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不同地理环境下野豌豆根瘤菌的遗传多样性

与共生进化研究


张美玲，朱　博，李　旭，鞠文庭，韦革宏
（西北农林科技大学 生命科学学院 微生物研究中心，陕西 杨陵７１２１００）

［摘　要］　【目的】研究西北部分地区不同地理环境下，野豌豆根瘤菌的遗传多样性及其共生进化间的关系。

【方法】采用１６ＳｒＤＮＡＰＣＲＲＦＬＰ与１６ＳｒＤＮＡ全序列分析技术，对分离自陕西秦岭北麓红河谷、陕西南部汉中、甘

肃沙漠绿洲带永昌混山窑、甘肃中部永登红城和新疆乌鲁木齐的５个不同地理环境（分别记做Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、和Ｅ）的４２

株野豌豆根瘤菌，进行了遗传多样性和系统发育分析。【结果】测试根瘤菌共有６种基因型（Ⅰ、Ⅱ、Ⅲ、Ⅳ、Ⅴ和Ⅵ），

基因型Ⅰ根瘤菌在各个地理环境采样点均有分布，并且Ａ地点分布的所有菌株均属于该基因型，基因型Ⅱ菌株分布

于Ｄ和Ｅ采样地点，基因型Ⅲ菌株分布于Ｂ、Ｃ和Ｄ采样地点，基因型Ⅳ分布于Ｅ地点，基因型Ⅴ和Ⅵ测试菌株均分

布于Ｄ地点。由１６ＳｒＤＮＡ全序列分析可知，基因型Ⅰ根瘤菌的代表菌株ＣＣＮＷＳＸ００５０和基因型Ⅳ根瘤菌的代表

菌株ＣＣＮＷＧＳ００５５分别与犚犺狕狅犫犻狌犿犾犲犵狌犿犻狀狅狊犪狉狌犿 的相似性为９９．８％和９９．７％；基因型Ⅲ根瘤菌的代表菌株ＣＣ

ＮＷＧＳ００６２与犛犻狀狅狉犺犻狕狅犫犻狌犿犿犲犾犻犾狅狋犻的相似性为１００．０％。【结论】中国西北地区野豌豆根瘤菌在分类学上属于

犚犺犻狕狅犫犻狌犿犾犲犵狌犿犻狀狅狊犪狉狌犿 根瘤菌和犛．犿犲犾犻犾狅狋犻根瘤菌，野豌豆－根瘤菌的共生关系在不同地理环境中表现出差异

性。
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　　根瘤菌与豆科植物共生关系的研究，从早期的

“宿主专一性”和“互接种族”，发展到后来借助分子

生物学手段阐明的系统进化地位和复杂相关性方

面［１］，而其中很少涉及地理环境因素。为更科学地

了解自然界的共生关系，必须考虑环境因素的影响。

地理区域不同，会造成某些豆科植物与不同的根瘤

菌结瘤固氮；而同一地理环境中，一种根瘤菌可能与

多种豆科植物共生固氮，由于共生基因横向转移的

普遍存在［２］，根瘤菌必须经历宿主与环境的双重选

择［３］。所以在研究豆科植物的共生根瘤菌时，研究

环境的作用具有很重要意义。

在已知的共生菌宿主共生进化模式假说理论

中［４］，一种观点认为，共生进化中自然界倾向于选择

具有多种寄主范围的广谱共生菌，因为共生菌的寄

主范围越广，在环境中细菌与寄主间的共生几率越

大［５］，但该假说忽略了广谱共生菌之间共生竞争能

力的差异；另一种观点认为，竞争力的差异表明共生

体系中可能存在一种机制，使有机体优先选择提供

最大优势的共生伙伴，并排除不太合适的共生伙伴，

这样共生关系进化的选择，可能更倾向于造成种群

内共生多样性的单一化［６］。目前，对于根瘤菌豆科

植物共进化生模式的研究还一直没有定论。

虽然存在以上两种相互矛盾的理论观点，但是

有关自然条件下共生进化的研究工作并不多见［５］。

野豌豆（犞犻犮犻犪狊犲狆犻狌犿）是一种在中国广泛分布的自

然野生豆科植物［７］，其共生根瘤菌主要属于犚．犾犲

犵狌犿犻狀狅狊犪狉狌犿
［８］。但是，国内对其共生根瘤菌的遗

传多样性和共生进化的报道还较少。因此，本试验

以不同地理环境中的野豌豆根瘤菌为研究对象，分

析测试菌株１６ＳｒＤＮＡ的序列特征，并通过代表菌

株确定其系统进化地位，讨论在不同环境中野豌豆

与共生根瘤菌遗传多样性的差异，为根瘤菌的地区

相关性共生进化理论发展奠定基础。

１　材料与方法

１．１　材　料

１．１．１　菌　株　根瘤采集于陕西秦岭北麓红河谷

（Ａ）、陕西南部汉中（Ｂ）、新疆乌鲁木齐（Ｃ）、甘肃沙

漠绿洲带永昌混山窑（Ｄ）和甘肃中部永登红城（Ｅ）

５个地理环境不同的采样地点，寄主植物为野豌豆

种（犞犻犮犻犪狊犲狆犻狌犿）。将根瘤用无菌水洗涤后，体积

分数９５％酒精浸泡３０ｓ，再用１ｇ／Ｌ升汞消毒５

ｍｉｎ。采用平板划线法分离、纯化菌株，挑取单菌

落。革兰氏染色，镜检，斜面保藏［９］。共得４２株测

试菌株（表１）。

表１　供试野豌豆根瘤菌的编号及采样地概况

Ｔａｂｌｅ１　ＮｕｍｂｅｒｉｎｇｏｆｔｅｓｔｅｄＶｉｃｉａｒｈｉｚｏｂｉａａｎｄｔｈｅｇｅｏｇｒａｐｈｉｃａｌｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓｏｆｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｉｔｅｓ

编号

Ｃｏｄｅ

菌株编号

ＳｔｒａｉｎＮｏ．

采样地点

Ｓａｍｐｌｅｓｉｔｅ

海拔／ｍ
Ｈｅｉｇｈｔ

编号

Ｃｏｄｅ

菌株编号

ＳｔｒａｉｎＮｏ．

采样地点

Ｓａｍｐｌｅｓｉｔｅ

海拔／ｍ
Ｈｅｉｇｈｔ

编号

Ｃｏｄｅ

菌株编号

ＳｔｒａｉｎＮｏ．

采样地点

Ｓａｍｐｌｅｓｉｔｅ

海拔／ｍ
Ｈｅｉｇｈｔ

１ ＣＣＮＷＳＸ００３９ Ａ １０００ １５ ＣＣＮＷＳＸ００５３ Ａ ２４５０ ２９ ＣＣＮＷＧＳ００６２ Ｄ ２２１７

２ ＣＣＮＷＳＸ００４０ Ａ １０００ １６ ＣＣＮＷＳＸ００５４ Ａ ２４５０ ３０ ＣＣＮＷＧＳ００６３ Ｄ ２２１７

３ ＣＣＮＷＳＸ００４１ Ａ １０００ １７ ＣＣＮＷＮＸ００４８ Ｂ ６７６ ３１ ＣＣＮＷＧＳ００６４ Ｄ ２２１７

４ ＣＣＮＷＳＸ００４２ Ａ １０００ １８ ＣＣＮＷＮＸ００４９ Ｂ ６７６ ３２ ＣＣＮＷＧＳ００６５ Ｄ ２２１７

５ ＣＣＮＷＳＸ００４３ Ａ １６８９ １９ ＣＣＮＷＮＸ００５０ Ｂ ６７６ ３３ ＣＣＮＷＧＳ００６６ Ｄ ２２１７

６ ＣＣＮＷＳＸ００４４ Ａ １６８９ ２０ ＣＣＮＷＮＸ００５１ Ｂ ６７６ ３４ ＣＣＮＷＧＳ００６９ Ｄ ２２１７

７ ＣＣＮＷＳＸ００４５ Ａ １６８９ ２１ ＣＣＮＷＮＸ００５２ Ｂ ６７６ ３５ ＣＣＮＷＮＸ００５６ Ｅ ２３６２

８ ＣＣＮＷＳＸ００４６ Ａ ２２５０ ２２ ＣＣＮＷＮＸ００５３ Ｂ ６７６ ３６ ＣＣＮＷＮＸ００５７ Ｅ ２３６２

９ ＣＣＮＷＳＸ００４７ Ａ ２２５０ ２３ ＣＣＮＷＸＪ００９７ Ｃ ２１９２ ３７ ＣＣＮＷＧＳ００５４ Ｅ １８１７

１０ ＣＣＮＷＳＸ００４８ Ａ ２２５０ ２４ ＣＣＮＷＸＪ００９８ Ｃ １４５０ ３８ ＣＣＮＷＧＳ００５５ Ｅ １８１７

１１ ＣＣＮＷＳＸ００４９ Ａ ２４５０ ２５ ＣＣＮＷＸＪ０１００ Ｃ １６５０ ３９ ＣＣＮＷＧＳ００５６ Ｅ １８１７

１２ ＣＣＮＷＳＸ００５０ Ａ ２４５０ ２６ ＣＣＮＷＧＳ００５９ Ｄ ２２１７ ４０ ＣＣＮＷＧＳ００５７ Ｅ １８１７

１３ ＣＣＮＷＳＸ００５１ Ａ ２４５０ ２７ ＣＣＮＷＧＳ００６０ Ｄ ２２１７ ４１ ＣＣＮＷＧＳ００５８ Ｅ １８１７

１４ ＣＣＮＷＳＸ００５２ Ａ ２４５０ ２８ ＣＣＮＷＧＳ００６１ Ｄ ２２１７ ４２ ＣＣＮＷＧＳ００６７ Ｅ １８１７
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１．１．２　引　物　选用来源于犈．犮狅犾犻１６ＳｒＤＮＡ基

因序列保守区域的两段引物Ｐ１ 和Ｐ６，Ｐ１：５′ＣＧｇ

ｇａｔｃｃＡ ＧＡＧ ＴＴＴ ＧＡＴＣＣＴ ＧＧＣＴＣＡ ＧＡＡ

ＣＧＡＡＣＧＣＴ３′，Ｐ６：５′ＣＧｇｇａｔｃｃＴ ＡＣＧＧＣＴ

ＡＣＣＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＣ３′，引物由上

海生工生物工程技术服务有限公司合成。

１．１．３　主要试剂　ｄＮＴＰ、犜犪狇酶、１０×ｂｕｆｆｅｒ、

Ｍｇ
２＋、限制性内切酶 犎犪犲Ⅲ、犎犻狀ｆⅠ和 犕狊狆Ⅰ，均

为宝生物工程（大连）有限公司产品。琼脂糖等电泳

检测试剂，均由沃尔森生物有限公司提供。１６ＳｒＤ

ＮＡ的测序工作，由上海英俊公司生物工程公司完

成。

１．２　菌体培养和ＤＮＡ提取

将４２株菌接种于ＴＹ液体培养基中，２８℃振

荡培 养 至 对 数 期，８０００ｒ／ｍｉｎ 收 集 菌 体，１０

ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ洗涤，溶菌酶破壁，蛋白酶处理

后，酚／氯仿／异戊醇（犞（酚）∶犞（氯仿）∶犞（异戊

醇）＝２５∶２４∶１）抽提，乙醇沉淀，风干，最后溶于

ＴＥ（１０ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ（ｐＨ７．６），１ｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ（ｐＨ８．０））缓冲液中
［１０］。

１．３　１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增

以提取的总ＤＮＡ为模版，Ｐ１ 和Ｐ６ 为引物进行

ＰＣＲ扩增。ＰＣＲ 反应体系包括：模板 ＤＮＡ（２５

ｎｇ／μＬ）２．５ μＬ、１０×ｂｕｆｆｅｒ５ μＬ、Ｍｇ
２＋ （２５

ｍｍｏｌ／Ｌ）３μＬ、ｄＮＴＰｓ（２５ｍｍｏｌ／Ｌ）４μＬ、引物（１０

ｍｍｏｌ／μＬ）１μＬ、犜犪狇 酶 （５ Ｕ／μＬ）０．２５μＬ，补

ｄｄＨ２Ｏ至５０μＬ。ＰＣＲ反应程序：９５℃预变性５

ｍｉｎ；９４℃变性１ｍｉｎ，５６℃退火１ｍｉｎ，７２℃延伸２

ｍｉｎ，共３０个循环；最后７２℃延伸１０ｍｉｎ
［１１］，４℃

条件下保存扩增产物。将扩增产物用１０ｇ／Ｌ琼脂

糖凝胶在０．５×ＴＢＥ电泳缓冲液中电泳，并在紫外

凝胶成像仪上观察、照像。

１．４　ＲＦＬＰ酶切分析

根据文献［１２］的方法，选用３种限制性内切酶

犎犪犲Ⅲ、犎犻狀犳Ⅰ和 犕狊狆Ⅰ对１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增

产物进行酶切，各反应体系均为１０μＬ，其中含３μＬ

ＰＣＲ产物，５Ｕ限制性内切酶及其相应的缓冲液，３７

℃酶切 ４ｈ。具体酶切位点为：犎犻狀ｆⅠ：５′Ｇ／

ＡＮＴＣ３′；犎犪犲Ⅲ：５′ＧＧ／ＣＣ３′；犕狊狆 Ⅰ：５′Ｃ／

ＣＧＧ３′。全部酶切产物与２．５μＬ反应终止液１０×

Ｌｏａｄｉｎｇｂｕｆｆｅｒ混匀，用２０ｇ／Ｌ琼脂糖凝胶电泳

（１００Ｖ，４ｈ），ＵＶ扫描，以ＴＩＦＦ格式保存。

１．５　１６ＳｒＤＮＡ全序列分析

根据ＲＦＬＰ图谱分析结果，从每种基因型中选

择代表菌株进行测序，将测序结果与模式菌株的序

列比较，按照 Ｓａｔｉｏｕ和 Ｎｅｉ的方法进行聚类分

析［１３］，用ＣｌｕｓｔａｌＸ、Ｂｉｏｅｄｉｔ和Ｔｒｅｅｃｏｎｗ程序，进行

序列同源性对齐排列和编辑，最后构建出以１６ＳｒＤ

ＮＡ全序列为基础的系统发育树。再用 ＤＮＡｍａｎ

计算代表菌株与亲缘关系最近的模式株１６ＳｒＤＮＡ

序列间的相似性值。构建系统发育树的模式菌株

１６ＳｒＤＮＡ全序列，均来自ＧｅｎＢａｎｋ。

２　结果与分析

２．１　野豌豆根瘤菌菌株１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ的扩增

以提取的总ＤＮＡ为模板，进行测试菌株的１６Ｓ

ｒＤＮＡＰＣＲ扩增，得到分子大小均约为１．５ｋｂ产物

片段，部分菌株的１６ＳｒＤＮＡ电泳图谱见图１。

图１　部分野豌豆根瘤菌１６ＳｒＤＮＡＰＣＲ扩增产物的电泳结果

１～１８．测试菌株编号；Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ１３

Ｆｉｇ．１　１６ＳｒＤＮＡｍａｐａｍｐｌｉｆｉｅｄｐｒｏｄｕｃｔｓｂｙＰＣＲｏｆｐａｒｔｏｆｔｅｓｔｅｄ犞犻犮犻犪ｒｈｉｚｏｂｉａ

１－１８．Ｃｏｄｅｏｆｔｈｅｔｅｓｔｅｄｒｈｚｏｂｉａ；Ｍ．ＤＮＡｍａｒｋｅｒ１３
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２．２　野豌豆根瘤菌１６ＳｒＤＮＡＲＦＬＰ酶切的电泳

图谱

４２株测试菌株共产生６种电泳图谱，６种１６Ｓ

ｒＤＮＡ基因型组合图谱（以下简称基因型）如图２所

示。测试菌株的ＲＦＬＰ分析类型如表２所示。由表

２可知，基因型Ⅰ（ｂβⅠ）由３２株测试菌株组成（１６

株来自Ａ采样地点，５株来自Ｂ采样地点，１株来自

Ｃ采样地点，４株来自Ｄ采样地点，６株来自Ｅ采样

地点）；基因型Ⅱ（ｃαⅠ）由３株测试菌株组成（２株

来自Ｄ采样地点，１株来自Ｅ采样地点）；基因型Ⅲ

（ｂγⅡ）由４株测试菌株组成（１株来自Ｂ采样地点，

２株来自Ｃ采样地点，１株来自Ｄ采样地点）；基因

型Ⅳ（ａβⅡ）只有１株测试菌株（来自Ｅ采样地点）；

基因型Ⅴ（ｂβⅤ）和基因型Ⅵ（ｂβⅣ）均只有１株测试

菌株（均来自Ｄ采样地点）。

图２　野豌豆根瘤菌的１６ＳｒＤＮＡＲＦＬＰ酶切组合图谱

Ｍ．１００ｂｐＬａｄｄｅｒ；ａ，ｂ，ｃ．犎犪犲Ⅲ酶切电泳图谱类型；α，β，γ．犎犻狀ｆⅠ酶切电泳图谱类型；Ⅰ，Ⅱ，Ⅳ，Ⅴ．犕狊狆Ⅰ酶切图谱类型；表２同

Ｆｉｇ．２　１６ＳｒＤＮＡＲＦＬＰｒＤＮＡｔｙｐｅｓｏｆ犞犻犮犻犪ｒｈｉｚｏｂｉａ

Ｍ．１００ｂｐＬａｄｄｅｒ；ａ，ｂ，ｃ．ｔｙｐｅｓｏｆ犎犪犲Ⅲ；α，β，γ．Ｔｙｐｅｓｏｆ犎犻狀ｆⅠｄｉｇｅｓｔｅｄｍａｐ；Ⅰ，Ⅱ，Ⅳ，Ⅴ．Ｔｙｐｅｓｏｆ犕狊狆Ⅰｄｉｇｅｓｔｅｄｍａｐ；Ｔａｂｌｅ２ｉｓｓａｍｅ

表２　供试野豌豆根瘤菌的编号及ＲＦＬＰ分析类型

Ｔａｂｌｅ２　ＲＦＬＰａｎａｌｙｓｉｓｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｔｅｓｔｅｄｒｈｉｚｏｂｉａ

编号

Ｃｏｄｅ

１６ＳｒＤＮＡＰＣＲＲＦＬＰ图谱Ｐａｔｔｅｒｎｓ

犎犪犲Ⅲ 犎犻狀ｆⅠ 犕狊狆Ⅰ

编号

Ｃｏｄｅ

１６ＳｒＤＮＡＰＣＲＲＦＬＰ图谱Ｐａｔｔｅｒｎｓ

犎犪犲Ⅲ 犎犻狀ｆⅠ 犕狊狆Ⅰ

１ ｂ β Ⅰ ２２ ｂ γ Ⅱ

２ ｂ β Ⅰ ２３ ｂ γ Ⅱ

３ ｂ β Ⅰ ２４ ｂ γ Ⅱ

４ ｂ β Ⅰ ２５ ｂ β Ⅰ

５ ｂ β Ⅰ ２６ ｂ β Ⅴ

６ ｂ β Ⅰ ２７ ｃ α Ⅰ

７ ｂ β Ⅰ ２８ ｃ α Ⅰ

８ ｂ β Ⅰ ２９ ｂ γ Ⅱ

９ ｂ β Ⅰ ３０ ｂ β Ⅰ

１０ ｂ β Ⅰ ３１ ｂ β Ⅳ

１１ ｂ β Ⅰ ３２ ｂ β Ⅰ

１２ ｂ β Ⅰ ３３ ｂ β Ⅰ

１３ ｂ β Ⅰ ３４ ｂ β Ⅰ

１４ ｂ β Ⅰ ３５ ｂ β Ⅰ

１５ ｂ β Ⅰ ３６ ｂ β Ⅰ

１６ ｂ β Ⅰ ３７ ｂ β Ⅰ

１７ ｂ β Ⅰ ３８ ａ β Ⅱ

１８ ｂ β Ⅰ ３９ ｂ β Ⅰ

１９ ｂ β Ⅰ ４０ ｂ β Ⅰ

２０ ｂ β Ⅰ ４１ ｃ α Ⅰ

２１ ｂ β Ⅰ ４２ ｂ β Ⅰ

　　由表３可知，与野豌豆共生根瘤菌的６种１６Ｓ

ｒＤＮＡ基因型中，Ａ地点的测试菌株丰富度最低，

只有１种基因型，其菌株优势度为１．００；Ｂ地点的测

试菌株丰富度为２，分别为基因型Ⅰ（菌株优势度为

０．８３）和基因型Ⅲ（菌株优势度为０．１７）根瘤菌；Ｃ

地点的测试菌株丰富度也是２，分别为基因型 Ⅰ（菌
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株优势度为０．３３）和基因型 Ⅲ（菌株优势度为０．６７）

根瘤菌；Ｄ地点的测试菌株丰富度最高，共５种基因

型，分别为基因型Ⅰ（优势度为０．４４）、基因型Ⅱ（优

势度为０．２２）、基因型Ⅲ（优势度为０．１１）、基因型Ⅴ

（优势度为０．１１）和基因型Ⅵ根瘤（优势度为０．１１）；

Ｅ地点的测试菌株丰富度为３，分别为基因型Ⅰ（优

势度为０．７５）、基因型Ⅱ（优势度为０．１２５）和基因型

Ⅳ（优势度为０．１２５）根瘤菌。由此可知，５个采样地

点中，Ｄ地点的丰富度最大。此外，不同基因型根瘤

菌共生结瘤具有地区差异性。

表３　野豌豆根瘤菌１６ＳｒＤＮＡ的基因型丰富度及菌株优势度

Ｔａｂｌｅ３　Ｎｕｍｂｅｒ，ｒｉｃｈｎｅｓｓａｎｄｄｏｍｉｎａｎｃｅｏｆｅａｃｈ１６ＳｒＤＮＡｔｙｐｅ

采样地点

Ｓａｍｐｌｅｓｉｔｅ

优势度 Ｄｏｍｉｎａｎｃｅ

基因型Ⅰ
ＴｙｐｅⅠ

基因型Ⅱ
ＴｙｐｅⅡ

基因型Ⅲ
ＴｙｐｅⅢ

基因型Ⅳ
ＴｙｐｅⅣ

基因型Ⅴ
ＴｙｐｅⅤ

基因型Ⅵ
ＴｙｐｅⅥ

丰富度

Ｒｉｃｈｎｅｓｓ

陕西红河谷Ａ １．００ － － － － － １

陕西南部汉中Ｂ ０．８３ － ０．１７ － － － ２

新疆乌鲁木齐Ｃ ０．３３ － ０．６７ － － － ２

甘肃永昌混山窑Ｄ ０．４４ ０．２２ ０．１１ － ０．１１ ０．１１ ５

甘肃永登红城Ｅ ０．７５ ０．１２５ － ０．１２５ － － ３

２．３　野豌豆根瘤菌１６ＳｒＤＮＡ全序列的相似性比

较及系统发育分析

根据１６ＳｒＤＮＡＲＦＬＰ分析结果，从不同基因

类型中选择ＣＣＮＷＧＳ００６２、ＣＣＮＷＧＳ００５５和ＣＣ

ＮＷＳＸ００５０３个代表菌株，测定其１６ＳｒＤＮＡ基因

全序列；２９株其他模式菌株的１６ＳｒＲＮＡ基因序列

均在ＧｅｎｅＢａｎｋ中的索取查找，构建的系统发育树

如图３所示。ＣＣＮＷＧＳ００５５、ＣＣＮＷＧＳ００６２、犚．犾犲

犵狌犿犻狅狊犪狉狌犿ＵＳＤＡ２３７０、ＣＣＮＷＳＸ００５０ 和 犛．犿犲

犾犻犾狅狋犻ＬＭＧ６１３３５株根瘤菌的１６ＳｒＤＮＡ序列碱基

差异如图４所示。从图３和图４可以看出，测试菌

株ＣＣＮＷＧＳ００６２与模式菌株犛．犿犲犾犻犾狅狋犻ＬＭＧ６１３３

的亲缘关系最近，且二者的１６ＳｒＤＮＡ序列无碱基

差异，序列相似性为 １００．０％。测试菌株 ＣＣ

ＮＷＳＸ００５０、ＣＣＮＷＧＳ００５５与模式菌株犚．犾犲犵狌犿犻

狅狊犪狉狌犿ＵＳＤＡ２３７０的亲缘关系最近，两株菌与模式

菌株犚．犾犲犵狌犿犻狅狊犪狉狌犿ＵＳＤＡ２３７０的差异碱基数分

别为３和４，序列相似性分别为９９．８％和９９．７％。

由图３还可知，基因型Ⅰ代表菌株ＣＣＮＷＳＸ００５０

和基因型Ⅳ代表菌株ＣＣＮＷＧＳ００５５的亲缘关系很

近，但它们与基因型Ⅲ代表菌株ＣＣＮＷＧＳ００６２分

别位于不同的系统发育分支中，彼此间的亲缘关系

较远。结果表明，与野豌豆种豆科植物（犞犻犮犻犪狊犲狆犻

狌犿）共生结瘤的两种类型根瘤菌，在进化关系上相

距较远。

３　讨　论

从本研究结果可以看出，归属于犚．犾犲犵狌犿犻狅狊犪

狉狌犿的基因型Ⅰ测试菌株，在５个采样地点均有分

布，而归属于犛．犿犲犾犻犾狅狋犻的基因型Ⅲ测试菌株，只在

３个采样点有分布，表明系统发育分类上属于不同

种属的根瘤菌，在不同地理环境中的分布有差异。

属于犚．犾犲犵狌犿犻狅狊犪狉狌犿 的根瘤菌株中，基因型Ⅰ测

试菌株（ＣＮＷＳＸ００５０）在５个地点均有分布，基因

型Ⅳ测试菌株（ＣＣＮＷＧＳ００５５）仅在１个采样点有

分布，并且分布较少，表明同一属种的不同基因型根

瘤菌，受环境的影响也表现出地区分布的差异性，这

与陈文新等［３］研究结果一致。

本研究中，属于犚．犾犲犵狌犿犻狅狊犪狉狌犿 的基因型Ⅰ

测试菌株、基因型Ⅳ测试菌株与属于犛．犿犲犾犻犾狅狋犻的

基因型Ⅲ测试菌株的差异性分布表明，影响生态分

布的共生基因与作为主要分类依据的染色体基因是

非平行进化关系，共生基因的横向转移在根瘤菌中

广泛存在。环境不仅选择、限制着根瘤菌的分布，而

且地理区域的多态性和可变性，也可能影响着根瘤

菌－豆科植物的共生多样性。

本研究中，基因型Ⅰ菌株在各个采样地点均大

量分布；基因型Ⅱ菌株仅在甘肃永昌和永登分布，并

分布较少；基因型Ⅲ菌株在陕西汉中、新疆乌鲁木

齐、甘肃永昌均有分布。基因型Ⅰ（犚．犾犲犵狌犿犻狅狊犪

狉狌犿）菌株、基因型Ⅳ菌株（犚．犾犲犵狌犿犻狅狊犪狉狌犿）与基因

型Ⅲ菌株（犛．犿犲犾犻犾狅狋犻）在环境中的分布式特点表明，

不同种根瘤菌间（乃至同种根瘤菌不同基因型间）存

在着共生竞争及共生竞争力的差异，根瘤菌共生竞

争力的差异可能源于进化选择［６］，即有机体更优先

的共生作用于可以提供最大优势的共生伙伴，并倾

向于排除不太合适的共生伙伴；而不是选择可以貌

似提供更多共生机会的广谱共生根瘤菌。这与Ｄｅ

ｖｉｎｅ
［６］提出的共生进化理论一致。根据该理论可

知，共生进化将更倾向于支持种群内根瘤菌－豆科

植物共生关系的专一化趋向。

　　环境的多样性影响着寄主植物与共生细菌间共
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生关系的多样性，但这种影响是否可以作为造成共

生进化多样化的一个原因，还有待于进一步研究。

而这种多样性在长期进化过程中即具体生态环境

下，未必可以一直保持［５］，自然选择更倾向于寄主在

多种共生根瘤菌中，选择可以提供最大共生收益的

一种或一类细菌作为优势菌，最终寄主作用导致共

生进化关系的专一化趋势是完全可能的。

４　结　论

（１）与中国西北地区野豌豆共生固氮的主要根

瘤菌，在系统分类学上属于犚．犾犲犵狌犿犻狀狅狊犪狉狌犿 根瘤

菌和犛．犿犲犾犻犾狅狋犻根瘤菌种，其中属于犚．犾犲犵狌犿犻狀狅

狊犪狉狌的野豌豆根瘤菌有２种基因型，属于犛．犿犲犾犻犾狅

狋犻野豌豆根瘤菌只有１种基因型。

（２）中国西北地区野豌豆根瘤菌，根据１６ＳｒＤ

ＮＡＲＦＬＰ分析可以分为６种基因型，每种基因型

的地理分布表现出各自的独特性；同时，特定的地理

环境中分布的野豌豆根瘤菌基因型也表现出地区差

异性。不同地理环境中，野豌豆根瘤菌基因型的丰

富度为１～５。

图３　３株野豌豆根瘤菌与其他模式菌株的系统发育树（分支上数字表示树形可信度）

Ｆｉｇ．３　Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃｒｅｌａｔｉｏｎｄｉａｇｒａｍｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅ犞犻犮犻犪ｒｈｉｚｏｂｉａ（ｔｈｅｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔｒａｉｎｓ

ｆｉｇｕｒｅｓｏｎｔｈｅｂｒａｎｃｈｅｓｓｔａｎｄｆｏｒｔｈｅｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｉｅｓ）

７９１第１２期 张美玲等：不同地理环境下野豌豆根瘤菌的遗传多样性与共生进化研究



图４　３株野豌豆根瘤菌与模式菌株１６ＳｒＤＮＡ序列的比较

Ｆｉｇ．４　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｅｑｕｅｎｃｅｓｏｆ１６ＳｒＤＮＡｏｆｔｈｅｔｈｒｅｅ犞犻犮犻犪ｒｈｉｚｏｂｉａａｎｄｔｗｏｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｔｒａｉｎｓ
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