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芜着花叶病毒粒体及寄主细胞内内含

体的超薄切片电镜观察
’

韦 石 泉 国 际 翔

沈旧农业大学植保系
,

沈阳 中国科学院林业土壤研究所
,

沈阳

张哈愚

辽 宁 省理化测试中心
,

沈阳

提 要

从沈阳地 区分离到侵染大白菜 ‘ 。 ￡ 及萝 卜 。。 ￡。。

的芜背花叶病毒
,

纯化繁殖于大白菜 小白口 及 萝

卜 长 白品种 上
。

经约 天采收纯化繁殖的毒原材料
,

进行病毒粗提纯
,

并做病毒粒子

的 电镜观察
。

看到病毒粒体较为疏散清晰
,

丝状
,

长度多分布在 之间
。

另将接 种

的感病寄主有关部位
,

切戍小块经固定
、

系列脱水
、

环氨树脂包埋后
,

制作超薄切

片并用 电镜观察
,

看到病升
、

病茎和病根韧皮部细胞内
,

均有清晰的风轮状
、

环 状 及 带

状的内含体
,

这是 马铃薯 病毒组 成员特征之一
。

辽宁省大白谁及萝 卜的花叶病
,

是普遍发生而较为严玉的疏菜病毒病
。

对于这一病

毒病我省过去未 汀系统的研究和报道
。

近年沈阳农业大学植保系植物病毒组
,

做了毒原

分离和生物学性状鉴定等研究项目
。

确定本省大白菜花阵卜病毒
,

主要毒原系芜苦花叶病

毒
。

将它接种到普通烟 黄苗愉及白贝莱 〔律瓜沁 解 “犷〕 叶上
,

改现稍人的

褐色局部枯斑 接种大自菜及油青菜 。、砧 叶上生系统花叶症 接 种屯色黎

, ‘ 阴 ‘ ￡ 叶上生小枯斑
,

在千 口红 阴尹 ” ” “ “ 占“

叶上生略带红晕的局部枯斑
。

这些结果和国内
、

外前人研究的报道是一致的
「 ”’ ” ” 。

将 繁殖于大白菜 小白口 及萝 卜 长白种 上
,

培育于无虫温室 勺
,

兰经

一 天收取病叶进行较为简化程序的提 纯
,

并剪取病叶
、

茎和块根等部泣
,

叨成小

块进行固定
、

系列脱水和树脂包埋
,

烘聚制作超薄切片
,

并进行电镜观察
,

均获较好结

果
。

兹将研究初步结果整理于后
。

材 料 与 方 法

供试毒原 从 沈阳地区分离到的芜善花叶病毒
,

在无虫温室内按常规

本文于 年 月 日收到

中科院林土所王 丽霞
、

沈阳农业大学植保系王振东
,

辽宁省理化测试中心田心等同志参加了部分工作
,
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, 一。色

泣 一

机械摩擦接种于大白菜 小白口
、

油菜及 萝 卜 长白种 叶 上
,

繁 殖
一

天 收

样
。

病毒粒子的电镜观察 采用简化的提纯步骤 病叶去大脉
,

称 克
,

放
一 ℃保存过夜

。

次 日用搅拌机绞碎榨汁
,

搅前加入 磷酸缓冲液
,

,

搅后双纱布过滤
,

离心理
,

分钟
。

留上清液加 氯仿 强

振荡 分钟
,

再离心
,

分钟
,

留上清液加 聚乙二醇
, 。

及
,

搅溶放入 ℃冰箱过夜
,

再离心留沉淀
,

并加入少许
,

,

含有 尿素
,

使沉淀悬浮
。

再用 及
,

差速离心
,

最后所得上清液为粗提纯的 〔 , “ , , 〕。

电镜观察 将上面制备的粗提材料适当稀释
,

点样于覆福尔马膜并经碳增

强 的载网
,

用 磷钨酸 负染色
,

用
一

型电镜观察
。

病毒粒体放大

至 倍
。

病茎
、

叶的超薄切片制备及电镜观察 选取接种发病的大白菜叶片 和萝 卜的 块

根
、

茎及叶片
,

切成
“

小块
,

放入有固定液的小瓶中 固定液为
。

戊二醛和

多聚甲醛
。

再用 。
。 ” 二甲肿酸钠缓冲液漂洗 次

,

材料移入 饿酸固定 小

时
,

再用上述漂洗液漂洗
。

然后将材料移入系列乙醇逐级脱水
,

最后用 ,’ , 稀 释 剂

置换乙醇
,

并用环氧树脂
,

包埋材料 用 更安全
,

此处仍用
,

待

烘聚
,

选取材料于
一

型超薄切片机制作超薄切片
。

捞选切片登于载网
,

并经 醋

酸双氧铀和柠檬酸铅双重染色
,

进行电镜观察
。

吞 才
奋曰 果

温室接种 的大白菜和萝 卜
,

约 天收取病叶
、

茎和块根
。

病叶作为粗提纯材

料
,

病叶
,

茎及块根又进行固定制作超薄切片
。

粗提纯液登载网进行电子显微镜观察
,

看到一些视野中病毒粒体比较均匀松散
,

凝聚现象亦较少
,

所得 结果感觉较为理想
。

粒子丝状
,

长度分布多在了 左右 参看图 及
。

提纯液经适当稀释后接

种觉色黎和普通烟 黄苗榆
,

均有局部枯斑反应
。

对感染 的大白菜及萝 卜的叶
、

茎及块根
,

经超薄切片电镜观察
,

在 感病的

大白菜叶肉细胞内
,

以及感病萝 卜的叶
、

茎和块根韧皮细胞内
,

均观察到比较清晰的典

型风轮状内含体
,

也有环状及带状内含体
。

这些观察充分证实侵染大白菜和萝 卜的毒原

是 ” ,

具有马铃薯 病毒组的内含体的形态特征 「
’‘ ’了 ’‘。’‘’〕 参见图片

、 、 、

、 。

讨 论

芜著花叶病毒粒子的电镜观察效果
,

在于材料是否合适
。

最 简 易 的 病 叶 浸 蘸法
一

有时起到快速可靠的诊断效果 , 但因样品夹杂寄主植物细胞成分
,

常使负

染色含糊或因病毒粒体过少
,

不易得到理想的影像
。

前人曾指出因 粒体在提纯过







烧弃 , 杂志
盛 尽 一

, 吕仑

日 一

心外
,

最好须再用蔗糖密度梯度离心
,

以便取得纯化的病毒材料〔
“ , 们 。 我们采用了上述

部分方法
,

免去因一般条件做不到的蔗糖密度梯度离心过程
,

所获得的一般提纯材料
,

滴样于载网上
,

在电子显微镜视野中
,

能够选取到较为理想的图形
。

这种提纯液经稀释

接种普通烟及览色爹
,

证明有侵染活性
。

感病的大白菜叶片及萝 卜的叶
、

茎 和 块 根 等

部的超薄切片
,

经电镜观察均有清晰的风轮状
、

环状和带状病毒内含体
。

因此
,

试验的



病毒举杂志
‘ 。

, 自仓

主。

图了 萝 卜受 侵染后
,

叶部细胞超薄切片
、

箭头示风轮状
、

环状及带状内含体

五
。

。 , 。 , ,

结果既表明了我们所诊断的大白菜叶病是 , 同时也明确了受侵染各部位内内含体

的形态特征
’ , ‘“’‘’ 。 等 曾采用冰冻刻蚀电镜观察

一

“ ““。“ 证实 内含体的三维结构 立体 形态
。

这种筒状细胞质内

内含体
,

表现出典型的风轮状扇片
,

说明属于马铃薯 病毒组的成员
,

如烟草蚀纹病毒

和 均 有 这样的内含体特征 〔
。, 。 这样的电镜观察技术和植物病毒的生物学

性状试验相辅相成
,

更加确证了鉴定的可靠性
。

此外
, 五 等 亦曾 报道

过 ’, 植物病毒的内含体
,

亦可仅以光学显微镜做简单观察
,

但染液必须适当
。

如将感病

叶表皮轻轻撕下
,

先浸入
一

液里 曲拉通或聚乙二醇辛基苯基醚
,

以便尽

早除去某些植物细胞内的质体 ““ , ,

也许亦能观察到一些内含体
。

然而超薄切片

的电镜观察
,

肯定是更加细微
、

清晰和确实的
。
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