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基改香蕉生物安全評估：對根圈土壤微生物相之影響
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摘要
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基因改造作物可能對環境造成未知的風險，本研究利用平板計數法、微生物群落層級生理譜 (community-
level physiological profiles; CLPP) 等方法評估 pflp (plant ferredoxin like protein) 香蕉轉殖系對根圈土壤微生物
相之影響。試驗結果顯示，部分 pflp轉殖系定植 1 mo後，根圈土壤樣品之游離固氮菌及硝化細菌族群數目
分別降低至 5.84–6.44 (log10 CFU g-1)及 5.38–5.96 (log10 CFU g-1)，顯著低於未轉殖對照品系Gros Michel之 6.59
及 6.52 (log10 CFU g-1)，但定植 3 yr轉殖系與未轉殖對照品系之根圈土壤樣品中，纖維分解菌、尿素分解菌、
游離固氮菌、硝化系菌和氨氧化菌族群數目均無顯著差異。本試驗共檢測 2,052個菌落，皆未檢測出有外源
基因 nptII的水平轉移情形。將 CLPP參數進行主成分分析、群集分析以及生物多樣性分析，結果顯示轉殖
系與未轉殖對照品系間根圈土壤微生物相無顯著差異，亦不會影響根圈土壤微生物群落多樣性及均勻度。
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前言

香蕉為芭蕉科 (Musaceae) 芭蕉屬 (Musa)，
根據聯合國世界糧食暨農業組織 (Food and 
Agriculture Organization; FAO) 統 計 資 料 顯

示，香蕉年產量達 105 百萬噸，在熱帶、亞

熱帶地區超過 150 個國家栽培香蕉，目前栽

培最多的國家為印度、中國、菲律賓、巴西

及烏干達 (FAOSTAT 2016)。由於經濟栽培用

途的香蕉多為三倍體，具有雌配子不孕、雄

不稔及無種子的特性，雜交育種工作常因染

色體倍體數或親本基因組來源不同而窒礙難

行 (Swennen & Vuylsteke 1993)。在香蕉品種

改良的策略上，雜交育種費時較長，而體細胞

變異 (somoclonal variation) 株的選拔不確定

性較高，以基因轉殖方式可以快速得到穩定表

現目標性狀的香蕉轉殖系，且三倍體香蕉具無

花粉、無種子的特性，外源基因流佈風險低 
(Heslop-Harrison 2011)。2000 年烏干達政府

支持國際香蕉促進聯盟 (International Network 
for the Improvement of Banana and Plantain; 
INIBAP)，利用生物技術提升東非高原香蕉

產量；2005 年美國農業生物技術計畫 (Ag-
ricultural Biotechnology Support Project II; 
ABSPII) 資助康乃爾大學與烏干達國家農業研

究機構，發展抗病香蕉轉殖技術，以維護東非

高原香蕉生產；比爾蓋茲基金會亦在 2005 年

提撥 5.1 億美元，支持澳洲昆士蘭科技大學研

發富含維生素 A 與鐵離子等營養成分的香蕉，

以解決非洲國家營養缺乏的問題。雖然，基因

改造 (genetically modified) 技術是香蕉品種

改良的捷徑，但隨著基改作物品項增加、栽培

面提升，大眾對於基改作物的生物安全議題也

愈發重視。台灣基改作物安全評估項目包括下
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135基改香蕉生物安全評估

列 5 個方向：(1) 基改作物演變成雜草之可能

性及其影響；(2) 基改作物對目標生物可能之

直接或間接影響；(3) 基改作物對非目標生物

可能之直接或間接影響；(4) 基改作物所含外

源基因流入其他動植物、病原生物之可能性及

其影響；(5) 基改作物發生基因外流時，對國

內生態環境及原生種可能之影響 (Chan et al. 
2004)。Angle (1994) 指出，基改作物及其產

物通過根系分泌物或作物殘體進入土壤生態系

統，可能與土壤微生物相互作用，造成土壤生

物多樣性改變。因此，基改作物對土壤生態系

統的影響受到眾多學者重視。

據估計，每克土壤中有上千種不同的微

生物，大約 100 億個微生物，但由於培養基

和培養條件的限制，目前可由傳統平板培養

方法分離的微生物種類和數量僅占估計數量

的 1–5%，而其餘 95–99% 微生物種群仍然未

被分離 (Amann et al. 2000)，使得微生物族

群難以定性描述。美國 Biolog 公司生產的微

孔盤 (microplate) 是目前微生物群落層級多

樣性 (community-level diversity) 研究的主流

方法，可快速分析微生物群落功能性歧異度 
(functional diversity)，得到微生物群落層級生

理描述或稱群落層級生理譜 (community-level 
physiological profiles; CLPP) 的訊息。基改作

物的外源基因和基因表達產物可通過根系分泌

物或殘體進入土壤生態系統，根系釋放碳化合

物數量的不同，將導致微生物群落對根釋放物

質的利用及使用效率不同 (Fang et al. 2005)。
長期種植會改變微生物的代謝途徑，這些微生

物關係到植物殘體的分解作用、氨化作用、

硝化作用、反硝化作用、酶的合成和活性，

進而對土壤微生物多樣性造成影響 (Trevors et 
al. 1994)。而基改作物攜帶的抗生素篩選基因

只有在特定的試驗條件下才能發生向土壤微

生物轉移，且轉化成功率很低 (de Vries et al. 
2001; Pontiroli et al. 2010)。

本試驗以平板計數法及 CLPP 法分析轉殖

系根圈土壤微生物群落數量及多樣性，並利用

聚合酶鏈鎖反應 (polymerase chain reaction; 
PCR) 檢測外源基因發生水平轉移之可能性，

以期能作為評估基改作物生物安全之參考。

材料與方法

香蕉根圈土壤採樣

本試驗所使用之基改香蕉材料共有 MVES-
3、MVES-4、MVCS-6、MVCS-20 及 MCPER-3
等 5 個轉殖系，由中央研究院馮騰永研究員

所提供；轉殖載體構築方式如 Dayakar et al. 
(2003) 所述，轉殖系均能穩定表現 pflp (plant 
ferredoxin-like protein) 外源基因，並對黃葉

病原 Fusarium oxysporum f. sp. cubense race 4
具有抗性 (Yip et al. 2011)。本試驗另以 Gros 
Michel 及 Pei Chiao 為未轉殖 (WT) 之對照品

系。試驗於 2011–2014 年在行政院農業委員會

農業試驗所隔離田進行，田間配置採完全隨機

設計，取樣位置包含 5 個轉殖系與 2 個未轉殖 
(WT) 品系之根圈，以及沒有植物根系穿越的

總體土壤 (bulk soil) 做為試驗控制組 (CK)；
取樣時間為定植後第 1 mo 及宿根栽培第 3 年。

每個取樣位置分別選定 3 個採土點，各採集土

面下 15 cm 深度之根圈土壤 100 g，混合成為

1 個土壤樣品，以粗篩網過濾去除植物殘體與

碎石後於室溫下陰乾備用，以進行後續微生物

群落之檢測。

外源基因水平轉移檢測

取生長於含卡納黴素 (Kanamycin; Kan) 
培養基上的菌落，以聚合酶鏈鎖反應 (poly-
merase chain reaction; PCR) 檢 測 nptII 外 源

基因。檢測之引子對為 sNPT-F (5’-CGCAT-
GATTGAACAAGATGGATTGC-3’) 與 sNPT-R 
(5’-ATGTTTCGCTTGGTGGTCGAATGG-3’)。 
反應液中含有 10× PCR buffer、10 mM dNTPs、 
1 0  m M引子及Pr o Ta q T M D N A p o l y m e r a s e 
(PROTECH)；PCR 反 應 條 件 為 94 ℃持 續 7 
min 打開雙股，接著 94℃持續 30 s、56℃持續

30 s、72℃持續 30 s，共 27 個循環，最後於

72℃反應 10 min。PCR 增幅片段以 2.5% 之洋

菜膠體電泳分離後記錄。

pflp香蕉轉殖系根毛數量測定
5 個 pflp 轉殖系與未轉殖對照之 Gros Mi-

chel 及 Pei Chiao品系香蕉苗，經無菌處理與

組織培養繼代繁殖後，挑選大小一致且未發
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根之瓶苗進行試驗，無根瓶苗培養於 B3 固態

培 養 基 (1/2 MS salts, 340 mg L-1 NaH2PO4．

H2O, 160 mg L-1 adenine sulfate, 3% sucrose, 
pH 5.5, 0.7% agar)，於 25℃ ± 2℃、12 h 光照

環境下培養 1 mo 之後出瓶，小植株出瓶後定

植於 3 吋盆，盆中介質分別為滅菌之泥炭土及

田間土壤，每處理共 10 盆，於溫室生長 1 mo
後於解剖顯微鏡下記錄蕉苗單位長度根毛數

量。

土壤微生物群落分析─平板計數法

秤取 0.5 g 乾燥之土壤樣品，加入 49.5 
mL 之 0.2% water agar，室溫下震盪 30 min 進

行土壤微生物萃取，待土壤顆粒自然沉降後，

取上層液並以 0.85% NaCl 進行序列稀釋。以

選擇性培養基平板計數法偵測下列指標性微生

物：總細菌 (total bacteria; TB) 及總真菌 (total 
fungi; TF) 選擇性培養基配方如 Mislivec et al. 
(1992) 所述；格蘭氏陰性菌 (Gram-negative 
bacteria; GNB)、 蛋 白 質 分 解 菌 (proteolytic 
bacteria; PB) 及尿素分解菌 (ureolytic bacte-
ria; UB) 參照 Ting et al. (2008) 方法配製；

纖維分解菌 (cellulose decomposing bacteria; 
CDB) 參考 Teather & Wood (1982)；溶磷菌 
( inorganic phosphate solubilizing bacteria; 
iPSB) 是依據 Nautiyal (1999) 方法操作。游離

固氮菌 (Azotobacteria; AZ)、硝化細菌 (nitrite 
oxidizing bacteria; NOB) 及氨氧化菌 (ammo-
nia oxidizing bacteria; AOB) 仿效 Wang et al. 
(2012)。上述不同之選擇性培養基中分別加入

100 μL 之 103 稀釋液，以 L 型玻璃棒將菌液塗

佈均勻，每種選擇性培養基試驗進行 3 重複。

所有培養基皆以滅菌釜 121℃、1.2 kg cm-2、

15 min 條件滅菌。另依上述培養基配方及方

法配置一批額外添加 50 mg L-1 Kan 之培養基，

塗佈 100 μL 之 103 土壤微生物萃取稀釋液，

用以檢測抗生素水平轉移。總真菌置於室溫培

養 3 d；溶磷菌、尿素分解菌、游離固氮菌、

硝化細菌及氨氧化菌於 28℃培養 7 d；總細菌、

格蘭氏陰性菌、蛋白質分解菌及纖維分解菌置

於 37℃烘箱培養 3 d。逐天觀察紀錄上述微生

物族群菌落數。

土壤微生物群落分析─微生物群落層級

生理分析

以 Biolog EcoPlateTM (Biolog Inc.) 進行環

境微生物 CLPP 多樣性分析，EcoPlateTM 微孔

盤底部塗佈不同的碳源與 tetrazolium 呈色劑，

每重複包含 1 個空白對照與 31 種碳源，試驗

共計 3 重複，EcoPlateTM 於 37℃下預熱後，在

樣品槽中注入 103 稀釋樣品 150 μL，置於 37℃
培養 48 h，呈色結束後以全波長酵素免疫分析

儀 (microplate manager benchmark plus read-
er, Rio-Red Laboratories Inc.) 偵測 590 nm 吸

光值。樣品吸光值需經下列背景校正、誤差訊

號排除、樣品槽平均發色 (average well color 
development; AWCD) 校正步驟，再進行統計

分析。

Step 1： 扣除背景值 Ai' = Ai – A0

Step 2： 排除誤差訊號 exclude Ai' ≤ 0 or Ai' ≥ 2
Step 3： 計算樣品槽平均發色 

AWCD (j,t) = 1
31  ∑31

i = 1 OD (i,j,t)

Step 4： 呈色校正 ODadj (i,j,t) = 
OD (i,j,t) 

AWCD (j,t)

A0： 未加碳源的空白對照組吸光值

Ai： i 碳源樣品槽吸光值

Ai'： 扣除背景值之 i 碳源樣品槽吸光值

AWCD (j,t)： 在 t 時間時，第 j 樣品盤 (重複) 
的樣品槽平均發色

ODadj (i,j,t)： 在 t 時間時，第 j 樣品盤 (重複) 
的 i 碳源樣品槽吸光校正值

訊 息 統 計 指 數 (information statistic in-
dex) 依 Shannon & Wiener (1963) 所列公式進

行計算：

 Shannon index (H') = -∑Pi ln Pi (1)

 Shannon evenness (E) = H'
ln S  (2)

Pi： 第 i 個呈色樣品槽占全部樣品槽中有呈色

樣品槽之比例

S： 已呈色樣品槽的數量
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統計分析

本試驗數據以 SAS 套裝軟體 (SAS ver-
sion 7.1, SAS institute, Cary, NC, USA) 進行

變 方 分 析 (one-way ANOVA)、 主 成 分 分 析 
(principal components analysis; PCA) 及最小

顯著差異性測驗 (Fisher’s protected least significant 
difference test; LSD test) 比較各處理平均值間

之差異性。

結果與討論

pflp香蕉轉殖系對根圈土壤微生物數量
之影響

植物根部分泌物 (root exudate) 組成包含

醣類、胺基酸、有機酸、固醇類、酵素，以及

植物荷爾蒙，能促進或抑制之微生物生長，影

響根圈土壤微生物群落分布，進而改變根圈土

壤的理化特性 (Nardi et al. 2000)。本試驗分析

不同採樣時間之香蕉根圈土壤樣品，評估 pflp
香蕉轉殖系對土壤微生物造成之短期及長期影

響。試驗結果顯示，轉殖系在定植後第 1 mo，
對 TF、TB、ACT 與 GNB 等非特定微生物族

群 (common microorganisms) 數量影響小，

轉殖系 MVES-4、MVES-6 與未轉殖對照組在

TF、TB 與 GNB 間無顯著差異，而 MVCS-
20 與 MCPER-3 轉殖系每克根圈土壤中 ACT
菌落形成單位 (colony forming unit; CFU) 之
對數值分別為 5.22 與 5.19，顯著低於 Gros 
Michel 與 Pei Chiao 之 5.38 (log10 CFU g-1)，
MVES-3 根圈土壤之 TF、ACT 與 GNB 族群

數量則比未轉殖對照品系高 (表 1)。pflp 香

蕉轉殖系對功能性微生物族群 (functional mi-
croorganisms) 數量的影響方面，定植 1 mo 後

PB 與 iPSB 的族群數量在轉殖品系與未轉殖

對照組間無顯著差異，但 UB 族群在轉殖系

MVES-4、MVES-6 及 MVCS-20 之根圈土壤

中分布不均勻，3 次取樣計數結果差異很大，

較難判斷這些轉殖系是否對 UB 族群生長發

生抑制作用。而轉殖系 MVES-3、MVES-4、
MVCS-6、MVCS-20 及 MCPER-3 在 定 植 1 
mo 後，根圈土壤中 CDB、AZ 及 NOB 族群數

量顯著少於未轉殖對照品系 (表 1)。檢測宿根

栽培第 3 年之根圈土壤樣品結果顯示，TB、

CDB、UB、AZ、NOB、AOB 族群數目在轉

殖系與未轉殖對照品系間無顯著差異，而轉

殖系 MVES-3、MVES-4 宿根栽培根圈土壤中

PB 與 iPSB 族群數量顯著高於未轉殖對照品系 
(表 1)。由上述結果推論，pflp 香蕉轉殖系對

栽培初期根圈土壤微生物族群分布影響較大，

尤其是 AZ、NOB 的族群數量，但是對宿根

栽培第 3 年的根圈土壤則無此現象，除 PB 與

iPSB 族群外，轉殖系與未轉殖對照品系間皆

無顯著差異。平板計數法之生物多樣性分析指

標也顯示，pflp 香蕉轉殖系宿根栽培第 3 年之

根圈，土壤微生物群落多樣性與均勻度與未轉

殖對照品系間無顯著差異 (表 2)。pflp 香蕉轉

殖系對根圈土壤微生物之影響，可能來自根部

ROS 表現量提升，以及根毛結構之改變。目

前已知穩定表現 pflp 基因之阿拉伯芥轉殖系，

除了提升抗病能力外，其根部活性氧化物 (re-
active oxygen species; ROS) 含量較高。由於

根毛發育與 ROS 之表現關係密切，所以 pflp
阿拉伯芥轉殖系與未轉殖對照組相比，其根毛

發育顯著較多且長 (Shin et al. 2011)；而本試

驗為瞭解 pflp 基因表現是否也能影響香蕉轉殖

系根毛發育，將各品系香蕉組培苗移植至含有

田間土壤及無菌泥炭土的盆中種植 1 mo，試

驗結果顯示 pflp 單位根長度的根毛數量與未轉

殖對照品種間並無顯著差異 (圖 1)。可能是因

為 pflp 基因選殖自雙子葉甜椒中，雙子葉植物

基因於單子葉植物中表現時，常會發生密碼子

偏移 (codon bias) 現象 (Kawabe & Miyashita 
2003)，使轉殖基因功能性與原來不盡相同，

或是 CaMV 35S 啟動子在單子葉植物中表現

量較低、組織細胞特異性表現所致 (Benfey & 
Chua 1989; Battraw & Hall 1990)。但 pflp 香

蕉轉殖系根部 ROS 含量是否提升，仍待進一

步試驗釐清。Lu et al. (2008) 為探討基因轉

植香蕉植株對根圈土壤微生物的影響，將穩定

表現 Gus-nptII 外源基因之香蕉轉殖系定植於

田間，在苗期、成苗期、花序抽出期採樣並檢

測土壤微生物數量變化。結果顯示，香蕉轉殖

系對各個時期的根圈土壤微生物數量沒有顯

著影響。pflp 香蕉轉殖系 (轉殖親本為 ‘Sukari 
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Ndizi’，AAB 基因組) 的安全評估試驗已於烏

干達康培拉 (Kampala) 完成，單股結構多形

性 (single-strand conformation polymorphism; 
SSCP) 結果顯示，宿根栽培 3 yr 之轉殖系與

未轉殖對照品系，其根圈土壤微生物並無顯著

差異。配合次世代定序技術分析根圈土壤微生

物多樣性，結果亦顯示轉殖系與未轉殖品種間

無顯著差異 (Nimusiima et al. 2015)。

pflp香蕉轉殖系外源基因水平轉移風險
評估

植物中 25% 的碳同化物會從根部釋放至

土壤環境中 (Philippot et al. 2013)，基改作

物的外源基因產物也可經由此途徑進入生態

系中。目前已知細菌基因轉移的形式可分成

導入 (trasnduction)、接合 (conjugation) 與轉

型 (transformation) 等 3 種，而轉型是指微生

物攝入裸露的 DNA 片段，再整合入微生物基

因組的過程，自然界中已有不少植物的基因

片段經轉型作用進入微生物的案例。如在沼

澤等低氧環境下，可旺盛生長的透明顫菌屬 
(Vitreoscilla sp.) 會表現一種血紅蛋白 (hemo-
globin) 以提高菌體氧氣利用能力，而這種蛋

白與羽扇豆所表現的豆科血紅蛋白 (leghemo-
globin) 之序列具有高度同源性 (Wakabayashi 
et al. 1986)，可能是物種間發生轉型作用的結

果 (Nielsen et al. 1998)。本試驗檢測 pflp 香

蕉轉殖系根圈土壤微生物對 Kan 的抗性，轉

殖系定植 1 mo 後，僅 MVCS-6 轉殖系根圈土

壤中 iPSB 族群對 Kan 抗性提升 (表 3)，但對

抗性菌落進行 PCR 則沒有偵測到 nptII 外源基

因 (圖 1)；檢測宿根栽培第 3 年根圈土壤微生

物對 Kan 抗性結果顯示，轉殖系 MCPER-3、
MVES-3 及 MVES-4 分別顯著提高 PB、CDB
及 NOB 族群對 Kan 之抗性 (表 3)，本試驗

共檢測 2,052 個菌落，皆未檢測出有外源基

因 nptII 的水平轉移情形 (圖 2)。一般情況下

物種間基因水平轉移發生機率相當低，約在 

表 2.　pflp 香蕉轉殖系與非轉殖對照組對根圈土壤微生物歧異度指標之影響。

Table 2.　Effects of the pflp and non-transgenic banana lines on the functional diversity index of microflora in rhizo-
sphere soils.

Transplanting period Sampling site

Plat counting method CLPP method

Shannon’s index Shannon evenness Shannon’s index Shannon evenness

1st month Bulk soil 1.75 ± 0.04 cdz 0.52 ± 0.02 de 3.03 ± 0.06 a 0.96 ± 0.05 a

Pei Chiao 1.66 ± 0.12 d 0.48 ± 0.06 e 2.95 ± 0.21 a 0.90 ± 0.01 a

Gros Michel 1.65 ± 0.09 d 0.48 ± 0.04 e 2.92 ± 0.15 a 0.91 ± 0.01 a

MVES-3 2.17 ± 0.02 a 0.79 ± 0.01 a 2.76 ± 0.06 a 0.89 ± 0.01 a

MVES-4 2.05 ± 0.03 b 0.75 ± 0.02 ab 2.91 ± 0.03 a 0.88 ± 0.04 a

MVCS-6 2.02 ± 0.06 b 0.71 ± 0.04 bc 2.81 ± 0.02 a 0.89 ± 0.01 a

MVCS-20 1.80 ± 0.03 c 0.57 ± 0.03 d 3.01 ± 0.07 a 0.86 ± 0.03 a

MCPER-3 2.01 ± 0.04 b 0.68 ± 0.02 c 2.62 ± 0.11 a 0.90 ± 0.02 a

3rd year Bulk soil 2.04 ± 0.12 a 0.70 ± 0.09 a 3.00 ± 0.04 0.92 ± 0.03 a

Pei Chiao 2.13 ± 0.06 a 0.77 ± 0.04 a 2.99 ± 0.12 a 0.94 ± 0.11 a

Gros Michel 2.14 ± 0.03 a 0.77 ± 0.02 a 3.18 ± 0.09 a 0.93 ± 0.01 a

MVES-3 2.03 ± 0.20 a 0.70 ± 0.13 a 3.25 ± 0.03 a 0.96 ± 0.02 a

MVES-4 2.13 ± 0.08 a 0.76 ± 0.06 a 3.10 ± 0.02 a 0.93 ± 0.01 a

MVCS-6 2.20 ± 0.06 a 0.82 ± 0.05 a 3.19 ± 0.01 a 0.95 ± 0.02 a

MVCS-20 2.07 ± 0.17 a 0.73 ± 0.12 a 2.76 ± 0.04 a 0.88 ± 0.04 a

MCPER-3 2.14 ± 0.03 a 0.77 ± 0.02 a 3.05 ± 0.06 a 0.93 ± 0.01 a
z Means ± standard error (n = 3) within each column followed by the same letter(s) are not significantly different at 5% level by 

Fisher’s protected LSD test.
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420

圖 2.　以聚合酶鏈鎖反應檢測基改香蕉外源基因水平流佈。

Fig. 2.　The gene flow detection of soil microorganisms in field-cultivated pflp transgenic banana lines. Lane M, 100 
bp marker; Lane 1–14, Kanamycin-resistant iPSB isolated from MVES-6 rhizosphere soil; Lane N, negative control 
line; and Lane P, positive control (ntpII gene).

4.8

3.2

1.6

-1.6

-4.8

0.0

P
C

2 
(2

1.
6%

)

-3.2

PC1 (25.8%)
-4.8 -3.2 -1.6 0.0 1.6 3.2 4.8

MVCS-20 (1 mo)
MVCS-6 (1 mo)

MVES-3 (1 mo)

Pei Chiao (1 mo)

Gros Michel (1 mo)

Pei Chiao (3 yr)
Gros Michel (3 yr)

MCPER-3 (3 yr)

MVES-3 (3 yr)
MVCS-20 (3 yr)

MCPER-3 (1 mo)

MVES-4 (1 mo)

Bulk soil (3 yr)
MVCS-6 (3 yr)

MVES-4 (3 yr)

圖 1.　不同香蕉品系根圈土壤微生物對 EcoPlateTM 碳源利用之主成分分析。

Fig. 1.　Principle component analysis of EcoPlateTM carbon substrates utilized by microflora in rhizosphere and bulk 
soils of different banana lines. Scores of each sample for the first and second PCs were plotted. Symbol type indicates 
different rhizosphere soil sampling times. The soil samples were collected from the rhizosphere of each banana lines 
at 1 mo (triangle symbol) and 3 yr (circle symbol) after transplanting. Bulk soil samples were collected outside the 
rhizosphere of banana plants. The solid and dashed ellipses describe 95% confidence region of 1 mo and 3 yr samples 
respectively. 
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10-3–10-17 間  (Nielsen et al .  2000; Meier & 
Wackernagel 2001)；Nicolia et al. (2014) 更指

出，水平轉移可能只在特定實驗室條件下低頻

率發生。基因水平轉移難偵測且常常被低估原

因，是在於大部分發生移轉的基因都呈現鑲嵌 
(mosaic) 的狀態，而自然狀況下基因發生移轉

到新性狀表現需要的時間可能需要數百萬年，

除非改變環境，提高選拔壓力，或是增加重組

頻率才有可能加速，但這也不是在基改作物單

一生長週期內可能發生的現象 (Heinemann & 
Traavik 2004)。

pflp香蕉轉殖系根圈土壤微生物群落層
級生理分析

CLPP 是一個快速簡便且靈敏度高的方

法，可以獲得較為詳盡的環境微生物群落結構

和功能多樣性方面的資訊，其在研究微生物群

落功能多樣性上頗具潛力，目前也有廣泛的應

用。本試驗利用 Biolog 公司生產之 EcoPlateTM

微孔盤，檢測 pflp 轉殖系根圈土壤微生物群落

對 31 碳源的利用能力，得到 CLPP 資料訊息。

將微孔盤樣品吸光值資料計算 AWCD 後進行

校正後進行統計分析，主成分分析結果顯示

第一主成分 (PC1) 占總變異的比例達 25.8%，

31 種 碳 源 中 以 pyruvic acid methyl ester、 
L-asparagine 及 putrescine 等為主要變異量；

第二主成分 (PC2) 占總變異的比例為 21.6%，

其中 D-mannitol 及 putrescine 對第二主成分

的影響較大，PC1 與 PC2 無法區別 pflp 轉殖

系與未轉殖對照品系根圈土壤樣品微生物對碳

源利用的差異，但可見宿根種植第 3 年之香蕉

根圈土壤樣品點集中於的 3 象限。定植後 1mo
之根圈土壤樣品點則沿 PC2 正向分布，顯示

PC2 對定植 1 mo 之 Pei Chiao、Gros Michel、
MVES-3、MVCS-6 及 MVCS-20 根圈土壤微

生物影響較 PC1 大，且定植後 1 mo 之 bulk 
soil 樣品相當接近原點，表示該取樣位置的微

生物群落對各種碳源的利用率均低 (圖 1)。植

物根系分泌物組成分影響根圈微生物的生長，

缺乏植物根際分泌物質及養分之 bulk soil 微生

物含量通常較低 (Somers et al. 2004)，而香蕉

根圈微生物群落對不同碳源代謝能力，在定植

1 mo 時歧異度較大。由圖 1 可知，MCPER-3
與 MVES-4 樣品點位於第 4 象限，定植 1 mo
的根圈土壤樣品點 95% 信賴區間大於宿根種

植第 3 年之樣品點，轉殖系與未轉殖對照品系

間的差異無法區分 (圖 1)。將 CLPP 參數進行

群集分析，由圖 3 亦可見宿根種植第 3 年的根

圈土壤微生物群落對碳源利用能力較相似。本

試驗之主成分分析與群集分析結果，可區別

定植後 1 mo 與宿根栽培第 3 年之根圈土壤樣

品，但無法區分轉殖系與未轉殖對照品系間差

異。CLPP 之生物多樣性分分析的結果也顯示，

pflp 轉殖系不會影響根圈土壤微生物群落多樣

性及均勻度 (表 2)。Lu et al. (2008) 利用 Bio-
log GNTM 微孔盤探討 Gus-nptII 香蕉轉殖系根

圈土壤微生物群落結構與功能，研究結果指出

轉殖系對樣品槽平均發色變化曲線、Shannon 
index、Shannon evenness、Simpson index、
Mcintosh index 及 Mcintosh evenness 均 無 顯

著影響，顯示 Gus-nptII 香蕉轉殖系對根圈土

壤微生物群落結構和功能多樣性沒有影響。

結論

本試驗分析不同採樣時間的香蕉根圈土壤

微生物，CDB、AZ 及 NOB 族群數量在轉殖

系定植後 1 mo 顯著降低，但宿根栽培第 3 年

之轉殖系根圈土壤樣品 PB 菌落數顯著高於未

轉殖對照組，且 pflp 單位根長度的根毛數量與

未轉殖對照品種間並無顯著差異。在外源基因

水平轉移風險評估方面，共檢測 2,052個菌落，

皆未檢測出有外源基因 nptII 的水平轉移情形。

CLPP 參數經群集分析及生物多樣性分析結果

顯示，pflp 轉殖系對根圈土壤微生物群落多樣

性及均勻度沒有顯著影響。
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the rhizosphere of banana plants. Scale bar indicates percentage of similarity.
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Biosafety Assessment of GM Banana: The Effect on 
Microflora Community in Rrhizosphere Soil

Han-Wei Chen1, Jing-Wen Chen2, Ching-Shan Tseng1, Min-Tze Wu3, and Yuan-Kai Tu1,*

Abstract

Chen, H. W., J. W. Chen, C. S. Tseng, M. T. Wu, and Y. K. Tu. 2017. Biosafety assessment 
of GM banana: The effect on microflora community in rrhizosphere soil. J. Taiwan Agric. 
Res. 66(2):134–145.

The environmental impacts on genetically modified (GM) crops are still unknown. This study 
aimed to explore the potential risk of pflp (plant ferredoxin-like protein) transgenic banana lines on 
rhizosphere microbial community and to investigate whether the gene flow occurs through horizontal 
gene transfer. The conventional plate counting method and the community-level physiological pro-
files (CLPP) method were used for evaluating rhizosphere microbial community. The results showed 
that most rhizosphere soil samples taken from pflp transgenic banana lines had reduced levels of 
Azotobacteria and nitrite oxidizing bacteria at respective 5.38–5.96 (log10 CFU g-1) one month after 
transplanting. However, no significant difference was found in the quantity of culturable microorgan-
isms in rhizosphere soils 3 years after transplanting. In this study, 2,052 colonies were analyzed for 
horizontal gene transfer, but no nptII fragment was detected. Results of cluster analysis for CLPP 
showed no difference between transgenic banana lines and their non-transgenic counterparts in micro-
flora community composition. In addition, no significant difference was observed in species diversity 
and evenness of rhizosphere microorganisms between GM and non-GM banana plants. We conclude 
that pflp transgenic banana lines may not affect the diversity of rhizosphere microflora community 
structure, but have slight effects on microbial community in rhizosphere during first few months after 
transplanting.

Key words: Genetic modified crops, Biosafety assessment, Rhizosphere, Microflora community.
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