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摘要：【目的】寡雄腐霉(Pythium oligandrum Drechsler)是一种对动、植物和环境无害，兼具杀菌和增产

效果的生防真菌。通过研究建立农杆菌介导的寡雄腐霉遗传转化体系。【方法】选用 EHA105、AGL-1、

LBA4404 三种农杆菌菌株对寡雄腐霉进行遗传转化研究，通过对影响遗传转化效果的条件参数试验优

化，确立适宜寡雄腐霉遗传转化的农杆菌菌株及转化条件，建立农杆菌介导的寡雄腐霉遗传转化体系。

【结果】经研究发现，所选 3 种农杆菌菌株中 EHA105 菌株对寡雄腐霉的遗传转化效果最好，其次是

AGL-1 菌株，LBA4404 菌株转化效果不好。EHA105 菌株经 IM (含 300 µmol/L AS)诱导培养至 OD600=0.6

时，与浓度为 106–107 个/mL 的寡雄腐霉孢子悬浮液以 1–10:1 的比例混合，在 25–26 °C 以液体振荡的

方式避光共培养 72 h (pH 5.0，含 300 µmol/L AS)，寡雄腐霉菌体液体振荡恢复培养 24 h，涂布抗性选

择平板筛选寡雄腐霉转化子，即可得到寡雄腐霉基因工程菌株，其转化率可达到 130 个转化子/106 个孢

子。【结论】本研究首次构建了农杆菌介导的寡雄腐霉遗传转化体系，研究结果可为寡雄腐霉的生防机

制及分子育种研究提供技术支撑。 
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寡雄腐霉(Pythium oligandrum Drechsler)属于

卵菌门腐霉科腐霉属，是一种土壤习居型重寄生

生防真菌，对植物和动物都没有毒性，对环境安

全[1]。寡雄腐霉不仅可以寄生于很多重要的土传病

病原菌内，造成病菌死亡[2–5]，也有内生菌功能，

可在多种重要的农作物根际定殖并将菌丝伸入植

株内，合成色胺、吲哚乙酸等生长活性物质，促

进植物生理代谢、养分吸收和生长发育[6–7]；寡雄

腐霉菌还能诱导农作物产生系统抗性[8–9]，是一种

非常有应用价值的生防真菌。研究发现，寡雄腐

霉寄生于病原菌时是通过菌丝缠绕的方式使病原

菌菌体受到机械损伤，同时分泌出可以降解病原
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菌细胞壁的酶，从而使病原菌死亡[5,10]，而对于寡

雄腐霉菌与寄主互作的分子机制知之甚少，有待

我们发掘它的功能基因、了解其生防作用机制，

从分子水平对其进行更为细致深入的研究利用。 

对于寡雄腐霉的关注始于二十世纪七、八十

年代，几乎都是对其生防、促生长作用的研究，

其生防分子机制及功能基因的研究近年来稍有增

多，但鲜有对寡雄腐霉遗传转化研究的报道。现

有报道是在 2012 年，Horner NR 等通过 PEG-CaCl2

介导方法对寡雄腐霉原生质体进行基因转化，获

得了少量寡雄腐霉转化子[10]。由于真菌原生质体

制备繁琐、再生频率低、转化效率低、而且试验

成本高等不利因素，制约了相关研究的广泛开展。

农杆菌介导的基因转化方法最先也是最广泛地应

用于植物，近年来也成功应用于丝状真菌的遗传

转化[11–14]。与传统的真菌遗传转化方法相比，农

杆菌介导的转化方法对受体材料要求简单、能得

到较多单拷贝的 T-DNA插入转化子、转化率更高、

转化子稳定遗传性高，此种方法更适合于丝状真

菌的 DNA 插入突变、基因标记、基因改造等方面

的研究。目前尚未见利用农杆菌介导法对寡雄腐

霉进行遗传转化研究的报道，本研究首次通过农

杆菌介导的方法进行寡雄腐霉遗传转化研究，摸索

优化其转化体系，为从分子水平深入研究寡雄腐霉

作用机理及菌种改良等研究奠定基础。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

1.1.1  菌株及载体：寡雄腐霉(Pythium oligandrum 

Drechsler) CBS 530.74 菌株购自荷兰微生物菌种

保藏中心(Centraalbureau voor Schimmelcultures，

Utrecht，The Netherlands)；寡雄腐霉 ACCC 83762

菌株由本实验室保存。根癌农杆菌 EHA105、

AGL-1、LBA4404 均为本实验室保存。携带增强型

绿色荧光蛋白(Enhanced green fluorescent protein，

egfp) 基 因 的 真 菌 表 达 载 体 pCAMBIA3301- 

gpdA-EGFP 由本实验室构建。 

1.1.2  试剂及仪器：Basta(上海生工)，卡那霉素

(Sigma)，利福平(Sigma)，头孢霉素(Sigma)，羧苄

青霉素(Sigma)，乙酰丁香酮(Sigma)，胰蛋白胨

(OXOID)，酵母提取物 (OXOID)，电泳琼脂糖

(BIOWEST) ， Tris-HCl (Amresco) ， EDTA-Na2 

(Amresco)，SDS (Amresco)，CTAB (Amresco)，Taq

酶(TaKaRa)，Dntp (TaKaRa)，引物由上海生工合

成，其他试剂均为国产分析纯。 

PCR仪(Bio-Rad)，培养箱(一恒)，摇床(智城)，

离心机(Eppendorf)，核酸蛋白定量仪(Eppendorf)，

水平电泳仪(Bio-Rad)，化学发光凝胶成像系统

(Bio-Rad) ， 倒 置 荧 光 显 微 镜 (ZEISS AXIO 

Observer.A1，Carl Zeiss，Germany)，显微成像用

Zeiss AxioCam MRc5 相机。 

1.1.3  培养基：IM 诱导培养基：马铃薯液体培养

基 PDB，调其 pH 值为 5.0，高压灭菌，用时加入

过滤除菌的乙酰丁香酮(AS)，使 AS 终浓度分别为

0、100、200、300、400 和 500 µmol/L。 

1.2  携带 egfp 基因真菌表达载体的构建 

以常用于农杆菌介导植物遗传转化草铵膦抗性

bar 基因(Bialophos resistance，bar)的植物双元表达

载体 pCAMBIA3301 为载体骨架，加入构巢曲霉

3-磷酸甘油醛脱氢酶基因 gpdA 的真菌强启动子

PgpdA，以构巢曲霉色氨酸合成基因 trpC 的终止

子 TtrpC 为终止信号，并将原来载体上的 GUS

选择标记基因替换为 egfp 基因标记，构建出真菌

表达载体 pCAMBIA3301-gpdA-EGFP (10977 bp) 

(图 1)。 
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图 1.  pCAMBIA3301-gpdA-EGFP 真菌表达载体图 

Figure 1.  Plasmid map of pCAMBIA3301-gpdA-EGFP. 
 

1.3  寡雄腐霉对草铵膦选择压敏感性试验 

取生长 6 d 的寡雄腐霉菌体，用打孔器取菌体

培养基圆盘(0.5 cm2)，分别接种于含有 0、50、100、

200、300 和 500 mg/L Basta 的 PDA 平板中央，于

25 °C 生长 9 d，观察菌体生长状况。 

1.4  农杆菌介导的寡雄腐霉遗传转化体系参数优化 

1.4.1  寡雄腐霉孢子悬浮液准备：打孔器取寡雄

腐霉菌体培养基圆盘(0.5 cm2)接种在 PDA 平板上，

于 26 °C 培养 5–7 d，用诱导培养基 IM 冲洗平板，

将平板上的寡雄腐霉孢子冲洗下来，制备成浓度为

1.0×104–1.0×108 个/mL 寡雄腐霉孢子悬浮液。 

1.4.2  农杆菌侵染用菌液制备：分别从含有目的

基因载体的 EHA105、AGL-1、LBA4404 农杆菌

工程菌株抗性平板上挑取单克隆，置于 5 mL 含有

相应抗菌素(50 mg/L 利福平 Rif+50 mg/L 卡那霉

素 Kan) LB 液体培养基中，28 °C、200 r/min 振荡

培养 20 h；吸取上述菌液 2 mL 接种于 20 mL 预培

养基 (LB 液体培养基 +50 mg/L Rif+50 mg/L 

Kan+0、100、200、300、400、500 µmol/L AS)中

进行侵染前预培养，28 °C、240 r/min 振荡培养使菌

液 OD600至 1.5–2.5；4 °C、5000 r/min 离心 10 min，

收集菌体，用 IM 诱导培养基重悬稀释菌体，使所

得农杆菌菌液 OD600 为 0.15–0.90，准备对寡雄腐

霉孢子进行侵染转化。 

1.4.3  农杆菌对寡雄腐霉的基因遗传转化：共培

养。分别将上述经过预培养的 EHA105、AGL-1、

LBA4404 农杆菌侵染菌液与制备好的寡雄腐霉孢

子悬浮液以一定比例混合，避光，于 23–28 °C、

60 r/min 共培养 1–96 h。 

恢复培养。共培养后向混合菌液中加入抗菌

素使农杆菌菌体死亡，于 26 °C、120 r/min 对寡雄

腐霉菌体进行一段时间的恢复培养。 

选择培养。经恢复培养的寡雄腐霉菌液 
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5000 r/min 离心 10 min 收集菌体，用 PDB 重悬，

涂布添加有抗性选择压的PDA平板(PDA+200 mg/L 

Basta+200 mg/L 头孢霉素)，于 26 °C 培养，抗性

选择压筛选寡雄腐霉转化子。 

转化子纯化与传代培养。挑取抗性选择平板

上生长出的寡雄腐霉抗性单克隆菌落，接种于抗

性选择平板，于 26 °C 培养，待菌丝生长铺满平板，

从边缘挑取菌丝接种于无选择压的 PDA 平板上进

行传代培养以检测其稳定性。 

1.5  寡雄腐霉转化子 PCR 检测、荧光镜检及

Southern blot 分析 

将寡雄腐霉抗性菌株纯化培养，提取其基因

组 DNA，通过 PCR 初步检测筛选目的基因插入的

转化子菌株。利用荧光显微镜检测转化子菌丝中

egfp 基因表达情况。随机挑取检测为阳性的菌株

提取基因组 DNA 用 Nde I 单酶切，以 egfp 基因为

模板制备探针进行 Southern blot 分析。标记、杂

交及检测的方法和步骤参照试剂盒 (DIG High 

Prime DNA Labeling and Detection Starter KitⅡ，

Roche)提供的方法进行。 

1.6  数据分析 

利用统计分析软件 DPS 和 SPSS 对数据进行

差异显著性分析。 

2  结果和分析 

2.1  寡雄腐霉对 Basta 选择压力敏感性试验 

为了抗性筛选寡雄腐霉工程菌株，首先对野

生型寡雄腐霉进行了 Basta 抗性试验。对不同浓度

Basta 抗性选择平板上生长 9 d 的寡雄腐霉菌落生

长情况观察发现，寡雄腐霉对 Basta 抗性较敏感，

当 Basta 浓度为 100 mg/L 时只能生长稀薄的菌丝，

Basta 浓度为 200 mg/L 时寡雄腐霉菌不能生长 

(图 2)。故选择 200 mg/L Basta 浓度作为寡雄腐霉

转化子筛选浓度。 

2.2  不同农杆菌菌株及其菌液浓度对寡雄腐霉遗

传转化效果的影响 

选用携带有 pCAMBIA3301-gpdA-EGFP 真菌

表达载体的 EHA105、LBA4404、AGL-1 三种   

农杆菌菌株分别对寡雄腐霉进行侵染转化。结果

表明，EHA105 菌株的转化效果最好，其次是

AGL-1 菌株，LBA4404 侵染寡雄腐霉后得到的转

化子较少。不同菌株所适宜的侵染浓度也有差异，

其中 EHA105 菌株的最佳侵染浓度为 OD600=0.6，

随机挑取的 100 个抗性菌落有 97 个转化子；

AGL-1 菌株的最佳侵染浓度为 OD600=0.3，随机挑

取的 100 个抗性菌落中有 78 个转化子；LBA4404

菌株在最佳侵染浓度 OD600=0.3 时，挑取的 40 个

抗性菌落中只有 9 个转化子(图 3)。本文中后续研

究结果均采用 EHA105 (OD600=0.6)农杆菌菌株对

寡雄腐霉进行基因遗传转化的试验数据，其他 2

种农杆菌菌株对寡雄腐霉遗传转化的转化条件与

之相似(数据未公开)。 

2.3  乙酰丁香酮对寡雄腐霉转化的影响 

分别在农杆菌菌液预培养阶段和农杆菌与寡

雄腐霉共培养阶段添加不同浓度的 AS，发现在对

寡雄腐霉进行侵染转化时，添加适当浓度的 AS

可以显著提升转化效果。当 AS 浓度在 300 µmol/L

时获得的转化子最多，超过 300 µmol/L 时反而不

利于转化子的获得。在预培养阶段和共培养阶段

都需要添加 AS 来促进寡雄腐霉的转化，而 AS 在

共培养阶段的影响效果更大一些，若是在共培养

阶段不添加 AS，就无法成功获得寡雄腐霉转化子

(图 4)。 
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图 2.  寡雄腐霉对 Basta 抗性试验 

Figure 2.  P. oligandrum on PDA media with different concentrations of Basta. 
 

 

图 3.  农杆菌菌株类型及侵染浓度对寡雄腐霉遗传转

化的影响  

Figure 3.  The effects of the strains and OD600 of A. 
tumefacien on transformation of P. oligandrum. 
Different capital and small letters indicate the 
significant difference at 0.01 and 0.05 levels. 
 

2.4  农杆菌介导转化寡雄腐霉影响因素 

采用农杆菌转化方法对寡雄腐霉进行基因遗

传转化时，受到了多种因素的影响，如受侵染真

菌孢子的浓度、农杆菌与真菌侵染时的体积比、

二者共培养时的条件等，对于不同的真菌所适用

的条件参数是不同的。研究发现，当寡雄腐霉孢

子悬浮液浓度小于 1×105 个/mL 时无法成功获得 

 

图 4.  乙酰丁香酮对寡雄腐霉遗传转化的影响 

Figure 4.  The effects of adding acetosyringone 
concentration during pre-cultivation and co-cultivation 
on transformation of P. oligandrum. Different capital 
and small letters indicate the significant difference at 
0.01 and 0.05 levels. 
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转化子；浓度介于 1.0×106–1.0×107 个/mL 时，可

以得到很好的转化效果，且浓度在 1.0×107 个/mL

时的转化效果最好；浓度超过 1.0×107 个/mL 时转

化率会降低(图 5-A)。故将寡雄腐霉孢子悬浮液的

浓度调至 1.0×106–1.0×107 个/mL 用于转化可获得

较高的转化率。 

农杆菌菌液与寡雄腐霉孢子悬浮液以一定比

例混合进行侵染，当二者比例在 1–10︰1 时可获

得很高的转化率，二者比例过小(0.5︰1.0)或比例

过大(100︰1)时都无法获得转化子(图 5-B)。农杆

菌菌液与寡雄腐霉孢子悬浮液混合，置于不同温

度下液体振荡共培养，在 23 °C 共培养时没有得到

转化子；而在适宜农杆菌生长的 28 °C 共培养时，

得到的转化子只有 3 个；在 25 °C 和 26 °C 共培养

时，能够很好地促进转化，随机挑取的 100 个抗性

菌落中分别得到 97 和 86 个转化子，此温度是转化

寡雄腐霉最佳共培养温度(图 5-C)。在 25–26 °C 共

培养时，寡雄腐霉转化子随着共培养时间的延长

而增加，当农杆菌菌液与寡雄腐霉孢子悬浮液共

同培养时间在 48–96 h 时，可以获得很好的转化效

果，共培养 72 h 时转化率达到峰值(图 5-D)。二者

共培养时的溶液 pH 值也会对转化结果有显著影

响，pH 值为 5.0 时，获得的转化子最多；pH 值大

于 5.3 时，寡雄腐霉的转化率就会下降；pH 值到

7.0 时不会产生转化子(图 5-E)。 

农杆菌菌液与寡雄腐霉孢子悬浮液共同培养 

 

图 5.  农杆菌介导转化寡雄腐霉影响因素 

Figure 5.  The factors on transformation Pythium oligandrum mediated by Agrobacterium tumefaciens. The effects 
of spores concentration (A), the proportion between the A. tumefacien and spores suspension (B), co-cultivation 
temperature (C), co-cultivation time (D), pH value (E) and reviving cultivation (F) on transformation of P. 
oligandrum. Different capital and small letters indicate the significant difference at 0.01 and 0.05 levels. 
 
 
 
 
 
 
 



王沛雅等 | 微生物学报, 2017, 57(10) 1589 

 

http://journals.im.ac.cn/actamicrocn 

 

72 h 后，向混合菌液中加入抗菌素除去农杆菌，

被侵染后的寡雄腐霉继续振荡恢复培养使其活力

增强。通过比较发现，不经历恢复培养直接将共

培养后的寡雄腐霉进行抗性选择所获得的转化子

较少，而恢复培养阶段可以很好地促进被侵染后

的寡雄腐霉菌体恢复生长活力增加转化效果，恢

复培养 24 h 即可显著提高转化效率(图 5-F)。 

2.5  寡雄腐霉转化子分子检测与荧光镜检 

对寡雄腐霉抗性转化子基因组 DNA 进行 egfp

基因(750 bp)和 bar 基因(500 bp)的 PCR 扩增，均得

到目的基因条带(图 6)。为了排除转化子表面黏附农

杆菌而导致假阳性的出现，用 T-DNA 区域外基因

vir 基因辅助检测，转化子均没有扩增到 vir 基因条

带，而携带 pCAMBIA3301-gpdA-EGFP 质粒的农杆

菌 EHA105 和 AGL-1 工程菌株均可扩增得到 vir 基

因条带(图 7)，说明获得的转化子无农杆菌污染。 

在 PCR 检测为阳性的寡雄腐霉转化子中随机

挑取 5 株菌株与野生型原始菌株的基因组 DNA 分

别用 Nde I 进行单酶切，T-DNA 区域内无该酶切位

点，按照试剂盒的方法进行 egfp基因的Southern blot

分析和检测。结果表明 egfp 基因已经整合到寡雄腐

霉基因组中，而且都是以单拷贝的方式整合 (图 8)。 

将寡雄腐霉抗性转化子菌体与野生型菌体置

于荧光显微镜 GFP 滤光片下进行荧光显微镜观

察，可见到转化菌丝发出明亮的绿色荧光，而野

生型菌丝只有微弱的自荧光现象(图 9)。表明研究

所得寡雄腐霉转化子可以正常表达绿色荧光蛋

白，egfp 基因已整合入其基因组中。 

 

 

图 6.  寡雄腐霉抗性转化子 PCR 检测结果 

Figure 6.  PCR analysis of P. oligandrum transformants. A: PCR analysis of egfp gene. B: PCR analysis of bar 
gene. CK+: pCAMBIA3301-gpdA-EGFP; CK–: Wild type; lane 1–10: Transformants; lane 11: H2O. 

 

 

图 7. 寡雄腐霉抗性转化子 vir 基因 PCR 检测结果 

Figure 7.  PCR analysis of vir gene. CK1: EHA105; CK2: AGL-1; WT: Wild type; lane 1–8: transformants. 
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图 8.  寡雄腐霉转化子 Southern blot 分析 

Figure 8.  Southern blot analysis of P. oligandrum transformants. T1–T5: transformants of P. oligandrum; WT: 
Wild type of P. oligandrum. 

 

图 9.  荧光倒置显微镜观察寡雄腐霉转化菌株菌丝(400×) 
Figure 9.  Observations of transformants of P. oligandrum using fluorescent microscope (400×). A: The mycelia 
of transformants under bright field image. B: The mycelia of transformants under the fluorescence microscopy. C: 
The mycelia of wild type under bright field image. D: The mycelia of wild type under the fluorescence microscopy. 
Scale bar=500 µm. 
 

3  讨论 

与其他转化方法相比，农杆菌介导的真菌遗

传转化具有诸多优势：农杆菌可以转化完整的细

胞，如孢子、菌丝、子实体等，这就免去了制备

原生质体的麻烦；农杆菌转化系统转化效率高，
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农杆菌介导的淡紫拟青霉菌每 106 个孢子能获得

高达 2400 个转化子[15]，比其他真菌转化方法的

转化率高很多；产生的突变体大部分为单拷贝插

入突变体；而且该方法产生的转化子稳定。真菌

孢子是一种有繁殖作用的休眠细胞，能直接发育

成新个体，因其为独立单核细胞、性状稳定、容

易获得，常作为丝状真菌的转化受体，可以得到

后代不分离的转化子，避免了真菌菌丝多核所造

成的转化子不稳定的难题。故本研究选用寡雄腐霉真

菌孢子作为转化受体，得到 130 个转化子/106个孢子

的转化效率，检测的 5 株转化子菌株均为单拷贝

插入。 

农杆菌介导的遗传转化已在多种丝状真菌

中得到成功应用，但转化效率在不同的真菌种属

之间存在显著差异。我们在对寡雄腐霉进行农杆

菌介导的遗传转化时参考过同属于腐霉属的贵

阳腐霉转化条件[16]，可是未能转化成功，可见即

使是同属的真菌，其转化条件也不尽相同。最终

的转化结果受到很多因素的影响，如真菌菌种、

孢子量、农杆菌菌株类型、AS 浓度、诱导培养

基、农杆菌侵染浓度、共培养方式、共培养 pH

值、共培养温度和共培养时间等。大量研究表明

农杆菌 AGL-1 菌株的 vir 毒力很强，对真菌的侵

染力较好，菌液侵染浓度 OD600 在 0.3–0.8 之间，

而侵染后的共培养方式几乎都采用固体平板暗

培养，大都用潮霉素抗性作为筛选标记，得到的

转化子数差异很大(表1)[11–29]。本研究选择了常用

的 3 种农杆菌菌株(EHA105、AGL-1、LBA4404)

分别侵染寡雄腐霉，发现虽然 AGL-1 菌株是 vir

毒力很强的菌株，可是其对寡雄腐霉菌的侵染转

化效果不如 EHA105 菌株，对于寡雄腐霉来说

LBA4404 菌株的侵染效果不理想；在本研究转化

过程中这 3 种农杆菌菌株适宜的转化条件基本相

同，只是不同农杆菌菌株适宜的侵染浓度有所差

异。选用 PDB、1/2MS 液体以及其他 2 种文献中

常用的诱导培养基进行比较，发现 PDB 作为诱导

培养基是很好的选择，转化效果好也易于配制。

在大多数文献中报道转化共培养的 pH 值大于等

于 5.3 时转化效果好(表 1)，而我们发现寡雄腐霉

转化时 pH 值在 5.0 的转化率要显著高于 pH 值在

5.3 的，pH 值大于 5.8 就无法转化成功。AS 有助

于寡雄腐霉的遗传转化，在预培养阶段和共培养

阶段都需要添加 AS 来促进寡雄腐霉的转化，而

AS 在共培养阶段的影响效果更显著一些，若是

在共培养阶段不添加 AS，就无法成功获得转化

子；当 AS 浓度在 300 µmol/L 时获得的转化子最

多，超过 300 µmol/L 时不利于转化子的获得，高

浓度的 AS 由于存在细胞毒性会降低转化的效

率。另外，本研究过程添加了“恢复培养”阶段，

目的是让被农杆菌侵染后的寡雄腐霉经历恢复

培养阶段使其活力增强，通过比较发现，不经历

恢复培养直接将共培养后的寡雄腐霉进行抗性

选择所获得的转化子较少，而恢复培养阶段可以

显著促进被侵染后的寡雄腐霉菌体恢复生长活

力增加转化效果。 

利用此转化系统可广泛深入地对生防真菌

寡雄腐霉进行遗传转化研究，建立突变体库，筛

选出有价值的工程菌株。有助于克隆生防功能基

因并对其分子调控机理深入研究，为培育优质高

效的生防工程菌提供技术支撑。 
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Hui Yang1,2* 
1 Institute of Biology, Gansu Academy of Sciences, Lanzhou 730030, Gansu Province, China 
2 Key Laboratory of Microbial Resources Exploition and Application of Gansu Province, Lanzhou 730030, Gansu Province, 
China 

Abstract: [Objective] Pythium oligandrum is an environmental friendly mycoparasitic biocontrol fungus that can 

antagonize several plant pathogens and promote plant growth. We constructed Agrobacterium 

tumefaciens-mediated transformation of P. oligandrum. [Methods] Three A. tumefaciens strains: EH105, AGL-1 

and LBA4404 were compared to find out the strain which showed the best genetic transformation efficiency within 

P. oligandrum. The factors of transformation system were screened and optimized to establish the genetic 

transformation system within P. oligandrum mediated by Agrobacterium tumefaciens. [Results] EHA105 strain 

showed the best genetic transform efficiency within P. oligandrum among three tested strains, followed by AGL-1 

strain, and LBA4404 strain performed poorly. Then, the optimized genetic transformation system was as follows: 

A. tumefaciens EHA105 (OD600=0.6) suspension was mixed with P. oligandrum (106–107 spores per milliliter) 

suspension in a proportion of 1–10 : 1, then incubated in dark conditions for 72 h between 25 and 26 °C in the 

presence of induction medium (pH 5.0) containing acetosyringone at 300 µmol/L. Afterwards, antibiotic was added 

in to eliminate A. tumefaciens before 24 hours reviving cultivation. In the end, the transformants were selected by 

medium containing 200 mg/L of Basta and 250 mg/L of cefotaxime sodium on PDA. In this work, egfp was 

successfully transformed into P. oligandrum with the efficiency of 130 transformants per 106 spores. [Conclusion] 

We developed an Agrobacterium tumefaciens-mediated genetic transformation system for P. oligandrum for the 

first time to provide powerful tool for the study of P. oligandrum molecular breeding and biological control 

mechanisms. 

Keywords: Pythium oligandrum, biocontrol fungus, Agrobacterium tumefaciens, genetic transformation, enhanced 

green fluorescent protein gene 

 

(本文责编：张晓丽) 
                           

Supported by the International Science and Technology Cooperation Program of Gansu Province (1504WKCA073), by the 

Project for Basic Innovative Research Group (1606RJLA325) and by the Project for Basic Innovative Research Group of Gansu 
Academy of Sciences (CX201601) 
*Corresponding author. Tel: +86-931-8618085; E-mail: yanghui43@163.com 
Received: 3 March 2017; Revised: 31 May 2017; Published online: 6 July 2017 


