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摘要
本次研習為農委會國際農業合作計畫「加強國際漁牧科技合作」項下補助水產試驗所執行97年度科技計畫「與澳洲進行蝦類育種相關學術交流-97農科-4.1.2-水-A1」派員前往澳洲研習蝦類育種技術，為期十四天。主要目的在了解澳洲蝦類育種工作之研究與發展現況，研習其目前已發展中之種蝦培育技術、蝦類遺傳標記輔助育種技術、蝦類多倍體技術、蝦類全雌性技術、蝦類不孕技術、及蝦類抗病毒技術。並了解澳洲蝦類養殖產業發展現況、育種目標、研究重點、面臨之挑戰及未來之展望。本次研習地點以位於布里斯本南方Cleveland之CSIRO海洋研究所為主。研習方式分為與相關專家個別討論、實驗室研習與實作，以及及附近相關研究機構與民間繁養殖場的田間參訪等。本次研習對澳洲在蝦類育種之研究與應用、蝦類養殖發展現況及研究資訊有充分之探討與交流，對國內蝦類養殖研究極有助益及啟發。
目　　次
摘要-----------------------------------------------------------------------------------------------2
目次-----------------------------------------------------------------------------------------------3

目的-----------------------------------------------------------------------------------------------4

過程-----------------------------------------------------------------------------------------------5

心得-----------------------------------------------------------------------------------------------5

建議事項----------------------------------------------------------------------------------------10

目的
台灣水產種苗生產技術在國際上具有領先地位，尤其台灣以亞熱帶品種為主，更是具有優勢。台灣因地小人多，較適合資本與技術密集的產業，水產種苗生產正是水產養殖業中符合上述條件的產業。有鑑於此，政府大力推動水產種苗生產專區，以優質的水產種苗外銷亞熱帶地區，以提昇我國加入WTO後在水產養殖業的競爭力。為提高水產種苗的品質、並保持我國水產種苗的競爭優勢，逐年進行育種，是不可或缺的工作。為此，水產試驗所近年來積極籌建的國家水產生物種原庫，其中鹿港與澎湖的硬體工程已完工並正式運作。可逐年進行重要養殖種類的種原保存與利用，直接促進水產種苗生產的發展。另外，台東種原庫的硬體工程也已發包正在施工中。
國家水產生物種原庫設立的目的在於保存重要經濟水產生物的優良基因，並應用於實際生產，以達到降低成本、增加利潤的目標。為此，首先必須建立欲保存之水產生物之遺傳特性以作為保存種原之依據，並建立性狀及其基因的資料庫。除了繼代培養，尚須建立欲保存種原之永久保存技術，如配子、胚體、細胞、組織的培養與超低溫冷凍保存等。保存之種原除了可直接提供生產所需外，尚可進一步利用遺傳育種與基因轉殖等技術，進一步提昇品種或單株的形質及其經濟利益。
遺傳育種在許多農藝、園藝及畜產作物均有良好的基礎與成果。以玉米為例，經過100多年來不斷地雜交育種，雜交優勢使得玉米的生產力提昇約5倍；而雞、牛、豬的成長速度則在近50多年來分別提昇1.8、1.5、1.1倍。至於水產生物則還在起步的階段。台灣的水產養殖業雖然很發達、技術很先進，產量大、產值也高，但是對於養殖種類的育種卻遲無進展。其中的原因主要是台灣的水產養殖種類多，且多為本地種，歐美等先進國家並無相關之研究，國內長期以來也欠缺相關之研究。
本次進修內容以蝦類先進之育種技術為主，傳統育種技術為輔。研習地點以澳洲布里斯本南方Cleveland之CSIRO海洋研究所教授Dr. Nigel Preston之實驗室為主。觀摩行程及訪問對象則以澳洲之蝦類研究單位以及私人繁、養殖場為主。進修期間包括觀摩行程，為期十四天。
因為分子生物與生物資訊的相關技術在近年來快速地發展，使得利用遺傳標記輔助育種(Marker Assisted Selection)的應用條件已逐漸成熟。因此本次研習希望能了解澳洲蝦類育種界目前實際的遺傳標記輔助育種技術發展及應用現況，以供國內將來本中心執行蝦類育種研究、蝦類種原庫運作以及相關應用之參考。另一方面我國近年與澳洲蝦類養殖研究單位較少交流連繫，因此希望利用本次研習參訪之機會，了解澳洲養蝦界研究發展近況，並有助於彼此了解。
過程
本次前往澳洲研習共為期十四天(97年12月7日至97年12月20日)。研習地點以位於澳洲布里斯本南方Cleveland之CSIRO海洋研究所為主。該研究所教授Dr. Nigel Preston特地為本人安排二個星期的密集訓練，訓練項目包括池中草蝦種蝦培育技術、微衛星DNA分析技術、蝦類基因圖譜建構技術、遺傳標記在蝦類育種上之應用以及育種計畫之擬定與執行。並於星期假日安排觀摩實習活動。觀摩實習活動包括、位於布里斯本市中心CSIRO畜產部昆士蘭生物技術中心 (Queensland Biosciences Precinct)、位於達爾文現代化大型海水魚種苗廠、位於Bribei Island的澳洲昆士蘭州政府海洋實驗室(布里斯本東北方一小時車程)以及University of Sunshine Coast(布里斯本東北方二小時車程)。
心得
澳洲的蝦類養殖與育種：
Preston教授的實驗室以草蝦(Penaeus monodon)斑節蝦(Penaeus japonicus)為主要研究對象。草蝦因為分布最廣，且適合養殖，自從台灣水產試驗所東港分所在1968年完成人工繁養殖技術之後，被世界各國大量引用，而成為產量最大的養殖蝦類。不過自從1988年以來草蝦養殖因受到病毒性疾病的感染，產量不增反減，加上南美白蝦(Litopenaeus vannamei)大量引進到台灣、中國以及東南亞各主要草蝦養殖國家，使得白蝦成為目前產量最大的養殖蝦類。除了澳洲以外，世界上其他主要養蝦國家，均以白蝦為主要養殖對象；在2006年的總產量超過213萬公噸，總產值超過77億美金，是目前世界上產量與產值都排名第一的養殖蝦類，也是世界上產值排名第一的單一養殖種類。
澳洲草蝦養殖以昆士蘭省東岸為主要產地，在2005年的總產量超過3千公噸，總產值超過4千6百萬澳幣，是昆士蘭省最重要的養殖蝦類，其產量與產值都超過總數60%。雖然供不應求，但是養殖海域受到環境保護嚴格的限制，很難取得新的養殖執照。因此，為了提高產量，唯有從提昇草蝦生產力著手。而育種是提昇生產力的最有效方法之一，所以被澳洲聯邦政府列為CSIRO未來糧食國家級研究旗艦計畫(Food Futures National Research Flagship)之一，以及被澳洲養蝦協會(APFA)列為最優先進行的工作。CSIRO之Cleveland海洋研究中心Preston教授自2000年起主持澳洲海水蝦類育種計畫。
澳洲CSIRO近年來在海水蝦類育種研究成效卓著：2002年首次完成班節蝦第二代之育種後，每年成長率以平均11%的速度逐年累進。2005年藉由降低密度以及二代的選種，首度達成業者針對池中育成草蝦種蝦生殖力所設定的目標：即每隻母蝦平均產卵20萬粒、孵苗10萬尾。上述目標是經過市場評估，被認為是具有成本效益、能與野生種蝦抗衡、可進入商業化生產。接著，2006年澳洲又領先全世界首次完成第三代草蝦之商業性生產(50噸)。
澳洲雖然在班節蝦育種取得很好的成果，不過，班節蝦怕熱，並不適合東南亞、中南美等熱帶、亞熱帶主要養蝦國家；另外，班節蝦對蛋白質需求，以及殘食性都較草蝦、白蝦高，前者提高飼料成本，後者降低單位面積生產量，兩者均大幅提高養殖成本。加上，白蝦生產量每年都持續大幅增加，使得蝦價連年下降，也間接地使得班節蝦價格持續划落，使得澳洲班節蝦養殖不敷成本，產量逐年下降。
目前，東南亞所有養蝦國家都陸續改養白蝦，使得草蝦已成為次要養殖蝦種。不過，澳洲海水蝦養殖仍然以草蝦為主，使得澳洲成為世界上目前唯一以草蝦為主的養蝦國家。草蝦會被白蝦取代，主要是因為長久以來池中培育草蝦種蝦生殖力太差，一直無法達到商業化生產。澳洲針對池中培育草蝦種蝦生殖力投入相當大的精力，也取得很好的成果，不過，相較於池中培育白蝦已經過20年的育種與商業營運，草蝦仍有許多需要改進的空間，唯有急起直追，草蝦才有搶回昔日風光的機會。
澳洲CSIRO利用室內循環水系統，在低密度(每平方公尺1尾)的條件下、兩次脫殼期間，每隻剪眼柄母蝦平均產卵2.2±0.2次，每隻產卵母蝦平均產卵3.4±0.6次，每次產卵有孵化的比率為87.2±5.1%，每次產卵平均產卵量為23.1±2.1萬粒，每次產卵平均產苗量為3.9±0.8萬尾，平均孵化率偏低為19.0±2.7%，每隻剪眼柄母蝦平均總產卵量為43.4±11.5萬粒，每隻剪眼柄母蝦苗平均總產苗量為7.3±2.6萬尾。雖然每隻母蝦平均產卵43萬粒，超過設定目標20萬粒的2倍以上，不過因為孵化率偏低，每隻母蝦平均產苗量只有7.3萬尾，低於設定目標的10萬尾。因為交配率高達87%，但是孵化率只有19%，因此如何提高雄蝦精子的品質，以提高孵化率，是往後需要改進的重點。
澳洲雖然有Mourilyan virus (MoV)及Gill Associated Virus (GAV)等病毒所引發之病情，不過病情不嚴重，加上澳洲地理位置較獨立，目前還是兩大主要蝦病：白斑症及桃拉症的非疫區。因此澳洲SPF (Specific Pathogen Free, 無特定病原)的種原及周邊相關技術發展，落後於台灣及其他亞洲、美洲養蝦國家。不過，澳洲為了將來行銷其種原至上述養蝦國家，需要面對這些國家的檢疫法規，提供檢疫證明。另外，為了提高蝦苗在上述疫區的活存率，發展抗病品系，或者發展防疫設施，都是將來需要補強的發展方向。
針對品種權的保障進行蝦類不孕技術的研究，Preston教授的實驗室利用三倍體技術處理早期收受精卵，以及利用游離輻射照射處理後期幼苗，以達到不孕的目的。三倍體技術處理過子代除了可以不孕，而且全是雌性。對蝦類雌性體型較大成長較快，因此對蝦三倍體不但可以增加商品價值。還可以降低養殖成本。
另外，Bribei Island的澳洲昆士蘭州政府海洋實驗室與University of Sunshine Coast合作，利用性轉變技術，研發對蝦全雌子代的技術。其步驟如下：首先將性別未分化的蝦苗，以雄性荷爾蒙注入體內處理或以雄性腺體植入體內，使基因型雌性(WZ)蝦苗轉變性成為表現型雄性(WZ)子代；再將變性的表現型雄性(WZ)與正常雌性(WZ)交配以產生超雌性(WW)子代；最後將超雌性(WW)與正常雄性(ZZ)交配以產生全雌子代(WZ)。超雌性(WW)以雄性荷爾蒙處理或植入雄性腺體變性成為表現型雄性(WW)子代；將雄性(WW)與雌性(WW)交配以大量生產超雌性(WW)。
澳洲分子遺傳標記：
個體間的血緣越相近，共同的對偶基因就越多，遺傳標記(DNA指紋)就越相似。因此，遺傳標記可以用來作親子鑑定。更詳盡的遺傳標記甚至可以用來鑑定個體、品種以及雜交個體的品種組成。由遺傳的觀點來看，遺傳標記最大的好處在於提高選拔的正確度。配種時親代的遺傳資訊可由遺傳標記的確認而避免錯誤的發生。配種產生的子代的遺傳資訊也可由遺傳標記加以確認。如果大量的遺傳性狀與其遺傳標記的關聯性結合後，對商用品種來說，遺傳標記就成為極為珍貴的資料，因為遺傳標記不但包含外觀或活體可測量的性狀，還包含活體不可測量如取肉率等，或不易測量的性狀如成長率、換肉率、抗病力、生殖力等。引進的種原之前也可由遺傳標記就能判別其所包含好的性狀與壞的性狀。進行配種時，利用親代的遺傳標記就能準確地預測雜交子代的性狀。利用遺傳標記也可以在雜交子代尚未長成前就將不含好性狀的個體淘汰。
可作為分子遺傳標記的技術有很多種。例如：STR(microsarellite, or short sequence repeat, STR)、隨機放大多型性DNA (randomly amplified polymorphic DNA, or RAPD)、放大片段長度多型性(amplified fragment length polymorphism, AFLP)、限制脢切片段長度多型性(restriction fragment length polymorphism, RFLP)、單核酸多型性(SNP, single nucleotide polymorphism)等。其中STR是目前公認用途最廣的分子遺傳標記(O‘connell & Wright, 1997)。其主要的原因在於STR具有高度的變異性、分怖均勻、同步顯性(co-dominant)、數量龐大、物種共通性強且可以用簡易PCR技術以及自動定序儀來分析。藉由STR的分析，可使選種更加快速且更加精確。
分子遺傳標記除了可以應用於標記輔助選拔(Marker Assistant Selection)，還可以應用於品種鑑定(stock identification)、親子鑑定(parentage testing)、系譜追溯(pedigree tracing)、族群間及品系間之親源及血緣關係分析、遺傳變異分析、雜交優勢(heterosis)分析、近親分析以及基因定位及其連鎖圖譜(linkage mapping)分析的研究。將所有遺傳標記整合於基因連鎖圖譜可以提高其功效。另外，遺傳標記也有可助於鑑別控制特定性狀的基因。因此，遺傳標記及其有用基因圖譜的研發將加經濟種類速優良品系的研發。不過，繁重複雜的工作需要多種領域的研究人員分工合作。
開發STR的方法簡述如下：將萃取後之DNA以限制脢(如Sau3A)切割後，取片段長度200-600 bp者接上載體再轉殖到大腸桿菌中，然後以DNA探針(probe)篩選含有STR的菌落，最後將殖入的DNA進行定序分析。在DNA序列的兩端設計引子(primer)，再進行PCR測試是否適用。

為因應將來快速選種，最近兩年澳洲CSIRO在Preston教授的領導下積極推動蝦類分子標記輔助選育技術。運用STR遺傳標記技術，進行蝦類近親程度的檢測，子代的追蹤，基因連鎖圖譜的建立，並作為鑑別所保育的品種或品系的依據。檢測程序中DNA抽取發展成相當簡便之方式：利用一小片組織加入混合試劑即可抽出少量DNA 進行STR檢測，不需用傳統研磨抽取之繁瑣手續。PCR產物則使用全自動之96孔核酸定序儀分析，電腦直接讀取分析數據，立刻得到PCR產物之核酸片段長度等資料。每天可分析數千個樣品，非常有效率。另外，利用片段長度的不同、以及螢光顏色不同，多組STR可同時在同一孔進行，進一步提高STR檢測的效率、同時降低其成本。
標記輔助選拔：
標記輔助選拔(Marker Assistant Selection)就是在選拔配種之前利用遺傳標記來得知配對者的基因型，以協助針對某一對偶基因的選拔，使選拔變得簡單、快速而正確。所謂遺傳標記就是與選拔性狀之對偶基因相連鎖的DNA指紋。可以作為基因型的遺傳標記的數目正快速地增加。
利用STR於親源及血緣關係分析與基因定位及其圖譜分析上的研究，已廣泛被應用於人類、果蠅、線蟲及許多畜產。分子遺傳標記對水產動物更為有用，因為魚蝦貝類個體小，尤其是幼體，無法於體表烙上記號或將外加的標記物質植入體內。以STR作為各子代的分子遺傳標記，再將數百個不同子代混合飼養在同一環境下一起評估其成長與活存，如此，不但可減少因隔離飼養所造成的設備及操作上的昂貴與不便，更重要的是可完全消除因隔離飼養所造成的環境效應。例如將100對虹鱒種魚之子代在同一魚池內養殖一年後，利用四組STR基因座分析，結果發現91%之最大與最小體長之個體是由100對種魚中的1～2對所生產的子代。另外，STR亦廣泛地被利用在魚類基因圖譜分析上之研究，對象種包括吳郭魚、斑馬魚、大西洋鮭魚、虹鱒及鯉魚等。以吳郭魚為例，目前已有60組STR基因座被發現；分離的基因座已分別被定位在遺傳圖上的15個連鎖群中。利用上述的分析方法也發現虹鱒耐高溫的基因座，與二個特定的STR基因座連鎖在同一條色體上；因此，利用這二個STR的分析，即可快速且精確地篩選出具有耐高溫基因的種魚。
近親純種的選育： 

近親配種可增加子代的同質性，其中有優良基因，也有不良基因，如隱性基因或死亡基因。經由選拔只留下優良基因，不良的死亡基因會自動消失，而隱性基因則可人為剔除。近親衰退的效應會隨著不斷地選拔而消退而消失。因此，高度近親配種可以達到基因淨化的效果。許多貓、狗、金魚的純種都是經由高度近親配種，不斷地剔除隱性不良基因得來的。因此，應用近親配種可識別出之隱性不良基因，也可以增加子代的整齊性，便於純種的登錄。另外，近親配種也可以創造雜交優勢的機會，兩個近親純種間所產生的雜交子代若具有雜交優勢，則育種者只出售兩個近親純種之一的父系與另一的母系，或兩者的雜交子代而不用擔心智慧財產權受到侵犯。因為第一雜交子代的雜交優勢最明顯，之後就快速遞減。因此飼育者會指定使用第一雜交子代，迫使繁殖者不斷地向育種者購買近親純種。
我國水產養殖種類育種之潛力：
台灣近五年來產值在前十名的養殖種類，除了鰻魚、石斑魚、虱目魚以外，吳郭魚、文蛤、牡蠣、九孔、草蝦、白蝦、泰國蝦都在一年以內到達成熟體型，而且人工繁殖的難度都不高，加上具有國際市場，因此非常適合進行育種。上述排名前十名的養殖種類每台斤單價超過100元者，除了鰻魚外，石斑魚、對蝦、泰國蝦、九孔都嚴重遭受到病毒性疾病的感染而產生大量死亡。因此，抗病品系的選育是澈底解決上述種類疾病問題的有效途徑。
針對上述重要魚介貝類，逐步進行保種及育種。每年一代、一代地持續選種、育種，培育出具有高成長、高生殖力及抗病力佳之優良品系，並逐年提高各優良品系的品質與價值。育種相關技術與產品將可行銷全世界，其潛在的利益極為龐大。台灣位處於亞熱帶，若及時發展重要水產種苗的保種與育種，並與的民間業者進行產學合作，將可達到將來營運自給自足、產官學相輔相成的效果，並使台灣的水產種苗生產永遠保持領先。為此，應儘速發展水產生物遺傳育種相關的生物技術，並以既有的魚介貝類繁養殖技術為基礎，配合現代生物技術，如基因轉殖、配子及胚胎冷凍保存、染色體操作、遺傳標記、以及疾病快速診斷等，以加速保種、育種成效的累積，並使智慧財產權得到保障。
育種計畫投資金額大、回收時間長，不是一般業者所能承擔。雖然如此，育種計畫的投資報酬率是很可觀的，以牛、羊、豬為例，育種的投資報酬率在5倍至50倍之間。魚、蝦、貝類因為生殖力，比牛、羊、豬高很多，加上管理成本較低，因此投資報酬率應更高。以挪威鮭、鱒魚的育種計畫為例，挪威在1975年開始進行鮭、鱒魚育種計畫，1985年起成為國家級計畫。目前以民間養殖業者為經營主體，已成功地培育出240個鮭魚品系及120個鱒魚品系。此項計畫每年均對這些品系進行成長、抗病、晚熟及肉質之評估，每年花費經費約300萬美金，每年因此育種計畫而獲益的金額則為4,500萬美金，投資報酬率為15倍(Gjedrem, 1997)。台灣養殖的魚介貝類大多不到一年就性成熟，較鮭、鱒魚之四年及二年要短得多，另外，台灣養殖的介貝類的生殖力也比鮭、鱒魚高得出，因此這些的育種計畫，不但投資成本將較低，且回收也將較快。
建議事項
1. 台灣重要養殖的蝦類以白蝦、草蝦與泰國蝦為主。三者均不到一年就性成熟，非常適合進行育種。其中又以泰國蝦最容易，應列為優先考慮的對象種。草蝦育種應以提高生殖力，以及成長率為重點。白蝦育種在美國已經發展多年，需要急起直追，才能有競爭的機會。
2. 育種工作需要長期不斷地研發，需要許多人力、設備與經費，更需要產業界的配合。因此育種計畫要非常嚴謹，人力、經費要充分支援。
3. 配子、胚體、細胞、組織的培養與超低溫冷凍保存等種原保存相關技術應一併研發。基因轉殖、染色體操作、遺傳標記、以及疾病快速診斷等現代生物技術，也應一併研發，以加速育種成效的累積，並使智慧財產權得到保障。冷凍保存等種原保存相關技術及遺傳標記等育種相關技術應一併研發。
4. 標記輔助選拔，可使選種更加快速且更加精確，應即早加入蝦類育種計畫中，相關之技術應儘速研發確立。
5. 當控制特定性狀的基因被發現後，才是標記輔助選拔之真正使用時機。因此進行育種的初期應先建立品系，詳細評估比較各品系間在各項性狀的差異。在建立品系時可加入遺傳標記以進行親子鑑定、系譜追溯及近親分析。
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