
第35卷 第2期

2016年 3月
华 中 农 业 大 学 学 报

JournalofHuazhongAgriculturalUniversity
Vol.35 No.2

Mar.2016,10~14

收稿日期:2015-04-25
基金项目:国家“863”计划项目(2014AA10A604)
张志伟,硕士研究生.研究方向:水稻基因工程.E-mail:1051303586@qq.com
通信作者:陈 浩,博士,副教授.研究方向:水稻基因工程.E-mail:hchen@mail.hzau.edu.cn

普通野生稻转育后代稻褐飞虱抗性基因的初步定位
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摘要 通过BR96与白56构建F2群体,利用均匀分布于水稻全基因组的122对多态性引物标记分析F2群
体的基因型,构建遗传连锁图谱,考查F2衍生的F3各家系的褐飞虱苗期抗性等级,检测水稻褐飞虱抗性数量性

状位点(QTL)。结果显示:分别在第3、4和6号染色体上各扫描到一个抗褐飞虱QTL位点,QBph3位于第3染

色体RM489-RM282之间,LOD值为5.1,解释表型变异率是3.8%;QBph4位于第4号染色体 RM16605-
RM16717之间,LOD值为28.7,解释表型变异率是29.4%;QBph6位于第6号染色体 RM276-RM527之间,

LOD值为2.7,解释表型变异率是7.1%;3个QTL的联合贡献率为40.3%。Qbph4可解释表型变异率最大,初
步判断Qbph4可能是一个控制褐飞虱抗性的主效基因。
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  褐飞虱(NilaparvatalugensStål,BPH)已成

为危害水稻生产最严重的害虫之一,在我国每年因

褐飞虱而导致的水稻产量损失非常严重。褐飞虱是

同翅目(Homoptera)飞虱科(Delphacidae)的一种昆

虫,是一种专食性水稻害虫,只能在水稻稻株上进行

取食和繁殖后代[1]。褐飞虱是以口针刺吸水稻茎秆

韧皮部内的汁液,使水稻的生长发育受到影响,虫害

严重时,水稻基部会变黑,稻株瘫痪倒伏,俗称“冒
穿”或“虱烧”[2]。同时,褐飞虱还是水稻草状丛矮病

病毒和齿叶矮缩病病毒的传播媒介。此外,褐飞虱

分泌的含有多种有机物质的“蜜露”,非常适合烟煤

病菌的繁殖生长[3]。
褐飞虱外观形态上无明显差异,仅在少数生物

学特征,如个体大小、昼夜或季节活动形式、迁移及

分散特性、性状及体色、传病能力、外激素的成分和

对农药或寄主的抗性等方面表现出差异。根据不同

褐飞虱种群对不同抗性基因作物品种的致害反应,
国际水稻所正式命名了6种褐飞虱生物型,分别是

生物型Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ和孟加拉型褐飞虱生物

型[4]。褐飞虱生物型Ⅰ是只能致害不含任何抗性基

因水稻品种(如台中1号TN1等)的褐飞虱群体,生
物型Ⅱ是指可以为害含有BphⅠ的水稻品种(如
Mudgo、IR26和汕优6号等),但不能致害含有其他

抗性基因如BphⅡ水稻品种的褐飞虱群体,生物型

Ⅲ可以致害含有BphⅡ基因水稻品种(如ASD7和

IR36)的褐飞虱群体。在我国,褐飞虱虫源主要是

由中南半岛迁飞而来,褐飞虱危害多为生物型Ⅰ、Ⅱ
混合发生,并且以生物型Ⅱ为主[6]。

目前,抑制水稻害虫褐飞虱的惯用方法是喷洒

化学杀虫剂,而杀虫剂的使用不仅会增加农田的种

植成本而且还会带来环境污染,甚至稻谷上残留的

杀虫剂还会对人类健康造成危害。同时杀虫剂的过

量使用,进一步加速了褐飞虱耐药性群体的发生[7]。
选育和种植水稻抗虫品种,利用水稻自身抗性基因

杀死害虫,不仅能够解决上述问题,而且还能够节约

种植成本、保护环境。从长远角度来看,防控褐飞虱

最经济、有效、环保的方法是从水稻种质资源中挖掘

褐飞虱抗性基因并将其转育至优良水稻品种中,利
用其自身的抗性达到降低褐飞虱引发的危害。迄

今,已定位了33个褐飞虱抗性基因,其中显性基因

20个、隐性基因13个,定位在水稻连锁群上的有27
个抗性基因[8],它们均来自籼稻和野生稻[9],成功克

隆的只有Bph3[10]、Bph14[11]、Bph26[12]。自从20
世纪70年代以来,陆续有几个褐飞虱抗性基因应用

于分子育种工程[13],取得了一定的效果。但褐飞虱

群体在同一抗性品种上连续多代饲养后,可能会出
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现克服抗性基因的新种群。如IR26(含Bph1抗性

基因)是第1个推广的抗褐飞虱水稻品种,但在种植

3a之后,出现了能危害该品种的生物型Ⅱ褐飞虱种

群。包含Bph2基因的品种在栽培种植几年后,也
发生了类似的情况,失去了抗性[14]。包含单个抗性

基因(如Bph1,bph2或bph4)的改良品种在种植几

年后,都失去了对褐飞虱的抗性性状[15];而含有主

效基因Bph1和几个微效 QTLs的IR64被发现具

有相对稳定的褐飞虱抗性,在菲律宾主要岛屿吕宋

岛种植十几年仍具有抗性。这些研究表明,褐飞虱

群体可以很容易地克服来自单个基因的抗性,但是,
包含多基因或QTLs的品种也许能够解决该问题。
因此,定位更多的褐飞虱抗性基因,将其整合到水稻

品种中,尤其是含有微效抗性的粳稻品种是很有意

义的[16]。本研究通过BR96与白56构建F2群体,
利用均匀分布于水稻全基因组的122对多态性引物

标记分析F2群体的基因型,构建遗传连锁图谱,考
查F2衍生的F3各家系的褐飞虱苗期抗性等级,检测

水稻褐飞虱抗性数量性状位点(QTL)。

1 材料与方法

1.1 试验材料

褐飞虱抗源亲本BR96为普通野生稻与栽培稻

杂交转育的后代、褐飞虱感源亲本粳稻恢复系白

56,均为广西大学李荣柏教授提供。抗源BR96与

感源白56杂交1次,自交2次,构建BR96/白56重

组自交系F2∶3群体,该群体共有142个家系。
1.2 抗虫鉴定

2014年5月下旬,采用改进的苗期集团筛选

法,对亲本BR86、白R56及F2衍生的F3各家系进

行褐飞虱苗期抗性鉴定。所有抗虫鉴定试验均在江

西省农业科学院微生物研究所进行,褐飞虱虫源采

集于江西省农业科学院水稻研究所试验田,饲养于

温室内的 TN1植株上,属于野生型混合褐飞虱种

群,以生物型Ⅱ为主。抗虫鉴定试验以TN1为感虫

对照,RH为抗虫对照。为保证各品种生长一致,所
有试验材料分别浸种催芽,确保播种时每个品种的

芽长度相近。将F3各家系、白56和BR96在塑料育

苗盆(60cm×40cm×15cm)中各播种1行,行距

3.0cm,株距1.0cm,每个塑料育苗盆随机设置1
行感虫TN1对照和1行抗虫RH对照,每行20株

苗,待长到2叶1心至3叶期时,挑去死苗和弱苗,
最后每份材料保留长势一致的15株苗。平均每株

稻苗接15头左右的2~3龄的褐飞虱若虫,当感虫

对照TN1死亡率达90%以上时,统计各个品种的

褐飞虱抗性等级,抗性等级的评价方法参考国际上

统一的评价标准[17],3次重复。
1.3 基因型分析

采集BR96/白56重组自交系F2群体单株鲜嫩

的叶片提取DNA。PCR反应在10μL的体系中进

行,反应体系为:DNA 模板1μL;1μmol/L引物

2μL;10μmol/LdNTP0.2μL;10×PCRBuffer
1μL;rTaq0.1μL;加双蒸水补足至10μL。PCR
反应程序:95℃ 预变性5min;94℃30s,57℃
30s,72℃40s,35个循环;72℃延伸7min,25℃
1s。最后,每管PCR扩增产物中加入3μL溴酚蓝

在4%的聚丙烯酰胺凝胶上电泳,用银染法检测,拍
照并记录每株的基因型。
1.4 群体图谱和 QTL 分析

利用700对SSR引物在BR96与白56两亲本

间筛选具有多态性的标记。再利用这些具有多态性

的引物检测F2∶3群体中各个单株的基因型,并记录

基因型数据。对基于普通野生稻BR96/白56F2∶3
群体的基因型及表型数据,应用相关的分析软件检

测该群体抗性的QTL及绘制遗传图谱[16]。

2 结果与分析

2.1 亲本及 F2衍生 F3各家系苗期抗褐飞虱鉴定

当感虫对照TN1死亡率达90%以上时,开始

调查各个材料的抗性级别,BR96对褐飞虱的抗性

等级分数是2.9,白56抗性等级分数为8.6,F3的

142份家系间褐飞虱抗性等级分数相差较大,在

2.0~9.0间呈非规律地连续性分布(图1)。
2.2 F2∶3群体抗褐飞虱 QTL 定位结果

应用亲本BR96与白56间122对多态性标记,
对BR96/白56F2家系进行基因型分析,然后结合

普通野生稻BR96/白56F2衍生的F3各家系苗期褐

飞虱抗性数据,利用 MapMaker/Exp3.0和 Win-
dowsQTLCartographer2.5软件,进行 QTL扫

描,分别在第3、4和6号染色体上各扫描到1个抗

褐飞虱QTL位点(表1):QBph3位于第3染色体

RM489-RM282之间,LOD值为5.1,解释表型变异

率是3.8%;QBph4位于第4号染色体RM16605-
RM16717之间,LOD值为28.7,解释表型变异率是

29.4%;QBph6位于第6号染色体RM276-RM527
之间,LOD 值为2.7,解释表型变异率是7.1%
(图2)。3个QTL的联合贡献率为40.3%。
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图1 BR96/白56F2∶3家系的抗性分数分布

Fig.1 FrequencyoftheBPHresistancescoresamongF2∶3familiesofthecrossbetweenBR96andBai56

表1 褐飞虱抗性QTLs分布

Table1 DistributionofBPHresistanceQTL

数量性状位点

QTLs
染色体

Chromosome
区间

Interval
最大似然值

LOD
表型变异贡献率/%

PVE
加性效应

Add
显性效应

Dom

QBph3
QBph4
QBph6

3
4
6

RM489-RM282
RM16605-RM16717
RM276-RM527

5.1
28.7
2.7

3.8
29.4
7.1

-0.75
-2.18
-0.49

-0.09
0.68
0.67

 A.QBph3的位置和效应;B.QBph4的位置和效应;C.QBph6的位置和效应。A.LocationandgeneticofQBph3;B.Locationand

geneticofQBph4;C.LocationandgeneticofQBph6.

图2 BR96褐飞虱抗性相关QTL的分布

Fig.2 ThedistributionofresistantQTLtobrownplanthopperfromBR96

21
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3 讨 论

普通野生稻BR96对褐飞虱生物型Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、

Ⅳ4种生物型均具有强烈的抗性,应用于褐飞虱抗

性育种工作,具有重要的意义。在本研究中,褐飞虱

抗源BR96与感源白56杂交构建重组自交系F2∶3
群体,通过分析其基因型和苗期褐飞虱抗性数据,利
用 MapMaker/Exp3.0和 WindowsQTLCar-
tographer2.5软件,分别在第3、4和6号染色体扫

描到3个 QTL:QBph3、QBph4、QBph6。QBph4
可解释表型变异率是29.4%,具有明显的抗性效

应,初步判断其可能是1个主效基因;QBph3和

QBph6表型变异解释率低,可能是2个微效基因。

QBph3被 定 位 在 第3染 色 体 长 臂 RM489-
RM282之间。迄今,第3染色体上已经定位到了

4个抗性基因,分别是bph11、Bph13(t)、Bph14、

bph19(t)[18],其中bph11、Bph14分别被定位在第3
染色体长臂的G1318(3.7cM)和G1318与R1925
之间,与 QBph3位置相近。QBph3与bph11或

Bph14是否为同一个基因还需要进一步验证。
第4号染色体上已经定位到了10个褐飞虱抗

性基因:Bph6、bph12、Bph12(t)、Bph15、Bph17、

bph18(t)、Bph20(t)、bph22(t)、Bph27(t)、

Bph27[18],第4染色体的长臂上有 Bph6、bph12、

Bph27(t)、Bph27、bph18(t);而bph22(t)、Bph12
(t)、Bph15、Bph17、Bph20(t)被定位在第4染色体

的短 臂 上。本 研 究 中,Qbph4位 点 在 SSR 标 记

RM166057.1cM 和SSR标记RM1671710.3cM
的区域。依据日本晴和9311的已知序列,QBph4
距最近的2个标记的物理距离为4.0Mb。QBph4
与bph22(t)、Bph12(t)、Bph15、Bph17、Bph20(t)
相距较远,而与 Bph6、bph12、Bph27(t)、Bph27、

bph18(t)相距较近。已知Bph6、bph12、Bph27(t)、

Bph27、bph18(t)分别被定位在第4染色体长臂的

Y19-Y9、 G271-R93、 Q52-Q20、 RM16846-
RM16888、RM6506-RM273区域,那么QBph4则可

能定位于 Bph6、bph12、Bph27(t)、Bph27、bph18
(t)所在区域的附近,其是否是其中同一个褐飞虱抗

性基因,还有待以后的精细定位、等位性验证、基因

克隆等研究的验证。

QBph6被 定 位 在 第6染 色 体 短 臂 RM276-
RM527的区域内,迄今,该染色体上定位到的褐飞

虱抗性基因相对较少,只有3个褐飞虱抗性基因:

Bph3、Bph4、Bph25(t),分别定位在第6染色体短臂

RM589-RM588、RM589-RM586、SHd3a-RM225[19-21]。
本研究中QBph6与Bph3、Bph4、Bph25(t)都位于

第6染色体短臂区域内,相距较近,QBph6效应值

较小,其是否与Bph3、Bph4、Bph25(t)中其中某个

基因是相同的,还有待后续试验的进一步验证。
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Preliminarilymappingquantitativetraitloci(QTLs)forbrownplanthopper
resistanceintheoffspringofOryzarufipoginGriff

ZHANGZhiwei DUANLichao HUANGChangyuan LINYongjun CHENHao

NationalKeyLaboratoryofCropGeneticImprovement/NationalCenterof
PlantGeneResearch(Wuhan),

HuazhongAgricultualUniversity,Wuhan430070,China

Abstract ThegeneticlinkagemapwasconstructedbyusingoneF2∶3populationofcrossingBR96
withBai56and122molecularmakerscoveringthewholericegenome.Thequantitativetraitloci(QTLs)

forBPHresistancewereidentifiedbasedonmarkergeneotypesandthepheontypesofBPHresistancein
riceseedlings.TotallythreeQTLsforBPHresistanceweredetected.QBph3wasdetectedinthelong
armofchromosome3betweenthemolecularmarkersRM489andRM282,withaLODvalueof5.1and
explained3.8%thephenotypicvariation.QBph4wasdetectedinthechromosome4betweenthemolecu-
larmarkersRM16605andRM16717,withaLODvalueof28.7andexplained29.4%thephenotypicvar-
iation.QBph6wasdetectedintheshortarmofchromosome6betweenthemolecularmarkersRM276
andRM527,withaLODvalueof2.7andexplained7.1%thephenotypicvariation.Obviously,QBph4
withthelargesteffectamongthreeidentifiedQTLsmaybeamajorQTLforBPH.

Keywords OryzarufipoginGriff;recombinantinbredline(RIL);brownplanthopper;QTL;ge-
neticlinkagemap;genemapping
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