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摘 要7鉴 定 了 LMN&,)+O1明 恢 -+/)群 体 对 白 背 飞 虱 的 抗 性’混 合 /)感 虫 稻 株 的 3mL’构 建 感 虫 池D应 用 &)O个

M/dV探针’结合 ;种限制性内切酶’检测抗虫亲本 LMN&,)+OE感虫亲本明恢 -+和感虫 3mL池的多态性D检测到 -个阳性

探 针’分布在 /个染色体上*染色体 +E-E1E&&和 &)AD应用阳性探针分析了 /)群体的 &;)个个体’发现抗虫基因 GHIJK与第

-染色体上的标记 Mg--<EMF-;和 MF)-;连锁’其中’GHIJK与 Mg--<的遗传距离为 )/;-?B *dk3=;;/,AD
关键词7白背飞虱.水稻.基因定位.抗虫性.限制性片段长度多态性

中图分类号7FO;+.j/&&;,+ 文献标识码7L 文章编号7&,,&0<)&-*),,)A,;0,+&&0,;

白背飞虱*XYZ[\]̂̂[_‘abc_]a[A是我国主要的

水稻害虫之一D自 ),世纪 <,年代开展抗白背飞虱

品种筛选及其遗传分析研究以来’已确定了 /个抗

性 基 因G&H’品 种 VQU525L1携 带 的 为 隐 性 基 因

IHIJJD李西明等发现鬼衣谷等 ;个抗白背飞虱的

云 南 地 方 品 种 的 抗 性 基 因 与 已 知 的 /个 基 因 不 等

位’将其命名为 GHIJ|*\AG)HDB?NQ8?<等检测到与

抗白背飞虱基因 GHIJo连锁的 )个 M/dV标记G+HD

K434P4T5等定位了 )个与白背飞虱产卵反应有 关

的数量性状基因G;HD因此’还没有抗性主效基因定位

的 报 道D在 本 项 研 究 中’以 具 有 抗 白 背 飞 虱 基 因

GHIJK的 品 种 LMN&,)+O为 抗 虫 亲 本’以 明 恢 -+
为感虫亲本’构建了 /)群体和感虫池’初步定位了

抗白背飞虱基因 GHIJKD

& 材料与方法

L;L 试验材料

水稻材料抗白背飞虱鉴定和分子检测等试验均

在中国水稻研究所富阳试验基地进行D将携有抗白

背飞虱基因 GHIJK的水稻品种 LMN&,)+O与感虫

品种明恢 -+杂交’获得的/&自交’/)植株种植在温

室内D
L;% 试验方法

采用刘光杰等的方法G/H’在分蘖期掰分蘖’单株

鉴定亲本和 /)群体对白背飞虱的抗性.同时’采集

叶片组织’提取 3mLD采用陈洪等G-H的方法提取亲

本和 /)个体的总 3mLD由于抗虫基因 GHIJK为显

性遗传’抗虫植株包含了抗虫纯合和抗虫杂合 )种

基因型’即同时含有抗虫亲本和感虫亲本的基因型’
无法直接用于基因分析D而感虫植株仅含有感虫亲
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本基因型!故选用经抗虫性鉴定的 "#个感虫 $%植

株的&’(等量混合构建了感虫池)*种限制性内切

酶 +,-./012,/034567089:;<酶解亲本 &’(
和感虫 &’(池!分析其 6$=>)应用筛选到的阳性

探针?酶组合分解各 $%个体)所有 6$=>探针均来

源于美国康乃尔大学 @ABCDEFG实验室)
HIJ 数据分析

根 据 K光 片 放 射 自 显 影 结 果!将 各 个 $%单 株

的 带 型 按 亲 本 的 6$=>带 型 归 类)凡 与 亲 本

(6L"#%MN带型相同者赋值为 "!与亲本明恢 OM带

型相同者赋值为 %!杂合子赋值为 M!表型感虫植株

赋值 %!抗虫植株由于不知其为纯合0杂合!赋值 *P"
或者 MQ)由于各种原因造成的带型不清楚或缺失数

据均赋予R#S值!作缺失数据处理)应用 T(>T(UV
W6?WK>MI#XYZ!分 析 &’(标 记 之 间 以 及 &’(标

记与抗虫基因之间的连锁关系!以 =[&\%I#进行

连锁群内各位点的排序!采用 U]DÂ _‘函数将重组

值转换成遗传距离)

% 结果与分析

aIH 阳性探针的筛选

应用 "%N个 6$=>探针!结合 *种限制性内切

酶!分析了亲本和感虫 &’(池的差异性)根据带型

表现可将其分为 M种类型bP"Q抗感亲本之间没有多

态cP%Q抗感亲本之间有多态!但感虫池具有抗感两

种带型!此探针为非阳性探针!可判断其与抗虫基因

非连锁或距离很远cPMQ抗感亲本之间有多态!并且

感虫池具有与感虫亲本同样的带型!则这个探针为

此群体的阳性探针)没有多态的探针不能判定它与

抗虫基因的连锁关系!需要在其附近继续筛选多态

性探针P图 "Q)有 YY个探针至少在 "个限制性内切

酶的情况下!可检测到亲本之间的多态性!多态性比

率 为 dNIYeP表 "Q)在 这 些 多 态 性 探 针 中!有

*Yf*e能在多种限制性内切酶的情况下检测到多态

性)本研究所用的 *种限制性内切酶中!34567检

测到的多态性最高!为 M%IOe)
根据感虫池与感虫亲本的带型比较!可以从多

态性探针中鉴定出阳性探针)大部分感虫池具有抗0
感亲本两种带型!抗虫基因不太可能在这些标记附

近P图 "Q)但有 O个探针!感虫池只具有感虫亲本的

带型!而不具有抗虫亲本的带型!表明它们可能与抗

虫基因连锁P图 %Q)这些阳性探针分布在 d条染色

体上P染色体 M0O0g0""和 "%Q)

图 " 探针与亲本和感虫池杂交后的 M种典型带型

$‘hI"I@ijFFkGl‘mAE_AB;n]ĵ DAnkFjiG_j‘;‘oAk‘]B]nlj]_FD

p‘kijFD‘DkABkAB;DqDmFlk‘_EFlAjFBkDAB;DqDmFlk‘_EF

_qECI

6>r抗虫亲本cs>r感虫亲本cstr感虫池)

6>r6FD‘DkABklAjFBkcs>rsqDmFlk‘_EFlAjFBkcstrsqDmFlk‘V

_EF_qECI

aIa uvwx标记与抗虫基因yz{|a的连锁分析和

图距估算

应 用 YY个多态性探针中的 "*个P包括 O个阳

性探针Q!检测了 "*%个$%植株)非阳性探针没有表

现出与抗虫性共分离c位于染色体 M0g0""和 "%的

阳性探针没有表现出与抗虫性的共分离!说明这些

标记所在的片段并不与抗虫基因连锁!是假阳性)
位于染色体 O的阳性探针 6}OOY与 抗 白 背 飞

虱基因 ~!"#$表现连锁!在 %g个感虫的植株中!没
有 "株与抗虫亲本的带型完全一致!经计算与抗虫

基 因 的 距 离 为 %dIOmTP=[&\*Id#Q!重 组 率 为

%%f#e)而且!在完整群体中!标记 6}OOY的分离符

表 H 检测到的多态性探针和阳性探针在水稻染色体上的分布

%&z’(HI)|*+,+-+,&’./-0*/z10/+2+3{+’4,+*{|/5&2.{+-/0/6(

{*+z(-I

染色体

Lij]̂ ]D]̂ F

探针数

’]I]n

lj]_FD

多态性探针数

’]I]n

l]EĜ ]jli‘mlj]_FD

阳性探针数

’]I]n

l]D‘k‘7Flj]_FD
" %# "* #
% N * #
M N * "
* "" * #
d N * #
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图 ! "#$%&!’()明恢 *’阳性探针的筛选

+,-.!./01223,3-451657,8,92:;1<21754"#$%&!’()=,3->?,*’.
@A分子量标记 @BC")DEFGHI"A抗虫亲本 "#$%&!’(I=A感虫亲本明恢 *’I/A"#$%&!’()明恢 *’的 +!感虫池I从左至右J第 !K

L道为 MNOPQ酶解后与 #R%’*杂交I第 SKT道为#R’(()UVNQI第 WK%&道为#R*L)UVNQI第 %%K%’道为#X**T)UVNQI第 %LK%*道

为 #R(&%)YZ[#\I第 %TK%(道为 #R%*)DEFGH]所有的探针都是阳性的]
@A=5̂20?̂;1_2,->8:;1<21@BC")DEFGHI"A#27,78;386;1238"#$%&!’(I=A/?70268,‘̂26;1238=,3->?,*’I/A/?70268,‘̂2‘?̂<I

+15: 2̂48851,->8Ja;327!AL_212BC"7>b‘1,G,c2G‘b#R%’*_,8>MNOPQdG,-278,53Ia;327SATJ#R’(()UVNQIa;327WA%&J#R*L)
UVNQIa;327%%A%’J#X**T)UVNQIa;327%LA%*J#R(&%)YZ[#\Ia;327%TA%(J#R%*)DEFGH."̂ 8̂>2:;1<217_212657,8,92.

图 ’ #R*L)UVNQ对 "#$%&!’()明恢 *’的 +!群体的 #+ae检测结果

+,-.’."?851;G,5-1;6>b54/5?8>213>b‘1,G,c;8,5354UVNQ G,-278541,02BC"7_,8>615‘2#R*L.
@A分子量标记 @BC")DEFGHI"A抗虫亲本 "#$%&!’(I=A感虫亲本明恢 *’I+%A"#$%&!’()明恢 *’的 +%I/A感虫植株I#A抗虫

植株]
@A=5̂20?̂;1_2,->8:;1<21@BC")DEFGHI"A#27,78;386;1238"#$%&!’(I=A/?70268,‘̂26;1238=,3->?,*’I+%A +%54"#$%&!’(

;3G=,3->?,*’I/A/?70268,‘̂2I#A#27,78;38.

合 %f!f%的理论分离比 ghi&.*(j]
选用 #X**T两侧的探针检测亲本多态性J只有

#R*L和 #R!*L有多态J其中 #R*L也表现为阳性]
应 用 #R*L和 #R!*L检 测 +!个 体J其 中 #R*L对

UVNQ酶解产物的检测结果显示于图 ’]结果表明J
这 !个 标 记 与 抗 虫 基 因 klmno也 表 现 为 连 锁J与

klmno的 距 离 分 别 为 !T.W0= gapBiL.’!j和

’*.L0=gapBi!.S*jJ重 组 率 分 别 为 !S.!q和

’%.%q]这些位点在染色体上的排列如图 L所示]

’ 讨论

郑康乐等在定位抗稻瘟病基因的研究中用近等

’%’刘志岩等r水稻抗白背飞虱基因 klmno的初步定位



图 ! 抗白背飞虱基因 "#$%&在染色体 ’上的位置

()*+!+,-*)./.01)2-231.4.5.4-’)/63-7)2)/)68.063-"#$%&

*-/-0.11-5)569/2-6.:+;<=>?;@=A+

基因系来筛选阳性探针B大大减少了工作量CDEF在本

研究中采用 GH个 感 虫 个 体 的 IJK混 合 的 方 法 来

检测多态性探针B与近等基因系作用相同B并减少了

构建近等基因系的麻烦F在筛选的 GLM个探针中B在

K,NGHLOM和明恢 ’O中有 PP个已定位的标记能在

抗虫和感虫亲本间检测到多态性B只有 ’个是阳性

探针B与直接应用 (L群体相比B工作量减少了 MHQ
以上F本研究中B多数阳性克隆是假的B这是因为感

虫池的个体比较少B或者这个探针在 (L群体中的偏

态分布F在这 ’个阳性探针中B探针,RG’在染色体

上呈现偏态分布F
由于在 染 色 体 ’的 ,S’’P这 一 区 域 本 实 验 室

可以利用的探针比较少B又有许多探针在亲本间没

有多态性B所以尚不能将其进一步定位B有必要再增

加探针和限制性内切酶来揭示更多的多态性B以便

找到更近的标记F
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