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快生型大
.

豆根瘤菌的理化特性

和 共 生 效 应 (二 )

樊 蕙 徐玲玫 葛 诚 吴玉兰 陈月英

(中国农科院土肥所微生物室 )

吴冈梵 张仁双 傅连舜

(辽宁铁岭农业科学研究所 )

摘 要

对从辽宁省分离的快 生型大豆根瘤菌的鉴定表明
,

其代时为 2
.

箭一 4
.

C 小时
。

对碳抓的利用范

围较广
;

13 株快生型大豆根瘤菌除了可 以利用 己糖
、

五碳糖
、

三碳糖以 外
,

而且能 够利用乳糖
、

麦芽糖和蔗糖等双糖
。

在多数基质上产酸
,

在丙酮酸 钠
、

苹果酸钠培养基上 产 碱
。

不利用菊糖
。

快生型大豆根 瘤菌不与三叶草
、

草木挥
、

紫云英
、

豌豆
、

莱豆
、

花生等豆科 植物结瘤共生
。

可在宋豆
、

绿 豆上结瘤
.

在与栽培大豆
`
开育八号

”
共生时

,

部分菌株接种后的植株千重
、

全氮

量及固氮酶活性与慢生型大豆根瘤菌相 当
。

所测菌株全 部放氢
。

对三 株快生型大豆根 痛菌接种大

豆
,

其根瘤的豆 血红蛋白含量不低 于慢生型大豆 根瘤菌
.

1 9 8 4年继续对从辽宁野生大豆根瘤中分离的 13 株快生型大豆根瘤菌进行 了生理生化

和共生效应的鉴定
。

报告如下
:

材 料 和 方 法

(一 ) 供试菌株

13 株快生型大豆根瘤菌
,

本组 19 8 2年从辽宁分离〔 .
。

慢生型大豆根瘤菌 B : 5 、 U S D A l lo 为国内外研究菌株
,

本所微生物室保存
。

快生型大豆根瘤菌 U S D A 19 1 ,

引自北京农大植保系
。

三叶草根瘤菌株 5 40 一 80 , 首箱根瘤菌株首 g ,

紫云英根瘤菌株 3 14 4 ,

花生根瘤菌株

10 35
,

百脉根根瘤菌株 B
,

菜豆根瘤菌株 2 6 7 7
。

从上均为国内外研究菌株
,

本所微生物

室保存
。

本文于切 8 5年 4 月 2T 日收到
。
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(二 ) 供试植物

大豆品种
“
开育八号

” ,

弓{自辽宁省开源农科所

绿豆品种
“ D o 2 4 5一 1

” ,

引自本院品资所
。

菜豆引自本院蔬菜所
。

花生品种
“ 6 8 4 ” ,

引自山东泰安
。

紫云英
、

红三叶草
、

大翼豆
、

百脉根
、

豌豆等品种由本所微生物室牧草根瘤菌组提

供
。

查木梅由本所绿肥室提供
。

代时测定
:

采用甘露醇一酵母膏液体培养基 ( p H 7
.

0)
。

定量接人各菌株的种子液调整光密度
,

使起始浓度一致
。

置于 28 ℃下恒温振荡培养
。

定时取样测定其光密度
。

作出生长曲线
,

以光密度增加一倍的时间确定为菌体的代时
。

然后继续培养四夭
,

再侧定 培养液的 p H

值
。

碳源利用
:

分别采用 M M
一

M 培养基
*

和改进的 T r in i o k 培养基
* *

接种用菌液每毫升约含 1 。“一

10 魂
个菌

。

待用碳源配成浓度为 1%溶液
,

抽滤灭菌后备用
。

将融好的培养基内定 量接入菌液
,

迅速 地 倒 人 留 有 四 个
“
井

” 的 培 养 皿 (约

20 m l/ 皿 )
,

凝固后将碳源分别注满培养皿的
“ 井内

” 。

设不接菌只加碳源为对照
。

然后

置于 28 ℃下培养 5一 7 天
。

观察培养皿内菌落的生长情况及产酸
、

碱的变化
。

栽培大豆共生效应
:

采用无菌沙培
,

种子用 75 %酒精消毒 5分钟
,

接种物为 13 株快生型大豆根瘤菌
。

以慢

生型大豆根瘤菌U S D A l lo 和 B
, 5
为对照

,

重复六次
。

植株生长 45 一55 天分批收获
。

分别

测定其干重
,

全氮量
,

固氮酶活性
、

放氢和豆血红蛋 白含量
。

根据放氢量计算菌株的相对

固氮效率
* * ’ 。

豆血红蛋 白的测定采用 D r a b k in 法 〔 4 〕 ,

以不同浓度的兔血红蛋白为标

准进行计算
。

与其它豆科植物的共生效应
:

以 13 株快生型大豆根瘤菌接种红三叶草等 1呻朴豆种植物
; 分别以不接种和接种各豆

科寄主相应的根瘤菌为对照
。

生长 35 天收获
,

观察结瘤情况
。

并对其 中部分根瘤用相应

的抗血清鉴定结瘤菌株与接种菌株的一致性
。

书 M M
一

M培养基配力 “ ’ :
K : I通P O一 0

.

6 9: M g SO ` ·
7 H : 0 0

.

8 9
:
N o C I 0

.

0 2 9
:
F e C I ,

·

6H : 0 0
.

0 19
;

醉母膏 19 ; 琼脂 18 9加 14/ O0 0 0BT B
,

p H 调至 6
.

8左右
.

. 资 修 改的 rT i n i e轰培养基 配 方 I ” :
N
: : H P O一 。

.

4 5 9 ; M g S O一 7H 名0 0
.

0 19 ;
K N O

: 0
.

69
; 维生素 B i

0
.

2m g : 生物素 0
.

2m g ; 琼脂 18一 2 0 9 ; F e
C I: 0

.

02 9 和 C
o C I: 0

.

1 9 ( 单独灭菌 )
:

无离子水 1加 0皿 1
,

加

1/ 4 00 00B T B
,

p H 、 6
.

5
-

桩能 . 相对效率 , l 一
放 H急

n M /克鲜瘤
·

C Z H` n
M /克鲜瘤

·

时豁
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:

快生型大豆根瘤 菌的理化特性和共生效应 〔二 )

实 验 结 果
.

快生型大豆根瘤菌的代时

表 1快 生 型 大 豆 根 瘤 菌 的 代 时
`

T abl e1
.

Ge e nr at io nt im e o f f as t
一

gr ow i ngR
.

j ap o nie um

菌 株
S tr a i n

0 25 4一 25 5 0 } 208 41 20 4 7 20 49 0 6 26 } 25 0 7 205 0 0 25 1 20 68 }5 0 2 2
.

5 3 0 20 25 9
U S DA

9 1 1

代 时
G

e nr e at io n 2
.

9 3
.

5

t i.e {_
2

.

6 }3
.

5 1 3
.

3 }4
.

0 2
.

5 1 2
.

5 {3
.

23
.

9 2
.

83
。

了
1

3
.

3

培养 4天 的 p H

p H
o fe ul t盯

e

fr o 4d avs

2
·

,

…
“

·

`

16
.

0 } 6
.

1 1 5
.

0 5
.

3 5
.

9 6
.

2 5
.

6 5
.

4 6
.

0下…网网
一

丽

. 表中数据为三 次测定的平均 值

V a lu e s a r e m o a n s o
f d e t o r且 l i n a t io n s m a d e i n 3 r

叩 l ie a t e e u l t u r e s

时
,

产酸

从表 1 可以看出
:

从辽宁分离的快生型大豆 根瘤菌繁殖一代的时间 为 2
.

4一 3
.

8 小

这是典型的快生型根瘤菌繁殖一 代的时间
。

所测菌株在液体培养基中培养四天后均

2
.

快生型大豆根瘤菌碳源利用特性

所测 13 株快生型大豆根瘤菌对其中的 17 种碳源利用良好
。

在大部分墓质上产酸 , 在

表 2

T a b! e Z

快 生 型
U t i ! i z a t i o n

大
o f

豆 根 瘤 菌 对 碳 源 的 利 用
e a r b o n s o u r e e s b y f a s t

一

g r o w i n g

s t r a i n s o f R
.

j a P o n i e u m

利用碳源 的菌株数
最终

N u m b e : o
f

s r r a i n s s h o w i n g t h e

f o l lo w i n g f i n a l p H

C
a r b o n

S O U r C e
N u m o e r o f s tar 三n s u t i li : i n g

e a r b o n s o u r e e A
e i d A lk a l i n e 】 N

o e h a n g e

2402040v5000

0200000400000221一51213712117011134913 8一一一 is,一
一

…!
r

一
一一

|
一

一
一
.

nUnU

13131313131312213131313131304D
一甘 露 醇

D一葡 萄 糖

D
一半 乳 糖

山 犁 醉

D一果 糖

D
一甘 露 已 糖

L一鼠 李 糖

卫 茅 醇

D一木 糖

L一阿 拉 伯 糖

糖糖精糖糖精

芽子

乳麦糊棉菊蔗

l3131313苹 果 酸 钠

丙 酮 酸 钠
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苹果酸钠
、

丙酮酸钠上产碱
。

少数菌株可以利用糊精和卫茅 醉
。

所有菌株均不利用菊

糖
,

结果列于表 2
。

测定的慢生菌株 U S D A I 功
、

召
, : 均不能利用麦芽糖

、

乳糖
、 一

旦茅

醇
、

菊糖等碳源
。

在蔗糖上稍能生长
。

3
.

快生型大豆根瘤菌与栽培大豆的共生效应

13 株快生型大豆根瘤菌接种
“
开育八 号

” 品种的大豆
,

测定其植株干重
、

全氮最
、

固氮酶活性及放氢量
,

并与慢生型菌株 U S D A l lo 及 B
: :
进行 了比较

。

表 3 说明快生型大豆根瘤菌接种
“ 开育八号

”
大豆可以形成有故共生

。

其中 2 0 5 6
、

2 0 5 7
、

2 0 5 8等菌株在植株干重
、

全氮量上均与慢生塑大豆根瘤菌株 U S D A l l o 、
B 工: 相

近
,

差 异不显著 (P 二 。
.

05 )
。

袭 3

T a b l e 3

.

快生型和慢生型大豆根瘤菌接种试验比较
’
”

C o m P a r i s o n o f i n o e u l a t i o n o f f a s t
一

g r o w i n g

弋豆 品 种
:

开育八 弓

a n d s l o w g r o w i n g R
.

i a p o n i e u m S
o y b e a n e u l t iv a r : K a i Y以

固 氮 酶 活 性

菌株 仗i t r o g ` ” a s e

一 a e t i v it y

S
r t a i n },: m o l C Z H一 g

一 1

n o
d

u l￡s 。
h
一 i

a七 C

b
c d

e
d

e
d
o

e
d
e

5 个菌株所结根 瘤与接种菌株的抗血清符合率低于的肠
,

故 数据未列入
.

快生型菌株的固氮酶及放氢量测定结果列于表 4
。

可以看 出所测快生型菌株全部放

氢 , 说明其氢酶活性低或无氢酶活性 〔5
、

1]
。

相对效率均较有氢酶菌株 U S D A l lo 为低
。

相对效率为 o
。

5一 0
.

8之间
。

对 2 0 6 6
、

2 0 5 7
、

2 05 9三株快生型菌和 U S D A l l 。 慢生型菌的根瘤豆 血红蛋白进行 r

测定和比较
,

结果见表 5
。

初步测定说明接种后植株地上部的干重
、

全氮量表现好的菌株
,

其所形成根瘤的豆

血红蛋白的含量也较高
。

而且快生型菌株 2 056
、

2 0 5 7根瘤的豆血红蛋 白较 U S D A l l 。的
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喊血红蛋自含址略增加或接近
。

而 2 0 5 9接种的植株干重
、

全氮量和豆血红蛋 白含量均

氏干 2 0 5 6
、

2 0 5 7和 〔丁S D A i l o
。

表 4 快生型和慢生型菌株接种的根瘤的放氢和相对效率

T a b l e 4
.

H Z e v o ! u t i o n a n d r e l a t i v e e f f i e i e n e y o f n o d u l e s o f

P 1a n t s i n o e u l a t e d b y f a s t g r o w i” 9 a n d s l o w
一

g r o w i n g R
.

j a P o n i e u m

一— —
- -
一 ~一一 ~

一
~

` -
一 一

“ - -一
-

- - -

一
.

一一

一
一 一

—
一 一

~ ~ ~ ~ ~朴 ~
- - .

- -

- 一 一一
~
一
一 ~一一一一一

一 ~一—
一 )

一
-一一

—

一
固 氮 酶 活 性 净 放 I飞 见 拓 、 ` *

S t r a i
: ;

2 05 6

2 06了

2 0 5 3

2 0 5 9

2 0 58

2 0 4 8

2 0 5 1

2 0 50

B i `

N i士r o g e n a s e a e t iv i t y

n M o 1 C : H`
·

g
一 1几 o d u l o s

·

h

又 e t H : 。 v o
l
u t i o n n M o l

壬于么
·

g
一 l o o d ., l e s

·

il
一 1

16 9 走

18 2了

2 4 4 6

R e l a t iv e e f f i
e i e n e y

.08
一
.06一.06

8 55 1

5 5 4 1

了13 6

3 8 8 0 1 04 7 0
_

7 3

6 1 8 5 18 4 6 0
.

7 0

7 9 5 6 2 4 2 1 0
.

7 0

5 8 47 2 7 7 5

4 1 4 9 1 6 9 7

5 3 1 2 2 54 8

0
.

53

0
.

60

0
.

6 3

U S D人1 1 0 9 7 0 8
.

0 0

表 5 不同菌株接种的植株干重
、

全 氮盆及豆血红蛋白含惫的比较

T a b l e 5 D r y w e i g h t T o t a l N a n d L e g h e m g 1O b i n e o n t e n t

0 f p l a n t s i n o e u l a t e d b y d i f f e r e n t S t r a i n s

菌 株 植 株 干 重 全 抓 量 豆 血 红 蛋 白 含 量

P l
a n t t o P d

r y w e i g h t t o t a l lJ i t r o g e n
L

e g h e m g l
o
b i

n

S l r a i u ( g / q z
a n t ) ( m g zp l a n t ) ( m g l g

·

n o d u l e s )

20 56

{
_

_

_
_
_ _ _ _ _

上竺_ _
_

_ _
_

_

_

19 29
_ _

_
_ _ _ _

竺些
.

_ _
_

_

_ _
_

_

2 0 5 7 1
.

2 1 19
.

2 3 9
.

8 1

2 0 59
1

1
.

0 3 1 6
.

17 7
.

1 8

2 1 10

{ i云
一

而
-

-

- - - 一 ,`而
- -

一

丧中数据为 2 次测定平均值

4
.

快生型大豆根瘤菌与其它豆科植物的共生试验

快生型大豆根瘤菌除与大豆共生外
,

可在虹豆
、

绿豆及大翼豆上结瘤
。

对所结根瘤

全部用相应菌的抗血清进行识别
,

均为接种菌株形成的根瘤
。

试验结果列于表 6
。
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四
、

结 果 和 讨 论

1
.

所测 13 株快生型大豆根瘤菌繁殖一代的时间为 2
.

4一 3
.

9小时
。

从辽宁分离的 13

株菌染了其它一些不同于慢生型大豆根瘤菌为特性外
,

其代时确属快生型
。

试验中测定

的 U S D A 1 91 的代时与 K e y s e r
等测定值一致

。

2
.

V i n c e 叭认为
:

快生型根瘤菌较慢生型根瘤菌利用碳源的范围更广泛
;
它具有多

种糖酵解的途径〔钓
。

G r a h a m 指出
,

一般快生型根瘤菌能 利用 20 种碳源中的 18 种 ; 而

一般慢生型大豆根瘤菌仅能利用 8 种 〔 3 〕
。

S ot w e r s
报道 了快生型大豆根瘤菌在所测的

20 种碳源上儿乎都可以利用
,

在多数碳源培养基上产酸
,
在墟拍酸盐

、

苹果酸盐
、

柠檬酸

盐上产诚 〔 2 〕
。

本试验所用碳源与 S ot w e r s
所用的虽不完全一致

,

但趋势完全一致
。

快

生大豆根瘤菌不仅能利用己糖
、

五碳糖
、

三碳糖
,

而且能利用乳糖等双糖
。

在苹果酸钠
、

丙酮酸钠上产碱
。

说明快生型大豆根瘤菌确实有多种糖酵解途径
。

不利用菊糖的结果与

S a d o w s k y 一致 〔 8 〕
。

表 6 快生型大豆根瘤菌交叉接种试验结果

T a b ! e 6
.

C r o s s i n o e u l a t i o n t e s t o f f a s t g r o w i n g R
.

j a P o n i c u m

{ 快 生 聪 很 瘤 菌

寄 主 植 物
F

a , t一 g r o w i挑很R 。

Ja P 0 n l c u m 相应 的根瘤菌

试 验 菌 株 数
H

o s t P l a n t

N
u m o e r o

f
s t r a i n s

结 瘤 菌 株 数

N
u m b

o r o f

n o d u
l
a t i n g s t r a i n s

C o m P a t i b l e

R h i z o b iu m

红三叶草 ( T r i f
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一
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朴 接种 2 052的三个重复中只有一个结瘤
,

故该株未计算在 内
苦 o n

l y
o n o o f t h o t h

r e o r e p lie a t e s g e t a ” o d u
l
e ,

5
0 t h i s s七r a i n ( 2 0 52 ) in n o t i n e

l
u
d
e
d

.

3
.

快生型大豆根瘤菌 与栽培大豆品种共生
,

经两年盆栽试验证明
:

与
“

开育八号
”

“
铁丰18 号

”
共生时

,

部分菌株在植株千重
、

含氮量及 固氮酶活性均与慢生型大豆根瘤

菌株 U S D A l l o
、

B : 。 相 当
。

这与 D u t e a u 、

M e l o u g h l i n 的报道 〔。
,

10〕及最近
.

H a t t o r i 〔1飞口



1 期 樊 蕙等
:
快生型大豆根瘤菌的理化特性和共生效应 (二 )

的报导一致
。

快生型大豆褚侧南菌形成根瘤的豆血红蛋白的主要组份与慢生型大豆根瘤近

的一致 〔1)2
。

本文报告了快生型菌株接种后植株干重
、

全氮量表现好的菌株所结根瘤的

豆血红蛋白含量不低于慢生型大豆根瘤 菌的根瘤
。

这个结果证明了快生型大豆根瘤菌有

直按应用于生产的可能性
。

4
.

对快生型大豆根瘤菌生理生化特性二年的研究及国外 同类工作比 2
、

8〕表明
,

其生

理生化特性与慢生型大豆根瘤菌泊去甚远
,

更按近 于其他快生型根瘤菌
,

但其共生特性与

慢生型大豆根瘤菌卞川以
,

而且不在红三叶草
、

草木椰
、

紫云英
、

豌豆
、

菜豆上结瘤
。

最近

匕im 等证明
,

快生型大豆根瘤菌外多塘和脂多糖的成分中既有其它快型根瘤菌中没有的

成分
,

又有慢型大豆根瘤菌没有的成分川〕
。

S “ h ol la 等用 D N A 杂交技术测定快型大

豆根瘤 菌与其他根瘤菌种同源百分率的结果表明
,

其与 R h i z o b iu m 中典型种菌株 D N A

同源水平平均仅为 19 %
,

与大豆
、

羽扇豆
、

立豆等慢型很瘤菌的 D N A 同源水平平均为

21 % {14 〕
。

因此
,

给快生型大豆根瘤菌规定一个恰 当的分类地位是十分必要的
。

对此尚

需进一步研究
。
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