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摘要: 褐色桔蚜是柑桔衰退病毒 (C itrus tristeza virus, CTV )最有效的传播媒介, 为了解不同柑桔寄

主种类和毒源对褐色桔蚜传播 CTV效率的影响, 检测在以锦橙、凤凰柚和墨西哥来檬作毒源植株

时,褐色桔蚜对 10个 CTV分离株的单蚜传毒率, 以及蚜传前后 CTV分离株 p25 /H in fÑ RFLP组群

构成的变化,并对其中 5个分离株与 2个国外分离株进行了 p20和 p25基因相应氨基酸序列的比

对分析。结果表明:褐色桔蚜传播 CTV的能力受柑桔寄主种类的影响较大, 以锦橙作毒源植株可

以获得最高的传毒率; CTV毒株强弱以及褐色桔蚜虫态 (有翅或无翅蚜 )对单蚜传毒率影响不明

显;褐色桔蚜传播具有 p25 /H in fÑ RFLP第 3组群构成的 CTV分离株的能力较强。

关键词: 柑桔衰退病毒; 柑桔种类; 单蚜传毒率

Effect of v irus sources and host p lan ts on the transm issibility of Citrus tristeza
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Abstract: Toxop tera citricida is themost effic ient vector ofC itrus tristeza virus ( CTV) . Fo r better under-

stand of the e ffect of CTV iso lates and host p lants on the transm issibility o f CTV by single aphid o fT. cit-

ricida, the transm ission rates o f 4 severe CTV isolates and 6 m ild ones w ere evaluated, as Jincheng,

Feng-huang pumm elo and M ex ican lim ew ere used as host plants. And p20 and p25 pro te ins of 7 CTV

iso lates w ere compared, and p25 /H in fÑ restriction fragment leng th polymorphism ( RFLP) groups assay

w as used to analyze for 10 CTV iso lates and 161 aph id transm ission sub- iso lates wh ich obta ined by trans-

m itted from Jincheng to Jincheng. The resu lts ind icated that Jincheng w as a better host for CTV transm is-

sion byT. citricida than that o f Feng-huang pummelo andM ex ican lime. The transm ission rate of severe

CTV isolates andm ild onesw ere sim ilar. In this study, CTV iso latesw ith p25 /H in fÑ RFLP group 3 had

h igher transm issib ility byT. citricida than the o thers.

Key words: C itrus tristeza virus ( CTV ); v irus resource hos;t transm issibility

  柑桔衰退病毒 ( C itrus tristeza virus, CTV )引起

的柑桔衰退病,是一种威胁世界柑桔生产的重要病

害,引起用酸橙 C itrus aurantium 作砧木的柑桔衰退

型死亡,以及抗病或耐病砧木上葡萄柚 C. parad isi、柚

C. grandis和某些甜橙 C. sinensis的茎陷点型危害
[ 1 ]
。

随着柑桔产业结构的调整, CTV对我国柑桔生产的

危害更趋严重
[ 2]
。目前国外的防治经验表明, 弱毒

株交叉保护 (m ild stra in cross protection, M SCP)技术
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是防治茎陷点型衰退病最有效的方法
[ 3]
。

CTV主要通过蚜虫和嫁接进行传播, 其中褐色

桔蚜 Toxop tera citricida是最有效的传播媒介, 能够

传播 CTV的大多数株系
[ 1, 3]
。以往的研究表明,蚜

虫在病株上取食 30m in后具有传毒能力, 取食 24 h

时达到最大传毒能力
[ 1]
。在以墨西哥来檬作为毒

源植株时,有翅成蚜的传毒率最高;此外毒源植株的

种类、CTV的不同分离株等因素都能影响蚜虫的传

毒能力
[ 1, 4- 5 ]

。直至今日, 蚜虫传播 CTV的机制仍

不清楚, CTV编码的 p25和 p20蛋白可能参与蚜虫

传毒过程
[ 6]
。由于先前的研究主要针对棉蚜 Aphis

gossyp i,而我国田间以褐色桔蚜发生为主,立足于国

内株系资源,了解不同柑桔种类和 CTV分离株对褐

色桔蚜传毒能力的影响,可以为建立 MSCP技术提

供重要依据。本研究比较了田间 10个 CTV强弱毒

株在不同柑桔种类间的单蚜传毒率, 分析了单蚜传

毒前后 CTV分离株 p25 /H in fÑ RFLP组群构成的变

化,并对其中 5个单一的 CTV分离株与 2个已知传

毒率的国外 CTV分离株 T30和 T36进行 p20和 p25

基因对应氨基酸序列的比较,以期找寻影响褐色桔

蚜传毒能力的主要因素,为今后运用 MSCP技术防

治柑桔衰退病奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 毒源植株  田间 CTV分离株参考 Garnsey等 [ 7]

的方法进行指示植物鉴定后, 嫁接接种到锦橙 C.

sinensis、凤凰柚 C. grand is和墨西哥来檬 C. auranti-

folia进行保存。

1. 2 单蚜传毒  参照 B roadben t等
[ 4 ]
的方法, 用无

毒褐色桔蚜从上述毒源植株向无毒锦橙实生苗进行

单蚜传毒试验。传毒完毕后受毒植株在温室 ( 26~

30 e )中保存。蚜传 3个月和 5个月后, 根据 Garn-

sey等
[ 8]
的方法截取受毒植株的幼叶中脉进行直接

组织点免疫 ( d irect tissue blot immuno-assay, DT-

B IA )检测, 并使用 SPSS12. 0分析软件对检测结果

进行显著性分析。

1. 3 总核酸提取及 cDNA的合成和扩增  对 DT-

B IA检测阳性的样品,参照周常勇等
[ 9]
的方法提取

总核酸。参照 Zhou等
[ 10]
的方法,合成 p25基因的特

异性引物 CP1 ( 5cATGGACGACGAAACAAAG3c)和

CP3( 5cTCAACGTGTGTTGAATTT3c), p20的特异性
引物 p20f( 5cA ATGCGAGCTTACTTTAGT3c)和 p20r

( 5cCTACACGCAAGATGGAGA3c) , 并在 TGRAD IENT型

PCR仪 (W haMt an)上进行 RT-PCR操作。扩增产物

进行 1. 2%琼脂糖凝胶电泳。溴化乙锭染色后, 用

Ge lDoc
TM
EQ型凝胶成像系统 ( B io-Rad)观察结果。

1. 4 p25 /H in fÑ RFLP组群分析  将 p25基因的扩

增产物与限制性内切酶H in fÑ ( Prom ega)反应体系

混合, 37 e 下酶切 1 h, 随后进行 3%超纯琼脂糖凝

胶电泳
[ 11]
。溴化乙锭染色后观察酶切图谱。

1. 5 序列分析  p20和 p25基因的扩增产物经胶纯

化试剂盒 ( P romega)纯化后, 使用升级后的 BECK-

MAN CEQ2000型测序仪进行测序, 测序结果用

DNA star整理测序峰值后, 使用 B ioE dit 7. 0进行分

析。测序工作在国家柑桔苗木脱毒中心进行。

2 结果与分析

2. 1 单蚜传毒

单蚜传毒 3个月后检测发现, 除 CT88外, 其余

9个 CTV分离株共获得 234个蚜传分离株。与锦橙

作毒源植株相比, 以墨西哥来檬和凤凰柚作毒源植

株的单蚜传毒率极低, 有时不能获得蚜传分离株

(表 1)。以锦橙作毒源植株时, 褐色桔蚜的无翅成

蚜对 CTV强毒株的平均单蚜传毒率为 28. 65%, 高

于对弱毒株的平均传毒率 ( 15. 86% ); 其中在强毒

分离株中,以 CT32的传毒率最高, 为 50. 67% ;在弱

毒分离株中,以 CT16的传毒率最高, 为 48. 89% (表

1)。在 A= 0. 05水平时进行方差分析, 褐色桔蚜对

弱毒株传毒率的平均值 = 0. 1586 ? 0. 1975( sd); 对

强毒株传毒率的平均值 = 0. 2865 ? 0. 1711( sd), 经
独立样本的 T测验分析后得出 F = 1. 244, P = 0. 297

> 0. 05,这表明褐色桔蚜的无翅成蚜对 CTV强弱毒

株的传毒率不存在显著性差异。在相同的试验条件

下, 褐色桔蚜的有翅成蚜对 CT9、CT30、CT32和

CT89传毒率的平均值 = 0. 1779 ? 0. 1794( sd) ;其无

翅成蚜对相同毒源传毒率的平均值 = 0. 2 280 ?
0. 2180( sd) ,经独立样本的 T测验分析后得出 F =

0. 478, P = 0. 515> 0. 05, 表明有翅成蚜和无翅成蚜

的传毒率没有显著性差异 (表 1)。

单蚜传毒 5个月后检测, 结果相同。

2. 2 p25 /H in fÑ RFLP组群分析

原混合组群的分离株得到了分离纯化: 从 CT16

中分离出 2个单一第 1组群和 32个单一第 3组群

的株系,其余蚜传分离株中仍混有第 1和第 3组群

的株系;从 CT31中分离出 4个单一第 1组群、12个

单一第 3组群的株系 , 以及 4个混有第 1和第 3组
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表 1 不同柑桔种类间褐色桔蚜的单蚜传毒率情况

Tab le 1 T ransm ission rates of CTV iso lates by the sing le aph id of T. citricida from different host p lants to Jincheng

致病力

Pathogenicity

毒源

O r ig inal iso late

毒源植株

V ira l source plant

虫态

Aph id sta tus

阳性植株数 /检测植株数

No. positive /No. inoculated

传毒率 (% )

T ransm ission rate

弱毒株 CT9 墨西哥来檬 M ex ican lmi e 无翅蚜 Aptera 2/79 2. 53

M ild iso la te 凤凰柚 Feng-huang pum ello 无翅蚜 Aptera 1/80 1. 25

锦橙 Jincheng 无翅蚜 Aptera 7/82 8. 54

有翅蚜 A latae 6/80 7. 50

CT89 墨西哥来檬 M ex ican lmi e 无翅蚜 Aptera 0/72 0. 00

凤凰柚 Feng-huang pum ello 无翅蚜 Aptera 0/75 0. 00

锦橙 Jincheng 无翅蚜 Aptera 2/73 2. 74

有翅蚜 A latae 3/84 3. 57

CT11 锦橙 Jincheng 无翅蚜 Aptera 25/80 31. 25

CT16 锦橙 Jincheng 无翅蚜 Aptera 44/90 48. 89

CT77 锦橙 Jincheng 无翅蚜 Aptera 3/80 3. 75

CT88 锦橙 Jincheng 无翅蚜 Aptera 0/75 0. 00

强毒株 CT30 墨西哥来檬 M ex ican lmi e 无翅蚜 Aptera 2/70 2. 84

Severe isolate 凤凰柚 Feng-huang pum ello 无翅蚜 Aptera 1/77 1. 30

锦橙 Jincheng 无翅蚜 Aptera 26/89 29. 21

有翅蚜 A latae 12/72 16. 67

CT32 墨西哥来檬 M ex ican lmi e 无翅蚜 Aptera 1/69 1. 45

凤凰柚 Feng-huang pum ello 无翅蚜 Aptera 0/57 0. 00

锦橙 Jincheng 无翅蚜 Aptera 38/75 50. 67

有翅蚜 A latae 33/76 43. 42

CT31 锦橙 Jincheng 无翅蚜 Aptera 20/78 25. 64

CT76 锦橙 Jincheng 无翅蚜 Aptera 8/88 9. 09

表 2 10个 CTV分离株单蚜传毒前后 p25 /H in fÑ RFLP组群分析

Table 2 p25 /H in fÑ RFLP groups ana ly sis of 10 CTV iso lates and the ir sub- iso lates by sing le aph id transm iss ion

毒源

Isolate

p25 /H in fÑ RFLP group

母株

O rig ina l

亚分离株

Aphid sub- iso la te

数量

Amount

毒源

Iso late

p25 /H in fÑ RFLP group

母株

O r iginal

亚分离株

Aphid sub- iso late

数量

Amount

CT9 6 6 7 CT11 3 3 25

CT76 4 4 8 CT16 1+ 3 1 2

CT89 5 3 1 3 32

5 1 1+ 3 10

CT31 1+ 3 1 4 CT88 6 0 0

3 12 CT30 3+ 6 3 26

1+ 3 4 CT32 1+ 3+ 5 3 29

CT77 4 4 3 3+ 5 7

1+ 3+ 5 2

群株系的蚜传分离株;从 CT30中只分离出单一第 3

组群的株系;从 CT32中分离出 29个单一第 3组群

的株系、9个混合组群的蚜传分离株。 CT89获得了

2个分别属于单一第 3和第 5组群的蚜传分离株

(表 2)。单一 p25 /H in fÑ RFLP组群构成的 CTV分

离株在单蚜传毒前后组群构成没有发生明显变化。

2. 3 序列分析

将 5个单一 p25 /H in fÑ RFLP组群的 CTV分离

株与 2个国外已知为低传毒能力的 CTV分离株 T36

和 T30
[ 6 ]
进行 p25 和 p20 基因序列分析。结果表

明, 7个 CTV分离株的 p25基因对应氨基酸序列的

相似性为 92. 8% ~ 98. 2%。具有高传毒率的 CT11

与其它传毒能力低的 CTV分离株相比, 分别在第

72、117、136、149、150、151和 213位的氨基酸发生

了变化 ; p2 0基因对应氨基酸序列的相似性为

91. 7% ~ 98. 3% , CTV分离株传毒能力与其 p20基
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因对应氨基酸序列的关系不明显。

3 讨论

本研究通过比较褐色桔蚜在不同条件下传播

CTV的效率表明, 毒源植株的种类对蚜虫传毒率的

影响明显,有翅或无翅成蚜以及 CTV的强弱毒株对

蚜虫传毒率的影响并不显著。先前的研究表明,以

墨西哥来檬或甜橙作毒源植株时可以获得较高的传

毒率, 并由此推测蚜虫传播 CTV的能力与 CTV在

寄主中的含量可能存在一定的联系
[ 1, 3, 5]

。但进一

步的研究表明, CTV在墨西哥来檬和甜橙中含量与

其它品种的差异并不明显
[ 12]
。本研究中仅在以锦

橙作毒源植株时获得较高的传毒率。造成不同寄主

间蚜传效率差异的原因是否与蚜虫的取食行为或寄

主 -褐色桔蚜 - CTV三者间的互作有关, 还有待进

一步研究。本研究中褐色桔蚜在凤凰柚上所表现的

低传毒率也许能够解释田间柚类植株柑桔衰退病发

生率低于其它柑桔类型的现象
[ 4, 13]

; 同时也暗示在

柚类植株中可能存在一种抑制蚜虫在柚类植株间传

播 CTV的机制
[ 14]
。本研究中褐色桔蚜传播不同

CTV分离株的能力差异较大, 其中 CT32的单蚜传

毒率最高为 50. 67%, 而 CT88单蚜传毒没有成功,

这可能是由于 CT88的蚜传能力弱, 且采用的样本

数还不够多,不足以反映其蚜传能力。

目前对于蚜虫传播 CTV的机制仍不清楚。

Herron等
[ 6]
通过比较饲喂褐色桔蚜 CTV粗提物和

CTV部分纯化物后的传毒率发现, CTV的 p20蛋白

抗体可以极大提高褐色桔蚜在体外传播 T661H-3

分离株的能力,由此推测 p20蛋白可能在蚜传中发

挥作用。本研究中蚜传能力强的 CT11与 6个蚜传

能力弱的 CTV分离株在 p20基因对应氨基酸序列

上的差异并不明显;而 CT11与这 6个分离株相比

存在一些独有的位点, 并且本研究中具有 p25 /H in f

Ñ RFLP第 3组群的 CTV分离株往往具有较高的单

蚜传毒率, 而所获得的蚜传分离株也大多属于第 3

组群, 表明 p25基因可能与蚜虫传播 CTV的能力有

关。由于 CTV具有 12个开放读码框, 至少可以编

码 17种蛋白质
[ 15]
, 因此蚜虫传播 CTV的过程是否

还有其它因子的参与均有待进一步研究。
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