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摘 要：为了明确我国大螟Sesamia inferens Walker不同地理种群的遗传多样性水平，利用AFLP方法对我国长江流域和南方稻区大螟的10个地理种群进行了遗传多样性分析，结果表明不同地理种群间具有丰富的遗传多样性，利用27对引物共扩增到1055条条带，其中837条条带具有遗传多态性，多态性比例为78.75%；种群间分化系数（Gst）为0.7132；Nei’s基因多样性（h）范围在0.2969～0.4547之间，平均为0.3752；Shannon信息指数介于0.2936～0.5043之间，平均为0.3888；10个种群间遗传一致度较高，均大于0.63。遗传距离聚类分析表明，大螟10个地理种群可区分为4类，德阳，龙海，湛江各为一类，其余七个地理种群聚为一类。研究还表明，与其他测试种群的遗传距离普遍较大、相对孤立的地理种群，其聚类结果有一定的随机性，因此，取样点较多、且样点分布较均匀的聚类分析结果才有较高可信度。
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Abstract: To study the mechanism of the genetic diversity of different Sesamia inferens Walker populations, ten characteristic geographical populations from ten provinces of China were selected. With 37 pairs of AFLP selective primers, 1055 AFLP loci were recorded, of which 78.75% were polymorphic. Coefficient of gene differentiation (Gst) between populations was 0.7132, Nei’s gene diversity index (h) from 0.2969 to 0.4547 and the average was 0.3752, Shannon’s index from 0.2936 to 0.5043 and the average was 0.3888. There was high genetic identity between the 10 populations with the value greater than 0.63. NJ cluster analysis showed the ten populations are grouped into four major clades based on polymorphism of AFLP markers, of which DY, LH and ZJ populations belong to three different clades, and the other seven populations belong to one clade. The populations within each of the clades are consistently subject to similar geographic climate and near distance. However, the isolated population with longer genetic distance to all other tested populations was probably clustered into a random clade. So the sampled populations for genetic polymorphism clustering should be as many as possible and dispersed.
Key words: Sesamia inferens; geographic population; AFLP; genetic diversity
昆虫种群的遗传分化是由于地理位置的差异而阻隔了昆虫种群之间的基因交流，进而导致了种群遗传分化 （薛进等，2007）。分子标记手段应用于昆虫系统学研究，始于20世纪80年代末期，近些年得到了迅速发展。研究遗传多样性要求分子标记有高度的多态性，数量要丰富，而且能够均匀覆盖整个基因组。扩增片段长度多态性（amplified fragment length polymorphism，AFLP） 是一种基于PCR 和RFLP 基础上的DNA 指纹技术（Zabeau and Vos, 2005）。因AFLP 技术兼有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，多态性丰富，重复性好，以及可以在对基因组序列一无所知的情况下进行分析等特点 （张民照和康乐，2002），所以被广泛用于昆虫的遗传多样性研究 （牛成伟等，2006；赵敏等，2010；鲁成等, 2002; 马向超等，2010）。如Tan等 （2001）应用AFLP技术构建了家蚕遗传连锁图谱，并对其抗性基因进行定位；钱路等 （2011）应用AFLP技术对中国、美国等五个国家26个地理种群的舞毒蛾进行了遗传差异研究，将其分为欧洲型和亚洲型；吕姝媛等 （2010）利用AFLP对角倍蚜进行遗传多样性和遗传分化的研究，发现遗传距离和地理距离之间没有明显的相关性；而马向超等 （2011）研究发现桑天牛不同地理种群中地理距离越远，其遗传距离也越大。
大螟 Sesamia inferens Walker隶属于鳞翅目，夜蛾科，蛀茎夜蛾属Sesamia （朱弘复等， 1963），食性杂，除了主要为害水稻、茭白、玉米、甘蔗、小麦外，还为害野茭白、高粱、油菜等多种作物及多种禾本科杂草，分布广，在我国各稻区均有分布，长江以南发生偏重，以幼虫蛀食水稻的叶鞘、茎秆和穗，造成枯鞘、枯心和白穗，为害严重时对水稻的丰产构成威胁。随着耕作制度和作物布局的变化, 在我国许多地方, 大螟逐渐上升为重要的水稻虫害（沈厚芬等, 2006; 王伟民等, 2006）。本文应用AFLP技术对长江流域和南方稻区10个地理种群大螟的遗传多样性进行分析，可以探索各地大螟种群的内在联系, 从而为制定大螟的有效控制策略提供科学依据。为探讨大螟在不同危害区域的虫源关系、发生机制等提供科学依据，对于提高大螟暴发危害的预测预报和监控技术水平，制定种群遗传控制策略具有重要意义。
1材料与方法
1.1 供试虫源
供试的10个大螟地里种群（越冬代老熟幼虫）均于2010年12月-2011年3月采集于长江流域稻区和南方稻区，具体见（表1），寄主植物均为水稻。样本采集后用无水乙醇处理，保存于-70℃冰箱中备用。
表1 供试材料及其来源
Table 1 Sesamia inferens Walker accessions tested in this study

	编号
	采集地点
	经度(E)
	纬度(N)

	1
	湖南湘阴(XY)
	112.88
	28.67

	2
	四川德阳(DY)
	104.34
	31.1

	3
	广东湛江(ZJ)
	110.39
	21.18

	4
	江西南昌(NC)
	115.90
	28.68

	5
	福建龙海(LH)
	117.81
	24.44

	6
	浙江永嘉(YJ)
	120.24
	28.01

	7
	重庆江津(JJ)
	106.27
	29.14

	8
	湖北荆州(JZ)
	112.34
	30.28

	9
	安徽和县(HX)
	118.36
	31.72

	10
	江苏南京(NJ)
	118.72
	32.01


1.2 DNA的提取
每个地理种群随机抽取15头大螟，单头提取DNA，提取方法根据AxyPrep基因组DNA小量试剂盒说明书操作，提取的DNA于-20℃冰箱内保存备用。
1.3 AFLP-PCR扩增及其产物检测
AFLP反应程序按Vos等方法稍加改进（Vos et al., 1995）。将每个地里种群的15个单头DNA样品混合后PstⅠ和TaqI酶切后,连接PstⅠ和TaqI特定接头，通过PstⅠ和TaqI引物进行预扩增，PCR反应体系：稀释的连接产物 2µL，10×PCR buffer （Mg2+ Free） 2.5µL，MgCl2 （25mM） 2µL，dNTP Mixture （各2.5mM） 2µL，扩增引物F/R（10µM）各1µL，TaKaRa Taq （5U/µL）0.2µL，ddH2O 14.3µL，反应程序为预变性94℃ 30s，56℃ 30s，72℃ 60s，2个循环。预扩增产物稀释后用含3个选择性碱基的PstⅠ和TaqI 引物（表2）进行选择性扩增，PCR反应程序为预变性94℃ 30s,65℃ 30s,72℃ 60s,12个循环,每循环退火温度逐级降低0.7℃,变性和延伸条件同上,接着以94℃ 30s,56℃ 30s,72℃ 60s,进行24个循环。最后在扩增产物加1/2体积的loading buffer，在8%的聚丙烯酰胺凝胶上加样3µL进行电泳分离，并采用银染法 （杨璞, 2008）染色检测结果。
表2 用于大螟AFLP分析的引物序列
Table 2 Primer sequences used in AFLP analyses of Sesamia inferens
	Taq I
	碱基序列Sequences(5’-3’)
	Pst I
	碱基序列Sequences(5’-3’)

	T-AT
	GATGAGTCCTGAGCGAAAT
	P-AT
	GACGGCCGTCATGCAGAAT

	T-AC
	GATGAGTCCTGAGCGAAAC
	P-AG
	GACGGCCGTCATGCAGAAG

	T-CA
	GATGAGTCCTGAGCGAACA
	P-AC
	GACGGCCGTCATGCAGAAC

	T-AG
	GATGAGTCCTGAGCGAAAG
	P-TA
	GACGGCCGTCATGCAGATA

	T-GA
	GATGAGTCCTGAGCGAAGA
	P-TC
	GACGGCCGTCATGCAGATC

	T-GC
	GATGAGTCCTGAGCGAAGC
	P-TG
	GACGGCCGTCATGCAGATG


1.4 数据统计 

对实验获得的清晰可重复的DNA条带进行统计分析，在相同迁移率的位置有带记为1，无带记为0，构成遗传相似矩阵。
利用PopGen 32（population genetic simulator）软件包分析遗传多样性，根据GS值按邻位相接法（Neighbor-Joining,NJ）利用Phylip 3.69软件进行遗传相似性聚类。
2 结果与分析
2.1 AFLP扩增产物的多态性分析
利用27对引物（表3），对大螟10个地里种群的DNA进行扩增，所得的扩增产物条带清晰。共统计到1055个扩增片段，其中多态性条带为837条，平均每对引物的扩增条带为39.07条，扩增条带数目变化范围为16-55条，平均每对引物的多态性条带为31条，变化范围为11-46条，多态性比率 （PPB）平均为78.75% （表3）；Shannon’s多样性指数在0.2969～0.4547之间，平均为0.3752；有效等位基因介于1.2983～1.4961之间，平均为1.4299；Nei’s基因多样性在0.2969～0.4547之间，平均为0.3752（表3），表明供试大螟不同地里种群间的AFLP变异大，多态性高，存在丰富的遗传多样性。
表3 大化螟AFLP标记的多态性
Table 3 Amplification results from 27 primers combination

	引物对
Primer pairs
	扩增总条带数
Total No. of polymorphic bands
	多态性条带数
No. of polymorphic bands
	多态性比率
Percentage of polymorphic bands （PPB, %）
	na
	ne
	h
	i

	P-AT- T-CA
	50
	46
	92.00
	1.9200
	1.5548
	0.3288
	0.4931

	P-AT- T-GA
	43
	36
	83.72
	1.8409
	1.3819
	0.2414
	0.3800

	P-AT- T-GC
	43
	35
	81.40
	1.7609
	1.5041
	0.2878
	0.4248

	P-AG- T-AC
	44
	40
	90.91
	1.9091
	1.5913
	0.3405
	0.5043

	P-AG- T-AG
	42
	35
	83.33
	1.8140
	1.4314
	0.2600
	0.3984

	P-AG- T-GA
	35
	30
	85.71
	1.8333
	1.5136
	0.3028
	0.4524

	P-AG- T-GC
	36
	27
	75.00
	1.7105
	1.4042
	0.2432
	0.3683

	P-AC- T-AT
	34
	29
	85.29
	1.8286
	1.3501
	0.2303
	0.3669

	P-AC- T-CA
	38
	32
	84.21
	1.8205
	1.4293
	0.2641
	0.4053

	P-AC- T-AG
	41
	33
	80.49
	1.8049
	1.5282
	0.2990
	0.4422

	P-AC- T-GA
	52
	46
	88.46
	1.8519
	1.5226
	0.3056
	0.4568

	P-AC- T-GC
	41
	34
	82.93
	1.8293
	1.5312
	0.3068
	0.4557

	P-TA- T-AT
	33
	33
	100.00
	1.6765
	1.3505
	0.2153
	0.3311

	P-TA- T-AC
	38
	30
	78.95
	1.7895
	1.4884
	0.2858
	0.4267

	P-TA- T-CA
	39
	31
	79.49
	1.7750
	1.3738
	0.2350
	0.3660

	P-TA- T-AG
	36
	22
	61.11
	1.5789
	1.3159
	0.1926
	0.2936

	P-TA- T-GA
	37
	24
	64.86
	1.6316
	1.3894
	0.2263
	0.3383

	P-TC- T-AT
	35
	26
	74.29
	1.7429
	1.4116
	0.2434
	0.3703

	P-TC- T-AC
	36
	25
	69.44
	1.6410
	1.4348
	0.2477
	0.3647

	P-TC- T-AG
	43
	31
	72.09
	1.7442
	1.3905
	0.2423
	0.3717

	P-TC- T-GA
	41
	29
	70.73
	1.6591
	1.3998
	0.2309
	0.3459

	P-TG- T-AT
	16
	11
	68.75
	1.6471
	1.2913
	0.1929
	0.3042

	P-TG- T-AC
	34
	23
	67.65
	1.6389
	1.3917
	0.2300
	0.3440

	P-TG- T-CA
	55
	44
	80.00
	1.7857
	1.4150
	0.2496
	0.3829

	P-TG- T-AG
	38
	30
	78.95
	1.7500
	1.4623
	0.2715
	0.4055

	P-TG- T-GA
	38
	30
	78.95
	1.7500
	1.3974
	0.2450
	0.3752

	P-TG- T-GC
	37
	25
	67.57
	1.6410
	1.3518
	0.2169
	0.3303

	总和Total
	1055.00
	837.00
	
	
	
	
	

	平均 Average
	39.07
	31.00
	78.75
	1.7546
	1.4299
	0.2569
	0.3888

	标准差
	
	
	
	0.0904
	0.0763
	0.0388
	0.0540


注：PPB为多态性比率，na为观察等位基因数，ne为有效等位基因数，h为Nei’s基因多样性，i为Shannon信息指数
Note: PPB, Percentage of polymorphic bands; na, Observed number of alleles; ne, Effective number of alleles; h, Nei’s gene diversity; i, Shannon’s Information index.
2.2 种群间的遗传分化
假设Hardy-Weinberg平衡，用PopGen 32软件对所有群体进行分析，根据Nei’s的总基因多样度（Ht）和种群内的基因多样度（Hs）估测种群间的分化系数（Gst）为0.7132，即在总的遗传变异中，有71.32%存在于种群之间，种群内变异占28.68%。用PopGen32估测的基因流为0.2011（表4），表明群体之间只有很少的基因交流。
表4 大螟不同地理种群间的遗传分化动态
Table 4 Analysis of genetic differentiation among the geographical populations in Sesamia inferens Walker
	
	Ht
	Hs
	Gst
	Nm

	平均 Average
	0.2863
	0.0502
	0.7132
	0.2011

	标准差 St.Dev
	0.0297
	0.0032
	
	


注：Ht为种内基因多样性，Hs是种群内基因多样性，Gst是种群间遗传分化系数，Nm是基因流
Note: Ht, Total gene diversity; Hs, Gene diversity within a population; Gst, Coefficient of gene differentiation between populations; Nm, Estimate of gene flow from Gst.
2.3 群体间遗传距离
为明确各地理类群间的关系，利用POPGENE软件计算出各类群间的Nei氏遗传一致度和遗传距离的无偏估计值（表5），大螟10个地理种群间的遗传一致度比较高，遗传相似系数（Gs值）均大于0.63，最高的和县和南京种群为0.79，在地理上南京和和县相距最近，最低的为龙海和德阳，在10个地理种群中，德阳和龙海相距较远；利用phylip软件进行聚类分析，大螟10个地理类群可以分成4大类：德阳，龙海，湛江各为一类，其余七个地里种群聚为一类，南京、和县和江津种群遗传距离较近，南昌、荆州和永嘉种群遗传距离较近，聚类结果与各地理类群的地理距离，所处的海拔和生态环境基本相符（图1）。
表5 各类群间的Nei氏遗传一致度和遗传距离的无偏估计值
表5 Nei's unbiased measures of genetic identity and genetic distance between the ten geographical populations in Sesamia inferens
	
	JZ
	NC
	LH
	XY
	YJ
	HX
	NJ
	JJ
	ZJ
	DY

	JZ
	****
	0.23 
	0.29 
	0.26 
	0.24 
	0.24 
	0.26 
	0.27 
	0.33 
	0.30 

	NC
	0.77 
	**** 
	0.32 
	0.26 
	0.25 
	0.26 
	0.26 
	0.26 
	0.34 
	0.32 

	LH
	0.71 
	0.68 
	**** 
	0.33 
	0.32 
	0.32 
	0.32 
	0.32 
	0.35 
	0.37 

	XY
	0.74 
	0.74 
	0.67 
	**** 
	0.25 
	0.24 
	0.26 
	0.25 
	0.34 
	0.31 

	YJ
	0.76 
	0.75 
	0.68 
	0.75 
	**** 
	0.24 
	0.26 
	0.27 
	0.34 
	0.32 

	HX
	0.76 
	0.74 
	0.68 
	0.76 
	0.76 
	**** 
	0.21 
	0.23 
	0.33 
	0.31 

	NJ
	0.74 
	0.74 
	0.68 
	0.74 
	0.74 
	0.79 
	**** 
	0.23 
	0.32 
	0.32 

	JJ
	0.73 
	0.74 
	0.68 
	0.75 
	0.73 
	0.77 
	0.77 
	**** 
	0.31 
	0.29 

	ZJ
	0.67 
	0.66 
	0.65 
	0.66 
	0.66 
	0.67 
	0.68 
	0.69 
	**** 
	0.35 

	DY
	0.70 
	0.68 
	0.63 
	0.69 
	0.68 
	0.69 
	0.68 
	0.71 
	0.65 
	**** 


注：Nei氏遗传一致度（对角线下方）和遗传距离（对角线上方）
Note: Nei's genetic identity (below diagonal) and genetic distance (above diagonal) 
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图1 10个大螟地理种群的AFLP聚类分析图
Fig.1 Clustering analysis of 6 geographic populations of Sesamia inferens based on AFLP
3 讨论

AFLP 分子标记对于检测物种不同种群之间的遗传变异具有高的灵敏性，是一种高效的分子标记技术 （成飞雪等，2005; 罗倩等，2007; 郑先云等，2007），研究表明，AFLP是研究遗传多样性非常可靠、有效的分子标记技术 （徐爱遐等，2008; 闫龙等，2007; 张旭等，2008）。 滕海媛等利用AFLP分析了两个品系烟粉虱Bemisia tabaci Gennadius的遗传差异，发现烟粉虱一品红和甘蓝品系具有明显的遗传差异（滕海媛等，2009）；刘国霞等研究发现山东省的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，并且发现Q 型烟粉虱遗传多样性高于B 型烟粉虱（刘国霞等，2009）。我们利用27对引物对大螟10个地理种群的DNA样品共扩增到1055条条带，其中837条条带具有遗传多态性，多态性比例为78.75%，说明大螟的地里种群间具有明显的遗传差异，而且种群间分化系数（Gst）为0.7132，10个种群间遗传一致度较高，均大于0.63。AFLP 分子标记技术对大螟基因组DNA 的检测位点多、多态水平高，是研究大螟的不同地理种群的遗传多样性非常可靠有效的分子标记技术。

姚银花等通过COII基因序列分析研究大螟Sesamia inferens Walker不同地里种群的遗传差异发现大螟贵州的丹寨种群、沿河种群和福建的福州种群聚为一个分支, 江苏扬州种群和江西新余种群聚为一支, 安徽的阜阳种群和芜湖种群关系最近, 表明不同地理种群的大螟的遗传分化与地理距离之间具有一定的相关性。我们的研究发现，大螟南京和和县种群遗传关系最近，南昌、荆州和永嘉关系较近，湛江、龙海和德阳相对其他种群关系较远，从进化树上分析，大螟的遗传分化与地理距离具有一定的相关性，但是重庆江津区的种群却和南京、和县种群关系很近，分析原因可能是由于重庆江津的大螟是山区小环境采集的，与外界的遗传交流较少，湛江和龙海种群和其他种群相差很大，可能是和这两个地区都属于沿海地区，偏海洋性气候有关，而德阳种群为什么也和其他种群的关系较远，还有待进一步研究。有研究表明昆虫不同地理种群中地理距离越远，其遗传距离也越大 （马向超等, 2011），但也有研究表明昆虫遗传距离和地理距离之间没有明显的相关性 （吕姝媛, 2010）。本研究也发现，大螟地理种群的遗传距离和地理距离有一定的相关性，但也有些种群和地理距离之间没有明显的相关性。深入了解这些种群之间的内在联系需要在下一步的实验中增加地理种群的数量, 同时采用多种不同的分子标记的方法进一步验证, 将会更好地阐明生物类群之间的亲缘关系、长期地理隔离和寄主隔离之间的关系, 同时对于探讨大螟在我国的遗传起源也会起到推动作用。
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修改说明

尊敬的编辑你好！
我们已经对“大螟不同地理种群的AFLP遗传分析”一稿作了详细修改，修改处如下：
1.对文章的数据议添加了等位基因数、Nei’s基因多样性、Shannon信息指数和遗传分化动态等分析，具体见修改稿；
2.我们针对本文的结果作了讨论，具体见修改稿；
3.针对文章中的拼写错误、参考文献、引文摘要作了纤细的修改；
4.其他修改见修改稿。
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