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摘要
#

烟粉虱
GPLG3

隐种是一种重要的世界性入侵害虫$共生菌在其种群入侵和扩张中起着不可忽视的作用%

本研究采用荧光原位杂交技术!

a?7V

#$明确其携带的初生共生菌!

&"<060"+4>K()B:=)%%'=

&

)(>:>%)F8

#和次生共生

菌!

&"<060"+4>V%8:'B(;=''%>=<=;A%

和
%6=?1++>6"A

9

.

#在不同发育阶段虫体中的定位和分布%结果显示$烟粉虱

GPLG3

隐种卵&若虫和成虫
/

个阶段均携带
/

种共生菌$

:/2+612"

和
@"96;+/<1;;"

菌集中分布于含菌细胞中$其

中
@"96;+/<1;;"

呈环形包裹于含菌细胞周边'

%6=?1++>6"

既在菌胞中呈(集中)分布$也(随机)分布于虫体其他部位

或器官%上述结果明确了这
/

种共生菌在
GPLG3

烟粉虱各个发育阶段的分布特征$同时证明
/

种共生菌均能通

过烟粉虱雌虫垂直传播$为进一步揭示内共生菌在烟粉虱入侵过程中的作用打下基础%

关键词
#

烟粉虱'

#

共生菌'

#

荧光原位杂交'

#
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烟粉虱
A196>6"+"$"=6

$

c=;;%>:FA

%属半翅目

V=8:

9

B=)%

#粉虱科
L'=

&

)(>:>%=

#是一种典型高度多

食性的取食植物韧皮部汁液的世界性入侵害虫"烟

粉虱通过直接取食为害植物每年可导致数亿美元的

经济损失#还可传播
3--

多种植物病毒及分泌蜜露

污染植物(

3!

)

"烟粉虱被认为是一个独特的#由超过

/5

种形态上难以区分的隐种组成的复合种(

5M

)

"烟

粉虱隐种以前被称为生物型#其中在我国分布最广

泛的入侵种是
X

型和
]

型#而
X

型也被称为+中东

小亚细亚
3

,隐种$

GPLG3

%或者
A196>6""2

5

1<+67

3

/;66

#

]

型也被称为+地中海,隐种$

GPE

%

(

3-

)

"在过

去的
/-

年里#这两个隐种在世界范围造成了巨大的

农业损失(

333#

)

"

烟粉虱
GPLG3

隐种在
#-

世纪
M-

年代中期
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隐种主要内共生菌的定位和分布

传入我国#并且很快取代了中国本地种#而
GPE

隐

种于
#--/

年第一次在我国云南昆明的观赏性植物

一品红上被检测到(

3/

)

"之后#

GPE

隐种在许多省

市和区域逐渐取代了
GPLG3

隐种"从
#--0

年

起#在我国大部分地区的烟粉虱种群变成了以
GPE

隐种为主(

3!35

)

-而烟粉虱
GPLG3

隐种主要分布于

我国长江以南和西南沿海地区#包括广东*福建*浙

江等省份#另外新疆*甘肃和辽宁等地区也零星分

布(

!

)

"

GPLG3

隐种具有较高的入侵能力和竞争

力#

GPE

隐种的入侵性较差#但其具有较强的抗药

性(

3"30

)

"有研究表明双重感染
%6=?1++>6"O*2>1</7

.

B/<4>

菌或
C/;$"=B6"O*2>1</

.

B/<4>

菌的
GPE

烟

粉虱对啶虫脒*噻虫嗪*吡虫啉和螺甲螨酯的抗药性

较高(

3M

)

"这可能是
GPE

隐种取代
GPLG3

隐种

成为我国主要入侵烟粉虱的原因之一"近年来#也

有研究者认为#共生菌在烟粉虱种群扩散和入侵方

面发挥了重要作用#因此#可把内共生菌作为对象来

研究其对烟粉虱不同隐种的生物学特性*入侵能力

及隐种间取代的影响(

#-#3

)

"

烟粉虱体内的共生菌分为初生内共生菌和次生

内共生菌"初生内共生菌为+

&"<060"+4>K()B:=)%

%'=

&

)(>:>%)F8

,#能够为其提供维持生命所需的必需

氨基酸和类胡萝卜素来弥补取食韧皮部汁液所缺乏

的营养(

###!

)

"此外#不同烟粉虱隐种通常还含有不

同的次生内共生菌#因此#烟粉虱复合种中可能含有

一种或多种次生内共生菌#目前已在烟粉虱复合种

中发现了
1

属&种次生内共生菌#分别命名为
&"<7

060"+4>V%8:'B(;=''%>=<=;A%

*

&"<060"+4> \('6%O

DN:%A

99

.

*

*2>1</

.

B/<4>A

99

.

*

&"<060"+4>I%)>:;:O

F8N=)B:

,

::

*

&"<060"+4>a):BADN=%6=8:A:%=

*

%6=?7

1++>6"A

9

.

和
&"<060"+4> V=8:

9

B=):

9

N:'FA%A:%B:DO

FA

(

#5#M

)

"目前对烟粉虱次生内共生菌的研究主要集

中在其传播方式*分布形式以及功能上(

#-

#

#5

#

/-/!

)

"

烟粉虱次生内共生菌的功能主要表现在提高烟粉虱

的适合度$包括产卵量*存活率和性比偏雌性%

(

/#//

)

*

高温耐受性和提高番茄黄化曲叶病毒$

$_ZIC

%的

传播速率(

/!

)以及增加烟粉虱的抗药性(

/5

)等方面"

烟粉虱次生内共生菌是一个复杂的群体#其可随物

种*寄主植物和地理分布的不同而变化(

/#

)

"例如#

以色列的
GPLG3

隐种携带有
@"96;+/<1;;"

和

%6=?1++>6"

菌#而
GPE

隐种则携带
%6=?1++>6"

*

C/;$"7

=B6"

和
*2>1</

.

B/<4>

菌#但
&"206<649

和
D26+>=B1"

菌

在这两个隐种中均未检测到#并且鼠尾草上的
GPE

隐

种中
%6=?1++>6"

和
*2>1</

.

B/<4>

菌的感染率显著高于

其他寄主植物上的
GPE

隐种(

/"

)

"在我国#除了

D26+>=B1"

菌外#

C/;$"=B6"

*

%6=?1++>6"

*

@"96;+/<1;7

;"

*

&"206<649

和
*2>1</

.

B/<4>

菌在
GPLG3

和

GPE

隐种中均能检测到#其中
@"96;+/<1;;"

菌在

两个种群中的感染率均最高#

*2>1</

.

B/<4>

却相

反#并且
C/;$"=B6"

*

%6=?1++>6"

和
@"96;+/<1;;"

的

感染率在
GPLG3

中显著高于
GPE

隐种#而在

GPLG3

中#

&"206<649

的感染率却显著低于

GPE

隐种(

#3

)

"

目前#针对我国烟粉虱
GPLG3

隐种体内主要

共生菌的定位和分布还不是很清楚"本研究选取我

国境内的烟粉虱
GPLG3

隐种为对象#采用荧光原

位杂交技术$

<'F()=AD=;D=6<>6+4N

&

6):>:Q%B:(;

#简称

a?7V

技术%#明确烟粉虱
GPLG3

隐种体内
/

种主

要内共生菌
:/2+612"

*

@"96;+/<1;;"

和
%6=?1++>6"

的

具体定位和分布#研究结果将为进一步揭示内共生

菌对烟粉虱生活史和入侵能力的影响打下基础"

"

#

材料与方法

"?"

#

供试昆虫

试验使用的原始种群于
#-31

年采自中国甘肃

酒泉"参照罗晨等(

/1

)的方法#采用分子方法对种群

进行鉴定#确定为
GPLG3

隐种#同时建立室内

种群"

"?!

#

供试植物

寄主植物为棉花
E/>>

F.

649A

99

.

#品种为0创

优棉
3"0

1"将种子播种至塑料花盆中#每盆
/

粒#

并置于大型养虫笼中#保证寄主植物的清洁"培养

条件!

#0gh#g

#相对湿度!

1-R

"

0-R

"待棉花长

出
!

"

"

片叶时供试"

"?;

#

试验方法

".;."

#

探针的制备

本试验所使用的不同共生菌的探针序列如下!初

生内共生菌
:/2+612"

!

5iOI

&

/O$c$ILc$c$ILcIO

IILcLLcO/i

#次生内共生菌
%6=?1++>6"

!

5iOI

&

5O$IO

ILIc$IcIIc$I$$cIO/i

#

@"96;+/<1;;"

!

5iOI

&

5O

IILcL$$IIILcLI$$$LI$ILO/i

(

/0

)

#探针由生

工生物工程$上海%股份有限公司合成"

".;.!

#

各阶段虫态的收集

在显微镜下用解剖针分别挑取卵*不同龄期若

虫
3--

头#用吸虫管取成虫若干头#置于
3.58Z

的

离心管中#

/

个重复"卵从卵柄部位进行挑取#其他

龄期若虫从虫体一侧进行挑取"

".;.;

#

原位杂交

首先将收集的样本分别置于适量
I%);(

&

固定

'

5#

'



#-#-

液中过夜处理#然后弃掉固定液-用
5-R

乙醇漂洗

/

次-加入
#--

%

Z$):B(;UO3--

$细胞渗透液%#金属

浴
/5g

#

/-8:;

#然后弃掉细胞渗透液-加入
!--

%

Z

蛋白酶
b

#金属浴
5"g

#

/-8:;

#然后弃掉蛋白酶
b

-

加入适量的
I%);(

&

固定液固定过夜#弃掉后加入

#--

%

Z

含有
"R V

#

Y

#

的乙醇溶液
!g

过夜处理-用

杂交缓冲液洗涤
/

次#加入
3--

%

Z

杂交缓冲液和

5-

%

Z3-

9

8('

&

8Z

荧光探针#金属浴
"-g

#避光处

理
#!N

-杂交缓冲液洗涤
#

次"

采用
Z7G$OKG$I%)'d=:AA

蔡司激光共聚焦

显微
00-

观察拍照#

I%)'d=:AA

蔡司照片处理软件

dPT#-3#

对照片进行处理"

!

#

结果与分析

!?"

#

烟粉虱
CD(C"

隐种中
!"#$%&#'

和
(')%*+

$",&**'

的定位

##

经
a?7V

检测
:/2+612"

和
@"96;+/<1;;"

在烟粉虱

GPLG3

隐种卵$图
3

%*若虫$图
#

%和成虫$图
/

%

/

个

阶段均有分布#且两种共生菌均+集中,分布于含菌细

胞内#其中
:/2+612"

聚集分布于含菌细胞的中心部

位#

@"96;+/<1;;"

呈环形包裹于含菌细胞周边"

图
"

#

内共生菌
!"#$%&#'

和
(')%*$",&**'

在烟粉虱

CD(C"

隐种卵的
HGIJ

定位

H,

)

?"

#

HGIJ$.$&

4

1,1-21

4

3%,-.+1!"#$%&#'$./(')%*$",&**'

,.-&)%.%'$'/'0%CD(C"'

))

1

图
!

#

内共生菌
!"#$%&#'

和
(')%*$",&**'

在烟粉虱

CD(C"

隐种若虫的
HGIJ

定位

H,

)

?!

#

HGIJ$.$&

4

1,1-21

4

3%,-.+1!"#$%&#'$./

(')%*$",&**',.-&)%.%'$'/'0%CD(C".

4

3

A

@1

图
;

#

内共生菌
!"#$%&#'

和
(')%*$",&**'

在烟粉虱

CD(C"

隐种成虫腹部的
HGIJ

定位

H,

)

?;

#

HGIJ$.$&

4

1,1-21

4

3%,-.+1!"#$%&#'$./

(')%*$",&**',.-&)%.%'$'/'0%CD(C"$/B&+$%/-3'.

!?!

#

烟粉虱
CD(C"

隐种携带
!"#$%&#'

和
1%02&$$+

.%'

的定位

##

经
a?7V

检测发现
:/2+612"

和
%6=?1++>6"

在烟

粉虱
GPLG3

隐种各虫态均有分布#初生内共生菌

:/2+612"

+集中,分布于含菌细胞内#次生内共生菌

'

"#

'
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%6=?1++>6"

分布在含菌细胞内#也+随机,分布于虫体

其他部位或器官的两种分布类型$图
!

"

"
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图
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和
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和
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讨论

烟粉虱的初生内共生菌
:/2+612"

集中分布于含

菌细胞中#能够为烟粉虱补充植物韧皮部汁液中缺

失的营养物质#比如类胡萝卜素等"

c(BB':=6

等(

/0

)

证实以色列的
GPLG3

隐种和
GPE

隐种的初生

内共生菌均集中分布于含菌细胞中"

7:;

,

N

等(

/M

)发

现印度的
LA:%

&

和
LA:%

'

两个隐种均携带有初生

内共生菌且均集中分布于含菌细胞中"我们的试验

结果与前人的研究结果是一致的"

次生内共生菌
@"96;+/<1;;"

也广泛分布于不

同的烟粉虱隐种和不同地理种群中"在我国#除了

几种烟粉虱本地隐种外#入侵烟粉虱
GPLG3

和

GPE

两种隐种均携带有此种内共生菌(

!-

)

"本研究

结果发现入侵我国的烟粉虱
GPLG3

隐种携带的

次生共生菌
@"96;+/<1;;"

分布于含菌细胞中但呈

环形分布#包裹在初生共生菌的周边"

7F

等(

!3

)发现

我国烟粉虱
GPE

种群携带有次生内共生菌
@"97

6;+/<1;;"

#且通过原位杂交技术证实该菌的分布特征

跟初生共生菌
:/2+612"

类似#主要分布于含菌细胞

中"

c(BB':=6

等(

/0

)和
7:;

,

N

等(

/M

)均在不同烟粉虱

隐种和不同地理种群中发现类似的结果"

本研究发现#烟粉虱
GPLG3

隐种携带的

%6=?1++>6"

不仅存在于含菌细胞中#还随机分布于其

'

1#

'
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他不同的器官和部位#证明
%6=?1++>6"

在
GPLG3

隐种中的分布包含+集中,分布和+随机,分布两种不

同类型"类似地#

c(BB':=6

等(

#5

)对
GPLG3

烟粉虱

中不同发育阶段的
%6=?1++>6"

进行了定位观察#发

现在卵期*若虫期以及成虫期均有分布"蛹期烟粉

虱的
%6=?1++>6"

主要存在肠道中#成虫期主要分布

于腹部和肠道附近#集中分布于中肠中#推测其可能

在食物消化过程中发挥作用-此外#

%6=?1++>6"

还随

机分布于寄主全身(

#5

)

"然而#

X)F8:;

等(

/3

)利用电

子荧光显微镜来研究
%6=?1++>6"

入侵的特性#发现

除含菌细胞外#烟粉虱的消化器官*唾液腺*生殖器

官均被感染-同时观察到类似
%6=?1++>6"

的信号附

着在菌胞外表面并可能被菌胞吞噬#该现象与

GF;>=)'(N

和
bF)BB:

(

!#

)所报道的
%6=?1++>6"

能通过

引起吞噬泡的形成而频繁地在寄主细胞和组织之间

移动的结论一致"总之#昆虫体内
%6=?1++>6"

的分

布研究为未知的细菌
O

昆虫间特殊相互作用和可能

的传播途径提供了线索"

共生菌在寄主中的传播方式主要有水平传播和

垂直传播两种"

I%A

9

:Oa'F

,

=)

等(

/-

)研究发现
%6=?7

1++>6"

菌可以通过寄主转移到植物韧皮部细胞中#植

物作为
%6=?1++>6"

菌水平传播的储存器介导了昆虫

与共生菌之间的水平传播"而烟粉虱体内携带的内

共生菌的垂直传播与含菌细胞有密切联系"

V:8'=)

等(

#-

)研究发现
%6=?1++>6"

菌在烟粉虱体内通过母代

垂直传播率达到
MM.31R

#在同一寄主植物上#感染

%6=?1++>6"

菌的雄虫与未感染的雌虫之间没有水平

传播"

X)F8:;

等(

/3

)研究发现
%6=?1++>6"

菌没有分

布在含菌细胞内#而是通过早期侵入卵母细胞并存

在于卵泡细胞和细胞质中#待卵子成熟后#它大部分

被排除在外#然而#一些细菌细胞留在卵子中#确保

它们转移到后代"

%6=?1++>6"

菌的垂直传播主要由

卵母细胞介导而不是含菌细胞"初生内共生菌

:/2+612"

和次生内共生菌
@"96;+/<1;;"

存在于含

菌细胞内(

/0/M

)

#并通过烟粉虱雌虫由含菌细胞垂直

传递给子代"本研究结果证明
/

种共生菌均能通过

烟粉虱雌虫垂直传播给子代#但是垂直传播的过程

和机制有待一进步研究"

利用荧光原位杂交技术对烟粉
GPLG3

隐种

携带的初生内共生菌
:/2+612"

和次生内共生菌

@"96;+/<1;;"

和
%6=?1++>6"

定位研究表明#在烟粉

虱各个发育阶段#

/

种内共生菌均有分布#其中

:/2+612"

和
@"96;+/<1;;"

集中分布于含菌细胞中#

而
%6=?1++>6"

既分布于含菌细胞中#也均匀分布于

虫体其他部位"这些结果一方面证明了
/

种共生菌

均能通过烟粉虱雌虫完成垂直传播#同时也明确了

这些共生菌在入侵烟粉虱
GPLG3

隐种各个发育

阶段的分布特征#研究结果为进一步揭示内共生菌

参与的烟粉虱入侵机制打下基础"
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期 王茹琳等!气候变化情景下四川省猕猴桃溃疡病菌潜在地理分布模拟
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