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部分烟区烟草病毒病病原检测及复合侵染分析
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摘要: 为明确主要烟区烟草病毒病的主要病毒种类,采用抗原直接包被 ELISA法对重庆、四川、云南、贵

州、河南、陕西和甘肃等省市部分烟区采集的 266个烟草病毒病样品进行了检测。结果表明, 样品中共

检测到马铃薯 Y病毒 (Potato virus Y, PVY )、烟草花叶病毒 (Tobacco mosaic virus, TMV )、黄瓜花叶病毒

(Cucumbermosaic virus, CMV)、番茄花叶病毒 (Toma tomosaic virus, ToMV )及芜菁花叶病毒 (Turn ip mo-

saic virus, TuMV)等 5种病毒。其中 PVY的侵染最普遍, 总检出率达 75. 56% ; TMV、CMV、ToMV和

TuMV的总检出率分别为 65. 41%、57. 14%、36. 84%和 34. 59% ,其中, ToMV和 TuMV仅在云南、四川、

贵州和重庆样品中检测到。在 257个阳性样品中有 97个样品受 CMV、TMV或 PVY单独侵染,其检出

率分别为 7. 39%、13. 23%和 17. 12% ;其余样品均受 2种以上病毒复合侵染, 其中 55. 63%的样品中检

测到 5种病毒复合侵染。田间烟草样品表现出复杂的病毒病症状类型。这些结果说明田间烟草病毒复

合侵染现象严重, PVY已成为当前我国烟区的优势毒原。
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Abstract: In order to investigate the ma in v iruses causing tobacco v iral d iseases in ma in tobacco-grow ing

areas, 266 tobacco leaf samp les w ith v ira ld isease symptoms collected from part of the tobacco-grow ing areas in

Chongq ing, S ichuan, Yunnan, Gu izhou, H enan, Sha. anx i and Gansu w ere tested by antigen d irect coated
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enzym e-linked immunosorbent assay ( ELISA ). Tobacco mosaic virus ( TMV ), Cucumber mosaic virus

( CMV), Tomato mosa ic virus ( ToMV ), Turnip mosaic virus ( TuMV ) and Po ta to virus Y ( PVY ) w ere

detected. The infection percentage ( 75. 56% ) of PVY was the highes,t and that of TMV, CMV, ToMV and

TuMV was 65. 41%, 57. 14% , 36. 84% and 34. 59%, respectively. ToMV and TuMV were detected on ly in

the samples from Yunnan, S ichuan, Gu izhou and Chongq ing. O f the 257 positive samp les, 97 cases w ere

in fected by CMV ( 7. 39% ), TMV ( 13. 23% ) o r PVY ( 17. 12% ) alone. O ther positive samples w ere

in fected by tw o or more v iruses and about 55. 63% of them were in fected by a ll the five v iruses. Tobacco

samp les in the field showed complex v iral d isease symptoms. These resu lts ind icated that v iralm ixed- infection

occurred seriously in field tobacco and PVY has become a dom inant virus in some tobacco-grow ing areas.

  烟草病毒病是烟草上的主要病害之一,发生普遍

且严重,在我国部分烟区已上升为烟草上的第一大病

害
[ 1-2]
。据报道, 自然状态下能侵染烟草的病毒有近

40种
[ 2-4 ]
。由于我国烟区分布地域广, 且南北方气候、

耕作制度和农业产业结构及生态条件均有较大差异,

因此, 烟草病毒种类繁多, 目前已报道侵染烟草的病毒

有近 20种
[ 2-15 ]
。其中, 以 TMV、CMV、PVY、马铃薯 X

病毒 (Potato virus X, PVX )、烟草蚀纹病毒 ( Tobacco

etch virus, TEV)、烟草环斑病毒 (Tobacco ring spot virus,

TRSV )和烟草坏死病毒 (Tobacco necrosis virus, TNV)在

烟草病毒中所占比例较大,危害最严重,成为我国烟草

上的主要病毒种类
[ 1, 11, 16-30 ]

。近年来,我国烟草病毒病

危害呈日趋严重且复杂多变的趋势, 主要表现为烟草

上多种病毒复合感染现象十分严重, 田间症状表现更

加复杂
[ 10-11, 16-30]

; 一些新病毒侵染烟草在部分烟区已

造成严重危害,如烟草曲茎病毒 (Tobacco curly shoot vi-

rus, TbCSV )、云南烟草曲叶病毒 (Tobacco leaf curl Yun-

nan virus, TLCYNV)及中国番茄黄化曲叶病毒 (Tomato

y ellow leaf curl China virus, TYLCCNV)等双生病毒单独

或复合侵染引起的烟草曲叶病已在云南、广西等省烟

区爆发流行
[ 6, 10, 12-14]

; 就同一烟区而言, 不同年份引起

烟草病毒病流行的优势毒原不断变化, 如 20世纪 90

年代初我国烟草病毒病主要以 TMV和 CMV复合侵染

为主, 其中, 以 TMV为优势毒原, 但到了 90年代末,

CMV逐渐取代 TMV而成为烟草病毒中的主要病毒种

类,在局部烟区 PVY、PVX和 TEV也可能成为当地烟

草病毒病的主要病原
[ 11, 16-30 ]

,这种变化给烟草病毒病

的防治工作带来极大困难。因此, 摸清当前我国烟区

烟草病毒种类和变化趋势, 病毒种群区系分布及复合

侵染情况,有助于全面掌握田间烟草病毒病的现状,对

于有针对性地制定以抗病育种为中心的综合防治措施

具有重要意义。为此,于 2005~ 2008年在重庆、云南、

四川、贵州、河南、甘肃及陕西等主要烟区进行了烟草

病毒病的调查和取样,利用 5种作物常见病毒特异性

血清对烟草样品进行了针对主要病毒种类的 ELISA

检测, 并对样品中存在的病毒复合侵染现象进行了

分析。

1 材料与方法

1. 1 样品采集

在 2005~ 2008年间分别从重庆、四川、贵州、云

南、陕西、河南及甘肃等省市部分烟区共采集 266个烟

草病毒病样品。病株严重矮缩、畸形,烟叶呈现浓绿淡

绿不均匀或褪绿变黄的花叶或环斑症状,部分样品叶

片皱缩、扭曲、畸形, 边缘呈现轻微卷曲或叶脉坏死等

症状。

1. 2 标准抗原及抗体

TMV、CMV、TuMV及 ToMV相应的抗原及单克隆

抗体 (浙江大学生物技术研究所周雪平教授惠赠 )、

PVY的抗原及多克隆抗体 (本实验室保存 )、碱性磷酸

酶标记的羊抗鼠 IgG及羊抗兔 IgG (美国 Promega公

司 )。

1. 3 病毒检测方法

参考青玲等
[ 11]
的方法, 采用抗原直接包被 ELISA

法进行病毒检测。

2 结果与讨论

2. 1 烟草主要病毒的种类

对采集的 266个烟草花叶病毒病样品,经 ELISA检

测结果 (表 1)表明,共有 257个样品与 5种供试血清中

的 1种或多种血清发生不同程度的阳性反应。其中,

PVY的侵染最普遍,除贵州省外, PVY在其它省市烟草

样品上的侵染率均最高,总检出率达 75. 56%,河南省的

10个烟草样品全部被 PVY侵染;其次为 TMV和 CMV,

其总检出率分别为 65. 41%和 57. 14% ; ToMV和 TuMV

仅在云南、四川、贵州和重庆烟草样品中检测到,其总检

出率分别为 36. 84%和 34. 59%。 5种病毒在不同烟区

的分布存在差异, CMV、TMV、ToMV、TuMV及 PVY在云
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南烟草样品中的检出率分别为 100. 00%、100. 00%、

93. 33%、86. 66%和 100. 00%;在四川烟草样品中的检出

率分别为 83. 72%、88. 37%、73. 26%、73. 26% 和

90. 70%;在贵州烟草样品中的检出率分别为 37. 66%、

49. 35%、5. 19%、6. 49%和 40. 26%;在重庆烟草样品中

的检出率分别为 56. 36%、58. 18%、30. 91%、20. 00%和

80. 00%;另外 CMV、TMV及 PVY在甘肃烟草样品中的

检出率分别为 20. 00%、60. 00%和 100. 00%;在陕西烟

草样品中的检出率分别为33. 33%、33. 33%和100. 00%,

见表 1。另外,共有 9个烟草样品未检测到上述 5种病

毒,分别为贵州六盘水的样品 4个、重庆涪陵样品 2个、

四川西昌样品 3个。

表 1检测结果表明, 257个烟草花叶病毒病样品

感染了 CMV、TMV、ToMV、TuMV及 PVY等 5种病毒

中的 1种或多种病毒。其中 CMV、TMV及 PVY在南

北烟区均有发生,其总检出率分别为 57. 14%、65. 41%

和 75. 56% ,说明这 3种病毒仍然是当前我国烟区的

主要病毒种类。除此之外,在云南、四川、贵州和重庆

等地烟草样品中还检测到 ToMV和 TuMV。本实验室

曾在重庆武隆烟区的烟草中检测到 TuMV
[ 11]

, 但国内

未见 ToMV田间侵染烟草的报道
[ 31 ]

,因此本研究发现

ToMV田间侵染烟草可能为国内的首次报道。尽管本

研究用于病毒种类检测的 ToMV血清是其特异性的单

克隆抗体,但由于 TMV与 ToMV血清学关系密切, 且

TMV株系复杂,因而还需针对侵染田间烟草的 ToMV

进行进一步的分子鉴定。目前 ToMV和 TuMV仅在南

方烟区发生,贵州烟区也仅在六盘水烟草样品中检测

到,因而,这两种病毒在其它烟区的发生趋势和危害程

度值得关注。有报道
[ 18, 20-22, 27-28]

表明除 CMV、TMV及

PVY外,在我国部分烟区 TEV、PVX、TRSV及 TNV也

是引起烟草病毒病的主要病毒种类。本实验室对部分

烟草样品进行了针对 PVX 和蚕豆萎蔫病毒 2号

(B road bean w ilt virus 2, BBWV - 2)的血清学检测,证

实在某些样品中存在这些病毒的单独或复合侵染 (结

果另文发表 ) , 由于没有 TEV、TRSV及 TNV的抗血

清,因此,未对样品进行针对这 3种病毒的检测, 不能

排除样品感染这些病毒的可能性。在本研究中有 9个

烟草样品未检测到上述 5种病毒, 但样品病毒病症状

明显,说明这些样品中可能仍含有其它病毒种类而未

被检测出, 田间样品的症状复杂性也极有可能与此

有关。

本研究发现 5种病毒在不同烟区的分布与已有的

一些报道有较大差异,如 PVY和 CMV是河南烟草病

毒病的主要病毒种类
[ 22]

, 但在本研究中仅发现 PVY单

表 1 侵染烟草的病毒种类检测 /Tab. 1 Detection of viru s types of in fec ted tobacco

省份 /P rov ince 地点 /L ocation

样品数 /

Num bers

o f samp les

检出百分比 /Pe rcentages of v iruses de tected(% )

CMV TMV ToMV TuMV PVY

甘肃 /Gansu 清水 /Q ingshu i 20 20. 00 60. 00 ) ) 100. 00

陕西 /Sha. anx i 陇县 /Longx ian 3 33. 33 33. 33 ) ) 100. 00

云南 /Yunnan 大理 /Da li 15 100. 00 100. 00 93. 33 86. 66 100. 00

河南 /H enan 洛宁 /Luon ing 6 ) ) ) ) 100. 00

许昌 /Xuchang 4 ) ) ) ) 100. 00

合计或平均 /T o tal or average 10 ) ) ) ) 100. 00

四川 /S ichuan 西昌 /X ichang 31 54. 83 80. 65 41. 94 41. 94 74. 19

万源 /W anyuan 23 100. 00 82. 61 82. 61 78. 26 100. 00

德昌 /Dechang 32 100. 00 100. 00 96. 88 100. 00 100. 00

合计或平均 /T o tal or average 86 83. 72 88. 37 73. 26 73. 26 90. 70

贵州 /Guizhou 安顺 /Anshun 22 ) 77. 27 ) ) 45. 45

遵义 /Zuny i 30 80. 00 ) ) ) 53. 33

六盘水 /L iupanshu i 25 20. 00 84. 00 16. 00 20. 00 20. 00

合计或平均 /T o tal or average 77 37. 66 49. 35 5. 19 6. 49 40. 26

重庆 /Chongqing 黔江 /Q ian jiang 12 58. 33 16. 67 8. 33 8. 33 50. 00

酉阳 /Youyang 29 41. 38 68. 97 20. 69 10. 34 89. 66

南川 /Nanchuan 11 100. 00 81. 82 81. 82 54. 55 100. 00

涪陵 /Fuling 3 33. 33 33. 33 33. 33 33. 33 33. 33

合计或平均 /T o tal or average 55 56. 36 58. 18 30. 91 20. 00 80. 00

合计或平均 /T o tal or average 266 57. 14 65. 41 36. 84 34. 59 75. 56
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独侵染,可能与采样地点不同和样品数量偏少有一定

的关系。另一方面, 田间烟草病毒类型常处于动态变

化中, 一些次要病毒种类在某些年份可能上升为主要

病毒种类,因而这种差异也可能是烟草病毒病优势毒

原变化趋势的客观反映。本研究表明 PVY在大部分

烟区已取代 TMV和 CMV成为优势毒原,这种变化给

以抗病育种为中心的烟草病毒病的防治工作带来极大

困难, 值得高度重视。

2. 2 烟草病毒侵染的类型

对 257个阳性样品进行病毒侵染类型分析, 结果

有 97个样品为单一病毒侵染, 总检出率为 37. 74%,

见图 1;其余 160个样品均为 2种以上病毒复合侵染,

其中 2种病毒复合侵染的检出率为 18. 65%, 3种、4

种和 5种病毒复合侵染的检出率分别为 5. 06%、

3. 89%和 34. 63% ,见表 2。

2. 2. 1 单一病毒的侵染

在单一病毒侵染样品中, 仅发现 CMV、TMV及

PVY的单独侵染,其检出率分别为 7. 39%、13. 23%和

17. 12%。在某些省份烟区烟草样品中仅检测到 1种

病毒单独侵染,如甘肃、河南及陕西烟草样品中只检测

到 PVY单独侵染, 其中河南的 10个烟草样品全部为

PVY单独侵染, 贵州六盘水烟草样品仅发现 TMV单

独侵染。而同一省份的不同烟区烟草受单一病毒侵染

的情况也不相同,如四川仅西昌烟区烟草样品中检测

到单一病毒侵染,重庆仅酉阳和黔江烟区烟草样品存

在单一病毒侵染,且不同烟区烟草样品中单独侵染的

病毒种类不同。贵州烟草样品单一病毒侵染的比例最

高,达 72. 60%, 而云南烟草样品中未检测到单一病毒

侵染, 见图 1。

2. 2. 2 病毒复合侵染

ELISA检测结果表 2表明,在 257个阳性样品中,

160个烟草样品检测到 2种以上病毒的复合侵染, 总

检出率为 62. 26%, 共有 9种病毒侵染类型。其中 2

种病毒复合侵染的类型包括 CMV + PVY, TMV + PVY及

图 1 烟草样品单一病毒侵染分析 /

Fig. 1 Ana lysis of single viru s in fec tion in tobacco sam p les

CMV+ TMV, 其在阳性样品中的总检出率分别为

7. 39%、10. 51%和 0. 78% ; 共有 13个烟草样品检测

到 3种病毒复合侵染,其中各有 1个样品检测到 CMV

+ ToMV + PVY或 CMV + TMV + ToMV,而 CMV + TMV

+ PVY在阳性样品中的总检出率为 4. 28%; CMV +

TMV + ToMV + PVY及 CMV + TMV + TuMV + PVY的

总检出率分别为 2. 72%和 1. 17%。另外,检测到 5种

病毒复合侵染的样品在所有复合侵染样品中所占比例

高达 55. 63%, 特别是四川德昌的烟草样品几乎全部

受 5种病毒的复合侵染,一种可能是自然界本来就存

在如此严重的复合侵染现象, 但由于前人未同时利用

这 5种病毒的血清来检测烟草样品, 因而这种现象一

直没有被发现;此外, 本研究所用 PVY的血清是多抗,

故不能排除在检测中出现假阳性的可能性。比较不同

烟区烟草病毒复合侵染情况发现, 云南、四川、甘肃和

重庆烟草样品中病毒复合侵染最为严重,在各自烟草

样品中的检出率分别为 100%、91. 53% 、65. 00% 和

65. 91% ,贵州烟草样品的病毒复合侵染率最低, 仅为

27. 40%。重庆烟草样品的病毒复合侵染类型最复杂,

检测到了上述 9种病毒复合侵染类型。

田间病毒侵染的情况通常比较复杂,常有 2种以

上的病毒复合侵染
[ 10-11, 16-30]

。比较南北方烟区烟草样

品的病毒种类及复合侵染情况表明, 北方烟区样品的

病毒种类简单,优势病毒明显, 且无论病毒单一或复合

侵染的类型也相对较少,可能与检测样品的数量少有

关。南方几个省份烟区烟草的病毒种类较复杂, 且病

毒复合侵染很普遍。特别是云南大理和四川德昌烟区

的样品与前人报道不同
[ 20-21, 23-25, 30]

, 均没有单一病毒

侵染,几乎全部受 5种病毒的复合侵染。而在南方烟

区中,贵州安顺和遵义烟区样品的检测结果较为独特,

不仅病毒种类简单而且复合侵染率较低。采自安顺烟

区的烟草样品仅检测到 TMV和 PVY侵染,而检测到

CMV和 PVY侵染的样品全部采自遵义烟区, 因而, 这

两个地区的样品中均未发现 TMV与 CMV复合侵染,

这种情况还未见报道。

在采样过程中发现,有些烟田管理粗放,周边杂草

丛生,且常与茄科蔬菜间作或轮作。蚜虫是病毒的强

力传播媒介,杂草和茄科蔬菜又是大多数病毒的常见

寄主,因而, 烟草上的病毒很可能来源于这些寄主和媒

介昆虫。鉴于病毒在烟草上的复合侵染现象严重, 因

此,在制定病毒防治策略时,在以主要病毒防治为主的

前提下,还应兼顾其它病毒,同时要加强烟田的管理。

2. 3 田间烟草病毒病症状的复杂性
对采自甘肃、贵州和陕西的部分样品进行了外部
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症状观察, 并结合 EL ISA检测结果, 发现田间烟草病

毒病样品表现出非常复杂的外部症状,见表 3。相同

病毒侵染类型在不同地区引起的症状不同, 即使在同一

烟区也有较大差异,可能与病毒的株系不同有关。单一

病毒与几种病毒复合侵染时引起的外部症状均十分复

杂,特别是贵州样品的症状多样性尤其明显。如 PVY

侵染呈阳性的甘肃样品表现典型花叶症状,但贵州样

品除花叶症状外还可引起叶皱缩、扭曲变小、狭长、环

斑及叶脉坏死等症状。我国已鉴定的 PVY有 3个株

系,即普通株系 ( PVY
0
)、脉坏死株系 ( PVY

N
)和条痕花

叶株系 ( PVY
C
) , 其中 PVY

0
株系发生较普遍, 其次为

PVY
N
株系, PVY

C
株系发生较少,由于不同株系引起

症状差异较大, 因而, PVY侵染引起的症状复杂性可

能与其株系的复杂性有关
[ 32 ]
。

表 2 复合侵染烟草的病毒种类检测 /Tab. 2 D etec tion of virus types ofm ix-infected tobacco

 省份 /P rov ince 地点 /Loca tion

阳性样

品数 /

Num be rs of

positive

samp les

检出百分比 /P ercentages o f v iruses detected(% )

CMV +

PVY

TMV +

PVY

CMV +

TMV

CMV+

TMV +

PVY

CMV+

ToMV +

PVY

CMV+

TMV+

ToMV

CMV+

TMV+

ToMV+

PVY

CMV+

TMV+

TuMV+

PVY

CMV+

TMV+

ToMV+

TuMV+

PVY

甘肃 /Gansu 清水 /Q ingshu i 20 5. 00 45. 00 ) 15. 00 ) ) ) ) )

陕西 /

Sha. anx i
陇县 /L ongx ian 3 ) ) ) 33. 33 ) ) ) ) )

云南 /

Yunnan
大理 /Da li 15 ) ) ) 6. 67 ) ) 6. 67 86. 67

河南 /

H enan
洛宁 /Luon ing 6 ) ) ) ) ) ) ) ) )

许昌 /Xuchang 4 ) ) ) ) ) ) ) ) )

合计或平均 /

To tal o r average
10 ) ) ) ) ) ) ) ) )

四川 /

S ichuan

西昌 /X ichang 28 3. 57 14. 29 ) 10. 71 ) ) ) ) 46. 43

万源 /W anyuan 23 17. 39 ) ) ) ) ) 4. 35 ) 78. 26

德昌 /Dechang 32 ) ) ) ) ) ) ) 3. 13 96. 88

合计或平均 /

To tal o r average
83 6. 01 4. 82 ) 3. 61 ) ) 1. 20 1. 20 74. 69

贵州 /

Gu izhou

安顺 /Anshun 22 ) 22. 73 ) ) ) ) ) ) )

遵义 /Zuny i 30 33. 33 ) ) ) ) ) ) ) )

六盘水 /

L iupanshu i
21 ) ) ) ) ) ) ) 4. 76 19. 05

合计或平均 /

To tal o r average
73 13. 70 6. 85 ) ) ) ) ) 1. 37 5. 48

重庆 /

Chongq ing

黔江 /Q ianjiang 12 ) ) ) ) ) 8. 33 ) 8. 33 )

酉阳 /Youyang 29 6. 90 31. 03 6. 90 6. 90 ) ) 10. 34 ) 10. 34

南川 /Nanchuan 11 9. 09 ) ) 9. 09 9. 09 ) 18. 18 ) 54. 55

涪陵 /Fuling 1 ) ) ) ) ) ) ) ) 100

合计或平均 /

To tal o r average
53 5. 66 16. 98 3. 64 5. 66 1. 89 1. 89 9. 43 1. 89 18. 87

合计或平均 /

To tal o r average
257 7. 39 10. 51 0. 78 4. 28 0. 39 0. 39 2. 72 1. 17 34. 63
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表 3 部分烟草病毒病样品的症状特征 /

Tab. 3 Symptom character istics of som e tobacco viral samp les

病毒种类 /

V irus types

省份 /

P rovince

症状特征 /

Sym ptom character istics

PVY 甘肃 /Gansu 典型花叶,深浅绿相间。

贵州 /Guizhou 典型花叶。

贵州 /Guizhou 叶皱缩,扭曲变小、狭长。

贵州 /Guizhou 环斑,叶脉坏死。

TMV+ PVY 甘肃 /Gansu 皱缩黄化。

贵州 /Guizhou 叶片皱缩、扭曲、畸形、变小。

贵州 /Guizhou 典型花叶,叶脉坏死。

CMV + PVY 甘肃 /Gansu 叶色黄绿相间。

贵州 /Guizhou
叶扭曲、畸形、变小,重者仅剩

叶脉。

贵州 /Guizhou 叶皱缩、扭曲、叶变狭长。

贵州 /Guizhou
深绿部分皱缩, 叶缘上卷, 有

缺刻。
TMV+ CMV

+ PVY
甘肃 /Gansu 叶皱缩,边缘黄化。

陕西 /Sha. anx i
严重皱缩, 叶片变狭长, 仅剩

叶脉。

黄遵锡等
[ 31]
曾报道云南烟草病毒病有复杂的病

毒侵染类型和症状表现,在本研究中贵州田间样品的

病毒侵染类型简单,但症状复杂,很可能是由于样品中

还含有未被检测出的其它病毒种类。

3 结论

从重庆、四川、贵州、云南、陕西、河南及甘肃等省

市部分烟区采集了 266个烟草花叶病毒病样品, 共有

257个样品检测到 CMV、TMV、ToMV、TuMV及 PVY等

5种病毒中的 1种或多种病毒。CMV、TMV及 PVY在

南北烟区均有发生且检出率均在 57% 以上, 其中,

PVY已成为当前我国烟区的优势毒原; 其次为 TMV

和 CMV; ToMV和 TuMV仅在云南、四川、贵州和重庆

烟草样品中检测到。田间烟草病毒复合侵染现象严

重,在 257个阳性样品中仅有 97个样品受 CMV、TMV

或 PVY单独侵染, 其余样品均受 2种以上病毒复合侵

染,其中, 55. 63%的样品检测到 5种病毒复合侵染。

田间烟草样品表现复杂的病毒病症状类型。

致谢:本试验在样品采集过程中得到了贵州省六

盘水市农业局胡秋舲先生, 西南大学植物保护学院孙

现超博士、窦彦霞博士、陈国康博士和马冠华博士的帮

助,在此表示由衷的谢意!
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