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二种交配型球孢白僵菌对亚洲玉米螟的生态控制作用
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摘要：利用生物种间互做关系抑制农业害虫的暴发是生物防治的重要手段。 为探讨二种交配型内共生球孢白僵菌与玉米之间

的互惠关系及其形成的共生体在亚洲玉米螟控制中的生态效应，以玉米为宿主植物，以球孢白僵菌孢子悬浮液进行灌根，在温

室内构建了二种交配型（ＭＡＴ１⁃１⁃１ 型，Ｂ５；ＭＡＴ１⁃２⁃１ 型，Ｂ２）球孢白僵菌－玉米共生体，并研究了共生体对玉米的生长、对亚洲

玉米螟的产卵选择和幼虫发育及其对球孢白僵菌生物学特性的影响。 结果显示：通过叶片离体培养、ＩＴＳ 基因和交配型基因

ＭＡＴ 检测，均能检测到白僵菌的内生定殖；ＭＡＴ１⁃２⁃１ 型 Ｂ２ 菌株定殖检出率高，ＭＡＴ１⁃１⁃１ 型 Ｂ５ 菌株在混合型接种中定殖有优

势。 回收后的球孢白僵菌菌落直径和毒力无显著性变化，但其产孢量都显著提高其中回收 Ｂ５ 处理组来源菌株的产孢量提高最

显著。 接种过球孢白僵菌的玉米植株地上部生长速度、生物量和地下根系生物量均优于对照组，其中根系干重明显增加，而地

上植株干重也相对增加。 ＭＡＴ１⁃１⁃１ 型菌株 Ｂ５ 对共生体玉米植株地上高度促生长贡献明显；ＭＡＴ１⁃２⁃ １ 型菌株 Ｂ２ 对共生体玉

米植株地下干重增加贡献明显。 总体上球孢白僵菌内生定殖对玉米地下根系生物量影响大于对地上植株生物量的影响。 在产

卵选择性试验中，各处理组亚洲玉米螟的产卵量显著少于对照组。 共生体对亚洲玉米螟产卵具有明显的趋避作用，ＭＡＴ１⁃ ２⁃ １
型菌株 Ｂ２ 对产卵的趋避作用明显，而 ＭＡＴ１⁃２⁃１ 型菌株 Ｂ５ 的趋避作用较弱。 在人工接种幼虫的试验中，接种组回收的亚洲玉

米螟幼虫存活率均显著低于对照组，其中，Ｂ５ 组回收幼虫的存活率最低，仅为 ３８．３３％；处理组的化蛹率与对照组差异不显著，
但 Ｂ５ 组的回收幼虫化蛹率显著低于 Ｂ２ 组和对照组，仅为 ３４．７７％，这说明 ＭＡＴ１⁃ １⁃ １ 型 Ｂ５ 菌株对玉米螟幼虫发育抑制最明

显。 上述结果表明，不同交配型球孢白僵菌内生定殖效率有差异，在经过内生定殖后在产孢量方面有显著性提高，两个交配型

菌株在联合应用时具有协同增效作用；两个交配型菌株均能够通过内生定殖与玉米形成共生体并促进玉米植株的生长，这显示

球孢白僵菌和玉米之间已经建立具有互惠关系的共生体。 这种共生体通过趋避亚洲玉米螟产卵、抑制幼虫存活和降低化蛹率

等方面的潜力虽然不一样，但都有助于对亚洲玉米螟的可持续生态防治，也证明了共生体的建成有效提高了玉米的生态适应

性，为利用球孢白僵菌内共生性实施亚洲玉米螟防控提供了新思路。
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ａｎｄ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ｔｈｅ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｇａｉｎｓｔ ｐｅｓｔｓ． Ｂ． ｂａｓｓｉａｎａ⁃ｃｏｒｎ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ ｉｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｕｓｔａｉｎａｂｌｅ
ｍａｎａｇｅｍｅｎｔ ｏｆ ｐｅｓｔｓ ｂｙ ｉｎｈｉｂｉｔｉｎｇ ｏｖｉｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｕｐｐｒｅｓｓｉｎｇ ｌａｒｖａｌ ａｎｄ ｐｕｐａｌ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ａｌｓｏ ｐｒｏｖｅｄ ｔｈａｔ
ｍｕｔｕａｌｉｓｔｉｃ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ ｃｏｕｌｄ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｄａｐｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｂ． ｂａｓｓｉａｎａ ａｎｄ ｃｏｒｎ， ｗｈｉｃｈ ｏｆｆｅｒｅｄ ａ ｎｅｗ ｓｔｒａｔｅｇｙ ｆｏｒ
ＡＣＢ ｃｏｎｔｒｏｌ ｕｓｉｎｇ ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｓｙｍｂｉｏｓｉｓ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂ． ｂａｓｓｉａｎａ．

Ｋｅｙ Ｗｏｒｄｓ： Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ； ｍａｔｉｎｇ ｔｙｐｅｓ； Ｏｓｔｒｉｎｉａ ｆｕｒｎａｃａｌｉｓ； ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｏｎｔｒｏｌ

在自然与农业生态系统中，生物种间关系是复杂的。 例如，昆虫病原真菌对昆虫种群数量起着重要的调

控作用，可以利用这一特性开展对农作物害虫的生物防治或生态调控。 已有研究表明，一些昆虫病原真菌除

可以直接应用于害虫防治外，还能够在自然状态下或人工接种方式内生定殖在植物中形成共生体，不仅导致

植株生长过程中的一系列生理生化变化，影响其代谢活动和营养利用效率等，起到促生作用、提高其抗逆性

（抗病虫和抗非生物胁迫等）和生态适应性，亦直接或间接地影响着宿主病原菌或昆虫的生长与发育，从而深

刻地影响着三者生态系统的生物结构和组成［１⁃６］。
通常把能够在植物中能够定植生长的昆虫病原菌称为内生真菌。 其中，球孢白僵菌 Ｂｅａｕｖｅｒｉａ ｂａｓｓｉａｎａ 是

２ 　 生　 态　 学　 报　 　 　 ３７ 卷　
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目前研究最多的植物内生昆虫病原真菌之一，其能够直接或间接地影响植物的代谢过程，同时对植物相关的

害虫本身、种群参数及其植物病害也有着双重的控制和影响［７⁃１７］。 Ｂｉｎｇ 和 Ｌｅｗｉｓ 在 １９９１ 年首次利用白僵菌植

物内生性开展了害虫防治研究［７］，他们用球孢白僵菌分生孢子悬液对玉米叶面进行喷施开展欧洲玉米螟

Ｏｓｔｒｉｎｉａ ｎｕｂｉｌａｌｉｓ （Ｈüｂｎｅｒ）防治研究，表明叶面处理组能极大程度的降低欧洲玉米螟蛀孔数量。 其后，１９９２
年，他们采用茎基部注射的方法接种处于散粉期的玉米，发现注射的球孢白僵菌能够侵入到玉米植株中，并沿

着植株维管束向上扩散［１８⁃１９］。 他们调查发现 １６２３ 条死亡欧洲玉米螟幼虫中只有 ６５ 条僵虫，且在这些玉米植

株中也未发现球孢白僵菌分生孢子的存在，因此，他们推测定殖在玉米植株体内的球孢白僵菌可能是分泌大

量对欧洲玉米螟具有毒性的物质而非孢子感染途径控制欧洲玉米螟。
国内外对于利用内生球孢白僵菌控制亚洲玉米螟种群机理和应用的研究很少。 本实验室张军［２０］建立了

球孢白僵菌不同交配型分子鉴定体系。 随后，李晓慧等［２１］利用不同交配型球孢白僵菌构建了球孢白僵菌⁃玉
米共生体。 结果显示不同交配型球孢白僵菌在亚洲玉米螟定殖检测率有差异，且定殖回收后的球孢白僵菌交

配型基因 ＭＡＴ１⁃１⁃１ 发生了变异，而交配型基因 ＭＡＴ１⁃２⁃１ 无变异。 据此推测，在内生定殖过程中球孢白僵菌

菌株与玉米植株之间会产生相互作用；不同交配型菌株之间也产生了相互作用。 而且这种相互作用在提高玉

米生态适应性和对生态控制亚洲玉米螟的同时，也在一定程度上引起了球孢白僵菌的表型和遗传背景的改

变。 为此，选取前期工作中所使用的两种球孢白僵菌菌株 ＢｂＯＦＤＨ１⁃ ５（ＭＡＴ１⁃ １⁃ １ 型，Ｂ５） 和 ＢｂＤＰＳＤ２
（ＭＡＴ１⁃２⁃１ 型，Ｂ２），在玉米幼苗期灌根接种，比较回收菌株与释放原始菌株的生物学特性和毒力，比较研究

不同交配型球孢白僵菌菌株对玉米植株生长及其共生体抗虫活性的影响。 这将为今后改进生态防治中的球

孢白僵菌育种技术、应用剂型、施用方式与策略提供新思路。

１　 材料和方法

１．１　 供试菌株与昆虫

供试球孢白僵菌为 ＢｂＯＦＤＨ１⁃５ 和 ＢｂＤＰＳＤ２ 菌株，交配型分别为单一的 ＭＡＴ１⁃１⁃１ 型（Ｂ５）和 ＭＡＴ１⁃ ２⁃ １
型菌株（Ｂ２）。 菌种和亚洲玉米螟，均为本实验室分离保存培养或饲养。
１．２　 玉米种植及球孢白僵菌接种处理

选用吉单 ２０９ 玉米种子，以 １％的次氯酸钠表面消毒 ５ ｍｉｎ，无菌水冲洗 ５ 次，播入装有灭菌基质（田间土

壤与营养土体积比 １：１，１２１℃灭菌 １．５ ｈ）的花盆中。 每盆保证 １ 株苗。
待玉米幼苗长到三叶期时，对玉米幼苗进行灌根接种处理。 接种白僵菌孢子悬液的浓度为 １×１０７个孢

子 ／ ｍＬ，每株接种 ２０ ｍＬ。
１．３　 内生⁃球孢白僵菌的分离与鉴定

１．３．１　 内生球孢白僵菌的分离

每个处理组接种白僵菌 １４ ｄ 后，选择新鲜的活体健康植株。 参照 Ｓｏｒｏｕｓｈ 等方法［１７］，叶片经表面消毒

后，并剪裁均匀，放入 ＰＤＡ 培养基平板（直径 ６０ ｍｍ）上进行检测，分离获得内生白僵菌。
１．３．２　 内生球孢白僵菌的分子鉴定

将回收内生白僵菌和原始菌株接种到 ＳＤＹ 培养基里，２６ ℃、１８０ ｒ ／ ｍｉｎ 培养 ３—４ ｄ。 收集菌丝并提取

ＤＮＡ，方法参照文献［２２］。 交配型基因（ＭＡＴ１⁃ １⁃ １ ／ ＭＡＴ１⁃ ２⁃ １）的扩增和分析参照李晓慧等方法进行［２１］。
ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ 片段的扩增和分析参照 ＷＨＩＴＥ 等的方法［２３］。 ＰＣＲ 产物经 １％琼脂糖凝胶电泳分离鉴定。 所得

ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ 测序结果，利用分析软件 ＤＮＡＭＡＮ 将其序列与释放原菌株的 ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ 相比对。
１．３．３　 内生球孢白僵菌的菌落直径和产孢量测试

将回收内生白僵菌和原始菌株分别接种到 ＰＤＡ 培养基平板上，接种后放入生化培养箱培养（２６℃、ＲＨ＝
９０％），每个菌株重复 ３ 次，待其充分产孢后观察其菌落形态特征。

采用稀释法进行单孢分离测定。 分别取各菌株的分生孢子于含有 ０．０１％吐温⁃８０ 的无菌水中配制孢子悬

３　 ２ 期 　 　 　 冯树丹　 等：二种交配型球孢白僵菌对亚洲玉米螟的生态控制作用 　
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浮液，孢子悬浮液含有 ２００ 个孢子 ／ ５ μｌ 左右时，用无菌枪头吸取 ５μｌ 孢子悬浮液滴入到 ＰＤＡ 培养基平板中。
每菌株重复 ３ 次，待菌落长到第 １０ ｄ 时采用十字交叉法测量并记录菌落直径。

待菌落长到第 １４ ｄ 时，测量 １ ｇ 孢子粉的产孢量。 把 ０．１ ｇ 孢子粉放入 １００ ｍＬ 含有 ０．０１％吐温⁃ ８０ 的无

菌水中，在旋涡振荡器上充分振荡分散后，配制成孢子悬浮液。 每个菌株取样 ３ 次，滴在血球计数板上，镜检

孢子数，计算测定产孢量。
１ ｃｍ２菌落含孢量＝（平均每小格孢子数×４×１０６×稀释倍数） ／ （３．１４×０．１６）

１．３．４　 内生球孢白僵菌的室内毒力测试

以 ３ 龄亚洲玉米螟幼虫为试虫。 从不同处理组分离出来的菌株中随机选择 ３ 株进行杀虫活性测定。 采

用亚洲玉米螟非琼脂半人工饲料配方进行饲料配制［２４］，配制成 １×１０８ ＣＦＵ ／ ｍＬ 白僵菌孢子浓度的带菌饲料。
将带菌饲料用灭菌药匙分装置于 ２４ 孔细胞培养板（约 １ ｇ ／孔）备用。 将 ３ 龄幼虫单头接入带菌饲料的孔板

中，每个处理组 ２４ 头，６ 次重复。 对照处理为吐温⁃ ８０ 的无菌蒸馏水配制的无菌饲料饲喂。 将接入幼虫的培

养板置于 ２６℃、相对湿度 ６０％—８０％、Ｌ ∶ Ｄ＝ １４ ｈ ∶ １０ ｈ 恒温培养箱。 接种的第 ２ ｄ 起连续调查 １０ ｄ。 观察

记录幼虫生长状态和每个处理组幼虫死亡数量。
１．４　 不同交配型球孢白僵菌⁃玉米共生体对玉米生长影响

试验设接种 Ｂ５、接种 Ｂ２、接种 Ｂ５＋Ｂ２ 等量混合 ３ 个处理组，以浇灌无菌水为对照组 ＣＫ，每个处理重复 ４０
盆，置于温室（白天温度（２６±２）℃，夜间温度（２０±２）℃，相对湿度 ５０％，光照 １２ ｈ ／ ｄ），每周浇一次营养液。

植物生长和生物量的测定：在玉米植株生长 ３５ ｄ、６３ ｄ 和 ９１ ｄ 时，每组选定 ４０ 株，测定植株株高；１００ ｄ
时，测定植株干生物量（６５℃，３６ ｈ）等指标。
１．５　 不同交配型球孢白僵菌⁃玉米共生体对亚洲玉米螟产卵偏好和生长发育的影响

１．５．１　 共生体对亚洲玉米螟成虫产卵影响的调查

本试验采用罩笼接成虫的方法，调查不同玉米⁃球孢白僵菌共生体对亚洲玉米螟成虫产卵的偏好性影响。
在玉米植株 ３ 叶期扣罩笼，罩笼采用带有尼龙纱网的网笼（８０ ｃｍ×７０ ｃｍ×８０ ｃｍ）罩住供试盆栽的玉米植株

上，底部垫以木板，每个罩笼含 Ｂ５、Ｂ２ 或 Ｂ５ ＋ Ｂ２ 处理组的盆栽玉米植株各 １ 盆，没有侵染球孢白僵菌菌株的

对照组 １ 盆，每个罩笼含 ４ 盆玉米植株，随机摆放，花盆间摆放距离一致，每盆一株玉米，并保持叶面积相对一

致， ５ 次重复。 在玉米植株 ７ 叶时期，每个罩笼内释放亚洲玉米螟刚羽化的成虫 ５ 对，释放后立即用图钉将网

笼与木板固定，以防成虫逃逸。 整个试验期间，不进行任何化学防治。 于释放玉米螟成虫一周后统计不同处

理植株上的卵块数。 以产卵反应指数（ＯＲＩ） ［２５］来衡量测试带有不同交配型球孢白僵菌的植株对雌蛾产卵选

择反应的引诱或趋避作用，其计算公式为：
ＯＲＩ＝（Ｎｔ⁃Ｎｃ） ／ Ｎ

其中，Ｎｔ 为处理组卵块数；Ｎｃ 为对照组卵块数；Ｎ 为总产卵块量。
１．５．２　 共生体对亚洲玉米螟幼虫存活率和化蛹率的影响

本试验采用发育测定的方法，当玉米植株长到抽雄期，选取发育良好的无虫供试植株，侵染球孢白僵菌的

Ｂ５ 组、Ｂ２ 组、Ｂ５＋Ｂ２ 组的盆栽玉米植株各 １０ 盆，没有侵染球孢白僵菌菌株的对照组 １０ 盆，４ 次重复。 每个花

盆的间隔 ５０ ｃｍ，每株玉米内接种亚洲玉米螟 ３ 龄幼虫 ３ 头。 每隔 ２—３ ｄ，记录幼虫存活情况；直至成虫羽化

时实验结束，检查玉米植株上的亚洲玉米螟存活量、化蛹量等情况；然后计算各处理组和对照组的平均存活

率、平均化蛹率等。
１．６　 数据分析

采用 ＤＰＳ 数据处理系统和 Ｍｉｃｒｏｓｏｆｔ Ｅｘｃｅｌ 软件分析。 地上植株高度、地上部分干重、地下部分干重、产孢

量、菌落直径、幼虫平均体重、幼虫存活率和化蛹率采用完全随机设计；生测矫正死亡率，采用随机区组设计。
方差分析使用单因素实验统计分析，多重比较采用 Ｄｕｎｃａｎ 氏新复极差法。

死亡率（％）＝ 死亡数 ／供试虫数×１００％
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校正死亡率（％）＝ （处理组死亡率±对照组死亡率） ／ （１００ 对照组死亡率）×１００％。

２　 结果分析

２．１　 不同交配型球孢白僵菌⁃玉米共生体的构建及回收菌株生物学特性分析

在不同接种组玉米叶片的 ＰＤＡ 检测平板中，接种处理组玉米植株组织上，均出现了白色略带灰黄色粉末

状菌落（图 １），菌落厚实，菌丝生长随时间推移不断向外扩展蔓延。 没有接种的 ＣＫ 对照组未检测到白僵菌

菌落。

图 １　 不同接种组玉米叶片离体检测内生白僵菌的菌落形态

Ｆｉｇ．１　 Ｍｏｒｐｈｏｌｏｇｙ ｏｆ ｅｎｔｏｐｈｙｔｉｃ Ｂ． ｂａｓｓｉａｎａ ｃｏｌｏｎｙ ｆｒｏｍ ｃｏｒｎ ｌｅａｖｅｓ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｉｎ ｖｉｔｒｏ

Ａ：接种 Ｂ５ 菌株 Ｂ５ Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ；Ｂ：接种 Ｂ２ 菌株 Ｂ２ Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ；Ｃ：混合接种 Ｂ５＋Ｂ２ 菌株 Ｂ５＋Ｂ２ Ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ；Ｄ：未接种的对照 ｕｎ⁃ｉｎｏｃｕｌａｔｅｄ

　 图 ２　 不同接种组回收内生定殖菌落 ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ 和 ＭＡＴ 序列扩

增结果

Ｆｉｇ．２ 　 Ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ ａｎｄ ＭＡＴ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ

ｅｎｄｏｐｈｙｔｉｃ ｃｏｌｏｎｉｅｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎｏｃｕｌａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ

Ａ：ＩＴＳ 扩增谱带 ＩＴＳ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；Ｂ：ＭＡＴ１⁃ １⁃ １ 扩增谱带

ＭＡＴ１⁃ １⁃１ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；Ｃ：ＭＡＴ１⁃２⁃１ 扩增谱带 ＭＡＴ１⁃２⁃１

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｄｕｃｔｓ；Ｍ：ＤＮＡ 分子标准样品 ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ；泳道 １⁃

１２ 样品分别为： Ｂ５、 Ｂ２、 ＥＮ⁃Ｂ５⁃０１、 ＥＮ⁃Ｂ５⁃０２、 ＥＮ⁃Ｂ５⁃０３、 ＥＮ⁃Ｂ２⁃

１４、ＥＮ⁃Ｂ２⁃１７、ＥＮ⁃Ｂ２⁃１９、ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃２３、ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃２５、ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃

２７、无菌水对照

分别对接种前原始菌株和不同接种组回收内生菌

株进行了分子鉴定。 不同接种组回收菌株分别随机选

取 ３ 株。 内生真菌分别标记为 ＥＮ⁃Ｂ５⁃０１、ＥＮ⁃Ｂ５⁃０２、
ＥＮ⁃Ｂ５⁃０３；ＥＮ⁃Ｂ２⁃１４、ＥＮ⁃Ｂ２⁃ １７、ＥＮ⁃Ｂ２⁃ １９；ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃
２３、ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃２５、ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃２７。 总 ＤＮＡ 经 ＰＣＲ 扩增

均检测到 ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ、ＭＡＴ１⁃ １⁃ １ 和 ＭＡＴ１⁃ ２⁃ １ 基因（图
２）。 其中，Ｂ５ 接种组回收的菌株谱带为 ＭＡＴ１⁃ １⁃ １ 型，
Ｂ２ 接种组回收的菌株谱带为 ＭＡＴ１⁃ ２⁃ １ 型，而 Ｂ５＋Ｂ２
等量混合接种组回收菌株中均含有 ＭＡＴ１⁃ ２⁃ １ 型交配

型。 ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃２３ 和 ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃ ２７ 含有 ＭＡＴ１⁃ １⁃ １ 型

交配型，ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃ ２５ 仅含有 ＭＡＴ１⁃ ２⁃ １ 交配型，这显

示 ＭＡＴ１⁃２⁃ １ 交配型菌株 Ｂ２ 定殖检测率较高，但是从

交配型基因扩增谱带浓度看，回收的混合型菌株中 Ｂ５
占一定优势。 所得 ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ 测序结果与释放原菌株的

ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ 相比对同源性为 １００％，这显示回收菌株来源

于释放菌株。
经过纯化后分离的不同菌株，在 ＰＤＡ 培养基上的外观形态表现出一定差异。 经过内生的白僵菌均表现

出营养生长旺盛，大多数菌落纯白色，菌丝生长过程中常产生枯黄色代谢水珠。 ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２ 在形态上与 ＥＮ⁃
Ｂ５ 和 ＥＮ⁃Ｂ２ 相比对，其菌落较为厚实；ＥＮ⁃Ｂ５ 和 ＥＮ⁃Ｂ２ 相比没有较大的差异。 １１ 株供试菌株菌落直径、产孢

量存在着明显差异（表 １）：菌株 Ｂ５、ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃ ２３、ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃ ２５ 菌落直径≥４０．５ ｃｍ，表现出良好的生长特

性；菌株 ＥＮ⁃Ｂ５⁃３、ＥＮ⁃Ｂ２⁃１９、ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃ ２３ 产孢量均在 ８．６８×１０８孢子 ／ ｍＬ 以上。 总体上看，释放原 Ｂ５ 菌株

比释放原 Ｂ２ 菌株菌落生长速度要优；ＥＮ⁃Ｂ５ 类菌株产孢量为最优。

５　 ２ 期 　 　 　 冯树丹　 等：二种交配型球孢白僵菌对亚洲玉米螟的生态控制作用 　
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以 ３ 龄亚洲玉米螟幼虫为试虫，测定 １２ 株球孢白僵菌（组合）的杀虫活性。 结果显示（表 １），未经过内生

阶段的原始菌株的致病性强于内生真菌处理组。 Ｂ５＋Ｂ２ 菌株组合对亚洲玉米螟有较强致病性的为，处理 ５ ｄ
校正死亡率达（７１．５２±０．５９）％，１０ｄ 校正死亡率达（８３．９８±０．７８）％，缩短了杀虫周期且具有显著的协同增效

作用。

表 １　 球孢白僵菌原始菌株和回收定殖菌株的生物学特性及对亚洲玉米螟毒力测试校正死亡率

Ｔａｂｌｅ １　 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｏｒｉｇｉｎａｌ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｅｄ Ｂ． ｂａｓｓｉａｎａ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｎ Ｏ． ｆｕｒｎａｃａｌｉｓ

处理
菌株编号
Ｓｔｒａｉｎｓ Ｎｏ

生物学特性 Ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ 玉米螟生测校正死亡率 Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｏｆ ＡＣＢ

菌落直径 ／ ｍｍ
Ｃｏｌｏｎｙ ｄｉａｍｅｔｅｒ

产孢量（×１０８个 ／ ｍＬ）
Ｓｐｏｒｕｌａｔｉｏｎ ｑｕａｎｔｉｔｙ

５ｄ 校正死亡率 ／ ％
Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｆｏｒ ５ ｄａｙｓ

１０ｄ 校正死亡率 ／ ％
Ｃｏｒｒｅｃｔｅｄ ｍｏｒｔａｌｉｔｙ ｆｏｒ １０ ｄａｙｓ

Ｂ５ ４３．５０±１．０５ ａ ４．８９±０．３４ ｄｅ ５８．３１±０．８７ｂｃ ７４．２５±１．２５ａｂ
ＥＮ⁃Ｂ５⁃１ ３６．６７±２．５８ ｂｃ ４．５８±０．５０ ｅｆ ５６．９５±０．８９ｂｃ ７０．０７±１．４６ａｂ
ＥＮ⁃Ｂ５⁃２ ３６．６１±２．３２ ｂｃ ７．８７±０．３３ ｃ ５９．０１±０．８５ｂｃ ７３．５５±１．２９ａｂ
ＥＮ⁃Ｂ５⁃３ ３７．２３±２．１２ ｂｃ ９．５７±０．３３ ａ ５３．４５±０．９７ｃ ６７．９９±１．５７ｂ
Ｂ２ ３２．００±１．６２ ｄ ３．９５±０．５６ ｃ ６７．４７±０．８０ａｂ ７９．８６±０．９８ａｂ
ＥＮ⁃Ｂ２⁃１４ ３１．８０±４．９８ ｄ ７．７５±０．５３ ｃ ６１．８０±０．８０ａｂｃ ７９．１３±１．０２ａｂ
ＥＮ⁃Ｂ２⁃１７ ３０．９４±２．６４ ｄ ５．１７±０．３９ ｄｅ ５６．９３±０．９０ｂｃ ７４．９４±１．２２ａｂ
ＥＮ⁃Ｂ２⁃１９ ３１．２３±３．９６ ｄ ８．６８±０．３７ ｂ ５４．１５±０．９５ｂｃ ７０．７８±１．４４ａｂ
Ｂ５＋Ｂ２ ７１．５２±０．５９ａ ８３．９８±０．７８ａ
ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃２３ ４０．６０±１．７８ ａｂ ８．８１±０．３１ ｂ ６５．２７±０．７３ａｂ ７９．８１±０．９８ａｂ
ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃２５ ４１．００±３．４６ ａｂ ５．３５±０．３６ ｄ ５９．７０±０．８４ｂｃ ７０．７６±１．４２ａｂ
ＥＮ⁃Ｂ５＋Ｂ２⁃２７ ３５．２７±１．００ ｃｄ ５．６７±０．３８ ｄ ６１．０９±０．８１ａｂｃ ７５．５４±１．２９ａｂ
ＣＫ ０．００±０．００ ０．００±０．００

　 　 表格中菌落直径和产孢量为平均值±标准差

２．２　 不同交配型球孢白僵菌对玉米生物量的影响

图 ３、图 ４ 显示了不同处理组玉米植株的高度和生物量。 结果表明，在植株地上平均高度方面，三个生长

阶段统计数据表现出相同趋势差异，接种组 Ｂ５、Ｂ２、Ｂ５＋Ｂ２ 植株的 ６３ ｄ 和 ９１ ｄ 的平均高度均显著高于对照组

（Ｆ＝ ３．０３４，Ｐ＝ ０．０３０４）。 在植株地上平均干重方面， １００ ｄ 植株平均干重，Ｂ５ 组和 Ｂ２ 组与对照组没有显著差

异，但是 Ｂ５ ＋ Ｂ２ 组与对照组有显著性差异（Ｆ＝ ３．２９５，Ｐ ＝ ０．０２１７）。 同样，接种组 Ｂ５ 组和 Ｂ２ 组与对照组没

有显著差异，但 Ｂ５＋Ｂ２ 与对照组有显著性差异（Ｆ ＝ １８．５７３，Ｐ＜０．００１）。 综合分析，接种过球孢白僵菌的玉米

植株的地上部生长高度、生物量和根重均优于对照组。

图 ３　 不同处理组不同生长时期玉米植株的地上平均高度

Ｆｉｇ． ３ 　 Ａｖｅｒａｇｅ ｈｅｉｇｈｔ ｏｆ ｃｏｒｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｄｕｒｉｎｇ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｗｔｈ ｓｔａｇｅ

标注相同字母的不同处理间在 ０．０５ 水平上差异不显著；误差棒为标

准差

图 ４　 不同处理组玉米植株的平均干重

Ｆｉｇ．４　 Ａｖｅｒａｇｅ ｄｒｙ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｃｏｒｎ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

标注相同字母的不同处理间在 ０．０５ 水平上差异不显著；误差棒为标

准差
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２．３　 不同交配型球孢白僵菌⁃玉米共生体对亚洲玉米螟成虫产卵的趋避影响

表 ２ 显示了不同处理组雌蛾产卵的状况。 结果表明，亚洲玉米螟雌蛾在接种处理组玉米植株上所产的卵

量显著少于对照，其中 Ｂ２ 处理组的卵量最少，且显著少于 Ｂ５ 组处理，但与 Ｂ５＋Ｂ２ 混合处理组中的卵量差异

不显著。 测试雌蛾群体对接种组玉米植株的平均产卵反应指数 ＯＲＩ 值均显著的小于 ０（表 ２）。 这一结果说

明玉米⁃内生球孢白僵菌共生体对亚洲玉米螟雌蛾产卵具有显著的趋避作用，各组的趋避程度大小依次为 Ｂ２
＞Ｂ５＋Ｂ２＞Ｂ５。

表 ２　 不同处理组对亚洲玉米螟成虫产卵的影响

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ ｂｉｏａｓｓａｙ ｆｅｃｕｎｄｉｔｙ ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ

处理组 Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐ 平均每株卵块量 Ｎｏ． ｏｆ ｅｇｇ ｍｅｓｓ ＯＲＩ 值 ＯＲＩ ｖａｌｕｅ

Ｂ５ １．８０ ± ０．８０ ｂ －０．２３３

Ｂ２ ０．２０ ± ０．２０ ｃ －０．５００

Ｂ５＋Ｂ２ ０．８０ ± ０．３７ ｂｃ －０．４００

ＣＫ ３．２０ ± ０．８０ ａ ０．０００

　 　 ∗图中数据为平均值±标准误； ＯＲＩ， Ｏｖｅｒｐｏｓｉｔｉｏｎ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｉｎｄｅｘ

２．４　 不同交配型球孢白僵菌－玉米共生体对亚洲玉米螟幼虫体重、存活率和化蛹率的影响

表 ３ 结果表明，对照组幼虫较接种组幼虫体重无显著差异；３ 个接种组中 Ｂ５ 组的亚洲玉米螟幼虫存活率

显著低于对照组（Ｆ＝ ０．４２５，Ｐ＜０．００１），而 Ｂ２ 组和 Ｂ５＋Ｂ２ 组与对照没有差异（Ｆ ＝ ０．０．０２５，Ｐ ＝ ０．２６０）；不同处

理间仅 Ｂ５ 组的化蛹率显著低于 Ｂ２ 组。 综合幼虫存活率和化蛹率的数据来看，在接种过球孢白僵菌的玉米

植株能显著的抑制亚洲玉米螟幼虫的存活和化蛹，各组的抑制程度大小依次为 Ｂ５＞Ｂ５＋Ｂ２＞Ｂ２。

表 ３　 不同处理组的存活率和化蛹率

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｓｕｒｖｉｖａｌ ａｎｄ Ｐｕｐａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｇｒｏｕｐｓ

处理
Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ

幼虫平均重量
Ａｖｅｒａｇｅ ｗｅｉｇｈｔ ｏｆ ｌａｒｖａｅ ／ ｍｇ

存活率
Ｓｕｒｖｉｖａｌ ｒａｔｅ ／ ％

化蛹率
Ｐｕｐａｔｉｏｎ ｒａｔｅ ／ ％

Ｂ５ ７４．０２±２７．０５ａ ３８．３３±２．１５ ｃ ３４．７７±２．８８ ｂ

Ｂ２ ８１．３３±３７．９３ａ ６２．５０±０．８３ ｂ ４２．７６±２．７１ ａ

Ｂ５＋Ｂ２ ７６．０２±３１．０２ａ ６５．００±０．９６ ｂ ４０．９９±１．７２ ａｂ

ＣＫ ８３．２２±２５．５１ａ ８０．８３±１．６０ ａ ４１．３３±２．１４ ａｂ

　 　 图中数据为平均值±标准误； 存活率＝存活幼虫数量 ／ 接虫数量； 化蛹率＝化蛹数量 ／ 存活幼虫数量

３　 结论与讨论

球孢白僵菌是重要的虫生真菌，是应用最为广泛的生物防治杀虫真菌之一，在我国已经成功应用于亚洲

玉米螟和马尾松毛虫（Ｄｅｎｄｒｏｌｉｍｕｓ ｐｕｎｃｔａｔｕｓ Ｗａｌｋｅｒ）的防治。 近 １０ 年来，吉林省在应用白僵菌防治亚洲玉米

螟的面积逐年增加，现年防治面积稳定在 ３３ 万 ｈｍ２左右，累计防治面积超过 ２００ 万 ｈｍ２，防治工作的实施为减

少玉米产量损失、提高玉米品质和促进农民增收起到了至关重要的作用，并大量降低了化学农药的投入，保护

了环境和天敌，产生了显著的生态效益。 但是，随着气候变化、秸秆还田面积逐年上升、种植结构调整等因素

的影响，东北地区亚洲玉米螟的发生规律逐年变化，对利用白僵菌进行生物防治工作提出了新的要求。
本研究首次采用不同交配型基因（ＭＡＴ１⁃１⁃１，ＭＡＴ１⁃ ２⁃ １）标记不同株系的球孢白僵菌，接种玉米构建白

僵菌⁃玉米共生体来研究其对亚洲玉米螟的生态控制作用。 ＭＡＴ１⁃１⁃１（Ｉ 型）和 ＭＡＴ１⁃ ２⁃ １（ ＩＩ 型）两种交配型

是球孢白僵菌产生有性世代的必要条件之一［２６⁃２７］。 采用交配型基因和 ｒＤＮＡ⁃ＩＴＳ 基因对不同菌株进行遗传

标记来研究内生真菌与寄主植物形成的共生体，为共生体的建立和回收的内生白僵菌菌株的鉴定提供了快捷

准确途径，是研究球孢白僵菌内生定殖及互作机理的前提。 本研究通过体外组织分离培养和基因扩增证实成

功构建了球孢白僵菌－玉米内共生体，并证明回收的内生白僵菌来源于接种菌株，由于两个菌株混合等量接

７　 ２ 期 　 　 　 冯树丹　 等：二种交配型球孢白僵菌对亚洲玉米螟的生态控制作用 　
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种后分离到了混合交配型菌株，其交配型基因扩增显示 ＭＡＴ１⁃２⁃１ 型菌株 Ｂ２ 定殖检出率高，但 ＭＡＴ１⁃ １⁃ １ 型

菌株 Ｂ５ 在混合型菌株中有优势，其是否与自然界中不同交配型菌株比例不平衡或生态适应性能力有相关性

还有待于进一步研究来证明。 进一步的生物学特性数据显示球孢白僵菌回收菌株营养生长较原始菌株旺盛，
菌落直径大小和致病力有所下降但无显著性差异，但是其产孢量普遍显著提高，说明球孢白僵菌在玉米植株

内生定殖过程中确实发生了表型可塑性的改变。
内生真菌定殖的发生能够促进植物、牧草生长或影响生物群落的生物多样性［２８⁃２９］，具有不同基因型的植

物内生真菌与寄主植物形成共生关系后，对植物的生长发育和生物量的影响不同［３０］。 本研究发现不同交配

型内生－球孢白僵菌对宿主植物生物量影响差异显著，接种处理与对照相比较，其植株地上高度和地上地下

生物量均有明显提高，不同交配型球孢白僵菌内共生对寄主植物的促生作用强度不一样，交配型 ＭＡＴ１⁃ １⁃ １
型 Ｂ５ 菌株对地上植株高度增强作用明显，交配型 ＭＡＴ１⁃２⁃ １ 型菌株 Ｂ２ 对地上地下生物量的提高作用明显，
而 Ｂ５＋Ｂ２ 混合处理组的地下根干重又显著高于 Ｂ５ 组和 Ｂ２ 组，这不仅说明内生菌的促生作用与交配型有关，
而且也与不同交配型菌株之间的相互作用有关，不同交配型菌株之间的配合使用具有协同增效作用；同时，由
于处理组的地下根系干重显著高于对照组，我们推测共生体的形成对地下根系的影响大于对地上部分的影

响，进一步对植株地上植株与地下部分生物量的总体分配产生了较大的影响，其中 Ｂ５＋Ｂ２ 组尤为明显。
球孢白僵菌可以与寄主植物形成共生体，且具有控制害虫种群作用，主要通过孢子感染引起植食昆虫的

僵化死亡［３１⁃３３］、产生毒性物质影响发育或产生营养竞争等实现［３４］。 还有研究进展显示，内生真菌作为异养生

物，与植株所形成的共生体对植食性昆虫的作用效果，与内生真菌的种类和基因型是有关的［３５⁃３６］。 本研究结

果显示在亚洲玉米螟雌蛾产卵时，它会更多的主动选择在没有接种球孢白僵菌或球孢白僵菌定殖率低的玉米

植株上产卵，并且能有效地避开球孢白僵菌感染较多的 Ｂ２ 组植株。 这一现象在多食性昆虫棉铃虫

Ｈｅｌｉｃｏｖｅｒｐａ ａｒｍｉｇｅｒａ 对接种内生真菌直立顶孢霉 Ａｃｒｅｍｏｎｉｕｍ ｓｔｒｉｃｔｕｍ 番茄叶片的产卵趋避作用也可观测

到［３７］。 进一步的幼虫接种实验结果显示，当亚洲玉米螟取食不同交配型球孢白僵菌接种的玉米植株时，虽然

接种组存活幼虫的重量与对照组的幼虫没有显著差异，但与对照组相比，其处理组幼虫存活率会降低。 同时，
通过两种不同交配型菌株构建的共生体处理间的化蛹率存在显著差异，其中，经 ＭＡＴ１⁃１⁃１ 型菌株 Ｂ５ 单一接

种的玉米植株的抗虫性，无论是存活率还是化蛹率都显著低于单一接种 ＭＡＴ１⁃ ２⁃ １ 型菌株 Ｂ２，这进一步说明

两个不同交配型菌株在与玉米形成共生体后，通过共生体控制亚洲玉米螟的潜力存在差异。
综合以上结论，不同交配型球孢白僵菌在经过内生定殖后，玉米能够利用球孢白僵菌与其形成的共生体

来促进自身生长和提高玉米在农业生态系统中的适应性。 这种互惠关系的建成进一步通过趋避亚洲玉米螟

产卵和抑制其幼虫发育、化蛹等实现对亚洲玉米螟的可持续生态防治。 在这个过程中，不同交配型菌株对玉

米的促生作用和其对亚洲玉米螟的生态控制潜力均得到了实现，还在一定程度上实现了物种间的协同进化，
这为今后白僵菌施用方式提供了新思路。
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