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ｕｎｄｅｒｓｔｏｏｄꎬ ａｎｄ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｐａｒｔｌｙ ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔｙ ｉｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｆｉｅｌｄｓ.
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ｏｂｖｉｏｕｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ｄｏｒｍａｎｔ ｓｐｏｒｅｓ ｃｏｕｌｄ
ｎｏｔ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ ａｃｔｉｖｅ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ[１０] . Ｉｎ ｒｅｃｅｎｔ
ｙｅａｒｓꎬ ＰＣＲ￣ｂａｓｅｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＡＭＦ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ[１１￣１５]ꎬ ｂｅｃａｕｓｅ ｔｈｅｓｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃａｎ ｒａｐｉｄｌｙ
ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ
ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｂｏｔｈ ｒｏｏｔ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅｓ. Ｕｓｉｎｇ
ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｍｅｔｈｏｄｓ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｒｅ
ｈｉｇｈｌｙ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓꎬ ｗｈｉｃｈ
ｓｈｏｕｌｄ ａｍｐｌｉｆｙ ａｌｌ ｍｅｍｂｅｒｓ ｏｆ ＡＭＦꎬ ｂｕｔ ｍｅａｎｗｈｉｌｅ
ｅｘｃｌｕｄｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｏｔｈｅｒ ｏｒｇａｎｉｓｍｓ[１６] . Ｉｎ １９９８ꎬ
Ｈｅｌｇａｓｏｎ ｅｔ ａｌ[１７] ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａｎ ＡＭＦ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ
ＡＭ１ ｆｒｏｍ ｓｍａｌｌ ｓｕｂｕｎｉｔ (ＳＳＵ) ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ａｎｄ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｕｓｅｄ ｉｔ ｗｉｔｈ ａ ｇｅｎｅｒａｌ ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｐｒｉｍｅｒ
ＮＳ３１ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ａｒａｂｌｅ ａｎｄ
ｆｏｒｅｓｔ ｆｉｅｌｄｓ. Ｔｈｅ ＮＳ３１￣ＡＭ１ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｕｓｅｄ ｔｏ ｉｄｅｎｔｉｆｙ
ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｍａｎｙ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ[１５ꎬ１８￣２１]ꎬ ｂｕｔ
ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＡＭ１ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ａｍｐｌｉｆｙ
ｔｈｅ ＡＭＦ ｍｅｍｂｅｒｓ ｗｉｔｈｉｎ Ｐａｒａｇｌｏｍｅｒａｌｅｓ ａｎｄ
Ａｒｃｈａｅｏｓｐｏｒａｌｅｓ[１６]ꎬ ａｎｄ ｉｔ ｗｏｕｌｄ ａｌｓｏ ａｍｐｌｉｆｙ ｎｏｎ￣

ＡＭＦ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｎｄｅｒ ｓｏｍｅ ｃｉｒｃｕｍｓｔａｎｃｅｓ[１９ꎬ２２] . Ｔｏ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｏｆ ＡＭＦ ＰＣＲ
ｐｒｉｍｅｒｓꎬ ｓｅｖｅｒａｌ ｎｅｗ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ
ｔｈａｔ ｔａｒｇｅｔ ＳＳＵ ｒＤＮＡ ｒｅｇｉｏｎ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎ
ｒｅｃｅｎｔ ｙｅａｒｓ. Ｆｏｒ ｉｎｓｔａｎｃｅꎬ Ｌｅｅ ｅｔ ａｌ. [１６] ｄｅｓｉｇｎｅｄ ａ
ｎｅｗ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ (ＡＭＬ１￣ＡＭＬ２) ｗｉｔｈ ｈｉｇｈｅｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ
ａｎｄ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｔｈａｎ ＮＳ３１￣ＡＭ１ꎻ Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ. [２３] ｐａｉｒｅｄ ｔｈｅ
ＮＳ３１ ｗｉｔｈ ＡＭＬ２ ａｎｄ ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｕｓｅｄ ｔｈｉｓ ｐｒｉｍｅｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｆｒｏｍ ｒｏｏｔ
ｓａｍｐｌｅｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｓｏｍｅ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｒｓ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｔｈａｔ
ｉｎｃｌｕｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｔｒａｎｓｃｒｉｂｅｄ ｓｐａｃｅｒｓ (ＩＴＳ) ａｎｄ
ｔｈｅ ｌａｒｇｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ( ＬＳＵ) ｒＤＮＡ ｒｅｇｉｏｎｓ ｃｏｕｌｄ ｌａｒｇｅｌｙ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ＡＭＦ ｔｈａｎ ｏｎ ｂａｓｉｓ ｏｆ
ＳＳＵ ｒｅｇｉｏｎ[２４] . Ｏｎ ｔｈｉｓ ｂａｓｉｓꎬ Ｋｒüｇｅｒ ｅｔ ａｌ. [２４] ｄｅｓｉｇｎ
ｆｏｕｒ ｐｒｉｍｅｒ ｍｉｘｔｕｒｅｓ ( ＳＳＵｍＡｆꎬ ＳＳＵｍＣｆꎬ ＬＳＵｍＡｒ
ａｎｄ ＬＳＵｍＢｒ) ｔｈａｔ ｃｏｖｅｒ ｔｈｅ ｐａｒｔｉａｌ ＳＳＵꎬ ｗｈｏｌｅ ＩＴＳ
ａｎｄ ｐａｒｔｉａｌ ＬＳＵ ｒｅｇｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｔｈｅｙ ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｓｅ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＭＦ. Ａｌｌ ｔｈｅ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｍｅｎｔｉｏｎｅｄ
ａｂｏｖｅ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｕｓｅｄ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＡＭＦ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｆｉｅｌｄｓꎬ ｂｕｔ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｐｒｉｍｅｒ
ｐａｉｒ ａｎｄ ｗｈｅｔｈｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｏｕｌｄ ｙｉｅｌｄ ｄｉｓｔｉｎｃｔ
ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ａｒｅ ｐｏｏｒｌｙ ｕｎｄｅｒｓｔｏｏｄ.

Ｓｅｖｅｒａｌ ｒｅｃｅｎｔ ｓｔｕｄｉｅｓ ｈａｖｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｔｈｅ ａｂｉｌｉｔｉｅｓ
ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＡＭＦ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ｄｅｔｅｃｔｉｎｇ ＡＭＦ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ. Ｆｏｒ ｅｘａｍｐｌｅꎬ Ｋｏｈｏｕｔ ｅｔ ａｌ. [２５] ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｆｉｖｅ ＡＭＦ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ ｓｙｓｔｅｍｓ ｕｓｉｎｇ ｓｉｘ ｐｌａｎｔ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｗｉｔｈ ａ ＰＣＲ￣ｃｌｏｎｉｎｇ￣ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ａｐｐｒｏａｃｈꎬ ａｎｄ
ｆｏｕｎｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｃｏｖｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｐａｒｔｉａｌ ＳＳＵ￣ＩＴＳ￣
ｐａｒｔｉａｌ ＬＳＵ ｒｅｇｉｏｎ ｔｅｎｄｅｄ ｔｏ ｙｉｅｌｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ＡＭＦ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｔｈａｎ ｔｈｅ ＳＳＵ ｐｒｉｍｅｒｓ. Ｇｅｅｌ ｅｔ ａｌ. [２６]

ｅｖａｌｕａｔｅｄ ｓｉｘ ＡＭＦ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｕｓｉｎｇ ４５４
ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ａｎｄ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＳＳＵ
ｐｒｉｍｅｒｓ ｃｏｕｌｄ ｗｏｒｋ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ｔｈｅ ＬＳＵ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ
ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｉｎｇ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｃｏｌｏｎｉｚｉｎｇ ａｐｐｌｅ
ｒｏｏｔｓ. Ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｔｗｏ ｓｔｕｄｉｅｓ ｃｌｅａｒｌｙ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｗｏｕｌｄ ｌｅａｄ ｔｏ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｈｏｉｃｅ ｏｆ ｔａｒｇｅｔ ｒＤＮＡ ｍａｒｋｅｒ ｒｅｇｉｏｎ ｗａｓ
ｃｒｕｃｉａｌ ｉｎ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ. Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ
ｉｎｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｒｅｃｏｍｍｅｎｄｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｓｔｕｄｉｅｓ
ｍａｋｅ ｉｔ ｉｓ ｄｉｆｆｉｃｕｌｔ ｔｏ ｃｈｏｏｓｅ ｔｈｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ
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Ｓｈｅｎｇｊｉｎｇ Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

ｆｕｔｕｒｅ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｕｄｙꎬ ｍｏｒｅｏｖｅｒꎬ ｓｉｎｇｌｅ ｐｌａｎｔ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｔｅｓｔｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｃａｓｅｓ ｍａｙ ｎｏｔ ｒｅｆｌｅｃｔ ｔｈｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙꎬ ｂｅｃａｕｓｅ ＡＭＦ
ｏｆｔｅｎ ｓｈｏｗ ｈｏｓｔ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｉｎ ｎａｔｕｒａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ[２１ꎬ２３] .
Ｔｏ ｆｕｌｌｙ ａｄｄｒｅｓｓ ｗｈｅｔｈｅｒ ｔｈｅｒｅ ｈａｖｅ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ｏｆ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｂｙ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓꎬ ｗｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｆｏｕｒ ｃｏｍｍｏｎｌｙ
ｕｓｅｄ ＡＭＦ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｕｓｉｎｇ ｍｉｘｅｄ
ｒｏｏｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｕｎｄｉｓｔｕｒｂｅｄ ｇｒａｓｓｌａｎｄ. Ｏｕｒ
ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｉｌｌ ｇｒｅａｔｌｙ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｔｈｅ ｃｈｏｉｃｅ ｏｆ ｐｒｉｍｅｒｓ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ＡＭＦ.

１　 Ｍａｔｅｒｉａｌｓ ａｎｄ Ｍｅｔｈｏｄｓ
１ １　 Ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｓｔｅｄ ｐｒｉｍｅｒｓ ａｎｄ ｒｏｏｔ ｓａｍｐｌｅｓ

Ｗｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｔｈｅ ＮＳ３１￣ＡＭ１[１７]ꎬ ＡＭＬ１￣
ＡＭＬ２[１６]ꎬ ＮＳ３１￣ＡＭＬ２[２３] ａｎｄ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ[２４]

ａｓ ｏｕｒ ｔｅｓｔｅｄ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓꎬ ｂｅｃａｕｓｅ ｔｈｅｙ ｗｅｒｅ
ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｅｍｐｌｏｙｅｄ ｉｎ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ.
Ｔｈｅ ｆｏｒｍｅｒ ｔｈｒｅｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓ ｔａｒｇｅｔ ＳＳＵ ｒＤＮＡ ａｎｄ ｈａｖｅ
ａｎ ｏｖｅｒｌａｐｐｅｄ ｒｅｇｉｏｎ ｏｆ ｃ. ５５０ ｂａｓｅ ｐａｉｒｓ ( ｂｐ)ꎬ ａｎｄ
ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｃｏｖｅｒ ｐａｒｔｉａｌ ＳＳＵꎬ ｗｈｏｌｅ ＩＴＳ ａｎｄ
ｐａｒｔｉａｌ ＬＳＵ ｒＤＮＡ (ｃ. １５００ ｂｐꎻ Ｆｉｇｕｒｅ １).

Ｆｉｇｕｒｅ １. Ｔｈｅ ｌｏｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｏｎ ｔａｒｇｅｔ ｎｕｃｌｅａｒ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ＤＮＡ ｒｅｇｉｏｎｓ. Ｔｈｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ＤＮＡ ｌｅｎｇｔｈ ｉｓ ａｂｏｕｔ ５５０ꎬ ５６０ꎬ ８００
ａｎｄ １５００ ｂｐ ｗｉｔｈ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ＮＳ３１￣ＡＭ１ꎬ ＮＳ３１￣ＡＭＬ２ꎬ ＡＭＬ１￣ＡＭＬ２ ａｎｄ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒꎬ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ.

　 　 Ｏｕｒ ｒｏｏｔ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ Ｗａｌａｋａ
ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｉｔｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｓｔａｔｉｏｎ ｏｆ Ａｌｐｉｎｅ
Ｍｅａｄｏｗ ａｎｄ Ｗｅｔｌａｎｄ Ｅｃｏｓｙｓｔｅｍｓ ｏｆ Ｌａｎｚｈｏｕ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｌｏｃａｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｓｔｅｒｎ Ｑｉｎｇｈａｉ￣
Ｔｉｂｅｔ Ｐｌａｔｅａｕ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３３°５９′ Ｎꎬ １０２°００′Ｗꎬ ３５００
ｍ ａ. ｓ. ｌ. ) ａｎｄ ｂｅｌｏｎｇｓ ｔｏ ａ ｔｙｐｉｃａｌ ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ
ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ. Ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｒｅａｓｏｎ ｗｅ ｃｈｏｓｅ ｔｈｅ ｔｅｓｔｅｄ ｒｏｏｔ
ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｉｓ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｓｉｔｅ ｉｓ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｂｏｔｈ ｐｌａｎｔｓ ａｎｄ ＡＭＦ ａｒｅ ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ
ｈｉｇｈ[１３] . Ｏｎ Ａｕｇｕｓｔ ２０１１ꎬ ｆｉｖｅ ｔｅｓｔｅｄ ｒｏｏｔ ｓａｍｐｌｅｓ
ｗｅｒｅ ｃｏｌｌｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｆｉｖｅ (２ × ２)ｍ２ ｐｌｏｔｓ ｗｉｔｈ ｓｉｍｉｌａｒ
ｖｅｇｅｔａｔｉｏｎ ａｎｄ ｓｏｉｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓꎬ ａｎｄ ｉｎ ｅａｃｈ ｐｌｏｔꎬ ｆｉｖｅ
ｓｏｉｌ ｃｏｒｅｓ ｗｅｒｅ ｔａｋｅｎ ｒａｎｄｏｍｌｙ ａｎｄ ｍｉｘｅｄ ａｓ ｏｎｅ
ｓａｍｐｌｅ. Ａｌｌ ａｃｔｉｖｅ ｆｉｎｅ ｒｏｏｔｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｃａｒｅｆｕｌｌｙ
ｆｒｏｍ ｅａｃｈ ｓｏｉｌ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｗａｓｈｅｄ ｃｌｅａｒｌｙ ｆｏｒ ＤＮＡ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ.
１ ２　 Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ

ＤＮＡ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ５０ ｍｇ ｆｒｅｓｈ ｒｏｏｔｓ ｏｆ ｅａｃｈ
ｓａｍｐｌｅ ｕｓｉｎｇ ａ Ｐｌａｎｔ ＤＮＡ Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ Ｋｉｔ ( Ｔｉａｎｇｅｎ
Ｂｉｏｔｅｃｈꎬ Ｂｅｉｊｉｎｇꎬ Ｃｈｉｎａ) ａｎｄ ｓｕｂｊｅｃｔｅｄ ｔｏ ｎｅｓｔｅｄ ＰＣＲ
ｗｉｔｈ ｆｏｕｒ ｐｒｉｍｅｒ ｓｙｓｔｅｍｓ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ. Ｆｏｒ ｔｈｅ ｆｏｒｍｅｒ
ｔｈｒｅｅ ＳＳＵ ｐｒｉｍｅｒｓꎬ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ＰＣＲ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ

ｔｈｅ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｆｕｎｇａｌ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ＧｅｏＡ２￣Ｇｅｏ１１[２７] . Ｆｏｒ
ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒꎬ ｗｅ ｕｓｅｄ ＳＳＵｍＡｆ￣
ＬＳＵｍＡｒ ｐｒｉｍｅｒ ｍｉｘｔｕｒｅｓ ａｓ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒｓ ｏｆ ｆｉｒｓｔ ＰＣＲ.
Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ＰＣＲ ｗａｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｉｎ ａ ｆｉｎａｌ ｖｏｌｕｍｅ ｏｆ ２５
μＬ ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ２ ５ μＬ １０ × ＰＣＲ ｂｕｆｆｅｒꎬ ２ μＬ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ
ＤＮＡ ｄｉｌｕｔｉｏｎꎬ ０ ２ ｍｍｏｌ / Ｌ ｄＮＴＰｓꎬ ０ ２ μｍｏｌ / Ｌ ｏｆ
ｅａｃｈ ｐｒｉｍｅｒ ａｎｄ １ ５Ｕ Ｔａｑ ｐｏｌｙｍｅｒａｓｅ (Ｎｅｗ Ｅｎｇｌａｎｄ
Ｂｉｏｌａｂｓꎬ ＭＡꎬ ＵＳＡ). Ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔ ｗａｓ
ｄｉｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ｄｄＨ２Ｏ (１∶ １００) ａｎｄ ２ μＬ ｏｆ ｔｈｉｓ ｄｉｌｕｔｉｏｎ
ｗａｓ ｕｓｅｄ ａｓ ｔｅｍｐｌａｔｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ＰＣＲ. Ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ
ＰＣＲ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｔｈｅ ｓａｍｅ ａｓ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ ＰＣＲ ｅｘｃｅｐｔ
ｔｈａｔ ｔｈｅ ｆｉｎａｌ ｖｏｌｕｍｅ ａｎｄ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｗｅｒｅ
ｄｏｕｂｌｅ.

Ｗｅ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ２０ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ
ｐｕｒｉｆｉｅｄ ＤＮＡ ｆｒａｇｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓｅｃｏｎｄ ＰＣＲ ｐｒｏｄｕｃｔｓ (５
ｓａｍｐｌｅｓ × ４ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓ) . Ｆｏｒ ｅａｃｈ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙꎬ ４８
ｐｕｔａｔｉｖｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｕｓｉｎｇ ＰＣＲ ａｎｄ
ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｌｅｎｇｔｈ ｐｏｌｙｍｏｒｐｈｉｓｍ ( ＲＦＬＰ )
ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｚｙｍｅｓ Ｈｉｎｆ Ｉ ａｎｄ Ｈｉｎ１ＩＩ
(Ｆｅｒｍｅｎｔａｓꎬ Ｖｉｌｎｉｕｓꎬ Ｌｉｔｈｕａｎｉａ). ＲＦＬＰ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｗｅｒｅ
ｏｎｌｙ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｆｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｓａｍｅ
ｐｒｉｍｅｒ ｓｙｓｔｅｍ. Ｏｎｅ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｃｌｏｎｅ ｏｆ ｅａｃｈ ＲＦＬＰ
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ｔｙｐｅ ｗａｓ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄ (１３８ ｉｎ ｔｏｔａｌ)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｍａｉｎｉｎｇ
ｃｌｏｎｅｓ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｂｙ ＲＦＬＰ ｔｙｐｉｎｇ. Ａｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ｗｅｒｅ ｃｈｅｃｋｅｄ ｆｏｒ ｃｈｉｍｅｒａｓ ｕｓｉｎｇ Ｃｈｉｍｅｒａ￣Ｃｈｅｃｋ
ｐｒｏｇｒａｍ[２８] ａｎｄ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ＧｅｎＢａｎｋ ｄａｔａｂａｓｅ
ｕｓｉｎｇ ＢＬＡＳＴ. Ａｌｌ ｏｂｔａｉｎｅｄ ＡＭＦ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ (１１３ ｉｎ
ｔｏｔａｌꎻ ｔｈｅｓｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｓｕｂｍｉｔｔｅｄ ｔｏ ＧｅｎＢａｎｋ
ｄａｔａｂａｓｅ ｕｎｄｅｒ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ＫＦ９３９８７９￣
ＫＦ９３９９１９ ａｎｄ ＫＦ９３９９２１￣ＫＦ９３９９９２ ) ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｉｎ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ.
Ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｈａｖｅ
ｎｏ ｏｖｅｒｌａｐ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ
ＳＳＵ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓꎬ ｔｈｅｉｒ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ ｔｈｅ
ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ｄｅｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｌｙ ｐｒｅｆｏｒｍｅｄ.
Ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＳＳＵ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｗｅｒｅ ｂｌａｓｔｅｄ ａｇａｉｎｓｔ
ｔｈｅ ＭａａｒｊＡＭ ｄａｔａｂａｓｅ (ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｍａａｒｊａｍ. ｂｏｔａｎｙ.
ｕｔ. ｅｅ / ) ａｎｄ ｇｒｏｕｐｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｖｉｒｔｕａｌ ｔａｘａ (ＶＴꎻ ｓｉｍｉｌａｒ ｗｉｔｈ ｎａｍｅｄ ＡＭＦ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ)
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｉｄｅｎｔｉｔｙ ≥ ９７％ . Ｆｏｒ ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣
ＬＳＵｍＢｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｗｅ ｕｓｅｄ ｔｈｅ ｍｏｎｏｐｈｙｌｅｔｉｃ ｃｌａｄｅ
ａｐｐｒｏａｃｈ ｔｏ ｃｏｍｂｉｎｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｇｒｏｕｐｓ ｉｎｔｏ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ
ｔｈａｔ ｆｏｒｍｅｄ ｍｏｎｏｐｈｙｌｅｔｉｃ ｃｌａｄｅｓ ｍａｎｕａｌｌｙ[２９￣３０] .
Ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ＡＭＦ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ａｎｄ
ｓｏｍｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ ｗｅｒｅ ａｌｉｇｎｅｄ
ｕｓｉｎｇ ＣｌｕｓｔａｌＷ ２ ０ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ￣ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅ
ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＭＥＧＡ ５ ０ ｗｉｔｈ Ｋｉｍｕｒａ ｔｗｏ￣
ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｏｄｅｌ ａｎｄ １０００ ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｒｅｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ[３１] .
１ ３　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ａｎａｌｙｓｉｓ

Ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＭＦ ｗｅｒｅ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ
ｅａｃｈ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ｉｎ ｅａｃｈ ｃｌｏｎｅ ｌｉｂｒａｒｙ. Ｒａｒｅｆａｃｔｉｏｎ

ｃｕｒｖｅｓ ｗｅｒｅ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｗｉｔｈ ＥｓｔｉｍａｔｅＳ ９ １ ０ ｆｏｒ ｅａｃｈ
ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ[３２]ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ
ａｎｄ Ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｏｆ ｅａｃｈ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｗｅｒｅ
ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ＰＡＳＴ ｖｅｒｓｉｏｎ １ ６１[３３] . Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ
ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｏｎ ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ
ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ ｂｙ ｏｎｅ￣ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ
( ＡＮＯＶＡ). Ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｗｈｅｔｈｅｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｗｏｕｌｄ ｙｉｅｌｄ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓꎬ
ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ＳＳＵ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓ
ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｕｓｉｎｇ ａ ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ
( ＰＣＡ ) ａｎｄ ａｎ Ａｄｏｎｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ ｗｉｔｈ Ｒ ｐａｃｋａｇｅ
‘Ｖｅｇａｎ’ [３４] .

２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ａｎｄ Ｄｉｓｃｕｓｓｉｏｎ

Ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ＡＭＦ ｃｌｏｎｅ / ｓｅｑｕｅｎｃｅ
ｖａｒｉｅｄ ａｍｏｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ: ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ
ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈｅｓｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｉｎ
ａｍｐｌｉｆｙｉｎｇ ＡＭＦ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ｏｕｒ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ｆｏｌｌｏｗｅｄ
ｂｙ ＮＳ３１￣ＡＭ１ ａｎｄ ＮＳ３１￣ＡＭＬ２ꎬ ａｎｄ ＡＭＬ１￣ＡＭＬ２
ｗａｓ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ ( Ｔａｂｌｅ １ ). Ａｂｏｕｔ ２６％ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ＡＭＬ１￣ＡＭＬ２ ｗｅｒｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｌａｎｔ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｃｏｒｒｏｂｏｒａｔｉｎｇ ａ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｕｄｙ ｉｎ
ｓｅｍｉａｒｉｄ Ｍｅｄｉｔｅｒｒａｎｅａｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｓａｍｅ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ[３５]ꎬ
ｉｎ ｗｈｉｃｈ ３４％ ｏｆ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｗｅｒｅ ｐｌａｎｔ ｏｒｉｇｉｎｓ. Ｉｔ ｉｓ
ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔｈａｔ ＡＭＬ１￣ＡＭＬ２ ｃｏｕｌｄ ｅｘｃｅｌｌｅｎｔｌｙ ｅｘｃｌｕｄｅ
ｎｏｎ￣ＡＭＦ ｆｕｎｇｉ ａｎｄ ｓｏｍｅ ｐｌａｎｔ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ[１６]ꎬ ｂｕｔ ｏｕｒ
ｆｉｎｄｉｎｇｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ｔｈａｔ ｍｏｒｅ ｃａｕｔｉｏｎｓ ｎｅｅｄ ｔｏ ｂｅ ｐａｉｄ
ｗｈｅｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｉｓ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ｔｏ ａｎａｌｙｚｅ ＡＭＦ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｌｏｎｉｚｉｎｇ ｒｏｏｔｓ.

Ｔａｂｌｅ １. Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ ＡＭＦ ｃｌｏｎｅｓ ａｎｄ ＡＭＦ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ
Ｐｒｉｍｅｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ

Ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎ ｏｆ
ＡＭＦ ｃｌｏｎｅｓ (％ )

Ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ( ｆａｍｉｌｙ)
Ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ
ｒｉｃｈｎｅｓｓ

Ｓｈａｎｎｏｎ’ｓ
ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ

Ｅｖｅｎｎｅｓｓ

ＮＳ３１￣ＡＭ１ ９８ ５ ± ０ ６ ａ ９ (Ｇｌｏｍｅｒａｃｅａｅ) ７ ０ ± ０ ６ ａｂ １ ５５ ± ０ ０６ ａ ０ ７１ ± ０ ０６ ａ

ＮＳ３１￣ＡＭＬ２ ９４ ８ ± １ ９ ａ １０ (Ｇｌｏｍｅｒａｃｅａｅ) ８ ２ ± ０ ６ ａ １ ６５ ± ０ ０９ ａ ０ ６４ ± ０ ０２ ａｂ

ＡＭＬ１￣ＡＭＬ２ ７４ １ ± ４ ４ ｂ １１(Ｇｌｏｍｅｒａｃｅａｅꎬ Ａｃａｕｌｏｓｐｏｒａｃｅａｅ) ７ ８ ± ０ ５ ａ １ ６６ ± ０ ０７ ａ ０ ６８ ± ０ ０４ ａ

ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ １００ ０ ± ０ ０ ａ １２(Ｇｌｏｍｅｒａｃｅａｅꎬ Ａｃａｕｌｏｓｐｏｒａｃｅａｅꎬ Ａｍｂｉｓｐｏｒａｃｅａｅ) ５ ８ ± ０ ６ ｂ １ １５ ± ０ １１ ｂ ０ ５６ ± ０ ０２ ｂ

Ａｌｌ ｄａｔａ ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＥ (ｎ ＝ ５)ꎬ ｗｉｔｈ ｅｘｃｅｐｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ. Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ ａｃｒｏｓｓ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ
ｗｉｔｈｉｎ ｅａｃｈ ｖａｒｉａｂｌｅ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｕｓｉｎｇ Ｌｅａｓｔ Ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ Ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｔ ｔｈｅ ５％ ｌｅｖｅｌ ａｎｄ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｂｙ ｄｉｓｓｉｍｉｌａｒ ｌｅｔｔｅｒｓ.

　 　 Ｅｖｅｎ ｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅ ｍａｊｏｒｉｔｙ ｏｆ ＡＭＦ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｗａｓ
ｃａｐｔｕｒｅｄ ｂｙ ｅａｃｈ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎꎬ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ
ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ＡＭＦ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ ａｎｄ ｆａｍｉｌｉｅｓ ａｓ ｗｅｌｌ ａｓ ｔｈｅ

ｍｅａｎ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ｒｉｃｈｎｅｓｓꎬ Ｓｈａｎｎｏｎ’ ｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ
ａｎｄ ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｗｅｒｅ ｈｉｇｈｌｙ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ｔｈｅ ｕｓｅｄ
ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ. Ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｄｅｔｅｃｔｅｄ

９１９



Ｓｈｅｎｇｊｉｎｇ Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

ｈｉｇｈｅｒ ｎｕｍｂｅｒｓ ｏｆ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｆａｍｉｌｙꎬ ａｎｄ ｆｏｌｌｏｗｅｄ
ｂｙ ＡＭＬ１￣ＡＭＬ２ (Ｔａｂｌｅ １). Ｓｕｒｐｒｉｓｉｎｇｌｙꎬ ｔｈｅ ｌｏｗｅｓｔ
ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ｒｉｃｈｎｅｓｓꎬ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ａｎｄ ｅｖｅｎｎｅｓｓ ｗｅｒｅ
ｓｙｎｃｈｒｏｎｏｕｓｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ. Ｔｈｉｓ
ｍｉｇｈｔ ｂｅ ａｔｔｒｉｂｕｔｅｄ ｔｏ ｆｅｗ ｃｏｍｍｏｎ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｏｕｒ ｒｏｏｔ ｓａｍｐｌｅｓꎬ ａｎｄ ｅｍｐｈａｓｉｚｅｓ ｔｈａｔ

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｍａｘｉｍｕｍ￣ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅ ｉｎｆｅｒｒｅｄ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ＳＳＵ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ＡＭＦ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｆｒｏｍ ＧｅｎＢａｎｋ. Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ ｖａｌｕｅｓ ａｂｏｖｅ ７０％ ａｒｅ ｓｈｏｗｎ. Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅｓ ｏｆ ｅａｃｈ ＡＭＦ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ
ａｒｅ ｍｅａｎｓ ± ＳＥ (ｎ ＝ ５). Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｏｎｅ￣ｗａｙ ＡＮＯＶＡ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ｗｅｒｅ ｊｏｉｎｅｄ ｏｎｔｏ ｔｈｉｓ ｆｉｇｕｒｅ.

ｍｏｒｅ ｃｌｏｎｅｓ ｎｅｅｄ ｔｏ ｂｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｗｈｅｎ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ

ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｉｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｓｔｕｄｙ. Ｎｏｎｅｔｈｅｌｅｓｓꎬ
ｈｉｇｈｅｒ ＡＭＦ ｌｉｎｅａｇｅ ｃｏｖｅｒａｇｅ ｏｆ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ
ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｉｎ ｏｕｒ ｃａｓｅ ｓｕｐｐｏｒｔｓ ｔｈｅ ｉｄｅａ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｂｙ
Ｓｔｏｃｋｉｎｇｅｒ ｅｔ ａｌ. [３６]ꎬ ｗｈｏ ｒｅｃｏｍｍｏｎｅｄ ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣
ＬＳＵｍＢｒ ｒＤＮＡ ｒｅｇｉｏｎ ａｓ ａ ｂａｒｃｏｄｅ ｒｅｇｉｏｎ ｆｏｒ ＡＭＦ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ. Ａｌｌ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ
ＮＳ３１￣ＡＭＬ２ ａｎｄ ＮＳ３１￣ＡＭ１ ｗｅｒｅ ｂｅｌｏｎｇｉｎｇ ｔｏ

０２９
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Ｇｌｏｍｅｒａｃｅａｅꎬ ｉｎｄｉｃａｔｉｎｇ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ
Ａｍｂｉｓｐｏｒａｃｅａｅ ａｎｄ Ａｃａｕｌｏｓｐｏｒａｃｅａｅ ｔｈａｔ ｗｅｒｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｃｏｕｌｄ ｎｏｔ ｂｅ
ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅｓｅ ｔｗｏ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓ. Ｉｎ ｆａｃｔꎬ ｔｈｅ
ｃｏｖｅｒａｇｅ ｌｉｍｉｔａｔｉｏｎ ｏｆ ＮＳ３１￣ＡＭ１ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｗｅｌｌ
ｒｅｐｏｒｔｅｄ[１６] ꎬ ｂｕｔ ｒｉｃｈ ｅｖｉｄｅｎｃｅ ｓｈｏｗｓ ｔｈａｔ ＮＳ３１￣ＡＭＬ２
ｃｏｕｌｄ ｄｅｔｅｃｔ ｎｅａｒ ａｌｌ ＡＭＦ ｆａｍｉｌｉｅｓ[１２￣１４ꎬ２３ ꎬ３７￣４０] .

Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ １４ ＡＭＦ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ
ＳＳＵ ｐｒｉｍｅｒｓꎬ ｗｉｔｈ ３ － ５ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ ｍｉｓｓｅｄ ｂｙ ｅａｃｈ
ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ (Ｆｉｇｕｒｅ ２). Ｒｅｌａｔｉｖｅ ａｂｕｎｄａｎｃｅ ｏｆ
ｈａｌｆ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅｓ ｗａｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ａｆｆｅｃｔｅｄ ｂｙ ｐｒｉｍｅｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ ( Ｆｉｇｕｒｅ ２)ꎬ ａｎｄ ｔｈｅ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ＳＳＵ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｉｎ ｔｈｅｉｒ ｐｈｙｌｏｔｙｐｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ( Ｆｉｇｕｒｅ ３ꎻ
Ａｄｏｎｉｓ ａｎａｌｙｓｉｓ: ａｌｌ Ｐ < ０ ０１).

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｓｈｏｗｉｎｇ ｄｉｓｔｉｎｃｔ

ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ＡＭＦ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｒｅｅ ＳＳＵ ｐｒｉｍｅｒ

ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ. Ｅｌｌｉｐｓｅｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｌｏｒｓ ｉｎｄｉｃａｔｅ ９５％

ｃｏｎｆｉｄｅｎｃｅ ｅｌｌｉｐｓｅｓ ｆｏｒ ｅａｃｈ ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎ. Ａｄｏｎｉｓ

ａｎａｌｙｓｉｓ ａｌｓｏ ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ (ａｌｌ Ｐ < ０ ０１) .

Ｓｕｃｈ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ
ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｔｏ ｌｅｓｓ￣
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔｅｄ ＤＮＡ ｐｏｐｕｌａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｍｉｘｔｕｒｅꎻ
ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ａｓ ｔｈｅ ＮＳ３１￣ＡＭ１ ｐｒｅｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ａｍｐｌｉｆｉｅｓ
Ｇｌｏｍｅｒａｃｅａｅ[１６]ꎬ ｉｔ ｉｓ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔｈａｔ ｏｔｈｅｒ ｐｒｉｍｅｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｗｏｕｌｄ ａｌｓｏ ｈａｖｅ ａ ｃｅｒｔａｉｎ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｔａｘｏｎ
ｏｒ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ｐｒｅｆｅｒｅｎｃｅ. Ｉｔ ｉｓ ｉｍｐｏｓｓｉｂｌｅ ｔｏ ｃｏｍｐａｒｅ ｔｈｅ

ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ａｎｄ
ＳＳＵ ｐｒｉｍｅｒｓꎬ ｂｕｔ ｗｅ ｃａｎ ｅｘｐｅｃｔ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｌａｒｇｅｌｙ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｂｙ ｏｔｈｅｒ ｔｈｒｅｅ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ. Ｆｏｒ ｅｘａｍｐｌｅꎬ ｔｈｅ
ＳＳＵ ｐｒｉｍｅｓ ｈｏｓｔｅｄ ａ ｈｉｇｈ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ
Ｒｈｉｚｏｐｈａｇｕｓ (１３％ －３４％ ) ｉｎ ｔｈｅ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓꎬ
ｂｕｔ ｎｏｎｅ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ
(Ｆｉｇｕｒｅ ４).

Ｉｎ ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎꎬ ｏｕｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐｒｉｍｅｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｗｏｕｌｄ ｙｉｅｌｄ ｄｉｓｔｉｎｃｔ ｐａｔｔｅｒｎｓ ｏｆ
ｓｐｅｃｉｅｓ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ＡＭＦ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｆｏｕｒ ｔｅｓｔｅｄ ｐｒｉｍｅｒ
ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓꎬ ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｓｈｏｕｌｄ ｂｅ ｔｈｅ ｆｉｒｓｔ
ｃｈｏｉｃｅ ｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＭＦ ｓｐｅｃｉｅｓꎬ ｂｅｃａｕｓｅ ｉｔ ｈａｓ
ｒｅｌａｔｉｖｅｌｙ ｈｉｇｈｅｒ ｃｏｖｅｒａｇｅꎬ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｔａｘｏｎｏｍｉｃ
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ[３６] . Ｈｏｗｅｖｅｒꎬ ｔｈｅ ｍａｊｏｒ ｐｒｏｂｌｅｍ ｏｆ ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｉｎ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｒｅｓｅａｒｃｈｅｓ ｉｓ ｔｈａｔ
ｌｉｍｉｔｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄꎻ
ｆｕｒｔｈｅｒｍｏｒｅꎬ ｌｏｎｇ ＤＮＡ ｒｅｇｉｏｎ ｃｏｖｅｒｅｄ ｂｙ ＳＳＵｍＣｆ￣
ＬＳＵｍＢｒ ｗｏｕｌｄ ａｌｓｏ ｄｏｕｂｌｅ ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｅｘｐｅｎｓｅ
ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｏｔｈｅｒ ｐｒｉｍｅｒｓ. Ｍｏｒｅ ｗｏｒｋｓ ｏｎ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＡＭＦ ｔａｘａ ａｎｄ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ａｒｅ ｅｎｃｏｕｒａｇｅｄ
ｉｎ ｆｕｔｕｒｅꎬ ａｎｄ ｏｎｌｙ ｔｈｉｓ ｃａｎ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｂｅ ｕｓｅｄ
ａｓ ａｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔｌｙ ＡＭＦ ｂａｒｃｏｄｉｎｇ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔ. Ａｓ ａｎ
ａｌｔｅｒｎａｔｉｖｅ ｃｈｏｉｃｅ ｉｎ ｃｕｒｒｅｎｔ ｓｔａｇｅꎬ ｔｈｅ ＮＳ３１￣ＡＭＬ２
ｍｉｇｈｔ ｂｅ ｍｏｒｅ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ｓｔｕｄｉｅｓ ｏｆ ＡＭＦ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ. Ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ＮＳ３１￣ＡＭＬ２
ｃａｎ ｂｅ ｗｅｌｌ ｇｒｏｕｐｅｄ ｉｎｔｏ ｔｈｅ ｖｉｒｔｕａｌ ｔａｘｏｎｏｍｙ ｏｆ ＡＭＦ
ＳＳＵ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｂｙ Ｄｒ. Ｍａａｒｊａ
Öｐｉｋ ａｎｄ ｉｓ ｇｒａｄｕａｌｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ ａｎｄ ｉｎｃｒｅａｓｉｎｇｌｙ
ｕｓｅｄ[４１] . Ｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎꎬ ｓｕｉｔａｂｌｅ ＤＮＡ ｓｉｚｅ ａｍｐｌｉｆｉｅｄ ｂｙ
ＮＳ３１￣ＡＭＬ２ ｗｉｌｌ ａｌｓｏ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｘｔ￣
ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｉｎ ＡＭＦ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ
ｓｔｕｄｉｅｓꎬ ａｎｄ ｉｎｄｅｅｄ ｔｈｉｓ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｗｉｄｅｌｙ
ｕｓｅｄ ｉｎ ４５４ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ[１４ꎬ３８ꎬ４２￣４５] . Ｎｏｎｅｔｈｅｌｅｓｓꎬ ａｓ
ｔｈｅ ｐｒｉｍｅｒ ｄｅｓｉｇｎ ｉｓ ｈｉｇｈｌｙ ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ ｏｎ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ
ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ ｗｅ ｃａｎ ｅｘｐｅｃｔ ｔｈａｔ ｗｉｔｈ ｍｏｒｅ ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ
ＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｄꎬ ｎｅｗ ｐｒｉｍｅｒｓ ｗｉｔｈ ｒｅｌｉａｂｌｅ ａｎｄ ｒｏｂｕｓｔ
ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ＡＭＦ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗｉｌｌ ｂｅ ｄｅｓｉｇｎｅｄ ｉｎ
ｎｅａｒ ｆｕｔｕｒｅ.
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Ｓｈｅｎｇｊｉｎｇ Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｍａｘｉｍｕｍ￣ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄ ｔｒｅｅ ｏｆ ｏｕｒ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ( ｉｎ ｂｏｌｄ) ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒ
ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ.
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ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ８ ｙｒ ｏｆ ｎｉｔｒｏｇｅｎ ａｎｄ ｐｈｏｓｐｈｏｒｕｓ ｆｅｒｔｉｌｉｚａｔｉｏｎ
ｏｎ Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ ｉｎ ａｎ ａｌｐｉｎｅ ｍｅａｄｏｗ ｅｃｏｓｙｓｔｅｍ. Ｎｅｗ
Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２０１２ꎬ １９４(２): ５２３￣５３５.

[１４]　 Ｍｏｏｒａ Ｍꎬ Ｄａｖｉｓｏｎ Ｊꎬ Öｐｉｋ Ｍꎬ Ｍｅｔｓｉｓ Ｍꎬ Ｓａｋｓ Üꎬ
Ｊａｉｒｕｓ Ｔꎬ Ｖａｓａｒ Ｍꎬ Ｚｏｂｅｌ Ｍ. Ａｎｔｈｒｏｐｏｇｅｎｉｃ ｌａｎｄ ｕｓｅ
ｓｈａｐｅｓ ｔｈｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｓｏｉｌ
ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ. ＦＥＭＳ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１４ꎬ ９０(３): ６０９￣６２１.

[１５]　 Ｘｉａｎｇ Ｄꎬ Ｖｅｒｂｒｕｇｇｅｎ Ｅꎬ Ｈｕ Ｙꎬ Ｖｅｒｅｓｏｇｌｏｕ ＳＤꎬ Ｒｉｌｌｉｇ
ＭＣꎬ Ｚｈｏｕ Ｗꎬ Ｘｕ Ｔꎬ Ｌｉ Ｈꎬ Ｈａｏ Ｚꎬ Ｃｈｅｎ Ｙꎬ Ｃｈｅｎ Ｂ.
Ｌａｎｄ ｕｓｅ ｉｎｆｌｕｅｎｃｅｓ ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｆａｒｍｉｎｇ￣ｐａｓｔｏｒａｌ ｅｃｏｔｏｎｅ ｏｆ ｎｏｒｔｈｅｒｎ
Ｃｈｉｎａ. Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２０１４ꎬ ２０４(４): ９６８￣９７８.

[１６]　 Ｌｅｅ Ｊꎬ Ｌｅｅ Ｓꎬ Ｙｏｕｎｇ ＪＰ. Ｉｍｐｒｏｖｅｄ ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ
ｆｕｎｇｉ. ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２００８ꎬ ６５(２): ３３９￣
３４９.

[１７]　 Ｈｅｌｇａｓｏｎ Ｔꎬ Ｄａｎｉｅｌｌ ＴＪꎬ Ｈｕｓｂａｎｄ Ｒꎬ Ｆｉｔｔｅｒ ＡＨꎬ Ｙｏｕｎｇ

ＪＰ. Ｐｌｏｕｇｈｉｎｇ ｕｐ ｔｈｅ ｗｏｏｄ￣ｗｉｄｅ ｗｅｂ? Ｎａｔｕｒｅꎬ １９９８ꎬ
３９４(６６９２): ４３１.

[１８]　 Ｈｅｌｇａｓｏｎ Ｔꎬ Ｍｅｒｒｙｗｅａｔｈｅｒ ＪＷꎬ Ｙｏｕｎｇ ＪＰＷꎬ Ｆｉｔｔｅｒ ＡＨ.
Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｓｉｌｉｅｎｃｅ ｉｎ ｔｈｅ ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ
ｆｕｎｇｉ ｏｆ ａ ｎａｔｕｒａｌ ｗｏｏｄｌａｎｄ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ. Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ
Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２００７ꎬ ９５(４): ６２３￣６３０.

[１９]　 Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｈｅ Ｌꎬ Ａｎ Ｌꎬ Ｈｅｌｇａｓｏｎ Ｔꎬ Ｆｅｎｇ Ｈ. Ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ
ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｉｎ ａ ｃｈｒｏｎｏｓｅｑｕｅｎｃｅ ｏｆ Ｃａｒａｇａｎａ
ｋｏｒｓｈｉｎｓｋｉｉ ｐｌａｎｔａｔｉｏｎｓ. ＦＥＭＳ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ
２００９ꎬ ６７(１): ８１￣９２.

[２０]　 Öｐｉｋ Ｍꎬ Ｍｅｔｓｉｓ Ｍꎬ Ｄａｎｉｅｌｌ ＴＪꎬ Ｚｏｂｅｌ Ｍꎬ Ｍｏｏｒａ Ｍ.
Ｌａｒｇｅ￣ｓｃａｌｅ ｐａｒａｌｌｅｌ ４５４ ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ ｒｅｖｅａｌｓ ｈｏｓｔ
ｅｃｏｌｏｇｉｃａｌ ｇｒｏｕｐ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｆ ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ
ｆｕｎｇｉ ｉｎ ａ ｂｏｒｅｏｎｅｍｏｒａｌ ｆｏｒｅｓｔ. Ｎｅｗ Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２００９ꎬ
１８４(２): ４２４￣４３７.

[２１]　 Ｖａｎｄｅｎｋｏｏｒｎｈｕｙｓｅ Ｐꎬ Ｒｉｄｇｗａｙ ＫＰꎬ Ｗａｔｓｏｎ ＩＪꎬ Ｆｉｔｔｅｒ
ＡＨꎬ Ｙｏｕｎｇ ＪＰＷ. Ｃｏ￣ｅｘｉｓｔｉｎｇ ｇｒａｓｓ ｓｐｅｃｉｅｓ ｈａｖｅ
ｄｉｓｔｉｎｃｔｉｖｅ ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ.
Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２００３ꎬ １２(１１): ３０８５￣３０９５.

[２２]　 Ｄｏｕｈａｎ ＧＷꎬ Ｐｅｔｅｒｓｅｎ Ｃꎬ Ｂｌｅｄｓｏｅ ＣＳꎬ Ｒｉｚｚｏ ＤＭ.
Ｃｏｎｔｒａｓｔｉｎｇ ｒｏｏｔ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｆｕｎｇｉ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｏｍｍｏｎ ｏａｋ￣
ｗｏｏｄｌａｎｄ ｐｌａｎｔ ｓｐｅｃｉｅｓ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ: ｈｏｓｔ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ ｏｒ ｎｏｎ￣ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎ? Ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａꎬ ２００５ꎬ １５(５): ３６５￣３７２.

[２３]　 Ｌｉｕ Ｙꎬ Ｈｅ Ｊꎬ Ｓｈｉ Ｇꎬ Ａｎ Ｌꎬ Öｐｉｋ Ｍꎬ Ｆｅｎｇ Ｈ. Ｄｉｖｅｒｓｅ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｏｆ ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇｉ ｉｎｈａｂｉｔ ｓｉｔｅｓ
ｗｉｔｈ ｖｅｒｙ ｈｉｇｈ ａｌｔｉｔｕｄｅ ｉｎ Ｔｉｂｅｔ Ｐｌａｔｅａｕ. ＦＥＭＳ
Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２０１１ꎬ ７８(２): ３５５￣３６５.

[２４]　 Ｋｒüｇｅｒ Ｍꎬ Ｓｔｏｃｋｉｎｇｅｒ Ｈꎬ Ｋｒüｇｅｒ Ｃꎬ Ｓｃｈüßｌｅｒ Ａ. ＤＮＡ￣
ｂａｓｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｌｅｖｅｌ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｇｌｏｍｅｒｏｍｙｃｏｔａ: ｏｎｅ
ＰＣＲ ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔ ｆｏｒ ａｌｌ ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇｉ. Ｎｅｗ
Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２００９ꎬ １８３(１): ２１２￣２２３.

[２５]　 Ｋｏｈｏｕｔ Ｐꎬ Ｓｕｄｏｖá Ｒꎬ Ｊａｎｏｕšｋｏｖá Ｍꎬ Ｃ
ˇ
ｔｖｒｔｌíｋｏｖá Ｍꎬ

Ｈｅｊｄａ Ｍꎬ Ｐáｎｋｏｖá Ｈꎬ Ｓｌａｖíｋｏｖá Ｒꎬ Šｔａｊｅｒｏｖá Ｋꎬ
Ｖｏｓáｔｋａ Ｍꎬ Ｓｙ' ｋｏｒｏｖá Ｚ. Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎｌｙ ｕｓｅｄ
ｐｒｉｍｅｒ ｓｅｔｓ ｆｏｒ ｅｖａｌｕａｔｉｎｇ ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇａｌ
ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ: Ｉｓ ｔｈｅｒｅ ａ ｕｎｉｖｅｒｓａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ? Ｓｏｉｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄ Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙꎬ ２０１４ꎬ ６８: ４８２￣４９３.

[２６]　 Ｖａｎ Ｇｅｅｌ Ｍꎬ Ｂｕｓｓｃｈａｅｒｔ Ｐꎬ Ｈｏｎｎａｙ Ｏꎬ Ｌｉｅｖｅｎｓ Ｂ.
Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｉｘ ｐｒｉｍｅｒ ｐａｉｒｓ ｔａｒｇｅｔｉｎｇ ｔｈｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｒＲＮＡ
ｏｐｅｒｏｎ ｆｏｒ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ
ｆｕｎｇａｌ (ＡＭＦ) ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｕｓｉｎｇ ４５４ ｐｙｒｏｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ.
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓꎬ ２０１４ꎬ １０６(０): ９３￣
１００.

[２７]　 Ｓｃｈｗａｒｚｏｔｔ Ｄꎬ Ｓｃｈüßｌｅｒ Ａ. Ａ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ＳＳＵ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ＤＮＡ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎꎬ

３２９



Ｓｈｅｎｇｊｉｎｇ Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１５)５５(７)

ａｍｐｌｉｆｉｃａｔｉｏｎꎬ ａｎｄ ｃｌｏｎｉｎｇ ｆｒｏｍ ｓｉｎｇｌｅ ＡＭ ｆｕｎｇａｌ
ｓｐｏｒｅｓ. Ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａꎬ ２００１ꎬ １０(４): ２０３￣２０７.

[２８]　 Ｅｄｇａｒ ＲＣꎬ Ｈａａｓ ＢＪꎬ Ｃｌｅｍｅｎｔｅ ＪＣꎬ Ｑｕｉｎｃｅ Ｃꎬ Ｋｎｉｇｈｔ
Ｒ. ＵＣＨＩＭＥ ｉｍｐｒｏｖｅｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｅｄ ｏｆ ｃｈｉｍｅｒａ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ. Ｂｉｏｉｎｆｏｒｍａｔｉｃｓꎬ ２０１１ꎬ ２７(１６): ２１９４￣２２００.

[２９]　 Ｌｅｋｂｅｒｇ Ｙꎬ Ｇｉｂｂｏｎｓ ＳＭꎬ Ｒｏｓｅｎｄａｈｌ Ｓ. Ｗｉｌｌ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ＯＴＵ ｄｅｌｉｎｅａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｃｈａｎｇｅ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｙ ｐａｔｔｅｒｎｓ? Ｎｅｗ
Ｐｈｙｔｏｌｏｇｉｓｔꎬ ２０１４ꎬ ２０２(４): １１０１￣１１０４.

[３０]　 Ｓｅｎｅｓ￣Ｇｕｅｒｒｅｒｏ Ｃꎬ Ｔｏｒｒｅｓ￣Ｃｏｒｔｅｓ Ｇꎬ Ｐｆｅｉｆｆｅｒ Ｓꎬ Ｒｏｊａｓ
Ｍꎬ Ｓｃｈｕｓｓｌｅｒ Ａ. Ｐｏｔａｔｏ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ａｒｂｕｓｃｕｌａｒ
ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａｌ ｆｕｎｇａｌ ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ ｉｎ ｔｈｅ Ｐｅｒｕｖｉａｎ Ａｎｄｅｓ.
Ｍｙｃｏｒｒｈｉｚａꎬ ２０１４ꎬ ２４(６): ４０５￣４１７.

[３１]　 Ｔａｍｕｒａ Ｋꎬ Ｐｅｔｅｒｓｏｎ Ｄꎬ Ｐｅｔｅｒｓｏｎ Ｎꎬ Ｓｔｅｃｈｅｒ Ｇꎬ Ｎｅｉ Ｍꎬ
Ｋｕｍａｒ Ｓ. ＭＥＧＡ５: ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ ｇｅｎｅｔｉｃｓ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｕｓｉｎｇ ｍａｘｉｍｕｍ ｌｉｋｅｌｉｈｏｏｄꎬ ｅｖｏｌｕｔｉｏｎａｒｙ
ｄｉｓｔａｎｃｅꎬ ａｎｄ ｍａｘｉｍｕｍ ｐａｒｓｉｍｏｎｙ ｍｅｔｈｏｄｓ. Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｅｖｏｌｕｔｉｏｎꎬ ２０１１ꎬ ２８(１０): ２７３１￣２７３９.

[３２]　 Ｃｏｌｗｅｌｌ ＲＫ. ＥｓｔｉｍａｔｅＳ: ｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌ ｅｓｔｉｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｐｅｃｉｅｓ
ｒｉｃｈｎｅｓｓ ａｎｄ ｓｈａｒｅｄ ｓｐｅｃｉｅｓ ｆｒｏｍ ｓａｍｐｌｅｓ. ｈｔｔｐ: / /
ｖｉｃｅｒｏｙ. ｅｅｂ. ｕｃｏｎｎ. ｅｄｕ / ｅｓｔｉｍａｔｅｓ / ( ａｃｃｅｓｓｅｄ ｏｎ １３
Ｊｕｌｙ ２０１４).

[３３]　 Ｈａｍｍｅｒ Øꎬ Ｈａｒｐｅｒ ＤＡꎬ Ｒｙａｎ ＰＤ. ＰＡＳＴ:
Ｐａｌｅｏｎｔｏｌｏｇｉｃａｌ ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｓｏｆｔｗａｒｅ ｐａｃｋａｇｅ ｆｏｒ ｅｄｕｃａｔｉｏｎ
ａｎｄ ｄａｔａ ａｎａｌｙｓｉｓ. ｈｔｔｐ: / / ｐａｌａｅｏ￣ｅｌｅｃｔｒｏｎｉｃａ. ｏｒｇ / ２００１＿
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不同 ＰＣＲ 引物在根系丛枝菌根真菌群落研究中的应用比较
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摘要:【目的】 基础 ＰＣＲ 的各种分子技术已广泛地应用于丛枝菌根真菌(ＡＭＦ)的群落研究ꎮ 为探讨不同

ＰＣＲ 引物对丛枝菌根真菌群落的特异性差异扩增ꎮ 【方法】 本研究选取 ４ 对 ＡＭＦ 特异性引物(ＮＳ３１￣ＡＭ１ꎬ
ＡＭＬ１￣ＡＭＬ２ꎬ ＮＳ３１￣ＡＭＬ２ 和 ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ)ꎬ通过 ＰＣＲ、克隆及测序技术对 ＡＭＦ 的多样性及群落结构进

行了分析比较ꎮ 【结果】 不同引物对 ＡＭＦ 的扩增特异性及覆盖度均有显著性差异ꎬ且不同引物得到的 ＡＭＦ
群落结构也存在显著性差异ꎮ ＳＳＵｍＣｆ￣ＬＳＵｍＢｒ 的扩增特异性及覆盖度最高ꎬＮＳ３１￣ＡＭＬ２ 和 ＮＳ３１￣ＡＭ１ 次

之ꎬ而 ＡＭＬ１￣ＡＭＬ２ 则相对较差ꎮ 【结论】 ＮＳ３１￣ＡＭＬ２ 的扩增区段能很好地与越来越被认可的 ＡＭＦ ＶＴ 分类

数据库(ｈｔｔｐ: / / ｍａａｒｊａｍ. ｂｏｔａｎｙ. ｕｔ. ｅｅ)相匹配ꎬ且扩增片段长度也适合于目前的高通量测序技术ꎮ 基于此ꎬ
本文推荐 ＮＳ３１￣ＡＭＬ２ 为 ＡＭＦ 群落研究中的首选引物ꎮ
关键词:菌根ꎬ球囊菌门ꎬ群落生态学ꎬｒＤＮＡꎬＤＮＡ 条形码ꎬＰＣＲ 引物
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