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利用侵染性克隆鉴定蔬菜品种抗病毒病技术规程
范围

本标准规定了葫芦科主要作物黄瓜抗黄瓜绿斑驳花叶病毒病鉴定方法和评价方法。
本标准适用于葫芦科主要作物黄瓜（Cucumis sativus L.）杂交种、自交系、群体、开放授粉品种以及野生资源和近缘种等抗黄瓜绿斑驳病毒病的室内鉴定及抗性评价。
规范性引用文件

下列文件对于本文件的引用是必不可少的。凡是注日期的引用文件，仅注日期的版本适用于本文件。凡是不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。

NY/T 1857.7-2010《黄瓜主要病害抗病性鉴定技术规程 第7部分：黄瓜抗黄瓜花叶病毒病鉴定技术规程》
术语和定义
NY/T 1857.7界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

3.1 黄瓜绿斑驳花叶病毒Cucumber green mottle mosaic virus, CGMMV
黄瓜绿斑驳花叶病毒属于烟草花叶病毒属（Tobamovirus）帚状病毒科（Virgaviridae），病毒粒子为杆状结构。可通过种子、水、土壤、机械和嫁接传播，主要侵染葫芦科作物，严重降低果实商品性。

3.2 黄瓜绿斑驳花叶病毒病Cucumber green mottle mosaic virus disease
由黄瓜绿斑驳花叶病毒引起的黄瓜病毒病害。侵染叶片斑驳、畸形以及产生绿色突起或泡状，叶柄和果柄产生褐色坏死斑，果实表面产生浓绿色斑驳；病果果肉部分呈现白色或黄色水渍状、纤维化或产生空洞，味苦，从而失去商品性。
3.3 农杆菌介导的CGMMV侵染性克隆Agrobacterium-mediated infectious cDNA clones of CGMMV
  由黄瓜绿斑驳花叶病毒的侵染性cDNA克隆与农杆菌Ti-质粒重组体形成的、对寄主植物具有高效侵染能力的农杆菌菌株，经体外转录传染寄主细胞后，能导致寄主植物发生原病原物的病害。
3.4 人工病圃disease nursery
在无明显自然菌源干扰的地区，通过人工接种的方法将目的病原物置于无此病害或病害较轻的土壤中或特定的环境中，并创造适合病害发生的环境条件，用于寄主植物的抗病性鉴定，以便能准确地反映出寄主植物的抗病水平。
试剂与材料

4.1 MS培养基
该培养基包含MS培养基配方中的所有成分，但不含琼脂和蔗糖；植物生长调节剂也要根据需要自行添加。

4.1.1 MS液体培养基

MS干粉4.43 g，蔗糖30 g，无离子水定容至1 L，调节pH为5.8，于121 ℃高压灭菌30 min，4℃下保存备用。
4.1.2 MS固体培养基

MS干粉4.43 g，蔗糖30 g，琼脂粉9 g，无离子水定容至1 L，调节pH为5.8，于121 ℃高压灭菌30 min，4℃下保存备用。
4.2 YEP培养基

4.2.1 YEP液体培养基
胰蛋白胨 10 g，酵母提取物10 g，氯化钠5 g，无离子水950 mL，用5 mol/L NaOH溶液调pH7.0，定容至1 L，于121 ℃高压灭菌30 min，4℃下保存备用。
4.2.2 YEP固体培养基

胰蛋白胨 10 g，酵母提取物10 g，氯化钠5 g，琼脂粉9 g，无离子水950 mL，用5 mol/L NaOH溶液调pH7.0，定容至1 L，于121 ℃高压灭菌30 min，4℃下保存备用。
4.3  抗生素母液

4.3.1 100 mg/mL卡那霉素母液

500 mg卡那霉素放入5 mL无离子水中，溶解后在超净台内注入5 mL的一次性注射器中，经孔径0.22 μm膜过滤灭菌，即为100 mg/mL卡那霉素母液。分装到5个灭菌的2 mL离心管里，每管1 mL，置4℃冰箱中保存，可使用一个月；或-20℃长期保存。
4.3.2 50 mg/mL利福平母液
250 mg利福平先用少量无水乙醇涡旋振荡以溶解，再用无离子水定容至5 mL，然后在超净台内用一次性注射器和一次性0.22 μm滤膜过滤除菌，即配成50 mg/mL利福平母液。分装到5个灭菌的2 mL离心管里，每管1 mL，置-20℃可保存3个月。

4.3.3 100 mmol/L乙酰丁香酮母液

    98.1 mg乙酰丁香酮先溶于少量无水甲醇中，再慢慢用无离子水定容至5mL，然后在超净台内用一次性注射器和一次性0.22um滤膜过滤除菌，即配成100 mmol/L乙酰丁香酮母液，分装到5个灭菌的2 mL离心管里，每管1 mL。现用现配，置-20℃保存仅1个月。
CGMMV侵染性克隆农杆菌菌株

提取感染黄瓜绿斑驳花叶病毒的黄瓜样本基因组总RNA，利用随机六聚体引物进行反转录为cDNA，采用该病毒的特异性引物和PCR方法，扩增出病毒基因组的cDNA全序列后，将扩增产物克隆至T-Vector中，并对克隆产物进行PCR筛选和序列测定；再利用限制性酶切的方法把病毒基因组全长cDNA构建到改良型植物表达载体上，获得带有该病毒的侵染性克隆；最后通过常规的三亲交配将其侵染性克隆导入农杆菌细胞中。
仪器与设备

超净工作台、高压灭菌锅、恒温培养箱、冰箱、超低温冰箱、恒温摇床、台式冷冻离心机、防虫日光温室、光照生长箱等。
抗病鉴定设计
6.1 小区排列

鉴定黄瓜材料随机排列或顺序排列，每份鉴定材料重复3次，每一重复10株苗。

6.2 对照品种

黄瓜品种汕头青瓜（Cucumis sativus cv. Shantouqinggua）为感病对照品种；天津科润蔬菜研究所选育的黄瓜品种津优409（Cucumis sativus cv. Jinyou No.409，）为抗病对照品种。

6.3 种子消毒

鉴定黄瓜种子经灭菌水浸泡12 h，依次经70%酒精表面消毒30 s、20%次氯酸钠溶液（含0.1% Tween-20）浸泡15 min，最后用灭菌水冲洗5~6次，即可催芽播种。
6.4 育苗

消毒过的黄瓜种子，置于含润湿滤纸的培养皿中，恒温培养箱催芽（25±1 ℃），萌发后播种于育苗盘。育苗基质为草炭土和蛭石（2：1），经高温蒸汽灭菌（131 ℃，30~50 min）。在防虫日光温室里育苗，室内温度白天为22 ℃ ~ 25 ℃，夜晚为18 ℃ ~ 20 ℃，所有幼苗应生长健壮、一致。当幼苗的第3 ~ 第4片真叶充分展开时，进行抗病性鉴定。
接种毒源

7.1 制备农杆菌接种体

将冻存的CGMMV侵染性克隆农杆菌菌株接种至含卡那霉素100 mg/L和利福平50 mg/L 的YEP 固体培养基中，划线接种或均匀涂板，28 ℃培养24 h ~ 48 h，至菌落长好，其菌落作为接种体。挑取单个菌落于50 mL YEP液体培养基（含卡那霉素100 mg/L、利福平 50 mg/L）中，28 ℃、200 rpm震荡培养过夜，即得CGMMV侵染性克隆农杆菌的菌悬液；再将菌悬液于4 ℃下，4 000 rpm离心10 min，随即用MS液体培养基（含乙酰丁香酮100 μmol/L）悬浮沉淀，经分光光度计（OD600）测定农杆菌菌悬液的浓度，并调至OD600为1.0作为接种液，置4℃备用。
7.2 注射器侵润法接种

按照“6.2 育苗”的方法培育待鉴定的黄瓜幼苗，采用注射器侵润法接种。当黄瓜幼苗长至第3片~4片真叶时，用无菌1 mL注射器，去掉针头，吸取1 mL制备的农杆菌接种体，离叶片叶柄0.1 cm处缓慢压入黄瓜幼苗第3片或4片叶，直至整个叶片被侵润。接种后的黄瓜植株置于防虫温室里，进行正常的肥水管理。

病情调查

8.1 调查时间

接种2周后观察鉴定植株的发病症状，20 d ~ 30 d 统计发病情况、计算病情指数和评价鉴定材料对CGMMV的抗性 

8.2 病情级别划分

接种植株的病情级别及其相对应的症状描述见表1。

表1  CGMMV引起黄瓜绿斑驳花叶病毒病的病情级别划分
	病情级别
	症   状   描   述

	0
	无任何可见发病症状。

	1
	心叶明脉或轻花叶。

	3
	心叶及中部叶片花叶、斑驳。

	5
	多数叶片花叶、少数叶片畸形、产生泡状凸起，植物轻度矮化。

	7
	重花叶，多数叶片产生浓绿泡状凸起或叶脉绿带、畸形、皱缩，植株矮化。

	9
	重花叶，叶片明显畸形，植株严重矮化或死亡。


8.3 调查方法

根据接种植株的病情级别及其相对应的症状描述，调查所有接种植株的发病情况，记载每一单株的病情级别，并计算每份鉴定材料的病情指数（DI），取三次重复病情指数的平均值。

病情指数（DI）按下列公式计算：

  ∑（s × n）

DI = ———————  × 100%  ..………………………….………………………………………(1)

         N × S 

式中：DI —— 病情指数；

∑—— 各病情级别代表数值与相对应的各病情级别植株数乘积的总和；

           s —— 各病情级别的代表数值；

           n —— 各病情级别的植株数；

           N —— 调查总植株数；

S —— 最高病情级别的代表数值。
抗病性评价

9.1 抗病性评价标准

依据鉴定材料3次重复的病情指数平均值确定其抗性水平，划分标准见表2。
表2  黄瓜材料对黄瓜绿斑驳花叶病毒病抗性的评价标准
	病情指数（DI）
	抗  病  性  评  价

	DI=0%
	免疫（I）

	0%＜DI≤5%
	高抗Highly resistant（HR）

	5%＜DI≤20%
	  抗病Resistant（R）

	20%＜DI≤40%
	耐病Tolerance （T）

	40%＜DI≤100%
	 感病Susceptible（S）


9.2 鉴定有效性判别

当感病对照材料达到其相应感病程度（DI≥40%），该批次鉴定视为有效。

9.3 鉴定记载表格

黄瓜材料抗黄瓜绿斑驳花叶病毒病鉴定结果记载表（表3）。
表3        年黄瓜材料抗黄瓜绿斑驳花叶病毒病鉴定结果记载表
	黄瓜材料编号
	名  称
	来  源
	重复区号
	病  情  级  别（株数）
	病级

指数%
	平均

病指%
	抗病性

评价

	
	
	
	
	0级
	1级
	3级
	5级
	7级
	9级
	
	
	

	 
	
	
	Ⅰ
	
	
	
	
	
	
	
	 
	  

	
	
	
	Ⅱ
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	
	
	
	Ⅲ
	
	
	
	
	
	
	
	
	

	注  1．鉴定地点：                                 2．播种日期：                

3．接毒日期：                                 4．调查日期：          
	


鉴定技术负责人（签字）：
9.4 鉴定材料处理

鉴定完毕后，将所有瓜苗集中焚烧。
附录A
（资料性附录）
黄瓜绿斑驳花叶病毒病病原菌

A.1  学名和理化特性

A.1.1  学名

黄瓜绿斑驳花叶病毒病的病原为黄瓜绿斑驳花叶病毒，属于烟草花叶病毒属（Tobamovirus）帚状病毒科（Virgaviridae），病毒粒子为杆状结构，是一种正单链RNA植物病毒。

A.1.2  形态描述

   CGMMV具有典型的烟草幻夜病毒属病毒的杆状形态，病毒粒子的大小约为18 nm×280-310 nm（图A. 1）。

[image: image1.png]



图A. 1 黄瓜绿斑驳花叶病毒粒子的电镜照片（引自Kader-Jailani et al., 2017）
A.1.3  基因组结构
CGMMV为正单链RNA病毒，基因组RNA大小为6.4 kb，病毒基因组含有 4个 ORFs：ORF1和OFR2编码复制酶蛋白（Replication proteins，Reps），ORF3编码运动蛋白（Movement protein，MP），ORF4编码衣壳蛋白（Coat protein，CP）。复制酶蛋白由基因组5’端ORF1和ORF2表达，而MP和CP以亚基因组方式表达。
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