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摘 要 : 根 据 马 铃 薯 环 腐 病 菌 16S rDNA 基 因 片 段 核 苷 酸 序 列 设 计 引 物( 引 物 1 ∶5′- TGTACTCGGCCAT-

GACGTTGG- 3′和引物 2 ∶5′- TACTGGGTCATGTTGGT- 3′) , 进行马铃薯环腐病菌 PCR 特异性扩增试验。合成的引物

能从马铃薯环腐病菌总基因组 DNA 和细菌纯培养 , 以及人工接种和自然发病的马铃薯块茎中特异性扩增环腐病菌

16S rDNA 基因片段 1046 bp。该试验结果为马铃薯环腐病的鉴定、检测及病害流行学研究提供了新的技术和方法。
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马 铃 薯 环 腐 病( Potato ring rot) 是 由 Lavibacter

michiganensis subsp. sepedonicus 引 起 的 细 菌 性 病

害, 它是马铃薯生产上危害最大的病害之一, 在全

国各地都有分布 , 每年 都造成重大 损失。近几年

来, 在全国马铃薯主产区环腐病普遍发生, 危害日

趋严重。环腐病主要通过种薯传播蔓延, 而种薯带

菌又是马铃薯环腐病历年发病和远距离传播的主要

侵染源, 由此可见, 控制种薯病原菌是防治环腐病

蔓延的重要措施。马铃薯环腐病菌侵染在马铃薯块
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菌株名称 菌株号 来源

马铃薯环腐病菌 NCPPB2140 国际植物病源细菌保藏中心

马铃薯环腐病菌 P1 黑龙江省讷河市

马铃薯环腐病菌 P2 黑龙江省克山县

马铃薯黑颈病菌 Eca1526 中国农业科学院植物保护所

马铃薯青枯病菌 Po1 中国农业科学院植物保护所

表 1 供 试 菌 株

茎上 , 前期没有症状表现 , 用传统的革兰氏染色、

胶乳凝集作用、荧光免疫以及酶联免 疫吸附测定

( DAS- ELISA) 等检测方法无法检测到病菌。因此 ,

研究一种快速、准确、简便的环腐病检测技术以确

保 种 薯 质 量 是 防 治 环 腐 病 蔓 延 亟 待 解 决 的 问 题 。

Lee 等 [1]和 Mriza 等 [2]报道 , 应用 PCR 技术扩增马

铃薯环腐病菌 16S rDNA 基因序列进行分析 , 然后

利用 RAPD 技术获 得环腐病菌 特异性片段 , 经克

隆测序后 , 设计特异性引物进行 PCR 扩增 , 对马

铃薯环腐病菌进行特异性检测。该试验应用合成一

对寡核苷酸引物进行马铃薯环腐病菌特异性扩增试

验, 探索马铃薯环腐病菌的鉴定和快速检测, 以提

供一种实用的检测技术和方法。

1 材料与方法

1.1 供试菌株及培养

供 试 菌 株 详 见 表 1, 纯 化 培 养 的 培 养 基 为

YGM, 菌株均以平板划线法挑取典型 菌落进行纯

化, 菌种长期保存采用灭菌水菌悬液冷冻保存。

1.2 供试菌株基因组 DNA 提取

各 菌 株 基 因 组 DNA 提 取 均 参 照 文 献[ 3 ]的 方

法 , DNA 提取后溶解于 TE 缓冲液中 , 在 1.0%的

琼脂糖胶上电泳后测定其浓度待用。

1.3 细菌灵敏度检测

马铃薯环腐病菌株 , 在肉汁- 酵母琼脂培养基

( NBY) [4]上培养 5~7 d, 用无菌水配置细菌悬浮液 ,

采用 10 倍稀释法稀 释菌悬液 , 各 吸取 500 μL 涂

于 TZC 平板上估计浓度。每个 PCR 反应管中加入

1 μL 用于 PCR 扩增。

1.4 提取马铃薯块茎中的 DNA

人工污染和自然发病的 马铃薯块茎 , 经 70%

酒精去皮消毒后, 用灭菌刀切成小块, 放入预冷的

研钵中 , 加入 5 mL TENP 缓冲液研磨 , 将混合液

转入离心管中 , 4 000 r·min- 1 离心 10 min, 上清液

转入另一个新离心管中 , 加入 1 mL SDS 缓冲 液 ,

振荡混合后 , 加入等体积的饱合酚并振荡 10 min,

离心( 10 000 r·min- 1) 10 min, 搜集水相 , 再加入等

体 积 的 氯 仿 /异 戊 醇 振 荡 10 min, 离 心( 10 000 r·

min- 1) 10 min, 搜集水相 , 然后加入 2 倍体积的无

水 乙 醇 , 离 心( 12 000 r·min - 1) 10 min 搜 集 DNA。

用 70%乙 醇洗 DNA 2 次 , 干燥 后加入适量 TE 缓

冲液, 4℃保存备用。

1.5 引 物

根据马铃薯环腐病菌 16S rDNA 基因片段核苷

酸序列设计引物, 由上海生物工程公司合成。

引 物 1: 5′- TGTACTCGGCCATGACGTTGG- 3′

和引物 2: 5′- TACTGGGTCATGTTGGT- 3′。

1.6 PCR 扩增条件及扩增产物检测

扩 增 条 件 采 用 20 μL 反 应 体 系 , 其 中 1X

PCR 缓 冲 液 , 引 物 1 和 引 物 2 各 0.5 μm, Dntp

0.25 mm, 0.7 μL 的 Taq 酶 , 模板 1 μL。扩 增反

应 在 基 因 扩 增 仪 上 进 行 。 扩 增 循 环 为 95℃变 性

30 s, 64℃退 火 30 s, 68℃延 伸 2 min( 前 10 个 循

环) 或 2 min 20 s( 后 20 个 循 环) , 共 30 个 循 环 。

取 6 μL 扩增产物于 1.5%琼脂糖胶上电泳分离, 经

溴化锭染色后于紫外灯下观察结果, 并用紫外成像

系统进行图像采集和保存。

2 结果与分析

2.1 引物特异性

利用设计的 引物 , 以自然 发病、人工接 种的

马铃薯环腐病菌基因组 DNA 和其它病菌、健康马

铃 薯 块 茎 基 因 组 DNA 进 行 PCR 特 异 性 扩 增 反 应

( 图 1) , 从图 1 中可知, 该试验合成的这一对引物

只对带有马铃薯环腐病菌样品有 扩增产物 , 并 且

扩增到 1 000 bp 左 右 , 而其他病 菌和健康 的马铃

薯块茎没有扩增产物 , 与预先 设计扩增片 段长度

和结果一致。

2.2 检测灵敏度

该试验中采用马铃薯环腐病菌不同浓度的菌悬

液 , PCR 扩增结果平板细菌计数 , 结果表明 PCR

检测灵敏度高达 105 cfu·mL- 1。
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Abstract: The special oligodeoxynucleotide primers (primer 1: 5′- TGTACTCGGATGACGTTGG- 3′and

primer 2: 5′- TACTGGGTCATGTTGGT- 3′) were synthesized according to 16S rDNA sequence of potato ring rot

bacteria. The primers synthesized in this research could be used to amplify 16S rDNA gene fragment of ring rot

bacteria for 1046 bp from the total genomic DNA of potato ring rot bacteria and the tubers inoculated artificially

or infected naturally. This research provides a new technique and method for the detection and identification of

potato ring rot bacteria, and the research of disease epidemiology.
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3 讨 论

该试验合成的这一对寡核苷酸特异性引物能准

确的将马铃薯环腐病菌和其他病菌区别开来, 能够

特异性扩增马铃薯环腐病菌 16S rDNA 基因序列片

段 1 046 bp。PCR 反 应 具 有 较 高 的 重 复 性 、 可 靠

性。该 PCR 程序对特异性鉴定马铃薯环腐病菌株

提供了一种快速特异的检测手段。
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