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摘要:【目的】前期研究中从 Tn5 转座子插入的水稻条斑病菌突变体库中获得了 17 个胞外多糖改变的突变

体。【方法】本文对这些突变体的 Tn5 插入位点和基因类型进行了鉴定。【结果】结果显示，胞外多糖减少的

11 个突变体中多数为 Tn5 插入在已知的 gum、xan 和 wxoc 基因簇上，Xoryp_4217、Xoryp_2488 和 Xoryp_0918
为未知的与胞外多糖产生有关的基因，属首次报道;6 个胞外多糖增多的突变体中，fimO、pilY 和 xopQ 与胞外

多糖产生有关，但在水稻条斑病菌中未见报道;Xoryp2392、Xoryp_4221 和 Xoryp_3511 为首次鉴定，其中 Xoryp
_3511 仅在水稻黄单胞菌中存在。毒性测定结果显示，胞外多糖减少的突变体在水稻上的毒性变弱，而胞外

多糖增加的突变体在水稻上的毒性没有显著变化。【结论】这些结果为进一步分析水稻条斑病菌胞外多糖

代谢途径以及与水稻的互作关系奠定了基础。
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水 稻 条 斑 病 菌 ( Xanthomonas oryzae pv．
oryzicola，以下简称 Xoc) 引起的水稻细菌 性 条 斑 病

是水稻上的重要细菌病害之一。其如同其他植物病

原 黄 单 胞 菌 一 样，也 产 生 丰 富 的 胞 外 多 糖

( extracellular polysaccharides，以 下 简 称 EPS )［1］。
EPS 分布于 细 胞 的 最 外 层，是 由 D-葡 萄 糖、D-甘 露

糖、D-葡萄糖醛酸、乙酸和丙酮酸组成的“五糖重复

单元”结构聚合体
［1 － 2］。EPS 不仅在防止菌体干燥、

免受外界侵害和聚集矿物元素和营养等细菌生命活

动中有重要意义，而且对于细菌在植物组织的生长

及病害症状的扩展等方面也具有重要贡献
［3］。EPS

的主要成分 黄 原 胶 ( xanthan gum) 还 是 重 要 的 工 业

原料。
许多植物病原细菌如青枯假单胞菌、梨火疫病

菌、玉米萎蔫病菌和甘蓝黑腐病菌等的 EPS 已被证

明是主要 的 毒 性 因 子 之 一
［4］。植 物 病 原 黄 单 胞 菌

的 EPS 产生主要由 gum，xan 和 wxoc 等 3 个基因簇

控制，但在不同的黄单胞菌中这 3 个基因簇的遗传

组成存在很大差异
［5］。黄原胶的产物主要由 12 个

基因( 从 gumB 到 gumM) 组 成 的 gum 基 因 簇 控 制，

该基 因 簇 在 主 要 的 植 物 病 原 黄 单 胞 菌 中 高 度 保

守
［6］。水 稻 黄 单 胞 菌 的 gum 基 因 簇 从 gumB 到

gumM 呈线性排列，各包含一个 ORF，但水稻白叶枯

病菌 ( Xanthomonas oryzae pv． oryzae，以 下 简 称 为

Xoo) 的 gumN 中有 3 个 ORF［6］。xan 基因簇在植物

病原黄单胞菌中也高度保守
［7］。在水稻黄单胞菌 2

个致病变种中 wxoc 基因簇存在较大差异，wxocA 和

wxocB 基因 不 存 在 于 Xoo 中，仅 在 Xoc 中 存 在
［8］。
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是否在 Xoc 中还存在其他未知的控制胞外多糖产生

的基因或者基因簇，目前还不清楚。
为了探 索 Xoc 中 是 否 存 在 未 知 的 EPS 相 关 基

因，本实验室前期工作构建了 Tn5 插入的 Xoc 突变

体库，获得了 17 个胞外多糖产量改变的突变体
［9］。

本研究对这些突变体的突变位点以及在水稻上的毒

性进行 了 分 析，鉴 定 了 10 个 未 知 的 与 EPS 相 关 的

基因。这些基因将为分析 Xoc 胞外多糖产生的途径

以及与水稻的互作机制提供新的科学线索。

1 材料和方法

1. 1 材料

1. 1. 1 菌 株 和 培 养 条 件:大 肠 杆 菌 DH5α 和 S17-
1λpir 于 LB 培养基中 37℃ 下培养;Xoc 的 RS105 菌

株及其相应的 Tn5 插入突变体于 NA 固体和 NB 液

体培养 基 中 28℃ 培 养
［9］。生 长 所 需 抗 生 素 浓 度:

ampicillin ( Ap， 100 μg /mL) ， kanamycin ( Km，

20 μg /mL) ， spectinomycin ( Sp， 25 μg /mL) ，

rifampicin (Rif，50 μg /mL)。
1. 1. 2 试剂和仪器:Xoc 基因组 DNA 提取试剂盒、
质粒提取 试 剂 盒 购 于 AXYGEN( 南 京) 公 司。实 验

所用的限 制 性 内 切 酶 和 修 饰 酶 均 购 自 TaKaRa( 大

连) 公司。引 物 合 成 和 序 列 测 定 均 由 Invitrogen( 南

京) 公司完成。
1. 1. 3 供试植物材料:杂交水稻 汕 优 63 高 感 水 稻

条斑病，种植于上海交通大学农业与生物学院温室

大棚内。水稻生长 2 － 3 周时用于水渍症状测定，生

长 2 月大小时用于病斑长度测定。
1. 2 突变体中 Tn5 位点和拷贝数确定

提取突变体基 因 组 DNA 后 进 行 PstⅠ酶 切，以

TnF 和 TnR 为引物组合
［9］，扩增得到 Tn5 转座子的

DNA 片段作为探针，通过 Southern 杂交分析 Tn5 插

入的拷贝数。
以转座子 EZ-Tn5TM〈KAN-2〉的 序 列 设 计 6 个

特异性引物
［9］，根据细菌基因组 DNA 特点设计 6 个

简并引物，将这 6 对引物进行组合。以新鲜生长的

突变体菌 落 为 模 板，进 行 TAIL-PCR 扩 增。PCR 的

反应体系参见文献［9］。TAIL-PCR 大小接近、条带

清晰的产物，经 TA 克隆后转 化 DH5α，在 含 氨 苄 青

霉素(Amp) 抗 性 的 LB 平 板 上 筛 选 转 化 子，正 确 的

克隆进行序列测定。

1. 3 胞外多糖突变体在水稻上的毒性测定

待测菌株 单 菌 落 接 种 于20 mL NB 培 养 液 中，

28℃ 振荡 培 养12 h后，按 1% 的 比 例 转 接 入 新 鲜 的

NB 培养基 中 再 过 夜 培 养，接 种 前 水 洗 2 次，统 一

OD600 值为 0. 5，在 2 － 3 周叶龄的汕优 63 水稻叶上

进行注射接种，每个菌株注射接种 3 张叶，每叶 3 个

点。2 － 3 d后观 察 水 渍 症 状 产 生，6 － 7 d时 观 察 病

斑扩展情况。在 2 月大小的水稻上进行针刺接种，

每菌株针刺 5 张叶，2 周后统计病斑长度。
1. 4 胞外多糖产量分析

在 NA 平板上，单菌落测定突变体的生长状态，

5 d时观察菌落 大 小。胞 外 多 糖 产 量 测 定 采 用 摇 瓶

发酵法
［10］。将 Xoc 待测菌株单菌落接种到20 mL的

NB 中，28℃ 振荡培养过夜，调 OD600 值一致，取5 mL
培养液，分别接种于100 mL含 2% 葡萄糖的 NB 中，

以200 r /min于 28℃ 下振荡发 酵。4 d 后，将 3 倍 的

无水乙醇加入到培养液中，边注入边搅拌，然后将絮

状沉淀物取出、干燥后称重。实验重复 3 次。

2 结果

2. 1 水稻条斑病菌胞外多糖相关突变体

本研究前期利用 Tn5 转座子获得了水稻条斑病

菌 RS105 菌株的 25000 个突变体，获得了 17 个推测

胞外多糖 发 生 改 变 的 突 变 体
［17］。根 据 其 在 NA 平

板上生长状 态，与 野 生 型 RS105 菌 株 相 比，菌 落 变

小的 突 变 体 分 别 有 Mxoc610、Mxoc631、Mxoc799、
Mxoc1044、 Mxoc1143、 Mxoc1317、 Mxoc1514、
Mxoc1563、Mxoc1572、Mxoc1594 和 Mxoc1606 ( 图 1-
A) ; 菌 落 变 大 的 突 变 体 分 别 为 Mxoc62、Mxoc528、
Mxoc655、Mxoc756、Mxoc1067 和 Mxoc1417 ( 图 1-
B)。

为了说明这些 突 变 体 菌 落 大 小 的 变 化 与 胞 外

多糖产量有关，本 研 究 利 用 摇 瓶 法 对 上 述 17 个 突

变体进行了胞 外 多 糖 产 量 分 析。结 果 显 示，NA 平

板上菌落 变 小 的 突 变 体，其 胞 外 多 糖 产 量 仍 是 减

少 的;NA 平 板 上 菌 落 变 大 的 突 变 体，其 胞 外 多 糖

产量是增加的( 图 2)。无 论 是 胞 外 多 糖 增 加 的 或

减少的突变体，与野生型 RS105 菌 株 相 比，差 异 性

均达 到 显 著 水 平。这 表 明，这 些 突 变 体 是 因 Tn5
转座子的插入而导 致 了 胞 外 多 糖 产 生 途 径 发 生 了

改变。
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图 1 水稻条斑病菌胞外多糖相关突变体在 NA 平板上的生长状态

Fig． 1 Growth status of extracellular polysaccharide-related Tn5-inserted mutants of X． oryzae pv． oryzicola on NA

plates． A: Smaller colonies of Tn5-inserted mutants; B: Larger colonies of Tn5-inserted mutants． The single colony of

relevant strain was picked by toothpick on the surface of NA plate． The photoes were taken 5 days after inoculation．

Experiments were performed in triplicate with similar results．

图 2 水稻条斑病菌胞外多糖相关突变体的胞外多糖产量测定

Fig． 2 Detection of extracellular polysaccharide-related Tn5-tagged mutants of X． oryzae pv． oryzicola． Overnight

cultures of the relevant Tn5-mutants and the wild-type strain RS105 grown in 20 mL NB broth were diluted 1∶ 20 in 100

mL fresh NB broth with 2% glucose and grown for 4 days at 28℃ by shaking to induce production of EPS． The

precipitates by ethanol were weighted after drying． Asterisks indicate statistically significant differences in EPS weights

between the wild-type RS105 and the individual mutants (P = 0. 05，Student's t test) ．

2. 2 胞 外 多 糖 相 关 突 变 体 中 Tn5 插 入 拷 贝 数

分析

通过电转化方式将 Tn5 转座子随机插入细菌的

染色体 DNA 中，可能造成 Tn5 插入的多拷贝现象。
为了明确 Tn5 插入的拷贝数，本研究提取这 17 个突

变体的基因组 DNA，经过 PstⅠ酶切，以 Tn5 的 DNA
为探针进行了 Southern 杂 交 分 析。结 果 显 示，所 有

突变体中 Tn5 转座子都以单拷贝的形式插入到 Xoc
的染色体中( 图 3) ，表明 17 个突变体中的 Tn5 转座

子为单拷贝插入。
2. 3 17 个胞外多糖相关突变体 Tn5 插入位点的基

因鉴定

为了明确 Tn5 插入位点，本研究利用已建立的

TAIL-PCR 方 法
［9］，对 Tn5 转 座 子 的 旁 侧 序 列 进 行

了扩增。PCR 产物经过测序和利用 BLAST( http: / /
blast． ncbi． nlm． nih． gov /Blast． cgi) 进行了分析。17
个突变体中的 Tn5 插入位点、目标基因推测产物及

其在其它植 物 病 原 黄 单 胞 菌 中 的 同 源 性 分 析 见 表

2。在胞外多糖减少的突变体 Mxoc799 和 Mxoc1317
中，转座子 Tn5 分别插入在 wxocA 基因的不同位点;

在 Mxoc1563 中 Tn5 插 入 wxocB 基 因 中; 在

Mxoc1514、Mxoc1594 和 Mxoc1606 中 Tn5 分 别 插 入

xanA 基因 3 个 不 同 的 位 点;在 Mxoc1572 中 Tn5 插

入 gumD 基因中。wxocA、wxocB、xanA 和 gumD 均为

已 鉴 定 的 胞 外 多 糖 相 关 基 因
［6 － 8］。在 突 变 体

Mxoc631 中 Tn5 插 入 一 个 推 测 产 物 为 UDP-葡 萄 糖
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脱氢 酶 ( UDP-glucose dehydrogenase) 的 基 因
［11］

中。
在 Mxoc610、Mxoc1044 和 Mxoc1143 中，Tn5 插 入 在

功能未 知 的 可 能 与 胞 外 多 糖 相 关 的 基 因 上，其 中

Mxoc1044 突变体的基因是 Xoryp_2488( 推测产物为

hypothetical protein) 仅存在于 Xoo 和 Xoc 中，在其他

植物病原黄单胞菌中不存在同源基因。在胞外多糖

增 多 的 突 变 体 Mxoc62、Mxoc528 和 Mxoc1067 中，

Tn5 分别插入功能已知的基因 fimO、pilY 和 xopQ 基

因上
［8，12，13］，这些基因突变增加了水稻条斑病菌胞

外多糖的 产 量，还 属 首 次 报 道。Xoo 和 Xoc 的 pilY

基因具有较高的同源性
［8］，但与其他 黄 单 胞 菌 的 同

源性 较 小。在 Mxoc655、Mxoc756 和 Mxoc1417 中

Tn5 分 别 插 入 Xoryp _4221、Xoryp _3511 和 Xoryp _
2392 基 因 上，其 中 Xoryp _4221 基 因 产 物 功 能 未

知，而 Xoryp_3551 仅 在 Xoo 和 Xoc 中 存 在。这 些

基因与水稻条斑病 菌 胞 外 多 糖 的 产 量 有 关 也 属 于

首次报道。这些新 的 胞 外 多 糖 相 关 基 因 的 鉴 定 为

水稻条斑病菌胞外 多 糖 合 成 途 径 解 析 以 及 它 们 参

与水稻 条 斑 病 菌 在 水 稻 上 的 毒 性 机 理 提 供 了 新

线索。

图 3 水稻条斑病菌胞外多糖突变体中 Tn5 转座子拷贝数分析

Fig． 3 Southern blot analysis of the copy number of Tn5 transposon in EPS-associated mutants of X． oryzae pv． oryzicola． The genomic DNAs of the

wild-type RS105 and 17 EPS-associated mutants were digested by Pst I and then analized by Southern hybridization with the Tn5 DNA as the probe．

Lane WT，the wild-type strain RS105; Lane M，EcoT14λ DNA marker (TaKaRa) ．

表 1 水稻条斑病菌 17 个突变体的基因位点以及在其他植物病原黄单胞菌中的同源性分析

Table 1 Tn5 inserted genes in 17 EPS-associated mutants of X． oryzae pv． oryzicola and their homologs

in other Xanthomonas species

Mutants
Inserted
genesa

Putative products
Inserted
positionb

Homolog ( Similarity % )

Xoo
PXO99A

Xcc
8004

Xac
306

Xcv
85-10

Mxoc610 Xoryp_ 4127 CDP-glycerophosphotransferase family ( unknow) (235 /1056) 100 99 99 100
Mxoc631 Xoryp _1774 UDP-glucose dehydrogenase ( udgH) ( － 2 /1344) 100 100 100 N
Mxoc799 Xoryp _3865 putative glycosyltransferase (wxocA) (699 /1314) Nc N N N
Mxoc1044 Xoryp _2488 conserved hypothetical protein (459 /2835) 99 N N N
Mxoc1143 Xoryp _0918 organic solvent tolerance protein (2328 /2442) 100 100 100 100
Mxoc1317 Xoryp _3865 putative glycosyltransferase (wxocA) (929 /1314) N N N N
Mxoc1514 Xoryp _3841 phosphohexose mutases ( xanA) (499 /1347) 100 100 100 100
Mxoc1563 Xoryp _3864 putative glycosyltransferase (wxocB) (525 /1698) N N N N

Mxoc1572 Xoryp _1869
Exoplysaccharide xanthan biosynthesis
glycosyltransferase GumD ( gumD)

(1345 /1455) 100 100 100 100

Mxoc1594 Xoryp _3841 phosphohexose mutases ( xanA) (83 /1347) 100 100 100 100
Mxoc1606 Xoryp _3841 phosphohexose mutases ( xanA) (702 /1347) 100 100 100 100
Mxoc62 Xoryp _3513 type IV fimbriae formation ( fimO) (558 /1260) 100 99 94 100
Mxoc528 Xoryp _2899 twitch motility of type Ⅳ fimbriae ( pilY) (2668 /2988) 100 21 N Y30
Mxoc655 Xoryp _4221 conserved hypothtical protein (432 /632) 99 95 100 Y100
Mxoc756 Xoryp _3511 Sulfatase domain protein (681 /1590) 100) N N N
Mxoc1067 Xoryp _0099 xopQ (376 /1395) 100 84 100 100
Mxoc1417 Xoryp _2392 Histidine kinase (401 /1227) 100 99 99 100

a The genome sequence of a Philippine strain BLS256 was used as the reference ( http: / / www． ncbi． nlm． nih． gov / nuccore /94721236) ． b the first number
indicates where the Tn5 is inserted in a target gene and the second shows the length ( bp) of the gene． ． c N means no homolog existing．
Xoo． Xanthomonas oryzae pv． oryzae; Xcc． X． campestris pv． campestris，Xac． X． axonopodis pv． citri; and Xcv． X． campestris pv． vesicatoria．
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2. 4 胞外多糖相关突变体在水稻上的毒性

胞外多糖是水稻条斑病菌最主要的致病因素之

一。为了检测这些胞外多糖改变的突变体在水稻上

的毒性，本研究通过针刺接种法将这 17 个突变体接

种在 感 病 水 稻 品 种 汕 优 63 上，2 周 后 统 计 病 斑 长

度。结 果 显 示，胞 外 多 糖 显 著 减 少 的 突 变 体

Mxoc799、 Mxoc1317、 Mxoc1563、 Mxoc1572、
Mxoc1514、Mxoc1594 和 Mxoc1606 在 水 稻 上 的 毒 性

显著降低( 图 4) ，而 Mxoc610 和 Mxoc631 在水稻上

的毒性与野 生 菌 株 相 比 也 明 显 下 降，其 中 Mxoc631
在接种部分不形成扩展的条斑 ( 图 5-A) ，但在苗 期

水稻上注射接种3 d后能 够 形 成 水 渍 状 但 无 明 显 扩

展的病斑，表 明 该 突 变 体 在 水 稻 仍 具 有 致 病 性 ( 图

5-B) ，Mxoc610 在接 种 部 位 形 成 非 常 短 小 的 水 渍 状

条斑 ( 图 5-A) ，注射接种在叶片上也形成透明的水

渍状病斑( 图 5-B)。突变体 Mxoc1044 和 Mxoc1143
虽然胞外多糖减少，但是在水稻上的毒性没有明显

的降低( 图 4)。胞外多糖增多的突变体 Mxoc528 和

Mxoc756 在感病水 稻 上 的 毒 性 有 微 弱 的 增 加，但 是

突变体 Mxoc62、Mxoc655、Mxoc1067 和 Mxoc1417 在

汕优 63 上的毒性与野生型菌株相似，没有明显的变

化。这些结果暗示，水稻条斑病菌胞外多糖产生能

力下降越明显，其在水稻上的毒性下降也越显著，胞

外多糖增加并不显著增加病菌在水稻上的毒性。

图 4 水稻条斑病菌 EPS 相关突变体在感病水稻汕优 63 上病斑长度的测定

Fig． 4 Lesion-length measurements of the EPS-associated mutants of X． oryzae pv． oryzicola on the susceptible rice Shanyou 63． The leaf of Shanyou

63 was inoculated individually with RS105 ( wild type) and the EPS-associated mutants by needle syringe． The lesion lengths after 15 days of

inoculation were shown in centimeter． Three replicates were used in this experiment． Asterisks indicate statistically significant differences in lesion

length between the wild type and the relevant mutant (P = 0. 05，Student's t test) .

3 讨论

本研究对前期工作中获得的 17 个与 EPS 有关

的突变体进行了 Tn5 插入位点分析，确认这些突变

体均为 Tn5 转座子单拷贝插入的突变体。这些突变

体在 NA 平板上的菌落大小与其胞外多糖产量呈明

显的相关性，即菌落小的突变体，其胞外多糖产生量

就少，而 菌 落 大 的 突 变 体，其 胞 外 多 糖 产 量 相 对

较高。
本研究鉴 定 的 与 EPS 相 关 的 基 因 大 部 分 在 植

物病原黄单胞菌中高度保守( 见表 1)。根据 Tn5 转

座子插入位点的基因分析，17 个突变体中有 7 个是

Tn5 插入在已知功能的 gum、xan 和 wxoc 基因簇上，

它们分别是 gumD、xanA、wxocA 和 wxocB;4 个是 Tn5

插入在产物已知并在其他植物病原黄单胞菌中其毒

性功能已知 的 基 因 上，它 们 分 别 是 udgH、fimO、pilY
和 xopQ;4 个是 Tn5 插入在产物已知但在毒性中功

能未知的基 因 上，分 别 是 Xoryp_4127、Xoryp_0918、
Xoryp_3511 和 Xoryp_2392;2 个 突 变 体 是 Tn5 插 入

在产物未知并且在毒性中的功能未知的基因上，分

别是 Xoryp_2488 和 Xoryp_4221。
Xoo 和 Xoc 侵染水稻，在侵入途径、危害部位和

症状等方面截然不同，可能与病原菌的组织特异性

基因有关。例如 wxocA 和 wxocB 不存在于 Xoo 和其

他植物病原黄单胞菌中，属 Xoc 所特有
［8］。本 研 究

中获得的 Mxoc799、Mxoc1313 和 Mxoc1563 突 变 体，

就是 Tn5 插入 wxocA 和 wxocB 基因的结果，其 在 水

稻上的毒性显著下降，可能是水稻条斑病菌侵染水

稻的组 织 特 异 性 基 因。Xoryp_ 2488 和 Xoryp_3511
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图 5 Mxoc610 和 Mxoc631 突 变 体 在 汕 优 63 水 稻 上 的

水渍病斑

Fig． 5 Water-soaked lesions were observed in the leaves of the

seedlings of Shanyou63 caused by the mutant of Mxoc610 and

Mxoc631． The leaves of two-month-old rice (A) and of 14-day-old

seedlings ( B ) were inoculated by leaf-needling and needleless

syringes，individually， with the wild-type RS105， and the Tn5

mutant Mxoc610 and Mxoc631，respectively． The images of A and B

were taken 15 days and 3 days after inoculation．

仅在水稻黄单胞菌 Xoo 和 Xoc 中 存 在，不 存 在 于 其

他黄 单 胞 菌 中。这 暗 示 不 同 的 黄 单 胞 菌 中 EPS 相

关基因存在一定的差异性。另外，相同的 EPS 相关

基因在不同 的 黄 单 胞 菌 种 类 中 可 能 具 有 不 同 的 功

能。例 如，柑 橘 溃 疡 病 菌 ( Xanthomonas axonopodis
pv． citri，Xac) 的 EPS 基因 gumD 在柑橘品种(Citrus
sinensis) 上不是 病 原 菌 生 长 和 病 害 形 成 所 必 需 的，

但在柠檬品 种 (Citrus limon) 上 对 病 原 菌 的 毒 性 具

有明显的贡献作用
［14 － 15］。

已有报道显示，一些涉及碳源代谢可能与胞外

多糖产生有关的基因已被证明是病原菌在寄主组织

中生长和病斑扩展所需的
［11，16 － 17］。本 研 究 获 得 的

突变体 Mxoc610 能形成短小的条斑，但是与野生型

RS105 相比毒性 明 显 降 低，这 可 能 与 该 突 变 体 EPS

的减少并不相关( 与 gum，xan 和 wxoc 突变体相比)

( 图 1) ，因为该突变体中被突变的基因为 CDP-甘油

磷酸 转 移 酶 ( CDP-glycerophosphotransferase)。该 酶

主要催化糖苷代谢的中间产物，这个基因在黄单胞

菌中高度保 守，是 一 个 新 的 毒 性 相 关 基 因，这 暗 示

CDP-甘油磷酸 转 移 酶 所 涉 及 的 糖 代 谢 途 径 对 于 细

菌在寄主上的毒性具有显著贡献。Mxoc631 突变体

中被突变的 基 因 为 udgH，该 基 因 编 码 UDP-葡 萄 糖

脱氢酶(UDP-glucose dehydrogenase) ，是甘蓝黑腐病

菌(Xanthomonas campestris pv． campestris，Xcc) 在寄

主上全毒性所需的
［11］。本研究针刺接种结果显示，

Mxoc631 突变体针刺接种在水稻上没有形成病斑长

度( 图 5-A) ，但注射接种水稻则出现水渍状病斑( 图

5-B) ，说明 该 突 变 体 没 有 丧 失 在 水 稻 上 的 致 病 性，

主要是由于 EPS 减少、病菌在水稻组织内不能有效

扩展，因而针刺接种无法显现扩展的条斑症状。这

暗示，水 稻 条 斑 病 菌 的 EPS 减 少 越 多，其 在 水 稻 上

的毒性 下 降 越 明 显。本 研 究 中 首 次 报 道 了 xopQ、

pilY 和 FimO 等功能已知的基因与黄单胞菌 EPS 的

形成有关。fimO 和 pilY 分别涉及Ⅳ型菌毛(Ⅳ type

fimbriae) 的形成和振颤
［12 － 13］，这些基因的突变如何

引起水稻条斑病菌 EPS 的 增 多 以 及 EPS 与Ⅳ型 鞭

毛的形成如何相关，有待于进一步的研究。目前，我

们正在 开 展 基 因 功 能 互 补 的 遗 传 学 分 析，以 期 对

Xoc 与水稻互作机理有更深入的了解。
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Identification of extracellular polysaccharide-associated
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Abstract:［Objective］ Previously，seventeen extracellular polysaccharide-associated mutants of Xanthomonas oryzae pv．

oryzicola (Xoc) were acquired from our randomly Tn5-inserted mutant library． To know the Tn5-inserted genes of these

mutants and their contribution to EPS production and virulence in rice，［Methods］ in this study，we first identified and

characterized the Tn5-targeted genes in these mutants and then inoculated them in susceptible rice for virulence

assessment． ［Results］ Tn5 transposon was inserted in genes of the gum，xan and wxoc clusters in the majority of EPS-

reduced mutants． Of the EPS-reduced mutants，three were due to the Tn5 insertion in Xoryp_4217，Xoryp_2488 and

Xoryp_0918 genes，respectively． In six EPS-increased mutants，three were in mutagenesis in fimO，pilY and xopQ genes，

respectively，resulting in higher EPS production than the wild-type strain RS105． Other three were because of the mutation

in Xoryp2392，Xoryp_4221 and Xoryp_3511 genes． Interestingly，XocORF-3511 only exists in X． oryzae but not in other

Xanthomomas species． Virulence assays in rice showed that the less EPS production by the mutant，the weaker the

virulence in rice． However， those mutants in higher EPS production did not increase virulence significantly in rice

compared to that by the wild-type strain． ［Conclusion］Our findings will help further understand the metabolic pathways

for EPS synthesis in Xoc and the specific roles of EPS-associated genes in Xoc-rice interactions．
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