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分子标记辅助选择改良蜀恢 !"#对白叶枯病的抗性

黄廷友 李仕贵" 王玉平 黎汉云
（四川农业大学水稻研究所，成都 2!!!%$）

摘 要 以含抗性基因 3+#!和 3+5的抗白叶枯病近等基因系 DEFF2$为供体亲本，以不抗白叶枯病强恢复系蜀恢
4#8为轮回受体亲本，连续回交 %代，自交 !代，在分离世代用分别与 3+#!和 3+5紧密连锁的标记 G63#51和 +H!#
对目标基因 3+#!和 3+5进行辅助选择，直至 FI%9#。在 FI%9# 中选出株型、粒型、播抽期等农艺性状与蜀恢 4#8相

似且 G63#51和 +H!#的扩增带型纯合的 !$个单株，用 !$$个 E3HJ和 !#$对 KKE引物进行背景选择，决选出 4个单
株，作为改良的蜀恢 4#8。抗性分析表明，这些改良的蜀恢 4#8株系对我国菌系 I!0I"和来自菲律宾的 H! 和 H2 均

表现抗性，说明抗性基因已成功导入蜀恢 4#8中并表达。同时对 G63#51和 +H!#在亲本间的多态性和选择的准确
性也进行了分析，结果显示这两个标记在亲本间的多态性明显，共显性；选择的准确率分别在 "8L和 1%L以上，可
以用其进行标记辅助选择。
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白叶枯病（3+$/"(4($+& (*25+% 67 ) (*25+%，3((）是
水稻的重要病害之一，它导致水稻大幅度减产和产

量不稳定，同时也影响稻米品质。防治白叶枯病最

经济有效的措施是选育和种植抗病品种［!，# ］。分子

标记辅助选择（+’(7.@(,- <,-N7- O ,>>=>C7P >7(7.C=’B，
+3K）是直接利用与目标基因紧密连锁的分子标记
对其进行选择，是一种高效的抗病育种方法［# O 2］。

目前在水稻分子图谱上定位了 #$多个抗白叶枯病
基因［8 O "］，其中与 3+#! 和 3+5 紧密连锁的 HIE标
记已经找到［#，!$］。这使得用分子标记辅助选择改良

水稻白叶枯病的抗性成为可能。

本研究以抗白叶枯病水稻材料 DEFF2$ 为供体
亲本，四川农业大学水稻研究所新育成的优质、高配

合力、强恢复系蜀恢 4#8为受体亲本，利用分子标记

辅助选择，将 3+#!和 3+5导入蜀恢 4#8，达到改良
其抗白叶枯病的目的。

$ 材料与方法

$%$ 植物材料
蜀恢 4#8，四川农业大学水稻所新育成的优质、

高配合力强恢复系，不抗白叶枯病；DEFF2$，国际水
稻所以 DE#5为背景育成的抗白叶枯病近等基因系
（*DQ>）（含 3+#!、3+5、8+4和 8+!%）及另外两个近等
基因系 DEFF#!（含 3+#!）和 DEFF5（含 3+5）；DE#5，
作为感病对照。

$%" &’(分析
$%"%$ 3+#!和 3+5特异性扩增引物（表 !）。

表 $ 用于分子标记辅助选择的引物序列
)*+,- $ .-/0-12- 34 5*67-68 436 5*67-69*88:8;-< 8-,-2;:31 34 6-8:8;*12- =-1-8 ;3 !"#$%&’&#"( &)*+", -. > &)*+",，!&&

+,-N7- I/-’<’>’<7 H-=<7- >7R@7B.7 Q=BN7P ?7B7 J=>C,B.7 E7S7-7B.7

G63#51 !! 4T?,.?.??,,???C??CC...?,?%T 3+#! $)$.+ E’B,(P %/ +, !""#

4T?,.?.??C,,C.?,,,?,C?,,,%T

+H!# !! 4T,C.?,C.?,C.CC.,.?,??%T 3+5 — +3 F U %/ +, !"""

4TC?.C,C,,,,??.,CC.???%T

*’C7：.+，.7BC=<’-?,B



! "# "# 遗传背景选择：根据 !"#$%&&大学 ’’(图谱，
从每条染色体上选 )*对 ’’(引物（覆盖水稻染色体
)+,)-./0 ）和 )** 个 (123 引物（425、426、427、
42(和 428序列）进行背景分析。
! "# " $ 391 的提取，2!( 扩增：391 的提取，’’(
反应及产物的检测按文献［:］所述。(123反应按
4;%#"$ 8%/<$"&"=>%? @ A$/产品说明书进行。
! "$ 分子标记辅助选择程序
! "$ "! ;81:BC和 02):选择的准确性分析：为了确
定分别与 !":) 和 !"B 紧密连锁的 2!( 引物
;81:BC和 02):选择的准确性，分别配制组合（蜀恢
D:. E A(FF:)）和（蜀恢 D:. E A(FFB）。在 G: 群体中，

用上述标记分析其单株的基因型，然后套袋自交。

在 GH 代株系中，分别用相应的鉴别菌系 2+ 和 2) 进

行鉴定，根据抗感分离，推断 G: 的基因型，确定标记

选择的准确性。

! "$ "# 选择程序：用 A(FF+* 与蜀恢 D:. 配制杂交
组合，以蜀恢 D:.作轮回亲本，连续回交。在回交分
离世代进行分子标记辅助选择。选择的步骤：首先，

按株型、叶色和播抽期选择与蜀恢 D:.相似的单株；
再用 02):和 ;81:BC扩增入选单株，选择含 A(FF+*
带型的单株；最后，从株高、播抽期和粒型等农艺性

状上，决选与蜀恢 D:.相似的单株，继续与蜀恢 D:.
回交，直至 F!HG:。在 F!HG: 中，用 )** 个随机引物
和 ):*对 ’’(引物对 02):和 ;81:BC扩增带型纯合
且农艺性状与蜀恢 D:.相似的单株进行背景分析。
进一步对决选株系作抗谱和抗性分析。

!%& 白叶枯菌系接种及抗性分析
用我国的 .个代表菌系 !!I!"和来自菲律宾

的 2) 和 2+，分析决选株系的抗谱和抗性水平。接种

前将保存的菌种在 2’1培养基上复壮，并于鉴别品

种上测试毒力。将毒力稳定的菌种在 2’1 上于
:CJ培养 BC<，用灭菌蒸馏水配制成 ) E )*, /%&&KL7
的菌悬液用以接种。采用人工剪叶法在分蘖盛期接

种，每株接种 D M +张叶片。抗谱分析采用同株分蘖
分组法（同一植株的不同分蘖上分别接种不同菌系

小种）进行。接种在四川农业大学实验场隔离的田

块中进行。接种后 :*N左右，当感病对照品种 A(:B
的病情发展趋于稳定时，测量病斑占叶长度的百分

率，并按病斑长度百分率分为 D种水平：!DO，高抗
（P(）；DO M )*O，抗（(）；)*O M )DO，中抗（0(）；
)DO M H*O，中感（0’）；"H*O感病（’）。

# 结果与分析

# "! ’()#&*和+,!#在亲本和群体间的多态性及
选择的准确性

;81:BC 和 02): 的扩增带型在蜀恢 D:.、
A(FF+*、A(FF:)和 A(FFB之间均存在明显的多态性
（图 )，:），其中 ;81:BC在 A(FF+*和 A(FF:)中扩增
带相同，约 )***Q;，在蜀恢 D:.的扩增片段约 .**Q;。
02):在 A(FF+*和 A(FFB 中扩增带相同，且与蜀恢
D:.存在明显差异。这两个标记分别在（蜀恢 D:. E
A(FF:)）和（蜀恢 D:. E A(FFB）的 G: 群体中均出现 H
种带型：抗病亲本带（11 或 FF），杂合带型（1R 或
FQ）及和蜀恢 D:.相同的带型（RR或 QQ），在检测的
,+个单株中，11：1R：RR 为 ::：DB：:*（!

: S )-DC），
FF：FQ：QQ为 H*：HC：:C（!

: S C-,)），经卡方检测，均
符合 ) T: T)的理论比。表明这两个标记为共显性。

;81:BC对 !":)选择的准确性在 ,.O以上，而
02):对 !"B的准确性在 CH-HO以上（表 :）。影响
选择的准确率，除了标记与基因存在一定的交换外，

接种鉴定的误差也是一个重要原因。

表 # ’()#&*和+,!#选择的准确性
(-./0 # )1123-14 56 7-38039-::;:<0= :0/01<;5> 653 <?0 30:;:<->10 @0>0，!"#! ->= !"&，.-:0= 5> 7-3803 @0>5<4’0:

（’()#&* 653 !"#!，->= +,!# 653 !"&）A03;6;0= .4 B$ ’35@0>4 <0:<;>@

G: ;&R$U?

0R#V%# =%$"UW;% 9"@

9"@ "X GH XRL>&>%? Y>U< %R/< #%?>?UR$U ;<%$"UW;%#

(( (# ## 1//Z#R/WKO

(%/"LQ>$R$U

[R&Z%

11 :D :D * * )**

!":) 1R .* : +C * ,.@) ) @DHO

RR HD * * HD )**

!"B FF :B :* B * CH@H

FQ D+ D D) * ,B@B )) @DBO

QQ D* * + BB CC@*

11@5%$"UW;% "X U<% #%?>?UR$U &>$% A(FF:)；1R@P%U%#"\W="Z?；RR@ 5%$"UW;% "X ’<Z<Z>D:.；FF@5%$"UW;% "X U<% #%?>?UR$U &>$% A(FFB；FQ，<%U%#"\W="Z?；QQ@

5%$"UW;% "X ’<Z<Z>D:.；#((@P"L"\W="Z? #%?>?UR$U；(#@P%U%#"\W="Z?；## @P"L"\W="Z? ?Z?/%;U>Q&%
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图 ! "#$%&’在蜀恢 (%)、*+,,-.、*+,,%!间的多态性和在（蜀恢 (%) / *+,,%!）的 0% 群体中的分离

0123! 4567859":1;8 5< "#$%&’ 1= >:?:?1(%)，*+,,-.，*+,,%! @=A >B29B2@C15= 1= 0% "5"?6@C15= <958 C:B D95;; 5<（>:?:?1(%) / *+,,%!）
$$3 #:B 2B=5C7"B 5< 9B;1;C@=C "@9B=C；$@3EBCB95F72B=5C7"B；@@3 #:B 2B=5C7"B 5< >:?:?1(%)；G3!..H" 6@AAB9

图 % G4!%在蜀恢 (%)、*+,,-.、*+,,&间多态性和在（蜀恢 (%) / *+,,&）的 0% 群体中的分离

0123% 4567859":1;8 5< G4!% 1= >:?:?1(%)，*+,,-.，*+,,& @=A >B29B2@C15= 1= 0% "5"?6@C15= <958 C:B D95;; 5<（>:?:?1(%) / *+,,&）
,,3 #:B 2B=5C7"B 5< 9B;1;C@=C "@9B=C；,H3 EBCB95F72B=5C7"B；HH3 #:B 2B=5C7"B 5< >:?:?1(%)；G3!..H" 6@AAB9

! "! 选择结果分析
! "! "# 目的基因的选择：在（蜀恢 (%) / *+,,-.）的
,I!0!中，从田间选 J..株，经 4I+扩增，选得 &.株
含 $@和 ,H 带型的单株。从株高、叶型、粒型和播
抽期等农艺性状选择与蜀恢 (%)最相似的单株作为
回交亲本与蜀恢 (%)进行回交得 ,I%0!。对 ,I%0!、

,IJ0! 也按同样的方法进行选择，得到含 $@ 和 ,H
带型的单株均为 &.株。在入选的 ,IJ0! 中，选与蜀

恢 (%) 最相似的单株自交，得 ,IJ0%。从 (.. 株

,IJ0%中，经分子标记和田间农艺性状的选择，得到
%.株 $$和 ,,带型的单株。
! "! "! 遗传背景筛选：在 ,IJ0% 选出的 %.株 $$和

,,带型的植株中，从株高、叶型、粒型和播抽期决选
与蜀恢 (%)相似的 !.个单株，用 !..个随机引物和
!%.对 >>+引物进行背景分析表明，决选的 !.株与
蜀恢 (%)的遗传背景相同率分别在 K%L!M N K)L(M
和 K-L)M N KKL%M（表 J）。其中 (、-、’、K、!.单株在
遗传背景和农艺性状与蜀恢 (%) 更相似，作为改良
的蜀恢 (%)，暂命名为改良蜀恢 (%)+O(、(%)+O-、
(%)+O’、(%)+OK和 (%)+O!.。
! "$ 抗性水平和抗性分析
白叶枯病接种鉴定表明（结果见表 &），感病对

照 *+%&及蜀恢 (%)+对本实验所用的 K个菌系的病

斑长度百分比大于 !(M，表现中感或感。*+,,& 对
4- 和 I!菌系表现感，这与 !"& 的抗谱是一致
的［K］。*+,,-.、*+,,%!及所选的 (个株系对本实验
所用的 K个菌系均表现抗性。说明抗性基因已被导
入到感病的蜀恢 (%)中，且在其遗传背景下保留了
对白叶枯病的广谱抗性。

表 $ 背景选择的结果
%&’() $ %*) +),-(., /0 ’&123+/-45 ,)()1.6/4

46@=C

,@DP295?=A ;B6BDC15= H7 >>+

Q53 5<

;1816@9 65D1

4B9DB=C 5<

;1816@91C7RM

,@DP295?=A ;B6BDC15= H7 +$4S

Q53 5<

;1816@9 H@=A

4B9DB=C 5<

;1816@91C7RM

! !!) K) 3( &J% K%3!

% !!- K- 3) &&& KJ3J

J !!’ K’ 3J &-. K-3.

& !!) K) 3( &&& KJ3(

( !!’ K’ 3J &(( K-3&

- !!’ K’ 3J &-! K-3%

) !!- K- 3) &(% K&3&

’ !!’ K’ 3J &-! K-3)

K !!K KK 3% &-J K)3(

!. !!’ K’ 3J &)% K)3(
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表 ! 改良蜀恢 "#$及亲本和对照的抗性表现
%&’() ! *)+,+-&./) +0)/-123 45 0&1).-&( &.6 (,.)+ 3&17)18&++,+-)6 +)()/-)6 &.6 /4.-14(+ -4

944 1&/)+ :!8:" 5143 :;,.& &.6 <= &.6 <> 5143 <;,(,00,.)+

!"#$%&$%’

"() *$(%’

+%’$’&"(& *%,%* &- . !"" #"/%’ -# 0"&1-&20%’

34 35 6! 6" 6# 6$ 6% 6& 6’
7+89 : : : : : : : : :
;8<+ =: : : : : : : : :
7+>>5? @+ @+ @+ @+ @+ @+ @+ @+ @+
7+>>84 @+ @+ @+ @+ @+ @+ @+ @+ @+
7+>>9 + : + + + : + + +

;8<+ A ; + + + + + + + + +
;8<+ A 5 + + + + + + + + +
;8<+ A B + + + + + + + + +
;8<+ A . + + + + + + + + +
;8<+ A 4? + + + + + + + + +

+C+%’$’&"(&；@+C@$D1 #%’$’&"(&；:C :E’/%0&$F*%；=:C=$))*% ’E’/%0&$F*%

? 讨 论
由 !#$%&"’"$#( ")*+#, -. C /)*+#, 引起的稻白叶

枯病是水稻最严重的病害之一，在我国稻区，每年均

有不同程度的发生，给水稻生产带来严重的损失。

培育和种植抗病品种是最经济有效的方法［4，8 ］。传

统的抗病育种，在每一代经过田间抗性鉴定，不仅费

时、费力，而且还存在发病条件、基因的上位性和表

达时间许多限制因素，影响育种的效率。分子标记

辅助选择，一方面，可对目标基因进行有效追踪；另

一方面，可选出在遗传背景上与轮回亲本相似的单

株，减少盲目性，加速育种进程。本研究用分子标记

辅助选择，经一次杂交、三次回交和一次自交及一次

田间接种鉴定，就选出了携带 !#84和 !#9且遗传
背景与蜀恢 ;8<相似的改良恢复系。与传统育种方
法相比，提高了育种效率。在聚合多个基因的育种

中，尤其是当一个基因对另一个基因的遗传效应具

有掩盖作用时，要达到将它们累加的目的，是相当困

难的。分子标记辅助选择则可快速将多个基因累加

在一个品系中，达到改良其抗性的目的［4，G，9，5］。本

实验用分子标记辅助选择，将具有掩盖效应的抗性

基因 !#84和 !#9导入蜀恢 ;8<中（!#84对 !#9的
遗传效应具有掩盖作用［4］），达到了改良其抗白叶枯

病的目的，获得改良系的遗传背景与蜀恢 ;8< 相似
且已纯合，如用传统方法则十分困难。

标记选择的准确性是 =H: 的一个重要方面。
一般而言，各标记与目标基因间均有一定的交换值，

甚至在不同的背景下其值也不一样［4? A 48］。在本研

究中，各标记与目标基因间存在的交换值是影响选

择准确性的一个重要原因之一，其中 0IH89B 对
!#84和 =348对 !#9 选择的准确率分别为 .<J4K

L 4??K和 BGJGK L .9J9K。=H:是辅助手段，在低
世代中要选择大量的单株和株系，随着世代的增加

逐渐淘汰非目标材料，且经 =H:选得的材料，最终
要经过田间的鉴定，这样在多世代的选择中，可以逐

步剔除由于 =H:的不准确性而混进的非目标材料，
同时也不至于丢失目标基因，所以，对选择准确性可

允许的范围较大。育种中，可利用的分子标记较多。

对目标基因进行选择，36+ 标记最佳；背景分析，
::+标记可以确定差异的位点，但多态性较低，
+H3M多态性较高，但不能确定差异位点。还有其
它方法如 +NO3、HNO3等，应根据情况灵活选用。
将多个抗性基因聚合在一个品系中，由于基因

间的相互作用，其抗性增强、抗谱拓宽，从而延长品

种（系）的持久抗性［4，G，9，<，4G，49 ］。本研究将 !#84 和
!#9导入蜀恢 ;8<中，所得改良株系对 .个白叶枯
菌系表现抗性，其抗性的持久性和抗性水平在进一

步的研究之中。
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