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水稻稻瘟病抗谱鉴定技术规程

1　 范围

本文件规定了水稻稻瘟病抗谱鉴定技术的术语与定义、环境条件、技术流程、评价标准和技术档案。

本文件适用于水稻品种等材料对稻瘟病的抗谱鉴定。
2　 规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用性文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB 3095  环境空气质量标准

GB 5084  农田灌溉水质标准
GB 15618  土壤环境质量 农用地土壤污染风险管控标准（试行）
GB/T 15790  稻瘟病测报调查规范
DB51/T 714  水稻抗稻瘟病性田间鉴定技术规范
DB/T 2735-2020  水稻穗颈瘟人工接种鉴定技术规程

3　 术语与定义
下列术语与定义适用于本文件。
水稻稻瘟病
由丝状子囊真菌稻瘟病菌（有性态为Magnaporthe oryzae，无性态为Pyricularia oryzae）引起的水稻真菌病害。依据病害发生的时期和部位，稻瘟病可分为苗瘟、叶瘟、叶枕瘟、穗颈瘟、枝梗瘟、粒瘟和茎节瘟。

3.2

叶瘟

叶瘟发生于三叶期后的秧苗或成株叶片上，一般从分蘖期至拔节期盛发，叶上病斑可分为慢性型、急性型、白点型和褐点型。
3.3 

抗瘟性
植物体所具有的能够减轻或克服稻瘟病菌致病作用的可遗传性状。

3.4 

抗谱 
根据采用的技术标准判别水稻品种等材料对稻瘟病的抵抗能力，抗谱计算公式为：
A=（B/C）× 100............................（3）
式中：   
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——抗谱，%；
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——接种后表现抗病反应型的菌株数，个；
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——总接种菌株数，个。

3.5 

接种体 
能够侵染水稻植株并引起病害的病原体。
3.6 

人工接种
在适宜条件下，通过人工操作将接种体置于水稻植株适当的部位并使之发病的过程。
3.7
番茄燕麦培养基 

用于稻瘟病菌的培养。1L培养基中含有燕麦片40g，番茄汁150mL，琼脂粉20g。将燕麦片水煮20min，纱布滤去残渣。番茄榨汁纱布过滤，取其汁液倒入过滤好的燕麦片汁液中，加入琼脂粉，定溶至1L，灭菌后使用。

4  环境条件

鉴定时的环境条件，环境空气质量应符合GB 3095规定；土壤环境质量应符合GB 15618规定；育苗喷灌用水质量应符合GB 5084规定。
5  技术流程
5.1  水稻苗的种植与管理
5.1.1  水稻品种的选择
以县或县级市为单位，以明确当地水稻品种抗瘟性为目的，在拟开展水稻稻瘟病抗谱鉴定的县或县级市选择主栽或高潜力水稻品种10份-15份用于试验。同时，在开展试验的县或县级市，选择稻瘟病发生较重地块，种植普感品种丽江新团黑谷或蒙古稻，用于采集、分离当地的稻瘟病菌株。
5.1.2  浸种催芽
称取适量的供试水稻种子。先用自来水充分漂洗，去除瘪籽和杂质；再用清水浸泡2-4 d，每天换水，直至种子露白；接着于37℃催芽，至胚根长至约0.5 cm时，用于播种。

5.1.3  播种

选取发芽一致的种子，采用点播方式用镊子将水稻种子穴播于128孔塑料育秧盘内（54 cm × 28 cm×4 cm），每孔播种4-5粒，3次重复，播种后将育秧盘置于温室苗床上。其上覆盖约1 cm厚的干细土。如果在冬季种植，覆盖的干细土要稍厚，且要在苗床上覆盖塑料薄膜保温。
5.1.4  水稻苗管理
水稻种植全过程进行常规管理，在3叶1心期可适当补施氮肥，全程不施用任何杀菌剂和杀虫剂。

5.2  接种体制备
稻瘟病菌分生孢子悬浮液可作为抗谱鉴定的接种体。
5.2.1  倒产孢板
用微波炉融化番茄燕麦培养基，倒入6 cm玻璃小皿（超过培养皿厚度的2/3），凝固后备用。
5.2.2  涂断菌丝
将供试稻瘟病菌株接种在番茄燕麦培养基上，于26℃-28℃条件下培养，待其菌落直径长至接近培养基边缘时，加入少量无菌水，用灭菌棉签轻轻洗下菌丝和分生孢子，将其悬浮液均匀涂于另一新的平板培养基上（培养基要适当硬一些），超净工作台内吹干，置于26℃-28℃培养箱中光照培养。
5.2.3  洗菌
培养约36h-48h，待培养基表面长出一层稀疏的气生菌丝体。向菌落上加少量无菌水，用灭菌棉签轻轻擦去表面的气生菌丝，并用无菌水将培养基表面的菌丝和分生孢子冲洗干净，待培养基表面晾干后罩上2层纱布，用皮筋绑好，于26℃-28℃条件下光照培养至有大量分生孢子产生
5.2.4  分生孢子悬浮液制备
将含0.025% Tween 20的灭菌水轻轻倒入培养皿，用棉签将菌落表面形成的分生孢子洗下，滤去残渣后移至离心管中。充分混匀后用血球计数板测定孢子浓度， 3次重复后取平均值。用含0.025% Tween 20的灭菌水将分生孢子悬浮液浓度调至3×105个孢子/mL，供接种使用。注意：分生孢子悬浮液需现用现配，从配制到完成接种不得超过2h。
5.3  人工接种流程
5.3.1  叶片准备
在水稻苗中选取充分展开的心叶（叶龄在5叶-7叶），取其中下部，剪成长约5cm、上下宽度基本一致的叶段，用灭菌昆虫针在叶片正面、垂直于叶脉方向轻轻划出微创点，每个叶段均匀划出3个微创点，每个点长2mm-5mm。将2层略小于培养皿底且已灭菌的滤纸片平铺于直径9cm的玻璃或塑料培养皿内，加无菌水浸湿，确保表面无明水。将灭菌牙签放入灭菌水浸泡10min-20min，取2根灭菌牙签放在浸湿的滤纸片表面，将已划出微创点的叶段摆放其上，注意微创点不要摆放在牙签上。用0.025% Tween 20水溶液对叶段均匀喷雾，培养皿盖内侧同时喷雾。
5.3.2  人工接种

用微量移液器吸取分生孢子悬浮液点接于叶段的微创点，每个微创点点接分生孢子悬浮液5µL -10µL，盖上培养皿盖。将接种后的叶段在26℃-28℃、完全黑暗和相对湿度100%的条件下24h-30h，然后在26℃-28℃、全光照条件下保湿培养，根据湿度情况每天喷水1次-2次，随时观察叶片发病情况，在发病最佳期完成调查和拍照。
5.4  病情调查

5.4.1  调查时间

根据不同水稻品种接种叶段的具体发病情况，在接种后72h-168h进行调查和拍照。
5.4.2  抗感反应型调查标准
主要进行叶瘟的评价。接种点部位无病斑或仅有很小的黑褐色坏死斑，不具备产生分生孢子能力，记为抗病反应型；接种点部位病斑较大，呈梭形，中心有灰色的崩溃部，可以产生菌丝和分生孢子，崩溃部边缘可能有褐色坏死，最外层是黄色的中毒部，形状不规则，记为感病反应型。

5.4.3  调查方法

每个水稻品种接种供试稻瘟病菌株后的9个接种点全部调查，记录抗感反应型，结果记入表A.1。
6  评价标准

6.1  接种有效性评价标准

每次接种均以普感品种丽江新团黑谷为对照，对照表现为典型的感病反应型时，视为接种有效。
6.2  重复性接种判定标准

在第一次接种后，供试菌株表现为抗病反应型或者不能准确判定其反应型，需要进行第二次和第三次接种，只有其中一次表现为感病反应型，则记为为感病反应型，否则记为抗病反应型。

6.3  供试菌株数量标准

室内鉴定水稻品种的抗瘟性，供试菌株必须为单孢菌株，且必须从适宜种植区内种植的普感品种丽江新团黑谷或蒙古稻上分离获得。为确保供试菌株具有足够的地域代表性，建议菌株数量每个县或县级市不少于300株，或者连续3年、每年不少于100株。
6.4  抗瘟性评价标准

依据各县或县级市水稻品种室内抗谱的高低评价其在当地田间抗瘟性的优劣，评价标准见表A.2。

7  技术档案

建立水稻稻瘟病抗谱鉴定技术档案，内容包括环境条件、技术流程、评价标准及试验数据等。
附录A

资料性附录

水稻稻瘟病抗谱调查

A.1  水稻稻瘟病抗谱调查见表A.1 和A.2。
表A.1 供试菌株抗感反应型调查记录表

调查时间：          水稻品种名称：          生育期：       
	供试菌株编号
	供试菌株名称
	反应型

	1
	
	

	2
	
	

	3
	
	

	4
	
	

	5
	
	

	6
	
	


表A.2  水稻品种田间抗瘟性评价标准

	田间抗瘟性评价
	抗谱评价标准

	抗病 Resistant（R）
	抗谱≥70%

	中抗Moderately resistant（MR）
	50%≤病情指数＜70%

	中感Moderately Susceptible（MS）
	30%≤病情指数＜50%

	感病 Susceptible（S）
	病情指数＜30%


_____________________________
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