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摘要:【目的】分离纯化青藏高原东麓(四川甘孜藏族自治州)高山豆根瘤菌ꎬ揭示其遗传多样性ꎮ 【方法】采
用纯培养法从该地区高山豆植物根瘤中分离纯化根瘤菌ꎻ通过 ＢＯＸＡＩＲ、１６Ｓ ｒＤＮＡ￣ＲＦＬＰ 及 ＰＣＡ(Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ
Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ Ａｎａｌｙｓｉｓ)来分析高山豆根瘤菌的遗传多样性ꎻ通过 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列同源性确定菌株的系统发育地

位ꎻ通过测定菌株的耐盐性、初始 ｐＨ 生长范围及生长温度范围来分析高山豆根瘤菌的抗逆性ꎮ 【结果】从 ８
个县 １２ 个采样点共分离纯化出 ２２ 个菌株ꎮ ２２ 个菌株在 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 分析中聚成 ４ 个遗传群ꎬ在
ＢＯＸ￣ＰＣＲ 分析中则聚成 ９ 个遗传群ꎮ 高山豆根瘤菌 １６Ｓ ｒＤＮＡＳｉｍｐｓｏｎ 遗传多样性指数 Ｄ ＝ ０􀆰 ８７２ꎮ ２２ 个菌

株分别属于 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ(１１ / ２２ 株)、Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ(４ / ２２ 株)、Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ￣Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ(７ / ２２ 株)３ 个属ꎮ 生理

性状测定试验表明ꎬ所有菌株均能在 １％ ＮａＣｌ 的 ＹＭＡ 培养基上生长ꎬ大多数(１５ / ２２ 株)菌株能在 ４％ ＮａＣｌ
的 ＹＭＡ 培养基上生长ꎬ其中ꎬＳＣＡＵ６７９、ＳＣＡＵ６９４、ＳＣＡＵ７０６ 等 ３ 个菌株能在 ７％ ＮａＣｌ 的培养基上生长ꎬ
ＳＣＡＵ６８９ 能在 ８％ＮａＣｌ 的培养基上生长ꎻ１５ / ２２ 的菌株能在 ｐＨ４￣１１ 的培养基上生长ꎻ１６ / ２２ 的菌株能在４ －
４５℃条件下生长ꎬ所有菌株能在 ６０℃(处理 １０ ｍｉｎ 后置 ２８℃)条件下生长ꎮ 【结论】青藏高原东麓(四川甘孜

州)高山豆根瘤菌具有丰富的遗传多样性ꎮ 大多数菌株对高盐、高温、低温及过酸过碱环境均具有很强的耐

受能力ꎮ
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　 　 在生物地球化学循环中ꎬ固氮生物是一类能在

生物细胞内经过复杂的新陈代谢过程将 Ｎ２ 转化为

ＮＨ３ 的原核微生物ꎬ从而通过生物途径实现了氮元

素在生物群落和无机环境之间的循环ꎮ 全球每年自

然固氮量的 ９０％ (２􀆰 ２９５ × １０１１ｋｇ)是通过固氮微生

物实现的[１]ꎮ 其中ꎬ根瘤菌与豆科植物的共生体系

固氮能力强、固氮量大、抗逆性強ꎬ其共生固氮作用

是生物固氮中效率最高的体系ꎬ约占生物固氮总量

的 ６５％ [２]ꎮ 因此ꎬ研究和开发利用根瘤菌与豆科植

物的共生固氮体系具有巨大的生态、经济和社会价
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值ꎮ
青藏高原是地球上独具特色的一个地理单元ꎬ

具有独特的地质历史和自然条件ꎬ具有丰富的生物

多样性[３]ꎮ 青藏高原东麓是指青海、西藏以及四川

三省区交界的广大地域ꎮ 四川甘孜藏族自治州地处

青藏高原东南缘(青藏高原向云贵高原和四川盆地

的过渡地带)ꎬ大地貌属横断山系北段的川西高原

区ꎬ山川呈南北纵列式排列ꎮ 该州气候主要属青藏

高原气候ꎬ随高差呈明显的垂直分布状态ꎬ具有气温

低、冬季长、降水少、日照足的特点ꎮ 四川甘孜州是

世界上自然生态最完整、气候垂直带谱与动植物资

源垂直分布最多的地区之一ꎬ也是我国重要的天然

物种基因库ꎮ
高山豆属植物在我国约有 ５ 种ꎬ主要分布于喜

马拉雅山区及青藏高原ꎮ 四川有 ４ 种ꎬ在甘孜州均

有分布ꎮ 其中ꎬ高山豆 Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ(Ｂａｋｅｒ) Ｈ.
Ｐ. Ｔｓｕｉ (异叶米口袋)为多年生草本植物ꎬ生于海拔

３０００ － ５０００ ｍ 的山区ꎮ 茎叶为牛羊等家畜所喜食ꎬ
是早春恢复牲畜体力的良好饲料ꎮ 根系发达ꎬ保持

水土能力强ꎮ 全草有清热解毒、利尿的功能[４]ꎮ 由

于高山豆的生存环境和分布范围特殊ꎬ目前对高山

豆根瘤菌的资源及多样性研究尚未见报道ꎮ
本研究从采集自四川甘孜州的高山豆根瘤中分

离出根瘤菌ꎬ测定了分离株的耐盐性、初始 ｐＨ 生长

范围及生长温度范围等生理指标ꎬ并采用 ＢＯＸ￣
ＰＣＲ、１６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 及 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析等

方法ꎬ研究了该区域高山豆根瘤菌的遗传多样性ꎬ丰
富了我国高寒山区豆科植物根瘤菌的多样性研究工

作ꎬ 可为该区域的生态恢复与重建提供优良根瘤菌

资源ꎮ

１　 材料和方法

１􀆰 １　 材料

１􀆰 １􀆰 １　 根瘤样本的采集:从四川甘孜州康定、道孚、
炉霍、甘孜、新龙、理塘、稻城、雅江等 ８ 个县 １２ 个采

样点采集高山豆植物根瘤及土壤样品ꎬ并记录根瘤

的形状及结瘤部位(表 １)ꎮ
１􀆰 １􀆰 ２　 分离和纯化高山豆根瘤菌:高山豆根瘤菌的

分离和纯化参照 Ｖｉｎｃｅｎｔ[５] 的方法ꎮ 用无菌水浸泡

清洗根瘤ꎬ再用 ７５％ 酒精和 ０􀆰 １％ ＨｇＣｌ２ 分别对根

瘤表面消毒 ５ ｍｉｎ 和 ３ ｍｉｎꎬ在无菌培养皿中磨碎根

瘤ꎬ取根瘤悬液在 ＹＭＡ 平板上划线ꎬ置 ２８℃恒温箱

中培养 ３ － ５ ｄꎬ挑取表面湿润、光滑、突起、有多糖产

生的单菌落ꎬ采用划线法纯化、革兰氏染色镜检ꎬ纯
菌株接种于 ＹＭＡ 斜面ꎬ２８℃培养 ３ ｄꎬ４℃短期保藏ꎬ
３０％甘油管中 － ８０℃长期保藏ꎮ
１􀆰 ２　 ＢＯＸ￣ＰＣＲ 指纹分析

总 ＤＮＡ 的提取参照 Ｌｉｔｔｌｅ[６] 的方法ꎮ 提取的

ＤＮＡ 保存于 － ２０℃备用ꎮ
ＢＯＸ￣ＰＣＲ 指纹分析中ꎬ 引物为 ＢＯＸＡＩＲ: ５′￣

ＣＴＡＣＧＧＣＡＡＧＧＣＧＡＣＧＣＴＧＡＣＧ￣３′ꎮ 反 应 体 系

(２５ μＬ) 为:２ × ＰＣＲ Ｍｉｘ １２􀆰 ５ μＬꎻＢＯＸＡＩＲ 引物

(１０ μｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５ μＬꎻ模板 ＤＮＡ(５０ ｎｇ / ｍＬ)１􀆰 ０ μＬꎻ
双蒸水 １１ μＬꎻ扩增程序:９５℃初始变性 ４ ｍｉｎꎻ９５℃
变性 １ ｍｉｎꎬ５４℃复性 １ ｍｉｎꎬ６５℃延伸 ８ ｍｉｎꎬ循环 ３５
次ꎻ６５℃ 最终延伸 １１ ｍｉｎꎮ ４℃ 保存ꎮ 扩增产物经

２％浓度的琼脂糖凝胶电泳(８０ Ｖꎬ２ ｈ)检测ꎬ凝胶

ＵＶ 成像系统成像ꎬ以 ＪＰＧ 形式保存ꎮ
１􀆰 ３　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 指纹图谱分析

以总 ＤＮＡ 为模板ꎬ选用来源于大肠杆菌 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 基因序列保守区域的两段引物 Ｐ１ 和 Ｐ６ 来扩

增 １６Ｓ ｒＤＮＡꎮ 正向引物 Ｐ１: ５′￣ＡＧＡＧＴＴＴＧＡＴＣＣ
ＴＧＧＣＴＣＡＧＡＡＣＧＡＡＣＧＣＴ￣３′ꎮ 其序列对应于 Ｅ. ｃｏｌｉ
第 ８ － ３７ 碱基位置ꎻ反向引物 Ｐ６:５′￣ＴＡＣＧＧＣＴＡＣＣ
ＴＴＧＴＴＡＣＧＡＣＴＴＣＡＣＣＣＣ￣３′ꎮ 其序列对应于 Ｅ. ｃｏｌｉ
第 １４７９ － １５０６ 碱基位置ꎮ 反应体系(３０ μＬ):２ ×
ＰＣＲ Ｍｉｘ １５ μＬꎻＰｒｉｍｅｒ １(１０ μｍｏｌ / Ｌ)０􀆰 ５ μＬꎻＰｒｉｍｅｒ
６ ( １０ μｍｏｌ / Ｌ ) ０􀆰 ５ μＬꎻ 模 板 ＤＮＡ ( ５０ ｎｇ / μＬ)
０􀆰 ５ μＬꎻ双蒸水 １３􀆰 ５ μＬꎮ ＰＣＲ 反应程序:９２℃变性

３ ｍｉｎꎻ９４℃ 变性 ｌ ｍｉｎꎬ５４℃ 退火 １ ｍｉｎꎬ７２℃ 延伸

２ ｍｉｎꎬ循环 ３０ 次ꎻ７２℃最终延伸 １０ ｍｉｎꎮ ４℃保存ꎮ
１６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增产物用 １％ 的琼脂糖凝胶电泳

(１５０ Ｖꎬ３０ ｍｉｎ)检测ꎬＵＶ 凝胶成像系统成像ꎬＪＰＧ
形式保存ꎮ 扩增片段长度为 １􀆰 ５ ｋｂ 左右ꎬ将扩增产

物保存于 － ２０℃备用ꎮ
１６Ｓ ｒＤＮＡ 片段选用了 ４ 种限制性内切酶ꎬ分

别为 ＨａｅⅢ、ＭｓｐⅠ、ＨｉｎｆⅠ和 ＴａｑⅠꎮ 酶切反应体

系(１０ μＬ):５ μＬ ＰＣＲ 扩增产物ꎬ５ Ｕ 内切酶ꎬ１０ ×
酶切缓冲液 １ μＬꎬ双蒸水补足至 １０ μＬꎮ ３７℃水浴

保温 ６ － １０ ｈ (Ｔａｑ Ｉ 为 ６５℃恒温 １２ － １４ ｈ)ꎬ２ ％
琼脂糖凝胶(含 ＥＢ)电泳(８０ Ｖ)２ － ３ ｈ(酶切产物

上样量 ８ μＬ)ꎬＵＶ 凝胶成像系统成像ꎬＪＰＧ 形式保

存ꎮ
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表 １　 高山豆根瘤菌供试菌株及参比菌株
Ｔａｂｌｅ １　 Ｔｈｅ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ

Ｓｔｒａｉｎ Ｈｏｓｔ Ｌｉｖｉｎｇ ｐａｒｔ Ｎｏｄｕｌｅ ｓｈａｐｅ Ｏｒｉｇｉｎ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ
Ｅｌｅｖａｔｉｏｎ
(ｍ)

ＳＣＡＵ６６７ Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ ｅｌｉｐｓｏｉｄ
Ｌｕｃｈｅｎｇꎬ Ｋａｎｇｄｉｎｇ
(泸城ꎬ康定)

Ｎ ３０°００′５８􀆰 ７″
Ｅ １０１°５１′３５􀆰 ３″

３６１０

ＳＣＡＵ６６９
ＳＣＡＵ６７０
ＳＣＡＵ６７１
ＳＣＡＵ６７２

Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ
Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ
Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ
Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ

ｍａｉｎ ｒｏｏｔ
ｍａｉｎ ｒｏｏｔ
ｍａｉｎ ｒｏｏｔ
ｍａｉｎ ｒｏｏｔ

ｅｌｉｐｓｏｉｄ
ｅｌｉｐｓｏｉｄ
ｅｌｉｐｓｏｉｄ
ｅｌｉｐｓｏｉｄ

Ｌｕｃｈｅｎｇꎬ Ｋａｎｇｄｉｎｇ
(泸城ꎬ康定)

Ｎ ２９°５６′０６􀆰 ０″
Ｅ １０１°５７′３４􀆰 ８″

３１９０

ＳＣＡＵ６７４
ＳＣＡＵ６７５

Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ
Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ

ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ
ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ

ｓｐｈｅｒｉｃａｌ
ｓｐｈｅｒｉｃａｌ

ＸｉｎｄｕｑｉａｏꎬＫａｎｇｄｉｎｇ
(新都桥ꎬ康定)

Ｎ ３０°０９′０１􀆰 ４″
Ｅ １０１°２９′４７􀆰 ０″

３５００

ＳＣＡＵ６７９
ＳＣＡＵ６８０
ＳＣＡＵ６８１

Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ
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Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ

ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ
ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ

ｅｌｉｐｓｏｉｄ
ｅｌｉｐｓｏｉｄ

Ｄａｇａｉꎬ Ｘｉｎｌｏｎｇ
(大盖ꎬ新龙)

Ｎ ３１°２４′５４􀆰 ９″
Ｅ １００°１０′０９􀆰 ７″

３２８０

ＳＣＡＵ６９６ Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ ｓｐｈｅｒｉｃａｌ
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Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ

ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ
ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ
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３７５０
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ＳＣＡＵ７０４

Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ
Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ

ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ
ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ

ｓｐｈｅｒｉｃａｌ
ｓｐｈｅｒｉｃａｌ

ＬｅｉｄａｚａｎꎬＹａｊｉａｎｇ
(雷达站ꎬ雅江)

Ｎ ３０°０９′３５􀆰 ５″
Ｅ １００°３５′０５􀆰 ５″

４３７０

ＳＣＡＵ７０６ Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ ｌａｔｅｒａｌ ｒｏｏｔ ｅｌｉｐｓｏｉｄ
Ｘｉｏｎｇｂａꎬ Ｌｉｔａｎｇ
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Ｓ. ｍｅｌｉｌｏｔｉ ＡＴＣＣ９９３０Ｔ Ｍｅｄｉｃａｇｏｓａｔｉｖａ ＵＳＡ
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１􀆰 ４　 供试菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定及系统发育分

析

扩增全部 ２２ 株供试菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 片段(反
应体系和程序同 １􀆰 ３)ꎬ扩增产物(１５００ ｂｐ)经检测

后送北京华大基因有限公司测定序列ꎮ
１􀆰 ５　 菌株生理特性分析

对 ２２ 株根瘤菌分别进行耐盐性、初始 ｐＨ 生长

范围及生长温度范围的测定ꎮ
耐盐性测定:在 ＹＭＡ 培养基中加入 ＮａＣｌꎬ使其

终浓度分别为 １％ 、２％ 、３％ 、４％ 、５％ 、６％ 、７％ 、
８％ ꎮ 对每个菌株在同一浓度的测定均设 ９ 个重复

实验ꎮ 以不含 ＮａＣｌ 的 ＹＭＡ 平扳为阳性对照ꎮ 接

种、培养、观察和结果记录ꎮ
初始 ｐＨ 生长范围测定:在倒平板前ꎬ用灭菌的

ＨＣｌ 和 ＮａＯＨ 将 ＹＭＡ 培养基的 ｐＨ 调至 ４􀆰 ０、５􀆰 ０、
９􀆰 ０、１０􀆰 ０、１１􀆰 ０ꎮ 对每个菌株在同一 ｐＨ 的测定均

设 ９ 个重复实验ꎮ 以 ｐＨ７􀆰 ０ 的 ＹＭＡ 平扳为阳性对

照ꎮ 接种、培养、观察和结果记录ꎮ
生长温度范围测定:将供试菌株接种到 ＹＭＡ

平板上ꎬ以在 ２８℃生长的平板为阳性对照ꎬ分别在

４℃、１０℃、３７℃、４５℃ 条件下培养ꎬ６０℃ 则处理 １０
ｍｉｎ 后于 ２８℃培养ꎮ 对每个菌株在同一温度条件的

测定均设 ９ 个重复实验ꎮ 接种、培养、观察和结果记

录ꎮ
１􀆰 ６　 数据分析和处理

凝胶扫描成像系统摄取的凝胶图像经均一化处

理后ꎬ按有条带处以“１”表示、无条带处以“０”表示ꎬ
将其转化为“１”和“０”数字符ꎬ采用 Ｎｅｉ[７] 的方法计

算材料间遗传相似系数(ＧＳ)ꎬＧＳ ＝ ２Ｎｉｊ / (Ｎｉ ＋ Ｎｊ)ꎬ
其中ꎬＮｉ 代表第 ｉ 个品种的扩增带纹数目ꎬＮｊ 代表

第 ｊ 个品种的扩增带纹数目ꎬＮｉｊ 代表第 ｉ、ｊ 个品种

间共有的带纹数目ꎮ 再通过 ＮＴＳＹＳ２􀆰 １０ｅ 软件中的

基于非加权成对算术平均法(ＵＰＧＭＡ)进行聚类分

析ꎬ并转化为树状图谱ꎻ利用 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ ( Ｖｅｒｓｉｏｎ
２􀆰 １０ｅ) 软件进行 ＧＳ 相似性系数分析ꎬ 并通过

ＥＩＧＥＮ 程序进行主成分分析ꎻ将所测供试菌株 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 序列 提 交 ＧｅｎＢａｎｋ 数 据 库ꎬ 获 取 序 列 号

(Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｏ. ＫＣ３３１０５６—ＫＣ３３１０７０)ꎮ 采用 Ｂｌａｓｔ
ｓｅａｒｃｈ 在线分析及 ＤＮＡＭＡＮ ６􀆰 ０ 软件进行序列比

对ꎬ找出各序列在 ＮＣＢＩ 数据库中最近缘种的模式

菌株序列ꎬ再用 ＭＥＧＡ ５􀆰 ０ 中的 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 程序进行

多序列比对ꎬ 然后用 Ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣Ｊｏｉｎｉｎｇ 方法选择

Ｂｏｏｔｓｔｒａｐ 为 １０００ 个重复构建系统发育学进化树ꎮ

２　 结果

２􀆰 １　 供试菌株

本研究将共分离得到的 ２２ 个根瘤菌菌株作为

供 试 菌 株ꎬ 另 外ꎬ 选 取 了 属 于 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、
Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 的参比菌

株 １４ 个(表 １)ꎮ
２􀆰 ２　 ＢＯＸ￣ＰＣＲ 指纹分析

２􀆰 １􀆰 １　 ＵＰＧＭＡ 聚类分析:以各菌株总 ＤＮＡ 为模

板ꎬ ＢＯＸＡＩＲ 为引物ꎬ对 ２２ 株供试高山豆根瘤菌进

行 ＢＯＸ￣ＰＣＲꎬ在 ２％琼脂糖凝胶电泳板上得到 ＢＯＸ￣
ＰＣＲ 指纹图谱(图 １)ꎮ

将 ２２ 株供试高山豆根瘤菌及 １５ 株参比菌株电

泳图谱条带转换成“１”和“０”ꎬ采用 ＮＴＳＹＳ 软件中

的非加权成对算术平均法(ＵＰＧＭＡ)进行聚类分析ꎬ
得到 ＢＯＸ￣ ＰＣＲ 聚类树状图(图 ２)ꎮ

聚类结果显示ꎬ３６ 个菌株在 ８２％相似系数水平

上分为 ９ 个遗传群ꎬ其余 ５ 个菌株则各自单独分开ꎮ
其中ꎬ２２ 个供试菌株分别聚在 ８ 个不同的遗传群

中ꎬ而 ＳＣＡＵ６７９ 则单独分开ꎮ 在 ８ 个遗传群中ꎬ除
ＳＣＡＵ６８１ 与 Ｒ. ｓｕｌｌａｅ ＩＳ１２３ＴꎻＳＣＡＵ７０３、ＳＣＡＵ７０６ 与

Ｍ. ａｍｏｒｐｈａｅ ＡＣＣＣ １９６６５Ｔ聚群外ꎬ其余供试菌株均

未与参比菌株聚群ꎮ 聚在一起的一般都是地理分布

很近的菌株ꎬ但来自同一地理环境同一个宿主的不

同菌 株 也 可 能 聚 在 不 同 的 群 中ꎬ 如 ＳＣＡＵ６７９、
ＳＣＡＵ６８０、ＳＣＡＵ６８１ 均分离自同一个宿主ꎬ但分别聚

在群 Ⅲ、 群 Ⅱ 和群 Ⅶ１ 中ꎻ ＳＣＡＵ６６９、 ＳＣＡＵ６７０、
ＳＣＡＵ６７１、ＳＣＡＵ６７２ 均分离自同一个宿主ꎬ但分别聚

在群Ⅰ１、群Ⅴ和群Ⅵ中ꎮ
２２ 个菌株 ＢＯＸ￣ＰＣＲ 电泳条带两两间的 ＣＳ 相

似系数分布在 ０􀆰 ５３５７１４ － １􀆰 ００ꎮ 其中ꎬＳＣＡＵ６９４、
ＳＣＡＵ６９６、 ＳＣＡＵ７００ 分别 与 ＳＣＡＵ６７０、 ＳＣＡＵ６７１、
ＳＣＡＵ６７２ꎬＳＣＡＵ７０３ 和 ＳＣＡＵ６８８ 的相似系数最低ꎬ
均为 ０􀆰 ５３５７１４ꎬ表明它们之间的亲缘关系较远ꎮ 而

ＳＣＡＵ６７０ 和 ＳＣＡＵ６７１ꎬＳＣＡＵ６８４ 和 ＳＣＡＵ６８５ 的相

似系数均为 １􀆰 ０ꎬ表明它们可能分别为同一个菌株ꎮ
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Ｈｕａｍｉｎｇ Ｊｉａｎｇ ｅｔ ａｌ. / Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ(２０１３)５３(７)

图 １.高山豆根瘤菌 ＢＯＸ － ＰＣＲ 指纹图谱

Ｆｉｇｕｒｅ １. ＢＯＸ － ＰＣＲ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｉｎｔｓ ｆｏｒ Ｒｈｉｚｏｂｉａｌ ｉｎ Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ. Ｍ: ２５０ｂｐ Ｍａｒｋｅｒ. ｌａｎｅ １: ＳＣＡＵ６６７ꎻｌａｎｅ ２ :
ＳＣＡＵ６６９ꎻｌａｎｅ ３: ＳＣＡＵ６７０ꎻｌａｎｅ ４: ＳＣＡＵ６７１ꎻｌａｎｅ ５: ＳＣＡＵ６７２ꎻｌａｎｅ ６ : ＳＣＡＵ６７４ꎻ ｌａｎｅ ７: ＳＣＡＵ６７５ꎻ ｌａｎｅ ８:
ＳＣＡＵ６７９ꎻｌａｎｅ ９: ＳＣＡＵ６８０ꎻｌａｎｅ １０: ＳＣＡＵ６８１ꎻｌａｎｅ １１: ＳＣＡＵ６８４ꎻｌａｎｅ １２: ＳＣＡＵ６８５ꎻｌａｎｅ １３: ＳＣＡＵ６８８ꎻｌａｎｅ １４:
ＳＣＡＵ６８９ꎻｌａｎｅ １５: ＳＣＡＵ６９１ꎻｌａｎｅ １６ ＳＣＡＵ６９４ꎻｌａｎｅ １７: ＳＣＡＵ６９６ꎻｌａｎｅ １８: ＳＣＡＵ７００ꎻｌａｎｅ １９: ＳＣＡＵ７０１ꎻｌａｎｅ ２０:
ＳＣＡＵ７０３ꎻｌａｎｅ ２１: ＳＣＡＵ７０４ꎻｌａｎｅ ２２: ＳＣＡＵ７０６.

图 ２. ＢＯＸ￣ＰＣＲ 聚类分析图

Ｆｉｇｕｒｅ ２. Ｔｈｅ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ ＢＯＸ￣ＰＣＲ ｆｉｎｇｅｒｐｒｉｎｔｓ.

２􀆰 １􀆰 ２　 主成分分析:主成分分析能从不同方向、不
同层面显示各菌株间的关系ꎬ使菌株的聚类更加直

观、更为合理[８]ꎮ 应用 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ(Ｖｅｒｓｉｎ ２􀆰 １０ｅ)软

件对 ３６ 个菌株 ＢＯＸ￣ＰＣＲ 的相似系数进行主成分分

４１７



江华明等: 青藏高原东麓高山豆[Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ(Ｂａｋｅｒ)Ｈ. Ｐ. Ｔｓｕｉ]根瘤菌􀆺􀆺. /微生物学报(２０１３)５３(７)

析ꎬ用 ＥＩＧＥＮ 程序建立主成分之间的三维关系图

(图 ３)ꎬ前 ３ 个主坐标所能解释的相关性分别为

２２􀆰 １８％ 、１２􀆰 ０２％ 和 ９􀆰 ７５％ ꎮ 结果显示ꎬ主坐标分

析和系统聚类分析所得结果基本一致:群Ⅳ、Ⅴ、Ⅷ、
Ⅺ的组成在两种分析中完全一致ꎮ 在 ＰＣＡ 中ꎬ

ＳＣＡＵ６６７ 与 ＳＣＡＵ６８４、 ＳＣＡＵ６８５ 聚 成 群 Ⅲꎻ
ＳＣＡＵ６７９、ＳＣＡＵ６８０、ＳＣＡＵ６６９ 虽然在第三主成分上

有差异ꎬ但在第一、二主成分上非常相似ꎬ因此构成

群ⅢꎻＳＣＡＵ６８９ 与 ＳＣＡＵ６８８、ＳＣＡＵ７０１ 聚成群Ⅻꎻ
ＳＣＡＵ６７２ 与Ｍ. ｔｉａｎｓｈａｎｅｎｓｅ ＣＣＢＡＵ ３３０６ Ｔ聚成群Ⅳꎮ

图 ３.高山豆根瘤菌及参比菌株 ＢＯＸＡＩＲ ￣ＰＣＲ 主成分分析三维图

Ｆｉｇｕｒｅ ３. Ｔｈｅ ３￣ｄ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｏｒ ＢＯＸ￣ＰＣＲｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ ａｎｄ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｉ: １６ ＳＣＡＵ６９４ꎻ１７ ＳＣＡＵ６９６ꎻ１８ ＳＣＡＵ７００ 　 Ⅱ: 　 Ⅱ１:１１ ＳＣＡＵ６８４ꎻ１２ ＳＣＡＵ６８５ꎻ１

ＳＣＡＵ６６７ Ⅱ２:２１ ＳＣＡＵ７０４ꎻⅢ: ８ ＳＣＡＵ６７９ꎻ９ ＳＣＡＵ６８０ꎻ２ ＳＣＡＵ６６９ꎻⅣ:５ ＳＣＡＵ６７２ꎻ３０ Ｍ. ｔｉａｎｓｈａｎｅｎｓｅ

ＣＣＢＡＵ ３３０６Ｔ 　 Ⅴ: ３ ＳＣＡＵ６７０ꎻ ４ ＳＣＡＵ６７１ꎻⅥ: １５ ＳＣＡＵ６９１Ⅶ:Ⅶ１: １０ ＳＣＡＵ６８１ꎻ ３７ Ａｇ. ｒｕｂｉ

ＡＴＣＣ１３３３５Ｔꎻ２４Ｍ. ｈｕａｋｕｉｉ ＣＣＢＡＵ ２６０９ ＴꎻⅦ２: ２６ 　 Ｒ. ｓｕｌｌａｅ ＩＳ１２３Ｔꎻ３１ Ｍ. ｃｉｃｅｒｉꎻＡＴＣＣ５１５８Ｔꎻ３２ Ｒ.

ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ ＵＳＤＡ２３７０ＴꎻⅧ: ２３ Ｍ. ａｕｓｔｙｌｉｃｕｍ ＷＳＭ２０７３Ｔꎻ２９ Ｍ. ｔｅｍｐｅｒａｔｕｍ ＳＤＷ ０１８ Ｔꎻ２５ Ｍ. ｔａｒｉｍｅｎｓｅ

ＣＣＢＡＵ ８３３０６ ＴꎻⅨ: ２０ ＳＣＡＵ７０３ꎻ３５ Ｍ. ａｍｏｒｐｈａｅ ＡＣＣＣ １９６６５ Ｔꎻ２８ Ｍ. ｓｅｐｔｅｎｔｒｉｏｎａｌｅ ＳＤＷ ０１４ ＴꎻⅩ: ２２

ＳＣＡＵ７０６ꎻⅪ: ６ ＳＣＡＵ６７４ꎻ ７ ＳＣＡＵ６７５ꎻⅫ: １３ ＳＣＡＵ６８８ꎻ １９ ＳＣＡＵ７０１ꎻ １４ ＳＣＡＵ６８９ꎻⅩⅢ: ３３ Ｒ. ｅｔｌｉ

ＣＦＮ４２Ｔꎻ ３４ Ｒ. ｌｅｇｕｍｉｎｏｓａｒｕｍ１２７Ｋ１７ꎻ３６ Ａｇ. ｔｕｍｅｆａｃｉｅｎｓ ＡＴＣＣ ２３３０８Ｔ .

２􀆰 ２　 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 聚类分析

２􀆰 ２􀆰 １　 ＵＰＧＭＡ 聚类分析:以 Ｐ１ 和 Ｐ６ 为引物对

３６ 个菌株(２２ 个供试菌株和 １４ 个参比菌株)的 １６Ｓ
ｒＤＮＡ 进行特异性扩增ꎬ分别用 ＨａｅＩＩＩ、ＭｓｐＩ、ＨｉｎｆＩ 和
ＴａｑＩ 对扩增的 １􀆰 ５ ｋｂ 片段进行酶切ꎬ２％ 琼脂糖凝

胶(含 ＥＢ)电泳形成图谱(２２ 个供试菌株的 ４ 种限

制性内切酶酶切图谱类型的组合见图 ４)ꎮ 对 ３６ 个

菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增产物的酶切条带利用 ＵＰＧＭＡ
进行聚类分析并生成树状图谱(图 ４)ꎮ

聚类结果表明ꎬ在 ８４􀆰 ８％ 的相似性水平上ꎬ２２
个高山豆根瘤菌菌株聚成 ４ 个类群ꎬ其中ꎬ类群 Ｉ 有
１５ 个菌株ꎬ包含 ２ 个亚群(Ｉ１ꎬＩ２)ꎻ类群 ＩＩＩ 有 ２ 个菌

株ꎻＳＣＡＵ７０４ 则单独分开ꎻ类群 Ｖ 包括 ２ 个亚群:
Ｖ１ 有 ３ 个菌株ꎬＶ２ 仅有 ＳＣＡＵ７０３ꎮ 聚在同一个
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图 ４.高山豆根瘤菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 聚类及供试菌株酶切图谱类型的组合

Ｆｉｇｕｒｅ ４. Ｔｈｅ ｄｅｎｄｒｏｇｒａｍ ｂａｓｅｄ ｏｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ (Ａ)ａｎｄ ｔｈｅ ｆｉｎｇｅｒ ｐｒｉｎｔｓ ｄｉｇｅｓｔｅｄ ｂｙ ＨａｅＩＩＩ、ＨｉｎｆＩ、ＭｓｐＩ ａｎｄ ＴａｑＩ(Ｂ).

(亚)群的菌株生长环境的海拔大多相近(５００ ｍ 以

内)ꎬ但也有高差近 １０００ ｍ 的类型ꎬ如 ＳＣＡＵ６８５
(３２７０ ｍ)与 ＳＣＡＵ６９６(４１２０ ｍ)ꎬ土壤环境也差异较

大(表 ２)ꎮ
将采用 ＵＰＧＭＡ 法进行聚类分析的结果转换为

协表征矩阵ꎬ对协表征矩阵和相似系数矩阵的相关

性进行 Ｍａｎｔｅｌ 检验ꎮ 结果表明ꎬ２ 种矩阵显著相关ꎬ
相关系数 ｒ ＝ ０􀆰 ９１８ꎬＰ ＝ ０􀆰 ００５ꎬ说明聚类结果能较

准确地反映菌株之间的遗传关系ꎮ
２２ 个供试菌株 ４ 种酶酶切后共形成 １２ 种基因

型(图 ４)ꎬ通过 Ｓｉｍｐｓｏｎ 指数公式 Ｄ ＝１ － ΣＰｉ２(Ｐｉ 为
ｌ６Ｓ ｒＤＮＡ 某基因型个体数占总个体数的比例ꎬ即第

ｉ 个等位基因变异出现的频率)计算出高山豆根瘤

菌遗传多样性指数 Ｄ ＝０􀆰 ８７２ꎬ表明该地区高山豆根

瘤菌具有丰富的遗传多样性ꎮ
２􀆰 ２􀆰 ２　 主成分分析:应用 ＮＴＳＹＳ￣ｐｃ(Ｖｅｒｓｉｎ ２􀆰 １０ｅ)
软件对 ３６ 个菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ￣ＰＣＲ 的相似系数进行

主成分分析ꎬ用 ＥＩＧＥＮ 程序作主成分之间的三维关

系图(图 ５)ꎬ前 ３ 个主成分所能解释的相关性分别

为 ４０􀆰 ２％ 、１４􀆰 ０８％和 ９􀆰 ９５％ ꎮ ２２ 个供试菌株的主

成分分析和 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 聚类分析结果基

本上一致:类群Ⅰ１１、Ⅰ１２及 Ｖ１ 在主成分分析和聚类

分析结果中完全一致ꎬ共 １６ 个菌株ꎮ 但在 ＰＣＡ 中ꎬ
ＳＣＡＵ７０３ 和 ＳＣＡＵ６６９、 ＳＣＡＵ６８０ 聚 成 群 Ⅲꎻ
ＳＣＡＵ６８９、ＳＣＡＵ７０６ 和 ＳＣＡＵ７０４ 聚成群 ＩＶꎮ 供试

菌株在两种分析结果中均未与参比菌株聚在一起ꎬ
表明 ２２ 个供试菌株与 １４ 个参比菌株有较大的遗传

差异性ꎮ
２􀆰 ３　 高山豆根瘤菌 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列测定和系统发

育分析

将 ２２ 个菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 扩增产物送北京华大

基因科技股份有限公司进行测序ꎮ 根据 ＢＯＸＡＩＲ、
１６Ｓ ｒＤＮＡ￣ＲＦＬＰ 及 ＰＣＡ 的综合分析ꎬ选择其中 １５
个代表菌株的 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列与从 ＧｅｎＢａｎｋ(ＮＣＢＩ)
中获得的参比菌株(表 １)的序列进行多重序列比

对ꎬ用 ＳｅｑＰｕｐ (０􀆰 ５ｖｅｒｓｉｏｎ)软件进行录入ꎬ数据经编
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图 ５.高山豆根瘤菌及参比菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ￣ＰＣＲ 主成分分析三维图

Ｆｉｇｕｒｅ ５. Ｔｈｅ ３￣ｄ ＰＣＡ ｆｏｒ １６Ｓ ｒＤＮＡ￣ＰＣＲ ｏｆ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ ａｎｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ.

辑后用 Ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ 和 Ｔｒｅｅｃｏｎｗ 软件包分析ꎬ构建出以

１６Ｓ ｒＤＮＡ 序列为基础的系统发育树状图(图 ６)ꎬ并
使用 ＤＮＡＭＡＮ 计算各测试菌株间 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列

的相似性值[９ － １０]ꎮ １５ 个代表菌株在系统发育树状

图 中 分 成 ３ 个 遗 传 群: ＳＣＡＵ６７０、 ＳＣＡＵ６７１、
ＳＣＡＵ６７２ 与 Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ａｕｓｔｒａｌｉｃｕｍ ＷＳＭ２０７３Ｔ聚

群ꎻ ＳＣＡＵ６８９ 与 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｅｔｌｉＣＦＮ ４２Ｔ 聚 群ꎻ
ＳＣＡＵ６６９、ＳＣＡＵ７０４、ＳＣＡＵ７０６ 与 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｓｐ. Ｇ２￣
７ 聚群ꎻ其余 ８ 个菌株与 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ￣Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 聚

群ꎮ 这与供试菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 聚类结果

基本一致ꎮ
２􀆰 ４　 高山豆根瘤菌抗逆性分析

对 ２２ 个菌株分别进行耐盐性、初始 ｐＨ 生长范

围及生长温度的测定ꎬ并对其宿主植株根际土壤的

酸碱度和含水量进行检测ꎬ结果见表 ２ꎮ
１６ / ２２ 的菌株既能在 ４℃又能在 ４５℃的恒温条

件下生长ꎬ２ / ２２ 的菌株能在 １０ － ３７℃的恒温条件下

生长ꎬ４ / ２２ 的菌株只能在 １０ － ２８℃的恒温条件下生

长ꎬ所有菌株能在 ６０℃ (处理 １０ ｍｉｎ 后置 ２８℃)条
件下生长ꎮ 表明供试根瘤菌对温度的适应范围较

宽ꎬ对温度的耐受性表现出较大的多样性ꎮ １５ / ２２
的菌株能在 ｐＨ４ － １１ 的培养基上生长ꎮ 所有菌株

均能在 １％ ＮａＣｌ 的 ＹＭＡ 培养基上生长ꎬ大多数

(１５ / ２２)菌株能在 ４％ ＮａＣｌ 的 ＹＭＡ 培养基上生长ꎬ
其中ꎬＳＣＡＵ６７９、ＳＣＡＵ６９４、ＳＣＡＵ７０６ 等 ３ 个菌株能

在 ７％ ＮａＣｌ 的培养基上生长ꎬＳＣＡＵ６８９ 能在 ８％
ＮａＣｌ 的培养基上生长ꎮ

３　 讨论

１６Ｓ ｒＤＮＡ￣ＲＦＬＰ 分析是一种简便快速的方法ꎬ
其限制性酶切图谱类型具有种甚至菌株的特异性ꎬ
目前在根瘤菌种内遗传多样性和种间系统发育关系

研究中广泛应用[１１]ꎮ
ＢＯＸ￣ＰＣＲ 则利用了根瘤菌基因组中存在的重

复序列来反映菌株间的遗传差异ꎮ ＢＯＸ￣ＰＣＲ 指纹

图谱对基因组进行分析ꎬ产生了大量遗传类型ꎬ具有

菌株的特异性[１２]ꎮ ２２ 个高山豆根瘤菌菌株在 １６Ｓ
ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 分析中聚成 ４ 个类群ꎬ在 ＢＯＸ￣ＰＣＲ
分析中则聚成 ９ 个类群ꎬ很多在 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣
ＲＦＬＰ 中具有相同遗传类型的菌株也有较大差异ꎬ
因此ꎬ和 １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ 结果相比较ꎬＢＯＸ￣
ＰＣＲ 指纹图谱分析揭示的遗传信息更为丰富[１３]ꎮ
采用两种方法对 ２２ 个高山豆根瘤菌菌株和 １４ 个参
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图 ６.供试菌株 １６Ｓ ｒＤＮＡ 系统发育树状图

Ｆｉｇｕｒｅ ６. Ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｔｒｅｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｏｆ ｒｈｉｚｏｂｉａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ. Ｔｈｅ ｔｒｅｅ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ ｂｙ ｎｅｉｇｈｂｏｒ￣ｊｏｉｎｉｎｇ(ＮＪ)ｕｓｉｎｇ
ｔｈｅ Ｋｉｍｕｒａ２￣ｐａｒａｍｅｔｅｒ ｍｏｄｅｌ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｉｎ ｔｈｅ ＭＥＧＡ４􀆰 ０ｓ ｏｆ ｔｗａｒｅꎬ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ａｃｔｉｎｏｍｙｃｅｔｅｓ ｐａｒｔｉａｌ １６Ｓ ｒＤＮＡ
ｇｅｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｔｒａｉｎｓ. Ｔｈｅ ｓｃａｌｅ ｂａｒ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｓ ｔｏ ０􀆰 ０１ ｓｕｂｓｔｉｔｕｔｉｏｎｓ ｐｅｒ ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｏｓｉｔｉｏｎ. Ｎｕｍｂｅｒ ｉｎ ｐａｒｅｎｔｈｅｓｅｓ
ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｅｑｕｅｎｃｅ ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ＧｅｎＢａｎｋ.

比菌株进行聚类结果较为一致ꎬ均显示:除少数供试

菌株与参比菌株聚在一起外ꎬ其它供试菌株都独自

成群ꎬ表明大多数供试菌株和参比菌株间有较大的

遗传差异ꎬ高山豆根瘤菌具有丰富的遗传多样性ꎮ
是否预示着有潜在的新种ꎬ尚需进行功能基因的分

析ꎮ ２２ 个高山豆根瘤菌菌株分属 Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍꎬ分布在海拔 ３１９０ － ４３７０ ｍ 的高差范围内

(表 １)ꎬ植株小生境和土壤环境也有较大差异ꎬ这表

明处于不同环境的同一种宿主植物ꎬ可以与不同遗

传性状、不同种甚至不同属的根瘤菌建立共生关系ꎮ
这与 陈 强 等[１４] 的 研 究 结 果 一 致ꎮ ＳＣＡＵ６７９、
ＳＣＡＵ６８０、 ＳＣＡＵ６８１ 等 ３ 个 菌 株 和 ＳＣＡＵ６６９、
ＳＣＡＵ６７０、ＳＣＡＵ６７１、 ＳＣＡＵ６７２ 等 ４ 个菌株 (分属

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ、Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)均分别来自同一地理环境

中的同一个宿主ꎬ但在 ２ 种聚类分析结果中均聚在

不同的群中ꎬ因此ꎬ从同一环境同株宿主植物分离的

菌株 可 分 别 聚 在 不 同 的 遗 传 群ꎮ ＳＣＡＵ６９４ 和

ＳＣＡＵ６９６ 在两种聚类分析中均聚在同一个遗传群ꎬ
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但 ＳＣＡＵ６９４ 与生长在海拔 ３２８０ ｍ 的高山豆植株共

生ꎬ而 ＳＣＡＵ６９６ 与生长在海拔 ４１２０ ｍ 的高山豆植

株共生ꎮ 上述结果表明ꎬ根瘤菌的分类聚群与宿主

之间没有明显的对应关系１５ － １６]ꎮ 进一步表明根瘤

菌与豆科植物的共生关系是菌株、植物和环境相互

作用的结果[２]ꎮ

表 ２.高山豆根瘤菌抗逆性状测定

Ｔａｂｌｅ ２. Ｐｈｅｎｏｔｙｐｉｃ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｏｆ Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ

Ｓｔｒａｉｎｓ Ｍａｘ[ＮａＣｌ] / ％ ｐＨ ｒａｎｇｅ Ｔ / ℃ ｐＨ ｏｆ ｓｏｉｌ Ｓｏｉｌ ｍｏｉｓｔｕｒｅ / ％

ＳＣＡＵ６６７ ２ ４ － １１ ４ － ４５ ６􀆰 ３１ ３８􀆰 ６４

ＳＣＡＵ６６９ ２ ４ － １１ ４ － ４５ ４ ９９
ＳＣＡＵ６７０
ＳＣＡＵ６７１
ＳＣＡＵ６７２

１ ５ － ８ １０ － ２８ ４ ９９

ＳＣＡＵ６７４ ４ ５ － ８ １０ － ３７ ６􀆰 １０ ２８􀆰 ６０
ＳＣＡＵ６７５ ３ ５ － ８ １０ － ３７ ６􀆰 １０ ２８􀆰 ６０
ＳＣＡＵ６７９ ７Ｄ ４ － １１ ４ － ４５ ６􀆰 １３ ４４􀆰 ８４
ＳＣＡＵ６８０ ４ ４ － １１ ４ － ４５ ６􀆰 １３ ４４􀆰 ８４
ＳＣＡＵ６８１ ４ ４ － １１ ４ － ４５ ６􀆰 １３ ４４􀆰 ８４
ＳＣＡＵ６８４ ４ ４ － １１ ４ － ４５ ６􀆰 ３６ ３０􀆰 ４７
ＳＣＡＵ６８５ ４ ４ － １１ ４ － ４５ ６􀆰 ９３ ２１􀆰 ４９
ＳＣＡＵ６８８ ６Ｄ ４ － １１ ４ － ４５ ７􀆰 ０７ ３０􀆰 ４９
ＳＣＡＵ６８９ ８ ４Ｄ － ９ ４ － ４５ ７􀆰 ０７ ３０􀆰 ４９
ＳＣＡＵ６９１ ５ ４ － １１ ４ － ４５ ６􀆰 ２１ １３􀆰 ７２
ＳＣＡＵ６９４ ７Ｄ ４ － １１ ４ － ４５ ６􀆰 ２１ １３􀆰 ７２
ＳＣＡＵ６９６ ５ ５ － １１ ４ － ４５ ５􀆰 ９８ ４９􀆰 ７２
ＳＣＡＵ７００ ５ ４ － １１ ４ － ４５ ７􀆰 ０３ ４１􀆰 ２０
ＳＣＡＵ７０１ ４ ４ － １１ ４ － ４５ ７􀆰 ０３ ４１􀆰 ２０
ＳＣＡＵ７０３ ３ ５ － ８ １０ － ２８ ５􀆰 ６８ ２７􀆰 １９
ＳＣＡＵ７０４ ５ ４ － １１ ４ － ４５ ５􀆰 ６８ ２７􀆰 １９
ＳＣＡＵ７０６ ７Ｄ ４ － １１ ４ － ４５ ６􀆰 ２１ １３􀆰 ７２

Ｄ:Ｄｅｌａｙｅｄ ｇｒｏｗｔｈ ａｎｄ ｓｍａｌｌ ｃｏｌｏｎｉｅｓꎻ４℃:ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｆｏｒ ３０ｄ.

　 　 １６Ｓ ｒＤＮＡ 序列分析是能较精确地揭示根瘤菌

的系统进化关系的一个重要手段[１７]ꎮ １６Ｓ ｒＤＮＡ 序

列比对结果表明ꎬ２２ 个高山豆根瘤菌株分别属于

Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ( １１ / ２２ 株 )、 Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ( ４ / ２２ 株 )、
Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ￣Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ(７ / ２２ 株) ３ 个属ꎮ 在系统

发育树状图中ꎬ属 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ 的 ＳＣＡＵ６７５、ＳＣＡＵ６７９、
ＳＣＡＵ６８５、 ＳＣＡＵ６８１、 ＳＣＡＵ６８８、 ＳＣＡＵ７０１ 也 与

Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ 聚在一起ꎬ表明根瘤菌属与土壤杆菌

属在种的系统发育上互有交叉ꎬ这与 Ｋｗｏｎ 等的研

究结果相一致[１８]ꎮ
一般认为ꎬ根瘤菌的最适生长温度为 ２５ －

３０℃ꎬ只有少数苜蓿根瘤菌菌株在 ４２􀆰 ５℃ 下生长ꎬ
极少数根瘤菌 ４℃条件下生长[１９]ꎬ根瘤菌在 ６０℃条

件下处理 ５ ｍｉｎ 即全部被杀死[２０]ꎮ
对高山豆供试菌株生长温度测定结果显示ꎬ１６ /

２２ 株菌(属 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)既能在 ４ － ４５℃的恒温条件

下生长ꎬ所有菌株能在 ６０℃ (处理 １０ ｍｉｎ 后置

２８℃)条件下生长ꎮ 表明高山豆供试菌株耐低温和

高温的能力普遍都很强ꎮ 另外ꎬ ４ / ２２ 株菌 (属

Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)能在 １０ － ２８℃的恒温条件下生长ꎬ２ /
２２ 株菌(属 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)能在 １０ － ３７℃ 的条件下生

长ꎮ 表明高山豆根瘤菌适应高寒环境的能力是宿主

植物、无机环境因子对菌株长期自然选择的结果ꎬ在
相同环境条件下根瘤菌适应能力的高低是由其遗传

差异性决定的ꎮ
根瘤菌生长的最适 ｐＨ 为 ６ － ７ꎮ ２２ 个高山豆

根瘤菌菌株的宿主植物生长的土壤 ｐＨ 在 ４ － ７􀆰 ０７
之间ꎬ均属酸性、中性偏酸环境ꎬ而所有菌株均能在

ｐＨ４ 或 ５ 的培养基上生长ꎬ其中ꎬ１５ / ２２ 株菌能在

ｐＨ４ － １１ 的培养基上生长ꎬ这一方面表明了高山豆

根瘤菌与酸性土壤条件的相关性ꎮ 另一方面ꎬ又表

现出高山豆根瘤菌大多具有既耐酸又耐碱的能力ꎮ
这表明植物内生菌耐酸碱能力不仅与无机环境有

关ꎬ还可能与宿主植物的生理活动有关ꎮ
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ＳＣＡＵ６６９、ＳＣＡＵ６７０、 ＳＣＡＵ６７１、 ＳＣＡＵ６７２ 均分

离自同一个植株ꎬ该植株生长的土壤 ｐＨ ＝ ４ꎬ但
ＳＣＡＵ６６９(属 Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ) 能耐受 ｐＨ４￣１１ 的生长环

境ꎬ 而 ＳＣＡＵ６７０、 ＳＣＡＵ６７１、 ＳＣＡＵ６７２ ( 均 属

Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ)只能在 ｐＨ５ － ８ 的培养基上生长ꎬ表
明同一宿主不同菌株的耐酸碱能力也有明显差异ꎬ
这种差异性可能与根瘤菌产酸或产碱的生理特性所

决定ꎬ分泌酸的根瘤菌对偏碱的条件耐受性较

强[２１]ꎮ
在影响微生物生长的胁迫因素中ꎬ盐分被认为

是最具危害性的非生物类胁迫因素之一[２２]ꎮ 高山

豆根瘤菌所有菌株均能在 １％ ＮａＣｌ 的 ＹＭＡ 培养基

上生长ꎬ大多数(１５ / ２２)菌株能在 ４％ ＮａＣｌ 的 ＹＭＡ
培养基上生长ꎬ其中ꎬＳＣＡＵ６７９、ＳＣＡＵ６９４、ＳＣＡＵ７０６
等 ３ 个 菌 株 能 在 ７％ ＮａＣｌ 的 培 养 基 上 生 长ꎬ
ＳＣＡＵ６８９ 能在 ８％ ＮａＣｌ 的培养基上生长ꎮ 表明与

同一宿主共生的根瘤菌在不同环境中的耐盐能力具

有菌株的差异性ꎮ 另外ꎬ耐盐性较弱的 ＳＣＡＵ６６９
(２％ )、ＳＣＡＵ６７０ (１％ )、ＳＣＡＵ６７１ (１％ )、ＳＣＡＵ６７２
(１％ )共生植株生长土壤的含水量为 ９９％ ꎬ而耐盐

性较强的 ＳＣＡＵ６７９、ＳＣＡＵ６９４、ＳＣＡＵ７０６、ＳＣＡＵ６８９
共生植株生长土壤的含水量分别为 ４４􀆰 ８４％ 、
１３􀆰 ７２％ 、１３􀆰 ７２％ 、３０􀆰 ４９％ ꎬ这在一定程度上表明根

瘤菌的耐盐性与宿主植物生长土壤的含水量有关ꎬ
土壤的含水量越低(越干旱)ꎬ菌株的耐盐能力越

强ꎮ
大部分根瘤菌对高盐、过高过低 ｐＨ 和高温低

温等因素都比较敏感ꎬ这些因素会影响根瘤菌的固

氮能力和豆科植物产量的提高[２３]ꎬ而生长在高寒地

区的根瘤菌在长期的自然选择过程中ꎬ形成了与自

然环境条件相适应的耐高盐、耐过酸过碱和耐高温

低温的类型ꎬ因此ꎬ研究高寒地区豆科植物根瘤菌的

遗传多样性和抗逆性ꎬ能为选育具有较强抗性基因

的菌种提供资源ꎬ为进一步在可持续发展农业中应

用这些根瘤菌提高豆科植物的产量和储藏量奠定基
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Ｎｏｄｕｌｅ Ｂａｃｔｅｒｉａ. Ｏｘｆｏｒｄ: Ｂｌａｃｋｗｅｌｌ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃꎬ １９７０.

[ ６ ] Ｌｉｔｔｌｅ ＭＣ. Ｐｒｏｃｅｓｓ ｆｏｒ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＤＮＡ ｏｎ

ｄｉａｔｏｍａｃｅｏｕｓ Ｅａｒｔｈ. Ｕｎｉｔｅｄ Ｓｔａｔｅｓ Ｐａｔｅｎｔ: Ｎｏ.

５０７５４３０５ꎬ Ｒａｄ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ Ｉｎｃꎬ Ｈｅｒｃｕｌｅｓꎬ Ｃａｌｉｆꎬ １９９１ꎬ

１２￣ ０８􀆰 ５ꎬ ０７５ꎬ ４３０.

[ ７ ] Ｎｅｉｌ Ｍꎬ Ｌｉ ＷＨ. Ｍａｔｈｅｍａｔｉｃａｌ ｍｏｄｅｌ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｇｅｎｅｔｉｃ

ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｉｎ ｔｅｒｍｓ ｏｆ ｒｅｓｔｒｉｃｔｉｏｎ ｅｎｄｏｎｕｃｌｅａｓｅｓ. Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ

Ａｃａｄ Ｓｃｉꎬ ＵＳＡꎬ １９７９ꎬ ７６ (１０): ５２６９￣５２７３.

[ ８ ] Ｌｉ Ｊꎬ Ｌｕａｎ Ｆꎬ Ｌｉ Ｚ. Ｔｒａｃｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｏｒｉｇｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ

ｓｐｒｅａｄｉｎｇ ｔｒａｃｋ ｏｆ ｓｉｌｋｗｏｒｍ ｗｈｉｔｅ ｍｕｓｃａｒｄｉｎｅ ｉｎ

ｓｏｕｔｈｗｅｓｔｅｒｎ Ａｎｈｕｉ. Ｓｃｉｅｎｔｉａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａ Ｓｉｎｉｃａꎬ ２０１１ꎬ

４４(１):１４３￣１５２. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)

李佳丽ꎬ栾丰刚ꎬ李增智. 安徽西南部家蚕白僵病病源

及传播途径追踪. 中国农业科学ꎬ２０１１ꎬ４４ (１):１４３￣

１５２.

[ ９ ] Ｔｈｏｍｏｓｏｎ Ｊꎬ Ｃｉｂｓｏｎ Ｔꎬ Ｐｌｅｗｎｉｋ Ｆ. Ｔｈｅ ｃｌｕｓｔａｌ Ｘ

ｗｉｎｄｏｗｓ ｉｎｔｅｒｆａｃｅ: ｆｌｅｘｉｂｌｅ ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉｐｌｅ
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Ｃｏｍｐｕｔｅｒ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ Ｉｎ ｔｈｅ Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ １９９４ꎬ １０: ５６９￣

５７０.
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Ｓｗｉｎｇｓ Ｊ. Ｐｏｌｙｐｈａｓｉｃ ｔａｘｏｎｏｍｙꎬ ａ ｃｏｎｓｅｎｓｕｓ ａｐｒｏａｃｈ ｔｏ
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２００４ꎬ３７(１１):１６４１￣１６４６.
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Ｓｉｎｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｏｎ ｔｈｅ ｂａｓｉｓ ｏｆ １６Ｓ ｒＲＮＡ ｇｅｎｅ ａｎｄ
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ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ ｒｅｓｏｕｒｃｅｓ ｉｎ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ａｒｉｄ ａｒｅａ. ＩＩ. Ｔｈｅ

ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ａｎｄ ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｉｃａｌ ａｎｄ ｂｉｏｃｈｅｍｉｃａｌ ｆｅａｔｕｒｅｓ ｏｆ

ｒｈｉｚｏｂｉａｌ. Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａꎬ １９９２ꎬ３２(５): ３４６￣

３５２. (ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ)

关桂兰ꎬ郭沛新ꎬ王卫卫ꎬ康金花. 新疆干旱地区根瘤

菌资源研究 ＩＩ. 根瘤菌抗逆性及生理生化反应特性 .

微生物学报(Ａｃｔａ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａ Ｓｉｎｉｃａ)ꎬ１９９２ꎬ３２(５):

３４６￣３５２.

[２０] 关桂兰ꎬ王卫卫ꎬ杨玉锁. 新疆干旱地区固氮生物资源.
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Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｐｐｌｉｅｄ Ｅｃｏｌｏｇｙꎬ ２００１ꎬ １２ (４): ６３９￣

６４０. (ｉｎ ｃｈｉｎｅｓｅ)

杨江科ꎬ周琴ꎬ周俊初. ｐＨ 对土壤中土著快、慢生大豆

根瘤菌结瘤的影响. 应用生态学报ꎬ２００１ꎬ１２(４):６３９￣

６４０.

[２２] Ｖｅｎｔｏｓａ Ａꎬ Ｎｉｅｔｏ ＪＪꎬ Ｏｒｅｎ Ａ. Ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｍｏｄｅｒａｔｅｌｙ

ｈａｌｏｐｈｉｌｉｃ ａｅｒｏｂｉｃ ｂａｃｔｅｒｉａ. Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
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１Ｄｅｐａｒｔｍｅｎｔ ｏｆ Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙꎬ Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｒｅｓｏｕｒｃｅ ａｎｄ Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ
６１１１３０ꎬ Ｃｈｉｎａ
２Ｓｉｃｈｕａｎ Ｖｏｃａｔｉｏｎａｌ ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｃｏｌｌｅｇｅ ꎬ Ｓｕｉｎｉｎｇ ６２９０００ꎬ Ｃｈｉｎａ
３Ｓｉｃｈｕａｎ Ｓｃｈｏｏｌ ｏｆ Ｆｉｓｈｅｒｉｅｓꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１１７３０ꎬ Ｃｈｉｎａ
４ Ａｇｒｏｎｏｍｙ Ｃｏｌｌｅｇｅꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ Ｃｈｅｎｇｄｕ ６１１１３０ꎬ Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ:[Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ] Ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｂｉａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ｎｏｄｕｌａｔｉｎｇ Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｓｔｅｒｎ ｐａｒｔ ｏｆ
Ｑｉｎｇｈａｉ￣Ｔｉｂｅｔ Ｐｌａｔｅａｕ (Ｇａｎｚｉ Ｓｔａｔｅꎬ Ｓｉｃｈｕａｎ) ｗｅｒｅ ｅｖａｌｕａｔｅｄ. [Ｍｅｔｈｏｄｓ]Ｔｈｅ ｐｕｒｅ ｃｕｌｔｕｒｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｉｓｏｌａｔｉｎｇ
ｔｈｅ ｒｈｉｏｂｉａｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｆｒｏｍ ｔｈｅ ｎｏｄｕｌｅｓ. ＢＯＸＡＩＲꎬ １６Ｓ ｒＤＮＡ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓꎬ １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰ ａｎｄ Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ
Ａｎａｌｙｓｉｓ (ＰＣＡ) ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ａｎｄ ｐｈｙｌｏｇｅｎｅｔｉｃ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｓ. Ｔｈｅ ｇｒｏｗｔｈ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓａｌｔ
ｃｏｎｔｅｎｔｓꎬ ｐＨ ａｎｄ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ. [Ｒｅｓｕｌｔｓ]Ｉｎ ｔｏｔａｌ ２２ ｓｔｒａｉｎｓ ｗｅｒｅ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ １２ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ８ ｃｏｕｎｔｉｅｓ. Ｔｈｅ
ｓｔｒａｉｎｓ ｔｅｓｔｅｄ ｗｅｒｅ ｃｌａｓｓｉｆｉｅｄ ｉｎｔｏ ４ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｉｎ １６Ｓ ｒＤＮＡ ＰＣＲ￣ＲＦＬＰꎬ ａｎｄ ８ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｗｅｒｅ ｆｏｒｍｅｄ ｉｎ ＢＯＸＡＩＲ. Ｔｈｅ １６Ｓ
ｒＤＮＡ Ｓｉｍｐｓｏｎ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｉｎｄｅｘ ｗａｓ Ｄ ＝ ０􀆰 ８７２. Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｅｓｔｅｄ ｗｅｒｅ ｃｌｏｓｅｌｙ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ (１１ / ２２
ｓｔｒａｉｎｓ)ꎬ Ｍｅｓｏｒｈｉｚｏｂｉｕｍ (４ / ２２ ｓｔｒａｉｎｓ) ａｎｄ Ｒｈｉｚｏｂｉｕｍ￣ Ａｇｒｏｂａｃｔｅｒｉｕｍ (７ / ２２ ｓｔｒａｉｎｓ) . Ａｌｌ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｏｕｌｄ ｒｅｇｕｌａｒｌｙ ｇｒｏｗ ｉｎ
ＹＭＡ ｍｅｄｉｕｍ ａｍｅｎｄｅｄ ｗｉｔｈ １ ％ ＮａＣｌꎬ ａｎｄ １５ / ２２ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｏｕｌｄ ｇｒｏｗ ｉｎ ４ ％ ＮａＣｌ. ＳＣＡＵ６７９ꎬ ＳＣＡＵ６９４ａｎｄ ＳＣＡＵ７０６
ｃｏｕｌｄ ａｄａｐｔ ｔｏ ７ ％ ＮａＣｌꎬ ｗｈｉｌｅ ＳＣＡＵ６８９ ｃｏｕｌｄ ｔｏｌｅｒａｎｔ ８ ％ ＮａＣｌ. Ａｍｏｎｇ ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｅｓｔｅｄꎬ １５ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｏｕｌｄ ｇｒｏｗ ｉｎ
ｔｈｅ ｐＨ ｒａｎｇｅ ｆｒｏｍ ４􀆰 ０ ｔｏ １１ꎻ １６ ｉｓｏｌａｔｅｓ ｇｒｅｗ ｗｅｌｌ ｆｒｏｍ ４ ｔｏ ４５ ℃ꎬ ａｎｄ ａｌｌ ｏｆ ２２ ｓｔｒａｉｎｓ ｃｏｕｌｄ ｇｒｏｗ ａｔ ２８ ℃ ａｆｔｅｒ
ｔｒｅａｔｍｅｎｔ ａｔ ６０℃ ｆｏｒ １０ ｍｉｎ. [Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ] Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｒｅｖｅａｌｅｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｒｈｉｚｏｂｉａ ｉｓｏｌａｔｅｄ ｆｒｏｍ
Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａ ｉｎ ｔｈｅ ｅａｓｔｅｒｎ ｐａｒｔ ｏｆ Ｑｉｎｇｈａｉ￣Ｔｉｂｅｔ Ｐｌａｔｅａｕ. Ｔｈｅ ｓｔｒａｉｎｓ ｔｅｓｔｅｄ ｗｅｒｅ ａｄａｐｔｅｄ ｔｏ ｈｉｇｈ ｓａｌｔꎬ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｒａｎｇｅ
ｏｆ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ ａｎｄ ｐＨ.
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ: Ｑｉｎｇｈａｉ￣Ｔｉｂｅｔ ｐｌａｔｅａｕꎬ Ｔｉｂｅｔｉａ ｈｉｍａｌａｉｃａꎬ ｒｈｉｚｏｂｉａｌꎬ ｇｅｎｅｔｉｃ ｄｉｖｅｒｓｉｔｙꎬ ＰＣＡ (Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ)ꎬ
ｐｈｙｌｏｇｅｎｙ
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Ｓｕｐｐｏｒｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｉｎａ (３１０７０００４)
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