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果树病毒检测技术是果树病毒研究中的重要环

节
。

长期以来
,

山于多年生木本果树病毒的提取
、

纯化比较困难
,

因此果树病毒检测一直沿用鉴别寄

主检测法
。

该法需时长
、

占地多
,

且管理较麻烦
。

随着近代生物化学
、

遗传工程及电镜技术的不断发

展
、

新颖
、

快速
、

灵敏的检 测 技术 大 量 涌 现
。

其中
,

酶联免疫吸附分 析 ( E L IS 人 )
、

免疫 电镜

( IE M ) 及病毒特异性核糖核酸 ( ds RN 人 ) 分析
。

等技术国外均已在果树上开始应用
。

这些方法依据

的原理不同
,

检测程序各异
、

适用场合也各有其特

点
。

本文拟综合有关资料
。

在侧改果树病毒应用的

前提 卜
,

对以 卜齐方法作一简略评述
。

一
、

鉴别寄主法

该法是目前国内用于果树病毒检渊的上 要 手

段
。

它依据有浸染活性的病毒粒子侵入 鉴 别 寄主

后
,

大量繁殖
,

干扰寄主细胞的正常生理代谢
,

导

致发病并显示特定症状
。

依据鉴别寄主和传播方式

的不同此法又分两种
:

(一 ) 木本鉴别寄主娘接传播
。

以苹果为例
,

用于此法的鉴别寄主 有 如 下 四

种
:

弗吉尼亚小苹果 (鉴定苹果茎痘和 茎 沟怕 病

毒)
、

苏俄苹果 (鉴定苹果褪绿叶斑病毒 )
、

大果

海棠 (鉴定苹果褪绿叶斑和大果海棠鳞皮病毒等 )

司派 2之7 (检定司派 2 2衰弱病毒 )
。

P o s n e t t e ` r o -

p汪 y (工9 54 )首先采用了
“
二重芽接

”

法
。

即于每年的

3 月下旬定植无毒根砧
,

七月份采集被检弟
,

芽接

于砧木基部
,

后削取鉴别寄主的芽接于其上 2 厘米

处
。

塑料带寸L好
,

征种植示植物娘接 3 株 (旅个品

种接 12 株 )
。

于次年春萌芽后在鉴别寄上茅土 1 厘

米处 ,野占
,

控制玻检芽的 长势 (摘心 )
。

待显示症

状后观察记录发病情况
。

(二 ) 草木鉴别寄主机械传播法

此法所用鉴别寄上主要有昆诺龚
,

觅色装
,

新

叶烟及黄瓜等
。

一般认为木本果树病毒向草本寄
_

L
_

L传播较困难
,

但如用幼嫩感病叶或花办
,

并加入

一些佐剂常可成功
。

下面推荐 H
·

E
·

W
“ t o r , or bt 的

一个程序
:

在 l至 6月
,

用田间成温室内的感病株未

成熟叶或花办在 K i r
k p a t r i c k一 L i n

d
e r

缓冲液 ( 3 ; `

尼古丁 二一0
.

05 M确酸氢二钾一。
.

05 M半胧 氮 酸盐

酸 ) 中研磨
,

粗提液 (经纱布过滤 ) 在撒有 J OO目

金钢砂的成熟昆诺续叶上轻轻度披
,

后立即用自来

水冲洗
。

接种株在 25
户

C 下培育
,

7一功 天调查发病

情况
。

鉴别寄主检测法操作简便
,

不需贵 五 仪 器 设

备
,

但它费时
,

费力
,

检测范围窄并常常受肥水管

理
,

病虫危害
、

寄主年龄
、

妹接方式等的影响
,

对

温和性株系也无能为力
。

==
、

酶联免痊吸附分析 ( E n z y m e
一

Ii n
-

k e d ! m m u n o s o r b e n t A , s a y : E L SA )

E L s A 是在普通血清学墓础 上发展起来的一种

更灵敏的快 速 检 测 方法
。

它的其本依据是
,

在聚

介绍儿种果树病毒检测技术

一ù张洪胜
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笨乙始塑料板中的小穴内
,

称诱捕抗体 )
,

经冲洗后
,

首先加人第一坑体 (又

加入病株提取液
,

并培

冲洗载网
:

载网浮于 :1

育片刻
:

冲洗
:

载网经

1 00 倍羊抗兔 1 ; ` 装饰 井培
2 %醋酸铀负染

:

镜检
。

该

育一段时间
,

址后加入经酶标记 f(J 第二坑体经酶解

后可产生有色水解物的无色基质
。

由于抗体抗原发

生凝集反应
,

释放出酶 ’ j 基质作用而产 生 有色物

质
。

即可通过光谱比色或直接肉眼观察而验证反应

的进行情况
。

E L S ^ 中所用的免疫球旦白 ( l g G ) 需经 过纯

化
。

一般以饱和旅酸钱沉淀和D E A E 纤维素柱层析

较为常用
。

标记抗体的酶多用碱性磷酶和棘根过氧

化物醉
,

前者通常以对一硝基苯磷酸醋为底物
,

浓

度为 0
.

5一 1
.

Om幻二 1
,

后者底物为邻苯二脸
。

C a r o l i n e L
·

E L e “ ( 19 79 ) 利用此 法 检测 T

苹果褪绿叶斑病毒
。

其简略程序为
: 。

.

2一。
.

3克病

组织在提取缓冲液 ( p B s T 二 e e n

含2 0` /L p V p
·

2 ` / L

卵清蛋白及 2盯 L 二乙基二硫氨基甲酸醋
,

1
.

ON H」

调 PH到 9
.

6) 中研磨制得粗提液
, 3。 ’

C 温度下
,

聚

苯乙娜塑板在包被缓冲液 ( 0
。

0 5M N
a : C o 3

p H g
.

6 )

法检出极限可达 5一 I On g /m l病组织
。

IE M技术检出逮度快
,

灵放度高
。

但它对病毒

株系的特异性较差
,

也不适于大批量样品的检侧
,

同时要有电镜设备
。

应用范围不太广
。

国内尚已报

道
。

四
、

病毒特异性双链核枯核酸法

中用2一 4 。盯二L球蛋白包玻 4小时 , 塑板用 P Bs 一
T , . e 。冲洗 ,加入稀释 j : 2 0的提取液

,

每穴 200 ( ,̀ e
)

做升 , 加入酪标记的
r
玻旦白

,

用量 5。肛 /穴
;

加

入作用基质 , 混合后 6
r

C下培育过夜
,

观察结果或

用光谱仪在 4D 5
o m处测定

。

E L S A是最近才发展起来的快速 灵 酶 检测 方

法
。

其最大优点是需抗血清全少
,

且可 用 于 大 批

最样品的检侧
,

故现国外使用极为广泛
,

但该法对

杭血清的纯度要隶高
,

植株材料的污染会减少抗血

清的产盈
,

另外此法还受抗血清的差异性影响
,

被

注射的不同个体对同一抗原会产生不完全相同的反
应

,

共至同一抗原注射到同一动物个体中
,

不同的

采血时间所获得的抗血清也有差异
。

三
、

免疾电镜技术 ( .m m u n e E l e c t r o n

M ic r o s e o Py IEM

I E M是利用载于电镜铜网上的特异性抗血清诱

撤病专粒子并发生凝集反应
,

有时还在 另 一 抗 体
(羊抗兔免疫球蛋白 ) 中进行装饰

,

使病毒粒 子的

体积增大
,

然后在电镜 下观察
。

因此
,

IE M是血清

学的特异性和电镜的直观性的综合运用
。

该技术对

病组织的惫液或超薄切片均适用
。

果树 上 已 有 报

道
。

利用这一技术
,

C
.

K
e r

lan ( 198 1) 等对苹果褪

绿 肠t 斑病 毒 ( c L s y ) 和洋李 痘 疤 病毒 ( p l u 。

p o x v i r o s e ) 进行了检测
。

其方法为
,

病叶在加有

2
.

5肠尼古丁和 p v p等试剂下研磨
,

为保证 C L s v 粒

子的完整还需加 o
.

05 M t r i s
,

s o M M g C I
: ,

将稀释
1 : 100的抗血清加到封门 膜 ( p a r a

f i l。 )
_

l:
,

用镊

子将电镜载网与抗血清接触
,

并培育 5 分钟 ; 磷酸

缓冲故冲洗
:

载网浮载于待测液滴上
,

并培育巧分钟

( D o u 七le
一

S t r a n d e d R N A
,

d s RN A )

ds
一

R N A 分析作为病毒的检测手段是基 于如 下

理论
:

ds
`
RN人只存在于受病毒侵染的细胞 内

,

此
株中未发现

。

因此
,

根据 d
s 一

R N A 特有的性质将其

与寄主体内的核酸分离
,

通过电泳技术检测其存在

与否及种类
。

这一技术已在国外有了广泛的应用
。

不同感病株的前处理过程墓本相似
。

首先
,

鲜

样或冰冻样在提取缓冲液中
、

蛋白变性剂
、

酚
,

氯

仿等佐剂中抽提总核酸
,

冰冻超连离心
,

上清液过

纤维素柱
,

最后电泳
。

本法的最大特点是对所研究的病毒不需预先了

解
。

适于发现新的病毒种类且对类病毒同样有效
。

提纯的特异性 d
、 R N A还可制血清或作成分子探针

。

但此法也有许多不足
,

它也不适干大批量样品的检

测
,

且需特殊仪器设备
,

提取程序也很复杂
,

因而

影响了它的推广
。

(山东省农业大学园艺索 )

秋白菜高产防腐耐贮措施

1
.

叶面喷施磷酸二氢钾
:

在白菜定裸后开始

喷施
,

每隔 10 天喷施一次
,

共喷二至三次
,

浓度为
1%

,

通过喷施磷磷二氢钾
,

可为白菜提供大 量的

磷钾元素
,

促进心叶形成和包心
,

提高净菜率
。

每

亩可增产净菜6 00 公斤
。

2
.

叶面喷施钻氮液防治霜霉病
。

在 植 物体

内
,

氮糖比值低于二的情况 F
,

易发此病
。

因此在

大白菜定裸后喷施惦氮液效果最佳
。

将 10 。克尿素
,

10 。克白精加入巧公斤清水
,

间隔 ” 天喷施一次连

喷三次
。

喷后可使叶片黑绿而厚
,

没喷施的叶片黄

薄
,

喷施的病情指数为。未喷施的是 12 %
。

3
.

叶面喷施植宝素
,

6 0。。~ 8。。。倍可使大白

菜增强抱心
,

增产 1 5
.

6 %
。

4
.

叶面喷施链霉素能防 止软腐病 (水烂
、

地

蛆 )
。

在抱心结球前连喷两次
。

将 2 支链霉素加清

水 2 0斤
。

5
。

发生
。

6
。

喷施 10 O f0 合液的高锰酸钾可防止病毒病的

叶面喷施食醋
,

增强耐贮性
、

防 止贮 期 脱

帮
。

最好在晴天下午
,

沿白菜垅部自下而上喷施
,

以药液湿润叶面而不 F流为宜
。

喷施后的大白菜采

收时很少掉帮
,

贮存到 3月中旬外层老帮 仍 保 持 鲜

绿
。

(辽宁大沈县新立农场敖丙住 )
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