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摘要  应用AFLP 技术对来自不同种群的东亚飞蝗5 龄蝗蝻的9 种体色类型进行分析 , 结果表明 : 在东亚飞蝗不同体色的蝗蝻中 , 浅绿
色、黄色、红色、黑色种群与散居型相关的绿色关系较近 , 而赤褐色、红绿色、灰色种群与群居型相关的褐色关系较近。
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AFLP Analysis of Different Body Colors of Locusta migratoria manilensis ( Meyen)
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Abstract  9 body-color types in the 5 age nymphae of oriental migratorylocust including green, brown , black , red , yellow, grey , reseda , red-greenand
russet were sutdied based on AFLP analysis . The results indicated the populationof green, reseda , yellow, red and black were inti mate , while the popula-
tions of brown, russet , red-green and grey were inti mate .
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  东亚飞蝗[ Locust a migrat ori a manil ensis ( Meyen) ] 是一种重

要的农业害虫。近年东亚飞蝗的发生呈现出逐年加重的趋

势。东亚飞蝗的散居型和群居型在体色方面存在明显差异 ,

可划分为密度关联体色多型、湿度关联体色多型( 也称绿色

—褐色型) 和隐蔽色型3 种类型[ 1] 。昆虫体色的多样化给昆

虫分类和有效防治等工作带来不利因素。虽然人们对某些

蝗虫的体色分化进行了一系列研究[ 2 - 6] , 但对东亚飞蝗不同

体色蝗蝻间的关系尚无DNA 方面的研究。

AFLP( Amplified Fragment Length Ploymorphsi m) 技术结合了

RFLP 和 RAPD 的特点, 既具有 RFLP 可靠性好、重复性高的

特点, 又具有PCR 高效性、安全性和方便性的优点, 还具有较

高的分辨率[ 7 - 8] , 已广泛应用于昆虫遗传多样性、构建遗传

图谱、基因标记及定位、植物抗虫基因研究等多个领域[ 9 - 13] 。

笔者利用 AFLP 技术研究了东亚飞蝗不同体色蝗蝻间的关

系, 旨在为昆虫体色分化机理研究提供依据。

1  材料与方法

1 .1  供试昆虫 供试东亚飞蝗标本为来自不同地区的散居

型5 龄蝗蝻雌雄个体, 均为活体经饥饿后直接保存在- 80 ℃

条件下。5 龄蝗�体色包括绿色、褐色、黄色、红色、黑色、灰

色、赤褐色、红绿色、浅绿色9 种类型。

1 .2 AFLP 分析  试验所用各种酶、接头和引物由上海生物

工程公司提供, 引物序列见表1。简明流程: 将提取的总DNA

用TaqI 和PstI 消化, 取消化产物进行接头连接后进行预扩

增, 再以预扩增产物为模板, 用带3 个选择性碱基的引物对

进行扩增; 扩增产物上样于6 % 变性聚丙烯酰胺凝胶, 在DYY

- Ⅲ20A 型DNA 序列分析电泳槽内进行电泳 , 最后用银染法

检测凝胶电泳结果[ 14] 。

  表1 AFLP 所用引物序列

引物PstI 序列 G+ C 含量 引物TaqI 序列 G+ C 含量

P1 :5′- GACGGCCGTCATGCAGACA - 3′ 63 .2 T1 :5′- GATGAGTCCTGAGCGAAGA - 3′ 52 .6

P2 :5′- GACGGCCGTCATGCAGAGA - 3′ 63 .2 T2 :5′- GATGAGTCCTGAGCGAACA - 3′ 52 .6

P3 :5′- GACGGCCGTCATGCAGATG - 3′ 63 .2 T3 :5′- GATGAGTCCTGAGCGAATG - 3′ 52 .6

P4 :5′- GACGGCCGTCATGCAGATA - 3′ 57 .9 T4 :5′- GATGAGTCCTGAGCGAAAG- 3′ 52 .6

P5 :5′- GACGGCCGTCATGCAGAAG- 3′ 63 .2

 注 : 表中引物序列3′- 端含3 个选择性碱基 ; 预扩增时用含1 个碱基 A 的预扩增引物。

1 .3  数据统计 将变性聚丙烯酰胺凝胶电泳图谱上清晰的

条带记为”1”, 同一位置没有条带记为”0”, 同时忽略条带强弱

的差异 , 生成”0”和”l”组成的原始矩阵。用SPSS11 .5 软件的

Jaccard 系数进行聚类分析。

2  结果与分析

2 .1  变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 对选择性扩增产物进

行变性聚丙烯酰胺凝胶电泳检测 , 获得清晰可见的 DNA 指纹

图谱。该试验用 T4P5、T4P4、T4P3 、T4P2 、T4P1 、T3P5 、T3P4 、

T3P3 、T3P2、T2P5、T2P4、T2P3、T2P3、T1P4 共14 个引物对, 对来

自不同种群东亚飞蝗蝗蝻的19 个个体总 DNA 进行了多态性
�
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检测, 共得到800 条带, 平均每个引物对得到57 .14 条带 , 平

均多态性条带数39 .71 , 多态性比例平均为69 .50 % 。

2 .2  东亚飞蝗蝗蝻不同体色的 AFLP 遗传多态性  用

SPSS11 .5 软件的 Jaccard 系数, 选择 Average Linkage ( Within

Groups) 对数据进行聚类分析。从图1 可以看出, 当λ小于12

时, 同一种群相同体色的个体各自聚为一类, 而来自不同种

群的同体色个体在λ介于12 ～17 之间时也各自聚为一类。

就不同体色而言, 当λ为17 .5 时, 所有标本聚为5 类, 绿色与

浅绿色、黄色与红色、褐色与赤褐色、红绿色与灰色各自聚为

一类, 但来自河北玉田的灰色个体聚在来自同一种群( 河南

兰考) 的聚类之后, 黑色为一类; 当λ大于21 时, 所有标本聚

为2 类, 绿色、浅绿色、黄色、红色、黑色聚为一类, 褐色、赤褐

色、红绿色、灰色聚为一类。
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注 : 图中左数字表示同体色蝗蝻不同个体编号 ; 大写字母表示种群。

图1 东亚飞蝗蝗蝻不同体色AFLP 聚类结果

3  讨论

一些研究表明, 飞蝗蝗蝻在高密度时( 群居型) 为黑色配

以橘黄色底色; 低密度时( 散居型) 常表现为无黑色斑块的绿

色; 低湿度条件下 , 散居型则出现各种隐蔽色, 如黄色、赤褐

色、黑色( 全体黑色) 等[ 1] 。该研究表明, 在东亚飞蝗不同体

色的蝗蝻中 , 浅绿色、黄色、红色、黑色种群与散居型相关的

绿色可聚为一类, 但黑色、红色与其关系较远; 赤褐色、红绿

色、灰色种群与群居型相关的褐色聚为一类 , 但灰色、红绿色

与其关系较远。黑色、红色、灰色、红绿色是否可认为是蝗蝻

从散居型向群居型转化时的过渡体色仍需进一步研究。

飞蝗体色是随环境条件的变化而改变的 , 并且是可逆

的。Kang 等对飞蝗两型之间的比较研究发现, 散居型与群居

型在基因表达方面存在明显的差异[ 6] 。Erik 等通过对长约

858 bp 的 mtDNA 基因( 包括16SrRNA 的一部分和12SrRNA 的

一部分) 的分析, 研究北美沙漠蝗幼虫和成虫体色与寄主植

物之间的关系, 发现8 个种群的蝗虫中依赖密度的体色与基

因变异相一致, 表明在改变寄主专化性时它们在资源利用和

体征上存在临时变异[ 3] 。该研究利用总DNA 的多态性 , 发现

同一体色的蝗蝻都较早的聚为一类, 而不同体色的蝗蝻聚类

时关系较远 , 表明相同体色蝗蝻的 DNA 之间存在一致性, 而

不同体色蝗蝻的DNA 之间存在一定的差异。
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叶绿素b 含量增加幅度较大 ,a/ b 值有所下降[ 12] 。眭晓蕾

等试验表明, 弱光的效应与低温的效应相反 , 弱光使叶绿素

含量增加 , 而叶绿素a/ b 的比值则下降[ 13] 。陈青君等研究

表明 , 在偏低温弱光条件下 , 叶绿素含量以增加为主, 耐弱

光品种叶绿素含量增加最多; 在临界低温弱光时, 叶绿素含

量下降, 耐低温品种叶绿素含量下降最少[ 14] 。

  低温胁迫下叶绿素的含量会减少, 其原因是多种方面的。

Hasselt 认为低温下色素含量的降低不是由于色素合成障碍, 而

是由于原有的叶绿素受到破坏[ 15] 。张其德等认为, 弱光下叶

绿素含量增加是由于植物对弱光的适应性以消耗更多结构物

质用于扩大光能接受面积[ 16] 。当然, 低温弱光对叶绿素含量

的影响会因低温强度和品种的不同而存在差异。

3  结语

低温弱光对植物的伤害远大于单纯的低温或弱光对植

物的伤害程度。随着植物生理学、细胞学和分子生物学理

论和方法的日益完善 , 研究蔬菜作物在低温弱光胁迫下的

机制十分必要。
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