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摘要: 经1996年至1998年室内接种试验 ,分别比较了人工饲养带毒和自然带毒的茶翅蝽成虫和若

虫的传病特点。结果显示:室内人工饲养带毒的3龄、4龄若虫接种泡桐发病率分别达61. 7%和46.

5% ,高于自然带毒的若虫16%的传病率。室内饲养带毒成虫的接种发病率为14. 1% , 高于自然带毒

成虫4. 5%的传病率。寄主体内病原的最短潜育期 ( M IP )室内饲毒3龄若虫为34 d, 4龄为45 d, 成虫

处理为219 d; 自然带毒若虫为243 d,成虫处理为257 d。6月接种苗多在当年表现病状, 7月接种苗均

在次年发病。3龄、4龄若虫接种后病原潜育期( IP)与泡桐苗累计发病率的关系分别为 y= 0. 847 2x

+ 23. 044( R2 = 0. 874 3) , y= 0. 759x + 29. 022 ( R2 = 0. 801 9) ; 由此得到相应的3龄潜育期中值

LP50= 65. 40 d 和4龄 LP50= 66. 472 d。室内3龄、4龄若虫在充分吸食病组织后,其传病力差异不

大, 且传毒后病原在寄主体内的潜育期中值没有明显的差异。
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　　植原体( phytoplasma)病害由于其对植物造成的毁灭性危害而越来越受到人们的重视, 如

泡桐丛枝病 (翠菊黄化种 Aster Yellow s Phy top lasma asteri )、枣疯病 (白蜡树黄化种 Ash

Yellow s P . f rax ini)、桑萎缩病(翠菊黄化种 Aster Yellow s P. asteri)等;同时由于该病原特殊的

生物学特性,如目前尚不能进行体外培养,很难进行有效治疗药物的筛选,因而不能有效控制

这一类植物病害的危害和蔓延。植原体在自然界主要通过媒介昆虫的传播而扩散蔓延。开展植

原体病害传病媒介昆虫种类的调查及其传病特性的研究,可为进一步开展这类病害的防治提

供理论依据,同时也可为相关研究, 如抗病品种选育提供一种技术保障。有研究报道了能够携

带并传播泡桐丛枝病原植原体的媒介昆虫种类, 如半翅目的茶翅蝽( H alyomorpha p icus

Fabricius)、烟草盲蝽 ( Cy rtop eltis tenius Reuter)
[ 1, 2]

, 同翅目的小绿叶蝉( Empoasca f lavascens

( Fabricius) )
[ 3]
、中国拟菱纹叶蝉( H ishimonoid es chinensis Anutrier )

[ 4]
等; 但是针对这些媒介昆

虫传病特点的系统研究未见报道。作者从1996年开始,采用室内生物测定技术,比较和分析了

人为控制以及自然条件下茶翅蝽成虫和若虫的传染泡桐丛枝病的特点和能力以及病原在寄主

体内的潜育期。这些研究为进一步提出防治媒介昆虫的措施、切断传毒途径提供科学依据, 同

时为泡桐无毒苗的推广和配套措施的研究打下基础 [ 5]。本文还讨论了这种生物测定技术用于

泡桐抗丛枝病选育的早期评价的可行性。
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1　材料与方法

1. 1　材料

供试泡桐为中林1号( Paulow nia f ortunei cl. C001)脱毒组培苗(中国林科院生态环境与森

林保护研究所提供) , 白花泡桐( Paulownia f ortunei ( Seem . ) Hemsl. )为在网室内培育的当年

生实生苗,当苗木生长至5、6片真叶期时可用于接种。兰考泡桐( Paulow nia elongata S. Y. Hu)

病苗是由田间采集的病根经由室内催芽获得, 供试虫吸毒的病苗须是丛枝症状明显,并经过

DAPI 染色、荧光显微镜检测
[ 6]
证实有植原体存在。供试茶翅蝽成虫采自河南省兰考县城关乡

自然发病严重的农桐间作林,并通过室内饲养获得卵块和若虫。

1. 2　方法

室内传病力测定: 茶翅蝽若虫孵化后直接放在室内病苗上饲养, 待若虫生长至3龄第1 d、4

龄第1 d 开始室内接种测定不同龄期若虫的传病性。具体方法是: 采用单虫单苗处理,接种取

食时间为24 h,即每头若虫每天取食1株泡桐苗, 连续接种5株, 该5株苗为1组。每龄期参试15～

20头若虫。室内成虫吸毒时间为10 d, 单虫单苗处理, 24 h 后移去试虫;由于供试苗木的不足,

未作重复接种。共处理30头。

自然传病力测定:从泡桐丛枝病发病区采集茶翅蝽成虫及若虫, 不经室内吸毒, 直接放在

健苗上饲养,单虫单苗, 48 h后移去。成虫和若虫(不分龄期)各处理30头,未作重复。将所有接

种苗木按树种分别编号,每天检查生长状况,记录接种苗开始表现症状的时间,由此得到病原

在泡桐体内的潜育期( IP )及最短潜育期( M IP) ,根据各 IP 的泡桐累计发病率计算使50%苗木

发病的病原潜育期中值( LP50) [ 7]。用室内在无毒苗上饲养的若虫取食健苗作对照。以上操作

和观察均在网室内进行,所有苗木移入室内越冬。

病原检测:病原 DNA 提取方法参照 Lees及参考文献[ 8, 9] ,采用 CTAB法直接提取病组

织皮层的 DNA, 以健苗作对照; 聚合酶链反应( PCR)引物设计为5′-ACG ACT GCT GCT

AAG ACT GG-3′( 152～168)和5′-T GA CGG GCG GTG TGT ACA AAA CCC CG-3′( 1372～

1397) ; PCR产物在1%琼脂糖凝胶电泳,溴化乙锭染色,紫外灯下观察扩增产物。

2　结果与分析

2. 1　症状

通过连续3 a的室内观察, 发现供试泡桐苗从接种至表现病状其外部形态的变化具有明显

的特征: ( 1)病状表现一般从叶片开始。在老叶片上, 早期病变表现为叶缘变浅黄,随即叶面开

始皱缩,并较健康植株的同龄叶片提早脱落;新生叶片叶面浅黄色、皱缩严重,较同龄健康叶片

小。( 2)植株矮小、节间缩短、分支少;发病20～30 d后,开始由顶芽逐渐枯死; 这一症状变化可

与接种苗因试虫取食致死相区别。一般地,苗木经试虫取食后2～3 d即开始由顶芽枯萎, 6～7

d后主干枯死。

根据上述病害症状特点,笔者认为可以将叶缘变黄视为开始发病,因而病原在寄主体内的

最短潜育期即为接种日至发病日的期限。

2. 2　传病率与潜育期

接种苗木发病及病原潜育期 IP / d结果见表1,对照接种苗木发病率为0。室内人工饲养带
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毒的3龄若虫接种16组,共计80株,其中因取食致死33株、发病29株,其余未表现病状; 4龄若虫

接种14组, 计70株, 其中试虫取食致死12株,发病27株;发病率分别达到61. 7%和46. 5%。该两

组处理为重复接种,从苗木发病的分布分析, 3龄若虫接种的16组苗木中有15组出现病苗,因此

3龄若虫接种的传病率为93. 7% ;相应地, 4龄接种的14组中有12组苗木表现病状, 因此4龄若虫

的传病率为85. 6%。将由泡桐丛枝病疫区林间采集的茶翅蝽若虫( 2～5龄)直接接种在室内无

毒苗和当年生实生苗上,共接种32株,其中因若虫取食致死7株、发病4株、未表现病状计21株,

因此自然带毒的若虫的1次接种发病率为16%。室内饲毒成虫的1次接种发病率为12. 5%,高于

自然带毒成虫1次接种4. 5%的传病率。上述结果表明:室内在泡桐丛枝病苗上饲养的若虫表现

了较为稳定的传病能力。同时可以看出, 无论是人工饲养带毒还是自然带毒, 若虫较成虫表现

出了较强的传病力。从表1中还可看到,由于供试苗木木质化程度不够,试虫取食造成了较高的

死亡率,从17. 2%至41. 25% ,尤其是6月上旬的接种苗的死亡率更高一些,成为影响结果的一

个因素。

表1　接种后泡桐苗发病率、病原 IP 及 M IP

项　　目
人工 饲养 带 毒 自 然带 毒

3龄若虫 4龄若虫 成虫 若虫 成虫 对照

　接种时间(年-月-日) 1997-06-09 1997-06-23 1997-07-23 1997-07-14 1996-07-14 1996-06-10

　接种苗数/株 80 70 29 32 30 42

　死亡苗数� /株 33 12 7 7 8 17

　死亡率/ % 41. 25 17. 2 24. 1 21. 8 26. 7 40. 4

　未发病苗数/株 18 31 19 21 21 25

　发病苗数/株 29 27 3 4 1 0

　发病率/ % 61. 7 46. 5 14. 1 16 4. 5 0

　IP/ d 34～135 45～120 219～307 243～282 257 -

　MIP/d 34 45 219 243 257 -

　　� 因试虫取食致苗木死亡的株数。

　　室内饲毒的3龄若虫接种时间始于1997年6月9日,相应的病原 M IP 为34 d,除因取食造成

的死亡外,大部分接种苗均在当年发病; 4龄若虫接种时间始于6月23日, MI 为45d,苗木也是当

年发病;成虫的接种时间为1997年7月23日, M IP 为219 d,即发病时间为次年2月。值得说明的

是因苗木在具暖气的室内越冬, 相应缩短了泡桐的越冬期。自然带毒的若虫和成虫的接种日期

均为1996年7月14日,若虫 MIP 为243 d,即第2年4月发病;成虫接种的泡桐 M IP 为257 d。可以

看出, 6月接种的苗木多在当年表现病状, 7月接种苗均在第2年发病。

对3龄、4龄若虫接种处理后发病苗木的累计发病率与病原 IP 的关系进行分析, 结果如图

1、图2所示。3龄若虫接种后病原 IP 与发病率的关系为 y= 0. 847 2x+ 23. 044 ( R
2
= 0. 874 3) ,

由此得到 LP50= 65. 40 d;相应地, 4龄若虫接种后病原 IP 与发病率的关系为: y= 0. 759x +

29. 022 ( R
2= 0. 801 9) , 4龄若虫处理后病原的 LP50= 66. 472 d。从以上及前面的数据可以看

到, 3龄、4龄若虫在充分吸食病组织后,其传病力差异不大,且传毒后病原在寄主体内的潜育期

没有明显的差异。
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y= 0. 847 2x+ 23. 044( R2= 0. 874 3)

图1　3龄若虫接种苗发病率与 IP 的关系

y= 0. 759x+ 29. 022( R 2= 0. 801 9)

图2　4龄若虫接种苗发病率与 IP 的关系

图3　PCR产物电泳分析

2. 3　病原检测

随机抽取了未表现症状的接种苗的叶柄进

行切片,经 DAPI 染色、荧光显微镜镜检未见到

筛管部具特异荧光(未摄影) ; 选取试虫取食的

病苗、接种后发病苗木的病组织经病原提取、

PCR扩增, 从所有病苗提取物中均扩增得到了

1. 26 kp长的病原特异 DNA 片断; 对照接种健

苗未表现这种特异性,如图3所示。说明接种发

病苗的病原与媒介昆虫取食的病苗的病原是同

一种病原。

3　结论与讨论

　　( 1)植原体进入虫体后可随血淋巴在体内

循环并增殖, 属于可持续性传播的病原。媒介昆

虫传播病原成功与否受多种因素影响,如虫态、

取食寄主时间以及寄主的树龄及长势等情况;

同时受到温度、湿度及光照等环境因素的影响。

经过持续2 a 的观察, 一部分接种苗未表现症

状;对其中一些苗木的荧光检测也未发现病原存在, 但由于未对这些苗木作 PCR检测, 因而不

能肯定其体内不含病原。因为镜检效果受到取样部位、病原含量的限制。

( 2)无论是人工饲养带毒还是自然带毒,若虫均表现了较强的传病力。室内人工饲养带毒

的3龄、4龄若虫的接种发病率分别达到61. 7%和46. 5%; 从苗木发病的分布看, 3龄若虫接种的

传病成功率为93. 7%, 4龄若虫传病成功率为85. 6%; 从采自田间的自然带毒的若虫1次接种

16%的传病率来看, 自然界发病疫区若虫的带毒率是相当高的,由于没有重复,因而不能肯定

自然带毒若虫的持续传病能力。上述结果说明人工饲养带毒的若虫传病能力是较为稳定的, 24

h 的取食时间也满足了病原由虫体进入泡桐组织的需要。室内饲养带毒成虫的接种发病率为

14. 4% ,高于自然带毒成虫4. 5%的传病率。有调查显示, 泡桐丛枝病发病率大小因其栽植方式

的不同而依次表现为片林、行道树、农桐间作林、散生泡桐 [ 10] , 这种结果看来与媒介昆虫的传
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病特性密不可分。茶翅蝽成虫虽然有效活动范围可达2 km ,但其传病力相对较弱, 因而长距离

的有效传毒就会降低; 若虫传病力强,但其有效活动范围有限,因而容易在泡桐片林重复传毒,

造成很高的发病率。

( 3)病原在寄主体内的潜育期可能与接种时间、泡桐苗的大小有一定的关系。室内饲毒的3

龄若虫接种时间始于6月9日, 4龄若虫接种时间始于6月23日, 这时的当年生实生苗枝干的木质

化程度很低;成虫的接种时间为7月23日,自然带毒的若虫和成虫的接种日期均为7月14日, 这

时泡桐苗的木质化程度和苗高均较6月的苗木有较大的提高, 因试虫取食造成的苗木死亡率也

相应较低。从苗木表现病状的时间看, 6月接种的苗木多在当年表现病状, 7月若虫接种后寄主

体内病原的 MIP 为34 d, 4龄为45 d; 成虫处理的 MIP 为219 d。自然带毒的若虫和成虫处理的

病原M IP 分别为243 d和257 d。3龄、4龄若虫接种后病原 IP 与泡桐苗累计发病率的关系分别

为 y= 0. 847 2x+ 23. 044( R
2
= 0. 874 3)和 y= 0. 759x + 29. 022( R

2
= 0. 801 9) ;由此得到相应

的3龄处理后病原的 LP50= 65. 40 d和4龄的 LP50= 66. 472 d。3龄、4龄若虫在充分吸食病寄

主组织后,其传病力差异不大,且传毒后病原在寄主体内的潜育期中值 LP50没有明显的差异。

( 4)根据国内外进行病害防治所取得的经验,开展抗病育种、选育抗病品种,是从根本上解

决病害危害的重要途径。而抗病育种早期鉴定技术对于抗病育种成效、缩短育种周期具有重要

作用。泡桐丛枝病属系统侵染性病害,从寄主植物带菌到发病有一个较长的潜伏期。目前泡桐

抗病选育还没有有效的人工诱发鉴定方法, 对早期评价和选择工作带来不少困难[ 11, 12]。从本

研究所得到的结论,笔者认为通过室内人工饲养使茶翅蝽3龄、4龄若虫充分获取病原用于泡桐

幼苗接种,当年即可获得泡桐苗的染病情况,并可通过比较发病率与LP50评价抗病育种成效,

因此可大大缩短育种周期。
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Capacity of Halyomorpha picus Transmitting Phytoplasma

Associated with Paulownia Witches′Broom
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Abstract: Based on the indoor inoculation test conducted f rom 1996 to 1998, the characterist ics of

transmit ting phytoplasm a by H alyomorpha p icus associated w ith paulownia w itches′broom were

compared between insect groups ( adults and nymphae) of reared pathogen acquisition ( RA) and

naturally pathogen acquisition ( NA) . T he results show ed that the rate of pathogen transm ission

to paulow nia seedling s by third and fourth instar nymphae of RA w as 61. 7% and 41. 4%, w hich

w ere much higher than that by nymphae of NA ( 16%) . For adults, the transm ission rate w as

14. 1% of RA which w as also higher than that of NA ( 4. 5% ) . The m inim um incubat ion period

( M IP) of pathogen in v ivo w ere 34 days and 45 days for third and fourth instar nymphae and 219

days for adults ( RA ) , that for nymphae and adults ( NA ) w ere 243 days and 257 days

respect ively . The seedling s inoculated in June showed symptom of disease in the same year, w hile

that inoculated in July show ed symptom of disease in the nex t year. The incubat ion period ( IP )

had a posit ive relation w ith successive disease rate. For third instar nymphae, the equat ion of

relat ion w as y= 0. 847 2x + 23. 044 ( R
2
= 0. 874 3) and relevant LP50= 65. 40 day s, that for

fourth instar nym phae w as y= 0. 759 x+ 29. 022( R
2= 0. 801 9) and LP50= 66. 472 days. The

feasibility of using RA nym phae for early assessment of paulownia genet ic breeding against

w itches′broom was discussed.

Key words: H alyomorpha p icus; phytoplasma; paulownia w itches′broom ; incubation period;

minimum incubation period; median latent period

611第6期　　　　　　　　　　　　孙志强等: 茶翅蝽对植原体的传播能力


