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葉蟎為蛛形綱 (Arachnida)、蟎蜱亞綱 

(Acarina)、蟎形目 (Acariformes)、前氣門亞

目 (Prostigmata)、葉蟎總科 (Tetranychoidea) 

(Krantz, 1978) 之成員。葉蟎科之種類大部份均

棲息於葉背，用鋏角銼開葉背之表皮，再以口

針刺入吸食葉片組織，使受害細胞乾枯、壞

死。取食時多沿著葉背葉脈，被吸食處最初呈

銹色斑點，繼而葉片黃萎、捲曲、畸形導致落

葉。被害植物體因代謝作用受到影響，使果實

細小、歪曲提早落果、品質變劣或不耐貯存，

更能影響樹齡。 

葉蟎之物種判定，多以外部形態為主，應

用成蟎作為鑑定的依據 (Wang, 1981)，而幼

體時期 (卵、幼蟎或若蟎) 的特徵則常因形狀

的不穩定或不明顯，較難明確應用於種的分類

鑑定。此外，葉蟎的體形細小 (多小於 1 

mm)，近緣種或姐妹種 (sibling species) 間

的變異不大，在形態的分類判定上有時會受到

限制。因此，有學者嘗試應用 DNA 特徵研

究葉蟎的變異；其中 Navajas et al. (2001) 

分析 Tetranychus kanzawai (Kishida) 和 

Tetranychus hydrangeae (Pritchard et Baker) 

的  ITS (internal transcribed spacer) 序

列，發現在此序列上雖有變異但應為同物異
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名。Osakaba and Sakagami (1994) 對全爪

蟎屬 (Panonychus, Pan.) 三個物種的 rDNA 

進行研究，說明 Pan. ulmi (Koch)、Pan. mori 

和  Pan. citri (Mc Gregor) 三種蟎雖為同

屬，但其 rDNA 的分子特徵已有明確的差

異。由此可知 rDNA 中的 ITS1 及 ITS2 兩

區段變異快，適合來推斷種間或近緣種的分類

地位 (Osakaba and Sakagami, 1994; Navajas 

and Fenton, 2000)。此後，有更多研究應用 

DNA 的資料探討葉蟎的親緣關係及分類鑑定

等課題 (Navajas et al., 1992, 1996, 1998; 

Navajas and Fenton, 2000; Robert, 2002)。 

因此在形態特徵外，透過對 DNA 的序列研

究，不僅可解決部分外部形態的鑑定困難，更

提供另一個分類鑑定的方法，揭示葉蟎種間及

種內的遺傳差異及親緣關係。本文應用建立的 

28S rDNA 及 ITS2 序列，開發 multiplex- 

PCR 及 PCR-RFLP 兩種方法，應用於經濟

上嚴重危害之數種葉蟎之鑑定。 

 

 
 

 

供試標本分別從台灣田野採集，單隻飼養

於透明的壓克力箱內的寄主植物上；如咖啡小

爪蟎 (Oligonychus coffeae (Nietner)) 飼養

於茶樹老葉上；哈第岩蟎 (Petrobia harti 

(Ewing)) 飼養於酢醬草上；神澤葉蟎  (T. 

kanzawai) 飼養於菜豆上。將飼養箱放入 25

℃的環控溫室內飼養；而歐洲葉蟎  (Pan. 

ulmi) 則飼養於 20℃的植物生長箱內的蘋果

樹上。葉蟎族群大量增加後，採取葉片，置於

解剖顯微鏡下，以毛筆挑出葉蟎置入 1.5 ml 

微量離心管中；每管雌成蟎約 50 隻，保存於 

70% 的酒精中以備核酸標幟分析，其詳細資料

記錄於表一。 

DNA  
應用 Wizard Genomic DNA Purification 

Kit (Promega, USA) 萃取葉蟎之 DNA，詳

細流程參考 Lin et al. (2003)。 

 

28S rDNA  ITS2  
每一 0.2 ml 微量離心管依序加入去離子

水 42.1 µl、10X SuperTaq 緩衝液 5 µl、正

反向引子各 10 pmole、dNTP 200 µM、

SuperTaq 酵素 2 個單位及 DNA 模板 1 µl 

(約 30 ng)，總體積為 50 µl。將溶液混合均

勻後，進行 PCR 反應。共使用 5 組引子對

分別進行反應，配對分別為 28Sa 對 28Sb、

28Sc 對  28Sd、28Se 對  28Sf、28Sg 對 

28Sh 及 ITS1M 對 ITS2M (表二)。複製 

28S rDNA 反應流程為：步驟一，於 94℃預

熱 2 分鐘；步驟二，於 94℃ 50 秒、52℃ 60 

秒及 72℃ 50 秒，共 30 個循環；步驟三，

於 72℃ 10 分鐘。複製 ITS2 流程設定為：

步驟一，於 95℃預熱 2 分鐘；步驟二，於 95

℃ 40 秒、50℃ 40 秒及 72℃ 50 秒，共 30 

個循環；步驟三，於 72℃ 10 分鐘。 

 

 

DNA 複製完成之後，於 1% 洋菜膠進行

電泳分析。複製產物取 5 µl 與 6X 染劑 1 µl 

混合均勻，注入電泳槽孔；用 100 bp DNA 梯

度條帶為參考標幟。進行電泳反應後，將洋菜

膠取出，用溴化乙錠 (ethidium bromide) 染

色 20 分鐘；於紫外光箱觀察照相，確定複製

產物的濃度及大小是否正確。將複製成功的 

PCR 產物保存於 -20℃，再進行 PCR 產物

之純化。 

 

28S rDNA  ITS2  
以反應試劑組 QIAquick PCR Purification 
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Kit (Qiagen, UK) 直接回收產物，其步驟參

考試劑內的說明，並略作修改 (Lin et al., 

2003)。當產物有多條帶時，以反應試劑組 

QIAquick Gel Extration Kit 回收，其步驟

參考試劑內的說明。 

 

28S rDNA  ITS2  
純化之 PCR 產物各取 8 µl (約 200 ng 

之 DNA)，分別和 0.8 µM 的上下游引子 4 

µl 充分混合，PCR 反應後經自動定序儀分

析，而得到 DNA 序列。28S rDNA 及 ITS2 

序列已登入基因庫  (http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov) ， 序 號 分 別 為  AY750691 、

AY750696、AY750698、AY750699、A750707 

及 AY750708。 

 

 

以 GCG (http://bioinfo.nhri.org.tw) 及 

 
Table 1. Scientific name, collecting location, date, and host plant of five tetranychid mites 

Taxon Locality Host Date 
Oligonychus coffeae (Nietner) Yunlin Thea sinensis L. 12 May 2002 
Panonychus ulmi (Koch) Taichung Malus pumila Mill  1 July 2003 
Panonychus citri Pingtung Carica papaya L. 14 Dec. 2002 
Petrobia harti (Ewing) Kaoshiung Oxalis corniculata L.  6 June 2002 
Tetranychus kanzawai Kishida Pintung Glycine max Merr 14 Feb. 2003 

 
 

 
Table 2. Primers and their sequences used in this study  

Locus Primer Primer sequences 
28Sa GAC CCG TCT TGA ACC ACG GAG TCT 
28Sb TTC GGC AGG TGA GTT GTT ACA 
28Sc TGT AAC AAC TCA CCT GCC GAA 
28Sd AAT CCT TAT CCC GAA GTT ACG GA 
28Se TCC GTA ACT TCG GGA TAA GGA TT 
28Sf TGT ACC GCC CCA GTC AAA CT 
28Sg AGT TTG ACT GGG GCG GTA CA 
28Sh CTT AGA GGC GTT CAG GCA TAA 
28SU TCT AGC GAA ACC ACA GCC AAG GGA AC 
28SD GTT CCC TTG GCT GTG GTT TCG CTA GA 
28Stk ACC CTG AGG TAA ACC CAA GTG AGA GAG AC 
28Sph CGA GCC ACC CTT AAT GGA ACA ACC AC 
28Spu AGT GGT ATT TCA TTG GCG CAA AGG GG 

28S rDNA region 

28Soc AGC ATC AAG ATT TCG GTC TTG GTG TTT CAG A 
ITS1M ACG GGA GCT CGG TGC GAA TTG CAG GAC ACG CCG 
ITS2M TAC GGG AGC TCG ACC TGA TCT GAG ATC AAA A 
ITS1-MU GGA TGA CCG GAT GGT CTA TGC TTA GCA G 
ITSpu1 TAT GGT GAT GTG TGA TAC ACG CTA CTA AC 
ITSpu2 GTT ACA AGT TAT ACG CTA AGT TTT ACA ACC AAC 

ITS2 region 

ITSpc TGG GAG ACG GGA TAC ATG CGC TAC TAA C 
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MEGA2 (Kumar et al., 2001) 等軟體進行 

DNA 序列分析。下游引子 28Sb、28Sd、

28Sf、28Sh 及 ITS2M 得到之反向負股序列

於 GCG 軟體逆位轉股後，再與正向之 DNA 

比對校正，得到最正確之樣品序列。序列分別

整理好後，再用 MEGA2 軟體分析，計算樣

品之間差異大小。另搜尋 ITS2 的酵素切位及

設計 28S rDNA 及 ITS2 之專一性引子，應

用於 PCR-RFLP 及 multiplex-PCR 之分

析。 

 

PCR-RFLP  (Pan. citri) 
 (Pan. ulmi)  ITS2  

PCR 產物回收後，分別以數種限制酶 

(Bbv I、Bciv I、Alw I、Ssp I、Rsa I 和 Psi 

I) 進行柑桔葉蟎及歐洲葉蟎之 ITS2 DNA 

片段之切割。反應溶液總體積為 10 µl，其中 

PCR 產物 3 µl、限制酶 1 µl (3 U)、10X 的

緩衝液 1 µl 及去離子水 3 µl，將反應液置於 

37℃ 水浴 2 小時，取 10 µl 反應液及 2 µl 

之染劑充分混合，以 2% 的瓊脂膠體於 0.5X 

的 TBE 緩衝液中進行電泳 70 分鐘，置於溴

化乙錠中染色 30 分鐘，於紫外光箱觀察照相

並比較其限制酶切割圖譜。 

 

Multiplex-PCR  
運用已知的 28S rDNA 及 ITS2 序列，

分別設計葉蟎屬 (Tetranychus)、全爪蟎屬 

(Panonychus)、小爪蟎屬 (Oligonychus)、岩蟎

屬 (Petrobia) 及柑桔葉蟎及歐洲葉蟎的專一

性引子 (表二)，進行 multiplex-PCR 的鑑定

運用，單一或混合的 DNA 樣品於特殊配對

的引子組合內，進行 PCR 的增幅。PCR 反

應條件，步驟一：95℃預熱 15 分鐘；步驟二，

於 94℃ 30 秒、60℃ 90 秒及 72℃ 90 秒，

共 35 個循環；步驟三，於 72℃ 10 分鐘，

再行電泳反應顯像。 

 

 
 

28S rDNA  ITS2  
28S rDNA 的複製長度約為 2900 bp，

其中神澤葉蟎為 2839 bp、哈第岩蟎為 2904 

bp、歐洲葉蟎為  2889 bp 及咖啡小爪蟎 

2857 bp (圖一)；G、A、T 及 C 的含量比例

平均分別為 26.3、27.3、25.3 及 21.1%。歐

洲葉蟎及柑桔葉蟎 ITS2 區段的複製長度分

別 654 及 668 bp (圖二)；G、A、T 及 C 的

含量比例平均分別為 21.9、28.2、30.8 及 

19.1%。 

 

PCR-RFLP  
應用 GCG 上之 ”mapplot” 程式搜尋歐

洲葉蟎及柑桔葉蟎之 ITS2 區段的限制酶切

割位，再從中選取合適的限制酶，進行 PCR- 

RFLP 的分子鑑定。針對柑桔葉蟎選擇 Bbv 

I、Psi I 和 Ssp I 三種酵素，可以將柑桔葉

蟎的 ITS2 切割成二個片段，而在歐洲葉蟎則

沒有切割位置；另外針對歐洲葉蟎選擇 Alw 

I、Bciv I 和 Rsa I 三種酵素，其在柑桔葉蟎

上也無相對的切割位。 

利用引子 ITS1M 及 ITS2M 擴增出歐

洲葉蟎長度約為 660 bp，柑桔葉蟎長度約為 

670 bp，上述六種限制酶的切割結果顯示於圖

三。Alw I 可以將歐洲葉蟎切成大小約 160 

及 500 bp 兩個片段，但在歐洲葉蟎上有切割

不完全的現象；Bciv I 可將歐洲葉蟎切成大小

約 290 及 370 bp 大小，但仍有切割不完全

的情形；Rsa I 可將歐洲葉蟎完全的切割成大

小約 280 及 380 bp 的兩個片段。Bbv I 可

以將柑桔葉蟎切割成 190 及 480 bp 兩個片

段，但切割結果不佳；Psi I 可以將柑桔葉蟎 
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 28S rDNA Tkan Phar Ocof  Pulm ”.”
”-”  

Fig. 1. Sequences of 28S rDNA from samples of Tetranychus kanzawai (Tkan), Petrobia harti (Phar), Oligonychus 
coffeae (Ocof), and Panonychus ulmi (Pulm). A dot (.) indicates that the sequence is identical to the first line, while a 
dash (-) indicates a gap. The location and direction of the primers are labeled beneath the sequences. 
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( )  
Fig. 1. (continued) 
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( )  
Fig. 1. (continued) 
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切割成 190 及 480 bp 兩個片段；Ssp I 可

以將柑桔葉蟎切割成 240 及 430 bp 兩個片

段。 

 

 

針對歐洲葉蟎及柑桔葉蟎設計 ITS2 的

專一性引子，來偵測樣本中是否為該害蟎。每

組反應均加入共同正向引子 ITS1-MU，反向

引子則分別加入偵測柑桔葉蟎的 ITSpc 或偵

測歐洲葉蟎的 ITSpu1 及 ITSpu2 (表二)。由

結果可知 (圖四)，加入柑桔葉蟎專一性的反向

引子及柑桔葉蟎的 DNA 則會複製出約 480 

bp 長度的 PCR 產物，若加入歐洲葉蟎的 

DNA 進行 PCR 反應則無 PCR 產物 (圖四; 

lanes 1 and 2)；相對的加入歐洲葉蟎的專一

引子及歐洲葉蟎的 DNA 時則會複製出 480 

bp 的 PCR 產物 (圖四; lanes 4 and 6)，而

含柑桔葉蟎 DNA 模板的反應則無 PCR 產

物 (圖四; lanes 3 and 5)。 

 

Multiplex-PCR  
應用 multiplex-PCR 針對葉蟎科中的葉

蟎屬、全爪蟎屬、小爪蟎屬及岩蟎屬設計 28S 

rDNA 區段專一性引子，分別為 28Stk、

28Spu、28Soc、28Sph 及共同引子 28SU 及 

28SD (表二)。DNA 模板分別為神澤葉蟎 

(Tkan)、歐洲葉蟎 (Pulm)、咖啡小爪蟎 (Ocof) 

及哈第岩蟎 (Phar) 及混合樣本 (含 Tkan、

 (P. cit)  (P. ulm) ITS2 ”.” ”-” 
 

Fig. 2. Sequences of the ITS2 region from samples of Panonychus citri (P. cit) and P. ulmi (P. ulm). A dot (.) indicates 
that the sequence is identical to the first line, while a dash (-) indicates a gap. The location and the direction of primers 
are labeled beneath the sequences. 
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Pulm、Ocof 及 Phar 等 DNA)。由結果可

知，模板僅有神澤葉蟎時只會複製出 28SU 

及 28Stk 這一區段約為 270 bp；模板僅有

歐洲葉蟎時，只會複製出 28SU 及 28Spu 這

一區段約為 200 bp；模板僅有咖啡小爪蟎時

只會複製出 28SD 及 28Soc 這一區段約為 

350 bp；模板僅有哈第岩蟎時，應該會複製出 

28SU 及 28Sph 這一區段約為 440 bp，但

這個區段並沒有複製出來；混合的 DNA 模

板同時含有這四種葉蟎時，則複製出 270、200 

及 350 bp 三個區段 (圖五)，哈第岩蟎專一片

段也未複製出來。 

 

 

 
 

蟎類的發育過程中，不同的齡期具有不同

的特徵變化，且在幼蟎、若蟎時期的分類，常

因缺乏可供鑑定的分類特徵而難以鑑定。但是

若以遺傳物質來進行分析比對，透過 DNA 序

列的變異分析比較，則較不會有上述的困擾。

通常 DNA 分子鑑定須經幾個步驟：(1) DNA 

純化；(2) PCR 反應；(3) 電泳確認；(4) PCR 

產物回收；(5) PCR 產物切割分析或定序分析 

(Yeh, 2002)。採用的步驟愈多，所花費的間即

愈長；因此，在快速鑑定的前提下，本研究採

用反應步驟較少或各步驟時間短的方式，期望

能夠達到快速鑑定的要求。 

 RFLP  (U)  (C)  ITS2  Alw I Psi I Rsa I Ssp I Bbv I 
Bciv I M  100 bp DNA 1 3 5 7 9 11 2 4 6 8 10
12  

Fig. 3. RFLP analysis of ITS2 fragments from Panonychus ulmi (U) and Pan. citri (C). M, 100 bp DNA ladder; lanes 1, 3, 
5, 7, 9, and 11 show the digested results for P. ulmi; lanes 2, 4, 6, 8, 10, and 12 show results for Pan. citri. 
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1 3 5  DNA 
 2 4 6  DNA 
M  DNA  

Fig. 4. Application of a specific primer to identify Pan. 
citri and Pan. ulmi. Lanes 1, 3, and 5 contain a 
DNA template of P. citri in the reaction. Lanes 2, 4, 
and 6 contain a DNA template of P. ulmi in the 
reaction. M is the DNA marker. 

 

由本實驗的結果可知，利用 PCR-RFLP 

的技術雖可快速鑑定歐洲葉蟎及柑桔葉蟎，但

已經過 GCG 軟體篩選的酵素也可能發生切

割不完全的情形或是 DNA 量太少切割後的

片段太小，電泳時無法逹到預期的效果，因此

最好開發多組的限制酶才可提高準確性。

Multiplex-PCR 雖僅需 DNA 純化、PCR 反

應、電泳確認等三個步驟，即可知曉樣品是否

含有該葉蟎，但當複製的 DNA 大小太相近

則無法適當的應用，且在選出專一性引子時其

結果也可能不如預期，如哈第岩蟎之專一性引

子並未複製出該有的片斷，所幸哈第岩蟎特有

之 28S rDNA 及 ITS2 的序列仍可明確界

定本種；因此為了解決這些問題，最好同時操

作數個不同的 DNA 區段及數個專一性引子 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Multiplex-PCR  1 
 DNA  2 3 4  5

 (28SU  
28SD) M 

 DNA  
Fig. 5. Application of multiplex-PCR to identify 

tetranychid mites. Lane 1 contains the DNA 
templates of four species. Lanes 2 ~ 5 contain 
a DNA template of T. kanzawai., P. harti, O. 
coffeae, and Pan. ulmi in the PCR reaction, 
respectively. Six primers, including two 
universal primers and four specific primers, 
were added to each reaction. M is the DNA 
marker. 

 

對，以增加其可靠性及準確性。另外，可針對

某一種重要性害蟎建立其遺傳組成的資料庫

如 PCR-RFLP、multiplex-PCR 或 DNA 序

列等，視實際需求而選用。當有可疑樣品時無

論是卵、幼蟎、若蟎或雌雄成蟎，分析 DNA 

比較其資料庫，即可逹到鑑定目的。 
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形態上的鑑定協助。 
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ABSTRACT 

Species recognition of spider mites is difficult due to their small body 
sizes and unstable morphological characters in the immature stages. In this 
study, sequences of 28S rDNA and ITS2 of ~2900 and 600 bp in length, 
respectively, were used to identify the molecular variations of five species of 
spider mites in four genera: Oligonychus coffeae (Nietner), Panonychus citri, 
Panonychus ulmi (Koch), Petrobia harti (Ewing), and Tetranychus kanzawai 
Kishida. Specific primers and restricted digestion enzymes were designed 
from the 28S rDNA and ITS2 regions, and applied for multiplex PCR and 
PCR-RFLP to identify these spider mites. Results showed that the application 
of the two molecular markers was useful for identifying these economically 
important pests. 

 
Key words: spider mite, multiplex PCR, PCR-RFLP, ITS2, 28S rDNA 
 
 




