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摘    要

本次組織培養研習共有我國、孟加拉、巴基斯坦、約旦、阿曼及埃及6國9名代表參加，研習活動由馬來西亞農業部安排，研習期間兩星期。研習活動包含組織培養基本概念、培殖體選擇、培養基配製、接種、繼代培養等基礎組織培養課程，主要以香蕉、蘭花與金線蓮為研習材料；此外並安排參訪馬國農業研究機構、大學研究所及種苗商業生產者之相關研究，包含種苗材料檢疫與病原篩檢、組織培養與基因轉殖、種原收集保存、組織培養研究發展與商業種苗生產等。

目前包括香蕉、蘭花、油棕、棗椰、馬鈴薯、番茄、甘蔗等作物均已應用組織培養於商業種苗大量生產與無菌種苗生產，生產技術已相當成熟，除此之外，利用組織培養技術為媒介進行植物分子生物研究、基因轉殖、植物特殊成份及二次代謝產物之萃取純化是現今研究趨勢，各國政府均投入相當之人力與資源於相關研究。我國農業現今面臨多項壓力，包括國際貿易自由化、農業人力老化、農地政策調整等，應更加強農業研究之研發創新與推廣應用能力，我國之組織培養技術發展甚早，亦有相當之研究成果，應可善用此一基礎繼續加強有用植物基因篩選研究、基因轉殖與分子育種、種源保存與種苗生產等之研究發展，以促進農業升級，提昇農業競爭力。
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AARDO(Afro-Asian Rural Development Organization)

組織培養研習報告

一、目的

非亞鄉村發展組織(Afro-Asian Rural Development Organization, AARDO)創立於1962年，為一由非洲及亞洲27個會員國組成之國際組織（我為會員國），主旨為促進會員國間之相互了解，並致力於促進農村福利，消滅飢荒、文盲、疾病與貧窮。本次組織培養研習活動為AARDO之例行訓練活動，主要目的為提高參與會員國之組織培養技術，以協助各國之農業與農村發展。本項研習由馬來西亞農業部作物生產中心主辦，參與人員包括我國、埃及、巴基斯坦、約旦、阿曼及孟加拉共9名，研習期間自2004年9月12日至9月25日共計二週。研習活動內容包含組織培養基本概念、培殖體選擇、培養基配製、接種、繼代培養等基礎組織培養課程，主要以香蕉、蘭花與金線蓮為研習材料；由於參與人員目前均為各國政府研究機構中負責組織培養或遺傳工程計畫之研究人員，對基本組織培養之操作程序均有基礎，因此馬來西亞主辦單位另外安排參訪馬國政府農業研究機構、農業研究所及商業種苗生產者等行程，提供馬來西亞目前與組織培養相關之發展經驗與研究現況予參與學員，俾達經驗交流與促進研究發展的目的。參訪內容包括種苗材料檢疫與病原篩檢、組織培養與基因轉殖、種原收集保存、組織培養研究發展與商業種苗生產等。

二、研習行程

	日期
	研習內容

	9/12
	各國代表抵逹馬國作物生產中心，Serdang, Malaysia

	9/13
	開幕

	
	參加學員自我介紹並簡介其參與之組織培養計畫

	
	馬來西亞農業現況介紹

	
	作物生產中心簡介及環境認識

	9/14
	參觀「世界食物節展覽」

	
	組織培養概論

	
	組織培養實驗室設備

	9/15
	培養基配製原則及實作

	
	培殖體母株選擇

	
	參訪馬來西亞輸入檢疫站

	9/16
	香蕉培殖體準備及滅菌

	
	訪問馬來西亞農業研究發展研究所

	
	組織培養與基因轉殖

	9/17
	香蕉及金線蓮繼代培養操作

	
	參觀馬國集中政府新市鎮 Putra Jaya

	9/18
	參觀蘭花種苗商業生產

	9/19
	吉隆坡市區觀光

	9/20
	赴United Plantation公司

	
	參觀油棕、椰子及香蕉商業種苗生產

	9/21
	檳城植物園參觀

	
	返回Serdang

	9/22
	組織培養實驗室管理

	
	組織培養種苗移植

	
	訪問馬來亞大學組織培養中心

	9/23
	接種及繼代培養結果檢查

	
	訪問UPM生物科學中心組織培養實驗室

	
	織組培養研究發展現況

	9/24
	綜合討論

	
	閉幕典禮

	9/25
	各國代表歸國


三、研習內容報告

（一）組織培養訓練

由於此次參與研習計畫之各國代表均有相當之組織培養相關背景，因此主辦單位縮短原先安排之多項實作訓練，改至各相關研究機構參訪討論。主要的組織培養研習課程採現場說明、討論及實際操作的方式進行。研習場所為馬來西亞作物生產中心之組織培養實驗室，由於此一實驗室即將搬遷更新，目前研習場所之設備與配置稍嫌老舊，然多數參訪機構之設備均相當先進。訓練內容依課程安排順序簡述如下：

1. 實驗室設置：組織培養實驗室之設置首重污染控制，若經費許可可以依組織培養操作流程，設置不同程度管制區域，隔離外圍與無菌操作區、培養區，可將操作及培養區域控制在幾近完全無塵無菌的狀況下；若資源有限亦可利用簡單的裝置進行污染控制，如將可能污染區與清潔區分開，清潔區設置在在較高的地平面上或設高門檻或門等，進出實驗室更衣換鞋，以及操作、培養區定期薰蒸消毒等。此外，操作流程的便利性也是實驗室配置時應該注意的部分。

2. 培養基配製：培養基是影響組織培養成果的重要關鍵，主要組成包含基本鹽類、糖、維生素、植物荷爾蒙或其他添加物等，不同培養材料及不同培養階段的營養需求不同，培養基應依培養對象及培養目的自行調整。配製時應依配方先配製原液（stock），一般以100倍或1000倍之原液較方便使用。再根據稀釋倍數將所有組成成分混合配製成培養基。原液可以各個藥品單獨配製也可多種相容成份一起配製，前者在培養基配製時步驟較多，但藥品污染時只須單項更新即可，後者之配製較方便，但一旦污染則須參與藥品全部更新。椰子汁是一有效且方便的培養添加物，香蕉及蘭花的培養可以不添加植物荷爾蒙只以20%椰子汁取代。取適當熟度之椰子，剖開倒出椰子汁，分裝適當體積後直接置於-20℃冰箱中冷凍保存，培養基配製前取出回溫即可直接利用。培養基配製時須將pH值調整至適當範圍，一般為5.5~5.8。配製完成後分裝至培養容器中，可採人工分裝或機械分裝均可，分裝後經高溫高壓滅菌後，最好放置一段時間確定沒有污染再使用。

3. 母株選擇、培殖體滅菌及接種練習：研習主要以香蕉為對象進行說明、示範及操作練習。首先選擇表現優良、健壯且無病蟲侵襲之香蕉母株，挖取吸莖（sucker），以刀削去吸莖外層與土壤接觸之根部及葉鞘並修整至適當大小（地下部約占1/3，地上部占2/3；全長5-7 cm或10-15 cm），修整後之香蕉吸莖先以自來水沖洗乾淨，再移入組織培養實驗室，較大之培殖體直接浸泡於含5%次氯酸鈉溶液之市售漂白水中，並於表面覆蓋棉花防止培殖體浮出，以免消毒不完全，消毒時間45分鐘。較小之培殖體則以稀釋一倍（2.5%次氯酸鈉溶液）之漂白水浸泡消毒，浸泡20分鐘後以滅菌蒸餾水沖洗二次。香蕉吸莖消毒後移入無菌操作台，以解剖刀逐層剝去外層包覆之葉鞘，將內層生長點由頂端十字狀分切為四份，分別接種於添加椰子汁之MS培養基中培養即可。蘭花母株選擇方式與香蕉相似，選擇後的母株先在表面噴上殺菌劑（fungicide），三日後除去外包葉片（此期間不可澆水），培殖體先以流水清洗20分鐘，再以肥皂、清水清洗，洗淨之培殖體移入無菌操作台以含0.5%次氯酸鈉之溶液消毒10分鐘，清洗後，以解剖刀剝取頂芽及側芽（0.5 cm），再以含0.05%次氯酸鈉之溶液消毒10分鐘，以無菌水清洗二次後，即可直接接種入液態培養基中培養，每瓶接種一培殖體。

4. 繼代培養練習：以香蕉及金線蓮為操作練習標的，將已培養3-4週之組織培養植株連瓶移入無菌操作台，瓶外先以酒精仔細擦拭滅菌，打開瓶蓋，將已增生分蘖的植株移至滅菌紙上，以解剖刀及攝子將植株各分蘖分開，分別移入新鮮培養基中即可。繼代培養的目的主要為更新培養基及增加繁殖倍率，可視培養狀況自行決定繼代頻度及繼代時間長短。

5. 組培幼苗移植：經組織培養誘導分化完全之幼苗通常不能直接移出培養室依一般植物幼苗生長方式培養。因組織培養的生長環境與自然生長環境相差甚大，主要是溼度及氣體組成與濃度的差異，組培苗在移出培養室前須先行馴化，移入盆缽後須以黑網遮蔭並定時噴灌維持溼度，以提高幼苗成活率。

（二）組織培養相關研究機構參訪

1. 輸入檢疫站（National Post Entry Quarantine Station, PEQ）：檢疫站隸屬於馬來西亞農業局，是依聯合國農糧組織（FAO）技術合作計畫的指導興建，於1994開始運作。主要目的是防止外來病、蟲經由輸入農產品或種苗等途徑進入馬國，危害其本土作物。嚴格控制橡膠疫病（south american leaf blight）、油棕萎凋病（Fusarium wilt）、Cocoa witches broom、Khapra beetle、Rottboellia cochinchinensis、Parthenium hysterophorus、Banana bunchy top virus、Papaya ring spot virus及寄生性線蟲之入侵。輸入之農產品、種子、種苗等必要時須經病、蟲篩檢或做必要之防疫處理。除隔離溫室觀察篩檢外，PEQ並以螢光免疫法（ELISA）及DNA片段擴增反應來進行大量、快速及準確的病原篩檢。

2. 馬來西亞農業研究發展所（Malaysian Agricultural Research and Development Institute，MARDI）：馬來西亞農業研究發展所成立於西元1969，主要著重於引導作物（橡膠及油棕以外）及畜產生產、利用及加工之科學、技術、經濟及社會等各類研究，以成為農企業相關專業資訊收集與傳播中心，並提供技術推廣訓練、研究補助。此外，維持與其他政府、私人、本國與外國組織之聯絡，以及引導商業研究並促使研究能有效利用也是該研究所的重要任務。本次僅參觀該所之生物技術研究實驗室，此實驗室進行大量且多樣之組織培養工作，材料包括蘭花、香蕉、鳳梨、木瓜、山竹、水稻、甘藷等，主要的研究工作為改善植物、動物與微生物之細胞培養、基因操作及種原保存技術；利用遺傳工程進行抗病、蟲新品系育種；利用微生物或酵素之生物程序進行原料加工以生產食品或非食用產品；發展生物檢測技術以維護食品及環境安全。

3. University Malaya, Plant Biotechnology Incubator Unit：為一近似我國育成中心之機構，設於Malaya大學理學院生物科學所之下，主要任務為轉介研究成果為實務應用，著重於具市場價值之研究發展以促使實驗室技術能成功移轉至企業應用。目前研究包括香蕉品種Musa acuminata cv. Mas (AA)之體胚懸浮培養系統改善、利用農桿菌系統之基因轉殖研究、薑屬植物之抗菌物質篩選與萃取及辣椒抗病毒研究等

4. University Putra Malaysia（UPM）生物科學中心組織培養實驗室：UPM生物科學所（Institute of Bioscience）下轄五個主要研究室，此次參訪者為其中自然產物研究室（laboratory of nature products）之部分。由於自然產物研究室的前身為草藥研究室，因此致力於了解與開發傳統草藥及其他可能具有醫療潛力之植物資源，此一組織培養實驗室收集了包含Orthosiphon staminae、Physalis minima、Gynura procumbens、Striga asiatica、Labisia pumila、Morinda citrifolia     等多種藥用植物、以及蘭科、薑科之植物種原，並進行利用生物反應器作為培養與生產二次代謝產物等相關研究。

（三）商業種苗生產

1. 謝華生蘭園：位於吉隆坡北方約二小時車程之小村，以生產商業蘭花種苗為主要業務。蘭花品種包括蝴蝶蘭、文心蘭、石斛蘭等。由雜交實生後代中選拔具商業潛力之植株，以組織培養方式進行大量繁殖，繁殖之瓶苗先置溫室中健化幼苗，由瓶中移出洗淨後排放於塑膠籃中直接置於遮蔭網下，定時灑水增加溼度，待植株新根生長後再移入盆缽中種植至可出售之大小。蘭花幼苗移出時不用介質，使蘭苗直接裸露，但須遮蔭及噴灌保持環境溼度，如此可提高組織培養幼苗之成活率。同時，移入塑膠盆缽之組培苗之生長與表現較移入瓦缽者佳，可能與塑膠盆缽之保水性較好有關。蘭花之種苗之商業生產由開始培養至大量繁殖完成約需3-4年時間，因此需投入相當的土地、設備及時間資本才能逐漸回收。

2. United Plantation Berhad（UPB）研究部門：UPB公司成立於1906年，為馬來西亞發展最早且極具規模的重要農企業集團之一，主要產品以油棕為主，包括育種、種苗生產、種植、採收及油品煉製等；此外亦有椰子、香蕉等種苗之生產。參觀之UPB研究部門位於Jendarata Estate，成立於1962年，負責全企業之研究發展，組織包括組織培養實驗室、植株及土壤分析室、苗圃及圖書室等。主要參訪為其組織培養實驗室部。UPB研究部組織培養室的主要任務為品種改良及組織培養商用種苗生產。由不同區域收集油棕及椰子種原，利用遠緣雜交後代選拔有用性狀進行品種改良，再將田間表現評估穩定良好之基因型以組織培養方式進行大量繁殖，培養成健壯種苗後推廣至下游農戶種植。油棕為多年生單子葉植物，只有一個頂端生長點，因此培養時不能採頂端生長點進行培養，只能採取三年以上田間表現良好植株之幼葉作為培殖體，經癒合組織及體胚繼代增殖後，誘導發根形成完整幼苗，組培苗同樣須經溫室及蔭棚遮蔭逐步馴化後才能移出室外種植。

（四）馬來西亞農業現況

馬來西亞農業部門主管機關為農業與農企業部（Ministry of agriculture and agro-base industry），下轄農業、獸醫、漁業、灌溉排水各局、馬來農業研究發展研究所、聯邦農業市場、農業銀行等單位，農業用地目前仍占馬國國土面積近1/2，主要作物以油棕為最大宗，占所有農業用地1/2以上，次為橡膠、水稻、果樹、椰子等，目前農業仍為馬國重要經濟發展支柱。其主要發展策略包括：著重食物供應之充足、安全及品質；應用現代科技於農業生產；機械化生產；鼓勵私人投資農業；提昇農業人力素質；增加農業出口及進口替代。

四、研習心得與建議

（一）組織培養技術由開始發展至今已有相當長的發展歷程，相關的研究很多，在技術發展上如應用於蘭花、果樹及油棕等經濟作物之商業種苗生產都相當成熟，除此之外，其他如無病毒種苗生產、單倍體育種、未成熟胚培養、種間雜交、體細胞變異選拔利用、種原保存、植物成份或二次代謝產物之生產與萃取以及植物分子生物、遺傳工程之研究應用等，都需要依賴組織培養技術。由於植物組織培養的應用廣泛，極具發展潛力，是提升現代農業競爭力的重要助力。

（二）組織培養基本上是利用植物組織之分化全能性，將部分器官或組織在無菌環境下接種於人工培養基，經增生並分化後形成多個複製完整植株的人工培養技術。由1922年至今組織培養技術已成功地應用於多種植物，但是培養的原則雖然相同，不同的植物種類或品系其培養條件不一，不同的實驗室與研究人員採用的系統亦不同，而這些差異常是造成系統成功與否的關鍵。我國過去在植物組織培養的研究與商業利用上已有基礎，應持續加強相關的基礎與應用研究，以維持農業技術領先。

（三）在商業生產上，由於組織培養需要一定的設備、場房、人力及資金，同時每一循環的生產時間很長，因此其中任一環節均須注意，稍有失誤即不容易獲得利潤。組織培養試驗的基本設備在各個實驗室都是大同小異，但是實驗室的配置方式，器材的選擇，技術、流程、人員訓練及環境控制等之改善，都可能提高組織培養苗生產效率。因此，雖然組織培養技術已是相當成熟的技術，仍有許多改進的空間。

（四）組織培養的應用性隨基礎研究與科學進步可能產生重大的突破。過去可以培養的物種有限、基因轉殖技術亦多有限制，許多想法難以完成，但是現在多數重要作物均可培養成功，加上對植物生理、遺傳、抗病蟲機制之了解、分子與細胞操作工具與技術之進步，將使組織培養更具應用性。馬來西亞政府目前非常重視農業生物科技的發展，將組織培養、生物資源、生物技術等定為農業重點發展計畫，並極力促使業界與政府或學術研究機構合作，一方面利用研究機構的研究成果提升業界之技術，另一方面經由農企業參與研究計畫，使學界可以直接解決業界的問題，並且提供實際試種或試作之評估，可以促使農業研究資源更有效運用。

（五）近年來遺傳工程與生物技術之相關研究進展快速，備受矚目，許多政府也都投入大量人力及資源於相關領域，如此次參與之學員中有一半以上曾參與或正進行基因轉殖等研究計畫，但除了提高農業競爭力的考慮之外，在發展基因轉殖與遺傳工程之相關研究亦應注意實驗管制、環境危險與食品安全性等問題。
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	世界食物節中展示之棗椰組織培養各階段。由上左、上右、中左、中右、下依序為葉基培殖體、癒合組織誘導、多體胚形成、莖之分化及根之分化。
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	商業蘭園之蔭棚及噴灌設備
	蘭花組織培養瓶苗
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	由瓶苗移出之幼苗直接置於塑膠藍或遮蔭網上馴化，初期不需介質，只須間斷噴水保持溼度，待根系健全後再移入盆缽種植。
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	瓶苗移入塑膠盆(左圖)之植株生長狀況較一致，移入瓦盆(右圖)之生長狀況較分岐。
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	UP公司油棕生產操作概要流程
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	油棕組織培養室培養基配製
	油棕培養室
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	商用油棕組織培養幼苗
	油棕組織培養苗蔭棚馴化情形
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