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摘要　以希金斯刺盘孢菌株ChＧ１为供试野生型菌株,通过农杆菌介导转化方法获得含２０００个转化子的

TＧDNA插入突变体库,筛选菌落生长异常或致病缺陷突变体,分析致病缺陷突变体的 TＧDNA 插入拷贝数和位

点.结果显示,筛选到１４株菌落异常突变体,包括２株生长缓慢突变体ChＧ１ＧE３９３和ChＧ１ＧC１３５、１２株菌落形态

异常突变体(包括色素异常、菌落扇变或菌丝坍塌现象),另外筛选到１株致病缺陷突变体ChＧ１ＧG０９０.致病性测

定结果表明,致病缺陷突变体ChＧ１ＧG０９０接种拟南芥后,叶片发病明显减弱,且未产生水渍状病斑.显微观察发

现该突变体分生孢子在叶片上仅能产生少量初生菌丝,不能正常形成次生菌丝.Southern杂交显示,致病缺陷

突变体ChＧ１ＧG０９０为 TＧDNA双拷贝插入;通过InverseＧPCR 法获得插入 TＧDNA 的侧翼序列,明确该突变体

TＧDNA插入位点分别为假定蛋白(Ch０６３_１０６８２)和 RNA加工蛋白FCF１(CH０６３_１０６７１)编码区.
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　　十字花科植物炭疽病是一类重要的世界性植物

真菌病害,主要侵染大白菜、菜心、油菜、甘蓝、萝卜、
拟南芥等多种十字花科植物,广泛分布于中国、印
度、日本、美国等国家[１Ｇ２].其中,白菜类和菜心类炭

疽病在我国各地发生尤为严重,感病叶片产生典型

的水渍状病斑,既影响蔬菜的外观及品质,又造成减

产,严重时田块损失率一般可达３０％~４０％,甚至

绝收[３].引起该病的病原菌是有丝分裂孢子类真

菌、刺 盘 孢 属 (Colletotrichum)、希 金 斯 刺 盘 孢

(C．higginsianum),因其生产上的重要性、遗传转

化可操作性以及致病过程的代表性,通常用作研究

植物病原真菌与寄主互作机制的理想系统.
希金斯刺盘孢基因组中功能基因的发掘和鉴定

是了解半活体营养植物病原真菌生长发育以及致病

机制的重要基础.根癌农杆菌(AgrobacteriumtuＧ
mefaciens)介导的转化法(ATMT)是研究得最深

入、技术方法最成熟的遗传转化技术之一[４Ｇ６].迄

今,在希金斯刺盘孢基因组中鉴定的功能基因较少,

目前有近１０个与生长发育或致病有关的基因被报

道.如希金斯刺盘孢精氨酸合成途径相关基因[７]、
假定蛋白编码基因ChMel１[８]、质膜质子泵 ChPＧ
ma２[９]、MAPK 途径相关基因[１０Ｇ１１]、Ras信号途径

调控因子ChRgf１[１２]、MFS转运蛋白ChMfs１[１３]、
乙酰辅酶A合成酶ChAcs１[１４]等.大部分基因通过

筛选 TＧDNA插入突变体库的方法获得,说明外源

DNA插入突变是发掘功能基因的有效途径.
本研究采用 ATMT 方法,以潮霉素 B为筛选

标记、构建希金斯刺盘孢 TＧDNA插入突变体库;对

TＧDNA插入突变体的生物学表型、致病性以及 TＧ
DNA 插入位点进行研究,以期为深入探讨希金斯

刺盘孢发育和致病机制提供材料.

1　材料与方法

1.1　材　料

希金斯刺盘孢(C．higginsianum)转化用出发

菌株为 ChＧ１,由加拿大Saskatchewan大学生物系
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卫扬斗教授提供;根癌农杆菌(A．tumefaciens)菌
株EHA１０５和双元载体pTFCM 均由华中农业大

学农业微生物学国家重点实验室姜道宏教授提供.
抗生素和试剂:卡那霉素、头孢霉素、乙酰丁香

酮(AS)购自于 Gibco公司,氨苄青霉素、利福平、链
霉素 购 自 于 Ameresco 公 司,潮 霉 素 B 购 自 于

Roche公司;大肠杆菌(Escherichiacoli)DH５α感

受态细胞、载体pMD１８ＧT 及限制性内切酶、T４连

接酶等均由 TaKaRa公司提供.

MM 基础培养基、IM 诱导培养基和 CoＧIM 共

培养诱导培养基参照文献[９]配制;LB 培养基、

PDA培养基参照文献[１５]配制.
拟南芥(Arabidopsisthaliana)生态型ColＧ０用

于致病性测定,播种后４周供接种用.
1.2　希金斯刺盘孢的 TＧDNA 插入突变体库构建

供试菌株ChＧ１接种于PDA平板上,２５℃培养

７d后,用无菌水将平板上分生孢子洗下,擦镜纸过

滤得到分生孢子悬浮液,浓度调为１０６个/mL用于

转化.挑取农杆菌菌株 EHA１０５单菌落接种于含

５０μg/mL卡那霉素的LB中,振荡培养(２８℃、２２０

r/min)１６h,接于５０mLMM 培养基,振荡培养２d
至 OD６００＝０．３,用IM 培养基稀释,继续培养２h,用
该培养菌液制备的分生孢子悬浮液制成共混液,在

１８０r/min摇培２h,取２００μL涂布于铺有玻璃纸

CoＧIM 平板上,置于２５℃培养;３~４d后将长有细

微菌落的玻璃纸转到含５００μg/mL头孢霉素和５０

μg/mL潮霉素B的 PDA平板上,放置于２５℃条件

培养;３~４d后即有假定转化子菌落长出.
1.3　转化子的遗传稳定性和 PCR 鉴定

转化子在PDA平板上连续继代培养３代,转至

含潮霉素B(３０μg/mL)的PDA 培养基上,２５℃暗

培养５d后观察记录菌株生长情况.
转化子采用CTAB法提取 DNA,以其总 DNA

为模板、hphＧF和hphＧR为引物进行潮霉素抗性基

因片段的PCR扩增(表１).以希金斯刺盘孢野生

型菌株 ChＧ１的基因组 DNA 为阴性对照,pTFCM
载体为阳性对照.反应体系总体积２０μL,反应条

件:第１步,９４℃５min;第２步,９４℃１min,５６℃
４５s,７２℃１min,３５个循环;第３步,７２℃１０min.
在１％琼脂糖凝胶上电泳检测扩增产物条带大小.

表１　供试引物及序列

Table１　Primersandtheirsequencesusedinthework

引物 Primer 序列 Sequence 描述 Description

hphＧF ５′ＧCAGCGTCTCCGACCTGATＧ３′ hph 特异引物hphspecificprimer

hphＧR ５′ＧTCTGCGGGCGATTTGTＧ３′ hph 特异引物hphspecificprimer

hphＧsp ５′ＧAGCGTCTCCGACCTGATGＧ３′ hph 探针引物hphprobeprimer

hphＧap ５′ＧTTCTGCGGGCGATTTGTGＧ３′ hph 探针引物hphprobeprimer

Pttrpc ５′ＧATGTCCTCGTTCCTGTCTGCTAATAＧ３′
InverseＧPCR左侧引物

LeftprimerforinverseＧPCR

LBＧ１ ５′ＧAGGGTTCCTATAGGGTTTCGCTCATGＧ３′
InverseＧPCR左侧外引物

OuterprimerforinverseＧPCRinleftside

LBＧ３ ５′ＧGAATTAATTCGGCGTTAATTCAGTＧ３′
InverseＧPCR左侧内引物

InnerprimerforinverseＧPCRinleftside

RBGUS０２ ５′ＧTGCTCTAGCATTCGCCATTCAGGＧ３′
InverseＧPCR右侧引物

RightprimerforinverseＧPCR

RBＧ１ ５′ＧGATTGAATCCTGTTGCCGGTCTTGＧ３′
InverseＧPCR右侧外引物

OuterprimerforinverseＧPCRinrightside

RBＧ３ ５′ＧGCGCAAACTAGGATAAATTATCＧ３′
InverseＧPCR右侧内引物

InnerprimerforinverseＧPCRinrightside

1.4　转化子的菌落形态观察

以野生型菌株作为对照,将转化子活化后打取

直径５mm 菌丝块接到PDA 平板中央,置于２５℃
培养箱,７d后观察菌落形态并测量菌落直径(十字

交叉法),筛选生长及菌落形态异常的转化子.每个

转化子重复３次.

1.5　转化子的致病性测定

将转化子和野生型菌株转至 PDA 平板上,培
养７d后用无菌水轻轻洗掉培养基上的孢子,擦镜

纸 过 滤 后 获 得 分 生 孢 子 悬 浮 液,浓 度 调 至

１０６个/mL.用孢子液进行活体接种试验,点接４周

大小的拟南芥健康叶片,即用微量移液器吸取１０μL

４３
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孢子悬浮液滴到叶片上,每片叶点接２点;２５℃覆

膜保湿培养,每天观察发病情况.每个转化子重复

３次.
1.6　转化子的侵染过程观察

对筛选到的致病缺陷型转化子进一步观察和统

计侵染结构形成情况.接种４d后,在叶片上切取

接种 点 ０．２５cm２,甲 醇/氯 仿/冰 醋 酸 (体 积 比

６∶３∶１)脱色液脱色;之后用乙醇梯度补水[１６],即
将 叶 片 依 次 放 入 ９０％ (２ h)、７０％ (１２ h)、

５０％(２h)、３０％(２h)的乙醇和蒸馏水中(２h);用
台酚蓝染液(２％)染色１２h后,在普通光学显微镜

下统计转化子在侵染叶片中附着胞、初生菌丝、次生

菌丝形成情况.
1.7　TＧDNA 插入位点侧翼序列的克隆、测序和分析

参考Sambrook等[１５]的方法,采用Southern杂

交验证转化子的TＧDNA插入拷贝数.用CTAB法

提取基因组 DNA,用限制性内切酶SacⅠ酶切,电
泳后转到尼龙膜上,采用紫外交联仪将核酸固定.
以pTFCM 质粒为模板,引物hphＧsp/hphＧap扩增

hph 片段(表１),参考高效DNA地高辛标记和检测

试剂盒,采用随机引物 DNA 标记法制备探针.杂

交完成后进行洗膜及压片.
采用InverseＧPCR法扩增转化子的 TＧDNA 侧

翼序列.用SacⅠ酶切转化子的基因组 DNA,使用

T４ＧDNA连接酶连接酶切产物,PCR清洁试剂盒清

洁后,用冰无水乙醇沉淀.干燥后用ddH２O 溶解

用于InverseＧPCR扩增.根据引物设计原则设计反

向PCR引物(表１);以Pttrpc、LBＧ１为引物进行左

侧一扩,以 Pttrpc、LBＧ３为引物进行左侧二扩.以

RBGUS０２、RBＧ１ 为 引 物 进 行 右 侧 一 扩,以 RBＧ
GUS０２、RBＧ３为引物进行二扩.反应程序:第１步,

９４℃５min;第２步,９４℃ ３０s,５５℃ ４０s,７２℃
５０s,共３５个循环;第３步,７２℃１０min.２轮扩增

后,扩增产物在１％琼脂糖凝胶上电泳分离,回收

目标片段,PCR鉴定的阳性克隆送上海桑尼生物

科技有限公司测序.序列拼接后在 NCBI(http://

www．ncbi．nlm．nih．gov)数据库进行 Blastp同源性

比对,并对突变体中 TＧDNA 插入基因功能进行

预测.
1.8　数据分析

在DPS软件(版本３．０１)中用LSD法进行方差

分析,比较处理间的差异显著性(α＝０．０５).

2　结果与分析

2.1　希金斯刺盘孢 TＧDNA 插入突变体库构建及转

化子分析

　　通过 ATMT 法构建希金斯刺盘孢的 TＧDNA
插入突变体库,共获得２０００个转化子.随机挑选

１２个假定转化子在 PDA 平板上生长,每隔７d传

代１次,共３次,转至潮霉素平板后供试转化子均生

长正常.可见,本研究建立的突变体库 TＧDNA 插

入转化子基因组的概率很高(图１).

　A:在选择性培养基上生长的转化子;B:随机挑选转化子的

遗传稳定性(在２５℃生长５d).A:Selectiveculture;B:VerifiＧ

cationofgeneticstability(２５℃,５d)．

图１　潮霉素平板上生长的TＧDNA插入转化子

及遗传稳定性鉴定

Fig．１　GeneticstabilityofTＧDNAinsertionmutants

onPDAplatecontaininghygromycin

　　随机选取８个转化子,用hph 基因扩增引物进

行转化子的PCR鉴定.结果表明,８个 DNA 样品

均能扩增出目的片段(图 ２),说明 TＧDNA 已经成

功插入到转化子的基因组中.

　M:DL２０００TMDNAMarker;１:野生型菌株ChＧ１;２~９:供试

９个转化子hph 基因扩增结果;１０:载体对照pTFCM;１１:无菌

水对照.M:DL２０００TMDNAMarker;１:ChＧ１;２Ｇ９:PCRampliＧ

ficationoftheninetransformants;１０:PCRamplificationofvector

pTFCM;１１:ddH２O．

图２　希金斯刺盘孢TＧDNA插入转化子PCR鉴定

Fig．２　PCRamplificationofTＧDNAinsertionmutants

ofColletotrichumhigginsianum

2.2　希金斯刺盘孢菌落生长异常突变体分析

以菌株ChＧ１为对照,分批将２０００个转化子转

到PDA平板上培养,７d后观察菌落形态并测量菌

５３
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落直径.筛选到 ２ 株生长缓慢突变体,即 ChＧ１Ｇ
E３９３和ChＧ１ＧC１３５(图３);与野生型相比,这２株突

变体菌落直径明显减小,且差异显著(P＜０．０５)
(图４).

另外,还筛选到 １２ 株菌落形态异常突变体

(图３),包括色素异常、菌落扇变、菌丝坍塌现象;这

１２株菌落形态异常突变体分别为ChＧ１ＧC２５１、ChＧ１Ｇ
C１３６、ChＧ１ＧB１４、ChＧ１ＧE１０４、ChＧ１ＧB１２１、ChＧ１ＧA１７、

ChＧ１ＧE３７５、ChＧ１ＧA１２、ChＧ１ＧD１０２、ChＧ１ＧB３５、ChＧ１Ｇ
C１４８和ChＧ１ＧE１０７.

图３　希金斯刺盘孢菌落异常突变体在PDA上培养形态(７d)

Fig．３　Colletotrichumhigginsianum mutantswithabnormalcoloniesonPDAplates(７d)

图４　希金斯刺盘孢生长缓慢突变体

在PDA上生长７d的菌落直径

Fig．４　ColonydiametersofColletotrichumhigginsianum

growthＧdeficientmutantsonPDAplates(７d)

2.3　希金斯刺盘孢致病缺陷突变体的筛选及侵染

特性分析

　　采用分生孢子液点接拟南芥叶片,从突变体库

中筛选到１株致病缺陷突变体ChＧ１ＧG０９０.与野生

型菌株接种相比,突变体 ChＧ１ＧG０９０分生孢子悬浮

液接种拟南芥４d后,叶片上仅形成不明显的小黑

点,且未产生水渍状病斑(图 ５).对接种４d后的

拟南芥叶片进行显微观察,发现突变体 ChＧ１ＧG０９０
的分生孢子可在叶片上正常萌发并形成附着胞,但

　左上图和右上图分别为 ChＧ１和 ChＧ１ＧG０９０接种拟南芥叶片

发病症状(４dpi);左下图和右下图分别为 ChＧ１和 ChＧ１ＧG０９０
侵染组织观察情况(４dpi);Co代表分生孢子,Ap代表附着胞;

Ph代表初生菌丝;Sh代表次生菌丝;标尺为１０μm.TheupＧ

perleftandupperrightpicturesindicatedsymptomsdeveloped

onA．thalianaleaves(４dpi)．Thelowerleftandlowerright

picturesindicatedobservationofinfectionstructuresinleaves
(４dpi)．Co:Conidia;Ap:Appressoria;Ph:Primaryhyphae;

Sh:Secondaryhyphae．Bar＝１０μm．

图５　希金斯刺盘孢致病缺陷突变体ChＧ１ＧG０９０
的致病性及侵染过程

Fig．５　PathogenicityandinfectionassaysofpathogenicityＧ
deficientmutantChＧ１ＧG０９０ofColletotrichumhigginsianum
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是附着胞形成后仅能产生少量初生菌丝,形成率仅

为４％,而后不能形成次生菌丝(图５、图６).

　拟南芥植株分别接种希金斯刺盘孢野生型菌株、突变体 ChＧ１Ｇ

G０９０.每次重复中转化子最少观察１００个附着胞,侵染观察重复

３次独立实验.Arabidopsisleaveswereinoculatedwithconidial

suspensionsofwildＧtypeandChＧ１ＧG０９０．Ineachexperiment,more

than１００appressoriaforeachtransformantwerecounted．TheexＧ

perimentwasrepeatedthreetimes．

图６　希金斯刺盘孢致病缺陷突变体ChＧ１ＧG０９０
在拟南芥叶片上的侵染结构形成率 (４dpi)

Fig．６　Infectionstructureformationsof

Colletotrichumhigginsianum wildＧtypeand

ChＧ１ＧG０９０onA．thalianaleaves(４dpi)

2.4　致病缺陷突变体 ChＧ1ＧG090 的 Southern 杂交

检测及 TＧDNA 插入位点侧翼序列分析

　　为了检测希金斯刺盘孢致病缺陷转化子 ChＧ１Ｇ
G０９０的 TＧDNA 插入拷贝数,对突变体的基因组

DNA进行 Southern杂交验证.DNA 经SacⅠ酶

切后,以７５０bphph 基因片段为探针进行杂交检测

(图７A).结果发现,致病缺陷突变体ChＧ１ＧG０９０有

２条杂交条带,证明该突变体为TＧDNA双拷贝插入

(图７B).采用InverseＧPCR法扩增TＧDNA侧翼序

列,在第２轮扩増反应结束后,获得清晰的特异性条

带(图７C).
将第２轮扩增目标片段切胶回收,测序拼接后

将ChＧ１ＧG０９０的 TＧDNA侧翼序列与希金斯刺盘孢

的全基因组进行比对,并在 NCBI上进行同源比对,
定位 TＧDNA插入位点,并进一步对假定破坏基因

进行功能预测.
首先,将第１条３２７bp侧翼序列与希金斯刺盘

孢全基因组进行比对,发现该片段与 SuperContig
CACQ０２００３８１９的２２７８~２２８９碱基区存在９８．６％
相似性;根据基因组注释发现,该片段为假定蛋白

(Ch０６３_１０６８２)编码区,编码１８０个氨基酸,仅有

１个外显子(图８).同时,将第２条２２８bp侧翼序

列 与 基 因 组 进 行 比 对, 与 SuperContig
CACQ０２００３８１０的１５７０~１５７１碱基区域有９７．４％
相似性,该片段为 RNA 加工蛋白 FCF１(CH０６３_

１０６７１)编码区,编码１０８个氨基酸,包括２个外显子

和１个内含子(图８).由此,将 ChＧ１ＧG０９０的２个

TＧDNA 插 入 位 点 基 因 分 别 鉴 定 为 假 定 蛋 白

(Ch０６３_１０６８２)和 RNA 加工蛋白 FCF１(CH０６３_

１０６７１).

　A:载体质粒pTFCM 中hph 基因位置及探针标记方位;B:致

病缺陷突变体 ChＧ１ＧG０９０的 TＧDNA 插入拷贝数分析;C:采用

InverseＧPCR获得 TＧDNA 插 入 位 点 侧 翼 序 列;泳 道 Ⅰ、Ⅱ:InＧ

verseＧPCR一扩、二扩产物.A:hphgeneandprobefromvector

pTFCM．B:TＧDNAinsertioncopyanalysisofC．higginsianum

mutantChＧ１ＧG０９０．C:InverseＧPCR wasusedtoobtainTＧDNA

flankingsequences．LanesⅠandⅡindicatethe１stand２ndround

PCRproducts,respectively．

图７　希金斯刺盘孢致病缺陷突变体的TＧDNA
插入拷贝数及侧翼序列的克隆与分析

Fig．７　SouthernblotanalysisandidentificationofTＧDNA
flankingsequencesofColletotrichum

higginsianum mutantChＧ１ＧG０９０

图８　希金斯刺盘孢致病缺陷突变体ChＧ１ＧG０９０的

TＧDNA插入位点分析

Fig．８　TＧDNAinsertionsitesinthepathogenicityＧ
deficientmutantChＧ１ＧG０９０

3　讨　论

根癌农杆菌介导转化法在植物病原真菌中应用
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广泛,有转化效率高、易于操作、转化受体多样、转化

子稳定等优点[１７].本研究在获得的２０００个转化子

的 TＧDNA插入突变体库中,筛选到２株生长缓慢

突变体、１２株菌落形态异常突变体以及１株致病缺

陷突变体.总体而言,筛选到的致病缺陷突变体数

量较少.其原因主要与接种方法有关,本研究采用

的点接法适合快速筛选致病力显著下降或致病力丧

失突变体,而不易于筛选到致病力下降不明显的突

变体.由于在单位面积上接种孢子数量过多,野生

型菌株和致病力下降突变体接种后症状差异相差不

大.因此,对于致病力有一定下降的突变体可通过

喷雾接种法进一步确定.本研究筛选的致病缺陷突

变体ChＧ１ＧG０９０为附着胞穿透阶段存在缺陷,接种

叶片病斑产生所需时间较野生型延长.观察侵染结

构发现 ChＧ１ＧG０９０的分生孢子在叶片上能正常萌

发并形成附着胞,但附着胞仅能产生少量初生菌丝.
我们推测 ChＧ１ＧG０９０突变体的附着胞功能可能出

现缺陷.此外,我们分析了 ChＧ１ＧG０９０的 TＧDNA
插入侧翼序列,其中一个 TＧDNA 插入位点在 RNA
加工蛋白 FCF１ 的外显子上.前期报道,在酵母

(Saccharomycescerevisiae)中也存在FCF蛋白,分
别为Fcf１和Fcf２[１８].在酵母中,Fcf１p及Fcf２p蛋

白均定位于核上,且对酵母来说是必须的.降低

Fcf１p及Fcf２p蛋白的表达可导致１８SrRNA 的合

成减少,且４０S核糖体亚基的合成也相应减少.而

另１个 TＧDNA插入在１个假定蛋白上,我们使用

假定蛋白(Ch０６３_１０６８２)的外显子序列在 NCBI上

进行Blast比对,发现其与βＧ１,６Ｇ半乳糖内切酶的

mRNA序列同源性较高.第１个真菌中的βＧ１,６Ｇ
半乳糖内切酶是在木霉(Trichodermaviride)中被

报道的[１９].βＧ１,６Ｇ半乳糖内切酶可影响真菌阿拉伯

半乳聚糖蛋白的糖分构成,而βＧ１,６Ｇ半乳糖内切酶

与真菌致病性是否相关还未有报道.后期研究将会

分别对FCF１和假定蛋白(Ch０６３_１０６８２)进行基因

敲除,明确CHＧ１ＧG０９０致病减弱的原因.
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ScreeningandcharacterizationofTＧDNAinsertion
mutantsofColletotrichumhigginsianum

ZHOUPeng１,２　GUQiongnan３　HUANGJunbin２　ZHENGLu２

１．XiangyangMunicipalTobaccoCompany,HubeiProvince,Xiangyang４４１１００,China;
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KeyLabofPlantPathology,HubeiProvince,Wuhan４３００７０,China;
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KeyLaboratoryofIntegratedPestManagementonCropsinCentralChina,

MinistryofAgricultureandRuralAffairs/HubeiKeyLaboratoryofCropDiseases,

InsectPestsandWeedsControl,Wuhan４３００６４,China

Abstract　Inthisstudy,insertionalmutagenesisbyAgrobacteriumtumefaciens mediatedtransforＧ
mation(ATMT)wasusedtobuildaTＧDNAinsertionlibraryofColletotrichumhigginsianum contaiＧ
ningacollectionof２０００insertionmutants．Fromthelibrary,developmentandpathogenicityＧdeficient
mutantswerescreenedandTＧDNAinsertioncopiesandsiteswereanalyzed．Asaresult,weisolated
２growthＧdeficientmutantsChＧ１ＧE３９３andChＧ１ＧC１３５withsignificantreducedgrowthonPDAmedium,

１２mutantswithabnormalcoloniesandonepathogenicityＧdeficientmutantChＧ１ＧG０９０．PathogenicityasＧ
saysshowedthatafterinoculationofthepathogenicdefectivemutantChＧ１ＧG０９０inArabidopsis,theinＧ
cidenceofleafdiseaseswassignificantlyreduced．Undermicroscope,fewprimaryhyphaewerefoundin
theleavesandnosecondaryhyphaewasobservedinChＧ１ＧG０９０．Southernblotanalysisindicatedthatthe
mutantChＧ１ＧG０９０harboredtwoTＧDNAinsertions．BorderflankingsequencesofTＧDNAsfromthese
mutantswererecoveredbyInverseＧPCR．SequenceanalysesrevealedthatthetwoTＧDNAinsertionsites
inthemutantChＧ１ＧG０９０werecodinggenesforahypotheticalprotein(Ch０６３_１０６８２)andanRNAproＧ
cessingenzyme(CH０６３_１０６７１)．

Keywords　Colletotrichumhigginsianum;Agrobacteriumtumefaciens mediatedtransformation;

mutant;pathogenicity;insertionsite

(责任编辑:边书京)

９３


