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某些野生豆科植物共生根瘤菌

的分类研究
’

张 磊 程丽娟 朱铭我 陈文新

(西南农业大学 重庆 6 37 01 ) 6( 西北农业大学 ) (中国农业大学 )

摘 要

对来自吉林
、

内蒙古
、

山西
、

陕西
、

宁夏
、

甘肃和四川七省区的主要以野豌豆
、

野曹信
、

草木挥
、

胡枝子等野生

豆科植物为寄主的 6 0株根瘤菌进行了 1 2 6个性状的数值分析滚类
。

在 8 6% 的表观相似性水平上
,

除 23 株菌

外
,

其余菌株聚成 5个类群
。

在此基础上做了各类群中心菌株与 R
.

她
翻二

~
二 和 5

.

加` 妞`两模式菌株

的 D N A分子杂文
,

结果与数值分析聚类相符
。

可初步确定群工
、

W归人 R
.

勺
别二

~
二 中

,

群皿
、

班归人 .s

功以娜时 `中
。

群 v 的 5 个菌株
“

3 一酮基乳搪产生
’

阳性
,

中心菌株与两模式菌株 D N A分子同派性低于种水平

( 70 % )
。

关健词 野生豆科植物 ;根瘤菌 ;数值分类 ; D N A分子杂交

野豌豆 (巩亡勿 )和野生首蓓 (入触左m即 )两属豆科植物分布广泛
,

包含多种重要的绿肥和牧

草
,

所以它们的共生根瘤菌的分类研究就显得十分有意义
。

但由于种种原因
,

有关根瘤菌分类

的研究多集中在大豆
、

菜豆
、

豌豆等农业经济作物的根瘤菌上
,

野豌豆和首猎野生种类的根瘤

菌的分类研究较少
,

在一定程度上限制了这些野生资源的利用
。

按照根瘤菌的传统分类体系
,

野豌豆的共生根瘤菌在分类上应归人 hR 汤砧 i u m 崛
赵 m i-

~
、 m (豌豆根瘤菌 )

。

首楷
、

草木梅的共生根瘤菌应归人 is n 切硫艺叙汤艺u m neZ l铭01 1 (首楷根瘤

菌 )中
。

但近年的研究表明
,

原 R 丫绍友m i

~
二 m 存在很大异质性

,

已从中分出 R
.

t儿护奴 A
、

R
.

t柳嘛 i B 和 R
.

et il i 3 个新种〔̀
,

’ 〕
。

分类地位变动不大的 5
.

耐枷 i 也不断有能在大豆
、

豌

豆上越界结瘤的报道 .s[ ` ]
,

表明 5
.

elnz 枷 i 存在寄主多样性
。

本研究采用表型特征的数值分

类与刀八滩分子杂交相结合的方法
,

对野豌豆和首箱野生种类的共生根瘤菌进行分类
,

初步探

索其多样性
。

为了探索关系
,

本研究还适当地加入了有关的农作物及其他属野生豆科植物的

共生根瘤菌
。

材料和方法

供试菌株及其生境

见表 1
。

.

本研究为国家自然科学基金资助项目
,

批准号 391 3 00 10
。
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表 1 供试菌株及生境一览裹

序序号号 供试菌株株 寄主中文名名 寄主学名名 来派和生境 ( 海拔高度
: 二 )))

11111 NM 02 999大叶好碗豆豆 V孟自 户曰d 井. 加“ F
··

呼和沽特特
22222 NM 5 0222 大叶野碗豆豆 、瓜勿 户口d 从泊` F... 锡林法特特

33333J 2 000大叶野碗豆豆 飞飞自 户溯d 汾的心 F
··

5 00一 n oo针阔混文林林
44444 J1 3666大叶野碗豆豆 、去自 户曰刁汾砧` F... 5 00

一 11 00针阔很交林林
55555 S落 3 6555 野碗豆豆 V

.

钾户̀肺 LLL 陕南山 区 2以减,,

66666 5汤 0 9888 野耽豆豆 长慧忿二乍乍 陕北干早半千早区区
77777 岛 3 7999 山野眺豆豆 V

.

口” “ 超” 目 F
...

映南澳润山 区区
88888 J 1 3555 山野碗豆豆 V

.

口” 砚洲” 口 F
...

长白山针叶林
, 1 100

一 13 5000
99999 乃从了1 1999 山野碗豆豆 V

.

t心翔目 天创六六 内咬古大* 山山
111 000 N M 00 222 长柔毛好婉豆豆 V

.

翻 , . ,喊尸公
. r 厄以 .

...

呼和沽特特
111111 N M 0 4 999 索伦野碗豆豆 V

.

口” 砚洲 , ` F
.

专乞r

二
, ,口” 盛山理理 . 林浩特特

111222 N M 0 9 111 纲毛山野碗豆豆 V
.

口月甩。 ` . 口 F
.

币乞r

二
, 、 , . 泛伍圳圳 呼和法特特

111333 八爪f 10 000 绢毛山好碗豆豆 V
.

吕比云. L
...

呼和洁特特
111444 八爪了11 333 救荒野碗豆豆 V

.

翻五 . L
...

呼和浩特特
111555 乃从了1 1 444 救荒野碗豆豆 V

.

。嘴“ 曰` L
...

呼和浩特特
111666 J 13 111 广布野碗豆豆 V

.

` , . ` 毋 “ 乙
...

吉林长 白山 13 50 ~ 17 00 针叶林带带
111777 马 3 1444 广布野跳豆豆 V

.

` , 口` 口“ L
...

秦岭山脉 1《比X ...

111888 3 38 111 广布好碗豆豆 V
.

u , 厅.硒 , A
.

压压 映南湿润盆地地
111 999 5汤3 8 444 歪头菜菜 V

.

二 n ij峪扭 A
.

压压 陕南注润盆地地
222000 5 2 2 1555 歪头菜菜 V

.

。 陀 ij “ 召搜 A
·

肠肠 晋北山区 1 6 0000
222 111 5 2 2 7 555 歪头菜菜 长岔瑞威

匆 K
.

丁
.

凡凡 晋北 山区 2以 X ,,

222 222 S 艺 10 000 蚕豆豆 八 3“ m . il侧 m L
...

晋中 17 0000
222 333 5 2 : 30 555 宽苞野豌豆豆 八 3“ nt 目 j i训爪 L

...

秦岭山脉 2《比旧旧

222 444 N M 0 0 999 豌豆豆 尸公创 m 翻心侧 m 乙
...

呼和浩特特
222 555 C2 1 555 豌豆豆 乙山叻夕月 “ 习“ 注

~ 毛
··

, 藏高派东部部
222666 C 2 4 666 碗豆豆 L

.

卯 f川办健栩呀朋公 (械心 )口加加 青截高泥东部部
222777 入爪f l 1 222

·

家山燕豆豆 不勺汉 f“ m 户` 翻任任 呼和洁特特
222888 J 6666 五脉山盆豆豆 了 h 少。 自 u m 户 . 如说说 长白山扭草地地
222999 2J 444 红三叶草草 工b肠滋“ 白品动乙

...

吉林长白山山
333000 J 1 0 999 红三叶草草 以州肚

翻必 石动 ` 不~~~ 吉林长白山山
333 111 3 3 5666 扁豆豆 月仙国叹心 认确户心 L

··

陕南泥润山区区
333222

3
3 7 555 野大豆豆 月铂翻叫心 训伽心 L

··

陕南湿润山区区
333 333 从 14 444 菜豆豆 尸阮以月山 侧众, 后 L

··

陕北千早半千早区 火用用

333 444 从 18 111 菜豆豆 月仙以以 . 认山口心 毛
··

陕北干早半千早区 1《阅旧旧
333 555 3 19 777 菜豆豆 P

.

杭 “叫扣 工
··

宁X 干早半千早区 10( 用用

333 666 J 12 222 菜豆豆 P
.

附“ 叫扣乙
··

长白山脉脉
333 777 5汤 14 000 黑豆豆 P

.

爪 “川 , L
··

陕北干早半千早区 , 5 000

333 888 从 18 555 黑豆豆 尸
.

,比才众比因 L
...

陕北千早半千早区 1以X ...

333 999 从 2 2 333 黑豆豆 尸 J 刀d沁 us 乙
...

陕北千早半千早区 1加 000

444 000 J 1 34 --- 绿豆豆 尸
.

川 d应比山 乙
...

长白山脉脉
444 111 J 1 34 222 绿豆豆 乙以公 。 侧 , .如习抽忿us L

...

长白山脉脉
444 222 J 15 333 绿豆豆 月女川 . 以公 五月翻门“ L

...

长白山脉脉
444 333 从 3 7 777 百脉根根 月比阮口白 了以汤戌州 n 众

j洲以之忿忿 秦岭山脉 11 0000
444 444 从 3 6 222 紫云英英 乙叻如产峨叨 。浏民以月闷 (林叼 ))) 秦岭山脉 17 5000

444 555 岛 0 0 444 合欢欢 乙动如稗威划 0浏民侧伫旧 (械叼 ))) 陕西中部 4 5 000

444 666 夕志30 8 --- 胡技子子 乙
.

d匕优厅拓以 (工` 。 抢 ) 岌六泣厄心心 秦岭山脉 13 0000
444 777 岛 30 8 222 胡枝子子 介心” 泣丹 . ( L

.

) G别乃乃 秦岭山脉 13 0()))
444 888 5决 0 5 555 达乌里胡枝子子 名月盆似刀为口飞石

·

,几才从川川 映西中部千早半千早 区 6佣佣
444 999 5轰0 0 222 小曹楷楷 L

...

陕西中部干早半千早区 5 0000

555 000 岛 03 666 小首摺摺 几了
.

匀主白 七口 乙
...

陕西中部千早半千早区 5 0000
555 111 3 0 0 999 苔糟糟 M

.

如户以泣二 L
··

陕西中部干早半干早区区
555 222 岛 0 2 444 曹楷楷 M

.

加户以`二 L
...

陕西中部干早半千早区区
555 333 S

蕊0 1111 天蓝首猪猪 M
·

细户以`湘 乙
··

映西中部千早半千早区区
555 444 岛 1 1444 天蓝曹猪猪 M

.

众习访汉们叭 , L
...

映西北部千早半千早区区
555 555 从 23 777 天蓝首格格 吞众石趾自“ 翻` t拐心 . 加去诱诱 甘甫省庆阳地区 13 0000
555 666 3 25 111 多型首楷楷 M

.

翻`口 1 . 众` 如云必必 甘甫省西峰市 12 5 000

555 777 5姚2 4 222 草木娜娜 M
.

翻` 认” 奋` 如班动动 甘肃省南部 12 5 000

555 888 3 0 1999 草木娜娜 M
.

a 仍 “ s D匕 rrr 陕西中部干早半千早区区
555 999 昂 33 666 草木娜娜 扣抽或山即 翻石二二 陕南漫润山区 12 5 000
666 000 3 0 8 999 白香草木娜娜 叼目妇即 . 。叨叨 陕北千早半干早 1 6 0000

666 111 芝石肠飞1 00 222 曹枯枯 认~~~ 笑国国
666 222 10 2 一 厂卫 888 苔枯枯 1飞习汉 usss 美国国
666 333 之乃 n 八2 3 7 000 野豌豆豆 乃` ” 目`̀ 笑国国
666444 16 2 X 6 888 三叶草草草 笑国国
666 555 12 7 K 1777 菜豆豆豆 笑国国

注
: ( 1 )

“

从
x x x .

表示来自陕
、

甘
、

宁的菌株
, “
入爪了x x x . 、 “

J x x x . 、 “

S万 x x x ’ 、 “

C x x x ’

分别表示来自内泉

古自治区
、

吉林省
、

山西省和四川省的菌株
。

( 2) 工IS口今 100 2 是 5
.

柑“奴 i (曹蓓根瘤菌)的模式菌株
.

102 一 2F 8为其参比菌株 ; U S D A 23 70 是 R
.

叔, `

~
m (碗

豆根瘤菌 )的模式菌株
,

16 2 x
68 和 1 27 K 17 为其参比菌株

。

菌株均存中国农业大学 C CB A U 菌库
。

(3 )序号 1 一 30 菌株的寄主尼于 R
.

勺
“

而~
、 m 的正常寄生 ; 33 一 42 菌株的寄主均为月铂义以山 (菜豆属 )

,

近来此月

植物的共生根瘤菌已建立 ” 个新种
, 4 3一 4“ 的菌株与其寄主所组成的共生体系国内外报道较少 ;序号 4 9一 60 各菌种寄主



19 9 7年 第 6期 2 8 9

1
.

2

1
.

2
.

1

方法

与豆科寄主或原寄主的回接试验

根瘤菌对豆科植物的共生关系有两个基本特性
,

一为浸染力
,

即形成根瘤的能力
,

另一个

是有效性
,

即共生固氮的能力
。

一个新分离的根瘤菌株为了最后确立其分类地位
,

必须在严格

控制的条件下
,

回接到原寄主
_

匕 观察其感染力和有效性
。

本实验采用的方法是这样的
:
将供

试根瘤菌原寄主或相关寄主的种子按一定方法处理种皮
,

再在 0
.

1 % H g C垃中浸泡 5 分钟
,

无

菌水洗净后发芽
,

小粒种子以试管水培
,

大粒种子用广口瓶水培
,

水培液为少氮培养液接种根

瘤菌菌悬液
。

光照 7 0 00 L x( 12 小时 /天 )
,

昼夜温差 5 一 10 ℃
。

待现瘤且瘤呈粉红色
,

剪下根瘤

称重
,

乙炔还原法测定固氮酶活性51[
。

1
.

2
.

2

1
.

2
.

2
.

1

供试菌株的数值分析

供试菌株的表型性状测定 测定性状是根据中国农业大学生物学院根瘤菌分类

工作室的根瘤菌数值分类数据库确定的
,

共 126 项
,

测定采用常规方法 s[]
。

1
.

2
.

2
.

2 聚类方法和表观群中心菌株的确定 数据处理采用中科院微生物所的 M NI T S

软件包s[]
,

根据中国农业大学生物固氮研究室的基础工作
,

在根瘤菌数值分类中
,

选用简单相

似系数 ss m 和平均连锁法最佳 e[]
,

故在 M IN T s 软件包中采用以上分析和聚类方式
。

数值分

类的结果以树状图谱输出
。

根据树状图谱确定表观群
,

各表观群所有菌株中具有最大平均相

似值的菌株即为此表观群的中心菌株
。

1
.

2
.

3 供试菌株的遗传学分析

提取模式菌株和中心菌株的 D N A
,

分别测定 G + c m ol % 和 D N A 分子杂交同源性 [,]
。

2 结果与讨论
2

.

1 部分供试菌株的回接和固氮酶活性测定

大部分根瘤菌在原寄主上现瘤的时间在 1 4一 30 天这一常规现瘤时段内
。

而从扁豆
、

百脉

根
、

合欢
、

胡枝子
、

紫云英分离的根瘤菌回接现瘤时间较长
,

35 一 74 天不等
。

均有一定的固氮

酶活性
。

2
.

2 供试菌的表型性状测定的聚类结果

树状图谱 (图 1) 中
,

已知的 R 滚继侧 m i

~
、 m 的模式菌株 U S D户2 3 70 与其参比菌株 1 62

X 68 毗邻
,

已知的 5
.

从召Z枷 i 模式菌株 U DS A 1 002 与其参比菌株 102 兄 8 紧接
,

说明对其它菌

株的 126 个性状测定的结果是可信的
。

以上两模式菌株在 86 %相似性水平上分开
,

所以对树

状图谱也采用 86 %这一相似性水平将供试菌株分为群 I 一群V S 个表观群
:
群 I 含 R

.

鲍刀
-

m

~
二 m 的模式菌株和一个参比菌株共 27 株菌

,

群 n含 5
.

概Z兹以 i 的模式和参比菌共 4 株

菌
,

群扭含 3 株未知菌
,

群W含 R
.

烤
u m i

~
、 m 的另一参比菌共 3 株菌

,

群 V包含 5 株未知

菌
。

有 23 株未聚人群内(菌株 功 365 和 功 3 7 5
、

菌株 认 2 23 和 认 31 4 分别聚为两个小群
,

但因

只有两菌株
,

未将它们定群 )
,

其中 13 个菌株的寄主是野豌豆 (巩
`敌 )

、

豌豆 (几
u m )和菜豆

(于汤~
Zus )

,

为 R 丫落“ m i

~ 、 二 的菌株的正常寄主范围
,

说明野豌豆
、

豌豆和菜豆的根瘤菌

存在异质性
。

未聚人的另外 10 株根瘤菌的寄主是首楷 (入兔左印即 )
、

草木择你介z汤 t us )
、

野大

豆 (口少`en 又刀a )
,

均是 5
.

m el ilot i 的正常寄主范围
,

说明以上寄主的根瘤菌同样存在异质性
。

最近美国学者 P et e :
eB kr

a m 就将从我国内蒙古取样分离的首楷根瘤菌定了一个新种
。
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均肠̀的比比巧“故6的

20J川6sJ瑙即阴湘阴川泌圈囚侧翻

,
.
。书”“(l住,了,.比

姗u1J湖毗姗姗姗洲胭椰洲洲姗溯撇DUSA

{
11川vIv群群群群

, !曰
ǐ l-Jr二J工 |we
石
」

2
·0.

。,6.8t8(日̀
,。, 112脚洲翔锄翔到翔绷川川黝洲洲即驯翔」

撇翔到脚川脚

撇锐锄锄即溯洲即锄

本树状谱由中科院傲生物所 M I N T S 数值分类系统自动生成

文件名
: : 泣S M A 菌株数

:
65 性状数

: 126 获类时间
: 05 一 17 一 199 5 14 :

43
:

55

相似性系数
: 1

.

3 口 = ( : + b ) (/ T O T LA
一 N C) S M

聚类方式
:

3
.

平均链锁聚类方式 A v er ag e
iL nk ag e lC ust 即昭 ( 1」P G卜认 )

图 1 树 状 图谱

2
.

3 中心菌株 G + c m ol %测定和 D N A 分子杂交结果

群 I 中心菌株是 S XZ 巧
,

群 H l 是 S h 35 6
,

群 v 是 S h 0 5 5
,

群 11
、

IV 含有模式菌株或参比菌

株
,

菌株较少
,

未作中心菌株选择
。

考虑到群 I 包含菌株数较多
,

随机选取 J24
、

1J 34 : 一并提取

D N A
,

为了确定 S h 3 7 5 与 S h3 65 这样的小群的分类地位
,

也随机提取 Sh 3 7 5 的 D N A 测定
。

对以上各未知菌株和模式菌株分别测定的 G + C m ol % 值
,

均在根瘤菌属 (撇艺刀泊艺“ 邓 )的
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G+ C ml o%范围内 (60 二 6 4 % )
。

进一步做 DN A同源性测定
,

即选取各表观群中心菌株的

D N A 分别与模式菌株的 D N A 杂交
。

D N A 同源性是国际公认的根瘤菌定种标准
,

D N A 同源

性 ( H % ) ) 70 % 的菌株属于同一种 81[
。

所以测定 D N A 同源性不仅可以进一步检验数值分类

表观群的划定是否适当
,

而且可以进一步确定表观群的相互关系和分类地位
。

D N A 分子同源性测定结果见表 2
。

D N八J D N A 杂交结果

Sh3 7 5 S切 5 5 S b3 56

7 6
.

2 47
.

6

4一.62J一69J 13 42

R
.

1铭 u 。 ” 。 。 吕山注u 刀 U S D八2 3 7 0 7 5 7 6
.

8

5
.

m el i l丽 U S D A 1 00 2 48 84

分析 D N A 同源性结果
,

可肯定群 I 菌株应归人 R
.

崛初m

~
、 m 中

,

群W含有 R
·

鲍
U

-

m

~
二m 的参比菌

,

这样本研究中群 工
、

VI 应归人 R
.

崛
别 m i灿冈刀二m (豌豆根瘤菌 )

。

其中

大部分菌株的寄主是野豌豆 ( v 介山 )
、

豌豆 (尸公剐m )
、

蚕豆 ( v 介血 )
、

山焦豆 (肠动夕八“ )
、

三叶草

(不勺仅坛。 )
,

为 R
.

掩
“ m

~
。 m 的正常寄主

。

从 36 2 的寄主是萦云英 (瓜勿邵 zus sz’n 众似 s

L
.

)
,

归人这一群原因不明
。

从 3 77
、

从 308 的寄主是百脉根 (伽us )胡枝子 (及浏狱恤众留 )
,

这

两寄主的根瘤菌分类未见报道
。

J 1 34
、

J巧 3 的寄主是绿豆 (月舫吩以公 邝以必 t us )
。

这些菌的聚

群说明 R
.

崛
刘m

~
, m 根瘤菌存在寄主多样性

。

群 n含有 5
.

舰 z叙 i 的模式和参比菌株
,

群班的中心菌株从 356 与 5
.

功刁铭以i 模式菌株

杂交同源性为 84 %
,

说明群皿与群 n 一样可归人 5
.

阴以汤才i
。

除 从 356 的寄主为扁豆

(石b Z诵 os 勿b勿b L
.

)外
,

其它 4 株待测菌的寄主均为首楷和草木择
。

扁豆的根瘤菌分类地位

在现有分类体系中未定
。

群 V是在本研究参照体系中分类地位待定的一群
。

既不与 〔巧n A 2 370 同源
,

也不与 US
.

DA
100 2 同源

,

说明这群菌株不属于 R
.

鲍
翻 m i

~
、 m 和 s

.

elnz 枷i
。

加上紧接的
、

能够与群

V 在 85 % 水平相聚的菌株从 181
,

即群 v + 从 1 81
,

是本研究 “ 株菌中仅有的能在葡萄糖培

养基上产生 3 一 酮基乳糖的 6 株菌
。 “

3 一酮基乳糖产生
”

是在区分根瘤菌与农杆菌 (曳阔沁
.

勿月扭m )时常用的特征
,

根瘤菌一般为阴性
。

群 V + 从 181 的寄主主要是菜豆
,

加一个野豌豆

( V介必 )
、

一个合欢 ( A lb l’: 沈必 uJ 汤八砧艺
n

uD ar zz )
。

合欢的共生根瘤菌至今未肯定分类地位
。

近年菜豆的根瘤菌已分出 3 个新种
: R

·

t侧嘛边
、

R
.

t和两沼
、

R
.

碱
,

还保留有 R
·

掩
拟 m i

-

~
、 m vb

.

动双` i
,

说明了菜豆的根瘤菌有很大的遗传异质性
。

至于群 v + 从 181 应属于

哪个种
,

有待进一步研究
。

综上表明
,

不论是野豌豆
、

野生首楷
,

还是作为经济作物的豌豆
、

菜豆及豆科绿肥
,

其根瘤

菌在种的归属上存在较大的异质性
、

多样性
。

同时 R
.

众乡
之m i

~
。 m 和 s

.

mel 伽i 种内菌株

也存在较大的寄主多样性
。

以上两方面内容均有待深人研究
,

这将有助于解决根瘤菌分类中

的一些难题
,

更好地了解和利用野生豆科植物资源
。

(下转第 2 9 5 页)
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综上所述可作出如下结论
,

即用 32 P 标记的玉米联合固氮菌 m 一 11 2 细胞同单质磷素营养一

样
,

能在很短时间里进人根组织
,

经输导组织进人到茎基
、

叶鞘和叶片组织中
,

并在其中定居增

殖和表达出明显的固氮酶活性
。

由植株自显影可清晰看到 32 P m 一 n Z 菌株在植株各器官运行

轨迹
,

证明了植物体有自身的微生物区系
,

并与植物生长发育呈互惠关系
。

利用32 P 同位素研

究联合固氮菌在植株内的分布
,

测定植株各器官的放射强度和植株自显影与菌株回接结果
,

规

律是一致的
,

证明这一试验研究方法是精确可靠的
。

试验结果给叶际固氮 [“ 1以及从小麦茎

杆
、

种子和水稻种子中分离得到联合固氮菌提供了依据〔9
一

川
,

并开拓了固氮领域
。
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