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中部地區彩色海芋病毒病害發生調查及一種新Tospovirus之分離


中部地區彩色海芋病毒病害發生調查及

一種新Tospovirus之分離1
陳慶忠、柯文華、葉士財2

摘　　要

利用indirect ELISA分析法，以CMV、TuMV、DsMV及ZaMV等4種植物病毒抗血清調查中部地區11個彩色海芋園之病毒發生狀況。調查結果顯示，不同彩色海芋園病毒罹病程度為2.6~70.8%不等。總計採集261個擬似病毒罹病植株中，indirect ELISA檢測結果有191個樣品產生正反應，其中單獨感染1種病毒者佔53.4%，複合感染二種以上病毒者佔46.6%。單獨感染病毒之102株彩色海芋中，感染ZaMV佔50.0%、DsMV佔23.5%，TuMV佔19.6%及CMV佔6.9%。複合感染病毒之89株彩色海芋中，複合感染二種病毒者佔83.1%、複合感染三種病毒者佔14.6%、複合感染四種病毒者佔2.3%。自彰化縣北斗鎮栽培之彩色海芋分離到1種新tospovirus，稱之彩色海芋黃斑病毒(CCSV)。罹病植株於中位葉片出現淡綠至黃化斑。陰染罹病葉粗汁液或病組織超薄切片，電子顯微鏡可觀查到75~105 nm類似球形之病毒顆粒。以病組織粗汁液機械接種36種植物，其中包括冬瓜及矮南瓜等22種植物對CCSV病毒呈感受性。CCSV可經由南黃薊馬傳播。Indirect ELISA顯示CCSV與WSMoV具有血清類緣關係，但與INSV、TSWV、PCFV則無。

關鍵字：彩色海芋、病毒、番茄斑萎病毒。
前　　言

彩色海芋(Zantedeschia spp.)屬天南星科(Araceae)馬蹄蓮屬(Zantedeschia)。原產於南非，臺灣於1990年左右自紐西蘭引進栽培，目前栽培面積約15 ha，主要栽種於臺中縣后里鄉、烏日鄉、大雅鄉、新社鄉、和平鄉，彰化縣永靖鄉、北斗鎮，以及南投縣埔里鎮、仁愛鄉等鄉鎮(2,6)。由於其花朵顏色豔麗、瓶插壽命耐久，深受消費者喜愛，成為國內重要內、外銷切花作物之一。彩色海芋(以下簡稱海芋)通常於11月種植，翌年開始切花至7月份止；但亦有花農採設施行終年栽培。栽培所用之種球過去多由荷蘭、紐西蘭等國進口，唯生產成本偏高。近年來，國內已能利用組織培養大量增殖海芋種苗(1,2)。國內紀錄可以感染海芋之病毒包括海芋嵌紋病毒(Zantedeschia mosaic virus, ZaMV又名Konjak mosaic virus, KoMV)(7)、芋頭嵌紋病毒
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(Dasheen mosaic virus, DsMV)(14)、蕪菁嵌紋病毒(Turnip mosaic virus, TuMV)(4,8,9)、海芋微嵌紋病毒(Zantedeschia mild mosaic virus, ZaMMV)(13)、海芋潛徵病毒(Calla lily latent virus, CLLV)(5)、胡瓜嵌紋病毒(Cucumber mosaic virus, CMV)(3)及康乃馨斑駁病毒(Carnation mottle virus, CarMV)(11,12)等七種。

為瞭解中部地區海芋栽培區的病毒病害之發生概況，筆者等於2001年3~5月間在中部地區選擇11個海芋園進行調查採樣，並以CMV、TuMV、DsMV、及ZaMV等四個抗血清進行酵素連結免疫分析(enzyme-linked immuno-sorbent assay, ELISA)，結果發現部份植株感染單一病毒或複合感染數種病毒。其中採集自彰化縣北斗鎮之部份海芋植株葉片產生黃化斑點，以indirect ELISA分析結果其粗汁液與西瓜銀斑病毒(Watermelon silver mottle virus, WSMoV)抗血清產生專一性反應。前述產生黃化斑點之葉片粗汁液以2%醋酸鈾陰染或罹病組織包埋、超薄切片並以電子顯微鏡鏡檢，可觀察到類似tospovirus之病毒顆粒。依據文獻記載，能感染海芋之tospovirus，僅TSWV一種(17)。由於新分離之tospovirus在海芋葉片引起黃化斑點徵狀，就其病徵特性稱之為彩色海芋黃化斑點病毒(Calla lily chlorotic spot virus, CCSV)。本試驗除調查中部地區海芋病毒病害之發生狀況外，並探討新分離CCSV之生物及血清學性質。有關本病毒之鞘蛋白L基因核酸定序及其分類地位鑑定則已另文發表(10,15)。

材料與方法

中部地區海芋病毒之發生調查

2001年於彰化縣永靖(1個調查園)、北斗(3個調查園)，臺中縣后里(1個調查園)、烏日(2個調查園)、神岡(2個調查園)、潭子(1個調查園)及南投縣埔里(1個調查園)等鄉鎮共11個彩色海芋園進行採樣及檢測，以探討彩色海芋上病毒病害之發生情形。調查時，先以肉眼判別病徵做為依據，估算全園有病徵之植株數。經肉眼判別疑似感染病毒病害之植株，每園均逢機取樣採集若干株，以ZaMV、TuMV、DsMV、及CMV等四種抗血清進行indirect ELISA分析，以所測得之各海芋園病毒罹病株率(%)。各彩色海芋園之病毒罹病率(%)=田間以肉眼辨識有病徵之植株數×病毒罹病株率(%)/全園總株數
Tospovirus病毒之分離及保存
本試驗使用之彩色海芋黃化斑點病毒(CCSV)材料係於2001年5月在彰化縣北斗鎮黃姓花農海芋園採集到11棵葉片產生黃化斑點或輪斑之海芋植株，經以CMV、TuMV、DsMV、ZaMV、TSWV及WSMoV等六種抗血清進行indirect ELISA分析結果，11供試株中2株(編號Za-12及Za-17)僅與WSMoV抗血清產生專一性反應，而與其他供試抗血清則無專一性免疫反應產生。陰染Za-12及Za-17葉片粗汁液於電子顯微鏡鏡檢可觀察到類似tospoviruses之病毒顆粒。本試驗以Za-17做為試驗材料來源。前述產生黃化斑點之海芋葉片經以接種緩衝液(10 mM sodium phosphate, 10 mM sodium sulfite, pH 7.0)萃取粗汁液機械接種於菸草(Nicotiana benthamiana)發病後，再於葵藜做三次單斑分離。最後將病毒機械接種於N. benthamiana供為試驗材料或保存源。

寄主植物

N. benthamiana罹病葉粗汁液以機械接種方法接種12科36種植物。接種後之植物放置於溫控室(26~28℃)並進行發病觀察。接種後四週供試植物不論發病與否，均予採樣並以CCSV抗血清進行indirect ELISA分析，以確認感染。

南黃薊馬傳播試驗

採集自田間冬瓜之南黃薊馬(Thrips palmi Karny)以昆蟲飼育箱置於26±2℃，12 hr光照條件下以茄子(Solanum melongena L.)飼養2~3世代之1齡幼蟲供為傳播試驗蟲源。供試蟲餵食以機械接種發病之CCSV罹病冬瓜[Benincasa hispida (Thumb.) Congn.]葉片4 hr後，10隻為一組，接種健康冬瓜及矮南瓜(Cucurbita pepo L. var. Zucchini)幼苗3天後噴撒益達胺(Imidacloprid, Bayer Crop Science, Rhein, Germany) 1:1500，並將接種株放置於溫控室，每週定期噴撒前述殺蟲劑一次。病徵觀察結束時供試植物均予接種至葵藜，並以CCSV抗血清進行ELISA分析；另以2%醋酸鈾溶液陰染發病之冬瓜葉片組織粗汁液，並行電子顯微鏡觀察是否有類似tospoviruses之病毒顆粒，以確認感染。

電子顯微鏡觀察
陰染法：機械接種CCSV發病之菸草(Nicotiana benthamiana)葉片組織粗汁液與0.1% bacitracin (1:1)混合，先以銅網吸附前述混合液，再以2%醋酸鈾(uranyl acetate)染色；純化之病毒懸浮液先以2%甲醛(formaldehyde)固定後，再依前述方法染色並以電子顯微鏡 ( JEM-200CX, JEOL)觀察病毒顆粒之形態。
超薄切片法：經機械接種發病之N. benthamiana罹病葉片等組織，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 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WSMoV多元抗體係由國立中興大學植物病理系葉錫東教授實驗室贈用(16)。間接酵素連結免疫分析(indirect ELISA)，供試植物葉片以9倍量(W/V)之coating buffer (1.59 g Na2CO3，2.93 g NaHCO3，0.2 g NaN3，1,000 ml H2O，pH 9.6)研磨，取200 µl置入微量盤之孔穴中，於37℃靜置2.5小時後用PBST (8 g NaCl, 0.2 g KH2PO4, 2.9 g Na2HPO4, 7 H2O, 0.2 g KCl, 0.2 g NaN3, 0.5 ml Tween-20, 1,000 ml H2O, pH 7.4)清洗3次。加入以conjugate buffer (2% PVP-40, 0.2% ovalbunin, 1,000 ml PBST)稀釋1,000倍之WSMoV免子抗血清，於37℃靜置2小時，用PBST清洗3次，再加入以conjugate buffer稀釋5,000倍之鹼性磷酸酵素標示之山羊抗兔子免疫球蛋白(goat anti-rabbit IgG alkaline phosphatase conjugate, Jackson)，於37℃靜置2小時或4℃過夜，水洗後，每穴加入200 µl以substrate buffer (97 ml diethanolamine, 800 ml H2O, 0.16 g NaN3，pH 9.8)配製之酵素基質(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。健康對照A405之讀值的3倍為正反應之判定依據。
結　　果

中部地區海芋病毒之發生調查

調查中部地區11個海芋園結果，各海芋園之病毒罹病率分別為永靖(調查園1=＃1) 4.8%、北斗(調查園2=＃2) 17.1%、北斗(調查園3=＃3) 11.0%、北斗(調查園4=＃4) 17.2%、后里(調查園5=＃5) 20.3%、烏日(調查園6=＃6) 70.8%、烏日(調查園7=＃7) 58.0%、神岡(調查園8=＃8) 2.6%、神岡(調查園9=＃9) 13.2%、潭子(調查園10=＃10) 57.1%、埔里(調查園11=＃11) 32.6%。11調查園中以烏日(#6)、烏日(#7)及潭子(#10)等海芋園病毒感染率最高，分別為70.8、58.0及57.1%；而以永靖(#1)及神岡(#8)二海芋園發病率最低，分別為4.8及2.6%。11個海芋園之平均罹病率為27.7%。在被取樣之261個樣品中，以DsMV、ZaMV、TuMV及CMV等4個病毒抗血清進行indirect ELISA分析結果產生正反應者佔73.2%。在191棵罹病株中，單獨感染一種病毒者佔全罹病株53.4% (102株)。102單獨感染一種病毒植株中感染ZaMV佔50.0% (51株)、DsMV佔23.5% (24株)、TuMV佔19.6% (20株)及CMV佔6.9% (7株)。複合感染兩種以上病毒者佔全罹病株之46.6%(89株)。89棵複合感染病毒株中，複合感染二種病毒者佔83.1% (74株)、複合感染三種病毒者佔14.6% (13株)、複合感染四種病毒者佔2.3% (2株)。個別海芋園病毒發生種類及病毒之罹病率示如圖一。

CCSV之病徵
田間自然感染CCSV之海芋植株通常僅中上方之2~3葉片表現病徵，罹病葉片產生環狀斑點，直徑約2 mm，有時許多斑點聚集並沿葉脈向葉緣做放射狀排列，而使葉片呈黃化間雜綠斑狀(圖二A)；部份罹病葉片表面呈皺縮不平狀。以CCSV病毒分離株(Za-17)機械接種菸草(N. benthamiana)罹病葉片粗汁液機械接種於海芋組培苗，於接種後19天開始於接種葉出現與田間相似之黃化圓斑病徵(圖二B)，機械接種海芋苗之成功率約為13.7% (7/51)。

寄主範圍
以感染CCSV之菸草(Nicotiana benthamiana)粗汁液機械接種12科36種植物，結果有5科22種發病。其中11種產生系統性病徵，主要產生黃化斑點徵狀。這些產生系統性病徵的植物多數屬於葫蘆科及茄科，分別是千日紅(Gomphrena globosa subsp. lanatus (Thunb))、冬瓜(Benincasa hispida.)、西瓜(Citrullus lanatus)、洋香瓜(Cucumis melo)、刺角瓜(C. metuliferus)、胡瓜(C. sativus)、南瓜(Cucurbita pepo cv Field pumpkin)、絲瓜(Luffa cylindrical)、扁蒲(Lagenaria siceraria)、菸草(Nicotiana benthamiana、N. tabacum cv. Hicks)及海芋(Zantedeschia sp.)等。產生局部病斑之植物包括甜椒(Capsicum annuum var. grossum)、紅藜(Chenopodium album)、奎藜(C. quinoa)、蔓陀蘿(Datura stramoniumb)、菸草(Nicotiana glutinosa、N. hybrida、N .rustica、N. tabacum cv. White Burley)、茄子(Solanum melongena)、車前草(Plantago major)、斑葉合果芋(Syngonium podophyllum)、白鶴芋(Spathiphyllum kochii)等，這些植物接種後多先產生黃化斑點再轉變成壞疽斑點。非寄主植物有紅莧(Amaranthus mangostanus)、日日春(Catharanthus roseus)、西洋石竹(Dianthus barbatus)、五彩石竹(D. chinensis)、菊花(Chrysanthenum morifolium)、百日草(Zinnia elegans)、白菜(Brassica chinensis)、菜豆(Phaseolus vulgaris)、豌豆(Pisum sativum)、豇豆(Vigna unguiculata)、雞冠花(Celosia argentea)、辣椒(Capsicum annum)及番茄(Solanum lycopersicum var. lycopersicum)等。

為比較WSMoV西瓜分離株及海芋新分離CCSV病毒分離株機械接種寄主植物反應之差異性，試驗選用西瓜、冬瓜、絲瓜、刺角瓜、矮南瓜、扁蒲、蔓陀蘿、茄子、菸草(N. benthamiana、N. tabacum、N. rustica)及豇豆等十二種植物。結果二病毒分離株均不能感染豇豆；CCSV能感染茄子，WSMoV則不能；二病毒分離株感染其它寄主之病徵及indirect ELISA分析之病毒濃度則有差異(表一)。

圖一、臺中地區不同彩色海芋園病毒病害罹病調查。間接酵素連結抗體免疫分析(indirect ELISA)以TuMV、ZaMV、DsMV及CMV等抗血清檢測田間疑似感染病毒之海芋植株罹染病毒之情形。彩色海芋園：#1=永靖，2=北斗，#3=北斗，#4=北斗，#5=后里，#6=烏日，#7=烏日，#8=神岡，#9=神岡，#10=潭子，#11=埔里。M2：混合感染2種病毒，M3：混合感染3種病毒，M4：混合感染4種病毒。

Fig. 1. Survey on the calla lilies infected with viruses. Antiserum against Turnip mosaic virus (TuMV), Zantedeschia mosaic virus (ZaMV), Dasheen mosaic virus (DsMV) and Cucumber mosaic virus (CMV) were used to determine by indirect enzyme-linked immunosorbent assay (indirect ELISA). Garden location: #1=Yong jing, #2=Beidou, #3= Beidou, #4= Beidou, #5=Hou li, #6=Wu zih, #7= Wu zih, #8=Sheng gang, #9= Sheng gang, #10=Tan zih, #11=Pu li. M2: mixed 2 viruses, M3: mixed 3 viruses, M4: mixed 4 viruses.
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圖二、A.彩色海芋感染黃斑病毒之病徵。B.彩色海芋機械回接黃斑病毒19天後之病徵。

Fig. 2. Symptoms induced by Calla lily chlorotic spot virus on calla lily leaves.

A.Chlorotic or yellow spots about 2 to 3 mm in diameter radiate from midrib toward the edge of the leaf. B. Chlorotic spots on an inoculated leaf of calla lily at 19 days after mechnical inoculation.

表一、海芋黃斑病毒及西瓜銀斑病毒冬瓜系統之寄主反應比較
Table 1. Comparison of the host reaction between Watermelon silver mottle virus (WSMoV) and Calla lily chlorotic spot virus (CCSV)

	Test plants
	CCSV
	
	WSMoV

	
	Symptom1
	E.V.2
	
	Symptom1
	E.V.2

	Citrullus lanatus
	CS
	0.770 (0.090)
	
	CR
	1.425 (0.081)

	Benincasa hispida
	CR
	0.252 (0.028)
	
	CR
	1.271 (0.035)

	Luffa cylindrica
	CS
	1.120 (0.029)
	
	CS
	0.243 (0.038)

	C. metuliferus
	CL、L
	0.62 (0.03)
	
	CS
	1.03 (0.08)

	Cucurbita pepo cv.field pumpkin
	CS、CR
	0.213 (0.017)
	
	CS、CR
	0.304 (0.021)

	Lagenaria siceraria
	CS
	1.156 (0.069)
	
	CS
	1.433 (0.072)

	Datura stramonium
	CS
	1.673 (0.085)
	
	CS
	0.568 (0.077)

	Solanum melongena
	CS
	0.311 (0.103)
	
	－
	0.106 (0.089)

	Nicotiana benthamiana
	CS、W
	1.925 (0.101)
	
	CS、W
	0.642 (0.07)

	N. tabacum
	L
	0.920 (0.05)
	
	CSL
	0.311 (0.038)

	N. rustica
	CS
	0.877 (0.098)
	
	CS、LC
	0.309 (0.069)


1 Abbreviations for symptoms; CS=chlorotic spot; CR=crinkling; L=local lesions; LC＝chlorotic leaf.

2 E.V. indicates ELISA value after developed for 20 min. The digits in the parentheses are the health control.

南黃薊馬傳播試驗

以餵食病株之南黃薊馬接種12株冬瓜幼苗，約經17~21天，接種株中4株葉片產生濃綠及皺縮徵狀，陰染罹病葉粗汁液電子顯微鏡可檢視到類似tospovirus之病毒顆粒。另以南黃薊馬接種10株矮南瓜幼苗，其中3株葉片顯示黃化現象，陰染罹病葉粗汁液電子顯微鏡亦可檢視到類似tospovirus之病毒顆粒。以WSMoV抗血清進行indirect ELISA分析前述顯示病徵之罹病葉片粗汁液，均能產生專一性免疫反應，證實CCSV可經南黃薊馬傳播。

電子顯微鏡觀察

陰染罹病海芋及煙草(N. benthamiana)葉片粗汁液於電子顯微鏡可觀察到直徑約70~105 nm近似球形之類似tospovirus病毒顆粒(圖三A, C)。類似之病毒顆粒亦可於罹病海芋及N. benthamiana葉片組織之超薄切片觀察到(圖三B, D)。 
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圖三、彩色海芋黃斑病毒之電顯圖。A.& B彩色海芋黃斑病毒之病毒顆粒。A.罹病彩色海芋葉片粗汁液以2%醋酸鈾溶液陰染之病毒顆粒；B.罹病彩色海芋葉片超薄切片之病毒顆粒。C&D彩色海芋黃斑病毒罹病菸草(Nicotiana benthamiana)之病毒顆粒。C. 罹病菸草葉片粗汁液陰染之病毒顆粒；D.罹病菸草葉片之超薄切片圖。

Fig. 3. Electron micrographs of virions of CCSV. Virions in leaf dip stained in 2% uranyl acetate (A), and in ultrathin section of leaf of CCSV-infected calla lilies stained in 2% uranyl acetate and 2% lead acetate (B).Virions in leaf dip (C) and in cytoplasm (D) of leaf tissues of CCSV-infected Nicotiana benthamiana.

血清學試驗
以感染CCSV及WSMoV的煙草(N. benthamiana)葉片粗汁液全抗原與CCSV、WSMoV、TSWV、INSV及PCFV等病毒之核鞘蛋白多元抗體進行間接酵素聯結免疫反應分析，結果CCSV全抗原與CCSV及WSMoV抗血清產生專一性反應；而與TSWV、INSV及PCFV等抗血清則無專一性反應產生。相較CCSV抗原與WSMoV抗體之免疫反應則較CCSV與其同質抗原反應微弱。相同試驗WSMoV全抗原亦與CCSV及WSMoV抗血清產生專一性反應，而與TSWV、INSV及PCFV等則無。WSMoV抗原與CCSV抗體之免疫反應則較WSMoV與其同質抗原反應微弱(圖四)。
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圖四、間接酵素聯結抗體免疫分析彩色海芋黃斑病毒 (CCSV)(A)及西瓜銀斑病毒(WSMoV)(B)全抗原與花生扇斑病毒(PCFV)、番茄斑點萎凋病毒(TSWV)、鳳仙花疽斑病毒(INSV)、CCSV及WSMoV等病毒多元抗體之血清類緣關係。。

Fig. 4. Indirect Enzyme-linked immunosorbent analysis of serological relationships among various tospoviruses and CCSV by using CCSV (A) and WSMoV (B) as antigen. Antiserum against CCSV (▲－▲), WSMoV (●－●), PCFV (△－△), TSWV (×－×) and INSV (○－○) were used in tests.

討　　論

2001年3~5月間以CMV、TuMV、DsMV及ZaMV等四個病毒抗血清，利用indirect ELISA分析法調查中部地區11個彩色海芋園，發現各海芋園感染病毒的情形不一。其中以烏日(#6) 70.8%、烏日(#7) 58.0%及潭子(#10) 57.1%最為嚴重；而以神岡(#8) 2.6%、永靖(#1) 4.8%較為輕微。261個被採樣之疑似罹病海芋樣品與供試病毒抗血清產生專一性反應者佔73.2%即191個樣品產生正反應。191個產生正反應之罹病株中，單獨感染一種病毒者佔53.4% (102株)，而混合感染兩種以上病毒者佔46.6% (89株)。11個被調查之彩色海芋園整體被病毒感染率(含複合感染)以ZaMV最高為62.8%，以下依序為DsMV 49.2%、TuMV 36.1%及CMV 8.4%。個別彩色海芋園感染病毒之情形並不一致，#2、#7、#9及#10以ZaMV感染率最高；#5、#6、#8及#11以DsMV感染率最高；#1、#4則以TuMV感染率最高。不同海芋園感染病毒之程度及病毒種類的差異，探究其原因(1)可能與海芋之栽培環境(如露天或網室設施栽培，或栽培園週遭作物栽培狀況等)有關，(2)與栽培使用海芋種球之健康情形有關。后里(#5)海芋園採露天栽培，該園感染CMV為11個調查園之冠，罹病率為18.2% (4/22)；該園被採樣之22株疑似病株之病毒罹病率為59.1%，其中感染CMV之4株均為黃花系，而同一園白花系則無感染CMV，此是否顯示白花系可能對CMV較具抗性，值得進一步觀察。烏日(#6及#7)罹病率分別為58%及71%，其栽培網室相當密閉，均採屋頂塑膠布覆蓋，而網室周圍加罩尼龍網，其罹病嚴重可能受其栽培使用種球之影響，按該二園使用之海芋種球為經連續使用數年者。

在上項調查進行時，於彰化縣北斗(#3)海芋園發現引起海芋葉片產生黃化斑點之異常植株，其粗汁液以陰染法及病組織超薄切片經電子顯微鏡鏡檢可觀查到類似tospovirus病毒顆粒；indirect ELISA分析結果亦顯示新分離病毒與WSMoV具有血清類緣關係。本試驗以CCS及WSMoV罹病菸草(N. benthamiana)葉片粗汁液全抗原與CCSV、WSMoV、TSWV、INSV及PCFV等五種tospoviruses之病毒核鞘蛋白多元抗體進行 indirect ELISA分析，顯示新分離CCSV僅與WSMoV抗血清產生專一性反應，而與其它tospoviruses則無免疫反應，此外CCSV與WSMoV之免疫反應似較CCSV之同源抗體反應微弱(圖一)此結果與Chen et al. (10)及Lin et al. (15)進行之Western blot分析結果CCSV與WSMoV抗血清相有較微弱之免疫反應相似。WSMoV、CCSV、TSWV及 INSV全核酸以tospovirus之L-gene進行RT-PCR反應，結果四種供試病毒均能產生0.8-kbp DNA核酸產物；WSMoV、CCSV、TSWV及INSV全核酸以WSMoV N 基因專一性引子(WSMoV-specific N gene primers)進行RT-PCR反應，除WSMoV可產生一個約0.9-kbp DNA產物外，其他供試病毒則不能產生類似之核酸代謝產物(10)。以上結果均顯示CCSV與WSMoV、TSWV、INSV及PCFV同具有tospoviruses L-基因相似區(conserved regions of the L genes)，應屬於tospovirus之一種。晚近Lin et al.(15)指出CCSV之NP及NSs蛋白解序與已報告之tospoviruses之胺基酸相似度(amino acid identities)僅分別為20.1~65.1% and 19.9~66.1%，因此認為CCSV是WSMoV血清群(serogroup)的一種新tospovirus病毒。
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Field Survey of Virus Disease and Characterization of a New Tospovirus on Calla Lily in Central Taiwan1
Ching-Chung Chen2, Wen-Fa Ko2 and Shih-Tsai Yeh2
ABSTRAT

During the survey of the virus infection in the calla lilies gardens in central Taiwan, eleven gardens were randomly sampled and analyzed by indirect ELISA with CMV, TuMV, DsMV and ZaMV antisera. The results indicated the virus incidence of calla lilies varied from the gardens. Of the total 191 from 261 virus-infected plants, 53.4% of infection are being infected by one virus, among these, 50.0% were infected by ZaMV; 23.5% were infected by DsMV; 19.6% were infected by TuMV and 6.9% were infected by CMV. The rest 46.6% of infected plants were complex infection. Among these, 83.1% were infected by two viruses, 14.6% were infected by three viruses and 2.3% were infected by four viruses. During the survey, a new tospovirus, designated as Calla lily chlorotic spot virus (CCSV), was isolated from calla lilies in Changhua county. Chlorotic spots appear on middle leaves of the infected plants. Spherical virions of 75-105 nm in diameter, similar to that of tospovirus presented in crude extracts and ultrathin sections of diseased leaves. Among 36 plant species inoculated mechanically, 22 species of plants including wax gourd and zucchini squash were susceptible to the virus. CCSV was transmitable by Thrips palmi to healthy wax gourd and zucchini squash. Serological tests (indirect ELISA) showed that the CCSV antigen did react with antisera CCSV and WSMoV, however,did not react with that serum against TSWV, INSV, and PCFV.

Key words: Calla lily, viruses, Tospovirus.

1 Contribution No. 0650 from Taichung DARES, COA.

2 Head of Crop Environment Section, Technician and Assistant Specialist, Respectively.
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