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摘  要
本場為因應台灣蔬菜種子外銷需求，自2013年起接受防檢局委託，已建立14項種子病原檢測作業流程，可檢測對象包含十字花科黑腳病菌、瓜類蔓枯病菌、菜豆炭疽病菌、豌豆葉斑/果莢黑斑病菌、茄科細菌性斑點病菌、番茄細菌性葉斑病菌、菸草嵌紋病毒、豌豆種媒嵌紋病毒、南瓜嵌紋病毒、香瓜茄嵌紋病毒、香瓜壞疽斑點病毒、菸草微綠斑駁病毒、豌豆早褐病毒及六種番茄與茄科種子類病毒等22個病原。

前  言
近年來因全球種子貿易日趨頻繁，種傳病害也越來越受重視。除國家檢疫的病原生物外，因種傳病害造成作物損失的病原項目也備受關注，從ISTA在種子健康檢查之病原種類逐年增加亦可見其端倪。而在國際種子貿易中檢測方法的可信度與一致性是種子健康檢查結果是否受認可的最重要因素。目前除國際種子檢查協會(International Seed Testing Association, ISTA)與I際種子聯盟(International Seed federation, ISF)公告的檢測方法外，許多病原的檢測方法未被廣泛接受。以瓜類細菌性果斑病菌(Acidovorax avenae subsp. citrulli, Aac)為例， 目前全世界以美國Eurofins STA實驗室與荷蘭 Naktuinbouw實驗室的檢測結果較具公信力；我國屬於Aac之疫區，種子業者外銷瓜類種子時多送往前述二實驗室進行檢測，唯曠日廢時且所費不貲，因此種子業者積極要求政府相關單位建立檢測方法，提供種子業者檢測服務以強化種子外銷產業。

種傳病原檢測作業流程簡介
十字花科黑腳病菌(Phoma lingam)
主要係依據ISTA所公告之濾紙法進行種子上的P. lingam培養，觀察病原真菌的形態特徵進行鑑定。樣品量為種子1,000顆。檢測過程中使用2,4-D鈉鹽溶液可抑制種子發芽，減少發芽後的幼苗對觀察的干擾。判別結果時，檢查受感染種子及其周邊濾紙上是否有柄子器產生。有觀察到柄子器的種子記錄為受感染種子並計算帶菌率。
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	圖一、十字花科黑腳病菌檢測流程示意圖



瓜類蔓枯病菌(Didymella bryoniae)
利用冷凍濾紙法(Deep freezing blotter test, DFB)進行種子上的D. bryoniae培養，觀察目標病原真菌的形態特徵進行鑑定。樣品量為種子400顆。檢測過程中會將受測樣品移到-20 °C以抑制種子發芽。判別結果時以解剖顯微鏡放大50倍率，檢查受感染種子及其周邊濾紙上是否有柄子器產生。有觀察到柄子器的種子記錄為受感染種子並計算帶菌率。
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	圖二、瓜類蔓枯病菌檢測流程示意圖



菜豆炭疽病菌(Colletotricum lindemuthianum) 
診斷方法係利用紙巾測試法(Paper toweling test)進行種子上的C. lindemuthianum培養，觀察目標病原真菌的形態特徵進行鑑定。報驗樣品量為種子400顆。培養7天後，將單層紙巾移除，用肉眼觀察經去除種皮的子葉上有無明顯與健康組織區隔的黑色病斑，以25倍放大倍率觀察每個病斑上有無帶有暗褐色剛毛(setae)的分生胞子盤(acervuli) ，最後計算帶菌率。
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	圖三、菜豆炭疽病菌檢測流程示意圖



豌豆葉斑病菌(Ascochyta pisi) 
診斷方法係利用麥芽瓊酯培養基(malt agar，MA)或馬鈴薯葡萄糖瓊酯培養基(potato dextrose agar，PDA)進行種子上的目標病原真菌培養，觀察目標病原真菌的形態特徵進行鑑定。
樣品量為種子400顆。培養7天後，用肉眼觀察種子表面有無白色菌絲纏繞，疑似菌落以25倍放大倍率觀察菌落邊緣有無波浪狀菌絲。培養基背面可見菌落中央呈深橘褐色，至菌落外圍顏色漸淡。最後計算帶菌率。
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	圖四、豌豆葉斑病菌檢測流程示意圖



茄科細菌性斑點病菌(Xanthomonas spp. on tomato and pepper)
能引起茄科細菌性斑點病之病原細菌包含有X. euvesicatoria、X. vesicatoria、X. perforans及X. gardneri等四種。檢測方法為萃取種子內部及外部附著之細菌，將種子萃取液以稀釋平板法培養在mTMB培養基(modified Tween medium B)與CKTM培養基兩種半選擇性培養基上，分離出具活性的Xanthomonas屬細菌，接著移植至YDC培養基上再確認菌落形態，最後利用病原性測試，將疑似菌落接種到感病番茄品種上，在2-4天內觀察是否有病徵表現以確認是否帶有病原細菌。本病原細菌檢測樣品量需要種子30,000顆。
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	圖五、在mTMB培養基上淡黃色的Xanthomonas perforans菌落(A紅色箭頭所指)，其外圍產生白色乳化沉澱圈(B)。
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	圖六、在CKTM培養基上黃色的Xanthomonas perforans菌落(A紅色箭頭所指)，外圍產生極淡的白色乳化沉澱圈(B)。



番茄細菌性葉斑病菌(Pseudomonas syringae pv. tomato)
本病原菌為我國重要檢疫病原。檢測方法係將種子於4℃下以緩衝液浸泡隔夜或至少14小時後蒐集萃取液，再以專一性引子對MM5F/MM5R (Massimo et al., 2005)進行PCR反應，此引子對可針對P. syringae pv. tomato之hrp Z PST區間進行增幅，如經電泳分析可增幅得532bp的產物時，即判斷該樣品帶有P. syringae pv. tomato。
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	圖七、番茄細菌性葉斑病菌檢測流程示意圖



病毒病原(Viruses)
菸草嵌紋病毒(Tobacco mosaic virus, TMV)、豌豆種媒嵌紋病毒(Pea seed-borne mosaic virus, PSbMV)、南瓜嵌紋病毒(Squash mosaic virus, SqMV)、香瓜茄嵌紋病毒(Pepino mosaic virus, PMV)、香瓜壞疽斑點病毒(Melon necrotic spot virus, MNSV)、菸草微綠斑駁病毒(Tobacco mild green mottle virus, TMGMV)與豌豆早褐病毒(Pea early browning virus, PEBV)則同樣利用市面上購得之血清與所需之正負對照樣品，以直接酵素聯結抗體免疫吸附法(direct ELISA)進行檢測，再利用ELISA讀值分析儀分析。反應過程基質受酵素催化後，以405nm/492nm光波長之吸收值結果進行判讀。分析檢體之吸收值須與負反應對照組之吸收值相互比對，當檢體吸收值為負反應對照組吸收值的2倍以上，即判定該檢體含有目標病毒。
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	圖八、種傳病毒病原檢測流程示意圖



番茄與茄科種子類病毒(Pospiviroids of tomato and capsicum seeds)
診斷方法以兩階段式反轉錄聚合酶鏈鎖反應(2 steps Reverse transcription polymerase chain reaction, 2 steps RT-PCR)進行檢測，適用於馬鈴薯紡錘形塊莖類病毒(potato spindle tuber viroid, PSTVd)、番茄黃色矮化類病毒(Tomato chlorotic dwarf viroid, TCDVd)、辣椒小果類病毒(pepper chat fruit viroid, PCFVd)、番茄頂矮化類病毒(tomato apical stunt viroid, TASVd)、番茄類病毒((tomato planta macho viroid, TPMVd)、金魚藤潛伏類病毒(columnea latent viroid, CLVd)等六種類病毒。本方法利用4組引子對包括NADH-F、NADH-R、DHL-55F、DHL-56R、Pospi1F、Pospi1R、CLV4F、CLV4R等進行反轉錄聚合酶鏈鎖反應，其中NADH-F、NADH-R為植株常態表現之核醣核酸RNA偵測引子對，為比對RNA萃取效能之引子對，產物大小為188 bp；DHL-55F/DHL-56R可偵測PSTVd與TCDVd ，產物大小為354 bp；Pospi1F/Pospi1R可偵測PSTVd、TCDVd、TASVd、PCFVd與TPMVd，產物大小為196-228 bp；CLV4F/LV4R引子對則偵測CLVd，產物大小為373 bp。以電泳分析核酸增幅產物所呈現之條帶位置，進行結果判讀。
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	圖九、番茄與茄科種子類病毒檢測流程示意圖



結語
在種子健康檢查領域，國內大專院校與試驗研究機關進行種傳病原檢測之研究人員屈指可數，尤其可協助執行頻繁且大量檢測工作的人力也不足。近年來隨著檢疫檢測案件增加以及種子業者對檢測報告的需求提高，國內建立專責種傳病害檢測實驗室刻不容緩。在農委會與防檢局經費支持下，本場結合植物病理相關研究人員建立一種子健康檢查團隊，前述檢測流程部分項目已完成能力測試並由防檢局正式公告，未來期提供種子業者種傳病害檢測服務。
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Since 2013, Taiwan Seed Improvement and Propagation Station was appointed by Bureau of Animal and Plant Health Inspection and Quarantine to develop standard operation procedures (SOPs) for detection of seed-borne pathogens on Taiwan exportable vegetable seeds. Fourteen SOPs have been established to test twenty-two pathogens, which include Phoma lingam, Didymella bryoniae, Colletotrichum lindemuthianum, Ascochyta pisi, Xanthomonas vesicatoria, X. euvesicatoria, X. perforans, X. gardneri, Pseudomonas syringae pv. tomato, Tobacco mosaic virus, Pea seed-borne mosaic Virus, Squash mosaic virus, Pepino mosaic virus, Melon necrotic spot virus, Tobacco mild green mottle virus, Pea early browning virus and six Pospiviroids.
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