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紫穗槐种子内生根瘤菌数量分布与种类特征
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摘要：为探明根瘤菌在植物种子内的分布规律和种类特征，对紫穗槐种子荚果皮、种皮、子叶和胚芽4个部

位内生根瘤菌的分布数量与菌株种类进行了研究。结果表明：内生根瘤菌在紫穗槐种子不同部位数量分布有很大

差异，以种皮最丰(6．663 x106 rf∥叫)，占种子内生根瘤苗总数的50％，荚果皮次之(3．335×l驴t．fu／pod)，子叶和胚
芽内仅有少量分布(2．087x I矿ofu／pod，1，250x 1铲efu／pod)。分离纯化的32株根瘤菌RAPD检测图谱显示为5个

不同类型，以B型图谱菌株数目最多，为13株，占菌株总数的40．62％．c型菌株8株，D、A和E型图谱菌株分别为

6、4株和l株。其中种皮16个菌株电泳图谱为5种，荚果度8个菌株分为3种，子叶和胚芽8个菌株电泳图谱共3

种，显示了紫穗槐种子内生根瘤苗分布部位选择的偏向性与种类特征的多样性。
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植物内生荫是一类能在植物组织中定殖、运转

并稳定生存的微生物，它能与宿主植物协同进化形

成稳定的生态关系¨≈。。感染内牛菌的植物宿主往

往具有乍长快速、抗逆境、抗病害等优势，比未感染

内肆．菌的植株更其生存竞争力。根瘤菌是一类发现

较早研究深入的存益植物内牛菌。它能与豆科植物

形成共生关系并分布于植物体的各个部佗，不仅具

有固氮、溶鳃尢机磷和分泌乍长素的作用卜“。还能

与菌根真菌、氢氧化细菌等土壤有益微乍物稍j t影

响、相耳联合共同促进宿主植物的生长o“10J，这些

特征对增加农作物产量、提高，卜壤肥力有明显的作

用，因此深入研究根瘤菌的同氮机理，充分应用其促

生作用对农业的可持续发展和生态环境的改善具有

深远的意义。在自然界进入新土壤环境中的根瘤菌

主要通过植物种子携带，种子是被子植物的繁殖器

官．与其共生的根瘤菌是在长期的自然选择过程中

与种子协同进化的产物，在与宿主植物构建共生固

氮体系中要比土壤中其他根瘤菌具有更强的竞争

力，『『ij建立稳定共生关系具有的竞争力足生产中研

制根瘤菌接种菌剂的必要条件之一。能否在种子内

生根瘸菌中筛选出结瘤竞争／』强大义具有高效嘲氮

效率的根瘤菌株，对根瘤菌接种菌剂在土壤中的定

殖及各种促生作川的发挥意义重大。实验以紫穗槐

种子为材料研究r种子内乍根瘤菌在种子不同生态

位的数埴分布比例及种类特征．目的足为种子内生

根瘤菌的合理利用与深入研究挺供理论依据。

l材料与方法

1．1采样地概况

采样地位于甘肃省天水市(东经105041’，北纬

34。14 7)干旱荒山，海拔l 085—1 100 m，年均日照

2 010 h，年均气温11℃，年均降水量660 mm，年均蒸

发量952珊m，无霜期180 d，士r壤类型为黄棕壤。属

大陆性温带半湿润型气候，采样时间2009年11月

初。

1．2试剂

所需试剂及引物均购于上海生工生物1=程技术

有限公司。

1．3种子处理

挑选健康饱满的紫穗槐种子适量，用40℃温水

浸种24 h后，95％乙醇处理5 min，0．1％升汞浸泡30

s，无菌水冲洗7～8次，在无菌状态下将20粒种子

解剖为荚果皮、种皮，子叶和胚芽鸦鄙分备用。

I．4菌种分离与鉴定

将处理好的种子各部分入灭菌研钵中加2 ml

无菌水充分研磨，离心(4 000 r／rain，10 rain)后取上

清液l ml配制成10～．10。浓度稀释液(1 d上清

液加9 rIll无菌水菌液浓度为lo“)，各浓度分别取

60、80、100弘l无菌状态下接种于YMA刚果红培养基

(配方：K2HP04 0．5 g／L，酵陟粉I∥L，NaCl 0，l g／L，
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Mgs04·7820 0．2 g／L，甘露醇10 g／L，琼脂15 g／L，

0．5％刚果红液4 IId，蒸馏水1 000 ml，pH值7．0—

7．2)，28'E培养，相同条件设置对照，3个重复。筛

选同一浓度相同接种量各部位单菌落分布均匀清晰

的平板，6天后记录单菌落数量，进行革兰氏染色及

形态学镜枪区分⋯]。选择菌落均匀、约每平板1～

30个菌落的稀释度计算每处理组织中内生根瘤菌

的最大可能菌株数【幢J，初步鉴别确定为根瘤菌后

4℃保存。

1．5接种与菌种基因组DNA提取

挑取平板上单菌落(浓度lO“接种量80 m)接

种于装有15 ml YMB(YMA培养基不加琼脂)液体培

养基的50 lIll锥形瓶，28℃震荡培养6 d，相同条件设

置对照，4个重复。将培养好的菌液分为两等分，一

份接种于株高5 em的紫穗槐幼苗根部用于菌种鉴

定。另一份用于基因组DNA的提取【B】，获得的

DNA沉淀溶于缓冲液(iOOptl×TE)，电泳检测、分光

光度计测定其浓度和纯度后一20℃保存备用。

1．6引物筛选

20 m反应体系采用何庆元优化的反应设

计[14|，反应程序见文献[15]，对35条随机引物进行

筛选。

1．7根瘤菌基因组DNA的RAPD检测

用Eppendoff AG22331型PCR仪对32个根瘤菌

基因组DNA进行扩增，随机引物S177，20脚反应体

系和反应程序如上，获得的PER产物4℃保存，进行

1．0％琼脂糖凝胶电泳，EB染色，用AlphaimagerT

502643型凝胶成像系统拍照分析。

2结果与分析

2．1根瘤菌的形态特征及接种

接种液在YMA培养基上6 d可形成直径0．4～

0．5 cm的圆形菌落，在刚果红YMA培养基上不吸

色，菌落乳白色表面凸起光滑，边缘整齐，属于中慢

生型根瘤菌，光学显微镜观察为短杆状的革兰氏阴

性细菌。接种50 d后，植株结瘤与对照相比显著增

加。可判断从紫穗槐种子各部位分离出的32个菌株

为中慢生型根瘤菌。

2．2单菌落筛选

菌液浓度10～。lO一接种量为60脚、80肛l和

100出培养6 d后，各平板上没有清晰的单菌落出

现，各单菌落粘连在一起无法清楚计数。lO～一

10-7浓度时，平板培养出现单菌落，以浓度10-6平

板单菌落为多且清晰(表1)，其中接种量80肛l时的

单菌落最为典型，无单菌落粘连现象，易于菌株数目

记录和茵落形态的鉴别。

衰1 菌液稀释度为lo“时平均每平板单菌落数

Table l The number of single colony On flat

with t20ncentmtion in 10—6

注：。一”表示平板单菌落秸连无法准确计数。

^[Ole“一”indeeates not taking count of咖gle eolany for ea雌lutina—

tlou．

2．3紫穗槐种子不同部位根瘤菌数量分布

以浓度lO。6接种量80 m平板单菌落数目为计

数标准，经平板培养共分离出32个典型的根瘤菌单

菌落(如表l，图1)．其中种皮为16个，占种子根瘤

菌总数的50％，平均每平板5．667个单菌落，荚果皮

为8个，为总数的25％，子叶和胚芽分别5个和3

个，分别占16％和9％。

胚芽
Embryo

种皮
Seed capsule

50％

Legumen skin

圈1 种子不同部位根瘤菌分布比例

Fig．1 Distribution of rhizobium in different pans of seed

2．4引物筛选结果

电泳检测结果显示35条引物中有SI、$42、

S164、S177、$344和5502引物均能扩增出片段，对6

条引物进一步检测表明，有2条都能在32个菌株中

扩增出片段，其中以S177引物扩增DNA片段丰富，

扩增图谱清晰，稳定性高、重复性好，可用于分子标

记和遗传分析(见表2)。

2．5菌株RAPD检测图谱

如图2显示，分离纯化的32个菌株RAPD检测

图谱显示扩增条带为5个类型，以B型菌株数目最

多，为13株，占菌株总数的40．62％，C型菌株8株，

占菌株总数的25％，D、A和E型条带数目分别为6、

4条和1条。分离于种皮的16个菌株扩增有5个类

型的条带，以B型菌株数目最多，荚果皮中8个菌株

共有3个类型的图谱条带，其中C型条带最多，占

50％，子叶和胚芽共出现3种图谱，荚果皮、子叶和
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胚芽中的菌株图谱与种皮菌株图谱类型一致。

表2引物筛选的结果

Table 2 The results of primer screening

序号 引物 序列 序号 引物 序列 序号 引物 序列

Serial NO．Primer SeqIIence Serial NO．Primer Sequence Serial NO．Primer SeqlIe．ce

1 Sl GTITCC,CTCC。 13 S135 CCAGr^CTCC 25$345 cI℃CAl℃GC,G

2 s6 TGCICI℃CCC 14 S164 CCGCCTAGT‘‘ 26$346 TCGTTCCGCA

3 s9 础CZACTC 15 S177 GGTCZ'rGAT‘。 27$347 CCTI丑℃GACA

4 S20 GGACCCrrAC 16 S215 1℃CGAGACGC 28 s357 ACGCCAGTrC

5$42 GGACCCAACC。 17$265 GGCGGAT从G 29 s502 CACAG眦。
6$64 CCGCATCTAC 18$288 AGGCAC^GCA 30 S503 ACACAGAGGG

7 S104 GGAA伽GCC 19$294 GGl℃GAHl_G 3l$506 CTCTACCGCA

8 S124 GGTGATCAGG 20$309 GGr(汀GGn℃ 32 s507 ACTGGCCTGA

9 S125 CCCAAll℃CC 2l s320 CCCACcTAGA 33 5508 CCCGTr(圯cT

10 S128 GGGATATCGG 22$34】 CCCGGCATAA 34$509 TGAGCACGAG

11 S129 CC从G伽℃C 23$342 CCCG丌嘲A 35 s510 CCA兀℃CCCA

12 S130 GGAAGCTTGG 24$344 CCGAACACGG‘

注：“*”表示扩增效果较好的引物序列．“**”表示扩增效果最好的引物序列。
’

Note：“*”indieales the primer唧ence having good amplification result．“**”indicates the primer”queflce having b∞t amplification result

图2 32个根瘤菌菌株RAPD扩增结果

Fig．2 The amplification result of 32 strains

注：1～16泳道菌株分离于种皮，17～24分离于果皮．25～29分离于子叶．30—32分离于胚芽。相同字母表示扩增条带相同。

Note：Strains I一16 are separated from seed capsule，17—24 from Legumen skin，25—29 from Cotyledon，30—32 from embryo．Same letters indicate same

amplification atlas．

3讨论

植物体是一个由自身的活体组织和定殖在体内

的内生细菌共同构成的一种复杂的微生态体系，生

活在此复杂环境中的内生菌，能与植物体形成和谐

或竞争的平衡体系，在协同进化的过程中由于与宿

主植物亲和力的不同而在植物不同的组织中种类和

数量不相同【l引。根瘤菌是一种与宿主植物和谐共

生的促生内生菌，它能穿过植物皮层进入木质部导

管中，随着宿主植物的生长被运送到植物上部营养

器官或繁殖器官中【l7|。种子是豆科植物的繁殖器

官，它进入新的土壤环境，成为下一代植物新植株内

生根瘤菌的重要来源，为豆科植物一根瘤菌共生体

系的构建提供了物质基础。对次代植株的生长和土

壤环境的改善有积极作用。

实验结果显示内生根瘤菌在紫穗槐种子的不同

部位数目分布差异很大，主要存在于种皮部位，占绝

对的数量优势，此结果与周肇蕙II 8J的研究一致，其

次是荚果皮，子叶和胚芽中只有少量分布。说明根

瘤菌在种子内的分布具有对特定部位选择的偏向

性，是豆科植物一根瘤菌这一共生体系长期与环境

相适应的结果，说明此生态位更适合根瘤菌的生存

与繁殖，袁保红和许森等的研究也显示了相似的结

论【19埘J，同时由于内生根瘤菌抵抗植物病菌入侵

能力的大小与其数目的相关性，种皮部位根瘤菌数

目上的优势度对种皮更好地发挥保护种子的屏障作

用意义重大【2卜22’。

植物体中定殖的内生菌的生长繁殖要受到宿主
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基因型和环境条件的选择，这些因素决定了内生细

菌的遗传多样性，在宿主植物的影响下，内生细菌的

不同亚群会在宿宅不同环境中形成【23。川，不同基

因型的内生菌选择不同的生态位。种子作为植物体

的一部分也小例外，实验结果支持这一理论。种子

不同部位根瘤菌菌种基冈型各不相同，显示了种子

内生根瘤菌的高度多样性，在最适宜的生态位不仅

根瘤菌数目占优势，其菌种基因型也较之其他部位

多，如种皮中分离出了根瘤菌16株，占种子根瘤菌

总数32株的50％，B唰图谱根瘤菌13株，作为优势

菌株占州优势的生态位，f且优势事态位并不排斥稀

有种的同时存在，它们共同构成了种子微牛态系统

的生物环境。有研究表明具有不同遗传因子的植物

对同一基因型内生细菌生物同氮效率的影响不

同∞J，那么在同一宿主中不同荩肉型的内生根瘤菌

是否也具有不同的l羽氮效率，作为优势种的B型根

瘤荫是否会比稀有种E型菌株。有更强的固氮效率

还需要实验验证。
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Amount distribution and category characteristics of endogenous

rhizobium in Amorpha fruticosa seeds

CHEN Li—yunl．ZHOU Zhi—yu2

(1．&heel ofLife-Science and Chemistry，Tianshui Normal University，Tianshui，Gansu 741000．Ch／na；

2．Coilege of Pastoral Agriculture Science and Technology．Lanzhoa Um≈rs畸，Lanzhou 730020，Ch／na’

Abstract：To determine the amount distribution and category characteristics in seed capsule，peficarp，cotyledon

and embryo of rhizobium in Amorpha fmtieosa seeds，amount and category of endogenous rhizobium in different parts seed

of Amorpha frutieosa were anMyzed．The result indicated that there was significant discrepancy in amount distribution and

category characteristics in endogenous rhizobium．Most endogenous rhizobia were distributed in seed capsule(6．663×

106 ofu／pod)，which accounted for 50 percent of the total strains，and then periearp(3．335×t06 ofu／pod)．Only small

amount of endogenous rhizobium war present in cotyledon and embryo(2．087×106 cfu／pod．1．250×106 cfu／pod)．32

strains of rhizobium，isolated from different pans seed of Amorpha fmticosa，were divided into 5 types based on the char—

acteristic maps of RAPD—PCR groups(A，B，C，D and E)．Most ofthe stains were B type，aeeounting for40．62％of

the total．8 strains belonged In C type，and the number of stains belonging to D，A and E types were 6，4 and 1．There

were 5 groups in seed capsule of 16 strains，3 groups in periearp and only 3 species of cotyledon and embryo．These

showed the partiality and diversity of endogenous rhizobium in different parts of seed of Amorpha fruticosa with amount

distribution position and category characteristics．

Keywords：seed of Amorpha fruticosa；endogenous rhizobium；amount distribution；category characteristics
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Assessment of water resources carrying capacity in Yulin based on

principal component analysis

XIAO Ying—yiag，SONG Xiao·yu，ZHANG Jian—long

(研Laboratory for Northwest Water Resources and Ecological Environment of Ministry of Education，

Xi’art UniversityofTechnology，Xi’∞．Shaanxi 710048，China)

Abstract：This paper established all evaluation index system with nine indieatom，such ills water quantity per eapi—

ta，water resources development and utilization level，COD concentration，per capita grain possession，water consumption

per capita．naturat growth rate of population，per capita GDP，water-use efficiency and environmental water use rate．A

comprehensive evaluation of water rasourees carrying capacity in Yulin was carried out by prineipal component analysis。

through which four principal components were given．The results show that：water resources carrying capacity is in unbal-

abeed distribution in Yulin and the comprehensive evaluation value is difie：rent．The comprehensive evaluation values of

Hengshan，Dinghian，Fugu，Yuyang and Shenmu aI；e between 1 365．12 and 10 447．86，which are in the middle level．

Water resources earD,ing capacity is limited in Jingt,ion and its comprehensive evaluation value is 10 468．962

(>10 447．86)，which is slightly larger than Grade l standard．In other divisions，such as Zizhou，Jiaxian，Qingjian，

Suide，Mini and Wubu，they have a great exploitation potentiality and their evaluating values are lower than 1 365．12，

the Grade m standard．At last countermeasures are proposed to improve the water resources carrying capacity，which

have important practical significance for optimizing water resources allocation and pmmoting sustainable development of

the social economy in Yulin．

Keywords：water resources carrying capacity；principal component analysis；comprehensive assessment；Yulin
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