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水稻徒長病菌鑑別培養基之研發1 

許晴情2、陳啟予3、黃振文3 

摘  要 

  由病原真菌Fusarium fujikuroi所引起的水稻徒長病(Bakanae disease of rice)是重要的水

稻病害之一，雖以播種前進行種子消毒為主要的防治方式，然此病害仍不時在田間普遍發

生。本病主要透過種子傳播，若能在稻種播種前即時偵測其帶菌率，進一步與秧苗期之發

病率連結，便能預先排除帶菌率高者進入苗盤種植，減少秧苗期與本田期的危害。為了能

夠偵測出稻穀之帶菌情形，本研究開發的水稻徒長病菌鑑別培養基，定名為FFC培養基，

其配方為20 g Galactose、2 g L-asparagine、1 g K2HPO4、0.5 g MgSO4．7H2O、0.5 g KCl、

0.01 g Fe-Na-EDTA、1 g Na2B4O7．10H2O、20 g agar 與1 L 水。將其pH值調整為4.5，經高

溫高壓滅菌後添加1 ppm 放線菌酮、2 ppm大克爛、5 ppm腐絕、10 ppm福多寧、1 ppm依

普同、1,000 ppm氯化鋰及200 ppm氯黴素。本鑑別培養基可鑑別出稻種上常見的Fusarium

種類，甚至可區別形態上極為相似的F. proliferatum。 

關鍵詞：水稻徒長病、水稻徒長病菌、鑑別性培養基、五氯硝基苯 

前  言 

水稻徒長病最早於1828年於日本已有本病害記載(15)，如今在全球各地水稻主要產區皆有

危害。危害嚴重的稻田，可減產達40%(24)。近幾年來，在臺灣東西部均造成嚴重危害，尤以

臺東與花蓮地區最為嚴重，抽穗期田間可見許多「高人一等」的病株。由於種子帶菌為最主

要之感染途徑，種子消毒為長久以來控制本病害之策略，並慣行施用化學藥劑(如撲克拉、得

克利等)或微生物 (17)進行種子消毒來防治此病害。然而此病仍是一而再的復發。前人研究顯示，

臺灣水稻徒長病菌株可能已對常用的稻種消毒藥劑(撲克拉及得克利)產生抗藥性(2,5,6,7)，而追

溯本源，若能在種植前先一步進行種子檢查，偵測其徒長病菌之存在多寡，進一步預測種子

播種至苗盤之發病率，即能預先避免播種高帶菌率之種子，以降低秧苗期的危害，並減少田

間徒長病株發生率。根據目前水稻良種繁殖三級制度，稻種提供流向為：中央主管機關管轄

的原原種田生產原原種種子(foundation seed)；再由縣(市)政府輔導優良農民設置原種田，育

出原種種子(registered seed)；最後由鄉鎮農會委託經驗良好之育苗業者設置採種田，以原種 
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生產採種種子(certified seed)，各主管機關將針對原原種、原種及採種三者進行種苗檢查。從

種子傳播病害防堵的角度而言，若能於種苗檢測時及時偵測病原菌，則可以對原原種子與原

種子及採種種子進行把關，生產健康無病菌之種子。偵測種子病原菌常用的方法是利用選擇

性培養基進行偵測與專一性引子進行偵測。Amatulli等人 (9)利用水稻徒長病菌在Transcription 

elongation facter 1α(TEF 1-α)片段上具有識別性的區域，設計水稻徒長病菌的專一性引子對，

能偵測存在於水稻罹病組織與種子內的病原菌，但此法針對大量的種子進行檢測時，僅能測

出有無大量病原菌的存在，無法反應受到汙染的種子所占比例。此外，能否預測育苗盤上秧

苗的發病狀況不得而知。若能發展偵測水稻徒長病菌鑑別性培養基，取得帶菌率與苗期發病

率的關係，則可進一步在源頭端對種子品質把關，應可阻絕病害在育苗盤上發生。 

在水稻種子上亦常出現許多和水稻徒長病菌同屬之Fusarium真菌(21)，如F. graminearum、

F. semitectum、F. oxysporum、F. solani等，甚至包括有和水稻徒長病菌形態相似，同屬於F. 

fujikuroi species complex(FFSC)複合種之F. proliferatum與F. verticillioides(12)，其中又以F. 

proliferatum和水稻徒長病菌無論是形態上或是DNA序列上皆極為相似而難以區分。目前已有

針對鐮孢菌Fusarium屬開發許多選擇性培養基，如Nash-Snyder培養基(22,23)、Malachite Green 

Agar (11)、PDID (Potato Dextrose Iprodione Dochloran Agar) (8)、Rb-UG (Rose Bengal-Glycerine- 

Urea Medium) (28)及CZID (Czapek Dox Iprodione Dichloran Agar) (8) 等。然而這些針對Fusarium

所設計出的選擇性培養基僅能簡易分辨出此屬之真菌，無法專一的辨別出水稻徒長病菌

Fusarium fujikuroi， 只 有 Komada培 養 基 (19) 可 以 偵 測 分 離 出 F. oxysporum； SSM (Specific 

Screening Medium) (29)可以偵測分離出F. pesudograminearum。所以針對水稻徒長病菌，仍有

必要另行開發出能專一性選擇分離該病菌之培養基。在前述慣用之Fusarium選擇性培養基中，

Nash–Snyder培養基、Komada培養基及Rose Bengal-Glycerine-Urea agar皆使用五氯硝基苯 

(Pentachloronitrobenzene, PCNB)，其致癌性已遭多國明令禁用(14,27)，目前已不易取得，造成研

究上之困難。  

本研究希望能夠從前人發展成熟的多種Fusarium spp.選擇性培養基中，找尋適合水稻徒

長病菌生長的基礎培養基，而後測試能抑制其他快速生長的Fusarium spp.的藥劑以替代五氯

硝基苯，追而評估多種水稻上常出現之Fusarium spp.生長狀況，最後找出合適的基礎培養基

與藥劑配方，完成培養基之開發。 

材料與方法 

一、菌株來源、收集及鑑定 

本試驗供試菌株之來源及收集方式分為兩種： 
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(一) 自罹病組織分離：採集水稻徒長病株，切取褐化莖稈片段約1 cm2大小，浸泡1%次氯酸

鈉溶液30秒後，以滅菌過的蒸餾水漂洗30秒，再以無菌濾紙吸乾，置於Komada 培養

基上，於每日12小時光照，28°C下置於培養箱中培養，四天後可觀察到菌絲自罹病組

織上長出，切取單一菌絲進行分離。 

(二) 自稻穀分離：自全臺各農業試驗改良場取得之100年第二期稻作稻穀，置於1.5%水瓊脂

(water agar, WA)上，於每日12小時光照，28°C，5天後切取單菌絲獲得的菌株。  

前述方式獲得的菌株，依據The Fusarium Laboratory Manual(20)之物種描述，將菌株移植

至Spezirller Nahrsypffarmer Agar (SNA) 與Carnation Leaf Agar (CLA)，以觀察其微觀之產孢構

造；移植至Potato Dextrose Agar (PDA)以觀察其巨觀之菌落形態。除形態鑑定外，針對Fusarium 

spp.之translation elongation factor (TEF 1-α)序列，以EF-1 and EF-2引子對，依照Amatulli等人

發表 (9)之增幅條件進行PCR後定序，並與美國國家生物技術資訊中心 (National Center for 

Biotechnology Information, NCBI)網站之核酸基因庫序列群組分析程式(Basic Local Alignment 

Search Tool, BLAST)與基因庫中的序列進行相似度比對。 

二、測試最適基礎培養基 

以既有的Fusarium選擇性培養基(去除抑菌物質)進行測試，包含Nash-Snyder 培養基(22) 、

Komada 培養基 (19)、Tochinai培養基 (16)、Bilai培養基、D.B.G培養基 (32)、Park培養基 (16) 、

Selective Fusarium agar (SFA)、Rose Bengal-Glycerine-Urea 培養基(RbGU)及PDA培養基。測

試菌株為F. fujikuroi IL01、TJ01、F. semitectum 菌株FSEM1(分離自斗六的臺農84號穀粒)、

F. verticillioides菌株FVR及F. proliferatum 菌株FP1。單孢培養於1.5%水瓊脂(water agar, WA)

上培養七天後，以1號打孔器切取菌落邊緣的菌絲塊(直徑4 mm)，再將菌絲塊置於不同的基礎

培養基平板中央，每1培養基平板為1重複，每處理有4重複。平板置於每日12小時光照的28°C

定溫箱中培養五天後，以數位相機(D80, Nikon Ltd, Japan)拍照記錄菌落的形態，並同時以下

列方式量取菌落的大小： 

菌落大小=
(最短菌落直徑＋最長菌落直徑)

�
	- 菌絲塊直徑(4 mm) 

三、篩選具抑制非F. fujikuroi菌株之他種Fusarium屬菌株之抑制劑 

選擇共計十二種藥劑抑菌物質：十六烷基三甲基溴化銨(cetyl trimethylammonium bromide, 

CTAB)、放線菌酮(cycloheximide)、撲克拉(Prochloraz)、免賴得(Benomyl)、腐絕(Thiabendazole)、

五氯硝基苯(pentachloronitrobenzene, PCNB)、賓克隆(Pencycuron)、福多寧(Flutolanil)、孔雀

綠(malachite green)、玫瑰红(rose bengal)、腐絕(Thiabendazole)及大克爛(Dicloran)。以前述

Komada基礎培養基(後以dKomada培養基簡稱)，內含20 g Galactose、2 g L-asparagine、1 g 

K2HPO4、0.5 g MgSO4．7H2O、0.5 g KCl、0.01 g Fe-Na-EDTA、1 g Na2B4O7．10H2O、20 g agar 
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與1L水，利用10%磷酸將pH值調整為4.5，經高壓滅菌(121℃，15 lb，15 min)後，當培養基溫

度降至約為50-60℃時，將上述藥劑以1 ppm 與10 ppm最終濃度配置成為培養基平板。將水稻

徒 長 病 IL01 與 TJ01 菌 株 、 F. semitectum FSEM1 菌 株 、 F. verticillioides FVR 菌 株 及  F. 

proliferatum FP1菌株單孢培養於1.5% WA上，每日12小時光照，28°於定溫箱中培養七天，再

以1號打孔器切取菌落邊緣的菌絲塊(內直徑4 mm)，再將菌絲塊置於不同的基礎培養基平板中

央，每一培養基平板為1重複，每處理有4重複。平板置於每日12小時光照的28°C定溫箱中培

養四天後，並量測菌落大小，計算方式同前述。 

依 據 前 述 篩 選 出 腐 絕 及 大 克 爛 於 不 同 濃 度 下 對 水 稻 徒 長 病 菌 發 芽 管 長 度 之 影 響 ：

dKomada培養基經高溫高壓滅菌並冷卻後，分別製成含1、2、3、4或5 ppm的大克爛或腐絕培

養基平板，隨後取徒長病菌IL01與TJ01兩菌株的孢子懸浮液(濃度約5×105 spores/mL)20 µL滴

到受測培養基平板上。對照組則以無添加腐絕或大克爛之dKomada培養基做對照。上述試驗

培養於28℃中光照培養12小時，切取平板的瓊脂塊置於載玻片上並以蓋玻片壓平，至於光顯

微鏡下鏡檢，同時以數位相機(D5200, Nikon, Japan)拍攝，再以軟體Image J測量數位影像中病

原菌發芽管的長度，每重複逢機測量25個分生孢子，每處理有4重複。 

四、測試氯化鋰(Lithium chloride)與氯黴素(Chloramphenicol)之適合濃度 

依參考文獻(31)中所使用之氯化鋰(Lithium chloride)濃度，於dKomada培養基中添加氯化鋰

並調整至1,000-5,000 ppm;而氯黴素同樣添加於dKomada培養基中，並調整最終濃度為50、100、

150或200 ppm，並將水稻徒長病菌株IL01與TJ01之菌絲塊放置兩培養基上。培養條件及菌落

量測大小同前述。 

五、比較所開發出之FFC鑑別性培養基與Komada 培養基之效果 

設計出選擇性培養基之配方為20 g Galactose、2 g L-asparagine、1g K2HPO4、0.5 g MgSO4．

7H2O、0.5 g KCl、0.01 g Fe-Na-EDTA、1 g Na2B4O7．7H2O與1 L水。將pH值調整為4.5後，經

高溫高壓滅菌冷卻過後加入1 ppm 放線菌酮、2 ppm大克爛、5 ppm腐絕、10 ppm福多寧、1 ppm

依普同、1,000 ppm氯化鋰、及200 ppm氯黴素，將此培養基命名為FFC培養基，並與普遍使用

於 分 離 Fusarium 的 Komada培 養 基 進 行 比 較 。 將 水 稻 上 分 離 的 F. fujikuroi (L01 、 TJ01 、

TNTN1132、TNKH14559及SDB2菌株)、F. semitectum(FSEM1菌株)、F. verticillioides(FVR、

FVC菌株)及F. proliferatum(FPA2、FPA3及FP01菌株)培養於1.5% WA上七天後，以4 mm 打

孔器打成菌絲塊，放置在上述兩種培養基配方中，置於每日12小時光照的28℃定溫箱中培養5

天後進行記錄，並以數位相機(D80, Nikon, Japan)拍照記錄菌落的形態。 

 

 



水稻徒長病菌鑑別培養基之研發 57

六、FFC鑑別性培養基對F. fujikuroi菌株回收效能測試 

將IL01菌株配製成濃度為1×105 spores / mL的孢子懸浮液，取60 mL後，加入120顆水稻(臺

南11號，TN11)種子進行浸泡。連續搖瓶以120 r.p.m. 於28℃下浸泡30分鐘後，除去多餘的菌

液，將種子陰乾1小時，取60顆種子，以40 ml無菌水在28℃、120 r.p.m震盪15分鐘。取5 µL

前述種子震盪液，計算其孢子數，重複3次取其平均，回推500 µL種子震盪液中含有之水稻徒

長病菌量作為原始菌量。回收菌量計算則由種子震盪液另取500 µL均勻塗佈在FFC培養基、

Komada培養基、dKomada培養基平板上，於28℃，12小時光照下培養四天後計數每一平板培

養 基 上 的水 稻 徒 長病 菌 落數 與 雜菌 落 數 (細 菌 與真菌 )， 每處 理 5重 複 。 回收 率 (Recovery 

efficiency)的計算方式為： 

 回收率(%)＝(回收菌量 ÷原始菌量) × 100 

七、徒長病菌於自然帶菌種子與人工帶菌種子在FFC鑑別性培養基上之形態 

以人工帶菌種子製備：參考Kato等人(18)製備人工帶菌種子。將人工帶菌種子，隨機取種

子置FFC鑑別性培養基上，每皿14顆種子，共放置140顆。由行政院農業委員會臺南區改良場

所提供之水稻(臺南11號，TN11)自然種子，隨機取種子置FFC鑑別性培養基上，每皿14顆種

子，共放置140顆。種子放置完成，將培養基置於28℃下、12小時光照培養5天後，記錄其形

態。 

結  果 

一、供試菌株分離及鑑定 

 (一)菌株的分離與形態鑑定 

針對水稻及其他基質上所分離的菌株共12株(表一)。經形態學、分子學鑑定之結果，

其中得到F. fujikuroi菌株共5株、F. proliferatum之菌株共3株、F. verticillioides共2株及F. 

semitectum 1株。  

F. fujikuroi的菌株在PDA上會產生淡粉紅色氣生菌絲(圖一A)，背面色素為淡橘色(圖一

B)，少數為紫色。有些菌株具黏膜狀的菌落形態，產孢能力差，氣生菌絲減少。於Spezirller 

Nahrsypffarmer Agar (SNA)上，其小分生孢子為呈卵形至棍棒狀(圖一D)，一端扁平，無隔

膜，長為4.8-10.5 µm，平均值為6.0 µm；寬為2.6-5.2 µm，平均值為3.5 µm；小孢子著生於

單瓶狀枝或多瓶狀枝的分生孢子梗上，呈中短鏈或呈假頭狀排列(圖一E及F)。大多數菌株

會產生大分生孢子(圖一C)，大孢子長為33-52 µm，平均值為41 µm；寬為5.0-13.5 µm，平

均值為8.9 µm，形狀瘦長且兩端為內彎，頂細胞(apical cell)呈彎曲狀，基細胞(basal cell)形
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狀較不明顯，隔膜數3-5，且未觀察到厚膜孢子。培養久後會在培養基上產生肉眼可見的淡

橘色分生孢子褥。 

F. proliferatum於PDA上生長較F. fujikuroi快，菌落氣生菌絲茂密，常有不規則的菌落邊

緣。背面色素多呈紫灰色至白色。 

F. verticillioides於PDA上生長較F. fujikuroi快，菌落可見氣生菌絲，背面色素呈橘色、淡

紫色至白色(圖二A及B)。其小孢子著生於單瓶狀枝的產孢細胞上，以極長鏈方式鏈狀(>30顆

小孢子)排列於產孢梗上，此外，亦有假頭狀累積之產孢梗散生其中，幾乎不產生大孢子(圖

二C-F)。 

圖一、Fusarium fujikuroi IL01 菌株型態。(A)培養於 PDA 之菌落正面；(B)培養於 PDA 之菌落背面；

(C)大孢子；(D)小孢子；(E)複瓶狀枝產孢梗(箭頭指處)；(F)小分生孢子短鏈狀著生。 

Fig. 1. Morphology of Fusarium fujikuroi isolate IL01(A)Colony on PDA medium; (B)Reverse side of 

colony on PDA medium; (C)Macroconidia; (D)Microconidia; (E)Polyphialidic conidiogenous cell 

(arrowhead); (F)Microconidia in short chains. 

10µm 

5µm 

5 µm 

10 µm 
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圖二. F. verticillioides FVR菌株型態。(A)培養於PDA之菌落正面；(B)培養於PDA之菌落背面；

(C)小孢子長鏈狀著生；(D)小孢子；(E-F)小孢子以長鏈狀排列於產孢梗。 

Fig. 2. Morphology of F. verticillioides isolate FVR (A)Colony on PDA medium; (B)Reverse side 

of colony on PDA medium; (C)Monophialidic conidiogenus cell; (D)Microconidia; 

(E-F)Microconidia in long chains. 
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表一、本研究所使用的菌株與分離來源 

Table 1. Fusarium spp. used in this study 

 

表二、不同Fusarium屬種類在不同培養基上之菌落半徑 

Table 2. Effect of different media on the growth of different Fusarium species 

1 Mean ± standard error (n=5) Means within a row followed by the same letter are not significantly different at 5% 

level by Fisher’s protected LSD test.  
2 Antimicrobial agents are excluded. 
3 

IL01 and TJ01= Fusarium fujikuroi, FSEM1= Fusarium semitectum, FVR= Fusarium verticillioides, FP1= 

Fusarium proliferatum. 

 

Fusarium species Isolate designation Source 
GenBank 

Identity(%) Species 

Fusarium 

fujikuroi 

IL01 Diseased rice stem 100.0 F. fujikuroi 

TJ01 Diseased rice stem 100.0 F. fujikuroi 

TNTN1132 Diseased rice stem 100.0 F. fujikuroi 

TNKH14559 Diseased rice stem 99.8 F. fujikuroi 

SDB2 Nature rice seed 100.0 F. fujikuroi 

F. semitectum FSEM1 Nature rice seed 99.0 F. semitectum 

F. proliferatum FPA2 Nature rice seed 100.0 F. proliferatum 

 FPA3 Nature rice seed 100.0 F. proliferatum 

 FP1 Orchid  100.0 F. proliferatum 

F. verticillioides FVR Nature rice seed 100.0 F. verticillioides 

 FVC unknown 100.0 F. verticillioides 

Basal 

medium2 
 

Colony size (mm)1 

IL013 TJ01 FSEM1 FVR FP1 

dKomada 26.0 ± 0.6 b 29.2 ± 0.2 a 25.8 ± 0.3 b 29.7 ± 0.4 a 25.6 ± 0.4 b 

NSBM 28.1 ± 0.4 c 27.0 ± 0.2 c 37.3 ± 0.2 b 46.5 ± 0.6 a 44.3 ± 0.5 a 

Tochinai 31.0 ± 0.2 c 31.7 ± 0.3 c 37.5 ± 2.2 b 46.6 ± 0.3 a 43.5 ± 0.2 a 

Bilai 24.6 ± 0.3 c 26.0 ± 0.4 b 43.0 ± 0.2 a 43.8 ± 0.6 a 28.3 ± 1.2 b 

D.B.G 18.6 ± 0.2 c 22.1 ± 0.2 b 28.8 ± 0.6 a 26.7 ± 0.9 a 27.4 ± 0.8 a 

Park 13.4 ± 0.3 d 13.5 ± 0.1 d 19.6 ± 0.6 c 32.1 ± 0.3 a 21.2 ± 0.7 b 

SFA 30.4 ± 0.2 d 26.6 ± 0.2 d 50.7 ± 0.3 a 47.7 ± 0.2 b 33.3 ± 0.9 c 

Rb-UG 33.0 ± 0.6 c 29.1 ± 0.6 d 34.8 ± 1.3 c 42.3 ± 0.4 a 38.3 ± 0.7 b 

PDA 21.1 ± 0.4 c 23.7 ± 0.3 c 48.2 ± 1.3 a 45.4 ± 0.7 a 39.6 ± 0.4 b 
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 (二)分子生物學鑑定 

所有水稻上分離得菌株之TEF 1-α序列與美國國家生物技術資訊中心(National Center 

for Biotechnology Information，NCBI)核酸 資料 基 因庫比 對結 果， 形態 鑑定 為Fusarium 

fujikuroi之菌株，與基因庫中之F. fujikuroi相似度約為99%-100%；形態鑑定為F. proliferatum

之菌株，與基因庫中之Fusarium proliferatum相似度皆為100%；形態鑑定為F. verticillioides

之菌株，與基因庫中之F. verticillioides相似度皆為100%。F. semitectum比對結果最接近為

F. semitectum，相似度為99%。選擇IL01(F. fujikuroi)、TJ01(F. fujikuroi)、FP1(F. proliferatum)、

FSEM1 (F. semitectum)、FVR (F. verticillioides)作為開發F. fujikuroi鑑別性培養基時的主要

測試菌株。F. fujikuroi菌株TNTN1132、TNKH14559及SDB2，F. proliferatum 菌株FPA2與

FPA3，F. verticillioides 菌株FVC則後續用於鑑別性培養基上的存活能力測試(表一)。 

二、不同基礎培養基對水稻徒長病菌菌絲生長的影響 

F. fujikuroi IL01與TJ01菌株在dKomada培養基上的菌落大小(26.0 ± 0.6 mm、29.2 ± 0.2 

mm)與FSEM1菌株(25.8 ± 0.3 mm)、FVR菌株(29.7 ± 0.4 mm)及FP1菌株(25.6 ± 0.4 mm)相當，

而培養於其他供試培養基上時的菌落大小，IL01、TJ01較FSEM1、FVR及FP1小。Komada基

礎培養基(dKomada)上，IL01與TJ01菌株菌落背面為淡橘色，氣生菌絲茂盛，而F. semitectum

則菌絲茂密，形態上較為蓬鬆，顏色為淡黃色。故選取dKomada培養基，進行後續測試(表二)。 

三、不同抑菌物質對水稻徒長病菌菌絲生長影響 

    為使鑑別培養基方便觀察目標菌種並抑制雜菌生長，將初步檢視各抑菌物質於不同濃度

下之抑菌效果，作為鑑別培養基配方成分選擇依據，包含(1)對目標IL01與TJ01菌株生長抑制

率<20%與(2)對FP1、FSEM1及FVR生長抑制率>70%。在抑菌物質為1 ppm的濃度之下，放線

菌酮、腐絕、撲克拉、依普同、玫瑰紅對FP1抑制率達85%以上，考量於1 ppm濃度下玫瑰紅

與撲克拉對IL01與TJ01菌株抑制率過高，且玫瑰紅於菌落形態觀察不易，因此選擇1 ppm放線

菌酮及依普同作為鑑別培養基配方成分。1 ppm的孔雀綠對IL01與TJ01菌株抑制率達80%以上，

不予考慮(表三)。腐絕於1 ppm時對IL01、TJ01、抑制率低於10%，而FP1無法生長，達10 ppm

時則可完全抑制TJ01、IL01及FP1菌株(表三及表四)，進一步測試腐絕對水稻徒長病菌發芽管

長度之影響，腐絕對IL01菌株於5 ppm時與對照組無差異，對TJ01菌株則是2 ppm與對照組無

差異(表六)。大克爛於1 ppm時對IL01與TJ01菌株皆低於15%以下，後續再進一步提高測試濃

度檢測其對水稻徒長病發芽管之影響，發現大克爛對IL01與TJ01菌株於2 ppm時的發芽管長度

與對照組無差異。確認其對目標菌株生長抑制有無差異後，再選擇最適配方濃度。用於抑制

擔子菌生長之福多寧、賓克隆不論於1 ppm或10 ppm時，對IL01與TJ01菌株抑制率低於20%，

但福多寧能使FP1菌株無法生長而賓克隆能促進其生長，因而選擇10 ppm福多寧。 
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表三、不同抑菌物質1 ppm下對不同Fusarium種類菌落生長半徑的影響 

Table 3. Effect of different antimicrobial agents at 1ppm on the growth of different Fusarium 

species 

Antimicrobial agent 
Colony size (Inhibition %) 

IL01 1 TJ01 FSEM1 FVR FP1 

CTAB(Cetyl 

trimethylammonium 

bromide) 

20.2 (14.4) 20.3 (-5.4) 24.1 (15.4) 22.9 (18.3) 25.3 (-4.1) 

Cycloheximide 19.4 (17.5) 15.8 (18.3) 17.1 (39.9) 21.1 (24.9) 0.0 (100.0) 

Dicloran 20.5 (12.8) 18.0 (6.5) 25.0 (12.3) 22.0 (21.6) 24.0 (1.2) 

PCNB 

(Pentachloronitrobenzene) 

21.6 (8.5) 16.4 (14.8) 24.1 (15.4) 18.7 (33.5) 10.3 (58.8) 

Thiabendazole 22.5 (4.6) 20.2 (-4.9) 28.4 (0.1) 26.1 (7.2) 0.0 (100.0) 

Rosebengal 20.5 (13.1) 12.2 (36.9) 26.6 (6.5) 25.7 (8.6) 3.4 (86.0) 

Malachite Green 3.0 (87.3) 0.3 (98.5) 22.5 (20.9) 19.3 (31.4) 21.0 (13.8) 

Flutolanil 19.8 (16.1) 18.5 (4.2) 28.7 (-0.9) 23.5 (16.3) 0.0 (100.0) 

Pencycuron 22.5 (4.5) 21.1 (-9.4) 28.5 (-0.2) 26.5 (5.5) 36.9 (-51.7) 

Benomyl 13.4 (43.2) 13.0 (32.5) 25.8 (9.4) 25.8 (8.0) 10.6 (56.5) 

Procholoraz 14.3 (39.3) 11.7 (39.4) 7.7 (72.9) 2.0 (93.0) 0.0 (100.0) 

Iprodione 19.9 (15.6) 17.0 (11.7) 25.6 (10.2) 25.6 (8.9) 24.1 (100.0) 

Control 23.6 (0.0) 19.3 (0.0) 28.5 (0.0) 28.1 (0.0) 24.3 (0.0) 

LSD 0.05
 2 1.0  1.8  1.8  2.1  2.3  

1 
values of at least significant difference are for comparisions of means of mycelial growth within pesticides 

at 5% level. 
2 

IL01and TJ01=Fusarium fujikuroi, FSEM1= Fusarium semitectum, FVR= Fusarium verticillioides, FP1= 

Fusarium proliferatum. 
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表四、不同抑菌物質10 ppm下對不同Fusarium種類菌落生長半徑的影響 

Table 4. Effect of different antimicrobial agents at 10ppm on the growth of different Fusarium 

species 

Antimicrobial agent 
Colony size (Inhibition %) 

IL01 1 TJ01 FSEM1 FVR FP1 

CTAB (Cetyl 

trimethylammonium 

bromide) 

16.7 (29.4) 17.7 (8.3) 18.2 (36.1) 22.5 (19.9) 22.6 (7.0) 

Cycloheximide 15.7 (33.5) 13.6 (29.5) 8.5 (70.3) 18.0 (35.9) 0.0 (100.0) 

Dicloran 13.3 (43.7) 10.5 (45.6) 8.8 (69.0) 23.5 (16.3) 22.8 (6.2) 

PCNB 

(Pentachloronitrobenzene) 

17.8 (24.4) 14.6 (24.4) 14.3 (49.6) 25.1 (10.7) 8.7 (67.3) 

Thiabendazole 12.7 (46.2) 0.0 (100.0) 22.9 (19.5) 0.0 (100.0) 0.0 (100.0) 

Rosebengal 16.0 (32.2) 10.9 (43.5) 16.0 (43.7) 15.8 (43.9) 0.0 (100.0) 

Malachite Green 0.0 (100.0) 0.0 (100.0) 5.7 (79.9) 14.0 (50.2) 13.5 (44.3) 

Flutolanil 21.1 (10.6) 17.7 (8.5) 26.7 (6.2) 12.6 (55.1) 0.0 (100.0) 

Pencycuron 21.2 (10.0) 19.5 (-0.9) 27.3 (4.0) 14.7 (47.6) 37.7 (-55.1) 

Benomyl 8.5 (63.8) 0.0 (100.0) 13.1 (54.1) 0.0 (100.0) 0.0 (100.0) 

Procholoraz 10.8 (54.4) 6.0 (69.1) 2.4 (91.4) 0.0 (100.0) 0.0 (100.0) 

Iprodione 9.5 (59.7) 8.8 (54.3) 17.4 (39.0) 12.6 (55.1) 18.1 (25.4) 

Control 23.6 (0.0) 19.3 (0.0) 28.5 (0.0) 28.1 (0.0) 24.3 (0.0) 

LSD 0.05
 2 0.8  1.4  0.8  1.3  0.3  

1 
values of at least significant difference are for comparisions of means of mycelial growth within pesticides 

at 5% level. 
2 

IL01 and TJ01=Fusarium fujikuroi, FSEM1= Fusarium semitectum, FVR= Fusarium verticillioides, FP1= 

Fusarium proliferatum. 

 

四、測試氯化鋰(Lithium chloride)與氯黴素(Chloramphenicol)之適合濃度 

可抑制木黴菌生長的LiCl，1,000 ppm以下對IL01與TJ01菌株的生長與控制組比較無顯著

差異，抑制率低於5%(表五)；常用於抑制細菌生長的氯黴素於200 ppm以下，對IL01與TJ01

菌株的菌絲生長無影響(表五)。 

綜合上述，配置成水稻徒長病鑑別性培養基配方供後續使用：FFC培養基(Koamada’s basal 

medium amended with 1 ppm cycloheximide, 2 ppm Dichloran, 1 ppm Iprodione, 5 ppm 

Thiabendazole, 10 ppm Flutolanil, 200 ppm chloramphenicol, 1,000 ppm lithium choloride) 
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表五、不同濃度的氯黴素與氯化鋰對 F. fujikuroi IL01 與 TJ01 菌株生長之影響 

Table 5. Effect of different concentrations of Chloramphenicol and Lithium Chloride on colony 

size of F. fujikuroi isolates IL01 and TJ01 

1 The antimicrobial agent is amended to 20g Galactose, 2g L-asparagine, 1g K2HPO4, 0.5 g MgSO4．7H2O, 0.5 g KCl, 

0.01 g Fe-Na-EDTA, 1 g Na2B4O7．10H2O, 20 g agar and 1L distilled water (adjust to pH 4.5 before autoclaving) 

after autoclaving. 

2 
values of at least significant difference are for comparisions of means of mycelial growth within pesticides 

at 5% level. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Antimicrobial agent1 Conc. 

(ppm) 

Colony size (mm) 

IL01 TJ01 

Chloramphenicol 0 29.8  26.5 

50 28.8 23.6 

100 31.5 23.3 

150 30.4 20.6 

200 29.7 26.7 

 LSD0.05 
2 2.0  1.9  

Lithium Chloride 0 29.8  26.5 

1000 25.7 25.2 

2000 24.3 24.5 

3000 23.3 21.9 

4000 18.2 22.4 

5000 13.3 18.0 

 LSD0.05 2.0  1.1  
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表六、不同濃度的腐絕與大克爛對 F. fujikuroi IL01 與 TJ01 菌株發芽管長度之影響 

Table 6. Effect of different concentrations of Thiabendazole and Dichloran on germ tube length 

of Fusarium fujikuroi isolates IL01 and TJ01 

1 The antimicrobial agent is amended to 20 g Galactose, 2 g L-asparagine, 1 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4．7H2O, 0.5 g 

KCl, 0.01 g Fe-Na-EDTA, 1 g Na2B4O7．10H2O, 20 g agar and 1 L distilled water(adjust to pH 4.5 before 

autoclaving) after autoclaving. 

2 
values of at least significant difference are for comparisions of means of mycelial growth within pesticides 

at 5% level. 

 

五、比較所開發之選擇性FFC培養基與Komada 培養基之效果 

依前項結果，配置成FFC鑑別性培養基，測試在水稻上分離之常見鐮孢菌的生長情形(圖

三、表七)；F. fujikuroi、F. verticillioides、F. proliferatum及F. semitectum在Komada培養基皆

會生長，但FFC培養基上，F. verticillioides及F. proliferatum無法生長。故後續將以FFC medium 

(20 g Galactose、2 g L-asparagine、1 g K2HPO4、 0.5 g MgSO4．7H2O、0.5 g KCl、0.01 g 

Fe-Na-EDTA、1 g Na2B4O7．10H2O、 20 g agar 與1L 水，將pH值調整為4.5，經高溫高壓滅

菌後添加1 ppm 放線菌酮、2 ppm大克爛、5 ppm腐絕、10 ppm福多寧、1 ppm依普同、1,000 ppm

氯化鋰與200 ppm氯黴素)作後續回收率測試與效率評估。 

 

 

 

Antimicrobial agent1 Conc. 

(ppm) 

Germ tube length (µm) 

IL01 TJ01 

Thiabendazole 0 42.4 36.2 

1 40.3 35.8 

2 40.6 33.2 

3 38.8 33.8 

4 37.1 31.7 

 5 36.8 30.3 

 LSD0.05 
2 7.8  8.7 

Dichloran 0 42.4 36.2 

1 41.3 35.4 

2 39.7 34.0 

3 36.3 31.7 

4 30.5 27.0 

5 25.6 21.2 

 LSD0.05 5.1 4.5  
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六、FFC培養基對F. fujikuroi菌株回收率 

FFC培養基、Komada培養基及dKomada培養基間水稻徒長病菌的回收率無差異(圖四)，

雜菌率則以未添加任何抑菌物質的dKomada培養基明顯高於FFC培養基與Komada培養基，而

FFC培養基與Komada培養基間則無統計差異(圖五)。 

 

表七、不同 Fusarium 種類在 FFC 與 Komada 培養基上的存活能力 

Table 7. The viability of different Fusarium species on FFC and Komada media 

 1 Komada：20 g Galactose, 2 g L-asparagine, 1 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4．7H2O, 0.5 g KCl, 0.01 g Fe-Na-EDTA, 1 

g Na2B4O7．10H2O, 20 g agar and 1 L distilled(adjust to pH 4.5 before autoclaving). After autoclaving, 1 g PCNB 

(Pentachloronitrobenzene), 0.5 g Oxgall, 0.3 g streptomycin sulfate are amended. FFC：20 g Galactose, 2 g 

L-asparagine, 1 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4．7H2O, 0.5 g KCl, 0.01 g Fe-Na-EDTA, 1 g Na2B4O7．10H2O, 20 g agar 

and 1 L distilled(adjust to pH 4.5 before autoclaving). After autoclaving 1 ppm cycloheximide, 2 ppm Dichloran, 

1 ppm Iprodione, 5 ppm Thiabendazole, 10 ppm Flutolanil, 1,000 ppm lithium choloride, 200 ppm 

chloramphenicol are amended. 
2 + = viable, - = inviable. 

 

 

 

Fusarium species Isolate designation 
Growth media 

FFC Komada1 

Fusarium fujikuroi IL01  + 2 + 

 TNTN1132 + + 

 TNKH14559 + + 

 TJ01 + + 

 SDB2 + + 

F. semitectum FSEM1 + + 

F. proliferatum FPA2 - + 

 FPA3 - + 

 FP01 - + 

F. verticillioides FVR - + 

 FVC - + 



水稻徒長病菌鑑別培養基之研發 67

 

 

 

 

圖三、F. fujikuroi IL01菌株、F. verticillioides FVC菌株、F. proliferatum FPA3菌株與F. 

semitectum FSEM1菌株於FFC培養基(A與B)上的生長情形。 

Fig. 3. The appearance of F. fujikuroi isolate IL01, F. verticillioides isolate FVC, F. proliferatum isolate 

FPA3, and F. semitectum isolate FSEM1 cultured on FFC medium (A and B) at 28℃ for 5 days. 

FFC medium：20 g Galactose, 2g L-asparagine, 1 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4．7H2O, 0.5 g KCl, 

0.01g Fe-Na-EDTA, 1 g Na2B4O7．10H2O, 20 g agar and 1 L distilled water (adjust to pH 4.5 

before autoclaving). After autoclaving 1 ppm cycloheximide, 2 ppm Dichloran, 1 ppm Iprodione, 

5 ppm Thiabendazole, 10 ppm Flutolanil, 1000 ppm lithium choloride, 200 ppm chloramphenicol 

are amended. 

 

 

 

(A) 

F. 

F. F. proliferatum 
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圖四、不同培養基對種子上 F. fujikuroi 之回收率。 

Fig. 4. Recovery efficiency of Fusarium fujikuroi isolate IL01 on different media. FFC medium：20 g 

Galactose, 2 g L-asparagine, 1 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4．7H2O, 0.5 g KCl, 0.01 g Fe-Na-EDTA, 1 

g Na2B4O7．10H2O, 20 g agar and 1 L distilled water (adjust to pH 4.5 before autoclaving). After 

autoclaving 1 ppm cycloheximide, 2 ppm Dichloran, 1 ppm Iprodione, 5 ppm Thiabendazole, 10 

ppm Flutolanil, 1,000 ppm lithium choloride, 200 ppm chloramphenicol are amended. Komada 

medium：20 g Galactose, 2 g L-asparagine, 1 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4．7H2O, 0.5 g KCl, 0.01 g 

Fe-Na-EDTA, 1 g Na2B4O7．10H2O, 20 g agar and 1 L distilled water, then adjust pH to 4.5 with 

10 % phosphoric acid. After autoclaving, PCNB 1 g, Oxgall 0.5 g, Streptomycin sulfate 0.3 g are 

amended. dKomada：Komada medium excluded antimicrobial agents. 

* Columns with the same letter are not significantly different at 5% level by Fisher’s protected LSD test. 
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圖五、以不同培養基偵測種子之雜菌率。 

Fig. 5. Frequency of contamination in different media. 

FFC medium：20 g Galactose, 2 g L-asparagine, 1 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4．7H2O, 0.5 g KCl, 0.01 g 

Fe-Na-EDTA, 1 g Na2B4O7．10H2O, 20 g agar and 1 L distilled water (adjust to pH 4.5 

before autoclaving). After autoclaving 1 ppm cycloheximide, 2 ppm Dichloran, 1 ppm 

Iprodione, 5 ppm Thiabendazole, 10 ppm Flutolanil, 1,000 ppm lithium choloride, 200 

ppm chloramphenicol are amended. Komada medium：20 g Galactose, 2 g L-asparagine, 1 

g K2HPO4, 0.5 g MgSO4．7H2O, 0.5 g KCl, 0.01 g Fe-Na-EDTA, 1 g Na2B4O7．10H2O, 20 

g agar and 1 L distilled water, then adjust pH to 4.5 with 10 % phosphoric acid. After 

autoclaving, PCNB 1 g, Oxgall 0.5 g, Streptomycin sulfate 0.3 g are amended. dKomada：

Komada medium excluded antimicrobial agents. 

* Columns with the same letter are not significantly different at 5% level by Fisher’s protected LSD test. 
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圖六、人工帶水稻徒長病菌(IL01 菌株)種子與自然帶菌種子在 FFC 鑑別性培養基上之形態(A)人工

帶菌種子(箭頭所指即為帶水稻徒長病菌 IL01 菌株之種子)(B)自然種子(C)帶有水稻徒長病菌

之自然種子於 FFC 鑑別性培養基上的形態(D)帶有水稻徒長病菌之自然種子於 FFC 鑑別性培

養基上的背面形態。 

Fig. 6. The appearance of artificial inoculated seeds and natural seeds grown on FFC differential medium. 

(A)Artificial inoculated seeds (arrow: indicating seeds artifitially inoculated with F. fujikuroi 

isolate IL01) (B)Natural seeds (arrow: indicating seeds naturally infested by F. fujikuroi ) (C)The 

upper side of colony of seed infested by F. fujikuroi (D)The reverse side of colony of seed infested 

by F. fujikuroi. 

 

七、徒長病菌人工帶菌種子與自然帶菌種子在FFC鑑別性培養基上之形態 

徒長病菌自人工帶菌種子上生長出的形態正面為具稀疏氣生菌絲，背面為粉橘色色素之

菌落(圖六A箭頭指示處)，與自然帶原種子上觀察到的結果類似。 

討  論 

選擇性培養基建立原則是使目標微生物生長不受影響，而非目標微生物生長則受抑制(26)。

在開發水稻徒長病的鑑別性培養基過程當中，應用多種前人建立的基礎培養基篩選出適合水

稻徒長病菌生長且抑制其他生長快速的Fusarium spp.的基礎培養基。然而種子上仍有許多快

速生長的雜菌恐影響帶菌率的觀測，且因五氯硝基苯具致癌疑慮，需進一步尋找可以有效替

代五氯硝基苯作為抑制細菌及其他真菌生長之化學藥劑配方，且配方需能抑制與水稻徒長病

菌親緣關係之菌種生長。 

取水稻種子上常出現的Fusarium spp.種類與水稻徒長病菌，並以前人建立的選擇性培養

基(抑菌物質)進行生長測試。其中，在Komada基礎培養基上測試的Fusarium菌株間生長速率

差異性不大，因而以此為基礎進一步測試所添加之藥劑。五氯硝基苯是許多Fusarium選擇性

(A) Artificial inoculated seeds (B) Natural seeds  (C) Upper 

(D)  
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培養基(26)常使用的抑菌劑，如Komada培養基(19)及Nash-Snyder培養基(22)；然而五氯硝基苯已

被國際癌症研究中心(Internationol Agency for Research on Cancer, IARC)分類於第三群致癌因

子(Group 3) (14)，美國環境保護署也於2008年將此化學物質列為人體致癌物 (27)，在許多國家已

明令禁止使用，因此，尋找五氯硝基苯的替代用藥是勢在必行，許多相關研究朝此方向進行。

在被拿來測試其抑菌能力之藥劑中，如大克爛、孔雀綠、依普同(8,11,25)，其中大克爛曾被報導

是具有替代五氯硝基苯潛力的抑菌劑；以2 ppm之大克爛與25 ppm Rose Bengal共同添加後製

成培養基可應用於食品真菌偵測上，如抑制Rhizopus spp.與Mucor spp.種類的生長，來提高對

Aspergillus spp.與Penicillium spp.等毒素產生真菌的選擇性(17)。孔雀綠也曾被報導以2.5 ppm的

濃度添加於培養基中能有效提高Fusarium spp.的回收率，並抑制雜菌生長且毒性較低，或能

替代五氯硝基苯 (11)。在上述曾被提及能替代五氯硝基苯的化學藥劑中，經過本研究測試，相

較於Rose bengal與孔雀綠的高抑制率，大克爛濃度於2 ppm以下時，對水稻徒長病菌的生長影

響較小，顯示大克爛2 ppm可用來替代五氯硝基苯之使用。  

利用培養基偵測目標菌種的含量或者分離，常會受到生長快速的雜菌影響觀測的結果 (31)。

因此，在選擇性培養基中額外添加各種化學物質或染劑，常被用來抑制非目標雜菌的生長
(10,11,17,30)。除了使用大克爛抑制接合菌的生長外，水稻種子上也有許多常見的且生長快速的

真菌如Fusarium spp.、Trichoderma spp.、Cladosporium spp.、Alternaria spp.、Aspergillus spp.、

Penicillium spp.、Bipolaris spp.、Curvularia spp.、Drechslera spp.及Rhizoctonia spp.等(21)，在

偵測水稻徒長病菌之存在時，亦會受到上述雜菌快速生長而影響觀測。氯化鋰曾被報導具抑

制Trichoderma spp.的孢子發芽與菌絲生長，進而能提高選擇性培養基的選擇效能。腐絕

(Thiabendazole)則曾被報導能抑制Fusarium spp.、Penicillium spp.等菌之生長；依普同能抑制

Alternaria spp.、Bipolaris spp.、Curvularia spp.、Drechslera spp之生長。福多寧能抑制擔子菌

如紋枯病菌Rhizoctonia spp.之生長。放線菌酮則能抑制廣泛真菌生長，於本實驗證實能對F. 

proliferatum之FP1、FPA2、FPA3菌株完全抑制生長。以Komada基礎培養基高溫高壓滅菌過

後，添加1 ppm放線菌酮、2 ppm大克爛、1 ppm依普同、5 ppm腐絕、10 ppm福多寧、1,000 ppm 

氯化鋰及200 ppm氯黴素能夠有效抑制雜菌生長，亦具有替代五氯硝基苯的使用並使與水稻徒

長病菌形態相似的病原菌不生長。 

本鑑別性培養基建立完成後，已應用於國內各重要水稻產區水稻種子之帶菌檢測 (5,6,7)或

罹病株病原菌拓殖情形(3)。鄭等人(7)測試於苗栗地區水稻稻種帶菌率與秧苗盤發病率具有相關

性，然蔡氏等(6)、郭氏等 (5)於宜花地區及中部地區測試則觀察到，種子帶菌率結果不一定能反

應徒長病在秧苗期的罹病情形，推論可能因稻種帶菌率僅能呈現稻種個別有無帶菌，但無法

反映出個別稻種帶菌量高低，而帶菌量高低亦可能影響秧苗病徵類型。水稻徒長病於秧苗期

的病徵分級，Amatulli等人(9)與Hsuan等人(12)分別將水稻之徒長病發病程度區分出五級與四級，

即是依照其不同之病徵表現，包括主要之植株不正常抽高及黃化；高度雖與健康植株無異，
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但仔細觀察可發現葉鞘是有抽長的，只是因為葉身傾斜角度較大而看不出高度差異；高度雖

與健康植株無異，無葉鞘抽長，但卻有皆葉片黃化及細長的表現；以及矮化及黃化之現象。

然而不論是四或五個病害等級，在苗盤上目視判定出「矮化」的病徵並不容易。Hwang等人(13)

曾報導，透過qPCR定量水稻罹病植株根部病原菌含量，發現能造成植株矮化之菌株相較於造

成徒長病徵者，在根部有較高的F. fujikuroi 含量。因此推論若從秧苗盤上調查「徒長」病徵

者作為苗期罹病率，可能因無法記錄到矮化病株數量，而造成苗期罹病率與鑑別培養基測得

的帶菌率間的數據落差；另一推論，為可能因各水稻品種對水稻徒長病菌之抗感性差異所致
(2,3)。本鑑別培養基未來若持續應用於稻種檢查，可先針對單一感病品系(例如：高雄139號)(3,4)

進行稻種帶菌率與秧苗罹病率的相關性檢測後，再進一步擴大其它推廣品種應用。 
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Development of the Differential Medium of 

Fusarium fujikuroi, the Causal Agent of Rice 

Bakanae Disease1 

Ching-Ching Hsu 2, Chi-Yu Chen 3 and Jenn-Wen Huang 3 

ABSTRACT 

Bakanae disease is one of the most important rice diseases worldwide, and is endemic in 

Taiwan for the recent years. Typical symptoms are on the primary leaves with slender, chlorotic 

and elongated appearances, which is caused by the pathogen, Fusarium fujikuroi. Infected plants 

can be observed on the seedbed and in the field. This pathogen has long been considered to be 

seed-borne. Therefore, seed sterilization is the major approach to control this disease and has been 

proved effective. However, this disease still outbreaks from time to time and its occurrence is 

hardly predictable. In order to detect F. fujikuroi in seeds, a differential medium, designated as 

FFC medium, has been developed in this study. FFC medium contains 20 g Galactose, 2 g 

L-asparagine, 1 g K2HPO4, 0.5 g MgSO4．7H2O, 0.5 g KCl, 0.01 g Fe-Na-EDTA, 1 g Na2B4O7．

10H2O, 20 g agar, 1 ppm Cycloheximide, 2 ppm Dichloran, 1 ppm Iprodione, 5 ppm Thiabendazole, 

10 ppm Flutolanil, 1,000 ppm lithium choloride, 200 ppm chloramphenicol and 1 L distilled water. 

Although both F. fujikuroi and F. proliferatum are morphologically indistinguishable, they could 

be easily separated by FFC medium. F. proliferatum can be inhibited on FFC medium. 
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