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第五天: 上午 食糧廳品質檢查室 下午 食品總合研究所

第六天: OMIC 日本海外穀物株式會社

第七天: 東京至台北

壹、計畫目的:

為因應加入WTO後，外國進口食米可能對台灣既有市場之衝擊，及本國食米將來對外之輸出，極應建立本國及外國稻米品種之DNA指紋資料庫，俾便將來得以據此檢驗水稻品系之純度以及市售米摻雜情形。本計劃以赴日考察參訪大學及私人機構，尋求以不同分子標誌，包括DNA microsatellite marker、 SSLP、 RFLP、 AFLP、ISSLP等在DNA 指紋分析上之應用，並比較其在實際鑑定工作之有效及實用性，作為未來工作之參考。 

貳、結果:
一、DNA鑑識常用的品種鑑定方法

品種是決定稻米品質的重要因子，品種鑑別對稻米品質管理甚至育種皆有相當的重要性。目前常用的品種鑑定方法大致可分為外觀型態與分子特性兩類，而分子特性又可再分為蛋白質分子與DNA分子兩項，其中蛋白質分子也大致可區分為”活性”之分子如isozyme及貯藏性分子如貯藏性蛋白質兩類。基於各種方法的特性之差異，謹於下表加以簡要說明：

常用品種辨識方法之比較：
	分析方法
	穩定性
	分析速度
	重複性
	差別鑑別度
	條件要求

	外觀型態
	高
	快
	佳
	較低
	1. 遺傳率高之性狀
2.需觀察敏銳

	Isozyme或其他電泳法
	高
	佳
	受人及儀器影響
	較isozyme佳
	1. 同上
2.需具熟練分析技術

	RP-HPLC
	高
	佳且可自動化
	佳
	較isozyme佳
	1. 2.同Isozyme

3.需設定最佳儀器狀態

	DNA (RAPD及RFLP等)
	高
	較慢
	受人及儀器影響
	最佳
	1. 2.同Isozyme

3.需尋求適當之probe或primer


※依Smith and Smith 1992文章歸納製表
由此表可知，各判別方法皆有其優缺點，若以實用的觀點而言，稻米消費市場是以稻穀、糙米、白米甚至米粉為主，因此上述方法中使用植物組織、如葉片或幼苗為分析材料的方法並不太適用。
種子外觀之型態判別是目前最常使用的品種鑑識方法，此法在有專業訓練的人士下速度很快，但一方面也受限於人的體力及視力有限，無法迅速處理大量樣品；此外，外觀型態特徵本來就有限，這些特徵會隨著碾製加工過程消失，而且也受到若干程度的栽培環境交感作用以致判別力減低。近年來新開發出「數位影像」系統，整合攝影機、立體顯微鏡、類神經網路及電腦視訊處理等科技來進行品種或品質判別，顯著的提昇了速度及精確度；此方法目前的平均精確度為80％至85％，但對外觀相似的品種或碾製後已失去外觀特性的糙、白米而言則失誤率增加，因此仍需要再配合其他方法使用。
利用遺傳生化分子特性的品種鑑別技術可以與外觀檢查互補，對稻米進行更準確的品種鑑識。稻米中貯藏性蛋白質與DNA分子最常被用於品種鑑識，本研究室目前的研究結果顯示利用稻米貯藏性蛋白質電泳與高效能液相色層分析(Reversed-phase high-performance liquid chromatography, RP-HPLC)可明顯區別印度型、日本型二大亞種稻米，可區別大多數的印度型內各品種，但無法明確鑑別臺灣日本型品種間的差異，因此須要進一步嘗試以稻米DNA進行品種鑑識的可能性。

二、DNA指紋(fingerprinting)分析
DNA是遺傳的最基本分子，理論上任何演化上或人為育種操作上所形成的差異或變異都紀錄於DNA訊息上。在DNA分子本身就存在動態(dynamic或flux)變化並與環境間有交感互動的情形下，再加上人為育種有意無意選拔，幾乎沒有兩個個體的DNA組織是「完全」一樣的，只要吾人的DNA分析技術構靈敏、精確，理論上都可進行個體鑑識(identification)。

目前所使用的DNA分析方法多是配合遺傳育種或種源收集等使用，使用的材料也多是以發芽後的幼苗或成株組織如葉片為主，在水稻上目前甚少有以「稻米」為DNA指紋分析材料者，謹簡略整理水稻遺傳育種上常用的方法如下表：
	簡稱
	全名
	DNA變異偵測原理
	

	RFLP
	Restriction Fragment Length Polymorphism
	限制酵素切點
	

	RAPD
	Random-Amplified Polymorphic DNA
	primer binding sites
	

	AFLP
	Amplified Fragment Length Polymorphism
	限制酵素切點及primer binding
	

	SSR
	Simple Sequence Repeat (microsatllite)
	simple sequence的
重複copy數
	


※RAPD，AFLP及SSR技術是以polymerase chain reaction (PCR)技術放大DNA的差異性。
上述方法各有其難易及解析度的不同，有興趣者請參考Lee (1995)。一般而言它們可以檢測出印度型、日本型水稻間的差別，可容易測出印度型×日本型雜交F2後代個體差異，對印度型內各品種也有高辨識能力，大致上的解析度皆高於上述的各項蛋白質分析技術。

在今年十月(2002年)到日本訪問發現，日本食品總合研究所與OMIC國際公證公司以分別利用AFLP及SSR等方法開發出可分別日本推廣品種及國際市場常用品種的DNA鑑別方法。其中日本食品總合研究所將技術轉移TaKaRa公司，開發出可供商業市場使用的kits(如附圖1及2)，而日本政府食糧廳已採用此方法，檢驗市售米品種標示的正確性(日本法律要求)。目前已成為官方(食糧廳)檢驗項目之一，每年2000件以上(抽檢) 

。又包括OMIC國際公證公司，目前日本已有4家私人公司可進行稻米品種DNA鑑別，OMIC公司更可對約40個國際市場常用品種進行DNA鑑識，並發出驗證(附圖3及4)，每件20000日元以上-300000日元，
可證實此類方法的實用性。

目前尚沒有認何國際研究單位或公司可鑑識臺灣的常用推廣品種(我國品種沒有在國際市場上流通)，為因應我國已加入WTO的現況，須要建立我國自己稻米品種的準確鑑別方法，以作為我方智財權保護及進行市場管理的依據，這也正是目前本研究室努力的目標之一。

三、我國國內、外稻米品種DNA鑑識     

(一)、國內品種DNA鑑識

本系盧虎生教授研究室曾利用AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism)、SSLP (Simple Sequence Length Polymorphism) 和ISSLP (Inter-Simple Sequence Length Polymorphism) 三種DNA指紋分析方法可有效進行24個台灣稻米栽培品種白米樣品之辨識。在AFLP指紋分析方法中，共測試64個引子組合，在SSLP指紋分析方法共測試34個引子對，而在ISSLP指紋分析方法共測試54個引子；並且選擇能清楚地產生多型性分子標誌 (polymorphism molecular marker) 之引子，供品種鑑別利用。本研究已選擇出可產生59個AFLP分子標誌之6個引子組合，可產生29個SSLP分子標誌之8個引子組合和可產生18個ISSLP分子標誌之9個引子。這三種DNA指紋分析方法皆可揭示24個稻米品種之遺傳背景，並可辨識大部分之品種。然而若結合三種指紋分析方法，可更清楚地釐清稻米品種間之親緣關係。同時我們亦提出一逐步利用6個SSLP及3個ISSLP測定，可有效鑑別台灣水稻品種之分子級方法。在評估DNA分子標誌檢測品種混合之敏感性結果，發現ISSLP分子標誌可測出混雜度不低於10%之混合稻米樣品。

(二)、國內、外稻米品種DNA鑑識

在上述的基礎上，敝人與盧虎生教授於是再進行國內、外稻米品種DNA鑑識分析。由於技術上SSR的方法較為單純，故研究室先以SSR 方法中之SSLP、ISSLP 的DNA分子標誌方法，針對稻米國內、外常見品種間基因的組成加以分析，以供未來品種鑑定之用。

目前的工作結果大致可分為兩部分：一是現有外國米的品種辨識，另一是大陸米與台灣主要稻米之品種比較。

(1) 外國米包括有美國越光、日本越光（三形縣、新瀉縣）、澳洲越光、Calrose rice Organic brown rice、M-202、M401、Calmochi、Sun white rice(opus)等十種。利用primer RM206(SSR)，無法分辨之間的品種差異；primer UCB810(ISSLP)可將Calrose rice、M-202、M-401與其他七種稻米品種區分；primer UCB884(ISSLP)可區分Calrose rice與越光米；primer UCB886(ISSLP)可將M-401、CMC、Sun white與越光米作區分；惟對各國生產之越光品種之間尚無法辨識(可能須要以其他方法再進行產地判別之)。

(2) 台灣稻米品種以目前栽培面積最廣的前五位為主，包括台梗2號、台梗4號、台梗8號、台梗9號、台農67號等五種。大陸稻米品種包括盤錦、小站米、珍珠王、日本米、寧骨塔、貴妃、大陸東北米、及富士光（黑龍江）等八種。利用primer UCB810可依DNA片段分成三種類型，分別是A type：珍珠王、大陸東北米。B type：貴妃。C type：盤錦、小站米、日本米、寧骨塔、富士光、台梗2號、台梗4號、台梗8號、台梗9號、台農67號；再利用primer UCB884可分別區分出黑龍江富士光與台梗4號；更進一步利用primer UCB886可將日本米、台梗8號、台農67號為一組，盤錦、小站米、寧骨塔、台梗2號、台梗9號可區分為另一組。
由目前的初步結果顯示，我們也應該可以開發出辨識我國及國際常用品種的DNA鑑識方法，甚至可開發出可實用的分析技術與流程，轉移至公、私立單位加以應用，提昇我國稻米市場的管理層次。

參、建議

在因應WTO國際市場的趨勢下，迅速且精確的品質分析技術是達到有效市場管理與經營的必要條件，因此歐美日等先進國家皆不斷致力於發展品質檢驗的新技術。由品質形成的因子而言，”品種(遺傳背景)”是最基礎的因子，”產地”是品種、栽培技術、環境等三大因子的總合，”食味”則是各種因子交感作用下的最終結果；因此，開發快速又精確的品種、產地、及食味檢驗技術一直是各國的努力目標。品種鑑別的技術藉由分子生物技術的發展將進入”晶片”檢驗的時代。化學品質分析藉由NIR或電磁波等技術的發展也將引入實際的加生產線、及現場檢驗。快速且精確的”食味計”、”味度計”…等也將持續開發出來‧相對之下，品種與環境交感對品質的影響則比較難以分析，也造成”產地判刑”上的困難，技術上須要進一步的突破。無論如何，須要重視的是，品種、栽培技術、環境…等等都有各國不同的區域性，臺灣地區是世界上種植梗型水稻緯度最低的區域(亞熱帶)，每年兩期作及每期作的生育環境與世界其他的主要梗稻生產區域皆有相當差異，因而所生產的稻米品質也自有其特殊性，吾人必須開發適用於臺灣本身的各項分析技術與策略方能因應本身市場管理的需求，達成有效經營的目的。
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附圖1. 日本推廣品種DNA分析(商用Kits)
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附圖2.以RFLP marker鑑別日本越光米品種.
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附圖3.OMIC公司品種鑑定報告書範例(一).
附圖4. OMIC公司品種鑑定報告書範例(二).[image: image4.jpg]July. 25 2002
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