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花椰菜雙單倍體誘變平台建立
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摘要
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本研究採用雙單倍體 (doubled haploid; DH) 作為小孢子供體，於小孢子培養過程中施以誘變處理，建立
花椰菜雙單倍體誘變平台。誘變處理包括以紫外光 (ultraviolet; UV) 處理 4個不同結球天數花椰菜 DH品系之
小孢子，DH品系源自「慶農 S-65」小孢子培養；以及利用 ethyl methanesulphonate (EMS) 處理上述 UV試驗
所得之小孢子胚，並將上述兩誘變處理所得 DH植株種植於田間，觀察誘變株發育階段的變化。此外，又以
EMS處理「慶農 S-65」花蕾並取其內小孢子進行培養，比較不同濃度處理對小孢子胚分化之影響。誘變結
果顯示，以 UV處理小孢子 10 s及 20 s，4個 DH品系之胚分化率為其對照組的 23.9–65.1%，但 2種光照時
間處理的差異不顯著。接續觀察經 UV處理之小孢子胚發芽率，結果顯示有不同程度之下降，為其對照組之
50.9–78.8%。DH32之小孢子經 UV處理後長出之胚，接續以 0.125–0.500% EMS震盪處理 10 min，小孢子胚
之發芽率降為對照組的 36.4–56.8%，但 3個EMS濃度處理間差異不顯著。取「慶農S-65」花蕾以 0.025–0.100% 
EMS以靜置浸泡或添加 Tween 20加震盪方式處理 5 min或 10 min，結果顯示 2種處理時間之胚分化率皆以
0.025% EMS為最高。但採用震盪處理時，胚分化率會因處理濃度或時間延長而明顯下降。將 4個不同結球
天數 DH品系單誘變小孢子 (UV處理) 及利用雙誘變 (UV處理小孢子 + EMS處理小孢子胚) 所得之 DH誘變
株與其對照植株定植田間，於栽培 84 d後調查 DH誘變株之發育階段並比較與對照組之差異。綜合而言，
誘變株發育階段之改變以提前發育比例較延後者為高，可作為未來預測誘變方向之參考。本誘變平台以 DH
品系為供體於小孢子培養過程中進行誘變處理獲得 DH誘變株，除可縮短誘變育種時間並提高選拔效率外，
DH具有高度一致性之特性則有助於突變體之辨識。

關鍵詞：花椰菜、小孢子培養、雙單倍體、單倍體誘變。

 投稿日期：2020 年 11 月 26 日 ;  接受日期：2021 年 3 月 26 日。
* 通訊作者：kai@tari .gov.tw 
1 農委會農業試驗所生物技術組研究員。台灣  台中市。
2 農委會農業試驗所生物技術組助理研究員。台灣  台中市。
3 農委會農業試驗所鳳山園藝試驗分所植物保護系研究員兼系主任。台灣  高雄市。
4 農委會農業試驗所鳳山園藝試驗分所蔬菜系助理研究員。台灣  高雄市。
5 農委會農業試驗所生物技術組聘用助理研究員。台灣  台中市。
6 農委會農業試驗所作物組助理研究員。台灣  台中市。

DOI:10.6156/JTAR.202109_70(3).0003

前言

花椰菜原產歐洲地中海沿岸地區，喜冷涼

乾燥之氣候，在台灣的種植面積約 3,055 ha，
年產量 68,515 Mg，產值超過新台幣 19 億元，

是台灣重要的蔬菜作物 (Council of Agricul-
ture 2019)。成功的育種取決於豐富的遺傳多

樣性及有效的篩選方法，傳統育種一般藉由引

入新的遺傳組合來達到創造變異的目的。但許

多作物在人類長期選種下，遺傳多樣性已大量

流失，加上原生地的快速消失，多樣性種原的

取得變得愈來愈困難。如何持續創造新的變異

用以迎戰氣候變遷的挑戰，成為育種者必須嚴

肅面對的問題。利用人為處理誘發植物遺傳

物質如染色體、DNA 產生改變，稱之為人工

誘變，其發生比例較自然產生之突變高出許 

研究報告
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多，育種者利用人工誘變產生突變體，進而利

用這些突變種原促進遺傳基因重組、擴大遺

傳變異、創造新種質，作為新品種育成的捷徑 
(Predieri 2001)。人工誘變一般可分為物理法及 
化學藥劑誘變，物理誘變是利用各種輻射能量

的傳遞來加速突變率，電磁輻射如 X 射線、γ
射線、紫外線，粒子輻射如 α 射線、β 射線及 
離子束等 (Broertjes & van Harten 2013)。化

學誘變劑常用的有烷化劑，如甲基磺酸甲酯 
(methyl methanesulfonate; MMS)、甲基磺酸乙 
酯 (ethyl methanesulphonate; EMS)、硫酸二甲 
酯 (dimethyl sulfate; DMS) 2-環氧丙烷、乙烯

亞胺 (ethyleneimine; EI)，核酸鹼基類似物則

有 5- 溴 脲 嘧 啶 (5-bromouracil; 5-BU)、5- 氟
脲嘧啶、5-溴脫氧脲嘧啶核苷，以及其他如疊

氮化鈉 (NaN3) 與抗生素等 (Pathirana 2011)。
人工誘變雖可提高突變率，但突變株的選拔

需要經過一定之代數。若以種子 (M0) 進行誘

變，栽培至性狀選拔階段後選出突變株 (M1)，
此時通常只有少數顯性突變可被選出，大多

數的隱性突變必須種至 M2 方能進行篩選，對

於一些數量遺傳控制的性狀，更要等到 M3 才

能穩定選拔，並於 M4 加以確認。此外，若突

變發生的頻率很低，則必須提高誘變族群之數

量，才有機會篩選到所需之性狀 (Szarejko & 
Forster 2007)。綜上，若能在相同突變率下減

少誘變族群所需之數量，並將篩選世代提早，

將有機會提升傳統誘變系統之效率。

由配子體分化而來的植株，其染色體數

是孢子體的一半，也就是所謂的單倍體，其

染色體經過自然或人為倍加後成為雙單倍體 
(doubled haploid; DH)。DH 的等位基因具同

質性，可直接成為自交作物的純系，或作為異

交作物生產 F1 所需之親本。DH 不僅可縮短

育種年限，並能提高選拔效率，對遺傳研究及

育種工作的進行大有助益 (Szarejko & Forster 
2007)。DH 可藉由組織培養技術培養配子體，

如花藥、小孢子、子房或胚珠而得之 (Germanà 
2011)。蕓苔屬 (Brassica) 植物的小孢子培養

始於油菜 (Lichter 1982)，因小孢子培養效率

較花藥培養為高，遂成為十字花科作物生產

DH 的主要途徑。DH 亦可作為誘導 (inducing) 

及固定 (fixing) 突變的一個快速捷徑，因為隱

性基因突變在 M1 即得以選拔，除加速突變

體的獲得外，選拔的效率亦可提高 (Gik-Hu-
manes & Barro 2009)。綜上所述，利用人工誘

變結合小孢子培養生產突變體的 DH 品系，當

突變的性狀為隱性遺傳時可提早於 M1 世代進

行選拔之外，且 M1 同質突變體 (DH) 一對基

因之分離比為 1 : 1，一般 M2 突變體之基因分

離比為 3 : 1。在突變率相同情況下，M1 世代

之 DH 選拔族群的規模可大幅縮小，在育種時

間及投入成本上皆能因此有效縮減 (Forster & 
Thomas 2005)。

國內過去鮮少有利用單倍體生產系統結合

誘變之研究，本研究擬藉由已建立之花椰菜

小孢子培養系統及穩定的 DH 品系作為供體親 
(Hsia et al. 2017a)，於小孢子培養過程中進行

誘變處理，建立花椰菜雙單倍體誘變平台。除

測試各種人工誘變處理所需之條件外，並將

DH 誘變株種植於田間進行初步觀察，作為未

來改進雙單倍體誘變平台之基礎。

材料與方法

試驗材料

將「慶農 S-65」花椰菜小孢子培養而來

之 DH 品系，於 2017–2018 年間種植於農業

試驗所田間，連續調查 2 年之結球天數，從

中選出 4 個結球期不同之 DH 品系，編號分

別為 32、102、157和 165，4 個 DH 品系其定

植至花球採收所需日數如表 1 所示。取上述 4
個 DH 品系之自交種子與「慶農 S-65」F1 種子

播種於培養皿，發芽後移植至 60 格穴盤中培

養。4 wk 後將小苗定植至 5 吋硬盆，於行政

院農業委員會農業試驗所溫室中培養至開花。

花椰菜於 5 吋硬盆生長期間，每週施用 1 次

1 g L-1 Peters (N : P2O5 : K2O = 20 : 20 : 20) 
液肥，抽苔後每週改施 1 g L-1 花寶三號 (N :  
P2O5 : K2O = 10 : 30 : 20) 液肥。植株花球發

育後，將植株移入日溫/夜溫為 20℃/15℃、光

照強度為 98.2 µmol m-2 s-1，光照時間為 14 h
的生長箱中培養，植株開花後選擇適當發育階

段之小花蕾進行誘變。
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試驗方法

以不同結球天數DH品系之小孢子進行UV 
誘變

取花椰菜 DH32、102、157 和 165 品系大

小約 3–4 mm 之花蕾進行小孢子培養。小孢子

分離及培養過程參照 Hsia et al. (2017a)，以

1/2 NLN (Nitsch & Nitsch medium modified 
by Lichter) 添加 13% 蔗糖 (簡稱 1/2NLN-13)
培養液將小孢子懸浮液濃度調整為 4 × 105 小

孢子 mL-1，將 10 mL 小孢子懸浮液加入直徑 9 
cm 塑膠培養皿中，使液面高度為 1.57 mm。使

用 40 瓦 UV 燈 管 (253.7 nm, G40T10, Sankyo 
Denki Co., Ueda, Japan)，燈管至培養皿之高度 
距離為 54.5 cm，對小孢子分別進行 10 s 及 20 s 
之 UV 光照處理，每處理 3 重複，每重複 2–5
皿。UV 處理方式為先將 UV 燈打開，將裝有

小孢子懸浮液之培養皿置於固定位置後，開

始 UV 光照並計時。UV 處理完成後添加 1/2 
NLN-13 培養液於培養皿中，並調整懸浮液濃

度為 4 × 104 小孢子 mL-1。將上述小孢子懸浮

液分裝至直徑 6 cm 塑膠培養皿中，每皿加入

5 mL 小孢子懸浮液，培養 6 wk 後記錄小孢子

胚分化之情形。

雙誘變處理

以上一試驗中 DH32 經 UV 光照 10 s 處理

所分化之子葉期胚 (約 1 cm 長 )，將胚分別置 
入含有 0.125%、0.250%和 0.500% (v/v) EMS溶 
液與無菌水中，以水平迴轉式震盪器 80 rpm 震

盪處理 10 min，之後將液體移除，並以培養液

清洗胚共 3 次。接著，參照 Hsia et al. (2017b)  
方法進行胚培養，於 4 wk 後記錄胚發芽情形。

本試驗共 5 重複，每一重複為 10 個胚。

以 EMS 處理小花蕾後進行小孢子培養

試驗 A：採「慶農 S-65」花椰菜大小為 3–4 
mm 之花蕾作為供試材料，每處理取 48 朵花

蕾，將花蕾放入無菌水 (對照組 ) 或含有濃度

0.025%、0.050%、0.100% EMS 溶液中。置於 
室溫中浸泡 5 min 或 10 min 後，將液體移除，

並以去離子水清洗 1 次。經 EMS 處理後之花

蕾依照 Hsia et al. (2017a) 方法進行小孢子分

離及培養，並於培養 6 wk 後記錄胚數。

試驗 B：每處理使用 45 朵之花蕾，處理

方式同上之試驗 A，但於 EMS 溶液中添加 20 
μL Tween 20，並以 80 rpm 進行震盪處理。

不同結球天數 DH 株系之小孢子經 UV 處

理後獲得之 DH 誘變株於田間種植觀察

取參試 DH 品系經 UV 誘變處理獲得之小

苗進行流式細胞儀檢測，將檢測為 2N 之發根

瓶苗，出瓶種植於 3 吋黑色塑膠軟盆中於農業

試驗所溫室中栽培。出瓶第一週進行保濕及遮

陰處理，之後管理如一般種苗。出瓶苗經 1 個

月馴化培養後，移入有頂之塑膠網室繼續培養

1 個月後，於 2019 年 11 月 8 日定植於農業試

驗所網室。經於田間種植 84 d 後，調查植株

之發育階段，並計算各發育階段 DH 誘變株之

占比。

經 UV 與 EMS 處理雙重誘變之 DH 株種

植田間進行發育觀察

DH32 品系之小孢子經 UV 處理後長出之

胚再以 EMS 溶液處理，發芽小苗及出瓶馴化

過程與上一試驗相同。誘變株於田間種植 84 d
後，調查植株之發育階段，並計算各發育階段

DH 誘變株之占比。

表 1.　源自「慶農 S-65」花椰菜小孢子培養之 4 個

DH 品系於田間種植 2 年之定植至花球採收所需日

數。

Table 1.　Head mature days of four DH lines derived 
from microspore culture of ‘Chinglong S-65’ cultivated 
in field for consecutive two yearsz.

DH line

Year of 2017 
head mature 

days

Year of 2018 
head mature 

days
Mean head 
mature days

165 61 58 59.5 ± 2.1

102 71 68 69.5 ± 2.1

32 81 84 82.5 ± 2.1

157 89 90 89.5 ± 0.7
z Days from seed sowing to field planting are about 30 d. DH: 

doubled haploid.
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試驗設計和統計分析

本研究採用完全逢機設計 (completely ran-
domized design; CRD) 進行試驗。試驗所得若

為比例資料則先經角度轉換後再進行分析，經

SAS Enterprise Guide 7.1 套裝統計分析軟體進

行變方分析 (analysis of variance; ANOVA)。若

處理間差異顯著 (P < 0.05)，則以最小顯著差 
異性測驗 (least significant difference test; LSD)  
比較各處理平均值間之差異。

結果

以不同結球天數 DH品系之小孢子進行
UV誘變

本研究使用自「慶農 S-65」花椰菜小孢子

培養而來之 4 個 DH 品系，4 個 DH 品系具有

不同之結球天數，其中以 DH165 結球天數最短 
為 59.5 d，而以 DH157 最長為 89.5 d (表 1)。 
4 個 DH 品系之小孢子胚分化能力具差異性 (表
2)，未進行誘變處理之對照組以 DH32 每皿可

獲得 105.2 個胚最高，DH102 的 48.7 胚 /皿以 
及 DH165 的 34.5 胚 /皿其次，而以 DH157 的 
11.9 胚/皿最低。4 個 DH 品系之小孢子經 UV
誘變處理後，胚分化率與對照組相比皆顯著降 

低，UV 處理 10 s 時各 DH 品系胚分化率降至對 
照組的 45.0–65.1%，其中以 DH32 之 65.1%
胚分化率最高；在 UV 光照處理 20 s 後，4 個 
DH 品系之胚分化率下降至對照組的 23.9–
60.7%，仍以 DH32 之 60.7% 為最高 (圖 1)，而 
以DH157的 23.9%最低。比較同一品系內經UV 
光照 10 s 或 20 s 對小孢子胚分化率的影響差

異並不顯著，其中胚分化率較高之 DH32與 
DH102呈現的差異較小，分別為 4.4% 與 1.7%； 
而胚分化率較低之 DH165 及 DH157 在延長

UV 處理時間後，呈現出較大之差異，分別為

15.9% 與 23.9%。觀察 UV 處理後之小孢子胚，

其發芽率僅為對照組之 72.9−83.5%，但同一

DH 品系經 10 s 或 20 s 之 UV 處理後之胚發芽

率則差異不明顯，在 2.0–5.0% 之間，相對而

言，延長 UV 處理時間對胚分化的影響大於對

胚發芽的影響。

雙誘變處理

取上述試驗中 DH32 經 UV 10 s 處理後形

成之子葉期胚 (長度約 1 cm)，將胚分別置入

含有 0.125、0.250 及 0.500% EMS 溶液中震

盪處理 10 min。將胚取出以無菌水洗淨後培養

於發芽培養基，經 4 wk 培養後調查胚發芽率，

EMS 濃度由低至高之胚發芽率依序為 53、44 

表 2.　UV 光照處理時間對 4 個 DH 品系小孢子胚分化之影響。

Table 2.　Effect of UV exposure time on microspore embryogenesis of four DH linesz.
DH line UV duration (s) Embryos/petridish (relative %) Germination (relative %)

165   0 34.5 ± 12.4 ay(100.0)  75.4 (100.0)

10 18.7 ± 6.0 b (54.2) 62.3 (82.6)

20 13.2 ± 4.3 b (38.3) 60.8 (80.6)

102   0 48.7 ± 6.5 ay (100.0) 64.8 (100.0)

10 21.9 ± 2.3 b (45.0) 54.1 (83.5)

20 21.1 ± 0.9 b (43.3) 50.9 (78.5)

32   0 105.2 ± 11.6 ay (100.0)  99.0 (100.0)

10  68.5 ± 11.4 b (65.1) 78.8 (79.6)

20 63.9 ± 4.9 b (60.7) 76.3 (77.1)

157   0 11.9 ± 4.2 ay (100.0)  75.9 (100.0)

10 5.4 ± 1.0 b (47.8) 59.3 (78.1)

20 2.7 ± 0.4 b (23.9) 55.3 (72.9)
z Four DH lines were derived from microspore culture of ‘Chinglong S-65’. DH: doubled haploid; UV: ultraviolet.
y Means with different letters in the same DH line are significantly different (P < 0.05) by least significant difference (LSD) test.
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及 34%，顯著低於對照組的 93.3%。顯示 EMS
濃度處理顯著影響胚發芽率，但不同 EMS 濃

度處理間差異不顯著。然而，觀察 EMS 濃度

提高後，芽體後續的生長狀況，明顯受到抑制 
(表 3、圖 2)。

以 EMS處理小花蕾後進行小孢子培養

靜置處理

取「慶農 S-65」花椰菜 3–4 mm 之小花蕾

以不同濃度 EMS 靜置處理不同時間，將花蕾

清洗後取其內之小孢子進行培養，各處理小孢

子之胚分化率及其胚發芽率如表 4 所示。結果

顯示，EMS 濃度與靜置處理時間兩因子對胚

分化均有顯著影響，其中又以濃度的影響較顯

著 (P < 0.001)，但 EMS 濃度和處理時間的交

感效應並不顯著。胚分化率以對照組平均每皿

6.4 個胚最高，處理組中以 0.025% EMS 處理

5 min 具最高之胚分化率，隨處理濃度增加或

處理時間延長，抑制小孢子胚的分化越明顯。

觀察小孢子胚後續之發芽情形，以對照組具

89.2% 發芽率最高，隨著 EMS 處理濃度增加，

胚發芽率有下降之趨勢。

震盪處理

本試驗與上述試驗使用相同 EMS 濃度與

處理時間，但於 EMS 培養液中添加 Tween 20
並以震盪方式 (80 rpm) 進行處理，結果顯示

如表 5。EMS 濃度與震盪處理時間兩因子對胚

分化皆具有顯著之影響，其中以濃度的影響更

為顯著 (P < 0.001)，濃度與處理時間的交感作

用並不顯著。胚分化率以對照組平均每皿 19.7
個胚最高，0.025% EMS 處理組以 5 min 較 10 
min 震盪處理具有較高之胚分化率，胚分化率

會隨著 EMS 處理濃度增加而下降，0.05% 及

0.10% 濃度處理之胚分化率顯著減少。持續觀

察小孢子胚後續的發芽情形，結果亦以對照組

之 79.0% 為最高，0.025% EMS 處理 5 min 組

其次，處理時間增至 10 min 時胚發芽率下降，

其中 0.100% EMS 處理 5 min 組僅獲得 1 個胚，

且未能順利發芽。

綜合靜置與添加 Tween 20 加震盪處理之

(A) (B) (C)

圖 1.　花椰菜 DH32 小孢子經 UV 照射 (A) 0 s、(B)10 s、(C) 20 s 後，經 4 wk 培養後之胚分化情形。

Fig. 1.　Microspore embryogenesis of DH32 derived from UV exposure for (A) 0 s, (B) 10 s and (C) 20 s after 4 wk 
of culturing. 

表 3.　雙誘變處理之 EMS 濃度對花椰菜 DH32 子葉

期胚發芽之影響。

Table 3.　Effect of EMS concentrations on germination 
of microspore embryos derived from UV 10 s treated 
microspores of DH32z.

EMS (v/v) 
(%)

No. of treated 
embryos

Embryo 
germination

(%)

Relative 
germination 

(%)

0 30 93.3 ± 5.8 ay 100.0

0.125 50 53.0 ± 17.9 b   56.8

0.250 50 44.0 ± 27.9 b   47.2

0.500 50 34.0 ± 11.4 b   36.4
z Microspore embryos were derived from UV 10 s treatment 

before using in the ethyl methanesulphonate (EMS) treat-
ment.

y Means with different letters in the same column are signifi -
cantly different by least signifi cant difference (LSD) test at 
5%, respectively.
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表 4.　花椰菜「慶農 S-65」花蕾以 EMS 靜置浸泡不同時間對小孢子胚分化之影響。

Table 4.　Effect of EMS soaking fl ower buds for various time without shaking on microspore embryogenesis of cau-
lifl ower ‘Chinglong S-65’z. 
EMS (v/v) (%) Duration (min) Total embryos Embryos/petridish (relative %) Germination (relative %)

0   5 83 6.4 ± 2.1 ay (100.0) 89.2 (100.0)

0.025   5 42 3.8 ± 1.7 b (59.4) 61.9 (69.4)

10 32  2.7 ± 1.4 bc (42.2) 53.1 (59.5)

0.050   5 24  1.6 ± 1.2 cd (25.0) 41.7 (46.7)

10 10 0.9 ± 0.8 d (14.1) 50.0 (56.1)

0.100   5 27 1.1 ± 1.2 d (17.2) 37.3 (41.8)

10 16 0.8 ± 1.1 d (12.5) 37.5 (42.0)

Concentration ***

Times *

Concentration × times ns
z A total of 48 fl ower buds were used in each treatment. Microspore culture medium was 1/2 NLN (Nitsch & Nitsch medium modi-

fi ed by Lichter) with 4 × 104 microspores per mL. EMS: ethyl methanesulphonate.
y Means with different letters in the same column are signifi cantly different by least signifi cant difference (LSD) test. ns: non-signifi -

cant; * and ***, signifi cant at 5% and 0.1%, respectively.

(A) (B)

(C) (D)

圖 2.　花椰菜DH32小孢子胚分別以濃度 (A) 0%、 (B) 0.125%、(C) 0.250%、(D) 0.500% EMS處理 10 min後，

經 4 wk 培養後之發芽情形。

Fig. 2.　Germination of microspore embryos of DH32 after 4 wk of culturing. Microspore embryos were derived 
from  (A) 0%, (B) 0.125%, (C) 0.250% and (D) 0.500% ethyl methanesulphonate (EMS) for 10 min.
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結果，顯示 2 種處理方式皆以 0.025% EMS 有

較高之胚分化率，但採用添加 Tween 20 加震

盪處理時，胚分化率會因處理濃度或時間延長

而明顯下降。

以 UV處理 4個 DH品系小孢子獲得之
DH誘變株於田間之發育表現

將 UV 處理 4 個 DH 品系之小孢子所獲得

之 DH 植株，於田間種植 84 d 後進行調查，記 
錄誘變株發育階段之占比 (表 6、圖 3)。4 個

DH 品系定植至花球採收所需日數如表 1 所示， 
其中結球天數最短之 DH165 (59.5 d)，在定 
植 84 d 後，對照組 100% 皆已開花，但 UV 10 s 
處理組仍有 1 株誘變株尚為結球階段 (3.8%)，
發育時期明顯延後。DH102 之結球天數約 70 
d，於定植 84 d 後，對照組 100% 處於抽苔及

開花之生殖階段，但 UV 10 s 及 UV 20 s 處理

組分別仍有 11.3% (1.4% + 9.9%) 與 2.8% 誘

變株尚處於結球階段。DH32結球天數為 80 d，
於定植後 84 d，對照組 100% 之發育階段皆為

結球前期 (球緊實 )，但 UV 10 s 及 UV 20 s 處

理誘變株之發育階段明顯提前，分別有 79.1%
與 73.7% 已達抽苔及開花期。DH157 之結球

天數為 89.5 d，於定植 84 d 後，對照組之發

育階段亦 100% 處於結球前期，但 UV 10 s 及

UV 20 s 處理誘變株發育階段亦明顯提前，分

別有 53.6% 與 63.6% 誘變株已達結球晚期 (球
鬆散 )，更分別有 21.4% 與 36.4% 已處於花序

抽出之抽苔期 (生殖階段 )。綜觀 4 個不同結

球天數之 DH 品系，其誘變株發育階段的表現

比率與對照組相較，有不同比例之提前或延後

發育表現，但整體以提前發育較延後之比例為

高。

經 UV與 EMS雙重誘變獲得之 DH植株
於田間種植之發育表現

以 DH32 品系之小孢子經 UV 處理後長出

之子葉期胚，再以 EMS 溶液進行誘變處理，

所獲得之誘變株於田間種植 84 d 後調查其發育 
階段，並計算各誘變株發育階段之占比，結果 
如表 7 所示。DH32 之結球天數為 80 d，於定 
植 84 d 後其發育階段應為結球期，單誘變對

照組 (僅 UV 處理 ) 顯示以生殖階段占比最高  
(83.4%)，少數為結球晚期 (16.7%)。雙誘變 (UV  
+ EMS) 發育時期於生殖階段之比例為 88.3– 
100.0%，皆高於單誘變 (UV) 對照組之 83.4%。 
因生殖階段與結球晚期為連續相鄰之生理時

期，較難認定其為處理差異，但 0.125% EMS
處理有 7.1% 不正常植株，可作為誘變效果的

間接證明。

表 5.　花椰菜「慶農 S-65」花蕾以添加 Tween 20 之 EMS 振盪處理不同時間對小孢子胚分化情形。

Table 5.　Effect of flower buds soaking in EMS solution with Tween-20 for various shaking time on microspore em-
bryogenesis of ‘Chinglong S-65’z. 
EMS (v/v) (%) Duration (min) Total embryos Embryos/petridish (relative %) Germination (relative %)

0   5 138 19.7 ± 3.7 ay (100.0) 79.0 (100.0)

0.025   5   84    9.3 ± 4.5 b (47.2)  72.6 (91.9)

10   10    3.3 ± 3.1 c (16.8)  50.0 (63.3)

0.050   5     0   0.0 ± 0.0 c (0.0) 0.0 (0.0)

10     0   0.0 ± 0.0 c (0.0) 0.0 (0.0)

0.100   5     1   0.2 ± 0.4 c (1.0) 0.0 (0.0)

10 - - -

Concentration ***

Times *

Concentration × Times ns
z A total of 48 flower buds were used in each treatment. Microspore culture medium was 1/2 NLN (Nitsch & Nitsch medium modi-

fied by Lichter) with 4 × 104 microspores per mL. EMS: ethyl methanesulphonate.
y Means with different letters in the same column are significantly different by least significant difference (LSD) test. ns: non-signifi-

cant; * and *** significant at 5% and 0.1%, respectively.
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討論

UV誘變對胚分化的影響
利用單倍體相較以 2 倍體進行誘變具有

許多優點，如選拔世代可提前、有利於隱性

基因的選拔以及毋須自交純化等 (Kott 1995; 
Szarejko & Forster 2007)。單倍體誘變進行

之方式可分為兩種，一是以種子 (M0) 進行誘

變，以誘變株 (M1) 所開之花進行小孢子培養

獲得 DH；二是直接以配子體之組織如花序、

花蕾或配子體本身如小孢子來進行誘變處理。

兩法皆可直接獲得同質之 M2 世代 (DH)，可

節省大量育種資源，但前提是必須對供體親的

小孢子胚分化表現有所瞭解，才能對誘變結果

有正確之預估。從這個角度來看，本次研究選

用的 4 個 DH 品系，其小孢子胚分化率較高的

有 DH32 與 DH102，每皿 (含 4 × 105 個小孢子) 
有近 50 個或以上之胚分化，是進行誘變較佳

之材料，而 DH157 與 DH165 的胚分化率較低 
(11.9–34.5 個胚/皿 )。若想要獲得與 DH32 相

同數量之誘變個體，則須增大其誘變的規模 (表
6)。本研究在試驗規劃時，選擇以 DH 品系作

為供體親利用其小孢子作為誘變材料，著眼點

在於同一 DH 品系內之個體具高度一致性，並

以結球天數作為選擇 DH 的標準，但未考慮不

同 DH 品系間小孢子胚分化率的差異。因此，

建議未來此類型之研究，宜先篩選小孢子胚分

化率較高之 DH 品系作為雙單倍誘變平台之材

料。

本研究中使用了物理及化學兩種誘變方

法，物理方法因毋需接觸培植體，對於必須

保持無菌狀態的組織培養系統是相對理想之

誘變方法。物理誘變中以 UV 光設備相對其他

種類之放射線較易取得，但 UV 光的穿透性相

較其他放射光線為差。因此，一般適用於單層

而非多層細胞之組織，而屬於單細胞階段的小

孢子，正好符合此項要求。Barro et al. (2003) 
以衣索比亞芥菜 (Ethiopian mustard, Brassica 
carinata Braun) 小孢子進行 UV 誘變，指出培

養皿中的培養液高度會影響小孢子後續的分裂

性，原因即與 UV 穿透性有關。本研究中誘變

所用之小孢子懸浮液高度為 1.57 mm，是經測

試可克服懸浮液表面張力之最小液體量，同時

符合 Barro et al. (2003) 指出液面高度不超過

表 6.　不同結球天數之 4 個 DH 株系其小孢子以 UV 照射後所獲得 DH 誘變株於田間種植 84 d 後之發育階段

調查。

Table 6.　Developmental stages of mutants derived from UV treated microspores of four DH lines after 84 d grow-
ing in the fieldz.

DH line Plants derived from No. of plants

Developmental stage %

Heading

Reproductiony Abnormal DeadEarly Late

165 CK   2     0.0   0.0 100.0 0.0 0.0

UV-10 s 26     0.0   3.8   96.2 0.0 0.0

UV-20 s 27     0.0   0.0 100.0 0.0 0.0

102 CK   6     0.0   0.0 100.0 0.0 0.0

UV-10 s 71     1.4   9.9   88.7 0.0 0.0

UV-20 s 36     0.0   2.8   91.7 2.8 2.8

32 CK   2 100.0   0.0     0.0 0.0 0.0

UV-10 s 43     2.3 14.0   79.1 0.0 4.7

UV-20 s 57     5.3 19.3   73.7 0.0 1.8

157 CK   4 100.0   0.0     0.0 0.0 0.0

UV-10 s 28   21.4 53.6   21.4 3.6 0.0

UV-20 s 22     0.0 63.6   36.4 0.0 0.0
z Four DH lines were derived from microspore culture of ‘Chinglong S-65’. DH: doubled haploid; UV: ultraviolet. CK: control check.
y Reproductive stage includes bolting and flowering stages.
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(A1)

(B1)

(C1)

(D1)

(A2)

(B2)

(C2)

(D2)

(A3)

(B3)

(C3)
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圖 3.　源自 4 個不同結球天數 DH 株系之小孢子經 UV 處理後所得之雙單倍體誘變株於田間種植 84 d 後之生

長情形。(A1–A3) DH165；(B1–B3) DH102；(C1–C3) DH32；(D1–D3) DH157。UV處理時間 (A1, B1, C1, D1) 0 s； 
(A2, B2, C2, D2) 10 s；(A3, B3, C3, D3) 20 s。
Fig. 3.　Growth of mutants derived from ultraviolet (UV) exposure for  (A1, B1, C1, D1) 0 s; (A2, B2, C2, D2) 10 s; 
and (A3, B3, C3, D3) 20 s. Mutants were derived from (A1–A3) DH165; (B1–B3) DH102; (C1–C3) DH32; and (D1–
D3) DH157.
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2 mm 之建議。MacDonald et al. (1991) 以油

菜 (Brassica napus) 小孢子進行 UV、Gamma
及 X 射線誘變，結果顯示 Gamma 及 X 射線對 
小孢子胚的分化率與發芽率影響顯著，而 UV 
(0–60 s) 處理雖然隨著處理時間增加會影響小

孢子胚分化率，但對後續之胚發芽率不會造成 
影響。本研究中以 4 個 DH 品系之小孢子進

行 2 種時間的 UV 處理，結果顯示 10 s 與 20 s 
處理對胚分化率的影響不顯著，差異在 1.7–
23.9% 間，相對胚發芽率差異在 2.0–5.0% 間。

本研究結果雖然顯示胚發芽率受 UV 處理時間

延長的影響較胚分化率為低，但並非完全不受

到影響，與 MacDonald et al. (1991) 結果並非

完全一致。推測 MacDonald et al. (1991) 以胚

分化率較高的油菜作為材料，導致 UV 對胚發

芽率的影響變得相對不明顯。整體而言，本研

究結果顯示，短時間 UV 光照處理僅對小孢子

胚分化產生影響，而對於之後的胚發芽影響較

小，可視為 UV 誘變的優點。

由於作物種類對誘變的反應具有特異性，

一般多以處理後培植體或植株存活 1/2 的劑

量，即半致死劑量 (LD50) 作為誘變敏感性的指

標。Ahmad et al. (1991) 指出油菜小孢子 UV 
處理的 LD50 為 10 s。Zhang & Takahata (1999) 
對大白菜 (Brassica campestris L. ssp. pekine-
sis) 的研究顯示，延長 UV 處理時間會造成胚分

化率下降，超過 20 s 時胚分化率會大幅下降，

並估算 LD50 為 12 s。比較本研究 10 s 及 20 s 
處理之間的差異，以DH165與DH157差異較大，

在 15.9–23.9 個胚/皿之間，而以 DH32 與 DH102 

差異較小，在 1.7–4.4 個胚/皿之間 (表 2)。上

述結果除顯示不同品系對 UV 耐受性具有個

別差異外，亦顯示胚分化率較高的品系在 UV
處理時間延長時所受到的影響較小。此外，

Barro et al. (2003) 以 UV 對衣索比亞芥菜處

理的研究，結果顯示 LD50 為 8 min。此一結果

與 Ahmad et al. (1991) 及本研究之結果差異較

大，惟 Barro et al. (2003) 自己推測原因為衣

索比亞芥菜對 UV 輻射的耐受度較高所致。

以小孢子胚作為 EMS誘變之材料
本研究將DH32經過UV光照 10 s處理後獲

得之小孢子胚，再施以不同濃度 EMS 進行雙誘 
變處理，對照組 (0% EMS) 之胚發芽率為 93.3%  
(表 3)。但經 3 種 EMS 濃度處理後之胚發芽率， 
則分別下降 43.2–63.6%。由此推測，EMS 處理 
的LD50濃度，應該在 0.125–0.250%之間 (表 3)。 
過去十字花科作物的研究顯示，EMS 大都施

用於小孢子培養階段 (Barro et al. 2001; Ferrie &  
Keller 2002; Polsoni et al. 2011)，僅少數如 Shi  
et al. (1997) 是將油菜小孢子胚的上胚軸切成 0.7 
cm 長，再以含有 0、0.20、0.25 及 0.50% EMS 之 
Murashige & Skoog (MS) 培養液處理 3–10 h。
結果顯示，培植體的成活率會隨著 EMS 濃度

增加而下降，其中 D083 品系以 0.20% 處理 4 h 
的相對胚發芽率為 63.4%，而以 0.25% 處理 4 h 
為 45.7%。因此推測其 LD50 濃度應在 0.20– 
0.25% 之間，與本研究之結果相類似。過去以

小孢子胚進行 EMS 誘變的研究較少，主要是

油菜小孢子的分化率相當高，因此大部分的誘

表 7.　經雙誘變之 DH 誘變株於田間生長發育之情形。雙誘變 DH 植株源自花椰菜 DH32 之小孢子經 UV 處

理後分化之小孢子胚再施以 EMS 處理。

Table 7.　Developmental stages of double mutated plants after 84 d growing in the field. Mutation plants were derived  
from EMS treated microspore embryos which were derived from UV treated microspores of DH32z. 

Plants derived from EMS 
(%) No. of plants

Developing stage %

Heading

Reproductivey Abnormal DeadEarly Late

0   6 0.0 16.7   83.4 0.0 0.0

0.125 14 0.0   0.0   92.8 7.1 0.0

0.250 17 0.0 11.8   88.3 0.0 0.0

0.500   5 0.0   0.0 100.0 0.0 0.0
z DH: doubled haploid; UV: ultraviolet; EMS: ethyl methanesulphonate.
y Reproductive stage includes boltine and flowering stages.
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變皆於小孢子培養階段實施。但對於小孢子胚

分化率偏低的其他蕓苔屬作物，如甘藍類或芥

菜類作物而言，建議可以考慮利用小孢子胚作

為誘變之材料，較能掌握最後可獲得之誘變數

量，本研究結果亦證實此一觀點的可行性。此

外，UV與EMS雙重誘變植株於田間之表現 (表
7)，則顯示增加 EMS 之雙重誘變處理會導致

誘變株之發育階段更趨提前。此點對於突變率

偏低的作物而言，雙重誘變或許是可以不增加

致死率但能提升突變率的可行方法。

以花蕾進行 EMS誘變處理
Dai (2013) 以大白菜 (B. campestris ssp. 

pekinensis) 的種子及花蕾分別進行誘變，其中

種子以 0.4–0.8% EMS 處理 4–6 h，從 614 株

後代中篩選出 49 株變異株，突變率為 7.98%；

而花蕾以 0.03–0.10% EMS 處理 5–10 min 後，

取其小孢子進行培養，突變率為 15.60%。除

此之外，並觀察到花蕾誘變所獲得之變異型態

較種子誘變更為多樣性。Lu et al. (2016) 利
用 0.03–0.10% EMS 以緩和震動方式處理大白

菜花蕾 5–10 min，之後取小孢子進行培養，

結果從 475 株後代中篩選出 142 變異株，突變

率為 29.90%，證實花蕾誘變是進行單倍體誘

變的選項之一。Prem et al. (2011) 以印度芥菜 
(India mustard, Brassica juncea) 種子進行誘

變並培養其小孢子獲得 DH 株，利用正交對比

進行各因子之變異數分析 (orthogonal contrast 
partitioning ANOVA)，結果顯示誘變劑 EMS
及 ENU (ethyl nitrosourea) 及其濃度與誘變後

的成活率呈現線性關係，但誘變劑的處理時間

與成活率之間則不具線性關係。本研究以不同

EMS 濃度利用靜置或添加 Tween 20 加震盪方

式處理花蕾不同時間，結果顯示靜置或震盪處

理所得結果相似 (表 4、表 5)，亦即 EMS 濃

度與處理時間 2 因子對胚分化率均產生顯著影

響。其中，又以濃度 (P < 0.001) 較時間 (P < 
0.05) 影響顯著，但 EMS 濃度和處理時間之 
間的交感並不顯著。Dai (2013) 與Lu et al. (2016)  
之研究，前者未述及是否施以震盪處理，後者

則未詳述震盪方法及強度，因此難以與之相互

比較。本研究中花椰菜花蕾以靜置方式處理

時，結果以 0.025% EMS 處理 5–10 min 較佳，

與上述大白菜之研究結果相類似，但若添加

Tween 20 並配合震盪方式處理，則以 0.025% 
EMS 處理 5 min 最適當。提高濃度至 0.050%
以上或延長處理時間至 10 min，胚分化率皆明

顯下降，顯示震盪處理或 Tween 20 其中之一

或是兩者皆具有增加 EMS 效果之協同作用。

UV誘變株的田間表現
本次研究選用 4 個源自於「慶農 S-65」小

孢子培養的 DH 品系，依據連續 2 年田間種植

資料，選出定植至花球採收日數從 60–90 d 共

4 個 DH 品系，作為誘變材料小孢子的供體親。

本研究採用 DH 品系而非 F1 作為小孢子供體

材料進行誘變的原因，是想藉由 DH 的高度一

致性，提高突變體的篩選效率，為節省人力

於種植 84 d 後僅針對 DH 誘變株之發育階段

特性進行調查。本研究之花蕾誘變試驗中亦採

用了「慶農 S-65」(F1) 進行單倍體誘變，但基

於 F1 小孢子培養所得之誘變株為一分離族群 
(F2)，誘變株外表型之差異，可能來自遺傳分

離或誘變，因無法區別差異的來源，為節省調

查人力，因此並未進行此批誘變 DH 植株的田

間種植。

比較 4個DH品系UV誘變株於田間發育時 
期的表現，結果顯示 UV 處理 10 s 及 20 s 之差

異並不明顯 (表 6)。4 個 DH 誘變族群之發育時 
期與對照組相較，皆以提早發育的比率較高，在 
DH32 為 93.0–93.1%，在 DH157 為 75.0–100.0%； 
而以延遲發育表現的比率較低，在 DH165 為

0–3.8%，在 DH102 為 2.8–11.3%。花椰菜之生 
產受栽培地區環境因子之影響甚大，針對不同

栽培地區需要提供不同熟性之品種，本研究顯

示誘變處理可能改變花椰菜發育之快慢，未來

有可於優良 DH 品系中利用誘變處理誘導出不

同成熟期之近同源系，擴大品種的環境適應範

圍。同時本研究之觀察將提供吾人對不同誘變

方法及其誘變方向的變化有所瞭解，有助未來

進行誘變時對突變趨勢的正確評估。

結語
本研究目的為建立花椰菜單倍體誘變平

台，測試之誘變方法包括以 UV 處理 DH 小孢
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子、以 EMS 處理 DH 小孢子胚以及以 EMS 處

理花蕾，並以誘變產生之 DH 植株種於田間對

植株之發育狀態進行觀察。結果顯示 UV 處理

施用於小孢子培養階段，處理時間在 10 s 至

20 s 間較為適當，處理時間超過 30 s 時小孢

子之成活率會大幅下降 (資料未顯示 )。化學

誘變方面採用花蕾及小孢子胚兩種材料，其中

花蕾以 0.025% EMS 靜置處理 5 或 10 min，
或以相同濃度震盪處理 5 min；小孢子胚則以

0.125–0.250% EMS 震盪 10 min，胚分化率最

接近 LD50，對於小孢子胚分化率較高之供試

材料建議可提高誘變強度。在突變體篩選方

面，本研究採用遺傳同質性一致之 DH 品系為

供試材料，有助篩選效率的提升。以植株發育

階段產生之變化來看，UV 及 EMS 誘變株皆

以提早發育較延遲發育之比例為高，這點可提

供育種者在誘變目標設定時作為參考。隨著反

向遺傳學的進步，DH 突變族群可利用定向誘

導基因組局部突變技術 targeting induced local 
lesions in genomics (TILLING) 快速、有效的

篩選突變，未來配合次世代定序技術及表型體

精準篩選系統，將可縮短育種流程並提高選種

效率，且雙單倍體誘變系統的建立將有助功能

基因組學研究、種質資源創新以及作物遺傳改

良方面的提升。
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Establishment of a Doubled Haploid Mutagenesis 
Platform in Cauliflower
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Abstract

Hsia, C. N., U. C. Chen, S. H. Hseu, C. Y. Lin, C. Y. Tsao, and T. K. Lin. 2021. 
Establishment of a doubled haploid mutagenesis platform in cauliflower. J. Taiwan Agric. 
Res. 70(3):182–195.

An integrated haploid mutagenesis platform through doubled haploid (DH) donor plants provid- 
ing microspores in cauliflowers was established in this study. Ultraviolet (UV) irradiation was applied 
to microspores of four DH lines derived from ‘Chinglong S-65’ and each line with various heading 
mature days. Embryos derived from UV treated microspores of DH32 as stated above were treated 
with ethyl methanesulphonate (EMS) subsequently for double mutagenesis. EMS was also applied 
on flower buds of ‘Chinglong S-65’ before microspore culturing for mutagenesis. The results showed 
that embryo production (embryos/petri dish) from two UV exposure duration in all four DH lines was 
significantly lower, accounting for 23.9% to 65.1% decrease compared to the control. However, no 
significant difference was observed on embryo production between the two UV exposure duration. 
The results also showed that embryo germination rate of the UV treated microspores decreasing 50.9 
to 78.8% compared to that of the control. Cotyledonary embryos of DH32 derived from the UV 10 
s treatment were soaked in 0.125–0.5% ethyl methanesulphonate (EMS) for 10 min. Embryo ger-
mination rates decreased in all EMS treatments by 36.4% to 56.8% compared to that of the control. 
However, no significant difference was found among tree EMS treatments. Flower buds of ‘Chinglong 
S-65’ were soaked in 0.025–0.1% EMS for 5 or 10 min with or without shaking for mutagenesis 
before microspore culturing. The results showed that regardless exposure time, the highest embryo 
production was obtained in buds treated with 0.025% EMS. However, embryo production decreased 
as exposure time increased and shaking was applied. DH plants derived from the UV or double muta-
genesis (UV plus EMS) of four of DH lines were cultivated in the field and data were recorded at 84 
d after cultivation. Field observation concluded that percentage of early growth rate was higher than 
that of delaying based on developmental performance of DH mutants in the four DH lines. Our results 
not only provide useful information for prediction of mutant tendency in cauliflower but also demon-
strate that haploid mutagenesis is capable of shortening time span and enhancing selection efficiency 
on breeding. Additionally, this study demonstrated that trait screening on mutants was more efficient 
than using the highly uniform DH as donor plants for haploid mutagenesis.

Key words: Brassica oleracea var. botrytis L., Microspore culture, Doubled haploid, Haploid muta-
genesis.
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