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鸡旦果花叶病病原病毒的鉴定
`

郑冠标 高乔婉 张曙光 范怀忠

(植物病毒研 究室 )

月
提 要

根据病毒粒体形态
、

血清学反应
、

寄主范围
、

鉴别寄主反应及物理性质
,

广州地区鸡旦

果花叶病病原病毒被鉴定为C M V 的一个分离物
.

此C M V分离物可由汁液康擦
、

桃蚜
、

棉蚜

传染鸡旦果及西番莲 (龙珠果 ) 幼苗
。

首次发现花生是人工接种的枯斑寄主
。

关锐词
:

鸡旦果 , 百香果 , 黄瓜花叶病毒

前 言

鸡旦果 (百香果
,

P as s i f `。
r : “ 心 l’s ) 是一种分布广泛的世界性热带饮用 果品

,

营

养丰富
,

其加工产品已进入国际市场
。

我国近二十年来在粤
、

桂
、

闽
、

滇等省 ( 区 ) 已

陆续引种
,

生长较好
,

很有前途
。

关于为害鸡旦果的病毒
,

马来西亚 〔 , J 、

澳大利亚 〔” 〕 、

巴西〔 ` 〕 〔 . ’ 、

印度 〔” 〕 、

日

本 〔 , 1 〕 、

津巴布韦 ( ’ 〕
、

荷兰 〔 . 〕等已报道有C M v
、
pW V ( p a s s i o n f r “ i t w o o d i n e s s

v i r u s ) 及 P L V ( P a s s i f l o r a
l
a t e n t v i r u s

) 三种病毒
。

除为害黄鸡且果 ( P a : :
f’l 碑o r a

e血忍1
5 v a ;

f I
a v t’c ar p a D e g

.

) 和紫鸡旦果 ( p a s s i l l o r a e如忿15 S i m
s ) 外

,

也为害西番

莲 ( p
a s s i f l

o r a 。 a e r “ l e a ) , 日本报道鸡旦果的 C M V寄主范围有 1 0科 5 1种植物 〔 ’ 2 ’ 。

在

巴西
,

这三种病毒引起较严重的埙失
` 峪〕 。

但在国内迄令还无鸡旦果病毒病的研究报 道
。

1 9 8 6年我们从广州华南农业大学园艺系果园的黄鸡旦果及紫鸡旦果表现花叶症状的

植株上分离到两个病毒分离物
,

并进行了鉴定
。

位

材 料 和 方 法
.

(一 ) . 翻

采自广州华南农业大学果园黄鸡旦果及紫鸡旦果病株
,

汁 液 摩 擦 接 种 到 西 葫 芦

( C “哪角 t’t “ Pe p o) 幼苗上
,

获得两个病毒分离物
。

将这两个分离物分别通 过昆诺阿 冀

(C加 no Po dl’ “ , 沙 i行。 a) 三次单枯斑分离纯化
,

再回接到鸡旦果幼苗上
。

在 确 实 证 明

这两个纯化分离物都能对上述不同寄主 引起相同症伏之后
,

才在西葫芦上进行繁殖
。

编

号为紫果 1 号及黄果 7 号
。

·

在本课趁研究过程中
,

承荤园 艺承陈乃荣 ,.I 获授的协助
,

深农奋意
。
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(二 )电镜鉴定

用紫果 1号和黄果 7号的西葫芦病株叶片作为病毒的粗提纯材 料
。

采 用 0
.

5M柠檬

酸缓冲液 P (H 6
.

5含 0
.

5 %琉基乙醇 )氯仿提取
,

聚乙二醉 (分子量 6 , 0 0 0) 进行沉淀与

超离心 (3 5 , o o o r p m ) 相结合的提纯程序来制备病毒的部份提纯液
,

用作电 镜 观 察 材

料
。

常规方法制样
, 2 %醋酸铀负染 2 分钟

。

( 三 ) 血清试验

用本研 究室的 C M v 番茄株系 `简称C M V 一 “ 7 ) 的抗血清
,

按常恻
`脂双扩散法进

行测定
。

试验重复一次
。

免疫吸附电镜测定
,

将制备有 F or m a r
支持膜的铜网 的有膜一面放在 C M V 37 抗血清

丙种球旦 白稀释 20 倍液滴上处理 15 分钟
,

取 出用 0
.

I M p H 7
.

0磷酸缓冲液冲洗铜 网上多

余的抗血清
。

再将包被了抗 血清丙种球旦白的铜 网面复盖在黄果 7 号及紫果 1 号病株叶

片榨取液滴上处理15 分钟
,

再经磷酸缓冲液冲洗
,

然后 用醋酸铀负染 2 分钟
。

试 验 结 果

(一 ) 症状及发生情况

田间调查
:

紫鸡旦果病叶呈典型花叶
,

在嫩叶上较明显
,

往往有黄点或黄斑 出现
,

顶部新抽出嫩叶卷曲
,

老叶有褪绿及黄化表现
,

病株矮化
,

生长不良
,

花
、

果明显减少
。

黄鸡旦果病叶亦呈典型花叶
,

老叶有

黄化斑 点
,

但病株矮化不明显
。

在上述两品种的果实中
,

都有石果症

状的发生
,

用小刀削去石果的外果皮
,

即

可见到果肉中有硬块
。

(二 ) 病毒形态观察

在E M一 4 00 电镜下观察到相当数量的

球状病毒粒体
,

直径为 2 n2 m
。

对 照 无 此

种粒体
。

(三 ) 血清学试验

琼脂双扩散试验表明
:
紫果 1 号和黄

果 7 号的西葫芦病叶制备的抗 原 与 C M V

一 37 号抗血清产生清晰的沉淀线
,

且与

C M V一 37 抗原沉淀线互相吻合 (图 2 )
。

、

在免疫吸附电镜检查结 果
,

观 察 到

两分离物的制样都有大量的 C M V 球 状 病

毒粒体
。

病毒粒体中心核基清晰
,

对照无

此种粒体
。

上述两项血清学试验表明
:

黄果 7 号

及紫果 1 号两分离物同属黄瓜花叶病毒
。

图 1 鸡旦果花叶症状

中央孔 = C M V 一 37 抗血清 ; P一 1 = 紫 果 l 号
,

C K 二 健康烟植株汁浓 ; P一 7 二 黄果 7
一

霉
。

图 2 鸡
.

旦果花叶病病原的血清反应
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( . ) 寄主范 .

1 9 8 6年 8 ~ 1 2月在温室用紫果 1 号及黄果 7 号同时进行此项试验
。

按常规汁液摩擦

接种 1 3科 38 种植物
,

接种后在防虫网室观察 30 天
,

不表现症状的植物回接到西葫芦及昆

诺阿袭上
,

以证明其是否隐症寄主植物
。

试验结果
.
两分离物的寄主范围完全相同

,

它们与 C M V的寄主范围亦相同
。

表现花叶症状的试验植物有
:
黄鸡旦果 〔发病株数 l接种株数 4 16 (紫果 1 号 ) 2 / 6

(黄果 7 号 )〕 ,

萦鸡且果 ( 216
,
4 16 )

,

西番莲 (龙珠果 ) ( p a s s i j l o r a f o 。 : i己a 6 / 6
,
6 16 )

,

普通烟 ( N OCI t i , a t曲卯“ 碗 H va , a 3 8 6 16
,
6 / 6 )

,

心叶 烟 ( N
。

` l u t i o o s a 6 / 6
,
6 / 6 )

,

西葫芦 ( C Cu “ b泣t a p e p o 6 1住
,

6 16 )
,

白兰瓜 (C助姗万s , e落0 6 16
,

6 1 6 )
,

矮 牵 牛

( p ` t“ 陀 i a 人外
r i面 6 16

, 4 15 )
,

假酸浆 (N i e叭d r a p人s a东0 1而 5 6 16
,
6 16 )

,

马齿览 (再价份on 一

眺“ 5 t r介o l o r 4 16
,
6 16 )

,

茄子 ( 50 1碘“ 。 , e lo”那砚 a 416
, 4 / 6 )

,

黄瓜 (C脚 “ , 15

S a t iv “ 5 6 11 0
,

6 12 0 ) (接种子叶有褪绿斑
,

后消失
,

真叶表现系统花叶 )
,

千日红 (G o o -p
瓦r e 几 a g l o b o s a 6 16

, 6 16 )
,

长辣 椒 ( C a p : ci “ 时 f
r “ te sc 已炸 s , a r 。 己。 。邵 , 4 16

,
4 16 )

,

短辣椒 ( C
.

f
r “ t。 , c。 。 5 v a r

.
e o , 0 1而

s 心16
,
4 16 )

,

南瓜 ( c御 “ 胜 15 二 o s c九a t a 6 / 6
,
6 16 )

,

表现局部枯斑的试验植物有
:
觅色菊 (以

e o o p o a i。 ` ,
a r, ` i e o lo r 6 16

,
6 16 )

,

灰蔡 ( c
.

s e r o , i。 “ 、 。 16
, 。 l。 )

,

番杏 ( r 。 : r 。。, i a 。 x p, , a 0 1。
, 。 / 6 )

,

碗豆

少石s娜
s a t f翎加 6 16

,
6 16 )

,

花生 (A r o C h萝s 勿 p o g a o a 6 / 6
,

6 / 4 )
,

蚕豆 (V i e i a

f曲 a 6 16
, 6 16 )

,

绿豆 ( p 几as e o 抽 s 四 r哪 : 6 / 6
,
6 16 )

,

虹豆 ( V f, a “ : e挂 s` 5 6 /6
,

6 16 )
,

木豆 ( C o j林“ 5 e a j. 6 16
,
614 )

。

.

今

(五 ) . 班性峨

1 986 年 10 ~ 1 2月按常规方法进行试验
。

供试植物为西葫芦
,

重复 3 一 4 次
。

每处理

接种 8 株
。

结果表明
:
此病毒两个分离物的致死温度为50 ~ 55 ℃

,

稀释终点为 1 0
一 , ,

体外保毒

期为 4 ~ 6 夭 (在室温 25 ~ 30 ℃下保毒 )
。

这进一步表明
,

两个分离物的物理性质是一

样的
,

与一般 C M V基本相同
。

,
1 9 8 6年 9 ~ 1 1月在通室进行试验

。

供试的棉蚜 (A p人15 g o s s y p f i ) 及 桃 蚜 (M ” “ s

p er s ci . ) 为分别饲养在无病的西葫芦及普通烟草上的好虫
。

用无毒的棉蚜及 桃 好经饥

饿 1~ 2小时后
,

分别在用紫果 1 号和黄果 7 号接种的西葫芦病株上获毒饲育 2 4小时
,

后转移到健康的西番莲 (龙珠果 ) 幼苗上进行接种饲育 24 小时
。

结果是
:
棉好 〔发病株

数 l接种株数 1 2 11 2 (紫果 i 号 )
,

5 12 2 (黄果 7 号 ) 〕 ,

桃蚜 ( 8 11 2
,

81 1 2 )
。

此结果

表明
,

棉蚜及桃蚜均能传递两个分离物
。

讨 论 和 结 论

根据病毒拉体形态
,

血清反应
,

寄主范围
,

物理性质及蚜虫传染试验
,
广州地区鸡
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旦果花叶病毒的两个分离物是相同的
,

它们被鉴定为 C M V的一个分离物
。

根据F ul ot
n 〔 。 、 对黄瓜花叶病毒株系的分类法

,

我们用鸡旦果的两个分离 物分别接

种甜菜
、

番茄
、

黄瓜
、

豌豆和虹豆五种鉴别寄主上 (见本文寄主范围 )
,

获得与F ul t 。 。

对CM v 株系分类表上E 株系极为近似的症状反应 (表 1 )
,

因此
,

我们认为广州地区鸡

旦果病毒的两个分离物属于 F ul ot n
的 CM V的 E 株系

。

每
广州鸡旦果分离物与UF lt no 的CM V株系比较

.

裂斋箭斜{箭森…二…!
二

捻命黑奥…
黄 瓜

}
一

— ~
一

一 ’
}一DLc

s

一
一` 一一毕` 一卫竺卫丝卜一一车一井些丝一一匕一一丝泣里些二一斗—~ 一

一
,

一
, _

}
, , _ 二 } L S S t M d !

, , _ , l
、 , _ 、 , _ ,

一
旧幸 加

一
七 】竹 U i 八压性 L } 、 口 _

一
刀 l口月J I 刀八 U 洲 I蕊

一
吸夕

—
_

井一一2 竺竺一一一毕一一华一一一一一一一
~ 一

一
0 1 。 `

}
、 、 , _

、 ,

一
。 l

, 。

一
、 , _

,’
,

一
。

切
.

戈亡 } - t . 立盯代 L 、 1 1 1 0 乙 } i 洲 IO v 七 , V I 幻O

一
」、 1 0

一
` 口

_
l坦些人二二一一二一一一一井一一一

_

_
_

!

_
_

— —一 一 { , 入
二 r

六 。 ` . ,
_

I L S C I , 。 踌。 ,

一一
, _

} , 。

且 l 只 } L 乙 V 七
户

乃 l 八悦O ! , t r , 八 ` 、 一 l 七O
`

L 己 V 、 州 ) t 」甲1 0 1 七J

- 舀` ` 二一盆` - - - - - - - ` ` 。 “
M卿 }

…
1

.

~
.

_

…
. l

二
~ .l

。 ~
.

一

位

`

.

L S 二 局部坏死斑
, C = 绿色

, V C = 脉明
,

M
= 花叶

,

M a L = 叶 子扭 曲
,

st
二接化

,

L D C S = 局部扩散褪绿斑
,

C = 褪绿
,

W
“ 姜蔫及死亡

,

M 。 = 斑驳
,

Y 二 黄色
,

O = 不感染
。

广州鸡旦果 C M V分离物病毒粒体直径为 2n2 m
。

巴西
“
报道的为 2如 m

,

津 巴布韦

” 在西番莲 少
a s s矛f l o

r o a l l o r a i声) 上的为 1 5~ Z o n m
,

都稍有差异
。

但总的来说
,

都比

普通C M V粒休 2 8~ 30
n m为小

。

这个问题有待进一步研究
。

在寄主范围方面
,

本文使用了测定 C M V的常用寄主植物计 14 科 38 种 植 物
,

结果表

明与一般 C M V的基本相同 , 但发现花生是这个株系的新人工接种的枯 斑 寄主
,

文献尚

未见报道 〔’ 〕 〔, 〕 〔 , 。 〕
。

日本报道鸡旦果 C M V的一个分离物
,

人工接种可引起番茄叶片产生严重 的 条斑
,

我们的分离物却不侵染番茄
,

由此可以初步认为
,

广州与 日本的这两个分离物可能是不

相同的
,
也可能是试验用的番茄品种不同所致

。

广州地区鸡旦果除受 CM V侵染而引起花叶症外
,

其果实还呈现 硬 块
,

表明可能还

同时 感染了石果病毒 P( W V ) 〔” 〕 ,

这一点还有待进一步研究
。
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