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摘要
!

为筛选出对常用有机磷杀虫剂敌敌畏具有较强耐药性的莱氏绿僵菌
K(%#&0*C*.@&*"(
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*

突变菌株!本文通

过紫外线照射诱变莱氏绿僵菌!并利用敌敌畏对紫外突变菌株进行
H

次药剂理化诱变!并对突变株进行了抗性水

平#遗传稳定性测定!得出敌敌畏对莱氏绿僵菌孢子的致死浓度为
#!&#0

8

(

`

!适合莱氏绿僵菌紫外线诱变的最佳

照射时间为
!027

和
!;-027

!得到
'

株能耐
#!&#0

8

(

`

敌敌畏的突变菌株!其中突变株
WM/[S)'

的抗性水平是

出发菌株的
!;-?

倍!抗药性遗传稳定性也最佳"
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莱氏野村菌
K(%#&0*C*.@&*"(

1

*

现已更名为莱

氏绿僵菌
K(%#&0*C*.@&*"(

1

*

%是一种重要的昆虫病

原真菌(据不完全统计%其对
H"

多种鳞翅目昆虫具

有致病性%尤其对夜蛾科害虫具有较强的致病性(

在各类昆虫病原物!包括细菌)病毒和线虫等"中%真

菌是唯一能通过表皮侵入昆虫的病原微生物%其在

害虫生物防控中具有重要作用&

#

'

(通常使用的方法

是以孢子悬浮液的形式喷施到农作物或者林木上或

以土壤缓释的方式来感染靶标害虫(周立峰等发现

莱氏绿僵菌
WM#-

菌株对斜纹夜蛾的田间侵染率超

过
&"e

%有着巨大的应用潜力&

!

'

(此外%它对人体

和其他非靶标生物包括昆虫)寄生虫和天敌无毒%不

仅具有较高的实用价值而且在环境中能自然降解%

是一种高效)环保的实用生防菌(

但在实际应用中%多种杀虫剂都对莱氏绿僵菌

菌丝的生长或孢子的形成具有一定的抑制作用&

%

'

(

邱思鑫等&

H

'对使用
!"

种常用杀虫剂对莱氏绿僵菌

孢子萌发和菌丝生长造成的影响进行了测定%结果

表明%

'"e

的杀虫剂对孢子萌发抑制率达
-"e

以

上%说明大多数杀虫剂对莱氏绿僵菌孢子的形成有

一定的抑制作用%其中敌敌畏的抑制率高达

$$g'$e

(试验结果同时表明各杀虫剂对莱氏绿僵

菌的菌丝生长有不同程度的抑制作用%其中有机磷

类的
-

种杀虫剂抑制率均较高(综合治理可以兼具

化学农药和虫生真菌双方的优点%要使微生物杀虫

剂在存在杀虫剂的速效性时兼具莱氏绿僵菌的持效

性%从而在控制病虫害的前提下大幅度减少化学杀

虫剂的施用量%进而获取经济和环境效益的双赢%最



!"#&

有效的措施就是对莱氏绿僵菌进行诱变(

采用人工诱变和基因工程手段可以获得抗药性

生防菌株%但目前基因工程改造生防菌的技术还不

是很成熟%操作技术难度较大%只有少数种类获得成

功&

-

'

(物理诱变中的紫外线诱变因其作用时间长)

效果好)突变随机性强%可在短时间内获得大量突变

体等优势%在诱变育种工作中得到大量运用&

'?

'

(由

于复合诱变效果优于单因子诱变%因此%本试验主要

采用紫外线诱变和含敌敌畏培养基理化诱变相结合

的方法%以不同浓度敌敌畏对突变株及继代培养菌

株的生长影响来对突变株的抗药性水平进行初步

评价(

!

!

材料和方法

!%!

!

试验材料

!;!;!

!

出发菌株

莱氏绿僵菌出发菌株由四川农业大学森林保护

学科实验室提供(

!;!;5

!

试剂

蛋白胨%杭州微生物试剂有限公司$无水葡萄糖%

西陇科学股份有限公司$琼脂%上海伊卡生物技术有

限公司$吐温
$"

%成都市科龙化工试剂厂$

??;-e

敌

敌畏乳油%漯河科瑞达生物科技有限公司$无水乙

醇%成都市科隆化学品有限公司$甘油%四川西陇化

工有限公司$酵母浸粉%北京奥博星生物技术有限责

任公司(

!;!;6

!

培养基

C+I

培养基&

$

'

)

CC+I

培养基&

&

'

)

GRI)

培养

基&

&

'

%均为自然
L

O

(

!%5

!

试验方法

!;5;!

!

原始菌株扩繁

将莱氏绿僵菌原始菌株转接到
CC+I

斜面培

养基上进行扩繁%在温度
!?a

)相对湿度
&-e

)光照

条件
`

%

+d#!>

%

#!>

的恒温光照培养箱中培养

?

&

#-_

%于冰箱
Ha

保存备用(

!;5;5

!

制备孢子悬浮液

将试管保存的莱氏绿僵菌菌株接种在
C+I

培

养基上%收集孢子%用无菌的
";"-e

!

8

,

8

"吐温
$"

水溶液反复冲洗孢子%倒入无菌三角瓶%经
!?a

恒温

磁力搅拌器搅拌
'"027

使孢子分散活化%用脱脂棉或

者无菌滤纸过滤掉菌丝和杂质%得到较纯的孢子悬浮

液%再稀释成约
#"

!

&

#"

%个,
0̀

孢子悬浮液(

!;5;6

!

敌敌畏对莱氏绿僵菌孢子致死浓度的测定

将
??;-e

的敌敌畏乳油稀释
#"

倍后再稀释

#'""

)

#!""

)

$""

)

'""

)

H""

倍!稀释后浓度为
H$H

)

'H'

)

&'$

)

#!&#

)

#&%?0

8

,

`

"分别加入到培养基中%

并制成不同浓度的含药平板%每个浓度设
%

个重复(

吸取
";#0̀

莱氏绿僵菌孢子悬浮液均匀涂布于含

药平板上%以不加敌敌畏的
C+I

平板为对照%置于

!?a

恒温培养箱中%培养
%

&

-_

后逐日观察菌落生

长情况(在前一个较低浓度平板上长出菌落而在后

一个较高浓度平板上未长出菌落%后一浓度即为敌

敌畏对莱氏绿僵菌出发菌株孢子的致死浓度(

!;5;7

!

紫外线诱变最佳照射时间的确定

吸取
";#0̀

孢子悬浮液均匀涂布于
C+I

平

板上%然后打开皿盖置于已预热
%"027

的
#'^

暗

箱三用紫外分析仪内进行紫外线照射%照射距离为

#'<0

%波长
!-H70

(诱变时间从
";-

&

!"027

分次

分梯度设置%以不经紫外线照射的孢子悬浮液涂布

培养平板为对照%所有处理均设
%

个重复(试验操

作全程避光(

H$>

后视生长情况逐日统计菌落数并

计算紫外诱变后的致死率%并以致死率在
?"e

&

$"e

确定最佳的紫外线照射时间(致死率按下式

计算#

致死率
d

未经诱变处理组菌落数
b

诱变处理组菌落数
未经诱变处理组菌落数 c#""e

(

!;5;8

!

紫外线多次重复诱变

以试验所得的最佳紫外线照射时间为诱变时间

进行多次循环诱变%每次以前一次诱变后产生的菌

落直径大于出发菌株且产孢快)孢子丰富)无污染的

突变株为材料做成孢子悬浮液%同样涂抹于平板上

进行紫外线照射得到下一代突变株%如此重复%直到

突变株的菌落直径与上一代突变株相比无明显增加

时即结束诱变(对最终诱变所得的突变株进行编

号)保存(

!;5;9

!

抗敌敌畏突变株的筛选

将经过紫外诱变后得到的突变株产生的孢子制

成孢子悬浮液(以
??;-e

敌敌畏乳油有效成分浓

度
&'$0

8

,

`

作为初始药剂理化诱变浓度进行紫外

线诱变加药剂理化诱变%吸取
";#0̀

孢子悬浮液

涂布于含敌敌畏
&'$0

8

,

`

的培养基平板上%

#'^

紫外灯下诱变
!;-027

%每处理重复
%

次%避光培养

-

&

?_

%期间逐日观察记载菌落生长情况(凡是在

-

'$#

-
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卷第
'

期 王诗玮等#紫外线诱变莱氏绿僵菌对敌敌畏的耐药性

平板上长出菌落的%即为抗敌敌畏
&'$0

8

,

`

的突

变菌株(挑取菌落直径大)孢子丰富)产孢快的单菌

落继续进行紫外线诱变和更高浓度的含药培养基理

化诱变%通过多次理化诱变%逐步提高药剂浓度直到

在含敌敌畏
%$?-0

8

,

`

的培养基上长出菌株(选

择菌落直径大)产孢快)孢子丰富的单菌落保存(

!;5;K

!

突变株对敌敌畏的抗性水平测定

采用菌丝生长抑制率法&

#"##

'测定莱氏绿僵菌突

变株对敌敌畏的抗性水平(将原出发菌株和突变株

WM/[S)#

)

WM/[S)'

培养
#"_

后%移接到含敌敌畏

#'""

)

#!""

)

$""

)

'""

)

H""

)

%""

)

!""

倍稀释液!浓度分

别为
H$H

)

'H'

)

&'$

)

#!&#

)

#&%?

)

!-$%

)

%$?-0

8

,

`

"

的
C+I

平板中央%以不加敌敌畏为对照%每个处理

设
%

个重复%置于温度
!?a

)相对湿度在
&-e

)光照

条件
`

%

+d#!>

%

#!>

的恒温光照培养箱中培养%

每个处理重复
%

次(

#"_

后%待莱氏绿僵菌生长稳定

后%用十字交叉法测量各处理的菌落直径%并计算出

各菌株的抑制率值)

.D

-"

以及抗性水平(

抑制率
d

!对照菌落数
b

处理菌落数",对照菌落

数
c#""e

$

抗性水平#抗性比
d

突变株
.D

-"

,出发菌株
.D

-"

(

!;5;U

!

突变菌株的遗传稳定性测定

将经紫外线诱变和含药培养基理化诱变后获得

的高抗性突变株制成孢子悬浮液%分别接种于含敌

敌畏浓度为突变菌株最高耐药浓度的含药培养基和

空白培养基上%

!?a

恒温培养%连续转接
?

代%每隔

$_

转接
#

次(观察菌株在含药培养基上的生长状况%

并用十字交叉法测量菌落直径%每个处理重复
%

次%计

算敌敌畏对各代突变株的生长抑制率并绘制各突变

株相对应的遗传稳定性图表(

5

!

结果与分析

5%!

!

敌敌畏对莱氏绿僵菌孢子的致死浓度

对照组接种
!_

后即有菌落产生%随后绿色分生孢

子很快布满平板并覆盖了菌丝$在敌敌畏浓度为
H$H

)

'H'0

8

,

`

的含药平板上第
%

天开始有菌落产生%随后

绿色分生孢子逐渐产生$在浓度为
&'$

)

#!&#0

8

, 的̀

含药平板上第
-

天才见有菌落长出%

?_

后才见产

孢%和前几组处理相比%这两种浓度处理下的菌落更

小)孢子更少%且在含敌敌畏
#!&#0

8

,

`

处理中分

生孢子产量锐减%到第
#"

天也只有几个小菌落%而

在敌敌畏浓度
#&%?0

8

,

`

的含药平板上第
#"

天也

未见有菌落产生%由此表明%浓度
#!&#0

8

,

`

为敌

敌畏对莱氏绿僵菌出发菌株孢子的致死浓度%并以

此为抗药性致死突变标志(

图
!

!

莱氏绿僵菌在含不同浓度敌敌畏的含药

平板上的生长情况

;-

<

%!

!
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!

紫外线诱变

5;5;!

!

紫外线照射时间的确定

由表
#

可知%莱氏绿僵菌孢子经紫外线照射

#"027

时死亡率已达
&!;H?e

%紫外线照射
#-027

和
!"027

后%莱氏绿僵菌的死亡率均为
&-;!#e

%

说明
#-027

以后的照射最多影响长势%对存活尚

无明显影响(当紫外线波长)功率)照射距离等条

件一定时%致死率随照射时间!即紫外线照射剂

量"的增加而增加%且在
"

&

-027

这一时间段内的

死亡率增加最快%照射
-027

时莱氏绿僵菌的死亡

率已接近
&"e

(由于
-

&

!"027

照射的致死率均

不在
?"e

&

$"e

之间%故重新进行第
!

次紫外线

诱变%结果见表
!

(

表
!

!

第
!

次紫外线诱变后莱氏绿僵菌的死亡率

&'()*!

!

V@,3')-3

C

,'3*/@A8)-,+*.9.'1+.")

:

.'A3*,

34*A-,/30)3,'J-@)*3.03'

<

*2*/-/

照射时间,
027

VMM1_215267520A

菌落数量,个

W40@AM6T<63672A:

致死率,
e

R6M51325

9

M15A

"

-

#"

#-

!"

#H'

!"

##

?

?

";""

$';%"

&!;H?

&-;!#

&-;!#

表
!

同样显示随着紫外线照射时间的增加%莱氏

绿僵菌的死亡率也增加%当照射
";-027

时%死亡率仅

-

?$#

-



!"#&

'%;"#e

%而照射
%027

时%致死率已达
$!;$$e

(经

计算%在
"

&

";-027

这一时间段内%莱氏绿僵菌的

死亡率增加最快%

";-027

之后死亡率上升趋势较

平稳%到
%027

时死亡率已超过
$"e

(根据要求需

要选择致死率在
?"e

&

$"e

之间的%故
!027

和

!;-027

均为适合莱氏绿僵菌的紫外照射时间(为

统一标准%后续试验均采用紫外线照射
!;-027

进

行诱变(

表
5

!

第
5

次紫外线诱变莱氏绿僵菌的死亡率

&'()*5

!

V@,3')-3

C

,'3*/@A8)-,+*.9.'1+.")

:

.'A3*,34*

/*B@210)3,'J-@)*3.03'

<

*2*/-/

照射时间,
027

VMM1_215267520A

菌落,个

W40@AM6T<63672A:

致死率,
e

R6M51325

9

M15A

";" #H' ";""

";- -H '%;"#

#;" -# '-;"?

#;- H$ '?;#!

!;" %$ ?%;&?

!;- %% ??;H"

%;" !- $!;$$

5;5;5

!

多次重复诱变

经测定%出发菌株的菌落直径平均为
##;-"00

%

经过第
#

次
!;-027

紫外线照射后%挑选出了
!$

个

产孢快)孢子丰富)平均菌落直径为
#-;!-00

的正

突变株做成孢子悬浮液进行第
!

次紫外线诱变$经

过第
!

次紫外线诱变后又筛选出了产孢较快)孢子

丰富)平均菌落直径为
#$;?-00

的
'

个单菌落%将

这
'

个单菌落制成孢子悬浮液进行第
!

次紫外线诱

变后%长出来的单菌落中没有同时满足直径大于

#$;?-00

%且产孢快)孢子丰富这两个筛选条件的%

说明从表观看诱变效果已无明显增加(因此%将第
!

次诱变后获得的
'

株突变株分别编号为
WM/[S)#

)

WM/[S)!

)

WM/[S)%

)

WM/[S)H

)

WM/[S)-

)

WM/[S)'

(

5%6

!

抗敌敌畏突变株的筛选

分别将紫外诱变突变株
WM/[S)#

)

WM/[S)!

)

WM/[S)%

)

WM/[S)H

)

WM/[S)-

)

WM/[S)'

配制成

#"

?个,
0̀

浓度的孢子悬浮液%在不同浓度敌敌畏

含药平板上进行第
#

次药剂理化诱变%理化诱变结

果如表
%

(

表
6

!

各紫外突变株第
!

次敌敌畏药剂理化诱变结果!

&

&'()*6

!

&4*A-,/3

?

*/3-B-1*'BB)-.'3-@2,*/0)3/@A1-AA*,*23WM.03'23/

含药平板中敌敌畏浓度,
0

8

-

`

b#

D67<A75M152676T_2<>36MP6:275>A0A_240

诱变结果
EA:4356T04515267

WM/[S)# WM/[S)! WM/[S)% WM/[S)H WM/[S)- WM/[S)'

&'$ l l l l l l

#!&# l b l l b l

#&%? b b b b b b

!-$% b b b b b b

%$?- b b b b b b

!

#

"表中.

l

/代表菌株能生长%.

b

/代表菌株不能生长(下同(

l

%

5>A:5M127:<17

8

M6J

$

b

%

5>A:5M127:<17765

8

M6J;N>A:10A@A36J;

!!

从表
%

可以看出%

'

株紫外突变株经过第
#

次

药剂理化诱变后在敌敌畏浓度为
&'$0

8

,

`

的含药

培养 基 均 能 生 长$在 出 发 菌 株 的 致 死 浓 度

#!&#0

8

, 的̀含药培养基上%除了
WM/[S)!

)

WM/

[S)-

两株不能生长%其余
H

株突变株均能生长$在

浓度大于
#!&#0

8

,

`

的平板上%

'

株突变株均无法

生长(

选择能在含
#!&#0

8

,

`

敌敌畏的含药培养基

上生长的突变株
WM/[S)#

)

WM/[S)%

)

WM/[S)H

)

WM/[S)'

%挑取菌落直径大)产孢快的单菌落做成

孢子悬浮液%在含药平板上继续进行第
!

次药剂诱

变%结果如表
H

(

表
7

!

7

株突变株第
5

次药剂诱变结果

&'()*7

!

&4*,*/0)3/@A34*/*B@21

?

*/3-B-1*1@.*/3-B'3-@2@A7.03'23/3,'-2/

含药平板中敌敌畏浓度,
0

8

-

`

b#

D67<A75M152676T_2<>36MP6:275>A0A_240

诱变结果
EA:4356T04515267

WM/[S)# WM/[S)% WM/[S)H WM/[S)'

#!&# l l l l

#&%? l b l l

!-$% b b b l

%$?- b b b b

-#'' b b b b

-

$$#

-
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卷第
'

期 王诗玮等#紫外线诱变莱氏绿僵菌对敌敌畏的耐药性

!!

从表
H

可以看出%

H

株突变株在敌敌畏致死浓

度
#!&#0

8

,

`

的含药培养基上都可以生长且正常

产孢$在含药浓度为
#&%?0

8

,

`

的平板上除了
WM/

[S)%

不能生长%原来在此浓度下不能生长的突变

株
WM/[S)#

)

WM/[S)H

)

WM/[S)'

均可以生长且

产孢%突变株
WM/[S)'

同样长势最好)产孢较快$

在更高浓度的
!-$%0

8

,

`

含药平板上只有
WM/

[S)'

能生长但产孢较少)菌落直径小$而在浓度大

于
!-$%0

8

,

`

的所有含药平板上均未见菌落出现(

因此%选择能在
#&%?0

8

,

`

的含药平板上生长的

WM/[S)#

)

WM/[S)H

)

WM/[S)'

继续进行第
%

次

药剂理化诱变%同样挑取菌落直径大)产孢快的单菌

落做成孢子悬浮液%在含药平板上进行理化诱变%理

化诱变结果见表
-

(

表
8

!

6

株突变株第
6

次药剂诱变结果

&'()*8

!

&4*,*/0)3/@A34*34-,1

?

*/3-B-1*

1@.*/3-B'3-@2@A34,**.03'23/3,'-2/

含药平板中敌敌畏浓度,
0

8

-

`

b#

D67<A75M152676T_2<>36MP6:

275>A0A_240

诱变结果
EA:4356T04515267

WM/[S)# WM/[S)H WM/[S)'

#&%? l l l

!-$% l b l

%$?- l b l

-#'' b b b

??-" b b b

从表
-

可以看出%

%

株突变株在含敌敌畏浓度

#&%?0

8

, 的̀平板上均能够生长%而在含敌敌畏

!-$%0

8

, 的̀培养基上%突变株
WM/[S)'

仍然能

够生长$原来不能在此浓度下生长的突变株
WM/

[S)#

也可以生长且正常产孢%但长势不如突变株

WM/[S)'

$在含敌敌畏
%$?-0

8

,

`

的培养基上%原

来经过第
!

次理化诱变后不能在此浓度下生长的突

变株
WM/[S)#

)

WM/[S)'

现在可以生长%而
WM/

[S)H

依然不能生长$在浓度大于
%$?-0

8

,

`

的含

药平板上均未见菌落生长(因此选择能在含药浓度

为
%$?-0

8

,

`

的平板上生长的突变株
WM/[S)#

)

WM/[S)'

进行第
H

次药剂诱变%结果如表
'

(

表
9

!

突变株
L,FWMP!

#

L,FWMP9

第
7

次药剂诱变结果

&'()*9

!

&4*,*/0)3/@A34*A@0,34

?

*/3-B-1*1@.*/3-B'3-@2@A

.03'23/3,'-2/L,FWMP!'21L,FWMP9

含药平板中敌敌畏浓度,
0

8

-

`

b#

D67<A75M152676T_2<>36MP6:

275>A0A_240

诱变结果
EA:4356T04515267

WM/[S)# WM/[S)'

%$?- l l

-#'' b b

??-" b b

表
'

显示%突变株
WM/[S)#

)

WM/[S)'

经过第

H

次理化诱变后%与第
%

次的结果一样%依然不能在

含敌敌畏
-#''

和
??-"0

8

,

`

的平板上生长%说明诱

变效果已无明显正突变%因此
%$?-0

8

,

`

即为所有

突变株对敌敌畏的最高耐药浓度%

WM/[S)#

)

WM/

[S)'

即为筛选到的抗药性突变株(

5%7

!

突变株对敌敌畏的抗性水平

由表
?

可知%未经诱变的出发菌株的
.D

-"

最小%

为
$-#0

8

,

`

%与
!

株突变株的
.D

-"

在
";"-

水平上

有显著差异%但突变株
WM/[S)#

和
WM/[S)'

之间

无显著性差异(经过诱变处理的两株突变株对敌敌

畏的抗性水平不同(突变株
WM/[S)#

对敌敌畏的

抗药性稍弱%抗性比为
!;!!

%其
.D

-"

为
#$$$0

8

,

`

$

而突变株
WM/[S)'

对敌敌畏的抗药性较强%抗性

比为
!;-?

%

.D

-"

为
!#$H0

8

,

`

(突变株
WM/[S)'

的抗性水平高于突变株
WM/[S)#

%并且
!

个突变株

的抗性水平都高于出发菌株%说明经过紫外线诱变

加药剂理化诱变后莱氏绿僵菌对敌敌畏的抗药性明

显提高(

表
K

!

两株突变株对敌敌畏的抗性水平!

&

&'()*K

!

X*/-/3'2B*)*J*)/@A3I@.03'23/3@1-B4)@,J@/

菌株

G5M127

回归方程

EA

8

MA::267A

Z

415267

相关系数!

&

"

D6MMA315267<6ATT2<2A75

.D

-"

,

0

8

-

`

b#

RA_217ATTA<5<67<A75M15267

&-e

置信区间,
0

8

-

`

b#

&-eD67T2_A7<A275AMP13

抗性水平

EA:2:517<A3APA3

WM/[S)#

1

d";-'Ll";?! ";$!'" #$$$1 #!&!

&

!?'" !;!!

WM/[S)'

1

d";-'Ll";'! ";$#?& !#$H1 #H#?

&

%%'& !;-?

D(

1

d%;H'Lb#$;%! ";$$!-

!

$-#@ '!"

&

##'& #;""

!

#

"采用
+47<17

氏多重分析法比较%同列数据后不同字母表示在
";"-

水平差异显著!

!

$

";"-

%

Ed%

"(

+2TTAMA753A55AM:275>A:10A<6340727_2<15A:2

8

72T2<175_2TTAMA7<A155>A";"-3APA3@

9

4:27

8

+47<17

+

:04352/1713

9

:2:0A5>6_

!

!

$

";"-

%

Ed%

"

;

5%8

!

突变株的遗传稳定性

从表
$

可以看出%突变株
WM/[S)#

和
WM/[S)'

经过连续转接
?

代后%敌敌畏对
!

株突变株的生长

抑制率差异不大%说明经过紫外线诱变加药剂理化

-

&$#

-



!"#&

诱变后得到的突变株
WM/[S)#

)

WM/[S)'

对敌敌

畏的抗药性遗传基本稳定(随着转接代数的增加%

可以看出敌敌畏对突变株
WM/[S)#

的生长抑制率

缓慢增加%增加幅度明显大于突变株
WM/[S)'

%说

明突变株
WM/[S)'

的遗传稳定性更好(因此%无

论从对敌敌畏的抗性水平还是遗传稳定性来看%突

变株
WM/[S)'

均优于
WM/[S)#

(

表
U

!

敌敌畏对
5

株突变株转接后的生长抑制率

&'()*U

!

:,@I34-24-(-3-@2,'3*/@A3I@.03'23/3,'-2/'A3*,3,'2/A*,

突变株

R45175

生长抑制率,
eFM6J5>27>2@25267M15A

第
#

代

#:5

8

A7AM15267

第
!

代

!7_

8

A7AM15267

第
%

代

%M_

8

A7AM15267

第
H

代

H5>

8

A7AM15267

第
-

代

-5>

8

A7AM15267

第
'

代

'5>

8

A7AM15267

第
?

代

?5>

8

A7AM15267

WM/[S)#

WM/[S)'

'!;H

-&;'

'!;"

'";?

'!;&

'";#

'';"

'#;!

'$;!

'#;?

'$;$

'!;?

'&;"

'!;&

6

!

讨论

试验通过莱氏绿僵菌出发菌株在含不同浓度敌

敌畏平板上的生长情况对比得出敌敌畏对莱氏绿僵

菌孢子的致死浓度为
#!&#0

8

,

`

%这与邱思鑫等&

H

'

得出的
$"e

敌敌畏乳油
#"""

倍稀释液对莱氏绿僵

菌孢子萌发的抑制率达
$$;'$e

的结果有一定出

入%分析原因可能有两个#一是不同地域)不同寄主

的莱氏绿僵菌由于生物学性状不同造成对杀虫剂的

耐受性不同(龙亚飞等&

#!

'曾对来自河南)山东)安

徽的莱氏绿僵菌菌株对农用多抗霉素的敏感性进行

过测定%结果表明来自安徽和山东的莱氏绿僵菌菌

株对农用多抗霉素比较敏感%而来自河南的莱氏绿

僵菌菌株则对农用多抗霉素具有较强的抗药性(邱

思鑫所用试验菌株分离自福州郊区蔬菜地斜纹夜

蛾%而本试验所用菌株分离自大邑县杜仲种植基地

自然感染莱氏绿僵菌而死的杜仲梦尼夜蛾%因此%不

同地域的莱氏绿僵菌对同一农药的敏感性不尽相

同(二是化学农药的长期使用已经使得一些生防菌

对化学农药产生了一定的抗药性%实际上长期的农

药选择压力也是提高菌株耐药性的一种方法%但是

因为其周期较长而不被使用(而敌敌畏等有机磷杀

虫剂在以往的长期使用中%对人类)动植物以及生态

环境带来了诸多负面影响(因此有必要通过诱变手

段提高莱氏绿僵菌的耐药性%为莱氏绿僵菌在田间

的推广使用打下基础(

本试验以经过紫外线诱变后致死率在
?"e

&

$"e

之间为标准%得出了适合莱氏绿僵菌紫外线诱变

的最佳照射时间为
!027

和
!;-027

$经过两次紫外线

照射后筛选出了
'

株产孢较快%孢子丰富%平均菌落

直径为
#$;?-00

的突变株%分别编号为
WM/[S)#

)

WM/[S)!

)

WM/[S)%

)

WM/[S)H

)

WM/[S)-

)

WM/[S)'

(

由于紫外线照射时其波长主要集中在
!--70

附近%这与多数细菌的
+WI

吸收光谱相一致&

#%

'

%

所以紫外线在使真菌发生诱变的同时还对细菌具有

较强的致死作用%大大减少了真菌培养过程中被细

菌污染的概率%是一种理想的诱变方式(但由于紫外

线作用位点的随机性%诱变带来的效果也是随机的%

可能发生正突变%也可能发生负突变(比如王兴民

等&

#H

'对玫烟色棒束孢进行紫外线诱变后%结果显示经

过不同时间的紫外线照射后%玫烟色棒束孢
:

L

;#

菌

株的菌落生长和产孢量存在一定差异%有些处理的

菌落直径和产孢量大于出发菌株%有些则小于出发

菌株(彭燕&

#-

'对放线菌
QR#"

)许天委&

#'

'对金龟子

绿僵菌
RIH

进行紫外线诱变的结果显示处理后的

菌落直径和产孢量也存在不同差异%需要对莱氏绿

僵菌出发菌株进行进一步的药剂诱变以得到稳定的

抗药性突变株(

现已有许多学者采用紫外线加药剂诱变的方式

提高了出发菌株对农药的耐药性&

#?#$

'

(本试验经过

!

次紫外线诱变加
H

次药剂理化诱变后%筛选得到了

能在含敌敌畏浓度为
%$?-0

8

,

`

的平板上生长的突

变株
WM/[S)#

和
WM/[S)'

(突变株
WM/[S)#

)

WM/

[S)'

的抗性水平分别是出发菌株的
!g!!

倍)

!;-?

倍%说明莱氏绿僵菌经过紫外线加药剂理化诱变后

对敌敌畏的耐药性有所提高(但与拮抗性木霉&

#&

'

经紫外线诱变加药剂诱变后耐药性提高
#""

多倍)

哈茨木霉&

!"

'经诱变后耐药性提高
%""

多倍)金龟子

绿僵菌&

#'

'经诱变后耐药性提高
#!"

倍的结果相比

较%莱氏绿僵菌诱变后耐药性提高的效果远不如上

述几种生防菌(分析原因可能有以下两个#第一是

诱变时间较短(本试验统一采用
!;-027

作为诱变

-

"&#

-



H-

卷第
'

期 王诗玮等#紫外线诱变莱氏绿僵菌对敌敌畏的耐药性

时间%而哈茨木霉)拮抗木霉均经过
$"027

的诱变(

试验发现致死和变异作用并非同一过程的平行效

应&

!#

'

%即高剂量的诱变虽然会增加菌株的变异几

率%但其弊端是造成的损伤大且负突变比例较高%不

利于目标菌株的分离筛选$而低剂量的诱变则相反%

它造成的损伤较小且正突变比例较高%有利于目标

菌株的分离筛选%但其弊端就是突变几率降低%因此

诱变效果随之较低$第二则可能是莱氏绿僵菌自身

基因稳定性所决定(有研究表明&

!!

'

%金龟子绿僵菌

经诱变后产生的不同抗药性可能是由于编码
!

/

微管

蛋白的相应基因发生了突变%在不同位点的突变表

现了不同的抗药水平%因此对莱氏绿僵菌发生突变

的位点进行更深入的研究将有助于解释为何莱氏绿

僵菌经过紫外线诱变加药剂诱变后其抗药性提高幅

度不如上述几种生防菌(

突变株
WM/[S)#

和
WM/[S)'

经过连续转接

?

代后%对敌敌畏的抗药性遗传均基本稳定%说明莱

氏绿僵菌在经过紫外线诱变加药剂诱变后产生抗药

性的相关基因位点比较稳定%对相关基因位点的研

究)相关基因的克隆将有助于阐释莱氏绿僵菌抗药

遗传稳定性的分子机制%为莱氏绿僵菌在农林生产

中的长期应用奠定理论基础(
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