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(4)保持适宜的土壤含水量。水分适宜，作物生长健壮，根系吸收养分的能力增强；水分适 

宜。磷的扩散系数太大增加，对作物吸收有利。因此，在农业生产中，有效地调节土壤的水分状 

况对提高土壤磷的有效性和植物的磷素营养水平是十分必要的。 

3 结语 

测定安徽省几种主要土壤的无机磷含量．可以发现：除石灰性黄潮土和砂姜黑土有ca1D— 

P的积累、牯盘黄棕壤发育的水稻土有O—P的释放外，各种土壤无机磷积累的总的特点是 

一 P积累少，c砷一P、 —P、Fe—P的积累较多。在农业生产上可采用选择种植适宜的作 

物种类．调节土壤pH．增施有机肥料，词节土壤的水分状况等措施，调节土壤无机磷的活性，为 

作物生长提供充足的磷素营养，达到作物高产、优质的目的。 
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1 ，l 

马桑弗兰克氏菌的生物学特性的多样性 

胡传炯 周 启 周平贞 

(华中袁业太掌生奇科技掌院 武扭 430070) 

S， 2 

强， 

摘 要 报道了分膏白毳臣尼泊求马曩蕞瘤的2o株内生放线曹的摹垃的生舶掌特性。这些曹株在形 

态上具弗兰克氏曹■的其盈特性．■墼状曹整体上有矗羹和泡羹。步教曹棘还有率葺状生麓曹丝。但它们在 

培彝特征，生理特性．细胞化掌组分．描抗性．蛔臆可蓓性置白和艚酶同功酶电涞置誊．质粒类盈和限刳酶切朋 

誊彼此均有较大差异，几乎没有两个菌株在所有检捌指标的结果上是相似的。表明马秉弗兰克氏曹在生舶学 

雌 的 礁 L被{缅  G蟛硎P t 关键罚 塑；妻兰塞 ；乏丝 !查慢I纵野匾『 王Ⅺ 时 

弗兰克氏苗(Frankia)是能与8科25属200多种非豆科双子叶植物共生结瘤的固氨放线 

苗【1．2J。自从1978年callallam等从香蕨木( m 自竹 M)根瘤中分离获得第一株纯培 

养以来‘3】．巳从赤杨属( w)，胡颓子科(E ∞gmⅫ )，木麻黄科( suaHnaceaf)，杨梅科 

(嗵 c口c e)中9属植物根瘤中分离到几百株弗兰克氏苗纯培养。但是包括马桑属(C 一． 

n)在内尚有4科16属植物根瘤中没有分离到纯培养，或者即使分离到纯培养也不能成功回 

接[2]。 

弗兰克氏苗与马桑共生关系的研究远远落后于与其它放线苗结瘤植物的共生关系。主要 

原因是长期以来没有获得能够成功回接的内生苗纯培养。我国学者周平贞等自80年代初就 

陆续从广泛分布于我国的尼泊尔马桑(Co~ria 咖 z s如)根瘤中分离获得大量内生苗纯培 

养，并对它们的回接进行了成功的探索，积累了许多宝贵经验。在国外1992年才报道从尼泊 

尔马桑根瘤中分离到放线苗纯培养，并采用16~RNA作分子标记的Frankia属特异性探针进 

行鉴定，然而这一纯培养不具有典塑的Frankla形态特征，也不能成功回接[．]。 

本试验主要是将周平贞等分离得到的200多株马桑根瘤内生苗纯培养物。经初步回接和 

形态观察后从中选出20余株具有典型的Frankia形态和培养特征的纯培养(包括回接成功和 

回接没有成功的菌株)作为试验材料，首次进行系统的生物学特性研究。以累积有关弗兰克氏 

苗纯培养的系统资料，分析与其它弗兰克氏苗的异葡；同时也可以为目前国际上尚未解决的弗 

兰克氏苗的进一步分群或分种找出一些有益的指征做一点贡献。 

下面撬要报道这些实验结果。 

l 材料与方法 

(1)试验菌株C_~o13．Cs025等20株放线苗纯培养均分离自我国尼泊尔马桑。 

(2)培养特征、生理类型、碳氮潭利用试验均按文献[5]的方法。 

(3)抗苗活性测定：滤纸片法[ 。 
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(4)细胞化学组分测定：按文献[7]测定全细胞糖型；胞壁氨基酸组分的薄层层析和氨基酸 

自动分折测定方法见文献E8，9]。 

(5)可溶性蛋白和酯酶同功酶聚丙烯酰胺凝胶电泳：按Benson等_1蚰方法制备可溶性蛋 

白；Gardes：“ 等方法钢备酯酶同功酶样品：以标准方法制备不连续聚丙烯酰胺凝胶【埘；以岛津 

双波长扫描仪来估算各菌株电泳谱带异同。 

(6)质粒快检：参照文献[13]描述的方法并改进0。 

(7)限制酶切图谱：用酶解法提总DNA；标准酶切后【14]．用扫描仪分析各酶切图谱。 

2 结果 

2．1 培养特征 

所有检测菌株均能在液体培养基和固体培养基上生长。在同一种液体培养基中不同菌株 

的生长速度，生长状态，菌丝体颜色和可溶性色素等性状都有不同程度的差别；在固体培养基 

上不同菌株的生长速度明显不同．生长快的菌株在接种后I周内就出现菌落；有些菌株还在不 

同时间内如2、4和8周之内陆续出现茁落。所有菌落不产生气生菌丝．大多数菌株的基内菌 

丝发育良好，但不同菌株在菌落的表面性状，颜色和可溶性色素均有一走差异。根据菌落的这 

些性状可将20株马桑菌株的菌落分成四种类型。 

2．2 生理类型 

Lechevalie~(1983)根据能否利用Tween一80将弗兰克氏菌分为两个生理类型【 ，即生理 

A型和生理B型。生理A型是在元Twee~-80的培养液中能有效地利用葡萄糖，生长良好： 

在有Tween一80时．生长则受到抑制。生理B型恰恰相反．在无Tween一80的培养液中不能 

利用葡萄糖，生长微量；当有Tween—s0时能促进葡萄糖的利用丽生长量多。 

我们的试验表明，参试的20株马桑菌株中有l0株是属于生理A型的，有6株属于生理B 

型。尚有4株在有或投有Tween—s0的条件下均能很好利用葡萄糖，而且在两种情况下的菌 

丝体都达到相同的最大生长量，表明这些菌株同时包吉有A型和B型的特性。因此，将它们 

称之为A／B混合型。 

2．3 碳、氨源利用 

碳源利用试验表明．绝大多数菌都能良好利用0、2％的己酸钠，丙酸钠和丙酮酸钠
．只有 

极少数菌株能利用琥珀酸钠和柠檬酸钠；所有菌株不能利用苯甲酸钠作为唯一碳源。对于供 

试的7种糖和甘油的利用情况更加复杂．大多数菌株能利用1—4种单糖；有的菌株在利用某 

些糖时能够产酸。几乎全部参试菌株都不利用阿拉伯糖和甘油。 

氮源利用试验表明．马桑菌株能良好利用NI--I~CI而几乎不利用KN 作为唯一氮源。丽 

对于谷氨酸、甘氨酸及酪蛋白水解物的利用表现不同程度的差异。 

马桑菌株碳、氮源利用上的差异反映了Fr。 多样性的特点。 

2 4 拮抗性 

采用5种指示菌．对培养2—4周的马桑菌株培养滤液以纸片法分别进行活性测定表明
． 

0 胡恃螭，博士学位论文，华中农业大学．武覆 1995 
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在20株菌株中有7株没有抗菌活性．有13株有活性。在有活性的菌株中，除对大肠和白色假 

丝酵母均无活性外，有的对枯草杆菌．藤黄八叠球菌有作用；有的只对藤黄八叠球菌或只对红 

酵母等有活性。 

2．S 细胞化学组分 

经薄层层析(TLC)和氨基酸分析仪检测，20株马桑菌株的细胞壁氨基酸组分有属Ⅱ型 

(含me∞一DAP和甘氨酸)的．也有属Ⅲ型(含meflo—DAP)的。不同菌株在全细胞中含有的 

鉴别性糖变化很大。检测的20株马桑菌株根据鉴别性糖的组合可以分为六种糖基(分别是半 

乳糖、木糖和阿拉伯糖的不同组合)．其中有的糖型在其它弗兰克氏菌中均束报道过[1 】。 

2．6 细胞可溶性蛋白和酯酶同功酶聚丙烯蘸胺凝胶电泳图谱 

在细胞可溶性蛋白电泳后，2o株马桑菌株均能检测到Rf值为0．57的蛋白带．此外，IIf值 

为0．30、0．47和0．61的蛋白带在大部分菌株中也被检出。通过比较各菌株问主要蛋白谱带 

类型的差异，可将2o株菌株划分为2个蛋白电泳类群(PBGA和B)和6个亚群(PEG A1、 

和B1一 )。其中B群菌株占试验菌株的75％。在每个亚群中绝大多数菌株的蛋白图谱具有 

很高的相似性．仅有极少数菌株的蛋白图谱与同一亚群的其它菌株有一些差别。醋酶同功酶 

的分析表明，来自同一蛋白电泳类群的菌株．可划归于相同的酯酶同功酶类群(EIGA．B】。但 

在蛋白电泳亚群水平上．两者有明显差异．即同一蛋白电泳亚群的菌株其醋酶同功酶谱带有一 

定差异。 

2．7 质粒 

采用质粒快检法在21株马桑菌株中检测到有5株携带有质粒。其中有1个菌株含有2 

个质粒，其它4个菌株各含有1个。质粒的大小约为13----20kb。根据质粒数目和大小的差 

异，将2l株马桑菌株划分为4个不同的质粒类群．即PG I—Iv。 

2．8 限制酶切图谱 

采用限制性内切酶BamH1分别对15株马桑菌株的总DNA进行酶切。并根据每一个菌 

株的B白mHI酶切图谱．将相同或相近类型的菌株划分在同一个限制酶切类群(RPG)中．结果 

可以将15株马桑菌株分为8个类群(RPG A_一H)。 

3 小结 

综上所述．通过20株马桑菌株的系统研究表明．不论它们是否圊接成功．它们的菌体形态 

均具有弗兰克氏菌属的特征，如菌丝体呈放缓菌样．有孢囊或泡囊．有的还有串珠状结构的菌 

丝殷等。但是检测的这些菌株虽然都是从同一寄主植物马桑根瘤中分离获得，而它们的培养 

特征、生理特性、细胞化学组份、拮抗性、细胞可溶性蛋白和酯酶同功酶电泳图谱以及各种遗传 

特性等却彼此都有一定的差异。甚至在这20株菌株中几乎没有两个以上的菌株在所有检测 

指标的结果是相似的。表明马桑弗兰克氏菌在生物学特性上有显明的多样性。 
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