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沙坡头地区根瘤菌-!.同源性及&/01-!.全序列!
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摘 要 数值分类和多位点酶电泳分析表明，分离自宁夏沙坡头地区的&*株根瘤菌构成一
个独立的表观群。对这一菌群进行了-!.同源性和群内中心菌株&/01-!.全序列分析。

&*个菌株的2345"67在8/9,!/*9*范围内；群内-!.同源性为+*9$7!%$987，大于

+’7，属种内水平；中心株!**’的&/01-!.全序列与参比菌株的序列比较，从模拟系统发
育树看出，它与三株土壤杆菌、三株根瘤菌的&/01-!.序列同源性在%,9(7!%%9*7的相
似性水平上构成一个分支，看来沙坡头地区这群根瘤菌是一个独立的新种群。
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沙坡头位于宁夏中卫县境内，具有典型的亚洲中部温带荒漠气候特征。豆科植物在

此地区的农业生产、土壤改良和防风固沙中起着重要作用。我们对这一地区内豆科植物

根瘤菌进行了调查和分离，经纯化、回接鉴定后，将*’株新分离菌株与*/株参比菌株进
行了数值分类［&］。结果表明，有&*株未知菌在(’7的相似性水平上独立成群，并具有耐
盐碱，耐/’;高温等特点。之后，又对这些菌株进行了多位点酶电泳分析［*］，其结果与数
值分类相吻合。为了进一步确定这些未知菌的分类地位，本试验根据目前国际上规定的

“描述根、茎瘤菌新种属的最低标准”［$］，又研究了未知菌群内菌株间以及未知菌与各已

知菌之间-!.同源性和未知菌群中心株的&/01-!.全序列。

! 材料和方法
!#! 材料
由于未知根瘤菌均为快生菌，因此选取已知参比菌!"#$%&#’(、)#*%+"#$%&#’( 和

,-.%+"#$%&#’(三属的&*个模式菌株与&*个未知菌进行-!.)-!.杂交，菌株编号、来
源等见表&。选用未知菌群中心株!**’测定其&/01-!.全序列，序列相似性分析所用
其它参比菌株的信息来自2<=>?=@，索取号见文献［,］。

!#" 方法

!#"#! 2345"67分析及-!.A-!.杂交试验：供试菌株活化后，接种于BC培养液，

*(;，&*’1／5D=培养至对数生长期，离心收集菌体。参考E?15F1［8］、G"H=I"=［/］和林万
明［+］的方法提取-!.并调整其纯度和浓度，采用热变性法［(］测定B5值和2345"67，
以/01%2#J)&*作为参比，用注射器抽吸法剪切-!.，采用复性速率法［%］，在+8*4分光
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表! 实验菌株及来源

!"#$%& !%’(%)’(*"+,’",)(-%+*’./*0%’
菌号

1(*"+,,/2#%*

菌名或寄主名

3"2%.4’(*"+,’.*-.’(’

来源

1./*0%’
5671 !"#$%&’($)’*+,’-.#&-.".#" 新疆

88759:;<=!/&*-0*’’ 南京

3>?::&@ !/1$,’ 新西兰

91A5&<<: !/+"1’1$,’ 美国

91A5@@B@ !/2’2"% 美国

865!B== 3&’($)’*+,%$4’2’ 巴西

C5D76EF< 3/5-1"5-" 芬兰

91A5:@G< 3/1"5*+’.$#-%*+ 美国

8H3F: 3/#",1’ 巴西

91A5:<E 6’.$%&’($)’*+7%"8’’ 美国

91A5F&<& 6/,"%-.5- 美国

91A5F&<: 6/#-&"1’ 美国

3&BE 6$4&$%-9-4$.’2-（国槐） 沙坡头

3&B= :-%-5-.-0$%#&.#&’’（柠条锦鸡儿） 沙坡头
3&=& :-%-5-.-"%’."2"-（川西锦鸡儿） 沙坡头
3&=; :-%-5-.-0-.#*".#’#（甘肃锦鸡儿） 沙坡头
3:<G ;"8<#-%*+#2$4-%’*+（花棒） 沙坡头

3:&< :-%-5-.-%$#"-（红花锦鸡儿） 沙坡头

3:&B 6$4&$%--1$4"2*%$’8"#（苦豆子） 沙坡头
3:@: !"8’2-5$1*4*1’.-（天蓝苜蓿） 沙坡头

3:F: !"8’2-5$#-,’=-（紫花苜蓿） 固原

3:FE >’2’-#"4’*+（野豌豆） 固原

3:<; ?+$%4&-7%*,’2$#-（紫穗槐） 沙坡头

3::< @1<2<%%&’(--#4"%-（粗毛甘草） 沙坡头

表" 新菌群#$值和%&’$()*
!"#$%: !2I"$/%",)A35JK80.,(%,(’.4

(-%,%LM*./N
菌株

1(*"+,’

!2／O

!2I"$/%

JK82.$P

A35JK80.,(%,(’
3::< G;QE E=QB
3:&B G;Q< EGQ=
3&BE GBQ& ;:Q:
3&B= GEQB EGQF
3&=& GEQ@ E;QF
3&=; G;Q= E=QG
3:<G GGQ; ;&QB
3:&< G;Q: EBQ@
3:@: G;Q= E=QG
3:F: GBQ< ;:Q<
3:FE GEQB EGQF
3:<; GGQB ;&Q;

光度计上测定菌株间A35同源性。

!R"R" 未知菌群中心菌株!+1*A35全序
列测定：（&）将未知菌群内中心菌株3::<
经液体培养并提取总A35作为模板，进行

?8S，引物的选择参照文献［&<］和［&&］，

?8S反应按下列条件进行：=F O变性

&2+,，E@O复性&2+,，G:O延伸@2+,，共@<
个循环，最后一个循环G:O延伸&<2+,，在

!-%*2"$8T0$%*?UVFB<型仪器上完成。电
泳检测?8S产物大小。（:）回收纯化?8S
产物：切下目的片段，经7+.VS5)试剂盒回
收纯化。（@）阳性克隆的获得：纯化好的

?8S产物和载体N98&B分别经7"2C6酶
切，&FO粘端连接F-，连接产物用电转化法
转入A/2$1’ACE!细胞，将转化液在@GO
温育FE2+,后，涂布于含有氨卞青霉素（&<<

"M／2$）、WVM"$和6?!J的X7平板上，@GO
培养过夜，挑取白色菌落经8*"Y+,M法筛选
转化子，用碱法小量提取质粒A35，7"2C6
酶切后电泳检测，同时以所提质粒A35为
模板，按上述条件再次?8S，电泳检测?8S
产物。（F）大量提取、纯化质粒A35，并测
定。（E）数据处理：用 ?CZX6?I%*’+.,
@QEG:0软件包［&&］对3::<菌株&;1*A35
全序列及参比菌株序列（大部分取自J%,V
7",Y，有三株菌信息来自本室）进行分析，
绘出无根树状图。

" 结果和分析
",! #$值、%&’$()*及-./同源性
表:看出，未知菌!2值在GEQ@O#

GBQ&O之间，! !2"EO；JK82.$P在

E;QF#;:Q:。以往的研究中发现，根瘤菌

3&’($)’*+、6’.$%&’($)’*+ 和新近提出的

!"#$%&’($)’*+［&:］各属中大部分菌株JK8
2.$P在E=#;F，而沙坡头根瘤菌JK8
2.$P水平略低于各已知种。未知菌群内

A35同源性在G:Q@P#=@QEP范围内（表

@），大于G<P，属于种水平的同源群；未知
菌群中心株（3::<）与各已知模式菌A35
同源性在<P#;;Q;P（表F），低于种水平。
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一新种群内，寄主分别来自适应贫瘠沙土地生长的锦鸡儿、国槐、甘草、苜蓿、苦豆子、野豌

豆、紫穗槐和花棒，但它们耐干旱和耐盐碱的特点值得重视。
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