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摘要　为利用ＨＩＧＳ技术研究条锈菌耐高温胁迫相关基因的功能，需要构建小麦品种与条锈菌及大麦条纹花叶病

毒犅犪狉犾犲狔狊狋狉犻狆犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＢＳＭＶ）亲和互作体系。本研究选用２０个常温下（１０℃）高感条锈病的小麦品种和２２

个耐高温条锈菌菌株，进行高温（２１℃）条件下接种亲和性分析，发现１１个品种高感条锈病、３个菌株耐高温性稳定

且毒性谱较宽。在此基础上，利用含有小麦犜犪犘犇犛基因片段的重组ＢＳＭＶ侵染上述候选小麦品种，确定‘Ｌｏｃａｌ

Ｒｅｄ’等６个品种与ＢＳＭＶ亲和程度符合试验要求。筛选出小麦品种‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’与菌株１５３３５２、１５３２３４等组成的

最佳互作组合，适合利用ＢＳＭＶＡｇｒｏ／ＬＩＣ方法开展小麦条锈菌耐高温相关基因功能的研究。
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　　条锈病是小麦上重要的气传叶部病害之一，在

中国曾发生４次大规模暴发流行，造成小麦严重减

产［１］。该病害在其他小麦生产国也造成危害，严重

威胁着世界粮食安全供给。一般而言，小麦条锈病
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属于低温真菌病害，冷凉潮湿的环境条件适宜病原

菌夏孢子萌发和侵染［２］。然而近年来在小麦条锈菌

越夏区调查发现，条锈菌越夏海拔下限呈逐渐下降

趋势，如在云南、川西北和甘肃陇南等地越夏海拔下

降５０～３００ｍ
［３］。随着全球气候变暖，在其他国家

和地区也出现小麦条锈菌耐受高温胁迫能力增强的

现象，如Ｍｉｌｕｓ等发现美国２０００年后新出现的菌株

比２０００年以前出现的菌株更适应高温环境且具有

更强的侵染力［４］。Ｈｏｖｍｌｌｅｒ等发现２０００年之后

出现的２个侵染性更强且适应高温胁迫的条锈菌菌

株在不到３年的时间里在北美、澳大利亚以及欧洲

范围内快速传播［５］。因此，小麦条锈菌耐高温性是

世界性问题，将对病害发生流行、病原菌的毒性变

异、寄主抗性调控以及防控策略制定等产生深远影

响。然而，由于小麦条锈菌是专性寄生真菌且侵染

周期长，目前还缺乏遗传转化的技术途径，急需建立

一个条锈菌基因功能分析的技术体系，促进小麦条

锈菌与寄主互作过程中基因功能的研究进程。近年

来，基于病毒诱导的基因沉默（ｖｉｒｕｓｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅ

ｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＶＩＧＳ）发展起来的寄主诱导的基因沉默

（ｈｏｓｔｉｎｄｕｃｅｄｇｅｎｅｓｉｌｅｎｃｉｎｇ，ＨＩＧＳ）技术，利用

ＲＮＡｉ基因干涉原理直接针对病原真菌基因，可以通

过吸器等特殊结构进入病原菌细胞内沉默目的基因，

明确专性寄生真菌的基因功能。Ｙｉｎ等利用大麦条纹

花叶病毒犅犪狉犾犲狔狊狋狉犻狆犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＢＳＭＶ）介导的

ＨＩＧＳ方法，首先实现了针对小麦条锈菌的相关基

因的研究［６］。然而，目前适合单子叶植物的病毒载

体只有雀麦花叶病毒犅狉狅犿犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊（ＢＭＶ）与

ＢＳＭＶ，且对小麦宿主的基因沉默效果比较稳定的

只有ＢＳＭＶ载体
［７８］。因而，选用已有的ＢＳＭＶ载

体，构建适合研究条锈菌耐高温相关基因功能的技

术体系尤为重要。在此技术体系中，不仅要获得耐

高温性稳定且毒性较强的条锈菌菌株，还需要筛选

获得相应的不具有温敏抗性的高感条锈病品种，同

时适合ＢＳＭＶ侵染后产生温和的亲和反应型。另

外，选择的小麦品种在苗期至成株期的不同发育阶

段在高温条件下都是高感条锈病。

本研究从已获得的２２个耐高温菌株中进一步

筛选适合于利用ＨＩＧＳ技术研究耐高温相关基因功

能研究的菌株；从常温下对所有菌株都表现为高度

感病（侵染型４型，严重度１００％）的２０个品种中筛选

出高温条件下以及不同叶龄时期均具有高感病表型

的品种。结合ＢＳＭＶ侵染情况，构建利用ＨＩＧＳ技术

研究条锈菌耐高温相关基因功能的互作技术体系。

１　材料与方法

１．１　材料

供试条锈菌菌株：选用２０１３年－２０１６年鉴定

筛选获得的２２个来源于不同省份的耐高温小麦条

锈菌菌株（表１）。

表１　供试小麦条锈菌耐高温菌株

犜犪犫犾犲１　犠犺犲犪狋狊狋狉犻狆犲狉狌狊狋犻狊狅犾犪狋犲狊狑犻狋犺犺犻犵犺－狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狋狅犾犲狉犪狀犮犲

菌株编号Ｉｓｏｌａｔｅｎｕｍｂｅｒ 采集地点　Ｓａｍｐｌｅｌｏｃａｔｉｏｎ 采集时间／年 月 日　Ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎｄａｔｅ

１５４６３ 青海省湟中县鲁沙尔镇朱家庄 ２０１５ ０７ ３０

Ｐ４ ３ ６ 四川省成都市郫县 ２０１３ ０５ ０２

１４００６ ３ 湖北省襄樊市老河口市李楼镇陈埠村 ２０１４ ０４ １２

１４０１１ １ 湖北省襄阳市南漳县清河区雷家巷村 ２０１４ ０４ １２

１５４５４ １ 青海省湟中县鲁沙尔镇朱家庄 ２０１５ ０７ ３０

羊永１ ３ 甘肃省甘南藏族自治州合作市临潭县羊永乡 ２０１３ ０７ ２１

１５３３５ ２ 青海省同德县巴沟乡下阿格村 ２０１５ ０７ １４

１６０２５ 云南省昆明市双龙乡 ２０１５ １２ ２０

１４１５３３０ 云南省玉溪红塔区大营街师旗 ２０１４ ０３ １３

１５４２７ 青海省湟中县鲁沙尔镇朱家庄 ２０１５ ０７ ３０

１５３０３ ５ 青海省湟源县日月藏族乡寺滩村 ２０１５ ０７ １３

１５５０３ ２ 青海省民和县松树乡松树村 ２０１５ ０６ １８

１５２９９ ２ 青海省互助土族自治县巴扎藏族乡 ２０１５ ０７ １２

１６３０９ １ 云南省大理白族自治州剑川县金华镇邑平村 ２０１６ ０４ １４

１４１５５３ 云南省大理白族自治州鹤庆县松桂镇松桂村委会衍庆村 ２０１４ ０５ １１

１６２７１ １ 云南省嵩明县白邑乡滇源镇南营村 ２０１６ ０４ １２

１６２９４ ３ 云南省大理白族自治州剑川县金华镇邑平村 ２０１６ ０４ １４

１５４９４ 青海省循化县扎汗都斯乡阿河滩村 ２０１５ ０６ １５

１５３２３ ４ 青海省共和县铁盖乡上合乐寺村 ２０１５ ０７ １３

１５３２５ ２ 青海省共和县铁盖乡上合乐寺村 ２０１５ ０７ １３

１５３４３ ３ 青海省同德县尕巴松多镇 ２０１５ ０７ １４

１５３３２ １ 青海省同德县巴沟乡卡力岗村 ２０１５ ０７ １４
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　　供试小麦品种：苗期常规接种温度条件（１０℃）

下高感条锈病（侵染型４型，严重度１００％）的２０个

品种（表２）。

表２　供试高感条锈病小麦品种１
）

犜犪犫犾犲２　犎犻犵犺犾狔狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲狑犺犲犪狋狏犪狉犻犲狋犻犲狊狋狅狊狋狉犻狆犲狉狌狊狋

序号

Ｓｅｒｉａｌｎｕｍｂｅｒ

品种名称

Ｖａｒｉｅｔｙｎａｍｅ

生态习性

Ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌｈａｂｉｔ

犢狉基因

犢狉ｇｅｎｅ

１ 水源１１ 冬性 犢狉犛狌

２ 丰产３号 冬性 犢狉１，＋

３ Ｃｈｉｎｅｓｅ１６６ 冬性 犢狉１

４ ＪｕｐｉｔｅｃｏＳ 冬性 ／

５ ＮＪ１１９ ４ 冬性 犢狉犅犕犕

６ ＣｈｉｎｅｓｅＳｐｒｉｎｇ 春性 ／

７ ＡｖｏｃｅｔＳ 春性 ／

８ 辉县红 冬性 ／

９ Ｔｈａｔｃｈｅｒ 春性 ／

１０ Ｂｏｂｗｈｉｔｅ 春性 ／

１１ 扬麦６号 春性 －

１２ ＣＢＯ３７ 弱冬性 －

１３ Ｓ１１０ 冬性 ／

１４ Ｍｏｒｏｃｃｏ 春性 ／

１５ Ｃｈａｎｃｅｌｌｏｒ 春性 －

１６ 宁麦１５ 弱冬性 －

１７ ＬｏｃａｌＲｅｄ 春性 ／

１８ 扬麦１０ 春性 －

１９ 扬麦１２ 春性 －

２０ 扬麦１８ 春性 －

　１）“／”表示不含有已知抗条锈病基因；“－”表示未确定是否含有

抗条锈病基因。

“／”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｖａｒｉｅｔｙｗｉｔｈｏｕｔｋｎｏｗｎｙｅｌｌｏｗｒｕｓｔｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ（犢狉）

ｇｅｎｅｓ；“－”ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｔｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ．

病毒载体：狆犆犪犅犛α、狆犆犪犅犛β、狆犆犪犅犛γ以及

含有小麦犜犪犘犇犛（编码八氢番茄红素脱氢酶ｐｈｙ

ｔｏｅｎｅｄｅｓａｔｕｒａｓｅ）基因片段的重组病毒载体质粒由中

国农业大学李大伟教授惠赠，含有小麦条锈菌犜狌犫犾犻狀

（犜犝犅）基因片段的重组病毒载体质粒由本实验室构

建。以上质粒均转入农杆菌ＥＨＡ１０５，于－８０℃条件

下长期保存备用。

供试植物材料：无毒本生烟以及供试小麦品种

均由本实验室保存。

供试试剂及溶液：“花宝”营养液；石英砂；硅藻土；

ＬＢ培养基（蛋白胨１０ｇ，酵母提取物５ｇ，氯化钠１０ｇ，

去离子水定容至１Ｌ并调节ｐＨ值为７．０，固体培养基

按１５ｇ／Ｌ添加琼脂粉）；农杆菌悬浮液（每１００ｍＬ灭菌

水加入１ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＭＥＳ，１ｍＬ１ｍｏｌ／ＬＭｇＣｌ２，

１００μＬ１５０ｍｏｌ／ＬＭＡＳ）；硫酸卡那霉素（１００ｍｇ／ｍＬ）；

利福平素（２５ｍｇ／ｍＬ）；磷酸缓冲液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ，

ｐＨ７．０）。

１．２　方法

１．２．１　小麦条锈菌扩繁与耐高温性评价

采用高感病品种‘铭贤１６９’扩繁２２个耐高温

条锈菌至产生足量的夏孢子，同一批次依次接种２０

个供试小麦材料。即将待鉴定的小麦材料播种于直

径为１０ｃｍ的塑料花盆中，待出苗９～１０ｄ，选取第

一片叶完全展开且长势一致的幼苗，采用扫抹法接

种‘铭贤１６９’扩繁的菌株夏孢子。接种后的小麦材

料于（２１±０．３）℃黑暗保湿２４ｈ，然后转移至１３～

１６℃的温室（Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ，光照强度８０００～

１２０００ｌｘ）继续潜育培养约１６ｄ，调查发病严重度。

根据高温条件下条锈菌在高感病品种‘铭贤１６９’上

侵染严重度，将条锈菌耐高温性水平分为０、１、２、３、

４、５共６级（表３）
［９］。

表３　小麦条锈菌耐高温性水平分级鉴定

犜犪犫犾犲３　犚犪狋犻狀犵狊犮犪犾犲狊犳狅狉犺犻犵犺狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狋狅犾犲狉犪狀犮犲犾犲狏犲犾狊狅犳狑犺犲犪狋狊狋狉犻狆犲狉狌狊狋狆犪狋犺狅犵犲狀

耐高温性级别

Ｈｉｇｈｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｔｏｌｅｒａｎｃｅｌｅｖｅｌ

症状描述

Ｓｙｍｐｔｏｍｄｅｓｃｒｉｐｔｉｏｎ

０级 严重度０，叶片上不产生夏孢子

１级 １％≤严重度＜１０％，仅在叶尖产生很少量的夏孢子堆

２级 １０％≤严重度＜２０％，在叶尖附近形成较多的夏孢子堆

３级 ２０％≤严重度＜４０％，在叶片中部及上部形成较多的夏孢子堆

４级 ４０％≤严重度＜６０％，在叶片的中部及上部形成大量夏孢子堆

５级 严重度≥６０％，在叶片的中上部、甚至整个叶片形成大量夏孢子堆

１．２．２　ＢＳＭＶ扩繁

１．２．２．１本生烟的培育

将本生烟草犖犻犮狅狋犻犪狀犪犫犲狀狋犺犪犿犻犪狀犪种子播种于

草炭土与蛭石按照３∶１混合的塑料盆中，待烟草长至

两片叶完全展开，移栽至塑料穴盘。育苗间温度２２～

２５℃，湿度７０％，光照４１００ｌｘ左右。期间每隔１０ｄ

补充一次“花宝”营养液，健康幼苗长至８～１０叶期进

行去顶，烟龄达３０ｄ可用于病毒接种试验。

１．２．２．２　农杆菌接种健康烟草

将－８０℃保存的农杆菌（分别含有ＢＳＭＶ的α、
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２０１８

β、γ链，其中γ链携带小麦犜犪犘犇犛基因片段）在ＬＢ

固体培养基（含１０ｍｇ／ｍＬＫａｎａ和５０ｍｇ／ｍＬＲｉｆ）

上划线，２８℃培养至有单菌落生成。用灭菌枪头挑选

单菌落于３ｍＬＬＢ液体培养基（含１０ｍｇ／ｍＬＫａｎａ

和５０ｍｇ／ｍＬＲｉｆ），２８℃振荡培养过夜。将过夜培

养的单菌落菌液转接至５０ｍＬＬＢ液体培养基（含

１０ｍｇ／ｍＬＫａｎａ和５０ｍｇ／ｍＬＲｉｆ）继续振荡培养

过夜。４℃转速４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ收集农杆

菌，利用农杆菌悬浮液调节菌液浓度至犃６００＝０．７。

将分别含有ＢＳＭＶα、β、γ链的土壤农杆菌悬浮液等

体积混合，２８℃黑暗静置３ｈ以上。用１ｍＬ无菌注

射器（去掉针头）注射８～１０叶期健康的本生烟草叶

片，利用健康烟草为过渡寄主扩繁病毒。每株烟草

注射顶端幼嫩的２～３片叶，叶背打孔，全叶注射，黑

暗过夜，置于光照周期Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ，光照强度

４０００～５０００ｌｘ，温度２２～２５℃，湿度７５％的光照培

养箱培养。

１．２．２．３　ＢＳＭＶ接种小麦

剪取注射后５～７ｄ的已经感染病毒的烟草叶片并

称量重量。灭菌的研钵中加入１∶１（犠∶犞）的２０ｍｍｏｌ／Ｌ

磷酸缓冲液（ｐＨ７．０），研磨烟草叶片成浆状并用无

菌纱布过滤。收集滤液，滤液中加入１％的石英砂

与硅藻土。蘸取烟草汁液混合物，自下往上单向摩

擦接种小麦。远距离喷水清洗接种小麦叶片，于

２０℃恒温培养，光照周期Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ，湿度

７０％。观察供试材料接种携带小麦犜犪犘犇犛ｃＤＮＡ

片段的ＢＳＭＶ后其症状表现，根据叶片产生的褪绿

条纹以及漂白症状明确供试小麦品种对ＢＳＭＶ的

亲和程度。ＢＳＭＶ接种设置２次独立生物学重复，

每次生物学重复包括２个技术重复。

１．２．３　干涉犜犝犅基因后小麦条锈菌耐高温性分析

当健康的本生烟草长至３０ｄ，分别注射ＢＳＭＶ：

００（含有ＢＳＭＶ的α、β、γ链，其中γ链不携带任何

外源片段）农杆菌悬浮液与ＢＳＭＶ：犜犝犅农杆菌悬

浮液（含有ＢＳＭＶ的α、β、γ链，其中γ链携带小麦

条锈菌犜犝犅基因片段）扩繁病毒，５～７ｄ提取烟草

汁液，接种２叶期小麦‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’。接种病毒７ｄ

即可对小麦材料的病毒接种叶进行ＲＮＡ提取验证

是否已经感染病毒。接种病毒１０～１２ｄ后对确定

已感染ＢＳＭＶ：００与ＢＳＭＶ：犜犝犅的小麦幼苗接种

耐高温条锈菌株１５３２３４，同时接种未感染病毒的

‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’幼苗为空白对照。小麦幼苗接种条锈菌

后在高温条件下（２１±０．３）℃黑暗保湿２４ｈ，转移至

１３～１６℃的温室（Ｌ∥Ｄ＝１６ｈ∥８ｈ，光照强度８０００～

１２０００ｌｘ）继续潜育培养，约１６ｄ观察发病严重度以

及夏孢子堆密度情况。

２　结果与分析

２．１　小麦品种在高温条件下接种条锈菌的严重度

鉴定

　　本研究在高温（２１±０．３）℃条件下接种条锈菌，

保湿２４ｈ后继续在１３～１６℃低温温室潜育培养约

１６ｄ，调查不同菌株接种供试小麦品种后小麦的发

病严重度，确定各菌株的耐高温性水平，同时确定小

麦品种的感病程度（表４）。经过分析比较，有１１个

小麦品种即‘ＮＪ１１９４’、‘ＣｈｉｎｅｓｅＳｐｒｉｎｇ’、‘辉县

红’、‘Ｔｈａｔｃｈｅｒ’、‘Ｓ１１０’、‘Ｍｏｒｏｃｃｏ’、‘Ｃｈａｎｃｅｌ

ｌｏｒ’、‘宁麦１５’、‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’、‘扬麦１２’与‘扬麦１８’

在高温条件下接种小麦条锈菌菌株后发病严重度较

高，每个品种至少对４个耐高温条锈菌的严重度达

到３～４级。同时发现，耐高温菌株１５３３５２、１４

１５３３０、１５３２３４、１４０１１１与１５４６３耐高温性水平较

高，在高温接种条件下每个菌株至少引起７个供试

品种发病严重度达到３～４级。其中，耐高温菌株

１５３３５２在 小 麦 品 种 ‘辉 县 红’、‘Ｔｈａｔｃｈｅｒ’、

‘ＣＢＯ３７’、‘Ｓ１１０’、‘Ｍｏｒｏｃｃｏ’、‘Ｃｈａｎｃｅｌｌｏｒ’、‘宁麦

１５’、‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’、‘扬麦１０号’、‘扬麦１２号’以及

‘扬麦１８号’上；１５３２３４在‘水源１１’、‘丰产３号’、

‘ＮＪ１１９４’、‘ＣｈｉｎｅｓｅＳｐｒｉｎｇ’、‘Ｍｏｒｏｃｃｏ’、‘Ｃｈａｎ

ｃｅｌｌｏｒ’、‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’、‘扬麦１０号’上；１４ １５３３０

在 ‘ＮＪ１１９４’、‘Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｓｐｒｉｎｇ’、‘辉 县 红’、

‘Ｔｈａｔｃｈｅｒ’、‘扬麦６号’、‘ＣＢＯ３７’、‘Ｓ１１０’、‘扬麦

１２’、‘扬麦１８’上的发病严重度达到３～４级。

２．２　小麦品种对犅犛犕犞亲和程度分析

取初步筛选获得的１１个小麦品种接种携带小

麦犘犇犛基因的ＢＳＭＶ：犜犪犘犇犛，鉴定其对ＢＳＭＶ

亲和性。接种重组病毒载体１４ｄ左右部分小麦材

料开始出现漂白褪绿症状，接种２０ｄ左右小麦叶片

漂白褪绿症状明显，统计出每个品种显症植株占总

株数的百分比（表５）。根据统计结果，小麦品种

‘ＮＪ１１９４’、‘ＣｈｉｎｅｓｅＳｐｒｉｎｇ’、‘宁麦１５’、‘Ｌｏｃａｌ

Ｒｅｄ’、‘扬麦１２’以及‘扬麦１８’对ＢＳＭＶ亲和程度

适合试验要求，当犜犪犘犇犛基因被干涉后症状明显

（图１）。
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表４　小麦品种接种耐高温条锈菌菌株后的严重度

犜犪犫犾犲４　犛犲狏犲狉犻狋狔狅犳狑犺犲犪狋狏犪狉犻犲狋犻犲狊犻狀狅犮狌犾犪狋犲犱狑犻狋犺狊狋狉犻狆犲狉狌狊狋犻狊狅犾犪狋犲狊狑犻狋犺犺犻犵犺狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狋狅犾犲狉犪狀犮犲

菌株

Ｉｓｏｌａｔｅ

小麦品种　Ｗｈｅａｔｖａｒｉｅｔｙ

水
源
11

丰
产
3号

C
hi
ne
se
 1
66

Ju
pi
te
co
 S

N
J1
19
-4

C
hi
ne
se
 S
pr
in
g

Av
oc
et
 S

辉
县
红

Th
at
ch
er

B
ob
w
hi
te

扬
麦
6号

C
B
O
37

S1
10

M
or
oc
co

C
ha
nc
el
lo
r

宁
麦
15

Lo
ca
l R
ed

扬
麦
10

扬
麦
12

扬
麦
18

１５４６３ ０ ２ ０ ０ ２ １ ０ ０ ４ ０ ０ ３ ３ ３ ３ ３ ４ ０ ０ ０

Ｐ４ ３ ６ １ ３ ０ ０ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３ ３ ０ ０ ４ ０ ０ ０

１４００６ ３ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ３ ０ ０ ４ ０ ４ ０

１４０１１ １ ０ ０ ０ ０ １ ２ ２ ３ ０ ０ ０ ０ ４ ４ ３ ３ ４ ０ ４ ４

１５４５４ １ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ４ ２ ２ ４ ２ ２ １

羊永１ ３ ３ １ ０ ０ ２ ３ ０ ２ ２ ０ ０ １ １ ０ ０ １ ３ ０ １ １

１５３３５ ２ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０ ３ ３ ０ ０ ３ ３ ３ ３ ３ ４ ３ ３ ３

１６０２５ ０ ０ ０ ０ １ ２ ０ １ ０ ０ ０ １ ０ １ ０ ０ ４ ２ ０ ４

１４１５３３０ ０ ２ ０ ０ ３ ４ ０ ３ ４ ０ ３ ４ ４ ２ ０ ２ ０ ２ ３ ４

１５４２７ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２ ０ ０ ０ ０ ３ ４ ４ ４ ２ ０ ０

１５３０３ ５ ０ ０ ０ ０ １ １ ０ １ １ ０ ０ １ １ ４ ０ ０ ２ １ １ １

１５５０３ ２ ０ ０ ０ ０ ３ ３ ０ ３ ０ ０ ０ ０ ２ ３ ０ ０ ３ ０ １ ３

１５２９９ ２ ０ ０ ０ ０ ０ ２ ０ １ ３ ０ ０ １ １ ３ ０ ２ ３ １ １ １

１６３０９ １ ０ ０ ０ ０ ３ ０ ０ ４ ４ ０ ０ １ ４ ３ ０ ０ ４ ２ ０ ０

１４１５５３ ０ ０ ０ ０ ３ ０ ４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ２ ０ ０ ０ ２ ０

１６２７１ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４ １ ０ ０ ０ ２ ０ １ ０ ２ ３ ０ ０

１６２９４ ３ ０ ０ ０ ０ ３ ０ １ １ ２ ０ ０ ０ ４ ３ ０ １ ３ ０ １ ０

１５４９４ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４ ０ ２ ３ ４ ３ １ ０

１５３２３ ４ ４ ３ ０ ０ ４ ３ ０ １ １ ０ ０ １ ２ ４ ４ ０ ４ ３ ０ ２

１５３２５ ２ １ １ ０ ０ １ ０ ０ １ ３ ０ １ １ ３ ２ ２ １ ４ ２ ３ ３

１５３４３ ３ ０ ０ ０ ０ ０ ３ ０ ０ ３ ０ ０ ０ ３ ３ ３ ２ ３ ０ ０ １

１５３３２ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ４ ０ ４ ０

表５　小麦品种对犅犛犕犞的亲和性１
）

犜犪犫犾犲５　犆狅犿狆犪狋犻犫犻犾犻狋狔狅犳狑犺犲犪狋犮狌犾狋犻狏犪狉狊狑犻狋犺

犅犪狉犾犲狔狊狋狉犻狆犲犿狅狊犪犻犮狏犻狉狌狊

品种

Ｖａｒｉｅｔｙ

漂白褪绿症状植株比例／％ａ

Ｒａｔｉｏｏｆｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｐｈｏｔｏｂｌｅａｃｈｉｎｇｌｅａｖｅｓ

重复１ １ｂ 重复１ ２ 重复２ １ 重复２ ２

ＮＪ１１９ ４ ２２（２／９）ｃ １７（１／６） ４３（３／７） ０

ＣｈｉｎｅｓｅＳｐｒｉｎｇ ２２（２／９） ０ ２０（１／５） ０

辉县红 ０ ０ ／ｄ ／

Ｔｈａｔｃｈｅｒ ０ ０ ０ ０

Ｓ１１０ １７（１／６） ０ ／ ／

Ｍｏｒｒｏｃｏ ０ １７（１／６） ０ ０

Ｃｈａｎｃｅｌｌｏｒ ２５（２／８） ０ ／ ／

宁麦１５ １４（１／７） １７（１／６） １４（１／７） ０

ＬｏｃａｌＲｅｄ ２５（２／８） ２５（２／８） １７（１／６） ０

扬麦１２ ０ １７（１／６） ３３（２／６） ８３（５／６）

扬麦１８ ０ ３３（３／９） ８６（６／７） １００（８／８）

　１）ａ：漂白褪绿症状植株比例＝显症株数／总株数×１００％；ｂ：重

复１１，１２和重复２１，２２分别表示第１次和第２次生物学重

复的２次技术重复；ｃ：括号数字“２／９”表示“显症株数／测试总

株数”，其他数据意义相同；ｄ：“／”表示数据缺失。

ａ：Ｒａｔｉｏｏｆｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｐｈｏｔｏｂｌｅａｃｈｉｎｇｌｅａｖｅｓ＝ｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｐｈｏ

ｔｏｂｌｅａｃｈｉｎｇｌｅａｖｅｓ／ｔｏｔａｌｐｌａｎｔｓ×１００％；ｂ：Ｒｅｐｌｉｃａｔｅ１１，１２

ａｎｄｒｅｐｌｉｃａｔｅ２１，２２ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｗｏｒｅｐｅｔｉｔｉｏｎａｌｔｅｃｈｎｉｃａｌｅｘ

ｐｅｒｉｍｅｎｔｓｉｎｃｌｕｄｉｎｇａｆｉｒｓｔａｎｄａｓｅｃｏｎｄｂｉｏｌｏｇｉｃａｌｒｅｐｌｉｃａｔｅｓ；ｃ：

２／９ｉｎｂｒａｃｋｅｔｉｎｄｉｃａｔｅｓ：２ｐｌａｎｔｓｗｉｔｈｐｈｏｔｏｂｌｅａｃｈｉｎｇｌｅａｖｅｓ／９

ｔｏｔａｌｐｌａｎｔｓｔｅｓｔｅｄ．Ｄａｔａｉｎｔｈｅｏｔｈｅｒｂｒａｃｋｅｔｓｆｏｌｌｏｗｔｈｅｓａｍｅ

ｒｕｌｅ；ｄ：／ｉｎｄｉｃａｔｅｓｎｏｄａｔａａｖａｉｌａｂｌｅ．

结合供试品种在高温条件下接种小麦条锈菌菌

株后发病严重度以及接种ＢＳＭＶ病毒后犜犪犘犇犛基

因的沉默效果，确定小麦品种‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’与１５３３５

２、１５３２３４等１８个菌株；‘ＮＪ１１９４’与１４１５３３０、

１５３２３４等７个菌株，‘扬麦１２’与１５３３５２、１４１５３

３０等６个菌株；‘扬麦１８’与１５３３５２、１４１５３３０等

６个菌株，‘ＣｈｉｎｅｓｅＳｐｒｉｎｇ’与１４１５３３０、１５３２３４

等５个菌株，‘宁麦１５’与１５３３５２等４个菌株组成

亲和（侵染型４型，严重度３～４级）互作组合（表６），

可以用来进行条锈菌耐高温相关基因功能研究。特

别是‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’对供试的１５３３５２、１５３２３４等１８

个耐高温菌株表现为高度亲和，在高温条件下接种

这些菌株后其发病严重度达到３级以上，并且与

ＢＳＭＶ病毒亲和度较高，是利用ＨＩＧＳ方法验证条

锈菌耐高温相关基因功能的理想材料。

２．３　利用犎犐犌犛技术干涉小麦条锈菌耐高温菌株

犜犝犅基因

　　以小麦品种‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’与耐高温菌株１５３２３４

组成互作组合，分析高温接种条件下干涉耐高温条

锈菌菌株中犜犝犅基因对条锈菌侵染发病的影响。

·９４·
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与未接种病毒的空白对照 Ｍｏｃｋ相比，感染携带空

载体ＢＳＭＶ：００病毒的小麦幼苗叶片上的条锈菌侵

染略受影响，发病严重度与孢子密度有所降低。进

一步对比发现，当条锈菌犜犝犅基因被干涉后，接种

叶片发病严重度进一步降低，孢子堆数量更少，且夏

孢子堆周围组织出现少量褪绿。说明当犜犝犅基因

被干涉后，高温条件下条锈菌的侵染过程明显受到

了抑制（图３）。

图１　小麦品种犘犇犛基因被干涉后漂白褪绿症状

犉犻犵．１　犘犺狅狋狅犫犾犲犪犮犺犻狀犵狅犳狑犺犲犪狋犮狌犾狋犻狏犪狉狊狑犻狋犺犘犇犛犵犲狀犲狊犻犾犲狀犮犲犱

表６　适合利用犎犐犌犛方法验证小麦条锈菌耐高温相关基因功能分析的互作体系

犜犪犫犾犲６　犛狌犻狋犪犫犾犲犻狀狋犲狉犪犮狋犻狏犲犮狅犿犫犻狀犪狋犻狅狀狊犫犲狋狑犲犲狀狑犺犲犪狋狏犪狉犻犲狋犻犲狊犪狀犱犘狊狋犻狊狅犾犪狋犲狊犳狅狉犪狀犪犾狔狕犻狀犵犺犻犵犺狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲

狋狅犾犲狉犪狀犮犲狉犲犾犪狋犲犱犵犲狀犲犳狌狀犮狋犻狅狀狊狌狊犻狀犵犎犐犌犛

品种Ｖａｒｉｅｔｙ 菌株Ｉｓｏｌａｔｅ

ＬｏｃａｌＲｅｄ １５３３５ ２ １５３２３ ４ １４０１１ １ １５４６３ １５５０３ ２ １６３０９ １ １５３４３ ３

Ｐ４ ３ ６ １６２９４ ３ １５４２７ １４００６ ３ １５３２５ ２ １５４９４ １５２９９ ２

羊永１ ３ １５３３２ １ １５４５４ １ １６０２５

ＮＪ１１９ ４ １４１５３３０ １５３２３ ４ １５５０３ ２ １６３０９ １ Ｐ４ ３ ６ １６２９４ ３ １４１５５３

扬麦１２ １５３３５ ２ １４１５３３０ １４０１１ １ １４００６ ３ １５３２５ ２ １５３３２ １

扬麦１８ １５３３５ ２ １４１５３３０ １４０１１ １ １５５０３ ２ １５３２５ ２ １６０２５

ＣｈｉｎｅｓｅＳｐｒｉｎｇ １４１５３３０ １５３２３ ４ １５３４３ ３ １５５０３ ２ 羊永１ ３

宁麦１５ １５３３５ ２ １４０１１ １ １５４６３ １５４２７

３　讨论

研究表明，多数小麦品种具有不同程度的温敏

微效基因调控的抗条锈性［１０］，构建研究条锈菌耐高

温相关基因功能的互作体系需要排除温敏微效抗性

对试验结果的干扰。本研究首先筛选了２０个常温

条件下高感条锈病的小麦品种，研究了其与２２个耐

高温菌株的互作，发现其中‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’、‘ＮＪ１１９

４’、‘扬麦１２’、‘扬麦１８’、‘ＣｈｉｎｅｓｅＳｐｒｉｎｇ’以及‘宁

麦１５’等１１个品种在高温接种条件下呈现高严重

度的侵染表型，结合接种ＢＳＭＶ：犜犪犘犇犛后的显症

情况，筛选出适合利用ＨＩＧＳ方法研究条锈菌耐高

温相关基因功能的小麦品种‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’与菌株

１５３３５２和 １５３２３４ 等互作组合。同时获得了

１５３３５２、１４１５３３０和１５３２３４等一批耐高温性稳

定且对上述品种具有高致病性的条锈菌菌株，为开

展后续试验奠定了基础，也可为其他专性寄生真菌

的相关试验提供参考。

·０５·
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图２　利用犎犐犌犛技术干涉小麦条锈菌犜犝犅基因对

耐高温菌株在‘犔狅犮犪犾犚犲犱’的侵染影响

犉犻犵．２　犈犳犳犲犮狋狊狅犳犘狊狋犵犲狀犲犜犝犅狊犻犾犲狀犮犲狅狀犻狀犳犲犮狋犻狅狀

犱犲狏犲犾狅狆犿犲狀狋狅犳犺犻犵犺狋犲犿狆犲狉犪狋狌狉犲狋狅犾犲狉犪狀狋狊狋狉犻狆犲狉狌狊狋

犻狊狅犾犪狋犲狅狀‘犔狅犮犪犾犚犲犱’狌狊犻狀犵犎犐犌犛

高温条件下，接种空载体病毒的小麦植株与空

白对照组相比条锈菌发病减弱，而实际常规接种温

度下，两组材料发病没有明显差异。根据已有文献

报道，ＢＳＭＶ病毒中３种ＲＮＡ链即α、β、γ的比例

会因为温度条件的不同而发生显著变化，致使感病

植物中病毒含量改变［１１］。推测一定范围内温度升

高有利于病毒繁殖，影响了条锈菌的发病，致使高温

条件下接种了空载体的试验组发病减弱。

试验发现，为提高小麦接种病毒的效率，扩繁病

毒应使用８～１０叶期的幼嫩烟草，烟龄过大则烟草

内病毒繁殖量会大大降低。此外，烟草病毒汁液中

保证有适量硅藻土或石英砂可以提高病毒接种效

率，但摩擦剂的量过大可能使小麦幼苗受伤过重导

致死亡。在病毒摩擦接种小麦的过程中，一只手固

定小麦茎部，一只手轻柔地单向摩擦接种，可避免小

麦根部被松动或者对叶片造成太大的机械伤害。

已有报道表明小麦品种‘Ｍｏｒｏｃｃｏ’与‘Ｔｈａｔｃｈｅｒ’

均有易于观察到利用ＢＳＭＶ沉默目的基因的表型，

可作为基因沉默的试验材料。但在研究中发现，

‘Ｍｏｒｏｃｃｏ’接种病毒的成功比例较低且显症时间明

显晚于其他小麦材料。两次重复试验中均没能观察

到‘Ｔｈａｔｃｈｅｒ’叶片接种ＢＳＭＶ：犜犪犘犇犛后产生漂白

褪绿症状，但能检测到植株中的病毒ＲＮＡ。因此，

ＢＳＭＶ病毒载体对小麦品种‘ＬｏｃａｌＲｅｄ’基因沉默

效率高于‘Ｍｏｒｏｃｃｏ’与‘Ｔｈａｔｃｈｅｒ’，更适合作为研究

条锈菌耐高温相关基因功能的寄主材料。
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