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摘要
:

柑桔衰退病毒(C T v) 存在着许多生物学特性不同的株系
。

通过铲除感染强毒株植株或利用弱毒株交叉保护的方式

来防治柑桔衰退病都需要对 C T v 株系进行准确
、

可靠的鉴定
。

本文根据对 CT v 衣壳蛋白基因 (C PG )的限制性片段长度

多态性(R FLP) 分析
,

发现在重庆主栽柑桔品种的衰退病毒主要以 CP/ 去Iil Zf 1 R FL P 第 l
、

3 和 6 组群为主
,

并且在田间以多

株系混合感染为主
。
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柑桔衰退病是由柑桔衰退病毒 (6 r几‘:

tris te za

vi 。, ,

C T V )引起的一种具有经济重要性的病害
,

广泛分布于世界各柑桔产区
。

C T V 在我国分布普

遍
,

由于使用抗病砧木积
,

且主要种植宽皮柑桔
,

因

此没有显著的为害川
。

随着我国柑桔产业结构的

不断调整
,

CT V 茎陷点型强毒株对袖类和某些甜

橙的为害变得日益明显侧
。

在 CT V 强毒株和强力传媒桔蚜并存的地区
,

弱毒 株交叉 保 护 (而ld s tr ain c ro ss pro te e tio n ,

M S CP) 是最有效的防治方法
。

C T v 存在着复杂的

株系分化现象
,

而且 M SC P 具有寄主专化性和地

域专化性的特点
,

因此在进行 M S C P 时
,

应根据不

同地区 C T v 株系的组成来选用保护株系L:, )
。

对

C T v 衣壳蛋白基因 (co at pro tei
n

ge ne
,

C PG )进行

限制性片段长度多态性 (R F L p )分析能够对 C T V

株系进行快速
、

准确的区分
,

并能预测其生物学特

性仁‘}
,

本文运用该方法从重庆市不同地区的主栽

柑桔品种中筛选到 2 41 个感染 C T V 的样品进行分
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析
,

现将结果报道如下
。

1 材料与方法

,
.

, C下V 分离株

检测样品分别来 自重庆市的合川
、

江津
、

长寿
、

涪陵
、

忠县
、

铜梁
、

丰都
、

九龙坡
、

北磅等地以及中国

农业科学院柑桔研究所
。

根据 G arn
sey 等〔5 〕的方

法对样品进行直接组织点免疫(D T BI A )初筛
。

,
.

2 总核酸提取及 c O N A 的合成和扩增

对 D T B IA 检测阳性的样品
,

参照周常勇等「“〕

的方法提取总核酸
,

并参照 Gi lli ng
s
等 [4 〕的方法

,

使 用 C PG 特 异 性 引 物 CPI ( 5
‘一

A T G

G A C G A C G A A A C A A A G
一

3
‘

)和 C P3 (5
‘一

T CA A C G
-

T G T G竹G A A T T I
,

一
‘

)
,

在 T G

~
二N’r 型 PC R 仪

(Bi o m e
tra )上 进行 R T

一

PC R 操作
。

PC R 产物经

1
.

2 % 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 后
,

用 凝 胶成 像 系统

(B IO
一

队
D )观察结果

。

1
.

3 R FLP 分析

将 PC R 产物与限制性内切酶 Hi nf I( Pro 二
g a

)

反应体系相混合
,

3 7℃下酶切 l h
,

产物进行 3 % 超

纯琼脂糖凝胶 电 泳川
,

嗅乙锭染色后 观察酶切

图谱
。

2 结果与分析

2
.

1 D T B IA 分析及 R T
一

PC R 检测

肉眼观察染色后 的硝酸纤维素膜
,

病株和正对

照在其韧皮部的印迹周围有黑褐色小点
,

健康植株

和负对照则没有该特征
。

结果获得 2 41 个 c T v 样

品
。

这些 C T V 样品和正对照经 R T
一

PC R 扩增
,

均

能产生大小为 6 72 b p 的 D N A 片段
,

与已知 c T v

的 C PG 大小相一致
。

阴性对照和水对照中不能检

测到该扩增产物
。

2
.

2 R FLP 分析

根据 o illin g s
等J‘〕对 e T v 的 R FL P分群标准

,

在 2 41 个带毒样品中
,

38
.

2 % 的样品出现单一 C P/
刀艺儿f I R FL P谱型

,

其中以 C P/ H in f I R FL P 第 3
、

6

组群为主
,

分别占总数的 20
.

7 % 和 12 %
。

其余样

品表现出混合谱型
,

表明受多个株系混合感染
,

以

C P/ H in f 1 R FLP 第 1
、

3 组群
,

C P/ Hi
n f 1 R FL P 第

1
、

6 组群和 C P/ Hi nf 1 R FL P 第 3
、

6 组群构成为

主
,

分别 占总数的 23
.

2 %
、

18
.

2 % 和 7
.

5 %
:

另外

有 3 % 的样品 含有 CP/ 去liI 王f I R FL P 第 4 组 群
,

2
.

6 % 的样品含有 CP/ 云(i) Zf 1 R FL p 第 5 组群
,

这些

样品可能携带有 c T v 弱毒株叫
。

甜橙 中的 c T v

分离株包含有 C P/ Hi nf 1 R FL P 所有 7 个组群
,

袖

类上有 5 个 c P/ Hi nf 1 R FL P 组群
,

杂柑和宽皮柑

桔均携带有 4 个 CP/ H in f 1 R FL P 组群(表 1 )
。

图

l 显示了来源于重庆北磅的 C P/ Hi nf I R凡P 谱型

结果
,

表明 l
、

4
、

7 属于第 l 组群 ; 2
、

3
、

5
、

6
、

8 一 1 3

属于第 6 组群 : 1 4
、

15
、

1 6 属于第 3 组群
。

Fig
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3 讨论

CT V 存在着许多不同的株系
,

即使在田间或

指示植物上没有表现明显症状
,

仍然可能是由多个

株系所组成的 [3 ]
,

这就需要运用 准确
、

快速的方法

对 C T V 的各个株系进行区分
,

而应用 C P/ Hi nf l

对 c T v 的 c PG 进行限制性酶切
,

在不同分离株中

表现出了丰富的多态性
,

据此
,

C T v 被分成了 7 个

C P/ H in f 1 R FL P 组群
,

同一组群中的 C T V 株系具

有相似的生物学特性
,

其中组群 4 和 5 中的株系在

指示植物上为弱反应
,

因此可能与弱毒株相关联
,

从中可以获得具有潜在保护作用的弱毒株 ;而其余

组群中的株系在指示植物上会引起严重症状
,

与强

毒株相关联川
。

本文的结果表明在重 庆地区主栽品种中 CT V

的组群构成以第 l
、

3
、

6 组群为主
,

并且 C T v 的发

生多为混合感染
,

说明在重庆地区 CT v 强毒株分

布广泛
。

本实验对重 庆地区 CT V 的 CP/ Hi nf l

R FL P 组群构成进行 了初步分析
,

为 后 续进行

Msc P 防治柑桔衰退病提供了工作基础
。
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