出國報告（出國類別：研習）

歐盟基因改造作物之生物安全管理

Biosafety Regulation of Genetically Modified Crops in European Union
服務機關：行政院農業委員會農業試驗所

中興大學農藝系

行政院農業委員會種苗改良繁殖場

姓名職稱：吳明哲 研究員兼組長

郭寶錚教授

沈翰祖副研究員
派赴國家：法國
出國期間：97年8月26日至9月6日
報告日期：97年10月 22 日

目        次

壹、摘要……………………………………………………………………………2

貳、前言……………………………………………………………………………3

叁、目的……………………………………………………………………………3

肆、過程……………………………………………………………………………4

伍、內容……………………………………………………………………………5

陸、心得與建議……………………………………………………………………18
柒、附件……………………………………………………………………………19
壹、摘要

為研習歐盟GM作物之生物安全管理由行政院農業委員會農業試驗所生技組吳明哲組長、中興大學農藝系郭寶錚教授、種苗改良繁殖場沈翰祖副研究員等3人，於97年8月26日至9月6日至法國進行研習。研習單位包括法國國家農業研究院（Institut national de ia recherche agronomique, INRA）、農業研究發展國際合作中心 (Centre de cooperation internationale en recherché agronomique pour le developpement, CIRAD)、發展研究院（Institut de recherché pour le developpement, IRD）等。研習內容包括歐盟GMO可追蹤性與檢測之規範、歐盟GMO檢測、歐盟與GMO共存和可追蹤性相關的研究計畫與主題、GM與非GM作物共存與花粉飄散研究、利用農桿菌T-DNA進行水稻基因轉殖的研究、GM植物隔離溫室等。

貳、前言
根據2007年之ISAAA（International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications）統計資料，全世界種植基因改造作物（Genetically Modified Crops, 簡稱GM作物）之面積已達1億2千萬公頃，其中93.7%都在新大陸，以美國為主，依次為阿根廷、巴西、加拿大、巴拉圭、烏拉圭、與墨西哥。亞澳地區約佔6.6%，主要在中國，其餘在印度、菲律賓與澳洲。歐非各國僅佔0.75%，以西班牙、南非為主。

由前述資料可以看出，對於GM作物之態度，以美國為首之美洲各國採取寬鬆之立場，歐盟各國及日本、韓國則採取嚴格之立場，因此引發各國之間貿易上的糾紛，也引發科學性、社會性、經濟性、倫理性的爭議。

在國內，此種爭議也是時常可見，目前政府對於GM作物的研究與發展抱持「積極研發，有效管理」之立場。由於歐盟之GM作物生物安全管理規範與執行，包括共存、可追蹤性、標示與檢測方法等均甚為完備與成熟，本項研習之目的為前往法國研習歐盟GM作物之生物安全管理。研習人員為行政院農業委員會農業試驗所生技組吳明哲組長、中興大學農藝系郭寶錚教授、種苗改良繁殖場沈翰祖副研究員等3人。

叁、目的

有關基因轉殖作物與傳統農業乃至有機農業之共存體系，國內目前僅止於文獻收集階段，並未有任何學研單位從事實質研究。雖然我國目前尚未有任何基因轉殖作物可合法種植於開放農業區內，但在可見的幾年後，將會有許多基因轉殖作物通過生物安全評估試驗而釋出於田間。為及早因應基因轉殖作物釋出後對傳統農業產生的衝擊，並維護傳統農業之永續發展，本次研習目的希望透過與法國等歐盟成員之科技計畫合作方式，加速引進執行相關共存與管理體系所需技術及資訊，以供我國進行相關共存體系規範之前置研究。

肆、過程

	時  間
	行  程
	內  容

	8月26日

(星期二)
	啟程


	由台北出發前往法國。

	8月27日

(星期三)
	抵達


	抵達法國巴黎市。

	8月28日

(星期四)
	法國國家農業研究院（Institut national de ia recherche agronomique, INRA）
	與INRA的Dr. Yeves Bertheau和Dr. John Davison舉行座談會，討論歐盟GMO可追蹤性與檢測之規範和Co-Extra計畫。參觀GMO檢測實驗室和GMO溫室。

	8月29日

(星期五)
	我國駐法國代表處
	與代表處科技組彭清次組長、李青青秘書、孫可書祕書及法國INRA國際處處長Mr. Bernard Charpentier等人討論法國GMO研發概況及我國與INRA科技合作執行概況。

	8月30日

(星期六)
	巴黎市－尼斯市
	火車行程。

	8月31日

(星期日)
	尼斯市
	整理資料。

	9月1日

(星期一)
	尼斯市－蒙特利埃市
	火車行程

	9月2日

(星期二)
	農業研究發展國際合作中心 (Centre de cooperation internationale en recherché agronomique pour le developpement, CIRAD)
	拜會Mr.Emmanuel Camus，瞭解CIRAD概況。與 Dr. Emmanuel Guiderdoni和 Dr. Thierry legavre等人討論GMO與非GMO共存研究。參觀功能性基因體研究實驗室和GMO溫室。

	9月3日

(星期三)
	發展研究院（Institut de recherché pour le developpement, IRD）
	拜會Mr. Yves Savidan，瞭解Agropolis International概況。與Dr. Claudine Franche等人討論作物基因工程研究。

	9月4日

(星期四)
	蒙特利埃市－巴黎市
	火車行程。整理資料，撰寫報告。

	9月5日

(星期五)
	返程
	自巴黎市出發。

	9月6日

(星期六)
	返程
	返回台北。


伍、內容
一、參訪單位簡介
1.法國國家農業研究院（Institut national de ia recherche agronomique, INRA）
創立於1946年，從1984年起成為科學技術性公立機構，由法國研究部與農漁業部管轄。其任務為執行農業與工業相關利益的所有科學研究，參與國家研究政策的制定，出版宣傳其研究成果，協助研究人才培養，為其研究與技術方法增加利用價值，執行科學鑑定等。其工作範圍為農作發展與展望，植物與蔬果產品，動物與動物性產品，森林與農業環境，人類營養與食品健康。  

該院積極參與歐洲農業技術研究的建構，包括彰顯歐洲策略的特殊性（多功能、水資源、牲畜烙印、自然資源永續管理）或需要整個歐陸一致投資（基因體學、後基因體學）等主題上。該院設有20個地區研究中心，200個以上的實驗單位，2006年之預算達6.78億歐元，共計有8576名工作人員，其中1826位研究人員，2396位工程師，4354位技術員與行政人員，每年該院研究人員發表或協同發表的論文數量超過2000篇，在農業領域的學術論文發表量排名法國第一，全球第二。

2.農業研究發展國際合作中心 (Centre de cooperation internationale en recherché agronomique pour le developpement, CIRAD)

是一個由法國研究部、合作署與法語系國家署聯合管轄，具工業及商業性質的公立機構，從事熱帶地區農作研究，其輔助熱帶及亞熱帶國家農業發展的方式包括，實驗室、觀測站及生產地的研究，勘查、診斷與服務，技術轉移，產品、製程、植物性材料的開發及售價，計畫案的建構與管理，人才培養、教育及政府機構的協助，科學技術資訊。

該中心的工作範圍包括糧食作物、特用作物、園藝作物、動物養殖及獸醫學、環境經濟與永續發展、森林、土地環境等，2007年經費預算為2.03億歐元，其中三分之二來自法國政府的補助，共計有1802名工作人員，其中1063位為管理階級，每年接受800位實習或培育性質的研究及技術人員。    
3.發展研究院（Institut de recherché pour le developpement, IRD）

創立於1944年，為一隸屬於研究部及合作署的公立科技機構，該院下設研究單位與服務單位共72個，其中與其他法國研究機構或大學合作的混合單位38個，共計有研究人員830名，工程師與技師1000名，2008年之預算為2.2億歐元。

該院的主要科技計畫在於研究人類與南方國家（非洲、拉丁美洲、亞洲、法國熱帶地區的海外省）環境的關係，並向這些國家提供技術。該院6項研究主題為（1）自然、氣候與不可更新之資源的風險對南方地區環境與人口的影響，（2）南方地區生態系統的永續管理，（3）南方地區陸地與沿海的水資源與其使用（4）南方地區的飲食安全，（5）衛生安全、健康政策與照料，（6）發展與全球化社會經濟、認同與空間動力。

二、歐盟GMO可追蹤性與檢測之規範

1.歐盟對於食品安全的關切

近年來歐洲發生多件食品安全的危機，包括狂牛症（主要在英國）、牛口蹄疫（主要在英國）、冷藏食品中的李斯特菌（全歐）、來自焚化爐的戴奧辛（法國、比利時）、來自車諾比災難的幅射能（除愛爾蘭以外的歐洲）、PEG污染的酒、以及來自亞洲的禽流感等，均引起公眾的關切與警惕，造成大眾對於食品安全與政府處理能力缺乏信心。

目前這種信心缺乏的現象已延伸到GM（Genetically Modified）食品與飼料，這並不符合邏輯，因為前述食品安全的危機和GM食品無關，很遺憾地，人們並不會總是符合邏輯。這種反GMO的態度由反GM作物的非政府機構和一些重要的歐盟政治家所鼓動，歐盟環境部長Stavros Dimas 會停止GM作物的授權並拒絕先正達的Bt11和先鋒的Tc1507GM玉米，然而歐盟農業部長Mariann Fischer Boel和貿易部長 Peter Mandelson則希望加速GM作物的授權並警告不加速會造成的經濟損失，很顯然地，這是歐盟內部的戰爭。

歐盟食品安全管理局正面推薦的GMO在歐盟部長委員會中從未被核准過，該委員會把未核准的決議轉給歐盟執委會，執委會卻不變地核准這些GMO。許多歐盟會員國禁止GM作物的種植，歐盟的超級市場決定不貯存GM食品，由於這些混雜的信息，歐洲人對於GM作物的觀感是很迷惑的。2006年的民調顯示歐洲人認為GM食品的風險較它的好處多，支持GM食品的歐洲人僅有27％。

2. 歐盟GM作物的法規

（1）新興食品及其成份的標示（Regulation 258/97）

不僅包括GM食品，也包括放射線處理之食品、新的食品製造過程。

（2）GM作物經過審議的釋放（Directive 2001/18 EC）

這項指導原則必須能夠轉換到各會員國的國家法律中，然而奧地利、義大利、匈牙利、希臘、波蘭等國經常延遲甚至拒絕這項指導原則的轉換，法國最近禁止原先同意MON810的種植。

（3）一般的食品法（Regulation 178/2002）

評估食品及飼料的可能風險，也包括食品可追蹤性的一般義務，2004年成立歐盟食品安全管理局負責這項法律的執行。

（4）GMO的越境轉移（Regulation 1946/2003）

Cartagena Protocol on Biosafety的應用，除越境轉移法規外，也包括憑證、責任、賠償等。

（5）核准與標示（Regulation 1829/2003）

規定申請者必須提供GMO的檢測方法，GMO衍生的產品儘管無法說明它的連續性出現須標示，原料來自GMO的飼料與食品也須標示，經核准上市GMO的含量超過0.9 ％時需標示，未核准上市GMO的容許量為0。

（6）可追蹤性與標示（Regulation 1830/2003）

為補充Regulation 178/2002，以保證GMO及其產品的可追蹤性與標示。

（7）GM作物與非GM作物的共存

出版歐盟的一般共存指導原則，各會員國依據該原則制定共存的法規，歐盟創設未來技術研究所以負責共存研究。

（8）種植用種子意外出現GMO的討論

歐盟研議依作物別容許0.3-0.7％，有些國家則要求容許量為0.1％，目前歐盟還沒有決議。

3. GM食品與飼料之可追蹤性檢測與標示

歐盟食品安全管理局設有科學性審議委員會負責食品安全評估，食品安全管理局有關GM案件之結論常遭到政治性干擾，因此阻礙了GM作物的推展。GMO之可追蹤性檢測與標示並非食品安全管理局的付託事項，歐盟執委會表達標示提供資訊給消費者，使其擁有選擇的權利，然而這是反直覺的，經常被誤解。

歐盟對於可追蹤性檢測與標示的要求愈來愈多，必須保證消費者面對新產品能有選擇的自由，產品品質和認證甚為重要。GM食品的標示需要遵守歐盟的指導原則與規範，核准GM作物種植和進口時需在新的指導原則與規範下要求GM作物的可追蹤性，除非是從供應鏈中取消食品，否則全與食品安全有關，食品安全是歐盟食品安全管理局的責任，但是GMO之可追蹤性檢測與標示卻並非是該局的付託事項。

4. 歐盟規範遭遇的難題

（1）如何在貨品中取樣

取樣的目的在於獲得性狀與成份含量具代表性的樣品或檢測到需排除的隱藏性汙染，位於義大利Ispra 的共通參考實驗室已進行廣泛的取樣技術研究，舉例來說，從4萬噸貨品中取樣的樣品可能需要3天才能全部自船上卸下，解決辦法當然不簡單，也不便宜。

（2）GMO的Adventitious Presence是什麼

核准與標示規範（Regulation 1829/2003）規定核准上市GMO的Adventitious Presence超過0.9 ％時需標示，Adventitious Presence並非定義為，而是意指採用正常食物鏈預先警示措施之情況下，GMO技術性地無法避免出現。因此每一種Adventitious Presence的場合，必須顯示所有預先警示措施均已採取以避免GMO的污染。如果無法顯示所有預先警示措施均已採取，則貨品雖含低於0.9 ％GMO，該貨品也需標示。含有未核准GMO的貨品，不管含量多少，都必須銷燬或運回原輸出國。

（3）％是什麼

核准與標示規範（Regulation 1829/2003）規定核准上市GMO的Adventitious Presence超過0.9 ％時需標示，但是並未定義％是什麼，種子生產者用種子數，農民、運銷業者、官方管理機構用質量，GMO檢測實驗室用DNA套數為單位，歐盟Recommendation 2004/787/2000建議基因套數應以百分比方式表達，和物種專一性基因的目標DNA套數有關，以單倍基因體方式計算。這些DNA百分比利用GM和非GM確認混合物（CRM, Certified Reference Material）來轉換為質量對質量的百分比。

然而DNA和植物質量之間沒有明確固定的比例，不同品種可能會有不同的DNA質量比例，作物生長環境和穀粒成熟度也會影響DNA質量比例，植株不同部位可能有不同倍數性（如玉米胚乳為三倍體），這些問題仍然在歐洲各國國立GM實驗室層級間討論。

（4）GMO混合物與多個轉基因的檢測

歐盟正式性地主張單個轉基因GMO（single GMO）和多個轉基因GMO（stacked GMO）是不同的，要區別幾個單個轉基因GMO混合物和多個轉基因GMO非常困難。

（5）不明GMOs

已知且經核准GMOs可以經由共通參考實驗室提供的方法來檢測，不明GMOs當然是未經核准的，沒有檢測方法，也不能被檢測，因為歐盟執委會沒有法律依據去要求生技公司提供檢測方法，這是不明GMO身份證明的資料夾。有些GMO的混雜，例如BT10，LLrice601， Starlink， Bt63，Event32等，都是與生技公司合作才能被檢測出來。有些新的檢測方法依賴不明GMOs會含有通常使用DNA序列的假設，例如花椰菜嵌紋病毒的P35S啟動子，但是真正不明GMOs還是無法檢測出來。
5.結論

（1）標示門檻

除了一些核准GMOs量化的理想情況外，尚有許多GMO可追蹤性和檢測上說明與決定的難題，歐盟Decision Support Systems應該一般化，以便在檢測實驗室、各國主管當局能採取一致性的適當決定，Co-Extra計畫努力的方向為建立Decision Support Systems。標示門檻以成份表示，因此在Regulation 1829/2003之下，一艘貨船載運99.99％非GM玉米，但混雜0.01％核准之GM大豆，必須標示為GM。

（2）未核准之GMOs

歐盟規定未核准GMOs之容許度為0，且須在港口即禁止卸貨，不明GMOs由於缺乏相關核苷酸的資料無法被檢測出來，因此未經核准GMOs也無法在生技公司的協助下快速鑑定與定量，Co-Extra計畫發展的一些新方法企圖鑑定不明GMOs（使用基質方法或統計方法）但這些方法均預先假設已知序列的存在。

（3）各國核准案件不同步

歐盟無法解決不同步核准的問題，因此在某一國核准的GMOs可以混雜到輸往未核准國家的貨品，當不同步核准案件增加時，這個問題會愈來愈嚴重，未核准或不同步核准GMOs的0容許度會造成歐盟肉品價格上昇，目前歐盟85％大豆和45％玉米是進口的，可見這個問題相當嚴重。

（4）GM作物與非GM作物共存

歐盟已公佈GM作物與非GM作物共存的指導原則，並已在Seville設置一個局以主管共存的業務，然而共存的立法是各會員國的責任，目前各會員國刻正研擬非常不同的共存規則，例如玉米的共存，荷蘭要求GM玉米距離傳統玉米25公尺以上，距離有機玉米 250公尺以上，德國要求GM玉米距離傳統玉米150公尺以上，距離有機玉米300公尺以上，奧地利則設定無GMOs的目標，雖然這是違反歐盟規範的，奧地利也因此發展出非常嚴格的共存、責任與賠償的規範。

（5）GM種子門檻

歐盟迫切需要種子含GMO門檻的立法，如果沒有立法，則共存規範沒有多大意義，歐盟執委會正進行GM種子門檻有關科學性、經濟性和可行性的研究。

（6）WTO爭議
許多歐盟會員國如奧地利、波蘭、希臘、義大利、法國等目前怠忽歐盟有關經核准GMO種植的規範，並採取拖延戰術規避遵守，這些國家可能會被處罰。在WTO中，歐盟會因繼續不遵守WTO決議再度遭到美國、加拿大、阿根廷的攻擊，在最近的未來，反GMO的一些歐盟會員國和政治家的立場不可能改變。

三、歐盟GMO檢測方法

1.發展概況

GMO於1980年代開始發展，1993年全球第一個GMO商業品種開始種植，1996年年底第一批GM玉米運抵歐洲港口，1998年歐盟部長委員會要求法國國家農業研究院（INRA）籌組GMO檢測技術開發團隊，當時即針對所有效益高且可靠的方法、實驗室中發生的問題、與GMO相關人員需面對問題等進行調查，解決方案包括邀請美國生技公司參與蛋白質檢測方法的研發、人員訓練、成立第一個法國檢測方法標準化委員會，並在INRA總部成立多功能之GM植物檢測研究中心。

1999-2000年間，法國檢測方法標準化委員會公佈GMO檢測方法和實驗室組織的指導原則，1999-2001年間，該委員會積極開發未核准GMO種子汙染及田間出現的檢測技術，目前則分析並給予GMO管理方法和指導原則的改進意見。法國GMO檢測網的支持，包括標準、技術監督、方法和策略提供、國內和歐洲研究計畫的參與、參與國際間的批准、目前問題和未來需求的調查、任何問題的支持等。後來歐盟國家GMO實驗室（European National GMO Laboratory）採納法國GMO檢測網的模式，並在2002年成立指導委員會。

2.內容

檢測方法必須遵守數個歐盟有關GMO的指導原則、規範及數個與智財權和專利的規範，GMO檢測方法的計畫在法國有CTPS（1998-2001）、AQS S53（1999-2001）、ACTA-FNSEA（1999-2000）、DGAL（1999-2007）、CNIEL Arilait（2000-2007）、DGCCRF（2000-2007）、DOGMATIS（2006-2009）等，在歐盟有QPCRGMOFOOD（FP5, 2000-2003）、GMOCHIP（FP5, 2001-2004）、SIGMEA（FP6, 2004-2006）、Co-Extra（FP6, 2004-2006）等，必須根據規範的進展、歐盟的政策、與GMO相關人員的需求，制訂GMO檢測方法的目標、技術和策略。

檢測方法的參與單位及人員包括，與GMO相關人員、法國GMO檢測網、歐盟國家GMO實驗室、歐盟計畫的研究人員博士生及博士後研究人員、來自歐盟以外國家的博士生等。檢測方法為公眾服務性質，必須準確、成本高效率、符合GMO檢測所有目的，也必須能檢測核准的和不明的GMO，所建立的方法必須公開地可用在一致化的檢測上，對與GMO相關人員來說是低成本的分析工具，經由方法的測試獲得國際的認可。

檢測方法的策略包括新技術（如PCR完善多面相計畫、降低測量不確定方法）和特殊技術（如邊際片段的chromosome walking）的研發，以DNA為基礎的檢測方法須依不同標的如GMO、植物種、授與生物體而定，PCR的方法包括定性或定量、單相或多相，與微陣列雜交技術相容之PCR，定量位差PCR，使用基質的方法，蛋白質檢測方法與DNA檢測方法必須相容，管制計畫必須成本高效率。

檢測的標的包括篩選（如P35S、Tnos、nptⅡ）、結構體的專一性、品系的專一性、植物種的專一性、授與生物體（如CaMV）。檢測方法計畫的產出包括，發表檢測方法的推廣性、評論性、科學性報告及書籍的篇章，檢測方法被認可達國際水準（如Adh, T25, P35S, CaMV），成為法國的標準，訓練許多學生和GMO相關企業團體的員工。INRA在GMO檢測方法的研發及制度建立上確實做了許多工作，尤其是INRA對歐盟執委會及該執委會公佈的指導原則所做的許多建議。
四、與GMO共存和可追蹤性相關的研究計畫

1.Sustainable Introduction of GMOs into European Agriculture（簡稱SIGMEA）：

計畫執行期間為2004-2007年，主持人為英國 Dr. Jeremy Sweet 和法國INRA 的 Dr. A. Messean，是一個探討作物與作物間基因流佈的計畫，其主要目的為進行GM作物田間栽培的生態及經濟評估，設計GM作物的管理規則，設計GM作物的監控方法。

2.Co-existence and traceability in the GM and non-GM supply chains（簡稱Co-Extra）：

Co-Extra 計畫主要重點在共存（coexistence）與追溯（traceability），針對GM與非GM共存與追溯系統在技術、經濟及法規層面上的综合研究，此計畫由2005年開始將於2009年結案，主持人為法國INRA的Dr. Y. Bertheau。Co-Extra的目標是希望能夠扮演填補歐盟法律架構與實際執行面之間的落差，在檢測GMO方面，找出一個快速又划算且又不會影響到產品價格的檢測方法，是當下所必須去進行的。此外，Co-Extra引入Matrix approach的概念，利用數條常見的GMO序列進行檢測，藉以檢測出未經許可以及核准販售的GM產品，目前已應用在Matrix approach的方法有定性PCR、微陣列晶片DaulChip®、SNPlex等。該計畫共有8個工作項目，包括減輕基因流佈的生物方法，供應鏈分析解說和示範，共存與可追蹤性的經濟成本和效益分析，檢測和取樣技術改進，分析可追蹤性工具的改進和整合，GMO檢測的技術性挑戰，整合法規技術社會和可追蹤性的議題，對話與溝通。

3.Promoting EC traceability research（簡稱PETER）：

計畫執行期間為2005-2009年，主持人為法國INRA的Dr. Yeves Bertheau和Dr. John Davison，歐盟執委會已投資1億歐元，其主要目的為改進歐盟執委會有關可追蹤性的研究，提供國際間討論，以聚焦且推廣歐盟執委會可追蹤性的研究成果，並快速整合推廣歐洲技術給開發中國家。

4.Transcontainer：

主持人為荷蘭的Dr. Ruund A de Maagt，是一個生物性污染工具改進的研究計畫。

五、GM與非GM作物共存與花粉飄散研究

法國有關GM與非GM作物共存與花粉飄散研究之主要研究人員為INRA（Grignon研究中心）的Dr.Jean-Marc Meynard與Dr.Antoine Messéan，Dr.Jean-Marc Meynard是行為與發展科學學術研究處的負責人，Dr.Antoine Messéan則是SIGMEA project的技術協調人。

研究GM與非GM作物共存與花粉飄散主要用GENESYS模型和SMAC Advisor模型。共存模式GENESYS是評估油菜抗殺草劑GM品種，其基改基因在田間發生基因逃逸（gene escape）的風險。模型考慮一個完整栽培循環的多個時期：種子、幼苗、成株、開花到種子生產，與不同的耕作制度：整地、播種期、播種密度、噴施殺草劑與收穫，估算田間裡非人為播種自生植株（volunteers）族群的比例。藉由這套模型，可評估多年後GM基因在田間漂流的程度，提供GM與非GM作物共存的有用資訊。而SMAC Advisor模型是一套針對GM與非GM玉米共存下汙染風險的評估軟體，農民只需在其設計好的電腦介面表單，輸入田區的相隔距離、相對大小、簡單的氣象因子等選項，即可立即得到一個風險程度。

在這些模擬共存的模型中，GM作物花粉飄散的研究部份，Lavigne等法國學者（1998）探討GM油菜在田間散佈的情形，他們利用雄不稔的GM抗殺草劑油菜品系BOO4.oxy當作花粉授予者進行田間試驗，並利用母數的方法（負指數函數、高斯函數），去估計植株個體花粉與距離散布之關係，及無母數方法中的傅立葉轉換，原始資料點經傅立葉轉換後，再乘上作者所設計的濾波函數（filter function），轉換後乘上濾波函數的目的是為了去除掉試驗的抽樣誤差，以及來自小區間邊際效應的影響。根據試驗的結果，推論大約有60%的落在距離來源6公尺內，但相對來說也有40%的花粉飄散超過6公尺之遠。Klein等法國學者（2006）在考慮植株為雄可稔（male-fertile, MF）與雄不稔（male-sterile, MS）的情況下，以八種函數族的IDF（individual dispersal function）
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來描述花粉飄散的模式，但模式有兩個需考慮的前提假設，分別是所有的植株個體花粉產生的花粉量相等，以及所有個體其花粉的飄散皆服從相同的IDF模型。此外，欲估計IDF中的參數需先假設所有的觀測值相互獨立且服從二項分布，才可以最大概度法（maximum likelihood method）估得IDF模型中的各項參數。

六、利用農桿菌T-DNA進行水稻基因轉殖的研究

法國農業研究發展國際合作中心（Centre de coopération internationale en recherche agronomique pour le développement, CIRAD）的Dr. Emmanuel Guiderdoni利用農桿菌的T-DNA進行水稻基因轉殖與功能性基因之相關研究，於1998年開始針對基因流佈（gene flow）問題進行相關研究，並與西班牙及義大利合作成功轉殖Bt基因至水稻中，其後更將Bt基因轉殖至棉花與橡膠樹（Rubber tree）中；相關的研究與種類地點包括法國西南部與隆河流域、義大利波河平原、西班牙東北部、東南部、南部與西部四個區域等。但由於綠色和平組織等反對基因改造生物的團體會針對相關試驗田區進行破壞，所以目前大部分試驗只能在實驗室與溫室中進行。基因改造玉米MON810品種原本在法國也有大面積商業栽培，但由於法國總統薩克奇要讓法國成為無基改作物的國家，因此已無栽培。

Dr. Guiderdoni 研究水稻基因轉殖的目標組織包括未成熟花序的預培養、未成熟花粉（小孢子）－誘導癒傷組織產生、未成熟胚的預培養、胚誘導產生癒傷組織、胚誘導產生癒傷組織進行細胞懸浮培養、胚或小孢子誘導產生癒傷組織進行細胞原生質體懸浮培養等。另外利用水稻種子誘導癒傷組織比較農桿菌與基因槍基因轉殖技術之轉殖效率相關研究結果顯示，農桿菌轉殖有30-90% 共培養的癒傷組織至少可得1個抗 hygromycin的細胞系，每 10-20個抗 hygromycin的細胞系被證實是獨立的轉殖個體，轉殖效率：每100個共培養的癒傷組織可得到150-1000 個獨立的轉殖植株，在1-2個基因座(loci)位置有1-4個copy被置入，約70%的轉殖系在T1代出現 3:1 的分離率，約60-80% 的轉殖系表現gusA 基因,在單一copy的植株中，出現基因靜默現象的比例很低 (10%)，33% 的轉殖系 (n=232)累積蘇力菌晶體蛋白 (Bt Cry toxin)。而基因槍轉殖有5-40%受基因槍槍擊後的癒傷組織至少可得1個抗 hygromycin的細胞系，每 1-4 個抗 hygromycin的細胞系被證實大多來自同一來源細胞複製產生，轉殖效率： 每100個受槍擊的癒傷組織可得到5-20 個獨立的轉殖植株，在單一基因座(locus)位置只有1個copy被置入，一般在T0代就會出現 3:1 的分離率，約50-60% 的轉殖系 gusA 基因在組培階段表現,當 T0代植株發育中有50% 出現基因靜默,在T1代會有超過50%者發生，9% 的轉殖系 (n=212) 累積蘇力菌晶體蛋白 (Bt Cry toxin)。比較上述結果，選擇以農桿菌進行相關試驗。

農桿菌（Agrobacterium tumefaciens）是一種存在於土壤中的細菌，農桿菌感染植物的目的是要寄主植物替他製造植物本身不會合成的氨基酸~opine(含nopaline與octopine)，而它具有的Ti質體(Ti plasmid)上有一段特殊的DNA片段稱為T-DNA，其中即具有合成nopaline與octopine的基因，在農桿菌感染植物後，會將T-DNA帶入寄主細胞核中，插入genomic DNA上(過程將詳述於後)，使寄主植物替他製造上述氨基酸；自然界中被農桿菌感染的組織會發生腫大的現象，是因為其T-DNA上除了上述製造opine的基因外，另含有製造auxin的aux基因與製造cytokinin的cyt基因，使植物大量製造auxin與cytokinin而引起細胞不正常分裂所致。

分子生物學家將Ti質體與T-DNA片段以人為方式設計並改造為適合做基因轉移的序列，在遺傳工程中被廣泛用作載體（vector），T-DNA之左右二端各具有left border (LB)與right border (RB)，只要是在此二者之間的片段均可插入寄主genomic DNA上，並不拘是自然界原始的序列如上述者或人為設計者。在LB 與RB之間包含多重選殖位置（multiple cloning site；MCS），被設計成可被許多種不同的DNA限制酵素(restriction enzyme)辨識，亦即具有許多不同的限制酵素切位，可經由限制酵素將plasmid的特定位置切斷，再將外來基因或某段DNA（insert）經黏接酵素(ligase)進行基因片段之黏接反應(ligation)，此稱之為載體的構築(Construction)。經完成構築之質體需再送入宿主勝任細胞(Competent cells)如大腸桿菌(E. coli) 進行大量增殖，稱為質體轉型作用 (Transformation) ，一般常利用電穿孔或熱膨脹方式進行。再配合Help strain的E. coli如HB101與農桿菌如LBA 4404三者混合，進行三親交配(Triparental mating)或電穿孔方式將轉型後的質體送入農桿菌之中。

農桿菌之所以能感染植物，必須此一植物帶有傷口，傷口會分泌出酚類化合物，誘使農桿菌靠近而由此傷口進入植物，其詳細途徑是因植物受傷的傷口分泌酚類化合物，誘使農桿菌細胞膜內膜上的virA基因活化（磷酸化）而產生VirA蛋白，而VirA蛋白又使細胞質中的virG基因活化而產生VirG蛋白，VirG蛋白續使Ti質體上的virB基因與virCDE基因活化，分別產生VirB與VirCDE蛋白，VirB蛋白可在農桿菌細胞膜與植物細胞接觸的位置開一個小孔，而VirCDE蛋白可牽引著新複製的T-DNA片段移至VirB蛋白所開的小孔，並經此小孔進入寄主細胞與細胞核，並插入genomic DNA上，但T-DNA崁入位置是寬廣的,而且大部分是在基因較多的區域 ( gene-rich regions)，可能導致某基因失去功能或產生全新而又未知的蛋白。因此農桿菌基因轉移法必須先使植物受傷，T-DNA繼而將目標基因導入植物體，而達到基因轉移之目的。

一般操作是將構築好的農桿菌於液體培養基與欲轉殖之培植體共培養約48小時後，再將之取出浸泡於含抗生素的培養基中以殺死感染培植體之農桿菌，續將其培養於含抗生素之再生培養基，以防止農桿菌復發。再生出的植株先經篩選標誌（如抗抗生素基因）的篩選，存留的植株在經過一連串如Southern blot、PCR等分子檢測確認後才能算是完成基因轉殖。（圖1）

目前Dr. Guiderdoni 研究團隊研究一套乾淨的基因轉殖技術（Clean transformation technologies），包括透過整合專一位址（ site-specific ）與同型結合體，進行目標基因的轉殖；利用基因槍槍擊方式，將沒有質體骨架序列（ plasmid backbone sequences ）的基因套組（ gene cassettes ）進行轉殖或以Southern/PCR方式篩選農桿菌的轉殖植株；以切除技術或將T0與T1代植株後裔予以外部隔離（ out-segregation ），用以去除篩選標誌基因；透過專一性或特定的啟動子使目標基因表現、透過葉綠體基因轉殖防止轉殖的基因流失。

七、GM植物隔離溫室
本次研習所參觀的基因轉殖植物隔離溫室包括法國國家農業技術研究院（Institut national de la recherche agronomique, INRA）、農學研究發展國際合作中心（CIRAD）與發展研究院（Institut de recherché pour le développement, IRD），其中CIRAD的隔離溫室分為溫室區與準備區二個連結的區域，要進入前須先經第一層門進入其準備區更換不織布材質的拋棄式實驗衣，鞋子先踩過消毒水並套上不織布材質的拋棄式鞋套才可由第二層門進入溫室區（圖2）。三個單位溫室均設有刷卡式門禁管制，溫室的進氣裝置外部均包覆有防蟲網的設置（圖3），以防止昆蟲與雜物進入溫室，CIRAD與IRD的進氣是以冷氣冰水式空調機方式（圖4），將冷空氣透過溫室內植床下的送風管路（不織布軟管）送入溫室（圖5），此一管路與我國內溫室內植床下加熱管路的設置方法類似；而INRA是以一般抽風扇方式進排氣（圖3）、排氣風扇外部設有除塵網（圖6）以防止溫室內花粉飛散至溫室外，CIRAD與IRD溫室的排氣是經過HEPA過濾系統（圖7），對防止花粉飛散至溫室外有更高等級的防護。三個單位溫室均於內部側牆設置溫水管路（圖8）以作為冬季溫室內加溫之用，而溫室內排放的廢水先集中後經過氯氣消毒才予以排放，期能將其中的花粉、微生物等予以殺滅。

陸、心得與建議
一、全球GM作物之發展為最近二十年才開始，然而GM作物之栽培在近年來急速增加，2007年之ISAAA（International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications）之統計資料顯示，全世界栽培GM作物之耕地面積已達1億1仟4百萬公頃，近十年來總栽培面積呈現持續上升的趨勢，似乎是一條無法回頭的道路。我國雖於二十年前即已加強GM作物研發，但目前尚無產業化推廣之成功例子。建議政府審慎選擇台灣具發展利基之作物種類，集中有限資源與人力，加強GM作物之研發。

二、目前國內有關GM作物管理法規，雖經各相關部會之努力，已呈現大概之輪廓，然尚有諸多不足的地方，如GM作物之研發管理、進出口管理等，尚須權責單位加速研擬訂定。

三、建議政府考慮針對數種較具經濟價值的作物，開發多種GM作物田間共存的模擬模式，但模式中所需設定的參數數值，仍需依照台灣的耕作制度進行田間試驗，之後便可藉由電腦模擬多年後，GM作物於田間殘留的數量，提供田間共存的風險評估。
四、歐洲與台灣氣候條件不同，慣行的耕作栽培制度也相異，建議花粉飄散的田間試驗，需根據台灣的情況重新設計進行。

五、目前世界各大生技公司均加強去除篩選標誌（select marker）技術的研發，一旦此種技術發展成熟，基改作物的篩檢將會更為困難，各國政府對保護生態環境與人民安全將更為不易。因此，建議將研究如何去除篩選標誌的技術列為未來我國生技研發項目之一，此舉並非是要研發無篩選標誌的GM作物，而是藉此瞭解如何能破解並開發出檢測此種GM作物的技術與方法。
六、法國INRA有關GM作物與非GM作物共存及GM作物可追蹤性、標示與檢測方法等技術均甚為完備與成熟，建議國內相關研究單位尋求與INRA合作研究之機會。
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圖1.利用農桿菌進行水稻基因轉殖的步驟。

圖2. 農業研究發展國際合作中心（CIRAD）的Dr. Emmanuel Guiderdoni帶領研習團成員參觀GM植物隔離溫室。進入隔離溫室前須先在準備區更換不織布材質的拋棄式實驗衣，鞋子套上不織布材質的拋棄式鞋套才可由第二層門進入溫室區。
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圖3. 法國國家農業技術研究院（Institut national de la recherche agronomique, [image: image4.jpg]


INRA）基因轉殖植物隔離溫室的進氣風扇外部包覆有防蟲網。

圖4. 法國發展研究院（IRD）基因轉殖植物隔離溫室的進氣是以冷氣冰水式空調機方式將冷空氣送入溫室，進氣裝置外部均包覆有防蟲網的設置。

圖5. 法國發展研究院（IRD）基因轉殖植物隔離溫室的冷空氣送入溫室後透過溫室內植床下的送風管路（不織布軟管）予以降溫。
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圖6. 法國國家農業技術研究院（INRA）基因轉殖植物隔離溫室是以一般抽風扇方式排氣，排氣風扇外部設有除塵網以防止溫室內花粉飛散至溫室外[image: image6.jpg]


。
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圖7. 農學研究發展國際合作中心（CIRAD）基因轉殖植物隔離溫室的排氣是經過HEPA過濾系統（相片上方裝置），對防止花粉飛散至溫室外具高等級的防護，相片下方裝置為溫室內加溫溫水產生器。
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圖8. 法國發展研究院（IRD）基因轉殖植物隔離溫室於內部側牆設置溫水管路以作為冬季溫室內加溫之用，溫水是由溫室外（如圖7）的溫水產生器提供。

圖9. 研習團由我國駐法代表處科技組李青青秘書陪同至法國國家農業技術研究院（INRA）研習。
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圖10. 研習團與法國國家農業技術研究院（INRA）Dr. John Davison與Dr. Yves Bertheau合影。
圖11.法國國家農業技術研究院（INRA）Dr. Yves Bertheau對研習團成員講解歐盟基因改造與非基因改造作物之共存栽培模式。
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圖12. 研習團於我國駐法代表處與科技組彭清次組長及李青青秘書會晤。

圖13. 研習團由我國駐法代表處科技組彭組長與邀約法國國家農業技術研究院（INRA）國際合作處處長Mr. Bernard Charpentier會晤。

[image: image13.jpg]


[image: image14.jpg]



圖14. 研習團與法國農學研究發展國際合作中心（CIRAD）Dr. Jean-Christophe Glazman會晤。
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圖15. 研習團與法國農學研究發展國際合作中心（CIRAD）Dr. Emmanuel Guiderdoni會晤並研習如何利用農桿菌T-DNA進行水稻基因轉殖的研究與生物[image: image16.jpg]


安全等相關議題。

圖16. 研習團與法國發展研究院（IRD）Dr. Hamon會晤並研習如何利用農桿菌Ri plasmid轉殖固氮基因至木本植物使其長出大量鬚根並進行固氮作用的研究。
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圖17. 研習團與法國發展研究院（IRD）Dr. Ghesquiere會晤並研習基因改造作物生物安全管理。

圖18. 研習團與法國發展研究院（IRD）Dr. Ghesquiere會晤並研習基因改造作物在隔離溫室之種植與管理情形。[image: image18.jpg]
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