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紫外线诱导对桃蚜生态学及线粒体
基因 COⅠ2Ⅱ突变的影响

3
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[摘　要 ]　为了揭示紫外线诱导桃蚜的生态学及分子变异的遗传效应 ,以在正常环境中生长的桃蚜为对照 ,研

究了紫外线不同辐射强度 (15 ,30 ,45 W)和时间 (2 ,6 h)对桃蚜 ( M y z us persicae)生态学参数以及线粒体基因 COⅠ2
Ⅱ突变的影响。结果表明 ,不同辐射处理对桃蚜 F2 代的主要种群参数均有不同程度的影响 :当辐射时间为 2 h时 ,紫

外线强度为 15 W处理的桃蚜种群内禀增长率最高 ,达 0. 265 ;当辐射时间为 6 h时 ,内禀增长率随紫外线辐射强度的

增加而缓慢上升。与对照相比 ,低强度 (15 W)紫外线处理桃蚜的平均世代周期和净增殖率较其他处理明显增加。对

紫外线诱导桃蚜线粒体基因 COⅠ2Ⅱ进行测序可知 ,15 W紫外线辐射 2 h处理桃蚜的线粒体基因 COⅠ2Ⅱ发生单碱
基突变 ,而 45 W紫外线辐射 6 h处理桃蚜的线粒体基因 COⅠ2Ⅱ突变位点达 9个。说明紫外线诱导对当代桃蚜的生

态学和分子变异的影响已经遗传给了后代。
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Abstract : In order to reveal UV2induced ecological and molecular mutational genetic effect s of M y z us

persicae , t he biological response and COⅠ2Ⅱmutation were observed compared with the normal cont rol

af ter different t reat ment s ,including time and intensity (15 ,30 ,45 W) ) time (2 ,6 h) . The result s indicated

t hat based on t he life2fecundity table of irradiation pop ulation in labs , t he ecological parameters changed

with the time and intensity ;af ter two2hour UV irradiation ,t he int rinsic rate reached the top ,0. 265 ;after

six2hours UV irradiation ,t he int rinsic rates showed t he increasing tendency wit h t he st renghtening of ul2
t raviolet radiation ; in addition ,compared wit h the cont rol , t he ot her parameters increased obviously. Ac2
cording to mtDNA COⅠ2Ⅱ sequences ,t here was only 1 site p roducing mutation for t he t reatment (15 W2
2 h) ,while as for t he ot her t reat ment (45 W26 h) 9 variable sites were found. Moreover ,t his work demon2
st rated t hat t he ecological and gene mutation had been delivered to t he progeny.
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　　桃蚜 (Myzus persicae)又名烟蚜、桃赤蚜 ,属同

翅目蚜科瘤蚜属。其庞大的种群加上环境胁迫下较

高的突变频率 ,导致其进化及种下分化迅速 ,因而成

为同翅目种群中进化最快、分布最广、危害最大的类

群之一。

环境胁迫主要包括大气污染、农药的频繁使用、

极端高温、微波、辐射等多种因素 ,而紫外线 (UV)远

古至今一直是蚜虫无法摆脱的胁迫因子 ,加上人类

活动的干扰使地表紫外线辐射加强 ,进而对蚜虫生

长发育、生殖、存活造成强大的选择压力 ,并成为种

群适应性反应的进化动力 ,将导致蚜虫物种的遗传

分化和基因流动[ 1 ]。

试验证明 ,紫外线可导致基因突变或染色体畸

变[2 ]。国内外大多研究集中在植物胁迫和小鼠基因

的调控与修复上。Rebolla等[3 ]研究证实 ,经紫外线

辐射后 ,黑腹果蝇三龄幼虫唾液腺肿瘤抑制基因

P53同系物组蛋白 H3 乙酰化增加 ;张建民等[4 ]用

紫外线辐射果蝇 ,结果表明 ,果蝇子代数量减少 ,羽

化时间缩短 ,质量减轻。但研究蚜虫是连续 3 代处

理 ,未证明此效应是否遗传 ;姚建秀等[5 ]采用连续辐

射诱导麦长管蚜 DNA 多态性的 RA PD 分析 ,证明

了紫外线是诱导蚜虫变异的条件之一 ,但紫外线辐

射处理时间过长 ,不符合自然界条件。

本试验研究了不同辐射时间和强度下紫外线对

桃蚜主要生态学参数及线粒体基因 COⅠ2Ⅱ突变的
影响 ,以期揭示昆虫对紫外线辐射的生态学反应 ,为

探明蚜虫生态遗传与进化机制提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

桃蚜采自陕西杨凌西北农林科技大学 ;紫外灯

具购自北京京西公司。

1. 2　桃蚜的饲养

将采集的桃蚜带回室内 ,在油菜叶片上进行繁

殖 ,待成熟后取 1头发育良好的成蚜 ,置于带滤纸的

培养皿 (直径 7cm的市售塑料培养皿)中 ,每日供以

新鲜油菜叶 ,在叶柄部加湿棉球保湿 ,每 2 d更换 1

次 ,保证寄主新鲜 ,在室温 20～ 23 ℃、相对湿度

51 %～62 %、每天光照 12 h左右的条件下饲养 4～

5代 ,待成蚜产仔后将母蚜用毛笔轻轻转移剔除 ,此

时的桃蚜为单克隆系。待单克隆系桃蚜达到试验要

求数量后 ,取发育较好的一代单克隆系桃蚜备用。

1. 3　UV处理

紫外线灯光源功率分别为 45 ,30 ,15 W (长 88

cm ,直径 2. 5 cm) ,波长均为 257 nm。取 1. 2 中单

克隆系无翅成蚜 ,在不同功率紫外线光源下 30 cm

处各放 100头 ,每天分别辐射 2 和 6 h ,共计 6个处

理 ,分别为 15 W22 h、30 W22 h、45 W22 h、15 W26

h、30 W26 h 和 45 W26 h。待此代成蚜产仔后去除

成蚜 ,将此未辐射 F2 代若蚜接于油菜上 ,观测其生

物学特性并进行分子标记。对照组为在正常环境中

生长的桃蚜 ,饲养条件同 1. 2。

1. 4　种群参数计算

每处理 30头 F2 代桃蚜 ,即 30个重复。单头饲

养 ,幼虫期每天观察蜕皮情况 ,成虫期每天观察记录

产仔数 ,直至蚜虫死亡。平均世代周期、净增殖率和

内禀增长率等参数参照丁岩钦[ 6 ]的方法进行计算。

净增殖率 R0 :指种群经过一个世代后的增殖倍

数。

R0 = ∑l x ×m x。

式中 , x 为试验天数 , l x 为蚜虫每天的存活分

数 , m x 为特定年龄生殖率 ,以平均每个雌体的产雌

率表示。

平均世代周期 T :指从亲代出生至子代出生的

平均周期。

T = ∑x×l x ×m x / ∑l x ×m x。

内禀增长率 rm :指在给定的物理和生物的条件

下 ,具有稳定的年龄组配种群的最大瞬间增长率 ,即

rm 为瞬间出生率与瞬间死亡率之差。

rm = ln R0 / T。

1. 5　桃蚜线粒体基因 COⅠ2Ⅱ的序列分析
单头桃蚜 DNA提取参照安瑞生等[7 ]的方法进

行。线粒体基因 COⅠ2Ⅱ特异引物参考 Sunnucks

等[8 ]选用的引物 ,其序列为 :上游引物 :5′2GGAA T2
ACCTCGACGA TA TACA G23′;下游引物 :5′2CCG2
CAAA T T TCT GAACA T T GACC23′。

PCR反应体系为 :模板 DNA 1μL ,上、下游引

物各 1. 5μL (10 p mol/μL) ,dN TP (各 2. 5 mmol/ L)

2μL , T aq酶 1. 5μL (0. 5 U/μL ) ,10 ×buffer (含

Mg2 + ) 2. 5μL ,dd H2 O为 12. 5μ。

PCR扩增在 Eppendoff DNA 扩增仪上进行 ,

反应条件为 94 ℃预变性 5 min ;94 ℃变性 45 s ,52

℃退火 45 s ,72 ℃延伸 45 s ,35个循环 ;72 ℃延伸

10 min。扩增产物用 12 g/ L 琼脂糖凝胶电泳检测。

对 15 W22 h、45 W26 h两个处理的桃蚜线粒体

基因 CO Ⅰ2Ⅱ扩增产物进行测序 ,利用 ClustalW

EBI软件对 DNA 序列进行编辑、校对和校准。将

校准后的 DNA 序列在 Genbank 库中查找同源序
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列 ,以确定所获得的序列为目标序列。

2　结果与分析

2. 1　紫外线辐射对桃蚜平均世代周期的影响

不同强度紫外线辐射不同时间对 F2 代桃蚜种

群内禀增长率 Rm、净增殖率 R0 和平均世代周期 T3

主要生态学参数的影响见表 1。

　　从表 1可见 ,不同紫外线辐射强度和时间对桃蚜

生态学主要参数均有不同程度的影响。与对照相比 ,

低强度 (15 W)紫外线处理桃蚜的平均世代周期均明

显增加 ,表明低强度紫外线处理延长了桃蚜完成一个

世代的发育时间。其中 15 W22 h和 15 W26 h处理分

别较对照延长了 1. 67 和 2. 43 d。在同一辐射时间

内 ,当紫外线强度超过 15 W ,平均世代周期缩短 ;在

同一紫外线强度下 ,随着辐射时间的延长 ,平均世代

周期相应延长。综上表明 ,在低强度 (15 W)紫外线辐

射下 ,桃蚜表现出适当的刺激反应 ,表现为平均世代

周期延长 ;而在高强度与长时间的紫外线辐射 ,即高

剂量紫外线辐射条件 (45 W26 h)下 ,桃蚜亦表现为平

均世代周期的延长 ,表明其种群对紫外线辐射的耐受

力增加。这与前人的研究结果基本一致[9 ]。

表 1　不同紫外线处理对桃蚜主要生态学参数的影响

Table 1　Effect of ecology parameters of M y z us persicae by different UV2irradiation

辐射处理
Radiation

平均世代周期 T/ d
Mean generation time

净增殖率 R0

Net reproduction rate
内禀增长率 rm

Int rinsic rate of increase

CK 16. 86 49. 91 0. 232

15 W22 h 18. 53 57. 70 0. 265

30 W22 h 14. 65 47. 90 0. 219

45 W22 h 14. 86 51. 53 0. 227

15 W26 h 19. 29 77. 72 0. 226

30 W26 h 17. 55 68. 66 0. 240

45 W26 h 18. 13 77. 43 0. 241

2. 2　紫外线辐射对桃蚜净增殖率的影响

从表 1 可知 ,在同一紫外线强度下 ,随着辐射时

间的增加 ,净增殖率呈增加的趋势 ;在同一辐射时间

内 ,15 W强度紫外线处理的净增殖率较其他强度紫

外线处理均有明显增加。表明低强度紫外线辐射使

桃蚜种群的繁殖数量增加 ,这是由于桃蚜基因突变

而获得抗性还是由于环境胁迫引起的短期刺激反

应 ,还需进一步研究。

2. 3　紫外线辐射对桃蚜内禀增长率的影响

由表 1看出 ,除了 15 W22 h 处理外 ,当紫外线

辐射时间相同时 ,内禀增长率随着辐射强度的增加

而缓慢上升。虽然 15 W22 h 处理中紫外线辐射剂

量较低 ,但桃蚜种群的内禀增长率却最高 ,为0. 265 ,

这可能是由于低剂量紫外线的刺激效应所致。由于

内禀增长率与净增殖率的自然对数成正比 ,与平均

世代周期成反比 ,而 15 W22 h处理的平均世代周期

较长 ,说明其内禀增长率的增加主要是净增殖率的

贡献所致。

以上研究表明 ,紫外线辐射基本对桃蚜种群的平

均世代周期有延长作用 ,对其繁殖起促进作用。种群

生态学反应与紫外线辐射强度和时间有关 ,低强度

(15 W)紫外线处理延长了平均世代周期 ,但是由于净

增殖率的上升 ,最终导致内禀增长率呈现上升趋势。

综上所述 ,本研究对象为紫外线辐射后 F2 代未

辐射桃蚜 ,与对照相比 , F2 代桃蚜主要生态学参数

均发生了变化 ,表明 F1 代将紫外线辐射的生态学反

应遗传给了 F2 代。说明紫外线诱导桃蚜当代产生

的生态学反应是可以遗传的。

2. 4　紫外线诱导桃蚜线粒体基因 COⅠ2Ⅱ的序列
分析结果

对紫外线诱导桃蚜线粒体基因 CO Ⅰ2Ⅱ的
PCR扩增结果表明 ,PCR扩增片断大小约为 900 bp

(图 1) 。

图 1　桃蚜线粒体基因 COⅠ2ⅡPCR扩增的结果

1 ,5 ,9. F2 代对照 ;2～4. 15 ,30 ,45 W紫外线辐射 2 h ;

6～8. 15 ,30 ,45 W紫外线辐射 6 h

Fig. 1　PCR amplification of mtDNA COⅠ2Ⅱ
1 ,5 ,9. CK of F2 generation ;2 - 4. UV radiation for 2 h ,

wit h 15 W ,30 W ,45 W lamp ,separately

6 - 8. UV radiation for 2 h ,wit h 15 W ,30 W ,

45 W lamp ,separately

将测序得到的 15 W22 h和 45 W26 h两个处理
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的桃蚜线粒体基因 COⅠ2Ⅱ序列进行校准比对可
知 ,其序列长度均为 678 bp。对 15 W22 h处理桃蚜

线粒体基因 COⅠ2Ⅱ序列 ,只有 432 bp 的序列可用

于分析 ,在 432 bp 的序列中只有 1个位点碱基 (612

bp , T2A)发生变异 ,约占分析位点数的 1 % ;对 45

W26 h 处理桃蚜线粒体基因 CO Ⅰ2Ⅱ序列 ,只有

447 bp 的序列可用于分析 ,在 447 bp 的序列中有 9

个位点碱基发生变异 (转换和颠换) ,其分别是 C2A

(198 bp ) 、G2A (379 bp ) 、G2A (437 bp ) 、A2G ( 446

bp) 、A2G(535 bp) 、G2T (550 bp) 、A2T (560 bp) 、T2
A (571 bp) 、A2T (618 bp) ,且无碱基的缺失和插入 ,

约占分析位点数的 3 %。

3　讨　论

(1)从本试验结果可以看出 ,紫外线诱导桃蚜当

代产生的生态学反应可以遗传。未经紫外线辐射的

供试 F2 代桃蚜 ,生态学参数与对照相比明显不同 ,

说明其生态学特征并没有因为环境的恢复而恢复 ,

而是遗传了紫外线照射桃蚜当代的特征。

(2)本研究中 ,紫外线处理引起的桃蚜生态学反

应与辐射强度和时间有关。因为辐射效应是累积

的 , Kenji 等[10 ]的研究表明 ,对于小鼠 ,单次剂量与

重复剂量所引起的症状和突变频率均相等 ,表明剂

量效应取决于吸收能量的大小 ,而不取决于辐射时

间的长短。本研究中 ,15 W紫外线辐射 6 h增强了

桃蚜对紫外线的抗性 ,延长了平均世代周期 ,使净增

殖率增加 ,即刺激了桃蚜的生殖力 ,这与前人在其他

生物上的研究结果相似[9 ]。

(3)本研究中 ,紫外线辐射导致 F2 代桃蚜线粒

体基因 COⅠ2Ⅱ发生变异。线粒体基因中 COⅠ和

COⅡ是应用频率最多的分子标记之一 ,经常用于分

析亲缘关系密切的种、亚种及地理种群之间的系

统[11 ]。本试验以处理桃蚜的子代 ( F2 代)作为研究

对象 ,结果表明 ,不同强度紫外线辐射、不同时间处

理间桃蚜线粒体基因 COⅠ2Ⅱ的突变位点有差异 ,

说明紫外线诱导对桃蚜基因变异的影响 ,已经由当

代遗传给后代 ,可知紫外线辐射具有遗传性。这与

在人类和其他动物上的研究结果一致[12214 ]。因为生

物肌体对辐射具有一定的抗性 ,这是因为无论直接

作用还是间接作用造成的损伤 ,肌体都具有一定的

修复和再生能力。但损伤超过一定限度 ,肌体不能

修复和再生 ,这就导致细胞的死亡或在 DNA 中留

下潜在的变异基因[15 ]。

(4)本研究采用了间断性辐射 (重复强度)而不

是持续辐射 (单次强度) ,且辐射后不用黑布包裹 ,光

复活效应仍存在 ,同时基于蚜虫的孤雌生殖特点 ,试

验材料均为单克隆系桃蚜 ,且让当代桃蚜处于逆境

紫外线下 ,然后对其 F2 代进行研究 ,因此从遗传学

上降低了桃蚜为了适应环境 ,而暂时改变其生态学

习性的可能性。

由于室内食料、营养、温度及光照等条件的限

制 ,桃蚜在单一寄主上不可避免的产生自然衰退 ,会

降低本身的抗辐射 ,给试验带来一定误差。所以 ,需

要在低强度紫外线范围内 ,使用多种强度 ,且在试验

的不同时段测定 ;而且需要增加试验对象 (如其他昆

虫或其他种)和供试昆虫的代数来增加统计效度 ,至

于辐射诱导导致哪些位点和基因发生变异 ,则需要

建立差减文库进行大面积的分子克隆来全面筛选特

异基因 ,进行更精确更深入的研究。
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Radchuk等[7 ]以 100 mg/ L Km作为苹果品种 Flo2
rina的选择压 ,获得了 rolB 基因的转化植株。师校

欣等[ 8 ]以 5～10 mg/ L Km 作为乔纳金、王林等苹

果品种的选择压 ,获得了豇豆胰蛋白酶抑制剂基因

的转化植株。本试验发现 ,“嘎啦”叶片对 Km非常

敏感 ,10 mg/ L Km即可抑制非转化不定芽的分化 ,

尽管 5 mg/ L Km也可以明显抑制非转化不定芽的

分化 ,但为了减少假阳性植株的发生频率 ,本试验采

用在含 10 mg/ L Km的筛选培养基上进行 3～4次

的筛选 ,可以有效地筛选掉逃逸芽。

(4)延迟筛选法可以使经过农杆菌侵染的外植

体有一个缓冲 ,即其生理状态得到一个恢复过程 ,有

利于转化细胞的分化。刘静等[ 9 ]研究认为 ,在共培

养后延迟 3 d进行选择 ,可以提高苹果砧木 M26的

转化效率。笔者认为共培养后进行 4 d的延迟筛选

对“嘎拉”叶片转化具有重要意义 ,虽然非转化细胞

也同时得到了恢复 ,但其后在筛选培养基上连续筛

选 ,再转到含有 10 Km mg/ L 的生根培养基上诱导

生根 ,可有效地淘汰非转化植株 ,转化植株的生根率

达到了 60 %以上。

在遗传转化中难免会出现假阳性芽 ,这就需要

从分子生物学水平上进行 Sout hern和 Northern杂

交的进一步检测 ,以确定外源基因确实整合到受体

植物的基因组中。本试验的杂交检测和抗病性鉴定

等工作正在进行。
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