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前言
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请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
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香型粳稻分子育种技术规程
范围
本文件规定了香型粳稻分子育种前的准备和育种程序等。
本文件适用于粳稻品种中香味品质的改良及携带香味基因Badh2的香稻品种的分子标记辅助育种。
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/T  15682 大米食用品质感官评价方法

GB/T  19495.1 转基因产品检测 通用要求和定义
GB/T  19495.3 转基因产品检测 核酸提取纯化方法
NY/T  83 米质测定方法

NY/T  593 食用稻品种品质

NY/T  596 香稻米

DB21/T  3079 优良食味水稻品种（品系）选育技术规程

术语、定义和缩略语
 术语和定义
GB/T 19495.1界定的以及下列术语和定义适用于本文件。

分子育种 molecular breeding

指通过分子技术对育种的目标基因和目标性状进行转移和选择，进而培育出优良的新品种。
纯合个体Homozygous individual
指同源染色体在同一基因座上的两个等位基因相同的基因型个体，自交后代不会分离。
杂合个体 heterozygous individual
指同源染色体在同一基因座上的两个等位基因不同的基因型个体，自交后代产生分离。
轮回亲本 recurrent parent
指回交育种中用于多次回交的亲本。
供体亲本 donor parent
指回交育种中提供目标性状的亲本。
缩略语
Badh2：香味基因（betaine aldehyde dehydrogenasea）；
DNA：脱氧核糖核酸 (deoxyribonuclcic acid)；
PCR: 聚合酶链式反应 (Polymerase chain reaction)；
bp：碱基对 (base pair)；
准备
4.1 设备、试剂和材料
样品DNA提取所需设备、试剂和材料的准备按GB/T 19495.3的规定执行。PCR检测所需设备、试剂和材料的准备见本文件的附录A。

4.2 引物

同时使用4条PCR引物，两条3’末端位于突变位点上的分属不同基因型的方向相反的内引物（引物2和引物3），两条位于突变位点外侧并与突变位点距离不等的外引物（引物1和引物4）。内引物用来检测等位基因型，外引物在PCR反应中不但作为阳性参照而且和内引物分别配对有选择性地扩增，通过扩增片段大小和有无即可判断个体的基因型。引物信息见附录B。
育种程序
5.1  技术路线

技术路线图见附录C。

5.2  亲本选择

5.2.1  轮回亲本

选择当地丰产性好、抗病性强、抗倒伏、米质优、综合性状较好的品种作为轮回亲本（P1)。
5.2.2  供体亲本

选择含有香味基因Badh2的香型优质水稻品种作为供体亲本(P2)。
5.3  杂交

以P1为母本，以P2为父本，去雄授粉按照DB21/T 3079规定执行，成熟后杂交粒全部收获，脱粒、记录、保存，获F1代种子。

5.4  回交
以P1为母本，以F1为父本，人工授粉回交，获BC1F1代种子。

5.5  BC1F1香味基因Badh2杂合个体筛选

BC1F1一般种植10株以上，单株栽插。
5.5.1  采样
待植株长至三叶一心时，按单株采取叶片进行样品制备，样品编号要与田间单株一一对应。
5.5.2  DNA提取与纯化
按照按GB/T 19495.3的规定执行。
5.5.3  PCR扩增

具体检测方法见附录D。
5.5.4  分型与结果判读

电泳图中扩增产物片段大小为499 bp和171 bp，判定该品种为香型纯合体；扩增产物片段大小为499 bp和364 bp，则判定该品种为非香型纯合体；扩增产物片段大小为499 bp、364 bp和171 bp，则判定该品种为香型杂合体。
5.5.5 筛选

根据电泳图中显示扩增结果，筛选香味基因Badh2的杂合个体。

5.6 BC1F1回交

以P1为母本，以5.5收获的香型杂合个体为父本，回交，获BC2F1代种子。

5.7  BC2F1自交

BC2F1一般种植10株以上，单株栽插，自交，混收，获BC2F2代种子。

5.8  BC2F2群体中香味基因纯合个体筛选

BC2F2一般种植1000株左右，单株栽插，按照5.5中方法采样、提取DNA、PCR扩增、判读结果，利用分子标记辅助选择技术筛选香味基因Badh2的纯合个体，分单株收获种子形成株系。

5.9  常规系选
分株系种植BC2F3代，自交获得BC2F4代，筛选株高、穗型整齐，抽穗期一致，抗性好的株系。
5.10  米质鉴定、抗病鉴定
按NY/T 83米质测定方法测定米质性状，利用谷粒分析仪和食味分析仪测定样品的食味值，按GB/T 15682大米食用品质感官评价方法，结合人工品尝，确定食味品质，按照NY/T 596香稻米检验方法，选择香味综合评分≥60，食味值≥75，粳稻品质等级达到NY/T 593规定的三等以上的优良品系，在稻瘟病自然发病严重区进行田间稻瘟病综合抗性鉴定，筛选出优质抗病香型粳稻品系。


（规范性）
PCR检测所需要的设备、试剂的准备
设备准备

PCR仪。

凝胶成像系统。

琼脂糖电泳槽及电泳仪等电泳装置。

移液枪和吸头（200µL和10µL）。

试剂和材料准备

2×Taq PCR Master Mix（包含Taq DNA聚合酶、dNTPs、Mgcl2、反应缓冲液、PCR反应的增强剂和优化剂以及稳定剂，浓度为2×。DNA扩增时，只需加入模板，引物和水，使Master Mix溶液的浓度为1×即可进行反应。）。

DL2000（标准分子量的核酸标记，可以清楚地区分100bp～1000bp的DNA片段）。

1×TAE缓冲液（1X的电泳缓冲液）。

Golden view（核酸染料）。


（规范性）
扩增香味基因Badh2的引物
表B.1给出了用于本文件规定的扩增香味基因Badh2的引物。

表B.1 扩增香味基因Badh2的引物
	引物
	序列(5’-3’)

	引物1
	TGTCATCACACCCTGGTGTAGACA

	引物2
	CCATAGGAGCAGCTGAAATAT

	引物3
	CTGGTAAAAAGATTATGGCTTCA

	引物4
	GCTCAGTTAAGTGCTTTACAAAGTCCC



（规范性）
香型粳稻分子育种技术路线
图C.1 给出了用于本文件规定的香型粳稻分子育种技术路线
P1×P2
      ↓

P1×F1
↓
BC1F1
           ↓香味基因鉴定

                              P1×香味基因杂合的BC1F1个体

       ↓

         BC2F1
        ↓
         BC2F2
                  ↓香味基因鉴定

         香味基因纯合的个体

       ↓

        BC2F3
       ↓

        BC2F4
            ↓常规系选
      稳定株系
                     ↓米质鉴定、抗病鉴定
     优良品系

图C.1 香型粳稻分子育种技术路线
注：图中×表示杂交；表示自交。
（规范性）

PCR扩增步骤
PCR反应体系

将试样DNA、2×Taq PCR Master Mix、引物1、引物2、引物3、引物4及ddH2O置于冰上融化。在200 μL 加盖无菌离心管中，加入：
2×Taq PCR Master Mix       10 μL
引物1 (100 nM)              0.4 μL

引物2 (100 nM)              1.6 μL

引物3 (100 nM)              1.6 μL

引物4 (100 nM)              0.4 μL

试样DNA (50 ng/μL)           1 μL
 ddH2O                      5 μL

用移液枪抽打混匀，盖上盖子短暂离心，置于冰上待用。
PCR反应程序
94℃预变性5 min，每个循环94 ℃ 30 sec，56 ℃ 30 sec，72 ℃ 30 sec，共扩增35个循环，最后72 ℃延伸10 min，4 ℃保存。
PCR产物电泳
PCR扩增产物在含Goldview（核酸染料）的琼脂糖凝胶(1%)上于1×TAE 缓冲液中电泳，用DL2000 作分子量标记，然后在凝胶成像系统上成像拍照。
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