:

;%< 微卫星引物对棉蚜不同类群8不同寄主和不同季节型9的 =>?扩增结果

@@%!A核心序列对棉蚜的扩增片段的大小在 BCD0EF@!GG0E之间78HI&I9C对棉蚜的扩增片段的大

小在 ABC0EFJD!K0E之间78>I>9A对棉蚜的扩增片段的大小在 KLA0EF@L@C0E之间7这几种类群棉蚜扩

增图谱的差异表现在扩增条带的有无和明暗M宽窄上8图 JM图 @9:
表 < 木槿上棉蚜不同色型个体的数量变化8南京 !GGG9

NOPQR< STURVWXOQXYOZ[R\]X\̂ \̂ZO_YW‘a
bŴY‘W]]RVRẐ P\‘cdX\Q\V\ZeWPWaXTa

时间

f*,(
8g-.hi1*29

芽苞数

8个9
j-%-/
061

总蚜数

8头9
j-%-/
*E’#15

绿色蚜

数8头9
j-%-/
$+((.
*E’#15

黄色蚜

数8头9
j--/
2(44-k
*E’#15

黄色蚜所

占百分率

=-+E%-/
2(44-k
*E’#15

@i!A !JB D! D! L L
@iJJ JD! KDG KDK J L%JAl
CiJ !JG K!! BKA @B A%LBl
Ci!! J!L !BB@ !JAG CLC JC%JGl

表 m 不同寄主棉蚜的平均相似性指数

NOPQRm noRVO[RaWUWQOVŴcWZ‘Rp\]X\̂ \̂ZO_YW‘a

]V\U‘W]]RVRẐ Y\â_QOẐa

I q > f r

I !
q L%D@@ !
> L%G!K L%DA !
f L%ADG L%BCJ L%BJJ !
r L%KAB L%B!K L%BKJ L%KJJ !

;%m 棉蚜的相似性指数及聚类分析

冬寄主木槿M石榴和花椒上 @个棉蚜种群间相

似性指数范围sL%D@@FL%G!K7而冬寄主种群和夏寄

主种群之间相似性指数范围sL%ADGFL%KAB:夏寄主

棉花和南瓜上两个棉蚜种群之间相似性指数为

L%KJJ8表 C9:
从图 C看出7聚类的第 !步7木槿和花椒上的棉

蚜最先聚在一起8tuL%JKD97其次是石榴上的棉蚜

与第 !步结果相聚8tuL%A@@97然后7两种夏寄主

8南瓜M棉花9上的棉蚜在 tuL%G@@聚为一类7最后7第 J步与第 @步的聚类结果相聚8tu!%!DG9:
上述结果表明7棉蚜在冬寄主8木槿M石榴和花椒9种群之间分化较小7而其在冬寄主和夏寄主之间种

群有较大的分化:同时7棉蚜的两个夏寄主8棉花和南瓜9种群之间也有较大的分化:
图 A的聚类分析表明了不同季节和不同体色棉蚜种群类群的相似性及其亲疏关系:第 !步7棉花上的

黄色小型蚜与木槿上绿色干母经多代选择分化的黄色后代最先聚在一起8tuL%!CD97其次是黄色干母与

黄色干母在室内选择培养若干代7体色一直仍为黄

色的棉蚜聚在一起8tuL%J@@97然后依次是s秋季黄

色棉蚜与第 !步结果相聚8tuL%@BD97春季绿色棉

蚜与第 @步结果相聚8tuL%C@K97第 J步与第 C步的

结果相聚8tuL%AJL97春季黄色棉蚜与第 A步的结

果相聚8tuL%DG@97然后7秋季绿色棉蚜与绿色干母

相聚8tuL%GKB97最后是第 B步与第 K步的结果相

聚78tu!%@G@9:

DBK 生 态 学 报 J!卷
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图 ! 微卫星引物对不同寄主上棉蚜的 "#$扩增结果

%&’(! "#$)*+,-.+/01&2)/+3.*--&.*4)&1*)./2/../5346&7+0)/17&00*)*5.6/+.4-35.+

388(9:2/)*+*;,*52*<=>?@A@BC<2>#@#B:

图 8 微卫星引物>88(9:2/)*+*;,*52*B对不同季节不

同体色棉蚜的 "#$扩增结果

%&’(8 "#$)*+,-.+/01&2)/+3.*--&.*4)&1*)>88(9:2/)*

+*;,*52*B./2/../5346&7+D&.67&00*)*5.=/7E2/-/)+3.

7&00*)*5.+*3+/5+

图 C 不同寄主的棉蚜平均相似性指数的聚类分析

%&’(C F*57)/’)31 ’*5*)3.*7=E2-,+.*)353-E+&+/0
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4-35.+

@ 木槿上的棉蚜H# 花椒上的棉蚜HI 石榴上的棉

蚜HF 南瓜上的棉蚜HJ 棉花上的棉蚜

图 : 不同季节不同体色棉蚜间相似性指数的聚类分

析
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=/7E2/-/)+3.7&00*)*5.+*3+/5+

从图 :的聚类分析所表明的不同季节不同体色棉

蚜的遗传关系中可得出以下 8个结论L>9B干母为黄色

的棉蚜连续在室内选择培养 9M代H其后代的体色始终

仍为黄色>NBH与自然种群中亲代黄色干母>OB遗传关

系最近H说明棉蚜种群中存在有一种体色始终为黄色

的生物型P>!B棉蚜自然种群是由体色不变的生物型

>干母为黄色H其后代始终为黄色B和体色可变型生物

型>干母为绿色H其后代的体色可进行黄色和绿色的相

互转化B组成的混合种群P>8B黄色小型蚜>伏蚜B与干

母为绿色的体色可变型的黄色后代关系最密切H而与

绿色干母反较疏远H这也说明黄色小型蚜是绿色干母

经多代选择分化为黄色后才形成P另外H小型蚜也与干

QRS:期 龚 鹏等L棉蚜>TUVWXYZXX[UWWB种群寄主分化和季节分化的微卫星引物 "#$研究
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母黄色的体色不变型棉蚜归为同一大类群!因此认为黄色小型蚜来源于混合类群!但主要来自绿色干母经

多代选择分化的黄色后代!也有小部分可能来自干母黄色的体色不变型"至于其遗传和环境影响的机制还

有待进一步研究"
表 # 不同季节不同体色棉蚜间的相似性指数

$%&’(# )*+*’%,*-.*/0(1%+2/342--2/%56*078*-60*99(,(/-&20.42’2,7*/0*99(,(/-7(%72/7

: ; < = > ? @ A B

: C
; DEFGD C
< DEHII DEDDD C
= DEJCG DEFFF DEJCG C
> DEKCL DELDD DEKCL DEGII C
? DEKFK DEDDD DEMDM DEGDD DEKJM C
@ DEJDD DEDDD DEHDD DEIJL DEJJK DEHHM C
A DELLL DEDDD DEJJK DEFDD DEGLG DEKGD DEHGK C
B DELLL DELDD DEFFF DELDD DECHF DEDDD DEDDD DEDDD C

N 讨论

NEO 微卫星多态性PAQRSTUVWXYYQWXZTY[\TSZ]QU\ 是̂近几年才发展起来的_B‘标记"由于高度多态性!等

位基因数目多!呈等显性遗传!并且其多态性可用 abc技术结合电泳被检测出来!这一遗传标记技术为分

析生物群体遗传结构与变异及彼此关系提供了一种强有力的工具"本研究结果证明用 CDdFD个碱基的微

卫星P或核心 序̂列作引物进行abc!其检测的_B‘多态性位点与c‘a_相比其稳定性和重复性都很好!
同时成本比指纹图低得多!在昆虫学研究中!是一种较为理想的分子遗传标记方法"

NEe 许多研究表明!寄主植物种类和温度是蚜虫进化的主要选择因素fCDg"在地球上不同的温区!同一种蚜

虫存在不同生活史类型fCCgh在同一温区由于植物相的差异!同一种蚜虫可在食性上有所分化fCF!CIg"本研究

结果表明!棉蚜的冬寄主种群之间分化较小P表 L̂!这与其生活史及性蚜的产生方式有关"冬寄主上的棉蚜

均可进行有性生殖!但雄蚜在夏寄主上产生!而性雌蚜则在冬寄主上产生fCLg!所以棉蚜在交配之前!雄蚜必

须经过飞行并找到性雌蚜!这样大大增加了棉蚜的基因重组和交流的机会!降低了其遗传分化程度"同一

冬寄主上的性雌蚜可与来自不同夏寄主的雄蚜交配!这可能是棉蚜冬寄主种群之间分化程度低的主要原

因"本研究结果同时表明!棉蚜的夏寄主种群和冬寄主种群之间遗传差异较大P表 L̂!这可能与棉蚜的寄主

转移通道有关"一方面!棉蚜在冬i夏寄主之间存在着寄主转移h另一方面其在夏寄主之间也存在寄主转

换"同时!棉蚜在某些夏寄主之间的转换存在不对称性!如棉蚜从棉花转到黄瓜上难以建立种群!但从黄瓜

转到棉花上则可成功地建立种群fCFg"有研究表明j棉蚜在一些夏寄主上已形成了特殊的遗传型!如黄瓜上

的棉蚜和菊花上的棉蚜fCF!CIg"因此!棉花和南瓜上的棉蚜除了来自冬寄主!也可能有一些特殊遗传型棉蚜

P如黄瓜和菊花上的棉蚜 的̂加入!这就造成了棉花上的棉蚜i南瓜上的棉蚜以及二者与冬寄主上的棉蚜遗

传分化较大"

NEN 本研究中冬寄主花椒及其上的棉蚜采自河南新乡"从结果分析看来!它与采自江苏南京木槿上的棉

蚜遗传相似性最大"黄河流域!木槿和花椒为棉蚜的主要越冬寄主!而长江流域!木槿为棉蚜的主要越冬寄

主!说明在主要越冬寄主上的棉蚜种群分化较小"花椒属北方树种!在长江流域极少种植!笔者曾在南京中

山植物园内的花椒上采得少量棉蚜!将其与南京地区棉蚜的几种主要冬夏寄主上的棉蚜一起用 c‘a_方

法进行 _B‘多态性分析!结果显示这种非适生区花椒上的棉蚜与其他寄主上的棉蚜遗传分化较大P另文

发表 !̂其中的原因尚待进一步研究"

NEk 本研究结果表明j在 _B‘水平上分析!棉蚜的黄色小型蚜P伏蚜 主̂要来自体色可变型的种群类群"
小型蚜与正常棉蚜在体色和体型大小上的差异可能是在环境因素影响下的基因表达和调控水平的差异"
同时经田间观察i室内饲养和分子遗传学研究表明!棉蚜的色型呈现的多态性!是由体色不变的生物型P干
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母为黄色!其后代始终为黄色"和体色可变型生物型#干母为绿色!其后代有绿色和黄色两种体色"组成了

混合种群$由于前者在整个棉蚜干母种群中所占的比例很小!其在整个棉蚜种群中所起的作用!以及其与

后者在有性阶段的关系#是否交配产卵及其后代的体色变化规律"和无性阶段的关系#如竞争或共生"均需

进一步研究$
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