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番茄斑萎病毒
I,1%),2

/

,))-4S"()),2

/

,7"+&2

!

05]_

#是严重危害世界经济作物的一种病毒$寄主范围广

泛%我们在研究中发现番茄斑萎病毒能侵染我国大蒜
A(("&12%)"7&1/6

%利用摩擦接种法将
05]_

接种到健康

大蒜上$结果显示"接种
$!I

后大蒜新生叶片出现褪绿和白色斑点症状%

1/,5(

检测显示大蒜叶片汁液与
05]_

的单克隆抗体产生血清学反应$采用
05]_)

基因的引物对大蒜叶片总
+)(

进行
+04W-+

$结果扩增出约
:99Z

?

的条带$在
)-7,

上
7/(50

显示与
05]_[)""<;

的同源性最高$为
L:6"8c

%这些数据表明番茄斑萎病毒系统

侵染我国大蒜%
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番茄斑萎病毒
I,1%),2

/
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05]_

(属于番茄斑萎病毒科
I,2

/

,7"+"4%-

"番茄斑

萎病毒属
J+)0,),2

/

,7"+&2

"是世界上最具经济危害性

的十种病毒之一$

$

%

#

05]_

病毒粒子为直径
:9

#

$99HQ

的球形$

8

%

"基因组由
#

个单链
+)(

组成"根据

分子量的大小从大到小分别为
/+)(

'

:6LSZ

(.

O

+)(

'

!6:SZ

(和
5+)(

'

86LSZ

(

$

#!

%

#

05]_

可以

感染
:!

个科
$9L9

种植物"其中包括辣椒.番茄.茄子

等农作物"对农业生产造成严重威胁$

"

%

#感染
05]_

的植物症状包括!叶片叶面皱缩.出现圆环状斑点"

严重者叶片坏死脱落-根部和茎秆坏死-植株矮小

等$

;

%

#

05]_

通过蓟马传播"主要通过西花蓟马

3+%$O("$"-((%,''"4-$)%("2

以持续循环增殖的方式

传播#蓟马在
$

龄若虫时期获毒"成虫时期传毒$

8

%

#

大蒜
A(("&12%)"7&1 /6

属于百合科
/RPRBTGBG

葱属
A(("&1

#我国是世界上最大的大蒜生产国和

出口国"现在大蒜主要分布在山东.河南.云南.四

川.江苏等省#已报道的侵染大蒜的病毒主要属于
#

个病毒属"分别是马铃薯
[

病毒属
*,)

<

7"+&2

.香石竹

潜隐病毒属
6%+(%7"+&2

和青葱
\

病毒属
A((-="7"+&2

"
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且多为复合侵染"国外已有报道表明
05]_

能够侵

染大蒜$

<

%

"但能否侵染中国大蒜尚未有报道#

我们在研究中发现番茄斑萎病毒能侵染中国大

蒜#为了确定
05]_

确实能感染中国大蒜"我们通

过汁液摩擦接种的方式对大蒜进行接种"观察其症

状"进而通过免疫学.分子生物学的方法对其进行研

究"现将结果报道如下#

$

!

材料与方法

$%$

!

试验材料

大蒜!播种在温室中"温度控制在
8<ba$b

.

相对湿度
<"ca"c

.光照周期
/

"

'd$;=

"

:=

"

不喷洒农药且保持无病虫害状态#待植株
$9TQ

高

'约两周(时供试#

05]_

病毒!

899L

年从云南番茄上分离并鉴

定"经本氏烟
D"',)"%$%K-$)0%1"%$%

传代#

$%&

!

汁液摩擦接种

采用人工汁液摩擦接种的方法接种番茄斑萎病

毒'

05]_

(!选取发病明显的本氏烟植株"取顶部发

病叶片约
$

E

"加入
$9Q/

接种缓冲液'

96$QCP

&

/

)B

8

3W&

!

"

96$QCP

&

/)B3

8

W&

!

"

?

3<69

("研磨充

分"在大蒜叶片顶端撒上金刚砂粉末'约
"99

目("用

棉签蘸取配好的接种液顺着叶脉伸展方向轻轻摩擦

叶片"过约
$9QRH

用清水将摩擦过的叶片清洗干

净"共接种
$9

株大蒜"以摩擦接种缓冲液作为对照#

过
8

#

#

周观察发病状况#

$%'

!

(-XY

的
KI#-Q

检测

选取发病明显的
!

株大蒜"从顶部新叶叶片取
96$

E

组织"加入
W75

缓冲液
"99

$

/

"旋涡振荡
!9F

"

!b

下
:999

E

离心
#QRH

"取上清液#采用上海恒远生物

科技有限公司
05]_1/,5(NR>

进行检测#对照设

置!取感染
05]_

的本氏烟叶片作为阳性对照"接种缓

冲液的健康大蒜为阴性对照#

$%=

!

(-XY

的分子生物学鉴定

选取发病明显的
!

株大蒜"从顶部新叶叶片取
9p$

E

组织"采用
0+,̂CP

法提取总
+)(

#取
"

$

/+)(

作为

模板"采用诺唯赞生物技术公司两步法
+04W-+

&

e

W-+

试剂盒合成
T')(

#体系
89

$

/

!

+)(BFG4ADGGII3

8

&

8

$

/

"

+)(

模板
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$
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$

/

#反应程序!

"9b!"QRH

-

:"b8QRH

#

以扩增
05]_ )

基因的特异引物
05]_4

)%89#<

!

"i4-0*-000[((*-((*00-0*-4#i

与
05]_4)+8:8"

!

"i4(0-(0-(0*0-0((*4

*00((*-0-4#i

对
05]_

的核衣壳蛋白
)

基因

进行扩增$

:

%

#

W-+

反应体系
"9

$

/

!

T')($

$

/

"

II3

8

&##

$

/

"

"f5%7XAAGD$9

$

/

"

I)0WF$

$

/

"上下游

引物各
8

$

/

"

W=BH>B5X

?

GD4%RIGPR>

V

')(WCP

V

QGDBFG

$

$

/

#反应条件为
L"b

预变性
#QRH

-

L"b

变性
$9F

"

"9b

退火
#9F

-

<8b

延伸
"9F

"

#9

个循环-

<8b

延

伸
$9QRH

#取
"

$

/W-+

产物于
$c

琼脂糖凝胶电

泳检测#根据凝胶成像仪的结果"用
&O1*(

胶

回收试剂盒对
W-+

产物进行回收"并送生工生物

工程有限公司测序#

&

!

结果与分析

&%$

!

接种
(-XY

后症状观察

摩擦接种约两周后"大蒜叶片背部出现褪绿和

白色斑点症状"而用接种缓冲液的对照植株无任何

异常症状'图
$

(#

图
$

!

大蒜病叶症状

>3

5

%$

!

-

C

<

/

62<7296@,349,16,8

5

)0+31+,);,7

&%&

!

(-XY

的
KI#-Q

检测

如表
$

所示"经空白对照调零后"阳性对照孔平

均值
+

$699

-阴性对照孔平均值
&

96$9

-说明试验有

效#大蒜样品满足
&'

值高于临界值'

-.0&%%

(

'临界值
d

阴性对照孔平均值
g96$"

(和
,

&

3

值
$

86"

"表明检测的
!

株大蒜的叶片均呈现阳性#以上

数据说明该样品可能被
05]_

侵染#

&%'

!

(-XY

的
M(OJ?M

检测

采用
05]_)

基因的特异性引物对
!

株
1/,5(

呈现阳性的大蒜叶片进行
+04W-+

"产物经过
$c

琼

脂糖凝胶电泳后"显示接种
05]_

的大蒜叶片扩增

出大约
:99Z

?

的条带"而接种缓冲液的对照大蒜没

有扩增出条带#

,

9"$

,
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期 宋晓宇等!番茄斑萎病毒系统侵染我国大蒜

表
!

!

大蒜样品中
"#$%

的
&'(#)

检测结果

"*+,-!

!

&'(#).-/0,1/23"#$%45

6

*.,47/*8

9

,-/

参数

$%&%'()(&

大蒜样品
*%&+,-.%'

/

+(

0 1 # !

阳性对照

$2.,),3(-24)&2+

阴性对照

5(

6

%),3(-24)&2+

78

平均值
93(&%

6

(783%+:( ;<#1= ;<1>; ;<#?; ;<#"! #<#1@ ;<;?=

A

"

B

值
A

"

B3%+:( #<#= 1<>? !<;1 #<@"

图
:

!

大蒜样品中
"#$%

的
;"<=>;

检测结果

?4

6

@:

!

;"<=>;.-/0,1/23"#$%45

6

*.,47/*8

9

,-/

将
$CD

产物割胶回收送上海生工生物工程有

限公司测序#结果显示
DEF$CD

扩增产物的长度为

=?;G

/

#在
5CHA

上
HI9JE

#结果显示#扩增产物与

EJKL

有很高的同源性#其中与云南分离物
M5""=@

$

*(4H%4N

登录号为!

OM!?"@01<0

%相似度最高#为

?><"1P

&说明感染大蒜的病毒为
EJKL

&

A

!

讨论

我国的大蒜产量在全世界居于首位'

?

(

#大蒜也

是我国创汇最多的蔬菜产品'

0;

(

&病毒病是影响农

作物生产的重要因素#目前尚未有根治病毒病的有

效方法#主要还是以预防为主&大蒜主要采取无性

繁殖的生殖方式#更容易造成病毒的积累和继代传

播#对病毒的抗性逐步降低#最终造成蒜种的严重退

化'

00

(

#进而影响大蒜的产量与质量&病毒病现已成

为影响我国大蒜生产的重要因素&因此确定侵染大

蒜的病毒种类对大蒜病毒病的防治和提高大蒜产量

尤为重要&

EJKL

主要通过西花蓟马传播#

EJKL

的扩散

与西花蓟马的分布密切相关'

01

(

&我国大部分地区

都适宜西花蓟马生存'

0#

(

#我国自
1;0#

年首次在北

京地区发现西花蓟马后'

0!

(

#山东)吉林)湖南)贵州

等地接连报道发现西花蓟马'

0"0>

(

&

0?>@

年在我国

南方的花生上首次发现了
EJKL

'

0?

(

&随着西花蓟

马在我国迅速传播#

EJKL

也随着蓟马的传播而迅

速扩张至全国#同时
EJKL

对我国农作物危害的面

积和程度也在增加&到目前为止#

EJKL

在四川)

广东)北京)山东'

1;1#

(等地区均有发现#这与大蒜的

主产区高度重合&

EJKL

寄主十分广泛#包括辣

椒)番茄)花生)马铃薯等农作物&由于我国的地形

与气候特点#我国蔬菜生产主要集中在华北地区)长

江中下游地区)四川盆地)华南地区#因此大蒜主产

区往往也广泛种植有
EJKL

的寄主农作物#极易造

成
EJKL

的跨物种传播&西花蓟马又是为害大蒜

的主要害虫#我们检测到
EJKL

可以感染中国大

蒜#因此存在
EJKL

在自然条件下通过蓟马跨物种

感染中国大蒜的可能&我们的结论可为大蒜病毒病

的监测和防治提供参考&
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卷第
#

期 傅昱等!岗梅枝枯病病原鉴定

!

F):G

作为拟盘多毛孢属的辅助条形码#对于个别比

较难以鉴别的种类#可采取
AEJh

!

F):GhS[0F

"

序

列组合建立分子系统发育树对拟盘多毛孢属物种进

行识别&本研究利用
AEJ

序列构建病原菌株及相关

真菌的系统发育树能很好地将
0<#+2."&

'

".$

与其

他菌株区分开&

传统的拟盘多毛孢属
0(&%$,"%+"

'

&+&

分类多数

以
*:G%

'

0;

(的检索表为依据#但该检索表存在形态

特征重叠严重#种间区别不够明确等不足之处'

00

(

&

拟盘多毛孢属真菌在培养时也会出现同种菌株在不

同培养基上的分生孢子长度)顶端附属丝长度)基部

附属丝长度等形态指标有明显差别的现象'

01

(

#不同

的研究者对同一个种的描述也有差别&在拟盘多毛

孢属真菌的分类和鉴定中#应统一培养基和培养条

件从而对拟盘多毛孢属真菌进行形态特征的比较并

结合形态特征和分子特征进行正确鉴定&迄今为

止#国内外未见有小孢拟盘多毛孢
0<#+2."&

'

".$

引

起岗梅枝枯病的报道#该发现为岗梅枝枯病的防治

提供了一定的理论依据&
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