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大豆三类共生体生理生化特性

变化规律研究 I

李 俊 葛 诚 徐玲玫 崔 阵 樊 蕙

( 中国农业科学院土壤肥料研究所 北京 10 0 08 ) 1

摘 要

本文报道 了从我国 巧 个省( 区 )分离的大豆 三类共生休 5 4个 菌株的部分生

理生化特性及 其变化的研究结果
。

菌株 的世代时 问N . l定表明
,

26 株快 生菌株

为 2
.

6 一 4
.

7 h r ,

1 2株慢生菌株 多数为 8
.

5 一 12
.

o h r ,

1 6株超慢生 菌株 在 1 8
.

2一

39
.

6h r
之 间

; 改变碳源对代时有影响
,

但仍在各 自的代时范 围 内
,

证 明世代时 间

是大豆才民瘤 菌菌株 间比较稳定 的重 要表型特征之一 ; 在 Y E M 培养基土快 生菌

株产酸
,

超慢 生 菌株 产碱能 力比慢 生 菌株 强
,

碳源 不 同使其产酸碱能 力 发生 变

化
; 三 类共 生休 中都存在尿酶

、 石肖酸 还原酶
、

过氧化 氢酶和 日一半乳糖普酶的活

性
,

快生 菌株这些晦活性较 强
,

超慢生 菌株较弱
,

慢生 菌株基本介于二者中间
。

关键词 大豆三 类共生 休
; 快生大 豆根瘤 菌 ; 慢生 大 豆根瘤 菌

; 超慢生大豆

根瘤 菌

目前在大豆根部结瘤的共生体报道有三个类群
,

根据其世代时间及其它特性分别称

为 快 生 ( S i n o从 1 2 0占i u m 介
e j i i 或 尺人12 0乙i u , n

fr
e d i i ) [ ,

、

” 〕
,

慢 生 ( B r a d y r h i z o b i u m

aj P o n i c u m ) [ , , ]和 超 慢 生 大 豆 根 瘤 菌 ( E S G
, e x t r a 一 s l o w 一 g

r o w i n g s o y b e a n

hr iz ob ia )z[
、 `0]

。

已进行的研究表明快生
、

慢生
、

超慢生这三类大豆根瘤菌间存在许多显著

差异
,

但它们均能与栽培大豆和野生大豆结瘤 固氮又说明彼此间有联 系
,

并 已总结出大豆

三类共生体间的初步变化规律 5[]
。

有关大豆根瘤菌的研究报道大多数是针对某一类群共

生体进行的
,

而很少从大豆三类共生体的角度去研究并探讨其变化规律
。

本研究对来源于

我国 15 个省 (区 )的大豆三类共生体 54 个菌株进行 了世代时间
、

产酸碱能力
、

更换碳源后

代时的变化测定
,

以及尿酶
、

过氧化氢酶
、

硝酸还原酶
、

p一半乳糖昔酶的生化测定
,

观察大

豆三类共生体在这些方面的异同及其变化
。

试验结果报告如下
。

.

国家自然科学羞金资助项 目
.

本 文于 1 9 9 3 年 8 月 3 日收到
。

T h is p a p e r w a s r e e e i v e d o n A u g
.

3
, 19 9 3

.
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一
、

供试菌株

大豆三类共生体菌株 54 株
,

具分离地区和寄主品种代表性
。

其中从辽宁等 4 省分离

的 E S G 1 6 株
。

来源于 1 0 省区的 B
.

j a p o ,: i c u m 1 2 株 5
.

fr
e d i i 2 6 株是从 1 5个省区 (市 )分

离的
。

菌株分离
、

纯化并回接确定为大豆根瘤菌后
,

根据分离物在平板或斜面上生长速率
、

B T B 反应及血清学反应等初步区分为三个类群的 z[J
。

参见表 1
。

表 1 大豆三类共生体菌株
、

分离地及分离寄主品种

T
a

b l
e 1 T e s t s t ar in s , t h

e i r i s o l a t io n lo e a t io n , a n d
o r ig in a l s o y b

e a n e u l t iv a r s

菌菌 株株 分 离 地地 分 离 的 寄 主 品 种种

SSS t r a i n sss
I

s o l
a r : o n

l仅
“ l 一o nnn

U
r 一9 I n a l s o y b

e a n e u l t l v a r sss

超超慢生大豆根瘤菌菌 辽宁
、

山西
、

黑龙江
、

湖北北 G
.

S o j a ,

W a l li a rn s 及 农家品品

((( ES G ) 2 0 4 4 等 1 6 个菌株株株 种种

慢慢生大 豆根瘤菌菌 贵州
、

山东
、

湖北
、

辽 宁
、

山 西
.

宁夏
、

黑龙龙 G
.

o a ,
.

G
.

J

刃
“ ,

铁 丰 3 号
...

((( B
.

j
a P o 二 i c u , ) 0 0 2 等 12 个菌株株 江

、

江西
、

安徽
、

河南南 6 2 7
,

8 3 一 1 9 ,

翰晚大豆
,

阜 7 6一 555

快快生大豆根瘤菌菌 辽宁
、

江 苏
、

山西
、

宁夏
、

黑 龙江
、

江西
、

山东
、、

G
·

, 0 , a ,

G
.

, a x ,

晋大 3 号
,,

((( S fr
e

d i i ) 2 0 4 8 等 2 6 个 菌株株 新扭
、

广 东
、

安徽
、

河北
、

河南
、

湖北
、

上海市
、、

农家黄豆
,

鲁豆 2 号
,

晋豆 83
,

中中

陕陕陕西西 豆 1 9
,

83 一 1 9
,

猴子毛毛

菌株的培养除 E S G 需用阿拉伯糖代替 Y E M 培养基中的甘 露作碳源外
,

其余均用

Y E M 培养基
。

二
、

方法

1
.

世代时间测 定
:

按文献 z[J 的方法进行
,

以 U S D A 2 05 为对照
。

通用代时测定是在

Y E M 培养基 (去钙 ) 中进行
,

测定 54 个大豆三类共生体菌株的代时
。

培养 4 天后
,

用 p H

计测定菌液的 p H 值
。

在更换碳源的代时测定试验中
,

限定培养基配方源 自文献 s1[ (碳源为甘油 4
.

0 9 /升和

谷氨酸钠 1
.

1 9 /升 )
,

阿拉伯糖培养基为仅在 Y E M 中用阿拉伯糖替代甘露醇作碳源
。

对三

类共生体中分布较广泛的 10 个菌株进行测定
,

同时也测定菌体在不同碳源培养基上的

p H 值
。

2
.

尿酶
、

硝酸还原酶测定
:

按文献 L’ 」中的方法进行
.

3
.

过氧化氢酶币一 半乳糖昔酶试验
:

按 S m ibe
r t 等 ls[ 〕方法进行

,

但需换碳源以适于大

豆三类共生体的生长
。

试 验 结 果

一
、

世代时间
、

p H 值及四种酶的生化反应测定

结果见表 2
。
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表 2 大豆三类共生体理化特性测定

aT b l e 2 Ph” io lo g ie a
l

a n d b io e h e m i
e a

l t r a it s o f t h
e t h r e e g r o u p s o f s o y be

a n r h i z

袱
a

菌菌 株株 代 时 ( h r ))) 培养 4 天后后 尿 酶酶 H
Z
O : 醉醉 硝酸还原醉醉 乒一半乳糖昔醉醉

tSSS r a i sssn G e en r a t io n t i m eee P H o f e u l t u r eee U r e a s eee o x id a s eee N i t r a t eee 日一 g a l a e t o s id a s eee

fffffffo r 4 d a y sssssss r e d u e始 s eeeee

EEE S GGG 2 9
。

4 000 7
。

7 777 +斗斗 +++ 一一 +++
222 0 4 444 2 3

。

6000 7
。

8 666 +++ +++ 一一 十十
222 0 6 000 3 1

。

4000 7
。

7 000 +++ +++ 十 一一 十干干

222 0 6 111 2 9
。

2000 7
。

7 888 +++ +++
一一

什什
222 0 6 222 2 6

。

2000 8
。

0 888 +++ 十十 +++ +++

222 0 6 444 3 1
。

6 000 7
。

6 000 ++++ +++ 十十 十十

222 0 6 777 3 9
.

6 000 8
.

0 444 干111 +++ 十十 十十十

222 0 6 888 3 1
。

3000 7
.

8 888 十111 +++ 十十 +于于

222 0 8 000 1 8
。

2 000 7
.

6 222 什什 ++++ +++ 十十

222 2 6 000 18
。

6 000 7
。

5 777 +十十 十+++ +++ 十十十

222 2 6 111 2 4
.

4 000 7
。

6 444 +++ +++ +++ +++

222 2 7999 2 8
。

2 000 7
.

7 666 +++ +++ +++ 十十十

222 28 111 2 9
。

6 000 7
。

6 333 ++++ 干+++ +++ +++

222 3 0 999 3 6
.

6 000 7
.

6 888 +++ +++ 十十 十十十

222 3 1 222 3 4
。

2 000 7
。

6 666 干十十 +于于 +++ +++

DDD E 4 5 444 2 0
.

5 000 7
.

9 000 干十十 +++ 十十 千干干

ppp E 5 4 444 9 8 666 7
.

1222 +++ +干干 +++ +++

BBB
.

aj 户。 ” ic “ ,, 10
.

6 000 7
.

1 000 十十 +十十 十十 +++

000 0 222 9
.

1 000 6
.

9 888 十十 干十十
曰公公

+++

000 0 555 1 1 5 000 7
.

1 222 干十十 手十十 +十十 +++

111 1 3一 222 9
.

8000 7
.

1 111 十十十 于十十

………
+++

222 04 000 1 0
.

2555 7
.

0222 干十十 十十十

…………
十十

2220 8 888 8
.

6555 7
.

1000 千十十 十千千
1

““ +++

222 2 2888 1 0
.

5000 7
.

2 222 +丰丰 干牛牛 于十十 +++

222 24 222 9
.

7000 7
.

0 222 ++++ 十十 十寺寺 十十

222 28 777 上
6

.

4 000 7
.

4 555 十十 +十十 千十十 +++

2223 1999 1 1
.

2 000 7
.

2 999 十+++ 十十十 十十十 +++

2223 2 555 8
.

8 000 7
.

0 888 于十十 +十十 千十十 +++

CCC 2 2 333 3
.

5 888 6 3 222 斗+++ 十十十 干斗斗 十十

111 0 3 2 444 3
.

7 000 5
.

6 555 干+++ 十十十 十+++ 拼拼

555
.

介记 1111 2
.

8 888 6
.

5 888 于+++ 十十十十 份份

222 0 4 444 3
.

2 000 4
.

4 777 十牛牛 +千千千 柑柑

222 0 4 999 3
.

9 000 6
.

3 444 斗魂魂 十+++++ 拼拼

222 0 5 999 2
.

6 000 6 0 777 十111 ++++++ 十十

222 0 7 555 3
.

4 555 6
.

3 777 {牛牛 柑柑柑 柑柑

222 07 888 3
.

6 000 6
.

5 444 +++ +十十十 川川

2220 9 222 3
.

7000 5
.

9 111 + }}} 州州州 十+++

2222 0 111 3
.

3 000 5 9 333 十十 牛十十十 柑柑

222 2 0 555 3
.

0 000 5
.

8 222 十十十 柑柑柑 柑柑

222 2 4 111 4
.

2 555 6
.

500000 十十十 十十十

222 2 4 555555555555555

222 2 5 111111111111111

2222 65
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( 续表 2 )

菌菌 株株 代 时 ( hr)))培养 4 天后后 尿 醉醉 H: 0 : 醉醉 硝酸还原醉醉 归一 半乳糖昔酶酶

SSS t a ri n sssG en e a rti n oti meeePHf o
e u lt eee r uUs e eee a r Oxi ds aeeei N t a rt eeep一 g a lae t os

i d as eee

fffffff or4 d a ysssssss e rd e uts eeeee a

222 2 6 888 4
.

2 6 555
.

7 777千卡卡 干 +++干斗斗 拼拼

222 2 7 1AAA 3
.

000 7 5
.

4 333十 111千 +++干十十 份份

222 30 000 4
.

0 5556
。

5000 十十 于十十 1111份份

222 30 777 3
.

5000 6
.

4 333十 111干十十 辛干干 份份

222 3 3666 3
.

8 000 6
.

6 111干 +++寺十十 于于于 十十

222 4 3 111 3
.

7000 5
.

5 999十干干 干干干 于于于 十十

222 3 5000 3
.

96 555
。

4 555 +++于 +++什什 十干干

CCC 3 3 111 3
。

8000 6
。

2 000 十 111什什 什什 柑柑

DDD E4 1 5554
.

1000 6
.

6 000 十干干 干干干 +干干 十十十

DDD H5 3222 2
.

6000 5
.

6 222 干十十 +++ +干干 柑柑

GGG d30 666 3
.

5 555 5
。

9 555十十十 十干干 1干干 十十

D UUU SA 1 9 111 3
.

4 000 5
.

5000 +++干十十 牛十十 十十

UUUD SA2 0 2 555
.

70
`̀

5
.

222 7十十十 干十十 ++++份份

UUUD SA2 5 7774
.

7000 6
.

4 333千干干 +++升升 份份

注
:

代时和 p H值为 2一 3次结果平均值
。

N ot e:
Gn e e a rti on ri m

e an dp H we e rt he m
e an v a ls e u of r w o or r h

re e rep li e ati on s.

1
.

世代时间
:

26 株 S
,

介
己 id i 代时在 2

.

6 ~ 4
.

h7
r 之间

,

多数为 3~ 4 h r (短于 h3
r 占 4

株
,

长于 4 h r
有 5 株 ) ;

所测 B
.

aj p o , : i c u m 1 2 个菌株代时为 8
.

6 5一 1 6
.

4 o h r ,

多数为 8
.

5一

1 2
.

o h r ,

仅 2 3 2 5菌株代时较长
,

达 1 6
.

4 o h r ; 1 6株 E S G 代时超长
,

大于 1 8 h : ,

其范围是

1 8
.

2 0一 3 9
.

6 o h : ,

变化幅度较大
。

2
.

在 Y E M 培养液中 p H 值
;

26 株快 生菌株全部产酸
,

p H 值范围 4
.

47 ~ 6
.

77
,

多数

为 5
.

50 一 6
.

5 0 ( p H 值小于 5
.

5 和大于 6
.

5 的分别为 2 株和 6 株 ) ; 12 株慢生菌株大都产

碱
,

p H 值为 6
.

98 一 7
.

54
,

其中代时长的菌株 2 3 2 5 的产碱能力较其它慢生菌株强
; 16 株

E S G 都产碱
,

p H 值范围在 7
.

57 一 8
.

08 之间
,

产碱能力明显比慢生菌株强
。

3
.

四种酶的生化反应
:

表 2 中正号 ( + )说明大豆三类共生体都存在这些酶
,

而正号的

多少表明酶活性的强弱
。

E S G 的 H刃
:

酶活性
、

还原硝酸盐能力在三类共生体中最弱
;
快

生菌株的四种酶活性表现最强
; 慢生菌株除 p一半乳糖昔酶活性与 E S G 一样弱外

,

H Oz
Z

酶和硝酸还原酶的酶活性介于另二类共生体之间
,

但尿酶的酶活性三类共生体差异却不

大
。

二
、

大豆三类共生体不同碳源条件下代时及 p H 测定

1
.

代时变化
:

从表 3 中可以看出
,

5
.

介 ed il’ 和 B
.

aj P o ilc
u m 菌株在三种培养基中

,

代

时以甘露醇作碳源的培养基 I 中最短
,

其次是用甘油和谷氨酸钠作碳源的培养基 I 最短
,

代时最长的是以阿拉伯糖作碳源的培养基 l
,

但这二类共生体在三种培养基上代时变化

不大
; E S G 则是在培养基 1 上代时最短

,

培养基 l 上最长
,

不同碳源的培养基上代时变化

幅度较大
。

2
.

p H 值变化
:

与在 Y E M 上产酸
、

碱情 况比较
,

三类共生体菌株在培养 I 和 l 上 p H

值不同
。

快生菌 侏在培养基 , 上产更多量的酸
,

在培养 I 上则产碱
;
慢生菌株在培养基 ,

上产更多的碱
,

在培养基 l 上则产少量酸
;
超慢生菌株在培养基 I 上产碱与培养基 I 上相
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当
,

在培养基 , 上产碱能力减弱
.

碳源的不同使菌株的产酸
、

碱能力发生变化
。

表 3 不同碳源对大豆三类共生体代时及 p H的影响

T a b l e 3 E f fe e t o f v a r io u s e a r

bo n s o u r e e s o n g e n e r a t io n t i me
a n d

p H
o

f
e u

l t u r e o f t h
r e e g r o u p s o f so y be

a n r h i z 侧冤 a

代 时 eG
n e r a t i o n t ime

培 养 基 ( m de i u m )

培养 4 天后 p H p H o f e u l t u r e fo r 4 d a y s

培 养 荃 ( m e d i u m )

20 4 8

B
.

少 a Po ” `c “ 功

1 0 3 2 4

00 5

E S G

2 0 6 0

2 0 6 2

2 0 6 8

2 0 8 0

2 30 9

D E 5 4 4

4 0 5

4
.

3 0

5
.

7 2

6
.

2 3

7
.

28

7
.

26

14
.

3 2

12
.

4 0

13
.

60

0 7

l 0

6
.

7 6

6
.

9 4

00口卜U门了0

23
.

6 0

2 9
.

2 0

4 6
.

2 0

3 2
。

6 0

19
.

3 0

19
.

8 0

5 3

7 0

l 6

1 5

3 9
.

60

3 1 30

4 4
.

6 0 2 5
.

8 0

2兮 6 0

3 4
.

2 0

4 5 8 0

2 1
.

6 0

2 5
.

2 0

7 l

0 8

2 0
.

5 0 3 5
.

4 0 1 8
.

6 0

7
.

6 5

7
.

6 4

7
.

0 7

7
.

2 8

30一OQù

注
:

培养基 I
、

N o t e :
C u l t u r e

、

一分别为 Y E M
、

iB
s h o p [ s ]

、

阿拉伯枪培 养荃
.

m de ia r
,

一 , a n d 一 s t a n
d f o r Y E M

,

B i s
h o p 〔. ] , a n d A

r a b i n o s e
m e d i a , r e s p e e t i v e ly

.

小 结 和 讨 论

1
.

本研 究对大豆三 类共生体 56 个菌 株代时测定结 果与以前报道 的代时范围一

致 [ 9
、 ` o

、
’ `〕

。

快生菌株 2
.

5 ~ 6
.

o h r ,

慢生菌株 6
.

0一 2 4
.

o h r ,

E S G 大于 14
.

o h r .

所测的 12 株慢生菌株中 2 3 2 5 的代时大于 1 4
.

ho
r ,

代时超长
,

产碱能力也较强
。

其原

因是它们可能就属超慢生菌株
,

或者是属于慢生和超慢生之间的过渡类型
。

2
.

更换碳源的代时测定结果说明不同的碳源对三类共生体菌株代时确有影响
。

但都

还在各自的代时范围内
.

世代时间作为大豆快生
、

慢生
、

超慢生根瘤菌的一个主要表型特

征是 比较稳定的
;
碳源的改变还使其产酸

、

碱能力发生变化
。

大豆三类共生体在三种碳源上代时测定结果表明菌株代时的长短主要可能是由细胞

内部代谢途径不同 7[J
,

快生菌株利用碳源范围广
,

具多种糖酵解途径
,

且在多数碳源上产

酸 l[’ 〕 ,

因而在三种碳源的培养基上快生菌株代时变化不大
。

由于 E S G 利用碳源范围窄
,

对碳源要求严格 .2L
`〕 ,

在不同碳源范围上测定的代时变化幅度较大
。

慢生菌株利用碳源范

围居中
,

在三种碳源上代时变化也居中
。

3
.

四种酶 的生化反应表明在快生 和慢生 大豆根 瘤菌中存在
,

与以前报道一致 15[ 〕
,
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E S G 也 存 在这 四 种 酶
。

三 类共 一 体 的四 种酶 活性 5
.

fr
e id i 较 强

,

E S G 则较弱
,

.B

aj P 口瓜cu m 基本上介于快生
、

超慢生菌株之间
。

4
.

本研究与前人 已做的工作 .5[
`〕均表明

,

在大豆上结瘤和固氮的三类共生体在世代时

间
、

细胞成分
、

生理生化特性上有较大的差异
;
最近的研究表明

,

超慢生类群与快生
、

慢生

大豆根瘤菌的 D N A 同源率平均分别为 14
.

8 %和 23
.

3 %
,

且与根瘤菌其它属种的 D N A

同源率亦很低 (李俊等 1 99 4户
`」

,

E S G 应为新的分类单元
。

然而这些不同的特性又有一定

的变化规律
,

对这些规律的探索
,

无论在理论上和实践上都有十分重要的价值
,

有必要深

入进行下去
。
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