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摘 要：【目的】阐明精氨酸甲基转移酶在灰葡萄孢(Botrytis cinerea)生长发育及致病过程中的作

用。【方法】利用生物信息学手段对灰葡萄孢、酿酒酵母 (Saccharomyces cerevisiae)、禾谷镰孢

(Fusarium graminearum)、稻瘟病菌(Magnaporthe oryzae)等 8 种真菌的精氨酸甲基转移酶 HMT2 进

行序列比对、系统发育分析与保守结构域预测，明确了灰葡萄孢中编码该酶的基因为 BcHMT2。

通过同源重组技术构建 BcHMT2 基因敲除突变体，并进行表型鉴定与致病力分析。【结果】

BcHMT2 敲除突变体生长速率显著减慢，菌核产量和产孢量均降低；菌丝细胞变小，细胞壁降解

酶活性降低，分生孢子形态异常。此外，该突变体对番茄果实和烟草叶片的致病力明显减弱。

【结论】本研究揭示了 BcHMT2 在调控灰葡萄孢生长发育及致病过程中的作用，为灰葡萄孢防控

研究提供了新见解。
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Abstract: [Objective] To elucidate the role of arginine methyltransferase in the growth, 

development, and pathogenicity of Botrytis cinerea. [Methods] Bioinformatics approaches were 

used to perform sequence alignment, phylogenetic analysis, and conserved domain prediction 

of the arginine methyltransferase HMT2 from eight fungal species, including B. cinerea, 

Saccharomyces cerevisiae, Fusarium graminearum, and Magnaporthe oryzae. The gene encoding 

this enzyme in B. cinerea was identified as BcHMT2. The BcHMT2-deleted mutant was constructed 

via homologous recombination, followed by phenotypic characterization and pathogenicity assays. 

[Results] The BcHMT2-deleted mutant exhibited a significantly reduced growth rate, significantly 

weakend cell wall-degrading enzyme activity, and decreased sclerotial production and conidiation. 

Meanwhile, the hyphal cells became smaller and the conidial morphology was abnormal. In 

addition, the mutant displayed markedly attenuated pathogenicity on tomato fruits and tobacco 

leaves. [Conclusion] This study reveals the regulatory role of BcHMT2 in the growth, 

development, and pathogenicity of B. cinerea, providing novel insights into the research on the 

prevention and control of gray mold.

Keywords: Botrytis cinerea; arginine methyltransferase; BcHMT2; growth and development; 

pathogenicity

灰葡萄孢(Botrytis cinerea)是一种危害性较

强的植物病原真菌，该菌种有性繁殖阶段归类

于子囊菌门葡萄孢盘菌属，无性繁殖阶段则属

于盘菌亚门葡萄孢属[1-2]。在自然界中，灰葡萄

孢主要以无性态形式存在和传播。该菌分生孢

子梗通常丛生，细长且呈灰色至褐色，顶端膨

大并产生小突起，其上着生球形或椭球形的分

生孢子[3]。灰葡萄孢分布广泛，传播迅速，不仅

是真菌分子生物学研究的重要模式生物，也是

农业生产中的毁灭性病原物。它主要通过分生

孢子、菌丝、侵染垫及菌核侵染寄主，可侵染

超过 2 000 种植物，引发灰霉病，造成巨大的经

济损失[4]。

灰葡萄孢的致病机制复杂，主要包括 3 个

阶段：穿透寄主表皮、降解寄主细胞壁以及诱

导寄主细胞死亡[5]。当寄主出现伤口时，灰葡萄

孢的菌丝和分生孢子可通过表皮损伤直接侵入

寄主组织，或利用侵染垫和附着胞等特化结构

入侵植物幼嫩部位[6]。分生孢子附着于寄主表皮

后会迅速形成附着胞，进而侵入寄主细胞。在

这一过程中，侵染垫和附着胞起着至关重要的

作用[7-8]。侵入后，灰葡萄孢可分泌多种细胞壁
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降解酶，涵盖多聚半乳糖醛酸酶、果胶酯酶、

纤维素酶等，通过分解植物细胞壁的核心组分

实现侵染[9-10]。

蛋白质翻译后修饰是调控蛋白功能的重要

方式，其中组蛋白甲基化修饰尤为关键。甲基

化修饰多发生于赖氨酸、精氨酸残基的侧链区

域：赖氨酸位点可形成单甲基化、二甲基化及

三甲基化修饰，精氨酸则以单甲基化、对称性

二甲基化或非对称性二甲基化修饰为主[11]。精

氨酸甲基化由蛋白质精氨酸甲基转移酶(protein 

arginine methyltransferases, PRMTs)催化，并以

S-腺苷甲硫氨酸(S-adenosylmethionine, SAM)为

甲基供体，使蛋白质精氨酸残基的胍氮原子甲

基化[12]。目前，植物中 PRMTs 的研究主要集中

在拟南芥和水稻等模式植物中，拟南芥基因组

中已鉴定出 9 种 PRMTs[13]，水稻中鉴定出

8 种[14]。在酿酒酵母中，已鉴定出 Hmt1、Hsl7

和 Rmt2 共 3 种 PRMTs，其中 Hmt1 作为主要的

精氨酸甲基转移酶，参与核质转运、转录激活

与延伸、mRNA 剪接及信号转导等多种生物学

过程。在禾谷镰孢中，AMT1 被证实发挥主要

生物学功能，其缺失会导致病菌侵染力与致病

力显著下降[15]。尽管精氨酸甲基转移酶在多种

丝状真菌中已有研究，但其在灰葡萄孢中的功

能尚无报道。因此，本研究利用生物信息学方

法从灰葡萄孢中鉴定出精氨酸甲基转移酶基因

BcHMT2，通过构建其敲除突变体分析其对灰葡

萄孢生长、发育及致病力的影响。本研究旨在

明确精氨酸甲基转移酶在灰葡萄孢生长发育及

致病过程中的功能与调控机制，一方面为深入

解析该病原菌的致病分子机理夯实理论基础，

另一方面也为筛选新型防治靶点、攻克灰霉病

防控难题提供科学依据。

1　　材料与方法材料与方法

1.1　材料

本研究所使用的同源重组载体为 pBS-pUC

载体。供试菌株为灰葡萄孢(Botrytis cinerea)野

生型 B05.10，番茄品种为‘京樊 502’，烟草品种

为本氏烟草(Nicotiana benthamiana)。以上材料

均由本实验室提供。

1.2　灰葡萄孢 BcHMT2 基因的生物信息

学分析

利用 Ensembl Fungi 数据库(http://fungi.ensembl.

org/index.html)和 NCBI 数据库(http://www.ncbi.

nlm.nih.gov)，获取灰葡萄孢 (Botrytis cinerea)、

酿酒酵母(Saccharomyces cerevisiae)、禾谷镰孢

(Fusarium graminearum)、稻瘟病菌(Magnaporthe 

oryzae)、粗糙脉孢菌(Neurospora crassa)、黄曲

霉 (Aspergillus flavus)、 构 巢 曲 霉 (Aspergillus 

nidulans)和白色念珠菌(Candida albicans) 8 种真

菌的 HMT2 蛋白序列。借助 ClustalX2 软件完成

上述蛋白序列的多序列比对，再利用 MEGA 7.0

软件采用邻接法(neighbor-joining method)构建系

统发育树，设置 bootstrap 重复次数为 500 次，

以验证发育关系的可信度。

1.3　BcHMT2 基因敲除突变体的构建

根据灰葡萄孢全基因组 DNA 序列设计

BcHMT2 基因前后 800 bp 分别为前、后同源臂。

将前、后同源臂分别与 pBS-pUC 载体连接，构

建重组载体。通过原生质体转化技术将重组载

体转入灰葡萄孢 B05.10 的原生质体中。转化成

功后，用含 0.1% 潮霉素和 0.2% 氨苄青霉素

(ampicillin, Amp)的 RPDA 培养基覆盖长出的菌

丝。待单菌落长出后，将其转移至相同抗性的

PDA 培养基上，于 20 ℃黑暗条件下培养。挑取

菌落边缘菌丝转接至双抗 PDA 培养基，重复筛

选至少 3 次。

1.4　敲除转化子的分子鉴定

采用 CTAB 法分别提取灰葡萄孢野生型

B05.10 和 3 个转化子的基因组 DNA，作为 PCR

模板进行 DNA 水平鉴定。分别提取灰葡萄孢野

生型 B05.10 和 3 个转化子的 RNA，然后用七步

法反转录试剂盒(Biosharp 公司)合成 cDNA，具
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体步骤详见试剂盒说明书。以 Tubulin 基因为内

参基因，以野生型 B05.10 和 3 个转化子的

cDNA 为模板，利用 qPCR 技术检测 3 个转化子

中 BcHMT2 基因的表达水平。扩增体系(20 μL)：

cDNA 3 μL，2×Hieff qPCR SYBR Green Master 

Mix (No Rox) 7 μL，上、下游引物(10 µmol/L)各

0.4 μL，ddH2O 9.2 μL。反应程序：95 ℃预变性

6 min；95 ℃变性 10 s，59.5 ℃退火 20 s，72 ℃

延伸 20 s，共 40 个循环。此外，将野生型和

3 个转化子接种到 PDA 培养基中培养 14 d 后，

提取各菌株的总蛋白：取研磨好的样品 1 g，加

入蛋白提取液 1 mL，冰浴 10 min (每 2 min 混匀

1 次)，4 ℃、12 000 r/min 离心 20 min，将上清

分装后置于−80 ℃冰箱保存。然后利用 Western 

blotting 技术进行组蛋白 H3 及 H3R2me2a 的杂

交检测。本研究所用引物见表 1。

1.5　ΔBcHMT2 突变体的菌落形态观察

及生长速率测定

采用 8 mm 打孔器在同一生长阶段的野生型

菌株与 ΔBcHMT2 突变体菌株菌落边缘打取菌

饼，转接至无抗性 PDA 培养基，置于 20 ℃黑

暗环境培养 4 d。每日固定时段测定并记录菌落

直径，各菌株均设置 3 次生物学重复。利用

GraphPad Prism 软件对数据进行单因素方差分析，

*：P<0.05 差异显著；**：P<0.01 差异极显著。

1.6　ΔBcHMT2 突变体的菌丝形态观察

分别将同时期的野生型和 ΔBcHMT2 突变体

菌株接种到无抗性 PDA 培养基上，并在每个培

养基中斜插 3 片灭菌盖玻片。于 20 ℃黑暗条件

下培养 5 d 后，利用光学显微镜观察菌丝形态，

测量并记录野生型 B05.10 及突变体菌丝细胞的

长度和宽度。每株菌株设置 3 个重复。

表1　BcHMT2敲除载体构建引物

Table 1　Primers for construction of the BcHMT2 knockout vector

Gene names

BcHMT2

BcHMT2

BcHMT2, hygromycin B

BcHMT2, hygromycin B

BcHMT2, hygromycin B

BcHMT2

BcHMT2

BcHMT2

Tubulin

Primer names

BcHMT2-I-F

BcHMT2-I-R

BcHMT2-Ⅱ-F

BcHMT2-Ⅱ-R

BcHMT2-P1

BcHMT2-P2

BcHMT2-P3

BcHMT2-P4

BcHMT2-P5

BcHMT2-P6

BcHMT2-P7

BcHMT2-P8

BcHMT2-P9

BcHMT2-P10

BcHMT2-qRT-F

BcHMT2-qRT-R

Tubulin-F

Tubulin-R

Primer sequences (5′→3′)

GCGGCCGCGAAAATTCTGAGCGGTTAAGGATT

ACTAGTGATTATGTTTGTATTGTGCTTGGAA

CTCGAGAGAGCTCTTCCAAATTCCTAAGTAA

GGTACCATCCCCCGGGTATACTTTCCA

CCAGGGCCATCGAGCTTCAATATC

AGGCGATGTTCGGGGATTC

GTAGAAACCATCGGCGCAG

AAACCCAACCTGTCTGCAGACCAAA

CTATTCCTTTGCCCTCGGA

ATGAAAAAGCCTGAACTCACCGC

TCCTTGCAATGTTGAATCATAGCAT

AGGTGACACATTGGAAACAAGGTGT

ATATAAATTAACGGCGAGGAGGTAA

TCTTCAACATATAATTTAGTGCCGG

GTACCGATGCCTACCGTGAC

CACCAGCTTTGGCACAGAAC

TCTGGCGAGCACGGTCTTGACGGTT

TGGCTCCAAATCGACGAGGACGGCA
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1.7　ΔBcHMT2 突变体胞壁降解酶活性

测定

取野生型和 ΔBcHMT2 突变体的菌盘放入液

体 PDB 中，在黑暗条件下培养 15 d，取出菌片

并用液氮速冻。称取 0.1 g 菌片进行研磨，提取

菌株胞内细胞壁降解酶；采用过滤去除菌丝后

的发酵液，检测对应菌株的胞外酶活性。利用

果胶酶活性检测试剂盒(Biopike 公司)和纤维素

酶活性检测试剂盒(北京索莱宝科技有限公司)，

结 合 酶 标 仪 检 测 各 菌 株 细 胞 内 、 果 胶 酶

(polygalacturonase, PG)和纤维素酶(cellulase, Cx)

的活性。设置 3 组重复。

1.8　ΔBcHMT2 突变体分生孢子形态和

产孢量测定

将同一生长期的野生型、ΔBcHMT2 突变体

菌株接种至无抗性 PDA 培养基，置于真菌培养

箱培养 15 d。用适量的 ddH2O 冲洗平皿中的菌

丝 2−3 次，通过 4 层纱布过滤制备分生孢子悬

浮液，并使用血球计数板统计分生孢子数量。

将分生孢子悬浮液吹吸混匀后，在显微镜下观

察分生孢子的形态。每株菌株设置 3 个重复。

1.9　ΔBcHMT2 突变体的致病力测定

分别将同一生长时期的野生型和 ΔBcHMT2

突变体菌株接种到无抗性 PDA 培养基上，培养

7 d 后，各自取直径为 10 mm 的菌盘，均匀放置

于番茄和烟草叶片上。将接种后的植物置于

保湿缸中，于 25 ℃黑暗条件下培养，接种

2 d 后记录病斑面积并拍照。每种处理设置

3 组重复。

2　　结果与分析结果与分析

2.1　灰葡萄孢精氨酸甲基转移酶基因

BcHMT2 的鉴定

通过 Ensembl Fungi 和 NCBI 数据库获取灰

葡萄孢、酿酒酵母、禾谷镰孢、稻瘟病菌、粗

糙脉孢菌、黄曲霉、构巢曲霉和白色念珠菌

共 8 种真菌的 HMT2 蛋白序列，利用 MEGA 

7.0 软件进行多序列比对及系统发育分析。结果

显示，8 种真菌的 HMT2 蛋白序列相似性较高

(图 1A)，其中 BcHMT2 与其余 7 种蛋白的序

列 相似性分别为 57.05%、 47.39%、 56.82%、

56.88%、60.04%、57.67%、50.17%，表明 HMT2

在真菌界具有高度保守性且同源关系密切。进

一步利用 SMART 和 Pfam 数据库分析保守结构

域，并通过 IBS 软件绘制结构域图谱，发现所

有供试真菌的 HMT2 蛋白均含有典型的甲基转

移酶(methyltransferase)结构域(图 1B)。基于上述

生物信息学分析，初步推断 BcHMT2 为灰葡萄

孢中编码精氨酸甲基转移酶的基因。

2.2　BcHMT2 敲除突变体的构建与分子

鉴定

依 据 BcHMT2 基 因 敲 除 策 略 设 计 引 物

(图 2A)，对获得的 3 株转化子进行分子鉴定。

DNA 水平鉴定显示，利用同源臂引物 P1/P2 和

P3/P4 扩增，3 株转化子均获得约 1 400 bp 的目

标条带，而野生型 B05.10 未扩增出相应条带；

利用潮霉素特异性引物 P5/P6 扩增，转化子获得

约 800 bp 条带，野生型无条带。进一步利用验

证引物 P1/P7、 P8/P4、 P9/P7 和 P8/P10 进行

PCR 鉴定，结果显示野生型 B05.10 扩增出约

800 bp (P1/P7 和 P8/P4) 和 1 500 bp (P9/P7 和

P8/P10)的特异性条带，而转化子未获得相应条

带(图 2B)，证明 BcHMT2 基因已被成功替换。

转录水平检测显示，3 株转化子中 BcHMT2

基因的表达量较野生型均显著降低(图 2C)。蛋

白水平上，Western blotting 检测组蛋白甲基化修

饰水平发现，与野生型相比，转化子中组蛋白

H3R2me2a 的甲基化水平显著下降，而组蛋白

H3 作为内参保持一致(图 2D)。上述结果证实成

功构建了 BcHMT2 基因敲除突变体，将其命名

为 ΔBcHMT2-1、ΔBcHMT2-2、ΔBcHMT2-3。
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2.3　ΔBcHMT2 突变体菌落形态观察及

生长速率测定

将野生型 B05.10 和 3 株 ΔBcHMT2 突变体

接种于无抗性 PDA 培养基上，在相同条件下培

养观察。结果显示，ΔBcHMT2 突变体菌落颜

色较野生型(灰色)略浅，且菌核产量明显减少

(图 3A)。生长速率测定表明，突变体的生长受

到显著抑制：培养 4 d 后，野生型菌落直径达到

9.00 cm，而 3 株突变体的菌落直径分别仅为

7.41、7.50、8.00 cm (图 3B)。这表明 BcHMT2

图1　BcHMT2的系统发育分析与保守结构域

Figure 1　 Phylogenetic analysis of BcHMT2 and conserved domains of BcHMT2. A: Multiple sequence 

alignment of BcHMT2 homologous sequences; B: Phylogenetic tree and conserved domains of BcHMT2.
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基因对灰葡萄孢的营养生长至关重要。

2.4　ΔBcHMT2 突变体菌丝形态观察

显微镜观察发现，ΔBcHMT2 突变体的菌丝

形态发生明显变化，表现为菌丝直径变细、分

支减少(图 4A)。形态测量结果显示，突变体菌

丝细胞的长度和宽度均极显著减小(图 4B)，表

明 BcHMT2 基因缺失影响了菌丝的细胞骨架构

建或细胞壁合成。

图2　BcHMT2敲除突变体的分子鉴定

Figure 2　Molecular identification of the BcHMT2 knockout mutants. A: Schematic diagram of the knockout 

strategy and primer design; B: DNA-level identification of transformants (W: B05.10, 1: Transformant); C: qPCR 

analysis of transformants; D: Western blotting analysis of histone methylation levels in transformants (** 

indicates P<0.01).
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2.5　ΔBcHMT2 突变体胞壁降解酶活性

测定

利用果胶酶和纤维素酶活性检测试剂盒检

测野生型和 3 个 ΔBcHMT2 突变体胞内(图 5A)、

胞外(图 5B)果胶酶(PG)和纤维素酶(Cx)的酶活

性。结果发现，与野生型相比，3 个 ΔBcHMT2

突变体的 2 种酶活性均显著降低，表明 BcHMT2

基因在该过程中发挥正调控作用。

2.6　ΔBcHMT2 突变体分生孢子形态及

产孢量分析

为探究 BcHMT2 基因对灰葡萄孢分生孢子

发育的影响，利用光学显微镜观察野生型和突

变体菌株的分生孢子形态。结果显示，野生型

分生孢子呈饱满的椭圆形或圆形，而突变体的

分生孢子体积明显偏小，形态多为不规则椭圆

形(图 6A)。散点图统计进一步证实了突变体分

图3　野生型和突变体的菌落形态及生长速率

Figure 3　Colony morphology and growth rate of wild-type and mutant strains. A: Colony morphology on PDA 

medium; B: Determination of growth rate.
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生孢子长宽比的异常(图 6B)。产孢量测定结果

显示，3 株突变体的产孢量均极显著低于野生型

(图 6C)，表明 BcHMT2 基因是灰葡萄孢正常产

孢所必需的。

2.7　BcHMT2 基因对病菌致病力的影响

致病力测定结果显示，接种野生型菌株的

番茄果实和烟草叶片均出现明显的腐烂症状和

病斑扩展；而接种 ΔBcHMT2 突变体的组织仅出

现小型水浸状斑点，侵染能力明显减弱(图 7A、

7C)。分析表明，突变体在番茄和烟草上的病斑

面积均极显著小于野生型(图 7B、7D)。上述结

果表明，BcHMT2 基因的缺失导致灰葡萄孢致病

力大幅下降。

3　　讨论与结论讨论与结论

蛋白质精氨酸甲基转移酶(PRMTs)在真菌界

具有高度保守性，且在真菌生长发育调控及

致病过程中具有重要生物学功能[16]。在稻瘟

病菌 (Magnaporthe oryzae) 中，基因组编码的

4 种精氨酸甲基转移酶中 MoHMT1 基因被证

实是菌丝发育和分生孢子形成所必需的，敲除

MoHMT1 基因导致菌落颜色变浅、生长速率减

缓及产孢量显著下降[17]。在禾谷镰孢(Fusarium 

graminearum)中，组蛋白精氨酸甲基转移酶

AMT1 调控病菌的营养生长，其缺失突变体表现

出明显的生长抑制表型[18]。在黄曲霉(Aspergillus 

flavus)中，rmtA 不仅调节菌核的形成，还是黄

图4　野生型和突变体的菌丝形态观察

Figure 4　Hyphal morphology in wild-type and mutant strains. A: Hyphal morphology under light microscopy 

(scale bar: 100 μm); B: Statistical analysis of hyphal cell length and width (**: P<0.01).
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曲霉毒素 B1 合成及其他代谢产物合成的关键

调控因子[19]。此外，在白色念珠菌 (Candida 

albicans)中，CaHMT1 基因的缺失导致不对称二

甲基精氨酸和 ω-单甲基精氨酸水平显著降低，

表明其在精氨酸甲基化修饰中占据主导地位[20]。

近年来的研究进一步揭示了 PRMTs 在病原

菌致病过程中的关键调控功能。稻瘟病菌作为

全球性的主要作物病原菌，其 MoHMT1 基因敲

除突变体在接种水稻和大麦幼苗后未能形成明

显病斑，证实了 MoHMT1 在致病过程中的不可

或缺性[16-17]。在黄曲霉中， rmtA 通过正调控

veA 基因的表达进而影响黄曲霉毒素 B1 的合成

及 aflJ 等基因的表达，深度参与了致病与毒素

合成的调控网络[21]。

本研究利用同源重组技术，获得了灰葡萄

孢 BcHMT2 基因的敲除突变体 (ΔBcHMT2-1、

ΔBcHMT2-2 和 ΔBcHMT2-3)。表型分析结果显

示，与野生型 B05.10 相比，BcHMT2 缺失导致

菌落颜色变浅、生长速率显著减慢、菌核产量

降低。微观形态观察发现，突变体菌丝细胞变

图5　ΔBcHMT2突变体胞壁降解酶活性测定

Figure 5　 Analysis of cell wall degrading enzyme activity in ΔBcHMT2 mutants. A: Intracellular cell wall 

degrading enzyme activity assay; B: Extracellular cell wall degrading enzyme activity assay (**: P<0.01).
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小、分生孢子形态异常(体积偏小且呈不规则椭

圆形)。更重要的是，致病力测定表明，突变体

对番茄果实和烟草叶片的致病力显著减弱，病

斑扩展受到明显抑制。这些表型特征与稻瘟病

菌 MoHMT1 和禾谷镰孢 AMT1 的缺失表型具有

高度相似性，进一步证实了 HMT2 家族基因在

丝状真菌生长发育和致病过程中的保守功能。

Western blotting 结果显示，BcHMT2 的缺失导致

组蛋白 H3R2me2a (不对称二甲基化)水平显著降

低，这与白色念珠菌中 CaHMT1 的功能一致，

表明 BcHMT2 主要通过催化组蛋白 H3R2 的不

对称二甲基化修饰，进而调控下游基因的表达，

最终影响灰葡萄孢的形态建成和致病力。

综上所述，本研究明确了精氨酸甲基转移

酶基因 BcHMT2 在灰葡萄孢中的关键生物学功

能。BcHMT2 不仅调控灰葡萄孢的营养生长、菌

丝形态和分生孢子发育，还对其致病力具有重

要的正向调控作用。本研究不仅丰富了对灰葡

图6　野生型和突变体分生孢子形态及产孢量

Figure 6　Conidial morphology and conidiation yield in wild-type and mutant strains. A: Conidial morphology 

(scale bar: 100 μm); B: Scatter plot of conidial length-width ratio; C: Statistical analysis of conidial production 

(** indicates P<0.01).
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萄孢表观遗传调控机制的理解，也为开发以

PRMTs 为靶标的新型杀菌剂提供了理论依据和

潜在的基因资源。后续研究将进一步解析

BcHMT2 调控的下游靶基因网络及其在灰霉病防

治中的应用潜力。
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图7　突变体和野生型的致病力分析

Figure 7　Pathogenicity analysis of wild-type and mutant strains. A: Pathogenic symptoms on tomato fruits; B: 

Statistical analysis of lesion area on tomato fruits; C: Pathogenic symptoms on tobacco leaves; D: Statistical 

analysis of lesion area on tobacco leaves. **: P<0.01.
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