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摘 要@以 在 温 室 条 件 筛 选 出 与 /]̂V0[苜 蓿 品 中 匹 配 较 好 的 根 瘤 菌 系 &&E%vC$:CF和 /]̂V0[为 材 料3应 用 c%Ze技 术 研 究

&&E%vC$:CF田间竞争结瘤能力J结果显示3利用冻融法处理的根瘤w菌体提取的 e.%可以直接作为 Z&c扩增的模板3扩增

结果与以类菌体 e.%及总 e.%作为模板处理的结果相同>以根瘤处理物作为 Z&c扩增的模板3应用 c%Ze分子标记技术对

接种菌 &&E%vC$:CF田间竞争结瘤能力进行研究3接种 :"$d后3&&E%vC$:CF田间占瘤率为 "#<#x3表明该菌具有较强竞争

结瘤能力和持久力J试验结果还说明3在接种菌与土著菌有差异的条件下3应用 c%Ze技术开展竞争结瘤能力研究3可以直接

以根瘤处理物作为 Z&c扩增的模板3具有简易w快速w准确等优点J
关键词@c%Ze>根瘤菌>占瘤率>紫花苜蓿

yQMOpLNiLTkSQRQRjSNLOMzPQRLNP{RzRQpL|}~!"#$!%& &’(!(#)!RN|RSzOQS*Q{p
M*RNm6789+LzSiMzPn+Pn,Sn+SQoLO
q(.+q_U0ArUW:3!3&r(.-]XA.WX!3rv/5]A+U0:3-v,.WXAr5U!3&r(.eUXA0WXs! ;:<12343456678759

:8;5<5=>?<@AB5C7DE<5658>34EB<?:8;BDF6CF;?6G<BH7;IBC>3A7BJB<8:$$$=">!<456678759AB5658>KL7>M?N5;?C5;>59:8;5AOBD;5NB?637I5F;D7

?<@:PP6BD?CB5<3OB<BIC;>59:8;BDF6CF;?634EB<?:8;BDF6CF;?6G<BH7;IBC>3A7BJB<8:$$$="?2QR)STR#(#U!RSV!W!RS3XYYZ3XZ;[?@\]Z\I\]Ẑ2
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根瘤菌与豆科作物的共生固氮作用在改良土壤肥力w提高作物产量w改善生态环境等方面有着十分重要的意义和作用J在

农业和林业生产中3接种根瘤菌以提高豆科作物固氮能力是一种常见的农业措施J豆科作物A根瘤菌共生体的共生固氮效率是

由根瘤菌和豆科作物双方的基因所控制3涉及到宿主植物w根瘤菌和环境间复杂的互作3豆科作物和根瘤菌间完全有效的结合

仰赖宿主植物相关基因和根瘤菌相关基因的相容性f:gJ因此3为每一种豆科作物筛选最有效的根瘤菌是必须的J
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由于释放到田
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间的根瘤菌必然要与土著根瘤菌在土壤营养!生活空间及宿主植物等方面进行竞争"其竞争能力的大小直接影响到能否提高作

物的产量和品质#为了深入的了解筛选的根瘤菌在豆科作物上的结瘤状况"需要一个可靠!快速的检测手段#目前用来检测根瘤

菌的方法有免疫学方法!酶标记和$%&分子标记#免疫学方法有荧光抗体法’(&)!酶联免疫反应’*+,-&)血凝结法等"由于有

些交叉反应不起作用"因此有相当的局限性./01常用的酶标记主要是同工酶标记"但由于同工酶是基因的产物"仅为 $%&全部

多态性为基础的遗传标记"而且其特异性易受环境条件等因素的影响.201$%&分子标记是以 $%&多态性为基础的遗传标记"
能稳定遗传"且遗传方式简单#当前 $%&多态性的各种分子标记技术发展迅速"已有数十种"并在动植物遗传中广泛的应用#
随机扩增多态性 $%&’简称 3&4$)是用短的随机序列 $%&作为引物对基因组 $%&进行 453扩增而产生的多态性 $%&片

段"在研究植物病原菌上应用广泛"但应用 3&4$分子标记技术研究筛选根瘤菌在宿主植物上的结瘤状况尚属首次报道#

6 材料与方法

676 菌株及来源

试验用 558&92:;2<菌株"来源于河北省"是在温室条件下"针对河北省吴桥土壤和 =>?@AB苜蓿品种筛选的高效菌株"该

菌株在所有供选择的 ;C株菌株中"效果最好#

67D 培养条件及培养基

将 2:;2<接种于含 EF&培养基平板上"在 /<G培养 H<I#

67J 试剂

KLM酶由鼎国公司提供"N%O4P为 OQRQ3Q产品"453引 物 由 上 海 生 工 合 成1生 化 与 分 子 生 物 学 试 剂 购 自 原 平 皓 试 剂 公

司!上海生工生物公司!鼎国生物公司#

67S 558&92:;2<菌株总 $%&提取

取 单 菌 落 接 种 于 TU+相 应 的 EF&培 养 基 中"在 /<G!;T:BVUWX培 养 2N#取 ;7:UY菌 液 于 ;7TUY离 心 管 中";2:::

BVUWX离心 /UWX"弃上清#用 -$-Z蛋白酶 R裂解"十六烷基三甲基溴化铵’5O&8)沉淀细胞碎片和多糖"再用异丙醇沉淀来提

取总 $%&.H0#$%&沉淀溶于 ;::[Y\O*缓冲液"]/:G保存备用#

67̂ 土著菌数量的测定

从田间小区中随机挑选 T个点"将每一点地表 /_2?U的植物残茬及土壤去掉"取 2:?U以内的土壤"风干后充分混匀"利

用 F4%’UAP@‘BAaQaY>XbUa>B)法计算土壤中的土著根瘤菌.T0数#

67c 田间接种

/::/年 H月 /<日将培养好的根瘤菌剂通过测定 d$值计数后"在田间通过自来水按照一定的比例稀释"在保证每一粒种

子接菌数达到 ;:e个情况下"均匀的适于田间的播种沟中"播后立即覆土#

67f 根瘤采集及处理

在播种后 ;H:N"于 /::/年 C月 ;<日在田间接种小区随机进行根瘤采集#在田间挖取后进行冲洗#将冲洗干净的根瘤放在

培 养 皿 中"先 用 CTg乙 醇 处 理 /:P"用 超 纯 水 冲 洗 T_h次 后"用 Tg次 氯 酸 钠 处 理 2UWX"再 用 超 纯 水 冲 洗 T_h次#贮 存 于

]/:G冰箱中备用#

67i 根瘤类菌体 $%&的提取

将冰箱中取出采集的根瘤分别置于 ;7TUY*‘‘>XNABj管中"按照陈强等.h0方法提取类菌体 $%&#以已知浓度的 k$%&作

为标准";g琼脂糖凝胶电泳确定待测 $%&浓度后"]/:G保存 $%&#

67l 453模板的制备及引物合成

从冰箱取出贮备的根瘤"待到完全融解后"随机挑取单一根瘤放在 ;7TUY!装有 2:[Y超纯水的 *‘‘>XNABj管中"用灭菌牙签

充分破碎根瘤#先放在液氮中处理 /UWX"再在 hTG水浴中处理 /UWX"重复处理 2_T次#将上述处理过的样品放在离心机中"

;/:::BVUWX"离心 ;:UWX"吸取上清液作为 453反应体系的模板#菌体 453模板的制备是从单菌落的培养物中随机挑取一小

部分菌体于 ;7TUY!装有 2:[Y超纯水的 *‘‘>XNABj管中"处理方式与根瘤处理相同#

676m 558&92:;2<田间根瘤的 453检测

采用,NQIAO>?IXAYAno毛细管453仪扩增"根据$WQX>7F7p>aa筛选出比较适合区分苜蓿根瘤菌随机引物"由上海生工

完成了 ;:个碱基寡聚核苷酸的生物合成"设计如下q

’;)随机引物 TrZ&sO5sO5555Z2r#

’/);:[Y反应体系中 随机引物 :72[Y’T:‘UAYV+"约 2TXn)"N%O4;[Y’/7TUUAYV+)";:\abjj>B;[Y"8-&;[Y’/7T[nV

[Y)"模板 $%&;[Y’)"KLM$%&聚合酶 :7<[Y’/9V[Y)"NNp/dH7C[Y#混匀后吸入毛细管中"加热封口#453反应程序为 CHG
预变性 $%&;TP后"进行 T个循环"每个循环为 C/G变性 TP"H:G退火 ;:P"然后 e/G延伸 h:P1接下来进行 2T个循环反应"

/H2; 生 态 学 报 /H卷
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每个循环为 !"#变性 "$%&’#退火 ’$%("#延伸 )*$+最后 !"#变性 "$%&’#退火 "$%("#延伸 ",-.+将获得的 /01产物

&#下保存2

343567869:;<=>?@ABCD+E4!)*)F根 瘤 .GBHI8$GJ!)*)F+"4

!)*)F菌体 $K65-.GJ!)*)F+L4!)*((菌体 $K65-.GJ!)*((+&4L*ELF

菌 体 $K65-.GJL*ELF+’4<"E*菌 体 $K65-.GJ<"E*+)4!)*)F瘤 子

;<=;<=8MK65NK8BJ6G, !)*)F.GBHI8$+(4!)*((菌 体 总 ;<=

OGK5I;<=8MK65NK8BJ6G,!)*(($K65-.+F4!)*((菌 体 ;<=;<=

8MK65NK8BJ6G,!)*(($K65-.
图 E 利 用 PQ@RST@UVVWX@XSY@菌 体Z根 瘤%以 及 菌 体 和 根 瘤 提 取 的

;<=为模板的 /01扩增结果

[-\]E 1=/;̂/01 5,_I-J-N5K-G. GJPQ@RST@UV VWX@XSY@;<=

G‘K5-.8BJ6G, .GBHI8$%$K65-.$%5.BKa8;<= 8MK65NK8BJ6G, Ka8

$K65-.$5.B.GBHI8$

bcbb 将 扩 增 的 产 物 直 接 进 行 Ec*d琼 脂 糖 凝 胶 电 泳9E)孔 板

在 F*e电压%!孔板 ’*e电压DEa%fg染色%he下检查%照相2

i 结果与分析

icb 利 用 /01扩 增 技 术 区 分 菌 体Z菌 体 ;<=Z根 瘤 及 根 瘤

;<=
图 E中是分别利用 PQ@RST@UVVWX@XSY@菌体和直接从苜蓿根

部采摘的根瘤%采用液氮冻融法破碎菌体或根瘤%离心后获得的

含 PQ@RST@UVVWX@XSY@;<=的上 清 液 为 模 板 的 /01扩 增 结 果%
图 中 "ZLZ)分 别 是 !)*)F的 根 瘤Z菌 体 提 取 的 ;<=为 模 板 的

/01扩增结果%从中可以看出%它们 /01产物的带型一致%说明

冻 融 法 处 理 获 得 的 上 清 液 可 以 直 接 作 为 /01模 板%进 行 扩 增2
从图中还可以看出%00g=h!)*)FZ00g=hL*ELFZ00g=h!)*((
及 00g=h<"E*扩增结果不同%说明利用 /01扩增技术可以直

接区分不同的菌系2

ici 田间对照区根瘤 /01电泳检测结果

随 机 挑 取 从 田 间 对 照 区 采 集 的 根 瘤%利 用 液 氮 冻 溶 法 进 行

处理%离心后获得的含 PQ@RST@UVVWX@XSY@;<=的上清液作为模

板进行 /01扩增%扩增后得到电泳图谱9图 "D2从电泳结果可以

看出%对照区土著菌可分为 L种类型%其中 "ZLZ(Z!ZE*ZE"为第

E种 类 型%&Z’Z)ZEE为 第 "种 类 型%F为 第 L种 类 型2其 中 第 E
种Z第 "种所占的比例较多%第 L种所占比例较少2而且土著菌

的带型与检测菌的带型明显不同2

icj 紫花苜蓿接种根瘤菌的田间占瘤率

图 L中第 E条泳 带 为 00g=hL*ELF菌 体 ;<=的 /01扩

增结果%"kE&为随机采集的田间根瘤%利用冻溶法处理%离心后

图 " 对照区根瘤 1=/;̂/01电泳结果

[-\]" 1=/;̂/01 5,_I-J-N5K-G. GJPQ@RST@UV VWX@XSY@;<=

G‘K5-.8BJ6G,.GBHI8$-$GI5K8BJ6G,H.-.GNHI5K8BNG.K6GI_IGK$

获得的含 PQ@RST@UVVWX@XSY@;<=的上清液作为模板进行 /01
扩增%从扩增结果可以看出%与第 E条泳带完全相同的泳道分别

是 )ZFZE*ZE"ZEL和 E&共计 )条泳道%占瘤率为 &)c"d2
图 &中与 ;<=电泳条带9E&D相同的泳带为分别为 LZ&Z’Z

(ZFZ!和 E*共计 (个%因此占瘤率为 ’Lc!d2
图 ’中 E&个泳道全部为田间根瘤处理后 /01扩增的结果%

由图中可以看出与与菌体;<=条带完全相同的泳道有 EZ&k)Z

F和 E*%共计 )个%占瘤率为 &"c!d2
上 述 结 果 可 以 看 出%接 种 E&*B后%该 接 种 菌 的 占 瘤 率 为

&(c(d%即 接 种 根 瘤 菌 后%有 近 一 半 的 根 瘤 是 由 接 种 菌 形 成 的%
剩下 ’"cLd的根瘤由土著菌形成2

j 讨论

陈 强l(mZ杨 江 科lFmZ罗 明 云l!mZ孟 颂 东lE*m和 ;5.-8IlEEm等 应 用

=[n/ZXUo=gZpUq=和 prs等标记方法开 展 优 良 根 瘤 菌 的 筛 选

或检测根瘤菌的竞争结瘤能力2但上述标记要么存在周期长%供试菌株数受限+要么存在提取;<=等繁琐的工作2本研究利用

冻融法直接处理田间根瘤%将获得含有根瘤菌 ;<=的上清液作为 /01扩增的模板%方法简便快速2但由于 1=/;标记本身存

在重复性不好%有可能在土壤中存在与检测菌相同的带型%因此使用本方法时首先检验土著菌中是否存在与检测菌相同的带

型%如果不存在%可以直接利用2本试验中%对照区的根瘤菌类型与处理区完全不同%因此可以应用 1=/;标记技术进行检测2
评定根瘤菌竞争结瘤能力的指标主要有占瘤率和持久性2以往的研究表明%接种根瘤菌后的起始阶段%豆科植物上所结的

L&LE(期 曾昭海 等4应用 1=/;分子标记技术研究苜蓿根瘤菌的田间竞争结瘤能力
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图 ! 接种区不同根瘤的 "#$%&$’"电泳图谱

()*+! "#$%&$’" ,-./)0)1,2)34 3056789:7;< <=>7>9?7%@#

3A2,)4BC0D3-43CE/B)F3/,2BF+GHBF)IBF2,4C,DCJ/,4BKL)FM%@#

C)*BF2BCN)2HOP9"Q ,4CR7SCT

根瘤主要是接种的根瘤菌形成的U随着时间的推移U豆科植物的

根瘤主要是土著菌所形成U而土著菌的固氮能力通常较弱U影响

了固氮效果的发挥VWXYZ土壤中土著菌数量的多少通常是影响接

种菌占瘤率的一个关键因素U为了获得超过 [\]的占瘤率U接种

菌数量必须超过土著菌的 W\\\倍VW!Y 在̂黑龙江省进行大豆接种

根瘤菌的试验结果表明U当土著菌数量分别是_W\\个‘*干土a

W\\bW\\\个‘*干 土 以 及cW\\\个‘*干 土 时 的 占 瘤 率 分 别 为

[\def]aX\d!g]和 Wedhi]VWiYZ本 研 究 试 验 地 土 著 菌 数 量 为

!d[jW\[个‘*干土U接种菌的数量为 W\f个‘*干土U田间占瘤率

为 igdg]U说 明 ’’k#l!\W!h具 有 较 强 的 竞 争 能 力 k̂3FN3D2H

#m将 含 有 额 外 拷 贝 nP?基 因 工 程 菌 "Kk$’&X在 K,DFH0)B/C
田 间 接 种 试 验 显 示U试 验 小 区 土 壤 中 土 著 菌 数 量 为 W\i个‘*干

土U接种 !\C后接种菌的田间占瘤率为 WhdX]VW[YZ’’k#l!\W!h
菌在接种 Wi\C后田间占瘤率为 igdg]U说明该菌有较强的持久

性Z因此U该菌可以在生产中进行推广应用Z

图 i 接种区不同根瘤的 "#$%&$’"电泳图谱
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图 [ 接种区不同根瘤的 "#$%&$’"电泳图谱
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