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某些生物因子对曹子根瘤菌菌剂和

土著根瘤菌竞争结瘤的影响

姚惠琴 朱增炎 曹景勤 许月蓉 陈碧云
�中国科学院南京土城研究所�

早在本世纪三十年代
,

国外已发现根瘤菌竟争结瘤的现象
,

并对三叶草根瘤菌品 系之

间的竞争结瘤进行了系统的研究
。

认为同时接种两个不同的根瘤菌品系
,

它们的结瘤率是

取决于各个品 系人侵竞争能力的大小
,

并引出了竞争优势种的概念
。

之后
,

随着免疫学
、

遗

传标记和抗药标记等方法的相继应用
,

对竞争结瘤问题进行了深人的研究
。

六十年代初
,

有人用黄萎病诱发菌株研究了大豆有效菌株之间的竞争关系
,

指出混合菌剂中各个菌系

的菌数比例与结瘤率不一致
,

有的菌株在混合菌剂中所 占比例虽小
,

但结瘤率很高
〔�� 。

接

着又研究了三叶草根瘤菌的接种菌与土著菌之间的竟争关系
,

经过定量研究认为要提高

接种菌株的结瘤率
,

就要根据土著菌数来确定有效菌剂的施用量
。

每粒种子上附着的菌

剂菌数与土著菌数要有一定的比例
,

才能保证菌剂的有效性
【� 一们。

在经常种植豆科植物的老区土壤中
,

多少存在土著的根瘤菌
。

在这种土壤中施用菌

肥
,

由于根瘤菌菌系之间的竞争结瘤
,

往往使接种菌株的人侵结瘤率降低
。

作为一个接种

菌株
,

只有在取得结瘤优势的前提下
,

才能发挥它的菌剂作用
,

否则
,

就会影响菌剂的使用

效果
。

所以
,

根瘤菌竞争结瘤的研究
,

对合理施用菌肥
,

选育优良菌株
,

发挥豆科植物最大

共生固氮效益等方面都有重要的现实意义
。

在前人工作的基础上
,

本文对影响曹
一

子根瘤

菌竟争结瘤的几个生物因子进行了初步观察与研究
。

一
、

材 料 与 方 法

�一� 材料

供试酋子根瘤菌菌系
� �一� �� � ,

耐硫酸盐链霉素突变菌株
,

菌株的耐药最为每公升

� � � 毫克 � � �  斗,

该菌株在葡萄糖酵母膏刚果红培养基上
,

具有明显的菌落特征
,

培养七

天后
,

菌落中央呈不透明乳白色
,

四周透明
,

容易辩认 � � 一 � �
,

竞争结瘤强
、

固氮酶活性高

的优良菌株
。

供试寄主植物
� 毛曹 �� � � � �,� ��� � �� 光苔 �� ���

� 衍��� , � 、� �
�

�� 箭 舌 豌 豆 �� �
� �。

, � ��, � � � 美国豌豆 ���
, � � �� �� , � 、

�

� �
。

�二 � 方法

�
�

砂培 取 � �� 毫升高型烧杯
,

内装石英砂 � 斤
,

干热灭菌��� �℃� � 小时
,

冷却

后加无氮营养液 �� 毫升
。

分别播种经表面消毒和催芽的毛曹
、

光菩种子
。

每盆 � 穴
,

每
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穴 � 株
,

定苗后每穴加接种菌 �一 � � �  
、

�� ��
、

� 一�� 的菌液各 �
�

�毫升
,

每穴共加 。
�

� 毫升
。

各个菌液含菌数每毫升约为 � 亿
。 �月 � 日播种

,

� 月 �� 日收获
,

生长期 �� 天
。

收获后
,

用 �
�

�肠升汞液将带瘤的根进行表面消毒
,

并将根瘤逐个编号
,

摘取每个根瘤压碎
,

将少�

瘤汁分别涂布于含药与不含药平板上
,

培养 � 天
,

凡是在含药平板上出现菌落则为耐药菌

株 �一 � � �。所形成的根瘤
,

在不含药平板上出现的菌落
,

按其菌落特征可辨认出� �� �
、

� 一 ��

菌株所形成的根瘤
,

并测得各个菌系的结瘤率
,

以此代表各菌系的竞争结瘤能力
。

�
�

土培试验 盆栽土壤采自淮阴农科所大田
。

所采的两个土样除含土著曹子根瘤

菌数不同外
,

土壤性质相似
,

肥力水平相近
,

同属黄泛冲积土
。

第一个土样
,

含土著菌数每

克干土约为 � �   一� � �。个�前后 � 次测定结果�
。

第二个土样
,

含土著曹子根瘤菌约为每

克干土 �� 个
。

另取土著菌多的上述土壤灭菌
、

稀释
,

使其含菌数约为每克干土 � 个
。

取

上述含菌数不同的土壤进行盆栽试验
,

每盆装土三市斤
,

播种经催芽拌菌 ��
一� � � �

, � � � � �

的毛曹种子
,

每盆三穴
,

每穴定苗三株
。
� 月 �� 日播种

,

� 月 巧 日收获并测定各菌的结

瘤率
。

�
�

田间试验 布置在江苏淮安黄泛冲积土上
,

土著根瘤菌约每克干土 � � � � 。个
。

用

含菌数约每毫升 �� 亿的 �一� �� � 菌液 �� 毫升
,

与粉碎的干上作吸附剂
,

拌种后播种
。

试

验寄主作物有光酋
、

毛菩
、

箭舌豌豆 ��’
,
�
、

箭舌豌豆�大荚 �
、

美国豌豆
、

甜豌豆
。

作物生

长二个月后收获
,

用含药平板测定菌系 �一� ��� 的结瘤率
。

�
�

耐药 �链霉素�标记菌株结瘤率的测定 取一定数量的植株
,

剪去地上部分
,

将根

系用清水洗净
,

在 �
�

�务 升汞液中浸泡 �一 � 分钟
,

然后用无菌水洗 �一 � 次
。

用无菌操作

逐个地将根瘤取下
,

挤碎
,

取部分瘤汁涂布于含药平板上
,

涂布面积约为 �
�

� 平方厘米
。

培

养 �一 � 天
,

若涂布点上出现根瘤菌菌落
,

表明该根瘤为耐药菌株人侵形成
。

耐药标记菌结瘤率 �
耐药根瘤数

测定总根瘤数
� � � �外

。

二
、

结 果 与讨 论

�一 � 寄主植物对根自菌竞争结右的影响

根瘤菌的竟争结瘤除受环境条件的影响外
,

与 寄主植物有密切的关系
‘�一‘� 。 为了探讨

寄主植物对根瘤菌不同品系的竞争结瘤的影响
,

分别进行了田间试验和室内砂培试 验
。

在田间试验中测定了菌剂菌株 �一� � �  在甜豌豆
、

美国豌豆
、

毛曹
、

光菩
、

箭舌豌豆 �兔
、

大荚 �等寄主植物上的结瘤率
,

结果见表 � 。

由表 � 可见
,

菌系 �一 � � ! 在寄主植物的不同种上的结瘤率有明显的差异
。

如菌系

在箭舌豌豆 �� �� 上的结瘤率最高分别为 ��
�

�沁
、

��
�

� 外
。

其次是菩子
,

结瘤率分别为

��
�

� 沁
、

��
�

� 沁
。

豌豆的结瘤率最低
,

分别为 ��
�

�多
、

��
�

� 外
。

同一菌系在不同种寄主作物

上出现的不同结瘤率说明了寄主植物对菌系人侵结瘤具有明显的选择作用
。

但是
,

同一寄

主植物的不同品种
,

对各个菌系的人侵结瘤选择就不明显
,

如 �� � �� 。在光曹上结瘤率为

��
�

� 沁
,

在毛茜上为 钓
�

� �
,

箭舌豌豆�大荚�的结瘤率为��
�

� 沁
,

箭舌豌豆 �
�,
为 ��

�

�多
,

甜

豌豆的结瘤率为 ��
�

� 沁
,

而美国豌豆为 � �
�

�关
。

为了进一步说明寄主植物的不同品种对
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表 �

� � 从� � � � �

菌系 � 一� �  。 在不同容主植物上的竟争结右率
�

� � � � �� � � � � � � � � ����� � � � ��� �� �� � ���� � � �� , 七� 盆� � � �� � �� �
一
� � � �

� � � ���� �
� � � � � � � � �� � � �� � � ��

寄主植物
� � � � � �� � �

分析瘤数
� � � � �� , � � � �� � � �

� 一
� � � 

� � � � �� ��� �
的结瘤率�� �
� � � � � � �

一
� � � �

箭舌豌豆�大 荚�

巧
� �� 了 � � �, � �� �� � � � �

箭舌豌豆 ��
‘

,�

�’� �� , �� �夕� �’
,

毛 苔

��
� 矛口 夕���� � �

光 苔

� 矛� �口 时��� 了� � � �
�

甜 豌 豆

巧川 , , �, 矛, �
�

� ���
� � � � � � �

美国豌豆

尸�“碑二 , � � ��, � 二
�

� �� �
� � �� � � �

� �
�

�

� �
�

�

� �
。

�

斗�
。

�

� �
。

�

� �
�

�

 在种植芭子的自然 土壤中没有出现耐药菌株 s一 7 1 3 0
。
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菌系的选择作用
,

用砂培试验观察了光苔
、

毛曹对三个根瘤菌品系 s 一 7 1 3 0
、

6 0 3 4

、

2
一

12 的

人侵结瘤的影响
,

测得各菌系的竞争结瘤率 (表 2)
。

从表 2 可看出
,

菌 系 6034
、

s
一
7 1

30

、

2
一

12 对菩子不同品种光曹
、

毛曹来说其人侵力强弱趋势基本相近
,

菌系 2
一

12 人侵 力最

强
,

其次 S一7 1 30
、

6 0 3 4 最差
。

结果显示了同一寄主植物的不 同品种对菌系的人侵选择

性较弱
。

综上所述
,

无论是同一菌系对不同寄主的竟争结瘤差异
,

还是不同菌系对同一寄主的

竞争结瘤差异都说明了寄主植物对根瘤菌的人侵有明显的选择性
。

虽然
,

在豌豆根瘤菌

互接种内
,

某些寄主植物的不同品种
,

例如光菩
、

毛曹对根瘤菌人侵选择性较弱
,

但寄主植

物对菌系人侵的选择性还是存在的
。

由于这种选择性的存在
,

使得按特定寄主植物选择

菌株的选育方法
,

成为获得优良菌株的正确途径
。

此外
,

当几个菌系混合接种时
,

各个菌系的结瘤率是随着混合菌系的 组 成 而 变 化

的
,

例如菌系 S 一 7 1 3 0 与 6034 混合接种后
,

S
一
7 1 3 0 的结瘤率为 46

.
3 沁; 当 S一 7 1 3 0 与

2一
12 混合接种后

,

S
一
7 1 3 0 的结瘤率就下降为 ”

.
3 %

。

由此看来
,

一个菌系对寄主植物
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农 3 含土, 根翻菌橄不同的土城对菌系 S一””
,

6

03

4 竟争结润的影响

T曲1. 3 Ef〔
eCt o蛋比e s

ruo
“ n t o

f
o a t i

v e
R
.
L
.
i
n

50 11
o n n o

d
u
l
a ri

o n

e o
m P

o
d 6

o n o
f 肚r址n s

一
7 1 3 0

,

‘0 3 4

土著菌数
*

N arive R
·

L

.
e e

l l
‘
l
d ty . 11 又g 少

分析瘤数 结庙率(% )

N odu le‘ a n a
ly
z e

d N
od

u
l
a t
i
o n r a te

S
一
7 1 3 0

n
甘臼,�了,
JJ

.

…
,‘八UQ甘nU,�,‘d
.曰,n甘八nU�,‘OOn,八己

n

,l

3 2 0 0

4 0 0 0

5 0

6 0 3 4

,矛哎矛

:

血U丈U.几月,

........,.......
n

甘nU00On
3 2 0 0

5 0

. 土坡含曹子根瘤菌数按间接
“

植物感染
”计数法测定

。

表 4 接菌对盆栽植株毛菩千皿和固氮强度的影响

T .bl. 4 Effeet of inoeulation on dry w eight of above ground part, o
f p l

a n t a n
d

t h
e
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n t e n .

i
t y o

f N
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f i

x a
d

o n
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*

(毫微克分子 几H
;
/分钟/盆)

N o
. of inoculants N odulation rate

N itrogena , e a e t
i

v
i

t y

(
n
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C

:
H
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/
m i

n

/
p o t

)

植株干重(克/每盆)
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or
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C K

呼8
.
7

4 6
。

5

1 5

.

8

1 8

。

6
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。

8

2

.

0 8

2

.

3 6

2

.

2 6

采用上海植生所
“

固氮研究中乙块还原定t 测定简易法
”

侧定每盆植株根瘤的固抓酶活性
。

人侵力的大小和与其混合接种的其他菌系入侵竞争能力有关
。

一个菌系对某一寄主的结

瘤率不是固定不变的
。

( 二) 土若根有菌数t 与菌系 S
一
7 1

30

、

60 34 竟争结自的关系

由于老区土城有土著根瘤菌存在
,

加之土著菌对环境的适应能力和竞争结瘤能力都

较外来菌株强
。

所以
,

在这种土壤中施用菌肥
,

接种菌株的结瘤率普遍都因土著菌的竞争

而下降
。

人侵竞争强的接种菌株
,

受上述影响小
,

结瘤率下降少
。

菌剂的施用效果与

土著菌数里有关
。

为了阐明菌系竟争结瘤与土著菌数量的关系
,

我们采用了含土著根瘤

菌数不同的土壤
,

对菌系 s一 7 1
30

、

6 0 3 4 竟争结瘤的影响进行了盆栽试验
。

结果列 于

表 3
。

菌系 s一7 1 3 0 试验二次
,

重复结果基本相同
。

含土著菌数高的土壤约为每克干土

3200一4000个
。

接种 s
一
7 1 3 0 后结瘤率各为 22

.
0多和 20

.
5务

。

土著菌数量低的土坡
,

每克

干土约为 50 个
,

接种 S一 7 1
30 后

,

结瘤率为 48
.
7务

。

土壤中的土著菌数由每克千土 4000

个稀释至 4 个时
,

S
一
7 1 3 0 的结瘤率就上升到 50 .7 务

。

菌系 6034 在土著菌数高的 土壤上

的结瘤率为 10
.
7沁

,

而在土著菌数低的土壤上的结瘤率就上升至 46
.
5务

。

其结瘤竞争的趋
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势与 s一 7 1 3 0 相同
,

这些结果说明
,

在土著菌数不同的土壤中
,

菌系 s一 7 1
30

、

6 0 3 4 的竞

争结瘤率皆随土著菌数的减少而增加
。

所以
,

在土著菌数少的土壤中
,

由于接种菌株的竞

争结瘤较高
,

施用菌剂的效果就比较明显
。

据报道
,

一个菌系的竞争结瘤率与它的固氮强

度并不成正相关
‘
翩

,

从表 4 结果可知
,

虽然
,

菌系 s一夕13 。、 6 0 3 4 在含土著菌少的土壤中
,

它们的结瘤率有所提高
,

但植株千重和固氮强度与不接种对照相比
,

虽然固氮强度比对照

高
,

但干重反比对照少
,

或与其相近
。

这说明接种菌系的固氮能力并不优于土著的根瘤

菌
。

为要发挥共生固氮的最大效益
,

竞争结瘤能力和共生固氮强度是选育优良菌种的两

个必要条件
。

两者不能缺一
。

少

(三) 接种t 对提高接种菌株竞争结瘤的效果

澳大利亚 J
.
M
.
Vi nc en t 认为在土壤中

,

一个菌系的结瘤率虽然随土著根瘤菌含 量

增加而减少
,

但有效菌系的结瘤率随接种量增加而提高
。

本试验也已证明
,

土著根瘤菌的

数盘是决定接种菌株人侵结瘤率高低的一个重要因素
,

那末在盆栽试验条件下
,

有土著根

瘤菌的土壤
,

增加菌剂用量能否提高接种菌株的人侵结瘤率?若要使接种菌株达到一定数

量的结瘤数
,

接种菌数与土著菌数之比应该是多少? 为了阐明这些问题
,

我们进行了如下

试验
。

称取含菌数每克土壤约为 4000 个的新鲜一号土壤
,

并加人耐药标记菌 S 一 7 1 3 0 的

菌悬液若干(比浊法测数)
,

然后将菌液与土壤均匀混合
,

制成每克干土中菌系 s一 7 1 3 0 与

土著菌数量之比各为 1:1; 100 :l;1 万 :1 ;100 万:1 的四个不同处理的土壤进行毛酋盆栽

试验
,

生长四十天后收获
,

用耐药平板测得各处理中菌系 s 一 7 1
30 的人侵结瘤率(表 5)

。

衰 5 曹系 s一 71 3 。 与土普根泊菌不同数t 之比对其竟争结右的影响

T able 5 T he effeet of the ratio of s 一

7 1 3 0
t o n a t

i
v e

R

.

L

.
o , 1 n o

d
u

l
a

ti
o n e o

m p e r
i

t
i

o n o
f s

一

7 1 3 0

每克干土
R atio o

R -
每克干土的菌数

.

R
.
L
. eell,

/
d

r y 50
11

(
g

) 分析瘤数
结瘤率(% )

N od ulation rate of
一}
N o d u le s a n :一萝z ed

S 一 7 1 3 0
土土著菌菌

NNN ative R
.
L
... S 一

7 1 3 0
土著苗

N ati ve R
.
L
. S一 7 1 3 0

4 0 0 0

4 0 0 0

弓火 1 0,

4 火 1 0
,

4 0 0 0

4 U

4 火 10
,

斗K 10
,

: :

Q
.1.廿
幻nU/000八曰一、,‘

2
,‘

小0’0.
..二11..几

,

*同表 3o

表 5 结果说明
,

当每克土壤中菌系 S一 7 1 3 0 与土著根瘤菌两 者数 量 之 比 为 l
: 1 和

100 :1 时
,

菌系 s一7 1 3 0 的结瘤率皆为 。。 当土壤中 S一 7 1 3 0 与土著根瘤菌数之比达到

1 万 :1 时
,

s
一7 1 3 。 结瘤率上升到 41

.
0多; 当 S一 7 1 3 0 与土著菌数量之比为 IDD 万

;l 时
,

s
一
7 1 3 0 的结瘤率上升到 ”

.
0多

。

显然
,

当土壤的土著菌数保持不变情况下
,

菌系 S
一
7 1

30

的人侵结瘤率是随 S一 7 1 3 0 施用量的增加而增加的
。

而且只有在 S一 7 1 3 0 的数量远远超

过土著菌的 1 万
、

1
00 万倍时

,
S
一
7 1 3 0 的入浸率才能分别达到 41

.
0外

、

77

.

0 外
。

盆栽试

验结果说明
,

采用菌剂与土壤均匀混合的接种方法
,

接种菌株的竞争结瘤率可随菌剂施

用量的增加而增加
。

但是与上述盆栽相同条件下
,

( 土著菌数每克土壤为 400 0 个)
,

改用
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S 一 7 1 3 0 泥炭菌剂穴施
,

每穴菌数达 3 亿
,

每穴三裸植株
,

测得 S一7 1 3 0 的人侵率 仅 为

14
.
2 拓

。

导致穴施菌剂结瘤率降低的原因
,

可能是由于施加的菌剂多集中于种子附近
,

而

根瘤菌在土中垂直移动距离很小
,

加之根系生长速度较快
,

使根系附近的菌剂菌数随着根

的伸长而减少
,

菌剂菌数与土著根瘤菌的比数减少
,

从而减低了菌剂菌株的人侵率
。

经测

定
,

由菌剂菌株所形成的瘤数中有 83 务的瘤着生于种子以下 l一2 公分根区内
,

17 务的

瘤着生于种子以下 3一7公分根区内
。

这表明随着作物根系的伸长
,

菌剂人浸机会就减

少
。

当采用菌剂与土壤均匀混合的接种方式
,

由于在寄主根系所到之处
,

土壤土著菌数与

菌剂菌数保持一定比例
,

所以接种菌株的人侵结瘤率可随菌剂使用最增加而提高
。

由此

看来
,

当土壤中有较多土著根瘤菌时
,

在盆栽条件下
,

用土壤接种方法
,

菌剂菌株的结瘤率

随菌剂用量的增加而提高;而用拌种或穴施的接种方法
,

虽加大菌剂用量
,

却很难提高菌

剂菌株的结瘤率
。

接种菌株的竞争结瘤率虽然受土著根瘤菌数的影响
,

有时
,

在两个含土著根瘤菌数不

同的同一类型的土壤上
,

菌系 s一 7 1 3 0 对同一寄主的竞争结瘤率却相差不大
。

如淮安土

样土著菌数为每克干土 3
.
片 万

,

淮阴土样土著菌数每克干土为 0
.
32 万

,

接种菌株 S一 7 1 30

在毛菩上的结瘤率淮安土样为 47
.
, 多

,

淮阴土壤为 48
.
7并

。

可见
,

在自然条件下
,

除了土

著菌数和寄主外
,

还因地区
、

土壤的不 同等其他因子而影响着菌系的竞争结瘤
。
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