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� � 摘要 :甜菜夜蛾感染白僵菌和绿僵菌后, 虫体颜色及外部形态均发生相应变化。其组织切片观察研究表明: 两种

供试菌株的致病过程基本一致,只在侵染速度上有所差异:绿僵菌侵染速度较快,而且其破坏裂解组织的程度远大于

白僵菌。白僵菌菌株015处理 24 h 后肠道内未见萌发的孢子,组织没有发现变化; 48 h, 附着于甜菜夜蛾体壁外的孢

子开始萌发; 72 h 体腔内明显的菌丝段,各组织器官均受到感染, 之后进入体内的菌丝不断增殖,脂肪体、肌肉组织、

消化道发生病变解体; 120 h 后,菌丝突破虫体,在体外形成菌丝层。较之于绿僵菌菌株 060, 72 h 时菌丝充满血腔,肠

壁细胞也受到严重侵染,肠腔内出现菌丝, 部分菌丝突出体表, 菌株086, 96 h 时各组织均解体。
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Study on Histopathological Changes of Laphygma exigua ( Hubner) Infected

by Beauveria bassiana and Metarhizium anisopliae

SONG Ru_mei, WANG Yun_bin, LI Rui_jun, DONG Jian_zhen, LI Jing,WANG Rui_xiao

( College of Plant Protect ion, Hebei Agricultural University, Baoding � 071001, China)

Abstract: Laphygma exigua Hubner was infected by two isolates of Metarhizium anisopliae and two isolates of

Beauveria bassiana. There were some changes in color and morphology on the Laphygma exigua Hubner .The result of

Paraffin sect ions showed that the invasion process by Beauveria bassiana were similar by Metarhizium anisopliae . But the

invasion speed was different . The invasion speed of Metarhizium ansopliae was faster than Beauveria bassiana. . The

spore in the intest ine was not bourgeon and the organization of Laphygma exigua Hubner was not change at 24h. After

48h, the sporewas bourgeon on the cut icular. By 72h, the hypha could be observed in the blood and began to reproduced

in hemocoele. And then, the fattiness , muscle tissue and alimentary tract carryeg on a series of pathological changes. The

hypha emerged through the cuticle and formed hyphal layer on the surface of the dead insect 120h postinoculat ion. The

hypha emerged through the cuticle when Laphygma exigua Hubner was infected by Metarhizium anisopliae 060 at 72h By

96h, the organization of Laphygma exigua Hubner by Metarhizium anisopliae 086 was destroyed ent irely.
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� � 甜菜夜蛾( Laphygma exigue Hubner )属鳞翅目

( Lepidoptera)夜蛾科( Nocruidae ) , 是世界性分布的多

食性害虫。由于该虫对化学农药抗药性的不断增

强,近年来在我国南北方许多地区连续暴发成

灾[ 1~ 4]。因此,寻求和完善对其的生物防治措施已

成当务之急。

白僵菌( Beauveria bassiana)和绿僵菌( Metarhiz�
ium anisopliae )是虫生真菌中的重要种类, 在虫生真

菌的利用中占有重要地位。应用白僵菌等可侵染并

引起甜菜夜蛾死亡[ 5, 6]。但是, 目前有关白僵菌和
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绿僵菌侵染甜菜夜蛾后的病症及组织病理学变化还

未见报道。

我们利用本实验室筛出的白僵菌、绿僵菌菌株

对甜菜夜蛾进行处理, 并对其感病后的症状及组织

病理学进行了研究, 旨在探明白僵菌、绿僵菌对寄主

的侵染机制,及为开发相关微生物杀虫剂提供技术

资料。

1 � 材料和方法

1. 1 � 材料

1. 1. 1 � 供试菌株 � 白僵菌 015号、038号 ; 绿僵菌

060号、086号均为本实验室保存菌种

1. 1. 2 � 供试虫源 � 甜菜夜蛾系室内人工饲养的 3

~ 4龄初幼虫。

1. 2 � 方法

1. 2. 1 � 孢子悬浮液的配制 � 将供试菌株先接种于

PDA培养基上, 25 � 恒温培养 7 d,然后用0. 1%吐温

- 80的无菌水配制成浓度为 4. 0 � 108 的分生孢子

悬浮液备用。

1. 2. 2 � 试虫的处理 � 将新鲜的甘蓝叶片用 2 cm的

打孔器打成圆片,在浓度为 4 � 108 孢子/ mL 的菌悬

液中浸蘸至完全湿润,自然风干后取20片移入养虫

盒中饲喂。在处理 12, 24, 48 , 72 , 96 h 后依次取

样[ 7]。

1. 2. 3 � 石蜡切片的制备[ 8, 9] � 样品在包氏( Bourne)

固定液[ 10]中固定18~ 24 h,经 50%及 70%的酒精冲

洗数次,待组织脱去黄色固定液后保存于 70%的酒

精中。经系列浓度酒精脱水处理,苏木精_伊红( H.

E)染色。常规方法制作切片 (厚度为 5~ 8 �m)。

Olympus光学显微镜观察照相。

2 � 结果与分析

2. 1 � 甜菜夜蛾感染白僵菌后的外部症状

幼虫接种白僵菌 015 , 038 后, 在染病初期, 对

碰触的反应、取食行为及外表与健康试虫无差别。

接种 015菌株24~ 48 h ,体色逐渐出现不均匀变化,

即腹部颜色由绿色变为淡黄绿色, 038 菌株约在 48

h后出现此症状; 随后, 幼虫取食减少, 对碰触反应

迟钝;虫体渐变为淡黄色,略肿胀, 出现僵直症状, 此

时部分幼虫死亡。经 25 � 保湿培养 72~ 96 h 后,虫

体长出白色菌丝,继续保湿培养,虫体将被白色分生

孢子覆盖。

2. 2 � 甜菜夜蛾感染绿僵菌后的外部症状

幼虫接种绿僵菌060, 086后,接种060菌株24 h

后,表现出感病症状, 虫体活动减弱,部分试虫还不

停的抽搐、翻腾,头部扬起亦左右晃动,体色逐渐由

绿色变为灰色, 086菌株在 24~ 48 h后出现此症状;

随后,虫体呈灰褐色,出现僵直状死亡,保湿培养,虫

体长出白色菌丝, 后被绿色分生孢子覆盖。

2. 3 � 甜菜夜蛾的组织病理变化

图 1- A, B, C, E, I, L为甜菜夜蛾感染白僵菌菌

株后各组织病理变化;图 1- G, K, M, N 为甜菜夜蛾

感染绿僵菌菌株后组织病理变化; 图 1- D, F, H, J

为健康甜菜夜蛾体壁、肠壁细胞、肌肉组织、腺体组

织。

组织切片观察表明: 采用饲喂接菌法处理的 3

~ 4龄甜菜夜蛾, 取食带菌甘蓝叶片后, 有食入消化

道的孢子(图 1- A) , 48 h未见萌发, 但能见到普遍

附着于甜菜夜蛾身体外表皮的孢子开始萌发侵入,

入侵点体壁颜色加深(图 1- B) ,表明由于酶和机械

压力作用,被侵染的甜菜夜蛾幼虫上表皮发生降解,

极少数芽管进入内表皮, 出现皮细胞层与表皮分离

现象(图 1- C) ,进入体腔内侧的菌丝体对寄主组织

没有选择性。菌丝最初在侵入部位的血腔中生长,

然后侵入临近的脂肪体、肌肉。随着菌丝体在虫体

内扩展,消化道、丝腺等相继被侵染,最后受侵染的

各组织器官均发生明显的病理变化,感病昆虫不久

死亡。

正常甜菜夜蛾体壁由表皮层、皮细胞层、底膜组

成(图 1- D)。感病后皮细胞层与表皮层发生分离,

整个体壁分层不明显(图 1- E) ,染菌后脂肪体明显

变形,结构松散,出现空泡,边缘呈缺刻状, 并逐渐缓

和模糊, 释放出葡萄状的脂肪颗粒,这些颗粒又逐渐

被溶解,正常的消化道肠壁细胞排列整齐、规则, 紧

贴肠壁的肌肉层分布(图 1- F)。被侵染的肠壁细

胞萎缩, 与肠壁肌肉层分离并出现破裂,部分血细胞

随血液流入血腔, 消化道逐渐解体, 肠腔内混浊(图

1- G)。正常肌肉结构紧密,成条形或块状(图 1-

H) , 被侵染后初期出现裂隙,并不断分离成碎块, 然

后溶解(图 1- I)。正常的丝腺外层细胞排列紧密、

中空且有较多分泌物(图 1- J) ,染菌后丝腺外层的

细胞脱落解体(图 1- K)。最后整个虫体组织解体,

各组织变得模糊不清(图 1- L)。

白僵菌菌株( 015, 038)与绿僵菌菌株( 060, 086)

对甜菜夜蛾的侵染过程基本相似, 但绿僵菌侵染速

度较快, 而且其破坏裂解组织的程度远大于白僵菌。
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接种白僵菌 015, 48 h 时, 附着于甜菜夜蛾体壁外的

孢子开始萌发, 而此时接种绿僵菌 060,以可见侵入

组织的菌丝体; 接种白僵菌 015, 72 h , 体腔内明显

的菌丝段, 各组织器官均受到感染, 接种绿僵菌

060, 72 h时菌丝充满血腔,肠壁细胞也受到严重侵

染, 肠腔内出现菌丝,部分菌丝突出体表(图 1- M) ,

接种绿僵菌 086, 96 h时各组织均解体(图 1- N)。

A.食入消化道的孢子( 015 48h) ; B.孢子附着于甜菜夜蛾体壁(015, 48h) ; C.皮细胞层与表皮分离( 015, 72h) ; D.正常甜菜夜蛾体壁; E.感病后皮

细胞层与表皮层分离( 015, 72h) ; F.正常甜菜夜蛾肠壁细胞; G .被侵染后肠壁细胞萎缩消化道逐渐解体( 086, 72h ) ; H.正常肌肉组织; I. 正在被

侵染的肌肉组织 ( 038, 72h) ; J.正常甜菜夜蛾腺体组织; K .菌后丝腺外层的细胞脱落解体( 060, 72h) ; L. 最后各组织变得模糊不清( 015, 120h) ;

M.被侵染的肠腔组织 (060, 72h) ; N.各组织解体( 086, 96h)

A.The spore in the digestive tube( BD_B 015, 48h) ; B. The spore cling to the body wall ofLaphygma exigua Hubner( BD_B 015, 48h) ;C. The separate epidermis

and cut icle( BD_B 015, 72h) ; D. The body wall of healthy Laphygma exigua Hubner; E. The separate epidermis and cut icle of infected exigua Hubner ( BD_B 015,

72h ) ; F. The gut cells of healthy Laphygma exiguaLaphygma Hubner; G. The gut cells atrophy and the digest ive Tube disorganizat ion (086, 72h) ; H. The muscle

t issue of healthy Laphygma exigua Hubner; I. The infected muscle t issue by Beauveria Bassiana ( 038, 72h) ; J. The gland tissue of healthy Laphygma exigua; K.

The disorganized cells around the glands infected by Metarrhizium Sorokin(060, 72h) ; L. The unorderly t issue in the end ( 015, 120h) ;M. The gult tissue infected

by Metarrhizium Sorokin ( 060, 72h) ;N.All the disorganized t issue (086, 96h)

图 1� 健康甜菜夜蛾组织切片及感染白僵菌、绿僵菌后的甜菜夜蛾组织病理学变化组图

Fig�1� The contrast between changes of symptom histopathology on the Laphygma exigua Hubner infected

by two isolates of Metarhizium anisopliae、two isolates of Beauveria bassiana. and

the tissue sections of healthy Laphygma exigua Hubner

3 � 讨论

白僵菌、绿僵菌均隶属于半知菌亚门( Deutero_

mycotina)、丝孢纲( Hyphom ycetales) , 而从属于不同

的属, 即: 白僵菌属( Beauveria )和绿僵菌( Metarhiz�
ium)属。病原菌侵染虫体的途径主要是通过表皮,

当以浸叶法接种时幼虫的胸、胸足首先被病原菌侵

染。幼虫取食过程中主要以足接触叶片上的分生孢

子, 足末端的趾钩有助于孢子的存留, 在较密集的孢

子条件下,成为病源菌侵入的突破点[ 9]。食入虫体

内的分生孢子不能萌发, 可能是由于鳞翅目昆虫消

化道内的碱性消化液不利于嗜酸性真菌孢子的萌

发[ 11]。

在菌丝段大量充斥的虫体内, 其分布呈现为体
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腔外周密度大, 内部密度小。且菌丝段分两类:一类

为小型颗粒或短棒状, 直径小于血细胞一般位于血

淋巴内;另一类为长丝状,长度远大于血细胞, 通常

分布在固态组织周围, 由此推测菌丝段主要是在甜

菜夜蛾幼虫血淋巴中繁殖, 小型菌丝段随血液循环

到达各组织器官外围后, 菌丝段伸长,待虫体死亡后

逐渐侵入到各固态组织器官内。

Veen [ 12]和 Schabel[ 13]的试验证实绿僵菌可经口

感染寄主昆虫, 未能确认消化道入侵。而王音等
[ 8]

研究发现绿僵菌可在小菜蛾肠道内萌发, 消化道是

绿僵菌入侵的次要途径。有关真菌从消化道侵入血

腔的报道很少[ 14] ,白僵菌对某些昆虫存在这种入侵

途径已得到肯定
[ 15]
。本实验研究发现侵人消化道

的分生孢子,但未见其萌发。

病原菌对寄主的入侵过程是寄主与病原菌之间

相互抑制, 相互斗争的过程, 涉及面广、入侵机理复

杂,对其致病机理的探讨仍需从它与寄主间的相互

作用出发,至今尚有许多问题未得到解决,仍需进一

步研究,以便更有效的开发和利用这一宝贵的生物

资源。
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