
9 19 6 年第6 期

黑龙江农业科学

万碗佩 g夕勿鳍 注 g尸趾边u t心 占d 翻“ 19 9 6 N O
.

6

电子显微镜技术在鉴定筛选马铃薯

无毒核心材料中的应用
`

周淑芹 朱光新

( 黑龙江省农科院马铃并所) ( 黑龙江省农抖院原手能所)

摘要 应用免疫电镜和负染法检浏马铃薯试管苗中的徽圣病毒
.

试脸表明
,

二者都具

有很 高的灵敏度
,

复合血清免疫电镜检 出率比负染法高出 7
.

4 个百分点
,

从而在原有

基础土提高试管苗的无毒化
。

关键词 免疫电镜 负染法 P V X PV Y T M V P S T V

中图分类号 5 1 2 1 5 5 3 2
.

0 3 2

黑龙江省是全国马铃薯种薯生产主要基地省份之一
,

负有向各省市供种的任务
。

为提高种

薯质量和产量
,

必需汰除病毒
。

实践证明
,

利用马铃薯无毒种薯做种和建立健全种薯生产体系
,

是解决马铃薯病毒病害的根本途径
。

我们已在省内外建立多处良种 良繁基地
,

每年向基地供应

大量无毒原原种
,

长年进行无毒试管苗繁殖
。

通过茎尖脱毒和病毒检测获得的无毒苗
,

在连续

扩繁的情况下
,

因操作
、

培养环境
、

生理因素等诸多条件的影响
,

致使材料有再感染病的可能
,

若不汰除
,

会严重影响种薯质量
。

因此
,

需在每年大量繁殖投产之前
,

逐一取样
,

严格鉴定后
,

才

能作为无毒苗予以扩繁
。

为此
,

我们在筛选出无马铃薯纺锤块茎类病毒 ( P S T V )基础上
,

应用

电子显微镜技术中的负染法和复合血清免疫电镜法鉴定筛选马铃薯无毒试管苗
,

为进一步深

化防治马铃薯病毒病和种薯无毒化生产开拓新的鉴定技术方法
.

1 材料和方法
1

.

1 材料

无毒苗取材
:
1 9 90 年繁殖保存的无毒试管基础苗克新二号 17 份

、

紫花白 3 份
、

克新三号 2

份
、

克新一号 2 份
、

东农 3 03 2 份
、

预 64 1份合计 27 份
。

1
.

2 方法

同一试管苗采用负染法和复合血清免疫电镜法 2个处理进行检测
。

取无毒基础苗新鲜组织用天平称重
,

按 比例加 0
.

01 写
、

p H 7
.

2 磷酸缓冲液
,

以每毫克鲜重

加缓冲液 10 微升
,

碾磨成汁
,

使汁液稀释度一致
,

分别在蜡板上滴两滴汁液
,

以备用
。

1
.

2
.

1 负染法 把有支持膜的铜网膜面朝下放在蜡板上的一滴汁液上孵育 5 分钟
,

用滤纸吸

去多余液体
、

稍加风干
,

浮载于 2 %
、

p H 7
.

2 磷钨酸染色剂上漂浮 5 分钟
,

取出吸去多余染色

剂
,

室温下干燥
,

电镜观察
。

1
.

2
.

2 宜合血清免疫电镜捕获法 把 P V X
、

P V Y
、

T M V 三种抗血清按 1
:

1
:

1 比例均匀地

.
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混合在一起
,

用 0
.

01 %
、

p H 7
.

2 磷酸缓冲液稀释成 2%浓度
,

滴一滴在蜡板上
。

把铜网膜面朝下

漂在此液滴上
,

室温下孵育 15 分钟
,

取出铜网
,

用 20 滴磷酸缓冲液连续滴洗去掉多余抗血清
,

再将铜 网漂在蜡板上的另一滴汁液上
,

室温下保持 30 分钟
,

再用上缓冲液滴洗铜网
,

吸掉余

液
,

浮载于 2%
、

p H 7
.

2 磷钨酸染色剂上染色 15 分钟
,

吸掉余液
,

室温下干燥
,

电镜观察
。

2 结果与分析
用 H 一 30 。 电镜观察

,

4 万倍率下 30 0 目铜网
,

沿网孔边缘寻找一圈所计的病毒粒子数
。

2
.

1 应用负染法和复合血清免疫电镜法鉴定

马铃薯无毒苗镜检结果见表 1
。

表 1 应用复合血清免疫电镜法及负染法鉴定筛选马铃薯无毒苗检测结果

复合血清 ( P VX 十 P VY 十 T M V )捕获法 负染法

编号及品种 三个视野病毒 从形毒上判断 三个视野病毒 从形态上荆断

粒子数 (个 ) 病毒类型 拉子数 `个 ) 病毒类型

1 克新二号 0 0 0 0 0 0

2 克新二号 0 0 0 0 0 0

3 克新二号 0 0 0 0 0 0

4 克新二号 0 0 0 0 0 0

5 克新二号 6 1 50 3 0 PV X
、
PV Y

、
T M V 5 3 4 PVX

、
P V Y

6 克新二号 0 0 0 0 0 0

7 克新二号 0 0 0 0 0 0

8克新二号 0 0 0 0 0 。

9 克新二号 2 0 5 0 6 5 PV X
、

T M V 3 2 1 P V X

10 克新二号 7 0 5 0 5 5 PV Y
、

T M V 2 3 2 T M V

11 克新二号 6 5 5 5
,

4 5 P V Y
、
T MV 5 5 5 P V Y

、
T M V

1 2 克新二号 2 0 1 5 2 5 P V X
、

P V Y 1 0 1 P V X

1 3 克新二号 1 9 2 1 3 5 PV X
、

P V Y 0 0 0

1 4 克新二号 0 0 0 0 0 0

1 5 克新二号 4 7 36 3 2 P VX
`
T M V 1 1 0 PV X

1 6 克新二号 1 3 5 7 PV X
、

P V Y 1 2 0 P V Y

17 克新二号 0 0 0
一

0 0 0

18 紫花白 5 3 23 2 9 PV X
、
P V Y

、
T M V 2 3 1 PV X

1 9 紫花白 0 0 0 0 0 0

2 0 紫花白
,

10 1 7 7 53 PV X
、
PV Y

、
T M V 0 0 0

2 1 克新三号 2 2 1 2 8 PV X
、

PV Y 1 0 0 PV X

22 克新三号 9 4 3 2 PV X
、

PV Y 2 3 4 PV Y

2 3 东农 3 0 3 5 0 3 9 4 2 PV X
、
PV Y

、

T M V I 1 0 P V X

24 东农 3 03 5 5 5 PV X
、
T M V 3 4 3 PV X

2 5 预 6 4 0 0 0 0 0 0

2 6 克新一号 2 3 2 7 33 PV X
、
PV Y 2 3 1 PV X

27 克新一号 0 0 0 0 0 0

每个样品取 3 个视野观察 〔即重复 3 次 )
,

由表 l 可知
,

通过复合血清和负染色双重检测获

无毒苗 12 份
,

占总鉴定材料的 44
.

4写
,

其中克新二号 9 份
、

紫花白 1 份
、

预 64 1 份
、

克新一号 1

份
。

这些试管苗经 3 个网孔观察均无病毒粒子
,

又随机地观察其它网孔任意部位
,

也无病毒粒

子存在
,

最后才确认为无毒材料
。

由鉴定结果可知
,

各品种试管苗在连续扩繁的情况下
,

均存在

病毒再感染
。

因此
,

在进行试管苗大量繁殖之前
,

必须进行严格的病毒检测
,

确保试管苗质量
。

从形态上判断小植体内病毒类型均以 P V X
、

P V Y
、

T M V 三种病毒为主
,

这也是生产中普遍流

行的马铃薯病毒
。
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:

电于 显徽镜技术在鉴定筛选马铃井无毒核心材料中的应用

2
.

2负染法和复合血清免疫电镜法鉴定效果比较

由表 2可知
,

第 I 种情况
,

对 13 份带毒试管苗材料
,

在 4万倍的电子显微镜下观察
,

负染

法三个视野内观察到病毒粒子平均为 2 个
,

其数量幅度 1~ 5 个
,

复合血清免疫电镜观察到病

毒粒子平均为 31 个
,

其数量幅度 5 ~ 70 个
,

捕获量远远多于负染色
。

在同一试管苗中
,

其检测

出来的病毒种类也不同
,

负染法只观察到极少量的一种或两种病毒粒子
,

而复合血清免疫电镜

却能检出大量的两种或三种病毒粒子
。

第 1 种情况
,

负染法电镜下三个视野均无病毒粒子
,

复

合血清免疫电镜却观察到许多病毒粒子
。

如 13 号材料 19 ~ 35 个
、

20 号材料 33 一 1 01 个
,

检出

率比负染法高出 7
.

4 个百分点
,

看 出这两种镜检法效果有一定差异
,

复合血清免疫电镜法比负

染法灵敏度高
。

第 班种情况
,

利用上述两种方法鉴定
,

电镜下均无病毒粒子材料 1 2 份
,

占总鉴

定材料的 44
.

4%
。

表 2 复合血滴免疫电镜法和负染法鉴定效果比较

鉴定材料

总数

(份 )

鉴定结果

类别

各类

材料数

(份 )

占总数

(% )

复合血清 >(J V X 十P V Y 十 T M V )捕获法

平均病毒 病毒数 病毒 平均病毒

粒数 (个 ) 盆幅度 类型 粒数 (个 )

负染法

病毒数

t 幅度

病毒

类型

PV X
、

P V Y PV X
、

P V Y

3 1 5~ 7 0

T M V T M V

PV X
、

P V Y
4 7 1 9~ 1 0 1

T MV

1 1 2 4 4
.

4 0 0 0 0

注
:

I
:

负染法和复合血清捕获法均有病毒粒子
,

其中负染法 t 少
; I

:

负染法无病毒校子
,

复合血清捕获法有病毒拉子
;

,
:

两种方法均无病毒粒子
。

3 讨论

虽然免疫电镜捕获病毒量优于负染色
,

只要样品中有该种抗血清的病毒粒子
,

它就能够捕

获到
。

但二者都具有较高的分辨率
,

电镜下均可以清楚看到病毒粒子
,

各具优点
.

负染色技术

适合大量检测
,

它无须样品提纯
,

也不用抗血清
,

鉴定程度简便快速
,

一般样品处理仅用 10 分

钟
,

可及时汰除有毒试管苗
。

免疫电镜最大优点是病毒能与特异抗血清结合
,

病毒粒子周围吸

附一层抗血清
,

使病毒粒子加粗
,

捕获病毒粒子量增加许多
。

对筛选马铃薯无毒苗来说
,

先用负

染色技术大量筛选汰除
,

然后再用复合血清免疫电镜进一步过滤筛选
,

彻底汰除病株
,

确保核

心试管苗质量
,

为马铃薯种薯无毒化生产提供优质无毒原原种
。
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夔薰夏
独联体优良的马铃薯新品种

`

1 改 良的阿比托夫 2 号 中晚熟至晚熟食用马铃薯品种
,

由乌兹别克育成
.

不抗癌肿病
,

受晚

疫病
、

真菌性病害和疮痴病危害
,

受病毒病危害较弱
,

较抗 S 和 M 病毒
.

抗退化
、

抗热
.

每公顷

产量 15
·

4~ ”
.

7 吨
,

商品薯重 70 一 110 克
,
块茎椭园至长形

,

红至粉红色
,

表皮光滑
,

芽眼深度

中等
,

薯肉黄色
,

秧苗红紫色
。

2 柳树 中晚熟多用途马铃薯品种
,

由白俄罗斯育成
。

淀粉含量 17
·

6纬~ 29 纬
,

品质好
,

耐储

藏
。

抗癌肿病
,

受晚疫病
、

黑胫病及病毒病危害较轻
。

在田间较抗皱叶病和花叶病
.

公顷产量

34
.

6~ 49
.

4 吨
,

商品薯重 60 ~ 90 克
。

块茎圆至长圆形
,

白色
,

芽眼浅
,

薯肉白色
,

秧苗红紫色
。

3 新事物 中早熟食用
、

饲用马铃薯品种
,

由俄罗斯育成
。

淀粉含量 13 % ~ 16
.

4%
,

品质较

好
,

耐储藏
。

抗癌肿病
,

较抗 X
、

S
、

M 病毒
,

抗晚疫病
、

黑胫病和丝菌核病
,

抗马铃薯甲虫
。

是适

于精耕细作类型的品种
。

被催芽的块茎早期播种于预先合成的垄内条件下
,

在熟化的壤土
、

砂

壤 土
、

甚至在排水的泥炭沼泽 田种植均会获得较高产量
。

品种较抗涝
。

每公顷产量 30
.

7~

33
.

4 吨
,

商品薯块茎 90 ~ 1 00 克
。

块茎圆形
,

带凹陷的葡萄茎痕迹
,

白色
。

表皮光滑
,

芽眼数多
,

芽眼浅至中等深度
,

不着色
。

薯肉白色
,

带有黄的色泽
。

刀切后不变暗
,

秧苗红紫色
。

4 鹰皱 晚熟食用马铃薯品种
,

由冶俄罗斯育成
。

淀粉含量 1 5%一 18 %
,

品质及耐贮性较好
。

抗癌肿病
,

在大田条件下受晚疫病危害较轻
,

中抗疮俪病和黑胫病
。

品种适子精耕细作
,

土质肥

沃
,

机械化种植
。

每公顷产量 34
.

7~ 48
.

4 吨
,

商品薯重 90 ~ 12 0 克
。

块茎大
,

圆形至扁圆形
,

带

有圆头的顶端和凹陷的葡萄茎的痕迹
,

白色
。

芽眼数少
,

芽眼深度中等
。

(李贵春 摘译 )
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