
!"卷 #期
$"""年%"月

微 生 物 学 报

!"#$%&"’()&(*(+&"$,&-&"$
&’()!"
*+,’-./

0’)#

!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!!
$"""

农业部农作物病虫草鼠害生物防治资源研究及利用重点实验室资助（1*2345675"%）

"现于中国农业大学攻读微生物专业博士 ""现工作单位：安徽省森林病虫防治总站

作者简介：王成树（%68"— ），男，讲师，主要从事虫生真菌生物学，遗传学及生态学研究

收稿日期：%6669":9%$，修回日期：%6669"69$6

球孢白僵菌混菌培养的遗传学分析
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摘 要：放线酮抗性及:!<耐受性不同的球孢白僵菌两营养亲和单孢株经混合培养，能够形
成异核体。在分生孢子形成的单倍化过程中，异核体中的染色体或其片段发生连续丢失，至

少经!代准性循环，遗传性状才会趋于相对稳定。遗传标记及4=>?分析表明，异核体中染
色体的丢失并非随机的，重组株的遗传性状表现为倾向选择，即子代主要只表现为某一母株

的遗传性状，另一亲本型性状被完全抑制或其遗传物质被丢失。混合比例不同、培养介质不

同可影响准性生殖过程及倾向选择频率。混菌培养有利于优良性状的保持。
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利用出发菌株营养缺陷型、抗药性或颜色突变等遗传标记，分析不同遗传背景的真菌

混合培养或原生质体融合的遗传规律均有报道，尤其是关于有性生殖真菌（主要是子囊菌

和担子菌）交配型检验的研究。真菌有性生殖阶段，遗传规律符合孟德尔的分离定律和独

立分配定律；而无性繁殖阶段，由菌丝连联进行准性生殖的分离、分配规律并不十分清楚。

带不同遗传性状的球孢白僵菌［!"#$%"&’#(#))’#*#（2A(B)）&CD()］菌株，经混合培养可形成
强制异核体（E’/+.FG.,./’+A/H’I），期间没有双倍体形成，或者极不稳定［%!:］。JD(K.KDA和

=L.K.F’［!］进行金龟子绿僵菌（+",#&-’.’$/#*’)012’#"）原生质体融合研究时认为，融合子
分生孢子的产生是由所谓准减数分裂（MA/AN.D’BDB）过程进行单倍化而形成的。
本文以球孢白僵菌不同遗传标记菌株为材料，通过混合配对培养、4=>?分析，以探

讨一些现象产生的原因，同时混菌培养还将有利于优良菌株的选育，防治菌种退化。

% 材料和方法

!"! 初始菌株
从安徽农业大学虫生菌研究室收藏的$""多株白僵菌菌株中筛选出带一定标记的

$%个菌株，经感染马尾松毛虫（3"*4&02’/$)1$*5,#,$)）复壮，得到%#个纯分离物。由极
限稀释法［#］，每个分离物得到%"!$"个单孢株，经%$""O／N1放线酮（P(CQA，=R）抗性及

:!<下测定萌发率，得到带明显不同标记的两个单孢株#J":及J%#%，将其作为出发菌株
进行混合培养研究。两菌株表现为营养亲和。



!"# !"#$培养基
葡萄糖%&’，蛋白胨(&’，琼脂)&’，酵母粉(&’，蒸馏水定容至(*。

!"$ 继代培养
出发菌株+!&,及!(+(孢子经&-+./011234&稀释，得到(&5孢子／6*悬浮液，各

取)6*于试管中充分混和，取&-(6*涂布于!"#$平板，)+7(8下培养((!(,9［)］。
挑取孢子稀释，同样方法继代培养:代，分别编号为;!3(至;!3:，测定各培养物菌落
生长速率、产孢量，记数孢子在含()&"’／6*放线酮下)%<和,%8下,:<于!"#$培养
基上的萌发率。各检测(&个视野约+&&孢子。

!"% 不同比例混菌培养
取(-,孢悬液，+!&,与!(+(按体积比(=%、)=,、(=(、,=)及%=(各配制+6*，充分混

和后，取&-(6*同样方法于!"#$平板上涂布培养(+9，培养物分别编号为>(!>+，测
定各培养物菌落生长速率、产孢量及孢子对放线酮的抗性和在,%8下的萌发率。

!"& 混菌感染
取(-,孢悬液，!(+(和+!&,按体积比(=%、)=,、(=(、,=)及%=(各配制+6*，充分混

和，浸液法感染玉米螟（!"#$%&%’&()%*’*%"）)!,龄幼虫，虫尸纯分离物分别编号为;>(、

;>,、;>%及;>+，其中)=,菌悬液感染虫尸分离失败。

!"’ ?#@"检测

!"’"! "A#提取：由上述实验共得到(5个待测物（表(），分别挑取一定量孢子接种于

%.葡萄糖、(.蛋白胨、).及(.酵母粉的液体培养基中，)+7(8、(+&B／6C2培养%4<，
抽滤、洗涤菌块,次，晾干。称取&-(’，氯化苄法提取"A#［:］。

!"’"# ?#@"反应：采用)+"*反应体系：/BCD·EFG(&66HG／*，IE4J,；KFG+&66HG／*；

>’)L)-+66HG／*；9A/@&J)66HG／*；/MN酶(-+O、IBC61B&J)66HG／*（FM2M9M!M2’H2
*P9J）；模板"A#+!(&2’。反应循环参数：Q+8，+6C2；Q%8，(6C2，,:8，(6C2，5)8，

)6C2循环,+次；最后5)8，(&6C2。反应共使用((个引物（表)）。扩增产物经(-+.琼
脂糖电泳，R;染色后，拍照。

表( 试验供试菌株

/MSG1( @MB12PMGDPBMC2DM29P<1CB9CTT1B12PUBHDDI!! BH9VUPD

!!AHJ FH91HTDPBMC2D AHJ FH91HTDPBMC2D
( +!&,@MB12PMGDC2’G1DIHB1DPBMC2 (&;>,，!! !(+(=+!&,W(=(XDHGMPCH2TBH6C2T1UPCH2
) !(+(@MB12PMGDC2’G1DIHB1DPBMC2 ((;>%，!! !(+(=+!&,W,=)XDHGMPCH2TBH6C2T1UPCH2
, ;!3(/<1TCBDP’121BMPCH2UVGPVB1HTUBHDDC2UVSMPCH2 ();>+，!! !(+(=+!&,W%=(XDHGMPCH2TBH6C2T1UPCH2
% ;!3)/<1D1UH29’121BMPCH2UVGPVB1HTUBHDDC2UVSMPCH2 (, >(，!! !(+(=+!&,W%=(FVGPVB1
+ ;!3,/<1P<CB9’121BMPCH2UVGPVB1HTUBHDDC2UVSMPCH2 (% >)，!! !(+(=+!&,W,=)FVGPVB1
: ;!3%（/<1THBP<’121BMPCH2UVGPVB1HTUBHDDC2UVSMPCH2） (+ >,，!! !(+(=+!&,W(=(FVGPVB1
5 ;!3+/<1TCTP<’121BMPCH2UVGPVB1HTUBHDDC2UVSMPCH2 (: >%，!! !(+(=+!&,W)=,FVGPVB1
4 ;!3:/<1DCYP<’121BMPCH2UVGPVB1HTUBHDDC2UVSMPCH2 (5 >+，!! !(+(=+!&,W(=%FVGPVB1
Q ;>(，!(+(=+!&,W(=%XDHGMPCH2TBH6C2T1UPCH2

!"( 分析方法
由不同引物扩增的"A#片段，根据对应位点的有无编码为(或&，由单匹配相关系

数（!>）［5］得到数据矩阵，由非加权数组算术平均数法（O@Z>#）进行聚类分析。
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表! "#$扩增引物

%&’()! "*+,)*-.-)/01*

234*&5/1,&,6(+7&8+15

"*+,)* 9):.)57)
9; <<%<4#<#4<
9=> #%<#%<<<4#
9!? 4<%#4<##4#
9?= #44%#<##<%
9?? #4<#4###4#
9=@= ###44<<%##
9=@@ <%<4#4%<##
9=@A 44<4####%#
9=BA 44%<4#%<%<
9=A> 44#<<%<4##
9?BC <<4#4##4#%

!"D
#$%E#>>

#$%E#$E#%E#>>
#$%，表示样本&、’ 片段均存在的位点数：#$为样本&
片段存在的位点数；#%为样本’片段存在的位点；#>>为样本

&、’片段均不存在的位点数。

! 结果分析

!"# 标记遗传分析
获得的!个单孢出发株，B9>?对放线酮和?@F萌发条件

表现出=>>G的抗逆性，而9=B=在此条件下被完全抑制；生
长速率9=B=大于B9>?，两者的产孢量没有显著差异。经=H=
比例混合培养后，各继代培养物孢子对放线酮及?@F的抗性
除I9J=低于B9>?外，其它各代与B9>?没有显著性差异，各继代培养物产孢量同出发
株均没有显著差异（表?）。不同混合比例培养物的抗性，随B9>?所占比例的增大，孢子
萌发率逐渐接近B9>?。各培养物的产孢量，K?、KB同出发株没有差异，K=、K!、K@的
产孢量均偏低，其中K=的产孢量最低（表@）。混菌培养后，生长速率只有I9J!显著高
于出发株，其它各培养物要么同出发株B9>?没有差异，要么同9=B=没有差异。

表? 继代培养产物的生物学性状

%&’()? #L&*&78)*+-8+7-10/+00)*)58-.’7.(8.*)/6*1/.78-

98*&+5- <*1M8L*&8)／（,,／/） N1O10-61*.(&8+15
$)-+-8&57)*&8)81

&78+/+15)／G

<)*,+5&8+15

*&8)&8?@F／G
B9>? ?P@=Q>PBB7I! ;P@!Q>P>C&4 =>>&4 =>>&4
9=B= @P=?Q>P=@’I ;P!RQ>P>R&4 >’# >7#
I9J= @P>RQ>P=R’I ;P!?Q>P=B&4 R!PARQ=P@>7I ;CP;!Q?PB?’I
I9J! @PCCQ>P!!&4 ;S@?Q>S=B&4 CBSB=Q=SRC&’4 C;S>@Q=SB>&4
I9J? @S=CQ>S??’I ;S@=Q>S=!&4 CRS@;Q>S@>&4 CRS;?Q>SCR&4
I9J@ ?SBAQ>SA=7I ;S?;Q>S!>&4 CAS!=Q=S@>&’4 CASB;Q>SB>&4
I9JB @S!BQ>S!A’I ;S=AQ>S!>&4 C;S>AQ@SA;&’4 CAS@!Q>SA@&4
I9JA ?SBAQ>S>;7I ;S!AQ>S>R&4 C@S@>Q=SBB’4 CCS>>Q>SR>&4

K)&5-（Q-)）(&’)(()/M+8L8L)-&,)()88)*&*)518-+O5+0+7&58(T/+00)*)58（2.57&5’-5)M,.(8+6()*&5O)8)-8，-,&((()88)*，

6">S>B；7&6+8&(，6">S>=），L)*)&08)*S
表@ 不同比例混合培养产物的生物学性状

%&’()@ #L&*&78)*+-8+7-10/+00)*)58,+UV+57.’&8+156*1/.78-+5/+00)*)58*&8+1

98*&+5- <*1M8L*&8)／（,,／/） N1O10-61*.(&8+15
$)-+-8&57)*&8)81

&78+/+75)／G

<)*,+5&8+15

*&8)&8?@F／G
B9>? ?P@=Q>PBB’I ;S@!Q>S>C&’4I =>>&4 =>>&4
9=B= @S=?Q>S=@&4 ;S!RQ>S>R’74I# >)W >/2
K= ?S?@Q>S=A’I ASR!Q>S>R)2 ?!S;CQ?S?!/2 ?AS@@Q@S>!7#
K! ?S!RQ>S@A’I ;S>CQ>S=B/7 ;?SABQ@S?A7# ;BS?RQASAR’I
K? ?SBAQ>S>@’4I ;S?AQ>S>!&’74I RRS@CQ>S;C’I C?S>RQ=S@=’I
K@ ?S==Q>S==’I ;S=;Q>S>R7/I# R=S!!Q!SAR’I C!S?!Q;S=;&4
KB ?S!BQ>S>R’I ;SB?Q>S>?&4 CRS>!Q=S!C&4 C;SB>Q=S!R&4
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!"! !"#$分析
使用%%个引物共扩增出%&’条带，平均每个引物扩增约%(条带。经计算，)*’(和

*%)%的单匹配相似系数为’+&,%，遗传差异较大（图%）。各获得菌株的#-!扩增片段
中，一方面均具有与出发株相同的特征带，如*%&&扩增产物，几乎每个菌株均具)*’(的

(条主带，.*/)、.*/0、.1%、.1(、.1&和1(又与*%)%有明显相同带；另一方面也有
新带产生，如.*/)、.*/0、.1%、.1(、.1&、1(被*%’扩增的片段中，均有,个出发菌
株不具备的带产生。*%)%的,条主带，*%&&、*%’均没有在各获得菌株中扩增出来。就
各菌株遗传相似性大小来看，出发株)*’(与各获得株单匹配相似系数的平均值为

’+0020，而*%)%与各获得株*1平均值为’+)(34，!检验差异显著（!5(+%2(，!’+’%5
,+&03）。

0个继代培养物之间的遗传相似率也相距甚远（图,），只有.*/,、.*/(、.*/&能在

’+340的水平上聚为一类。第四代以后的培养物同前者相似率较低，而.*/)与.*/0
之间的*1值又达到’+33%，相似性开始增大。两者之间相似性最高的为.1)和1%，两
者均为*%)%6)*’(5&6%比例的分离、培养物。%6%比例的.1(与1(之间的*1值为

’+334，而.1%与1)、.1&与1,之间的相似系数均较低。

图% *%&’（上）与*%’扩增的$7"片段

89:;% $7"<=>?@=ABC9D9E?<FBG9AEG*%&&（HB）=>?

*%’（?IJ>）KLE@EG9E@>HA<EGLEGE=>?MLEDICCIJ9>:@

=GEMLE@=AE=@M=<CE%

图, 不同试验菌株的N#O1"聚类结果

89:;, N#O1"PCH@MEG?9=:G=AID?9DDEGE>M
MG9=C@MG=9>@

( 讨论

#"$ 异核体形成
由只有进行显性标记的!"#$分析可以看出，各获得株与出发株遗传差异较大，各

扩增带中既有母株特征带，又有新产生的带，说明)*’(与*%)%混合培养中产生了异核
体。双亲本菌株中有些特异带（尤其是*%)%）在各重组株中没有出现，说明异核体的染色
体或其片段在其菌丝阶段有丢失现象发生。#=PPIC=Q1E9GECCE@和"RESE?I［%］、.ECCI和#=PQ

2&) 微 生 物 学 报 &’卷



!"#$%&’()’##’*［+］也发现类似现象。继代培养物的各代之间差异较大，说明染色体丢失、交
换、重组不是在一个世代的菌丝阶段完成的，对白僵菌而言，至少在,代以后，遗传性状才
会趋于相对稳定。或许这就是为什么同样经脉冲电泳分析，-.’(.’)和/0$!0$1"2)($3*［4］发
现球孢白僵菌5/+678有4条染色体，而9($2:等［;］分析;株白僵菌，发现有7株为<
条，=株为8条，,株为>条，7株为4条。同一出发株的不同单孢株［76］，或同一单孢株的
不同分离子［<］之间均存在遗传差异，可能均与准性循环中染色体丢失、交换、重组过程没

有稳定有关。分析中还可以看出，同样混合比例下，离体培养和活体培养重组株间的相似

率有大、有小，这既可能是由于分离纯化过程中，传代次数不同引起的，也可能是培养介质

不同影响了准性循环的过程。

!"# 倾向选择遗传
从混菌培养分析可以看出，放线酮抗性及=,?耐受性单孢株同敏感株“杂交”，子代

培养物几乎均表现为抗药性和温度耐受性。带互补遗传标记的白僵菌菌株在准性生殖中

表现为倾向选择（@)’.’)’31($#*’#’!1("3）遗传，即子代主要只表现为某一母株的遗传性状，
另一亲本型性状被完全抑制或丢失。就平均相似率来看，各重组株与<A6=的遗传相似性
要明显高于A7<7，同时表现出倾向性。B’##"和-$!!"#$%&’()’##’*［+］在不同营养缺陷型及
苯菌灵（C’3"DE#）抗药性标记的球孢白僵菌中发现，烟酸缺陷型+<+／F77与硫胺素缺陷型

+<+／F76配对，;>G>H的重组株表现为烟酸缺陷型；+<+／F77与生物素缺陷型+<+／F7+配
对时，;<G7H也表现为烟酸缺陷型。这种现象说明，真菌准性生殖过程中染色体丢失不是
随机的，其选择丢失及选择表达规律还值得进一步研究。出发母株在混合培养中所占的

比例不同，可以影响倾向选择性状发生的频率。

!"! 生产应用
生产上通过不同优良性状菌株（种）混合培养、筛选，可获得遗传稳定的生产菌株

（种）。从马铃薯叶甲（!"#$%&’$()*(+","-!%&"($(）上分离的野生殖球孢白僵菌+4同产杀
虫毒素的产磺白僵菌（./*0)10)"*,"&*）+融合杂交，融合子+<不仅对马铃薯叶甲毒力增
加，对玉米螟的IJ<6也降低了=:

［77］。然而，虫生真菌的毒力是由多基因决定的［7+］，金龟

子绿僵菌的强制异核体对玉米螟的毒力便没有出发株高［=］。

球孢白僵菌在人工培养基上继代培养后具毒力衰退现象［7=］，单孢分离株的毒力下降

更快［7,］，报道认为这种毒力衰退是暂时的，而不是发生了遗传变异。唐晓庆等［7<］研究认

为，继代培养中白僵菌菌株通过菌落局变（*$#1$1("3）产生了可遗传的变异。本文研究认
为，菌株毒力的下降可能与准性生殖中染色体的丢失、重组、交换有关。本研究中的+个
单孢株杂交，虽然没有明显的增效作用，但继代培养8代，产孢量没有下降，说明具有生产
应用意义，因为产孢量与菌株毒力呈显著正相关［78］。
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