赴澳大利亞執行柑桔鮮果實低溫檢疫殺蟲處理(3℃冷藏20日處理昆士蘭果實蠅)試驗認證報告

摘要
行政院農業委員會動植物防疫檢疫局(以下簡稱防檢局)為維護我國農業生產環境安全，依據國際疫情並符合世界貿易組織相關植物防疫檢疫前提下，於94年11月3日公告修訂昆士蘭果實蠅(Bactrocera tryoni )為禁止輸入之檢疫害蟲，並自95年1月1日開始實施，該日起澳大利亞昆士蘭果實蠅疫區產寄主植物即禁止輸臺。澳方為使該國疫區產柑桔鮮果實得以持續輸臺，針對柑桔類鮮果實進行2℃及3℃低溫冷藏檢疫殺蟲研究試驗，並於95年12月提送該國昆士蘭果實蠅疫區柑桔鮮果實以2℃及3℃冷藏殺蟲處理資料供防檢局第22次諮議會討論決議，同意該國所提2℃冷藏殺蟲處理條件，3℃冷藏殺蟲處理條件則須派員赴該國查證試驗之相關事項。澳方依我國要求邀請我國派員於本(97)年7月18日至8月18日赴該國實地認證殺蟲試驗；防檢局乃於本年 7月18日指派臺中分局植物檢疫課林志祥技正前往認證。 
經中澳雙方實地試驗以3℃冷藏20天條件處理下，確能完全殺死柑桔鮮果實上抗性最強之昆士蘭果實蠅一齡幼蟲，並得有效殺蟲數為75,939隻，符合我方之檢疫處理殺蟲條件要求(為確保能達到檢疫安全性【quarantine security】,依照probit 9水準，認證試驗須達有效殺蟲數10,000隻以上不能檢出活體)。

前言
澳大利亞為我國公告之地中海果實蠅及昆士蘭果實蠅疫區，該國疫區產寄主鮮果實禁止輸入我國，澳方於世界貿易組織之食品安全檢驗與動植物防疫檢疫措施協定(the Agreement on the Application of Sanitary and Phytosanitary Measures)架構下，依國際植物防疫檢疫措施標準(International standard of phytosanitary measures)向我方提出有效的防疫檢疫處理措施，即以科學方法或資料證明輸入鮮果實無傳播該二種果實蠅之虞，並且經由我方派員實地審查認證，再提送報告予「植物防疫檢疫諮議委員會」審議通過後，得報請主管機關核定後公告解禁。目前澳大利亞柑桔類鮮果實進口檢疫規定為：來自地中海果實蠅及昆士蘭果實蠅非疫區(Fruit Fly Exclusion Zone)之塔斯馬尼亞州及Riverland地區得免施檢疫殺蟲處理輸入；除此之外，應依「澳大利亞產地中海果實蠅或昆士蘭果實蠅寄主鮮果實輸入檢疫作業要點」規定辦理，即為以海運運輸途中進行低溫檢疫殺蟲處理方式輸台；而該處理條件為果溫0℃冷藏13日以上、0.56℃冷藏14日以上、1.1℃冷藏18日以上、1.66℃冷藏20日以上或2.2℃冷藏22日以上，並依上述擇一處理。 
澳大利亞柑桔類鮮果實以低溫檢疫處理1℃冷藏16日外銷日本已行之有年，而且銷台亦可經由上述要點辦理輸入，理應無須再新增相近的低溫處理條件。然而，澳方認為現行輸台灣及日本的低溫條件對某些品系的柑桔類或其他抗冷性較差的鮮果(如甜桃、櫻桃)保鮮貯存效果並不適當，另海運途中越低溫設定的容許範圍較小，時常因冷藏溫度偏高而遭退關，而造成嚴重損失。澳方歷經多年的研究，分別於95、96年向台日二國提出以3℃冷藏20日處理地中海及昆士蘭果實蠅之檢疫處理條件，並函請二國派員實地認證。日本於95年8月至10月派員到西澳位於博斯(Perth)的地中海果實蠅研究中心執行低溫(2℃及3℃)對地中海果實蠅之殺蟲效果，隔年7月公告。因此澳方希望我國能比照日方的認證報告通過該處理條件，然我方覺得報告中雖提及地中海果實蠅抗冷較強，但日方並未對昆士蘭果實蠅殺蟲試驗實地認證，因此，97年7、8月派職至東澳高斯佛德(Gosford)昆士蘭果實蠅研究中心進行該蟲低溫檢疫處理(3℃冷藏20日)認證工作。
澳大利亞送審的研究報告，因包含不同低溫處理各品系柑桔類飼育之地中海果實蠅及昆士蘭果實蠅的試驗結果，其呈現的低溫檢疫處理條件繁多，不易與我國現行提供予澳方之檢疫作業要點分辨，特將資料整理如下：

柑桔類                澳方低溫檢疫處理地中海果實蠅條件(日澳共同認證報告)
Mandarin(Imperial)        2.1℃冷藏18日

Mandarin(Imperial)        3.1℃冷藏20日

Tangelo(Minneola)         2.1℃冷藏18日

Tangelo(Minneola)         3.1℃冷藏20日

Lemons(Lisbon)            2.1℃冷藏16日
Lemons(Lisbon)            3.1℃冷藏18日
柑桔類                澳方低溫檢疫處理昆士蘭果實蠅條件
Valencia oranges          2±0.5℃冷藏16日
Valencia oranges          3±0.5℃冷藏16日

Navel oranges             2±0.5℃冷藏16日

Navel oranges             3±0.5℃冷藏16日
Ellendales                2±0.5℃冷藏16日

Ellendales                3±0.5℃冷藏16日

Murcotts                  2±0.5℃冷藏16日

Murcotts                  3±0.5℃冷藏16日

Lisbon lemons             2±0.5℃冷藏16日

Lisbon lemons             3±0.5℃冷藏16日
柑桔類                 澳大利亞產地中海果實蠅或昆士蘭果實蠅寄主鮮果實輸入檢疫作業要點(台灣)
Citrus spp.            0℃冷藏13日以上、0.56℃冷藏14日以上、1.1℃冷藏18日以上、1.66℃冷藏20日以上或2.2℃冷藏22日以上，以上任擇一種處理

柑桔類                 澳方向我方申請的認證條件：低溫檢疫處理昆士蘭果實蠅條件(因澳洲同時存在該二種果實蠅，所以申請條件以比照地中海果實蠅3℃冷藏的天數)
Navel oranges             3℃冷藏20日
昆士蘭果實蠅飼育室及飼育方法
澳大利亞昆士蘭果實蠅研究中心位於新南威爾斯州(New South Wales)高斯佛德園藝研究機構內，隸屬於該州農業部門管轄。蟲源建立已有40年，且為保有果實蠅的自然特質，每年4－6次從本州的中北岸採回被害果，收集野生種成蟲，並培育至第6代，再以1：2比率與室內種混合。定期於每週一次進行該蟲族群的繁殖與更替，當產生一週齡成蟲時，立即淘汰四週齡的老化成蟲，並隨時維持16箱(1665mm x 510mm x 250mm high) 的供試蟲。
蟲源延續方法，利用採卵器置入內有2－3週產卵高峰期的成蟲箱，採卵時間為1日，隔天將卵分置幼蟲培養基(成份為Dried carrot、 Sodium benzoate、Torula yeast、Citric acid、Water)，幼蟲取食約7日，開始進入跳蛹期，並提供蛭石予老熟幼蟲化蛹，再從蛭石堆中篩出蛹，經10日蛹期即羽化為成蟲，供應酵母粉、糖及水作為成蟲食物。(昆士蘭果實蠅生活史參考圖一至四)
低溫檢疫殺蟲處理認證工作流程

7月11日(五)   柑桔鮮果實浸泡於防霉殺菌藥劑，處理後置於架上陰乾並移入冷藏庫保貯。

7月14日(一)   取30個果實以戳孔器造成表皮傷口，平鋪蟲箱上，供雌蟲產卵。

7月15日(二)   30個經產卵後的感染果移入26℃恒溫室培育。

7月16日(三)   取出3個果實調查卵孵化情形。
7月17日(四)   取出3個果實調查卵孵化情形。

7月18日(五)   1、取出3個果實調查卵孵化情形。(孵化為一齡幼蟲，則停止調查) 2、準備認證試驗對照組容器(內裝入蛭石，以利化蛹)。

7月19日(六)   將冷藏的柑桔鮮果實移入26℃恒溫室回溫

--------上述為澳方認證試驗小組的先前準備工作

中澳雙方共同認證工作如下：

7月20日(日)    取1044個果實以戳孔器造成表皮傷口，平鋪蟲箱上，供雌蟲產卵。

7月21日(一)    1044個感染果逢機分為250個對照組、750個處理組及44個調查卵孵化情形，並將全部感染果移入恒溫室培育。

7月22日(二)    取出3個感染果調查卵孵化情形。
7月23日(三)    1、取出3個感染果調查卵孵化情形，已有90%以上孵化為一齡幼蟲，可進行冷藏殺蟲試驗。2、溫度探針0℃校正。3、處理組感染果依堆積圖分置於冷藏庫，進行預冷降溫。

7月24日(四)    檢視溫度

7月25日(五)    檢視溫度，確認進入低溫檢疫殺蟲處理的設定溫度。

7月28日(一)    1、觀察對照組是否已入跳蛹期(產卵後第8日)  2、檢視溫度

7月31日(四)    1、對照組第1次篩蛹。 2、檢視溫度。

8月7日(四)     1、對照組第2次篩蛹。 2、檢視溫度。

8月14日(四)    完成3℃冷藏20日的低溫處理，出庫後，將處理組感染果移入恒溫室回溫。

8月15日(五)    1、對照組第3次篩蛹。 2、調查處理組蟲數。

8月16日(六)    1、調查處理組蟲數。 2、雙方確認試驗結果。
材料與設備
1、 試驗地點：NSW Department of Primary Industries-Gosford Horticulture Institute。
2、 供試蟲：由報告文獻指出，昆士蘭果實蠅一齡幼蟲抗冷性最強，因此本認證試驗以該齡期為標的供試蟲；其來自養蟲室羽化後2至3週正值產卵高峰的昆士蘭果實蠅雌蟲產於柑桔後，置入26℃恒溫室培育。養蟲室內飼有6箱羽化3週及5箱羽化2週之蟲源供試驗用，每箱約20,000隻果實蠅，雌雄比約1：1。
3、 供試果： Navel品系的柑桔，感染果挑選重量於180至220g的果實，且甜熟度適宜雌蟲產卵及幼蟲取食，其餘作為冷藏庫堆積填充。果實皆來自採收於無施用殺蟲劑及有機磷劑時期果實蠅之非疫區的果園及包裝場。
4、 冷藏庫及恒溫室：25.3立方公尺冷藏庫為殺蟲處理用，另一恒溫室設定於26℃作為果實回溫及果內幼蟲發育。
5、 三組溫度紀錄器（型號及功能如附件一）：第一組具6支溫度探針以偵測果溫，第二組為測示果溫備用，第三組僅2支溫度探針以測庫溫。
試驗方法

1、 供試果保貯：由於柑桔來自無施藥防治的果園，極易感染霉菌，試驗前一星期必須將果實浸泡於防霉殺菌藥劑(1.3 mL L-1 guazatine and 1 mL L-1 imazalil)，處理後置於架上陰乾並移入冷藏庫保貯。
2、 接蟲方式：試驗前一日取出1044顆柑桔移入26℃恒溫室，待果溫達26℃，以戳孔器(木製、上有28根細針)造成果實表層傷口(其操作方式與器具見圖五、六、七及八)，並鋪置於蟲箱上方(圖九)，以利雌蟲產卵，產卵時間為24小時。產卵後，逢機取250顆果實，單顆置入裝有250g蛭石的1.5L圓型容器，並蓋上細紗網(圖十)作為對照組，其餘794顆以10顆為一袋置入方型容器(圖十一)，750顆為處理組，44顆作為調查果實內幼蟲發育情形，且將所有感染果移入26℃恒溫室培育。每日從44顆中逢機取出3顆調查卵孵化情形，切開洗出鏡檢至一齡幼蟲比例最高時，即進行冷藏殺蟲試驗入庫。
3、 柑桔內卵孵化至一齡蟲(標的齡期)發育情形：產卵後第一天及第二天皆未孵化，第三天孵化為一齡幼蟲，平均孵化率為91%(表一)，且無二、三齡幼蟲。
4、 溫度探針的0℃校正(圖十二)：碎冰與水混合入容器內，將探針插入冰水中，待所有探針穩定於0℃時，讀取三次數值取其平均值，且冷藏處理後仍須再校正一次。本次試驗所有探針皆位於0℃內，資料為表二、三。
5、 冷藏殺蟲試驗入庫及堆積情形(圖十三)：處理組750顆，每1細紗網袋10顆感染果，每箱上、中、下各1袋並與鮮果填充，共有25箱，各箱編號(圖十四)，分別與鮮果實箱依堆積圖堆疊，溫度探針插置第1、6、8、16、19及24箱的中層感染果，詳細如圖十六及附件二。
6、 冷藏殺蟲溫度條件為3℃維持20天。
7、 對照組250顆持續置於恒溫室培育，分別於產卵後第11、18及26天進行篩蛹(圖十五)，再以三次總蛹數估計處理組的有效殺蟲總數。
結果與討論
1、 溫度紀錄：當6支果溫有4支進入4℃以下開始進入低溫殺蟲處理本冷期，每小時記錄一次，溫度不低於3℃持續20日，即可出庫。本次20日出庫時間於夜間，澳方希望縮短5小時出庫以方便作業，但仍依當初所提3℃低溫處理20天為檢疫殺蟲條件。認證溫度紀錄參閱附件三。
2、 對照組250顆三次篩蛹數分別為4,891、20,284及138，總計為25,313粒蛹。
3、 調查處理蟲數：澳方原本處理組仍依對照組以篩蛹方式調查蟲數，時間約需延長三星期，且該段時期我方參予試驗者已返國，實有失共同認證之意義。我方於台北中澳會議中討論結果為冷藏處理後一齡幼蟲調查主要確定是否有活蟲，而非精確計算所有蟲數(處理組總蟲數是由對照組估算)，況且該試驗感染部位處於表層，並不是接卵於果實深處或中心部位，回溫後切開感染部位如有活蟲存在極易從幼蟲活動及食痕判別，或僅切感染部位沖洗篩出鏡檢。因之，處理組之一齡幼蟲之有效殺蟲數則以對照組總蛹數估算，勿須待至蛹期再篩蛹調查。

冷藏處理結束後，將處理組感染果10顆一袋裝回原容器，再以大細紗網包住(圖十七)，防止小果蠅感染，並移入原26℃回溫。回溫後，將果實感染表層切開找尋活蟲或觀查是否有取食痕跡(圖十八)，另感染果因長霉而不易切開表層感染部位則以沖洗篩出幼蟲鏡檢(圖十九)，調查二日並無發現活體，以對照組總蛹數25,313推估，總計一齡幼蟲為75,939，符合我方檢疫殺蟲條件。(如表四)
4、 拜訪西澳農業部(Government of Western Australia Department of Agriculture)的地中海果實蠅試驗中心Dr C. P. F. De Lima時，問起為何將地中海果實蠅感染柑桔類是將卵注射入果實中心，與昆士蘭果實蠅表層感染不一樣，且較不合乎自然雌蟲產卵行為，經Dr. Lima敘說，因地中海果實蠅並不喜歡柑桔類的油胞組織，以表層感染不易得到大量蟲數；另將果實鋪置蟲箱上層，該蟲產卵行為極少往上產卵，像櫻桃、甜桃之類其喜好寄主，感染方式一定要將果實置入箱中。
5、 Dr. Lima 報告中，認為地中海果實蠅抗冷性較昆士蘭果實蠅強，除了低溫抗性試驗結果，是否有其生理或其他因素可解釋？Dr. Lima 舉美國夏威夷洲為例，地中海果實蠅分佈於較冷的高處，Bactrocera屬則分佈於低處，且澳大利亞亦有相同現象，應跟自然地理生態有極大關聯。
6、 本試驗感染果在進行果內生活史調查時，發現每粒果實內鏡檢其卵或一齡幼蟲約500－700間，取其平均應為600，且其孵化率高至91%，然而對照組調查結果每粒平均蛹數僅為101，因此從卵至蛹應有80%以上是缺食物而無法生長至蛹期。相對地，冷藏處理後，處理組無活體存在，理應無食物不足情形，所以真正推估處理組一齡幼蟲的有效殺蟲應約450,000。
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表一、產卵後第三天柑桔果實內卵及一齡幼蟲分佈情形(果實內無二、三齡幼蟲存在)
	Fruit Number
	Eggs
	1st instar
	 1st instar percentage

	1
	73
	664
	90%

	2
	71
	552
	87%

	3
	26
	598
	96%


Average of 91% at first instar.
表二、冷藏處理前0℃冰點校正(第二組記錄器為備用，本次試驗不提供資料)

	記錄器
	Probe 1
	Probe 2
	Probe 3
	Probe 4
	Probe 5
	Probe 6

	第一組
	0.02
	-0.01
	-0.07
	0.02
	-0.03
	0.01

	第三組
	0.02
	0.04
	N/A
	N/A
	N/A
	N/A


表三、冷藏處理後0℃冰點校正
	記錄器
	Probe 1
	Probe 2
	Probe 3
	Probe 4
	Probe 5
	Probe 6

	第一組
	0.01
	0.01
	-0.07
	0.01
	-0.09
	0.01

	第三組
	0.02
	0.04
	N/A
	N/A
	N/A
	N/A


表四、認證試驗－柑桔(Navel)3℃冷藏20天之一齡幼蟲有效殺蟲數

	Fruit
	Number of fruit
	Number of insects
	Number of survivors

	Control
	250
	25313(pupae)
	25313

	Treated
	750
	75939(1st instar)
	0


75939 = 750/250 × 25313
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