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緒　　言

百合灰黴病菌 (B o t rytis elliptica) 危害百合葉片、花

器，初期產生白色褪色小斑點，以後轉為褐色或紅褐色病

斑，病斑處凹陷，發病嚴重時則造成落葉，甚至全株枯

萎。而其他作物常見之灰黴病多半由 B. cinere a 所引起，

是一種多犯性病原真菌，其寄主範圍廣泛，普遍分布於世

界各地，已知寄主超過 200 種 (2, 3, 4, 5)，且不斷有新寄

主被報導 ( 5 )，能感染蔬菜、漿果類、花卉等作物，甚至

森林中的樹苗，造成重要的經濟作物及切花產量之損失並

成為進出口產品品質的一個重要限制因子 (14, 15)。臺灣

已有記載的 B. cinere a寄主作物達近百種 ( 2 )，主要栽培之

花卉作物，如菊花、夜來香、玫瑰、洋桔梗、唐菖蒲、星

辰花、非洲菊與蘭花等皆均受該灰黴病菌為害而降低品

質。於高冷地栽培區或平地之冬末春初當氣候低溫高濕

時，灰黴病發生猖獗，對觀賞植物類特別是花卉易造成嚴

重為害，因此構成花農在冬春栽培時之障礙。灰黴病菌為

害切花時，其分生孢子易藉空氣傳播，當傳播至花器上

時，仍保持休眠狀態直至水分足夠時才發芽，發芽後數小

時便可侵入感染。故在冬、春之際此病原菌更可造成嚴重

的經濟損失。其病徵能在溫室內栽培的花上見到，亦可能

以分生孢子存在切花上，而在貯存、運輸、出貨時因溫度

的改變及高濕亦可導致侵染發病 ( 1 4 )。在為害果實上，本

菌經常於開花期侵入花器，然後休眠潛伏或靜止直到果實

成熟才產生病徵，因此病徵總在果實已在市場存放時才發

生，而成為許多漿果類的重要貯運期病害 (6, 13)。當環境

不適合時，病原菌雖侵入寄主組織但未立即表現病徵而出

現潛伏感染現象，待環境適合時病徵才表現出來；進入潛

伏感染之病原菌亦可以腐生狀態存在，而後以菌核及菌絲

狀態休眠，休眠之菌核及菌絲遇環境適合時便開始生長，

並於產生大量分生胞子後散佈，又因灰黴病菌可透過許多

途徑傳播 (3, 6, 10)，因此本病一旦有病徵發生時，病害即

已迅速擴展且易造成大發生，是以需要一套可快速偵測分

析病原菌的技術，配合對其生理生態的了解，而達到病害

防治的目的。

因此本研究進行專一性核酸片段之篩選及其核酸序列

之解序，以發展灰黴病菌之核酸探針及設計具有專一性引
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將 B o t rytis cinerea 菌株 WFFr103 與 B. elliptica 菌株 EPL803 之粒腺體核酸經限制酵素 E c oRI 處

理後，分別與載體 pBluescript SK+ 接合，再轉型至 E. coli D H5α 菌株，各構築一基因庫，並自轉殖

株回收之 mtDNA 片段製備成的核酸探針與其餘菌株之全 DNA 進行點雜配反應，測試結果以核酸探

針 pBE83-8 (0.9 kb) 可偵測至只含 1 0- 2 ng 之灰黴病菌全量核酸之高敏感度，核酸探針 pBE83-4B (1.2

kb) 與所有供試 B. cinere a 和 B. elliptica 菌株之核酸同源性最高，皆有反應出現。另以隨機增幅核酸

多型性分析，篩選出引子 O P B - 1 7，其增幅灰黴病菌 DNA 時，皆有專一性 300 bp、600 bp 及 800 bp

左右之條帶產生，並進一步將此些片段進行轉殖及製備成探針 p B C E 3 0、pBCE60 及 p B C E 8 0。以南

方氏核酸雜合反應分析，其與 B o t rytis cinere a和 B. elliptica 菌株皆有反應產生，並分別進行核酸序列

解序設計引子對 PB30-1F / PB30-1R、PB60-1F / PB60-1R 和 PBCE80-1F / PB80-1R，其中引子對

PB80-1F / PB80-1R 能專一性自 B. cinere a增幅出 890 bp 的條帶，和從 B. elliptica 增幅出 381 bp 的條

帶，但對 S c l e rotium ro l f s i i與 Mucor sp. 則無任何產物產生。

關鍵詞：灰黴病菌、粒線體核酸探針、聚合�連鎖反應



子，開發灰黴病菌之分子偵測技術。俾作為研究灰黴病菌

在田間侵入感染及如何越夏、種球是否帶菌等問題時之應

用。同時利用所收集之臺灣各地灰黴病菌菌株，建立其全

量核酸基因庫，以隨機引子 DNA 聚合酵素連鎖增幅反應

法 (random amplified polymorphic DNA, RAPD)，分析菌株

間之遺傳差異，俾瞭解灰黴病菌在地區間或寄主間是否有

差異性存在，供將來進行國內外灰黴病菌菌株間遺傳差異

之研究，並作為病害防治及檢疫偵測之應用。

材料與方法

供試菌株之來源

本研究供試菌株採自被灰黴病菌感染之花卉等作物

(表一 )。供試菌株之菌絲培養於馬鈴薯葡萄糖瓊脂平板

(PDA plate, potato dextrose agar, Difco Laboratories, MI,

U S A )，B o t rytis elliptica 菌株則培養於百合煎煮汁液瓊脂

平板 (lily decoction agar plate, aqueous lily leaf extract

obtained by autoclaving 800 g of fresh Alita lily leaves in

deionized water, 10 g of glucose, and 15 g of Difco-Bacto

agar per liter) (7)。

製備核酸之菌絲培養方法係將供試菌株菌絲接種源各

別接種於直徑九公分的玻璃培養皿，其內含有 20 ml PD

broth (potato dextrose broth; Difco laboratories, MI,

U . S . A . )，於 20 C 之定溫培養箱內培養約 5 天後，將其菌

絲收集並以蒸餾水洗淨，去除多餘水份，將其撕成碎片裝

於 100 ml 的血清瓶中，以冷凍乾燥機 (Labconco LY P H -

L O C K 6 Kansas, U.S.A.) 進行菌絲冷凍乾燥。最後將冷凍

乾燥後之菌絲磨成粉末狀，並保存在 -20 C 之冷凍櫃內備

用。

灰黴病菌之核酸探針之製備與分析

灰黴病菌全量核糖核酸 (total DNA) 及粒腺體去氧核糖核

酸 (mitochondrial DNA, mtDNA) 之抽取

灰黴病菌全量 DNA 之抽取，係取經上述保存在 - 2 0 C

之冷凍櫃內備用的菌絲粉末 8 g，加入 120 ml 之核酸萃取

緩衝液 (extraction buff e r, 0.5 M sucrose, 25 mM Tr i s - H C l

pH 7.5, 20 mM EDTA )，使其混和均勻，加入等倍體積之

phenol / chloroform / isoamyl alcohol (25:24:1 (v/v)) 混合

液，均勻混合後以 10000 g 離心 15 分鐘，然後吸取含有

核酸之上層液至新的離心管，再加入 1 / 10 倍體積 3 M 醋
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表一、供試菌株來源

Table 1.  List of B. cinere a and B. elliptica isolates used in this study

Isolate No. Host species L o c a t i o n
Botrytis cinerea

W F F 1 0 1 Eustoma grandifloru m (洋桔梗) Wufeng (霧峰)
C J F 1 0 2 Limouium sinnuatum Mill. (星辰花) Chingjing (清境)
W F F r 1 0 3 Fragaria xananassa Duch. (草莓) Wufeng (霧峰)
P L F 1 0 4 C y m b i d i u m sp. (四季蘭) Puli (埔里)
T J L 1 0 5 Eustoma grandifloru m shim (洋桔梗) Ti a n j u n g (田中)
T T F 1 0 6 Rosa hybrida (玫瑰, 雙喜) Tsaotuen (草屯)
T T F 1 0 7 Rosa hybrida (玫瑰, 金葉B B ) Tsaotuen (草屯)
T T L 1 0 8 Rosa hybrida (玫瑰, 熱情) Tsaotuen (草屯)
T T F 1 0 9 Rosa hybrida (玫瑰, 愛玲卡) Tsaotuen (草屯)
W F F r 11 0 Fragaria xananassa Duch. (草莓) Wufeng (霧峰)
T T F 111 Rosa hybrida (玫瑰, 絕代佳人) Tsaotuen (草屯)
W F F 11 2 Eustoma grandifloru m (洋桔梗) Wufeng Nanshin (南勢)
T T F 11 3 Rosa hybrida (玫瑰, 雙喜) Wufeng peitoupu (北投埔)
T T F 11 4 Rosa hybrida (玫瑰, 黛安娜) Tsaotuen (草屯)
T T F 11 5 Rosa hybrida (玫瑰, 草屯白) Tsaotuen (草屯)
P L S 11 6 Gerbera jamesonii (非洲菊) Puli (埔里)
W F S 11 7 Eustoma grandifloru m (洋桔梗) Wufeng (霧峰)
J Z F r 11 8 Phaseolus vulgaris L. (四季豆) Pingtung Jiouru (九如)
F S F 11 9 Rosa hybrida (玫瑰) Tsaotuen (草屯)
S P L 1 2 0 Eustoma grandifloru m (洋桔梗) Chiai shipei (嘉義溪北)

Botrytis elliptica
C J F 8 0 1 Lilium hibridium Oriental (acapulco) Chingjing (清境)
C Y F 8 0 2 Lilium hibridium Oriental (starg a z e r ) Chiai (嘉義)
E P L 8 0 3 Lilium hibridium l o n g i f l o rum (新雪山一號) Yanpu (鹽埔)
C S L 8 0 4 Lilium hibridium Asiatic (polyanna) Chiai Shipei (嘉義溪北)



酸鈉 (sodium acetate) 及 2 倍體積之預冷 99.5 % 酒精

(Merck, Darmstadt, Germany)，於 -20 C下靜置 2 小時，然

後在 4 C 下以 10000 g 離心 20 分鐘以沉降核酸，再用 7 0

% 預冷酒精洗滌核酸沉澱物 ( p e l l e t )，以真空抽氣乾燥

後，加入 4 ml 之 TE 緩衝液 (pH 8.0)，置於 4 C 溶解。純

化所得之核酸保存於 -20 C 超低溫冷凍櫃中備用。而粒腺

體核酸之純化，係將上述純化之全量核酸，利用 CsCl /

Bisbenzimide (0.2 mg / ml, Sigma, MO, USA) 超高速離心

法，置於超高速離心機 (Hitachi 85-72, Roter RPS 50-2,

Takeda Katsuta, Japan) 中，以 45000 g 離心 24 小時。離心

後隨即抽出位於最上層之粒腺體核酸亮帶，以等體積之 1 -

butanol 反覆抽取以去除 b i s b e n z i m i d e；再將上層液移到新

的離心管，加入 1 / 10 倍體積之 3 M 醋酸鈉及 2 倍體積之

預冷無水酒精，於 - 80 C 下靜置 2 小時；然後以 10,000 g

離心 15 分鐘沈澱 D N A，再用 70 % 預冷酒精洗滌 D N A

沈澱物，以真空抽氣乾燥後，即可保存於 -20 C 超低溫冷

凍櫃中備用。

粒腺體核酸片段之選殖 ( c l o n i n g )

首先進行載體 pBluescript SK (＋) 製備，然後取 2μg

之 mtDNA (B. cinerea 菌株 WFFr103 及 B. elliptica 菌株

灰黴病菌分子標記 1 7 9

C S L 8 0 5 Lilium hibridium Asiatic (elita) Chiai Shipei (嘉義溪北)
C S L 8 0 6 Lilium hibridium l o n g i f l o rum (雪山鐵砲) Chiai Shipei(嘉義溪北)
H L L 8 0 7 Lilium hibridium Oriental (casa blanca) Houli (后里)
Y C L 8 0 8 Lilium hibridium Oriental (starg a z e r ) Yuchr (魚池)
W T F 8 0 9 Lilium hibridium l o n g i f l o rum Wandan (萬丹)
S G L 8 1 0 Lilium hibridium Oriental (starg a z e r ) Shengang (神岡)
S G L 8 11 Lilium hibridium Oriental (starg a z e r ) Shengang (神岡)
S G L 8 1 2 Lilium hibridium Oriental (starg a z e r ) Shengang (神岡)
S G F 8 1 3 Lilium hibridium Asiatic. (polyanna) Shengang (神岡)
SGF814 Lilium hibridium Asiatic. (polyanna) Shengang (神岡)
S G F 8 1 5 Lilium hibridium Asiatic. (polyanna) Shengang (神岡)
S G L 8 1 6 Lilium hibridium Asiatic. (elita) Shengang (神岡)
S G L 8 1 8 Lilium hibridium Asiatic. (elita) Shengang (神岡)
S G L 8 1 9 Lilium hibridium Asiatic (acapulco) Shengang (神岡)
B e - l i - 1 0 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A 1
B e - l i - 1 - 1 6 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A
B e - 2 - 2 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A
B e - 3 - 3 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A
B e - 1 2 - 1 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A
B e 1 2 - 9 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A
B e 8 3 - 2 - 1 0 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m NCYIIA   
B e 8 5 - 1 - 4 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A
B e 8 5 - 1 - 8 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A
B e - 8 5 - 3 - 9 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A
B e - 6 9 - 5 - 2 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A
B e - 6 9 - 2 - 5 Lilium hibridium l o n g i f l o ru m N C Y I I A

Botrytis gladiolorum
C Y F 5 0 1 Gladiolus hybrida (唐菖浦) Chiayi (嘉義)
T W L 5 0 2 Gladiolus hybrida (唐菖浦) Tienwei (田尾)

Mucor sp.
M C O O 1 Fragaria xananassa Duch. (草莓) Kuohsing (國姓)

Aspergillus nidulans
A S P O O 2

Sclerotium rolfsii
8 0 4 0 2 6 Fragaria xananassa Duch. (草莓) Mauli Tahu (大湖)
8 0 4 0 0 2 Iris tectoru m (鳶尾) Houli (后里)
8 0 4 0 2 3 Limonium sinnuatum Mill. (星辰花) Puli (埔里)
8 0 4 0 3 1 A l s t roemeria hybrida (水仙百合) Chingjing (清境)

Other fungus
C K S 0 0 1 B o t rytis cinere a ( n o n - p a t h o g e n i c )
S F F 0 0 2 F u r s a r i u m s p . Houli (后里)

1 .NCYIIA: National Chia-Yi Institute of Agriculture, Chia-Yi .



E P L 8 0 3 )，以內限制酵素 E c oR1 剪切後，進行剪切片段回

收，並以酒精沈降核酸，再將其溶於 TE 緩衝液 (pH 8.0)

中，調整濃度為 0 . 1μg /μl。將剪切完成之 mtDNA 片段

及載體混合放入微量離心管中，加入1 0×黏結酵素緩衝液

及 2 單位 (unit) 之 T4 黏結酵素 ( T4 DNA ligase, New

England Biolabs Inc, MA , USA)，最終反應總體積為 2 0μl

。於 16 C 中作用 8 小時，以進行黏結反應 ( l i g a t i o n )。勝

任細胞 (competent cell) 的製備係參照 Mandel 和 Higa 的方

法進行 ( 11 )，將經黏結酵素作用完畢之 DNA 溶液置於 6 5

C 之水浴中作用 5 分鐘，以去除黏結酵素之活性，並將其

加入製備好之勝任細胞中，混合均勻後放置於冰浴中 1 小

時，繼而於 42 C 水浴後，立即取出置於冰上；加入 1 ml

LB (Luria-Bertani) 培養液，於 37 C 中震盪培養一小時，

再分別加入 4μl IPTG (isopropylthio-β- D - g a l a c t o s i d e ,

Promega, WI, USA) 及 4 0μl X-gal (5-bromo-4-chloro-3-

i n d o l y l -β-D-galactosidase, Promega, WI, USA)，然後取此

培養菌液塗抹於含有 6 0μg / ml 之 ampicillin 的 LB 固體培

養基上，於 37 C 培養 12 小時後，挑出白色菌落移植於

LB / ampicillin之固體培養基中培養，以進一步分析，俾

確定所挑之白色菌落為攜帶質體之準轉殖株 ( p u t a t i v e

t r a n s f o r m a n t s )。

利用 DNA 雜合反應 (hybridization) 進行專一性核酸片段

之篩選

擇 mtDNA 嵌入片段小於 2 kb 的轉殖株，利用質體微

量抽取法得到重組質體 DNA 後，以內限制酵素 E c oRI 作

用後回收 mtDNA 片段。將回收之 mtDNA 片段，採用非

放射性之 N E B l o t - P h o t o t o p eT M 套組 (New England Biolabs.

Inc., MA, USA) 方法進行標識，標識完成之核酸片段，保

存於 -20 C 超低溫冷凍櫃中備用。取供試菌株之全量核酸

( 0 . 1μg )，各別加入 3 0 0μl 變性緩衝液 (denatured buff e r︰

0.4 N NaOH; 10 mM EDTA, pH 8.0)，置於 90 C 作用 10 分

鐘，冰浴 5 分鐘後，瞬間離心，再置於冰上待用。另剪一

大小與濾紙 (Milliblot filter paper, 8.5 cm×11 cm, MA,

USA) 相似的濾膜 (Immobilon-S menbrane, MA, USA)，於

2×SSC 溶液 (0.3 M NaCl；0.03 M sodium citrate) 中潤溼

後，使用 96 孔點漬轉漬器 ( M i l l i b l o tT M-S, MA, USA) 進行

轉漬。其後將薄膜小心取出，於 2×SSC 溶液中漂洗，再

置於無菌箱中風乾。完全乾燥後，置於 UV Model TL-

312A (Spectroline ,  NY, USA) 內，進行聯結 ( c r o s s

l i n k i n g )。最後將此濾膜置於反應袋中，加入前雜合溶液

(prehybridization solution：5×SSC, 0.1 % (W/V) SDS, 5 %

(W/V) dextran sulfate, 1/20×liquid block (Amersham,

Buckinghamshire, England))，於 68 C 進行前雜合。然後將

已標識好之探針置於沸水中煮 5 分鐘使其變性後，立即置

於冰上冰浴 5 分鐘，瞬間離心後，加入反應袋之溶液中，

使其最終濃度為 20 ng / ml，同樣於 68 C 中進行核酸雜合

反應。偵測反應分析乃使用 P h o t o t o p eT M-Star Detection 套

組建議流程進行。薄膜以 X-ray 底片 ( H y p e r f i l mT M- M P,

Amersham, Sweden) 進行曝光 5 分鐘後並比較核酸片段的

訊號強度。

核酸探針靈敏度測定

將灰黴病菌之全量 DNA 100 ng ml- 1 進行十倍系列稀

釋，然後利用已標識好之核酸探針進行 DNA 點雜合反

應，以分析探針之靈敏度，雜合之步驟如上述。

以隨機增幅多型性分析 (RAPD) 進行灰黴病菌專一
性片段之篩選

反應物的增幅條件

以 2 0 0μl 微量離心管盛裝 RAPD 的反應物，每一樣

本參與反應的總體積為 2 5μl，包含 0.4 mM 的去氧核糖

核 三磷酸鹽 (dNTPs) (Protech, Taipei, R.O.C.)、1 mM

M g C l2、含 1.5 mM 鎂離子的反應緩衝液 ( 1×r e a c t i o n

b u ffer) (Finnzymes Oy Inc., Finland)、0 . 4μM 的引子

( p r i m e r )、2 U 的 DynaZyme I DNA 聚合酵素 ( F i n n z y m e s

Oy Inc., Finland) 0.5μl、20 ng 的模版 D N A，將微量離心

管置入迴溫循環器 (Hybaid, OmniGene, U. K., England) 中

進行 DNA 增幅，其增幅條件為 (a) 95 C, 50 秒; 37 C, 60

秒; 72 C, 70 秒; 35 個循環；(b) 95 C, 50 秒; 37 C, 70 秒; 72

C, 7 分鐘; 1 個循環。增幅完畢後取出反應產物進行瓊脂

電泳分析。

RAPD 增幅片段之選殖

隨機選取 32 株灰黴病菌菌株 (20 株 B. cinerea 和 1 2

株 B. elliptica)、8 株對照菌株 (B. gladioloru m、A l t e r n a r i a

s p .、A s p e rgillus nidulans、Mucor sp. 及 S c l e rotium ro l f s i i)

與 2 種百合葉片 (Lilium hibridium Oriental (Casablanca)

and Lilium hibridium Asiatic (Elita))，作為模版 DNA 進行

測試 Operon Technologies 公司 (Alameda, CA, USA) 所製

造的 60 個引子 ( K i t A、KitB 及 K i t W )，篩選具專一性且再

現性 (reproducibility) 穩定的增幅核酸片段。其選殖係採

用 TOPO TA Cloning套組 ( I n v i t r o g e n, CA, USA)，並依

廠商建議之使用說明進行。取新鮮的 RAPD 增幅產物 0 . 5

~ 2μl，加無菌水至 4μl，1μl pCR I I - TOPO 質體 (10 ng

/μl pasmid DNA in 50 % glycerol; 50 mM Tris-HCl, pH 7.4;

1 mM EDTA; 1 mM DTT; 0.1 % Triton X-100; 100μg / ml

BSA; phenol red) 均勻混合，置於室溫下反應 5 分鐘，即

完成黏接反應。其勝任細胞的製備與質體轉殖方法，同粒

腺體核酸片段之選殖。

南方氏轉漬 (Southern blotting) 分析

參考 Southern 氏之方法 ( 1 7 )，將上述經電泳後之膠體

上之增幅核酸產物轉漬於 nylon 濾膜上。首先將膠體浸於

0.2 N HCl 溶液中，緩慢搖盪 5 分鐘後，倒掉 HCl 溶液，

以清水漂洗兩次，再以變性溶液 (denaturation solution︰
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1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) 緩慢搖盪 30 分鐘，再重複一次

後，以清水漂洗兩次。加入中和溶液 ( n e u t r a l i z a t i o n

s o l u t i o n︰1 M Tris, pH 7.5，1.5 M NaCl) 緩慢搖盪 20 分

鐘，再重複一次。如此，即可將膠體置於經轉漬液 ( 2×

SSC) 溼潤之濾膜上，使用轉漬器 (MilliBlot-V Va c u u m

Transfer System) 進行轉漬 1 小時，然後將濾膜小心取

出，於 2× S S C溶液中漂洗後，置於乾淨的濾紙

( W h a t m a nTM 3MM paper) 上，於無菌箱中風乾。完全乾燥

後，置於聯結器 (UV Stratalinker 1000, StratageneT M, USA)

內進行聯結，最後將此濾膜置於雜合反應袋中，依前述步

驟進行 DNA 雜合反應。

核酸定序 (sequencing) 解讀分析

核酸序列解讀分析係依據 Sanger 氏等人 (16) 的鏈終

止方法 (chain-termination method)，以 T7 Sequenase

version 2.0 DNA sequence kit (United States Biochemical

Corporation, Cleveland, Ohio, USA) 進行定序，其則依據廠

商所提供者進行。序列資料以 L a s e rgene (DNASTAR Inc.,

Wisconsin, USA) 程式進行分析，從中設計及製備具專一

性的引子對。

以聚合酵素連鎖反應 (polymerase chain re a c t i o n ,
PCR) 進行灰黴病菌之偵測

反應物的增幅條件

以 2 0 0μl 微量離心管盛裝預進行 PCR 的反應物，每

一聚合酵素連鎖反應樣本參與的總體積為 2 5μl，包含 5 0

ng 模版 D N A、2 0 0μM 的去氧核糖核 三磷酸鹽、含 1 . 5

mM 鎂離子的反應緩衝液 ( 1×reaction buff e r, 10 mM Tr i s -

HCl, pH 8.8; 50 mM KCl; 0.1 % Triton X-100; 0.2 mg/ml

activated DNA)、0 . 2 5μM 的引子、1 U 的 DynaZyme II

DNA 聚合酵素，將各成分充分混合後，加入 2 0μl 礦物

油懸浮於樣本上層，以防止反應過程中反應物之蒸散。將

微量離心管置入 OmniGene 迴溫循環器中進行不同黏合

(annealing) 溫度的聚合酵素連鎖反應，其增幅測試條件為

(a) 94 C, 4 分鐘; 1 個循環；(b) 94 C, 60 秒; 60 C, 60 秒; 72

C, 60 秒; 35 個循環；(c) 72 C, 7 分鐘; 1 個循環。

專一性引子對灰黴病菌偵測的敏感度

取 B. cinerea 及 B. elliptica 基因體核酸 100 ng 做十倍

系列稀釋進行 PCR 的反應，反應的體積為 2 5μl，反應物

濃度與條件如上述。

結　　果

灰黴病菌之核酸探針之製備與分析

粒線體核酸限制酵素剪切片段之選殖與核酸探針之製備

由全量 DNA (total DNA) 中萃取之粒腺體核酸，藉由

內限制酵素 E c oRI 將其切成大小不同片段，自 B. cinere a

菌株 WFFr103 經轉殖作用後，得到 736 個白色大腸桿菌

轉殖菌株；而自 B. elliptica 菌株 EPL803 經轉殖作用後，

得到 475 個白色大腸桿菌轉殖菌株。這些轉殖株經過微量

質體抽取，並經由內限制酵素 E c oRI 酵解及電泳分析後，

確定其所攜帶之質體為帶有外來 DNA 片段之重組質體

(recombinant plasmid)，並以南方轉漬 (Southern blotting)

分析，確定其重組質體帶有之外來 DNA 片段來自於轉殖

之粒腺體核酸，並逢機選取 0.7 至 1.2 kb 之 6 個核酸片段

製備成核酸探針，並分命名為 pBE83-8 (0.9 kb)、p B E 8 3 -

4B (1.2 kb)、pBE83-7 (1.1 kb)、pBC26-9 (1.2 kb)、p B C 2 9 -

9 (0.7 kb) 及 pBC29-2 (1.2 kb)。

以點雜配分析法與南方轉漬分析法進行核酸探針專一性篩選

mtDNA 片段製備成的核酸探針與其餘菌株之全量

DNA 進行點雜配 (dot hybridization) 反應，以 pBE83-8 之

敏感度最高可達 1 0- 2 n g；核酸探針 pBE83-4B 則與所收集

之 B. cinerea 和 B. elliptica 菌株皆有反應；核酸探針

pBE83-7 則與所收集之 B. cinerea 菌株大多有反應；核酸

探針 p B C 2 6 - 9、核酸探針 pBC29-9 則與所收集之 B .

c i n e rea 和 B. elliptica 菌株僅部分有反應；核酸探針

pBC29-2 則與所收集之 B. elliptica 菌株皆有反應。六個核

酸探針皆與 S c l e rotium rolfsii 與 Mucor sp. 有雜合反應產生

(表二)。

以隨機增幅多型性分析 (RAPD) 技術進行灰黴病菌專一性

片段之篩選

由 Operon Technologies 公司 (Alameda, CA, USA) 所

製造的 60 個引子 ( K i t A、KitB 及 KitW) 中，篩選出 3 個

對 B. cinerea 和 B. elliptica 具專一性且再現性 ( r e p r o d u c i b i l i t y )

穩定的增幅逢機引子 O P W-05 (5'CTGCTTCGAG3')、O P B -

1 7 (5'AGGGAACGAG3') 及O P W-02 (5'TCGCAGGTTC3')。

以引子 O P W- 0 5，利用隨機增幅多型性分析進行灰黴

病菌 DNA 的增幅，在 B. cinerea 菌株中除 C J F r 118 外皆

有 450 bp 左右之條帶產生，除 TTF107 外皆有 700 bp 左

右之條帶產生，其它條帶則菌株間有明顯的差異。在 B .

g l a d i o l o ru m、B. elliptica 皆有 450 bp 及 700 bp 左右之條

帶產生，其它條帶則菌株間有明顯的差異， 7 株對照組真

菌菌株與 2 種百合葉片則皆無 450 bp 左右之條帶產生。

因此可用 450 bp 左右之條帶來進行偵測。以引子 O P B -

1 7，利用 RAPD 進行灰黴病菌 DNA 的增幅時， B .

c i n e re a、B. gladioloru m 除 W F S 117 菌株外皆有 300 bp 左

右之條帶產生，除 J Z F 11 8、T S F 119 外皆有 600 bp 左右之

條帶產生，其它條帶則菌株間有明顯的差異。而 B .

elliptica 菌株皆有 600 bp、800 bp 左右之條帶產生，其它

條帶則菌株間有明顯的差異，在所有供試灰黴病菌菌株均

有 800 bp 左右之條帶產生，7 株對照組真菌菌株與 2 種百

合葉片則皆無 800 bp 左右之條帶產生，電泳照片 A3 則因

無加入灰黴病菌 DNA 故無增幅產物產生 (圖一)。因此可
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用 800 bp 左右之條帶進行 B. cinerea 及 B. elliptica 之偵

測。以引子 O P W- 0 2，利用 RAPD 進行灰黴病菌 DNA 的

增幅時，在 B. cinere a、B. gladioloru m、B. elliptica 皆有

700 bp 左右之條帶產生，其它條帶則菌株間有明顯的差

異，7 株對照組真菌菌株與 2 種百合葉片皆無 700 bp 左右

之條帶產生。因此可用 700 bp 左右之條帶進行灰黴病菌

之偵測。

RAPD 增幅片段之選殖及核酸定序 (sequencing) 解讀分析

分別將引子 O P W-05 (450 bp 和 700 bp 左右)、O P B -

17 (300 bp、600 bp 和 800 bp 左右) 及 O P W-02 (450 bp 和

700 bp 左右)，利用隨機增幅多型性分析技術進行灰黴病

菌 DNA 所增幅之核酸片段進行選殖，並分別命名為

p B C E W- 0 5 - 2 1、p B C E W- 0 5 - 1 3、p B C E B - 1 7 - 1 8、p B C E B -

1 7 - 0 5、p B C E B - 1 7 - 1 7、p B C E W-02-05 及 p B C E W-02-08 並

進一步進行轉殖及製備成探針，其中由 p B C E B - 1 7 - 1 8、

p B C E B - 1 7 - 0 5、pBCEB-17-17 轉殖菌株所製備成的核酸

p B C E 3 0、pBCE60 及 p B C E 8 0。以南方氏核酸雜合反應分

析，與 B. cinerea 和 B. elliptica 菌株皆有雜合反應，而與

其它對照菌株皆無雜合反應產生 (圖二)，將其核酸序列分

別解序設計引子對 PB30-1F / PB30-1R、PB60-1F / PB60-

1R 和 PB80-1F / PB80-1R (圖三)。

聚合酵素連鎖反應 (polymerase chain reaction, PCR)

在所有的引子對中以 PB80-1F (5'ACGAGAT G C G A G

AGGTTGAA3') / PB80-1R (5'GGGGGATA G G G C A C

TTTGT3') 能自 B. cinerea 增幅出具專一性 890 bp 的條帶

(圖四, A)，自 B. elliptica 增幅出具專一性的 381 bp 的條帶

(圖四, C)，及在鐵砲百合灰黴病菌可增幅出 881 bp 的條帶

(圖四, B)，但對其它的對照組菌株全量核酸則無任何產物

產生 (圖四, D)。

專一性引子對對灰黴病菌偵測的敏感度

取 B. cinere a (TTF106) 及 B. elliptica (SKL820) 基因體

核酸 100 ng 做十倍系列稀釋，以引子對 PB80-1F / PB80-

1R 進行核酸增幅時，其偵測敏感度可 1 0- 5 及 1 0- 4 ng (圖

五)。

討　　論

由 mtDNA 經內限制酵素剪切片段選殖之核酸探針片

段與供試菌株之全 DNA 進行點雜合 (dot hybridization) 反

應中，不論核酸探針片段源自於 B. cinerea 或 B. elliptica

菌株，彼此皆有交互反應產生。在測試中採自於草屯同一

塊田中的 7 株玫瑰灰黴病菌菌株，除核酸探針 B E 8 3 - 4 B

外，其他 5 個探針對此 7 株玫瑰灰黴病菌菌株在結果上有

明顯差異，因此顯示這些探針的種內一致性不足外，也顯

示在同一塊田中的灰黴病菌，並非同一親源，彼此就存有

遺傳差異性，值得進一步詳細探討與研究。
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表二、由灰黴病菌菌株 (WFFr103 及 EPL803) 製備之六個
核酸探針與供試菌株全量核酸點雜配結果

Table 2.  Results of dot blotting hybridization of tested fungal
isolates with six mtDNA probes prepared from B o t ry t i s
c i n e rea isolate WFFr103 and B. elliptica isolate EPL8031 

I s o l a t e BC26-9 2 BC29-2 2 BC29-9 2 BE83-4B 3 BE83-7 3 BE83-8 3

Botrytis cinerea
WFF101 －4 － － + +/- －
CJF102 － － +/- + +/- －
WFFr103 +/- +/- +/- + +/- －
PLF104 +/- － － + +/- －
TCL105 +/- － － + +/- +/-
TTF106 － － － +/- － －
TTF107 +/- + － + +/- +/-
TTL108 +/- + － +/- + +/-
TTF109 +/- nd nd + +/- +/- 
WFFr110 + － +/- + +/- +/-
TTF111 + +/- + + +/- +/-
WFF112 － － +/- + +/- +
TTF113 + + + + +/- +/-
TTF114 + + + + + +
TTF115 +/- +/- + +/- +/- +/-
PLS116 + + + +/- +/- +/-
WFS117 - + + + +/- +/-
JZFr118 +/- +/- + + + +/-
FSF119 + nd nd + +/- +/-
CPL120 + nd nd + + +/-

Botrytis gladiolorum
CYF501 － － － － － －

Botrytis elliptica
CJF801 +/- + + + +/- +
CYF802 － + +/- +/- － +/-
EPL803 － + － +/- +/- +/-
CCL804 +/- + + + － +/-
CCL805 + + + + + +/-
CCL806 － + + + － +/-

Mucor sp.
MCOO1 + + + ++ + +

Aspergillus nidulans
ASPOO2 － +/- － － － －

Sclerotium rolfsii
804002 + +/- + + +/- +
804023 － － +/- － － －
804026 + + + + + ++
804031 + － － + +/- +/-
Sensitivity (ng) 1 10-1 1 10-1 10-1 10-2

1 . O n eμg of total DNA of each test isolate was applied in
each dot.

2 . Cloned mtDNA probes prepared from B. cinere a i s o l a t e
W F F r 1 0 3 .

3 . Cloned mtDNA probes prepared from B. elliptica i s o l a t e
E P L 8 0 3 .

4 . Hybridization signals in dot blotting: －, negative signal; +,
positive signals; +/-, very weak signal; nd=hybridization no
done. 



由於真菌的粒腺體核酸 (mtDNA) 分子量比較小且具

有�定性，又粒腺體核酸經熱失活之後回復的能力比染色

體核酸來得穩定，因此粒腺體核酸更適合於分子演化上的

研究 (1, 18)。本實驗以限制酵素剪切灰黴病菌粒線體核酸

進行不同片段的選殖及基因庫的構築，從中篩選之核酸探

針片段皆和 M u c o r sp. 有反應其和 Ricker 氏等人 (1991) 所

進行之實驗有類似的結果 ( 1 3 )，主要因素為探針之核酸片

段皆大於 700 bp 易存在一些跨屬的核酸序列，但仍可利

用其內不同之核酸序列進行鑑定之利用。核酸探針

pBE83-4B 與所收集之 B. cinerea 和 B. elliptica 菌株皆有反

應，因比本實驗已再進一步進行其核酸序列解序，作為專

一性 primer 之設計參考。

由於 RAPD 分析，可快速藉逢機引子增幅種內共同

存在之多型性核酸片段，有利於專一性之核酸片段之篩選

( 1 )。利用 RAPD 進行灰黴病菌 DNA 的增幅時，皆可發現

B o t rytis cinere a、B. elliptica 及 B. gladioloru m 大多菌株皆

有一些主要之相同及差異的條帶產生，可再進一步將上述

經 RAPD 增幅反應之 DNA 圖譜照片，探討及分析不同菌
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圖一、灰黴病菌與其它供試菌株應用 OPB-17 引子，經 RAPD 分析後所得之多形性電泳圖譜。
Fig. 1. Agarose gel electrophoresis showed radom amplified polymorphic DNA band patterns of isolates of B o t rytis spp. and
other fungi using primer OPB-17. Tracks are as follows; A1: WFF101, A2: CJF02, A3: nd, A4: PLF104, A5: TJL105, A6:
TTF106, A7: TTF107, A8: TTL108, A9: TTF109, A10: WFFr110, A11: TTF111, A12: WFF112, B1: TTF113, B2: TTF114, B3:
T T F 115, B4: PLS116, B5: WFS117, B6: SPL120, B7: FSF119, B8: JZFr118, B9: CYF501, C1: CJF801, C2: CYF802, C3:
EPL803, C4: CSL804, C5: CSL805, C6: CSL806, C7: Be85-1-4, C8: Be85-1-8, C9: Be-li-10, C10: Be83-2-10, C11: Be-3-3,
C12: Be-85-3-9, D1: SFF002, D2: ASPOO2, D3: MCOO1, D4: 804002, D5: 804023, D6: 804026, D7: 804031, D8: L i l i u m
hibridium Oriental (casablanca), D9: Lilium hibridium Asiatic (elita), Lanes marked M1, biotinylated Lambda DNA-H i n dⅢ a n d
M2,100 bp ladder marker.
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種及菌系間之群集關係。 Van Der Vlugt-Bergmans 等氏

(19) 亦曾利用 RAPD 技術，可有效的輔證同一群菌株間其

核酸增幅圖譜有較近的親緣性，因此可進一步搜集國外灰

黴病菌菌株，進一步瞭解其和我國存在之灰黴病菌菌株之

遺傳差異性，以提供進出口檢疫之偵測佐證。Kerssies 等

氏亦利用 RAPD 分析進行瞭解灰黴病菌在田間的演化情

形 ( 9 )，因此可進而利用本研究結果中主要的條帶進行灰

黴病菌檢測，而次要條帶則可作為種間及種內鑑定以及田

間灰黴病菌之族群異動與菌種變異之鑑控。

以引子 O P W- 0 5，進行灰黴病菌 DNA 隨機增幅核酸

多型性分析時，B o t rytis cinere a 菌株除 C J F r 118 外皆有

450 bp 左右之條帶產生，而 J Z F r 118 菌株為所有的菌株中

唯一來自非花卉作物 (四季豆 ) 的灰黴病菌菌株，且引子

OPB-17 亦有相同的結果。以 PCR 進行 B. elliptica 增幅上

亦可將百合灰黴病菌菌株區分為寄主為鐵砲百合或非鐵砲

百合。然而本實驗中所發現的這些現象是否與其感染不同

的寄主有密切的關聯，值得進一步研究探討。在本研究中

並將 RAPD 產物製備成核酸探針進行南方漬染法分析測
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圖二、灰黴病菌與其它供試菌株應用 OPB-17 引子，經 RAPD 分析後所得之多形性電泳圖譜，以核酸探針 pBCE80 對電
泳之 DNA 片段進行南方氏雜配之結果。
Fig. 2. Agarose gel electrophoresis showed radom amplified polymorphic DNA bands of isolates of B o t rytis spp. and other
tested fungi using primer OPB-17, and Southern hybridization analyses of these electrophoretic DNA preparations hybridized
with Fluorescein NEBlot-PhototopeT M-labeled DNA probe 800bp from pBCE80. Tracks are as follows; A1: WFF101, A2:
CJF02, A3: nd, A4: PLF104, A5: TJL105, A6: TTF106, A7: TTF107, A8: TTL108, A9: TTF109, A10: WFFr110, A11: TTF111 ,
A12: WFF112, B1: TTF113, B2: TTF114, B3: TTF115, B4: PLS116, B5: WFS117, B6: SPL120, B7: FSF119, B8: JZFr118, B9:
CYF501, C1: CJF801, C2: CYF802, C3: EPL803, C4: CSL804, C5: CSL805, C6: CSL806, C7: Be85-1-4, C8: Be85-1-8, C9:
Be-li-10, C10: Be83-2-10, C11: Be-3-3, C12: Be-85-3-9, D1: SFF002, D2: ASPOO2, D3: MCOO1, D4: 804002, D5: 804023,
D6: 804026, D7: 804031, D8: Lilium hibridium Oriental (casablanca), D9: Lilium hibridium Asiatic (elita), Lanes marked M1,
biotinylated Lambda DNA-H i n dⅢ and M2,100 bp ladder marker.
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試所增幅的產物，結果顯示同一引子在 B. cinere a 和 B .

elliptica 核酸增幅中可得相同的產物，並從南方漬染法分

析測試結果可得在 B. cinerea 核酸增幅中，不同大小條帶

之核酸片段彼此存在極高的同源性，相對於 B. elliptica 核

酸增幅中，此現像並不明顯。從灰黴病菌皆有、對照組真

菌菌株則皆無之條帶進一步殖解序以作為只能對標的菌株

有增幅反應產生之專一性引子之設計。引子對 PB80-1F /

PB80-1R 能專一性自 B. cinerea 增幅出 890 bp 的條帶，從

B. elliptica 增幅出 381 bp 及在鐵砲百合灰黴病菌增幅出

881 bp 的條帶，且對其它的對照組菌株之全量核酸則無任

何產物產生。再將 PCR 產物製備成核酸探針進行南方漬

染法分析測試所增幅的產物，結果顯示自 B. cinerea 增幅

出 890 bp 的條帶與在鐵砲百合灰黴病菌增幅出 881 bp 的

條帶並無同源性 (結果未示)，因此可利用引子對 P B 8 0 - 1 F

/ PB80-1R 有效偵測 B. cinerea 和 B. elliptica的菌株，並可

輔以 890 bp 的核酸探針鑑別 B. cinerea 和 B. elliptica。本

研究以引子對 PB80-1F / PB80-1R 進行 B. cinerea 及 B .

elliptica 分生胞子偵測時可分別測至 39 與 156 個分生胞子

(結果未展示 )，換算其可純化獲得之基因體核酸約為 1 0- 5

及 1 0- 4 ng 與本報告中進行 B. cinerea 及 B. elliptica 基因體

核酸增幅時，其偵測敏感度可至 1 0-5 及 1 0- 4 ng 結果一

致。以引子對 PB80-1F / PB80-1R 進行 B. elliptica 基因體

核酸增幅時，其偵幅產物較進行 B. cinere a基因體核酸增

幅時為弱，以圖二的南方氏雜配結果，推測因素為此偵幅

之核酸片段以低重覆序列存在於 B. elliptica 基因體核酸

中，目前正進一步實驗佐證中。

又百合植株栽培生長最適合的溫度為 15 ~ 20 C 之

間，25 C 以上則花的品質下降，8 C 以下則生長停頓。由

田間調查所得到結果顯示目前在百合栽種時期和灰黴病菌

適合發病的環境 (低溫高濕 ) 互相吻合，以致環境適合

時，灰黴病大量發生。由於百合灰黴病菌 (B. elliptica) 防

治上目前仍無推廣藥劑，且許多報告顯示 B. cinerea 菌株

已有抗藥性的產生 (2, 3)，亦有許多研究報告指出進行灰

黴病菌防治時，若能瞭解其生理特性便可有效降低病害的

發生 (8, 12, 20)，因此若能完整掌握田間的生態資料，再

配合田間快速病原菌偵測，應可提供農民田間病害管理模

式之參考。
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圖五、灰黴病菌 B. cinerea 和 B. elliptica 菌株之基因體核酸經序列稀釋，利用 PB80-1F/PB80-1R 引子對，經P C R增幅後
所得之電泳圖譜。
Fig. 5. Agarose gel electrophoresis showing polymerase chain reaction patterns of isolates of B o t rytis cinerea (TTF106, A) and
B. elliptica (SKL820, B) using PB80-1F /PB80-1R primers. Test amount of total genomic DNA was added to the reaction
mixture at 100 ng ( lane 1 ), 10 ng ( lane 2 ), 1 ng ( lane 3 ), 100 pg ( lane 4 ), 10 pg ( lane 5 ), 1 pg ( lane 6 ), 0.1pg ( lane 7 ),
0.01pg ( lane 8 ), and 0.001pg ( lane 9 ). And lane 10 is the control test by using water. Lane marked M is Bio100 DNA
L a d d e rT M ( PROtech Technology Ent. Co., Ltd. R.O.C.).
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B o t rytis cinere a is a widespread pathogen producing infections on more than 200 hosts. Hosts attack

can occur before harvesting or later during transport or storage. And B. elliptica causal agent of leaf blight,

inflicts serious losses cut flowers of lily in Taiwan. However, B. cinere a and B. elliptica have become one of

the most important threats to the production, import and export of cut flowers and some important crops.

H o w e v e r, detection of the fungus at the latent stage befor packing for transitting is difficult because time

consuming and tedious by classical methods. In this study we describe the development of DNA probe and

polymerase chain reaction analysis to detection of B. cinere a and B. elliptica . A genomic library of

mitochondrial DNA, digested with E c oRI restriction enzyme from isolates of WFFr103、EPL803 of B .

c i n e re a and B. elliptica was constructed in the vector of pBluescript (SK+), and transformed into E. coli

D H 5α. Randomly selected recombinant clones designated as pBE83-8 (0.9 kb)、pBE83-4B (1.2 kb)、

pBE83-7 (1.1 kb)、pBC26-9 (1.2 kb)、pBC29-9 (0.7 kb) and pBC29-2 (1.2 kb) were nonradioactive

labelled with NEBlot-PhototopeT M. The sensitivity of DNA probe Be 83-8(0.9 kb) is highest up to 10- 5μg

among all DNA probes from dot-blot hybridization analyses with total DNA of B. cinere a and B. elliptica .

But the DNA probe of Be 83-4B(1.2 kb) hybridized with all isolates of B. cinere a and B. elliptica.

According to RAPD band patterens analyses with primer OPB-17 to ampify DNA of B. cinere a a n d

B.elliptica have the 300 bp、600 bp and 800 bp fragments in amplified DNA after gel electrophoresis.

These 300 bp、600 bp and 800 bp fragments transformant clones were prepared for DNA probes, as

p B C E 3 0、pBCE60 and pBCE80. And the high specificity of DNA probes of pBCE30、pBCE60 and

pBCE80 were proved with Southern hybridzation with all isolates of B. cinere a and B. elliptica . For sets of

primers of PB30-1R/PB30-1F、PB60-1R/PB60-1F and PB80-1F/PB80-1R were developed from the

nucleotide sequences analysing of insert DNAs in pBCE30、pBCE60 and pBCE80, respectively, useing

total DNAs of B. cinere a、B. elliptica and another check fungus isolates as templates in PCR assay. The

PB80-1F/PB80-1R primers set specifically amplified 890 bp DNA fragments from DNA of B. cinere a, and

amplified 381 bp DNA fragments from DNA of B. elliptica but not DNA from any another check isolates as

S c l e rotium ro l f s i i and Mucor sp. Using of this highly specific and reliable detection could prove valuable for

r e g u l a t o r y, epidemiological and ecological studies.

Key words: B o t rytis cinere a, B. elliptica, DNA probes, polymerase chain reaction analysis.


