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摘要：为明确东北地区亚洲玉米螟Ostrinia furnacalis(Guenée)野生滞育幼虫耐寒能力和耐寒性策略，利用比较过冷却点（supercooling points , SCP）和低温存活率的方法，对东北地区7个地理种群（佳木斯、德惠、公主岭、沈阳、瓦房店、普兰店和旅顺）亚洲玉米螟野生滞育幼虫的耐寒能力和耐寒性策略进行了研究。结果表明，试虫SCP介于-6.18 ~ -29.98℃间，7种群SCP均值介于-13.95 ~ -25.85℃间，种群间差异显著（P<0.05），但种群SCP高低与其纬度分布无关；7种群12 h低温暴露死亡率随纬度升高而降低，差异显著（P<0.05），其致死中温(LT50)介于-52.19 ~ -68.19℃间，LT50亦随纬度升高而降低，种群间差异显著（P<0.05）；试虫-30℃以上低温暴露12 h无死亡，-30℃以下处理后死亡率随温度降低而升高，-80℃冷冻处理12 h后仍有部分能够复苏，表明东北地区亚洲玉米螟耐寒能力极强，以耐结冰的耐寒性策略越冬，SCP不能评价其耐寒性强弱，低温存活率和LT50可以作为界定其耐寒性强弱的指标。
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Cold-hardiness of the Wild Diapaused Larvae of Ostrinia furnacalis in Northeastern China
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Abstract: The freeze resistance capability and cold-hardiness of  the wild diapaused larvae of Asian corn borer(ACB) ,Ostrinia furnacalis(Guenée) were investigated through comparing the supercooling point (SCPs) and low temperature survival rates of seven geographical populations (Jiamusi, Dehui, Gongzhuling, Shenyang, Wafangdian, Pulandian, and Lvshun ) collected from the northeastern China. Results showed that the SCPs in the range of -6.18~-29.98℃were significantly different(P<0.05),with an average varying from -13.95 to -25.85℃,among the geographic populations, but there was no strict correlation between the SCPs and their geographic latitudes; after 12 h cold exposed, the mortality was decreased with the increasing latitudes ,and significantly different(P<0.05); the Median lethal temperatures(LT50) were significantly different(P<0.05) in the range of -52.19~-68.19℃ and decreased with the increasing latitudes;  after 12 h cold exposed ,the test insects were no death above the -30℃,however the mortality was increasing with the decreased temperatures below the -30℃ and after 12 h frozen, some could resuscitate at the -80℃. So we can determine that the cold-hardiness was the overwintering strategy for Asian corn borer; the cold resistance strength was no that SCP but that survival of low temperature and LT50。
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亚洲玉米螟Ostrinia furnacalis(Guenée)是我国玉米产区的重要害虫，一般年份可造成玉米减产10%~15%，严重年份可达30%以上(中国农作物病虫害编辑委员会，1979)。亚洲玉米螟以滞育老熟幼虫越冬(弓惠芬等，1984)。越冬是亚洲玉米螟生活史中的薄弱环节，越冬幼虫的存活量决定来年的种群数量（周大荣等，1995），越冬幼虫存活量的高低与其耐寒能力密切相关。因此，开展亚洲玉米螟耐寒能力研究对准确测报其种群动态有极其重要的理论指导意义（刘宁等，2005）。东北玉米种植区是亚洲玉米螟在中国分布的高寒地区，对该地区亚洲玉米螟耐寒性的研究更具实际意义。
不同昆虫有不同的耐寒性对策，耐寒性对策根据昆虫的过冷却点(supercooling points , SCP)划分为两类。一类是不耐结冰的（freezing intolerant），这类昆虫一般具有较强的过冷却能力，SCP常被认为是这类昆虫能够存活的下限。另一类是耐受结冰的（freeze tolerant），但通常有较差的过冷却能力（景晓红和康乐，2002）。亚洲玉米螟有较强的耐寒能力（鲁新等，1997），有研究认为亚洲玉米螟不仅具有很强的过冷却能力，同时还具有很强的耐结冰能力（张洪刚等，2010），但其以何种耐寒性对策越冬，尚无定论。
前人以人工饲养亚洲玉米螟幼虫为试材，对其耐寒性低温诱导和不同地理种群间差异进行研究（冯从经等，2007；刘宁等，2005）；以亚洲玉米螟田间越冬幼虫为试材，以SCP为评价方法，对其化性与耐寒性关系和耐寒性对策进行研究（鲁新等，1997；张洪刚等，2010）。昆虫野生种群耐寒能力往往高于实验室种群（张洪刚等，2010），SCP在很多昆虫中并没有起到指示其耐寒性的作用（Baust,J.G et al.，1985）。本文采用SCP测定和低温暴露实验两种方法，对东北地区亚洲玉米螟野生滞育幼虫耐寒能力进行综合评价，探讨适于亚洲玉米螟耐寒性评价的方法，以期明确东北地区亚洲玉米螟耐寒能力和耐寒策略，为其发生情况测报提供理论依据。
1 材料与方法
1.1 供试虫源 

2009-2011年于东北地区玉米收获期采集亚洲玉米螟田间越冬虫源共7个地理种群（表1）。于沈阳农业大学室外带杆保存，自然环境温度降至-20℃后供试验用。
表1 亚洲玉米螟地理种群
 Table 1 Geographic populations of Ostrinia furnacalis
	地理种群
Geographical Population
	海拔 (m)

Elevation
	经度
Longitude
	纬度
Latitude

	黑龙江佳木斯（JMS）
HeiLongJiang JiaMuSi
	96.35
	130°25′31″ E
	46°46′43″ N

	吉林德惠（DH）
Jilin DeHui
	205.88
	125°40′47″ E
	44°30′41″ N

	吉林公主岭（GZL）
Jilin GongZhuLing
	211.31
	124°46′25″ E
	43°28′45″ N

	辽宁沈阳（SY）
Liaoning ShenYang
	38.34
	123°34′02″ E
	41°49′27″ N

	辽宁瓦房店（WFD）
Liaoning WaFangDian
	85.00
	122°04′49″ E
	39°48′56″ N

	辽宁普兰店（PLD）
Liaoning PuLanDian
	46.48
	121°58′21″ E
	39°20′53″ N

	辽宁旅顺（LS）
Liaoning LvShun
	57.10
	121°16′32″ E
	38°50′53″ N


1.2 SCP测定
使用热敏电阻＋万用电表测定昆虫SCP的方法（秦玉川等，2000）。采用低温冰箱制冷，设定温度为-30℃，若SCP低于-30℃，则降低温度测量，每种群测试幼虫30头。
1.3低温暴露试验
采用超低温冰箱制冷，将试虫分装于1.5ml的干燥开孔离心管中，每种群设置三个平行，每个平行30头，共90头。设置-15℃、-20℃、-25℃、-30℃、-35℃、-40℃、-45℃、-50℃、-55℃、-60℃、-65℃、-70℃、-75℃和-80℃共14个温度梯度，首先将7种群幼虫同时置于-15℃处理12 h，取出后室温放置48h，检测试虫是否对外界碰触有应激反应以确定是否死亡，记录死亡虫数，将存活幼虫置于下一个较低温度处理，如此测试直至-80℃或试虫全部死亡。
1.4数据处理
采用单因素方差（One-way ANOVA）分析比较SCP差异；参照计算农药致死中浓（LC50）的方法（贾春生，2006），使用logit模型，计算致死中温(LT50 )（景晓红和康乐，2004）并进行差异比较；采用无重复二因素方差分析比较不同地理种群低温存活率差异。所有统计计算均使用SPSS17.0进行，平均数差异比较采用Duncan法。
2 结果与分析
2.1 不同地理种群亚洲玉米螟野生滞育幼虫的SCP比较
东北地区亚洲玉米螟不同地理种群滞育幼虫的SCP有显著差异（P<0.05），不同年份亦有差异，SCP无随种群分布纬度升高而降低的趋势（表2）。种群内个体间SCP差值在10℃~20℃之间，种群间个体SCP差异更大，最高为-6.18℃，最低为-29.98℃。平均SCP以DH种群2009年最低，为-25.85±2.06℃，SY种群2010年最高，为-13.95±7.05℃。
表2 不同地理种群亚洲玉米螟滞育幼虫SCP比较
Table 2 The SCPs of the diapaused larvae of Ostrinia furnacalis in different geographic populations 
	地理种群

Geographical Populations 
	过冷却点 （℃）
Supercooling points (SCP)

	
	2009
	2010
	2011

	JMS
	-19.40±5.53 a
	-18.94±6.31 ab
	-17.76±5.78 ab

	PLD
	-19.42±6.62 a
	-14.37±5.55 a
	ND

	GZL
	-21.80±6.09 ab
	-16.83±7.71 ab
	-14.61±6.06 a

	WFD
	-21.95±4.37 ab
	-20.33±6.80  b
	-19.23±6.06  b

	LS
	-23.39±2.47  bc
	-16.04±6.31 ab
	ND

	SY
	-24.57±1.89  bc
	-13.95±7.05 a
	-20.15±5.91  b

	DH
	-25.85±2.06   c
	-18.20±6.84 ab
	ND


注：同不列中不同字母代表统计学差异显著（P<0.05）；ND，无记录。
2.2不同地理种群亚洲玉米螟野生滞育幼虫12 h低温冷冻死亡率
东北地区亚洲玉米螟野生滞育幼虫能耐受-30℃以上12 h低温处理，当温度下降至-30℃以下时，随温度下降死亡率逐渐上升，到-80℃时低温冷冻12 h仍有部分幼虫存活（图1）。不同地理种群耐寒能力有明显差别，LS、PLD和WFD种群随温度降低死亡率上升较快，SY种群次之，GZL、DH和JMS种群死亡率上升较慢。
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图1亚洲玉米螟滞育幼虫12 h低温处理后死亡率
Figure 1 The mortality of the wild diapaused larvae of Ostrinia furnacalis after 12 h frozen
2.3不同地理种群亚洲玉米螟野生滞育幼虫12 h低温冷冻的LT50差异
不同地理种群亚洲玉米螟野生滞育幼虫的LT50较大，其中DH种群的LT50最低，为-68.19℃，WFD种群的LT50最高，为-52.19℃（表3）；所测试的7个地理种群的LT50可分成3个组，即LS、PLD和WFD 3个地理种群为一组，SY为一组，GZL、DH和JMS为一组，组内LT50没有差异，3组之间LT50存在显著性差异（P<0.05），低纬度组群LT50显著高于高纬度组群。
表3亚洲玉米螟滞育幼虫12 h低温冷冻的LT50
Table 3 The LT50 of the wild diapaused larvae of Ostrinia furnacalis after 12 h frozen
	地理种群
Geographical Population
	LT50
（℃）
	95%置信区间
95%confidence interval /（℃）
	回归方程

Regression equation

	WFD
	-52.16±2.15 a
	-51.94~-54.31
	y=-9.13-0.18x

	PLD
	-53.24±2.48 a
	-52.30~-54.44
	y=-8.05-0.15x

	LS
	-55.04±2.17 a
	-51.08~-53.31
	y=-9.63-0.18x

	SY
	-59.61±2.09 b
	-58.42~-60.73
	y=-9.97-0.17x

	GZL
	-64.52±2.25 c
	-63.43~-65.65
	y=-11.82-0.18x

	JMS
	-65.13±2.86 c
	-64.14~-66.13
	y=-14.64-0.23x

	DH
	-68.25±2.28 c
	-67.17~-69.24
	y=-14.64-0.22x


注：同列中不同字母代表统计学差异显著（P<0.05）。
2.4 东北地区亚洲玉米螟野生滞育幼虫耐寒性比较
所测东北地区亚洲玉米螟野生滞育幼虫的耐寒性在不同地理种群间和不同温度间均存在显著差异（P<0.05）（表4，5）。7个地理种群亚洲玉米螟的耐寒性分成3组，LS、PLD和WFD 3个地理种群为一组，SY为一组，GZL、DH和JMS为一组，3组之间存在显著性差异，组内没有显著性差异。14个处理温度，-30℃以上无试虫死亡，-30℃开始，随温度降低死亡率逐渐增加，-15℃~-30℃间没有显著差异，-25~-50℃，5℃温差处理间均无显著性差异，10℃温差处理间均有显著性差异，-50℃~-80℃处理间差异均显著。
表4不同地理种群亚洲玉米螟滞育幼虫耐寒性比较
Table 4 The cold-hardiness differences of the diapaused larvae of Ostrinia furnacalis in different geographic populations 
	地理种群
Geographical Population
	死亡率（%）

	WFD
	39.82 a

	PLD
	38.11 a

	LS
	36.34 a

	SY
	30.47 b

	GZL
	24.22 c

	JMS
	24.00 c

	DH
	21.40 c


注：同列中不同字母代表统计学差异显著（P<0.05）。
表5 东北地区亚洲玉米螟滞育幼虫耐寒性
Table 5 The cold-hardiness differences of the diapaused larvae of Ostrinia furnacalis in Northeastern China
	处理温度℃temperature
	-25
	-30
	-35
	-40
	-45
	-50
	-55
	-60
	-65
	-70
	-75
	-80

	死亡率（%）mortality
	0.00 a
	0.78 ab
	2.26  bc
	5.20  cd
	9.57   de
	16.77 e
	28.96 f
	48.25 g
	64.92 h
	83.80 i
	95.28 j
	99.43 k


注：同行中不同字母代表统计学差异显著（P<0.05）。
3 结论与讨论
    低温驯化影响昆虫耐寒性，很多昆虫的耐寒性的季节趋势与当地的气温变化趋势密切相关（景晓红和康乐，2002），季节性气温变化是野外昆虫低温驯化的来源，本文选取低纬度种群（LS、PLD和WFD）的冬季最低温度（-20℃）作为室外低温诱导的节点温度，以排除诱导条件不同造成的耐寒性差异，同时剔除非温度因素造成死亡的个体（预实验，室外环境-5℃条件下，-20℃低温暴露12 h无试虫死亡，排除试验前因低温致死可能）。模拟室外温度间歇性逐渐下降的趋势，对一批试虫间歇逐渐降温进行低温暴露，以进行更低温度前的低温锻炼，可更准确的评价野外种群的耐寒能力。
本研究选取东北地区7个地理种群亚洲玉米螟野生滞育幼虫进行评价，结果显示，东北地区亚洲玉米螟不同地理种群滞育幼虫的SCP有显著差异（P<0.05），种群内不同个体间、种群间和同地理种群不同年份间SCP均有较大差异。影响过冷却能力的因素众多，如昆虫的体重、昆虫所处的生理状态、季节变化、抗冻保护剂和冰核剂的有无多寡等（李冰洋等，1998）。刘宁等（2005）对不同地理种群人工饲养玉米螟幼虫低温诱导后进行抗寒性评价，不同地理种群SCP差异较小，在较大地理跨度上，北方种群SCP显著低于南方种群，所测东北地区3个种群SCP并无显著差异，其亦无随纬度升高而降低趋势。推测原因为室内饲养种群环境、食物和滞育诱导条件一致，而不同地理种群野生幼虫生长环境、食物和滞育深度差异较大。据报道低温诱导对亚洲玉米螟人工饲养幼虫SCP并无明显影响（冯从经等，2007），田间种群抗寒能力强于实验室种群（张洪刚等，2010），田间野生种群的耐寒性试验结果应更能代表亚洲玉米螟真实的耐寒性水平。
对昆虫耐寒性进行评价的实验方法主要有SCP测定和低温暴露实验（景晓红和康乐，2004）。本试验结果显示不同种群SCP差异显著（P<0.05），但其大小与种群分布的纬度高低无关，这与昆虫随纬度升高耐寒能力增强的传统理论不符。据报道，辽宁地区二化螟滞育幼虫是以耐受结冰的方式越冬的，其SCP有随纬度的升高而升高的趋势（王小奇等，1999）。由此推测SCP并不能真实的反应亚洲玉米螟耐寒水平，其是否可以作为评价亚洲玉米螟耐寒性的可靠指标，值得商榷。SCP在昆虫的耐寒性评价中起到了极重要的作用，并根据SCP将昆虫耐寒性对策略分耐结冰型和不耐结冰型两类。SCP曾是评价昆虫耐寒性的重要指标，但在研究中发现很多昆虫在体温没有降到SCP时就会出现大量的死亡,SCP在很多昆虫中并没有起到指示其耐寒性的作用（Baust,J.G et al.，1985）。对于耐受结冰的昆虫，SCP也并非是其死亡的下限温度，亦不能起到指示其耐寒性的作用。有研究认为亚洲玉米螟不仅具有很强的过冷却能力，同时还具有很强的耐结冰能力，亚洲玉米螟田间滞育种群中可能存在两种抗寒性对策，即耐结冰型和结冰敏感型，且在不同地理种群及同一地区不同化型种群间这两种对策的比例有显著差异（张洪刚等，2010）。本研究中试虫均能在SCP以下温度存活，故认为东北地区亚洲玉米螟野生种群以耐结冰的耐寒性策略越冬，SCP不能作为评价其耐寒性强弱的指标。本研究与上述报道的差异，怀疑是由于报道中超冷却温度设置为-40℃的原因所致，因-40℃已低于SCP10℃以上，为可致死温度；另外，是否因两试验虫源锻炼温度不同造成结果的差异，不得而知。
评价一种昆虫耐寒性的强弱最终还是取决于低温存活率的实验结果，其对于完整地描述昆虫耐寒性水平，预测它们在低温下的存活率，及比较不同昆虫的耐寒性来说都是非常必要的(景晓红和康乐，2004)。本研究表明低温暴露试验中亚洲玉米螟野生滞育幼虫低温存活率和LT50能较好的反映亚洲玉米螟野生滞育幼虫耐寒性与纬度高低的关系，故认为其可以作为评价亚洲玉米螟耐寒性的主要指标。
包括纬度、海拔、沿海及内陆等地理差异可通过环境温度的变化间接影响昆虫的耐寒性(景晓红和康乐，2002)。对不同地理种群亚洲玉米螟野生滞育幼虫耐寒性比较结果中，较小纬度的差异种群的耐寒能力没有区别，在较大纬度跨度上，其耐寒性呈现随着纬度升高逐渐增强的趋势，这符合理论推理。但所测种群的耐寒性并非严格按照纬度的高低分布，据不同种群的地理条件推测，这种结果与海洋性气候影响和海拔高低造成的温度差异有关，应结合各地气象资料进行综合分析。低温暴露试验结果表明，所测试虫均能耐受-30℃以上12 h低温冷冻，各种群LT50介于-68.19℃ ~ -52.19℃之间，-80℃低温冷冻12 h仍有部分幼虫存活，由此可见，亚洲玉米螟的耐寒能力极强，冬季极端低温对其存活的影响有限，关于冬季持续低温对亚洲玉米螟越冬存活率的影响程度，需进一步研究以准确指导测报和防治工作。
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修改说明： 1、文中英文摘要部分错误按外审专家要求更改，并请导师审阅把关。
2、表4按照外审专家建议，拆分为地理种群和温度处理两个表。
3、外审专家对“化性”一词的疑问：化性：昆虫(特别是具有滞育特性的昆虫)在一年内发生的世代数。是昆虫学专业用词，没有问题。
4、按照导师意见，征求作者同意，将作者顺序进行了变动；

5、增加一项资助项目，因课题编号问题，初稿未加入；

其他内容按照本刊要求进行了校正，请老师再次审阅，进行处理，学生静待佳音！

【审稿意见】尊敬的作者，您好！ 您的稿件已请有关专家审查，具体审查意见： 本文利用比较过冷却点（supercooling points , SCP）和低温存活率的方法，对东北地区7个地理种群亚洲玉米螟野生滞育幼虫的耐寒能力和耐寒性策略进行了研究，明确了其耐寒能力和耐寒性策略，探讨适于亚洲玉米螟耐寒性评价的方法，为其发生情况测报提供理论依据。文章条理清晰，表述清楚，实验设计合理，数据翔实，结论恰当可信，稍显不足的是： 1、文中英文摘要部分多有错误。如varing 应该为varying；致死中温应该翻译成Median lethal temperatures，而不是Longest median lethal time；“the mortality was reducing and significantly different (P<0.05)along with the riseed of their latitudes”等句中，多有语法和拼写错误。 2、表4设置容易让人误解，建议将地理种群和温度处理拆开成两表。 其他修改意见： 1、请核对文中拉丁学名，试验昆虫需标注定名人。 2、请通讯作者对中英文摘要进行把关。 3、图、表中请标注英文，包括图表题、图表内文字以及注。 4、计量单位须用法定计量单位。 5、注意文中需要斜体的符号，如：变量、统计符号、限制性内切酶（前三个字母斜体，后面字母和编码用正体）、氨基酸和碱基的缩写（正体）。 6、文中如有彩图，请将图片的jpg文件(分辨率不小于300dpi)发送至entom@ioz.ac.cn。 7、正文中引用文献为国际通行的作者+出版年，具体的格式见征稿简则。 8、参考文献不应出现在结果与分析中。如有请移至前言、材料与方法或讨论中。 9、核对文献是否前后一致；尽可能引用本刊已发表文献。 修后返回电子版及修改说明，修改说明附在文后即可，无修改说明不予已定稿。(超过3个月稿件未修回者，收稿时间将重新登记)。谢谢。 《应用昆虫学报》编辑部 http://www.ent-bull.com.cn Tel:010-64807137 北京市朝阳区北辰西路1号院5号 中科院动物所 100101
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