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摘 要

本文通过无菌水培试验
,

研究了两种不同基因型小麦苗期根系分泌物对反硝化细菌优势

种生长量和反硝化活性的影响
。

结果表明 � 两种不同基因型的小麦根系对反硝化细菌均有明

显的根际效应
,

其菌数和反硝化活性又以郑引 � 号大于宝丰 � � �叭 根分泌物中氨基酸组分两

者相似
,

但其总量也以郑引 � 号大于宝丰 � � � � ,
对根际反硝化细菌产生直接影响

。

而反硝化

活性不受菌株耐药标记的影响
。

关健词 根际反硝化细菌
,

根分泌物
,

反硝化活性

根际微生物与高等植物间存在着非常密切的关系
。

植物在整个生长期间进行着活跃

的新陈代谢作用
,

根系不仅从环境中摄取养分和水分
,

同时也不断地向生长介质中分泌出

一些可溶性有机物或根组织脱落细胞
,

为根际微生物提供了重要的营养和能量物质
,

从而

产生明显 的根际效应
。

根际微生物的活动对根际养分也有显著的活化作用囚
,

促进植 物

的生长发育
。

不同植物根分泌物的质和量是不同的
,

同一植物在不同的发育阶段根分泌

的有机物也不完全一样
〔‘

·
’
·

�� 。 因此
,

研究微生物与植物间的相互关系
,

在理论和农业生产

实践中均有重要意义
。

生物反硝化作用是氮循环的重要环节
。

本文主要用无菌水培试验
,

研究了不同基因

型小麦在同一发育时期的根系分泌物对反硝化细菌生长量和活性的影响
,

结果如下
。

一
、

材 料 与 方 法

�一� 菌种的常规分离与鉴定
〔’� 。

�二� 供试抗性菌株

�三 � 无菌水培试验

� � � ��� � � � �
�

�� � 号�
, � , 。� � � , � 。 。 � � �

�

�� � 号�
� ‘� �

�
�

培养装置 � 采用四 角 培 养 瓶 �� � �
�

培 养液 � �� �� 仇�
� ·

� �
�
� �

�

� �,

� �� 
,
�
�

� �  � , � � �� 二 � �
�
� �

�

� �  ! , � �
�
� �

�
�

�

� � � � ,

蒸馏水 � �  � � � , � � �
�

�
。

将此液稀释 � � 倍
,

装

人四角培养瓶至近管内突起部位为限
,

塞好棉塞
,

常规高压灭菌
。

使用前
,

在无菌条件下
,

加人 � �� 链霉

素 � �
�

种子消毒
、

接菌和培养 � 将小麦种子于 �� � 乙醇中浸湿
,

再用无菌水冲洗后
,

浸在 , 弧 次氯酸钠

中消 毒 �� 分钟或更长时间
,

然后用无菌水洗涤 �一 � 次
。
在无菌室分别将消毒的 � 粒小麦种子均匀地

� 国家自然科学基金资助项目
。
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播种于四角培养瓶侧管中的纱布小圆盘上
,

于 �� ℃ 培育 � � 小时后
,
移置自然光照下培育

,

并将根部用

黑纸遮光
。

播种 � 天后
,
在无菌条件下

,
接人等量的反硝化菌纯培养液

,
继续培养

。
根据试验需要

,

定期

取其培养液在含一定浓度链霉素的营养琼脂培养基上进行反硝化细菌平板分离计数
。

�四 � 菌株的反硝化活性测定 小麦植株在四角培养瓶中培养一定时期后
,

收集培养液
,

即未经

纯化提取的根分泌物
。

按试验处理要求
,

并接种反硝化菌和注入乙炔
,

经培育后 � 用具有电子捕获器的

� � 一 � �  型气相色谱仪测定 � � � 的产生量
� ’� �

�五 � 氮基酸分析 将小麦培育一定时间后的培养液浓缩为原体积的 �八��
,
经酸水解

,

取 �� 闪

旅缩液
,
甩 � � , 型日立氨基酸分析仪分析

。

二
、

结 果 与 讨论

�一� 根分泌物对反硝化菌生长� 的影响

研究表明
,

小麦随着生育期的延长
,

其根际土壤中反硝化细菌的数量逐渐递增
,

到成

熟期菌数明显下降 因 ,

说明随着小麦生长
,

根系发育越来越旺盛
,

根分泌物也逐渐增多
,

为

根际土壤中反硝化细菌的发育创造了良好的生态环境
。

而且
,

种麦土壤 中的菌数明显高

于不种麦者
。

不同基因型小麦根际上壤相比较
,

以郑引 � 号根际反硝化细菌的数量高于

宝丰 � � �  。 用纯培养菌株进行的水培试验获得类似结果
,

即反硝化细菌在郑引 �号根分

泌物中的生长量大于宝丰 � � � � 号
。

随着培育时间的延长
,

仍以郑引 �号的菌数大于宝丰

� � � � 号
,

又大于不种小麦者�图 � �
。

二日
��只�粗砚姐识溉匕

�息招弋书‘勺铂。书,,��

堵葬时问 � 夭�
� �� �� 勺加 � � �功

图 � 小麦根分泌物对反硝化细菌 �� 号生长量的影响
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�

� � ��� � � � �

� �

� � � 份卜� � � � � � �

� � � � � � � � � � �� � � ,’

� �  � 一� � 一 � �

� � �
�

�� � � �

比� � � � � � � � � � � �  �

‘� � �

�二 � 根分泌物对反硝化菌活性的影响

反硝化细菌是土壤中反硝化作用的动力
,

它在厌氧
、

有充足的能源 �根分泌物
、

脱落

物 �和电子受体 � � � 了
一
� � 条件下

,

能进行反硝化作用
,

造成氮素的气态损失
。

表 �表 明
,

由于供栽培小麦的培养液中 � � 了的起始浓度很低
,

当小麦生长吸收后几乎不存在 � � 至
。

因此
,

未补充加人 � � 了的 �一 � 处理未侧出 �尹
,

即使提供 � 源葡萄糖者�处理 �
、

�
、

� � 也

无反硝化活性
。

凡是加人电子受体 � � �
�
的 �处理 �

、

� �� 均形成 �
�� 。

培育三天时
, �

号
、

�� 号两处理形成 �� � 的量分别为 �� ��刀件� �瓶和 � �� �� � 卜� �瓶
。

说明郑引 � 号的

根分泌物更能促进菌株的反硝化活性
。

为了证实根分泌物对反硝化活性是否起了刺激作
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用或提供 � 源的作用
,

进行了不同基质的培养试验
。

表 � 的结果表明
,

在有 � � 歹和 � 源

的基础上
,

加人根分泌物 �处理 �
、

� �
,

培育二天时
,

根分泌物刺激反硝化活性
,

较对照�处

理 �� 形成的 � �� 量高 �� 多和 �� 多 � 以根分泌物代替 � 源的各处理�处理 �一� �仍能进

行反硝化作用
,

但活性较低
,

比有 � 源的处理 �
、

� 更低 � 还可以看出加人郑引 �号分泌物

的活性大于加人宝丰 � � � � 号分泌物者
。

表 � 小麦根分泌物对 �� 号菌反硝化活性的影响

� � � �� � � ��� � � � � � � � � 〔 � � � � � � � � � � � � � � �� � � � � �� � � �� �� � � � � �� ��� � � � � � �� � ��让 � �
��

�
�

�� � � � � �� �

处 理
� � �  � � � � �

�
�

宝丰 � � � � 号分 泌物

�
�

郑引 � 号分泌物

�
�

宝丰 � � � � 号分泌物 十菌

斗
�

郑引 � 号分泌物 十菌

,
�

宝丰�� � �号分泌物 十糖
�
� 菌

‘
�

郑引 � 号分泌物 十糖 � 十 菌

�� 原培养液 � 糖 � � 菌

�
�

原培养液 十菌

,
�

宝丰 � � � � 号分泌物 � � � � � � 菌

� �
�

郑引 � 号分 泌物 � � � �
�
� 菌

�培育 � 天 �
� � � � � ��

�  !

∀ � #

∃ %
& 葡萄塘

。

表 2 不同培养基加根分泌物对 12 号菌株反硝化活性的形响

T ab le 2 E ffcet 01 different eulture m edium s w ith root exudate* added 皿 山e

den itrifyin g iv it了 o f d en itr if ie rs ( N
0 . 12 。r r a i

.
)

处处 理
, )))

培育天数数
TTT reatm en ttt C ultu re tim e (d

a y)))

22222 444
NNNNN :0 卜g /瓶 (b

ottle)))

卜卜培养基
, )十 菌菌 2招lll 1 3 1333

222
.
培养基

, 》
+ 宝丰 7228 号分泌物十 菌菌 38444 103呜呜

333. 培养基
几)

+ 郑引 1号分泌物 + 菌菌 37333 158000

略略
.
无 C 培养塞+ 宝丰 722. 号分泌物 十口口 1助助 32888

,,
·

无 C 培养基 十郑引 1 号分泌物 十菌菌 24呼呼 2 3 000

666
.
K N O , 溶液

2)+ 宝丰 722 8 号分泌物+ 菌菌 16888 30777

777
.
K N O ,

溶液 , )
+ 郑引 l 号分泌物+ 菌菌 2222222

1) 培养基: 柠檬酸钠 5
·

0 9

,

K N O
:

2

·

0 9

,

K
:

H P O
. l

·

0 9

,

K H
:
P O

.
l

·

0 9

,

M g S O 二 7H :0 0
·

2 9

,

蒸馏水

1000tn l, p H 7

·

2一7
·

5

0

)
N O 犷一 N o

·

2 5 m g
/
m l

.

) 培养物的总体积 15 In lo

用菌株 Ps 。“
do

m 。
。

, s p
.

20 号进行另一组试验也获得类似的结果
,

根分泌物对其反

硝化活性的刺激效应更强(表 3)
,

培育二天时
,

所形成的 从O 量较对照 (处理 l) 多 61 并

和 73 外; 以根分泌物代替 C 源(处理 , 一8)时
,

较无 C 源的处理 4 明显提高反硝化活性;

两个基因型小麦根分泌物相比较
,

仍以郑引 1 号分泌物的效应高于宝丰 7228号
,

只是无

心源培养基加人郑引 l号分泌物的处理 6 却是例外
,

原因不明
。
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表 3 不同培养甚加根分泌物对20 号菌株反硝化活性的影响

T able 3 Effeet of different eulture m edium s w ith root exudates added o一 d
e n

i
t r
i f y i

n
g

a e t
i
v
i
t y o

f d
e n

i
t r
i f i

e r s
(
N
o
.
2 0

s t r a
i
n
)

处 理.

T rea tm en t

培育天数
C ultu re tim e (d

ay)

N :0 林g/瓶 (bo tt!e)

1 .培养基 十菌

2
.
培养基+ 宝丰 7228 号分泌物+ 菌

3
.
培养基 十郑引 1 号分泌物 十菌

略
.
无 C 培养基十 菌

5. 无 C 培养基+ 宝丰 7228 号分泌物 + 菌

‘
.
无 C 培养基十 郑引 1号分泌物 + 菌

7
.
K N O : 溶液+ 宝丰 7228 号分泌物 + 菌

8
.
K N 0 3溶液 + 郑 引 l号分泌物 + 菌

1105

1254

284夕

5 2 8

27 8 1

; :: :

,‘�6
�
七。门一,nnl

,JQ�月,
月马
01
1‘J,,月,夕O,

‘口了,‘月乙J崎

.

培养基和培养物总体积同表 2o

(三) 原始菌株与抗性菌株反硝化活性的比较

在无菌水培过程 中
,

由于需在不同时间进行取样分析
,

尽管在无菌条件下操作
,

但培

育时间长
,

取样次数多
,

难免遭受杂菌污染
。

因此
,

采用抗性菌株进行培育试验
。

图 3所

示
,

原始菌株与抗性菌株的反硝化活性相同
,

说明应用具有特殊标记的菌株进行纯培养试

验是可行的
,

从而避免了纯菌在长期培育过程中
,

因操作不慎引起的杂菌污染问题
。

以,槛毕[县切
‘
0
。
之

心熟记P畔.e�护。翔,.1。口�

1 2号菌

N o
.
12 straJ皿

2 0 号菌

N o
.
20 str ai几

图 2 原始菌株与抗性菌株反硝化活性的比较

F 19. 2 C om parison of denitrifying aotivity of original stra反n an J

5t re P to m y c ln re s lsta n c e s tr a ln

(四) 根分泌物中氮基酸组分及其含t 的分析

已有资料说明完整根分泌的化合物的种类繁多
,

但有必要了解其分泌物中可溶性有

机物的种类和数量
,

这对根际微生物的发育是十分重要的
。

据范晓晖报道1)
,

检测到小麦

根系分泌物的有机酸主要为草酸和柠檬酸
,

而且宝丰 72 28 号分泌有机酸的量大于郑引 l

l) 范晓晖
, 1 9 8 9: 稻麦根际的 pH 环境及其对磷胁迫的反应

。

”一34 页
。

硕士论文
。
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衰 4 不同签因型小麦根分汤物中的氮墓酸

T a‘le 4 c om pon en ts of am in o aeid in roo t exu d ate s of the w hears of d ifforen t g eno ty p e-

氨 基 酸
毫 微 克
n g

占总t %
珍ake . P t.tal am ou n t%

A m in o aeid
郑引 1 号

一口~ ~ ~ ~ 曰~ ‘. ‘ ~ ~ 州. .

2 4 2

。

3 7

1 9
2 9

.

0 7

3 7 9

。

3 6

5 0
2

。

1 2

2 4
5 9

。

2 5

1
2 2 9

。

2 ,

1 46 2
。

5 3

2 0 2
8

。

8 1

1
6

2

。

4 2

1
2 6 3

.

9 8

斗3
。

9
1

1 0 0 5

。

6 6

1 9 0 5

。

3 0

3
3

。

8 1

7 3 4

。

6
7

9 9 1

。

0
9

1 0 5

。

3
魂

1 0 7 3
。

3 7

2 斗
。

0
0

1
3 0

。

3 7

宝丰 7228 号 郑引 l号 宝丰 7228 号

半胧磺酸

天冬氨酸

苏 氨 酸

丝 氨 酸

谷 氮 酸

脯 氨 酸

甘 氨 酸

丙 氨 酸

眯 氮 酸

绷 氨 酸

甲硫氨酸

异亮氨酸

亮 氨 酸

酩 氨 酸

苯丙氨酸

赖 氨 酸

组 氨 酸

精 氨 酸

鸟 氨 酸

了一

氨基酸

}
;.37

1
一

斗7 3
。

9 4

1
2 5

。

3 8

1
5 8

。

2 6

7
9

5

。

0 6

5 8 4

。

5 1

5
6 4

。

1
8

7
8

6

。

9 7

4
3

.

0
9

4
9 7

。

1
1

9

。

J 3

3
8 8

。

2 4

7
0

9

。

1 2

2 2

。

7 8

2 4 5

。

2 0

3 , 3
。

4 1

2
3

。

6 2

3
6

1

。

7
7

1 0

。

8 9

2

。

1
4

2

。

8 3

1 3

。

8 9

6

。

, 峪

8
。

2 6

1 1

.

峪‘

0
。

9
2

7

。

1 4

0

。

2 5

,
。

6 8

1
0

。

7 6

0

。

1
9

4

。

1 ,

,
。

6 0

0

。

5 9

6

。

0
6

l

。

6
1

7

。

4
9

l

。

9 8

2

。

5 0

1 2

。

, 7

,
。

2 峪

8
。

, 2

12
。

4 呜

0
。

‘8

7
。

8 6

0

。

1 4

6

。

1 峪

11
.
2 1

0
。

3 ‘

3
。

8 8

‘
。

2 1

0

。

3 7

5

。

7
2

“
·

9 ,
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注 : 样品量 50 因
,
小麦培育30 夭

。

号
。

经分析
,

供试两个基因型小麦根分泌物中氨基酸的组分相似
,

但氨基酸总量两者有明

显差异
,

郑引 l号和宝丰 7228 号根分泌物中氨基酸总量分别为 17
.
70 6m g 和 6

.
32 7m g (培

育 30 天
,

样品用量 50闪
,

见表4)
。

因此
,

上述培养基中加人郑引 1号根分泌物时
,

菌株

B acill“5 sP
.
1 2 号和 p;e, d o m o n a s s p

.
2 0 号的反硝化活性高于加人宝丰 7228号根分泌

物者
,

显然与此有关
。

综上所述
,

不同基因型小麦根际反硝化细菌随着小麦生长时间的延长而增加
,

其菌数

以郑引 l号> 宝丰 7228 号 ;菌株反硝化活性也是郑引 1号> 宝丰 7228号 ;根分泌物中氨

基酸组分相似
,

但其总量又以郑引 1 号> 宝丰 7228号
。

综合说明根际反硝化细菌的生长

量和反硝化活性是受根分泌物的质和量的直接影响
,

这是由于根分泌物的刺激作用和提

供碳源及能源的作用
。
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