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釉稻品种地谷抗稻瘟病基因

的遗传分析和定位
关

李仕贵①② 马玉清① 王玉平① 王文明②

周开达① 朱立煌② “

(①四川农业大学水稻研究所
,

四川 温江 6 1 113;0 ② 中国科学院遗传研究所
,

北京 100 10 1)

摘要 利用我国稻区的稻瘟病生理小种 BZ 13 和 zB 巧对地谷与感病品种江南香糯的

杂交 F l ,

凡 和 B I F I
群体进行接种鉴定

,

确认地谷对 z B1 3
和 z B1 5

的抗性受一对显性基

因控制
.

应用 z B1 3
接种的 (地谷

x 江南香糯 )玛群体构建抗病池和感病池
,

通过 RF Lp

和微卫星标记对两池 DNA 多态性的检测
,

发现两个可能与相应抗病基 因紧密连锁的

分子标记
.

进一步用 凡 分离群体
,

将该基因定位于第 2 染色体
,

暂定名为 iP
一

d( t)
.

关键词 稻瘟病 限制性片段长度多态性 《R F L P ) 微卫星标记 基因定位

稻瘟病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

成为水稻高产稳产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
,

而抗源的发掘和利用
、

抗病基因的遗传分析和定位则是抗病育种 的基础
.

自 60 年代

日本系统地开展水稻抗稻瘟病基因遗传分析以来
,

迄今 已鉴定并定名了 30 多个抗病基 因 〔̀ 〕
,

其中 20 多个已经定位 z[]
.

但是稻瘟病菌生理小种的致病性变异较大
,

迄今在不同生态环境 中

已鉴定了几百个生理小种〔3〕
.

而大多数品种抗源单一
,

隐含着抗性丧失的危险
.

因此
,

迫切需

要拓宽新的抗病基因
,

寻找与抗病基因紧密连锁的分子标记
,

并利用分子标记对抗病基因进行

选择
,

提高育种效率 ; 同时为抗病基因的克隆奠定基础叫
.

地谷是广西地方品种谷龙 13 与珍汕 97 杂交育成的一个抗病保持系
,

对南方釉稻区分离

的多个稻瘟病菌系表现高度抗性
` )

.

本研究利用 Rf IJ ,和微卫星标记
,

结合群分法对来源于地

谷的抗稻瘟病基因进行遗传分析和定位
,

并寻找与该基因紧密连锁的分子标记
.

1 材料与方法

1
.

1 植物材料
199 5 年夏

,

以釉稻地谷为母本
,

感病品种粳稻江南香糯为父本
,

配制杂交组合
,

翌年春季

种植 F , ; 199 6年正季
,

将亲本
,

F l ,

凡 和 B I F I
群体种植于 四川农业大学水稻研究所试验场

.

1男 8功
一

16 收稿
,

1望刹〕
`

以
.

05 收修改稿
` 国家自然科学基金资助项 目 (批准号 ; 39 8创) 1工 )

二 * 联系人

l) 四川省水稻稻瘟病抗性鉴定资料
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1
.

2 供试菌系
、

菌液制备和接种鉴定

选用本地 区致病性 比较稳定的广谱致病菌系 Z B
3 I和 z B

5 1
为接种菌系

,

将感 z B1 3和 BZ
15的

水稻病穗颈分别用清水浸泡 24 h
,

表面消毒后置于培养皿 内的湿滤纸上
,

盖上皿盖置于 26
-

28 ℃的恒温箱内培养 48 h
,

取 出长有分生抱子的病穗颈
,

在显微镜下挑取单抱移人琼脂淀粉培

养基斜面上培养
.

两周后
,

挑取斜面培养菌接种于灭过菌的高粱粒上
,

培养 14 d
,

当高粱粒表

面长满菌丝时
,

用清水洗去表面菌丝
,

平铺于瓷盘上培养 Z d
,

此时高粱粒表面长有许多分生抱

子
,

用清水冲洗高粱粒上的分生饱子
,

配制成浓度为 5 x l护 个分生抱子 / mL 的悬浮液
.

在水稻分孽盛期
,

用医用注射器 (针头型号 4
.

5) 分别对双亲
,

lF
,

凡 和 B , F ,
接种致病菌系

zB
13和 z 1B 5 ;并在距离稻茎顶端 10 一 12 C m 处

,

将菌系的抱子悬浮液注人稻茎中央部位
,

直到多

余抱子悬浮液从心叶冒出为止
,

每株注射 3 一 4 个分孽
,

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 48 h
,

7 一 g d 后调查发病情况
,

并按凌忠专
、

潘庆华等介绍 的

方法进行叶瘟抗病性定级和统计分析囚
.

病斑型分为 4 种 : b 型
,

褐点型病斑 ; b g 型
,

病斑长径不超过 2 ~
,

周 围褐色
,

中央灰 白

色 ;
bG 型

,

病斑长径超过 2 ~
,

周围褐色
,

中央 白色 ;
GP 型

,

病斑长径超过 2 ~
,

周 围无色或

紫色
,

中央灰 白色
.

抗性分级标准
:

l) 无病斑… … R“

2) 有病斑
:
l) b > b g +

bG
十
飞时

,

2 ) b < 饨 + bG +
咒 时

, a

b

C

bG + p G = .0
· ·

… R

b G + R〕 > = 1… … M R

b + 饨 > bG +
GP … … M R

b + 饨 <
bG

+
飞… … S

咒
> ( b + b g + bG ) / 2… S

a
勺

b

统计分析时
,

将 R “ ,

R 和 M R 反应的植株归人抗病 (R )类型
,

其余为感病
,

根据抗性鉴定结果
,

以 z B1 3
接种的 (地谷

x
江南香糯 )凡 群体为基础

,

提取单株总 DNA
,

用

于 RF I尹 和微卫星标记分析
.

1
.

3 R F L P 分析

从任书z 〕对 148 个 玛单株 DNA 进行 RF Lp 分析
.

DNA 提取
、

限制性酶切
、

阮u t h e m 转移和分子

杂交参照 M cc ouc h困 的方法进行
.

采用 8 种限制性 内切 酶
:

肠
R工

,

石七阴 H工
,

iH n d班
,

骊 L

肠VR
,

卿11
,

刀甩工和 刃石口工
.

探针由美 国 Corn ell 大学 T公I ksl ey 实验室和 日本 RGP 馈赠
.

1
.

4 微卫星 DN A 标记分析

按照 c h en 等图提供的微卫星序列合成引物
.

cP R 反应参照 Pan au d 等 s[] 的方法进行
.

反

应产物在 4 %琼脂糖凝胶中电泳
,

经嗅化乙锭染色后在紫外灯下观察拍照
.

1
.

5 遗传作图

用 M Ap MA KER 软件回对分离群体的抗性和标记的分离数据进行连锁分析
.

利用 oK
s a JI山i

函数将重组率转化为遗传图距 ( c en it m o] 嗯an
,

c M )
,

2 结果
2

.

1 地谷抗稻瘟病基因遗传分析

本实验测定 了地谷和江南香糯两个亲本及其杂交后代对致病小种 z 1B 3和 z B 、5的抗病表现
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(表 1 )
.

其 F I 对两个小种均表现抗病反应
,

凡 群体的抗感病植株比例符合 3 : 1 的分离 比
,

B IFI

群体出现 l : 1 的分离 比例
,

表明地谷对 Z1B 3和 Z1B 5小种的抗病性受一对显性基因控制
.

表 1 地谷
x
江南香糯的 凡和 B

;
F

l
群体对小种 z 1B 3和 z 1B

5
的抗性分离

亲本 和
生理小种

抗感反应个体数
期望 比 OP

.

叮
,
。 01

后代群体

地 谷

江南香糯

Z B 13和 Z B巧

Z B 13和 Z B 15

Z B I : 和 Z B 巧

R S

20

20

2
.

9 18 9

2
,

X() 8 3

1
.

6 84 2

0 5 3 19

3
.

84 ~ 6
.

6 3

3
.

84 一 6
.

63

3
.

84 一 6
.

63

3
.

84
一 6

.

63

46372316

n划勺̀`q工工J,l,ùlln00由we气乙

.JL

, 、叹é飞̀J抽
.

1 .
.

盆
...

L
,.
.BBBR2222

.

.

.,
.盆

1
.

22FF
FFF
.

l];
ǐ

BB|

2
.

2 抗病池和感病池的建立

在抗性分析的基础上
,

选择 z 1B 3作为鉴别小种对 几 群体进行抗感分群
,

从抗病和感病 的

几 群体中
,

分别随机选取 10 个单株
,

每个单株各取等量 叶片
,

再将抗病和感病单株的叶片分别

混合提取
,

形成抗病和感病 DNA 池
.

2
.

3 抗病池和感病池的 R几
J

P 和微卫星标记分析

— 10 1 8

506396298

— 2 2 0

— 2 0 1

— 15 1

图 1 微卫星标记 R M巴62 在亲本和抗
、

感病池中的多态性

1
.

分子量标记
,

2
.

地 谷
,

3
.

汉南香糯
,

4
.

抗病池
.

5
.

威病池

用 8 种酶切配合 126 个 RF LP 探针 和 40 个微卫星

标记检测亲本 DNA
,

能揭示多态性的探针和标记共 102

个
,

多态性表现频率为 61
.

45 % ;应用上述 102 个亲本多

态性探针和标记检测抗病和感病池
,

发现位于第 2 染

色体的 D NA 探针 G 13 14 A 和微卫星标记 RM 2 62 能揭示

两池的多态性 (图 1 )
,

显示该抗病基 因与第 2 染色体上

的 G 13 14 A
,

R M 26 2 位点连锁
.

2
.

4 地谷稻瘟病抗性基因的定位

为了进一步确定地谷对 Z B1 3小种的抗病基 因在染

色体上的准确位 点
,

用 1G 31 4 A 和 RM 262 及其 附近的

C60 1
,

C 4 24
,

4G 5
,

( ; 2 4 3 探针以及 R五1263
,

RM 29 微卫星

标记检测 148 个 几 植株
,

结果表明
,

该抗稻瘟病基因与

上述探针 和标 记有 明显 的连锁 关 系
,

并与 1G 31 4 A 和

1恻 262 表现共分离 (图 2)
.

利用 M A PM A跳R 软件进行

图 2 R M 262 在 (地谷
x 江南香糯 )玛群体中的分离

R 为抗病单株
,

S为感病单株
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作图分析
,

构建了第 2 染色体的部分遗传连锁图
.

图 3 显示 了地谷的稻瘟

病抗性基因在第 2 染色体的相对位置
,

与 1G 31 4 A 的图距仅 1
.

2 Cm
,

该基

因暂定名为 P i
一

d( t)
.

为了证明该基因是 尚未定位的基因
,

应用第 2 染色

体已定位 的抗稻瘟病基 因 iP
一

b 共分离 的分子标记 G 1234 检测」
_

述 玛 群

体
,

结果显示 G 12 34 与该抗病基因无连锁
.

C H Z

D l s t

CM
M a kr e r

N a m e

C 60 1

16
.

2—
RM 2 6 3

C 4 2 4

3 讨论

地谷是 90 年代初福建农业科学 院利用广西地方 品种谷龙 13 为抗源

育成的一个抗稻瘟病保持系
,

目前是杂交水稻育种 中主要应用 的抗 源之

一 本研究结果表明地谷对 z B1 3和 BZ
15
小种的抗性受一对显性基因控制

.

用 z B 13
接种 (地谷 x 江南香糯 )凡 群体为基础

,

采用 RH尹 和微卫星标记结

合群分法
,

找到与抗 z B1 3的稻瘟病抗性基 因紧密连锁的分子标记
,

并进一

10.6—
1 2一

12 3—
,

6—.

0 —

P i
一

d ( t )
G 13 14 A

R 入12 6 2

G 2 4 3

RM 2 9

图 3 抗病基因 R
一

d

( t) 在第 2 染色体上
的定位

步将该基因 ( iP
一

d( t) )定位到第 2 染色体
,

它的识别和定位将有助 于该基因的克隆和分子标记

辅助育种
.

W al lg 等〔`例利用重组 自交系群体和 QTL 区间作图法定位了 10 个抗稻瘟病 Q几 位点
,

但第

2 染色体未发现抗稻瘟病 QTL 座位
.

uY 等〔川 曾利用近等基 因系和 RFI尸标记将 iP
一

2 (t )和 iP -4

(t) 分别定位于第 6 和第 12 染色体
,

Ryl 永
。
等仁̀

2马和郑康乐等仁
’ 3 3用类似方法分别将 iP

一

atz
,

R
一

at

和 iP
一

h
一

l 定位在第 12 染色体上
.

朱立煌等 [`4 〕用 RA DP 和 R F I尸 标记结合群分法
,

在第 8 染色

体定位了一个未知的抗病基因 iP
一

山
.

M访~
ot 等 [ ` , )用分子标记

,

将 R
一

b 定位于第 2 染色体短

臂的端部
,

并构建了 iP
一

b 的高密度连锁群
,

然而
,

具有该抗病基 因的 日本品系 (例如 B -L l) 对中

国菌系 z B1 3
感病

, )
.

本研究定位的抗稻瘟病基因 iP
一

d( )t 位于第 2 染色体短臂的近着丝点 区
,

它与 iP
一

b 共分离的分子标记 1G 234 无连锁关系
,

表明该基 因与 iP
一

b 不等位
.

此外
,

anP 等〔’ 6〕

报道 iP
一

14 ( t) 和 iP
一

16 (t )与第 2 染色体的同工酶标记 儿 n p l 连锁
,

但未能确定这两个基因在第 2

染色体上的准确位点 ;本研究定位的抗稻瘟病基 因 iP
一

d ( t) 是否与它们等位有待于进一步研

究
,
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