
%&)&*+,-.*/&+!! 研究报告
微生物学报 !"#$ %&"’()&(*(+&"$ ,&-&"$
"#!$"#&1#" ’&1"0$ # )*+,*-.*/01&#
2))3111& ’(01$$ 43&& ’&$$"56
7,,+#5589:/;<=>?@-?<A?A;5<A,<-@A/9A;
B9@# &1C&DD#D58?A;E@?F>G.?01&#C1$C11$

基金项目#国家自然科学基金 !D&0%10%1% D&0110H&%D&&&1&1D$&&"
!通信作者& a*=# iH(N$%&N(&&11(%$ [<G# iH(N$%&N(&#D0H0$ MN-<@=#>=A7*;O;F@+.?A<>?A;

作者简介!邢睿!&$H" ’" %男%黑龙江人%博士研究生%研究方向为青藏高原微生物研究& MN-<@=# G@;W/:@<=*GOW-<@=?A9-

收稿日期! 01&DN&0N&$"修回日期!01&#N10N&&

基于 *+* 测序技术的青藏高原黄绿蜜环菌微卫星引物的开发
邢睿&!0!高庆波&!张发起& !D!李印虎&!0!付鹏程&!0!张金华&!0!王久利&!0!陈世龙&!

&中国科学院西北高原生物研究所%高原适应与进化重点实验室%青海 西宁!H&111H
0中国科学院大学%北京!&111#$
D西南大学生命科学学院%三峡库区植物生态与资源重点实验室%重庆!#11%&"

摘要#.目的/ 本研究利用 #"# 焦磷酸测序技术%对青藏高原黄绿蜜环菌!!’8&**$’&$ *;#6(KF&’6-4"转录组进行
测序%从获得的 MG+/*>>*B >*e:*;A*,<W>!M)a"序列中开发 M)aN))K引物& .方法/ 利用高通量测序获得的
M)a序列设计微卫星引物%通过 U4K扩增’琼脂糖凝胶电泳和毛细管电泳检测筛选出合格的微卫星引物&
.结果/ 共得到了 &$$%&0& 条 /*<B>%总数据量超过 H1 .̂%序列平均长度为 ##$.+& 对于所获得的 /*<B>进行
拼接后得到了 000D( 条非冗余的 M)a序列%其中含有 010# 条 A9;,@W>!平均读长 $%#.+" 和 010&0 条
>@;W=*,9;>!平均读长 #1#.+"& 在所有序列中共找到 D0& 条符合条件的含有 ))K的序列%从中随机选择 $H
对%成功开发出 0% 对具有多态性条带的微卫星引物& 利用采集自 D 个不同居群的 (( 个个体对上述 0% 对引
物进行验证%有 &% 对引物符合 Z</BSNQ*@;.*/W平衡且没有连锁不平衡现象& .结论/ 首次成功利用高通量
测序技术开发的 M)aN))K引物将会对今后黄绿蜜环菌遗传多样性的研究以及种质资源鉴定’遗传图谱构建
等打下了坚实基础&
关键词!#"# 焦磷酸测序% 黄绿蜜环菌% 微卫星% 遗传多样性% 青藏高原
中图分类号!6$DD!!文章编号!111&N(01$!01&#"1$N&1#"N1H

!!青藏高原是世界上最年轻%同时也是平均海拔
最高的高原%其平均海拔达到了 #"11 米以上& 它是
全球重要的几个生物多样性丰富的热点地区之一%
但是近年来受到全球气候变化的影响这一热点地区
的动植物乃至真菌资源正经受着重大的考验 (& ’0) &
黄绿蜜环菌%主要分 布在青藏高原东部草甸%与小
嵩草!O6)’64&$ :$’F$"形成共生体%由于其子实体味
道鲜美’同时具有中药药效每年 % ’H 月都会被大量
采集%加之近年来其生长区域的高寒草甸不断退化%

黄绿蜜环菌子实体资源也在逐年萎缩& 因此%对黄
绿蜜环菌遗传多样性和群落结构的研究显得尤为重
要%其对于掌握黄绿蜜环菌遗传背景%从而指导今后
的物种保护’资源的合理利用’人工育种工作都有着
积极意义&

微卫星!-@A/9><,*==@,*"标记%又称为短串联重复
序列 !>@-+=*,<;B*- /*+*<,>" 或 简 单 重 复 序 列
!>@-+=*>*e:*;A*/*+*<,>% ))K"%是均匀分布于真核
生物基因组中的简单重复序列%由 0 ’( 个核苷酸的
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串联重复片段构成%由于重复单位的重复次数在个
体间呈高度变异性并且数量丰富%因此微卫星标记
的应用非常广泛%其中%遗传多样性和群落结构方面
已成为微卫星的研究热点之一 (D ’") & 近些年%微卫
星引物多利用磁珠富集法进行开发 (( ’%) %但是这种
方法费时费力性价比不高%所以人们倾向于从现有
的 MG+/*>>*B >*e:*;A*,<W>!M)a" 序列中寻找现成
的微卫星标记 (H) %然而%来自非同一物种的 M)a序
列中的微卫星标记存在着多态性低的问题%之前从
]*;L<;E 中 !’8&**$’&$ 86**6$ 现有的 M)a序列开发
的黄绿蜜环菌引物多态性较低就是个很好的例
证 ($) &

#"# 测 序 技 术 和 2==:-@;<]*;9-*V;<=SR*/’
)PT@Y)S>,*-并称为下一代测序技术%其测序原理
是基于焦磷酸测序法%依靠生物发光对 Y3V序列进
行检测& 较 2==:-@;<和 )PT@Y的短读长相比%#"#
最新的 ]) [Tf a@,<;@:-平台读长更长 !最大
&111.+" 的优势使其在未知基因组的测序’环境基
因组的研究’转录组研究和表观基因组研究等方面
具有一定的优势 (&1) &

由于黄绿蜜环菌子实体有着较高的经济价值%
之前的研究多集中在子实体成分分析以及菌丝体培
养条件的优化研究上 (&& ’&D) %对于该菌的遗传背景的
研究几乎是一片空白& 本研究的目的在于#!&"利
用 #"# ]) [Tfa@,<;@:-平台对黄绿蜜环菌转录组
进行测序%除去接头’拼接之后从 M)a序列中找到
符合要求的 ))K序列 !0"过滤出符合要求的含有
))K的 M)a序列设计引物%并对所设计的引物进行
U4K多态性检测 !D"利用毛细管电泳读出精确的
))K引物扩增出的条带大小%最后利用生物信息学
软件对引物进行验证%从而为黄绿蜜环菌遗传多样
性和群落结构的研究打下坚实的基础&

$%材料和方法

$J$%主要试剂和仪器
U4K扩增仪 !L@9NK<B%美国"’凝胶成像系统

!L@9NK<B%美国"’3<;9Y/9分光光度仪 !a7*/-9%美
国"’62VGA*=)A/**;]*=毛细管电泳系统 !62V]M3%
美国"’聚合酶链式反应 !U4K"所用的 Y3V聚合
酶’B3aU购自大连a<_<K<’H?G/(*购自2;c@,/9W*; 公
司&
$J(%子实体采集以及 *+* 测序

用于构建文库的黄绿蜜环菌材料于 01&& 年七
月采集于青海省玉树州曲麻莱县!D#{%g0�3% $"{#Hg
"0�M"& 子实体采集后%迅速运送至中国科学院西
北高原生物研究所高原生物适应与进化重点实验室
表面消毒’切取菌柄和菌盖结合部的组织并接种于
土豆培养基中培养 &"B%将培养得到的菌丝体在液
氮中研磨成粉而后采用 2;c@,/9W*; 公司 H?G/(*试剂
提取总K3V%用 3<;9Y/9分光光度仪测定总 K3V在
0(1 ;-和 0H1 ;-处的吸光值计算总 K3V得率并用
&‘琼脂糖凝胶电泳检测 K3V的纯度和完整性%最
后将 D 个个体的总 K3V混合保存至 aK2R9=中递送
至上海美吉生物公司进行 AY3V文库构建& 文库由
) V̂KaAY3V文库构建试剂盒构建%经过割胶纯化
之后 "11 ’H11 .+ 大小的片段被保留了下来%再经
过进一步的去接头和纯化工作之后% " %W双链
AY3V打断为 D11 ’H11 .+ 的片段%两端添加特异性
衔接子 V和 L%变性为单链连接到磁珠上%经
*-U4K富集于上海美吉生物公司 #"# ]) [Tf
a@,<;@:-平台置于 U@A9a@,*/U=<,*!&5# 板"上进行测
序& 最后%利用 #"# 自带软件 ])V>>*-.=*/>9\,F</*
b?0C1C1&C&# 进行序列拼接&

表 $&黄绿蜜环菌样品采集地理信息
a<.=*&?T9A<=@,S@;\9/-<,@9; 9\+9+:=<,@9;>9\!’8&**$’&$ *;#6(KF&’6-4:>*B @; ,7@>>,:BS?

+9+:=<,@9; 3 +9+:=<,@9; =9A<,@9; =9;W@,:B* =<,@,:B* <=,@,:B*5-
d<;WT9;W 0" d<;WT9;W6@;W7<@% 47@;< $H{DDgM DH{0$g3 D%%%
K*)7:@ 01 K*>7:@6@;W7<@% 47@;< &11{0HgM D%{0Hg3 D"D$
<̂Y:9 0& <̂Y:96@;W7<@% 47@;< $H{0%gM D#{(&g3 #D"(
d: )7: D d: )7: 6@;W7<@% 47@;< $"{#HgM D#{%g3 #D&0

!!!!3v3:-.*/>9\@;B@c@B:<=>@; ,7*+9+:=<,@9;?

$J)%引物设计和验证
>̂<,A9--<;B*/(&#)被用来寻找含有 ))K的 M)a

序列%具体的参数设置为#含有二碱基重复至少 (
个’三碱基以及更多碱基重复至少 # 个& 确定适当

(#1&
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的含有 ))K序列之后%从这些序列中随机选取 $H
条序列用软件 U/@-*/U/*-@*/(C1 (&")设计引物%并
用来自 D 个居群 !表 &" 的 (( 个个体验证这些引物
的可用性%这些居群均采集自青海省包括#来自央隆
乡 !d<;WT9;W"的 0" 个个体’来自热水乡!K*):@"
的 01 个个体以及来自玛多县! <̂Y:9"的 0& 个个
体& 设计好的引物序列在上海生工生物公司合成之
后进行 U4K扩增%U4K程序为 $"o变性 " -@;’不同
引物的不同退火温度 D1 >’%0o延伸 D1 >进行 D" 个
循环最后 %0o延伸 &1 -@;& U4K反应使用 &" %T
体系%包括#D %T! D1 ;W"全基因组 Y3V’&C" %T
!&1 pU4K .:\\*/"’ &C" %T!&C" --9=5T" Ŵ4=0’
&C" %T!&1 --9=5T" B3aU>’1CD1 %T!1C0 %--9=5T"
各引物% 以及 1CD %T的 H$TY3V酶 和 (C( %T
BBZ0P& 经过琼脂糖凝胶电泳检测符合设计预期大
小的引物用于进行多态性检测%有多态性的引物经
(( 个样品扩增后于 62VGA*=)A/**;]*=毛细管电泳
系统读出精确地片段大小& 最后%用 UPU]M3M
c*/>@9; &CD (&() 计算等位基因数 !C<"’期望杂合度

!NM"’观察杂合度!NP"& 用 ]M3MUPUc*/>@9; # (&%)

计算引物是否符合 Z</BSNQ*@;.*/W平衡以及是否存
在连锁不平衡现象& 最后%将具有多态性的 ))K引
物涉及的M)a序列上传至]*;L<;E 以获得]*;L<;E
<AA*>>@9; ;:-.*/&

(%结果

(J$%*+* 测序结果
#"# 测序结果经去接头和过滤低质量的序列之

后一 共 得 到 了 &$$%&0& 条 /*<B>% 总 数 据 量 为
HH"H"$(".+%序列平均长度为 ##$.+& 对于所获得
的 /*<B>进行拼接后得到了 000D( 条非冗余的 M)a
序列%其中含有 010# 条 A9;,@W>!平均读长 $%# .+’
包含碱基数 0&H(%($(" 和 010&0 条 >@;W=*,9;>!平均
读长 #1# .+’包含碱基数 H&"H%11"& 在序列长度分
布方面%多数 A9;,@W>分布于 #11 ’&#11 .+ 区间 !图
&NV"% 而多数 /*<B>则分布在 #11 ’(11 .+ 区间内
!图 &NL"&

图 $&*+* 测序 <4523.;%A&和 =-1>;%E&的长度分布
[@W:/*&?T*;W,7 B@>,/@.:,@9; 9\A9;,@W>!V" <;B /*<B>!L"?

%#1&
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(J(%微卫星引物的开发和验证

利用 >̂<,A9--<;B*/软件共获得了 D0& 条含有

符合条件的重复序列的 M)a序列%其中有 0D 条序

列含有二碱基重复!%C&%‘"’0H" 条序列含有三碱

基重 复 ! HHC%$‘"’ ( 条序列 含 有 四 碱 基 重 复

!&CH%‘"’D 条序列含有五碱基重复 !1C$D"‘"’#

条序列含有六碱基重复!&C0"‘" !图 0"& 在含量

最多 的 三 碱 基 重 复 当 中 ! ]]a" ; ! 00CH‘" 和

!V]4" ;!&"CH‘"最多’二碱基序列当中!4a" ;含量

最多%达到了 #DC"‘&

我们从 D0& 条序列当中随机选择 $H 条设计’合

成引物%引物经 U4K扩增和琼脂糖电泳检测%有 "

对引物无扩增结果’% 对引物虽然有扩增结果但是

条带大小不符合预期%在这剩下的 H(!H%CH‘"对引

物当中有 0% 对引物 !表 0" 扩增出的条带呈现出了

不同程度的多态性!图 D"%占到引物总数的 0%C(‘&

这 0% 对引物的等位基因数 !C<" 范围为 0 ’H 平均值

为 #C&H"’期望杂合度 !NM" 为小于 1C11&

到 1CH&1 !VTb("" 平均值为 1C#(%%而观察杂合度

!NP" 则 介 于 1 ! V2b(# 和 V2b$0 " 和 1C$11

!VTbH"之间平均值为 1C#0D& 从测试的 D 个居群

来看并没有观察到连锁不平衡现象%然而 0% 对引物

当中有 &1 对引物被观察到从 Z</BSNQ*@;.*/W平衡

偏离的情况!表 D"&

图 (&FF,引物中各重复序列分布图

[@W:/*0? a7* ;:-.*/>9\;:A=*9,@B*/*+*<,>@; ))K -9,@\

>*e:*;A*>\/9-!I*;#6(KF&’6-4I

图 )&引物 FF,\’ 部分 PO,扩增结果毛细管电泳检测图

[@W:/*D?a7*U4K/*>:=,>9\+/@-*/))K$( >79F*B 9; 62VGA*=)A/**;]*=>S>,*-?

H#1&
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表 (&(L 对呈现多态性的黄绿蜜环菌 FF,引物基本信息
a<.=*0?47</<A,*/@R<,@9; 9\0% -@A/9><,*==@,*=9A@@; !’8&**$’&$ *;#6(KF&’6-4

=9A:> +/@-*/>*e:*;A*!"g#Dg" \/<W-*;,>@R*5.+ /*+*<,-9,@\ a<5o ]*;L<;E <AA*>>@9; 39?
V2bH [#44]a]aaV]]]aaaVVa $# ’&&H !V]" H "# _4D"%(%(

K#4VV444]VV4a4VVV4a44VV
V2b&H [#a44V]44VVa44V]4a4 &1& ’&0& !V4" $ "# _4D"%(%%

K#a]Va]Va]Va]V]]Va]V4]]
V2b0# [#a]]]aVVa]V]]]aa]] &#0 ’&%1 !V]4" " "# _4D"%(%H

K#V44V4]V4]VVa4aaaa]V4a
V2b0" [#V]]aV]a]Va]]]]]aa &%$ ’&$& !V]]" ( "% _4D"%(%$

K#V4VV44a44V4VV444a4Va
V2bDD [#]]V]]a4a]]]Vaa4a] &(" ’&H( !Va4" ( "# _4D"%(H1

K#V]Va]a]4VV]4a]4V4Va]
V2bD% [#aa]VaV4a4]aa]]44] &0H ’&#1 !]Va" H "# _4D"%(H&

K#]aaaV4]4]4VV44Vaa]aa
V2b#" [#4]a]aaV]]]aaaVVaa &&% ’&0$ !]Va" H "# _4"$#D(&

K#aa]]Vaa44V44a4a4a]4Va
V2b"& [#VV4]]Vaa4aV4VV]a] &0$ ’&## !]a" % "( _4D"%(H0

K#aaaa4aa444aVa4444a]aa
V2b"D [#a]]]a]]a]]aVV]a]a &#1 ’&(# !]aa" ( "( _4D"%(HD

K#44a4aV]]a4]Vaaa4aV44]
V2b"H [#4V]]VV]V]]Va]V]a4 $% ’&1$ !V44" ( "# _4D"%(H#

K#Vaa]]]4VVa]]a]V4]VV
V2b"$ [#]4]V44]V4V]Va]]Va $# ’&&$ !VV]" ( "# _4D"%(H"

K#Va4V4Vaa44aV44V44V44V
V2b(1 [#a]VaV]a4]4]]VV4]4 H1 ’&&( !V44" ( "# _4D"%(H(

K#aa]]]V4VV4]a]V4Va4aa
V2b(& [#4VVa44V]4a4V]Va44 &1( ’&0# !V44" ( "# _4D"%(H%

K#]]]VV44a4a]aa]Va]Va]V
V2b(# [#a]V]]]]aaa]VVV]VV &$1 ’010 !]]a" ( "# _4D"%(HH

K#4V44V4V444aaaa44V4V
V2b(" [#V]]a]4VVaa]]V4]a] &"( ’&%& !]aa" " "# _4D"%(H$

K#aV]4aa4VV44V]a444a4V
V2b(% [#4]VVV]4V444]4V]VV &$1 ’01H !]aa" " "# _4"$#D"0

K#]]V]V]4VVaV44VV44a]VV
V2b(H [#VVV]a4]]V]]a]]4Va &%1 ’&$& !]aa" # "# _4"$#D"&

K#aaVa4VVV44]V444]a44Va
V2b%0 [#aV]]aa]V]4a]VaV]] &"D ’&(" !]4a" # "# _4"$#D"1

K#VV4V]4V]4V]4V]4VV4VV
V2b%D [#a44]a4V4a4a4a4VVV &($ ’&%H !]Va" " "% _4"$#D"%

K#44Va]aaa4aa]a4]aaVa4]
V2b%" [#4aaVa4]4]a]4V]a]a D1" ’D&# !]aa" # "# _4"$#D"(

K#44a]Va]aa4aVV4V]V4]4V
V2b%% [#V]]VV]aa]4a]Va4]a 011 ’0&" !]aa" # "# _4"$#D"D

K#4Va4a]4Vaa]V4VaV]]]4a
V2bH0 [#a]]aa44aa4VV]a4]a 01# ’0&1 !4]a" # "# _4"$#D"$

K#4]VVV4]aa]VVaV44a]]V
V2bH# [#Vaa]a]4V4]4aa]]Va 0DH ’0## !44a" # "# _4"$#D"#

K#V44V4a4]VVaVV4V44V44V
V2bH( [#]a4]44a44aVV4]a4V &HH ’&$% !Va4" " "# _4"$#D""

K#aa]V]44Va44]V]]V]VaV
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表 )&(L 对黄绿蜜环菌 FF,引物的遗传学特性
a<.=*D?):--</S@;\9/-<,@9; \9/0% -@A/9><,*==@,*=9A@@; ,7/**!’8&**$’&$ *;#6(KF&’6-4+9+:=<,@9;>

=9A:>
+d<;WT9;W, !Cv0"" +K*>7:@, !Cv00" + <̂Y:9, !Cv0&"

C$ N( N5 C$ N( N5 C$ N( N5
VTbH H 1C$11 1C%#1! H 1C"11 1C"D0! $ 1C(&D 1C(1"!

VTb&H D 1C%(% 1C((D D 1C011 1CD&$ D 1C"(# 1C(&0

VTb0# ( 1C#DD 1C%&"! ( 1C011 1C#(H! ( 1CD0& 1CD1"!

VTb0" " 1C(DD 1C(1# " 1C011 1C0"0 ( 1C#"& 1C"#$

VTbDD D 1C"11 1C#$% D 1C&DD 1CDH1! " 1C"&$ 1C""(

VTbD% D 1C0(% 1C#$# D 1C0(% 1CD(% # 1CD%# 1C#H"

VTb#" # 1C#11 1C#(( 0 1C&DD 1C&0D D 1C#(( 1C"D#

VTb"& D 1C(11 1C%&$! D 1C#11 1C#&$ D 1C(10 1C(&&

VTb"D # 1C((% 1C((# # 1C"(% 1C#(& # 1C"H& 1C(D"

VTb"H D 1C"DD 1C"%H D 1C"DD 1C### D 1C#%" 1C"00

VTb"$ 0 1 1C1((! 0 1 1C1("! D 1CD#0 1C#D&

VTb(1 # 1C"DD 1C(&D # 1C0(% 1CD0# " 1CD0" 1C#%H

VTb(& # 1C(DD 1C("0 # 1CD11 1C#DD " 1C#H& 1C"&$

VTb(# " 1 1C"0&! " 1 1C&H0! " 1C#H" 1C"&"

VTb(" " 1C%DD 1CH&1 " 1C#DD 1C"0H " 1C("# 1C%D0

VTb(% ( 1C(DD 1C%"H! ( 1C#DD 1C"(&! ( 1C"&$ 1C#%&!

VTb(H ( 1CH11 1C%H#! ( 1C"DD 1C"#&! ( 1C%(0 1C%$D

VTb%0 # 1C"DD 1C1"& # 1C#DD 1C##" # 1C"D$ 1C(0#

VTb%D 0 1C011 1CD(# D 1C&(% 1CD1% # 1CD&# 1C#"0

VTb%" D 1C0(% 1C#D0 # 1C011 1CD0H # 1C#0" 1C"0(

VTb%% # 1C"11 1C("1! " 1C#11 1C"#&! " 1C#(D 1C#&&

VTbH0 # 1C#DD 1C#$# # 1CD11 1CD#( # 1C"(H 1C($0

VTbH# # 1C&11 1C1$% # 1C"DD 1C"DH # 1C(&" 1C($H

VTbH( D 1C1DD 1C1$H D 1C&(% 1C01% D 1C0"H 1CD&(

VTbH$ # 1C"(% 1C(&D # 1C0DD 1CD(1 # 1C#%H 1C"H$

VTb$0 D 1C#DD 1C(#1! D 1C0(% 1C#D(! D 1C#H" 1C"&"

VTb$( # 1CDD0 1CDH" # 1C0"D 1C0(( # 1C#%0 1C"0"

C<v;:-.*/9\<==*=*>$ N9v9.>*/c*B 7*,*/9RSW9>@,S$ NM v*G+*A,*B 7*,*/9RSW9>@,S?! )@W;@\@A<;,B*c@<,@9; \/9-Z</BSNQ*@;.*/W*e:@=@./@:-<\,*/
.9;\*//9;@A9//*A,@9; !:X1C11&"?

)%讨论

在本实验中我们利用罗氏 #"#]) [Tfa@,<;@:-

平台%只使用了 &5# +=<,*便获得了 H1 .̂+ 以上的数
据量%经过拼接去杂以后获得了 D0& 条含有 ))K的
M)a序列%这些序列已经足够为将来的研究开发
))K引物& 从之前的一些研究来看%从 M)a序列开
发的 ))K引物有着简单’经济的优势%因此被广泛
应用于基因组学研究如遗传图谱构建’比较作图’遗
传多样性评价’种质鉴定’系统发育与进化研究& 然
而%也有一些研究认为 M)aN))K由于开发自基因的
编码序列%而密码子以三核苷酸为一个功能单位%所
以都是以二’三核苷酸重复为主%且由于基因编码区
域的保守性 M)aN))K具有多态性不足的缺陷 (&H) &

本研究从 #"# 测序结果中共得到了 D0& 条含有 ))K

的 M)a序列%在这 D0& 条序列当中三碱基重复序列
占到了 HHC%$‘%应证了上述研究的结果& 我们利
用来自 D 个不同地理分布居群的 (( 个个体对随机
选取的 $H 对引物进行验证%有 0% 对引物具有多态
性%但其中有 &1 对引物偏离了 Z</BSNQ*@;.*/W平
衡%这可能是因为实验涉及的居群及样本数较少导
致的& 剩余的 &% 对引物在 D 个居群中的 NM均值分
别为 1C#%" !央隆"’1CD"" !热水"’ 1C""H !玛多"%

表现出了中等偏高的遗传多样性%但在不同居群间
NM值的差异还是十分显著地%需要增加样本量在今
后的研究中进一步验证& 综上所述%这 &% 对 M)aN
))K引物将为今后黄绿蜜环菌遗传多样性和居群结
构的研究以及种质资源鉴定%遗传图谱构建’比较作
图等打下了坚实基础&

1"1&
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