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马尾松毛虫质型多角体病毒

替代宿主的研究

周小毛
’

戴冠群
(性裸 难)

摘要 马尾松毛虫 《肠` ` 加口 , . 目 . , 哑。 》 段纽多 . 体嘴 . (功。附 ) 能交又猫染粉坟

找
( ,城甄户` 动

、

姗旅夜峨 (两目勿. .

肠
)
、

丝洲玉未州 (。 . . ` 户 . . ` )
、

大幼筑 (

一. ` . 日知 )
、

菜青虫 (月沙 . . , . ) 等` 妞目幼虫
,

致有怪度曲压生种的不同有有软大趁异
,

米级

(。份 , . 闷户内` . ) 幼生月对 p味 , v 不饭感
。

p沐, , 对粉坟夜峨幼虫的致死率可达 10 0%
。

从

粉纹夜峨幼虫中复创出来的劝毒 ( T卜 p解 , v ) 对松毛生 3~ 心 . 和 ` ~ 5 . 幼生的 ` c . 分别为

l
·

7 3 X l 0’ 和 .3 0 . 又 l口 . 咖
。

在 . 坟夜峨幼文中肠细抽中
,

乡角体的形成是以小块状结品开

始
,

边包理病毒较子边相互滚合百成
。

关妞词 马尾松毛虫 . 成纽多角休斑每 . 文1 感染 . 形鑫建成 , 毒力侧定

.

马尾松毛虫 (肠曰阮肖翻 . 户翻侧肠 w 因kI “ ) 是危容松树的大奋血
,

其中寄生了一种质盛多

角体病毒 (公对。 p l

~
沁 和份h“ 云. . vl . i)

’ · ,]
.

广东省林科所 , 对 功心阳 的形态
、

病理
、

,

力
、

林间应用及安全性试脸等进行了一系列的研究
,

表明该润称是松毛虫珠合治理中一种

安全有效的措施 .t]
。

但室内大 t 生产该病毒的方法及工艺流程尚未得到解决
,

因而难于在松

毛虫综合治理中进一步推广应用
.

目前增殖 C p v 的方法仍是接种自然种群
,

该法易受季节的限侧及气候
、

环境
、

宿主夭

敌和其它病原徽生物寄生等因索的影响 ..[
’ 〕。

但是
,

利用 Cp v 对脚翅目昆虫其有离度的感染

性和广泛的宿主范围这一特点来筛选其增殖的替代宿主
,

建立易饲养
、

虫体大
、

病毒复侧

量高的室内敏盛寄主的种群来生产 C尸v 是可行的
.

陈昌沽等 ( 1 9 9 0 ) , 利用神铃虫 (月` 阅公

分阴叱旧旧 ) 来增殖赤松毛虫 ( D
.

, . 目成 .
) Cp v

.

由于松毛虫毒毛对人体有害且未见该虫人工饲料配方的报道
,

因此室内大规棋饲养尚

有困难
。

为了寻求 D (P , v 适宜的替代宿主及扩大此种病毒用于害虫生物防治的范田
,

我们

进行了 功眯 , v 对粉纹夜蛾 (” 创勿血血 ` )
、

斜纹夜蛾 (舜. 冲断。 脚盯。 )
、

大蜡螟 (。 阅巨自

”曰肠. 如 )
、

亚洲玉米蛆 (伙心翻翻 户口 . 口` )
、

莱青虫 (月` ` , 护. ) 及米蛾 (氏洲 r
。 嗽两` 如妇 )

等续翅 目昆虫的交又感染试脸
,

同时对 p沐 , v 在粉纹夜峨幼虫中肠细地中的形态建成及从

粉纹夜蛾幼虫中复制出来的病毒 (简称 T n一功沁 P v )
,

对松毛虫幼虫的感染和毒力等进行了

研究
。

·

现在广东省农科院拉橄琦盖作

1 99 2一 0 6一 2 5 收鸽



第 】期 周小毛等
:

马尾松毛虫质型多角体病毒替代宿主的研究 1 15

娜

吞

1 材料和方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 供试病毒株来源 (l ) 功术 P v :

广东省林科所提供
,

在马尾松毛虫体内增殖后
,

差

速离心提纯
,

用蒸馏水配成 1 x 1 .0

cBP m/ : 的悬浮被
,

放冰箱备用
.

(2 ) nT
一

DP CP v :

在粉纹夜峨幼虫中复制所得 功沫下 v
.

1
.

1
.

2 供试昆虫来源 ( l) 马尾松毛虫 (及到如硒汤琳 洲双应曲绍 )
:

采自广州市沙河龙眼洞
,

选

健康幼虫用于试验
。

( 2) 粉纹夜蛾 (介泪钾` 如 ` )
、

斜纹夜蛾 (句月冲妙。 ` ` 川 )
:
中山大学

昆虫学研究所提供健康幼虫
,

室内用自然饲料传代
。

( 3) 大蜡螟 (。心甘白侧` . ` 如 )
;
本校昆

虫生态室提供
,

用人工饲料饲养
。

(4 ) 亚洲玉米螟 (。方妇自 户盯侧拍 d物 )
:

本校昆虫毒理室提

供健康幼虫和人工饲料
。

( 5) 菜青虫 (洲沙初 , 禅 )
:

采自菜地
,

室内用甘蓝叶饲养几天后
,

选健康幼虫用于试验
.

。

(6 ) 米蛾 (及就尹。 谬内蜘如 )
;
由广东省昆虫研究所提供

,

用米糠饲

养
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1
’

D沐T v 的交又感染试验 ( l) 感染方法
,

以 1 x 1 .0 c p B /而 的 D少c p B 水悬液均匀涂

布于自然饲料上或拌入人工饲料中
,

凉干后分别喂饲饥饿 8~ 10 h 的各种供试昆虫
,

26 ℃下

饲毒 2 天
,

之后每 2 天换词料一次并抽查
。

( 2) 交叉感染的检侧 l) 观察幼虫的外部特征

及中肠病变情况
;
2) 用氨基黑 1 0B 染色法检测幼中肠及虫粪

; 3) 用 iG em sa 鉴别染色法进

一步区别 N P B 和 Cp B
.

1
.

2
.

2 伪 C P v 对粉纹夜城幼 虫的感染 感染浓度为 1 x 1.0 CP B /ml
,

用甘蓝叶饲养
,

方法同

交叉感染
。

1
.

2
.

3 T n 一功咪, v 感染 第一代马尾松毛虫 4舞幼虫 将 2
,

28 x 1 .0 c p B / m1 和 nT
一

p 沐, B 水

悬液喷于松针上
,

待欲滴水时止
,

凉干后饲毒 70 头 已饥俄 10 h 的 4 龄松毛虫幼虫 2 天
,

之

后每 2 天换一次新鲜松针并抽查
。

1
.

2
.

4 hT
一

伪cP v 对第一代马尾松毛虫 3~ 4龄和 4~ 5龄幼虫的毒力浏定 将 nT
~ D沐 , v

的多角体悬液定量为 l x i o
. C p B /m l , 再逐渐稀释成 i x l o

, ,

一x i o
, , l x l o

` ,

i x l o
` , l x

1 04 c p B加 l 等 5 种浓度
。

将 5 种浓度的悬液分别喷于新鲜松针上
,

待欲滴水止
.

凉干后分别

饲毒饥饿 10 h 的 3~ 4 龄和 4~ 5 龄松毛虫幼虫 2 夭
,

再换新松针继续饲养
。

每 2 天换一次

松针
,

记录死曳数 (不计 3 天内的死虫数 )
。

试验持续至高浓度处理的死亡率达 90 % 以上时

结束
。

1
.

2
.

5 透射电倪样中的制备与观察 将感病第 6 夭的粉纹夜蛾幼虫中肠切成约 l
~

,
的

小块
,

峨%戊二醛
、
1%俄酸双固定

,

经磷酸缓冲液反复漂洗后
,

常规方法脱水
、

渗透
、

均加 n s lZ

包埋
,

超薄切片厚度约 5 00 人
,

玲正娜 日M
一

4 00 型透射电镜下观察
。

2 结果

.2 1 DP c , v 感染 6种鳞翅目昆虫幼虫的结果
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农 1 0沐 , v 对 6种峨妞目昆虫幼虫发润和死亡的形响

供 试 昆 虫 供试虫价

(耸 )

供试虫效

(条 )

接专浓度 幼虫感病率 幼虫病死率

(% ) (% )

粉纹夜峨 3 9 8 I X 1 0 . 1 0 0 100

(外创吻妇自 目 )

料坟夜峨 3 3 2 一x l .0 93
.

3 3 一3
.

33

(忍扣叭户 . 止白 . )

大蜻旗 2~ 3 4 8 I X 1.0 9 6
.

0 24
.

0

(口日肠白 . 山 . 山 )

互洲玉未筑 2~ 3 2 9 I X 1 .0 I 0 0 加
.

7

(肠由自自扣 . . 山 )

莱青生 3 4 3 I X 1 .0 l加 56
.

2 5

《月沙自 . 甲 . )

米峨 3 13 0 l X 1 0 .
0 0

(`抽韧 . 口创目 . 加 )

据表 l 的结果
,

结合中肠病变的严皿程度
,

可将 D沐VP 对 6种续翅 目昆虫幼虫的感染

分 为三种情况
:

(1 ) 幼虫全部死亡
,

中肠病变很典坦
,

幼虫尾部多枯有乳白色 (或淡黄

色 ) 的粪粒
,

如粉纹夜续 , ( 2) 幼虫部分或少部分死亡
,

部分个体的中肠病变明显
,

但大

多数幼虫中肠或粪便中可检出多角体
,

如斜纹夜峨
、

大蜡蚁
、

亚洲玉米蛆
、

莱青虫 ; (3 ) 幼

虫发育正常
,

中肠及虫粪中检侧不到多角体
,

如米蛾
。

在这些教感幼虫中
,

病变中肠肿大
、

皱缩
、

棍浊不进明
,

呈乳白色或谈黄色
。

2
.

2 功咪下v 对粉纹夜峨幼虫的感染及其在中肠细饱内的友制

感病幼虫休姐缩短
,

体色变谈或呈黄绿相间
,

体节相互重盛
,

临死时体姐多弯曲
.

第

5 天即见病死虫
,

第 9 天
,

90 %以上幼虫病死
。

有些幼虫临死前尾部枯有乳白色 (少为淡黄

色 ) 的粪粒
,

有些则 口吐谈黄很浊液 (内含大 t 多角体 ) 而死
。

病变中肠皱缩
、

混浊
、

呈

乳 白色
,

临死时中肠组织逐渐液化
。

电镜下
,

功。 附 在粉纹夜蛾幼虫中肠细胞内的复创过程如下
:

在细饱质内
,

电子致密

的病毒发生基质首先形成
,

甚质内可见染色较深
、

已成熟的病毒粒子和染色稍浅
,

正在发

育的病毒粒子 (图版 l )
。

之后
,

多角体蛋白在病毒位子周圈大 t 合成
,

先形成小块状结晶
,

这些结晶尚未包埋病毒粒子或正开始包埋病毒拉子
,

随 , 病毒粒子不断被包埋
,

这些结晶

亦逐渐聚合 (图版 2
,

3
,

4)
,

最终形成成热的多角体 (图版 5)
.

在病毒发生荃质和结晶发

生基质周围
,

均可见大 t 降解的粗面内质网片段及游离的多聚核箱体 (图版 l
,
2

,

3
,

4 )
。

此外
,

小型多角体可以合并成大里多角体 (图版 6)
。

2
.

3 T n 一 。沐 , v 对松毛虫的感染和瘫力

2
.

3
.

1 感染 4粉松毛 虫幼虫的结果 T n ~ 。沐 P v 感染松毛虫 4龄幼虫的第 3夭
,

可见少数

幼虫中肠病变刚开始
。

第 7 天
,

多数幼虫中肠已呈典必病变
,

且前肠堵塞有大 t 碎针叶
.

第

9 天出现病死虫
,

至第 l’ 天
,

95 %以上幼虫病死
。

病死幼虫休姐明显缩短
,

体节相互重登
,

头大
,

刚毛直而长
,

多数幼虫尾部枯有乳白色粪粒
,

死虫梢弯曲
.

心



半

第 l 期 周小毛等
:

马尾松毛虫质型多角体病毒替代宿主的研究 1 1 7

2
.

3
.

2 对 3~ 4 舞和 4~ 5龄 幼虫的 LC ` o

表 Z T卜功刃P v 多角体的不同浓度对第一代

3~ ` 麟松毛虫幼虫的感染结果

供试浓度 (O阳 /而 ) 对数值 供试虫数 (条 ) 校正死亡率 ( % ) 机率值
一ó11̀U
` .11̀曰
S
J,O口、占吸U

..

…
八石,
.占n口食U
.里三

2
.
口.5八口OJ939311010590

碑

I X 1 0
`

I X 1 0
`

I X 1 0 .

I X I O
t

I X I O
`

4
。

0

5
。

0

6
。

0

7
。

0

8
。

0

4
.

4 2

4
.

7 7

5
。

2 3

6
。

2 8

6
。

34

表 3 T n 一功刃 Pv 乡角体的不同浓度对第一代

`~ 5龄松毛虫幼虫的感染结果

供试浓度 ( C , B /耐 ) 对数值 供试虫数 (条 ) 校正死亡率 (% ) 机率值

I X 1 0
月

I X 1 0 s

I X 1 0
.

I X 10
,

I X 1 0
.

4
。

0

5
。

0

6
。

0

7
。

0

8
。

0

1 8
。

1 0

3 1
。

0 2

63
。

2 5

87
。

7 9

9 6
。

0 0

4
.

08

4
。

5 0

5
。

33

6
.

13

6
.

7 5

1269710810285

卜 对表 2 和表 3 的统计分析表明
,

供试浓度与幼虫死亡

率呈正相关
,

回归直线方程式分别为
:

3~ 4 龄幼虫
:

y ~ 2
.

1 9 8+ 0
.

5 3X5
, r = 0

.

9 7 0

4~ 5 龄幼虫
: v ~ 2

.

1 7 6+ 0
.

6 9 3 x
, r = 0

.

9 9 5

其回归直线见图 l
。

据回归直线方程
,

计算 3~ ` 龄和 4~ 5 龄幼虫死亡率

达 30 写
,

50 %
,

70 %
,

90 %所需多角休浓度及 95 %里信限
,

结果分列于表 4和表 5
.

表 4 3~ . 麟幼虫死亡率这 3 0%
、

5 0%
、

7 0%
、

90%

所拢多角体浓度及 95 %且信限

回 .

篡

4~ 5 龄
3~ 4 龄

碱 5

4

5 6 7 8 9

.
死亡率

’ 一

感染浓度

( % ) (件 B /而 )

9 5%且信限
` ’ ·

度对数值

下限 ( C P扭 /耐 ) 上限 (O阳加 l)

1
.

8 4X 1 0
.

l
。

7 3 X 10 `

l
。

6 2 X 10
.

4
。

2 6 X 10 ,

7
·

6 6 X 1 0 ,

7
.

2O X 10 .

6
.

1 4 X 10
.

1
.

77 X 10 ,

4
。

4 2 X 1 0
`

4
。

I 6 X I护

3
。

的 X 1 .0

l
。

02 X 1 .0

图 l 松毛虫 3~ 4和 4一 5 龄幼虫

浓度一死亡率回归直线

.叨0
也U八甘3曰̀79

峨
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农 5一 5价幼虫死亡 *达 3 0 %
,

5 0%
,

7 0%
,

9 0%肠.

乡角休浓度及 , 5% t 信限

9 5% t 信限
死亡卒 `% ,

抓触
` CP a,dn

,
一下蔺石硫不一一一飞 . 《O阳 l d )

3 0 5
。

5 0 X 1 0
.

2
.

8 6 X 1 .0 1
。

帕 X 1 .0

5 0 3
。

06 X 1 0. 1
.

59 X 1 .0 5
.

朋 X 1 .0

1 0 1
.

1 1X 10
.

8
.

90 X 1 .0 盆 翻 X 10 .

. 0 2
。

10 X 10, I
。

09 X 10 , 4
。

03 X 10 ,

与
结果表明

,

T n ~ D沐下v 对 3~ 4 龄和 4~ 5 份幼虫的 L C . 分别为 1
.

73 X I 护 和 3
.

06 X 1 .0 C P B /

m一
。 、

2
.

3
.

3 对 3~ 4衍 和 4~ 5 扮幼 虫的 L T . .

农 6 不日 nT 书娜 , v 乡角体浓度对拓 l代 3~ 刁麟和 心~ 5 .

松毛虫幼虫感染时向的 . 归 1 线方租

供试浓皮 ( C p” /m l) 3~ . 份 4~ s阶

I X 10
`

y = 4
.

9 9 66 x一 0
.

8 03 6 y一 7
.

63帕 x一 5
.

47 0 9

I X 10
. y = `

.

42 1血一 认 9 244 y -二 肠 9 4 x一 6
。

1 10 4

I X I O
.

y一 6
.

2 409 x 一 l
.

4 57 3 y一 8
。

吕OB 7 x一 5
.

7 3 4 0

I X IO, y一 10
.

5目2 9x 一 5
.

09 l l y 一 o
.

6 1 16 x 一 6
.

1` 19

I X 10 , y = 9
.

09 6x6 一 3
.

故 g 4 y 一 11
.

2 62加一 1
。

书32 5

,

心

农 7 T卜 p 阵 , , 乡角体的不一浓度对幼一代 3~ ` . 和

. ~ 5 . 桩毛血幼虫的 1了 . 及其 . 5邪t 佑.

3~ . 曲幼血 4局匕. 幼生

供试浓度

( C P n l lm )
. 5% t 信限

下限 (天 ) 上限 (天 )

. 6% t 信限

下限 《夫 ) 上限 (夭 )

I X IO
.

I X 】0 .

I X 10 .

I X 10
,

I X 1 .0

L T .

(天 )

14
。

5 0

12
。

6 6

10
。

8 3

8
。

99

B
。

23

12
。

, .

1 1
。

2 1

10
。

15

8
。

6 5

7
。

吕7

1 6
。

4 6

1 4
.

2 3

1 1
.

6 .

9
。

34

8
.

6 1

L T .

(天 )

2 .3 阴

至0
.

39

l“ 4

1 4
。

23

12
.

45

1忍
。

5 7

16
。

6 6

15
。

. 2

13
。

5吕

1 1
。

9 6

2 .
。

00

2 4
。

96

17
。

31

14
。

91

12
。

97

.

据五种浓度的病毒多角体水惫液对 3~ 4幼和 4~ 5龄松毛虫幼虫所造成的死亡率
,

计

算所得的回归直线方程
, L T . .

及 95 % t 信限分别列于表 6和表 7
。

从表 7 可见
,

随 , 病毒浓度的提高
, L T , .

逐渐降低
。

此外
,

马尾松毛虫对 nT
一

功刃 P v 的

敏感性随幼虫龄期的增加而降低
,

在低浓度感染条件下的差异尤为显著
.

3 讨论

p 沐 , v 交叉感染的结果表明
,

D解 , v 能感染粉纹夜蛾
、

斜纹夜峨
、

莱青虫
、

亚洲玉米 争
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补

螟
、

大蜡螟等鳞翅 目昆虫
,

对粉纹夜蛾幼虫的致死率可达 10 0%
,

但不能感染米蛾幼虫
。

这

些能被 感染的鳞翅 目 昆虫 分属于夜蛾科 〔N oc 加记助入 粉裸 科谈殊
r诚 . )

、

螟 蚁 科

(巧
r at id ac )

、

蜡螟科 ( G 吐le d闭二 ) 等四科
,

说明 。 改 , v 具有较广泛的宿主范围
,

这与前人

对 C p v 交叉感染的研究结果一致卜
`
..1

。

我们对 功沁P v 的交叉感染结果还表明
,

不同昆虫种

回及同一种昆虫的不同个体间对 p 沐, v 的感受性存在明显差异
,

这与 N哈以址 et al
.

s3[ 对家

蚕 (加汕笋 ~
)

、

美国白蛾 (场倒城份血

~
)

、

赤松毛虫 C P v 的研究和黄冠辉等田对赤松毛

虫 CP v 的研究结果相类似
.

·

、

一
电镜观察表明

,

D沐护v 在粉纹夜蛾中肠细胞中的形态发生具有明显的特征
,

即多角体

蛋白首先形成相互分别的
,

尚未包埋病毒粒子或正开始包埋病毒粒子的小块状结晶
,

随后

这些结晶逐渐聚合成成熟的多角体
.

有关多角体的形态建成
,

在昆虫体内和细胞培养中均

有过研究 .2[ 幻
,

但对其结晶的确切机制仍在研究中
。

曾经在 ` 如比 扣诊翻峨刘砧曲幼虫和四斑按

蚊 (月钾户曲多
卿泌如叹刘毖姗 )幼虫的中肠细胞中观察到病毒粒子单粒包埋于四角形的蛋白结晶

中
,

并在 山` ` 如面扮甸目如 ) 幼虫和四斑按蚊幼虫的中肠细胞中观察到单粒包埋病毒粒子的

多角体蛋 白结晶相互聚合的现象 [,. 1’1
,

但我们的结果与这些不` 致
二,

亦未见 C p v 多角体这

种结晶方式的报道
。

感染伪vCP
.

的粉纹夜蛾幼虫具有典型的质型多角体病病症
,

病死率达 1 00 %
.

-nT
D p c p v 回接松毛虫幼虫亦获成功

,

对 3~ 4 龄和 4~ 5 龄幼虫的
r

L c s .

分别为 1
.

73 x l护 和

.3 06 X 1 s0 C p B /而
,

与曾报道过的 玖匹 , v 对松毛虫幼虫的毒力【打柑比较
,

两者均有所提高
.

粉纹夜蛾幼虫虫体较大
,

室内易用人工饲料批量饲养
,

我们认为该虫是伪口v 增殖较适宜

的替代宿主
,

对 D沐 , v 室内批量生产间题的解决有一定的参考价值
。

-
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图版 伪C p v 在粉纹夜蛾幼虫中肠细胞中的形态发生
1 示病毒发生荃质 (VS ) 的形质及其上的病毒粒子 (v) ( x 1 8 00 0)

2 示形成相互分割的小块状多角体蛋白结晶 (c m ) ( x 2 3 0 00)

3
,

4 示小块状结晶相互聚合 (箭头示 ) ( x 14 0 00
,

X Z 0 00 )

5
,

6 示成熟的多角体 ( p ) 及小型多角体相互融合 ( x 1 1 00 0
,

x s 0 00 )
c m :

多角体蛋白结晶 , W
:

未成熟病毒粒子 ; N :

细胞核 ; P :

多角体 , R e v :

粗面内质网 ;

侧
:

核精体 . v :

病毒粒子 , vs
:

病毒发生荃质


