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　　[摘　要 ]　在河南省根瘤菌资源调查的基础上,选取 29株快生根瘤菌和 34株参比菌株,进行了 102项表型性

状测定和聚类分析。结果表明:不同地理来源、甚至同一地理来源或同种寄主的不同菌株在碳氮源利用、抗生素抗

性、耐逆性等方面存在着较大的多样性。有 7株菌对链霉素、青霉素和白霉素有较强的耐受性;有 23株和 25株菌可

分别耐受 2. 0 göL 的香酚兰和中性红;有 2株菌可在含 50 göL N aC l的 YM A 培养基上生长;有 6株菌在 pH 值 11

条件下能够生长。在 84%的相似性水平上未知菌株构成了 2个独立的表观群,其中 C luster 1有 7株菌,中心菌株

为H 038; C luster 2有 3株菌,中心菌株为H 026。
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　　河南省位于东经 110°21′～ 116°39′, 北纬

31°23′～ 36°32′。地势西高东低,北、西、南三面山地

环抱,东部为辽阔平原,属暖温带和北亚热带大陆性

季风气侯,冬季寒冷少雨,春季干旱,风沙多,夏季多

雨且丰沛,秋季晴和日照长,生物资源丰富。据估计,

全世界豆科植物有近 2 万种,而对其根瘤进行详细

研究的不过 5%。目前,对该省根瘤菌资源的系统调

查和分类研究尚未见报到。本试验在广泛调查根瘤

菌资源的基础上, 选用经分离纯化、回接原寄主的

29 株快生根瘤菌和 34 株模式参比菌株, 进行生理

生化表型性状测定及数值分析,研究根瘤菌的表型

多样性,为根瘤菌的自然选种或选育固氮竞争能力

强的菌株提供了宝贵的种质资源及依据。

1　材料和方法

1. 1　菌　种

　　选用新分离纯化并经回接原寄主的快生根瘤菌

29株和模式参比菌株 34株。其中未知菌株编号、来

源及寄主名称等见表 1,模式参比菌株的选取参照

文献[ 1 ]。

1. 2　性状测定

性状测定项目及方法按文献 [ 2 ]进行, 63 株菌

株测定了包括惟一碳源利用、惟一氮源利用、抗生素

敏感性、对染料和化学药物的耐受性、耐盐及酸碱

性、生长温度范围、石蕊牛奶反应等共 102 个项目。

其中碳、氮源按 1. 0 göL 的终质量浓度加入。测试性

状名称: D 2果糖、D 2密三糖、鼠李糖、棉籽糖、赤丝草

醇、糖源、甜醇、肌醇、半乳糖、D 2木糖、D 2阿拉伯糖、

D 2核糖、树胶醛糖、密二糖、二硫苏糖、葡萄糖、阿冬

糖醇、山梨醇、山梨糖、马尿酸钠、麦芽糖、乳糖、蔗

糖、L 2半胱氨酸、L 2酪氨酸、L 2正白氨酸、L 2精氨酸、

L 2白氨酸、3, 52二溴酪氨酸、L 2赖氨酸、22鸟氨酸、甘

氨酸、L 2谷氨酸、天冬氨酸、丙氨酸、红霉素 5, 50,

100 和 300 m göL , 链霉素 5, 50, 100 和 300 m göL ,

青霉素 5, 50, 100和 300 m göL ,白霉素 5, 50, 100和

300 m göL , 新霉素 5, 50, 100 和 300 m göL , 卡那霉

素 5, 50, 100 和 300 m göL , 庆大霉素 5, 50, 100 和

300 m göL , 洁霉素 5, 50, 100 和 300 m göL , 香酚兰

1. 0和 2. 0 göL ,孔雀石绿 1. 0和 2. 0 göL ,孟加拉红

1. 0和 2. 0 göL ,亚甲基兰 1. 0和 2. 0 göL ,甲苯胺兰

1. 0和 2. 0 göL ,去氧胆酸钠 1. 0和 2. 0 göL ,刚果红

1. 0和 2. 0 göL ,中性红 1. 0和 2. 0 göL ,氯化钠 10,

20, 30, 40 和 50 göL ,亚硝酸钠 1. 0 和 2. 0 göL , pH

4, 5, 9, 10和 11,温度 4和 40 ℃,石蕊牛奶产酸,石

蕊牛奶产碱,石蕊牛奶胨化,石蕊牛奶酸凝,石蕊牛

奶还原。
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1. 3　聚类方法

采用平均连锁法 (U PGM A ) , 用中国科学院生

物所的M IN T S 软件包在 586 微机上完成, 聚类结

果以树状图谱的方式表示[3 ]。

表 1　未知供试菌株一览表

T able 1　L ist of tested unknow n stra ins

菌株
Strains

寄主中文名
Ch inese nam e of ho sts

寄主学名
N am e of ho sts

采样地点
Po in t of co llect

海拔öm
E levation

生境
Environm ent of grow th

H 002 达呼里胡枝子 L esp ed ez a d avu rica 卢氏 (L ush i) 1 000 山坡 (H illside)

H 003 刺槐 R obin ia p seud oacacia 卢氏 (L ush i) 1 000 山坡 (H illside)

H 005 截叶铁扫帚 L . carag anae 卢氏 (L ush i) 900 山坡 (H illside)

H 006 狭叶米口袋 A m bly trop is stenop hy lla 卢氏 (L ush i) 900 山坡 (H illside)

H 007 鸡眼草 K umm erow ia stria ta 卢氏 (L ush i) 900 山坡 (H illside)

H 009 确山野豌豆 V icia k ioshan ica 卢氏 (L ush i) 1 200 山坡 (H illside)

H 010 紫穗槐 A m orp ha f ru ticosa 卢氏 (L ush i) 1 200 山坡 (H illside)

H 011 大豆 G ly cine m ax 卢氏 (L ush i) 600 山坡 (H illside)

H 012 天蓝苜蓿 M ed icag o lup u lina 卢氏 (L ush i) 700 山坡 (H illside)

H 013 多花胡枝子 L esp ed ez a f loribund a 卢氏 (L ush i) 800 山坡 (H illside)

H 014 苦参 S op hora f lavescens 卢氏 (L ush i) 1 000 山坡 (H illside)

H 015 吉氏木兰 Ind ig of era k irilow ii 老君山 (L ao jun mountain) 1 200 山坡 (H illside)

H 017 歪头菜 V icia un ijug a 老君山 (L ao jun mountain) 800 山坡 (H illside)

H 018 刺槐 R obin ia p seud oacacia 老君山 (L ao jun mountain) 800 山坡 (H illside)

H 020 山合欢 A ibiz z ia ka lkora 老君山 (L ao jun mountain) 800 山坡 (H illside)

H 022 茫芒香豌豆 L a thy rus D av id ii 老君山 (L ao jun mountain) 1 000 山坡 (H illside)

H 026 美丽胡枝子 L esp ed ez a f orm osa 老君山 (L ao jun mountain) 1 000 山坡 (H illside)

H 031 野大豆 G ly cine soja sieb 老君山 (L ao jun mountain) 1 200 山坡 (H illside)

H 038 长萼鸡眼草 K umm erow ia stip u lacea 蒿山 (Song mountain) 800 山坡 (H illside)

H 043 尖叶铁扫帚 L esp ed ez a hedy saroid es 嵩山 (Song mountain) 800 山坡 (H illside)

H 046 绿豆 P haseolus m ung o 嵩山 (Song mountain) 900 田地 (C rop land)

H 049 细梗胡枝子 L esp ed ez a v irg a ta 嵩山 (Song mountain) 1 000 山坡 (H illside)

H 051 刺槐 R obin ia p seud oacacia 嵩山 (Song mountain) 1 000 山坡 (H illside)

H 052 黄花草木犀 M elilotus suaveolens 嵩山 (Song mountain) 800 山坡 (H illside)

H 053 毛叶米口袋 Gueld enstaed tia p aucif lora 嵩山 (Song mountain) 600 山坡 (H illside)

H 057 大豆 G ly cine m ax 新乡 (X inx iang) 100 路边 (Roadside)

H 058 黄花草木犀 M elilotus suaveolens 新乡 (X inx iang) 100 山坡 (H illside)

H 061 山合欢 A ibiz z ia ka lkora 新乡 (X inx iang) 300 山坡 (H illside)

H 063 尖叶铁扫帚 L esp ed ez a hedy saroid es 新乡 (X inx iang) 200 山坡 (H illside)

2　结果与讨论

2. 1　生理生化性状测定结果

　　未知菌株生理生化性状测定结果表明: 29 株

菌均不能利用糖源作为惟一碳源; 97%的菌株不能

利用二硫苏糖醇,只有H 011可以利用。另外,只有

H 051可利用山梨糖作为惟一碳源,其余菌株均不能

利用。马尿酸钠的利用率只有 4. 8% , 仅有H 011,

H 022和 H 049 3 株菌尚可利用。在所有供试菌株

中, H 011除了不能利用赤丝草醇、糖源、山梨糖这 3

种碳源外,其余 20 种碳源均能利用,利用率最高为

87%。表明H 011的糖酵解途径较宽。惟一碳源利用

反应了细菌能否产生代谢这种化合物的有关酶,说

明不同菌株产生的酶有所差异。

H 003, H 010, H 011, H 012, H 013, H 038和H 046

7 株菌均能利用全部供试的 12 种氨基酸作为惟一

氮源, 而 H 002, H 009, H 049 和 H 061 4 株菌都不能

利用,其余菌株有不同程度的利用。

在抗生素敏感性试验中,供试的 8 种抗生素各

分为 4个质量浓度梯度。在低质量浓度试验中,大部

分菌株都可以保持生长,但随质量浓度的升高,能够

生长的菌株呈递减趋势。其中在红霉素、新霉素、卡

那霉素、庆大霉素和洁霉素 300 m göL 下,没有 1株

菌能够生长; 但在链霉素、青霉素和白霉素

300 m göL下, H 006, H 007, H 011, H 012, H 046, H 052

和H 063均可以生长,说明这 7株菌对链霉素、青霉

素和白霉素有较强的耐受性。

供试菌株对香酚兰和中性红的耐受性较强,在
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2. 0 göL 质量浓度下分别有 23株和 25株菌可以正

常生长。但大部分菌株对孔雀石绿、孟加拉红和亚甲

基兰这 3种染料的耐受性不强,只有H 011和H 007

较为特殊, 其中H 011可耐受 1. 0 göL 的孔雀石绿

和孟加拉红, H 007仅耐受 1. 0 göL 的孔雀石绿。

供试菌株中有几株菌的耐盐性较强, 其中

H 003, H 007, H 011, H 038 和 H 058 5 株菌在含

40 göL N aC l 的 YM A 培养基上生长; H 026 和

H 043能耐受 50 göL 的N aC l。

供试菌株耐碱性较强,耐酸性较弱。在pH 4和

5时所有菌株都不生长。在pH 10时,有 9株菌可生

长;在 pH 11时,有 6株菌可生长。

在 4 ℃条件下进行培养,所有供试菌株都停止

生长,说明它们不耐低温。在 40 ℃时,有部分菌株仍

可以生长, 分别是 H 006, H 026, H 038, H 043 和

H 063。

在石蕊牛奶反应中,所有的供试菌株都未发生

还原现象,而石蕊牛奶产酸的有 10 株菌,产碱的有

10株菌,胨化的有 1株菌,酸凝的有 8株菌。

从上述分析可见,供试菌株中存在着一些特殊

菌株,如分离自卢氏的大豆根瘤菌H 011 在碳氮源

的利用、抗生素的抗性以及对化学药物的耐受性等

方面都具有较强的特异性,有待进一步研究。

2. 2　聚类分析结果

根据生理生化性状测定结果,以U PGM A 法进

行聚类分析,其结果见图 1。全部菌株在 61%的相似

水平上归在一起。在 84%的相似水平上将 34株模

式参比菌株能够按种的不同彼此很好的分开。从上

至下依次为: 华癸根瘤菌 (M . huaku ii)、R. sp. 、菜豆

根瘤菌 (R. etli)、杨凌根瘤菌 (R. y ang ling ense )、

R. g a llicum、海南根瘤菌 (R. ha inanense)、S. m ed i2

ca、S. a rboris、热带根瘤菌 (R. trop ici)、R. g ia rd in ii、

R. sp. 、R. huau tlense、R. m ong olense、M . loti、天山根

瘤菌 (M . tianshanesnse)、新疆中华根瘤菌 (S. x in2

j iang erse )、地中海根瘤菌 (M . m ed iteraneum )、

M . p la rif a rium、鹰 嘴 豆 根 瘤 菌 (M . ciceri )、

M . am orp hae、多寄主中华根瘤菌 (S. terang ae)、萨

赫尔根瘤菌 (S. saheli)、S. sp. 、豌豆根瘤菌 (R. leg u2

m inosa rum )、苜蓿根瘤菌 (S. m eliloti)、弗氏中华根

瘤菌 (S. f red ii)、S. kostiense、A . und icola 和山羊豆

根瘤菌 (R. g a leg ae)。同一种的两个不同菌株具有较

高的相似程度,如CCBU 2609 和A 106 同属于华癸

根瘤菌, 其相似性水平达 90% ; I66 与 H 14 同属于

海南根瘤菌,其相似性水平达 94%。这些结果与现

行的分类结果相一致,说明本试验在生理生化性状

测定及数值分析方面的可靠性。

根据参比菌株的聚类情况,并按照 Sneath 等[4 ]

的建议,相似性在 80%以上者可归入同一种。H 002

与 CFN 42 的表型相似性水平达 88% , 可初步认为

H 002 应归入 CFN 42 所在的菜豆根瘤菌 (R. etli) ;

H 063 与U SDA 1037 的相似性为 87% ,可初步归入

S. m ed ica; H 061, H 002 与U SDA 3306 的相似性大

于 89% ,应属于天山根瘤菌 (M . tianshanesnse)。

未知菌株在 84%的相似性水平上构成了 2 个

独立的表观群,与已知参比菌株具有明显的差异。第

一亚群 (C lu ster1)有 7个菌株,分别为H 003, H 007,

H 038, H 011, H 012, H 046 和 H 052, 寄主分别为刺

槐、鸡眼草、长萼鸡眼草、大豆、天蓝苜蓿、绿豆和黄

花草木犀,中心菌株为H 038。第二亚群 (C lu ster2)

有 3个菌株,分别为H 006, H 026和H 058,分别来自

狭叶米口袋、美丽胡枝子和黄花草木犀,中心菌株为

H 026。这两个亚群具体的分类地位需要通过遗传学

分析进一步确定。除上述两个亚群外, H 005和H 053

两菌株的相似性为 87% ,其余菌株在 84%的相似水

平上未聚合在一起,各自独立。

在分析中可以看到,来自同一寄主的不同菌株

在表型特征上也会有较大差异,其分类地位与寄主

来源没有必然的联系。如采集于嵩山的H 052与新

乡的 H 058, 寄主均为黄花草木犀。H 052 属

C lu ster1,而H 058属C lu ster2。

与豆科植物结瘤固氮的根瘤菌一般分为快生型

和慢生型两大类, 多年来, 陆续发现在某些属、种

的豆科植物上既有快生型,也有慢生型根瘤菌与之

共生[5 ]。在对河南省 29株豆科植物根瘤菌生理生化

表型性状测定及数值分析中可以看出,绝大多数菌

株之间存在着较大的差异,说明河南省根瘤菌具有

表型多样性这一特征。
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图 1　数值分类树状图

F ig. 1　D endrogram of num erical taxonom y of rh izob ial stra ins
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Pheno typ ic fea tu re d iversit ies of rh izob ia iso la ted

from pu lses in H enan P rovince

W E I Ge-hong1,L IU Hu-q i2, SUN Ke- j i1, HAO X ian - jun 1, CHEN W en -x in3

(1 Colleg e of R esou rces and E nv ironm en t,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry ;

2 Colleg e of L if e S ciences,N orthw est S ci2T ech U niversity of A g ricu ltu re and F orestry , Y ang ling , S haanx i 712100, Ch ina;

3 Colleg e of B iolog ica l S ciences, Ch ina A g ricu ltu ra l U niversity , B eij ing 100094)

Abstract: Based on the invest iga t ion of rh izob ia l resou rces of H enan p rovince, 29 fast2grow ing rh izob ia

st ra in s and 34 reference stra in s w ere analyzed w ith 102 pheno typ ic fea tu res and num erica lly classif ied. T he

resu lt show ed that there w as huge diversity among stra in s iso la ted from differen t p laces, even the sam e ge2
ograph ic resou rces and the sam e ho sts, in carbon and n it rogen nu trien t u t iliza t ion, resistance to an t ib io t ics,

endu rance to sa lt, a lka li and chem ical dye. 7 st ra in s had p ropert ies resistan t to st rep tom ycin, pen icillin and

baim ycin w ith the h igher con sistency. 23 stra in s and 25 stra in s can endu re 2. 0 göL B romo thymo l B lue and

N eu tra l R ed respect ively. 2 st ra in s can grow in YM A m edium w ith 50 göL N aC l. 6 st ra in s grow in m edium

w ith pH 11. U nknow n stra in s w ere clu stered in to tw o new subgroup s differen t from know n species a t the

sim ilarity of 84%. C lu ster 1 had seven stra in s, H 038 w as the cen tra l st ra in. C lu ster 2 had tree st ra in s, H 026

w as the cen tra l st ra in.

Key words: pu lses; rh izob ia; pheo typ ic fea tu re; pheo typ ic d iversity; H enan p rovince
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