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次世代定序在玉米基因定位與育種上的應用 
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中央研究院植微所 

摘    要 

次世代定序 (Next Generation Sequencing) 能快速且大量的產生 DNA 序

列，而 GBS (Genotyping By Sequencing)即是以次世代定序為基礎的應用之一。

GBS 可以快速的找到不同樣本間涵蓋全基因組的單一核苷酸多型性 (Single 

Nucleotide Polymorphism, SNP) 以及酵素截切差異位置藉此獲得大量的分子標

誌。在基因定位的目的上，GBS 的應用可以快速的填補全基因組標誌數的不足，

配合特殊族群的建立方式，能夠有效的限縮目標基因的可能位置，減少人力、財

力以及時間的消耗。本文將介紹藉由 GBS 的方式進行全基因組 miRNA 表現數

量性狀基因座關連分析 (miRNA eQTL Genome-wide Association Study) 以及異

交不親和 gal 基因定位的應用。 

關鍵詞：次世代定序、GBS、SNP、GWAS、異交不親和 

前    言 

利用次世代定序檢測基因型 

次世代定序 (Next Generation Sequencing) 技術是以 Sanger sequencing 為基

礎，目前以 Illumina 公司的解序技術為最大宗，主要步驟如下：1. 萃取 DNA; 2. 

建立 Library; 3. 將建構好的 Library 解序; 4. 序列分析。游離核苷酸帶有不同的

螢光，一旦合成股成功結合上新的核苷酸，就會釋放螢光由螢光感測器偵測，從

而得知每一個位置的序列。由於螢光偵測以及電腦的應用，NGS 能夠快速且大

量的產生短片段 (約 100-200 bp) 序列 (Fig. 1)7。 
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Fig. 1. 次世代定序原理。 

 

由於技術的進步，次世代定序的價格從 2001 年逐年降低，如果將與人類基

因組大小相近的物種 (3.2Gbp) 進行次世代定序，所需的價格只有 2001 年的十

萬分之一（Fig. 2）13。 

 
Fig. 2. 次世代定序以人類基因組為例的價格波動。 

(A) 進行完整解序所需價格 

(B) 原始數據中平均每百萬核苷酸所需價格 

 

因為次世代定序的價格越來越合理，使得這個技術不僅能成為建立全基因組

分子標誌的方式之一，另外包括快速的找出樣本間的多型性、樣本基因表現差

異，甲基化修飾差異等都是應用範圍。目前在利用次世代定序進行基因型鑑定的

方式有很多，包括 Multiplex shotgun genotyping (MSG)、Restriction association 

DNA sequencing (RAD-seq)、Genotyping-by-sequencing (GBS) 等，這些方法在建

構 library 的過程中結合指引條碼(index barcode)，使得不同的樣本能夠混和在一

起進行解序，進而降低每個樣品解序的成本 (Table 1) 14 。 
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Table 1. A technical comparison of current genotyping methods using next-generation 

sequencing of multiplex barcoded libraries 

 

經由次世代定序進行基因鑑定獲得的資訊，可以更進一步的使用在許多不同

的範疇，包括遺傳上的相關性圖譜建立 (Association mapping)、連鎖圖譜建立

(Linkage mapping) 以及育種上的基因組選擇 (Genomic selection) 等，讓基因組

的資訊更加完備 (Fig. 3) 14。 

 
Fig. 3. 次世代定序進行基因型鑑定資訊應用。 
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次世代定序在基因定位的應用 

數量性狀基因座 (Quantitative Trait Loci, QTL) 研究是遺傳研究的範疇，一

般作物的重要農藝性狀皆屬於此 9，其中數量基因調控性狀最顯著的例子為番茄

果實大小的差異性 6。目前已在不同的作物物種中找到許多調控不同性狀的

QTLs，包括了大麥中與種子休眠、條紋病 (stripe rust) 抗性相關的調控基因 3；

多年生黑麥草生長發育以及耐寒性相關的數量基因 23；豌豆基因組中定位得到影

響種子產量、產量成分與生長特性的 QTLs 21；玉米種子的耐淹水相關 QTLs 16；

水稻中則有找到控制淹水耐性的 QTLs 20、調控種子寬與重的 QTLs 基因-GW218

與 GW5 的選殖 22、 小麥的產量調控 QTLs 選殖 15 等 。 

現今定位 QTLs 並選殖出 QTL 基因的方式以 positional cloning 與 association 

mapping 為主 (Fig. 4)19，Positional cloning 主要利用估計遺傳標誌或分子標誌與

目標性狀間的相關性來決定，包含三個步驟：1.找到目標性狀有差異的親本；2.

建構有多型性存在的遺傳圖譜；3.QTLs 相關性分析 11。 GWAS 是從演化上的觀

點尋找同物種不同品種、品系、地方種等個體的不同等位基因間連鎖不平衡

(Linkage disequilibrium, LD)與性狀間相關性的策略。LD 的解釋為「兩個以上基

因座的等位基因出現非逢機連鎖」的可能，其高低程度可藉由預期的單套體

(haplotype) 頻度與觀測到的單套體頻度間差異求得 5。GWAS 應用於植物 QTLs

找尋上擁有三項優勢：1.不需大量的試驗族群與時間；2.有更高的遺傳解析度；

3.可以在同一基因座上找到演化成不同等位基因的功能性基因 19。GWAS 的應用

包括了高粱 12、玉米 10、乳牛 17 等，相當廣泛。 

但上述的方式會受限於圖譜解析度不夠高，真正能夠從圖譜上定位到的位置

可能距離實際影響基因仍有距離，降低在育種上的應用 19。而次世代定序快速

且大量找到涵蓋全基因組的標誌，就可以有效解決圖譜解析度不足的問題，讓找

到的連鎖標誌相當靠近目標基因。 
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Fig. 4. 利用分子標誌方式進行數量性狀基因座定位的不同流程。 

 

案例一：避免 GMO 污染的救世主-異交不親和 ga1 基因 

研究發現玉米異花授粉的情況在相隔 650 公尺仍能發生，其花粉更能夠飄到

數公里之遠，因此如何防範不同種植區玉米品種間花粉互相污染是相當重要的。

玉米的異交不親和基因 (cross-incompatibility gene) gametophyte factor 1 (ga1) 即

為解決方式之一，ga1 基因的特性是母株的柱頭是帶有 Ga1-S 等位基因時，帶有

ga1 等位基因的花粉無法有效的延長花粉管而授精 8 (Table 2) 

 

Table 2. 異交不親和等位基因間的關係 

 

Bloom 等學者 2 以帶有 ga1/ga1 等位基因的 B73 自交系為母本與帶有

Ga1/Ga1 基因座的 Hp301 自交系為父本，建構 192 株自交五代的重組自交系 

(recombinant inbred lines, RILs) ; 利用 1106 個 SNP 標誌，將 gal 基因座定位於第

四條染色體短臂上 (Fig. 5)，又進一步利用 GBS 標誌將候選基因的範圍縮小到僅

有 13 個基因的 2.6Mb 左右 (Fig. 6)。這些候選基因中，GRMZM2G135056 的功

能可能與花粉交互作用有關，而 GRMZM2G039983 則是另一個與花粉管生長有

關的候選基因 (Table 3)。 
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Fig. 5. B73xHp301 重組自交系的全基因組檢測。 

(A) 全基因組檢測影響重組自交系接受 ga1/ga1 花粉的表現型結果 

(B) 放大檢視定位到 Gal 基因的區間，紅色圓點代表 Hp301 等位基因的頻度 

 

 
Fig. 6. 利用 GBS 的標誌去限縮並尋找更接近目標基因座的標誌。 
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Table 3. ga1 基因座可能區間內的候選基因 

 

來 自 藍 河 有 機 種 子 公 司 (Blue River Organic Seed)1 的 玉 米 商 品

「PuraMaizeTM」，即是利用這種異交不親和基因，讓商品本身的雌花僅能接受自

己的商品的花粉，從而隔絕其他周遭玉米花粉的汙染，且特別強調可以在有機栽

種上避免轉基因花粉的汙染。 

 

案例二：miRNA 表現數量性狀基因座關連分析 (miRNA eQTL Genome-wide 

Association Study 

microRNA (miRNA) 是基因表現相當重要的調控因子之一，在動植物的不同

生長發育時期都需要 miRNA 的參與，但是調控 miRNA 表現的基因座在玉米基

因組裡仍未發現，Chen 等 4，將玉米 282 個 NAM 自交系的發芽後根尖以及開花

期的劍葉下一葉為目標，利用次世代定序的方式將成熟 miRNA 的表現量化

(smallRNA-seq) 獲得性狀，結合已知的基因型數據 Maize hapmap 3.21 進行全基

因組關連性分析，找到調控 miRNA 表現的數量基因座 (Fig. 7)。 
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結    語 

次世代定序能夠快速且大量的提供序列，結合不同分子標誌的找尋方式，能

有效的找出涵蓋全基因組的差異性標誌，再加上不同指引條碼的組合，使得多個

樣 本 一 起 解 序 成 為 可 能 ， 大 大 降 低 解 序 所 需 的 時 間 與 成 本 。

Genotyping-by-Sequencing 即是其中一種方式，不僅能如本文介紹的應用在基因

座的測定，還可尋找品種專一性的標誌來建立品種特有指紋、使用於演化的研究

以瞭解變異。此外，這些大範圍高密度的標誌，更能應用在基因組選拔 (genome 

selection) 與基因組預測 (genome prediction) 等的未來育種策略上。 
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