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宁夏沙坡头地区根瘤菌特性分析

数值分类研究

李 颖 阮小超 陈文新

中国农业大学生物学院
,

北京

摘要 本实验分析了分离自宁夏沙坡头地区的 株根瘤菌和 株参比菌的 项生理

生化性状
,

经数值分类表明
,

全部供试菌株在 相似性水平上分为 个亚群
,

未知菌与

各已知菌群差异明显
,

其中 个菌株分别组成 个亚群
,

其分类地位有待于进一步分析确

定
。

关镇词 根瘤菌 数值分类

中图分类号

沙坡头位于宁夏中卫县境内
,

在植物地理分区上属于泛北植物区荒漠植物亚区的中亚

东部之 西
、

南部蒙古亚地区
。

这里具有典型的亚洲中部温带荒漠气候特征
。

在沙坡头地区的

科 种植物中
,

豆科植物的数量位居第四
,

占全部植物的
,

它们在此地区的农业

生产
、

土壤改良及防风固沙中起着重要作用
。

为充分了解沙漠地区根瘤菌资源
,

新疆协作

组王卫卫等川对沙坡头地区共生固氮资源进行了调查及根瘤样品室内分析
,

除新发现未见

记载的能结瘤豆科植物 种外
,

还发现由于该地区的豆科植物多数从外地引种
,

加之气

候干燥
,

沙土贫痔
,

生态环境复杂
,

豆科植物 自然结瘤率虽为
,

但根瘤的固氮活性普

遍不高
。

栽培时间短
,

水分条件差可能是沙坡头地区豆科植物共生固氮体系效能低下的主

要原因
。

目前我国面临着大片土地荒漠化的危险
,

特别是西北地区
,

风沙大
,

且干旱少雨
,

大量种植培育旱生植物尤为重要
。

一些耐旱的豆科植物可在沙坡头地区顽强地生存下来
,

逐步适应了恶劣的环境
,

已被根瘤菌侵染且具有固氮活性
,

这无疑是良好的自然资源
。

为提

高沙坡头地区豆科植物共生体系的固氮效能
,

我们对此地区根瘤菌特性进行分析
,

除测定

其形态
、

生理生化等表观性状外
,

还将逐步对它们的遗传性状进行分析
,

以便对其分类地位

作出恰当的判断
。

材料与方法

数值分类研究

材料 选取沙坡头地区新分离的未知根瘤菌 株
、

海南快生根瘤菌 株及其他参比

菌 株
,

菌株名称
、

寄主名
、

菌株来源等信息见表 和表
,

未知菌由王卫卫等提供
。

方法

①按李颖川选取的性状
,

对菌株进行唯一碳源的利用
、

唯一氮源的利用
、

对抗生素
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农 供试参比菌株一览衰

序号 菌 名

刀为矛考口乙勿功 ,

,

,

,

,

无

菌 号

艺介刀过刃诵切石勿功 声岁口
月忙。

声移丫旧矛亡口乙门

声叮丫旧矛亡“ 不口

幻油刀‘为刁 即

,
占 刀 月

丑丑

刀为 山

刀为考口占勿功

左人 ,

来 源

新西兰

新西兰

新西兰

黑龙江

美国

美国

美国

美国

美国

巴西

巴西

芬兰

芬兰

湖北

南京

河南

辽宁

美国

辽宁

巴西

新疆

新粗

新疆

海南

海南

海南

廿

﹄,月,﹄协︺月了门八︸,妇,月怪︸︸只钊“自马尸

‘山,, ,人乃‘一乙︺弓‘‘︼

模式菌株

和染料的抗性
、

初始生长温度和 范围
、

石蕊牛奶反应及几种酶的活性等项分别测试
,

具

体方法按参考文献「
,

〕
。

②将实验结果逐一记录
。

在所测试的 项性状中
,

除 项为全同须去除外
,

其余 项

按正反应为
“ ” ,

负反应为
“ ”
的原则

,

以菌株为行
,

性状为列组合排列成 的数据矩

阵
。

③在长城 微机上
,

用 中科院微生物所编制的 软件进行分析
,

包括 以

简单匹配系数 计算菌株间的相似性 以平均连锁 的方式聚类
,

系统 自

动绘出树状谱 以最大平均数法计算出未知菌群的中心菌株
,

并找出未知菌群的鉴别特

征
。

未知菌群 内中心菌株的形态观察 选取中心菌株 编号为 及与其亲缘关系较

近的菌株 编号为
,

分别在 斜面上活化 次
,

每次培养
,

观察前滴加

适量无菌水
,

℃温箱中使菌体 自然飘浮
,

然后按文献 介绍的负染法染色
,

置
一

型透射电镜下观察并拍照
。
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农 供试未知菌株一览衰

序号 菌 号 寄 主

下伦血 加 蚕豆

肠妊笋动彻
, 甘草

肠娇初 大豆

及加石 声叮裕刃 国槐

声户加 国槐
刀电阳 左 为万 柠条锦鸡儿

川西锦鸡儿

。

一
甘肃锦鸡儿

巴 树锦鸡儿

动叩为儿 刺叶锦鸡儿

二口甲石刀 寿“ 。‘口‘巴 紫移槐

万州沙 川。 , 。军劝刀。功 花棒

心 红花锦鸡儿
么 元伦 苦豆子

侧火叮动俪 尧 粗毛甘草
人介刁介职口 人切 , 天蓝首稽

从 , 紫花首楷

从 人护
“为为 天蓝首蓓

拭 , 咤户川切 野豌豆
月继 , 了公, 黄蔑

来 源

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏沙坡头

宁夏固原

宁夏固原

宁夏固原

宁夏固原

结果与讨论

① 株根瘤菌经聚类分析得出树状谱 图
,

全部菌株在 的相似性水平上分为两

群
,

群 为 株快生菌伍场众刃石勿二
,

群 为 株慢生菌任夯百试刃汤 , ’功 在 相似性水

平上群 又分为 个亚群
。 , , , , , ,

亚群内
,

各种已知参比菌按其亲缘关系的远近明

显分开
,

它们依次为 ,’
,

, 。动
,

二巴方白 ,’
,

力 ,’
,

‘吧 万
,

左 切 ,’

,

叩 第 亚群为两株未知菌
,

它们是 寄主为甘草 和 寄主为

国槐
,

第 亚群内
,

两株 刀 ,

和分离自海南的 株快生根

瘤菌 “
、 、

相聚
,

海南快生根瘤菌曾做过研究
,

在谭志远等困的分析中
,

它们与

几少 关系较密切
。

大部分未知菌 株 在 的相似性水平上相聚
,

在 相似水

平上又可将它们分为两个亚群 第
,

亚群
,

株聚为第 亚群
,

包括 寄主为柠条

锦鸡儿
、

寄主为川西锦鸡儿
、

寄主为苦豆子
、

寄主为粗毛甘草
、

寄主为黄蔑
、

寄主为花棒
、

寄主为甘肃锦鸡儿 第 亚群有 寄主为

红花锦鸡儿
、

寄主为天蓝首楷
、

寄主为紫花首楷
、

寄主为野豌豆
。

此

外
,

七株未知菌 寄主为大豆
、

寄主为树锦鸡儿
、

寄主为刺叶锦鸡儿
、

寄主为蚕豆
、

寄主为国槐
、

寄主为天蓝首楷
、

寄主为紫穗槐 未

能与任何亚群相聚
。

②表 列出了第 亚群与供试参 比菌 伍伪才劝石勿切 的鉴别特征
。

此亚群具有利用半

乳糖醇
、

乙酸钠
、

木糖和不能利用苹果酸钠作为唯一碳源而生长等特性
,

与 已知根瘤菌属
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相 似 性 ,

场 , 一 一 几一 口 艺

启 , 卜 ‘

二 掩
‘

﹃

⋯
习‘吕﹁︺﹁习﹁一习口﹁一口二﹁习﹃习﹁习

⋯
二二二

眨沁
洲 下

, 翻 此
人

幼 加
川盆

皿盆口

咫

” 人 面空

胶几吕

】 伪

优 泥皿加
‘ 止扣心

例吕

下 心 ,

名 胶佃名

日 彼 】

会 吕

】 铭

朋

鱼咭

阳

人 右

盆

舀

民 招

耽

下

匀〔

叫

屯

时 今‘

扣

舫

肠

门
,

山
弓 , 目 扭

图 宁夏沙坡头地区瘤菌数值分类树状谱
一

沂为二占勿切 的各个种群不尽相同
。

它们分别来自不同的寄主
,

但却紧密相聚
,

这很可能

与共处的生态环境有关
。

以往的研究结果 也曾证明
,

影响根瘤菌与其寄主植物共生固氮
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表 第 亚群与彩 , , 功 各种的鉴别特征

性 状 介己 邵 亚群

碳源利用

卜阿拉伯糖 一

半乳糖醉

乳糖

苹果酸钠 助

鼠李糖

仆核糖 压 一

乙酸钠 一

柠檬酸钠 一

香酸 一

香草酸 。 一

木糖
一

脯氨酸
一

氮源利用

甘氨酸

抗生素抗性

红霉素 一

拌
· 一

十 十

十

一一十

十

以上的菌株为正反应
,

一 以上菌株为负反应
,

界于两者之 ’

, 刀助 无 功
巴人为 无 万 了 巴动

了啥 “ 左害占

的因素十分复杂
,

除了两者原有的遗传因素外
,

生态环境也有可能成为生物生存的重要调

节因素
,

在沙坡头的这种特殊的生境中
,

不论是根瘤菌还是它们的寄主
,

均经 自然选择
,

不

断适应了干旱气候
,

出现了新的特征
,

如比较耐盐碱和高温
,

反映出它们与已知菌群在生

活习性上的具体差异
。

首蓓
、

大豆根瘤菌早 已分别确定了它们的分类地位
,

最近
,

分离 自

新疆的锦鸡儿
、

甘草
、

苦豆子等植物的根瘤菌也被定名为
‘〔口 ,

从本实验聚类分

析的结果看出
,

没有一株未知菌聚在已知菌群内
,

从而说明
,

来自相同寄主但不同生态环

境的菌株
,

确定其分类地位比较复杂
,

生境相同但来自不同寄主的菌株也许会在生理代谢

上产生一致的性状
。

沙坡头地区根瘤菌很有可能出现新种群
,

尚需通过
一

杂交
、

序列分析等实验进一步证明
。

③以最大平均数法确定第 亚群的中心株为
,

此亚群的根瘤菌为好氧
、

革兰氏

染色阴性的无芽抱杆菌
,

经电镜观察
,

中心菌株和与其相似程度较高的菌株 分别为

周生鞭毛和单端极生鞭毛
,

菌体大小为 一 一 拼
。

菌株最适生长温度

为 一
,

其生长代时为
,

在 平板上培养 后
,

菌落直径可达 一

全部菌株均 可在 高温处理 和 的碱性条件以 及含 的培养
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基上生长 淀粉
、

精氨酸不能作为其生长的唯一碳源
,

但可利用乙酸钠
、

柠檬酸钠
、

唬拍酸

钠
、 一

脯氨酸为唯一碳源而生长 次黄嗓吟
、 一

甲硫氨酸
、 一

胧氨酸等可作为唯一氮源而

被利用 红霉素含量 拜
、

卡那霉素含量 拜 、

氯霉素 拜 和含量

为 的澳百里酚兰可抑制菌株生长 此亚群的菌株在温度毛 时均不能生长
。

由于第 亚群和第 亚群的菌株较少
,

待增加菌株数量后再作详细分析
。

数值分类对于菌株初步分群具有重要的参考价值
。

本实验运用最新选择的生理生化性

状川对沙坡头地区的根瘤菌进行数值分类分析
,

已知参比菌的聚类结果表明
,

在 项性

状中
,

仅有 个因全同没有参加聚类
,

说明这些性状对于区别根瘤菌的不同菌群是可行的
。
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