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玉米根际球孢白僵菌群体遗传多样性的犐犛犛犚分析

齐永霞，　陈方新

（安徽农业大学植物保护学院，合肥　２３００３６）

摘要　为了明确玉米根际球孢白僵菌的遗传分化情况及亲缘关系，通过ＩＳＳＲＰＣＲ分子标记技术对分离自玉米根

际的球孢白僵菌的遗传多样性进行了研究。从４０个引物中共筛选出１１个多态性高、稳定性好的引物用于正式的

扩增分析，在３７个菌株中共扩增出８３条谱带，其中多态性条带占６９条，多态性百分率为８３．１３％。平均每引物扩

增条带在７．５条。群体的多态位点百分率（ＰＰＬ）为８３．１３％，Ｎｅｉ基因多样性指数（犎）为０．３１６９，Ｓｈａｎｎｏｎ信息指

数（犐）为０．４６５７。结果表明，分离自安徽省涡阳、萧县、蒙城三个地区的球孢白僵菌具有较高的遗传多样性。研究

结果对进一步探讨玉米根际球孢白僵菌不同菌株的生防效果具有重要意义。
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　　白僵菌犅犲犪狌狏犲狉犻犪ｓｐ．是重要的生物防治资源，

据报道，白僵菌可用于防治农、林、卫生等多种害虫，

均取得良好的效果［１３］。球孢白僵菌犅．犫犪狊狊犻犪狀犪是

白僵菌属中最著名的种，其在自然界的寄主范围广

泛，可侵染１５目１４９科７００多种昆虫，是极有利用

价值的虫生真菌［４７］。随着分子生物学技术的飞速

发展和新技术的不断涌现，人们已经开始利用分子生

物学的研究技术对虫生真菌的遗传多样性进行研究，

从而弥补了形态和培养性状高度变异给传统分类方

法带来的困扰，给种下菌株的亲缘关系鉴定提供了可

靠的依据，有助于加强对虫生真菌遗传多样性的研

究，并为释放菌株的检测和追踪提供可靠的依据。

迄今为止，已有多种ＤＮＡ分子标记技术用于

白僵菌的群体遗传多样性研究。丁德贵等［８］利用酯

酶同工酶研究了球孢白僵菌种群在松林中的寄主转

移及遗传多样性对松毛虫持续控制的影响，分析结

果表明松林中球孢白僵菌呈现出丰富的遗传多样

性。方志刚等［９］、林华峰等［１０］采用ＲＡＰＤ技术分析

了球孢白僵菌菌株的遗传分化，发现菌株间具有较

丰富的遗传多态性，且菌株ＤＮＡ多态性与采集地
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之间有一定的相关性。陈名君等［１１］利用２８ＳｒＤＮＡ

Ⅰ型内含子技术研究了琅琊山球孢白僵菌菌株的遗

传多样性，结果显示同一地区的菌株在固定时间内

有较丰富的菌株类型，种群的遗传结构多样化。ＩＳ

ＳＲ（ｉｎｔｅｒｓｉｍｐｌｅｓｅｑｕｅｎｃｅｒｅｐｅａｔｓ，简称ＩＳＳＲ）技术

是一种新型的分子标记，在真菌的遗传多样性研究

中广泛应用［１２］。该技术依据ＳＳＲ广泛存在于真核

基因组中，利用基因组中常出现的ＳＳＲ本身设计引

物，对ＳＳＲ之间的序列进行扩增，其扩增的引物长

度为１６～１８个碱基，引物通常由１～４个碱基组成

的串联重复和几个非重复的锚定碱基组成，不需要

预先克隆和测序［１３１５］。与ＲＡＰＤ和ＡＦＬＰ等分子

标记相比，由于其引物序列较长，退火温度高，ＤＮＡ

用量小、安全性较高，可以快速、高效和灵敏地检测

出基因组ＤＮＡ的多态性，而且操作简单、成本较

低，具有更高的重复性，是一种非常理想的检测种内

遗传变异的分子标记［１６１７］。李等［１８］应用ＩＳＳＲ分

子标记技术研究了安徽省大别山区不同海拔高度和

不同时间段采集到的球孢白僵菌的遗传多样性，发

现安徽省大别山区球孢白僵菌存在较高的遗传多样

性，其中，种群间遗传变异相对较小，种群内表现出

较高水平的遗传分化。胡晓磊等［１９］用ＩＳＳＲ技术分

析了中国南方球孢白僵菌的遗传多样性及种群遗传

结构，结果显示中国南方球孢白僵菌的遗传多样性

水平较高，且种群异质性较强。

研究表明，球孢白僵菌广泛分布于不同的生态

环境中，其中包括植物根际和组织［２０２１］。玉米是安

徽省重要的粮、饲作物，其在生长过程中经常遭受地

下害虫及土传病害的危害，为了了解球孢白僵菌在

玉米根际的分布情况，作者从安徽省涡阳县、萧县和

蒙城县３个玉米种植区广泛采集根际土样，通过稀

释分离法共分离获得３７个球孢白僵菌菌株
［２２］。

本文采用ＩＳＳＲＰＣＲ技术，旨在从分子水平上探明

来自不同地区的玉米根际球孢白僵菌群体遗传结

构及亲缘关系，探讨球孢白僵菌菌株ＤＮＡ图谱与

菌株的地理来源之间的相关性，为进一步研究３７

个菌株对玉米地下害虫及土传病害的生物防治效

果提供依据。

１　材料与方法

１．１　供试材料

供试的３７个球孢白僵菌菌株从安徽省涡阳县、

萧县、蒙城县采集的玉米根际土壤中分离获得，经形

态学方法结合ｒＤＮＡＩＴＳ鉴定为球孢白僵菌，其中

涡阳县２２株，编号为ＧＹ１～ＧＹ４、ＧＹ６～ＧＹ２０、

ＧＹ２２、ＧＹ２３、ＧＹ２５；蒙城县９株，编号为 ＭＣ２，

ＭＣ７～ＭＣ１４；萧县６株，编号为ＸＸ１、ＸＸ３、ＸＸ５、

ＸＸ６、ＸＸ１２、ＸＸ１３。

ＳＤＡＹ培养基
［２３］：酵母浸出粉１０ｇ；蛋白胨１０ｇ；

葡萄糖４０ｇ；琼脂１５ｇ；水１０００ｍＬ。

犜犪狇ＤＮＡ聚合酶购自ＴａＫａＲａ公司；ｄＮＴＰｓ、

ＤＮＡｍａｒｋｅｒ等购于上海生工生物工程股份有限公司。

４０个ＩＳＳＲ引物由上海英骏生物技术有限公司合成。

１．２　球孢白僵菌菌丝体制备

将供试菌株制成孢子悬浮液，取０．２ｍＬ转接

于铺有玻璃纸的ＳＤＡＹ培养基平板上，倒置于恒温

光照培养箱中２５℃培养４～６ｄ，将长满全皿而未大

量产孢的菌丝体在无菌条件下取出，置于５ｍＬ的

灭菌离心管中，经冷冻干燥后于－２０℃保存备用。

１．３　球孢白僵菌基因组犇犖犃的提取

采用改良的ＣＴＡＢ法
［２４］提取球孢白僵菌基因

组ＤＮＡ。以１％琼脂糖凝胶电泳检测基因组ＤＮＡ。

用Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ分光光度计测得浓度后将样品浓度稀

释到５０ｎｇ／μＬ备用。

１．４　球孢白僵菌的犐犛犛犚分析

１．４．１　引物的筛选

为了得到有效的ＩＳＳＲ分子标记，对合成的４０

条ＩＳＳＲ引物进行了前期预筛选试验。以ＧＹ１～

ＧＹ６、ＭＣ２、ＭＣ６、ＸＸ１和ＸＸ３共１０个菌株的

ＤＮＡ为模板，在２５μＬ反应体系中进行引物扩增效

果及可重复性检测。最终从４０条引物中选出１１条

扩增条带清晰、重复性好及多态性高的ＩＳＳＲ引物用

于３７个菌株的ＰＣＲ扩增，引物编号及序列见表１。

表１　犐犛犛犚扩增所用引物及其核苷酸序列１
）

犜犪犫犾犲１　犜犺犲狆狉犻犿犲狉狊狌狊犲犱犪狀犱狋犺犲犻狉狀狌犮犾犲狅狋犻犱犲狊犲狇狌犲狀犮犲狊狅犳犐犛犛犚

引物号

Ｐｒｉｍｅｒｃｏｄｅ

序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅ

复性温度／℃

Ａｎｎｅａｌｉｎｇｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

Ｐ６ （ＡＧ）８Ｓ ５４

Ｐ１１ （ＡＧ）８Ｃ ５４

Ｐ１５ Ｇ（ＡＣＡＧ）３ＡＣＡＣ ５４

Ｐ１９ ＤＤ（ＣＣＡ）５ ５３．５

Ｐ５３ （ＧＴＣ）５ＴＣ ５４

Ｐ５９ （ＡＧ）８ＹＣ ５０

ＵＢＣ８１３ （ＣＴ）８Ａ ４８

ＵＢＣ８３４ （ＡＧ）８ＹＴ ４９

ＵＢＣ８０７ （ＡＧ）８Ｔ ５０

ＵＢＣ８２５ （ＡＣ）８Ｔ ５０

ＵＢＣ８２１ （ＧＴ）８Ｔ ４９

　１）Ｙ＝（Ｃ，Ｔ）；Ｓ＝（Ｃ，Ｇ）；Ｄ＝（Ａ，Ｇ，Ｔ）．

１．４．２　ＩＳＳＲＰＣＲ分析

ＩＳＳＲＰＣＲ扩增反应采用２５μＬ反应体系：超纯

·８６·
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水（ｄｄＨ２Ｏ）１９．５μＬ，１０×Ｂｕｆｆｅｒ缓冲液（含 Ｍｇ
２＋）

２．５μＬ，ｄＮＴＰｓ（浓度２．５ｍｍｏｌ／Ｌ）１．２５μＬ，引物（浓

度１０μｍｏｌ／Ｌ）０．１μＬ，犜犪狇ＤＮＡ聚合酶（５Ｕ／μＬ）０．２μＬ，

５０ｎｇ／μＬ模板ＤＮＡ０．５μＬ。

ＩＳＳＲＰＣＲ扩增程序：９４℃预变性５ｍｉｎ；９４℃变

性４５ｓ，复性温度复性１ｍｉｎ，７２℃延伸１ｍｉｎ，３５个循

环；７２℃延伸１０ｍｉｎ。

每个引物重复试验３次，每次反应均设不加模

板的空白对照。扩增结果用２％的琼脂糖凝胶电泳

检测。

１．５　数据分析

将ＩＳＳＲ电泳胶图进行人工读带，每条扩增片段

计作１个多态性位点。ＩＳＳＲ是显性标记，每个样品

的扩增带按照有或无记录，有带记为１，无带记为０。

将ＤＮＡ凝胶电泳图谱转换为数字矩阵。通过ＮＴ

ＳＹＳｐｃ２．１生物软件进行ＵＰＧＭＡ聚类分析，构建

各菌株的亲缘关系树状图，利用ＰＯＰＧＥＮ３２软件

对全部种群和各单个种群分别进行遗传参数分析，

分别计算观测等位基因数（犖犪）、有效等位基因数

（犖犲）、Ｎｅｉ（１９７３）基因多样性指数（犎犲）、Ｓｈａｎｎｏｎ信

息多样性指数（犐）、多态位点百分率（犘犘犔）、群体内

基因多样性（犎狊）、群体总基因多样度（犎狋）、群体间

的遗传分化系数（犌狊狋）、Ｎｅｉ（１９７８）遗传距离（犇）和

遗传一致度（犐）等。

２　结果与分析

２．１　球孢白僵菌犐犛犛犚扩增产物的多态性

通过预试验，对４０条ＩＳＳＲ引物进行筛选，调整

确定不同引物的退火温度，最终筛选出扩增条带清

晰、结果稳定，多态性好的１１条引物对３７个球孢白

僵菌菌株进行多态性检测。由表２可以看出，这１１

个引物均能从供试的３７个菌株中扩增出清晰明亮条

带，条带分布合理。不同引物共扩增出８３条谱带，其

中多态性谱带为６９条，多态性百分率为８３．１３％。引

物Ｐ５９（（ＡＧ）８ＹＣ）扩增出的条带最多，条带数为１２

条，多态性条带为１０条，多态位点比率为８３．３３％。

引物Ｐ６、Ｐ１１、ＵＢＣ８１３和ＵＢＣ８２５扩增条带的多态性

位点比例最高，均为１００％。引物ＵＢＣ８１３（（ＣＴ）８Ａ）

扩增出的条带数最少，只有２条。平均每个引物扩

增的条带数为７．５条。结果表明，１１个引物都具有

一定的标记多态性，ＩＳＳＲ标记能产生各自有效的多

态性条带，但多态性水平各不相同。为了分析地理

来源对球孢白僵菌遗传多样性的影响，供试菌株选

自安徽省涡阳县、萧县和蒙城县三个不同的地区，

ＩＳＳＲ标记结果显示安徽省玉米根际球孢白僵菌存

在丰富的遗传多样性，但所测试的１１个引物中没有

能反映菌株与地理来源有特异性宗谱的特异引物。

引物Ｐ５９和ＵＢＣ８３４的ＩＳＳＲ图谱见图１。

表２　供试引物及扩增特征

犜犪犫犾犲２　犐狀狋犲狉狊犻犿狆犾犲狊犲狇狌犲狀犮犲狉犲狆犲犪狋狊（犐犛犛犚）狆狉犻犿犲狉狊犪狀犱狋犺犲犻狉狆狉狅狆犲狉狋犻犲狊

引物号

Ｐｒｉｍｅｒｃｏｄｅ

扩增总条带数／条

Ｎｏ．ｏｆａｍｐｌｉｆｉｅｄｂａｎｄｓ

多态性条带数／条

Ｎｏ．ｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｂａｎｄｓ

多态位点百分率／％

Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅｏｆｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｃｌｏｃｉ

Ｎｅｉ’ｓ基因多样性指数

Ｎｅｉ’ｓｇｅｎｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙｉｎｄｅｘ（犎犲）

Ｐ６ ８ ８ １００ ０．３０２９

Ｐ１１ ７ ７ １００ ０．４１０６

Ｐ１５ １０ ７ ７０ ０．２３７６

Ｐ１９ ８ ７ ８７．５ ０．３４３９

Ｐ５３ ７ ６ ８５．７ ０．３１９５

Ｐ５９ １２ １０ ８３．３ ０．３６０４

ＵＢＣ８１３ ２ ２ １００ ０．４６７７

ＵＢＣ８３４ ８ ６ ７５ ０．２９６３

ＵＢＣ８０７ ８ ６ ７５ ０．２５２２

ＵＢＣ８２５ ５ ５ １００ ０．３７６７

ＵＢＣ８２１ ８ ５ ６２．５ ０．２６３４

２．２　球孢白僵菌遗传多样性与群体遗传变异

对采自安徽省不同地区的３７个菌株的群体遗

传多样性研究结果表明：在物种总体水平上，球孢

白僵菌具有很高的多态位点百分率（犘犘犔），ＰＰＬ＝

８３．１３％（表３），平均每个位点的有效等位基因数

犖犲＝（１．５５８９±０．３６４６），Ｎｅｉ基因多样性指数

犎犲＝（０．３１６９±０．１８３０），Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数犐＝

（０．４６５７±０．２５０９）。在种群水平上，各种群的

多态位点百分率差异较大，其中涡阳白僵菌种群

的多态位点百分率（犘犘犔）为８１．９３％，Ｎｅｉ基因
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多样性指数（犎犲）为０．３１９７，Ｓｈａｎｎｏｎ信息多样

性指数（犐）为０．４６７４；而蒙城白僵菌种群的多

态位点百分率（犘犘犔）为６８．６７％，Ｎｅｉ基因多样

性指数（犎犲）为０．２８８１，Ｓｈａｎｎｏｎ信息多样性指

数（犐）为０．４１５３；萧县白僵菌种群的多态位点百

分率（犘犘犔）为３９．７６％，Ｎｅｉ基因多样性指数

（犎犲）为０．１６８６，Ｓｈａｎｎｏｎ信息多样性指数（犐）为

０．２４２８。

图１　引物犘５９（犪）和犝犅犆８３４（犫）对白僵菌的犐犛犛犚图谱

犉犻犵．１　犐犛犛犚狆狉狅犳犻犾犲狊狅犳３７犇犖犃狊犪犿狆犾犲狊犳狉狅犿犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪犫狔狋犺犲狆狉犻犿犲狉狊犘５９（犪）犪狀犱犝犅犆８３４（犫）

表３　白僵菌地理种群内的遗传多样性

犜犪犫犾犲３　犌犲狀犲狋犻犮狏犪狉犻犪狋犻狅狀犻狀犵犲狅犵狉犪狆犺犻犮犪犾狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊狅犳犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪

种群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

等位基因数

犖犪

有效等位基因数

犖犲

Ｎｅｉ’ｓ基因多样性指数

犎犲

Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ信息多样性指数

犐

多态位点百分率／％

犘犘犔

涡阳ＧＹ １．８１９３±０．３８７１ １．５６７４±０．３６６９ ０．３１９７±０．１８５８ ０．４６７４±０．２５６９ ８１．９３

蒙城ＭＣ １．６８６７±０．４６６６ １．５２８０±０．４１８４ ０．２８８１±０．２１４４ ０．４１５３±０．２９９８ ６８．６７

萧县ＸＸ １．３９７６±０．４９２４ １．３０７３±０．４０６６ ０．１６８６±０．２１７１ ０．２４２８±０．３０８５ ３９．７６

物种水平

Ａｔｓｐｅｃｉｅｓｌｅｖｅｌ
１．８３１３±０．３７６７ １．５５８９±０．３６４６ ０．３１６９±０．１８３０ ０．４６５７±０．２５０９ ８３．１３

２．３　球孢白僵菌种群遗传分化程度的比较分析

用ＰＯＰＧＥＮＥ３２计算出的遗传变异结果表明

（表４）：白僵菌各种群间存在一定的遗传分化，３个

种群总的遗传多样性为０．３０１１，其中种群内遗传多

样性为０．２５８８，Ｎｅｉ基因分化系数为０．１４０４，表明

有１４．０４％的遗传变异存在于种群间，有８５．９６％的

遗传变异存在于种群内，种群内的遗传分化大于种

群间的分化。种群间的基因流为１．５３０８。由表３

～５可以看出，三个不同种群间的基因流动及其所

引起的基因分化差异较大，其中涡阳县与蒙城县的基

因流最大（４．５６３７），基因分化系数最小（０．０５１９），而

两采样点的地理位置距离为４４ｋｍ。蒙城县与萧县的

基因流最小（１．２３７１），基因分化系数最大（０．１６８１），

两采样点的地理位置距离为１３３ｋｍ。涡阳县与萧

县的基因流为１．８８９７，基因分化系数为０．１１６８，两

采样点的地理位置距离为８４ｋｍ。表明遗传分化系

数与地理位置没有一定的相关性。

表４　白僵菌种群基因多样性犖犲犻’狊分析１
）

犜犪犫犾犲４　犃狀犪犾狔狊犻狊狅犳犖犲犻’狊犵犲狀犲犱犻狏犲狉狊犻狋狔犻狀犅犲犪狌狏犲狉犻犪

犫犪狊狊犻犪狀犪狆狅狆狌犾犪狋犻狅狀狊

种群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

总基因

多样性

犎狋

种群内

基因多样性

犎狊

基因

分化系数

犌狊狋

基因流

犖犿

平均Ｍｅａｎ ０．３０１１ ０．２５８８ ０．１４０４ １．５３０８

标准差

Ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ
０．０３４０ ０．０２７８ － －

　１）犎狋为总基因多样性；犎狊为种群内基因多样性；犌狊狋为基因分化

系数；犖犿为基因流。

犎狋，Ｔｏｔａｌｇｅｎｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙ；犎狊，Ｇｅｎｅｄｉｖｅｒｓｉｔｙｗｉｔｈｉｎｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ；

犌狊狋，Ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｏｆｇｅｎｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎ；犖犿，Ｇｅｎｅｆｌｏｗ．
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表５　白僵菌不同地理种群间的基因流和基因分化系数１
）

犜犪犫犾犲５　犌犲狀犲犳犾狅狑（犖犿）犪狀犱犵犲狀犲狋犻犮犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪狋犻狅狀犮狅犲犳犳犻犮犻犲狀狋

（犌狊狋）狅犳犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲犵犻狅狀狊

种群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

涡阳

Ｇｕｏｙａｎｇ

蒙城

Ｍｅｎｇｃｈｅｎｇ

萧县

Ｘｉａｏｘｉａｎ

涡阳Ｇｕｏｙａｎｇ － ４．５６３７ １．８８９７

蒙城 Ｍｅｎｇｃｈｅｎｇ ０．０５１９ － １．２３７１

萧县Ｘｉａｏｘｉａｎ ０．１１６８ ０．１６８１ －

　１）对角线上方数字为基因流犖犿，对角线下方的数字为基因分化

系数犌狊狋。

Ｕｐｐｅｒｄｉａｇｏｎａｌｉｓｇｅｎｅｆｌｏｗ（犖犿）ａｎｄｌｏｗｅｒｄｉａｇｏｎａｌｗａｓｇｅ

ｎｅｔｉｃｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｔｉｏｎｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（犌狊狋）。

２．４　不同地理区域白僵菌种群的遗传距离和遗传

一致度

　　利用ＰＯＰＧＥＮＥ３２软件对涡阳县、萧县和蒙城

县３个种群两两种群间的Ｎｅｉ遗传一致度（犐）和标准

遗传距离（犇）进行分析发现，不同地区间的遗传距离

（犇）在０．０４８８～０．１２４４之间，平均为０．０８５８；遗传

一致度（犐）在０．８８３０～０．９５２４之间，平均为０．９１８１

（表３～６）。其中，涡阳、蒙城之间的遗传一致度最

高（０．９５２４），遗传距离最近（０．０４８８）；蒙城与萧县

之间的遗传一致度最低（０．８８３０），遗传距离最远

（０．１２４４）。

表６　白僵菌不同地理种群间的遗传一致度和遗传距离１
）

犜犪犫犾犲６　犌犲狀犲狋犻犮犻犱犲狀狋犻狋狔（犐）犪狀犱犵犲狀犲狋犻犮犱犻狊狋犪狀犮犲（犇）狅犳

犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋狉犲犵犻狅狀狊

种群

Ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎ

涡阳

Ｇｕｏｙａｎｇ

蒙城

Ｍｅｎｇｃｈｅｎｇ

萧县

Ｘｉａｏｘｉａｎ

涡阳Ｇｕｏｙａｎｇ — ０．９５２４ ０．９１９１

蒙城 Ｍｅｎｇｃｈｅｎｇ ０．０４８８ — ０．８８３０

萧县Ｘｉａｏｘｉａｎ ０．０８４３ ０．１２４４ —

　１）对角线上方数字为Ｎｅｉ遗传一致度，对角线下方的数字为Ｎｅｉ
标准遗传距离。

ＵｐｐｅｒｄｉａｇｏｎａｌｉｓＮｅｉ’ｓｇｅｎｅｔｉｃｉｄｅｎｔｉｔｙ（犐）ａｎｄｌｏｗｅｒｄｉａｇｏｎａｌ

ｗａｓＮｅｉ’ｓｓｔａｎｄａｒｄｇｅｎｅｔｉｃｄｉｓｔａｎｃｅ（犇）．

２．５　聚类分析

根据供试菌株ＩＳＳＲＰＣＲ扩增条带的有无，以

０，１记数，统计稳定、清晰出现的条带，根据个体间

的相似系数，采用ＮＴＳＹＳＰＣ软件对数据进行ＵＰ

ＧＭＡ聚类分析，构建３７个球孢白僵菌菌株的遗传

亲缘关系图谱。

图２　白僵菌犝犘犌犕犃聚类图

犉犻犵．２　犇犲狀犱狉狅犵狉犪犿狅犳犝犘犌犕犃犳狅狉３７犅犲犪狌狏犲狉犻犪犫犪狊狊犻犪狀犪犻狊狅犾犪狋犲狊犫犪狊犲犱狅狀犐犛犛犚犿犪狉犽犲狉狊

　　从ＩＳＳＲ聚类图（图２）可以看出，３７个供试菌株

在ＳＭ相似系数为０．６４时聚在一起，在相似系数为

０．７２时明显聚成四大类群：第一大类群（Ｉ类）包含

ＧＹ１、ＧＹ２、ＧＹ１８、ＧＹ１１、ＧＹ４、ＸＸ１、ＸＸ１２、ＧＹ

１６、ＧＹ７、ＧＹ１２、ＧＹ１９、ＧＹ１４、ＭＣ１４、ＧＹ２２、

ＧＹ２３、ＭＣ１３、ＸＸ３、ＭＣ１１、ＧＹ１５、ＧＹ１７、ＸＸ５、

ＧＹ２５、ＸＸ６、ＭＣ２、ＭＣ１０和 ＸＸ１３共２６个菌

株；第二大类群（ＩＩ类）包含ＧＹ３、ＧＹ６、ＧＹ８和

ＭＣ７４个菌株；第三大类群（ＩＩＩ类）是ＧＹ１０、ＭＣ

１２、ＧＹ１３、ＭＣ８和 ＭＣ９５个菌株；第四大类群

（ＩＶ类）是ＧＹ９和ＧＹ２０２个菌株。其中，ＧＹ１４

和ＭＣ１４菌株亲缘关系最近，遗传相似系数达到
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０．９５。图２还可以看出，３７个供试菌株并没有按照

地理种群各自聚在一起，这进一步说明了种群间存

在较少的遗传变异。

３　讨论与结论

ＩＳＳＲ分子标记与ＲＡＰＤ和ＡＦＬＰ等分子标记

相比，由于其引物序列较长，退火温度高，具有更高

的重复性，且操作简便，是一种理想的检测种内遗传

变异的分子标记［２５３０］。但对于ＩＳＳＲ分子标记来

说，不同引物的退火温度对试验结果的影响较大。

退火温度过低，扩增特异性差，杂带较多，背景深；退

火温度过高，引物与模板结合差，电泳条带弱，甚至

没有扩增。在进行０／１矩阵统计时无法区分是否是

杂带，或电泳条带弱，肉眼很难判断而导致一些有用

位点被舍弃，杂带计入较多，直接导致试验结果的偏

差，从而导致前期结果的偏差。本研究通过前期试

验，调整了部分引物的退火温度。但本试验未研究

分析其他因素例如仪器型号、反应体积等可能对扩

增产物的影响。

作者通过预扩增试验从４０个引物中筛选出扩

增结果稳定，多态性好的１１个引物对３７个球孢白

僵菌菌株进行了多态性扩增，分析扩增图谱发现，

ＩＳＳＲ引物表现出很高的遗传多态性，多态性谱带达

到了８３．１３％，并且扩增结果均具有很好的重复性。

因此，ＩＳＳＲ分子标记是研究白僵菌等虫生真菌遗传

多样性、群体结构等的有效方法。

采用ＰＯＰＧＥＮＥ３２软件对采自安徽省不同地区的

３７个菌株的群体遗传多样性进行了分析，结果显示从

安徽省３个不同地区分离的球孢白僵菌的遗传多样性

水平较高，多态位点百分率（ＰＰＬ）达到８３．１３％，Ｎｅｉ基

因多样性指数为０．３１６９，Ｓｈａｎｎｏｎ信息指数为

０．４６５７。遗传变异结果表明白僵菌各种群间存在一

定的遗传分化，３个种群总的遗传多样性为０．３０１１，

其中种群内遗传多样性为０．２５８８，Ｎｅｉ基因分化系

数为０．１４０４。采用ＮＴＳＹＳＰＣ软件，根据个体间

的遗传距离构建出３７个球孢白僵菌菌株的遗传亲

缘关系图谱，结果显示３７个供试菌株并没有按照地

理种群各自聚在一起，聚类组的划分与地理来源无

直接的相关性，这进一步说明了种群间存在较少的

遗传变异，分析其原因可能是供试的３７个球孢白僵

菌菌株均分离自玉米根际土壤，而存在于根际土壤

中的球孢白僵菌会受到土壤中复杂环境因素的影

响，为了适应相应的环境变化可能发生变异。本研

究结果显示涡阳种群涉及所有类群，表明该种群的

遗传异质性最高；其次是蒙城种群，不涉及第Ⅲ类

群；而萧县种群的遗传异质性最低，所有７个菌株全

部聚在第Ⅰ大类中。
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