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利用微卫星标记鉴定水稻的稻瘟病抗性

李仕贵!，$ 王玉平! 黎汉云! 周开达! 朱立煌$"
!（四川农业大学水稻研究所 温江 "!!!#%）

$（中国科学院遗传研究所 北京 !%%!%!）

摘 要 应用水稻稻瘟病抗性基因［3405（6）］紧密连锁的微卫星标记7,$"$对含有该抗病基因的品种地谷与感病

品种江南香糯和2/28的杂交9$群体进行遗传分析和抗性鉴定，结果表明，7,$"$的3:7扩增物在抗、感品种之

间的多态性较好；在$个9$群体中，7,$"$和抗病基因间的重组率分别为&;81<和2;!8<，应用该标记的抗性纯

合和杂合带型选择抗性植株，其准确率可达/2<以上。此外，还就分子标记辅助育种进行了讨论。
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稻温病（32*#0),+*#+(*24+%!+5）是水稻的主要

病害之一，近年来其危害面积正在逐年扩大，危害程

度日趋严重，已成为水稻高产稳定的主要障碍因素

之一。培育和种植抗病品种是控制这一病害的最经

济有效的方法。传统的抗病育种依赖于抗性鉴定和

植株表型选择，要求丰富的经验和长达数年甚至十

几年的时间，并且受稻瘟病发病条件的限制，以及缺

乏对抗病基因有效的追踪方法，很难选育出具有多

个抗病基因的持久抗病品种；如何提高选择效率、减

小育种进程中的盲目性，聚合多个抗性基因是将来

抗病育种的关键。分子标记辅助选择是通过分析与

抗病基因紧密连锁的分子标记的基因型来鉴别目标

基因是否存在，这种间接的选择方法，因不受其它效

应和环境因素的影响，可在早代进行选择，快速地将

多个抗病基因聚合，培育出持久抗性品种。在水稻

分子图谱上定位了许多抗稻瘟病基因（340?@，340$，

3401，340&，3408，340A，3406-等）［!!&］，我们在新抗源的

搜集整理基础上，已将一个新的抗稻瘟基因3405（6）

定位在第$染色体上，并筛选出与之紧密连锁的微

卫星标记7,$"$［"］。本文在此基础上利用7,$"$
对抗稻瘟基因3405（6）进行鉴定和筛选。

! 材料和方法

!"! 植物材料

在!//"年夏，以含有抗稻瘟病基因［3405（6）］的

品种地谷为母本，感病品种江南香糯和2/28为父

本，配制杂交组合，翌年春季种植9!；!//8年正季，

将亲本、9!和9$群体种植于四川农业大学水稻研

究所试验场。

!"# 供试菌系、菌液制备和接种鉴定

选用致病性比较稳定的广谱致病菌系BC!#为

接种菌系，将感BC!#的水稻病穗颈分别用清水浸泡

$1@，表面消毒后置于培养皿内的湿滤纸上，盖上皿

盖置于$"D!$2D的恒温箱内培养12@，取出长有

分生孢子的病穗颈，在显微镜下挑取单孢，移入琼脂

淀粉培养基斜面上培养。$星期后，在超净台上挑

取斜面培养菌接种于三角烧瓶内灭过菌的高粱粒

上，在恒温箱内培养!15，当高粱粒表面长满菌丝

时，倒出高粱粒，用清水洗去表面菌丝后，平铺于瓷

盘上培养$5，此时高粱粒表面长有许多分生孢子，

用清水冲洗高粱粒上的分生孢子，配制成浓度为每

毫升含&E!%1个分生孢子的悬浮液。

在水稻分蘖盛期，采用注射接种法，分别对亲

本、9! 和9$ 接 种 致 病 菌 系BC!#；距 离 稻 颈 顶 端

!%FG!!$FG处，将菌系的孢子悬浮液注入稻颈中

央部位，直到多余孢子悬浮液从心叶冒出为止，每株

注射#!1个分蘖。为了保证接种的可靠性，再辅以

人工喷雾接种；接种后用薄膜覆盖保温12@，8!/5
调查发病情况，并按凌忠专等介绍的方法进行抗病

性定级和统计分析［8］。



!"# 植株$%&的提取和微卫星（’’()）分析

在水稻分蘖期，分别取亲本、!"和!#群体各单

株的新鲜叶片，参照 $%&’(%)［*］的方法提取单株

+,-。引物.$#/#以&)012等提供的微卫星序

列合成［3］。4&.反应体系按照4515(6等［"7］的方法

进行；反应产物在89琼脂糖凝胶中电泳，经溴化乙

锭染色后在紫外灯下观察拍照。

* 结果分析

*"! 抗稻瘟病基因［+,-.（/）］与微卫星标记)0*1*
的遗传

本实 验 测 定 了 地 谷 与 感 病 亲 本 江 南 香 糯 和

*3*:及其杂交后代对致病小种;<"=的抗病表现

（表"）。!"对小种;<"=均表现抗病反应，!#群体的

表! 地谷与江南香糯和2324的杂交后代群体对小种56!#的抗性和微卫星分析
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抗感病植株比例符合=："的分离比，表明地谷对

;<"=小种的抗性受一对显性基因控制。

用微卫星.$#/#引物对感病品种江南香糯与

*3*:和抗病品种地谷进行4&.扩增，结果表明，感

病和抗病品种的扩增产物存在明显的多态（图"）。

其中感病品种江南香糯与*3*:的4&.产物片段大

小约"/7PA，抗病品种地谷的片段大小约#87PA。=
个亲本均扩增出"条带，!"有两条带，表明该微卫

星为共显性标记。

图" 微卫星标记.$#/#在亲本间的多态性
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（地谷N*3*:）!#群体的微卫星分析结果如图

#，在该群体中出现=种带型，分别与感病品种*3*:
（纯合基因型55）和抗病品种地谷（纯合基因型--）

相同的带型以及同时出现双亲的#条带（杂合基因

型-5）；并且这=种带型（55、-5、--）的分离比例符

合"：#："的理论比（表"）。在（地谷N江南香糯）!#
群体中，.$#/#的扩增产物带型和分离比同上述群

体的结果一致。

图# 微卫星标记.$#/#在（地谷N*3*:）!#群体中的分离

!EBR# H0B>0B5?E’1’G.$#/#E1!#A’A(D5?E’1’G+EB(／*3*:
.F.0@E@?51%0；HFH(@%0A?EPD0

*"* 微卫星标记)0*1*与抗病基因［+,-.（/）］的

共分离及其在育种中的应用

从（地谷N*3*:）!#群体分析可以看出，微卫星

标记.$#/#和抗病基因［4EU6（?）］之间的重组率为

*R":9；在（地谷N江南香糯）!#群体中，重组率为
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!"#$%。表 明&个’& 群 体 中()%以 上 植 株 的

*+&,&标记和植株的抗病性表现为共分离。以纯

合带 型 --选 择，两 个 群 体 的 入 选 植 株 均 表 现

.))%的抗病；以杂合带型-/筛选，（地谷0江南香

糯）’&中入选植株.))%的抗病，（地谷01(1#）’&
群体(1"&%的植株抗病（表&）。在&个’&群体中，

均有部 分//纯 合 带 型 的 植 株 表 现 抗 病，是 采 用

*+&,&筛选抗病植株与实际田间接种鉴定不一致

的主要原因，可能微卫星标记是在分子水平上对基

因型进行分析，其结果不受环境条件和其他基因作

用的影响。与感病亲本带型一致而表现抗病的植

株，除因*+&,&与抗病基因之间可能产生的重组

以外，稻瘟病接种鉴定的调查标准以及环境和人为

因素也有一定的影响。从本研究结果表明，*+&,&
与抗病植株表现出很高的符合率，完全可以在抗病

育种中应用。

表! 用微卫星标记"#!$!鉴定稻瘟病抗性的符合率
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< 讨 论

利用目标性状紧密连锁的分子标记进行辅助选

择是提高育种效率的有效途径。但是目标性状与标

记间的重组率在不同的群体中是有一定的差异，且

往往目标性状的定位群体不是育种群体，因此在实

际应用中，要求用于辅助选择的分子标记与目标性

状的重组率必须较低。-J:8:9+K（.(($）对I个不

同’&群体在第..染色体上.)个区间的重组率进

行比较［..］，结果表明，紧密连锁的标记之间的重组

率在不同群体间的差异不大。在本研究的&个’&
群体中，*+&,&与抗病基因［L7M=（6）］之间的重组率

差异也较小，说明紧密连锁的分子标记在不同群体

中的遗传距离有一定的稳定性。

水稻的许多重要性状如抗病性［.&］、抗虫性［.I］、

糯性［.$］、株高［.!］、恢复［.,］、广亲和［.#］、香味基因［.1］

等均已定位，且其中一些性状已筛选出紧密连锁的

分子标记。应用这些分子标记进行间接选择，将得

到事半功倍的作用。特别是抗性育种，直接选择需

要创造特殊环境进行筛选鉴定，不仅育种时间长，而

且受到许多条件限制；而分子标记辅助选择不受环

境条件的影响，分析手段快速简便，可以大大地提高

育种效率。在育种中，经常需要将多个性状或控制

某一性状的多个基因聚合于一个品种，需对逐个性

状或基因进行筛选鉴定，不但费时，且常常达不到预

期的目的。如在聚合杂交的历次杂交中应用目标性

状紧密连锁的分子标记进行辅助选择，可以快速准

确地将多个目标基因聚合于一个重组体。N4/8>
@A!"#$%（.((#）用分子标记在杂交’$代将$个抗

白叶 枯 基 因（G/M$，G/M!，G/M.I 和 G/M&.）聚 于

O*PP,)品系中［.(］。本实验室正在用分子标记聚合

I个抗稻瘟病基因［L7M=（6），L7MJ和L7M6/］培育持久

抗性品种。

作物育种中可利用的分子标记有许多种，常用

的有*’KL和*-LE等。*’KL是共显性的标记，

只要选择含有与目标基因紧密连锁标记的植株即可

区分纯合和杂合型，但是*’KL分析需要的E@-
量多，检测过程复杂，而且费用大，难以在育种实践

中推广应用。*-LE标记需要E@-量少，分析程序

简单，但它是显性标记，不能区分纯合和杂合型，且

重复性差，在实际应用中也存在一定的困难。所以

在标记辅助选择中，需要将*’KL标记和*-LE扩

增片段转换成以LD*为基础的共显性标记。本研

究使用的微卫星标记兼具了*’KL和*-LE的优

点，且多态性和重复性更好，是辅助育种中较理想的

一种分子标记。
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