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广东兰花病毒病的鉴定和检测研究

肖火根 郑冠标 张曙光 高乔婉

(华南农业 大学植物病 毒研究 室
,

广州
,

5 10 64 2)

摘要 用建立的 D A C 一EL sI A 法
,

检测了来自广东省 7 市 18 个兰场或兰圃的 20 种兰共 159

个感病兰花样本
。

建 兰花叶病毒 (汤 M N )和齿兰环斑病毒 (O R S V) 以及 汤M V 和 O RS V 复合感

染分别在 40
,

26 和 6个样本中检测到
,

分别占所检测样品的 25 2 %
,

1.6 4% 和 .3 8%
,

占所检测的 20

个兰种的 刃% (10尽0)
,

35 % (7 /20 )和 巧% (3即 )
.

感染 q M V 的兰种有墨兰
、

文心兰
、

大花惠兰 (组

培苗 )
、

惠兰
、

石解兰
、

硬叶吊兰
、

卡特兰
、

秋兰和万代兰 ;感染 O R S V 的兰种有墨兰
、

文心兰
、

大花

惠兰 (组培苗 )
、

蝴蝶兰
、

五唇兰
、

毛兰和万代兰 ; 混合感染 C yM V 和 O R S V 的兰种有文心兰
、

大

花惠兰 (组培苗 )和万代兰
。
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近年来
,

伴随广东省兰花生产和进出口贸易的发展
,

兰花病毒病普遍严重
,

造成很大 的

经济损失
。

国外已报道的兰花病毒病有 25 种之多
,

其中建兰花叶病毒 ( C y M V) 和齿兰环斑

病毒 ( O R SV )发生最普遍 (欢 tUe r e t a l
,

19 9 0 )
。

在我国朱本明等 ( 19 8 3 )和沈淑琳等 ( 19 9 0 ) 报

道鉴定了 C y M V 和 O RS V 两种病毒
。

本研究对广东省主产区兰花病毒病 的发生作了调查

和鉴定
,

并开展了兰花病毒病的检测工作
。

1 材料与方法

1
.

1 材料

1
.

1
.

1 兰花样本 从广州
、

番禺
、

南海
、

顺德
、

深圳和珠海等地兰花场
,

采集墨兰
、

文心 兰
、

大

花惠兰
、

石解兰和卡特兰等 20 个兰种共 1 79 个感病兰花样本
。

1
.

1
.

2 杭血清 O R s v
,

c M v 和 P R V( 番木瓜环斑病毒 )抗血清 由作者制备
,

C y M V 抗血清

由夏威夷大学胡晋生教授惠赠
,

工作浓度分别为 18/ oo
,

14/ oo
,

16/ oo 和 l /800
。

1
.

1
.

3 酶结合物 辣根过氧化物酶标记 A 蛋 白 (s P A 一 H R )P 购于上 海科欣生 物 技 术 研

究所
,

工作浓度为 1件0
。

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 E LI SA 方法 采 用 肖火 根等 ( 19 9 4) 报道的 D in 戈 t A in ig en oC
a

int g E L IS A 归 A C 一

E L IS )A 方法
。

在所有试验中
,

酶标反应板的每个孔加人 100 料L 兰花组织粗汁液
。

试验对照

有样品制备缓 冲液
、

健康兰花和 已知感病兰花组织粗汁液
。

1
.

2
.

2 样品制备 取 0
.

2 9 感病 兰花叶组织
,

加人 4 m L .O 05 m ol /L 磷酸盐缓冲液 (内含 1 %

铜试剂 )
,

研 磨后的溶液 即为检测 用的病叶粗汁液
,

用同法制备健康叶粗汁液
。
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2 结果与分析

2
.

1 EL I sA 检测方 法的建立

按样 品制 备 方 法 分 别 制 备 感 染 了 C yM V和 O R S V的 墨 兰病叶粗 汁 液
,

按 1/ 10
,

l /20
,

… …
,

l /2 0 4 8 0 进 行梯 度稀释 后用 D A C 一 E L sI A 法分别进行测定
,

试验重复 3 次
。

试验结果表 明
: 用 D A c 一 E L sI A 法检测 c y M v 和 O R S v 表现 出特异性反 应

,

可检

测到 的粗 汁液稀释 度都为 1 / 10 2 4 0
。

所以此法灵敏度高
,

特异性强
,

可有效地检测 O R S V

和 C y M V
。

表 1 广东兰花病毒检测 ` 1)

兰 种 感病样品数 /检测样数
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墨兰 cy m b id iu 。 、 i n e n s e

文心兰 O
n c i d i u m s P

.

大花惠兰 yC o ib id “ m 印
.

大花惠兰 (组培苗 ) yC 爪ib id “ 。 sP

惠兰 C 二
fa ber i

下 山兰 (墨兰 )

蝴蝶兰 llP
a la e陀叩 5 15 s P

.

多花兰 C
.

fl or ib un du
n

石解兰 D e ” d r o b i。 阴 s P
.

硬叶兰 yC o ib id u m s p
.

硬叶吊兰 yC o b i d i。。 尸e n d “ l“ m

卡特兰 C a r t l即 a

吊兰 伪m b i d i u m s P
.

虎头兰 C
.

h o o k e r ia ” u阴

秋兰 C
.

e n s i fo liu m

五唇兰 D o r i r is s p
.

万代兰 Va dn a sP
.

雷丽兰 L a e li a s P
.

毛兰 E
r i a s P

.

兜兰 凡尸h i叩 e d iu 川 s p
.

玉兰 H a b e n a r ia s P
.

美丽兜兰 尸口尸ih op ed iu 南 印
.

q M V

117/ 6

13 /15

0/ 14

l /5

l / l

病株数 /总株数

感病兰种 /总兰种数

40/ 159

252 %

102/ 1

47 .6 %

26/ 159

16
.

4%

7尽l

33
.

3%

6 / 1 59

3名%

3尽1

14
.

3%

( l) 兰花样本采自广东省 内兰 场和兰 圃
,

用 】y 〔 一 EL IS A 来检测 q M V
,

O RS V
,

P R V

和 C M V
。

P R V 和 C M V 在供试样品 中未检测到
。



第 l期 肖火根等 : 广东兰花病毒病的鉴定和检测 研究 2 3

2. 2 广东兰花病毒检测

检测结果 (表 ) l表明 : 建兰花 叶病毒 (C yM v ) 和齿 兰环斑 病毒 (O R S V ) 以及 C yM V

O R S V 复合感染分别在 4 0
,

26 和 6 个样本中检测到
,

分 别 占所检测样品的 25
.

2 %
,

1 .6 4 % 和

3
.

8%
,

占所检测的 20 个兰种的 5 0% ( 10 /20 )
,

3 5% (7 /20 )和 1 5% (3 /20 )
。

感染 C y M V 的兰种有

墨 兰
、

文心兰
、

大花惠兰 (组培 兰 )
、

惠兰
、

石解兰
、

硬叶吊兰
、

卡特兰
、

秋兰 和万代 兰
,

感 染

O R S V 的兰种有墨兰
、

文心兰
、

大花惠兰 (组培兰 )
、

蝴蝶兰
、

五唇兰
、

毛兰和万代兰
,

混合感染

C y M V 和 O R S V 的兰种有 文心兰
、

大 花惠兰 (组培兰 ) 和万代 兰
。

统计检测样 品较多 的墨

兰
、

文心兰
、

石解兰和卡特兰的带毒率
,

其感染 c yM V 的分别为 14
.

5%
,

86
.

7 %
,

25 % 和 66
.

7 %
.

其感染 O R S V 的分别 为 20 %
,

33 : 3%
,

0% 和 0%
,

其混合感 染 C y M V 和 O R S V 的分别为 0 %
.

26
.

7% ,0% 和 0%
。

大花惠兰组培苗感染 C y M V
,

O R S v 和 C y M V + O R S V 的百分率分别 为

2 0 % ( l /5 )
,

80 0,0 (4 /5 )和 2 0% ( l /5 )
。

经检测证 明感染 O R SV 的兰株症状表现有 白拉丝
、

黑斑
、

褪绿条纹
、

褪绿坏死斑等 ;感

染 C y M V 的兰株表现有叶片褪绿条纹
、

褪绿斑块
、

叶面密集 黑斑
、

干缩凹 陷灰 白斑
、

鲜状斑

和坏死圈斑等
。

3 讨论

兰花病毒病的症状很复杂
。

感染 O R SV 的兰株表现有白拉丝
、

黑斑
、

褪绿条纹
、

褪绿坏

死斑等
,

感染 q M V 的兰株表现有叶片褪绿
、

黑斑
、

干缩凹 陷灰 白斑等
。

但是
,

有些兰株有

类似的症状
,

有的甚至有明显的花叶或褪绿条纹
,

却检测不到病毒
。

其原 因可 能
: 一是供试

抗血清种类较少 ;二是有些类似病毒病症状
,

不一定都是病毒引起 的
。

因此
,

兰株病毒病的

有无
,

是感 染了 O R S V 还是 C y M v
,

抑 或是其它病毒 ? 仅仅从症 状上来 判 断是极 不 准确

的
,

需要采用 E L IS A
、

电镜和生物测定等方法才可靠
。

生物测定法在适 当条件下是可靠的
,

但它费时费工
,

还需要温室
。

sI E M 也是一种灵

敏
、

快速的检测方法 ( H u e t al
,

19 9 3)
。

但它不便 于用 来检测 很多样 品
。

E LI SA 法 的灵敏

度高于 IS E M 和生物测定法 ( H u ct al
,

19 93 )
。

本试验表明 D A C 一 E L IS A 法可有效地检测

O R S V 和 C y M V
。

广东兰花 以墨兰居多
,

本研究表明墨兰中感染 O R S V 的百分率比感染 C y M V 的还要 高

些
,

这种情况与洋兰中以 C y M V 居多 (H u e t a l
.

19 9 3 ; eZ t t le r e t a l
,

1 99 0 )是不同的
。

这 为

广东兰花病毒病的防治工作提供了依据
。

国外已报道的兰花病毒有 25 种 之多
,

国内只报道有 O R S V 和 C y M V 两种
。

我们也 只

检测这两种病毒
,

是否还存在有其它病毒
.

有待于进一步研究解决
。

兰花组织培养是兰花生产繁殖的重要途径
。

但是
,

我们在大花惠兰组培苗 5 个样 品中

却检测出 4 个样 品带有 O R S V
,

这表明组培苗还带有病毒病
。

因此
,

在兰花生产中对组培苗

进行检疫检测是 十分必要的 此外
,

本研究表明引进的洋兰 (如文心兰
、

卡特兰 )带毒率较

高
,

这又表明加强对外检疫的重要性
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(L a b o f P l a n t V ir o lo g y
,

S o u t h C h i n a A g r
.

U n i v
.

,

G u a n g z h o u
,

5 10 6 42 )

A b s t r a C t

1 5 9 d i s e a s e d o r c h i d P l a n t s a
m P l e s r e P r e s e n t i n g 2 0 s P e e i e s fr o m 7 c i t i e s o f

G u a n g d o n g P r o v i n ee w e r e t e s t e d fo
r c y m b id i u m m o s a i e v i r u s

(C y M V )
, o d o n t o g l o s s u m
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.
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a n d O R S V w a s d e t e e t e d i n 2 6 s a
m P l e s ,
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.

2% a n d 1 6
.

4 % o f t o at l

1 5 9 s a m P l e s s u r v e y e d
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.
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