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EM S诱导小麦条锈菌毒性突变的研究
Ξ

姚秋燕,王国芬,徐智斌,王美南,王　阳,井金学
(西北农林科技大学 植保学院 陕西省农业分子生物学重点实验室,陕西 杨凌 712100)

　　[摘　要 ]　以化学诱变剂 EM S 处理小麦条锈菌CY17和CY31的夏孢子诱发其毒性突变,用抗条锈 Y r近等

基因系筛选毒性突变体,建立了 4个CY17和 1个CY31的突变菌株,各筛选品种上的病菌突变频率明显不同,突

变率在 2. 14×10- 6～ 3. 68×10- 5。对突变菌株的毒性测定结果表明, CY17的所有突变菌株对 Y r12发生了毒性突

变,且CY17和CY31的所有突变菌株对 Y r5, Y r10, Y r15和Y r24等 4个抗病基因表现无毒性。研究证实毒性突变

是小麦条锈病菌毒性变异的重要途径。
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　　小麦条锈病是由小麦条锈菌 ( P uccin ia stri2
if orm W est. f. sp. stritici)引起的气流传播性病害,

遍及世界各主要麦区,也是我国小麦上最重要的病

害和主要监控研究对象。国内外研究和生产实践证

明,种植抗锈良种是综合控制小麦条锈病最经济、有

效、易行和对环境安全的核心措施。但是,小麦条锈

菌毒性变异频繁,可以通过变异产生新的毒性小种,

导致小麦品种抗病基因失效,引起小麦条锈病周期

性流行危害。因此,阐明小麦条锈病菌毒性变异的原

因和规律,提出有效对策,以延长品种使用寿命,是

小麦条锈病防治和小麦育种中亟需解决的关键问

题[1 ]。病原菌毒性变异的机制有有性重组、突变、异

核作用和适应性变异等多种途径,其中突变尤为重

要[225 ]。人工突变研究的主要方法有物理诱变、化学

诱变和插入突变等,其中化学诱变应用最多的诱变

剂是甲基磺酸乙脂 (EM S)和亚硝基胍 (N T G) ,其

具有突变率高,位点特异性强,对材料损伤轻,有迟

效作用,突变范围广等特点。用 EM S处理小麦秆锈

菌、叶锈菌及燕麦秆锈菌,均诱导出了毒性、颜色和

冬孢子发育速率等不同表型的突变体[627 ]。小麦条锈

菌是高度专性寄生菌,迄今未发现有性时期,不能在

人工培养基上生长,因此其毒性突变研究的难度和

工作量较其他病菌更大。到目前为止,对小麦条锈菌

突变的研究仅局限于X 射线和紫外线诱变效应研

究,并获得了规律性的研究结果[8210 ]。但有关化学诱

变剂 EM S 对小麦条锈菌的诱变研究国内外还未见

报道。

本研究以 EM S为诱变剂,抗条锈 Y r 近等基因

系为毒性变异筛选和鉴别寄主, 弱毒性菌株CY17

和强毒性菌株CY31 为小种毒性突变的出发菌株,

研究了小麦条锈菌的毒性突变规律,以为进一步克

隆小麦条锈菌致病基因和无毒基因创建材料。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　菌种: 供试野生菌系选用西北农林科技大学植

物免疫研究室保存的中国小麦条锈菌生理小种

CY17和CY31的单孢菌系,经多次鉴别寄主确定为

纯系。

小麦品种:以辉县红 (西北农林科技大学植物免

疫研究室提供)为病菌繁殖品种,以抗条锈 Y r 近等

基因系 (near2isogen ic lines, N IL s) (澳大利亚悉尼

大学提供)为毒性突变体筛选和鉴别寄主,均为遗传

上的纯系。

化学诱变剂: EM S,上海化学试剂厂生产,化学

纯,原液浓度为 10 mo löL。试验时配制成 0. 5 mo löL
溶液,配制和使用方法参见参考文献[ 11 ]。

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; 吐温220,化学纯,上海三

浦化工有限公司生产。
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1. 2　诱变和突变菌株筛选

将新鲜条锈菌夏孢子 50 m g 按照创建的小麦

条锈菌毒性突变的最佳工作体系 (pH = 7. 0, EM S

浓度为 0. 03 mo löL ,室温下处理 6～ 8 m in)进行处

理[11 ] ,用处理后的夏孢子接种感病品种辉县红, 接

种后在光照 8 000～ 10 000 lx,温度 (15±1) ℃,湿

度 60%～ 80%条件下培养,收集存活下来的菌种进

行繁殖。然后采用孢子沉降塔定量 (小麦条锈菌新鲜

夏孢子 10 m g 与 60倍滑石粉或者淀粉混合并充分

分散)喷粉接种筛选品种,对照原始菌种的反应型,

筛选出与原始菌株有明显致病性差异的菌系 (包括

毒性突变和无毒性突变) , 并对其进行单孢子堆分

离,再经感病品种和筛选品种繁殖后接种鉴别寄主

进行毒性变异鉴定。同时在感病品种中挑取部分单

孢菌系,以期能在这些分离系中找出发生非毒性突

变的菌株。

整个试验在地下温室内进行,以防止外界孢子

进入和室内孢子逸出。野生菌株和各突变菌株分别

在相互隔离的单间温室内进行试验; 筛选品种育苗

在单间温室中进行。用具和盆钵均不混杂并实施严

格消毒,操作者严格执行无菌操作规定。

1. 3　突变率计算

以接种叶面萌发孢子数为基数计算。每次均在

筛选品种接种后 24 h 取样,用显微镜直接检查叶片

上的孢子数和萌发数 (芽管长度大于孢子长径者即

记为萌发) ,计算平均孢子萌发率。突变率= 感染孢

子堆数ö(接种叶片数×平均单叶孢子数×平均孢子

萌发率)。叶片上感染孢子堆数为筛选品种叶片上出

现并经检查确系毒性突变的,且在潜伏期刚结束时

所记载的孢子堆数。预试验表明此时叶面出现的孢

子堆基本上为单个孢子侵入后所形成的第一个孢子

堆,而非叶内系统侵染扩增的孢子堆[12 ]。

2　结果与分析

2. 1　小麦条锈菌突变菌株的筛选

　　经 EM S诱变处理的CY17, CY31夏孢子在 Y r

单基因系上筛选并鉴定确认,结果分别获得了 4 个

CY17 突变体单孢子堆分离系, 即 1 个无毒性突变

株 (M 1721)和 3个毒性突变株 (M 1722,M 1723和M 1724) ; 1

个CY31毒性突变株M 3121 (表 1)。

2. 2　小麦条锈菌突变菌株的突变率

由表 2 可以看出, 小麦条锈菌CY17, CY31 经

EM S诱变处理后,突变菌株在各自筛选品种上的突

变率大致在2. 14×10- 6～ 3. 68×10- 5, 因筛选品种

不同,毒性突变的频率明显不同,说明突变率与其所

对应的抗条锈基因有关。
表 1　小麦条锈菌突变菌株毒性变异的反应型

T able 1　V ariab le reaction type of stripe

rust m utan ts on N IL

筛选品种
Screen

cu ltivars
CK17

CY17筛选菌系
M utan ts
of CY17

CK31
CY31筛选菌系

M utan ts
of CY31

Yr6 0; 3 (M 3121)

Yr7 4 2+ (M 1721)

Yr12 0; 3 (M 1722)

Yr18 0; 3 (M 1723)

YrSp 0; 3 (M 1724)

　　注:M 代表m utan t,即突变菌株,下标的数字分别代表菌种的编

号。

N o te: M = viru len t m utan ts, T he num bers of subscrip t m ean ing

the code of m utan ts.

表 2　小麦条锈菌突变体的突变率

T able 2　M utation rate of stripe rust m utan ts

筛选菌系
M utan ts

筛选品种
Screen

cu ltivars

突变率
M utation

rate

CY17

Yr7 2. 14×10- 6

Yr12 1. 71×10- 5

Yr18 5. 26×10- 6

CY31

YrSp 6. 43×10- 6

Yr6 3. 68×10- 5

2. 3　小麦条锈菌突变菌系的毒性

以CY17和CY31的 5个突变菌株分别接种抗

条锈 Y r 近等基因系, 鉴别各突变菌株的毒性变异

谱,结果见表 3。表 3结果表明,各突变菌株的毒性

均较出发菌系发生了明显改变。

由表 3可见,所有的CY17突变菌株均对 Y r12

发生了毒性增强的突变, 对 Y rSk 发生了毒性减弱

的突变。M 1721菌株对 Y r12, Y rSp 发生了毒性突变,

但对 Y r7 发生了无毒性突变;M 1722菌株对 Y r12 发

生了毒性突变,对 Y r17发生了无毒性突变;M 1723菌

株对 Y r12发生了毒性突变,对 Y r18的反应型由原

来的 0; ö3转变为 2;M 1724菌株对Y r12, Y rSp 发生了

毒性突变;M 3121菌株对 Y r6, Y r26发生了毒性突变。

由表 3 还可以看出,某些突变菌系对某些鉴定

品种仅发生了毒性的较小变化,虽未改变亲和性,但

反应型明显改变。如, M 1721, M 1722, M 1723, M 1724对

Y rSk 发生的 2到 0; 的变化;M 1722对 Y r17发生的 2

到 1 的变化; M 1723对 Y r12 发生的 0; 到 2 的变化;

M 3121对 Y r8发生的 1到 2变化。前人已有类似的报

道,归因于基因的微小变化,遗传背景中修饰基因的

作用或外界环境中未知因素的变化,具体原因尚无

定论[13 ]。CY17 对 Y r18 表现为致病性分化, 而
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CY17 的所有突变菌系对 Y r18 的毒性表现单一;

CY31 对 Y rSp 表现为感病, 而其突变菌株对 Y rSp

表现为毒性分化。这可能是由于某些毒性基因经

EM S诱导后发生了致病性的分化,还有待进一步深

入研究。

表 3　CY17和CY31突变菌系在抗条锈 Y r近等基因系的鉴定结果

T able 3　 Iden tificat ion resu lts of CY17 and CY31 m utan ts in rust resistan t near2isogen ic lines

单基因系
N IL s

CY17抗条锈单基因系筛选分离系
CY17 m utan ts iso lated from N IL s

CY31抗条锈单基因系
筛选分离系

CY31 m utan ts
iso lated from N IL s

CK17 M 1721 M 1722 M 1723 M 1724 CK31 M 3121

Yr1 0; 0 0; 0; 0 3 4

Yr5 0; 0 0; 0; 0; 0; 0;

Yr6 4 4 4 4 4 0; 3

Yr7 4 2+ 4 4 4 3 4

Yr8 4 4 4 4 4 1 2

Yr9 0; 0; 0; 0; 0; 4 3

Yr10 0; 0; 0; 0; 0; 0 0

Yr11 3 4 3 3 4 4 4

Yr12 0; 3 3 2 2ö3 4 4

Yr15 0 0 0 0 0 0 0

Yr17 2 2 1 0; 0; 3 3

Yr18 0; ö3 3 3 2 3 3 4

Yr24 0; 0; 0; 0; 0; 0; 0;

Yr26 0; 0; 0; 0; 0; 0; 3

YrSp 0; 3 0; 0; 3 3 0; ö3

YrSk 2 0; 0; 0; 0; 3 3

辉县红 (CK)
H uix ianhong

4 4 4 4 4 4 4

　　由表 3 可以看出, Y r5, Y r10, Y r15, Y r24 4 个

抗病基因能抵抗原始野生菌株和所有突变菌系的毒

性基因,说明这 4 个抗病基因目前和今后一段时间

仍可作为重要的抗条锈基因资源加以利用,以期培

育出一批优良的抗条锈性新品种应用于生产实践,

从而有效遏制我国小麦条锈病大流行,减少危害损

失。而Y r1, Y r7, Y r9, Y r11, Y r17, Y r18已对我国目

前的小麦条锈菌流行小种CY31 丧失抗性,成为无

效抗病基因; Y r6, Y r8 已对 CY17 及其各突变菌系

丧失抗锈性,同时也对M 3121丧失抗病能力, 成为无

效抗病基因。Y r12, Y r26和 Y rSp 可能对未来自然

界条锈菌的自发变异菌系丧失抗性而成为无效抗病

基因。

3　讨　论

小麦条锈菌毒性突变研究是揭示其毒性遗传变

异规律的基础工作,由于小麦条锈菌的生物学特性

所增加的研究难度限制了其研究进展,国外已报道

的仅有几例,且均为紫外线诱变[9 ]。国内也只有商鸿

生等[12 ]用紫外线诱变技术对小麦条锈菌的一个优

势小种进行了系统研究,获得了 7个突变菌系,并首

次提出了基因突变是我国小麦条锈病菌重要变异途

径的一个实验证据。本研究用 EM S 对我国小麦条

锈菌CY17和CY31两个生理小种进行诱变处理后

获得 5个突变菌系,为基因突变是我国小麦条锈菌

毒性变异途径提供了又一个实验证据。

微生物毒性突变率依基因位点、遗传背景和诱

变方法而变化,试验材料、诱变方法和计算方法不同

时突变率很难比较。据报道[14 ] ,紫外线诱变亚麻锈

菌的最大突变率为 3×10- 3, 玉米瘤黑粉为 0. 4×

10- 6,相差很大。Staler [6 ]用化学诱变剂N T G 诱导小

麦叶锈菌毒性突变,结果表明随基因位点不同,毒性

突变率为 5. 5×10- 5～ 9. 1×10- 5。小麦条锈菌有系

统侵染性,因此不能依病斑数为基数计算毒性突变

率,本研究采用商鸿生等[12 ]的计算方法, 其毒性突

变率为 2. 14×10- 6～ 3. 68×10- 5,与商鸿生等的结

论类似。

突变是遗传物质的变化通过表现型的改变而被

识别。在研究突变时必须有清晰且易于识别的遗传

标记检出突变体。用于锈菌突变研究的主要标记有

毒性标记。毒性标记是依据筛选品种上处理菌株较

其亲本菌株的毒性增加或丧失评价毒性基因的变

化。毒性标记大多以重要的抗病种质资源或生产上

的优良抗病品种为筛选品种[15 ] ,但由于对这些品种
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资源的遗传背景不清楚,很难对单位点突变或多位

点突变作出准确判断。本研究选用抗条锈近等基因

系作为筛选品种,结果发现与其对应的毒性基因位

点的改变,应作为毒性标记研究的首选,为应用分子

生物学方法研究毒性标记与分子标记间的关系提供

了可靠材料,为克隆条锈基因奠定了基础。

研究小麦条锈菌的毒性基因变异,不仅可以估

计获得的突变菌株所对应的小麦抗条锈病基因的寿

命,评价有关抗源和品种的应用前景,而且可根据其

突变规律对小麦条锈菌的群体变异动态进行预测。

本研究以毒性突变菌株对 Y r5, Y r10, Y r15, Y r24 4

个抗病基因寿命的评估结果与其他研究结果类似,

凸现了本研究结果的预见性。另外,可用获得的近等

位毒性基因系作为工具,不经杂交便可探知寄主品

种所含的抗条锈性基因,为抗病基因库构建提供了

方便。利用这些还可将具有相同遗传背景的近等位

毒性基因系作为抗病生理生化及抗病分子机制的研

究材料,特别是作为克隆致病基因和无毒基因的材

料,在不同水平上揭示寄主- 病原物的互作关系及

其机制。因此,本研究在理论和实践中具有重要的意

义。
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V iru len t m u tan t in P uccin ia striif orm is induced

by ethyl m ethyl su lfom ar (EM S)

YAO Qiu-yan ,W ANG Guo-fen , XU Zh i-bin ,W ANGM e i-nan ,W ANG Yang, J ING J in -xue
(Colleg e of P lan t P rotection, S haanx i K ey L abora tory of M olecu lar B iology f or A g ricu ltu re,

N orthw est A & F U niversity , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina)

Abstract: U redio spo res of CY17 and CY31 races of P uccin ia striif orm is w ere trea ted by ethyl m ethane

su lfonate (EM S) and viru len t m u tan ts w ere screened on stripe ru st resistan t near2isogen ic lines inocu la ted

w ith trea ted spo res. 4 viru len t and aviru len t m u tan ts from CY17 and 1 viru len t m u tan ts from CY31 w ere

estab lished. M u tat ion ra te ranged betw een 2. 14×10- 6 - 3. 68×10- 5. R esu lts ind ica ted that m u tan ts of

CY17 w ere viru len t to Y r12, bu t a ll m u tan ts of CY17 and CY31 w ere aviru len t to Y r5, Y r10, Y r15 and

Y r24. T he resu lts suggested that m u ta t ion w as impo rtan t m echan ism of viru lence varia t ion in ru st fungi.

Key words: P uccin ia striif orm ; ethyl m ethane su lfonate (EM S) induct ion; viru len t m u ta t ion
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