
1 9 9 7年 第3 期

黑龙江农业 科学

H e il胡g 少必ng Ag r
故 l tt

赵

心 c S衍n e c1 9 9 7NO
.

3
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’
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(
,
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摘要 采用生长试脸
、

T 叩一cr 叩 枯斑反应
、

免疫电镜
、

A 一蛋 白包被微板酶联免疫法

等 4 种方法对大豆 不 同品种种子带毒率进行检浏
,

结果表明
,

4 种检浏方法结果墓本

吻合
。

检测种子带毒部位试验结果表明
,

大豆种子 的胚部和子叶都带有病毒
。

同品种

内种传率与种皮斑驳程度无明显 关系
,

而不 同大豆品种种传率表现明显差异
。
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大豆花叶病毒 ( SM V )是一种既可蚜传又能种传的病毒
。

田间自然条件下
,

种传率不很高
,

但它是田间传播的唯一来源
。

种传率 的高低与该病在田间的发生危害和流行有直接的关系
。

植

物病毒种传率受许多因素的影响
,

有人认为这与病毒在植物体内的转移速度不同有关
,

多数人

认为是由于植物体内病毒浓度的不同造成的
。

许多学者研究结果表明
,

种子带 (传 )毒率不仅受

病毒本身的影响
,

还受大豆品种
、

环境条件
、

感病时间以及它们之间的交互作用的影响
。

因此
,

我们对大豆花叶病毒种子带毒问题及其检测技术进行研究
,

现在将试验结果总结如下
。

1 材料与方 法
1

.

1 供试大豆品种及来源

从 5 79 份材料中经生长测定选出有代表性的 M er it
、

紫丰 4 号
、

L ak ot a 、

合交 83 一 6 3 7
、

黑农

2 6
、

60 天还家
; 田间设立病圃

,

一组复叶时接种 s M v 一 3
,

秋季收获后为试验用种
。

1
.

2 试验方法

检测种子带毒方法的比较试验采用生长试验
、

T 叩一
。 or p 枯斑反应

、

免疫 电镜
、

A 一蛋白包

被微板的酶联免疫法
;
种子带毒部位检测采用 A 一蛋白包被微板的酶联免疫法对吸胀去皮种

子和萌发种子的胚根进行检测
,

不同斑驳种子带毒比较试验采用生长试验和 A 一蛋 白包被微

板的酶联免疫检测法
。

1
.

3 种子带毒检测方法

1
.

3
.

1 生长试脸 将供试种子播于防虫网室中
,

待一组复叶展开时调查病苗率
。

1
.

3
.

2 T o p一 cr o p 枯斑反应 摘取生长试验有疑问的叶片研碎后接种在菜豆 T op 一
c or p 叶

片上
,

以出现 1个以上枯斑为阳性反应
。

L 3
.

3 免疫电镜观察浏定法 将铜网用 1 : 1 o OOS M V 抗血清包被
,

室温孵育 5分钟
,

滤纸吸

干后
,

将稀释 10 倍的种胚研碎液滴在铜 网上
,

10 分钟孵育
,

吸干冲洗
,

经 3%醋酸铀处理 10 分
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钟在电镜下观察
,

以正常血清为对照
,

每品种测 10 粒种子
。

1
.

3
.

4 A 一蛋白 包被微板的酶联免疫法 (S P A 一 E IL SA 法 ) 待测种子用蒸馏水浸泡 24 ~ 48

小时
,

剥去种皮
。

每粒种子加入 0
.

02 M
、

p H 7
.

2 的 P B S 缓冲液 l ml
,

研磨后取上清液稀释 50 倍

供测定
。

底物为邻苯二胺
,

以大于阴性对照 1
.

5 倍的 O D 值 ( 4 9 0n m )为阳性对照
,

阴性对照
、

无

毒种子由东北农业大学提供
。

2 结果与分析
.2 1 几种检测种子带毒方法的比较

表 1 表明
,

4 种方法对大豆种子带 (传 )毒率的检测结果基本吻合
,

品种间差异明显
。

表 1 几种检测种子带毒率方法的比较

种传率 (% )

品种 田间抗性
生长试验 免疫电镜 A一蛋白法 枯斑反应

M a r i t 0
.

4 2 0八 0 0
.

0 无

紫丰 4 号 3
.

4 5 0八 0 0
.

0 无
中抗

I
声 a

ko
t a 1 0

·

8 3 4八 0 3
.

9 有

合交 8 3一 6 3 7 2
.

10 2 / 1 0 3
.

9 有

黑农 2 6 感病 2 7
.

50 6八 0 7
.

1 4 有

生
一

长试验是 目前生产中常用的检测的方法
,

经济
、

方便
,

可进行大量种子样 品的检测
,

缺点

健病苗症状的产生易受环境因素的影响
,

且试验周期长
; A 一 蛋白包被微板的 E IL S A 法具有

快速
、

敏捷
、

准确
、

易行
、

特异性强等优点
,

是较理想的 E IL S A 法
,

适于条件较好的试验室
;
枯斑

反应和免疫电镜法不仅受条件所限
,

而且工作量较大
.

2
·

2 用 S P A 一 E L IS A 法检测种子带. 部位试验

表 2 试验结果表明
,

大豆种子胚部和子叶部带病毒
,

这与张明厚
、

陈水盆等的研究结果一

致
。

检测胚根时采用的是群体测定
,

不能说明单个芽的带毒情况
,

这还有待于研究
。

表 2 S P A 一 E IL S A 法检测种子带毒部位试验结果

品种 吸胀种子带毒率 ( % ) 胚根血清反应 品种 吸胀种子带毒率 ( % ) 胚根血清反应

M e r
it o 阴性 1刀k o at 3

.

8 5 阳性

紫丰 4 号 o 阴性 60 天还家 3
.

85 阳性

合交 8 3一 6 3 7 3
.

8 5 阳性 黑农 26 7
.

14 阳性

表 3 不同斑驳种子带毒率测定结果

品种 1 98 7 年

无斑 轻斑 重斑

M e ir t

紫丰 4 号

合交 8 3一 6 3 7

L a k o t a

60 天还家

黑农 26

生长试验法

1 98 8 年

无斑 有斑

0
.

8 8 0
.

4 7

4
.

5 6 6
.

5 8

1 9 9 0年

无斑 有斑

0
.

7 9 0
.

4 1

3
.

0 1 5
.

8 2

1 2
.

8 4

S PA 一 E L I S A 法

1 9 90 年

无斑 有斑

0
.

0 0
.

0

0
.

0 0
.

0

0
.

0 0
.

0

0
,

0 7
.

7

7
.

7 0
.

0

0
.

0 1 3
.
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2
.

3不同斑驳种子带毒比较试验

关于种皮斑驳情况与种子带毒的关系
,

目前说法不一
,

但大多数学者认为两者无明显关

系
。

表 3 试验结果表明
,

不同品种带毒率表现差异明显
; 同品种不同年度间其种传率表现一定

的稳定性
,

而不同斑驳种子间未表现明显差异
,

出现无斑驳种子带毒率高于有斑驳种子带毒率

的现象
,

斑驳程度轻的却比斑驳程度重的种子带毒率高
,

这些说明了种子带毒率与品种密切相

关
,

而与大豆种皮的斑驳情况无明显关系
。

3 结论与讨论
3

.

1 利用生长试验
、

T叩一
。 r
叩 枯斑反应

、

免疫电镜
、

A 一蛋白包被微板的酶联免疫检测法对

大豆不同品种种子带毒检测结果基本相吻合
,

但由于各方法所要求的条件和适应范围不同
,

所

以生产上我们主张以生长试验为主
,

辅以 A 一蛋白包被微板的酶联免疫检测方法
。

3
`

2 关于种子带毒问题
,

我们仅做了初步研究
,

尚有许多方面需要深入研究
,

如
:

种传率与环

境条件的关系
,

不同时期种子内的带毒情况等
。

3 3 试验证明
,

不同大豆品种种传率表现明显差异
,

而大豆种皮斑驳情况与种传率无明显关

系
,

这与东北农业大学的葛萃
,

南京农业大学的陈永置的研究结论一致
,

所以不能用种皮斑驳

程度预测种传率
。

种传率是一个很重要的抗性指标
,

它受许多因素影响
,

因此
,

今后应对影响大

豆种传率因素进行系统研究
,

为降低种传率
、

大豆花叶病毒病的防治提供理论依据
。
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