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摘要：利用3对AFLP引物对我国棉褐带卷蛾4个地理种群进行了遗传分化研究。共扩增得到224个DNA条带，其中多态条带195个；遗传多样性分析表明各群体均具有较高的遗传多样性水平，Nei遗传多样性指数为0.1425~0.1578，Shannon多样性指数为0.2137~0.2383。群体间的遗传分化系数（Gst）和基因流（Nm）分析结果表明，北方的苹小卷叶蛾与南方茶小卷叶蛾之间产生了明显的遗传分化，而北方的苹小卷叶蛾不同种群间则存在着大量的基因交流，遗传分化程度很弱。AMOVA分析结果显示66.81%的变异来源于种群内。UMAGA聚类分析表明，北京种群、陕西种群和山东种群间遗传距离较小，聚在一起为一分支，福建的茶小卷蛾单独为一分支。推测棉褐带卷蛾种群间的遗传分化与寄主有关联，与地理距离不相关。
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Analysis of genetic differentiation in different populations of Adoxophyes orana based on AFLP
WEI xiao-tang , ZHANG cheng-biao, ZHANG jing-xuan, NI xiu-mei, HU dong-qing, SONG tao
( Shandong Entry-Exit Inspection and Quarantine Bureau, Qingdao, Shandong 26600 )
Abstract: The AFLP technique was used to analyze the genetic differentiation among 4 populations of Adoxophyes orana by using 3 pairs of primers, and 224 DNA fragments were generated while 195 of 224 DNA fragments were polymorphic. The genetic diversity analysis of the populations showed high level of genetic variation among 4 populations, and the Shannon’s genetic diversity indexes varied from 0.2137 to 0.2383. Nei genetic diversity indexes were from 0.1425 to 0.1578. Remarkable genetic differentiation indicated by genetic differentiation coefficient (Gst) and gene flow (Nm) analysis among 4 populations, was detected between the Summer fruit tortrix populations in the North and the Smaller tea tortrix populations in the South. There was a relatively strong level of gene flow and a low extent of genetic differentiation among the three Summer fruit tortrix populations in the North. The result of AMOVA analysis indicated that a high percentage of the total genetic variance (66.81%) accounted for the variations among populations. The UPGMA cluster analysis indicated that the genetic distances were closer among Shandong, Beijing and Shanxi populations, and thus the three populations were categorized into one clade, while Fujian population should be categorized into another clade. The results suggested that the genetic distance might be correlated with their host comparability but not related with their geographic distance.
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棉褐带卷蛾Adoxophyes orana (Fischer von Rosslerstamm)，属鳞翅目Lepidoptera，小卷蛾科Tortricidae，是一种世界广布性果树害虫。该虫为多型昆虫，在成虫体色、前翅的色斑以及寄主等方面存在多种类型。在我国，习惯上将分布于北方危害蔷薇科果树，如苹果、桃、樱桃、梨上的种类叫苹小卷叶蛾，而将分布于南方危害茶树和棉花的叫茶小卷叶蛾 (刘友樵等，1997）。苹小卷叶蛾和茶小卷叶蛾形态特征极其相似，但因寄主不同，性信息素的组分有差异（Han, 2002；Yang et al., 2005），关于二者是同一物种（不同种群）还是不同物种的问题一直是昆虫学界研究的热点。多年来有许多学者多次为其定名（Yasuda, 1956；1975；1998；Honma, 1970; 1972；周建中等，1997）。近年来，随着分子生物技术的发展，许多学者开始利用分子标记技术研究棉褐带卷蛾的种群遗传学及苹小卷蛾和茶小卷蛾的分类关系，如张松黔（2000）利用RAPD及线粒体序列分析技术研究了棉褐带卷叶蛾7个地理种群的亲缘关系和遗传变异。Park 等（2008）利用线粒体序列分析研究了分布于韩国和日本的茶小卷蛾和苹小卷蛾的亲缘关系等。2008年山东输韩大樱桃上截获苹小卷叶蛾，在该虫是否为广布性害虫A.orana的种群分化问题上中韩双方产生过争议，为了防止今后可能的贸易摩擦，我们采集了山东、北京和峡西果树上的苹小卷叶蛾以及褔建的茶小卷叶蛾，利用COI序列分析（已另文发表）和AFLP技术对其进行了遗传分化研究。
AFLP（amplified fragment length polymorphism, 扩增片段长度多态性）是一种基于PCR和RFLP基础上的DNA指纹技术（Zabeau and Vos et al., 1993），因其兼有RFLP技术的可靠性和PCR技术的高效性，且具有快速、灵敏、稳定，所需DNA量少、重复性好等优点（张民照等，2002），所以被认为是一种十分理想、有效的分子标记技术。该技术现已在昆虫遗传图谱的构建（Tan et al., 2001; 朱玉芳等，2001），基因标记及定位（万春玲等，2001）、种及种下阶元的分类鉴定（McMichael et al., 1999; Cervera et al., 2000）、遗传多样性和系统发生（Katiyar et al., 2000; Smith et al., 2003；王兴红等，2009；刘国霞等，2010）等方面得到了广泛的应用。
本研究利用AFLP技术对我国4个地理种群的棉褐带卷蛾进行遗传结构分析，系统研究不同种群棉褐带卷蛾的遗传多样性水平，为不同地理种群的棉褐带卷蛾（苹小卷蛾和茶小卷蛾）的分类鉴定及遗传变异分析提供参考依据，同时也为进出口贸易中可能产生的贸易争端提供技术储备。
1  材料与方法

1.1 供试虫源

棉褐带卷蛾4个地理种群（苹小卷蛾北京种群、山东种群、陕西种群和茶小卷蛾福建种群）的来源和采样时间见表1，黄斑卷蛾Acleris fimbriana T.为对照种群。
表1 棉褐带卷蛾（苹小卷蛾、茶小卷蛾）种群、采样地、采样数及地理坐标

Table1 Locality, sample size and geographical coordinate of the A.orana Populations in this study
	群体代号

Population codes 
	样品名称
Sample name
	采样地点

sampling locality
	纬度

latitude
	经度

longitude
	采样时间

sampling date
	样品数

sample size

	BO
	苹小卷蛾

Summer fruit tortrix.
	北京．延庆

Yanqing,Beijing
	40°５′ N 
	115°9′ E
	2009年7月
	7

	SO
	苹小卷蛾

Summer fruit tortrix.
	陕西．礼泉

Liquan, Shanxi
	34°5′ N
	108°4′ E
	2009年7月
	14

	SD
	苹小卷蛾

Summer fruit tortrix
	山东．龙口

Longkou, Shandong
	37°4′N
	120°2′ E
	2009年7月
	14

	AH
	茶小卷蛾

Smaller tea tortrix
	福建．福安
Fuan, Fujian
	27°1′N
	119°7′ E
	2009年6月
	7

	AF
	黄斑卷蛾

yellow tortrix
	北京．延庆

Yanqing, Beijing
	40°５′ N 
	115°9′ E
	2009年7月
	8


1.2  基因组DNA的提取
剪取每头昆虫个体的头及前胸，置于1.5 ml Eppendorf 管中加入液氮磨碎，利用Boyce等（1998）提供的方法，分别提取单个个体的基因组DNA。用紫外分光光度计测定DNA浓度，并通过琼脂糖凝胶电泳检测DNA的完整性。

1.3 AFLP分析
实验方法参照Mingliang Xu（2000）的方法，引物人工接头由上海生工合成。引物及接头序列见表2-1。

表2  AFLP分析中所用的接头及引物序列

Table2 Adaptor and primer sequences used in AFLP analysis of this study
	引物/接头
	序列（5’to3’）

	EcoRⅠadapter


	5’-CTCGTAGACTGCGTACC

CTGACGCATGGTTAA-3’

	E00（通用引物）
	GACTGCGTACCAATTC

	E+1引物：E01
	GACTGCGTACCAATTCA

	E+3引物：E32
	GACTGCGTACCAATTCAAC

	E35
	GACTGCGTACCAATTCACA

	E38
	GACTGCGTACCAATTCACT

	E39
	GACTGCGTACCAATTCAGA

	E42
	GACTGCGTACCAATTCAGT

	HpaⅡ/ MspⅠadapter


	5’-GACGATGAGTCTAGAA

CTACTCAGATCTTGC-3

	HM00（通用引物）
	GATGAGTCTAGAACGG

	HM+1引物：HM+T
	GATGAGTCTAGAACGGT

	HM+3引物：HM+TTC
	GATGAGTCTAGAACGGTTC

	HM+TAC
	GATGAGTCTAGAACGGTAC

	HM+TAG
	GATGAGTCTAGAACGGTAG

	HM+TTG
	GATGAGTCTAGAACGGTTG


1.3.1 模板的酶切及接头的连接：

对于每份DNA，同时设置EcoRⅠ/HpaⅡ和EcoRⅠ/MspⅠ两种酶切反应。反应体系（20μl）分别为：2μl 10×NE buffer2, 2μl DNA，0.5μl EcoRⅠ，0.5μl MspⅠ，15μl H2O；2μl 10×NE buffer1, 2μl DNA，0.5μl EcoRⅠ，0.5μl HpaⅡ，15μl H2O。

37℃酶切8h后进行连接反应，反应体系（25μl）为：20μl 酶切产物，0.5μl EcoRⅠ（E）接头，0.5μl HpaⅡ- MspⅠ（HM）接头，2.5μl T4 ligase Buffer，0.2μl T4 ligase，1.3μl H2O。

16℃连接过夜。连接产物作为PCR扩增模扳。

1.3.2 预扩增：

预扩增使用带有1个选择性碱基的引物。反应体系（50μl）为：28.6 μl H2O，5μl 10×PCR Buffer，4μl dNTP，3μl MgCl2，E+1引物1.5μl，HM+1引物1.5μl，1.4μl Taq酶，5μl连接产物。

PCR反应条件为：94℃30s，56℃30s，72℃1min，25个循环。
预扩增产物用TE稀释20倍，作为选择性PCR的模板。

1.3.3 选择性扩增：

选择性PCR使用有3个选择性碱基的引物。反应体系（20μl）为：8.9μl H2O，2μl 10×PCR Buffer，1.6μl dNTP，1.2μl MgCl2，E+3引物0.6μl，HM+3引物0.6μl，0.1μl Taq酶，5μl预扩增产物。

PCR反应条件为： 94℃30s，65℃（每个循环递减0.7℃）30s，72℃1min，12个循环；94℃30s，56℃30s，72℃1min，21个循环。

1.3.4 聚丙烯酰胺凝胶电泳

  选择性扩增产物加入等体积的甲酰胺上样液，94℃变性4min后放入冰水混合物中。6%变性聚丙烯酰胺凝胶电泳，75W恒功率2h，银染显色。
1.4  数据分析

将电泳图谱中扩增条带的有无转化为0，1原始数据矩阵。AFLP标记是显性标记，依据原始数据矩阵利用POPGEN1.32软件统计总位点数、多态位点数，计算显性基因型频率、Shannon多样性指数和Nei遗传多样性指数等。
利用Arlequin软件进行AMOVA分析和计算群体间遗传距离等，用MEGA3.0软件构建UPGMA系统树。

2  结果

2.1  AFLP扩增结果及多态性分析

利用11对引物经筛选共得到3对多态性较好的引物组合，利用这3对选择性引物对4个种群42个个体棉褐带卷蛾进行了扩增，共得到224个DNA片段，扩增片段大小从50～300bp， 其中多态条带为195个，总多态位点比例为87.05%。不同引物的扩增结果间存在较大差异，产生的扩增条带从50bp到300bp不等，每对引物组合平均扩增出75条条带。可见AFLP多态检出率高，可提供丰富的遗传变异信息，是一种理想的检测群体遗传多样性和群体遗传变异的分子标记。

棉褐带卷蛾4个种群的多态位点差异不大，90～114，多态位点比率范围为40.79 %～58.5 %。其中陕西种群最高，北京种群最低。多态性大小顺序为陕西种群>山东种群>福建的茶小卷蛾种群>北京种群。

2.2 群体遗传变异

统计所用引物的扩增结果，计算遗传距离指数，结果见表3。种群间遗传距离的变化范围为0.0220~0.2066。其中，3个苹小卷蛾种群间的遗传距离较小，陕西种群和北京种群间最小，为0.0220；山东种群和陕西种群间为0.0236，北京和陕西种群间为0.0249。茶小卷蛾与苹小卷蛾间的遗传距离相对较大，其中与北京种群间最大，为0.2066；与山东种群间最小，为0.1972。
表3  棉褐带卷蛾4个种群间的遗传距离

Table 3   Pairwise genetic distances (below diagonal) among 4 populations of A. orana
	种群
population
	BO
	SD
	SO
	AH
	AF

	BO
	****          
	
	
	
	

	SD
	0.0220           
	****  
	
	
	

	SO
	0.0249         
	0.0236  
	****   
	
	

	AH
	0.2066              
	0.1972
	0.2024
	****  
	

	AF
	0.3316
	0.3303
	0.3327
	0.2865
	****


2.2.2 遗传多样性指数

对4个种群进行Nei遗传多样性指数和Shannon指数分析，结果见表4。Nei遗传多样性指数为0.1425~0.1578，山东种群最高，北京种群次之，福建的茶小卷蛾种群最低；Shannon多样性指数为0.2137~0.2383，山东种群最高，陕西种群次之，福建种群最低。

表4  棉褐带卷蛾种群的Nei遗传多样性指数和Shannon多样性指数

Table 4 Nei’s genetic diversity index and Shannon diversity index of A. orana populations based on AFLP data 
	
	BO
	SD
	SO
	FH

	Nei遗传多样性指数
	0.1532
	0.1578
	0.1531
	0.1425

	Shannon多样性指数
	0.2276
	0.2383
	0.2373
	0.2139


2.3 群体的遗传结构分析

群体遗传结构分析表明，棉褐带卷蛾4个种群总基因多样度Ht为0.1969，其中存在于种群内的基因多样度Hs为0.1296，不同种群间的遗传分化系数Gst为0.3428（见表5-1），即总变异的34.28%为来自不同种群间的差异，65.72%的变异为来自于种群内个体间的遗传差异。棉褐带卷蛾4个种群间的基因流Nm平均为0.9588（<1），种群间的基因流较小。单独分析分布在北方的3个苹小卷蛾种群的遗传分化系数和基因流（表5-2）可以看出，种群间遗分化系数为0.0926 ，基因流4.8983（>4）, 说明3个种群间有较多的基因交流，遗传分化较小。表5-3所示北方3种群的苹小卷蛾与南方茶小卷蛾之间基因分化与基因流，可见种群间的遗传分化系数均大于0.25，但小于0.5；基因流均小于1。

AMOVA分析表明（表6），棉褐带卷蛾的遗传变异主要来自于种群内，占总变异的66.81%，种群间的变异只占总变异的33.19%。该结果与上述4个种群间的基因分化系数结果一致。

表5-1   棉褐带卷蛾4个种群的遗传分化系数和基因流分析
Table 5-1  Genetic differentiation coefficient (Gst) and gene flow (Nm) analysis among 4 populations of A.orana
	     样品数 sample size
	Ht
	Hs
	Gst 
	Nm

	             42
	0.1969
	0.1294
	0.3428
	0.9588


       Ht：总遗传变异the total genetic variance；Hs:各种群内遗传变异genetic variance within populations； 
表5-2苹小卷蛾3个种群的遗传结构分析
Table 5-2  Genetic differentiation coefficient (Gst) and gene flow (Nm) analysis among the three Summer fruit tortrix populations 
	    样品数 sample size
	Ht
	Hs
	Gst 
	Nm

	             35
	0.1453
	0.1318    
	0.0926    
	4.8983


Ht：总遗传变异the total genetic variance；Hs:各种群内遗传变异genetic variance within population；
表5-3 苹小卷蛾与茶小卷蛾间基因流和遗传分化系数
Table 5-3  Genetic differentiation coefficient (Gst) and gene flow (Nm) analysis between the Summer fruit tortrix populations an$ the Smaller tea tortrix population
	
	BO-AH
	SD-AH
	SO-AH 

	Gst
	0.3951
	0.3804    
	0.3832    

	Nm
	0.7656    
	0.8144
	0.8049


表6  棉褐带卷蛾4个地理种群的AMOVA分析
Table6    Genetic variation of four A.orana geographical populations by AMOVA analysis  

	变异来源　　　 自由度　　  方差总和　　　变异组分　　　       　所占比例
Source of variation       d.f 　　   Sum of squares 　Variance components 　Percentag of variation

	群体间　　　　      　3          341.073         9.54117 Va            33.19

Among populations

	群体内　　　　　      37         710.780        19.21028 Vb            66.81
Within populations

	 总计 total          　    40          1051.854         28.75145


2.4  苹小卷蛾地理种群间的聚类关系

利用种群间遗传距离，应用MEGA3.1软件的UMAGA建树方法对棉褐带卷蛾种群进行系统进化分析（见图1），可以看出，棉褐带卷蛾4个种群分为2支，南方的茶小卷蛾为一支，北方的苹小卷蛾为一支，即北京种群、陕西种群和山东种群亲缘关系较近，其中北京种群与山东种群亲缘关系最近。
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图1 棉褐带卷蛾不同地理种群间的UPGMA聚类图

Fig.2 UPGMA dendrogram among different geographical populations of A. orana

3. 讨论

3.1  AFLP分子标记与种群遗传多样性

从3对AFLP扩增引物产生的多态性条带数，可以说明AFLP技术多态性好、灵敏度高，能同时揭示基因组DNA的多个限制性片段的长度多态性，是一种检测效率很高的分子标记技术，适合种群遗传多样性的研究。本研究中棉褐带卷蛾4个种群的多态位点比例都比较高，其中陕西种群和山东种群稍高于北京种群和福建种群，可能是由于前2个种群所测个体数量较多的源故，因此在昆虫群体遗传多样性的研究中，应尽量采集较多的个体。

综合分析棉褐带卷蛾4个种群的遗传多样性指数， Nei遗传多样性指数为0.1425~0.1578， Shannon多样性指数为0.2137~0.2383。该结果可以说明棉褐带卷蛾种群具有丰富的遗传多样性，这可能与其分布的广泛性有关。而且由于其寄主和地理环境的不同，棉褐带卷蛾种群内多态现象明显。4个种群内的遗传距离较高（0.1810～0.2131），也可以说明其种群内的多态现象。

3.2 种群遗传分化

种群间遗传分化系数Gst是反映种群遗传分化的重要指标，Gst在0～0.05之间表示种群间遗传分化程度很弱；0.05～0.15之间表示分化程度中等；0.15～0.25之间表示分化程度较大；大于0.25为分化程度很大(Buso et al.,1998)。本研究中棉褐带卷蛾各种群间遗传分化系数Gst值为0.3428（>0.25），表明棉褐带卷蛾种群之间分化程度很大。

基因流Nm也是影响种群遗传结构的重要因素，Nm>4表示种群间存在大量的基因交流现象；Nm<1表示存在由于遗传漂变引起的种群分化(Allwndorf, 1983)。本研究中的棉褐带卷蛾各种群基因流Nm值为0.9588（<1）， 表明棉褐带卷蛾种群间已经有了较大程度的遗传分化 。与Gst值结论一致。但是很明显，棉褐带卷蛾种群间的遗传分化主要是苹小卷蛾与茶小卷蛾之间的分化，其Gst大于0.25，Nm小于1，遗传分化程度很大，这可能是由于小卷蛾与寄主间的长期协同进化造成的。而同样寄主的苹小卷蛾北京种群、陕西种群和山东种群之间虽然地理区域不同，但从Gst和Nm结果来看，Gst（0.0926）小于0.1， Nm（4.8983）大于4，说明种群间遗传分化程度很弱，存在着大量的基因交流现象。因此可以推测寄主对棉褐带卷蛾种群分化的影响更大。

地理隔离和种群遗传分化之间存在着一定的相关性，远距离的隔离或屏障很容易导致种群间遗传分化（张建珍等，2005）。这一观点与本文中棉褐带卷蛾的实验结果不相符。基于线粒体COI基因序列分析结果也表明，棉褐带卷蛾种群间的遗传分化与地理距离不相关（赵丽等，2011）。

AMOVA分析表明棉褐带卷蛾种群的分化主要来自于种群内，占总变异的66.81%，，种群间的变异只占总变异的33.19%。这一结果与线粒体COI基因序列分析结果相反。种群间的遗传距离分析表明，北京种群、陕西种群和山东种群间距离较小，说明相同寄主 、来自于不同地区的苹小卷蛾亲缘关系较近。其中山东种群与北京种群间遗传距离最小，这一结果与线粒体COI基因序列分析结果相反；其它种群之间的相对遗传距离与亲缘关系分析结果与线粒体COI基因序列分析结果一致（赵丽等，2011）。

AFLP技术可以对整个基因组进行扫描，获得大量的可重复的遗传标记，可以弥补线粒体DNA单一基因片段研究的片面性。本研究利用AFLP技术对棉褐带卷蛾不同地理群体的遗传多样性和遗传结构进行了研究，可以为苹小卷叶蛾的其它相关研究提供遗传学依据。
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修改说明

您好：

针对专家的建议已对文章进行了修改，修改说明如下：
1、 专家认为本文所采用的种群中个别种群的个体数相对较少。

本文的实验背景及说明：2008年中国输韩的山东大樱桃被韩国截获Adoxophyes sp. 害虫，我方认为被截获害虫是世界广布性害虫—苹小卷叶蛾Adoxophyes orana，韩方通过COI序列分析中序列的差异认为所截获的害虫为一种在韩国无分布的近似于Adoxophyes orana的新种。为了应对贸易中的突发事件，验证该种害虫是国内广泛分布的A. orana 山东种群的个体，经中韩双方协商，我们采集了北京、山东、陕西果园中的苹小卷叶蛾和福建茶园中的茶小卷叶蛾（种群数及个体数量已得到双方认可），进行COI序列分析，目的是为了证明所谓的“序列差异”实际上只是A. orana不同地理种群间的分化。在此基础上，课题组应用AFLP技术从整个基因组水平进一步研究该四个种群的遗传分化。虽然个别种群的个体数量较少，但作者认为，已经能够说明问题，而且实验结论也从分子生学方面解决了中韩双方的分歧。已在前言中增加了简洁的背景说明。
2、本文应用了3对引物专家认为实验所用的引物数量相对较少，引物数量应在8-10个。

说明：本实验初期应用了11对引物，但只有5对扩增有 条带，应用这5对引物重复实验，其中有3对比较稳定，扩增效果较好，可用于AFLP数据分析。
3、 专家提出的文中语言表达、标点符号、 英文摘要、参考文献格式等已进行了进一步的修改。

4、其它：已按专家提出的其它修改建议进行了相应的修改。
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