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提要 对香蕉花叶病广东三个代表分离物的形态和生物学特征进行了较为全面的研究。在六种 

鉴别寄主上，斑驳类(MM)和断续条纹类(Bs)分离物侵染较多的寄主种类诱导较为严重的症状．连 

续条纹类(cs)分离物侵染能力较弱。电镜观察表明：BS、cs和 MM三个代表分离物的粒子呈球 

状、其粒子直径分别为 22 5、24 3和 27 niT／．．纯化的病毒粒子 电泳相对迁移率分别为 0 72、0 56和 

0．51，在西葫芦上的增殖速度：不管在子叶或真叶，都是 MM 最快、Bs次之 、CS最慢。从西葫芦接 

种叶运转出接种 叶的速度 ：MM 和 BS相似、CS明显较慢。在烟草上，三个分离物 的运转速度和增 

殖速度以 MM最快、Bs次之、CS晟慢 ；而且在烟草上随着接种后时间的延长，三个分离物 除 MM 

维持高浓度的时间较长外，BS和 cs的都很短。在西葫芦和烟 草上提纯产量，MM 类最多 、BS类狄 

CMV抹 关键词 香蕉。 抹系 形 学特征．生物学特征 

在香蕉花叶病调查及检测研 究中⋯，我们已证实来源于广东香蕉主产 区的 272个 花叶病 

标样都含有黄瓜花叶病毒(Cucumber mosaic virus，CMV)，其三类症状(断续条纹类．BS；连续 

条纹类，cs；斑驳类．MM)很可能分别是由CMV三个不同的株系所引起的。 

CMV存在很多株系，即使在同一作物上也有许多不同的株系 J，病毒粒子形态和生物 

学研究往往是株系鉴定的基础，通过这些试验．一方面可排除是否存在其它病毒，另一方面可 

初步确定 CMV株系的种类和数 目。CMV属三分体基因组，分别包装在同形 的粒子衣壳内， 

其粒子直径大多数株系的约 28 nm．但也有大于或小于这一直径的_2]。粒子直径的大小可以 

反映在粒子电泳相对迁移率上_{J。CMV寄主范围极其宽广 ’ ，不同株系可以通过不同的寄 

主范围予以区分。此外，根据一定寄主上不同株系侵染力、增殖和运转速度不同．也可 以作为 

鉴定 CMV株系的依据_5， 。 

本工作通过对香蕉花叶病三类分离物对香蕉的回接、寄主范围测定、粒子形态的电镜 观 

察、粒子电泳相对迁移率和在西葫芦以及烟草上增殖和运转的动力学等研究，试图探讨广东香 

蕉花叶病三类分离物的形态和生物学特征。 

材料和方法 

1 病毒和抗血清 

选取香蕉广东三娄分离物各 4～5个 在苋色摹(Chenopodium Ⅱ ⅡrⅡH r)上进行 单斑纯化，以西葫 芦 

本文于 1995年 7月 11日收到，11月 20日修回 

广东省科学基金和高等学校博士点专项科研基金资助项目 
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(Cuc“rbita pep))和烟草(Nicotia Ⅱ￡dbacu ．HV38)为繁殖 寄主 、采用 Lot等法 (经两次高低速离 心后． 

采用 10～40％蔗糖梯度离心)提纯病 毒。分离物 CMV—T37和 CMV-L18以及 CMV—T37的抗血清 由本研 究 

室高乔娩教授提供 。 

2 不同类型症状的分离袖 回接香蕉檀株 

香蕉三个代表分离物 (BS、CS和 MM)通过常规机 接种法接种于烟草或西葫芦后 ．再采用同样方法和蚜 

虫介体传毒法 回接香蕉．供试香蕉植株选用组织培养的幼嫩苗 ，每个试验 用 5株。机械接种 法的缓冲液 为磷 

酸盐缓 冲液 (p}i 8．0 内含 0 02％ DIECA和 0．1％ NaSo3)。蚜虫传 毒法，选 用喂养于健康烟 草上的棉虫 

(Aphis gossypii)5头和 15头，饥饿 2小时后在烟草病株上饲毒 1 h，在香蕉苗一E传毒 24 h后于喷药彖死 ．接种 

和传毒后的香蕉苗置于温室养虫笼内生长观察两个月。 

3 寄主范围的测定 

香蕉花叶三类症状分离物各 4～5个．分别用 0．025mol／I 磷酸盐缓冲液(pH7．0)，在 同一天机槭接种于 

所选择的 13种寄主植物上。每个单位试验的寄主植物株数为 6株，接种后置于防虫网室或温室内．观察一个 

月。无症的植株通过常规接种法回接昆诺藜(Chenopodl“ quinoa)和利用间接 ELISA法⋯测定，以证实是隐 

症或免疫的。 

4 病毒粒子形态的电镜现寮 

纯化的病毒，经 1％醋酸双氧铀(DH 5)负染后进行电镜观察，。每个分离物病毒粒子 的大小至步测定 60 

个粒子．取其平均数。 

5 病毒粒子的电泳相对迁崔率 

用每个分离物的纯化病毒 、点样 1 g进行 0 8％琼脂错凝胶电泳。电泳缓冲液为 192 retool／L甘氨酸 一 

25mmol／LTris-HCl(pH 8 3)，电泳后的凝胶用 50％甲醇一10％冰 乙酸一0 25％考马斯亮蓝染色 ．并测定染色前 

后胶长及粒子移动等距离，计算粒子相对迁移率⋯。 

6 在茜葫芦和烟草上增殖和运转的动力学 

6．1 不同分离物在西葫芦上的增殖速度 

将浓度为 100 g／ml的不同分离物的提纯病毒分别接种于西葫芦(子叶期)子 叶上，接种后每隔 3d采集 4 

株植株上的子叶和第 1、第 2片真叶．分别用间接 ELISA法测定病毒浓度，重复三次。 

6 2 不同分离物在西葫芦一E的运转速度 

100 ml浓度的不同分离物的提纯病毒分别接种在西葫芦子叶上．在不 同间隔时间(3⋯6 9 12、24、36、 

48、72 h)把接种叶摘除．接种 15 d后记录各处理症状，并用间接 EL1SA法测定。每个处理用 4株植株。 

6 3 不同分离物在烟草上不同叶位的浓度 

选取 6叶期的烟草植株，分别在基部的第 1叶采用机械接种法接种不同分离物 的提纯 病毒 100t~g／ml，于 

接种后的第 3 d和第 6 d分别采集 4株从接种叶到顶部第 6叶不同组织，用间接 ELISA法 测定各 叶的病 毒 

浓度。 一 

6．4 不同分离物在烟草上不同时间的浓度 

选取 4叶的烟草植株．在基部的第 1叶分别接种不同分离物的提纯病毒 100t~g／m1．于接种后的第 3、6、9、 

12、15、18 d．采集全株叶组织为一个标样进行 EL1SA测定，重复四次。 

结 果 

1 不同症状类型的分离物回接香蕉 

香蕉花叶三类症状的三个代表分离物(Bs、cs和 MM )用保毒棉蚜和机械摩擦法回接香 

蕉苗，都能产生各自典型的症状，而相应的健康对照(缓冲液或健康蚜虫)都不产生症状，这表 

明我们所获得的三个分离物是导致香蕉产生三种症状 的病原病毒。 
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就两种接种方法而言，香蕉症状出现时间多在 21～28 d，以后直至 60 d只是症状加重，而 

很少有病株数增加，机械摩擦法的发病率介于 20～60％；蚜虫接种法 用 15头的效率较高，发 

病 率为 60～80％。 

对病株的间接 ELISA测定表明：所有显症的植株都能与 CMV抗血清起阳性 反应，而无 

症的对照植栋无反应 

2 寄主范围测定 

香蕉三类共 l3个分离物(Bs类 5个 ；CS类和 MM 类各 4个)接种西葫芦(Cucurbita pe— 

po)、烟草(Nicotiana tabacum cv．HV38)、丝瓜(Luffa cylindrica)、节瓜 (Beninca-sa hispida 

var．chiehqua)、心叶烟(Nicotiania utinosa)、苦瓜(Momordica charntia)均产生系统花叶，在 

苋色藜(Chenot~dium amarantlcolar)上产生局部枯斑，不侵染菜豆(Phaseolus vulgaris)和豇 

豆(Vigna sinensis)。 

在夏青二号黄瓜(Cucumis sativus)上，MM 类和 BS类分离物都产生花叶，而 CS类的除 

G一4产生隐症外，其余的分离物都不侵染。 

在烟草上，接种叶表现的局部斑除 MM 类和 MM分离物为坏死斑外，其它 MM 类的三个 

分离物 以及 CS类的分离物均为失绿斑，BS类的所有分离物都产生坏死斑．但 MM 类是产生 

沿叶脉不规则坏死，而 BS类却引致较规则(通常园形)坏死斑，所有的分离物都产生系统花 

叶，但 MM 类和 BS类产生明显花叶，而 CS类仅产生轻微花叶。 

在早粉二号番茄(Lycoperslcon e5culentum)上 MM类和 Bs类的分离物均产生花叶，而 cs 

类产生隐症或不侵染。 

在啥蜜瓜(Cucumis melo var．saccharlnus)上，MM类和 BS类分离物均产生明显花叶，而 

CS类两个分离物产生隐症，两个分离物不侵染。 

在蓖麻(Ricinus co ” )上，MM 类除 MM分离物在接种叶产生坏死斑外，其余的分离 

物产生局部失绿斑，都引起系统花叶；CS类的分离物都不侵染；BS类的分离物在接种叶产生 

局部失绿斑，P-1和 Bm一6产生系统花叶，其余的分离物产生系统失绿斑后随即坏死。 

在寄主范围测定上，尽管选取了 l4种(品种)不同的寄主植物，但能够较好区分三类分离 

物的寄主植物为：香蕉、黄瓜、普通烟、番茄、啥蜜瓜和蓖麻，其中最好的为香蕉 。 

3 病毒的提纯及提纯产量的测定 

两次重复试验结果表明：香蕉三类分离物 衰I香薰CMV三类分离翱和CMVL18的提纯产量 

和CMV—L18分别在西葫芦和烟草上的提纯产 ：! ：：竺 ：竺：!!竺： ：竺! 兰：竺!竺竺： 

量明显不同(表1)。在西葫芦上，CMV-L18提 ； ： 黧 西葫squ~( mhg／kg’ 烟草To‘b ag／cco 
纯产量最高，大大高于三类分离物(最高达 83 

倍)。在三类分离物中以 MM 类为最高、其次 

为 BS类、最低为 CS类。而且两次提纯的平均 

产量 MM类高于 BS类 4 9倍、高于 CS类 12 

9倍。在烟草上，三 类分离物的提纯产量从高 

到低仍然为：MM、BS和 CS，但提纯产量相差 

程度较之在西葫芦上明显减少，MM 类高于 BS 

类 1 6倍、高于 CS类 2．7倍。可见，香蕉分离物不同，其增殖量也有较显著的差异。 
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4 病毒粒子形态和大小的电镜观察 

香蕉三个分离物和 CMV-T37及 CMV—L18的粒子经电镜观察表 明：其粒子 形态基本相 

同，都具有典型的球状粒子形态特征(图 1)。但上述 5种分离物粒子直径都不相 同．以 CMV- 

L18最大(28．5 nm)，其次为 MM(27．0m )．与广东较广泛流行的 CMV-T37(26．5 nm)相近 ； 

而后是 CS(24．3 nm)；最小为 Bs(22 5 nm)。 

MM(Mottle Mosaic) ~kS(Break Strea (~(Continuous Streak) 

图 1 豌蕉 CMV三十分离物提纯制剂的电境照片(放大 75000倍) 

Fig l E1enron microg~ph of CMV js 舭幅。p~rtic1．es intectlng b叽dna(Ma鲫i ed 75(1O0 ×) 

5 病毒粒子的电泳相对迁移率 

香蕉三类共 6个分离物和 CM'V-T37以及 CM'V-L18在其迁移率上表现明显不同(图 2)。 

Bs类最快(0．72)；cs类次之(O 56)；MM类(0．51)与 cMv-T37(O 52)，较慢 ；CM'V-L18最慢 

(0．42)．这与它们的粒子大小差异一致．也与电镜观察的结果一致。 

6 在西葫芦和烟草上增殖和运转的动力学 

6．1 在西葫芦上的增殖速度 

三次重复结果表明：香蕉三个分离物和 CMV—L18接种西葫芦后，其增殖速度在子叶和真 

叶明显不同。在子叶中(图 3A)，四个分离物增殖速度以 CMV—L18最快 、M2V1次之 、Bs和 cS 

较慢。CMV—L18在接种后 12～15 d、香蕉 三个分离物在接种后 15 d其浓度达到最高峰，随后 

开始下降。 ‘ 

在真叶中(图3B)，四个分离物增殖速度与在子叶中的增殖速度基本相同，但CMV—L18和 

MM 在接种 9 d后浓度增殖近似直线上升，CMV—L18在 15 d达到最高峰，而 MM 在 15 d后继 

续缓慢上升，BS和 CS浓度增殖平缓．其增殖浓度显著低于 M2Vl和 CM'V-L18。 

6．2 在西葫芦植株体 内的运转速度 

香蕉花叶三类症状的 6个分离物、及 CMV—L18在接种西葫芦子叶后，其运转出子叶的速 

度也明显不同(表 2)。CMV—L18在接种 6 h后就运转出了子 叶，MM 类的 MM 运转出子叶只 

要 9 h，P一4要 12 h，BS类两个分离物都要 12 h，然而 CS类却要 21 h。可见．在西葫芦上 L-18 

运转速度最快、MM 类和 BS类次之 、CS类最慢。 
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图 2 不同 CMV分离物粒子 电诛图谱 

Fig．2 P~xlele el~tzophoretic maP 噜 of CM V isoht~ in 

0 8％ 鸣 RTose 

0D 

图 3 不同 CMV分离物在西葫芦子叶和真叶中的堆度 (用 CMV-T37的抗血清 定) 

oD,mnm值为三敬试验结果平均值； A：子叶； H_真叶 
F 3 v us c[Ⅲcentmt 1 or"CMV b0 懈 in the cotyledon aIld山e true I肺V朗 or"squ晒b 

oDm ：M eaa valu~ ofthree ab ces；A：Conryledon；B：True Leave 

衰 2 CMV不同分离袖从西葫芦接种叶上运转出的建鹰 ’ 

T 2 M n删 spe耐 of CM V L~olates fr哪 l inoeuht~ 1e to other一 。[nocuhted leav~ 
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’在于叶接种后的 3⋯6 9 12、15、18、21和 24 h 分别将接种叶摘睬 闻接 ELLISA法和观察植株症状的有无确定病毒是 

否运转 出了接种叶。 

一

：阴性反应； +：阳性反应 

Dvring differ~t lmurs(3 6 9 12．15，18．21 and 24)after in a6on．the inoculated~trhdons were exdsed the virus in 

plants㈨ 唧 ectlvely detected by ELISA to decide wh h口 the vlras m0ved OUt of the Ln0c 砒ed cotyhd~ s 

6．3 接种后若干天在烟草不同叶位的病毒浓度 

四次重复试验结果表明 香蕉花叶病三个分离物分别接种烟草上后若干天，它们在烟草不 

同叶位(第 1～6叶分别代表从接种叶到植株顶第 6叶)的叶片里病毒浓度是不同的。在接种 

后第 3 d，MM 在第 l、第 2、第 3片叶，Bs在第 1、第 2片叶，cs在第 1片上含有明显可探测的 

病毒浓度 ；在第 6 d时，MM 和 Bs分别在第 2、第 3、第 6片叶，cs在第 2、第 3、第 4片叶中含有 

较高的病毒浓度。三类分离物相比较．MM 明显较 Bs为高．( 最低(图 4)。 

Leaf pos；tlon 

M M 13．8 CS 

0D 

6 3 6 

图 4 香 蕉 CMV三 十分离 物在烟 草上 不 同叶位 叶片的 病毒浓 度 (用 CMV-1 7抗血 蒲 热定 】 

叶位 ：I～6=从接种叶到顶叶；柱状高度显示四次 ELISAj喇定的 OD,9 2平均值 

Fig 4 Vim[⋯ u t s of CMV Isolates in]eaves of differ~t position(Antiserum to CMV-T37) 

Leaf position：1--6=from basalinoculatedleaftothe y ngem leaf；Cylindrical heights show theOD4％ m凹n va【ueof 

foura口al sorh~ ces 

从接种后时距看，MM和 Bs在接种后第 6 d、cs在接种后第 9 d，其整株浓度最高，随着接 

种后时间的延长，除 MM 浓度下降较慢外，其它两个分离物在第 9 d后迅速下降。到第 18 d 

时．CS病毒在烟株里少到几乎测定不出来 (图5)。这表明：香蕉三个分离物接种后保持较高 

浓度的时间，除 MM 相对较长(6～15 d)外，其它两个分离物都只有 6～10 d时 间左右。 
、  

讨 论 

由CMV不同株系所引致 的作物病害大量 见于文献报道l9 ，但香蕉 CMV株系的研究 
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却很少报道，本文较为系统地报道了广东香蕉 CMV 三个分离物的形态和生物学特征。 

图 5 香蕉 CMV三十分离物接种烟草后不同时间的病毒浓度(用CMV-T37抗血清测定 ) 

OD+9 nm为四次结果平均值 

Fig 5 Viral cottcentratic~as of CMV isolates in differ~t time after inoculation in mhacm 

01)． ：Mean value ／our ah帅rb蚰c船 

我们所获得的三个分离物回接香蕉成功．奠定了进一步研究的基础。香蕉富含酚类等氧 

化物质．在采用汁液机械接种时选择合适的缓冲液很重要。尽管我们在缓冲液中添加了还原 

物和螫合剂(NaSO3和 DIEcA)．但接种成功率仍然只有 20--60％。蚜虫接种法用 l5头蚜虫 

明显比 5头蚜虫接种效率高，但最高也只有 8O％，这表明对香蕉的接种存在一定难度，进一步 

的研究很有必要。 

粒子大小电泳相对迁移率的研究表明，香蕉三个分离物间存在较大的差异。粒子最大的 

MM类的 MM分离物直径为 27 r1Ⅱ1．最小的 Bs类的 Bs分离物为 22．5ilrgt。我们的结果支持 

了前人【 -t2+” 的观点，即株系不同其粒子直径可能不同．香蕉三类共 6个 分离物以及 CMV- 

T37和 CMV-L18的粒子电泳相对迁移率的结果，BS类粒子最小．其电泳中相对迁移率最大； 

CS类粒子大小次之．迁移率居中；MM 类最大，迁移率最小。这表明粒子电泳相对迁移率与粒 

子大小是相关的，因而可以认为粒子大小和电泳相对迁移率在香蕉 CMV 株系的鉴定上有一 

定的参考价值。 

CMV株系对不同寄主植物的致病能力和引致的症状特点．是区分 CMV株系的重要依据 

之一，CMV不同株系除了能侵染一些共同寄主并显示类似的症状 外，往往还能侵染各 自的特 

定寄主而显示特定的症状【。 “。”]。本研究的香蕉三类共 l3个分离物在 l4种选择的寄主 

植物上，特别是在香蕉上引致不同的症状表 明，寄主范围特别是从寄主范围中选出的鉴别寄主 

植物．在株系鉴定中有较大的参考价值。 

香蕉花叶病三个代表分离物(BS、CS和 MM)既然在烟草和西葫芦上的增殖和运转速度 

明显不同．则它们在烟草不同叶位上的分布以及整株维持较高浓度的时间不同是理所当然的。 

结果进一步支持了前 ,kt · 对其它植物病原 CMV株系的研究结论。近年来．对 CMV在植物 

体内的增殖和运转机理_3 研 究表 明：CMV株系的增殖能力 的大小主要是 由 CMV、RNA1、 

RNA2的基因所决定．而其运转速度是 由 RNA3中的 3a基因决定的。因此，株 系的增殖和运 

转速度是株系的特征．在株系鉴定上有一定的参考价值。 
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M orphological and Biological Characters of Cucumber 

M osaic Virus Strains Infecting Banana 

Li Huaping Faan Hweichung 

(South China Agricultural University，C-uangzhou 510642) 

The morphological and biological characters of three CM V isolates infecting banana from 

Guangdong were studied．According to the different reactions in six kinds of host plants including 

Cucum is sativus，Nicotiana tcLbacura cv．Hv38，Lycopersicon esculentum ， Cucumis melover． 

Saccharlns，and sepecially Mum acuminata，the three isolates could be distinctly distinguished． 

The diameters ofthevirusparticle ofBS．CS andMM were 22．5。24．3 and 27 nm，andthe rela— 

tlve electmphoreticmobilities oftheirparticleswere 0．72，0．56 and0，51，respectively，TheMM 

isolate multiplied and spreaded more rapidly with higher concentrations in Cucurbita 加  0 and 

Nicotiana tabacum than the BS or the CS isolate，and in turn then BS isolate more rapidly than 

theCSlsolate． 

Key words Banana，CMV isolates，Morphology character，Biology 
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