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胚发育时间和禾谷镰刀菌粗毒素对小麦幼胚
愈伤组织诱导及幼苗分化的影响
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　　[摘　要 ]　以3个小麦品种为材料,研究了幼胚发育时间和禾谷镰刀菌粗毒素对小麦幼胚培养特性的影响。结

果表明,胚发育时间对小麦幼胚离体培养有较大影响,花后 10～ 13 d的小麦幼胚诱导产生的愈伤组织质量较好,胚

性愈伤组织诱导率较高,是适宜的取材时间;禾谷镰刀菌粗毒素对不同小麦品种幼胚愈伤组织、胚性愈伤组织和苗

分化的影响趋势相同,粗毒素为6. 0 göL 时,对小麦幼胚愈伤组织诱导有明显抑制,低于6. 0 göL 时有一定的促进作

用; 粗毒素在0～ 6. 0 göL 对胚性愈伤组织形成及苗分化的影响随浓度增高抑制作用增强,在6. 0 göL 时胚性愈伤组

织的形成能力较低或丧失;适宜的粗毒素筛选浓度为 1. 5～ 4. 5 göL。
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　　体细胞无性系变异是植物组织培养过程中的普

遍现象,利用植物组织培养过程中产生的体细胞无

性系变异,通过病原菌毒素进行植物抗病突变体筛

选,已成为作物抗病育种的有效途径之一[123 ]。近几

年,在小麦抗赤霉病育种中,以病原菌毒素为筛选因

子进行小麦抗赤霉病性状改良已取得一定成效,先

后获得了抗性明显提高的新品种或新材料[426 ]。但

是,由于受基因型、毒素浓度及筛选方式等因素的制

约,离体筛选体系仍不完善,效率较低,至今仍处于

探索阶段[7 ]。在抗赤霉病细胞突变体筛选中,包含多

种毒素成分的病原菌粗毒素因提取较为简单方便,

且与纯毒素脱氧雪腐镰刀菌烯醇 (DON )具有相同

的生物活性,而被广泛应用[8 ]。离体培养的小麦幼胚

愈伤组织诱导率及再生能力较高,是抗病突变体筛

选的理想材料之一[9 ]。本试验以小麦幼胚为外植体,

研究了胚发育时间及禾谷镰刀菌粗毒素对3个小麦

品种 (不同基因型)幼胚离体培养特性的影响,以为

进一步建立广谱高效的小麦抗赤霉病毒素筛选体系

及提高毒素离体筛选效率提供参考。

1　材料与方法

1. 1　材　料

1. 1. 1　供试小麦材料　普通小麦材料西农 1376,

97221和苏麦3号,均由西北农林科技大学农学院细

胞工程育种实验室提供。

1. 1. 2　病原菌菌种　用于产毒培养的赤霉病菌种

为禾谷镰刀菌,由西北农林科技大学植保学院段双

科研究员提供。

1. 1. 3　培养基　诱导培养基: M S + 2. 0 m göL
2, 42D + 0. 5 m göL KT + 30 göL 蔗糖, pH 5. 8,以琼

脂固化。

分化培养基:M S+ 1. 0 m göL KT + 0. 5 m göL
IAA + 30 göL 蔗糖, pH 5. 8,以琼脂固化。

1. 1. 4　禾谷镰刀菌培养基　在诱导培养基和分化

培养基中分别添加0, 1. 5, 3. 0, 4. 5, 6. 0 göL 禾谷镰
刀菌粗毒素原液,调整pH 为5. 8左右,高压灭菌。

1. 2　禾谷镰刀菌产毒培养及粗毒素提取

禾谷镰刀菌菌种经马铃薯葡萄糖琼脂 (PDA )

斜面培养基扩大培养后,于无菌条件下接种麦粒培

养基繁殖,在20～ 25 ℃下暗培养30 d。取出培养物,

置于60 ℃烘箱烘干后粉碎,用于提取粗毒素。

禾谷镰刀菌粗毒素提取参照刘思衡等[10 ]的方

法。将500 g 禾谷镰刀菌麦粒干培养物按100 g 干培

养物加 500 mL 体积分数 85%乙醇的比例浸提 5 d

(期间搅动数次) ,收集浸提液,重复浸提1次,将2次

浸提液混合后先用双层纱布过滤,再用滤纸过滤,即
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得棕黄色提取液,再将提取液于45 ℃烘箱中蒸发浓

缩为粗毒素浓度为 1 gömL 的禾谷镰刀菌粗毒素原

液。4 ℃储藏备用。

1. 3　胚发育时间对小麦幼胚离体培养的影响

以小麦穗中部吐露花药为始花期,挂牌记录时

间。分别于花后10, 13, 16和18 d 从田间剪取麦穗,

于实验室剥取麦粒,在超净工作台上先用体积分数

75% 酒精迅速漂洗消毒后,再用 1 göL 升汞消毒 10

m in,无菌水冲洗 3～ 4 次,无菌条件下剥取幼胚,接

种在诱导培养基上。45 d 后,观察并统计愈伤组织

诱导率和胚性愈伤组织诱导率。

1. 4　禾谷镰刀菌粗毒素对小麦胚性愈伤组织形成

的影响

　　取花后13 d 的小麦幼胚,接种在含0, 1. 5, 3. 0,

4. 5, 6. 0 göL 禾谷镰刀菌粗毒素的诱导培养基上,

诱导培养 45 d 后,统计愈伤组织诱导率和胚性愈伤

组织形成率。

1. 5　禾谷镰刀菌粗毒素对小麦幼苗分化的影响

将无毒素诱导培养基上获得的胚性愈伤组织切

成直径0. 5 cm 的小块,转接于含0, 1. 5, 3. 0, 4. 5, 6.

0 göL 禾谷镰刀菌粗毒素的分化培养基上。培养30 d

后,统计小麦幼苗分化率及平均每块愈伤组织分化

幼苗数。

1. 6　培养条件

于散射光下进行愈伤组织诱导,分化培养阶段

于光强为 1 500～ 2 000 lx、光照时间为 12 höd 条件

下进行培养,培养温度 (25±2) ℃。

2　结果与分析

2. 1　胚发育时间对小麦幼胚愈伤组织形成的影响

　　由表 1 可知,胚发育时间对不同小麦品种愈伤

组织诱导率影响不大,均在93%以上。但在实验中发

现,花后 16～ 18 d 的小麦幼胚诱导形成的愈伤组织

生长速度较慢,形成的愈伤块明显变小,质地较硬,

质量较差。而花后10～ 13 d 的幼胚产生的愈伤组织

生长速度较快,形成的愈伤组织块较大,颜色鲜亮,

质地松脆,质量较好。可见,品种和发育时间对小麦

幼胚愈伤组织诱导率的影响不大,但发育时间对愈

伤组织的产量和质量有明显影响,花后 10～ 13 d 的

幼胚形成的愈伤组织量较多、质量较好。

由表1还可以看出,相同胚发育时间,不同小麦

品种的胚性愈伤组织诱导率差异较大,如西农 1376

花后10 d 胚性愈伤组织诱导率约为苏麦3号的4倍,

表明胚性愈伤的形成能力与品种有关。对同一小麦

品种而言,不同发育时间接种,其胚性愈伤组织诱导

率也有较大差异,在发育 10和 13 d 时接种,胚性愈

伤组织诱导率较高,超过 13 d 后,胚性愈伤组织诱

导率显著降低 (表1) ,表明发育时间对胚性愈伤组织

的形成有重要影响。因此,在小麦幼胚培养中,以授

粉后10～ 13 d 的幼胚较为适宜。但在实际操作过程

中,对于发育 10 d 或低于 10 d 的小麦幼胚,由于胚

较小,分离过程中操作难度较大,故以 13 d 左右的

幼胚为好。

表 1　胚发育时间对小麦愈伤组织和胚性愈伤组织诱导率的影响

T able 1　Effect of em bryo developm ent t im e on inductivity of callus and em bryogen ic callus in v itro %

小麦品种
W heat variety

愈伤组织诱导率
Inductivity of callus

胚性愈伤组织诱导率
Inductivity of em bryogen ic callus

10 d 13 d 16 d 18 d 10 d 13 d 16 d 18 d

西农1376 X inong 1376 97. 2 98. 9 100 99. 3 56. 2 52. 2 8. 5 5. 3

97221 99. 3 100 97. 4 94. 3 32. 4 34. 6 3. 3 0

苏麦3号 Sum ai 3 96. 6 95. 5 96. 8 93. 2 16. 6 15. 9 0 0

2. 2　禾谷镰刀菌粗毒素对小麦愈伤组织形成的影

响

　　由表2可以看出,禾谷镰刀菌粗毒素浓度为0～

6. 0 göL 时,小麦愈伤组织诱导率和胚性愈伤组织

诱导率3个品种的变化趋势相同。粗毒素在0～ 4. 5

göL 时, 3 个品种小麦愈伤组织诱导率均达到 95%

以上;当禾谷镰刀菌毒素质量浓度为6. 0 göL 时,小

麦愈伤组织诱导率明显降低,西农 1376、97221和苏

麦3号分别为49. 45% , 38. 67%和28. 00% ,较0～ 4.

5 göL 时降低了49. 44%～ 67. 47%。可见浓度为0～

4. 5 göL 时,禾谷镰刀菌粗毒素对小麦愈伤组织诱

导率的影响并不随其质量浓度的增加而呈递增或递

减的趋势,但在6. 0 göL 时产生抑制,说明禾谷镰刀

菌粗毒素6. 0 göL 对小麦愈伤组织形成是一个敏感
浓度。禾谷镰刀菌粗毒素浓度在 6. 0 göL 时产生的
愈伤组织,生长慢、愈伤块很小、质量差,后期形成的

胚性愈伤组织较少,最终难以获得再生植株。

观察发现,在含1. 5～ 4. 5 göL 禾谷镰刀菌粗毒
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素的培养基上,小麦愈伤组织生长较无毒素培养基

上的旺盛。

由表 2 还可以看出,禾谷镰刀菌粗毒素对小麦

胚性愈伤组织的形成有较强的抑制作用,随禾谷镰

刀菌粗毒素浓度的增加,胚性愈伤组织诱导率逐渐

减小。禾谷镰刀菌粗毒素浓度为6. 0 göL 时, 3个小

麦品种中只有西农 1376 的胚性愈伤组织诱导率为

1. 2% ,而其余 2 个品种均未形成胚性愈伤组织,也

丧失了进一步分化成再生植株的能力。

通过愈伤组织途径进行离体抗赤霉突变体筛选

时,毒素的浓度既要有较高的选择压力,又要能保证

离体培养物具有一定的再生能力。本试验结果表明,

禾谷镰刀菌粗毒素的浓度不宜高于6. 0 göL ,以 1. 5

～ 4. 5 göL 为适宜。
表 2　不同浓度禾谷镰刀菌粗毒素对小麦愈伤组织和胚性愈伤组织诱导率的影响

T able 2　Effect of crude tox in on inductivity of callus and em bryogen ic callus in v itro %

禾谷镰刀菌
粗毒素ö
(g·L - 1)

Concen tration
of crade tox in

愈伤组织诱导率
Inductivity of callus

胚性愈伤组织诱导率
Inductivity of em bryogen ic callus

西农1376
X inong 1376 97221 苏麦3号 Sum ai 3 西农1376

X inong 1376 97221 苏麦3号 Sum ai 3

0 98. 89 100 95. 45 52. 22 34. 58 15. 89
1. 5 100 100 98. 67 12. 22 5. 56 7. 60
3. 0 100 100 100 5. 39 2. 21 4. 21
4. 5 100 100 96. 67 2. 69 1. 10 2. 68
6. 0 49. 45 38. 67 28. 00 1. 20 0 0

2. 3　禾谷镰刀菌粗毒素对小麦胚性愈伤组织幼苗

分化的影响

　　由表 3 可见,小麦胚性愈伤组织幼苗分化率和

平均每块胚性愈伤组织分化幼苗数在3个小麦品种

间存在差异。在不含禾谷镰刀菌粗毒素培养基上,西

农1376, 97221和苏麦3号胚性愈伤组织幼苗分化率

依次为 77. 78% , 66. 67%和 40. 0% ,相差近 2 倍,平

均分化幼苗数分别为12. 3, 4. 5和3. 3,相差近4倍。

在含禾谷镰刀菌毒素培养基上,胚性愈伤组织幼苗

分化率随禾谷镰刀菌粗毒素浓度的增加而降低; 平

均每块胚性愈伤组织分化幼苗数随禾谷镰刀菌粗毒

素浓度的增加而减少, 3 个小麦品种的变化趋势相

同。

试验中还发现,在禾谷镰刀菌粗毒素浓度为4. 5

和 6. 0 göL 时, 3个小麦品种分化出的幼苗高度低,

生长势较弱,说明毒素不仅对幼苗分化和分化幼苗

数有抑制作用,而且对成苗质量也有不利影响。

表 3　禾谷镰刀菌粗毒素对小麦胚性愈伤组织幼苗分化的影响

T able 3　Effect of crude tox in on p lan tlet differen tia t ion and p lan tlet amount

禾谷镰刀菌
粗毒素ö
(g·L - 1)
Concen2
tration

of crude
tox in

胚性愈伤组织幼苗分化率ö%
Rate of p lan tlet d ifferen tiation

平均每块胚性愈伤组织分化幼苗数
M ean p lan tlet num ber of p re callus

西农1376
X inong 1376 97221 苏麦3号 Sum ai 3 西农1376

X inong 1376 97221 苏麦3号 Sum ai 3

0 77. 78 66. 67 40. 00 12. 3 4. 5 3. 3
1. 5 66. 67 43. 33 20. 00 10. 0 4. 3 2. 5
3. 0 47. 62 35. 71 15. 00 9. 4 3. 8 2. 3
4. 5 35. 71 33. 30 10. 00 5. 6 3. 6 1. 5
6. 0 19. 05 6. 67 0 4. 3 2. 0 0

3　讨　论

小麦离体培养植株高效再生技术体系,是利用

细胞工程技术进行小麦性状改良的基础,也是进行

毒素离体筛选的重要前提,而外植体的选择是影响

试验成败的关键因素之一[1 ]。在离体培养过程中,外

植体的发育时期、生理状况等对培养效果均有较大

影响。本研究的结果表明,小麦幼胚培养时,胚发育

时间对愈伤组织诱导率影响不大,但对愈伤组织的

产量和质量及胚性愈伤组织的形成均有明显影响,

花后 10～ 13 d 的小麦幼胚形成的愈伤组织量较多、

质量较好,且其胚性愈伤组织的诱导率较高,是适宜

的取材时间。

在运用毒素进行抗病突变体筛选时,适宜的毒

素浓度对抗性筛选至关重要,毒素浓度太高会引起

过度的生长抑制,甚至死亡,致使基因型 (品种)间的

抗性差异很难表现出来; 同样毒素浓度太低也不利

于基因型抗性差异的体现[11212 ]。本研究结果表明,禾
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谷镰刀菌粗毒素对小麦幼胚愈伤组织、胚性愈伤组

织及胚性愈伤组织幼苗的影响不同。在0～ 6. 0 göL
范围内,随粗毒素浓度升高幼胚胚性愈伤组织诱导

率下降速度较快,胚性愈伤组织幼苗分化率及平均

每块胚性愈伤组织分化幼苗数下降速度较缓,粗毒

素浓度6. 0 göL 对胚性愈伤形成和胚性愈伤组织幼
苗分化产生强烈抑制,使植株离体再生频率极大降

低,甚至丧失;而愈伤组织诱导率在6. 0 göL 时才受
到明显抑制,在1. 5～ 4. 5 göL 粗毒素培养基上幼胚
愈伤组织的生长较无毒素培养基上旺盛。禾谷镰刀

菌粗毒素在低浓度下对愈伤组织的刺激生长作用和

高浓度下的抑制作用与吴志凤等[4 ]和刘宗镇等[13 ]

的研究结果基本一致。

陆维忠等[14 ]研究认为,在小麦抗赤霉突变体离

体筛选中,合适的毒素选择浓度应在既对愈伤组织

的生长有比较明显的抑制,又能使其保持一定分化

能力的浓度范围。但本研究发现,在对愈伤组织形成

有明显抑制作用的粗毒素浓度下,产生的愈伤组织

生长状态不良,且对胚性愈伤组织形成和胚性愈伤

组织幼苗分化有强烈的抑制作用,使植株离体再生

频率极大降低,甚至丧失。因此作者认为,通过小麦

幼胚愈伤组织途径进行离体筛选时,合适的毒素筛

选浓度应是,对愈伤组织生长无影响而对胚性愈伤

组织形成和胚性愈伤组织幼苗分化有明显抑制作

用,但又能使胚性愈伤组织保持一定的形成和分化

能力的浓度。本研究结果表明,经小麦幼胚愈伤组织

途径进行离体筛选时,适宜的禾谷镰刀菌粗毒素浓

度为 1. 5～ 4. 5 göL , 6. 0 göL 的粗毒素是一个敏感
浓度,粗毒素浓度不宜高于这一浓度,否则难以获得

再生植株,失去筛选的意义。

本试验仅是对小麦幼胚离体筛选中的胚发育时

间和禾谷镰刀菌粗毒素浓度进行的初步研究,对通

过粗毒素筛选获得的再生植株的抗性变异特点及其

与筛选时粗毒素浓度的关系,尚需进一步的抗病性

鉴定。
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Effect of F usa rium g ram inea rum crude tox in and em b ryo developm en t
t im e on inducem en t and p lan t le t d ifferen t ia t ion of ca lli

in w hea t young em b ryo s cu ltu re
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Abstract: T he effects of F usa rium g ram inea rum crude tox in and em b ryo developm en t t im e on imm a2
tu re em b ryo s cu ltu re w ere invest iga ted in th ree w heat variet ies. T he resu lts show ed em b ryo developm en t
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t im e had obviou s effect on imm atu re em b ryo cu ltu re in w heat. T he period of 10- 13 days after b loom ing

date w as the op t im um tim e fo r imm atu re em b ryo cu ltu re, induct ivity of em b ryogen ic calli w as h igher and

quality of callu s w as p referab le. Effect of crude tox in w ere the sam e on callu s, em b ryogen ic callu s and

p lan t lets d ifferen t ia t ion fo r th ree geno types. W hen concen tra t ion of the crude tox in w as 6. 0 göL , grow th of

callu s w ere inh ib ited obviou sly,w h ile the concen tra t ion low er than 6. 0 göL p romo ted the grow th of callu s.

W hen the select ive do se of crude tox in w as in 0- 6. 0 göL , fo rm at ion of em b ryogen ic callu s and differen t ia2
t ion of p lan t lets w ere inh ib ited in ten sively w ith the increase of the crude tox in concen tra t ion. W hen the

crude tox in w as 6. 0 göL , fo rm at ion of em b ryogen ic callu s w as low er o r even lo st. T he su itab le do se of

crude tox in w as 1. 5- 4. 5 göL on select ion of w heat scab2resistan t m u tan t in v itro.

Key words: w heat; em b ryo developm en t t im e; F usa rium g ram inea rum crude tox in; young em b ryo cu l2
tu re
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T he rela t ion sh ip betw een m icro2SRC value and w hea t qua lity
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2 Institu te of A g ro2f ood S cience and T echnology , CA A S , B eij ing 100094, Ch ina)

Abstract: T he rela t ion sh ip betw een m icro2SRC value of w heat f lou r and p ro tein quality, starch quality

and dough rheo logy characterist ics w as analyzed system at ica lly u sing 14 w heat variet ies ( lines) , w h ich

w ere b red recen t ly in Shaanx i p rovince and w idely p lan ted in Shaanx i and H enan p rovince, and the lim it

values to classify the w heat quality w ere determ ined p relim inarily acco rd ing to the dist ribu t ion of lact ic acid

m icro2SRC value. T he resu lts show that, the lact ic acid m icro2SRC value, regarded as the rap id m easu ring

indica to r responding to glu ten in characterist ics, is mo st ly rela ted to GM P, glu ten index and SD S sedim en ta2
t ion value; sodium carbonate m icro2SRC value, ref lect ing the starch dam age level, is m ain ly rela ted to the

dam aged starch con ten t and m ax im um visco sity; and w hen it com es to p redict the dough rheo logy charac2
terist ics, w ater m icro2SRC value can rep resen t the changes of dough stab ility t im e, lact ic acid m icro2SRC

value can rep resen t the varia t ion of w ater ab so rp t ion, developm en t t im e and energy, sodium carbonate m i2
cro2SRC value can describe changes of w ater ab so rp t ion and soften ing degree. T he lact ic acid m icro2SRC

value of st rong w heat m ay be above 120% , that of common w heat m ay be at 100% - 120% , and that of soft

w heat m ay be below 100%. T h is m icro2SRC m ethod can reflect w heat p ro tein quality, starch quality and

dough rheo logy characterist ics accu ra tely, and is a simp le and conven ien t m ethod to detect w heat quality on

m icro scale.

Key words: w heat quality; m icro so lven t reten t ion capacity; quality classif ica t ion
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