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液化澱粉芽孢桿菌 Ba01 防治馬鈴薯青枯病之探討
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摘要

黃仁麒、吳雅芳、蔡佳欣、周浩平、林宜賢、陳穎練。2021。液化澱粉芽孢桿菌 Ba01 防

治馬鈴薯青枯病之探討。台灣農業研究 70(1):24–42。

茄科青枯病為馬鈴薯和番茄重要細菌性病害，由青枯病菌 Ralstonia solanacearum引起，除健康種苗、水
旱輪作及合理化施肥等防治方法外，另有推薦液化澱粉芽孢桿菌 Bacillus amyloliquefaciens PMB01。本實驗
室曾發現液化澱粉芽孢桿菌 Ba01對馬鈴薯瘡痂病具防治效果，但目前 Ba01或 PMB01對馬鈴薯青枯病之防
治仍未有相關研究。本文研究發現 Ba01可產生蛋白酶、澱粉酶、纖維素酶、脂酶等胞外水解酶，並具溶磷
能力。與已上市之 PMB01相比，Ba01具有較佳的澱粉、蛋白質、纖維素分解能力及溶磷效果。此外，Ba01
在泳動、表面移行與生物膜生成的能力亦較佳。對峙培養試驗發現，Ba01與 PMB01皆可以抑制馬鈴薯青枯
病菌 race 1菌株 RSN371與 race 3菌株 RSN245、RSN373、RSN439之生長。然而，混合 Ba01與 PMB01，
並未較單獨施用 Ba01或 PMB01獲得更佳拮抗青枯病菌之效果。此 4株青枯病菌以 RSN439具較強毒力，
故作為後續試驗菌株。於盆栽試驗中，單獨接種 RSN439罹病度達 100%，而在分別澆灌 Ba01或 PMB01
後，其罹病度顯著降至 20% (P = 0.0009) 與 40% (P = 0.0135)。於植物的防禦反應，發現同時接種 RSN439與
Ba01或 PMB01能增加活性氧 (reactive oxygen species; ROS) 於馬鈴薯葉片的累積。總結，液化澱粉芽孢桿菌
Ba01可有效防治馬鈴薯青枯病，其作用機制可能與抑制病原菌、胞外分解酶的分泌、溶磷作用及誘導 ROS
累積有關。
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前言

馬鈴薯青枯病為馬鈴薯重要的細菌性病害

之一，由土壤傳播病原菌 Ralstonia solanacearum 
引起，病菌可透過自然開口或傷口進入寄主

植物，並自維管束快速入侵木質部定殖 (colo-
nization)，釋放大量胞外多醣類 (exopolysac-
charide) 以阻止木質部的水分運輸 (Peeters et 
al. 2013)。前期病徵似缺水狀，由上位葉開始

萎凋，葉片仍呈綠色，傍晚葉片恢復正常，後

期病徵擴展至全株，甚至導致全株死亡。青枯

病多發生在馬鈴薯植株生長後期至結薯形成前 
期，莖基部病徵橫切後可發現維管束褐化及產

生白色菌流 (Álvarez et al. 2010)。青枯病菌依 
寄主不同，分為五個小種 (race)，第一小種 (race 1)  
感染寄主最廣，例茄子、番茄、菸草、胡椒及

部分雜草；第二小種 (race 2) 可感染三倍體香

蕉及赫蕉屬植物；第三小種 (race 3) 主要感染

馬鈴薯及番茄，對於其他茄科作物之毒性較弱； 
第四生理小種 (race 4) 僅感染薑；第五生理小

種 (race 5) 則僅感染桑 (Denny 2007)。透過感 
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25芽孢桿菌防治馬鈴薯青枯病

染不同植物，可以進行生理小種的傳統鑑定。

其中，race 1 與 race 3 可感染馬鈴薯；不同於  
race 1，race 3 較耐寒，在 16℃以下仍具感染能 
力 (Ciampi & Sequeira 1980; Wu et al. 2011)。 
另，可依對 9 種碳水化合物 [乳糖 (lactose)、
麥芽糖 (maltose)、纖維雙醣 (cellobiose)、甘

露醣醇 (mannitol)、山梨聚醣醇 (sorbitol)、
甜己醇 (dulcitol)、海藻醣 (trehalose)、肌醇 
(myo-inositol)、D-核糖 (D-ribose)] 之利用能

力，區分為 6 種生化型 (biovar)。而最新的分

類系統，則是以不同 DNA 分析技術將其分為

4 個演化群 (phylotype)。Phylotype I 菌株主要

分布於亞洲，寄主為茄科作物；phylotype II
分布於歐美，寄主廣泛，為馬鈴薯、香蕉、番

茄；phylotype III 分布於非洲，寄主為番茄；

phylotype IV 分布於印尼，寄主為香蕉、番茄 
(Denny et al. 2007)。

液化澱粉芽孢桿菌 (Bacillus amylolique-
faciens) 為格蘭氏陽性菌，桿狀具周生鞭毛，

屬好氣性、活動力強及無莢膜的細菌，可生

長於 pH 2–10 的環境，生長最適溫度為 30–
40℃，具耐高溫及產生內生孢子 (endospore) 
之特性。內生孢子為特殊的休眠體，能產生極

強的抗逆境能力，對酸鹼、高溫、高滲透及輻

射均有強耐受性。芽孢桿菌防治作物病害的

機制分為直接與間接促進植物生長。直接促

進植物生長的途徑包括植物荷爾蒙吲哚 -3-乙
酸 (indole acetic acid; IAA) 與吉貝素 (gibber-
ellin) 的合成 (Chen et al. 2010; Almoneafy et 
al. 2014)、溶磷作用和胞外分解酶的分泌以調

節根部活化作用，促進植物生長以抵抗外來病

原 菌 (Bloemberg & Lugtenberg 2001)。 間 接

促進植物生長的途徑包括產生抗生物質 (Pal & 
Gardener 2006; Chen et al. 2010)、嵌鐵物質  
(Arguelles-Arias et al. 2009)、競爭作用 (Pal &  
Gardener 2006; Chowdhury et al. 2015)、揮發

物質的產生 (Chowdhury et al. 2015) 及誘導 
植株產生抗病性 (induced resistance) (Kuo et al.  
2014)。因此，液化澱粉芽孢桿菌具開發成為

生物肥料或生物農藥之潛力。供試菌株 B. am-
yloliquefaciens Ba01 由馬鈴薯薯皮所分離，

並由前人發現其對馬鈴薯瘡痂病具防治效果 
(Lin et al. 2018)；PMB01 為已上市生物防治 

菌，商品名為救你一命與絕症剋星 (嘉農，台

灣新竹市 ) (Chou et al. 2013)，推薦於防治茄

科青枯病及萎凋病；PMB05 可抑制草莓炭疽

病菌 (Wu 2016) 及西瓜果斑病菌 (Chang et al. 
2019) 發生，亦具有提升植物免疫能力。植物

經病原菌感染後，植物組織產生過敏性反應  
(hypersensitive response) 的同時會誘導生成超 
氧化物 (O2

-)，經 nicotinamide adenine dinucleotide  
phosphate (NADPH) 氧化酶氧化成H2O2，而H2O2 

作為活性氧 (reactive oxygen species; ROS) 可
視為訊號分子進一步誘導其他防禦機制，如基

因表現、癒傷葡聚醣 (callose) 累積等 (Doke 
1985)。除此機制，亦可透過吲哚乙酸、水楊

酸、乙烯、離層素的產生、PAMP (pathogen  
associated molecular pattern) triggered immunity  
(PTI) 及環境壓力等誘導 ROS 的累積 (Mittler 
et al. 2011)。 

2013–2014 年間，雲林縣及嘉義縣馬鈴薯

種植區的青枯病發病率為 0–32% (Chuang et 
al. 2015)。目前防治方法包括健康種薯、燒毀

病株、與水稻、小米、高梁、玉米等進行輪

作 (Yuliar et al. 2015)。而生物農藥方面，僅

台灣推薦液化澱粉芽孢桿菌 PMB01，但其防

治效果仍未知。本試驗使用液化澱粉芽孢桿

菌 Ba01，並與已商品化之 PMB01 比較其抑

菌能力、胞外水解酶的分泌、溶磷能力、誘導

ROS 累積及其對馬鈴薯青枯病之防治能力，

評估 Ba01 與 PMB01 使用於防治馬鈴薯青枯

病之可能性。

材料與方法

試驗菌株與培養基製備

本 試 驗 使 用 之 液 化 澱 粉 芽 孢 桿 菌 (B.  
amyloliquefaciens) 與馬鈴薯青枯病菌 (R. so-
lanacearum) 菌株列舉於表 1。液化澱粉芽孢

桿菌 Ba01、PMB01 與 PMB05 培養於 LB 液

態 培 養 基 [Luria-Bertani liquid medium，1%  
Tryptone (Sigma, St. Louis, MO, USA)、1% 
NaCl (Bioshop, Burlington, Canada)、0.5% yeast  
extract (Bioshop, Burlington, Canada)]/固態 [1.5%  
agar (Bioshop, Burlington, Canada)]， 溫 度 為

37℃。 馬鈴薯青枯病菌 RSN245、RSN371、 
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RSN373及RSN439，於雲林縣斗南及古坑地區 
採集而得，以TTC (triphenyl tetrazolium chloride)  
鑑別性培養基 [0.1% casamino acid、1% peptone、 
0.5% glucose、1% 2,3,5-triphenyl-2H-tetrazoli-
um chloride (Alfa Aesar, Ward Hill, MA, USA)、 
1.7% agar] 鑑定菌落型態 (Kelman 1954)。試

驗時，則培養於 CPG 液態培養基 [0.1% casa-
mino acid (Bioshop, Burlington, Canada)、1% 
peptone (Bioshop, Burlington, Canada)、0.5% 
glucose (Bioshop, Burlington, Canada)]/ 固態 
(1.7% agar)，溫度為 28℃。再利用專一性引子

對 AU759 (GTCGCCGTCAACTCACTTTCC) 
和 AU760 (GTCGCCGTCAGCAATGCGGAA) 
(Opina et al. 1997; Villa et al. 2003) 確認菌株

為青枯病菌，又分別以 race 1 和 race 3 專一性

引子對 PS-IS-F (CGCAACGCTGGATGAACCC)、
PS-IS-R (CAGACGATGCGAAGCCTGAC) 
(Lee et al. 2001)、630 (ATACAGAATTCGAC-
CGGCAC)、631 (AATCACATGCAATTCG-
CCTAC) (Fegan et al. 1998) 鑑別生理小種。

胞外水解酶之定性分析

大部分液化澱粉芽孢桿菌菌株具分泌蛋白

酶、澱粉酶、纖維素酶及脂酶的能力，且具備

溶磷能力 (Lin 2015)。本研究使用不同培養基， 
測試液化澱粉芽孢桿菌 Ba01 與 PMB01 菌株

是否具有分泌這些酵素之能力。蛋白質分解酵

素活性測試之培養基配方，為利用 100 mL 的

基礎培養基 (2% peptone、3.2% agar) 及含 2%
脫脂奶粉的 100 mL dH2O，兩者分別滅菌後，

將其均勻混合。將 Ba01 與 PMB01 劃於此培

養基，2 d 後觀察是否產生透化圈 (Sonune & 
Garode 2018)。而澱粉分解能力測試，乃利用

0.2% soluble starch (藥理純藥株式會社，日

本宇治市 )，1.6% agar 加入 100 mL dH2O 混

勻配置。培養 2 d 後，將培養基上的 Ba01 或

PMB01 菌落水洗後加入碘液 (杏輝，台灣宜蘭

縣 ) 至培養基中，若能產生透化圈則表示具有

澱粉分解能力 (Sonune & Garode 2018)。纖維

素酶活性測試，則以纖維素培養基 [1% pep-
tone、1% yeast extract、1% carboxymethyl 
cellulose (Sigma, St. Louis, MO, USA)、0.5% 
sodium chloride、0.1% monopotassium phos-
phate (ShimakYU’s Pure Chemicals, Osaka,  
Japan)、1.6% agar 加入 100 mL dH2O，pH7] 進 
行培養。培養 2 d 後，利用 dH2O 水洗將培養

基上的 Ba01 或 PMB01 菌落，再使用 0.1% 之

Congo red (Bio Basic Canada, Markham, Can-
ada) 染色 1 h，再以 1 M sodium chloride 退染

1 h，透化區的產生代表具有分解纖維素之能

力 (Kasana et al. 2008)。脂酶活性測試，則使 
用 Tween 80 培養基 [1% peptone、0.5% sodi-
um chloride、0.01% calcium chloride (MPBio 
Inc, Irvine, CA, USA)、1% Tween 80 (Biotech, 
Paris, France)、1.6% agar 加入 100 mL dH2O，

pH 7] 分析。培養於 Tween 80 培養基 5 d 後， 

表 1.　本研究使用之菌株，RSN371 與 RSN373 分離於同一田區，但不同植株；RSN245、RSN371 及

RSN439 則分離自不同田區。

Table 1.　Strains used in this study. RSN371 and RSN373 were isolated from same field but different plants. 
RSN245, RSN371 and RSN439 were isolated from different field.
Microorganism Strain Source or reference Collection area Isolation site

Biocontrol agent

Bacillus amyloliquefaciens Ba01 Lin et al. (2018) Houli, Taiwan Potato tuber

PMB01 Chou et al. (2013) Neipu, Taiwan Soil

PMB05 Wang et al. (2019) Neipu, Taiwan Soil

Pathogen

Ralstonia solanacearum RSN245 (race 3)  This study Dounan, Taiwan Potato stem

RSN371 (race 1)  This study Gukeng, Taiwan Potato stem

RSN373 (race 3)  This study Gukeng, Taiwan Potato stem

RSN439 (race 3)  This study Gukeng, Taiwan Potato tuber
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利用 dH2O 水洗將培養基上之 Ba01 或 PMB01
菌落，再觀察菌落附近是否有沉澱物之產生 
(Sonune & Garode 2018)。溶磷能力測試，乃 
使用 Pikovskayas 培養基 [0.05% yeast extract、 
0.5% calcium phosphate、1% glucose (Bioshop, 
Burlington, Canada)、0.05% ammonium sulfate 
(Sigma, St. Louis, MO, USA)、0.02% potassi-
um chloride (Bioshop, Burlington, Canada)、 
0.01% magnesium sulfate (Sigma, St. Louis, MO, 
USA)、1.5% agar 與 0.00001% manganese sulphate  
(Santoku Chemical Company, Osaka, Japan) 和 
0.00001% ferrous sulphate (ShimakYU’s Pure 
Chemicals, Osaka, Japan)] 分開滅菌後，再將其 
均勻混合，總體積 400 mL 進行分析。培養 5 d 
後，利用 dH2O 將培養基上之 Ba01 或 PMB01
菌落，再觀察是否有透化圈的產生，其代表溶

磷能力 (Almoneafy et al. 2014)。液化澱粉芽

孢桿菌 Ba01 與 PMB01 皆滴定 3 μL [1.0 OD600 
(optical density; OD)] 的菌液至培養基進行試

驗，並培養於 37℃。

濾紙片擴散試驗

將 Ba01 與 PMB01 液態搖瓶培養於 37℃、 
16 h，而青枯病菌 RSN245、RSN371、RSN373 
及 RSN439 則液態搖瓶培養於 28℃、48 h。
利用 dH2O 將 Ba01 與 PMB01 濃度調整為 1.0 
OD600 (約 108 cfu mL-1)，青枯病菌濃度調整

為 1.0 OD600 (約 3 × 109 cfu mL-1)。接著，將

4 株馬鈴薯青枯病菌懸浮液以玻璃珠均勻塗抹

於 CPG 固態培養基，並放置於無菌操作台風

乾 20 min。之後，再將直徑 6 mm 的濾紙片放

置於 CPG 固態培養基，分別滴 3 μL Ba01 或

PMB01，對照組為 3 μL dH2O。放置於 28℃
生長箱培養 3 d 後以游標卡尺測量 Ba01 與

PMB01 抑制馬鈴薯青枯病菌的抑制圈 (Singh 
et al. 2016; Lin et al. 2018)。

液化澱粉芽孢桿菌可以不同作用機制抑制

病原菌，其二次代謝物的產生亦具防治病原菌

的潛能，因此取液化澱粉芽孢桿菌濾液對青枯

病菌進行抑菌測試。首先取 Ba01 與 PMB01
單一菌落培養於 LB 液態培養基中 16 h，隔

天稀釋至 0.1 OD600，體積為 5 mL。培養 3 d
後，將試管以 2,851× g 離心 7 min，並取 1.5 

mL 上清液於微量離心管，以轉速 12,470× g、
8 min 離心 2 次，最後以 0.22 μm 的 millipore 
filter (Millex-GS, MilliporeSigma, Burlington, 
MA, USA) 過濾，並存於 4℃備用。同時製備

青枯病菌懸浮液，沾取固態 CPG 培養基上的

青枯病菌，培養於 CPG 液態培養基過夜後離

心 (2,851× g，6 min)， 以 dH2O 稀 釋 至 1.0 
OD600，再以青枯病菌菌液：液化澱粉芽孢桿

菌濾液：CPG 培養基 = 1 : 2 : 7 之比例配置成

3 mL 之培養液，培養於 28℃，轉速為 2.68× g。
2 d 後，稀釋塗盤於 CPG 固態培養基，以進行

青枯病菌之菌落計算。

細菌的移動能力與生物膜之形成有關，進

而影響芽孢桿菌防治病原菌的能力。其移動方

式分為液態中的泳動 (swimming) 與固態表面

的移行 (swarming)，為測試此種能力，分別使

用含 0.3% 和 0.7% agar 之 LB 培養基。芽孢桿

菌先培養 16 h，再將濃度調至 1.0 OD600，並 
以體積 3 μL 滴定於培養基中央，觀察其菌落

在培養於 37℃、8 h 後菌落擴散的範圍並進行

統計分析 (Lin 2015; Cao et al. 2018)。

Ba01與 PMB01拮抗馬鈴薯青枯病菌之
加乘作用測試

經過對峙培養試驗得知，Ba01 與 PMB01
皆具抑制馬鈴薯青枯病菌之能力，雖然 Ba01
與 PMB01 抑制青枯病菌所產生之抑制圈不盡

相同，PMB01 抑制 4 株青枯病菌的能力亞於

Ba01。因此，欲評估同時使用 Ba01 與 PMB01
是否可提高抑制馬鈴薯青枯病菌之能力。分

別培養芽孢桿菌與青枯病菌於 LB 與 CPG 固

態培養基，沾取單一菌落並分別培養於 LB 與

CPG 液態培養基一晚 (芽孢桿菌培養於 37℃、

10.73× g；青枯病菌培養於 28℃、2.68× g)。
將青枯病菌 RSN245、RSN371 懸浮液以 100 
μL (1.0 OD600)，青枯病菌 RSN373、RSN439
懸浮液則以 200 μL (1.0 OD600) 利用玻璃珠進

行塗盤，於無菌操作台內開蓋風乾約 20 min。
等待期間，分別取 500 μL (1.0 OD600) 之 Ba01
和 500 μL (1.0 OD600) 之 PMB01 均勻混合於微

量離心管。20 min 後，將滅菌過之 6 mm 濾紙

片放入培養基，將 3 μL Ba01、PMB01 或 3 μL 
Ba01 + PMB01 混合液滴於 6 mm 濾紙片上， 
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培養於 28℃生長箱。2 d 後利用游標尺進行抑

制圈之觀察，如 Ba01 或 PMB01 分別與 Ba01 
+ PMB01相比之P < 0.05，則具加乘作用。另，

測試 Ba01 與 PMB01 之生長速率，取 2 株芽

孢桿菌，調整至 0.1 OD600，培養於 10 mL 液

態 LB 培養基 (37℃ )，並分別於 0、3、6、9、 
12、24 及 36 h 進行濃度測定，利用 GraphPad  
Prism version 8.0.2，以 two-way analysis of variance  
(ANOVA) 進行統計分析。

生物膜形成測定

將液化澱粉芽孢桿菌培養於 5 mL LB 液態

培養基，並培養 16 h，利用分光光度計將培養

菌液稀釋至 0.1 OD600，於 37℃下再培養 4 h 增

幅菌量。4 h 後，再以 LB 液態培養基稀釋至

0.1 OD600，並以每孔 1,000 μL 之菌量滴入 12
孔盤中 (Haggag & Timmusk 2008)。每個處理

組皆為 3 重複，於 37℃下培養 48 h，再以 1,000 
μL dH2O 沖洗菌落 2 次後，每孔滴入 1,000 μL
之 0.1 % crystal violet (Sigma, St. Louis, MO, 
USA)。於室溫下進行染色 10 min，再利用

1,000 μL dH2O 沖洗 4 次。完成沖洗的 12 孔盤 
放置晾乾 24 h 後，每孔加入 2,000 μL 之 30% 
acetic acid以溶解 crystal violet (Arrebola et al.  
2010; Algburi et al. 2020)。靜置 10 min 後，以 
100 μL 分裝至 96 孔盤中，以吸光值 OD600 上

機檢測。將 Ba01 之 OD600 設為 100%，並計算

PMB01 之生物膜生成百分比，進行比較。以

同樣的培養條件進行 Ba01 與 PMB01 的生長

速率測試，並於 0、3、6、9、12、24、36、
48 h 進行濃度測定。試驗期間如產生生物膜，

需將其打碎並與細菌懸浮液混合均勻再進行

檢測。試驗統計利用 GraphPad Prism version  
8.0.2，以 two-way ANOVA 進行統計分析。

四株馬鈴薯青枯病菌之毒力測試

馬鈴薯 (Solanum tuberosum) 薯塊購自台中 
市潭子區農會產銷班，品種為「克尼伯」(‘Ken-
nebec’)。種植馬鈴薯前，先以水洗薯塊表面，

表面噴灑 75% 酒精，放置於陽台經太陽曝曬。

待芽點萌芽且轉變成綠色後，以 1 個芽點為單

位切成小薯塊，再將其浸泡於 400 mg L-1 次氯

酸水 (歐克靈，台灣台北市 ) 30 min，於 25℃
生長箱內風乾 1 晚即可種植。栽培介質使用泥

炭土 (Euflor, Schermbeck, Germany)、蛭石 (蔬
菜之家，台灣彰化縣 )、珍珠石 (蔬菜之家，

台灣彰化縣 )，以 3 : 1 : 1 比例混合，高壓蒸

氣消毒鍋 (宏霖儀器有限公司，台灣新北市 ) 
121℃、1.5 kg cm-2 滅菌 20 min。植株生長至

28 d 即可進行接種，試驗期間 7 d 施花寶 2 號 
(Hyponex Corporation, Marysville, OH, USA) 
1 次，接種後則停止。青枯病菌使用 CPG 液

態培養基，培養於 28℃ 2 d，配成懸浮液 (0.3 
OD600) 澆灌接種 150 mL (7 吋盆 )，5 株為一

組。於 15 d 內每天觀察植物萎凋情況 (葉片全

數萎凋或全株死亡皆計為植株死亡 )，存活植

物數越少，代表此青枯病菌毒力較強 (Phukan et 
al. 2019)，並利用 log-rank test 進行統計分析。

Ba01施用對感染植株之 ROS累積情況
此試驗採用兩種染色方法觀察 ROS 累積 

情形，diaminobenzidine (DAB, Sigma, St. Louis,  
MO, USA) 與 2’,7’-dichlorodihydrofluorescein  
diacetate (H2DCFDA, Biotium, Fremont, CA, 
USA)。於 DAB 染色試驗中，28 d 大的馬鈴

薯植株分別以 150 mL (0.3 OD600) 的 RSN439
細菌懸浮液和 150 mL (1.0 OD600) 的 Ba01、 
PMB01 或其混合液，並以 150 mL (1.0 OD600) 
的液化澱粉芽孢桿菌PMB05 (Wang et al. 2019;  
Ho et al. 2020) 作為正對照組，每組 3 株 (介
質體積為 7 吋盆 8 分滿 )。試驗期間 7 d 施花寶

2 號 (Hyponex Corporation, Marysville, OH,  
USA) 1 次，接種後則停止。土壤澆灌 24 min
後，剪取植株上位葉 (頂芽下方 3 個枝條的末

端葉片) 浸泡於含有 0.1% DAB 之燒杯，於避

光環境中，利用氣壓為 100 kPa 之 Rocker 400
無油式真空幫浦 (洛恩科技，台灣高雄市 ) 真
空抽氣 15 min。取出後，讓葉片繼續浸泡於

DAB 溶液 24 h，於隔天使用 75% 酒精含 25%
醋酸去除葉綠素 (以隔水加熱方法，將葉片和

酒精混合液之燒杯放入 50℃的水浴槽，待其葉

綠素褪去 )，葉片之褐色色素代表 ROS 累積。

另，為瞭解 Ba01、PMB01 及 RSN439 共同處

理是否可以在葉肉細胞較快速產生 ROS，將

培養的 RSN439、Ba01、PMB01 分別稀釋成

OD600 為 0.3、1.0、1.0 的細菌懸浮液。以 1 : 
1 製備拮抗菌與病原菌混合液，利用一次性注

射器 (Terumo, Tokyo, Japan) 進行葉片滲透接
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種，並以 0.1 mL (1 OD600) 的 PMB05 作為正

對照組。3 h 後，將注射的葉片取下，浸泡於

75% 酒精含 25% 醋酸的混合液於 50℃的水浴

槽去除葉綠素，再以 phosphate buffered saline 
(PBS, pH = 7) 漂洗葉片至無味，最後將葉片

浸泡於含有 20 μM H2DCFDA 和 2% dimethyl 
sulfoxide (DMSO) 的 PBS，在避光情況下真

空抽氣 15 min，後繼續避光一晚 (Zeng et al. 
2015; Farzand et al. 2019)。使用 PBS 漂洗 2
次後將葉片移至螢光顯微鏡 Olympus BX53 
(Olympus, Tokyo, Japan) 觀察。採用濾鏡 ex-
citation/emission: 460–495 nm/470–495 nm 
(Lumencor, Beaverton, OR, USA)。

Ba01防治馬鈴薯青枯病之盆栽試驗
PMB01 為番茄青枯病與萎凋病唯一核准

之生物農藥，但對於馬鈴薯青枯病之防治仍

未有相關研究，因此以 PMB01 為對照菌株，

測試 Ba01 是否具防治馬鈴薯青枯病之潛力。

2 次生物性重複，每次重複每組分別為 4 與 5
植株 (介質體積為 7 吋盆 8 分滿 )，分組如下：

(1) 只澆灌水；(2) 只接種 RSN439 (150 mL、
0.3 OD600)；(3) 只澆灌 Ba01 (150 mL、1.0 OD600)；
(4) 只澆灌 PMB01 (150 mL、1.0 OD600)；(5) 同
時澆灌 RSN439 (150 mL、0.3 OD600) 和 Ba01 
(150 mL、1.0 OD600)；及 (6) 同時澆灌 RSN439 
(150 mL、0.3 OD600) 和 PMB01 (150 mL、1.0 
OD600)。馬鈴薯種植 28 d 後，進行 150 mL (0.3 

OD600) RSN439 接 種， 並 同 時 澆 灌 Ba01 或

PMB01 (150 mL、1.0 OD600)。試驗期間 7 d 施

花寶2號 (Hyponex Corporation, Marysville, OH, 
USA) 1 次，接種後則停止。試驗自接種馬鈴

薯青枯病菌 RSN439 後，持續進行 14 d，以

萎凋罹病指數 (disease index) (0 = 沒有病徵、

1 = 0–25% 萎凋、2 = 26–50% 萎凋、3 = 51–
75% 萎凋、4 = 76–99% 萎凋、5 = 植株死亡 ) 
與萎凋罹病度 (wilt severity)：Σ (植株數量 × 
萎凋罹病級數 )/(植株總數量 × 最高萎凋罹病

級數 ) × 100% 計算 (Chamedjeu et al. 2019)。

結果

馬鈴薯青枯病菌之鑑定

病原菌經分離培養於 TTC 鑑別性培養基

2–3 d 後，出現流質狀不規則圓形或橢圓形，

中間呈粉紅色，外圍為乳白色之典型青枯

病菌菌落型態。利用青枯病菌專一性引子

AU759/760 (Tran et al. 2016; Tsai et al. 2017) 
對保守性 IpxC 基因序列進行增幅，4 株病

菌皆可增幅 282 bp 的條帶 (圖 1A)，確定此

4 株為青枯病菌。另，利用鑑定青枯病菌 race 1
專 一 性 引 子 PS-IS-F/R (Jaunet & Wang 1999; 
Lee et al. 2001) 對 4 株馬鈴薯青枯病菌 insertion 
sequence IS1405 進行增幅，發現僅 RSN371
菌株產生預期 1,070 bp 的條帶，而 RSN245、

(B)

3,000 bp

1,000 bp

250 bp
306 bp

(A)

3,000 bp 3,000 bp

1,000 bp 1,000 bp

250 bp
282 bp

1,070 bp

250 bp

圖 1.　馬鈴薯青枯病菌之鑑定。(A) 分別利用青枯病菌專一性引子 AU759/760 與 race 1 專一性引子 PS-IS-F/R
於膠片上增幅 282 與 1,070 bp 大小的條帶；(B) 利用 race 3 專一性引子 630/631 於膠片上增幅 306 bp 大小的

條帶。 (1 = RSN245; 2 = RSN371; 3 = RSN373; 4 = RSN439)
Fig. 1.　Identification of Ralstonia solanacearum isolates. (A) The DNA fragments 282 and 1,070 bp of R. sola-
nacearum were amplified by R. solanacearum specific primer pair AU759/760 and its race 1 specific primer pair PS-
IS-F/R, respectively; and (B) the DNA fragment 306 bp was amplified by R. solanacearum race 3 specific primer pair 
630/631. (1 = RSN245; 2 = RSN371; 3 = RSN373; 4 = RSN439)
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RSN373 和 RSN439 菌株則無此條帶 (圖 1A)。
而利用 630/631 (Kubota et al. 2011) 引子對 (增
幅區域為 prophage gene RRSL_02400) 鑑別

race 3 之增幅結果發現 RSN245、RSN373 和 
RSN439 菌株產生 306 bp 的條帶 (圖 1B)，而

RSN371 則無此條帶。由以上結果推論，馬鈴

薯青枯病菌 RSN371 為 race 1，而 RSN245、
RSN373 與 RSN439 則為 race 3。

液化澱粉芽孢桿菌 Ba01具分泌胞外水
解酶及溶磷能力 

將 Ba01 和 PMB01 分別培養於鑑別蛋白質 
酶、澱粉酶、纖維素酶、脂質酶及溶磷能力培養 
基，發現 Ba01 與 PMB01 皆具分泌蛋白質酶、澱

粉酶、纖維素酶、脂質酶及具溶磷能力 (圖 2A)。 
在澱粉酶與溶磷能力方面，Ba01 與 PMB01 產

生的透化圈大小無差異，而在蛋白質酶與纖維

素酶的分泌能力上，Ba01 有較強的能力 (un-
paired t-test, P-value 分別為 0.0025、0.023) (圖
2B)。另外，脂質酶分泌的關鍵，為其是否會

在培養基上產生沉澱，Ba01 和 PMB01 皆觀察

到沉澱產生 (圖 2A)，說明 Ba01 與 PMB01 皆

具脂質分解能力，但無法定量比較。

Ba01具抑制馬鈴薯青枯病菌之能力
在濾紙片擴散試驗中，Ba01、PMB01 皆可 

有效抑制馬鈴薯青枯病菌 RSN373 與 RSN439， 
而對於 RSN245 與 RSN371 則產生較小抑制

圈 (圖 3A)。經過 unpaired t-test 統計，Ba01
抑制 4 株青枯病菌的效果與 PMB01 相比具顯

著性差異 (表 2)。另，為測試液化澱粉芽孢桿

菌濾液是否具抑制青枯病菌之能力，在經過

28℃培養 2 d 後，取 100 μL 濾液塗盤進行計

量。生長於 70% CPG 液態培養基的 RSN439
菌落數為 6.9 × 1010 cfu mL-1，而經 Ba01 或

PMB01 濾液和 RSN439 細菌懸浮液共同培養 
後，Ba01 濾液可將 RSN439 之菌量降至 6.47 ×  
1010 cfu mL-1 ± 1.36 × 1010 cfu mL-1，而 PMB01 
濾液則可將 RSN439 之菌量降至 2.35 × 1010 
cfu mL-1 ± 0.67 × 1010 cfu mL-1。此試驗結果

顯示，液化澱粉芽孢桿菌可能會分泌一些具有

抑制馬鈴薯青枯病菌生長之二次代謝物於培養

液中。透過 unpaired t-test 進行分析，Ba01 與

PMB01 濾液針對青枯病菌並無顯著之抑菌效

果，但 PMB01 濾液的抑制效果較 Ba01 佳 (P 
= 0.0092) (圖 3B)。

在泳動能力測試方面，於 0.3% LB 培養基 
培養 8 h 後，Ba01 所產生之菌落平均直徑為

66.78 mm ± 2.41 mm，而 PMB01 的菌落平均

直徑則為 40.87 mm ± 3.31mm，與 PMB01 相

比，Ba01 具較佳的泳動能力 (P < 0.0001) (圖
3C)。而表面移行的能力測試方面，於 0.7% 
LB 培養基培養 8 h 後，發現 Ba01 (菌落平均

直徑為 59.26 mm ± 6.53 mm) 相較於 PMB01 
(32.72 mm ± 2.64 mm) 具較佳表面移行能力 
(P < 0.0001) (圖 3C)。

Ba01與 PMB01對馬鈴薯青枯病菌之抑
制無加乘作用

芽孢桿菌具防治多種植物病害之效果，而

每株芽孢桿菌的抑菌機制有些許差異，因此欲

探討混合液化澱粉芽孢桿菌 Ba01 與 PMB01
是否具提升抑制馬鈴薯青枯病菌之能力。

Ba01、PMB01 或其混合液於塗有馬鈴薯青枯

病菌 RSN245、RSN371、RSN373 或 RSN439
的 LB 固態培養基出現大小相似的抑制圈 (圖
4A)，經統計分析 Ba01 或 PMB01 與混合液之

抑制圈，並無顯著性差異 (表 3)。此結果顯示，

Ba01 與 PMB01 混合施用對於馬鈴薯青枯病菌

並無加乘之抑制能力。由圖 4B 可見，培養 6 h
後，Ba01 之 OD600 接近 2，較 PMB01 高。到

第 24 h，Ba01 之 OD600 已接近 5，為 PMB01
的 2 倍 (圖 4B)。結果顯示，Ba01 在 LB 液態

培養基的生長速度較 PMB01 快 (圖 4B)。

液化澱粉芽孢桿菌 Ba01、PMB01形成
生物膜之能力無顯著差異

生物膜的生成與液化澱粉芽孢桿菌纏聚於

植物根部以保護植物免受病原菌之侵入感染，

因此透過 crystal violet biofilm assay來檢測Ba01 
與 PMB01 2 株液化澱粉芽孢桿菌之間的生物

膜生合成能力。檢測結果，以 Ba01 的生物膜

形成率設為 100%，而 PMB01 的生物膜生成

百分比則為 99%，二者之間並無顯著性差異 
(圖 5A)。另，為探討細菌之生長速率與生物

膜生成之間的關係，進行細菌在 12 孔盤中培
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養 48 h 後的生長曲線數據。兩細菌以同樣條

件靜置培養於 12 孔盤中培養。測定結果發現，

Ba01 於 LB 液態培養基生長 48 h 後的菌量約

為 PMB01 的 1.6 倍 (P < 0.0001, t-test)，顯示

Ba01 於 12 孔盤靜置培養 48 h 後的生長速率

較 PMB01 快 (圖 5B)。

青枯病菌 RSN439對馬鈴薯具較強毒力

馬鈴薯植株接種青枯病菌 RSN439 後 15 
d，全部出現萎凋病徵 (圖 6A)。而各青枯病菌

菌株接種馬鈴薯後之病徵進展，如下所述。接

種 RSN439 或 RSN373 的馬鈴薯於 9 d 後，開

(A)

(B)
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圖 2.　液化澱粉芽孢桿菌 Ba01 胞外水解酶與溶磷能力分析。(A) 胞外水解酶活性與溶磷能力之測試，每組技

術性 3 重複。(B) Ba01 與 PMB01 於培養基上產生透化圈大小之比較。Ba01 蛋白酶與纖維素酶活性較 PMB01
強。統計使用 unpaired t-test (Prism 8.0.2)；* 代表 P < 0.05，** 代表 P < 0.01。
Fig. 2.　Analysis of extracellular enzyme activity and phosphate solubilization in Bacillus amyloliquefaciens. (A) The 
assays of extracellular enzyme activity and phosphate solubilization were performed with agar plates containing specific 
substrates, and each assay included 3 technical replicates; (B) The comparison of transparent zones on medium produced 
by Ba01 and PMB01. B. amyloliquefaciens Ba01 has better ability to secret protease and cellulase compared to that of 
PMB01. P-values were calculated using unpaired t-test; * and ** represent P < 0.05 and P < 0.01, respectively.
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Motility
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圖 3.　液化澱粉芽孢桿菌 Ba01 具抑制青枯病菌之能力。 (A) 馬鈴薯青枯病菌懸浮液 (1.0 OD600；RSN245、
RSN371 體積為 100 μL，RSN373、RSN439 體積為 200 μL) 塗抹於 casamino acid peptone glucose (CPG) 固態

培養基上，待風乾後，分別將 3 μL dH2O 和 3 μL Ba01 (1.0 OD600) 或 3 μLPMB01 (1.0 OD600) 滴定於左、右濾

紙片上；(B) Ba01 與 PMB01 培養濾液拮抗 RSN439 之後菌量總計。Ba01 濾液無法有效抑制 RSN439 的生

長。RSN439 菌液 (1.0 OD600)：液化澱粉芽苞桿菌 Ba01 或 PMB01 濾液：CPG 培養基 = 1 : 2 : 7 之比例配置成

3 mL 之培養液，於 28℃培養 2 d 後，進行 RSN439 菌落數計算。70% CPG 培養基作為對照組；(C) Ba01 與

PMB01於泳動及表面移行測試培養基上之菌落大小統計。相較PMB01，Ba01有較強的表面移行與泳動能力，

統計使用 t-test 並與處理組 Ba01 比較；*** 代表 P < 0.001，**** 代表 P < 0.0001。
Fig. 3.　 Bacillus amyloliquefaciens Ba01 inhibited the growth of Ralstonia solanacearum. (A) 100 µL of R. sola-
nacearum RSN245 or RSN371 and 200 µL of RSN373 or RSN439 (1.0 OD600) were spread on CPG solid medium, 
while 3 µL of dH2O and 3 µL Ba01 (1.0 OD600) or 3 µL PMB01 (1.0 OD600) were dropped on left and right filter pa-
per, respectively; (B) the bacterial counts of RSN439 after incubation with Ba01 or PMB01 filtrate. Both Ba01 and 
PMB01 filtrates cannot inhibit the growth of RSN439. The 3 mL of broth were mixed with 1 : 2 : 7 ratio [1.0 OD600 R. 
solanacearum suspension : filtrate of B. amyloliquefaciens (Ba01 or PMB01) : CPG broth] and incubated at 28℃ for 
2 d. 70% CPG broth was used as a control, and P-values were calculated using unpaired t-test with Prism 8.0.2; and (C) 
B. amyloliquefaciens Ba01 has better swimming and swarming ability than that of PMB01. P-values were calculated 
using t-test; *** and **** represent P < 0.001 and P < 0.0001, respectively; each assay included 3 technical replicates.
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始出現典型青枯病的萎凋病徵。接種 RSN371
的馬鈴薯，則是 12 d 後開始出現萎凋病徵；

而接種 RSN245 的馬鈴薯，亦於第 12 天出現

第 1 株萎凋 (圖 6B)。透過 log-rank test 進行

統計分析，RSN439 分別與 RSN245、RSN371
和 RSN373 比較之 P-value 為 0.018、0.040 及

0.013，且 RSN439 的致死率最高，故青枯病

菌 RSN439 對馬鈴薯之毒力較其他菌株強，因

而後續的盆栽試驗皆使用 RSN439 進行試驗。
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圖 4.　Ba01 與 PMB01 混合液對馬鈴薯青枯病菌無加乘抑制作用。(A) 將 200 µL (1.0 OD600) 的馬鈴薯青枯病

菌 RSN439 懸浮液均勻塗盤於 casamino acid peptone glucose (CPG) 培養基，培養於 28℃。濾紙片分別滴上 3 
µL Ba01、PMB01 (1.0 OD600) 或其混合液；(B) 液化澱粉芽孢桿菌 Ba01 與 PMB01 於 Luria-Bertani (LB) 液態

培養基的生長速率 (以 OD600 表示 )。培養於 37℃，轉速 10.73× g；* 代表 P < 0.05，** 代表 P < 0.01，**** 代表 
P < 0.0001。
Fig. 4.　The combination of Ba01 and PMB01 has no synergistic effect on inhibiting the growth of Ralstonia sola-
nacearum RSN439. (A) The 200 µL (1.0 OD600) of R. solanacearum RSN439 suspension were spread on CPG solid 
medium, and 3 µL of Ba01, PMB01 (1.0 OD600) or Ba01/PMB01 mixed suspension were dropped on filter papers. Plates 
were incubated at 28℃ for 24 h; and (B) the growth rate of Bacillus amyloliquefaciens Ba01 and PMB01 (expressed 
in OD600) at 37℃ with shaking 10.73× g; * , **  and ****  represent P < 0.05,  P < 0.01 and  P < 0.0001, respectively.

表 2.　相較 PMB01，Ba01 抑制馬鈴薯青枯病菌能

力較佳。統計使用 t-test，每組技術性 3 重複。

Table 2.　Ba01 possessed better antibacterial activity 
against R. solanacearum compared to that of PMB01. 
P-values were calculated using unpaired t-testz. 
Rs Ba01 (mm) PMB01 (mm) P-value

RSN245 31.08 ± 3.64 21.77 ± 1.31 0.0140

RSN371 28.33 ± 6.76 11.05 ± 0.40 0.0115

RSN373 43.46 ± 0.80 38.64 ± 1.99 0.0177

RSN439 46.44 ± 1.06 38.55 ± 2.11 0.0044
z Rs = Ralstonia solanacearum. The unit of inhibition zone 

diameter: mm.
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Ba01在接種青枯病菌情況下能誘導植物
產生抗病反應

為觀察植物接種後 ROS 累積情形，試驗使

用 DAB 與 H2DCFDA 進行染色。植物細胞被

病原侵入後會產生過氧化物等活性氧，DAB 經

過氧化物氧化後，會產生褐色的沉澱；H2DCF-
DA 屬細胞滲透螢光探針，進入細胞後被細胞

酯酶修飾形成非螢光的 H2DCF，在細胞被病原

侵入後，H2DCF 會被活性氧氧化產生高強度螢

光物質。在接種青枯病菌、液化澱粉芽孢桿菌

Ba01 與 PMB01 懸浮液 24 h 後，以 DAB 染色

一晚後觀察葉片 ROS 累積所產生的褐色沉澱。

液化澱粉芽孢桿菌 PMB05 已被證實於 PAMP
存在下可誘導阿拉伯芥產生 ROS 累積 (Wang 
et al. 2019)，而在馬鈴薯單獨接種 PMB05 之

正對照組葉片幾乎 100% 呈現褐色沉澱，而

單獨接種 Ba01 或 PMB01 之葉片則無褐色沉

澱產生 (圖 6A)。然而，經馬鈴薯青枯病菌

RSN439 處理之植株可觀察到葉片近葉柄的葉

肉部分，呈現約 70% 褐色沉澱，而在葉尖則

未發現此褐色沉澱。而觀察分別經 RSN439 + 
Ba01 或 RSN439 + PMB01 同時處理之葉片，

可發現兩處理組的葉片，其褐色沉澱覆蓋率接

近 100% (圖 7A)。另外，以 H2DCFDA 染色法

進一步分析 Ba01 與 PMB01 可否於青枯病菌

RSN439 接種 3 h 後增加 ROS 的產生。由結果

可見，Ba01 與 PMB01 在青枯病菌 RSN439 存

在下能快速累積螢光訊號 (圖 7B)，顯示 Ba01
與 PMB01 接種於感染青枯病菌植株具備能誘

導馬鈴薯植株產生抗病能力之潛能。
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圖 5.　液化澱粉芽孢桿菌 Ba01 與 PMB01 生物膜生成能力與靜置培養之生長速率。(A) Ba01 和 PMB01 產生

生物膜的能力相當；(B) Ba01 與 PMB01 於 Luria-Bertani (LB) 液態培養基之生長速率 (以 OD600 表示 )。靜置

培養於 12 孔盤中，溫度為 37℃；*** 代表 P < 0.001，**** 代表 P < 0.0001。
Fig. 5.　Biofilm formation ability and growth rate of Bacillus amyloliquefaciens Ba01 and PMB01. (A) B. amyloliq-
uefaciens Ba01 and PMB01 have similar level of biofilm formation ability in LB liquid medium; and (B) the growth 
rate of B. amyloliquefaciens Ba01 and PMB01 (expressed in OD600) in 12-well plates at 37℃ without shaking; *** and 
**** represent P < 0.001 and P < 0.0001, respectively.

表 3.　共同使用 Ba01 與 PMB01 對 RSN439 無加乘抑制作用，統計使用 t-test，並比較混合液處理與單獨處

理之具顯著性差異。

Table 3.　Clear zones were measured after incubation, and P-values were calculated using unpaired t-test.
Inhibition zone (mm) RSN245 RSN371 RSN373 RSN439

Ba01 15.26 ± 0.46 10.30 ± 0.69 16.43 ± 1.13 16.16 ± 0.42

PMB01 14.18 ± 0.24 11.11 ± 0.89 13.75 ± 0.73 15.41 ± 0.44

Ba01 + PMB01 15.41 ± 1.27 10.57 ± 0.92 16.99 ± 0.75 16.05 ± 0.30

Ba01 v.s. Ba01 + PMB01 (P-value) 0.8568 0.7051 0.5140 0.7238

PMB01 v.s. Ba01 + PMB01 (P-value) 0.1746 0.5055 0.0058 0.1070
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Ba01具防治馬鈴薯青枯病之能力
試驗處理組含對照組共 6 組，2 次生物性

重複，每次重複每組分別為 4 與 5 植株。結果

顯示，只接種馬鈴薯青枯病菌 RSN439 的馬鈴

薯植株，14 d 後，其罹病度 (disease severity) 
為 95% ± 13.2%；而澆灌 Ba01 或 PMB01 的

馬鈴薯植株則無病徵 (圖 8A)。而同時澆灌

RSN439 和 Ba01 後的處理組，其罹病度降至

20% ± 32.6% (t-test，P < 0.0001，與僅接種

RSN439 之處理組相比 )，而同時澆灌 RSN439

和 PMB01 的處理組，其罹病度降至 33.3% ± 
41.1% (t-test，P = 0.0006，與僅接種 RSN439
之處理組相比 ) (圖 8B)。此試驗結果顯示，

Ba01 與 PMB01 皆能有效降低馬鈴薯青枯病之

罹病度。然而青枯病菌感染植株經過 Ba01 或

PMB01 處理，青枯病的罹病度於兩者之間並

無顯著性差異 (圖 7B)。

討論

芽孢桿菌長期以來已被使用於各種植物病
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圖 6.　馬鈴薯青枯病菌 RSN439 具較強毒力。(A) 馬鈴薯青枯病菌接種 15 d 後的病徵。馬鈴薯青枯病菌接種

濃度與體積為 0.3 OD600、150 mL，每試驗組 5 棵植株；(B) 使用 Prism 8.0.2 進行存活率製圖，從接種的第一

天記為 Day 0，並於接種後每天紀錄，共觀察 15 d。
Fig. 6.　Potato bacterial wilt pathogen RSN439 has stronger virulence. (A) The symptoms of potato plants infected 
by one of four Ralstonia solanacearum isolates shown at 15 dpi. Potato plants were inoculated with 150 mL R. sola-
nacearum (0.3 OD600). Each treatment included 5 potato plants; and (B) survival curves of potato plants after inocula-
tion were graphed by Prism 8.0.2. (dpi: day-post-infection)
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(A)

(B)

圖 7.　Ba01 或 PMB01 與馬鈴薯青枯病菌 RSN439 共同施用能增加植物葉片內 reactive oxygen species (ROS) 
的累積。(A) 液化澱粉芽孢桿菌 (1.0 OD600) 和馬鈴薯青枯病菌 (0.3 OD600) 單獨或混合以土壤澆灌 150 mL，
24 h 後，利用二氨基聯苯胺 (DAB) 染色，並放置隔夜進行觀察；(B) 液化澱粉芽孢桿菌 (1.0 OD600) 和馬鈴薯

青枯病菌 RSN439 (0.3 OD600) 以針筒接種 0.1 µL，3 h 後，利用 H2DCFDA 染色並放置隔夜。使用螢光顯微鏡

Olympus BX53。比例尺代表 200 µm。

Fig. 7.　ROS accumulation was increased in potato leaves after inoculation with Ralstonia solanacearum RSN439 
simultaneously with Bacillus amyloliquefaciens Ba01 or PMB01. (A) Potato leaves were dyed with diaminobenzidine 
(DAB) after soil inoculation for 24 h with 150 mL of B. amyloliquefaciens and/or R. solanacearum RSN439, and laid 
overnight before observation; and (B) potato leaves were dyed with H2DCFDA after syringe injection for 3 h with 
0.1 µL of B. amyloliquefaciens and/or R. solanacearum RSN439, and laid overnight before observation. The samples 
were observed by fluorescence microscope Olympus BX53. The scale represents 200 µm.
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圖 8.　Ba01 與 PMB01 皆能有效降低馬鈴薯青枯病之罹病度。(A) 共 6 處理組，進行 2 次生物性重複，每次

每組分別為 4 與 5 植株 (以 5 植株之圖片為代表 )：(a) 只澆灌水；(b) 只接種 RSN439；(c) 只澆灌 Ba01；(d) 
同時澆灌 RSN439 和 Ba01；(e) 只澆灌 PMB01； (f) 同時澆灌 RSN439 和 PMB01。每盆澆灌 150 mL，Ba01
與 PMB01 濃度為 1.0 OD600，RSN439 濃度為 0.3 OD600。(B) 接種 14 d 後，馬鈴薯青枯病之罹病度統計圖。統

計使用 9 株馬鈴薯植株的平均罹病度 ± 標準差，並以 t-test 與 RSN439 處理組比較。*P < 0.05，***P < 0.001。
Fig. 8.　Applying Ba01 or PMB01 can effectively reduce the disease severity of potato bacterial wilt. (A) There were 
6 treatments each with 2 biological repeats (4 and 5 potato plants). The figure with 5 potato plants was represented. 
(a) dH2O (control); (b) RSN439 only; (c) Ba01 only; (d) RSN439 plus Ba01; (e) PMB01 only; and (f) RSN439 plus 
PMB01. For each pot, 150 mL of bacterial suspension as described were added, and the concentration of Ba01 or 
PMB01 was 1.0 OD600, while RSN439 was 0.3 OD600. (B) The disease severity of potato bacterial wilt after 14-day inoc-
ulation was expressed as the average ± standard deviation of 9 potato plants. P-values were calculated using unpaired t-test 
and compared with RSN439 treatment. * represents P < 0.05, and *** represents P < 0.001. (dpi: day-post-infection)
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蟲害之防治，其中液化澱粉芽孢桿菌是常使用

的生物防治菌。液化澱粉芽孢桿菌於 1943 年

由日本學者 Fukomoto 第一次發現，其可分泌

澱粉酶、蛋白酶及多種抑菌物質。而溶磷或產

生植物激素，如吲哚乙酸之能力，也使其被用

作生物肥料 (Yuan et al. 2013)。台灣亦有許多

已上市之液化澱粉芽孢桿菌產品：如 Ba-BPD1 
(活力磷寶，台灣肥料，台灣台北市 ) 為生物

肥料，具溶磷能力，亦可用來防治水稻紋枯病 
(Liao 2017)；PMB01 (救你一命，絕症剋星，

嘉農，台灣新竹市 ) 為生物農藥，主要防治番

茄青枯病 (Chou et al. 2013)。Ba01 由馬鈴薯

薯皮所分離，並由前人發現其對馬鈴薯瘡痂病

具防治效果 (Lin et al. 2018)，且能分泌環脂

肽類二次代謝物，包括伊枯草菌素 (iturin)、
表面素 (surfactin) 及豐原素 (fengycin) (Lee et 
al. 2001) 等抑菌物質。本研究透過對峙培養與

濾紙片擴散法等試驗發現 Ba01 亦具有抑制馬

鈴薯青枯病菌的能力，其效果不亞於核准藥劑

PMB01。推測 Ba01 可透過產生二次代謝物防

治馬鈴薯青枯病，未來可使用二次代謝物合成

相關基因之突變株進行盆栽試驗加以證明。

微生物會分泌不同的分解酶以利外來養分

之吸收，其中水解酶可分解多種大分子化合

物，包括蛋白質、澱粉、纖維素、脂質、半纖

維素與幾丁質等，例如 Serratia marcescens 防

治豆科白絹病的能力與幾丁質酶表現有關；而

ß-1,3-glucanase 的分泌能有效增強 Lysobacter 
enzymogenes C3 對高狐草葉斑病與甜菜猝倒

病的生物防治能力 (Ordentlich et al. 1988; Pa-
lumbo et al. 2005)。這些酵素會分解植物殘體

和非生物的有機物提供植物吸收，間接促進植

物防禦能力 (Jadhav et al. 2017)。本試驗利用

不同基質的培養基測試，發現 Ba01 與 PMB01
皆有分解蛋白質、澱粉、脂質及纖維素之能力 
(圖 2)，且 Ba01 在分泌蛋白酶與纖維素酶之能

力較 PMB01 大，這些分解酶可能會干擾病原

菌的生長，例如蛋白酶和脂質分解酶可降解並

破壞病原菌細胞壁，並與表面素的產生和表面

移行能力有關 (Connelly et al. 2004)；而 α-澱
粉酶可將糖殘基 (sugar residues) 分解供植物

生長，另經過降解病原菌生物膜結構以達到抑

制病原菌生長之目的 (Compaoré et al. 2013)。

除了表面移行能力，泳動能力亦會影響生

物膜的形成，且芽孢桿菌的表面移行與泳動能

力越強，其生物膜產生的能力越差 (Bartolini 
et al. 2019)，本研究發現 Ba01 的表面移行與

泳動能力較 PMB01 佳 (圖 3C)，但兩者生物膜

產生的量相當 (圖 5A)。後續 Ba01 與 PMB01
在 24 h 內的生長曲線發現，Ba01 生長速度亦

較快 (圖 5B)。因此，試驗結果符合芽孢桿菌

表面移行與泳動能力較佳之菌株 (如 Ba01)，
其形成生物膜之量下降，然而因 Ba01 生長速

度較快，最終與表面移行與泳動能力較弱之菌

株 (如 PMB01) 達成相當的生物膜產生量。

除了上述的防治途徑外，Ba01 誘導馬鈴

薯植株產生抗病反應，亦是防治馬鈴薯青枯病

的可能途徑。前人研究發現，芽孢桿菌表面

素可做為一種病原相關分子模型 (PAMP)，用

以誘導菸草細胞活性氧 (ROS) 的產生，並增

強植物抗病能力。因此，ROS 的累積也被視

為誘發植物產生抗病反應的重要指標 (Zeriouh 
et al. 2014)。本研究發現，Ba01 與 PMB01 分 
別和馬鈴薯青枯病菌 RSN439 共同施用的情況 
下，相較於單獨施用 Ba01、PMB01 或 RSN439 
之處理組，具有更多的 ROS 累積，與 Wang 
et al. (2019) 的研究中證明部分芽孢桿菌菌株

具有提升 PTI 功能的研究相符。是否 Ba01 與

PMB01 也具有此功能，抑或是菌株本身即可

引起 PTI，仍值得進一步研究；然而 Ba01 與

RSN439 共同施用的情況下，H2DCFDA 染色

後所產生的螢光訊號較 PMB01 和 RSN439 共

同施用強。因此，推測 Ba01 於馬鈴薯青枯

病菌存在時，其誘導植物產生抗病的能力比

PMB01 佳。在本文試驗中，PMB05 不需病原

菌存在就可於馬鈴薯誘導 ROS 產生，但 Ba01
則需要病原菌存在。因此，顯示 PMB05 誘導

ROS 產生的機制可能與 Ba01 不同。PMB05
於 Ho et al. (2020) 之論文，發現 PMB05 需在 
Ralstonia solanacearum的 PopW (harpin) 作為 
PAMP 的情況下，才能增強番茄透過鈣離子通

道與 NADPH 氧化酶誘導 ROS 產生及抗病。而 
前人研究發現，Ba01 可透過分泌 surfactin 抑制 
馬鈴薯瘡痂病菌，且 Bacillus spp. 在病原菌同

時存在的情況下，會比 Bacillus spp. 單獨培養

分泌更多 surfactin。surfactin 作為 PAMP，亦可 
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誘導植物粒線體產生 ROS 的累積。因此，預

測 surfactin 的分泌為 Ba01 誘導 ROS 累積的

可能機制之一。

綜上所述，本研究發現 Ba01 可經由多種

途徑直接或間接拮抗馬鈴薯青枯病菌，其機制

可能與抑制病原菌生長、促進植物吸收營養與

提升植物抗病能力有關，說明 Ba01 具防治馬

鈴薯青枯病之潛力。
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Biological Control of Potato Bacterial Wilt Caused by 
Ralstonia solanacearum with Bacillus amyloliquefaciens Ba01

Zen-Chi Huang1, Ya-Fang Wu2, Chia-Hsin Tsai3, Hau-Ping Chou4, Yi-Hsien Lin5, and Ying-Lien Chen6,*

Abstract

Huang, Z. C., Y. F. Wu, C. H. Tsai, H. P. Chou, Y. H. Lin, and Y. L. Chen. 2021. Biological 
control of potato bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum with Bacillus 
amyloliquefaciens Ba01. J. Taiwan Agric. Res. 70(1):24–42.

Solanaceae bacterial wilt caused by Ralstonia solanacearum has been an important disease 
of potato and tomato. Though there were no recommended bactericides, current ways to control the 
bacterial wilt included using bacteria-free tubers, rotation with cereals or rice, and applying Bacillus 
amyloliquefaciens PMB01 as a biocontrol agent. B. amyloliquefaciens Ba01 was isolated from healthy 
potato tuber, and demonstrated the antibacterial effect against potato common scab. In this study, we 
found that B. amyloliquefaciens Ba01 effectively inhibited the growth of potato bacterial wilt patho-
gen R. solanacearum, and it can enhance phosphate solubilization and secrete multiple extracellular 
enzymes, such as protease, amylase, cellulase and lipase, which could facilitate the growth of plants. 
Meanwhile, Ba01 exerted better swimming/swarming ability compared to PMB01, indicating it might 
colonize well in potato plants. We also found that Ba01 had better ability in biofilm formation than 
PMB01. In terms of antibacterial activity, both Ba01 and PMB01 can inhibit R. solanacearum race 1 
strain RSN371, and race 3 strains RSN245, RSN373 and RSN439, but there were no synergistic effect 
between these two biocontrol agents. Furthermore, RSN439 has stronger virulence to potato among 
four R. solanacearum strains. Hence, we determined the disease severity of potato inoculated with R. 
solanacearum RSN439, and found that the disease severity significantly reduced to 20% (P = 0.0009) 
or 40% (P = 0.0135) after treatment with Ba01 or PMB01, respectively. As for plant defensive re-
sponses, leaves obtained from potato plants inoculated with R. solanacearum RSN439 and Ba01 or 
PMB01 simultaneously increased the accumulation of reactive oxygen species (ROS). In conclusion, 
potato bacterial wilt can be controlled by B. amyloliquefaciens Ba01 effectively due to the inhibition 
of R. solanacearum, the secreting of extracellular enzymes, phosphate solubilization and ROS accu-
mulation in potato plants.

Key words: Potato bacterial wilt, Ralstonia solanacearum, Bacillus amyloliquefaciens Ba01, Biolog-
ical control.
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