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摘  要
一般認為低直鏈澱粉含量的米飯較黏且口感較好，膠化溫度直接與煮飯時間有關。Waxy基因已被證實可編碼顆粒結合澱粉合成酶，負責稻胚乳及花粉內直鏈澱粉的合成。直鏈澱粉含量及膠化溫度特性與澱粉合成基因有關，尤其兩者皆與第6條染色體Waxy基因的表現有關。因此，本文回顧整理有關Waxy基因對直鏈澱粉含量及膠化溫度之遺傳控制的研究報告，以供提昇台灣稻米品質的育種參考。

前  言
稻米粒中約90﹪由澱粉構成，米粒中澱粉是由直鏈澱粉（amylose）和支鏈澱粉（amylopectin）所組成，直鏈澱粉含量是為影響米飯食用品質最主要因素。直鏈澱粉含量（amylose content，AC）因品種不同而有很大差異，有糯米（幾無AC）與非糯米之分，後者有低（10-20﹪）、中（20-25﹪）及高含量（＞25﹪）之分。膠化溫度（gelatinization temperature，GT）又稱糊化溫度，是米粒澱粉顆粒浸水加熱後，開始吸水膨脹而不能再恢復原來形狀時的臨界溫度，一般水稻品種膠化溫度介於55-79℃，其可劃分為低、中及高膠化溫度等三級。一般而言，非糯品種中稉稻的AC及GT均較低，而秈稻具有高AC及高GT。Tan等（1999）指出低劣的稻米烹調與食用品質直接與稻胚乳澱粉之理化特性有關，這些特性之中包含AC及GT。一般認為低AC的米飯較黏且口感較好，GT直接與煮飯時間有關，高GT的白米煮成熟飯須更長時間及更多的水（Tan et al., 2001），換句話說就是一般高品質稻米須具備低AC及低GT的特性。
Waxy（Wx）基因已被證實可編碼顆粒結合澱粉合成酶（granule-bound starch synthase, GBSS），GBSS通常又稱Wx蛋白（Wang et al., 1995），GBSS負責稻胚乳及花粉內直鏈澱粉的合成（Cai et al., 1998；Itoh et al., 2003）。早期Wx基因對稻米直鏈澱粉含量的研究認為是隱性（wx）基因劑量效應（Juliano, 1985），Tan等（1999）及Wang等（1995）亦歸納早期研究稻米中AC是受到一個主要基因及數個次要修飾基因所控制，兩者均指出此一主要基因就是位於第6條染色體上的Wx基因。Li等（2002）及Tan（2001）針對稻米中GT特性進行數量性狀基因座（QTLs）測定，均認為GT特性與澱粉合成有關基因相當密切，尤其兩者皆是在第6條染色體Wx基因區域偵測到最高的可解釋外表型變異。Sano等（1986）揭示非糯稻之間有Wxa及Wxb兩等位基因位於Wx基因座，並認為它們就是造成非糯品種之間AC變異相當廣泛的原因。Wang等（1995）認為稻胚乳中AC與切除Wx轉錄本（transcript）前導序列上第一內含子（intron 1）的能力有關，而Wxb表現的AC明顯低於Wxa的原因在於intron 1之5’剪接部位單一鹼基突變（Hirano et al., 1998；Isshiki et al., 1998）。

內  容
一、Wx基因對稻米AC的影響
稻米烹調及食用品質對世界生產稻米國家而言，是很重要的課題，而AC就是其重要的指標特性。Tan等（1999）以高AC品種（Zhenshan97, AC=27.2%）與低AC品種（Minghui63, 15.8%）雜交建立的3個族群（F2、F2:3及F9之RIL）分布中，AC均有超親分離現象且F2及F2:3族群具連續分布，RIL族群明顯分為2群。F2:3族群個體高或低於18%之分布適配3:1分離比，而RIL族群符合1:1 分離比，顯示此雜交組合之AC分離明顯由單一主要基因控制，具高AC的等位基因表現顯性效果。他們測定控制AC特性之基因所在位置，進行F2:3族群AC的單向變方分析，發現位於第6條染色體Wx基因區域偵測到顯著效果。
Wang等（1995）認為稻米胚乳中AC決定於Wx基因intron 1的剪接效率。其分析3群共31個稻品種AC與其Wx轉錄本的關係，指出第1群品種具高AC，Wx蛋白含量高以及成熟的2.3kb Wx mRNA；第2群品種Hanfeng具中等AC，Wx蛋白表現量約10倍低於第1 群品種，也有2.3kb Wx mRNA，還帶有1個較大的3.3 kb Wx pre-mRNA；第3群糯稻品種Fengnuo無直鏈澱粉，無Wx蛋白表現，也沒有2.3kb Wx mRNA，只有3.3 kb Wx pre-mRNA。作者指出Hanfeng品種之Wx基因編碼區是由13個外顯子（exons）中間隔著12個introns組成，且Wx基因前導序列區域確認有1個1124bp 的intron即intron 1位置，因此認為中等AC第2群及糯稻第3群品種的3.3 kb Wx pre-mRNA 存在intron 1序列。
Cai等（1998）指出高AC的第1群品種及中等AC的第2群品種之間，Wx基因intron 1的核苷酸序列具有數個鹼基差異存在，認為差異可能影響這些品種Wx基因intron 1之剪接效率。其進行反轉錄-PCR （RT-PCR）得到兩群各品種exon1與exon2接合的Wx cDNA 選殖系（clones），定序後與Wx基因體DNA序列比較。顯示第1群品種僅有1種剪接intron 1模式發現在2.3kb Wx mRNA，而在5個第2群品種之間卻有4個剪接供體（donor，在intron 1的5’端）與3個剪接受體(acceptor，intron 1的3’端)位置所組合的6種剪接模式。其中只有1種模式與第1群品種剪接模式相同，也就是說第2群品種大部分的2.3kb Wx mRNAs被異常剪接。intron 1異常剪接造成2.3kb mRNA 的exon 1與exon 2接合位置不是缺了4或5個核苷酸，就是增加7或13個核苷酸，第2群品種正常剪接的2.3kb mRNA的量降低，因此稻米中AC也降低。無疑地，控制稻AC的主要基因就是Wx基因。
二、Wx基因對稻米GT的影響
米粒糊化溫度（GT）是稻米品質重要的角色，其遺傳基礎可歸結於澱粉合成的有關基因（Tan et al., 2001）。一般測量GT是用鹼性擴散度（alkali spread value, ASV）簡易表示米粒糊化程度，米粒浸於鹼性溶液擴散廣闊（ASV＞4）表示GT較低；反之不易擴散（ASV＜4）表示GT較高。Tan等（1999）為明瞭GT特性之遺傳分析，以低GT品種（Zhenshan 97）與高GT品種（Minghui 63）雜交建立 F2:3及F9之RIL族群，發現後裔個體很少中間型， F2:3族群高低兩型之間呈3:1分離，RIL族群高低兩型之間則呈1:1分離，顯示本雜交組合族群GT分離是由單一基因座控制。
Tan等（2001）為研究稻米GT的遺傳基礎，以242個F10 RIL之族群，進行有關糊化介量之QTLs定位分析。4個糊化介量分布之中，除ΔH近似常態分布外，另3個介量均為雙峰分布還帶有8個個體組成的偏歪左尾。為偵測標記與糊化介量之間可能的連鎖，利用標記基因型進行GT介量的單向變方分析。結果顯示最明顯區域位於第6條染色體Wx基因附近，第二個顯著基因座區域近於第11條染色體末端，其它基因座還有分布在第2及第8條染色體上，暗示可能控制糊化介量有關基因不止1個。作者進一步應用組合區間定位掃描染色體區域以證實QTL真實性，顯示在第2、6及11條染色體各偵測到主要區域，其中可知Wx基因在糊化行為上，是最明顯的角色，可解釋外表型變異在4個介量上均最高，來自MH （高GT父本）親本Wx等位基因對4個糊化介量皆具增加效果。由變方分析及QTL定位結果，皆顯示偵測到的QTLs區域都位於已知澱粉合成的有關基因附近，如GBSS及Wx基因位於第6條染色體短臂，QEI在第6條染色體長臂，澱粉分支酶（starch-branching enzyme, SBEⅢ）定位於第2條上與Harrington等（1997）同樣結果，此外還有異澱粉酶（isoamylase, ISOA）在第8條染色體。因此，作者認為GT特性與AC一樣均受到單一基因座控制，兩者特性遺傳訊息應該存在Wx基因序列，或是與Wx緊密連鎖的區域。
三、Wx不同等位基因的表現
稻Wx基因調節具有2個等位基因特徵，此等位基位是成熟種子中累積Wx蛋白量的多寡來定義（Hirano et al., 1998）。Wxa是印度型稻特徵，其基因產物的RNA 及蛋白量是10倍高於Wxb者，並產生較高AC（Isshiki et al., 1998；Itoh et al., 2003），而Wxb大多分布於日本型稻，高AC品種並不存在於日本型稻。
Isshiki等（1998）比較Labelle等5個帶Wxa等位基因品種及 Kinuhikari 等4個帶Wxb等位基因品種之間的Wx蛋白及mRNA表現量，發現Wxa蛋白表現水準10倍高於Wxb，接著以Wx cDNA當作探針，在Wxa偵測到1個明顯與成熟Wx mRNA大小一致的2.3kb訊號，Wxb除了同樣在此位置發現1個微弱訊號，還發現1個與帶有intron 1之Wx轉錄本大小一致的3.4kb訊號。接著以intron 1探針與3.4kb轉錄本雜合證實此3.4kb轉錄本帶有intron 1，顯示Wxb等位基因的低水準表現是反映了intron 1無效率剪接。比較Wxa與Wxb的啟動子、exon 1、intron1及部分exon 2等序列，發現兩等位基因在intron 1的5’剪接位置有1個G（Wxa）轉變為T（Wxb）的差異。作者為證實Wxb表現低水準是否為introl 1的5’剪接位置上單一鹼基變化造成，將intron 1之5’剪接位置單鹼基改變的兩個突變體Wxa（G→T）及Wxb （T→G），與Wxa及Wxb等4者的5’調節區域（包括啟動子、exon 1、intron 1及部分的exon 2），與gus報導基因融合得到4種構築（constructs），再轉染入原生質體，調查其GUS反應。作者認為如果在intron 1之 5’剪接位置突變是造成Wxb低度表現原因，那麼改變Wxb上intron 1的T，應可以恢復Wxb表現至Wxa的水準；反之若將Wxa上的G改變為T，則應可預期其反應會降低。同時為證實GUS反應差異與intron 1剪接效率的差異相同，作者從轉染原生質體分離的RNA進行RT-PCR分析，結果顯示正常Wxa及突變Wxb的intron 1被有效剪接，突變Wxa及正常Wxb則累積未剪接（1.5kb）及2型（0.4、0.5kb）被剪接的轉錄本。
Hirano等（1998）認為在Wxa及Wxb之間表現差異的調節是在轉錄或轉錄後的程度，並指出Wxa及Wxb之間1個或數個鹼基突變即大大地影響此兩等位基因表現水準。作者利用稻原生質體製作出具有不同Wx基因啟動子與intron 1序列的DNA構築材料，如WJ40包含Wxb完整啟動子與intron 1序列，WI40則是Wxa完整序列；或是嵌合兩等位基因序列者如PJ43N則含Wxb啟動子、部分intron 1及Wxa部分intron 1（缺5’端），PI43C則是Wxa啟動子、intron 1的5’前導序列及Wxb部分intron 1（缺5’前導序列）等不同嵌合的構築。利用10個不同嵌合構築材料分析GUS反應，結果顯示WI43等5個表現較高GUS反應者，其DNA構築中均含有Wxa的intron 1之5’前導序列（PstⅠ與ClaⅠ標記之間145bp的DNA片段）；反之WJ43等5個GUS表現明顯較低，即WJ43等5個構築中並沒有來自Wxa 的intron 1之 5’前導序列。因此，Wxa高度活力的關鍵元素是位在PstⅠ與ClaⅠ位置之間的145bp區域，這個位置就在轉錄起點的下游。
Itoh等（2003）將印度型品種Labelle WxR（Wxa）基因轉入日本型糯稻的轉型稻後裔，選出5個轉基因系材料。研究轉型稻個體在Wx蛋白表現及AC之間關係與Wxa基因在Wx蛋白表現及直鏈澱粉水準的劑量效應。轉基因系的Wx蛋白量表現以M-64等4個均表現出高量的Wx蛋白，且高於帶Wxa等位基因Labelle的表現；另一方面，M-610表現遠低於其它轉基因系，同時亦稍低於帶Wxb等位基因的Kinuhikari表現。作者另建立2個同質結合體I-26-9(4)及I-26-9(10)，前者帶2 個WxR拷貝，後者只帶1 個WxR拷貝。因此，帶1份拷貝的I-26-9(10)之Wx蛋白表現程度低於帶2 份的I-26-9(4)，但與Labelle品種表現相似。此外，Wx蛋白定量分析顯示帶1份WxR拷貝的I-26-9(10)所表現Wx蛋白與Labelle之間沒有差異，帶2份拷貝的I-26-9(4)所累積Wx蛋白較前述兩品系增加50％，也就是說I-26-9(4)多了1個WxR拷貝即明顯貢獻了Wx蛋白表現。然而，三者之直鏈澱粉含量比較，I-26-9(4)（45.5％）較I-26-9(10)（43.1％）及Labelle（34.9％）僅些微增加而已。有趣的是，Labelle的AC明顯較I-26-9(10)低了8.2％，但是彼此Wx蛋白的表現並沒有差異，顯示Wxa基因（印度型）能在日本型稻裏高度表現，且Wxa基因單一個拷貝即足以產生高度AC結果。

結  語
稻米直鏈澱粉含量與膠化溫度影響烹調食用品質甚鉅。研究顯示AC與GT特性皆是由單一基因座控制，並指向是第6染色體上Wx基因座或是與Wx緊密連鎖區域所控制（Tan et al., 1999），QTL分析結果又與澱粉合成有關基因有關，當然Wx基因仍為重要角色（Tan et al., 2001）。Wx基因可編譯Wx蛋白，由不同稻品種群之AC變異發現各品種群所表現Wx蛋白亦大不相同，因此推論Wx基因座有2個等位基因Wxa及Wxb（Sano et al., 1986）。Cai等（1998）及Wang等（1995）均指出高AC品種僅有1種Wx RNA（2.3kb），中等AC品種有2種RNA（1個2.3kb，另1個3.3kb），無AC的糯稻則只有1種3.3kb RNA，可說是在品種群間Wx RNA層次明顯的差異。Wx基因解序後比較Wxa及Wxb序列差異，顯示Wxb在intron 1前導序列之5’剪接位置具有一個鹼基置換突變（Hirano et al., 1998）。
Wxa等位基因主要分布在亞洲栽培稻印度型（Oryza sativa L. indica）、非洲栽培稻（O. glaberrima）及野生祖先（O. rufipogon）；而Wxb大多分布在亞洲栽培稻日本型（O. sativa L.japonica），且高AC品種並不存於日本型稻。Hirano等（1998）認為日本型稻Wxb等位基因可能由其intron 1之5’剪接接頭發生單一鹼基突變，自其野生祖先O.rufipogan之Wxa等位基因分化而來，與Sano等（1986）論點相似，認為在稻馴化過程中，轉錄後（post-transcription）表現水準改變Wx基因調節之單一鹼基變化，並由喜好低AC具黏性口味的東亞民族選擇下來，就此意義上，強烈的人為選拔可能出現在此突變上。
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