
Ｒesearch Paper 研究报告
微生物学报 Acta Microbiologica Sinica
54(6):616 － 623; 4 June 2014
ISSN 0001 － 6209; CN 11 － 1995 /Q
http: / / journals． im． ac． cn / actamicrocn
doi: 10. 13343 / j． cnki． wsxb． 2014. 06. 003

基金项目:四川省科技支撑计划项目(2012ＲZ0018)
* 通信作者。Tel: + 86-28-86290982;E-mail: xkwei@ 126． com

作者简介:熊峰(1987 － )，男，四川成都人，硕士，主要从事生物固氮研究。E-mail: xtfxth@ 126． com

收稿日期:2013-11-20;修回日期:2014-03-20

川中丘陵地区大豆根瘤菌遗传多样性与系统发育关系
熊峰，陈远学，张思兰，游芳，周欢，徐开未 *

四川农业大学资源环境学院，四川 成都 611130

摘要:【目的】研究分离自川中丘陵地区大豆根瘤菌的遗传多样性和系统发育。【方法】采用 16S rDNA
PCＲ-ＲFLP 和 16S rＲNA 基因、glnII、共生基因(nodC)系统发育分析的方法进行研究。【结果】供试未知菌的
16S rDNA 用 4 种限制性内切酶(HaeⅢ、HinfⅠ、MspⅠ及 TaqⅠ)酶切后获得 5 种 16S 遗传图谱类型。16S
rDNA PCＲ-ＲFLP 结果表明，所有供试菌株在 83%水平分为慢生根瘤菌属(Bradyrhizobium)和中华根瘤菌属
( Sinonrhizobium)两大类群，而 75%的菌株为中华根瘤菌。6 个代表菌株的 16S rDNA、glnII 和 nodC 三个位点
基因的系统发育结果基本一致，4 株与 S． fredii USDA205T相似度最高;有 2 株分别与 B． yuanmingense
CCBAU10071T、B． diazoefficiens USDA110T相似度最高。4 个 Sinonrhizobium 代表菌株 16S rDNA、glnII 序列相
似度分别为 98. 3% － 99. 9%、98. 2% － 100%，但它们的 nodC 基因序列完全相同。【结论】川中丘陵地区大
豆根瘤菌具有较丰富的遗传多样性，S． fredii 为优势种。
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川中丘陵位于长江上游，属中亚热带季风气候，丘
陵广布、溪沟纵横、还有低丘河谷平坝;该区旱地土壤
以紫色土为主，酸性、中性、石灰性紫色土均有分布，此
外还有黄壤、潮土等，该区地形地貌和土壤类型多样［1］，
适合大豆的生产和种植，是四川大豆的重要产区。

据报道四川春大豆品种 1267 个，夏大豆品种
802 个［2］，未统计秋大豆和冬大豆。四川作为一个
人口大省，对大豆需求量较大，基本上各家农户均有
种植，因耕作栽培粗放、产量不高和无畅通的销售渠
道，种植面积不大，以传统的“麦 /玉 + 豆 / 苕”模
式、田埂豆、地边豆、屋边豆和一些零星的荒地种
豆为主，主要满足自给自足和留种［3 － 4］。因此该区
大豆分布广，资源丰富。有黄色、绿色、黄褐色、黑色
大豆;按播期分春、夏、秋、冬大豆，但品种资源类型
主要以春大豆和夏大豆为主。可见，川中丘陵区应
该孕育着丰富的大豆根瘤菌资源。

陈文新课题组对中国大豆根瘤菌的遗传多样性
作了较系统的研究。发现大豆根瘤菌具有地理分布
区域性，Bradyrhizobium japonicum 在中国的分布最
广，Sinorhizobium fredii 分布也广泛，B． elkanii 在我
国热带和亚热带地区分布较广［5］。黄土高原、华北
平原和河北省的大豆根瘤菌主要为 Bradyrhizobium
和 Sinorhizobium 两属的菌株，但 S． fredii 为优势
种［6 － 8］。新 疆 盐 碱 地 的 大 豆 根 瘤 菌 也 以
Bradyrhizobium 和 Sinorhizobium 为 主， B．
liaoningense 和 S． fredii 为优势种［9］。但作为南方大
豆主产区之一的川中丘陵区大豆根瘤菌资源的综合
考察和系统研究尚未见报道。本研究对分离自川中
丘陵地区的大豆根瘤菌进行 16S rDNA PCＲ-ＲFLP，
多个位点基因: 16S rDNA、glnII 以及共生基因
(nodC)进行系统发育分析，揭示该区大豆根瘤菌的
多样性和系统发育地位。近年来，四川大豆生产发
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展迅猛，尤其在川中丘陵地区出现规模化、大面积连
片种植，推广“玉 /豆”种植新模式，产量水平有了一定
提高，已经成为四川省主要粮食作物之一，播种面积
在全国排名第 6 位，国家发改委将川渝大豆纳入国
家十二五主要粮食作物，四川大豆引起了国家及省各
级政府的重视［3 － 4］。为此本研究还能为筛选适合川
中丘陵区的高效大豆根瘤菌贮备优良的菌种资源。

1 材料和方法
1. 1 供试菌株

从分布在川中丘陵的遂宁、广安、南充、资阳、内

江 5 个市区采集大豆根瘤，分离纯化得到 28 株大豆
根瘤菌，并经回接试验证实全部为大豆根瘤菌，详细
信息见表 1。16S rDNA ＲFLP 分析所用的参比菌 14
个，见图 1。
1. 2 总 DNA 提取

供试菌株经 YMA 斜面活化后，接种于 5 mL
YMA 液体培养基中，28℃，180 r /min 摇床培养至
对数生长期(快生菌株一般培养 2 － 3 d，慢生菌株
培养5 － 7 d)。按照参考文献［11］的方法提取总
DNA，并用 0. 8% 琼脂糖凝胶电脉检测 DNA 纯度
及浓度。

表 1 供试菌株
Table 1． Tested strains

strains original source
types of restriction map

HaeⅢ HinfⅠ MspⅠ TaqⅠ
16S rDNA Genotypes

SCAUs24 Yanjiang District，Ziyang City(资阳市雁江区) a a a a Ⅰ
SCAUs1 Yanjiang District，Ziyang City(资阳市雁江区) a a a a Ⅰ
SCAUs25 Xichong County，Nanchong City(南充市西充县) a a a a Ⅰ
SCAUs17 Jialing District，Nanchong City(南充市嘉陵区) a a a a Ⅰ
SCAUs20 Jialing District，Nanchong City(南充市嘉陵区) a a a a Ⅰ
SCAUs8 Jialing District，Nanchong City(南充市嘉陵区) a a a a Ⅰ
SCAUs9 Dongxing District，Neijiang City(内江市东兴区) a a a a Ⅰ
SCAUs10 Dongxing District，Neijiang City(内江市东兴区) a a a a Ⅰ
SCAUs11 Dongxing District，Neijiang City(内江市东兴区) a a a a Ⅰ
SCAUs12 Dongxing District，Neijiang City(内江市东兴区) a a a a Ⅰ
SCAUs13 Dongxing District，Neijiang City(内江市东兴区) a a a a Ⅰ
SCAUs14 Daying County，Suining City(遂宁市大英县) a a a a Ⅰ
SCAUs15 Daying County，Suining City(遂宁市大英县) a a a a Ⅰ
SCAUs16 Daying County，Suining City(遂宁市大英县) a a a a Ⅰ
SCAUs4 Daying County，Suining City(遂宁市大英县) a a a a Ⅰ
SCAUs18 Linshui County，Guang’an City(广安市邻水县) a a a a Ⅰ
SCAUs19 Linshui County，Guang’an City(广安市邻水县) a a a a Ⅰ
SCAUs7 Linshui County，Guang’an City(广安市邻水县) a a b a Ⅱ
SCAUs2 Xichong County，Nanchong City(南充市西充县) a a c a Ⅲ
SCAUs21 Jialing District，Nanchong City(南充市嘉陵区) a a c a Ⅲ
SCAUs22 Jialing District，Nanchong City(南充市嘉陵区) a a c a Ⅲ
SCAUs23 Yanjiang District，Ziyang City(资阳市雁江区) b a c b Ⅳ
SCAUs3 Dongxing District，Neijiang City(内江市东兴区) b a c b Ⅳ
SCAUs5 Guangan District，Guang’an City(广安市广安区) b b d b Ⅴ
SCAUs26 Linshui County，Guang’an City(广安市邻水县) b b d b Ⅴ
SCAUs27 Guangan District，Guang’an City(广安市广安区) b b d b Ⅴ
SCAUs28 Guangan District，Guang’an City(广安市广安区) b b d b Ⅴ
SCAUs29 Guangan District，Guang’an City(广安市广安区) b b d b Ⅴ

1. 3 16S rDNA PCＲ-ＲFLP 分析
16S rDNA PCＲ 扩增引物为细菌通用引物 P1 和

P6［11］。PCＲ 反应体系(50 μL):2 × PCＲ Mix 25 μL，

引物 P1 和 P6 各 1 μL，DNA 模板 1 μL，加超纯水补
足至 50 μL。PCＲ 反应条件:95℃ 预变性 5 min;
95℃变性 1 min，56℃退火 30 s，72℃延伸 1 min，循
环 30 次;72℃最终延伸 10 min。

PCＲ 产物用 4 种限制性内切酶 HaeⅢ、HinfⅠ、

MspⅠ及 TaqⅠ在 37℃ (TaqⅠ为 65℃ )酶切 6 － 8 h。

反应体系为 10 μL:5 μL 16S rDNA PCＲ 产物，5 U 酶，

1 μL 相应的 10 ×酶切缓冲液，3. 5 μL ddH2O。酶切产
物用含 EB的 2. 0%琼脂糖凝胶进行电泳(80 V，3 h)，

使用凝胶成像系统拍照。对图谱分析后用 NTSYS 软
件进行聚类，得到供试菌株的 UPGMA树状图。
1. 4 16S rDNA 序列分析

根据 16S rDNA PCＲ-ＲFLP 分析聚类结果，选取
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代表菌株，采用 PCＲ 产物直接测序，由上海生工生物
工程技术服务有限公司完成。将测得序列提交
GenBank 数据库，使用 Blast 软件进行在线比对，并从
GenBank 数据库中下载与待分析序列相近的已知种
模式菌株的 16S rDNA 序列。序列比对和系统发育的
构建都采用 MEGA5 软件完成。序列比对采用 Clustal
W，系统发育的构建采用邻接法 ( Neighbor-joining
method)构建发育树，自展值( Bootstrap ) 为 1000，分
支上树形可信度大于 50 的显示。

图 1． 16S rDNA PCＲ-ＲFLP 聚类结果
Figure 1． UPGMA dendrogram obtained from 16S rDNA． PCＲ-ＲFLP．

1. 5 glnII 和 nodC 系统发育分析
PCＲ 扩增引物见参考文献［12］和［13］。反应

体系(30 μL)为:2 × PCＲ Mix 15 μL; 正向引物和反
向引物各 0. 5 μL;DNA 模板 1 μL;ddH2 O 13 μL。
(1) glnII 扩增条件:92℃ 3 min; 94℃ 1 min，55℃
1. 5 min，72℃ 2 min，循环 30 次;72℃ 10 min。(2)

nodC 扩 增 条 件: 92℃ 3 min; 94℃ 1 min，53℃
1. 5 min，72℃ 1 min，循环 30 次;72℃ 8 min。

PCＲ 产物用 1% 的琼脂糖凝胶电泳检测。用
PCＲ 产物送上海生工生物工程技术服务有限公司
直接测序。用 MEGA5 软件分别对测得的代表菌株
glnII 基因序列和 nodC 基因序列与相应的模式菌株
序列进行比对，比对后采用邻接法构建各个基因的
系统发育树，Bootstrap 为 1000。

菌株间序列相似性的计算用 DNAman6. 0 软件
进行。

2 结果

2. 1 16S rDNA PCＲ-ＲFLP 聚类分析
供试菌株及参比菌株在进行 16S rDNA PCＲ 扩

816



熊峰等: 川中丘陵地区大豆根瘤菌遗传多样性与系统发育关系 ． /微生物学报(2014)54(6)

增后，均得到一条约 1. 5 kb 的 DNA 片段。选择 4
种限制性内切酶(HaeⅢ、HinfⅠ、MspⅠ及 TaqⅠ)对
PCＲ 产物进行酶切，分别得到 2、2、4、2 种制性内切
酶酶切图谱类型，这四种酶组合在一起，其中每一种
组合称为一个 16S rDNA 遗传图谱类型，共得到 5 种
16S rDNA 遗传图谱类型，见表 1。

从图 1 可以看出，所有菌株在 66%相似水平分
为中华根瘤菌属 ( Sinonrhizobium) 和慢生根瘤菌属
(Bradyrhizobium)两大类群。其中，21 个供试快生大
豆根瘤菌，分属 3 个 16S 遗传图谱类型 ( I-III)，与
Sinonrhizobium 属聚在一起，在 83% 的相似水平，
Sinonrhizobium 菌株聚为两个表观群 S1、S2。供试慢
生大豆根瘤菌 7 株，分属两种 16S 遗传图谱类型
(V，VI )，分 别 与 参 比 菌 株 B． yuanmingense
CCBAU10071T和 B． japonicum USDA6T聚在一起，在
约 87%的相似水平构成两个表观群:B1 和 B2。可
见，川中丘陵地区大豆根瘤菌为 Sinonrhizobium 和
Bradyrhizobium 的菌株，Sinorhizobium 为优势菌群。
2. 2 16S rDNA 序列分析

根据 16S rDNA PCＲ-ＲFLP 聚类分析结果，选择

6 个代表菌株进行 16S rDNA 序列测定和系统发育
树构建。在 MEGA5 中将序列用 Clustal-W 比对后
剪齐得到 1375bp 的序列构建的 16S rDNA 系统发育
树见图 2。由图 2 可见，所有供试菌株在系统发育
上分为 Bradyrhizobium 和 Sinonrhizobium 两大分支。
在 Sinonrhizobium 分 支 内 代 表 菌 株 SCAUs2、
SCAUs7、SCAUs4 和 SCAUs1 间的相似度 98. 3% －
99. 9% ;SCAUs4、SCAUs2 和 SCAUs1 三个菌株的相
似度最高，为 99. 9% ;SCAUs7 和 SCAUs1 间的相似
度最小，为 98. 3%。但这 4 个代表菌株均与 S．
americanum、S． fredii、S． xinjiangense 的 3 个模式菌
株聚在一起，4 个代表菌株均与 S． americanum、S．
fredii 两个种(因这两个模式菌株的 16S rDNA 序列
相似 度 为 100% ) 的 模 式 菌 株 相 似 度 最 高，为
98. 2% － 99. 8% (表 2 )。 Bradyrhizobium 分 支 内
SCAUs3 与模式菌株 B． liaoningense USDA3622T和
B． yuanmingense CCBAU10071T均以 99. 5% 相似性
聚在一起形成姊妹分支;SCAUs5 与相似度最高的模
式菌株 B． diazoefficiens USDA110T以 99. 5% 的相似
度聚在一起。

图 2． 代表菌株的 16S rＲNA 基因系统发育树
Figure 2． Phylogenetic tree of 16S rＲNA gene sequences of the representative isolates． The tree is bootstrapped with

1000 subreplicates and the confidence levels are indicated at the internodes． The scale bar represents 1% substitution

per site． The sequence accession numbers are presented in parentheses．

2. 3 glnII 基因序列的系统发育研究
谷氨酰胺合成酶(GS)是氮同化过程中的一个关

键酶，具有功能保守性。GS 有 3 种类型:GSⅠ、GSⅡ和
GSⅢ。GSⅠ分布于原核生物中，GSⅡ主要存在于真核

生物和少数细菌中(包括根瘤菌)，GSⅢ和前两者差异
较大，仅在少数细菌中发现［14 － 15］。本研究对供试菌
株的 glnII 基因部分序列进行了测序，获得约 600 bp
的序列长度，采用邻接法(Neighbour-joining)建了该
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基因的系统发育树 (图 3)。从图 3 可知，SCAUs1、
SCAUs2、 SCAUs4、 SCAUs6、 SCAUs7 位 于
Sinonrhizobium 系统发育分支内和参比菌株 S． fredii
USDA205T聚 在 一 起，相 似 性 为 98. 2% － 100%。

SCAUs1、SCAUs2 和 S． fredii USDA205TglnII 序列的相
似性 100%。SCAUs3 与参比菌株 B． yuanmingens
CCBAU10071T相似性最高，为 96. 8%。SCAUs5 与 B．
japonicum USDA6T形成一个分支，相似性为 97. 6%。

图 3． 以 glnII 基因序列构建的根瘤菌系统发育树
Figure 3． Phylogenetic tree of the isolates and the reference strains based on the sequences of glnII genes． The tree is bootstrapped with

1000 subreplicates and the confidence levels are indicated at the internodes． The scale bar represents 2% substitutions per site． The

sequence accession numbers are presented in parentheses．

图 4． 以 nodC 基因序列构建的根瘤菌系统发育树
Figure 4． Phylogenetic tree of the isolates and the reference strains based on the sequences of nodC genes． The tree is bootstrapped

with 1000 subreplicates and the confidence levels are indicated at the internodes． The scale bar represents 5% substitutions per site．

The sequence accession numbers are presented in parentheses．

2. 4 nodC 基因序列的系统发育研究
本研究对供试菌株的 nodC 基因进行了测序，测

序长度均大于 900 bp，采用邻接法构建系统发育树

见图 4。 Sinorhizobium 的 4 个代表菌株 SCAUs7、
SCAUs4、SCAUs2、SCAUs1，菌株间的 16S rDNA 序
列、glnII 序列均有差异 (除 SCAUs2 和 SCAUs1 的
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glnII 基因外)，但其 nodC 基因序列完全相同，与 S．
fredii、S． sojae 和 S． saheli 的模式菌株亲缘关系最
近，相似性均达到 100%。SCAUs5 与 B． japonicum
和 B． diazoefficiens 的模式菌株的相似性最高，为

99. 8%，这两 个模 式 菌株 的 nodC 序列 相 似 性
100%。SCAUs3 和最 高 相 似 度 的 模 式 菌 株 B．
yuanmingens CCBAU10071T构成一个亚分支，相似性
为 96. 8%。

表 2．代表菌株与其基因序列相似度最高的模式菌株的同源性
Table 2． Phylogenetic affiliation of the representative rhizobia and the closest type strains

strains 16S rＲNA(1375bp) glnII (505bp) nodC (584bp)

SCAUs1
S． fredii USDA205T (99. 6% ) a

S． americanum LMG 22684T (99. 6% )
S． fredii USDA205T (100 % )

S． fredii USDA205T (100% )
S． saheli LMG7837T (100% )
S． sojae CCBAU05684T (100% )

SCAUs2
S． fredii USDA205T (99. 8% )
S． americanum LMG 22684T (99. 8% )

S． fredii USDA205T (100 % )
S． fredii USDA205T (100% )
S． saheli LMG7837T (100% )
S． sojae CCBAU05684T (100% )

SCAUs4
S． fredii USDA205T (99. 6% )
S． americanum LMG 22684T (99. 6% )

S． fredii USDA205T (98. 8 % )
S． fredii USDA205T (100% )
S． saheli LMG7837T (100% )
S． sojae CCBAU05684T (100% )

SCAUs7
S． fredii USDA205T ( (98. 2% )
S． americanum LMG 22684T (98. 2% )

S． fredii USDA205T (98. 2 % )
S． fredii USDA205T (100% )
S． saheli LMG7837T (100% )
S． sojae CCBAU05684T (100% )

SCAUs5 B． diazoefficiens USDA110T (99. 5% ) B． japonicum USDA6T (97. 6% )
B． japonicum USDA6T (99. 8% )
B． diazoefficiens USDA110T (99. 8% )

SCAUs3
B． yuanmingense CCBAU10071T (99. 5 % )
B． liaoningense USDA3622T (99. 5 % )

B． yuanmingens CCBAU10071T

(96. 8 % )
B． yuanmingens CCBAU10071T (96. 7% )

a The percentages are sequence similarities to the closely related species or the closest type strain

3 讨论

本研究通过 16S rDNA PCＲ-ＲFLP 和 3 种基因
序列分析对川中丘陵地区的 28 株大豆根瘤菌的遗
传多样性和系统发育的研究结果表明，该地区大豆
根瘤菌为 Sinorhizobium 和 Bradyrhizobium 菌株;75%
的菌株属 Sinorhizobium，以 S． fredii 为优势种;25%
的 Bradyrhizobium 菌株，分别与 B． yuanmingense
CCBAU10071T、B． diazoefficiens USDA110T相似度最
高;未发现 Mesorhizobium、Ｒhizobium 菌株。

据报道，黄土高原地区大豆根瘤菌以 S． fredii
为优势种，慢生大豆根瘤菌仅占 10%［6］。华北平原
大豆根瘤有 2 属 Bradyrhizobium 和 Sinorhizobium，S．
fredii 占 68%，还发现可能有 4 个新种［7］。河北省大
豆根瘤菌属于 Ｒhizobium 菌株不到 0. 5%，约 64%菌
株属 Sinorhizobium，其中 S． fredii 占 41% ;约 36%的
菌株 属 Bradyrhizobium，其 中 35% 的 菌 株 属 B．
japonicum、15%的菌株属 B． yuanmingense、7% 的菌
株属 B． elkanii 菌株［8］。新疆盐碱地的大豆根瘤菌
也以 Bradyrhizobium 和 Sinorhizobium 为主，均 占
47. 3%，仅 5. 4%为 Ｒhizobium;且 B． liaoningense 和
S． fredii 为优势种，仅约有 1% B． yuanmingense 菌

株［9］。陈文新院士课题组对中国大豆根瘤菌的遗
传多样性研究认为，B． japonicum 在中国的分布最
广，其次是 S． fredii，B． elkanii 在我国热带和亚热带
地区分布较广，仅在新疆发现两株 Mesorhizobium 的
大豆 根 瘤 菌，还 发现 一些 分类 地位 不 确 定 的
Ｒhizobium 菌株［5］。本研究发现约 7%、18% 的川中
丘陵区的大豆根瘤菌分别是 B． yuanmingen、B．
diazoefficiens 菌株。USDA 110 被广泛应用，它与 B．
japonicum 的模式株 USDA6T不相似，不应属于同一
个种，因此，它的分类地位一直未确定，直至今年
Delamuta 等将 USDA 110 及相关菌株进行了分类学
研究，确 定 USDA 110 为 新 种，并 命 名 为 B．
diazoefficiens［13］，但这两个种的模式菌株 nodC 序列
相似性为 100%。从表 2 知，代表菌株 SCAUs5 的
16S 序列与 B． diazoefficiens USDA 110T相似性最高
(99. 5% )，与 B． japonicum、B． liaoningense 模式菌
的相似性分别为 98. 9%、99. 0%。因此，川中丘陵
区的 B． diazoefficiens 大豆根瘤菌与上述文献报道的
B． japonicum 不同，SCAUs5 的 16S 序列最相似的模
式菌株为 B． liaoningense，而不是 B． japonicum。

代表菌株 3 个基因的序列相似性分析的结果具
有较好的一致性，综合 3 个基因序列分析(表 3)发
现，属于 Sinorhizobium 属的 4 个代表菌株 SCAUs1、
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SCAUs2、SCAUs4 和 SCAUs7 均与 S． fredii 的相似性
最高，为 S． fredii 菌株。从图 2、图 3、图 4 及表 2 可
知，但 S． fredii 种内不同菌株间的系统发育关系有
所差异，如 SCAUs1、SCAUs2、SCAUs4 和 SCAUs7 的
16S rDNA 序列相似度为 98. 2% － 99. 9%，其中
SCAUs4、SCAUs2 和 SCAUs1 三个菌间的相似度最
高 ( 99. 9% );但 glnII 序列的相似度，SCAUs1 与
SCAUs2 为 100%、SCAUs1 与 SCAUs4 为 98. 8% ;而
这 4 个代表菌株的 nodC 序列相似度 100%，说明在
这一生态环境中，优势种 S． fredii 菌株间的共生基
因水平转移现象普遍。Bradyrhizobium 属的菌株
SCAUs5 在持家基因 glnII 和共生基因 nodC 基因的
系统发育中均与 B． diazoefficiens 和 B． japonicum 模
式菌形成姊妹分支，glnII 基因序列与 B． japonicum
USDA6T的相似性最高，而在从 16S rＲNA 基因系统
发育中与 B． diazoefficiens USDA110T聚在一起，且分
支距离较短，自检值高(98)，说明该菌株存在持家
基因水平转移现象。同时，图 2、图 3、图 4 及表 2 也
表明，研究区的大豆根瘤菌在属种水平上是以垂直
进化为主。

本研究区以 S． fredii 为优势种群(21 株)，慢生
根瘤菌 Bradyrhizobium 较少(7 株)，且慢生根瘤菌中
的多数(5 株)分离自广安市。川中丘陵地区大豆根
瘤菌的这种分布可能与其地理分布有关，采样地区
除了广安市以中性紫色土为主外，其余 4 个市区以
石灰性紫色土为主，pH 相对较高，因此快生根瘤菌
明显多于慢生根瘤菌。本研究结果与 Han 等［9］的
结果较一致，即在较高 pH 条件下，大豆根瘤菌以 S．
fredii 菌株为主。同时，四川大豆种植主要以农户的
自留种即地方品种为主，而四川大豆的地方品种
多［2］，但川中丘陵区大豆根瘤菌以 S． fredii 为优势
种，还 有 少 数 菌 株 为 B． yuanmingense、B．
diazoefficiens。可见，大豆品种对川中丘陵区大豆根
瘤菌的分类地位影响不大，这可能是因为四川春大
豆品种的多样性指数较小、夏大豆的多样性指数也
较小有关［2］。本研究不仅揭示了川中丘陵区大豆
根瘤菌的多样性，而且还为已成为四川省主要粮食
作物之一的大豆的规模化、大面积连片种植［4］中，
高效共生菌株的筛选奠定了良好的基础。
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Genetic diversity and phylogeny of soybean rhizobia
isolated from the Hilly Area of Central Sichuan in China

Feng Xiong，Yuanxue Chen，Silan Zhang，Fang You，Huan Zhou，Kaiwei Xu*

Faculty of Ｒesource and Environmental，Sichuan Agricultural University，Chengdu 611130，Sichuan Province，China

Abstract:［Objective］We investigated the genetic diversity and phylogeny of 28 rhizobial isolates from root nodules of
soybean growing in the Hilly Area of Central Sichuan in China． ［Methods］ We used 16S rDNA PCＲ-ＲFLP and
phylogenetic analyses of the 16S rDNA，glnII and symbiotic genes (nodC) ． ［Ｒesults］Five 16S rDNA genotypes among
the isolates were distinguished with restriction endonucleases HaeⅢ，HinfⅠ，MspⅠand TaqⅠ ． In the 16S rDNA PCＲ-
ＲFLP analysis，all the isolates are divided into Bradyrhizobium group and Sinonrhizobium group at the 83% level，and
Sinonrhizobium strains accounted for 75% of the isolates． The phylogenetic analyses of 16S rDNA ，glnII and nodC show
that 4 representative strains SCAUs1，SCAUs2，SCAUs7 and SCAUs4 were closely related to S． fredii USDA205Twhile the
other 2 representative strains SCAUs3 and SCAUs5 were closely related to B． yuanmingense CCBAU10071T and B．
diazoefficiens USDA110T ． The 16S rDNA，glnII and nodC sequence similarity of 4 Sinonrhizobium representative strains
were 98. 3 % － 99. 9 %，98. 2 % － 100 % and 100%，respectively． ［Conclusion］ Soybean rhizobia isolated from the
Hilly Area of Central Sichuan in China has rich genetic diversity，S． fredii was the predominant genus．
Keywords: Soybean rhizobia，PCＲ-ＲFLP，16S rDNA，glnII，nodC，genetic diversity
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