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優質種苗繁殖體系之建構
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一、前言

小花蕙蘭(國蘭)為僅次於蝴蝶蘭與

文心蘭之外銷蘭花，主要銷往韓國與

中國。小花蕙蘭慣用無性繁殖分株方

法生產種苗，此方法常因母本帶有病

毒而使大量種苗遭受病毒汙染，因而

無法提升商品價值。普遍感染小花蕙

蘭的病毒為蕙蘭嵌紋病毒(Cymbidium 

mosaic virus, CymMV)與齒舌蘭輪斑病毒

(Odontoglossum ringspot virus, ORSV)，

此兩種病毒對小花蕙蘭產業經濟影響最

深，因此建立病毒檢測技術是確保無特

定病毒優質種苗生產的重要措施。本文

主要介紹玉華四季蘭(Cybidium ensifolium 

var. Uie Hwa)分生苗繁殖過程中結合特定

病毒檢測技術，用以建構小花蕙蘭無特

定病毒之種苗生產體系，期能有助於產

業發展。

二、小花蕙蘭病毒檢測與病毒

病之防治方法

病毒病(virus diseases)容易隨著分株

繁殖而傳播到後代種苗，蘭友大多稱之

為「毒素病」或「拜拉斯」。蕙蘭嵌紋病

毒(CymMV)與齒舌蘭輪斑病毒(ORSV)常

見於小花蕙蘭，在建構小花蕙蘭無特定

病毒種苗生產體系時，首先就是要建立

CymMV與ORSV的檢測方法。目前常用

酵素連結免疫吸附反應(ELISA)與反轉錄

核酸聚合酶連鎖反應(RT-PCR)技術檢測

蘭株是否感染病毒，其中ELISA法的成本

較低且操作較簡便，可適用於大量樣品

的病毒篩檢；RT-PCR法則是針對病毒核

酸分子進行偵測，其敏感度較ELISA法為

高，但在設備與人員訓練上就有較高的

要求，常用於少量樣品且精確度要求較

高的病毒檢測。

植物感染病毒後常呈現系統性分

佈，而近年來已有許多證據顯示病毒於

病株並非均勻分佈，因此採樣方法會影

響檢測結果。根據本研究以往試驗結果

顯示，小花蕙蘭蘭株鞘葉是病毒檢出率

較高的部位，即使是已枯萎的鞘葉仍可

順利檢出病毒，可做為檢測時的取樣部

位。此外，病毒在感染蘭株後會有段潛

伏期，此後病毒將慢慢繁殖且逐漸分佈

到全株，感染初期病毒的濃度極低而未

被偵測出來，因此在不同季節或是至少

進行二次檢定，期間需間隔2–3個月， 二
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次均未檢出病毒時才能做為無特定病毒

之蘭株親本；亦可搭配RT-PCR法重複檢

測，尤其是做為組織培養培植體來源的

植株，最好是經過RT-PCR法檢測確認。

經過檢測不帶特定病毒之健康蘭株

進行組織培養分生繁殖，在組培流程之

查核點進行瓶苗檢測確認無特定病毒感

染，瓶苗出瓶後需注意栽培管理方式，

避免病毒病之感染與傳播。由於組培苗

養成種苗的時間約需2–3年，因此育苗

的過程中建議在隔離的溫室或網室中

進行，且在每次分株作業須謹守病毒病

防治方法(謝廷芳等，2010；陳威臣等，

2011)；並於栽培過程中之檢測點進行特

定病毒檢測，確保蘭株未再受到特定病

毒的感染。

CymMV與ORSV可長期存活於栽培

環境並藉由傷口感染小花蕙蘭植株，因

此生產過程中的分株、除葉、除花等操

作都會增加病毒感染的機會，甚至葉片

摩擦產生的傷口都是病毒的傳播途徑。

「預防」是目前防治病毒病的主要概念，

因此以無特定病毒的母本作為繁殖親本

源，再配合栽培過程中避免病毒感染的

措施，才能有效控制病毒病(袁雅芬，

2010；陳威臣等，2016)。

三、玉華四季蘭組織培養實生

苗與分生苗繁殖技術簡介

小花蕙蘭組織培養種苗繁殖有兩

種方式，其一為利用未熟胚(immature 

embryo)進行無菌播種後長成的實生苗，

其二是以芽切法生產與母本具有相同特

性的分生苗。實生苗生產技術雖然可獲

得大量種苗，但此方式所得種苗是透過

有性繁殖方式而來，無法保有母本特有

的葉藝或花藝性狀。因此，若是為維持

品種的特殊性狀，利用無性繁殖是較佳

的方式；選取優良蘭株的側芽作為培植

體，誘導芽體增殖以大量生產種苗，理

論上經由此一過程所生產的植株均與其

優良母本的性狀完全一致。

就小花蕙蘭的組織培養種苗繁殖體

系而言，實生苗與分生苗的繁殖方式除

了遺傳特性與培植體來源的差異外，整

個量產操作流程大致相同(圖一)；但在培

養基組成上則有些微的差異，主要在於

細胞分裂素(cytokinins)與生長素(auxins)

濃度的變化應用。此外，兩者在初代培

養的除菌難易度，以及誘導培養基均有

著極大的差異；實生繁殖法之果莢除菌

的成功率高，而分生苗繁殖途徑須利用

取自於優良母本的新生側芽，在除菌接

種後誘導芽體或根莖形成，後者在於除

菌操作成功率與芽體誘導方面，較實生

繁殖法相對困難。

小花蕙蘭組織培養種苗在量化過程

中須控制繁殖倍率，因為根莖增殖倍率

太高將形成瘦弱之根莖，以至於從中誘

導所得的葉芽苗品質不佳，在葉芽增殖

階段也有相似問題，會導致組培苗不夠

健壯，因此在馴化栽培後之成活率低。

小花蕙蘭組培技術自培養開始到組培苗

出瓶栽培，需經過1.5–2年的時間，若需

達到較高之數量時，則耗費的時間會更

長；因此瓶內培養時間太長是組培苗繁

殖體系需要面對的問題，如何縮短種苗

養成時間即為成功的關鍵所在。
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四、小花蕙蘭無特定病毒優質

種苗量產體系之建構

農業試驗所於前期研究中經由未

熟胚播種所得之小花蕙蘭實生苗，經

CymMV與ORSV之病毒檢測結果顯示，

均未檢出病毒，符合一般認為病毒並不

會經由種子傳播的觀點，因此實生苗應

可做為健康種苗來源。以下主要介紹分

生苗繁殖流程中特定病毒檢測程序，包

括檢測點、檢測法及取樣技術的訂定與

建立。

玉華四季蘭的分生苗生產流程包

括：無菌培植體建立、根莖增殖與葉芽

誘導、葉芽苗生長與增殖、葉芽苗發根，

以及出瓶馴化等階段，若能夠在組培苗

繁殖與種苗培育階段配合檢測特定病

毒，將可以達到生產無特定病毒優質種

苗的目標。首先是在分生苗繁殖前應該

就培植體來源的親本株進行病毒檢測，

確定無病毒感染後才能夠進入組織培養

程序，此種程序現已成為蘭花產業普遍

的種苗生產方式。組培苗繁殖各階段的

培植體也須進行檢測，確定未遭受病毒

污染後才能繼續量化增殖；而在種苗繁

殖栽培過程中也須適時進行檢測，因此

檢測點應訂在當培植體或種苗數量在每

次需要放大前進行檢測。

舉例來說，在親本株與組培苗繁殖

階段因樣品數較少建議選用高檢出率的

病毒檢測法，然而當種苗數量已累積相

當數量，此時只能選擇高時效的檢測技

術，才能有效處理為數眾多的樣品；因

此，親本蘭株與組培品可先以ELISA法刪

除已遭感染的植株或培植體，若是ELSIA

法檢測判讀為「無特定病毒植株」，則須

再利用RT-PCR檢測進行確認，但種苗繁

殖階段因數量較龐大，可先利用ELISA法

取樣檢測，在判讀為

「無特定病毒植株」

樣品中再逢機取樣以

RT-PCR法進行確認。

本研究在玉華

四季蘭根莖增殖量化

前，尚在生長階段的

9支蘭花瓶取樣進行

病毒檢測，每瓶取樣

3個位置的根莖進行

ELISA法檢測，結果

皆未檢出CymMV感

染，後續再以RT-PCR

法檢測的結果卻僅有

1個樣品(8-2，圖二A)

圖一、玉華四季蘭組織培養實生苗與分生苗繁殖體系作業時程概圖。
* (若瓶苗高度不一致時，需依其大小分別培養於含有不同組成分的培
養基。)
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未檢出病毒。顯示在此階段若僅以ELISA

法檢測會有漏檢的風險，建議在進入根

莖增殖階段前須利用RT-PCR法進行確

認。另外一個檢測點是在組培苗出瓶馴

化時進行病毒檢測，在約600苗的組培苗

中取樣100苗以ELISA法進行病毒檢測，

結果顯示並未檢出CymMV病毒，而後再

抽樣12苗利用RT-PCR法再次檢測，結果

仍顯示未檢出CymMV與ORSV病毒(圖二

B)，顯示這批蘭苗可做為無特定病毒種

苗繁殖親本源。上述蘭苗栽培於本所生

技組的隔離溫室中，在2年栽培期間每年

抽樣進行RT-PCR檢測，結果均維持無特

定病毒反應，證明此一無特定病毒種苗

生產之可行性(圖三)。

藉由上述試驗結果，初步擬定小花

蕙蘭無特定病毒優質種苗量產體系流程

之重要管控要件包括：特定病毒檢測技

術、檢測點、檢測法及取樣技術(表一、

表二、圖四)。舉例而言，在組織培養之

葉芽增殖階段，可取樣10%瓶苗、每瓶取

樣20%葉芽苗(約3–5株)、每株取約0.2克

組織利用ELISA法檢測，

若未檢出特定病毒再以RT-

PCR法抽樣檢測；而後可依

編號進行葉芽苗發根與健

化培養。後續種苗生長繁

殖階段，則是在每年的分

株時進行取樣檢測，依種

苗數量逢機取樣5–10%種

苗，每株種苗取約0.2克成

熟葉片，此階段利用ELISA

法進行檢測即可。

本研究也將此分生苗

繁殖與病毒檢測技術應用

於寶島仙女四季蘭與富山

奇蝶四季蘭的種苗繁殖系

統，在組培苗出瓶栽培後

之第1年與第2年以ELISA

法與RT-PCR法檢測結果顯

示，受測的60苗寶島仙女

四季蘭與100苗富山奇蝶四

季蘭均未檢出特定病毒，

可作為優質種苗量產繁殖

的親本株來源(圖五)。

圖二、玉華四季蘭組織培養根莖(A)與溫室生長3年植株(B)，利
用RT-PCR法檢驗特定病毒(CymMV與ORSV)之檢驗結果。

圖三、玉華四季蘭組培分生苗，於溫室生長3年經RT-PCR檢驗
無感染特定病毒(CymMV與ORSV)植株之生長情形。
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五、結語

病毒病在蘭科植物上往往造成非常

嚴重的損失，然而一些栽培年代久遠的

小花蕙蘭品種，若植株沒有病徵仍可在

國蘭市場上流通交易，但本研究抽樣進

行病毒檢測的結果顯示，約有6成左右

的植株被檢出感染病毒，而這些蘭株因

為栽培管理良好使得病徵不易顯現，但

是對於其後續生長與開花均會產生不良

影響。本研究已建立特定病毒的檢測模

式，並且獲得玉華、寶島仙女及富山奇

蝶四季蘭等三種無感染(CymMV與ORSV)

病毒之小花蕙蘭健康種苗，期能依此模

式建立其他品種之無特定病毒優質種苗

親本源。未來若能將上述技術純熟應用

且配合貿易商與蘭農觀點，選擇適合商

業栽培品種，利用組織培養技術量產優

質種苗，配合無特定病毒檢測技術，並

採用防雨設施生產高品質的外銷蘭株，

將可提昇台灣小花蕙蘭產業的競爭力。
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表一、小花蕙蘭分生組培苗繁殖體系病毒檢定之檢測點
與檢測方法

生育階段 檢測方法 取樣比例

親本蘭株 ELISA / RT-PCR 100%

根莖增殖階段 ELISA / RT-PCR 100%

葉芽增殖階段 ELISA / RT-PCR 10、20%

出瓶組培種苗 ELISA / RT-PCR 10、20%

2年生種苗 ELISA 5–10%

3年生種苗 ELISA 5–10%

備註：執行小花蕙蘭農場之健康管理，以維持優良無特定病毒種苗，取樣方

法參見表二。

表二、小花蕙蘭分生組培苗繁殖體系病毒檢測之取樣方
法

生育階段 取樣部位

親本蘭株 基部鞘葉(sheath leaf)、根部

根        莖 根莖增殖前期，每瓶取樣3點；每條根莖取約0.2克；取
樣之根莖進行編號，並分別繼代培養。

葉  芽  苗
芽體生長後期，逢機取10–20%；每瓶取5株葉芽苗(約
20%)；每株取約0.2克葉片；依瓶苗編號進行葉芽苗發
根培養。

種        苗 逢機取10%種苗；每株取約0.2克成熟葉片。
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圖四、玉華四季蘭無特定病毒分生苗繁殖系統之檢測點材料與蘭株生長情形。(A) 親本蘭株、(B) 
根莖增殖、(C) 葉芽生長、(D)出瓶苗、(E) 2年生苗及(F) 3年生開花株。

圖五、寶島仙女四季蘭(A)與富山奇蝶四季蘭(B)組培分生苗，於溫室生長2年經RT-PCR檢測無感
染特定病毒(CymMV與ORSV)之植株生長情形。


