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內容摘要

「第四屆國際生物農藥研討會」在2005年2月13日-18日，假泰國清邁之Imperial Mae Ping Hotel舉行，本次研討會共有10個討論之主題和6個專題演講。共有21個國家，約300人與會，共有81篇口頭論文報告和57篇壁報展示，大會並安排參觀以生物防治為主軸的國家級有害生物管理研究中心，本人應邀發表「利用蟲生病原真菌進行微生物防治之進展」論文（附錄一）。本次研討會內容豐富多樣，除了微生物製劑之討論外，在植物化合物和天然物之研發上著墨亦相當多。會中及參訪過程對諸多議題均有深入之探討，對生物農藥之研發應用有許多新的啟發，對爾後的學術交流，亦奠定良好的基礎。
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一、目的：

為了要克服化學藥劑使用帶來的副作用和發展安全、具經濟效益、且有效的植物保護劑，研究方向則朝向測試、評估和發展天然物和生物藥劑。並期望植物化合物（phytochemicals），病原微生物（pathogenic microorganisms）及其產生之毒素（toxin），能作為開發具有新穎和不同作用模式之新製劑的來源。因而有許多之研發均重於生物製劑之開發及適當之使用，目前以植物化合物和對植物有害生物具病原性之防治劑，均已開發出來，並用以防治許多有害生物。因此有必要召開會議對生物製劑作廣泛的討論，國際生物農藥訮討會應運而生，已分別在泰國、中國大陸和馬來西亞各舉行一次研討會。前三次研討會均有豐碩的成果。第四次(本次)研討會更強調植物化合物和天然物對人類進展之貢獻。本次會議共有10個討論之主題和6個專題演講。共有21個國家，約300人與會，共有81篇口頭論文報告和57篇壁報展示。會議期間大會並安排參觀以生物防治為主軸的國家級有害生物管理研究中心（清邁）。本人除應邀發表論文外，並擔任國際委員會委員，負責規劃下一屆開會之地點。本次研討會內容豐富多樣，為生物農藥之研發應用之交流，奠定良好的基礎。

二、過程

二月十三日（星期日）搭機前往會場並註冊

二月十四日（星期一）大會開幕

研討會主題 一、全世界防治瘧疾及其他疾病病媒之微生物製劑。

二、開發植物化合物和植物產物作為公共衛生用之配方。

三、植物產物和植物化合物在防治儲藏食物之有害生物上所扮演的角色。

二月十五日（星期二）研討會主題  四、為了改善田間應用為目的，蘇力菌進行之分子生物學和遺傳工程研究。

五、發展生物農藥有效製劑之進展。

六、發展微生物殺菌劑以管理植物病害：從實驗室之發現到田間應用。

二月十六日（星期三）參訪清邁之國家有害生物管理研究中心。

二月十七日（星期四）研討會主題  七、化學傳訊素，費洛蒙和開洛蒙在有害生物綜合管理之潛力。

研討會主題  八、利用蟲生病原真菌進行害蟲生物防治之進展及機會。

二月十八日（星期五）研討會主題  九、植物病蟲害綜合管理之生物與植物化合物製劑。

十、印楝素和以苦楝為基礎之生產技術用於防治農業害蟲製劑之使用和效果。

十一、生物農藥之研發應用─國家報告及情境。

大會閉幕

二月十九日（星期六）搭機赴歸

三、心得

蘇力菌能產生許多殺蟲蛋白質，其中最重要的為結晶蛋白質，大多有300多種之cry基因被選殖和定序，有四種結晶蛋白質Cry1Aa，Cry3Aa，Cry3Bb和  Cry2Aa的三度空間結構，已經被以X-放射線結晶圖譜之方式所確定。雖然蘇力菌之商品化施用，已非常成功，但其殺蟲蛋白質之改善仍有其必要。蘇力菌殺蟲結晶蛋白質，對標的害蟲之專一性甚高，不易防治在單一作物上之多種害蟲。為了要提升蘇力菌殺蟲蛋白質之活性，可採取下列數種方法：這些方法包括逢機突變、定點突變和丙氨酸掃描及DNA shuffling來改變蛋白質。

研究指出幾丁質分解酵素能增強蘇力菌之殺蟲活性，利用同源重組技術，將建構的轉錄融合基因【源自以色列亞種之P19基因和自地衣芽孢桿菌而來之幾丁質分解酵素基因（chiBlA）融合】，整合到蘇力菌鮎澤亞種（BTA1）之基因體中。此一新品系蘇力菌鮎澤亞種（INT1）之生長和產孢與野生型品系相當。利用表面污染法進行生物檢定，發現重組株（INT1）對初齡甜菜夜蛾之LC50為12.2ug/cm2，而野生型（BTA1）則為30.8 ug/cm2。當以純化之幾丁質分解酵素自初齡起即開始餵食，在電子顯微鏡下，可見第五齡幼蟲腸道有明顯的穿孔，這些結果顯示幾丁質分解酵素能增加蘇力菌之活性，亦證實將異源基因在染色體表現，可有效地增進高品化蘇力菌產品的殺蟲活性。

蘇力菌添加協力劑後可增強其殺蟲效果。五種候選協力劑包括碳酸鈣，碳酸鈉，氧化鎂，氫氧化鈣和乳糖，分別和含蘇力菌鮎澤亞種（NT0423）之製劑混合。其中含碳酸鈣和碳酸鈉之配方，其濕潤性和分散性之物理性質良好，進一步被選出進行溫室和田間防治小菜蛾之測試。在處理後兩天，發現此兩種配方較未添加協力劑之配方，其殺蟲之速度和效果，在溫室測試時，高30％，在田間高20％。

泰國藥用植物古老的教科書記錄有37種植物可用來做害蟲防治。根據泰國本土對害蟲防治的瞭解，鄉村地區的農民至少使用60種植物，做為害蟲防治的資材。科學試驗顯示18種植物粹取物對蚜蟲，9種對切根蟲，4種對家蠅16對果實蠅毒性高，23種植物能誘引果實蠅，而14種對果實蠅則有忌避作用。至少有35對植物證實含有2種或更多的殺蟲效果，包括致死、忌食、生長調節、不孕、忌避及誘引等特性，泰北地區山地部落使用的763種野生植物中，至少有32種植物，可能有殺蟲、殺線蟲、殺真菌、殺細菌和植物病毒抑制劑之複合特性，這些植物有極高的潛力可以開發作為商品化的植物病蟲害防治劑。

國立新加坡大學利用香科，中國草藥和馬來西亞植物防治倉庫害蟲，一些香科之精油和精油的主成分對兩種倉庫害蟲擬榖盜和玉米象有不同的生物活性。可以觀察到接觸毒性、燻蒸毒性、忌避和忌食作用。Fraxinellone分離自芸香果吳茱萸之精油，dictamnine分離自白鮮，兩種植物均為中國草藥，對兩種昆蟲均呈現忌食作用。經篩選的37種馬來西亞植物中，有一種植物至少對兩種供試昆蟲的一種有殺蟲作用，7種植物至少對兩種供試昆蟲的一種具忌食作用。分離自山刈葉屬（Melicope subunifoliolata）之多氧黃酮（polyoxygenated flavone），蜜茱萸三黃素（meliternatin），對玉米象有很強的忌食作用。

德國利用虎杖（Reynoutria sachalinensis）之粹取物以Milasna flussigR為名登記上市，施用此粹取物可使葉綠素含量增高和光合作用增加，致使葉片較綠。Milasna flussigR可誘導許多作物抗性和耐性之產生，使受特定病原之感染減輕，並增加收成。在不同的歐洲國家，在瓜類和番茄上，預防和定期施用此粹取液，可對白粉病有90％以上之防治效果。在胡瓜上則有20％之增產，在番茄、辣椒幼株、草莓和觀賞植物之幼株以粹取物處理可減少其感染灰黴病。在北歐以Milasna flussigR處理葡萄較以硫磺處理，其效果和產量較均高。此粹取物對有益昆蟲無害，因在綜合和有機栽培上，是種絶佳利器。

利用合成費洛蒙製劑來干擾蛾類的交配行為，始自1970年代Harry Shorey 用來防治棉花上之棉鈴蟲，而後有許多蛾類之費洛蒙被鑑出來，並評估其干擾蛾類交尾的效果。有超20種以上的鱗翅目害蟲可以干擾交配之方式，直接防治。在2003年全世界有600,000公頃的森林和作物，施用干擾劑。一特定的害蟲之干擾效果主要受到製劑劑型所控制，害蟲初期的棲群密度，棲群增加率，遷移趨勢等亦為干擾效果的重要決定因素。甚至有效的製劑配方和施用方法均已發展好了，但仍不能保證農民會接受此一技術。干擾法之所以被接受，並不因為其對人類和環境安全，而是因為傳統的防治方法失敗之故。害蟲對干擾劑產生抗藥性，已非僅止於理論上，在日本某些地區使用部份費洛蒙混合劑作為干擾劑使用時，茶姬捲葉蛾已對之產生抗藥性，但如果使用全部費洛蒙混合劑時，則又恢復其效果。

當植物被草食性節肢動物為害時，會散發出一種混合的揮發性氣體（草食性動物誘導之植物揮發性氣體，HIPVs），這些HIPVs其中一種生態學的功能，在於誘引草食性動物之肉食性天敵。故而，如何利用合成HIPVs在農業生態系中，增強肉食性天敵之效果，是一個饒富趣味的挑戰。日本京都大學之研究學者研究十字花科植物、小菜蛾幼蟲和小菜蛾小繭蜂三者之三階營養系統（tritrophic system）之中HIPVs所扮演之角色。當十字花科植物受到小菜蛾為害時，其揮發物會誘引小菜蛾小繭蜂。此揮發物亦被鑑定，在隔間試驗顯示，施用業經鑑定的所有化學物質混合物於處理植物上時，小繭蜂呈現明顯的偏好性。根據這些數據和對小繭蜂生物學的瞭解，於溫室中，使用合成小菜蛾小繭蜂誘引劑之可能性頗有前景。

茄子在南亞地區全年裁培，而其關鍵害蟲茄白翅野螟，農民全靠噴施化學農藥來進行防治，而害蟲對化學農藥產生抗藥性的結果，使得每天都得噴藥，每一季每公頃花費高達1,000美元。在孟加拉地區田間測試時，對此蟲之性費洛蒙在誘餌成分組成、劑量、誘餌載體、誘引裝置之設計、置放位置和間隔，這些大量誘殺的參數都能使之最大化時，才能顯示出誘集雄蟲之效果，並且可將此技術納入到IPM的套裝系統，提供農民使用。

巨大芽孢桿菌（Bacillus megaterium）利用wet granular 法可將之製成粒劑。其組成分包涵乳糖、凝膠劑藻酸鈉（sodium alginate）或甲基纖維鈉（sodium carboxymethylcellulose, SCMC）。粒劑之分解和黏性均加以研究。當噴灑1％之製劑至水稻防治紋枯病時，經過14天後，水稻表面之活孢子數仍然很高，每克水稻約106CFU兩種配方亦在溫室條件下進行測試，其防治效果與殺菌劑依普同(iprodione)相同。兩種配方在室溫（20-30℃）儲放6個月後，細菌之活孢子仍相當高，約108CFU/ml。

以混合不同比率的堅強芽孢桿菌（Bacillus firmus）內生孢子、滑石粉、甲基纖維鈉(SCMC）和PVC（polyvinylpyrolidone）製成粉劑。這些粉劑含有的孢子數為108至1010CFU/g，所有的配方在室溫（26-30℃）儲藏一年後，孢子之活性仍高。利用對峙培養測試顯示，所有的配方在抑制花生葉枯病菌絲之生長，均有良好的效果，這些製劑處理花生種子時，對種子發芽無影響，並不會造成幼株之畸型。

苦楝樹源自印度次大陸，目前在全世界超過50個熱帶國家之乾燥地區均有生長，苦楝樹有許多用途，在印度2000年前之古籍即有記載，長年來在印度本地農業上作為昆蟲和有害生物之忌避劑，亦是人藥和獸藥和化妝品。在印度地區的文化、宗教和文學上，均對其表示崇敬。雖然在印度首度於1928年報告苦楝具有殺蟲活性，但遲至30年後對苦楝有系統性的研究。過去50年對苦楝有深入研究，有相當多的出版品、書籍和研討會，從苦楝不同部位分離和鑑定百種以上的活性物質有著殺蟲、殺線蟲、殺真菌、殺細菌、抗發炎、抗腫瘤和其他特性，可用在殺蟲劑、醫療、保健和化妝工業。在1980年代以後，許多苦楝相關之產程和產品已商品化，並且在印度、日本、美國和其他國家獲得專利。其中印素楝（azadirachtins）是研究最透澈的分子。Neemazal®在印度已被開發出來，此一安全、對環境友善且有效的生物藥劑，已銷售到20個以上的國家去。
四、建議事項

泰國、印度、新加坡、韓國、德國在利用植物化合物和天然物防治病蟲害方面的研究投入相當大的人力和物力，並有豐碩的成果。印度在苦楝之相關產品之研發和應用有目共睹，並有Neemazal®之產品行销20個國家。德國利用虎杖之粹取物以防治病害。可見開發植物化合物和天然物作為生物農業之潛力無窮。在國內，以柯文雄教授為首，組成之「非農藥方法防治病蟲草害研究團隊」網羅國內許多研究單位和大專院校的專家、學者共同參與，其研究的主題亦包涵利用植物化合物和天然物來防治病蟲草害，這是一個非常正確的方向，政府應予以經費支持加速研發的進程。
在2003年全世界有600,000公頃的森林和作物，實施昆蟲性費洛蒙干擾劑防治害蟲。國內利用楊桃花姬捲葉蛾性費洛蒙干擾劑防治楊桃花姬捲葉蛾，在員林、卓蘭的楊桃園內均有相當良好的效果。此種防治技術應可推廣至茶樹害蟲防治，以減少化學殺蟲劑之使用，此外，針對國內的關鍵害蟲，亦應加強利用干擾劑防治技術之開發。

泰國在研發植物化合物和拮抗微生物作為生物製劑時，其研究的團隊中均有藥學系的專家學者參與，因此在製劑配方之研究上成果亮麗。反觀國內，生物農藥之研研人員多各自為政，鮮少組成研究團隊，更缺少製劑配方方面的專家，致使研發停滯不前，建議爾後在生物農藥之研發團隊之組成，應考慮引進國內醫學院藥學系相關學者，以加速產品製劑配方之研發。

附錄一

利用蟲病原真菌進行微生物防治之進展

高穗生  蔡勇勝

摘要

台灣地處熱帶及亞熱帶地區，終年高溫多濕，有利害蟲之孳生。1970年代已有資料顯示，過度使用化學殺蟲劑進行害蟲防治，肇致許多副作用。因此，農業委員會自1980年起，開始推動微生物殺蟲劑之研發。之後，研發活躍且獲致良好成果。

農業藥物毒物試驗所生物藥劑組，進行本土蟲生真菌之調查，自國內罹病之蟲隻上分離出241株分離株，其中黑殭菌、綠殭菌、白殭菌和蠟蚧輪枝菌為台灣重要真菌種類。這些真菌之生理和分子特徵及田間效果均已完成調查和評估。

另外，並進行品系改良以篩選抗殺菌劑之變異株。影響對害蟲感染力之因子與真菌和化學農藥的相容性均已完成評估。真菌之大量生產亦為研究重點。此外，利用油劑以分離和濃縮親油性孢子及代謝產物之裝置和方法，同時獲得國內和日本專利，綠殭菌之製劑配方，亦有良好之成果。
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