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　　摘要：研究紫外线对小麦叶锈病病菌１２－５－１３８４－１菌株和其诱变菌株１３８４－Ｂ－１０－１孢子萌发率和流行学
因素的影响。结果表明，紫外线对这２个菌株的影响表现一致，紫外线处理均使夏孢子萌发率降低，潜育期延长，侵染
效率、产孢量及病情发展曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｄｉｓｅａｓｅ－ｐｒｏｇｒｅｓｓｃｕｒｖｅ，简称ＡＵＤＰＣ）显著下降，病斑扩展率最大值下
降；紫外线处理后，与原始菌株相比，诱变菌株夏孢子的相对萌发率较高，侵染效率提高，病斑扩展率最大值延迟，产孢

量和ＡＵＤＰＣ升高。以上结果表明，诱变菌株对紫外线的容忍度比原始菌株大，即诱变菌株更适宜在紫外线越来越强
的自然环境中生存。

　　关键词：紫外线；小麦叶锈病病菌；孢子萌发率；潜育期；侵染效率；产孢量；病斑扩展率；ＡＵＤＰＣ
　　中图分类号：Ｓ４３５．１２１．４＋３　　文献标志码：Ａ　　文章编号：１００２－１３０２（２０１８）０６－００９１－０４

收稿日期：２０１６－１０－３１
基金项目：国家重点基础研究发展计划（编号：２０１３ＣＢ１２７７００）。
作者简介：许换平（１９９０—），女，山东济宁人，硕士研究生，主要从事
小麦叶锈病研究。Ｅ－ｍａｉｌ：ｘｕｈｕａｎｐｉｎｇ９０１００５＠１６３．ｃｏｍ。

通信作者：孟庆芳，硕士，副教授，主要从事小麦叶锈病研究。

Ｅ－ｍａｉｌ：ｑｉｎｇｆａｎｇｍｅｎｇ５００＠１２６．ｃｏｍ。

　　由专性寄生菌小麦隐匿柄锈菌（Ｐｕｃｃｉｎｉａｔｒｉｔｉｃｉｎａ）引起的
小麦叶锈病是小麦生产上的重要病害之一，是世界上分布范

围较广的病害，一般造成产量损失 ５％ ～４５％，有时甚至更
高［１］。我国曾在１９６９年、１９７３年、１９７５年、１９７９年、１９９０年
发生流行小麦叶锈病［２］。２０１５年、２０１６年，笔者所在研究室
的人员在采集小麦叶锈病病菌标样的过程中发现，小麦叶锈

病发病率较高，尤其是２０１５年的发病率较高，发病面积较广。
尤其是在淮河以南地区，小麦叶锈病发病早，严重度高，严重

影响了小麦的产量。

小麦叶锈病在我国的侵染循环包括越夏、秋苗发病、越

冬、春季流行等４个过程。小麦叶锈病病菌可以产生性孢子、
锈孢子、夏孢子、冬孢子、担孢子等５种孢子，其中夏孢子在病
害循环中占有重要的地位，我国小麦叶锈病的发生主要依靠

夏孢子的侵染和传播，在夏孢子传播和侵染过程中，环境条件

的改变会影响其存活及病害的发生情况，特别是紫外线会导

致毒性的变化［３－５］和病菌的死亡［６－７］。但由于人为原因导致

臭氧层空洞，使得地球表面上的紫外线强度越来越强，不断加

强的紫外线会影响植物病原菌、寄主植物和植物病害［８］。当

前，紫外线已经被认为是影响植物病害发生和流行的最重要

的环境因素之一［９－１０］。因此，加强研究紫外线对植物病原菌

和植物病害的影响，已经成为控制植物病害和保证粮食安全

的重中之重。紫外线诱变也是获得锈菌突变菌株的重要手

段。Ｆｌｏｒ等采用紫外诱变的方法，获得了致病性发生变化的
亚麻锈菌菌株［１１－１２］。Ｍａｄｄｉｓｏｎ等研究了自然条件下紫外线
对锈病病菌远距离传播的影响［１３］。紫外线诱变在条锈病病

菌研究中的应用较多，商鸿生等通过紫外线诱变获得了多个

毒性发生突变的菌株［３，１４］；黄丽丽等对突变菌株进行了随机

扩增多态性ＤＮＡ标记遗传多样性分析，初步认为紫外线可以
使小麦条锈病病菌基因组 ＤＮＡ发生较大的变化［４］。在小麦

叶锈病病菌研究中，鹿巍对小麦叶锈病病菌０５－５－４６单孢
菌株进行紫外诱变，获得了３株稳定遗传的小麦叶锈病病菌
突变菌株 Ｍｕｔ１、Ｍｕｔ２、Ｍｕｔ３［１５］。本研究采用紫外诱变法，获
得毒性发生变异的突变菌株，并进一步探究紫外线对小麦叶

锈病病菌孢子萌发和流行学因素的影响，以期为小麦叶锈病

病菌致病性的研究提供材料和理论基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
１．１．１　供试菌株　小麦叶锈病病菌单孢菌株 １２－５－
１３８４－１和诱变菌株１３８４－１０－Ｂ－１，由河北农业大学小麦
叶锈病研究室保存。其中，单孢菌株１２－５－１３８４－１在鉴别
寄主ＴｃＬｒ１上的侵染型为“；”，诱变１３８４－１０－Ｂ－１菌株是
由菌株１２－５－１３８４－１在１６００μＷ／ｃｍ２紫外强度下照射
１０ｍｉｎ后筛选得到，在鉴别寄主ＴｃＬｒ１上的侵染型为“３”。
１．１．２　供试小麦品种　小麦品种为郑州５３８９，由河北农业
大学小麦叶锈病研究室保存。

１．１．３　试验时间与地点　试验于２０１５年１１月至２０１６年５
月，在河北农业大学植物保护学院分子植物病理学与生物防

治实验室完成。

１．２　试验方法
１．２．１　诱变剂量及方法　取１０ｍｇ新鲜的小麦叶锈病病菌
夏孢子，置于直径为９ｃｍ的培养皿中，保湿水化１２ｈ后，在
１６００μＷ／ｃｍ２紫外强度下，分别照射１０、２０、３０ｍｉｎ，以未照
射处理作为对照，照射后用毛笔收集夏孢子，均匀抖落在１％
的水琼脂培养基（１０ｇ琼脂粉 ＋１Ｌ蒸馏水）平板上，加盖后
放在２０℃黑暗环境中，６ｈ后显微镜下检查夏孢子的萌发情
况。每个处理随机检查３００个孢子，以夏孢子芽管长度超过
夏孢子直径一半作为萌发的记载标准［１６］，每个处理重复 ３
次。计算孢子萌发率和相对萌发率，孢子萌发率 ＝萌发孢子
数／检查孢子总数×１００％，相对萌发率＝处理组孢子萌发率／
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对照组孢子萌发率 ×１００％。根据前人对最适诱变剂量的研
究，原始菌株的夏孢子经紫外线照射后，致死率为９０％左右
时确定为最适诱变剂量。

１．２．２　诱变菌株和原始菌株流行学研究　将１０ｍｇ诱变菌
株和原始菌株的夏孢子分别水化后，在１６００μＷ／ｃｍ２紫外
强度下分别照射０、１０、２０、３０ｍｉｎ，将处理后的新鲜夏孢子收
集于装有１０ｍＬ稀释１０００倍的吐温 －２０水溶液的小喷壶
中，均匀喷洒于郑州５３８９小麦幼苗叶片上，叶片旁边放置载
玻片，以观察记录单位面积喷洒小麦叶锈病病菌的夏孢子数。

１６～２０℃黑暗保湿１４～１６ｈ后，移入１６～２０℃的温室内培
养。观察并记录流行学指标［潜育期、侵染效率、病斑扩展

率、产孢量、病情发展曲线下面积（ａｒｅａｕｎｄｅｒｔｈｅｄｉｓｅａｓｅ－
ｐｒｏｇｒｅｓｓｃｕｒｖｅ，简称ＡＵＤＰＣ）等］。试验设置３次重复。
１．２．２．１　潜育期的标准　将夏孢子接种于叶片至叶片上第
１个夏孢子堆突破表皮时的时间为潜育期，在叶片出现褪绿
斑后，每天观察叶片病斑的变化，记录第１个夏孢子堆突破表
皮的时间。

１．２．２．２　侵染效率的计算　显微观察记录载玻片上单位面
积喷洒的夏孢子数量，作为喷洒于叶片上的单位面积的夏孢

子数量。用毫米尺测量叶片的长度和最宽处的宽度，计算叶

片面积。当叶片上出现侵染点后，统计叶片上侵染点的数量，

并计算侵染效率。叶片面积＝叶片长×叶片宽×０．８；侵染效
率＝叶片上侵染点数量／（单位面积接种夏孢子的数量 ×叶
片面积）。

１．２．２．３　病斑扩展率计算　在接种夏孢子的叶片刚刚出现
孢子堆时，选择只有单个孢子堆的叶片，用电子游标卡尺测量

孢子堆的长、宽，并记录，计算病斑面积，每２ｄ测１次，直到
孢子堆不再扩展为止。

　　病斑扩展率＝（第２天病斑面积－第１天病斑面积）／第
１天病斑面积。
１．２．２．４　产孢量　待叶片上的孢子堆突破表皮后，每２ｄ收
集１次夏孢子，直至不再产生新的夏孢子，将收集的夏孢子悬
浮于１０ｍＬ无菌水中，用血球计数板统计每个处理的产孢量。
１．２．２．５　ＡＵＤＰＣ的计算　每４ｄ调查１次各处理的小麦叶
锈病发病率、严重度、病情指数。发病率是指发病叶片数占调

查总叶片数的百分率；严重度即叶片上锈菌夏孢子堆所占面

积与叶片总面积比值。病情指数 ＝发病率 ×平均严重度 ×
１００；平均严重度＝∑（各级严重度×各级严重度的叶片数）／
调查叶片总数 ×１００。根据病情指数计算 ＡＵＤＰＣ，ＡＵＤＰＣ＝

∑
ｎ－１

ｉ＝１
（
ＤＩｉ－ＤＩｉ＋１
２ ）（ｔｉ＋１－ｔｉ），其中，ＤＩｉ是接种后第 ｉ天的病情

指数，ｔｉ是接种后第ｉ天，ｎ是所有感病叶片数。

２　结果与分析

２．１　紫外线对小麦叶锈病病菌夏孢子萌发率的影响
　　由表１可知，在同一紫外线强度下，随着紫外线照射时间
的延长，２种菌株的相对萌发率均在逐渐降低。处理时间为
０ｍｉｎ时，菌株１２－５－１３８４－１夏孢子的萌发率为９６．９８％，
而诱变菌株１３８４－１０－Ｂ－１夏孢子的萌发率仅为７２．９４％；
当处理时间为１０ｍｉｎ时，菌株１２－５－１３８４－１夏孢子的萌
发率低于诱变菌株１３８４－１０－Ｂ－１夏孢子的萌发率，说明原

始菌株对紫外线较敏感。随着处理时间的延长，２种菌株的
相对萌发率逐渐接近，说明随着照射时间的延长，突变菌株的

抗紫外线能力逐渐降低。

表１　紫外线对小麦叶锈病病菌夏孢子萌发率的影响

照射时间

（ｍｉｎ）
１２－５－１３８４－１菌株 １３８４－１０－Ｂ－１菌株

萌发率（％）相对萌发率（％）萌发率（％）相对萌发率（％）
０ ９６．９８ １００．００ ７２．９４ １００．００
１０ １３．６０ １４．０２ １８．６２ ２５．５３
２０ ５．２３ ５．３９ ６．３９ ８．７６
３０ ２．２７ ２．３４ ２．１０ ２．８８

２．２　紫外线对小麦叶锈病病菌流行学参数的影响
２．２．１　紫外线对小麦叶锈病病菌潜育期的影响　由图１可
知，处理时间为０ｍｉｎ时，菌株１２－５－１３８４－１的潜育期为
９ｄ，诱变菌株１３８４－１０－Ｂ－１的潜育期为７ｄ，潜育期缩短
２ｄ；处理时间为１０、２０、３０ｍｉｎ时，菌株１２－５－１３８４－１的潜
育期分别为１０、１０、１１ｄ，每个处理中，诱变菌株１３８４－１０－
Ｂ－１的潜育期均缩短２ｄ。随着处理时间的延长，２种菌株
的潜育期均延长，说明紫外线可以延长小麦叶锈病病菌的潜

育期。

２．２．２　紫外线对小麦叶锈病病菌侵染效率的影响　由图２
可知，处理时间为０ｍｉｎ时，菌株１２－５－１３８４－１的侵染效
率为３０．３３×１０－５，诱变菌株１３８４－１０－Ｂ－１的侵染效率为
３８．９６×１０－５，诱变菌株的侵染效率提高了２８．４５％。处理时
间从０ｍｉｎ增加到１０ｍｉｎ时，菌株１２－５－１３８４－１的侵染效
率降低了８９．１７％，诱变菌株１３８４－１０－Ｂ－１的侵染效率降
低了９１．１３％。随着处理时间的进一步增加，２种菌株的侵染
效率均逐渐降低，对照组（处理０ｍｉｎ）与各处理组之间差异
显著（Ｐ＜０．０５），各处理组之间差异不显著；处理时间相同
时，诱变菌株的侵染效率总是高于原始菌株。
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２．２．３　紫外线对小麦叶锈病病菌病斑扩展率的影响　由图
３可知，菌株１２－５－１３８４－１的病斑扩展率变化较规律，各
处理之间的变化趋势一致，病斑扩展率均在接种后第１１天达
到最高，之后随着时间的增加，病斑扩展率逐渐降低，至第１９

天时又出现１个小高峰。菌株１３８４－１０－Ｂ－１处理 ０ｍｉｎ
组和１０ｍｉｎ组的最大病斑扩展率均出现在接种后第１３天，
且在第１７天时又出现１个小高峰；处理２０ｍｉｎ组和 ３０ｍｉｎ
组，最大病斑扩展率均出现在第１５天，后期没有出现小高峰。

２．２．４　紫外照射对叶锈病病菌产孢量的影响　由图４可知，
处理时间为 ０ｍｉｎ时，菌株 １２－５－１３８４－１的产孢量为
１１６．３９×１０４个，诱变菌株 １３８４－１０－Ｂ－１的产孢量为
１４５．４６×１０４个，诱变菌株的产孢量提高了２４．９８％。处理时
间从０ｍｉｎ增加至１０ｍｉｎ时，菌株１２－５－１３８４－１和诱变菌
株１３８４－１０－Ｂ－１的产孢量分别降低了８４．１１％、８３．８３％；
随着处理时间的进一步增加，２种菌株的产孢量均逐渐降低，
对照组（处理０ｍｉｎ）与处理组之间差异显著（Ｐ＜０．０５），各处
理组之间差异不显著；处理时间相同时，诱变菌株的产孢量总

是高于原始菌株。

２．２．５　紫外线对小麦叶锈病病菌ＡＵＤＰＣ的影响　由图５可
知，随着接种后时间的延长，各处理的 ＡＵＤＰＣ均在增加，且
对照组（处理０ｍｉｎ）显著高于各处理组（Ｐ＜０．０５）。就同一
菌株而言，接种后相同时间内随着照射时间的延长，菌株的

ＡＵＤＰＣ逐渐降低。同一菌株接种后相同时间内对照组的

ＡＵＤＰＣ与各处理组之间差异显著（Ｐ＜０．０５），各处理组之间
差异不显著。紫外线照射时间相同时，原始菌株 １２－５－
１３８４－１的 ＡＵＤＰＣ总是低于诱变菌株１３８４－１０－Ｂ－１的
ＡＵＤＰＣ。

３　结论与讨论

突变是促使病原菌发生遗传多样性变化的基本因素，因

此在研究中，对菌株进行诱变，筛选突变体是研究致病机制和

某些基因功能的基本方法［１７－１８］。紫外线导致ＤＮＡ发生变异
的根本在于入射光子的波长［１９－２３］，紫外线诱导的 ＤＮＡ变异
可以由紫外线 Ｂ或紫外线 Ａ吸收，以及光敏作用直接触

发［１９，２２，２４］，发生的变异是非定向的，正向的毒性突变是导致抗

病品种丧失抗锈性的原因，而反向的非毒性变异在筛选过程

中容易丢失。本研究采用紫外诱变的方法，以 ＴｃＬｒ１为鉴别
寄主，选择在ＴｃＬｒ１上侵染型为“；”的１２－５－１３８４－１单孢
菌株为原始菌株，经紫外线诱变后，筛选出侵染型变为“３”的
菌株，进一步研究紫外线对其流行学参数的影响。

本研究的结果表明，紫外线照射会抑制叶锈病病菌夏孢
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子的萌发，２株叶锈病病菌对紫外线照射的容忍度是不同的，
诱变菌株的容忍度大于原始菌株；在紫外线照射之后，菌株的

侵染效率、病斑扩展率、产孢量和 ＡＵＤＰＣ均下降，潜育期增
长，紫外线照射在某种程度上伤害了叶锈病病菌夏孢子，导致

一部分夏孢子不能萌发、甚至死亡，但即便如此，仍有一些幸

存的夏孢子能够萌发，曾有多名研究者报道过紫外线辐射可

以延迟幸存真菌分生孢子的萌发［２５－２７］；另外，真菌孢子自身

的某些生理条件可能会帮助其抵抗紫外照射的损害并修复其

带来的伤害［２８］，但这个过程需要时间，这可能是处理时间越

长，潜育期越长的原因。这些结果表明，诱变菌株和原始菌株

相比，原始菌株对紫外线照射更加敏感，在同样的紫外线照射

条件下，突变菌株更具生存优势。在此研究中突变菌株被命

名为诱变菌株１３８４－１０－Ｂ－１，自然界中该生理小种的毒性
高于单孢菌株１２－５－１３８４－１这一生理小种，近几年诱变菌
株１３８４－１０－Ｂ－１出现的比例高于单孢菌株１２－５－１３８４－
１，可能是因为诱变菌株１３８４－１０－Ｂ－１比单孢菌株１２－５－
１３８４－１更适合现在的生存环境。因此，可以初步认为紫外
线可能是造成叶锈病病菌生理小种不断进化的一个重要因

素，但还须做进一步的研究。
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