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摘　要

陳媛鈺、黃振文、王智立。2019。番茄萎凋病菌厚膜孢子之逆

境抗性分析。植物醫學61(4): 21-30。

番茄萎凋病菌 (Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici) 是番

茄的重要真菌性病原菌，可長期存活於土壤中，也是造成連作

障礙的重要因子之一，其厚膜孢子是存活於土壤中的重要構

造，較分生孢子具有更強的耐受逆境能力，惟番茄萎凋病菌的

厚膜孢子對逆境的耐受特性卻鮮有研究報導。本研究利用栽培

介質萃取液誘導番茄萎凋病菌產生厚膜孢子後，在不同的環境

因子下比較厚膜孢子與小分生孢子間的發芽能力和構造差異。

研究結果顯示，厚膜孢子較小分生孢子對於危害番茄幼苗具有

較高的接種潛勢。此外，在高溫、高pH值、高滲透壓、高含

量過氧化物及高濃度剛果紅等逆境下，厚膜孢子的發芽率皆優

於小分生孢子。60℃以上的熱處理及超過50 ppm的鋅錳乃浦處

理均可有效抑制厚膜孢子的發芽能力。進一步，以螢光染色觀

察發現厚膜孢子比小分生孢子具有較厚的幾丁質細胞壁，且含

較多的肝醣及脂質。本研究證實番茄萎凋病菌之厚膜孢子均比

小分生孢子更具耐受多種逆境之特性。

關鍵詞：鐮孢菌、厚膜孢子、小分生孢子、逆境、孢子發芽、

孢子構造

緒  言
番茄萎凋病（Fusarium wil t  of  tomato）是由病原真菌

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici所引起的番茄病害，在臺

灣各地普遍發生，亦是世界各番茄生產地區重要的病害之一；

在連續種植番茄實生苗的田區發生情形更為顯著，成為連作的

重要限制因子。番茄萎凋病主要發生於高溫的熱帶地區，或於

溫帶地區的溫室中，酸性土壤較鹼性土壤易發生，病原菌會由
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土壤、種子、機械工具等方式帶菌。土壤帶菌為田間病害發生

的主要原因。幼苗期感染植株會快速死亡，或延遲於生長期至

結果期出現病徵(17)。病原菌會以孢子殘存於土壤，受到寄主根

部分泌的物質刺激開始發芽，由根部感染植株，引起維管束褐

化，嚴重影響水分輸送而導致缺水。病徵初期於下位葉出現黃

化，至後期全株呈萎凋、死亡(33)。

許多研究人員認為Fusarium屬的厚膜孢子有較厚的細胞

壁，具有耐受多種環境逆境因子的能力，能夠長期存活於土壤

達數年，為主要的殘存構造(30)。但多數文獻僅簡略描述，未有

相關的研究數據證實，僅少數環境逆境因子確實被研究，如極

端的溫度(12)及低水分潛勢的土壤(31)等。許多Fusarium屬病害報

導的引言大多僅參照同屬之其他病害的病原菌特性，甚至引用

其他種類真菌之厚膜孢子的特性(25)。

在F. oxysporum厚膜孢子的相關研究中指出，相較於在高

溫且乾燥條件下，棉花黃萎病菌F. oxysporum f. sp. vasinfectum

的厚膜孢子於高溫高濕時，族群的殘存量會明顯地下降(3)；此

外，西瓜蔓割病菌 F. oxysporum f. sp. niveum的分生孢子若以

38℃或40℃熱處理30至90分鐘，其發芽會有延遲的現象，而

厚膜孢子經過熱處理後雖然亦有延遲發芽，但其可耐受40℃ 

120分鐘或42℃ 60分鐘的熱處理，顯示厚膜孢子較分生孢子更

耐高溫(14)；比較亞麻萎凋病菌F. oxysporum f. sp. lini 之厚膜

孢子與分生孢子，發現兩種孢子皆可穩定殘存於土壤達100天

以上，但厚膜孢子的存活率略佳於分生孢子(10)。在接種試驗

中，低濃度的厚膜孢子卻可以造成比高濃度的分生孢子更為

嚴重的罹病率，顯示厚膜孢子具有較強的接種潛勢（inoculum 

potential）。此外，類似的研究指出，以番茄萎凋病菌之厚膜

孢子作為接種源時，其接種潛勢顯著高於分生孢子(6)。

至 今 ， 雖 然 已 有 多 數 研 究 提 及 F .  o x y s p o r u m 分 化 型

（formae speciales）厚膜孢子的特性，但針對番茄萎凋病菌並

未有詳盡的研究。本篇研究利用已開發的研究方法製備出無雜

菌且高純度的厚膜孢子懸浮液(8)，可避免受到土壤、植物材料



將滅菌後的馬鈴薯葡萄糖液體培養基（potato dextrose 

broth，以下簡稱 PDB，1 L 含 potato 200 g之煎汁、glucose 20 

g），以1 M鹽酸（HCl）或1 M氫氧化鉀（KOH）分別調整pH

值至1、2、3、4、5、6、7、8、9、10及11，取1 ml PDB置於

2 ml的微量離心管內。將厚膜孢子或小分生孢子配製成2×105 

spores/ml的懸浮液，取100 µl添加至1 ml PDB中，震盪混合均

勻。經過24小時振盪培養（28℃、100 rpm、黑暗處理）後，觀

察並計算孢子的發芽情形，方法如前述，每管共計算100顆孢

子，每個pH值處理進行5重覆。

滲透壓逆境對於厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較

本 試 驗 參 考 N i k o l a o u 等 人 ( 2 4 )之 研 究 ， 分 別 以 氯 化 鈉

（NaCl）為離子型滲透壓逆境處理，以山梨糖醇（D-sorbitol, 

C6H14O6）為非離子型滲透壓逆境處理。利用2% WA為基礎培

養基，前者配置濃度分別為2.5、5、6、7、8、9、10、15及

20%（w/v）的氯化鈉培養基；後者則製備濃度分別為0.5、1、

2及3 M的山梨糖醇培養基。將厚膜孢子或小分生孢子配製成

5×104 spores/ml的孢子懸浮液，取20 µl滴加於同一皿培養基的

左、右兩側，每側各滴入2滴懸浮液，並均勻塗佈。待孢子懸

浮液陰乾後，以鋁箔紙密封避光，放置於28℃定溫箱培養。

以未添加氯化鈉或山梨糖醇的WA作為正對照組。經過24小時

後，每皿培養基計算100顆孢子，每個處理及濃度進行5重覆。

氧化逆境對於厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較

本試驗參考Niko l aou等人 (24)之研究，分別以過氧化氫

（hydrogen peroxide, H2O2）及甲萘醌（menadione）作為過氧化

物之逆境處理。利用2% WA為基礎培養基，將3% 過氧化氫或

93 mM甲萘醌溶液分別加入滅菌並降溫至40 - 50℃的WA，製成

濃度分別為0.25、0.5、0.75、1及1.5 mM的過氧化氫或甲萘醌培

養基。試驗接種方法與培養條件如上述，並以未添加過氧化氫

或甲萘醌的WA作為正對照組。經過24小時後，每皿培養基計

算100顆孢子，每個處理及濃度進行5重覆。

剛果紅處理對於厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較

本試驗參考Nikolaou等人(24)之研究，將剛果紅（Congo 

red）以無菌水配製為1% 溶液，加入滅菌並降溫至約40 - 50℃

的2% WA，分別製成含有100、200、300、400及500 ppm剛果

紅的培養基，試驗接種方法與培養條件如上述，並以未添加剛

果紅的WA作為正對照組。經過24小時後，每皿培養基計算100

顆孢子，每個處理及濃度進行5重覆。

不同殺菌劑處理對於厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比

較

根據植物保護資訊系統（https://otserv2.tactri.gov.tw/ppm/）
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等厚膜孢子誘導物質的干擾，測試在不同的環境逆境條件下，

比較其與分生孢子之發芽生長情形，了解兩種孢子之特性上是

否有所差異，並且能否與前人研究相互呼應，以利未來評估防

治番茄萎凋病的合適方法。

材料與方法

供試菌株之厚膜孢子製備

菌株CT-Fo-5於 2012 年 12 月分離自雲林縣莿桐鄉之疑似

感染萎凋病的大果番茄側根，經形態鑑定和接種確定為番茄

萎凋病菌F. oxysporum f. sp. lycopersici，且以分子鑑定確認其

為生理小種2 (race 2)。厚膜孢子的製備，利用栽培介質BVB

（BioFlora Singapore Pte Ltd.）製作土壤萃取液，並添加0.03% 

硫酸銨（(NH4)2SO4）以誘導產生厚膜孢子(8)。將製備好的厚膜

孢子懸浮液置於離心管，保存在4℃冰箱。

厚膜孢子與小分生孢子之接種潛勢比較

為確定以土壤萃取液製備的厚膜孢子是否仍具有致病力，

並比較其與小分生孢子的接種潛勢。利用前述製備的厚膜孢

子懸浮液及培養於馬鈴薯葡萄糖瓊脂培養基（potato dextrose 

agar，以下簡稱 PDA，1 L 含 potato 200 g之煎汁、glucose 20 

g、agar 20 g）的分生孢子液，混拌至BVB栽培介質中，分別配

製成濃度為104 spores/g之帶菌介質。將播種3週的番茄苗（農

友301）移至上述帶菌介質中，置於28℃生長箱（12小時光照

／12小時黑暗），每週觀察各苗株的罹病情形，並參考前人

研究方式計算罹病度(28)。厚膜孢子與小分生孢子分別進行3重

覆，每重覆5株苗株，共連續觀察5週。

溫度處理對於厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較

將厚膜孢子或小分生孢子配製成5×104 spores/ml的孢子懸

浮液，取100 µl塗佈於2% 水瓊脂培養基（water agar，以下簡稱

WA，1 L含agar 20 g）平板上，將培養基分別置於4、8、12、

16、20、24、28、32及36℃之定溫箱，並以鋁箔紙密封避光。

經過24小時後，以光學顯微鏡 (Olympus BX51) 觀察孢子的發

芽情形，計算其發芽率，發芽管若未超過該孢子長度則視為沒

有發芽，每皿培養基隨機挑選5 - 6個視野，每個視野約有20顆

孢子，共計算100顆孢子，每個溫度處理進行5重覆。短暫熱處

理對發芽率之影響，則利用乾浴槽分別將孢子懸浮液加熱至

40、50、60、70及80℃，經過5分鐘熱處理後，塗佈於2% WA

平板上，放置於28℃定溫箱培養，並以未經過熱處理的孢子懸

浮液作為正對照組，經過24小時後調查發芽率，方法同上所

述。

酸鹼值處理對於厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較
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溫度處理對厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較

厚膜孢子和小分生孢子在4 - 36℃的溫度下培養，發芽率

於20 - 32℃時皆可超過90%，而在4℃及8℃發芽率均低於5%。

當溫度為36℃時，厚膜孢子的發芽率（94.8%）顯著高於小

分生孢子（38.4%）。溫度為低溫12℃及16℃時，小分生孢

子的發芽率（66.6%及97.0%）則顯著高於厚膜孢子（5.8%及

54.8%）（圖二A）。由此顯示當溫度提高時厚膜孢子較小分

生孢子有較佳的發芽率，但於低溫時發芽率顯著低於小分生

孢子。為了解短暫熱處理對兩種孢子發芽率的影響，進一步

於高溫下處理5分鐘後，移回28℃培養。當熱處理溫度為50℃

以下時，兩種孢子的發芽率均未有影響；當提升至60℃，厚膜

孢子及小分生孢子的發芽率分別降低至11.1% 及2.8%；在超過

70℃時，小分生孢子無法發芽，厚膜孢子則僅約5%發芽（圖

二B），顯示短暫熱處理對兩種孢子發芽率的影響相當。

滲透壓逆境對厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較

當氯化鈉濃度為2.5%以下時，厚膜孢子和小分生孢子的發

芽率皆可達90%以上。濃度超過8%以上時，兩者幾乎都不會發

芽。而濃度為5 - 7% 時，厚膜孢子的發芽率為64 - 90.2%，小

分生孢子則低於35%（圖三A），顯示厚膜孢子對氯化鈉之滲

透壓耐受性較高；而山梨糖醇濃度為2 M以下時，厚膜孢子和

小分生孢子的發芽率皆超過90%。當濃度為3M時，兩者的發芽

率皆略為下降，小分生孢子的發芽率（70.8%）略低於厚膜孢

子（81.0%）（圖三B），顯示厚膜孢子對山梨糖醇之滲透壓耐

受性亦略高於小分生孢子。

可使用防治Fusarium  spp. 萎凋病的推薦藥劑，分別測試目

前台灣市售之四種殺菌劑：撲克拉（prochloraz）、貝芬替

（carbendazim）、賽普護汰寧（cyprodinil + fludioxonil）及鋅

錳乃浦（mancozeb）。將殺菌劑配置為水溶液，分別加入滅

菌降溫至約40 - 50℃的2% WA，製成含有1、50、100、500、

1,000、2,000及3,000 ppm殺菌劑的培養基，試驗接種方法與培

養條件如上述，並以未添加殺菌劑的WA作為正對照組。經過

24小時後，每皿培養基計算100顆孢子，每個處理及濃度進行5

重覆。

厚膜孢子與小分生孢子於細胞構造之差異

參考Son等人(30)的研究，將厚膜孢子或小分生孢子懸浮

液，以碘液（60 mg/ml KI + 10 mg/ml I2 in dH2O）染色，觀

察細胞中的肝醣（glycogen）於光學顯微鏡下之染色情形；

以Calcofluor white（excitation 356、emission 445/50）溶液

（Fluka®）染色細胞壁及尼羅紅（Nile red，1 mg/1 ml MeOH）

染色脂質，於螢光顯微鏡（DE/Axio Imager A1 microscope, Carl 

Zeiss, Oberkochen, Germany）下以濾片組（Calcofluor white: 

excitation 356、emission 445/50；Nile red: excitation 546/12、

emission 590）篩選特定波長，觀察結合於細胞構造的螢光劑

所激發出的螢光，並以影像處理軟體AxioVision（Ver 4.8, Carl 

Zeiss）進行圖像之後製套色。

統計及分析方法

以SPSS 6.1.3（Statistical Product and Service Solutions, SPSS 

Inc., Chicago, USA）軟體進行統計分析。分別將各處理之厚膜

孢子與分生孢子發芽率，以比較平均數法之單因子ANOVA分

析，選擇最小顯著差異法（least significance difference, LSD）

進行檢定（p≦0.05），分析及比較各種處理之間是否有顯著

差異。

結　　果

厚膜孢子與小分生孢子之接種潛勢比較

無論以厚膜孢子或小分生孢子製備之帶菌介質接種，皆於

第3週時出現典型番茄萎凋病之病徵，下位葉開始輕微黃化；

第4週起，部分以厚膜孢子接種者出現較為嚴重的病徵，葉片

黃化轉多，且少數苗株已開始萎凋或明顯矮小，小分生孢子組

則與第3週狀況相當；第5週時，厚膜孢子接種的處理組發病率

已達86.7%，整體罹病度達42.7%，而小分生孢子接種的處理組

發病率為66.7%，罹病度則為18.7%（圖一）。結果顯示，本研

究所誘導的厚膜孢子確實具病原性，且比小分生孢子具較高的

接種潛勢。

圖一、利用番茄萎凋病菌的厚膜孢子與分生孢子分別接種番茄幼苗之

罹病度比較。

Fig. 1.	 The disease severity of tomato fusarial wilt of tomato seedlings 

inoculated respectively by chlamydospores and microconidia of 

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolate CT-Fo-5. Vertical 

lines represent standard deviation.
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氧化逆境對厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較

當過氧化氫濃度達1.5 mM，厚膜孢子的發芽率仍有85% 以

上，0 - 1.5 mM各濃度處理並無顯著差異。小分生孢子的發芽

率則在1 mM以上時顯著下降，當濃度為1.5 mM其發芽率僅剩

4.9%（圖四A）；在甲萘醌處理下，濃度低於0.75 mM時厚膜

孢子發芽率皆有85%以上，濃度提升至1 mM時明顯受抑制，當

濃度達1.5 mM時則幾乎不會發芽（1.6%）。而小分生孢子則在

0.5 mM以上時發芽率即降至20%以下，濃度超過為1 mM 時則

完全無法發芽（圖四B）。兩種處理皆顯示厚膜孢子對氧化逆

境較小分生孢子具有更高的耐受能力。

酸鹼值處理對厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較

當pH值為4 - 7時，厚膜孢子和小分生孢子的發芽率皆接近

100%。pH值為1時，兩者皆無法發芽。在pH值為8時，厚膜孢

子的發芽率仍有86.4%，而小分生孢子的發芽率已降至55.2%，

當pH為9 - 11時，厚膜孢子的發芽率（41.2 - 60.4%）顯著高於

小分生孢子的發芽率（0 - 1.2%）（圖五A），顯示厚膜孢子對

於pH值的耐受程度較廣，且在鹼性環境下明顯優於小分生孢

子。

剛果紅處理對厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較

當剛果紅濃度為100 ppm時，兩者的發芽率皆與未添加剛

果紅之處理有顯著的下降，隨著剛果紅濃度增加，兩者發芽率

圖三、滲透壓對於番茄萎凋病菌厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比

較。(A) 不同濃度的氯化鈉處理；(B) 不同濃度的山梨糖醇處

理。

Fig. 3.	 The effect of osmotic pressure on the germination of chlamydospores 

and microconidia of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolate 

CT-Fo-5. (A) Fungal spores were cultured in media with different 

concentrations of NaCl.; (B) Fungal spores were cultured in media 

with different concentrations of sorbitol. Bars with different letters 

are significantly different at p = 0.05 based on LSD. Vertical lines 

represent standard deviation.

圖二、溫度處理對於番茄萎凋病菌厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比

較。(A) 不同溫度處理；(B) 不同溫度的短暫熱處理。

Fig. 2.	 The effect of temperatures on the germination of chlamydospores and 

microconidia of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolate CT-

Fo-5. (A) Fungal spores were cultured in consistent temperatures; (B) 

Fungal spores were treated with a 5-minute heating before cultured at 

28℃. Check treatment was cultured at 28℃without heating. Bars with 

different letters are significantly different at p = 0.05 based on LSD. 

Vertical lines represent standard deviation.
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圖四、氧化逆境對於番茄萎凋病菌厚膜孢子與小分生孢子發芽率之

比較。(A)不同濃度的過氧化氫處理；(B) 不同濃度的甲萘醌處

理。

Fig. 4.	 The effect of oxidative stresses on the germination of chlamydospores 

and microconidia of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolate 

CT-Fo-5. (A) Fungal spores were cultured in media with different 

concentrations of H2O2; (B) Fungal spores were cultured in media 

with different concentrations of menadione. Bars with different letters 

are significantly different at p = 0.05 based on LSD. Vertical lines 

represent standard deviation.

圖五、酸鹼值與剛果紅處理對於番茄萎凋病菌厚膜孢子與小分生孢子

發芽率之影響。(A) 不同pH值處理；(B) 不同濃度的剛果紅處

理。

Fig. 5.	 The effect of pH values, and Congo red on the germination of 

chlamydospores and microconidia of Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici isolate CT-Fo-5. (A) Fungal spores were cultured in 

potato dextrose broth with different pH values; (B) Fungal spores 

were cultured in media with different concentrations of Congo red. 

Bars with different letters are significantly different at p = 0.05 based 

on LSD. Vertical lines represent standard deviation.

雖然漸減，但各濃度處理間並無明顯變化之趨勢。厚膜孢子在

剛果紅濃度為100 - 500 ppm時，發芽率約為61.5 - 75.7%。當剛

果紅濃度為200 ppm以上時，小分生孢子的發芽率皆低於40%

（圖五B）。

不同殺菌劑處理對厚膜孢子與小分生孢子發芽率之比較

在撲克拉處理下（圖六A），小分生孢子在濃度1 ppm時

孢子發芽抑制率即達到90%以上，厚膜孢子則隨著藥劑濃度提

升，抑制率隨之提升，在3,000 ppm時抑制率達65.9%；貝芬替

處理時，小分生孢子對此藥劑較不敏感，在貝芬替3,000 ppm以

下時抑制率皆未超過10%，厚膜孢子則隨著貝芬替濃度提升而

抑制率亦增加，在3,000 ppm時為39.7%；兩種孢子皆對賽普護

汰寧不敏感，即使賽普護汰寧濃度達3,000 ppm，抑制率均未超

過4%；而鋅錳乃浦處理下（圖六B），濃度超過50 ppm皆對於

兩種孢子之發芽抑制率達到100%。進一步以碘化丙啶染色檢

測鋅錳乃浦處理後的厚膜孢子，紅色螢光顯示厚膜孢子已失去

活性，碘化丙啶因此可進入細胞內與DNA結合（圖六C）。

厚膜孢子與小分生孢子於細胞構造之差異

為了解厚膜孢子與小分生孢子在細胞構造上是否有差異，

並可能導致逆境下的耐受性不同。以碘液染色觀察細胞的肝

醣，厚膜孢子經過其染色後，由透明無色轉為呈現紅棕色，小

分生孢子染色後之呈色則不明顯（圖七）；而Calcofluor white

可以與真菌細胞壁之幾丁質（chitin）結合，經過染色後以螢
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圖六、殺菌劑處理對於番茄萎凋病菌厚膜孢子與小分生孢子發芽率之

影響。(A) 撲克拉；(B) 鋅錳乃浦；(C) 碘化丙啶染色檢測鋅錳乃

浦處理後之厚膜孢子。

Fig. 6. The effect of fungicides on the inhibition of germination of 

chlamydospores and microconidia of Fusarium oxysporum f. sp. 

lycopersici isolate CT-Fo-5. (A) Prochloraz; (B) Mancozeb; (C) The 

propidium iodide staining of chlamydospores treated with mancozeb. 

Bars with different letters are significantly different at p = 0.05 based 

on LSD. Vertical lines represent standard deviation. (bar: 10 µm)

光顯微鏡觀察孢子之細胞壁，厚膜孢子的螢光較為明顯，其細

胞壁具有較厚實明顯的螢光，小分生孢子的螢光呈色較厚膜孢

子弱（圖七）；尼羅紅可以染色細胞之脂質（lipid），經過染

色後發現厚膜孢子內有許多的紅色大亮點散布於其中，小分生

孢子的細胞內亦含有多數小紅點，但其含量相較之下低於厚膜

孢子（圖七）。

圖七、番茄萎凋病菌厚膜孢子與小分生孢子於細胞構造之差異。厚膜

孢子及小分生孢子分別以碘液染色肝醣；Calcofluor white染色幾

丁質細胞壁；尼羅紅染色孢子內脂質。

Fig. 7. Cel lular  s t ructure dif ferences between chlamydospores and 

microconidia of Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici isolate CT-

Fo-5. Chlamydospores and microconidia were stained with iodine 

solution (KI + I2) for glycogen, with Calcofluor white for chitin-

containing cell wall, and with Nile red for cellular lipid. Calcofluor 

white staining and Nile red staining were examined by a fluorescent 

microscope. (bar: 10 µm)



討　　論

利用栽培介質BVB萃取液所製備的厚膜孢子，不僅濃度

及純度皆得以快速計算，且產量大、易保存(8)。從接種結果顯

示，此方法製備之厚膜孢子仍具有病原性，且相同濃度下其造

成的病害比分生孢子更顯著，適合作為日後接種試驗之接種

源。在許多F. oxysporum的接種試驗中，會以分生孢子來取代

厚膜孢子(22, 26)，或以較強勢的剪根或浸根接種法(27)，較不符合

田間病害發生的感染模式。前人研究也指出，厚膜孢子在有寄

主存在的根圈時，發芽速率會明顯比分生孢子來得快，即使厚

膜孢子濃度較分生孢子低，卻能造成更為嚴重的病害(10)。本研

究之結果亦可印證，厚膜孢子比分生孢子之接種潛勢來得更

強。若在接種時以分生孢子取代厚膜孢子，可能會低估實際病

害發生的嚴重度。

在溫度的試驗中，厚膜孢子可以耐受較高的培養溫度，高

溫（36℃）下發芽率較分生孢子高、低溫（16℃以下）時發芽

率下降，可印證夏季於植物生長逆境的高溫環境下該病害好發

的特性，而在低溫時不適病原菌生長，厚膜孢子可能處於休

眠狀態，待氣溫回升再發芽以利侵入感染。此外，厚膜孢子

在偏酸性的條件下發芽率較高，與前人研究相符合(13)，亦可印

證田間該病害於偏酸性土壤發生較為嚴重(7)；在鹼性環境下，

厚膜孢子的發芽率雖然高於小分生孢子，但與偏酸性及中性

pH值相較已有顯著降低，且其發芽管呈現多分支且粗短（約

20 µm），與正常之發芽情形有所不同，為生長受到抑制的狀

態。在防治此病害時，報導指出可利用添加土壤添加物提高土

壤pH值，以減少病害發生(7)，此試驗可以證明，若提高土壤pH

值能使孢子發芽率降低而達到減緩病害之效果。

在滲透壓逆境的測試結果中，氯化鈉濃度需高於7% 以

上，厚膜孢子發芽率才有顯著降低。根據前人的研究 (32)，

Fusarium roseum的大孢子和厚膜孢子經過不同水份潛勢處理

8 - 24小時後，在-1至-20 bars水份潛勢之發芽率都可以接近

100%，若達-60至-80 bars則發芽率趨近於零。在本實驗中，氯

化鈉濃度2.5、7及8% 與水份潛勢之相對應值分別約為-21、-59

及-68 bars，與前人試驗結果大致相當。惟厚膜孢子在氯化鈉

濃度為8% 時，發芽率已不足5%，而F. roseum仍約有40% 的

發芽率，顯示不同種的Fusarium對滲透壓逆境的耐受性有所差

異；而在山梨糖醇的處理下，厚膜孢子與小分生孢子的發芽生

長皆良好，僅濃度達3 M時，發芽率才略為降低。對此真菌而

言，山梨糖醇為非離子型溶質且可能為可利用的醣類養分，更

高的濃度是否對其為逆境，必須進行試驗才可加以定論。比較

兩種滲透壓逆境，離子型物質不僅影響了溶液滲透壓，亦直接

影響生物細胞膜離子通道的開閉。由細胞之泵漏模式（pump 

and leak model）可以得知，細胞內的鈉離子（Na+）、鉀離子

（K+）與氯離子（Cl-）之進出會改變細胞對物質的通透性，進

而改變細胞之活性(16)。此外，本試驗結果亦說明在一般鹽化的
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栽培土壤中，厚膜孢子仍可有效的發芽。

在本試驗中，病原菌對於過氧化氫的耐受濃度比甲萘醌更

高，當濃度達到1.5 mM時，厚膜孢子在前者環境下發芽率仍有

85%，但在後者則幾乎不會發芽；小分生孢子之發芽率在1 mM

過氧化氫即有顯著下降，於濃度超過0.75 mM的甲萘醌則幾乎

無法發芽，可見厚膜孢子對於氧化逆境具有較高的耐受性。

植物在遭受病原菌攻擊時會啟動防禦反應，過程中會釋放出

活性氧化物質（reactive oxygen species, ROS），如過氧化氫、

超氧化物（superoxide, O2•-）、羥基自由基（hydroxyl radicals, 

OH－）等，當植物細胞表面感受到病原菌時，此類物質可以

作為初期的訊息傳遞分子，以誘導防禦相關基因的表現，如

致病相關蛋白（pathogenesis-related proteins, PR proteins）的產

生、phenylpropanoid物質累積及ROS去毒性酶（ROS detoxifying 

enzymes）的生成等(2)。前人研究指出(29)，過氧化氫可抑制病原

菌之活體營養階段（biotrophic phase），增加植物之抗性，但

對於死體營養階段（necrotrophic phase）之病原菌則有促進病

害發生的效果。亦有研究顯示(23)，過氧化氫濃度達0.7 mM時對

死體營養型之百合灰斑病菌（Botrytis elliptica）的孢子發芽沒

有影響，且濃度提升會增加發病之嚴重度。F. oxysporum屬於

半活體營養型真菌，推論其入侵寄主時對低濃度之過氧化氫具

有一定之抗性。甲萘醌可以提供超氧化物陰離子（superoxide 

anion-donor），進而產生超氧化物自由基，再轉換為過氧化氫

或其他誘導氧化逆境之物質。故相對於過氧化氫，甲萘醌可

以促使更多的氧化反應(9)，只要相對低濃度即可顯著抑制孢子

發芽。在前人研究(4, 5)，甲萘醌亞硫酸氫鈉（menadione sodium 

bisulfite, MSB）可用以誘導植物產生抗性，達到降低病害的效

果。但甲萘醌在真菌之生體外（in vitro）測試仍缺乏相關報

導，需要進一步研究才能得知其抑制真菌生長的作用機制。

本研究利用臺灣地區使用於防治病原菌F. oxysporum的殺

菌劑進行生體外之測試，並選擇四種不同作用機制的藥劑，撲

克拉作用機制為抑制固醇類生合成（FRAC G1），推薦防治於

唐菖蒲萎凋病（F. oxysporum f. sp. gladioli）；貝芬錳為貝芬

替與錳乃浦之混合藥劑，推薦用於西瓜蔓割病（F. oxysporum  

f. sp. niveum），貝芬替作用機制為有絲分裂期β-tubulin之抑制

劑（FRAC B1），錳乃浦與鋅錳乃浦則皆為多點作用作用機制

（FRAC M3）；賽普護汰寧為賽普洛及護汰寧之混合藥劑，推

薦用於洋蔥黃萎病（F. oxysporum f. sp. cepae），賽普洛可抑

制甲硫胺酸（methionine）生合成（FRAC D1），護汰寧則影

響滲透調節作用之訊息傳遞（FRAC E2）（Fungicide Resistance 

Action Committee, FRAC, http://www.frac.info/）。在結果顯示，

即使濃度達到3,000 ppm之賽普護汰寧，無論對厚膜孢子或小分

生孢子之發芽抑制率皆未達4%，但發芽管長度較對照組短，

且產生多分支，此類單點作用機制的殺菌劑易產生抗藥性，故

可能試驗用菌株對該藥劑已有抗藥性產生；在貝芬替及撲克拉

處理下，雖然發芽率沒有顯著地被抑制，但生長情形與對照組
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有所差異，如：發芽管短小、畸形、菌絲生長緩慢扭曲及原生

質滲漏等，此二藥劑之作用機制為抑制菌絲生長，故無法有效

阻止孢子的發芽階段。為確認各藥劑對於厚膜孢子為靜菌或殺

菌作用，故將孢子懸浮夜與藥劑溶液共同培養1天後，以碘化

丙啶染色判斷細胞是否仍存活。經過染色後，僅有鋅錳乃浦處

理之厚膜孢子可以被染色至細胞內部，代表細胞已經死亡；其

他藥劑處理之厚膜孢子則與未處理之對照組皆未能被染色，表

示其仍為活細胞。由此得知，鋅錳乃浦對於厚膜孢子為殺菌作

用，而撲克拉及貝芬替對厚膜孢子的發芽抑制則屬於抑菌作

用。

土壤消毒是常使用於土傳性病害的防治方式之一，其中又

常以土壤覆蓋塑膠布搭配太陽能加熱，處理期間至少需要2 - 4

週，日夜溫差可打破病原菌的靜菌作用，進而影響病原菌的

生長(18)。在前人研究中，0 - 5公分的表土溫度可達45 - 50℃，

與未覆蓋塑膠布者相比，溫差至少可達10℃以上，病害發生程

度可減少40 - 75% (21)。另篇研究亦指出，土壤溫度達52 - 60℃

時，病原菌族群密度顯著降低75 - 100% (18)。本試驗中，50℃

的短暫熱處理後，厚膜孢子和小分生孢子的發芽率與對照組幾

乎沒有差異，需達60℃以上時發芽率才有顯著降低；在前人對

F. oxysporum f. sp. niveum的厚膜孢子進行生體外的加熱測試

中(14)，雖然高溫僅有38 - 40℃，但處理時間為30 - 120分鐘即能

使其發芽率最多降低33%；亦有研究(3)測試F. oxysporum f. sp. 

vasinfectum厚膜孢子在高溫下的殘存，於39 - 41℃下培養10天

後，厚膜孢子幾乎完全無法存活。故在防治此病害上，除了處

理溫度是主要因子之一，處理時間也必須加以斟酌，時間太短

會讓接種源無法有效降低，但過長又會影響作物的種植期。

在細胞染色的結果中，厚膜孢子體內所具有的肝醣及脂質

含量皆較小分生孢子高，幾丁質亦聚集於厚膜孢子之細胞壁

周圍。當真菌遭遇逆境時，通常會需要多種代謝反應來抵禦

外界環境，細胞內的脂質及肝醣是真菌儲存能量的主要來源
(15)，稻熱病菌(Pyricularia oryzae)可將脂質及肝醣轉換為甘油

（glycerol）而改變附著器（appressoria）之膨壓（turgor）(34)，

甘油亦可幫助真菌耐受高濃度鹽類的環境(1)，故如果孢子體內

脂質及肝糖含量較高，對於環境之滲透壓耐受性可能會有所提

升。此外，幾丁質為高等真菌的細胞壁主要成分，提供保護細

胞之功能以降低滲透壓逆境、物理性傷害及外來物質之影響(11, 

19, 20)，厚膜孢子顧名思義具有較厚的細胞壁，亦藉由孢子染色

得知，其具有較厚的幾丁質細胞壁。本研究實驗證明，番茄萎

凋病菌厚膜孢子較小分生孢子於各項物理及化學的逆境中更具

有耐受性，並詳細提供番茄萎凋病菌厚膜孢子於各逆境成分濃

度之耐受情形，而厚膜孢子的細胞壁及內部成分檢測也進一步

提供其耐逆境的部分相關線索，相信對番茄萎凋病菌的殘存研

究提供更明確的依據。
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ABSTRACT
Chen, Yuan-Yu1, Huang, Jenn-Wen1, 3, Wang, Chih-Li1, 2, 3* 2019. 

Analysis of stress resistances of chlamydospores of Fusarium 

oxysporum f. sp. lycopersici. J. Plant Med. 61(4): 21-30.
*Corresponding author, C. L. Wang, E-mail:clwang@nchu.edu.tw

Fusarium oxysporum f. sp. lycopersici is an important fungal 

pathogen of tomato. It is able to survive in soil for several years, 

and is one of the important factors resulting in continuous cropping 

obstacle of tomato. It is considered that chlamydospores are the 

important survival structure of the pathogen and are more tolerant to 

environmental stresses than conidia. However, the scientific reports 

of chlamydospore resistant abilities to environmental stresses are 

still lacking in studies of F. oxysporum f. sp. lycopersici. Here, 

chlamydospores of F. oxysporum f. sp. lycopersici race 2 isolate 

CT-Fo-5 induced from sterilized potting soil broth were used to 

compare with microconidia on germination under stress conditions 

and on biological structures. Results indicated that chlamydospores 

displayed higher inoculum potential of causing tomato seedling wilt 

than microconidia. Chlamydospores showed higher germination than 

microconidia under high temperatures, high pH values, high osmotic 

pressures, high oxidative stresses and high concentrations of Congo 

red. Germination of chlamydospores was effectively inhibited by 

high temperature (>60℃) and mancozeb (>50 ppm).  In addition, it 

was observed under fluorescent staining that chlamydospores contain 

thicker chitin cell wall and more abundant glycogen and lipid than 

microconidia. The study provides evidences that chlamydospores of 

F. oxysporum f. sp. lycopersici are more resistant to environmental 

stresses than microconidia.

Keywords: Fusarium, chlamydospore, microconidium, stress, spore 

germination, spore structure


