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广东三个柑橘品种不同生育期的黄龙病菌

含量动态变化研究
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摘要　采用实时荧光定量ＰＣＲ检测了广东省３个柑橘品种在不同生育期的黄龙病菌含量，探索其动态变化规律，

为病害防控提供依据。结果表明，第一年，３个品种春梢期的黄龙病菌平均含量分别为３．５２×１０５、４．７６×１０５、１．０３

×１０５拷贝／ｇ，显著低于相应夏梢期（５．５０×１０５、９．４８×１０５、２．５０×１０５ 拷贝／ｇ）和秋梢期（５．３２×１０５、９．８４×１０５、

２．５９×１０５拷贝／ｇ）；夏梢期与秋梢期含量又显著低于相应冬梢期（２１．６０×１０５、１７．６５×１０５、６．８６×１０５拷贝／ｇ）及果

实成熟期（１４．５７×１０５、１６．４５×１０５、７．９６×１０５拷贝／ｇ）；砂糖橘全年黄龙病菌含量与贡柑无显著差异，但均显著高

于柠檬；第二年的数据与第一年类似，但砂糖橘和贡柑在多个生育期的含菌量比上年均显著升高，而柠檬所有生育

期菌量均无显著变化。结果显示：柑橘病树内的黄龙病菌含量在春梢期最低，夏梢、秋梢期次之，冬梢期及果实成熟

期最高；‘柠檬’相对耐病，体现为含菌量相对较低、增速较慢。

关键词　柑橘黄龙病；　病原菌含量；　动态变化规律；　不同柑橘品种
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４３卷第４期 程保平等：广东三个柑橘品种不同生育期的黄龙病菌含量动态变化研究

　　柑橘黄龙病是世界柑橘产业中危害最大的病

害［１］，在亚洲、非洲和美洲的近５０个国家（地区）均

有发生。其中，美国佛罗里达州８０％以上柑橘树近

年发现感染此病［２３］。我国是柑橘主产国，柑橘产业

在我国农村社会和经济中具有重要的地位和作用，

但目前我国多数柑橘主产区都受到了该病的严重威

胁。据调查，广东省有２４万ｈｍ２ 橘园，年产值约

３００亿，目前有超过１／３的橘园感染柑橘黄龙病，年

损失达上百亿元［４７］。

柑橘黄龙病的病原为原核生物α薄壁菌门变形

菌纲的候选韧皮部杆菌属，有亚洲种、非洲种和美洲

种３个种
［８］。目前在我国传播的是亚洲种。该病菌

主要由携菌的接穗、苗木和木虱传播［１，９］。黄龙病

菌可侵染柑橘属、金柑属、枳属、酒饼鷚属、九里香

属、黄皮属等属植物，寄主广泛，目前所有商业柑橘

品种对黄龙病菌均不表现抗病，但不同的柑橘品种

接种柑橘黄龙病菌后，出现症状的时间有所不同，目

前原因尚不清楚［１０１３］。

有研究认为，柑橘内的黄龙病菌菌量呈现出明显

波动变化可能与寄主营养状况和外界温湿度变化等

条件相关［１４１６］，但柑橘内的黄龙病菌菌量变化与春、

夏、秋、冬梢期及果实成熟期之间的关系尚无人报道。

本研究利用实时荧光定量ＰＣＲ对同一地理区

域内的３个柑橘栽培品种在４个梢期和果实成熟期

内的黄龙病菌含量进行了检测，探索病树内黄龙病

菌在４个柑橘梢期和果实成熟期内的动态变化规

律，为黄龙病的综合防控提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　犚犲犪犾狋犻犿犲犘犆犚定量标准曲线的建立

插入黄龙病菌亚洲种１６ＳｒＤＮＡ的重组质粒来

自于本研究室，使用ＴａＫａＲａ公司的质粒提取试剂

盒提取质粒，然后将重组质粒ＤＮＡ原液按１０倍梯度

稀释，使每个反应管内的质粒拷贝数为１０９、１０８、１０７、

１０６、１０５、１０４、１０３、１０２、１０１ 个，分别以每个稀释度的

ＤＮＡ为模板进行实时荧光定量ＰＣＲ检测，３个重复。

记录仪器的犆狋值。根据标准曲线获得的线性回归方

程为：犢＝－０．２８６犡＋１１．９２４。犢为反应管中柑橘黄

龙病菌１６ＳｒＤＮＡ靶标拷贝数的对数值，犡为仪器犆狋

值。根据线性回归方程计算每克病样组织内黄龙病

菌量［１７］＝３３．３３×１０－０．２８６犡＋１１．９２４

１．２　荧光定量犘犆犚检测的引物与步骤

２０μＬ的反应体系中引物终浓度为２５０ｎｍｏｌ／Ｌ，

探针终浓度为１５０ｎｍｏｌ／Ｌ
［１８］，缓冲液参照ＴａＫａＲａ探

针法实时荧光定量ＰＣＲ试剂盒说明书。ＰＣＲ反应

程序：９５℃预变性２０ｓ；然后９５℃５ｓ，５８℃４０ｓ，４０

个循环。所有的ＰＣＲ试验均以本研究室保存于防

虫网室内的健康柑橘叶脉ＤＮＡ为阴性对照，以保

存于防虫网内的感染黄龙病的柑橘叶片为阳性对

照，柑橘定期以喷粉法施用多菌灵、吡虫啉等农药防

控病虫害。试验使用仪器为Ｒｏｃｈｅ，ＬｉｇｈｔＣｙｃｌｅｒ

４８０Ⅱ型实时荧光定量ＰＣＲ。

１．３　柑橘不同梢期及果实成熟期内含菌量变化测定

于第一年（２０１４年度）春梢期（２月１４日、３月１４

日、４月１５日），夏梢期（５月１５日、６月１６日、７月１５

日），秋梢期（８月１５日、９月１５日、１０月１５日），冬

梢期（１１月１４日、１２月１５日）及果实成熟期（１月

１５日），在广东省广州市大丰柑橘基地内，在相似侵

染环境中感染柑橘黄龙病的砂糖橘、贡柑和柠檬各

８株３年生树的成熟梢上采集病样。每株树采样时

先把树冠分为东南西北四个方位，每个方位分别随

机采集两片老熟叶片，每株树采集８片叶片置于塑

封袋，再保存于冰盒。制样时清洗并晾干柑橘叶片，

然后剪取叶片中脉放入灭菌研钵，加入液氮研磨成

粉状，从中取２００ｍｇ作为一个样品，按Ａｘｙｇｅｎ基

因组提取试剂盒（爱思进公司）说明书提取样品的总

基因组，最后进行实时荧光定量ＰＣＲ检测。每次采

样，每个栽培品种选择８株树，对每株树分别采集样

品并检测１次，第二年（２０１５年度）重复以上试验，

数据用ＳＰＳＳｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ１９．０和Ｔｔｅｓｔ进行分析。

２　结果与分析

２．１　不同梢期及果实成熟期内砂糖橘、贡柑、柠檬

内含菌量犆狋值变化

　　利用实时荧光定量ＰＣＲ每月对病样内含菌量变

化进行连续定量检测。结果表明，所有被检测样品均

显阳性；黄龙病菌犆狋值在不同梢期及果实成熟期内有

明显的变化，第一年砂糖橘树体含菌量平均犆狋值的趋

势：春梢期＞秋梢期＞夏梢期＞果实成熟期＞冬梢期；

贡柑：春梢期＞夏梢期＞秋梢期＞果实成熟期＞冬梢

期；柠檬：春梢期＞秋梢期＞夏梢期＞冬梢期＞果实成

熟期。表明砂糖橘、贡柑和柠檬春梢期含菌量犆狋值

均显著高于夏梢期和秋梢期；夏梢期和秋梢期的含菌
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量犆狋值又显著高于冬梢期及果实成熟期（犘＜０．０５）；

同一品种中，夏梢期与秋梢期的含菌量犆狋值之间无

显著差异，冬梢期与果实成熟期含菌量犆狋值之间无

显著差异（犘＞０．０５）（图１，表１）。第二年，同一品种

的不同梢期及果实成熟期之间病原菌犆狋值的对比分

析结果与第一年类似（图１，表１）。

图１　柑橘含菌量犆狋值在两年内的动态变化

犉犻犵．１　犇狔狀犪犿犻犮狏犪狉犻犪狋犻狅狀狅犳狆犪狋犺狅犵犲狀犆狋狏犪犾狌犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犻狊犲犪狊犲犱犮犻狋狉狌狊狆犾犪狀狋狊犻狀狋狑狅狔犲犪狉狊

表１　不同梢期及果实成熟期的柑橘含菌量犆狋值变化１
）

犜犪犫犾犲１　犇狔狀犪犿犻犮狏犪狉犻犪狋犻狅狀狅犳狆犪狋犺狅犵犲狀犆狋狏犪犾狌犲犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狑狋犺狆犲狉犻狅犱狅犳犱犻狊犲犪狊犲犱犮犻狋狉狌狊狆犾犪狀狋狊

栽培品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

第一年病菌含量犆狋值　Ｐａｔｈｏｇｅｎ犆狋ｖａｌｕｅｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｙｅａｒ

春梢期

Ｓｐｒｉｎｇｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

夏梢期

Ｓｕｍｍｅｒｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

秋梢期

Ａｕｔｕｍｎｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

冬梢期

Ｗｉｎｔｅｒｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

果实成熟期

Ｆｒｕｉｔｍａｔｕｒａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ

砂糖橘Ｓｈａｔａｎｇｊｕ （２８．０７±１．２５）ａＡ （２６．９７±０．２９）ｂＢ （２７．０６±０．４４）ｂＢ （２４．８３±０．４４）ｃＣ （２５．５７±０．６４）ｃＣ

贡柑Ｇｏｎｇｇａｎ （２７．４５±１．００）ａＡ （２６．３４±０．８８）ｂＢ （２６．２７±０．８）ｂＢ （２５．２３±０．３９）ｃＣ （２５．３３±０．３９）ｃＣ

柠檬Ｌｅｍｏｎ （３０．１４±１．５２）ａＡ （２８．５９±１．１５）ｂＢ （２８．６１±１．２６）ｂＢ （２６．８３±０．９０）ｃＣ （２６．５９±０．８７）ｃＣ

栽培品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

第二年病菌含量犆狋值　Ｐａｔｈｏｇｅｎ犆狋ｖａｌｕｅｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄｙｅａｒ

春梢期

Ｓｐｒｉｎｇｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

夏梢期

Ｓｕｍｍｅｒｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

秋梢期

Ａｕｔｕｍｎｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

冬梢期

Ｗｉｎｔｅｒｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

果实成熟期

Ｆｒｕｉｔｍａｔｕｒａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ

砂糖橘Ｓｈａｔａｎｇｊｕ （２７．５９±１．２８）ａＡ （２５．９２±１．１９）ｂＢ （２５．７３±０．９０）ｂＢ （２３．８５±０．９５）ｃＣ （２４．２１±０．３９）ｃＣ

贡柑Ｇｏｎｇｇａｎ （２６．９５±１．０３）ａＡ （２５．６３±１．２８）ｂＢ （２５．７８±１．０３）ｂＢ （２４．２４±１．３７）ｃＣ （２４．５０±０．１５）ｃＣ

柠檬Ｌｅｍｏｎ （２９．２９±１．２５）ａＡ （２８．２０±０．９４）ｂＡＢ （２７．８６±０．８０）ｂＢＣ （２６．３５±１．５４）ｃＣ （２６．５８±０．５６）ｃＣ

　１）同行数据后不同小写字母表示在０．０５水平差异显著，不同大写字母表示在０．０１水平差异显著。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓａｎｄｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔｔｈｅ０．０５ａｎｄ０．０１ｌｅｖｅｌｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．

２．２　不同梢期及果实成熟期内砂糖橘、贡柑、柠檬

内含菌量变化

　　根据柑橘黄龙病菌１６ＳｒＤＮＡ基因的Ｒｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲ标准曲线线性回归方程，把获得的黄龙病菌菌量

犆狋值按１．１小节的方法转化为每克植物组织内的含

菌量。第一年的平均黄龙病菌含量，砂糖橘：春梢期

＜秋梢期＜夏梢期＜果实成熟期＜冬梢期；贡柑：春

梢期＜夏梢期＜秋梢期＜果实成熟期＜冬梢期；柠

檬：春梢期＜夏梢期＜秋梢期＜冬梢期＜果实成熟

期。统计分析显示：砂糖橘、贡柑和柠檬春梢期黄龙

病菌含量均显著低于夏梢期和秋梢期；夏梢期与秋梢

期的黄龙病菌含量又显著低于冬梢期及果实成熟期

（犘＜０．０５）；但同一品种中，夏梢期与秋梢期的含菌量

之间无显著差异，冬梢期与果实成熟期样品的含菌量

之间也无显著差异（犘＞０．０５）（表２）。

第一年全年砂糖橘每克组织黄龙病菌平均含量

在３．５２×１０５～２１．６０×１０
５拷贝之间，与贡柑每克

组织平均含量４．７６×１０５～１７．６５×１０
５拷贝之间无

显著差异，但均显著高于柠檬每克组织平均含菌量

１．０３×１０５～７．９６×１０
５拷贝（图２，表２）。

第二年，每个品种不同梢期及果实成熟期之间

及３个品种之间的含菌量对比分析结果与第一年的

类似，但与第一年相比，３个品种中的黄龙病菌含量

均有所升高，其中砂糖橘和贡柑春梢期的含菌量升

高不明显，其余生育期均明显升高；柠檬不同梢期及

果实成熟期的平均含菌量升高均不明显。
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图２　砂糖橘、贡柑、柠檬样品内黄龙病菌含量在两年内的动态变化

犉犻犵．２　犇狔狀犪犿犻犮狏犪狉犻犪狋犻狅狀狅犳狆犪狋犺狅犵犲狀狋犻狋犲狉狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犱犻狊犲犪狊犲犱犮犻狋狉狌狊狆犾犪狀狋狊犻狀狋狑狅狔犲犪狉狊

表２　不同梢期及果实成熟期内砂糖橘、贡柑、柠檬内黄龙病菌含量变化１
）

犜犪犫犾犲２　犇狔狀犪犿犻犮狏犪狉犻犪狋犻狅狀狅犳狆犪狋犺狅犵犲狀狋犻狋犲狉狊犻狀犱犻犳犳犲狉犲狀狋犵狉狅狑狋犺狆犲狉犻狅犱狊狅犳犱犻狊犲犪狊犲犱犮犻狋狉狌狊狆犾犪狀狋狊

栽培品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

第一年病菌拷贝／１０５·ｇ－１　Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｓｉｎｔｈｅｆｉｒｓｔｙｅａｒ

春梢期

Ｓｐｒｉｎｇｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

夏梢期

Ｓｕｍｍｅｒｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

秋梢期

Ａｕｔｕｍｎｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

冬梢期

Ｗｉｎｔｅｒｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

果实成熟期

Ｆｒｕｉｔｍａｔｕｒａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ

砂糖橘Ｓｈａｔａｎｇｊｕ （３．５２±２．５５）ｄＡ （５．５０±１．０２）ｃＡ （５．３２±１．５７）ｃＡ （２１．６０±５．６２）ａＡ （１４．５７±４．８５）ｂＡ

贡柑Ｇｏｎｇｇａｎ （４．７６±２．７４）ｃＡ （９．４８±４．７１）ｂＡ （９．８４±５．５７）ｂＡ （１７．６５±５．１６）ａＡ （１６．４５±３．９６）ａＡ

柠檬Ｌｅｍｏｎ （１．０３±０．９５）ｃＢ （２．５０±２．２３）ｂＢ （２．５９±２．４２）ｂＢ （６．８６±３．６２）ａＢ （７．９６±４．２１）ａＢ

栽培品种

Ｃｕｌｔｉｖａｒ

第二年病菌拷贝／１０５·ｇ－１　Ｔａｒｇｅｔｇｅｎｅｃｏｐｙｎｕｍｂｅｒｓｉｎｔｈｅｓｅｃｏｎｄｙｅａｒ

春梢期

Ｓｐｒｉｎｇｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

夏梢期

Ｓｕｍｍｅｒｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

秋梢期

Ａｕｔｕｍｎｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

冬梢期

Ｗｉｎｔｅｒｓｈｏｏｔｓｐｅｒｉｏｄ

果实成熟期

Ｆｒｕｉｔｍａｔｕｒａｔｉｏｎｐｅｒｉｏｄ

砂糖橘Ｓｈａｔａｎｇｊｕ （４．７０±２．９８）ｃＡ （１５．０４±１３．９７）ｂＡ （１４．５９±９．２２）ｂＡ （４９．９１±２７．４５）ａＡ （３４．３８±９．９０）ａＡ

贡柑Ｇｏｎｇｇａｎ （７．０３±５．７１）ｃＡ （１７．４９±１１．７０）ｂＡ （１４．６９±１０．２０）ｂＡ （４５．０６±３２．５８）ａＡ （２７．６１±２．７０）ａＡ

柠檬Ｌｅｍｏｎ （１．６１±１．３２）ｃＢ （２．８４±１．５７）ｂＢ （３．４４±１．９０）ｂＢ （１２．７１±１１．７２）ａＢ （７．４０±２．３１）ａＢ

　１）同行数据后不同小写字母表示在０．０５水平差异显著，同列数据后不同大写字母表示在０．０５水平差异显著。

Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｏｗｅｒｃａｓｅｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｒｏｗａｎｄｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃａｐｉｔａｌｌｅｔｔｅｒｓｉｎｔｈｅｓａｍｅｃｏｌｕｍｎｉｎｄｉｃａｔｅｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅａｔ０．０５ｌｅｖｅｌ．

３　讨论

本研究对柑橘不同梢期及果实成熟期内的黄龙

病菌含菌量动态检测显示：３个广东柑橘栽培品种

春梢期的黄龙病菌含量显著低于夏梢期与秋梢期；

夏梢期与秋梢期的含菌量又显著低于冬梢期及果实

成熟期，这说明柑橘病样内的黄龙病菌含量变化与

不同的柑橘生育期可能存在特定的关系。可能是因

为春、夏、秋梢期内，气候适宜，柑橘营养吸收传导能

力强，树势旺壮，树体强健，抑制延缓了黄龙病菌的

危害；而冬梢及柑橘果实成熟的生育期内，气候适宜

度降低，树体营养集中流向果实，加之冬季根系吸收

能力减弱，导致病树营养失衡、树势转弱，从而难以

抑制黄龙病的危害。检测结果显示，连续两年树体

菌量波动趋势总体相似，但不同年度同个月份的菌

量波动趋势并不完全一致，反映了不同栽培及气候

条件对菌量的影响。因此，根据黄龙病菌在不同季

节梢期的自然消长规律，做好梢期栽培管理、培养健

壮发达根系、提高柑橘营养吸收传导、保证病树的营

养平衡、提高柑橘树势、促进树体强健可能是延缓黄

龙病危害的田间实用方法，值得探索。本试验结果

可为黄龙病最佳防控时期的选择提供一定参考依

据，对柑橘黄龙病的防控具有一定指导意义［１９２１］。

有研究认为，目前所有的商业柑橘品种对黄龙

病菌均不抗病，但不同品种柑橘感染黄龙病后出现

病症的时间不同，症状严重程度也有所区别，其中柠

檬接种黄龙病菌后病症较轻［１０１３，２２２３］。本研究使用

荧光定量ＰＣＲ对黄龙病菌进行定量检测，探索了在

相似侵染环境中感染柑橘黄龙病的３个柑橘品种贡

·１１２·
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柑、砂糖橘、柠檬的耐病性，结果表明：第一年砂糖橘

的黄龙病菌全年平均含量与贡柑的全年平均含菌量

无显著差异，但均显著高于柠檬的全年平均含菌量。

第二年，３个品种之间的平均含菌量对比也有相似

结果，但与第一年相比，３个品种的黄龙病菌含量均

有所升高，其中砂糖橘和贡柑多个生育期的含菌量

均显著升高；而柠檬的含菌量升高均不显著。这说

明贡柑、砂糖橘、柠檬均不是抗黄龙病品种，但柠檬

相对耐病，表现为植株内的黄龙病菌菌量相对较低，

病菌增速相对较慢。
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