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摘要：高粱普遍利用雄不稔特性生產一代雜交品種，但沒有相關的連

鎖標誌可應用於雄不稔細胞質的鑑別，因此本研究以本土高粱雜交品

種‘臺中 5 號’及其親本品系雄不稔親‘80A’與維持親‘80B’為材料，設計

與雄不稔有關的粒線體 atp6、coxII、atp1-1 及 atp9 基因專一性引子對

進行序列多型性分析，試驗結果發現‘80A’與‘80B’在 atp1-1 之 3’端具有

多型性，進而設計 SCAR 標誌(SB-atp1-1_indel_F2/R2)可在雄不稔親

‘80A’擴增 401 bp 大小的條帶，在維持親‘80B’則可擴增 701 bp 的條帶。

比較兩者 PCR 產物序列差異，發現‘80A’品系在 atp1-1 3’端 UTR 缺失

(deletion)的部分序列中含有短片段的重複序列。綜合上述本研究獲得之

分子標誌可區分近似同源系的‘80A’與‘80B’，並可應用於確認高粱育種

之細胞質稔性遺傳背景及快速鑑別品系之種子純度。 
 
關鍵詞：高粱、雄不稔、分子標誌 

 

前    言 

高粱(Sorghum bicolor L. Moench) (2n=20) 為全球第五大糧食作物，2020年全

球高粱栽培面積為4,025萬公頃，產量達5,870萬公噸(FAO, 2022)。高粱適合釀造中

式白酒，其種皮的單寧成分在發酵過程形成酚類化合物，賦予中式白酒特殊的香

味，臺灣即以‘金門高粱’富有盛名。2020年臺灣高粱栽培面積達1,778公頃，年產量

約2,017公噸，其中金門縣就高達1,744公頃及1,903公噸(農情報告資源網，2022)。

作物可利用雜種優勢提升產量或對病蟲害及環境逆境的耐受性，全球高粱自1960

年代開始大量推廣商業F1品種後，單位面積產量提升40%~50% (Reddy et al., 2005)。 
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1977年臺灣育成本土雜交品種‘臺中5號’，係自美國引進改良的高粱雄不稔母本

‘80A’，與帶有Rf基因、抗紋枯病及抗蚜蟲基因之父本‘2R’雜交而得，具有生育日數

短、豐產、矮生、抗蚜蟲及紋枯病等特性，屬於單寧成分較低的稉性高粱，飼料及

釀酒兩者兼用(張與黃，1995)。 

高粱屬常異交作物，雜交率約 18% (Barnaud et al., 2008)，圓錐花序、雌雄同

花，因此現行高粱育種透過雄不稔特性生產 F1 種子。普遍使用之雄不稔系統為細

胞質核互作雄不稔(cytoplasmic-genetic male sterility, CGMS 或 CMS)，需要父本(恢

復親，R-line)貢獻細胞核內的稔性恢復基因(fertility restoration gene, Rf)使帶有來自

雄不稔母本細胞質(S)的 F1 (S/Rfrf)能夠正常產生花粉與結實，而雄不稔系(S/rfrf) 

(A-line)需藉由具有正常雄可稔細胞質(N)的近似同源系作為維持系(N/rfrf) (B-line)

提供花粉進行繁殖。前人根據試交(test cross)結果將高粱雄不稔細胞質分成 A1 

(milo)、A2、A3、A4、A5、A6 及 9E 等類型，其中 A1 型為最廣為使用的雄不稔系

(Reddy et al., 2005)。曾有學者利用 RFLP 標誌分辨 A3、A4、9E 與其他類型的雄不

稔細胞質(Xu et al., 1995)，並有研究指出 A4/9E 與 milo 型的 cox I 序列不同(Bailey-

Serres et al., 1986a; b; Pring et al., 1995)。其他研究發現小花藥型(A1、A2、A5及 A6)

高粱雄不稔系的葉綠體 rpoC2 基因序列缺失(deletion) 165 bp，利用此 InDel 標誌可

區分小花藥型與其他大花藥型(A3、A4及 9E)之雄不稔系及部分高粱維持系(B-line)

與恢復系(R-line) (Chen et al., 1993; 1995)。據報告指出大部分植物的細胞質雄不稔

與粒線體相關，由於粒線體基因體的變異而產生不同類型的雄不稔細胞質，例如

玉米 CMS-T、CMS-S 及 CMS-C 細胞質等(Schnable and Wise, 1998; Kubo et al., 

2011)。目前已知高粱 A3 型雄不稔與粒線體 orf107 相關，源自高粱 atp9 基因序列

發生重組(Tang et al., 1996, 1999; Pring et al., 1998)。至於 A1 型細胞質雄不稔，

Keough 等人(2016)定序組裝分析 A1-CMS 品系 Tx623A1 的粒線體基因體，找出獨

特嵌合的 ORFs (open reading frame)，可比對到類似維持系 Tx623B 之 atp1-1、atp1-

2 及 atp6-1/rps4 like 序列；王等(2019)也透過定序 Tx623A 及維持系 Tx623B 的粒

腺體基因體，發現兩者間具有一段 57 kb 基因體片段易位(translocation)的差異。 

高粱稔性表現的穩定性可能受到環境溫度的影響，當抽穗開花後的夜溫低於

10℃時稔性恢復會受到抑制而變成雄不可稔，但當溫度高於 42℃時，部分雄不稔

品系反而會恢復稔性(Reddy and Stenhouse, 1994; 王等，2000)。雜交種子生產過程

中倘若母本的雄不稔性不穩定或純度不足，恐降低雜交種子的純度品質。1974 年 
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農業委員會種苗改良繁殖場的雜交高粱採種圃曾發現母本行中出現雄可稔植株，

而後透過不同環境下稔實性的評估試驗，確認自美國引進之高粱 A、B-line 在臺灣

本島的環境下均可穩定表現原本的遺傳性與稔性；當時學者對於高粱採種圃的母

本不斷出現雄可稔植株的原因提出兩點推測，一為 A-line 繁殖時被帶有 Rf 基因的

花粉汙染，二為收穫與調製過程中混入其他雄可稔品系的種子，例如 B-line (林，

1976)。 

由於雄不稔系及恢復系的育成相當耗費人力與時間(Rakshit and Bellundagi, 

2019)，因此育種者需要清楚知道育種材料的稔性基因型，才能有效地進行育種工

作；此外，在種子生產過程中倘若母本雄不稔表現發生異常，需要判定是否為花粉

汙染或其他品系種子混雜所導致，方能決定後續的改善措施；使用分子標誌可比

試交方法更快速確認基因型，進而提升育種效率，以及釐清種子繁殖過程中純度

降低的原因。目前尚未有針對高粱細胞質雄不稔的粒腺體專一性引子文章發表，

因此本試驗將參考高粱細胞質稔性相關文獻開發專一性分子標誌，藉以提升臺灣

高粱育種及採種產業的優勢。 

 

材料與方法 

一、參試材料及核酸萃取 

本試驗以高粱‘臺中 5 號’雄不稔親(母本)‘80A’(S/rfrf)、維持親‘80B’ (N/rfrf)及

恢復親 (父本 ) ‘2R’ (RfRf)為材料，取幼苗葉片以組織均質機 (SH-100, Kurabo 

Industries Ltd., Japan)均質後，以改良之 CTAB 法(Doyle and Doyle, 1990)萃取 DNA。

DNA 經分光光度計(NanoPhotometer® P330, Implen Inc., USA)定量後，以去離子水

稀釋至 10 ng/μl 的工作溶液(working solution)備用。 

二、分子標誌的設計 

針對前人研究中與 CMS 相關之粒線體基因：atp6 及 coxII (Schnable and Wise, 

1998)，以及高粱 A1型雄不稔相關之 atp1-1 (Keough et al., 2016; 王等，2019)、A3

型 相 關 之 atp9 (Tang et al., 1996, 1999; Pring et al., 1998) 等 ， 從 NCBI 

(https://www.ncbi. nlm.nih.gov/)搜尋高粱粒線體基因體(NC_008360.1)中的上述基

因，擷取包含側翼之序列，將其送入 BatchPrimer3 網站(http://probes.pw.usda.gov/ 
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batchprimer3/) (You et al., 2008)設計專一性引子，同時一併測試文獻高粱葉綠體

rpoC2 引子(Chen et al., 1993; 1995)，相關引子資訊詳如表一。 

表一、 本研究使用之引子組 
Table 1. List of primers used in this study 

No. Primer name Sequence 
Ta 

(℃)
Expected product 

size (bp) 

1 
SB-atp6-F TGAAAATAAAACCCACTCGT 

55 1080 
SB-atp6-R TTTGATGGAGATTTGTAGCA 

2 
SB-atp6-F2 GTCTTGTCATGGAAGTTCGT 

55 650 
SB-atp6-R2 TCCAGTTCTCGTTTTTATGC 

3 
SB-apt9-F AATGTGTATACGCACCATGA 

55 496 
SB-apt9-R TTCATTGAAGCAACTCCTTT 

4 
SB-apt9-F2 AAGTTCGTACCAGTCGTCAG 

55 1275 
SB-apt9-R2 ATCCTTGCTAGACCCATCAT 

5 
SB-CoxII-p1-F AGACAACCTAGCGAACTGAA 

55 804 
SB-CoxII-p1-R GGTCTAACCACCTCAACTCC 

6 
SB-CoxII-p2-F GGTTCCATTCTTGTTATTGC 

55 773 
SB-CoxII-p2-R GCGAATTCGATCCTTTAGTA 

7 
SB-CoxII-p3-F GTCCCCTCTTGCCTATTAGT 

55 793 
SB-CoxII-p3-R AAGCAAGCAAGATGATGAAG 

8 
SB-atp1-1-F GTGTCTATGTTGCGATTGG 

55 1000 
SB-atp1-1-R TTTGCTACTCTTGGGAGTGT 

9 
SB-atp1-1-F2 GGTACACCTTGAAGATCGAG 

55 700 
SB-atp1-1-R2 CAATCGCAACATAGACACAA 

10 
SB-atp1-1_indel_F ATCCTGAATTACTCAAATCC 

50 279 
SB-atp1-1_indel_R AGCTTAGACAGCCAAGAG 

 SB-atp1-1_indel_F2 GCCACTAGACAGAATTTCTCAAT

55 

universal forward 
11 SB-atp1-1_indel_R2 AGCAAATTCATACATATCCCTTA 401/701 
12 SB-atp1-1_indel_R3 AAAGTTTTTCTAGTTAGCTGCAC 999 
13 SB-atp1-1_indel_R4 GTACAGTTGGAACTGAAGGAATA 1199 

 SB-atp1-1_indel_F3 GGATATGTATGAATTTGCTTTCT 
55 

universal forward 
14 SB-atp1-1_indel_R5 GTTGTTATTGCTTATAGCGATTT 707 
15 SB-atp1-1_indel_R6 TGAAGCTTCCATGTTCTCATA 989 

16 
rpoC2-F TTCTCGAGGACGATCCACGA 

50 248/443 rpoC2-R 
(Chen et al., 1993; 1995)

TGAGTCTTCCTCTGAGT 
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三、聚合酶連鎖反應(PCR) 

PCR 反應總體積為 10 μl，包含 20 ng DNA 模板、0.2 μM 引子、1X Taq DNA 

Polymerase 2x Master Mix RED (Ampliqon)；以 VeritiTM 96-well thermal cycler (Life 

technologies Co., USA)進行 PCR 反應，反應條件為 94  5 min℃ ；94  30 sec℃ ，Ta℃ 

(請參考表一) 30 sec，72  1 min℃ ，35 cycles；72  5 min℃ 。 

四、電泳分析 

水平電泳分析以 0.5x TAE Buffer 加入 5 μl SafeView DNA Stain (GeneMark)配

置 200 ml 2.0 %之瓊脂膠片，取 5μl PCR 增幅產物注入樣品孔，於 200 伏特供電下

經過 45 分鐘的泳動分離，以照膠系統記錄後進行人工基因型判讀。毛細管電泳分

析(Fragment Analyzer CE-12, Advanced Analytical)使用 Automated CE System 1-1500 

bp 分析試劑組(DNF-935 Reagent Kit)，將增幅產物以 Dilution Buffer 1x TE 稀釋 20

倍後上機，電泳結果以軟體 PROSize 3.0 進行檢視與判讀。對於有多型性之 PCR

產物送交廠商進行定序，定序資料以 CLC Sequence Viewer 8 軟體(QIAGEN Aarhus 

A/S)進行 Alignment 並進一步比較序列差異。 

 

結果與討論 

本試驗參考相關文獻中常見之作物 CMS 關聯基因，設計高粱粒線體的 atp6

及 coxII、atp1-1 及 atp9 基因之專一性引子(表一之 No. 1~9)，對‘臺中 5 號’ (F1)之

A-line (‘80A’)、B-line (‘80B’) 及 R-line (‘2R’)等材料進行擴增，雖然擴增產物在水

平電泳分析下並沒有呈現差異(圖一(A))，但改以解析度較高的毛細管電泳觀察後，

發現‘80A’及‘80B’的 atp1-1 之專一性引子(SB-atp1-1-F/R)產物間具有多型性(圖一

(B))。將 PCR 產物進行定序，結果發現‘80A’的 atp1-1 在 3’端側翼序列缺少 27 bp。

根據 Keough 等人(2016)發現並推測 A1 型 CMS 粒線體中的一個候選 ORF，係由

atp1 與 rps4-like 透過 2 個長度 42 bp 的反向重複序列(inverted repeat)形成嵌合序

列；故本試驗進一步推測‘80A’的 atp1-1 之 3’端側翼可能存在特殊的 CMS 序列，

但由於缺乏公開之 A1型雄不稔之粒線體基因體序列資料，僅能參考 NCBI 的高粱

粒線體基因體(NC_008360.1)進行 atp1-1 之 3’端側翼序列的專一性引子設計(表一

之 No. 10~15)。 
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圖一、高粱粒線體基因專一性分子標誌之電泳結果。 
DNA樣品為雄不稔親‘80A’、維持親‘80B’、恢復親‘2R’
及F1 ‘臺中5號’。水平電泳圖A引子組為(1) SB-atp6-F/R、
(2) SB-atp6-F2/R2、(3) SB-atp9-F/R、(4) SB-atp9-F2/R2、
(5) SB-CoxII-p1-F/R、(6) SB-CoxII-p2-F/R、(7) SB-CoxII-
p3-F/R、(8) SB-atp1-1-F/R、(9) SB-atp1-1-F2/R2。圖B為
引子組 (8) SB-atp1-1-F/R之毛細管電泳結果。圖C引子

組 為 (10) SB-atp1-1-indel-F/R 、 (11) SB-atp1-1-indel-
F2/R2、(12) SB-atp1-1-indel-F2/R3、(13) SB-atp1-1-indel-
F2/R4、(14) SB-atp1-1-indel-F3/R5、(15) SB-atp1-1-indel-
F3/R6及(16) rpoC2-F/R。 
Fig. 1. Electrophoresis of specific markers for 
mitochondrial genes in sorghum. Four DNA samples tested 
were  male sterile line ‘80A’, maintain line ‘80B’, restorer 
line ‘2R’, and F1 ‘Taichung No. 5’.(A) Photo of an agrose 

gel showing PCR amplification of primer sets using (1) SB-atp6-F/R, (2) SB-atp6-F2/R2, 
(3) SB-atp9-F/R, (4) SB-atp9-F2/R2, (5) SB-CoxII-p1-F/R, (6) SB-CoxII-p2-F/R, (7) 
SB-CoxII-p3-F/R, (8) SB-atp1-1-F/R, (9) SB-atp1-1-F2/R2. Image (B) was the capillary 
electrophoresis result of primer set (8) SB-atp1-1-F/R. (C) Photo of an agrose gel 
showing PCR amplification of primer sets using (10) SB-atp1-1-indel-F/R, (11) SB-atp1-
1-indel-F2/R2, (12) SB-atp1-1-indel-F2/R3, (13) SB-atp1-1-indel-F2/R4, (14) SB-atp1-
1-indel-F3/R5, (15) SB-atp1-1-indel-F3/R6, and (16) rpoC2-F/R. 
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引子組(No. 10~15)的測試結果中，有一組引子對(No. 11) (SB-atp1-1_indel_F2

與 R2)成功在‘80A’及‘80B’分別增幅 401 bp 及 701 bp 條帶，其餘引子組則僅有‘80B’

可成功增幅(圖一(C) (10)~(15))，故可得知‘80A’在 atp1-1 之 3’ UTR 區域在上述引

子(No. 11)之後延伸的序列仍與‘80B’不同。將 PCR 產物送定序並比對‘80A’及‘80B’

間的序列差異，發現‘80A’分別有 27 bp、281 bp 及 30 bp 的缺失，但具有一段 38 

bp 的獨特序列及 2 個 SNP；atp1-1 之 3’端及鄰近側翼序列中存在重複序列(圖二)，

在 atp1-1 參考序列(NC_008360.1)之終止密碼子(stop codon)前後，接連有兩個包含

終止密碼子、重複單位長度為 27 bp 的重複序列，而‘80A’剛好缺少 1 個單位的重

複序列，另外‘80A’在鄰近側翼所缺失的 30 bp 序列中也存在長度 12 bp 的重複序

列(圖三)。被子植物的粒線體基因體中常見不同長度的重複序列，透過比較物種內

及相近物種間的粒腺體基因體，發現存在大量的短重複序列(<1 kbp)，與基因體重

排(genome rearrangement)、插入/缺失(insertion/deletion)及基因體的大小有所關連

(Kubo et al., 2011)；鳳嘴葵屬(Monsonia)粒線體基因體的重排位點亦很接近重複序

列(Cole et al., 2018)；因此 atp1-1 3’端的重複序列可能是導致‘80A’與‘80B’間序列

產生變異的原因。 

CMS 關聯的 ORFs (簡稱 CMS-ORFs)一般出現在真正基因的 5’端或 3’端，雖

非絕對但常與 ATPase subunits 有關(Kubo et al., 2011)。基因 5’端及 3’端的未轉譯

區(untranslated regions, UTR)長度，以阿拉伯芥粒線體基因為例，分別約為 21~645 

bp 及 10~498 bp (Forner et al., 2007)，然而 5’端或 3’端 UTR 的變異對基因表現的

影響機制尚未被清楚了解，例如 ccmC 缺少 3’端 UTR 但仍有轉譯產物(Raczynska 

et al., 2006; Forner et al., 2007)。一般來說，被子植物的粒線體基因是高度保守，但

仍有例外，其中一例為甜菜 atp6，其蛋白質 C 端對應的核心區域高度保守，但 N

端相對多變且延長(Onodera et al., 1999)，N 端延長的作用不明，但延伸的部分在多

肽前驅物時會被切除，而後形成成熟的 ATP6 多肽(Krishnasamy et al., 1994; 

Yamamoto et al., 2005)。本研究發現之‘80A’粒線體基因 atp1-1 之 3’端變異序列究

竟有何影響，以及與 Rf 基因的交互作用尚待更多的研究。 

本試驗也測試高粱文獻的葉綠體 rpoC2 引子(Chen et al., 1993; 1995)在‘80A’、 

‘80B’及‘2R’間具有多型性，‘80A’的條帶大小約為 248 bp (圖一(C) (16))，與文獻中

的小花藥型 CMS 品系(A1、A2、A5及 A6)一致，‘80B’及‘2R’則與大花藥型 CMS 品
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系(A3、A4及 9E)及部分 B line、R line 一致(443 bp)。綜合 rpoC2 的結果，以及‘80A’

的 atp1-1 3’端出現獨特序列與 Keough 等人(2016)對 A1 型 CMS-ORF 之預測結果

相似，推測‘臺中 5 號’有可能屬於 A1 型雄不稔細胞質。本試驗利用位於粒線體上

的候選 A1-CMS 基因之 InDel 差異設計 SCAR 標誌，可區分互為近似同源系的‘80A’

與‘80B’，後續若能再測試其他小花藥型 CMS 品系之 A2、A5及 A6，相較於葉綠體

rpoC2 引子，則有機會能更準確區別細胞質稔性遺傳背景，未來在高粱育種的 CMS

材料之基因型確認及種子純度檢查中可提供快速且可靠的鑑別。 

 

 

 

圖二、 高粱‘80A’與‘80B’之粒線體atp1-1基因3’端側翼序列差異示意圖。白色區域

為相同序列，三角形為缺失片段，綠色區域為維持親‘80B’ (normal)獨有序

列，深灰色區域為雄不稔親‘80A’ (sterile)專一序列。星號標示SNP的所在位

置。 
Fig. 2. Diagram of mitochondrial atp1-1 3’-flanking sequences of sorghum male sterile 

line ‘80A’, maintain line ‘80B’. White regions: identical sequences between line 
‘80A’ and line ‘80B’; triangles: position of sequence deletion; green region: 
specific sequence of maintain line, ‘80B’ (normal cytoplasm); dark gray region: 
specific sequence of sterile line, ‘80A’ (sterile cytoplasm). Asterisk symbols 
represent the positions of SNPs. 
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80A              1 GCCACTAGACAGAATTTCTCAATATGAAAAAAACATTCTAAGTACTATTAATCCTGAATTACTCAAATCCTT 

80B              1 GCCACTAGACAGAATTTCTCAATATGAAAAAAACATTCTAAGTACTATTAATCCTGAATTACTCAAATCCTT 

NC_008360.1      1 GCCACTAGACAGAATTTCTCAATATGAAAAAAACATTCTAAGTACTATTAATCCTGAATTACTCAAATCCTT 

                   ************************************************************************ 

 

80A             73 CTTAGAAAAAGGTGGCTTAACTAACGAAAGAAAGATGGAACCAGATGCTTCTTTAAAAGAAAGCGCTTTAAA 

80B             73 CTTAGAAAAAGGTGGCTTAACTAACGAAAGAAAGATGGAACCAGATGCTTCTTTAAAAGAAAGCGCTTTAAA 

NC_008360.1     73 CTTAGAAAAAGGTGGCTTAACTAACGAAAGAAAGATGGAACCAGATGCTTCTTTAAAAGAAAGCGCTTTAAA 

               ************************************************************************ 

 

80A            145 TTTAGGAGAAGCAAAAATATGACT---------------------------CTATTTCTAAAAAAAAACTAC 

80B            145 TTTAGGAGAAGCAAAAATATGACTAAATTTAGGAGAAGCAAAAATATGACTCTATTTCTAAAAAGAAACTAC 

NC_008360.1    145 TTTAGGAGAAGCAAAAATATGACTAAATTTAGGAGAAGCAAAAATATGACTCTATTTCTAAAAAGAAACTAC 

                   ************************                           ************* ******* 

 

80A            217 ACTCCCAAGAGTAGCAAACCTTATTGGCCAAATGTGCTATCATTGCTAGCGATCTCCCATCGATGGCAGGA- 

80B            217 ACTCCCAAGAGTAGCAAACCTTATTGGCCAAATGTGCTATCATTGCTAGCGATCTCCCATCGATGGCAGGAG 

NC_008360.1    217 ACTCCCAAGAGTAGCAAACCTTATTGGCCAAATGTGCTATCATTGCTAGCGATCTCCCATCGATGGCAGGAG 

                   ***********************************************************************  

 

80A            289 ------------------------------------------------------------------------ 

80B            289 ATAACGGGGAAACCCGACTCCAGCTCTTGGCTGTCTAAGCTGGGGAGACGCGCCGCCCGAAACAATTGGACT 

NC_008360.1    289 ATAACGGGGAAACCCGACTCCAGCTCTTGGCTGTCTAAGCTGGGGAGACGCGCCGCCCGAAACAATTGGACT 

                                                                                            

 

80A            361 ----------------------------------------TAGCCACGGACTCTTC----CGAAACATTCAG 

80B            361 ACGCCATTCCGCCAAGTCAAGAATTTGCCCCTTAAGGACGTAGCCCAGCTGAAAAAACACGGAAAAATCCAA 

NC_008360.1    361 ACGCCATTCCGCCAAGTCAAGAATTTGCCCCTTAAGGACGTAGCCCAGCTGAAAAAACACGGAAAAATCCAA 

                                                           *****  *             **** ** **  

 

80A            433 ATATAGGAAA-------------------------------------------------------------- 

80B            433 ATAGAGGACATTTTCATGTTTGTTACTAAGAAAGAAGAAAAACGAGCCGTTGCCCAATTTCTGACCCGCGAA 

NC_008360.1    433 ATAGAGGACATTTTCATGTTTGTTACTAAGAAAGAAGAAAAACGAGCCGTTGCCCAATTTCTGACCCGCGAA 

                   *** **** *                                                               
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80A            505 ----------------------------------------------------------------AGCCAGAG 

80B            505 GGAATCCCGGAGGATACCCTTTCAACACTTTTTTCTCCGGAGGTTCTGGCAAACCTGAATGAGGAGCCGGAG 

NC_008360.1    505 GGAATCCCGGAGGATACCCTTTCAACACTTTTTTCTCCGGAGGTTCTGGCAAACCTGAATGAGGAGCCGGAG 

                                                                                   **** *** 

 

80A            577 CCGGCGAGAGATTTA------------------------------GATCTCAATCAAAGCCCTCCGCCAGAG 

80B            577 CCGGCGAGAGATTTAGATCTCAATCAACGGCCTCCGCCGGAGCTGGATCTCAATCAAAGCCCTCCGCCAGAG 

NC_008360.1    577 CCGGCGAGAGATTTAGATCTCAATCAACGGCCTCCGCCGGAGCTGGATCTCAATCAAAGCCCTCCGCCAGAG 

                   ***************                              *************************** 

 

80A            649 CTGGATGAAGCCGGAGACGACGGAGCGGAATAAGGGATATGTATGAATTTGCT 

80B            649 CTGGATGAAGCCGGAGACGACGGAGCGGAATAAGGGATATGTATGAATTTGCT 

NC_008360.1    649 CTGGATGAAGCCGGAGACGACGGAGCGGAATAAGGGATATGTATGAATTTGCT 

                   ***************************************************** 

 
圖三、 高粱atp1-1之3’端多型性引子(SB-atp1-1_indel_F2/R2) PCR產物序列。‘80A’

之產物長度為401 bp，而‘80B’長度為701 bp，NC_008360.1為NCBI參考序列，

長度701 bp；底線為SB-atp1-1_indel_F2與R2引子，灰底標示SNP位置，灰底

粗體標示重複序列，方框標示atp1-1參考序列之終止密碼子位置。 
Fig. 3. Sequences of PCR products derived from polymorphic primers ‘SB-atp1-

1_indel_F2/R2’ for 3’ terminal region of sorghum atp1-1. Product sizes were 401 
bp in line ‘80A’ and 701 bp in line ‘80B’, respectively. NC_008360.1 is the 
reference sequence of NCBI. Under line: primers ‘SB-atp1-1_indel_F2’ and ‘R2’; 
gray background: potions of SNP; bold letters with gray background: repeat 
sequence; box: stop codon of reference atp1-1. 
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Summary: Male sterile is widely used in hybrid seed production in 
sorghum. Domestic sorghum hybrid variety ‘Taichung No. 5’ and its parental 
lines were used as materials in this study. In order to quickly identify the 
cytoplasmic genetic background of fertility, specific markers were designed 
for CMS-associated mitochondrial genes, including atp6, coxII, atp1-1 and 
atp9. PCR products derived from male sterile line ‘80A’, the sterile parental 
line of ‘Taichung No. 5’, and its maintain line ‘80B’ were polymorphic at the 
3' end of atp1-1. The SCAR marker (SB-atp1-1_indel_F2/R2) amplified the 
401 bp band in line ‘80A’ and the 701 bp band in line ‘80B’, respectively. 
DNA sequencing of PCR products showed that the repeat sequences existed 
in the 3'UTR of atp1-1 and the deletion region of ‘80A’ line. These results 
showed that the SCAR marker could distinguish the near-isogenic lines, ‘80A’ 
and ‘80B’, and be applied in rapid identification for cytoplasm types in 
breeding program and purity inspection of sorghum. 
  
Key words: sorghum、male sterile、molecular marker 
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