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草地贪夜蛾
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Y'Q'Z5.N8

#是
23()

年入侵我国的一种迁飞性害虫$已成为严重影响

我国玉米生产的重要害虫%目前国内关于草地贪夜蛾昆虫病原真菌的研究报道很少%

23()

年
1

月$在云南省曲靖

市沾益县安东村玉米田调查发现了被虫生真菌感染的草地贪夜蛾幼虫%经室内分离培养$结合形态和
DOZ

序列相

似性分析鉴定确认$感染草地贪夜蛾幼虫病原性真菌为莱氏绿僵菌
;"1/*-+<+('*+#"

8

+

$编号为
bKZB()3#3(

菌株%

调查表明$

23()

年
#

月
(#

日田间草地贪夜蛾的莱氏绿僵菌感染率为
("'!1792'"27

$

$

月
2

日感染率达
2)'$67

9(6'#(7

%用莱氏绿僵菌
bKZB()3#3(

菌株
(e(3

$个&
5=

孢子浓度接种草地贪夜蛾
6

龄幼虫后第
#

天时草地贪

夜蛾的感染死亡率高达
(337

%上述结果表明$莱氏绿僵菌
bKZB()3#3(

对草地贪夜蛾有良好的生防潜力$具有草

地贪夜蛾生防菌剂开发应用的前景%
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草地贪夜蛾
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*#又名秋黏虫#隶属于鳞翅目
=F

&

.M+

&

NFUG

#夜

蛾科
@+4NT.MGF

#是一种原产于美洲热带和亚热带地

区的杂食性害虫#尤其对玉米的危害较为严重$

(6

%

"

自
23()

年
(

月在我国云南省普洱市江城县首次发

现草地贪夜蛾入侵以来$

!

%

#该虫已蔓延至我国的
()



23()

个省
(333

余个县#严重为害我国的玉米等作物$

"

%

"

目前对于该虫的防治主要采用化学防治方法#然而

该虫对农药的抗性较强#加之农药残留对于人畜的

安全隐患#使化学农药防治受到一定制约$

1#

%

"自该

虫迁入我国以来#在我国科技工作者积极探究下#已

发现一些昆虫天敌对草地贪夜蛾具有较好的生物防

控能力$

$(3

%

"然而#国内关于该虫的病原真菌还鲜

有报道"

昆虫病原真菌)

F/N+5+

&

GN8+

0

F/.4VT/

0

.

*是一

类能感染昆虫并在其体表或体内增殖#使昆虫发病

甚至死亡的真菌$

((

%

"因其对环境友好#对害虫具有

持续的控制能力#不易产生抗药性#被认为是最有可

能替代化学农药的下一代新型生物农药$

((

%

"目前#

在农林业害虫生物防治中#运用较为广泛的有球孢

白僵菌
="/(>"*+/?/))+/%/

(绿僵菌
;"1/*-+<+('

%

&&

'

和玫烟色棒束孢
@)/*+/

:

('&)&*&)"/

#全世界以

这些真菌开发和注册的微生物杀虫剂有
(#3

多

种$

(((!

%

"我国利用虫生真菌杀虫剂在防治林业害虫

马尾松毛虫
A"%9*&#+'()

0

(%,1/1()

和粮食作物害

虫亚洲玉米螟
6)1*+%+/

:

(*%/,/#+)

)

ETF/XF

*和蝗虫

等方面取得了重要成效$

("

%

"国外一些研究表明#球

孢白僵菌
=4?/))+/%/

#布氏白僵菌
=4?*&%

.

%+/*$

1++

#金龟子绿僵菌
;4/%+)&

0

#+/"

#莱氏绿僵菌
;4*+$

#"

8

+

对草地贪夜蛾具有良好的生防潜能$

(1($

%

"而国

内#除程东美等$

()

%报道白僵菌对草地贪夜蛾具有良

好的生防潜力外#尚未见其他相关研究报道"

莱氏绿僵菌
;4*+#"

8

+

)

ĜU-'

*

JF

&

-FU

#

Z'A';F8/FU

f <T5LFU

#原名莱氏野村菌
B&'(*/"/*+#"

8

+

)

ĜU-'

*

ZG5%+/

$

23

%

#隶属子囊菌门
A%4+5

S

4+NG

#麦

角菌科
C-G\.4.

&

.NG4FGF

#是一种对鳞翅目幼虫极具

生防潜能的虫生真菌#在适宜的环境条件下能引

起害虫的病害流行#有效地防治害虫$

2(22

%

"研究

表明#该菌对斜纹夜蛾
34#+1(*/

(棉铃虫
C"#+,&>$

"*

0

//*'+

.

"*/

和小菜蛾
7#(1"##/5

8

#&)1"##/

等多

种害虫具有较好的侵染致病力$

262"

%

"然而#国内

尚未见莱氏绿僵菌感染草地贪夜蛾的报道"

本课题组在云南省曲靖市沾益县玉米种植区调

查发现#田间有草地贪夜蛾幼虫被真菌感染#由此对

病原菌进行了分离培养和种类鉴定#为明确该菌株

的分类地位和生防潜能#初步测定了该菌株的侵染

致病性#拟为开发真菌杀虫剂绿色防控草地贪夜蛾

提供备选菌株和一定的理论依据"

!

!

材料与方法

!"!

!

采集地点及调查方法

试验地点为云南省曲靖市沾益县安东村玉米种

植区"于该玉米种植区选择
"

块玉米田#每块田
"

点取样#每点
23

株#逐一统计每株玉米上草地贪夜

蛾的数量和罹病虫量#计算僵虫率"

23()

年
1

月
2$

日首次发现该地有罹病草地贪夜蛾虫体#分别于

23()

年
#

月
(#

日和
$

月
2

日进行了系统调查"

!"#

!

菌株的分离培养

将采集到的罹病草地贪夜蛾虫体置于
"5=

无

菌
QB

管中带回实验室#采用划线法#在萨氏

)

Z>AK

*培养基$

21

%

)葡萄糖
!3

0

#蛋白胨
(3

0

#酵母

浸膏粉
(3

0

#琼脂
23

0

#

&

<

自然*上#于)

2"9(

*

:

#

=

"

>?(18

"

$8

#相对湿度
$37

的光照培养箱中

培养"培养
#M

后#将分生孢子转接到新的培养基

上进行纯化"纯化的菌株采用
Z>AK

斜面培养基

保存于
!:

冰箱"经形态学初步鉴定#所有分离的

菌株形态特征一致#将其视为同一种菌#并命名为

bKZB()3#3(

"

!"$

!

菌株致病性测定

将分离获得的菌株
bKZB()3#3(

接种于
B>A

培养基#待其产生大量的分生孢子后)约
23M

*#用无

菌解剖刀刮取培养基表面的分生孢子置于
3'327

无菌吐温
W$3

)北京索来宝生物有限公司*中#配制成

(e(3

$个-
5=

孢子悬浮液"挑选大小一致(健康的草

地贪夜蛾
6

龄幼虫#采用浸渍法进行接种"将草地贪

夜蛾幼虫置于孢子悬浮液中浸渍
"%

#取出后用灭菌

滤纸吸干虫体表面多余水分"然后将其置于加有玉

米叶的
(2

孔细胞培养板中#于
2":

(

=

"

>?(18

"

$8

光照培养箱中饲养"每天定时观察#并将死亡虫

体在)

2"9(

*

:

(

=

"

>?(18

"

$8

条件下保湿培

养#根据虫体是否长出目的菌确定各虫的死亡原因"

设置
6

个重复#每重复
23

头虫"

!"%

!

菌落形态观察

将分离并纯化的真菌分别接于
B>A

)马铃薯

233

0

#葡萄糖
23

0

#琼脂
($

0

#自然
&

<

#蒸馏水

(3335=

*和
Z>AK

培养基上#置于)

2"9(

*

:

#

=

"

,

11

,
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卷第
"

期 郑亚强等!草地贪夜蛾莱氏绿僵菌的分离鉴定

>?(18

"

$8

光照培养箱)恒立)中国*实验室设备

科技有限公司#型号
;EW633

*中培养#于
6

(

#

和
(!M

时#分别测定菌落直径并观察菌落形态特征"

!"@

!

基因组
=AB

提取及
.=ABC?DE

的
4FG

扩增

病原菌
>@A

的提取!参照陈吉良等$

2#

%的
C8F-F[W

(33

法进行"使用无菌解剖刀于固体培养基上挑起

绿豆大小菌苔于
('"5=Q

&&

F/M+UV

管中#加入液氮

稍加研磨"然后加入
3'"5=(37

)

'

-

D

*的
C8F-F[W

(33

溶液#涡旋器上振荡
"%

#沸水浴
(35./

#冷却至

室温后#

(2333U

-

5./

离心
("5./

"取上清液备用"

U>@AWDOZ

的
BC;

扩增!

BC;

反应体系为
2"

#

=

#

包括引物
DOZ(

和
DOZ!

各
(

#

=

#

BC;5.[(2'"

#

=

#

基因组
>@A2

#

=

#

MM<

2

P$'"

#

=

"反应条件!

)!:

预变性
"5./

+

)!:

变性
(5./

#

"#:

退火
25./

#

#2:

延伸
(5./

#

62

个循环+

#2:

延伸
"5./

"

('$7

琼脂糖凝胶电泳检测"

BC;

产物送昆明硕擎生物

科技有限公司测序"

!"H

!

系统发育分析

根据测序结果#将序列进行编辑#去除两端质量

不好的碱基#将优化好的
DOZ

序列提交到
@C*D

网

站 )

8NN

&

!

"

L-G%N'/4L.'/-5'/.8'

0

+\

-

*-G%N'4

0

.

*#运

用
*=AZO

程序进行比对"序列经
*=AZO

后下载

相似性大于
$!7

的序列及其相关近缘属菌株的
DOZ

序列#用
IQEA1'31

进行序列处理#应用最大似然

法)

I=

*#运行
(333

次
L++N%NUG

&

验证#构建系统发

育树$

2$

%

"

#

!

结果与分析

#"!

!

田间僵虫率及室内致病性

23()

年
1

月
2$

日在云南省曲靖市沾益县安东

村玉米种植区首次发现草地贪夜蛾的罹病虫体#

23()

年
#

月
(#

日和
$

月
2

日对草地贪夜蛾的僵虫

率进行系统调查#结果表明#

#

月
(#

日时僵虫率较低#

为
("'!1792'"27

"

$

月
2

日僵虫率为
2)'$679

(6'#(7

)图
(

*"在田间#被感染的草地贪夜蛾幼虫

一般附着于玉米叶片上或玉米心叶中#罹病虫体前

期僵硬#虫体发红#随后逐渐长出大量白色菌丝#后期

罹病虫体表面产生大量绿色的孢子粉)图
2G

!

M

*+孢

子经室内分离培养后采用浸渍法回接草地贪夜蛾健

康幼虫#接菌后
6

!

#M

草地贪夜蛾幼虫死亡#其感

染症状和形态特征与田间感染症状一致#说明该菌

株为草地贪夜蛾的病原真菌"致病性初步测定结果

表明#在
(e(3

$个-
5=

孢子浓度下#接菌后第
#

天#

草地贪夜蛾
6

龄幼虫的累积死亡率达
(337

"

图
!

!

草地贪夜蛾幼虫田间僵虫率
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1

#"#

!

病原真菌的形态学特征

获得纯培养菌株后对其形态特征进行鉴定#结

果)图
2

*如下!分生孢子梗直立#着生于基质菌丝#

具分隔"分生孢子梗长
(63

!

(!3

#

5

#粗
('$

!

2'2

#

5

#形成浓密的分支簇#其上着生
2

!

6

个瓶梗#表

面光滑#圆柱形#一端较为膨大#一端尖细#大小为

)

!'"

!

1

*

#

5e

)

2

!

6

*

#

5

+分生孢子成链珠状#长椭

圆形#表面光滑#大小为)

6

!

!

*

#

5e

)

2

!

6

*

#

5

+该

菌在
B>A

培养基上的生长速度相对较慢#

2":

下生

长
(!M

#菌落直径
(!'1"

!

(#'1#55

#菌落正面白

色#扁平#呈花瓣状#背面淡黄色#褶皱"该菌在

Z>AK

培养基上的生长速度也相对较慢#

2":

下生

长
(!M

#菌落直径
(2'21

!

(2'6!55

#菌落正面白

色#凸起#呈棉絮状#背面棕色#不规则"

#"$

!

病原真菌的分子鉴定结果

去除分离菌株
U>@AWDOZ

序列两端质量不好的

序列#将其与
@C*D

数据库进行
*=AZO

比较#结果

发现该菌株与
@C*D

数据库中的
;"1/*-+<+('*+$

#"

8

+%NUG./C*Z!2!'"(

菌株的相似性为
(337

"系

统发育)图
6

*分析结果表明#该菌株与数据库中其

他莱氏绿僵菌株聚为一大支#说明该菌株与数据库

中的莱氏绿僵菌菌株具有较高的相似性"综合形态

特征鉴定和
DOZ

序列相似性分析#将该菌株确定为

莱氏绿僵菌"

,

#1
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图
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草地贪夜蛾的感染症状及莱氏绿僵菌菌落和分生孢子的形态特征

()

*

"#

!

J5.

-

95<5

*

)3&<39&.&3/0.),/)3,56)1603/02*

+

%,%

+

-").

/

)'

0

1

+

"),.

$

35<51

:

&12351)2)&563"-.)4151'&)1#"

6

1

$

!

讨论

国外一些研究表明#莱氏绿僵菌对草地贪夜蛾

的致死率可达
)"7

$

2)

%

"本研究对云南省曲靖市沾

益县草地贪夜蛾为害的玉米种植区调查发现#

23()

年
#

月
(#

日田间僵虫率较低#

$

月
2

日僵虫率明显

增加"由此表明随着时间的推移莱氏绿僵菌对草地

贪夜蛾表现出明显的侵染作用"此外#室内初步毒

力测定发现#

(e(3

$ 个-
5=

的孢子浓度下#草地贪

夜蛾的死亡率可达
(337

#相对于程东美等$

()

%报道

的白僵菌对草地贪夜蛾的致死率#本试验分离的莱

氏绿僵菌对草地贪夜蛾的致病性更强"这些结果说

明#云南省曲靖市沾益县气候环境适合莱氏绿僵菌

在草地贪夜蛾种群中发生流行"该菌株对草地贪夜

蛾的侵染致病性较强#具有开发成绿色防控草地贪

夜蛾生物菌剂的潜力"本研究对该地区由莱氏绿僵

菌导致的草地贪夜蛾僵虫率仅调查了两次#还未明

确其在不同季节的发生流行规律"因此#还需进一

步深入研究该菌在不同季节的流行规律甚至不同环

境下的发生流行情况#以为下一步开发真菌杀虫剂

提供依据"

一些研究表明#莱氏绿僵菌相对于其他昆虫病

原真菌#更易受到环境因素的影响$

(#

%

"再加之真菌

杀虫剂相对于化学农药见效慢#成本高#产孢困

难$

((

%

#也限制了该类菌剂的广泛应用"因此#如何

解决上述问题#使该类生物防治菌剂得以更为广泛

的运用值得进一步深入研究"一些研究表明#低毒(

高效的化学农药与昆虫病原真菌)如球孢白僵菌#金

,

$1

,
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卷第
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期 郑亚强等!草地贪夜蛾莱氏绿僵菌的分离鉴定

图
$

!

基于
?DE

序列
KLE4!MNON!

菌株的系统发育分析
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!

49

:
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*
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,),56KLE4!MNON!,/.&)1'&,0251?DE,0

P

70130

龟子绿僵菌*配合使用#能有效增强昆虫病原真菌对

草地贪夜蛾的侵染致病性#并延缓化学农药对草地

贪夜蛾的抗药性$

(1

%

"因此#将本试验所分离的菌株

与低毒高效化学农药混配也是下一步研究的方向"
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