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小麦单倍体无}生条坑镰刀菌毒素会田包系的筛选

陈耀锋 韩德俊 闭东红 任惠利 李春莲
(西北农业大学农学系

,

陕西杨陵 7 1 21 0 0)

摘 要 1 9 8 9 ~ 1 9 9 2 年以禾谷镰刀菌 F
.

号菌种的粗毒素为选择剂
,

采用多步正筛选

法
,

从来源于同一个花粉胚的单倍体细胞无性系 H
、。

中筛选出三个抗性细胞系—
H ;`

,

H拢

和 H镜
.

与亲本系相 比
,

这些变异系具有较强的抗毒素毒害能力
,

在继代培养 6 次后
,

其抗性性

状表现稳定
。

关键词 突变体筛选
,

单倍体无性系
,

禾谷镰刀菌
,

毒素
,

小麦

中图分类号 5 3 3 6
,

5 5 1 2
.

1 0 3
·

5 2

进行作物抗病育种
,

除传统的通过杂交导入抗病基因外
,

目前 已建立起一种新的运用

植物病原菌毒素和组织培养技术进行离体筛选抗病 突变体的方法
,

而这种突变体被认为

是最有希望的突变体之一
。

以植物病原菌毒素
、

毒素类似物或病原菌的培养滤液为选择

剂
,

进行抗病突变体的筛选 已在烟草
、

玉米
、

马铃薯
、

油菜
、

水稻和小麦等
〔 `一 `〕作物上有所

研究
,

并取得了一些有实用价值的突变体
。

利用镰刀菌粗毒素或培养滤液进行小麦抗赤霉

细胞筛选工作 已在国内普遍展开
〔卜

, 〕 。

我们于 19 8 9~ 1 9 9 2 年
,

以禾谷镰刀菌粗毒素为选

择剂
,

对来自一个花粉胚
、

基因型完全一致的小麦单倍体细胞无性系 H
, 。 〔’ 。 〕进行了多步正

筛选
,

获得了 3个稳定的抗毒素细胞系
,

并对抗性 系的抗毒素特性进行了比较研究
。

1 材料和方法

1
.

1 试验材料和培养基

试验材料是从普通小麦杂种抗盐 0
3 又 N o

.

18 组合中通过培养得到的
,

起源于一个花

粉胚
,

经细胞学鉴定为单倍体细胞的无性系 H
: 。〔’ 。〕 。

继代培养基以 M S 为基本培养基
,

附

加 1
.

5 m g
·

L
一 ` 2

.

4
一

D
,

0
.

2 5 m g
·

L 一 `
K T

,

2
.

5 %蔗糖
,

0
.

5 %麦芽糖
,

5 0 0 m g
·

L
一 `

水解

酪蛋 白
;
选择培养基为继代培养基中附加不同浓度的粗毒素

。

1
.

2 抗毒素细胞变异系的筛选及鉴定

用文献 [ 1叼报道的方法粗提并鉴定粗毒素
。

将 H
: 6

单倍体细胞无性 系经扩繁后分成

两部分
,

一部分用于进行抗毒素的多步正筛选
,

一部分与筛选的无性系进行同步继代
。

对

筛选出的变异系进行抗毒素鉴定和稳定性测定
。

2 结 果

2
.

1 粗毒素对小麦单倍体细胞无性系生长的影响

将 已稳定生长的小麦单倍体细胞无性 系 H
: 6

的愈伤组织分别转到含不同浓度毒素的

无性 系继代培养基上
.

每处理接种 5 块愈伤组织
,

30 d 后称重
,

计算愈伤组织的平均生长

收稿 日期
: 19 9 4一 ( ) 3

一

15
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量
。

结果 (表 1) 表明
,

随着继代培养基中粗毒素浓度的提高
,

愈伤组织的生长量迅速降低
,

当毒素浓度达到 6 9
·

L
一 ’
时

,

愈伤组织全部竭化死亡
.

表 1 毒素浓度对 H
,。

无性系生长的影响

毒索浓度 每块愈伤组织鲜重 愈伤组织生长

( g
·

L 一 ’ ) 0 d 3o d ( % )

0ontlO
J任,且,l0 ( C K ) 1 0 0

.

0士 12
.

1

1 0 0
.

0士 12
.

1

10 0
.

0士 12
.

1

10 0
.

0士 12
.

1

! 0 0
.

0士 12
.

1

1 0 0
.

0士 12
.

1

8 4 3
.

2士 4 3
.

1

4 5 4
.

1士 4 0
.

0

2 4 3
.

2士 2 7
.

1

9 8
.

7士 3 8
.

0

9 2
.

5士 1 7
.

1

8 7
.

2士 1 4
.

1

亡J00

…
ù .二qJ月n

.9 o

1 2
。

0

2
.

2 抗毒素变异细胞系的分离和选择

H
; 6

无性系充分扩繁后
,

首先将 7 00 块愈伤组织转入到含 1
.

5 9
·

L 一 `

毒素的选择培养

基上筛选
,

无性系愈伤组织在选择培养基上的生长出现了块间和块内细胞 间的差异
。

30 d

后
,

选择生长正常
、

旺盛的愈伤组织转入到 3
.

0 9
·

L
一 ’

粗毒素选择培养基上进行第二次

筛选
,

以后每代逐步提高选择压力
,

每次挑选生长旺盛的愈伤组织转移筛选
,

以消除可能

逃脱选择剂抑制而漏网的野生细胞
。

无性系愈伤组织经过 6
.

0 9
·

L
一 `
和 9

.

0 9
·

L
一 ’

毒素

选择培养 基逐步筛选之后
,

转入到无选择剂的培养基上继代 2 次
,

以消除对选择剂可能
“

上隐
”

的野生型细胞
。

后经 12
.

0 9
·

L
一 ’
和 15

.

0 9
·

L 一 ’

高浓度粗毒素的选择培养基的再

筛选
,

获得了 3 个抗赤霉粗毒素的细胞变异系 H仇
、

H九和 H拢
。

同时
,

一部分与筛选同步培

养继代的 H
; `

无性系标记为 H孔
,

作为抗性变异系的对照系或亲本系
.

2
.

3 抗毒素细胞变异系的抗性特性

将 3 个抗毒素细胞系在 9 9
·

L
一 ’

粗毒素的继代培养基上扩繁两代后
,

与亲本系 H孔

同时转入到含不同浓度粗毒素的继代培养基上
。

结果 (表 2) 表明
, 3 个抗毒素变异系在不

同浓度粗毒素培养基上对毒素毒害的抗性比亲本系有显著提高
。

在 1 5
.

0 9
·

L 一 ’

高浓度

毒素的培养基上
,

3 个抗毒素细胞系仍然有一定的生长
。

表 2 抗性变异系的抗毒紊特性

毒素浓度 愈伤 组织增 加的鲜重
g

·

L
一 I

H孔 H气七 H气毛 H万毛

0 ( C K ) 68 0
.

0士 8 7
.

1 5 8 9
.

0士 6 0
.

7 6 0 9
.

5士 6 5
.

1 6 5 9
.

3士 3 8
.

9

1
.

5 2 4 5
.

3士 4 1
.

0 5 6 7
.

8士 5 9
.

2 5 0 4
.

1士 5 9
.

2 5 8 9
.

7士 7 2
.

1

3
.

0 6 0
.

2士 1 3
.

2 4 9 4
.

0士 4 2
.

1 4 12
.

6士 5 0
.

2 4 9 9
.

6士 64
.

0

6
.

0 一 3 6 8
.

3士 4 3
.

1 2 8 8
.

2士 3 9
.

4 3 6 9
.

7士 60
.

1

9
.

0 一 2 18
.

3士 3 0
.

1 15 4
.

5士 18
.

1 2 2 5
.

9士 1 1
.

4

1 2
.

0 一 7 3
.

5士 13
.

0 4 5
.

0士 9
.

5 1 1 0
.

1士 23
.

4

1 5
.

0 一 18
.

7士 9
.

4 13
.

7士 5
.

8 7 9
.

7士 10
.

1

18
·

0 - - 一 _

2
.

4 抗性系和亲本系在不同培养基上的生长特性

将抗性系 H ;、和亲本 系 H几分别转入到无毒素继代培养基和含 3
.

0 9
·

L `

粗毒素的

继代培养基上
,

观察了不同生长时期抗性 系和亲本系愈伤组织的生长特性
。

结果 (表 3) 表

明
,

抗性 系 H ;、在 3
.

0 9
·

L ’

粗毒素培养基上的生长趋势和在无毒素继代培养基上的生
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长趋势基本一致
,

毒素对其影响很小
;
而对照系 H几在两种培养基上生长差异显著

。

差异

随培养天数的增加而增大
。

表 3 抗性系和亲本系的生长特性

生 长天数 H礼 H 、奄

d A 培养基
, ,

B 培养荃” A 培养基 B 培养基

0 0 0 0 0

1 3
.

1士 1 8
, )

5 1
.

0士 1
.

4

1 2 0
.

1士 1 7
.

5

2 3 0
.

1士 4 2
.

3

5 0 3
.

1士 3 2
.

1

7 1 2
.

0士 6 5
.

0

1 2
.

1士 2
.

0

4 2
.

4士 4
.

8

5 0
.

2士 5
.

8

5 7
.

3士 7
.

8

6 4
.

2士 14
.

5

6 7
.

4士 12
.

1

1 1
.

5士 2
.

8

4 7
.

6士 3
.

7

9 9
.

1士 8
.

5

1 8 0士 3 2
.

1

4 6 1
.

2士 4 2
.

3

6 9 3
.

0士 4 0
.

1

12
.

1士 13
.

2

5 1
.

3士 17
.

0

95
.

3士 7
.

8

1 50
.

2士 2 7
.

1

3 90
.

4士 2 9
.

1

4 87
.

2士 6 1
.

1

0亡doó匕0,几,二,ó均̀曰口

注
:

1) A 培养基
:

无毒家继代培养荃
. 2) B 培养基

.

含 3
.

0 9
·

L
一 ’ 毒素的继代 培养基 , 3) 愈伤组织增加的鲜 !

.

2
.

5 抗毒素变异系抗性的稳定性

将抗性系 H几和亲本系 H孔在无毒素的继代培养基上同步继代培养 6 次后
,

与在 1
.

0

g
·

L 一 ’

粗毒素培养基上继代的 H拣变异系一起
,

分别转入到含 不同浓度粗毒素的继代培

养基上
。

3 d0 后
,

分析其愈伤组织的生长情况
,

结果 (表 4) 表明
,

抗性系经连续 6 次继代培

养之后
,

对粗毒素仍然保持很强的抗性能力
。

说明抗性系对毒素的抗性特性在无性繁殖过

程中能稳定地传递
。

表 4 抗毒紊变异系抗性的稳定性

毒索浓度
( 9 .

L
一 , )

H、毛

C 培养基 A 培养基

0 ( C K ) 7 96
.

1士 5 4
.

1 2 ) 6 7 0
.

0士 8 0
.

9 7 2 0
.

1士 8 9
.

1

1
.

5 2 0 3
.

1士 3 8
.

2 5 9 1
.

2士 6 7
.

8 5 8 2
.

1士 7 0
.

1

3
.

0 6 7 8士 6
.

1 4 8 0
.

1士 7 3
.

1 4 6 9
.

2士 6 3
.

1

6
.

0 一 3 5 0
.

2士 6 1
.

2 3 1 7
.

5士 5 3
.

2

9
.

0 一 2 3 5
.

1士 1 2
.

1 2 0 9
.

7士 1 3
.

2

1 2
.

0 一 9 8
.

1士 1 0
.

7 7 4
.

2士 1 5
.

4

15
.

0 一 5 6
.

4士 3
.

2 2 2
.

6士 8
.

7

18
·

。 - 一 _

注
: 1 ) C 培养荃

:

含 1
.

0 9 .

L
一 ’
毒素的继代培养荃

; 2) 愈伤组织增 加的鲜重
, 3) 在 A

,

C 培养墓上均继代 6 次
.

3 讨 论

小麦赤霉病抗性属多基因控制的数量性状遗传
〔’ `〕 。

多步筛选有利于多基因性状中抗

性基因的累积
,

增加抗性基因的拷贝数
。

欧阳俊闻等
「” ,以镰刀菌的培养滤液为选择剂

,

在

花药诱导和分化的两个水平上进行了抗性筛选
,

获得了很好的结果
。

张炎等
〔`二以小麦幼胚

和幼穗为材料在诱导和分化培养基中加入了镰刀菌培养滤液进行筛选
,

证明在分化培养

基中加入毒素能累积和加强愈伤组织抗毒素筛选效果
。

李静
` ’ 以小麦幼穗愈伤组织为材

料
,

应用多步选择系统
,

在较短时间内获得了较理想的材料
。

本研究通过间隙多步筛选系

统
,

选出的 H ; 、
、

H 挑和 H愧三个抗性变异细胞系
,

其抗性特性有极显著的提高
,

其抗性特性

在 3
.

0 9
·

L `
粗毒素培养基上 比对照分别高出 8

.

2
,

6
.

9 和 8
.

3 倍
,

证明利用间隙多步正

筛选体系
,

获得稳定的
、

抗性基因累积的高抗镰刀菌毒素细胞系是可能的
。

大量研究 ’卜
’
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已经证明
,

小麦 品种细胞水平上对镰刀菌毒素的抗性和个体水平上对赤霉病的抗性有一

定相关性
。

因而
,

以镰刀菌毒素为选择剂进行抗赤霉细胞工程育种是完全可行的
。

对于那

些具有全能性并有 良好继代性能的无性 系
,

以镰刀菌毒 素为选择剂
,

采用多步筛选系统
,

有可能获得理想的抗赤霉病基因型
。
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