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金沙江河谷地区豆科树种根瘤菌耐干热研究

曾小红,伍建榕,马焕成,郭瑞超,张丽芬,肖 � 斌
(西南林学院 生态工程研究所, 昆明 � 650224)

摘 � 要:本实验在人工设置高温和模拟干旱条件下,对分离自金沙江河谷地区的 12 株豆科树种根瘤菌菌株进行耐

干热分析。结果显示, 12株供试菌株对干热表现出不同的耐受性,大部分菌株如 : P5- 1、P5- 6 、P5- 8、P6- 11 、

Y8- 12 、P5- 5 、Y6- 13 、P 5- 7 能忍受 40� 的高温;在人工模拟干旱的高渗环境中,也有部分菌株( P5- 1、P5-

2、P5- 6、P 5- 7)表现出极强的耐受能力。通过本次的耐性研究,发现菌株 P 5- 1、P 5- 6 、P5- 7 不仅能在 40 � 的
高温下生长而且在- 8. 71 � 105 Pa, 35� 的条件下也能很好的存活。
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Study on Drought-hot Tolerance of Rhizobia Strains of

Legume Isolated from Jinshajiang River Dry-hot Valley

ZENG Xiao-hong, WU Jian-r ong, M A H uan-cheng , GUO Ru-i chao, ZH ANG L-i fen, XIAO Bin
(Ecology Engineer ing Ins titute, Southwest For estr y Col lege , K unming 650224, China)

Abstract: In this st udy, 12 st rains iso lated fr om the roo t nodules of wo ody leg umes in the var ious r egions of Jinshajiang R iver

dr y- hot v alley w ere used to study the dr ought- hot tolerance by adding P olythylene glyco l 6 000 to YM E brouth medium and

co nt rolling the temperature. T he results indicated t hat: t he 12 str ains had different tolerance ability to droug ht- ho t, such as P5

- 1, P5- 6, P 5- 8, P 6- 11, Y8- 12, P5- 5, Y6- 13, P 5- 7, and lots o f sta ins could r esist ant temperature 40� such as P5- 1,

P5- 2, P5- 6, P 5- 7. In the brouth medium w hich adding PEG, there wer e a lot of str ains had indicated the stro ng tolerance a-

bility . F rom t his study of resistance, P5- 1, P 5- 6, P 5- 7 no t only could gr ow at temper ature 40 � but also in the condition o f

- 8. 71� 105 Pa and 35 � .
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� � 干热河谷是中国西南地区横断山区一种非常特殊的气
候类型, � 干�和� 热�是该地区的气候特点[ 1] 。在干热河谷的

植被恢复工程中,干旱和高温是树木生长存活的重要制约因

素。

豆科树种具有较高的经济价值 ,对不良环境抗逆力强,

在改良土壤、提高土壤肥力、保持水土和改善生态环境中占

有重要地位。这些作用与它的结瘤固氮性能密切相关[2] 。

与豆科植物共生固氮的根瘤菌也常遭遇此不利环境条件。

据陈文新等[3] 报道,大部分在豆科植物上结瘤的根瘤菌, 如

大豆根瘤菌、豌豆根瘤菌和三叶草根瘤菌对高渗环境都极为

敏感,而在不利生长的逆境条件下分布的根瘤菌菌株却表现

出与环境良好的适应性。在高温干旱地区根瘤菌的生长繁

殖以及对寄主植物侵染和结瘤固氮作用均有别于一般的生

态地区[4] 。陈文新[5] 、黄玲[ 6] 等对新疆干旱地区根瘤菌资源

的调查发现,新疆地区根瘤菌的生长繁殖及对寄主植物侵染

结瘤和固氮作用明显不同于其他生态区, 不仅能在高温、干

旱、盐碱等不利条件下很好的生长繁殖,而且还能侵染寄主

并使之结瘤固氮,表现出对环境的良好适应性。

从对新疆干旱地区根瘤菌研究的情况看来, 在干热河谷

地区的根瘤菌的抗干热能力应该比其他一般的生态地区, 或

即使是从干热河谷地区采集到的根瘤菌, 也会因不同的寄主

或不同的菌株使其菌株间的抗性存在着差异性。本文通过

该次试验试图对金沙江干热河谷地区采集到的部分豆科树

种根瘤菌的抗干热能力进行初步的研究, 并试图从中筛选出

耐旱的菌株, 从而为干热河谷区的植树造林服务。

1 � 材料与方法

1. 1� 供试菌株(见表 1)

从金沙江干热河谷区的攀枝花市、元谋等不同林分中采

集豆科树种的根瘤, 经分离、纯化所得的菌株, 再经人工液体

培养回接实验确定为根瘤菌(其中钝叶黄檀未做回接实验)。

1. 2� 抗性实验
1. 2. 1� 温度实验

以甘露醇酵母汁培养基( YM A)为基本培养基。将各根

瘤菌菌株接种到 Y M A 培养基中, 于不同温度下恒温培养。

温度设定为 28 � 、35 � 、40 � 三个温度级, 每个温度设三个
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重复。第 5 天和第 10 天观察菌落出现的情况。

表 1� 供试菌株来源

寄主植物 菌株号 采集地 土壤类型 海拔/ m

台湾相思 P5- 1 PQ(攀枝花青松山) 砂壤土 1100

台湾相思 P5- 2 PQ(攀枝花青松山) 砂壤土 1100

台湾相思 P5- 6 PG(攀枝花公园) 中壤土 1700

台湾相思 P5- 8 PG(攀枝花公园) 轻壤土 1700

台湾相思 P6- 11 P L(攀枝花凉风坳) 轻壤土 1700

银合欢 P5- 4 PQ(攀枝花青松山) 轻壤土 1100

银合欢 Y8- 12 YR(元谋热经所) 轻黏土 1100

银合欢 Y8- 16 YR(元谋热经所) 轻壤土 1100

山毛豆 P5- 5 PQ(攀枝花青松山) 中壤土 1100

山毛豆 Y6- 13 YR(元谋热经所) 轻壤土 1100

山毛豆 Y8- 14 YR(元谋热经所) 轻壤土 1100

钝叶黄檀 P5- 7 PG(攀枝花公园) 轻黏土 1700

1. 2. 2 � 高温干旱实验
用聚乙二醇 6 000( PEG6 000)人工模拟干旱条件[ 7、8] 。

在甘露醇酵母汁的液体培养基 ( Y M B) 中加入不同量的

PEG, 使培养液的最终浓度 ( w / v )分别为 5% , 10% , 20% ,

30%等 4 个水平, 每个水平各设 3 个重复。在 35 � 的条件
下,各水平的渗透势分别为处理 1- 0. 34 � 105 Pa, 处理 2-

1. 13� 105 Pa, 处理 3- 4. 04 � 105 P a, 处理 4- 8. 71 � 105

Pa[ 7] 。同时,设不加 PEG 在 28 � 条件下培养的对照实验。
取各经活化好的各根瘤菌菌株 1~ 2 环接种到各不同

PEG水平的 YM B液体培养基中( 20 ml/ 20 � 18 mm 试管) ,

于 35 � 条件下震荡培养, 5 天后吸取菌液用 752 型紫外分光

光度计和 1 cm 比色杯, 在 420 nm 波长比浊。测定其吸光度

值( A ) , 与对照菌株的 A 420 nm比较, 以 A 420 nm表示其在各干旱

条件下的生长繁殖状况。测定前用相应浓度 PEG 的 Y M B

营养液对仪器进行调零。

各菌株在不同 PEG 渗透势条件下的吸光度值数据用

SPSS 的方差分析程序( A N OV A )进行分析, 用 L SD 检验进

行显著性分析( P < 0. 05)。

2 � 结果与分析

2. 1 � 温度对各豆科树种根瘤菌菌株生长的影响
表 2 � 各根瘤菌菌株在不同温度下的生长状况

菌落数

菌株号

28 �

第 5 天 第 10天

35 �

第 5 天 第 10天

40 �

第 5 天 第 10 天

P5- 1 6 6 1 0 4 3

P5- 2 6 6 1 1 0 0

P5- 6 6 6 4 3 2 3

P5- 8 6 5 6 5 2 1

P6- 11 5 5 5 5 6 5

P5- 4 6 5 6 5 0 0

Y8- 12 6 6 6 5 1 1

Y8- 16 6 5 6 5 0 0

P5- 5 6 6 5 5 4 1

Y6- 13 6 5 4 3 3 3

Y8- 14 6 6 2 2 1 0

P5- 7 6 6 4 4 6 4

� � 0:表示死亡; 1 ~ 2:表示生长; 3 ~ 4:表示生长良好; 5 ~ 6: 表示生长很好。

一般情况下,根瘤菌最适生长的温度为 25 ~ 30� ,只有

少数苜蓿根瘤菌菌株在 42. 5 � 下生长[9] 。在本次的试验研究

中, 在35� 的温度条件下,所有的菌株在第 5天的时候都能生

长,到第 10 天时,除了菌株 P5- 1 已经出现死亡, 其他的菌株

都能很好的生长或弱生长。当温度升高到 40� 时,大部分菌

株还是表现出生长良好或弱生长,如:菌株 P5- 1、P5- 6 、P5

- 8、P6- 11 、Y8- 12 、P5- 5 、Y6- 13 、P5- 7; 其中菌株 P5

- 1在 35� 的温度下生长的并不好,但当温度达到 40 � 时菌
株反而表现出良好的生长, 出现了反弹现象。其他的菌株除

了菌株 Y8- 14 在 35 � 还能微弱的生长外, 都不能在 40 � 的
温度条件下生长。与根瘤菌是最适温度相比, 干热河谷地区

豆科树种的根瘤菌对高温的耐性相对要高的多。

2. 2� 在 35 � 高温下不同 P EG 处理对根瘤菌菌株生长的影

响

表 3 � 不同 P EG处理后根瘤菌菌株的

生长情况(以吸光度值 A 表示)

菌株号 对照
35 �

处理 1 处理 2 处理 3 处理 4

P5- 1 2. 1350 1. 3230 1. 4560 0. 2725* 0. 2460*

P5- 2 1. 2170 1. 1430 1. 1070 0. 0965* * 0. 3565* *

P5- 6 1. 4115 1. 4595* 1. 8170* 0. 1455* 0. 3810

P5- 8 1. 9030 1. 3085* 1. 3100* 0. 2935* * 0. 1645* *

P6- 11 1. 3345 1. 5120 1. 2590 0. 4815* 0. 2730*

P5- 4 1. 2370 1. 1360 0. 6635* 0. 2745* 0. 1265*

Y 8- 12 1. 0820 1. 3480 1. 1015 0. 3230* 0. 0930*

Y 8- 16 1. 6810 1. 3015* 0. 4615* * 0. 2985* * 0. 0825* *

P5- 5 0. 7230 1. 0585* 0. 6470 0. 2560* 0. 1415*

Y 6- 13 1. 0075 1. 4895 1. 3725 0. 3085* * 0. 1785* *

Y 8- 14 1. 5135 1. 4145 0. 3345* * 0. 1030* * 0. 0800* *

P5- 7 1. 3785 1. 5485 1. 3795 0. 8445* 0. 4635*

� � * 表示对照和处理间差异显著( P< 0. 05); * * 表示对照和处理间差异极显著( P< 0. 01)。

从表 3 可以看出: 随着 PEG 用量的增加, 各菌株的生长

逐渐减弱, 除了菌株 P5 - 6 在处理 4 没有达到显著性差异

外,其他的菌株在各处理下与对照相比吸光度值都达到了显

著水平。

图 1 � 不同 P EG处理下根瘤菌菌株吸光度大小

从图 1 可以看出,各菌株在处理 1 和处理 2 条件下都能

生长。在处理 1( - 0. 34 � 105 Pa, 35)中, 菌株 P6- 11、Y8-

12、P5- 5、Y6- 13、P5- 7 生长的比对照菌株还好; 在处理 2

( - 1. 13� 105 Pa, 35)中,菌株 P5- 1、P5- 6 比在处理 1 的条

件下繁殖的还好。这说明培养液的- 0. 34 � 105 Pa和- 1. 13

� 105 Pa的渗透势对根瘤菌菌株生长的影响不大, 而且,适量

的高温干旱反而对根瘤菌菌株的生长有促进作用。这可能是

由于金沙江干热河谷地区豆科树种根瘤菌与寄主植物长期生
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长在高温干热的生态环境中的结果。这种菌株的生长状况在

黄明勇等[8] 对土著花生的耐旱性研究及杨苏声等[10] 对快生

大豆根瘤菌的耐盐性研究中都有相似的报道。

而当培养液的渗透势升高到- 4. 04 � 105 Pa 和- 8. 71

� 105 Pa后各菌株的存活量呈明显的下降,各菌株生长的都

不好或几乎不生长;但菌株 P5- 2、P5- 6 在- 8. 71� 105 Pa

的高渗透条件下其吸光度反而比- 4. 04 � 105 Pa 的略有回

升。这种现象在 Vicent [ 11] 和 F uhuramann[ 12] 对根瘤菌的研

究及黄明勇等[8] 对金沙江土著花生根瘤菌的耐旱性研究中

都有报道。Rensburg[ 13] 认为这是由于中间相对湿度使细胞

部分失水,从而对其功能酶造成损伤, 而在更低水势情况下,

存活率提高是由于酶的正常功能受到保护所致。

从不同地区来看,攀枝花和元谋的部分豆科树种根瘤菌

菌株,在不同的 PEG处理下, 即使是从同一种寄主植物的根

瘤上分离得到的根瘤菌,其对高温干旱的耐受能力也是不尽

相同的。如菌株 P5- 1、P5- 2、P5- 6、P5- 8 都是从攀枝花

不同地区台湾相思的根瘤中分离得到的菌株,但却表现出对

干热的不同抗性; P 5- 2、P5- 6 在高渗透条件下生长的明显

比 P5- 1 和 P5- 8 要好。除了同一寄主植物的根瘤菌菌株

在耐旱能力上存在较大的差异性,即使是从同一土壤环境中

分离的不同菌株耐旱性上也表现出明显的不同, 如菌株 P 5

- 1和 P5- 2 来自砂壤土,来自轻壤土的菌株 P5- 8、P6-

11、P5- 4、Y8- 16、Y 6- 13 、Y8- 14 及来自轻黏土的 Y8-

12、P5- 7 这些菌株分别都是从同样的土壤类型中, 它们对

高温干旱的适应性都不相同。

攀枝花和元谋两地的采集点从土壤类型、海拔高度及当

地的气候条件来看,土壤多为轻壤土, 海拔除了攀枝花公园

及凉风坳两地海拔为 1 700 m 其余均为 1 100 m;而两地的

气候都属于干热高温少雨的气候特点。从植物生长方面来

说,高温干热的条件是不利于植物生长的。但是当植物长期

在此生长并适应了当地的生态环境后,所表现出来的对不利

因素的抗逆性是巨大的。从本次攀枝花和元谋两地部分豆

科树种根瘤菌对干热的不同的适应能力来看,金沙江干热河

谷区采集到的部分豆科树种上分离得到的根瘤菌菌株对高

温干热的耐受性表现出多样性特点,且因寄主植物对当地生

态的长期适应结果而表现出巨大的抗干旱高温的特点。

3 � 讨 � 论

本次的实验结果表明:金沙江干热河谷区豆科树种根瘤

菌对高温干热的环境条件表现出耐受力的多样性和特异性。

供试的 12 个菌株中, 表现出耐高温 ( 40 � )的菌株有 P5- 1、

P5- 6 、P5- 8、P6- 11 、Y8- 12 、P5- 5 、Y 6- 13 、P5- 7。

在用 PEG人工模拟干热条件试验中, 菌株 P5- 1、P5- 2、P5

- 6、P5- 7在- 8. 71 � 105 Pa的渗透势水平仍能生长发育的

较好。耐高温和高渗透的这些菌株的存在说明, 干热河谷地

区豆科树种根瘤菌存在有丰富的抗逆菌株。这些豆科树种根

瘤菌的寄主都是在干热河谷地区存在了较长的时间,对干热

高温的条件已经有了适应的能力。而这些根瘤菌菌株能在干

热高温等不利条件下生存、生长并繁殖,这种特有的抗逆性的

存在,从生态条件来说是金沙江干热河谷地区特有的生态环

境,而形成了该地区豆科树种根瘤菌特有的抗逆能力, 这也是

干热河谷各生态环境中逆性因素对根瘤菌长期自然选择的结

果。对本实验中筛选出的比较耐干旱的菌株仍需要做进一步

的共生结瘤实验,从而找出较耐干旱的优良的共生体系。

从菌株的生长形式来看, 本次实验所用的根瘤菌菌株存

在不同的生长形式: 一种是随着温度的升高和溶液渗透势的

降低而菌株( P5- 8、Y8- 16、Y 8- 14)的生长存活能力也随

之而降低; 一种是在溶液渗透势降低的过程中,菌株( P5- 2、

P5- 6)在经过一个致死渗透势 ( - 4. 04 � 105 Pa)后菌株的

存活数量又增高; 第三种是部分菌株( P6- 11、Y 8- 12、P5-

5、Y 6- 13、P5- 7)在- 0. 34 � 105 Pa 的渗透条件下生长的

比对照(不加 P EG、常温下培养)生长的还要好。这种菌株

生长模式的不同在黄明勇等[ 8] 对土著花生根瘤菌的耐旱性

的研究中也有相似的报道。

通过目前我们对金沙江河谷地区的根瘤菌的筛选, 可以

得到一些比较耐高温干旱的菌株, 如菌株 P5- 1、P5- 6 、P5

- 7, 这三株菌株在40 � 高温及在- 8. 71� 105 Pa, 35� 的条件
下都能生长繁殖。从我们对干热河谷地区生长的豆科树种上

筛选出了这些耐高温干旱的菌株, 对于在干热地区的农林业

生产活动的提高是很有帮助的,可以直接运用于生产中, 或者

再通过现代分子生物学实验手段构建出我们实际生产需要的

高效菌株, 从而提高干热地区农林业生产种植的效率。
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