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Abstract Bemisia tabaci(Gennadius) is a species complex comprised of many biotypes. Biotype Q is replacing

biotype B to become the predominant biotype in parts of China. The comparison of genetic diversity between

biotypes B and Q is important to comprehend the genetic basis of the two biotypes’competition. The AFLP

method was used to study the population genetic diversity of the Q1，Q2 and B biotype. The results show that the

genetic diversity of biotype Q is higher than that of B，and that of Q1 similar to that of Q2. Finally，the

characteristics of AFLP and SSR are discussed.
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摘 要 烟粉虱 Bemisia tabaci(Gennadius)是由多种生物型或物种组成的复合种。Q 型烟粉虱在我国部

分地区正在取代 B 型烟粉虱成为优势生物型。烟粉虱 Q 型与 B 型遗传多样性比较研究为解析这 2 种生

物型入侵的遗传学基础具有重要的意义。本文利用 AFLP 技术研究了 Q 型(包括 Q1 型、Q2 型)、B 型烟

粉虱种群的遗传多样性。结果表明:Q 型烟粉虱遗传多样性高于 B 型烟粉虱;Q1 型烟粉虱各项遗传多

样性指数均接近于 Q2 型。最后探讨了 AFLP 与 SSR 分子标记的各自特点。
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烟粉虱 Bemisia tabaci(Gennadius)是一种
世界性分布的农业害虫，它可取食植物汁液、分
泌蜜露影响光合作用，传播 110 多种植物病毒，

给蔬菜、花卉和棉花等造成严重的经济损
失
［1］。目前，烟粉虱被认为是一个由多种生物

型或物种组成的复合种
［2，3］，其中烟粉虱 B 型

和 Q 型是分布较广、入侵性较强的 2 种生物
型，受到人们的普遍重视

［3］。
20 世纪 90 年代中期，烟粉虱在我国广东、

上海等地发生严重。随后的研究表明，在我国
多个省市发生的烟粉虱是 B 型烟粉虱［4 ～ 6］。而

Q 型烟粉虱于 2003 年首次在云南被发现，随后
在北京、河南、浙江、山东等地发现［7，8］。近几
年对山东省烟粉虱生物型调查发现，在部分地

区 Q 型正取代 B 型成为烟粉虱的优势生物
型
［9］。物种的遗传多样性水平不仅为适应环
境变化提供了更多的遗传学基础，而且在种群、
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群落和生态系统水平都有重要的生态学影

响
［10］。因此，烟粉虱 Q 型与 B 型的遗传多样
性比较研究为解析这 2 种生物型入侵的遗传学
基础具有重要的意义。Q 型烟粉虱原产于地中
海地区，系统发育分析可分为 Q1 和 Q2 两个分
支，Q1 型主要分布在地中海大部分国家，而 Q2
型仅分布在以色列、塞浦路斯等少数几个国
家
［11］。褚 栋 等［12］ 及 Chu 等［13］ 分 别 利 用

RAPD、ISSR 分析表明:Q 型烟粉虱种群的遗传
多样性高于 B 型烟粉虱。 Chu 等［11］利 用
mtCOI 多样性分析表明，Q1 型烟粉虱比 Q2 型
烟粉虱具有更多的多样性，这可能是不同遗传

类型的遗传学特性。这与作者利用 SSR 分析
以色列的 Q2 型烟粉虱多样性低于来自西班
牙、云南的 Q1 型的结果是一致的(另文发表)。
作者利用 SSR 方法研究表明山东省 Q 型

(Q1 型)烟粉虱入侵种群与塞浦路斯 Q2 型种
群的遗传多样性高于 B 型，且塞浦路斯 Q2 型
种群多样性低于 Q1 型(另文发表)。为了进一
步验证上述结果，本研究利用 AFLP 技术对上
述山东省的 Q1 型种群、塞浦路斯 Q2 型以及 B
型的遗传多样性进行了分析。扩增片段长度多
态性(AFLP) 技术具有多态性产率高、分辨率
高、可靠性好等优点［14，15］。本研究对于揭示不
同烟粉虱生物型的遗传学特性及其影响因素具

有重要意义。同时，通过 AFLP 与 SSR 所得遗
传多样性结果的比较，分析了 2 种分子标记的
不同优势。

1 材料与方法

1. 1 烟粉虱样品
试验用 Q 型烟粉虱样品分别来自山东省

寿光、德州、济南和塞浦路斯，山东种群采取 5
点取样法采集烟粉虱成虫，塞浦路斯种群是英

国洛桑农业试验站的 Ian Denholm 博士提供。
利用 mtCOI 分子标记鉴定生物型，寿光、德州
的 4 个种群为 Q1 型，塞浦路斯种群为 Q2 型，
济南种群为 B 型，具体信息见表 1。样品均用
95%无水乙醇 － 20 ℃保存。每个种群随机取 5
头烟粉虱进行遗传多样性分析。

表 1 烟粉虱采集时间、地点及生物型

种群编号 地点 寄主 时间 生物型

SGQ 寿光 茄子 2008 Q1
SGM 寿光 棉花 2008 Q1
DZQ 德州 茄子 2008 Q1
DZM 德州 棉花 2008 Q1
JNB 济南 棉花 2005 B
CYP 塞浦路斯 棉花 2006 Q2

1. 2 DNA 提取
单头烟粉虱 DNA 提取参照禇栋等［16］和安

瑞生等
［17］
的方法。取单头烟粉虱置于 0. 5 mL

离心管中，加入 20 μL 裂解液(10 mmol /L Tris-
HCl，pH 8. 0; 25 mmol /L NaCl; 25 mmol /L
EDTA; 1 % SDS)，用封口枪头捣碎，加 40 μL
裂解液冲洗枪头，混匀;55 ℃ 过夜;取出后加
60 μL 3 mol /L 醋酸钾，混匀，冰上放置 2 h;
12 000 r /m离心 10 min，将上清液转移到一个
新的 0. 5 mL 离心管中，加入 2 倍体积预冷的无
水乙醇，放于 － 20 ℃2 h 以上;12 000 r /m 离心
15 min，去掉上清液，沉淀用 70% 乙醇洗涤 2
次，室温干燥，最后加入 15 μL ddH2O 溶解
DNA。用微型紫外分析仪测定 DNA 浓度及纯
度。
1. 3 AFLP 试验过程
1. 3. 1 酶切连接 在 0. 5 mL 离心管中加入模
板 DNA7 μL，10 × Reaction buffer 2. 5 μL，EcoRI
接头(5 pmol /L)和 MseI 接头(50 pmol /L)各 1
μL，EcoRI 4U，MseI 4U，10mmol /L ATP 2. 5 μL，
T4 Ligase 3U，补充 ddH2O 至 25 μL。混匀后离
心 30 s，37 ℃温浴 5 h，4 ℃过夜。
1. 3. 2 预扩增 反应体系为 25 μL，取酶切连
接产物 2 μL，加入 10 × PCR buffer 2. 5 μL，
dNTP 1 μL，EcoRI 引物 E01 0. 5 μL，MseI 引物
M02 0. 5 μL，Taq 酶 1U。反应程序，94 ℃ 2
min，94 ℃ 30 s，56 ℃ 30 s，72 ℃ 80 s，循环 30
次;72 ℃ 5 min。
1. 3. 3 选择性扩增 取部分预扩增产物用
ddH2O 稀释 20 倍，从中取 2μL 作为选择性扩
增的模板，反应体系 25μL ，包括 EcoRI 引物
(5 ng /μL ) 1 μL，荧 光 标 记 的 MseI 引 物
(30 ng /μL)1 μL ，其余试剂与预扩增反应相
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同。按下列参数进行 PCR 反应:94 ℃ 30 s，
65 ℃ 30 s，72 ℃ 80 s，此后每循环退火温度降
低 0. 7 ℃，共 12 个循环;然后 94 ℃ 30 s，55 ℃
30 s，72 ℃ 80 s，23 个循环。反应产物用
ABI377 测序仪进行检测。
1. 4 数据处理
用 GenScan3. 1 软件和 Binthere 软件分析

处理胶图，得到样品条带分布表，转换成 0、1 矩
阵。利用 POPGEN32 软件分析遗传多样性参
数。

2 结果与分析

2. 1 AFLP 选择性扩增结果
经筛选共得到 5 对多态性较好的引物组合

(表 2)，利用这 5 对引物对 6 个试验种群 30 个
烟粉虱样品进行 AFLP 分析共得到 389 条扩增
带，平均每对引物组合扩增到 77. 8 条。其中
E-AGG /M-CTA、E-ACT /M-CTC 扩增条带数较
多，扩增条带数最多的是 E-AGG /M-CTA，为
122 条，扩增条带数最少的是 E-AGC /M-CAC，

只有 32 条。

表 2 AFLP 试验使用的接头及引物序列

接头及扩增引物 序列

接头

EcoR I 接头 1 5′-CTCGTAGACTGCGTACC-3′
EcoRI 接头 2 5′-AATTGGTACGCAGTCTAC-3′
MseI 接头 1 5′-GACGATGAGTCCTGAG-3′
MseI 接头 2 5′- TACTCAGGACTCAT-3′

预扩增引物

E01 5′-GACTGCGTACCAATTCA-3′
M02 5′-GATGAGTCCTGAGTAAC-3′

选择性扩增引物

E-AAC /M-CAT
5′-GACTGCGTACCAATTCAAC-3′

5′-GATGAGTCCTGAGTAACAT-3′

E-ACA /M-CAT
5′-GACTGCGTACCAATTCACA-3′

5′-GATGAGTCCTGAGTAACAT-3′

E-AGC /M-CAC
5′-GACTGCGTACCAATTCAGC-3′

5′-GATGAGTCCTGAGTAACAC-3′

E-ACT /M-CTC
5′-GACTGCGTACCAATTCACT-3′

5′-GATGAGTCCTGAGTAACTC-3′

E-AGG /M-CTA
5′-GACTGCGTACCAATTCAGG-3′

5′-GATGAGTCCTGAGTAACTA-3′

2. 2 烟粉虱种群遗传多样性分析
利用 POPGEN32 软件对 AFLP 数据进行分

析得到各种群的遗传多样性指数，见表 3。从
表 3 可见，6 个烟粉虱种群遗传多样性差异较
大，多态性位点百分率 P 最低的是济南棉花 B
型种群，为 38. 56，最高的是塞浦路斯 Q2 型种
群，为 57. 58; Nei’s 基 因 多 样 性 指 数 H、
Shannon’s 信息指数 I 由高到低依次是:寿光茄
子种群 > 寿光棉花种群 > 塞浦路斯棉花种
群 > 德州棉花种群 >德州茄子种群 >济南棉
花种群。从表 3 中可以看到，4 个 Q1 型种群各
项遗传多样性指数均接近 Q2 型的塞浦路斯种
群，而 Q 型(包括 Q1 型与 Q2 型)种群大于 B
型种群。Q1 型种群中，寿光 2 个种群多样性较
高，德州 2 个种群较低，以德州茄子种群多样性
最低。
用于 AFLP 试验的寿光和德州 Q1 型种群、

塞浦路斯 Q2 型种群与 SSR 所得遗传多样性指
数比较(表 4)表明:相对于利用 SSR 分析遗传
多样性的结果，AFLP 方法得到的各项遗传多
样性指数均低于 SSR 方法得到的数值。Q2 型
遗传多样性利用 SSR 分析时低于 Q1 型(Nei’s
基因多样性指数分别为 0. 38 和 0. 48 )，但
AFLP 分析却与 Q1 型相似(Nei’s 基因多样性
指数均为 0. 18)。

3 讨论

本研究利用 AFLP 分析发现山东省的 4 个
Q1 型烟粉虱种群的遗传多样性接近于塞浦路
斯 Q2 型烟粉虱，这与利用 SSR 分析结果(另文
发表)稍有不同，利用 SSR 方法研究表明山东
省 Q1 型烟粉虱入侵种群高于塞浦路斯 Q2 型
种群。造成结果差异的原因可能来自多种因
素。首先，AFLP 样品数量(5 头 /种群)较 SSR
试验样品(15 头 /种群)数量少。其次，可能是
SSR 较 AFLP 方法的信息含量高［18，19］。但是
AFLP 的优点是不需要预先知道样品的遗传背
景，而且一次 PCR 得到的多态性片段多，多态
性检测效率高

［19］，因此在没有 SSR 位点引物的
时候，也是一个较好的选择。
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表 3 利用 AFLP 方法分析的各种群遗传多样性指数

种群

编号

多态性位点

百分率(P)

观测等位基

因数(Na)

有效等位基

因数(Ne)

Nei’s 基因多样

性指数(H)

Shannon’s 信息

指数( I)

SGQ 54. 2 1. 542 1. 319 0. 188 0. 283
SGM 56. 0 1. 560 1. 304 0. 184 0. 280
DZQ 49. 8 1. 498 1. 264 0. 160 0. 246
DZM 53. 9 1. 539 1. 294 0. 176 0. 269

CYP-Q2 57. 5 1. 575 1. 287 0. 177 0. 273
JN-B 38. 5 1. 385 1. 201 0. 120 0. 189

表 4 AFLP 与 SSR 方法分析各生物型遗传多样性指数的比较

生物型 试验方法 观测等位基因数(Na) 有效等位基因数(Ne) Nei’s 基因多样性指数(H)

Q1 AFLP 1. 55 1. 30 0. 18
SSR 3. 67 2. 32 0. 48

Q2 AFLP 1. 58 1. 29 0. 18
SSR 2. 67 2. 04 0. 38

利用 AFLP 对烟粉虱种群进行遗传多样性
分析，结果显示 Q 型种群遗传多样性均较高
(平均 I = 0. 270)，而 B 型种群多样性相对较低
( I = 0. 189)。这与前人利用 RAPD、ISSR 分子
标记研究结果一致

［12，13］。较高的遗传多样性
水平可能为 Q 型烟粉虱对多种农药产生抗性
提供了遗传学基础，这也可能是在我国部分地

区 Q 型替代 B 型成为优势生物型的原因之一。
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