
第 !!卷第 "期

!##!年 "月

生 态 学 报

$%&$’%()(*+%$,+-+%$
./01!!2-/1"
,3412!##!

消除共生质粒的费氏中华 根 瘤 菌 56789:;
在大豆根圈的定殖动态

李友国2周俊初<

=农业部农业微生物重点实验室2华中农业大学2武汉 >?##@#A

基金项目B国家CDE?F高技术研究发展计划资助项目=!##G$$!G>#!GAH欧盟 I&J合作计划资助项目=+%$>K!###KG#G?@A
收稿日期B!##GK#@K!"H修订日期B!##!K#?K#L

< 通讯作者 $MNO/PQ/PR/PP3S4/TU3TR32VWR>!"!EX4MY0ZR1[O1OY1RT
作者简介B李友国=G"EE\A2男2博士2副教授]主要从事固氮遗传学和分子生态学研究])Ẑ/M_M/!##GX ‘̂O//1R/a1RT

摘 要B比 较 研 究 了 费 氏 中 华 根 瘤 菌=bcdefgcheicjklfmnccAo-#G=出 发 菌Ap发 光 酶 基 因 标 记 菌 o-#G)=参 照 菌Ap消 除

o-#G共 生 质 粒 的 菌 株 o-J!",I在 无 菌 砂 培 条 件 下 的 大 豆 根 圈 定 殖 动 态]供 试 菌 单 独 接 种 时Bo-#Gpo-#G)和

o-J!",I的定殖动态基本一致2其早期定殖密度下降较快2播种后第 GE天时 o-#G和 o-#G)分别达到较高的定殖水

平 Eq>"0/_RQMr_鲜根和 Eq@D0/_RQMr_鲜根2然后维持相对稳定的定殖水平]但 o-J!",I的定殖密度持续下降到播种后

第 GE天时才开始上升2至第 ?L天时仍维持相对稳定的定殖密度 Eq">0/_RQMr_鲜根]等量混合接种时供试菌在根圈定殖

群体中各自定殖密度在测定过程中基本相等]结果表明消除 o-#G的共生质粒对其在大豆根圈中定殖能力无显著影响]
关键词B费氏中华根瘤菌H共生质粒消除菌株H大豆根圈H定殖H发光酶基因
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在根瘤菌7豆科植物共生体系建立过程中i宿主植物的根系能够分泌多种有机化合物供根瘤菌在根圈

中生长k繁殖和定殖i根瘤菌亦表现出对有机化合物的趋化性i因此根瘤菌的趋化性和运动性也影响其竞

争性和根圈定殖能力l?m_no已有研究报道根瘤菌内源质粒能影响其对某一类特定底物的趋化性和利用能

力lcmpno但对根瘤菌内源质粒组成与根圈定殖动态和水平之间的相互关系的研究报道很少lqni而费氏中华

根 瘤 菌 的 共 生 质 粒 对 其 在 大 豆 根 圈 中 的 定 殖 动 态 和 水 平 的 影 响 研 究 则 未 见 报 道o本 研 究 以 出 发 菌 株

<=>?k发光酶基因标记菌株 <=>?@k消除 <=>?共生质粒的菌株 <=râYs为供试菌i比较测定了其在大

豆根圈中的定殖动态与水平i进而初步分析消除 <=>?的共生质粒对其大豆根圈定殖能力的影响i同时考

察发光酶基因标记引入出发菌 <=>?后对其根圈定殖能力的影响o

t 材料与方法

tgt 供试菌株与质粒 菌株与质粒的特性见表 ?o
表 t 供试菌株及质粒
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供试菌株及质粒
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tg$ 培 养 基 .%lfn用 于 根 瘤 菌 液 体 培 养iY#l̂n

用于在固体平板上回收和测定根瘤菌数量o

tg& 大豆品种 黑农 __由中国科学院新疆生物

土壤沙漠研究所提供o

tg’ 接种物制 备 及 接 种 供 试 菌 <=>?k<=>?@
和 <=râYs用 .%培 养 液 于 af(k?d>))8!"培

养 _3o然后取培养液离心i去上清夜i收集菌体o
以无菌生理盐水离心洗涤 a次后i加入 ?*羧甲基

纤 维 素7磷 酸 缓 冲 液‘+,Yb?>80i旋 涡 振 荡 打 散 菌

体后转入无菌 +j瓶中备用o大豆种子经 d̂*乙

醇处理后再用 >g?* <5-0a表面灭菌后催芽i发芽

后选择生长良好且一致的种子于 c(备用o分别取

上 述 _种备用根瘤菌悬液适量‘以淹没种子为宜b
加入盛有经发芽已露白的备用大豆种子的小三角

瓶 内i于 f>m?>>))8!"振 荡 ?>8!"‘等 量 混 合 接

种时先将两个供试菌悬液 ?.?等量混合后再接种大豆种子bi然后将种子取出置于灭菌培养皿内i在超净

工作台上吹干至种子表面无水后播种i并同时测定每颗种子上所粘附的根瘤菌数o对照组采用未接入根瘤

菌的 ?*羧甲基纤维素7+,Y作为接种剂o

tg/ 无菌砂培盆栽 采用本室改进的双层钵作无菌砂培盆栽i大豆种子分别接种供试根瘤菌后播入灭菌

砂钵中i<=>?k<=>?@和 <=râYs在大豆种子表面上的初始接种量基本相等i分别为 qĝdifg>fifg?̂

‘0$542/)粒种子bo以播种时间计为起点‘第 >天bi从播种后第 _天开始于大豆不同生长时间‘3b取样o栽培

大豆用 !(*)(’/#无氮营养液l?>ni自然光照培养o

tg0 根瘤菌 定 殖 密 度 的 测 定 以 全 根 系 为 取 样 单 位i按 照 无 菌 操 作 规 程 自 塑 料 杯 中 小 心 地 取 出 整 个 根

系i抖掉附着在根系上的砂粒i转入对应的无菌培养皿内i称量根系重量o分别转入盛有 a>80或 dg>80无

菌 生 理 盐 水 和 数 颗 玻 璃 珠 的 三 角 瓶 或 +j瓶 内i浸 泡 ?d8!"后i于 ?>>))8!"振 荡 _>8!"i在 旋 涡 振 荡 d

?ac?期̂ 李友国等J消除共生质粒的费氏中华根瘤菌 <=râYs在大豆根圈的定殖动态
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!"#或超声波处理 $%&’作 $%倍系列稀释(盛有样品的悬液为原液)其稀释度为 %次方*’用 +,平板测定

发光菌落数’根瘤菌及根瘤发光活性的检测参见文献-$$.’

/ 结果

/01 单独接种时供试菌在大豆根圈的定殖动态比较测定

测定结果见图 $’由图可见 23%$和 23%$4的定殖动态基本一致)其定殖水平下降到第 $5天后又开

始上升)在第 $6天时达到较高的定殖水平)然后开始缓慢下降并维持一段时间的相对稳定’23758+9的

定殖动态与前者比较稍有差异)其定殖密度持续下降到第 $6天后才开始上升)然后维持相对稳定的定殖

水平)并且后期的定殖水平稍高于 23%$和 23%$4’

/0/ 23%$和 23%$4等量混合接种时的定殖动态比较测定

从测定结果图 5可以看出)23%$和 23%$4的定殖动态与定殖密度在测定过程中具有很高的一致性’
结合结果 50$和 505可看出)标记基因 :;<=>不影响受体菌 23%$的大豆根圈定殖动态和水平)因而可将

发光酶基因标记菌 23%$4作为参照来研究消除共生质粒后的 23%$对其根圈定殖能力的影响’

图 $ 单独接种时供试菌的定殖动态

?"@A$ BCDC#"EFG"C#HI#F!"J&CK&GLF"#&M"GN&"#@DO

"#CJPDFG"C#

图 5 23%$和 23%$4等量混合接种供试菌定殖动态

?"@A5 BCDC#"EFG"C#HI#F!"J&CK23%$F#H23%$4

M"GNOQPFDRHPFDR"#CJPDFG"C#

图 S 等量混合接种时供试菌的定殖动态

?"@AS BCDC#"EFG"C#HI#F!"J&CK23%$F#H23758+9

M"GNOQPFDRHPFDR"#CJPDFG"C#

/0T 23%$4和 23758+9等量混合接种时的定殖动态比较测定

测定结果见图 S’由图可见)23758+9和 23%$4在根圈定殖群体中各自的定殖密度在测定过程中基

本相等)其定殖动态与密度表现出高度的一致性’结果表明)在无菌盆栽条件下)共生质粒的消除对出发菌

23%$在大豆根圈的定殖能力和动态并无显著影响’

/0U 供试菌在单独或混合接种条件下的占瘤率检测

从检测结果表 5可见)23758+9由于消除了共生质粒而失去了在大豆根系上的结瘤能力)23%$4形

成 的 根 瘤 均 具 有 发 光 活 性)再 次 证 明 标 记 基 因 :;<=>
在 所 构 建 的 标 记 大 豆 根 瘤 菌 株 中 的 共 生 稳 定 性’

23%$4和 23%$($V$*等量混合接种黑农 SS后所结根

瘤中的发 光 比 例 大 约 为 W%X(图 Y*)这 与 其 混 合 接 种

下 的 定 殖 动 态 和 密 度 测 定 结 果 相 符Z而 23%$4和

23758+9($V$*等 量 混 合 接 种 黑 农 SS后 所 结 根 瘤 发

光比例为 $%%X(图 W*)与预期实验结果相同’

T 讨论

根 瘤菌内源质粒能够影响其运动性(趋化性*和对

根分泌的特定有机化合物的利用[代谢能力)从而影响

根瘤菌在根圈中的生长[繁殖和定殖动态与水平’通过

消除质粒并比较研究消除了不同质粒的衍生菌株和出

55Y$ 生 态 学 报 55卷
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表 ! 供试菌株单独或等量混合接种黑农 ""的占瘤率检测

#$%&’! ()*+&’),,+-$.,/)01’2.).3""425672.3&’)8

’9+$&:*+$&:2.),+&$52).

处理

;<=>?@=A?

检测根瘤数

BCADEFGHIJ=
AI@K=<
?=L?=D

发光根瘤数

BCADEFI@K=<
GMJI@CAGIL
AGDIJ=L

发光比例

BNEO=<H=A?>P=
GMJI@CAGIL
AGDIJ=L

QR S S S
TFSU VW S S
TFSUX VY VY USS
TFZ[\]̂ S S S
TFSU_TFSUX V‘ U\ W[aY
TFSUX_TFZ[\]̂ VV VV USS

发菌的根圈定殖动态和水平b可以阐明质粒B包括

共生大质粒E在根圈定殖过程中的作用cdG=AA=e

XGHHGfg和 h=>i=<̂ hjkl研 究 了 三 叶 草 根 瘤 菌

hUme[所含的 m个质粒B包括共生质粒E在影响其

根圈定殖能力时的作用c结果表明消除全部质粒

或仅保留质粒 >或 D的衍生菌在根圈的群体定殖

水 平 显 著 低 于 出 发 菌b证 实 其 共 生 质 粒 K和 非 共

生 质 粒 H上 均 含 有 与 定 殖 有 关 的 基 因b从 而 影 响

hUme[在根圈的生长和定殖能力c本研究结果表

明_消 除 了 共 生 质 粒 后 的 TFSUB本 文 简 称

TFZ[\]̂ E虽 然 失 去 了 在 宿 主 大 豆 上 的 结 瘤 能

力b但其在大豆根 圈 中 的 定 殖 动 态 与 水 平 和 出 发

图 m TFSUX和 TFSU等量混合接种黑农 VV后所结根

瘤发光检测

nCPom XI@CAGILD=?=H?CGAGMT=CAGAPVVAGDIJ=LKp

=qI>JeDI>JeCAGHIJ>?CGAGMTFSU>ADTFSUX

ro平皿上切开的根瘤 QI?AGDIJ=LGAO=?<CDCLstuo发

光 根 瘤 的 v 光 片 曝 光 显 影 wxyGLI<=DveMCJ@ GM

JI@CAGILAGDIJ=L

图 W TFSUX和 TFZ[\]̂ 等量混合接种黑农 VV后所

结根瘤发光检测

nCPoW XI@CAGILD=?=H?CGAGMT=CAGAPVVAGDIJ=LKp

=qI>JeDI>JeCAGHIJ>?CGAGMTFSUX>ADTFZ[\]̂

ra平皿上切开的根瘤 QI?AGDIJ=LGAO=?<CDCLstua发

光 根 瘤 的 v 光 片 曝 光 显 影 wxyGLI<=DveMCJ@ GM

JI@CAGILAGDIJ=L

菌并不存在预期的显著性差异b可推测与其定殖有关的基因不在共生质粒上b消除 TFSU的共生大质粒不

影 响 其 在 大 豆 根 圈 中 的 定 殖 能 力b与 TFSU在 大 豆 根 圈 中 对 根 际 分 泌 物B如 碳 水 化 合 物z有 机 酸z维 生 素

等E代 谢 和 利 用 的 相 关 基 因 可 能 存 在 于 其 非 共 生 质 粒 或 其 染 色 体 背 景 上b因 而 供 试 菌 TFSUzTFSUX和

TFZ[\]̂ 均能够在大豆根圈中生长繁殖并维持一定的根部定殖水平c虽然 TFZ[\]̂ 在大豆根圈中能达

到与出发菌同样的数量b但其共生质粒被消除后阻断了与宿主植物间的系列分子水平{对话|b因而不能成

功结瘤c本研究结果也从一个侧面说明根瘤菌的结瘤数量并不一定与它们在植物根圈中的定殖水平正相

关b虽然根瘤菌在根段的聚集与定殖对其感染与结瘤是重要的b成功的根部定殖也是其竞争结瘤的必要条

件b但根圈定殖水平却不是决定其共生特异的主要因素c本实验结果还显示无论在单独接种或混菌接种时

供试菌在大豆根圈的早期定殖密度下降较快b无菌砂与培养基比较是一种营养相对贫乏的基质b接种于大

豆种子表面的供试菌随播种进入无菌砂钵后b部分细胞由于环境条件的急剧变化而死亡或进入休眠状态b
但随着根系发育和根际有机营养分泌物数量的增多b根瘤菌在根段的聚集与定殖数量逐渐增大b因此其根

圈定殖动态一般呈现出{先降后升并趋于稳定|的特点c进一步研究消除 TFSU的另外两个非共生质粒对

其根圈定殖的影响正在进行中b可望获得更多的研究结果来分析费氏中华根瘤菌内源质粒对其根圈定殖

与竞争性的影响c本研究还证明发光酶标记基因的引入并不影响 TFSU在根圈的生长和定殖能力b由于重

组质粒 ŷ ;US[在自生和共生条件下均能稳定复制传代j[lb在本研究的发光标记菌株 TFSUX也未发生丢

失b证明 }~!"#标记是开展根瘤菌根圈定殖与竞争结瘤等分子生态学研究的一个有效手段c

V[mU\期 李友国等_消除共生质粒的费氏中华根瘤菌 TFZ[\]̂ 在大豆根圈的定殖动态
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