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化学诱变剂 EM S 对小麦条锈菌
夏孢子萌发率的影响

Ξ

王国芬, 井金学, 王美南, 王　阳
(西北农林科技大学 植保学院, 陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　采用 3 个 pH 值缓冲液, 4 个浓度甲基磺酸乙酯 (EM S) 溶液及 6 个时间处理, 对小麦条锈菌夏孢子

的诱变条件进行优化。结果表明, 在室温条件下缓冲液 pH 值为 7. 0 时, 经 0. 03 mo löL EM S 溶液处理 6～ 8 m in, 小

麦条锈菌条中 27 号小种夏孢子的死亡率达 83. 6%～ 85. 8% , 符合微生物诱变经验指数最佳诱变剂量的选择标准。

不同毒性的小麦条锈菌生理小种对 EM S 的敏感性不同, 且在离体培养条件下, 毒性较弱小种的生活能力及抗逆能

力明显强于毒性较强的小种。
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　　烷化剂甲基磺酸乙酯 (EM S) 是化学诱变剂的

一种, 因其诱变效率高、恢复突变少而被广泛用于微

生物的诱变育种中, 从而有力地促进了微生物诱变

育种的研究。

在植物和病原菌的研究领域, 各种突变体的应

用, 使病原菌和寄主之间互作机制的分子生物学基

础得以建立[1 ]。所以, 诱变剂的利用和突变菌系的选

育, 对病原菌与寄主相互识别信号转导的进一步研

究显得尤为重要[2 ]。

小麦条锈病是由 (P uccin ia striif orm is W est. f.

sp stritici) 引起的一种世界范围内的小麦流行性病

害。迄今尚未找到其有性世代, 且不能在人工培养基

上进行培养, 对其毒性基因突变的研究一直未能深

入进行, 大量的相关性研究仅限于 20 世纪七八十年

代国外研究者对小麦秆锈、叶锈、燕麦冠锈菌及亚麻

锈菌的各种突变研究[3～ 7 ]。L u ig 等[6 ]和W aston [8 ]用

单基因系筛选经 EM S 溶液处理过的秆锈菌夏孢

子, 鉴定了不同抗病基因的抗病性寿命。T eo 等[9 ]用

同样的方法对燕麦秆锈菌进行诱变处理, 发现颜色

突变的菌株在遗传学上是稳定的。

本试验在前人研究的基础上, 对化学诱变剂

EM S 诱导小麦条锈菌毒性变异的条件进行了初步

探索, 旨在建立一套合理、科学的化学诱变体系, 为

进一步的深入研究工作奠定基础。

1　材料与方法

1. 1　材　料

菌种和品种　所有供试菌种均为西北农林科技

大学植病研究室提供的新鲜单孢菌系。经鉴别寄主

鉴定无误后, 在感病品种上隔离繁殖。繁殖小麦品种

为感病品种辉县红。

化学诱变剂　甲基磺酸乙酯 (EM S) , 由上海化

学试剂厂生产, 化学纯, 原液浓度为 10 mo löL。
缓 冲 液 　 采 用 0. 2 mo löL 磷 酸 缓 冲 液。

N a2H PO 4,N aH 2PO 4, 分析纯, 西安试剂厂生产。

培养基　质量分数 0. 1% 琼脂糖培养基。

其他试剂　吐温220, 化学纯, 上海三浦化工有

限公司生产。

1. 2　方　法

(1)菌种的繁殖和保存。涂抹法接种, 挑选生长

整齐一致的一叶期辉县红幼苗, 脱蜡后, 用接种针将

孢子悬浮液均匀涂满各叶片。接种后保湿 24 h, 移

至地下隔离温室中培养。繁殖后的菌种于 4 ℃冰箱

中干燥保存, 本试验用的菌种收存时间一般不超过

10 h。

(2) 0. 5 mo löL EM S 溶液的配制。EM S 原液浓

度为 10 mo löL , 易挥发, 所有的操作都在冰水中进

行, 所用的仪器和试剂也都应提前在冰箱中预冷。吸
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取 500 ΛL EM S 原液, 混入装有 9 500 ΛL 磷酸缓冲

液 (0. 2 mo löL pH = 7. 0 吐温220 磷酸缓冲液) 的试

管中, 用封口膜封住试管口, 轻轻转动试管, 使溶液

充分溶解。EM S 溶液需现用现配, 不宜长时间放置。

( 3) 试验设 0. 01, 0. 02, 0. 03, 0. 04 mo löL 4 个

EM S 浓度, 2, 4, 6, 8, 10, 12 m in 6 个时间梯度, 共 24

个处理组合。用 1 500 ΛL 离心管配制溶液, 总体积

为 1 000 ΛL。每管称取 6 m g 菌种混入溶液中, 菌种

浓度为 107 mL - 1, XW 280A 涡旋混和器于常温下混

和相应处理时间, 于 6 000 röm in 离心 2 m in, 弃去

上清液, 以大量稀释法 (用磷酸缓冲液稀释 100 倍)

终止诱变。离心洗涤 3 次后接种培养基。

(4) 接种后的培养基于 8 ℃冰箱中避光保湿培

养 6 h 取出, 于尼康 FX235 显微镜下观察夏孢子萌

发情况, 每处理观察 3 个视野, 并计算其相对存活

率。

1. 3　供试菌种的选择

根据室内繁殖情况, 选用以下几个菌株: CY322
23, CY3121, CY3126, CY30, CY2921, CY25, CY27,

CY2825, CY292m u t3 和CY292m u t6。每个菌株分别

于 0. 01, 0. 02, 0. 03, 0. 04 mo löL EM S 溶液中常温

处理 6～ 8 m in 后, 按 1. 2 所述的方法接种观察。

1. 4　pH 值对夏孢子萌发率的影响

缓冲液的 pH 值分别设为 6. 5, 7. 0, 8. 0 3 个处

理, 分别于不同 pH 值缓冲液配制的 0. 03 mo löL
EM S 溶液处理 6～ 8 m in 后, 按 1. 2 所述的方法接

种观察。

2　结果与分析

2. 1　EM S 浓度与处理时间对夏孢子相对存活率的

影响

由表 1 可以看出, 小麦条锈菌夏孢子的相对存

活率随 EM S 浓度和处理时间的增加而减少, 致死

率升高。在 EM S 0. 02～ 0. 03 mo löL 处理 6～ 8 m in

时, 都分别有一个比较明显的下降幅度区。在 EM S

0. 02 mo löL 处理 2, 4, 6, 8, 12 m in 时, 不同时间小

麦条锈菌夏孢子的相对存活率下降幅度分别为

12. 0% , 11. 1% , 33. 5% , 25. 0% 和 2. 1% ; 处理 6

m in 时, 不同 EM S 浓度小麦条锈菌夏孢子的相对存

活率下降幅度分别为 13. 7% , 17. 0% , 42. 4% 及

16. 1%。

表 1　不同浓度 EM S 及不同处理时间下小麦条锈菌夏孢子的相对存活率

T able 1　R elative survival ra te of uredio spo re treated w ith differen t concen tra t ion EM S in differen t set t ing tim e %

处理时间öm in
T im e

EM S 处理浓度ö(mo l·L - 1) EM S concen tration

CK 0. 01 0. 02 0. 03 0. 04

2 99. 6 98. 1 83. 7 30. 6 8. 7
4 97. 4 89. 6 71. 7 14. 2 3. 6
6 91. 3 77. 6 60. 6 18. 2 2. 1
8 57. 7 55. 8 27. 1 13. 5 1. 1

10 55. 8 40. 6 2. 1 0. 0 0. 0
12 48. 2 39. 5 0. 0 0. 0 0. 0

2. 2　EM S 浓度对不同菌种夏孢子相对萌发率的影

响

由表 2 可见, 不同的小麦条锈菌生理小种对化

学诱变剂 EM S 的敏感性不同。在本试验中, CY312
3, CY3126, CY32223, CY30 和 CY29 等 5 个菌株的

生存能力均很弱, 在琼脂糖培养基上的萌发率为 0,

在对照中只有 CY29 小种有少量存活; 而W V 26,

W V 23, CY25, CY27 和CY2825 的存活力较高, 对照

的萌发率分别为 85. 0% , 93. 1% , 95. 0% , 90. 0% ,

83. 2%。鉴别寄主接种鉴定表明, 相对于我国目前种

植的小麦抗病品种, 前 5 个小种的致病能力要比后

者强; 后 5 个小种中致病能力最弱的是CY25, 其夏

孢子相对萌发率最高。

表 2　不同浓度 EM S 对小麦条锈菌不同生理小种夏孢子相对萌发率的影响

T able 2　Effect of differen t concen tra t ion EM S on uredio spo re rala t ive germ inating rate in

differen t w heat stripe rust physio logical race %

EM S 处理浓度ö
(mo l·L - 1)

EM S concen tration
CY29 WV 26 WV 23 CY25 CY27 CY2825

CK 8. 0 85. 0 93. 1 95. 0 90. 0 83. 2
0. 01 0 52. 3 48. 6 57. 4 47. 5 44. 0
0. 02 0 25. 1 30. 1 31. 0 28. 1 17. 3
0. 03 0 13. 8 12. 4 14. 3 11. 2 1. 1
0. 04 0 4. 5 3. 5 9. 4 7. 2 0
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2. 3　缓冲液 pH 值对夏孢子萌发率的影响

由表 3 可以看出, 缓冲液偏酸或偏碱都能使夏

孢子对 EM S 溶液的敏感性增大, 即副反应大, 毒性

大, 而诱变效应低。
表 3　不同 pH 值缓冲液对夏孢子相对萌发率的影响

T able 3　Effect of differen t buffer pH on the uredio spo re rela t ive germ inating rate %

处理
T reatm en t

缓冲液 pH 值 Buffer pH

6. 5 7. 0 8. 0

CK 0 87. 4 4. 1
0. 03 mo löL

EM S
0 14. 6 0

2. 4　优化条件下小麦条锈菌夏孢子的萌发率

采用CY27 小种, 于室温条件下用 pH 7. 0, 浓度

分别为 0. 01, 0. 02, 0. 03, 0. 04 mo löL 的 EM S 溶液

分别处理 6, 7, 8 m in, 其结果列于表 4。由表 4 可见,

当处理时间为 6～ 8 m in, EM S 浓度为 0. 03 mo löL

时, 致死率为 83. 6%～ 85. 8% , 符合生物化学诱变

最佳诱变剂量的选择标准。所以, 对小麦条锈菌

CY27 小种, 采用 0. 03 mo löL 的诱变剂量处理 6～ 8

m in, 可达到最佳的诱变效果。

表 4　不同浓度 EM S 处理 6～ 8 m in 时CY27 小种夏孢子的萌发率和致死率

T able 4　R elative germ inating and death rate of CY27 treated w ith differen t concen tra t ion EM S fo r 6- 8 m in %

处理
时间öm in

T im e

EM S 处理浓度ö(mo l·L - 1) EM S dispo sal concen tration

CK 0. 01 0. 02 0. 03 0. 04

萌发率
Germ ina2
t ing rate

致死率
M o rtality

萌发率
Germ ina2
t ing rate

致死率
M o rtality

萌发率
Germ ina2
t ing rate

致死率
M o rtality

萌发率
Germ ina2
t ing rate

致死率
M o rtality

萌发率
Germ ina2
t ing rate

致死率
M o rtality

6 94. 5 5. 5 45. 2 54. 8 25. 6 74. 4 16. 4 83. 6 3. 2 96. 8

7 94. 1 5. 9 36. 2 63. 8 19. 8 80. 2 16. 3 83. 7 1. 8 98. 2

8 85. 3 14. 7 32. 5 67. 5 17. 4 82. 6 14. 2 85. 8 2. 1 97. 9

3　结论与讨论

T eo 等[10 ]曾报道, 用 5～ 15 mmo löL EM S 处理

燕麦秆锈菌 (P uccin ia g ram in is avenae) , 可诱导其

颜色突变。L u ig [6 ]用 12 mmo löL 的 EM S 处理小麦

秆锈菌诱发了其毒性的突变, 但未见其试验过程的

详细报道。而近几十年来的相关研究也比较少, 本试

验是在溶液条件下对小麦条锈菌夏孢子悬浮液所作

的处理试验。因为水溶液对夏孢子有一定的致死作

用, 故为减少夏孢子的自然死亡率, 所设的处理时间

相对其他微生物诱变处理时间要短, EM S 处理浓度

相对较大。试验结果显示, 在 EM S 溶液浓度为 0. 03

mo löL 时, 处理 6～ 8 m in 可获得较好的生物学致死

效应, 即致死率可达 83. 6%～ 85. 8% , 在此死亡率

的基础上, 可筛选出高质量的生物学突变体。

处理缓冲液的 pH 值对诱变剂的性质和夏孢子

的存活有很大影响。据章名春[11 ]报道, 低pH 值缓冲

液会阻碍 EM S 有效基团进入夏孢子的细胞膜, 从

而阻碍有效诱变反应的进行; pH 值偏碱, 则会导致

夏孢子蛋白质结构的改变, 从而引起蛋白质的变性

死亡。而且, pH 值与诱变剂的稳定性也有关系, 烷

化剂容易与水合成只有细胞毒性而无诱变活性的产

物, 有资料[12 ]证明, 此分解作用可用缓冲液调节 pH

值来加以控制。所以, 本试验选择在中性环境条件下

对夏孢子的悬浮液进行诱变处理, 有望获得较高的

诱变效率。

本试验发现, 处理过程中的温度控制也很关键,

高温不利于夏孢子的生存 (高温高湿) , 而且, 烷化剂

的水解也和温度有关[10, 11 ]。所以, 操作时温度应控

制在室温条件下。
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Influence of chem ica l m u tagen ethyl m ethyl su lfom ar (EM S) on germ ina t ion

ra te of w hea t st r ipe ru st (P uccin ia striif orm is W est)

W ANG Guo-fen , J ING J in -xue,W ANGM e i-nan ,W ANG Yang
(Colleg e of P lan t P rotection,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: T h ree pH value of pho sphate buffer, fou r concen tra t ion s of EM S so lu t ion, and six trea tm en ts

a t d ifferen t t im e w ere u sed to op t im ize m u tagen ic condit ion of w heat st ripe ru st u redio spo re. T he resu lts

show ed that w hen the pH value w as 7. 0 in the no rm al tempera tu re condit ion s, and u redo spo res of CY27

dispo sed fo r 6- 8 m inu tes w ith 0. 03 mo löL EM S so lu t ion, the mo rta lity has reached 83. 6% to 85. 8%.

T h is resu lt f it ted w ith the select ion standards of the op t im um m u tagen ic do se of the m icrobe chem ical

m u tagenesis. D ifferen t ru st physio logica l race has the differen t sen sit ivity to the EM S so lu t ion. T he

su rvival ab ility of low viru lence races w ere st ronger than that of the h igh viru lence in in v itro condit ion.

Key words: chem ical m u tagen; EM S; m u tagen ic condit ion; P uccin ia striif orm is W est; u redo spo res

germ inat ion
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Fum iga t ion effect and sym p tom of terp inen242o l aga in st severa l in sects

CHEN Gen -q iang1, 2, FENG Jun - tao1,M A Zh i-q ing1, ZHANG X ing1

(1 B iora tiona l P esticid e R esearch and D evelopm en t Cen ter,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

2 D ep artm en t of H orticu ltu re and F orestry , H enan U niversity of S cience and T echnology ,L uoy ang , H enan 471003, Ch ina)

Abstract: T he fum igat ion effect of terp inen242o l is very effect ive again st m any k inds of in sects. To 3rd2
in star larvae of P lu tella xy lostella ,L eucan ia sep a ra ta and H elicoverp a a rm ig era ,L C 50 w as 1. 832 1, 5. 347 3,

46. 380 1 ΛL öL , respect ively. To the adu lts of M usca d om estica , S itop h ilus z eam a is and T ribolium

castaneum ,L C 50 w as 2. 951 1, 27. 968 8 and 136. 497 5 ΛL öL , respect ively. Symp tom w as characterized by a

defin ite sequence of even ts, start ing w ith excita t ion, convu lsion, para lysis, and death. Bu t som e in sects in

para lysis cou ld recover a t a low er do se.

Key words: terp inen242o l; fum igat ion effect; symp tom ; S abina vu lg a ris A n t. essen t ia l o il
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