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摘要;采用 C$cD分析技术和 ?t,E!",5C-$间隔区段7+*,:Cu)c分析2分别对分离自江汉平原及其周

缘地区的花生根瘤菌进行了遗传多样性和系统发育研究H结果表明2全部供试菌株分别在 8Av和 w#v的

相似性水平分为 +G++两群H供试花生根瘤菌与参比菌株 x1yz{|}~!"#和 x1$%&z}~~聚在群 ’2参比菌株

()~*|+~"#,~}|-)~*|+~"#G.$/|-)~*|+~"#和 01-|+z!2$-~"#聚在群3H供试花生根瘤菌的遗传多样性及其

在系统发育中的地位主要受地域因素的影响2来自江汉平原中心地带天门和潜江的菌株在 9tv以上的相

似性水平上聚在一起H处于周边地带的武汉和荆州2由于其特定的地理因素的影响2菌株的多样性更为丰

富2部分菌株在分类上与其它地域的菌株相互融合2并在较高的相似水平存在一定摆动性H来自外缘随州

的菌株2表现了明显的地理分隔作用2其在系统演化中的地位相对独立H总体上从平原腹地到外缘地区2根

瘤菌地理分隔作用逐渐明显2在平原外缘的交接地带2根瘤菌的多样性最为丰富H
关键词;花生根瘤菌BC$cDB?t,E!",B+*,c%CECu)cB遗传多样性
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花生gmnINoMpoqJKrIQIh是世界上种植面积最大的油料作物4由于营养丰富而在食品s饲料等领域有

着广泛的用途t在长江流域春s夏花生交作区4花生是种植面积仅次于油菜的第二大油料作物t由于花生具

有耐旱s抗瘠等优点4已在汉水和长江交汇的江汉平原广泛地种植t与花生共生固氮的花生根瘤菌

gGnIuqnoMvKwMOP#+gmnINoMphh在分类上属于变形菌门 xb亚门慢生根瘤菌属4它与花生形成的根瘤共生体

能固定空气中的氮气4提供给植物氮素营养对花生的产量s品质等都有显著的影响4可使花生在贫瘠的环

境中能良好生长t因此研究花生根瘤菌分布上的遗传多样性及系统演化具有重要的理论意义和一定的应

用前景t

?,@A技术是 5%""%!1#y‘z等提出并首先采用的一种多态性分析技术4它运用多个 k{‘e碱基的随机引

物对基因组进行随机扩增4通过对 @>?产物的计算机辅助分析来反映基因组 A|,的多态性t由于 ?,@A
具有简便s快捷和灵敏度高等优点4它在遗传多样性和系统发育研究中广泛采用yczt已知细菌存在高度保

守的 *?|,序列4它们同处于一个 **&操纵子之中4其排列顺序为 i}b‘a.bcd.bi.bd}t已知 *?|,基因与

/?|,基因相间排列4/?|,基因常位于 *?|,基因之间4但在种类s数量和定位方面没有固定的模式4存

在着丰富的多样性t由于细菌 ‘a.bcd.*A|,间隔区段gBC.h受自然选择压力相对较小4其变异辐度比

*?|,大t因而近年来许多研究者已将 BC.b?DE@分析运用于微生物多样性研究4其 ?DE@分析结果能够

反映出亲缘关系很近的菌株间的差异yd{izt
本研究采用 ?,@A和 ‘a.bcd.*?|,BC.@>?b?DE@技术从基因组水平上系统考察了江汉平原及其

周边地区花生根瘤菌的遗传多样性以及不同地域的菌株在系统发育中的地位和相互关系t

~ 材料和方法

~-~ 花生植株和根瘤样品的采集

采样地选取江汉平原腹地的天门张洪和渔薪s潜江泽口和竹根滩的油沙土区4汉水和长江交汇处及其

周边地区的武昌洪山黄壤土和东西湖油沙土区4外缘的荆州江陵和暨南城的汕沙土区和远缘的随州洛河

黄壤地和淅河油沙土地t每一采样地用 i点取样4每点分单株随机采取花生植株4并立即用冰盒保存t对周

边地区如随州的采样先摘取根部的根瘤放入内置有无水 >!>"c和硅胶的螺口玻璃瓶中带回实验室后分

菌t

~!" 引物

表 ‘给出供试引物t

~!# 供试根瘤菌

供试 ij株花生根瘤菌和 ‘a株代表种属于的参比菌株见表 ct

~-$ 根瘤菌的分离s纯化s回接与有效性试验
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将经过表面灭菌处理的根瘤夹破!在含有 "#""$%结晶紫的 &’(固体平板上划线培养)*+$",后挑

取长出的分离物!经过稀释涂皿纯化!挑取单菌落!用革兰氏染色法进行显微观察并接种于 -.液体培养基

中于 */0震荡培养不生长者初步确定为根瘤菌)将分离物回接原宿主植物用双层钵法进行植物盆栽的方

法如下1含有 23453678无氮植物营养液的砂玻经过 $9$0灭菌 $4后!每钵播种 $粒已经催芽的种子!播种

*,后于根系接种 $:;代试菌悬液<约 $"/=:;>)每一处理设 *个重复)根据结瘤与否确定是否为根瘤菌)并

通过比较供试接种根瘤菌植株与对照植株地上部分干重来确定供试菌株的固氮有效性?@A)
表 B 供试引物

CDEFGB

H
HHH

CIGJKLMGKNOGNOGP
引物

Q5R:658

序列

S6T76UV6

引物

Q5R:658

序列

HH S6T76UV6

WX5 YZ[\]̂ ]]̂ \]](\̂ (̂ \̂̂ \̂\[*Z W9*S_"$ YZ[]]̂ \]̂ \\̂ \((]̂ (̂(̂HH [*
QY YZ[\̂ ]](]\]]̂ Q[*Z Q9Y YZ[̂]](](]\(̂HH [*Z
Q$‘ YZ[\̂ ^̂ ](̂ \̂̂ [*Z Q*" YZ[̂]((]̂ ^̂ \HH [*Z
Q$@ YZ[̂ \̂]]̂ ](]̂ [*Z QYa YZ[̂]]](](̂ ^HH [*[
Q9* YZ[]]̂ \̂ ]\(̂ [̂*Z QYb YZ[]̂ (\]](]̂ \HH [*Z
Q9‘ YZ[(̂ ^̂ (\]̂ ]][*Z Q@‘ YZ[̂ (̂]]̂ ]̂ ((*Z

表 c 供试花生根瘤菌和其它参比菌株

CDEFGc dGDefOKILghELDDePKGiGKGejGNOKDLeNOGNOGP
菌株

Sk53RU8

宿主

l5RmRU3;4n8k

分离地和来源

l5RmRUn58n75V6

So$!9!*!‘!Y pqrstuvtwxyzr{r |R46!S7R}4n7
So@!/!a!b!$" pqrstuvtwxyzr{r -7n46!S7R}4n7
\’$!9!*!‘!Y pqrstuvtwxyzr{r o43Umm3Um!\R3U:6U
\’@!/!a!b!$" pqrstuvtwxyzr{r &7~RU!\R3U:6U
!"$!9!*!‘!Y pqrstuvtwxyzr{r o47m6Uk3U!TR3U#R3Um
!"/!a!b!$" pqrstuvtwxyzr{r o6$n7!!R3U#R3Um
"o$!9!*!‘!Y!@! pqrstuvtwxyzr{r "RU3U!"RUm}4n7
"o/!a!b!$"!$$ pqrstuvtwxyzr{r "R3Um;RUm!"RUm}4n7
% $̂!9!*!‘!Y!@!/ pqrstuvtwxyzr{r XnUm843U!%743U
% â!b!$"!$$!$9!$* pqrstuvtwxyzr{r &38k3U,’68k;3$6!%743U
_6(656UV68k53RU8
)*+rxy,us-.
/S0(@!$$"!$99 12wsu,{.r3 n̂U86546,RUk4R8;35
)*{26r,uu
/S0(‘@!/@!a@ 12wsu,{.r3 n̂U86546,RUk4R8;35
7*8q{9uu/S0(9"Y 12wsu,{.r3 n̂U86546,RUk4R8;35
7*3u,+ur,z{,vuv̂ .̂(/$$" 12wsu,{.r3 Q5n(̂ 46U%6U~RU
7*.{2u2y:u/S0($""9 ;{9usrzyvr:u<r Q5n(̂ 46U%6U~RU
;*tr-6-uu/S0(‘//b pv:qrzr2-vvu,us-v Q5n(̂ 46U%6U~RU
;*=ur,vtr,{,v{/S0(*Yb9 12wswqqtu>rxr22u9u82yqr Q5n(̂ 46U%6U~RU
;*2y:u?oQ99$* @y:-vsyq.us-2r:-v Q5n(̂ 46U%6U~RU
A*.y,zy2{,v{/S0($a‘‘ ;{9usrzyq-:t{,usr Q5n(̂ 46U%6U~RU
A*zr2{zr{/S0(‘$9a 1r2{zryqu{,:r2uv Q5n(̂ 46U%6U~RU
p*:-.{8rsu{,v{B(’$*$9b Q5n(̂ 46U%6U~RU
p*qtu>yz{,v{B(’$*Y/" Q5n(̂ 46U%6U~RU

B#C 根瘤菌总 0?(的提取

将菌株在 \&液体培养基中培养至对数期!离心收集菌体并用 S\&缓冲液洗涤两次后用 S\&液混合
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均匀后加入溶菌酶使终浓度为 !"#$%&$’()*+保温 )!$,-后加入 .!/010使其终浓度为 ./(反复倒转

离心管使菌体裂解(加入蛋白酶 2至终浓度为 #!3%&$’()*+保温至菌液透明4加入 #$5’&6789’:;至终

浓度为 .$5’&6(混匀后加入等体积苯酚<氯仿提取(至界面无蛋白后取上清液(加入预冷的 =倍体积的无水

乙醇沉淀17>4离心收集沉淀(用 *!/乙醇洗涤?干燥后溶解在低浓度@2中并通过ABCD$8-1E<*!分光

光度计定量4

F"G H>I1扩增及其多态性分析

本研究共使用 .!个随机引物进行 H>I1扩增(引物名称及序列见表 .4反应总体积为 =#3’4反应程序

为J初始变性 K;+ ;$,-L反应为 )#个循环(每个循环 K;+变性 .$,-()M+退火 .$,-(*=+延伸 .$,-4最后

*=+延伸 N$,-4I9H反应在美国I2公司热循环仪上进行4扩增产物以 .!!OP17>68QQBRI’ST作分子量

标准(在 ="!/琼脂糖凝胶上水平电泳后(用自动凝胶成像系统拍照4详细过程见参考文献U*V4

F"W .N0<=)0R17>XY0I9H<HZ6I分析

本研究所使用的特异性引物这 P[R和 P=)0H!.4其反应体系?扩增程序和检测方法均与 H>I1相同(

I9H扩增产物分别利用限制性切酶 \]̂_?‘ab_?‘cde_和 ‘bfg酶切4I9H扩增仪为 @hBR$5’i-B公

司的>$P’,jR5-XX4扩增产物以 .!!OP17>68QQBRI’ST作分子量标准(在 ="!/琼脂糖凝胶上水平电泳后(
用自动凝胶成像系统拍照4详细过程参照文献U)V4

F"k 数据分析和处理

凝胶图像先经计算机凝胶扫描成像系统摄取(经过均一化处理并将其转化为l!m和l.m数字符(即有条

带处以l.m表示?无条带处以l!表示m4再通过 7@0n0>PP’,BQA,5Tj8j,Tj,CT软件进行相似性分析(并利用

平均连锁法oEIYp>q进行聚类分析将结果转化为树状图谱4

r 结果分析

r"F H>I1分析

本研究选用了 .!个随机引物对供试菌株在全基因组水平上进行了比较分析4各引物分别产生了 =s

.!条带(表现出明显的扩增谱带的多态性o图 .q4经数据处理后的聚类分析结果见图 =4由图 =可见(供试

根瘤菌在 ;M/的相似性水平上分为两群4群 X包括 #;株花生根瘤菌和参比菌株 tuvb̂wdcxyz和 tu

图 . 以 I#为引物部分菌株的 I9H扩增产物电泳图谱

Z,%u. H>I1 {,-%BRPR,-jP8jjBR-T5{jBTjBQTjR8,-T

jhR5S%hI9H|,jhjhBPR,$BR#

pJI9Hp8RDBR(.<.=t}b~!}ac"w#cb(.)<=!{8Tj<%R5|

Rh,$5O,8

f%&bdcc(参 比 快 生 菌 ’cdw}ac"w#cyz((ac"w#cyz 和

\f]w}ac"w#cyz则聚为群)(可见供试的快生根瘤菌与

慢生根瘤菌在系统发育上有显著的差异4所有供试花

生根瘤菌都应归于慢生根瘤菌属(其系统发育地位应

归属于大豆慢生根瘤菌或与之相近的种属4群 X在

N=/sN#/的相似性水平上可再分为 >?A?9?1和 2
等 #个亚群4来自天门?潜江以及武汉东西湖的部分菌

株在>亚群中相互交叉(菌株间的相似程度较高4来自

武昌洪山和东西湖的部分菌株聚为亚群 A(并在 NK/
的水平上又可分为两个小群49亚群主要由荆州的菌

株组成(在 NM/的相似性水平上该群同样可分为两个

小群4本结果表明荆州和武汉作为冲积平原边缘的交

接带其菌株的遗传多样性较为丰富41亚群主要由分离自随州的菌株组成(它们在系统发育的位置上相对

独立42亚群主要为供试慢生参比菌株tuvb̂wdcxyz和tuf%&bdcc(它们在 N=/的相似水平上能明显地与供

试花生根瘤菌分开4

r"r .N0<=)0XY0I9H<HZ6I分析

以 P[R和 P=)0H!.为引物对供试菌株的 .N0<=)0XY0进行了 I9H扩增(所有供试快生根瘤菌和慢生

根瘤菌的 XY0大小在 ."Ms=".DO之间4并分别利用限制性内切酶 \]̂_?‘ab_?‘cde_和 ‘bfg对

I9H产物进行了酶切分析部分代表性菌株的酶切图见 )(由图 ;可见所有供试菌株在 #!/这一较低的相
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图 ! 供试菌株 "#$%分析 &$’(#树状图

)*+,! &$’(#-./-01+023+./.024.-501346."#$%5*/+.070*/48

似性水平被分为9和:两群;再次证明了所有供试花生根瘤菌在系统发育上应归属于 <=>?@=ABCDEBFG或

与之相近的种属H群9在 I!JKLMJ的相似性水平上同样可分为#NONPN%和QR个亚群H亚群#中来自

天门和潜江的菌株之间的交叉更为明显;代表菌株 S(T和 UV!的相似性达 LWX!J;部分来自武汉东西湖

的菌株也聚于该亚群H来自荆州的菌株和部分来自武汉的菌株聚为O亚群;而P亚群由来自武昌的菌株组

成H随州菌株在 IYJ的水平上同样被聚为单独的亚群 %H
与 "#$%相比;Z’[$P"\")]$分析同样能对供试菌株的多样性和系统发育进行深入的分析;且花生

根瘤菌间的交叉进一步加大H两者之间较为明显的区别在于来自荆州和武昌的部分菌株在较高相似性水

平上的聚类地位发生了一定程度的摆动H从而在一定程度上反映了作为江汉平原和河汉冲积地周缘地区

的菌株在多样性和系统演化上的渐进性;同时也反映出地域上的交接性对菌株分类地位的影响H

^ 讨论
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图 ! "#$%&!$’($)*+扩增产物及 ,-./酶切产物电

泳图

0123! +04) 5162789816:9;::786<=5"#$%&!$’($

>127<:7>?@,-./ ;6>:A798=>BC:<;D9E1517>

""F&"GH;8I78F"%"J98=>BC:<>127<:7>?@,-./F"&%

&J’($

根瘤菌的分布和多样性是环境因素和自身遗传特

性相互作用共进化的结果F其中地域因素是主要的影

响因素之一KLFMNO在河流冲积地及其周边地区花生根瘤

菌的分布F主要受环境条件的影响O本研究结果表明平

原腹地和河流交汇处花生根瘤菌的趋同性较高F各采

样点根瘤菌的多样性程度较低F代表菌株 PH"和 QR&
的相似性可以高达 SMT&UO随着从腹地和交汇处向周

边地区的逐渐扩展F花生根瘤菌的多样性逐渐丰富F达

到平原外缘时的花生根瘤菌的多样性最为丰富F如来

自荆州和武昌的菌株能在较低的水平上分为不同的亚

群F其代表性菌株 V*"WRX&和 RX#与来自其它地域的

菌株相似性可以在 YZT&U[SYTJU的较大区域内变

化\表 !]O来自平原远缘及其邻近区域的根瘤菌随机扩

图 Z 供试菌株 ’($)*++04)分析 ^)(H_树状图

0123Z ^)(H_>76>8=28;D27678;:7>58=D:A7’($)*++04)5162789816:<
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增产物的 !"#$分析也表现了明显的地理分隔作用%并在系统演化中与其它地域的菌株分离开&江汉平原

的年降雨量较高%夏季的强降雨经常引发区域性洪水泛滥%再加上传统的漫灌式灌溉使冲积地表土层和耕

作层相对不稳定%土著根瘤菌有可能发生较大范围的水平移动%相邻地域的菌群间易于发生交换%导致系

统演化上趋于一致&从系统发育树’图 (和图 )*和相似性矩阵’表 +*上亦不难看出%整个河流冲积地根瘤菌

的相似性较高而变异较低&但在边缘地区%根瘤菌就表现出较大的多样性和较高的变异度&
表 , 以 -./01,/23/45606784为依据的代表性菌株的相似性

9:;<=, />?><:@>ABCDAE=@=F@=G=HA:A>I=GA@:>HGD@C?AE=-./01,/23/45606784:H:<BG>G
菌株

JKLMNOP
QR( STU VWX TYU TYX JYZ JY([ \J]̂ X _̂R(+(U‘ \J]̂ U[Z

QR( (a[[[
STU [ab‘U (a[[[
VW( [ab[c [abZ[ (a[[[
TYU [abZ[ [aXUZ [aXUZ (a[[[
TYX [aZc+ [ab[c [aXUZ [abZ[ (a[[[
JYZ [aXUZ [aZc+ [abZ[ [ab[c [ab‘U (a[[[
JY([ [aZ[[ [aZ)U [ab[c [aXXb [aXXb [ab[c (a[[[
\J]̂ X [aZc+ [aZ)U [aZ)U [aZc+ [aZc+ [aZ)U [aXXb (a[[[
_̂R(+(U‘ [aZ)U [aZ[[ [aZ[[ [aXUZ [aXUZ [aZc+ [a+bZ [a+bZ (a[[[
\J]̂ U[Z [a+bZ [a)(b [a)(b [a+bZ [aZ)U [aZ[[ [a)Zc [a)Zc [abZ[ (a[[[

在根瘤菌的主要类群或占优势的类群的形成过程中%栽培地的宿主植物和花生品种亦是影响花生根

瘤菌多样性和类群分布的另一重要因素d([%((e&已知在根瘤菌与宿主植物早期结瘤的阶段的f对话g过程中%
通过植物产生的类黄酮化合物和根瘤菌表面多糖的桥梁作用%根瘤菌与宿主植物各自选择共生伙伴&表现

为菌植互作的f基因对基因g特征d(Ue&不同的根瘤菌对不同的宿主植物具有不同的亲合性&对于长期种植同

一宿主植物的特定土壤%将会出现与宿主植物相适应的f土著的g占优势的群体d(+e&
在本研究 !̂ $]和 _hJ$W!i!"#$的分析结果来自荆州和武昌的菌株在较高的相似性水平上表现

出一定的亚群地位交换%在一定程度上反映了江汉平原和河汉冲积地周边地区的菌株在多样性和系统演

化上的渐进性%亦表现了菌株在总 ]ĵ 水平和 L!ĵ 水平上发育的不同步和两种方法研究对象的异质

性&虽然不少研究者认为 !̂ $]具有更高的解析度%但由于在随机扩增的过程中假阳性信号和重复性较差

等因素常使所得结果的信噪比较低d(%Ue&而 _hJ$W!i!"#$一般具有较高的信噪比%其结果能够充分揭示

供试菌株在遗传和系统发育上的差异d)%‘e&

6=D=@=Hk=Gl

d(e VNmmNMnPTho%opqrmNs^!%#NtMsoT%uvwxy]ĵ z{m|n{Lz}NPnPMnzmN~Nr!q|MLqNKLML|zLNnrLPMLrpPr~pmMP

"rOrKN#nMLsrLPy$%&xu’&(&’)*+u*uw,&-y(‘‘[%./l(0‘y

dUe ortNO1 J%!pPPrmm! MO!T{OMK}MOh Jy!MO!{nm|MnzmN~Nr!z{m|n{Lz}N#]ĵ $W! MOMm|PNP{~2{tNOr

WL|zK{Pz{LN!Npn zMLtpn PKLNOPNP{mMKr!~L{n K}r3MKrLP}r!{~K}rLr!LNtrL{~K}rj{LK}y(44x’u) w%)

5%6’,7%8u%vwx9’&,7:’7x7;<y(‘‘c%.=’X*lUUXU0UUXZy

d+e "m{LrO#r]2% ÔOrV%!rOMKMW%uvwxyhrO{K|zN##}MLM#KrLN>MKN{O{~?,w)<,-’@7:’A8PKLMNOPO{!pmMKNO"PnMmm

PrOr"MmrPrmr"pnrPq|(XJiU+JL!ĵ NOKrL"rON#"rOrPzM#rLPMO!MnzmN~Nr!~LM"nrOKmrO"K}z{m|n{Lz}NPn

~NO"rLzLNOKMOMm|PrPy(44x’u)w%)5%6’,7%8u%vwx9’&,7:’7x7;<%U[[[%..l+‘cb0+‘‘by

d)e hpLKmrL1yQ}rL{mr{~Lr#{nqNOMKN{OMO!npKMKN{ONO(XJiU+JL]ĵ PzM#rLLrMLLMO"rnrOKPyBu%uy%(‘‘‘%1,/l

U)(0UZUy

dZe $rKrLtMO2MO!Tr~~L|T"yCt{mpKN{OML|LrmMKN{OP}NzPMn{O"K}rP{|qrMOqLM!|L}N>{qNMKr#{OPKLp#Kr!~L{n(XJ

L!ĵ "rOrMO!NOKrLOMmm|KLMOP#LNqr!PzM#rLLr"N{OPrDprO#r!NtrL"rO#ryE%vu,%wv’7%wxF7A,%wx7GH<*vu8wv’&w%)

567xAv’7%w,<9’&,7:’7x7;<%U[[[%.IlU(XZ0U(bUy
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!m# (%c;3=n*o=%&93o8*e.:22(-63p*EjKL0q;c;::%0r;65=;?.5;-&-2%s-7.:%5;-&-2tBCuHvCIiLESIiCDHFKJIi?c0

jJCMHLCC%d-&’9;223=3&56;@34:%6636-26-;:%’’=3’%5360NOOL0QDhCJ0wCRJHvCHL*W__m*lx]_aV‘_ay0

!_# +,%&’zs*b;63::3{*|377-)*EjKL0s,>:-’3&>%&9r;c3=6;5>-2kJKPTJBCuHvCIi65=%;&6;6-:%5392=-d5,3=--5

&-9.:36-2s3%&.5ZNJKRBCFBTOHSKEK\;&|;4,.%&*/,;&%0}TFjEiKjCRKDPKOOLCEPiCRJHvCHLHST*W___*YY] âm‘
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