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(57)摘要

本发明属于微生物学技术领域，具体涉及的

是一种爪哇棒束孢菌株DMC01及其在防治黄野螟

上的应用。一种爪哇棒束孢菌株DMC01，其分类学

名为Isaria  javanica，于2021年4月28日保藏于

广东省微生物菌种保藏中心，保藏号为GDMCC 

No.61632。本发明的爪哇棒束孢DMC01对黄野螟

具有较高致病力，可有效杀死黄野螟，且具有高

僵虫率。本发明的爪哇棒束孢DMC01是一株在黄

野螟的防治上具有潜在意义的生物防治菌株。

权利要求书1页  说明书4页

序列表（电子公布）  附图4页

CN 115975813 B

2024.08.06

CN
 1
15
97
58
13
 B



1.一种爪哇棒束孢菌株（Isaria  javanica）DMC01在防治黄野螟上的应用，其特征在

于，所述爪哇棒束孢菌株DMC01于2021年4月28日保藏于广东省微生物菌种保藏中心，保藏

号为GDMCCNo.61632。
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一种爪哇棒束孢菌株DMC01及其在防治黄野螟上的应用

技术领域

[0001] 本发明属于微生物学技术领域，具体涉及的是一种爪哇棒束孢菌株DMC01及其在

防治黄野螟上的应用。

背景技术

[0002] 黄野螟属于鳞翅目螟蛾科，是土沉香生长过程中危害最严重的食叶性害虫。幼虫

蚕食土沉香叶片导致叶面残缺不全，大爆发时可将虫害区域的土沉香叶片全部吃光，造成

土沉香树势消减甚至死亡。

[0003] 化学农药是目前防治黄野螟最主要的方法，然而大量使用化学农药容易引起环境

污染以及黄野螟的抗药性。生物防治是黄野螟防治较为理想和环保的方法，虫生真菌作为

害虫的一类重要致病菌，在害虫的生物防治占有重要地位。

[0004] 申请号CN202110967746.X，公开一种土沉香黄野螟的综合防治方法，其中公开利

用致病微生物对黄野螟进行生物防治，并具体公开了微生物制剂具体为松毛虫质型多角体

病毒超低容量油剂或烟雾剂、高效白僵菌悬浮剂或烟雾剂、苏云金杆菌烟雾剂等。另外，也

有报道公开了红绶曲霉(aspergillus  nomius)对黄野螟具有较强的致死性且具有生长速

度快和适应强等生物学特性，在黄野螟的生物防治中有潜在的应用价值。

[0005] 目前，还尚未见有利用爪哇棒束孢(Isaria  javanica)防治黄野螟的相关报道。

[0006] 公开于该背景技术部分的信息仅仅旨在增加对本发明的总体背景的理解，而不应

当被视为承认或以任何形式暗示该信息构成已为本领域一般技术人员所公知的现有技术。

发明内容

[0007] 本发明的目的是提供一种爪哇棒束孢菌株DMC01及其在防治黄野螟上的应用。

[0008] 一种爪哇棒束孢菌株DMC01，其分类学名为Isaria  javanica。

[0009] 本发明提供的种爪哇棒束孢菌株DMC01是通过采集天然感病的昆虫，分离纯化得

来，经形态学和分子生物学鉴定为爪哇棒束孢Isaria  javanica，于2021年4月28日保藏于

保藏于广东省微生物菌种保藏中心，(简称GDMCC，地址：广州市先烈中路100号大院59号楼5

楼，广东省微生物研究所，邮编：510070)，保藏号为GDMCC  No.61632。

[0010] 本发明还提供了所述爪哇棒束孢菌株DMC01在防治黄野螟上的应用，所属技术领

域的技术人员，可以将爪哇棒束孢菌株DMC01制成微生物杀虫剂，用于防治黄野螟。

[0011] 与现有技术相比，本发明具有以下有益效果：

[0012] (1)本发明对菌株进行分离纯化，通过形态学观察和分子鉴定，确定获得的菌株

DCM01为爪哇棒束孢Isaria  javanica；其次申请人还测定了其对黄野螟的毒力，经测定发

现本发明的爪哇棒束孢DMC01对具有较高致病力，可有效杀死黄野螟，且具有较高僵虫率。

[0013] (2)本发明的爪哇棒束孢DMC01是一株在黄野螟的防治上具有潜在意义的生物防

治菌株，可开发成微生物杀虫剂，为黄野螟的绿色防控提供技术支撑。

[0014] 保藏信息说明
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[0015] Isaria  javanica  DMC01，保藏编号为GDMCC  No.61632，保藏日期为2021年4月28

日，保藏单位为广东省微生物菌种保藏中心(GDMCC)，保藏地址为广州市先烈中路100号大

院59号楼5楼。

附图说明

[0016] 图1为DMC01菌株菌落形态正面图；

[0017] 图2为DMC01菌株菌落形态背面图；

[0018] 图3为显微镜下爪哇棒束孢的形态图；

[0019] 图4为DMC01菌株的系统发育图；

[0020] 图5为DMC01菌株在黄野螟上的侵染状。

具体实施方式

[0021] 下面结合具体的实施例对本发明做进一步的详细说明，所述是对本发明的解释而

不是限定。

[0022] 下述实施例中所用的材料和试剂，如无特殊说明，均可从商业途径得到。下述实施

例中所使用的实验方法如无特殊说明，均为常规方法。

[0023] 实施例

[0024] 一、爪哇棒束孢菌株DMC01的分离纯化

[0025] 采集广西壮族自治区钦州市钦廉林场的桉大毛虫僵虫虫体，在超净台上，将僵虫

浸入75％的酒精中表面消毒30s后用0.1％升汞浸泡消毒3min，然后依次转移到3瓶无菌水

中冲洗，取出置于灭过菌的滤纸上把虫体解剖成小块；

[0026] 将组织块放置在加入50ug/ml的链霉素的PDA培养基上，每皿放5块，然后置于25℃
下培养，待其长出菌丝后挑取转出菌株放到PDA平板上进行纯化培养，纯化培养重复3次。将

筛选得到的一株真菌编号为DMC01，并挑取纯化得到的菌丝接入PDA斜面试管中，待菌株长

满斜面试管后置于4℃的环境下作为菌种保存。

[0027] 二、爪哇棒束孢菌株DMC01鉴定

[0028] 25℃下培养的菌株，在培养过程中对菌落进行观察，菌落的形态如图1和图2所示。

[0029] 从图1和图2可以看出，在PDA平板上，菌落为圆形，菌丝白色，质地为厚绒毛状，菌

落背面淡黄色，孢子层颜色为浅紫灰色。

[0030] 在显微镜下，菌丝无色透明，分子孢子梗上着生2‑4个瓶梗形成的轮生体，瓶梗基

部椭圆形膨大，向上逐渐变细；分生孢子在瓶梗上生长形成孢子链；分生孢子呈透明光滑的

长椭圆形，见图3。

[0031] 根据上述菌落形态和孢子形态等特征，初步鉴定菌株为爪哇棒束孢Isaria 

javanica。

[0032] 三、分子鉴定

[0033] 1.按照康为世纪NuClean  Plant  Genomic  DNA  Kit试剂盒的说明书提取DNA，得到

爪哇棒束孢菌株DMC01的基因组DNA。

[0034] 2.选择目的基因核糖体转录间隔序列(ITS)、延伸因子‑α(EF1‑α)和β‑微管蛋白基

因(β‑tubulin)进行扩增，得到PCR扩增产物。相关引物序列见下表1，PCR反应体系见下表2。
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[0035] 表1相关引物的序列

[0036]

[0037]

[0038] 表2  PCR反应体系

[0039]

[0040] ITS和β‑tubulin的PCR反应程序：95℃变性3min；95℃变性30s、52℃退火30s、72℃
延伸1min，共35个循环；72℃延伸10min。

[0041] EF1‑α的PCR反应程序：94℃变性5min；94℃变性30s、55℃退火45s、72℃延伸90s，

共35个循环；72℃延伸7min。

[0042] 3.扩增产物回收纯化、连接转化并进行DNA测序，ITS、EF1‑α和β‑tubulin扩增得到

其核苷酸序列分别见SEQ  ID  No.7至SEQ  ID  No.9。

[0043] 4.用Bioedit与DNAman软件对得到的测序结果进行处理，并在GenBank数据库中进

行Blast比对，下载可信度高的相关序列，利用MEGA7 .0进行序列比对，采用邻接法

(Neighbor‑joining)构建DMC01菌株系统发育树，构建发育树时进行自举检验，重复抽样

1000次，结果见图4。

[0044] 从图4可以看出，DMC01菌株与Isaria  javanica  CHE‑CNRCB  305以及Isaria 

javanica  CBS  134.22在同一分支，并且其形态特征符合爪哇棒束孢Isaria  javanica的特

征，确定菌株DMC01为爪哇棒束孢Isaria  javanica。因此，将其命名为Isaria  javanica 

DMC01。

[0045] 四、爪哇棒束孢菌株DMC01对黄野螟的毒力测定

[0046] 1.用接种环将分离纯化得到的爪哇棒束孢菌株分生孢子刮入50mL的三角瓶里，加

入20mL含有0.05％的吐温‑80水溶液，充分摇匀后用血球计数板在显微镜下计数，得到初始
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浓度孢子母液，将孢子液配制成1×105、1×106、1×107、1×108个/mL共4个浓度梯度，每个

浓度为一个处理，以0.05％的吐温‑80水溶液为对照，每个处理设3组重复，每个重复15头四

龄黄野螟。

[0047] 2.将配好的各浓度孢子液以及对照处理的0.05％的吐温‑80水溶液均匀喷洒在黄

野螟身上，以喷至孢子液不滴下为止，然后单头将黄野螟放入养虫皿中，置于25℃培养箱内

光暗各12h进行培养，每天用新鲜的土沉香叶片喂养，并每天定时观察、记录各处理的具体

死亡情况，连续观察8d，发现死虫则将其移除培养皿，放入放有滤纸并灭过菌的玻璃培养皿

中保湿培养，观察其是否长出菌丝，结果见图5。

[0048] 从图5可以看出，DMC01菌株侵染黄野螟后，黄野螟虫体上会长出菌丝。

[0049] 记录僵虫的头数，并计算不同浓度爪哇棒束孢DMC01对黄野螟的校正死亡率以及

不同浓度爪哇棒束孢DMC01处理后的黄野螟僵虫率，结果见表3。

[0050] 表3不同浓度爪哇棒束孢DMC01对黄野螟的致病力

[0051]

[0052] 从表3可以看出，接种时间相同时，黄野螟的校正死亡率随着孢子浓度提高而提

高，随着接种时间的延长，各处理组黄野螟的校正死亡率均有所提升。接种8d后，1×105个/

mL处理的校正死亡率仅为31.11％，而1×106个/mL和1×107个/mL处理的校正死亡率分别为

90.91％和97.73％；在1×108个/mL处理下第6d黄野螟的校正死亡率就达到了100％。

[0053] 接种8d后的黄野螟的僵虫率也随着孢子浓度提高而提高。接种后第8d，1×105个/

mL处理下的僵虫率为31 .11％，1×106
个/mL和1×107

个/mL处理下僵虫率为91 .11％和

97.78％，1×108个/mL处理下的僵虫率为100％。

[0054] 可以看出，本发明的爪哇棒束孢DMC01对黄野螟有高致病力。其中，1×108个/mL的

孢子液可以快速有效杀死黄野螟，且具有高僵虫率。

[0055] 综上所述，本发明的爪哇棒束孢DMC01对黄野螟具有较高致病力，可有效杀死黄野

螟，且具有高僵虫率，是一株在黄野螟的防治上具有潜在意义的生物防治菌株。

[0056] 前述对本发明的具体示例性实施方案的描述是为了说明和例证的目的。这些描述

并非想将本发明限定为所公开的精确形式，并且很显然，根据上述教导，可以进行很多改变

和变化。对示例性实施例进行选择和描述的目的在于解释本发明的特定原理及其实际应

用，从而使得本领域的技术人员能够实现并利用本发明的各种不同的示例性实施方案以及

各种不同的选择和改变。本发明的范围意在由权利要求书及其等同形式所限定。

说　明　书 4/4 页

6

CN 115975813 B

6



图1
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图2
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图3

图4
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图5
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