                                农技种便函〔2012〕6号

关于印发2012年国家水稻品种区试黑条矮缩病和南方黑条矮缩病抗性鉴定试验实施方案的通知
有关单位：
为进一步加强国家水稻品种区试抗性鉴定工作，完善品种抗性评价体系，为国家水稻品种审定和推广提供科学依据，根据2011年国家稻品种区试年会意见，我中心品种区试处制定了《2012年国家水稻品种区试黑条矮缩病和南方黑条矮缩病抗性鉴定试验实施方案》。现将方案印发你们（方案附件可从中国农技推广网http://pg.natesc.gov.cn/sites/pg/上下载），请按照方案要求，认真做好各项工作。
附件：2012年国家水稻品种区试黑条矮缩病和南方黑条矮缩病抗性鉴定试验实施方案
二○一二年二月九日

	全国农技中心办公室　 　　　　    2012年2月10日印发


附件：

2012年国家水稻品种区试黑条矮缩病和南方黑条矮缩病抗性鉴定试验实施方案
为进一步完善国家农作物区试品种安全性评价机制，研究水稻黑条矮缩病和南方黑条矮缩病抗性鉴定技术规范，了解品种间抗性差异，为国家水稻品种审定和推广提供科学参考，根据2011年国家稻品种区试年会意见，制定本方案。
一、参试品种
（一）黑条矮缩病抗性鉴定：国家长江流域晚籼早熟、晚籼中迟熟、单季晚粳和黄海粳稻A、B组共5个组的生产试验品种,以华粳6号和淮稻5号为感病对照。
（二）南方黑条矮缩病抗性鉴定：长江中下游中籼迟熟组的生产试验品种，以扬两优6号和天优华占为感病对照。
鉴定品种、承担单位等见附表1～6。
二、种子要求
参试品种种子从国家稻品种区试生产试验中留取，每品种250克，由区试主持单位编号后寄至江苏省农业科学院植保所周彤（地址：江苏省南京市钟灵街50号，邮编：210014，电话：025-84390394）。
三、试验设计与管理
（一）试点选择

以上年度感病品种发病率大于40％为前提，在江苏省盐城市建湖县农科所、盐都区农科所和连云港市灌云县选择黑条矮缩病鉴定田块，在湖南省的汉寿、永州、隆回、长沙等县（根据早稻调查情况选择两个点）和江西省的崇义、修水、万安等县（根据早稻调查情况选择两个点）选择南方水稻黑条矮缩病鉴定田块，以排灌方便、形状规正、大小合适、肥力均匀的田块作为鉴定圃。试验田前作应经过匀地种植，秧田四周紧靠稻田且与稻田间无道路或水渠隔开，秧田不作当季试验田。
（二）试验设计

采用大区随机排列，不设重复，生产试验同一试验组在同一田块进行（需要在两块田或两块田以上进行的试验组、试验点，则每一田块均需设置对照品种，试验品种与同一田块对照品种比较）。
（三）栽培管理
1.黑条矮缩病抗性鉴定：种子催芽前应进行消毒处理，于当地麦收前10天左右播种，小区移栽鉴定每品种选800粒种子正常密度水育秧，同组所有品种同期播种；小麦收割后3～7天内按小区移栽，每品种均单本移栽，试验所有品种同期移栽，小区移栽鉴定确保400苗。各小区间设置走道，便于病害调查；鉴定圃四周栽种感病对照品种作为保护行，保护行不少于4行；鉴定圃秧田期和本田前期一般不使用吡虫啉等药剂防治灰飞虱，也不施用抗病毒剂，灰飞虱发生峰期需每日调查虫量，当亩虫量超过1000万头时，应于其后一天内使用吡虫啉或吡蚜酮防治一次（施用剂量按当地推广部门发布的剂量为准）；不使用植物生长调节剂。
2.南方黑条矮缩病抗性鉴定：分两期进行播种以确保品种的田间发病。种子催芽前应进行消毒处理，于当地中晚稻正常播种时间播种第一期，其后10～15天播种第二期，每品种选800粒种子正常密度水育秧；每品种均单本移栽，每期试验所有品种同时移栽，确保400苗。各小区间设置走道，便于病害调查；鉴定圃四周栽种感病品种（可选天优华占和扬两优6号）作为保护行，保护行不少于4行；鉴定圃秧田期和本田前期一般不使用吡虫啉等药剂防治白背飞虱，也不施用抗病毒剂；不使用植物生长调节剂。

其他栽培管理措施按当地大田生产习惯。
四、观察记载

（一）黑条矮缩病

1.有效接种虫量的调查

于第一代成虫峰期和二代若虫峰期分别调查鉴定圃的灰飞虱发生量（结果折合为亩虫量）。同时分别采集500头以上灰飞虱送至江苏省农科院植保所（宜采用干燥透气容器运输，最好为活虫），采用斑点免疫检测方法或分子检测方法对单头灰飞虱带毒情况计算带毒率，具体做法为（以斑点免疫法为例，参考江苏省地方标准：灰飞虱携带水稻黑条矮缩病毒免疫斑点检测方法/DB32/T 1761-2011）：
选择2龄以上单头灰飞虱用于携带水稻黑条矮缩病毒的检测，将灰飞虱置于离心管中，用牙签捣烂，加100µL包被缓冲液，离心（5 000r/min）3min，取上清液（灰飞虱提取液）备用。预先用铅笔将硝酸纤维素膜（NC）划成5mm×5mm的正方格，取3µL上清液点于NC膜上正方格内（以不超出正方格一半为准）。同时各取3µL左右水稻黑条矮缩病毒病汁液（也可用已采用本方法测定为阳性的带毒灰飞虱提取液）和蒸馏水点于膜上预先标记好正方格内，分别作为阳性对照和阴性对照，室温晾干膜。将干燥的膜置于塑料盒或玻璃培养皿，加入1%脱脂奶粉或2％小牛血清蛋白（BSA）封闭液，要求将膜完全浸没，37℃轻轻摇晃，封闭30min。用镊子压住膜倒弃封闭液，以水稻黑条矮缩病毒单克隆抗体和封闭液按（1:20 000～1:40 000）比例稀释配制孵育液，将膜完全浸入孵育液，37℃轻轻摇晃，孵育（1～1.5）h；用镊子压住膜倒弃孵育液，加入磷酸盐Tween20缓冲液，将膜完全浸没，轻轻摇晃，洗膜（3～5）min，用镊子压住膜倒弃洗液，重复洗膜三次。用镊子压住膜倒弃洗液，以辣根过氧化物酶标记的二抗和封闭液按1:2 500比例稀释配制孵育液，将膜完全浸入二抗孵育液，37℃轻轻摇晃，孵育（1.5～2）h，再用镊子压住膜倒弃二抗孵育液；加入磷酸盐Tween20缓冲液，将膜完全浸没，轻轻摇晃，洗膜（3～5）min，用镊子压住膜倒弃洗液，重复洗膜三次。用镊子压住膜倒弃洗液，加入辣根过氧化物酶固体显色底物溶液，37℃静置显色30min；以蒸馏水冲洗膜，室温晾干。显色后首先观察对照的颜色反应，阳性对照应显蓝紫色，阴性对照应不显色，再观察样品的颜色反应，如果显蓝紫色，则认定该头灰飞虱携带水稻黑条矮缩病毒，如果不显色，则认定该头灰飞虱不携带水稻黑条矮缩病毒。

2.病害调查

分两次进行病害调查，第一次于鉴定圃水稻黑条矮缩病发病高峰期根据水稻黑条矮缩病典型症状调查发病水稻数目，同时根据水稻条纹叶枯病典型症状调查水稻条纹叶枯病发病水稻数目，另外统计出同时表现水稻黑条矮缩病和水稻条纹叶枯病症状的水稻数目以及非发病水稻数目。第一次调查后7天再次按第一次要求进行调查。水稻黑条矮缩病和水稻条纹叶枯病典型症状见表1。

表1、水稻黑条矮缩病和水稻条纹叶枯病典型症状

	病害名称
	典型症状

	水稻黑条矮缩病
	植株显著矮缩丛生，叶片僵直，不抽穗或穗小，根系短缩，叶背的叶脉和茎杆基部上有瘤状突起，初期呈腊白色，后变为黑褐色。

	水稻条纹叶枯病
	叶片有明显条纹症状，心叶褪绿且有卷曲，病叶卷曲枯死呈纸捻状。


（二）南方黑条矮缩病

1.有效接种虫量的调查

于白背飞虱传毒高峰期（应为大龄若虫或成虫）调查白背飞虱的发生量（最好折合为亩虫量或苗虫量）。同时采集500头以上白背飞虱，采用斑点免疫检测方法或分子检测方法对单头白背飞虱带毒情况计算带毒率，具体做法为（以斑点免疫法为例，参考灰飞虱携带水稻黑条矮缩病毒免疫斑点检测方法）：选择2龄以上单头白背飞虱用于携带南方水稻黑条矮缩病毒的检测，将白背飞虱置于离心管中，用牙签捣烂，加100µL包被缓冲液，离心（5 000r/min）3min，取上清液（白背飞虱提取液）备用。预先用铅笔将硝酸纤维素膜（NC）划成5mm×5mm的正方格，取3µL上清液点于NC膜上正方格内（以不超出正方格一半为准）。同时各取3µL左右南方水稻黑条矮缩病毒病汁液（也可用已采用本方法测定为阳性的带毒白背飞虱提取液）和蒸馏水点于膜上预先标记好正方格内，分别作为阳性对照和阴性对照，室温晾干膜。将干燥的膜置于塑料盒或玻璃培养皿，加入1%脱脂奶粉或2％小牛血清蛋白（BSA）封闭液，要求将膜完全浸没，37℃轻轻摇晃，封闭30min。用镊子压住膜倒弃封闭液，以南方水稻黑条矮缩病毒单克隆抗体和封闭液按（1:20 000～1:40 000）比例稀释配制孵育液，将膜完全浸入孵育液，37℃轻轻摇晃，孵育（1～1.5）h；用镊子压住膜倒弃孵育液，加入磷酸盐Tween20缓冲液，将膜完全浸没，轻轻摇晃，洗膜（3～5）min，用镊子压住膜倒弃洗液，重复洗膜三次。用镊子压住膜倒弃洗液，以辣根过氧化物酶标记的二抗和封闭液按1:2 500比例稀释配制孵育液，将膜完全浸入二抗孵育液，37℃轻轻摇晃，孵育（1.5～2）h，再用镊子压住膜倒弃二抗孵育液；加入磷酸盐Tween20缓冲液，将膜完全浸没，轻轻摇晃，洗膜（3～5）min，用镊子压住膜倒弃洗液，重复洗膜三次。用镊子压住膜倒弃洗液，加入辣根过氧化物酶固体显色底物溶液，37℃静置显色30min；以蒸馏水冲洗膜，室温晾干。显色后首先观察对照的颜色反应，阳性对照应显蓝紫色，阴性对照应不显色，再观察样品的颜色反应，如果显蓝紫色，则认定该头白背飞虱携带南方水稻黑条矮缩病毒，如果不显色，则认定该头白背飞虱不携带南方水稻黑条矮缩病毒。

2.病害调查

分两次进行病害调查，第一次于鉴定圃南方水稻黑条矮缩病发病高峰期根据南方水稻黑条矮缩病典型症状调查发病水稻数目，第一次调查后7天再次按第一次要求进行调查。南方水稻黑条矮缩病典型症状为：秧苗期感病的稻株，严重矮缩（不及正常株高1/3），不能拔节，重病株早枯死亡；本田初期感病的稻株，明显矮缩（约为正常株高1/2），不抽穗或仅抽包颈穗；分蘖期和拔节期感病稻株，矮缩不明显，能抽穗，但穗小、不实粒多、粒重轻；发病稻株叶色深绿，上部叶的叶面可见凹凸不平的皱褶，皱褶多发生于叶片近基部；拔节期的病株，地上数节节部有气生须根及高节位分枝；病株茎秆表面有乳白色大小约1～2 mm的瘤状突起（手摸有明显粗糙感），瘤突呈蜡点状纵向排列成一短条形，早期乳白色，后期褐黑色；病瘤产生的节位，因感病时期不同而易，早期感病稻株，病瘤产生在下位节间，感病时期越晚，病瘤产生的部位越高。感病植株根系不发达，须根少而短，严重时根系呈黄褐色。
五、抗性评价

以田间发病率为评价品种抗性的主要指标（评价标准暂参照条纹叶枯病的抗性分级标准）。
六、结果报送

试验结果整理后由江苏省农科院植保所形成抗性鉴定总结，于2012年11月底前以电子邮件方式报送给中国水稻研究所杨仕华同志（电子邮箱：srvt@163.com）和中国农业科学院作物科学研究所王洁同志（电子邮箱：northrice@126.com），同时报送给全国农业技术推广服务中心品种区试处曾波同志（电子邮箱：zengbo@agri.gov.cn）。

附表1：
2012年国家稻品种区试黑条矮缩病和南方黑条矮缩病抗性鉴定品种
	鉴定项目
	参试品种
	品种类型
	亲本来源
	供种单位

	黑条矮缩病
	T900
	常
	镇稻88/旭梦
	中国农科院作物所

通讯地址：北京市中关村南大街12号

邮编：100081

联系人：王洁

电话：010- 82108786

	
	津稻372
	常
	镇稻88/津稻1007
	

	
	新稻25
	常
	郑粳9018/镇稻88
	

	
	苏秀326
	常
	丙00－502/秀水1142
	

	
	金粳17
	常
	津稻9618/津稻1007
	

	
	津稻263
	常
	津稻1007/徐稻3号
	

	
	徐稻3号(ck)
	常
	镇稻88/台湾稻C
	

	
	天香优513
	杂
	天香2A×R513
	中国水稻研究所

通讯地址：杭州市体育场路359号

邮编：310006

联系人：杨仕华

电话：0571-63370371

	
	Q3A/9712
	杂
	Q3A×9712
	

	
	新两优917
	杂
	新安S×YR917
	

	
	岳优华占
	杂
	岳4A×华占
	

	
	深优1029
	杂
	深95A×R1029
	

	
	五丰优6537
	杂
	五丰A×绿恢6537
	

	
	益丰优851
	杂
	益丰A×昌恢851
	

	
	吉丰优航1573
	杂
	吉丰A×跃恢1573
	

	
	泰丰优8006
	杂
	泰丰A×中恢8006
	

	
	广两优9388
	杂
	广占63S×中恢9388
	

	
	Y两优9002
	杂
	Y58S×温恢9002
	

	
	五丰优202
	杂
	五丰A×中恢202
	

	
	吉丰优866
	杂
	吉丰A×广恢866
	

	
	12优66
	杂
	T4012A×R7066
	

	
	甬优412
	杂
	甬粳4号A×甬恢12
	

	
	华粳6号（CK1）
	常
	武育粳3号/镇稻88
	

	
	淮稻5号（CK2）
	常
	泗稻8号////红旗16/诺瓦66//泗83486///383/筑紫晴(♀)武育粳3号(♂)
	

	南方黑条矮缩病
	C两优华占
	杂
	C815S×华占
	中国水稻研究所

通讯地址：杭州市体育场路359号

邮编：310006

联系人：杨仕华

电话：0571-63370371

	
	川谷A/宝恢918
	杂
	川谷A×宝恢918
	

	
	蓉18A/泸恢22
	杂
	蓉18A×泸恢22
	

	
	黔优388
	杂
	645A×黔恢1388
	

	
	内香6A/蜀恢498
	杂
	内香6A×蜀恢498
	

	
	广抗13A/蜀恢498
	杂
	广抗13A×蜀恢498
	

	
	天优华占（CK1）
	杂
	天丰A×华占
	湖南金色农华种业

联系人：林勇

电话：13870860132

	
	扬两优6号（CK2）
	杂
	广占63-4S×扬稻6号
	


附表2： 
黑条矮缩病和南方黑条矮缩病抗性鉴定单位
	鉴定项目
	鉴定单位
	负责人
	通讯地址
	邮编
	电话

	黑条矮缩病
	江苏省农科院植保所
	周  彤
	南京市钟灵街50号
	210014
	025-84390394，  13913940427

	南方黑条矮缩病
	湖南省植物保护研究所
	张松柏
	湖南省长沙市芙蓉区马坡岭
	410125
	0731-84691176
13637427795

	
	江西省农科院植保所
	李湘民
	江西南昌市青云谱区南莲路602号
	330200
	13870063656

	
	江苏省农科院值保所
	周  彤
	南京市钟灵街50号
	210014
	025-84390394，  13913940427


附表3：
水稻黑条矮缩病抗性鉴定试验记载本

	品种编号
	总株数
	水稻黑条矮缩病发病株数
	水稻条纹叶枯病发病株数
	同时显现两种病害株数
	未发病株数

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	

	
	
	
	
	
	


                                                       调查日期：
附表4：
水稻黑条矮缩病抗性鉴定试验传毒介体灰飞虱调查表
	灰飞虱世代
	发生量（头/亩）
	调查时间
	带毒率检测
	有效接种虫量

	一代成虫
	
	
	
	

	二代成虫
	
	
	
	


附表5：
南方水稻黑条矮缩病抗性鉴定试验记载本

	品种编号
	总株数
	南方水稻黑条矮缩病发病株数
	未发病株数

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	

	
	
	
	


调查日期：

附表6：
南方水稻黑条矮缩病抗性鉴定试验传毒介体白背飞虱调查表

	白背世代
	发生量（头/亩）
	调查时间
	带毒率检测
	有效接种虫量
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