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棉花黄萎病菌T-DNA插入突变体功能基因及生物学性状分析
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摘要:【目的】分析棉花黄萎病致病菌相关基因的功能揭示其中致病机制。【方法】通过 ATMT法构建了大丽轮枝菌

(Verticilliumdahliae)650个T-DNA插入突变体。利用hiTAIL-PCR技术获得17株T-DNA插入体侧翼基因序列,通过

blast比对分析表明,其中16个基因序列编码酶或蛋白。【结果】突变体的生物学性状与野生型菌株 Vd991相比,出现黄

色菌丝型2株,中间菌丝型6株;部分突变体在生长速率(7株)、产孢量(14株)和粗毒素产量(4株)上都发生了具有统计

学意义的变化(p<0.05);致病力测定表明,9株突变体的致病力较野生型有所降低,在p<0.05水平具有统计学意义。

【结论】该研究为大丽轮枝菌致病基因的筛选和鉴定提供了理论基础。
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棉花(Gossypiumhirsutum)是广泛栽培的具有重要经济价值纤维植物。棉花黄萎病(Verticilliumwilt)是
由大丽轮枝菌(Verticilliumdahliae)引起的一种土传微管束病害[1],代表症状是叶卷曲、坏死和脱落,微管组织

变色,乃至整株枯萎[2]。中国目前大约有2×106hm2的棉花遭受黄萎病侵袭,由此导致纤维品质降低和减产,损
失可高达总产量的30%[3]。黄萎病已成为棉花生产发展的严重障碍和隐患,该病的发生面积和发病程度依然在

持续增加;加上该病的致病菌是一个多菌系组成的复合群体,变异频繁,故目前尚没有发现有关棉花黄萎病防治

或控制的有效方法[4-5];另外棉花主要栽培品种遗传基础狭窄,抗黄萎病能力较差,而其中陆地棉缺乏高抗或免

疫的抗原材料,这使得传统的育种手段难以获得高抗黄萎病品种[4]。因此,探索大丽轮枝菌致病因子,探究致病

分子机制,分析它和寄主植物免疫途径的互作机制等方面的基础研究,可以为更有效地控制棉花黄萎病提供科

学依据和新的途径。
农杆菌(Agrobacteriumtumefaciens)是一种革兰氏阴性菌,它能将Ti质粒上的一段T-DNA转移并整合到

宿主基因组的随机位点上[6]。农杆菌介导的遗传转化(Agrobacteriumtumefaciens-mediatedtransformation,

ATMT)常被用于研究植物和真菌的基因转移和标志基因[7]。与CaCl2/PEG介导的原生质体转化法(CaCl2/

PEG-protoplasttransformation)、醋酸锂法(Lithiumacetatetreatment)、电击转化法(Electroporation)、基因枪

转化法(Biolistictransformation)等方法相比,ATMT是一种主动的生物转化系统,转化受体范围广,能转化完

整细胞,如分生孢子、菌丝甚至子实体,从而避免原生质体制备的繁琐过程[6,8-9]。ATMT具有转化效率高的特

点,如利用ATMT转化泡盛曲霉(Aspergillusawamori)的原生质体或分生孢子转化效率比PEG介导的原生

质体转化方法要高600倍[8];而在有关巨曲霉(Aspergillusgiganteus)AFP蛋白基因转化实验中发现,与其他方

法相比,农杆菌介导法将转化效率提高了140倍[10]。同时,ATMT的T-DNA随机插入多为单拷贝,如稻瘟病菌

(Magnaporthegrisea)转化中有60%的单拷贝转化子[11];而在对泡盛曲霉(Aspergillusawamori)的研究中也

证实ATMT转化子多为 T-DNA 单拷贝插入[8]。再者,ATMT转化子的性状稳定,如红曲霉菌(Monascus
purpureus)的ATMT转化子经过4轮孢子培养及筛选后,98%的突变子仍然表现出潮霉素抗性,而PEG介导

原生质体转化子只有60%表现抗性[12];稻根霉菌(Rhizopusoryzae)的转化子100%能进行稳定的有丝分裂,而
利用原生质体-PEG法得到的转化子只有0.01%~0.5%能进行稳定的有丝分裂[13]。此外,T-DNA以非特异性

序列方式整合到宿主基因组中而容易产生突变体;且分离T-DNA标记基因序列的几种方法也比较成熟。因此,
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ATMT是随机插入突变的一个有效工具。近些年来,应用该方法已构建了在许多重要病原真菌T-DNA 随机插

入突变体库,如新型隐球菌(Cryptococcusneoformans)[14]和盾壳霉(Coniothyriumminitans)[15]。
虽然随着大丽轮枝菌基因组测序的完成,与致病相关的基因如VdNEP[2],VMK1[16],VdGARP1[17],

VdSNF1[18]等不断被发现和对它进行了深入研究,但棉花黄萎病菌的致病机理目前仍然不清楚,需要更多的致

病相关基因被进一步研究。因此,本研究在前期工作基础上,以强致病菌株Vd991为材料,构建了T-DNA突变

体库,得到了17个转化子,在此基础上对它进行生物学性状分析和致病性测定筛选同致病相关的突变体,为后

续克隆相关致病基因并研究基因功能提供材料,并为大丽轮枝菌致病机理研究奠定基础。

1材料和方法

1.1材料

棉花黄萎病菌菌株Vd991由西南大学植物保护学院邓先明教授惠赠,陆地棉渝棉1号种子由西南大学农学

与生物科技学院张正圣教授惠赠。克隆载体pMD19-Tvector购自宝生物(TaKaRa)公司;用于基因克隆和载体

构建的大肠杆菌菌株DH5α、用于介导大丽轮枝菌的遗传转化农杆菌菌株AGL-1以及质粒PGGK由笔者所在

实验室保存。
实验中使用的培养基有PDA/PDB培养基、LB液体/固体培养基、YEB液体/固体培养基、IM 液体/固体培

养基;主要试剂有GenView公司出品的氨苄青霉素(Ampicillin)、卡那霉素(Kanamycin)、头孢霉素(Cefotaxime
Sodium)、链霉素(Streptomycin)、乙酰丁香酮(Acetosyringone)和Roche公司出品的潮霉素B(HygromycinB),
下文分别用Amp,Kan,Cef,SM,AS,Hph表示。

1.2方法

1.2.1T-DNA插入突变体的获得与鉴定 将含PGGK的农杆菌菌株AGL-1于YEB(含50μg·mL-1Kan)固体

培养基上28℃倒置培养约2d;挑取单菌落于YEB液体培养基(含50μg·mL-1Kan)中,于28℃,200r·min-1摇
床培养过夜(16~20h),并调OD660nm值范围为0.5~0.6;取3mL菌体,5000r·min-1离心5min,去上清,加入

2mLIM液体培养基(含10mmol·L-1葡萄糖和200μmol·L-1AS)重悬菌体,调节其中农杆菌菌体的OD660nm值
在0.15左右;吸取Vd991分生孢子1mL到IM液体培养基(含10mmol·L-1葡萄糖和200μmol·L-1AS)中,混
匀后用血球计数板统计孢子数目,并将孢子悬液稀释到每毫升含1×107个孢子时备用;将灭菌的微孔滤膜平铺

在固体IM(含5mmol·L-1葡萄糖和200μmol·L-1AS)平板上;取上述制备好的农杆菌菌液和孢子悬液各

500μL,充分混匀后,取150μL混合物均匀涂布在上一步准备的平板上;平板倒置于25℃暗培养48h后,将共

培养物和微孔滤膜一起转移到PDA培养基(含125μg·mL-1SM 和50μg·mL-1 Hph)上,继续倒置并以

25℃进行培养;培养5~7d后,用手术刀将白色抗性菌落切取到新鲜的PDA培养基(含50μg·mL-1Hph)上
继续筛选培养。

切取大丽轮枝菌少量菌丝于PDB培养基中,于25℃,150r·min-1摇床培养5~7d后,吸取适量菌液到

1.5mLEP管中,10000r·min-1离心10min,倒掉上清(可根据需要重复收集);利用CTAB法[19]提取突变体

基 因 组 DNA,根 据 质 粒 PGGK 潮 霉 素 基 因 的 序 列 设 计 两 条 验 证 引 物 HPH-F (5'-
ATGCCTGAACTCACCGCGAC-3')和 HPH-R(5'-TTCCTTTGCCCTCGGACGAGTGCT-3'),对随机筛选得

到的突变菌株进行PCR分子验证。PCR反应程序为:94℃预变性3min;94℃变性30s,56℃退火30s,72℃
延伸90s,34个循环;72℃延伸10min;4℃保存。挑选阳性的突变菌株(标记为T0代)进行液体培养和平板继

代培养,转接5次,前4次培养基不加抗生素,最后1次培养基中加质量浓度为30μg·mL-1的 Hph,将最后1
轮的孢子悬浮液点接到PDA平板上(含Hph)。观察各平板上后代(标记为T5)的生长情况,根据所有菌株均正

常生长且彼此之间表型相同或大致相同判断该转化子的遗传稳定性,以Vd991为对照。
采用hiTAIL-PCR方法[20],设计4条简并引物 AP1,AP2,AP3和 AP4。根据双元载体PGGK的T-DNA

区域设计了3条特异性引物Sp1,Sp2和Sp3。引物序列见表1。反应程序和体系按照GenomeWalking试剂盒

进行。将利用hiTAIL-PCR方法扩增得到的T-DNA插入侧翼序列特异性片段进行切胶,用OMEGA胶回收试

剂盒进行DNA的纯化回收,再连接到A-T克隆载体pMD19-T上,测序。
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  测序结果用DNAStar软件与T-DNA边界序列进行比对[21],
即获得T-DNA插入位点的侧翼序列。将获得的侧翼序列进一步在

已经公布的大丽轮枝菌数据库中进行blastn(Nucletidequery/

Nucletidedatabase),寻找T-DNA插入位点的侧翼序列在大丽轮枝

菌VdLS.17数据库中相同或者同源的基因,以此推断T-DNA标签

基因的可能功能。

1.2.2菌株的活化和培养 将 Vd991和各突变体于PDA培养基

上,25℃恒温培养6d以活化菌株。挑取直径为5mm的菌丝块于

PDB培养基中,28℃,200r·min-1摇床培养6d,4层擦镜纸过滤,
获得菌丝和孢子悬浮液。镜检并统计孢子数,用无菌水调整至每毫

表1 hiTAIL-PCR引物

Tab.1 PrimerusedinhiTAIL-PCR

引物名称 引物序列 (5'~3')

AP1 TGNCNAGGANAASAGA

AP2 AGNAAGWANCAWWAGG

AP3 CAWCWACNGGANSGAA

AP4 TCSTNCGCAANTWGGA

Sp1 TGCTCCTCTTCTTTACTCTG

Sp2 CTACAGGACACACATTCATC

Sp3 AATGCTCCGTAACACCCAAT

升含1×107个孢子,用于接种和测定生物学性状。利用CTAB法[19]提取菌丝基因组DNA。

1.2.3T-DNA突变体生物学性状测定 1)菌落形态观察和生长速率测定。以Vd991为对照,吸取3μL每毫升

含1×107个孢子的悬浮液,点接于PDA培养基中央,25℃恒温培养10d,每个菌株重复3次,记录菌落生长形

态。5d后采用十字交叉法,隔日测量1次菌落直径,共11d;计算菌落的生长速率。2)产孢量和粗毒素的含量

测定。以Vd991为对照,吸取100μL孢子悬浮液,接种于40mLPDB培养基中;28℃,200r·min-1摇床培养

6d,镜检并统计孢子数。继续摇床培养14d后,13000r·min-1离心菌液30min,取上清液;利用微量分光光度

计测定其中蛋白质的质量浓度作为粗毒素质量浓度。每个菌株重复3次。

1.2.4致病性测定 1)棉种处理。选取颗粒饱满的陆地棉渝棉1号种子种植于直径为9cm的花盆(基质为灭

菌Pindstrupsubstrate)中,并将花盆放置在25℃、光照16h的人工气候培养箱内。棉花幼苗长至6叶时用于致

病实验。2)致病实验。突变菌株致病性测定参考彭姗等人[22]的方法并略加改进。将10mL悬浮液(每毫升含

1×107个孢子)倒入上述花盆中。每个突变株处理15株,重复3次。以Vd991菌株作为对照,用病情指数[22]描

述突变菌株致病力,具体计算公式为:

病情指数=􀰐
(各级病植株总数×发病级别)
总株数×最高发病级数 ×100。

2结果

2.1T-DNA突变体的筛选

以Vd991菌株为强毒力菌株获得650
个棉花黄萎病菌T-DNA插入突变体。然

后通过hiTAIL-PCR方法,同时与大丽

轮枝菌VdLs.17的基因组(http://www.

broadinstitute.org/annotation/genome/

verticillium_dahliae/MultiHome.html)

进行比对,获得了17株突变体T-DNA
插入侧翼序列基因的相关信息(表2)。

通过对所获得的17个侧翼序列之间相

互比对,发现17个突变体间没有同源

性;除突变株 Vd.M.340插入到基因间

隔区外,其他突变体均插入到了下游基

因。同时,突变体T-DNA除在第4,第

8染色体上没有分布外,在其余几条染

色体 上 均 有 分 布,故 T-DNA 为 随 机

插入。

表2 T-DNA侧翼序列与大丽轮枝菌VdLs.17的基因组blast比对

Tab.2 BlastresultsbetweenT-DNAflankingsequencestogenomesofVdLs.17

突变体 插入位点 染色体 一致性 基因注释

Vd.M.108 VDAG_08873.1 Chr5 301/301 IDC1蛋白

Vd.M.112 VDAG_04166.1 Chr1 463/457 保守假定蛋白

Vd.M.340 基因间区域 Chr2 263/256 无

Vd.M.343 VDAG_03738.1 Chr3 359/354 翻译控制肿瘤蛋白

Vd.M.369 VDAG_02746.1 Chr3 286/283 保守假定蛋白

Vd.M.370 VDAG_03661.1 Chr3 406/403 过氧化氢酶1

Vd.M.376 VDAG_09589.1 Chr7 250/249 乙酰乙酰辅酶A合成酶

Vd.M.389 VDAG_09471.1 Chr7 375/372 核孔蛋白Pom152

Vd.M.392 VDAG_08215.1 Chr6 285/277 保守假定蛋白

Vd.M.394 VDAG_10094.1 Chr1 327/327 假定蛋白

Vd.M.443 VDAG_02635.1 Chr3 289/286 假定蛋白

Vd.M.473 VDAG_04251.1 Chr1 465/464 核仁复合蛋白

Vd.M.476 VDAG_00518.1 Chr2 41/41 动力蛋白重链

Vd.M.491 VDAG_03598.1 Chr3 759/747 pfs蛋白

Vd.M.525 VDAG_08521.1 Chr2 234/231
真菌特异性转录

因子结构域蛋白

Vd.M.535 VDAG_03363.1 Chr6 752/749 谷氨酸羧肽酶

Vd.M.538 VDAG_03945.1 Chr3 218/218 Rpb7结合蛋白seb1
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图1 Vd991和突变体在PDA培养基上菌落形态

Fig.1 ColonymorphologyofVd991andmutantsonPDA

2.2T-DNA突变体生物学特征

2.2.1菌落形态观察 和Vd991相

比,17株突变体在PDA培养基上

的培养形态多样,包括与 Vd991生

长形态一致的突变株,还有黄色菌

丝型等突变菌株。其中 V991菌丝

型有9株,产生黑色素和菌丝,且黑

色素 包 围 着 微 菌 核,占 所 分 析 的

53%;黄色菌丝型有2株,菌丝为黄

色,不产生黑色素和微菌核,占所分

析的12%;中间菌丝型6株,产生少

量微菌核且黑色素较浅,占所分析

的35%(图1)。

2.2.2生长速率测定 菌株在PDA
平板上的生长速率(第5天到第11
天)结果见表3。多数突变体生长速率较Vd991变化不大。Vd991的生长速率为(13.42±1.44)mm·d-1;突变株

Vd.M.525的生长速率最低,为(3.32±1.07)mm·d-1;突变株Vd.M.343在所测17株突变体中生长速率最高,为
(10.00±1.71)mm·d-1。

2.2.3产孢量测定 Vd991在振荡培养6d
后的产孢量为每毫升17.5×107个,7株突变

体的产孢量比之有所增加,在p<0.01水平

有统计学意义,如突变株Vd.M.538产孢量

为每毫升50.5×107个,与Vd991产孢量相

比增加了65.35%,两者差异具有统计学意

义(p<0.01);3株突变体与 Vd991相比产

孢量有所下降,在p<0.01水平有统计学意

义,如突变株 Vd.M.376产孢量为每毫升

3×107个,与 Vd991 产 孢 量 相 比 降 低 了

82.86%,两者差异具有统计学意义(p<
0.01);另有3株突变体与 Vd991相比产孢

量差异没有统计学意义(表3)。

2.2.4粗毒素测定 棉花黄萎病菌的致病毒

素主要为胞外蛋白,故常以胞外蛋白作为粗

毒素。Vd991和17株突变体的粗毒素测定结

果见表3。Vd991分泌的粗毒素质量浓度为

18.52mg·mL-1,而有2株突变体中粗毒素

质量浓度与之相比有所升高,在p<0.01水

平有统计学意义;2株突变体中粗毒素质量浓

度与之相比有所下降,在p<0.05水平有统

计学意义;其余13株突变体中粗毒素质量浓

度与之相比差异没有统计学意义。

表3 生物学性状分析与致病性测定

Tab.3Analysisofbiologicalcharacteristicsandpathogenicityassay

菌株编号
生长速率/
(mm·d-1)

产孢量/
(107个·mL-1)

粗毒素质量浓度/
(mg·mL-1)

病情指数

Vd991 13.42±1.44 17.50±0.73 18.52±1.00 100.00±0.00  

Vd.M.108 9.62±0.55 40.50±0.76** 17.87±1.96 56.44±14.41*

Vd.M.112 9.44±1.51 3.50±0.21** 18.64±0.46 75.67±12.33

Vd.M.340 6.21±1.05*19.50±1.60 17.72±1.11 61.89±9.26*

Vd.M.34310.00±1.71 16.00±1.53 14.26±1.66 50.22±8.54**

Vd.M.369 7.21±1.26* 9.00±0.33** 18.74±1.24 81.44±6.71

Vd.M.370 6.88±1.10*38.00±1.17** 18.12±0.52 41.81±6.77**

Vd.M.376 7.73±1.08* 3.00±0.17** 17.26±1.19 65.59±8.60*

Vd.M.389 8.67±1.16 24.00±1.33* 34.89±1.56**64.78±11.41*

Vd.M.392 5.15±1.11*20.50±1.36* 17.22±0.97 95.67±4.33

Vd.M.394 6.24±1.26*15.00±0.73 18.24±0.62 80.11±6.83

Vd.M.443 9.95±1.51 13.00±0.73* 15.09±1.68 100.00±0.00

Vd.M.473 9.58±1.42 39.50±0.20** 13.97±1.62 61.56±10.14*

Vd.M.476 9.18±0.84 32.00±1.45** 10.81±1.50* 52.33±10.74*

Vd.M.491 6.64±2.16 30.50±1.26** 0.26±0.00**97.33±2.67

Vd.M.525 3.32±1.07**12.00±1.20* 18.82±1.54 48.22±11.54*

Vd.M.535 8.00±1.28 42.50±1.30** 18.34±1.75 93.00±7.00

Vd.M.538 8.60±2.18 50.50±0.76** 35.47±0.50**94.67±5.33

  注:表中数据用“平均值±标准差”表示,利用SPPS17.0软件进行方差分析,

*表示在p<0.05水平有统计学意义,**表示在p<0.01水平有统计学意义。

2.3致病力的测定

结果显示,突变株Vd.M.443的致病力与Vd991一致(表3和图中A和B);有2株突变体与Vd991相比病情指

数有所下降,并在p<0.01水平有统计学意义(表3和图2中A和D);7株突变体与Vd991相比病情指数有所下
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降,并在p<0.05水平有统计学意义(表3和图2中A和C);其余9株突变体与Vd991相比病情指数差异无统计学

意义。

  注:CK-空白对照;A-感染Vd991后的发病情况;B-发病情况与Vd991一致;C-发病情况低于Vd991在p<0.05水平有统计学意义;D-发病

情况低于Vd991在p<0.01水平有统计学意义。

图2 接菌后致病力的测定

Fig.2 Pathogenicityassayafterinoculation

3讨论

棉花黄萎病是全世界具有相当严重破坏性的植物病害之一[23]。对棉花黄萎病的控制较困难的原因主要在于

该病病原体的宿主范围广泛,且病原体特别是微菌核可以在土壤中存活多年[24]。本研究构建了棉花黄萎病菌菌丝

型菌株Vd991突变体库,鉴定了17个突变体,47%的突变体在菌丝颜色上产生了明显变化,53%的突变体与Vd991
一致;一些突变体的致病力与Vd991相比有所下降,在p<0.05水平有统计学意义。生物学性状研究表明,与

Vd991相比,多数突变体的生长速率、产孢量和粗毒素产量变化具有统计学意义(p<0.05)。上述结果也预示着棉

花黄萎病菌侵染棉花的分子机制十分复杂。
通过对17株突变体致病力的分析可知,Vd.M.112,Vd.M.369,Vd.M.392,Vd.M.394,Vd.M.443,Vd.M.491,

Vd.M.535和Vd.M.538的致病力与Vd991相比没有统计学意义上的差异,而Vd.M.108,Vd.M.340,Vd.M.343,

Vd.M.370,Vd.M.376,Vd.M.389,Vd.M.473,Vd.M.476和Vd.M.525的致病力与Vd991相比有所降低,且在p<
0.05水平具有统计学意义。其中,部分与致病力相关的基因在其他真菌中有相关报道。Vd.M.108中T-DNA插入

位点的侧翼序列所在的IDC1蛋白基因(VDAG_08873.1),是盘菌(Peziza)的特异基因,在PaMpk1MAP激酶核定

位中参与PaNox1NADPH氧化酶合成,而PaNox1NADPH氧化酶在 MAPK信号传导中起关键作用[25]。研究者

在变铅青链霉菌(Streptomyceslividan)发现了乙酰乙酰CoA合成酶基因,即Vd.M.376中的VDAG_09589.1基因,
并提出该基因所编码蛋白在C-端延伸和N-端结构域间有新的相互作用,此结构在蛋白乙酰转移酶的识别中发挥重

要作用[26]。在链霉菌(Streptomycetaceae)中,乙酰乙酰CoA合成酶活性是由一个唯一域组织蛋白乙酰转移酶控

制[27]。Vd.M.389中插入的突变基因VDAG_09471.1编码核孔蛋白Pom152,后者在酿酒酵母有丝分裂中起着重要

作用[28]。Vd.M.370插入突变的VDAG_03661.1 基因编码过氧化氢酶1,后者在免疫中发挥重要作用[29]。Vd.
M.473的VDAG_04251.1基因编码核仁复合蛋白,该蛋白可能调控rDNA沉默和同源重组[30]。Vd.M.525侧翼序

列所插入的VDAG_08521.1基因编码真菌特异性转录因子结构域蛋白,并且该突变体菌落黑色素较浅于Vd991,产
孢量低于Vd991并在p<0.05水平有统计学意义;同时,笔者所在研究团队已通过定点突变验证VDAG_08521.1
基因的缺失导致了大丽轮枝菌致病力丧失[31]。

由于与致病力相关的其他基因在真菌中还未见报道,因此它们在棉花黄萎病病菌中的功能有待进一步研究。

Vd.M.343中所插入的基因编码翻译控制肿瘤蛋白(Translationallycontrolledtumerprotein,TCTP),TCTP是一种

广泛保守的蛋白,可参与调节细胞增殖、凋亡、转化和氧化应激;TCTP与其他各种蛋白相互作用,而这些相互作用

位点是潜在的药物靶标位点[32]。TCTP 基因的突变可导致Vd991致病力显著降低,而TCTP 基因在植物和真菌基

因组中也广泛存在[33-34],它的功能值得深入探究。Vd.M.476中插入的突变的VDAG_00518.1基因编码动力蛋白重

链,而在α孢疹病毒中由1个基因编码,但该基因功能并不清楚[35]。此外,从低致病力突变体的T-DNA插入位

点分布来看,插入位点基因在染色体上的分布较广,其中Vd.M.340的基因序列插入到了间隔区;因基因随机插

入到功能基因的不同位置,故而使致病基因失活。
总之,利用强致病株Vd991获得T-DNA突变体,并从中筛选低致病力突变体和克隆验证突变基因功能,将

为研究相关致病机理奠定重要的基础。
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PhenotypicAnalysisandFunctionalIdentificationof
T-DNAInsertionalMutantsinVerticilliumdahliae

CAIJie,LUOXiumei,CHENShanshan,XIEChengjian,YANGXingyong
(LaboratoryofPlantDiseaseResistance,ChongqingKeyLaboratoryofMolecularBiologyofPlantEnvironmentalAdaptation,

ChongqingNormalUniversity,Chongqing401331,China)

Abstract:[Purposes]Verticillium wiltisindispensableforrevealingthepathogenicitymechanismsthroughfunctionalanalysisof

pathogenicityrelatedgenes.[Methods]Agrobacterium tumefaciens-mediatedtransformation (ATMT)method,650 T-DNA
randomlyinsertionalmutantswereconstructed.Theleft-flankingsequenceoftheinsertionalsitesof17mutantstrainswerecloned
usinghiTAIL-PCRandwereidentifiedusingBlastn.[Findings]2strainsareyellowmyceliumtype,and6strainsareintermediate
filamenttype,whichweredifferentfromthephenotypeofWTV991.Additionally,7mutants,14mutantsand4mutantswere
significantlydifferentfromtheWTonthegrowthrate,sporeyieldandcrudetoxincontentindividually(p<0.05).Comparedwith
thepathogenicityofthewildtypestrainsVd991,thatofninemutantstrainsweresignificantlyreduced(p<0.05).[Conclusions]

Theresultsprovidetheoreticalfundamentforthescreeningandidentificationofpathogenicityrelatedgenes.
Keywords:verticilliumwilt;Verticilliumdahliae;T-DNAinsertionalmutants;biologicalcharacteristics;geneticfunction
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