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1、 過程

出國期間自2005年9月10日至2005年12月15日返國，並於9月12日至14日在旅加學者應成俊博士陪同下參訪加拿大BC省林木種子中心。由於我在林業試驗所主持「林業資源保育與利用」計畫，每年採集本土重要林木種子，儲藏在國家唯一的林木種子冷藏庫，並進行種子發芽、儲藏和休眠等研究，因此順道前往加拿大BC省林業部林木種子中心 (Tree Seed Centre, Ministry of Forests, British Columbia) 參訪。該中心除了出售來自種子園和天然林的雲杉、杉木、花旗松和其他松類等溫帶針葉樹種子外，並提供毬果和種子服務，收取費用，包括採收前的評估和採收後毬果的乾燥脫粒、去翅、淨度等處理，並檢測種子發芽活力、含水率、每克種子粒數和種子儲藏。種子的登錄、驗證和寄送服務，種子發芽前的層積處理服務亦包括在內。林木種子中心也將過去累積的成果出版一本種子處理指南(Seed Handling Guidebook)，提供參考。2005年9月15日從加拿大搭機到美國Kentucky州Lexington鎮肯德基大學(University of Kentucky)，與生物系二位教授Drs. Jerry M. Baskin和Carol C. Baskin(他們是夫妻)合作研究，直至12月15日返國。在美國期間，實驗室莢蒾種子發芽研究、野外植被調查和撰寫英文報告等三者並行，雖然忙碌但很充實。同時旁聽二門課，Dr. Jerry Baskin的“Ecology of the Flora and Vegetation of Kentucky”和Dr. Carol Baskin的“Plant Kingdom”，獲益良多。

二、研究目的

莢蒾屬(忍冬科)種子有休眠性，不容易發芽，包括形態的休眠、形態生理的休眠和上胚軸的休眠。最近研究顯示，形態的休眠和形態生理的休眠發生在地質年代第三季初期古新世(Paleocene)，即六千五百萬年前當恐龍消失地球後，可能就已存在，至今沒有改變，而生理的休眠或無休眠的種子則可能由此形態的休眠和形態生理的休眠衍生而來，距今有二千三百萬年，即中新世(Miocene)即已存在至今(正在整理發表)。因此，研究莢蒾屬不但可以解決種子休眠的問題，而且可以探討植物的演化。本土莢蒾屬 (Viburnum) 植物有16種 (臺灣維管束植物簡誌第四卷)，分布全島從低海拔至中、高海拔森林中。過去研究恆春半島珊瑚樹(莢蒾屬)報告顯示，種子具有休眠性，利用5℃低溫層積2~3個月，可解除種子的休眠，促進發芽 (陳舜英、簡慶德、陳昱成、張萬龍，1999，植物種苗1(2):101-110)。另外，為了探討呂宋莢蒾種子是否也具有休眠性，曾在屏東壽卡低海拔地區和南投霧社中海拔地區採到不少的種子，並利用5℃層積處理解除休眠，但結果並不理想，因5℃層積6個月後仍無法打破休眠。在失望之餘，繼續5℃層積至12個月，才發現壽卡低海拔的種子已在5℃溫度下發芽，但是霧社中海拔的種子仍然沒有發芽跡象，顯示呂宋莢蒾種子有較深的休眠性。至於同屬其他樹種種子發芽情形與休眠性，尤其是生長於本島中高海拔的植物，其休眠深淺及種子如何發芽，則完全不知道。國外報告莢蒾屬種子有未成熟胚的休眠[Underdeveloped dormancy，或稱「形態的休眠」(Morphological dormancy)]，胚必須在種子內完全生長後，胚根才會突破內果皮發芽；同時種子也有生理的休眠 (Physiological dormancy)，需要低溫5℃層積處理一段時間後種子才會發芽，即種子有形態生理的休眠(Morphophysiological dormancy)。此外，部分莢蒾屬種子被發現有上胚軸休眠 (Epicotyl dormancy)，種子胚根需要生長一段時間，莖部才開始伸出種皮向上生長。這次國外三個月研究，主要探討本土樺葉莢蒾(Viburnum betulifolium)、狹葉莢蒾(Viburnum foetidum)和呂宋莢蒾(Viburnum luzonicum)種子的休眠性，並利用move-along experiment方法 [Carol C. Baskin and Jerry M. Baskin. 2003. Native Plants Journal 4(1): 17-21.]，即根據季節的變化，經由種子發芽箱溫度控制，由暖溫到低溫，或由低溫到暖溫處理，檢測種子發芽的程度，包括胚根和上胚軸的生長。至於戶外監測研究種子發芽和上胚軸生長之物候調查，由於美國氣溫與本島相差很大，留待以後在台灣進行。

三、緒言

全世界莢蒾屬 (Viburnum) 約有150種，廣泛分部北半球，包括拉丁美洲和亞洲等地。其中北美地區約有25種，主要被當作綠美化植物。而台灣本島也有16種，從低海拔到中高海拔山區林緣或灌叢中皆有發現 (台灣維管束植物簡誌第四卷)。莢蒾屬各樹種之花和果實的形態變異不大，但內果皮形狀、果色、葉形、芽形態和花序排列等皆有明顯的變化。所有的莢蒾屬種子皆有未成熟胚的休眠，胚必須先在種子內生長，然後胚根才會突破內果皮生長出來。未成熟胚小，可分為球形狀、卵形狀、橢圓形狀或線形狀。如果胚在種子內生長和胚根突破內果皮的時間能在30天內完成，此種子有未成熟胚的休眠，或稱「形態的休眠」(Morphological dormancy)。然而，未成熟的胚在種子內生長後，種子還需要低溫5℃層積處理一段時間才會發芽，此種子則有形態和生理的休眠(Morphophysiological dormancy)。另外，北美洲莢蒾屬的種子有上胚軸休眠性(Epicotyl dormancy)，當胚根突破內果皮向下生長時，上胚軸仍處於休眠狀態，莖未能同時突出內果皮向上生長。台灣莢蒾屬種子很少有學者研究，可能是大部分樹種生長在中高海拔地區，且尚未凸顯它們的利用價值，目前只有珊瑚樹被園藝商用為觀賞樹種。我藉由此次出國機會，與世界一流的學者一起研究，探討台灣莢蒾屬種子的休眠性，交換意見和心得，確實得到相當大的收穫。

四、材料與方法

（一）研究材料：樺葉莢蒾(Viburnum betulifolium)、狹葉莢蒾(V. foetidum)和呂宋莢蒾(V. luzonicum)種子。樺葉莢蒾果實採自海拔3,000公尺合歡山，狹葉莢蒾果實採自海拔2,300公尺南投翠峰，呂宋莢蒾果實採自海拔300公尺屏東高士佛和海拔1,100公尺南投霧社等二處。果實成熟採收後先洗除果肉，優良種子陰乾後暫時儲藏5℃，然後經由航空郵寄至美國肯德基大學。

（二）種子浸潤試驗（Imbibition test）：取20粒種子，分別放在20個小的培養皿上，下面墊放Whatman no. 1濕濾紙一張。第一次新鮮種子放在濕濾紙上10-20秒，用kimwipe紙擦乾種子表面秤重，當作第0次紀錄；檢查時間如下：8 h-8 h-8 h-24 h-24 h-24 h-24 h-24 h-24 h，共計7天，每次秤重前皆與第0次一樣先擦乾種子表面。計算式如下：

%Ws = [(Wi – Wd)/Wd] x 100； Ws = increase in mass of seeds； Wi = mass of seeds after a given interval of imbibition； Wd = initial seeds mass.

如果重量增加 ≥20%，即有吸水；如果重量沒有增加 ≥20%，必須持續觀察一個月左右）。

（三）Move-along experiment：Move-along experiment是Carol C. Baskin and Jerry M. Baskin 於2003年發表 (Native Plants Journal 4(1): 17-21.)。這是一個依據種子發芽物候，加上雙向研究的方法，不需要大量的種子，容易使用。結果可以告訴：種子（非結構的休眠，水分可通過種皮）需要在單獨夏天、單獨冬天、或夏冬天依序之溫度打破休眠。二個溫度剖面圖 (從冬天到第二年冬天，或從夏天到第二年夏天) 和四個對照組（種子持續保持在一個溫度範圍），同時間進行發芽試驗。此方法對大部分有休眠種子而言，確定能在一年內使種子發芽。

當進行move-along experiment時，開始用5℃(有時候用5/1℃)視為冬天溫度，25/15℃(或30/15℃)視為夏天溫度，20/10℃視為早秋或晚春溫度，15/6℃視為晚秋或早春溫度，進行層積發芽試驗。變溫溫度設定12時白天和12時晚上，同時白天給予12時光線。如果種子數量和發芽箱不足夠時，15/6℃可以不考慮，但20/10℃必須從4週延長至8週，因為延長此晚春（或早秋）時間，可避免太早進入高溫的夏天（或低溫的冬天）。整個過程如下表所示。

	Weeks
	Move along
	Controls (對照組)

	12
	5℃ winter

↓
	25/15℃ summer

↓
	5℃

↓
	15/6℃

↓
	20/10℃

↓
	25/15℃

↓

	4
	15/6℃ early spring

↓
	20/10℃ early autumn

↓
	5℃

↓
	15/6℃

↓
	20/10℃

↓
	25/15℃

↓

	4
	20/10℃ late spring

↓
	15/6℃ late autumn

↓
	5℃

↓
	15/6℃

↓
	20/10℃

↓
	25/15℃

↓

	12
	25/15℃ summer

↓
	5℃ winter

↓
	5℃

↓
	15/6℃

↓
	20/10℃

↓
	25/15℃

↓

	4
	20/10℃ early autumn

↓
	15/6℃ early spring

↓
	5℃

↓
	15/6℃

↓
	20/10℃

↓
	25/15℃

↓

	4
	15/6℃ late autumn

↓
	20/10℃ late spring

↓
	5℃

↓
	15/6℃

↓
	20/10℃

↓
	25/15℃

↓

	12
	5℃ winter
	25/15℃ summer
	5℃
	15/6℃
	20/10℃
	25/15℃


利用move-along experiment技術時，我們需要準備18個培養皿（包含4個對照組溫度），種子放在濕水苔或濕砂上，每溫度組3重複（三個培養皿），每重複50粒種子（種子數量不夠時用25粒）。因此，我們有六個培養皿在5℃，六個培養皿在25/15℃，另外在20/10℃和15/6℃各有三個培養皿。基本上，我們只要種子1000粒左右，但需要檢查胚生長情形，每次用掉20粒，因此採集時考慮2000粒左右。

種子發芽試驗開始溫度5℃，依照上表時間持續移至早春(15/6℃)、晚春(20/10℃)、夏天(25/15℃)、早秋(20/10℃)、晚秋(15/6℃)等。同樣地，種子發芽試驗開始溫度25/15℃，依照上表時間持續移動。如果試驗種子利用上述方法仍未發芽，持續進行move-along experiment，例如25/15℃ → 20/10℃ → 15/6℃ → 5℃ → 15/6℃ → 20/10℃ → 25/15℃ → 20/10℃ → 15/6℃ → 5℃。如果種子未腐敗，持續進行，不要太早放棄試驗。

如果種子只需要夏天就能打破休眠，則在25/15℃階段發芽率很高，但對照組發芽率低或無；反之，種子只需要冬天給予打破休眠，則5℃溫度將能獲得很高的發芽率，對照組發芽率低或無。若種子需要夏天到冬天的連續溫度（暖低溫），開始溫度5℃，依序移至春夏天當然仍未發芽，但開始溫度25/15℃，依序移至冬天，則在春天開始發芽。有一些植物種子會在對照組發芽，例如5℃、15/6℃、20/10℃和30/15℃中，發芽率分別為0%、0%、1%和75%，顯示種子需要高溫打破休眠，反之，種子在5℃發芽率高者則需要一個低溫的發芽範圍。

五、結果與討論

（一）利用Move-along experiment方法測試樺葉莢蒾(V. betulifolium)和狹葉莢蒾(V. foetidum)種子發芽，結果如下表所示。

表一、樺葉莢蒾(V. betulifolium)，發芽率以%表示之。
	檢查週數
	5℃
	25/15℃
	5℃
	15/6℃
	20/10℃
	25/15℃

	1~12
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	15/6℃
	20/10℃
	5℃
	15/6℃
	20/10℃
	25/15℃

	18
	0
	0
	0
	0
	2%
	0

	26
	0
	52%
	0
	0
	30%
	0

	
	20/10℃
	15/6℃
	5℃
	15/6℃
	20/10℃
	25/15℃

	30
	0
	65%
	0
	0
	44%
	0

	36
	1.3%
	75%
	0
	0.6%
	57%
	0


表二、狹葉莢蒾(V. foetidum)，發芽率以%表示之。
	檢查週數
	5℃
	25/15℃
	5℃
	15/6℃
	20/10℃
	25/15℃

	1~12
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	15/6℃
	20/10℃
	5℃
	15/6℃
	20/10℃
	25/15℃

	24
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	20/10℃
	15/6℃
	5℃
	15/6℃
	20/10℃
	25/15℃

	32
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	36
	0
	23%
	0
	2%
	1.3%
	0

	38
	0
	36%
	0
	4%
	1.3%
	0


初步結果顯示，樺葉莢蒾和狹葉莢蒾種子皆有深度的休眠，當種子放在5℃, 15/6℃, 20/10℃和25/15℃等溫度下發芽, 12星期後皆未發現有發芽情形。持續觀察至18週，樺葉莢蒾種子在20/10℃變溫下開始發芽，至36週為止累積發芽率57%。樺葉莢蒾種子利用move-along experiment方法（表一第三欄），先在25/15℃變溫下12週不發芽，之後移到20/10℃變溫下才開始發芽；若樺葉莢蒾種子先給予低溫5℃12週，接著15/6℃14週皆不發芽，直到種子放在20/10℃變溫下才開始發芽。由這些溫度變化的觀察，我們可以瞭解樺葉莢蒾種子在11月果實成熟落果後，需要在林下經過一個冬天，直到春天來臨，溫度回升才有可能發芽，因此種子開始發芽時期可能在5或6月份。由於天然林下變化大，氣候太乾燥或氣溫太低，皆有可能延緩發芽。我們推測台灣雨量集中5~9月份，種子發芽有可能在第二年的秋季當氣溫下降之時。狹葉莢蒾種子發芽情形類似樺葉莢蒾種子，但根據表二，狹葉莢蒾種子需要更長的時間才會發芽，且發芽所需溫度稍低，推測在天然林下發芽有可能是在第二年的夏季時期。不過此實驗需持續進行到最後才可知曉。檢測種子發芽之同時，我們亦檢查胚在種子內生長情形。觀察發現，樺葉莢蒾和狹葉莢蒾種子在20/10℃下胚開始在種子內生長，生長至一個長度後胚根才突破種皮發芽，顯示種子具有形態與生理的雙重休眠性。另外，我們也觀察到當胚根持續往下生長超過一個月，上胚軸的莖尚未生長出來，顯示種子也有上胚軸的休眠性，可能要等到胚乳養分被用光，胚乳皺縮後才會長出莖來。

有關種子發芽生態之研究，我們可以將採收的果實，以剝除和不剝除果肉等方法（如果實不足夠，只用不剝除果肉的種子，以符合天然下種林下發芽試驗），將果實或種子置放於該樹種之原生育地土壤下面，長期觀察種子發芽情形，並與實驗室發芽箱內之種子相互比較，以暸解種子在土壤中留存和持續發芽時間。這些研究工作將會在不久的將來開始進行。

（二）利用Move-along experiment方法測試不同海拔之呂宋莢蒾種子發芽，結果如下表所示。

表三、呂宋莢蒾(V. luzonicum)，採自海拔300公尺山區。

	檢查週數
	5℃
	25/15℃
	5℃
	15/6℃
	20/10℃
	25/15℃

	2
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	4
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	6
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	8
	0
	0.7%
	0
	0
	6%
	0

	10
	0
	0.7%
	0
	7.3%
	26.7%
	0

	12
	0
	0.7%
	0
	16%
	40%
	0

	
	15/6℃
	20/10℃
	
	
	
	


表四、呂宋莢蒾(V. luzonicum)，採自海拔1,100公尺山區。

	檢查週數
	5℃
	25/15℃
	5℃
	15/6℃
	20/10℃
	25/15℃

	2
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	4
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	6
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	8
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	10
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	12
	0
	0
	0
	0
	0
	0

	
	15/6℃
	20/10℃
	
	
	
	


由表三和表四結果，採自海拔300公尺山區的呂宋莢蒾種子，在25/15, 20/10和15/6℃等變溫下第8週開始發芽，其中以20/10℃發芽率最高，在發芽箱12週後的發芽率40%。然而，採自海拔1,100公尺山區的呂宋莢蒾種子，種子在各種溫度下12週，仍無發芽跡象。初步研究顯示，不同海拔採收的呂宋莢蒾種子期休眠性確實有很大的差異。

六、心得與建議

在進行種子發芽生態研究時，由於方法上發生了一些錯誤，導致最後結論無法決定種子屬於那種休眠型態。這種重大的錯誤，使得報告需要大幅修正或被退件。下面幾個問題在此提出討論，並給予建議，避免再度發生。

（1） 在野外進行發芽試驗時，應該用什麼樣的果實或種子來發芽？我們應該使用「天然落下的果實為單位」來做試驗，因為果肉部分被剝除，將有可能增加或降低種子發芽率，因為果肉內可能含有抑制物質。總之，要保持果實或種子的完整性。

（2） 我應該使用怎樣的發芽條件？使用變溫並模擬採種現場之溫度條件（試驗附近若有氣象資料最佳），避免使用定溫或給予連續光線。

（3） 當種子有休眠時為什麼要採用新鮮種子？如果種子有生理休眠，後熟作用可能導致休眠解除，若研究有結構性休眠的種子時，乾燥後的種子可能導致水分容易進入種皮。果實或種子暫存於5℃或 -20℃皆有可能影響休眠性。

（4） 什麼時候終止種子發芽試驗？盡量檢查至全部發芽為止，依樹種不同，有可能需要檢查數年之久。

（5） 如何決定種子是否有休眠性？若種子在4星期內發芽，我們稱它無休眠性。若一些種子只能在某一個溫度範圍內獲得高發芽率，我們可不可以也稱它無休眠性。如果有此情形，應盡量測試各種溫度以打破休眠，若確實發現只在某一個溫度範圍內才能發芽，可稱此種子為有條件的休眠。例如種子在某個高溫才能發芽，若經低溫處理一段時間後，發芽所需溫度降低了，這個種子是有休眠的。

（6） 如何告訴種子有結構的休眠 (physical dormancy)？有結構休眠的種子是水分不通過種皮進入胚的。使用浸潤測試 (imbibition test)。目前已知結構休眠有下列幾科：Anacardiaceae(漆樹科), Bixaceae, Cannaceae, Cistaceae, Cochlospermaceae, Convolvulaceae(旋花科) (including Cuscutaceae), Curcurbitaceae, Dipterocarpaceae (subfamilies Monotoideae and Pakaraimoideae, but not Dipterocarpoideae), Fabaceae (all three subfamilies), Geraniaceae(牛兒苗科), Malvaceae(錦葵科) [including Bombacaceae(木棉科), Sterculiaceae(蘋婆) and Tiliaceae(田麻科)], Nelumbonaceae(蓮科), Rhamnaceae(鼠李科), Sarcolaenaceae and Sapindaceae(無患子科)。如果您的種子不屬於以上這些科之一，原則上水可以通過種皮。雖然利用酸或磨破處理可以促進種子發芽，但不見得就有結構的休眠，浸潤試驗是最好的方法來判定種子是否有結構的休眠。

（7） 如何告訴種子只有生理的休眠 (only physiological dormancy)？當測試種子發芽時，胚不在種子內生長且發芽超過4星期，這是因為胚沒有足夠的發芽潛力，來突破種皮發芽。種子需要適當的打破休眠處理，如低溫層積才能發芽。

（8） 如何告訴種子有形態的休眠 (morphological dormancy)？胚小且胚乳多，當胚根突破種皮之前，胚在種子內生長，且發芽時間超過4星期。種子發芽處理期間，量量胚之大小是最能確保種子是否有形態的休眠。

（9） 如何告訴種子有形態與生理的休眠 (morphophysiological dormancy)？即綜合上述第（七）和（八）項。低溫層積處理是需要濕介質且溫度在0~10℃間，並非在低溫下乾燥儲藏種子。

（10） 種子層積後之發芽率仍低，並非表示未發芽的種子已無活力，一定要切開檢查剩餘的種子，良好未敗壞和空粒等種子皆要記錄下來，而且報告上要敘述之。

（十一）採集種子時盡量採收成熟的種子，如非不得已，也要接近成熟時才採收。

（十二）很多休眠的種子乾燥後可以超過十年的儲藏，但在土壤種子庫下生命短暫，低於五年。換言之，濕儲型的種子更不可能在土壤裡長久活著。
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