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摘  要： 尽管细菌的锰氧化作用被认为是自然界中氧化锰矿物形成的主要成因，但目前国内外对陆地土壤环境中锰氧化细

菌的种群组成与多样性方面的研究甚少。本研究对采集于山东崅峪一处含铁锰结核的棕壤进行了可培养锰氧化细菌分离、活性

测定与多样性调查，结果发现表层土壤（A 层：0 ~ 20 cm）的可培养锰氧化细菌是最丰富的，但是高锰氧化活性的细菌主要分

布在心土层（B 层：20 ~ 40 cm）和底土层（C 层：＞75 cm）。通过对具有高锰氧化活性的分离菌株 16S rRNA 基因的扩增、测

序和序列 BLAST 比对分析，发现了 7 个此前未见报道的具有锰氧化活性的新菌属。此外，对 5 株具有高锰氧化活性的分离菌株

和土壤样品的进行了 16S rRNA 基因 V3 产物的变性梯度凝胶电泳（DGGE）分析，结果显示此 5 株高锰氧化菌株并非都是土壤

中的高丰度细菌。 
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锰氧化细菌（Manganese-oxidizing bacteria）是一

类可将 Mn(II) 氧化成 Mn(III) 或 Mn(IV) 型高锰氧化

矿物、且在系统发育上呈现较大多样性的细菌类群[1]。

锰氧化物是环境中一种高活性的矿物，具有很强的氧

化和吸附作用，决定着环境中许多物质的形态、迁移

和转化，在元素生物地球化学循环中起着重要的作用
[2]。研究发现锰氧化细菌主要是分布于低 GC 含量的

革兰氏阳性菌、放线菌及分别属于 α-、β- 和 γ-变形菌

亚纲（Proteobacteria）等的细菌类群[3]。迄今，对分

离于浅海沉积物或海水环境的 3 种锰氧化细菌，即芽

孢杆菌 Bacillus sp. SG-1、恶臭假单胞菌（Pseudomonas 

putida）MnB1和  GB-1、生盘纤发菌（Leptothrix 

discophora）SS-1 和 SP-6[4-7]的研究是较为深入的，已

被认同为研究细菌锰氧化作用的 3 种模本菌株[1,3]。此

外，近年来有一些新锰氧化细菌属被陆续报道，如玫瑰

杆菌属（Roseobacter）[8]、生金菌属（Metallogenium） [1]、

微球菌属（Micrococcus）[9]、土微菌属（Pedomicrobium）

菌株ACM 3067[10]、以及橙单胞菌属（Aurantimonas 

m a n g a n o x y d a n s）菌株  S I 8 5 - 9 A 1  和赤杆菌属

（Erythrobacter）菌株 SD-21[11]等，但是这些锰氧化细 

 

 

 

菌主要分离于海洋和淡水环境，而陆地土壤环境的锰

氧化细菌由于大多被土壤颗粒所吸附，对其进行分离

和在实验室培养成纯培养菌落，要比水相系统中的锰

氧化细菌复杂[3]，因而被报道得比较少。 

土壤铁锰结核（锰氧化物）是土壤中重要的新生

体，是主要在微生物作用下形成的一定时期的土壤产

物。理论上铁锰结核土壤中应存在具有锰氧化活性的

不同细菌类群，因而是研究土壤锰氧化细菌群落与多

样性、并研究这些细菌在氧化锰矿物形成过程中所起

作用的良好材料。本研究以山东崅峪一处富含铁锰结

核的棕壤为研究对象, 调查了不同土层中锰氧化细菌

的群落多样性，确定了从中所分离的 7 个此前未见报

道的锰氧化细菌新菌属，可为土壤细菌的锰氧化作用

与锰氧化矿物的生物成因机制研究提供新的菌种资

源。 

1  材料与方法 

1.1  土样 

土壤样品于 2008 年 11 月采集于山东省泰安市岱

岳区崅峪镇的一处含有铁锰结核的土壤，属于钙积潮 
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湿变性土（Calci-Aquic Vertisols）。分别采集表土层（A

层: 0 ~ 20 cm），心土层（B 层: 20 ~ 40 cm）, 底土层

（C 层：＞75 cm）的新鲜土壤，去除石砾、植物残体

后，每种分层土样分装 3 份保存于无菌塑料袋，于 4℃

保存，用于可培养优势细菌的分离；另分装 1 份土样

于 -20℃保存，用于土壤 DNA 提取。 

1.2  培养基 

牛肉膏蛋白胨培养基：牛肉膏 5.0 g，蛋白胨 10.0 g，

NaCl 5.0 g，琼脂 15 g （液体培养基不加琼脂），蒸馏

水 1 000 ml，pH 7.2，用于土壤中可培养细菌的分离；

K 培养基[1]：胰蛋白胨 2 g，酵母膏提取物 0.5 g，

FeSO4 ·7H2O 0.001 g，1 mol/L MnCl2 1 ml，HEPES 缓

冲溶液（pH 7.5）10 mmol/L，固体培养基加 15 g 琼脂，

蒸馏水 1 000 ml （其中无机盐 FeSO4、MnCl2和 HEPES 

缓冲溶液均为在培养基灭菌后通过无菌滤器加入），用

于锰氧化活性菌株的分离和锰氧化活性的测定。 

1.3  土壤细菌的分离 

取 1 g 土样用灭菌 ddH2O 配置成 1%（w/v）悬液，

再取其 10-3 稀释液 100 l 接种于牛肉膏蛋白胨培养

液 100 ml 中富集培养 24 h，然后取其 10-4 稀释液 100 

l 涂布于牛肉膏蛋白胨平板，30℃培养分离单菌落后

进行划线分离纯化，观察测定其培养状况。 

1.4  锰氧化活性的测定 

 将分离得到的单菌落接种至牛肉膏蛋白胨培养液

活化 12 ~ 18 h 后，按 1% 的接种量将活化菌液转接于

液体 K 培养基中，30℃，200 r/min 培养。5 天后取各

菌悬液 1 ml 离心，去上清，用 HEPES 缓冲液（10 

mmol/L）重悬菌体沉淀，并按 1:5 的比例加入 0.04% 

LBB（Leukoberbelin blue）指示剂[12-13]，测定各反应液

在 620 nm 下的可见光吸光度值，以 KMnO4为标准曲

线（40 µmol/L KMnO4相当于 100 µmol/L MnO2），计

算各分离菌株在 5 天的培养时间内可能生成的 MnO2

的量（µmol/L），并据此来确定各个菌株的锰氧化活性

大小，并按照生成的 MnO2的量将它们分成“高”（氧

化 Mn(II) 生成的 MnO2浓度高于 50 µmol/L）、“中”（氧

化 Mn(II) 生成的 MnO2浓度高于 10 µmol/L 但低于 50 

µmol/L）、“低”（氧化 Mn(II) 生成的 MnO2浓度高于 1 

µmol/L 但低于 10 µmol/L）, 和“无”（氧化 Mn(II) 生

成的 MnO2浓度低于 1 µmol/L）锰氧化活性。 

1.5  土壤细菌 16S rRNA 基因序列分析与系统发育树

的构建 

细菌菌株的总 DNA 制备按方法文献[14]进行。以所

制备的 DNA 为模板，用引物 27F（5′-AGAGTTTGAT- 

CCTGGCTCAG-3′）和 1492R（5′-GGTTACCTTGT- 

TACGACTT-3′）进行 16S rRNA基因的 PCR扩增反应。

PCR 反应条件为 94℃ 5 min 变性模板 DNA；94℃ 45 

s，53℃ 45 s，72℃ 90 s；30 个循环；72℃ 最后延伸

10 min。扩增产物由南京金斯瑞生物科技有限公司测

序。所获得的 16S rRNA 基因序列通过 DNAMAN 软

件进行多重比对，序列相似性≥97% 视为同一亲缘型

（phylotype），不同亲缘性的序列用软件 CHIMERA- 

CHECK （http://www.bioin- formatics-toolkit.org/Help/ 

Topics/chimera.html.）在线分析可能的嵌合体，将明显

的 Chimera 序列去除，并用 Blast search 在线比对，搜

寻各序列在 GenBank 数据库中最相似序列。系统进化

树的构建采用 MEGA 4.0 软件，以 Neighbor-Joining 法

构建系统发育树，Bootstrap 检验系统树，自展数为    

1 000。 

1.6 土壤总 DNA 的提取及细菌 16S rRNA 基因 V3 

     片段的 PCR 扩增 

    土壤细菌的总 DNA 提取采用溶菌酶和 SDS 裂解

的方法[15]，抽提得到的总 DNA 用于总 16S rRNA-V3

片段扩增的模板。同时选取土壤里普遍存在的而且同

源性相差较大的 5 株高锰氧化活性菌株扩增 16S 

rRNA-V3，将扩增产物混合，作为土壤 16S rRNA-V3

产物变性梯度凝胶电泳（DGGE）的人工 Ladder。扩

增引物为 GC-338F（5′-CGCCCGCCGCGCGCGGC- 

GGGCGGGGCGGGGGCACGGGGGGCCTACGAGCA

GCAG-3′）和 518R（5′-ATTACCGCGGCTGCTGG-3′）
[16]，扩增程序均为：94℃ 5 min；94℃ 30 s，53℃ 30 

s，72℃ 45 s；30 反应循环；最后 72℃延伸 10 min。 

1.7  变形梯度凝胶电泳（DGGE） 

用 25 l 的 16S rRNA-V3 扩增产物进行 DGGE，

所用仪器为 Bio-Rad 公司的 DcodeTM基因突变检测系

统。DGGE 参数为：变性剂梯度（化学变性剂为 100% 

尿素 7 mol/L 和 40%（v/v）的去离子甲酰胺）为 50% 

~ 70%，聚丙烯酰胺凝胶浓度为  8%，胶厚度为  1 

mmol/L，电泳缓冲液为 0. 5×TAE buffer，60℃、200 V 

电压下电泳 5 h，拍照，并采用 Quantity One 软件

（Bio-Rad）对 DGGE 图谱进行数字化处理。 

2  结果与分析 

2.1  土壤细菌的分离及锰氧化活性的测定 

通过锰富集培养法分别从 A、B 和 C 层土壤分

离到细菌菌株 192 株、160 株和 151 株，分别编号为

A1-192、B1-160 和 C1-151。用 LBB 指示剂法对所有分离

菌株进行锰氧化活性的测定，并按其锰氧化活性进

一步将所有分离菌株分为高锰氧化活性菌株（50
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株）、中锰氧化活性菌株（78 株）、低锰氧化活性菌

株（216 株）和无锰氧化活性菌株（159 株），其中

50 株具有高锰氧化活性分离菌株的测定结果见表 1。

表 1 显示各层分离菌株的平均锰氧化量随着土层的

加深而增高，但最高锰氧化活性的分离菌株来自于A

层（A94）。 
 

表 1  高锰氧化活性细菌的锰氧化活性 (µmol/L) 

Table 1  Mn(II)-oxidizing activities of determined high active isolates 

A 层（8 株）  B 层（22 株） C 层（20 株） 

编号 Mn(II) 氧化量  编号 Mn(II) 氧化量  编号 Mn(II) 氧化量 

A94 240.2  B76 187.7  C30 178.9 

A47 119.9  B138 171.5  C31 168.3 

A56 71.0  B47 163.6  C86 167.4 

A101 67.0  B159 151.4  C99 165.8 

A59 61.1  B84 144.4  C93 156.1 

A8 53.3  B93 144.2  C60 150.5 

A15 52.1  B36 143.3  C95 141.3 

A86 51.3  B160 106.3  C85 140.7 

   B150 105.0  C43 134.8 

   B81 98.1  C19 128.2 

   B73 87.3  C61 121.0 

   B113 85.6  C8 120.1 

   B107 83.2  C92 116.5 

   B35 78.3  C94 71.5 

   B37 77.9  C39 66.8 

   B23 66.7  C96 66.6 

   B122 66.0  C77 62.6 

   B86 65.4  C13 59.8 

   B46 62.3  C25 56.2 

   B109 61.5  C88 52.4 

   B89 59.8    

   B56 53. 9    

平均 89.5  平均 102.9  平均 116.3 

 

2.2  锰氧化细菌的土层分布 

各锰氧化细菌的土层分布如图 1 所示。整体上看，

低锰氧化活性和无锰氧化活性的分离菌株是占大多数

的，它们分别占到了整个分离菌株总数的 42.9% 和

31.6%；其次是中锰氧化活性菌株, 占 15.5%；高锰氧

化活性菌株的数目最少的，仅占 9.9%。从各个土层来

看，A 层具有最多的锰氧化活性菌株（包括高、中、低

锰氧化活性），它们占到了 A 层所有分离菌株的 95.3%， 

然而具有高锰氧化活性的菌株主要分布在B层和C层，

中锰氧化活性菌株主要分布在 A 层和 C 层，低锰氧化

活性的菌株数目随土层的加深而减少，无锰氧化活性

菌株却正好相反。此外，各层土壤的锰氧化物含量经

测定分别为：2.01 g/kg（A 层），2.25 g/kg（B 层），0.94 

g/kg（C 层）；而铁氧化物的含量分别为：56.34 g/kg（A

层），64.89 g/kg（B 层），63.91 g/kg（C 层）。对比表 1

和图 1 的结果可见，B 层和 C 层土壤的铁锰含量较高，

而这 2 层土壤中的高锰氧化细菌的分布比较多。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（柱形图上的数字表示分离细菌的数量） 

图 1  锰氧化细菌的土层分布 

Fig. 1  Distribution of Mn(II)-oxidizing bacteria in different-depth soils
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2.3  高锰氧化活性菌株的 16S rRNA 基因序列测定与   

     系统进化亲缘关系分析 

对所分离的高锰氧化活性菌株的 16S rRNA 基因进

行了测序和序列比对，发现这些高锰氧化细菌主要分布

在 13 个属，分别是：节杆菌属（Arthrobacter）（18 株）、

芽孢杆菌属（8 株）、中华根瘤菌属（Sinorhizo-bium）

（6 株）、假单胞菌属（5 株）、微杆菌属（Microbac- 

terium）（3 株）、大肠埃希氏菌属（Escherichia）（2

株）、Cupriavidus 菌属（2 株）、贪噬菌属（Variovorax）

（1株）、纤维单胞菌属（Cellulom onas）（1 株）、副

球菌属（Paracoccus）（1 株）、罗尔斯通氏菌属（Ralstonia）

（1 株）、红球菌属（Rhodococcus）（1 株）和 Agromyces 

菌属（1 株）。其中节杆菌属的分离菌株最多，其次是

芽孢杆菌属，再次是中华根瘤菌属和假单胞菌属。经检

索相关文献后可知，本文所分离的微杆菌属（B36、B81 和 

B150）、大肠埃希氏菌属（A94 和 A47）、Cupriavidus 菌

属（C30和B23）、贪噬菌属（A59）、纤维单胞菌属（B107）、

Agromyces（B109）及罗尔斯通氏菌属（C92）共 7 个属

是首次报道有锰氧化活性的细菌属。 

将以上 7 个新菌属中锰氧化活性较高的 B36、A94、

C30、A59、B107、B109和 C92共 7 株分离菌株的 16S rRNA

基因序列（GenBank 登录号分别为：HQ877780、

HQ877773、HQ877774、 JF432095、HQ877780、

HQ877781、HQ877789）与 NCBI 上比对出来的最相

似序列及已经报道的锰氧化细菌——芽孢杆菌属

SG-1、生盘纤发菌 SS-1、恶臭假单胞菌 GB-1 和 MnB1、

赤杆菌属 D-21、土微菌属 ACM 3067 等的 16S rRNA

基因序列一起用 Neighbor-Joining 法构建系统发育树

（图 2）。从图中可以看出 A59、C30和生盘纤发菌 SS-1

聚类在一起，归类为锰氧化细菌系统发育中的 -变形 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

（图中粗体数字表示本实验分离的细菌，粗体表示已经发表的锰氧化细菌，常规字体表示和分离细菌最相似的 NCBI 序列，括号内为 GenBank 登录

号，分支旁的数字为采用重抽样法对分支点的重复抽取数为 1 000 次时的置信度（%）；左下方标尺刻度表示核苷酸序列为 5% 的差异） 
 

图 2  7 株新分离的高锰氧化细菌的 16S rRNA 基因系统进化树 

Fig. 2  Phylogenetic relationships of 16S rRNA gene sequences from seven newly-identified isolates with high Mn(II)-oxidizing activity   
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菌门。B36、B107和 B109 聚类到一起，归类为锰氧化细

菌系统发育中的放线菌门，而 A94、C92 成为单独的分

支，与已报道的锰氧化细菌有着不同的进化关系。 

2.4  分离菌株与土壤总 DNA 的 PCR-DGGE 分析 

选择作为DGGE 人工 Ladder 的 5 株高锰氧化活性

菌株分别是 A94（大肠杆菌属）、A101（芽孢杆菌属）、

B84 （中华根瘤菌属）、C19（假单胞菌属）和 C43（节

杆菌属）（指在 NCBI 里最相似的属）。为验证所选

择的人工 Ladder 的有效性，将 5 株细菌的 16S rRNA

基因的 V3 片段 PCR 扩增产物分别进行 DGGE，检查

其谱带是否和人工 Ladder 中的条带在同一电泳位置，

结果如图 3 所示（图 3A 为 DGGE 电泳图谱，图 3B 是

基于原始图用 Quantity One 软件分析后的数据示意

图）。 

在图 3A 和图 3B 各自泳道 1 的人工 Ladder 有 5

个明显的条带，分别编号为条带 1 ~ 5，分别代表了所

选取的 5 株高锰氧化细菌（C43、A94、B84、A101、C19），

在图 3B 中它们以箭头指出为标准条带。图 3B 泳道 2 ~ 

9 中能与标准条带匹配的条带以黑色表示，不匹配的

为白色。从图 3B 可见，泳道 5 ~ 9 中的单一条带能比

较好地与标准条带对应或匹配，说明泳道 1 中的人工

Ladder 是有效的。A 层土壤（泳道 2）有 4 个条带和

人工 Ladder 匹配，但由于分析误差的存在，仅条带 4

是显示为匹配的，表示位于泳道 7的高锰氧化细菌A101

在 A 层中是非常丰富的。同样 B 层土壤（泳道 3）中

有条带 3 是匹配的，即泳道 5 的高锰氧化细菌 B84在 B

层中非常丰富。而 C 层土壤没有可以匹配的条带，说

明所选择的 C19、C43在 C 层中的丰度不大，因而 DGGE

没能检测到。 

由此可见，这 5 类高锰氧化细菌虽然在土壤中广

泛分布，但并非都是丰度高的分布。这除了与细菌自

身特性有关外，还与它们所处的土壤环境有关。至于

中、低或无锰氧化活性细菌是否是它们所处土层的高

丰度细菌还有待于进一步的研究。 

 

 
 

（A 中泳道 1 表示人工 Ladder, 即 5 株高锰氧化细菌的混合样品；泳道 2、3、4 分别表示 A、B、C 层土壤；泳道 5、6、7、8、9 分别表示高锰氧化

细菌 B84、C19、A101、C43、A94；B 中箭头所指的条带表示标准条带，黑色条带表示匹配条带，白色条带表示不匹配条带，白色横线表示 DGGE 条带

在同一电泳位置） 

图 3  5 株分离细菌和土壤样品的 16S rRNA 基因 V3 扩增片段的 DGGE 图谱 

Fig. 3  DGGE profiles of PCR-amplified 16S rRNA gene V3 segments of five isolates with high Mn(Ⅱ)-oxidizing activities and original soils 

 

3  讨论   

本研究对采集于山东崅屿一处铁锰结核棕壤的分

层土壤进行了可培养锰氧化细菌分离、活性测定与多

样性调查。目前，国内外相关细菌锰氧化作用研究的 

细菌菌株多分离自海洋环境，而对陆地土壤环境的锰

氧化细菌的研究较少，也尚未能分离到类似海洋细菌

所携带的锰氧化基因簇，因而对土壤锰氧化细菌的作

用机制还缺乏认识，亟需通过对特定土壤微生物区系 
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中锰氧化细菌的种群结构与多样性方面的研究，分离

鉴定一批有特色的锰氧化细菌种群，来用于深入开展

土壤锰氧化细菌相关的研究工作。有别于海洋环境的

是，土壤环境可因氧化锰矿物和氧化铁矿物的富集而

形成明显的铁锰结核[17]，而在此过程中锰氧化细菌可

发挥重要作用，因而铁锰结核土壤是分离锰氧化细菌

较为理想之处。本研究以暖温带的山东铁锰结核土壤

为研究对象，采用活体分离培养和土壤总细菌 DNA 所

包涵的细菌种群进行 DGGE 分析相结合的方法，来调

查不同土层锰氧化细菌的多样性，发现了 7 个此前未

见报道的具有锰氧化活性的新菌属，从而不仅拓宽了

锰氧化细菌种群范围，也为相关研究工作贮备了新菌

种资源。从这些新菌属的归类上看，它们依旧归属于

海洋锰氧化细菌主要的三大门类中的变形菌门和放线

菌门[3]，这一方面说明了土壤环境和水相环境的锰氧

化细菌系统进化的相似性，另外一方面也间接反映了

这些细菌在土壤锰结核形成过程中的积极意义。另外，

本研究发现高锰氧化细菌中的放线菌所占比例比较

多，这是有别于近年来文献报道的锰氧化细菌种群组

成的一个新特性。鉴于放线菌是土壤微生物中的一大

类，以及锰氧化细菌在元素生物地球化学循环中的重

要作用，那么该土壤中是否存在大量的放线菌类锰氧

化细菌？进一步深入研究这类土壤锰氧化细菌的活

性、产物及其迁移转化形式和对元素地球化学循环的

作用等方面，将对揭示它们在土壤圈中氧化锰矿物形

成过程的作用具有重要意义。 

本研究发现铁锰结核土壤中的锰氧化细菌确实是

很丰富的，尤其是表土层（A 层），由于受生物气候

或人类活动影响比较大，有机质含量比较高，比较

适合好氧异养的锰氧化细菌的生长。B 层是含氧化

铁、氧化锰、氧化钙、其他盐类和腐殖质等物质聚

积的淀积层，而 C 层为母质层，这两层所含矿物

比较多，会比较适合金属耐受性的细菌生长。此外，

本实验分离的细菌都能在含 1 mmol/L Mn(II) 的 K

培养基上很好地生长，该 Mn 浓度远超过自然环境

中会对细菌产生毒性的锰的浓度 [18]，说明了分离

菌株是非常耐受锰的。B 层和 C 层的高锰氧化细

菌比较多，它们对锰的具体耐受程度还有待研究。

另外，从表 1 可以发现，这些分离细菌的锰氧化活

性是很高的，平均达到了 20.58 μmol/(L·d)，相比部

分报道的锰氧化细菌的锰氧化度要高[5]，已初步表现

出一定的应用潜能。目前，本实验室正对这些特色菌

株所携带的锰氧化基因（簇）、锰氧化作用特性及其作

用机制等方面开展相关的研究工作。 
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Abstract:  Although Mn(II)-oxidizing bacteria are generally regarded as the major contributors of naturally occurred manganese oxides, only 

little effort has been devoted to investigate the community composition and diversity of Mn(II)-oxidizing bacteria in the terrestrial soil environment 

so far. In the current study, the stratified soils with iron-manganese nodules were sampled to isolate the culturable Mn(II)-oxidizing bacteria and to 

determine their Mn(II)-oxidizing activities as well as to identify their community diversity. The results showed that most culturable Mn(II)-oxidizing 

bacteria occurred in the A-horizon (0-20 cm) soil, whereas most Mn(II)-oxidizing bacteria with high activities occurred in B- (20-40 cm) and 

C-horizon (>75 cm) soils. 7 novel Mn(II)-oxidizing bacterial genera were found in this study from the isolates with high Mn(II)-oxidizing 

activity through 16S rRNA gene sequencing and related phylogenetical affiliation analysis. Moreover, PCR-DGGE profiles revealed that five 

randomly selected high Mn(II)-oxidizing bacteria were not abundant in the corresponding soil, which provided an insight of possible relationship 

between Mn(II)-oxidizing bacteria and their survival soil environment. 

Key words:  Mn(II)-oxidizing bacteriap, Novel bacterial genera, Diversity, Fe-Mn nodule forming soil, 16S rRNA gene 

 


