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云南桔小实蝇（!"#$%&#’%" (&%)"*+) ）季节性分布区

9 个地理种群遗传结构

施Z 伟，叶Z 辉!

（云南大学生命科学学院，昆明Z #;$$6:）

摘要：对云南桔小实蝇季节分布区内六库、大理、昆明和曲靖 9 个典型地区桔小实蝇种群 （!"#$%&#’%" (&%)"*+)），共 ;! 个个体的

线粒体 [.% &)!基因中的部分序列进行了测定分析。在获得的 ;$7 SL 序列中，共发现 :; 个多态位点，定义了 :9 种单倍型，

其中种群间的共享单倍型有 9 个。通过对桔小实蝇 9 个地理种群的 ,!- 遗传距离、.)$ 值，种群间和种群内遗传差异平均数的

统计检测，以及 9 个种群之间基因流状况分析表明，研究的各种群间均存在不同程度的遗传分化。六库种群与其余 7 个种群间

的遗传分化最大，遗传差异显著（/ \ $2 $;）。大理种群与曲靖种群之间存在一定程度遗传分化（/ \ $2 :$），但与昆明种群间的

分化程度较低。昆明种群与曲靖种群间的遗传分化程度最低。简言之，在桔小实蝇季节性分布区内，位于西部的种群遗传分化

程度最高，由西向东，遗传分化程度渐次下降，位于东部的两个种群遗传结构相近。研究认为，地理隔离是导致六库种群与其余

7 个种群遗传分化的主要原因，而大理、昆明和曲靖种群之间遗传分化较低，可能是这些种群来自相近或相同的虫源地。研究

结果对于在桔小实蝇季节性分布区的不同地点制定桔小实蝇治理方案具有重要的参考价值。

关键词：桔小实蝇；季节分布区；地理种群；线粒体 [.%；细胞色素氧化酶!基因；遗传分化
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桔小实蝇（"#$%&’$(&# )’&*#+,*）又名东方果实蝇，是一类危害热带和亚热带水果、蔬菜的重要害虫［B］。该

虫于 BKBL 年首次发现于我国台湾［L］，迄今已分布于环太平洋的许多国家和地区。桔小实蝇成虫产卵于水果

皮下，其幼虫蛀食果肉，致使果实腐烂变质。由于桔小实蝇繁殖量大、危害性强，已被许多国家列为主要的检

疫害虫［M］。

桔小实蝇在我国主要分布于华南和西南地区的 K 省区［N］。云南位于我国西南边疆，气候类型多样，热带

和亚热带水果丰富，是我国桔小实蝇危害最为严重的省区之一。桔小实蝇分布在云南近 L $ M 的地区［>］，但其

发生特点和危害程度因地理和气候条件而异。在北纬 LNO以南的地区，桔小实蝇终年发生；而在北纬 LNO和

LPO的地区，桔小实蝇仅出现于 N Q BB 月份，形成季节性危害［P］。研究表明，季节性分布区的桔小实蝇来源于

常年分布区［R］。但在东西向长达 SS> :6 的季节分布区内［S］，桔小实蝇种群是否进行着东西方向的扩散和交

流是我们一直未被回答的问题。

分子生物学技术是研究种群扩散迁移的重要手段之一［K］。施伟和叶辉［N，B=］曾应用线粒体 ?J1 TU!基

因的序列分析，揭示了云南桔小实蝇常年分布区内，该实蝇种群的遗传分化。本研究将通过对桔小实蝇线粒

体 ?J1 TU!基因部分序列的测定，探讨季节性分布区内 N 个典型地点桔小实蝇种群的内在联系。

)* 材料和方法

)& )* 材料来源

供试桔小实蝇采集于昆明、曲靖、大理和六库，昆明和大理处于桔小实蝇季节分布区的中部，曲靖位于季

节分布区的最东部，而六库位于季节分布区的西部。N 个地点的基本情况详见表 B。虫样由性诱剂（甲基丁香

酚）直接在采样地诱捕成虫获得。诱集得到的虫样均用 K>V 的乙醇保存。

表 )* 样品的来源及其它相关信息

+,-." )* /,0, %1 (,23."( 4%.."40"’

采集地

W,"’/
海拔 （6）

X*’;-",).
纬度和经度

*-","30’ -.0 9).+,"30’
代号

T)0’

样本量

J368’2 )4
/#’(,6’./

寄主

Y)/" #*-."/

采集日期

T)**’(",). 0-"’
（H’-2ZI)."! ）

昆明[ D3.6,.+ BSKB& > L>O=B\J[ B=LONB\X DI BN 桃子 ]’-(! L==NZ=S

曲靖[ @3A,.+ BKSM& > LMONB\J[ B=BO>K\X @^ BP 芒果 I-.+) L==NZ=S

大理[ ?-*, BKK=& > L>ONL\J[ B==OBB\X ?9 B= 芒果 I-.+) L==NZ=S

六库[ 9,3:3 BP>M& > LPOBM\ J[ B=NO=>\X 9D BL 芒果 I-.+) L==NZ=S

)& 5* 总 ?J1 提取

桔小实蝇总 ?J1 的提取采用上海华舜生物工程有限公司的小量组织 $ 细胞基因组 ?J1 抽提试剂盒的操
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作方法进行。

!& "# /01 扩增目的片段及序列测定

/01 扩增的目的片段为 2"345 06!基因片段中长度为 789:# 的一段序列。从 40;< 中找到与桔小实蝇

同目昆虫 06!区的同源序列 （=’.;-.> 序列号为 5?@AB98A C 5?@AB98D、5E8FBF8D C 5E8FBF9A ），通过

;,)’G,"’ 软件将同源序列进行排序，找出保守区段，以此为基础设计出引物：

/9H F’I0=J=00J5JJJ050JJ05=0IB’

/AH F’I05=0J==5====J5JJJJ=5IB’

引物由上海博亚生物技术有限公司合成。

每一样品的扩增体积为 F8"*，其中灭菌四蒸水 KA6，B9"*；98!;LMM’N，F"*；O+A P （AF22)* $ *），@"*；G."#
（AF22)* $ *），9& F"*；两种引物各 @"*；J-+345 聚合酶（FQ $ "*）A Q，模板 345 A "*（含 A8 C F8 .+ 345）。扩

增条件共 BF 个循环，包括 R@S，A8T；FFS，A8T；DAS，9 2,.。反应前 R@S，A2,.；反应结束 DAS，F2,.，@S 保

存。/01 粗产物纯化及测序委托上海博亚生物技术有限公司完成。测序反应均在 5;<988IBDD 测序仪上进

行，每个样品都进行双向测序。

!& $# 数据分析

序列的排定应用 0*LT"-* U 在 ;,)’G,"D& 8 软件［99］中完成，辅以人工校对。单倍型的数量统计及其分布，多

态位点的数量，以及单倍型间的 V,2LN- "%) #-N-2’"’N（!A"）遗传距离均由软件 O’+-A& 8［9A］统计获得。@ 个种

群间的 !A" 遗传距离计算也由软件 O’+-A& 8 计算获得。

种群间和种群内遗传差异平均数［9B］和种群遗传分化 # 统计量（#T"）［9@］的计算在 5WXYQ<4AZ 888［9F］中完

成。种群间的基因流以及种群的遗传多样性参数，包括基因多样度（$）和碱基多样度指数（"%）的计算均在

3.-[/B& 8［97］上完成。

# 表 % !$ 种单倍型在 $ 个桔小实蝇地理种群中的分布

# # &’()* % &+* ,-./0-(1/-23 24 !$ +’5)2/65*. -3.-,* $ 7*270’5+-8

5251)’/-23. 24 !" #$%&’()&

单倍型

K-#*)"\#’
序列

[’]L’.(’
种群

/)#L*-",).

H H H AAAB BBB@@
9A77^R@FF8 @DR87
^9@7@R@F78 FF@7A

WV
（9A）

3W
（98）

VO
（9@）

Y_
（97）

$9 5=0=550=0= 50550 F
$A & & J& & & & & & & & J& & & B
$B & 5& 5& =J& & & & J& =& A 9 A
$@ & & J& & & & & J5 & J& =& A
$F & & J5& & & & J& =J& =J A
$7 & 5J& & & & & & & & & & =& B
$D & & J5& & & 5& & & J& =& A F 9
$^ & & J& & & & & & & & J& =&
$R & 5J& =& & & & & & & & =& A 9 B
$98 & & J& & & & & & 5 & & & =& B
$99 & & J& & & & & & & & & & =& 9 @
$9A & 5J5& & & & & & & J& =& A
$9B =5J5& & & & & & & J==& 7
$9@ & & J& & & & & J& & J& =& A

单倍型多态性

K-*)"\#’ G,‘’NT,"\ （$）
8& DDB 8& ^7D 8& ^BF 8& ^AF

核苷酸多态性

4L(*’)",G’ G,‘’NT,"\（"%）
8& 88D8F 8& 88789 8& 88@^D 8& 88@RF

%# 结果

%& !H 序列特征分析

本研究对云南桔小实蝇季节分布区内 @ 个地理

种群的 FA 个样本的线粒体 345 06!基因（789 个碱

基）进行了序列测定。经过排序和校对，最终获得长

度为 F8B:# 的序列。对所有序列同源排序分析表明，

多态位点共有 9F 个，占所有序列的 @Da，9F 个位点

均为碱基转换位点，其中 7Da为 5I= 转换，@Ba 为 0I
J 转换，没有发现碱基缺失。在碱基组成中，5 P J 的

含量明显高于 = P 0 的含量，这与双翅目其它实蝇种

类线粒体 345 的碱基特点基本一致［9D，9^］。

%& %# 单倍型在种群中的分布及其碱基的差异

在获取的序列中共定义了 9@ 个单倍型，单倍型

的分布情况如表 A 所示，种群间的共享单倍型有 @ 个

（$B、$D、$R、$99），其中单倍型 $B 由 3W、WV 和 VO B
个种群共享；$D 和 $R 由 3W、Y_ 和 VO B 个种群所共

享，单倍型 $99 仅由 VO 和 Y_ 两个种群的个体所共

享。其余单倍型均为单个种群所特有。

各种群内独享单倍型的数量占本种群单倍型总

量的比例分别是，WV 种群为 ^Ba，3W VO 和 Y_ 种群

均为 F8a。Y_ 种群、3W 种群和 WV 种群内单倍型之

RD@AH 7 期 H H H 施伟H 等：云南桔小实蝇（&’()*+(,*’ -+*.’/%. ）季节性分布区 @ 个地理种群遗传结构 H
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间的 !/" 遗传距离的变化范围均为 0& 00/0 1 0& 02/2，34 种群的变化范围在 0& 0050 1 0& 02/2 之间。

!& "# 种群遗传多样性、种群间的遗传分化和基因流

六库、大理、昆明和曲靖 5 个地理种群的遗传多样性参数见表 /，其中 5 个种群的基因多样度（#）依次为

0& 667、0& 896、0& 87: 和 0& 8/:，碱基多样度指数（"$）依次为 0& 0060:、0& 00902、0& 00586 和 0& 005;:。六库种群

的遗传多样性参数明显有别于其它 7 个种群，而昆明与曲靖种群的参数比较接近。

表 " $ 个桔小实蝇地理种群的 !!" 遗传距离

# %&’() " *+),&-) .!/ 0123&45)2 ’)36))4 $ 7879(&31842 8: #$ %&’()*+(

<3 => ?< 34

<3

=> 0& 00;9

?< 0& 008/ 0& 009/

34 0& 0082 0& 00:5 0& 00:8

# # 表 $# 种群间遗传差异平均数（对角线下）和种群内遗传差异平均数

（对角线）

%&’() $# *+),&-) 49;’), 8: 7&1,612) 01::),)45)2 ’)36))4

7879(&31842 （@’*)% A,-+).-*），613<14 7879(&3184 （A,-+).-* ’*’B’."C）

<3 => ?< 34

<3 7& :5:5:

=> 5& 6:000!! 7& 0////

?< 5& 08777!! 7& 06257! /& 5:0::

34 5& 0/087!! /& 968:6 /& 886:0 /& 5;296

D D !：% E 0& 20，!!：% E 0& 0:

# # 表 =# 桔小实蝇 $ 个地理种群的 ,23 值（对角线下）和基因流（对角

线上）

%&’() = # %<) ,23 +&(9) （@’*)% A,-+).-*）&40 -)4)315 :(86 （-@)F’

A,-+).-*）&;84- $ -)8-,&7<15 7879(&31842 8: #$ %&’()*+(

<3 => ?< 34

<3 0& :9 0& :2 0& 6:

=> 0& 70972!! 5& 08 20& :9

?< 0& /6007!! 0& 22756! :& ;9

34 0& /:9::!! 0& 05;66 0& 0667:

D D !：% E 0& 20，D !!：% E 0& 0:

D D 5 个种群间的 !/" 遗传距离计算表明，六库种群

与其余 7 个种群间的遗传距离均较大，在 0G 0082 1
0G 00;9 之间。曲靖种群与大理种群间遗传距离也较

大，为 0& 009/；昆明种群与曲靖种群间的遗传距离最

小为 0G 00:5（表 7）。应用 H4IJH 程序计算了各种

群间的 &C" 值也表明，六库种群与其它 7 个种群间的

遗传分化都比较大，均达到显著性差异（% E 0& 0:）。

曲靖与大理种群间也存在一定程度的遗传分化（% E
0G 20），而昆明与曲靖种群间的 &C" 值最小。种群间

和种群内遗传差异平均数的统计结果与上述 !/" 遗

传距离和 &C" 值的统计结果基本一致（表 5）。

种群间的基因流平均为 7& 65，其中六库种群与其

余各种群间的基因流均较低为 0& :2 1 0& 6:，昆明种群

与曲靖种群间基因流最大为 20& :9（表 :）。

"# 讨论

研究表明，六库桔小实蝇种群的单倍型多数为独

享单倍型，其独享单倍型的数量占该种群单倍型数量

的 87K，仅检测到 / 个单倍型同时与大理和昆明种群

共享。同时，六库种群与其它 7 个种群间的遗传距离

差异（&C"，!/" 距离，种群间遗传差异平均数和遗传

多样性参数）均达到高度显著，且其 ’( 值均未超过

0& 80，表明种群间的基因交流也很低。这些结果揭

示，在云南桔小实蝇季节分布区内的六库、大理、昆明

和曲靖这 5 个桔小实蝇种群中，六库种群与其它 7 个

种群在遗传结构上差异显著。

六库位于滇西北横断山脉的峡谷地带，其东部的

高黎贡山、怒江、澜沧江相间排列，呈从北向南走向。

高黎贡山在六库一带的海拔在 5000 B 以上。这些高山深谷形成难以逾越地理屏障［2;］，在一定程度上阻隔了

六库桔小实蝇种群与其东部的桔小实蝇种群之间的交流。此外，六库桔小实蝇种群主要来源于潞江坝［/0］，与

其它 7 种群被高黎贡山和哀牢山相隔，气候条件和寄主条件也不尽相同，遗传分化较为明显。综合分析认为，

导致六库种群与其它 7 种群的遗传差异与六库种群与其它 7 种群在地理上隔离以及种群来源地不同有关。

昆明种群与曲靖种群间的遗传分化程度最低，种群间基因交流量最大。昆明种群与曲靖种群间的共享单

倍型数量也多于它们与其它 / 个种群间的共享单倍型。由此表明，昆明种群与曲靖种群的遗传关系较近。

云南处于向西延伸的西太平洋副高压的西侧［2;］，夏季盛行来自印度洋温暖潮湿的西南季风气流。桔小

实蝇每年春末随西南气流从其常年分布区向季节性分布区扩散迁移［2］。刘建宏应用荧光标记法对桔小实蝇

种群进行追踪研究发现，昆明桔小实蝇种群来源于其西南方向的元江一带［6］。曲靖位于昆明的东北部，相距
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约 /01 23。曲靖和昆明同位于季节分布区的云南中部高原地带，平均海拔在 4111 3 左右，该区域地势平缓，

无高山大河［/5］。基于上述分子生物学研究结果及当地的自然条件综合分析认为，昆明和曲靖桔小实蝇可能

来源于同一或相近的虫源地。

大理种群与曲靖种群在遗传上已有明显差异，但与昆明种群相对较近。大理处于横断山脉和哀牢山脉的

交接地区，位于金沙江、红河和澜沧江水系的分水岭地带［/5］，与其东部的昆明、曲靖之间存在着地理隔离。对

于桔小实蝇来讲，大理与昆明明显存在一定程度的地理隔离，而从分子生物学上确存在相当程度的内在联系。

分析认为，这里存在着这样的可能性。目前大理与昆明有楚大高速公路相连，形似构成桔小实蝇由昆明向大

理扩散的通道。刘建宏研究发现，桔小实蝇在云南特定地形条件下具有随气流沿高速公路飞行的特点［6］。

高速公路的通道作用使得昆明桔小实蝇向大理扩散成为可能。施伟和叶辉［4/］对云南桔小实蝇的研究揭示，

由于气候条件和寄主相同，尽管云南桔小实蝇常年分布区内的桔小实蝇被分隔在不同地点，其遗传结构也没

有发生较大的分化。换言之，尽管大理种群和昆明种群在空间上仍处于地理隔离（相隔距离大于 711 23），但

由于各自的来源地种群没有发生大的遗传分化，从而大理种群和昆明种群也表现出相近的遗传关系。

分析认为，处于季节性分布区内各桔小实蝇种群的遗传分化状况应该由其来源地种群之间遗传分化状况

和现有种群之间的交流状况这两个因素所决定。六库种群与其它 0 个种群在其来源地不同，相互之间又存在

地理隔离，从而表现出明显的种群分化。昆明种群与曲靖种群可能源于同一或非常相近的虫源地，且昆明种

群具有向曲靖迁移扩散的外部条件，发生了种群交流，故这两种群在遗传上非常相近。大理种群与昆明种群

的虫源地的自然条件接近，虫源地种群分化不明显，所以大理种群和昆明种群在遗传分化上并不显著。

上述研究结果对于桔小实蝇防治的意义在于，六库可以作为一个孤立的桔小实蝇分布区来考虑，即不考

虑六库和其它地区桔小实蝇相互扩散迁移的问题。昆明和曲靖地区应视为桔小实蝇的同一分布区域，两地桔

小实蝇防治应该有一个统一的总体防治方案，即在对曲靖地区桔小实蝇实施具体防治计划的时候，应考虑到

昆明桔小实蝇向该地区迁移扩散的可能，从桔小实蝇源头上就以阻断。

需要指出，基于上述分子生物学研究结果，可以在一定程度上确定种群之间是否存在且有多大程度的基

因交流或遗传差异，但分子生物学的证据仅反映了种群内在联系的一个方面，要最终证明上述不同种群是如

何进行相互交流的，还需要开展桔小实蝇种群生态学调查。本研究提供了一个基本的分子生物学线索，可为

桔小实蝇种群生态学研究方案的设计提供参考。
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