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用;<=>技术研究花生根瘤菌的遗传多样性"

张小平 陈强 李登煜
（四川农业大学农学院微生物系 雅安 #%1333）

=?@ABC/D-E
（芬兰赫尔辛基大学应用化学与微生物系 333$4）

摘 要 采用;<=>分子标记技术，对分离自中国、津巴布韦、以色列的$!!株慢生花生根瘤

菌（!"#$%"&’()*’+,BF)#"#-&’.）和$!个代表菌株（!"#$%"&’()*’+,/#0)1’-+,2!"#$%"&’()*’3
+,456#1’’）的*0;扩增长度多态性进行了分析，并根据各供试菌株的遗传相似性进行了数

值聚类。结果表明慢生花生根瘤菌群体内存在很高的遗传多样性，每个菌株的;<=>带谱均

与其它菌株完全不同。;<=>技术简便、快速、重现性极高，能表现高信息量的*0;长度多

态性，是目前研究生物群体内遗传多样性的最有效办法。

关键词 花生根瘤菌，多样性，;<=>
分类号 G"!")$$ 文献标识码 ; 文章编号 333$:#%3"（$"""）3#:347!:77

;<=>（扩增长度多态性，;-F(?H?+A</IJ-+@C=+@JCK>’(L-’/FK?B-，简称;<=>）是一

种新的分子标记技术，已广泛地用于某些植物［$，%］、动物［!］、线虫［4］、真菌［1］和细菌［#］的遗

传研究。采用;<=>方法能获得高信息量的*0;长度多态性［2］，因此，它不仅是揭示生

物遗传多样性的最有效方法，而且有利于提高基因定位和标记辅助育种的效率。

在以前的研究中，对花生根瘤菌的保守基因$#M/N0;序列和$#M/*0;的>6N:
N<=>谱进行了分析，发现花生根瘤菌在发育和进化方向上与大豆根瘤菌（!2/#0)13
’-+,）具有高度的相似性［7］，表明这两种方法在反映根瘤菌种间的遗传相关性方面是有效

的。为了揭示花生根瘤菌种内存在的遗传差异性，采用了*0;重复序列指纹分析技术

（/+F:>6N）［"］，该法虽然获得了较高信息量的*0;长度多态性，但仅限于*0;的重复序

列，而且结果的重现性较差。本试验以不同生态条件的慢生花生根瘤菌为材料，采用

;<=>技术，揭示花生根瘤菌的遗传多样性，为花生根瘤菌的育种和系统发育研究提供依

据。

! 材料和方法

!"! 供试菌株

供试菌株列表$。

!"# 全量$%&提取

将供试菌株接种于9O液体培养基中，%7P振荡培养1A后，用9Q缓冲液洗涤菌体，

全量*0;按参考文献［$3］的方法提取。



表! 供试菌株

!
!!!

!"#$%& ’"()%*+"$,)*"+-,.,%/

菌株代号
0)*"+-(1/%

来源
01.*(%

寄主
21,)3$"-)

菌株代号
0)*"+-(1/%

来源
01.*(%

寄主
21,)3

!!

$"-)

03*&45 四川眉山 天府6! 03*5748!!

云南元谋 黑叶果

03*549 四川洪雅 天府6! 03*5&4&!!

云南元谋 黑叶果

03*54: 四川洪雅 天府6! 03*5&4;!!

云南元谋 黑叶果

03*64& 四川雅安 天府6! 03*554&!!

四川米易 地方种

03*645 四川雅安 天府6! 03*5545!!

四川米易 地方种

03*64< 四川雅安 天府6! 03*5546!!

四川米易 地方种

03*<4& 四川雅安 地方种 03*5548!!

四川米易 地方种

03*<4; 四川雅安 地方种 03*554=!!
四川米易 地方种

03*;45 四川夹江 地方种 03*5549!!
四川米易 地方种

03*846 四川宜宾 天府6! 03*564&!!

四川米易 地方种

03*=4& 四川南充 天府6! 03*5645!!

四川米易 地方种

03*=48 四川南充 天府6! 03*564<!!

四川米易 地方种

03*=49 四川南充 天府6! 03*5<4&!!

四川米易 地方种

03*=4: 四川南充 天府6! 03*5<45!!

四川米易 地方种

03*=4&7 四川南充 天府6! 03*5<46!!

四川米易 地方种

03*946 四川平昌 地方种 03*5<4<!!

四川米易 地方种

03*&745 四川旺苍 地方种 03*5<4;!!

四川米易 地方种

03*&&45 四川眉山 天府6! 03*5;4&!!

云南华坪 鹰勾鼻

03*&545 四川洪雅 天府6! 03*5;45!!

四川米易 地方种

03*&;45 四川金堂 地方种 03*5;46!!

四川米易 地方种

03*&845 四川攀枝花 天府品系 03*584&!!

四川西昌 百天早

03*&846 四川攀枝花 天府品系 03*5=4&!!

四川西昌 百天早

03*&84; 四川攀枝花 天府品系 03*5=45!!

四川西昌 百天早

03*&849 四川攀枝花 天府品系 03*5=46!!

四川西昌 百天早

03*&=4& 四川攀枝花 红花生 03*5=4<!!

四川西昌 百天早

03*&=45 四川攀枝花 红花生 03*5=4;!!

四川西昌 百天早

03*&=46 四川攀枝花 红花生 03*5=48!!

四川西昌 百天早

03*&946 四川攀枝花 俩 米 03*594&!!

四川攀枝花 地方种

03*&94< 四川攀枝花 俩 米 03*5945!!

四川西昌 百天早

03*&948 四川攀枝花 俩 米 596> ?,%*"$

!!

花生

03*&:4& 四川攀枝花 三 米 5:=> ?,%*"$

!!

花生

03*&:45 四川攀枝花 三 米 @>A5;6

!!

津巴布韦 花生

03*&:4< 四川攀枝花 三 米 @>A<&&

!!

津巴布韦 花生

03*574& 云南元谋 黑叶果 @>A&<<;

!!

澳大利亚 花生

03*5745 云南元谋 黑叶果 B@C&<678

!!

津巴布韦 花生

03*5746 云南元谋 黑叶果 B@C&<67: 津巴布韦 花生

<9< 微 生 物 学 报 6:卷



续表

!
!!!

!
菌株代号
"#$%&’()*+

来源
"),$(+

寄主
-).#/0%’#

菌株代号
"#$%&’()*+

来源
"),$(+

寄主
-).#/

!!

0%’#

1234!56 273&00&. 大豆 8464

!!

江西上饶 地方种

9:;;!<58= 9:;; 大豆 846> 江西南昌 粤优

!!

?

@"A9!!< @"A9 大豆 8466 江西南昌 粤优

!!

?

@"A9>4 273&00&. 大豆 846B 江西南昌 粤优

!!

?

1234!85 273&00&. 大豆 84B8

!!

江西南昌 地方种

1234!?5 273&00&. 大豆 84B5

!!

江西南昌 地方种

@"A9=<6> @"A9 大豆 84B?

!!

江西南昌 地方种

@"A9658!> @"A9 大豆 84B> 河北芦龙 翼优

!!

8

C!? 辽宁 大豆 84BB 湖南长沙

!!
B?D?<8B

8?<8 邵阳湖 花生（6>DB>） 8><< 湖南长沙
!!

B?D?<8B

8?!B 湖北邵阳 中花=! 8><? 湖南长沙 湘花=!!
!

8?5B 湖北武昌 花生=! 8>!< 湖南长沙 湘花=!!! 5

8??< 湖北武昌 花生=! 8>!4 山东泰安 海花

!!

!

8?4< 山西林宜 鲁花B! 8>!B 山东泰安 海花

!!

!

8?4> 山西林宜 鲁花B! 8>8! 山东泰安 海花

!!

!

8?>4 山西太原 海花8! 8>8=

!!

山东泰安 大白沙

8?6= 山西汾阳 晋花! 8>86

!!

山东泰安 小白沙

84=8 吉林松源 鲁花! 8>5<

!!

山东泰安 小白沙

84== 吉林松源 鲁花! 8>5?

!!

山东泰安 小白沙

84?8 广东广州 粤优>B 8>5> 北京平谷 翼优

!!

8

84?= 广东广州 粤优!4B 8>5B 北京平谷 翼优

!!

8

84?4 广东广州 粤优!4B 8>=8 陕西南镇 海花

!!

!

84?6 广东东莞 粤优?B 8>=4 陕西南镇 海花

!!

!

84?B 广东东莞 粤优?B 8>?! 山东云城 海花

!!

!

844< 广东东莞 粤优?B 8>?8 山东云城 海花

!!

!

844! 广东东莞 粤优!4B 8>?5 山东吉莫

!!

6!5<

8448 广东东莞 粤优!4B 8>?> 山东吉莫 鲁花!<!!

!

8445 广东东莞 粤优!4B 8>4= 山东吉莫

!!

6!5<

844= 广东东莞 粤优?B 8>4B 山东吉莫

!!

6!5<

8444 广东东莞 粤优?B 8>>5 河北万乡 翼优

!!

5

844> 广东东莞 粤优?B 8>>= 河北万乡 翼优

!!

5

844B 广东东莞 粤优?B <<B

!!

中国农科院 花生

84>8 广东东莞 企石! !=>D5

!!

中国农科院 花生

84>4 广东东莞 企石! 884<

!!

中国农科院 大豆

84>B 广东东莞 企石8 886!

!!

中国农科院 大豆

8468 广东东莞 企石8 8868

!!

中国农科院 大豆

846= 江西上饶 粤优? AE=?= 中国农科院 大豆
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!"# $%&’
!"#"! 酶切连接：在!""#$全量%&’中，加入(")酶切连接缓冲液!!*，!"#+"（(!,／

!*）!!*，$%&"（-,／!*）(!*，!"#+"连接子［.］（/!012／*）"3/!*，$%&"连接 子［.］

（("!012／*）(!*，4-%&’连接酶（-,／!*）(!*，用重蒸馏水补充至总体积!"!*，再加入

!"!*矿物油。置56+仪中进行酶切连接反应。反应条件是7.8恒温!#79，然后以每

分钟":/8的速度降至(/8，再经."8高温处理(/0;#使酶变性失活。将反应液置

<!"8保存，作为扩增的模板。

!"#"( 56+扩增：’=*5的56+扩增反应液组成为：%>#?@>0A（(")）缓冲液!!*，B&45
（!)）!!*，具有!个选择性碱基的!"#+"引物（/!012／*）和 $%&"引物（("!012／*）各

(!*，%>#?@>0A聚合酶（!,／!*）(!*，经酶切连接的模板%&’(!*，用重蒸馏水补充至总

体积!"!*，再加矿物油!"!*，置56+仪中扩增。实验中选择性碱基引物的设计参照

C1D［.］的文献，其序列分别为：

!"#+" /’ E’64E6E4’66’’446E6 7’（选择性碱基为E6）

$%&" /’ E’4E’E4664E’E4’’6E 7’（选择性碱基为6E）

56+扩增反应的程序为：F-8变性7"D，/F8退火(0;#，.!8延伸(0;#，重复7"个循

环，最后.!8延伸70;#。

!"#"# 聚丙烯酰胺凝胶电泳及结果处理：56+扩增产物用C1D［.］的方法进行聚丙烯酰胺

凝胶电泳分离和银染。各菌株的’=*5谱用惠普扫描仪扫描，并用EA2G10H?I软件按

,5EJ’平均连接程序进行聚类分析。

( 结果和讨论

花生根瘤菌的’=*5谱如图(所示，由图(可以看出，花生根瘤菌的’=*5有很高的

多态性，每个菌株的带谱均与其它菌株完全不同，这充分反映了花生根瘤菌群体内存在的

遗传多样性。在花生根瘤菌的遗传多样性研究中，以前采用过+=*5和IAHK56+方

法［L，F］，但这两种方法提供的信息量相对少得多，而且+=*5技术复杂，IAHK56+结果重现

性差。’=*5结果的重现性，经过多次试验得到证实，在其它文献中也有类似报道［/，M］。

既然每个菌株的’=*5谱均与其它菌株不一致，同时结果的重现性很好，我们认为：

’=*5在根瘤菌的原位研究中，是一种极为有用的标记技术。目前使用的抗菌素基因和

发光基因标记法，必须将抗性基因和发光基因重组到研究菌株中，必然导致遗传性状的改

变，而’=*5是一种自然的标记。为了更直观的反映花生根瘤菌群体内存在的遗传多样

性，使用,5EJ’平均连接程序进行了相似性聚类分析，结果如图!所示。聚类分析的

结果表明：所有供试菌株的’=*5谱相似性水平仅有("N。按照根瘤菌系统分类标准，

种内%&’的同源性应该达到L/N，依据这个标准，花生根瘤菌可以划分为许多个遗传

型。这种遗传上的巨大差异，导致了花生根瘤菌分类地位的复杂性，前人将花生根瘤菌笼

统地归为豇豆族杂群（61OHA?P>HA），显然是不合适的。花生根瘤菌不仅在遗传上具有多

样性，而且在表型上也是如此，我们已对这群菌株的(!"多个表型性状进行了测定和聚类

分析，发现各菌株在碳源和氮源利用、抗药性、耐盐性、生长的最适温度和酸碱度等方面均

存在很大差异。
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图! 花生根瘤菌的"#$%谱（分子量标记%&’()*"）

#+,-! ./0"#$%1233045678102593:42;<4/+=7:+2（>7?0@9?24A0+,/3>24B046%&’()*"）

从左到右的次序为：%&’()*"（分子量标准）、CDEC、CDEE、CDFC、CDFE、CDFD、CDFG、CDFH、CDDI、CDD!、CDDC、

CDDJ、CDDE、CDDD、CDDK、CDDH、CDKC、CDKD、CDKH、CDGC、CDGE、CDGD、CDGK、CDGG、CDGH、CDHC、%&’()*"、L14!KMJ、

L14!GMJ、L14!GME、L14!GMD、L14!HM!、L14!HMC、L14!HME、L14CIM!、L14CIMC、L14CIMJ、L14CIMD、L14C!M!、L14C!MF、L14CCM

!、L14CCMC、L14CCMJ、L14CCMD、L14CCMK、L14CCMG、L14CJM!、L14CJMC、L14CJME、L14CEM!、L14CEMC、L14CEMJ%&’()*"

图C 花生根瘤菌"#$%谱相似性聚类图

#+,-C N%&(";05;47,42>:260;753/06+>+?24+3<78"#$%12330456
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!!!"#：$%&’(%)*+,-*./01231%456，31%457，31%!45!，31%""58，9:;!"8，:<=">8，$2?&1,@*A./2$!>，9:;7!86，$2

?&1,@*A./2<BCC!#8"D，$2EFG&@**2H3I<47，31%45J，:<=D!!，9:;7!8>，9:;!D8#J，9:;!D8#7，31%!J5"，$2?&1,@K

*A./2H3I<D#64，"778，"6"（"），"7>6（"），31%!758，31%!458，"77J，"77D，"77!，"747（8），"77"，$2?&1,@*A./2H3K

I<!!#，"4##，"7JJ（"），31%!45"，31%!75"，31%!758，31%!75>，31%!#5"，"48>，"4"D，$2?&1,@*A./2H3I<68"!，31%!!

5"，31%D5!，31%>5"，:<=!DD>，##J，31%!5"，31%"5J，31%"56，31%""5!，31%!657，31%"D5D，31%""56（"），31%"D

58，31%""5"，"7J"，"7J8（"），31%"85!，31%""57，!D458，"7>J（"），31%D5>，"48J（"），"4D"，"4!#（"），"7DD，"7D"，

31%45!，"4D7，">!J（"），"4>"，"4>!，"7>"，"76J，"7>7，"4"6，31%85"（"），31%"458（"），31%"45D，31%"45"（"），31%"45

7（"），31%"D5>，"764，"766，"767，31%!756，31%"#58（"），31%!J5D，31%!>5"，31%"65"，31%"65!，31%!J5!，31%"D5

!，">>#，31%!"5"（"），"76D，"4>8，"47J，">74（8），"484，"44D，"J4<，"68<，31%">5!，"4!7，">8J，"4>4（8），">47，"44"8，

31%!65D，31%"!5!，31%"#57，31%758，31%"!5>，31%"#5"，$29*&,@*@LE@0*02"#7#，IMD>D，""7"，""7!，31%"75!，31%">

5"（"）231%85D2
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