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禾谷镰刀菌毒素对小麦花药培养特性的影响研究
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　　[摘　要 ]　用不同浓度的禾谷镰刀菌毒素对离体培养的小麦花药进行胁迫。结果表明, 在低浓度 (质量浓度)

时毒素具有类激素活性效应, 能够促进小麦花药组织脱分化, 形成愈伤组织; 高浓度时毒素表现毒害作用, 抑制花

药的脱分化和愈伤组织的形成。当毒素质量浓度大于 0. 5 göL 时, 随着胁迫浓度的增加, 毒素的毒害作用增强, 小

麦花药的脱分化和形成愈伤组织的能力迅速下降, 表现在降低花药反应率和愈伤组织诱导率 2 个方面。同时毒素

的这种效应, 因供试材料基因背景的不同而有一定差异。比较而言, 含感病基因的杂种花药对毒素敏感。
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　　随着植物细胞与组织培养技术的发展, 利用离

体培养的植物细胞在细胞水平上直接进行遗传饰变

已成为作物改良的一个重要生物技术手段[1 ]。禾谷

镰刀菌 (F usa rium g ram inea rum ) 是引起小麦赤霉

病的 18 种镰刀菌种或变种的主要病原菌[2 ] , 它不仅

使小麦罹病而减产, 而且罹病麦粒中产生并累积病

原菌毒素, 导致人畜中毒, 危害甚大。据估计, 在目前

的商品小麦籽粒中, 有 83% 的小麦穗粒均不同程度

地带有禾谷镰刀菌毒素。因此, 小麦抗赤霉育种已引

起科学工作者的广泛关注。迄今为止, 在小麦及其亲

缘植物中无免疫品种, 已有的抗源只是抗性程度上

的差异[3 ]。因而寻找新的抗源, 提高丰产品种的抗性

已成为生产上迫切需要解决的问题。利用赤霉病主

要病原菌产生的粗毒素作为筛选剂, 进行小麦抗赤

霉基因型筛选的生物技术育种, 已是当今小麦抗赤

霉育种的重要课题[4 ]。小麦感抗赤霉病材料杂交一

代的小孢子含有丰富的重组基因型, 利用小麦抗赤

霉育种的细胞具有抗镰刀菌毒素且细胞水平上的抗

性与植株水平的抗性一致的特点[5 ] , 以镰刀菌毒素

直接胁迫小麦花药组织, 就可能使抗赤霉毒素的小

孢子得以选择, 并经一定技术诱导分化成株, 再经染

色体加倍后获得纯合的抗毒素二倍体, 进而筛选出

抗赤霉基因型。在这些方面, 虽有些实践上的工作,

但现在人们还没有搞清楚镰刀菌毒素胁迫下小麦的

培养特性[6 ]。本研究的目的在于通过镰刀菌毒素胁

迫具有不同抗性特性的杂种一代花药细胞, 研究毒

素胁迫条件下的小麦雄核发育特性, 为抗赤霉细胞

工程育种中抗赤霉基因型的筛选提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　供试材料

　　供试材料为西北农林科技大学植物细胞工程研

究室提供的 3 个普通小麦杂种一代材料: 小偃 22×

西农 1376, 西农 1376×苏麦三号和苏麦三号×西农

85。其中亲本的抗赤霉病特性依苏麦三号, 西农 85,

小偃 22, 西农 1376 依次降低。

1. 2　粗毒素的制备

称取 500 g 禾谷镰刀菌麦粒干培养物, 加 2 500

mL 体积分数 85% 乙醇提取 5 d (每天搅动 1～ 2

次) , 将浸提液倒入三角瓶中, 培养物再按上述方法

提取 1 次。将 2 次的提取液混合, 放置常温下自然挥

发至体积不再变化后, 将提取液用纱布过滤, 再用滤

纸过滤, 即可得到粗提毒素。将粗提毒素加蒸馏水定

容至 1 000 mL , 配成浓度为 0. 5 göL 的粗毒素母

液。

1. 3　材料处理

4 月初, 取大田中不同材料的小麦幼穗中部花

药做醋酸洋红镜检, 选择花药小孢子处于单核靠边

期的幼穗[7 ] , 置于 4 ℃冰箱低温处理 24～ 48 h。低温

处理后的小麦幼穗除去叶片, 用体积分数 75% 酒精
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擦拭进行表面消毒, 在无菌条件下剥取幼穗中部的

花药, 接种于对照和含毒素胁迫的 5 种小麦花药愈

伤组织诱导培养基中。

1. 4　培养基及培养条件

愈伤组织诱导培养基为附加 2 m göL 2, 42D ,

0. 5 m göL KT , 100 göL 蔗糖和 5. 5 göL 琼脂的W 14

培养基。在此培养基中分别附加 0, 0. 5, 1. 0, 2. 0,

4. 0, 6. 0 göL 6 种不同质量浓度的粗毒素母液, 共制

成 6 种处理。每处理接种 10～ 12 瓶, 每瓶接种 80～

100 枚花药。接种后, 将培养瓶置于散光, 25～ 28 ℃

条件下诱导愈伤组织。培养 45～ 60 d 时, 统计反应

的花药数 (即产生愈伤组织的花药数) 及愈伤组织

数。

花药反应率和愈伤组织诱导率分别用下式计

算:

花药反应率ö% = (反应的花药总数ö总花药数) ×

100% ;

愈伤组织诱导率ö% = (产生愈伤组织数ö总花药数)

×100%。

2　结果与分析

2. 1　禾谷镰刀菌粗毒素对小麦花药培养特性的影

响

小麦花药组织在脱分化过程中, 对镰刀菌毒素

的胁迫具有很强的敏感性。诱导培养基中附加 0. 5

göL 的粗毒素后, 花药组织的花药反应率和愈伤组

织诱导率均比不加毒素的对照略有升高 (表 1) , 之

后随着诱导培养基中毒素胁迫浓度的增加, 小麦花

药组织的花药反应率和愈伤组织诱导率迅速下降,

在 6. 0 göL 时, 多数花药变褐死亡, 不产生愈伤组

织, 花药反应率和愈伤组织诱导率都极低。表明镰刀

菌毒素在低浓度时促进花药组织脱分化和形成愈伤

组织, 但在高浓度时, 对小麦花药组织脱分化能力有

抑制作用, 且随胁迫浓度提高, 这种作用愈加显著。
表 1　禾谷镰刀菌粗毒素对小麦花药培养特性的影响

T abel 1　T he effect of the crude tox in of F usarium g ram inearum on w heat an ther cu ltu re characterist ic

毒素质量浓度ö
(g·L - 1)

Concen tra2
t ion of tox in

接种花药数
N o. of an thers

p lan ted

出愈花药数
N o. of an thers

giving calli

花药反应率ö%
Reponse

frequency of
an thers

产生愈伤组织数
N o. of

calli

愈伤组织诱导率ö%
Induction

frequency of
po llen calli

0. 0 1 290 131 10. 16 158 12. 25

0. 5 1 204 125 10. 38 150 12. 46

1. 0 1 488 91 6. 12 103 6. 92

2. 0 1 572 76 4. 98 97 6. 35

4. 0 1 458 42 2. 88 48 3. 29

6. 0 1 508 1 0. 06 1 0. 06

　　注: 表中数据为总体平均值。

N o te: T he data in the tab le are the to tal average.

2. 2　禾谷镰刀菌毒素对不同基因型小麦花药培养

特性的影响

研究 3 种具有不同抗感赤霉基因型的 F 1 代花

药组织在镰刀菌毒素胁迫下的培养特性结果表明: 3

种具有不同抗感赤霉病遗传背景的小麦花药组织在

脱分化过程中, 对镰刀菌毒素胁迫的反应具有一定

的差异。不同基因型杂交一代小麦花药反应率和愈

伤组织诱导率差异很大, 而且每种基因型在各自敏

感浓度范围内, 随着毒素胁迫浓度的增加, 花药组织

的花药反应率和愈伤组织诱导率的变化趋势也不同

(图 1, 图 2)。苏麦三号×西农 85 和西农 1376×苏

麦三号杂交组合在 0. 5 göL 低毒素质量浓度胁迫

下, 小麦花药的花药反应率和愈伤组织诱导率比无

毒素胁迫的对照略有升高, 之后随着毒素胁迫浓度

的升高, 花药反应率和愈伤组织诱导率缓慢下降。而

小偃 22×西农 1376 在低毒素浓度 0. 5 göL 胁迫

下, 花药反应率和愈伤组织诱导率比对照略低, 之后

随着毒素胁迫浓度的增加, 花药反应率和愈伤组织

诱导率迅速下降。亲本为 2 个抗性杂交组合时, F 1

代花药组织对毒素的敏感性低, 在各个毒素浓度上,

苏麦三号×西农 85 杂交组合的 F 1 代花药组织对毒

素的敏感性低, 花药反应率和愈伤组织诱导率都明

显高于其他材料, 随着毒素胁迫浓度增大, 花药反应

率和愈伤组织诱导率下降平缓, 并且在6. 0 göL 时仍

有少量花药具有脱分化能力, 产生愈伤组织, 表明其

抗性优于其他杂交组合。亲本为两感病材料时, 如杂

交组合小偃 22×西农 1376, 在低毒素浓度下, 花药

反应率和愈伤组织诱导率比对照略低, 随毒素胁迫

浓度的增加, 花药反应率和愈伤组织诱导率迅速下

降, 且在 4. 0 göL 时, 花药组织已完全变褐死亡, 受

到抑制, 无脱分化能力, 表明其对毒素胁迫非常敏

感。而亲本为抗感杂交组合的西农 1376×苏麦三号
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对毒素的敏感性恰好居二者之间, 在毒素胁迫下, 随

毒素胁迫浓度的增加, 花药反应率和愈伤组织诱导

率下降较为平缓, 在 4. 0 göL 仍有 2% 的花药反应

率和 2. 2% 的愈伤组织诱导率。

图 1　不同基因型在不同毒素浓度

胁迫下的花药反应率

- ▲- . 苏麦三号×西农 85; - □- . 西农 1376×苏麦三号;

- ◇- . 小偃 22×西农 1376

F ig. 1　R esponse frequency of an ther of

varian t w heat geno type to differen t

concen tra t ion of the crude tox in

- ▲- . Sum ai N o. 3×X inong 85;

- □- . X inong 1376×Sum ai N o. 3;

- ◇- . X iaoyan 22×X inong 1376

图 2　不同基因型在不同毒素浓度

胁迫下的愈伤组织诱导率

- ◇- . 小偃 22×西农 1376; - □- . 西农 1376×苏麦三号;

- ▲- . 苏麦三号×西农 85;

F ig. 2　 Induction frequency of po llen calli of

varian t w heat geno type to differen t

concen tration of the crude tox in

- ◇- . X iaoyan 22×X inong 1376;

- □- . X inong 1376×Sum ai N o. 3;

- ▲- . Sum ai N o. 3×X inong 85;

　　由于 3 种材料的抗病基础不同, 对毒素的敏感

有一定差异, 对毒素胁迫的拮抗能力不同, 相对而

言, 抗性杂交组合的杂种一代花药对毒素胁迫不敏

感, 耐毒能力强。

3　讨　论

欧阳俊闻等[1 ]首次以镰刀菌培养滤液为筛选

剂, 在诱导和分化 2 个水平上进行抗赤霉的离体筛

选, 并获得 2 个对赤霉病抗性有明显提高的突变系。

Fadel 等[8 ]使用具有不同抗性特性亲本的 8 个杂交

F 1 代进行花药培养, 证明在镰刀菌毒素胁迫的诱导

培养基上, 花粉胚和愈伤组织形成的数目有所减少。

同时注意到, 当供体杂种 F 1 的亲本材料为感病材料

时, 其对低浓度的镰刀菌毒素很敏感。刘宗镇等[9 ]研

究证明, 禾谷镰刀菌毒素的主要成分DON 具有类

生长素活性, 能提高赤霉病菌的侵染能力和病情严

重度, 并对小麦愈伤组织的生长和分化产生影响。本

研究证实, 在花药组织离体培养中, 毒素具有类激素

活性和毒害双重作用, 在低浓度时能促进小麦花药

组织脱分化形成愈伤组织, 高浓度时表现出毒害作

用, 抑制花药的脱分化和愈伤组织的形成, 并且随毒

素胁迫浓度的增加, 毒害作用增强, 小麦花药反应率

和愈伤组织诱导率下降。同时毒素的这种效应因供

试材料具有不同的抗感赤霉病基因型而有一定差

异。亲本含感病材料的杂种花药对毒素敏感, 对毒素

的这种效应表现明显, 而亲本为两抗性材料的杂种

花药对毒素不敏感, 且有一定的抗性。本试验还表

明, 毒素胁迫可以作为筛选抗赤霉细胞工程育种的

筛选剂。用传统育种方法获得抗赤霉材料是可能的,

但需要相当大的群体和较长时间。小麦感抗赤霉材

料杂交 F 1 代的小孢子含有丰富的重组基因型, 用镰

刀菌毒素直接胁迫小麦花药组织, 使对毒素敏感的

基因类型首先被淘汰, 缩小筛选群体, 这样一方面有

利于选择抗赤霉的细胞突变体, 另一方面更有利于

定向选择那些具有高抗赤霉毒素能力的基因型, 从

而提高抗赤霉基因型的筛选率。
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Stud ies of the effect of F usa rium g ram inea rum tox in on
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Abstract: R espon se of in v itro w heat an ther to F usa rium g ram inea rum tox in w as studied u sing

induct ion m edium con ta in ing F usa rium g ram inea rum crude tox in. T he resu lts show ed that the tox in had

the ho rmone2like act ivity and p romo ted w heat an ther t issue to differen t ia te and fo rm an ther callu s in the

low concen tra t ion. A t the sam e t im e, the tox in had tox icity and affected differen t ia t ion of w heat an ther and

fo rm at ion of an ther callu s in the h igh concen tra t ion. W hen the concen tra t ion of the tox in w as h igher than a

certa in degree, crude tox in had stronger tox icity w ith the increasing of the concen tra t ion. T he ab ilit ies of

w heat an ther d ifferen t ia t ion and fo rm ing callu s fell dow n qu ick ly and the effects ex isted in such aspects as

reducing the respon se frequency of w heat an ther and induct ion frequency of an ther callu s. In addit ion, the

effect of crude tox in w as differen t among varian t geno type. In genera l, an thers from su scep t ib le cu lt ivarsö

hyb rids w ere easier to be k illed by low er tox in concen tra t ion s than tho se from cu lt ivarsöhyb rids of less

su scep t ib le paren ts.

Key words: F usa rium g ram inea rum ; crude tox in; w heat an ther; the ho rmone2like act ivity; respon se

frequency of w heat an ther; induct ion frequency of an ther callu s
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