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摘要  

 

蕭貴郁、李敏郎* 2011 自萵苣露菌罹病葉直接解序全長段露菌 ITS與其

親緣性分析   植保會刊 53：xxx－xxx 

 

本研究針對萵苣露菌 (Bremia lactucae)核糖體轉錄區間 DNA (internal 

transcribed spacer region of the ribosomal DNA, ITS rDNA)之解序及偵測，設計專

一性引子對，並探討引子對之靈敏度、田間罹病葉及臘葉標本之偵測應用與直接

自罹病葉增幅露菌 ITS 之方法可行性，並依據 ITS 分析萵苣露菌菌株間之親緣

性。以廣效引子對 ITS1/ITS4解序之 B. lactucae ITS特定片段，篩選設計引子對

BL1 (5’-GTTGCATTGCCTTGAATTTG-3’) 及 BL2 

(5’-AACCGAAGCTAATTAAACTGCG-3’)，BL1/BL2 引子對專一性之靈敏度，

每次反應中只要有 10 pg B. lactucae DNA 即可增幅清楚之特定產物，即使在

2.5x105 pg萵苣 DNA背景值情況下，也可增幅出萵苣露菌特定 DNA片段。田間

萵苣感染露菌後，不論葉片是否產生病徵，BL1/BL2引子對確實增幅出B. lactucae

專一片段，證實其感染狀況；又以 2006 年萵苣露菌病臘葉標本為偵測對象，亦
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可增幅出萵苣露菌之特定片段。若於田間萵苣罹病葉直接增幅露菌 ITS，易受萵

苣及微生物干擾，然利用 ITS1/BL2 及 BL1/ITS4 兩組引子對直接擴增出 2 段萵

苣露菌 ITS片段，經解序組合成全長段之萵苣露菌 ITS序列，本研究證實專一性

及廣效性引子對之組合模式，可增幅並組合出全長段萵苣露菌 ITS序列，此一引

子對組合方法，可做為直接自罹病葉上增幅出絕對寄生菌 ITS模式及鑑定工具。

以 ITS為萵苣露菌菌株親緣性之分析標的，其結果顯示大部分萵苣露菌被分成同

群，不因區域而有差別，而同屬不同種之 Bremia spp.則依菊科寄主植物而各自成

群，顯示菊科露菌具有高寄主專一性，據此建議將來自同屬或鄰近種寄主之露菌

菌株歸為同種較為妥適。 

 

(關鍵詞：萵苣、萵苣露菌、專一性 ITS 引子對、廣效性 ITS 引子對、組合式引

子對、親緣性分析) 

 

緒言  

 

萵苣（Lactuca sativa L.）性喜冷涼氣候，原產於地中海沿岸，目前葉用萵苣

為臺灣重要葉菜類蔬菜之一，根據農糧署農情資源網記載，2009年萵苣全臺栽培

面積3250公頃(1)，其生長期間常見的真菌病害包含：露菌病（Bremia lactucae 

Regel） (3,4,5)、灰黴病（Botrytis cinerea Pers. : Fr.）、圓星病（Cercospora 

lactucae-sativae  Sawada）、炭疽病（Gloeosporium chrysanthemi Hori.）、黑斑病

（Alternaria alternata (Fr.) Keissl.）、菌核病（Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de 

Bary） (2) 、白粉病（Podosphaera fusca (Fr.) U. Braun ＆  Shishkoff (syn. 

Sphaerotheca fusca (Fr.) Blumer)）(2,7)及疫病（Phytophthora cryptogea Pethybr. ＆ 

Laff.）(15)等。在萵苣種植過程中，因萵苣露菌病發病適溫在 16～22 ℃(6)，常發

生於冷涼潮濕季節及濃霧重露時期，因此在秋冬及冬春季節的露菌病尤其嚴重，
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是萵苣生產的限制因子，本病害由萵苣露菌（B. lactucae）引起，對不同生長期

之萵苣皆具侵染能力(13)，初期病徵發生於葉背，大部分的情況下，較大的葉脈

可以限制病斑的擴大(12)，罹病葉在高濕情況下，會產生白色絨毛狀的菌絲及孢

囊，雖然B. lactuca很少使萵苣植株死亡，但是葉片上的斑點和黃化現象，嚴重影

響萵苣生長及品質，且容易造成運送及儲存過程時的腐敗(25)。 

萵苣露菌為絕對寄生菌，無法進行分離培養，只能由植株上之病徵及孢囊加

以鑑定。現今分生檢驗技術普遍，可利用真菌之特定DNA片段，設計專一性探

針，來檢測植株內之特定病原真菌。目前露菌大多利用ITS之序列設計專一性引

子加以檢測，已發表的專一性引子對包括毛豆露菌 (Peronospora manshurica 

(Naoum.) Syd.)(18)、菸草露菌 (Peronospora tabacina Adam)(17)、北懸鉤子（Rubus 

arcticus L.）露菌（Peronospora sparsa Berk.）(20)、胡瓜露菌（Pseudoperonospora 

cubensis (Berk. & M.A. Curt) Rostovzev）及十字花科露菌 (Hyaloperonospora 

parasitica (Pers. : Fr.) Fr.)(8, 9)。根據Choi et al.(2007)(10) 發表之韓國萵苣露菌ITS

序列，全長2458 bp，此一具有長片段ITS的現象也存在於其他露菌屬真菌中，例

如Basidiophora、Paraperonospora、Plasmoverna spp.(10, 25)。因其為長片段無法由

廣效性引子對直接解序，需由中間序列設計引子對，分兩段自兩端向內分別解序

後，再比對組合成超過2000 bp之全長段ITS序列，其解序工作遠比其他低於1000 

bp ITS之菌類來的繁複。 

田間萵苣被露菌感染後，常伴隨複合感染或污染其他菌類之現象，若自田間

罹病葉直接收集露菌菌絲或孢囊進行DNA萃取，或直接以ITS廣效性引子對直接

增幅，常有其他菌類污染之虞，無法獲得單獨之露菌ITS序列，因此進行露菌DNA

萃取前，須先將田間萵苣露菌病罹病葉以濕室培養方式，促使其產生大量孢囊

後，將孢囊製成懸浮液，人工接種在健康萵苣植株上，使其葉片發病後，再自病

斑上取得菌絲及孢囊，才進行DNA萃取與ITS解序工作。然而人工接種到發病的

過程中，稍一不慎，又容易受到其他菌類污染，因此在絕對寄生菌的DNA收集

上，必須非常小心謹慎，否則容易遭致污染與誤判。 
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為克服上述ITS解序問題，本研究根據萵苣露菌ITS部分序列設計萵苣露菌之

專一性引子對，測定該引子對專一性與靈敏度，同時測試其對田間萵苣露菌罹病

葉與臘葉標本之偵測能力外，並探討自萵苣露菌病罹病葉直接增幅、解序及組合

出全長段ITS的可行性，做為將來絕對寄生菌自罹病葉直接增幅出全長段ITS序列

的模式與菌株鑑別工具。本研究經採樣取得臺灣萵苣露菌菌株及其ITS後，將所

臺灣所分離之萵苣露菌菌株與世界各地之萵苣露菌進行親緣性分析，以期了解各

地萵苣露菌菌株是否呈現區域差異，做為日後鑑定萵苣露菌菌株來源之重要參考

依據。 

 

材料與方法  

 

供試病葉及菌株之來源  

從苗栗縣通宵鎮、雲林縣西螺鎮、台中縣新社鄉、南投縣國姓鄉及草屯鎮

等蔬菜產區，採集萵苣露菌病葉攜回實驗室，於解剖顯微鏡下夾取葉片表面的菌

絲及孢囊，移入1.5 ml離心管中，且將病健部分別以解剖刀切下，秤重達0.1 g後，

置於1.5 ml離心管中，將其暫時儲存於-20 ℃，做為露菌及病葉DNA萃取之來源。 

 

萵苣露菌及萵苣 DNA萃取與儲存  

萵苣露菌DNA以0.1 g萵苣露菌菌絲配合玻璃砂震盪法加以萃取(16)。萵苣

DNA萃取則取0.1 g萵苣葉片加液態氮後研磨，利用修正後之染色體DNA純化試

劑組（Genomic DNA Purification kit, GeneMark Technology Co. Ltd）操作流程(16)，

抽取萵苣葉之基因體DNA。上述DNA濃度以光電比色計（Opron-3000, UV/VIS 

Spectrophotometer）測定260 nm吸光值(A260)，估算其DNA濃度(ng/µl)，並將DNA

保存於-20 ℃低溫冷凍櫃中備用。 
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萵苣露菌  ITS 解序  

將1 µl之15 µM ITS1和ITS4、2.5 µl之10x buffer、2.5 µl之2.5 mM dNTP、0.2 

µl之Taq Plus DNA polymerase(Bio Basic Inc., USA)、17.8 µl之二次蒸餾水與1 µl

之50 ng/µl Bremia lactucae DNA模板混合均勻後(24, 30)，以自動溫度循環控制器

(TGradient thermal cycler, Whatman Biometra GmbH, Germany)進行DNA增幅反

應，增幅條件為94 ℃、5 min進行DNA變性 (denature )反應，再以94 ℃ 30 s、

50 ℃ 30 s及72 ℃ 60 s進行40次循環，進行黏合(annealing)及延伸(extension)增

幅反應，最後以72 ℃ 5 min結束PCR反應，PCR反應產物取10 µl以1.5 %瓊膠膠

體(agarose gel)進行電泳分析(100 V，35 min)，將電泳後之膠片取出以溴化乙錠

(ethidium bromide)染色 10 min， 於紫外光照下，以解剖刀切下分析後於瓊膠體

上 ITS DNA片段，放置於微離心管中，以膠體回收試劑組 (Gel Elution Kit, 

GeneMark Technology Co. Ltd) 進行DNA回收(16)，並送交明欣生物科技有限公司

（台北）進行解序後，進行萵苣露菌專一性引子對設計與測試。 

 

萵苣露菌專一性引子對設計  

將上述解序之B. lactucae ITS序列，以Biology WorkBench Version 3.2網站

(http://workbench.sdsc.edu)上之Alignment Tools進行多序列並列分析  (multiple 

sequence alignment)（San Diego Supercomputer Center (SDSC), University of 

California, U.S.A.），及利用National Center for Biotechnology Information (NCBI, 

National Library of Medicine (NLM), U.S.A.) 網站之Basic Local Alignment Search 

Tool (BLAST)軟體，篩選所有B. lactucae菌株皆具有相同之ITS DNA序列片段，

而其他真菌種類不具有此序列片段，以此片段進行引子對設計，並以B. lactucae、

健康萵苣葉片及兩者混和之DNA當模板，進行專一性PCR測試，PCR反應條件為

每25 µl中含有1 µl之15 µM BL1、1 µl之15 µM BL2、2.5 µl之10x buffer、2.5 µl之

2.5 mM dNTP、0.2 µl之Taq Plus DNA polymerase (Bio Basic Inc., USA)、16.8 µl

之二次蒸餾水與1 µl之50 ng/µl DNA模板，以自動溫度循環控制器進行DNA增幅
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反應，增幅條件為94 ℃ 5 min進行DNA變性反應，再以94 ℃ 30 s、60 ℃ 30 s

及72 ℃ 50 s進行35次循環方式進行黏合及延伸增幅反應，最後以72 ℃、5 min

結束PCR反應，將PCR反應產物取10 µl以1.5 %瓊膠進行電泳分析(100 V，35 

min)，將電泳後之膠片取出以溴化乙錠染色10 min，取出置於紫外線下照相記錄

所增幅出DNA片段。 

 

專一性引子對之靈敏度測試  

為測試設計之B. lactucae專一性引子對的靈敏度，於每反應中直接加入不同

濃度之B. lactucae DNA模版，分別為1×105、1×104、1×103、1×102、10及1 pg，

與B. lactucae專一性引子對BL1/BL2進行PCR反應；又進一步進行萵苣DNA對

BL1/BL2引子對增幅效果之干擾測試，於10 pg的B. lactucae DNA中，分別混合加

入2.5×105、1×105、104、103、0 pg 健康萵苣DNA為反應模版，進行BL1/BL2引

子對PCR，反應條件與前述之「萵苣露菌專一性引子對設計」方法相同。 

 

田間萵苣罹病葉及臘葉標本之萵苣露菌偵測效果  

應用BL1/BL2引子對，對野外採集之萵苣露菌病罹病植株上有病徵和無病徵

之葉片為偵測對象，並以萵苣露菌DNA及生長箱種植之健康寄主DNA作為對照

進行PCR偵測。為了解乾燥之臘葉標本之萵苣露菌DNA是否可被增幅出特定片

段，另外以2006年自苗栗縣西湖鄉及台中市新社區採集製作之萵苣露菌病臘葉標

本為偵測對象，以萵苣露菌DNA作為對照進行萵苣露菌偵測。DNA萃取及PCR

條件如上述之「萵苣露菌及萵苣DNA萃取與儲存」與「萵苣露菌專一性引子

對設計」方法。 

 

萵苣露菌罹病葉直接增幅露菌 ITS之效果  

以上述田間採集之萵苣罹病葉DNA為模版，測試廣效性及專一性引子對之

特定組合，自萵苣露菌罹病葉直接增幅露菌ITS之效果。以ITS1/BL2及BL1/ITS4
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兩組引子對分別進行萵苣露菌ITS片段之增幅及解序工作，DNA萃取、PCR條件

及解序過程如上述之「萵苣露菌及萵苣DNA萃取與儲存」、「萵苣露菌專一性

引子對設計」與「萵苣露菌  ITS 解序」方法。 

 

萵苣露菌之物種演化分析  

將所採集之 8株萵苣露菌 (Bremia lactucae) ITS 序列，以及自 NCBI網站 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) 下載之 8株韓國萵苣露菌菌株、1株德國萵苣

露菌菌株及 1株德國草原婆羅門參(Tragopogon pratensis)露菌(Protobremia 

sphaerosperma)菌株等 18株露菌之 ITS2與 ITS1-5.8S-ITS2全長段序列做為比對

序列（表一）；另外自 NCBI下載另外之 13株 B. lactucae、4株 Bremia centaureae, 

8株 B. microspore、 3株 B. ovate、 2株 B. saussureae、 3株 B. sonchicola 與上

述 17株 B. lactucae，共 6種 Bremia spp. 50菌株，加上 4株 P. sphaerosperma，

合計共 54菌株之 ITS1 (表一) 序列進行排序，以 Clustal X 1.81 (28) 將此 54株 

ITS1 、 18 株 ITS2 與 18 株 ITS1-5.8S-ITS2 鹼基序列分別載入後進行多重序

列比對 (Multiple sequence alignment) 。在 ITS序列進行多重比對前，先調整

雙序列比對(Pair alignment)與多重比對(Multiple alignment)之參數，雙系列比

對參數之開放缺口懲罰值 (Gap opening penalty) 為 10 ，延伸缺口懲罰值 

(Gap extension penalty) 為 0.1 ，DNA 加權矩陣模式 (DNA weight matrix) 

為 IUB；多重比對參數之開放缺口懲罰值為 10 ，延伸缺口懲罰值為 0.2 ，延

遲變異序列值 (Delay divergent sequence) 為 30% ， DNA 轉換加權值 

(DNA transition weight) 為 0.5 ， DNA 加權矩陣模式為 IUB ，然後進行多

重序列比對，將分析結果存成 nexus格式後，以 PAUP* 4.0b10 (Phylogenetic 

Analysis Using Parsimony, Swofford, 2000) 軟體進行親緣性分析 

(Phylogentic analysis) 。 

親緣性分析則以下列 2種分析方式進行，第一種以再取樣法 (bootstrap) 重

複取樣 1000次，配合鄰聚法 (Neighbor Joining) 演算之遺傳距離法 (genetic 
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distance method) ，第二乃以啟發式搜尋法 (heuristic search) 進行最大儉約法 

(maximum parsimony) ，以上述方法進行分析時，均以 P. sphaerosperma為外

群 (outgroup) (11, 20, 27, 28)，與 Bremia spp.進行親緣關係分析，其結果以系統演化

樹狀圖(phylogram)之遠近表示萵苣露菌各菌株間之親緣性關係。 

 

結果  

 

萵苣露菌 ITS專一性引子對設計及測試  

將 B. lactucae 已解序之部分 ITS DNA序列，利用 NCBI及 Biology 

WorkBenchVersion 3.2網站，來與其他真菌ITS序列作並列分析，篩選出B. lactucae

之 特 有 片 段 ， 設 計 了 BL1 (5’-GTTGCATTGCCTTGAATTTG-3’)/BL2 

(5’-AACCGAAGCTAATTAAACTGCG-3’ ) 引子對，並測試BL1/BL2引子對之專

一性，結果顯示BL1/BL2引子對可使單獨含B. lactucae DNA，以及萵苣與B. 

lactucae混合之DNA反應液，皆增幅出一條 1235 bp大小之特定片段，但萵苣DNA

及空白對照之反應液則無（圖一）。 

 

專一性引子之靈敏度測試  

於萵苣露菌BL1/BL2引子對靈敏度試驗中，將不同萵苣露菌DNA濃度之模版

加入BL1/BL2 引子對PCR反應，結果發現每反應中含有10 pg之B. lactucae 

DNA，即可清晰地增幅出萵苣露菌之特定片段（圖二）。在萵苣DNA對專一性引

子對之干擾分析，其結果顯示在加入萵苣DNA最高測試濃度2.5×105 pg時，仍能

成功的增幅出萵苣露菌的特定片段（圖三）。 

 

田間萵苣罹病葉及臘葉標本之萵苣露菌偵測效果  

以萵苣露菌BL1/BL2引子對，直接偵測萵苣露菌病罹病田中之有病徵和無病
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徵萵苣葉，及實驗室收集之田間萵苣露菌病之臘葉標本，結果顯示，有病徵和無

病徵葉片皆可增幅出萵苣露菌的特定片段，生長箱中栽培之健康萵苣則無，證實

BL1/BL2引子對確實可自萵苣露菌罹病葉片內偵測出特定的萵苣露菌片段（圖

四）。而以2006年萵苣露菌病臘葉標本偵測時，該標本亦被BL1/BL2增幅出萵苣

露菌的特定片段（圖五）。 

 

萵苣露菌罹病葉上直接增幅露菌 ITS之效果  

本研究嘗試直接自萵苣露菌病之罹病葉萃取DNA，配合專一性及廣效性引

子對組合之BL1/ ITS4及ITS1/BL2兩組引子對（圖六），分別對萵苣露菌ITS進行

增幅與解序工作，PCR反應結果，可分別獲得由ITS2-28S rDNA（LSU）及18S 

rDNA（SSU）-ITS1-5.8S rDNA-ITS2兩個片段，其長度分別為2127（圖七、2和3）

及1658 bp（圖七、5和6），經解序比對兩片段序列，確實可組成一完整之萵苣露

菌ITS全長段序列。 

 

萵苣露菌之物種演化分析  

將國內分離及 NCBI 收集之 50 株 Bremia spp.及 4 株 Protobremia 

sphaerosperma之 ITS1以遺傳距離法或簡約法進行親緣性分析，其結果顯示除了

來自奧地利 B. lactucae 菌株(Brlaau01-3, Brlaau06)自成一群，Brlaau04 與

Brlaau05 各自獨立外，B. lactucae 菌株大都自成一群，但是韓國 B. lactucae 

SMK19258、SMK19357 與 B. ovata 菌株自成一群，以及韓國 B. lactucae 

SMK19842、SMK19951 與 B. saussureae 自成一群，其他如 B. microspora, B. 

centaureae與 B. sonchicola也各自形成一群，由此樹狀圖可清楚呈現 Bremia spp.

具有強烈的寄主專一性特徵 (圖八)。若將 B. lactucae 以及 P. sphaerosperma 之

ITS2及 ITS1-5.8S-ITS2 rDNA全長段 ITS進行親緣性分析，其結果顯示所分析

之 B. lactucae可區分成三群，其中韓國 B. lactucae菌株 SMK19842及 SMK19951

自成一群，而 SMK19357及 SMK19258自成一群， 其餘 B. lactucae 與 8株臺灣
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菌株自成一群 (圖九、十)。 

 

討論  

 

露菌為絕對寄生菌，在植物感染後尚未發病前，或於田間偵測最初感染源

時，利用分子生物技術偵測及鑑定絕對寄生菌，具有快速、靈敏及專一之優點，

且可免除露菌無法培養之困擾。本試驗設計了萵苣露菌 ITS 專一性引子對

BL1/BL2，可專一性地辨識及檢測 DNA內是否含有萵苣露菌（圖一），亦可應用

於檢測田間萵苣是否感染露菌（圖四）及鑑定臘葉標本上之露菌菌株（圖五）。

本研究所設計之萵苣露菌專一性引子對 BL1/BL2，在只有萵苣露菌 DNA模版之

PCR反應中，其偵測靈敏度為 10 pg（圖二），然而當 10 pg 萵苣露菌 DNA以萵

苣 DNA 稀釋到 25000 倍時，依然可成功增幅出萵苣露菌之特定片段（圖三）。

目前 BL1/BL2 引子對除可用於偵測臺灣採集之萵苣露菌菌株外，經比對國外萵

苣露菌 ITS序列，亦可應用於偵測國外之萵苣露菌菌株。ITS1/BL2及 BL1/ITS4

引子對組合可增幅並比對組合成萵苣露菌 ITS序列，建立臺灣萵苣露菌菌株 ITS

資料庫，目前已建立臺灣西部地區 8個不同萵苣露菌菌株（表一）。 

絕對寄生菌 ITS 在解序過程中常遭遇到下列問題，首先是罹病葉常伴隨複

合感染或污染，在收集萵苣露菌菌絲及孢囊時容易被其他菌類干擾及污染，其次

為 ITS解序所使用之引子對常為真菌 ITS廣效性引子對，能增幅所有真菌的 ITS

片段，若無法去除其他菌類的 DNA，常常增幅到其他真菌之 ITS 產物，增加序

列判讀上的困難，為突破上述所提及之可能產生的干擾，嘗試直接利用萵苣露菌

罹病葉 DNA當模版，以專一性及廣效性引子對組合之 ITS1/BL2及 BL1/ITS4兩

組引子對的組合增幅模式（圖六），確實可以增幅（圖七）及組成萵苣露菌 ITS

全長段序列，雖然 ITS1及 ITS4為廣效性引子對，因 BL1及 BL2是由萵苣露菌

ITS 序列設計之專一性引子，交叉組合後仍能從罹病葉 DNA 中增幅出萵苣露菌
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ITS片段，經解序及組合成一完整之全長段 ITS序列。此一引子對組合增幅模式

無須收集、純化萵苣露菌之菌絲或孢囊，直接由病葉萃取 DNA且增幅萵苣露菌 

ITS片段，不僅節省人力及時間，大幅度的提高了解序的效率，更避免了其他真

菌的干擾，得到完整的萵苣露菌全長段 ITS 序列。絕對寄生菌如 Puccinia 

horiana(23)、P. psidii(19)、P. striiformis f. sp. tritici(31)、Phakopsora pachyrhizi(14)等

銹病菌，以及 Phyllactinia guttata(26)、Erysiphe pulchra(26)、E. alphitoides(22)等白粉

病菌皆已發表 ITS專一性引子對，皆可應用此一「專一性與廣效性」ITS引子對

之配對組合，直接自絕對寄生菌感染之罹病部位增幅及解序，獲得全長段之絕對

寄生菌 ITS序列，此一「專一性與廣效性」組合模式不僅解決了無法自罹病葉直

接增幅出全長段 ITS 的困難，亦是本研究針對絕對寄生菌菌株鑑定上的首次突

破，可做為其它絕對寄生菌或非絕對寄生菌進行菌株鑑定時，快速並準確的應用

在菌株鑑定模式上。 

Choi et al. (11) 經由 28S rDNA上的 D1/D2/D3區域、cox2基因及 ITS1三

種序列，以minimum evolution, maximum likelihood及 Bayesian methods進

行親性分析，並應用群聚分析(cluster analysis)方式分析胞囊長、寬、長寬比等

形態分類的結果，顯示受測之 Bremia spp.可依 B. lactucae, B. microspora, B. ovate, 

B. saussureae及 B. sonchicola等 5種分成 5群，而 B. elliptica在親緣性方面，則

是與 B. lactucae 很接近，歸為同群，只是 B. elliptica 的寄主是山萵苣(Lactuca 

indica)，不是萵苣(L. sativa)。本研究之結果(圖八至十)與前述 Choi et al. (2011) 以

分子與形態雙重分析的結果相比，均呈現 Bremia spp.和同屬或同種寄主之間具

有非常高的寄主專一性，而與地域性則關係不密切，然而於 NCBI 登錄為 B. 

lactucae 奧地利菌株中(29)，Brlaau01-03 與 Brlaau06 自成一群，Brlaau04 與

Brlaau05各自獨立在外，這些 B. lactucae 奧地利菌株的寄主皆非萵苣屬，且同

樣跟寄主具有高度關連性，而與其他來自於萵苣屬之 B. lactucae分群，這些菌株

應重新分類及命名。本研究在分析 B. lactucae ITS1時，除 8株臺灣萵苣露菌菌株

外，另外採用其他國家之 B. lactucae菌株，以及不同 Bremia spp.菌株，由結果
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明顯呈現 B. centaureae 菌株自成一群，而 B. lactucae 韓國菌株 SMK19357、

SMK19258與來自黃鵪菜(Youngia japonica (L.) DC. )的韓國 B. ovata菌株自成一

群(圖八)，然而比對Choi et al. (11)報告之表一的NCBI GenBank登錄號(accession 

number)，可明顯看出 Choi文章內的 B. ovata菌株 KUS-F19357與 KUS-F19258，

分別就是本研究依據 NCBI GenBank 登錄的 B. lactucae 菌株 SMK19357 與

SMK19258，而 B. saussureae菌株 KUS-F19842與 KUS-19951，分別就是 NCBI 

GenBank登錄的 B. lactucae菌株 SMK19842與 SMK19951，由此可見 Choi於

NCBI Genbank 上的 Bremia sp.種名登錄有誤，NCBI GenBank 登錄號 

DQ235799及 DQ235800菌株應修正為 B. ovata，而 DQ235793及 DQ235794菌

株應為 B. saussureae，由本研究之 ITS2及 ITS1-5.8S rDNA-ITS2分析結果，也呈

現 SMK19258及 SMK19357，SMK19842及 SMK19951自成 2群（圖九、十），

與先前 ITS1分析結果相同（圖八），由於親緣樹狀圖均呈現 Bremia spp.具有非

常高的寄主專一性特徵，因此對於 Bremia spp.之分類鑑定，在沒有更好的分類

方式前，由 ITS分子鑑定與系統演化推估結果，建議仍以同屬或同種之寄主植物

做為 Bremia spp.分類的依據較為妥適(11,20,27,28)。 
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ABSTRACT 

 
Hsiao, K. Y. and Lee, M. L.* 2011. Direct amplification of whole ITS sequence of 
Bremia lactucae from infected lettuce and phylogenetic analysis of B. lactucae. Plant 
Prot. Bull. xx: xxx-xxx. (Pesticide Application Division, Taiwan Agricultural 
Chemicals and Toxic Substances Research Institute, Wufong, Taichung 41358, 
Taiwan (R.O.C.)) 
 

The design, sensitivity and detection effect of Bremia lactucae specific primers, 

the direct amplification of the whole ribosomal internal transcribed spacer (ITS) from 

the infected lettuce leaves, and the phylogenetic analysis of B. lactucae based on ITS 

sequence were conducted in this study. BL1 (5’-GTTGCATTGCCTTGAATTTG-3’) 

/ BL2 (5’-AACCGAAGCTAATTAAACTGCG-3’) were designed as the B. lactucae 

specific primers. The sensitivity of BL1/BL2 primers was 10 pg B. lactucae DNA in 

each PCR reaction, even the lettuce DNA was as high as 2.5x105 pg in the DNA 

mixture. The BL1/BL2 primers amplified the specific ITS fragment of B. lactucae in 

these infected leaves and proved the infectious status even though the disease 

symptom was not observed. Furthermore, the BL1/BL2 also amplified the specific 

ITS fragments of B. lactucae-infected herbarium specimen collected in 2006. With 

the combination of common ITS primers and BL1/BL2 primers, two pairs of primers 

ITS1/BL2 and BL1/ITS4 were used to directly amplify the ITS sequences of B. 

lactucae from the infected lettuce leaves. Two fragments were amplified, sequenced, 

compared and merged into one sequence to be the whole ITS sequence of B. lactucae. 

The ITS1/BL2 and BL1/ITS4 primers were proved to be the useful tools in directly 

amplifying the whole ITS sequence of B. lactucae species from infected lettuce 

samples even the samples’ DNA was mixed with the DNA of lettuce and other 

microorganisms. The results of phylogenetic analysis of B. lactucae based on ITS 

sequences showed that most B. lactucae isolates were clustered in the same clade, and 
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no relationship between the isolates and the locations of isolate origins. Other Bremia 

species on Compositae were also clustered in the individual clades, and each clade 

corresponded to individual host plant. This result showed that those downy mildews 

from Compositae were highly host specific. Therefore, it suggested that the taxonomy 

of Bremia spp. should correspond to their hosts of the same genus or closely 

related-species. 

 

(Key words: lettuce, Bremia lactucae, specific ITS primers, common ITS primers, 

combined primers, phylogenetic analysis) 
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圖一、萵苣露菌引子對 BL1/BL2之專一性測試。直欄M：100 - 3000 bp核酸梯
狀標誌；1：空白對照組；2：萵苣露菌 DNA；3：萵苣露菌與萵苣之混合 DNA；
4：萵苣 DNA。 
Fig. 1. Specificity test of Bremia lactucae primers BL1/BL2. Lane M, 100-3000 bp 
DNA ladder marker; 1, blank control; 2, DNA of Bremia lactucae; 3, DNA mixture of 
B. lactucae and lettuce; 4, DNA of lettuce. 
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圖二、萵苣露菌專一性引子對 BL1/BL2之靈敏度測試。直欄M：100 - 3000 核
酸梯狀標誌；1：空白對照組；2-7：萵苣露菌 DNA分別為 105、104、103 102 、
10及 1 pg。 
Fig. 2. Sensitivity test of specific primers BL1/BL2 of Bremia lactucae. Lane M, 
100-3000 bp DNA ladder marker; 1, blank control; 2-7, B. lactucae DNA were 105, 
104, 103, 102, 10 and 1 pg, respectively. 
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圖三、萵苣 DNA對萵苣露菌專一性引子對 BL1/BL2增幅效果之干擾測試。直欄
M：100 - 3000 核酸梯狀標誌；1：空白對照組；2-6：皆含有 10 pg萵苣露菌 DNA，
且分別混合加入 2.5×105、1×105、104、103、0 pg萵苣 DNA；7：2.5×105 pg萵苣
DNA。 
Fig. 3. The interfering test of lettuce DNA on the ITS amplified effect of specific 
primers BL1/BL2 of Bremia lactucae. Lane M, 100-3000 bp DNA ladder marker; 1, 
blank control; 2-6, each mixture containing 10 pg of B. lactucae DNA and 2.5×105、

1×105、104、103、0 pg of lettuce DNA, respectively；7, 2.5×105 pg of lettuce DNA. 
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圖四、萵苣露菌專一性引子對 BL1/BL2 之田間萵苣感染露菌之偵測效果。直欄
M：100 - 3000 核酸梯狀標誌；1：空白對照組；2：萵苣露菌 DNA；3：萵苣
DNA；4：無病徴之田間萵苣 DNA；5：有病徴之田間萵苣 DNA。 
Fig. 4. Detective effect of BL1/BL2 specific primers of Bremia lactucae on the 
infected lettuce in field. Lane M, 100-3000 bp DNA ladder marker; 1, blank control; 2, 
DNA of B. lactucae; 3, DNA of lettuce; 4, DNA of B. lactucae-infected lettuce 
without symptom; 5, DNA of B. lactucae-infected lettuce with symptom. 
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圖五、萵苣露菌專一性引子對 BL1/BL2 對萵苣露菌臘葉標本之偵測效果。直欄
M：100 - 3000 核酸梯狀標誌；1：空白對照組；2：萵苣露菌 DNA；3、4：萵
苣露菌病臘葉標本 DNA。 
Fig. 5. Detective effect of BL1/BL2 specific primers of Bremia lactucae on the 
herbarium specimen of downy mildew of lettuce. Lane M, 100-3000 bp DNA ladder 
marker; 1, blank control; 2, DNA of B. lactucae; 3 and 4, DNA of the herbarium 
specimen of downy mildew of lettuce. 
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圖六、BL1/ITS4及 ITS1/BL2兩組引子對自萵苣露菌病罹病葉直接增幅，以及其
所解序組合之萵苣露菌 ITS DNA片段示意圖。 
Fig. 6. Scheme for the direct amplification and sequencing of Bremia lactucae ITS 
from B. lactucae infected lettuce with two paired primers, BL1/ITS4 and ITS1/BL2. 
 
 
 
 
 

 
 
圖七、 以 ITS1/BL2 及 BL1/ITS4 兩組引子對 PCR 增幅罹病葉中萵苣露菌 ITS 
DNA片段。直欄M：100 - 3000 核酸梯狀標誌；1、4：空白對照組；1-3：以 ITS1/BL2
進行 PCR；4-6：以 BL1/ITS4 進行 PCR；2、3 及 5、6：反應液中含罹病植株
DNA。 
Fig. 7. Amplification of B. lactucae ITS DNA from B. lactucae infected leaf by PCR 
with BL1/ITS4 and ITS1/BL2 primers. M, 100-3000 bp DNA ladder marker; 1 and 4, 
blank control; 1-3, amplifying with ITS1/BL2 primers; 4-6, amplifying with 
BL1/ITS4 primers; 2, 3, 5, and 6, DNA of B. lactucae-infected plant in the PCR 
mixture. 

SSU 5.8S LSU ITS1 ITS2 
ITS1 

ITS4 

 BL2 

 BL1 
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表一、親緣性分析所用之臺灣及 NCBI1 Bremia spp. 及 Protobremia sphaerosperma菌株一覽表。 
Table 1. Taiwan and NCBI1 isolates of Bremia spp. and Protobremia sphaerosperma used in the phylogenetic 
analysis. 

Species Host2 Isolate Sequence 
NCBI GebBank 

Accession No. 
Location 

B. lactucae Lactuca sativa  TWCT ITS1, ITS2, whole ITSs -3 Caotun, Nantou, 

Taiwan 

 TWCL ITS1, ITS2, whole ITSs - Jhongli, Taoyuan, 

Taiwan 

 TWDS ITS1, ITS2, whole ITSs - Dasi, Taoyuan, 

Taiwan 

 TWSHr ITS1, ITS2, whole ITSs - Sihu, Miaoli, Taiwan 

 TWSHs ITS1, ITS2, whole ITSs - Sihu, Mialoi, Taiwan 

 TWSL ITS1, ITS2, whole ITSs - Siluo, Yunlin, Taiwan 

 TWSS ITS1, ITS2, whole ITSs - Sinshe, Taichung, 

Taiwan 

 TWWF ITS1, ITS2, whole ITSs - Wufong, Taichung, 

Taiwan 

      
 Hemistepta lyrata SMK19842 ITS1, ITS2, whole ITSs DQ235793 Korea 

 SMK19951 ITS1, ITS2, whole ITSs DQ235794 Korea 

      
 Lactuca sativa SMK19415 ITS1, ITS2, whole ITSs DQ235795 Korea 

 SMK19108 ITS1, ITS2, whole ITSs DQ235796 Korea 

      
 L. indica var laciniata SMK18913 ITS1, ITS2, whole ITSs DQ235797 Korea 

 SMK20331 ITS1, ITS2, whole ITSs DQ235798 Korea 

      
 Youngia denticulata SMK19258 ITS1, ITS2, whole ITSs DQ235799 Korea 

      
 Y. japonica SMK19357 ITS1, ITS2, whole ITSs DQ235800 Korea 

      
 Lactuca sativa GERM1102 ITS1, ITS2, whole ITSs DQ665664 Germany 

 Brlakr01 ITS1 EU287743 Korea 

 Brlakr02 ITS1 EU287742 Korea 

 Brlakr03 ITS1 EU287741 Korea 

 Brlakr04 ITS1 EU287740 Korea 

      
 L. indica var. laciniata Brlakr05 ITS1 Eu287739 Korea 

      
 Centaurea jacea Brlaau01 ITS1 EF553505 Austria 
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Species Host2 Isolate Sequence 
NCBI GebBank 

Accession No. 
Location 

 Cyanus segetums Brlaau02 ITS1 EF553504 Austria 

      
 Centaurea pullata Brlaau03 ITS1 EF553503 Austria 

      
 Hieracium murorum Brlaau04 ITS1 EF553498 Austria 

      
 Taraxacum officinale Brlaau05 ITS1 EF553497 Austria 

      
 Cirsium arvense Brlaau06 ITS1 EF553496 Austria 

      
 Lactuca serriola Brlaau07 ITS1 EF553495 Austria 

      
 L. sativa Brlauk01 ITS1 AF241770 United Kingdom 

      
B. sonchicola Sonchus asper Brsokr01 ITS1 EU287759 Korea 

Brsokr02 ITS1 EU287758 Korea 

Brsokr03 ITS1 EU287757 Korea 

      
B. saussureae Hemistepta lyrata Brsakr01 ITS1 EU287756 Korea 

Brsakr02 ITS1 EU287755 Korea 

      
B. ovata Youngia japonica Brovkr01 ITS1 EU287754 Korea 

Brovkr02 ITS1 EU287753 Korea 

     
Y. denticulata Brovkr03 ITS1 EU287752 Korea 

      
B. microspora Ixeris polycephala Brmikr01 ITS1 EU287751 Korea 

Brmikr02 ITS1 EU287750 Korea 

Brmikr03 ITS1 EU287749 Korea 

     
I. dentata Brmikr04 ITS1 EU287748 Korea 

Brmikr05 ITS1 EU288747 Korea 

Brmikr06 ITS1 EU287746 Korea 

     
I. chinensis Brmikr07 ITS1 EU287745 Korea 

Brmikr08 ITS1 EU287744 korea 

      
B. centaureae Cyanus montanus Brceau01 ITS1 EF553502 Austria 

      

 C. mollis Brceau02 ITS1 EF553501 Austria 

 Brceau03 ITS1 EF553500 Austria 
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Species Host2 Isolate Sequence 
NCBI GebBank 

Accession No. 
Location 

  Brceau04 ITS1 EF553499 Austria 

      
Protobremia 

sphaerosperma 

Tragopogon pratensis Pbspge01 ITS1 GU216232 Germany 

     
T. orientalis Pbspau01 ITS1 EF553489 Austria 

Pbspau02 ITS1 EF553488 Austria 

Pbspge02 ITS1, ITS2, whole ITSs DQ665669 Germany 
1NCBI URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ 
2Hosts were isolated in Taiwan or recorded in references 6, 7 and 25. 
3Not registered. 
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圖八、Bremia spp.和 Protobremia sphaerosperma ITS1 rDNA序列以再取樣／鄰聚
法和儉約法分析所得之親緣樹狀圖。 
Fig. 8. Phylogenetic tree for the Bremia spp. and Protobremia sphaerosperma based 
on the internal transcribed spacer 1 rDNA sequences by the 
bootstrap/neighbor-joining and parsimony methods. 
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圖九、Bremia spp.和 Protobremia sphaerosperma ITS2 rDNA序列以再取樣／鄰聚
法和儉約法分析所得之親緣樹狀圖。 
Fig. 9. Phylogenetic tree for the Bremia spp. and Protobremia sphaerosperma based 
on the internal transcribed spacer 2 rDNA sequences by the 
bootstrap/neighbor-joining and parsimony methods. 
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圖十、Bremia spp.和 Protobremia sphaerosperma ITS rDNA序列以再取樣／鄰聚
法和儉約法分析所得之親緣樹狀圖。 
Fig. 10. Phylogenetic tree for the Bremia spp. and Protobremia sphaerosperma based 
on the internal transcribed spacer  rDNA sequences by the 
bootstrap/neighbor-joining and parsimony methods. 


