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花椰菜小孢子培養技術之研究
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摘要
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花椰菜 (Brassica oleracea var. botrytis) 是台灣的重要蔬菜，但有關花椰菜小孢子培養的研究甚少。本研
究以台灣花椰菜商業一代雜交品種 (F1) 為材料，測試各品種小孢子培養之反應，並建立胚誘導及胚發芽所需
條件，生產雙單倍體 (doubled haploid; DH) 植株作為培育純系之用。花椰菜 8個 F1品種之小孢子於不同批次，

以相同接種濃度 (4 × 104 microspores mL-1) 培養於 NLN-13培養液中，並以 32℃分別處理 1 d或 3 d，8品種
中以「農友極早生」及「慶農 S-65」有較高之胚形成率，而「慶農 H-42」、「慶農 H-46」及「農友嬌雪」則未
有胚形成。「農友極早生」以含有 13%蔗糖之全量及半量 NLN鹽類濃度培養基與 32℃處理時間 (1、2及 3 d) 
組合進行複因子試驗，結果顯示 32℃處理時間、培養基鹽類濃度以及兩者間的交感效應影響皆極為顯著 (P < 
0.01)，其中以 1/2 NLN-13培養基配合 32℃處理 1 d可獲得 12.0胚/皿最高。將「農友極早生」及「慶農 S-65」
小孢子培養而來之子葉期胚繼代於 B5培養基中培養 4 wk，發現僅有少數胚正常發芽 (2.1%及 4%)，多數胚
未能正常生長且伴隨有二次再生組織長出，將未正常發芽之培植體依其形態分類後，先繼代於含有 BA之培
養基中預培養 1 wk，再繼代於不含生長調節劑之培養基中培養 4 wk，結果兩品種皆以胚軸上長有再生組織
之培植體有最高之小苗分化率，分別為「農友極早生」的 66.7%，及「慶農 S-65」的 86.9%。以流式細胞儀檢
測「農友極早生」及「慶農 S-65」出瓶小苗之染色體倍體數，兩品種之 2倍體比率分別為 58.8%及 56.3%，
DH植株比例皆超過 50%。
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前言

台灣蔬菜種苗產業從早期接受國外種子公

司委託採種開始逐漸發展，在採種技術成熟後

遂開發自有品種，目前國內蔬菜種苗業者在花

椰菜擁有許多廣受市場歡迎的優良品種，不僅

供應台灣農民所需，並外銷至鄰近的亞熱帶國

家 與 中 國 大 陸 (Lo et al. 2012)。 蔬 菜 育 種 是

具有高度技術門檻的產業，市場上對於種子純

度及其耐候、抗病等特性的改進，有相當高的

要求，業者不但要堅守品質，還必須不斷推陳

出新，方能在競爭劇烈的市場中保有一席之地 
(Wang et al. 2012)。一代雜交品種 (F1) 因具有

雜種優勢及高整齊度的特性而廣受農民歡迎，

在生產 F1 種子的育種流程中，純系親本的育

成扮演了舉足輕重的角色，一般同質純系親

本的育成需時 6–8 年，但若作物具有自交不親

和性以及自交弱勢等障礙，則自交純系育成的

難度提高，成為新品種育成首要克服的瓶頸。

十字花科作物具有自交不親和性，以傳統自交

研究報告
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方式育成純系，在人力及時間上投入的成本較

高，若要快速因應市場變化推出新品種，必須

提高純系親本育成之效率。

花藥培養是在離體 (in vitro) 狀態下對花

藥進行人工培養，透過培養環境的變化達到改

變花粉發育途徑的目的，亦即誘導花粉由原本

配子體發育路徑轉為孢子體發育，並長成單倍

體植株，過程中小孢子或直接分化為胚，或先

形成癒傷組織再發育成胚。花藥培養的目的除

了獲得單倍體作為隱性基因選拔之用外，主要

在獲得染色體倍加的同質雙單倍體 (doubled 
haploid; DH)，DH 一般可藉由秋水仙素 (col-
chicine) 處理單倍體植株獲得，或於組織培養

過程中藉由染色體自然倍加而產生。自交作物

之 DH 可直接固定成為純系品種，省去 5–6 代

自 交 的 時 間； 異 交 作 物 之 DH 則 可 作 為 培 育

F1 品 種 之 純 系 親 本， 或 利 用 DH 具 有 遺 傳 同

質性的特性作為測試親。綜合言之，經由花藥

培養獲得 DH 應用在育種上，不僅可縮短育種

年限，並能提高選拔效率 (Forster & Thomas 
2005)。

蕓 苔 屬 (Brassica) 植 物 的 單 倍 體 最 早

由 Thomas & Wenzel (1975) 自 大 油 菜 Bras-
sica napus 以及 Keller et al. (1975) 自小油菜

Brassica campestris 的 花 藥 成 功 培 養 出 來；

但 Lichter (1982) 發展出油菜小孢子培養技術

後，大多數蕓苔屬蔬菜皆改採小孢子培養以獲

得 DH 植株，原因是從小花蕾中取出花藥非常

耗費人力，每人每日可取得的花藥數量相當有

限；反之，每個花藥中含有數以萬計的小孢子，

只需簡單的壓擠動作即可將數量可觀的小孢子

自花蕾中釋放出來。花藥培養的另一缺點是小

孢子位於花藥之內，難以觀察其再生細胞的來

源，再生植株有可能來自於花藥壁組織而非小

孢子 (Ferrie & Caswell 2011)。此外，許多花

藥培養經由癒傷組織間接再生的過程，提高了

遺傳變異產生的可能性；反觀小孢子培養，在

培養初期即已清楚的將其他體細胞加以排除，

再生植株明確發育自小孢子。以蕓苔屬植物為

例，小孢子的再生路徑為直接發育為胚，降低

了遺傳變異發生的機率。更進一步比較小孢子

培養與花藥培養而來的再生族群，顯示前者染

色體倍體數的差異化較小亦為其優點。因此，

雖然小孢子培養的操作技術較高、過程較繁

複，配合試驗所需的儀器設備亦較多，但以油

菜為例，小孢子培養的效率達花藥培養的 10
倍，目前十字花科蔬菜 DH 的育成大都採用小

孢子培養，原因即在此 (Custers 2003)。
十字花科蔬菜是台灣非常重要之蔬菜，相

關栽培及育種之研究相當豐富，但有關花藥培

養的研究則甚少 (Chang et al. 1996)，小孢子

培養技術更付之闕如，亟需學研單位積極投入

並迎頭趕上。本研究以台灣花椰菜商業 F1 為

材料，測試各品種之小孢子培養反應，並建立

胚誘導及發芽所需之條件，生產 DH 植株作為

純系之用，加速 F1 品種之育成。

材料與方法
花 椰 菜 商 業 F1 種 子 分 別 為 購 自 慶 農 種

苗有限公司 (Ching Long Seed Co., Ltd., Tainan, 
Taiwan) 的「H-37」、「H-42」、「H-46」、「M-45」、

「S-65」， 欣 樺 種 苗 貿 易 有 限 公 司 (Singflow 
Seed Trading Co., Ltd., Tainan, Taiwan) 的「旭

雪」以及農友種苗 (Known-you Seed Co., Ltd., 
Kaohsiung, Taiwan) 的「嬌雪」、「極早生」等

品種。將種子播種於泥炭土與蛭石 1 : 1 混合介

質中，種子發芽 3 wk 後，假植至含有相同介質

的 3 寸盆中，待花椰菜苗本葉達 4–5 片時，定

植 於 10 寸 盆 中， 置 於 日 /夜 溫 20℃/10℃、 光

照 16 h、光照強度為 85 mol m-2 s-1 之人工氣候

室內生長至開花。生長期間每週施用 1 次 1 g L-1

花寶 2 號 (N : P2O5 : K2O = 20 : 20 : 20) 液肥，

花芽分化後改施濃度相同之花寶 3 號 (N : P2O5 :  
K2O = 10 : 30 : 20) 液肥。

分 離 小 孢 子 之 操 作 流 程 修 改 自 Custers 
(2003)。剪下小花序進行小花蕾分級，若未特

別 註 明 則 是 以 3–4 mm 長 度 之 小 花 蕾 進 行 消

毒。取 16 朵消毒好之花蕾，以針筒推進器加

壓， 將 小 孢 子 由 花 藥 囊 內 釋 出， 加 入 B5-13 
(B5 基本鹽類添加 13% 蔗糖) 培養液後，並以

37 µm 濾網過濾，重複壓迫花蕾、過濾動作，

將濾液收集於離心瓶，共約 8 mL。將 3 批次

濾液收集於同一離心管，並定量至 25 mL，放

入預冷至 4℃離心機，以 100× g 離心 6 min 後
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取出。將上清液吸除後，加入 10 mL B5-13 液

體培養基，重複上述離心動作 2 次，最後加入

10 mL NLN-13 (NLN 基本鹽類添加 13% 蔗糖) 
或 1/2 NLN 液 體 培 養 基 搖 勻， 製 作 懸 浮 液。

取 10 μL 懸浮液以血球計數器計算小孢子數，

並依實際濃度加入適量之 1/2 NLN-13 或 NLN
培 養 液， 將 小 孢 子 懸 浮 濃 度 調 整 至 4 × 104 
microspores mL-1。 取 5 mL 懸 浮 液 置 入 6 cm
培養皿，每皿並加入 0.1 mL 活性碳溶液，活

性碳溶液之配製為 1 g 活性碳與 0.5 g agarose 
(Sigma type IX) 溶於 100 mL 水中，並經高壓

滅菌後備用。培養皿以石腊膜 (parafilm) 加封

後，置於 32℃恆溫箱，暗培養 24–72 h 後，移

至 25℃黑暗中，靜置培養 2 wk，之後將培養

皿移至光照下，以 60 rpm 震盪培養，直到幼

胚分化，幼胚發育至子葉期時進行繼代。

將「農 友 極 早 生」 之 子 葉 期 胚 逢 機 接 至

MSD1、MSD2 與 MSB 培 養 基 中 培 養， 每 皿

接種 20 個子葉期胚為 1 重複，1 wk 後將胚繼

代至 MSS 培養基中，繼續培養 4 wk 後調查發

芽率；另外將子葉期小胚繼代於裝有 MSG 培

養 基 之 250 mL 三 角 瓶 中 培 養， 每 瓶 接 種 20
個子葉期胚為 1 重複，培養 5 wk 後調查發芽

率。以上 4 種處理每 1 處理共 11 重複，調查

完後將已抽葉之芽體繼代至 MSS 發根培養基。

培養基皆以 MS 基本鹽類 (Murashige & Skoog 
1962) 為基本培養基，其中 MSD1 添加 20 g L-1

蔗糖、2.0 mg L-1 BA 及 0.5 mg L-1 NAA、8.0 
g L-1 Bacto agar。MSD2 培養基與 MSD1 培養

基配方相同，但生長調節劑更改為 0.2 mg L-1 
BA 及 0.2 mg L-1 IAA。MSB 培 養 基 相 同 於

MSD1，但額外添加 2.0 mg L-1 zeatin，且以 0.1 
mg L-1 IAA 取代 0.5 mg L-1 NAA。MSG 培養

基添加 10 g L-1 蔗糖、10 g L-1 葡萄糖、0.5 g L-1

活 性 碳 及 10 g L-1 Bacto agar。 發 根 之 MSS
培 養 基 則 添 加 10 g L-1 蔗 糖、10 g L-1 Bacto 
agar。培養基配製完成後，在高壓滅菌前調整

pH 為 5.8。

將「農友極早生」及「慶農 S-65」之子葉期

胚接種至 B5 固體培養基中培養 4 wk，將正常

發芽之培植體繼代至不含生長素之 MSA 培養

基外，其他形態之培植體先繼代至 MSD1 (「農

友極早生」)、MSB (「慶農 S-65」) 培養基中培

養 1 wk 後，再繼代至 MSS 培養基，於 4 wk
後 調 查 存 活 數 與 抽 芽 數。MSA 培 養 基 為 MS
基 本 鹽 類 添 加 20 g L-1 蔗 糖 與 10 g L-1 Bacto 
agar。

流式細胞儀檢測方法：切取馴化成活小植

株之第 1 片成熟葉約 1 cm2，加入 0.2 mL UV 
CyStain Precise T Kit 之 萃 取 緩 衝 液 (Partec, 
Germany)， 以 刀 片 將 組 織 切 碎， 再 添 加 0.8 
mL UV CyStain Precise T Kit 之 染 色 液 後 過

濾，濾液靜置 3 min 後，以流式細胞儀 (Ploidy 
Analyzer, Partec PA, Germany) 檢測。每個芽

體取樣 2 次，每一樣品檢測之細胞核數為 2,500
個。

DNA 之萃取與 PCR 反應：取參試植株約

5 mm 直 徑 的 葉 圓 片 置 於 PCR tube 中， 加 入

100 μL 植 物 DNA 萃 取 試 劑 QuickExtractTM 
(Epicentre Co., Ltd.) 後， 依 據 試 劑 套 組 之 操

作程序進行 DNA 萃取。PCR 反應使用的分子

標誌 “G317”，其引子 (primers) 主要依據阿拉

伯芥基因 “At5g01160” 之外顯子 (exon) 區域

DNA 序列進行設計，經測試該分子標誌於參

試品種慶農 S-65 中可擴增出異質結合 (Hetero-
zygous) 之條帶。PCR 反應總體積為 15 μL，

內含 0.2 mM MgCl2，0.25 mM dNTP，0.2 mM 
each primer，3 μL genomic DNA 及 1.0 units 
Taq polymerase (Invitrogen Co., Ltd.)。 反 應

溫度條件為 94℃ 5 min 後進入循環 40 次的溫

度反應 (94℃ 30 s, 56℃ 30 s, 72℃ 60 s)，最後

以 72℃ 5 min 結 束，PCR 產 物 以 2% agarose
進 行 電 泳 分 析， 再 以 SYBR Safe (Invitrogen 
Co., Ltd.) 染劑染色照相。

結果與討論
十字花科作物自油菜 (Brassica napus L.) 

小孢子培養以高溫逆境 (heat shock) 處理成功

提高胚誘導率後 (Keller et al. 1987)，大幅提

高了小孢子培養的成功率；培養基則以 Lich-
ter (1982) 與 Takahata & Keller (1991) 改良自

Nitsch & Nitsch (1967) 培養基之 NLN 培養基

添 加 13% 蔗 糖 (NLN-13) 最 為 常 用。 蕓 苔 屬

花椰菜的小孢子培養與油菜相比，其誘導率較
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低，為提高小孢子培養的成功率，必須針對花

椰菜不同品種的培養條件加以修正。小孢子培

養成功誘導 DH 之效率受到許多因子影響，例

如培植體來源 (基因型、植株生長與開花環境、

小孢子發育時期)、培養基組成 (基本鹽類、植

物激素、碳源)、培養條件 (溫度處理) 等因素。

逆境處理被認為是改變花粉發育途徑的重要因

子 (Smykal 2000)，溫度逆境對一些花藥 (小

孢子) 培養反應低的品種有一定增進之效果。

蕓苔屬植物一般以 32℃高溫逆境處理 1–3 d 最

常被使用 (Ferrie 2003)。本試驗執行之策略為

以國內種苗公司生產之 F1 品種為試驗材料，

首先進行品種反應篩選，利用相同的培養條件

來確認花椰菜不同品種的小孢子培養反應，再

以反應較佳的品種為材料，改進小孢子培養之

效率。

將 8 個商業 F1 品種以 4 × 104 microspores 
mL-1 小 孢 子 濃 度 接 種 於 NLN-13 培 養 液 中，

並分別以高溫 32℃處理 1 d 及 3 d (表 1)。以

32℃處理 1 d 的 5 個品種中，以「農友極早生」

獲得 45 個胚，平均 7.5 胚/皿最高，其次為「欣

樺旭雪」及「慶農 H-37」；32℃處理 3 d 的 4 個

品 種 中， 以「慶 農 S-65」 以 及「農 友 極 早 生」

獲得較高之胚數，平均胚數分別為 24.8 胚/皿
及 15.8 胚/皿， 其 次 為「慶 農 M-45」； 在 32℃

兩種處理時間中皆未見胚形成的品種，分別是

「慶農 H-42」、「慶農 H-46」及「農友嬌雪」。

8 個品種中僅「農友極早生」分別以 32℃處理 1 
d 及 3 d，結果顯示每皿平均胚數以 3 d 處理組

較高。因為生長箱空間的限制，各品種植株係

分批於不同的時間種植，開花後並以相同條件

進行小孢子培養試驗，雖然植株生長環境條件

相同，但各批次植株本身的生長狀態卻不盡相

同，可能因此影響小孢子的再生表現。惟上述

篩選結果仍可明顯看出不同品種間小孢子培養

反應的差異性，顯示品種之基因型是影響小孢

子培養成功與否的重要因子。

根 據 上 述 試 驗 結 果， 以 小 孢 子 培 養 反 應

較佳的品種「農友極早生」為材料，以取自同

一植株、同一批次之小孢子測試 32℃處理 1 d
及 3 d 對胚形成的影響，接種濃度同為 4 × 104 
microspores mL-1， 但 培 養 液 改 為 1/2 NLN-
13，結果如表 2 所示。以 32℃處理 1 d 組獲得

平均 35.5 胚/皿較高，總胚數達 888 個，明顯

高於處理 3 天組之 1.6 胚/皿。此外 32℃處理 1 
d 組在第 1 次取胚 (4 wk) 後繼續震盪培養 3 d，

發現培養液中仍持續有幼胚發育，加總 2 次獲

得的總胚數達 888 個；但 32℃處理 3 d 組在第

1 次取胚後雖然採取相同之震盪培養，卻未再

有新胚產生。

「農友極早生」在上述兩試驗中對於 32℃

處理時間的表現並不一致 (表 1 及表 2)，但因

上述兩試驗中使用之小孢子培養液並不相同 
(分別為 NLN 與 1/2 NLN)，因此進一步以全量

表 1.　不同花椰菜 F1 品種以 32℃溫度處理不同天數對小孢子胚誘導的影響。

Table 1.　Culiflower F1 hybrids and effect of 32℃ treated duration treatments on embryo induction of microspore 
culturez. 

Cultivary Duration of 32℃ (d)
No. petri dish with 

embryos/total petri dish Total embryos Embryos/petri dish

Chinglong H-37 1 1/10 3   0.3

Chinglong H-42 1 0/5 0   0.0

Chinglong H-46 1 0/14 0   0.0

Singflow Bright snow (旭雪) 1 1/21 25   1.2

Known-you Farmers extra early (極早生) 1 6/6 45   7.5

Known-you Farmers extra early 3 5/12 189 15.8

Known-you Charming snow (嬌雪) 3 0/14 0   0.0

Chinglong M-45 3 6/27 8   0.3

Chinglong S-65 3 8/11 273 24.8
z Microspore culture medium was NLN-13 with 4 × 104 microspores mL-1.
y Chinglong (慶農); Singflow (欣樺); Known-you (農友).
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NLN 與 1/2 NLN 兩種培養基以及 32℃三種處

理時間之組合進行複因子試驗，結果如表 3 所

示。試驗因子影響順序依序為 32℃處理時間、

培養基濃度以及兩者之交感效應，3 項因子之

影響皆為極顯著 (P < 0.01)。6 個處理中以 1/2 
NLN 培 養 基 配 合 32℃處 理 1 d， 可 獲 得 12.0
胚/皿最高，其次為同樣 1/2 NLN 培養基配合

32℃處理 2 d 以及全量 NLN 配合 32℃處理 1 d
組，平均可獲得 8.6–8.8 胚/皿。NLN-13 培養

基是油菜小孢子培養最常使用的培養基配方，

但蕓苔屬之不同蔬菜及其品種針對 NLN 培養

基中主要鹽類的濃度或蔗糖濃度常有不同的表

現 (Ferrie et al. 1999; Tinaoana et al. 2013)。
複因子試驗結果顯示，除了高溫處理的影響，

培養基以及兩者間的交感作用皆顯著影響小孢

子的胚形成率，這也合理解釋了表 1 及表 2 兩

試驗結果的不同。花椰菜「農友極早生」以 1/2 
NLN 培養基培養，利用 32℃高溫處理 1 d 或

2 d，以及在 NLN 培養基中以 32℃高溫處理 1 
d，皆具有較高的胚誘導率。

小孢子在液態培養基中誘導發育為胚，幼

胚發育至子葉期後被繼代至固態培養基中繼續

培養，並觀察子葉期胚發芽的比率，結果如

表 4 所 示。 胚 發 芽 率 在 4 種 培 養 基 中 以 添 加

有葡萄糖之 MSG 最差，子葉期胚在 MSG 培

養基中沒有生長現象，並逐漸褐化死亡。子葉

期胚在 MSD1 培養基中雖然有 3.5% 存活率，

但 發 芽 比 例 為 0%； 接 種 在 MSD2 與 MSB 培

養基中之胚存活率相近，但胚培植體於 MSB
培養基中的發芽率較高。比較 4 種發芽培養

基，MSD1 與 MSD2 主要的差別在 BA 濃度以

及 auxin 的種類及濃度，但較高濃度之 BA 並

未 能 提 高 發 芽 率， 且 NAA 與 IAA 相 較， 較

不利於胚的發育。MSD1 與 MSB 相較，顯示

zeatin 本身或是其具有提高 BA 效能的協同作

用，進而提高胚發芽比率。本試驗之 MSB 培

表 3.　培養基鹽類濃度及高溫處理天數對花椰菜「農友極早生」小孢子培養胚形成之影響。

Table 3.　The effect of NLN salt strength and duration of 32℃ treatment on embryo induction of microspore culture 
from cauliflower ‘Known-you Farmers extra early’.
Medium Duration of 32℃ (d) Embryos/petri dish

½ NLN-13 1 12.0 ± 2.55 az

½ NLN-13 2   8.8 ± 3.77 a

½ NLN-13 3   4.6 ± 3.85 b

NLN-13 1   8.6 ± 1.14 a

NLN-13 2   0.0 ± 0.00 c

NLN-13 3   3.8 ± 2.77 b

Medium **

Duration of 32℃ **

Medium × Duration of 32℃ **

z Means with different letter(s) in the same column are significantly different (P < 0.01) by LSD test.
**significant at P < 0.01.

表 2.　花椰菜「農友極早生」小孢子以 32℃處理不同天數對胚誘導之影響。

Table 2.　Effect of treated duration at 32℃ on embryo induction of microspore culture from cauliflower ‘Known-you 
Farmers extra early’z. 
Duration of 32℃ (d) No. petri dish with embryos/total petri dish Total embryos Embryos/petri dish

1 25/25 888y 35.5 ± 8.0 ax

3 18/25   40   1.6 ± 1.8 b
z Microspore culture medium was 1/2 NLN-13 with 4 × 104 microspores mL-1. 
y A total of 888 embryos were collected with 517 embryos from the first collection and 371 embryos from the second collection. 
x Means with different letter(s) in the same column are significantly different (P < 0.01) by LSD test.
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養基與 Gu et al. (2014b) 發表之發芽培養基，

除了以 8 g L-1 Bacto agar 取代 0.4% low gell-
ing agarose 不 同 外， 使 用 相 同 之 生 長 調 節 劑

及濃度，但本試驗「農友極早生」之胚發芽率

僅為 2.61%。而 Gu et al. (2014b) 報告中測試

之 16 品種中僅 1 品種未發芽，其餘 15 品種之

發芽率從 19.5–82.4%，皆較本試驗為高。推

測其可能原因，一為本試驗使用 cis-zeatin 而

非 trans-zeatin， 二 者 在 效 能 上 可 能 有 差 異；

二為 Gu et al. (2014b) 在花苔發育的早期即予

疏除，減少花蕾間營養之競爭，提供小孢子較

佳的營養生長，並影響之後胚發芽的能力。此

外，Gu et al. (2014a) 在黑芥 B. nigra 的研究

中指出，子葉期早期之胚對生長調節劑的反應

較為敏感，檢視本試驗繼代培養之胚皆屬於成

熟之子葉期胚，推測因此對生長調節劑反應表

現出差異。

以「農友極早生」及「慶農 S-65」兩品種於

NLN-13 培養液中培養並經 32℃處理 3 d 所得

到之子葉期胚進行胚發芽試驗。「農友極早生」

共 146 個子葉期胚繼代於 B5 培養基中，1 mo
後僅有少數胚 (3 個) 發育為正常芽體，發芽率

為 2.1%；「慶農 S-65」總共繼代 225 個子葉期

胚，具正常葉培植體共 9 株，發芽率為 4%。

觀察大多數的子葉期胚未能正常抽芽，而是發

育為伸長之胚軸、圓筒狀葉、伸長之胚根、維

持子葉狀之胚以及胚軸上長出再生組織等各種

形 態 (圖 1)。Gu et al. (2014a) 在 B. nigra 的

研究中指出，除了正常再生之植株外，於子

葉及胚軸表皮細胞上發現有二次胚 (secondary 

表 4.　花椰菜「農友極早生」由小孢子發育而來之子葉期胚於不同培養基中發芽之情形。

Table 4.　The effect of culture media on germination of cotyledonary embryos derived from microspores of cauli-
flower ‘Known-you Farmers extra early’.
Mediumz Cultured embryos Survival embryos (%) Shoot germination (%)

MSD1-MSS 230 3.5 0.00

MSD2-MSS 230 5.2 1.74

MSB-MSS 230 5.7 2.61

MSG 230 0.0 0.00
z MSD1-MS basal salts supplemented with 20 g L-1 sucrose, 2.0 mg L-1 BA, 0.5 mg L-1 NAA, and 8.0 g L-1 bacto agar. MSD2-

MS basal salts supplemented with 20 g L-1 sucrose, 0.2 mg L-1 BA, 0.2 mg L-1 IAA, and 8.0 g L-1 bacto agar. MSB-MS basal salts 
supplemented with 20 g L-1 sucrose, 2.0 mg L-1 BA, 2.0 mg L-1 zeatin, 0.1 mg L-1 IAA, and 8.0 g L-1 bacto agar. MSG-MS basal 
salts supplemented with 10 g L-1 sucrose, 10 g L-1 glucose, 0.5 g L-1 active charcoal, and 10 g L-1 bacto agar. MSS-MS basal salts 
supplemented with 10 g L-1 sucrose and 10 g L-1 bacto agar.

(A) (B) (C)

圖 1.　「農友極早生」小孢子培養。不同發育階段之小孢子胚 (A)，子葉期胚於 B5 培養基中發育為不同型態

之組織 (B)，以及芽體發根 (C)。
Fig. 1.　Microspore culture of cauliflower ‘Known-you Farmers extra early’. Embryos in various developmental 
stages (A), various types of tissues derived from cotyledonary embryos cultured on B5 medium (B), and rooting of 
germinated shoot (C).
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embryo) 長出。本試驗同樣顯示在子葉及胚軸

表皮細胞上有各種再生組織長出，但觀察為

器 官 再 生 (organogenesis)， 並 非 二 次 體 胚 的

發生。將這些於 B5 培養基中發育之組織先依

其形態加以分類，再繼代於含有 BA 之培養基

中短暫培養 1 wk，再次繼代於不含生長調節

劑之培養基中，經 4 wk 培養後調查培植體之

存活率以及長出正常葉片小苗之比例 (表 5 及

表 6)。「農友極早生」保持胚形態之培植體以

及僅胚根伸長之培植體，兩者在繼代後皆未能

繼續生長，反而褐化死亡。胚軸伸長之培植

體以及具有圓筒狀葉之培植體，在繼代後僅

11.1–16.7% 培 植 體 存 活， 且 僅 有 1 個 圓 筒 狀

葉之培植體 (3.3%) 發育為小苗。為數最多的

胚軸上具有再生組織的培植體，在繼代後存活

率達 73.1%，發育為小苗的比率亦達 66.7%。

「慶農 S-65」總共繼代 225 個子葉期胚，

具正常葉培植體共 9 株，但有 1 株死亡，抽苗

率為 88.9%。保持子葉期胚之培植體雖然存活

率低，僅 31%，但 29 個胚中有 4 個胚發育為

小苗，抽苗率有 13.8%。胚根伸長之培植體，

在繼代後全部褐化死亡。胚軸伸長的 45 個培

植體僅 24 個胚存活，但全部長成小苗，抽苗

率為 53.3%。圓筒狀葉培植體繼代後培植體存

活 率 達 66.7%， 且 全 數 發 育 為 小 苗。 胚 軸 上

具有再生組織的培植體，經繼代後存活率達

86.9%，且全數發育為小苗，是各形態培植體

中抽芽率最高者 (圖 1)。
本試驗中使用之兩品種其子葉期胚於 B5

培養基上僅少數直接發育為正常芽體，大多數

的胚未能正常發芽，而是發育為各種形態之組

織，將這些組織依其形態加以分類，其中占最

表 5.　花椰菜「農友極早生」子葉期胚於 B5 培養基分化為不同形態之培植體經繼代培養後發芽之情形。

Table 5.　Shoot germination of various explants derived from cotyledonary embryos of ‘Known-you Farmers extra 
early’ cultured on B5 mediumz.
Type of explants No. of cultured explants % Survival (No. of explants) % Shoot regeneration (No. of plants)

Normal plant 3 100.0 (3) 100.0 (3)

Cotyledonary embryo 9     0.0 (0)     0.0 (0)

Radicle tissue 8     0.0 (0)     0.0 (0)

Hypocotyl tissue 18   11.1 (2)     0.0 (0)

Leaf tissue 30   16.7 (5)     3.3 (1)

Hypocotyl with regenerated tissue 78   73.1 (57)   66.7 (52)

Total no. 146   45.9 (67)   38.4 (56)
z Explants were cultured on MSD1 medium-MS basal salts supplemented with 20 g L-1 sucrose, 2.0 mg L-1 BA, 0.5 mg L-1 NAA, 

and 8.0 g L-1 bacto agar, for 1 wk before subculturing to the hormone-free MS medium for another 4-wk culturing.

表 6.　花椰菜「慶農 S-65」子葉期胚於 B5 培養基分化為不同形態之培植體經繼代培養後發芽之情形。

Table 6.　Shoot germination of various explants derived from cotyledonary embryos of ‘Chinglong S-65’ cultured on 
B5 mediumz.
Type of explants No. of cultured explants % Survival (No. of explants) % Shoot regeneration (No. of plants)

Normal plant 9 88.9 (8) 88.9 (8)

Cotyledonary embryo 29 31.0 (9) 13.8 (4)

Radicle tissue 20   0.0 (0)   0.0 (0)

Hypocotyl tissue 45 53.3 (24) 53.3 (24)

Leaf tissue 15 66.7 (10) 66.7 (10)

Hypocotyl with regenerated tissue 107 86.9 (93) 86.9 (93)

Total no. 225 64.0 (144) 61.8 (139)
z Explants were cultured on MSB-MS basal salts supplemented with 20 g L-1 sucrose, 2.0 mg L-1 BA, 2.0 mg L-1 zeatin, 0.1 mg L-1 

IAA, and 8.0 gL-1 bacto agar, for 1 wk before subculturing to the hormone-free MS medium for another 4-wk culturing.
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高比例者為伸長之胚軸且其上長有二次再生組

織的培植體，將此種培植體繼代於含有 cyto-
kinin 類之培養基中 7–10 d 後，再次繼代於不

含生長調節劑的 MS 基本培養基中，大多數的

培植體皆能發育為正常芽體，顯示特定形態之

培植體仍具有極高之再生能力。

比 較「農 友 極 早 生」 及「慶 農 S-65」 兩 品

種 子 葉 期 胚 直 接 發 育 為 小 苗 之 表 現 (2.1%、

4.0%)， 以「慶 農 S-65」 較 佳， 顯 示 子 葉 期 胚

發育為小苗的發芽率在各品種間存有差異。兩

品種在第 1 次繼代的 B5 培養基中長出之培植

體，在含有生長調節劑之培養基中短暫培養

後，再次繼代於不含生長調節劑之培養基中培

養，兩品種之發芽率分別為 38.4% (56 株/146
胚) 及 61.8% (139 株 /225 胚)， 同 樣 以「慶 農

S-65」抽芽率較「農友極早生」為高，除了品

種差異影響外，推測 MSB 培養基較 MSD1 培

養基對芽體再生有較佳之促進作用亦可能為原

因之一。本試驗方法與 Gu et al. (2014b) 相較，

雖然增加了 1 次 B5 培養基培養的時間，但其

發表之「慶農 S-65」的發芽率僅 33.6%，而本

試驗「慶農 S-65」之總發芽數可達 61.8%，表

示將子葉期胚先繼代於不含生長調節劑之培養

基中，有助於提高胚對於再生培養基的適當反

應，在持續培養後表現出較高之發芽率。

取「慶 農 S-65」 馴 化 成 活 之 植 株 共 16 株

的葉片，以流式細胞儀檢測染色體倍體數 (圖

2)，其中 5 株為單倍體占 31.3%，9 株為 2 倍

體占 56.3%，4 倍體及其他倍數體各 1 株，分

別占 6.3%。「農友極早生」共檢測 17 株，其

中 5.9% 為 單 倍 體，58.8% 為 2 倍 體，35.3%
為 4 倍體。一般而言由小孢子培養而來之再生

植株具有一定比率染色體倍加之情形，自然倍

加之機制推測一為染色體複製後未分開，二為
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圖 2.　「慶農 S-65」小孢子培養而來之植株以流式細胞儀檢測之倍體數表現圖譜。二倍體之 F1 植株 (A)，小

孢子發育而來之單倍體植株 (B)，雙單倍體植株 (C) 及四倍體植株 (D)。
Fig. 2.　Ploidy expression of microspore-derived plant of cauliflower ‘Chinglong S-65’ by flow cytomytry. F1 micro-
spore donor plant (A), haploid plant (B), doubled haploid plant (C), and tetraploid plant (D) derived from microspore 
culture.
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細胞分裂後分隔膜未發育，造成兩細胞的融合 
(fusion)，皆能造成細胞染色體之倍加 (Aione-
sei et al. 2005)。本研究利用可擴增出異質結

合 (Heterozygous) 條帶之共顯性分子標誌，逐

一檢測 F1 供試植株、小孢子培養分化而來之

2 倍體及單倍體植株。圖 3 中顯示 F1 植株為異

質結合體，而小孢子培養分化而來之 2 倍體及

單倍體植株皆為同質結合體，證明小孢子培養

分化而來之 2 倍體，並非由體細胞分化而來之

異質結合體，而是同質結合之 DH。Gu et al. 
(2014b) 使用「慶農 S-65」作為小孢子培養材

料，其再生植株染色體倍體數的表現分別為單

倍體 8.2%，2 倍體 32.7%，4 倍體 36.7%。本

試驗中「慶農 S-65」之單倍體比率為 31.3%、2
倍體為 56.3%，可作育種利用之 2 倍體表現方

面較其為佳。「慶農 S-65」與「農友極早生」兩

品種小孢子培養之再生植株其 DH 比率皆超過

50%，可以不考慮施用秋水仙素進行染色體之

倍加 (表 7)。

結論
小孢子培養誘導同質雙單元體之形成受基

因型影響大，同一物種之不同品種於相同培養

條件下的反應並不相同，為提高培養成功率

必須針對各品種所需之培養條件加以改進。

「農友極早生」及「慶農 S-65」兩品種是參試

的 8 個品種中反應較佳者，「農友極早生」以

1/2 NLN-13 為 小 孢 子 培 養 液、 接 種 濃 度 4 × 
104 microspores mL-1，於 32℃處理 1 d 的培養

條件下，可獲得 12.0–35.5 胚/皿。小孢子發育

而來之子葉期胚先於 B5 培養基中培養，再短

暫繼代於含有生長調節劑的誘導培養基中培養

1 wk，可以獲得 66.7% 之發芽率，出瓶成活

植 株 中，2 倍 體 占 58.8%。「慶 農 S-65」 以 相

同方式培養發芽率更達 86.9%，出瓶成活植株

中，2 倍體占 56.3%。本研究建立之花椰菜小

孢子培養方法可以作為花椰菜品種生產 DH 植

株參考之用，但因各品種間表現差異大，培養

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11M

圖 3.　「慶農 S-65」小孢子培養而來之植株以共顯性分子標誌進行聚合酶鏈鎖反應檢測同質結合性。M：100 
bp DNA 標準標幟，行 1–2：F1 植株，行 3–9：雙單倍體植株，行 10–11：單倍體植株。

Fig. 3.　Results of polymerase chain reaction using co-dominant marker for heterozygosity detection of microspore-
derived plants from cauliflower ‘Chinglong S-65’. M: 100 bp DNA marker, line 1–2: F1 microspore donor plant, 
microspore-derived plants, line 3–9: doubled haploid, line 10–11: haploid.

表 7.　花椰菜 「慶農 S-65」及「農友極早生」小孢子再生植株以流式細胞儀檢測倍體數之表現。

Table 7.　Ploidy level of microspore derived plants from cauliflower ‘Chinglong S-65’ and ‘Known-you Farmers ex-
tra early’.

Cultivar No. of tested plants

% Ploidy level

C 2C 4C Others

Ching Long S-65 16 31.3 56.3 6.2 6.2

Known-you Farmers extra early 17 5.9 58.8 35.3 0.0
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條件仍有改善的空間，期望未來小孢子培養技

術能更廣泛應用在花椰菜的不同品種，加速育

種流程之進行。
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Studies on Microspore Culture of Brassica oleracea  
var. botrytis L.

Chi-Ni Hsia1,*, Uei-Chern Chen2, Chin-Yi Tsao3, Yi-Mei Chou4, and Tzu-Kai Lin5

Abstract

Hsia, C. N., U. C. Chen, C. Y. Tsao, Y. M. Chou, and T. K. Lin. 2017. Studies on microspore 
culture of Brassica oleracea var. botrytis L. J. Taiwan Agric. Res. 66(2):94–104.

Brassica oleracea var. botrytis is one of the most important vegetables in the world. However, 
very few studies on cauliflower microspore culture were conducted in Taiwan. The objective of this 
study was to establish a microspore culture system- an efficient technique to produce inbred lines for 
breeding elite F1 hybrids, starting from cultivar screening for embryogenesis and followed by modify-
ing conditions for germination of microspore-derived embryos. Microspores were inoculated with 4 × 
104 microspores mL-1 in a NLN-13 medium, then incubated at 32℃ for 1- or 3-day. A total of 8 com-
mercial F1 hybrids were surveyed. Among them, ‘Chinglong S-65’ and ‘Known-you Farmers extra 
early’ had the highest embryogenesis response. However, there were 3 cultivars were found without 
any embryo. A multiple factor experiment using two culture media in combination with three dura-
tion treatments at 32℃ was further conducted using ‘Known-you Farmers extra early’. The effect of 
32℃ treated duration, medium salt strength, and their interactions were all significant (P < 0.01) on 
embryogenesis. Among six treatments, 1/2 NLN medium in combination with 1-day culturing at 32℃ 
had the highest embryogenesis with 12.0 embryos/petri dish. Low germination rates of 2.1% and 4.0% 
for ‘Known-you Farmers extra early’ and ‘Chinglong S-65’ were obtained, respectively, from micro-
spore-derived embryos cultured directly on a hormone-free B5 medium for 4-week. Various types of 
tissues derived from cotyledonary embryos were subcultured consistently on a BA containing medium 
for 1-week preculture before on the hormone-free medium for another 5 weeks culturing. Higher 
shoot germination rates of 66.7% and 86.9% for ‘Known-you Farmers extra early’ and ‘Chinglong S-65’ 
were observed, respectively, from the particular type of explant-elongated hypocotyl tissues with 
secondary organogenesis. Ploidy level of regenerated plants from ‘Known-you Farmers extra early’ 
and ‘Chinglong S-65’ were analyzed using flow cytometer, and diploid rate of 58.8% and 56.3% were 
obtained, respectively.

Key words: Cauliflower, Microspore, Doubled haploid.
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