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应用电子显微镜技术

检测云南省烟草病毒病原
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摘要 应用负染色
,

超薄切片等电镜侧样技术
,

结合病毒分离提纯方法
,

对云南省各烟

区烟草病毒病植株及马铃落病毒病植株进行了电镜检侧分析
,

观察到五种类似烟草病毒

病原的分离物
.

从烟草花叶病叶中检侧出类似烟草花叶病毒 ( T M v ) 及黄瓜花叶病毒

( CM v ) 的分离物
,

从烟草蚀纹病叶中检测出类似烟草蚀纹病毒 ( T E v ) 的分离物
,

在马

铃挤小叶病叶及蓝叶病叶中枪测出类似马铃挤病毒 Y (P v y )
、

烟草脆裂病毒 ( T R v ) 的

分离物
.

首次从形态学上证实了上述病原或病原所属组成员在这一地区的存在
。
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烟草是云南省重要的经济作物
,

长期以来
,

病毒病在云南烟草生产中造成严重的产量

和质童损失 E,]
。

由于对病毒病缺乏系统的
、

准确的诊断和鉴定
,

无法采取针对性较强的防治

措施
,

使得云南省烟草病毒病未能有效地控制
。

本试验应用电子显微镜技术
,

从 19 9 0 年 6

月份至 1 9 9 1 年 8 月份对类似病毒病的云南各烟区烟草病植株及马铃薯病植株进行了系统

的电镜观察
,

发现了类似烟草病毒病原的五种不同形态的分离物
,

这些结果在本地区还是

首次报道
,

对于这一地区生产中的防治和病毒病原的研究具有一定的参考价值
。

现将结果

初步报道如下
。

材料和方法

材料

1
.

1
.

1 烟草花叶病叶 症状表现有两种
:

(1 ) 大面积块状退绿斑
,

采自澄江
、

玉溪
、

曲靖

等地发病烟田中
.

( 2) 脉间花瓣状花叶
,

采自建水路南等地发病烟田中
.

1
.

1
.

2 烟草脉斑病叶 采自通海等地发病烟田中
,

沿叶支脉的小脉有褐色坏死小斑块
,

植

株矮化
。

1
.

1
.

3 烟草蚀纹病叶 采自建水烟地中
,

叶脉间有不规则的线状
、

环状灰褐色坏死蚀刻线
,

内有小的不规则坏死环
。

1
.

1
.

4 马铃薯小叶病叶 采自会泽马铃薯苗圃中
,

叶细小
,

向内卷曲
.

1
.

1
.

5 马铃薯蓝叶病叶 叶发蓝
,

植株顶部叶平长
,

采自会泽马铃薯苗圃中
.

1
.

2 方法

1
.

2
.

1 待测毒源制备 按相应的症状
,

仿文献闭中的方法进行粗提纯及粗汁液制备
。
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1
.

2
.

2 电镜样品制备 仿文献[I.
,

, `〕中方法
,

制备粗提纯液负染
、

粗汁液负染及超薄切片样

口
口口 。

2 结果与分析

比较磷钨酸
、

相酸按等负染效果
,

发现 2写钥酸按 ( p H 6
.

0) 效果较好
.

超薄切片采用

2
,

5% 戊二醛前固定
,

1% 05 0 。
后固定

,

醋酸铀前染
,

柠檬酸铅后染
.

制备样品置 1 0 0C x 一 I

型 J E M 透射电子显微镜下观察
.

2
.

1 烟草花叶病叶

2
.

1
.

1 大面积块状退绿 斑 经粗汁液负染和超速离心粗提纯负染
,

都观察到了大量的杆

状 粒体
,

大小约 30 0 n m x 18 n m
,

可见 明显芯线
,

与烟草花叶病毒 ( T M v ) 相似
,

见图版 A
:

聚 集成线状一束状的粒体 (粗提纯液 )
.

60 0 0 0x ; 图版 B :

单个的分散的杆状粒体 (粗提纯

液 )
,

6 0 0 0 0 x
.

2
.

1
.

2 脉间花瓣状花叶 经粗汁液负染观察
,

发现大量的球形分离物
,

直径约 25 ~ 30 n m

之 间
,

病株 叶 片反 卷
,

叶柄狭 长
,

根据症 状和 主要分离物形 态
,

类似黄瓜花 叶病毒

( c M V )
,

C M v 是烟草花叶病的重要病原之一
,

见图版 c
,

个所指为主要的球形分离物
,

6 0 0 0 0 0 X
。

2
.

2 烟草脉斑病叶

经粗汁液及粗提纯液负染观察到弯曲的长线条状粒体
。

通过超薄切片观察
,

在细胞质

的微体中有结晶体
,

结晶体由长约 了00 n m 左右的线状粒体密集排列而成
,

有可能是烟草脉

斑病病 {原 马铃薯病毒 Y ( P v Y ) 的聚集体
.

2
.

3 烟草蚀纹病叶

经粗汁液 负染观察
,

发现有较多的线状粒体
,

约 7 20
n m x n n m 左右

,

与烟草蚀纹病

毒 ( T E v ) 相似
,

见图版 D : 6 0 0 00 又
,

方框中为单个线状粒体
,

75 0 0 0 冰
.

2
.

4 马铃落小叶病叶

经粗汁液负染观察
,

有大量的线状粒体
,

约 7 0 0 n m 又 11
n m 左右

,

见图版 E :

30 0 00 X
.

参照有关文献 L’ 〕
,

这类粒体可能就是 P v Y , P v Y 也是烟草病毒病的重要病原之一
2

.

5 马铃 , 蓝叶病叶

经粗汁液负染观察
,

该样品中主要分离物为一种短杆状粒体
,

芯线较粗且明显
,

长度

有不同程度的变化
,

同时分离物中还有一些球形颗粒存在
。

参照文献 s[] 进行分析
,

这类分离

物有可能是烟草脆裂病毒 ( T R v )
.

图版 F 为短杆状分离物的一种
,

60 0 00 火
。

从电镜观察的结果结合症状进行分析
,

在云南省烟区存在着 T M v
,

C M v
,

P v Y
,

T E v 及

T R v 或其所属组成员中烟草的病毒病原
.

电镜观察的分离物粒体形态还不能作为诊断的唯

一依据
,

但它可以克服粗泛的症状诊断及血清反应中的假阳性反应
,

检测的灵敏度也较普

通酶联免疫反应为高
,

同时可为深入鉴定和研究病毒病原提供直观的依据
,

根据初步调查

及电镜观察的结果
,

可推测 T M v , C M v , P v Y 是云南省烟草病毒病的主要病原
,

其中
,

以

c M v 造成的产量和质量损失最为严重
。
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图版 各种分离物粒体形态

人
.

烟 草花叶病杆状病毒 , B
.

单个分散的烟草花叶病杆状病毒 60 O00 x , C
.

CM v 病毒 60

00 o x , D
.

烟草蚀纹 丁万v 病毒 60 o 00 x . E
.

马铃薯小叶病病毒 30 0 00 x , F
.

烟草脆裂病

毒 ( T a v ) 6 0 0 0 0 x


