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水稻和稗草及白兰瓜根毛

对根瘤菌的反应

康玉庆 王洪隆

(天津教育学院中心实验室
,
天津 3 0002 0) (法国国家农业科学院共生实验室

,
蒙比利埃 )

摘 要 用 田善根瘤菌 突变体处理 水稻和稗草
,

用田普根瘤菌和磁场处理 白兰爪
,

显微观察发现这三种非豆 科植物根毛发生规律性变化
,

包括根毛的弯曲
、

膨大
、

分

枝及侵入线的形成
。

同时
,

水稻 与白兰瓜均结根瘤
。

这些结果与豆科植物的情况具

有相似性
,

是 反映非豆 科植物与根瘤菌之 间建立互作关系的重要标志
。
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固氮根瘤菌可使豆科植物结根瘤
,

其侵入的第一步是在植物根毛的顶端进行吸附
,

随后

使根 毛发生弯曲等变化
,

最终发展为有效的固氮体系
。

尽管这一系列作用的分 子 遗 传 学分

析
、

生物化学基础等尚不完全清楚
,

但许多研究者通过对豆科植物与固氮根瘤菌之间的互作

进行探讨
,

揭示 出豆科植物根毛的细胞学变化规律
,

为豆科植物结瘤研究提供了指导 〔 3
,
4〕

。

70 年代 以来
,

固氮基因工程
、

植物组织培养及细胞融合技术的进步
,

促进了根瘤菌与非豆科

植物建立共生关系的工作的发展比乳 7〕
。

但根瘤菌与非寄主植物根 毛细胞之间的互相 作 用尚

未被更广泛地系统研究
。

本文论述了利用田著根瘤菌及其突变体在不同外界条件下分别对水

稻
、

稗草及 白兰瓜进行侵染的研究
,

通过比较发现 了这些植物根 毛对根瘤菌反应 的共同点及

这些变化与结瘤的重要相关性
。

目前 已经确定 n o d A
,

B
,

C 基因对豆科植物根毛弯 曲有作

用
,

今后这方面的研究方向应该是探索非豆科植物结瘤作用的遗传基础
,

这一工作的重要性

是不言而喻的
。

1 材料和方法

1
.

1 固氮根油菌

田著固氮根瘤菌 (左h诊 ob ui m s es bna ia) G
一 ,

N o d
十 ,

F xi
十 。

取 田普根瘤
,

95 % 的 乙醇

浸泡 20
5 , 0

,

1% 的升汞 杀菌 5 m i n ,

灭菌水洗 5 次
。

压碎取瘤内含物接种在 Y M 八 固 体培养

基 25 ℃ 培养 d3
,

转接Y M A 液体培养基
,

25 ℃振摇培养 2 4 h
,

得到菌液八
。

田青 固氮根瘤菌突变体 ( R h i : o b i u m s e s西a n i a SM
,
) G

一 ,
N o d

+ ,

F i x + 。

此菌株采 用墓

因诱变得到
。

Y M A 固体培养墓 25 ℃活化
,

转接 Y M A 液体培养基 25 ℃振摇培养 2 4 h
,

得到菌

液 B
。

用 田蔷种子常规灭菌法进行表面灭 菌
,

放入平 皿 28 ℃萌发
,

芽长至 2 一 3 c m 时
,

加适量

19 9 2一 Qg一O二收稿
。
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7 5%的乙醉研磨成匀浆
, 通℃静置 4 h8

,

然后加等量 N a 一
K 缓冲液 5 0 0。 。 p 二 名心 20 m i n ,

将上

清液于 4 ℃
一

下用无菌蒸馏水透析左h8
,

其间换水 4 次
,

得到提取液 C
。

1
.

2 植物处理

将水稻及稗草 ( E hc ino 功 loa cr o
gs al il ) 种子如 上法进行表面灭菌

、

萌发
,

出芽后移入

:al 1rl
a e t L

s’J 、 室培养〔1〕,

每株加菌液 B 10 m l
。

提取液 C 1 m l
,

28 ℃下光照嗜养
,

光照时 间为

J 6 h / d
,

培养期间每 7 d加一次 B液和 C 液
。

将 白兰瓜 (C : ` c u m i s 胡 e l o v a r i n o d o , o u s
) 种子如上法进行表面灭菌萌发

,

出 芽 后移入

F ha
r
ac us 小室

,

放在磁场强度 10 0 0G s
的环境中 28 ℃光照培养

,

光照时间 16 h d/
,

每 7 d每株

加A 液 l o m l
,

C液 1 m l
, 0

.

5 )、 2 0
一 “

的2 ,
4

一

D 0
.

sm l
。

三种植物没 5 组重复
,

每组 20 株
,

自培养 2 4 h起开始进行扫描电镜及光学显微浇 观 察记

录
。

扫描电镜样品
:

戊二醛 ( 2 % ) 固定 Z h
, 1 % 0 5 0

`

固定 s h
,

放 入 30 %
,

50 %
,

70 %
, 8 0%

,
9 0%

,

95 %和 10 0%的乙 醇水溶液中逐次脱水
,

再放入临 界点干燥器之中干 冰

干燥
,

镀全
,

观察
。

光学显微镜观察
:

用明视野及暗视野观察培养 于 F a
hr

a e
二 小室中的样

品〔 6〕
。

1
.

3 培养塞及缓冲液

Y五左A 培养基
:

甘露醇 20 9 ; K H
Z
P O

` 0
.

2 9 , M g S O
、 ·

7H : 0 0
.

2 9 ; N a C I 0
.

1 9 ;
酵母

膏」。 ;
琼脂 1 5 9 ;

加水至 i 0 0 0 m l
,

p H 7
.

o一 7
.

2
。

N a 一
K缓冲液

:
K : H P O

`
0

.

43 9 ; N a H
Z
P O

` 1
.

46 9 ; N a C I 7
.

2孟,
蒸 馏 水 至 IOO0m l

,

p l l 7
.

2 , 1 0磅灭菌 2 0 m i n 。

2 结果与讨论

水稻
、

稗草及自兰瓜 自接种 2 8 h即有根瘤菌对根毛的吸附作用
,

培养列 72 h吸附咋月己相

当典型
,

如附图A
,

可见根毛的顶端及侧壁均有根瘤菌的吸附
。

培养10 d左右 3 种植物根 毛均见弯曲
,

弯曲分为两种
: ( 1 ) 为中度弯曲

,

如附图B 的水

稻根 毛
。

( 2 ) 为螺旋状弯曲
,

如附图D 的稗草根毛
。

与弯曲同期 为一 冲变化为根毛 论膨大
,

此种变化在水稻和稗草根上都有发现
,

如附图C
。

培养 3 0 d左右可见这 3 种植物根毛发生分枝变化
,

附图E
,

F分别为白兰瓜和稗草滋及毛分枝

情况
,

从附图 B中即能看到水稻根毛在培养 l o d时就 已开始进行分枝
。

这种结构 变化发生率很

低
,

到 目前为止
,

只见豆科植物有此变化的报道
。

一种重要的变化在稗草培养到 35 d发生
,

即侵入线的形成
,

如附图G
,

这种变 化 的 发生

率也很低
,

多为即将伸长的根 毛
,

这种变化与豆科植 物的侵入线极其相似
,

虽然少见
,

但我

们认为这种结构在非豆科植物结瘤过程 中是非常重要的
。

根瘤的形成大约在培养 50 d左右
,

水稻和白兰瓜均有根瘤产生
。

附图H 为水稻根瘤
,

这种

根瘤为白色或棕色
,

呈圆形或椭圆形
,

.

多在侧根基部附近发生
。

形成初期可见周围的根毛
。

根瘤菌对根毛的吸附
,

根毛的弯曲和分枝
,

形成侵入线
,

是一般结瘤前期的共同特征
。

肉附表可见
,

结瘤的二种植物基本发生以上结构变化
。 虽然我们在水稻

, 白兰 瓜 根 毛上没
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前期的重要标志
。

附表 根毛变化特征比较

项 目 水 稻 稗 草 白 兰 瓜

突变体

001 %

1 %

5 ~ % 2弓 %

O
。
3 %

突变休

100 %

0
`

S%

2~ % 20 %

0
一3 %

0
`

1 %

磁场于 2
,
4一 D

1 0 0%

2%~ 2 0%

O
。

i %

件大附曲枝条吸膨弯分

怪 入 线

平均每株结瘤数 1 2 5

通过以上实验结果
,

我们可以这样认为
:

无论诱 导非豆科植物与固氮根瘤菌 之 间 建立

共生关系的因素是基因水平的还是外界条件
,

其作用过程均具有根毛的弯曲
、

分枝及菌对根

毛顶端和侧壁的吸附等特征
,

也就是说
,

检验根瘤菌对植物作用的强弱及是否有效
,

可通过根

毛的反应来判断
。

选择更广泛的植物种类作系统研究将会具有更为积极的意义
,

通过染色体

分析深入研究非豆科植物结瘤的遗传学基础
,

也将对这方面的工作起重要的指导作用
。
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