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加拿大进境油菜籽茎基溃疡病菌的检测与鉴定
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摘要 从加拿大进境油菜籽中随机选取船载油菜籽样品,通过特异引物的PCR扩增检测和病原菌分离鉴

定,观察了油菜茎基溃疡病菌Leptosphaeriamaculans的发生情况。结果表明:所有来自3艘轮船的15份油菜

籽样品的油菜茎基溃疡病菌PCR检测都呈阳性;随机选择的3份阳性样品的病原菌分离、鉴定与致病性测试结

果证实了PCR的检测结果。

关键词 油菜茎基溃疡病菌;检测;鉴定

中图分类号 S432.4+4;S435.654  文献标识码 A  文章编号 1000-2421(2011)01-0066-04

收稿日期:2010-06-10;修回日期:2010-07-14
基金项目:国家质检总局科研项目(2010IK251)
王振华,硕士,高级农艺师.研究方向:植物病理学.E-mail:wzhciq@163.com

  油菜茎基溃疡病(phomastemcanker)是油菜

上最严重的真菌病害之一,其致病菌为小球腔菌属

的油菜茎基溃疡病菌Leptosphaeriamaculans[1]。
油菜茎基溃疡病菌L.maculans致病力强,能引起

油菜茎基部发生溃烂,严重影响油菜等作物的产量。
该病原菌在欧洲、澳大利亚和北美地区广泛分布[2],
但在我国还未见报道,属于我国进境植物检疫性有

害生物。近期以来,我国出入境检验检疫机构从进

口澳大利亚油菜籽中多次截获茎基溃疡病菌。
为有效防止油菜茎基溃疡病传入我国,国家质

量监督检验检疫总局在2009年11月9日发布了

《关于进口油菜籽实施紧急检疫措施的公告》(2009
年第101号)。2010年1月,笔者从加拿大进境的

油菜籽样品中截获了一种真菌性有害生物,其PCR
检测、扩增产物测序以及菌落形态学鉴定结果表明,
该病菌为油菜茎基溃疡病菌L.maculans。

1 材料与方法

1.1 供试油菜籽样品和菌株

供试油菜籽样品采自3艘轮船上集装箱散装的

加拿大进境油菜籽,进境时间为2010年1月。油菜

茎基溃疡病菌的阳性对照分离物为笔者所在单位收

藏的标准菌株ATCC60737。1份油菜黑胫病菌L.
biglobosa湖北分离物作为阴性对照,由华中农业大

学李国庆教授惠赠。
1.2 样品的前处理和 PCR 检测

样品经过去除杂质和混匀后,从每份样品中随

机选取1g用于PCR检测。
取样品1g,液氮研磨后取样0.1g,采用DNA

纯化试剂盒(Promega公司生产)提取样品总DNA,
用油菜茎基溃疡病菌L.maculans特异性引物[3]:

LMR1-DF5′-GCGTAAGAAGCGTGCCTTAGA
GTC-3′ 和 LMR1-D R5′-TCCTGCTCCTACTC
CTTCTCTAGC-3′进行PCR扩增,预期扩增片段

为581bp。

PCR反应总体积为25μL,其中10×buffer2.5

μL、10 mmol/LdNTP0.5μL,Taq 酶2.5 U,

DNA模板1μL,正反引物各1μL,双蒸水18.5

μL。PCR反应条件为:预变性94℃5min;94℃
30s、58℃30s、72℃40s,35个循环;72℃延伸

7min。
试验中以相同体积的 水 作 为 阴 性 对 照。取

5μLPCR扩增产物在2%琼脂糖凝胶电泳。凝胶

经EB染色后,用凝胶成像系统拍照。
随机选取3份扩增产物,由上海生工生物工程

技术服务有限公司进行直接双向测序,测序获得的

序列经拼接后与GenBank中相关序列进行Blast搜

索与比对分析。
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1.3 病原菌的分离与形态鉴定

在解剖镜下从阳性样品挑选表面皱缩、干瘪、变
色、残缺或有霉变的500粒种子和带有黑色点状的

下脚料分离病原菌。将带菌种子和下脚料切成4~
5mm的小块分别置于灭菌蒸馏水中室温浸泡处理

1d,转入-20℃下冷冻处理24h,1%次氯酸钠消

毒5min,无菌水洗涤3次后,置于PDA平板(加入

链霉素,浓度为50~100U/mL)上,每皿放入种子

25粒和病组织4个,在20~25℃12h黑暗和12h
光照交替培养10d。第5天开始观察种子和病组织

周围菌丝形态特征。当与病原菌特征一致时,挑取

菌丝小块转入新的PDA培养基纯化培养。
1.4 致病性测试

选取健康的 Westar感病油菜籽种植,在长出2
片子叶后进行致病性测试。随机选取3份PCR检

测为阳性且符合预期形态特征的分离物,用无菌水

配制每毫升含107个分生孢子液,针刺接种,黑暗保

湿1d,置于15~20℃下生长观察(可剪掉生出的心

叶)。接种5~8d后,观察接种点附近的发病情况。

2 结果与分析

2.1 PCR 检测及其扩增产物的序列分析

检测结果表明,用油菜茎基溃疡病菌L.macu-
lans特异性引物对LMR1-D F/R对油菜籽种子样

品总DNAPCR扩增,15份样品都扩增到了约580
bp的预期产物,但不能从油菜黑胫病菌L.biglobo-
sa湖北分离物扩增到任何DNA条带(图1)。

  M.MarkersDL2000(Takara,Japan);1~4.油菜籽样

品 Rapeseedsamples;5.阳性对照 Positivecontrol;6.阴性

对照 Negativecontrol.

图1 引物对LMR1-DF/R的PCR扩增产物的

琼脂糖凝胶电泳结果

Fig.1 AgarosegelelectrophoresisofPCRamplification

productsbyprimersetLMR1-DF/R

随机选取的3份扩增产物双向测序后,有2条

序列长为581bp,还有1条序列长为582bp。所得

序列在GenBank中进行Blast搜索,获得了源自该

病菌的大量相关序列。序列1与油菜茎基溃疡病菌

L.maculanssubsp.brassicae的法国株系v23.1.3
的1段序列(CT485789.1)的同源性最高,同源性为

96%;序列2与该株系的1条序列(CT485666.1)

也有96%的相似性;序列3与该株系的1条序列

(CT485670.1)的同源性最高,但只有94%。

特异性引物对LMR1-D F/R对扩增的片段为

油菜茎基溃疡病菌L.maculans的无毒基因Avr-
Lm1(AM084345)附近的基因组序列。将所得的

3条序列进行比对,发现序列之间存在一定的变异

性,同源性为92%~95%。除了位于两端的引物序

列外,变异碱基分布较均匀(图2)。这3条序列分

别在GenBank中Blast搜索后的比对结果也表现出

这一特征(结果未给出)。

检测结果初步显示,进境油菜籽样品中油菜籽

种子可能携带有油菜茎基溃疡病菌L.maculans。
2.2 病原菌的形态特征

在随机选取1份PCR检测为阳性的船载油菜

籽、筒仓油菜籽或下脚料样品中,均观察到了典型的

油菜茎基溃疡病菌L.maculans的形态特征。

检测样本的种子和病组织周围菌丝形态特征均

表现为菌丝白色,有隔,边缘不整齐、有较多分枝,白
色菌丝、菌落上有较大的结节状颗粒点。培养10d
的菌落上可见到黑色点状的分生孢子器,显微镜下

分生孢子呈椭圆形至纺锤形,无色透明,两端各1个

油球。据此也可初步判定供试样品中携带了油菜茎

基溃疡病菌L.maculans。
2.3 病原菌致病性的测试

致病性的测试结果表明,纯化的分离物针刺接

种油菜叶片5~8d后,在接种点周围出现圆形浅褐

色枯死斑,病斑稍凹陷。该症状表现符合油菜茎基

溃疡病菌L.maculans强毒株系引发的典型病理学

特征。

另外,在进行致病性的测试同时还发现,对油菜

发病子叶再进行病原菌分离,镜检该分离物仍可以

观察到与油菜茎基溃疡病菌L.maculans一致的形

态特征。
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图2 3条油菜茎基溃疡病菌无毒基因AvrLm1(AM084345)附近的基因组序列的比对结果

Fig.2 AlignmentofthreegenomicsequencessurroundingtheavirulencegeneAvrLm1(AM084345)ofL.maculans

3 讨 论

油菜茎基溃疡病菌L.maculans(无性世代为

Phomalingam)是小球腔菌属Leptosphaeria的一

个种,油菜黑胫病菌L.biglobosa(无性世代尚未确

认)是该属的另一个种[1,4]。这2种病原菌的形态特

征相近,但引起油菜茎部感染和基部溃疡的能力并

不相同。油菜茎基溃疡病菌L.maculans致病力

强,引起油菜茎基部发病,造成的损失很大,引起的

产量损失平均为10%~20%,在澳大利亚、加拿大、

美国、欧洲等油菜主产区广泛分布,而在中国则未见

报道;油菜黑胫病菌L.biglobosa致病力弱,一般引

起油菜茎上部发病,造成的损失小,在我国主要分布

于浙江、安徽、湖北、湖南、四川和内蒙古等地区[5-6]。
来源于强毒株系的特异引物的PCR扩增及其

产物测序结果,结合分离物的形态特征与致病性结

果,证实了本试验样品中携带了油菜茎基溃疡病菌

L.maculans。强 毒 分 离 物 的 无 毒 基 因 AvrLm1
(AM084345)附近的基因组序列有一定的保守性

(同源性大于92%)。
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当用同样的引物对来源于湖北的油菜黑胫病菌

L.biglobosa 弱毒分离物的基因组DNA进行PCR
扩增时,不能扩增到任何DNA片段。这也进一步

说明了本试验样品中携带了油菜茎基溃疡病菌L.
maculans,同时也表明有可以利用特异性引物对

LMR1-DF/R的PCR扩增结果对油菜茎基溃疡病

菌L.maculans和油菜黑胫病菌L.biglobosa进行

快速鉴别。
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Abstract Inthisresearch,shipbornesampleswererandomlyselectedfromimportedCanadianrape-
seedstoinvestigatetheoccurrenceofphomastemcanker(Leptosphaeriamaculans)byPCRamplifica-
tion,pathogenisolationandpathogenicitytest.Theresultsshowedthatallfifteenrapeseedsamples
fromthreeshipswerepositiveinPCRdetectionofLeptosphaeriamaculans.Theresultsfrompathogen
isolation,identificationandpathogenicitytestingofthreerandomlyselectedsamplesconfirmedthePCR
detection.

Keywords Leptosphaeriamaculans;detection;identification
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