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一、摘要
經農委會支持與臺灣大學及農業試驗所之努力，於本 (101) 年展開「因應氣候變遷之國際農業科技交流合作-抗、耐逆境水稻品種之開發」合作計畫，本計畫主要目的是為有效因應全球氣候變遷對我國糧食安全及相關產業所造成之衝擊，透過與國際稻米研究所 (IRRI) 及其相關機構密切合作，接軌新興之因應科技，選育適合於台灣推廣之水稻品種，同時引入抗、耐逆境水稻的外表型評估技術及引入稻熱病/白葉枯病菌生理小種之判別品種及接種評估技術，並擴大雙方水稻種原及調查資料之交流，希望得以提升我國在氣候變遷下之水稻農糧產業之適應力及競爭力。本篇論述針對病害逆境合作進展初階段提出報告，病害包括稻熱病及白葉枯病。以101年9月23日至10月2日間，由農試所、嘉義試驗分所、及苗栗、台中、高雄區農業改良場等7位水稻病害及育種專家前往IRRI務實訓練心得及建議，以供日後臺灣水稻抗病育種之參用。
本次研習內容包括稻熱病及白葉枯病之田間、溫室、實驗室等實際培養菌、接種方式等標準操作流程與調查標準一致性，以利日後雙方學術交流時資料的一致性。7位水稻專家再依個人專業分稻熱病及白葉枯病2小組，分別進行4天及6天的訓練，主要目標是將IRRI對抗病育種之外表型調查標準(phenotyping)應用至臺灣抗病育種，並在短期內將IRRI抗病種原引入臺灣，進行本土菌株與之反應關係，及抗病基因導入現行栽培品種。同時也將臺灣品種送至IRRI進行其與當地菌株之反應情形，作為彼此之間材料交流基礎資料之依據。
關鍵字：國際稻米研究所、水稻、白葉枯病、稻熱病、檢定技術。
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二、目的
本計畫依據農委會農業試驗所與國際稻米研究所 (International Rice Research Institute , IRRI) 共同協議合作架構下，制定目標並推動各項合作研究計畫，以有效導入抗、耐逆境基因，並改良台灣水稻推廣品種。

近來由於全球氣候變遷造成水稻生長之非生物或生物逆境，如洪水、乾旱、冰雪風暴、熱浪和寒潮等。加上暖化導致病蟲害大規模流行，使得逆境下對水稻生長乃至產量之影響愈難預測。就水稻育種與生產而言，水稻的品種改良，尤其是開發具有高逆境調適能力之水稻新品種 (Climate-ready rice) 並強化改善現有品種之耐/抗逆境能力更加重要，以確保稻作之永續發展及糧食安全。另外從生產環境調適的角度，如何改善生物性及非生物性的逆境，加強栽培技術及病蟲害管理，培育抗病之水稻品種亦有其迫切性。是以為因應全球氣候變遷下之稻作永續經營及稻米產業之發展，農試所於2011年8月30-31日舉辦了” 因應氣候變遷作物育種及生產環境管理研討會 (Crop Breeding and Management of Agricultural Environment for coping with climate change)”，邀請 IRRI 及國內、外各農業研究單位及學者充分討論，為抗、耐逆境水稻品種之開發及因應氣候變遷之國際農業科技交流合作提供了良好之基礎。IRRI 對水稻耐逆境基因之選殖及品種之開發向來不遺餘力。如耐淹水基因 (Sub1)、耐鹽基因 (Saltol1)、及耐旱影響產量之主效基因等。此些基因己有實例利用分子標記輔助選種 (markers-assisted selection breeding, MARS) 將耐逆境之農藝性狀移轉至東南亞國家如印度、越南、寮國之優良稻種上。IRRI 目前也更積極從事多重抗逆境之基因庫及品種之開發。本計畫為有效因應全球氣候變遷對我國糧食安全及相關產業所造成之衝擊，透過與 IRRI 及其相關機構密切合作，接軌新興之因應科技，選育適合於台灣推廣之水稻品種，同時引入抗、耐逆境水稻的外表型評估技術及引入稻熱病/白葉枯病菌生理小種之判別品種及接種評估技術，並擴大雙方水稻種原及調查資料之交流，希望得以提升我國在氣候變遷下之水稻農糧產業之適應力及競爭力。
三、參訪行程
	時間與內容
	地點

	09月23日 星期日

	11:00 
	桃園國際機場集合完畢
	桃園機場

	13:00
	登機
	華航 CI703

	15:46
	抵達菲律賓
	馬尼拉機場

	17:30
	抵達 IRRI
	Swaminathan Suites 

	09月24日 星期一

	08:10
	Meeting with Hei Leung 
	Umali bldg annex 

	
	Tour of Plant Pathology Laboratory/GH/SH/Blast nursery 
	Umali bldg/BG05/CS_/Blast nursery

	11:50
	Lunch at EDR
	Harrar dining hall

	13:30-17:10
	Lecture/Discussion on greenhouse blast screening protocol 
	CESD conference room

	
	Breaktime - snacks
	CESD conference room

	
	Lecture/Discussion on BB/blast nursery screening protocol
	CESD conference room

	09月25日 星期二

	08:30-
	白葉枯病小組:

1.BB assessment - field 
2. BB  assessment -  screenhouse 

稻熱病小組:

Leaf/panicle inoculation;  sowing 
	Pedigree nursery in Block 600
CS10 Rm B3
Genetics lab/BG05

	12:00-
	Lunch
	Harrar dining hall

	13:30-
	白葉枯病小組:

參訪其他學者[三位]

稻熱病小組:

Blast assessment 
	Greenhouse - BG05

	09月26日 星期三

	08:30-
	Farmer's field trip 
	Laguna area

	
	Lunch
	

	14:00-
	Wrap-up discussion/future activities 
	

	09月27日 星期四

	08:30-11:00
	白葉枯病小組:

BB culturing 

稻熱病小組:

Blast assessment 
	Main Plant Pathology aboratory
Blast nursery


	12:30
	部分成員搭車至機場返回台灣
	

	13:30-
	白葉枯病小組:

Discussion 

稻熱病小組:

Blast culturing 
	Main Plant Pathology aboratory
Genetics laboratory


	09月28日 星期五

	08:30-11:00
	白葉枯病小組:

BB inoculum prep, inoculation 

稻熱病小組:

Continue blast culturing 
	Main Plant Pathology aboratory/BG05
Genetics laboratory

	11:00-
	參觀博物館
	博物館

	13:30-14:00
	參訪植病學者--
	Main Plant Pathology aboratory

	14:00-
	參觀 Genebank
	Genebank

	-
	參觀 molecular marker Lab
	molecular marker a  Lab

	-
	Wrap-up discussion/future activities 
	Genetics laboratory

	09月29日 星期六

	12:30-
	搭車到機場
	

	18:00-
	登機 (誤點)
	華航 CI704

	20:30-
	抵達台灣
	桃園機場


四、參訪內容
(一)、臺灣水稻白葉枯病抗性檢定工作
水稻為世界重要的糧食作物之一，而水稻產量下降將會引起國家糧食安全問題。稻熱病和白葉枯病為水稻的主要流行病害，常隨著發生之嚴重程度不同而造成不一的產量損失，其中白葉枯病為細菌性病害，主要發生於第二期作，除少數推薦防治藥劑外，有效防治極為困難，最為有效之防治手段為種植抗性品種，是故開發抗病種原、育成抗性推廣品種一直是許多國家的努力方向，為此必須有一套穩定的水稻白葉枯病抗性檢定評估技術，才能有效快速的篩選出抗性水稻品系。在臺灣水稻白葉枯病之抗性檢定工作首先由1971年秈稻區域試驗開始，之後於1975年正式於台中區農業改良場設立田間檢定圃，翌年更加入稉稻育種材料，根據期作一年檢定兩次，調查方法與標準則依據國際稻米研究所 (International Rice Research Institute, IRRI) 建立的標準進行，而供試用白葉枯病菌 (Xanthomonas oryzae pv. oryzae Swings et al. 1990) 菌株從最早使用的中央研究院 604 菌株，陸續更改為2003年沿用至今的 XF89b 及 XM42 (農業試驗所提供)。1976至2008年間已選出 14 個抗性品種 (陳等，2009)，然而檢定期間仍有結果不穩定之情形發生。
(二)、白葉枯病現行檢定技術上之差異

1. 白葉枯病菌之保存與接種源製備

IRRI 保存白葉枯病菌的方式有 3 套：(1) 將白葉枯病菌懸浮於消毒滅菌過之 10% 脫脂牛奶 (Skim milk) 水溶液中，再裝入 2ml 的保存管中，放置於 -20℃ 環境中；(2) 與前者相似，但改成 30% 甘油 (Glycerol) 水溶液，並放置於 -80℃ 環境中；(3) 先將白葉枯病菌懸浮於消毒滅菌過之 10% 脫脂牛奶水溶液後，再進行冷凍乾燥動作，將病菌保存於密封的安瓿瓶中，隨後放置於 4℃ 環境下。前兩者可供短期保存 (1-2年) 及移植接種源之用，後者則可進行長期保存 (可達 10年之久，圖1)。於臺灣則僅使用一種保存方式，似第二種 (溶液改成20% 甘油水或NB)，一旦放置之定溫箱發生事故則易遺失菌株，且需常進行更新動作，可能會造成菌株的變異，應增加多項保存方式降低菌株種原遺失之風險。

在接種源製備方面，IRRI 先將病菌從保存管中移植至 modified Wakimoto’s medium (WF-P) 斜面培養基中，並於 30℃ 下培養 2-3 天，並隨著移植再更新一次後，利用無菌水配製成細菌懸浮液，此即為接種源。臺灣目前則有兩種接種源製備方式：(1) 同 IRRI，但多用在檢定圃與少量接種試驗；(2) 則是將移出並更新的病菌移植入液態培養基中進行培養，並直接使用該含菌之培養液做為田間接種源。所使用之培養基為 Wakimoto’s medium (WM)，但因配製時需用馬鈴薯煎汁，其可能會造成每次製作時的成分差異，進而影響病菌之生長，故近年改採用 523 medium。然液態培養時培養基中帶有的物質過於營養，可能會影響接種結果，另如在培養期間遭受污染，比起固態培養較不易察覺，此亦會影響結果，是故未來改成利用無菌水來製備接種源較佳。

2. 白葉枯病田間檢定圃

IRRI 方面，於試驗田 (圖2A.) 內種植供試水稻品系，待其生長至分蘗期 (約插秧後45-60天)，即利用特製的剪刀 (接種源可以一直流向刀面) 進行人工剪葉接種，每個分蘗僅接種最上位之完全展開葉 (葉尖1-2公分處)，共使用 2 個當地主要之生理小種代表菌株，每個菌株接種每個品系 10 株，並於接種後 14 天進行調查，使用病斑佔葉面積百分比 (Disease Lesion Area, %DLA ) (SES, 1996) ，即以病斑佔葉面積的1/2、1/4、1/8、1/16 的級距來判別等級，較為方便、快速適合於田間大量品種篩選時用，且適合於水稻品系間性狀 (尤其株高) 差異大時使用。臺灣檢定圃的接種流程相似，接種時期亦在分蘗至孕穗初期，但仍有幾點差異：(1) 於未有特製之剪刀，接種時需將剪刀浸於懸浮液後再進行接種；(2) 接種時採用齊頭剪葉，除造成 %DLA 誤差變大外，接種所有葉片可能影響植株本身的生長與發病程度，且調查時可能因為較下位葉生理老化之問題造成判讀困難，此點乃極需改進之處；(3) 調查時間需 28天以上，此項差異與發病環境有關，調查時先確定感病品種 (如IR24、TN1) 至少達到中感程度即可；(4)田間管理方式不同，IRRI接種後田間環境保持深水灌溉，以維持田間一定濕度，臺灣則因配合一般灌排水管理方式進行，接種至調查期間會遇到排水降低田間濕度，未來試驗可考慮接種後即以深水灌溉至調查前日；(5) 亦接種 2 個菌株，但因現行臺灣尚未有完整的生理小種分群，所以為以往固定使用之菌株，非主要生理小種代表菌株。此外，隨著帶有單一或堆疊多個抗病基因的近同源系 (near-isogenetic lines, NILs) IRBB lines 之使用，部分試驗場所調查方式改採用病斑長度進行調查，進行更精細之分析。

3. 白葉枯病溫網室檢定圃

除了田間檢定圃外，IRRI 亦在網室區設置水田式檢定圃 (圖2C.) 進行水稻品系廣幅抗性檢定，即於網室內設立具灌排水設施的試驗水田，將水稻供試品系種植於其中，同樣待插秧後達45-60 天後進行人工剪葉接種，並於14天後進行調查。不同於田間，網室區內一個水稻品系會接種 IRRI 所有的白葉枯病菌生理小種代表菌株，並利用病斑長度 (SES,1996) (圖3) 進行調查。有時視情形而定，同一植株上可以接種兩個菌株 (圖2D.)，可大幅減少材料使用量。臺灣尚未有網室檢定圃，如能建立網室檢定圃的接種平台，配合適當的硬體設施 (如溫溼度等，因臺灣四季溫度差異較IRRI 大)，則可以穩定長期的檢定水稻品系對白葉枯病的廣幅抗性。
4. 白葉枯病菌生理小種鑑定流程

於溫室內採高架水盤式平台 (圖2B)，分別於栽培盆缽種植判別品種 ( IR24、IRBB4、IRBB5、IRBB7、IRBB10、IRBB14、IRBB21)，再將盆缽放置於高架水盤上，於分蘗期 (插秧後 45-60天) 進行剪葉接種，每個品系 4 株，每株 3-5 片葉，菌株為各地採集罹病葉片後純化分離出來的白葉枯病菌，調查時間與方式同網室檢定圃，最後再根據抗感病反應結果來鑑定該菌株屬於哪一個生理小種。目前筆者於溫室採用之方式類似，然 (1) 非固定設施 (在地面利用塑膠布圍出的水盤，或利用可以保水的盆子種植)，(2) 較為早期 (插秧後21-28天) 即接種，(3) 所使用植株數需要較多量，(4) 接種源製備非無菌水製備。如能設立固定的接種平台，則會減少多項因素所造成的結果誤差，在材料使用量與結果調查上也較為便捷，可加速臺灣白葉枯病菌生理小種鑑定試驗之進行。
(三)、國內水稻抗稻熱病育種之發展與現況

國內自1950年起開始進行水稻抗稻熱病育種檢定工作，最初由各試驗改良場所自行辦理，至1956年才在中國農村復興聯合委員會 (農復會) 的整合下，陸續於宜蘭壯圍、台中東勢 (1956-1974) 或南投竹山 (1975-1979) 或國姓 (1980-1981)、嘉義、屏東萬巒及台東關山等五處稻熱病主要發生地區設置水田式統一檢定圃，並將檢定結果列為新品種命名推廣的重要參考資料。然 1982 年以後，因經費因素僅保留嘉義及關山兩處水田式病圃，而旱田式病圃則僅設置於嘉義。檢定圃葉稻熱病的調查基準於 1956-1964 及 1974-1978 年間，係依據農林廳編印之葉稻熱病罹病程度調查基準圖 (台灣省政府農林廳 1985)，以肉眼檢定每叢病斑面積率計算罹病程度，穗稻熱病則調查其被害穗數以計算罹病率。然因該套檢驗標準未能如實反應水稻品種對葉稻熱病及穗稻熱病間的抗性關係，經育種人員與植物病理專家會商後，自 1979 年起改參照國際稻米研究所 (International Rice Research Institute，IRRI) 所設置的國際稻熱病病圃 (IRRI  Blast  Nursery，IRBN) 之調查方法與標準實施 (IRRI 1980)，期以獲得較合理的檢定結果。實施至今，雖現行的檢定方法仍未臻理想，但檢定結果尚稱合理 (陳隆澤等 1990; 陳隆澤等 2009)。
台灣現有的稻熱病菌生理小種判別品種為台灣省農業試驗所簡錦忠博士等，於 1955-1957年間篩選國內外 1,000 餘種水稻品種，依據各品種對稻熱病菌表現之抗感病性所選定，其組成包括 11 種稉稻 (japonica type) 品種 (1 種中國品種、7 種本土育成品種及 3 種日本稻) 及 5 種秈稻 (indica type) 品種 (2 種本省山地秈稻及 3 種本省平地秈稻)，共 16 個水稻品種。爾後簡博士等自1960 年起，應用此套判別品種陸續於 16 年間 (至 1987 年) 測定本省 1,871 株菌株，並將當時所測定台灣水稻稻熱病菌的生理型歸類成七個群 (P、I、J、T、K、N及A)，共 78 個生理小種。後續於 1988-1991 年、1993-1994 年間仍陸續有監測資料 (農業試驗所年報)，結果顯示每年約有 20％ 受測菌株異於已報告的 78 個生理小種，而1995 年以後則無相關之研究報告。
目前台灣仍尚未開發出亦未從國外引入完整的單一抗病基因判別品種系，僅能就現有的台灣 16 種判別品種進行檢測，亦初步建立穩定的接種平台，並開始稻熱病菌株致病性檢測工作。初步結果顯示，2011 年檢測之 114 株菌株中，僅有 12 菌株可比對出 3 種已發表的生理小種 (race 1、race 2與 race 17)，其餘將近九成的稻熱病菌菌株皆無法歸入已報告的 78 個生理小種，且有 25 菌株無法歸入已知的七個群中，佔受測菌株的 21.9％。而田間稻熱病菌的主要生理群也由原來的 I、P 及 T 群，轉變為以 K 與 I 群為主，P 群的菌株則未檢出，可見台灣水稻田間稻熱病菌株之致病性已發生改變。
(四)、稻熱病現行檢定技術上之差異
1. 稻熱病原之保存與接種源製備
國內慣行在田間採得稻熱病罹病植體後，將罹病處置於溼室中保溼，待病斑部位產孢後刮取孢子塗佈於含2％ (w/v) 蔗糖之水瓊脂培養基 (2％ w/v)，待孢子發芽後，挑取已發芽之單一孢子，移植至 10％ V-8 平板培養基培養二週後，切取菌落邊緣之新鮮菌絲塊，置入含無菌水之標本瓶中於室溫下進行保存。然IRRI將罹病組織置於溼室中保溼，待病斑部位產孢後挑取孢子塗佈於含40 ppm 鏈黴素 (streptomycin) 之水瓊脂培養基 (4％ w/v)，待孢子發芽後挑取發芽單孢，移植至 prune agar 斜面培養基培養，四日後倒入滅菌之 5 × 5 mm2 濾紙片。再培養 25 日確認菌絲纏據濾紙片後，將濾紙片取出置入滅菌之 ＃00 號錢幣信封袋，經真空乾燥一週確認完全乾燥無虞後，用三層密封袋完整包覆信封袋以隔絕水氣，再置入含滅菌矽膠乾燥劑之容器中保存於 -20℃ 或 -70℃。乾燥後之菌絲濾紙片亦可視需求移入含滅菌矽膠乾燥劑之標本瓶中保存。如矽膠乾燥劑由深藍色轉為粉紅色，表示已無除濕功能，需適時更換。
在接種源製備部分，國內係將菌株活化後切取菌落邊緣之新鮮菌絲塊，於 10％ V-8 平板培養基培養 20 日，以含 0.05％ (v/v) Tween 80 之無菌水洗取病原菌之分生孢子，製成孢子懸浮液 (1 × 105 spores ml-1)；而IRRI則將菌株活化後切取菌落邊緣之新鮮菌絲塊，於 prune agar 斜面培養基培養 10 日，再刮取表層所有菌落連同少部份培養基移入 10 ml 無菌水試管中，以滅菌金屬研磨棒徹底均質後，平均倒入 4-5 皿 prune agar 平面培養基進行增量培養。培養 7 日後以滅菌載玻片刮除菌落表面菌絲，開蓋置於日光燈下培養刺激產孢，3-4 日後加入無菌水以滅菌載玻片刮洗分生孢子，待定量 (2.5-10 × 104 spores ml-1) 完成後再加入 0.02％ (v/v) Tween 20。

2. 稻熱病溫網室檢定圃
國內供試植物準備，係將供試用水稻種子先以稀釋 10 倍次氯酸鈉浸泡 40 分鐘，再以流水方式於室溫下 (25-30℃) 浸種催芽 2-3 日。待稻種冒芽後，以滅菌赤玉土為栽培介質種植於 20 孔穴盤中 (孔穴大小為 5.8 × 5.8 × 5.2 cm3)，每品種一個穴位。生育期間添加兩次荷格蘭式 (Hoagland) 養液補充所需養分，至 3-4 片葉後 (約 21 天) 供接種使用。而IRRI以過篩之田土為栽培介質，裝填於有打孔之方型塑膠盒 (35 × 28 × 11 cm3) 或保鮮盒 (22.5 × 10.5 × 11 cm3)，用模具於整平之介質壓出溝槽後，供試用之水稻種子不經任何處理直播於溝槽中。生育期間提供足夠氮源 (硫銨) 以利植株生長並提高感病性，至 3-4 片葉後 (約 14-21 天) 供接種使用。

另國內接種試驗將製備之孢子懸浮液 (1×105 spores ml-1)，以噴霧接種法均勻噴灑於各判別品種之秧苗葉片上，每一病原菌菌株之接種量為 30 ml/盤。接種完畢後先於溫室之濕室中保溼 3 日，移出後再經 4 日即可觀察各病原菌菌株對判別品種之致病反應。IRRI是將葉稻熱病抗性檢測分為定性評估 (qualitative disease assessment) 與定量評估 (qualitative disease assessment) 兩種。定性評估部份，將孢子懸浮液 (5-10 ×104 spores ml-1) 50 ml/方形塑膠盤或 20 ml/保鮮盒，以動力噴霧方式均勻噴灑接種於各品種之秧苗葉片上；而定量評估因需計算產孢病斑密度，為避免病斑數過多難以計量，故將孢子懸浮液密度調整為2.5 - 7.5 ×104 spores ml-1，其餘不變。穗稻熱病抗性檢測部份，於始穗期利用注射針筒將孢子懸浮液 (5-10 ×104 spores ml-1) 由下而上直接注入尚未抽出劍葉葉節之葉鞘稻穗中，至孢子懸浮液由葉鞘上方縫隙流出為止；或以棉花吸附孢子懸浮液直接包覆於剛抽出之稻穗，外層再以鋁箔紙包住保溼。接種完後移入室內覆蓋有麻布袋之棚架中 (麻布袋於事前先行噴水潤濕至不會滴水之程度，環境條件約為 25℃、100％ RH)，葉稻熱病保溼 24 小時、穗稻熱病保溼 48 小時。接著移往溫度控制於26-28℃ 之環控溫室培養，每日噴水保溼 3 次，葉稻熱病 6日後、穗稻熱病2 - 3週後調查植株罹病情形。

國內溫室抗病檢定評估上，目前配合田間稻熱病菌致病性調查，於溫室試驗部份僅檢測水稻葉稻熱病抗病性之定性評估。於接種後第 7 天調查各判別品種呈現之最嚴重病斑型，依據歐世璜博士 1965 年訂定之罹病等級加以記錄 (Bonman et al. 1986)。IRRI配合水稻抗稻熱病育種工作，接種後 7 日葉稻熱病定性評估部份檢測水稻品種表現之最嚴重型病斑，同樣以歐世璜博士訂定之罹病等級為依據；定量評估部份則計算產孢型病斑密度 (Roumen et al. 1992) 與罹病葉面積率 (Notteghem 1985)。穗稻熱病部份，於接種後 2-3 週檢測接種部位嚴重感染型 (等級 7-9) 之罹病率 (IRRI 1996)。

3. 稻熱病田間檢定圃

國內稻熱病檢定圃分為水田式及旱田式，水田式病圃設置於嘉義及台東關山，而旱田式病圃僅設置於嘉義市嘉義農業試驗分所。水田式病圃一般設置於第一期作，調查葉稻熱病及穗稻熱病；旱田式病圃則兩期作均有設置，僅調查葉稻熱病。統一病圃主要是藉由施用重氮肥、遍植感病品種 Lomello 及噴水保持濕度等方式，促使受測水稻品種自然發病。檢定調查方法及標準自 1979 年起即參照國際稻熱病圃之規範行之 (IRRI 1980)。IRRI 旱田式檢定圃採活動式隧道設計，夜間覆蓋塑膠布以提高濕度、營造適於發病環境，白天則將塑膠布移除並配合噴水降溫避免高溫傷害。每塊病圃最外圈以 8 個感病性不同之水稻品種混合種植作為散佈行 (spreader rows)，內部再分為兩大行進行品種檢測，每個檢測品種以種子灑播成一直行方式種植。播種後 11-14 天以前批試驗留下的感病植株作為接種源，置於散佈行以繁殖、增量田間病原菌密度，接種後 15-20 天依據調查標準 (IRRI 1996) 進行罹病等級調查。

五、參訪心得

藉由修改臺灣目前的檢定評估技術，除可使檢定結果更加穩定外，未來將加強：
1. 縮短雙方選拔落差，並強化彼此間檢定資料之關聯性
以抗病育種為例 (resistant breeding for bacterial blight)，若能更新引入單一秈稻背景或稉稻背景之近同源系族群 (near-isogenetic lines population)，利用這些攜有單一或堆疊多個抗病基因的品系，可個別接種雙方地區的流行菌株，進而同時評估目前哪些主效抗病基因與組合，對我國與IRRI的流行菌株具有廣幅抵抗性，能減少彼此雙方的選拔落差而提升應用性；另針對多年度、多期作與多地點評估同一套近同源系族群，同時記錄罹病面積百分比 (%DLA) 與病斑長度 (lesion length)，其資料可作為不同批次間資料的聯接，因為IRRI不論1、2期作發病程度趨近，臺灣第一期作的發病程度往往與第二期作相異，顯見地區上與期作間的罹病等級與發病程度可能無法一體適用，但藉由同一套鑑別品種能強化彼此間檢定資料的關聯性。 
2. 加強開發雙方流行菌株的致毒基因剖析與偵測

依照Avr-gene與R-gene的抗病育種理論，若能提供作物育種者相關目前流行菌株致毒基因 (Avr-gene) 種類的頻度狀況，更能推出具有相對抗病基因的適當品種系，能有效提升作物的抗病性。目前僅已知1個白葉枯病 (Avr-Xa7) 與部分稻熱病致毒基因的訊息較為明確，若我方植物病理人員能參與菌株上的致毒基因的開發流程，將有助加強開發雙方流行菌株的致毒基因剖析與偵測。

3. 系統化加強新穎育種技術之訓練與研習

IRRI每年4月、8月與11月均會開設作物育種(plant breeding)、分子育種 (molecular breeding)與SNP標誌應用(SNP marker applications)等訓練班，若能派員參加將能有效並系統化加強新穎育種技術之應用，不僅開闊國際視野亦有助增加理論基礎。

除利用化學藥劑防治及栽培管理等治標方式處理外，育成抗病品種為最根本的解決之道。抗病品種育成需有完善的抗病檢定措施與標準，國內目前建立的白葉枯病與稻熱病溫室檢測平台及田間病圃檢定技術均有相當的成熟度及穩定度，藉由此次的研習交流，引入國際稻米研究所最新的研究材料與技術，如單一抗病基因的稻熱病判別品種，對國內的檢定系統進行微調，相信可以更提高國內水稻抗病育種的效率與育成品種的抗性持久度，進而增加我國在水稻農糧產業上之適應力及競爭力。
六、參訪建議

(一)、白葉枯病檢定技術建議修正措施

在保存白葉枯病菌株之保存方式上，IRRI的例行方式共有 3 套，於臺灣則僅使用一種保存方式，易遺失菌株且需常進行更新動作，易造成菌株的變異，建議增加冷凍乾燥保存模式。另修正接種源製備可參考IRRI 以 modified Wakimoto’s medium (WF-P) 斜面培養基，及利用無菌水配製成細菌懸浮液，取代臺灣目前以523液態培養基培養過於營養，污染不易察覺及接種結果不穩定之缺失。在田間檢定接種及調查方式及增加溫網室檢定圃調整部分，IRRI 進行人工剪葉接種，每個分蘗僅接種最上位之完全展開葉 (葉尖1-2公分處)，臺灣則以齊頭式接種，後者不適合株高或葉片差異大時使用，故建議日後接種葉片修正為與IRRI方式相同。另接種時期調整至分蘗中期，接種後田間水份保持7~10公分，並調查時間為接種後14天最佳，或調查時先確定感病品種 (如IR24、TN1) 至少達到中感程度才使可開始調查。臺灣目前尚未有網室檢定圃，如能建立網室檢定圃的接種平台，配合適當的硬體設施 (如溫溼度等)，則可以穩定長期的檢定水稻品系對白葉枯病的廣幅抗性。未來可建立臺灣白葉枯病菌生理小種鑑定標準流程，IRRI利用於溫室內採高架水盤式平台種植判別品種 (IR24、IRBB4、IRBB5、IRBB7、IRBB10、IRBB14、IRBB21)，進行白葉枯病菌生理小種鑑定流程，具有易管理及穩定且可單株接種多菌株之優點，依據之修正臺灣非固定設施、較早期接種、單株接種單菌株等缺失，並建立臺灣本土白葉枯病菌近同源品系，讓臺灣生理小種鑑定流程標準化且在地化。其兩方檢定技術差異列表如表1.。

(二)、稻熱病建議修正措施

在稻熱病原菌之分離、培養與保存上，IRRI 於水瓊脂培養基中添加 40 ppm 鏈黴素可有效減少雜菌污染，提高菌株成功分離機會；prune agar 一般為促進真菌產孢使用，國內較少使用，目前正著手測試其對稻熱病菌之生長及產孢效果。IRRI 以菌絲濾紙片保存稻熱病菌株至今已超過 30 餘年，保存效果良好且不佔空間，此方法可解決菌株數量龐大、保存空間不足之問題，值得參考學習。另接種源製備中，IRRI以均質後之菌絲片段作為接種源，相較於國內使用單一菌絲塊可節省不少培養時間；國內曾嘗試刮除菌落表面菌絲刺激稻熱病菌產孢之處理，然並未得到穩定之產孢促進效果，而IRRI配合開蓋進行光照處理可得良好刺激效果之處理方式值得參考，另為因應在開蓋過程培養基水分耗損，產孢用之培養基會增量2 - 3倍以避免培養基乾掉，此可值得留意。在溫室接種過程中，IRRI 認為接種初期前 24小時高濕度為影響稻熱病菌附著器形成及是否成功侵染之關鍵因素，而後續適中的溫度則為影響病原菌在植體內纏據及病斑形成的主要因子。因此於接種前期以溼麻布袋棚架製造高濕度環境，後期則以空調設備控制溫室溫度維持在 26-28 ℃，以營造適於稻熱病發生的最佳條件。而國內受限於現有溫室條件，在水牆及風扇的運作下，夏天溫室中溼室的最高溫度仍可到達 38.5℃，為達成功接種之目的，因此延長保溼時間至 3 日，而此法同樣可得到不錯的接種效果。是否國內稻熱病菌株較 IRRI 菌株耐熱，或溫度並非影響病原菌在植體內纏據及病斑形成的主要原因仍有待觀察。檢定圃評估上IRRI 採用 8 種感病性不同之水稻品種，相較於國內僅使用一種普感品種 Lomello，可有效提高田間稻熱病族群致病性的多樣性，減少因族群分佈不均而造成的試驗偏差，進而提昇育成抗病品種的適用性及持久性。此外，IRRI 額外補充罹病材料作為接種源，藉由散佈行的增量繁殖再進一步感染受測樣品，可確保檢測結果的可信度，避免因自然環境中病原族群數量不足而造成的偽抗性表現，如圖4.。


[image: image1]
圖1. 密封的安瓿瓶中為冷凍乾燥過後含有白葉枯病菌脫脂牛奶粉末。(陳純葳提供)
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圖2. IRRI白葉枯病檢定圃。A.田間；B.溫室；C.網室；D.網室有時在同一植株上接種2個白葉枯病菌菌株。(A.由楊嘉凌提供，B.和 C.由陳純葳提供，D.由吳東鴻提供)
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圖3. 溫網室檢定圃內的供試水稻品系於接種後第14天測量病斑長度。
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A. 以溼麻布袋棚架進行接種材料保溼
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B. 穗稻熱病接種方式
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C. IRRI 稻熱病抗性檢測環控溫室
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D. 國內稻熱病溫室檢定設施
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E. IRRI 旱田式稻熱病檢定圃
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F. 嘉義農業試驗分所稻熱病旱田檢定圃


圖4. IRRI與臺灣水稻稻熱病檢定評估平臺概況
表1. IRRI與臺灣水稻白葉枯病檢定評估技術差異比較

	項目
	IRRI
	臺灣

	水稻寄主
	種植環境
	田間：深水栽培

溫室：高架水盤式

網室：水田式
	田間：灌排水調節

溫室：水盤式

	
	接種生育時期
	分蘗期 (插秧後45-60 天)
	田間：分蘗-孕穗期

溫室：插秧後 21-28 天

	白葉枯病菌
	保存方式
	· 10% 脫脂奶粉水溶液保存管(-20℃)

· 30% 甘油水溶液保存管(-80℃)

· 冷凍乾燥法
	· 20% 甘油水溶液或之 NB 液態培養基) 保存管 (-80℃)

	
	供試菌株數量
	田間：當地常見之兩個生理小種代表菌株

網室：所有生理小種代表菌株各一。
	固定菌株2 支 (因現行臺灣尚未有完整的生理小種分群)

	
	接種源  製備
	先使用固態培養，再利用無菌水配製懸浮液
	· 直接使用液態培養液

· 無菌水配製懸浮液

	接種方式
	剪葉接種法

· 每個分蘗最上位之完全展開葉(每叢3-5 片)

· 田間有專屬的剪刀工具
	剪葉接種法

· 所有葉尖(齊頭)

· 剪刀沾菌液再剪

	接種後調查時間
	14 天
	田間：28 天以上

溫室：21 天

	調查與評估方式
	· 田間：病斑佔葉面積百分比 (%DLA)
· 溫網室：病斑長度
	· 田間：罹病面積百分比(%DLA)、病斑長度 (近年部分試驗使用)

· 溫室：病斑長度

	因應措施
	· 增加白葉枯病菌株冷凍乾燥保存方式
· 修正接種源為WF-P無菌水細菌懸浮液
· 調整田間檢定接種及調查方式及增加溫網室檢定圃  
· 建立臺灣本土白葉枯病菌近同源品系
· 臺灣生理小種鑑定流程標準化
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七、參訪照片
（1） 稻熱病抗病基因之供給親及接種程序介紹

    於IRRI進行小型之座談會中，負責稻熱熱病課程之人員Ailce向大家介紹5個主要的抗病基因供給親，其中有3個在本次與IRRI合作之材料清單中，包含SHZ-2。在IRRI的病圃檢定反應，以Pii, Pik-p, Piz, Piz5, Pi5(t) 及 Pi9抗病基因有佳之抗性。而在中國地區主要的抗病基因有別於菲律賓地區。隨後介紹有關接種的細節與外表行定性及定量分析之程序，皆安排於日後的課程訓練中。
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（2） 葉稻熱病接種

在進行接種之前必須先於實驗進行前置作業。接種最適當的孢子濃度為5-10×104/mL。而每一盤(tray)的試驗材料約需噴50mL。將培養皿上的單一菌株加滅菌水以玻片輕刮表面，透過泥濃材質之紗布進行過濾，再於血球計數器下計算孢子濃度，逐步地稀釋需求之濃度及含量。
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由於溼度對於稻熱病的病原菌在附著器（appressorium）形成及入侵寄主之階段相當重要，所以在材料放置的棚架及外層的麻布皆需先以水噴濕。接種的管線先以70％酒精消毒後再以滅菌水潤洗，隨後接上菌液均勻噴灑於每盤的材料上。隨後放入先前已噴濕的棚架中待24小時後將材料移至約26℃溫控的環境，讓病原菌的擴散及病斑之形成得以順利進行。
唯一要注意的是，若是要進行定量分析的材料，是在接種後14天觀察，且只取倒數第2葉來判斷。因此最佳的作法會在接種前在第1片葉作標記，因此葉尚未完全抽出，接種時受病原菌感染小，因此不做調查。等2個禮拜後，標記的下一片葉即是要調查的葉片。
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（3） 穗稻熱病接種
    在穗稻熱病接種方式可分為兩種，一種是以棉花沾菌液感染，另一種是以針頭將菌液注射入植株。若以棉花沾菌液，包在接近穗頸處。任何抽穗的階段皆可進行接種，但以抽穗後1星期為最佳時期。若以針筒注射菌液，需選擇在穗尚未完全抽出階段，將菌液注入。接種完後的植株放入潮濕之棚架，48小時後移至環控處，等接種後2週進行結果調查。
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（4） 定性及定量分析
    定性分析主要是檢視試驗材料中是否帶有抗病基因，在每個品系裡，紀錄單株整體的病斑情況，且每盆材料裡皆有種植感病品種，如LTH，以檢視接種是否成功。病斑等級分為5級。

    定量分析主要檢視抗病的程度為部份抗性或是持久之抗性，或藉由試驗中找到與抗稻熱病相關的QTLs，紀錄倒數第2葉之葉長、葉寬、感病型病斑數、病斑等級及感病面積（% diseased leaf area ,%DLA ），其中DLA有判斷的標準。
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（5） 稻熱病病圃檢定

IRRI稻熱病病圃的設置如下圖所示。


[image: image37]
    Spreader rows種植容易感病的混合品種，以作為病原菌之傳播。播種後11~14天進行接種，以約21天大感病植株丟入spreader rows，如圖中紅色圈圈所示，大約在15到20天左右可進行調查。

    由於老葉會先感病，所以應先觀察植株下半部的情況。老葉枯萎，若為稻熱病所致，仍可在枯葉上看到病斑，否則可能為自然老化導致。除觀察下半部植株狀態，還需觀察上半部新葉的情況，依整體作判斷才客觀。病斑的判斷標準則是結合定性與定量分析。
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白葉枯病研習紀錄
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