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Abstract: A n rice populat ion consist ing of 90 F 3 lines from TN 1öGuiyigu w as emp loyed to analyze linkage betw een DNA
m arkers and a new gene W bp h6 ( t) conferring resistance to the w hitebacked p lan thopper. U sing the m app ing app roach of
bu lked ex trem es and recessive class, W bp h6 ( t) w as m apped onto the sho rt arm of chromo som e 11 of rice, w ith a genetic dis2
tance of 21. 2 cM to SSL P m arker RM 167.
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摘　要: 应用由 90 个株系组成的 TN 1ö鬼衣谷 F 3 群体, 分析了水稻抗白背飞虱新基因W bp h6 ( t) 与DNA 标记的连锁关
系。应用隐性极端群体法, 将W bp h6 ( t)定位于第 11 染色体短臂, 与 SSL P 标记RM 167 的遗传距离为 21. 2 cM。
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　　白背飞虱 (S og a tel la f u rcif era) 是我国和东南

亚水稻产区的主要害虫之一, 发掘和鉴定抗白背飞

虱材料、选育抗白背飞虱品种一直是水稻育种的目

标之一。迄今为止, 已发现和命名了 5 个抗白背飞虱

基因: W bp h1、W bp h2、W bp h3、w bp h4 和W bp h5, 除

w bp h4 为隐性遗传外, 另 4 个均表现为显性遗

传 1～ 5 。我们自 1984 年起对我国的白背飞虱抗源材

料进行遗传分析, 发现水稻地方品种鬼衣谷、便谷、

大齐谷和大花谷对白背飞虱的抗性, 由 1 个等位的

显性抗性基因控制, 并与 5 个已命名的抗性基因不

等位, 将其暂命名为W bp h6 ( t)
6, 7 。本文报道了应

用DNA 标记定位W bp h6 ( t)的研究结果。

1　材料与方法

1. 1　水稻材料

所用的水稻群体为 TN 1ö鬼衣谷 F 3 群体, 母本

TN 1 为标准感虫品种, 父本鬼衣谷为携带W bp h6

( t)的云南地方品种7 。1998 年秋在杭州富阳中国水

稻研究所试验场配置杂交组合, 1998 年冬～ 1999 年

春在海南陵水种植亲本和 F 1 单株, 1999 年夏在中

国水稻研究所试验场种植 F 2, 成熟期分单株收获种

子, 将每个 F 3 株系的种子各分成两份, 一份作抗虫

鉴定, 另一份供DNA 提取。

1. 2　抗虫鉴定试验

抗虫性鉴定采用国际水稻研究所的“标准苗盘

法”8 , 于 2000 年 6～ 7 月间完成。各供试材料的种

子浸种催芽后, 播于 60 cm ×45 cm ×10 cm 的苗盘

内, 每个 F 3 株系播 1 行, 每行 25 株, 设 3 个重复; 同
时, 每个苗盘种植感虫亲本 TN 1 和抗虫亲本鬼衣
谷, 3 个重复; 出苗后拔去弱苗。2 叶期每苗平均接入

7～ 8 头 1～ 2 龄的白背飞虱若虫, 每个苗盘上罩 60

cm 高的网罩, 以防止白背飞虱逃离。当感虫对照

TN 1 苗 95% 枯死时, 观察记载亲本和各株系的抗感

虫苗数 (心叶枯卷株为感虫, 其余为抗虫)。试验用虫

来自网室内 TN 1 苗上饲养的 1～ 2 龄若虫。
1. 3　D NA 标记分析

亲本材料于 1999 年种植, 分蘖盛期剪取单株叶
片。F 3 群体于 2000 年种植, 根据抗虫鉴定结果, 选

择 3 个重复抗性鉴定一致的 90 个株系, 于 5～ 6 叶

期每株系混收 20 个单株上的叶片, 其基因型代表

F 2。水稻基因组总DNA 的提取, 采用卢扬江和郑康

乐的方法9 。所选用的DNA 标记, 包括限制性片段
长度多态性 (R FL P)和简单序列长度多态性 (SSL P)

两种类型。

R FL P 分析参照M cCouch 等人的方法10 , 但探

针标记、分子杂交和信号检测采用 ECL 系统
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(Am ersham Pharm acia B io tech)。选用的限制性内

切酶为B am H É、E coR É、E coR Í 和H indË。参考

我们以前的R FL P 检测结果, 挑选在籼亚种内具有

较高多态性检测能力的 131 个探针, 检测亲本。分别

选择死苗率最低和最高的 10 个株系, 组成抗感

DNA 池, 应用多态性探针检测。所用的R FL P 探针,

全部来源于美国康乃尔大学 T ank sley 实验室。

SSL P 分析中的微卫星引物购自R esearch Ge2
net ics Inc, 反应体系参照厂商提供的方法。使用的

PCR 扩增仪为 Pek in E lm er GeneAM P PCR System

9600, 94℃预变性 1 m in 后, 按循环条件 94℃ 45 s、

57℃ 45 s、升温 45 s、72℃ 1 m in, 反应 30 个循环, 最

后在 72℃延伸 5 m in。组成抗感DNA 池各 2 个, 分

别由不同的 5 个株系组成。DNA 池和亲本DNA 用

1×T E (pH 8. 0) 稀释 20 倍后, 同时进行 PCR 扩增

和电泳检测。应用检测到阳性标记的引物, 检测群

体。PCR 扩增产物在 2. 5% M etapho r
○R 高分辨率琼

脂糖 (BM A ) 上电泳, 所用的分子量标记为 100 bp

DNA L adder P lu s (M B I)。电泳完成后, 凝胶经溴化

乙锭染色, 应用 GD S 8000 凝胶图像分析系统
(UV P)成像, 用热敏打印机打印图片后记录, 或直

接记录各个体的带型。其中抗虫亲本鬼衣谷的带型

记为 1, 感虫亲本 TN 1 的带型记为 2, 杂合带型记为

3。

1. 4　数据分析

应用隐性极端群体法11 分析分子标记与抗虫

基因的连锁关系。应用M A PM A KER öEXP3. 0 12, 13

分析标记之间的连锁关系, 采用 Ko sam bi 函数将重

组值转换成遗传图距。

2　结果与分析

2. 1　亲本和 F3 代抗虫鉴定结果

经对抗性鉴定结果统计, 感虫亲本 TN 1 平均死

苗率为 97. 2% , 抗虫亲本鬼衣谷平均死苗率为

1813%。鉴定的 F 3 株系中, 90 个在 3 个重复间表现

一致, 各株系平均死苗率为 12%～ 100% , 呈多峰连

续分布 (图 1) , 绝大部分株系的平均死苗率低于感

虫对照 TN 1, 而高于抗虫亲本鬼衣谷, 表明鬼衣谷

可能携带多个抗虫基因。

2. 2　阳性标记的筛选

应用于亲本检测的 131 个R FL P 探针中, 54 个

在双亲间检测到差异性, 但这些多态性探针都未能

在抗感DNA 池间检测到阳性标记。应用于亲本检

测和阳性标记筛选的 150 对微卫星引物中, 45 对引

物在双亲间检测到差异性; 其中, 位于水稻第 11 染

色体的RM 167 表现为阳性标记, 2 个感病DNA 池

仅扩增出来源于感病亲本的片段, 2 个抗病DNA 池

则呈杂合型 (图 2)。

2. 3　抗虫基因的定位

应用RM 167 引物, 分析了构成抗感DNA 池的

20 个个体。10 个感虫个体中, 6 个为 TN 1 纯合型, 4

个为杂合型, 未发现鬼衣谷纯合型, 据此计算, 抗虫

基因与RM 167 的交换率为 20% ±0. 8% , 换算成遗

传图距为 21. 2 cM。10 个抗虫个体中, 5 个为鬼衣谷

纯合型, 3 个为杂合型, 2 个为 TN 1 纯合型。显然, 抗

虫个体中出现的 RM 167 纯合感虫亲本带型, 难以

用抗虫基因与RM 167 的重组来解释, 由此推测, 研

究群体中存在其他抗虫基因。

应用 RM 167 引物, 分析了其他个体。根据

RM 167 的带型, 将完整 F 3 群体分为带型 1、2 和 3

三种类型 (图 1)。在RM 167= 1 (抗虫亲本纯合基因

型)的 16 个株系中, 12 个株系的死苗率低于 65% , 4

个株系的死苗率高于 85% , 按完整群体的峰谷 65%

为界限将其分成两组, 则抗虫基因与 RM 167 在 4

个个体发生了重组。如果所有重组全部为双交换(即

感虫株系的 F 2 个体为纯合感虫) , 则交换率为 25%

图 1　TN 1ö鬼衣谷 F 3 群体的白背飞虱抗性分离

F ig. 1 . Resistance segregation in the TN 1öGuiyigu F 3 popu2
lat ion sco red as the dead seedling percen tage of F 3 lines

infested w ith 1- 2 instar of S. f u rcif era.
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图 2　TN 1ö鬼衣谷 F 3 群体中 SSL P 标记RM 167 与抗虫性的共
分离

F ig. 2. Co segregation betw een SSL P m arker RM 167 and the re2
sistance to w hitebacked p lan thopper in the TN 1öGuiyigu
populat ion.

M - 100 bp DNA 标准分子量; P 1- TN 1; P2- 鬼衣谷; S- 感虫;
R - 抗虫。

M - 100 bp DNA ladder; P 1- TN 1; P 2- Guiyigu; S- Suscep ti2
ble lines; R - R esistan t lines.

±0. 6% ; 如果所有重组全部为单交换 (即感虫株系

的 F 2 个体为杂合感虫) , 则交换率为 12. 5% ±

013%。在RM 167= 2 (感虫亲本纯合基因型)的亚群

体中, 作类似分组和计算, 抗虫基因与RM 167 的交

换率为 14. 5%～ 29. 0%。这些结果与前述应用极端

感虫个体获得的结果类似, 表明 RM 167 与来源于

鬼衣谷的 1 个抗虫基因连锁, 该基因可能就是我们

以前根据经典遗传分析命名的W bp h6 ( t)。

在 RM 167= 3 (杂合型) 的亚群体中, 大部分株

系的死苗率呈中间类型。如果RM 167 与来源于鬼

衣谷的 1 个抗虫基因连锁, 这些株系的小部分将由

于单交换具有不同的纯合亲本型, 大部分则由于株

系内的分离而偏向于中间型。因此, 杂合型亚群体的

中间型分布, 也支持了RM 167 与W bp h6 ( t) 连锁的

论断。

除了 RM 167, 还应用与 RM 167 连锁的多态性

标记RM 287 和RM 21 分析了所有个体。但研究结

果表明, 这 2 个标记与W bp h6 ( t)的连锁性更为松散

(表 1)。在前人报道的SSL P 图谱中 14 , RM 167 位于

表 1　10 个极端感虫个体在 3 个标记座位上的带型表现

Table 1. Genotypes at 3 marker loc i of 10 susceptible extremes.

标记

抗虫亲本型

Paternal geno type

(Guiyigu)

杂合型

Heterozygo te

感虫亲本型

M aternal geno type

(TN 1)

RM 167 0 4 6

RM 287 1 4 4

RM 21 1 5 4

图 3　W bp h6 ( t)在染色体 11 的位置

F ig. 3. Location of W bp h6 ( t) on chromo som e 11 of rice.

空心杠示染色体, 阴影部分示着丝粒位置13 。

The chromo som e is draw n as a b lank bar w ith do tted po rt ion re2

ferring to cen tromogan.

第 11 染色体的短臂, RM 287 和RM 21 位于RM 167

的下方, 可见W bp h6 ( t) 位于水稻第 11 染色体短臂

RM 167 标记的上方 (图 3)。

3　讨论

本研究应用 TN 1ö鬼衣谷的 F (2∶3) 群体, 定位来

源于鬼衣谷的抗白背飞虱新基因W bp h6 ( t)。不管是

应用隐性抗虫极端群体分析, 还是应用基于阳性标

记的亚群体分析, 都将W bp h6 ( t) 定位于水稻第 11

染色体的短臂, 该基因与 RM 167 的遗传距离为

2112 cM。由于在RM 167 上部的R FL P 和 SSL P 标

记座位上, TN 1 和鬼衣谷之间表现单态性, 因此,

W bp h6 ( t)的准确定位尚有待于进一步工作的开展。

水稻抗白背飞虱基因的定位研究, 过去仅有少

数报道。M cCouch 应用 TN 1öIR 36 近等基因系检测

到W bp h1 与R FL P 标记R G146 和 R G445 共分离,

但在近等基因系间未检测到其他多态性标记, 而

R G146 和 R G445 是多拷贝标记, 因此未能将

W bp h1 定位到染色体上15 ; L iu 等应用R FL P 标记,

将来源于抗虫品种A RC10329 的抗性基因W bp h2

定位于水稻第 6 染色体16 。迄今尚未报道在水稻第

11 染色体上定位了抗白背飞虱基因的研究, 但

Kadirvel 等比较了 IR 64öA zucena 的DH 群体在白

背飞虱侵染和不侵染情况下幼苗期叶片和根干重的

差异, 将一个控制干重差异的Q TL 定位于水稻第

11 染色体 R G167 与 R G103 之间 17 , 该区间位于

W bp h6 ( t) 所处区间的下部; 在该区间是否存在抗虫

基因簇值得深入研究。

褐飞虱抗性基因的定位研究则较为深入, 已将
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抗褐飞虱基因B p h1、bp h2、B p h3、bp h4 和B p h10 ( t)

分别定位于水稻第 3、4、10 和 12 染色体, 并在第 1、

2、3、4 和 8 染色体检测到与抗褐飞虱相关的

Q TL s
15, 18～ 26 , 可以看出, 已定位的抗褐飞虱基因也

均不位于水稻第 11 染色体。因此, 本研究尽管受多

态性和样本量限制, 表现抗性基因与 RM 167 松散

连锁, 但抗白背飞虱新基因W bp h6 ( t) 的定位, 对水

稻的分子遗传理论和分子标记辅助选择具有重要价

值。

在很多基因定位研究中, 为了解决 F 2 群体无法

重复鉴定的问题, 常常应用 F 3 株系鉴定表型, 这也

是本研究所采取的策略。但是应用F 3 株系不仅降低

了显性效应, 且由于各个 F 3 株系本身是一个分离的

群体, 将导致遗传效应估算值的偏低和实验机误估

算值的偏高27 , 加上本研究群体的样本数较低, 因

此, 难以检测到其他效应较小的抗虫基因。为了解决

这一问题, 我们正应用单粒传法, 构建含有较大样本

数的鬼衣谷öTN 1 重组自交系 (R IL ) 群体, 以验证本

研究获得的结果和进一步深化抗白背飞虱基因的定

位和育种应用研究。
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