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采用 ΠΧΡ 2ΡΦΛΠ技术对费氏中华根瘤菌的

遗传多样性研究
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  摘要 用西方大豆品种 • 和中国大豆品种黑龙 从河南郑州花园口和山东潍坊多年种植大豆但未接种

根瘤菌的土壤中捕集土著大豆根瘤菌∀ 从分离株中选出 株费氏中华根瘤菌 Σινορηιζοβιυμ φρεδ ιι 进行 ≥ ⁄

和 ≥2 ≥ ⁄ ≥ 的 °≤ 2 ƒ ° 比较分析结果表明 全部供试菌株的 ≥ ⁄ 的 °≤ 产物均为一条 1 的

扩增带 ≥2 ≥ ⁄ ≥ 的 °≤ 产物也为一条 1 的带∀ 用 Η ιν !Μσπ !Η αε 种四碱基识别序列的限制

酶作 ƒ ° 分析结果表明 供试菌的 ≥ ⁄ 酶切分析均产生相同的电泳谱带 表现为相同的 ≥ ⁄ 基因型

但其 ≥2 ≥ ⁄ ≥ 的 ƒ ° 分析却有较明显的差异 通过对酶切谱带的聚类分析 自动生成的树状图谱将供试

菌分为 个聚类群∀
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  近年来 以 °≤ 技术介导的分子标记方法正逐

渐应用于根瘤菌遗传多样性的研究中≈ ∗ ∀ 但综合

运用 ≥ ⁄ 和 ≥2 ≥ ⁄ ≥ 的 °≤ 2

ƒ ° 分析的报道较少≈ ∀由于 ≥ ⁄ 基因高

度保守!难于反应种内菌株间的多样性∀而 ≥2 ≥

⁄ ≥ 是位于 ≥ ⁄ 和

≥ ⁄ 基因间的间隔区域 与 ≥ ⁄ 基因

比较 ≥ 区域具有高度的变异性 表现出长度和序

列上的多态性∀因此 对于种以下的分类鉴定不失为

一个很好的遗传标记∀

 材料与方法

1  供试菌株的分离和总 ΔΝΑ 的提取

以中国大豆品种黑龙 和西方大豆品种



• 为捕获植物 以两种土样 河南花园口!山

东潍坊 悬液为接种剂来捕获根瘤菌 抽提其总

⁄ ∀ 各菌株编号见表∀

1  ΠΧΡ 扩增及其限制性内切酶酶切长度多态性

分析 ΠΧΡ 2ΡΦΛΠ
引物° χ2 × × × × ≤ ≤ × ≤ × ≤

2 χ 和 χ2 × × ≤ ≤ ≤ ≤ ≤

2 χ 用来扩增 用引物 χ2× ≤ ≤ × ×

≤ ≤ ≤ × ≤ ≤ × × 2 χ 和 ≥ χ2 ≤ × ≤ × ×

≤ × ≤ ≤ ≤ 2 χ 扩增 ≥2 ≥ ≥∀ °≤ 扩增

仪为 × 公司的 ∀ 扩增产物

用限制性内切酶 Μσπ Η αε Η ιν 均购自华

美公司 消化 琼脂糖凝胶检测∀
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 结果与分析

1  Σρ ΔΝΑ 和 Σ2 Σρ ΔΝΑ ΙΓ Σ ΡΦΛΠ 和

ΠΧΡ 2ΡΦΛΠ酶切图谱分析

≥ ⁄ 均产生一条 的扩增带 每一

种限制酶切图谱均相同 未发现供试菌株的 ≥

⁄ 基因的种内差异∀ ≥2 ≥ ⁄ ≥ 扩增所

有菌株均产生一条 的带 由图 可以看出 除

Μσπ 酶切均产生完全相同的酶切谱带以外 Η αε

和 Η ιν 均产生不同的带型∀根据上述 谱带类

型 可以将 个菌株分成 种 ≥ 型 表 其中

型占优势 达供试菌总数的 ∞ 型占 型

占 ≤ 型占 ⁄ 型占 ƒ 型最少只有一个

菌株∀
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图  部分供试菌株的 Σ2 Σ ρΔΝΑ ΙΓ Σ ΠΧΡ 扩增产物的酶切图谱

ƒ  °≤ 2 ≥2 ≥ ⁄ ≥

1  对 ΙΓΣ2ΡΦΛΠ 的聚类分析

根据供试菌 ≥2 ƒ ° 的不同图谱类型进行

聚类分析生成树状图 图 ∀由图 可见 所有供试

菌株在 的同源水平上聚为一群 在 的相似

水平上 种 ≥ 型各自独立成群∀ 从地理分布情况

来看 除群ƒ外 自河南花园口分离的菌株在其它

图  供试菌 ΙΓ Σ ΠΧΡ 2ΡΦΛΠ谱带相似性聚类图

ƒ  ° ≥ °≤ 2 ƒ °
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各群均有分布∀在树状图的 个类群中 自两个土样

中分离的菌株在大多数群中均有交叉分布 即来自

同一土壤中的菌株即可以分属于不同的群∀ 来自河

南花园口土壤和大豆品种黑龙 的菌株表现出更

大的多样性∀

 讨论

对 ≥ 基因型的聚类分析结果还表明 费氏中

华根瘤菌的多样性与环境因子和宿主植物有关∀ 已

有一些报道认为 表型分类难于和遗传特征的分类

统一 并认为表型差异要比遗传差异大得多∀本研究

结果表明 两种比较方法在总体趋势上是一致的 多

数菌株均能在两种树状图谱中聚在一起 而且从地

理来源看 自河南花园口土壤分离的菌株表现更大

的多样性 从宿主来源看 自大豆品种黑龙 分离

的菌株也表现了更大的多样性∀ 但因为本试验所用

捕捉宿主相对较少 所以得到的快生型根瘤菌类型

不多 酶切图谱相当一致 表现的多样性有限∀
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