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  贡水白柚(原名宣恩白柚)是湖北省宣恩县的地

方良种,是当地的重要农产品之一。生产中存在树

势弱、产量低和品质下降等现象, 果农的经济效益不

高。笔者在田间调查中发现, 柚矮化病为害可能是

造成树势衰弱的重要原因,因此, 通过病害鉴定和脱

毒获得无病毒母树应是防治病害的必要步骤。为

此,笔者应用指示植物、血清学和分子生物学方法对

贡水白柚优良单株感染病毒病情况进行了鉴定, 并

应用热处理+ 茎尖嫁接对优良单株进行脱毒试验。

1  材料与方法

试材为 2003 年 9 月和 2004 年 7 月分别从宣恩

县采回的 8 个贡水白柚优良单株( G1、G2、G3、G4、

G5、G6、G7、G8) 和 6 个优良单株 ( G9、G10、G11、

G12、G13、G14)接穗。采回的接穗用链霉素 700 单

位的酒精水溶液处理, 嫁接繁殖于 2 年生卡里佐枳

橙砧木上并倒砧, 栽种容器为直径 16 cm、高 20 cm

的盆栽钵。每个单株繁殖 5 株, 热处理脱毒期间根

据需要对某些单株进行再繁殖。

1. 1  病毒病鉴定方法
用腊斯克枳橙指示植物[ 1]和 RT PCR方法鉴

定柑桔碎叶病毒 ( CT LV ) [ 2] , 用 DTBIA 和 RT

PCR方法鉴定柑桔衰退病毒( CTV ) [ 3] , 用 RFLP 方

法分析是否感染柑桔衰退病强毒系[3]。

1. 2  病毒病脱毒方法

用热处理+ 茎尖嫁接方法对病毒病进行脱

除[1] ,采用了两种方式:

方式一:将萌发了两次以上新梢的 5 个单株的

后代共 16 株苗放入温室进行热处理, 热处理条件为

白天( 8B00~ 18B 00) 35~ 40 e ,晚上( 18B 00 至次

日 8B 00) 25~ 30 e , 自然光照。热处理 1 个月后,

用萌发的 2~ 3 cm 嫩芽进行茎尖嫁接,砧木为卡里

佐枳橙, 待茎尖生长并老熟后再嫁接于卡里佐枳橙

上, 总历时 2. 5 个月。

方式二: 为争取时间,冬季将植株直接放入光照

培养箱进行热处理, 7 个后代单株共 16 株苗分两次

进行, 热处理条件为 16 小时光照( 1 000 lx , 40 e )

和 8 小时黑暗( 30 e )交替处理, 总历时 5. 5 个月。

茎尖嫁接和再嫁接同方式一。

1. 3  脱毒效果鉴定
用 DTBIA方法鉴定衰退病。

2  结果与分析

2. 1  贡水白柚单株感染病毒病情况
鉴定结果看出, 田间调查发现贡水白柚表现由

衰退病毒引起的柚矮化病症状, 指示植物鉴定明确

未感染碎叶病, DTBIA 方法检测和 RFLP 方法分析

表明均感染了衰退病毒强毒株系( CT V SP) ,由此

证实贡水白柚树势衰弱是由衰退病毒强毒系造成的

(见表 1)。

表 1 贡水白柚病毒病鉴定结果

单株 柑桔碎叶病 柑桔衰退病 柑桔衰退病强毒系

G1 - + +

G2 - + +

G3 - + +

G4 - + +

G5 - + +

G6 - + +

G7 - + +

G8 - + +

  注: - 表示不带病, + 表示带病。

 * 该项工作得到中国农业科学院基金项目专项 ( 2003 )
2005) / 贡水白柚提纯复壮关键技术研究0的支持。
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4  合理确定果实采收时间是核心
留树贮藏期间,果实都已完全成熟, 表现出该品

种固有的品质。因此, 一定要根据市场需求确定果

实采收时间。如,秭归罗伯生脐橙果实留树贮藏时

间一般不宜超过 1 月 15 日, 弗罗斯特、纳维林娜最

迟为 1 月下旬至 2 月中旬,红肉脐橙可延长到 2 月

下旬至 3 月上旬。总之, 留树贮藏果实均应在萌芽

开花前采收为宜, 既不影响第二年的产量,又可保证

留树贮藏技术实现效益最大化。
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2. 2  贡水白柚热处理+ 茎尖嫁接脱毒情况

试验结果看出, 热处理了 18 株苗, 共萌芽 50

个,分别获得试管茎尖苗和再嫁接苗 10 株和 9 株

(见表 2)。在实际处理中发现,处理初期萌芽较多,

处理时间过长( 2 个月以上) , 基本上不再萌芽。

在获得的 9 株茎尖再嫁接苗中,对 36 株已经成

苗的茎尖嫁接苗进行了 DTBIA 方法鉴定, 检测表

明,这 6 株贡水白柚已脱掉柑桔衰退病毒。

表 2  贡水白柚热处理+ 茎尖嫁接脱毒情况

单株
热处理
株数
/株

萌芽数
/个

试管茎
尖苗数
/株

再嫁接
苗数
/株

柑桔
衰退病

G1 4 11 2 2 -

G6 2 1 1 1 -

G7 2 7 1 1

G9 2 15 2 2 -

G10 4 1 1 0

G13 2 3 1 1 -

G14 2 6 2 2

总计 18 50 10 9

  注: - 表示不带病。

3  结论与讨论

通过病毒病鉴定证明,贡水白柚树势衰弱, 产量

低的问题主要是由于携带了衰退病强毒系造成的。

这与周常勇等鉴定的达川凤凰柚、三台台北柚等柚

矮化病的病因一致[4]。

通过热处理+ 茎尖嫁接方式获得了无病毒的贡

水白柚苗。热处理中, 贡水白柚存在前期萌芽较后

期多的现象, 处理时间过长时, 植株会出现叶片黄

化、不再萌芽的情况。因此, 在柚类的热处理过程

中,应该考虑热处理温度范围对植株生长情况的影

响, 以保证植株在热处理后,茎尖嫁接的芽仍有较高

的萌发抽生能力。

传统的热处理方式是将植株直接放在玻璃温室

里, 采用空调或热风机进行加热。优点是一次性可

以处理大量植株, 但是存在较多弊病, 夏季温度过

高, 容易造成柚类等不耐热品种死苗等后果;冬季温

度达不到热处理要求且耗电量特别大。贡水白柚在

热处理的过程中, 有的单株就因为植株生长情况不

良或在热处理过程中发生流胶、黄化、落叶和枯死等

现象而被迫终止热处理, 进行继续热处理的单株萌

芽率也较低。以往对其他柚类进行热处理过程中,

也出现过类似问题。因此, 参照过去对其他柚类热

处理的经验, 在热处理时如果能够使用2~ 3 年生或

树龄更长的生长良好的植株,并提前 1 个月移栽于

大盆钵中以备热处理, 可促进植株树势健壮并增强

耐热性。

茎尖嫁接中发现, 柚类较其他品种的生长点和

叶原基稍大, 在切取茎尖时,应比甜橙等品种的茎尖

稍大, 对病毒脱除率影响不大,并且可以提高茎尖嫁

接试管苗的成活率。
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