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利用 SSR標誌進行番椒雜交種子純度之檢測
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摘要
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種子純度檢定是一代雜交種子生產中品質管控的關鍵性工作之一。利用生育特性的檢測 (grow out test; 
GOT) 方式僅比較植物生長至成熟期的外觀差異，檢測耗時且受制於環境；故亟需建立一個快速、可靠的
DNA檢測模式。本研究目的擬開發具有專一性與共顯性的簡單序列重複 (simple sequence repeat; SSR) 標誌，
應用於番椒雜交種親本與雜交種子純度之檢測。利用 2個番椒雜交種及親本，篩選 374組 SSR引子對，結果
獲得 12個高訊息的 SSR標誌；又取得其中 5個關鍵性 SSR標誌，進行 3個番椒雜交種 (No. 5、No. 6、No. 
7) 的種子純度之檢定，經各取 120個樣品之檢測結果顯示，3批次的雜交種子純度分別為 99.2%、98.3%和
95.8%。利用 SSR-PCR (polymerase chain reaction) 分析可篩選出自交種子之汙染株，也與GOT檢測結果吻合。
試驗顯示，SSR標誌可作為快速、有效之檢測工具，有效地應用於番椒商業雜交種子純度的檢定。
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前言

國際間對於商業生產作為經濟栽培用的

種子品質規範，多參照「國際種子檢查協會」

(International Seed Testing Association; ISTA) 
所訂定的種子發芽活力檢定與純度鑑定等相關

標準。針對高價的一代雜交種子 (F1 種子)，除

已具備的高生長勢、成熟期一致、優質、豐產

以及抗病蟲等諸多優良特性外，對於品種純度

的要求更嚴峻，檢測技術更需要快速、準確。

一般業者較常採用傳統 grow-out test (GOT) 
方式，進行品種純度檢定，依據其外觀性狀

之差異，鑑別異型株 (off-type)，以取得純質

的 F1 種子。GOT 檢測方式需要較大的栽培空

間和人力，檢定時程較長，成本花費也相對較

高；易受季節或氣候環境限制，導致判讀困難

或準確性不穩定。近 30 年間，全球的分子生

物分析技術進步神速，已開發多種分子標誌包

含蛋白質分子標誌與核酸層次的 DNA 分子標

誌等，在農業上已應用此類分子標誌 (mark-
ers) 作為品種鑑定 (Gong & Geng 2010)、種

原遺傳歧異度分析 (Mujaju et al. 2010)、遺傳

純度分析 (Ballester & Carmen 1998; Crockett 
et al. 2000; Liu et al. 2007)；或建構連鎖圖譜

輔助選種 (Hashizume et al .  1996; McCouch 
et al. 2002; Hashizume et al. 2003) 等。利用

DNA 分子標誌的遺傳分析具備以下特質 (1) 
直接以核酸作為分析樣品，在各個組織、各

個發育時期均可檢測，不受季節、環境之限

制。(2) 分子標誌種類多，可同時提供多個標

誌進行鑑定或比對 (Jang et al. 2004; Mujaju 
et al. 2010)。(3) 高訊息的分子標誌，可延伸

作為種間、種內多種作物的指紋分析之應用 
(Wöhrmann & Weising 2011)。(4) 透 過 共 顯

性分子標誌 (co-dominance marker)，可鑑別
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出同質基因型或異質基因型，特別適合雜交

種之鑑定；如簡單重複序列 (simple sequence 
repeat; SSR) 標誌，因其廣泛分布於生物基因

組 (Condit & Hubbell 1991; Wang et al. 1994; 
Kumpatla & Mukhopadhyay 2005)，僅需微量

DNA 樣品，且分析方法簡便，目前已應用於

茄子 (Arun Kumar et al. 2014)、花椰菜 (Ida 
et al. 2008) 以及水稻 (Komori & Nitta 2004) 
等作物的雜交種之遺傳純度鑑定。

番椒 (Capsicum) 為茄科一或多年生果

菜、香辛作物，栽培面積僅次於馬鈴薯和番

茄。依據 2010 年聯合國糧農組織 (Food and 
Agriculture Organization of the United Na-
tions; FAO) 生產年報統計，全世界番椒栽培

面積為 185 萬公頃，亞洲地區約占總生產面

積 60% 以上。依 2011 年台灣農業年報統計，

國內栽培面積 2,087 ha，為重要經濟蔬菜，其

中彩色甜椒 (Capsicum annuum) 富含花青素

與胡蘿蔔素等，是高營養、高產值的蔬菜新

寵。目前彩椒商業品種幾乎全為一代雜交種，

並以亞洲地區為重要採種據點。番椒為高價採

種作物，其 F1 種子售價偏高 (約新台幣 10 元

/粒)。商業生產雜交種子常利用雄不稔親本或

以人工去雄後進行雜交授粉；鑑於雄不稔基因

的不穩定或人工去雄未盡完善，時而導致採種

純度下降；故需進行雜交種子遺傳純度檢定，

避免母本自交種子汙染，已成為 F1 種子生產

上必要之品管工作。本研究針對亞洲地區重要

採種作物─番椒一代雜交種之純度檢測，擬建

立精確、簡便的 DNA 鑑定平台，篩選共顯性

的 SSR 分子標誌，提供種苗業界進行親本暨

F1 品種純度之快速檢測。建立之核心 SSR 分

子標誌或 DNA 檢定流程，期透過產學合作將

相關技術轉移至種苗業者，以提升台灣採種產

業在國際市場之競爭力。

材料與方法

植物材料與 DNA萃取
由中興大學園藝系提供與亞蔬合作選育

的彩色甜椒 (Capsicum annuum) F1 品種「興

亞 3 號」(‘CA3’) 標準品 1 個，包含父本 (♂) 

1 個、母本 (♀) 3 個重複性樣品；另由一個商

業採種公司提供 F1 品種 ‘360’ 之標準品 1 個，

以及父本、母本各 1 個樣品。以上 2 個雜交組

合，計 8 個樣品之葉片，參考 Iqbal et al. (1995) 
方法進行 genomic DNA 萃取，提取之 DNA 經

NANODROP 1000 (Thermo Scientific) 定量，

以 OD260/OD280 值 1.7–1.9 作 為 PCR (polymerase 
chain reaction) 分析用樣品；DNA 濃度稀釋為

25 ng μL-1，提供多型性 SSR marker 之篩選。

另由出口採種業者提供 3 個待檢測 F1 種

子純度的雜交組合 No. 5、No. 6、No. 7 一批，

包 含 父 本 (5P、6P、7P)、 母 本 (5M、6M、

7M) 等，各品系約 150 粒種子，進行高訊息

SSR 分子標誌 (informative SSR markers) 之
量化測試。3 組待測試的雜交組合種子依組合

分批次播種，於幼苗期採嫩葉進行 genomic 
DNA 萃取，萃取方法同於 Iqbal et al. (1995) 
之 DNA 萃取流程。

SSR分子標誌分析
進行番椒雜交種 SSR-PCR 分析的 374 組

SSR 引子序列資料，參考自前人文獻 (Lee et 
al . 2004; Minamiyama et al . 2006; Yi et al . 
2006; Minamiyama et al. 2007; Portis et al. 
2007; Lee et al. 2009; Ince et al. 2010)，部

分訊息則由世界蔬菜中心 AVRDC 的分子遺

傳系 Dr. Roland 提供 (引子編號為 AVRDC-
PP1–PP101)。以上引子由日本 Invitrogen 公

司合成。PCR 分析之反應液體積為 25 μL：
包含 DNA 50 ng、1U Taq polymerase (HOT 
FIRE, Solis BioDyne)、1× PCR buffer、2.0 
mM MgCl2、200 μM dNTP 及 引 子 0.4 μM，

反應引子為上述 374 組 SSR 引子，進行多型

性 SSR 標誌之篩選。聚合酵素連鎖反應儀器

為 Perkin Elmer Cetus Thermal Cycler 9700，
反應溫度設定為：95℃ 12 min；接續 95℃ 1 
min，55℃ 1 min，72℃ 1 min 30 s，35 個循

環；最後 72℃ 8 min；反應完成後保持於 4℃。

PCR 產物取 10 μL 加入 6× 電泳追蹤染劑 (6× 
loading buffer: 0.25% bromophenol blue, xy-
lene cyanol; 40% w/v sucrose)，以 6% 聚丙醯

胺膠體電泳 (polyacrylamide gel electrophore-
sis; PAGE)，電泳緩衝液為 0.5× TBE buffer (40 
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mM Tris acetate,  pH 8.0; 1 mM EDTA)；電

泳 槽 為 MGV-202-33C (C. B. S. Scientific)，
電壓設定 100 V，電泳時間約 100 min。完

成電泳之膠體以 1 µg mL-1 ethidium bromide
染色；再於 UV 下檢視膠體上多型性之等位

基因 (alleles) 片段，並照相、貯存影像於 IS 
2000 Digital Imaging System (Alpha Innotech 
Corporation) 系統。反應產物以 Gen 50 DNA 
ladder (GeneMark Technology Co., Taiwan) 計
算各等位基因片段大小。

高訊息 SSR 標誌 (informative SSR 
markers) 與 F1種子純度之鑑定

依據 2 個雜交種組合 (‘360’、‘CA3’) 篩
選 374 組 SSR 引子的 PCR 分析結果，搜尋在

父、母本與 F1 間具有共顯性 (co-dominant) 的
多型性分子標誌，取易於判讀者，建立 10 個

以上的高訊息 SSR 標誌，作為量化純度檢定

之核心標誌。以出口採種業界提供的 3 批次商

業雜交種 (No. 5、No. 6、No. 7) 及相關親本，

進行核心 SSR 標誌之測試；再依據 3 個雜交

種 SSR-PCR 的分析結果，分別取得 2–3 個關

鍵性標誌 (key markers)。3 個商業雜交種 (No. 
5、No. 6、No. 7) 各檢測 150 個樣品，依 SSR 
profile 取得各雜交組合之異型 (off-type) 株
號，並計算各批次 F1 種子的遺傳純度百分率。

經 SSR-PCR 檢定獲得之異型株，連同親本株 
(父本、母本)、標準 F1 等各 1–2 株，繼續種

植於溫室至結果期，期間進行園藝性狀記錄

拍照，以及果實外觀等 GOT 調查，用以對照

SSR 分子標誌分析之結果。

結果

篩選多型性 SSR基因座 (SSR loci) 用於
番椒雜交種之鑑定

利用 2 個番椒 (Capsicum annuum) 雜交

種組合 (‘360’、‘CA3’)，進行 374 組 SSR 引子

的 SSR-PCR 分析，搜尋在父、母本與 F1 間

具有共顯性 (co-dominant) 的多型性 SSR 分

子標誌，初步建立 12 個高訊息且容易判讀之

核心 SSR 標誌，核心標誌的 PCR 產物範圍為

84–401 bp (圖 1、表 1)。歸納此 12 個 SSR 基

因座之重複基序 (repeat motif) 顯示，其中 8
個基因座為三核甘酸重複序列 (tri-nucleotide 
repeats motif) 型，另 3 個基因座屬於二核甘

酸重複 (di-nucleotide repeats motif) 型，1 個

為四核甘酸重複 (tetra-nucleotide repeats mo-
tif) 型 (表 1)。

篩選關鍵性 SSR標誌利用於番椒雜交種
之遺傳純度鑑定

利用 12 對核心 SSR 引子組進行 3 個商

業雜交種之純度測試結果，獲得其中 3 個

SSR 基因座 (AV R D C - P P 8 3、E P M S - 7 4 7、
BM59622) 可用於 No. 5 雜交種之鑑定 (表 2)；
2 個 SSR 基因座 (AVRDC-PP83、CAMS-340) 
可用於 No. 6 雜交種之鑑定 (表 3)；2 個 SSR
基因座 (CAMS-340、EPMS-712) 適用於 No. 7 
雜交種之鑑定 (表 4)。綜合 3 個番椒商業雜交

種 SSR-PCR 分析結果，共計取得 5 個關鍵性

SSR 基因座，分別為 AVRDC-PP83、EPMS-
747、BM59622、AVRDC-PP83、CAMS-340
與 EPMS-712。

利用 SSR 分子標誌進行 No. 5 雜交種子
純度之檢測：以 AVRDC-PP83 基因座進行 No. 
5 雜交種子純度檢測結果，獲得 2 個等位基因 
(alleles) 產物合計 4 個 SSR 片段 (191、203、248
及 257 bp)，其中 AVRDC-PP83(191 bp) 為 No. 5 雜
交種父本的專一性等位基因片段，AVRDC-
PP83(203 bp) 為 No. 5 雜交種母本的專一性等位

基因片段，而 No. 5 雜交種則具有 AVRDC-
PP83(191, 203, 248, 257 bp) 4 個片段 (圖 2、表 2)。依

AVRDC-PP83 基因座之純度檢測結果，120 個 
No. 5 雜交種的發芽苗株中，編號 64 的苗株與

母本的 SSR profile 相同，可能為母本自交汙

染，編號 103 的苗株無 SSR-PCR 產物，經計

算雜交種子純度為 98.3% (圖 2、表 2)。
以 SSR X, Y (EPMS-747 基因座) 進行 No. 

5 雜交種子純度檢測結果，獲得 2 個等位基

因產物合計 4 個 SSR 片段 (270、286、326 及

351 bp)，其中 EPMS-747(270 bp) 為 No. 5 雜交種

母本的專一性等位基因片段，EPMS-747(286 bp) 
為父本的專一性等位基因片段，而 No. 5 雜交
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種則具有 EPMS-747(270, 286, 326, 351 bp) 4 個片段 (圖
2、表 2)。120 個 No. 5 雜交種的發芽苗株經

EPMS-747 基因座檢測結果，編號 25 苗株的

SSR-PCR 產物不清晰，編號 64 的苗株與母本

表 1.　自 374 個候選 SSR 基因座篩選出 12 個高訊息 SSR 標誌及其 PCR 產物特性。

Table 1.　Characteristics of the 12 selected informative SSR markers and their PCR products. 
Locus (accession no.) Repeat motif Expected size (bp) Product size (bp)

CAMS-327 (TC)7 243 255–325

CAMS-340 (TA)3...(AG)13 250 264–300

CAMS-885 (GAA)28 248 230–372

AVRDC-PP79 (ATT)8 218 227–251

AVRDC-PP83 (GAC)7 191 191–257

AVRDC-PP88 (CAA)8 114 126–186

EPMS-709 (GAG)6 272 260–401

EPMS-712 (GCA)6 148 151–175

EPMS-747 (TTCT)5 274 270–351

Hpms2-24 (CT)17(CA)5A21 205 195–213

BM59622 (CTT)3(CAT)9 90 84–120

AGi056 (AGA)9 240 234–347

Primer: EPMS-712; AVRDC-PP79 Prime: CAMS-327

Prime: BM59622Primer: AVRDC-PP88; Hpms2-24

MM
300 bp

100 bp

50 bp

F1♂♀F1♂♀F1♂♀

F1♂♀ ♀ ♀ F1♂ ♀♀♀ MM

M

300 bp

200 bp

100 bp

200 bp

150 bp

300 bp

200 bp

250 bp

F1♂ ♀♀♀ M
350 bp

250 bp
300 bp

(B)

(A)

圖 1.　以番椒 F1 品種 ‘360’ 與 ‘CA3’ 連同親本 (♀、♂) 篩檢適用於雜交種子純度檢定的共顯性 SSR 標誌。

Fig. 1.　Representative co-dominant SSR markers selected from pepper hybrid lines of ‘360’ and ‘CA3’. The SSR 
markers that produce distinguishable PCR products in parental lines and their F1 hybrid are marked with black boxes. 
Co-dominant SSR markers, AVRDC-PP88, Hpms2-24, and BM59622 selected from hybrid ‘360’ (A) and co-domi-
nant SSR markers, EPMS-712, AVRDC-PP79, and CAMS-327 selected from hybrid ‘CA3’ (B) are shown. M: 50 bp 
DNA Ladder from GeneMark.
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的 SSR profile 相同，可能為母本自交汙染，

經計算其雜交種子純度為 98.3% (圖 3、表 2)。
以 BM59622 基 因 座 進 行 No. 5 雜 交 種

子純度檢測結果，獲得 2 個等位基因產物合

計 3 個 SSR 片 段 (84、96 及 120 bp)， 其 中

BM59622(84 bp) 為 No. 5 雜交種母本的專一性

等位基因片段，BM59622(96 bp) 為父本的專

一性等位基因片段，而 No. 5 雜交種則具有

BM59622(84, 96, 120 bp) 3 個 片 段 (圖 4、表 2)。
120 個 No. 5 雜交種的發芽苗株經檢測結果，

編號 64 的苗株與母本的 SSR profile 相同，可

能為母本自交汙染 (圖 4)。依 BM59622 基因

座 PCR 分析產物，經計算其雜交種子純度為

99.2% (圖 4、表 2)。故綜合 AVRDC-PP83、
EPMS-747、BM59622 基因座之 SSR-PCR 分

析結果，No. 5 雜交種子之遺傳純度為 99.2% 
(表 3)。另依據果實等園藝性狀之 GOT 鑑定結

果，亦發現編號 64 的異型株確實與正常的 F1

植株 (編號 53) 性狀相異，但較近似於母本 (圖
5)。

利用 SSR 分子標誌進行 No. 6 雜交種子
純度之檢測：以 AVRDC-PP83 基因座進行 
No. 6 雜交種子純度檢測結果，獲得 2 個等位

基因產物合計 4 個 SSR 片段 (191、203、248
及 257 bp)，其中 AVRDC-PP83(191 bp) 為 No. 6 
雜交種母本的專一性等位基因片段，AVRDC-
PP83(203 bp) 為父本的專一性等位基因片段，而 
No. 6 雜交種具有 AVRDC-PP83(191, 203, 248, 257 bp) 
4 個片段 (圖 6、表 3)。依據 AVRDC-PP83 基

因座檢測結果，120 個 No. 6 雜交種的發芽苗

中，編號 81 和編號 85 的苗株與母本的 SSR 
profile 相同，可能為母本自交汙染，經計算其

雜交種子純度為 98.3% (圖 6、表 3)。
以 CAMS-340 基因座進行 No. 6 雜交種

子純度檢測結果，產物為 2 個等位基因合計 3
個 SSR 片段 (264、300 bp)，其中 CAMS-340 

(264 bp) 為 No. 6 雜交種母本的專一性等位基因

片段，CAMS-340(300 bp) 為父本的專一性等位

基因片段，而 No. 6 雜交種為 CAMS-340(264, 

300 bp) 3 個片段 (圖 7、表 3)。120 個 No. 6 雜

表 2.　利用 3 個關鍵性 SSR 標誌鑑定 120 個 No. 5 雜交種之遺傳純度。

Table 2.　Summary of genetic purity testing of 120 individuals from hybrid No. 5 by three identifiable SSR markers.

SSR primer
Female parent 

specific band (bp)
Male parent  

specific band (bp) F1 profile (bp)
Putative false 

hybrid (plant no.)
Putative  
hybrid Purity (%)

AVRDC-PP83 203 191 191, 203, 248, 257 64 119 99.2

EPMS-747 270 286 270, 286, 326, 351 64 119 99.2

BM59622 84 96 84, 96, 120 64 119 99.2

表 3.　利用 2 個關鍵性 SSR 標誌鑑定 120 個 No. 6 雜交種之遺傳純度。

Table 3.　Summary of genetic purity testing of 120 individuals from hybrid No. 6 by two identifiable SSR markers.

SSR primer
Female parent 

specific band (bp)
Male parent  

specific band (bp) F1 profile (bp)
Putative false 

hybrid (plant no.)
Putative  
hybrid Purity (%)

AVRDC-PP83 191 202 191, 203, 248, 257 81, 85 118 98.3

CAMS-340 300 264 264, 300 81, 85 118 98.3

表 4.　利用 2 個關鍵性 SSR 標誌鑑定 120 個 No. 7 雜交種之遺傳純度。

Table 4.　Summary of genetic purity testing of 120 individuals from hybrid No. 7 by two identifiable SSR markers.

SSR primer
Female parent 

specific band (bp)
Male parent  

specific band (bp) F1 profile (bp)
Putative false hybrid 

(plant no.)
Putative  
hybrid Purity (%)

CAMS-340 264 276 264, 276, 290 49, 68, 77, 81, 96, 119 114 95.0

EPMS-712 157 151 151, 157, 166, 175 49, 68, 81, 96, 119 114 95.0
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M ♀: Line1–10 Individual F1 plant 1–18♂: Line11–18

Individual F1 plant 19–54M M

Individual F1 plant 55–90M M

Individual F1 plant 91–120M M

300 bp

203 bp
191 bp

150 bp

M

圖 2.　以 SSR 標誌 (AVRDC-PP83) 進行番椒 No. 5 的雜交種子純度之檢測。

Fig. 2.　PCR results of 120 hybrid seeds of No. 5 and their parental lines (♀ and ♂) using AVRDC-PP83 SSR marker. 
F1 individual #64 (indicated by arrow) shows the same product pattern as that of female parent represents a progeny 
produced from selfing. M: 50 bp DNA Ladder from GeneMark.

350 bp
286 bp
270 bp

Individual F1 plant 19–54M M

Individual F1 plant 55–90M M

Individual F1 plant 91–120M M

M: ♂Line1–10  Individual F1 plant 1–18♀: Line11–18 M

圖 3.　以 SSR 標誌 (EPMS-747) 進行番椒 No. 5 的雜交種子純度之檢測。

Fig. 3.　PCR results of 120 hybrid seeds of No. 5 and their parental lines (♀ and ♂) using EPMS-747 SSR marker. 
F1 individual #64 (indicated by arrow) shows the same product pattern as that of female parent represents a progeny 
produced from selfing. M: 50 bp DNA Ladder from GeneMark.
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交種的發芽苗株經 CAMS-340 基因座檢測結

果，編號 81 和編號 85 的苗株與母本的 SSR 
profile 相同，可能為母本自交汙染，經計算其

雜交種子之遺傳純度為 98.3% (圖 7、表 3)。
故綜合 AVRDC-PP83、CAMS-340 基因座之

SSR-PCR 分析結果，No. 6 雜交種子之遺傳純

度為 98.3% (表 4)。另依據果實等園藝性狀之

GOT 鑑定結果，亦發現編號 81 和編號 85 的

異型株確實與正常的 F1 植株 (編號 24) 性狀相

異 (圖 8)。

150 bp

96 bp
84 bp

50 bp

♀: Line1–10 Individual F1 plant 1–18♂: Line11–18 MM

Individual F1 plant 19–54M M

Individual F1 plant 55–90M M

Individual F1 plant 91–120M M

圖 4.　以 SSR 標誌 (BM59622) 進行番椒 No. 5 的雜交種子純度之檢測。

Fig. 4.　PCR results of 120 hybrid seeds of No. 5 and their parental lines (♀ and ♂) using BM59622 SSR marker. F1 
individual #64 (indicated by arrow) shows the same product pattern as that of female parent represents a progeny pro-
duced from selfing. M: 50 bp DNA Ladder from GeneMark. 

(A) (C)(B) (D)

圖 5.　番椒雜交種 No. 5 與其親本的外觀性狀 (A) No. 5 的母株；(B) No. 5 的父株；(C) 正確的 No. 5 之 F1 株；

(D) 異型的 No. 5 F1 株 (off-type F1)。
Fig. 5.　Morphological comparisions of matured pepper from typical F1 (C), off-type F1 (D) hybrids of No. 5 and pa-
rental plants (A: female parent; B: male parent).
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利用 SSR分子標誌進行 No. 7 雜交種子純

度之檢測：以 CAMS-340 基因座進行 No. 7 雜

交種子純度檢測結果，獲得 2 個等位基因產物

合計 3 個 SSR 片段 (264、276 及 290 bp)，其

300 bp

202 bp
191 bp

♀: Line1–10 Individual F1 plant 1–18♂: Line11–18 MM

Individual F1 plant 19–54M M

Individual F1 plant 55–90M M

Individual F1 plant 91–120M M

圖 6.　以 SSR 標誌 (AVRDC-PP83) 進行番椒 No. 6 的雜交種子純度之檢測。

Fig. 6.　Assessment of seed purity in hybrid No. 6 and respective parental lines (♀ and ♂) using the SSR marker 
of AVRDC-PP83. M: 50 bp DNA Ladder from GeneMark; F1 plant numbers of 81 and 85 (arrow) represent selfed 
plants.

350 bp
300 bp
264 bp

Individual F1 plant 19–54M M

Individual F1 plant 55–90M M

Individual F1 plant 91–120M M

♀: Line1–10 Individual F1 plant 1–18♂: Line11–18 MM

圖 7.　以 SSR 標誌 (CAMS-340) 進行番椒 No. 6 的雜交種子純度之檢測。

Fig. 7.　Assessment of seed purity in hybrid No. 6 and respective parental lines (♀ and ♂) using the SSR marker of 
CAMS-340. M: 50 bp DNA Ladder from GeneMark; F1 plant number 81 and 85 (arrow) represents selfed plants.
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中 CAMS-340(264 bp) 為 No. 7 雜交種母本的專

一性等位基因片段，CAMS-340(290 bp) 為父本

的專一性等位基因片段，而 No. 7 雜交種則為

CAMS-340(264, 276, 290 bp) 3 個片段 (圖 9、表 4)。
120 個 No. 7 雜交種的發芽苗株經 CAMS-340
基因座檢測結果，編號 77 苗株的 SSR-PCR 產

物未能清晰判讀，而編號 49、68、81、96、
119 等 5 個苗株均與母本的 SSR profile 相同，

可能為母本自交汙染；依據 CAMS-340 基因

座的 PCR 分析產物結果，計算其雜交種子純

度為 95.0% (圖 9、表 4)。
以 EPMS-712 基因座進行 No. 7 雜交種子

純度檢測結果，產物為 2 個等位基因合計 4 個

SSR 片 段 (151、157、166 及 175 bp)， 其 中

EPMS-712(151 bp) 為 No. 7 雜交種父本的專一性

等位基因片段，EPMS-712(157 bp) 為母本的專一

性等位基因片段，而 No. 7 雜交種則為 EPMS-
712(151, 157, 166, 175 bp) 4 個片段 (圖 10、表 4)。120
個 No. 7 雜交種的發芽苗株經 EPMS-712 基因

座檢測結果，編號 77 的苗株無 SSR-PCR 產物 
(圖 10)； 編 號 49、68、81、96、119 等 5 個

苗株均與母本的 SSR profile 相同，可能為母

本自交汙染，經計算其雜交種子純度為 95.0% 
(圖 10、表 4)。綜合 CAMS-340 和 EPMS-712
基因座之 SSR-PCR 分析結果，No. 7 雜交種子

之遺傳純度為 95.0% (表 4)。對照果實等園藝

性狀之 GOT 檢定結果，亦發現編號 77 和編號

119 的異型株確實與正常的 F1 植株 (編號 80) 
性狀相異 (圖 11)。

討論

栽培種番椒的染色體組 2n = 2x = 24，基

(A)

(D)

(B)

(E)(C)

圖 8.　番椒雜交種 No. 6 與其親本的外觀性狀 (A) No. 6 的母株；(B) No. 6 的父株；(C) 正確的 No. 6 之 F1 株；

(D)、(E) 異型的 No. 6 F1 株 (off-type F1)。
Fig. 8.　Morphological comparisions of matured pepper from typical F1 (C), off-type F1 (D and E) hybrids of No. 6 
and parental plants (A: female parent; B: male parent). 
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300 bp
279 bp
264 bp

Individual F1 plant 17–52M M

Individual F1 plant 53–88M M

Individual F1 plant 89–120M M

♀: Line1–10 Individual F1 plant 1–16♂: Line11–20 MM

圖 9.　以 SSR 標誌 (CAMS-340) 進行番椒 No. 7 的雜交種子純度之檢測。

Fig. 9.　Assessment of seed purity in hybrid No. 7 and respective parental lines (♀ and ♂) using the SSR marker of 
CAMS-340. M: 50 bp DNA Ladder from GeneMark; F1 plant number 49, 68, 81, 96 and 119 (arrow) represent the 
selfed plants; F1 plant number 77 (star) represent a mixture plant.

200 bp

157 bp
151 bp

Individual F1 plant 17–52M M

Individual F1 plant 53–88M M

Individual F1 plant 89–120M M

♀: Line1–10 Individual F1 plant 1–16♂: Line11–20 MM

圖 10.　以 SSR 標誌 (EPMS-712) 進行番椒 No. 7 的雜交種子純度之檢測。

Fig. 10.　Assessment of seed purity in hybrid No. 7 and respective parental lines (♀ and ♂) using the SSR marker 
of EPMS-712. M: 50 bp DNA Ladder from GeneMark; F1 plant number 49, 68, 81, 96, and 119 (arrow) represent the 
selfed plants.
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因 組 大 小 約 3.3 Gb (Moscone et al. 2007)，
全基因組於 2014 年完成定序 (Cheng et al. 
2014)。目前針對番椒特定性狀的遺傳連鎖圖

譜，以 SSR 標誌最為廣泛，如用於探索花期

相關的 QTL (quantitative trait locus) 圖譜，係

以 InDel 標誌和 SSR 標誌共同建構 (Tan et al. 
2015)。Ince et al. (2010) 則利用番椒的根、

莖、葉、花、果、種子等不同組織，並以不

同發育階段的 cDNA，探勘 genic-SSR 結果顯

示，相關於組織專一性的基因 (tissue-specific 
genes) 以 dinucleotide 雙 核 苷 重 複 基 序 較

多，而管家型基因 (housekeeping genes) 則以

trinucleotide 重複基序較多。Minamiyama et 
al. (2007) 又以 SSR-based 圖譜進行番椒疫病 
(Phytophthora capsicum) 抗性之 QTL 分析。

鑑於 SSR 存在基因組的豐富性與多型性，加

上其遺傳分析的技術門檻較低，極適合作為例

行性的種子遺傳純度檢定之利用。本研究自前

人探勘的番椒 SSR 標誌中，選取種間或種內

具多型性的候選引子 374 組，測試 8 個 F1 品

種純度之檢測 (有 3 個 F1 品種之檢測數據未列

於本文)，初步已建立核心引子 12 組，可提供

商業雜交種子純度檢測之利用。

歸納前人對番椒基因組的 SSR 基序分析

結果，以三核甘酸序列重複最為普遍，其次

為二核甘酸序列重複；而三核甘酸重複基序 
(trinucleotide repeat motif) 中又以 GAA/AGA/
AAG (CTT/TTC/TCT) 出現頻度較高；二核甘

酸重複基序 (dinucleotide repeat motif) 則以

AG/GA (TC/CT) 出現頻度較高 (Minamiyama 
et al. 2006; Yi et al. 2006; Lu et al. 2011; Ahn 
et al. 2013)。本研究針對番椒雜交種鑑別而建

(A)

(D)

(B)

(E)(C)

圖 11.　番椒雜交種 No. 7 與其親本的外觀性狀 (A) No. 7 的母株；(B) No. 7 的父株；(C) 正確的 No. 7 之 F1 株；

(D)、(E) 異型的 No. 7 F1 株 (off-type F1)。 
Fig. 11.　Morphological comparisions of matured pepper from typical F1 (C), off-type F1 (D and E) hybrids of No. 7 
and parental plants (A: female parent; B: male parent).
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立的 12 個高訊息 SSR 標誌，其中 3 個屬於二

核甘酸重複序列且基序為 AG (TC/CT)，另 3
個三核甘酸重複基序則為 AGA/GAA (CTT)，
與前人針對番椒基因組之 SSR 分析結果吻合。

唯針對 SSR-PCR 多型性產物的判讀能力，以

三核甘酸重複基序或組合型核甘酸重複基序 
(compound perfect repeat motif) 的多型性片段

差異性較大於二核甘酸序列重複基序的產物，

較利於判讀，可利用 Agarose 或 PAGE 膠體電

泳方式，提供例行性檢定之利用。

種苗公司生產高價的 F1 種子，必需確保

出售的 F1 種子純度達於標準 (98%) 或以上，

而異型種子來源不外乎自交種子汙染，或是考

種、包裝期間的外來種原混雜汙染。為確保或

提升採種品質，必須釐清種子汙染的緣由，

以判斷是否需要加強雄不稔性狀穩定性的監

測，或去雄操作的確實性，或嚴格掌控種子調

製的潔淨度等環節。分子標誌正是快速檢測與

評估異型種子基因型的優選工具，有助於品管

人員發覺種子汙染來源，進一步針對缺失而改

善之。GOT 是 ISTA 等國際種苗組織與業界

傳統使用的純度檢查方法，首先得建立正確且

具有代表性的標準品 (雜交種) 之園藝性狀資

料庫，再依個別作物發生自交的頻度，分別取

100–1,000 個雜交種之抽樣檢定樣品，進行對

照栽培比較，依其性狀差異性說明 off-type 發

生的情形與比率，並取得各批次種子之純度。

目前國際間開發多種快速、簡便的 DNA 分子

標誌 (RAPD、SSR、ISSR 以及 SNP 等)，可

提供雜交種鑑定或種子純度之檢測；其中 SSR
分子標誌分析兼具簡易、穩定、精確性等多項

優點，所需檢測時程僅需 1–2 wk，相較於傳

統 1–3 mo 的 GOT 方式更節省人力、物力成

本，可爭取出貨時效；其檢測材料可使用單粒

種子或發芽苗等微量樣品 (5–20 mg)，配合操

作簡易的 DNA 萃取技術，即可提供 SSR-PCR
分析用，迅速取得各採種批次之種子純度，是

現代商業種苗生產品管上實務應用之利器。
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Analysis of Seed Purity for the Bell Pepper  
(Capsicum annuum) Hybrid Using SSR Markers

Jau-Yueh Wang1,*, Da-Gin Lin2, and Feng-Chyi Lin3

Abstract

Wang, J. Y., D. G. Lin, and F. C. Lin. 2016. Analysis of seed purity for the bell pepper 
(Capsicum annuum) hybrid using SSR markers. J. Taiwan Agric. Res. 65(4):406–419.

Identification of seed purity of F1 hybrids is a critical factor of quality control in the production 
of hybrid seeds. The grow out test (GOT) is based on the morphological characters of plants grown to 
maturity. However, GOT may influence by the environment and is time consuming, there is necessary 
to identify a rapid and reliable test like DNA based assay for this purpose. The objective of this study 
was to generate specific and co-dominant SSR (simple sequence repeat) markers for discrimination 
of parental lines and the subsequent assessment of seed purity in pepper hybrids. Genomic DNA from 
two hybrids and their parental lines were screened with 374 SSR primer pairs and 12 informative 
SSR markers were identified. Among the informative SSR markers, five key markers were selected 
for seed purity test for No. 5, No. 6, and No. 7 hybrids. A total of 120 hybrid individuals from each 
hybrid were tested using the identified markers, and results showed the seed purity rate for the three 
hybrid seed lots were 99.2, 98.3 and 95.8%, respectively. The contamination of inbred seeds obtained 
by SSR-PCR analysis was comparable to the GOT method. These results indicated that SSR markers 
could be used as a rapid and efficient tool in testing the seed purity of the commercial pepper hybrid.

Key words: Capsicum annuum, Simple sequence repeat, Hybrid seed purity.
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