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*目的+从杨树根际土壤筛选固氮菌(并研究其生长特性)*方法+在内蒙古的阿尔山国家森林公园

自然保护区(采集杨树根际土壤(采用阿须贝无氮培养基分离纯化杨树根际土壤固氮菌)对分离纯化的固氮菌进行

形态和生理生化鉴定'用细菌通用引物
$D/
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&!F$+

对固氮菌
&">+H06

序列进行扩增并测序(应用
H06C60"=%

软

件进行序列校正及多序列比对(使用
C6\@!

中的邻接法!
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"构建系统发育树)对分离所获固氮菌的生长特性和解

磷能力进行测定)*结果+从阿尔山杨树根际土壤中共分离出
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株

固氮菌(菌落形态,生理生化特性鉴定及系统发育树结果显示(以上
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株固氮菌分别属于柄杆菌属!
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",类芽孢杆菌属

!
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",沙雷氏菌属!
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",芽孢杆菌属!
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")不同固氮菌生长的最适
M

]

和温度有差异)分离得

到的固氮菌中(只有
i_$

和
i_D

具有解磷活性)*结论+阿尔山自然保护区杨树根际土壤固氮菌资源丰富(其生物

学特性有明显差异)
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生物固氮是指微生物通过固氮酶的催化将大气

中的分子氮还原为氨的过程(在生物固氮中(固氮量

的
"%b

由陆生固氮生物完成(

!%b

由海洋固氮生物

完成%

&E$

&

)到目前为止(所发现的生物固氮作用只存

在于细菌域和古生菌域中(在分类地位上主要隶属

于固氮菌科!

6W)1)X-?14+-?4-4

",根瘤菌科!
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",甲基球菌科
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",蓝细菌!
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.+&P.07(6,.

"以及芽

孢杆菌属!

#.0,''G9

"和梭菌属!

%'&976,1,G-

"中的部

分菌种)自
&''"

年人们首次分离出共生固氮的根

瘤菌起(至
$%%"

年已发现的固氮微生物多达
$%%

余

属%

#E"

&

)

近年来(很多学者热衷于研究农业作物及固氮

树种的固氮作用%

DE&#

&

(而对于非固氮树种的固氮研

究相对较少(仅限于杨树,杉木,茶树,马尾松,桉树

等的初步研究(且集中在联合固氮菌的回接对这些

树木的促生效应方面%

&!E$&

&

)杨树具有适应性强,生

长速度快,轮伐期短等特点(已成为主要的造林树

种(广泛地应用于森林保护,农田防风固沙和道路两

边的绿化等领域(其氮素来源于土壤和人工施用的

氮肥(对土地消耗巨大%

$$E$#

&

)杨树作为非固氮树种

的典型代表(其固氮机制研究相对较少)因此(本研

究对阿尔山国家森林公园自然保护区杨树根际土壤

固氮菌进行了筛选(并对其特性进行分析(旨在探明

杨树的固氮机制(为以非固氮树种为主的森林生态

系统的可持续发展提供理论依据)

&

!

研究区概况

研究区位于内蒙古自治区东部兴安盟的西北

端(地处大兴安岭中段(被呼伦贝尔,锡林郭勒,科尔

沁,蒙古四大草原所环抱(东邻扎兰屯市(西与锡林

郭勒盟及蒙古国接壤(北与呼伦贝尔新巴尔虎左旗,

鄂温克旗毗邻(南与兴安盟科右前旗相接(地理坐标

为北纬
!"p#FeU!Dp#Fe

(东经
&&Fp$'eU&$&p$#e

)年

均温度为
U#=&c

(年平均湿度为
D%b

(每年
DU'

月份湿度最大(约为
'%b

(春季湿度在
G%b

左右(冬

季湿度为
D"b

"

DFb

)阿尔山森林资源丰富(森林

面积
!"=!

万
2N

$

(人工林
&%=G#

万
2N

$

(森林覆盖

率为
DF=$b

(活立木蓄积量
$'$"&#'D=&N

#

)林相

以寒温带针阔叶混交林为主(树种以兴安落叶松,油

松,山杨,白桦为主(均为非固氮树种%

$!E$G

&

)

$
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研究方法

$=&
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主要试剂

细菌基因组提取试剂盒(天根生化科技有限公

司生产'

2.

C

C-514+C:a

!

$d

"(购于南京博尔迪生

物科技有限公司)试验所用引物由生工生物工程

!上海"有限公司合成)

阿须贝无氮培养基#葡萄糖
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)
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土样的采集

$%&G

年
'

(在阿尔山国家森林公园自然保护区

杨树分布区内选取一块样地(设置
G

个不同的采样

点!

!

个顶点加
&

个中心点"(每个采样点选取一棵

杨树(去除地表的腐殖质(用无菌的铁锹挖取
#%?N

深的土壤(找到杨树根系(将带有根系的土壤装入灭

菌的密封袋(带回实验室于
!c

冰箱保存备用)

$=#

!

根际土壤固氮菌的分离与纯化

参考文献%

$"E$D

&(采用阿须贝无氮培养基分离

纯化土壤样品中的固氮菌)称取土样
&%

Y

(放入装

有
F%N[

无菌水的加玻璃珠的三角瓶中(在摇床上

于
&G%+

$

N:,

振荡
$%N:,

(依次制成稀释度分别为

&%

U#

(

&%

U!

(

&%

UG的土壤悬液(分别接种到培养皿中(

用无菌玻璃棒涂布均匀(

$'c

下培养
"

"

DA

)将培

养出来的固氮菌菌落利用划线法进行分离(培养分

离到的纯种固氮菌
!

"

GA

(之后再转接
#

次(保证分

离纯化的固氮菌仍具有固氮作用)将纯化后的固氮

菌保存于试管中(置
!c

冰箱中保存备用)

$=!

!

根际土壤固氮菌的形态观察及生理生化特性

测定

依照4微生物学实验5

%

$'

&及周国英等%

$F

&的方法(

对分离出的固氮菌进行菌体形态及生理生化鉴定(

以不接菌的培养基作为空白对照!
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根际土壤固氮菌系统发育树的构建

利用细菌基因组提取试剂盒提取固氮菌基因组

H06

(具体操作方法详见试剂盒说明书)以细菌基

因组
H06

为模板(采用细菌通用引物
$D/

!

GeE

6\6\SSS\6SPPS\\PSP6\E#e

"和
&!F$+

!

GeE

\\SS6PPSS\SS6P\6PSSE#e

"扩增
&">+H06

)

ZPQ

反应体系为
$G

$

[

#

H-4-N2.

C

\+44,ZPQC-5E

14+C:a

!

$d

"

&$=G

$

[

(

&%

$

N).

$

[

引物
$D/&=%

$

[

(

&%

$

N).

$

[

引物
&!F$+&=%

$

[

(模板
H06&=%

$

[

(

AA]

$

I

F=G

$

[

)

ZPQ

反应条件#

FGc#N:,

'

FGc#%5

(

!#

c#%5

(

D$c&N:,

(

#%

个循环'

D$c&GN:,

)

ZPQ

产物送上海生物工程有限公司进行
&">+H06

测序)

将测定的固氮菌
&">+H06

序列经软件
H06E

C60"=%

校 正 后 引 入
@WS-a),

!
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4W1-a),

"(进行菌株分类地位的初步

确定(寻找相似性最高的模式种序列作为系统发育

分析的参比序列(利用
H06C60"=%

进行多序列

比对(然后采用
C@\6!

中的邻接法!

0(

"构建系统

发育树(自展值!

O))151+-

M

"为
&%%%

(分析根际土壤

固氮菌的系统发育地位%

#%E##

&

)

$="

!

不同
M

]

和温度对根际土壤固氮菌生长的影响

$="=&

!M

]

!

将筛选出的固氮菌制成菌悬液(使其

在
"%%,N

处的吸光值!

N

"%%,N

"为
%=%G

(吸取不同固

氮菌的菌悬液
%=&N[

(分别接种于
M

]

为
#

(

!

(

G

(

"

(

D

(

'

(

F

(

&%

和
&&

的阿须贝无氮培养基中(每处理
#

个重复(

$'c

培养
GA

(观察菌落生长情况)

$="=$

!

温
!

度
!

吸取上述菌悬液
%=&N[

接种于

阿须贝无氮培养基中!

M

]D=%

"(每个处理
#

次重

复(分别于
!

(

&G

(

$'

(

#D

(

!Gc

培养
GA

(观察不同温

度下菌落的生长情况)

$=D
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根际土壤固氮菌解磷能力的测定

将不同固氮菌进行活化处理后(采用溶磷圈

法%

#!

&接种到无机磷培养基中(

$'c

培养
&%A

(观察

菌落周围是否有透明圈出现(如果出现(测定透明圈

直径!

N

"和菌落的直径!

1

"(用
N

$

1

表示菌株解磷

能力的强弱(其值越大(表明菌株解磷能力越强)

#

!

结果与分析

#=&

!

杨树根际土壤固氮微生物的分离与纯化

根据菌落大小,颜色,透明度,边缘是否整齐等

特征(最终从杨树根际土壤中分离得到
'

株能在阿

须贝无氮培养基上生长的细菌(分别命名为
i_&

,

i_$

,

i_G

,

i_D

,

i_'

,

i_F

,

i_&!

和
i_&G

)

#=$

!

杨树根际土壤典型固氮菌菌落的形态及生理

生化特性

从图
&

可以看出(

'

株固氮菌的菌落形态各不

相同(菌株
i_&

菌落较大(淡黄色(不透明(表面较

湿润,光滑(边缘整齐(扁平'菌株
i_$

菌落大小中

等(乳白色(不透明(表面较湿润,光滑(边缘整齐(扁

平'菌株
i_G

菌落较小(乳白色(不透明(表面湿润,

光滑(边缘整齐(突起'菌株
i_D

菌落较大(中间淡

黄色(边缘乳白色(不透明(表面湿润,光滑(边缘整

齐(突起'菌株
i_'

菌落较大(乳白色(不透明(表面

湿润,光滑(边缘整齐(突起'菌株
i_&!

菌落大小中

等(乳白色(不透明(表面较湿润(边缘不整齐(扁平'

菌株
i_&G

菌落较小(乳白色(不透明(表面较湿润(

边缘不整齐(扁平'菌株
i_F

菌落大小中等(乳白

色(不透明(干燥(边缘不整齐(扁平)

图
&

!

阿尔山国家森林公园自然保护区杨树根际
'

株土壤固氮菌的菌落形态

8:

Y

=&

!

P).),

<

N)+

M

2).)

Y<

)/'14514A,:1+)

Y

4,E/:a:,

Y

51+-:,5:,$&

@

G'G9[=+2:W)5

M

24+4

:,6+a-,0-1:),-.8)+451Z-+L
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!!

由表
&

可知(

'

株典型固氮菌的生理生化特征

具有明显的差异)菌株
i_&

的葡萄糖,乳糖,甘露

醇,蔗糖,尿素水解,过氧化氢酶反应均为阳性'菌株

i_$

的葡萄糖,乳糖,甘露醇,蔗糖,吲哚试验,淀粉

水解,油脂水解,过氧化氢酶反应均为阳性'菌株

i_G

的葡萄糖,甘露醇,蔗糖,尿素水解,过氧化氢

酶反应均为阳性'菌株
i_D

的葡萄糖,甘露醇,甲基

红试验,

BZ

试验,尿素水解,过氧化氢酶反应均为

阳性'菌株
i_'

的葡萄糖,乳糖,甘露醇,蔗糖,尿素

水解,过氧化氢酶反应均为阳性'菌株
i_&!

的葡萄

糖,乳糖,甘露醇,蔗糖,吲哚试验,淀粉水解,油脂水

解,尿素水解,过氧化氢酶,明胶液化反应为均为阳

性'菌株
i_&G

的葡萄糖,甘露醇,吲哚试验,

BZ

试

验,油脂水解,过氧化氢酶,明胶液化均为阳性'菌株

i_F

的葡萄糖,甘露醇,蔗糖,

BZ

试验,油脂水解,

过氧化氢酶,明胶液化,革兰氏染色反应均为阳性)

表
&

!

阿尔山国家森林公园自然保护区杨树根际
'

株固氮菌的生理生化特征

S-X.4&

!

Z2

<

5:).)

Y

:?-.-,AX:)?24N:?-./4-1*+45)/'14514A,:1+)

Y

4,E/:a:,

Y

51+-:,5:,$&

@

G'G9[=

+2:W)5

M

24+4:,6+a-,0-1:),-.8)+451Z-+L

菌株

>1+-:,

葡萄糖

\.*?)54

乳糖

[-?1)54

甘露醇

C-,,:1).

蔗糖

>*?+)54

甲基红试验

C412

<

.+4A1451

吲哚试验

J,A).41451

BZ

试验

BZ1451

i_& ^ ^ ^ ^ U U U

i_$ ^ ^ ^ ^ U ^ U

i_G ^ U ^ ^ U U U

i_D ^ U ^ U ^ U ^

i_' ^ ^ ^ ^ U U U

i_&! ^ ^ ^ ^ U ^ U

i_&G ^ U ^ U ^ ^ U

i_F ^ U ^ ^ U U ^

PR U U U U U U U

菌株

>1+-:,

淀粉水解

6N

<

.):A

2

<

A+).

<

5:5

油脂水解

\+4-54

2

<

A+).

<

5:5

尿素水解

P-+X-N:A4

2

<

A+).

<

5:5

过氧化氢酶

P-1-.-54

明胶液化

\4.-1:,

.:

V

*4/-?1:),

革兰氏染色

\+-N51-:,

菌体形态

O-?14+:-

i_& U U ^ ^ U U

杆状
Q)AE52-

M

4A

i_$ ^ ^ U ^ U U

杆状
Q)AE52-

M

4A

i_G U U ^ ^ U U

杆状
Q)AE52-

M

4A

i_D U U ^ ^ U U

杆状
Q)AE52-

M

4A

i_' U U ^ ^ U U

杆状
Q)AE52-

M

4A

i_&! ^ ^ ^ ^ ^ U

杆状
Q)AE52-

M

4A

i_&G U ^ U ^ ^ U

杆状
Q)AE52-

M

4A

i_F U ^ U ^ ^ ^

杆状
Q)AE52-

M

4A

PR U U U U U U

无菌体
0)X-?14+:-

!!

注#-

^

.表示反应呈阳性(-

U

.表示反应呈阴性(-

PR

.表示空白对照)

0)14

#-

^

.

=Z)5:1:;4

(-

U

.

=04

Y

-1:;4

(-

PR

.

=O.-,L?),1+).

#=#

!

杨树根际
'

株土壤固氮菌
&">+H06

基因序

列测定及系统发育分析

用细菌通用引物
$D/

和
&!F$+

(对阿尔山杨树根

际土壤中分离出的
'

株固氮菌的
&">+H06

基因片

段进行扩增(所得片段长度均约为
&=GLX

!图
$

"(符

合细菌
&">+H06

的大小)

!!

将测定的固氮菌
&">+H06

序列引入
@WS-a),

进行序列比对(结果表明(从杨树根际土壤分离出的

'

株固氮菌的
&">+H06

与相关标准菌株的相似性

为
F"='Gb

"

FF='b

)根据
&">+H06

鉴定标准(

同源性大于等于
FDb

的属于同一种(同源性大于

'Gb

而小于
FDb

的认定为同一个属不同的种%

#GE#"

&

)

从系统发育树!图
#

"可以看出(分离出的
'

株固氮

菌分属于
'

个不同的属)

C=H06 C-+L4+

'

&

"

'

分别为菌株
i_&

,

i_$

,

i_G

,

i_D

,

i_'

,

i_F

,

i_&!

,

i_&G

扩增产物

C=H06 C-+L4+

'

&U'=Q4

M

+454,1-N

M

.:/:?-1:),

M

+)A*?15)/i_&

(

i_$

(

i_G

(

i_D

(

i_'

(

i_F

(

i_&!

(

-,Ai_&G

(

+45

M

4?1:;4.

<

图
$

!

阿尔山国家森林公园自然保护区杨树根际
'

株

固氮菌
&">+H06

电泳图谱

8:

Y

=$

!

6N

M

.:/:?-1:),

M

+)A*?15)/&">+H06

Y

4,4/+)N

,:1+)

Y

4,E/:a:,

Y

X-?14+:-51+-:,5:,$&

@

G'G9[=+2:W)5

M

24+4

:,6+a-,0-1:),-.8)+451Z-+L
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!!

根据4伯杰氏鉴定细菌学手册5

%

#D

&和4常见细菌

系统鉴定手册5

%

#'

&

(结合
&">+H06

序列分析(最终

确定(分离自阿尔山杨树根际土壤的固氮菌
i_&

,

i_$

,

i_G

,

i_D

,

i_'

,

i_&!

,

i_&G

和
i_F

分别

属于柄杆菌属!

%.G'&P.07(6

",叶杆菌属!

$3

4

''&P.0J

7(6,G-

",红球 菌 属 !

A3&1&0&00G9

",假 单 胞 菌 属

!

$9(G1&-&+.9

",根瘤菌属!

A3,T&P,G-

",类芽孢杆

菌属!

$.(+,P.0,''G9

",沙雷氏菌属!

/(66.7,.

",芽孢

杆菌属!

#.0,''G9

"等)

图
#

!

基于
&">+H06

序列的阿尔山国家森林公园自然保护区杨树根际固氮菌的系统发育树

8:

Y

=#

!

Z2

<

.)

Y

4,41:?1+44X-54A),&">+H0654

V

*4,?45/+)N,:1+)

Y

4,E/:a:,

Y

X-?14+:-51+-:,5:,$&

@

G'G9[=

+2:W)5

M

24+4:,6+a-,0-1:),-.8)+451Z-+L

#=!

!M

]

和温度对杨树根际
'

株土壤典型固氮菌

生长的影响

#=!=&

!M

]

!

从表
$

可以看出(不同固氮菌生长的

M

]

范围有差异(菌株
i_&

,

i_$

,

i_G

生长
M

]

为

#

"

F

(其中
i_&

和
i_$

的最适
M

]

为
"

"

'

(

i_G

的

最适
M

]

为
"

"

D

'菌株
i_D

的生长
M

]

为
!

"

&%

(最

适
M

]

为
"

"

'

'菌株
i_'

的生长
M

]

为
#

"

&%

(最适

M

]

为
D

'菌株
i_&!

生长的
M

]

为
#

"

&&

(最适
M

]

为
D

'菌株
i_&G

生长的
M

]

为
G

"

F

(最适
M

]

为
"

"

D

'菌株
i_F

生长的
M

]

为
!

"

&%

(最适
M

]

为
D

)

表
$

!

阿尔山国家森林公园自然保护区杨树根际
'

株固氮菌在不同
M

]

下的生长情况

S-X.4$

!

@//4?1)/A://4+4,1

M

]),

Y

+)312)/51+-:,5/+)N$&

@

G'G9[=:,6+a-,0-1:),-.8)+451Z-+L

菌株

>1+-:,

M

]

# ! G " D ' F &% &&

i_& ^ ^^ ^^ ^^^ ^^^ ^^^ ^^ U U

i_$ ^^ ^^ ^^ ^^^ ^^^ ^^^ ^^ U U

i_G ^^ ^^ ^^ ^^^ ^^^ ^^ ^^ U U

i_D U ^^ ^^ ^^^ ^^^ ^^^ ^ ^ U

i_' ^ ^ ^ ^^ ^^^ ^^ ^^ ^ U

i_&! ^ ^^ ^^ ^^ ^^^ ^^ ^ ^ ^

i_&G U U ^^ ^^^ ^^^ ^^ ^ U U

i_F U ^ ^ ^^ ^^^ ^^ ^^ ^^ U

!!

注#-

U

.表示不生长(-

^

.表示生长(-

^^

.表示生长较好(-

^^^

.表示生长旺盛)下表同)

0)14

#-

U

.

Q4

M

+454,15,)

Y

+)312

(-

^

.

Q4

M

+454,15

Y

+)312

(-

^^

.

Q4

M

+454,15

Y

))A

Y

+)312

(-

^^^

.

Q4

M

+454,15.*52

Y

+)312=S245-N4

X4.)3=

#=!=$

!

温
!

度
!

从表
#

可以看出(不同固氮菌生长

温度不同(菌株
i_$

,

i_G

,

i_'

,

i_F

的生长温度

范围比较广(在
!

"

!G c

都能生长'菌株
i_&

和

i_D

生长温度为
&G

"

$' c

'菌株
i_&!

生长温度

2:
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为
&G

"

#Dc

'菌株
i_&G

生长温度为
!

"

#Dc

)

表
#

!

阿尔山国家森林公园自然保护区杨树根际
'

株固氮菌在不同温度下的生长情况

S-X.4#

!

@//4?1)/A://4+4,114N

M

4+-1*+4),

Y

+)312)/51+-:,:,$&

@

G'G9[=+2:W)5

M

24+4:,6+a-,0-1:),-.8)+451Z-+L

菌株

>1+-:,

温度$
c S4N

M

4+-1*+4

! &G $' #D !G

i_& U ^^^ ^^ U U

i_$ ^ ^^^ ^^^ ^ ^

i_G ^ ^^ ^^^ ^ ^

i_D U ^^^ ^^^ U U

i_' ^ ^^^ ^^^ ^ ^

i_&! U ^^ ^^^ ^ U

i_&G ^ ^^ ^^^ U U

i_F ^ ^^^ ^^^ ^^ ^

#=G

!

杨树根际
'

株固氮菌的解磷能力

固氮菌除了具有固氮能力外(张晓勇等%

#F

&和

C-.:L

等%

!%

&还发现(有些固氮菌具有解磷作用)本

试验对筛选出的
'

株固氮菌的解磷能力进行了测

定(结果发现(只有菌株
i_$

,

i_D

在培养基上出现

了透明圈(其他菌株在培养基上未出现透明圈(其中

菌株
i_$

的透明圈直径!

N

"为
&=#G?N

(菌落直径

!

1

"为
&=&$?N

(其
N

$

1

值为
&=$&

'菌株
i_D

的
N

为
&=$?N

(

1

为
%=F?N

(其
N

$

1

值为
&=##

)结果表

明(只有
i_$

,

i_D

具有解磷能力(其他菌株无解磷

能力)

!

!

讨
!

论

植物根际土壤固氮菌具有丰富的多样性(对一

种植物而言(其根际土壤中能分离出几种甚至十几

种不同类型的固氮菌%

!&

&

)本研究利用阿须贝无氮

培养基从阿尔山国家森林公园自然保护区杨树根际

土壤中分离得到
'

株固氮菌(经菌落形态,生理生化

特性及分子生物学鉴定(分别属于柄杆菌属,叶柄菌

属,红球菌属,假单胞菌属,根瘤菌属,类芽孢杆菌

属,沙雷氏菌属,芽孢杆菌属等
'

个不同的属(表明

该地区杨树根际土壤固氮菌资源丰富)

本研究中(不同固氮菌的生长
M

]

和温度有差

异(其中有的固氮菌
M

]

生长范围比较宽(既可以在

碱性条件下生长(也可以在酸性条件下生长(如菌株

i_&!

'有的菌株具有较宽的温度生长范围(在
!

"

!Gc

都能生长(如菌株
i_$

,

i_G

,

i_'

和
i_F

'有

的固氮菌除了具有固氮能力之外(还具有解磷能力(

为树木的生长提供氮素营养的同时又提供磷素营

养(如菌株
i_$

和
i_D

)综上所述可知(不同类型

固氮菌的生物特性不同(这为森林生态系统非固氮

树种的固氮研究提供了理论依据)在后续的研究

中(将分离鉴定出的不同固氮菌回接到杨树根际(结

合杨树生长的特殊生境(筛选出可促进杨树生长的

优良菌株(为研制适合杨树生长的专用微生物肥料

提供理论依据)
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