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摘要　据灰葡萄孢菌丝发育和菌核形成时期的 RNAＧseq数据,挑选出在这２个时期表达量差异较大的基

因BC１G_０３２９３进行基因功能的研究.结果发现,BC１G_０３２９３在菌核发育时期表达明显上调,表达量比菌丝

生长时期上调了７０倍以上.该基因编码的蛋白质含有２２９个氨基酸,N端包含信号肽,但不含有任何已知保守

结构域.通过同源重组的方法得到了BC１G_０３２９３的敲除转化子 ΔBC１G_０３２９３Ｇ２和 ΔBC１G_０３２９３Ｇ４,并运用

农杆菌转化技术得到了互补转化子 ΔBC１G_０３２９３Ｇ２ＧC２和 ΔBC１G_０３２９３Ｇ２ＧC３.BC１G_０３２９３基因敲除后生

长、致病及菌核形成等表型无明显变化,但敲除转化子的分生孢子产量显著下降,仅为野生型菌株 B０５．１０分生

孢子产量的４５％,并且BC１G_０３２９３基因互补可使敲除转化子的产孢量得到明显恢复.结果说明BC１G_０３２９３
基因与灰葡萄孢的分生孢子形成相关.
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　　灰葡萄孢(Botrytiscinerea)可危害多种蔬果,
是一种全球范围内的重要病菌,给蔬果种植造成了

巨大的损失[１Ｇ２].灰葡萄孢侵染寄主后会在发病组

织形成分生孢子作为再侵染源.无光环境下培养的

灰葡萄孢几乎不形成分生孢子,可发育出菌核[３].
菌核是灰葡萄孢的菌丝休眠体,能帮助灰葡萄孢度

过极端环境,自然条件下越冬,成为来年灰霉病的初

侵染源[４].灰葡萄孢菌核抵抗恶劣环境的能力极

强,可在农田中保持生命力达数年之长.残留在农

田或寄主发病组织上的菌核越冬后,条件适宜时发

育出菌丝,菌丝受到光照刺激产生分生孢子梗,进而

形成较多的分生孢子通过空气流动、降水或农业活

动传播.分生孢子从寄主衰败的花瓣或受伤的表皮

侵入,在寄主表面萌发出芽管,芽管通过气孔或伤口

侵入,或发育成附着胞侵染植物的表皮细胞[４],因此,
分生孢子在灰葡萄孢的传播中发挥关键的作用.此

外,灰葡萄孢的菌丝还可在生长中的果实或花朵中潜

伏侵染,只有在环境适宜时,才会使寄主表现症状[５].
随着分子生物学技术的发展,有关灰葡萄孢致

病、菌核形成及分生孢子产生的分子机制研究日益

深入,如今已鉴定出大量在灰葡萄孢侵染中发挥作

用的毒性因子,大致包含细胞壁降解酶[６Ｇ７]、以葡双

醛霉素(botrydial)和草酸为代表的毒素[８Ｇ１０]、MAP
激酶信号转导因子、cAMP信号转导因子以及依赖

钙调蛋白的信号转导因子等[１１Ｇ１３].灰葡萄孢的菌核

形成相关基因也被大量鉴定,如 MAPK信号转导通

路中的表达第３个 MAPK的基因bmp３缺失后,菌
株在低渗培养基上生长速度变慢,产孢下降,无法产

生菌 核[１４],cAMP 信 号 通 路 中 的 腺 甘 酸 环 化 酶

(adenylatecyclase,bac)缺失后,菌株生长变慢且不

能形成菌核[１５].有报道显示灰葡萄孢分生孢子的

产生 与 光 照 刺 激 反 应 有 关,如 光 反 应 转 录 因 子

(lightＧresponsive transcription factors,LTFs)

BcLTF１和BcLTF２均参与了诱导分生孢子梗及分

生孢子发育的过程.BcLTF２是灰葡萄孢产孢的正

向调 控 因 子,并 且 其 转 录 受 BcLTF１ 的 负 向 调

控[３,１６],而BcLTF３的缺失导致灰葡萄孢在黑暗条

件下形成较多的分生孢子,并可使灰葡萄孢在光照
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条件下产生分生孢子的时间提前和数量增加[１７].
此外,灰葡萄孢的产孢过程还受到自身信号通路的

调控,如基因bmp１和 BcSAK１编码的蛋白质是

MAP激酶的同族体,这２个基因的缺失均会使该菌

的孢子产量大幅降低[１８Ｇ１９];表达 G蛋白 Gα亚基的

基因BCG３敲除之后,产孢量显著降低[１８],表达腺

苷酸环化酶的基因bac缺失后,转化子的产孢量也

大幅减少[１５].
目前灰霉病的防治仍然以化学防治为主[２０],但

面临着病菌产生抗药性和环境残留的问题[２１],缺乏

绿色环保的防治方法.深入研究灰葡萄孢的菌核生

长、分生孢子形成或致病机制可以为灰霉病防治提

供新的理论依据.笔者根据灰葡萄孢转录组测序结

果挑选了在灰葡萄孢菌核发育过程中表达显著上调

的基因BC１G_０３２９３进行研究,运用同源片段重组

技术敲除了该基因,并对BC１G_０３２９３敲除转化子

进行了互补,同时深入分析了不同转化子在菌丝生

长、菌核发育和分生孢子形成及致病等方面的生物

学表型,初步探究了基因的功能,旨在为深入探究

BC１G_０３２９３在灰葡萄孢中的作用机制提供参考.

1　材料与方法

1.1　菌株和培养基

灰葡萄孢出发菌株 B０５．１０:４℃保存有菌核和

菌丝块,－８０℃保存孢子液于甘油中;大肠杆菌感

受态细胞;农杆菌 EHA１０５菌株;培养灰葡萄孢的

PDA培养基;农杆菌和灰葡萄孢分生孢子共培养使

用的IM 或 CoＧIM 培养基.
1.2　基因表达分析

以灰葡萄孢菌株 B０５．１０菌丝生长和菌核发育

时期的转录组测序数据为依据,挑选出表达差异量

较大的基因BC１G_０３２９３.在 NCBI中获得碱基序

列.活化出发菌株 B０５．１０,２０℃,无光培养箱中生

长２d后,倒PDA 平板,覆盖玻璃纸,用直径５mm
打孔器打取新鲜菌丝块接种至平板中央.在３、６、

９、１２、１５、１８和２１d时对灰葡萄孢生长各时期的菌

丝进行收集,提取 RNA(RNAroseReagent),RTＧ
PCR检测基因表达水平,βＧtubulin 作为内参对照.
1.3　 BC1G_03293 基因同源重组片段的获得

提取B０５．１０菌株的DNA,以基因组DNA为模

板,用 引 物 ２UF/R 和 ２DF/R 扩 增 获 得 BC１G _

０３２９３基因的上下游侧翼序列 U 和 D.同时以

pKS１００４质粒作为PCR模板,以 HYGＧF/HYＧR和

YGＧF/HYGＧR为引物扩增获取 HY 和 YG 片段.
运用融合PCR的方法使 U和 HY融合获取同源重

组片段 UHY,使 D和 YG 融合获取同源重组片段

YGD.PCR 设计为 ２ 轮 不 同 的 PCR,第 一 轮 的

PCR不加引物,引物需在下一轮 PCR 时加入.回

收PCR 产物,即可得到转化片段 UHY 和 YGD.
分别对 UHY和YGD进行TA克隆,得到无突变的

质粒保存待用.
1.4　敲除转化及验证

用PEG介导同源转化片段转化灰葡萄孢的原

生质体,通过潮霉素抗性平板的筛选后再进行单孢

纯化[２２].根据目的基因序列设计验证引物zg２９３Ｇ
F/R,该引物可在目的基因区域扩增到１条７７７bp
的条带.以发生同源重组后的碱基序列为模板设计

３对引物用于PCR验证,z２９３Ｇ１F/２R证明上游侧翼

片段 U 的存在,z２９３Ｇ３F/４R 证明下游侧翼片段 D
的存在,zhygＧF/R 证明潮霉素基因的存在.抽提

B０５．１０和单孢纯化的敲除转化子的 DNA,用以上４
对引物验证.由于发生三重同源重组,纯合的敲除

转化子能用z２９３Ｇ１F/２R、z２９３Ｇ３F/４R 和zhygＧF/R
扩增出条带,大小分别为１２７９、１４２４、和１２８７bp,

zg２９３ＧF/R扩增不出条带;B０５．１０的PCR结果正好

相反.同时以βＧtubulin 作为内参基因,分别以引物

RT２ＧF/R为引物对BC１G_０３２９３基因敲除转化子

的cDNA 进行扩增,在 RNA 水平上１次验证转化

子的正确性.
1.5　基因互补转化子的获得与验证

使用网络分析软件 BDGP(http://www．fruitＧ
fly．org/seq_tools/other．html)预测 BC１G _０３２９３
基因的启动子,在预测启动子上游序列设计引物

C２ＧF,在终止子后设计引物 C２ＧR,并且在引物 C２Ｇ
F/R的５′端引入酶切位点BamH Ⅰ,以出发菌株

B０５．１０的DNA为模板进行PCR,获得基因BC１G_

０３２９３的互补片段 C２.TA 克隆 C２,检测片段 C２
有无碱基突变,选择１００％无突变者用于以后试验.
使用内切酶BamH Ⅰ分别对neo３３００ＧⅢ载体和克

隆片段C２的 T 质粒进行酶切,回收.载体酶切后

需经去磷酸化处理,随后连接酶切回收得到的 C２
片段,得到互补质粒,互补质粒再电击转化农杆

菌[２２].农 杆 菌 介 导 转 化 敲 除 转 化 子 的 分 生 孢

子[２２],提取可继代培养互补突变体的 DNA,分别用

zg２９３ＧF/R(证明目的基因)、zhygＧF/R(证明潮霉素

基因)和neoＧ２F/２R(证明互补质粒上的新霉素基

９３
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因)进行PCR验证.如果用以上３对验证引物都

能扩到对应大小的片段,就能证明该菌株为纯合

的互补转化子;而 B０５．１０只能用zg２９３ＧF/R扩到

目的条带.
表１　试验所用引物

Table１　Primersusedinthisstudy

引物名称 Primername 引物序列 Primersequence
RTＧPCRForRTＧPCRanalysis
BCＧtubulinＧF ５′ＧATGTACGACCCTAAGAACＧ３′
BCＧtubulinＧR ５′ＧATCCACTCAACGAAGTAGＧ３′
RT２ＧF ５′ＧTGAGTGGAAATAGTACGGTGACGAＧ３′
RT２ＧR ５′ＧACCCAACACGCCCGTAACCTGＧ３′
构建基因重组片段 ForconstructionofBC１G_０３２９３recombinantfragments
２UF ５′ＧGGATTCGGATACAACTTCTATTCGGＧ３′
２UR ５′ＧAGGGCAAAGGAATAGAGTAGATGCCGTCAAAAGAAAACCCTCAATCTCCACＧ３′
２DF ５′ＧGACCTCCACTAGCTCCAGCCAAGCCGTTTTATTGGATTGTGGTGTGGTGAＧ３′
２DF ５′ＧTAGGGATCCGACGAAACCTAAAGTAＧ３′
HYGＧF ５′ＧCGGCATCTACTCTATTCCTTTGCCCTＧ３′
HYＧR ５′ＧGATGTAGGAGGGCGTGGATATGTCCTＧ３′
YGＧF ５′ＧGTATTGACCGATTCCTTGCGGTCCGＧ３′
HYGＧR ５′ＧGGCTTGGCTGGAGCTAGTGGAGGTCＧ３′
验证敲除转化子 ForPCRverificationoftheknockoutmutants
z２９３Ｇ１F ５′ＧCTTGAAGAAGTTGGATGGTTTGGATＧ３′
z２９３Ｇ２R ５′ＧGCAAGGAATCGGTCAATACACTACAＧ３′
z２９３Ｇ３F ５′ＧCACCAAGCAGCAGATGATAATAATGＧ３′
z２９３Ｇ４R ５′ＧTACCACTTCTATGGATTCCGAACTCＧ３′
zhygＧF ５′ＧCATCTACTCTATTCCTTTGCCCTCGＧ３′
zhygＧR ５′ＧGTTTGACAAGATGGTTCATTTAGGCＧ３′
zg２９３ＧF ５′ＧATGTATGTCAATCTTTTGACGGCGGＧ３′
zg２９３ＧR ５′ＧCTACAAAACCCACACCAATCCCACCＧ３′
构建互补转化子 Forconstructionofthecomplementedmutants
C２ＧF ５′ＧCGGGATCCACTTTCTGTTCTACATCGTTGCCTCＧ３′
C２ＧR ５′ＧCGGGATCCGAACAAATCCGTGAGAGGACAGCTAＧ３′
zg２９３ＧF ５′ＧATGTATGTCAATCTTTTGACGGCGGＧ３′
zg２９３ＧR ５′ＧCTACAAAACCCACACCAATCCCACCＧ３′
zhygＧF ５′ＧCATCTACTCTATTCCTTTGCCCTCGＧ３′
zhygＧR ５′ＧGTTTGACAAGATGGTTCATTTAGGCＧ３′
neoＧ２F ５′ＧAAGGCTATTGGTGTTTATGGCTCTCＧ３′
neoＧ２R ５′ＧGGTATGCGTTTTGACACATCCACTAＧ３′

1.6　转化子的菌丝生长速度,菌丝尖端形态,菌落

形态观察,菌核产量测定和产孢量的测定

　　参考Zhang等[２２]和薛晓梦[２３]的试验方法.
1.7　孢子萌发率测定

收集分生孢子,稀释各菌株孢子液至５×１０５

个/mL左右的浓度.吸取１００μL的孢子液涂PDA
平板,每皿５mLPDA.涂板６h后计数孢子的萌

发率,每次计数２００个分生孢子中萌发的孢子数.
各菌株设置３次重复.
1.8　致病力测定

离心富集分生孢子,用 PDB悬浮调节浓度到

５×１０５个/mL上下.在生长２个月的番茄 A５７离

体叶片的主叶脉左侧滴加５μL的B０５．１０分生孢子

液,主叶脉右侧滴加５μL的敲除转化子的分生孢子

液,２０℃光暗交替恒定湿度培养,观测叶片发病状

况.各菌株设置３次重复.

2　结果与分析

2.1　灰葡萄孢基因 BC1G_03293 的表达模式分析

　　RNAＧseq结果显示基因BC１G_０３２９３在菌核

形成时期表达上调高达７０倍以上,该基因的开放阅

读框由７７７个碱基组成,编码１个包含２２９个氨基

酸的蛋白质,SignaIP４．１Server分析发现该蛋白的

N端前１７个氨基酸构成一个信号肽,初步推断此蛋

白属于分泌蛋白,但在 NCBI上未比对到任何已知

保守结构域.
为了进一步明确BC１G_０３２９３在灰葡萄孢菌

丝生长和菌核发育时期基因表达量的差异,分别收

集了黑暗条件下生长３、６、９、１２、１５、１８和２１d的菌

丝和菌核(图１A).提取 RNA 进行 RTＧPCR,结果

０４
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证实基因BC１G_０３２９３在菌核形成阶段表达量明 显上调(图１B).

　A:不同发育时期灰葡萄孢B０５．１０的菌落形态;B:BC１G_０３２９３基因在菌丝生长和菌核形成各阶段的表达水平.A:ColonymorＧ

phologyofB．cinereaB０５．１０indifferentdevelopmentstages;B:ExpressionlevelofBC１G_０３２９３inmycelialgrowthandsclerotialforＧ

mationstage．

图１　基因BC１G_０３２９３的表达模式

Fig．１　ExpressionpatternofgeneBC１G_０３２９３

2.2　 BC1G_03293 基因的敲除及互补

基于同源重组原理的基因敲除及其验证策略如

图２A、２B所示,首先基因上游片段 U 和潮霉素基

因上中游片段 HY融合PCR得到 UHY;基因下游

片段D和潮霉素基因中下游片段 YG融合PCR得

到 YGD(图２C).回收纯化同源转化片段 UHY 和

YGD后,连接pMD１９ＧT(Simple)载体.进行质粒

PCR获得高浓度的同源转化片段,再转化 B０５．１０
的原生质体,得到了敲除转化子.纯合的敲除转化

子能用z２９３Ｇ１F/２R、z２９３Ｇ３F/４R和zhygＧF/R扩增

出目的条带,而zg２９３ＧF/R 扩增不出条带;B０５．１０
的PCR结果与之相反.如图２D,验证筛选出２株

纯合的敲除转化子 ΔBC１G _０３２９３Ｇ２和 ΔBC１G _

０３２９３Ｇ４.并且我们对敲除转化子在转录水平也进

行了验证,结果发现在出发菌株B０５．１０的cDNA中

能扩增到目的基因条带,而敲除转化子 ΔBC１G_

０３２９３Ｇ２和 ΔBC１G_０３２９３Ｇ４的cDNA 中则扩增

不到任何条带,表明目的基因在转录水平上没有

表达(图２E),进一步证实了目的基因已被完全

敲除.
在获得敲除转化子的基础上,我们以 ΔBC１G_

０３２９３Ｇ２菌株为基础进行了基因互补.对候选互补

转化子用引物zg２９３ＧF/R、zhygＧF/R 和neoＧ２F/２R
进行PCR扩增.如果用以上３对验证引物都能扩

到相应片段,则证明该菌株为纯合的互补转化子,而

B０５．１０只能用zg２９３ＧF/R 扩到条带.如图２F 所

示,共得到３株纯合的互补转化子 ΔBC１G_０３２９３Ｇ
２ＧC２、ΔBC１G_０３２９３Ｇ２ＧC３和ΔBC１G_０３２９３Ｇ２ＧC８.
2.3　 BC1G _03293 敲除转化子的生长速度、菌丝

尖端形态及致病力观测

　　在获得BC１G_０３２９３敲除转化子后,活化不同

菌株并接种于 PDA 培养基进行生长速度测试,结
果表明在PDA培养基上出发菌株和敲除转化子的

生长速度无显著差异(图３A).在２０倍镜下观察

ΔBC１G_０３２９３Ｇ２和 ΔBC１G_０３２９３Ｇ４的菌丝尖端,
其在尖端的分支、粗度、弯曲及密集程度上表现的与

B０５．１０相比无明显差异.接种B０５．１０和 ΔBC１G_

０３２９３Ｇ２的孢子液至番茄叶片主叶脉的左右两侧,
发现B０５．１０与 ΔBC１G_０３２９３Ｇ２所导致的病斑大

小无显著差异(图３C,D),结果显示敲除该基因对

灰葡萄孢的生长及致病均未表现明显影响.
2.4　 BC1G _03293 敲除转化子的菌落形态和菌核

干质量统计

　　 观 察 记 录 B０５．１０ 和 敲 除 转 化 子 ΔBC１G _

０３２９３Ｇ２和ΔBC１G_０３２９３Ｇ４在生长第８、１６和２４
天的菌落形态,如图４A所示,各菌株的菌落形态和

菌核发育状况无明显差异.收集培养至３０d的菌

核,烘干称质量后对各菌株菌核干质量进行差异显

著性分析,结果表明敲除转化子 ΔBC１G_０３２９３Ｇ４
的菌核干质量与B０５．１０相比无显著区别,但转化子

ΔBC１G_０３２９３Ｇ２的菌核干质量与B０５．１０相比略有降

低(图４B),该基因总体对菌核形成的影响并不显著.
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　A:同源重组原理示意图;B:敲除转化子的PCR验证思路,zg２９３ＧF/R:目标基因验证引物,z２９３Ｇ１F/２R:上游验证引物,z２９３Ｇ３F/４R:

下游验证引物,zhygＧF/R:扩增潮霉素基因片段;C:BC１G_０３２９３基因同源重组片段的获得,M１:DL２０００marker,M２:DL５０００markＧ

er;D:BC１G_０３２９３敲除突变体的PCR筛选,M:DL５０００marker;泳道１:片段 U的验证;泳道２:片段 D的验证;泳道３:HYG的PCR
验证;泳道４:基因BC１G_０３２９３的PCR验证;E:BC１G_０３２９３基因敲除转化子RTＧPCR验证;F:BC１G_０３２９３基因互补转化子PCR
验证,L１,２,３:分别用引物zg２９３ＧF/R、zhygＧF/R和neoＧ２F/２R进行PCR扩增.A:Theprincipleofhomologousrecombination;B:The

strategyforPCRverificationofknockoutmutants,zg２９３ＧF/R:IdentificationofgeneBC１G_０３２９３;z２９３Ｇ１F/２R:Identificationofthe

upstream;z２９３Ｇ３F/４R:Identificationofthedownstream;zhygＧF/R:IdentificationofHYG;C:ThepreparationofBC１G_０３２９３recomＧ

binantfragments,M１:DL２０００marker;M２:DL５０００ marker;D:ThecertificationoftheBC１G_０３２９３knockoutmutantsbyPCR,

M:DL５０００marker;Lane１:IdentificationofU;Lane２:IdentificationofD;Lane３:IdentificationofHYG;Lane４:Identificationof

geneBC１G_０３２９３;E:IdentificationoftheBC１G_０３２９３knockoutmutantsbyRTＧPCR;F:TestandverifytheBC１G_０３２９３compleＧ

mentedtransformantsbyPCR,Lane１,２,３:PCRamplificationbytheprimerofzg２９３ＧF/R,zhygＧF/R,neoＧ２F/２R．

图２　BC１G_０３２９３基因敲除转化子及互补转化子的获得

Fig．２　GenerationofBC１G_０３２９３geneknockoutmutantsandcomplementedtransformants

2.5　 BC1G _03293 敲除转化子分生孢子产生及孢

子萌发率测定

　　光暗交替培养第７天时,敲除转化子 ΔBC１G_

０３２９３Ｇ２产孢明显降低,而基因互补可以恢复菌株

的产孢能力(图５A),用１０mL的无菌水收集各菌

株产生的分生孢子,用血球计数板计数分生孢子液

的浓度.统计分析各菌株的产孢量,发现B０５．１０的

产孢量每皿可达到１８．１７×１０７个左右,敲除转化子

ΔBC１G_０３２９３Ｇ２的产孢量为每皿８．１１×１０７个左

右,仅相当于B０５．１０产孢量的４５％.BC１G_０３２９３
基因互补则可使其产孢能力明显恢复,互补转化子

ΔBC１G_０３２９３Ｇ２ＧC２和 ΔBC１G _０３２９３Ｇ２ＧC３的产

孢量分别为每皿１６．２２×１０７个和１４．４４×１０７个左右

(图５B),结果说明基因BC１G_０３２９３在灰葡萄孢的

产孢过程中发挥一定的作用.但BC１G_０３２９３对

分生孢子的萌发无明显影响,涂抹在PDA上６h后

计数孢子的萌发率,发现敲除转化子的孢子萌发率

与B０５．１０和互补转化子相比无明显差异,各菌株的

孢子萌发率均在８５％附近(图５C).

3　讨　论

前期研究我们通过转录组测序获得了灰葡萄孢

B０５．１０在菌丝生长和菌核发育时期的基因表达谱.
本研究选择了在菌核发育时期表达明显上调的

BC１G_０３２９３进行基因功能研究.该基因编码１个

含２２９个氨基酸的蛋白质,预测 N 端包含信号肽.
为了研究该基因对灰葡萄孢的作用,通过同源重组

技术敲除了该菌的BC１G_０３２９３基因,得到了纯合

的敲除转化子 ΔBC１G_０３２９３Ｇ２和 ΔBC１G_０３２９３Ｇ
４,并获得了互补转化子 ΔBC１G _０３２９３Ｇ２ＧC２ 和

ΔBC１G_０３２９３Ｇ２ＧC３.BC１G_０３２９３基因的敲除对

灰葡萄孢的生长、菌核发育及对番茄叶片的毒性等

均未产生显著的影响,但转化子的产孢量大幅下降,
大约为B０５．１０产孢量的４５％,而基因互补可使产

２４



　第１期 申德民 等:灰葡萄孢产孢相关基因BC１G_０３２９３功能的初步研究 　

　A:不同菌株的生长速度测定;B:菌丝尖端形态的观察;C:PDB孢子悬浮液接种番茄叶片后４８h;D:对病斑直径的统计分析.A:

Thegrowthrateofdifferentstrains;B:Themorphologicalcharacterofmyceliumtip;C:Diseasesymptomsontomatoleavesinoculated

withconidiasuspendedinPDBafter４８hours;D:Calculationandcomparisonoflesiondiameter．

图３　不同菌株的生长速度、菌丝尖端表型及致病力检测

Fig．３　Growthrate,morphologicalcharacterofmyceliumtipandpathogenicitytestofdifferentstrains

　A:转化子菌核形成过程;B:第３０天转化子菌核质量统计.A:Sclerotiaformationprocessoftransformants;B:Sclerotiaweightof
strainsat３０d．

图４　各菌株菌落形态和菌核干质量统计

Fig．４　Colonialmorphologyandsclerotiaweightofstrains
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　A:培养第７天时产孢情况;B:每皿分生孢子数量;C:第６小时分生孢子的萌发率.A:Distributionoftheconidiaat７d;B:The

numberofthesporesineachplate;C:Thegerminationrateofconidiaat６h．

图５　菌株分生孢子产量和萌发率的观测

Fig．５　Observationoftheconidiationandgerminationrate
孢 量 得 到 较 大 程 度 的 恢 复. 研 究 结 果 表 明

BC１G_０３２９３基因在灰葡萄孢中与分生孢子产生密

切相关.

BC１G_０３２９３基因是根据菌丝生长和菌核形成

阶段的转录组筛选出来的,该基因在菌核形成阶段

的表达量明显上调,但基因敲除后对菌核形成并无

显著影响.可能是因为该基因虽然在菌核形成阶段

发挥一定作用,但其在菌核形成方面的功能并不是

必须的;也有可能其他基因互补了其与菌核形成相

关的功能.此外,我们获得的基因敲除转化子可能

存在多拷贝问题,影响了对基因功能的深入分析,因
此需要对敲除转化子进行Southernblot验证以确

定同源转化片段未发生多拷贝插入.本研究结果证

明基因BC１G_０３２９３参与调控了灰葡萄孢的产孢

过程,但具体机制还不明确,可进一步探究敲除转化

子在不同条件下的产孢情况,并研究该基因的互作

靶标或参与的信号通路,明确其在产孢过程中的调

控机制.
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FunctionofconidiationrelatedgeneBC１G_０３２９３inBotrytiscinerea
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Abstract　AccordingtotheRNAＧSeqmyceliumgrowthandsclerotiaformationstage,wasselected
tostudyinB．cinerea．ThetranscriptlevelofBC１G_０３２９３duringsclerotialformationstagewashigher
thanthatduringmyceliumgrowthstage．TheBC１G_０３２９３of２２９aasignalpeptideontheNendandno
knownconserveddomain．TheknockoutmutantsΔBC１G_０３２９３Ｇ２andΔBC１G_０３２９３Ｇ４wereobtaineduＧ
singthehomologousrecombinationmethod．ThecomplementedtransformantsΔBC１G_０３２９３Ｇ２ＧC２and
ΔBC１G_０３２９３Ｇ２ＧC３werealsobyAgrobacteriumtumefaciensＧmediatedtransformationtechnique．The
deletionofBC１G_０３２９３didnotaffectthegrowth,pathogenicityandformationofsclerotia．Theconidia
productionoftheknockoutmutantsobviouslydecreasedandwasapproximately４５％ ofthewildtype
strain．Andtheconidiaproductionofthecomplementedtransformantsrecoveredobviously．Ourresearch
resultssuggestedthatBC１G_０３２９３isinvolvedtheregulationofconidiationofB．cinerea．
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