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摘 要 : 为研究不同柑橘类型对柑橘衰退病病毒构成的影响
,

将 9 个保存在新会橙上的引起甜橙茎陷

点症状的柑橘衰退病毒强毒分离株嫁接接种到风凰袖后
,

比较 了接种前后 p 25 基因的 Hi nf 1 R FLP 和 SS CP

变化情况
。

分离株 C份0 与 C代O 接种前后的 R FLP组群没有发生变化 ; R FLP组群发生变化的分离株中有 6

个由混合组群变为单一组群
。

此外
,

除分离株 C钩O 接种前后的 S SCP谱带保持不变外
,

其余 8 个分离株从

新会橙接种到凤凰袖后
,

SSCP谱带数均呈减少趋势
。

试验结果倾向于表明某些能在甜橙上增殖的 CT V 株

系在凤凰袖上的增殖受到了抑制
。

关键词 : 柑橘 ; 柑橘衰退病毒 ; 株系构成 ; 寄主

中图分类号
: 5 666 文献标识码

: A 文章编号
: 05 1 3

一

35 3 x (200 7 ) 05
一

109 8一5

Infl u e n c e o f F e n g hu a n g P u m m elo o n the C o m Po sitio n o f Citr u s tri ste za v

iru
s

Iso la te s C o lle c te d fr o m Sw e e t O r a n g e

W ANG z hi
一

g a n g l ,

z H O u eha n g
一

yo n g ]
·

2 ‘ , a n d z H o u Y a n Z

(
’

Co ll聊 of Pl
a n z 尸r o zeet : o n ,

s o u zh w e、, ‘n动ers iz:
,

以
。

哪 i叮 4 00 7 16
,

Chin a ; ’Citrus R es e a rc h 俪
tizu te

,

Ch ine
se Aea

de 哪 of

Ag r‘c u ltu r a l Sc ie、
es ,

Ch
o 刀君9 1咭 4 00 7 12

,

Ch ina )

A bstr a c t : Fo r the Pre lim in a ry s tu dy o n infl
u e n e e o f d iffe

re n t e itru s e u ltiva rs o n the e o m Po si*io n o f Citr哪

tr is t二a virus (CT V ) is o la te s
,
the Hi

n f 1 R FLP a n d SSCP o f尸2 5 g e n e o f 9 CTV is o la te s e o lle e ted fro m sw e e t

o ra n g e sho w n s te m
一

p ittin g sym p to m w e re e o m p a ra tiv ely a n alyse d a s tho se iso la te s w e r e g raft in e u la te d fro m

X in hu i sw e e t o ra n g e to Fe n ghu a n g p u m m e lo
.

T he r e s u lts o f R FLp re v e al e d tha t the Hi n f 1 R FLP gro u p o f the

is o la te s C四 0 a n d C犯0 w e re k e p t the s a m e a s in X in hu i s w e e t o r a n g e a n d in Fe n ghu a n g p u m m e lo : R FLP

g ro u p s o f o the r 6 is o la te s sh o w n m ix e d 盯o u p s in X in h u i sw e e t o ra n g e a n d sin gle g r o u p in Fe n g hu a n g p u m m e lo
.

DN A ba n d s o f 尸2 5 / SSCP o f th e is o la te C扮0 k ep t the sa m e a s in X in hu i sw e e t o ra n g e a n d in Fe n ghu a n g

p u m m lo b u t D N A b a n d s o f o the r 8 is o la re s m a in ta in ed in Fe n ghu a n g p u m m lo w e r e le s s tha n tha t o f w hie h

m a in ta in e d in X in hu i sw e e t o ra n g e
.

It s e e m s tha t the re plie a tio n o f s o m e e o m p o s itio n o f a b o v e 8 CTV iso la te s

e o lle e te d fr o m sw e e t o ra n g e w e r e in hibite d in Fe n ghu a n g p u m m e lo
.

K e y w o r d s : Citru s ; Citr哪 tris t绷
vir哪 ; Co m p o s itio n o f is o la te ; H o st

柑橘衰退病毒 (a tr o tr ist eza
: ir us

,

CTV ) 引起的柑橘衰退病是世界性的柑橘病害之一
,

严重影

响我国袖类与甜橙生产 (B
a r 一Jo s e ph e t al

. ,

19 89 ; R o ista ehe r & M o r e n o ,

19 9 1 ; 周常勇
,

19 9 7 )
。

CT V

为线形病毒属 (Clos te ro 沉ru 、
) 成员

,

基因组为正义单链 R NA
,

存在复杂的株系分化现象
。

Gi n ing s
等

(199 3) 发现用 Hi nf l消化 CTV 的户 5 基因的 R T
一

PCR 产物经琼脂糖电泳所形成的限制性片段长度多

态性 (R e s tri e tio n fr a g m e n t le n 廖h p o lym o 印his m
,

尹2 5 / Hi n f 1 R FLp ) 图谱可鉴别致病性不同的 c T v 株
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系
。

采用这一分子鉴别系统
,

周彦等 (2 005 ) 发现重庆地区田间 CT V 以多株系混合侵染为主
,

其中

甜橙品种的 CT V 户5 / Hi nf 1 RF廿 组群构成较抽类品种的复杂 ; X u
等 (20 06 ) 调查发现我国田间甜

橙品种 CT V 以多组群混合侵染为主 ; 宋震等 (2 006 ) 对我国袖类品种 CT V 分离株的分子鉴定表明
,

田间袖类 CTV 优势株系为 p25 / Hi nf 1 R F廿 第 VI 组群
。

这些研究表明我国田间侵染袖类的 CTV
p 2 5 /

Hi nf 1 R FLP 组群构成比侵染甜橙的 CT V p 25/ Hi nf 1 R FLP 组群构成单一
。

这种现象是否与 CT V 不同

株系对袖类和甜橙类的寄生适合度的差异有关
,

有待进一步的研究
。

国外的试验表明
,

在 CT V 强毒株流行地区
,

弱毒株交叉保护 (m ild
s tr a i。 。r o s、 pro te e tio 。

,

MseP)

是防治茎陷点型衰退病的有效方法 (Li
n et al

. ,

2 002 )
,

而在应用 MSCP 防治 CT V 时保护株系与强毒

株的同源性决定了保护效果 (Wi lli aln
s e t al

, ,

20 02 )
。

如果寄主一CT V 的互作导致抽类和甜橙品种中

流行的 CT’V 强毒株以及可以复制增殖的弱毒株系有所差异
,

将增加应用 MSCP 防治 CT V 的难度
,

因

此在进行 MSCP 防治 CTv 时应考虑寄主种类对田间 CTV 构成的影响
。

作者利用采自田间甜橙的 9 个

CTV 分离株进行了寄主种类影响 CTV 株系构成的初步研究
。

1 材料与方法

1
.

1 供试材料

采用的 9 个 CTV 分离株采 自田间表现严重茎陷点症状的甜橙
,

并通过嫁接保存在新会橙实生苗

上
。

从保存毒源的新会橙取芽和皮嫁接到 1 年生无毒凤凰袖嫁接苗上
,

每一分离株嫁接 3 株凤凰袖
,

每一株凤凰抽嫁接 2 个芽 3 块皮
。

嫁接后将凤凰袖苗木保存于国家柑橘苗木脱毒中心温室内
,

温度控

制在 2 1 ~
25 ℃

。

所嫁接的皮和芽均成活
。

接种 3 个月后
,

按 G a m sey 等 (1 9 9 3 ) 的方法对所有接种

CTV 的凤凰袖苗进行直接组织点免疫 (D TBI A ) 检测
,

表明均接种成功
。

1
.

2 总核酸的提取及 P25 基因的 R T- PC R

参照周常勇等 (2 0 0 1) 的方法对保存毒源的新会橙和接种 CT V 的凤凰抽进行总核酸提取
。

每株

苗从三个方向分别采样提取总核酸
,

然后混合为一个样本
。

根据 Gi n ing
s
等 ( 19 93 ) 的方法合成户5

基因特异引物 CPI (5 气A飞g A CgACg A AA CAAA g
一

3
‘

) 和 CP3 (5
’ 一

TCAA Cg T gT gT I
,

g A AT I、)
一

3
’

)
,

以已知

含有 CT’V 核酸的抽提液作正对照
,

分别以未接种 CT V 的新会橙实生苗和凤凰袖嫁接苗总核酸抽提液

作负对照
,

并设置清水为对照
,

在 T G R A D IE NT 型 p CR 仪 (W hat M a n
) 上进行 R T

一

p CR (G illin g s e t

al
. ,

19 93 )
。

将 PCR 产物进行 1
.

2% 琼脂糖电泳
,

经嗅乙锭染色后用 UVI 凝胶成像系统观察结果
。

1
.

3 R FL P 分析

参照 G illin g s 等 (19 9 3 ) 的方法将尸2 5 基因 RT
一

p CR 产物与限制性内切酶 Hi n f l (p ro m e g a ) 反应

体系混合
,

37 ℃消化 l h
,

随后进行 3% 超纯琼脂糖电泳
,

澳乙锭染色
,

用 Uvi 凝胶成像系统观察记

录酶切图谱
。

1
.

4 S SCP 分析

将 1 林L p25 基因 R T
一

PCR 产物与变性缓冲液混合后
,

经 99 ℃ 变性 巧 m in
,

立 即置于冰水中
,

然

后进行 8% 非变性聚丙烯酞胺凝胶电泳
,

银染后用 U vi 凝胶成像系统观察并记录结果 (A xll 6n et al
. ,

199 9 ; R u bio e t al
. ,

2(X) l )
。

2 结果与分析

2
.

1 P 2 5 基因 R T
·

PC R

保存于新会橙的 9 个分离株及其接种的凤凰袖的总核酸抽提物和正对照经 R T
一

PCR 均扩增出一个

大约 672 bp 的 D NA 片段
,

与已知的 CT V p 25 基因大小相符
。

负对照和水对照均不能扩增出该产物
。
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2
.

2 R FLP 分析

根据 G illin g ,

等 (19 93 ) 对 CT V 尸2 5 / Hi n f 1 R FLp 划分组群的标准
,

9 个 CTV 分离株中
,

分离株

C钩O
、

C犯0 从新会橙接种到凤凰抽后
,

p 2 5 / Hi nf 1 R FLP 组群无变化
,

分别是第 VI 组群和 I
、

111
、

V

混合组群
。

其余 7 个分离株从新会橙接种到凤凰袖后
,

p 2 5 / Hi nf 1 RFLP 组群都发生了变化
,

其中分

离株 C犯4 在新会橙上是 l 组群
,

接种在 3 株凤凰袖上分别是 I组群
,

I
、

l 混合组群和 I组群
,

另

外 6 个分离株均由混合组群变为单一组群
。

如图 1
,

表 1 所示
。

图 1 3 个 CT V 分离株的P2 5/ 石瓦刀f 1 RF LP 图谱

M
.

100 bp 梯度 D NA m
ark er ; 1

.

保存于新会橙的分离株 C长】
,

I
、

VI 混合组群
;

2 一 4
.

接种到凤凰抽后的分离株 C犯 l
,

VI 组群 ; 5 保存于新会橙的分离株 C鸦 3
,

I
、

m 混合组群 ;

6 一 8
.

接种到凤凰袖后的分离株 C”3
,

I组群 ; 9
.

保存于新会橙的分离株 C犯 8
,

I
、

VI 混合组群
; 10 ~ 12

.

接种到凤凰袖后的分离株 C犯8
,

班组群
。

Fig
.

1 T h e P2 5 / Hi
n f 1 RF LP Pr o nles o f 3 CT V 蜘Ia讹

M : D N A m a r k e r w ith l(X) b p lad d e r ; l : CTV is o la te C程 1 m ain ta in e d in X in hu i sw e e t o ra n 罗
,

脚
u p 1 a n d VI ; 2 一 4 : CTV is o la te C犯 1 in o e u la t ed in Fe n ghu a n g p u m m elo

,

脚
u p VI : 5 : CTV is o la te C钓3 m a in tai n ed

in X in hu i s w e et o ra n罗
,

脚
u p 1 a n d lll ; 6 一 8 : CT V is o la te C钧3 in o e u la te d in Fe n

gh
u a n g p u m m elo

,

脚
u p l ;

9 : e Tv is o la te e犯 8 ma in ta in ed in 为n hu i sw e e 一o ra n 罗
,

脚
u v 1 a n d VI ;

10 一 12 : eT v ss o la te e犯8 in oc u la te d in Fe n ghu a n g p u mm
e lo

,

脚
u p VI

表 1 CT v 从新会橙接种到凤凰袖后的 p 2 5/ H in f I R FLP 组群和 p 2 5 / SSCP 变化

T a ble 1 S u

nun
a ry o fP2 5 / 月泛几 f 1 RF L P g ro u P a

nd D NA b a n ds n u m b er Of SSCP 初th th e

CT V
·

in oc u la ti o n fr o m X in hul sw e et o

ran g e to Fe n g hu a n g Pu r n n lelo

Cl飞 分离株 叮几三
一

_

二二二二 一
” ’

匕
_

. .

一
’

一 了
‘

曰 二笠
_ _ _ _

二二
了

了
‘

,7J
“ ”

P2 5 / Hi
n f 1 R FLP 盯o u p D NA ban d s n u

mb
e r o fP2 5 / SSe P

C 】
,

V is o la te
‘ 一 叼

A B I BZ B3 A B I BZ B3

C叨0 Vl Vl Vl Vl 4 4 4 4

CT 19 I
,

111 111 111 班 8 6 6 6

C长0 1
,

111
,

V l
,

111
,

V l
,

111
,

V l
,

111
,

V 6 4 4 4

CT4 I
,

111 1 111 1 8 4 4 4

C咒4 111 1 1
,

111 1 6 6 4 4

C T1 5 lll
,

Vl Vl Vl Vl 8 4 4 4

C犯1 1
,

Vl Vl Vl Vl 6 4 4 4

C竹 3 1
,

111 1 1 1 6 4 4 4

C长 8 1
,

VI Vl Vl Vl 8 4 4 4

注
: A

,

保存在新会橙上的 C脚 分离株
; Bl

,

B2
,

B3
.

接种到凤凰袖后的 C刊 分离株
。

N o te : A
.

CT V is o la t e s m ai n tain ed in X in hu i sw e e t o ra n g e ; B I
,

BZ
,

B3
.

C刊 iso la t e s in oc u la ted in Fe n gh u a n g Pu m m e lo
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2
.

3 S SCP 分析

9 个 CTV 分离株中
,

分离株 C钓0 从新会橙接种到凤凰袖后的户5/ SS CP谱带无变化
,

其余 8 个

分离株接种到凤凰抽后的 p 2 5 / SSCP 特征性谱带数均呈减少趋势
。

如表 1
,

图 2 所示
。

图2 两个 C T V 分离株从新会橙接种到凤凰抽后的p 25/ SS CP 结果

:

保存在新会橙上的 CT V 分离株 C犯 1 ; 2 一 4 :
接种到凤凰抽后的 CTv 分离株 c犯 l;

5 :

保存在新会橙上的 CTV 分离株 C几8; 6 一 8 :

接种到

凤凰抽后的 CT V 分离株 C犯8
。

Fig
.

2 P2 5 / S SC P 那tt e

rus Of tw
o CT V 蜘盆

a

tes

CT V is o la te C咒1 m ain tai n ed in X in hu i sw e e t o

ran 罗 : 2 一 4 : CTV is o la te C犯 1 in o e u la te d in

Fe n gh
u an g p u m m e lo ; 5 : CTV is o la te C程8 m a in ta in e d in X in hu i sw e e t o

ran
g e ;

6 一 8 : CTV is o la te C犯 8 in o e u la te d in Fe n ghu a n g p u m m e lo
.

3 讨论

在新会橙上除分离株 C叨O是 VI 组群
、

分离株 C犯4 是 l 组群外其余分离株均是混合组群 ; 而比

R F廿 更加灵敏的 SSCP 的结果表明这 9 个分离株均有 4 条以上的 DN A 条带 (表 1 )
。

这说明本试验所

采用的毒源都是混合株系
。

Ts ai 等 (19 93 ) 通过血清学方法研究
,

认为甜橙茎陷点株系
、

宽皮柑橘茎陷点株系和普通苗黄

株系在袖类上不能复制增殖
。

本试验也表明某些存在于甜橙上的株系在凤凰抽上可能受到了抑制
。

当

然
,

本试验中在凤凰袖上
“

被抑制
”

的 CTV 株系是否在凤凰袖上已经被清除
,

还需要作进一步的试

验
。

分离株 C叨0 接种前后均是 VI 组群
,

SS CP谱带亦无变化 ; 同时
,

混合组群中含有 VI 组群的分离株

(c T1 5
、

c代 1
、

C代8) 在接种到凤凰袖后都是单一的 VI 组群
,

这表明凤凰袖对 VI 组群的 CTV 株系的

复制增殖没有抑制
。

这也许是 p25/ Hi nf 1 R F廿 班组群是 田间袖类 CTV 主要流行组群的原因
。

分离株 CT2 4
,

保存在新会橙上是户 5 / Hi nf 1 R FLP lll 组群
,

接种到凤凰袖上后改变为 I组群
,

I
、

In 混合组群和 I组群
,

其 SSCP 谱带变化也较为特别 (表 1 )
。

该现象可能由于该分离株在新

会橙上原本含有 I
、

111 混合组群的株系
,

但是 I组群的株系含量低
,

以至表现为单纯的户5/ Hi nf

1 R FLP lll 组群 ; 而该分离株当中属于 111 组群的株系在凤凰袖上的增殖复制受到了抑制
,

属 于 I组

群的株系得以较多地增殖
,

所以在 3 个凤凰抽样本中分别表现为 I组群
,

I
、

111 混合组群和 I组

群
。

当然
,

也可能由于 CTV 在寄主上 的分布不均 (d’U rso et al
. ,

2 0 0 0 )
,

该分离株在嫁接接种用的

新会橙芽和皮上就存在株系的分离现象
,

进而导致该分离株如此特别的表现
。

这一现象与徐小峰

等 (2 005 ) 单蚜传毒分离 p 2 5 / Hi nf 1 R FLP 班组群 C TV 分离株获得 I组群
,

I
、

111 混合组群和 I

组群分离株的现象类似
。
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