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摘要:前期研究中已证实紫云英根瘤菌7mnopqrostuvwxuyuzsv9{-|%=}菌株对水稻生长有一定的促生作

用3利用 ysv~基因标记的 {-|%=}菌株7编号为 {-|%=}+9接种水稻种子并检测其在水稻7汕优 }"9生长初

期的根圈定殖动态及分布Q结果表明菌株 {-|%=}+在水稻出苗后 !H根圈定殖密度大量增加3第 #天达到

最大值 =}H后趋于稳定Q将水稻根表面灭菌后3检测菌株 {-|%=}+在根内的定殖情况3发现在!汕优 }""出

苗后 !H检测不出菌株 {-|%=}+3第 #天可检测出Q根部直接染色显示3菌株 {-|%=}+在根部的分布并不

均匀3主要是在根系的某些部位形成微菌落Q同时利用 zs#~$发光酶基因标记紫云英根瘤菌 {-|%=}菌株

7编号为{-|%=}*9研究其在不同品种水稻根部的定殖动态Q结果表明3菌株{-|%}*在不同水稻品种!汕优

}""P!汕优 }#"和!马协 ==><!"根部的定殖密度不同且可以进入不同水稻品种的根内Q在整个水稻生长期内

菌株 {-|%=}*在!汕优 }#"根部的定殖密度明显高于其在!汕优 }""根部的定殖密度3在!马协 ==><!"的定

殖密度与其在!汕优 }""P!汕优 }#"根部相比没有显著差异Q但菌株 {-|%=}*在不同水稻根部的定殖动态

相似3数量均在水稻生长到 }$O8|H时7即水稻的孕穗期9达到最高值Q
关键词:紫云英根瘤菌?水稻?根圈定植?基因标记
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根瘤菌诱导豆科植物结瘤固氮具有很强的宿主专一性p最近一些研究表明J有的根瘤菌能定殖在非豆

科植物根部J并能促进其生长qBS@rp尽管这一作用远不如共生结瘤固氮作用显著J但接种根瘤菌后J能增加

非豆科作物产量J因此J受到人们极大关注p
大量研究表明J植物促生菌ls&*’.t$%,.-OE$%!%."’<u-5%/*#.($"*J简称 stsum引入植物根部后能否

有效地抑制病害发生J促进作物生长J关键取决于该菌在不断伸展的植物根圈的定殖能力p为揭示 stsu
的作用机理J提高 stsu在农业生产中的应用效果J关键是要研究清楚 stsu在植物根圈的活动规律p但

长期以来面临的主要问题是如何将接种的微生物与土著性根圈微生物区分开qCJTrp目前J基因标记检测技

术vswu扩增技术v菌株特异性单克隆技术和菌种特异性寡核苷酸基因探针等技术已经广泛应用到微生物

生态学研究领域p将标记基因导入供试细菌J可以将其与其它同类土著菌分开的外源基因标记技术已得到

了十分广泛的应用qTrp采用发光酶基因l如789mv染料裂解酶基因l如xy7;Ji8f:J7exz等mv绿荧光蛋白基因

li{|m标记供试菌株J原位研究其在根部v叶面的定殖动态v容量或土壤中的群体数量J具有稳定性好v灵敏

度高v选择性强v直观快速等特点J因此具有良好的应用前景qCrp本项研究分别采用 i8f:和 789:;基因标

记和检测技术研究具水稻促生作用的紫云英根瘤菌在水稻根圈的定殖动态J为今后进一步研究该菌株与

水稻的关系v促生机理J并为提高其应用效果提供指导p

} 材料与方法

}3} 试验材料

lBm供试菌株 >?@ABCt菌株 i8f:基因标记的紫云英根瘤菌 >?@ABCj抗性]?E$BRR~<!!&J"$2$

@R~<!!&j>?@ABCD菌株 789:;基因标记的紫云英根瘤菌 >?@ABCj抗性]#!$@R~<!!&J"$2$@R~<!!&j
以上菌株由本室提供p

lPm供试水稻 汕优 CHJ汕优 CKJ马协 BBNOPJ购于湖北省种子公司p

lHm培养基qBCr ?L培养基v>(’)(’半固体培养基l无氮植物培养基mvs$A培养基p

lKmQOt&0#A缓冲液的配制 @!&@R!L %*Hs&K@!&BR!L "$4AJP3@!&R3R@’ ?$?J@!&R3B’

?*$=%$2&J@!&R3B’4$".%’QOBRR加 PT3@@@!&的水J配制成 @R!&的 QOt&0#A缓冲液p

}3( 实验方法

}3(3} 菌株 >?@ABCt在水稻生长初期根部定殖的检测 lBm接种物的准备 取经活化的紫云英根瘤菌

菌苔一环接种到 BRR!&?L液体培养基中JPN) B@R$!!"’摇床培养 KN-p

lPm水稻种子的准备 选饱满的水稻种子J去壳J蒸馏水洗净JT@’的酒精浸泡 @!"’J水洗 H次l每次浸

泡 BR!"’mJ再用 H’SK’次氯酸钠J浸泡 @!"’J然后用无菌水充分冲洗干净JPN)vB@R$!!"’摇床浸泡 K

S@-后点种到 s$A平板上JPN)J暗室催芽qNrp

lHm接种及播种 将催好芽的水稻种子分别挑到活化好的菌悬液 >?@ABCt中l不接种对照的水稻挑

入 ?L液体培养基中mJ浸泡约 P-后J取出浸在 >?@ABCt菌液中的种子约 PR颗J用平板记数法测每颗种子

的接种量p在无菌条件下将种子按 H粒!支播入装有 >(’)(’培养基的试管lH@!!*PBR!!m中p

lKm取样测数及染色 自水稻出苗之日起J第 PvKvNvBCvHP天分别取样p具体方法为]在无菌条件下J
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用镊子取出 !株水稻苗"剪下根并称重"放入带有无菌玻珠的无菌三角瓶中"加入无菌水 #$倍稀释样品%
涡旋震荡 #$&’(后"将样品悬液 #$倍系列稀释到 #$)*+#$),"取 -+*或 -+,稀释度的菌悬液涂加有 ./

01234和卡那霉素的 56选择性平板7取出经震荡过的根"以无菌水清洗8表面灭菌9:;<酒精 ;&’("!<+

-<次氯酸钠 ;&’(=后"再用无菌研钵研磨成匀浆并 #$倍系列稀释至 #$)!"取 $+!各稀释度悬液涂加有

./01234卡那霉素的 56选择性平板计数有色菌落%同时取另 >管水稻"将根洗净后进行 ./01234组织染

色并照相7

?@A@A 无菌盆栽条件下菌株 B5;4#*C在不同水稻根部定殖的检测 9#=采用 !个不同的水稻品种 D汕

优 *!E"D汕优 *-E"D马协 ##,/>E"分别接种紫云英根瘤菌 B5;4#*C7

9>=接种物及水稻种子的准备8接种方法均与上同"栽培容器为塑料小桶9高F上底F下底G #-@;3&
F#:3&F#>3&=7

9!=取样方法 自水稻出苗之日起"每隔 #;H取一次样"共取 :次"每次每个处理取 !盆7具体方法为I
用镊子轻轻挑去根部的泥块"根部只带有少量的泥土%称取上述根土样 #$J"放入盛有 K$&1无菌水及玻珠

的三角瓶中"涡旋震荡 #$&’("将菌悬液 #$倍系列稀释到合适浓度"取适当稀释度悬液涂加有卡那霉素8红

霉素8放线菌酮的 56抗性平板7取出震荡过的根"经无菌水清洗8表面灭菌9:;<酒精 ;&’("!<+-<次氯

酸钠 ;&’(=后"再用无菌研钵研磨成匀浆%#$倍系列稀释到 #$)!"取 $+!各稀释度悬液涂 56卡那霉素抗

性平板7以上平板置于 >,L培养"约 ;+,H后观察结果7检测方法是在培养皿盖内加入 ;M1的癸醛"于 >,L
暗室中观察并计数发光菌落7

?@A@N 统计分析 上述试验多个平均数间采用 55O检测9新复极差检测=进行显著性差异分析7

A 结果分析

A@? 菌株 B5;4#*0在水稻生长初期的定殖动态

采用加入 ./01234的 56 红霉素抗性平板系列稀释测数法"检测在水稻生长 >8-8,8#*8!>H时菌株

B5;4#*0在水稻根部定殖密度的变化7其变化动态如图 #7

图 # 菌株 B5;4#*0在水稻生长初期根圈定殖的动态

变化

P’J@# QRS’RT’U(UVWTSR’(B5;4#*03U1U(’XRT’U(’(TYZ

SY’XUW[YZSZUVS’3Z

由图 #可以看出"在 BZ(WZ(琼脂管栽培条件下"在

水稻生长初期9一个月内=紫云英根瘤菌 B5;4#*0能

在水稻根圈定殖并增殖7在水稻出苗后的最初两天"根

瘤菌开始在水稻根表大量繁殖"第 -天后达到最大值

9K@:;1UJ3V2\J根鲜重="然后开始减少"#*H后下降趋

势减缓"逐渐趋于稳定9;@*K1UJ3V2\J根鲜重=7将根

表面灭菌后"测得菌株 B5;4#*0在根内的定殖动态变

化7在水稻生长第 -天时可检测出根内的紫云英根瘤

菌"数量为 #@;>1UJ3V2\J根鲜重7,H后达到高峰并趋

于稳定"数量为 #@K,1UJ3V2\J根鲜重7
直接对水稻根系进行 ./01234组织化学染色结果

如图 >所示7从图 >可以看出菌株 B5;4#*0在水稻根

系的定殖部位7B5;4#*0可出现在水稻种子的表面8根

基部8根尖8根突起物及其基部8侧根表面8根分支基部"并形成较大的种群7

A@A 菌株 B5;4#*C在不同水稻品种根部的定殖动态

为了研究紫云英根瘤菌在不同水稻品种根圈的定殖能力"在无菌土盆栽条件下栽培不同品种的水稻"
在水稻整个生长周期内"每 #;H取一次根样测定紫云英根瘤菌 B5;4#*C在水稻根圈的定殖密度"检测结果

如图 !7
从图 !可以看出"在整个实验时间内"同一种根瘤菌在不同品种水稻根外的定殖密度虽然不同"但定

殖动态相似7菌株B5;4#*C的数量均在水稻生长到 *$+:;H时9即在水稻的孕穗期=达到最高值"然后逐渐

下降7在整个生长期内"菌株B5;4#*C在D汕优 *-E根圈的定殖密度要明显高于其在D汕优 *!E根圈7差异达
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图 ! 菌株 "#$%&’(在水稻生长初期根圈不同部位的定殖

)*+,! -*./01*203*454674145*203*4546.80*5"#$%&’(*58*798:*24.;:989

% <=(1/7%染色的水稻根系 >=(1/7%.380*59?8*798443@A 未接种的水稻根系 B45=*547/1039?8*798443@C 接

种 "#$%&’(的水稻根 D547/1039?>=(1/7%.380*59?8*798443@E 接种水稻根基部 D547/1039?F>=(1/7%.380*59?

G4334H8*798443@I 接种水稻根尖图 D547/1039?F>=(1/7%.380*59?G4334H8*7984433*;@) 接种水稻根部突起物

基部 D547/1039?F>=(1/7%.380*59?8*7984433/G98@( 接种水稻侧根表面 D547/1039?F>=(1/7%.380*59?G4334H

8*798443.*?9@J 接种水稻根表细菌 D547/1039?F>=(1/7%.380*59?8*798443./86079
到显著水平KLM N,N$OF而在P马协 &&Q=!R根圈的定殖密度与在P汕优 ’SRTP汕优 ’UR根圈的相比没有显著
差异V
此外F在接种量相同的条件下F第 &次取样时菌株 "#$%&’W在P汕优 ’UR根部的定殖密度明显高于其
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图 ! 菌株 "#$%&’(在水稻根圈定殖的动态变化

)*+,! -./01*2345670*/"#$%&’( 2383/*906*3/*/

7:*935;:<7<346:7<<7*2<2=86*>075

?@?汕优 ’!根外 #:0/A3=’!B2637:*935;:<7<C

?D?汕优 ’E根内 #:0/A3=’EB/F37:*935;:<7<C

?G?汕优 ’!根内 #:0/A3=’!B/F37:*935;:<7<C

?H?马协 &&IJK根外 L0M*<&&IJKB2637:*935;:<7<C

?N?汕优 ’E根外 #:0/A3=’EB2637:*935;:<7<C

?H?马协 &&IJK根内 L0M*<&&IJKB/F37:*935;:<7<

在O汕优 ’!P根部Q说明接种后菌株 "#$%&’(在O汕优

’EP根部的繁殖速度要比在O汕优 ’!P根部快R
由图 !还可看出Q菌株 "#$%&’(在不同品种水稻

根内的定殖动态略有不同Q但都是在水稻的生长初期

达到最高值Q然后逐渐下降R比较整个生长期Q!种水稻

之间的定殖密度没有显著差异R值得一提的是Q在第 S$
天T即孕穗期U取样时Q根内的菌数均出现了一个小的

峰值R

V 讨论

本项研究通过琼脂管栽培系统Q发现在水稻生长

初期紫云英根瘤菌 "#$%&’W能在水稻根圈大量繁殖Q
且能在根内达到一定的定殖水平R一般认为 Q根瘤菌进

入水稻根的途径主要有两种XT&UQ通过水稻根表皮的

裂隙及侧根生成时的缝隙进入水稻根部CTKUQ通过根

伸长生长过程中形成的伤口进入根内R其过程是Q首

先Q根瘤菌以不同方式进入水稻根表皮细胞间隙Q然后

进一步进入皮质层细胞之间或死细胞内Y&QKQZ[R关于根

瘤菌可以成功地定殖到非豆科植物根圈的报道近年来

越来越多R如用豌豆根瘤菌三叶草变种接种玉米\用三叶草根瘤菌接种生菜\用紫云英根瘤菌接种小麦\棉
花等Y!]$Q&̂Q&&[R
通过对根瘤菌在水稻根圈的定殖及扩散规律进行原位观察Q发现菌株 "#$%&’W细胞在根表面并不呈

均匀分布Q而是集中分布在根表的某些部位Q说明根面存在着有利于紫云英根瘤菌 "#$%&’生长繁殖的特
定生态位Q_<88<7和 ‘06670.等认为植物根表面存在着有利于 aWa‘生长繁殖的生态位Q一般位于表皮细
胞间隙或裂缝处\侧根\根毛或其它突起物基部或发生处Y&KQ&![RaWa‘可优先定殖于这些部位Q利用其分泌
物不断繁殖形成较大的种群Q可以排斥有害根圈微生物的定殖扩展Q减少其对植物造成的有害影响Y&KQ&E[R
而本研究表明Q紫云英根瘤菌也具备这些定殖特征和根圈适应性Q是一种很有潜力的 aWa‘R
利用 bcdef基因标记的紫云英根瘤菌菌株 "#$%&’(研究其在 !种不同水稻品种根部的定殖Q发现在

整个实验过程中Q虽然同一种根瘤菌在不同水稻根圈的定殖密度不同Q但定殖的密度变化规律相似R它表
明根圈微环境也有一定的自我维持生态平衡的能力Q这也就是施入土壤的外源细菌无法始终维持自身较
高定殖水平的原因R
就整个生长期而言Q菌株 "#$%&’(在O汕优 ’EP外根圈的定殖密度要明显高于在O汕优 ’!P根圈的定

殖密度Q这可能与水稻生长初期根瘤菌在O汕优 ’EP根圈数量较多有关Q这一结果与 "<1g0等的报道一致Q

"<1g0用 &Z种不同的大豆根瘤菌接种大豆Q最后的菌株数量明显不同Q进一步研究表明引入菌株在植物根
部定殖的能力与细菌对根的吸附力\细菌在液体培养基中的生长速度\根圈周围原生动物的密度及根圈周
围可利用 h源的浓度无关Q引入菌株在植物根圈所达到的最大值主要取决于细菌最初的生长数量Y&$[R
采用两种不同标记基因检测技术研究表明Q不论在完全无菌的 "</5</无氮植物培养基条件下还是在

无菌土盆栽条件下Q紫云英根瘤菌都能成功的进入水稻根内定殖Q这一结果与 A0//*等人的研究结果一
致Q他们采用 ijklmnkcobpqcokrmstuconv,wukxmbkk接种田间和悉生条件下的水稻Q发现根瘤菌均可定殖于
水稻根表及根内Q而且定殖的程度与水稻品种\菌株类型有关Y!Q&’]&I[R
研究表明Q紫云英根瘤菌不但可以在水稻根圈定殖Q还可以进入水稻根内Q具有作为水稻 aWa‘的潜

能Q但其与土著微生物竞争水稻根圈生态位的能力有待进一步研究R

yz{z|z}~z!X

Y&[ -<"7=*#*,a36</6*080/F;*6408853467.*/+63<$6</F5.1g*36**/6<7026*3/534/*673+</J4*$*/+37+0/*51563;7</5</68.
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