課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/02/19
週次節次：第一週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1. 課程進度：
˙公佈課程成績百分比與應用原則
˙植物方面的應用
2. 課程內容重點：
˙介紹植物疫苗的原理與效果
˙方法、技術 → 解決問題 (簡單、快速、便宜)
3. 評量：無

4. 作業：無 

5. 回應：
˙隨時注意新聞key word與中譯文章的來源，充實自己的知識。
˙訓練自身的用功度、認真度與積極度。

記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/02/26
週次節次：第二週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
˙緒論

2課程內容重點：
˙Biotechnobogy(生物技術)，利用生物學過程解決人類生存和發展所面臨的問題
˙現代生物技術特徵 : 多學科性&商業性
˙實踐意義 : (1)改善農業生產:全球的耕地面積逐年減少，農業生態環境也不斷惡化，培育優良的農作物新品種，提高單位面積的糧食產量。(2)保護自然資源:傳統的化學工業往往帶來環境污染，同時消耗大量的資源與能源。利用細胞工程生產天然產物，不僅避免了工業污染，同時減少了為粹取天然產物帶來的自然資源破壞。(3)生物醫藥:利用動物細胞生產人類必需的各種生物活性物質，可以滿足某些有相應缺乏病人的需要。
˙應用 : <1>育種:特殊倍性材料、原生質體融合、導入外源基因、突變體篩選、種質資源保存。<2>種苗脫病毒:病毒在植物體內具有分布不均的特點，越接近生長點病毒含量越低，而發展了莖尖分生組織培養的脫毒技術。<3>生產有用的次級產物:主要集中在一些價格高、栽培困難、產量低、需求量大的藥品上。<4>利用人工細胞突變體，可以定向觀察某一發育負方向所生產的生物學效應。<5>花藥和花粉培養獲得的單倍體和純合二倍體植株，是研究細胞遺傳學極好的材料。

3評量：無

4作業：有。Moodle上傳上課心得。
5回應：
˙台灣生物技術的發展，受到政府政策的限制而無法有效的利用。
˙台灣、日本生技產品趨勢:高品質、高營養、低成本。
˙大量生產時，以世代短生物較佳:E.coli→yeast→植物、動物。

記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/03/04
週次節次：第三週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
<第一章>第一節 細胞全能性及其表達

2課程內容重點：
˙一個生命細胞具有產生完整生物個體的潛在能力稱為細胞的全能性。
˙植物的發育模式是一個無限過程。(Ex:生長點。動物是有限的。)
˙植物胚胎幹細胞:具有較強表達全能性能力的細胞。(Ex:分生組織)
˙完全失去分裂能力的細胞不能回復其全能性，如細胞核以開始解體的篩管和木質部成分、纖維細胞、管胞細胞。
˙植物細胞可分為三類:<1>胚胎幹細胞ex:根尖、莖頂、形成層細胞。<2>終端分化細胞，永久失去分裂能力 ex:篩管、導管、氣孔、保衛細胞等特化細胞。<3>G細胞，一般情況下不分裂，但在受到外界刺激後可重新啟動分裂 ex:表皮細胞及各種薄壁細胞。
˙離生長中心越遠及分化程度越高，其回復分生狀態的可能性就越小。
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˙細胞全能性的表達是透過細胞脫分化和再分化實現的。脫分化是表達的前提，再分化為最終體現。
˙細胞脫分化:脫分化過程發生在第一次有絲分裂之前，Go期細胞接受外界訊號後，由於基因的選擇性表達，使細胞發生了一系列生理和生化變化，重新進入細胞分裂週期。
˙細胞脫分化的重要特徵:細胞質變濃、大液泡消失、細胞核體積增加並網細胞中央移動、包器增加。※protein body出現&質體轉變為proplastid
˙細胞脫分化過程可分為3個階段:<1>啟動階段，細胞質增生並向細胞中央伸出細胞質絲，protein body出現。<2>演變階段，細胞核開始向中央移動，質體變成proplastid。<3>脫分化終結期，回復到分生細胞狀態，細胞分裂開始。
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˙調控機制:p.22 圖1.2
˙癒傷組織:細胞分裂往往首先發聲在組織分離時的傷口部位，傷口處形成小的新生細胞團，之後細胞分裂逐漸延伸到整個外植體而形成。
˙並不是每個細胞脫分化後皆會形成癒傷組織，有些外植體細胞脫分化後會形成embryogenic cell進成形成體胚。
˙細胞分化(differentiation)，細胞形成不同結構，引起功能改變或潛在發育方式改變的過程。Ex:基因組變化、極性、TE細胞、hormone。

3評量：無

4作業：有。Moodle上傳上課心得。
5回應：
其實植物和動物都是差不多的細胞生長週期，但植物細胞具有全能性而動物細胞多能性，在科技的應用上來說，植物的細胞發展潛力較高。
記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/03/11
週次節次：第四週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
<第一章>第二節 器官發生 & 第三節 體胚發生

2課程內容重點：
<第二節>
˙器官發生:離體培養下的組織或細胞團分化成不定根、不定芽等器官的過程
˙自然條件下的器官分化過程受植物蠻植體本身的自主調節控制，而在離體培養條件下，植物細胞的各種生命活均是在人工調節下完成，取決於培養技術成熟度及調控機制基礎研究的深度。
˙癒傷組織再分化，三個階段:<1>外植體經過誘導形成癒傷組織。<2>”生長中心”形成，由competent cell(具有極性)從無序生長→有序生長，定向分裂後進入快速分裂期，出現成束的緻密細胞團。<3>器官原基及器官形成，細胞開始分化形成管狀細胞→維管組織。
˙器官發生→再生植株，有三種方式:<1>先芽後根，在離體培養中較普遍。<2>先根後芽:先形成根往往抑制芽的形成，但也有例外。<3>在癒傷組織的不同部位形成根和芽，再透過維管組織的聯繫形成完整植株。
˙不同種屬的植物，甚至同種植物不同品種間的培養效果均有很大的差異。(被子植物比裸子植物容易培養)同種植物不同基因型的培養效果差異具有很大差異，如器官分化能力的差異大於癒傷組織誘導的差異，因為不同基因型對調控機制的敏感性不同。
˙外植體生理狀態年輕，來源於生長活躍或生長潛力大的組織和器官的細胞更利於培養，選取的部位有時會影響分化程度和器官類型，同一器官不同部位的組織，其再生器官的能力也不同。
˙誘導培養中通常不給光照或只提供弱的散射光，有利於癒傷組織形成。分化階段給予14~16h/day較強的光照。連續光照有利於細胞維管組織的形成，而一定的晝夜光照週期有利於極性建立和形態發生。
<第三節>
˙透過體胚形成的再生殖株，其遺傳特性相對穩定。
˙體胚或胚狀體:離體培養下的細胞，沒有經過受精過程而形成的胚類似物。定義: (1)離體培養的產物 (2)起源於非合子細胞 (3)體細胞經過胚胎發育過程
˙途徑: <1>直接途徑:從外植體某些部位直接誘導分化出體胚 ex:誘導葉片表皮或亞表皮細胞分裂形成小的瘤狀突起→瘤狀物胚性化、球形胚、心形胚…→體胚。<2>間接途徑:固體培養or懸浮培養(細胞成簇成團才具有成胚能力) ex:誘導外植體形成癒傷組織(幼胚、胚、子葉較好)→誘導胚性化→體胚形成。
˙合子胚vs體胚

˙胚性細胞團的周圍細胞是非常活躍、不斷分裂的分生細胞，而中央細胞體積逐漸增大，彼此分離，從而引起胚性細胞團解體，這時周邊分生細胞離散成新的小細胞團，每個小細胞團又發育成一個新的胚性細胞團。因此，胚性細胞團可連續繼代增殖，提高胚胎的生產效率。
˙體胚具有雙極性，形成後與母體的維管束系統聯繫較少，出現生理隔離現象(細胞壁加厚，plasmadesmata消失…)。體胚會脫離或漂浮於液體培養基。
˙外源生長素是透過調節內源激素的合成、代謝、極性運輸和平衡的作用。
(2,4-D是應用最廣的生長素，IAA進入細胞後容易被鈍化失去活性)
˙即使是同類植物的不同基因型，在體胚誘導的難易、形成時間以及單個外植體產生體胚的數量上也存在明顯差異。

	　
	胚柄
	子葉
	體積
	含水量
	乾重物質
	休眠

	合子胚
	有，且明顯
	單子葉植物:一片子葉；雙子葉植物:兩片子葉
	較大
	低
	多
	有

	體胚
	無，只有類似的構造
	不固定，有時具有兩片以上的子葉
	明顯的小
	高
	少
	無


3評量：無

4作業：有
5回應：
˙原來植物培養沒有想像中的容易，植物本身的基因型、選取的部位或器官、內外源激素、光照…都是培養時必須考慮進去的因素。
˙體胚可用於長途運送植株。
˙體胚發育所涉及到的基因調控，目前對於這方面的研究有限，努力的尋找直接實驗的證據吧!

記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/03/18
週次節次：第五週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
<第一章>結束
2課程內容重點：
一、器官分化過程
•外植體再生個體可直接由外植體某些細胞轉分化(transdifferentiation)形成，也可先誘導形成癒傷組織，再分化形成。在花藥、花粉、單細胞以及原生質體培養體系中，癒傷組織形成是必經的過程。

•癒傷組織再分化一般需經三個階段: 
1. 外植體經誘導形成癒傷組織：處於非分化狀態之癒傷組細胞

近圓形的液胞化薄壁細胞，蛋白質含量少，胞器不發達。同一癒傷

組織近中心細胞大，近周邊細胞小。是一團無序生長的細胞團，細

胞大多處於隨機分裂。

2. 生長中心形成：當癒傷組織轉移到有利生長次序之生長條件下後，若干部位成叢出現類似形成層之細胞群，稱為生長中心，也稱為擬分生組織，此為形成器官之部位。處於生長中心的細胞，體積變小，細胞質稠密，蛋白質合成豐富，液胞逐漸消失，細胞從無序生長轉為有序生長，這種轉變首先發生在那些感受態細胞(competent cell) 。感受態細胞進行一次定向分裂，隨即進入快速分裂期，進而在癒傷組織中出現排列有序的成束之緻密細胞團。

3. 器官原基及器官形成：生長中心形成後，某些細胞分化成管狀細胞，進而形成維管束組織。生長中心部位開始形成不同的組織和器官。
二、外植體之取材是否得當將影響前期誘導是否能夠成功，且影響器官分化之難易。外植體的影響包括母體植株之遺傳基礎及其生理狀態。

1.母體植株的遺傳基礎：不同種數的植物，甚至於不同品系的植物培養效果差異很大。整體來說，被子植物比裸子植物易培養，被子植物又以茄科、秋海棠科、景天科、苦苣苔科及十字花科培養成功的報導最多。通常在自然狀態下以無性繁殖之植物有較強器官分化的能力。

2.外植體的類型：外植體對誘導反應及其再生能力，在於外植體之生理狀態上。整體來說，生理狀態越年輕，來源於生長活躍或生長潛力大的組織和器官，有利 於培養；但不同植物類型具有較大的差異。多年生植物以誘嫩組織為外植體，較易誘導分化；有性繁殖植物通常以胚或幼嫩果實為最佳外植體；一二年生之無性繁殖植物取材可塑性較大，但仍以自然繁殖之器官為最佳外植體。
三、光照對器官分化的影響

• 光照是離體培養中比較複雜之調節因子。

• 光照時間、強度及光質對器官分化均有影響。

• 誘導培養中通常不提供光或提供弱之散射光，有利於癒傷組織形成。

• 進入分化階段則給予較強之光照，光照時間每天14~16小時。連續光照有利於培養細胞維管束之形成。一定的晝夜有利於極性建立和形態發生。在培養狀況下光合作用的能力較低，光照對調節器官的分化有更大的作用。如馬鈴薯的離體培養，每天16小時光照有利於苗生長，每天光照8小時有利於塊莖的形成。

• 光照對於器官發生的調節可能培養物自身之內源荷爾蒙平衡的調節有關。有報導指出當培養物從黑暗移到光照下培養，其內源之玉米素的濃度增加，隨之器官的分化也發生。

• 光照可能影響生長素的訊號傳遞系統，調整生長素的極性運輸，進而引起器官的分化。

• Morini等人(2000)認為光質對器官分化的影響可能與光受體(photoreceptor)的調節系統有關。
四、體胚發生

•離體培養，細胞未經由受精，卻發育形成胚之類似物，稱之為體胚或胚狀體。體胚的形成的過程是有別於器官發育的過程。首先在胡蘿蔔培養中發現，之後在柑橘屬、咖啡屬等植物中相繼發現。

•體胚的形成：在離體培養下體胚的發生可分為直接和間接兩種途徑。直接途徑是指外植體某些部位直接誘導分化出體胚，如山茶、槐樹的葉子培養中，直接由子葉基部之表皮細胞或切口處產生體胚。間接途徑又分兩種：一種固體培養中，外植體先形成癒傷組織再分化發育成體胚。另一種是在懸浮培養中先產生胚性細胞團，再行成體胚。
1.   體胚從外植體上直接發生：此類報導大多以葉片為外植體的實驗；但也有以莖段和胚為外植體形成體胚之報導。以葉片當外植體之培養中，體胚的形成可分為兩階段，第一階段是誘導期，葉片表皮細胞或亞表皮細胞感受培養刺激，進入分裂狀態。第二階段是胚胎發育期，此階段是指形成之瘤狀物繼續發育，經過球形胚( globular-stage embryo) 、心形胚( heart-stage embryo)等發育過程。
2.   經過癒傷組織的體胚發生：有三個階段，第一階段是誘導外植體形成癒傷組織。第二階段是誘導癒傷組織胚性化。第三階段是體胚的形成。以幼胚、胚及子葉當外植體時，通常可誘導形成胚性之癒傷組織，進而發育成為體胚。
3.   細胞懸浮培養的體胚發生：首度由胡蘿蔔細胞之懸浮培養中建立，其培養物中有兩種細胞，一是自由分散在培養基中之大而高液泡化之細胞，此類細胞一般不具有胚胎發生之潛力。另一類是成簇成團又稱為胚性細胞團。胚性細胞團在增殖培養基上可以連續增殖，其增殖方式通過細胞增殖和細胞團離散進行。在一個胚性細胞團中包括兩種細胞，位在中央之細胞具有大液泡，小而緻密的核，核仁染色較淺，核糖體數目不多，內質網和粒腺體少，無泡囊，脫氫酶活性低，澱粉粒少。位在周邊是成群分裂旺盛之細胞。
3評量：無

4作業：有
5回應：
影響體胚發生的因素
1.外源激素對體胚發生的調控 ：生長素對胚的發生具有重要的調控作用，一般單子葉植物使用的濃度高於雙子葉。目前以2,4-D應用最廣。細胞分裂素對體胚發育的報導較少，但幾乎所有體胚發生之培養基都添加細胞分裂素，細胞分裂素在促進細胞分裂、維持細胞活躍生長中具有重要的生理功能。要完成體胚發育，細胞分裂是基本前提。當胚胎結構建立後，細胞分裂素對維持根和莖分生組織的正常發育具有重要的作用。體胚誘導發生最常用之細胞分裂素為BA。

2.培養基及培養條件對體胚形成的影響：氮會影響體胚的形成。降低鹽的濃度可以提高體胚之產量。加入一定濃度之水解酪蛋白、活性碳等成份，或改善氣體的交換狀況，亦有利於體胚的形成。

3.不同基型間體胚形成能力的差異

記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/03/25
週次節次：第六週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
˙生物技術方法 第一章 第一節

2課程內容重點：
˙植物組織培養基本技術

1.1 設備與器材

˙實驗室空間安排，各空間適當隔離避免互相干擾又能合理聯繫，以便各項儀器與設備有效的使用與管理。可分為:準備室、接種室、培養室、觀察室。

1.2 培養基配置

在組培實驗中，我們先配置好六個不同的無機鹽儲存液，在依序加入配置，能避免無機鹽水溶液相互反應產生沉澱。

1.3 滅菌方法

原則上幼嫩而含水量多的組織宜使用低濃度、短時間；成熟、含水量少的組織，如種子，可忍受較高濃度及較長時間。

1.4 基本操作要領

注意事項:不同季節生長狀態的差異性，盡量減少重複試驗間的變異性，切取材料時宜迅速、輕柔、準確，經常觀察其生長情形，做適當調整。

1.5 植物細胞及組培的攝影技巧
3評量：無

4作業：有
5回應：

(1)植物培養室需經常整理以保持乾淨，因為植物細胞的生長較細菌慢，一但細胞被污染後，植物細胞就會死亡，所以保持乾淨是必要的。

(2)許多儀器都有使用的注意事項，在使用前都必須牢記。

(3)實驗室的空氣濾網價值頗高，如果實驗室不整潔，易引老鼠、蟑螂、螞蟻進入，破壞實驗器材。

記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/04/01
週次節次：第七週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
˙生物科技 第一章第二節至第六章結束

2課程內容重點：
《第一章》基本技術
<1-2>培養基配製
˙組培在台灣常用MS培養基
˙配製時，有六個儲藏液濃度與倍數做參考，再照順序與濃度製成培養基，照順序即可避免藥品間互相作用產生沉澱。
˙多餘的儲藏液必需標明藥品名稱/濃度、配製日期、配製人，標籤貼於瓶蓋與瓶身。
˙範例：由冰箱內取出儲藏液，待溫度回復至室溫→配製濃度→調pH値→加入agar，蓋上鋁箔並註明培養基種類及配製日期→autoclave滅菌處理→置於水浴槽回溫至50~60℃ ※不可使膠凝固→分裝，靜置1~2hr冷卻成型→標記後，收至室溫下陰涼處儲放，使用期限約一個月。
<1-3>滅菌方法
˙接種材料：原則上又嫩而含水量多的組織宜使用低濃度、短時間；成熟、含水量少的組織，Ex:種子，可耐受較高濃度及較長時間。
(1)70% ethanol 作用時間小於一分鐘，不能殺菌，能幫助之後的殺菌液易滲透。
(2)HgCl、NaOCl、Clorox(漂白水)：配合超音波震盪，較好的滅菌效果。
˙medium & reagents：
(1)耐熱用autoclave: 
水量需蓋過加熱管→物品放入不銹鋼網籃再放入autoclave→關閉旋緊釜蓋與排氣鈕→設定121℃、15min　※體積大時需延長時間→start滅菌開始→待壓力降為0，溫度至100℃以下後才可打開釜蓋，取出物品→關閉釜蓋與電源。
(2)不耐熱用millipore: amino acid/enzyme/抗生素
孔徑0.22-0.45m，以注射筒吸取代滅菌之溶液並吸入部分空氣→插入millipore上端插孔→以滴狀排入無菌的容器。
˙培養容器、操作工具
(1)塑膠製品:-ray滅菌處理後密封，未使用完畢時，註明開封日期與使用人。
(2)培養容器、操作工具:autoclave滅菌或用oven以250℃ 加溫2hr滅菌。
(3)金屬製品的工具:在laminar flow裡，沾取70% ethanol至火上直接燃燒。
<1-4>基本操作要領
˙不同季節生長型態的差異性、盡量減少重複實驗間的變異性、切取材料時宜迅速、輕柔、準確，經常觀察生長情形並做適當的調整。
《第二章》無菌苗培養
  植物組織培養偏好種子無菌播種，好處:有種皮保護、耐滅菌處理、儲藏性組織可提供萌芽初期所需的養分。
  某些種類植物的種子再脫離母體時，胚胎的發育並未達到成熟的階段，必需經歷後熟的發育階段才能萌芽生長，如銀杏、蘭科。(目前以Kundson之含榶無機鹽類培養基培養蘭科種子，銀杏以WPM培養基。)
<2-1>菸草種子
菸草的種子細小且輕，滅菌前先以酒精完全浸濕種皮表面，再加滅菌液，搖動消除小氣泡，使種子表面與滅菌液充分接觸。
<2-2>蘭花種子
兩種發育途徑: (1)種子→芽球體(protocorm)→蘭苗；(2)種子萌芽較慢→地下莖→地上部和根部。
《第三章》癒合組織誘導

3評量：有，培養基的配置。

4作業：有
5回應：

(1)組培培養基的配製與濃度計算

(2)植物材料的表面滅菌處理各不相同，使用方法與時間限制都要抓好，組織是很脆弱的。

(3)台灣組培大部分使用的是MS培養基，而在裸子植物培養時是使用B5培養基。

(4)培養的環境因素:光照、溫度、溼度、pH値、無機鹽含量、生長素濃度…
(5)植物組織培養遺傳變異性大，因為遺傳因子不穩定。

(6)由於木生植物生長時間長，欲取得大量的二級產物成本高，目前以生物反應器大量生產。

(7)液態培養時，植物組織與培養基接觸較均勻，有助於養分的吸收。

(8)將組培的體胚製成人工種子，外層包埋在藻膠酸鈉裡，當它碰到水溶液中的Ca離子時，離子交換而產生硬度。

記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/04/08
週次節次：第八週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
˙生物科技 第七章~第九章:無菌繁殖、花藥單倍體、根培養

˙細胞工程 第四章:植物組織和器官培養

2課程內容重點：
一、無菌培養

植物組織培養技術能夠提供植物生長所需要的溫度、光照、空氣和養份，使細胞、組織、器官甚至整個植物體在無菌的環境下快速地生長。理論上，生長於任何環境下之植物個體的任何部位，只要經過適當而完全的滅菌手續，都可以被用做培植體而建立良好的培養系統。不同部位組織之無菌化的難度有相當程度的差別，不同器官或組織的培養效果有極大的差異;甚至同種植物之同種器官，也因株齡不同或生理狀態的差異，也會表現出不同的培養效果。一般而言，幼嫩組織之培養效果較佳，因此，許多植物組織培養工作者都偏好採用種子無菌播種所產生的實主幼苗，做為建立培養系統的起始材料。
  一般而言，種子取材方便，也因有種皮的保護，比其他器官更耐滅菌處理，操作上有許多便利之處;而且種子本身具有貯藏性組織可以提供萌芽初期所需要的養分，因此所要求的培養基成分極為簡單，培養的成功率很高;萌芽後幼苗生長快速，很快長成可供實驗的無菌苗，做為其他試驗的啟始培殖體。此外，在基因轉殖實驗，於獲得轉殖株的後代種子之後，常亦需要以無菌苗進行各項分析檢測。因此，無菌播種是練習組織培養技術的最佳入門操作。
另一方面，某些種類植物的種子在脫離母體時，胚體的發育並未達到成熟的階段，種子必須經歷過後熟的發育階段，才能萌芽生長，如銀杏、蘭科之類者。蘭科植物的果夾在成熟開裂，將種子釋放到外界環境之時，種子內的胚體仍處在只有百來個細胞的原胚體階段，且不具有任何儲藏營養的子葉或胚乳組織可以提供後續發育所需要的養分，故只有得到蘭科菌根菌之共生機會的極少數種子，才有發育成蘭株的機會。自從Knudson以含糖之無機鹽類培養基培養蘭科種子，成功地使離體後的種子幾乎個個都能夠繼續發育而長成幼苗之後，無菌播種技術即被廣泛地應用在蘭花產業上，讓業者能夠在短時間內生產大量的蘭花苗，而達到蘭花大量繁殖和育種的目的。
二、花藥及單倍體培養

優點:

1.易觀察基因的表現性狀,尤其是隱性基因
2.育種,或基因性狀的研究
3.可獲得同基因型的子代(homozygous)
注意事項

•植物種類
•植物品種

•植株生長狀態
•適當的花粉發育時期

•培養基成份，其中荷爾蒙的種類與濃度，及是否添加活性碳等

•取材料前先進行數天至一週的低溫處理
•小心接種
•由花粉粒直接發育為胚，形成植株
•由花粉粒先形成癒合組織，再由癒合組織再生植株
•不論經由上述那一個途徑發育，形成的植株有單倍體，同型結合二倍體，甚至三倍體以上的多倍體必須進行染色體的檢定以確認之。
三、根培養

•植物組織培養在發展的最初期，就是以根為培養材料，探討根生長所需的各種營養條件，除了各種無機體的作用以外，更發現了根需要依賴外加的碳水化合物作為能量來源，以及外加維他命B等。
•此外，在數年間不斷地將根尖剪下置於新鮮培養基，證明了植物細胞可以繼代培養，維持其生命力。不過隨著組織培養在其他方面的發展，根培養的研究卻反而逐漸減少。直到最近，基因轉殖技術興起，可以利用農根菌(Agrobacterium rhizogenes)轉殖誘導毛狀根(hairy root)形成，再造一步以生物反應器大量培養，用以生產根特有的成分，因此根培養技術又再度受到重視。
例如: 水稻根培養

•稻根具有通氣組織，可以生長於湛水狀態。利用液態培養基進行稻根培養時，不需通氣設備，也不需震盪，最好置於黑暗中培養，照光會抑制根伸長。

•水稻品種間的根培養反應有很大差異，一般秈型稻較容易培養，梗型稻則需要在培養基中添加還原性氮源，例如乳酪蛋白水解物casamino acid等，這是因為二種類型水稻根對氮代謝能力不同，是用來探討根器官生理代謝的理想材料。
•此外，為了在培養過程中能夠調查根生長的情形，設計了一種棉線追蹤法，需要小心地將瓶子搖晃，讓根黏貼在瓶壁上，再利用棉線測量，要注意不可污染，這是很有趣的方法，也考驗同學的耐心與細心。
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3評量：無

4作業：有
5回應：
1.無菌培養我們可以利用在木瓜或草莓的繁殖上，木瓜種子在發育成苗時易受到病毒的侵害，使木瓜生產果實小甚至不結果。有了無菌苗的繁殖技術，大大增加了農產產量。
2.單倍體繁殖技術也可以用在無性繁殖上，可以藉此技術大量生產優良品種。3.根培養是目前常被使用在基因轉殖技術上:農桿菌法、基因槍法、電穿孔法、浸潤法。
記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/05/06
週次節次：第十二週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
˙生物技術 第四章:植物細胞培養

˙細胞工程 第五章:植物細胞培養及次級代謝產物生產
2課程內容重點：
˙將植物組織或癒傷組織，置於液態培養基中，給以適當的通氣和攪拌，使細胞增生型承擔細胞或細小的細胞團，並定時換至於新鮮培養基，進行繼代培養，細胞與培養基的接觸面比較均勻，細胞大小及生理狀況比較一致。適用於:生產二級代謝物、人工種子、基因轉植、體細胞雜交…。
˙生物反應器的設計原理:氧氣的傳遞速率、機械攪拌動力和生物持留量，有分攪葉攪拌式、氣舉式、滾筒式等類型。例如:細胞培養之周期較長，不宜經常進行繼代培養，需開放式連續培養，灌入新鮮培養基，同時收取部份培養基與舊的細胞，以維持高細胞生長速率。
˙生長速度的測定:以側管錐形瓶(Delonged flask)調查細胞的沉降體積(SCV,settled cell volume)。細胞倒入側管時，速度要快，否則細胞很快沉澱，影響調查結果，另外須注意避免搖晃到瓶口，造成污染。

3評量：無

4作業：有
5回應：
  在一般狀態下，植物有一定的生長週期或需要一定的量才能萃取出我們所想要的代謝產物，如:紅豆杉的葉可萃取出紫杉醇，為一種抗癌藥物，因此人們對此趨之若鶩造成市場供不應求，但由於紅豆杉為國寶級保育類植物，再加上其生長速度比不上人們的所需量，因此，我們以現今的組織培養技術，將紅豆杉細胞大量懸浮培養以獲取我們所想要的紫杉醇，此技術不但大量生產紫杉醇也縮短了成本時間。因此組培也大量應用在生產二級代謝產物。
記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/05/13
週次節次：第十三週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
˙細胞工程:第六章、原生質體培養，第七章、體細胞雜交

˙生物技術:第十章、原生質體分離.融合與培養
2課程內容重點：
˙原生質體是只植物細胞，去年除細胞壁後所得的裸露細胞。它已脫離原先的細胞環境，每個細胞單獨存在。

˙由於沒有細胞壁的阻隔，原生質體比一般有細胞壁的細胞更方便於進行多種試驗、應用或研究。例如：植物細胞膜的生理生化研究、細胞壁再生機制、分離純化出氣孔細胞、根瘤細胞的原生質體，也可以利用原生質體接受外來遺傳物質，達到基因轉移並進而使基因在再生植株中表現。另外也可利用原生質融合得到種間甚至屬間的體細胞雜交種(somatic hybrid)。

˙原生質體融合是藉由兩個或多個原生質體合成單一細胞，以得到其他細胞或物種的遺傳物質的方式。目前有兩種方式使原生質體融合，分別為電融合技術與PEG法，PEG法是以高分子量長鍊狀的化合物，配合高鹼和高鈣溶液的作用，此為簡便又有效的融合技術。
3評量：無

4作業：有
5回應：
(1)選取材料時應避免禾本科植物葉片、易產生酚類物質的組織、及木質化的組織。另外，如何將原生質體再生細胞壁、進行細胞分裂至植株分化，是目前較困難之處。
(2)一般的細胞雜交必須是同品種或近親之細胞才能互相融合，但原生質體融合可超越其限制，我們可以將兩個不同品系甚至毫無親屬關係之原生質體融合，而得到具有兩者特性之原生質體，此方法有利於農產品的品種改良。
記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/05/20
週次節次：第十四週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
實驗:無菌播種

2課程內容重點：
實驗步驟:

1. 挑選15顆市售的綠豆，盡量挑選無黑斑，形狀圓渾飽滿者為佳。

2. 將種子放入試管中，以0.5mL的75%酒精潤洗30秒。※以去除種皮表面的油脂，方便接下來的滅菌。
3. 滅菌液的製作: 5mL的Chlorox + 15mL的無菌水 + 一滴的沙拉脫。※沙拉脫能去除表面張力。
4. 將滅菌液倒入中有種子的試管中，蓋緊蓋子，放入超音波器中震盪5min，接者以手搖方式搖晃5min。※滅菌液只能在進行無菌播種前使用，以免種子吸收水分導致萌芽速度加快。
===接下來的動作皆在無菌操作台上進行===

5. 以無菌水潤洗3~5次，為了洗去殘餘的滅菌液。
6. 以無菌捏子夾起綠豆，輕放到以配好的medium玻璃器皿中。※深度以種子不會滑動為佳。
7. 標示姓名、種品系、組別、日期，放入25℃、光週期為16小時日照的培養箱中培養。
8. 兩天後檢查是否有污染。
9. 一個禮拜後，以子葉展開的數目計算發芽率。
3評量：無

4作業：有
5回應：
因為我將綠豆插入medium的深度太深，使綠豆萌芽時無法突破medium使生長受阻，很幸運的有兩顆有萌芽成功，大概是因為那兩顆當初插入的深度較淺吧!
所以，千萬要記住，種子插入medium時不要太深，以上為錯誤示範。

記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/05/27
週次節次：第十五週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
實驗: 癒傷組織的誘導
2課程內容重點：
實驗步驟:

===在無菌操作台進行===

1. 先將玻璃器皿用油性筆先標示好位置、實驗者、日期。

2. 接著將無菌播種的植株，以葉片、莖的前端(不包括莖頂)、根尖三部分做癒傷組織的培養。因為我的植株有尚未展開子葉的幼苗，所以我多了子葉、莖的前端、根尖的組織做誘導。※在切割時，盡量避免撕裂傷。
3. medium的成分:16 M NAA + 4m MBA 與pH値為5.8的MS培養基做誘導癒傷組織的成分。
4. 接著將切小塊的組織放入medium，培養環境與上次相同，一個禮拜後觀察誘導的結果。
3評量：無

4作業：有
5回應：

在我的實驗看來，癒傷組織誘導的速度是:莖頂>子葉>葉片>莖>根，根或許是因為在捏子夾取時，力道控制不好，壓扁根組織的原因。
記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/06/03
週次節次：第十六週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
˙生物技術 第十一章~第十四章:植物基因轉殖

˙細胞工程 第九章~第十章:離體低溫保存、基因轉殖
2課程內容重點：

植物基因轉殖
早年植物育種家利用傳統雜交、汰選、自交、回交等方法，在農業上選育了兼具各樣特性的植物品系，近三十年來分子生物學蓬勃發展，藉由基因選殖、DNA重組和基因轉殖技術，能選育出表現來自不同植物之外來基因產物，可能來自動物或細菌等基因轉入植物體中，以改變植物細胞的代謝途徑，讓植物體在其體內製造出新的產物。

農桿菌法:

目前農桿菌感染法應用在雙子葉植物的效果最好，轉入的基因能夠有效地插入植物基因中，而穩定的遺傳到子代。農桿菌含Ti plasmid其T‑DNA含有調控生長和合成各種不同opines的基因，而且兩端含有25bp的重複片段，任何在此區的序列就可以被送進植物細胞核DNA中。T‑DNA位於一相容的複製子上，因此在大腸稈菌和農稈菌中都有功能，而我們要的DNA就插在T‑DNA裡，便能有效地送入植物基因組中及穩定地留存在裡面。
電穿孔法:

  將欲轉殖的質粒以電穿孔的方式轉入寄主細胞中，以達到轉殖的目的。細胞膜一般為雙層脂肪膜，在極短的時間內通以高電場，會造成細胞膜的導電性與滲透性增加，當電場增加到某種程度時，則會在細胞膜上造成穿孔，這種現象稱為電行破裂，此屬可逆反應。

基因槍法:

利用將近4mm大小的鎢粒子槍擊至植物、哺乳類動物、酵母菌等細胞中，即可將外來DNA送入細胞內。優點是可在短期內觀察到轉殖基因的表現狀況，和其所使用的材料較不受物種之影響，亦不受限於已分化之器官或組織。

3評量：無

4作業：有
5回應：
  由於C4植物較能有效地將能量利用，在數年前，日本嚐試將稻米由C3植物經由基因轉殖轉換成C4植物，但至今仍然沒有消息，因為一段DNA的序列所調控的代謝途徑非常的複雜，因此基因轉殖技術雖然在，但其所被需克服的後續代謝反應問題挑戰性更高。
記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
課程名稱：植物組織培養及應用
出席學生：
授課日期：2008/06/10
週次節次：第十七週 7、8、9節

授課教師：陳淑玲
授課班級：39201 (生科二甲)

授課內容摘要

1課程進度：
˙總複習

2課程內容重點：
經過了一學期的組培課程，各位同學學到了什麼?
3評量：無

4作業：有
5回應：
  糧食，為人類生存所需。而植物是地球上最主要的供應者，我們可以藉由自交雜交、原生質體融合、體細胞雜交、基因轉殖等技術改良創新植物品種或利用懸浮培養技術大量生產次級代謝產物提供醫療使用及以癒傷組織的誘導、無菌播種、人工種子、超低溫保存等技術使農產量更多基因庫更豐富。但目前組培的技術有些地方的調控機制或基因的表現並不明朗，以及有些培養細胞部分器官的誘導也不明確，希望自己在未來能為組培盡一份力量，讓全世界的生物生活過得更美好!
記錄者：_盧芬華 95390296_
教師：______________
