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与丁RS V 混合感染大豆

叶片细胞的超微结构研究
-

李 学 湛

( 黑龙江省农业科学院原子能利用研究所 )

摘 要

用两种 RN人病毒 ( S M V
、

T R S V ) 混合感染大豆 “ L
e e ” 叶片

。

通 仗对

叶片细胞超微结构的连续观察
,

显示 的主要病理特征是① S M V与T R S V杜体共

栖于同一叶片细胞之中
。

② SM V 和 T R SV 粗体童
,

分别多于同期单独感染 寄

主细胞时病毒杜体量
,

而 T R S V 拉体相对多于 S M y 拉体量
。

③经 提 纯 S M V

和 T RS V 产量高
。

负染后电镜所示
:

SM V 杜体呈线状
,

长约 75 0九m , 直径约

12 n m
、

T R S V 粒体呈多球形面体
,

直径约 2 7n m
。

④病 叶研磨液与 已知 S M V杭

血清
、

T R SV 杭血清作用均生成沉淀线
,
呈 阳性反应

。

与 B PM V 杭血清 作 用

呈阴性反应
。

关键饵
; S MV T R SV 混合感染 大豆叶片 超微结构

前 健扩
『习

近年来
,

许多文章报导了一些植物疾病
,

不只是一种病毒所致
,

而是由两种或三种

以上病毒复合感染同一作物所致
。 1 9 72年 Y i五一

s五y o n g L ee o n d J
.

P
.

R sO
:
报导 了

“
SM V与 B P M V 混合感染大豆植株叶片细胞的超微结构研究

” 。
1 9韶 年只

.

J
.

C宜 rr 和

K
.

.s k恤 报导了
“
芸豆黄色花叶病毒 和虹豆花叶病毒混合感染芸豆叶片细胞的超 微

结构的研究
”
等

。

众所周知
,

烟草环斑病毒可以引起大豆芽枯病
,

但烟草环斑病毒能否与

大豆花叶病毒同时混合感染大豆
,

至今未见报导
。

本试验利用 5 M V 和 T RSV 混合感染大

豆
,

并对寄主细胞的超微结构进行了连续观察
。

其 目的
:
一是证实 SM V 与 T R S V 可以

同时混合感染大豆植株
。

二 是 观 察 S M V 与 T R S V 混合 感 染 大 豆 植 株
,

与 S M V
、

T R SV 分别感染大豆
,

所引起细胞病理变化有何不同
,

本文于 1。容7年石月2峨日收到
,
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毒源和寄主植物
:
大豆花叶病毒 S (M ) V是东北农学院从

“
黑农 61 号 ” 分离的毒

株
。 19 8 3 年

,
张明厚 (东北农学院植物病理教研室 ) 和 H

.

A
.

S o
ot t (美国阿肯色州

立大学植物病理系病毒室 ) 鉴定了该病毒属于 G。
株系

。

烟草环斑病 毒 ( T R SV ) 是 由

Dr
.

J
.

M
.

M咙娜
r e
提供

。

大豆花叶病毒 s( M V ) 是由 H
.

A
.

S co tt 提供
。

S M V与

T R S V 混合感染的寄主是美国大豆品种
“ L e 。 ” 。

方法
:

SM V
、

T R SV 单独感染
。

在温室 (2 0一 2 4℃ ) 播种大豆
` L。 ” ,

待幼苗长

出真叶时
,

用小型喷粉器轻轻喷撒一层金刚砂于叶片上
,

然后用消毒棉纱布分别沾取两

种病叶汁 (该两种叶汁是将
“
黑农 i6 ”

大豆植株叶片带有大豆花叶病毒和黄瓜 叶片带

有烟草环斑病毒分别在 0
,

此M磷酸缓冲液中 卫H 7
.

2研磨而成的 )
,

在 大 豆
“ L o e ” 的不

同植株叶片上轻轻磨擦
。

接种后用清水分别洗掉接种叶片上的杂物
。

待接种 8 天后出现病

症
,

分别在病叶上的病灶典型部位取样
。

S M V 与 T R S V 混合感染
。

接种方法所不同的是把两 种 等量 病 叶混 合一 起
,

在

o
。

05 M 磷酸缓冲液中 ( p H 7
.

幻 研磨
,

接种在大豆
“ L ee ” ”

植株叶片上
。

待接 种 8 天

后出现病症
,

在病叶病灶典型的部位连续取样
。

用未接种的大豆 ,’l
, e 。” 植株叶片 做 对

照
。

将材料切割成 8 一 4 m m 召,

在 4 %戊二醛溶液中固定 4 小时
,

用二甲肿酚 盐缓冲液

(0
.

ZM ) 漂洗 8 次
,

`

干净后再转人 1 %饿酸中固定 2 小时
,

用重蒸馏水冲 洗 干 净
,

乙

醇梯度脱水后在无水丙酮中过夜
,

后经树脂
、

丙酮混合剂 (1 : 1) 浸透过夜
,

再放人纯树

脂浸透
,

最后用 S p u : n
树 脂包埋

。

用 L K B 型超薄切片机
,

玻璃刀切片
,

双染色后利用

J E M I OOc x 电镜观察
。

T R S V 与 S M V 混合感染提纯
:

接种 16 天后来病叶用 R os
s 、

J
.

P 和H o n st
、
T ol in

两种提纯方法提纯病毒
,

提纯液经 2 %磷钨酸 P H S
.

5 染色
,

在电镜下观察
。

T R S V 与 S M V 混合感染血清学测定
:

用 S D S 免疫双扩散和琼脂凝胶双扩散 两 种

方法检测 S M V 和 T R S V
。

结
一

果 与 讨 论

T R S V 单独感染
;
首先可见寄主叶片的表皮细抱和叶肉组织细胞的胞间连丝中有病

毒粒体
。

而且
,

许多细胞里还看到细胞壁携带病毒粒体
,

向细饱质内突起延伸
。

通过胞

间连丝将病毒粒体输人液胞中
。

病毒粒体除分布于液泡中外
,

还分布在微管中
。

因此诊

试验进一步证实 T R SV 的胞间传播
,

人胞是通过胞间连丝来实现的
。

5 MV 单独感染
:

感染后的开片细抱质中
,

首先出现园柱状和风轮状内含 体
,

其 中

一些风轮状内含体似乎是旋转式地从细胞质区向液泡里伸进
。

当病毒粒休出现时
,

被液

泡膜包裹形成束丝
。

与此同时
,

风轮状内含休逐渐消失
。

而束缚了病毒粒体的束丝规则地

附着在叶绿休上〔“ 〕。 实验结果表明部份超微结构病变 乌 p
.

L
.

甘u n : , 和 S
,

人
.

,r oI 知



李学湛 ,
SM V 与了RS V很合感染大豆叶片细胞的超徽结构研 究

的报导 〔`〕不尽相同
。

T R SV 与 S M V 混合感染的植株症状
:

被感染的大豆植株
,

所表现的既不是大豆 花

叶病毒单独感染的症状
,

也不是烟草环斑病毒单独感染的症状
。
而是植株叶片发黄

,

并带

有白色斑点
、

叶片发育不正常
。
比大豆花叶病毒和烟草环斑 病毒单独感染大豆 “ L ee ”

症状均重
。

(图 1一 A )

T R S V 与 S MV 混合感染的血清学测定
;
病叶研磨液与已知 S MV 抗血清

、

T R S V抗

血清作用均生成沉淀线
,

呈阳性反应
。

与 B PM V 抗血清作用呈阴性反应 (图 忿一 8 )
。

T R SV
一

与 SM V
,

混合感染后提纯
:

经提纯 S M V 和 T R SV 产量高
。

负染后电镜所示

5 M V 粒体呈线状
,

长约 7 5。。 m
,

直径约 12 。 。 。

T又S V 粒体呈球形多面体
,

直径约 27 n 。

(图 4 )

T R S V 与 S M V 混合感染叶片细胞的超微结构
:
在 T R S V 与 S M V 混合感染的寄 主

叶片细胞中
,

可见两种病毒粒体共存于同一细胞之中
。

从而
,

证明了 5 M V 和 T R S V 是

可以混合感染大豆的
。

同时
,
在细饱中显示了两种病毒在分别感染寄主细胞所弓!起的一

些病理现象
,

如 , 由 5M V 感染寄主后
,
引起的园柱状

、

风轮状内含体和包裹病毒粒 体

的束丝
。

由 T R SV 感染寄主后
,

病毒粒体集中存在于液胞之中等
。

但在观察中 未 见 到

胞间连丝
、

细胞壁及微管中有 T R SV 出现
,

这可能由于混合感染后 病 毒 粒 体 相 互 作

用
,

致使病毒人饱速度加快
。

也未发现 S M V 所引起的风轮状内含体向液泡中旋转伸进 的

现象
。

除此之外
,

还发现了一些新的特征
。

在混合感染 8 天后的叶肉组织细胞基质区出现大量的小泡 褒 物 质 (图 5 )
。

这 种

小饱囊状物的形成
,

可能与 T R S V 感染有直接关系
。

风轮状内 含 体显然是 由 SM V 感

染引起的
。

混合感染 12 天后的叶肉栅栏组织细咆的液泡中均有 T R S V 粒体
,

病毒粒体量与 掖

泡大小呈正比
。

此时细胞中也见有少量的 SM V 粒体
。

混合感染 16 天后的叶肉组织细泡中仍见 T R S v 粒体分布于液泡中
。

而且有大复 的

液抱膜不规则地分布于液泡中
,

少量的 5 M V 粒体被液泡膜形成的束丝包裹着
。

混合感染 2。天后的叶片细胞中
,

可见 T RS V 和 S M V 粒体量聚增
,

远远超出 单独

感染的病毒粒体量
。

T R SV 粒体相对多于 S M V 粒体量
。

而且
,

在细胞核膜处出现大量

的T R SV 和 S M V 粒体
,

这可能与病毒代谢有关 (图 6 ) 。

混合感染 25 天后的叶片细胞中均有 T R S V 和 S M V 粒体
。

此 时
,
大 盘 的 SM V 粒

体被液泡膜形成的束丝包裹着 不 规 则 的与 T R S V 粒体混合分布于液 泡 中 (图 7 )
。

通过该试验可以看到 T R S V 粒体
,

先出现子细胞的液泡中
,

而 S M V 粒体先出现于细胞

质中
,

后被液泡膜形成的束丝包裹进入液泡中
。

由此看来
,

植株叶片发黄
,

并带有白色斑点
,
叶片发育不正常

,
可能主要是 T R S V

所致
,

其原因
:

一 T R SV 粒体先于 S M V 出现于细胞之 中 , 二 T R S V 粒体明 显 多 于

S M V 粒体里 ;三由 T R S V 弓l起叶绿体中淀粉粒增多
,

使叶片发黄 , 四 T R S V 粒体呈游离

状态
,

分布广泛
,

而 S MV 粒体出现后即被束丝包裹
,

分布窄
,

对细胞作用轻 微
,

由此

也可以认定
,

大豆品种 昨L “ ”
是抗 s M v 一只一托的品种 ,
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;图版I

Pl a t e。
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S MV与 TS S V混合感染大豆叶片细胞的超微结构研究
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李学湛
: S Mv 与 TR Sv 混合感染大豆叶片细胞 的超微结构研究图版说明

图 1一 A TR vs 与 s MV 混合感染后 的寄主叶片

B R sTv 单独感染后的寄主叶片

c S Mv 单独感染后的寄主叶片

图 2 病 叶研磨液 ( S MV
、

R SVT )与已知 S MV 抗血清反应
。

图 3 病 叶研磨液 ( S MV
、

TR SV )与已知 R STV 抗血清反应
。

图 4s Mv 与 R Tsv 混合感染后提纯
,

经负染 电镜照片
,

显示 了两种形态的病毒粒

体 ( 只 52 0 () () )
。

图 5 细 胞质 区 出现大量的小泡囊物质和风轮状 内含体 ( 又 相 (湘 ))
。

图 6 靠近细胞核膜处有一些 S M V和 T R S v 粒体及风轮状 内含体 ( 又 3 2 0() (j)
。

图 7 液泡
r

t
, s M V 与 T R S V粒体集聚

、

增多
、

T R S V 粒体相对多于 S M v 粒体 ( 义 2 6 (川 () )
卜

F 19
.

1 a
.

T h e h o s * l e a f o f m i xe d i n f e e t io n T R S V + S M V
.

,

b
.

T h e h ( ) s t Ie 乏一f o f 5 1一l g l e i一l f e e t i o n T R S V

e
.

T 11 e h o s t Je 之t f o f s i n g l e i n f e e t i o n S M V

F i 9
.

2
.

O u e h t e r l o n y d o u b l e 一

d i tT u s i o n t e s t o f S M V a n t i s e r u m ( e e n t e r w e l l ) a g a i n s t

e r u d e s a P e x t r a e t s o f T R S V + S M V 〔S V )
,

H e a l t h y ( H )
,

T R S V
一

i n f e e t e d ( T V )
.

F 19
.

3
.

S D S I m m u n o d i f f u s i o n t e s t o f T R S V a n t i s e r u m ( c e n t e r w e l l ) a g a i n s t e 一u d e s a P

e x t r a c t s o f T R S V + S M V ( T V )
,

H e a l t h y ( H )
,

S M V
一

i n f e e t e d ( S V )
.

F i g
.

4
.

C y t o 脚 t h i e e f f e e t s o f T R S V + S M V m i x e d i n f e e t i o r l I t 15 a e l e e t r o n m i e r o s e o P e

P h o t o g r a P h t h a t v i r u s P a r t i e l e s w a s n e g a t i v e l y s t a i n e d a f t e r P u r i f i e a t i o n
.

( 火 5 2 () () ())

F i 9
.

5
.

T h e r e w e r e a l a r g e q u a n ti t y o f v e s i e l e s a n d P i n w h e e l i n e l u s i o n i n t h e

e y t o P一a s m i e a r e a
.

( 义 4 00 0 0 )

F 19
.

6
.

T h e r e a r e g r e a t n u m b e r o f v i r u s
脚

l t i c l e s o f t w o m o P h o l o g i e a l y a n d

P 1n w h e e l i n e lus i o n s n e a r t he n u c l e u s
.

( X 3 2 0 0 0 )

F i 9
.

7
.

S h o w i n g a l a r g e q u a n t i t y o f v i r u s P a r t i c l e s 一 a g g r e g a t e s o f t w o m o r P h o l o g i e a l乡

i n va e u o l e o f t h e e e l l
.

t h e T R S V P a r t i e l e s a r e n l o r e t h e n S M V P a r t i c l e s

r e 1a t 1v e 1y
.

( x 2 60 0 0 )

T R s V = T v = 烟草环斑病毒 S M V = S V 二 大豆花叶病毒

B P M V = B = 菜豆荚斑驳病毒 C w = 细胞 壁 V = 液泡

V e 二 小液泡 P w 二 风轮体 C y 二 圆柱体 C H = 叶绿体
C S = 细胞质棘丝 T = 液胞膜 N 二 细胞核 H = 健康植株

A T 二 烟草环斑病毒抗血清 A S = 大豆花叶病毒抗血清

S V 二 s o y b e a n m o s a i e v i r u s T V = t o b a e e o r i n s P o t v i r u s

C W 二 e e l l w a l l PW 二 P i n w h e e l V 二 v a e u o l e N = n u e l e u s

C S = e y t o P l a s n l i e s t i a n d C y 二 e y l i n d r i e a l

B P M V = b e a n Po t m o s a i c v i r u s C H 二 e h l o r o P l a s t V e 二 v e s i e l e s

T = t o n o P la s t A T

A S 二 T h e a n t i s e r u n l o f

二 T h e a n t i s e r u m o f T R S V

S M V H = H e a l t h y


