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摘ȁ要
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鄭安秀4、鍾嘉綾 1 , 5。2022。水稻臺農82號疊氮化鈉誘變系

WM1370之抗稻熱病基因座分析。植物醫學64(3):ġ85-104。

水稻是重要糧食作物，由Pyricularia oryzae引起的稻熱病

嚴重影響水稻生產，而使用抗病品種為最有效且環保的防治方

法。水稻臺農82號為對稻熱病感病之稉稻，經過連續五代疊氮

化鈉誘變及病圃篩選後，獲得44個抗稻熱病誘變系。本研究針

對抗稻熱病及紋枯病的誘變系WM1370，進行9株本土稻熱病菌

菌株之接種，發現其具有廣幅抗性；另一方面，透過PCR增幅

定序臺農82號及誘變系WM1370之已知抗稻熱病基因座Pi2/9、

Pik、Pita及Ptr後，發現臺農82號帶有Pik-s，但在Pi2/9、Pita

及Ptr為感病等位基因，WM1370則帶有Pik-s及Pita抗病等位基

因，而在Pi2/9及Ptr呈現不同變異。為探討WM1370之抗性遺

傳，將其與感病秈稻CO39雜交後之636個F2子代，於2018年稻

熱病旱田病圃分析抗病表現，並以84組簡單重複序列ġ(simpleġ

sequenceġ repeat, ġ SSR)ġ分子標誌進行集群分離分析ġ (bulkedġ

segregantġanalysis)，發現抗性與第12號染色體上3ġMb及17.8ġMb

兩處分子標誌連鎖；再透過F2:3至F2:5子代於2019-2021年稻熱病

旱田病圃進行抗性評估，同時使用5組SSR、8組競爭性等位基

因特異性ġ(KBioscienceġcompetitiveġallele-specificġPCR,ġKASP)ġ及

10組插入/缺失ġ(insertion/deletion,ġ Indel)ġ分子標誌進行基因型鑑

定，連鎖分析之結果將WM1370之抗性區段縮小至約10.7-14.6ġ

Mb區間，候選基因包括Ptrġ (與抗病品系Katy之等位蛋白具有

一個胺基酸差異L763F)。WM1370於第12號染色體上橫跨Pita 

(10.6ġMb)ġ及10.7-14.6ġMb抗病基因座之區段，以及本研究新開

發與抗病區段緊密連鎖之分子標誌，皆提供未來WM1370在育

J. Plant Med.

種應用上的重要基礎，希望藉此擴充臺灣水稻抗稻熱病基因

庫，促進抗病新品種育成。

關鍵詞：稻熱病菌、抗病基因、Pik-s、Pita、Ptr(=Pita-2)、疊

氮化鈉誘變、精細定位、分子標誌

緒!!言
水稻ġ(Oryza sativaġ L.)ġ是世界三大糧食作物，全球大約

有一半人口仰賴稻米為主食(25)。根據行政院農業委員會農業

統計年報2011至2020年之資料，全臺水稻年平均栽培面積為

266,553公頃，佔所有農作物栽培面積之21.86%，年平均產量

為3,146,950公噸，平均產值達395.5億元，佔農產值15.8%，

居各項作物之冠，顯示水稻在臺灣農業之重要性。由病原菌

Pyricularia oryzaeġCavaraġ(syn.ġMagnaporthe oryzaeġB.ġC.ġCouch)ġ

引起的稻熱病廣泛分佈於全球水稻栽培地區，其在水稻的各個

生育時期皆可造成侵染，危害部位包含葉片、葉鞘、莖節、穗

頸、枝梗與穀粒，嚴重時可造成整個植株枯死，每年造成全球

稻米產量的損失高達10-30%(40)。稻熱病菌需要葉表的水膜及幾

近飽和之相對濕度才有助於侵染(39)，而臺灣每年三月下旬至五

月上旬是稻熱病的好發時期，尤其在清明節前後高濕度的環境

下最為嚴重。根據早期臺灣省政府農林廳統計資料顯示，一期

作稻熱病發生面積可達水稻總栽培面積10%以上，而大發生的

年份更可高達栽培面積的25%以上(4)；2013年在臺中、彰化、

雲林、嘉義、臺南及臺東爆發近十年來最嚴重的稻熱病災情，

部分地區一期作葉稻熱病和穗稻熱病發病率分別高達77%和

75%(33)，據農糧署估計，當期穗稻熱病受害水稻面積約3萬公
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善臺農82號對病蟲害的耐受性，嘉義農業試驗分所吳永培博士

使用疊氮化鈉誘變臺農82號，並於2014-2015年於該分所水旱田

病圃進行稻熱病及紋枯病的抗性選拔，最終由1,000株以上的

子代中篩選出44個對稻熱病為抗病表現ġ(2至4.5級)ġ之品系ġ(親

本臺農82號為8級)，其中誘變系WM1370除了對稻熱病呈現高

度抗性ġ(2級)，對紋枯病亦有良好之抗病性ġ(2級，親本臺農82

號為9級)。

為釐清臺農82號誘變系WM1370之抗稻熱病遺傳特性，本

研究首先對WM1370進行本土稻熱病菌菌株之接種，確認其抗

性幅度，並針對主要抗稻熱病基因座進行PCR增幅定序，釐清

其抗性來源。另外，亦建立WM1370與感病秈稻CO39雜交族

群，對其F2子代進行集群分離分析ġ(bulkedġ segregantġanalysis)，

鎖定與稻熱病抗性相關的染色體區段，並藉由F2:3、F2:4、F2:5子

代進行精細定位ġ(fine-mapping)，希望能藉此找到新穎之抗病基

因座，擴大臺灣抗稻熱病基因庫，並提供與抗病性緊密連鎖之

分子標誌，促進水稻抗稻熱病品種之育成。

材料與方法

以疊氮化鈉誘變水稻

臺農82號之誘變參考Awan等人(2)ġ的方式，共進行五次疊

氮化鈉誘變劑處理。化學誘變對特定目標性狀的誘變率通常不

高，連續五次誘變主要希望累積足夠變異，提高目標性狀出

現的機率。疊氮化鈉每次處理濃度均為1.5ġmM。第一次處理

3,000粒臺農82號種子ġ(M0)，並繁殖至M1、M2世代，於M2世代

種植2,000株，每株於成熟時收取一穗，每稉取3粒M3世代種子

混合，對其進行第二次誘變劑處理後，再依前述ġM0至M3之流

程進行，如此重複至第五次疊氮化鈉誘變處理後，於其M3世

代種植2,000株，每株成熟時收一穗，每稉取3粒混合，M4種植

2,000株，成熟時選拔1,000株收取種子，並於M5世代放入嘉義

農業試驗分所稻熱病旱田病圃進行抗性檢定，據此選拔抗病品

系並進行自交繁殖，共自交五代使其趨於同質結合。

供試水稻及培養條件

本研究使用之水稻材料包括：稉稻臺農82號、臺農82號誘

變系WM1370、秈稻CO39、CO39ġxġWM1370雜交族群及重組子

代ġ(F2至F2:5)，以及對稻熱病高度感病之秈稻品種Lomello及稉

稻品種麗江新團黑穀ġ(Lijianxintuanheigu,ġLTH)，水稻之雜交與

繁殖於嘉義農業試驗分所試驗田進行。人工接種評估誘變系

WM1370抗性幅度之實驗於臺大植微系進行，稻種先以1%次氯

酸納水浸泡15ġmin進行消毒，再以無菌水潤洗三次後，於無菌

水中浸種24ġ hr，中間過程換水至少三次。浸種完之種子以夾

鏈袋密封保濕，置於30℃黑暗環境下48ġhr進行催芽，再播種於

赤玉土及塑膠穴盤中ġ(每穴6顆稻種)，培養於16ġhr光照、8ġhr
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頃，罹病田區產量減少約一至四成，影響甚鉅。

稻熱病可藉由肥培管理、病害偵測、化學藥劑等方式進行

防治，近年來食品安全意識抬頭，農藥殘留成為臺灣社會大眾

持續關注的議題，在維護生態環境的前提下，種植抗病品種被

認為是最經濟、有效且對環境友善的防治措施(24)，可同時滿足

生產優質且安全農產品之需求。然而稻熱病菌族群在田間變

異十分快速，使臺灣抗病品種在推廣栽植後的五年內ġ(平均1.5

年)ġ失去對稻熱病的抗性(4,ġ 5)，因此持續選育出新的抗病且優質

品種為植物病理學家與育種學家共同努力的目標。目前已被

報導之水稻對稻熱病抗性基因/基因座ġ(resistanceġ genes/loci,ġR 

genes/loci)ġ至少有118個，已被選殖的37個Rġgenes包含Pish、Pi-

35、Pi-37、Pit、Pi64ġ(Chr.ġ1)；Pibġ(Chr.ġ2)；Pi68(t)ġ(Chr.ġ3)、

pi21、Pi63ġ (Chr.ġ 4)；Pi9、Pi2、Piz-t、Pi50、Pigm、Pid2、

Pid3、Pid3-A4、Pi25ġ (Chr.ġ6)；Pi36ġ (Chr.ġ8)；Pi5、Pii、Pi56 

(Chr.ġ 9)；Pi1、Pik、Pik-m、Pik-p、Pik-h、Pik-s、Pik-e、

Pi54of、Pi54rh、Pb1、Pia、PiCO39、NLS1ġ (Chr.ġ 11)；Pita、

Ptrġ (=Pita-2)ġ (Chr.ġ 12)(13,ġ23,ġ 36,ġ 52)。其中近半數的Rġ genes被定位

在三個主要基因座上，分別為第6、11及第12號染色體的上的

Pi2/9、Pik、Pita及Ptrġ基因座，而第5、7及10號染色體上目前

並無抗稻熱病基因被選殖(23)。

誘變育種是利用物理或化學方法誘導突變，由變異群體中

選拔帶有特定性狀的個體，再進一步培育為新品種(系)的育種

方法。在水稻育種上，過去有以γ射線、中子輻射及離子輻射

等物理性方法造成變異，進而影響水稻代謝(26,ġ 29,ġ42)、營養價值
(16,ġ18)、提升對白葉枯病之抗性(9)ġ及對鐵逆境之耐受性(45)；化學

誘變劑則是以烷化劑、秋水仙素及疊氮化鈉為主，烷化劑如

ethylġmethaneġsulfonateġ(EMS)、N-methyl-N-nitrosoureaġ(MNU)ġ和

diepoxybutaneġ (DEP)ġ皆能造成鹼基甲基化及點突變，而秋水仙

素可促進細胞分裂並誘使多倍體產生，疊氮化鈉則可透過抑

制過氧化酵素ġ(peroxidase)ġ的活性，使DNA產生錯誤的修補作

用，進而產生基因突變，而其突變方式主要為點突變，又以轉

換突變ġ[transitionġmutation,ġ嘌呤ġ(A或G)ġ互相轉換或嘧啶ġ(C或

T)ġ互相轉換]ġ較顛換突變ġ(transversionġmutation,ġ嘌呤與嘧啶之

間的轉換)ġ為多ġ (41,ġ48,ġ50)，亦有文獻發現其可造成單核苷酸缺失

而造成移碼突變ġ(frameshiftġmutation)ġ (1)，且疊氮化鈉具有殘效

少、處理濃度低、在土壤中分解效率高、致癌性低及高基因

突變率的特性(47)，在國際間已廣泛使用於改良水稻的性狀(50)，

例如：改良Suweonġ542的胚乳使其適用於米製品加工(38)；誘變

IR64提高其鐵含量，用以改善開發中國家營養缺乏的問題(20)：

誘變臺農67號，改良其對鹽逆境的耐受性(34)ġ等。

臺農82號ġ(Tainungġ82,ġTNG82)ġ為臺農67號以疊氮化鈉誘變

改良之品種，植株具耐高氮肥、抗倒伏且適應性廣之特性，且

其精米粗蛋白質含量低ġ(約4.5-5%)，食味及口感可媲美日本越

光米，唯獨在抗病蟲害方面，臺農82號對葉稻熱病、褐飛蝨、

白葉枯病、紋枯病及白背飛蝨等病蟲害皆不具抵抗性(10)。為改
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促進產孢。接種當天於培養皿中加入0.05%ġTweenġ 20，以載玻

片輕刮菌落表面收集分生孢子，經雙層紗布過濾後，以血球計

數器計算孢子量，並以0.05%ġTweenġ20稀釋至2x105ġ spores/ml使

用。

稻熱病菌接種方式參考陳等(7)ġ 之方式，採取噴霧接種

法，以空氣壓縮機及噴槍，在壓力10-15ġ psiġ下將孢子懸浮液

均勻地噴灑於葉表ġ (每株接種約0.2ġml孢子懸浮液)，靜置風

乾20分鐘，放入置物箱中加蓋保濕，並置入26℃黑暗且相對

濕度100%條件下36小時，將蓋子開啟約0.5ġ cm縫隙，再置於

28/26℃、16/8ġhrġ light/dark且相對溼度80%之環境，於接種後七

天評估抗性。上述實驗每個菌株各接種兩批植株，每批中每一

品種ġ(系)ġ各4-6株，兩批放置於同個箱子的兩側。葉稻熱病之

抗性檢定以國際稻米研究所ġ(InternationalġRiceġResearchġInstitute,ġ

IRRI)ġ訂定之0-9級罹病等級ġ (diseaseġ severityġ index,ġDSI)，對

每個品種ġ(系)ġ之個體植株進行調查。0級ġ≤ġDSIġ≤ġ 3級：抗病ġ

(resistant,ġR)；3級<ġDSIġ≤ġ5級：中等抗病ġ(moderatelyġ resistant,ġ

MR)；5級<ġDSIġ≤ġ6級：中等感病ġ(moderatelyġsusceptible,ġMS)；

6級<ġDSIġ≤ġ9級：感病ġ(susceptible,ġS)(17)。

抗稻熱病基因座Pi2/9、Pik、Pita、Ptr之PCR增幅定序與
分析

以調整後的cetyltrimethylammoniumġbromideġ(CTAB)ġ法萃取

水稻genomicġDNA(46)。針對Pi2/9、Pik、Pita、Ptr之編碼序列ġ

(codingġ sequence,ġCDS)，利用文獻上引子對(8,ġ53)ġ與新設計之引

子對ġ(Pi9_e23F:GAATAGTAATAACCACTCGGAATGTTGA;ġPi9_

e23R:ġCAGGACATACTCCCATGGAATG)，對臺農82號及誘變系

WM1370之DNA進行PCR增幅。PCR反應溶液總體積為20ġµl，

黑暗，日溫28℃、夜溫26℃之生長箱，並於種植後七天與接種

前一天以花寶5號ġ(HyponexġCorporation,ġOH,ġUSA)ġ稀釋500倍澆

灌，在約二至三週大ġ(三葉齡)ġ時進行接種。

本研究以CO39與WM1370雜交之後代族群進行抗病基因座

定位ġ(流程如圖一)，建立秈稉雜交族群進行分析，主要希望運

用秈稻與稉稻親本間之高度遺傳變異，使後續多型性分子標誌

篩選更容易。本研究於2018年一期作進行636個F2子代之旱田

稻熱病圃檢定，並挑選其中8株抗病、8株感病植株進行集群分

離分析ġ(並未對所有F2個體進行檢定)。2019年二期作進行636個

F2:3品系旱田稻熱病圃檢定，使用其中192個F2:3品系進行連鎖分

析，初步驗證抗性區間後，於其中挑選3個F2:3品系建立F2:4重組

自交系，2020年一期作由417株F2:4子代篩選11個F2:4重組品系，

2021年一期作針對來自11個F2:4品系的359株F2:5單株及來自4個

F2:3品系的203株F2:4單株，於旱田稻熱病圃進行檢定。

人工接種評估WM1370之抗性幅度

為瞭解臺農8 2號誘變系WM1 3 7 0之抗性幅度，以稻

熱病菌菌株P. oryzae ġ 12YL-DL3-2、13TN-RK2-1、17HC-

IR44-2-1、17TN-IR60-3-1、17PT-KD5-2-1、17TD-GS5-3-1、

DAL1a1-1704、SY2a3-1803及ES1a1-1803接種WM1370及感病對

照LTH，菌株由臺大植微系沈偉強老師及農業試驗所陳繹年先

生提供，菌株採集資訊如表一。根據沈偉強老師及陳繹年先生

實驗室之人工接種試驗，上述9菌株接種31個帶單一抗稻熱病

基因的IRRI-bredġblast-resistantġ linesġ (IRBLs)時，呈現不同的親

和/不親和反應ġ(dataġnotġshown)，因此可歸類為不同生理小種。

稻熱病菌以濾紙法保存於-20℃(12)，每次試驗均撕取一小

塊之濾紙片，將孢子沾於燕麥瓊脂培養基ġ(oatmealġ agar,ġOMA)ġ

(50ġgġoatmeal、13.5ġgġagar、1ġLġddH2O)，於26℃、光照12ġhr、

黑暗12ġhr下培養二週，接種四天前以無菌刀片輕劃菌落表面以

圖一、以CO39ġxġWM1370雜交族群進行抗病基因座定位之流程圖。

Fig. 1.ġSchemeġ forġmappingġ ofġ resistanceġ lociġ usingġ CO39ġ xġWM1370ġ
populationġinġthisġstudy.ġ

I:ġ1stġcropġseason.ġII:ġ2ndġcropġseason.

表一、接種試驗之稻熱病菌菌株採集資訊

TABLE 1.ġCollectionġinformationġofġPyricularia oryzaeġisolatesġusedġinġtheġ

inoculationġexperiment

IsolateġID1 Location
Collection
year

2012

2013

2017

2017

2017

2017

2017

2018

2018

DouliuġCity,ġYunlinġCountyġ(雲林縣斗六市)ġ

LiujiaġDist.,ġTainanġCityġ(臺南市六甲區)

EmeiġTownship,ġHsinchuġCountyġ(新竹縣峨眉鄉)

LucaoġTownship,ġChiayiġCountyġ(嘉義縣鹿草鄉)

DaliġDistrict,ġTaizhongġCityġ(臺中市大里區)

SanyiġTownship,ġMiaoliġCountyġ(苗栗縣三義鄉)

12YL-DL3-2

13TN-RK2-1

17HC-IRRI44-2-1

17TN-IRRI60-3-1

17PT-KD5-2-1

17TD-GS5-3-1

DAL1a1-1704

SY2a3-1803

ES1a1-1803

1 P.  oryzae ġ 12YL-DL3-2, ġ 13TN-RK2-1, ġ 17HC-IRRI44-2-1, ġ 17TN-

IRRI60-3-1,ġ17PT-KD5-2-1,ġandġ17TD-GS5-3-1ġwereġprovidedġbyġDr.ġWei-

Changġ Shenġ atġDept.ġ ofġ Plantġ Pathologyġ andġMicrobiologyġ ofġNationalġ

TaiwanġUniversity.ġP. oryzaeġDAL1a1-1704,ġ SY2a3-1803,ġES1a1-1803ġ

wereġ providedġ byġYi-NianġChenġ atġ Plantġ PathologyġDivisionġ ofġ Taiwanġ

AgriculturalġResearchġInstitute.



包含0.1ġµlġTaKaRa Ex Taq™ġ(5ġunits/µl)ġ(TakaraġBio,ġUSA)、2ġµlġ

10XġEx TaqġBufferġ (TakaraġBio,ġUSA)、1.6ġµlġdNTPġMixtureġ (2.5ġ

mMġeach)ġ(TakaraġBio,ġUSA)、1ġµlġ10ġµMġforwardġprimer、1ġµlġ10ġ

µMġreverseġprimer、1ġµlġ 50ġng/µlġDNA及13.3ġµlġddH2O，PCR之

反應條件為94℃變性5ġmin、每循環ġ94℃變性30ġ sec、55-65℃

黏合30ġ sec及72℃聚合30-120ġ sec，共30個循環，最後以72℃聚

合5ġmin完成增幅。PCR產物委託明欣生物科技有限公司進行

Sangerġ sequencing，定序資料以SnapGene進行序列組裝及轉譯

預測，並與已知抗感性等位基因編碼序列ġ (資料參考NCBI上

EMBL/GenBankġdataġlibraries:ġhttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/)ġ進行

多重序列比對，並將比對後的檔案利用ġMultalinġ(http://multalin.

toulouse.inra.fr/multalin/)(11)ġ進行視覺化調整。

分子標誌設計與基因型分析

本研究使用之SSR分子標誌ġ (表二及表三)，係參考徐

等ġ(2012)ġ針對5ġ個臺灣常見秈稉稻品種建立之多型性分子標

誌平臺，其所篩選出的分子標誌來自Grameneġ (https://archive.

gramene.org/markers/)ġ及RGP資料庫ġ(http://rgp.dna.affrc.go.jp/E/

publicdata/ġcaps/ġindex.html)，並參考秈稻93-11及稉稻Nipponbare

之indel序列自行開發。本研究使用其中橫跨12對染色體之84組

SSR分子標誌進行集群分離分析ġ(表二)，PCR反應增幅同徐等ġ

(2012)ġ所述，PCR產物使用6%的ġ1.5ġmmġnon-SDSġpolyacrylamideġ

gelġ electrophoresisġ (PAGE)ġ進行分析(15)。後續抗性區段之驗證

使用5組於CO39及WM1370之間有多型性之分子標誌ġ(表三)，

PCR反應溶液總體積為10ġ µl，每管分別加入5ġ µl ġ Taqġ DNAġ

Polymeraseġ2XġMasterġMixġREDġ(Ampliqon,ġDenmark)、1µlġ10ġµMġ

forwardġprimer、1µlġ10ġµMġreverseġprimer、1ġµlġ20ġng/µlġDNA及2ġ

µlġ ddH2O，PCR反應條件為95℃變性ġ5ġmin、每循環95℃變性30ġ

sec、50-60℃黏合30ġ sec、72℃聚合30ġ sec，共進行27次循環，

最後以72℃聚合5ġmin完成增幅。RM27689及RM3103分子標誌

分別以0.5XġTris-borate-EDTAġ (TBE)ġbuffer所配置的2%及2.5ġ%ġ

agaroseġ gel，於0.5XġTBEġbuffer以電壓100V進行25分鐘電泳分

析；RM144、RM28466及RM28404分子標誌於親本增幅的產物

只相差18、25及27ġbp，因此以高解析度之3%ġmetaphorġagaroseġ

gel，於0.5Xġ TBEġ buffer以電壓50V進行75分鐘電泳分析。電

泳後以溴化乙錠ġ(5×10-4ġmg/mL)ġ染色10分鐘，再以ddH2O褪染

10分鐘後，於GelġDocumentation-VidegelġVGIS-4ġ (TopġBioġCo.,ġ

Taiwan)ġ觀察結果並拍照。

本研究開發之indel分子標誌ġ(表四)，則參考IRGC資料庫ġ

(https://snp-seek.irri.org/index.zul)ġ中Nipponbare及秈稻93-11基因

體序列進行相互比對，找尋介於100-300ġbpġ之indel區段以NCBI

網站ġ (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)ġ進行引子

對之設計。各分子標誌適用之PCR黏合溫度如表四，而PCR增

幅反應與電泳分析方法同上所述。

本研究開發之KASP分子標誌ġ(表五)，則運用公開可取得

之Nipponbare與CO39基因體序列相互比對，或以Nipponbare

為參考基因體，對WM1370與CO39進行特定基因之PCR增

幅定序及比對，針對比對所獲得之單核苷酸多型性ġ (s ingle-

nucleotideġ polymorphism,ġ SNP)ġ序列以Primer3ġ (https://bioinfo.

ut.ee/primer3-0.4.0/primer3/)ġ進行引子對之設計，每組KASP分

子標誌由兩組allele-specificġ primers及一組共用之reverseġ primer

組成。KASP反應以StepOnePlus™ġ Real-Timeġ PCRġ Systemsġ

(ThermoġFisherġScientific,ġUSA)ġ或CFXġConnectġReal-TimeġPCRġ

Detectionġ Systemġ (Bio-Rad,ġUSA)ġ進行PCR增幅，反應溶液總

體積為10ġµl，每管加入5ġµlġKAPAġProbeġ fastġ qPCRġkitġ (Roche,ġ

Switzerland)、0.3ġ µlġ 4ġµMġuniversalġ FAMġprobes、0.3ġµlġ 4ġ µMġ

universalġVICġorġHEXġprobes、0.14ġµlġ15ġµMġKASPġassayġ(primerġ

ratio如表五)、1ġµlġ 50ġng/µlġDNA及3.26ġµlġ ddH2O，PCR反應條

件為95℃變性3ġmin、每循環95℃變性20ġ sec、61℃黏合20ġ secġ

(-0.6℃/循環)、72℃ġ聚合1ġsec，共進行10次循環，每循環95℃

變性20ġsec、55℃黏合及聚合40ġsec，共進行38次循環(19)。

集群分離分析為自稻熱病旱田病圃中挑選8個抗病及8個感

病之F2個體，將其DNA分別混合後成為抗病群及感病群，連同

兩親本DNA進行PCR反應增幅及電泳分析。有關F2:3的基因型

分析，為每品系20個單株混合之DNA進行基因型之測試。有關

F2:4及F2:5的基因型分析，則先將其前一代品系所衍生之10-16個

單株DNA混合測試，若為同型結合ġ(homozygous)，則各單株於

該位點判定為該等位基因之同型合子ġ(homozygote)，若呈現異

型結合ġ(heterozygous)，再分別測試每個單株之基因型。

CO39 x WM1370 F2、F2:3、F2:4及F2:5族群之病圃抗性檢定

CO39ġxġWM1370ġF2、F2:3、F2:4及F2:5族群於嘉義農業試驗分

所稻熱病旱田病圃進行抗性檢定。636個F2品系及636個F2:3品

系之抗性檢定分別於2018年一期作、2019年二期作進行，種子

採條播方式種植，行長25ġ cm，行距10ġ cm，每F2:3品系播種一

行，每行播種5ġg，每隔10行栽植兩行感病品種Lomello，中間

夾播一行臺農70號作為抗病對照，周圍邊行播種Lomello為接

種源。肥料上，每公頃N、P2O5、K2O分別為240ġ kg、36ġ kg及

48ġkg，整地時氮肥1/4量及磷、鉀肥全量做為基肥與土壤混合

均勻，剩餘氮肥則分別在播種後15天、25天與天與35天做為

追肥。稻種發芽後，每天8:00及16:00在葉面上噴水，每次2分

鐘，以保持濕度促進發病。

來自11個F2:4重組品系的359株ġF2:5子代及來自4個F2:3重組品

系的203株F2:4子代ġ(每品系26-48株子代)，於2021年一期作進行

抗性檢定，將單株種植於288孔之塑膠穴盤中，並於穴盤周圍

種植感病品種Lomello做為自然接種源，肥料使用及噴水條件

同上所述。

統計分析

針對WM1370抗性幅度評估實驗，將人工接種9株菌株之

結果合併進行單因子變異數分析ġ(One-wayġ analysisġ ofġ variance,ġ

One-wayġANOVA)，確認各組別之間存在顯著差異ġ(Pġ <ġ 0.05)ġ
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表二、用於集群分離分析之simpleġsequenceġrepeatġ(SSR)ġ分子標誌

TABLE 2.ġSimpleġsequenceġrepeatġ(SSR)ġmarkersġusedġforġbulkedġsegregantġanalysis

Chromo
some

Markerġname
Positionġ(cM)1

Resistant
bulk2

Susceptibleġ
bulk

Reverseġprimerġsequenceġ(5'ġtoġ3')Forwardġprimerġsequenceġ(5'ġtoġ3')

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

3

3

3

3

3

3

3

3

3

4

4

4

4

4

4

5

5

5

5

5

5

5

6

6

6

6

RI01043

STS389

RI01007

STS326

RM449

RM9

CH0127

RI01017

STS420

RM6840

CH0214

RM3188

RM5459

CH0211

RM341

RM5651

RM525

RM14137

RM4853

RM6038

RI03056

RM6959

STS421

RI03005

RI03006

RM8267

RM16211

CH0458

SLS189

RI04042

CH0411

RI04014

RM1153

RM6300

RM7444

RI05018

CH0507

RM1386

RI05013

RM3476

RM19255

RI06052

RI06003

RI06083

0.3

10.9

32.4-36.9ġ

55.7

73.1

95.7-96.1

114.1-116.5

134.7-135.8

157.6

181.8

0

15

36.3

54.6

74.55

93.5

118.1

147.2

6

24.4

46.6

65.4

86

101.6

120.4

140.1

164.4

7.1

28.6

48.3

75.9

94.4-96.0ġ

113.2

6.5

27.7

49.4

54.6-55.4ġ

77.4

86

101

3.25

18

40.2

58.7-61.6

H

H

A

n/a

B

B

H

H

H

H

A

H

H

H

B

A

H

H

B

H

H

A

H

H

H

A

A

A

H

H

H

A

H

A

H

H

H

A

H

H

H

H

H

H

H

H

A

n/a

B

B

H

H

H

H

A

H

H

H

B

A

H

H

B

H

H

A

H

H

H

A

A

A

H

H

H

A

H

A

H

H

H

A

H

H

H

H

H

H

GAGCGTAGTCGTGGGAAG

CAACCAAACACACCTTAGATT

GGCGATGTTCAGGTGGT

GGGAAGTAAATTGAATTGGTT

ACCACCAGCGTCTCTCTCTC

ACGGCCCTCATCACCTTC

TTTCAGTCACATCGTACCAA

TAAAGAAACGGTTGGTAGAA

CACAGGTCATACACCATCTTT

GAAGAAGGGATCATGGATCG

GCAGTGCTAGCCTAGAAGAA

CTTGCTGCTCAAGTGGTGAG

AATAAATAGGAGCCCGGGTC

CAGGTGAATTGCCAATTT

CTCCTCCCGATCCCAATC

TAACCTGTGCCTTGTTTG

CGGTGAGACAGAATCCTTACG

AACGGCTATGGCAATTGTTCG

ATTTGATGCCAAGACAAATG

GTAGTCCGACTCGATCTCCG

TGGATTTGACCAATGAGGAG

CGGAGGAGCAGAACAAAAAC

AAGAACAGAAAGAGTCGCATT

ACGTGTTGCGGGCTCA

CGTATTCTCCTCCTGTGATGC

CTCCTGTTGTCATTCTTTGG

ATGGGCTTGTTTGATTGCATCC

AAACATTTAGGGAAGCGAGT

TTGTATACTCATTATGTAAATGGA

CACAGAGCTCTCTTCTACCC

CGATGAAAATGATGTCTA

CTAGCGTTAAACCACATAAA

TACTCGCCCTGCATGAGC

CGATGAATCCACTCCTCCTCġ

GGATTGTGATGTTCCTGAGG

ATGAAACCGCTATTAAACCA

TTTGATGTACTGCCTGCTCTġ

CAATCACTCCATGGCTGATG

GACGTTTGATCGTTCAGTTT

ATCCACGGTTAAGATAAATG

GGAGTTGCAGTGTGGTGTGTGG

TTGGTCCATTCCCATCTC

CACTAGACTCCCTCTTGAGAAġ

TCCACCTCCCACAAGC

ATCATGGAGTTCCCTCATC

AAATCCGAGAGCTAGTTCAGT

CTACTGCTGCTGCATGTCA

GCTCAGTATATTACGGTGGAA

TTGGGAGGTGTTGATAAGGC

GGTGCCATTGTCGTCCTC

TATAGGGTGATGCCACTCTC

AGGGCCAGTCGTGGTAT

ATTACCGACAGCAATAGTTCA

TACCAAGACTCCGCTATGGC

GCATCTCGCTACCTAACCTA

TCACGAGTCGTTCGTTCTTG

AGTTGTTGTCACCTCCTGCC

GCAGCAAAGTGCGGAGTA

CAAGAAACCTCAATCCGAGC

AAGAGAACATTTGGAATCCT

GGCCCGTCCAAGAAATATTG

CACACGCTCTCCACCATTCC

CTATGGACGGTTGTTCGTAA

CTTCGCCCGCATAAGTCTAG

TCGTTGGTTAATCACGCTTA

TCCTATGGAGGATTGTTGCC

TAGATTTCTTTATCCGCTCGT

AGACTGGAACGGGATCATTG

TCTTTAGCGTGGGTTGGG

CATTGATAATGTCCAGTGACG

AATGCTAATGGCGACTGACTTCG

CACTCATTGTTGAACGACAC

ATCAGAATATTCGGGAAAAG

AGGTGGGTCCAGGTATAATC

CTTGAACCTGAGTGAGTGG

AAGACGGGAGGATCTCA

ACCAACGCCAAAAGCTACTG

CTTTGCTTTCGTGCCTTGTC

AATGGTACTACCGCCAGTGC

TGAATCACGTTTATCAACCA

CTCGCTGTTTACTGACTGGġ

TATTCAAGGTTGGCTGCCTCġ

TCCCAGTTACAGACCTATCG

GATTCTCGTCGTAATCAAGAġ

TTAAGCTAGGGAATCAGCGGTTAGC

CCATTGGTGCCATCTTC

TCCAACGGGTATAAATGCġ

TCGCTGCCTCGACAA
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1ġMarkerġpositionsġbasedġonġtheġlinkageġmapġofġNipponbareġxġKasalathġ(NK)ġ(Hsuġetġal.ġ2018).
2ġA:ġWM1370ġhomozygous;ġB:ġCO39ġhomozygous;ġH:ġHeterozygous;ġn/a:ġnotġavailable.

Chromo
some

Markerġname
Positionġ(cM)1

Resistant
bulk2

Susceptibleġ
bulk

Reverseġprimerġsequenceġ(5'ġtoġ3')Forwardġprimerġsequenceġ(5'ġtoġ3')

6

6

6

6

7

7

7

7

7

7

7

8

8

8

8

8

8

8

9

9

9

9

9

10

10

10

10

10

11

11

11

11

11

11

12

12

12

12

12

12

RI06027

R3879

CH0626

RM412

RM5055

RM1134

RM21113

RM6767

RI07044

RI07030

RM420

CH0879

RI08037

RM72

RI08016

SLS188

RM4487

RM6845

RM23911

CH0906

RM3700

SLS513

RM6971

RI10013

CH1005

RM6144

RI10026

RI10030

RI11005

RI11008

CH1103

RM287

SLS173

RM224

RMM27454

CH1204

RM27789

RM28179

RM28466

RI12026

74.1-76.5

99.2

107.6

121.7

11

25.4

42.1

60.8

81.1

96.1

118.3

1.9

20.2

45.4

72.2

92.2

107.7

116.7

12.5

26.7-30.6ġ

55.3

63.0-65.1ġ

90.7

1.9

23.1

35.9

57.5

73.7-83.0

2.8-4.1

20.3-27.8

35.6-45.3ġ

64.5

91.4

106

10.3

26

42.7

61.7

75.8

107.4

H

H

A

H

H

H

A

H

H

H

H

A

H

H

H

H

H

H

A

H

H

H

H

n/a

H

B

H

H

H

H

H

A

H

A

A

A

H

A

A

H

H

H

A

H

H

H

A

H

H

H

H

A

H

H

H

H

H

H

A

H

H

H

H

n/a

H

B

H

H

H

H

H

A

H

A

A

A

H

A

A

H

AGGTAGGGACATGGGTTAGT

CACTAATCAAGCCACTTCGG

GTGTGGCAATTTAACATCCTġ

CACTTGAGAAAGTTAGTGCAGC

CGTAGGTGATATATTGATCC

ACACCCAACTTTTCTCACGCġ

TGGTGTGCGTCGAAGTCTCTTCC

ACAAGCAACTTGCACTGTGG

GTACTCCACGGAGTGATTGT

CATACGACTCCACAACACAC

GGACAGAATGTGAAGACAGTCG

TAGTTGAAGGAGGAGAGATGGġ

GTGTCGATATTGCATCCTTAG

CCGGCGATAAAACAATGAG

AAACCTGGAACTCCCTCAġ

GGCATCAGTAAGACACAATAġ

TGTTAATAAATCGAGTCACAġ

GTGACGGCAAGAGGAAGAAG

TGCCTGCACTTATCTCTTGATGCġ

ACTGCTTTGATGGCTTGTG

AAATGCCCCATGCACAACġ

GGAATTAACTTTCCACTCGTTġ

TTTGCGAACTAGACAAGGCC

TCAAAAGGTTGTGAGAAACA

CTGATCCATTATCAACCCTAGCġ

TGGAACTCAACGGGAGTCTCġ

ATGGTGAGAGAGTTCGAGTG

AACCTCGATTTGATATTTCG

ACCTATTGTGACCGGTTTTA

ATAGTGGAGGACTTGACACG

AATAGCTTATCAAGCTGTGTġ

TTCCCTGTTAAGAGAGAAATCġ

ACCCCTACCTCTACTAGTGCġ

ATCGATCGATCTTCACGAGGġ

ACATTGCGGTATTATCTGCT

GATCACCCATCCACATTAACġ

AGCTCCGTCGAATCCATATTGC

GGTTCGAGGTGATCACTGCTTCCġ

CCGACGAAGAAGACGAGGAGTAGCCġ

CTATAGCAGCCAGCTAATGC

CTTCTTGGTCTTTGCGTTAG

CGAAACTTGTTTTCCTTCCC

TTTCATCAAATATCCCCATCġ

CCCAAACACACCCAAATAC

GTTCAAATTTTAACTAGCCA

AGCTAGGGTTTCGATCTCCCġ

ACTATCGCGCTCCCAGGTTCGġ

CATCGCCTGGGAGATCATAC

TGCATTGTTCTCATGATACTG

CGATCTCTACGAGGGTTTTT

ACTAATCCACCAACGCATCC

AġTTGTTTCCTCCGCCAġTTCCġ

ATAATTGGCGCTTCTGTTAG

GCATCGGTCCTAACTAAGGGġ

TTAGATGCCTCCCTATTGTCġ

AATGAATCTGTCTAGATTGG

AATAATACTTCATCCGTTTC

GTTCGACAGGAACGCCACġ

GATGAACCTAAAGGGCAGTTTCC

CTCCCCAAACTGAATCCġ

TTGTCAGATTGTCACCAGGG

TTGTTCCAATGAGCAATTAGTġ

GCGTCATTCTCGACGAGCġ

GAGTATACAGGTGATGGATCG

GTTTCGTCCGGACTCTAGAAAAġ

GAAGTAGTGGAATCGGCGAGġ

TTAGGCCCATTATTTGTACC

ATTTCATCACAGGTGACTCC

GACAAAGACATCCACCAAGT

ATAGTGGAGGACTTGACACG

TACGTTTACCTCGAGACCATġ

GTGTATTTGGTGAAAGCAAC

CGGTTTGGGTGATAATATAGġ

TGCTATAAAAGGCATTCGGG

GAAACAGAGGCACATTTCAT

ATAGCTAAATAAGGCTGATGGTġ

CCAACCATTTCTCCTCTACCATTCC

GTGGTCACCGAGGTGGTTGAGG

AGGCCGGAGAGCAATCATGTCGġ

TTCTGCCCATAGATCTTCTC
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1 GenomicġpositionsġareġbasedġonġtheġMSU7ġNipponbareġreferenceġgenome.

表三、對CO39及WM1370具多型性之simpleġsequenceġrepeatġ(SSR)ġ分子標誌

TABLE 3.ġPolymorphicġsimpleġsequenceġrepeatġ(SSR)ġmarkersġbetweenġCO39ġandġWM1370

Productġsize
(bp)Marker

Marker
position
(bp)1 WM1370CO39

Chromo
some

Annealġ
temp.ġ
(℃)

Primerġsequencesġ(5'ġtoġ3') Electrophoresisġgel

RM144

RM27689

RM3103

RM28404

RM28466

28,281,693-

28,281,937

4,736,201-

4,736,437

7,461,468-

7,461,772

21,821,109-

21,821,374

22,975,528-

22,975,621

11

12

12

12

12

58

58

50

58

60

237

236

218

265

94

219

180

122

238

70

F:TGCCCTGGCGCAAATTTGATCC

R:GCTAGAGGAGATCAGATGGTAGTGCATG

F:AACCTGCAATTACCATCCAAGC

R:AATACACACCCACAGTTCCACACC

F:CAGACAACTTGTAATGTACG

R:ATGTCATGGGAGATAATTAA

F:GTGGGAGTCGAGAGGCGATAAGG

R:AAAGGACGGCTCATAGGTGATGGġ

F:CCGACGAAGAAGACGAGGAGTAGCC

R:AGGCCGGAGAGCAATCATGTCG

3%ġmetaphorġagaroseġgel

2%ġagaroseġgel

2.5%ġagaroseġgel

3%ġmetaphorġagaroseġgel

3%ġmetaphorġagaroseġgel

1ġGenomicġpositionsġareġbasedġonġtheġMSU7ġNipponbareġreferenceġgenome.

表四、對CO39及WM1370具多型性insertion-deletionġ(InDel)ġ分子標誌

TABLE 4.ġPolymorphicġinsertion-deletionġ(InDel)ġmarkersġbetweenġCO39ġandġWM1370

Productġsize
(bp)Marker1

Marker
position
(bp)1 WM1370CO39

Chromosome
Annealġ
temp.ġ
(℃)

Primerġsequencesġ(5'ġtoġ3')

Indel_C6_102

Indel_C12_36

Indel_C12_50

Indel_C12_71

Indel_C12_153

Indel_C12_169

Indel_C12_181

Indel_C12_196

Indel_C12_201

Indel_C12_217

10,269,770-

10,270,294

3,634,755-

3,635,226

5,077,291-

5,077,741

7,132,754-

7,133,432

15,397,405-

15,397,790

16,986,287-

16,986,519

18,120,741-

18,120,990

19,602,015-

19,602,318

20,108,097-

20,108,667

21,701,080-

21,701,708

6

12

12

12

12

12

12

12

12

12

60

60

60

60

60

60

60

58

58

60

525

472

451

679

386

233

250

304

571

629

283

366

652

413

296

360

167

371

151

241

F:GGGCGTAGCAGCAAACAAC

R:TTCAGCCACCTGAATAGCCTG

F:GAGAAGATTGGAGAGGAAAAGAGAAG

R:AGCAAAAGCCGGTTCAAAAAC

F:CGACGTTGGACACGTAGAGC

R:ATTGAGTTCCGTTGCCGTGT

F:TGATTTCGCGTGTCTGGTCT

R:GTTAATGCCAATCTCGGGGC

F:CGCGGTCAAATCCAAAACCC

R:CATTACCTTGTTGAAGTAGCAGCAC

F:TCCTCCTTGTAAACAAACACACAC

R:GTTTAGGGCCTGATGGCCTG

F:CACCGTGAGATACCACTACAACA

R:GGTACGCGACRGTGCAAACG

F:GTGAAGTTTCTCCCCCAACG

R:TCCTGCATATTGTCTTAGARGG

F:GGATGGAAATGGAGATGAGC

R:GCGCATGATWAAAATTAGCACAT

F:GCATCTGGCTTTGGACAGTAG

R:ACCTGTTTACCCATGTAGTTCA



後，再以Tukey'sġhonestlyġsignificantġdifferenceġtestġ(Tukey'sġHSD)ġ

進行多重比較檢定ġ(Pġ <ġ 0.05)，釐清不同菌株造成之罹病等級

差異。有關CO39ġxġWM1370ġF2:3、F2:4及F2:5子代之統計分析，先

以皮爾森卡方檢定ġ(Pearson'sġChi-squareġtest)ġ分別針對來自不同

品系之子代族群，檢測抗感病個體數量比率是否符合單一顯性

基因分離率ġ(3:1)ġ或雙顯性基因分離率ġ(15:1)，而後將其罹病等

級與基因型資料彙整後，首先將每一代來自不同親本之個體，

分為不同族群進行One-wayġANOVA，確認各分子標誌與抗感病

性之相關性，而後再針對ANOVA結果具有顯著差異ġ(Pġ<ġ 0.05)ġ

之分子標誌，以Tukey'sġHSD進行多重比較檢定ġ(Pġ <ġ 0.05)，

確認不同基因型之抗感病表現差異，據此界定與稻熱病抗性

相關之區段。所有統計分析均以R程式語言撰寫執行ġ(RStudioġ

versionġ1.3.1056)(44)。

結ȁ果

WM1370之抗性幅度評估

為了確認WM1370的抗性幅度，以2012-2018年收集自臺灣

不同地區ġ(雲林縣斗六市、臺南市六甲區、新竹縣峨眉鄉、嘉

義縣鹿草鄉、屏東縣崁頂鄉、臺東縣關山鎮、臺中市大里區、

苗栗縣三義鄉及彰化縣二水鎮)ġ之9株不同生理小種稻熱病菌菌

株接種感病對照LTH及WM1370，結果顯示，感病對照LTH平

均罹病等級4-9級，為中抗至極感病之表現；WM1370平均罹病

等級0-2.8級，為極抗至抗病表現，且除了菌株13TN-RK2-1ġ (P 

=ġ0.072)ġ之外，其餘8株菌株之接種結果WM1370與LTH平均罹

病等級皆具顯著差異ġ(Pġ<ġ0.05)。，顯示WM1370具有廣幅抗性ġ
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1ġMarkersġwereġnewlyġdesignedġinġthisġstudy,ġexceptġthatġC12_104ġwasġobtainedġfromġSheng-ShanġWangġatġTainanġDistrictġAgriculturalġResearchġandġExtensionġ

Station.
2ġGenomicġpositionsġareġbasedġonġtheġMSU7ġNipponbareġreferenceġgenome.
3ġF1:ġforwardġprimerġwithġFAM-universalġtail.ġF2:ġforwardġprimerġwithġHEX/VIC-universalġtail.ġUniversalġtailsġareġhighlightedġinġbold.ġLowerġcaseġlettersġinġtheġ

primerġsequencesġstandġforġtheġmismatchġofġeachġallele-specificġprimers.ġR:ġreverseġprimer.

表五、對CO39及WM1370具多型性之KBioscienceġcompetitiveġallele-specificġPCRġ(KASP)ġ分子標誌

TABLE 5.ġPolymorphicġKBioscienceġcompetitiveġallele-specificġPCRġ(KASP)ġmarkersġbetweenġCO39ġandġWM1370

Marker1
Concentrationġ
ratio

Type
SNPġpositionġ
(bp)2

Primerġsequencesġ(5'ġtoġ3')

C12_104

C12_Pita_R2

C12_Ptr_3

C12_118

C12_140

C12_148_1

C12_158

C12_161_2

1

1

5.2

2

0.4

5.2

2

0.4

5.2

1

1

5.2

1

1

5.2

1

1

5.2

1

1

5.2

2

0.4

5.2

SNP

SNP

SNP

SNP

SNP

SNP

SNP

SNP

10,388,051

10,610,964

10,824,209

11,875,086

14,015,888

14,828,855

15,895,666

16,197,212

F1:FAM-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATTCTAGTTAGCTGGATgCTGG

F2:HEX-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCTATTCTAGTTAGCTGGATgCTGA

R:GCTGCAACTAATGCTGTAGTACTATTCAT

F1:FAM-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCGGGCTTTCGTGCtGACG

F2:VIC-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCCGGGCTTTCGTGCtGACT

R:CATCCGAAGACTGATGCTGATG

F1:FAM-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTACCTGTCGATGGTTGTgACC

F2:HEX-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGTACCTGTCGATGGTTGTgACT

R:CCTTGTTGGATAGCATGGAGA

F1:FAM-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGGATGGTAAGAAGATTCgTGCG

F2:HEX-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTAGGATGGTAAGAAGATTCgTGCA

R:GGTGATTCAGGTGTGGCAAG

F1:FAM-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTATATCCTGCTCATTGGTTTGaCCG

F2:HEX-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTCATATCCTGCTCATTGGTTTGtCCA

R:CCATGTAAAGAAGCCCTCACA

F1:FAM-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTCTGACACTCTTCCTCAATTATGTgAAT

F2:HEX-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGACACTCTTCCTCAATTATGTgAAC

R:CCTCTCCGTGTCGTAGTTCC

F1:FAM-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTTGCGGAATACCTCCACATtCAG

F2:HEX-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTTGCGGAATACCTCCACATtCAC

R:AGGGAATCTGTTTTTGCCGAG

F1:FAM-GAAGGTGACCAAGTTCATGCTGCACTGGACTTGGGCAaCC

F2:HEX-GAAGGTCGGAGTCAACGGATTGCACTGGACTTGGGCtGCT

R:CTGCTAGGTTTCATCCCGTTC



(圖二)。

抗稻熱病基因座Pi2/9、Pik、Pita、Ptr之PCR增幅定序與
分析

為了解WM1370的抗性來源，本研究針對已知主要抗稻

熱病基因座Pi2/9、Pik、Pita及Ptr進行定序，並與基因座內

目前已被選殖之抗感病等位基因進行序列比對。Pi2/9基因座

之結果顯示，與親本臺農82號相比，WM1370有轉換及顛換突

變，將胺基酸編碼與已被選殖之等位基因相比，發現WM1370

及臺農82號雖具有完整的1032個胺基酸，但皆與Pi9、Pi2、

Piz-t、PigmS、PigmR、Pizh-1、Pizh-2蛋白質不同，其中臺農

82號與最近被選殖的Pizh-2最相似，但仍有6個胺基酸的差異，

WM1370則與Pi9最相似，有15個胺基酸差異ġ(圖三)。

Pik基因座由Pik-1及Pik-2組成，定序及比對結果顯示，

WM1370與臺農82號於Pik-1及Pik-2之核苷酸序列完全相同，

並無觀察到突變，且兩者胺基酸編碼與Pik-s相同。在Pita基

因座，WM1370與臺農82號有7個核苷酸的差異，3處為轉換
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圖二、LTH及臺農82號誘變系WM1370接種稻熱病菌菌株12YL-DL3-2、

13TN-RK2-1、17HC-IR44-2-1、17TN-IR60-3-1、17PT-KD5-2-1、

17TD-GS5-3-1、DAL1a1-1704、SY2a3-1803及ES1a1-1803之結

果。

Fig. 2.ġDiseaseġ reactionsġ ofġ LTHġ andġWM1370ġuponġ inoculationġwithġP. 

oryzaeġ isolatesġ12YL-DL3-2,ġ13TN-RK2-1,ġ17HC-IR44-2-1,ġ 17TN-

IR60-3-1,ġ17PT-KD5-2-1,ġ17TD-GS5-3-1,ġDAL1a1-1704,ġSY2a3-1803ġ

andġES1a1-1803.ġDataġ (meanġ±ġ standardġerror)ġwithġ differentġ lettersġ

areġsignificantlyġdifferentġaccordingġtoġTukey'sġHSDġtestġatġPġ<ġ0.05.

圖三、Pi2/9等位基因之胺基酸序列比對，誘變系WM1370之等位蛋白與Pi9具15處胺基酸差異。

Fig. 3.ġAlignmentġofġ theġaminoġacidġ sequencesġofġtheġallelesġ atġPi2/9.ġFifteenġaminoġacidġdifferencesġwereġfoundġbetweenġ theġallelicġproteinġ inġ theġmutantġ lineġ

WM1370ġandġPi9.ġTNG82:ġallelicġproteinġinġTainungġ82.ġWM1370:ġallelicġproteinsġ inġTainungġ82ġmutantġlineġWM1370.ġR:ġresistanceġallelicġprotein;ġS:ġ

susceptibilityġ allelicġprotein.ġTheġ conservedġcoil-coiledġ (CC),ġnucleotide-bindingġ siteġ (NBS),ġ andġ leucine-richġ repeatsġ (LRR)ġdomainsġareġ basedġonġ theġ

predictedġproteinġstructureġofġPi9ġ(Quġetġal.ġ2006).



突變，4處為顛換突變，而於第2,752個核苷酸從T突變成G，

致使影響Pita抗性的第918個胺基酸由感病的絲胺酸ġ (Serine,ġ

S)ġ轉為抗病的丙胺酸ġ(Alanine,ġA)，將胺基酸編碼與已被選殖

之等位基因相比後，發現臺農82號之胺基酸編碼與感病品種

Nipponbare相同，屬感病的等位蛋白，而WM1370帶有與野生

稻W1866相同的抗病等位蛋白。Ptr定序及比對結果顯示，與

親本臺農82號相比，WM1370有轉換、顛換及缺失突變，其中

於2,608-2,619處有12個核苷酸ġ(AAAAAACCAGAA)ġ之缺失，

此處為影響Ptr抗性之區段，而將胺基酸編碼與已被選殖之等

位基因比對後，發現WM1370與抗病品種Katy相比在Armadilloġ

(ARM)ġ repeat上第763個胺基酸為白胺酸ġ(Leucine,ġL)ġ轉苯丙胺

酸ġ(Phenylalanine,ġF)ġ之變異ġ(圖四)。

多型性分子標誌之篩選及開發

本研究使用之5組SSR分子標誌增幅結果如圖五，新開發

之10組indel分子標誌如圖六，該等分子標誌皆可增幅出專一片

段，且產物大小符合預期，並對CO39及WM1370具有多型性。

本研究開發之8組多型性KASP分子標誌增幅結果如圖七，圖中

的X軸與Y軸分別代表FAM及HEX/VIC的螢光強度，不同螢光

代表來自兩親本的不同等位基因ġ(alleles)ġ及heterozygotes，理想

中的增幅循環數為28-35之間，循環數過高會導致螢光probe產

生假訊號，由於每組分子標誌增幅情形不同，在操作上會先以
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圖四、Ptr等位基因之胺基酸序列比對，誘變系WM1370與抗病品系Katy之等位蛋白具有一個胺基酸差異ġ(L763F)。

Fig. 4.ġAlignmentġofġ theġaminoġacidġ sequencesġofġ theġallelesġ atġPtr.ġOneġaminoġacidġdifferenceġ (L763F)ġwasġ foundġbetweenġ theġ allelicġproteinsġ inġ theġmutantġ

lineġWM1370ġandġ theġ resistantġ cultivarġKaty.ġTNG82:ġallelicġproteinġ inġTainungġ82.ġWM1370:ġallelicġproteinsġ inġTainungġ 82ġmutantġ lineġWM1370.ġR:ġ

resistanceġ allelicġprotein;ġ S:ġ susceptibilityġallelicġprotein.ġTheġ conservedġArmadilloġ (ARM)ġ repeatsġdomainġ (labelledġwithġ redġ lines)ġ areġ basedġonġ theġ

predictedġproteinġ structureġofġPtrġcontainingġcultivarġKaty.ġTheġdeletionġatġaminoġacidsġ870-873ġ(nucleotidesġ2,608-2,619ġbp)ġ(pinkġ shadedġ region)ġwasġ

associatedġwithġtheġresistanceġofġPtrġinġKatyġ(Zhaoġetġal.ġ2018).

圖五、對CO39及WM1370具多型性之simpleġsequenceġrepeatġ(SSR)ġ分子標誌。

Fig. 5.ġSimpleġsequenceġrepeatġ(SSR)ġmarkersġpolymorphicġbetweenġCO39ġandġWM1370.ġ(A)ġRM144;ġ(B)ġRM27689;ġ(C)ġRM3103;ġ(D)ġRM28404;ġ(E)ġRM28466.ġ
Mix:ġDNAġmixtureġofġCO39ġandġWM1370.



標誌皆有連鎖ġ(Pġ<ġ0.0001)ġ(dataġnotġshown)。針對基因型分析結

果篩選出7個不同單倍型之F2:3品系，進行後續基因座定位的試

驗。因兩親本於Pi2/9及Pik基因座序列不同，針對此7個F2:3品

系測試Indel_C6_102ġ (Chr.ġ 6:ġ 10.2ġMb，與Pi2/9連鎖)ġ及RM144ġ

(Chr.ġ11:ġ28.2ġMb，與Pik連鎖)，結果顯示7個F2:3品系於此兩基

因座皆為CO39同型合子，故可排除遺傳背景中Pi2/9及Pik之影

響。針對來自前述7個F2:3品系的417株F2:4子代，利用RM27689ġ

(4.7ġMb)、RM3103ġ(7.4ġMb)、C12_104ġ(10.4ġMb)、C12_118ġ(11.8ġ

Mb)、C12_140ġ(14.0ġMb)、RM28404ġ(21.8ġMb)ġ及RM28466ġ(22.9ġ

Mb)ġ共7組分子標誌進行基因型分析，並根據基因型分析之結

果，挑選11個在目標區段重組之F2:4個體ġ(5種單倍型，來自3個

F2:3品系)，進行F2:5重組品系建構，然而因帶有Pita區段ġ(10.4-

10.6ġMb)ġ之F2:4品系未收獲種子，因此以其上一代之4個F2:3品系

一起進行抗性檢定ġ(Lineġ308、Lineġ334、Lineġ460及Lineġ488)，

共同完成後續精細定位之連鎖分析。

來自前述11個F2:4品系的359株F2:5子代及來自4個F2:3品系的
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圖六、對CO39及WM1370具多型性之Insertion-deletionġ(indel)ġ分子標誌。

Fig. 6.ġInsertion-deletionġ(indel)ġmarkersġ forġpolymorphicġbetweenġCO39ġandġWM1370.ġ (A)ġ Indel_C6_102;ġ (B)ġ Indel_C12_36;ġ (C)ġ Indel_C12_50;ġ (D)ġ Indel_
C12_71;ġ(E)ġIndel_C12_153;ġ(F)ġIndel_C12_169;ġ(G)ġIndel_C12_181;ġ(H)ġIndel_C12_196;ġ(I)ġIndel_C12_201;ġ(J)ġIndel_C12_217.ġMix:ġDNAġmixtureġofġ

CO39ġandġWM1370.

38循環進行增幅，再由分析軟體往前查看每循環的分群狀況，

依據noġ templateġcontrolġ (NTC；ddH2O)ġ尚未出現假訊號且親本

之DNA呈現可辨識的分群為主，而圖上不同螢光訊號均明確分

群，顯示其對CO39及WM1370具有多型性。

WM1370之抗病基因座定位
依據表二之橫跨水稻十二對染色體的SSR分子標誌，針對

CO39ġxġWM1370ġ F2子代進行集群分離分析，發現抗病群、感

病群基因型只有在CH1204ġ (chr.12:ġ 3,017,759-3,017,848ġ bp)ġ及

RM28179ġ (chr.12:ġ 17,779,489-17,779,649ġ bp)ġ與抗感病親本之基

因型相符。為了再次驗證抗性區段，於2019年二期作嘉義旱田

病圃進行636個CO39ġ×ġWM1370ġF2:3品系之抗性檢定，其罹病等

級介於0-9級之間，感病親本CO39罹病等級為5級ġ(當季無抗病

親本WM1370之檢定資料)。取其中192個F2:3子代針對第12號染

色體上三個分子標誌RM27689ġ (4.7ġMb)、C12_104ġ(10.4ġMb)ġ及

C12_161_2ġ(16.1ġMb)ġ進行連鎖分析，初步驗證抗性與三個分子
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圖八、WM1370在第12號染色體10.7-14.6ġMb之抗病基因座。

Fig. 8.ġTheġresistanceġlocusġatġ10.7-14.6ġMbġonġchromosomeġ12ġinġWM1370.ġTheġfigureġshowsġtheġgenotypesġofġCO39ġxġWM1370ġF2:3ġandġF2:4ġrecombinantsġandġ
theġdiseaseġreactionsġofġ theirġF2:4ġ andġF2:5ġprogenies.ġDiseaseġevaluationġwasġconductedġ inġ theġuplandġblastġnurseryġ inġChiayiġ inġ theġ firstġ cropġ seasonġofġ

2021.ġ308,ġ334,ġ460,ġandġ488ġareġF2:3ġlines,ġandġ67_7,ġ67_22,ġ549_21,ġ539_54,ġ539_64,ġ539_68,ġ539_78,ġ539_210,ġ549_10,ġ549_20,ġandġ549_95ġareġF2:4 

lines.ġGenomicġpositionsġareġbasedġonġtheġMSU7ġNipponbareġreferenceġgenome.ġWhiteġbar:ġCO39ġhomozygote;ġblackġbar:ġWM1370ġhomozygote;ġgrayġbar:ġ

heterozygous.ġDSI:ġdiseaseġseverityġindex.ġR:ġresistant.ġS:ġsusceptible.

圖七、對CO39及WM1370具多型性之KBioscienceġcompetitiveġallele-specificġPCRġ(KASP)ġ分子標誌。

Fig. 7.ġKBioscienceġcompetitiveġallele-specificġPCRġ(KASP)ġmarkersġpolymorphicġbetweenġCO39ġandġWM1370.ġ(A)ġC12_104;ġ(B)ġC12_Pita_R2;ġ(C)ġC12_Ptr_3;ġ
(D)ġC12_118;ġ (E)ġC12_140;ġ (F)ġC12_148_1;ġ (G)ġC12_158;ġ (H)ġC12_161_2.ġSquare:ġHEX/VIC-signal;ġ triangle:ġ heterozygousġgenotype;ġ circle:ġFAM-

signal;ġdiamond:ġNoġtemplateġcontrolġ(NTC).
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203株F2:4子代，於2021年一期作嘉義旱田病圃進行抗性檢定ġ

(各重組品系基因型及其子代之抗性檢定結果彙整如圖八)，其

罹病等級介於0-9級之間，其中抗病親本WM1370罹病等級介於

0-5級，平均罹病等級為1.3級，感病親本CO39介於2-6級，平

均罹病等級為3.8級ġ (圖九A)。檢視來自4個F2:3重組品系之203

株F2:4子代，發現Lineġ334及Lineġ488之F2:4子代抗感個體總和比

分別為26:14及33:11，符合顯性單基因分離率3:1ġ (χ2ġ =ġ 2.13ġ<ġ

χ2 0.05,ġ1ġ=ġ3.84,ġPġ=ġ0.14;ġχ2ġ=0.00ġ<ġχ2 0.05,ġ1ġ=ġ3.84,ġPġ=ġ1.00)，

而Lineġ 308及Lineġ 460之F2:4子代抗感個體總和比分別為73:4及

39:3，符合雙顯性基因分離率15:1ġ(χ2ġ=ġ0.15ġ<ġχ2 0.05,ġ1ġ=ġ3.84,ġP 

=ġ0.70;ġχ2ġ=ġ0.06ġ<ġχ2 0.05,ġ1ġ=ġ3.84,ġPġ=ġ0.81)；檢視來自11個F2:4

品系的359株F2:5子代，則僅由3個F2:4重組品系549_10、549_20

及549_95衍生之F2:5族群，其抗感個體總和比為69:26，符合單

一顯性基因分離率3:1ġ(χ2ġ=ġ0.28ġ<ġχ2 0.05,ġ1ġ=ġ3.84,ġPġ=ġ0.59)，而

其餘8個F2:4重組品系67_7、67_22、539_54、539_64、539_68、

539_78、539_210及549_21衍生之F2:5族群，其抗感個體總和比

均不符合單一顯性基因分離率3:1。

針對來自不同品系之子代族群分別進行連鎖分析，檢視

來自F2:3重組品系之不同F2:4族群ġ (表六)，可發現橫跨分子標

誌Indel_C12_71ġ (7.1ġMb)ġ至Indel_C12_181ġ (18.1ġMb)ġ之區間均

與抗性呈現顯著相關。根據來自F2:4重組品系67_7、67_22、

539_54、539_64、539_68、539_78、539_210、549_21之F2:5

族群分析結果ġ(表七)，抗性與Indel_C12_36ġ (3.6ġMb)、Indel_

C12_50ġ (5.0ġMb)、Indel_C12_71ġ (7.1ġMb)、RM3103ġ (7.4ġMb)、

Indel_C12_217ġ(21.7ġMb)ġ及RM28466ġ(22.8ġMb)ġ等區域均無顯著

相關。而由3個F2:4重組品系549_10、549_20及549_95衍生之F2:5

族群，其於C12_104ġ(10.4ġMb)ġ及C12_Pita_R2ġ(10.6ġMb，座落於

Pita)ġ處為CO39同型合子，且其抗性與C12_Ptr_3ġ (10.8ġMb)ġ及

C12_140ġ(14.0ġMb)ġ顯著相關ġ(圖九B)，因此針對14-15.3ġMb之間

再設計1組KASP分子標誌C12_148_1ġ (14.8ġMb)，測試結果顯示

在C12_148_1ġ (14.8ġMb)ġ處皆為CO39同型合子，據此可將抗性

區間縮小至約10.7-14.6ġMb；以其中549_10品系為例，其於此區

間帶不同基因型之F2:5子代，於病圃呈現明顯之抗感病差異ġ(圖

九C)，確認抗病基因位於此區間內。

討ȁȁ論

ġWM1370為臺農82號誘變系中，對稻熱病菌具有廣幅及高

度抗性之品系，該品系在連續誘變五次後，曾經過五代之自交

純化，基因型已趨於同質結合，本研究在測試相關分子標誌

時，亦並未發現異質現象，因此可視為純系。本研究首先針

對WM1370人工接種9株不同生理小種的本土稻熱病菌菌株，

確認其具有廣幅抗性，亦透過對主要抗稻熱病基因座之PCR增

幅定序得知，WM1370帶有Pik-s、Pita及可能帶Ptrġ (與已發表

之Ptr抗性等位蛋白存在一個胺基酸差異L763F)。為了釐清抗

病基因座，將WM1370與感病秈稻CO39雜交，運用前人開發之

2組SSR分子標誌、及新開發之6組KASP及9組indel分子標誌進

行基因型分析，篩選重組子代並結合病圃抗性檢定資訊後，

由CO39ġxġWM1370ġF2:4及F2:5之連鎖分析結果中得知，稻熱病抗

性與C12_Ptr_3ġ (10.8ġMb)ġ及C12_140ġ(14.0ġMb)ġ兩組分子標誌連

鎖，而Lineġ308及Lineġ460之F2:4子代抗感病個體比率符合雙顯

性基因分離率，顯示WM1370的遺傳背景中，應還有另外的抗

圖九、(A)ġCO39ġ xġWM1370ġF2:4及F2:5族群於2021年一期作在嘉義旱田

病圃之罹病度分布。測試品系包含來自11個F2:4品系的359株F2:5

子代及來自4個F2:3品系的203株F2:4子代，箭頭處為抗感病親本

WM1370及CO39之平均罹病度。(B)ġ來自F2:4品系549_10、549_20

及549_95的95株F2:5子代連鎖分析之結果，不同字母代表依據

Tukey'sġHSDġ testġ (Pġ <ġ 0.05)ġ分析具顯著差異。(C)ġ與抗性候選

區段連鎖之分子標誌C12_Ptr_3及C12_140處，帶不同基因型之

549_10ġF2:4重組品系之F2:5子代，以及親本CO39及WM1370於2021

年一期作嘉義旱田病圃自然接種呈現之病徵。

Fig. 9.ġ(A)ġDistributionġofġtheġdiseaseġseverityġindexġofġtheġCO39ġxġWM1370ġ
F2:4ġ andġF2:5ġpopulationsġ inġ theġuplandġ blastġ nurseryġ inġChiayiġ inġ theġ

firstġcropġseasonġofġ2021.ġTheġtestedġlinesġincludedġ359ġF2:5ġindividualsġ

derivedġfromġ11ġF2:4ġ linesġandġ203ġF2:4ġ linesġderivedġfromġ4ġF2:3ġ lines.ġ

Arrowsġindicateġtheġaverageġdiseaseġseverityġindexġofġtheġtwoġparentalġ

riceġvarietiesġCO39ġandġWM1370.ġ(B)ġTrait-markerġlinkageġanalysesġofġ

95ġF2:5ġprogeniesġderivedġ fromġF2:4ġ linesġ549_10,ġ549_20ġandġ549_95.ġ

Dataġ (meanġ±ġ standardġ error)ġwithġdifferentġ lettersġ areġ significantlyġ

differentġaccordingġtoġTukey'sġHSDġtestġatġPġ<ġ0.05.ġ(C)ġTheġleafġblastġ

symptomsġofġ549_10ġF2:5ġprogeniesġcarryingġdifferentġgenotypesġatġtheġ

candidateġsegmentġandġtheġparentalġvarietiesġCO39ġandġWM1370ġunderġ

naturalġinfectionġinġtheġuplandġblastġnurseryġinġChiayiġinġtheġfirstġcropġ

seasonġofġ2021.
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表六、2021年一期作CO39ġxġWM1370ġF2:4ġ族群連鎖分析結果

TABLE 6.ġTrait-markerġlinkageġanalysesġofġtheġCO39ġxġWM1370ġF2:4ġpopulationġinġtheġfirstġcropġseasonġofġ2021

F2:3
recombinant
ID

ANOVA
sum
square

Prġ>ġFFġvalue
Meanġ
square

Markerġ(Position)1
Degree
of

freedom

Diseaseġseverityġ
index

(meanġ±ġSE)2

Numberġ
ofġF2:4 

individuals

Genotypesġat
theġtargetġlocus

488

334

48.64

ˢ

48.64

ˢ

48.64

ˢ

46.57

ˢ

ˢ

45.74

ˢ

45.74

ˢ

45.74

ˢ

22.74

ˢ

26.99

ˢ

26.99

ˢ

26.99

ˢ

27.74

ˢ

16.78

ˢ

6.94

ˢ

4.94

0.003

ˢ

0.003

ˢ

0.003

ˢ

0.002

ˢ

ˢ

0.004

ˢ

0.004

ˢ

0.004

ˢ

0.001

ˢ

<ġ0.0001

ˢ

<ġ0.0001

ˢ

<ġ0.0001

ˢ

<ġ0.0001

ˢ

0.006

ˢ

0.087

ˢ

0.183

ˢ

7.33

ˢ

7.33

ˢ

7.33

ˢ

7.62

ˢ

ˢ

6.69

ˢ

6.69

ˢ

6.69

ˢ

10.83

ˢ

15.69

ˢ

15.69

ˢ

15.69

ˢ

15.01

ˢ

6.45

ˢ

2.62

ˢ

1.78

24.32

ˢ

24.32

ˢ

24.32

ˢ

23.29

ˢ

ˢ

22.87

ˢ

22.87

ˢ

22.87

ˢ

11.37

ˢ

13.49

ˢ

13.49

ˢ

13.49

ˢ

13.87

ˢ

8.389

ˢ

3.47

ˢ

2.47

Indel_C12_71

(7.1ġMb)

RM3103

(7.4ġMb)

C12_104

(10.4ġMb)

C12_Ptr_3

(10.8ġMb)

C12_140

(14.0ġMb

C12_158

(15.8ġMb)

Indel_C12_169

(16.9ġMb

RM3103

(7.4ġMb)

C12_104

(10.4ġMb)

C12_Ptr_3

(10.8ġMb

C12_140

(14.0ġMb)

C12_158

(15.8ġMb)

Indel_C12_169

(16.9ġMb)

Indel_C12_181

(18.1ġMb)

 

Indel_C12_217

(21.7ġMb)

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2

1.89ġ±ġ0.48ġa

2.62ġ±ġ0.29ġa

4.82ġ±ġ0.80ġb

1.89ġ±ġ0.48ġa

2.62ġ±ġ0.29ġa

4.82ġ±ġ0.80ġb

1.89ġ±ġ0.48ġa

2.62ġ±ġ0.29ġa

4.82ġ±ġ0.80ġb

2.00ġ±ġ0.50ġa

2.68ġ±ġ0.24ġa

4.90ġ±ġ0.87ġb

2.00ġ±ġ0.60ġa

2.60ġ±ġ0.25ġa

4.90ġ±ġ0.87ġb

2.00ġ±ġ0.60ġa

2.60ġ±ġ0.25ġa

4.90ġ±ġ0.87ġb

2.00ġ±ġ0.60ġa

2.60ġ±ġ0.25ġa

4.90ġ±ġ0.87ġb

2.00ġ±ġ0.42ġa

2.09ġ±ġ0.19ġa

3.73ġ±ġ0.30ġb

2.17ġ±ġ0.54ġa

1.92ġ±ġ0.26ġa

4.11ġ±ġ0.20ġb

2.17ġ±ġ0.54ġa

1.92ġ±ġ0.26ġa

4.11ġ±ġ0.20ġb

2.17ġ±ġ0.54ġa

1.92ġ±ġ0.26ġa

4.11ġ±ġ0.20ġb

2.10ġ±ġ0.41ġa

1.90ġ±ġ0.17ġa

3.75ġ±ġ0.28ġb

2.00ġ±ġ0.58ġa

2.17ġ±ġ0.30ġa

3.78ġ±ġ0.36ġb

1.75ġ±ġ0.41ġa

2.45ġ±ġ0.26ġa

3.00ġ±ġ0.37ġa

1.71ġ±ġ0.47ġa

2.50ġ±ġ0.33ġa

2.71ġ±ġ0.27ġa

9

13

11

9

13

11

9

13

11

9

19

10

8

15

10

8

15

10

8

15

10

10

22

11

6

12

9

6

12

9

6

12

9

10

21

12

6

12

9

8

20

10

7

14

17

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes



Vol. 64 No. 3, 2022    99

2

2

2

2

2

2

2

2

C12_104

(10.4ġMb)

C12_Ptr_3

(10.8ġMb)

C12_140

(14.0ġMb)

C12_158

(15.8ġMb)

Indel_C12_169ġ

(16.9ġMb)

Indel_C12_181ġ

(18.1ġMb)

Indel_C12_196ġ

(19.6ġMb)

Indel_C12_201ġ

(20.1ġMb)

308

460

1ġGenomicġpositionsġareġbasedġonġtheġMSU7ġNipponbareġreferenceġgenome.
2ġDataġ(meanġ±ġstandardġerror)ġwithġdifferentġlettersġareġsignificantlyġdifferentġaccordingġtoġTukey'sġHSDġtestġatġPġ<ġ0.05r.

F2:3
recombinant
ID

ANOVA
sum
square

Prġ>ġFFġvalue
Meanġ
square

Markerġ(Position)1
Degree
of

freedom

Diseaseġseverityġ
index

(meanġ±ġSE)2

Numberġ
ofġF2:4 

individuals

Genotypesġat
theġtargetġlocus

29.03

ˢ

30.43

ˢ

30.43

ˢ

30.44

ˢ

28.23

ˢ

33.63

ˢ

6.65

ˢ

4.82

ˢ

14.52

ˢ

15.21

ˢ

15.21

ˢ

15.22

ˢ

14.12

ˢ

16.82

ˢ

3.33

ˢ

2.41

6.51

ˢ

6.91

ˢ

6.91

ˢ

8.3

ˢ

4.54

ˢ

7.34

ˢ

0.82

ˢ

0.99

0.002

ˢ

0.001

ˢ

0.001

ˢ

0.001

ˢ

0.014

ˢ

0.001

ˢ

0.448

ˢ

0.373

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

39

55

22

40

53

22

40

53

22

37

43

20

28

24

16

38

46

25

6

21

11

24

29

62

1.54ġ±ġ0.17ġa

2.22ġ±ġ0.22ġab

2.95ġ±ġ0.38ġb

1.55ġ±ġ0.17ġa

2.21ġ±ġ0.22ġab

3.00ġ±ġ0.38ġb

1.55ġ±ġ0.17ġa

2.21ġ±ġ0.22ġab

3.00ġ±ġ0.38ġb

1.49ġ±ġ0.17ġa

2.19ġ±ġ0.20ġb

3.00ġ±ġ0.42ġc

1.46ġ±ġ0.21ġa

2.17ġ±ġ0.36ġab

3.13ġ±ġ0.63ġb

1.63ġ±ġ0.19ġa

2.13ġ±ġ0.21ġa

3.12ġ±ġ0.42ġb

1.33ġ±ġ0.61ġa

2.10ġ±ġ0.43ġa

2.64ġ±ġ0.69ġa

1.83ġ±ġ0.21ġa

1.97ġ±ġ0.17ġa

2.31ġ±ġ0.24ġa
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表七、2021年一期作CO39ġxġWM1370ġF2:5ġ族群連鎖分析結果

TABLE 7.ġTrait-markerġlinkageġanalysesġofġtheġCO39ġxġWM1370ġF2:5ġpopulationġinġtheġfirstġcropġseasonġofġ2021

F2:4
recombinant
ID

ANOVA
sum
square

Prġ>ġFFġvalue
Meanġ
square

Markerġ(Position)1
Degree
of

freedom

Diseaseġseverityġ
index

(meanġ±ġSE)2

Numberġ
ofġF2:5 

individuals

Genotypesġat
theġtargetġlocus

67_7

67_22

539_54

539_64

539_68

539_78

539_210

549_10

549_20

549_95

549_21

4.9

1.52

0

4.15

5.04

1.81

10.5

7.2

5.4

5.4

83.41

82.9

4.79

0.133

0.438

1

0.184

0.498

0.832

0.294

0.429

0.533

0.533

<ġ0.0001

<ġ0.0001

0.408

2.8

0.66

0

2.07

0.72

0.19

1.24

0.85

0.63

0.63

16.35

15.99

0.92

4.9

1.52

0

4.15

2.52

0.9

5.23

3.59

2.68

2.68

41.71

41.45

2.4

Indel_C12_36ġġġġġġ

(3.6ġMb)

Indel_C12_50ġġġġġġġġġġ

(5.0ġMb)

Indel_C12_217ġġġġġġġġġ

(21.7ġMb)

RM28466ġġġġġġġġ

(22.8ġMb)

Indel_C12_36ġġġġġġ

(3.6ġMb)

Indel_C12_50ġġġġġġġġġġ

(5.0ġMb)

Indel_C12_36ġġġġġġ

(3.6ġMb)

Indel_C12_50ġġġġġġġġġġ

(5.0ġMb)

Indel_C12_71ġġġġġġġ

(7.1ġMb)

RM3103ġ

(7.4ġMb)

C12_Ptr_3ġ

(10.8ġMb)ġ

C12_140ġ

(14.0ġMb)

RM28466

(22.8ġMb)

1

1

1

1

2

2

2

2

2

2

2

2

2

2.50ġ±ġ0.50ġa

4.25ġ±ġ0.49ġa

-

4.33ġ±ġ0.88ġa

3.50ġ±ġ0.53ġa

-

-

3.60ġ±ġ0.75ġa

3.60ġ±ġ0.68ġa

-

3.17ġ±ġ0.48ġa

4.40ġ±ġ0.75ġa

4.13ġ±ġ0.72ġa

4.60ġ±ġ0.48ġa

5.50ġ±ġ1.19ġa

4.67ġ±ġ0.85ġa

4.50ġ±ġ0.53ġa

5.20ġ±ġ0.97ġa

4.67ġ±ġ0.36ġa

5.42ġ±ġ0.26ġa

4.82ġ±ġ0.34ġa

4.63ġ±ġ0.35ġa

5.21ġ±ġ0.25ġa

4.93ġ±ġ0.32ġa

4.69ġ±ġ0.38ġa

5.33ġ±ġ0.25ġa

5.03ġ±ġ0.34ġa

4.69ġ±ġ0.38ġa

5.25ġ±ġ0.26ġa

5.08ġ±ġ0.34ġa

2.89ġ±ġ0.29ġa

2.30ġ±ġ0.15ġa

4.79ġ±ġ0.60ġb

2.93ġ±ġ0.30ġa

2.30ġ±ġ0.15ġa

4.83ġ±ġ0.63ġb

4.11ġ±ġ0.26ġa

3.25ġ±ġ0.28ġa

3.67ġ±ġ0.70ġa

2

8

-

3

8

-

-

5

5

-

6

5

8

10

4

9

14

5

30

60

34

30

67

41

29

64

35

29

61

36

28

46

19

27

46

18

9

20

12

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

WM1370ġhomozygotes

Heterozygotes

CO39ġhomozygotes

1ġGenomicġpositionsġareġbasedġonġtheġMSU7ġNipponbareġreferenceġgenome.
2ġDataġ(meanġ±ġstandardġerror)ġwithġdifferentġlettersġareġsignificantlyġdifferentġaccordingġtoġTukey'sġHSDġtestġatġPġ<ġ0.05.
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稻熱病顯性基因座存在。綜合CO39ġxġWM1370ġF2:4及F2:5之連鎖

分析結果，以及重組品系549_10、549_20及549_95之基因型，

推論WM1370在第12號染色體約10.7-14.6ġMb之間帶有抗稻熱

病基因，過去曾有13個抗稻熱病基因座被定位於此區間，候

選抗病基因可能為Ptrġ (與抗病品系Katy之等位蛋白具有一個胺

基酸差異L763F)ġ (10.8ġMb)，及/或尚未被選殖、橫跨較大區間

之抗病基因座如：Pi6(t)ġ (4.0-18.9ġMb)、Pi12(t)ġ (6.9-15.2ġMb)、

Pi58(t)ġ (7.4-11.2ġMb)、Pi19(t)ġ (8.8-13.5ġMb)、Pi42(t)ġ (9.3-12.2ġ

Mb)、Pi57ġ (10.7-10.8ġMb)、Pi51(t)ġ (7.03-11.9ġMb)、Pi48ġ (11.9-

13.2ġMb)、Pi67(t)ġ (10.6-12.6ġMb)、Pi157ġ (8.8-18.1ġMb)、Pih3 

(3.5-14.4ġMb)ġ及Pi20ġ(10.1-14.1ġMb)ġ(6,ġ22,ġ27,ġ28,ġ30,ġ35,ġ37,ġ52,ġ54)，對於上

述已定位但未被選殖的抗稻熱病基因座，後期的研究團隊會因

為缺乏帶上述抗病基因的品種，或使用之鑑別性菌株不同，而

難以判斷定位到的基因是否為同一個，因此以下針對已被選殖

的候選基因Ptr做論述。

Ptr座落於水稻第12號染色體中心粒鄰近區域，其於2018年

被選殖(53)，並於2020年被驗證與更早定位出的Pita-2相同(37)，

其蛋白質結構中存在ARMġ repeat，屬於非典型的E3ġ ligase，由

抗病品種Katy與感病品種Amene中發現，抗性蛋白質在第870

至873具有4個胺基酸的缺失，依序為離胺酸ġ (Lysine,ġK)、脯

胺酸ġ(Proline,ġ P)、麩胺酸ġ(Glutamate,ġE)ġ及離胺酸，而誘變系

WM1370與臺農82號相比，在第870至873發生胺基酸KPEK的缺

失，推測疊氮化鈉的誘變使原先感病轉成抗病的Ptr。然而，

WM1370所帶等位蛋白質與目前唯一被選殖出的抗病Ptr具有一

個位點差異，其在第763個胺基酸為Phenylalanineġ (已知抗病Ptr

為Leucine)，此處位於推測為功能性區段的ARMġrepeat上，但

對於抗病性的影響有待釐清。

WM1370帶有Pik-s、Pita及Ptrġ (L763F)，根據2015至2018年

農委會動植物防疫檢疫局「水稻主要病蟲害防疫體系之建立」

計畫中，IRBLsġ在臺灣各地稻熱病監測田之抗感病表現，帶

Pik-s者平均罹病度為39.61%為中等感病，帶Pita者平均罹病度

為26.76%為中等抗病，而帶Ptr者平均罹病度僅有2.55%為抗病

表現ġ(鄭安秀及吳雅芳，pers.ġ comm.)。另一方面，根據嘉義農

業試驗分所旱田病圃之資料，於2011-2021年IRBLs之檢定資料

中(30)ġ (廖大經，pers.ġ comm.)，帶有Ptr之IRBLs呈現1-4級的抗

病反應，平均罹病等級為3.6級，而帶Pita之IRBLs抗病表現次

之，平均罹病等級為4.6級，帶Pik-s之IRBLs為感病表現，平

均罹病等級為7.7級。Ptr及Pita為緊密連鎖之抗病基因座，但

Ptr在臺灣有較佳的應用潛力，其抗性較強且抗輻較廣(7)，在美

國、印度、柬埔寨、菲律賓等地區亦發現Ptr之抗性幅度較Pita

廣(3,ġ14,ġ37,ġ49,ġ51)，例如人工接種18株美國分離菌株的結果，同時帶

有Pita及Ptr之品種對88.9%測試菌株不親和，僅帶有Ptr者則抗

性幅度略為減少ġ(對77.8%測試菌株不親和)，僅有Pita的抗性

最差ġ(對27.8至38.9%測試菌株不親和)ġ (53)。近年之研究顯示，

Pita與Ptr共同主導由辨識AVR-Pita所誘發的防禦反應(21,ġ 53)，而

由於Ptr亦可對不帶有AVR-Pita的菌株呈現不親和反應，推測

Ptr可以與Pita之外的其他抗病基因共同介導防禦反應(37)。在3Kġ

genomeġdatabase分析Ptr的多型性的研究中，發現僅有48個品種

帶有與抗病品種Katy相同的等位基因，然而又僅有七個為稉稻

種(53)，顯示此抗病基因在稉稻中的稀有性。

未來可嘗試取得帶有不同候選基因座之水稻，與帶有約

10.7-14.6ġMb抗病區段之重組品系549_10、549_20及549_95之

F2:6子代，進行不同生理小種稻熱病菌菌株之接種，以釐清

WM1370於10.7-14.6ġMb區段所帶抗病基因之新穎性。此外，因

第12號染色體之中心粒位於11.9ġMb，10.7-14.6ġMb的互換率極

低，以目前子代的數量尚未篩到此區間發生重組之個體，因

此未來需大幅增加定位族群之樣本數，方能進行更精細之定

位。另一方面，在2016年誘變系WM1370與親本臺農82號之產

量構成要素檢定資料中，WM1370在株高、穗數、穗長、稔實

率略低於臺農82號，一穗粒數及千粒重略高於親本，其他農

藝性狀及米質資料則有待調查(32)。然而若以應用的角度切入，

WM1370於第12號染色體上橫跨Pitaġ (10.6ġMb)ġ及10.7-14.6ġMb

抗病基因座之區段，以及本研究新開發與抗病區段緊密連鎖、

適用於高通量分析之KASP分子標誌，皆提供WM1370在育種應

用上的重要基礎，未來可藉由WM1370作為抗性貢獻親，與具

有良好農藝性狀及米質的臺灣栽培稻進行分子標誌輔助抗病育

種，以促進抗稻熱病新品種育成，並藉此擴充臺灣抗稻熱病基

因庫，以因應稻熱病菌之快速變異。

致ȁȁ謝
本研究承行政院農業委員會動植物防疫檢疫局科技計

畫ġ108農科-8.4.4-檢-B1(1)、109農科-8.4.2-檢-B3(1)、110農

科-5.3.2-檢-B2(1)ġ及111農科-5.3.2-檢-B1(1)ġ經費挹注，試驗調

查及資料整理承農試所嘉義農業試驗分所羅俊欽及賴佳鴻等同

仁協助，特此誌謝。

引用文獻

1.ġ Al-Qurainy,ġF.,ġAl-Hemaid,ġF.ġM.,ġKhan,ġS.,ġAli,ġM.ġA.,ġTarroum,ġ

M.,ġ andġAshraf,ġM.ġ 2011.ġDetectionġ ofġ sodiumġazide-inducedġ

mutagenicityġinġtheġregeneratedġshootsġofġArtemisia annuaġusingġ

internalġ transcribedġ spacerġ (ITS)ġ sequencesġ ofġ nrDNA.ġPak.ġ J.ġ

Bot.ġ43.4:2183-2186.

2.ġ Awan,ġM.ġA.,ġKonzak,ġC.ġ F.,ġRutger,ġ J.ġN.,ġ andġNilan,ġR.ġA.ġ

1980.ġMutagenicġ effectsġ ofġ sodiumġ azideġ inġ rice.ġCropġ Sci.ġ

20:663-668.

3.ġ Bryan,ġG.ġT.,ġWu,ġK.ġS.,ġ Farrall,ġL.,ġ Jia,ġY.,ġHershey,ġH.ġP.,ġ

McAdams,ġS.ġA.,ġFaulk,ġK.ġN.,ġDonaldson,ġG.ġK.,ġTarchini,ġR.,ġ



102  J. Plant Med.

andġValent,ġB.ġ2000.ġAġsingleġaminoġacidġdifferenceġdistinguishesġ

resistantġ andġ susceptibleġ allelesġofġ theġ riceġblastġ resistanceġgeneġ

Pi-ta.ġPlantġCellġ12:2033-2046.

4.ġ Chen,ġL.ġC.,ġChen,ġY.ġS.,ġ andġCheng,ġY.ġH.ġ 2004.ġTestġofġ riceġ

varietiesġ andġ strainsġ resistantġ toġ riceġ blastġ inġ blastġ nurseriesġ

duringġ1990-2002.ġJ.ġAgric.ġRes.ġChinaġ53:269-283.ġ(InġChinese).

5.ġ Chen,ġ L.ġC.,ġHua,ġ S.ġH.,ġ andġ Cheng,ġC.ġ H.ġ 2009.ġReviewġofġ

theġ screeningġ testsġ forġ riceġvarietalġ resistanceġ toġmajorġdiseasesġ

andġ insectġ pestsġ inġTaiwan.ġPagesġ 83-103ġ in:ġProceedingsġ ofġ

SymposiumġonġAchievementsġandġPerspectivesġofġRiceġProtectionġ

inġTaiwan,ġH.ġF.ġNiġ andġH.ġR.ġYangġeds.ġChia-YiġAgriculturalġ

ExperimentġStation,ġAgriculturalġResearchġ Institute,ġCouncilġofġ

Agriculture,ġChia-yi,ġTaiwan.ġ161ġpp.ġ(InġChinese).ġ

6.ġ Chen,ġS.,ġ Su,ġ J.,ġHan,ġ J.,ġWang,ġW.,ġWang,ġC.,ġYang,ġ J.,ġZeng,ġ

L.,ġWang,ġX.,ġZhu,ġX.,ġandġYang,ġC.ġ2014.ġResistanceġ spectrumġ

assayġandġ fineġmappingġofġ theġ blastġ resistanceġgeneġfromġaġ riceġ

experimentalġline,ġIRBLta2-Re.ġEuphyticaġ195:209-216.

7.ġ Chen,ġW.ġL.,ġ Shen,ġW.ġ C.,ġChang,ġ F.ġ Y.,ġChang,ġW.ġB.,ġYu,ġ

T.ġH.,ġ Lai,ġM.ġH.,ġLiao,ġ J.ġY.,ġWu,ġC.ġW.,ġ andġChung,ġC.ġL.ġ

2015.ġAnalysisġofġblastġ resistanceġgenesġandġmolecularġmarkersġ

developmentġ forġ theġ improvementġ ofġTaiwanġhigh-qualityġ riceġ

varieties.ġPlantġPathol.ġBulletinġ24:225-240.ġ(InġChinese).

8.ġ Chen,ġY.ġC.,ġLiao,ġD.ġ J.,ġShih,ġY.ġC.,ġChen,ġC.ġY.,ġXiao,ġY.ġT.,ġ

Wu,ġY.ġP.ġShen,ġW.ġC.,ġChang,ġW.ġB.,ġCheng,ġA.ġH.,ġandġChung,ġ

C.ġL.ġ 2020.ġ Identificationġ ofġ blastġ resistanceġ geneġPik-KUġ inġ

aġ riceġcultivarġTaikengġ8.ġ JournalġofġPlantġMed.ġ62:19-30.ġ (Inġ

Chinese).

9.ġ Chern,ġM.,ġXu,ġQ.,ġBart,ġR.ġS.,ġBai,ġW.,ġRuan,ġD.,ġSze-To,ġW.ġ

H.,ġCanlas,ġ P.ġE.,ġ Jain,ġR.,ġChen,ġX.,ġ andġRonald,ġP.ġC.ġ2016.ġ

Aġgeneticġ screenġ identifiesġ aġ requirementġ forġ cysteine-rich–

receptor-likeġkinasesġinġriceġNH1ġ(OsNPR1)-mediatedġimmunity.ġ

PLoSġGenet.ġ12:e1006049.

10.ġChou,ġ S.ġ Y.,ġLiao,ġD.ġ J.,ġ Chiu,ġ C.ġ H.,ġ andġWu,ġ Y.ġ P.ġ 2019.ġ

Taiwanġhigh-qualityġ riceġvariety:ġ "meiġweiġmi"ġ Tainungġ82.ġ J.ġ

TaiwanġAgric.ġRes.ġ118:5-9.ġ(InġChinese)..

11.ġCorpet,ġF.ġ1988.ġMultipleġ sequenceġalignmentġwithġ hierarchicalġ

clustering.ġNucleicġAcidsġRes.ġ16:10881-10890.

12.ġCouch, ġ B.ġ C.,ġ andġKohn,ġ L.ġM.ġ 2002.ġ Aġmulti locusġ geneġ

genealogyġ concordantġwithġhostġpreferenceġ indicatesġsegregationġ

ofġ aġ newġ species,ġMagnaporthe oryzae ,ġ fromġM. grisea .ġ

Mycologiaġ94:683-693.

13.ġDevi,ġ S.ġ J.ġ S.ġR.,ġ Singh,ġK.,ġUmakanth,ġ B.,ġVishalakshi,ġ B.,ġ

Rao,ġK.ġV.ġS.,ġSuneel,ġB.,ġSharma,ġS.ġK.,ġKadambari,ġG.ġK.ġM.,ġ

Prasad,ġM.ġS.,ġSenguttvel,ġP.,ġSyamaladevi,ġD.ġP.,ġandġMadhav,ġM.ġ

S.ġ2020.ġIdentificationġandġcharacterizationġofġaġlargeġeffectġQTLġ

fromġOryza glumaepatulaġrevealedġPi68(t)ġasġputativeġcandidateġ

geneġforġriceġblastġresistance.ġRiceġ13:17.

14.ġFukuta,ġY.,ġKoga,ġI.,ġUng,ġT.,ġSathya,ġK.,ġKawasaki-Tanaka,ġA.,ġ

Koide,ġY.,ġKobayashi,ġN.,ġObara,ġM.,ġYadana,ġH.,ġandġHayashi,ġ

N.ġ2014.ġPathogenicityġofġriceġblastġ(Pyricularia oryzaeġCavara)ġ

isolatesġfromġCambodia.ġJpn.ġAgric.ġRes.ġQ.ġ48:155-166.

15.ġHsu,ġ J.ġ H.,ġ Lin,ġ Y.ġ R. ,ġ Kuo,ġ C.ġW.,ġ andġWu,ġ Y.ġ P.ġ 2012.ġ

Establishingġ theġplatformġofġpolymorphicġmarkersġforġrice.ġCropġ

Env.ġandġBioinform.ġ9:137-159.ġ(InġChinese).

16.ġHwang,ġJ.ġE.,ġAhn,ġ J.ġW.,ġKwon,ġS.ġ J.,ġKim,ġ J.ġB.,ġKim,ġS.ġH.,ġ

Kang,ġ S.ġY.,ġ andġKim,ġD.ġ S.ġ 2014.ġ Selectionġ andġmolecularġ

characterizationġ ofġ aġhighġ tocopherolġ accumulationġ riceġmutantġ

lineġ inducedġ byġgammaġ irradiation.ġMol.ġBiol.ġ Rep.ġ 41:7671-

7681.

17.ġIRRI.ġ 2013.ġ Standardġ Evaluationġ Systemġ forġ Rice.ġ 5thġ ed.ġ

InternationalġRiceġResearchġInstitute,ġManila,ġPhilippines.

18.ġIshikawa,ġ S.,ġ Ishimaru,ġY.,ġ Igura,ġM.,ġKuramata,ġM.,ġAbe,ġT.,ġ

Senoura,ġT.,ġHase,ġY.,ġArao,ġT.,ġNishizawa,ġN.ġK.,ġandġNakanishi,ġ

H.ġ2012.ġ Ion-beamġ irradiation,ġgeneġ identification,ġ andġmarker-

assistedġbreedingġinġtheġdevelopmentġofġlow-cadmiumġrice.ġProc.ġ

Natl.ġAcad.ġSci.ġU.S.A.ġ109:19166.

19ġ Jatayev,ġ S.,ġ Kurishbayev, ġ A.,ġ Zotova,ġ L., ġ Khasanova,ġ G.,ġ

Serikbay,ġ D.,ġ Zhubatkanov,ġA.,ġ Botayeva,ġM.,ġZhumalin,ġA.,ġ

Turbekova,ġA.,ġ Soole,ġK.,ġ Langridge,ġ P.,ġ andġ Shavrukov,ġY.ġ

2017.ġAdvantagesġofġAmplifluor-likeġSNPġmarkersġoverġKASPġinġ

plantġgenotyping.ġBMCġPlantġBiol.ġ17:254.

20ġ Jeng,ġT.ġL.,ġ Lin,ġY.ġW.,ġWang,ġC.ġ S.,ġ andġSung,ġ J.ġM.ġ 2012.ġ

Comparisonsġ andġ selectionġ ofġ riceġmutantsġwithġ highġ ironġ andġ

zincġcontentsġinġtheirġpolishedġgrainsġthatġwereġmutatedġfromġtheġ

indicaġtypeġcultivarġIR64.ġJ.ġFoodġCompos.ġAnal.ġ28:149-154.

21ġ Jia,ġ Y.,ġ andġMartin,ġ R.ġ 2008.ġ Identificationġ ofġ aġ newġ locus,ġ

Ptr(t),ġ requiredġ forġ riceġ blastġ resistanceġgeneġPi-ta–mediatedġ

resistance.ġMol.ġPlantġMicrobeġInteract.ġ21:396-403.

22ġ Joshi,ġS.,ġDhatwalia,ġS.,ġKaachra,ġA.,ġSharma,ġK.,ġandġRathour,ġR.ġ

2019.ġGeneticġandġphysicalġmappingġofġaġnewġriceġblastġresistanceġ

specificityġPi-67ġfromġaġbroadġspectrumġresistantġgenotypeġTetep.ġ

Euphyticaġ215:9.

23ġ Kalia,ġ S.,ġ andġRathour,ġR.ġ 2019.ġCurrentġ statusġ onġmappingġ

ofġ genesġ forġ resistanceġ toġ leaf-ġ andġ neck-blastġ diseaseġ inġ rice.ġ

Biotech.ġ9:209.

24ġ Khanna,ġA.,ġ Sharma,ġV.,ġEllur,ġR.ġK.,ġ Shikari,ġA.ġB.,ġGopalaġ

Krishnan,ġS.,ġSingh,ġU.ġD.,ġPrakash,ġG.,ġSharma,ġT.ġR.,ġRathour,ġ

R.,ġVariar,ġM.,ġPrashanthi,ġS.ġK.,ġNagarajan,ġM.,ġVinod,ġK.ġK.,ġ

Bhowmick,ġP.ġK.,ġSingh,ġN.ġK.,ġPrabhu,ġK.ġV.,ġSingh,ġB.ġD.,ġandġ

Singh,ġA.ġK.ġ2015.ġDevelopmentġandġevaluationġofġnear-isogenicġ



Vol. 64 No. 3, 2022    103

linesġ forġmajorġblastġ resistanceġgene(s)ġ inġBasmatiġ rice.ġTheor.ġ

Appl.ġGenet.ġ128:1243-1259.

25ġ Khush,ġG.ġS.ġ 2005.ġWhatġ itġwillġ takeġ toġ feedġ 5.0ġ billionġ riceġ

consumersġinġ2030.ġPlantġMol.ġBiol.ġ59:1-6.

26ġ Kim,ġB.,ġWoo,ġS.,ġKim,ġM.ġ J.,ġKwon,ġS.ġW.,ġLee,ġ J.,ġ Sung,ġS.ġ

H.,ġ andġKoh,ġH.ġ J.ġ 2018.ġ Identificationġ andġquantificationġ ofġ

flavonoidsġ inġ yellowġ grainġmutantġ ofġ riceġ (Oryza sativaġL.).ġ

FoodġChem.ġ241:154-162.

27ġ Koide,ġY.,ġTelebanco-Yanoria,ġM.ġJ.,ġFukuta,ġY.,ġandġKobayashi,ġ

N.ġ 2013.ġ Detectionġ ofġ novelġ blastġ resistanceġ genes,ġPi58(t) 

andġPi59(t),ġ inġ aġMyanmarġ riceġ landraceġ basedġonġ aġ standardġ

differentialġsystem.ġMol.ġBreed.ġ32:241-252.

28ġ Kumar,ġ P.,ġ Pathania,ġ S. ,ġ Katoch,ġ P.,ġ Sharma,ġ T.,ġ Plaha,ġ P.,ġ

andġRathour,ġR.ġ 2010.ġGeneticġ andġ physicalġmappingġofġ blastġ

resistanceġ geneġPi-42 (t)ġ onġ theġ shortġ armġofġ riceġchromosomeġ

12.ġMol.ġBreed.ġ25:217-228.

29ġ Li,ġ C.,ġ Liu,ġ Y.,ġ Shen,ġW.ġ H.,ġYu,ġ Y.,ġ andġDong,ġA.ġ 2018.ġ

Chromatin-remodelingġ factorġOsINO80ġisġ involvedġ inġ regulationġ

ofġgibberellinġ biosynthesisġ andġ isġ crucialġ forġ riceġplantġgrowthġ

andġdevelopment.ġJ.ġIntegr.ġPlantġBiol.ġ60:144-159.

30ġ Li,ġW.,ġLei,ġC.,ġCheng,ġZ.,ġJia,ġY.,ġHuang,ġD.,ġWang,ġ J.,ġWang,ġ

J.,ġZhang,ġX.,ġ Su,ġN.,ġ andġGuo,ġX.ġ2008.ġ IdentificationġofġSSRġ

markersġ forġaġbroad-spectrumġblastġ resistanceġgeneġPi20 (t)ġ forġ

marker-assistedġbreeding.ġMol.ġBreed.ġ22:141-149.

31ġ Liao,ġD.ġ J.,ġChen,ġL.ġC.,ġWu,ġC.ġW.,ġ andġChung,ġC.ġ L.ġ 2016.ġ

Responseġ ofġ riceġ varietiesġ‘LTH’ġmonogenicġ linesġ andġ

‘COġ39’ġnear-isogenicġ linesġ toġriceġblast.ġ JournalġofġTaiwanġ

AgriculturalġResearchġ65:8-17.ġ(InġChinese).

32ġ Liao,ġ D.ġ J.ġ andġWu,ġ Y.ġ P.ġ 2021.ġ Studyġ onġ theġ mixed-lineġ

cultivationġmodelġofġriceġvarietyġ‘Tainungġ82’ġmutantġlinesġforġ

resistanceġofġblastġandġgrainġyield.ġJ.ġTaiwanġAgric.ġRes.ġ70:170-

181.ġ(InġChinese).

33ġ Lin,ġG.ġC.ġ2014.ġTheġepidemicġofġriceġblastġinġYulin,ġChiayi,ġandġ

Tainanġ andġ integratedġ diseaseġmanagement.ġTainanġDist.ġAgric.ġ

Newsl.ġ87:22-25.ġ(InġChinese).

34ġ Lin,ġK.ġC.,ġJwo,ġW.ġS.,ġChandrika,ġN.ġN.ġP.,ġWu,ġT.ġM.,ġLai,ġM.ġ

H.,ġWang,ġC.ġS.,ġandġHong,ġC.ġY.ġ2016.ġAġriceġmutantġdefectiveġ

inġantioxidant-defenseġsystemġandġsodiumġhomeostasisġpossessesġ

increasedġsensitivityġtoġsaltġstress.ġBiol.ġPlant.ġ60:86-94.

35ġ Liu,ġX.,ġYang,ġQ.,ġ Lin,ġF.,ġHua,ġ L.,ġWang,ġC.,ġWang,ġL.,ġ andġ

Pan,ġQ.ġ2007.ġIdentificationġandġfineġmappingġofġPi39(t),ġaġmajorġ

geneġconferringġ theġbroad-spectrumġresistanceġ toġMagnaporthe 

oryzae.ġMol.ġGenet.ġGenom.ġ278:403-410.

36ġ Liu,ġ Y.,ġ Liu,ġB.,ġ Zhu,ġX.,ġ Yang,ġ J.,ġBordeos,ġ A.,ġWang,ġ G.,ġ

Leach,ġ J.ġE.,ġ andġLeung,ġH.ġ2013.ġFine-mappingġandġmolecularġ

markerġ developmentġ forġPi56(t),ġ aġNBS-LRRġgeneġ conferringġ

broad-spectrumġ resistanceġ toġMagnaporthe oryzaeġ inġ rice.ġ

Theor.ġAppl.ġGenet.ġ126:985-998.

37ġ Meng,ġX.,ġXiao,ġG.,ġTelebanco-Yanoria,ġM.ġ J.,ġ Siazon,ġP.ġM.,ġ

Padilla,ġ J.,ġOpulencia,ġR.,ġBigirimana,ġ J.,ġHabarugira,ġG.,ġWu,ġ

J.,ġLi,ġM.,ġWang,ġB.,ġLu,ġG.ġD.,ġandġZhou,ġB.ġ2020.ġTheġbroad-

spectrumġriceġblastġ resistanceġ(R)ġgeneġPita2ġencodesġaġnovelġR 

proteinġuniqueġfromġPita.ġRiceġ13:19.

38ġ Mo,ġY.ġJ.,ġJeung,ġJ.ġU.,ġShin,ġY.ġS.,ġPark,ġC.ġS.,ġKang,ġK.ġH.,ġandġ

Kim,ġB.ġK.ġ2013.ġAgronomicġ andġgeneticġanalysisġ ofġSuweonġ

542,ġaġriceġflouryġmutantġlineġsuitableġforġdryġmilling.ġRiceġ6:37.

39ġ Muñoz,ġM.ġC.ġ 2008.ġ Theġ effectġ ofġ temperatureġ andġ relativeġ

humidityġ onġ theġ airboneġ concentrationġ ofġPyricularia oryzae 

sporesġandġtheġdevelopmentġofġriceġblastġinġsouthernġSpain.ġSpan.ġ

J.ġAgric.ġRes.ġ1:61-69.

40ġ Nalley,ġL.,ġTsiboe,ġF.,ġDurand-Morat,ġA.,ġShew,ġA.,ġandġThoma,ġ

G.ġ 2016.ġ Economicġ andġ environmentalġ impactġ ofġ riceġ blastġ

pathogenġ(Magnaporthe oryzae)ġalleviationġinġtheġUnitedġStates.ġ

PLoSġONEġ11:e0167295.

41ġ Olsen,ġO.,ġWang,ġX.,ġandġvonġWettstein,ġD.ġ1993.ġSodiumġazideġ

mutagenesis:ġ preferentialġ generationġofġA.T-->G.Cġtransitionsġ inġ

theġbarleyġAnt18ġgene.ġProc.ġNatl.ġAcad.ġSci.ġU.S.A.ġ90:8043-

8047.

42ġ Phanchaisri, ġ B.,ġ Samsang,ġ N.,ġ Yu,ġ L., ġ Singkarat, ġ S.,ġ andġ

Anuntalabhochai,ġ S.ġ 2012.ġ ExpressionġofġOsSPYġ andġ14-3-3 

genesġ involvedġ inġ plantġ heightġvariationsġ ofġ ion-beam-inducedġ

KDMLġ105ġriceġmutants.ġMutat.ġRes.ġFund.ġMol.ġMech.ġMutagenġ

734:56-61.

43ġ Qu,ġS.,ġLiu,ġG.,ġZhou,ġB.,ġBellizzi,ġM.,ġZeng,ġL.,ġDai,ġL.,ġHan,ġ

B.,ġ andġWang,ġG.ġL.ġ2006.ġTheġbroad-spectrumġblastġ resistanceġ

geneġPi9ġ encodesġ aġnucleotide-bindingġ site-leucine-richġ repeatġ

proteinġandġ isġaġmemberġ ofġaġmultigeneġfamilyġ inġrice.ġGeneticsġ

172:1901-1914.

44ġ RStudioġTeam.ġ 2020.ġRStudio:ġ IntegratedġDevelopmentġ forġR.ġ

PBC,ġBoston,ġMA.

45ġ Ruengphayak,ġS.,ġRuanjaichon,ġV.,ġSaensuk,ġC.,ġ Phromphan,ġS.,ġ

Tragoonrung,ġS.,ġKongkachuichai,ġR.,ġ andġVanavichit,ġA.ġ2015.ġ

ForwardġscreeningġforġseedlingġtoleranceġtoġFeġtoxicityġrevealsġaġ

polymorphicġmutationġinġferricġchelateġreductaseġinġrice.ġRiceġ8:3.

46ġ Shih,ġY.ġC.,ġLiao,ġD.ġJ.,ġWu,ġY.ġP.,ġShen,ġW.ġC.,ġChang,ġW.,ġB.,ġC.,ġ

C.ġY.,ġ andġChung,ġC.ġL.ġ 2017.ġ Identificationġ ofġ blastġ resistanceġ

geneġPiz-tġ inġaġriceġcultivarġTaikengġ14.ġJ.ġofġPlantġMed.ġ59:23-

32.ġ(InġChinese).

47ġ Singh,ġ R.ġ B.,ġR.ġ S.ġN.ġ Pillai,ġ andġH.ġ Kumar.ġ 1981.ġ Inducedġ

translocationsġinġSafflower.ġCorpġSci.ġ21:811-815.



104  J. Plant Med.

48ġ Till,ġB.ġ J.,ġ J.ġCooper,ġT.ġH.ġTai,ġ P.ġColowit,ġE.A.ġGreene,ġS.ġ

Henikoff,ġandġL.ġComai.ġ2007.ġDiscoveryġofġchemicallyġinducedġ

mutationsġinġriceġbyġTILLING.ġBMCġPlantġBiol.ġ7:19.

49ġ Variar,ġM.,ġCruz,ġC.ġM.ġV.,ġCarrillo,ġM.ġG.,ġBhatt,ġ J.ġC.,ġ andġ

Sangar,ġ R.ġB.ġ S.ġ 2009.ġ Riceġ blastġ inġ Indiaġ andġ strategiesġ toġ

developġ durablyġ resistantġ cultivars.ġ Pagesġ 359-373ġ in:ġG.ġ L.ġ

WangġandġB.ġValent,ġeds.,ġAdvancesġ inġGenetics,ġGenomicsġandġ

ControlġofġRiceġBlastġDisease.ġSpringer,ġDordrecht,ġNetherlands.

50ġ Viana,ġV.ġE.,ġPegoraro,ġC.,ġBusanello,ġC.,ġandġCostaġdeġOliveira,ġ

A.ġ2019.ġMutagenesisġinġrice:ġTheġbasisġforġbreedingġaġnewġsuperġ

plant.ġFront.ġPlantġSci.ġ10:1326-1326.

51ġ Wang,ġ J.ġC.,ġCorrell,ġ J.ġC.,ġ andġ Jia,ġY.ġ2015.ġCharacterizationġ

ofġ riceġblastġresistanceġgenesġinġriceġgermplasmġwithġmonogenicġ

linesġandġpathogenicityġassays.ġJ.ġCropġProt.ġ72:132-138.

52ġ Yoshida,ġK.,ġ andġMiyashita,ġN.ġT.ġ 2009.ġDNAġpolymorphismġ

inġ theġblastġdiseaseġ resistanceġgeneġPitaġofġ theġwildġ riceġOryza 

ru�pogonġandġitsġrelatedġspecies.ġGenesġGenet.ġSyst.ġ84:121-136.

53ġ Zhao,ġH.,ġWang,ġX.,ġJia,ġY.,ġMinkenberg,ġB.,ġWheatley,ġM.,ġFan,ġ

J.,ġJia,ġM.ġH.,ġFamoso,ġA.,ġEdwards,ġJ.ġD.,ġWamishe,ġY.,ġValent,ġ

B.,ġWang,ġG.ġL.,ġ andġYang,ġY.ġ 2018.ġTheġ riceġblastġ resistanceġ

geneġPtrġencodesġanġatypicalġproteinġrequiredġforġbroad-spectrumġ

diseaseġresistance.ġNat.ġCommun.ġ9:2039.

54ġ Zhuang,ġJ.ġY.,ġMa,ġW.ġB.,ġWu,ġJ.ġL.,ġChai,ġR.ġY.,ġLu,ġJ.,ġFan,ġY.ġ

Y.,ġ Jin,ġM.ġZ.,ġLeung,ġH.,ġ andġZheng,ġK.ġL.ġ 2002.ġMappingġofġ

leafġandġneckġblastġresistanceġgenesġwithġresistanceġgeneġanalog,ġ

RAPDġandġRFLPġinġrice.ġEuphyticaġ128:363-370.

ABSTRACT
Yue-JieġChen1*,ġDah-JingġLiao2*,ġYong-PeiġWu2,ġWei-ChiangġShen1, 

Yi-NianġChen3,ġYa-FangġWu4,ġAn-HsiuġCheng4,ġChia-LinġChung1,5 

2022.ġAnalysisġofġ riceġ blastġ resistanceġ lociġ inġWM1370,ġ aġ sodiumġ

azideġ inducedġmutantġ lineġderivedġ fromġ 'Tainungġ82'.ġ J.ġPlantġMed.ġ

64(3):ġ85-104.
*Correspondingġauthor,ġE-mail:ġclchung@ntu.edu.tw

Riceġ isġ anġ important ġ stapleġ crop.ġ Riceġ blast ġ causedġ byġ

Pyricularia oryzaeġcanġseriouslyġaffectġriceġproduction,ġandġtheġuseġ

ofġ geneticġ resistanceġ isġ theġmostġ effectiveġandġeco-friendlyġmethodġ

toġ controlġ thisġ disease.ġ Tainungġ 82ġ (TNG82)ġ isġ aġ japonicaġ riceġ

susceptibleġ toġ riceġ blast.ġ Forty-fourġ riceġ blastġ resistanceġ linesġwereġ

generatedġ afterġ fiveġ generationsġ ofġ sodiumġazideġmutagenesisġ andġ

diseaseġ screeningġ inġ theġ blastġnursery.ġ Inġ thisġ study,ġWM1370,ġ theġ

mutantġ lineġ resistantġ toġ riceġblastġ andġ sheathġblight,ġwasġ inoculatedġ

withġnineġlocalġP. oryzaeġisolates.ġWM1370ġshowedġbroad-spectrumġ

resistanceġ toġ allġ nineġ isolates.ġAdditionally,ġTNG82ġandġWM1370ġ

wereġsequencedġforġknownġriceġblastġresistanceġlociġPi2/9, Pik, Pita, 

andġPtr.ġTNG82ġ carriesġPik-sġ andġ susceptibilityġ allelesġ atġPi2/9, 

Pita,ġandġPtr.ġWM1370ġcarriesġ resistanceġallelesġatġPik-sġandġPita, 

andġhaveġdifferentġmutationsġ atġPi2/9ġ andġPtr.ġ Toġ understandġ theġ

geneticsġ ofġ resistanceġ inġWM1370,ġ 636ġF2ġ progeniesġofġWM1370ġ

crossedġwithġ theġ susceptibleġ indicaġ cultivarġCO39ġwereġevaluatedġ

forġdiseaseġ severityġ inġChiayiġuplandġblastġnurseryġ inġ2018.ġBulkedġ

segregantġanalysisġ usingġ84ġ simpleġ sequenceġ repeatġ (SSR)ġmarkersġ

suggestedġ thatġ theġ resistanceġwasġ associatedġwithġ twoġmarkersġ

locatedġ atġ3ġMbġandġ17.8ġMbġonġchromosomeġ12.ġLinkageġanalysisġ

wasġ conductedġ usingġCO39ġxġWM1370ġF2:3ġ toġ F2:5ġ progenies,ġ byġ

evaluatingġ theirġ resistanceġ inġChiayiġ uplandġblastġnurseryġ inġ2019-

2021ġandġtheirġgenotypesġatġfiveġSSR,ġeightġKBioscienceġcompetitiveġ

allele-specificġ PCRġ (KASP),ġ andġ tenġ insertion-deletionġ (Indel)ġ

markers.ġTheġ resistanceġ segmentġ ofġWM1370ġwasġ fine-mappedġ toġ

approximatelyġ10.7ġ toġ 14.6ġMb,ġwhichġcontainsġPtrġ [withġpredictedġ

oneġaminoġ acidġ differenceġ (L763F)ġ fromġ theġ allelicġ proteinġ inġ theġ

resistanceġcultivar,ġKaty].ġTheġ resistanceġ segmentġacrossġPitaġ (10.6ġ

Mb)ġ andġ theġ resistanceġ locusġ atġ 10.7-14.6ġMbġonġchromosomeġ12ġ

inġWM1370,ġ andġ theġ newlyġ developedġmarkersġ tightlyġ linkedġ toġ

theġ resistanceġ segment,ġ canġ serveġ asġ anġ importantġ basisġ forġ theġ

applicationġ ofġWM1370.ġ Itġ isġ expectedġ toġ expandġ theġ poolġofġ riceġ

blastġ resistanceġgenesġ inġTaiwan,ġ andġpromoteġ theġbreedingġofġnewġ

resistantġvarietiesġinġtheġfuture.

Keywords: Pyricularia oryzae,ġ resistanceġ genes,ġPik-s, Pita, Ptr 

(=Pita-2),ġ sodiumġ azideġmutagenesis,ġ fine-mapping,ġ

molecularġmarkers

Keywords:ġ diseasesġ ofġ roses,ġdiseasesġ ofġornamentals,ġ soil-borneġ

diseases,ġOomycetes


