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摘要 

植物內共生微生物與作物生長發育密切相關，也會影響作物產量及品質，許多

有益內共生微生物已被證實具有促進作物生長、增進作物逆境耐受性的能力。有鑑

於慣行農業操作法在維繫農田土壤健康及生態多樣性的限制，以維持生產、生活及

生態平衡為出發點的永續農法應運而生，然而不同農業操作是否會透過改變作物

根圈及根內共生微生物的多樣性及組成，進而影響作物健康，目前瞭解有限；另一

方面，有益微生物共生的時間點及族群結構關係著其對作物的效益，但內共生微生

物群落組成是否會隨著作物發育時期的推進而產生變化，相關研究並不多。為瞭解

耕作模式及生育時期對內共生菌組成的影響，本研究藉由 16S 核糖體 RNA基因定

序技術，在 2018 至 2019 年間 3 個期作，以苗栗縣苑裡鎮慣行及有機等 2 種管理

水稻田為樣區，調查水稻根部內共生細菌群落組成，並於 2019 年兩個期作調查秧

苗期和分蘗期根部內共生細菌群落之變化。結果顯示不同管理方式對水稻根內共

生細菌 α-多樣性並無顯著影響，但對菌相的組成在三個期作都具有顯著差異，而

生育期的不同對水稻根部內共生細菌組成及 β-多樣性的影響更為顯著，推測水稻

隨發育階段演進，會透過改變根部代謝而營造出相對應的菌相組成。另外經由指標

物種分析，鑑定出對生育期及管理方式敏感的 OTUs，未來可再擴大檢視這些 OTUs

在水稻田的角色。本次試驗水稻雖來自相近區位，仍可見田間樣品受到區域環境因

子的影響，建議未來可擴大樣區並進行長期的研究，以確認管理方式對於作物根內

共生微生物組成及功能的影響。 

 

 

關鍵字：水稻根內共生菌、16S 核糖體 RNA 基因定序、耕作方式、生育階段 
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Abstract 

Plant endophytic microorganisms have great impacts on crop growth, development 

and yield. Many beneficial endophytic microbes have been identified which can enhance 

the crop growth and stress tolerance. Because the conventional agricultural practices are 

not good for soil health and agricultural biodiversity, sustainable agricultural practices 

which aim to balance the crop production, people’s living and ecosystem attract more and 

more attention. However, little is known about the impacts of agricultural practices on 

crop health via modifying the diversity and composition of endophytic and rhizosphere 

microbial communities. On the other hand, the timing that the beneficial microbe 

association forms and their composition influence the benefits that crops receive. 

However, it is still unclear that whether endophyte composition and structure change 

temporally during plant growth and development. In order to address these questions, we 

examined rice root microbiome by using the 16S ribosomal RNA gene sequencing from 

2018 to 2019. The samples from organic and conventional-cultivated rice fields in Yuanli 

Town, Miaoli County were harvested for investigating the composition of the rice root 

bacterial endophyte under different practices at two different growth stages. The results 

showed that different managements only affected the composition of bacterial endophyte 

but not α-diversity. However, the bacterial composition and β-diversity were significantly 
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different between two growth stages. It is possible that the modification of metabolite 

accumulation during the growing season leads to the change of endophytic community 

structure. In addition, by performing indicator species analysis, several growth stage- and 

field management-sensitive OTUs were identified. Further studies are required to 

examine their role in rice fields. Although our experimental sites were very close, the 

variation between samples were still observed, suggesting the presence of local 

environmental effects. Thus, we suggest that more experimental sites and long-term 

research are needed in the future to dissect the impacts of cropping practices on root 

endophyte composition and function in crops. 

 

 

Key words: rice root endophyte; 16s ribosomal rRNA gene sequencing; cropping 

practices; growth stage  
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第1章 前言 

1.1 永續農業 

拜綠色革命之賜，現代農民透過栽培優良品種、施用農藥、化學肥料以及

機械化耕作等方式，將產能極大化，顯著提升農產品產量及品質，但此種慣行

生產方式，卻同時伴隨土壤酸化、地力降低、有毒物質累積、病蟲抗藥性增加

及化學肥料生產而帶來之環境汙染等問題，危害生態環境，且影響人體健康。

有鑑於慣行管理衍生出的諸多壞處，加上近年來環境及氣候變遷加劇，許多以

生態平衡原則為出發點、追求穩定環境及維持人類對農產品需求的永續農業

操作方法便應運而生，這些操作方法透過維護田區生物相的多樣化和活性，在

提高土壤肥力的同時仍保持作物產量。土壤為支持作物生長最重要的環境因

子之一，而土壤生物相包括生長於根圈土壤及共生於作物根內部的細菌、真菌

及動物等，可促進有機物的分解以及氮和磷等重要土壤養分的轉化和固定，對

調節生態系統的循環及穩定性相當重要。 

 廣為人知的有機管理，亦是永續農業操作法的一類，具有清楚的定義及規

範。行政院農業委員會在 2018 年 5 月 30 日公告之《有機農業促進法》第三

條提及有機農業的定義為「基於生態平衡及養分循環原理，不施用化學肥料及

化學農藥，不使用基因改造生物及其產品，進行農作、森林、水產、畜牧等農

產品生產之農業。」除了確立有機農業的內涵外，亦訂定有機認驗證辦法及生

產者應遵行的「有機農糧作物台灣良好農業規範」等，並輔導相關機構，近年

更大力推廣有機及友善農業工作，足見我國政府對農業的永續發展日益重視。 

1.1 耕作模式與土壤性質 

依據 Jenny（1994）所述，土壤受到氣候、生物、母質、地形和時間等 5大

自然因子共同作用而形成，並構成各地天然土壤性質。除了自然因子外，人為

因子為影響土壤性質最主要因素，如耕犁及灌溉等，現代農業經營強調土地有
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效利用，進一步加強人為因子對土壤的影響。慣行管理使用農業機械及化學藥

劑進行作物管理，造成土壤壓實、團粒結構消失、土壤鹽鹼化、土壤酸化、重

金屬殘留，且破壞原有生物相、降低土中生物多樣性等，危害土壤健康及永續

經營。有機管理等永續經營方式強調盡可能減少耕犁、不使用化學合成藥劑以

及有機質的添加和農業資材的再利用等，謀求土壤物理化學結構的改善及土

壤生物多樣性的增加。透過長期的田間試驗，研究者發現有機耕作的土壤比慣

行耕作的土壤具有較高的有機質含量、較厚的表土深度、較高的團粒穩定度及

較高的多醣含量，且斷裂模數（modulus of rupture）較低，土壤侵蝕也較少

（Reganold et al., 1987；Blanco-Canqui and Lal, 2009）。長遠而言，有機耕作制

度比慣行耕作制度在減少土壤侵蝕和保持土壤生產力方面更為有效。 

1.2 植物內共生微生物 

內共生細菌可以簡單地定義為發生在植物內部的細菌，或者根據 Hallmann

等人（1997）的定義：可以從表面消毒的植物組織中分離出來，並且不會明顯

損害宿主植物的細菌。總體而言，植物內共生細菌群落組成相較於根圈土壤細

菌更具物種特異性及穩定性，且應用上可能更具優勢，因為這些生活在植物組

織內的細菌與植物細胞接觸的機會較高，若具有有利於植物生長之潛力，更容

易直接發揮效益；根圈為與根部表面極為接近的土壤，因此根圈細菌具有進入

植物根部並在組織中定植的潛力，被認為是植物內共生細菌群落的主要來源

之一（Hallmann et al., 1997；Germida et al., 1998；Marquez-Santacruz et al., 2010）。 

1.2.1 植物內共生微生物對植物生長的效益 

植物內共生細菌普遍存在於植物的內部組織中，多數是對植物沒有明

顯影響的中性細菌（commensals），少數內共生菌則對植物生長發育有正面

效益，稱作「植物生長促進細菌（plant growth promoting bacteria，PGPB）」

（Hallmann et al., 1997）。根據目前研究已知植物可以「選擇」它們的共生
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菌，而建構有益的菌群群落（Marasco et al., 2012），但經歷數十年研究，

植物內共生菌促進植物生長的機制仍未能被完整理解，因此受限 PGPB的

應用範圍，目前瞭解 PGPB促進植物生長和健康的功能包括：（1）增進營

養吸收效率：PGPB 透過固氮作用、分泌有機酸以增加磷酸鹽的溶解度或

合成螯合物（chelation）增加根部對鐵的吸收等機制，增進寄主植物對營

養物質的吸收效率（Gamalero and Glick, 2011）；（2）生成植物賀爾蒙調節

植物生理反應：PGPB 透過合成促進生長的植物荷爾蒙，如：生長素、細

胞分裂素和吉貝素，或抑制老化相關的荷爾蒙，調節植物體內的生理反應，

進而促進生長，例如：Achromobacter xylosoxidans 等 PGPB可以合成氨基

環丙烷羧酸（ 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid, ACC ）脫胺酶

（deaminase）來減少植物體內乙烯的合成；（3）抑制病原菌：PGPB透過

競爭拓殖區域養分、合成抗生物質以及誘導對病原體的系統抗性等，抑制

根部病原菌生長；例如：向日葵接種內共生有益細菌可增強水分逆境下幼

苗的生長，促進根部水楊酸合成並抑制病原真菌的生長（Forchetti et al., 

2010）；（4）增進非生物逆境耐性：PGPB透過多種機制增進寄主植物對逆

境的耐受性，例如：在土壤銅過多的逆境下，紫花苜蓿（Medicago lupulina）

接種內共生根瘤菌後，不僅增加了植物的生長和氮含量，還誘導植物的抗

氧化防禦反應（Kong et al., 2015）。總而言之，PGPB透過影響植物基因表

現、養分吸收能力、荷爾蒙代謝及與病原菌拮抗作用來增進植物生長及抗

逆境能力，為有益微生物的潛力來源。 

1.2.2 植物內共生微生物與耕作模式 

植物根圈及內共生微生物的組成和多樣性會受到不同耕作管理模式

影響而有所不同（Bünemann et al., 2006）。比較慣行與有機耕作等不同管

理模式及不同耕犁強度對土壤及小麥根部內共生微生物群落的影響，發現

土壤細菌群落主要受到耕犁強度影響，而根內共生細菌主要組成則明顯受
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耕作模式影響（Hartman et al., 2018），這意味著透過耕作管理可以塑造作

物根內共生菌相；若比較管理模式對不同植物物種根內共生菌群落組成的

影響，發現內共生菌群落受植物種類所控制，且管理模式對菌群結構的影

響取決於宿主植物（Wemheuer et al., 2017），顯示管理模式對內共生菌相

的影響依植物而異，需獨立討論。Xia 等人（2015）從有機耕作和慣行耕

作作物中分離內共生細菌群落，結果顯示有機耕作的作物組織中細菌物種

豐度和多樣性皆較高，顯示有機管理可能會增加內共生菌的豐度和多樣性，

進一步將內共生菌重新接種至番茄中，發現有 61%的菌種可促進番茄植物

的生長，而有 50–64%則增加生物量的累積。綜合前人研究，相較於土壤微

生物，植物內共生菌群落多樣性及組成受到不同耕作模式影響更為明顯，

透過瞭解特定管理方式與內共生菌群落動態間的關係，將其實踐於作物生

產上，在永續農業經營中具潛在應用價值。 

1.2.3 植物生育期對根圈菌相之影響 

除了耕作模式，不同生育期可能會對根圈微生物的組成造成影響。研

究者發現，根圈微生物組成與玉米生育時期的變化高度相關，顯示植物根

對根圈微生物的選擇性可能是造成微生物群落與生長階段同步變化的重

要機制（Yang et al., 2017），後續研究更進一步證明，植物發育過程會改變

根系分泌物化學組成，由於根圈微生物對代謝基質偏好不一，因此造成根

圈微生物組成的同步演替（Zhalnina et al., 2018）。相似於根圈土壤微生物，

植物內共生微生物群落組成同樣受到植物生育時期影響，且可能與植物隨

生長階段推進而發生的根部生物量變化相關（Marques et al., 2015）。 

 

1.3 植物根圈土壤及內共生微生物研究方法 

為瞭解微環境中的微生物組成及其特性，已發展出數種方法進行研究，以
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下將逐一介紹常見之研究方法： 

1.3.1 傳統微生物分離培養法 

由於難以模擬自然環境中的微生物生長繁殖的真實條件，而多數微生

物無法藉由人為培養而純化，推測目前成功培養的微生物至多佔 1 %的自

然界微生物，加上微生物形態較為簡單，雖然可根據外觀及生理生化特徵

對微生物進行鑑定分類，但常限於較高的分類階層（Amann et al., 1995）。

在缺乏更有效的研究工具前，要進行根圈土壤及內共生微生物群落多樣性

及結構分析，傳統上仍需將微生物分離培養，然後透過一般的生物化學性

狀，或特定的表現型來鑑定，因此相關研究結果局限於人為可分離之微生

物。但隨著人們開始對土壤中微生物的原位（in situ）群落結構進行研究，

發現常規的分離培養方法很難全面地估計微生物群落多樣性，因此僅靠傳

統的微生物學方法是不夠的，需要其他技術彌補。 

1.3.2 土壤酶活性測定 

用生物化學技術能快速檢測土壤酶活性，使土壤酶學相關研究一度盛

行，其中脲酶、磷酸酶和脫氫酶在土壤中的含量和變化規律研究較多，但

土壤酶測定用於根圈土壤微生物研究的缺點是無法直接反映微生物實際

生理狀態。生物群落層級生理圖譜（community-level physiological profiles，

CLPP）是由 Garland和 Mills（1991）提出的另一種分析方法，該方法依據

對 95 種不同單一碳源分解能力的差異，一次區分不同微生物群落，其中

以美國 Biolog公司（Biolog, Inc.）生產的微孔盤應用於根圈土壤微生物群

落研究較多。但土壤酶測定至今沒有標準的參數和測定準則，無法為土壤

微生物生態功能提供準確的答案，若要完整說明土壤微生物特徵，仍需配

合其他方法。 

1.3.3 次世代定序技術 
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由於從環境樣品中分離和培養微生物存在一定困難，分子生物學方法

已被用來描述和鑑定微生物群落。分子生物技術的應用克服了傳統方法的

限制，使研究者可以從基因層次上估計物種豐富度、均勻度、群落組成結

構及動態變化等，從而更客觀地瞭解環境中微生物天然的生態狀況，其中

次世代定序（next generation sequencing，NGS）技術近年來廣泛被運用於

環境微生物群落結構鑑定，能有效且全面地呈現微生物群落組成結構。以

下簡單介紹次世代定序技術及在微生物學的應用。 

相較於桑格定序法（Sanger sequencing），DNA次世代定序借助化學方

法的改良與自動化工程技術的突破，大幅減少試劑用量，且可同步進行多

樣本定序反應，有效縮短並減少定序反應所需時間與成本。不同於 Sanger

定序技術，次世代定序先解讀各小片段的基因序列，再運用資訊科技協助

進行片段拼接，達成整個基因組定序的目的。次世代基因定序技術主要有

Illumina 的 Solexa、ABI（Applied Biosystems）的 SOLiD 與 Roche 的 454

等技術平台，其中本試驗使用的是 Illumina 定序平台，定序流程簡單說明

如下，將 DNA 打斷成 150-300 bp 的片段，二端再各接上一段 adapter 序

列，透過橋式聚合酶鏈鎖反應進行增幅，過程使用標記特定可移除螢光分

子的 dNTP 與反應試劑，重覆進行螢光標記移除與偵測，在定序晶片上同

時對數百萬條 DNA進行反應，以達到快速且大量的定序結果。 

1.3.4 利用次世代定序分析微生物群落多樣性 

相較於微生物分離培養法的諸多限制，次世代定序技術有助於全面性

評估微生物多樣性。16S rRNA基因擴增子定序（16S ribosomal RNA gene 

amplicon sequencing）即為將次世代定序技術應用於 16S rRNA標識基因分 

析的技術，16S rRNA 基因長度約為 1500 bp，其轉錄之 rRNA可組成核醣

體小次單元體（small subunit，SSU），在細菌中 16S rRNA基因序列同時保

有物種鑑定必備的兩種特性：保守性及特異性，藉由引子黏合保守性高的
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序列區域進行擴增，產物則包含序列變異較高且具物種專一性的區域，便

可藉由將變異區序列與已知物種 DNA 資料庫相互比對，來確認細菌所屬

之類群。 

Philippot 等人（2013）利用 454次世代定序平台，對 27種基因型玉米

和糖用甜菜的根圈土壤細菌群落組成進行分析，發現物種及品種的差異會

影響特定的根圈細菌組成和結構，惟整體菌群組成受到環境因子影響仍較

大。在田間管理部分，Navarro-Noya 等人（2013）發現慣行耕犁土壤中放

線菌門（Actinobacteria）、β-變形菌門（β-Proteobacteria）和厚壁菌門

（Firmicutes）等分類群的相對豐度較非耕犁土壤高，同時擬桿菌門

（Bacteroidetes）、δ-變形菌門（δ-Proteobacteria）、疣微菌門（Verrucomicrobia）

等分類群相對豐度則較低；Chávez-Romero 等人（2016）比較不同殘株留

置處理的玉米輪作田區根圈土壤微生物群落，發現在細菌分類階層—屬的

方面，作物殘株留置會誘導與有機物分解相關微生物類群的增加；

Wemheuer 等人（2017）對 3 種農地草種施以不同耕犂強度處理，結果顯

示種間差異造成內共生菌群落組成不同，且田間管理方式影響植物生長促

進和氮代謝相關細菌的豐度。 

1.4 研究目的 

植物內共生微生物對作物生長發育密切相關，進一步也影響作物產量及品

質，許多有益內共生微生物已被證實具有促進作物生長、增進作物逆境耐受性

的能力；因應氣候及環境變遷對農業生產造成的影響，政府極力推動永續農業

以維持農業生產、生活及生態之平衡，並鼓勵農民轉向友善環境或有機農業管

理模式，目前已有許多田間動植物之多樣性及指標物種建立的相關研究，微生

物多樣性對植物養分吸收及逆境抗性息息相關，然永續耕作模式對微生物的

影響目前研究相較有限，過去國內外研究多針對土壤或根圈微生物進行調查，

且研究結果顯示微生物群落組成容易受到土壤特性或作物種類影響而有所變
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異，難以釐清耕作模式對微生物多樣性的影響，而作物內共生菌群落除了作物

本身特性的差異，目前仍不清楚內共生菌相是否可穩定且適時地反映外在耕

作模式，並從中鑑定指標菌種，另一方面，在不同生育時期作物內共生菌群落

組成變化尚未有相關研究，有益微生物形成內共生的時間點及各生育期內的

微生物群落組成關係著這些微生物所能產出之效益，因此瞭解這些資訊將有

利於未來施用微生物肥料或農藥時間點的參考。為增進耕作模式及生育時期

對內共生菌組成的相關知識，本研究以苗栗縣苑裡鎮慣行及有機水稻田為樣

區，調查水稻根部內共生細菌群落組成，以及不同生育時期根部內共生細菌群

落多樣性之變化，試圖解決以下問題： 

(1) 透過調查所得資料進行水稻根部內共生細菌群落多樣性、均勻性、群落組

成歧異度、細菌功能預測等相關分析，以瞭解慣行和有機管理對水稻根部

內共生細菌群落組成之影響。另從生態功能角度探討水稻根部內共生細菌

在不同耕作環境下扮演的角色，並建立耕作模式對應的指標內共生物種。 

(2) 分析相同耕作模式下，水稻根部內共生細菌群落隨著生育時期推演的變化，

闡明水稻生育期與根部內共生微生物多樣性及群落組成之間的關係，為往

後選擇合適時期進行各項管理措施提供參考，發揮有益微生物的作用，抑

制病原菌的發展，提高水稻抗逆境、抗病能力，及提高品質及產量，為實

現農業永續發展提供科學依據。 
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第2章 材料及方法 

2.1 樣品採集 

試驗水稻（Oryza sativa L.）植株種植於苗栗縣苑裡鎮，分別取自慣行耕作

及有機耕作田區，2018 年第 2 期作慣行管理田區由黃東明農友管理，有機管

理田區由江進富農友管理；2019 年第 1 期作的慣行管理田區由邱建朗和謝松

文農友管理，有機管理田區由謝松文和劉貴華農友管理；2019 年第 2 期作慣

行管理田區由邱建朗和謝松文農友管理，有機管理田區由徐阿米農友管理（表

1）。每期作秧苗期、分蘗期分別於慣行耕作田區及有機耕作田區進行水稻植株

採樣（2018年第 2期作僅於分蘗期採樣），將（1）不同管理方式：有機管理、

慣行管理，及（2）不同生育期：秧苗期、分蘗期，作為本試驗探討主要變因。 

2.2 田間施作方法 

本試驗 2018 年第 2 期作有機和慣行田種植水稻品種為臺稉 9 號，2019 年

2 個期作慣行田區種植水稻品種皆為台南 11 號（表 1），病蟲害及肥培管理遵

照試驗改良場所建議方式，種植期間施用複合肥料、過磷酸鈣、硫酸銨等作基

肥及追肥，2019 年第 1 期作 2 個有機田區種植水稻品種分別為台稉 8 號、桃

園 3 號，2019 年第 2 期作水稻種植品種皆為越光（表 1），有機田區農友皆遵

照「有機農糧作物台灣良好農業規範」進行管理，並視需求施用有機農業適用

之粕類或粒狀有機質肥料。 

2.3 樣本採樣與處理 

有機及慣行田區隨機選取 5個位置點進行水稻樣本採集，以減少田區內栽

種位置造成之差異。秧苗期水稻樣本從植株基部往外 5公分的距離向下挖 5公

分，分蘗期水稻樣本從植株基部往外 10公分的距離向下挖 10公分，將植株連

根挖起取樣。採集之水稻樣品以低溫運送至實驗室後，先剝除植株根基部大部

分的田土，再以清水淋洗殘餘土壤，直至根部呈潔淨狀；之後將根部浸泡於 1 



doi:10.6342/NTU202003401

10 
 

%市售漂白水（Clorox®）進行表面消毒 1分鐘，再用無菌水清洗 4-5次以去除

殘留的漂白水，隨即將樣品以液態氮冷凍，保存於-80 °C冰箱以待 DNA萃取。 

2.4 內共生細菌 DNA萃取 

使用QIAGEN DNeasy® PowerSoil® Kit (Qiagen，德國)萃取水稻根部DNA，

參照廠商使用說明，操作方法簡述如下： 

(1) 將水稻的根以液態氮研磨至細粉。 

(2) 取 0.25 g的粉末，置於 PowerBead Tube，震盪混和。 

(3) 加入 60 μL C1溶液，震盪 30秒後上下反轉 30次，重複 3次以打破細

菌細胞壁。 

(4) 以 10,000 × g 離心 30秒以分離土壤。 

(5) 取出上清液至 Collection Tube，加入 250 μL C2溶液，震盪混和。 

(6) 置於冰上 5 min 以沉澱非 DNA之有機與無機雜質。 

(7) 以 10,000 × g 離心 1 min 後取上清液至新 Collection Tube，加入 200 μL 

C3溶液，震盪混和。 

(8) 置於冰上 5 min，以加強去除有機酸、蛋白質及細胞殘骸等雜質。 

(9) 以 10,000 × g 離心 1 min 後取上清液至新 Collection Tube，加入 1,200 

μL C4溶液震盪混和。 

(10) 將混合液加至MB Spin Column 並以 10,000 × g離心 1 min，此時 DNA

會因 C4溶液的高鹽濃度而與矽膠膜結合。 

(11) 加入 500 μL C5溶液以 10,000 × g 離心 30 s，以清洗多餘鹽類、腐植

酸及其他雜質。 

(12) 再以 10,000 × g 離心 1 min，以去除殘餘酒精。 

(13) 將MB Spin Column 置於微量離心管（eppendorf），加入 100 μL C6 溶

液（elution buffer）將 DNA回溶後以 10,000 × g 離心 30 s。 

(14) 將 DNA樣品保存於-80 °C冰箱。 
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2.5 16s rRNA 基因次世代定序 

本試驗水稻根 DNA 樣品次世代定序與生物資訊初步分析委託圖爾思生物

科技股份有限公司（Biotools co., Ltd）進行。 

2.5.1 16S rRNA 基因聚合酶連鎖反應（polymerase chain reaction, PCR） 

針對細菌 16S rRNA 上 V3-V4 高度變異區域（high variable regions, 

HVRs）進行 PCR專一性擴增放大及定序，以鑑定微生物之種類與群落。

使用之引子對為 319F（5'-CCTACGGGNGGCWGCAG-3'）及 806R（5'- 

GACTACHVGGGTAT CTAATCC-3'），以 PCR 套組 KAPA HiFi HotStart 

ReadyMix（Roche，瑞士）進行反應，反應條件如表 2 所示。所得之產物

以 1.5% agarose 進行電泳，選擇具有 500 bp附近明亮條帶的樣品，並使用

AMPure XP beads（Beckman Coulter，美國）進行純化，以用於後續建庫及

定序。 

2.5.2 樣本基因體建庫及定序 

根據 Illumina 16S Metagenomic建庫作業程序（Metagenomic Sequencing 

Library Preparation procedure（Illumina，美國））進行基因體建庫，步驟簡

述如下：使用 16S rRNA 基因 PCR 擴增子和含有雙索引（dual indices）及

轉接子（adapters）的 Nextera XT Index Kit（Illumina）進行第二階段擴增

（secondary PCR），接著使用 Qubit 4.0 螢光定量儀（Thermo Scientific，美

國）和 Qsep100TM 系統評估接有索引序列的 PCR 產物（indexed PCR 

product）品質，品質確認後混合等量的 indexed PCR product 作為定序庫。

建庫完成後在 Illumina MiSeq 平台上進行定序，生成成對的 300 bp 片段

（paired 300‐bp reads）供後續分析之用。 

2.5.3 定序資料處理 

將序列資料去除條碼（barcode）和 PCR引子（primer）序列後，使用

FLASH（v1.2.11）對每個樣品的讀序（reads）進行拼接（最小重複（overlap）
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長度 10 bp；重複區域最大錯配率為 0.1），拼接後的序列稱為 raw tags。接

著使用 Qiime（v1.9.1）對 raw tags進行品質過濾處理，過濾條件如下：（1）

tags 截取：將 raw tags 連續 3 個鹼基 q-score（q）< 19 的 tags 從第一個低

品質鹼基位點截斷；（2）tags 長度過濾：tags 經截取後進一步過濾掉連續

高品質鹼基長度小於 tags長度 75%的 tags；過濾後獲得 clean tags。進一步

對 clean tags使用 UCHIME 演算法與資料庫（GOLD database）檢測嵌合體

序列（chimeric reads）並去除之，得到用於後續分析的 effective tags。 

2.6 生物資訊分析 

2.6.1 OTU聚類和物種注釋 

使用 USEARCH軟體（v7.0.1090）中的 UPARSE 演算法對所有樣品全

部的 effective tags 進行 OTU（operational taxonomic unit）聚類，以 97%的

一致性（identity）將序列聚類成為 OTUs，同時去除 singleton，並依照演

算法將 OTUs 中出現頻率最高的序列作為 OTUs 的代表序列。同時使用

RDP Classifier（v2.2）以 Silva 資料庫（v132）中的 core set 對 OTUs代表

序列進行物種注釋分析，依據得到之分類資訊分別在各個分類階層：

kingdom（界）、phylum（門）、class（綱）、order（目）、family（科）、genus

（屬）、species（種）統計各樣本的微生物菌群落組成，在均一化前剔除粒

線體（mitochondria）和葉綠體（chloroplast）相關之 OTUs，避免植物細胞

中粒線體和質體 DNA 的影響。最後對各樣品序列資料以 tags 總數最小的

為基準，進行均一化處理。資料處理過後，方進行後續的 α-多樣性分析和

β-多樣性分析。 

2.6.2 樣品複雜度分析（α-多樣性；α-diversity） 

使用 Qiime（v1.9.1）計算 observed-species、Shannon、Simpson、ACE

（ abundance-based coverage estimator ）、 Chao1 及 PD_whole_tree

（Phylogenetic diversity）指數。 
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2.6.3 樣本分組比較分析（β-多樣性；β-diversity） 

使用 R（v3.3.1）計算 Bray-Curtis distance。繪製分析圖：PCA（principal 

component analysis）使用 factoextra 和 ggplot2 套件。 

2.6.4 環境因子分析 

為了檢驗環境因子（pH、有機質含量、土壤鈣等）與整個微生物群落

的相關性，使用 R的 vegan 套件進行Mantel test 分析：將環境變數進行歐

式距離（euclidean distance）計算作成距離矩陣，接著採用 Spearman 

correlation 檢驗環境變數距離矩陣與微生物群落 Bray-Curtis 距離矩陣之間

的相關性（permutations 置換次數設為 9,999 次）。使用 R 的 phyloseq 及

microbiome 套件進行環境因子與微生物群落的典型相關分析（canonical 

correlation analysis，CCA）。 

2.6.5 基因功能預測 

使 用 PICRUSt （ phylogenetic investigation of communities by 

reconstruction of unobserved states；v1.1.1）搭配 Greengenes 資料庫，基於

細菌基因體的 16S rRNA 序列推測其與共同祖先的基因功能關係。使用

Tax4Fun搭配 Silva 資料庫，基於 KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes And 

Genomes）原核基因體註釋資訊的序列，直接進行基因功能預測。 

2.6.6 敏感物種（OTUs）分析 

使用 R 的 indispecies 套件中 multipatt 函數確認微生物群落中個別物

種（OTUs）與特定管理方式、生育時期的相關性，接著使用 edgeR套件的

glmLRT 進行概似比檢定（likelihood ratio test，LRT）以鑑定對管理方式或

生育期敏感的 OTUs。 

2.6.7 熱圖（heatmap）製作 

不同生育期及管理方式相對豐度具差異的OTU以 R的 pheatmap套件

繪製熱圖，以歐氏距離（euclidean distance）為計算基準並採最遠聚合法
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（complete-linkage）進行階層式分群（hierarchical clustering）。不同生育期

及管理方式相對豐度具差異的預測基因功能以 R的 ComplexHeatmap套件

繪製熱圖，以歐氏距離為計算基準並採最遠聚合法進行階層式分群，並以

KEGG level 1 功能分類拆分（split）各基因功能。 

2.7 數據統計分析 

使用 R stats（v4.0.2）套件進行統計分析，顯著水準（level of significance，

α）訂為 0.05。ANOVA（analysis of variance）分析使用 R基本套件 anova 函數，

ANOSIM（analysis of similarities）和 PERMANOVA（permutational multivariate 

analysis of variance，Adonis）分析分別使用 R vegan 套件的 anosim和 adonis 函

數。採用 Kruskal-Wallis 檢定及 Dunn事後比較檢定（post-hoc test）進行 α-多

樣性指數組間差異檢驗。利用 R執行組間 t-test 檢驗組間物種差異顯著性。  
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第3章 結果 

3.1 試驗取樣點環境概況 

本次試驗取樣之水稻栽種於苗栗縣苑裡鎮，管理方式及栽培品種如材料及

方法所述，田區位置如圖 1所示，各取樣田區之間距離均小於 1公里，於水稻

秧苗期及分蘗期取樣，每塊田區取五叢，第 1期作和第 2 期作取樣時間分別為

當年度 2月及 4月、8 月及 9月，對照中央氣象局苑裡測站的溫度及雨量資料

發現，第 1 期作 2個取樣時間點的環境溫度均較第 2期作低，降雨量的部分，

在第 1 期作是分蘗期高於秧苗期，第 2 期作則反之（圖 2），可能分別受到梅

雨季及颱風季的影響。另委託苗栗區農業改良場進行取樣田區的土壤檢測，檢

測項目包括土壤 pH 值、電導度（electrical conductivity，EC）、有機質含量、

有效性磷、可交換性鉀、可交換性鈣、可交換性鎂、飽和鉀含量、飽和鈣含量、

飽和鎂含量等土壤化學性質，檢測結果顯示所有有機管理之取樣田區的 pH測

值均高於慣行管理田區，在 2019年第 1、2期作有機管理的取樣田區，有機質

含量較慣行管理田區高，在 2018年第 2期作及 2019年第 1期作有機管理取樣

田區，可交換性鈣含量亦較慣行管理田區高（表 3）。接著進行 2019年第 1和

第 2期作水稻根內共生菌組成的相似性分析（ANOSIM）以確認後續分析結果

之差異是否主要源自組間差異，結果顯示，R 值均為正數，僅少數樣品的組間

比較結果未達顯著水準（P > 0.05）（表 4），表示多數情況下各樣品組間差異大

於組內差異，即確認來自同一取樣田水稻叢根內共生菌組成的相似性大於其他

取樣田的樣品組別。另外，組間置換多元變方分析（PERMANOVA）結果則顯

示，除 2019年第 1期作秧苗期慣行謝-慣行邱（C1Xie- C1Chiu）、慣行邱-有機

劉（C1Chiu-O1Liu）和 2019 年第 2期作分蘗期有機徐 1-有機徐 2（O2Shiu1_s- 

O2Shiu2_s）等 3組比較外，不同取樣田水稻根內共生菌組成具有差異（表 4）。  
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3.2 水稻根部內共生細菌群落組成與生育地土壤性質關係 

為瞭解土壤環境對水稻根內共生菌組成的影響，將細菌群落 OTUs資料轉

換為Bray-Curtis distance矩陣、土壤環境參數轉換為 Euclidean distance矩陣後，

計算 Spearman's ρ 值以檢定土壤環境效應（即Mantel Test）。結果顯示 2019年

第 1期作的土壤 pH值、有機質含量、飽和鈣濃度和可交換性鈣等參數與水稻

根內共生菌組成變異具有顯著的正相關（Spearman's ρ > 0，P < 0.05），其中有

機質含量、飽和鈣濃度具有較大相關性，且 2019 年第 2 期作分蘗期分析資料

也得到相似的結果（表 5）。此外也將細菌 OTUs 距離矩陣資料與土壤環境參數

進行典型相關分析（canonical correlation analysis，CCA）以鑑定主要影響細菌

群落組成的環境因子，2019 年兩期作樣品的 CCA分析結果皆顯示水稻根內共

生菌組成與土壤 pH值、有機質含量、EC值等環境因子有關，慣行管理樣區水

稻內共生菌豐度與 pH 值、有機質含量呈現負相關，然而土壤 EC 值在第 1 和

第 2期作樣品的分析結果分別呈負和正相關；反之，有機管理樣區的水稻內共

生菌豐度則在二個期作分析結果中皆顯示與 pH值、有機質含量呈現正相關（圖

3A、B）。綜合分析所得結果說明，水稻根內共生細菌組成與生育地的土壤有在

一定程度上相關有機質含量、pH 值及土壤鹽類，而這些土壤特性可能受到耕

作模式的影響，進而調整菌群組成。 

3.3 水稻根部內共生細菌門組成在不同期作及管理方式下的差異 

將本次試驗水稻根樣品 16S 擴增子定序結果，進行 OTU 聚類和物種注釋

後，得到水稻根部內共生細菌門組成的結構。結果顯示，2019 年第 1期作樣品

雖然來自不同採樣地點，田區管理方式亦不同，於同一生育期（秧苗期 / 分蘗

期）具有相似的細菌門組成結構，在秧苗期變形菌門（Proteobacteria）、厚壁菌

門（Firmicutes）、擬桿菌門（Bacteroidetes）約分別占 20%、30%、25%，分蘗

期的樣品中，變形菌門約佔 80%（圖 4）。第 2 期作部分，2018 年僅在一塊慣

行及一塊有機管理田區採集分蘗期樣品，2019 年則在二塊慣行及二塊有機管
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理田區採集秧苗及分蘗期樣品，2018 年的樣品分析結果顯示，慣行管理田區水

稻根部內共生菌落組成以變形菌門、放線菌門、厚壁菌門為主，佔比分別約為

35%、30%、21%，有機管理田區水稻根部內共生菌落則以變形菌門為優勢，

佔比 77%，其次為擬桿菌門（9%），顯示不同管理方式下可能影響水稻根部內

共生菌門組成（圖 5A），但 2019年第 2期作樣品與 2018 年第 2期作、同年第

1期作的菌群組成相異，結果顯示採樣地點、管理方式及生育期的差異對該期

作樣品內共生細菌的門組成結構並無明顯影響，主要以變形菌門為最多，其次

為厚壁菌門及擬桿菌門，三門細菌的佔比約 80%（圖 5B）。綜合以上結果，本

試驗於 2018 年第 2 期作樣品觀察到有機和慣行耕作的水稻根部內共生細菌組

成在「門」的分類階層上有差異，於 2019 年第 1 期作樣品觀察到不同生育期

造成內共生細菌門組成有差異，但 2019 年第 2 期作的樣品卻不受採樣地、管

理及生育期等因子影響。 

3.4 水稻根部內共生細菌群落組成在不同期作 α-多樣性的差異 

生態學上以 α-多樣性分析說明樣本內的物種歧異程度，在微生物體學上也

可透過 α-多樣性分析來反映樣品內微生物群落結構的歧異度。利用本試驗分析

所得之水稻根部內共生細菌群落（OTUs）資料，計算 Chao1、Shannon、Simpson、

Observed OTUs、ACE 和 Phylogenetic diversity（PD_whole_tree）等 α-多樣性

指數，並比較不同管理方式及不同期作下細菌群落的豐富度及均勻度，以

ANOVA 分析及 Kruskal-Wallis 檢定以瞭解各組組間差異之顯著性。Chao1 指

數可用以估計細菌群落物種總數（Chao, 1984），分析結果顯示，2019年第 1期

作秧苗期的各組樣本之間無顯著差異，但在分蘗期僅 O1Liu 的 Chao1 指數顯

著高於 O1Xie 和 C1Xie；同年第 2 期作秧苗期的 C2Xie 樣品指數顯著低於

O2Shiu，分蘗期樣品中則以 O2Shiu2樣品為最低，而兩生育期之間，C2Xie 樣

品在分蘗期 Chao1 指數顯著高於秧苗期（表 6），顯示 Chao1 指數未明顯受管

理模式的影響。Shannon 指數是綜合評估細菌群落的豐富度和均勻度，可反映



doi:10.6342/NTU202003401

18 
 

群落的多樣性（Shannon, 1948），結果顯示 2018年第 2期作分蘗期樣品中，慣

行栽培組的 Shannon 指數較高，2019 年第 1 期作所有樣品間卻無顯著差異，

2019 年第 2 期作 C2Xie 秧苗期樣品的多樣性較低，但在分蘗期各組間則無顯

著差異，也不受生育期之影響（表 6）。Simpson 指數用以估計群落中連續兩次

抽樣可得到同一物種的概率，計算過程亦同時考慮群落的豐富度和均勻度

（Simpson, 1949），分析結果與前述之 Shannon 指數分析結果相似（表 6）。

Observed OTUs 即樣品中實際 OTUs 總數，用以估計細菌群落物種數，結果顯

示 2019年第 1期作秧苗期樣品間 Observed OTUs 無顯著差異，分蘗期樣品則

以 O1Liu樣品最高，O1Xie、C1Xie 較低，另外 O1Xie 的 Observed OTUs在秧

苗期高於分蘗期；同年第 2 期作秧苗期樣品中 O2Shiu1 的 Observed OTUs 顯

著高於 C2Xie，分蘗期則以 O2Shiu2 最低，且 C2Xie 在分蘗期相較秧苗期有更

高的 Observed OTUs（表 6）。ACE指數概念近似 Chao1 指數，將 OTUs分成

數量豐富和稀少的兩群，以相對比例來估算細菌群落物種總數（Chao and Lee, 

1992；Chao and Yang, 1993），2019年第 1期作秧苗期樣品間 ACE指數無差異，

分蘗期則以 O1Liu 的 ACE 指數最高而 O1Xie 最低，2019 年第 2 期作秧苗期

O2Shiu的 ACE指數最高而 C2Xie 最低，分蘖期則以 O2Shiu2 較其他樣品低，

另外 C2Xie 的 ACE指數在分蘗期高於秧苗期（表 6）。Phylogenetic diversity 為

基於演化樹距離關係估算樣品細菌群落多樣性的指數（Faith, 1992），2019 年

兩個期作秧苗期樣品間 Phylogenetic diversity 無差異，第 1 期作分蘗期樣品以

O1Xie 的 Phylogenetic diversity 顯著低於其他樣品，第 2 期作分蘗期則以

O2Shiu2 顯著低於其他樣品，此外 C2Xie 在分蘗期有較秧苗期更高的

Phylogenetic diversity（表 6）。綜合各 α-多樣性指數比較結果，2018年第 2期

作分蘗期的慣行栽培樣品有較高的 Shannon 指數；2019 年第 1 期作秧苗期各

樣品間 α-多樣性無顯著差異，同期作分蘖期下，除 Shannon 及 Simpson 指數

外，其他指數顯示 O1Xie 樣品有較低的 α-多樣性；2019 年第 2期作秧苗期下，
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除 Phylogenetic diversity 外，各指數顯示 C2Xie 樣品有最低的 α-多樣性，同期

作分蘗期除 Shannon 及 Simpson 指數外，各指數顯示 O2Shiu2 樣品有最低 α-

多樣性，此外這些指數也顯示 C2Xie 樣品在分蘗期具有較秧苗期更高的 α-多

樣性。 

為瞭解 2019 年第 1 和第 2 期作各組樣品物種多樣性，於不同栽培管理、

不同生育期是否有差異，及此 2因子間是否具有交感作用，利用 Chao1指數進

行變方分析。分析結果顯示，2019 年第 1期作不同管理方式、不同生育期樣品

間 Chao1 指數均無顯著差異，且管理方式、生育期 2 因子間無交感作用（p > 

0.05），2019 年第 2 期作不同管理方式下 α-多樣性指數在各組樣品之間亦無顯

著差異，但不同生育期間樣品具顯著差異（p = 0.00459），且管理方式和生育期

之間具顯著的交感作用（p = 0.01443）（表 7）。為釐清交感作用的來源，進一

步在同一管理方式下分析不同生育時期、以及在同一生育期下分析不同管理方

式的 Chao1 指數，結果發現在秧苗期及分蘗期下不同管理方式的 Chao1 指數

雖有差異，但未達顯著水準（p = 0.0703、0.0983）；在有機栽培下 Chao1指數

不受生育期的影響，而慣行栽培下 Chao1 指數則受生育期之不同而呈現顯著

差異（p = 0.000183）（附表 3）。由前述結果可得知 2019 年第 2期作不同生育

期間樣品 Chao1 指數差異主要源自於慣行管理樣品。此外為進一步確認不同

管理方式間水稻根內生細菌 α-多樣性是否不同，將 2019 年全年資料合併以比

較有機管理及慣行管理樣品，雖然 Shannon 指數的比較結果呈現差異趨勢（p 

=0.0666），且以有機管理方式樣品具較高多樣性指數，但差異仍未達顯著，而

其他 α-多樣性指數比較結果皆呈現無顯著差異（結果未呈現）。 

3.5 水稻根部內共生細菌群落組成在不同期作 β-多樣性的差異 

β-多樣性為樣本組間的物種歧異程度，利用本試驗分析所得水稻根部內共

生細菌群落資料，計算 Bray-Curtis distance 等 β-多樣性指標，以瞭解不同處理

之樣品間細菌群落組成的相似程度。基於 Bray-Curtis distance 分析，進行置換
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多元變方分析，發現 2018 年第 2期作及 2019年 2個期作的樣品間內共生菌 β-

多樣性皆受到管理方式影響而具顯著差異（表 8），而另外評估 2019年第 1和

第 2期作樣品受生育期的影響，結果顯示，二個期作樣品間內共生菌 β-多樣性

亦受生育期而具顯著差異，且在這 2個期作管理方式及生育期間均存在著交感

作用，其中 2019年第 2期作樣品的交感效應更為明顯（表 8）。進一步分析同

一生育期下不同管理方式之樣品的組間差異，發現 2019 年第 1 期作秧苗期樣

品間細菌群落組成在不同管理方式下並無差異（p = 0.09），而分蘗期樣品間則

具有顯著差異（p < 0.001）（附表 1）；2019年第 2期資料則顯示秧苗期及分蘗

期兩生育期下，不同管理方式間細菌群落組成皆有差異，惟分蘗期較秧苗期更

為明顯（附表 2）；由上述的分析結果可知，管理方式對內共生菌 β-多樣性的

影響在分蘗期較為顯著。 

接下來將 β-多樣性指標資料做線性關係降維、萃取，以進行主成分分析

（principal component analysis，PCA），將不同組別的內共生細菌群落組成差異

圖像化。首先分析 2018年第 2期作的樣品，結果顯示第 1 和第 2主成分（PC1、

PC2）即可解釋 29.7及 17.8%的變異量，且兩組樣品間分群明顯，其中有機管

理組各樣品點較集中，慣行管理組樣品點較分散（圖 6）；2019 年第 1 期作各

組樣品可由第 1 和第 2 主成分共同解釋 53.2 %變異量，不同生育期間樣品點

依第 1主成分變異方向得到明顯的分群，即秧苗期、分蘗期水稻根內共生細菌

組成明顯分異，而不同管理方式的樣品分群較不明顯（圖 7 A），進一步將秧苗

期、分蘗期樣品分別進行主成分分析後，發現秧苗期不同組樣品點分群不明顯

（圖 8 A），但分蘗期的樣品可依管理方式而分群，其中有機管理方式樣品呈現

相互交疊（圖 8 B），顯示在分蘗期不同管理方式造成之根內共生細菌群落組成

差異下較秧苗期明顯；2019 年第 2 期作樣品資料可由第 1 和第 2 主成分共可

解釋 60.1 %的變異量，相似於第 1期作，不同生育期樣品依第 1主成分變異方

向得到分群，其中秧苗期 4群樣品依第 2主成分變異方向分群，分蘗期樣品分
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群則不明顯（圖 7 B），將秧苗期、分蘗期樣品分別進行主成分分析後，發現秧

苗期下有機、慣行等不同管理方式樣品依第 1主成分方向分群，且有機管理樣

品相互聚集（圖 9 A），而分蘗期下不同管理方式樣品分群不明顯（圖 9 B）。 

為了進一步瞭解上述水稻根內共生細菌群落組成中，在不同生育期及管理

方式造成組間差異的主要菌群，將 2019 年第 1 和第 2 期作 OTU 相對豐度

（relative abundance）依照不同處理進行比較分析後，鑑定出具顯著差異的

OTUs，並根據相對豐度繪製成熱圖（Heatmap）。在管理方式方面，2019年第

1 期作分析結果並無具顯著差異的 OTU（結果未呈現），但在同年第 2 期作分

析結果顯示共有 10 個 OTUs 在不同管理方式間相對豐度顯著差異（圖 11），

其中 OTU_89、OTU_96和 OTU_213 在有機管理方式下相對豐度較高，物種分

類分別屬 Bacillus、Mobilitalea、Gallionellaceae 等科或屬，且 Gallionellaceae 在

有機管理下相對豐度達 1.3%；在慣行管理方式下 OTU_5、OTU_4、OTU_7、

OTU_57、OTU_3、OTU_16 和 OTU_13 等相對豐度較高，鑑定結果分別為

Pleomorphomonas 、 Bradyrhizobium 、 Pseudolabrys 、 Tolumonas 、

Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia、Uliginosibacterium、Paenibacillus

等屬，且 Burkholderia_Caballeronia_ Paraburkholderia 在慣行管理下相對豐度

達 18.83 %。在生育期方面，2019 年第一期作有 8 個 OTUs 具顯著差異（圖

10），其中 OTU_26、OTU_410 和 OTU_25 在秧苗期相對豐度較高，物種分類

分別屬 Arcobacter、Kosakonia 和 Clostridium beijerinckii，C. beijerinckii 在秧苗

期樣品相對豐度達 3.01 %，而 OTU_6、OTU_12、OTU_18、OTU_37 和 OTU_60

在分蘗期相對豐度較高，物種分類分別屬 Acidovorax delafieldii 、

Pleomorphomonas、Azospirillum、Aeromonas、Azospira，且 A. delafieldii 在分蘗

期樣品相對豐度達 4.49 %；同年第 2期作相對豐度具有差異的 OTU 共有 17個

（圖 11），其中 OTU_520、OTU_53、OTU_39、OTU_213、OTU_65、OTU_16、

OTU_98、OTU_78 和 OTU_57 在秧苗期相對豐度較高，物種分類結果分別為
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Curvibacter、Hydrogenophaga、Ideonella、Gallionellaceae、Rhodocyclaceae、

Uliginosibacterium、Clostridium_sensu_stricto_8、Ancalomicrobium和 Tolumonas

等科或屬，其中 Hydrogenophaga 相對豐度達 4.38 %，而 OTU_32、OTU_23、

OTU_6、OTU_5、OTU_4、OTU_7、OTU_20 和 OTU_3 等在分蘗期相對豐度

較高，物種分類結果分別為 Mycobacterium、Rhizomicrobium、Methylocystis、

Pleomorphomonas 、 Bradyrhizobium 、 Pseudolabrys 、 Sphingomonas 和

Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia，其中 Burkholderia_Caballeronia_ 

Paraburkholderia 相對豐度達 23.41 %。 

另一方面，以物種分類階層（taxonomic rank）作為比較基礎，分析不同管

理方式及生育期下水稻內共生細菌相對豐度變化情形。首先針對受到管理方式

不同而在秧苗期及分蘗期樣品中相對豐度較高的內共生細菌分類群進行說明，

2018 年第 2 期作在有機管理方式下，分蘗期的水稻根內共生細菌相對豐度較

高的為變形菌門，而慣行管理方式下相對豐度較高的為酸桿菌門

（Acidobacteria）、放線菌門（Actinobacteria）和綠彎菌門（Chloroflexi）（表

9）；2019 年第 1 期作有機管理方式下，水稻秧苗期根內共生細菌相對豐度較

高的為梭桿菌門（Fusobacteria），分蘗期則為擬桿菌門（表 9），而慣行管理方

式下，秧苗期水稻根內共生細菌相對豐度較高的為梭桿菌門，在分蘗期中則為

Patescibacteria（表 9）；2019 年第 2 期作有機管理方式下，秧苗期水稻根內共

生細菌相對豐度較高的為綠彎菌門和螺旋菌門（Spirochaetes），分蘗期則為

Negativicutes，在慣行管理方式下，秧苗期水稻根內共生細菌相對豐度較高的

為厚壁菌門和 Epsilonbacteraeota，在分蘗期較高的則是酸桿菌門、

Patescibacteria、硝化螺旋菌（Nitrospirae）和 Omnitrophicaeota。綜合上述分析

結果，有機管理田區的水稻根內共生細菌相對豐度較高者，在門或綱的分類階

層於不同期作並無一致性，而慣行管理田區樣品則可見Patescibacteria和Bacilli

於分蘗期相對豐度較高。 
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以科、屬等較低分類階層比較 2018及 2019年第 2期作分蘗期水稻根內共

生細菌在不同管理方式間具有差異的分類族群。在「科」階層，2018年第 2期

作分蘗期水稻在有機管理方式下以 Enterobacteriaceae 等 5 科相對豐度較高，

其中 Enterobacteriaceae、Rhodocyclaceae 和 Chitinophagaceae 等，分別占 19.68 

%、17 %和 5.22 %，慣行管理方式下則以 Streptomycetaceae 等 14科相對豐度

較高，其中 Streptomycetaceae 和 Bacillaceae 為最高，分別占 18 %和 2.5 %（圖

12 A）；2019 年第 2期作分蘗期水稻在有機管理方式下以 Rhizobiaceae 等 5科

相對豐度較高，其中Rhizobiaceae即占 5.3 %，慣行管理下以Rhodanobacteraceae

等 5 科相對豐度較高，但僅 Rhodanobacteraceae 占比超過 1 %（圖 12 B）。在

「屬」階層下， 2018 年第 2 期作分蘗期水稻在有機管理方式下以

Uliginosibacterium 等 3屬相對豐度較高，其中 Uliginosibacterium、Erwinia 等，

分別占 15.07 %和 6.1 %，慣行管理方式下則以 Bacillus等 14屬相對豐度較高，

其中 Bacillus 即占 2.35 %（圖 12 C）；2019年第 2期作分蘗期水稻在有機管理

方式下以 Azospirillum 等 5 屬相對豐度較高，其中 Azospirillum 占 1.72 %，慣

行管理方式下以 Hydrogenispora 等 5 屬相對豐度較高，但其中占比最高的

Hydrogenispora亦僅占 0.8 %（圖 12 D）。 

連續三個期作的調查結果顯示，Enterobacteriaceae 和 Bacillaceae 等 2 科、

Bacillus 等 1 屬內共生細菌相對豐度均因不同管理方式下而有所差異，其中

Enterobacteriaceae 細菌在有機栽培下相對豐度較高，Bacillaceae 和 Bacillus 等

細菌相對豐度則在 2 個年度的第 2 期作水稻樣品中出現相反趨勢，2018 年以

慣行管理下相對豐度較高，2019 年在有機管理下相對豐度較高。 

接著以 2019 年 2 個期作水稻樣品進行分析，以鑑定受生育期影響而相對

豐度顯著較高的根內共生細菌分類群。結果顯示 2019 年第 1 期作在秧苗期較

高的為擬桿菌門、 Epsilonbacteraeota 和厚壁菌門，分蘗期較高的為

Patescibacteria、Planctomycetes 和變形菌門（表 10）。2019 年第 2 期作秧苗期
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相對豐度較高為厚壁菌門、Epsilonbacteraeota和螺旋菌門，在分蘗期相對豐度

較更高的為酸桿菌門、Verrucomicrobia、Patescibacteria 和 Planctomycetes（表

10）。 

以科、屬等分類階層比較不同生育期間相對豐度具顯著差異的分類群，在

「科」階層下，2019年第 1期作秧苗期的樣品以 Veillonellaceae 等 2科的細菌

相對豐度較高，分蘗期下則以 Burkholderiaceae 等 6 科相對豐度較高，其中

Burkholderiaceae、Aeromonadaceae、Enterobacteriaceae 和 Rhodocyclaceae 分別

占 32.34 %、8.29 %、6.1 %和 4.12 %（圖 13 A）；2019年第 2期作秧苗期下以

Rhodocyclaceae 等 14科相對豐度較高，其中 Rhodocyclaceae、Clostridiaceae_1、

Paenibacillaceae、Spirochaetaceae 和 Aeromonadaceae 分別占 14.07 %、5.76 %、

3.90 %、2.9 %和 2.9 %，分蘗期下則以 Xanthobacteraceae 等 12科相對豐度較

高，其中 Xanthobacteraceae 和 Sphingomonadaceae 分別占 11.2 %和 3.37 %（圖

14 A）。在「屬」階層下，2019 年第 1 期作秧苗期樣品中以 Paludibacter 相對

豐度較高（4.81 %），而分蘗期樣品中以 Acidovorax、Burkholderia_Caballeronia_ 

Paraburkholderia 和 Pleomorphomonas 等相對豐度較高，分別占 4.49 %、11.75 

%和 2.67 %（圖 13 B）；2019 年第 2 期作秧苗期下以 Azospirillums 等 17 屬相

對豐度較高，其中 Paenibacillus、Hydrogenophaga、Tolumonas、Curvibacter 和

Sulfurospirillum分別占 3.9 %、2.87 %、2.78 %、2.56 %和 2.24 %，分蘗期下以

Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia 等 10 屬相對豐度較高，其中

Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia 、 Bradyrhizobium 、

Pleomorphomonas和 Methylocystis分別占 16.7 %、8.34 %、3.18 %和 2.84 %（圖

14 B）。二個期作內共生細菌相對豐度的結果顯示，Aeromonadaceae、

Paludibacteraceae 、 Rhodocyclaceae 和 Veillonellaceae 等 4 科 ，

Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia 和 Pleomorphomonas 等 2 屬，在

不同生育期間產生差異，Paludibacteraceae 和 Veillonellaceae 皆在秧苗期相對豐
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度較高，Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia 和 Pleomorphomonas 皆在

分蘗期相對豐度較高，Aeromonadaceae 和 Rhodocyclaceae 相對豐度則在二個

期作間出現相反趨勢，第 1期作於分蘗期相對豐富較高，第 2期作則在秧苗期

相對豐度較高。 

3.6 分析對管理方式及生育時期敏感的水稻內共生細菌指標 OTUs 

為了鑑定偏好特定管理方式或生育時期的水稻根內共生細菌，採用指標物

種分析來確定內共生細菌群落中個別細菌（OTUs）與特定管理方式、生育時

期的相關性（Hartman et al., 2018），並將顯著相關 OTUs進一步進行統計分析，

確認其豐度在不同管理方式或生育時期之間有所不同，並以二分網絡圖

（bipartite networks）呈現分析結果。經由指標物種分析，2018 年第 2 期作分

蘗期樣品中共有 43 個 OTUs 與管理方式顯著相關，其中 34 個與慣行管理相

關、9 個與有機管理相關，2019 年第 1 期作共鑑定 45 個與特定管理方式顯著

相關的 OTUs，其中 20 個與慣行管理相關，25 個與有機管理相關，同年第 2

期作則有 91個 OTUs，其中 41 個與慣行管理相關，50個與有機管理相關；而

與生育時期顯著相關 OTUs 在 2019 年第 1 期作有 502 個，其中 288 個與秧苗

期相關，214 個與分蘗期相關；第 2期作則有 140個 OTUs，其中 68個與秧苗

期相關，72 個與分蘗期相關。為進一步驗證上述與管理方式或生育期相關的指

標 OTU，進行概似比檢定（likelihood ratio test，LRT）以鑑定對管理方式或生

育期敏感的 OTUs。檢定結果顯示，2018 年第 2期作樣品中有 7個 OTUs對特

定管理方式敏感，相對豐度占內共生菌群落 14.04 %，2019 年第 1期作樣品中

並無對特定管理方式敏感者，但有 29 個 OTUs 對生育時期敏感，相對豐度占

內共生菌群落 35.8 %；2019 年第 2 期作樣品有 3 個 OTUs 對特定管理方式敏

感，相對豐度占內共生菌群落 4.27 %，另有 11個 OTUs 對特定生育時期敏感，

相對豐度占內共生菌群落 6.81 %（圖 15）。總體而言對分蘗期敏感細菌以變形

菌門為主，少數指標 OTU 在不同生育期作或處理下被鑑定出來，如 Ralstonia 
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pickettii 同時為 2019年第 1期作樣品中的分蘗期、同年第 2期作有機管理的敏

感物種（圖 15）。 

3.7 不同期作水稻根部內共生細菌群落的功能預測分析 

為推測構成內共生細菌群落可能的功能，將 16S rRNA 基因定序所鑑定出

的細菌，利用 PICRUSt 進行親緣關係分析找尋近緣物種，根據近緣物種的基

因資訊，進而推測該未知菌種可能具有之基因功能（Snel et al., 1999；

Konstantinidis and Tiedje, 2005；Zaneveld et al., 2010；Segata and Huttenhower, 

2011；Langille et al., 2013），再搭配 Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

（KEGG）基因功能資料庫（Kanehisa et al., 2006；Kanehisa et al., 2014），得以

預測細菌基因體所具有之功能分類群。 

接著根據所得到的水稻內共生菌基因功能預測資料進行主成分分析，發現

第 1 主成分（PC1）將 2019 年第 1 期的樣品依生育期明顯分群，即同一生育

期水稻根內共生菌群落可能具有相似的基因功能群，而不同管理方式的樣品則

未有明顯分群；另也觀察到分蘗期下慣行管理組的資料點較為聚集，有機管理

組別資料較為離散，可能暗示分蘗期慣行管理的水稻根內共生菌群具有相近的

功能，而有機管理的水稻根內共生菌群功能變異較大（圖 16 A）。2019年第 2

期作水稻內共生菌基因功能主成分分析結果顯示，第 1主成分並未能將不同生

育期的樣品明確分群，但若配合第 2主成分則仍可見秧苗期、分蘗期樣品的分

群狀況，但與第 1期作結果相比較不明顯，而不同管理方式的樣品亦未有明顯

分群（圖 16 B）。 

將不同生育期水稻根內共生菌以 KEGG資料庫預測基因功能後，選擇功能

相同之菌群進行相對豐度的差異檢定。分析結果發現 2019 年第 1期作有 55個

功能類群對應之菌群的相對豐度在不同生育期具有顯著差異，如：在秧苗期

DNA repair and recombination proteins、purine metabolism 和 peptidases 等功能

顯著較多，而 ABC transporters、secretion system和 two-component system等相
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關功能類群則在分蘗期較多，這些相對豐度具顯著差異的菌群功能以參與代謝

（metabolism）相關功能居多（圖 17）；同一期作有 26個基因功能類群受到管

理方式影響而使菌群相對豐度具有顯著差異，如 transcription factors、

lipopolysaccharide biosynthesis proteins 和 sulfur relay system 相關功能類群在有

機 栽 培 下 較 多 ， bacterial motility proteins 、 flagellar assembly 和

cytoskeleton proteins 相關功能菌群在慣行栽培下較多，但這些具有差異的功能

類群所對應之菌群的相對豐度大多小於 1%（圖 18）。2019 年第 2 期作分析結

果則顯示，不同生育期之間共有 41 個功能類群所對應之菌群豐度具有差異，

如 two-component system、secretion system 和 nitrogen metabolism 等在秧苗期

較 多 ， transporters 、 glycolysis / gluconeogenesis 和

amino sugar and nucleotide sugar metabolism 等功能在分蘗期較多，與第 1 期結

果相似，相對豐度具有差異的菌群功能多與代謝相關（圖 19）；同一期作受到

管理方式影響而使相對豐度具顯著差異的菌群推測有 44 個功能類群，如：

cell motility and secretion等功能在有機栽培下較多，oxidative phosphorylation和

porphyrin and chlorophyll metabolism等功能在慣行栽培下較多，但這些菌群相

對 豐 度 也 都 偏 小 （ 圖 20 ）。 綜 合 2019 年 二 個 期 作 的 結 果 ，

bacterial motility proteins 等 32 個功能對應之菌群相對豐度皆在不同生育期間

產生差異，其中 bacterial chemotaxis 等 12 個功能類群相對豐度皆在秧苗期較

高，tryptophan metabolism等 2個功能類群及KEGG未分群者則在分蘗期較多，

其餘 17 個功能菌群相對豐度在二期作出現相反趨勢；在二個期作皆因不同管

理而使相對豐度具有差異的菌群功能有 cell motility and secretion等 8個功能類

群 ， 其 中 nucleotide metabolism 、 transcription related proteins 和

glycosphingolipid biosynthesis 等功能在有機管理下相對豐度較高，

nitrotoluene degradation功能菌群在慣行管理下相對豐度較高，其餘功能類群的

菌群相對豐度則在二個期作出現相反趨勢。  
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第4章 討論 

4.1 田間管理方式對水稻內共生細菌群落結構及功能的影響 

 田間的各種管理方式如：耕犂、灌溉、施肥等都會影響土壤特性，但是否會影

響作物根圈及根內微生物多樣性，目前仍無定論；Xia 等人（2015）從四種作物的地

上、地下和種子分離內共生細菌，發現有機管理能增加植物內共生細菌的豐度和多

樣性，但仍有許多未知菌種無法分離，受限該研究所探究的範圍，而透過 16S rRNA

基因定序技術可全面檢視田間管理對微生物相的影響；Hartman 等人（2018）同時

比較冬小麥的田間管理和耕犁強度對土壤及根內細菌組成的影響，由於耕犁強度與

土壤結構高度相關，因此土壤細菌組成對耕犁強度較為敏感，相對的，有機管理雖

然對根內共生細菌的豐度沒有顯著影響，但田間管理方式對群落組成具有長遠的效

應，部分研究則指出長期有機管理下，農田土壤及植物內共生細菌組成在「門」的

分類階層上與慣行管理者有差異，且這些細菌在土壤生化過程中具有重要作用

（Chaudhry et al., 2012；Novara et al., 2020；Wemheuer et al., 2020）。本試驗結果與

先前研究不盡相同，除 2018年第 2期作分蘗期樣品及 2019年第 2期作部分（O2Shiu）

組別外，總體而言有機及慣行管理下的水稻根內共生細菌 α-多樣性並無顯著差異（表

6 和表 7），顯示水稻在不同管理方式下都能從土壤中聚集細菌並維持根內共生菌組

成的能力，或因管理造成的分類群消長而得到補償，使 α-多樣性得以維持，事實上

早期研究也顯示，不同管理方式對植物根圈及內共生微生物多樣性的影響，遠小於

對微生物群落結構的影響（Morgan Ernest and Brown, 2001；Hartmann and Widmer, 

2006；Wu et al., 2007）；相對於 α-多樣性，本試驗在 2018 及 2019年的第 2期作結

果中發現管理方式對內共生細菌群落結構有顯著影響，使 β-多樣性產生差異，如同

前述的研究，管理方式為影響小麥根內共生細菌相組成的主要驅動力，並使有機及

慣行管理植株具有不同的 β-多樣性。此外，本次試驗結果顯示管理效應對水稻根內

共生細菌門組成的影響有限。 
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有機農業經營的主要目標之一是優化土壤微生物群落的健康和多樣性，目前已

發現添加有機改良劑和腐植質等有機資材，對土壤微生物群落的組成有明顯影響，

並推測會影響微生物參與的生化反應，進而增加土壤養分釋放以及降低土壤病原比

例（Monokrousos et al., 2006；Esperschütz et al., 2007；Fließbach et al., 2007；Araújo 

et al., 2009；Li et al., 2012）。而許多植物內共生菌被認為是從根圈土壤微生物群落

的亞群中進入宿主植物（Compant et al., 2010），或是同時來自種子及土壤（Johnston-

Monje et al., 2016）。因此田間管理方式的差異可能會藉由改變土壤及根圈的微生物

相，而進一步影響植物根內共生微生物部分組成結構。本次試驗經由比較不同管理

間的內共生細菌 OTUs 的相對豐度，發現有差異的水稻根內共生細菌 OTUs 不多，

分 類 上 分 別 屬 於 Bacillus 、 Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia 和

Bradyrhizobium spp.（圖 11），若是以分類階層進行相對豐度的比較，則發現如

Rhizobiaceae、Bacillus和Azospirillum spp.等出現顯著差異（圖12）。其中Azospirillum、

Bacillus、Burkholderia、Paenibacillus 和 Pseudomonas spp.等在前人研究中顯示出與

宿主植物代謝與生物抗性的密切相關而受到關注，也有相關微生物製劑商品已在市

面銷售，而 Bradyrhizobium spp.等屬於 Rhizobiaceae 的細菌則常與植物形成根瘤，直

接或間接地刺激植物生長（Wang and Martinez-Romero, 2000；Compant et al., 2005；

Nakkeeran et al. 2005；Bhattacharyya and Jha, 2012）。Azospirillum、Bacillus、

Burkholderia、Erwinia、Pseudomonas 等細菌則被認為是重要的溶磷細菌，可促進植

物吸收磷的效率（Sturz and Nowak, 2000；Sudhakar et al., 2000；Mehnaz and Lazarovits, 

2006）。試驗結果顯示有機管理能促進水稻根內 Azospirillum、Bacillus、Pseudomonas 

spp.等 PGPB 相對豐度上升，慣行管理則在部分樣品中顯示能使 Burkholderia、

Paenibacillus spp.族群增加，但除 Burkholderia spp.外，受影響細菌類群的相對豐度

都不高，且 3 個期作的分析結果並未顯示一致的趨勢，如 2018 和 2019 第 2期作分

蘗期不同管理方式樣品在 Bacillaceae 及 Bacillus spp.相對豐度上呈現相反趨勢（圖

12）。 
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 傳統上利用 Biolog菌種分析系統分析細菌功能，但只能用以檢測快速生長、好

氧且可培養的異營生物（Winding and Hendriksen, 1997；Nannipieri et al., 2003），使

用 PICRUSt 代替 Biolog 分析來預測功能的準確性較高，通常對於土壤微生物群落

和腸道微生物可以達到 85-90%的正確率（Langille et al., 2013），除此之外，透過

PICRUSt 可針對標記基因調查無法培養的微生物群落功能（Forsberg et al., 2014）。

Ishaq 等人（2017）將來自有機和慣行管理田區的土壤接種於無菌介質並種植野燕麥

（Avena fatua L.）等 2種不同田間雜草，利用前述 PICRUSt 方法檢測發現土壤細菌

的預測之功能雖僅有些微差異，但接種有機土壤後，土壤中與分解苯甲酸（benzoate）、

檸檬烯（limonene）及蒎烯（pinene）有關的細菌類群較多，因此推測有機管理田區

對化學擾動有較佳恢復力。本試驗透過相同方法分析水稻根內共生細菌群落的預測

基因功能，並進行主成分分析（PCA），但不同管理間的預測基因功能並未明確分群

（圖 16）。進一步比較菌群相對豐度具顯著差異的功能，發現僅有 4 個功能分群在

2019年兩個期作間出現相同變化趨勢，然而這些功能與植物生長較無直接關聯，且

菌群豐度多低於 1%，推測本次試驗不同管理對內共生菌群功能影響並不明顯。 

4.2 生育期對水稻內共生細菌群落結構及功能的影響 

透過傳統培養及分離菌株的方式配合形態或分子鑑定，發現根圈及內共生細菌

整體的豐度、各分離株的占比及 β-多樣性會隨著植物的生育階段而有所改變，例如：

玉米根圈細菌及真菌 α-多樣性隨著苗期、營養及生殖生長期、成熟期呈現先上升後

下降的趨勢，小麥根圈和根內共細菌相受到生育期的影響遠大於栽培管理模式，尤

其根內共生菌相對生育期變化更為敏感（Baudoin et al., 2002；Roesti et al., 2006；

Cavaglieri et al., 2009；Marques et al., 2015；Marag and Suman, 2018）， Walters等人

（2018）連續 20週調查玉米根圈菌相，以 16s rRNA基因定序分析，結果顯示早期

菌相與土壤菌相較相似，隨植物生長菌相差異愈大，除了植物生長時期，田區位置

和基因型也會影響根圈菌相；本試驗比較 2019 年水稻秧苗期和分蘗期根內共生菌
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的多樣性及組成，α-多樣性的方面僅於 2019年第 2期作的樣品內觀察到差異，該期

作的水稻植株隨著秧苗期進入分蘗期，根內共生細菌 α-多樣性指數上升，顯示有更

豐富多樣的內共生細菌（表 6），在 β-多樣性方面，二個生育時期的菌相具有顯著差

異，且較管理方式造成之差異更為明顯（表 8），並在 2019 年第 1 期作樣品中觀察

到不同生育期水稻根內共生菌組成在分類階層「門」的明顯差異，主要為變形菌的

消長（圖 4），變形菌在富含有機碳環境會受到刺激而快速生長，屬於多養分營微生

物（copiotrophs），推測其在分蘗期的增加應是受到田間施肥量增加的影響（Aneja et 

al., 2006；Bernard et al., 2007；Cleveland et al., 2007；Fierer et al., 2007）。根系分泌

物的產生和擴散會受到植物生理狀態的影響，其組成被推測會隨著植物年齡而變化，

而這些滲出物（exudates）可能參與內共生微生物的篩選，因此在不同植物生長階段

吸引適合的微生物共生（Hamlen et al., 1972；Buir and Caesar, 1984；Miller et al., 1989），

Zhalnina 等人（2018）以 PCA 分析不同生育時期裂稃燕麥根系分泌之代謝物組成，

結果可見各時期有顯著差異，而許多菌群對這些代謝物的喜好不同，所以根系分泌

之代謝物組成是影響根圈菌相組成和結構的重要因子，因此合理推測根圈菌相隨生

育期變化，也使根內共生菌相有所調整。  

本試驗結果顯示受到不同生育期影響的內共生細菌類群明顯較多，分析 OTUs

相對豐度發現 Clostridium beijerinckii、Acidovorax delafieldii、Hydrogenophaga spp.和

Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia spp.等在秧苗期及分蘗期之間具有明顯

差異（圖 10、圖 11），而以分類群的相對豐度為主進行比較則發現 Paludibacteraceae、

Veillonellaceae、Bradyrhizobium、Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia spp.和

Pleomorphomonas spp.等在兩個生育期間具有顯著差異，且在 2019年兩個期作發現

相近趨勢（圖 13、圖 14），顯示水稻根部配合生長階段的轉變來調控內共生細菌的

群落組成，其中 Burkholderia spp.和 Bradyrhizobium spp.隨著生長階段推進而顯著增

加，Burkholderia spp.細菌曾被證明具有固氮及溶磷能力（Estrada-De Los Santos et al., 

2001；Sudhakar et al., 2000），Bradyrhizobium spp.則經由研究被發現能透過合成螯鐵
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蛋白（siderophore）、促進溶磷及固氮等生理過程促進周圍或寄主植物生長（Antoun 

et al., 1998；Carson et al., 2000；Vessey, 2003），因此這些改變可能影響水稻營養吸

收效率。 

Chaparro 等人（2013）以阿拉伯芥為材料，透過化學分析及 RNA定序等方法，

發現隨著發育階段改變，根部分泌物組成隨之改變，且分泌物組成與根圈細菌中參

與糖類、胺基酸、二次代謝物代謝等功能基因變化有顯著相關。利用主成分分析檢

驗本研究中不同生育期間內共生細菌的預測基因功能發現，相似於細菌群落 β-多樣

性分析結果，2019 年全年度兩生育期間功能得到明確分群（圖 16），進一步比較功

能差異後，發現不同生育期間有 15個功能群出現相同變化趨勢，其中秧苗期豐度較

高的 DNA replication proteins、DNA repair and recombination proteins 等數個功能群

對應於植物體生長初期遺傳物質的合成，另外 nitrogen metabolism、other ion-

coupled transporters和 bacterial chemotaxis功能豐度提高可能與水稻在秧苗期對土壤

營養吸收有關。而分蘗期水稻根內共生菌中 Tryptophan metabolism功能群豐度較高，

Tryptophan為植物生長激素吲哚乙酸（indole-3-acetic acid，IAA）的前驅物，可能是

透過 PGPB 利用其為原料而生成 IAA，造成生長促進效果（Ul Hassan and Bano, 2015），

而同樣在分蘗期較豐富的 glycine、serine and threonine metabolism功能群，則推測與

分蘗期植物體快速生長所需營養有關。另外，預測基因功能分析的結果也有部分對

應到菌落組成差異，如：分蘗期相對豐度較高的 Bradyrhizobium spp.與 Tryptophan 轉

換為  IAA 代謝途徑相關（ Sekine et al., 1988），在預測功能群中亦發現

Tryptophan metabolism 功能的豐度增加。結果顯示不同生育期間預測基因功能的差

異，然而本試驗採用的基因功能預測分析方法所獲得的資訊是微生物組具有相關功

能或特性的潛力，沒有關於基因表達層次的資訊，若能同時進行轉錄體定序 

(transcriptome sequencing)，所得結果能夠更直接反映環境微生物所表達的基因功能

（Aguiar-Pulido et al., 2016）。 
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4.3 生育期及田間管理方式的交互作用共同影響水稻內共生細菌相 

過去的研究多是收穫單一時間點的樣本來比較各種處理對微生物相的影響，本

研究結合時間和田間管理的效應，除了前述田間管理差異以及作物生育期的推演對

水稻內共生細菌群落結構的影響，也觀察到田間管理及生育期之間的交互作用，針

對 α-多樣性進行變方分析，結果顯示 2019 年第 2 期作的水稻根內共生細菌群落在

分蘗期有較高 α-多樣性，且生育期造成的差異在慣行管理的水稻樣品較為顯著，說

明管理效應與生育期效應存在交互作用（表 7、附表 3）。以 PERMANOVA 分析菌

落組成也可觀察到 2019 年二個期作的樣品皆存在田間管理與生育期的交感，且田

間管理造成的差異主要存在分蘗期的樣品（表 8、附表 1、附表 2）。2019 年第 1 期

作分蘗期，有機管理的樣品相較慣行管理樣品，擬桿菌相對豐度較高（表 9），這些

類群的細菌被認為採取適用於營養來源較不穩定環境下的 r生殖策略（r strategists），

可能與有機管理大量使用的粕類肥料等初始有機質的降解有關（Chávez-Romero et 

al., 2016；Pascault et al., 2013）。綜觀本次試驗結果，生育期效應對水稻根內共生群

落組成所造成的影響遠大於管理效應，推測本試驗水稻兩生育期所具有的特異內共

生細菌群落組成，應是透過根部分泌相對應的化學訊號物質，與環境微生物相互作

用下所構成。 

而由微生物群管理的角度來看，瞭解特定微生物類群對管理方式及生育時期是

否敏感，以及它們是否具有特定的網絡關係十分重要，經常與許多其他微生物同時

出現的微生物可能透過群落動態和微生物組功能發揮重要的生態作用，因而被稱為

基石（keystone）分類群（Agler et al., 2016；Banerjee et al., 2016；van der Heijden and 

Hartmann, 2016）。經由指標物種分析加上差異性檢定後，在 2019年 2個期作分別找

到 29 及 11 個 OTUs 對特定生育期敏感，且分別占該期作內共生細菌總豐度的 35.8 

%及 6.81 %，並在 2018年及 2019年第 2期作得到 7及 3 個對特定管理方式敏感的

OTUs，分別占該期作 14.04 %及 4.27 %（圖 15）。與 Hartman 等人（2018）所得結

果相似，大部分基石分類群豐度並非造成該處理效應的主要分類群，然而 2019年第
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2期作的 Methylomonas sp.、Enterobacteriaceae 等兩個有機管理基石分類群則分別在

秧苗期及分蘗期的有機管理樣品中具有較高相對豐度，Paludibacter sp.、

Burkholderia_Caballeronia_ Paraburkholderia sp.、Burkholderiaceae、Methylomonas sp.、

Enterobacteriaceae、Rhodocyclaceae 和 WCHB1_32 sp.、Planctomycetales 等秧苗及分

蘗期基石分類群則分別在該生育期有較高的相對豐度（表 9）；Methylomonas spp.參

與環境中的甲烷氧化，並在近期有關基因組分析的研究中被發現具有合成固氮相關

蛋白的活性（Rahalkar and Pandit, 2018），而 Burkholderia spp.細菌如前所述，與共生

植物健康有密切關係。由所得結果推論在不同管理及生育期下，可能引起基石分類

群在水稻根內增殖，並經由促進其他與其生態特性相關微生物與水稻共生，共同發

揮重要生態功能，最終構築出部分水稻根內共生菌群落。 

4.4 田間管理方式對土壤特性及微生物相的影響 

 本次進行試驗的田區分為有機及慣行等二種管理方式，整體來說，各田區總氮

素投入量接近，惟有機農友不使用化學肥料，所施基肥和追肥分別為粕類及有機質

顆粒肥料，而土壤檢測結果則顯示有機管理田區土壤 pH 值、有機質、土壤鈣含量

等化學性質測值較高（表 3）；Clark 等人（1998）指出有機管理田區具有較高的土

壤有機質、磷、鉀、鈣和鎂的濃度及穩定的 EC 值，然而亦有研究卻指出有機管理

方式導致土壤磷及鉀含量的降低（Gosling and Shepherd, 2005）；本試驗有機田區的

農友使用大量有機資材，但並未見到施用這些資材對土壤有效性磷、鉀、鎂和 EC值

有明顯影響；將粕類等含氮有機廢棄物添加到土壤中會促進微生物礦質化等產酸作

用（Bevacqua and Mellano, 1994；Sikora and Yakovchenko, 1996），但有機廢棄物所含

有機質又透過錯合（complexing）土壤鋁離子和增加鹽基飽和度，而提高酸性土壤的

pH值（Shiralipour et al., 1992、Van den Berghe and Hue, 1999）。相對於植物根內環

境，土壤特性和肥力是外在環境，但前人研究指出植物根內共生真菌組成會隨土壤

pH梯度而改變，土壤中的鈣、鎂、鈉等離子濃度也會影響根內共生菌多樣性及組成
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（Postma et al., 2007；Yaish et al., 2016），此外具有不同質地、顏色、鹽類含量、酸

鹼度等特性的不同類型土壤亦被證明可影響植物根圈微生物相的結構（Bachmann 

and Kinzel, 1992；Hinsinger et al., 2009）；根據本試驗中土壤特性與菌相的相關性分

析發現，雖然 CCA1 和 CCA2 的變異解釋量偏低，但整體的趨勢顯示有機田區的水

稻根內共生菌組成與土壤鹽類（EC 值）、有機質和 pH 值呈正相關（圖 3），顯示外

在環境的特性和變化確實對植物根內共生細菌的組成和結構有所貢獻，由於根內共

生菌主要源自於土壤，而土壤特性影響土壤或根圈微生物的組成，因此推測土壤環

境對於塑造根內共生菌有一定的貢獻。 

4.5 品種及氣候環境條件對根內共生菌相的影響 

本次試驗樣品均來自苗栗苑裡的慣行和有機水稻田，統計分析結果顯示生育期

及田間管理僅能解釋約一半的群落結構差異（表 8），品種及未列入考慮的微氣候因

子等也可能對內共生細菌組成產生影響。先前有研究比較粳稻、秈稻和非洲型水稻

的根圈微生物相，發現粳稻和非洲型水稻的根圈微生物相明顯分群，而秈稻較接近

非洲型稻，顯示基因型的差異會影響根圈微生物相（Edwards et al., 2015）； Walters

等人（2018）的研究亦證明玉米根圈細菌菌相受到基因型的影響，然影響程度遠小

於植物的生育期變化，此外也發現部分細菌類群受到氣候因子顯著影響，如該試驗

中 Nocardioidaceae、Caulobacteraceae 和 Sphingobacteriacea 等科細菌豐度與溫度呈

正相關，Sphingobacteriaceae 和 Cytophagaceae 科細菌則與降雨量相關，推測可能氣

候狀況短時間內改變植株的光合作用等生理反應，也改變微生物所能獲取之碳源或

根部分泌物的組成或分泌量，進而影響這些根圈微生物的豐度。本試驗田區所栽培

之水稻品種不甚相同，但皆屬於粳稻，遺傳背景的差異性遠小於粳稻、秈稻和非洲

型稻之間的差異，且 2019 年慣行管理的二塊田區在第 1 和第 2 期作都種植相同品

種（表 1），但仍能觀察到第 1期和第 2期作菌相的差異，推測品種差異在本試驗的

影響較小，而第 1期和第 2期作的最大差異在於氣候變化，2019年第 1期作二次採
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樣時間環境溫度都較第 2 期作低，且兩個期作秧苗期、生育期取樣時間雨量差異呈

現相反變化（圖 2），皆可能影響水稻當時的光合生理、營養吸收效率以及土壤內的

生化反應活性，進而對聚集根圈微生物的選擇以及內共生菌的相對豐度產生影響，

未來可透過樣品數增加及對微氣候的監控來瞭解氣候因子的影響力。 

本次試驗對於各樣品細菌群落資料進行分析後，發現菌相差異主要隨生育期而

改變，且部分對應於預測基因功能的改變，而田間管理模式則對水稻根部內共生的

細菌組成僅有些微影響，其中許多受影響之菌群具有促進植物生長相關之功能；除

此之外，透過指標物種分析找到了對於特定管理方式及生育期敏感的候選指標分類

群。為確認生育期及田間管理模式對於作物內共生菌相的影響，建議未來可擴大樣

區進行長期的研究，以釐清根內菌相結構的影響因子，並探索菌相與作物生長和產

量間的關係。  
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圖 1、本試驗水稻取樣田位置。 

以苗栗縣苑裡鎮區域地圖標示 2018年第 2期作(A)和 2019年第 1和第 2 期作取樣田區位置。圖(B)以藍及紅色圓圈分別標示 2019

年第 1和第 2期作取樣之有機栽培田區位置，該年二期作取樣之慣行栽培田區為同一塊田，以黃色圓圈標示。 

Figure 1. The local map of Yuanli Town, Miaoli County, Taiwan. (A) The location of experimental fields for sampling at the 2nd cropping 

season in 2018 are marked by blue icons. (B) The organic fields for sampling at the 1st and 2nd cropping seasons in 2019 are marked by blue 

and red circles, respectively. The same conventional fields chosen for sampling at two cropping seasons are marked by yellow circles. 
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圖 2、2018-2019年中央氣象局苑裡測站月平均溫度及降雨資料。 

Figure 2. Monthly temperature and rainfall reports from 2018 to 2019 at Yuanli weather station (the Central Weather Bureau). 
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圖 3、土壤環境因子與不同管理方式的水稻內共生菌群組成的關聯性。 

以典型相關分析（CCA）說明 2019 年第 1期作（A）和第 2期作（B）樣品之 OTU

組成與土壤環境因子的關聯性。三角形和菱形分別為有機和慣行管理田區的樣品。

EC為土壤電導度值，pH為土壤酸鹼值，Org.mat 為土壤有機質含量。 

Fig 3. The correlation between the endophyte community data derived from rice roots and 

soil variables. 

The ordination diagram of bacterial community data from the samples harvesting at the 

1st (A) and 2nd (B) cropping season, 2019, respectively, with soil variables. Triangles and 

diamonds were the samples from organic and conventional fields, respectively. EC, soil 

electrical conductance; pH, soil pH; Org.mat, organic matter content.  
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圖 4、2019 年第 1期作水稻根部內共生細菌組成結構。 

以相對豐度排名前十的菌門說明 2019年第 1期作水稻樣品根部內共生細菌組成結構。 

Figure 4. The composition of rice root endophytes sampled at the 1st cropping season in 2019. Only top 10 abundant phyla were shown here. 
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圖 5、第 2期作水稻根部內共生細菌組成結構。 

以相對豐度排名前十的菌門說明 2018（A）及 2019年（B）第 2 期作水稻樣品根部內共生細菌組成結構。 

Figure 5. The composition of rice root endophytes sampled at the 2nd cropping season in 2018 (A) and 2019 (B), respectively. Only top 10 

abundant phyla were shown here. 
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圖 6、2018 年第 2期作分蘗期水稻根部內共生細菌組成的主成分分析結果。 

橢圓形為 95 % 信賴區間。 

Figure 6. Principal component analysis (PCA) plot based on the relative abundance of sequencing data of rice root endophyte sampled at the 

tillering stage in the 2nd cropping season, 2018. The ellipses are 95 % confidence interval. 
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圖 7、2019年兩個期作水稻根部內共生細菌組成的主成分分析結果。 

（A）一期作及（B）二期作根內共生菌組成的主成分分析結果。橢圓形為 95 % 信

賴區間。 

Figure 7. PCA plot based on the relative abundance of sequencing data of rice root 

endophyte sampled at the 1st (A) and 2nd (B) cropping season in 2019. The ellipses are 95 

% confidence interval.
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圖 8、2019年第 1期作水稻根部內共生細菌組成的主成分分析結果。 

（A）秧苗期及（B）分蘗期根內共生菌組成的主成分分析結果。橢圓形為 95 % 信

賴區間。 

Figure 8. PCA plot based on the relative abundance of sequencing data of rice root 

endophyte sampled at the seedling (A) and tillering (B) stages in the 1st cropping season, 

2019, respectively. The ellipses are 95 % confidence interval.  
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圖 9、2019年第 2期作水稻根部內共生細菌組成的主成分分析結果。 

（A）秧苗期及（B）分蘗期根內共生菌組成的主成分分析結果。橢圓形為 95 % 信

賴區間。 

Figure 8. PCA plot based on the relative abundance of sequencing data of rice root 

endophyte sampled at the seedling (A) and tillering (B) stages in the 2nd cropping season, 

2019, respectively. The ellipses are 95 % confidence interval.
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圖 10、2019年第 1期作樣品中相對豐度受生育期影響之 OTUs。 

以熱圖說明 2019 年第 1 期作樣品中在任一生育期相對豐度具顯著差異之 OTUs，

色階代表樣品中各 OTU所佔之相對豐度。 

Fig 10. Heatmap of Heatmap of relative abundance which were significantly affected by 

growth stage in the 1st cropping season, 2019. The color scale indicates the range of 

relative abundance for a given OTU. 
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圖 11、2019年第 2期作樣品中相對豐度受生育期或田間管理影響之 OTUs。 

以熱圖說明 2019年第 2期作樣品在任一生育期或田間管理方式下相對豐度具顯著

差異之 OTUs，色階代表樣品中各 OTU所佔之相對豐度。 

Fig 11. Heatmap of relative abundance of OTUs which were significantly affected either 

by growth stage or field management in the 2nd cropping season, 2019. The color scale 

indicates the range of relative abundance for a given OTU. 
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圖 12、在不同管理方式下相對豐度具顯著差異的細菌。 

2018（A、C）及 2019（B、D）年第 2期作分蘗期樣品在不同管理方式下相對豐度具顯著差異的細菌科（A、B）及屬（C、D）。 

Fig 12. Families (A & B) and genus (C & D) which were significantly enriched either under either organic or conventaional management at 

the tillering stage in the 2nd cropping season in 2018 (A & C) and 2019 (B & D), respectively.

  

  

(C) 

(B) 

(D)  

(A) 
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(A) 

 

(B) 

 

圖 13、2019年第 1期作相對豐度受生育期影響而具顯著差異的細菌。 

2019 年第 1 期作樣品中因生育期不同而相對豐度具顯著差異的細菌科（A）及屬

（B）。 

Fig 13. Families (A) and genus (B) which were significantly enriced at either seedling or 

tillering stage in the 1st cropping season, 2019.
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(A) 

 

(B) 

 

圖 14、2019年第 2期作相對豐度受生育期影響而具顯著差異的細菌。 

2019年第 2期作樣品因生育期不同而相對豐度具顯著差異的細菌科（A）及屬（B）。 

Fig 14. Families (A) and genus (B) which were significantly enriched at either seedling 

or tillering stages in the 2nd cropping season, 2019.  
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圖 15、對田間管理方式和生育期敏感的水稻根內共生菌群落。 

以二分網絡圖表示 2018-2019 年間水稻根內共生菌群落對田間管理方式和生育期

相關 OTUs，圓圈代表單個細菌 OTU（以鑑定分類顯示）與一個或多個田間管理方

式或生長期呈正相關（p < 0.05）。 

Fig 15. Bipartite networks display field management- and growth stage-sensitive OTUs 

in rice root endophytic communities in 2018- 2019 determined by indicator species 

analysis. Circles represent individual bacteria OTUs showed as the taxonomic level are 

positively and significantly associated with one or more of the field managements or 

growth stages (p < 0.05).
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圖 16、水稻內共生細菌功能相似性主成分分析結果。 

依據內共生菌群的功能預測結果進行水稻內共生細菌功能相似性主成分分析結果。

分析資料源自 2019年第 1期作（A）和第 2期作（B）的樣品。 

Fig 16. PCA of rice root endophyte community functional content similarities based on 

the relative abundance of the functional prediction consequence. Data were derived from 

the samples harvesting in the 1st (A) and 2nd (B) cropping season, 2019, respectively. The 

ellipses were 95% confidence interval.  
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圖 17、2019年第 1期作受生育期不同而影響相對豐度之菌群的預測功能。 

以 KEGG 功能分群，將 2019年第 1期作秧苗和分蘗期水稻內共生細菌相對豐度具

顯著差異者進行分類。僅平均相對豐度 > 0.5%功能群以熱圖呈現。 

Fig 17. The predicted function of growth stage-sensitive endophyte communities in the 

1st cropping season, 2019. 

Heatmap of rice root endophytes in KEGG pathways significant enriched at the seedling 

or tillering stages in the 1st cropping season, 2019. Only the functions with average 

relative abundance > 0.5% were shown here.  
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圖 18、2019年第 1期作對田間管理方式敏感之菌群的預測功能。 

以 KEGG 功能分群，將 2019年第 1期作生長於慣行或有機耕作田區之水稻內共生

細菌相對豐度具顯著差異者進行分類。相對豐度以熱圖呈現。 

Fig 18. The predicted function of management-sensitive endophyte communities in the 

1st cropping season, 2019. 

Heatmap of rice root endophytes in KEGG pathways significant enriched in conventional 

or organic field in the 1st cropping season, 2019. 
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圖 19、2019年第 2期作受生育期不同而影響相對豐度之菌群的預測功能。 

以 KEGG 功能分群，將 2019年第 2期作秧苗和分蘗期水稻內共生細菌的相對豐度

具顯著差異者進行分類，僅平均相對豐度 > 0.5%功能群以熱圖呈現。 

Fig 19. The predicted function of growth stage-sensitive endophyte community in the 2nd 

cropping season, 2019. 

Heatmap of rice root endophytes in KEGG pathways significant enriched at the seedling 

or tillering stages in the 2nd cropping season, 2019. Only the functions with average 

relative abundance > 0.5% were shown here.  
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圖 20、2019年第 2期作對田間管理方式敏感之菌群的預測功能。 

以 KEGG 功能分群，將 2019年第 2期作生長於慣行或有機耕作田區之水稻內共生

細菌相對豐度具顯著差異者進行分類，相對豐度以熱圖呈現。 

Fig 20. The predicted function of management-sensitive endophyte communities in the 

2nd cropping season, 2019. 

Heatmap of rice root endophytes in KEGG pathways significant enriched in conventional 

or organic field in the 2nd cropping season, 2019. 
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表 1、本試驗採集水稻樣品概況。 

Table 1. Rice samples collected in this study. 

 

採樣期 生育期 耕作方法 樣品組別 樣品數 水稻品種 採樣地點座標 

2018年第 2 期作 分蘗期 
慣行管理 C.Huang 4 台稉 9號 24.420189, 120.716317 

有機管理 Org.Chiang 4 台稉 9號 24.412318, 120.715840 

2019年第 1 期作 

秧苗期 

慣行管理 
C1Xie 5 台南 11號 24.369643, 120.709031 

C1Chiu 5 台南 11號 24.364497, 120.707921 

有機管理 
O1Liu 5 桃園 3號 24.363708, 120.708252 

O1Xie 5 台稉 8號 24.368548, 120.705008 

分蘗期 

慣行管理 
C1Xie_s 5 台南 11號 24.369643, 120.709031 

C1Chiu_s 5 台南 11號 24.364497, 120.707921 

有機管理 
O1Liu_s 5 桃園 3號 24.363708, 120.708252 

O1Xie_s 5 台稉 8號 24.368548, 120.705008 

2019年第 2 期作 

秧苗期 

慣行管理 
C2Xie 5 台南 11號 24.369628, 120.708997 

C2Chiu 5 台南 11號 24.364497, 120.707921 

有機管理 
O2Shiu1 5 越光 24.367912, 120.710227 

O2Shiu2 5 越光 24.368315, 120.710501 

分蘗期 

慣行管理 
C2Xie_s 5 台南 11號 24.369628, 120.708997 

C2Chiu_s 5 台南 11號 24.364497, 120.707921 

有機管理 
O2Shiu1_s 5 越光 24.367912, 120.710227 

O2Shiu2_s 5 越光 24.368315, 120.710501 
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表 2、16S rRNA基因聚合酶連鎖反應條件。 

Table 2. PCR conditions for amplifying V3-V4 region of 16S rRNA gene. 

 

Steps 
Temperature Time  

（°C） （min）  

Initialization 95 3  

Denaturation 95 0.5  

Annealing 55 0.5 25 cycles 

Extension 72 0.5  

Final elongation 72 5  

Final hold 4   
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表 3、試驗取樣田的土壤性質。 

Table 3. Soil properties of experimental sites. 

 

取樣時期 取樣田 pH EC1 
Org. mat.2 

（%） 

Available P3 

（ppm） 

Exch. K4 

（ppm） 

Exch. Ca5 

（ppm） 

Exch. Mg6 

（ppm） 

K satur.7 

（%） 

Ca satur.8 

（%） 

Mg satur.9 

（%） 

2018年 

第 2期作 

黃東明-慣行（C.Huang） 5.11 0.172 2.42 6.00 44 692 163 1.4 16 43 

江進富-有機（Org.Chiang） 5.74 0.081 2.33 5.70 53 1049 266 1.5 24 58 

2019年 

第 1期作 

謝松文-慣行（C1Xie） 4.89 0.294 2.32 5.10 106 551 145 4.1 42 18 

邱建朗-慣行（C1Chiu） 4.93 0.358 2.58 5.65 117 798 191 3.8 50 20 

劉貴華-有機（O1Liu） 5.01 0.460 3.00 5.20 104 926 193 3.6 62 21 

謝松文-有機（O1Xie） 5.27 0.285 2.83 8.05 131 836 204 4.7 58 23 

2019年 

第 2期作 

謝松文-慣行（C2Xie） 4.58 0.150 2.48 3.2 173 522 125 4 23 9 

邱建朗-慣行（C2Chiu） 4.60 0.308 2.77 1.50 134 788 170 3.1 35 13 

徐阿米-有機 1（O2Shiu1） 4.97 0.169 3.07 3.7 144 736 151 3.8 38 13 

徐阿米-有機 2（O2Shiu2） 5.07 0.200 3.07 6.80 198 945 190 4.7 44 14 

1 EC：土壤電導度；2 Org. mat.：有機質含量；3 Available P：有效性磷；4 Exch. K：可交換性鉀；5 Exch. Ca：可交換性鈣；6 Exch. 

Mg：可交換性鎂；7 K satur.：鉀飽和度；8 Ca satur.：鈣飽和度；9 Mg satur.：鎂飽和度
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表 4、以相似性分析及置換多元變方分析評估 2019 年第 1 和第 2 期作水稻根內共

生菌群組成的組間差異。 

Table 4. Evaluation of group effects on rice root endophyte community structure at the 1st 

and 2nd cropping season in 2019 by analysis of similarities (ANOSIM) and 

PERMANOVA . 

Group 
ANOSIM PERMANOVA 

R-value P-value R2 P-value 

C1Chiu- C1Chiu_s 1 0.008 0.56267 0.0092 

C1Xie- O1Xie_s 1 0.009 0.62851 0.0072 

C1Xie- C1Chiu 0.178 0.161 0.1539 0.1975 

C1Xie- C1Xie_s 1 0.005 0.70196 0.0085 

C1Xie- O1Liu_s 1 0.009 0.51494 0.0084 

C1Chiu- O1Liu 0.24 0.131 0.23022 0.1245 

O1Xie- C1Xie_s 1 0.013 0.72349 0.0065 

O1Xie- O1Xie_s 1 0.011 0.63914 0.007 

O1Liu- C1Chiu_s 1 0.005 0.49932 0.0068 

C1Chiu- O1Xie_s 1 0.019 0.59449 0.0063 

C1Xie- O1Liu 0.31 0.054 0.21722 0.0379 

O1Xie- O1Liu_s 1 0.013 0.53658 0.008 

C1Chiu_s- O1Xie_s 0.64 0.007 0.30406 0.0066 

C1Chiu- O1Xie 0.534 0.01 0.25963 0.0391 

O1Liu- O1Xie_s 1 0.008 0.5149 0.0064 

C1Xie- O1Xie 0.168 0.061 0.1727 0.0416 

O1Liu- O1Xie 0.556 0.036 0.30342 0.0145 

O1Liu_s- O1Xie_s 0.612 0.008 0.29014 0.0062 

O1Liu- O1Liu_s 1 0.012 0.41704 0.009 

O1Liu- C1Xie_s 1 0.01 0.5918 0.0072 

C1Xie- C1Chiu_s 1 0.004 0.59669 0.0075 

C1Xie_s- O1Liu_s 0.532 0.01 0.30228 0.0083 

C1Chiu- C1Xie_s 1 0.009 0.66643 0.0066 

C1Xie_s- C1Chiu_s 0.428 0.005 0.21813 0.0078 

C1Chiu- O1Liu_s 1 0.007 0.48257 0.0066 

C1Xie_s- O1Xie_s 0.82 0.009 0.38486 0.008 

O1Xie- C1Chiu_s 1 0.006 0.61388 0.0079 

C1Chiu_s- O1Liu_s 0.332 0.029 0.19906 0.0236 

O2Shiu1- C2Chiu 1 0.007 0.53188 0.0088 

C2Xie- C2Chiu 0.608 0.012 0.34249 0.0085 
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(續)表 4、以相似性分析及置換多元變方分析評估 2019 年第 1 和第 2 期作水稻

根內共生菌群組成的組間差異。 

(Continued) Table 4. Evaluation of group effects on rice root endophyte community 

structure at the 1st and 2nd cropping season in 2019 by analysis of similarities 

(ANOSIM) and PERMANOVA. 

Group 
ANOSIM PERMANOVA 

R-value P-value R2 P-value 

O2Shiu2- C2Chiu 0.922 0.007 0.44133 0.0092 

O2Shiu2- C2Xie 0.814 0.005 0.34609 0.0077 

O2Shiu1- O2Shiu2 0.412 0.006 0.23062 0.0076 

O2Shiu1- C2Xie 0.964 0.007 0.4228 0.0086 

O2Shiu2_s- C2Chiu_s 0.296 0.015 0.21432 0.0377 

O2Shiu1_s- O2Shiu2_s 0.24 0.046 0.15533 0.1668 

O2Shiu1_s- C2Xie_s 0.484 0.006 0.21196 0.0175 

C2Xie_s- C2Chiu_s 0.312 0.018 0.1987 0.023 

O2Shiu2_s- C2Xie_s 0.352 0.009 0.24389 0.0075 

O2Shiu1_s- C2Chiu_s 0.472 0.007 0.21793 0.0102 
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表 5、以Mantel 檢定評估土壤特性對 2019年 2期作水稻根內共生菌結構。 

Table 5. Evaluation of effects of soil properties on rice root endophyte community 

structure at the 1st and 2nd cropping season in 2019 by Mantel test. 

 

Soil properties Correlation (rho) P-value 

1st cropping season, 2019 

Soil pH 0.1898 0.0012 

Organic matter content 0.3662 1.00E-04 

Calcium saturation ratio 0.3743 1.00E-04 

Content of exchangeable calcium 0.3393 1.00E-04 

2nd cropping season, 2019 

Soil pH 0.2537 0.0016 

Organic matter content 0.3096 5.00E-04 

Calcium saturation ratio 0.3329 0.0036 

Availability of phosphorus 0.011 0.4012 

Content of cadmium 0.1617 0.0191 

Content of copper 0.2151 0.0285 
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表 6、本試驗各組樣品內生菌的 α-多樣性。 

Table 6. Alpha diversity of rice root endophyte community. 

 

  

Crop season 2nd cropping season, 2018 1st cropping season, 2019 2nd cropping season, 2019 

Management 

Organic Conventional Organic Conventional Organic Conventional 

Chiang Huang O1Liu O1Xie C1Chiu C1Xie O2Shiu1 O2Shiu2 C2Chiu C2Xie 

Growth stage - Seedling stage Seedling stage 

Chao1 -  -  593.66±102.58  488.28±86  542.29±41.67  563.74±51.28  971.44±94.69 a$ 735.97±162.44 ab 845.86±176.29 ab 523.93±85.67 bB 

Shannon -  -  6.63±0.44  6.35±0.35  6.32±0.24  6.52±0.27  7.18±0.7 a 6.88±0.8 ab 6.69±0.48 ab 5.42±0.57 b 

Simpson -  -  0.97±0.01  0.97±0.01  0.97±0.01  0.97±0.01  0.98±0.01 a 0.98±0.01 a 0.98±0.01 ab 0.94±0.02 b 

Observed_otus -  -  395.4±59.57  329.8±49.07 A$$ 363.2±18.5  380.4±25.54  703.8±103.28 a 559.2±133.41 ab 609±137.65 ab 371.8±79.83 bB 

ACE -  -  588.68±96.92  491.38±82.87  547.32±25.21  566.25±37.82  979.09±87.03 a 731.61±134.45 ab 875.62±181.56 ab 537.96±102.67 bB 

PD_whole_tree -  -  9.17±1.24  7.87±1.06  8.38±0.49  8.98±0.72  11.66±0.63  10.19±1.8  11.26±1.88  8.11±1.29 B 

Growth stage Tillering stage Tillering stage Tillering stage 

Chao1 -  -  736.54±177.63 a 332.93±25.93 b 436.58±64.38 b 487.84±113.01 ab 1118.84±242.61 a 650.64±83.38 b 1079.64±194.87 a 1057.59±95.78 aA 

Shannon 5.71±0.4 b 7.19±0.63 a 6.75±0.78  5.79±0.09  5.97±0.68  5.62±0.49  6.91±0.57  5.7±0.42  6.32±0.83  6.68±0.74  
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$, $$ 經 Kruskal-Wallis檢定後，指數平均值呈現顯著差異（p < 0.05）的組別以不同英文字母標示。無字母標示表示未檢測到差異。

小寫字母表示在同一生育期下各組樣品之間的比較之差異顯著性，大寫字母則是同一組在不同生育期之間的比較。 

$, $$ Means followed by different letter are significantly different at p < 0.05 after Kruskal-Wallis test. Absence of letter means no significance 

was detected across comparisons. Comparisons between groups sampled at the growth stage are shown by lower case letters. Comparisons 

between samples at different stages are shown in capital letters.  

(續)表 6、本試驗各組樣品內生菌的 α-多樣性。 

(Continued) Table 6. Alpha diversity of rice root endophyte community. 

Crop season 2nd cropping season, 2018 1st cropping season, 2019 2nd cropping season, 2019 

Management 

Organic Conventional Organic Conventional Organic Conventional 

Chiang Huang O1Liu O1Xie C1Chiu C1Xie O2Shiu O2Shiu2 C2Chiu C2Xie 

Growth stage Tillering stage Tillering stage Tillering stage 

Simpson -  -  0.97±0.02  0.97±0.00  0.95±0.02  0.94±0.02  0.97±0.01  0.94±0.02  0.94±0.03  0.94±0.03  

Observed_otus -  -  484.2±114.4 a 213.2±9.63 cB 324.2±47.64 bc 297±58.49 c 779.4±126.48 a 442.8±46.21 b 736.4±207.56 ab 784.2±130.24 aA 

ACE -  -  772.77±197.82 a 328.71±33.93 b 465.68±70.11 ab 505.12±116.08 ab 1154.07±259.86 a 674.12±89.6 b 1105.64±211.39 a 1087.78±99.66 aA 

PD_whole_tree -  -  10.32±1.83 a 5.82±1.14 b 8.76±0.58 ab 9.23±1.01 a 13.07±1.46 a 9.17±0.72 b 13.02±2.35 ab 13.59±1.69 aA 
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表 7、Chao1 指數變方分析結果。 

Table 7. ANOVA analysis of Chao1 indices 

$ Sum of Sqs: Sum of squares 
$$ Mean Sq: Mean of squares 
$$$ Sig: significance. **, p < 0.01, *, p < 0.05

Factor 

1st cropping season in 2019 2nd cropping season in 2019 

Df Sum of Sqs$ Mean Sq$$ F Pr（>F） Sig$$$ Df Sum of Sqs Mean Sq F Pr（>F） Sig 

Management 1 9146 9146 0.452 0.506  1 567 567 0.012 0.91316  

Growth.stage 1 23541 23541 1.163 0.288  1 430035 430035 9.14 0.00459 ** 

Management 

Growth.stage 
1 17879 17879 0.884 0.353  1 310970 310970 6.609 0.01443 * 

Residual 36 728437 20234    36 1693881 47052    

Total 39 779003 70800    39 2435453 788624    
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表 8、以置換多元變方分析檢視田間管理方式及生育期對樣品細菌群落組成之影響。 

Table 8. PERMANOVA table of bacteria community structure and field management or growth stages. 

  

Factors 

2nd cropping season in 2018 1st cropping season in 2019  2nd cropping season in 2019 

Df 
Sum 

of Sqs$ 
R2 F 

Pr 

（>F） 

Sig$

$ 
Df 

Sum 

of Sqs 
R2 F 

Pr 

（>F） 
Sig  Df 

Sum  

of Sqs 
R2 F 

Pr

（>F） 
Sig 

Management 1 0.85032 0.40375 4.0628 0.028 * 1 0.4158 0.03636 2.5838 0.036 *  1 0.8762 0.11092 7.6634 <0.001 *** 

Growth.stage - -      4.8445 0.42357 30.101 <0.001 ***  1 2.4076 0.3048 21.0584 <0.001 *** 

Management × 

Growth.stage 
- -      0.3831 0.03349 2.3802 0.05 *  1 0.4994 0.06323 4.3684 0.002 ** 

Residual 6 1.25576 0.59625    36 5.7939 0.50658     36 4.1159 0.52106    

Total 7 2.10608 1    39 11.4373 1     39 7.8992 1    

 $ Sum of Sqs: Sum of squares 

$$ Sig: significance:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
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表 9、相對豐度受不同管理方式影響的細菌分類群。 

Table 9. Taxa groups of bacteria which abundance was affected by field managements. 

 

The bacterial groups which were relatively abundant under the organic management, compared to conventional management 

2nd cropping season,2018 1st cropping season, 2019 2nd cropping season, 2019 

Tillering stage Seedling stage Tillering stage Seedling stage Tillering stage 

Phylum Proteobacteria 
 

Bacteroidetes Spirochaetes, Chloroflexi, Others 
 

Class 
[Saprospirae], Gammaproteobacteria, Holophagae Fusobacteriia Bacteroidia Spirochaetia, Others Negativicutes 

Order [Saprospirales], Aeromonadales, Enterobacteriales, 

Holophagales, Rhodocyclales Fusobacteriales Chitinophagales 

Azospirillales, Gemmatales, 

Methylococcales, Rhodospirillales, 

Spirochaetales, Others 

Azospirillales, Enterobacteriales, 

Selenomonadales 

Family 

Aeromonadaceae, Chitinophagaceae, Enterobacteriaceae, 

Holophagaceae, Rhodocyclaceae Leptotrichiaceae Pseudomonadaceae 

Archangiaceae, Azospirillaceae, 

Bacillaceae, Cellulomonadaceae, 

Chromobacteriaceae, Gallionellaceae, 

Gemmataceae, Methylomonaceae, 

Methylophilaceae, Spirochaetaceae 

Azospirillaceae, Bacillaceae, 

Enterobacteriaceae, Rhizobiaceae 

Genera 

Acidovorax Anaerolinea, Corynebacterium, Erwinia, 

Mycobacterium, Uliginosibacterium Hypnocyclicus Novosphingobium, Pseudomonas 

Anaeromyxobacter, Azospira, Azospirillum, 

Bacillus, Clostridium_sensu_stricto_10, 

Curvibacter, Gemmata, Hydrogenophaga, 

Methylomonas, Mobilitalea, Sideroxydans, 

Spirochaeta_2, Treponema_2 

Azospira, Azospirillum, Bacillus, 

Pelomonas 
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(續)表 9、相對豐度受不同管理方式影響的細菌分類群。 

(Continued) Table 9. Taxa groups of bacteria which abundance was affected by field managements. 

The bacterial groups which were relatively abundant under the organic management, compared to conventional management 

2nd cropping season,2018 1st cropping season, 2019 2nd cropping season, 2019 

Tillering stage Seedling stage Tillering stage Seedling stage Tillering stage 

Species 

   
Streptomyces turgidiscabies 

Paraburkholderia kururiensis subsp. 

kururiensis 

The bacterial groups which were relatively abundant under the conventional management, compared to organic management 

Phylum 
Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi Fusobacteria Patescibacteria Firmicutes, Epsilonbacteraeota 

Acidobacteria, Patescibacteria, Nitrospirae, 

Omnitrophicaeota 

Class 

Acidobacteriia, Actinobacteria, Anaerolineae, Bacilli Deltaproteobacteria Bacilli, Parcubacteria Bacilli, Campylobacteria 

Acidobacteriia, Chlamydiae, 

Ignavibacteria, KD4_96, Omnitrophia, 

Parcubacteria 

Order 
Acidobacteriales, Actinomycetales, Anaerolineales, Bacillales, 

Xanthomonadales Desulfovibrionales Bacillales, Betaproteobacteriales 

Aeromonadales, Bacillales, 

Campylobacterales, Rhizobiales 

Acidobacteriales, Chlamydiales, 

Holophagales, Kryptoniales, 

Micrococcales, Omnitrophales, 

Syntrophobacterales, Xanthomonadales 

Family 

Others, Anaerolinaceae, Bacillaceae, Corynebacteriaceae, 

Geodermatophilaceae, Helicobacteraceae, Intrasporangiaceae, 

Koribacteraceae, Methylobacteriaceae, Micrococcaceae, 

Mycobacteriaceae, Nocardioidaceae, Staphylococcaceae, 

Streptomycetaceae, Xanthomonadaceae Desulfovibrionaceae 

Beijerinckiaceae, Burkholderiaceae, 

Hyphomicrobiaceae 

Aeromonadaceae, Hyphomicrobiaceae, 

Microbacteriaceae, Paenibacillaceae, 

Pleomorphomonadaceae, Rhodocyclaceae, 

Sulfurospirillaceae, Xanthobacteraceae 

BSV26, Heliobacteriaceae, 

Omnitrophaceae, Rhodanobacteraceae, 

Syntrophaceae 
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(續)表 9、相對豐度受不同管理方式影響的細菌分類群。 

(Continued) Table 9. Taxa groups of bacteria which abundance was affected by field managements (continued). 

The bacterial groups which were relatively abundant under the conventional management, compared to organic management 

2nd cropping season, 2018 1st cropping season, 2019 2nd cropping season, 2019 

Tillering stage Seedling stage Tillering stage Seedling stage Tillering stage 

Genera 

Bacillus, Comamonas, Exiguobacterium, Janibacter, Knoellia, 

Sphingobium, Sphingomonas, Sporomusa, Staphylococcus, 

Streptomyces Desulfovibrio 

Bradyrhizobium, 

Burkholderia_Caballeronia_Parabu

rkholderia, Dechloromonas, 

Hyphomicrobium, Ralstonia, 

Sulfurospirillum 

Bradyrhizobium, 

Clostridium_sensu_stricto_1, 

Hyphomicrobium, Paenibacillus, 

Pleomorphomonas, Propionivibrio, 

Pseudolabrys, Sphingomonas, 

Sulfurospirillum, Tolumonas, 

Uliginosibacterium, WCHB1_32 

ADurbBin063_1, 

Candidatus_Omnitrophus, Desulfobacca, 

Desulfosporosinus, Hydrogenispora, 

Sideroxydans 

Species 

 
Desulfovibrio desulfuricans 

 

Clostridium_beijerinckii, 

Clostridium_sp_TW13, 

Hyphomicrobium_sp_AT4 
 



doi:10.6342/NTU202003401

80 
 

表 10、相對豐度受生育時期影響的細菌分類群。 

Table 10. Taxa groups of bacteria which abundance was affected by growth stages. 

 The bacterial groups which were relatively abundant at the seedling stage, compared to tillering stage 

  1st cropping season, 2019 2nd cropping season, 2019 

Phylum Bacteroidetes, Epsilonbacteraeota, Firmicutes Firmicutes, Epsilonbacteraeota, Spirochaetes 

Class Bacteroidia, Campylobacteria, Clostridia, Deltaproteobacteria, Negativicutes Bacilli, Campylobacteria, Gammaproteobacteria, Negativicutes, Spirochaetia 

Order Bacteroidales, Campylobacterales, Clostridiales, Selenomonadales 

Aeromonadales, Bacillales, Betaproteobacteriales, Campylobacterales, 

Candidatus_Nomurabacteria, Methylococcales, Opitutales, Selenomonadales, 

Sphingomonadales, Spirochaetales, Streptomycetales 

Family Paludibacteraceae, Veillonellaceae 

Aeromonadaceae, Bacillaceae, Clostridiaceae_1, Gallionellaceae, 

Methylomonaceae, Opitutaceae, Paenibacillaceae, Paludibacteraceae, 

Prolixibacteraceae, Rhodocyclaceae, Spirochaetaceae, Streptomycetaceae, 

Veillonellaceae 

Genera Paludibacter 

Ancalomicrobium, Azospira, Bacillus, Bradyrhizobium, Caulobacter, 

Clostridium_sensu_stricto_10, Clostridium_sensu_stricto_12, Curvibacter, 

Hydrogenophaga, Ideonella, Mobilitalea, Paenibacillus, Sideroxydans, 

Streptomyces, Sulfurospirillum, Tolumonas, Uliginosibacterium, WCHB1_32 

Species 
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(續)表 10、相對豐度受不同生育時期影響的細菌分類群。 

(Continued) Table 10. Taxa groups of bacteria which abundance was affected by growth stages. 

 The bacterial groups which were relatively abundant at the tillering stage, compared to seedling stage 

  1st cropping season, 2019 2nd cropping season, 2019 

Phylum Patescibacteria, Planctomycetes, Proteobacteria Acidobacteria, Verrucomicrobia, Patescibacteria, Planctomycetes 

Class Alphaproteobacteria, Bacilli, Gammaproteobacteria, Planctomycetacia 
Acidobacteriia, Alphaproteobacteria, Ktedonobacteria, Parcubacteria, 

Planctomycetacia, Saccharimonadia, Verrucomicrobiae 

Order Aeromonadales, Betaproteobacteriales, Enterobacteriales, Rhizobiales 

Corynebacteriales, Gemmatales, Isosphaerales, Ktedonobacterales, 

Micropepsales, Pirellulales, Planctomycetales, Rhizobiales, 

Saccharimonadales, Xanthomonadales 

Family 
Aeromonadaceae, Burkholderiaceae, Chromobacteriaceae, Enterobacteriaceae, 

Pleomorphomonadaceae, Rhodocyclaceae 

Gemmataceae, Hyphomicrobiaceae, Isosphaeraceae, Ktedonobacteraceae, 

Lachnospiraceae, Microbacteriaceae, Micropepsaceae, Mycobacteriaceae, 

Pirellulaceae, Rhodanobacteraceae, Sphingomonadaceae, Sulfurospirillaceae, 

Xanthobacteraceae 

Genera 
Acidovorax, Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia, 

Pleomorphomonas 

Burkholderia_Caballeronia_Paraburkholderia, Hyphomicrobium, 

Lacunisphaera, Methylocystis, Mycobacterium, Pleomorphomonas, 

Pseudolabrys, Rhizomicrobium, Sphingomonas 

Species Acidovorax delafieldii  
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附錄 

附表 1、以置換多元變方分析 2019年第 1期作內共生細菌群落組成之結果。 

Supplementary table 1. PERMANOVA table of bacteria community structure and growth stages or field management (1st cropping season, 2019). 

PERMANOVA of field management and bacterial community structure 

Factor 

Seedling stage  Tillering stage 

Df Sum of Sqs$ R2 F Pr（>F） Sig $$  Df Sum of Sqs R2 F 
Pr

（>F） 
Sig 

Management 1 0.26844 0.08947 1.7686 0.09 .  1 0.5305 0.14767 3.1186 <0.001 *** 

Residual 18 2.73204 0.91053     18 3.0619 0.85233    

Total 19 3.00048 1     19 3.5923 1    

PERMANOVA of growth stages and the bacterial community structure 

Factor 

Organic management  Conventional management 

Df Sum of Sqs R2 F Pr（>F） Sig  Df Sum of Sqs R2 F Pr（>F） Sig 

Growth stage 1 2.1607 0.38735 11.38 <0.001 ***  1 3.0669 0.56343 23.23 <0.001 *** 

Residual 18 3.4176 0.61265     18 2.3763 0.43657    

Total 19 5.5783 1     19 5.4432 1    

$ Sum of Sqs: Sum of squares 

$$ Sig: significance:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
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附表 2、以置換多元變方分析 2019年第 2期作樣品細菌群落組成之結果。 

Supplementary table 2. PERMANOVA table of bacteria community structure and growth stages or field management (2nd cropping season, 2019). 

PERMANOVA of field management and bacterial community structure 

Factor 

Seedling stage  Tillering stage 

Df Sum of Sqs$ Mean Sq F Pr（>F） Sig $$  Df Sum of Sqs Mean Sq F Pr（>F） Sig 

Management 1 0.32821 0.15084 3.1975 0.002 **  1 1.0474 0.31589 8.3115 <0.001 *** 

Residual 18 1.84761 0.84916     18 2.2683 0.68411    

Total 19 2.17582 1     19 3.3157 1    

PERMANOVA of growth stages and the bacterial community structure 

Factor 

Organic management  Conventional management 

Df Sum of Sqs Mean Sq F Pr（>F） Sig  Df Sum of Sqs Mean Sq F Pr（>F） Sig 

Growth stage 1 1.5006 0.38128 11.092 <0.001 ***  1 1.4065 0.45556 15.062 <0.001 *** 

Residual 18 2.4351 0.61872     18 1.6808 0.54444    

Total 19 3.9357 1     19 3.0873 1    

$ Sum of Sqs: Sum of squares 

$$ Sig: significance:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 
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附表 3、2019年第 2期作樣品 Chao1指數變方分析結果。 

Supplementary table 3. ANOVA table of bacteria community Chao1 indices and growth stages or field management (2nd cropping season, 2019).  

ANOVA of field management and bacterial community structure 

Factor Seedling stage  Tillering stage 

 Df Sum of Sqs$ R2 F 
Pr

（>F） 

Sig 

$$ 

 Df Sum of Sqs R2 F 
Pr

（>F） 
Sig 

Management 1 142485 142485 3.702 0.0703 .  1 169053 169053 3.04 0.0983 . 

Residual 18 692806 38489     18 1001075 55615    

Total 19 835291 180974     19 1170128 224668    

ANOVA of growth stages and the bacterial community structure 

Factor 

Organic management  Conventional management 

Df 
Sum 

of Sqs 
R2 F 

Pr

（>F） 
Sig  Df 

Sum 

of Sqs 
R2 F 

Pr

（>F） 
Sig 

Growth stage 1 4814 4814 0.079 0.781   1 736192 736192 21.99 0.000183 *** 

Residual 18 1091305 60628     18 602576 33476    

Total 19 1096119 65442     19 1338768 769668    

$ Sum of Sqs: Sum of squares 

$$ Sig: significance:  0 ‘***’ 0.001 ‘**’ 0.01 ‘*’ 0.05 ‘.’ 0.1 ‘ ’ 1 

 




