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从福州土攘中分离出一个固氮菌新种
‘

陈 绍 芳
�福建农学院土奥农化系 �

�朋�� �� 解
�
戚 把所有的好气性固氮菌分为两类

�
一类是专性的固氮菌

,

如 � �� ��� ��
�

�� � ,

另一类是非专性固氮的腐生菌
。

后者在缺乏化合态氮时不能生长
,

固氮作用微弱
,

并且不稳定〔’�。

除 � �
��� �� 纪 ,

属的各种固氮菌外
,

其他学者在自然界中也相继发现具有固氮作用的

栩菌
。 ��� � � 和 � �

� � ���� �� � � 分离得 � � � �� � � � � �

属的糊菌也具有不同的固氮能力 �� �。 上

述这些捆菌均属于专性的好气性固氮菌
,

由于它佣能够在无氮培养基上很好地生长发育
,

同时进行固氮作用
。

关于固氮菌的分类固题
,

各学者的意晃颇不一致
。

根据 � � � �朋
�

��
�
�� 的分类系

扰 �� � ,

他把 � � � �� � � � �� � 属列于杆菌科 ��
� � �� � �� � � � � � 中

,

而把 � � � �� 二 � , �� 了 属归于假单

胞菌科 ��
� � � �� � � � � �� � �

� �
�
。

根据 � � �� � � 的分类系扰 �� � ,

他把固氮菌独立列为一科
,

命

名为固氮菌科 ��
� � �� �� � �� ��� � � � � �

,

其中包括 � 二� �� � � � ��� 和 � 二� �� � � � “ ,

两个属
。

最近

� �� � � � � � 按照 � � � � � � 的分类 系就
,

把固氮菌科 ��
� � �� � � � �� � �� � � � � � 分为 � 二 � �� � � � � � �

、

价��� �� �� 砂。 和 � �� �� � �� �� 三个属 �� 
。

虽然各学者对于固氮菌的分类法有所不同
,

但根

据文献所昆载的固氮菌
,

不外有下列�’� 种�, 一‘�� � 君 � � � � � � �己 � � 人� � � � � � � “ � ��� � � �
, 才二� ��

�

占� � �� � � � ��� ���� ��
, � 君 � � � � � � �� � �, �� � �� � ��� ��� � �

, � 二� �� � � � �� � �� � �� “� ��
� ��� � �� � ��

�

�� ��� � � ���� ��
, � 君 � �� � � � �� � � � �� 户���“ � ���� � �

, � � � �� � � � �� � , ��� ��� � , �
��� �� �

, � 万 � � � � � � �� �

� �� �� � � �� � � � 。 ��
� ��� ��� � � �

�
�

� � ��� ��� � � � � � � ��� �� �
, � � � �� � � , � � �, �了� ���� ��� 斗。�和 才二�

�

� � � � �  ! ���
� � � � � � 了

���� � � 等
。

作者于 ��多�一�� 弓� 年进行福州地区固氮菌的翎查研究时
,

从 ��� 个土样中分离得自

生固氮菌 �� 个菌株
,

握鉴定桔果
,

其中有一株的形态
、

生理以及培养特征均与
�

�述各种固

氮菌有所不同
,

作者敲为是固氮菌的一个新种
,

曾称为 ��� 固氮菌�� 
。

本文仅就这种固氮

菌的分离和鉴定报告于下
。

一
、

菌 种 的 分离

本工作的土壤样本是 �� 弓� 年 � 月简从福州魁岐附近稻 田中采集的
。

分离时
,

首先将

土样接种于 �� �� 甘露醇培养液中
,

在 28 一30 ℃ 进行丰富培养
,

几天之后培养物大量繁

殖
,

在培养液表面 生成一层菌膜
,

然后挑取菌膜少爵
,

用平板稀释法进行分离
,

当获得孩菌

种单独菌落后
,

再用 As hby 甘露醇琼脂培养基
,

以平板稀释法进行钝化
,

而得到械种
。

*
本文曾于 1962年 6 月全国土奥学会学术会裁上宣滇

。

参加本不夏工作者尚有吴章琴和陈振玉同志
,

并蒙陈秀明

同志代拍照片
,

福建农业科学院吴怀获和张开娴同志代为测定氮
,

滋此致榭
。
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二
、

菌 种 的描 述

(一 ) 菌种形态特征的描远

这种固氮菌是一种较大的杆状菌(图 1 )
,

大小为 0. 7一1
.
弓 x 2. 1一5. 0微米

,

老幼袖胞

形状不变
,

通常单生或双生
。

袖胞内含有强烈折光的颗粒体
,

一般 3一5 个
,

苏丹 m 染色

为阴性
。

系田胞壁外具有粘勒的厚黄膜
,

无芽胞
,

Li
efs

on 染色法为周生鞭毛菌
,

格兰氏染

色食反应
。

( 二) 菌种培养特征的描述

在 As hb
y 甘露醇琼脂平板上

,

菌落为黄色或金黄色
,

以后色素微微加深
,

色素不渗入

培养基
。

菌落直径 10 一17 毫米
,

凸起有光泽
,

呈不现RlJ 圆形
,

边椽不整齐
,

表面藕褶
,

从中

央向边椽作辐射状 (图 2 )
,

有的菌落表面光滑
,

不透明
,

勒度非常大
,

板桔似橡皮
,

用接种

环不容易挑起
。

在培养基下层的菌落
,

往往贴出培养基呈梭状凸起(图 3 )
。

斜面培养
,

菌

苔呈横条状凸起或呈光滑状凸起
。

在 As hby 甘露醇培养液中生长
,

液面生成一层黄色漓

褶的厚菌膜
,

并沿瓶壁上爬
。

应敲特别

指出的
,

这种固氮菌在 As hb
y 甘露醇培

养液中生长时
,

如果随时摇动
,

培养几周

之后
,

固氮菌大量繁殖
,

使全部培养液成

为凝胶状
,

表面凹凸似波浪状(图 4 )
,

此

种特征与其他固氮菌显然不同
。
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(三) 菌种生理特性的研究

这种固氮菌在肉汁蛋白膝琼脂上不能生长
。

在 As hb y 甘露醇明胶培养基上穿刺培

养不能把明胶液化
,

但能在表面生成一层杠褐色糊褶厚菌膜
,

并沿栽管壁上爬
。

焉给薯块

斜面培养菌苔呈褐色
。

在 As hby 甘露醇按盐斜面培养基上生长很好
,

菌苔呈金黄色
。

在

柠檬酸铁琼脂培养基上穿刺培养
,

不产生硫化氢
。

在 As hby 甘露醇稍酸盐培养液中培

养
,

能还原稍酸盐
。

于含有各种碳源并加入澳纂香草酚蓝培养基 (除碳源的种类不同外
,

一切成分与 As hby 甘露醇培养基相同)上培养
,

能利用葡萄糖
、

果糖
、

蔗糖
、

麦芽糖
、

乳糖
、

半乳糖
、

木糖
、

棉子糖
、

甲醇
、

乙醇
、

丁醇
、

甘油
、

甘露醇
、

乳酸钙和玻拍酸钠
。

本菌利用上述

各种碳源并能产酸 ;但不能利用淀粉
、

糊精和安息香酸纳
。

为了探甜某些环境条件对于本菌的生长发育和固氮作用的影响
,

进行了下列裁验
。

1

.

温度对于本菌生长发育的影响

文献豁载一般固氮菌均属于中温性类型脚】。 为了探甜温度对于本菌生长发育的影

响
,

曾把它接种在 As hby 甘露醇琼脂斜面上
,

分别置于 15 ℃
、

20 ℃
、

25 ℃
、

30 ℃
、

3 , ℃
、

4 0 ℃
、

4 , ℃ 一系列不同的温度下进行培养
,

3 天后观察其生长发育情况
,

兹将观察桔果列

于表 1
。

表 1 沮度对于本菌生长级育的形响

温 度

生长发育情况
…一…一…一…一…一…一…一{一

}

十

{ 一 l一 }~ }
朴 l

从表 1 的材料可以看出
,

本菌在 20 一40 ℃ 范围内均能生长
,

尤以 30 一35 ℃ 生长发育

最为良好
,

但在 1, ℃ 和 45 ℃ BlJ 不适于它的生长
。

可兑
,

这种固氮菌与一般固氮菌适应的

温度范围基本一致
,

应敲把它列为中温性的类型
。

2

.

微量元素对于本菌固氮作用的影响

很多文献昆载微量元素可以刺激固氮菌的固氮效率阳.9. 101
,

在固氮过程中
,

貂和硼起

着重要的作用
,

环境中缺少相
,

固氮作用就不能进行或大为诚弱
。

为了探甜绍和硼对于本

菌固氮作用的影响
,

进行了下列栽墩 : 用 As hb y 葡萄糖作为母液
,

配成合 0
.
00 01 务相酸

翻
,

含 0
.
00 01 务硼酸

,

含 0
.
00 01 界胡酸钠及硼酸等三种培养液

,

并以 As hb y 葡萄糖培养

液作为对照
。

用 25 0 毫升三角瓶盛培养液 50 毫升
,

灭菌后
,

进行接种
。

每种处理重复 4

瓶
,

置于 30 ℃ 定温箱中培养 30 天
,

然后将各瓶培养物用凯氏定氮法进行侧定
,

兹将拮果

列于表 2
。

卜胜巨歼声矛

表 2 俄, 元案对于本菌固笼作用的巷.自

处 理

A sh by 葡萄糖(对照)
A shby 葡萄糖 + 0

.
0001% 硼酸

A shby 葡萄搪 + 0
.
0001% 扣酸纳

A shby 葡萄糖 + 0
.
0001% 硼酸 + 0

.
0001% 租酸钠

毫克 N /1 克葡萄糖 %

100

105

133

1斗l

从表 2 的数据可以看出
,

胡和硼均能刺激本菌的固氮作用
。

合有胡和硼的处理比对
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照的固氮效率提高41 另
,

含胡的处理提高33 多
,

含硼的处理固氮效率提高较少
,

仅达 5 另
。

3
.

不 同碳源对于本菌固氮作用的影响

文献豁载不同碳源对于固氮菌的固氮作用具有一定的影响[ll, 切
。

为了探尉不同碳源

对于本菌固氮作用的影响
,

曾以 As hb
y 母液

,

分别加入各种碳源 (葡萄糖
、

果糖
、

蔗糖
、

麦

芽糖
、

乳糖
、

半乳糖
、

木糖
、

棉子糖
、

甘露醇)
。

用 2知 毫升三角瓶盛不同碳源的 As hb
y培养

液 , 0 毫升
,

灭菌后
,

进行接种
,

每种碳源重复 4瓶
,

置于 30 ℃ 定温箱中培养 30 天
,

然后将

各瓶培养物用凯氏定氮法进行侧定
,

兹将精果列于表 3
。

从表 3 的数据可以看出
,

本菌以麦芽糖作为碳源的固氮量最多 (8
.
12 毫克 N / 1克麦

芽糖)
,

其次为蔗糖
、

果糖
、

甘露醇和葡萄糖
,

再次为乳糖和棉子糖
,

半乳糖和木糖的利用率

最小
,

固氮量最少
。

滋 3 不同映泥对千本苗固抓作用的形响 狡 4 p H 位对千本有固皿作用的形明

碳 源 落克 N / l克糖 (或醇)

8
.
12

5
.
69

5
.
05

斗
.
9 0

斗
。

6 8

3

.

3 6

3

.

3 6

2

。

8 0

2

。

6 6

p
H 值

固 氮 量

毫克 N /1 克葡萄糖

222
.
3555

444
。

1 222

444

。

3 444

444

.

5 666

555

。

2 333

555

.

5 555

444

.

9 888

333

。

1 333

糖糖糖醇糖塘糖糖糖芽贫萄子
·

乳麦蔗果甘葡乳棉半禾

4
.pH 值对于本菌固氮作用的影响

一般固氮菌适宜于中性或微碱性的环境
,

仅有少数品种 (A
z. ‘耐“

。。 和 A 二
.

二ac 。
-

cy to 扩
n。) 适于酸性环境[l1 .l3]

。

固氮菌的固氮作用与环境的 PH 值具有一定关系I1’]
。

为了

探甜声 值对于本菌固氮作用的影响
,

曹进行下列拭验
:
配制声 值不同的培养液 (As hby

葡萄糖母液)
,

每个 25 0 毫升三角瓶盛培养液 50 毫升
,

灭菌后
,

进行接种
,

每种 pH 值重复

4瓶
,

置于 30 ℃ 定温箱中培养 30 天
,

然后用凯氏定氮法进行侧定
,

兹将桔果列于表 4
。

从表 4 的数据可以看出
,

本菌适应的 pH 值范围甚广
,

从 PH
4
.
05 一11

.
04 均显示不同

程度的固氮作用
。

其中以声
9.01 时的固氮量最高 (民 , , 毫克 N /l 克葡萄糖)

,
p H 4

.

叮

时的固氮量最低 (2
.
35 毫克 N /1克葡萄糖)

。

若换成百分比
,

p H 9

.

01 时的固戴量为 pH

4
.
05 时的 236 另

,

固氮量增加一倍以上
。

根据拭翰材料可以看出
,

此种固氮菌的耐酸性与

耐碱性均比一般固氮菌为弦
。

这种特性在农业实践上具有一定的意义
。

I

三
、

本菌与其他固氮菌的比较

分布于土壤中的好气性 自生固氮菌主要有 A o tob ac t。 和 A云ot 口m 。 ,
at 两个属

。
、

本

菌与此二属相比较
: (1) A o to m 。。, 属的固氮菌是小而直的杆菌

,

栩胞内不舍颗粒体
,

一般无黄膜
,

并为端生鞭毛菌 ;而本菌是一种较大的杆菌 (0. 7一1
.
5 x 2. 1一5. 0微米)

,

袖

胞内合有明显的颗粒体(一般 3一5 个)
,

具有厚黄膜
,

并为周生鞭毛菌
,

与 滋ot ob ac
t, 属
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相同
。

(
2
)

A
o to m

on 。 属的固氮菌
,

在蛋白厦培养基
、

无机氮培养基以及无氮培养基上

均能生长良好;而本菌仅在无氮培养基和无机氮培养基上生长良好
,

不能在蛋白盾培养基
‘

上生长发育
,

此也与 汉君口t
ob ac 纪

, 属相同
。

可兑在形态特征和生理特性方面本菌都不同于

才二o t o m o n a ;
属

,

而与 才。o to 占a cter 属相同
。

因此作者款为本菌应属于 汉z o to占ac ter 属
。

根据 K pae, 刀b H , K o B 的分类系就[
2],

他把 才z oto吞a cter 属的固氮菌分为: A
二o

to b ac
te ,

c 五ro o co cc
“
m

,

A
二o t o b a c t e , a

沙l。
,

A
o o t o

b
ac

t
er

o
f

n e
l

a n

di i

,

A
z o t o

b
a c t。 ,

棺月
‘a , 了 ,

A
o o r o

b
ac

t ,

君a lo户五ilu m
,

A
二o to 占ac to i,

dic

u , 等 6 种
。

不久以前 Jensen (19, 5 ) 又分离得 击
。 , o 占ac t。

, ac ro cy
t
og en o ll 31。 兹将本菌与上远 7 种固氮菌列表进行此较(表 5 )

。

从表 5 可以看 出
,

本菌与 A o
tob ac ter 属的 7种固氮菌主要的区别在于: (l) 本菌是

一种较大的杆菌
,

其栩胞形状不随培养时简而变化
,

而其他固氮菌的形状
,

一般初期为短

杆状
,

后期呈圆形或椭圆形
。

此外
,

本菌具有明显而厚的黄膜
,

栩胞内的颗粒体排列呈缝

状
,

此种特征与其他固氮菌亦有所不同
。

(
2
) 本菌的菌落主要特征

,

是勒性非常大
,
板桔似

橡皮
,

用接种环不容易挑起
,

这与其他固氮菌也显然不 同
。

(
3
) 本菌在液体培养基中培养

时
,

能使培养液呈凝胶状
,

表面呈籍褶状
,

这种特异性也是其他固氮菌所没有的
。

根据上述这些特征的差glJ
,

作者款为本菌是 A o to bac te ,
属的一个新种

,

因其从福州

土壤中分离出
,

定名为 A 二o t o b a c t e r f
“‘人o u“‘众 n ·

, p
·

四
、

摘 要

1
.19, 7年从福州土壤中分离出一个固氮菌新种

,

按其形态特征和生理特性的描逮
,

显

然与 A o to m on 。 属有所区别
,

若与 滋ot ob ac ter 属进行比较
,

无萧在形态特征或生理特

性方面都很类似
,

但这种固氮菌与前人所发现的 A zo tob ac ter 属的七个菌种不同
。

作者

敲为是 A幼
tob act er 属的一个新种

,

因其从福州土壤中分离得
,

定名为 A o tob ac
t, 了“动

。“-

e ”‘多了 n
。

s
P

·

2

.

本菌在 20 一40 ℃ 范围内均能生长发育
,

尤以 30 一3乡℃ 生长最旺盛
,

应把它列为中

温性的类型
。

3

.

用和硼可以促进本菌的固氮作用
,

含有组和硼的处理可提高固氮效率41 多
,

合胡的

处理可提高 33 务
,

合硼的处理仅提高 5多
。

4

.

不同碳源对于本菌的固氮作用具有一定的影响
。

以麦芽糖作为碳源的固氮量最多

(s
.
12 毫克 N /l 克麦芽糖)

,

其次为蔗糖
、

果糖
、

甘露醇和葡萄糖
,

再次为乳糖和棉子糖
,

半

乳糖和木糖最少
。

弓
.
本菌适应的 pH 值范围较广

,
p

H 4

.

05 一11
.
04 均有不同程度的固氮作用

。

以 pH

8
.
04 一9

.
01 时的固氮作用最孩

,
p

H 4

.

05 时最弱
。

可兑
,

本菌的耐酸性与耐碱性比一般固

氮菌来得强
,

这对农业实践具有一定的意义
。
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