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摘要：

苜蓿（Medicago sativa L.）是國內餵飼動物相當重要的豆科牧草，但在台灣僅有少許酪農栽培，大部份仰賴進口。農民栽培苜蓿的意願不高的原因乃由於苜蓿常於雨季豪雨後死亡，因為其根部不耐浸水而容易腐爛。為能提高國內農民生產高品質豆科牧草的意願，以降低酪農生產成本，選育出具耐淹水之苜蓿品種實為當務之急。美國普度大學農藝系（Department of Agronomy, Purdue University, USA）的副系主任Dr. Jeffrey J. Volenec長期致力於豆科飼料作物抗逆境生理之研究，成果卓著。因此本人利用此次獲得公務出國研習機會，赴普度大學農藝系Dr. Volenec所主持之飼料作物生理研究室訪問研習，參與該研究室進行中之苜蓿抗逆境生理之試驗研究，吸取寶貴實驗技術及經驗，除了專業研究技能提升外，同時學習培養寫作及語言能力。
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一、行程

	日期
	造 訪 城 市及研 習 機 構
	研 習 內 容

	95年12月30 -31日
	高雄-東京-紐約-印地安那波里斯-西拉法葉鎮-普度大學農藝系
	去程

	96年1月2日-2月26日
	普度大學農藝系飼料作物生理研究室
	苜蓿抗逆境生理之試驗研究

	96年2月27-28日
	普度大學農藝系-西拉法葉鎮-印地安那波里斯-紐約-香港-高雄
	結束研習返程回國


二、緒言及目的

目前國產牧草的生產狀況，以乾草包、狼尾草及青割玉米等禾本科牧草為主，而具高蛋白質含量特性之豆科牧草幾乎沒有生產。由於國內酪農業發達，國產牧草的生產不足以充足供應，每年仍有大量牧草進口，尤其是豆科牧草，如苜蓿、三葉草等。進口牧草可說是酪農生產成本的一大要項，而近來牧草價格節節高漲，進口牧草的漲幅更甚，使國內酪農業苦不堪言。苜蓿（Medicago sativa L.）是國內餵飼動物相當重要的豆科牧草，但在台灣僅有少許栽培，大部份仰賴進口。農民栽培苜蓿的意願不高的原因乃由於苜蓿常於雨季豪雨後死亡，因為其根部不耐浸水而容易腐爛。根據初步的研究結果顯示，苜蓿種子之滲漏液電導度在淹水後24小時內可達最高，且種子之萌芽率隨淹水之影響而下降，鮮草產量、植體成分如氮、磷及鉀方面均受到影響。為能提高國內農民生產高品質豆科牧草的意願，以降低酪農生產成本，選育出具耐淹水之苜蓿品種實為當務之急。對於苜蓿等高品質豆科牧草在逆境下的反應及表現，國內已開始進行試驗評估，並獲得許多研究資料；不過，深入探究苜蓿抗（耐）逆境機制之研究則闕如。尤其，欲深入瞭解抗（耐）逆境機制常常需要進行突變品系的對照處理，而國內則缺乏合適之相關突變品系加以研究。抗逆境生理之研究為抗逆境品種選育的基礎，本人即利用此次出國研習機會，赴普度大學農藝系Dr. J. J. Volenec所主持之飼料作物生理研究室訪問研習，並實際參與進行中之苜蓿抗逆境生理試驗研究。Dr. J. J. Volenec是一位牧草及植物生理學專家，其研究室在各種豆科牧草抗逆境方面的研究負有盛名，其蒐集及創造許多苜蓿之突變品系，可供研究苜蓿在各種逆境下的反應及抗（耐）逆境機制等方面研究之用。該研究室近年來特別對於苜蓿收割後再生（可視為一種耐defoliated stress的能力）的相關機制有獨特及突破性的研究發現，能提供牧草選育及栽培管理的重要參考。Dr. J. J. Volenec 在學術研究表現頗為優異，曾獲多項獎項，並發表約88篇論文及參與多種書籍之撰編，在1998 ~ 2003 年也曾担任美國作物學會出版的Crop Science 的總編輯，在學術界頗有貢獻。因此，這次研習除了吸取Dr. J. J. Volenec的寶貴實驗技術及經驗，提升專業研究技能外，也能培養寫作及語言能力。

三、研習過程及具體成果

本次赴普度大學農藝系Dr. J. J. Volenec所主持之飼料作物生理研究室訪問，由於事前未諳台美兩地文書往來流程，致行程一再延後，故造訪位於美國中北部印地安那州北方的普度大學時，已經是嚴冬時期。此時美國中北部一片雪白風光，田園被霜雪覆蓋，已無法體驗置身於遼闊苜蓿草地或一望無際之玉米田的感觸。

Dr. J. J. Volenec研究室在冬天完全進行溫室試驗及實驗室樣品分析等工作，一方面利用溫室的盆栽試驗，繼續各種逆境下苜蓿之反應及抗（耐）逆境機制的探討，另一方面則動員所有研究人力，全力投入實驗分析工作，力求將一整年下來，成千上萬個取自田間及溫室試驗的樣品，進行各項化學分析。

本人於95年12月31日抵達普度大學，在安頓好食衣住行等重要瑣事後，自96年1月2日起，即加入Dr. J. J. Volenec的研究團隊，開始實際參與其進行中之苜蓿抗逆境生理試驗研究，與該團隊一起著手進行田間及溫室試驗的樣品之各項化學分析，直至96年2月26日止。其間則利用時間與Dr. J. J. Volenec進行實驗設計、實驗技巧、實驗數據及寫作表達等方面的討論，希望能充分利用這次難得的研習機會，吸取新知。

Dr. J. J. Volenec的研究室長期以來致力於研究苜蓿在各種逆境下的反應及其抗（耐）逆境的機制，成果豐碩，在作物科學界頗具名望，但親臨其實驗室才發現並無異於一般作物生理實驗室。該實驗室具有生長箱、培養箱、超低溫冷凍櫃、去離子水（deionic water）製造系統、分光光度計（spectraphotometer）、蛋白質電泳（electrophoresis）及核酸電泳系統等設備，並沒有很新穎的儀器設備（實驗室簡樸情形如圖7所示）。需要時，再協調鄰近實驗室借用PCR系統等分子生物分析所需的儀器。

本人所參與的研究主題為「氮肥對不同苜蓿品種耐青割逆境能力之影響」（Effects of nitrogen on tolerant ability to defoliation of different alfalfa varieties），本試驗利用固氮能力差異極顯著的兩個苜蓿品種進行青割處理，使植株遭受defoliated stress，再藉由氮素的施加與否，觀察植株的再生能力，並取樣分析植株根部化學成分在不同生育時期的變化情形，其目的在探討苜蓿植株被青割後直到再生的這段時期，其根部化學成分變化情形與植株被青割後的再生能力之關係，藉以推論苜蓿根部貯存及代謝利用養分之能力攸關其耐逆境之表現，並期能找出具指標性的根部物質，以利耐逆境品種選育時之快速選拔。除此之外，亦可探討根部氮素代謝情形與苜蓿耐逆境表現的關係。

Dr. J. J. Volenec的研究指出，苜蓿的根部在其耐逆境表現的過程中，扮演非常重要的角色。跟隨其歷年來的研究脈絡可知，當遭受非生物性逆境時，無論是低溫逆境、青割逆境或是養分逆境，苜蓿根部各種化學物質（例如澱粉、可溶性糖、氨基酸及蛋白質等）含量之變化情形常會出現很有趣的特殊表現，有些化學物質的含量會與植株的抗（耐）性呈相反的表現，而有些則與植株的抗（耐）性呈一致的表現。究竟這些化學物質中，何者與耐逆境表現的關係最為密切？許多證據均可推論苜蓿根部的貯存性蛋白質可能是苜蓿根部當中，最具指標意義的化學物質。Dr. J. J. Volenec的研究室利用SDS-PAGE蛋白質電泳技術分析苜蓿根部的貯存性蛋白質更發現，苜蓿根部至少有4類的貯存性蛋白質參與其抗（耐）逆境的調控機制，而更進一步利用Western-Blot技術，分析這些貯存性蛋白質的電泳條帶所呈現的圖譜，有助於找出利於快速篩選耐逆境品種之蛋白質指標。由蛋白質進而發展到核酸，找到耐逆境苜蓿品種選育之分子標記的可能性將大幅提高。

本試驗所選擇的兩個固氮能力差異顯著的苜蓿品種為固氮能力旺盛的”Saranac”及完全無法固氮的突變品種”Ineffective”。 試驗期間將兩品種以盆栽方式一株一盆種植於溫室，兩品種各分成兩組，每週分別以含氮及不含氮的水耕液澆灌，於開花期進行青割處理，使其再生。取樣時間自植株移植到盆栽，開始施氮處理起，直到再生植株再度開花為止，共取樣10次。取樣時將根部完全剪下，立即置入液態氮內，並儘速在低溫下研磨成粉末，貯存在-20℃冰箱準備化學成分分析。

化學分析項目包括醇溶性糖、澱粉、水溶性蛋白質、氨基酸及核酸，並進行蛋白質SDS-PAGE分析及Western-blot分析。醇溶性糖分析方法為Dr. J. J. Volenec研究室所發展之改良式Anthrone reaction，利用強酸氧化呈色反應，測定醇溶性糖的含量；澱粉含量是藉由澱粉水解酵素先分解去糖後之根部樣品，再利用酵素呈色反應測定澱粉含量；水溶性蛋白質與氨基酸含量則是分別改良式Lowry’s染色法及ninhydrin呈色反應法進行測定。本人這段研習時間在Dr. J. J. Volenec研究室總計分析約2200個樣品，經計算及初步的統計，所得試驗結果示於圖1至圖4。

圖1顯示：兩苜蓿品種的根部醇溶性糖含量在不同生育時期有顯著差異之變化。在生育期間，突變品種”Ineffective”根部之醇溶性糖含量顯著高於”Saranac”，氮肥處理與否，兩品種之醇溶性糖含量呈相似的變化趨勢，但是添加氮肥會使突變品種”Ineffective”之醇溶性糖含量顯著降低，而”Saranac”則是顯著提高。圖2所示為氮素處理對兩苜蓿品種不同生育時期根部澱粉含量變化之影響：添加氮肥會使突變品種”Ineffective”之根部澱粉含量顯著降低，反而”Saranac”則是顯著提高的變化。”Saranac” 之根部澱粉含量於再生期間會迅速提高，但突變品種”Ineffective”的根部累積澱粉的能力顯然較弱，因而再生期間其根部澱粉含量無法提升而呈顯著偏低的趨勢。

無論氮肥施加與否，突變品種”Ineffective”根部之蛋白質含量在不同生育時期均顯著低於”Saranac”（圖3）。氮肥處理與否對”Saranac” 之根部蛋白質含量變化沒有顯著影響，於再生期前後均無明顯差異；不過，突變品種”Ineffective”的根部之蛋白質累積情形則顯著因氮肥處理而有不同的變化趨勢：施加氮肥可明顯提高其再生期前後之根部蛋白質含量，尤其在青割之後，施加氮肥可使”Ineffective” 之根部蛋白質含量呈現與”Saranac”相似之上升趨勢。各樣品所萃取之蛋白質經SDS處理後，貯藏於0℃下，預備進行SDS-PAGE蛋白質電泳分析。電泳分析時，每片膠片注射一行蛋白質標記及八行樣品，每片膠片之八行樣品為同一生育時期的根部蛋白質，”Saranac”與”Ineffective” 兩品種，施加與不施加氮肥，各二重複，以利比較不同生育時期苜蓿根部的貯存性蛋白質與耐逆境表現之關係（電泳分析如圖6所示）。

在根部氨基酸含量方面，如圖4所示，突變品種”Ineffective”根部之氨基酸含量之變化趨勢也相似於蛋白質含量變化，在不同生育時期均顯著低於”Saranac”。不同的是：施加氮肥不會提高其再生期前後之根部氨基酸含量，僅”Saranac”之根部氨基酸在呈現上升趨勢。

由於兩個苜蓿品種之固氮能力差異極顯著，因此其青割處理後的再生情形也有極大的差別，”Ineffective” 的再生能力低，而且幾乎無法越冬；而”Saranac”的再生能力很高，青割後可迅速再生（圖5）。藉由氮素的施加與否，分析其植株根部化學成分在不同生育時期的變化情形，並配合植株再生情形的觀察，可以很清楚地瞭解到苜蓿植株被青割後直到再生的這段時期，其根部化學成分變化情形與植株被青割後的再生能力之關係，並推論出苜蓿根部貯存及代謝利用養分之能力攸關其耐逆境之表現。
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圖1. 氮素對兩苜蓿品種不同生育時期根部醇溶性糖含量變化之影響
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圖2. 氮素對兩苜蓿品種不同生育時期根部澱粉含量變化之影響
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圖3. 氮素對兩苜蓿品種不同生育時期根部水溶性蛋白質含量變化之影響
圖4. 氮素對兩苜蓿品種不同生育時期根部氨基酸含量變化之影響
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圖5. 施加氮素對完全無法固氮的突變品種”Ineffective”青割後再生情形之影響。
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圖6. 利用SDS-PAGE蛋白質電泳技術分析苜蓿根部的貯存性蛋白質。
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圖7. Dr. Volenec的實驗室儀器設備與一般作物生理實驗室相似，如圖年代老舊的分光光度計仍充分使用，主要分析具腐蝕性溶劑的樣品。
四、心得與建議
一、Dr. J. J. Volenec的研究室長期以來致力於研究苜蓿在各種逆境下的反應及其抗（耐）逆境的機制，成果豐碩，在作物科學界頗具名望，但親臨其實驗室才發現並無異於一般作物生理實驗室，除了分光光度計、電泳設備等基本儀器外，並沒有較為新穎的儀器設備。在與其研究團隊共事後，瞭解其成就建立在缜密構思的試驗設計與對每一筆記錄或分析數據均嚴謹要求的細心態度。完善設計的試驗配合團隊每位成員認真的試驗態度，造就了Dr. J. J. Volenec的研究室的成功。

二、加強高品質豆科牧草選育之相關研究：我國每年進口大量豆科牧草，不但消耗損失外匯，使酪農生產成本無法降低，國內酪農生產技術也受制於豆科牧草出口國，無法有效率提升。畜產試驗所已經建立良好的禾本科牧草選育成果與技術平台，未來如何在現有研究基礎及累積成果之上，持續研發與應用，並建立台灣豆科牧草選育技術，育成高品質豆科牧草，提高國內農民生產豆科牧草意願，以降低酪農生產成本。
三、加強與國內外研究機構及大學院校密切合作：美國為我國主要的豆科牧草進口國，其高品質豆科牧草選育之研究位居全球領導地位。因此，我國應透過台美合作計畫以加強重要畜產領域的研究發展，同時與國外大學與美國官方研究機構進行合作交流，如此我國方能跟上先進國家的腳步而且在重要的畜產生技領域的研究上不致缺席，加速國內研究效率並展現良好成果。
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