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7�　　水稻白叶枯病是由水稻黄单胞杆菌（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓ

ｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａ，Ｘｏｏ）引起的一种全球性病害。一般病田损

失２０％～３０％，重病田损失８０％，有的甚至颗粒无收 7�［１-３］ 7�。

此病害在福建省每３～５年流行一次，是福建省普遍发生且

分布最广的一种细菌性病害。目前福建省大面积推广的水

稻品种大多不抗白叶枯病，用药防治效果差、成本高，且严重

污染环境。与发展新型高效、低毒的农药相比，培育具有白

叶枯病抗性基因的水稻新品种是控制水稻白叶枯病蔓延的

一种更为经济、有效的途径。２０世纪６０年代以来，已鉴定出

水稻白叶枯病抗性基因近３０个 7�［４］ 7�。中国农业科学院作物科

学研究所章琦等 7�［５］ 7�鉴定出一个来自普通野生稻的白叶枯病

抗性基因 Ｘａ２３，其抗谱较广，抗国内外２０个白叶枯病鉴别

菌株（抗菲律宾小种１～１０、中国致病型小种１～７和日本小

种１～３），且完全显性，全生育期抗病，后又将 Ｘａ２３转育到

栽培稻中，育成了近等基因系ＣＢＢ２３。该基因在杂交稻白叶

枯病抗性的改良上具有广阔的前景 7�［５-７］ 7�。本研究应用近等基

因系ＣＢＢ２３对杂交水稻的骨干恢复系ＨＫ０１进行遗传改良，

7�以期通过回交转育技术和分子标记辅助选择得到具有白叶

枯病抗性基因 Ｘａ２３的杂交水稻新恢复系。

7�１　材料与方法

7�１．１　材料

7�供体亲本：携有 Ｘａ２３基因的近等基因系ＣＢＢ２３（中国农

7�业科学院作物科学研究所提供）；受体亲本：骨干恢复系

ＨＫ０１。鉴定菌系：专化强毒性菌系Ｐ６（中国农业科学院作

物科学研究所提供）。

7�１．２　试验方法

7�１．２．１　田间试验与技术路线

7�以感白叶枯病恢复系ＨＫ０１为受体亲本，以ＣＢＢ２３为抗

7�性基因供体亲本配制杂交组合，Ｆ 7�１ 7�自交，以 ＨＫ０１为轮回亲

本进行回交，建立自交和回交分离群体。利用与抗性基因紧

密连锁的ＥＳＴ分子标记Ｃ１８９对目的基因进行分子标记辅

助选择，获得含有目的基因的抗性单株。然后再分别进行自

交、用恢复系 ＨＫ０１连续回交，建立不同世代的分离群体。

每个世代群体中均用选择标记进行选择，最终获得含有目的

基因 Ｘａ２３的优良恢复系。

7�１．２．２　 基因组ＤＮＡ提取及ＥＳＴ标记引物

7�基因组ＤＮＡ的提取：对于各世代材料，均采用基因组

7�收稿日期：２００８-１２-０５；修改稿收到日期：２００９-０１-０９。

7�基金项目：国家科技支撑计划资助项目（２００６ＢＡＤ０１Ａ０１）；国

家８６３计划资助项目（２００６ＡＡ１００１０１）；福建省科技厅国家８６３计

划项目配套经费资助项目（Ｆ２００６ＡＡ１００１０１）；福建省粮食作物育种

重大专项资助项目（２００８ＮＺ０００１）；福建省农业科学院科技创新团

队建设基金资助项目（ＳＴＩＦ-Ｙ０４）。
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7�ＤＮＡ快速提取法提取叶片总ＤＮＡ 7�［８］ 7�。根据王春连等 7�［７］ 7�报

道的标记序列Ｃ１８９，由上海生工生物工程技术服务有限公司

7�合成。ＥＳＴ 标记 Ｃ１８９的正向引物序列为５′-ＴＡＡＧＴＴ

ＣＴＡＣＡＴＣＧＡＣＣＣＣＡ-３′；反向引物序列为５′-ＣＡＣＡＴＧ

ＡＡＧＡＧＣＴＧＧＡＡＡＣＧ-３′。

7�１．２．３　ＰＣＲ反应体系及电泳

7�ＰＣＲ反应体积为２５μＬ，反应液组成如下：１０×ＰＣＲ缓

冲液（１００ｍｍｏｌ／Ｌ Ｔｒｉｓ-ＨＣｌ，ｐＨ８．３，５００ ｍｍｏｌ／ＬＫＣｌ，

０．１％ Ｔｒｉｔｏｎ-１００），２５ｍｍｏ１／ＬＭｇＣｌ 7�２ 7�，ｄＮＴＰ２．５ｍｍｏｌ／Ｌ，

每对引物５０ｎｇ，５０ｎｇ基因组ＤＮＡ，１ＵＴａｑ酶。ＰＣＲ反应

程序为：９４℃下预变性５ｍｉｎ；９４℃下变性１ｍｉｎ，５８℃下退火

7�１ｍｉｎ，７２℃下延伸２ｍｉｎ，３５次循环；最后７２℃下延伸１０

ｍｉｎ，４℃下保温。ＰＣＲ扩增产物在１．０％琼脂糖凝胶中电泳

分离，并通过凝胶成像系统扫描记录结果。

7�１．２．４　接种与抗性分级标准

7�在水稻孕穗期采用剪叶法进行人工接种，具体操作方法

为：用手术剪蘸取菌液剪去剑叶约２ｃｍ，按单株接种白叶枯

病菌专化强毒菌系Ｐ６，每株接种５张叶片。接种后２～３周，

7�待对照发病充分后进行调查。根据方中达 7�［９］ 7�提出的抗性分

级标准进行抗感划分和统计分析。

7�２　结果与分析

7�２．１　抗性基因连锁标记在抗感亲本间的多态性分析

7�利用与抗性基因 Ｘａ２３紧密连锁的分子标记Ｃ１８９，对基

因的供体亲本ＣＢＢ２３与受体亲本 ＨＫ０１进行多态性分析。

结果表明，ＣＢＢ２３在约７５０ｂｐ处出现扩增条带，而 ＨＫ０１则

无扩增带出现（图１），说明该标记可以有效地用于供体亲本

和受体亲本的标记辅助选择。

7�图１　ＥＳＴ标记Ｃ１８９对亲本及Ｆ 7�２ 7�的扩增结果

7�Ｆｉｇ．１ ＡｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｐａｒｅｎｔｓａｎｄｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｓｏｆＦ 7�２

7�ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｂｙｔｈｅＥＳＴｍａｒｋｅｒＣ１８９．

7�Ｍ，ＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ（ＤＬ２０００）；Ｌａｎｅｓ１ｔｏ１２，Ｆ 7�２ 7�；Ｌａｎｅ１３，

ＣＢＢ２３；Ｌａｎｅ１４，ＨＫ０１．

7�２．２　目的基因的分子标记辅助选择

7�将ＨＫ０１与ＣＢＢ２３杂交，收获Ｆ 7�１ 7�单株，选择其中３个

Ｆ 7�１ 7�单株种子繁殖成Ｆ 7�２ 7�分离群体。利用与抗性基因 Ｘａ２３紧

密连锁分子标记Ｃ１８９对Ｆ 7�２ 7�植株ＤＮＡ进行扩增（图１），对在

7�７５０ｂｐ处出现扩增条带的单株进行挂牌标记。在Ｆ 7�２ 7�群体选

择农艺性状较好，且在７５０ｂｐ处出现扩增条带的植株１５０

株，种植成Ｆ 7�３ 7�；再选择农艺性状一般但有扩增条带的植株与

ＨＫ０１回交。

7�２．３　 植株抗病性检测

7�选择１２份稳定地具有 Ｘａ２３基因的高世代材料，在分蘖

盛期用专化强毒菌系Ｐ６进行剪叶接种。结果筛选出１份编

号为Ｋ１０的高抗材料，其３５株群体全部表现高抗。

7�２．４　杂交组合表现

7�用三系不育系珍汕９７Ａ、Ⅱ-３２Ａ和两系不育系福农Ｓ作

7�母本，分别与Ｋ１０配制杂交组合，于２００８年５月将Ｆ 7�１ 7�种于

福建省沙县夏茂基地。实验按完全随机区组设计排列，３次

重复，每小区种植５行，每行７株。成熟时去除伪杂种，并随

机抽取３株进行单株穗长、有效穗数、结实率、千粒重等４个

性状的考查，结实率经反正弦平方根转换后进行统计分析。

7�从表１可以看出，Ｋ１０分别与珍汕９７Ａ、Ⅱ-３２Ａ及福农

Ｓ测交，均表现出良好的恢复性能。组合福农Ｓ／Ｋ１０在穗

长、穗数、结实率和千粒重等性状上的表现，均优于对照汕优

６３，达极显著水平；组合Ⅱ-３２Ａ／Ｋ１０的穗长、每穗粒数和结

实率也优于汕优６３，但穗数、结实率与对照相差不显著；与对

照相比，组合珍汕９７Ａ／Ｋ１０仅在千粒重上优于汕优６３，其他

性状相差不显著。综上分析，Ｋ１０与两系不育系福农Ｓ具有

较强的配合力，表明该恢复系在培育白叶枯病抗性杂交水稻

组合上将有一定的应用价值。

7�３　讨论

7�分子标记辅助选择改良水稻白叶枯病的抗性，可以有目

的地对杂交水稻恢复系进行改良，是一种有效的方法。中国

水稻研究所利用回交和分子标记辅助选择相结合的方法，育

成了两个携带广谱高抗白叶枯病基因 Ｘａ２１的水稻恢复系

Ｒ８００６和Ｒ１１７６，并配制出中优６号和中优１１７６等杂交组

合 7�［１０］ 7�。陈小荣等 7�［１１］ 7�将 Ｘａ２１基因成功导入水稻光（温）敏核

不育系培矮６４Ｓ，获得抗性得到改良的转基因培矮６４Ｓ不育

系。安徽省农业科学院将 Ｘａ２１导入明恢６３，育成了高抗白

叶枯病的明恢６３ 7�［１２］ 7�。王春连等 7�［７］ 7�利用分子标记辅助选择

7�表１　杂交组合的产量构成因素

7�Ｔａｂｌｅ１．ＹｉｅｌｄｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓｏｆｔｈｅｃｒｏｓｓｅｓｄｅｒｉｖｅｄｆｒｏｍｔｈｅｎｅｗｒｅｓｔｏｒｅｒｌｉｎｅＫ１０．

7�组 合

7�Ｃｒｏｓｓ

7�穗长

7�Ｐａｎｉｃｌｅｌｅｎｇｔｈ

7�／ｃｍ

7�每株穗数

7�Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

7�ｐａｎｉｃｌｅｓｐｅｒｐｌａｎｔ

7�结实率

7�Ｓｅｅｄｓｅｔｔｉｎｇ

7�ｒａｔｅ／％

7�千粒重

7�１０００-ｇｒａｉｎ

7�ｗｅｉｇｈｔ／ｇ

7�珍汕９７Ａ／Ｋ１０Ｚｈｅｎｓｈａｎ９７Ａ／Ｋ１０ �{7�２３ ��．９６±０．２９ 7�１３ �%．００±２．０８ 7�５７  Y．１７±１．７５ 7�２７ #Q．８７±０．２０ 7�＊＊

7�Ⅱ-３２Ａ／Ｋ１０ �j7�２４ ��．９６±０．７４ 7�＊＊ 7�１５ �%．０９±０．７７ 7�７１  Y．２３±０．３２ 7�２７ #Q．４７±０．２９

7�福农Ｓ／Ｋ１０ＦｕｎｏｎｇＳ／Ｋ１０ �o7�２５ ��．７９±０．３７ 7�＊＊ 7�２１ �%．３１±１．６７ 7�＊＊ 7�７２  Y．４４±１．０６ 7�＊＊ 7�２９ #Q．７３±０．１６ 7�＊＊

7�汕优６３Ｓｈａｎｙｏｕ６３（ＣＫ） 7�２３ ��．０７±０．４１ 7�１４ �%．６０±０．７３ 7�６５  Y．１２±０．５３ 7�２７ #Q．５１±０．４７

7�　　 7�＊＊ 7�表示与对照（汕优６３）相比差异达０．０１显著水平。
7�＊＊ 7�Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔａｔ０．０１ｌｅｖｅｌ，ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈＣＫ．
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7�7�7�

7�技术选育出３个携带 Ｘａ２３基因的性状优良的恢复系。

7�分子标记辅助选择是一种利用与目的基因紧密连锁的

分子标记，对目标性状进行间接选择的现代育种技术。该方

法不仅可大大缩短育种年限，提高育种效率，而且还节约了

大量的人力、物力和成本。因此，在实际育种工作中，利用分

子标记辅助选择技术筛选具有抗病基因的单株显得非常重

要。本研究利用分子标记辅助选择技术、表型选择与田间农

艺性状选择相结合的方法，从ＢＣ 7�２ 7�Ｆ 7�５ 7�获得了农艺性状相对较

好，且高抗白叶枯病的改良恢复系Ｋ１０。该恢复系在培育白

叶枯病抗性杂交水稻组合方面，将有一定的应用价值。
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