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草地贪夜蛾研究专栏

草地贪夜蛾是一种联合国粮农组织全球预警的跨国迁飞性农业重大害虫,
 

主要危害玉

米、
 

甘蔗、
 

高粱等作物,
 

危害巨大,
 

自今年1月份从东南亚飞入我国云南、
 

广西,
 

截至7月底

已扩散至22个省市(自治区),
 

危害面积超55万hm2.
 

草地贪夜蛾侵入我国后,
 

我校家蚕基

因组生物学国家重点实验室迅速跟进研究,
 

陆续取得一批研究结果,
 

并已在本刊7期、
 

8期连

续刊出了5篇研究报告.
 

本期我们继续刊出该团队3篇肠道菌群的研究报告以及该团队与西

南大学电子信息学院陈通教授团队联合开展的研究工作.
 

前3篇文章主要集中于研究内容主

要集中在草地贪夜蛾肠道真菌、
 

肠道细菌及其与玉米内生菌之间的关系,
 

其中草地贪夜蛾肠

道真菌研究以前在国内外均未见报道.
 

最后1篇报告是基于深度学习开展的草地贪夜蛾的自

动图像识别研究.
 

这些研究为阐明草地贪夜蛾强大的环境适应能力提供了基础数据,
 

也为草

地贪夜蛾的识别、
 

防控提供了先进的技术支撑.
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摘要:草地贪夜蛾(Spodoptera
 

frugiperda)是一种洲际迁飞性农业害虫,
 

食谱广泛.
 

2019年5月已迁飞至重庆地

区,
 

对农作物造成严重危害.
 

为了解入侵重庆地区草地贪夜蛾(Spodoptera
 

frugiperda)肠道真菌菌群的组成,
 

本研

究以采集自重庆巫山玉米田及重庆江津高粱田中的草地贪夜蛾幼虫为材料,
 

运用传统培养方法分离其粪便中的肠

道优势真菌,
 

并对其进行形态学观察和分子生物学鉴定.
 

实验通过分离培养不同地区、
 

不同食物的草地贪夜蛾肠道

真菌,
 

结合形态学观察及rDNA
 

ITS测序完成了属水平的鉴定,
 

共分离得到了5个属10个真菌分离株,
 

其中分离

自重庆巫山玉米田的草地贪夜蛾肠道真菌归为3个属,
 

分别为念珠菌属(Candida)、
 

掷孢酵母属(Sporobolomyces)
和帚枝霉属(Sarocladium);

 

分离自重庆江津高粱田的草地贪夜蛾肠道真菌归为3个属,
 

分别为念珠菌属(Candi-
da)、

 

莫氏黑粉菌属(Moesziomyces)和毛霉属(Mucor).
 

初步分离获得入侵重庆地区的草地贪夜蛾肠道真菌,
 

丰富

了对入侵草地贪夜蛾肠道微生物的认识.
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草地贪夜蛾(Spodoptera
 

frugiperda),
 

别名伪黏虫、
 

秋行军虫、
 

秋黏虫,
 

隶属鳞翅目Lepidoptera,
 

夜蛾科 Noctuidae,
 

灰翅夜蛾属Spodoptera,
 

是一种原产于美洲热带和亚热带地区的重要农业入侵害

虫,
 

具有迁飞性、
 

杂食性和暴发性等特点[1-4].
 

草地贪夜蛾飞行能力强,
 

迁移扩散速度快,
 

能快速、
 

大

范围扩散蔓延,
 

造成粮食作物的严重损害[5-6].
 

2019年1月11日,
 

我国云南省普洱市江城县首次发

现草地贪夜蛾入侵,
 

而后其迅速向邻近省份扩散,
 

快速迁飞到长江中下游、
 

黄淮、
 

华东、
 

东北和西北

等地[7].
 

截至2019年5月10日,
 

草地贪夜蛾已扩散至全国13个省261个县(市、
 

区),
 

而截至2019

年7月5日,
 

草地贪夜蛾已蔓延至全国20个省市(自治区)1
 

128个县(市、
 

区)
 [8],

 

造成了我国农业生

产的巨大经济损失[9].

昆虫肠道作为昆虫的一个重要器官,
 

多种复杂的微生物定殖于此,
 

构成了一个相对稳定的肠道微

生态系统,
 

该系统在宿主的营养消化、
 

免疫防御、
 

信息素合成等多个方面起着重要的作用[10-12].
 

目

前,
 

在常见昆虫中已经发现的肠道微生物包括细菌、
 

真菌和古细菌,
 

其中昆虫肠道细菌菌群研究报道

较多,
 

而对肠道 真 菌 的 研 究 报 道 较 少.
 

本 课 题 组 在 前 期 对 草 地 贪 夜 蛾 肠 道 优 势 细 菌 研 究 的 基 础

上[13-15],
 

以重庆巫山地区玉米田及重庆江津地区高粱田中的草地贪夜蛾幼虫为样本,
 

通过传统培养

法以及
 

rDNA
 

ITS测序对草地贪夜蛾肠道真菌进行初步分离鉴定,
 

以期为后续深入研究草地贪夜蛾

肠道微生态与宿主间关系奠定基础.

1 材料及方法

1.1 供试昆虫

草地贪夜蛾幼虫采自重庆巫山玉米田及重庆江津高粱田中.

1.2 供试培养基与主要试剂

马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA);
 

ITS1,ITS4引物,
 

r
 

Taq
 

PCR酶(上海生工生物工程股份有限公司).

1.3 草地贪夜蛾幼虫肠道真菌的分离

选取不同来源地的草地贪夜蛾幼虫新鲜粪便样品作为实验材料,
 

在超净工作台上进行分离操作.
 

取草

地贪夜蛾幼虫粪便置于无菌1.5
 

mL
 

EP管中,
 

向离心管中加入1
 

mL灭菌PBS缓冲液,
 

高速涡旋震荡,
 

混

匀备用.

取20
 

μL氨苄青霉素及卡那抗生素均匀涂布于PDA平板上,
 

晾干.
 

再分别取20
 

μL上述粪便悬浊液涂

布于处理后的PDA平板上,
 

放置于30
 

℃恒温培养箱中倒置培养.
 

待菌落长出后,
 

初步根据菌落形态、
 

大

小和颜色等特征选取单菌落,
 

从菌落边缘挑取少量,
 

再次转接至PDA培养基平板上,
 

多次纯化,
 

由此获得

菌株纯培养物.

1.4 肠道真菌的形态学鉴定

将分离纯化的菌株接种到PDA平板中央,
 

置于30
 

℃恒温条件下培养,
 

定期观察菌落生长情况,
 

记录

其颜色及形态,
 

并在光学显微镜下观察菌株形态,
 

参照《酵母菌的特征与鉴定手册》[16]、
 

《真菌鉴定手册》[17]

等对分离到的菌株进行初步鉴定.
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1.5 肠道真菌的分子学鉴定

使用CTAB法[18]提取菌株的基因组DNA,
 

DNA用NanoDrop
 

ND-2000仪器测定浓度,
 

-20
 

℃储存

用于后续实验.

采用 真 菌 通 用 引 物ITS1(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3')和ITS4(5'-TCCTCCGCTTATT-

GATATGC-3')进行ITS序列扩增.
 

反应体系:
 

模板DNA
 

2.5
 

μL,
 

引物ITS1/ITS4各1
 

μL,
 

r
 

Taq酶
 

12.5
 

μL,
 

无菌水补足至25
 

μL.
 

反应程序为:
 

94
 

℃
 

预变性10
 

min;
 

94
 

℃变性30
 

s,
 

51
 

℃退火30
 

s,
 

72
 

℃延伸1
 

min,
 

35个循环;
 

72
 

℃延伸10
 

min.
 

将扩增产物送往上海生工生物工程股份有限公司测

序.
 

将所得基因序列与GenBank
 

数据库中保存的基因序列进行比对,
 

得到与目的菌株具有同源性的

多株菌株相应序列.
 

从中选择下载同源性较高的序列,
 

使用 MEGA5.2软件,
 

运用
 

NJ法进行1
 

000

次步长计算,
 

构建系统发育进化树.

2 结果与分析

2.1 草地贪夜蛾肠道真菌的分离纯化

将来自重庆巫山玉米田及重庆江津高粱田的不同草地贪夜蛾幼虫粪便匀浆,
 

均匀涂布于PDA平板上,
 

分离获得草地贪夜蛾幼虫肠道菌株.
 

从重庆巫山玉米地草地贪夜蛾幼虫粪便样品中分离纯化得到7株真

菌,
 

分别编号 WSF-1到 WSF-7.
 

从重庆江津高粱地草地贪夜蛾幼虫粪便样品中分离纯化得到3株真菌,
 

编

号为JSF-1到JSF-3.

2.2 肠道真菌的形态学鉴定

通过菌株形态学观察,
 

从来自重庆巫山玉米田及重庆江津高粱地的不同草地贪夜蛾幼虫粪便样品中共

得到5个属的肠道真菌菌株,
 

其中菌株 WSF-1,WSF-4和JSF-3归类于念珠菌属(Candida),
 

菌株 WSF-2,

WSF-3,WSF-5
 

和 WSF-6归类于帚枝霉属(Sarocladium),
 

菌株 WSF-7属于掷孢酵母属(Sporobolomy-

ces),
 

菌株JSF-1属于莫氏黑粉菌属(Moesziomyces),
 

菌株JSF-2属于毛霉属(Mucor).
 

各属的菌落与细胞

形态观察如图1所示.

1)
 

念珠菌属(Candida):
 

图1(A),
 

菌落较小,
 

生长速度慢,
 

呈乳白色奶油状,
 

不透明,
 

边缘不整齐,
 

中

间有凸起.
 

图1(B),
 

单细胞,
 

出芽生殖,
 

可形成假菌丝,
 

营养细胞呈球形或卵形.

2)
 

帚枝霉属(Sarocladium):
 

图1(C),
 

菌落生长迅速,
 

呈橙红色.
 

图1(D),
 

分生孢子梗简单,
 

偶尔分

枝.
 

分生孢子分为黏性头,
 

圆柱形或椭圆形,
 

透明.

3)
 

掷孢酵母属(Sporobolomyces):
 

图1(E),
 

菌落呈圆形凸起、
 

表面光滑、
 

湿润黏稠、
 

边缘齐整,
 

粉红

色.
 

图1(F),
 

菌体细胞呈现大小不等的椭圆形,
 

形成肾形的掷孢子,
 

有明显的出芽生殖特征,
 

与普通酵

母相似.

4)
 

莫氏黑粉菌属(Moesziomyces):
 

图1(G),
 

菌落较小,
 

正面呈淡黄色不透明状,
 

背面呈鹅黄色,
 

酵母

样形态.
 

图1(H),
 

菌落干燥,
 

有明显的皱褶,
 

边缘不整齐.
 

双核菌丝,
 

冬孢子球呈球形、
 

卵形.

5)
 

毛霉属(Mucor):
 

图1(I),
 

菌落形态较大,
 

质地疏松,
 

外观干燥,
 

不透明,
 

疏松绒毛状,
 

菌落与培养

基间的连接紧密.
 

图1(J),
 

其具有发达的菌丝体,
 

菌丝无隔多核.
 

菌丝初期白色,
 

后变为灰白色.
 

无假根和

匍匐枝形成,
 

孢子囊球形,
 

成熟后易破裂,
 

散发出大量的孢子囊孢子.
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A:
 

菌落形态,
 

B:
 

真菌纤维形态(WSF-1,
 

WSF-4和JSF-3,
 

念珠菌属);
 

C:
 

菌落形态,
 

D:
 

真菌纤维形态(WSF-2,
 

WSF-3,
 

WSF-5
 

和 WSF-

6,
 

帚枝霉属);
 

E:
 

菌落形态,
 

F:
 

真菌纤维形态(WSF-7,
 

掷孢酵母属);
 

G:
 

菌落形态,
 

H:
 

真菌纤维形态(JSF-1,
 

莫氏黑粉菌属);
 

I:
 

菌落

形态,
 

J:
 

真菌纤维形态(JSF-2,
 

毛霉属).

图1 菌落与细菌形态
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2.3 肠道真菌的分子生物学鉴定

将分离纯化得到的菌株采用CTAB法提取DNA进行PCR扩增,
 

扩增产物测序后在 GenBank中

进行BLAST同源性检索,
 

选取相关序列通过 Mega
 

5.2,
 

使用 N-J进行1
 

000次步长计算,
 

构建系统

发育树(图2).
 

结果表明,
 

草地贪夜蛾肠道分离的可培养真菌在进化树上形成不同的分支,
 

物种丰富

度较低.
 

在基于ITS
 

rDNA序列片段构建的系统发育进化树中,
 

菌株 WSF-1,JSF-3与 KT876709.1
 

Candida
 

intermedia 聚为同一分支;
 

菌株 WSF-4与 KP131721.1
 

Candida
 

intermedia 聚为同一分支;
 

菌株 WSF-2,WSF-3,WSF-5
 

和 WSF-6与 GQ167229.1
 

Sarocladium
 

zeae,KT878336.1
 

Sarocladium
 

zeae聚为同一分支;
 

WSF-7与 MK592826.1
 

Sporobolomyces
 

carnicolor,LC191346.1
 

Sporobolomyces
 

carnicolor聚为 同 一 分 支;
 

JSF-1与 LC368626.1
 

Moesziomyces
 

antarcticus 聚 为 同 一 分 支;
 

JSF-2与

MG583964.1
 

Mucor
 

irregularis聚为同一分支.
 

与形态学鉴定结果相结合,
 

将菌株 WSF-1,WSF-4和

JSF-3归类于念珠菌属(Candida),
 

菌株 WSF-2,WSF-3,WSF-5
 

和 WSF-6归类于帚枝霉属(Sarocladi-

um),
 

菌株 WSF-7归类于掷孢酵母属(Sporobolomyces),
 

菌株JSF-1归类于莫氏黑粉菌属(Moesziomy-

ces),
 

菌株JSF-2归类于毛霉属(Mucor).

图2 重庆地区草地贪夜蛾幼虫肠道真菌系统发育分析

3 讨 论

本实验通过分离培养重庆不同地区、
 

不同食物的草地贪夜蛾肠道真菌,
 

结合形态学观察及rDNA
 

ITS
测序完成属水平的鉴定,

 

共分离得到10个真菌分离株,
 

其中分离自重庆巫山玉米田草地贪夜蛾肠道真菌归

为3个属,
 

分别为念珠菌属(Candida)、
 

掷孢酵母属(Sporobolomyces)和帚枝霉属(Sarocladium);
 

分离自

重庆江津高粱地草地贪夜蛾肠道真菌归为3个属,
 

分别为念珠菌属(Candida)、
 

莫氏黑粉菌属(Moeszio-

myces)和毛霉属(Mucor).
 

将测序得到的草地贪夜蛾肠道真菌ITS序列进行系统进化分析,
 

草地贪夜蛾肠

道分离的可培养真菌在进化树上形成了不同的分支,
 

物种丰富度较低.
 

念珠菌属在两地草地贪夜蛾幼虫粪

便样品中均分离得到,
 

可以推测念珠菌属可能是定殖于草地贪夜蛾肠道的菌群.
 

同时,
 

课题组发现同种昆

虫的肠道微生物种类和丰度出现了差异,
 

可能是由于食物和地域的不同所致[19-20].
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昆虫肠道内环境里存在着真菌菌群,
 

在漫长的进化过程中两者逐渐形成了复杂而密切的关系,
 

进一步

探究两者间的进化关系,
 

有利于防治昆虫病害,
 

也有利于从昆虫肠道这一特殊环境中获得特殊功能的菌种

资源[13,
 

21].
 

例如,
 

念珠菌属作为重要的昆虫肠道共生菌,
 

从甲虫等昆虫的肠道中常分离到新种[22-23],
 

Can-

dida
 

intermedia 可以产生抑制灰霉病菌菌丝生长和分生孢子萌发的挥发性物质,
 

具有抗菌活性成分,
 

可作

为生防因子防治草莓灰霉病、
 

番茄灰霉病等植物病害[24];
 

帚枝霉属曾从白蚁肠道中分离得到,
 

能水解纤维

素和木聚糖[25],
 

也是一种植物病原菌,
 

会引起水稻叶鞘腐败病、
 

茎节腐烂病等病害,
 

造成严重的损失[26-27];
 

掷孢酵母属在自然环境中分布广泛,
 

常见于空气、
 

植物的叶片等处,
 

且适应能力较强,
 

应用广泛,
 

是真菌中

最普遍的石油烃降解菌之一,
 

有利于污水治理[28];
 

Moesziomyces
 

antarcticus最初从南极洲Vanda湖中沉

积物样品中分离得到,
 

研究表明其可降解部分塑料,
 

是一种重要的糖脂表面活性剂甘露糖赤藓糖醇脂质

(MELs)的重要生产者
 [29];

 

毛霉属在土壤、
 

粪便及空气等环境中广泛存在,
 

菌丝致密、
 

柔软,
 

有利于腐乳形

成皮膜,
 

同时能产生高活力蛋白酶,
 

能保证大豆蛋白质的适度分解等,
 

在腐乳生产中占据重要的地位[30].
研究发现,

 

邵明伟[31]从蜻蜓目蜻蜓肠道内分离出曲霉属(Aspergillus
 

sp.),
 

弯孢霉属(Curvularia
 

sp.),
 

芽枝霉属(Cladosporium
 

sp.),
 

刺孢壳属(Chaetomella
 

sp.),
 

镰刀菌属(Fusarium
 

sp.),
 

青霉属

(Peuicillium
 

sp.)和茎点霉属(Phoma
 

sp.);
 

陈君芝等[32]从直翅目中华剑角蝗中分离出青霉属(Peuicilli-

um
 

sp.),
 

曲霉属(Aspergillus
 

sp.),
 

镰刀菌属(Fusarium
 

sp.),
 

从赤壳属(Nectria
 

sp.),
 

茎点霉属(Pho-

ma
 

sp.),
 

刺盘孢属(Colletotrichum
 

sp.),
 

节菱孢属(Arthrinium
 

sp.)和隔孢伏革属(Peuiophora
 

sp.);
 

俞

和韦等[33]从鳞翅目贡嘎蝠蛾幼虫肠道分离出隐球酵母(Cryptococcus
 

magnus),
 

丝孢酵母(Trichosporon
 

porosum)和地丝霉属(Geomyces
 

sp.).
 

这些肠道真菌菌株未从本次研究中分离获得,
 

且不同物种的昆虫肠

道真菌分离鉴定情况也有所不同,
 

表明不同昆虫的肠道真菌群落组成具有特异性.
本课题组首次在国内报道了重庆地区玉米田及高粱田中草地贪夜蛾的肠道真菌分离株,

 

初步探

究了地域、
 

食物对草地贪夜蛾肠道真菌菌群组成的影响,
 

实验证明草地贪夜蛾肠道真菌组成会受到环

境因素的影响,
 

为后续研究奠定了基础.
 

目前,
 

对于肠道真菌与昆虫相互作用的研究还较少.
 

本实验

中分离到的真菌对草地贪夜蛾肠道内微生态的作用以及是否与草地贪夜蛾幼虫的生长发育有关,
 

还

有待进一步分析.
 

近几年来,
 

随着宏基因组等非培养法的应用,
 

更加有利于深入了解肠道微生物的结

构组成,
 

探究肠道微生物的种群结构及多样性特征,
 

将传统培养技术与新技术相结合,
 

为实现草地贪

夜蛾生物防治提供了更好的方法.
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Abstract:
 

Spodoptera
 

frugiperda
 

is
 

a
 

migratory
 

agricultural
 

pest
 

with
 

a
 

wide
 

range
 

of
 

recipes.
 

It
 

migrated
 

to
 

Chongqing
 

in
 

May
 

of
 

2019,
 

causing
 

serious
 

damages
 

to
 

crops.
 

In
 

order
 

to
 

explore
 

the
 

structural
 

compo-

sition
 

of
 

the
 

intestinal
 

fungal
 

flora
 

of
 

S.
 

frugiperda
 

larvae
 

in
 

Chongqing,
 

we
 

used
 

the
 

larvae
 

of
 

S.
 

frugi-

perda
 

collected
 

from
 

the
 

corn
 

field
 

in
 

Wushan
 

and
 

the
 

sorghum
 

field
 

in
 

Jiangjin.
 

The
 

dominant
 

intestinal
 

fungi
 

in
 

the
 

feces
 

were
 

isolated
 

by
 

traditional
 

culture
 

method
 

and
 

identified
 

with
 

morphological
 

observation
 

and
 

ITS
 

sequencing.
 

In
 

the
 

experiments,
 

ten
 

fungal
 

isolates
 

were
 

obtained
 

and
 

classified
 

into
 

five
 

genera.
 

The
 

intestinal
 

fungi
 

isolated
 

from
 

the
 

larvae
 

in
 

the
 

Wushan
 

corn
 

field
 

were
 

classified
 

into
 

three
 

genera,
 

Candida,
 

Sporobolomyces
 

and
 

Sarocladium.
 

The
 

intestinal
 

fungi
 

isolated
 

from
 

S.
 

frugiperda
 

of
 

the
 

Jiangjin
 

sorghum
 

field
 

were
 

classified
 

into
 

three
 

genera,
 

Candida,
 

Moesziomyces
 

and
 

Mucor.
 

This
 

experi-

ment
 

initially
 

isolated
 

the
 

intestinal
 

fungi
 

of
 

S.
 

frugiperda,
 

thus
 

enriching
 

our
 

understanding
 

of
 

the
 

in-

testinal
 

microbes
 

of
 

this
 

pest.

Key
 

words:
 

Chongqing
 

area;
 

Spodoptera
 

frugiperda;
 

intestinal
 

fungus;
 

identification
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