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意大 利柑拈研究所
,

意大 利 意大 利 大学植物 病理研究所
,

意大 利

提 要

通过茎尖嫁接
,

使 个被传染性杂色花叶病 侵染 的柑桔品种脱毒
。

试验结果

表明
, ‘ 一 检测 比指示植物接种诊断更为灵

敏
、

快速
。

茎尖嫁接前
,

利用 一节氨基嗓吟 或 一 处理茎尖和砧木切 口 ,

嫁接

成活率可达 梦一 乡百
。

柑净古传染性杂 色花叶病 , 为球状病毒
,

直径翔一 毫微米
,

已报道有几种毒系 〔 。

被侵染的柑桔树表现皱叶
,

叶片窄长
,

叶缘

不规则
,

甚至严重扭曲 见图 嫩叶尖弯曲
,

出现褪绿黄色污斑 见图 或针孔

状斑点
,

影响树势孔产量
。

此病分布于全世界主要柑桔产区 〔 〕。

年 。 等 没计 了茎尖嫁接使柑桔病株脱去病毒的方案 〔了 后
, 了 年意大

利 砚 不 〔 也开始这方面的研究工作
。

年 。‘ 〕利用 普查证明意大利有 个栽培品种被 侵染
,

约 的

柠檬供试树带 病毒
。

本试验 旨在利用茎尖嫁接法使这些带毒 品种脱毒
,

试验过程使

用 方法快速鉴定脱毒效应
。

并探讨利用植物生长调节剂处理对茎尖嫁接成活率的

影啊
。

材 料 与 方 法

茎尖嫁接 培育黄化砧木苗 术试验采用 “ 特洛亚 ” 积橙
“ ” ” 〔了 尹“ “‘ “ 多 二 马 」 丫 ,‘ ,‘、 尹 ￡ 作砧木

。

剥除

文 一 年 月 日收 少
。

水

本文 承华南农业大学 范怀忠 教授
’

砰阅
,

并提 出宝贵 意 见 谨致谢意
。

卜试验于 驹 年 月至 。年 月 在意大利柑拈研究所和 妇 大学位物病理研笼 所 进 行



病毒学杂志
, 了

“ 特洛亚 ” 积橙种子的种皮
,

在 次氯酸钠溶液 商品 的稀释浓度 中表面消毒

分钟
,

再用无菌水清洗三次
。

放入盛有
·

琼脂培养基的培养管中 培养基含凉脂
, ,

经
“

高温灭菌 分钟
。

然后
,

放在
“

暗室中培养 一 天
,

长出

上胚轴约 厘米的黄化苗备用
。

嫁接 在温室取经 人 和指示植物诊断证明带 病毒的柑桔新梢 供试

品种有
“ ” 柠檬

、

普通 “ ,, 柠檬
、 “ ” 柠橡

、

“ ” 柠檬和普通克里曼丁桔
,

除去叶片
,

保留生长点
,

在 次氯酸钠

洛液 商品 的稀释浓度 中表面消毒 分钟
,

用无菌水清洗三次
。

在双 目解剖镜下
,

用解剖刀 切除 “ 特洛亚 ” 积橙黄化苗的顶芽和子叶
, 保留 一

厘米上胚轴
,

顶部切成倒 字形缺 口
。

再用微型 解剖刀切取 已表面消毒 的接穗生 长点

一 毫米
,

移至倒 字型缺 口 上
,

使两者伤 口 接合
。

嫁接后
,

幼苗放入盛有

液体培养基的 毫米培养管中 液体培养基除 基本盐类外
,

还含肌醇

毫克 升
,

尼克酸 毫克 升
,

盐酸硫胺素。 毫克 升
,

盐醇毗咤醇 毫克 升
。

蔗糖

浓度
。

培养管用胶膜密封
,

置于每天在 下光照 小时
,

黑暗 小时
,

温度 土
“

的人工气候箱中培养
。

温室移栽 为增强茎尖嫁接苗在移出试管后对环境的适应性
,

将在人工气候箱

培养约 天并已长出三片叶时的幼苗 的光照强度提高到 、 。

一周后
,

再提 高至

一周
。

取 出茎尖嫁接苗
,

切取茎上部 保留 “特洛亚
”

砧木茎的一小部分 嫁

接于 年半树龄的酸橙上
,

在 温室中培养
。

约 个月后
,

可取样品用 或指示

植物鉴定
。

植物生长调节剂处理 在上述茎尖嫁接过程中
, 五进行植物生长调节剂处理

对茎尖嫁接成活率的影响的试验
。

处理方式
,

所使用的植物生长调节剂及浓度是

处理方式

嫁接前
,

用植物生长调节剂浸泡未切茎尖前的接穗 分钟

嫁接前
,

用植物生长调节剂浸泡 “ “ ” 黄化砧木苗的切 口 分钟

嫁接前
,

利用植物生长调节剂浸泡未 切茎尖前的接穗礼 “ ” 黄化砧木苗

的切 口 分钟
。

植物生长讥节剂及使用浓度
一

苇氨基嘿吟 或
。 一

或
一

蔡乙酸 或 ‘
。

试验以普通的茎尖嫁接方法作对照
。

嫁接 个月后
,

泣查嫁接成活率
。

检测 抗皿清来源 本试验所用 抗血清由美国 沸罗里达园

艺研究实验室 博士提供
。

血清纯化竹球旦白和酶结台竹 球旦白的制备方法 按 “ , 。 和 的方

法 〔‘ 〕进行
。

借助饱和 硫酸按洛液使抗血清析出沉淀物
, 少下经过

一

二 乙 胶基 乙呈
一

纤

维素柱
一

纯 化得竹球旦 白
。

碱
,

主磷酸西, “ 一

珊 和竹球蛋白

按 的比例
,

透析结台成酶结合
一

球蛋 白
。
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一 。

微皿板法 检测试验

试验程序按
一

等 的柑桔衰退病 微皿法 检测之步

骤 〔‘ 〕进行
。

每样品设二次重复
。

每微皿板设有健株抽提液
、

病株抽提液和缓冲液 种对照
。

微皿板每小孔加 微升竹球蛋 白溶液 丫一

球旦白 包被缓 冲液 二 ,

放

在
,

恒温箱中 小时
。

清洗未吸附包被的抗体 次
,

每次 分钟
。

每小孔加 微升试样抽提液 〔剪取茎尖嫁接苗 移出培养管约 个月 的嫩叶和嫩

树皮 克
,

加 毫升抽提缓冲液
,

经高速搅碎机搅碎
,

得样品抽提液 〕,

置于
“ ,

小

时
。

清洗未作用的抗原 次
,

每次 分钟
。

每小孔加 微升酶结合竹球蛋白溶液 酶结合竹球蛋白 缓冲液
,

置于
“ ,

小时
。

清洗未作用酶标抗体 次
,

每次 分钟
。

每小孔加 微升显色培养基溶液 〔每毫升培养基缓冲液加 一 毫克
一

硝基苯

磷酸二钠 一 〕
。

在室温下
,

静置 一 分钟
。

加 微升

终止反应
。

用波长 分光光度计测定
,

对照液为含
一

硝基苯磷酸二钠的培养基
。

如样

品测光密度为对照的二倍以上时
,

定为阳性反应
。

指示植物诊断 用 “ ” 柠檬珠心系作指 示植物
,

切取

茎尖嫁接苗树皮碎片
,

每株指示植物接种 一 块树皮碎片
,

截顶
。

每株茎尖嫁接苗用

株指示植物作诊断
。

在 一 温室中
,

约 个月后
,

每周检查一次结果
。

试 验 结 果

试验结果 见表 表明
,

所有茎尖嫁接成活株的总脱毒率为
。

带侵染性杂色

花叶病毒的 个柑桔供试品种
,

其中 “ 。 ” 柠檬
、

普通
“

护 柠檬
、 “

,, 柠檬和普通克里曼丁桔经茎尖嫁接获得脱毒
。

而
“ ”

柠檬却尚未脱毒
。

病毒诊断过程中
,

经指示植物诊断表现阳性反应的材料
,

在 检测时均表现

阳性
。

但 检测表现为阳性的材料
,

在指示植物上却不一定表现诊断症状 见表
。

三种植物生长调节剂不同处理方式对茎尖嫁接成活率影响的试验结果 见表

表明
,

生长调节剂只处理接穗或只处理砧木切 口 的茎尖嫁接成活率都低于同时处理接穗

和砧木切 口 的嫁接成活率
。

嫁接前
,

利用
一

苇氨基嘿吟 或
一

处理砧

木切 口 和未切茎尖前的接穗 分钟
,

嫁接成活率分别为 和
,

约为对照的二倍
。

利用
一

蔡乙酸处理的效果不佳
,

主要原因在于
一

蔡乙酸处理后
,

刺激砧 木切 口 形成大

量愈伤组织
,

复盖尚未发育的茎尖
。

讨 论

意大利的柠檬产量居 世界第一位
,

但几乎所 有的老系树 均被侵染 性杂色花叶病侵

染
,

造成减产
,

影响果实品质
,

是生产中的一个突出的问题 〔 〕。 本试验通过茎尖嫁接所
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亡

一

获得的脱毒材料
,

可作为无 繁殖材料进入母本园
。

试验结果还表明
,

检测较指示植物诊断更为灵敏
、

快速
。

检测过程除

纯化
一

球蛋 白和酶结合竹球蛋 白的制备外
,

一般只需 天就可完成 个样品的检测
。

尤

其是用于茎尖嫁接脱毒效应的检测更加准确可靠
,

还能较大幅度地缩短茎尖嫁接苗进入

母本 园的时间
。

通常
,

柑桔茎尖嫁接成活率为 一 〔“ , , 一些较微小的茎尖很难成活
,

而本 试验

在 嫁接 前
,

先利用
一

苇氨基嚓吟或
一

处理接穗和砧木切 口 ,

嫁接成活 率可提 高到

一
。

尤其是较微小的茎尖更容易成活
,

脱毒可能性更大
。

表 各品种茎尖嫁接脱毒 情况
玉 , 一

供 试 品 种 茎尖嫁接成活株数 试验阳性反应株数
, 一

一

指示植物诊 断
阳 性反应株 数

一

脱毒 株 数

,

普通
“ ”

柠 欲

优 ”

“ ”

柠檬

爪二 “ “

“ 。 “

柠檬

“ ”

柠檬

尸 ”

普通克里曼 丁桔

。

了 夕

表 植物生长调节荆处理对柑桔鉴尖嫁接成活率的影响
吕 。

, ‘ ·

植物生长

调 节 剂

使用浓度
处理接 穗和砧木切 口 处 理 接 穗

, 。主。 。 ,

处 理 砧 木
,

亡

嫁接株数 成 活株 数 成活率 肠 嫁接株数 成活株数 成活率 肠 嫁接株 数 成活株 数

了‘ ‘ 一 。 , 。 。 。 兀 ‘ 一 。 , 。

压 妞 皿

呱 ‘ , 肠 七‘ ‘ 。

成 活 率
肠

,

目口八︺一力工山比」八︺八︵匕月︸匕跳曰八匕
一

节氨基
喋 吟

︵‘

劝

迁︺绳一‘八以﹃八幻

。

八舀山斗口」︺匕︻‘一﹄八匕﹃匕只以乙八︺内,胜

一

‘内‘臼‘,︺﹄八曰九点匕一 茶 乙酸
。

。 。

︸门︺八曰内口‘八曰亡﹄

。

朋
空 白对照
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