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柑桔黄龙病的直接荧光诊断法

吴 世 盘

(广 东省柑桔黄龙病研完小组 )

每 提 要

试验证明
,

直接芡光诊断法是诊断柑桔黄龙病的一种快速
、

简便
、

准确的方法
。

将健叶和黄龙病叶叶柄用保险刀片徒手切片
,

在透射式荧光显微镜下检查
,

可看到健叶

叶柄的木质部导管细胞壁发黄色荧光
,

韧皮纤维细胞发绿色荧光
,

而病叶叶柄韧皮部中有 1

一多个鲜明的黄色或黄绿色荧光团块
.

这种特异性的荧光
,

在健叶柄韧皮部中是没有的
,

其

它由病毒
、

类病毒
、

细菌
、

真菌等病原引起的病叶柄韧皮部中亦没有此种特异性荧光
.
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前 言

黄龙病曾于 1 9 6 5年由中央农业部正式列为检疫对象
,

但迄今仍缺乏一种快速准确的

检测手段
,

对于本病的鉴定
,

最通常的是根据黄龙病表现的特异性症状 〔’ 〕 ,

但是只凭外

部症状
,

常发生所谓真假黄龙病之争
。

亦有人主张用指示植物鉴定或电子显微镜检查
,

但均有其局限性
,

目前在实际工作中尚难广应用
。

因此
,

研究一种简便的
、

准确性高的
检疫方法无疑是非常需要的

。

据难波成任等 ( 1 9 8 1) 报道
,

用落射式荧光显微镜可以直

接检查出局限于韧皮部的由病毒和类菌原体引起的多种病害
,

包括由病毒引起的柑桔衰

退病 ( T r i s et : a)
,

他们把这方法称为直接荧光诊断法
。

本文是应用透射式荧光显微镜

检查柑桔黄龙病的初步报告
。

.

材 料 和 方 法

取田间表现新梢叶片均匀黄化或叶片表现斑驳症状的病接穗
,

嫁接于防虫网室内培

育的碰柑 ( c i t r “ 5 r e , i e u 不a t a B l a n e o )
、

甜橙 ( C
. s i n e n s i s ( 1
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) O s b e e k
.
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p a r a d i s i M a e f
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)
、

酸桔 ( e
。

s u砍 1 H
o r t

. e x t a n )
、

等的实生苗上
,

待

表现症状后
,

取病叶徒手切片观察
。

衰退病材料系由中国农科院柑桔所赵学源副所长惠赠
,

病株是用桔蚜传毒后所得
。

裂皮病 ( E x
oc or t i s

) 树材料则由该所李学柱副研究员惠赠
,

采自该所果园
。

此外
,

还在广州市郊一些果园中采黄龙病病叶样品检查测定
。

.

本文承蒙范怀忠教授审 l’q ,
本校电镜室章潜才同志拍摄照片

,

全国植保总站钱菊梅同志时此项

工作给予支持
,

谨此致素
.
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为了了解其它 由真菌
、

细菌等病原引起的病害是否有类似的反应
,

亦按同样方法进

行检查
。

将健汗十和病叶叶柄用刀片进行徒手切片
,

切片置蒸馏 水中
,

挑取质量较好的切片
,

置载玻片上
,

用蒸馏水封藏镜检
,

在 V an
o x
万能显微镜八 H一 F l一

2 刑透射式荧光装置
_

L进行观察 (激励片 B G , 2 ,

滤光片 O
。 3 。

)
。

试 验 结 果

健叶和病叶叶柄切片在荧光的激发下
,

发出本身的自发荧光
,

在荧光显 微 镜 下 观

察
,

可 看到木质部导管胞壁发黄色荧光
,

韧皮纤维发绿色荧光
,

但感染黄 龙病的病组织

切片
,

在韧皮部中则可到 1 ~ 多个鲜明的黄色或黄绿色荧光团块
,

而此种特异性的黄色

荧光在健组织韧皮部中均没有发现 (图 1
、

图 2 )
。

X一木质部 P一韧皮部

图 1 甜橙黄龙病叶叶柄切片
,

图中箭号所

指为韧皮部中的特异性黄色荧光
。

S一特异性荧光

图 2 甜橙健叶叶柄切片
,

韧皮部中无特异性荧

光
。

镜检的结果表明
:

褪柑 实生苗病叶柄为 5 / 5 (分子表示检 出特异性荧 光 的 样 品

数
,

分母表示检查样品数
,

以下同 )
,

对照为 。 / 6 ; 葡萄袖实生苗病叶柄为 10 / 10
,

对

照 。 / 5 ; 酸桔实生苗健叶柄为 。 / 4 ,
(病株未测 )

,

田 间甜橙大树病叶柄为 25 / 2 5,

对照为 。 / 20
,

以上共检查 40 个病样品
,

都在病韧皮部中检出特异性黄色荧光
,

检出率

1 00 %
,

而在对照的 34 个健株样品中却都没有检出特异性荧光
。

柑桔在自然条件下常并发多种病毒病或类似病毒病
,

在我国已查明黄龙病树和外观
“
健康

” 的树
, `

常有衰退病毒的侵染
,

且发病率相当高
。

此外
,

在有些地方还发现有裂

皮病
,

但用这两种病害的病叶切片观察
,

在韧皮部 中均未发现特异性黄色荧光
,

检 出结

果为
:

葡萄袖衰退病叶柄 。 / 4
,

四川锦橙裂皮病叶柄 。 / 4
。

在广东的果园中
,

尤其是苗圃中经常可发现一些缺素症的树苗
,

与黄龙病的后期症

状很相似
,

采集这些缺锌 (甜橙病叶 。 / 4 )
、

缺镁症状 (甜橙病叶 。 / 2 ) 的病叶切
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片
,
亦未发现韧皮部中有此种特异性黄色荧光

,

但 用黄龙病后期 表现缺钟症的病叶切片
,

则可检出特异性荧光 10 / 10
。

此外
,

作者还观察了广州一些果园中常发生的溃疡病 ( 甜橙病叶 。 / 2 ) 疮 痴 病

(柠檬病叶 。 / 多 )
、

脂斑病 (蕉柑病叶 。 / 2 ) 等 由细菌
、

真菌引起的病叶切片
,

亦

未发现有特异性荧光
。

上述结果说明
,

用
、

透射型荧光显微镜诊断黄龙病不但方法简单
、

快速
、

而且特异性

高、 :

检查过 50 个标样结果全部阳性
,

准确率达 1 00 %
。

特异性 的黄色荧光不但在病梢上的病叶中可检 出
,

与病梢同一枝条
,

位于枝条下端

的 “ 健叶
”
和与病梢分枝的外观正常的

“
健

”
梢上亦可检 出 ( 6 / 6 )

,

但在病 梢下方

相距 15 公分处的 “ 健
”
梢上却观察不到此种特异性荧光 ( o / 4 )

。

采样检查时
,

必须采取充分成熟的叶片
,

刚抽 出来的病株嫩 梢检查不到特异性荧光

(0 / 2
), 同一林病树

,

秋梢叶片检查结果明显
,

但春梢叶片 (0 / 4 ) 和花柄 (0
/ 2 ) 却检查不出来

。
.

二
: 几

·

讨
.

论

难波成任等
1

( ” 肛 > 声
’

曾对多种由病毒引起 的病 害
,

包括柑桔衰退病进行切片观

察
,

均主韧皮部内发现有此种特异性荧光
,

.

而作者却没有观察到这种荧光
,

这个差异的

存弃早否由于炎光显微镜 ,(J性能引起
,

抑或其它原因
,

尚待研究
。

_

娜报告
`
一病叶韧皮部中观察到的特

异件氢色荧光
, 是一群坏死细胞

,

根据作

者的切片观察 (未发表 )
,

.

柑桔感染黄龙

病后
知 :常引起病叶韧皮部细胞的坏死 (图

3 )
: , :
这与柑桔青果病的情况相类似

3 ,

可以认为黄龙病叶柄中观察到的特异性荧

光团块
,

乃是一群坏死细胞
。 ,

虽然本法对诊断黄龙病树
,

以区分由

于其它原因引起的黄化是可行的
,

结果也

是准确的
,

但取样必须是完全老熟的黄化

叶片
,

而且以病秋梢的结果 最 稳 定
。

嫩

梢
、

嫩叶因未产生坏死细胞
,

故检查结果

阴性
。

巳感染黄龙病但尚未表现症状的叶

片
,
也由于同样原因而无法检典

,

而这也

正是下一步土作中需要研究解决的问题
.

N一坏死

图 3 甜橙病叶脉切片
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