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　　[摘　要 ]　对空间诱变的丽江新团黑谷SP 1～ SP 3 代株系稻瘟病抗性变异进行了分析。结果表明, 经过空间诱

变后, 510 株SP 1 代植株中有 70 株对接种的GD 531 菌株由感病变为抗病, 占总株数的 13. 7% ; SP 2 代多数抗病株系

对接种菌株的抗感分离比例符合3∶1 或15∶1 的规律, 说明SP 2 代多数抗病株系受1 对或2 对显性主效基因控制;

SP3 代受 1 对抗病主效基因控制的抗病株系抗性继续分离, 而受 2 对抗病主效基因控制的抗病株系抗性基本稳定;

利用L R82SP 2 群体对丽江新团黑谷经过空间诱变后产生的抗病基因进行分子标记, 结果发现该基因位于第9 染色体

上, 与微卫星标记RM 409 连锁。
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　　由真菌M ag nap orthe g risea 引起的稻瘟病是一

种全球性的毁灭性病害, 严重影响水稻的稳产、高

产, 选育和推广抗病品种是防治该病最经济有效的

措施。抗病与优质和丰产间的矛盾, 是当前广东省乃

至华南籼稻区的稻瘟病抗病育种工作中存在的首要

问题, 因此, 如何提高优质稻的产量和抗病水平是当

务之急。

自开展空间诱变育种研究以来, 有关水稻空间

诱变低代材料性状变异的研究已有不少报道, 但主

要集中在重要农艺性状, 如株高、分蘖、有效穗、千粒

重等方面[124 ] , 而对空间诱变抗病性变异的研究目前

尚处于起步阶段。本研究利用返回式卫星搭载丽江

新团黑谷种子, 对空间诱变后的丽江新团黑谷SP 1～

SP 3 代株系进行稻瘟病抗性变异分析, 探求其抗性

变异遗传规律, 同时对突变后代的一个抗稻瘟病突

变基因进行了 SSR 分子标记定位, 以期为选育抗

病、优质、丰产的水稻品种奠定基础。

1　材料与方法
1. 1　供试水稻品种

1. 1. 1　空间诱变的水稻SP 1 代供试材料　丽江新

团黑谷经过返回式卫星搭载空间诱变后获得的SP 1

代种子, 以原种丽江新团黑谷作对照 (CK)。

1. 1. 2　空间诱变的水稻SP 2 代供试材料　经稻瘟

病抗性接种鉴定, 从丽江新团黑谷SP 1 代群体中选

取11 个抗病和1 个感病植株的种子作为SP 2 代供试

材料, 编号为 L R 12SP 2、L R22SP 2、L R 32SP 2、L R42SP 2、

L R 52SP 2、L R62SP 2、L R 72SP 2、L R82SP 2、L R 92SP 2、L R 102
SP 2、L R 112SP 2 和L S2SP 2, 以原种丽江新团黑谷作对

照 (CK)。

1. 1. 3　空间诱变的水稻SP 3 代供试材料　从L R 112
SP 2、L R72SP 2、L R92SP 2 和L R 32SP 2 群体中各选取 6 个

抗病植株的种子作为SP 3 代供试材料, 以原种丽江

新团黑谷作对照 (CK)。

1. 2　空间诱变方法

将丽江新团黑谷干种子于2003211203 利用返回

式卫星搭载空间运行18 d 后, 于11221 返回地面。1ö
3 同源种子留作地面对照。

1. 3　接种的稻瘟病菌株

接种菌株GD 531, 经中国 7 个稻瘟病鉴别寄主

鉴定为ZG1 小种, 属于粳型致病小种。用35 个单基
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因鉴别寄主 (其中 F 8021、F 9827、F 12421、F 12821、

F 12921 和 F 14522 为稻瘟病近等基因系, 其他为国

际水稻研究所的单基因系)接种, 结果可侵染其中的

11 个, 其基因型分别为P i2a (1)、P i2ta (2)、P i2b、P i2
t、P i2km、P i2ta、P i2kP (F 12921)、P i23、P i25、P i212

和P i219。菌株的DNA 遗传宗谱型为广东的次优势

宗谱GDL 1, 其致病谱较窄, 能高感丽江新团黑谷。

1. 4　对稻瘟病的抗性鉴定方法

将空间诱变材料与原种对照的种子采用常规方

法浸种、催芽, 依次穴播 (每穴 1 粒种子) 于瓷盆中,

待秧苗长至 3～ 4 片叶时, 用筛选出的代表菌株接

种, 接种液的分生孢子浓度为5×104ömL , 采用高压

喷雾方法接种。接种苗于25 ℃暗室中保湿24 h 后,

放荫棚下继续保湿, 7 d 后调查发病情况。病级划分

标准按中国统一的0～ 9 级标准进行, 将病级为0～ 3

级的定为抗病, 4～ 9 级的定为感病。

1. 5　水稻总DNA 的提取

水稻总DNA 的提取采用Zheng 等[5 ]的简易SD S

抽提法并稍加修改。取水稻苗期幼叶2～ 3 片于研钵

中, 加 400 ΛL SD S 抽提液 (200 mmo löL T ris2HC l,

pH 7. 5, 25 mmo löL N aC l, 0. 5% SD S) , 再加入少许

石英砂, 研磨成绿色浆状。转移至2 mL 离心管中, 用

400 ΛL SD S 抽提液洗净研钵, 洗液一同倒入离心管

中, 放置约1 h。加入氯仿ö异戊醇 (体积比为24∶1)

约1 mL , 振荡45 m in, 充分混匀后14 000 röm in离心

5 m in, 上清液转移到另一1. 5 mL 离心管中, 加入等

体积冰冻乙醇, - 20 ℃下放置15 m in 析出DNA , 14

000 röm in 离心3 m in, 弃上清液, 用体积分数75% 乙

醇漂洗, 适当风干, 加 200～ 300 ΛL T E (10 mmo löL
T ris2HC l, pH 8. 0, 1 mmo löL ED TA )溶解。

1. 6　微卫星分析

所用引物根据Co rnell 大学 (网址: h t tp: ööars2
genom e. co rnell. eduöriceöm icro sat) 公布的序列, 由

上海生工公司合成, 共222 对, 均匀分布于水稻的12

条染色体上。PCR 反应在PE9700 热循环仪上进行。

按照Panaud 等[6 ]的方法并稍加修改。PCR 反应体系

( 20 ΛL ) : 1 × PCR Buffer ( 50 mmo löL KC l, 10

mmo löL T ris2HC l, pH 8. 3, 1. 5 mmo löL M gC l2,

0. 1% 明胶) , 1 U T aq DNA 聚合酶, 50～ 100 ng 模

板DNA , 0. 15 Λmo löL 引物, 0. 2 mmo löL dN T P。反

应程序: 94 ℃预变性 5 m in (94 ℃ 1 m in, 55 ℃ 1

m in, 72 ℃ 1 m in) , 35 个循环, 72 ℃再延伸5 m in。扩

增产物在 6. 0% 聚丙烯酰胺凝胶中电泳, 用 1 göL
A gNO 3 染色观察。

2　结果与分析

2. 1　空间诱变水稻的SP 1 代抗性变异分析

　　从表 1 可以看出, 丽江新团黑谷经过空间诱变

后SP 1 代的 510 株秧苗中有 70 株抗病 (病级 0～ 3

级) , 占总株数的 13. 7% ; 440 株感病秧苗中, 病级为

4～ 5 级的植株有48 株, 占9. 4% ; 病级为6 级的有60

株, 占11. 8% ; 病级为7～ 9 级的有332 株, 占65. 1% ;

98 株原种对照均严重感病, 病级为8～ 9 级。丽江新

团黑谷是国际上公认的、有准确可靠实验证据的不

含任何主效抗性基因的普感稻瘟病的粳稻品种[7 ]。

以上结果表明, 经过空间诱变后, 丽江新团黑谷在

SP 1 代株系中有一部分株系的抗性已产生显著变

化, 由原来严重感病变成抗病, 另一部分感病程度减

轻。说明空间诱变使丽江新团黑谷SP 1 代株系对稻

瘟病的抗性发生了改变。

表 1　空间诱变丽江新团黑谷SP 1 代的苗期接种结果

T able 1　L eaf b last resistance of SP1 lines derived from L ijiangx in tuanheigu after space m utation

项目 Item

空间诱变丽江新团黑谷SP1 代株系病级
L eaf b last scale of SP1 lines of L ijiangx in tuanheigu after space m utation

原种对照
病级

L eaf b last
scale of CK

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 8～ 9

株数
N o. of tilling 14 27 10 19 18 30 60 163 141 28 98

占总株数比例ö%
Percen tage

2. 7 5. 3 2. 0 3. 7 3. 5 5. 9 11. 8 32. 0 27. 6 5. 5 100

　　注: 原种对照指丽江新团黑谷。

N o te: CK referred as L ijiangx in tuanheigu.

2. 2　空间诱变的水稻SP 2 代抗性变异分析

由表2 可知, 空间诱变丽江新团黑谷SP 1 代感病

植株L S2SP 1 在SP 2 代抗性未产生分离, 均为感病。从

SP 1 代中选取的11 个抗病植株在SP 2 代抗性全部产

生分离, 且各株系之间抗感分离的比例也不一样。对

11 个抗病SP 2 代株系抗感分离比例进行 ς2 分析, 统
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计结果表明, L R 12SP 2、L R52SP 2、L R 72SP 2、L R82SP 2、

L R 102SP 2 和L R 112SP 2 符合 3∶1 的理论比值,L R 32SP 2

和L R62SP 2 和L R 92SP 2 符合15∶1 的理论比值, 而L R 22
SP 2 和L R 42SP 2 既不符合3∶1 也不符合15∶1的理论

比值。根据孟德尔遗传规律, 抗感分离比例符合3∶

1 的株系对菌株GD 531 的抗性受1 对抗病主效基因

控制, 而抗感分离比例符合 15∶1 的株系对菌株

GD 531 的抗性受 2 对抗病主效基因控制。说明SP 2

代多数抗病株系受1 对或2 对显性主效基因控制, 而

L R 22SP 2 和L R42SP 2 既不符合3∶1 也不符合15∶1 的

理论比值, 其抗性遗传基础可能较复杂, 有待进一步

研究。
表 2　空间诱变丽江新团黑谷SP 2 代的苗期接种结果

T able 2　L eaf b last resistance of SP2 lines derived from L ijiangx in tuanheigu after space m utation

株系
L ines

抗感分离
D eviation of resistan t p lan ts to suscep tib le ones

R S R∶S

期望值
Expectation ς2 P

L R22SP2 75 42 1. 79∶1 3∶1 6. 843 8 0. 005～ 0. 01

L R52SP2 71 35 2. 03∶1 3∶1 3. 204 0 0. 05～ 0. 1

L R82SP2 109 40 2. 73∶1 3∶1 0. 181 5 0. 5～ 0. 75

L R112SP2 79 26 3. 03∶1 3∶1 0. 004 3 0. 9～ 0. 95

L R72SP2 87 24 3. 63∶1 3∶1 0. 515 0 0. 25～ 0. 5

L R102SP2 109 24 4. 65∶1 3∶1 3. 400 7 0. 05～ 0. 1

L R12SP2 86 18 4. 81∶1 3∶1 2. 971 4 0. 05～ 0. 1

L R42SP2 54 9 6. 01∶1
3∶1 4. 184 1 0. 025～ 0. 05

15∶1 5. 639 1 0. 01～ 0. 025

L R62SP2 123 12 10. 24∶1 15∶1 1. 197 3 0. 25～ 0. 5

L R92SP2 106 9 11. 82∶1 15∶1 0. 244 1 0. 5～ 0. 75

L R32SP2 130 11 11. 82∶1 15∶1 0. 343 9 0. 5～ 0. 75

L S2SP2 0 114

原种 (CK) 0 30

　　注: R. 抗病; S. 感病; ς2
0. 05= 3. 84 (df = 1) ; P. 理论频率。下表同。

N o te: R. Resistan t; S. Suscep tib le; ς2
0. 05= 3. 84 (df = 1) ; P. Expected frequency. T he fo llow ing tab le is the sam e.

2. 3　空间诱变的水稻SP 3 代抗性变异分析

从表3 可以看出,L R 112SP 3 的6 个株系中有3 个

株系的抗性继续发生分离, 抗感比例符合3∶1 的理

论比值, 其余3 个株系均表现为抗病; L R72SP 3 的6 个

株系中有4 个抗性继续发生分离, 抗感比例符合3∶

1 的理论比值, 其余 2 个株系均表现为抗病; 而L R 92
SP 3 和L R 32SP 3 的12 个抗病株系全部表现为抗病。根

据对丽江新团黑谷SP 2 代抗性分析可知,L R 112SP 2 和

L R 72SP 2 对菌株GD 531 的抗性受 1 对抗病主效基因

控制, 而L R 92SP 2 和L R32SP 2 受 2 对抗病主效基因控

制。根据孟德尔遗传规律,L R 112SP 2 和L R 72SP 2 群体

中有 50% 植株的抗病基因是杂合的, 到了SP 3 代这

些携带杂合抗病基因的植株抗性会继续产生分离。

而L R 92SP 2 和L R 32SP 2 由于受 2 对抗病主效基因控

制, 到了SP 3 代, 大部分植株至少含有1 个抗病基因,

因此多数植株表现为抗病。以上的推论与空间诱变

丽江新团黑谷SP 3 代的抗性测定结果相吻合。

表 3　空间诱变丽江新团黑谷SP 3 代的苗期接种结果

T able 3　L eaf b last resistance of SP3 lines derived from L ijiangx in tuanheigu after space m utation

株系
L ines

抗感分离
D eviation of resistan t p lan ts to suscep tib le ones

R S R∶S

期望值
Expectation ς2 P

L R112SP321 88 27 3. 26∶1 3∶1 0. 072 4 0. 75～ 0. 9

L R112SP322 91 30 3. 03∶1 3∶1 0. 003 0. 9～ 0. 95

L R112SP323 154 0

L R112SP324 100 38 2. 63∶1 3∶1 0. 347 8 0. 5～ 0. 75

L R112SP325 144 0

L R112SP326 127 0

L R72SP321 161 0

L R72SP322 134 0

L R72SP323 94 28 3. 36∶1 3∶1 0. 174 9 0. 5～ 0. 75
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续表 3　Continued of T ab le 3

株系
L ines

抗感分离
D eviation of resistan t p lan ts to suscep tib le ones

R S R∶S

期望值
Expectation ς2 P

L R72SP324 102 31 3. 29∶1 3∶1 0. 122 8 0. 5～ 0. 75

L R72SP325 117 35 3. 34∶1 3∶1 0. 219 3 0. 5～ 0. 75

L R72SP326 143 41 3. 49∶1 3∶1 0. 587 0 0. 25～ 0. 5

L R92SP321 122 0

L R92SP322 184 0

L R92SP323 127 0

L R92SP324 201 0

L R92SP325 158 0

L R92SP326 161 0

L R32SP321 96 0

L R32SP322 182 0

L R32SP323 109 0

L R32SP324 174 0

L R32SP325 138 0

L R32SP326 168 0

原种 (CK) 50 0

2. 4　空间诱变丽江新团黑谷抗病基因的SSR 标记

采用 222 对引物对空间诱变丽江新团黑谷SP 2

代群体L R 82SP 2 的149 个植株进行扩增, 以原种丽江

新团黑谷为对照, 其中有效扩增引物有210 对。结果

发现, SSR 标记RM 409 与L R 82SP 2 抗感植株出现一

定程度的共分离。由图 1 可以看出, RM 409 引物在

抗病植株中扩增出来的带型一小部分与对照相同,

大部分抗病植株只扩增出长度为 90 bp 的片段; 由

图2 可以看出, RM 409 引物在感病植株中扩增出来

的带型除一小部分与对照带型相同外, 多数只扩增

出长度为 80 bp 的片段。由前分析可知, 突变株系

L R 82SP 2 对菌株GD 531 的抗性由 1 对抗病主效基因

控制, 结合RM 409 引物在突变株系L R82SP 2 扩增的

带型可知, 该抗病基因位于第9 染色体, 与SSR 标记

RM 409 连锁。

图 1　SSR 标记引物RM 409 在抗病植株中的扩增结果

CK. 丽江新团黑谷; R. 抗病植株;M. M arker

F ig. 1　Amp lificat ion resu lts of SSR m aker RM 409 in resistan t p lan ts

CK. L ijiangx in tuanheigu; R. Resistan t p lan ts;M. M arker

图 2　SSR 标记引物RM 409 在感病植株中的扩增结果

CK. 丽江新团黑谷; S. 感病植株;M. M arker

F ig. 2　Amp lificat ion resu lts of SSR m aker RM 409 in suscep tib le p lan ts

CK. L ijiangx in tuanheigu; S. Suscep tib le p lan ts;M. M arker
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3　讨　论

本研究利用返回式卫星搭载空间诱变水稻品种

丽江新团黑谷, 对空间诱变后的SP 1～ SP 3 代进行稻

瘟病抗性的初步鉴定。结果表明, 经过空间诱变后,

部分植株对稻瘟病产生了明显的抗病性变异,

13. 7% 的单株由感病变为抗病, 说明空间诱变能够

有效地作用于空间诱变个体, 促使诱变个体产生抗

性变异, 从而改良品种的抗性。

SP 2～ SP 3 代接种结果表明, 经过诱变后, 同一

品种不同株系对同一接种菌株产生抗性突变的抗病

基因数目不同, 多数产生1～ 2 个抗病主效基因的突

变。由于目前对水稻空间诱变染色体变异的遗传机

理还不是很清楚, 诱变除了导致基因的位点突变外,

也可能导致染色体的缺失、重复、倒位、易位等畸变,

这些畸变可能导致少数经空间诱变的丽江新团黑谷

SP 2 代株系抗感分离比例不符合3∶1 或15∶1 的理

论比值。

利用L R82SP 2 群体对丽江新团黑谷经过空间诱

变产生的抗病基因进行分子标记, 结果发现该基因

与位于第9 染色体SSR 标记RM 409 连锁, 说明空间

诱变丽江新团黑谷在低代就产生抗性基因的突变。

由于丽江新团黑谷是国际公认的对稻瘟病不具抗病

基因的粳稻品种, 对其空间诱变后代的抗性基因进

一步精细定位、克隆, 将有助于进一步研究空间诱变

抗性基因突变的机理。
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Study on resistance varia t ion of space2induced lines to

rice b last and m o lecu la r m arker of the resistan t m u tan t gene

HONG Yan -bin1, 2,YANG Qi-yun 1,L IN Pe i-zhen 1,W ANG Hui2, CHEN Zh i-q iang2
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Abstract: T he research data on the varia t ion of the resistance to rice b last in the SP 1 - SP 3 of

lijiangx in tuanheigu w h ich w as su scep t ib le to b last af ter space2induct ion show ed that 13. 7% m u tan t p lan ts

in the SP 1w ere resistan t to rice b last. In the SP 2 rice space2induced lines, mo st of the resistan t lines had a

ra t io of 3∶1 o r 15 ∶ 1 of the devia t ion of resistance and su scep t ib ility, imp lying the resistance w as

con tro lled by 1 pair o r 2 pairs of m ajo r genes. In the SP 3 rice space2induced lines, a part of lines w ho se

resistance w ere con tro lled by a pair of m ajo r genes con t inued to demon stra te devia t ion of resistance, bu t fo r

the lines w ho se resistance w ere con tro lled by 2 pairs of m ajo r genes, the resistance genera lly becam e

stab le. By u sing the L R 82SP 2 popu la t ion fo r the mo lecu lar m arkers of the b last resistan t genes induced

th rough space m u tat ion, it w as found that the resistan t gene w as in the 9th ch romo som e and w as linked

w ith the SSR m arker RM 409.

Key words: rice space2induced line; rice b last; resistance m u tat ion; resistance gene; SSR m arker
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