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西瓜銀斑病毒病在冬瓜上之發生生態


西瓜銀斑病毒病在冬瓜上之發生生態1
陳慶忠2、柯文華2、白桂芳2

摘　　要

西瓜銀斑病毒(Watermelon silver mottle virus, WSMoV)於1988年在台灣首次被鑑定，之後調查發現WSMoV嚴重感染西瓜、冬瓜及洋香瓜等，為國內瓜類作物重要病毒病害之一。1999及2000年秋作於彰化縣芳苑鄉，2002及2003年春作於彰化縣北斗鎮，調查冬瓜上西瓜銀斑病毒病罹病度與南黃薊馬棲群密度。1999及2000年芳苑鄉秋作冬瓜罹病率分別為95.8%及86.1%，發病度雖嚴重，但因發病盛期已屆果實採收末期，對冬瓜收量及品質的影響較小。芳苑地區冬瓜春作栽培較少，秋作冬瓜通常與水稻比鄰種植，媒介昆蟲源、病毒源的累積較慢，而致發病時間延後。2002及2003年北斗鎮春作供試感病性冬瓜品種(當地種)之罹病率分別為100%及95%，由於發病盛期正值冬瓜開花及採收初期，以致嚴重影響冬瓜之收量及品質。西瓜銀斑病毒病嚴重影響冬瓜生育之原因，可能與當地春、秋作均普遍種植冬瓜，導致媒介昆蟲南黃薊馬蟲源及病毒源均較豐富，而致發病嚴重。2002及2003年北斗鎮供試抗病性冬瓜品種吉豐618號之罹病率分別為37.6%及32.1%，供試抗病品種罹病率低、發病期明顯延遲且植株葉片病毒濃度較低，對冬瓜產量影響較小，推測其具有耐病之特性。調查19種冬瓜園野生雜草，血清學及電子顯微鏡資料顯示，龍葵及野莧均為WSMoV之野生寄主。

關鍵字：冬瓜、西瓜銀斑病毒、生態學。

前　　言

番茄斑萎病毒屬(Tospovirus)在病毒分類上為Bunyaviridae科的一個屬，並以番茄斑萎病毒(Tomato spotted wilt virus, TSWV)為其模式種(22)。Tospovirus屬病毒具有脂質蛋白外套膜(lipoprotein envelope)，其核心為三條不同大小的線形單股基因體RNA分子，分別與核鞘蛋白(nucleocapsid protein, N protein)緊密結合而成假球形結構(pseudo-circular structure)。病毒顆粒近似球形，直徑約在80~110 nm (8,27,37,38,43)，是目前植物病毒中唯一經由薊馬類(Thrips)昆蟲以永續性方式傳播的病毒(39)。本屬病毒寄主植物範圍廣泛，能感染82科900種以上之植物(41)，並嚴重感染危害菸草、番茄、西瓜、花生、萵苣及菊花等重要經濟作物(30)。由於番茄斑萎病毒屬病毒分離株變異大，且其寄主範圍廣泛，以病徵及寄主範圍作為分類依據容易出現混淆，

1 行政院農業委員會臺中區農業改良場研究報告第0638號。
2 臺中區農業改良場研究員兼課長、技工、副研究員。
因此血清類緣關係及核酸序列分析遂成為重要的分類依據。第三屆花卉及蔬菜作物Tospovirus屬病毒國際研討會(1995)，依據病毒之核鞘蛋白(NP)的血清關係將Tospovirus屬分成4個血清群(serogroups)，即Serogroup I (TSWV)、Serogroup II (Groundnut ringspot virus, GRSV及Tomato chlorotic spot virus, TCSV)、Serogroup III (Impatiens necrotic spot virus, INSV)及Serogroup IV (Watemelon silver mottle virus, WSMoV及Peanut bud necrosis virus, PBNV)(6,20,24,35,44,46)。Serogroup I 與Serogroups III、Ⅳ無血清類緣關係，而與Serogroup II則有微弱血清關係(6,16,20)，但核鞘蛋白核甘酸相同度僅77%。Serogroup I與Serogroup III間核鞘蛋白雖無血清類緣關係，但其G1及G2則有血清類緣關係。Serogroup III與IV彼此間或與其他Serogroups則無血清類緣關係(17)。第四屆花卉及蔬菜作物Tospovirus屬病毒國際研討會(1998)將此病毒屬擴充至10個血清群包含13個病毒種(species)。新增Watermelon bud necrosis virus (WBNV)(29,44)被列為Serogroup IV。Peanut yellow spot virus (PYSV)(7)、Iris yellow spot virus (IYSV)(7,18)、Physalis severe mottle virus (PSMV)(19)、Chrysanthemum stem necrosis virus (CNSV)(21)、Zucchini lethal cholorosis virus (ZLCV)(21)及Peanut chlorotic fan-spot virus (PCFV)(10,40)與其他tospoviruses無血清類緣關係，分別被列為V-X serogroups。除了核鞘蛋白的血清類緣關係外，核酸序列也是番茄斑萎病毒屬病毒的另一個重要分類依據(4)。

Tospoviruses之世界性地理分佈與媒介昆蟲薊馬的分佈息息相關(30)。TSWV與INSV兩個血清群病毒都經由西方花薊馬(Frankliniella occidentalis)媒介傳播，主要分布於北美及西歐(23,35,36)；WSMoV血清群(WSMoV, PBNV及MYSV)經由南黃薊馬(Thrips palmi Karny)傳播(2,45)，主要分布於亞洲包括日本(28,32)、台灣(11,46)及印度(42,44)。在台灣，WSMoV除已知感染除西瓜外，在田間冬瓜、洋香瓜、胡瓜、南瓜、絲瓜、扁蒲、越瓜等瓜類作物亦受其感染(1,3,12)。其中以西瓜、冬瓜、洋香瓜及胡瓜等受感染最為嚴重。而南瓜、絲瓜、扁蒲及越瓜雖也能在偵測到罹病植株，但罹病機率極低(3)。在彰化縣北斗鎮栽培之冬瓜亦受到嚴重感染危害(1)。根據2004年度農業統計年報台灣冬瓜年栽培面積為1,312 ha，年總產量約3.2萬公噸(5)；主要栽培縣市包括屏東、雲林、彰化及花蓮等縣，約佔全省總栽培面積之80%。冬瓜在彰化地區年可栽培二期作(春、秋作)，春作於農曆冬至前種植，3月下旬至4月上旬開始採收，至5月底採收完畢；秋作於6月底種植，8月下旬開始採收至9月底收穫完畢。在彰化縣北斗地區春、秋作均有栽培，近年來可能因栽培環境的改變，病毒病害的發生更趨嚴重。冬瓜栽培期間常見不同種類病毒混合感染，主要發生之病毒病害種類有Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)、Papaya ringspot virus-W type (PRSV-W)及WSMoV等(3)。植株一旦受病毒感染，尤其是在初花期發病，往往導致採瓜期縮短，對品質及產量均有嚴重的影響。

本試驗於1999及2000年秋作假彰化縣芳苑鄉，2002及2003年春作假彰化縣北斗鎮，分別進行4作次，調查西瓜銀斑病毒病在冬瓜上之發生生態。調查內容包括田間之病勢進展、媒介昆蟲蟲口密度及帶毒蟲率、WSMoV抗、感性冬瓜品種(系)之罹病反應及病毒之野生寄主植物等。於此，謹將調查結果提出報告，期能提供為冬瓜栽培時西瓜銀斑病毒病綜合防治策略擬定之參考。

材料與方法

西瓜銀斑病毒病在冬瓜之發生生態調查

本項調查於1999~2000年秋作假彰化縣芳苑鄉，2002~2003年春作假彰化縣北斗鎮，共實施4作次。芳苑鄉調查田面積0.35 ha，整地成五畦，共種植當地種冬瓜480株；北斗鎮調查田面積0.2 ha，種植當地種(感WSMoV)及吉豐618號(抗WSMoV)，每一品種種植三畦，視同三次重覆，每畦面積270 m2 (3 m×90 m) (畦寬3 m×株距2 m)，種植冬瓜45株，每一處理計135株。調查田之肥培及病蟲害管理依農民慣行方法行之。秋作冬瓜於定植後第二週起；春作由於定植後自然氣溫低，2002及2003年分別於定植後第六及第七週起開始調查西瓜銀斑病毒病之病勢進展、田間南黃薊馬蟲口密度及帶毒蟲率。調查時以肉眼辨識葉片產生銀色斑駁、皺縮等典型病徵，並採集發病植株葉片於室內以WSMoV核鞘蛋白製備之抗血清(由國立中興大學植病所葉錫東教授實驗室提供)進行間接酵素連結免疫分析(indirect enzyme-linked immunosorbent assay, indirect ELISA)。發病株一經確認，即於調查田植株位置圖上加予標示。南黃薊馬蟲口密度係於調查田中央部位完全逢機取樣，採取40個含4個葉片之心葉放入塑膠袋內置於-20℃冰凍，次日將塑膠袋周圍之薊馬蟲體挑出，置入含75%酒精容器內，檢鏡鑑定南黃薊馬並計算蟲數。帶毒蟲率測定則採集田間南黃薊馬以WSMoV抗血清進行indirect ELISA分析。調查所得資料就各期作南黃薊馬蟲口密度、帶毒蟲率與冬瓜WSMoV罹病率；各期作降雨量、溫度與全期作南黃薊馬總蟲口密度及冬瓜罹病率等資料之相關性，進行迴歸分析。
野生寄主植物調查

2002及2003年5~8月間於北斗鎮，就冬瓜調查田及其附近冬瓜園之野生雜草，如遇有植株葉片出現黃化、黃斑、葉色濃綠、嵌紋斑駁、皺縮等病徵者均予拍照記錄，並採樣進一步以WSMoV抗血清進行indirect ELISA分析，並包埋、超薄切片及電子顯微鏡觀察，以確認感染WSMoV。

電子顯微鏡觀察
超薄切片法(ultra thin section)：田間採集冬瓜罹病葉片、疑似感染WSMoV並經indirect ELISA分析確認之發病野生寄主植物材料及帶毒媒介薊馬，分別以2%戊二醛(glutaraldehyde)及1%四氧化鋨(osmium tetroxide)做前、後固定，再以酒精系列脫水和LR White樹脂滲透包埋後，於超薄切片機(Reichert ultracut S)切取60~70 nm厚度的切片，經2%醋酸鈾溶液預染及檸檬酸鉛(lead hydroxide chelated with citrate)複染後，以電子顯微鏡觀察罹病組織之病變情形。
間接酵素連結免疫分析
試驗使用之抗體為WSMoV之核鞘蛋白多元抗體。間接酵素連結免疫分析(indirect ELISA)係依Koening (1981)之方法進行(34)。供試植物葉片組織或南黃薊馬蟲體以9倍量(W/V)之塗覆緩衝液(coating buffer, 1.59 g Na2CO3，2.93 g NaHCO3，0.2 g NaN3，1,000 mL H2O，pH 9.6)研磨，吸取200 µl注入微量盤之孔穴中，於37℃靜置2.5 hr後用PBST (8 g NaCl, 0.2 g KH2PO4, 2.9 g Na2HPO4, 7H2O, 0.2 g KCl, 0.2 g NaN3, 0.5 ml Tween-20, 1,000 ml H2O, pH 7.4)清洗3次。再加入以結合緩衝液(conjugate buffer, 2% PVP-40, 0.2% ovalbunin, 1,000 ml PBST)稀釋1,000倍之各病毒免子抗血清。於37℃靜置2 hr，用 PBST 清洗3次，再加入以結合緩衝液稀釋5,000倍之鹼性磷酸酵素結合之山羊抗兔子免疫球蛋白(goat anti-rabbit IgG alkaline phosphatase conjugate, Jackson ImmunoResearch Lab. Inc., USA)，最後於37℃靜置2 hr或4℃過夜，水洗後，每穴加入200 µl以基質緩衝液(substrate buffer, 97 ml diethanolamine, 800 ml H2O, 0.16 g NaN3, pH 9.8)配製之鹼性磷酸酵素基質(ρ-nitrophenyl phosphate, disodium, Sigma, 1 mg/ml)試液反應20~60分鐘，每穴再加入50 µl之3 M NaOH停止反應，並以ELISA測讀儀(Bio-Tek Instruments, Burlington, VT, USA)讀取波長405 nm之吸收值。分析之結果A405 nm之讀值為健康對照之3倍以上者，判定為正反應。
結　　果

西瓜銀斑病毒病在冬瓜上之發生生態調查

秋作冬瓜於1999及2000年假彰化縣芳苑鄉張姓農戶之冬瓜園分別實施二作次。1999年供試冬瓜於7月2日定植，定植後35日(第5週)首次偵測到南黃薊馬，由於7、8月份雨量多，以致冬瓜生育初、中期南黃薊馬蟲口密度極低。8月下旬(第8週)起蟲口密度逐漸攀升，至9月上、中旬(第10、11週)達全期作之最高峰(圖一)。定植後40日(8月11日)首次偵測到WSMoV罹病株，發病盛期在9月上、中旬(第10、11週)。迄10月7日全調查田區罹病株率累計達96% (460/480)，以移植後70~90天(第10、11、12週)出現病株比例最高(圖一)。由於發病盛期已屆收穫期，植株雖然嚴重感染WSMoV，但實際對產量及品質之影響小。試驗期間自8月17日至10月7日分別採集南黃薊馬9次，共計540隻，以WSMoV抗血清進行indirect ELISA分析測定帶毒蟲率結果21隻產生專一性反應，帶毒蟲為3.9%，以冬瓜生育後期帶毒蟲率較高(圖六)。試驗期間於9月2日及17日兩次逢機取樣301株冬瓜葉片樣品，以WSMoV、Zucchini yellow mosaic virus (ZYMV)及Papaya ringspot virus-W type (PRSV-W)等3種抗血清進行indirect ELISA分析，結果三種病毒之罹病率分別為91%、59.5%及94%，其中混合感染兩種以上病毒者達93%。2000年秋作供試冬瓜於6月28日定植，定植後36日(第6週)首次偵測到南黃薊馬，由於8月份雨量多，南黃薊馬蟲口密度至8月底開始升高至9月上、中旬(第10、11週)達密度高峰期(圖一)。試驗田亦於定植後36日首次偵測到WSMoV的罹病株，發病盛期在9月上旬(第10週)。迄9月27日全田區罹病株率累計為86%，以移植後第10，11週出現病株比例最高，由於發病盛期已屆收穫期，雖然供試冬瓜感染WSMoV，但實際影響產量不大。利用回歸法分析1999秋作冬瓜田間南黃薊馬帶毒蟲率與冬瓜之罹病率之關係，二者呈顯著相關(R2=0.9899，p<0.0001)(圖二)；而田間南黃薊馬之每週累積蟲口密度亦明顯影響冬瓜之罹病率(R2=0.9792，p<0.0001，1999，芳苑鄉；R2=0.9773，p<0.0001，2000，芳苑鄉)(圖三)。但溫度及雨量與南黃薊馬蟲口密度及西瓜銀斑病毒病罹病率間無顯著之相關性。
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圖一、1999~2000冬瓜上西瓜銀斑病毒之累積罹病率、南黃薊馬累積族群密度與溫度、雨量之調查結果摘要。每週西瓜銀斑病毒累積罹病率(○)、南黃薊馬累積密度(■)、平均溫度(●)及每週累積雨量(□)(彰化縣芳苑鄉)。

Fig. 1. Weekly surveys of the infection rate of wax gourd by Watermelon silver mottle virus (○), total number of Thripd palmi (■), average temperature (●) and total rainfall (□) during autumn crop seasons in 1999 and 2000 at Fan-yuan, Chang-hua county.
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圖二、冬瓜上西瓜銀斑病毒之南黃薊馬累積帶毒蟲率(∆)與西瓜銀斑病毒累積罹病率(▲)之迴歸分析(1999，彰化縣芳苑鄉)。

Fig. 2. Regression analysis of the relatedness of the acumulative viruliferous Thrips palmi (∆) to the acumulative infection rate of wax gourd by Watermelon silver mottle virus (●) during autumn crop season in 1999 at Fan-yuan, Chang-hua county.

2002及2003年春作假彰化縣北斗鎮楊姓農戶之冬瓜園分別實施二作次。2002年於1月17日定植，定植後冬瓜由於自然氣溫低植株生育呈停滯狀態。移植後第六週起每週一次定期調查冬瓜園之南黃薊馬蟲口密度及WSMoV罹病株。田間南黃薊馬受1~3月氣溫低的影響，蟲口密度極低，至4月份自然氣溫上升，中旬以後，方始偵測到南黃薊馬。隨氣溫上升，南黃薊馬蟲口密度亦逐漸升高至5月下旬(第17、18週)達密度之高峰期。6月上旬(第19、20週)起由於雨量多，蟲口密度劇降。供試當地種冬瓜(對WSMoV感病)於4月2日(移植後第11週)首度出現罹病株，病勢進展迅速至5月9日(第15週)發病株率達100%。四月中旬起由於冬瓜嚴重感染WSMoV以致其開花、授粉及結果都明顯受到影響。吉豐618號(抗WSMoV)上之南黃薊馬之發生趨勢與當地種相似，但高峰期之蟲口密度卻明顯高於當地種。吉豐618號植株於5月16日(第
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圖三、冬瓜上南黃薊馬累積蟲口密度與西瓜銀斑病毒累積罹病率之迴歸分析(1999~2000，彰化縣芳苑鄉)。

Fig. 3. Regression analysis of the relatedness of the acumulative density of Thrips palmi to the acumulative infection rate of wax gourd by Watermelon silver mottle virus during autumn crop seasons in 1999 and 2000 at Fan-yuan, Chang-hua county.

16週)首度偵測到發病株，至6月20日(第21週)累計罹病率為37.6% (圖四)。在田間當地種冬瓜發病後由於植株生長受到抑制，葉片明顯變小、呈濃綠或銀色斑駁色、葉面皺縮等徵狀，及至發病後期植株葉片明顯枯萎或僅殘存部份呈嚴重皺縮狀之心葉；而吉豐618號植株開始發病時僅見較上方之葉片呈黃化現象，至發病後期黃化葉片增多，甚致全株葉片變黃，罹病株所結果實略呈畸形，煮熟後果肉咬覺較生硬，品質明顯受到影響。2003年春作供試冬瓜於前一年12月25日定植，移植後第8週起，每週一次定期調查WSMoV發病株及南黃薊馬蟲口密度一次。二供試冬瓜品種均於3月中旬(第11週)首次偵測到南黃薊馬，隨自然氣溫上升，蟲口密度於5月上、中旬(第20、21週)達高峰期，在當地種冬瓜罹病達高峰以前，兩個調查區(抗、感性品種)之蟲口密度並無顯著差異。供試當地種冬瓜於4月10日(第15週)首度觀察到罹病株，至5月29日(第22週)累計罹病率約95%，4月中旬至5月上旬為發病之高峰期。供試冬瓜除初番花所結瓜實於4月上、中旬(第15、16週)採收外，4月中旬以後由於自然氣溫上升導致供試冬瓜感染WSMoV嚴重發病，其開花、授粉及結果都明顯受到影響，而不再有瓜實可收。吉豐618號植株於5月15日(第20週)首度偵測到病株，至6月6日(第23週)累計罹病率為32.1% (圖四)。6月7日至12日(第23、24週)期間因連續下大雨(累計雨量236mm)以致大部份供試冬瓜植株死亡，調查工作亦因此中斷。迴歸分析2002及2003年春作冬瓜抗病品種每週累積南黃薊馬蟲口密度與與罹病率間之相關性，二者呈顯著之相關(R2=0.9522, 2002；R2=0.9976, 2003) (圖五)；但相同年度感病品種每週累積南黃薊馬蟲口密度與與罹病率則無相關性。分析溫度及雨量與南黃薊馬蟲口密度及WSMoV之罹病率間之相關性，顯示其間相關不顯著。緣此，田間南黃薊馬密度或帶毒蟲率，均可作為田間調查冬瓜WSMoV罹病率之參考指標。
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圖四、2002~2003冬瓜上西瓜銀斑病毒之累積罹病率、南黃薊馬累積族群密度與溫度、雨量之調查結果摘要。感病冬瓜(地方種)每週西瓜銀斑病毒累積罹病率(▲)、抗病冬瓜(吉豐618號)每週西瓜銀斑病毒累積罹病率(○)；感病冬瓜(地方種)南黃薊馬累積蟲口密度(■)、抗病冬瓜(吉豐618號) 南黃薊馬累積蟲口密度(▓)；平均溫度(●)及每週累積雨量(□)(彰化縣北斗鎮)。

Fig. 4. Weekly surveys of the infection rate of wax gourd by Watermelon silver mottle virus (WSMoV) on susceptible wax gourd (local cultivar) (▲) and on resistant variety (Ji-fong 618) against WSMoV (○); total number of Thrips palmi on susceptible wax gourd (local cultivar) (■), and on resistant variety (Ji-fong 618) against WSMoV (▓); average temperature (●) and total rainfall (□) during autumn growing season in 2002 and 2003 at Bei-dou, Chang-hua county.
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圖五、冬瓜(抗西瓜銀斑病毒品種吉豐618號)上南黃薊馬累積蟲口密度與西瓜銀斑病毒累積罹病率之相關分析(1999~2000，彰化縣芳苑鄉)。

Fig. 5. Regression analysis of the relatedness of the acumulative density of Thrips palmi to the acumulative infection rate of wax gourd by Watermelon silver mottle virus on resistant wax gourd variety (Ji-fong 618) during springcrop seasons in 2002 and 2003 at Bei-dou, Chang-hua county.

田間南黃薊馬帶毒蟲率測定

1999年秋作冬瓜(芳苑)試驗期間自8月25日起至9月27日止共計7次採集南黃薊馬279隻，以WSMoV抗血清進行indirect ELISA分析結果全期作南黃薊馬平均帶毒蟲率為6.45% (2.9~11.9%)，田間帶毒蟲率高峰期隨著WSMoV罹病率高峰期出現後出現。2002年春作冬瓜(北斗)試驗期間自5月2日起至7月25日止(含採收後)共計7次於當地種及吉豐618號各採集南黃薊馬237隻及201隻，indirect ELISA分析結果採自當地種及吉豐618號之南黃薊馬帶毒蟲率平均分別為9.6% (7.1~10%)及3.9% (0~7.1%)。吉豐618號發病前偵測不到帶毒蟲，病徵出現後開始可偵測到帶毒蟲，唯其比例較低。2003年春作冬瓜(北斗)試驗期間自5月15日起至6月10日止，共5次於當地種及吉豐618號各採集南黃薊馬182隻及203隻，分析結果平均南黃薊馬帶毒蟲率分別為11.7% (8.6~14.3%)及6.8% (0~11.4%)，吉豐618號亦於病徵出現後開始可偵測到帶毒蟲(圖六)。兩年次春作不同供試冬瓜品種田間帶毒蟲率之高峰期均於西瓜銀斑病毒病罹病率高峰期後出現，其中採自吉豐618號發病前及發病初期之南黃薊馬帶毒蟲率甚低，但隨著罹病株的出現帶毒蟲率亦逐漸攀高。
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圖六、冬瓜上南黃薊馬帶毒蟲率測定。感病冬瓜(當地種)(■)；抗病冬瓜(吉豐618號)(□)。

Fig. 6. Percentage of viruliferous Thrips palmi in the wax gourd. Susceptible wax gourd (local cultivar) (■) and on resistant variety (Ji-fong 618) (□).

不同冬瓜品種對WSMoV之反應性狀比較

吉豐618號在田間開始發病的時間較當地種冬瓜約延後4~5週。2002年春作冬瓜於4月25日、5月23日、7月25日、及9月5日共四次採集供試當地種經indirect ELISA分析確認發病之冬瓜植株及吉豐618號冬瓜植株發病前及發病後各2次，每次每一品種各採集20枚葉片，以WSMoV抗血清進行indirect ELISA分析結果，顯示當地種冬瓜罹病植株葉片之WSMoV病毒濃度明顯較吉豐618號為高(表一)。又根據田間觀察吉豐618號發病初期僅葉片呈黃化現象，至發病後期表現全株性葉片黃化；而當地種冬瓜發病初期葉片呈顯現濃綠、皺縮等徵狀，至發病後期則表現全株性葉片變小、枯萎，最後一植株往往僅殘存數片呈皺縮狀之心葉頂芽或全株死亡。另外，二供試冬瓜品種生育期間南黃薊馬蟲口密度並無明顯差異，但試驗後期吉豐618號冬瓜之南黃薊馬蟲口密度有趨高之現象，此可能因當地種冬瓜發病嚴重導致葉片枯萎，而影響南黃薊馬之棲息；反觀，相同時期吉豐618號雖也有部份植株發病，但其病徵為葉片黃化並無枯萎現象，南黃薊馬移棲抗病品種上。

表一、以indirect ELISA分析比較西瓜銀斑病毒感病品種(地方品種)及抗病品種(吉豐618)罹病株葉片WSMoV病毒濃度反應＊
Table 1. Comparison of the concentration of WSMoV on infected leaves of susceptible varieties (local variety) and resistant variety (Ji-fong 618) of wax ground analysing by indirect ELISA (Spring crop, 2002, Bei-dou, Chang-hua county) 1
	Date
	E 405 value

	
	Susceptible (local variety)
	Resistant variety (Ji-fong No.618)

	April 25
	1.876 (0.814~2.034)
	0.034 (0.013~0.078)

	
	CK 0.044 (0.063~0.028)
	CK 0.051 (0.024~0.069)

	May 23
	1.803 (0.607~2.148)
	0.047 (0.021~0.104)

	
	CK 0.095 (0.038~0.153)
	CK 0.071 (0.039~0.093)

	June 20
	1.936 (0.105~2.234)
	0.194 (0.016~0.411)

	
	CK 0.053 (0.029~0.094)
	CK 0.067 (0.041~0.084)

	July 5
	－2
	0.391 (0.079~1.018)

	
	
	CK 0.094 (0.080~0.103)


1 Each variety collected 20 leaves which have identified as WSMoV infected plants, except Ji-fong No.618 at April 25 and May 23, 2002.
2 The infected plants were died out.

野生寄主植物

2002及2003年在北斗冬瓜調查田及其附近冬瓜園，如遇有葉片出現黃化、黃化斑點或濃綠皺縮等徵狀之植物均予採樣，並以WSMoV抗血清進行indirect ELISA分析，試驗期間計採集龍葵等19種植物，分析結果8種植物對WSMoV抗血清產生專一性反應，分別是龍葵(Solanum nigrum L.)、山芥菜(Rorippa atrovirens (Hornen.) Ohwiet Hara.))、野莧(Amaranthus viridis L.)、霍香薊(Ageratum conyzoides L.)、墨菜(Eclipta prostrata L.)、泥胡菜(Hemistepta lyrata (Burge)O. Kuntze)、野塘蒿(Erigeron bonariensis L.)及定經草鋸葉(Linddernia unagallis Yamazaki var. vekenfolia Yamazaki)等。對WSMoV抗血清無專一性反應之植物包括昭和草(Crassocephalum crepidioides (Benth.) S. Moore)、霧水葛(Pouzolzia zeylanica (Linn.))、小葉薺菜(Cardamine parriflord L.)、廣東葶藶(Rorippa cantoniensis Ohwi)、多花水莧菜(Ammarnia multifbra Rorb.)、燈籠草(Physalis angulata L.)、小葉灰藋(Chenopodium ficifolium Smith)、刺莧(Amaranthus spinosus L.)、咸豐草(Bidens pilosa L.)、母子草(Gnaphalium purpureum L.)及苦熾草(Physalis angulata L.)等11種。上述對WSMoV抗血清產生專一性反應之雜草罹病葉，經包埋、超薄切片並行電子顯微鏡鏡檢結果僅野莧及龍葵罹病組織可檢視到類似tospovirus之病毒顆粒。
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圖七、不同冬瓜品種及寄主植物感染西瓜銀斑病毒(Watermelon silver mottle virus)之病徵反應。供試冬瓜(A)地方種(WSMoV感病品種)，(B)吉豐618號(WSMoV抗病品種)移植後20週之徵狀；野生寄主(C)野莧及(D)龍葵之病徵。

Fig. 7. Symptoms and reactions of the resistant and susceptible varieties (cultivar)of wax gourd and some weed plants to the infection by Watermelon silver mottle virus (WSMoV). (A) Symptoms caused by WSMoV on a local cultivar (susceptible ) and (B) on Ji-fong No. 618 (resistant variety) of wax gourd at 20 weeks after transplantting; (C) Amaranthus viridis and (D) Solanum nigrum infected WSMoV in the field.
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圖八、西瓜銀斑病毒(WSMoV)罹病植物組織及帶毒南黃薊馬超薄切片之電子顯微鏡圖。(A)冬瓜罹病葉超薄切片圖，(B)以間接酵素聯免疫分析法(indirect ELISA) 確認為帶毒的南黃薊馬蟲體後腸超薄切片可檢視到類似tospoviruses之病毒顆粒，(C)野莧及(D)龍葵等罹病野生寄主植物之葉肉細胞的細胞質內，電顯可觀察到類似WSMoV的病毒顆粒。橫線=200 nm。
Fig. 8. Electron micrographs of the ultrathin sections of Watermelon silver mottle virus (WSMoV) -infected leaf of some host plants and hind-gut of viruliferous Thrips palmi. (A) leaf tissue of Benincasa hispida infected with WSMoV showing tospovirus-like particles distributed in the cytoplasm in a mesophyll cell; (B). hind-gut of viruliferous Thrips palmi showing the existence of WSMoV, tospovirus-like particles can be observed in the ultrathin sections of Amaranthus viridis L. (C) and of Solanum melongena L. (D) infected by WSMoV. The bars represent 200 nm.
討　　論

彰化地區冬瓜多數採秋作栽培，部份較專業栽培地域如北斗鎮則春、秋作均有栽培。調查顯示單純採秋作栽培者，西瓜銀斑病毒病的發生對冬瓜生長與產量之影響較小；而春、秋作均有栽培之地域發病對冬瓜生長與產量之影響則較大。其原因可能與該栽培環境下之媒介昆蟲南黃薊馬族群與西瓜銀斑病毒源有關。在芳苑鄉採秋作栽培者，其前一期作種植水稻，一旦秋作冬瓜開始種植，由於田間南黃薊馬蟲源少以致族群密度上升速度緩慢；且因前作栽種水稻，田間存在之WSMoV病毒源少，雖然調查之冬瓜園的西瓜銀斑病毒病罹病率最終仍達90%以上，但因其發病高峰期明顯落在冬瓜生育後期，雖然全園區最終罹病率高，但對冬瓜實質產量影響小，甚或無影響。反觀，北斗地區冬瓜春、秋作均有栽培(未必是同一塊田連作)。其春作通常於於11月開始種植，翌年3月開花結果，4、5月收穫完畢。春作冬瓜種植後由於自然氣溫低，植株生育呈停滯現象。三月份以後氣溫逐漸上升，植株生育迅速。可能因該地區冬瓜採春、秋作栽培，以致週遭環境潛在南黃薊馬蟲源及病毒源相對較豊富，田間WSMoV感染、發病時間較早(通常3月份就可偵測到病株)，此時期正是冬瓜初花結果期，感染病毒對產量之影響大。本研究雖未在北斗進行秋作試驗，但據田間觀察秋作於6月底種植，8月上旬開花、結果，九月收成完畢，此一期間正值高溫期，如連作或附近田區上期作種植冬瓜之栽培田，其栽種之冬瓜幾乎於開花期及幼果期即感染病毒。此種特性與西瓜上西瓜銀斑病毒病之發生生態頗為相似(2)。近年來，為減少西瓜銀斑病毒病的危害問題，有少數農友試種花蓮區農業改良場育成之抗病毒冬瓜品種(系)－吉豐618號，該品種確有降低病毒感染的效果，但因品質較差，且果皮帶有一層厚白色果粉，此外該新品種(系)在田間仍有分離現象，尚難大面積推廣種植。

Tospoviruses病害的流行涉及多種環境因子(如溫度、雨量等)、病毒及媒介昆蟲之寄主植物、寄主植物植齡與抗性、媒介昆蟲棲群密度等因素(3,9,13,14,15,25)。本調查結果顯示氣侯因子中，溫度除影響冬瓜的生長速度及南黃薊馬的繁殖速率外，對感染WSMoV之冬瓜及寄主植物的病徵潛伏期亦有影響；雨量太多除會導致冬瓜植株死亡外，亦會壓抑薊馬的族群發展。春、秋作試驗資料迥歸分析顯示在冬瓜上南黃薊馬蟲口密度及帶毒蟲率與冬瓜上西瓜銀斑病毒病之罹病率有顯著之相關，並可做為調查指標。芳苑鄉秋作冬瓜(當地種)田間南黃薊馬平均帶毒蟲率為6.45% (1999)，明顯較北斗鎮10.3% (2002)及12.1% (2003)為低。至於北斗鎮試驗使用抗、感病毒品種間帶毒蟲率於植株開始發病後差異並不顯著(圖六)。調查顯示龍葵及野莧為WSMoV之野生寄主植物，在田間WSMoV之雜草寄主的種類及數量，以及媒介昆蟲的蟲口密度及帶毒蟲率對兩個期作冬瓜之間休閒期病毒源之傳遞扮演著重要的角色(3,14,26,31,33)。據觀察田間雜草感染WSMoV多發生在冬瓜生育後期，此種現象可能與南黃薊馬之取食偏好性有關。換言之，冬瓜生育期南黃薊馬偏好取食冬瓜葉片，一旦冬瓜植株老化或因外在因素如感染病毒導致植株死亡，南黃薊馬可能轉而取食或刺探瓜園之雜草並因而傳播病毒，這些被感染且發病之雜草寄主一旦發病，亦將成為WSMoV病毒源之保存及傳遞者。因此田間WSMoV感病雜草寄主的數量將成為影響次一期作冬瓜WSMoV病害發生流行的因素之一。根據田間調查結果吉豐618號冬瓜品種對WSMoV、ZYMV及WMV-1確具有抗病特性。以WSMoV而言，在吉豐618號與當地種(感病)上南黃薊馬之蟲口密度並無明顯之差異(圖四)、吉豐618號之發病時期明顯比當地種延後約一個月，此外，indirect ELISA分析顯示吉豐618號罹病植株葉片之病毒濃度明顯地較當地種為低(表一)，依此推論吉豐618號之抗病應歸因於耐病性。
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Ecology of Watermelon silver mottle virus on Wax Gourd (Benincasa hispida)1

Ching-Chung Chen2, Wen-Fwa Ko2 and Kuei-Fang Pai2

ABSTRACT

Watermelon silver mottle virus (WSMoV)-infection has become a devastating disease of cucurbits in Taiwan since it was identified in 1988. The survey of the relatedness of the disease to the population density of the viral vector (Thrips palmi Kamy) had been conducted at two locations in Chung-hua County, i.e. at Fang-yuan during the autumn crops seasons of 1999 and 2000, and at Bei-dou during the spring crop seasons of 2002 and 2003. The data collected from Fang-yuan showed that the disease incidences were 95.8% and 86.1% in the autumn crop seasons of the years of 1999 and 2000, respectively. Although the disease incidences were high, however, the impacts to the production of the wax gourd were low due to the incidence peaks appeared at the harvest stage of the crop. In the mean time, the disease incidences collected at Bei-dou during the spring crop seasons of the years 2002 and 2003 were 100% and 86.1% in susceptible local variety while 37.6% and 32.1% in resistant variety (Ji-fong No. 618), respectively. The impact of the WSMoV-infection to the susceptible wax gourd in this area was much higher than that in Fang-yuan area because of the infections emerged at both the flourishing and fruit-forming stages that have caused severe symptoms in wax gourd plants and have interfered the production of the crop. In addition to the lower disease incidence, the delayed symptoms and less WSMoV in the plant were also observed in the tested resistant variety suggested the resistance of Ji-fong No. 618 against WSMoV may be due to the tolerance of the plant to the virus. Common weed plants, such as Solanum nigrum and Amarathus virudis, have been first confirmed as natural hosts of WSMoV by serological and electron microscopic approaches in this report.

Key words: wax gourd, Watermelon silver virus, ecology.
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