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摘要:目 的:利 用 RAPD(Random AmplifiedpolymorphicDNA)和SRAP(Sequence-RelatedAmplifiedPolymor-

phism)分子标记技术,研究来自重庆、湖北、四川和陕西4省市10个地理种群柑桔大实蝇的亲缘关系.方法:利用

10条RAPD引物和5对SRAP引物对10个不同地理种群柑桔大实蝇的基因组DNA进行扩增,统计多态性谱带,

然后运用DPS统计分析软件进行遗传多态性及聚类分析.结果:10条RAPD引物扩增产生152条清晰稳定的谱

带,其中多态性谱带132条,多态性谱带的比例为86.84%;不同地理种群间的遗传距离在0.2500~0.6250之间,

10个地理种群的柑桔大实蝇被划分为4个大类群.5对SRAP引物扩增共获得66条重复性好的清晰谱带,其中多

态性谱带60条,多态性谱带比例为90.91%,不同地理种群间的遗传距离在0.2000~0.7895之间,10个地理种

群的柑桔大实蝇被分为5个大的类群.将RAPD和SRAP两种标记的数据整合,聚类结果显示,10个地理种群的

柑桔大实蝇被划分为6个大类群.结论:柑桔大实蝇不同地理种群间具有丰富的遗传多样性,两种方法结合分析更

能准确地反映不同地理种群间的亲缘关系.

关 键 词:柑桔大实蝇;地理种群;DNA多态性;随机扩增多态性;相关序列扩增多态性

中图分类号:S436.661.2    文献标志码:A    文章编号:1673 9868(2014)11 0049 08

柑桔是世界第一大水果,年产量超过1亿t,约占世界水果总产量的四分之一.改革开放以来,中国柑

桔业迅猛发展,柑桔业已成为中国南方广大地区、贫困山区和三峡库区农村经济支柱产业之一,在农村产

业结构调整、农民脱贫致富、城乡人民就业和生态环境改善中发挥了重要作用.柑桔大实蝇Bactrocera
(Tetradacus)minax (Enderlein)俗称“柑蛆”,又名桔大实蝇、柑桔大果蝇,被害果称“蛆果”、“柑蛆”,是

国际国内植物检疫性有害生物[1].传统的柑桔大实蝇鉴定方法一直是以形态学为主要依据,但该方法在幼

虫期不能准确快速地检测与鉴定出柑桔大实蝇.为了能够快速、准确地检测和监测柑桔大实蝇,搞清楚不

同地理种群之间的遗传关系,近年来迅速发展的DNA分子标记技术为柑桔大实蝇的系统鉴定和亲缘关系

分析提供了新的方法.
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RAPD(RandomAmplifiedpoloymorphicDNA)作为显性分子标记[2-3],具有操作简单、快速,成本较

低,对DNA的纯度要求不高等特点,在种属特异性鉴定等方面被广泛地应用.而SRAP(Sequence-Related

AmplifiedPolymorphism)标记是基于DNA分子标记技术的不同特点基础上发展起来的新的分子标记技

术[4-5],其引物设计简单,尤其是正向引物的CCGG和反向引物的AATT核心序列对基因的 ORF进行扩

增,显著提高了扩增结果与表型∕基因型的相关性.扩增产物因不同物种、不同基因型的内含子、启动子与

间隔长度不等而产生多态性.SRAP标记在物种种群遗传结构及亲缘关系分析中得到了广泛的应用[6-8].本

研究选用了RAPD和SRAP两种分子标记,对10个不同地理种群柑桔大实蝇的遗传多态性及其亲缘关系

进行分析,探讨RAPD或SRAP单标记与RAPD和SRAP双标记对柑桔大实蝇品种的分子标记多态性和

聚类的差异,从分子水平为大实蝇不同地理种群的鉴定及疫情监测提供参考依据.

1 材料与方法

1.1 材 料

供试柑桔大实蝇采自我国发生柑桔大实蝇的10个不同地理种群,所采集的样品(成虫、幼虫)浸泡在无

水乙醇中,置于-20℃保存.种群的采集点和种群采集个数等信息见表1.
表1 供试柑桔大实蝇样本采集地点和日期

来     源 采集时间 采集虫态(数量)

重庆 奉节(朱衣镇) 2011.11 成虫(20头)

武隆(县城) 2010.10 成虫(30头)

巫山(铜鼓镇) 2011.11 成虫(10头)

万州果园 2011.11 成虫(5头)

湖北 宜都(红花套镇) 2010.11 幼虫(10头)

当阳(半月镇) 2009.11 幼虫(10头)

湖南 湖南怀化(安江县) 2009.11 幼虫(10头)

四川 宣汉(南坝镇) 2010.11 幼虫(15头)

江邮(县城) 2010.11 幼虫(30头)

陕西 汉中(城固县果园) 2009.11 成虫(50头)

1.2 方 法

1.2.1 DNA提取

柑桔大实蝇基因组DNA的制备,取柑桔大实蝇虫体,采用CTAB法[9-10]提取基因组DNA,经琼脂凝

胶电泳及紫外分光光度计(UV762双光束紫外可见分光光度计)检测后,稀释至约20ng/μL备用.

1.2.2 RAPD分析

RAPD随机引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成.引物编号及序列见表2.25μLPCR反应

体系含1×PCRBuffer2.0μL、1.5mmol/μLMgCl21.5μL,500μmol/LdNTPs1.5μL,0.5μmoL/L上

游和下游引物各1.0μL,1UTaq酶0.4μL,20ng/μLDNA模板1.0μL,补水至25μL.扩增程序为:

94℃预变性5min,94℃60s,38℃60s,72℃90s,共32次循环;72℃延伸10min.扩增产物用1.5%
琼脂糖凝胶电泳(缓冲液为1×TBE,4V/cm电泳),溴化乙锭(EB)染色,用Tanon,2500凝胶成像系统观

察、拍照.

1.2.3 SRAP分析

SRAP所用引物由上海生工生物工程技术服务有限公司合成.PCR反应体系除采用SRAP引物外,其
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余同“1.2.2”扩增程序:94℃预变性3min;94℃40s,63℃40s,72℃60s;循环15次,每次循环退火

温度降低0.5℃;94℃40s,55.5℃40s,72℃60s,循环25次;72℃延伸10min.PCR扩增产物检测、

拍照同“1.2.2”.
表2 RAPD标记引物序列

引物名称 引物序列 引物名称 引物序列

01 ACGCCAGAGG S125 CGGAATTCCC

02 GAGCGAGGCT S283 ACAGCCTGCT

03 CAGGGGTGGA Y01 GCTGCATCTC

04 GGTCTGGTTG Y06 AAGGCTCACC

S75 GACGGATCAG Y18 GCTGAGTCAG

1.2.4 数据处理

根据琼脂糖凝胶电泳图谱结果,每一条DNA谱带均为一个分子标记,并代表一个引物结合位点.有带

计为 “1”,无带计为“0”,强带和弱带均计为“1”,组成“0-1”数据矩阵.采用DPS软件,按Nei的方法计算

相似系数(geneticsimilarities)和遗传距离(geneticdistanceD),采用非加权配对算术平均法(UPGMA)进

行聚类分析,绘制10个不同地理种群柑桔大实蝇的聚类图[9-13].

2 结果与分析

2.1 引物筛选

筛选出重复性好、谱带清晰、多态性扩增产物条带数较多的RAPD引物,再经过二次筛选获得多态性

好的7条引物用于本实验.
经过筛选,获得5对扩增条带丰富、清晰、重复性好的SRAP引物,用于10个不同地理种群柑桔大实

蝇的多态性扩增,SRAP引物编号及序列见表3.
表3 SRAP标记引物序列

引物名称 正向引物(5-3) 引物名称 反向引物(5-3)

me3F TGAGTCCAAACCGGAAT em1R GACTGCGTACGAATTAAT

me4F TGAGTCCAAACCGGACC em2R GACTGCGTACGAATTTGC

me9F TTCAGGGTGGCCGGATG em3R GACTGCGTACGAATTGAC

me10F TGGGGACAACCCGGCTT em10R GACTGCGTACGAATTCAG

me12F GGTGAACGCTCCGGAAG em11R GACTGCGTACGAATTCCA

2.2 RAPD分析

利用筛选获得的重复性好的7条RAPD引物(1,2,3,4,S75,Y06和Y18)对10个不同地理种群柑桔大

实蝇进行扩增,共获得152条谱带,片段大小在100~2000bp之间,平均每个引物扩增出10.9条,最少

的扩增出3条,最多的扩增出16条,其中多态性片段有132条,多态位点比例为86.84%.引物01和03扩

增结果见图1.
根据条带赋值情况,利用DPS统计分析软件,按照Nei的方法计算出遗传距离(表4),并按类平均

法(UPGMA)进行聚类分析,作系统聚类图.由表4可以看出,10个地理种群柑桔大实蝇的遗传距离在

0.2500~0.6250之间,其中重庆奉节和重庆武隆之间的遗传距离最小(0.2500),四川宣汉和湖北当

阳之间的遗传距离最大(0.6250).聚类结果如图1所示,若以遗传距离0.43为界点,可把10个地理种

群柑桔大实蝇划分为4大主要类群,其中当阳单独分为一个类群,重庆巫山、重庆万州和湖北宜都划分
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为一个类群(图2).
表4 基于RAPD结果的10个不同地理种群柑桔大实蝇种群内与种群间的遗传距离变异范围

地区编号 重庆奉节 重庆武隆 重庆巫山 重庆万州 湖北宜都 湖北当阳 湖南怀化 四川宣汉 四川江邮 陕西汉中

重庆奉节 1.0000 0.7500 0.5532 0.5556 0.5283 0.3830 0.5826 0.6667 0.5417 0.5909

重庆武隆 0.2500 1.0000 0.5116 0.4400 0.4490 0.4184 0.4800 0.5854 0.4545 0.6000

重庆巫山 0.4468 0.4884 1.0000 0.6316 0.6786 0.5200 0.5614 0.5833 0.4706 0.5957

重庆万州 0.4444 0.5600 0.3684 1.0000 0.6984 0.5263 0.6250 0.5818 0.4483 0.5185

湖北宜都 0.4717 0.5510 0.3214 0.3016 1.0000 0.5000 0.4762 0.5556 0.4912 0.5660

湖北当阳 0.6170 0.5814 0.4800 0.4737 0.5000 1.0000 0.5263 0.3750 0.4706 0.3830

湖南怀化 0.4074 0.5200 0.4386 0.3750 0.5238 0.4737 1.0000 0.5818 0.6552 0.5556

四川宣汉 0.3333 0.4146 0.4167 0.4182 0.4444 0.6250 0.4182 1.0000 0.4898 0.5778

四川江邮 0.4583 0.5455 0.5294 0.5517 0.5088 0.5294 0.3448 0.5102 1.0000 0.4417

陕西汉中 0.4091 0.4000 0.4043 0.4815 0.4340 0.6170 0.4444 0.4222 0.4583 1.0000

  注:遗传距离(%)(下三角)和相似系数(%)(上三角).

M:2000bp相对分子质量标准;1-10:表示不同种群,同表1.

图1 引物01和03对10个不同地理种群柑桔大实蝇RAPD扩增图谱

图2 基于RAPD结果构建的10个地理种群柑桔大实蝇的UPGMA聚类分析

2.3 SRAP分析

5对引物组合对10个不同地理种群柑桔大实蝇样品扩增产生的片段为66条,最少引物对的扩增出1
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条,最多的扩增出了8条,平均为2.64条,片段大小在100~2000bp之间,引物4F-10R和9F-11R扩增

图见图3,其中多态性片段60条、多态位点比例为90.91%.10个不同地理种群柑桔大实蝇的遗传距离在

0.2000~0.7895之间,湖北当阳和四川宣汉之间的遗传距离最小,为0.2000,四川江邮和湖北宜都之间

的遗传距离最大,为0.7895(表5).聚类结果显示,若以遗传距离0.43为界点,可把10个地理种群柑桔大

实蝇划分为5大主要类群,重庆巫山和湖北宜都被划分到一个类群(图4).

M:2000bp相对分子质量标准;1-10:表示不同种群,同表1.

图3 引物4F-10R和9F-11R对10个不同地理种群柑桔大实蝇SRAP扩增图谱

表5 基于SRAP结果的10个不同地理种群柑桔大实蝇种群内与种群间的遗传距离变异范围

地区编号 重庆奉节 重庆武隆 重庆巫山 重庆万州 湖北宜都 湖北当阳 湖南怀化 四川宣汉 四川江邮 陕西汉中

重庆奉节 1.0000 0.6087 0.3478 0.4762 0.2727 0.3158 0.5000 0.4545 0.5217 0.4000

重庆武隆 0.3913 1.0000 0.5000 0.6667 0.5263 0.3750 0.5714 0.5263 0.7000 0.5882

重庆巫山 0.6522 0.5000 1.0000 0.4444 0.6316 0.7500 0.4762 0.4211 0.5000 0.4706

重庆万州 0.5238 0.3333 0.5556 1.0000 0.3529 0.5714 0.7368 0.5882 0.5556 0.5333

湖北宜都 0.7273 0.4737 0.3684 0.6471 1.0000 0.2667 0.5000 0.3333 0.2105 0.5000

湖北当阳 0.6842 0.6250 0.6250 0.4286 0.7333 1.0000 0.7059 0.8000 0.5000 0.4615

湖南怀化 0.5000 0.4286 0.5238 0.2632 0.5000 0.2941 1.0000 0.6000 0.4762 0.5556

四川宣汉 0.5455 0.4737 0.5789 0.4118 0.6667 0.2000 0.4000 1.0000 0.6316 0.6250

四川江邮 0.4783 0.3000 0.5000 0.4444 0.7895 0.5000 0.5238 0.3684 1.0000 0.4706

陕西汉中 0.6000 0.4118 0.5294 0.4667 0.5000 0.5385 0.4444 0.3750 0.5294 1.0000

  注:遗传距离(%)(下三角)和相似系数(%)(上三角).

图4 基于SRAP结果构建的10个地理种群柑桔大实蝇的UPGMA聚类分析
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2.4 RAPD和SRAP聚类结果的比较与结合分析

将10个不同地理种群柑桔大实蝇的152条RAPD扩增条带和66条SRAP扩增条带相结合,计算遗传

距离(表6)并作系统聚类图.由表6可以看出,10个地理种群柑桔大实蝇的遗传距离在0.3016~0.6364
之间,其中重庆奉节和重庆武隆之间的遗传距离最小(0.3016),结果和RAPD聚类结果相似,重庆奉节和

湖北当阳之间的遗传距离最大(0.6364).若以遗传距离0.43为界点,可把10个地理种群柑桔大实蝇划分

为6大主要类群,类群多于RAPD和SRAP单独分析得到的类群,而其中湖北当阳单独分为一个类群,重

庆巫山和湖北宜都被划分到另一个类群(图5).
表6 基于RAPD和SRAP结果的10个不同地理种群柑桔大实蝇种群内与种群间的遗传距离变异范围

地区编号 重庆奉节 重庆武隆 重庆巫山 重庆万州 湖北宜都 湖北当阳 湖南怀化 四川宣汉 四川江邮 陕西汉中

重庆奉节 1.0000 0.6984 0.4857 0.5333 0.4533 0.3636 0.5641 0.5970 0.5352 0.5312

重庆武隆 0.3016 1.0000 0.5079 0.5000 0.4706 0.4068 0.5070 0.5667 0.5312 0.5965

重庆巫山 0.5143 0.4921 1.0000 0.5867 0.6667 0.4848 0.5385 0.5373 0.4789 0.5625

重庆万州 0.4667 0.5000 0.4133 1.0000 0.6250 0.5352 0.6506 0.5833 0.4733 0.5217

湖北宜都 0.5467 0.5294 0.3333 0.3750 1.0000 0.4507 0.4819 0.5000 0.4211 0.5507

湖北当阳 0.6364 0.5932 0.5152 0.4648 0.5493 1.0000 0.5676 0.4762 0.4776 0.4000

湖南怀化 0.4359 0.4930 0.4615 0.3494 0.5181 0.4324 1.0000 0.5867 0.6076 0.5556

四川宣汉 0.4030 0.4333 0.4627 0.4167 0.5000 0.5238 0.4133 1.0000 0.5294 0.5802

四川江邮 0.4648 0.4688 0.5211 0.5263 0.5789 0.5224 0.3924 0.4706 1.0000 0.5231

陕西汉中 0.4688 0.4035 0.4375 0.4783 0.4493 0.6000 0.4444 0.4098 0.4769 1.0000

  注:遗传距离(%)(下三角)和相似系数(%)(上三角).

图5 基于RAPD和SRAP结果构建的10个地理种群柑桔大实蝇的UPGMA聚类分析

3 结论与讨论

本研究中利用RAPD和SRAP两种分子标记对10个不同地理种群的柑桔大实蝇进行多态性分

析,结果发现SRAP标记在不同大实蝇种群中的多态性比 RAPD标记高,二者分别为90.91%和

86.84%,这与前人在家蚕和棉花、红麻及蔷薇属上的研究结果相符[14-15].由于RAPD和SRAP两种

分子标记的原理不同[16-24],两种标记方法对10个不同地理种群柑桔大实蝇的遗传距离分析和聚类

结果存在差异.RAPD分析中重庆奉节和重庆武隆种群之间的遗传距离最小(0.2500),SRAP分析中

湖北当阳和和四川宣汉种群之间的遗传距离最小(0.2000).SRAP和 RAPD双标记数据整合后的分

析结果与RAPD分析结果相似,同样是重庆奉节和重庆武隆种群之间的遗传距离最小(0.3016),与

RAPD聚类结果类似.但遗传距离0.3016>0.2500,说明双标记数据结合分析能从更远的遗传距离

上,把重庆奉节和重庆武隆的种群划分开来,但3个聚类图若以遗传距离0.43为界点,SRAP和

RAPD两者的数据整合后进行聚类分析可把10个不同地理种群柑桔大实蝇划分为6个大的类群,比
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RAPD和SRAP单独分析划分得更为详细,其中湖北当阳地区亦被单独划分出来,结果与RAPD分析

结果相似.并且在3种分析方法中,RAPD分析中湖北宜都、重庆巫山和重庆万州3个地理种群的大

实蝇被划分为一个类群,而SRAP和双标记结合分析法中湖北宜都和重庆巫山2个地区的大实蝇被

划分为一个大的类群,说明重庆巫山和湖北宜都2个地区大实蝇的遗传相似性最大,分析原因可能是重

庆巫山和湖北宜都同属于三峡走廊,种群交流频繁,遗传较为稳定所致.以上结果说明双标记结合分析更

能真实准确地反映不同地理种群柑桔大实蝇之间的遗传关系.双标记结合聚类分析结果与RAPD聚类分析

结果更相符,推测与RPAD标记所获得的片段多于SRAP片段数有关.此外,由于柑桔大实蝇是一种迁飞

能力极强的昆虫,容易在不同地区互相扩散,导致了不同的种群间互相杂交,使其遗传背景高度杂合,因

此更多的信息还有待于更深入地探索研究.
本研究利用 RAPD和SRAP两种分子标记技术对柑桔大实蝇10个不同地理种群的亲缘关系及其遗传

距离进行了初步分析,结果表明不同柑桔大实蝇种群间的亲缘关系相距较远,这不仅为大实蝇不同地理种

群的分子检测和传统的大实蝇分类提供了重要的参考依据,而且也为我国柑桔大实蝇扩散传播以及危害发

生的监测等方面提供一定的理论依据.
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DNAPolymorphismandGeneticRelationship
ofBactrocera (Tetradacus)minax (Enderlein)

PopulationsBasedonRAPDandSRAPMolecularMarkers
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 SouthwestUniversity,Chongqing400712,China;

2.SchoolofPlantProtection,SouthwestUniversity,Chongqing400716,China

Abstract:Objective:Twomolecularmarkertechniques,RAPD (randomamplifiedpoloymorphicDNA)

andSRAP(sequence-relatedaAmplifiedpolymorphism),wereusedtoinvestigatethegeneticrelationship
among10geographicpopulationsofBactrocera (Tetradacus)minax (Enderlein)fromChongqing,Hu-
bei,SichuanandShaanxi.Methods:TenRAPDprimersandfivepairsofSRAPprimerswereusedtoam-

plifythegenomicDNAof10differentgeographicpopulationsofB.(Tetradacus)minax(Enderlein),and

polymorphicbandswerecounted.ThentheDPS(dataprocessingsystem)softwarewasusedtoobtainthe
informationofgeneticpolymorphismandclustering.Result:Onehundredandfifty-twoclearandstable
bandswereamplifiedbyPCRwiththe10RAPDprimers,ofwhich132werepolymorphic,theproportion
ofpolymorphicbandsbeing86.84%.Thegeneticdistanceamongthe10differentgeographicpopulations
rangedfrom0.2500to0.6250.The10differentgeographicpopulationswereclusteredintofourgroups.
Meanwhile,66clearandrepeatablebandswereobtainedbyPCRwiththe5pairsofSRAPprimers,of
which60werepolymorphic,theproportionofpolymorphicbandsbeing90.91%.Thegeneticdistancea-
mongthe10differentgeographicpopulationsrangedfrom0.2000to0.7895.Clusteringanalysisdivided
the10differentgeographicpopulationsintofivegroups.However,integrationoftheRAPDdataandthe
SRAPdataclusteredthe10differentgeographicpopulationsintosixgroups.Conclusion:Thereisabun-
dantgeneticpolymorphismamongdifferentgeographicpopulationsofB. (Tetradacus)minax (Ender-
lein).TheclusteringresultbasedonbothRAPDandSRAPdatacanmoreaccuratelyreflectthegeneticre-
lationshipbetweenthedifferentgeographicpopulations.
Keywords:Bactrocera (Tetradacus)minax (Enderlein);geographicpopulation;DNApoloymorphism;

RAPD;SRAP
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